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Abstract 
 

Background: Many diseases, including diabetes, are involve in the development of liver disorders through 

changes in the expression of genes such as Caspase-3. In the present study, the impact of alcoholic extract of 

Alhagi maurorum on the expression level of liver Caspase-3 gene was investigated in male Wistar rats 

following the induction of diabetes mellitus by streptozotocin.  

Materials and methods: In this experimental study, 42 male Wistar rats were divided into 6 groups. The 

control group was left untreated, the diabetic control group received one dose of 70 mg/kg streptozotocin, the 

experimental groups 1 and 2 received 250 and 500 mg/kg Alhagi maurorum alcoholic extract peritoneally 

respectively, and the experimental groups 3 and 4 first received streptozotocin followed by 250 and 500 

mg/kg extracts respectively. To investigate the expression level of the Caspase-3 gene, liver samples were 

obtained from all the groups, and were evaluated using real time PCR.  

Results: The expression of Caspase-3 gene, against β actine, increased significantly in experimental groups 

compared to the control group, while diabetic groups received extract showed reduced gene expression 

compared to the streptozotocin group. 

Conclusion: It appears that Alhagi maurorum extract is effective in reducing hepatic gene expression of 

Caspase-3, which increases after using streptozotocin. This effect is possibly due to the anti-oxidants 

contents, such as flavonoids and anthocyanins. 
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 دانشگاه آزاد اسلامي پزشکيعلوم جله م

 414تا  434صفحات ، 99 زمستان، 4، شماره 03 ورهد

 

  0 بر میزان بیان ژن کاسپاز(  Alhagi maurorum)تاثیر عصاره الکلي خارشتر

(Caspase-3)  کبدی در موش صحرایي نر نژاد ویستار بدنبال  القای دیابت شیرین  

 0، ولي علیپور2یمختار مختار ،1طهمورث شهریور

   
 ندانشجوی دکتری ، گروه زيست شناسي، دانشکده علوم پايه ، دانشگاه آزاد اسلامي واحد کازرون، کازرون، ايرا 1
 ،  دانشگاه آزاد اسلامي واحد کازرون، کازرون، ايرانهياستاد، گروه زيست شناسي، دانشکده علوم پا  2
 ناستاديار ، گروه بهداشت محیط ، دانشکده بهداشت محیط ، دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي درماني هرمزگان ، هرمزگان، ايرا 0

  کیدهچ

هايي از جمله د که از طريق تغییر در بیان ژننها از جمله ديابت نقش داردر روند اختلالات کبدی بسیاری از بیماری :سابقه و هدف
دنبال ه در موش صحرايي نر ب کبدی 0لکلي خارشتر بر میزان بیان ژن کاسپازد. در اين تحقیق، تاثیر عصاره انکنعمل مي 0کاسپاز 

 . القای استرپتوزوتوسین بررسي شد

هیچ تیمار دارويي دريافت نکرد،  سر موش صحرايي نر نژاد ويستار  استفاده شد. گروه کنترل 42از   ،در اين مطالعه تجربي :روش بررسي
و  253به ترتیب 2و  1گروه تجربي  حیوانات سترپتوزوتوسین به صورت درون صفاقي دريافت کردند، ا mg/kg43 گروه شاهد ديابتيحیوانات 

533 mg/kg    ،ابتدا استرپتوزوتوسین و سپس  4و0گروه تجربي حیوانات و عصاره الکلي خارشتر دريافت کردندmg/kg 533 عصاره   253 و
   .ارزيابي قرار گرفت مورد Real Time PCRاز دستگاه از کبد انجام و با استفاده نمونه برداری  0برای بررسي ژن کاسپاز .دريافت کردند

های دهد، در حالي که در گروههای دريافت کننده عصاره خارشتر افزايش بیان را نشان ميدر برابر ژن بتااکتین در گروه 0ژن کاسپاز  ها:یافته
 .دهدسترپتوزوتوسین کاهش بیان ژن را نشان ميدر برابر ژن بتااکتین با گروه ا 0ديابتي ژن کاسپاز

-ها در کاهش بیان ژن  کاسپازاحتمالا خارشتر  به دلیل داشتن ترکیبات آنتي اکسیدانت مانند فلاونوئیدها و آنتوسیانین :گیرینتیجه
 .استکبدی که در روند استفاده از استرپتوزوتوسین  افزايش يافته است، موثر 0

 .، بتااکتین، رت0-تر، استرپتوزوتوسین، کاسپازش خار واژگان کلیدی:
 

