
 

١٠٠ 

Arak Medical University Journal (AMUJ)                                                                                      Original Article   
              2017; 20(119): 100-112 

 
Investigation into Regeneration Mechanism of Hydroalcoholic Lavender 

(Lavandula officianalis) Extract through the Evaluation of NT3 Gene 
Expression after Sciatic Nerve Compression in Rats 

 
Fereshteh Naderi Allaf1, Maryam Tehranipour2*, Khadijeh Nejad Shahrokh Abadi3 

 
1. MSc in Cellular Developmental Biology, Department of Biology, Mashhad Branch, Islamic Azad University, 
Mashhad, Iran 
2. Associate Professor, PhD in Animal Physiology, Department of Biology, Mashhad Branch, Islamic Azad 
University, Mashhad, Iran 
3. Assistant Professor, PhD in Molecular Genetics, Department of Biology, Mashhad Branch, Islamic Azad 
University, Mashhad, Iran 
 
Received: 21 Jan 2017, Accepted: 15 Mar 2017 
 
Abstract 

Background: Retrograde transport to the alpha motoneurons causes spinal degeneration. The 
neurotrophic factor (NT3) increases the number of myelinated axons in the dorsal root, leads to 
differentiation and survival of sensory neurons, parasympathetic motoneurons and prevents cell death. 
Lavender is a plant in the family Lamiaceae which is reported to have antioxidant, antispasmodic, diuretic, 
anti-asthmatic, refrigerant, and antipyretic effects. This study examined NT3 gene expression changes 
after sciatic nerve compression in rats, in the presence of Lavandula officinalis extract.   

Materials and Methods: Lavender Soxhlet hydroalcoholic extraction was prepared. 36 male 
Wistar rats were randomly divided into 3 groups including control, compression and treatment 
(compression group + hydroalcoholic extract of Lavender injections 75mg/kg) groups. In controls the 
muscle was opened without damage to gain access to the sciatic nerve. In compression and treatment 
groups, the sciatic nerve (right leg) was compressed. The extract was injected intraperitoneally in two 
occasions. A biopsy was taken from the spinal cord segments L4-L6 on day 28, total RNA was extracted 
and cDNA was synthesized and NT3 gene expression changes were analyzed by ANOVA test by using 
SPSS software.   

Results: The results showed that NT3 gene expression had a significant reduction in compression 
group compared to the control group (p<0.001) and it had a significant increase in treatment group 
compared with the compression group (p<0.001). 

Conclusion: A significant increase in gene expression shows that Lavandula officinalis 
hydroalcoholic extract improves nerve regeneration via NT3 gene expression.   

Keywords: Compression, Lavandula officinalis, NT3 gene, Sciatic nerve regeneration.  
 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding Author: 
Address: Department of Biology, Mashhad Branch, Islamic Azad University, Mashhad, Iran 
Email: maryam_tehranipour@mshdiau.ac.ir 

100  



 

١٠١ 

  مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك                                                                                        مقاله پژوهشی                           
  100-112، 1396 اردیبهشت)، 119(شماره پیاپی  2ماره ، ش20سال                                                                                                                       

 
  بررسی مکانیسم اثر ترمیمی عصاره هیدروالکلی گیاه اسطوخودوس 

(Lavandula officianalis)  از طریق ارزیابی بیان ژنNT-3  پس از
 کمپرسیون عصب سیاتیک در رت

 
 3، خدیجه نژاد شاهرخ آبادي*2، مریم طهرانی پور1فرشته نادري علاف

  
  کارشناسی ارشد سلولی تکوینی، گروه زیست شناسی، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایران.1
  دانشیار، دکتراي تخصصی فیزیولوژي جانوري، گروه زیست شناسی، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایران.2
  واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامی، مشهد، ایراناستادیار، دکتراي تخصصی ژنتیک مولکولی، گروه زیست شناسی، .3
 

 25/12/95تاریخ پذیرش:  2/11/95تاریخ دریافت: 
  

  چکیده
فاکتور نوروتروفیـک  شوند.  می نخاع در مرکزي دژنراسیون سبب و رسیده آلفا هاي ننورو به اعصاب ضایعات هدف: و زمینه

)NT-3هـا   هاي حسی، پاراسـمپاتیک و موتونـورون   خلفی، تمایز و بقاي نوروندار در ریشه  هاي میلین ) موجب افزایش آکسون
 ضد اسپاسم، مدر، اکسیدانی، آنتی بوده و اثراتنعنائیان خانواده  از اسطوخودوس گیاه کند. شده و از مرگ سلولی جلوگیري می

 کمپرسـیون  از پـس  NT-3 ژن بیـان  تغییرات پژوهش این در .است شده گزارش آنآنتی اسپاسمودیک و  ضد آسم، تب بر
  گردید. بررسی  Lavandula officinalis گیاه هیدروالکلی عصاره حضور در رت سیاتیک عصب

 به تصادفی به طور نژاد ویستار رت راس 36 .شد تهیه سوکسله روش به اسطوخودوس هیدروالکلی عصاره :ها مواد و روش
 ،کنتـرل  گـروه  شـدند. در  تقسیمگرم بر کیلوگرم)  میلی 75 عصاره تزریق + کمپرسیون( تیمار  و کمپرسیون کنترل، گروه 3

 راسـت تحـت   پاي سیاتیک عصب تیمار، و کمپرسیون هاي گروه شد. در شکافته آسیب بدون سیاتیک عصب محل در عضله
نمونـه   نخـاع   L4-L6 از قطعـات  28در روز  شد. تزریقنوبت  دو در صفاقی داخل صورت به عصاره .گرفت قرار کمپرسیون

و آزمون آنووا  SPSSبا نرم افزار  NT-3 ژن بیان تغییرات و گردید سنتز cDNA و استخراج Total RNA ،شد برداري
  .شد بررسی
درگـروه   و  )p>001/0(دار معنـی  کـاهش  شاهد به نسبت کمپرسیون گروه در NT-3 ژن بیان که نشان داد نتایج :ها یافته

