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 چکيده
سندروم هایپرتانسيون ریوي با ویژگی افزایش فشار شریان ریوي، اتساع و هایپرتروفی بطن راست به عنوان یکی از 

ميزان از طرف دیگر ثابت شده است كه  می باشد. مشکلات جوجه هاي گوشتی كه سرعت رشد بالایی دارند، مطرح

بر ميزان  cدر این تحقيق براي اولين بار تاثير ویتامين  .یابد آپوپتوزیس در نارسایی قلبی و هایپرتانسيون ریوي افزایش می

هاي گوشتی مبتلا به سندرم هایپرتانسيون  در قلب و ریه جوجه caspase1آپوپتوزیس از طریق اندازه گيري بيان ژن 

روز پرورش و جهت القاء  49قطعه جوجه گوشتی بمدت  90ریوي مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظورتعداد 

به عنوان  actin-βو  caspase1براي ژن  PCRاستفاده شد. بعد از انجام  (T3) از هورمون هایپرتانسيون ریوي

(Housekeeping geneدانسيته هر یك از باندها اندازه ) ورت نسبت گيري شده و به صcaspase1/β-actin هاي  در گروه

در بطن راست در سنين  caspase1مربوط به ژن mRNAمورد مطالعه )بطن راست و ریه( با یکدیگر مقایسه شد.ميزان 

داري را در گروه درمانی نسبت به گروه بيمار نشان داد  روزگی كاهش معنی 49روزگی و در بافت ریه در سن  49و21

(05/0p<)  اختلاف معنی دار بيانگر كاهش ميزان آپوپتوزیس در گروهی است كه با دریافت هورمون كه اینT3  مبتلا به

به عنوان شاخص القائ  RV/TVدرمان شده اند. همچنين نسبت  cسندرم هایپرتانسيون ریوي و در عين حال با ویتامين 

 .روزگی در گروه درمان بهبود یافت 49این سندرم در سن 
 

 c ،caspase1آپوپتوزیس، سندروم هایپرتانسيون ریوي، ویتامين  :ها کليدواژه
 

 

 قدمهم

با افزايش روز افزون جمعيت جهان و افزايش نياز 

هاي حيوانی بخصوص  به منابع پروتئينی، پروتئين

گوشت مرغ، به عنوان يك منبع تامين كننده پروتئين 

مورد توجه قرار گرفته است. به واسطه بهره جستن از 

اي، مديريتی و ژنتيكی سرعت  هاي مؤثر تغذيه روش

رشد طيور افزايش چشمگيري داشته است. به طوري 

ترين زمان ممكن به  كه امروزه طيور گوشتی در كوتاه

ندارد رسيده و جهت عرضه به بازار آماده رشد استا

هاي  گردند. اين تغييرات باعث شده تا بيماري می

mailto:zarei1361@yahoo.com
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متابوليك از جمله سندرم هايپرتانسيون ريوي و آسيت، 