 1مقدمه
 ،ترشدد  کبدد در اعمدال حیداتي متندوعي ازجملده متابولیسد ،      

(. در بیمداری  1ذخیره و س  زدايدي اندواد داروهدا نقدش دارد      

های آزاد اکسیژن، افدزايش قندد   ديابت ، افزايش تولید راديکال

ملکدرد آنتدي   خون، افزايش پراکسیداسیون لیپیدها و کاهش ع

مداده  ندوعي  (. استرپتوزوتوسدین  0،2 دهد ها رخ مياکسیدانت

                                                 
و   ی، دانشگاه علوم پزشکک  طیدانشکده  بهداشت مح ط،یگروه بهداشت  مح، هرمزگان: س نویسنده مسئولآدر

 (  email: M. Mokhtari246@yahoo.comی )مختار مختار، هرمزگان یدرمان یخدمات بهداشت

ORCID ID: 0000-0001-8928-3649 
 32/11/89: تاریخ دریافت مقاله

 33/3/88: پذیرش مقاله تاریخ

 .اسدت  Iآنتي بیوتیک و ضد سرطان بدرای القدای ديابدت ندود     

کندد و فعالیدت   ( تولیدد مدي  ROSهای آزاد اکسدیژن   راديکال

  (.4دهددد  هددای آنتددي اکسددیدان را کدداهش مددي    آنددزي 

 N-acetylglocosamineاسترپتوزوتوسین به عنوان يک آنالوگ 

برای ايجاد ديابت در شرايط آزمايشگاهي مدورد اسدتفاده قدرار    

رهدايي نیتريدک اکسدايد، افدزايش گلیکوزيلده شددن        گیرد.مي

هددای آزاد هددای پددانکراا و افددزايش تولیددد راديکددالپددروتنین

 STZهای بتای پانکراا در اثر اکسیژن از دلايل تخريب سلول

 (.  5 است 

، روند آپوپتوزيز سیستمیک در STZ در ديابت القاء شده توسط

يا  P53/ERKاين عملکرد از طريق مسیرهای  دهد.کبد رخ مي
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(. 6  کندد عمدل مدي   P53های ملکولي وساطت کننده  سیگنال

