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Abstract 
 
Background: The aim of this study was to evaluate endurance training and nettle consumption on the 
expression of caspase 8 and p53 genes in mice with melanoma.  
Materials and methods: The subjects included male Wistar rats that were randomly divided into 4 groups, 
including control, exercise, extract and exercise + extract, after two weeks of adjustment. Exercise program 
included 30 minute of running on a treadmill without incline at a speed of 16 meters per minute for the first 
week, and one meter per minute was added every week until it reached 22 meters per minute in the eighth 
week. One week after melanoma induction, the experimental group consumed 30 mg / kg / day of nettle 
ethanol extract orally for 8 weeks. RT PCR was used to evaluate gene expression.  
Results: The use of nettle extract and endurance training significantly increased the level of caspase 8 and 
P53 in rats with melanoma in different groups (p=0.047, p=0.03, respectively). Also, there was a significant 
difference in the gene expression level of caspase 8 and p53 between the control group and train and extract 
groups (p=0.039, p=0.017, respectively). 
Conclusion: The results showed that physical training and consumption of nettle extract could possibly be 
effective in the expression of p53 as an inhibitor and the expression of caspase-8 as a primer in apoptotic 
function and the treatment of melanoma cancer. 
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  و مصرف عصاره گزنه بر سرطان ملانوما ياستقامت ناتيتمر ريتاث  آزاداسلامي                              دانشگاهپزشكي علوم مجله  /٣٧٦

 
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  ٣٨٤تا  ٣٧٥صفحات ، ١٤٠٣ زمستان، ٤، شماره ٣٤ ورهد

  

در  p53و  ٨تاثير تمرينات استقامتي و مصرف عصاره گزنه بر بيان ژن كاسپاز 
  هاي مبتلا به سرطان ملانوماموش

 ٣حسين عابد نطنزي، ٢آسيه عباسي دلويي، ٢عليرضا براري، ١ليلا موسوي
     
  ، ايرانآمل، يدانشگاه آزاد اسلام ،ياالله آمل تيواحد آ ،يورزش يولوژيزيگروه ف، يدكتر يدانشجو ١
  ، ايرانآمل، يدانشگاه آزاد اسلام ،ياالله آمل تيواحد آ ،يورزش يولوژيزيگروه ف ،اريدانش٢
 ران، ايتهران، يدانشگاه آزاد اسلام، قاتيواحد علوم وتحق، يورزش يولوژيزيگروه ف ،ارياستاد٣

   كيدهچ

هاي مبتلا  در موش p53و  ٨هدف از تحقيق حاضر بررسي تاثير تمرينات استقامتي و مصرف گزنه بر بيان ژن كاسپاز  :سابقه و هدف
 . به سرطان ملانوما بود

-گروه شامل گروه ٤اي به صورت تصادفي به هاي صحرايي نر ويستار بودند كه پس از سازگاري دو هفتهها شامل موشآزمودني :روش بررسي

متر  ١٦با سرعت  ودقيقه دويدن روي تردميل بدون شيب  ٣٠هاي: كنترل ، تمرين، عصاره و تمرين+عصاره تقسيم شدند. برنامه تمرين شامل 
قا سرطان هفته پس از ال متر بر دقيقه رسيد. يك ٢٢در دقيقه براي هفته اول بود و هر هفته يك متر بر دقيقه اضافه شد تا در هفته هشتم به 

راي اندازه گيري ب هفته مصرف كردند. ٨عصاره اتانولي گياه گزنه را به روش خوراكي و به مدت  mg/kg/day٣٠ملانوما، گروه تجربي ميزان 
   .استفاده شد qRT-PCR ميزان بيان ژن از

هاي مختلف افزايش هه سرطان ملانوما در گروهاي مبتلا بدر موش P53و ٨مصرف عصاره گزنه و تمرينات استقامتي بر سطح كاسپاز  ها:يافته
و عصاره   رينبين گروه كنترل با گروه تم P53و ٨همچنين تفاوت سطح بيان ژن كاسپاز  ).=٠٣/٠p، =٠٤٧/٠p(به ترتيب شت داري دايمعن

  .بوددار يمعن )=٠١٧/٠p، =٠٣٩/٠p(به ترتيب 
به  ٨ازدارنده و بيان كاسپاز به عنوان يك ب ،p53تواند با  بيان ره گزنه احتمالا مينتايج نشان داد كه تمرينات بدني و مصرف عصا :گيرينتيجه

  .عنوان آغازگر در عملكرد آپوپتوزي و درمان سرطان ملانوما موثر باشد

 ، سرطان ملانوما.P53تمرينات استقامتي، آپوپتوز،  واژگان كليدي:
  

  ١مقدمه
جهان و يكــي سرطان يكي ازمشكلات اصلي سلامت در سراسر 

بيماري دركودكــان و بزرگســالان  و ترين علت مرگ و ميرازمهم
 بالغ بــر كند ومي سرطان درانواع مختلفي بروز رود.مي به شمار

ــاري را  ٢٠٠ ــي بيم ــودشــامل م ــا شــديدترين ١( ش ). ملانوم

                                                
 رضــايعلي، االله آملــ تيــواحــد آ ي, دانشگاه آزاد اسلاميورزش يولوژيزيآمل, گروه ف: آدرس نويسنده مسئول

 )  email: alireza54.barari@gmail.comي (برار

ORCID ID: 0000-0001-5199463X  
  ٢٢/٨/١٤٠٠: تاريخ دريافت مقاله

  ١٢/١١/١٤٠٠: ريخ پذيرش مقالهتا

هاي اپيدميولوژيك اخيــر داده زيرمجموعه سرطان پوست است.
از افــزايش نگــران كننــده ميــزان از اروپا و ايالات متحده حاكي 