بروز و شيوع بيشتري بيابد. متناسب نبودن رشد 

ريوي با ميزان رشد و متابوليسم، از  -هاي قلبی  بافت

ت. نياز به اكسيژن علل دخيل در افزايش اين سندرم اس

از عوامل عمده بروز اوليه هايپرتانسيون ريوي در 

هاي گوشتی با سرعت رشد بالا است. برون ده  جوجه

ها جهت  قلبی بالا و افزايش فشار خون در ريه

گيري بيشتر از خون، منجر به بروز اين عارضه  اكسيژن

شود. اين سندرم،  و در نهايت منجر به بروز آسيت می

هاي گوشتی آبشاري از وقايعی است كه  جوجهدر 

منجر به تغييراتی شامل بزرگ شدگی و شل شدگی 

قلب، هايپرتروفی بطن راست و تجمع مايع در حفره 

. عوامل متعددي از جمله ارتفاع، [2و1]شود  بطنی می

سرما، تهويه نامناسب و انرژي بالا در جيره غذايی 

تيروئيدي گردد. هورمون  سبب بروز اين سندرم می

(T3)  با افزايش مصرف اكسيژن و اثر بر روي

اي در قلب و عروق موجب  مسيرهاي مولكولی ويژه

شود. به خوبی مشخص  اختلالات قلبی و عروقی می

شده كه پر كاري تيروئيد موجب پركاري قلب و 

عروق )افزايش برون ده قلبی و كاهش مقاومت عروق 

 قلب، شده و موجب تندتر شدن ضربان سيستميك(

عملكرد سيستوليك و دياستوليك و هايپرتروفی  افزايش

 T3تيروئيدي   شود. اضافه كردن هورمون قلب می

هاي گوشتی، وقوع  يدوتيرونين(به جيره جوجه )تري

هايپرتروفی بطن راست و مرگ وابسته به آسيت را 

دهد  كه احتمالاً اين امر به طور ثانويه در  افزايش می

[. 10و9دهد ] سيژن رخ میاثر افزايش نياز اك

ها تركيبات شيميايی هستند كه در  اكسيدان آنتی

هاي كمتر از ماده اكسيد شونده از اكسيداسيون  غلظت

ها به  اكسيدان كنند. از نظر بيولوژيكی آنتی ممانعت می

شوند كه از سيستم زنده در  عنوان تركيباتی تعريف می

هايی  شكنند و از واكن مقابل اثرات مضر محافظت می

كه باعث اكسيداسيون تركيبات مولكولی با ساختارهاي 

آورند. در  شوند جلوگيري به عمل می سلولی می

ها  اكسيدان سيستم زنده، هنگام بروز اكسيداسيون، آنتی

هاي آزاد تركيب شده و از فعاليت آنها  با راديكال

اسكوربيك يكی از مهمترين   كاهند. اسيد می

باشد. اين  ی محلول در آب میهاي طبيع اكسيدان آنتی

آنتی اكسيدان در اثر متقابل با راديكالهاي آزاد، با 

جابجايی يك اتم هيدروژن موجب ثبات راديكال آزاد 

توكوفروكسيل را كه  Cشود. به عنوان مثال ويتامين  می

با راديكالهاي آزاد بدست آمده،  Eاز تركيب ويتامين 

پس به به صورت توكوفرول احياء درآورده و س

شود. طی  راديكال آزاد منو آسكوربات تبديل می

هاي آنزيمی و غيرآنزيمی اين راديكال آزاد به  فعاليت

اسكوربات و هيدرواسكوربات، كه هيچ كدام راديكال 

در  Cشود. همچنين ويتامين  آزاد نيستند، تبديل می

ها در تخريب اندوتليوم عروق، به  كاهش اثر اكسيدان

[. از 22و21تاثير بسزايی دارد ]ويژه عروق ريوي، 

سوي ديگر ثابت شده است كه ميزان آپوپتوزيس در 

يابد  می نارسايی قلبی و هايپرتانسيون ريوي افزايش

[. آپوپتوزيس نوعی از مرگ برنامه ريزي شده 8]

سلولی به صورت يكسري از مراحل ملكولی است كه 

شود. در آپوپتوزيس ０منجر به مرگ آن سلول می

از اتفاقات بيوشيميايی منجر به تغييرات يكسري 

از بين  شود. مانند تورم سلولی، مورفولوژيك سلول می

رفتن متعلقات غشا،چروكيدگی سلول،تجزيه هسته و 

كروموزومی. فرايند  DNAتكه شدن ملكول  تكه

هاي سلولی گوناگونی كنترل  آپوپتوزيس توسط سيگنال

هاي  رکها ممكن است از مح می شود كه اين سيگنال

 فاكتورهاي رشد، ها، خارج سلولی از قبيل هورمون

 هاي  ها و يا از محرک نيتريك اكسايدو سيتوكنين
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گيرنده هسته به   داخل سلولی مانند اتصال

از  گليكوكورتيكوييدها، گرما، تشعشع، محروميت

تغذيه، آلودگی ويروسی و هيپوكسی ناشی شوند. 

زيس بطور رويدادهاي ملكولی مورد بحث در آپوپتو

اي بنام  سيستئين ويژه زهايئاپروتوسيعی توسط 

(caspases) شوند. بطور معمول پروسه  ميانجی می

 آغازگر caspasesآپوپتوزيس توسط يك يا چند 

(caspase1,2,8,9,10) كاسپازهاي  شود. شروع می

آغازگر يك يا چند كاسپاز اجرايی يا مؤثر در روند 

بوسيله  (caspase3,6,7) ايجاد آپوپتوزيس را مانند

سازند. بنابر اين ميزان  هايشان فعال می تقسيم پروآنزيم

مؤيد ميزان بروز آپوپتوزيس  caspaseهاي  بيان ژن

[. از آنجا كه بيشتر مطالعات تا كنون 15و 11باشد ] می

در زمينه پاتوفيزيولوژي سندرم هايپرتانسيون ريوي 

افزايش صورت گرفته است و عمدتاً عواملی مانند 

هاي آزاد  فشار خون ريوي، اختلالات قلبی و راديكال

را به عنوان مهمترين علل احتمالی آسيت در طيور 

هاي  كنند و توجه كمتري به جنبه گوشتی مطرح می

ملكولی و سلولی تأثير گرفته شده از اين سندرم در 

قلب و ريه جوجه هاي مبتلا صورت گرفته است،لذا 

 اندازه گيري بيان ژن بر آن شديم تا از طريق

(caspase1)  به عنوان شاخص،در بطن راست و ريه

بر ميزان آپوپتوزيس  Cجوجه هاي مبتلا ،تاثير ويتامين 

 ايجاد شده در اين سندرم را تعيين نمائيم.

 

 مواد و روش کار
 پرورش جوجه -1

 308قطعه جوجه گوشتی سويه راس  90تعداد 

اي  قطعه 10پن  3اي در  قطعه 30گروه  3يك روزه به 

 گرديد.  بندي  با سه تكرار به شرح زير تقسيم

گروه شاهد: دريافت كننده جيره پايه در كل دوره 

 آزمايش 

گروه بيمار: دريافت كننده جيره پايه +  هورمون 

به جيره غذايی از mg/kg5/1با دوز  (T3)يدوتيرونين  تري

 هفت روزگی

گروه درمانی: دريافت كننده جيره پايه + هورمون 

به جيره غذايی از mg/kg5/1با دوز  (T3)يدوتيرونين  تري

به آب  PPM1200به ميزان  Cهفت روزگی+ ويتامين 

 مصرفی از ابتداي دورة پرورش

ها ضد عفونی و  ها سالن و پن قبل از ورود جوجه

ن به گاز داده شد. در تمام ساعات شبانه روز آب و دا

 ها بود و در  صورت آزادانه در دسترس جوجه

طی شبانه روز حداقل سه بار وضعيت آب و دان 

گرفت. در طی پرورش  حيوانات مورد بررسی قرار می

ها تا روز دوازدهم از پيش دان و تا روز بيست  جوجه

و هشتم از جيره رشد و پس از آن از جيره پايانی 

متابوليسم جيره استفاده گرديد. مقدار انرژي قابل 

درصد در  18-22، مقدار پروتئين جيره 3050-2900

نظر گرفته شد. در اين سيستم پرورشی، سالن در شبانه 

ساعت فاقد نور بوده  1ساعت داراي نور و  23روز، 

به منظور حفظ سلامت جوجه ها و ايمن سازي  است.

