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 چکیده

ها در مرزایسکمی متحمل   ایسکمی مغزی سومین عامل مرگ ومیردرکشورهای غربی است بعد ازسکته مغزی، بسیاری از نورون

مغزی مهمترین دلیل ایسکمی  شوند. ایسکمی مغزی بعنوان یك معضل بزرگ جهانی شناخته شده است. سکته آپوپتوزمی

مغزی است که بعد از انفارکتوس میوکارد و سرطان سومین عامل مرگ و میر در کشورهای غربی است. همچنین امروزه 

فناوری نانودر حال توسعه بوده و اثرات قابل توجهی در صنعت وجامعه ومحیط زیست و پزشکی داشته است. اکسید روی 

و  Bcl2های   های سلولی و بیان ژن  بررسی تست.ارای خواص ضد سرطانی وضدویروسی و...راداردازجمله نانو ذراتی است که د

Bax این مطالعه تجربی در شرایط  .آپوپتوزدر موش ویستار القامتعاقب اثر نانوذره اکسید روی بر بهبود ایسکمی بواسطه تاثیربر

گرم انجام شد ابتدا ایسکمی ایجاد شدوسپس  384- 244 ی وزنی متوسط ویستار بامحدودهنرسر موش  13استاندارد برروی 

روز ذبح  0میکرولیتر دریك نوبت به صورت صفاقی تزریق شد. در نهایت موشها پس از  044نانو ذره اکسید روی به مقدار 

رسی بر BCL2و  BAXنهای ژهای سلولی و بیان   گردید. همچنین تستآماده  H&Eومغزآنها جدا گردید وبرای رنگ آمیزی 

فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژنازوهمچنین درگلوتاتیون احیا درگروه ایسکمی با نانوذره نسبت به  MTTگردید.درآزمون 

وتغییرات پتانسیل غشای سلولی در گروه ایسکمی با نانو نسبت به  ROSگروه ایسکمی کاهش یافت، دراندازه گیری میزان 

زمون آسیب وارده به غشای لیزوزوم وگلوتاتیون اکسیددر گروه ایسکمی با نانوذره گروه ایسکمی افزایش یافت؛ و همچنین در آ

را  Bcl2به  Baxافزایش نسبت بیان ژن  Real-Time PCRنسبت به گروه ایسکمی افزایش داشت. نتایج حاصل ازآزمایش 

دهد که   ج این تحقیق نشان مینتایهای ایسکمی نشان داد.  های بافت دارای نانوذره اکسید روی نسبت به سلول  در سلول

های آپوپتوزی را فعال   های ایسکمی موش ژن  شود این نانوذرات در سلول  هنگامی که نانوذره اکسید روی به موش تزریق می

مرگ برنامه ریزی شده  Bcl2 به Bax مشخص است از طریق نسبت بیان Real-Time PCRکرده و همانطور که از نتایج 

 دهد.  سلول را افزایش می

 Bcl2و   Baxهای   بیان ژن، ی آپاپتوزالقا ،نانوذرات اکسید روی ،ایسکمی بافت مغزهای کلیدی:  واژه
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 مقدمه

هایی فیزیکی و شیمیایی و زیستی مواد در اندازه کمتر از صد نانو متر در علوم و صنایع   فناوری نانو بهره برداری از ویژگی

نشان داده است اگر یك ماده به ماده خاص در حد چند نانومتر کوچك شود ذرات این ماده های اخیر   باشد. یافته  مختلف می

های متفاوتی با ذرات اولیه خواهند داشت که از جمله میتوان به فضای سطحی بزرگ انحلال پذیری وسطح تحرک بالاتر   ویژگی

ب بویایی، استنشاق، گردش خون و تزریق به اشاره کرد. نانو ذرات به واسطه ابعاد بسیارکوچك از طرق مختلف مانندعص

 [1گذارند. ]  های زیستی می  شوند ودر صورتی که سمی باشند اثرات بسیار مخربی رابرارگان  اندامهای مختلف وارد می

ها   آپاپتوز یا مرگ برنامه ریزی شده یك فرایند طبیعی و فعال مرگ سلولی در هنگام تکامل بوده که بعد از مواجه شدن سلول

دهد. مشخصات اصلی آپاپتوز شامل چروکیده شدن سلول، آسیب به غشا، متراکم شدن   با عوامل سیتوتوکسیك رخ می

های مختلف در آن دخیل   آپاپتوز بسیار پیچیده بوده و پروتئین مباشد. تنظی  می DNAکروماتین و قطعه قطعه شدن سلول 

های اساسی   های مهار کننده و پیش برنده آپاپتوز هستند از تنظیم کننده  پروتئینل که شام Bcl2هستند. خانواده پروتئینی 

ایسکمی مغزی بعنوان یك معضل بزرگ جهانی شناخته شده است. سکته مغزی مهمترین  [8]. روند  این فرایند به شمار می

رهای غربی است. دلیل ایسکمی مغزی است که بعد از انفارکتوس میوکارد و سرطان سومین عامل مرگ و میر در کشو

ازمهمترین دلایل دیگر ایسکمی، می توان به ایست قلبی، ترومبوآمبولیت و کاهش شدید فشار خون درجریان اعمال جراحی 

 [3و ... گردد. ] ریوی اشاره نمود. ایسکمی مغزی میتواند منجر به اختلالات حرکتی، حسی، بینایی، اختلال تکلم -قلبی 

 های واکنش پذیر اکسیژن / نیتروژن  های آزاد مانند گونه  دهد زمانی که تولید رادیکال  خ میاسترس اکسیداتیو و نیترات ر

(ROS / RNS) [ شواهد تجربی حاکی از آن است 35های دفاع آنتی اکسیدان است. ]  بیش از ظرفیت دفع زودهنگام سیستم

 RNS و ROS [ و هر دو مولکول32،30یافته است ]های سکته مغزی، تشکیل رادیکال آزاد افزایش   که در تمامی انواع آسیب