  ).p>001/0(ستا معنی داري داشته افزایش کمپرسیون با مقایسه تیمار در
 افزایش با Lavandula officinalis گیاه الکلی هیدرو دهد که عصاره نشان می ژن بیان معنادار افزایش :گیري نتیجه

  .شود دیده می آسیب هاي نورون رژنراسیون پیشبرد موجب NT-3 ژن بیان
  .NT-3ژن  سیاتیک، عصب ترمیم تخریب، ،:  Lavandula officinalisواژگان کلیدي
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  مقدمه
تحقیقات نشان داده که قطع عصب سیاتیک موجـب  

هاي موجود در گـانگلیون ریشـه پشـتی یـا      کاهش تعداد نورون
DRG )Dorsal Root Ganglion   نخاع از طریـق مـرگ (

هـا،   هـاي نـوروتروفین   پس از ضایعه بیان ژن گردد. اپتوتیک می
کنـد کـه ایـن بـه      ها تغییـر مـی   هاي آن نوروترانسمیترها وگیرنده

  ها است.  ترمیم نورونضرر 
 Brain-Derived) خـــانواده نــــوروتروفین 

Neurotrophic Factor) BDNF, (Neurotrophin-
3) NT3 (Nerve Growth Factor) NGF  از

کـه در   ،باشـند  ترین فاکتورهاي رشد در سیستم عصبی مـی  مهم
رشد، ترمیم و بازسازي و نهایتا بقاي بافت عصبی نقـش مهمـی   

هـا نقـش خـود را از طریـق دو نـوع       این پروتئینکنند.  را ایفا می
ــده اختصاصــی  Trks  Tropomyosin-related گیرن

kinase receptors)(  شـامل )TrkA, TrkB, TrkC و (
) p75NTR)(Neurotrophin p75 receptorعمـومی ( 

از طریق پردازش درون سـلولی   ها نمایند. نوروتروفین می اعمال
ــزیم  ــطه آنـ ــا واسـ ــانواده بـ ــاي خـ  PC  )Proproteinهـ

canverteses enzymes ( ) furin, PC1/PC3, 

PC2, PC4, PC5, PACE4, PC7/LPC ــال ) فع
هـاي   گردند. با توجـه بـه وسـعت معلولیـت ناشـی از آسـیب       می

هـاي زیـادي    نخاعی و افزایش روز افزون مبتلایان به آن تـلاش 
از جملـه راهکارهـاي    براي ترمیم این ضایعه انجام شـده اسـت.  

هاي پیـاز   هاي شوان، سلول اع پیوند بافت جنینی، سلولترمیم نخ
هـاي   هاي بنیادي جنینی، مغـز اسـتخوان و سـلول    و سلول بویایی

توان نـام بـرد. در مـواردي از ژن درمـانی و      بنیادي عصبی را می
 ,NGF BDNF هاي موثر در ترمیم از قبیـل   وارد نمودن ژن

NT-3, فیبروبلاسـت) یـا   هاي تمایزیافته (ماننـد   به درون سلول
در پسـتانداران، سیسـتم   هاي بنیـادي اسـتفاده شـده اسـت.      سلول

اي بــراي تغییــر در طــول  عصــبی داراي ظرفیــت قابــل ملاحظــه 
هاي  هاي مرتبط با رشد آکسون، مکانیسم زندگی است. بیان ژن

انتقال آکسون، دسترسی به فاکتورهاي رشـد، تولیـد مـاتریکس    

دهنـده سـلولی، فعالیـت     هـاي اتصـال   خارج سـلولی و مولکـول  
 .)1(ها و نفوذ گلیاها همه در ترمیم آکسون تاثیر دارند سیتوکین

ترمیم و بازسازي بافت عصبی مستقیما برکیفیت زندگی موجود 
گذارد. اگرچه تجربیات فراوانی در زمینـه تـرمیم عصـب     اثر می

رسد که کافی یا مناسب نبوده و  کسب شده است، اما به نظر می
دنبال راهکارهاي جدیدي هستند تا بتوانند ه شمندان بهمواره دان

اثر ضایعه را به حداقل رسانده و موجبات بازسازي عضو آسیب 
ــه    ــایی کــــ ــازند. از آنجــــ ــراهم ســــ ــده را فــــ  NTsدیــــ

)Neurotrophins    ــوم اعصـــاب ــین علـ ــط متخصصـ ) توسـ
تر بر روي عملکردشان در دستگاه  شناسایی شدند، در ابتدا بیش

تمرکز شـد، بـا ایـن وجـود شـواهد بسـیاري از       عصبی مطالعه و 
هایی در  ها بر روي رشد یا بروز بیماري عملکردهاي تنظیمی آن

نیـز وجـود    )2(خارج از دستگاه عصبی مانند بافـت قرنیـه چشـم   
هاست که در رشـد و   ژنی از خانواده نوروتروفین NT-3دارد. 

 هـا در دوران جنینـی   نمو دستگاه عصبی، تکوین و تمایز نورون
ــورون    ــاي ن ــث بق ــد و باع ــش دارن ــیاري از    نق ــال بس ــه دنب ــا ب ه

ــیب ــی  آسـ ــبی مـ ــاي عصـ ــانواده   هـ ــتانداران خـ ــوند. در پسـ شـ
 ,BDNF ها از چهـار عضـو تشـکیل شـده اسـت:      نوروتروفین

NGF, NT-3, NT-4/5 )3 ،4.( هـاي دیگـري    نوروتروفین
شـناخته شـده انـد کـه محـدود بـه         NT-6 , NT-7هم مانند  

ر پسـتانداران ارتولـوگی ندارنــد. از روي ژن   هـا بـوده و د   مـاهی 
صـورت  ه هـاي سـاختاري ب ـ   سـري پـروتئین   ها یـک  نوروتروفین

