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 چکیده
 پره کنترل و اضطراب کاهش یبرا باردار زنان و جوانان توسط معمولا که است اضطراب ضد یدارو کی دیازپوکسایکلرود

 ستمیس عملکرد در اختلال باعث دارو نیا که داده نشان مطالعات یبرخ .ردیگیم قرار استفاده مورد یاکلامپس و یاکلامپس

 دیازپوکسایکلرود مصرف اثر مطالعه نیا در سلولی آسیب متعاقب bad ژن بیان افزایش توجه با شود.یم کینرژیکول یعصب

 ماده موش رأس 9 مطالعه این در شد. یبررس ییصحرا موش نوزادان هیپوکمپ در bad ژن بیان یرو بر یباردار دوران در

 دوز با دیازپوکسایکلرد روزانه یصفاق داخل قی)تزر یشیآزما کنترل، گروه: سه به یتصادف طور به و شده باردار ستاریو نژاد

mg/kg 10 ژن بیان و خارج جمجمه از نوزادان مغز تولد، از پس هفته 2 شدند. میتقس (نی)سال حامل و روز( 21 مدت به 

 قرار تحلیل و تجزیه مورد Rest آماری افزار نرم از استفاده با ژن بیان میزان گرفت. قرار بررسی موردbad پروآپوپتوتیک

 کنترل گروه به نسبت آزمایشی ه گروه در bad پروآپوپتوتیک ژن بیان .شد گرفته نظر در P<0.05 داریمعنی سطح و گرفته

 موجب تواندمی بارداری دوران در کلرودیازپوکساید دریافت که بود آن از حاکی مطالعه نتایج  داد. نشان داریمعنی افزایش

  .گردد ویستار نژاد صحرایی موش نوزادان هیپوکمپ در نورونی آسیب
 

 .bad ژن هیپوکمپ، صحرایی، موش کلرودیازپوکساید، ژن، بیان :ها کلیدواژه
 

 مقدمه

 جزء و هابنزوديازپاين گروه از کلرديازپوکسايد

 تحت که باشدمي آورخواب و مسكن داروهاي

 سيليبرين ليبراکس، )ليبريوم، تجاري مختلف هاينام

 هابنزوديازپين (.1 )شكل رسدمي فروش به ...( و

 که هستند اضطراب ضد داروهاي ترينشايع از يكي



 همکاران و امین دیناروند/  در هیپوکمپ نوزادان موش  badبررسی تاثیر داروی کلردیازپوکساید در زمان بارداری بر بیان ژن

 

44 

 باروري سن در زنان توسط آمريكا متحده ايالات در

 پره کنترل و اضطراب کاهش براي باردار زنان و

 بارداري آخر ماهه سه در اکلامپسي و اکلامپسي

 سه به بنزوديازپين ترکيبات .[,] شوندمي تجويز

 ترکيبات نظير اثر، طولاني شوند:مي تقسيم عمده دسته

 و هالازپام، فلورازپام، کلرديازپوکسايد، ديازپام،

 لورازپام کلونازپام، ترکيبات مانند اثر، متوسط پارازپام،

 آلپرازولام، ترکيبات شامل اثر کوتاه و کوازپام و

 مورد هايبنزوديازپين ترينشايع وميدازولام. اگزازپام

 کلرديازپوکسايد، ديازپام، متحده ايالات در استفاده
 .[] باشد مي آلپرازولام لورازپام، کلونازپام،

 و تالاموس ليمبيک، سطح در داروها اين

 گذارندمي تأثير مرکزي عصبي سيستم از هيپوتالاموس

 اضطراب، کاهش آور، خواب و بخش آرام اثرات تا

 ايجاد را اسكلتي هايماهيچه کردن شل و ضدتشنج

 نقش و بوده ليمبيک سيستم به متعلق هيپوکمپ کنند.