آنها عليه برخی بيماريهاي ويروسی شايع در منطقه، 

 يناسيون بدين شرح اجرا شد:برنامه واكس

به صورت قطره  colon30نيوكاسل: واكسن 

-چشمی همراه با فرم روغنی واكسن دو گانه نيوكاسل

وهمچنين 14آنفولانزا به  صورت  تزريقی در روز 

روزگی به صورت آشاميدنی  25واكسن لاسوتا در سن 

 در جوجه ها استفاده شد. 

 4در سن (H120)برونشيت: واكسن برونشيت 

 روزگی به صورت آشاميدنی داده شد.
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روزگی به  27و  17گامبورو:اين واكسن در سنين 

 صورت آشاميدنی داده شد.

درجه حرارت محيط نيز بدين صورت تنظيم 

ها در دماي  گرديد كه در ابتداي ورود، كليه جوجه
0C32  قرار گرفتند. سپس در سه روز اول روزانهoC1 

از دماي محيط كاسته گرديد.پس از آن به طور متوسط 

از دماي سالن كاسته شد تا اينكه oC1هر سه روز 

رسيد. سپس تا  oC22دوره پرورش، دما به  21درروز 

 oC22-21انتهاي دوره دماي محيط در حدود 

نگهداشته شد. جهت اندازه گيري دماي محيط در هر 

ها در  دماسنجسالن از يك دما سنج استفاده گرديد. 

ها قرار داده  متري سطح بستر جوجه سانتی 20ارتفاع 

 شده بودند.

 

 و تعیین میزان هایپرتروفی بطن راست برداری نمونه -2

برداري در  بار نمونه دودر طی دوره پرورش 

، به گرفتگروه انجام  سهاز هر  49و 21روزهاي

قطعه جوجه از هرگروه به  6كه هر بار تعداد  نحوي

و سپس تمامی انتخاب و توزين شده  تصادفیطور 

هاي كاروتيد و  ها با قطع نمودن شريان جوجه

وريدهاي وداج ذبح شدند. پس از خروج كامل خون، 

هر يك به طور جداگانه بر روي ميز خوابانده شده و 

محوطه شكمی آنها توسط قيچی جراحی شكافته 

شد. در طی عمل كالبد گشائی وضعيت عمومی  می

ميزان پرخونی و ادم، تجمع مايع در محوطه لاشه، 

بطنی، وجود مايع اضافی در آبشامه قلب، وضعيت 

ها، كليه ها، كبد و همچنين ضايعات قلبی مورد  ريه

دقت و ارزيابی قرار گرفت و وجود هر گونه حالت 

غير طبيعی ثبت گرديد و با قطع نمودن عروق متصل 

ز جدا به قلب، قلب از قفسه سينه خارج شد. پس ا

عروق بزرگ،  ،نمودن قلب هر جوجه از لاشه

هاي اطراف قلب بوسيله  ها، دهليزها و چربی سينوس

ها  گرديد تا فقط بطن قيچی جراحی به دقت جدا می

باقی بمانند. سپس بطن راست به دقت توسط قيچی 

جراحی از محل اتصال آن به ديواره بين دو بطن بريده 

هاي خون  ی لختهشد و هر دو بطن از وجود احتمال

كاملاً پاک شد. سپس وزن بطن راست و وزن مجموع 

دو بطن به صورت جداگانه با ترازوي حساس تعيين 

شد و نهايتا شاخص وزنی قلب مربوط به هر يك از 

ها به صورت نسبت وزن بطن راست به وزن  جوجه

بر حسب گرم مورد  (RV/TV) مجموع هر دو بطن

اين نسبت بيشتر از  محاسبه قرار گرفت.در صورتی كه

باشد آن جوجه مبتلا به هايپرتانسيون ريوي شده  29/0

هاي جدا شده  [. بطن راست و ريه19است ]

دار مقاوم به  هاي سرپوش لوله هاي مورد نظر در جوجه

در ظرف حاوي ازت مايع قرار  (Cryotube) انجماد

 -oC70داده شد و در اسرع وقت به فريزر با دماي 

 منتقل گرديد.

 

)بطن  از بافت قلب RNAاستخراج و خالص سازی  -3

 و ریه راست(

هاي حاوي بافت ريه وقلب از  در آزمايشگاه لوله

و  1اي خارج گرديد و با روش تك مرحله -oC70فريزر

 -يا همان روش استخراج اسيد گوانيديم تيوسيانات 

كل بافت  RNA[ طی مراحل زير، 3كلروفرم ] -فنول 

اي از بافت ريه وقلب  ريه وقلب استخراج گرديد: تكه

در هاون همراه با مقداري ازت مايع خرد و به صورت 

 l500از بافت ريه،  mg100به ازاي هر  -پودر درآمد. 

ليتري به  ميلی 5/1از محلول دناتور كننده در يك لوله 

محلول دناتوره كننده شامل:  -آن اضافه گرديد.

سديم سيترات  ،g25( M4گوانيديوم تيوسيانات )

                                                           
1 Single - step 
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(M75/0 به ميزان )ml8/1( به مقدار10, ساركوزيل )% 

ml6/2  و آب مقطرml3/29 .در هنگام استفاده به  -بود

مركاپتواتانل  -2از  l 350ميلی ليتر از محلول فوق  50

(2-ME.اضافه شد ) 

اضافه  l50به لوله فوق سديم استات به مقدار  -

 يد.گرد

- l500  از فنل اشباع شده با آب وl200  از محلول

( اضافه گشته و 49:1كلروفرم ايزوآميلوالكل )

لوله حاوي مواد فوق را به  -بخوبی مخلوط شد.

درجه  4دقيقه در درجه حرارت  15مدت 

دقيقه  20گراد قرار داده و سپس به مدت  سانتی

درجه سانتی  4توسط سانتريفوژ يخچال دار در 

فاز مايع  -،سانتريفوژ گرديد.rpm9000اد در دور گر

هم  -به يك لوله اپندورف جديد منتقل گرديد.

