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  17/6/1397:تاريخ پذيرش                        1398دوره بيست و هفتم، شماره دهم، دي 

پس از كمپرسيون عصب سياتيك رت در  NT3بررسي بيان تغييرات ژن 

 حضور عصاره هيدروالكلي چاي كوهي
  

  3باديآ نژاد شاهرخ ، خديجه 2*پور ، مريم طهراني1زاده فريبا قاسم

  

 
  مقاله پژوهشي

 

  

از خانواده لاميناسه  Stachyslavandulifoliaگياه . يابد بيانشان در پاسخ به آسيب عصب تغيير مي فاكتورهاي نوروتروفيك :مقدمه

اكسيداني و ضدالتهابي است لذا اين پژوهش با هدف تعيين اثرات عصاره هيدروالكلي  باشد و از آنجا كه چاي كوهي داراي اثرات آنتي مي

  .پس از كمپرسيون عصب سياتيك در رت انجام شده است NT3چاي كوهي و تأثير آن بر روي ميزان بيان ژن 

سپس تعداد  .هاي گياه چاي كوهي با روش سوكسله تهيه شد در اين مطالعه تجربي ابتدا عصاره هيدروالكلي از سرشاخه :سيروش برر

، 1روزهاي (هاي كنترل، كمپرسيون  تايي شامل گروه4گروه  9صورت تصادفي به  هگرم ب 250- 300نر نژاد ويستار با وزن  رأس رت 36

هيدروالكلي چاي كوهي تيمار شدند در  mg/kg75هاي تيمار با دوز  گروه. تقسيم شدند) 28 و14، 7، 1روزهاي (و تيمار ) 21و14، 7

هاي تيمار عصب سياتيك پاي راست  هاي كمپرسيون و گروه در گروه. گروه كنترل تزريق سرم فيزيولوژي جهت ايجاد استرس انجام شد

صورت داخل صفاقي بلافاصله بعد از كمپرسيون  هاي تيمار به در گروه اولين تزريق عصاره. ثانيه تحت كمپرسيون قرار گرفت 60مدت  به

هاي كمپرسيون و تيمار  در گروه 28و14، 7، 1سپس از نخاع ناحيه كمري در روزهاي . روز بعد انجام شد 7عصب و دومين تزريق 

ز گرديد و سپس بررسي تغييرات بيان سنت cDNAاستخراج و  Total RNAبرداري شده  برداري گرديد و از قطعات نخاعي نمونه نمونه

 Anova آزمون وMxPro  افزار نرم از ها براي آناليزآماري داده .هاي بدون تيمار و تيمار با عصاره هيدروالكلي انجام شد در نمونه NT3ژن 

  .استفاده گرديدExcel  افزار نرم استفاده شد و براي رسم نمودارها از 0p</05 داري با سطح معني

). >001/0p(شاهد افزايش معناداري داشته است  نسبت بهدر گروه كمپرسيون و تيمار NT3 نتايج نشان داد كه ميزان بيان ژن  :نتايج

 .در گروه تيمار نسبت به كمپرسيون مشاهده شد NT3اما كاهش بيان ژن 

  .تاثير نداشته است NT3، بر بيان ژن Stachyslavandulifoliaهاي گياه  رسد كه عصاره هيدروالكلي سرشاخه به نظر مي :گيري نتيجه

  

  NT3 ، تخريب و ترميم عصب سياتيك، ژنStachyslavandulifolia :هاي كليدي واژه

  

پس از كمپرسيون عصب سياتيك رت در حضور  NT3بررسي بيان تغييرات ژن  .بادي خديجهآ پور مريم، نژاد شاهرخ زاده فريبا، طهراني قاسم :ارجاع

  .1924-40): 10( 27؛ 1398يزد مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي  .چاي كوهيعصاره هيدروالكلي 

  

                                                           

  ايران، مشهد دانشگاه آزاد اسلامي،واحد مشهد،  دانشجوي كارشناسي ارشد فيزيولوژي جانوري، گروه زيست شناسي، -1

  ايران ،مشهد دانشگاه آزاد اسلامي،واحد مشهد، دانشيار، دكتراي تخصصي فيزيولوژي جانوري، گروه زيست شناسي،  -2

  ايران ،مشهددانشگاه آزاد اسلامي، واحد مشهد، استاديار، دكتري تخصصي ژنتيك ملكولي، گروه زيست شناسي،  -3

  91735413:صندوق پستي  ،tehranipour@mshdiau.acmaryam_ :الكترونيكي ، پست09155110370 :تلفن ؛)ده مسئولنويسن*(
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  و همكارانفريبا قاسم زاده 
 

 1398 دي، دهم، شماره هفتمدوره بيست و           ه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزدمجله دانشگا