[ در طی ایسکمی، 38،32های مهم آسیب بافت در سکته مغزی ایسکمیك حاد اند. ]  که واسطه اند شدهبه وضوح نشان داده 

اختلال عملکرد  Ca2 +های آزاد، از جمله سمیت ناشی از بیش از حد فراوانی   چندین مکانیسم منجر به تشکیل رادیکال

های فعال اکسیژن بیش ازحدباعث تخریب   [ گونه24-22شود ]  یتوکندری و فعال سازی سنتاز اکسید نیتریك میم

 [20شود. ]  شودوبه فرآیندهای سیگنالینگ منجرمی شود که باعث مرگ سلولی آپوپتوتیك می  های سلولی می  ماکرومولکول

 

  In Vivoها در محیط   تاثیرات نانوذرات بر سلول

توانند خطرات   شوند و می  رات به علت اندازه منحصربه فردشان با خصوصیات فیزیکی وشیمیایی ویژه بسیاری تولید مینانوذ

[ عوامل کلیدی در ارزیابی خطر بعد از مواجهه با نانوذرات شامل: 24ای را برای سلامتی انسان داشته باشند. ] پیش بینی نشده

 [25گردد. ]  های مواجهه می  ی و روشاندازه، ذره، ویژگی سطح، انحلال پذیر

 

 Baxو  Bcl2های   پروتئین

از  Bcl2پیش برنده فرایند آپاپتوز است. پروتئین  Baxکند درحالی که   به عنوان سرکوب گر آپوپتوز عمل می Bcl2پروتئین 

یك  Bcl2شود. ژن   های موجود برروی غشاخارجی میتوکندری موجب حفظ یکپارچگی این غشا می  طریق اتصال به کانال

های اپی   با افزایش عمر سلول Bcl2تواند مسیر آپوپتوز را تنظیم کند.   کند که می  کیلو دالتونی را رمزگذاری می 32پروتئین 

شود. فعالیت این ژن در   تلیالی که دارای پتانسیل تمایز هستند موجب پرولیفراسیون، تمایز و در نهایت مورفوژنزیس می
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اثرضد  Bcl2در برخی تومورها به اثبات رسیده است. ژن ن های دانتی ژور و همچنی  دانی آملوبلاستوما و کیستهای دن  جوانه

آپوپتوزی دارد و بنابراین تظاهر بیش از حد آن ممکن است با ممانعت از آپوپتوز و افزایش بقای سلولی به ایجاد تومور منجر 

 [35شود. ]

 

 مطالعات گذشته

های سطح، شرایط مغناطیسی، بار و توزیع آن از اهمیت بسیار زیادی   شناسی نانو ذرات اندازه، شکل، ویژگی در مطالعات حوزه سم

های   برخوردار است. گسترش فناوری نانو در سطح جهانی و استفاده روز افزون از تولیدات حاصل از این فناوری اهمیت آن را در عرصه

کن است از مسیرهای متفاوت وارد بدن شوند و این موضوع تعیین خطرات مربوط به هر دهد. نانو ذرات مم  مختلف درمان نشان می

کند. اغلب تحقیقات برای ارزیابی تأثیرات سمی نانو ذرات در سیستم تنفسی گزارش شده است. در حوزه   ماده را با دشواری روبرو می

های   تواند ویژگی  های نهایی نانو ذره دارد. اندازه ذره می  ن ویژگینانوذرات اندازه هر ذره بسیار با اهمیت است که نقش کلیدی در تعیی

ها نشان   شیمیایی آن را تغییر دهد و احتمال جذ ب و تعامل با بافتهای بیولوژیکی را افزایش دهد. امروزه نتیجه بررسی –فیزیکی 

 [13یابد. ]  ها افزایش می  دهد که فعالیت بیولوژیکی نانو ذرات با کاهش اندازه آن  می

شود و به   طبق گفته متخصصان نانوذرات ازطریق دهان و بینی وارد بدن انسان و سایر موجودات و سیستم گوارشی آنها می

تواند با اجزای زیستی برهم کنش داشته باشد و اثرات زیادی بر رفتار   شود نانومواد می  کند. پیش بینی می  بافتهای بدن نفوذ می

و بدن موجود زنده بگذارد. قابل توجه ترین روش قرارگرفتن درمعرض نانوذرات، روش تنفسی است.  و خصوصیات سلول

 ما دفاعی در بدن باشد. پوست بزرگترین سیستم  درحالی که مصرف خوراکی و پوست عمدتا از دیگر مسیرهای ورود به بدن می

 حسوبم ریز ذرات برای بزرگ ورود به عنوان یك راه است. استنشاق ازعوامل سمی بسیاری با درتماس مستقیم بطور و بوده

های   ها و غشاها سلولی ریه شده و به دیگر بخش  شود. تنفس عمیق نانوذرات ممکن است سبب فرار این ذرات از فاگوسیت  می

 [14بدن انتشار یافته و باعث اثرات سیستماتیك گردد ]

پتوز ناشی از مورفین در ودر روند آپ Bcl2و  Bax گرفت عملکرد صورت 1221ای که بوسیله اسلامی و شریفی  در مطالعه

نقش مهمی در آپوپتوز ناشی از مورفین در سلولهای  Baxمطالعه گردید. این مطالعه نشان داد که پروتئین  PC12سلولهای 

PC12 کند؛ اما در بیان پروتئین  احتمالاً از طریق مسیر میتوکندریایی ایفا می Bcl2 ق تفاوت معناداری مشاهده در این تحقی

 [11نشد. ]

 Baxگروس بیان میکند که با تاثیر محرکهای مختلف )شیمیائی و ویروسها و ...( بر سلولها و با آزاد شدن ترکیبات پروتئینی 

شده و ها   از میتوکندری (AIFها اثر گذاشته و فاکتور ایجاد کننده مرگ سلولی )  در داخل سلول این مواد بر روی میتوکندری

 Bax شوند. ترکیبات  این مواد با فعال کردن آنزیم کاسپاز از سیستئین پروتئاز لیزوزم باعث مرگ برنامه ریزی شده سلول می