%( اضافه 100حجم مايع از محلول ايزوپروپانول )

( درجه -20) شده و بعد از تكان دادن، در دماي

لوله  -دقيقه قرار گرفت.  30سانتی گراد به مدت 

قيقه د 10درجه سانتی گراد به مدت  4مذكور در 

رسوب مجدداً در  -سانتريفوژ شد. rpm9000با دور 

l 300   .محلول دناتور كننده حل شد- l 300  از

دقيقه در  15% اضافه كرده و 100ايزوپروپانول 

 درجه سانتی گراد قرار گرفت. -20دماي 

دقيقه  10به مدت  rpm9000با دور  oC4لوله فوق در  -

 l200 -سانتريفوژ شد و مايع رويی خارج گرديد.

%(  به رسوب ته لوله اضافه شد و 75از اتانول )

دقيقه در  15تا  10ورتكس گرديد. سپس به مدت 

 oC25لوله فوق در  -دماي آزمايشگاه قرار گرفت.

دقيقه سانتريفيوژ شده  5به مدت  rpm9000با دور 

 شد.  و مايع رويی خارج
 

با توجه به احتمال آلودگی محلول بدست آمده از 

، ضروري بود به روش زير DNAاستخراج فوق به 

DNA  حذف گرديده تاRNA  با خلوص بالا در اختيار

موجود در محلول  RNAداشته باشيم: ابتدا ميزان 

با روش  RNAحاصله از مراحل استخراج 

ري اندازه گي nm260اسپكتروفتومتري در طول موج 

موجود در  RNAميكروگرم از  1به ازاي هر  -شد.

 و Iمحلول يك واحد از آنزيم دزوكسی ريبونوكلئاز 

تريس اسيد  mM100يك حجم از بافر مربوطه )حاوي  

كلريد  mM1/0كلريد منيزيم و  mM5/2كلريدريك، 

حجم نهايی محلول فوق  -كلسيم(  اضافه گرديد.

 -د. رسانده ش ml10به  DEPCتوسط آب حاوي 

 -دقيقه قرار گرفت. 30بمدت  oC37محلول فوق در 

، با قرارگرفتن لوله  Iدر انتها، دزوكسی ريبونوكلئاز 

به مدت  oC65حاوي محلول فوق در درجه حرارت 

خنثی  EDTAاز  mM5/2دقيقه، در حضور  10

موجود در محلول دوباره توسط  . RNAگرديد

مورد ارزيابی  nm260اسپكتروفتومتري در طول موج 

قرار گرفت و ميزان خلوص آنها بررسی شد. بدين 

 2تا  8/1بين  OD260/OD280صورت كه اگر نسبت 

 RNAبود نشان دهنده خلوص قابل توجه 

 5/1الكتروفورز ژل آگارز توسط  RNAكيفيت است.

( نيز mg/ml1درصد، با رنگ آميزي اتيديوم برومايد)

 مورد بررسی قرار گرفت.

 

4- RT-PCR نیمه کمی 

DNA (cDNA )هدف از اين مرحله ابتدا تهيه كپی 

بوووده كووه تحووت عنوووان رونوشووت بوورداري   RNAاز 

بوا   DNA( ناميده می شود و سپس اين RT) 1معكوس

                                                           
1 Reverse transcription 
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 (PCR)اي پلوی موراز   روش واكونش زنجيوره  
افوزوده   1

ابتودا مووادي    cDNAسواخت  جهت  .سازي می گردد

 dNTP( و ng200(، راندوم هگزامور ) g1) RNAشامل 

(mM5/0 در يك لوله )ميلی ليتري اپندورف ريخته  5/0

 l20و حجم نهايی اين محلوول توسوط آب مقطور بوه     

درجوه سوانتی    65دقيقه در  5رسانده و سپس به مدت 

 گراد قرار داده شد.

 RNaseدر مرحله بعد به اين محلول ، مهار كننده 

ك اسيد كلريدري -)شامل تريس  RTواحد(، بافر  40)

(mM50( كلريد پتاسيم ،)mM75( كلريد منيزيم ،)mM3 ، )

DTT (mM10 و آنزيم  رونوشت  برداري معكوس به )

واحد(، اضافه شد. محلول حاصله  200) M-MLV نام

 50گراد و سپس  درجه سانتی 25دقيقه در  10به مدت 

گراد قرار گرفت.در مرحله  درجه سانتی 37دقيقه در 

گراد  درجه سانتی 75رارت آخر محلول را در درجه ح

دقيقه قرار داده تا آنزيم رونوشت برداري  15به مدت 

معكوس غير فعال شود. در مرحله بعد با استفاده از 

( 1)جدول   caspase1پرايمر اختصاصی براي

تكثير  caspase 1مربوط به  mRNAهايی از  قسمت

 گرديد.