1925  

 مقدمه

با  1950ها در پستانداران، در سال  تاريخچه نوروتروفين

به   Nerve Growth Factor (NGF) كشف فاكتور رشد عصب

 30عنوان يك فاكتور ضروري براي رشد آكسوني آغاز شد و 

اي مشتق از  ، شامل عامل عصبي تغذيهها آناع ديگر سال بعد انو

با گذشت زمان و . كشف شدند NT-4/5و  NT-3، (BDNF)مغز 

پي  NT-7و  NT-6انجام تحقيقات بيشتر به دو فاكتور ديگر 

بيان  ).1( شوند در مغز پستانداران ترشح نميبردند كه 

وسيله  ها، در مغز پستانداران در طي رشد و به نوروتروفين

ها  در بين نوروتروفين. شود هاي نوروني تنظيم مي فعاليت

در دوره قبل از تولد و در هيپوكامپ،  NT-3بيشترين بيان 

در آغاز  BDNFكه بيان  در حالي. باشد مخچه و نئوكورتكس مي

. يابد تولد كم است و با افزايش سن تا بزرگسالي، افزايش مي

از تولد نيز در هيپوكامپ، طي دوران رشد بعد  NGFبيان 

كه در نواحي ديگر مغز، بيان  است، در حالي BDNFمشابه با 

NGF تغييرات اندكي را در دوران رشد بعد از تولد نشان ،

نيز در دوران بعد از تولد در هيپوكامپ،  NT-4/5بيان . دهد مي

ذيرد و تا بزرگسالي ادامه پ مخچه و نئوكورتكس صورت مي

اي از فاكتورهاي رشد عصبي  انوادهها خ نوروتروفين ).2( يابد  مي

عصبي  هستند كه در رشد و ترميم و بازسازي و نهايتاً بقاي بافت

ها ابتدا  از آنجايي كه نورتروفين .كنند نقش مهمي را ايفا مي

توسط متخصصين علوم اعصاب شناسايي شدند بيشترين 

). 3( تعملكردشان بر روي دستگاه عصبي مطالعه شده اس

هاي  با گيرنده ها آنواسطه پيوند  هها ب نوروتروفي اثرات ناشي از

هاي  و با گيرنده) هاي كينازتيروزين گيرنده(خاص با كشش بالا 

دهد كه اين  شواهد نشان مي. شود كشش پايين ايجاد مي

شود و پس از  صورت اورتودروميك نيز منتقل مي هها ب پروتئين

پس سيناپسي  يها سلولهاي اكسون بر روي  انتشار آن با پايانه

علاوه در تعديل سريع فعاليت الكتريكي و  هگذارند، ب اثر مي

  ).4( سيناپسي نوروني نيز شركت دارند

ها از چهار عضو تشكيل شده كه شامل  خانواده نوروتروفين

(BDNF, NGF, NT3, NT4/5) هاي ديگري  نوروتروفين. باشد مي

ها  ماهياند كه محدود به  شناسايي شده NT7 /NT6 هم مانند

اين گونه فاكتورها . باشند و در پستانداران ارتولوگي ندارند مي

آسيب ديده  هاي سلول  توانند از طريق حمايت و تحريك مي

در  ).5( اكسوني در الياف ضايعه ديده شوندمنجر به رشد 

شرايط قطع عصب چنانچه بتوان از فاكتورهاي تروفيك 

ضايعه ديده با  هاي نورونصورت اگزوژن استفاده نمود  هب

ي  مانند و پديده برخورداري از اين حمايت تروفيكي زنده مي

فاكتورهاي ). 6( دهند ميم اكسوني خود را ادامه ميتر

كننده عصبي، زنده ماندن، رشد، شكل نورون و توليد  تغذيه

نمايند و از مرگ سلولي  ها را در نورون تنظيم مي پروتئين

كننده عصبي  ن فاكتور تغذيهنوروگلين اولي. كنند پيشگيري مي

 ).7( ود پنجاه سال پيش كشف گرديده استاست كه حد

فاكتور رشد : تعدادي از فاكتورهاي تروفيك مفيد عبارتند از

عصبي، فاكتور رشد شبه انسوليني، فاكتور رشد مشتق از 

جنسي همانند  هاي هورمونو  Interleukin  پلاكت، اينترلوكين

تعدادي از اين فاكتورها جهت زنده . تستوسترون و پروژسترون

و تعدادي جهت تسريع در جوانه زدن و طويل  ها نورونماندن 

اگرچه فاكتورهاي رشد زيادي در . شدن اكسون اهميت دارند

 ها آندژنراسيون عصب مؤثر هستند ولي استفاده توأم از 

  ).8( اند در تقويت دژنراسيون مفيد باشدتو مي

 در اعصاب سالم در سطح معمولاً NT3فاكتور رشد عصب 

 NT3شوند ولي در پاسخ به آسيب عصبي بيان  پاييني بيان مي

افزايش رشد و تكثير . يابد شوان افزايش مي هاي سلولدر 

سازي براي  منظور آماده شوان در بخش ديستال به هاي سلول

باشد تحت تأثير  دريافت اكسوني كه در حال زايش و ترميم مي

اي بلكه نقش  نه فقط نقش تغذيه NT3. باشد اين فاكتور مي

شوان دستجاتي از بونگنر را  هاي سلول .كننده نيز دارد هدايت

عنوان  هب NT3دهند و رسپتورهاي  در مكان آسيب تشكيل مي

. نمايد يك فاكتور راهنما براي آكسون در حال ترميم عمل مي

NT3 شوان قرار  هاي سلولرسپتورهايي كه بر روي  متصل به

نمايند كه به يك  در حال رشدي را ايجاد مي هاي نورون دارند

اي براي افزايش بيشتر رشد و ترميم متصل  فاكتور تغذيه

 هاي نورونبراي بقاء و حفظ NT3 وجود  ).9( شوند مي

دچار مرگ  ها نورونباشد بدون آن  سمپاتيكي مهم مي
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  در حضور عصاره چاهي كوهي  NT3بررسي ژن 
 

 1398 دي، دهم، شماره هفتمدوره بيست و           زدمجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي ي

