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  :مقدمه
آترواسكلروز يك بيماري التهابي، مزمن و چند 

  امل مرگ و مير در اكثر كشورها علتي است كه ع
كلسيفيه شدن ديواره رگ ها در . )1(مي باشد 

آترواسكلروز همواره به عنوان يك فاكتور خطرساز 
  مطرح  )Plaque rupture(براي پارگي پلاك آتروم 

مدت ها تصور مي شد كلسيفيه شدن . )1،2( مي باشد
اما . ديواره رگ ها مرحله نهايي آترواسكلروز است

عات نشان مي دهد كلسيفيه شدن آتروم از همان مطال
ابتدا و در دهه دوم زندگي پس از تشكيل رگه هاي 

همچنين مطالعات اخير نشان . )3(ليپيدي آغاز مي شود 
يند آمي دهند كه كلسيفيه شدن ديواره رگ ها يك فر

علت تشكيل كلسيفيه . )4( فعال و تنظيم شده است
دنبال تحريك با ه عروق، تمايز سلول هاي عروقي ب

سايتوكاين ها، فاكتورهاي التهابي و ليپوپروتئين هاي 
كلسيفيه . )5(تغيير يافته در پلاك هاي آتروم مي باشد 

شدن آترواسكلروتيك با كلسيفيه شدن و تشكيل 
مطالعات نشان مي دهند عروق  .)6،7(استخوان مشابه است 

كلسيفيه شده و سلول هاي عروقي در محيط كشت، 
ن هاي ماتريكس استخوان و فاكتورهاي تنظيمي از پروتئي

 ؛)6،8( را بيان مي كنند )Osteonectin(جمله استئونكتين 
در واقع با پيشرفت آترواسكلروز، بيان استئونكتين كه نوعي 
  پروتئين ماتريكس سلولي غني از سيستئين است

)Secreted protein acidic and rich in cysteine= SPARC (
  .)9(هاي ديواره عروق افزايش مي يابد سلول  در

تري هيدروكسي بنزوئيك اسيد كه به اسيد 
گاليك معروف است يك اسيد فنولي مي باشد كه در 

  :چكيده
پاتوژنز آترواسكلروز است و پروتئين هاي  كلسيفيه شدن ديواره رگ ها يك از عوامل مهم دردر  :زمينه و هدف

ماتريكس استخوان و فاكتورهاي تنظيمي از جمله استئونكتين نقش اساسي در تشكيل آتروم و پيشرفت 
مطالعات نشان داده اند كه مصرف آنتي اكسيدان ها سبب كاهش كلسيفيه شدن  .آترواسكلروز به عهده دارند

گاليك بر بيان ژن استئونكتين  در اين مطالعه تاثير اسيد. عروق و كاهش بروز بيماري هاي قلبي  عروقي مي گردند
  .مورد بررسي قرار گرفت

اسيد گاليك بر سلول هاي عضله صاف  )IC50(% 50در اين مطالعه تجربي، ميزان مهاركنندگي  :روش بررسي
 200و  180، 160ديواره رگ ها در سلول هاي كشت شده تعيين گرديد؛ سپس اين سلول ها با غلظت هاي 

و سنتز  RNAبعد از استخراج . ساعت در برابر گروه كنترل تيمار شدند 48مدت  ميكرومولار اسيد گاليك به
cDNAميزان بيان ژن استئونكتين با روش ،Real Time PCR  مورد سنجش قرار گرفت.  

ميزان بيان ژن استئونكتين را در مقايسه با گروه كنترل به  200و  180، 160اسيد گاليك در غلظت هاي : يافته ها
  ).>05/0P(برابر كاهش داد  3/7و  93/2، 37/1ترتيب 

اسيد گاليك بيان ژن استئو نكتين را كاهش مي دهد؛ لذا به نظر مي رسد با كاهش بيان ژن  :نتيجه گيري
استئونكتين بتواند كلسيفيه شدن رگ ها را كاهش داده و روند تشكيل آتروم در ديواره رگ ها را كند نمايد و 