علاوه بر تاثیر بر میتوکندریها با تاثیر بر لیزوزمها مستقیماً باعث تغییرات در غشاء و ماده زمینه لیزوزمها شده و باعث آزادشدن 

می شده و این آنزیم باعث بوجود آمدن یکسری از تغییرات ساختمانی در سلول و شروع پدیده مرگ سلولی آنزیمهای لیزوزو

بر  Caمشابه تاثیر+  Baxها و ماده زمینه   شود. در تحقیق انجام شده توسط گروس تغییرات ایجاد شده در جدار لیزوزوم  می

 [13]باشد.   روی لیزوزوم می



 فناوری  زیست و زیستی علوم مطالعات

 23-50، صفحات 1041 بهار ،1 شماره ،8 دوره

25 

 

در چین انجام شد، نتایج مطالعه نشان داد بین تجویز وراپامیل و  3413و همکاران در سال  Fangای که توسط  در مطالعه

مغزی متعاقب ایسکمی مغزی در مدل حیوانی و همچنین محیط کشت، ارتباط معناداری  -کاهش میزان آسیب به سد خونی

(P=0.05[ .وجود دارد )12] 

بیمار مبتلا به سکته مغزی انجام گرفت، نتایج  04ر آمریکا بر روی د 3413و همکاران که در سال  El-Zammarدر مطلعه 

( با وراپامیل در مقایسه با گروه کنترل اختلاف آماری معناداری (intra-arterial therapyنشان داد که درمان داخل شریانی 

(P= 0.07)  .[10]ندارد 

Liu  اپامیل در سیستم عصبی و اثرات ضد التهابی آن ثابت نمودند در ارتباط با اثر حفاظتی داروی ور 3414و همکاران در سال

و  TNF-aکند. آنها همچنین اعلام میکنند که کاهش  که این دارو با کم کردن اثرات التهابی، از ضایعات مغزی جلوگیری می

 .کند ایجاد یك مکانیزم حفاظتی می ٬نیتریك اکساید بوسیله درمان با این دارو

Ginsberg  اعلام کردند که درمان با کلسیم بلوکرها باعث بهبود عملکرد الکتریکی مغز متعاقب  3448در سال و همکاران

ایسکمی فراگیر گذرا گشته و خاطر نشان می کند که این اثر دارو در ارتباط با ممانعت از ورود کلسیم به داخل سلول عصبی 

 [15باشد ] می

Li  کاهشادعا کردند که  3440و همکاران در سال ( جریان کلسیم باعث کاهش معنادارP=0.05 مرگ سلولی در هیپو )

 [12شود. ]  هایی که تحت ایسکمی گذرا قرار گرفتند می  کامپ رت

Pagnussat  رپرفیوژن باعث افزایش ترشح واسطه  -با یکسری بررسی عنوان میکنند که ایسکمی 3440و همکارانش در سال

 ٬ها را در بر دارد. این امر که در نتیجه عملکرد میتوکندری میباشد  رگ تأخیری نورونم های شیمیایی تحریکی گشته و نهایتأ

شود. آنها همچنین با استفاده از میکروسکوپ الکترونی نشان دادند که مرگ سلول های هرمی  باعث آپوپتوز و نکروز سلولی می

 [10. ]ن متعاقب آن اتفاق می ا فتددقیقه بعد از ایسکمی فراگیر گذرا و رپرفیوژ 14 ٬هیپوکامپ CA1ناحیه 

Zhou  با استفاده از وراپامیل از مرگ سلولی ناشی از متامفتامین جلوگیری کردندو ادعا کردند که  3440و همکاران در سال

 [18باشد. ]  به دلیل بلوک ورود کلسیم می

ر روی ایسکمی فوکال مغزی در مدل که بر روی اثرات محافظتی نیمودیپین ب 3443و همکاران در سال  Liuدر مطالعه 

( موجب کاهش ایسکمی مغزی در P=0.01حیوانی انجام گرفت، نتایج مطالعه نشان داد تجویز نیمودیپین به طور معناداری )

 [12. ]شود  های فرونتال می  لوب

Kobayashi  مشترک و مغزی پس از ایجاد یك ایسکمی مغزی توسط بستن شریان های کاروتید 1228و همکاران در سال 

را نشان دادند وادعا نمودند که این داروها میتواند نقش مهمی در بیمارانی که دچار ایسکمی  کلسیم بلوکرهااثر حفاظتی  ٬میانی

 [34. ]داشته باشد اند شدهمغزی 

د، نتایج نشان داد های آزمایشگاهی انجام ش  در کانادا بر روی موش 1221و همکاران در سال  Hosakaای که توسط  در مطالعه

( P=0.05میزان ایسکمی مغزی در گروهی که تحت درمان با وراپامیل بوده اند در مقایسه با گروه کنترل کاهش معناداری )

 [31اند ] داشته

 آپوپتوز القامتعاقب اثر نانوذره اکسید روی بر بهبود ایسکمی بواسطه  3BCLو  BaXبررسی بیان ژنهای  اهداف اصلی:

های اسیب دیده که کلیه مراکز خدمات درمان و نیز   بررسی میزان اثرات نانو ذره اکسید روی بر روی بافت بری:اهداف کار

 توانند از موارد مذکور استفاده نمایند.  مراکز بهداشت و مراکز تصویر برداری می
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 های مورد استفاده  ها وتکنیک  روش

 روش جراحی

هوش شدند. گروه  ( بیmg/kg04ه شاهد: موش هاتوسط پنتوباربیتال سدیم )گروجراحی تحت شرایط استریل انجام شد. 