1926  

شوند اما فاكتور رشد عصب باعث رشد  ريزي شده مي برنامه

باعث  NT3دهد كه  مطالعات نشان مي). 10( شود مياكسوني 

حداقل به دو  NT3). 11( شود انشعاب و طويل شدن اكسون مي

 P75)رسپتور نوروتروفين : شود گروه از رسپتورها متصل مي

(NTR))  وTrkc . هر دو رسپتور مرتبط با اختلالات

رسپتور  به NT3 ).12( كننده نوروني و عصبي مي باشند ريبتخ

سپس بخش . شود اد متصل ميكيناز با ميل تركيبي زي زينتيرو

نمايد كه اين  كينازي را دايمري نموده و فسفريله مي تيروزين

و مسيرهاي سيگنالي  PI3- Kinaseسازي  امر منجر به فعال

PLC رسپتور  چنين هم. شود ميP75 NTR تواند با  ميTrkc 

لايي با يك هترودايمر تشكيل دهد كه ميل تركيبي بسيار با

(NT3) شواهد و مداركي در اين زمينه وجود دارند كه . دارد

 ).12( براي حفظ هموستازي ضرورت دارد (NT3)دهد  نشان مي

 25گونه چاي كوهي، گياهي است از تيره نعناع به ارتفاع حدود 

متر با ساقه كركدار و خزي كه به گل آذين پشم گونه و  سانتي

جنس چاي كوهي  ).13( شود اليافي دراز و خوشبو منتهي مي

گونه در مناطق گرمسيري و  270با بيش از ) خانواده نعنائيان(

گونه از اين  34. گرمسيري كشورهاي جهان گسترش دارد نيمه

گونه بومي ايران  13كه  شوند خانواده در ايران يافت مي

هاي فيتوشيميايي اين جنس، حضور  مطالعه). 14(باشند  مي

هاي فنوليك مثل  كسيل و تركيبدروهاي مختلف هي تركيب

 ، فلاونوئيدهاTanen ها ، تاننPolyphenol ها فنول پلي

Flavonoidايريدوئيدها ، Irydoiedاسيدلوگانيك ، Gollonic 

Acidاتانوئيد ، فنيل PhenilEtanoidگليكوزيدها ،Glicosid  ،

-D ها و دي ترپن Estroid  ، استروئيدها Terpineneترپنوئيدها

Trepine هفتاد و نه تركيب ). 12(كند  را در اين گياه تأييد مي

كوهي شناسايي شده است كه اجزاي اصلي آن،  از اسانس چاي

 ، بتاپنين β- Flandren، بتافلاندرنGermacrene Dژرماكرين 

β- Pineneميرسن ،Myrceneآلفاپين ،α- Pinene وZ - بتا 

 فروزان الفتي و ).12(هستند   Z- βOcimene اوسيمن

به بررسي اثرات پودر گل گياه چاي  1388همكارانش در سال 

كوهي بر ديسمنوره پرداختند و دريافتند كه استفاده از چاي 

تواند باعث تسكين درد ناشي از  كوهي به شيوه سنتي مي

دكتر سيما نصري و همكارانش در سال  ).13( ديسمنوره شود

التهابي طي تحقيقاتي به بررسي اثرات ضد دردي و ضد  1389

هاي  هاي چاي كوهي در موش عصاره هيدروالكلي سرشاخه

تواند در  نر پرداختند و نتيجه گرفتند اين عصاره مي سوري

خواص  ).14( التهابي باشد نر داراي اثرات ضد  هاي موش

ضددردي و ضدالتهابي چاي كوهي منجر به مشاهده خواص 

استروئيدي تر از داروهاي ضدالتهابي غير درماني مشابه يا قوي

گرديده است و عصاره اين گياه بر هر دو فاز حاد و مزمن درد 

وجود تركيبات فلاونوئيدي و . باشد داراي اثرات مناسب مي

ايريدوئيدي مسئول اثرات ضددردي و ضدالتهابي اين گياه 

  ).15(باشد  مي

درد سياتيكي باعث ايجاد يك نوع درد مزمن در قسمت 

موجب  چنين همشود و  ا ميانتهايي و مياني ران و پاه

هاي زياد و در برخي موارد باعث ناتواني در راه رفتن  ناراحتي

شود، زيرا درد آن بسيار زياد است و در نتيجه التهاب  افراد مي

با داروهاي شيميايي اثرات جانبي  ها نادرم. كند ايجاد مي

همراه دارند، از طرف ديگر، گياهان دارويي با  فراواني را به

توانند التهاب  ها مي ن عناصر معدني و فاكتورها و ريزمغذيداشت

را در عصب سياتيك كاهش دهند كه باعث كاهش درد و 

ي ها ناترين دلايلي است كه درم شوند، و اين رايج آرامش مي

كند، و   حل درمان درد عصب سياتيك مي طبيعي را بهترين راه

جانبي كمي  مدت است و داراي اثرات صورت طولاني هاثرات آن ب

است اما براي استفاده از داروهاي طبيعي نيز بايد با پزشك 

وجود گياهان در طبيعت يكي از  ).16( متخصص مشورت شود

ها  سابقه درمان بيماري. شود هاي بزرگ الهي محسوب مي نعمت

  مت تاريخ زيست انسان بر روي كرهبا گياهان دارويي به قد

دارويي خود را درمان زمين است و انسان به كمك گياهان 

شود  انسان تنها با داروهاي شيميايي درمان نمي. كند كرده و مي

بلكه همه عوامل طبيعي نقش درمان را دارند و دارو نهايتاً نقش 

گياهان دارويي . كند ها ايفا مي پيشگيري را در برابر بيماري

برخلاف داروهاي شيميايي اثرات جانبي ندارند و ميزان تأثير 

. بر بدن انسان به مراتب بيشتر از داروهاي شيميايي است ها آن

گياهي از تيره  Stachyslavandulifoliaچاي كوهي با نام علمي 
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  و همكارانفريبا قاسم زاده 
 

هاي فارماكولوژيكي متعددي مانند  نعناع است كه داراي ويژگي

اكسيداني، ضدالتهاب، ضددرد، ضداسپاسم گوارشي،  خاصيت آنتي

ت اما اثر حفاظتي آن بر اس... ضدتومور، تقويت سيستم ايمني و 

دژنراسيون مركزي ناشي از كمپرسيون عصب سياتيك كمتر 

اثرات فارماكولوژيكي متعدد اين گياه . مورد توجه قرار گرفته است

عنوان يك فاكتور  ما را رهنمون ساخت كه شايد بتوان از آن به

احتمالي و مؤثر در تحريك رژنراسيون ناشي از كمپرسيون عصب 

منظور بررسي  لذا اين مطالعه به .ت استفاده نمودسياتيك در ر

پس از كمپرسيون عصب سياتيك رت در  NT3بيان تغييرات ژن 

با اميد به . حضور عصاره هيدروالكلي چاي كوهي طراحي شد

دست آمده با انجام تحقيقات بيشتر بتواند در كمك  هاينكه نتايج ب

مركزي  زندگي بيماران با ضايعات سيستم عصبي محيطي و به

  . سودمند باشد

 روش بررسي

چين از  طور دستچاي كوهي بهدر اين مطالعه تجربي ابتدا 

اين  .آوري شد جمعنيشابور ارتفاعات بينالود در جنوب شهر 

توسط مركز هرباريوم دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد گياه 

تاييد  9420به شمارة هرباريوم  (IAUM) مشهداسلامي واحد 

پودر و تا  توسط آسياب كاملاًچاي كوهي ي گياه ها برگ. شد

در . گيري در جاي خشك و خنك نگهداري شد زمان عصاره

گيري است، از  عصاره علميابتدا به روش سوكسله كه يك روش 

 .)16( عصاره هيدروالكلي تهيه شد چاي كوهيهاي  پودر برگ

چاي كوهي داخل كاغذ مخصوص گرم از پودرخشك  30

 150سپس. شد دستگاه سوكسله قرار داده ودر كارتوش ريخته

محفظه  در صددر 96سي اتانول سي 150مقطر و  آب سيسي

دستگاه،  حرارتي كيسه همچنانكه. مخصوص دستگاه ريخته شد

نيز گرم شده و عصاره  )آب و الكل(حلال  شودمي گرم آرام آرام

 بدين. گرددبر مي بالن و به گشته مخلوط حلالچاي كوهي با 

دردستگاه  عصاره. شود نمي كاسته محلول كل از حجم تيبتر

درجه و سرعت  40روي دماي خلاء كه در روتاري تقطير

سوم حجم  ، تايكدور در دقيقه تنظيم شده بود 90چرخش

 درون كامل شدن خشك پس از آن، براي و اوليه تغليظ گرديد

 داده شد قرار ساعت 24مدت درجه به 45دماي  با انكوباتور

ساعت صورت گرفت تا اطمينان  10گيري در عصاره .)16(

حاصل شود كه تمام عصاره قابل حل در حلال از پودر استخراج 

  دست به خشك عصاره گرم 85/6ايت در نهو ) 16(شده است 

 س رت نر نژاد ويستار باأر 36از  مطالعه تجربيدر اين  .آمد

. ماه تهيه شد 3تقريبيگرم، با سن  250-200حدود وزني

 .)1جدول( شدندگروه تقسيم  9صورت تصادفي درسپس به

دانشگاه فردوسي  پزشكيها از بخش حيوانات دانشكده  رت

تا زمان انجام آزمايش حيوانات در  .خريداري شدند مشهد

درجه  24تا 22شرايط نوري استاندارد روزانه و درجه حرارت 

اسلامي دانشكده علوم دانشگاه آزاد  اتاق حيواناتگراد در  سانتي

نياز حيوانات از آب  آب مورد. نگهداري شدند مشهدواحد 

نيز داراي فرمول استاندارد و از  ها آنغذاي  آشاميدني شهر و

در تمام طول آزمايش پروتكل . شركت جوانه خراسان تهيه شد

اخلاقي كار با حيوانات رعايت شد تا كمترين درد يا زجري 

  .متحمل نشوند

  كروش كمپرسيون عصب سياتي

هاي هر گروه با تزريق داخل صفاقي ماده بيهوشي  رت

گرم به نسبت وزن  ميلي 60گرم و كتامين  ميلي 6زايلازين 

پس از بيهوشي، حيوان را به ). 16( بدن بيهوش گرديدند

موهاي پوست ناحيه  قيچيپهلوي راست خوابانده و به كمك 

 .سر استخوان ران را تراشيده و محل با بتادين ضدعفوني شد

گاه در زير سر استخوان ران، در پوست برشي به طول يك آن

متر به كمك اسكارپل ايجاد كرده و پس از كنار زدن  سانتي

سپس . عضلات در عمق اين ناحيه، عصب سياتيك آشكار شد

ثانيه تحت  60مدت  دار ساده عصب سياتيك بهبا پنس قفل

 روش اعمال كمپرسيون در همه). 1( كمپرسيون قرارگرفت 

پس از . دار واحدي استفاده شدها يكسان و از پنس قفلرت

كمپرسيون، عصب در محل طبيعي خود قرار گرفت و 

هم بخيه زده شده و  هاي زخم توسط گيره مخصوص به لبه

در جريان عمل جراحي و پس . محل ضايعه ضدعفوني گرديد

بعد . هوش آمدن، حيوان گرم نگه داشته شد از آن تا موقع به

دست آوردند، به  ها هوشياري اوليه خود را بهكه رتاز اين

خانه هاي جداگانه منتقل و در شرايط استاندارد حيوانقفس

براي هر جانور در  .از نظر نور، دما و رطوبت نگهداري شدند
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 )mg/kg75(هاي نوبت تزريق با دوز 2روز،  28طول 