  .عروقي را تقليل دهد - يماري هاي قلبيبنابراين ريسك ابتلا به ب
  

  .سلول هاي عضله صاف ديواره رگ ها، اسيد گاليك، استئونكتين، آترو اسكلروز :هاي كليدي واژه
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گياهان مختلف از جمله بلوط، چاي، سماق، دانه انگور 
اسيد گاليك داراي . )10،11(وجود دارد  و سيب

قارچي و آنتي ويروسي  خاصيت آنتي اكسيداني و ضد
همچنين اسيد گاليك بخش مهمي از طب . باشدمي 

استر موجود در اسيد . سنتي در بعضي كشورها مي باشد
گاليك با كاهش استرس اكسيداتيو از آسيب هاي 

؛ خواص آنتي )12،13(سلولي جلوگيري مي كند 
  اكسيداني آن باعث حفاظت سلول ها در برابر 
آسيب هاي اكسيداتيو مي گردد و با اثر ضد تكثيري 

 .)10،14( خود مانع از سرطاني شدن سلول ها مي شود
مطالعات اخير نيز نشان داده اند كه تركيبات پلي فنولي 

و همچنين تركيبات پلي  )15(مثل اتيل گالات در انگور 
 )16(فنولي از جمله اسيدگاليك در عصاره برگ نيلوفر 

باعث مهار مهاجرت سلول هاي صاف عضلات رگ ها 
لاً در پيشگيري از آترواسكلروز موثر مي گردند و احتما

اثر آنتي  نتايج ديگر مطالعه كه در آن. مي باشند
يك ( RUNX2اكسيدان ها بر بيان فاكتور رونويسي 

فاكتور رونويسي مربوط به معدني شدن استخوان ها و 
مورد بررسي قرار گرفته است نيز نشان ) عروق مي باشد

به كاهش مي دهد آنتي اكسيدان هاي گياهي منجر 
و % 30به ميزان  معدني شدن در شرايط آزمايشگاهي

؛ از اين رو انتظار مي رود اسيد )17(مي شوند % 35
گاليك با كاهش بيان ژن استئونكتين خطر ابتلا به 

لذا اين مطالعه  ؛بيماري هاي قلبي عروقي را كاهش دهد
با هدف بررسي اثر اسيدگاليك بر بيان ژن استئونكتين 

ائه راهكار جهت معرفي اين تركيب به عنوان به منظور ار
يك عامل كاهش دهنده ريسك بيماري هاي قلبي 

  .عروقي طراحي و اجرا شد
  

  :روش بررسي

در اين مطالعه تجربي به منظور بررسي اثر 
اسيدگاليك بر بيان ژن استئونكتين، ابتدا كشت رده 
  سلول هاي ماهيچه صاف عروق آئورت انساني 

)Human aorta vascular smooth muscle cell= HA/VSMC (

محيط ). تهيه شده از انستيتو پاستور ايران(انجام شد 
 mg/mlاست كه حاوي  F12Kكشت اين سلول ها 

انسولين،  mg/ml01/0 اسكوربيك اسيد،  05/0
mg/ml05/0  ،ترانسفرين ng/ml10  ،سديم سلنيت

mg/ml 03/0  ،مكمل هاي رشد سلول هاي اندوتليال
 mM10  HEPES ،u/ml ،  بافر %10ين گاوي سرم جن

استرپتو مايسين و  u/ml 100، 100پني سيلين   100
سلول ها در فلاسك . مي باشدآمفو تريسين % 01/0

كشت  درصد CO2 5 درجه و 37مناسب در انكوباتور 
 4- 7از پاساژ  بعد از رشد و تكثير سلول ها،. داده شدند

  .براي انجام مراحل بعدي انجام شد

% 50 براي مشخص نمودن غلظت مهار كنندگي
استفاده  MTT اسيد گاليك بر روي سلول ها از آزمون

 8000خانه اي حدود  96شد؛ بدين منظور در پليت 
ميكروليتر در هر چاهك توزيع  150سلول در حجم 

شدن، سلول ها ساعت انكوبه  24مدت  پس از. گرديد
ميلي  600تا  40 (اسيد گاليك غلظت هاي مختلف  با