شوند که پس از پردازش به فرم دایمر به درون  ساز کد می پیش
. ایـن شکســت  )5، 2(گردنـد  فضـاي خـارج سـلولی ترشــح مـی    

 هــاي اي و توســط آنــزیم هــاي ویـژه  پروتئولیتیـک در جایگــاه 

گیرد که براي عملکرد  ) صورت میPCsپروپروتئین(کانورتاز 
ــرخلاف سیســتم عصــبی  )3(هــا ضــروري اســت نــوروتروفین . ب

دهی  مرکزي، فیبرهاي عصبی محیطی قادر به بازسازي و عصب
هـاي   درمـان  رسد امروزه به نظر می باشند. هاي دیستال می هدف

هـاي مـوثر در رشـد     وابسته بـه سـلول و نیـز وابسـته بـه مولکـول      
دنبال خواهنـد داشـت   ه ها) نتایج بهتري را ب (نوروتروفین عصب

چرا که بر تقویت ترمیم طبیعی بافت عصبی استوار اسـت. قطـع   
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هـاي عصـبی و تخریـب     عصـب سـیاتیک یعنـی تخریـب سـلول     
ها منجر بـه کـاهش شـدید اکسـیژن و مـواد غـذایی        آستروسیت

شود. در ایـن زمـان    هاي عصبی محل آسیب می مورد نیاز سلول
هاي آستروسـیت سـالم اطـراف محـل آسـیب دیـده بایـد         لسلو

نقش نوروتروفیکی خود را تشدید کنند و عـلاوه بـر ایـن، بایـد     
ــه کمــک     رشــته ــاي قطــع شــده دیســتال (دور از محــور) را ب ه

ماکروفاژها پاکسازي کنند تا فضا براي رشد رشـته پروگزیمـال   
هـا اثـر خـود را بـا      (متصل به محور) فـراهم گـردد. آستروسـیت   

کننـد بـر محـل آسـیب دیـده       هایی که تولید می واسطه مولکول
هـا   ها تحـت نـام کلـی نـوروتروفین     کنند. این مولکول می اعمال

کـه متعلـق بـه      NT-3شوند و ما در این بررسـی بـه    خوانده می
کـه بعـد از آسـیب در چـه      پردازیم. این همین خانواده است می

موقع بیـان آن کـاهش   تر بیان شده و چه  هایی این ژن بیش زمان
هـاي قطـع عصـب و زمـان      توانـد بـه درمـان بیمـاري     یابد مـی  می

ها کمک بسیاري کند.  استفاده از داروهاي مشتق از نوروتروفین
هـاي   توان با اسـتفاده از تکنیـک ژن درمـانی و انتقـال ژن     نیز می

بـه   BDNF , NGF , NT-3مـوثر در تـرمیم عصـب ماننـد     
هاي تمـایز نیافتـه    ها یا سلول بلاستهایی مانند فیبرو درون سلول

هـاي   . باوجود گزارش)6(نمود بازسازي عصب بنیادي، اقدام به
ــات     ــت محافظــت عصــبی بســیاري از ترکیب ــی کــه ظرفی فراوان

هـا و داروهــاي   چـون هورمـون   شـیمیایی طبیعـی و سـنتتیک هــم   
کنند، اما بـه علـت عـوارض جـانبی      فارماکولوژیک را تایید می

اي براي بررسی اثرات محافظـت   تلاش گستردهها،  ناخواسته آن
چون داروهـاي گیـاهی در حـال انجـام      عصبی مواد جدیدي هم

ها با گیاهان دارویی به قدمت تـاریخ   سابقه درمان بیمارياست. 
ي زمـین اسـت و انسـان بـه کمـک       زیست انسـان بـر روي کـره   

کنـد. انسـان تنهـا بـا      گیاهان دارویی خود را درمان کـرده و مـی  
شود بلکه همه عوامل طبیعی نقش  اي شیمیایی درمان نمیداروه

ــیش   ــش پ ــا نق ــد و دارو نهایت ــان را دارن ــر   درم ــري را در براب گی
کنــد. وجــود گیاهــان در طبیعــت یکــی از   هــا ایفــا مــی بیمــاري

شـود. گیاهـان دارویـی     هـاي بـزرگ الهـی محسـوب مـی      نعمت
برخلاف داروهاي شیمیایی اثرات جانبی ندارنـد و میـزان تـاثیر    

تر از داروهاي شیمیایی اسـت.   ها بر بدن انسان به مراتب بیش آن
نپتامنتوئیــدس کــه در منــابع طــب ســنتی ایــران از آن بــه عنــوان  

نـام بـرده    )6(اسطوخودوس یا گاهی به نـام پونـه سـاي سـبلانی    
متمادي به عنـوان یـک داروي گیـاهی بـراي      هاي شود، قرن می

چـون صـرع و مالیخولیـا     درمان اخـتلالات دسـتگاه عصـبی هـم    
گرفته است. جنس نپتا با نـام فارسـی پونـه     مورد استفاده قرار می

باشـد   گونـه مـی   400(نعنائیان) و شامل  lamiaceaeسا از تیره 
ها به شکل وحشی در اروپاي مرکزي و جنـوبی،   تر آن که بیش

 ــشــ صــورت ه مال آفریقــا و مرکــز و جنــوب آســیا روییــده و ب
اي به عنوان یک داروي سنتی ضد اسپاسم، مـدر، ضـد    گسترده

هاي نپتـا   . حدود نیمی از گونه)7(شود آسم و تب بر استفاده می
 ها است. توان در ایران یافت که نپتامنتوئیدس یکی از آن را می

الارونده و افراشته نپتامنتوئیدس گیاهی است علفی، چند ساله، ب
، کـه در  )6(هاي بنفش رنگ متر با گل سانتی 20تا  15به ارتفاع 