اولين مرحله تزريق . صورت داخل صفاقي انجام گرفت به

صله بعد از انجام عمل كمپرسيون و تزريق دوم يك بلافا

  )16( هفته بعد صورت پذيرفت
  

  بندي حيوانات مورد آزمايش گروه: 1جدول 

  روز 28درمدت  صفاقي داخل تزريق دفعات تعداد  مشخصات  نام گروه  

n=4  مشاهده عصب سياتيك پاي راست  كنترل  
تزريق سرم فيزيولوژيك جهت ايجاد استرس 

  )ول وروز هفتمروز ا(تزريق

n=16  كمپرسيون  
نمونه + كمپرسيون عصب سياتيك

  28و  14، 7، 1برداري در روزهاي 
تزريق سرم فيزيولوژيك جهت ايجاد استرس 

  )روز اول و روز هفتم(تزريق

n=16  تيمار  
عصاره هيدروالكلي با دوز + كمپرسيون

نمونه برداري + ميلي گرم بر كيلوگرم 75
  28و  14، 7، 1در روزهاي 

  )روز اول و روز هفتم(بار تزريق 2

  
  

  

  

  

  

  

  
  )الف تا د(نمايش مراحل مختلف كمپرسيون و تزريق عصاره : 2شكل 

   برداري نمونه

بدين منظور حيوان از سطح شكمي تشريح شده و احشاء 

شكمي تخليه گرديد، ستون فقرات ناحيه كمر براي 

ينه برش هاي س ابتدا در ناحيه مهره. برداري آماده شد نمونه

كه ارتباط  طوري هها ايجاد شد ب صورت عرضي در ستون مهره به

سپس با استفاده از قيچي . هاي بالا قطع گرديد آن با قسمت

ها دو  نوك تيز و ظريف از ناحيه برش در طرفين ستون مهره

براي . ها برداشته شد برش طولي ايجاد و قسمت شكمي مهره

طور كامل  هها نخاع ب ونهبرداري در همه نم يكسان بودن نمونه

ها خارج گرديد سپس  تا انتهاي دم اسب از داخل ستون مهره

هايي  متر بالا رفته و نمونه ميلي 18از دم اسب به اندازه 

 .متر تهيه شد ميلي 8طول  هب

  

  

  

  

  

  نمايش نحوه نمونه برداري از نخاع: 3شكل 
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  ارانو همكفريبا قاسم زاده 
 

   از بافت نخاع به روش ستوني RNAاستخراج 

 RNAColumn RNA isolationكيت استخراج: يازمواد مورد ن

Kit III (DENAzist) تهيه شده با آب % 70، الكلRNasefree ،

، نوك سمپلر  5/0RNase freeو  ml 5/1سانتريفيوژ، ميكروتيوب

  .، سمپلر، ازت مايعRNase freeزرد و آبي 

ي تعيين شده ها نادر زمابتدا از بافت نخاع  :روش كار

با استفاده از كيت  RNAسپس مراحل استخراج  .برداري شد نمونه

  .شدانجام  Column RNA isolation Kit III(DENAzist)تجاري 

  مرحله آماده سازي : الف

  .گراد درجه سانتي 70تا دماي  DR2گرم كردن : 1

شود تا  مرحله در مايع ازت كوبيده مي 3بافت نخاع در : 2

  . كاملا پودر شد

 µL175منتقل كرده سپس ml 1.5پودر را به ميكروتيوب : 3

  . شدبه آن اضافه   DR1محلول

  . شدثانيه بافت هموژنيزه  30به مدت : 4

 . دقيقه در محيط ماند 5: 5

  RNAشروع استخراج : ب

1 :µl350 DR2 درجه به ميكروتيوب  70شده در دماي  گرم

 13000دقيقه با  5مدت بار معكوس سپس به 2- 3. شداضافه 

  .دشدور سانتريفيوژ 

پس از پايان سانتريفيوژ يك فاز جامد در پايين و يك فاز : 2

ميكروليتر مايع رويي را با  500سپس . شدمايع در بالا ايجاد 

محلول جديد منتقل كرده و بقيه  ml 1.5سمپلر به ميكروتيوب 

  .دور ريخته شد

3 :µl235  بار  2- 3اضافه و  سوپرناتانتبه مايع % 95اتانول

  . شدمعكوس 

 ).3(گرديد به ستون هاي استخراج منتقل  يع حاصل سريعاًما: 4

و  گرديددور سانتريفيوژ  13000 دقيقه با 1به مدت  ستون :5

كننده پايين  پس از هر سانتريفيوژ مايع جمع شده در لوله جمع

  .شدستون دور ريخته 

6 :µl550DR3 دقيقه با  1مدت  د و بهيستون اضافه گرد به

  . شددور سانتريفيوژ  13000

 مدت بهو  گرديدستون اضافه  به µl200DR3دوباره  :7

ها به يك  ستون. شددور سانتريفيوژ  13000 با دقيقه2

ستون  به 50µl DR4وشد جديد منتقل  ml 1.5ميكروتيوب 

 2دقيقه در دماي اتاق ماند، سپس  2مدت  د و بهياضافه گرد

  . شددور سانتريفيوژ  8000دقيقه با 

 1مدت  د و بهيستون اضافه گرد به µl50 DR4دوباره  :9

دور  13000دقيقه با  2دقيقه در دماي اتاق ماند سپس 

  . سانتريفيوژ شد

محلول حاصل 100µl و  هها دور انداخته شد ستون :10

 ml 0.5ميكروتيوب  3جهت نگهداري در فريزر به  RNAحاوي 

  . منتقل شد 40:  30:  30با نسبت 

گاه نانودراپ تعيين حاصل توسط دست RNA توتال :11

  .گرديدكيفيت و كميت 

12: RNA  70-استخراج شده در فريزرºC  گرديدنگهداري. 