های کاروتید مشترک دو طرف به   ( شریانmg/kg 04ایسکمی: بعد از بی هوش کردن موش هاتوسط پنتوباربیتال سدیم )

ها به منظور   و مغز آنذبح  ٬روز بعد از ایسکمی/ رپرفیوژن 0دقیقه بسته شد. سپس رپرفیوژن انجام شد. این گروه  34مدت 

 گردد به منظور بررسی کلی بافت عصبی انجام می E H&گردد. رنگ آمیزی   ( آماده سازی میH&Eرنگ آمیزی )

دقیقه انجام  34گروه آزمایشی: تزریق نانو به صورت داخل صفاقی یك ساعت بعد از ایسکمی انجام گرفت. ایسکمی به مدت 

 آماده سازی شد. H&Eروز ذبح ومغزآنهابه منظور رنگ آمیزی  0ش هابعد از انجام گرفت و مو شد. سپس رپرفیوژن

روز ذبح و مغزآنهابه منظور رنگ  0ها ی سالم با نانو: تزریق نانو به صورت داخل صفاقی انجام گرفت. موش هابعد از   گروه موش

 آماده سازی شد. H&Eآمیزی 

 

 پاتولوژی

 ست.انجام پاتولوژی شامل شش مرحله جداگانه ا

و رنگ آمیزی خللی ایجاد نکند. معمول ترین فیکساتور مورداستفاده  ای باشدکه دربافت فیکساسیون که باید به گونه (1

 باشد.  می ٪14فرمالین 

 نمونه برداری یا پاس دادن (3

پارافین(  -گزیلول -متانول -های مختلف )فرمالین  آبگیری وآغشتگی که توسط دستگاه تیشوپروسسورکه حاوی محلول (2

 باشد انجام شد.  می

 قالب گیری (0

 رش یا میکروتوم (5

ائوزین انجام شد که در آن هسته بنفش وسیتوپلاسم به رنگ صورتی در  –رنگ آمیزی روتین توسط هماتوکسیلین  (2

 آید.  می

 

 بررسی بیان ژن

تبدیل  cDNAهابه  mRNAمثل کیت سنتز تاکارا کلیه  cDNA های استاندارد سنتز  ده از روشفا: با استcDNAسنتز 

بررسی  Reference geneها بیان ژن یکی از انواع   cDNA شده وسپس جهت تایید مراحل استخراج و تبدیل آن به

تام با خلوص و انسجام مناسب  RNAبا کیفیت مناسب به دست آوردن  cDNA شود. یکی از مهم ترین عوامل در تولید  می

 است.

Real_time PCRیق دو روش سنجش میزان نور فولکولی پر کاربرد است؛ که در حقیقت تلهای م  تکنیك در بررسی ن: ای

شود   اده از سنجش نور فلئورسنت اندازه گیری میفبا است PCRاست. به این صورت که میزان محصول  PCRفلئورسنت و 

تابش شده از تکثیر قطعه هدف زمانی توسط دستگاه قابل تشخیص است که شدت نور تابش شده از محصول بیش تر از نور 

های   گویند که هر چه میزان بیان ژن بیشتر باشد تعداد سیکل  می CTزمینه باشد. به این مرحله زمانی واکنش سیکل آستانه یا 
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خواهد  بهمحاس "میانگین ±S.D."کمتر خواهد بود. در هر مورد  CTکمتری برای تولید محصول بیشتر نیاز است و در نتیجه 

 شد.

 

 (RT-PCR)cDNAواکنش کنترل 

های بدست   RNA یفیتتخمینی از ک و cDNA سنتز شد جهت اطمینان از صحت عملکرد کیت سنتز cDNAپس از اینکه 

 انجام شد. RT-PCR GAPDHآمده بوسیله پرایمرهای کنترل 

ل کلی که شام Master Mix جهت انجام چندین واکنش به صورت موازی و نیز به منظور کاهش خطای احتمالی ابتدا یك

Water  وcDNA  وMaster Mix PCR Amplicon ها و یك نمونه اضافی کنترل منفی   است را به ازای تعداد واکنش

 طبق جدول زیر آماده شد.

تشکیل شده است که برای اطمینان از عدم  cDNAو  Master Mix PCR Amplicon کنترل منفی از آب پرایمرها و

 گذاشته شد. PCRهای دیگر در داخل   ونه در کنار نمونهآلودگی مسترمیکس تهیه شده بعنوان یك نم

 cDNA(: مقادیر بکار گرفته شده جهت کنترل ساخته شده 1جدول )

Master Mix PCR Amplicon 10µl 

Template cDNA 2µl 

Nuclcase –free water 8µl 

 

 روشها و ابزار تجزیه و تحلیل داده ها

انجام گرفت. نتایج بصورت میانگین سه  Prismتوسط نرم افزار  Tukeyه و یك طرف ANoVAآنالیز نتایج توسط آزمون 

و کل نمونه آماری  Samplingآمار  Nگزارش شد. مطالعات برون تنی براساس فرمول  SD ± meanآزمایش جداگانه 

 گردد.  تعیین می

 

 فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژناز

که در گروه ایسکمی نانوذره سنجیده شد  MTTبا استفاده از رنگ  مغز تهای جدا شده ازباف  پس از یك ساعت تماس سلول

به ملح فومازونی مشاهده  MTTدریافت نموده با کاهش معناداری در فعالیت متابولیکی انزیم سوکسینات دهیدروژناز درتبدیل 

گروه کنترل سالم مشاهده کردیم (. در گروه ایسکمی که نانوذره دریافت ننموده است اختلاف معناداری را با P< 40441شد )

های برگرفته ازبافت مغز سالم که نانوذره دریافت نموده است مشاهده نمودیم.   وهمچنین اختلاف اماری را در گروه سلول

همچنین در گروه ایسکمی که نانوذره را دریافت کرده نسبت به گروه ایسکمی که نانو ذره دریافت نکرده کاهش معناداری 

(40441 >P ) مشاهده شد. در گروه سالمی که نانو ذره دریافت کرده نسبت به گروه سالمی که نانوذره دریافت نکرده کاهش

 مشاهده کردیم.
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 .های تجربی و شاهد  (: مقایسه فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژناز در نمونه1نمودار )

Tcگروه ایسکمی بانانو : Th با نانو : گروه سالمCc گروه ایسکمی :Chگروه سالم : 