هدا ، گیاهدان دارويدي    يکي از عوامل مدوثر در درمدان بیمداری   

مواد طبیعي با منشاء گیاهي برای درمان و محافظدت  هستند و 

ت. گیاهدان دارويدي در   ته مورد توجده بدوده اسد   از کبد از گذش

 –هدای قلبدي   درمان سرطان، ديابدت، آترواسدکلروز و بیمداری   

مدواد   عروقي نقش دارندد. ترکیبدات فعدال مانندد فلاونوئیددها،     

ها به فراواني در گیاهان دارويي يافدت  فنولیک و آنتي اکسیدان

 های تفعالی(. فلاونوئیدها و ترکیبات فنولي دارای 4  شوندمي

 آزاد هایکردن راديکال خنثي توانايي ازجمله متعدد بیولوژيکي

 و در درمدان  ترکیبدات  ايدن هستند.  اکسیدانتي آنتي فعالیت و

 نیدز   اکسدیداتیو  هایآسیب برابر در کبدی هایسلول حفاظت

 (.4 هستند  مورد توجه

از زيدر   Alhagi از جدنس  (Alhagi maurorum  گیاه خارشدتر 

ج  بدا  ، علفدي مهدا  ای چندد سداله  ، بوته  Papilionoidoeaتیره

، سبز رند  بدا منشداء    سانتي متر، بدون کرک 43تا  53ارتفاد 

، دارای تددوراني، متعلددق بدده تیددره پرواندده آسددا –ناحیدده ايرانددي 

 (.9 است خارهای فراوان 

هدای اساسددي،  ترکیبدات فتوشدیمیايي خارشدتر شدامل، رو دن     

هددا، آلکالوئیدددها، هددا، پددروتنینترکیددب فنلددي، کربوهیدددرات 

هدا و  هدا، تدانن  گلیکوزيدها، استروئیدها، ترپنوئیددها، سداپونین  

هدا،  همچنین منبع  ني از مدواد فعدال مانندد آنتدي اکسدیدان     

حداوی   (. خارشتر11،13،4 هستند فلاونوئیدها و مواد فنولیک 

-هددا، فلاونوئیدددها، کومددارين  اسددیدهای چددرا و اسددترول  

هدای  یدر   . اسدترول استمختلف  هایها،آلکالوئیدها و ويتامین

هدا، گلیکوزيددهای فلاواندون از قبیدل     ها، تانناشباد، تری ترپن

رو ن  .استها و رزين هاالهاجیدين و الهاجیتین،  پرآنتوسیانین

اسدتفاده   های خارشتر برای درمدان روماتیسد  و يبوسدت   برگ

شود. عصاره آبي ريشه ايدن گیداه بدرای بدزرگ شددن لولده       مي

در حدالي کده عصداره     .تداثیر دارد وج سدن  کلیده   حالب و خر

و شربت سدرفه گیداهي    متانولي خار شتر  به عامل ضد اسهال 

خارشددتر دارای ترکیبددات فلاونوئیددد از جملدده     .(12 اسددت 

که خصوصیات آنتدي اکسدیدانتي را   است کوئرستین و کاتچین 

در درمدان  فلاونوئیدها به ويژه کوئرسدتین،  (.  1  بر عهده دارند

اتیس ، تب، دمانس، پرفشاری خون، استفراغ، يبوست، درد، روم

عفونت، آس ، ديابت، بیماری عصبي، درد قفسه سدینه، تنظدی    

ايمني، ضد التهاا، ضدد آپوپتدوز، آنتدي اکسدیدان قدوی، درد      

معده، اسهال، تهود، اختلالات قلبدي و بیمداری هدای تنفسدي     

ک . همچنین خارشتر دارای خصوصیات ضد اسپاس ، محراست

اشددتها، ادرار آور، خلددط آور، ضددد درد، آرامددش بخددش، آنتددي  

هدا، محدرک   باکتريال، شل کننده عدرو،، شدل کنندده بدرونش    

، 14 اسدت  موضعي، مسهل و تقويت کننده قوای جنسدي نیدز   

 ها، فلاونوئیددها، (. خارشتر حاوی اسیدهای چرا و استرول10

    .اسددتهددای مختلددف  آلکالوئیدددها و ويتددامین  هددا،کومددارين

هدا، گلیکوزيددهای   هدا، تدانن  های  یر اشباد، تری ترپناسترول

ها و ،  پر آنتوسیانیناز قبیل  الهاجیدين و الهاجیتین فلاوانون 

گلیکوزيد فلاونوئیددی اصدلي در    6 ،. علاوه بر ايناستها رزين

عصدداره اتددانولي آن وجددود دارد. عددلاوه بددراين خارشددتر دارای  

زايددي، لددوگیری از رگکدده بددرای ج اسددت  Lupeol ترکیددب

 (.12  رودضداکسیداتیو و ضد التهابي به کار مي

سیسدتنین پروتنداز هسدتند کده نقدش       کاسپازها  جزء خانواده

 ايدن  کنندد.  محوری در شرود و فداز اجرايدي آپوپتدوز ايفدا مدي     

ها روی سوبستراهای خاصي عمل و تغییرات بیوشیمیايي آنزي 

جملدده چددروک شدددن و مورفولوژيددک در سددلول آپوپتوتیددک از

، DNAقطعده قطعده شددن    و سلول، متراک  شددن کرومداتین  

بنابراين ارزيابي فعالیت کاسپاز بده عندوان يدک     کنند؛ايجاد مي

 (. 15مارکر بیوشیمیايي آپوپتوز مطرح است  

که به عنوان پروتنداز   استيکي از افکتورهای کاسپاز  0کاسپاز 

 یاجدزا  کلیدی شدامل چنددين سوبسدترای سدلولي  از جملده     

   . در واقددع نقددش ديابددت در  اسددتنشددانگر اصددلي در آپوپتددوز  

بددا اسددتفاده از  0ز کاسددپاز هددای مختلددف بددا اسددتفاده اسددلول

هیستوشیمیايي مورد بررسي قرار گرفته است. مطالعدات  ايمونو

هدای ديدابتي   در کبدد در مدوش   0د بیان کاسپاز ندهنشان مي

د  ند دهي نشان مدي (. مطالعات قبل14،16يابد  شده افزايش مي

های ديدابتي شدده، هیپدر گلیسدمي از طريدق افدزايش       در رت

و  شدود ، باعث افزايش آپوپتدوز در کبدد مدي   0 -فعالیت کاسپاز

ممکن است در روند بیمداری در کبدد ديابتیدک سدهی  باشدد      

(. فعال شدن کاسپاز بده میدزان زيدادی، مخدتو آپوپتدوز      14 

ز بین نکروز و آپوپتوز است و تعیین فعالیت کاسپازها برای تماي

 (.19تواند مورد استفاده قرار گیرد  مي

علاوه بر نقش و اهمیت کاسپازها در فرايند آپوپتدوز، کاسدپازها   

(. 23در فراينددد تکامددل، تمددايز و التهدداا نیددز دخالددت دارنددد  

هدا  های اختصاصي نه تنند کاسپازدهمطالعات مختلف نشان مي

در  .اساسي سلول نقش دارند هایدر آپوپتوز بلکه در ساير روند

هدای ديدابتي   در رت ،انجدام شدد   2310ای که در سال مطالعه

 -، هیپر گلیسمي از طريق افزايش فعالیت کاسدپاز STZشده با 

ممکدن  دهدد  که نشان مي، شدباعث افزايش آپوپتوز در کبد  0

در (. 14است در روند بیماری در کبد ديابتیدک سدهی  باشدد     

تکنیددک ، 2312در سددال  شهمکدداران و Haligur تحقیقددات 

در کبدد و کلیده    caspase-3ايمونوهیستوشیمي افدزايش بیدان   

شدده اسدت   را نشان داد. پیشنهاد  STZهای ديابتي شده با رت
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يکي از مکانیزم های احتمالي بروز مشکل کبدی ممکدن اسدت   