اخـتلالات   طب سنتی ایـران از آن بـه عنـوان دارویـی مـوثر بـر      
. اخیرا نیز اثر محافظت )9، 8(است شده برده  نام سیستم عصبی

عصبی آن در جلوگیري از مـرگ برنامـه ریـزي شـده ناشـی از      
هـاي حرکتـی نخـاعی گـزارش گردیـده       آکسوتومی در نورون

ي بعضـی از گیاهـان    کـه عصـاره   بـا توجـه بـه ایـن     .)10(اسـت 
توانــد رونــدهاي ترمیمــی را ســرعت بخشــیده یــا از شــدت   مــی

هــاي گیــاهی  تخریـب سیســتم عصـبی بکاهــد و معمــولا درمـان   
تري دارند و با توجه بـه خـواص فـراوان گیـاه      اثرات جانبی کم

را   دارد تـاثیرات احتمـالی آن  ، این تحقیق سـعی  اسطوخودوس
در ایـن تحقیـق تغییـرات میـزان      بر سیستم عصبی بررسی نماید.

را در قطعه نخاعی مربوط به عصـب سـیاتیک،    NT-3بیان ژن 
هـاي   هاي تیمار شده با عصاره اسـطوخودوس و مـوش   در موش

  شاهد تیمار نشده بررسی گردید.
  

 ها  روش و مواد
در آزمایشگاه  1394این تحقیق تجربی در سال 

تحقیقات فیزیولوژي جانوري در گروه زیست شناسی انجام 
راس رت نر نژاد ویستار با حدود  36شد. در این تحقیق از 
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ها  ماه استفاده شد. رت 3گرم، با سن تقریبی  200 – 250وزنی 
از بخش حیوانات دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی 

یداري شدند. تا زمان انجام آزمایش حیوانات در مشهد خر
درجه  24تا  22شرایط نوري استاندارد روزانه و درجه حرارت 

گراد در اتاق حیوانات دانشکده علوم دانشگاه آزاد  سانتی
 حیوانات نیاز مورد آب .اسلامی واحد مشهد نگهداري شدند

 فرمول داراي نیز ها آن غذاي و شهر آشامیدنی آب از

گیاه  .شد تهیه خراسان شرکت جوانه از و ندارداستا
هاي هزار مسجد جمع آوري شد و  اسطوخودوس از ناحیه کوه

توسط هرباریوم گروه زیست شناسی دانشکده علوم دانشگاه 
شناسایی شد. بخش  9728آزاد اسلامی واحد مشهد با کد 

ها و ساقه  هوایی گیاه اسطوخودوس شامل گل و سرشاخه
کاملا پودر و تا زمان عصاره گیري در جاي توسط آسیاب 

خشک و خنک نگهداري شد. از پودر گیاه اسطوخودوس به 
گیري است،  روش سوکسله که یک روش متداول عصاره

خشک گیاه  گرم از پودر 50عصاره هیدروالکلی تهیه شد. 
اسطوخودوس داخل کاغذ مخصوص کارتوش ریخته و در 

سی آب مقطر و  سی 150 دستگاه سوکسله قرار داده شد. سپس
در محفظه مخصوص دستگاه  درصد 96سی اتانول  سی 150

ساعت صورت گرفت تا  10گیري در  عصاره .ریخته شد
اطمینان حاصل شود که تمام عصاره قابل حل در حلال از پودر 

 3 به تصادفی به صورت حیوانات .)11(استخراج شده است
 عصب کمپرسیون شامل کمپرسیون گروه کنترل، گروهگروه، 

 عصاره + کمپرسیون گروه ،28روز  برداري نمونه سیاتیک با

 برداري نمونه + کیلوگرم بر گرم میلی 75 دوز با هیدروالکلی

 کمپرسیون، عمل انجام جهت ، تقسیم شدند.28 روز

 ماده صفاقی داخل تزریق با گروه هر صحرایی هاي موش

 نسبت به  گرم میلی 60 کتامین و گرم میلی 6 زایلازین بیهوشی

 به را حیوان بیهوشی، از پس). 12(گردیدند بیهوش بدن وزن

 ناحیه پوست موهاي تیغ کمک و به خوابانده راست پهلوي

 .شد ضدعفونی بتادین با محل و تراشیده را ران استخوان سر
 طول به برشی پوست در ران، سراستخوان زیر در آن گاه

 کنار از پس و کرده ایجاد اسکارپل کمک به متر سانتی یک

 .شد آشکار سیاتیک عصب ناحیه، این درعمق عضلات زدن
 ثانیه 60 مدت به سیاتیک عصب ساده قفلدار پنس با سپس

 همه در کمپرسیون اعمال گرفت. روش قرار فشار تحت

 استفاده واحدي قفل دار پنس از و یکسان صحرایی هاي  موش

 قرار خود طبیعی محل در عصب ازکمپرسیون، شد. پس

 زده بخیه هم به مخصوص گیره توسط زخم هاي لبه و گرفت

 عمل جریان گردید. در ضدعفونی ضایعه محل و شده

 نگه گرم حیوان آمدن، هوش به موقع تا آن از پس و جراحی

 اولیه هوشیاري صحرایی هاي  موش که این از بعد .شد داشته

 در و منتقل جداگانه هاي قفس به آوردند، دست به را خود

 رطوبت و دما نور، نظر از خانه استاندارد حیوان شرایط

 2 روز، 28 طول در جانور هر براي .)12(شدند نگهداري

 داخل صورت گرم بر کیلوگرم به میلی 75دوز  با تزریق نوبت

 از بعد بلافاصله تزریق مرحله اولین گرفت. انجام صفاقی

 صورت بعد یک هفته دوم تزریق و کمپرسیون عمل انجام

 بیهوش کردن، از بعد برداري نمونه منظور به). 13(پذیرفت

 تخلیه شکمی احشاء و شده تشریح شکمی سطح از حیوان

 آماده برداري نمونه براي کمر ناحیه ستون فقرات تا گردید

 شود، سپس از نخاع مربوطه نمونه برداري انجام گرفت. براي

 طورکامل به نخاع ها نمونه همه در برداري نمونه بودن یکسان

گردید.  خارج ها مهره ستون داخل از اسب، دم انتهاي تا
 بالارفته متر میلی 18 اندازه به اسب دم انتهاي از سپس

 محدوده منطقه این شد. تهیه متر میلی 8طول  به هایی ونمونه

 28 تا 24 قطعات شامل و سیاتیک عصب هاي ریشه حضور

 RNA استخراج نظر مورد هاي نمونه از ).14(باشد می نخاعی

)Ribonucleic acidاستخراج گرفت. ) صورتRNA  با ،
استفاده از کیت استخراج، تهیه شده از دنا زیست انجام گردید. 