 به مدت کوتاه حافظه حالت از اطلاعات ثبات در مهمي

 هايسايت دارد. فضايي مسيريابي و بلندمدت حافظه

 هابنزوديازپين براي بالا ترکيبي ميل با خاص اتصال

 است. شده داده تشخيص مرکزي اعصاب سيستم در

 ينتيجه در ها،گيرنده اين به هابنزوديازپاين اتصال با

 تسهيل گابا مهاري اثرات کلر، يون جريان افزايش

 .[] شودمي

 

 کلرديازپوکسايد شيميايي مشخصات .1 شكل
 

 C16H14ClN3O                   شيميايي فرمول

 g/mol 299.75                        مولكولي وزن

 

 مصرف بايد زماني تنها بارداري زمان در دارو اين

 در باشد. غالب عوارضش بر فوايدش که شود

 طول ترينکوتاه و موثر دوز ترينپايين با که صورتي

 کاهش باعث توجهي قابل طور به شود مصرف درمان

 3 در هابنزوديازپاين مصرف از شود.مي دارو عوارض

 مصرف شود. اجتناب بايد بارداري اول ماهه

 هابنزوديازپاين ساير به نسبت ديازپام و کلرديازپوکسايد

 هايبنديدسته تمام است.خطرتربي بارداري دوران در

 ترشح شير در توانندمي بنزوديازپين ترکيبات مهم

 ترشح مقدار کنند. عبور جفت از راحتي به يا و شوند

 پروتئين دارو، خاص هايويژگي به بستگي دارو

 دوستي، چربي درجه يونيزاسيون، پلاسما، اتصالي

 مادر، خون در دارو غلظت عمر، نيمه مولكولي، وزن

 دارد. فارماکوکينتيک و خوراکي، زيستي فراهمي

 مصرف زمان در جنين براي بسياري احتمالي خطرات

 خصوص به باردار زنان توسط اضطراب ضد داروهاي

 شروع دارد. وجود بارداري دوران اول روز 42 در

 تاخير با يا و بلافاصله است ممكن تراتوژن اثرات

 3 يا روز چند عرض در است ممكن علايم و باشد

 باقي ماه چندين تا و شوند ظاهر تولد از بعد هفته

 است زماني ناهنجاري به ابتلا خطر بيشترين بمانند.

 قرار لقاح از پس هفته هشت تا دو بين جنين که

 .[,] است گرفته

 دوران يط در که ييداروها ياصل هدف چه اگر

 وجود نيا با است مادر شونديم استفاده يباردار

 راتيتأث و است ناخواسته کننده افتيدر کي نيجن

 مشكلات از نيجن يرو بر داروها نيا از يبعض يمنف

 يعصب اختلالات مورد در باشد.يم هايباردار ياصل

 در هانيازپايبنزود گروه يداروها مصرف از يناش

 هاآن اثر و دارد وجود يکم مطالعات يباردار دوران

 در ينيجن دوران در که يکودکان نمو و رشد يرو بر
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 اندگرفته قرار ديازپوکسايکلرد جمله از ييدارو معرض

 هايمدل طبق حال اين با باشد.يم نامشخص همچنان

 صورت در که باشدمي مشخص حدودي تا حيواني

 هابنزوديازپاين برابر در جنين گرفتن قرار معرض در

 و عصبي سيستم روي بر مدت طولاني اثرات احتمال
 پيش مهم هايژن از .[] دارد وجود هاآن عملكرد

 هدف .[,]کرد اشاره badبه توانمي آپوپتوز برنده

 داروي ناشي bad ژن بيان تغيير بررسي تحقيق اين

 نوزادان هيپوکمپ در بارداري زمان در کلرديازپوکسايد

 باشد. مي موش
 

 هاروش و مواد

  حیوانات یهاگروه

 بررسي اسمير واژينال تهيه با مرتب ماده حيوانات

  جداگانه هايقفس در استروس فاز در و شده

 واژينال مشاهده از پس و شده انجام گيريجفت

 شد. نگهداري روز 21 بمدت حيوان پلاک

 نشد انجام حيوان براي تيماري هيچ :شاهد گروه. 