 حاصل از سه بار تکرار آزمایش گزارش شده است. mean±SDنتایج به صورت 

 > P) 4041ی اختلاف معنادار با گروه کنترل است ) : نشان دهنده**

 (P< 40441)ی اختلاف معنادار با گروه کنترل است  : نشان دهنده***

 ROSاندازه گیری 

های استخراج شده از   به طورمشخصی درسلول (ROS)های فعال اکسیژن   شان داده شده است، تولید گونههمان گونه که ن

های تحت ازمایش که نانوذره دریافت نموده است نسبت به گروه کنترل سالمی که نانوذره   بافت مغز ایسکمی شده در موش

روه ایسکمی نیز نسبت به گروه سالمی که نانوذره دریافت . تولیددر گ(P<0.001دریافت ننموده است افزایش پیداکرده است )

باشد در گروه سالم نانوذره دریافت کرده اختلاف معناداری نسبت به کنترل سالم وجود داشت.   نکرده است نیز معنادار می

(P<0.01)رده است افزایش . همچنین گروه ایسکمی که نانوذره دریافت نموذه نسبت به گروه ایسکمی که نانو ذره دریافت نک

پیدا کرده است وگروه سالم که نانو ذره دریافت کرده نسبت به گروه سالمی که نانو ذره دریافت نکرده است افزایش معناداری 

 پیدا کرده است.
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 .های تجربی و شاهد  ژن در نمونههای فعال اکسی  تولیدگونه(: مقایسه 2نمودار )

Tcسکمی بانانو: گروه ای Th گروه سالم با نانو :Cc گروه ایسکمی :Chگروه سالم : 

ها   با کمك دستگاه اسپکترو فلوریمتر اندازه گیری شده که در بخش مواد و روش DFCH-DA توسط پروب ROS تولید

 نمایش داده شده است. mean±SD (n=3) توضیح داده شده است. در نمودارها

 P < 0.01)نادار با گروه کنترل است )ی اختلاف مع : نشان دهنده**

 P < 0.001)ی اختلاف معنادار با گروه کنترل است ) : نشان دهنده***

 اندازه گیری پتانسیل غشا

های استخراج شده از   درسلول (P<0.001)به طورمشخصی  (mmp)همان گونه که نشان داده شده است، تغییرپتانسیل غشا 

ت ازمایش که نانوذره دریافت نموده است نسبت به گروه کنترل سالمی که نانوذره دریافت های تح  بافت ایسکمی شده در موش

ننموده است افزایش پیداکرده است. تغییر پتانسیل غشا درگروه ایسکمی نیز نسبت به گروه سالمی که نانوذره دریافت نکرده 

افت کرده اختلاف معناداری نسبت به کنترل سالم وجود باشد اما در گروه سالم که نانوذره دری  می (P<0.001است نیزمعنادار )

نداشت. درگروه ایسکمی که نانوذره رادریافت کرده نسبت به گروه ایسکمی که نانوذره دریافت نکرده است پتانسیل غشا افزایش 

کرده اختلاف پیدا کرده است. همچنین گروه سالمی که نانوذره دریافت کرده نسبت به گروه سالمی که نانوذره دریافت ن

 حاصل ازسه بارتکرار آزمایش گزارش شده است. mean±SDنتایج به صورت معناداری وجودداشت. 
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 .های تجربی و شاهد  (: مقایسه تغییرات پتانسیل غشادر نمونه3نمودار )

Tcگروه ایسکمی بانانو : Th گروه سالم با نانو :Cc گروه ایسکمی :Chسالم : گروه 

nsی اختلاف معنادارباگروه کنترل است  : نشان دهنده**ی عدم اختلاف معنادار با گروه کنترل است. : نشان دهنده(P < 

0.01) 
 P < 0.001)ی اختلاف معنادار با گروه کنترل است ) : نشان دهنده***

 گلوتاتیون احیا

به عنوان  DTNBدازه گیری شد؛ که در این سنجش های ایزوله شده با دستگاه اسپکتروفتومتری ان  درسلول GSHسطوح 

بعد  GSHهای دریافت شده از هر چهار گروه افزوده گردید. همانگونه که نشان داده شده است. سطوح   به سلول GSHنشانگر 

یافته بود  از انکوباسیون سلولهایی که از بافت ایسکمی نانوذره دریافت کرده به طور معنادار نسبت به گروه کنترل سالم کاهش

(0.001>p در گروه سالم نانوذره دریافت نموده اختلاف معناداری وجود نداشت؛ اما گروه ایسکمی دارای اختلاف معناداری )

در گروه ایسکمی که نانوذره دریافت کرده نسبت به گروه ایسکمی که نانودذره دریافت نسبت به گروه کنترل سالم بوده است. 

عنا داری پیدا کرده است و درگروه سالم با نانوذره نسبت به گروه سالم که نانوذره دریافت کاهش م GSHسطح  نکرده است

 نکرده است کاهش معنا داری وجوددارد.

ها توضیح داده   با کمك دستگاه الایزاریدر اندازه گیری شده که در بخش مواد و روش DTNB توسط پروب گلوتاتیون احیا

 نمایش داده شده است. mean±SD (n=3) شده است. در نمودارها
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 .های تجربی و شاهد  در نمونهسطوح گلوتاتیون احیا(: مقایسه 4نمودار )

Tcگروه ایسکمی بانانو : Th گروه سالم با نانو :Cc گروه ایسکمی :Chگروه سالم : 

nsی اختلاف معنادار با گروه کنترل است ) ن دهنده: نشا***ی عدم اختلاف معنادار با گروه کنترل است. : نشان دهنده(P < 

0.001 
 گلوتاتیون اکسید

به عنوان  NEMهای ایزوله شده با دستگاه اسپکتروفتومتری اندازه گیری شد؛ که در این سنجش   درسلول GSSGسطوح 

 GSSGداده شده است. سطوح های دریافت شده از هر چهار گروه افزوده گردید. همانگونه که نشان   به سلول GSSGنشانگر 

بعد از انکوباسیون سلولهایی که از بافت ایسکمی نانو ذره دریافت کرده به طور معنادار نسبت به گروه کنترل سالم افزایش یافته 

. همچنین در گروه ایسکمی p<0.01)( امادر گروه سالم نانوذره دریافت نموده اختلاف معناداری وجود داشت )p<0.001بود )

(. در گروه ایسکمی که p<0.001نوذره دریافت ننموده است نسبت به گروه کنترل سالم اختلاف معناداری وجود داشت )که نا

افزایش معنا دار پیدا کرده است  GSSG نانودره دریافت کرده نسبت به گروهی که نانو ذره دریافت نکرده است سطح

(0.001>pدر گروه سالمی که نانوذره دریافت کرده نسب .) ت به گروه سالمی که نانو ذره دریافت نکرده است اختلاف معنا

با کمك دستگاه الایزاریدر اندازه گیری شده که در بخش مواد و  NEM توسط پروب گلوتاتیون اکسیدداری وجودددارد. 