تيمار  ساعت 48مدت  در كنار نمونه كنترل )مولار
پس . براي هر غلظت سه تكرار در نظر گرفته شد. شدند

-MTT}3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) از اين مدت 

2,5-diphenyltetrazolium bromide { 12با غلظت 
در نهايت با افزودن . ميلي مولار به هر چاهك اضافه شد

، پس )Dimethyl sulfoxide(دي متيل سولفوكسايد 
دقيقه ميزان جذب نوري ايجاد شده در طول موج  10از

nm 492  با مشاهده گر الايزا(Elisa Reader, 

Awareness USA) قرائت گرديد.  
  سلول ها با اسيدگاليك، ابتدا  براي تيمار

سلول ها توسط لام نئوبار شمارش شدند و سپس حدود 
خانه توزيع  12ت سلول در هر چاهك در پلي 15000
ساعت و رسيدن سلول ها  48پس از مدت زمان . گرديد

 200و   180، 160، سلول ها با غلظت هاي %80به تراكم 
تكرار  3براي هر غلظت . ميكرومولار اسيدگاليك شدند

سپس سلول هاي تيمار شده به مدت . در نظرگرفته شد
% 5و % 95درجه سانتي گراد با رطوبت  37ساعت در  48
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گروه كنترل نيز كه . اكسيد كربن انكوبه شدند دي
حاوي تمام تركيبات موجود در گروه هاي تيمار شده به 

با توجه به حساس . جز اسيد گاليك بود لحاظ گرديد
بودن اسيد گاليك به نور، تهيه  غلظت هاي مختلف 
اسيدگاليك و افزودن آنها به محيط كشت در تاريكي 

  .انجام شد
تفاده از كيت بيوزول با اس RNA استخراج

)BIOZOL(  خريداري شده از شركتBioflux 
و طبق دستور العمل مربوطه انجام ) ساخت كشور مالزي(

. و سپس غلظت و كيفيت آن توسط نانو دراپ تعيين شد
از كيت  RNAاز روي  cDNAهمچنين به منظور تهيه 

cDNA ) ساخت شركتThermo و طبق دستور  )كانادا

 2در حدود . ه كيت استفاده شدالعمل شركت سازند
استفاده  cDNAميكروگرم از هر نمونه براي سنتز 

  .گرديد
و با   Real Time PCRبيان ژن استئونكتين با روش

و توسط دستگاه  )SYBR green(استفاده از سايبر گرين 
Rotor-Gene )Corbett-Australia (از ژن . بررسي گرديد
-Glyceraldehyde-3ز فسفاتات دهيدروژنا - 3 - گليسرآلدهيد

phosphate dehydrogenase) ( نيز به عنوان ژن مرجع تكثير
 5: شرايط انجام آزمايش شامل). 1جدول شماره (استفاده شد 

 95سيكل شامل  40درجه،  95دقيقه فعال شدن آنزيم در دماي 
درجه  72ثانيه و  20درجه به مدت  59ثانيه،  15درجه به مدت 

  ).19 ،18(ثانيه بود  30به مدت 
  

  توالي پرايمرهاي مورد استفاده و طول محصول :1جدول شماره 
 طول محصول )'3-'5(توالي پرايمر  ژن

GAPDHForward: ACACCCACTCCTCCACCTTTG 
Reverse: TCCACCACCCTGTTGCTGTAG  112  

 Forward: CTTCCCTGTACACTGGCAGTTC استئونكتين
Reverse: AGCTCGGTGTGGGAGAGGTA 

73  
GAPDH :Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)(  

  
ميزان بيان ژن استئونكتين در گروه هاي تيمار 
شده و كنترل مورد اندازه گيري قرار گرفت و پس از 

ييد تكثير قطعات اختصاصي أانجام آزمايش، به منظور ت
هر ژن و عدم حضور محصولات غير اختصاصي و 

 )Melting Curve( نمودار منحني ذوب پرايمر دايمر،
براي هر ژن مورد بررسي قرار گرفت و نمودار حاصل از 
منحني ذوب، تكثير اختصاصي ژن هاي مورد نظر و عدم 

در نهايت ميزان بيان ژن .جفت شدن پرايمرها را نشان داد
ارزيابي  ΔΔCTاستئونكتين با روش كمي نسبي و تعيين 

آماري و آزمون  SPSS13داده ها با نرم افزار . گرديد
Kruskal wallis آناليز و تفسير شدند.  

