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 چكيده

در آن در حضور اکسیژن است که هوازی بی اثر واربورگ نوعی گلیکولیز  و هدف:زمينه 
سلولهای توموری تمایل به جذب گلوکز و ترشح لاکتات در حضور اکسیژن دارند تا 

های سلول فراهم گردد. در مطالعات گذشتهشرایط فقر غذایی انرژی لازم برای رشد در 
بر اساس این تحقیقات در این مطالعه  های سرطانی رفتار کنندتوانند مشابه سلولجنینی می
های سرطانی به درک اثر شرایط سلول رسنگی و ایجاد شرایط محیطی مشابه بابا القای گ

 موش پرداخته شد.های آستروسیت جنینی کشت شده از مغز نوزاد واربورگ در سلول
شت داده شدند. در کشت درصد ک DMEM/FBS 01ها درآستروسیت :بررسی روش

ها القا شد و در انتها مصرف ساعت گرسنگی در سلول 27و  84، 01های ثانویه در زمان
گیری داخل سلولی به روش فتومتریک اندازه LDH گلوکز، میزان ترشح لاکتات و فعالیت

 گردید.
در مقایسه با گروه  %87ساعت بعد از القای گرسنگی سلولی  84مصرف گلوکز  ها: یافته

تات ترشح لاکساعت بعد از القای گرسنگی  01 .(. همچنین>10/1P) کنترل افزایش داشت
برابری را   16/2 دارافزایش معناداخل سلولی   LDHساعت بعد فعالیت 27افزایش و 

 .( . >10/1P) نشان داد
طور ترکیبیی  عنوان منبع انرژی و همینهها بتولید و ترشح لاکتات در این سلول :گيرینتيجه

کند. بیا توجیه بیه    ری، عمل میوهای تومشیمیایی برای تبادل پیام با یکدیگر، همانند سلول
ها ها، امید است این یافتهبرای آستروسیت سلولهای توموری ایجاد شرایطی مشابه با شرایط

هیای جدیید   های توموری و طراحیی اسیتراتژی  متابولیسم سلول مفاهیم منجر به درک بهتر
 ها در مغز گردد. درمانی بر علیه این سلول

 

اثر واربورگ، آستروسیت، فقر غذایی سلول، لاکتات، لاکتات دهیدروژناز،  :واژگان کليد
 .سرطان
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 مقدمه