 

 caspase1مواد لازم برای هر واکنش در این مرحله برای 

  عبارتند از:

( كه X1) PCRبافر  -dNTP (mM2 )مخلوط 

(، كلريد سديم mM5شامل: تريس اسيد كلريدريك )

(mM10 ،)EDTA (mM01/0 و )DTT (mM1/0 تريتون ،)

100-x (1/0 و گليسرول )%5( %l 5/2)-  كلريد

مربوط به  R+Fپرايمر اختصاصی  - (mM5/1منيزيم )

caspase (1) (M2) - cDNA (l 5/0)-  پلی مراز

Taq (5/0 )واحد 

                                                           
1 Polymerase chain reaction 

بعد از مخلوط كردن مواد فوق در يك لوله 

اپندورف، حجم مخلوط را با آب مقطر )يونيزه( به 

l25  رسانده و سپس در دستگاهThermocyclor  قرار

داديم، البته قبلا دستگاه به صورت زير براي ژن 

caspase 1 :برنامه ريزي گرديد 
 

 :casepase1برای ژن  PCRبرنامه حرارتی 

گراد جهت بازشدن  درجه سانتی 94دقيقه در  2 (الف

 DNA (pre Denaturation)اوليه دو رشته 

گراد جهت باز شدن  درجه سانتی 94ثانيه در  50ب( 

 DNA (Denaturation) دو رشته

گراد جهت اتصال  درجه سانتی 68ثانيه در  50ج( 

 (Annealing) پرايمرها به توالی هدف

گراد جهت طويل  درجه سانتی 72ثانيه در  45 د(

  (Extension)هاي جديد شدن رشته

 

سيكل  25سه مرحله آخر حرارتی )از ب تا د( در 

 تكرار گرديد.

 در اين روش ژن داخلی استانداردي به نام 

(–actin  كه اصطلاحا )Housekeeping gene  ناميده

می شود نيز تكثير گرديد تا در هنگام سنجش دانسيته 

، مقادير بدست آمده با دانسيته caspase1باندهاي  ژن 

در واقع به همين  .باند اين ژن داخلی مقايسه گردد

( Semiquantitativeدليل اين روش را نيمه كمی )

 [.16و10ناميده اند ]
 

 actin –رای مواد لازم برای هر واکنش در این مرحله ب

 عبارتند از:

( كه X1) PCRبافر  -dNTP (mM5/1)مخلوط 

(، كلريد سديم mM5شامل: تريس اسيد كلريدريك )

(mM10 ،)EDTA (mM01/0 و )DTT (mM1/0 تريتون ،)
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100-x (1/0 و گليسرول )%5( %l 5/2)-  كلريد

مربوط به  R+Fپرايمر اختصاصی  - (mM5/1منيزيم )

(–actin  )(M2) - cDNA (l 1)- مراز  پلیTaq 

بعد از مخلوط كردن مواد فوق در يك  .واحد( 2/0)

، حجم مخلوط را با actin –لوله اپندورف براي ژن 

رسانده و سپس در دستگاه  l25آب مقطر )يونيزه( به 

Thermocyclor  قرار داديم، البته قبلاً دستگاه به

 :برنامه ريزي گرديد actin –صورت زير براي ژن 

 

 :actin –برای ژن  PCRبرنامه حرارتی 

گراد جهت بازشدن  درجه سانتی 94دقيقه در  3 (الف

 DNA (pre Denaturation)اوليه دو رشته 

گراد جهت باز شدن  درجه سانتی 94دقيقه در  1ب( 

 DNA (Denaturation) دو رشته

گراد جهت اتصال  درجه سانتی 68ثانيه در  60ج( 

 (Annealing)هدفپرايمرها به توالی 

گراد جهت طويل  درجه سانتی 72ثانيه در  60د( 

 (Extension)شدن رشته هاي جديد

 

سيكل  24سه مرحله آخر حرارتی )از ب تا د( در 

 تكرار گرديد.

 و caspase1براي دو ژن  PCRبعد از انجام 

–actin  باندهاي مربوطه را با استفاده از عمل ژل

متمايز ساخته و پس از % 5/1الكتروفورز در ژل آگارز 

(، توسط اشعه mg/ml1)رنگ آميزي با اتيديديم برمايد 

ماوراء بنفش مورد مشاهده قرار گرفت. سپس باندهاي 

حاصله را با باندهاي ماركر استفاده شده در ژل 

الكتروفورز مقايسه كرده تا اندازه تقريبی باندها 

هاي  مشخص شود. اندازه هاي بدست آمده با اندازه

ورد انتظار مقايسه شده تا از اختصاصی بودن باندهاي م

بدست آمده براي هر ژن اطمينان حاصل گردد. در 

مرحله انتهايی كه دانسيتومتري است، با استفاده از 

، photo-capt v.99 Image softwaveبرنامه كامپيوتري 

دانسيته هر يك از باندها اندازه گيري شده و سپس با 

مربوطه مقايسه و به صورت  actin –دانسيته باندهاي 

 ثبت گرديد.  caspase1/βactinنسبت 
 

 محاسبات آماری  -5

 SPSS-14براي انجام محاسبات آماري از نرم افزار

استفاده شده و جهت مقايسه مقادير هر يك از متغيرها 

 oneمابين سه گروه بيمار،درمانی و شواهد از آزموون )  

way anova موارديكووه احتمووال ( اسووتفاده گرديوود. در

( شد، اختلاف از نظور آمواري   >05/0P) 05/0كمتر از 

 ±معنی دار تلقی گرديد. كليه نتايج به صورت ميانگين 

)(خطاي اسوتاندارد از ميوانگين    SEMMean  درج

 .گرديد
 

 نتایج
خطای معیار از میانگین نسبت وزن  ±مقایسه میانگین -1

های  ( بین گروهRV/TVبطن راست به وزن هر دو بطن )

  بیمار، درمانی و شاهد در سنین مختلف:

 2با توجه به نتوايج ارائوه شوده در جودول شوماره      

( RV/TVنسبت وزن بطن راست به مجموع دو بطون ) 

روزگی در گروه بيمار نسوبت   49و  21در هر دو سن 

به هر دو گروه شاهد و درمانی افزايش يافته است كوه  

وزگی نسبت به گروه درموانی  ر 21اين افزايش در سن 

روزگی نسبت به هر دو گروه درموانی و   49و در سن 

داري  شوواهد از لحوواا آموواري داراي اخووتلاف معنووی  

 49.همچنوين ايون نسوبت در سون     (>05/0pباشد ) می

شوده اسوت كوه     29/0روزگی در گروه بيمار بيشتر از 

نشان دهنده بروز سندرم هايپرتانسيون ريووي در ايون   

 [.19گروه است ]
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خطای معیار از میانگین نسبت  ±مقایسه میانگین  -2