). آپوپتــوز يــا مــرگ ٢( بروز ملانوما در چنــد دهــه اخيــر اســت
فرآيند مرگ فيزيولوژيك سلولي اســت  ،برنامه ريزي شده سلول

هاي پير، آسيب ديــده، كه در شرايط طبيعي سبب حذف سلول
شود و براي تكامل و هموستاز بــافتي ضــروري اضافي و مضر مي

شــود ل در روند آپوپتوز منجر به بيماري مياست. هرگونه اختلا
تواند ناشي از كاهش مرگ ســلولي باشــد كــه منجــر بــه كه مي

طاني و يــا اخــتلالات خــود ايمنــي ايجاد و رشد سلول هاي سر
- هاي آزاد ناشــي از ورزش و توليــد گونــهراديكال ).٣( گرددمي
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 ٣٧٧ /و همكاران ي موسو لايل                                                                                             ١٤٠٣زمستان     ٤ شماره   ٣٤ دوره

هاي اكسيژن فعال به خوبي به اثبات رسيده اســت كــه ممكــن 
سترس اكسايشــي بــه عنــوان شــرايطي كــه در آن توليــد است ا
هاي فعال اكسيژن افزايش يافته تعريف شود كه در نتيجــه گونه

شود. در تحقيقــات آمــده هاي بدن منتهي ميآن به آسيب بافت
هاي چرخــه است كه استرس اكسيداتيو از طريق محصولات ژن

از  P53 ).٣( در آپوپتــوز نقــش دارد p53سلولي متفــاوت ماننــد 
امينواسيد تشــكيل يافتــه اســت كــه در پاســخ بــه طيــف  ٣٩٣

، فعالسازي انكــوژن، DNAها شامل آسيب اي از استرسگسترده
هايپوكسي، محدوديت غذايي، عدم تعــادل نوكلئوتيــد و ســطح 

 ).٤شود (هاي فعال اكسيژن فعال ميگونه

كــاهش  p53گيرد، تخريــب زماني كه سلول تحت فشار قرار مي
توانــد در مــي p53در نتيجــه تجمــع ســريع پــروتئين يابــد، مي

، پاســخ اســترس DNAتنظيم چرخه ســلولي، تكثيــر و تعميــر 
). مطالعــات ٥( سلولي، تكثير سلولي و آپوپتوز نقش داشته باشد

هاي وابسته بــه آپوپتوز را از طريق مكانيسم p53نشان دادند كه 
ه فعــال كننــد ١(از طريــق تنظــيم بيــان ژن فــاكتور  رونويســي

و بيــان ژن  ٩پپتيداز آپوپتوزيك كــه بــه فعــال ســازي كاســپاز 
كند) و مستقل از رونويســي (از طريــق كمك مي Bcl-2خانواده 

انتقال به ميتوكندري كه پتانسيل غشاي ميتوكنــدري را تغييــر 
هــاي آنتــي و تعامــل بــا پــروتئين cداده و به رهايي ســيتوكروم 

ي ميتوكنــدري در غشــاي خــارج Bcl-xLو  Bcl-2آپوپتوزيــك 
كاســپازها اجراكننــدگان  ).٦( كنــدشود) تنظــيم مــيمنتهي مي

تا به امروز دو مســير پيــام رســاني عمــده . اصلي آپوپتوز هستند
نخست، مسير وابسته به ميتوكنــدري، . اندآپوپتوز مشخص شده

هاي خارج سلولي و عوامل داخلــي از قبيــل آســيب كه به نشانه
DNA آپوپتيك به وســيله اعضــاي  دومين مسير. دهدپاسخ مي

 ١ هاي مرگ به واسطه فعالســازي كاســپازخانواده بزرگ گيرنده
شود. اكثر داروهاي ضدسرطان، آپوپتــوز را از مســير تحريك مي

). كاســپازها، پروتئازهــايي ٧( كننــدميتوكندريايي تحريــك مــي
هــاي ضــروري هــا و اجراكننــدههستند كه به عنوان آغازكننــده

بــه صــورت كلاســيك، . كننــدايفاي نقــش مــيفرآيند آپوپتيك 
آبشار كاسپازي بــه وســيله شكســتن كاســپازهاي بــه اصــطلاح 

) بــه ١٠  كاســپاز و ٩ كاســپاز ،٨ كاســپاز ،٢ (كاســپاز آغــازگر
كاســپازهاي . شــوداحتمال زياد به واسطه اتوپروتئوليز آغــاز مــي

و  ٦، ٨آغازگر به نوبه خود، كاسپازهاي اجراكننده (كاســپازهاي 
- كنند كه به فرآيند آپوپتوز منجر مــيشكسته و فعال مي را) ٧

ترين پروتئازهاي اجراكننــده در يكي از مهم ٨). كاسپاز٨( گردد
تــا زمــاني كــه  ٨ كاســپازاســت. مسير شــناخته شــده آپوپتــوز 

- كاسپازهاي آغازگر به وسيله پروتئــوليز مســتقيم فعــالش مــي

فعــال شــده،  ٨ -كاسپاز .ماندكنند، به صورت خاموش باقي  مي
شكند و بــه مــرگ فعال كننده كاسپاز را مي DNaseمهاركننده 

درشــرايط  ٨ -فعــال شــدن كاســپاز  .شــودســلولي منجــر مــي
هــاي هيپوكســيك در چنــدين گونــه ســلول از قبيــل ميوســيت

هـــاي سنگفرشـــي هــاي انـــدوتليال و ســلولبطنــي، ســـلول
). رهــايش عوامــل ٩( كارسينوماي ريــه نشــان داده شــده اســت