 (.  21،16افزايش فعالیت آپوپتوتیک باشد  

وانايي بالايي در از بین بدردن  ، کوئرستین تدر میان فلاونوئیدها

هدای آزاد اکسدیژن را دارد. خاصدیت ضدد التهدابي آن      راديکال

. کوئرستین تولید استبرابر بیشتر از آسکوربیک اسید  6تقريبا 

ها را در ماکروفاژها مهار کدرده و بندابراين التهداا را    سیتوکین

های چند شکلي  دهد. کوئرستین آپوپتوز را در سلولکاهش مي

T98G   توسط فعال کردن مسیرهای مرگ میتوکندريايي القداء

در معدر  کوئرسدتین    T98Gهدای  کند. قرار گرفتن سلولمي

از  Cو رهاسددازی سددیتوکروم   0منجددر بدده فعالیددت کاسددپاز   

شدود  مدي میتوکندری و کاهش ظرفیدت  شدايي میتوکنددری    

د توانددايي آنتددي اکسددیداتیو ندددهمطالعددات نشددان مددي  .(22 

ط گروه هیدروکسیل يا گروه کتکول موجود در کوئرستین توس

. کوئرسدتین آپوپتدوز را در اندواد متندوعي از     شدود آن ايجاد می

های سرطاني توسط تنظی  فاکتورهای دروندي و بیروندي   سلول

(. کوئرستین و ديگر فلاونوئیددها اثدرات ضدد    20کند  القاء مي

انجدام   NF-kappaB)NF-kBالتهابي را از طريق کاهش مسیر  

هدای  دهند. اثر جلدوگیری کنندده فلاونوئیددها بدر بیمداری     يم

-و بیدان واسدطه   NF-kB ، از طريق ممانعدت از فعالیدت  یکبد

 (Apigenin  APG( . 24 اسدددت گرهدددای پدددیش التهدددابي  

که به طور فراواني اثرات ضد التهابي را نشدان  است  یفلاونوئید

 PTK  Proteinای از مندع کنندده ويدژه    Apigeninدهدد.  مدي 

tyrosine  kinase)  کندد را القداء مدي   0و فعالیت کاسدپاز  است 

بدده دلیددل (. کوئرسددتین دارای فعالیددت آنتددي اکسددیداتیو، 25 

. کوئرسدتین  اسدت گر اکسدیژن  های واکنشتوانايي حذف گونه

. استهای مختلف بر علیه سرطان یهای آپوپتوزدارای فعالیت

هدای سدرطاني   کوئرستین آپوپتوز را در انواد متنوعي از سدلول 

کندد.  توسط تنظدی  فاکتورهدای دروندي و خدارجي القداء مدي      

و همکدارانش نشدان دادندد     Robaszkiewiczدانشمندی به نام 

میکرومددول در محددیط کشددت و   53کوئرسددتین بددا مقددادير  

 هدای سوپراکسدید تولیدد    های جدا شدده، راديکدال  میتوکندری

 23هددای کوئرسددتین بددا مقددادير کمتددر از  کنددد. فعالیددتمددي

دهدد. مطالعدات   میکرومول فعالیت آنتي اکسیداتیو را نشان مي

Watijen   هدای  و همکارانش نشان دادند فلاونوئیدها بدا  لظدت

ها را از آپوپتوز القاء شده توسط پراکسدید هیددروژن   ک  سلول

کننددد.  لظددت بددالای فلاونوئیدددها بددا مقددادير  محافظددت مددي

mg/kg253  باعث آسیب بهDNA بدا  (. 26  شدود و آپوپتوز مي

در  0تحقیق میزان بیان ژن کاسدپاز  اين توجه به موارد فو، در

سترپتوزوتوسدین و دريافدت   اهای ديابتي  دريافت کننده موش

 0کننده عصاره  الکلي خارشتر و اثرات آن بر  بیان ژن کاسدپاز 

    .و کاهش اثرات التهابي کبدی ناشي از ديابت بررسي شد

 