دربافت ریه  PCRحاصل از caspase1/-actin دانسیته

 بین گروه های شاهد ، بیمار و درمانی در سنین مختلف:

بافت ريه در  caspase1/-actinنسبت دانسيته  

 3گروه هاي شاهد ، بيمار و درمانی در جدول شماره 

با يكديگر مقايسه شده است.با توجه به نتايج به دست 

بافت ريه در  caspase1مربوط به  mRNAآمده ميزان 

روزگی در گروه درمانی نسبت به گروه بيمار  49سن 

 (. >05/0p) داري را نشان داده است كاهش معنی

 

خطای معیار از میانگین نسبت  ±یانگینمقایسه م -3

در بطن  PCRحاصل از caspase1/-actin  دانسیته

های شاهد، بیمار و درمانی در سنین  راست بین گروه

 مختلف:

 /caspase1نسبت دانسيته  4در جدول شماره 

-actin هاي شاهد، بيمار و  بافت بطن راست در گروه

درمانی با يكديگر مقايسه شده است. با توجه به نتايج 

 caspase1مربوط به  mRNAبه دست آمده ميزان 

روزگی در  49و 21بافت بطن راست در هر دو سن 

گروه درمانی نسبت به گروه بيمار كاهش يافته است 

دار  كه اين كاهش از لحاا آماري داراي اختلاف معنی

 49(. همچنين اين ميزان در سن >05/0pباشد ) می

روزگی در گروه درمانی نسبت به گروه شاهد افزايش 

 .(>05/0pدهد ) معنی داري را نشان می
 

 در این مطالعه PCRمشخصات پرایمرهای مورد استفاده در انجام  -1جدول 

Accossion 

No, 

Size of 

PCR 

Product 

Cycles, 

Annealing 

ternperatare 

.primerَ5 .primerَ3 Gene 

LO8165 468 bp 
24-60 Oc TTAGAAGCATTTGCGGTGGACAA ACTGGATTTCGAGCAGGAGAT –actin 

AF031351.1 347 bp   25-64 Oc AGGGAGCTGTCACAGTGCGT CGGCCAGCGCCATCTTCATT Caspase1 

 
 ( بین گروه های مورد مطالعه در سنین مختلفRV/TVوزن هر دو بطن )نسبت وزن بطن راست به  -2 جدول

 گروه شاهد گروه بیمار گروه درمانی سن )روز(

21 b00/0  ±20/0 a00/0  ±26/0 a00/0  ±24/0 

49 a01/0  ±23/0 b01/0  ±31/0 a01/0  ±22/0 
a.b  دهنده وجود اختلاف معنی دار بين گروه ها در حروف غير مشابه نشان ( 05/0يك سن خاص استp<) 

 

 در بافت ریه بین گروه های مورد مطالعه در سنین مختلف PCRحاصل از caspase1/-actinنسبت دانسیته  -3جدول 

 گروه شاهد گروه کنترل گروه درمان سن )روز(

21 14/0± 86/1 25/0 ± 11 /2 17/0 ± 73 /1 

49 a19/0 ±20/2 b17/0 ±10/4 a19/0 ±03/2 
a.b حروف( 05/0غير مشابه نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار بين دو گروه در يك سن خاص استp<.) 

 

 در بطن راست بین گروه های مورد مطالعه در سنین مختلف PCRحاصل ازcaspase1/-actinنسبت دانسیته  -4جدول 

 گروه شاهد گروه کنترل گروه درمان سن )روز( 

21 a22/0± 74/2 b24/0± 80/3 a30/0± 32/2 

49 c19/0 ±54/2 b34/0  ±75/4 a30/0 ±33/1 
a.b.c( 05/0حروف غير مشابه نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار بين دو گروه در يك سن خاص استp<.) 
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باند گروه شاهد، درمانی و کنترل.  6در بافت بطن راست. به ترتیب از سمت چپ به راست به فاصله هر  caspase1ژل الکتروفورز ژن -1شکل

 ( caspase1و ردیف پایین  -actin)ردیف بالا 
 

 
دیف باند گروه شاهد،درمانی و کنترل. )ر 6در بافت ریه. به ترتیب از سمت چپ به راست به فاصله هر  caspase1ژل الکتروفورز ژن -2شکل

 ( caspase1و ردیف پایین  -actinبالا 

 

 بحث

هاي اخير نشان داده است كه در شرايط  بررسی

هاي  طبيعی، هر عاملی كه موجب افزايش فعاليت

هاي گوشتی شود ميزان بروز  متابوليكی جوجه

دهد.  هايپرتانسيون ريوي و آسيت را افزايش می

افزايش سرعت رشد، كاهش درجه حرارت، تغذيه 

هاي پلت شده از  هاي پر انرژي, يا مصرف جيره باجيره

توانند با بالا بردن  جمله عواملی هستند كه می

هاي متابوليكی موجب افزايش مصرف اكسيژن  فعاليت

در پرنده و در نهايت بروز آسيت در طيور گوشتی 

افزودن  [. در مطالعه حاضر هدف از20و1شوند ]