  استخراج شده  RNAكنترل كيفيت 

با استفاده از تكنيك اسپكتروفتومتري و دستگاه نانودراپ از 

اين . و استخراج صحيح آن اطمينان حاصل شد RNAكيفيت 

ا با استفاده از جذب ر RNAطور اتوماتيك غلظت  هدستگاه ب

پس از . كند نانومتر، محاسبه مي 260نوري در طول موج 

سازي نمونه و گذاردن آن در مكان قرارگيري نمونه،  آماده

دستگاه غلظت نمونه موردنظر را در طول موج مربوطه، بر 

كنترل ).18(نمايد  حسب نانوگرم بر ميكروليتر، محاسبه مي

جهت %  5/1آگاروز  استخراج شده توسط ژل RNAمقدار 

  .ها، اين روش انجام گرديد اطمينان از استخراج تمام نمونه

 100گرم پودر آگار را در  5/1: % 5/1تهيه ژل آگارز  -1

حل كرده و روي شعله قرار داده تا آرام  TBEسي محلول  سي

ميكروليتر اتيديوم برمايد به آن اضافه  1مقدار . به جوش بيايد

  .ر سيني ژل خالي شدكرده، و سپس محلول د

 Lodingرا با محلول   RNAميكروليتر از نمونه  2مقدار  -2

buffer ژل . هاي ژل قرار گرفت مخلوط كرده و سپس درون ول

ساعت  1به مدت  90-100درون دستگاه الكتروفورز با ولتاژ 

  .قرار داده شد
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ها  برداري ژل با دستگاه ژل داكت انجام و عكس عكس -3

  .ذخيره گرديد

   :cDNAسنتز

 RNAهاي  جهت بررسي بيان ژن لازم است كه از نمونه

  :سنتز شود cDNAروش ذيل  به

 Total RNA 0.5 – 1 ng .1                   :مواد مورد نياز

2. Oligo (dT) 16 500ng/µl 

3. DEPC-treated wather 

4. RT-preMix (2x) 

ا ، بRNAاز روي  RT-PCRبراي انجام واكنش : روش كار

. سازيم مي Reverse Transcriptase ،cDNAاستفاده از آنزيم 

  . سه جفت پرايمر وجود دارد RT PCRبراي 

 Tباز  16پرايمري است كه : Oligo (dT) 16تي  ليگو ديا- 1

شود سپس آنزيم  متصل مي Aبه انتهاي دم پلي  ها آندارد و همه 

را  cDNAكند و  رونويسي مي RNAو از روي  شدهمتصل 

 . سازد مي

نوع  40باز دارد از  Random Hexamer :6راندوم هگزامر -2

سازد چون طول آن  تايي مي 6هاي  باز به صورت رندوم توالي

متصل شوند  RNAصورت اتفاقي به  توانند به كوتاه است مي

 . كند و رونويسي مي شدهسپس آنزيم به انتهاي پرايمر متصل 

3- Speciphic primer :است پرايمر اختصاصي .mRNA 

كنيم  پرايمر اختصاصي طراحي مي. مربوط به ژن خاصي است

كند و  خود را پيدا مي mRNAصورت اختصاصي پرايمر  هب

  ). 17(شود  ميرونويسي انجام 

  

  : cDNAمراحل ساخت

ميكروليتر  5/3تا 2در هر نمونه بين RNAبسته به غلظت .1

  .نرمال و تيمار برداشته شدRNA از نمونه 

 .به هر نمونه اضافه گرديدdT كروليتر اوليگو يك مي .2

اضافه گرديد كه   DEPC Waterبه هر ميكروتيوب آنقدر .3

 .برسدµl 10حجم به 

قرار داده شد 70ºC در دماي PCR دقيقه در دستگاه  پنج .4

 .تا ساختارهاي ثانويه از بين برود

 . ها چند دقيقه روي يخ قرار گرفت نمونه .5

اضافه شد µl 10 RT premix(2x)ب به هر ميكروتيو .6

 . ميكس گرديد سپس توسط سمپلر كاملاً

دقيقه در دماي  60و  ºC 25دقيقه در دماي  10ها  نمونه .7

ºC 50 انكوبه شدند . 

دقيقه در دماي  10ها به مدت  براي توقف واكنش نمونه .8

ºC 70 قرار گرفتند . 

  .نتقل شدندم - ºC 20ها به فريزر  پس از اتمام كار نمونه .9

Real- Time PCR   

هاي هيبريداسيون  در اين روش از كاوشگرها يا پروب

استفاده 3'يا  5'هاي فلورسانس در انتهاي دار شده با رنگ نشان

را بدون   PCR شود، كه امكان بررسي ميزان محصول  مي

هاي الكتروفورز در ژل آگاروز يا ژل  در روش ها آنجداسازي 

 ).17( دده پلي آكريل آميد مي

   NT3براي تعيين بيان ژن Real time PCR پروتكل 

  .باشد مي 2پروتكل پيشنهادي مطابق جدول 

  NT3براي ژن  Real time PCRپروتكل : 2جدول

Component  Volume  Final conc  

SYBR Green PCR 

Master Mix(2x) 
10µl  1x  

50x ROX dye  0.4µl  1x  

Forward primer  1µl  100µM 

Reverse primer  1µl  100µM  

Template cDNA  3µl  0/5-1µg  

Sterilized D.W  4.6µl - 

Total Volume 20µl  - 
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 1398 دي، دهم، شماره هفتمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

1931  

  و همكارانفريبا قاسم زاده 
 

  NT3ژن توالي پرايمر مورد استفاده براي بررسي بيان: 3جدول

TM  Primer Sequence  GENES  

63 ºC  Forward: 5´-CGTCCCTGGAAATAGTCATACGG - 3´ NT3  

63 ºC  Reverse: 5´-GACAGATGCCAATTCATGTTCTT - 3´ NT3  

60 ºC  Forward: 5´-ATTGCTGACAGGATGCAGAA - 3´ β-Actin  

60 ºC  Reverse: 5´-TAGAGCCACCAATCCACAC - 3´ β-Actin  

  

  NT3براي ژن Real time PCR برنامه دمايي: 4جدول

Temp  Time  Cycle  

95 ºC  15 Min  1  

95 ºC  15 Sec  

45  63 ºC  30 Sec  

72 ºC  30 Sec  

72 ºC  5Min  1  

  

  

  

  

  

  
  Real time PCRمراحل  :٣شکل

   Real time PCR مراحل

فاز اول ) 3( :چند مرحله داردReal time PCRطوركلي  هب

 :The baseline region اي وجود  با وجود اينكه محصول دو رشته

  . دارد ولي نور آن قابل رديابي نيست

اي  محصول دو رشته The exponential phase:فاز دوم 

شود و رشد نمايي مربوطبه واكنش  ر هر چرخه دو برابر ميد

  .شود شروع مي

 ها رو و كارايي آن تركيبات واكنش The liner phase:فاز سوم 

  . به اتمام است

تركيبات واكنشاز بين  The plateau phase: فاز چهارم

  ).17( شود روند و افزايش در ميزان فلورسنت مشاهده نمي مي

   ماريتجزيه و تحليل آ

وابسته  quantitative real-time PCRهاي كمي  كليه روش

با  PCRگيري ميزان تكثير قطعات ژني در هر سيكل  به اندازه

كننده نور فلورسنت هستند و  ساطعهاي  استفاده از ملكول

بايستي توسط  real-timeآوري شده از  هاي فلورسنت جمع داده

 mRNAميزان تفاوت بيانها بررسي شوند تا  هاي آناليز داده روش

). 18(در ژن هدف در مقايسه با ژن كنترل مشخص گردد 

بوده كه با  Real-time PCRكار رفته در اين تحقيق  تكنيك به

موردنظر با روش كمي نسبي   ژن mRNAاين تكنيك ميزان بيان 

ارزيابي گرديده و ميزان تكثير  Syber Greenو با استفاده از رنگ 

ها قابل رديابي بود، تحت عنوان  ان ژناي كه بي در چرخه
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 1398 دي، دهم، شماره هفتمدوره بيست و           شهيد صدوقي يزدمجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني   