برداري شده از نخاع در  نمونه L4-L6به طور خلاصه، قطعات 
به مدت چند دقیقه  DR1محلول  ازت مایع کوبیده شده و در

در دماي اتاق انکوبه شد. سپس سانتریفیوژ شده و محلول 
DR2  ن اضافه گردید. پس از سانتریفیوژ آگرم شده به
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سوپرناتانت به ستون استخراج منتقل و چندین بار با محلول 
DR3  شستشو شد. در مرحله آخر با اضافه کردن محلول
DR4 ،RNA آوري گردید.  جمعRNA واته و ابتدا الک

سپس براي تعیین کمیت و کیفیت، نانودراپ و الکتروفورز 
  گردید. 

 از استفاده با RNA استخراج مراحل انجام از پس

 استخراج RNA خلوص پنانودرا اسپکتروفتومتر دستگاه

 استخراج RNA روي از تعیین شد. سپس شده

 cDNA)  (complementaryشده

Deoxyribonucleic acid شد. جهت سنتز  ساخته
cDNA با استفاده از کیت سنتز پارس توس و با توجه به ،

میکروگرم  1تا  5/0حاصل از نانودراپ به مقدار RNAغلظت 
RNA  با دستورالعمل کیت و در دو مرحلهcDNA  سنتز

  گردید. 
 Real-Time(ریل تایم واکنش سپس

Polymerase Chain Reaction(  با استفاده از دستگاه
 cDNAمیکرولیتر از  3و با مقدار  QIAGENریل تایم مدل 

صورت  PCR Real-Timeسنتز شده و با استفاده از کیت 
ها به صورت سه تایی براي پرایمر اختصاصی و  گرفت. نمونه

) انجام House keepingنیز براي پرایمر هوس کیپینگ (
ن ژن به عنوان کنترل شد. هوس کیپینگ ژن براي مقایسه بیا

  است.
  افزار نرم از ها داده آنالیز آماري براي سپس

Minitab (SPSS 16)  و بررسی جهت. استفاده شد 

 آن از استفاده و شده سنتز cDNA کیفیت سنجش و مقایسه

  GAPDHپرایمرهاي استاندارد، عنوان به
)Glyceraldehyde-3-

phosphatedehydrogenaseکیپینگ هوس  به ) مربوط
ها  پرایمر .شد خریداري و طراحی نیز رت  GAPDH ژن

طراحی و سپس در سایت  Prim3با استفاده از نرم افزار 
NCBI  براي اطمینان از اتصال صحیحBLAST .گردید  

 پرایمر حاوي نمونه یک اصلی نمونه هر براي

GAPDH اختصاصی ژن پرایمر نیز و NT-3 بررسی مورد 

 نیز و گرفته شده کاره ب پرایمرهاي ترادف. گرفت قرار

 که پرایمر جفت هر براي )annealingاتصال( دماي بهترین

 تعیین نوکلئوتیدها نوع اساس بر پرایمر ذوب دماي طریق از

 باشد.   می 1 جدول شرح به شده

  
  NT-3 ژن بیان بررسی براي استفاده مورد پرایمرهاي توالی .1 جدول

  دماي

 ذوب پرایمر

  ها ژن توالی پرایمر

º C 3/56  Forward: 5´-CAAACCTCCAAAGTGCTGTGT- 3 NT-3  

º C 3 /56  Reverse: 5´-GGGGTGAATTGTAGCGTCTCT- 3  NT-3  

º C 8/53  Forward: 5´-  TGCTGGTGCTGAGTATGTCG – 3  GAPDH  

º C 8/53  Reverse: 5´-GCATGTCAGATC CACAACGG – 3 GAPDH  
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 ها یافته

 کیفیـت  از نـانودراپ  دستگاه و اسپکتروفتومتري از استفاده با

RNA  بـا   شد. سـپس  حاصل اطمینان آن صحیح استخراج و
 انتخـاب  cDNA سـنتز  هاي برتر جهـت  کیفیت نمونه مقایسه

دهـد.   مـی  نشـان  را ازنـانودراپ  حاصل نتایج 2 گردید. جدول
 از اسـتفاده  بـا  را RNA غلظت به طوراتوماتیک دستگاه این

 کند. پس می محاسبه نانومتر، 260 موج طول در نوري جذب

 نمونه، قرارگیري مکان در آن گذاردن و نمونه سازي آماده از

 بـر  مربوطـه،  مـوج  طول در را مورد نظر نمونه غلظت دستگاه

  ). 15(نماید می محاسبه میکرولیتر، بر نانوگرم حسب
اسـتخراج شـده جهـت بررسـی      RNA هـاي  نمونـه 

، بـراي انجـام   الکتروفورز آمـاده گردیـد  ژل کیفیت آن بر روي 
درصد آگارز (همراه بـا اتیـدیوم    5/1عمل الکتروفورز ابتدا ژل 

میکرولیتـر از انــواع   2برومایـد) تهیــه گردیـد. ســپس بـه مقــدار    
RNA      ) اسـتخراج شـده همـراه بــا لودینـگ بـافرLoading 

bufferدقیقـه   40هاي ژل ریخته شد. ژل به مدت  ) در چاهک
سـپس بـا   ران گردیـد.   100-90لکتروفورز با ولتاژ در دستگاه ا

