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  07/7/1397:تاريخ پذيرش                      1398 شهريور، شششماره  ،هفتمدوره بيست و 

بر ميزان آنژيوژنز و  Otostegia Persica) (اه گلدربررسي اثر عصاره هيدروالكلي گي

  در پرده كوريوآلانتوييك جنين جوجه VEGFR سطح بيان فاكتور
 

4نسترن امين طاهري ،3ظفربالانژاد سعيده  ،2*م طهراني پورمري ،1زهرا عباس نژاد   

 
  مقاله پژوهشي

 

  

 هاي جديد از عروق اوليه است كه در حالات مختلف پاتولوژيك از قبيل رشد تومور، تشكيل مويرگ زايي، آنژيوژنز يا رگ :مقدمه

. در فرايندهاي فيزيولوژيك مانند رشد و نمو اندام، ترميم زخم و توليد مثل نقش دارد چنين هممتاستاز، آرتريت روماتوئيد، ديابت و 

هدف از انجام اين تحقيق بررسي اثرات عصاره الكلي . باشد توزيس وآنتي اكسيداني ميگلدر از خانواده نعناعيان داراي اثرات آنتي آپوزپ

  .در آنژيوژنز پرده كوريوالانتوئيك جنين جوجه است VEGFR گياه گلدر برتغيير بيان ژن

آزمايشگاهي،  اهدگروه شامل شاهد، ش 5تصادفي به  طور به ROSSدار نژاد  عدد تخم مرغ نطفه 60دراين مطالعه تجربي  :روش بررسي

هايي روي  در روز دوم انكوباسيون پنجره. تقسيم شدندگرم بر كيلوگرم  ميلي 400و  200و  100دوز تيمار با عصاره هيدروالكلي 

بر روي غشاي ) حاوي آلبومين و محلول آگار در نرمال سالين( 1×4× 4ها ايجاد و در روز هشتم، يك اسفنج ژلاتيني با قطر مرغ تخم

ها  روز دوازدهم ، قد و وزن جنين. گرم بر كيلوگرم به آن اضافه شد ميلي 400و  200و  100نتوئيك قرار داده وعصاره با دوز كوريوالا

طول و تعداد  Image Jافزار  برداري و سپس به كمك نرم نتوئيك توسط استرئوميكرسكوپ عكسشبكه عروقي پرده كوريوالا چنين هم

درسطح  ANOVAو  t-testبا آزمون آماري  Minitab 16افزار  نتايج توسط نرم. گيري گرديد ندازهعابات مويرگي اطراف اسفنج اانش

  .شدندتحليل  )P > 05/0(معناداري 

، تعداد و طول انشعابات عروقي در گروه شاهد نسبت به شاهد آزمايشگاهي تفاوت )=p 339/0( ها ميانگين قد و وزن جنين :نتايج

بيان ژن ). P> 0001/0( داري نشان داد هاي تيمار افزايش معني ميانگين تعداد عروق در تمام گروه . =P)86/0( ندادداري را نشان  معني

VEGFR هاي تجربي نسبت به شاهد آزمايشگاهي افزايش يافته است در تمام گروه.  

 چنين همها و  روق، قد و وزن جنينباشد كه در افزايش طول ع زايي مي اثرات رگ عصاره هيدروالكلي گياه گلدر داراي :گيري نتيجه

  .موثر است VEGFRبيان ژن 

  

  ، پرده كوريوالانتوئيك، جنين جوجهVEGFRآنژيوژنز، گياه گلدر،  :هاي كليدي واژه

  

بر  Otostegia persica) (هيدروالكلي گياه گلدر بررسي اثر عصاره .ظفر بالانژاد سعيده، امين طاهري نسترن  م،مريپور  طهراني ،نژاد زهرا عباس :ارجاع

يزد مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي  .در پرده كوريوآلانتوييك جنين جوجه VEGFR ميزان آنژيوژنز و سطح بيان فاكتور

  .1686- 1700): 6( 27؛ 1398

                                                           

  اندانشجوي كارشناسي ارشد فيزيولوژي جانوري، گروه زيست شناسي، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامي، مشهد، اير -1

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

  واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامي، مشهد، ايران استاديار،دكتراي علوم جانوري گرايش تكوين،-3

  دانشگاه آزاد اسلامي، مشهد، ايران ارشد فيزيولوژي جانوري، گروه زيست شناسي، واحد مشهد، كارشناس -٤

  91735-413صندوق پستي  ، maryam_tehranipour@mshdiau.ac.ir :، پست الكترونيكي09155110370 :تلفن ؛)نويسنده مسئول*(
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  و همكارانا عباس نژاد زهر

 

