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  چکیده

به روش  (GPx)هاي گوشتی بر بیان ژن گلوتاتیون پراکسیداز بذر گیاه خار مریم در جیره جوجه وB1اثرات آفلاتوکسیندر این تحقیق 

چهار تیمار اعمال شده . تکرار صورت گرفت 6تیمار و  4این آزمایش در قالب یک طرح کاملاً تصادفی با . نیمه کمی مورد بررسی قرار گرفت

) 3هر کیلو گرم خوراك،  درB1آفلاتوکسین ppb500)2، )و بذر گیاه خار مریمB1بدون دریافت آفلاتوکسین(شاهد ) 1عبارت بودند از؛ 

. درصد بذر گیاه خار مریم در هر کیلوگرم خوراك 1و  B1آفلاتوکسین ppb500) 4درصد بذر گیاه خار مریم در هر کیلوگرم خوراك،  1

پس از استخراج. نمونه بافتی کبد جمع آوري گردید 3و از هر تکرار به طور تصادفی روزگی انجام گرفت  35کشتار جوجه ها در سن 

RNAاز بافت کبد رونویسی معکوس به عمل آمد و سپس واکنش زنجیره اي پلی مراز(PCR)  گلوتاتیون پراکسیداز جهت تکثیر ژن

نتایج نشان داد که . ر روي ژل الکتروفورز برده شدمحصولات حاصل از واکنش زنجیره اي پلی مراز جهت نمایان سازي ب. صورت گرفت

. را افزایش داد GPxرا کاهش داد، اما بذر گیاه خار مریم بیان ژن  GPxآفلاتوکسین بیان ژن 

.بیان ژن، (PCR)اي پلی مراز ، بذر گیاه خار مریم، واکنش زنجیرهB1گلوتاتیون پراکسیداز، آفلاتوکسین:هاي کلیديواژه 

  

  مقدمه 

کبد ). 1(سمی ترین و سرطانزاترین نوع آفلاتوکسین هاست که سرطانزایی آن در انسان و حیوان به اثبات رسیده است  B1توکسینآفلا

مطالعات انجام شده در آسیا و ). 8(ها در تبدیلات زیستی سم درگیر می باشند ها هستند، زیرا آنهاي اصلی تجمع آفلاتوکسینو کلیه، اندام

-علت اثر مشخص آفلاتوکسینبه . هاي غذائی حاوي آفلاتوکسین از عوامل ایجاد سرطان کبد در انسان هستنددهد که جیرهمیآفریقا نشان 

B1 تواند یکی از عوامل ممکن در در ایجاد سرطان کبدي در حیوانات آزمایشگاهی، تصور بر این است که تماس مزمن انسان با این سم می

هاي کبدي  اثر مستمر آفلاتوکسین بر روي سلول). 3(ها در دنیا است، باشد ترین تومورر، که یکی از متداولایجاد کارسینوماي هپاتوسلولا

، mRNAهستند، جلوگیري از فعالیت  RNAو  DNAمرازهایی که مسئول سنتز و ممانعت از عمل پلی DNAشامل؛ عمل متقابل با 

شواهد موجود حکایت از آن دارد که سیلی مارین هاي موجود . تز پروتئین می باشدتغییر دادن مورفولوژي یا شکل هسته و کاهش در بیوسن

اکسیدان قوي عمل کرده و از فعالیت تواند به عنوان یک آنتیسیلی مارین می: کنددر گیاه دارویی خار مریم به روش هاي مختلفی عمل می

). 9(تواند تحت تأثیر قرار دهد لوتاتیون و سوپر اکسید دیسموتاز را میو سیستم آنزیمی مرتبط با گ). 7(هاي آزاد جلوگیري کندرادیکال

شود و در سنتز هاي کبدي میهمچنین به عنوان تنظیم و تثبیت کننده تراوایی غشاي سلولی که مانع از ورود سموم کبدي به درون سلول

RNA مارین موجود در اند که سیلیت زیادي تاکنون نشان دادهمطالعا ).4(شود هاي کبد میریبوزومی نقش دارد که باعث بازسازي سلول