  برداري شد. از ژل عکس UV Tecدستگاه 
باند مجزا  3موجود را به صوررت RNA هاي  ستون

ي اسـتخراج شـده را   RNAهاي  ، نمونه1 شکلدهند.  نشان می
دهد. همان طور کـه در   نشان می درصد 5/1بر روي ژل آگارز 

ها کیفیـت بهتـري را نشـان    رشود بعضـی از سـتون   شکل دیده می
دهند که داراي سه باند مشخص هستند. در تکرارهاي مـورد   می

اســتفاده DNA  cهــاي مناســب بــراي ســنتز  اسـتفاده از نمونــه 
ــنش     ــام واکـ ــس از انجـ ــه پـ ــد. در ادامـ  RT- PCRگردیـ

)Reverse Transcription Polymerase chain 

Reaction    که به صورت سه تـایی و توسـط دسـتگاه(Real 

Time   مدلQIAGEN   انجام گردید، نمودار بیان ژن رسم
  شد. 

  

  
، 28ها به ترتیب عبارتند از کنترل روز  دهد. نمونه را نشان می درصد 5/1ي استخراج شده بر روي ژل آگارز  RNAهاي  شکل نمونه .1 شکل

  28روز  4، تیمار 28روز  3تیمار  ،28روز  2، تیمار 28روز  1، تیمار 28روز  1کمپرسیون 
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 75هاي کنترل، کمپرسیون و عصاره هیدروالکلی اسطوخودوس (دوز  نمودار مقایسه شدت بیان ژن در عصب سیاتیک بین گروه  .1 نمودار

 28گرم بر کیلوگرم) در روز  میلی

  .) (p<0/001مقایسه شدت بیان ژن بین گروه کنترل و گروه کمپرسیون را نشان می دهد  ***
 .(p<0/001)دهد  را نشان می 28شدت بیان ژن بین گروه کمپرسیون و گروه تیمار روز مقایسه  $$$

 
 

، محور افقی نوع نمونه و محور 1اساس نمودار بر
هاي کنترل،  عمودي درصد میزان بیان ژن مربوط به نمونه

دهد. بر طبق این  روز نشان می 28کمپرسیون و تیمار را در طی 
روز در گروه  28پس از گذشت   NT-3بیان ژننمودار، 

داري نشان  گروه کنترل کاهش معنا کمپرسیون در مقایسه با
تیمار  در گروهNT-3 چنین بیان ژن ، هم (p<0/001)دهد می

 افزایش معناداري28با عصاره هیدروالکلی در روز 
)p<0/001( ها  آنالیز دادهدهد.  نسبت به گروه کنترل نشان می

در گروه تیمار نسبت به  NT-3دهد شدت بیان ژن  نشان می
  (p<0/001) گروه کمپرسیون افزایش معناداري داشته است.

ترین میزان بیان ژن مربوط به گروه  ترین و قابل توجه بیش
 باشد. می 28تیماردر روز 

  
  بحث

بر پایه نتایج به دست آمده از این تحقیق و آنالیز 
هاي تیمار با عصاره در روز بیست وهشتم نسبت به  ها، رت داده

هاي کمپرسیون در زیرگروه خود افزایش معناداري در بیان  رت
   ).p<0/05داشته است ( NT-3 ژن

نتایج حاصل از پژوهش انجام شده توسط حجازي و همکاران 
 28، 14، 7، 1پس از گذشت  NT3دهد که بیان ژن  نشان می

روز در گروه کمپرسیون در مقایسه با گروه کنترل افزایش 
در تحقیق دیگري که حیدرزاده . )16(دهد معناداري نشان می

ساعت ابتدایی پس  6در  NT3انجام داده است میزان بیان ژن 
ساعت به اوج خود  72از آسیب عصب افزایش یافته و در 

چنین پژوهشی  هم. )17(دهد یرسیده و سپس کاهش نشان م
که توسط سانگ و همکارانش انجام شد نشان داد که ضایعه 

شود که تاثیر  هاي مختلف می نخاعی موجب القا و مهار ژن
هایی  شود. بسیاري از ژن ها مرگ سلول را باعث می متقابل آن

 24که در رشد و تمایز، بقا و حفاظت عصبی نقش دارند، 
  ). 18(یش بیان داشته اندساعت پس از آسیب، افزا

هاي آماري حکایت از این داشت که تزریق داخل  دیگر داده
ي هیدروالکلی اسطوخودوس، میزان بیان ژن  صفاقی عصاره

NT-3 ها له شده بود،  هایی که عصب سیاتیک آن را در رت
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در گروه مربوط  NT-3ترین میزان بیان ژن  بیش برد. بالا می
باشد که احتمالا علت آن وجود  به تیمار روز بیست و هشت می

 در گیاه اسطوخودوس NT-3 هاي موثر بر بیان ژن مولکول
بر چنین  بر اساس نتایج دیده شده و هم ).1 باشد(نمودار می

میزان   Minitab اساس اطلاعات به دست آمده از نرم افزار
بیست و هشتم افزایش معناداري هاي تیمار روز  بیان ژن در رت

تواند دلالت بر اثرات مثبت  که می ، (p<0/05) داشته است
طور که در طب سنتی ایران  عصاره اسطوخودوس باشد، همان

لات سیستم عصبی نام از آن به عنوان دارویی موثر بر اختلا
مواد موثره تواند به علت  که این می)،9، 8(برده شده است

وخودوس مانند فلاونوئیدها با خاصیت ضد موجود در گیاه اسط
ترمیم عصب سیاتیک  درکه احتمالا  )20، 19(باشد التهابی

گران به وجود فلاونوئیدهاي  هاي اخیر پژوهش در سال موثرند.
هاي نپتا اشاره کردند و اثر محافظت  متعدد در انواع گونه