 مقدمه

اوليه   هاي جديد از عروق زايي، تشكيل مويرگ آنژيوژنز يا رگ

لوژي از قبيل رشد تومور، است كه در حالات مختلف پاتو

فرايندهاي  در چنين هممتاستاز، آرتريت روماتوئيد، ديابت و 

نمو اندام، ترميم زخم، توليد مثل،  و فيزيولوژيك مانند رشد

در صورت  ).1( گزيني دخالت دارند گذاري، قاعدگي، لانه تخمك

خوردن تعادل بين فاكتورهاي القاءكننده و مهاركننده  بهم

. )1،2(آيد  ميها بوجود  رايط براي بروز بعضي بيماريآنژيوژنز، ش

ي ها شوند، اين بافت ها دچار هيپوكسي مي هنگامي كه بافت

هاي آنژيوژنيك  سازي فاكتور آسيب ديده اقدام به سنتز و رها

هاي خود  سپس فاكتورهاي مذكور با اتصال به گيرنده. كنند مي

ها  شدن آنواقع بر روي سلول اندوتليال، منجر به فعال 

رها شده تا  ها سلولتئازها از اين  در مرحله بعد پرو. شوند مي

 هاي سلولپايه   پايه را حل كنند با حل شدن غشاء غشاي

علاوه بر اين . يابند اندوتليال مهاجرت كرده و تكثير مي

هاي  هاي اتصالي مانند اينتگرين نيز به گسترش رگ مولكول

در ادامه متالوپروتئينازهاي  .كنند زدن كمك مي خوني در جوانه

سازي  زبا ماتريكس براي تجزيه ماتريكس خارج سلولي و آغاز

كنش آنژيوپوتئيتن  سپس برهم .گردند مجدد آن توليد مي

يكي از  VEGF . )1،2(گردد  موجب تعديل تشكيل رگ مي

كننده آنژيوژنز بوده كه اعمال  ترين فاكتورهاي تحريك مهم

د را با واسطه دو رسپتور خوميتوژنتيكي وآنژيوژنزي 

 VEGF 2و  VEGF 1هاي  هاي گيرنده كينازي به نام تيروزين

. كند اندوتليال عروق قرار دارند، اعمال مي هاي سلولكه بر روي 

داراي  Bو Aنوع   VEGFمطالعات نشان داده است كه 

هاي نوع   VEGFكهترين قدرت آنژيوژنزي هستند در حاليبيش

C وD همه  .)3(وثرند در لنفوژنز مVEGF  ها باعث فسفريله

 هاي سلولسازي  مانندها شده و ه خود گيرنده هب  شدن خود

شدن   جمع. ها را تحريك مي كنند اندوتليال و مهاجرت آن

اي عروق نيازمند  اندتليال و تشكيل ساختمان لوله هاي سلول

هاي تازه تمايز يافته  روي سطح سلول VEGFR-1فعال شدن 

 در اكنون كه زايي رگ ضد تركيبات از بسياري ).3( باشد مي

 هستند طبيعي تركيبات دارند، قرار كلينيكي آزمايشات مرحله

 رشد حال در سرعت  به طبيعي هاي فرآورده از دارو توليد ).15(

 بخش  اميد بسيار استراتژي تركيبات اين باشد، مي توسعه و

 ).4( باشند مي سرطان ضد و زايي رگ ضد عوامل شناسايي براي

Adams زايي رگ ضد اثرات 2004 سال در همكاران و 

 نمودند، بررسي زايي رگ فرآيند بر را كوركومين هاي آنالوگ

 مهار توانايي تركيبات اين ، داد نشان گروه اين تحقيقات

 در متداول ( پلاتين سيس داروي به نسبت بيشتري زايي رگ

 سرطاني دض اثرات چنين هم ).5( دارند)  درماني شيمي

 جوجه كوريوآلانتوئيك پرده در زايي رگ فرآيند بر راپامايسين

 فعاليت اثرات 2009 سال در ).5( است شده اثبات و بررسي نيز

 موش آئورت حلقه مدل در موسير آبى عصاره زايى رگ ضد

 عصاره ، داد نشان پژوهش اين از حاصل نتايج و مطالعه صحرايى

 ، گير چشم زايي رگ مهار عاليتف داراي موسير هاي پيازچه آبي

 800 تا 50 غلظتي دامنه در ها سلول روي بر سمى اثر بدون

 تواند مي موسير عصاره بنابراين باشد، مي ليتر ميلي در ميكروگرم

 داروي يك عنوان به بيشتر تحقيقات براي مناسب نامزد يك

 معرفي زايي رگ به وابسته پاتولوژيك حالات در استفاده مورد

 الكترومغناطيسي ميدان نقش 2010 سال در. )4(  شود

 كوريوآلانتوئيك پرده در زايي رگ مهار بر هرتز 50 بافركانس

 ميدان ، داد نشان مطالعات اين گرفت، قرار بررسي مورد جوجه

 اثر داراي گوس 200 شدت و كم فركانس با الكترومغناطيسي

 تعداد و است جوجه كوريوآلانتوئيك پرده در زايي رگ بر مهاري

 كاهش شاهد هاي نمونه با مقايسه در را عروقي انشعابات طول و

 ميدان توام كاربري كه است شده پيشنهاد لذا. يابد مي

 درماني شيمي هاي روش با هرتز 50 فركانس با الكترومغناطيسي

 توجه مورد تواند مي زايي رگ با مرتبط هاي بيماري درمان جهت

  ). 3،4( گيرد قرار بيشتري

 ميدان و والپروات سديم زايي رگ ضد اثرات 2011 الس در

 پرده در زايي رگ فرآيند بر كم فركانس با الكترومغناطيسي

 نتايج و گرفت قرار بررسي مورد نيز جوجه كوريوآلانتوئيك

 گوس 400 شدت با الكترومغناطيسي ميدان ، داد نشان حاصل

 ).4( دهد افزايش را والپروات سديم زايي رگ ضد اثرات تواند مي

در حال حاضر بسياري از داروهاي شيميايي، حاصل 
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 VEGFRبررسي عصاره گياه گلدر برآنژيوژنزو فاكتور 

 