 مواد و روشها

 ندژاد  از بدال   موش صدحرايي ندر   سر   42از  تجربي لعهمطا اين در

Wistar   0تدا   5/2محدوده سني  در گرم233 ±13 تقريبي وزن با 

 واناتیکار با ح در مورد نحوه ياصول اخلاق هی.  کلاستفاده شد.ماه 

و بدر   يدرمطالعدات تجربد   ياخدلا، پزشدک   تيبا رعا  يشگاهيآزما

گدروه تقسدی     6ندات بده   حیوا .انجام شد ينکیاساا معاهده هلس

   شدند:

o          گروه کنتدرل: حیواندات ايدن گدروه تحدت تداثیر هدیچ گونده

   .استرسي از جمله تزريق دهاني قرار نگرفتند

o   گددروه شددداهد ديدددابتي: حیواندددات ايدددن گدددروهmg/kg43 

استرپتوزوتوسین يک بار به صورت درون صدفاقي در ابتددای   

 .ماهه آزمايش دريافت کردند 2دوره 

o  حیوانات اين گروه 1گروه تجربي :mg/kg253    عصداره الکلدي

 .ماه دريافت کردند 2خارشتر روزانه به طور دهاني طي 

o  حیوانات اين گروه 2گروه تجربي :mg/kg533    عصداره الکلدي

 .ماه دريافت کردند 2خارشتر روزانه به طور دهاني طي 

o   حیوانددات ايددن گددروه ابتدددا    0گددروه تجربددي :mg/kg43 

و سدپس طدي يدک دوره دو    کردند افت استرپتوزوتوسین دري

عصاره الکلي خارشتر به طور دهداني    mg/kg253ماهه روزانه 

 .دريافت کردند

o   حیوانددات ايددن گددروه ابتدددا    4گددروه تجربددي :mg/kg43 

و سدپس طدي يدک دوره دو    کردند استرپتوزوتوسین دريافت 

عصداره الکلدي خارشدتر بده طدور       mg/kg   533 ماهه روزانه 

   (.26-24  ردنددهاني دريافت ک

 سداعت  12 و روشدنايي  ساعت 12 نوری دوره تحت کلیه حیوانات

 کدافي  رطوبدت  و گدراد  سدانتي  درجده 23- 22 در دمای و تاريکي

 آمداده   ذاهای توسط مطالعه مورد تغذيه حیوانات. شدند نگهداری

 .  (29 صورت گرفت  خوراک و آا در بدون محدوديت و استاندارد

 رعصاره الکلي خارشتتهیه 

های هوايي خارشتر جمع آوری و چندين بار بدا آا مقطدر   قسمت

 شسته شد و سپس در سايه خشک شد.  
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پدودر   (Wiley mill ) (Model 4-GMI, Germany) سپس توسدط 

لیتدر آا   1درصد يا با  43لیتر اتانول  1گرم از گیاه با  133شده و 

مقطر برای يک ساعت قرار داده شد. پس از فیلتدر، تحدت کداهش    

 rotary evaporator  Buchi, Model درجه با استفاده از 43فشار 

462, Germany ) اسددتخراج انجددام شددد. بددا اسددتفاده از دسددتگاه 

Lyophilizer هددای فريددز و خشددک شددده و دسترسددي بدده عصدداره

هدای آبدي    . در نهايت سوسپانسیون آبي از عصداره شدخشک انجام 

اسدتفاده قدرار گرفدت     يا اتانولي تهیه و برای تجدويز دهداني مدورد   

 12.) 

 روش خونگیری   ونحوه تجویز دارو 

ابتدا مقادير مختلف دارو استرپتوزوتوسین  با ترازوی ديجیتدالي بدا   

 دذايي شدبانه بدا    ساعت بي 12گرم وزن شد. پس از  331/3دقت 

میلي گرم بر کیلدوگرم  استرپتوزوتوسدین    43تزريق داخل صفاقي 

روز پدس از   5 .(03  شدد  ت القاءحل شده در سرم فیزيولوژی دياب

های خوني تهیده شدده بدرای تعیدین میدزان      از نمونه، STZ تزريق

و سدط   شدد  گلوکز و تايید ديابتي شده توسط گلوکومتر اسدتفاده  

 هدايي بدا سدطوح گلدوکز بدیش از     . مدوش شدد گلوکز خدون ثبدت   

Mg/dl253        ديابتي محسدوا شددند. بدرای اطمیندان از ديابتیدک

يدا تسدت تحمدل      OGTTروزه  14هدای  ر گروهماندن حیوانات د

 روز، پدس از خدون  14گلوکز انجام شد. به اين طريق کده درپايدان   

گلوکز بده ازای وزن بددن    gr/kg 1 ها به هر حیوان گیری از موش

دقیقده  پدس از    63دقیقده و   13به طور دهاني با گاواژ داده شدد.  