های گلیال رادیال در های آستروسیت از سلولسلول

 نسبت به هاسلول شوند. اینجنینی پدیدار می ۀانتهای دور

 70 حدود در و (0) هستند هانورون از بیشتر بسیار 0 به 01

ظاهری،  نظر اند. ازکرده اشغال را مغز حجم از درصد 01 تا

 با و هستند متعددی ددارای زوای و بوده شکل ایستاره

 هاسلول سیناپسی دارند. این غیر اتصال هانورون سطح

 سطح از % 40حدود  که هستند عروقی دور پاهای دارای

 (. 7) پوشانندمی را CNS در موجود هایمویرگ

های ها را سلولدر دانش پزشکی گذشته آستروسیت

دانستند. در فضاهای خالی می ۀکم اهمیت، نگهبان و پرکنند

اند. شماری را برای آنها برشمردهکه امروزه وظایف بیحالی

(، 6) های عصبیها در تولید و بازجذب میانجیاین سلول

، تنظیم CNS(0) (، کنترل جریان خون 8) انتقال سیناپتیک

pH (1)( 2) ها دخالت داشتهمین انرژی مورد نیاز نورونأ، ت

  های مختلف حمایت کنند.ها را از جنبهو قادرند نورون

، های استرومای اطراف تومورهای مغزییکی از سلول

باشند که در پاسخ به انواع های آستروسیت میسلول

رشد و تکثیر ۀ جراحات و صدمات مغزی فعال شده و زمین

اند که (. مطالعات اخیر نشان داده4) کنندتومور را فراهم می

-های توموری و سلولنقل و انتقالات متابولیکی بین سلول

نقش ها، آستروسیت های استرومای اطراف تومورها، عمدتاً

(. از طرفی 9-00) کندمهمی در پیشرفت تومور بازی می

های اطراف در سلول (starvation) ایجاد فقر غذایی

ای تومورها نیز در پیشرفت تومورها از اهمیت ویژه

و دیده شده است که در شرایط   (07-01) برخوردار است

های استرومای اطراف تومور به جای سلول فقر غذایی

از  ATPاستفاده از فسفریلاسیون اکسیداتیو جهت تولید 

-گلیکولیز در شرایط هوازی برای تولید انرژی استفاده می

 کنند. این نوع متابولیسم به اثر واربورگ معروف است.

اثر واربورگ یک نوع گلیکولیز هوازی بوده که در آن 

وانی به جذب گلوکز و ترشح سلولهای توموری تمایل فرا

لاکتات در حضور اکسیژن دارند و متابولیسم غالب در اکثر 

-نشان داد که سلول 0901واربورگ در سال  هاست.سرطان

های سرطانی با وجود اینکه تنفس میتوکندریایی آنها مشابه 

های طبیعی است اما میل فراوانی به برداشت گلوکز و سلول

که سطح گلوکز در تومورها ز آنجاییتولید لاکتات دارند. ا

این مسیر روشی برای  که رسدنظر میهبسیار پایین است، ب

اقتصادی و بهینه از گلوکز جهت بقای سلولهای  ۀاستفاد

(. لاکتات به عنوان محصول نهایی اثر 04، 02) سرطانی است

تواند واربورگ علاوه بر ایجاد فیدبکی از مصرف گلوکز می

به عنوان سوخت فسفریلاسیون  ه پیرواتبعد از تبدیل ب

های سرطانی مصرف و منجر اکسیداتیو در میتوکندری سلول

( آنزیم LDHشود که لاکتات دهیدروژناز ) ATP به تولید 

علاوه لاکتات به ه(. ب09) تبدیل است ضروری برای این

 عنوان یک مولکول سیگنالینگ قوی باعث پایداری فاکتور 

(Hypoxia-inducible factor 1-alpha)HIF-1   
و به دنبال آن  VEGFشده که اثر نهایی آن افزایش در بیان 

مولکول  ۀ(. هدف اولی71) باشدزایی میافزایش در رگ

HIF-1   های گلوکزگیرنده (GLUT-1 بوده که نه تنها )

ورود کافی گلوکز به داخل سلول بلکه ترشح لاکتات تجمع 

در شرایط مستقل از اکسیژن  یافته به خارج از سلول را

کند. در متابولیسم واربورگ به دلیل افزایش تضمین می

NADو تولید LDH فعالیت
گلیکولیز ادامه یافته و   +

ATP اند نشان داده (. مطالعات قبلی77، 70) گرددتولید می

های های سرطانی با ایجاد فقر غذایی در سلولکه سلول

ربورگ و تولید لاکتات در اطراف خود باعث القای اثر وا

زایی و تکثیر بافت آنها شده که برای تولید انرژی، رگ

از آنجایی که گزارشی در  (76 ،78) سرطانی لازم است.

خصوص بررسی اثر واربورگ در آستروسیت مشاهده نشده 

ثیر فقر غذایی از أدر این مطالعه بر آن شدیم تا با ت ،است

-از محیط کشت سلول طریق حذف سرم و فاکتورهای رشد
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های آستروسیت جنینی شرایطی مشابه با سرطان ایجاد کرده 

 و  به بررسی ارتباط آن با اثر واربورگ بپردازیم.