دست آمده با منشاء طبيعي از جمله گياهان يا  ههاي ب فرآورده

تجويز تركيبات گياهي كه با فرايند . ها هستند مشتقي از آن

كنند، به تقويت اثرات مثبت  كنش مي زايي برهم چند گانه رگ

ت بهتر، هدف قرار دادن به عبار. انجامد درماني مرسوم مي شيمي

سمي با دوز  با استفاده از عوامل درماني غير اندوتليوم عروق

پايين و مداوم ممكن است، موجب كنترل گسترش تومور شده 

  ).3( كه سميت اضافي در پي داشته باشند بدون اين

يا  Labiataeاز تيره ) كاسه گل يا گودر(گياه گلدر 

Lamiaceae  از جنسpersica رخي از تركيبات مهم ب .است

گلدر فلاونوئيدها و تركيبات فنلي از جمله مورن، كوئرستين 

و  (C-glucoflavone) كامفرول و ايزووتكسين). 4(هستند 

گلدر مشخص  اسيد از عصاره متانولي سيناميك ترانس چنين هم

هيدروكسي، ρ بنزوئيك  كافئيك، اسيد اسيد). 5( شد

توسط  گلدر  اره متانوليسيتوسترول و استات نيز در عص بتا

  .جدا شدند 2007اللهي و همكاران، در سال آيت

هدف از اين پژوهش بررسي احتمالي اثرات عصاره 

در آنژيوژنز در  VEGFRهيدروالكلي گياه گلدر بر تغييرات ژن 

كه  باشد با توجه به اين پرده كوريوالانتوئيك جنين جوجه مي

هاي  درمان بيماري گياه گلدر به طور شايع توسط مردم براي

زايي اين گياه بر روي  شود و تاكنون اثر رگ مختلف مصرف مي

موجودات زنده بررسي نشده است لذا اين مطالعه با هدف 

با توجه به تحقيقات مربوط به كشف و . مذكور طراحي شد

شناسايي فاكتورهاي آنژيوژنيك وعوامل مهار كننده آنژيوژنز 

ها و  ز جمله ترميم زخمهاي مختلف ا جهت درمان بيماري

انواعي از تومورها كه با آنژيوژنز ارتباط تنگاتنگي داشته و به 

هاي مهار آنژيوژنز كه با هدف  آن وابسته هستند و روش

اند مسير  گيري نموده تداخل با اين فرآيند مهم جهت

هاي وابسته به آنژيوژنز  اي براي درمان بيماري كننده اميدوار

هاي  منظور كاهش عوارض جانبي روشبه . شوند محسوب مي

عنوان يك منبع جديد با  رايج درماني از داروهاي گياهي به

هاي درماني  قابليت بالا و سميت و هزينه كم براي روش

مناسب و بر اساس اقدامات علمي از اين گياه محلي براي 

  .توسعه دارويي استفاده شود

 روش بررسي

  متد عصاره گيري

 در يك بشر استريل مقدارعه تجربي براي انجام اين مطال

ميلي ليتر محلول نرمال سالين در  5گرم پودر آگار را در 03/0

دماي اتاق حل نموده و آن در ضمن هم زدن به آهستگي تا 

سپس بشر حاوي آگار در سالين در بن . گرم شد نقطه جوش

در بشر . گراد قرار داده شد درجه سانتي 49ماري با دماي 

 مقدار مساوي با آگارسالين، آلبومين رقيقاستريل ديگري 

ريخته و آن را نيز در بن ماري ) سفيده تخم مرغ معمولي (

وقتي هر دو بشر هم دما . گراد قرار گرفت درجه سانتي 49دماي 

شدند، آلبومن به بشر محتوي آگارسالين اضافه و هم زده سپس 

ليتر  ميلي1(استرپتومايسين –به مخلوط حاصل پني سيلين

افزود و در پليت با ضخامت مورد ) ليتر محلول ميلي 60اي بر

 3الي  2اين تركيب براي مدت . ريخته شد) يك ميلي متر(نظر 

گياه گلدر از شهرستان . هفته در يخچال قابل نگهداري است

ايرانشهر جمع آوري شد و توسط هرباريوم دانشگاه آزاد واحد 

هاي گياه  شاخهسر. گرفت 9729مشهد شناسايي و كد هرباريوم 

صورت پودر درآورده  هوسيله هاون ب هگلدر پس از خشك كردن ب

شده و سپس داخل كاغذ صافي قرار گرفته و در دستگاه 

  . سوكسله جهت عصاره گيري قرار داده شد

  تهيه عصاره هيدروالكلي

گرم از پودر خشك سر شاخه گياه گلدر داخل كاغذ  50

. سله قرار داده شدمخصوص كارتوش ريخته ودر دستگاه سوك

درصد به  96سي سي مخلوط آب مقطر واتانول  300سپس 

. نسبت مساوي درمحفظه مخصوص دستگاه ريخته شد

شود حلال  كه كيسه حرارتي دستگاه آرام آرام گرم مي چنان هم

نيز گرم شده و عصاره گلدر با حلال مخلوط گشته و ) آب والكل(

م كل محلول كاسته بدين ترتيب از حج. گردد به بالن بر مي

ساعت صورت گرفت تا اطمينان  9عصاره گيري در . شود نمي

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

و  200و  100دوزهاي مورد استفاده از اين عصاره ). 6( شده است

با توجه به تحقيق انجام . گرم بر كيلوگرم تعيين شد ميلي 400

گلوكز و  ره گياه گلدر برسطح سريشده درباره اثرعصا
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هاي صحرايي ديابتي اين دوزها  راس در موشمورفولوژي پانك