و سدط    بررسدي شدد  کز، خون با استفاده از وريدد دمدي   دادن گلو

 .(01 شد گلوکز خون ثبت 

گرم بافت منجمدد کبدد بده روش     53مقدار  RNAبرای استخراج 

هموژنیزه کردن سرد پودر شدد و مدورد اسدتفاده قدرار گرفدت. بده       

طبدق دسدتورالعمل    RNA-plus، از کیدت  RNAمنظور جداسازی 

. شدد استخراج  RNAشرکت پیشگام استفاده شد و سپس محلول 

و  DNA، از هرگونه آلدودگي بده   Nase Dnase1با استفاده از کیت 

میلدي   2، پاکسازی شدد. از هدر نمونده     RNAآنزي  تخريب کننده 

. سدپس  شدد ده استفا DNAبرای سنتز اولین رشته mRNA  گرم 

استفاده شد. به ايدن   cDNA synthesisاز کیت cDNA برای سنتز 

 oligo  ( اولیگوprimerاز آ ازگر   cDNAصورت که برای ساخت  

dt ) که به دم پليA شود، اسدتفاده شدد. کلیده مراحدل     متصل مي

استخراج زير هود لامینار انجام و قبل از شدرود کدار زيدر هدود بدا      

استخراج شدده در فريدزر    RNA و تمیز شد % 43وايتکس و الکل 

اکتدین در   -و بتا 0 -های کاسپازمیزان بیان ژن نگهداری شد. -43

انددازه گیدری    Real Time PCRتکنیدک  ها با استفاده از اين بافت

-توالي پرايمرهای اختصاصي برای بیان ژن کاسپاز  .(02-04 شد 

اکتین به عنوان استاندارد داخلي نشدان داده   -و همچنین ژن بتا 0

هدای مدورد نظدر در    (. بررسي میزان بیدان ژن 1 جدول  شده است

 Real timeتیمارهای مختلف با اسدتفاده از روش کمیدت سدنجي    

(PCR )  بددا اسددتفاده از دسددتگاهRoche lightcycler 96  انجددام

میکرولیتدر   4شدامل    Real time PCRگرفدت. محلدول واکدنش    

Master mix Hot Taq evagreen (Gene All, Korea)  ،2 

میکرولیتدر   23، يک میکرولیتر از هر پرايمدر و    cDNAمیکرولیتر 

برنامه حرارتدي بدرای   آا مقطر ديونیزه فاقد نوکلناز بود . همچنین 

تکثیر هر دو ژن با استفاده از آ ازگرهای اختصاصي هر ژن تنظدی   

مدورد اسدتفاده قدرار     Real time PCRو برای کمیت سنجي روش 

(.  بدرای بررسدي اختصاصدي بدودن     05،06،04(  2گرفت  جدول 

محصول تکثیر شده ، منحني دوا مورد استفاده قرار گرفت. پدس  

داده های خدام    Time PCR qRealر به روشاز انجام واکنش تکثی

از دسدتگاه اسدتخراج شدد. در     Threshold cycle (Ct (به صدورت  

تکثیدر شدده از    mRNAانتها برای محاسدبه نسدبي تعدداد نسدخه     

( بدا میدزان   Ctروش مقايسه میزان تغییرات سط  آستانه هدر ژن   

 و بتا اکتین  0توالي پرايمرها برای تکثیر قطعه مورد نظر دارای  ژن های کاسپاز.  1جدول 

Amplicon length ژن سکانس پرايمر 

284 bp Forward   F:5-CGGTATTGAGACAGACAGTGG-3 
Reverse    R:5-TACACGGGATCTGTTTCTTTGC-3 

Caspase3 

198 bp Forward   F:5-CATCCTCTTCCTCCCTGGAGA-3 
Reverse    R:5-TGTTGGCATAGAGGTCTTTACGG-3 

action-β  

 

 Real time PCRشرايط دمايي و زماني واکنش . 2جدول 

 چرخه ها  بسط ترکیبي اتصال آ ازگرها شدنواسرشت  فعال سازی ابتدايي آنزي  نام ژن

Caspase-3 95  درجه سانتي گراد به

 دقیقه 15مدت 

درجه سانتي گراد  94

 ثانیه 03به مدت 

درجه سانتي گراد 55

 ثانیه 15به مدت 

درجه سانتي گراد  42

 ثانیه 4 5به مدت 

03 

β- Action 95  درجه سانتي گراد به

 دقیقه 5مدت 

 درجه سانتي گراد 95

 ثانیه 15به مدت 

درجه سانتي گراد 4994

 ثانیه03به مدت 

درجه سانتي گراد  42

 ثانیه 03به مدت  

05 
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 410/ و همکاران  وریطهمورث شهر                                                                                         99زمستان      4 شماره   03 دوره

ر تکدرا  0( استفاده شد. برای هدر نمونده   ΔΔCtآن در نمونه شاهد  

 .   بیولوژيکي و دو تکرار تکنیکي در نظر گرفته شد

 