 

 بررسی روش

 های آستروسيتسلول ۀجداسازی و کشت  اولي

های آستروسیت جدا تجربی روی سلول ۀاین مطالع

 C57BL/6شده از نوزاد تازه متولد شده موش نژاد 

خانه دانشگاه علوم پزشکی اهواز خریداری شده از حیوان

( 70) های آستروسیت طبق روش متداولانجام شد. سلول

طور خلاصه بعد از جدا کردن هایزوله و جداسازی شدند. ب

مننژ، مغز به  ۀمغز نوزاد تازه متولد شده و برداشت پرد

مغز  ۀقطعات کوچک تقسیم شد و سپس قطعات خرد شد

 درصد تریپسین/ 0/1ل سلولهای مجزا با محلول جهت تشکی

(DPBS   دقیقه در دمای محیط انکوبه شدند.  6به مدت

دقیقه سانتریفوژ  6به مدت  rpm0111رسوب سلولی در 

 DMEM Low شد در انتها سلولها در محیط کشت

glucose (1gr/L)   که حاویFBS 01ود در دمای %  ب

در این روش  شت داده شدند.% کCO2 0درجه و   62

های آستروسیت بعد از متداول و آسان کشت اولیه سلول

 glial fibrillary% آستروسیت  )92هفته بیش از  یک

acidic protein (GFAP)-positive 6( و حدود   %

 (.70الیگودندروسیت و میکروگلیا خواهند بود )

 هاگرسنگی در آستروسيت یکشت ثانویه و القا

-ها جمعاز فلاسک 8 پاساژهای آستروسیت در سلول

 DMEM لیترمیلی 7 حاوی  cm2 هایآوری و به پلیت

Low glucose/    FBS 01%   درصد 0 وPen/sterp  

 کشتسلول  لیون یمنتقل شدند. در هر پلیت حدود  یک م

گراد در حضور دی اکسید سانتی ۀدرج 62شده و در دمای 

ها به دو گروه سلول . در ادامهدرصد انکوبه شدند 0کربن 

بار  6پس از تقسیم شدند و starvationکنترل و گروه 

 (confluency) تراکم سلولی شوی سلولها دروشست

درصد به سلولهای گروه کنترل محیط کشت  41-21

DMEM Low glucose (1gr/L)   حاویFBS10% 

اضافه شد و جهت القای شوک گرسنگی سلولها به مدت    

 DMEM Lowساعت در محیط کشت  27و  84، 01

glucose (1gr/L)    حاویFBS %0/1 قرار گرفتند. در

آوری انتهای هر زمان انکوباسیون محیط کشت سلولها جمع

-گراد فریز و نگهسانتی ۀدرج – 71و جهت انجام آنالیز در

 داری شد.

 ميزان مصرف گلوکز گيریاندازه

گیری گلوکز در محیط کشت سلولها بعد از اندازه

گذشت زمانهای تعیین شده و همچنین سطح گلوکز در 

به روش کالریمتری و  DMEM Low glucoseمحلول 

-GLUCOSE GODبا استفاده از کیت 

PAP(cat,no:1500017)   ساخت شرکت پارس آزمون

اختلاف سطح گلوکز محیط کشت سلولها   صورت گرفت.

 DMEM Low glucoseاز سطح گلوکز محلول 

(1gr/L)  ۀبه عنوان میزان مصرف گلوکز برای هر دور 

 زمانی در نظر گرفته شد. 

 گيری ميزان توليد لاکتاتاندازه

میزان لاکتات موجود در محیط کشت سلولها بعد از 

 Lactateیت گذشت زمانهای تعیین شده با استفاده از ک

(cat,no:1050034) آزمون، به ساخت شرکت پارس

جذب  .انجام شد به صورت دو محلولهروش کالریمتری و 

نانومتر قرائت شد و برای  681ها در طول موج نوری نمونه

لیتر از گرم در دسیغلظت لاکتات بر حسب میلی ۀمحاسب

 استفاده شد.  1/071ضریب فاکتور 

لاکتات دهيدروژناز داخل گيری فعاليت اندازه

 سلولی

خانه برای گروه  1های های کشت شده در پلیتسلول

 ۀبرای هر باز n=3زمانی ) ۀ( و برای هر باز n=3کنترل )

 mM ،1 20تریسزمانی( با استفاده از بافر لیز سلولی )
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mM EDTA ،100 mM NaCl،  0.5تریتون% 

X100  وProtease Inhibitor Cocktailآوری ( جمع

در  (LDHلاکتات دهیدروژناز ) آنزیم سطح فعالیتشدند. 