با توجه به ميانگين وزن جنين جوجه در روز  .)7( مشخص شد

الكلي  گرم بود، ميزان عصاره هيدرو 1 يباًانكوباسيون كه تقر 8

نرمال  cc10عصاره پودر شده را با . مورد نياز محاسبه شد

ر لوله فالكن مخلوط كرده و هم زده شد تا محلول سالين د

ميكروليتر از اين 10دست آيد و به ميزان  دست به شفاف و يك

باسيون در شرايط استريل به محلول در روز هشتم انكو

تزريق ) گرم گرم بر كيلو ميلي 200( 2هاي گروه تجربي  نمونه

دار در  عدد تخم مرغ نطفه 40در هر مرحله تعداد  .گرديد

گراد و رطوبت  درجه سانتي 5/38كشي با دماي  دستگاه جوجه

در روز دوم انكوباسيون در شرايط . قرار گرفتند% 55- 65

در اتوكلاو  استريل هودلامينار، به كمك پنس استريل كه قبلاً

ها يك پنجره به ابعاد  مرغ روي سطح پهلويي تخم. اند قرار گرفته

  .متر مربع ايجاد گرديد ميلي 5x5تقريبي

ها به كمك  مرغ اد پنجره، پس از استريل كردن تخمبراي ايج

ابتدا سوراخي در  هودلامينارو انتقال آن ها به زير % 70اتانول 

پس از برداشت پوسته . د گرديدمرغ ايجا سر پهن تخم

ارافين استريل پوشانده شده ها پنجره به كمك لامل و پ مرغ تخم

دستگاه  .)8( قل شدندكشي منت ها به دستگاه جوجه مرغ و تخم

ها به صورت  مرغ ي امكان چرخش تخمكشي دارا جوجه

ها در سطح  باشد كه پس از ايجاد پنجره اتوماتيك و دستي مي

ك قطع گرديده و به ها، وضيعت چرخشي اتوماتي مرغ پوسته تخم

سپس . شوند ها حركت داده مي مرغ صورت دستي تخم

از . تصادفي قرار گرفتندصورت  هتايي ب گروه ده 4ها در  مرغ تخم

هاي مورد مطالعه، در روز دوازدهم انكوباسيون به  تمام گروه

كمك فوتواسترئوميكروسكوپ تحقيقاتي تصاويري از ناحيه 

 x 40قرارگيري اسفنج در پرده كوريوآلانتوئيك با درشت نمايي 

اينچ  15در يك مونيتور  Image Jافزار  تصاوير با نرم. تهيه شد

  .قرار گرفتندمورد بررسي 

ه تا روز دوازدهم به ها پس از بستن محل پنجر مرغ تخم

ها در روز  از تمام نمونه. كشي بر گردانده شد دستگاه جوجه

دوازدهم انكوباسيون به كمك فوتواسترئوميكرسكوپ تحقيقاتي 

و طول انشعابات عروقي با كمك عكس تهيه و تعداد 

بيان ژن  شمارش شد سپس جهت بررسي Image Jافزار نرم

انجام شد و توسط كيت   CAMنمونه برداري VEGFرسپتور 

هاي  سنتز شد و واكنش cDNAاستخراج و  RNAمخصوص، 

هاي  انجام شده و در نمونه  RT-PCRهاي  با روش PCRزنجيره 

  ).9( ها با هم مقايسه شدند هاي مختلف داده گروه

Real- Time PCR  

هيبريداسيون نشان در اين روش از كاوشگرها با پروب هاي 

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

را بدون جداسازي   PCRشود، كه امكان بررسي محصول  مي

اكريل  كتروفورز در ژل آگاروز يا ژل پليهاي ال روشها در  آن

 ).2و1 جدول( )10(دهد  آميد مي

  

 VEGF Rبراي ژن  Real time PCRپروتكل : 1جدول

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 DNA 3µl  -----  

Sterilized D.W 4.6µl  ----  

Total Volume 20µl  ----  
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 VEGF Rبيان ژنتوالي پرايمر استفاده براي بررسي :  2جدول 

TM  Primer Sequence  GENES  

63◦C Forwad:5´ 

CCAACAGCCTTGCACGAAC 3’  
VEGF R  

63◦C  Reverse:5´        

TGCTCACGCCAATCCGAAG 3´  
VEGF R  

60◦C  Forwad:5´ 

TGCTGGTGCTGAGTATGTCG 3´  
GAPDH  

60◦C  Reverse:5´ 

GCATGTCAGATCCACAACGC 

3´  

GAPDH  

  
  VEGF Rژن  Real time PCR برنامه دمايي: 3جدول 

Temp Time  Cycle  

95◦C  15Mine  1  

95◦C  15 Sec   

45  
63◦C  30 Sec  

72◦C  30 Sec  

72◦C  5Min  1  
 

 

  

  

  

  

  

  

  

  Real time PCRشكل مراحل 

 Real time PCRمراحل 

كه محصول دو  با وجود اين: The baseline region فاز اول

  .ديابي نيستاي وجود دارد ولي نور آن قابل ر رشته

اي در هر  محصول دو رشته:  The exponential phase فاز دوم

شود و رشد نمايي مربوط به واكنش شروع  چرخه دو برابر مي

تركيبات واكنش و كارايي :   The liner phase فاز سوم .شود مي

 تركيبات:  The plateau phaseفاز چهارم .ها رو به اتمام است آن

ند و افزايش در ميزان فلورسنت مشاهده نمي رو واكنش از بين مي

  ).10( شود

   جزيه و تحليل آماريت

وابسته  quantitative real – time PCR  هاي كمي كليه روش

با   PCRگيري ميزان تكثير قطعات ژني در هر سيكل به اندازه

هاي  كننده نور فلورسنت هستند و داده هاي ساطع استفاده از ملكول

هاي  بايستي توسط روش  real-timeي شده ازآور فلورسنت جمع
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در ژن   mRNAها بررسي شوند تا ميزان تفاوت بيان آناليز داده

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

تكنيك به كار رفته در اين   Quantitative Real-time PCRانجام

بوده كه با اين تكنيك ميزان  Real-time PCR   تحقيق

هاي مورد نظر با روش كمي نسبي و با استفاده از  نژ mRNAبيان

اي  ارزيابي گرديده و ميزان تكثير در چرخه Syber  Greenرنگ 

 Ct   Thresholbها قابل رديابي بود، تحت عنوان  كه بيان ژن

Cycle  ناميده و Ct  هاي حاصل نسبت بهCt  مربوط به بيان ژن

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH) 