 نمایش داده شده است. mean±SD (n=3) ها توضیح داده شده است. در نمودارها  روش
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 .های تجربی و شاهد  نمونه سطوح گلوتاتیون اکسید در(: مقایسه 5نمودار )

Tcگروه ایسکمی بانانو : Th گروه سالم با نانو :Cc گروه ایسکمی :Chگروه سالم : 

 

nsی اختلاف معنادار با گروه کنترل است  : نشان دهنده**ی عدم اختلاف معنادار با گروه کنترل است. : نشان دهنده

((p<0.01 ***نشان دهنده : ( 0.001ی اختلاف معنادار با گروه کنترل است>p) 

 آسیب به غشای لیزوزومی

های ایزوله شده با دستگاه فلوریمتری اندازه گیری شد؛ که در این سنجش از   میزان آسیب به غشای لیزوزومی درسلول

های دریافت شده از هر چهار گروه افزوده گردید. همانگونه   آکریدین اورنج به عنوان نشانگر آسیب به غشای لیزوزومی به سلول

که نشان داده شده است. سطوح فلوروسانس تهییج یافته بعد از انکوباسیون سلولهایی که از بافت ایسکمی نانوذره دریافت کرده 

ره دریافت نموده عدم اختلاف ( امادر گروه سالم نانوذp<0.001به طور معنادار نسبت به گروه کنترل سالم افزایش یافته بود )

معناداری وجود داشت. وگروه ایسکمی که نانوذره دریافت ننموده بود نسبت به گروه کنترل سالم اختلاف معنادارای مشاهده 

. در گروه ایسکمی که نانوذره دریافت کرده است نسبت به گروه ایسکمی که نانوذره دریافت نکرده است (p<0.001شد. )

زوزومی افزایش یافته است. گروه سالم دریافت کننده نانوذره نسبت به گروه سالم که نانوذره دریافت نکرده آسیب به غشا لی

توسط پروب آکریدین اورنج با کمك دستگاه فلوریمتری  است افزایش معنا داری پیدا کرده است. اسیب به غشای لیزوزومی

نمایش داده شده  mean±SD (n=3) شده است. در نمودارهاها توضیح داده   اندازه گیری شده که در بخش مواد و روش

 است.
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 .های تجربی و شاهد  نمونه درآسیب به غشای لیزوزومی (: مقایسه میزان 6نمودار )

Tcگروه ایسکمی بانانو : Th گروه سالم با نانو :Cc گروه ایسکمی :Chگروه سالم : 

 

nsتلاف معنادار با گروه کنترل است.ی عدم اخ : نشان دهنده 

 P < 0.001)ی اختلاف معنادار با گروه کنترل است ) : نشان دهنده***

 

 RNAاستخراج 

استخراج شد؛ که نتایج بدست آمده از  RNAها   روز از بافت آن 14ها تزریق شد و پس از زمان   نانوذرات اکسید روی به موش

 استفاده کرد. cDNAها برای سنتز   RNAاز این زیر است و میتوان ل به شک RNAاستخراج 

 استخراج شده توسط دستگاه نانودراپ. RNA(: نتایج بدست آمده از آنالیز 2جدول )

 گروه آزمایشی غلظت ng/µl 384/324نسبت  324/324نسبت 

 1گروه شماره  1344 8/1 8/1

 3گروه شماره  1344 8/1 8/1

 کنترل 3244 8/1 0/1

 

 GAPDHبرای ژن  Pcrروفورز محصول نتیجه ژل الکت

بخوبی  cDNA انجام شد و نتایج بدست آمده نشان داد که GAPDHسنتز از روی این نمونه برای پرایمر ژن  cDNA پس از

 اختلال ایجاد کند. Time PCR Realپرایمردایمر وجود ندارد که درواکنش شده و سنتز
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313bp 

 bpتعیین شد  212(: نتایج حاصل از ژل الکترو فورز. اندازه ژن7) مودارن

 

  RNAهای   در نمونه Baxژن  Real-Time PCRنتایج حاصل از آزمایش 

 Real-Timeاده شد. نتایج حاصل از آزمایش فاست Bax, Bcl2های   سنتز شده برای بررسی میزان بیان ژن cDNA از

PCR برای ژن Bax های ایسکمی   های ایسکمی دریافت کننده نانوذره نسبت به نمونه  دهد که بیان این ژن در نمونه  نشان می

 بدون نانوذره کمتربوده است.