و با استفاده از کیت  DGKCهای لیز شده به روش سلول

LDH(cat,no:1050022)  آزمون خت شرکت پارسسا

 0 دقیقاً هااساس این روش جذب نمونهبر  صورت گرفت.

 نانومتر 681در طول موج  پس از انکوباسیوندقیقه  6و  7و

  فعالیت آنزیم لاکتات دهیدروژناز ۀبرای محاسب. قرائت شد

مقدار اختلافات جذب نوری میانگین طبق پروتکل کیت 

 .شدضرب  6772در ضریب  6و  7، 0دقایق 

 

 هایافته
های گروه کنترل و سطح گلوکز در محیط کشت سلول

ساعت تحت  27و  84، 01هایی که در زمانهای نیز سلول

بودند با استفاده از روش  شرایط گرسنگی قرار گرفته

طور که در شکل همان .کالریمتری مورد ارزیابی قرار گرفت

ساعت گرسنگی میزان  01گردد، بعد از مشاهده می 0

ی آستروسیت شروع به افزایش و هامصرف گلوکز در سلول

درصد در مقایسه  87ساعت گرسنگی به میزان  84بعد از 

 (.>P 10/1) با گروه کنترل افزایش نشان داد

هایی میزان ترشح لاکتات در محیط کشت آستروسیت

ساعت در شرایط گرسنگی قرار گرفته بودند  01که به مدت 

برابر افزایش پیدا  86/1در مقایسه با گروه کنترل به میزان 

ساعت به سطح کنترل رسید.  27از  ( و بعد>p 10/1کرد )

 (7شکل )

( در LDHفعالیت لاکتات دهیدروژناز داخل سلولی )

های آستروسیت لیز شده گروه کنترل و گروهی که سلول

گیری اندازه DGKCتحت شرایط گرسنگی بودند با روش 

گردد میزان فعالیت مشاهده می 6طور که در شکل شد. همان

 01هایی که مدت آنزیم لاکتات دهیدروژناز در آستروسیت

ساعت تحت گرسنگی بودند به ترتیب به میزان  27و 

 برابر در مقایسه با گروه کنترل افزایش داشت 16/2و 82/8

(10/1 P<.) 

 تجزیه و تحلیل آماری

و آزمون  SPSSافزار های حاصل با کمک نرمداده

( One-way ANOVA) طرفه آماری آنالیز واریانس یک

مورد تجزیه و تحلیل آماری  TUKEYو همچنین آزمون 

افزار آماری قرار گرفتند و نمودارها با استفاده از نرم

Graphpad Prism 6 ها  رسم گردیدند. تفاوت میانگین

  دار در نظر گرفته شد. امعن( >P 10/1) و ( >P 10/1) در سطح
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بار تكرار و هر آزمایش سه  های آستروسيت نوزاد موش.ساعت القای گرسنگی در سلول 42و41،11نتایج مصرف گلوکز بعد از  :1شكل

( ارزیابی شد. نتایج به درصدی از کنترل بيان شده است و  non starvedميزان مصرف گلوکز در هر زمان در مقایسه با گروه کنترل)

 باشد.( می>P 55/5داری)ا* تفاوت معن
 
 

 

 
 

هر آزمایش سه بار تكرار و  موش.های آستروسيت نوزاد ساعت القای گرسنگی به سلول 42و41،11نتایج توليد لاکتات بعد از : 2شكل

( و ** >P 55/5داری)ا.  * تفاوت معن( ارزیابی گردیدnon starvedميزان توليد لاکتات در هر زمان در مقایسه با گروه کنترل)

 ( در نظر گرفته شد.>P 51/5داری)اتفاوت معن

 

 ٭
 ٭
 ٭ 
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هر آزمایش سه بار تكرار و  های آستروسيت نوزاد موش.ساعت القای گرسنگی به سلول 42و41،11بعد از  LDHنتایج فعاليت  :1شكل