2از روش . مورد ارزيابي قرار گرفت
-��ct  براي بررسي تفاوت بيان

mRNA  استفاده گرديد و از ژن GAPDH به عنوان ژن كنترل

در اين بررسي يك ژن رفرنس و يك ژن هدف ). 10(استفاده شد 

شود و بيان  يك گروه به عنوان كاليبراتور شناخته مي. وجود دارد

بررسي  .شود راتور سنجيده ميها نسبت به اين كاليب ژن

برداري از  پس از عكس :هاي رشد جنيني پي شاخصماكروسكو

ها را برداشت كرده و وزن  ها، جنين پرده كوريوآلانتوئيك كل نمونه

متر، با بر حسب سانتي) CR(دمي–بر حسب گرم و طول سري

 درصد 10ترازوي ديجيتال محاسبه شد و سپس در فرمالين 

  .فيكس شد

  تحليل آماري تجزيه و

و  tتوسط آزمون آماري  Imagejافزار  ها با استفاده از نرم داده

 )P>٠۵/٠ (در سطح  )ANOVA(طرفه  آناليز واريانس يك

ها، در زير پس از فيكس شدن جنين. تحليل شد

هاي  هاي تيمار را با جنينهاي گروه استرئوميكروسكوپ جنين

سي جوجه، از شنا شاهد مقايسه و به كمك اطلس جنين گروه

  .هاي مورفولوژيكي بررسي شدند نظر ناهنجاري

  ملاحظات اخلاقي

پروپوزال اين تحقيق توسط دانشگاه آزاد واحد مشهد تاييد 

  .شده است

 نتايج

. در اين بررسي يك ژن رفرنس و يك ژن هدف وجود دارد

ها  شود و بيان ژنيك گروه به عنوان كاليبراتور شناخته مي

نتايج حاصل از  .شود راتور سنجيده ميسبت به اين كاليبن

در روز هشتم انكوباسيون : مطالعه پرده كوريوالانتوئيك

 400و دوز  200، دوز100عصاره هيدروالكلي گلدر با دوز 

هاي  ميكروليتر از غلظت 10ها ميزان  مرغ به تخم. تهيه شد

ذكر شده تزريق شد و در روز دوازدهم انكوباسيون جنين 

ورد بررسي قرار گرفتند و توسط هاي آن م  وپرده

 برداري شد فتواسترئوميكروسكوپ از وضعيت عروق عكس

 نمايش عروق در نمونه شاهد آزمايشگاهي). 6تا1تصاوير(

 ،200دوز(2 ، تجربي)3تصوير ،100دوز ( 1، تجربي)2تصوير(

  ).5، تصوير 400دوز ( 3و تجربي ) 4تصوير

 

 

  

  

  

  

  

  

  40Xنمايي ق در سطح غشاي كوريوآلانتوئيك در نمونه شاهد آزمايشگاهي با بزرگفتواسترئوميكروسكپ عرو: 1تصوير
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  40Xنمايي با بزرگ) 100دوز (1فتواسترئوميكروسكپ عروق در سطح غشاي كوريوآلانتوئيك در نمونه تجربي: 2تصوير

  

  

  

  

  

  
  40Xنمايي با بزرگ)  200دوز (2تجربيفتواسترئوميكروسكپ عروق در سطح غشاي كوريوآلانتوئيك در نمونه : 3تصوير

  

  

  

  

  
 40Xنمايي با بزرگ) 400دوز ( 3فتواسترئوميكروسكپ عروق در سطح غشاي كوريوآلانتوئيك در نمونه تجربي: 4تصوير

مقايسه ميانگين تعداد عروق در پرده كوريوآلانتوئيك جنين 

با شاهد ) mm 866/0±000/24(جوجه در گروه شاهد 

نشان داد كه اختلاف  )mm 606/0±083/24(آزمايشگاهي 

مقايسه ميانگين مجموع  ).=p 86/0(داري وجود ندارد  معني

 100عروق در پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه در گروه  طول

) mm697/0 ±042/25( با گروه شاهد آزمايشگاهي )mm 

 ). =p 03/0( داري را نشان داد اختلاف معني) 606/0±083/24

عروق در پرده كوريوآلانتوئيك  مجموع طولمقايسه ميانگين 

با گروه ) mm765/0 ± 208/26(200جنين جوجه در گروه 

داري  افزايش معني) mm 606/0±083/24( شاهدآزمايشگاهي

عروق طول مقايسه ميانگين مجموع . )=P 001/0(را نشان داد 

 ±252/1( 400در پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه در گروه 

) mm 606/0±083/24( وه شاهدآزمايشگاهيبا گر) 375/30

فوق طبق نمودار .)p >/0001(داري را نشان داد  افزايش معني

ميانگين تعداد عروق در پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه 

 .بيشترين است 400براي گروه شاهد كمترين و براي دوز 

 05/0و از  000/0داري برابر با  چون سطح معني نموداربراساس 

توان گفت  درصد مي 95ست بنابراين با اطمينان كمتر ا

ميانگين مجموع تعداد رگ در پرده كوريوآلانتوئيك جنين 

مقايسه ميانگين طول . جوجه در پنج گروه يكسان نيست

انشعابات عروقي پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه در گروه 

با شاهد آزمايشگاهي ) 245/35 ± 445/3( شاهد

داري وجود  داد كه اختلاف معنينشان ) 393/4±410/37(

مقايسه ميانگين طول انشعابات عروقي پرده  ).=p 161/0(ندارد 

 ±831/3 ( 100كوريوآلانتوئيك جنين جوجه بين گروه 

داري نشان  با گروه شاهدآزمايشگاهي اختلاف معني) 735/41
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مقايسه ميانگين طول انشعابات عروقي در پرده  ).=p 2/0( نداد

 ±350/3( 200يك جنين جوجه بين گروه كوريوآلانتوئ 

داري نشان  آزمايشگاهي افزايش معني با گروه شاهد) 900/45

مقايسه ميانگين طول انشعابات عروقي در  ).=028/0p( دهد مي

 400پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه بين گروه 

دار  با گروه شاهد آزمايشگاهي افزايش معني) 179/2±668/57(

  .)p >0001/0( دهد نشان مي

  

  

  

 

 

 

  

  
  )*p<0.05,**p<0.01,***p<0.001(  هاي مختلف ها در گروه ح پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجهمقايسه ميانگين طول انشعابات عروقي در سط: 1نمودار

  

  

  

  

  

  

   

  

  
  هاي مختلف ها در گروه مقايسه ميانگين طول عروق در سطح پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه :2نمودار 