 هایافته
نتايج حاصل از  تاثیر مقادير مختلف عصاره الکلي خارشتر 

در بافت کبد به  caspase-3و  mRNA    β-actinبر بیان 

-نشان داد به طور کلي نمونه STZدنبال القاء ديابت توسط 

داری يهای شاهد نسبت به ه  هیچ گونه اختلاف معن

در برابر ژن بتااکتین در  0ژن کاسپاز اما مقايسهنداشتند، 

عصاره  253و  mg/kg 533های تجربي دريافت کننده گروه

در  داد.الکلي خارشتر با گروه کنترل افزايش بیان را نشان 

و  mg/kg533 های ديابتي دريافت کننده حالي که در گروه

ر ژن بتااکتین با در براب 0عصاره خارشتر، ژن کاسپاز  253

داد گروه استرپتوزوتوسین کاهش بیان ژن را نشان 

 . (1، شکل1نمودار ،0 جدول

 

 بحث
آنالیز نتايج مربوط به بررسي کمیت بیان ژن، اطلاعات بدست 

و نتايج حاصل از بتااکتین به caspase-3 آمده از بیان ژن 

. مطالعات مربوط به شدعنددوان ژن مرجدع ندرمدال سازی 

ها نشان داد نمونه CT(Threshold Cycle)ر میزان تکثی

-در برابر ژن بتااکتین در گروه 0مقايسه میانگین  ژن کاسپاز

عصاره الکلي   253 و mg/kg 533های تجربي دريافت کننده 

 دهد. خارشتر با گروه کنترل افزايش بیان را نشان مي

 STZو بتا اکتین به دنبال تاثیر مقادير مختلف عصاره الکلي خارشتر به دنبال القای ديابت توسط  0ژن کاسپاز  CTمقايسه اختلاف  .0جدول

2(-  ∆∆Ct)CASPASE3 Error Caspase-3(Cq) Error β actin(Cq) group 
1 0.08 24.66 0.03 14.4 control 

15.77 0.04 20.38 0.06 14.1 43mg/kg STZ 

3.86 a 0.27 22.78 0.05 14.7 253mg/kg A.M 

3.27 a 0.72 23.95 0.04 15.4 533mg/kg A.M 

1.47 b 0.07 24.80 0.02 15.1 43mg/kg STZ + 

250  mg/kg A.M 

0.23 b 0.52 26.75 0.07 14.4 43mg/kg STZ + 

500  mg/kg A.M 

نشان  bبا ژن بتا اکتین بین گروه کنترل با گروههای تجربي دريافت کننده عصاره الکلي خارشتر .  حرف   0ژن کاسپاز Ct) -(2∆∆نشان دهنده اختلاف معني دار  aحرف 

 +عصاره الکلي خارشتر STZدريافت کننده  وه شاهد ديابتي  با گروههای تجربيبا ژن بتا اکتین بین گر 0ژن کاسپاز  Ct)-(2∆∆دهنده اختلاف معني دار

 

 

 a. حرف  STZدر بافت کبد به دنبال القاء ديابت توسط caspase-3 و  β-actinمختلف عصاره الکلي خارشتر بر بیان ژن   تاثیر مقادير  .1نمودار 

نشانه تفاوت گروه شاهد ديابتي با   bعصاره الکلي خارشتر مي باشد ، حرف  نشانه تفاوت گروه کنترل با گروههای تجربي دريافت کننده

  گروههای تجربي دريافت کننده عصاره مي باشد.
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در برابر ژن  0ژن کاسپاز در حالي که مقايسه میانگین 