توان به لذا، از گیاه خار مریم می ).2(باشد هاي آفلاتوکسین نیز میهاي بدن ندارد و قادر به کاهش زیانگیاه خار مریم آثار سوئی بر بافت

  .ردسوء آفلاتوکسین بر کبد نام ب عنوان یک داروي گیاهی مناسب از بین بردنده آثار

  ها  مواد و روش
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 ppb500) 2، )و بذر گیاه خار مریم B1بدون دریافت آفلاتوکسین(شاهد ) 1چهار تیمار اعمال شده در این پژوهش بدین ترتیب بود؛ 

 درصد 1و  B1آفلاتوکسین ppb500) 4درصد بذر گیاه خار مریم در هر کیلوگرم خوراك،  1) 3در هر کیلو گرم خوراك، B1آفلاتوکسین

ها روزگی از هر تیمار به طور تصادفی سه جوجه کشتار گردید و از بافت کبد آن 35در سن . بذر گیاه خار مریم در هر کیلوگرم خوراك

هاي استریل قرار داده شده و بلافاصله در داخل تانک هاي کبد برداشت شده بلافاصله درون میکروتیوبنمونه. نمونه گیري به عمل آمد

خریداري شده از  Total RNA isolation kitهاي بافتی کبد، کیت از نمونه RNAبه منظور استخراج . فریز گردیدندحاوي ازت مایع 

پس از . مراحل انجام کار بر اساس پروتوکل پیشنهادي توسط شرکت سازنده انجام شد. مورد استفاده قرار گرفت DENAzist Asiaشرکت

ز بافت کبد مقدار مشخصی از هر نمونه براي انجام مرحله نسخه برداري معکوس و ساخت استخراج شده اي RNAبررسی کمیت و کیفیت 

cDNA  توسط کیتReverse Aid H Minus ها در سطح به منظور  بررسی  بیان ژن. شرکت فرمنتاز مورد استفاده قرار گرفتRNA 

House)جع ابتدا از نظر بیان ژن مر cDNAتمام نمونه هاي . استفاده شد RT-PCRاز روش  Keeping) ژن مرجع . ارزیابی شدند

Glyceraldehyde)انتخاب شده در این پژوهش، گلیسر آلدئید فسفات دهیدروژناز  3-phosphatedehydrogenase: GAPDH) 

  . بود

  بترتیب عبارت بودند از؛ GPxو  GAPDHتوالی آغازگرهاي به کار رفته براي ژن 

 CCTCTCTGGCAAAGTCCAAG:آغازگر رفت

  CAACATCAAATGGGCAGATG: آغازگر برگشت

  TTGTAAACATCAGGGGCAAA: آغازگر رفت

  TGGGCCAAGATCTTTCTGTAA:آغازگر برگشت

ثانیه  30درجه سانتی گراد  94، )واسرشته سازي اولیه(دقیقه  3درجه سانتی گراد به مدت  94برنامه دمایی تکثیر عبارت بود از؛ 

درجه  72و ) بسط آغازگرها(ثانیه  30درجه سانتی گراد  72، )اتصال آغازگرها(ثانیه  30سانتی گراد درجه  62، )واسرشته سازي ثانویه(

این مرحله با . درصد الکتروفورز شد 2روي ژل آگاروز  RT-PCRمحصول هر واکنش . دقیقه بود) بسط نهایی آغازگرها(10سانتی گراد 

هایت پس از رنگ آمیزي ژل با اتیدیوم بروماید و بر اساس اندازه باندهاي مشاهده شده ساعت انجام گردید و در ن 1و به مدت  75ولتاژ ثابت 

.تفسیر صورت گرفت

  نتایج و بحث

ها و گلوتاتیون پراکسیدازها درون سیتوزول در تبدیل پراکسید هیدروژنهاي آنتی اکسیدانی مانند کاتالاز در درون پراکسیزومآنزیم