)p<0.05,**p<0.01,***p<0.001*(  

و از  0001/0داري برابر با  چون سطح معني نموداربراساس 

توان گفت  درصد مي 95كمتر است بنابراين با اطمينان  05/0

ميانگين طول عروق در پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه در 

  .پنج گروه يكسان نيست

وه در گر جنين جوجه بر حسب گرم مقايسه ميانگين وزن

 )gr21/0 ± 45/2 (با شاهدآزمايشگاهي ) gr51/0± 67/2( شاهد 

  ).=p 471/0( داري وجود ندارد نشان داد كه اختلافات معني

  100مقايسه ميانگين وزن جنين جوجه بر حسب گرم گروه 

) gr48/0±33/3(  با گروه شاهدآزمايشگاهي)gr 21/0± 

مقايسه  .)=p 013/0( داري را نشان داد افزايش معني) 45/2

 gr24/0 ( 200ميانگين وزن جنين جوجه بر حسب گرم گروه 

اختلاف )  gr 21/0± 45/2(با گروه شاهدآزمايشگاهي ) ±14/3

مقايسه ميانگين وزن  ).>p 0001/0( داري را نشان داد معني

با ) gr 25/0 ±25/3( 400جنين جوجه بر حسب گرم گروه 

داري  لاف معنياخت) gr 21/0± 45/2(گروه شاهدآزمايشگاهي 

  ).=003/0p(را نشان داد 
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 VEGFRبررسي عصاره گياه گلدر برآنژيوژنزو فاكتور 

 

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  )*(p<0.05,**p<0.01,***p<0.001   هاي مورد مطالعه در گروه) گرم (مقايسه ميانگين وزن جنين  :3نمودار 

فوق ميانگين وزن جنين جوجه براي گروه  نمودارطبق 

 .بيشترين است 100شاهد آزمايشگاهي كمترين و گروه 

و از  001/0داري برابر با  ون سطح معنيچ 9براساس جدول 

توان گفت  درصد مي 95كمتر است بنابراين با اطمينان  05/0

ميانگين وزن جنين در پرده كوريوآلانتوئيك جنين جوجه در 

  .پنج گروه يكسان نيست

  جنين جوجه  CRدمي - بررسي طول سري

در گروه  جنين جوجهCR دمي -مقايسه ميانگين طول سري

/ mm47(با شاهد آزمايشگاهي ) mm 97/2± 53/33(شاهد 

 داري وجود ندارد نشان داد كه اختلاف معني) 0±01/34

)687/0 p=.( دمي - مقايسه ميانگين طول سريCR  جنين جوجه

  با گروه شاهد آزمايشگاهي )mm95/0 ±15/32 ( 100گروه

)mm47 /0±01/34 (داري را نشان نداد  اختلاف معني

)339/0p=.( دمي - گين طول سريمقايسه ميانCR  در گروه

200 )mm37 /4 ±65/39 ( با گروه شاهد آزمايشگاهي

)mm47/ 0±01/34 (داري را نشان داد  افزايش معني)023/0 

P=.( دمي - مقايسه ميانگين طول سريCR  400در گروه 

)mm53 /1 ±30/42 ( با گروه شاهد آزمايشگاهي) mm47 /

 p)>0001/0(. دداري را نشان دا افزايش معني) 0±01/34

 CRتوان گفت ميانگين طول سري دمي  مي نموداربراساس 

در مطالعه حاضر  .جنين جوجه در پنج گروه يكسان نيست

هاي مورد  هاي زنده در گروه بررسي تعداد جنين چنين هم

  .)5نمودار(  مطالعه صورت گرفت

  

 

  

  

  

  

  
  

  

  

  ) *(p<0.05,**p<0.01,***p<0.001 فمختل هاي  جنين در گروه قد   ميانگين  مقايسه :4نمودار
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  هاي مورد مطالعه مقايسه مرگ ومير در جنين: 5نمودار

هاي روز دوازدهم از نظر  در مطالعه حاضر جنين

 .هاي مورفولوژيكي مورد بررسي قرار گرفتند ناهنجاري

هاي تجربي  نتايج نشان داد كه در هيچ يك از گروه

براي تاييد  .جود نيامده استناهنجاري مورفولوژيكي به و

هاي الكتروفورز و  استخراج شده تست RNAكيفيت 

با استفاده از تكنيك  .نانودراپ انجام گرفت

و  RNAاسپكتروفتومتري و دستگاه نانودراپ از كيفيت 

اين دستگاه به . استخراج صحيح آن اطمينان حاصل شد

را با استفاده از جذب نوري در  RNAطور اتوماتيك غلظت 

  .نانومتر، محاسبه مي كند 260طول موج 

پس از آماده سازي نمونه و گذاردن آن در مكان 

نمونه، دستگاه غلظت نمونه مورد نظر را در طول   قرارگيري

بر حسب نانوگرم بر ميكروليتر، محاسبه موج مربوطه، 

  .)11(   نمايد مي

  

  

  

  

  

  

  
  400دوز- 200دوز- 100دوز  - شاهد آزمايشگاهي –ها به ترتيب شاهد  ها در نمونهRNAتروفورز وتائيد تهيه ژل الك.:5تصوير

  

نمونه به ترتيب پشت سر هم قرار داده شد  2از هر گروه 

ميان . ونتايج بر روي صفحه ژل الكتروفورز نشان داده شد

يك نمونه شاهد وشاهد : هاي استخراج شده به ترتيب نمونه

، دوز 100هاي تجربي دوز  نمونه از گروه 2آزمايشگاهي 

در . عصاره هيدروالكلي گلدر قرار داده شد 400، دوز200

ها از بين هر گروه تيمار انتخاب شد كه  نتيجه بهترين نمونه

نتايج اين  .هاي انتخابي در جداول آمده است نتايج نمونه

پژوهش نشان داد كه عصاره هيدروالكلي گلدر با افزايش تعداد 

نشعابات عروقي به عنوان تحريك كننده آنژيوژنز در اين فرآيند ا

به  VEGFR  ژنبا توجه به تفسير نمودار بيان. نقش داشته است

اين نتيجه رسيديم كه عصاره هيدروالكلي گلدر در تمامي 

گروههاي تجربي نسبت به شاهد آزمايشگاهي باعث تحريك 

  . شده است  VEGFR بيان ژن
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  استخراج  شده RNAغلظت : 12جدول 

  

  

  