 

باند مربوط  2 هر

 GAPDHبه ژن 

باشد  می  Ladder 
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 های دریافت کننده  شود بیان این ژن در نمونه  همانطور که دیده می Bax(: بررسی میزان بیان ژن 8نمودار )

 است.یافته های ایسکمی بدون نانوذره افزایش   نانوذره دارای ایسکمی نسبت به نمونه
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 RNAهای   در نمونه Bcl2 ژن Real-Time PCRنتایج حاصل از آزمایش 

 Real-Timeاده شد. نتایج حاصل از آزمایش فاست Bax, Bcl2های   سنتز شده برای بررسی میزان بیان ژنcDNA از 

PCR  برای ژنBcl2 های ایسکمی   نسبت به نمونه های ایسکمی دریافت کننده نانوذره  دهد که بیان این ژن در نمونه  نشان می

 است.کاهش یافته بدون نانوذره 

 

 
 

ریافت های ایسکمی د  شود بیان این ژن در نمونه  همانطور که مشاهده می Bcl2 (: بررسی میزان بیان ژن9نمودار )

 های ایسکمی کاهش یافته است  نسبت به نمونه کننده نانوذره
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 های ذوب  منحنی

باشد. از ژن   است که نشان دهنده اتصال اختصاصی پرایمر می Baxو  Bcl2های ذوب ژن های   نمودارهای زیرمنحنی

GAPDH .به عنوان مرجع استفاده شد 

 
ها اختصاصی متصل   باشد پرایمر  نمودار تک قله می که ازآنجایی Bcl2رسی منحنی ذوب ژن (: بر11نمودار )

 اند شده

 
 .اند شدهها اختصاصی متصل   باشد پرایمر  نمودار تک قله می که ازآنجایی Baxمنحنی ذوب ژن بررسی (: 11نمودار )
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 GAPDH(: منحنی ذوب برای 12دار )نمو

 های تکثیر  منحنی

شده است. شد ژن  محصول دوبرابر سیکل کدام در دهد  نشان می که است Baxو  Bcl2های   ژن های تکثیر  منحنی زیر نمودار

Bax های شاهد و نیز   های دریافت کننده نانوذره در سیکل پایین تری نسبت به نمونه  در نمونهGAPDH اکسپوننشیال  به فاز

الگوی اولیه بستگی دارد بنابراین  DNAسیکلی که در آن واکنش وارد فاز اکسپوننشیال میگردد به میزان  که ازآنجاییرسید و 

را در  Bcl2های تکثیر کاهش بیان ژن   های مورد آزمایش افزایش پیدا کرده است. همچنین منحنی  در نمونه Baxمیزان ژن 

ی آپوپتوز توسط نانوذرات اکسید روی القایافت کننده نانوذره نشان داد؛ که این نشان دهنده تاثیربه های ایسکمی در  نمونه

 باشد.  می
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 Baxهای مورد آزمایش بیان ژن   دهد در نمونه  که نشان می BCl2و  Baxهای   (: منحنی تکثیرهای ژن13) نمودار

 .اهش یافته استک BCl2افزایش و بیان ژن 

 

 
 Baxمنحنی تکثیر ژن  (:14نمودار )
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 بحث و نتیجه گیری

تحقیقات نشان داده است که نانوذرات خواص بیولوژیکی متعددی ازجمله ضد ویروسی و ضد میکروبی داشته باشند. نتایج این 

به موش تزریق شد این نانو ذرات در سلولهای ایسکمی شده بافت  دهد که هنگامی که نانو ذره اکسید روی  تحقیق نشان می

مشخص است از طریق افزایش نسبت  Real –Time PCRهای آپاپتوزی را فعال کرده وهمانطور که از نتایج   مغز موش ژن

ینهای غلظت پروتئ BAX/BCl2دهد با افزایش نسبت   مرگ برنامه ریزی شده سلول را افزایش می BC l2به  BAXبیان 

BAX یابد در نتیجه باعث آزاد سازی سیتو کروم شده و   یابد واز سیتوپلاسم به غشای میتوکندری انتقال می  افزایش می

 کند.  ء میالقاشده و آپاپتوز را  DNAباعث آسیب  2را فعال کرده و با فعال کردن کاسپاز  2کاسپاز 

ه بود کاهش چشمگیری در فعالیت آنزیم سوکسینات دهیدروژناز در در این تحقیق در گروه ایسکمی که نانو ذره دریافت کرد

 به ملح فورمازونی مشاهده شد که نشان دهنده افزایش مرگ سلولی در گروه مورد نظر بود. MTTتبدیل 

سیژن های عامل اک  گلوتاتیون احیا که به دلیل خاصیت آنتی اکسیدانی قوی که دارندباعث حفاظت از اجزای سلولی دربرابرگروه

باعث کاهش مقاومتی آنتی اکسیدانی  GSSGنسبت به  GSHدار مانند رادیکالهای آزادمی شود بنابراین کاهش سطح 

بعد از انکوباسیون سلولهایی که از بافت ایسکمی نانو ذره دریافت کرده نسبت به گروه  GSHشود در این آزمایش سطح   می

 کنترل سالم کاهش پیدا کرده بود.

داز انکوباسیون سلولهایی که از بافت ایسکمی نانو ذره دریافت کرده نسبت به گروه کنترل سالم افزایش پیدا بع GSSGسطوح 

 کرده بود.

های استخراج شده از بافت مغز ایسکمی شده در موشهای تحت آزمایش که نانو ذره   تغییر پتانسیل غشای سلول در سلول

 که نانو ذره دریافت ننموده است افزایش پیدا کرده است.دریافت نموده است نسبت به گروه کنترل سالمی 

های استخراج شده از بافت مغز ایسکمی شده در موشهای تحت آزمایش که   در سلول (ROSهای فعال اکسیژن )  در تولید گونه

 ده است.نانو ذره دریافت نموده است نسبت به گروه کنترل سالمی که نانو ذره دریافت ننموده است افزایش پیدا کر

شود که اغلب نانو ذرات دارای سمیت   بنابر این با توجه به نتایج حاصل از این تحقیق و تحقیقات گذشته نتیجه گیری می

 القاباشدکه مرگ سلولی را   سلولی هستند که این سمیت ایجاد شده از طریق آسیب به غشای سلول و تولید رادیکالهای آزاد می

که باعث  DNAهای داخل سلولی مانند میتوکندری و آسیب به کروموزوم و   عث آسیب به اندامكکند همچنین نانوذرات با  می

 شود.  ی سمیت ژنی میالقا

 از پس BAX بیان بررسی به (1285) همکاران و آوری نامکند.   های دیگررانیز تائید می  نتایج این تحقیق نتایج تحقیقات گروه