1932  

  در حضور عصاره چاهي كوهي  NT3بررسي ژن 
 

CtThreshold Cycle  ناميده وCt  هاي حاصل نسبت بهCt 

2از روش. مورد ارزيابي قرار گرفت β-actinمربوط به بيان ژن 
-∆∆ct 

-βاستفاده گرديد و از ژن  mRNAبراي بررسي تفاوت بيان 

Actin در اين بررسي يك ). 18(عنوان ژن كنترل استفاده شد به

عنوان كنترل يك گروه به. ژن رفرنس و يك ژن هدف وجود دارد

ها نسبت به اين كاليبراتور سنجيده  شود و بيان ژن شناخته مي

و آزمون  MxProافزار  از نرم ها براي آناليز آماري داده .شود مي

Anova 05/0داري  با سطح معنيp<  استفاده شد و براي رسم

  . فاده گرديداست Excelافزار  نمودارها از نرم

  ملاحظات اخلاقي

آزاد  دانشگاهپروپوزال اين تحقيق توسط كميته اخلاق 

  .تاييد شده است اسلامي واحد مشهد

 نتايج

منظور اثرات عصاره هيدروالكلي چاي  اين پژوهش به

رت   ديده در عصب سياتيك آسيب NT3كوهي بر بيان ژن 

 7تا 1ز اين پژوهش در نمودارهاي نتايج حاصل ا .انجام شد

كارگيري  هدر تحقيق حاضر ابتدا با ب. ارائه گرديده است

به تجزيه و تحليل  MX proو  Minitab17آماري  افزار نرم

هاي حاصل جهت  ها پرداخته شد و سپس خروجي داده

 Excelافزار  صورت نمودار با استفاده از نرم همعرفي بيشتر ب

ج استخرا RNAبراي تأييد كيفيت . طراحي و ترسيم شد

شده از تكنيك نانودراپ استفاده شد كه نتايج آن در جدول 

  . شود مشاهده مي) 5(

  
  استخراج شده به روش نانودراپ برحسب نانوگرم بر ميكروليتر RNAنتايج غلظت : 5جدول

  ها گروه  RNAغلظت 

  كنترل  07/0

  1كمپرسيون روز   031/0

  7كمپرسيون روز   044/0

  14كمپرسيون روز   049/0

  28كمپرسيون روز  11/0

  1تيمار روز   06/0

  7تيمار روز  0624/0

  14تيمار روز   06/0

  28تيمار روز   0146/0

  

  .در گروه كمپرسيون افزايش معناداري را در مقايسه با گروه كنترل نشان مي دهد NT3بيان ژن 1براساس نمودار 

  

  

 

  

  

  

  .وه كنترل و كمپرسيون در روز اولدر قطعه نخاعي بين دو گرNT3 مقايسه شدت بيان ژن  :1نمودار

  )مقايسه گروه كنترل با گروه هاي كمپرسيون. (p<0.001اختلاف معناداري را نشان مي دهد *** 
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 1398 دي، دهم، شماره هفتمست و دوره بي          مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

1933  

  همكاران وفريبا قاسم زاده 
 

  

ه كاهش معنا داري را در مقايسه با گرو) گرم بر كيلوگرم ميلي 75دوز (پس از يك روز در گروه تيمار با عصاره هيدروالكلي  NT3بيان ژن  2براساس نمودار 

  .كمپرسيون در همان روز نشان مي دهد

  

  

  

  

  

  

  

  

  با گروه كمپرسيون در روز اول) ميلي گرم بر كيلوگرم 75دوز (در قطعه نخاعي بين گروه تيمار عصاره هيدروالكلي  NT3مقايسه شدت بيان ژن  :2نمودار

  )كمپرسيونمقايسه گروه كنترل با گروه هاي . (p<0.001اختلاف معناداري را نشان مي دهد : $$$

  

  

كاهش معنا داري را در مقايسه با گروه ) گرم بر كيلوگرم ميلي 75دوز (روز در گروه تيمار با عصاره هيدروالكلي  7پس از  NT3بيان ژن  3براساس نمودار

  .كمپرسيون نشان مي دهد

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  در روز هفتم  با گروه كمپرسيون) ميلي گرم بر كيلوگرم 75دوز (با عصاره هيدروالكلي  در قطعه نخاعي بين گروه تيمار NT3مقايسه شدت بيان ژن : 3نمودار

  )مقايسه گروه كنترل با گروه هاي كمپرسيون. (p<0.001اختلاف معناداري را نشان مي دهد : $$$
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 1398 دي، دهم، شماره هفتمدوره بيست و           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

1934  

  در حضور عصاره چاهي كوهي  NT3بررسي ژن 
 

  

كاهش معناداري را در مقايسه با گروه ) گرم بر كيلوگرم ميلي 75دوز (روز در گروه تيمار با عصاره هيدروالكلي  14پس از  NT3بيان ژن 4براساس نمودار

  .دهد كمپرسيون نشان مي

  

  

  

  

  

  

  

  

  در روز چهاردهم با گروه كمپرسيون) ميلي گرم بر كيلوگرم 75دوز (با عصاره هيدروالكلي  در قطعه نخاعي بين گروه تيمارNT3 مقايسه شدت بيان ژن : 4نمودار

  )مقايسه گروه كنترل با گروه هاي كمپرسيون . (p<0.001دهد  اختلاف معناداري را نشان مي: $$$

  

  

كاهش معناداري را در مقايسه با گروه ) گرم بر كيلوگرم ميلي 75دوز (روز در گروه تيمار با عصاره هيدروالكلي  28پس از  NT3بيان ژن  5براساس نمودار

  .دهد كمپرسيون نشان مي

  

  

  
  

  

  

  

  

  .در روز بيست و هشتم با گروه كمپرسيون) ميلي گرم بر كيلوگرم 75دوز (با عصاره هيدروالكلي  در قطعه نخاعي بين گروه تيمارNT3 مقايسه شدت بيان ژن : 5نمودار

  )مقايسه گروه كنترل با گروه هاي كمپرسيون . (p<0.001اختلاف معناداري را نشان مي دهد : $$$

  

  

  

  

 

$$$

***
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 1398 دي، دهم، شماره هفتمست و دوره بي          مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

1935  

  همكاران وفريبا قاسم زاده 
 

 ).p<0.001(دهد مي نشان داري معنا افزايش كنترل گروه با مقايسه در كمپرسيون گروه در روز 28و14،7،1 گذشت از پس NT3 ژن بيان 6 نمودار اساس بر

  

 

 

  

  

  

  .روز) 28و14،7،1(در قطعه نخاعي بين گروه هاي كنترل و كمپرسيون دربازه زماني  NT3 مقايسه شدت بيان ژن: 6نمودار

  )ه كنترل با گروه هاي كمپرسيونمقايسه گرو. (p<0.001اختلاف معناداري را نشان مي دهد ***: 

 ).p<0.001(دهد مي نشان داري معنا افزايش كنترل گروه با مقايسه در تيمار گروه در روز 28و14،7،1 گذشت از پس NT3 ژن بيان 7 نمودار براساس

  

  

  

  

  

  

  

دربازه  )ميلي گرم بر گيلوگرم75(الكلي دوز در عصب سياتيك بين گروه هاي كنترل و تيمار با عصاره هيدرو NT3 مقايسه شدت بيان ژن: 7نمودار 
  .روز)28و14،7،1(زماني 

  )مقايسه گروه كنترل با گروه هاي تيمار . (p<0.001اختلاف معناداري را نشان مي دهد***: 

  