ســازي وپتــوزي از ميتوكنــدري بــه ســيتوزول، موجــب فعــالآپ
به عنوان كاسپاز آغازگر آپوپتــوز  ٨ و سپس كاسپاز ٨ پروكاسپاز

موجــب  نهايــتدر ايــن رونــد  .شــوددر مسير ميتوكندريايي مي
به عنوان كاسپاز اجرايي و فصــل مشــترك  ٣ سازي كاسپازفعال

فعــال كاســپازها پــس از  .گــرددهمه مســيرهاي آپوپتــوزي مــي
هــاي حيــاتي ســلولي را هيــدروليز و شدن، بسياري از پــروتئين

كنند و باعث ورود سلول به مرحله غير قابل برگشــت تجزيه مي
 ش). همچنين مك ميلان و همكــاران١٠( شوندمرگ سلولي مي

گــزارش كردنــد كــه شــش هفتــه تمرينــات اســتقامتي موجــب 
قطعــه و قطعــه  c، رهايش سيتوكروم AIFكاهش بيان پروتئين 

هــاي صــحرايي تمــرين كــرده در عضله نعلي موش DNAشدن 
عنــوان  شنيز هوانگ و همكــاران ٩). در رابطه با كاسپاز ١١( شد

دار بيــان يهفته تمرين هوازي موجب كاهش معن ١٢كردند كه 
 ).١٢( هاي تمرين كرده شددر موش ٩كاسپاز 

ســب ابنابراين پژوهشگران همواره به دنبال اتخاذ راهكارهــاي من
ط براي پيشگيري از آپوپتوز و بيماريهاي مختلف عضــلاني مــرتب

رزشــي ها و تمرينــات ودر دهه اخير، تأثير فعاليت .با آن هستند
 آپوپتوز مورد علاقه محققــان حــوزه ورزش قرارگرفتــه اســت بر
اء ). امروزه فعاليت بــدني مــنظم بــه عنــوان ابــزاري در ارتقــ١٣(

 اه دفاعي آنتــي اكســيدانيهاي بدن و بهبود دستگسلامت بافت
و توجــه بســياري از پژوهشــگران حــوزه مطالعــات اســت مطرح 

، هاي مهم حيــاتي از جملــه قلــبآسيب سلولي به ويژه در اندام
هاي خوني را بــه خــود جلــب كــرده مغز، كبد، عضلات و سلول

كــه يــك  تعدادي ازمحققان عنــوان كردنــد است. دراين زمينه،
توانــد موجــب ســاعت مــي ٤٨ جلسه فعاليت ورزشي شــديد تــا

). ايــن درحــالي اســت كــه ١٤( آپوپتــوز شــود تسريع درفرآيند
 شدت متوســط و انجام تمرينات بدني با تمرينات بدني،برخلاف 

 مداوم احتمالاً موجــب كــاهش آپوپتوزدربافتهــاي مختلــف مــي
توانــد خطــر آســيب و فعاليت بدني منظم مي . تمرين)١٤( شود

- هــاي التهــابي از آشــفتگيكنشديدگي، استرس اكسايشي و وا

  ).١٥( هاي مكانيكي و اكسيداني را كاهش دهد
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  و مصرف عصاره گزنه بر سرطان ملانوما ياستقامت ناتيتمر ريتاث  آزاداسلامي                              دانشگاهپزشكي علوم مجله  /٣٧٨

همچنين نشان داده شده كه يك سري از تركيبــات  طبيعــي از 
شــوند كــه در جمله گياهان باعث القاء مسيرهاي آپوپتوزي مــي

- توانايي القاء آپوپتوز در ســلول. اندهاي سرطان مهار شدهسلول

هــا موضــوع بســياري از اين ســلول هاي سرطاني و توقف تكثير
از جملــه علــل اصــلي بــروز اســت. تحقيقات ايمونوفارماكولوژي 

توان به تأثير عوامــل محيطــي در ايجــاد جهــش و ها ميسرطان
). ١٦( هــا اشــاره كــردتغييرات ژنتيكي مســئول بــروز بــدخيمي

هاي طبيعي به ويژه گياهان داراي پتانسيل بالايي بــراي فرآورده
بســـياري از داروهـــاي هســـتند. ات دارويـــي ســـاخت تركيبـــ

هـــا، انـــد، ازجملـــه تاكســـانضدســـرطاني كـــه ســـنتز شـــده
هـــا هـــا و كامپتوتســـينوينكاآلكالوئيـــدها، پودوفيلوتوكســـين

هــاي انــد و بــراي درمــان ســرطانازتركيبات گياهي مشتق شده
). از ١٧( شــودمختلف متاستاتيك و غيرمتاستاتيك استفاده مي

كــه داراي  وان بــه گيــاه گزنــه اشــاره كــردتــگياهان دارويي مي
. گزنه داراي تانن، موســيلاژ، نــوعي مــاده استگونه  ٥٠٠ حدود

مومي، اسيدفورميك، فيتوســترين، نيتــرات پتاســيم و كلســيم، 
 تركيبات آهن، نوعي گلوكوزيد با اثــر قرمزكننــده پوســت اســت

يــا آ). پژوهش حاضر به دنبال پاسخ به اين سوال است كــه ١٨(
ته تمرينات استقامتي همراه بــا مصــرف عصــاره گزنــه هشت هف

در مــوش هــاي مبــتلا بــه  p53و  ٨تواند بر بيان ژن كاسپاز مي
     .سرطان ملانوما تاثير گذار باشد

  
  مواد و روشها

هــاي صــحرايي نــر شامل موش هاي اين طرح پژوهشيآزمودني
 ٣٥٠تــا  ٣٠٠اي ويستار بــا ميــانگين وزن اوليــه هفته ٦-٨بالغ 