  :يافته ها
، غلظتي MTTبا توجه به نتايج حاصل از آزمون 

سلول ها % 50كه در آن VSMS از اسيد گاليك بر روي 

 200، غلظت )IC50(از نظر بيولوژيك متوقف شوند 
سلول ها  و) 1نمودار شماره (ميكرو مولار بدست آمد 

 IC50ليك كه شامل غلظت غلظت مختلف اسيد گا 3با 
ساعت تيمار  48و دو غلظت پايين تر آن بود به مدت 

  .شدند
 CT  (Cycle threshold)پس از تعيين اختلاف
و  براي هر نمونه )ΔCT(ژن استئونكتين با ژن مرجع 

محاسبه اختلاف آن در گروه هاي تيمار شده با گروه 
با  )Fold change(، ميزان تغييرات )ΔΔCT(كنترل 

محاسبه شد و نتايج ) -ΔΔCT – 2 /1(تفاده از فرمول اس
 و 180،160نشان داد كه اسيد گاليك در غلظت هاي 

ميكرومول، ميزان بيان ژن استئونكتين را در مقايسه  200
برابر كاهش  3/7و  93/2، 37/1با گروه كنترل به ترتيب 

  ).2نمودار شماره ) ( >05/0P(داده است 
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  تيمار شدهVSMCساعت بر روي سلول هاي  48غلظت هاي مختلف اسيد گاليك به مدت  MTTايج تعيين تن :2نمودار شماره 
  .درصد زنده ماندن سلول ها بر اساس ميزان جذب توسط دستگاه الايزا ريدر مورد ارزيابي قرار گرفت

  
  VSMC بيان ژن استئونكتين در رده سلولي Real Time PCRنتايج آزمايش : 2شماره  ودارنم

  :بحث
 200 و 180، 160در اين مطالعه اثر غلظت هاي 

ميكرومولار اسيد گاليك بر روي بيان ژن استئونكتين 
مورد بررسي قرار گرفت و نتايج حاصل نشان دادند كه 

غلظت، بيان ژن استئونكتين را در  3اسيد گاليك در هر 
استئونكتين . مقايسه با گروه كنترل كاهش مي دهد

تخوان سازي را دارد و شاخصي براي پتانسيل القاء اس
سلول هاي استرومال محسوب مي شود و نقش مهمي در 

همچنين به عنوان يك نشانه . توليد ضايعات آتروم دارد
عروق كرونر مطرح است  (calcinosis)تنگي و كلسينوز 

)20.(  
تركيبات پلي فنولي به علت خاصيت آنتي 

كه نقش مهمي  اكسيداني مانع از فعاليت آلكالين فسفاتاز
در معدني شدن استخوان ها و همچنين كلسيفيه شدن 

ثير ألذا با توجه به ت؛ )11( عروق در انسان دارد مي شوند
آنتي اكسيدان هاي پلي فنلي بر بيان ژن عوامل 

ثير اسيد گاليك نيز كه از تركيبات فنلي أرونويسي، ت
است بر بيان ژن هاي درگير در تنظيم استخوان كه در 

مطالعات . مطالعه ديده شده دور از انتظار نبوده استاين 
ييد أمتعددي نيز اثر آنتي اكسيداني اسيدگاليك را ت

نموده اند؛ به عنوان مثال در يك مطالعه اثر چاي سبز به 
عنوان يك تركيب حاوي اسيد گاليك بر كلسيفيه شدن 

در مطالعه مذكور . عروق مورد مطالعه قرار گرفته است
هاي مورد آزمايش با تزريق ماهيچه اي رگ هاي موش 

و مصرف دهاني نيكوتين در معرض  D3 ويتامين
افزايش ميزان آلكالين  كلسيفيه شدن قرار گرفت و نتايج

مقدار . فسفاتاز فعال در پلاسما و استئوكلسين را نشان داد
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شده آلكالين فسفاتاز و استئو كلسين در گروه كلسيفيه 
بيشتر بوده و كلسيفيه شدن نسبت به گروه كنترل بسيار 