اگر پراکسید هیدروژن بر ). 5(به آب و هیدروژن مولکولی نقش دارند) باشدو بطور بالقوه بسیار مضر می که یک عامل اکسید کننده قوي(

در حالی که، تجزیه پراکسید . کندروي غشاي داخلی میتوکندري و درون ماتریکس میتوکندري تجزیه گردد به این نقاط آسیب وارد می

هایی که شود سلولپیش بینی می. آوردیتوکندري و یا به سیتوزول آسیب وارد میهیدروژن در خارج از میتوکندري به غشاي خارجی م

نشان دهنده باندهاي ایجاد شده ) 1-1(شکل ). 10(هاي اکسیداتیو آسیب پذیر خواهند بود ها کم باشد به آسیبها در آنمقدار این آنزیم

بیان ژن .چ اختلافی بین تیمارهاي مختلف مشاهده نمی شوددر بیان ژن کنترل می باشد و همانطور که در شکل دیده می شود هی

گلوتاتیون پراکسیداز در تیمار دوم که به تنهایی آفلاتوکسین مصرف شده بود در مقایسه با تیمار شاهد کاهش پیدا کرد که این نتایج با 

رسد ی استفاده شده بود افزایش پیدا کرد که بنظر میاما در تیمار سوم که از بذر گیاه خار مریم به تنهای. مطابقت داشت) 11(نتایج تحقیق

همچنین بیان ژن مذکور در تیمار چهارم که از بذر . هاي موجود در بذر گیاه خار مریم باعث افزایش بیان این ژن گردیده استمارینسیلی
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هاي سمی بوجود آمده از ه به اینکه متابولیتبا توج). 2- 1شکل (گیاه خار مریم و آفلاتوکسین همزمان استفاده شده بود افزایش پیدا کرد 

توان به عنوان یک داروي بسیار مناسب براي شود، این گیاه را میآفلاتوکسین در صورتیکه با گلوتاتیون پراکسیداز باند شود از بدن دفع می

راکسیداز باعث ایجاد اختلال در تبدیل اکسیدانی گلوتاتیون پکاهش در بیان ژن آنتی. از بین بردن اثرات مضر آفلاتوکسین مفید دانست

افزایش سطح پراکسید هیدروژن درون سلول . شودهاي کبدي  میهاي هیدروکسیل در سلولپراکسید هیدروژن به آب و تداوم رادیکال

فعالیت گردد و بدین وسیله موجب افزایش سطح سوپر اکسید در درون سلول و کاهش باعث کاهش فعالیت سوپر اکسید دیسموتاز می

  ).6(گردد دیگرآنزیم آنتی اکسیدانی یعنی کاتالاز می

  

  
باشدبر روي ژل آگاروز می GAPDHنشان دهنده باندهاي تشکیل شده در ژن  1- 1شکل 

  

  
  باشد ژل آگاروز میبرروي GPxنشان دهنده باندهاي تشکیل شده در ژن 2- 1شکل 
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Abstract  

In this study, the effects of Aflatoxin B1 and thistle seeds on GPx gene expression was evaluated by semi-
quantitative method. The experiment in a completely randomized design with 4 treatments and 6 replicates were.
The four treatments were applied: 1) control (without aflatoxin B1 and thistle seeds), 2) ppb 500 aflatoxin B1 per 
kg of feed, 3) 1 percent of thistle seeds per kg of feed, 4) ppb 500 Aflatoxin B1 plus 1 percent of thistle seed 
plant per kg feed. Slaughter chickens at 35 days old were randomly selected from each of three replicate samples 
of liver tissue were collected. RNA extraction and reverse transcription was performed in liver tissue and 
polymerase chain reaction (PCR) for the amplification of genes were GPx. Polymerase chain reaction products 
by gel electrophoresis was used to detect the building. Banding on agarose gel in various experimental 
treatments were compared. The results showed that decreased expression of GPx in the second, but the in third 
and fourth treatments increased.

Key words: GPx, Aflatoxin B1, Thistle seeds, Polymerase chain reaction (PCR), Gene expression

  