م بودند. اين حيوانــات پــس از خريــداري از انســتيتو پاســتور گر
تهران به مركز پرورش و نگهداري حيوانات آزمايشگاهي انتقــال 
داده شدند. حيوانات پس از ورود به محــيط پــژوهش و آشــنايي 

اي با محيط جديد و نحوه فعاليــت روي نــوارگردان، بــه دو هفته
وش تقســيم ســر مــ ٨گــروه و هــر گــروه  ٤صورت تصادفي بــه 

گزنــه  -٣ ،(ســرطاني) تمــرين -٢ ،(ســرطاني) كنترل -١ :شدند
تمـــرين + گزنه(ســـرطاني). پـــس از انتقـــال  -٤ و (ســـرطاني)

هــايي از جــنس پلــي كربنــات  حيوانات به آزمايشــگاه در قفــس
ــاد  ــه ابع ــفاف ب ــاي   ٤٢×  ٥/٢٦×  ١٥ش ــه  ٢٢ ± ٢، دم درج
ه تــاريكي درصد و چرخه روشنايي ب ٥٥ ± ٥سانتيگراد، رطوبت 

با تهويه مناسب نگهداري شدند. همچنــين حيوانــات در  ١٢:١٢
طي پژوهش از غذاي پلت ساخت شركت بهپرور كرج روزانه بــه 

گرم وزن بدن(با توجــه بــه وزن  ١٠٠گرم به ازاي هر  ١٠ميزان 
- صــورت آزاد از طريــق بطــريه كشي هفتگي) تغذيه شدند و ب

ال مصرفي جهــت هايي  به آب  مصرفي دسترسي داشتند. پوش
استفاده در  بستر قفس نگهداري حيوانات، خــاك اره درشــت از 
جنس چوب نرات ( بــا رنــگ روشــن بــدون گــرد و خــاك ) در 

سانتي متر از كف قفس قــرار  ٥تا  ٣نظرگرفته شد كه به ارتفاع 
داده شد و دو بار در هفته  در تمام دوره پژوهش تعويض انجــام 

آب مــورد نيــاز حيــوان بــه شــد. در تمــام مراحــل پــژوهش، مي
شــد. تمــامي مراحــل ها قــرار داده مــيصورت آزاد در اختيار آن
هــا براســاس كميتــه اخلاقــي حيوانــات نگهداري و كشتار موش

مركز تحقيقات علوم اعصاب دانشگاه شهيد بهشتي انجــام شــد. 
هاي تنفسي بســيار هاي آزمايشگاهي به بيمارياز آنجا كه موش

رو تهويــه مناســب بــراي جلــوگيري از حساس هســتند، از ايــن 
تجمع آمونياك حاصل از ادرار حيوانات در محل نگهــداري قــرار 

تمرين ورزشي چهار روز بعد از شروع مكمل دهــي بــه  داده شد.
جلسه بر روي تردميل انجــام شــد.  ٥اي مدت شش هفته، هفته

ها در گروه تمرين به منظور آشنا ســازي بــا تردميــل يــك موش
متر بر دقيقــه بــه  ١٠دقيقه با سرعت  ١٥تا  ١٠  هفته به مدت

نــد. از هفتــه دوم مرحلــه اضــافه بــار بــه ردروز ورزش ك ٥مدت 
مدت سه هفته تا پايان هفته چهارم اعمال شــد. مرحلــه اضــافه 

دقيقــه بــه زمــان  ٣كــه در هــر روز تمرينــي بود بار بدين گونه 
، تــا دشــفعاليت و يك متر بر دقيقه به بر سرعت تردميل افزوده 

متر بر دقيقــه  ٢٨اينكه در پايان هفته چهارم سرعت تردميل به 
د. از هفته چهارم تا ششــم بــه يدقيقه فعاليت رس ٦٠و به مدت 

متربــر دقيقــه و بــه  ٢٨مدت سه هفته مرحله تثبت بــا ســرعت 
 مدت يك ساعت ادامه يافت.

 هــايســــلول ،ملانومــا هــــاي تومــوركــــشت ســلولجهــت 
B16F10 تيتو پاســتور ايــــران خريــــداري شــــدند. از انيــس

ها به دليل يكسان بودن نوع سلول بــا گونــه مــوش ايــن سلول
 M199 هــا در محــيط كشــتموردمطالعه انتخاب شدند. ســلول

درصــد  ٨٠كشت داده شــدند و و زمــاني كــه تــراكم ســلول بــه 
هــاي رسيد، براي تزريق به مـوش آمـــاده شــدند. تعــداد ســلول

ز تزريـق بـا رنـگ آميـزي تريپان بلو شمارش شــد. زنده قبـل ا

  هاتوالي پرايمرهاي مربوط به هر يك از ژن مشخصات .١جدول 
Gene  Forward Reverse 

Casp8 5’- CCCAAGAGGAACAGCGATAAG -3’  5’-GGTCGATGGTGGTGTCAAAG -3’  
P53 CCTCAGCATCTTATCCGAGTGG TGGATGGTGGTACAGTCAGAGC 
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 ٣٧٩ /و همكاران ي موسو لايل                                                                                             ١٤٠٣زمستان     ٤ شماره   ٣٤ دوره

 ســلول ملانومــا بــه٦١٠ نظر در روز مطالعـه، هـاي موردبه موش
  ).   ١٩( صورت زير جلدي در پهلوي چپ تزريق شد

مقداري از ساقه و برگ گياه گزنــه را پــس از بــرش بــه قطعــات 
ــواي آزاد  ــپس در ه ــو داده، س ــع آوري و شستش ــك جم كوچ

 ٦٠مــد. ســپس آ ا دستگاه بــه صــورت پــودر درخشك كرده و ب
 ٢و  ليتري قــرار داده ٥/٢گرم پودر گياه گزنه را داخل يك بشر 