عصبی گیاه اسطوخودوس را در جلوگیري از مرگ برنامه 
ناشی از آکسوتومی در نورون هاي حرکتی نخاع را ریزي شده 

گزارش دادند و قابلیت داروي گیاهی نپتامنتوئیدس را در 
هاي حرکتی نخاع بررسی کردند و  گیري از آسیب نورون پیش

چنین  هم دریافتند این گیاه فاقد قابلیت پیش درمانی است،
در پژوهشی بیان نمودند فلاونوئیدهاي اسطوخودوس  محققان

ها در نخاع به  مغزي عبور کرده و وقتی مقدار آن -سد خونی از
ها را تحت تاثیر قرار  حد نصاب رسید، عملکرد نورون

چنین محققان اثر مهارکنندگی عصاره  هم، )21(دهند می
اسطوخودوس روي آنزیم استیل کولین استراز را به اثبات 

در گیاه چنین با توجه به مقدار لینالول موجود  هم ).22(رساندند
و خواص آنتی اکسیدانی  )23()درصد 20-35اسطوخودوس (

ها  تواند در ترمیم نورون می )20، 19(و آرام بخشی که دارد
چنین لینالول و لینالیل استات موجود در  هماهمیت داشته باشد.

این گیـاه قـادر بـه تحریک سیستم پاراسمپاتیک بوده و لینالیـل 
وتیک بوده و لینالول موجود در اسـتات نیـز داراي خواص نارک

 گران . پژوهش)24(کند عمل می بخش ان به صورت یـک آرام
مکانیسم احتمالی اثر ضد افسردگی اسطوخودوس را موثر 

بودن لینالول موجود در گیاه اسطوخودوس بر افزایش سطح 
اي اثر  . در مطالعه)25(نورآدرنالین و دوپامین اعلام نمودند

تنتور اسطوخودوس و ایمی پرامین در بخشی مصرف توام 
ظاهرا اسطوخودوس از طریق  بیماران افسرده اثبات شده است.

اثر بر سیستم آمیگدال و هیپوکامپ اثرات سایکولوژیک خود 
هاي  پژوهشگران با انجام آزمون. )26(کند را اعمال می

هاي آبی الکلی و پلی فنلی و نیز اسانس این  مختلف، اثر عصاره
به عنوان یک ماده ضد التهاب بررسی و اثبات نمودند. گیاه را 

چنین محققان اثر مهارکنندگی عصاره اسطوخودوس روي  هم
. وجود )22(آنزیم استیل کولین استراز را به اثبات رساندند

ها مثل لینالول و لینالیل  ها و سزکوترپن ترکیباتی مانند مونوترپن
 Luteolinمثل وفلاونوئیدهایی ). 23()درصد 30-55استات (

که در تقویت سیستم عصبی مرکزي به اثبات رسیده است در 
باشد. در پژوهشی دیگر نشان  ترمیم عصب سیاتیک موثر می

داري  داده شد که عصاره اسطوخودوس باعث تغییر بیان معنی
هاي بیولوژیک  شود و احتمالا فرایند در سطح پروتئوم می

نماید که  ال میاي را در هیپوکامپ موش صحرایی فع ویژه
باعث تقویت یادگیري و حافظه در موش سالم و آلزایمري 

عصاره آبی گیاه اسطوخودوس بر بقاي  ).27(گردد می
هاي سرطانی اثر مهاري قابل توجهی نشان داده  سلول
ها  اسطوخودوس داراي عملکرد مشابه با بنزودیازپین ).28(است

 GABA )Gamma-Aminoبوده و موجب افزایش 

Butyric acidشود و با توجه به اثر مثبت  ) در آمیگدال می
هاي  در سال ).26(توان در داروسازي از آن بهره برد آن می

هاي آزمایشگاهی توسعه یافته و اجازه تشکیل و نیز  اخیر روش
داده است.  (in vitro)ترمیم نورون را در محیط آزمایشگاه 

و محیطی در مطالعات نشان داده که سیستم عصبی مرکزي 
دهند. به  نمی ها پاسخ پستانداران به صورت یکسان به آسیب

دنبال قطع اعصاب محیطی و شروع دژنراسیون والرین، 
ها با همکاري همدیگر میلین و  هاي شوان و مونوسیت سلول

اجزاي قطعه انتهایی آکسون را در روزهاي اول پس از آسیب 
اي از  ها خانواده نوروتروفین ).29(نمایند بیگانه خواري می
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فاکتورهاي مشتق از هدف هستند که در رشد، تمایز، ترمیم و 
هاي مختلف هم در  بازسازي و نهایتا بقا و حفظ عملکرد نورون

دستگاه عصبی مرکزي و هم محیطی نقش مهمی را ایفا 
شوند  کنند. این فاکتورها در نورون، عضله و غدد تولید می می

هاي  هاي گلیا یا اندام ها، سلول نو از یک نورون به سایر نورو
ي  خانواده). 1(شوند هدف (عضله و غدد) فرستاده می

ها در بسیاري از عملکردهاي دستگاه عصبی، شامل  نوروتروفین
ها، انعطاف پذیري سیناپسی، تمایز و میلینه شدن،  رشد اکسون
هاي بالغ و  ها در طول تکوین، بقا و عملکرد نورون بقاي نورون

هاي آسیب دیده پس از  پیش روي و باز تولید اکسون چنین هم
هاي مختلف دستگاه عصبی مرکزي و محیطی دخیل می  آسیب
هاي حسی اولیه براي  نورون ها در تولید نوروتروفین. )1(باشند
 .باشد می بلوغ و حفظ سیستم عصبی لازم و ضروري رشد،

ها،  هایی مانند نوروتروفین پس از ضایعه بیان ژن
یابد که این به  می ها کاهش هاي آن نوروترانسمیترها و گیرنده

هاي  ها است. این یافته هم راستا با یافته ضرر ترمیم نورون
حاصل از این پژوهش است به طوري که در گروه کمپرسیون 

نسبت به گروه کنترل کاهش یافته است   NT-3بیان ژن 
دسترسی به هاي مرتبط با رشد آکسون،  ). بیان ژن1(نمودار 

)، 1(فاکتورهاي رشد، تولید ماتریکس خارج سلولی
ها و نفوذ  هاي اتصال دهنده سلولی، فعالیت سیتوکین ملکول

مطالعات زیادي نشان  گلیاها بر ترمیم آکسون تاثیر دارند.
دهد که پس از آسیب در سیستم عصبی مرکزي، تماس  می

هایشان  هایی که اکسون تواند مرگ نورون ها می نوروتروفین
ها و اثر مثبت  براساس این یافته قطع شده است را محدود نماید.