 و mg/kg533  تااکتین در گروههای ديابتي دريافت کننده ب

عصاره خارشتر با گروه استرپتوزوتوسین کاهش بیان    253

 دهد.ژن را نشان مي

و در هستند سیستنین  –کاسپازها پروتنازهای ويژه آسپارتیل 

جريان پايین  0آپوپتوز نقش اصلي را بر عهده دارند. کاسپاز 

های دهد. مطالعات ژنرونده مسیرهای آپوپتوز  را نشان مي

دهد نه فقط در آپوپتوز، بلکه در ديگر کاسپاز نشان مي

پیشنهاد  Invitroفرايندهای عملکردی نقش دارد. مطالعات 

از برای آپوپتوز دهند مسیرهای آپوپتوز وابسته به کاسپمي

 (. 16 است ضروری  βهای سلول

فلاونوئیدها قادر به مهار فعالیت کاسپاز در رفتارهای وابسته به 

 . دانشمندی به نامهستند invitroو  invivo دوز در محیط

quati  نشان دادmyricetin   هستندکه گروهي از فلاونوئیدها  ،

بي موش در های عصدر سلول 0قادر به منع فعالیت کاسپاز

پیوندهايي با جايگاه فعال  myricetinو است محیط کشت 

د تنوعي از ندهکند. مطالعات نشان ميايجاد مي 0سپازکا

 (. 04، 09کنند  را منع مي 4و  0، 1کاسپاز  ،فلاوئونیدها

ای در گیاهان وجود دارند و ها به طور گستردهآنتوسیانین

-Dowenمندی به نام . دانشهستندترين فلاوئوئیدها فراوان

Forbes  های ها در بافتگزارش داد آنتوسیانین 2313در سال

فراواني از جمله کبد، اثرات آنتي اکسیدانتي و ضد التهابي را 

های آزاد را بررسي، ها راديکالدهند. آنتوسیانیننشان مي

های طبیعي که توسط اشغال کرده و آسیب به ژنوم سلول

دهند و از شده است را کاهش مي استرا اکسیداتیو ايجاد

ها بر روی کنند. آنتوسیانینهای ژني جلوگیری ميجهش

کنند، منع کننده خانواده مياثر  Bc1های خانواده پروتنین

و پاسخ آپوپتوز از طريق مسیرهای هستند پروتنین آپوپتوز 

 2334در سال  Reddivariکنند. وابسته به کاسپاز را فعال مي

های القاء کننده میتوکندری از طريق توسیانینگزارش داد آن

و فاکتور القاء کننده از طريق مسیر  Gرها سازی اندونوکلناز 

JNK  از طريق گیر انداختن آپوپتوز مستقل از کاسپاز عمل

گزارش داد  2310در سال  Wang (.09کنند  مي

      CRP لظت کمتر  با ها به طور قابل توجهيآنتوسیانین

 C- reactive protein)  است که يک مارکر چاقي و و ديابت

. عصاره آنتوسیانین افزايش وزن بدن را مهار همراه هستند

 (. 43  دهدکند و زمینه لیپیدی کبد و سرم را کاهش ميمي

های  ني از آنتوسیانین، اثرات پیش آپوپتوز در چندين عصاره

بیعي، د. در مسیرهای طندهرا نشان مي invitroنود سلول در 

های سرطاني در نتیجه افزايش رفتار آنتوسیانین در سلول

تعديل  Cپتانسیل  شاء میتوکندری، رهاسازی سیتوکروم 

های پیش و ضد آپوپتوز وابسته به کاسپاز را نشان پروتنین

 2332و همکارانش در سال  Martin – sanz   (.41دهد  مي

های پیش نها قادر به پاسخ سیتوکیگزارش دادند هپاتوسیت

هايي که پاسخ های وساطت کننده و بیان ژنهستند التهابي 

های اصلي د. يکي از سیتوکیننکنالتهابي هستند را هدايت مي

 TNF-R1  Tumor necrosisبا  کهاست  TNF-αرها شده 

factor receptor 1)  و بنابراين فعالیت  است در ارتباطNF-

kappaB)NF-kB  کند و را شرود مييا مسیر فعالیت کاسپاز

(. توانايي آنتي 42دهد  نقش اصلي را در آپوپتوز انجام مي

اکسیداتیو کوئرستین توسط گروه هیدروکسیل يا گروه کتکول 

د. کوئرستین آپوپتوز را در انواد شوموجود در آن ايجاد مي

های سرطاني توسط تنظی  فاکتورهای دروني متنوعي از سلول

 (.20کند  و بیروني القاء مي

 

ژن  mRNA.میزان بیان نسبي  0ماه  بر بیان ژن کاسپاز 2میلي گرم بر کیلوگرم عصاره الکلي خارشتر بعد از  533تاثیر  لظت . 1شکل 

 گروههای مختلف(:G. ازی با ژن بتااکتین محاسبه شد.  پس از نرمال س 0کاسپاز
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 mg/kgدر سط  بیان ژن، عصاره الکلي خارشتر با مقادير  

های در موش 0باعث کاهش بیان ژن کاسپاز  253 و 533

ديابتي القاء شده توسط استرپتوزوتوسین شد که احتمالا  به 

علت خاصیت آنتي اکسیدانتي ترکیبات موثر خارشتر در 

ه عصار است.کاهش بیان ژن های موثر در التهابات کبدی 

های مختلف موجب تواند از طريق مکانیس الکلي خارشتر مي

اثرات حفاظتي بر تغییرات بیان ژن مرتبط با کبد القاء شده 

 .  شودتوسط استرپتوزوتوسین 

نتايج اين مطالعه نشان داد، استرپتوزوتوسین باعث تخريب 

و التهابات کبدی  0بافت کبدی و افزايش بیان ژن کاسپاز 

د. عصاره الکلي خارشتر به واسطه خواص شوناشي از آن مي

کاتچین و آنتي اکسیدانتي به خصوص فلاونوئیدها  

به  0ها، باعث کاهش بیان ژن کاسپاز( و آنتوسیانینکوئرستین

  .دشودنبال سمیت کبدی استرپتوزوتوسین مي
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