ــر  ــرده و بشــر را روي هيت ــافه ك ــه ان اض ــر آب مقطــر را ب ليت
آلمــان) را  Heidolphl، شــركت MR3001 Kمخصــوص (مــدل 

حرارت ملايم قرار داده شد. پس از جوشــاندن بــا كاغــذ صــافي 
نظر تصفيه شــد. عصــاره گيــري داخــل دســتگاه  دجوشانده مور

ساخت شــركت  Laboratory 4003تقطير در خلا دوار روتاري( 
Heiodolf  درجــه ســانتيگراد و فشــار خــلا  ٤٥آلمان) با دمــاي

٦٥mbar  ٢٠و دور rpm  ،ــول ــراي تهيــه محل قــرار داده شــد. ب
نكــه آعصاره آبي گياه گزنه را در آب مقطــر حــل كــرده و بــراي 

ل شود و محلولي رقيق و صاف بدست آيد ان را داخــل كاملا ح
لوله فالكون  و روي ورتكس قرار داديم بــه نحــوي كــه محلــول 

ه بدست امده به راحتي از سرنگ انسولين عبور كند، بــراي تهيــ
 عصاره موردنظر مراحل بالا چندين بــار تكــرار شــد. گــروه هــاي

ميلــي  ٣٠هفتــه و بــه مقــدار  ٨تجربي عصاره گزنه را به مــدت 
  گرم روزانه به ازاي هر كيلوگرم وزن بدن دريافت كردند.

  نحوه اجرا  و گردآوري اطلاعات پژوهش
گيــري ساعت بعد از آخرين جلسه فعاليت اســتقامتي نمونــه ٤٨

ها با تزريــق درون صــفاقي تركيبــي از كتــامين انجام شد. موش
)mg/kgو زايلوزين (٧٠ (g/kgبيهــوش و بــه منظــور خــون ٥,٣ (

از محفظــه خــارج و بــه روي ميــز جراحــي انتقــال داده گيــري 
هــا بــه پشــت روي ميــز . جهــت خــون گيــري آزمــودنيشــدند

سي سي بعــد از بــرش  ٥آزمايشگاه ثابت و با استفاده از سرنگ 
صورت مستقيم از بطن راســت حيوانــات خــون گيــري ه شكم ب
دور در ثانيــه  ٣٠٠٠د. خون جمع آوري شده با سرعت شانجام 

ــتســانتريفوژ  ــس از جداســازي ســرم و پلاســما، باف ــاي و پ ه
. شــددرجــه فريــز  -٨٠و در تانــك ازت  موردنظر برداشته شــد

ها براي نگهــداري بــه آزمايشــگاه بيمارســتان خــاتم سپس بافت
ند و تــا زمــان اجــراي پروتكــل دالنبيــاء تهــران انتقــال داده شــ

هــا ند. براي بررسي بيان ژندآزمايشگاهي مورد نظر نگهداري ش
 Rotor Gene 6000توسط دستگاه  Real time PCRتكنيك از 

 )Corbett Research, Australia سيكل اســتفاده  ٤٠) با تعداد
ــ ٣شــد. پرايمرهــاي  ــرانس  ١همــراه ه ژن ب ــا رف ژن كنتــرل ي

GAPDH )glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (
طراحي شد و براي سنتز بــه شــركت ســيناكلون ســفارش داده 

، تركيــب 2x master mix bufferاز  PCR). براي ١دول جشد (

و آب تزريقي استفاده شــد.  reverse ،cDNAو  forwardپرايمر 
مــايكروليتر در ويــال مخصــوص  ١٠تركيب حاصــله بــه ميــزان 

دستگاه كوربت تهيه شد و سپس در روتر دستگاه قــرار گرفــت. 
هــا بــه طــور نســبي در هــر يــك از ژن mRNAsميــزان ســطح 

  .شدمحاسبه  GAPDHژن  mRNAsه با ميزان سطح مقايس
  تحليل آماري

هــاي پراكنــدگي اســتفاده ازشــاخص بــا هــاتوصــيف كمــي داده
ت جهــ و انجام شــد انحراف استاندارد قبيل ميانگين و مركزي از

 آزمــون شــاپيرو ويلــك و هــا ازتعيين نرمــال بــودن توزيــع داده
ــانس ــوين اســتفاده از هــابررســي تجــانس واري شــد.  آزمــون ل

داري هريــك ازمتغيرهــاي همچنين براي بررسي تغييرات معني
ه واريــانس يكطرفــ آناليز روش از هاي مختلفبين گروه تحقيق،

 دار آمــاري از آزمــون تعقيبــيو در صورت مشاهده تفاوت معني
جهــت تعيــين محــل اخــتلاف بــين  ANOVAتوكي در برنامه 

اســبات داري بــراي تمــام محگروهي استفاده شد. ســطح معنــي
٠٥/٠<p ز در نظر گرفته شد. كليه عمليات آماري بــا اســتفاده ا

  .  شد انجام ٢٠نسخه  SPSSنرم افزار

  
  هايافته

گروه در قالب  ٤هاي حاصل از متغيرهاي تحقيق براي داده
  به صورت توصيفي آورده شده است. ٢جدول 

  
 ميانگين و انحراف معيار مربوط به متغيرهاي تحقيق .٢ جدول

 P53  ٨كاسپاز   رمتغي

 ٩٩/٤±٦٥/٠  ٤١/٤±٩٣/٠ كنترل

 ٨٤/٧±١/٢ ٠١/٧±٠٦/٢ تمرين

 ٧٩/٧±١٥/٢ ٠٥/٦±٧/١ عصاره

 ٧٤/١٠±٣٧/٤ ٧٨/٧±١٨/٢ عصاره + تمرين

 