که خود  NT-3عصاره اسطوخودوس در افزایش بیان ژن 
هاي میلین دار در روند ترمیم در  موجب افزایش تعداد آکسون

شود که جهت برقراري ارتباطات  ریشه خلفی می
ز و چنین موجب تمای هم باشد. ضروري می  کورتیکوتالامیک

ها شده و از  پاراسمپاتیک و موتونورون هاي حسی، بقاي نورون
توان به اهمیت  میکند،  مرگ سلولی جلوگیري می

اگر هاي موثره این گیاه در ترمیم عصب پی برد.  مولکول

هاي شوان به طور  مداخلات جراحی به تأخیر بیفتد، سلول
خودجوش دچار مرگ سلولی شده و ترمیم و بازسازي کمتري 

مطابق با نتایج حاصل از این تحقیق در گروه  گیرد. نجام میا
پس از آسیب به طور  NT-3تیمار شده با عصاره، بیان ژن 

داري نسبت به گروه کمپرسیون و حتی کنترل افزایش  معنی
یافته است که حاکی از اثرات مواد موثره موجود در عصاره 

و   Gordonبه تازگی،باشد.  این گیاه در تغییر بیان ژن می
همکارانش نشان دادند که در تخریب ساختار عصبی، 

هاي در حال تخریب در بافت عصبی، به صورت منفی  ماهیچه
گذارند. در نتیجه تلاش  می بر روي نتایج عملکردي تأثیر

 .)30(شود تا احیاء عصب تا حد ممکن سریع آغاز شود می
یم تواند سبب تسریع ترم از گیاه اسطوخودوس می استفاده

هاي در حال تخریب  عصب آسیب دیده شود و از اثر ماهیچه
نتایج این تحقیق نشان  در بافت عصبی ممانعت به عمل آورد.

را در گروه  NT-3دهد که عصاره اسطوخودوس بیان ژن  می
تیمار نسبت به گروه کنترل نیز افزایش داده است، لذا اثر مواد 

د نیاز به ترمیم بافت موثره این عصاره بر بیان این ژن بیش از ح
توان  بوده و داراي اثرات تحریک کنندگی شدید است که می

راهکار دیگر استفاده از در سرعت ترمیم آن را مشاهده نمود. 
داروها و موادي است که بتوان افزایش سطح فاکتورهاي 
نوروتروفیک را به آن نسبت داد. از این میان ما گیاه 

هزار ساله را انتخاب کردیم. این ي چند  اسطوخودوس با پیشینه
انتخاب بر اساس تاریخچه درمانی گیاه صورت گرفت. از 
عصاره هیدروالکلی این گیاه جهت ارزیابی تغییرات میزان بیان 
ژن استفاده گردید تا مواد موثره موجود در اسطوخودوس، هم 
در آب و هم در محیط الکلی به راحتی محلول و از آن خارج 

ثر اسطوخودوس از طریق تحریک افزایش تولید گردد. شاید ا
گردد.  هاي شوان به هنگام آسیب عصب اعمال می سلول
دهد.  را افزایش می NT-3هاي شوان خود بیان ژن  سلول

اي است که سبب  هاي موثره احتمالا این گیاه حاوي مولکول
تر  شود که منجر به بیان بیش هاي آبشاري می راه افتادن واکنش

ها جلوگیري کرده و  تر نورون د و از مرگ بیشگرد ژن می
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کند. شاید وجود مشتقات  روند رژنراسیون را تسریع می
تر خون به سمت اعصاب آسیب  سبب هجوم بیش کومارینی

هاي ایمنی و رفع التهاب بافتی  دیده شود و سبب رساندن سلول
هاي پیش ساز جهت ترمیم بافت را از  چنین مولکول شود. هم
ي طبیعی  به آنجا برساند. این گیاه ضد اکساینده ها راه رگ

  کند.  تر بافت جلوگیري می است و از تخریب بیش
 

 گیري نتیجه
هاي آماري  بر اساس این پژوهش و آنالیز داده

هاي کنترل،  در گروه NT-3مربوط به میزان بیان ژن 
ي هیدروالکلی گیاه  کمپرسیون و تیمار با عصاره

تواند منجر به  دارویی از این گیاه میاسطوخودوس، استفاده 
 بهبود عملکردي عصب آسیب دیده گردد.

 
 تشکر و قدردانی  

 در همکاران و دوستان کلیه از وسیله بدین

 آزاد دانشگاه شناسی زیست گروه جانوري تکوین آزمایشگاه

 آذرنوش دکتر خانم سرکار از چنین هم مشهد اسلامی

 آزاد دانشگاه هرباریوم مرکز مسئول جعفري

 کمک گیاه کدگزاري و تشخیص در که  (IAUM)اسلامی

گردد. این مقاله برگرفته   می قدردانی و اند تشکر نموده شایانی
بررسی تغییرات "از پایان نامه دوره کارشناسی ارشد با عنوان 

پس از کمپرسیون عصب سیاتیک در  NT-3میزان بیان ژن 
ار در حضور عصاره زمان هاي مختلف در رت نر نژاد ویست

  باشد. می "هیدروالکلی گیاه اسطوخودوس
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