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  

  هاي مورد مطالعه درگروه VEGFRمقايسه بيان ژن :5نمودار 

 بحث

در اين پژوهشي كه بر روي عصاره هيدروالكلي گياه گلدر 

ه حاصل شد كه تزريق اين عصاره بر روي انجام گرفت اين نتيج

پديده آنژيوژنز پرده كوريوالانتوئيك جنين جوجه تاثير داشته 

اين عصاره باعث افزايش تعداد عروق در پرده . است

توان گفت كه نقش  پس مي .)1نمودار ( كوريوالانتوئيك شد

كند از طرفي اين عصاره  تحريك كنندگي آنژيوژنز را ايفا مي

ش طول عروق شده است پس در تكثير سلولي موجب افزاي

در  400نيز در دوز  VEGFRنقش داشته چنانچه بيان ژن 

مقايسه با شاهد آزمايشگاهي افزايش يافته است اين ژن بيشتر 

هاي مورد مطالعه مشخص  در جنين. در تكثير سلولي نقش دارد

داراي بيشترين وزن  100هاي گروه تيمار با دوز  شد كه جنين

ها در   قد جنين) 2نمودار ( به شاهد آزمايشگاهي هستندنسبت 

افزايش معنا داري نسبت به شاهد  400ودوز  200دوز 

در مشاهدات مورفولوژيكي در ). 3نمودار( آزمايشگاهي داشت

پس . هاي تيمار اثرات تراتوژني از اين عصاره مشاهده نشد گروه

الكلي مخالف نتايج ما در رابطه با اثرات تراتوژني عصاره هيدرو

  .است 1391با نتايج گلشن ايرانپور و همكاران 

از جمله تركيبات موجود در عصاره گياه گلدر تركيبات 

باشد، از آنجا كه تجويز اين تركيبات در موش  استروئيدي مي

تواند باعث بهبود  صحرايي به شكل سيستميك و يا موضعي، مي

، 2007درسال ). 12( زايي گردد فرآيند ترميم زخم ورگ

هاي گلدر  از تجزيه و تحليل اسانس گل فر و همكاران شريفي

عنوان تركيبات اصلي اين گل  ه، را بocten-1پينن و -تركيب آلفا

 آلفا پنين موجود در آن با تحريك عصب سه قلو. گزارش كردند

كند، در كنار آن  بخشي مي ، ايجاد اثرات آرام)تري ژرمينال(

نفس و  شخص احساس تنگي شود و باعث تحريك ريه هم مي

 و  احتمال دارد مرگ). 13( كند هاي هوايي مي ناراحتي در راه

پينن  به علت وجود تركيب آلفا 100دوز  ها در مير زياد جنين 

همكاران نشان داد  عسكري و همطالع ).4نمودار( در گلدر باشد

كه تزريق عصاره گياه چاي كوهي كه حاوي آلفا پينن است به 

 RNA(ng/µl)غلظت   گروه

  022/0  كنترل

شاهد 
  آزمايشگاهي

02/0  

  1/0  100دوز

  1/0  200دوز 

  09/0  400دوز 

0.153820.000720.81413 1

47.2442
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ردار باعث اختلال در رشد جنين و ايجاد ناهنجاري هاي با موش