 انتخابي دوز با کلرديازپوکسايد داروي :آزمايشي گروه 

mg/kg 10 روز( 21) بارداري طول در روز هر 

  .شد تزريق حيوان به IP صفاقي داخل بصورت

 سالين نرمال :حامل گروه(1cc) طي در روز هر 

 .شد تزريق حيوان به بارداري دوره

 توسط حيوانات نوزادان، آمدن بدنيا از پس هفته 2

 و شده ذبح و بيهوش (40mg/kg) سديم پنتوباربيتال

  ساير از مولكولي هايبررسي براي هيپوکامپ

  جداشد. مغزي هايبافت

 

 . cDNA سنتز و RNA استخراج

 رت هيپوکامپ از موردنظر بافت برداشت از پس

 و RVAابتدا گراد،سانتي درجه -70 در نگهداري و

 و شد خارج غشايي محاصره از سلولي اجزاي ديگر

 براي و استخراج RNA ترايزول روش به سپس

 اسپكتروسكوپي طريق از RNA استخراج صحت

 غلظت .شد گرفته قرار ارزيابي مورد RNA کميت

RNA دستگاه توسط Nanodrop 260 موج طول در، 

 جذبي طيف .شد گيري اندازه نانومتر 230 و 280

260/280 A و پروتئين( با آلودگي )عدم خلوص 

230/2600A و فنل با آلودگي )عدم خلوص 

 که هايينمونه A 260/280 که هايينمونه کلروفرم(

260/280 ≥  به انتخاب cDNA سنتز براي بود 1/8

 . ندشد داده انتقال -80 فريزر

 طبق cDNA سنتز جهت مستر ساخت براي

 بقاطم شده ذکر هايغلظت با مواد از کيت دستور

 شد: استفاده 1 لودج

 و Gene runner افزارنرم کمک به پرايمرها

Primer 3 در و شده طراحي Ncbi , BLAST و شد 

 .(2 )جدول شدند چک بودن اختصاصي نظر از

 
RT-PCR  

 2/0 غلظت به DDW با 5/1 نسبت با cDNA ابتدا -

𝑃 𝑚𝑜𝑙/𝜇𝐿 شد رقيق. Master mix به cDNA و 

 نظر مورد پليت .ندشد اضافه 3 جدول مطابق پرايمر

 داده رارـق  step one plus Real Timeدستگاه در را

 ژن شدند. چک پرايمرها اختصاصت و عملكرد .شد

bad و هدف ژن عنوان به gapdh مرجع ژن عنوان به 

 و هدف ژن براي RT-PCR واکنش شدند. انتخاب

 تايي سه صورت به وتست کنترل هاينمونه در مرجع

 . شد انجام ايخانه 96 پليت در

 PCR Real Time واکنش دمايي و زماني برنامه

 گرفت. انجام 4 جدول مطابق
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 cDNA  (Takara)سنتز جهت لازم وحجم مواد :1 جدول

 ماده مقدار نهايي غلظت

X1 l2 5X PrimescriptT M Buffer (for Real time) 

 l5/0 Prime ScriptTM RT Enzyme Mixl 

Pmol25 l5/0 Oligo dT primer (50 M ) 

Pmol50 l5/0 Random 6 mers (100 M ) 

  Total RNA 

  Rnase Free H2o 

 l10 Total 

 

 gapdh و bad شده طراحي پرايمر توالي :2 جدول

 ژن پرايمر توالي ذوب دمای CGدرصد
60.0 58.0 GGAGCATCGTTCAGCAGCAG bad-F 
52.2 57.6 CCATCCCTTCATCTTCCTCAGTC bad-R 
50.0 57.8 AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG gapgh F 
54.6 56.7 CATACTCAGCACCAGCATCACC gapdh R 

 

 واكنش( دو )برای Real time PCR (takara) واكنش برای لازم اجزای .3جدول
 ماده مقدار نهايي غلظت

X1 l25 SYBR premix EX TaqTM 11(2X) 

M4/0 l2 PCR Forward primer (10 M ) 

M4/0 l2 PCR Reverse primer (10 M ) 

X1 l1 Rox Reference Dye or Dye 11 (50 X) 