هاي گوشتی،  به جيره غذايی جوجه T3هورمون 

افزايش متابوليسم و در نتيجه افزايش مصرف اكسيژن 

هاي متابوليكی بوده است. افزايش نياز به  و فعاليت

اكسيژن باعث هيپوكسی بافتی شده كه جهت جبران آن 

و رفع نيازهاي بافتی بر برون ده قلبی افزوده می شود 

خون ريوي بيشتر شده منجر به  و بدنبال آن جريان

شود.  می بروز افزايش فشار خون ريوي و نهايتاً آسيت

به خوبی مشخص شده كه پركاري تيروئيد موجب 

پركاري قلب و عروق )افزايش برون ده قلبی و كاهش 

مقاومت عروق سيستميك(شده،كه موجب تندتر شدن 

افزايش عملكرد سيستوليك و دياستوليك  ضربان قلب،

[. زمانی كه به هر 6و1] شود پرتروفی قلب میو هاي

هاي مختلف بدن افزايش  علتی فعاليت متابوليكی بافت

جريان خون موضعی بافتی افزايش يافته و  ،يابد

شود كه در  موجب كاهش فشار خون عمومی بدن می

اين شرايط قلب با افزايش فعاليت خود سعی در 

ه در كند كه البت يافته می جبران فشار خون كاهش

تواند موجب هايپرتروفی قلب و  طولانی مدت می

در واقع بيان كننده  RV/TVنارسايی آن گردد. مقدار 

ميزان هايپرتروفی بطن راست در مقايسه با كل توده 

دهد كه چه نسبتی از وزن  بطنی است و نشان می

ها مربوط به بطن راست است. بنابراين در تعيين  بطن

عيين كننده وجود دارد كه ميزان اين نسبت دو عامل ت

ها و وزن بطن راست. افزايش  عبارتند از وزن كل بطن

تواند به علت هيپرتروفی بطن راست  اين نسبت می

باشد.هيپرتروفی ديواره بطن راست مستقيماً با افزايش 

هاي ريوي در ارتباط است و نسبت  فشار سرخرگ

RV/TV  می تواند سنجشی براي فشار بار روي بطن

مهمترين شاخص  RV/TVراست باشد. بنابراين نسبت 

براي تعيين هايپرتروفی بطن راست و هايپرتانسيون 
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[. مشخص گرديده است كه رشد 19ريوي است ]

هاي گوشتی در مقايسه با رشد بدن،  ها در جوجه ريه

[، كه افزايش وابسته به سن نسبت 2] كندتر است

RV/TV توان به همين موضوع  در گروه بيمار را می

 نسبت داد. در گروه بيمار در تمام مراحل نسبت

RV/TV  بزرگتر از گروه شاهد و درمان است )اين

 49نسبت به گروه درمان و در روز 21افزايش در روز 

دار است(.  نسبت به هر دو گروه شاهد و درمان معنی

در سال  Widemanدر مجموع با توجه به تعريفی كه 

از سندروم هيپرتانسيون ريوي داشته است بدين  2001

نشان  29/0به بيش از  RV/TVمعنی كه افزايش نسبت 

[ وبا 19دهنده حضور اين سندروم در پرنده است ]

 49هاي بدست آمده، اين سندرم در  توجه به داده

روزگی گروه كنترل را كاملاً درگير كرده است. افزايش 

كسيداتيو شرايطی را توصيف می كند كه هاي ا استرس

در آن آنتی اكسيدان هاي سلولی قادر به غيرفعال كردن 

هاي آزاد واكنش دهنده نيستند. غلظت بالاي  راديكال

اين عوامل استرس با افزايش پراكسيداسيون ليپيدي و 

توليد مقدار زيادي مالون دي آلدئيد به نوكلئيك اسيد، 

رسانند كه به  ی آسيب میهاي سلول ليپيد و پروتئين

هاي ثانويه باعث بروز نكروز،  وسيله واكنش

شود كه در  آپوپتوزيس و سرانجام مرگ سلول می

نتيجه عدم تعادل داخلی و ايجاد بيماري را داريم 

[. همانطور كه نتايج نشان داده است گروهی از 13]