ر د ٨كاســپاز  ميانگين و انحراف معيار مربوط به سطح بيــان ژن
كــه كمتــرين غلظــت داد هاي مختلف مورد مطالعه نشــان گروه

هــاي كنترل و بيشترين ســطوح آن در گــروهگروه در  ٨كاسپاز 
داد صاره مشاهده شد. همچنين نتــايج نشــان ع-تمرين و تمرين

در گروه كنترل و بيشترين ســطوح آن  P53كه كمترين غلظت 
تغييــرات  ٢و  ١هاي نمودارصاره مشاهده شد. ع-در گروه تمرين

هــاي در گــروهرا  P53تغييــرات بيــان ژن و  ٨بيان ژن كاســپاز 
 دهند.نشان مي حقيقمختلف ت

طرفه ها با استفاده از آزمون آناليز واريانس يكتحليل داده
هاي تجربي در گروه p53و  ٨نشان داد بيان ژن كاسپاز 

(به ترتيب  نسبت به گروه كنترل روند افزايشي داشت
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٠٤٧/٠p= ،٠٣/٠p=( جدول) نتايج آزمون )٤و  ٣هاي .
شي بيان ژن تعقيبي نشان داد كه اين تغييرات افزاي

فقط در گروه تمرين+عصاره نسبت به  p53و  ٨كاسپاز 
، =٠٣٩/٠p(به ترتيب دار است يگروه كنترل معن

٠١٧/٠p=( ها عليرغم افزايش به سطح و در ساير گروه
 داري نرسيد. يمعن

مورد  ٦و  ٥هاي تحليل واريانس دوراهه نيز در جدول
و  ٨ير كاسپاز كه مقاد بررسي قرار گرفت و نتايج نشان داد

p53 دار است.بين گروه عصاره و تمرين معني  
نشان داد كه همبستگي  ٧ها در جدول همچنين نتايج يافته

  . فقط در گروه عصاره وجود دارد p53و  ٨بين كاسپاز  يداريمعن

  
  بحث

هاي مولكولي و سلولي هاي اخير در زمينه تشخيصپيشرفت
كه منجر به كاهش است سبب شناسايي فاكتورهايي شده 

پروتئين . گردندهاي سرطاني ميپيشرفت و سرعت سلول
يكي از آنهاست كه به عنوان مهاركننده  P53 سركوبگر تومور

  تومور معرفي شد.

 هاي مختلفدر گروه ٨كاسپاز نتايج آزمون تحليل واريانس مربوط به بيان ژن  .٣ جدول

 دارييسطح معن  Fنسبت   ميانگين مجذورات  درجات آزادي  مجموع مجذورات  متغير

  ٠/ ٠٤٧ ٣٠٥/٣  ٥٧٨/١٠  ٣  ٧٣٤/٣١  هابين گروه     ٨كاسپاز 
  ٢٠١/٣  ١٦  ٢٠٩/٥١  درون گروه

   ١٩  ٩٤٣/٨٢ مجموع

  

 در گروههاي مختلف P53نتايج آزمون تحليل واريانس مربوط به بيان ژن  .٤ جدول

 داريسطح معني  Fنسبت   ميانگين مجذورات  درجات آزادي  مجموع مجذورات  متغير

P53    ٠/ ٠٣ ٨٥٣/٣  ٦١٦/٢٧ ٦  ٨٤٩/٨٢  هابين گروه   
  ١٦٨/٧  ١٦  ٦٦٦/١١٤  وهدرون گر
   ١٩  ٥٣٥/١٩٧ مجموع

  

 هاي مختلف در گروه ٨، تمرين و اثر تعاملي) بر سطح كاسپاز عصارههاي حاصل از مداخله عوامل مختلف (يافته .٥ جدول

 Pمقدار   Fمقدار   ميانگين مربعات  مجذور مربعات  ايعامل مداخله

  ٩٧١/٠  ٠٠١/٠  ٠٠٦/٠  ٠٠٦/٠ عصاره
  ٤٥١/٠  ٥٩٤/٠  ٧٨٥/٢  ٧٨٥/٢ فعاليت

  ٠١٣/٠  ٢٨٤/٢  ٠٤/٦  ٣٩٨/٦٠  اثر تعاملي عصاره و تمرين

  

 هاي مختلف در گروه P53، تمرين و اثر تعاملي) بر سطح عصارههاي حاصل از مداخله عوامل مختلف (يافته .٦ جدول

 Pمقدار   Fمقدار   ميانگين مربعات  مجذور مربعات  ايعامل مداخله

  ٨٥٣/٠  ١/٠  ٢١٨/٠  ٢١٨/٠ عصاره
  ٦٣٢/٠  ٧٩٧/٠  ٠٥٦/٣  ٠٥٦/٣ فعاليت

  ٠٠٤/٠  ٧٥٦/٤  ٠٦/٨  ٢٦٥/٥٤  اثر تعاملي عصاره و تمرين

  

 p53و  ٨سطوح كاسپاز بين همبستگي پيرسون  .٧ جدول

    داريمعنيضريب همبستگي و مقدار   
 ٩٧٠/٠  )rضريب همبستگي (  عصاره

 ٠٠٦/٠  )P(  داريمعنيمقدار 

 ٢٨٥/٠  )rضريب همبستگي (  تمرين

 ٦٤٢/٠  )P(  داريمعنيمقدار 

 ٤٤٨/٠  )rضريب همبستگي (  تمرين+عصاره

 ٤٥٠/٠  )P(  داريمعنيمقدار 
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 ٣٨١ /و همكاران ي موسو لايل                                                                                             ١٤٠٣زمستان     ٤ شماره   ٣٤ دوره