2 l4 RT reaction solution (cDNA solution) 

 l16 dH2o (Sterilliz ed distilled water) 

 l50 Total 

 

 PCR ودمايي زماني برنامه :4جدول
 اول مرحله
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 دوم مرحله

 ( ثانیه ) زمان ℃ دما

95 15 

60 60 

95 15 

 

 مراحل شد. تشكيل ذوب منحني دوم مرحله در

 صحيح عملكرد سنجش و آلودگي عدم براي فوق

 مذکور مواد از اطمينان از پس و شد انجام پرايمرها

 پرايمر با جداگانه صورت به هانمونه از کدام هر

 قرار دستگاه در هاچاهک در ژن بيان بررسي جهت

NTC از گرفتند.
 عدم تائيد براي منفي( )کنترل 1

 کنترل شد. استفاده آزمايش انجام درحين آلودگي

 بود.  cDNAفاقد منفي

 يک با ها آن از کدام هر پرايمرها سنجش براي

 اتمام از پس و گرفتند قرار بررسي مورد کنترل نمونه

 اختصاصي از اطمينان براي Real Time PCR واکنش

 شده، تكثير قطعات طول نمايش و پرايمرها بودن

 .شدند منتقل آميد آکريلپلي ژل به هانمونه

 

 هاداده آماری تحلیل

 جهت  rest آماري افزارنرم توسط هاداده تحليل

  شد. انجام هانسبت و بيان مقايسه

 

  نتايج

 RNA استخراج تايید

 RNA از الكتروفورز دهنده نشان 2شكل

 باشد.مي %5/1 آگارز ژل روي بر شده استخراج
 

                                                                 
1
 Negative Test control 

 
  RNA =1 شده استخراج RNA از الکتروفورز .2 شکل

  1kb ماركر =2

 

 )تفکیک( ذوب منحني آنالیز

 طي که است محصولاتي بيانگر ذوب منحني

 بودن اي قله تک بدليل شوند.مي تكثير PCR واکنش

 جفت عدم نظر، مورد ژني قطعات اختصاصي تكثير

 اختصاصي غير قطعات تكثير عدم و پرايمرها شدن

 )تفكيک( ذوب منحني از استفاده با ژن هر براي

  (.1 )نمودار شد تعيين

 

  آماری آنالیزهای و bad ژن بیان

 هايدرگروه bad هايژن بيان نتيجه 3 نمودار

 دهد. مي نشان را کنترل به نسبت مختلف
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 gapdh (2) مرجع ژن با مقايسه در bad (1) ژن به مربوط ذوب منحني :1 نمودار
 

 
 

  gapdh1 و bad2 هایژن تکثیر منحني :2 نمودار

  

1 

2 

1 

2 
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 كنترل به نسبت مختلف های درگروه bad ژن بیان نسبت :3 نمودار

 