 بحث

در  NT3در پژوهش حاضر جهت بررسي تغييرات بيان ژن 

مسير ترميم عصب اقدام به كمپرسيون عصب سياتيك رت 

ميليگرم بر كيلوگرم عصاره  75حيوانات را با دوز كرديم سپس 

 ها آنرا در  NT3كوهي تيمار نموديم تا تغييرات بيان ژن  چاي

مشاهده كنيم و كاهش يا افزايش آنرا بررسي نماييم و نتيجه 

هاي كمپرسيون و تيمار نسبت  در گروه NT3گرفتيم بيان ژن 

اما در ) 7و6ارنمود. (به گروه كنترل افزايش معناداري پيدا كرد

هاي تيمار با گروه كمپرسيون مشاهده شد كه  مقايسه با گروه

. بيشتر از گروه تيمار بودافزايش بيان ژن در گروه كمپرسيون 

هاي مؤثر در ترميم  باتوجه به اينكه مكانيزم) 2،3،4،5نمودار(

، NGFشامل اثرات ضدالتهابي، اثرات فاكتورهاي حياتي، اثرات 

لذا  .)18(باشد  اكسيداني و آنتي آپوپتوزي مي، آنتي NT3اثرات 

كوهي روند ترميم را از  شود كه گياه چاي چنين تصور مي

 يا اكسوتومي .كند دنبال ميNT3مسيرهاي ديگر به غير از ژن 

 براي ها مدل ترين معمولي از يكي نخاعي عصب كامل قطع

 دنبال هب. باشد مي آسيب توسط شده القاء نوروني مرگ بررسي

 سطح در متعددي بيولوژيكي وقايع سياتيك عصب پرسيونكم

 بروز به توان مي جمله آن از كه دهد مي روي مولكولي و سلولي

 شدن آزاد نورون، درون به كلسيم ورود افزايش آپوپتوزيس،
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 1398 دي، دهم، شماره هفتمبيست و دوره           مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني شهيد صدوقي يزد  

1936  

  در حضور عصاره چاهي كوهي  NT3بررسي ژن 
 

 هاي راديكال ايجاد گلوتامات، مانند تحريكي نوروترانسميترهاي

 اگر و كرد اشاره التهابي فرآيندهاي شدن فعال و آزاد

 در مركزي دژنراسيون به منجر باشد شديد عصب كمپرسيون

 از پس ما نيز ژوهشپ اين در ).19،20( گردد نخاع مي

 كه كنيم مي مشاهده 1 نمودار طبق سياتيك عصب كمپرسيون

 افزايش التهابي فرآيندهاي شدن فعال و بيولوژيكي وقايع علت هب

يكي ديگر از  .شود مي مشاهده نوروتروفين فاكتورهاي معنادار

آيد افزايش ورود  دنبال آسيب آكسون بوجود مي هوقايعي كه ب

باشد كه از چندين جهت باعث ايجاد  كلسيم به درون نورون مي

دنبال آسيب عصب  هب. شود اختلالات نورودژنراتيو مي

شوند كه  نوروترانسميترهاي تحريكي در فضاي سيناپسي رها مي

سيناپسي و بروز  پس هاي ننوروموجب تحريك بيش از حد 

يكي از اين نوروترانسميترها گلوتامات . شوند سميت تحريكي مي

صورت وابسته به كلسيم آزاد  روش اگزوسيتوز و به باشد كه به مي

در نورون پس  NMDAهاي  شود و با اتصال به گيرنده مي

سيناپسي ورود كلسيم به داخل سلولي عصبي را افزايش 

دهاي آنزيمي زيادي را از جمله فعال كلسيم فرآين. دهد مي

شود كه با فعال شدن  كردن آنزيم پروتئازكالپين را موجب مي

هاي اساسي در سلول تجزيه شده و ضايعات  اين آنزيم پروتئين

كلسيم  چنين همكند و  ناپذيري به سلول وارد مي جبران

ها موجب افزايش توليد  تواند با اثر بر روي ميتوكندري مي

ل قطع اعصاب محيطي و بادن به ).20،21(اي آزاد شود راديكاله

شوان و ماكروفاژها و  هاي سلولشروع دژنرسانس والرين، 

انتهايي   ها با همكاري يكديگر ميلين و اجزاي قطعه منوسيت

كنند  خواري مي بيگانه  اكسون را در روزهاي اول پس از آسيب

ژن  طور كه در اين آزمايش مشاهده شد بيان همان. )21(

NT3 در روزهاي اول و هفتم پس از آسيب افزايش معناداري

رو به كاهش  28و  14داشت و سپس اين روند در روزهاي 

  .)6نمودار (گذاشت 

هاي انتقال  هاي مرتبط با رشد آكسون، مكانيسم بيان ژن

آكسون، دسترسي به فاكتورهاي رشد، توليد ماتريكس خارج 

گلياها بر ترميم آكسون تأثير ها و نفوذ  سلولي، فعاليت سيتوكين

شود كه پس از  در پژوهش حاضر نيز مشاهده مي ).22( دارند

افزايش چشمگيري را در  NT3ايجاد كمپرسيون بيان ژن 

فاكتور   NT3).1نمودار (دهد  هاي كمپرسيون نشان مي گروه

ترميم را  NT3.باشد مي ها نوروناختصاصي براي زنده ماندن 

هاي حسي  جانبي اكسون  مل شاخهتسريع كرده و سبب تكا

. شود دار مي هاي ميلين ديده و افزايش تعداد آكسون آسيب

شوان شروع به ترشح  هاي سلولدنبال قطع آكسون،  به

NT3چنين هم. كنند مي NT3  هاي سلولسبب تحريك مهاجرت 

شوان و كاهش دژنره شدن و افزايش قدرت ترميم پس از صدمه 

 چنين هم NT3شود،  زايي مي اعصاب محيطي و افزايش رگ

شدن غلاف  دار، ضخيم هاي ميلين سبب افزايش تعداد آكسون

در ). 23،24(گردد  هاي آندوتليال مي ميلين و بلوغ بيشتر لايه

شود كه بيان  مشاهده مي 7تا1اين آزمايش نيز طبق نمودارهاي 

هاي كمپرسيون نسبت به كنترل افزايش  در گروهNT3ژن 

اي كوهي داراي آثار بارز ضدالتهابي گياه چ. داشته است

نشان دادند كه  1389نصري و همكاران در سال . باشد مي

هاي چاي كوهي داراي اثر  عصاره هيدروالكلي سرشاخه

دهد كه از  تحقيقات نشان مي ).24(باشد  ضدالتهابي مي

فلاونوئيدهاي موجود در چاي كوهي از جمله آلفا بيسابولول و 

توان به عنوان  فابيسابولول و ماتريسين مياز آل Bو Aاكسيدهاي 

در بررسي فيتوشيميايي عصاره  ).24(ضدالتهاب استفاده كرده 

گياه چاي كوهي دو گليكوزيد ايريدوئيدي و يك گليكوزيد 

وجود . فلانوئيدي و يك گليكوزيد اتانوئيدي شناسايي شده است

ل تركيبات فلاونوئيدي و ايريدوئيدي در عصاره اين گياه مسئو

اكسيداني، ضدالتهابي و ضد دردي بوده و باعث  اثرات آنتي

فعاليت  چنين هم. شود هاي سنتي از اين گياه مي استفاده

اكسيداني قابل توجه عصاره اين گياه مؤيد وجود تركيبات  آنتي

براساس نتايج  ).25(باشد  مي ها آنگليكوزيله فنولي در 

هايي كه عصاره  رود يكي از مكانيسم تحقيقات فوق احتمال مي

برد ويژگي  گياه به لحاظ اعمال حفاظت نوروني از آن بهره مي

احتمالاً فلانوئيد محلول در  .باشد اكسيداني اين گياه مي آنتي

عصاره گياه چاي كوهي و تركيب آن با عناصري مانند مس با 

هاي كلسيمي  ورود به سيستم اعصاب مركزي و مهار كانال

 ها نوروني از ورود كلسيم به داخل هاي عصب موجود در پايانه
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 هاي سلولپذيري  جلوگيري كرده و با افزايش آستانه تحريك