 P53 سيكل سلولي و مسيرهاي بازسازي DNA  را به عنوان
بخشي از عملكرد صريح و مهم آن در حفظ پايداري ژنوم 

نظيم چرخه سلولي، پيري، آپوپتوز و در ت P53. كندتنظيم مي
روي بازوي كوتاه كروموزوم  P53 ژن .ثبات ژنوم فعال است

قرار دارد و ايجاد اختلال و يا غير فعال شدن  ١٧شماره 
). در ٢٠گردد(منجر به بروز سرطان مي ،P53 پروتئين

طي  P53 پژوهشي نشان داده شد مسيرهاي ژنتيكي كه توسط
ممكن است به تشريح  ،شودم ميهاي ورزشي تنظيفعاليت

مشاهدات اپيدميولوژيك مرتبط با آمادگي قلبي تنفسي و 
هاي بيشتر اين مسيرهاي مولكولي در سرطان كمك كند. يافته

هاي ميان مطالعات انساني ممكن است پيشرفت استراتژي
). همچنين ٢١( جديد پيش گيري از سرطان را توسعه دهد

هايي كه در تواند در ژنمي P53 اين نتايج نشان داد كه
هماهنگ كردن دو مسير اصلي توليد انرژي متابوليسم هوازي 

، اما اين كه چگونه اين عمل براي كندكنند دخالت فعاليت مي
حفظ پايداري ژنوم بوده، كمتر روشن است و نشان داده شده 

كه به عنوان يك سركوب  P53 بهبود متابوليسم هوازي توسط
كند، ممكن است بينش براي راهبردهاي ميكننده تومور عمل 

 ).٢١( پيشگيري از سرطان در آينده ارائه دهد

تحليل داده ها نشان داد كه مصرف عصاره گزنه و تمرينات 
در موشهاي مبتلا به سرطان ملانوما P53 استقامتي بر سطح 

 ).=٠٣/٠p( داري دارديهاي مختلف افزايش معندر گروه
، زمون تعقيبي توكي نشان داده شدهمچنين با استفاده از آ

بين گروه كنترل با گروه  P53تفاوت سطح تغييرات بيان ژن 
نتايج پژوهش . )=٠١٧/٠p(دار است معنيتمرين+عصاره 

هفته تمرين تركيبي،  ٨نشان داد كه  شاصغري و همكاران
دار در توان هوازي، سطح پروتئين يمنجر به افزايش معن

توده بدني در  نمايهدار يش معنو كاه P53 سركوبگر تومور

 
 هاي مختلف تحقيقدر گروه ٨تغييرات بيان ژن كاسپاز  .١نمودار 
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  هاي مختلف تحقيقدر گروه P53تغييرات بيان ژن . ٢نمودار 
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مردان مبتلا به سرطان پروستات شد كه با نتايج تحقيق حاضر 
عمدتا بر  p53عملكرد سركوب كننده تومور  ).٢٢( همسو است

- از تكثير سلولي در پاسخ به محرك توانايي آن در جلوگيري

شوند هاي استرس كه در طي پيشرفت تومورها مواجه مي
منجر به توقف چرخه سلولي و  p53سازي بستگي دارد. فعال 

تواند نقش مهمي در ايجاد تمايز و پيري شود و ميآپوپتوز مي
مانع آنژيوژنز  p53 سلولي داشته باشد. نشان داده شده است كه

ژنهايي است كه سلول  در تومورها با فعال يا سركوب كردن
تواند همچنين ميP53 گردد. دهند ميجديد را تشكيل مي

، هم از طريق ترميم DNAمستقيمي در بهبود آسيب نقش 
  Nucleotide Excision Repair) (NERبرداشتن نوكلئوتيدي 

ايفا  BER (base excision repair)و ترميم برداشتن بازي  
در  P53 به بررسي شو همكاران Leung ). همچنين٢٣( كند

هاي تومور پروستات با استفاده از تمرينات بدني سلول
هاي در سلول P53 هايتند. در اين تحقيق پروتئينپرداخ

روند افزايشي داشت. نتيجه  invivo تومور پروستات به صورت
اين تحقيق بيان داشت تمرينات ورزشي فاكتورهاي سرمي را 

نشان دهنده افزايش  invivo صورت دهد كه بهتغيير مي
سلولي و همراه با كاهش رشد و نشان  P53 محتوي پروتئينهاي

هاي هنده آپوپتوز در سلولهاي سرطاني پروستات بود. دادهد
بهبود متابوليسم د كه جمع آوري شده در اين تحقيق نشان دا

كه به عنوان يك سركوب كننده تومور عمل  P53 هوازي توسط
ممكن است بينش براي راهبردهاي پيشگيري از ، كندمي

  ). ٢٤( سرطان در آينده ارائه دهد
نشان داد كه مصرف عصاره گزنه و تمرينات نتايج اين مطالعه 

هاي مبتلا به در موش ٨كاسپاز استقامتي بر سطح بيان 
 داري دارديهاي مختلف افزايش معنسرطان ملانوما در گروه

)٠٤٧/٠p= همچنين با استفاده از آزمون تعقيبي توكي نشان .(
بين گروه  ٨كاسپاز  تفاوت سطح تغييرات بيان ژنكه  داده شد

لي و . )=٠٣٩/٠p(دار است معنيل با گروه تمرين+عصاره كنتر
اي را براي بررسي اثر تمرين ورزشي بر مطالعه شهمكاران
موش چاق  ٣٢موش لاغر و  ١٦هاي آپوپتوزيس روي شاخص

موش را  ١٦موش چاق،  ٣٢پنج تا شش ماهه انجام دادند. از 
يك  وادار به تمرين ورزشي به مدت سه ماه و با تواتر هر روز