 گیرینتیجه و بحث

 تكامل در که اهميتي به توجه با سلول مرگ پديده

 نورو هايبيماري از بسياري در دارد عصبي سيستم

 هايبيماري از بسياري باشد. مي موثر دژنراتيو

 از خاصي گروه تدريجي کاهش بوسيله نورولوژيكي

 عمل و حرکت در اختلالاتي و شده ايجاد ها نورون

 توان مي جمله آن از و است نموده ايجاد CNS سيستم

 برد. نام را آلزايمر و پارکينسون مانند بيماريهاي

 هموستازي اکسيداتيواسترس مانند زيادي هاي فاکتور

Ca نامناسب
 همچنين ميتوکندري کارايي عدم ،+2

 هاي فاکتور متقابل هاي واکنش نقص يا فقدان

 يا و هدفشان هاي بافت و ها نورون بين نوروتروفيک

 مؤثرند. فوق بيماريهاي ايجاد در عوامل اين از ترکيبي

[] در که است سلولي فيزيولوژيک مرگ آپوپتوز 

 آسيب پير، هايسلول حذف سبب طبيعي شرايط

 و تكامل براي و شودمي مضر و اضافي ديده،

 و ترميم در آپوپتوز .است ضروري بافتي هوموستاز

 خود T هايسلول حذف نيز و بافتي نوسازي

 روند در اختلال هرگونه دارد نقش واکنشگر

 ممكن که شودمي بيماري به منجر تواند آپوپتوز،مي

 به منجر و باشد سلولي مرگ کاهش از ناشي است

 خود اختلالات يا و سرطاني هايسلول رشد و ايجاد

 مرگ طبيعي غير افزايش بالعكس .گرددمي ايمني

 اختلالات نظير هاييبيماري در نيز سلولي

 دو داراي آپوپتوز شودمي ديده ايدز و نورودژنراتيو

 يا داخلي مسير است. خارجي و داخلي اصلي مسير

 در اصلي مسيرهاي از آپوپتوز ميتوکندريايي مسير

 هم و حيات در هم ميتوکندري باشد.مي آپوپتوز القائ

 هايسيگنال به پاسخ در دارد. دخالت سلولي مرگ در

 ميتوکندري خارجي غشاء نفوذپذيري سلولي، مرگ

 آزاد و Bcl-2 خانواده هايپروتين متفاوت بيان باعث

 القاء فاکتور قبيل از پروآپوپتوتيک هايمولكول شدن

 C، Smac/DIABLO سيتوکروم ،(AIF)آپوپتوز کننده

 به ميتوکندري غشاء دو بين فضاي از G اندونوکلئاز و

  شوندمي سيتوپلاسم داخل

 شبيه بسيار ساختماني نظر از کلرديازپوکسايد

 باعث اگزازپام و ديازپام مطالعات طبق و است ديازپام

 به توجه با شوند.مي موش روي بر آنومالي ايجاد
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 کلرديازپوکسايد عملكردي و ساختماني هايشباهت

 احتمالاً که رسيد نتيجه اين به توانمي ديازپام با

 تواندمي نورورسپتورها طريق از نيز کلرديازپوکسايد

  .[] شود نوزاد موش مغز به آسيب باعث

 اجزاء به کلرديازپوکسايد جمله از هابنزوديازپاين

 نوروني غشاهاي در که GABAA گيرنده مولكولي

 و شوندمي متصل دارند وجود مرکزي عصبي دستگاه

 کندمي عمل کار يون کانال عنوان به يوني گيرنده اين

 مطالعات طبق .شودمي فعال GABA توسط و

 مهار تقويت باعث هابنزوديازپاين الكتروفيزيولوژيک

 شامل عصبي محور سطوح تمام در GABA واسطه به

 سياه، جسم هيپوکامپ، هيپوتالاموس، نخاعي، طناب

 مطالعات طبق .[] گردندمي مغز قشر و مخچه قشر

 ايجاد در GABA رسپتور شدن فعال شده انجام

 که گرفت نتيجه توانمي پس (12) دارد نقش آپاپتوز

 طريق از هابنزوديازپاين توسط GABA شدن فعال

 نوزاد موش مغز عصبي هايسلول در آپاپتوز ايجاد
 .[]شودمي نوروني آسيب باعث

 در هابنزوديازپين مصرف که داده نشان هابررسي

 و صرع ،myoclonus بروز موجب انسان نوزاد
 و Hartz مطالعه در []گرددمي طبيعي غير حرکات