عصبي و تعديل آزاد شدن نوروترانسميترها، به نوعي نقش 

احتمالاً عصاره . كند عصبي اعمال مي هاي سلولحفاظتي بر 

هاي كلسيمي و  تواند از طريق بلوكه كردن كانال چاي كوهي مي

ن كاهش كلسيم درون سلولي و كاهش سطح دنبال آ به

ضمن اينكه از . گلوتامات در حفاظت نوروني نقش داشته باشد

هاي آزاد  تواند در كاهش توليد راديكال طريق مهار كلسيم مي

  .)26( نيز مؤثر باشد

ه هاي كمپرسيون ب در گروه NT3طوركلي افزايش بيان ژن  هب

يلينه شدن موني و دعلت افزايش ناگهاني در فرآيند تخريب نور

هاي التهابي و هجوم ماكروفاژها به  ها، افزايش واكنش آكسون

محل آسيب و در نهايت ايجاد شرايط مطلوب جهت افزايش 

كننده رشد آكسوني و دخيل در بقاء  هاي تحريك بيان ژن

اين افزايش ناگهاني پس از اينكه عوامل . باشد نوروني مي

گردد  يب نوروني متوقف مييابد و تخر كننده كاهش مي تحريك

بيشترين بيان ژن  در اين پژوهش). 27( كند سير نزولي پيدا مي

NT3 و در  شدمشاهده  7و1هاي كمپرسيون روزهاي  در گروه

طوريكه بيان  هب .گذارد اين روند روبه كاهش مي 28و14روزهاي 

افزايش معناداري نسبت  7و1هاي كمپرسيون  در گروهNT3ژن 

هاي تيمارشده  در مورد گروه ).>001/0p(ارد به گروه كنترل د

نيز اين روند افزايش بيان ژن  با عصاره هيدروالكلي چاي كوهي

نحوي قابل مشاهده است و در  هدر روزهاي اول و هفتم ب

روزهاي چهاردهم و بيست و هشتم اين روند سير نزولي پيدا 

 هاي تيمار با عصاره در گروهNT3طوريكه بيان ژن  هب. كند مي

كوهي در مقايسه با گروه كنترل افزايش  هيدروالكلي چاي

هاي تيمار  گروه  اما با مقايسه ).>01/0p(معناداري داشته است 

شود كه عليرغم اينكه در  و گروه كمپرسيون مشاهده مي

در  مشاهده شد وليNT3 هاي تيمار افزايش بيان ژن  گروه

ن ژن در كه افزايش بيا ديده شدمقايسه با گروه كمپرسيون 

ي اين مطلب  دهنده هاي كمپرسيون بيشتر بوده كه نشان گروه

است كه احتمالاً عصاره هيدروالكلي چاي كوهي تأثير چنداني 

ندارد و باتوجه به اينكه عصاره  NT3در افزايش بيان ژن 

 هاي نوروني جسم سلولي  هيدروالكلي چاي كوهي بر دانسيته

اين عصاره بيان ژن  نينچ همو ) 28،29(آلفا اثر مثبت داشته 

NGF هاي آسيب ديده افزايش  را نيز در عصب سياتيك موش

لذا تصور براين است كه عصاره هيدروالكلي ). 30(دهد  مي

هاي ترميم ديگري به غير از بيان  روش كوهي احتمالاً از چاي

NT3 تواند باعث ترميم بافت عصبي ضايعه ديده شود مي.  

 گيري نتيجه

هاي مربوط به آزمون بررسي بيان  اليز دادهدر اين پژوهش آن

پس از كمپرسيون عصب سياتيك رت در NT3 تغييرات ژن 

هاي هيدروالكلي چاي كوهي بررسي شد و  حضور عصاره

هاي تيمار شده با عصاره  در گروهNT3مشاهده شد كه بيان ژن 

نسبت ) >001/0P(هيدروالكلي چاي كوهي افزايش معناداري 

آورده ) 5تا1(ته است كه در نمودارهاي به گروه كنترل داش

اما در مقايسه گروه تيمار شده با گروه كمپرسيون،  .شده

تواند بيانگر اين  شود كه مي افزايش بيان ژن را مشاهده نمي

مطلب باشد كه احتمالاً عصاره هيدروالكلي چاي كوهي ترميم را 

  .دهد هاي ديگري انجام مي از طريق روش

 گزاري سپاس

 ارشد كارشناسي درجه اخذ براي نامه پايان حاصل همقال اين

 از و بود آزاد دانشگاه عهده بر تحقيق انجام هزينه تمام و بود

 همه از وسيله بدين .نبود برخوردار ديگر مالي حمايت گونه هيچ

 واحد آزاد دانشگاه علوم دانشكده شناسي زيست گروه همكاران

 قدرداني و كرتش دريغشان بي هاي همكاري خاطر  به مشهد

  .شود مي

   ندارد وجود :منافع در تعارض
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Abstract 

 

  

Introduction: Neurotrophic factors change in response to nerve damage. Stachyslavandulifolia belongs to 

the Laminaceae family and since tea has antioxidant and anti-inflammatory effects, therefore, this study 

aimed to determine the effects of hydroalcoholic extract of mountain tea and its effect on NT3 gene 

expression after compression. 

Methods: In this experimental study, at first the hydro-alcoholic extract of stachys was prepared by the 

Soxhlet method. In this study, 36 Wistar male rats , 250-300 gr, were randomly divided into 9 groups, 4 rats 

in each group, and included control, compression (1, 7, 14 and 21 days) and experimental (1, 7, 14 and 28 

days) groups. Experimental groups were treated by 75 mg / kg of hydro-alcoholic extract of stachys and to 

induce the stress in the control group, saline serum was injected. In compression and experimental groups , 

the sciatic nerve of right leg was compressed for 60 seconds. The first injection of extract in experimental 

group was performed intraperitoneally and immediately after the compression and the second one was 

injected 7 days later. Then the sampling was performed of lumbar spinal cord on 1, 7, 14 and 28 days in 

compression and experimental groups and the total RNA was extracted from the spinal cord segments, 

cDNA was synthesized and after that the alteration of gene expression of NT3 samples was studied in both 

samples, without treatment and treated with hydro-alcoholic extract.Data were analyzed using MxPro 

software and Anova test with a significant level of p <0.05 and Excel software was used for drawing graphs. 

Results: The results showed that NT3 gene expression was significantly increased in the compression and 

treatment groups (p <0.001). Although, the NT3 gene expression was decreased in the treatment group 

compared to the compression group. 

Conclusion: It seems that hydroalcoholic extract of Stachyslavandulifolia shoots did not affect NT3 gene 

expression. 
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