ساعت دويدن روي تردميل كردند. نتايج مطالعه بيانگر پايين 
در عضلات قلبي گروه  α-TNF و ٩و  ٣بودن سطوح كاسپاز 

 ش). هوانگ و همكاران٢٥( تمرين نسبت به دو گروه ديگر بود
هاي داراي با در نظر گرفتن اينكه آپوپتوزيس قلبي در موش

ا روي اين گروه از اي ريابد، مطالعهپرفشاري خون افزايش مي
ها انجام دادند. چهارده موش با پرفشاري خون مجبور به موش

فعاليت روي تردميل، يك ساعت در روز و پنج روز در هفته به 
 ٩و  ٣مدت دوازده هفته شدند. نتايج نشان داد سطوح كاسپاز 

در عضلات قلبي گروه تمرين كاهش يافته بود. از طرفي 
هفته تمرين استقامتي با شدت گزارش شده است كه دوازده 

بيشينه، موجب كاهش درصد اكسيژن مصرفي  ٧٥ نسبي
 كاسپازها ).٢٦( هاي پير شده استدر عضلات موش ٣كاسپاز 

 كه نقش محوري در سيستئين پروتئاز هستند خانوادة جزء
به دنبال فعال شدن،   .كنندمي ايفا اجرايي آپوپتوز فاز شروع و

و تغييرات كنند ميراهاي خاصي عمل ها روي سوبستاين آنزيم
جمله  بيوشيميايي و مورفولوژيك در سلول آپوپتوتيك از

قطعه قطعه  و چروك شدن سلول، متراكم شدن كروماتين
. بنابراين ارزيابي فعاليت كاسپاز به كنندايجاد مي DNAشدن 

). فعال ٢٧( عنوان يك ماركر بيوشيميايي آپوپتوز مطرح است
يزان زيادي مختص آپوپتوز است و تعيين شدن كاسپاز به م

تواند مورد فعاليت كاسپازها براي تمايز بين نكروز و آپوپتوز مي
استفاده قرار گيرد. علاوه بر نقش و اهميت كاسپازها در فرايند 
آپوپتوز، كاسپازها درفرايند تكامل، تمايز و التهاب نيز دخالت 

كاسپازهاي به ). آبشار كاسپازي به وسيله شكستن ٢٨( دارند
اصطلاح آغازگر به احتمال زياد به واسطه اتوپروتئوليز آغاز 

كاسپازهاي آغازگر به نوبه خود، كاسپازهاي اجراكننده  . شودمي
 گرددكنند كه به فرآيند آپوپتوز منجر ميرا شكسته و فعال مي

ترين پروتئازهاي اجراكننده در يكي از مهم ٨). كاسپاز ٨(
تا زماني كه  ٨ كاسپاز .استآپوپتوز مسير شناخته شده 

- كاسپازهاي آغازگر به وسيله پروتئوليز مستقيم فعالش مي

فعال شده،  ٨ -كاسپاز. كنند، به صورت خاموش باقي  مي ماند
شكند و به مرگ فعال كننده كاسپاز را مي DNaseمهاركننده 

در شرايط  ٨ -فعال شدن كاسپاز. شودسلولي منجر مي
هاي دين گونه سلول از قبيل ميوسيتهيپوكسيك در چن

هاي سنگفرشي هاي اندوتليال و سلولبطني، سلول
  ). ٩( كارسينوماي ريه نشان داده شده است

هاي پائين موجود در غلظت p53تحت شرايط نرمال سلولي، 
است و در حالت غيرفعال قرار دارد كه توسط ليپاز 

شود. زماني كنترل مي) E2 )lipaseubiquitinE2يوبيكوئيتين 
- كاهش مي p53گيرد، تخريب كه سلول تحت فشار قرار مي

تواند در تنظيم مي p53يابد، در نتيجه تجمع سريع پروتئين 
، پاسخ استرس سلولي، DNAچرخه سلولي، تكثير و تعمير 

). مطالعات نشان ٥( تكثير سلولي و آپوپتوز نقش داشته باشد
هاي وابسته به يسمآپوپتوز را از طريق مكان p53دادند كه 

فعال كننده  ١(از طريق تنظيم بيان ژن فاكتور  رونويسي
و بيان ژن  ٩پپتيداز آپوپتوزيك كه به فعال سازي كاسپاز 
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 ٣٨٣ /و همكاران ي موسو لايل                                                                                             ١٤٠٣زمستان     ٤ شماره   ٣٤ دوره

كند و مستقل از رونويسي (از طريق كمك مي )Bcl-2خانواده 
انتقال به ميتوكندري كه پتانسيل غشاي ميتوكندري را تغيير 

و تعامل با پروتئينهاي آنتي  cداده و به رهايي سيتوكروم 
در غشاي خارجي ميتوكندري  Bcl-xLو  Bcl-2آپوپتوزيك 
 ).٦( كندشود) تنظيم ميمنتهي مي

نتايج اين تحقيق نشان داد كه مصرف عصاره گزنه و تمرينات 
هاي مبتلا به در موش P53و  ٨ استقامتي بر سطح كاسپاز

بين  ن افزايشكه اي داري دارديسرطان ملانوما افزايش معن
دار يدر مقادير فوق معن عصاره گروه كنترل با گروه تمرين و

در مجموع نتايج اين تحقيق نشان داد كه مصرف عصاره  است.
گزنه به همراه تمرينات بدني احتمالا اثرات مثبتي در درمان 

   .سرطان داشته باشد
  

  قدرداني و تشكر
 در كمــك جهــت در نطنــزي عابد دكتر زحمات از وسيله بدين

  . نماييممي تشكر پروتكل اين اجراي
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