آئورت با مصرف چاي سبز به ميزان قابل توجهي 
در مطالعه حاضر نيز اسيد گاليك ). 21(كاهش يافته بود 

بيان ژن استئونكتين را كاهش داد كه بانتايج مطالعه فوق 
  .همسو مي باشد

در برخي از مطالعات خواص آنتي آتروژنيك 
يك بر مهار تكثير و از جمله اسيد گال تركيبات پلي فنلي

. )16(نشان داده شده است  VSMCمهاجرت سلول هاي 
به نظر مي رسد پلي فنل ها از مسيرهاي ديگري نيز بر 
كاهش خطر ابتلا به آترو اسكلروز موثرند و ظرفيت 
استفاده براي اهداف درماني در كاهش بيماري قلبي 

  .)20(عروقي را دارند 
د گاليك در مطالعه حاضر به طور واضح اسي

بيان ژن استئونكتين را در الگويي وابسته به دوز كاهش 
اين كاهش يا به دليل كاهش استرس اكسيداتيو و به . داد

بوده  (ROS)دنبال آن كاهش اكسيد كننده هاي محيطي 
به عنوان ويژگي تركيبات پلي فنلي از  است كه قبلاً

 جمله اسيد گاليك در بيماران مبتلابه آلزايمر و همچنين
سلول هاي سرطان پروستات نشان داده شده است 

و يا به دليل كاهش از طريق فاكتورهاي  )14،22(
كه كاهش  )23(بوده  RUNX2رونويسي عمومي نظير 

بيان اين فاكتور رونويسي، منجر به كم شدن بيان استئو 
  .نكتين شده است

  
  :نتيجه گيري

از آنجايي كه كاهش بيان فاكتورهاي مربوط به 
ن سازي در ديواره رگ ها ريسك آترواسكلروز استخوا

لذا نتايج اين مطالعه مبني بر كاهش  ؛را كاهش مي دهد
بيان استئونكتين، در كاهش بيماري آترو اسكلروز موثر 

با اين حال از آنجايي كه تاكنون مطالعات . خواهد بود
 وسيعي در مورد اثر اسيد گاليك بر بيان ژن استئونكتين
يا ساير فاكتورهاي تنظيمي توليد استخوان در سلول هاي 

 HA/VSMC صورت نگرفته است، انجام مطالعات
تكميلي براي تكميل يافته هاي اين مطالعه ضروري به 

  .نظر مي رسد
  
  :و قدرداني تشكر

اين مطالعه برگرفته از پايان نامه تصويب شده در 
مي آزاد اسلامي باشد كه در دانشگاه  1392شهريور 

بدينوسيله نويسندگان از . انجام شده استواحد شهركرد 
كليه كساني كه ما را در انجام اين مطالعه ياري رساندند 

  .تشكر و قدرداني مي نمايند
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Background and aims: Vascular calcification is important factor in atherosclerosis pathogenesis 
and osteonectin with others bone matrix proteins have regulatory function in atheroma formation 
and atherosclerosis progression. Studies showed that antioxidant compounds cause to decrease 
vascular calcification and prevent cardiovascular disease. The aim of this study was to 
investigate effects of gallic acid on osteonectin gene expression. 
Methods: In this experimental study, it was determined gallic acid half maximal inhibitory 
concentration (IC50) on vascular smooth muscle cells (VSMC). These cells were treated by 
160,180 and 200 µM concentration of gallic acid for 48h and the control group also was 
considered. The total RNA was extracted and its cDNA was synthesized and then the quantity of 
osteonectin gene expression was measured by real time PCR. 
Results: Overall،160,180 and 200µM concentration of gallic acid decreased osteonectin gene 

expression in vascular smooth muscle cell by 1/37, 2/93 and 7/3 folds compared with the control 
group, respectively. 
Conclusion: Gallic acid reduces osteonectin gene expression; therefore could reduce vascular 
calcification. Gallic acid could have prevented atheroma formation therefore could decrease the 
risk of cardiovascular diseases. 
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