تحت  Cها كه توسط مقادير مختلف ويتامين  جوجه

بودند، اين معيار قلبی تا حدود  درمان قرار گرفته

زيادي اصلاح شده است كه می تواند ناشی از اثرات 

در اين سندرم باشد. تاكنون  Cاكسيدانی ويتامين  آنتی

بيشتر مطالعات در زمينه پاتوفيزيولوژي سندرم 

هايپرتانسيون ريوي صورت گرفته است و عمدتا 

لبی عواملی مانند افزايش فشار خون ريوي، اختلالات ق

هاي آزاد به عنوان مهمترين علل احتمالی  و راديكال

آسيت در طيور گوشتی مطرح شده است و توجه 

هاي ملكولی و سلولی تأثير گرفته شده  كمتري به جنبه

هاي مبتلا صورت  از اين سندرم در قلب و ريه جوجه

به  (caspase1) گرفته است، اندازه گيري بيان ژن

ريه جوجه هاي مبتلا، عنوان شاخص،در بطن راست و 

ميزان آپوپتوزيس ايجاد شده در اين سندرم را تعيين 

و همكارانش در  Upadhyay[. در مطالعه 14نمايد ] می

به  caspaseمشخص شده است كه فعاليت  2004سال 

هاي هايپرتيروئيد افزايش يافته  داري در رت طور معنی

هاي  است و نشان داده اند كه افزايش هورمون

[. 17] گردد دي سبب ازدياد ميزان آپوپتوز میتيروئي

Wang اعلام نمودند كه  2010همكاران در سال  و

 T4ميزان آپوپتوزيس در قلب رتهايی كه در معرض 

قرار داشتند افزايش يافته است و آنها پيشنهاد نمودند 

كه ازدياد ميزان آپوپتوزيس قلب را به سمت نارسا 

ي ديگر نيز ثابت [. از سو18نمايد ] شدن هدايت می

شده كه ميزان آپوپتوزيس در نارسايی قلبی و 

هيپرتانسيون ريوي افزايش يافته است. حسن پور و 

عنوان نمودند كه ميزان بيان  2014همكاران در سال 

و به دنبال آن ميزان آپوپتوزيس در  caspase1,2,3 ژن

هاي گوشتی مبتلا به سندرم  قلب و ريه جوجه

القاء شده با هورمون تيروئيدي هايپرتانسيون ريوي 

[. افزايش آپوپتوزيس نقش مهمی 11] يابد افزايش می

هاي آسيب رسان، از جمله ايسكمی  در انواع ايسكمی

ميوكارد كه در اثر خونرسانی ناقص و كاهش ميزان 

كند و باعث مرگ  افتد، ايفاء می اكسيژن اتفاق می

. شود هاي ترانس ژن می موش ها در كارديومايوسيت

همچنين آسيب ناشی از ايسكمی باعث شروع 

گردد و اگر ايسكمی ادامه پيدا كند،  آپوپتوزيس می

[. بررسی بر روي 12و 7تبديل به نكروز خواهد شد ]
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رت، خرگوش و  هاي حيوانی از جمله موش، مدل

سگ و همچنين مدل انسانی نشان داده است كه 

سيتوزوليك كه در پاسخ به تحريك  Cسيتوكروم 

گردد و همچنين  پتوزيس از ميتوكندري آزاد میآپو

در  Caspaseپروآنزيمهاي فعال كننده آپوپتوزيس بنام 

هر دو مدل حيوانی و انسانی متعاقب نارسائی قلبی 

كه به  BCl-2گردند و همچنين پروتئين  آشكار می

عنوان مهار كننده آپوپتوزيس مطرح است بعد از 

رد بهبود يافته نارسائی حاد كرونر بخصوص در ميوكا

 BC1-2[. تعادل بين 8] شود در سطح بالايی تنظيم می

و  Baxبه عنوان مهار كننده آپوپتوزيس و پروتئين 

Bad همراه پروآنزيم  به عنوان القاء كننده آپوپتوزيس به

Caspase هاي  در افزايش ميزان آپوپتوزيس در سلول

 متعاقب هايپرتانسيون ريوي .[4قلبی بسيار مهم است ]

هاي عضلات صاف عروق  ميزان آپوپتوزيس در سلول

ريزي شده  يابد و مرگ برنامه خونی و ريه افزايش می

هاي عضله صاف ديواره عروق عامل اصلی تغيير  سلول

وضعيت عروق خونی است و تعادل بين آپوپتوزيس و 

هاي عضله صاف  تقسيم سلولی ميزان رشد سلول

در تحقيق حاضر، [. 5كند ] ديواره عروق را تعيين می

نيمه كمی بر  RT-PCR مطالعه انجام گرفته توسط

در قلب و ريه طيور  (caspase1)روي بيان ژنی 

گوشتی حاكی از آن است كه اين ميزان بيان ژن در 

دريافت نموده و به سندرم  T3گروهی كه هورمون

داري  اند به طور معنی هايپرتانسيون ريوي مبتلا شده

درمانی افزايش يافته است كه نسبت به گروه شاهد و 

باشد. با توجه  همسو با ساير تحقيقات مشابه می

در بروز هايپرتانسيون ريوي   آزاد هاي اينكه راديكال به

موثرند و همچنين ثابت شده است كه هيپوكسی 

ها  هاي آزاد در ميتوكندري موجب افزايش راديكال

از مهمترين   عنوان يكی به C شود ويتامين می

هاي آزاد تاثيرگذار  ها در حذف راديكال اكسيدان آنتی

[. معمولا اين ويتامين به جيره طيور اضافه 13است ]

گردد. اگر چه طيور توانايی ساختن اين ويتامين را  می

در بدن خود دارند اما در شرايط خاص مثل سرعت 

بالاي رشد، گرما، سرما و عفونت نياز به اين ويتامين 

فه كردن كردن آن در جيره يابد و اضا افزايش می

رسد. ثابت شده است كه ويتامين  ضروري به نظر می

C تواند موجب آزاد شدن بيشتر نيتريت اكسايد  می

 )گشاد كننده عروق( از ديواره عروق شود كه اين اثر

تواند در كاهش هايپرتانسيون ريوي موثر باشد.  می

اي كه در مورد اسيد اسكوربيك انجام  مطالعات اوليه

گرفت مشخص گرديد كه اين ويتامين می تواند مرگ 

هاي محيطی را كاهش دهد  و مير ناشی از استرس

دهد آن است  [. آنچه كه اين تحقيق نشان می22و21]

توانست ميزان هايپرتانسيون ريوي را  Cكه ويتامين 

كاهش دهد كه با نتايج ساير تحقيقات مشابه نيز همسو 

ان داده شده است نش 2است. همانطور كه در جدول 

هاي درمان شده با  در گروهRV/TVشاخص قلبی 

در تمام سنين به طور قابل توجهی كاهش  Cويتامين 

تواند حاكی از كاهش ميزان  پيدا كرده است كه اين می

پس بار قلبی )كاهش فشار خون ريوي( و در نتيجه 

در اين مطالعه كه  عدم هايپرتروفی بطن راست باشد.

ارتباط بين ميزان آپوپتوزيس و سندروم  براي اولين بار

به عنوان  Cهايپرتانسيون ريوي و اثر درمانی ويتامين 

اكسيدان در طيور تعيين گرديد، ميزان بيان  يك آنتی

در گروه درمان نسبت به گروه كنترل  (caspase1)ژنی 

روزگی در بافت ريه و بطن راست 49 و 21در سنين 

ست كه اين اختلاف داري كاهش يافته ا به طور معنی

دار بيانگر كاهش ميزان آپوپتوزيس در گروهی  معنی

مبتلا به هايپرتانسيون  T3است كه با دريافت هورمون 

 به عنوان يك  Cريوي و در عين حال با ويتامين 
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