 انيم از بود شده انجام Cohort بصورت که همكاران

 يريگيپ و يبررس تحت که يباردار مادر 50282

 از يباردار اول ماه 4 يط در باردار مادر 257 بودند

 در مادر 483 و بودند کرده استفاده ديازپوکسايکلرد

 بوند. کرده استفاده دارو نيا از يباردار بعد به 5 يهاماه

 ون،يمالفورماس سکير که داد نشان مطالعه نيا جينتا

 مادران نيا نوزادان در يسالگ 4 تا مرگ و ييزامرده

 از يناش ازاتيامت طبق نيهمچن و بود افتهين شيافزا

 4 )در IQ و (يماهگ 8 )در موتور تيوضع يبررس

  .[]نداشت وجود يمغز بيآس گونه چيه (يسالگ

 يک سلول، شده ريزي برنامه مرگ يا آپوپتوز

 القاي با که باشد مي پيچيده فيزيولوژيک فرآيند

 شود. ايجاد تواندمي سلولي درون هاياسترس

 اين در مهم کننده تنظيم يک Bcl-2 پروتئيني .خانواده

 آنتي هاي پروتئين گروه دو از خود باشدکه مي فرآيند

 اعضاء بين در شود.مي تشكيل آپوپتوتيکپرو و

 اعضاء جزء Bad مولكول ،Bcl-2 پروتئيني خانواده

 با که حساب به پروتئيني خانواده اين پروآپوپتوتيک

 صحيح فعاليت آپوپتوز، فرآيند کليدي نقش به توجه

 هايارگان از بسياري عملكرد براي آن شده تنظيم و

 کبد و مغز بين تعامل حفظ جهت خصوص به و بدن

 کبد که است داده نشان مطالعات باشد.مي ضروري

 بين از و غذايي مواد آوردن فراهم در مهمي نقش
 .[] دارد نوروتوکسين مانند سمي مواد بردن

 يدارو mg/kg 10 روزانه حاضر مطالعه در

 موش به يباردار طول تمام يط در ديازپوکسايکلرد

 در Bad ژن بيان افزايش  ها افتهي و شد داده ييصحرا

 حامل و شاهد گروه به نسبت نوزادان نيا هيپوکامپ

 يط در دارو نيا مصرف جهينت در داد نشان را

 نوزادان در ينورون بيسآ باعث توانديم يباردار

 احتمالاً الذکرفوق مطالببه توجه با شود.

 رسپتورهاي روي بر تأثير طريق از کلرديازپوکسايد

 و هاکورتيكواسترون سطح در تغييرات و خاص

 تخريب باعث عصبي رشد دوران طي نفرين نوراپي

 GABA رسپتور شدن فعال همچنين شودمي نوروني

 در GABA شده ثابت نقش و کلرديازپوکسايد توسط

 نحوه در ديگري مكانيسم عنوان به توانمي را آپاپتوز

 نوزاد موش مغز روي بر کلرديازپوکسايد داروي تأثير

  گرفت. نظر در
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 گیری:نتیجه

 کي روزانه تزريق که داد نشان مطالعه نيا جينتا

 دوران يط mg/kg 10 ميزان به ديازپوکسايکلرد دوز

 بيآس موجب توانديم bad ژن افزايش با يباردار

 در ييسزا به نقش که نوزادان هيپوکامپ در ينورون

 دارد، حافظه و دهيچيپ يرفتار يشناخت يزير برنامه

 دارو نيا مصرف مورد در شوديم شنهاديپ نيبنابرا.رددگ

 يهايبررس يباردار دوران اضطراب کاهش جهت

 نيا از استفاده رسديم نظر به رايز ديآ عمل به يشتريب

 ينورون صدمات جاديا موجب يباردار دوران در دارو

 شود.يم نوزاد مغز به
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Abstract 
Chlorodiazepoxide is an anxiolytic agent commonly used by young people and pregnant women to 
reduce anxiety and control preeclampsia and eclampsia. Some studies have shown that this medication 
disrupts the functioning of the cholinergic system. Due to the increased cellular damage of bad gene 
expression, the effect of cholorodiazepoxide used during pregnancy on bad gene expression in the 
hippocampus of neonatal rats was investigated. In this study, 9 female Wistar rats were pregnant and 
randomly divided into three groups: control, experimental (intraperitoneal injection of 
chlordiazoxoxide 10 mg / kg for 21 days) and carriers (saline). Two weeks after the birth, the brain of 
the neonates was removed from the skull and the expression of the propaoptotic gene of bad was 
investigated. The level of gene expression was analyzed by Rest software and a significant level of P 
<0.05 was considered. Propoptotic gene, bad showed significant increase in experimental group 
compared to control group. The results of this study indicated that the administration of 
chlorodiazepoxide during pregnancy can cause neuronal damage in the hippocampus of Wistar rats. 
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