(  و ** تفاوت >P 55/5داری)ا( ارزیابی شد. * تفاوت معنnon starvedدر هر زمان در مقایسه با گروه کنترل) LDHميزان فعاليت 

 ( در نظر گرفته شد.>P 51/5داری)امعن

 
 بحث

ویژگی دیگر علاوه بر هیپوکسی، فقر غذایی نیز از 

های توموری بنابراین انرژی تولیدی در سلول ،تومورهاست

کند بلکه پذیر میهای توموری را امکاننه تنها فعالیت سلول

-یع تومورها را تضمین نماید. سلولباید تقسیم سلولی سر

های توموری مسیرهای متابولیکی خود را هم راستا با نیاز 

کنند. بهترین فنوتیپ خود در طی رشد و تکثیر تنظیم می

های سرطانی تشخیص داده شده به متابولیکی که در سلول

از  ATPاثر واربورگ معروف بوده و آن تغییر تولید 

هوازی در حضور فسفریلاسیون اکسیداتیو به گلیکولیز بی

 (.02) اکسیژن است

در این مطالعه با حذف سرم و کاهش فاکتورهای رشد 

یجه القای گرسنگی تغییرات از محیط کشت سلولها ودر نت

های آستروسیت جنینی مورد متابولیکی ایجاد شده در سلول

که اند بررسی قرار گرفت. مطالعات گذشته ثابت کرده

مشابه  in vitroهای استرومای جنینی در شرایط سلول

های ما نیز هم راستا های توموری عمل کرده و  یافتهسلول

 .(78) باشدبا این مطالعات می

در این مطالعه مشاهده شد که ایجاد گرسنگی موجب 

شود و  ترشح ها میالقای اثر واربورگ در آستروسیت

لاکتات به عنوان محصول نهایی اثر واربورگ و مهمترین 

ساعت بعد از القای گرسنگی در  01یافته در این مطالعه، 

برابر نسبت به  86/1بیشترین سطح خود بوده و به میزان 

ل افزایش داشته است. برخی مطالعات نشان شرایط کنتر

اند که لاکتات تولید شده در اثر واربورگ قادر است با داده

ایجاد محیط اسیدی منجر به افزایش در بیان کلاژن و فاکتور 

(، شده و بنابراین توموزایی را VEGFزایی )لازم برای رگ

علاوه لاکتات به عنوان یک مولکول ه(. ب71تشدید کند )

شود که می  HIF-1نالینگ قوی منجر به القای فاکتور سیگ

این فاکتور به نوبه خود در شرایط هوازی فعال شده و 

-و افزایش مصرف گلوکز می LDHموجب افزایش بیان 
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ز ه در این راستا افزایش مصرف گلوک( ک77، 70گردد. )

)شکل  LDHدار فعالیت ا( و افزایش شدید و معن0)شکل 

ساعت در  27و84،01هایی که به مدت ( در آستروسیت6

 قابل تفسیر است. ، شرایط گرسنگی قرار داشتند

نکته قابل توجه دیگر این است که میزان لاکتات 

ترشح شده  توسط آستروسیتها در محیط کشت سلولها پس 

 86/1ساعت گرسنگی به اوج خود رسیده و به میزان  01از 

ساعت  27از برابر نسبت به کنترل افزایش داشته و پس 

( و هم زمان  7به سطح کنترل بازگشته است ) شکل  تقریباً

ساعت کاهش  84ساعت نسبت به  27مصرف گلوکز در 

-دهد که آستروسیت( این پدیده نشان می 0نشان داد) شکل

، لاکتات ترشح شده ها در شرایط گرسنگی طی یک چرخه

ادی به محیط کشت را برداشت کرده تا استفاده بهینه و اقتص

دار فعالیت شته باشند که افزایش شدید و معنااز لاکتات دا

LDH  زیرا که  ،باشدۀ این ایده میکنندأیید( ت6)شکل

برای واکنش دو طرفه تولید یا مصرف   LDHوجود 

 لاکتات ضرروری است. 