از جمله تركيبات موجود در عصاره گياه .)14(شود  در جنين مي

جا كه تجويز اين  باشد، از آن گلدر تركيبات استروئيدي مي

تركيبات در موش صحرايي به شكل سيستميك و يا موضعي، 

). 15( زايي گردد رگ تواند باعث بهبود فرآيند ترميم زخم و مي

توان احتمال داد كه افزايش طول عروق خوني در گروه  مي

در گلدر  به دليل وجود تركيبات استروئيدي 400تجربي دوز 

  ).15،16( باشد مي

از فلاونوئيدها و  برخي از تركيبات مهم گياه گلدر

). 17(تركيبات فنلي از جمله مورن و كوئرستين هستند 

ها،  ر روند ترميم زخمفلاونوئيدهاي موجود در اين گياه د

به (هاي آزاد  عنوان عامل موثري در از بين بردن راديكال به

 ).18( شوند محسوب مي) اكسايد واسطه مهار سنتز نيتريك

هاي فلاونوئيدي در عصاره گياه گلدر موجب  وجود تركيب

عنوان ضد درد والتهاب  استفاده از اين گياه در طب سنتي به

كه فلاونوئيدهاي موجوددر عصاره رسد  به نظر مي. شده است

: هايي مانند سري از آنزيم با مهار يك گلدر، احتمالاً

هاي نيتريك اكسايد سنتتاز و سيكلواكسيژناز دو،  ايزوفرم

هاي  اكسيد و ديگر واسطه ها و نيتريك بيوسنتز پروستاگلندين

كنند و باعث  التهابي را كه در مراحل التهابي فعالند، مهار مي

بنابراين اثرات تحريك ). 14،15( شوند تهاب ميكاهش ال

شود  هاي تجربي مشاهده مي كنندگي آنژيوژنزي كه در گروه

وابسته به اثرات  باشد احتمالاً وابسته به دوز مي

افتد، آنژيوژنز  فلاونوئيدهاست كه در پديده ترميم اتفاق مي

  .در پيشبرد روند ترميم نقش اساسي دارد

حاضر، با توجه به بررسي فرآيند در پژوهش انجام گرفته 

توان ارتباطي را بين وجود تركيبات فنولي و آنژيوژنز  آنژيوژنز مي

برقرار نمود، وجود تركيبات فلاونوئيدي كه در عصاره 

هيدروالكلي اين گياه فراوري شده است، با افزايش تكثير سلولي 

 هاي آزاد در روندهاي ترميمي و و كاهش فعاليت اكسيژن

سو با نظرات ساير  نتايج اين تحقيق هم. ابي موثر استالته ضد

، تعداد و طول  VEGFRكه بيان ژن يطور بهدانشمندان است 

  انشعابات عروقي در گروه تجربي هيدروالكلي بيشتر است

هاي  در تحقيقي بر روي موش). 8نمودار(تا ) 5نمودار (

ئرستين انجام كو صحرايي هايپراورسميك اثر كامفرول و

ني اين دو ماده و ممانعت از اكسيدا كه اثرات آنتي گرفت

هاي اسيدهاي نوكلئيك به اثبات  ديدگي مولكول آسيب

پس در طرح حاضر نيز به علت وجود  .)19،20(رسيده است 

اكسيداني در پرده  امفرول و كوئرستين با خاصيت آنتيك

زايي ايجاد شده كه هم راستا با تحقيقات  كوريوالانتوئيك رگ

 2007همكاران در سال  و Ruiz  .شد با ندان قبل ميدانشم

كه يك نوع فلاونوئيد است، باعث مهار  كورستين نشان دادند،

شود و در نتيجه التهاب را  هاي التهابي مي بيان سيتوكين

 رسد كه احتمالاً بنابراين به نظر مي) 21( كند تضعيف مي

تانن، فلاونوئيدها و : وجود تركيبات زيادي از جمله

ترپنوئيدها و كورستين درگياه گلدر باعث شود كه روند  تري

  .آنژيوژنز وترميم با اين گياه به خوبي صورت بپذيرد

زايي ايفا  ترين فاكتور كه نقش بسزايي در فرآيند رگ مهم

فان و . هاي آن است كند فاكتوررشد اندوتليال وگيرنده مي

تن تركيبي همكاران نشان دادند كه گونه گياهي آلوورا با داش

هاي تحريك سلول  نام بتاسيتوسترول از طريق مكانيسم هب

اندوتليال وريد نافي انسان و تسهيل بيان فاكتور رشد 

اندوتليال وريد و گيرنده فاكتور رشد اندوتليال وريد يك گياه 

با توجه به گزارش ). 24،23،22( زايي است با خاصيت رگ

گياه گلدر تركيب ان دادند در حاج هاشمي و همكاران كه نش

افزايش  توان گفت احتمالاً سيتوسترول وجود دارد پس ميبتا

 باشد سيتوسترول مي زايي در اين تحقيق مربوط به بتا گر

 VEGFRكه بيان ژن  در اين تحقيق مشخص شد. )25(

افزايش  7با توجه به نمودار 400درگروه تيمار، دوز 

داده  گيري نسبت به گروه شاهد آزمايشگاهي نشان چشم

 200و دوز100در دوز VEGFRاز طرف ديگر، بيان ژن . است

هاي شاهد آزمايشگاهي  در اين شرايط در مقايسه با نمونه

تغيير كمتري را نشان داده است و احتمال اين است كه بيان 

با تزريق گلدر وابسته به دوز آن باشد و با  VEGFR ژن 

خ داده است زايي در پرده كوريوالانتوئيك ر افزايش دوز رگ

  ).8نمودار(و ) 6نمودار(
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 VEGFRژنزو فاكتور بررسي عصاره گياه گلدر برآنژيو

 

 گيري نتيجه

هاي تجربي تعداد  ها نشان داد كه در تمام گروه آناليز داده

يافته عروق و طول عروق نسبت به شاهد آزمايشگاهي افزايش 

ها  كنندگي آنژيوژنز در اين گروه است كه بيانگر اثرات تحريك

بوده است  دار معني 400و 200فزايش در گروه دوز اين ا. است

) 05/0<P(. بيان ژن  چنين همVEGFR ها در تمام گروه 

افزايش يافته است كه نياز به مطالعه اعضاي اين خانواده به 

چون در هيچ جنيني داراي اثرات . كند تفكيك را ضروري مي

بيشترين بيان ژن نسبت به  400تراتوژني مشاهده نشد ودوز 

روالكلي گلدر شاهد آزمايشگاهي را داشت پس عصاره هيد

  .زايي داشته باشد تواند اثر تحريك كننده رگ مي

 گزاري سپاس

براي اخذ درجه كارشناسي ارشد نامه  اين مقاله حاصل پايان

باشد و  ه دانشگاه آزاد ميبودو تمام هزينه انجام تحقيق بر عهد

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

 آزاد شناسي دانشكده علوم دانشگاه زيستهمه همكاران گروه 

دريغشان تشكر و قدرداني  اي بيه خاطر همكاري  واحد مشهد به

 .شود مي

تمامي  تعارض در منافع وجود ندارد و :عتعارض در مناف

مسئوليت هر مطلب منتشر شده، شامل صحت و اعتبار تمامي 

ه اخلاق در پژوهش، بر مطالب آن، از جمله مطالب مربوط ب

 .باشد ميگان دده نويسنعه
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Introduction: Angiogenesis is the formation of new vessels from early vessels that has effected in pathologic 

condition such as growing tumor, metastases, arthritis rheumatoid, diabetes and physiologic condition such as 

developmental and growing of organ regeneration, wound healing, and reproduction. Otostegia presica is a 

member of Laminacea family, has antioxidant and anti-apoptosis properties. The aim of this study was to 

investigate the effects of hidroalkoholic extract of Otostegia presica on VEGFR expression and angiogenesis in 

chick chorioallantoic membrane. 

Methods: In this research, 60 fertilized Ross eggs were used and randomly were divided into five groups, 

included: control, sham-exposed, and three experimental groups treated with hidroalkoholic extract of 

Otostegia presica doses 100,200,400 mg/kg. On 2
nd

 day of incubation, a window was opened for eggs under 

sterile condition. On 8
th
 day, a gelatin sponge with 1×4×4 diameter was placed on chorioalantoic membrane 

(CAM) and extract fractions with dose of 100,200,400 mg/kg were added. On 12
th
 day, length and weight of 

embryos were measured and CAM photos were captured. Then number and length of vessels in special area 

on CAM were measured with Image J. software. Sampling was performed for assessment of VEGFR 

expression. Data were analyzed by t-test and ANOVA and p<0.05 was considered significant. 

Results: Comparison between mean of length and weight of embryos and number and length of vessels in 

controls and sham-exposed did not show significant difference (P>0.05). Mean of the number of vessels 

showed significant increase in all experimental groups (P<0.05). VEGFR expression has increased in 

experimental groups rather than sham-exposed group. 

Conclusion: The results showed that hidroalkoholic extract of Otostegia presica has have angiogenic effects 

and increased VEGFR expression in all experimental groups. 
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