 پس تحقیق این در آنها بیان به پرداختند. منیزیم کلرید با درمان و بالغ موش مغز کتیحر- حسی کورتکس بر سرمایی شوک یالقا

 BAX بادی آنتی از آپوپتوزی سلولهای بررسی برای و شد پرداخته عصبی سلولهای در آپوپتوز بررسی به سرمایی شوک ایجاد از

 به نکردند( دریافت دارو اما شد وارد آنها به سرمایی شوک که )موشهایی مدل موشهای در BAX که داد نشان نتایج و شد استفاده

 بود؛ کمتر آن بیان کردند( دریافت دارو و شد وارد آنها به سرمایی شوک که )موشهایی درمان گروه در و شد بیان زیادی میزان

 سبب مغزی ادم از یناش اکسیداتیو استرس یعنی است شده آپوپتوز یالقا باعث سرمایی شوک که گرفت نتیجه میتوان بنابراین

 [13] است. شده مغزی بافت های  سلول BAX شدن فعال
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 بررسی صحرایی موش قلب در BAX و BCL2 آپوپتوز ژنهای بیان بر داکسوروبیسین داروی اثر 1223 پور کریم و گرجی محمدی

 نتیجه در و C سیتوکروم شدن دآزا میتوکندری غشاء به آسیب موجب اکسیژن آزاد رادیکالهای تولید با داکسوروبیسین کردند.

 داخلی غشاء در که BCL2 های  پروتئین خانواده وسیله به C سیتوکروم شدن آزاد شود.  می کاردیومایوسیتها در آپوپتوز ءالقا

 در قلبی حفرات اتساع باعث داکسوروبیسین که داد نشان مطالعه این از حاصل نتایج شود.  می کنترل اند شده واقع میتوکندری

 در فیبروز میزان داکسوروبیسین تزریق اتمام از بعد هفته سه که کرد مشخص مطالعه علاوه به میشود. کنترل گروه با قایسهم

 ژن بیان افزایش باعث داکسوروبیسین مطالعه این در است. نموده پیدا کنترل گروه به نسبت داری معنی افزایش قلب بافتی فضای

 و BAX ژن بیان افزایش با گردید. کنترل گروه با مقایسه در BCL2 ژن بیان کاهش موجب حال عین در و BAX آپوپتوتیك پرو

 نسبت آن پذیری نفوذ نتیجه در و یافت افزایش میتوکندری غشاء ناپایداری داکسوروبیسین تزریق از بعد BCL2 ژن بیان کاهش

 نتیجه در و میتوکندری غشاء آسیب باعث روبیسینداکسو تزریق که گرفت نتیجه میتوان لذا کرد. پیدا افزایش C سیتوکروم به

 [12] است. شده صحرایی موش میوکارد در داخلی مسیر طریق از آپوپتوز ایجاد

های اریتروسیت از   ( نشان دادند که نانوذرات اکسید روی در سلول3410همچنین در تحقیق دیگر وانگ و همکاران در سال )

شود که نتایج این تحقیق با نتایج   ها باعث آپوپتوزیس می  در این سلول /BCL2 BAXهای   طریق افزایش نسبت بیان ژن

 تحقیق ما سازگاری دارد.  BCL2 و BAXهای   حاصل از بررسی میزان بیان ژن

، کری ثابت کرد که نانوذرات اکسیدروی در محیط کشت منجر به تولید رادیکال آزاد اکسیژن شده و به دنبال 3442در سال 

 [15ن آسیب اکسیداتیو و التهاب و مرگ سلول میشود. ]آ

هاوو و چن گزارش داد ندکه نانوذره اکسید روی باعث کاهش قابل توجهی در فعالیت های آنزیمی گلوتاتیون پراکسیداز و 

به طور قابل توجهی در نتایج حاصل از مطالعه ژاوو و همکاران نشان داد که تولید رادیکال های آزاد اکسیژن کاتالاز میشود. 

 میلیگرم بر لیتر نانوذرات اکسید روی افزایش یافته بود.  144و  54غلظت 

گردد و این وقایع استرس   کند وسبب کاهش عملکردمیتوکندری می  غلبه میبردفاع آنتی اکسیدانی سلولی  ROSتولید بالای 

شود. در تحقیق ما نیزافزایش چشم گیری درتولید   پوپتوز میاکسیداتیورا افزایش داده و منجربه آسیب سلولی از جمله آ

های ایسکمی که نانوذره رادریافت کرده بودند مشاهده شد که این باعث غلبه بر دفاع آنتی   ن در گروهژهای فعال اکسی  گونه

تایج بدست آمده از اندازه شود. نتایج این تحقیق با ن  اکسیدانی سلول و درنتیجه کاهش عملکرد میتوکندری و نهایتا مرگ می

 در تحقیق ما مطابقت دارد.  ROSگیری 

شود. در نتیجه   آن درغشا میتوکندری موجب تغییر پتانسیل این غشا وآزادسازی سیتوکروم میفتن و قرار گر Baxفعال شدن 

ممکن است از مسیر  Baxدیگر ف شود. از طر  می DNAموجب آسیب به  2فعال شده وبا فعال کردن کاسپاز  2کاسپاز 

 باعث متراکم شدن کروماتین و فراگمنتاسیون AIFکند. در این حالت فاکتوری به نام  القاغیروابسته به کاسپاز، آپپتوز را 

DNA  .می شود 

 

 پیشنهادات

مسیر های دیگر   توان بیان ژن  بررسی شد. به منظور تحقیقات دقیق تر می Bax, Bcl2های   در این تحقیق بیان ژن (1

 های تحت تیمار با اکسید روی بررسی کرد.  آپوپتوز را در ایسکمی موش

 های آپوپتوز و ضدآپوپتوز در موش ایسکمی رت ویستار  ها بر روی میزان بیان ژن  بررسی سایر نانوذره (3
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 .. بررسی شود.های موش مانند ریه طحال و .  های مسیر اپوپتوزمتعاقب اثرات نانوذره اکسید روی درسایربافت  بیان ژن (2
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