بهینه و اقتصادی، برداشت لاکتات  ۀعلاوه بر استفاد

ط کشت محی pHخاطر جلوگیری از تغییرات ه شاید ب

محیط کشت   pHگیری کما اینکه اندازه ،گیردصورت می

 01های زمانی مشخص شده نشان داد که پس از در بازه

میزان کم و غیر معناداری کاهش و سپس به سطح ه ساعت ب

کنند که بین میزان کید میأها تکنترل برگشت. این یافته

و میزان ترشح و یا باز جذب لاکتات یک LDH  فعالیت

های تباط مستقیم وجود دارد و القای گرسنگی به سلولار

جنینی منجر به تحریک اثر واربورگ شده و  آستروسیت

رغم وجود استرس و تنش گرسنگی ها را علیبقای سلول

های آستروسیت کند. به عبارت دیگر سلولتضمین می

رغم هوازی را علیجنینی در شرایط گرسنگی گلیکولیز بی

ساعت بعد از القای 01کنند و انتخاب میوجود اکسیژن 

مین انرژی از لاکتات تولیدی أها جهت تگرسنگی، سلول

 نمایند. خود استفاده می

های فیبروبلاست اند که سلولمطالعات گذشته نشان داده

( با تولید لاکتات از طریق اثر  CAFSاطراف تومور )

ی رغم نبود فاکتورهاواربورگ رشد و بقای خود را علی

 (.72) کنندآنژیوژنز تضمین می

و   Helaمجیزا  بیر روی سیلولهای     ۀنتایج دو مطالعی 

 84فیبروبلاستهای انسانی نشان داده است که پس از گذشت 

کتات در محیط کشت هیر  ساعت از القای گرسنگی میزان لا

حاضیر   ۀیابد کیه بیا نتیایج مطالعی    افزایش می دو نوع سلول

دهند که بیا  های ما نشان میه(. یافت79و  74همخوانی دارد )

هیای تومیوری   ها همانند سیلول القای گرسنگی، آستروسیت

عمل کرده و با تغییر مسیر متابولیسمی خود به اثر واربیورگ  

نجایی کیه تیا کنیون    آدهند. از به رشد و بقای خود ادامه می

هیا موجیود   گزارشی از بررسی اثر واربورگ در آستروسییت 

مفیاهیم    هیا منجیر بیه درک بهتیر    فتهامید است این یا ،نیست

های جدید های توموری و طراحی استراتژیمتابولیسم سلول

 .ها در مغز گردددرمانی بر علیه این سلول
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Abstract 

Background and Objective: In Warburg effect, an aerobic 

glycolysis, tumor cells tend to absorb glucose and secrete lactate in 

the presence of oxygen to provide the energy needed for the growth 

in nutrient-poor conditions. Previous studies have shown that fetal 

cells behave like cancer cells. Based on those researches, we 

examined the Warburg effect in cultured fetal astrocytes isolated 

from the newborn mouse brain of C57BL/6 by creating a condition 

similar to cancer cells to induce cell starvation. 

Subjects and Methods: Astrocytes were cultured in DMEM/ FBS 

10% and starvation was induced during the subculture for the 

period of 16, 48 and 72 hr.  At the end glucose, lactate secretion 

and intracellular LDH activity were measured by a colorimetric 

method. 

Results: Glucose consumption was increased to 42% after 48 hr of 

starvation (P< 0.05). Starvation-mediated events indicate an 

increase of lactate release after 16 hr and a significant increase in 

intracellular LDH activity by 7.63 fold after 72 hr compared to the 

control (P< 0.05).  

Conclusion: Lactate production and secretion acts as a necessary 

source of energy and also a chemical component for signaling to 

other cells similar to what happen in the tumor cells. Since we 

provided a condition like tumor cells environment for astrocytes, it 

is concluded that astrocetes, like other cells, can mimic Warburg 

effect and this lead to a better understanding of tumor cell 

metabolism concepts to design of novel therapeutic strategies to 

target these cells in the brain.  

 

Key words: Warburg effect, Astrocytes, Cell starvation, Lactate, 

Lactate Dehydrogenate, Cancer. 
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