
 

 ‌أ

 

 

 

 

 

 



 

 ‌ب

 

 

 

 

 

‌دانشکده‌کشاورزی

‌گروه‌علوم‌دامی

 
 پايان‌نامه‌جهت‌دريافت‌درجه‌کارشناسی‌ارشد

 اصلاح‌دامژنتیک‌و‌در‌رشته‌

 

 STAT5 و بیان ژن، اپیتلیال پستان گاو یها سلولبر رشد  B1 آفلاتوکسین یرتأث

‌شرایط کشت آزمایشگاهی در

‌:تحقیق‌و‌نگارش

 علی فروهرمهر

‌:استاد‌راهنما

 نژادطاهر هرکی محمدر دکت

 بابک قاسمی پناهیدکتر 

 

 1931زمستان‌



 

 ‌ت

 

 
 تقدیم به

همه کسانی که  برای آرامش  و سر بلندی این 

 خاک

 .از گوهر جان  گذشتند

 



 

 ‌ث

 

 تقدير‌و‌تشکر

‌باه‌ موفقیات‌ باا‌ را تحصیلی مقطع اين ام‌توانسته متعال خداوند ياری به که اکنون .اوست از هستی که آن نام به

 قدردانی‌و تشکر اند‌کرده ياری تحقیق اين انجام در مرا که يزانیعز ی‌همه از دانم‌یم لازم خود بر برسانم، پايان

باباک‌قاسامی‌‌‌ دکتار‌ و‌ناااد‌طاهر‌هرکی دکتر آقايان قدر‌گران اساتید به نسبت را خود سپاس مراتب لذا .نمايم

‌،آقاياان‌مهنادس‌‌ از و داشاته‌ ابراز اند‌نموده‌ياری را جانب‌اين پاوهش اين شدن نیکوتر آنچه هر درکه‌‌پناهی

‌،‌علی‌جماالی‌حید‌سلمانیو‌،چلویرمان‌رزازيان،‌‌امین‌آ‌،رامت‌شاکرمیک‌،سید‌هادی‌حسینی،‌‌حمزه‌آذری

اره‌‌کاه‌هماو‌‌علای‌علیازاده‌‌‌‌و‌‌آيات‌موياد‌‌‌‌سعید‌حاجی،‌‌مرتضی‌نیلاوفری،‌‌‌،‌لی‌ياریع‌،و‌دوستان‌عزيزم

 .دارم را ردانیدق و تشکر کمالبوده‌محبتشان‌مايه‌دل‌گرمی‌من‌

 در هماواره‌ کاه‌ اش‌و‌خاانواده‌محتارم‌‌‌‌،‌همسر‌مهربانمبرادر ،انخواهر مادر، پدر، عزيزم،‌خانواده از پايان در

‌زارم.سپاسگ بودند، جانب‌اين پشتیبان و مشوق زندگی مختلف مراحل و تحصیل دوران

‌

‌

‌

‌

‌



 

 ‌ج

 

 چکیده

‌آفلاتوکسین ‌است‌که ‌شده ‌زيادی‌ديده ‌موارد ‌در ‌منتقل‌شده‌امروزه ‌به‌شیر ‌توسط‌قارچ‌ها ‌اين‌مواد  های‌چون‌اند.

Aspergilus. flvaus وA. parasiticusشوند،‌و‌از‌طريق‌خوراک‌آلوده‌وارد‌دستگاه‌گوارش‌و‌سپس‌‌تولید‌می‌

های‌اپیتلیال‌پستانی‌تاثیر‌داشته‌باشند.‌‌رسد‌که‌بر‌رشد‌سلول‌شوند.‌با‌توجه‌به‌سمیت‌اين‌مواد‌به‌نظر‌می‌پستان‌می

اسخ‌به‌پرولاکتین‌باشد‌که‌در‌پ‌می‌STAT5Aهای‌اپیتلیال‌پستان‌‌های‌تاثیر‌گذار‌بر‌رشد‌سلول‌يکی‌از‌مهمترين‌ژن

تواند‌بیان‌اين‌ژن‌را‌نیز‌تحت‌تاثیر‌قرار‌دهد.‌برای‌بررسی‌اين‌‌در‌پستان‌گاو‌می‌B1شود،‌حضور‌آفلاتوکسین‌بیان‌می

های‌اپیتلیال‌بافت‌پستان‌گاو‌در‌حالت‌کشت‌تک‌لايه‌و‌سه‌بعدی‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفت.‌برای‌اين‌‌موضوع‌سلول

جداه‌شد‌و‌پس‌از‌ضد‌عفونی‌و‌شتشوی‌لازم‌در‌کشتارگاه‌‌cm2×2در‌اندازه‌‌منظور‌بافت‌پستان‌گاو‌پس‌از‌کشتار

در‌کنار‌يخ‌به‌آزمايشگاه‌انتقال‌داده‌شد،‌پس‌از‌هضم‌آنزيمی‌با‌کلاژناز،‌به‌منظور‌رسیدن‌به‌تعداد‌سلول‌مناسب،‌

‌رشد‌سلول ‌نشان‌داد‌که‌اين‌سلول‌کشت‌تک‌لايه‌صورت‌گرفت. ‌در‌حالت‌کشت‌سلولی‌اولیه)‌ها  Primaryها

cultureخانه‌که‌‌22چاهک‌از‌يک‌پلیت‌‌11ها‌به‌‌(‌رشد‌خوبی‌دارند.‌بعد‌از‌رسیدن‌به‌تعداد‌سلول‌مناسب،‌سلول‌

روز‌از‌کشت‌سه‌بعدی‌و‌رسید‌‌21به‌منظور‌کشت‌سه‌بعدی‌با‌ماتريال‌پوشیده‌شده‌بود‌پاساژ‌داده‌شد.‌با‌گذشت‌

)هر‌کدام‌با‌چهار‌تکرار(‌به‌کشت‌اضافه.‌‌B1ر‌از‌آفلاتوکسینمیکرولیت‌91و‌‌11‌،21به‌تعداد‌سلول‌‌لازم،‌سه‌غلظت‌

با‌استفاده‌از‌کیت‌صورت‌گرفت‌و‌به‌منظور‌تعیین‌کمیت‌‌RNAهای‌از‌ماتريال‌استخراج‌‌بعد‌از‌جداسازی‌سلول

‌ ‌‌RNAوکیفیت ‌سنتز ‌از ‌بعد ‌همچنین ‌شد. ‌انجام ‌ژن‌‌cDNAنانودراپ ‌بیان ‌بررسی ‌منظور ‌به ‌کیت توسط

STAT5Aو‌‌GPDH‌،Real Time-PCRها،‌‌ساعت‌از‌اضافه‌کردن‌سم‌بر‌سلول‌22صورت‌گرفت.‌با‌گذشت‌‌

مشاهده‌شد‌در‌مقايسه‌با‌گروه‌کنترل‌با‌افزايش‌غلظت‌سم‌میزان‌نکروز‌سلولی‌بیشتر‌شد‌به‌طوری‌که‌کمترين‌میزان‌

ر‌بود.‌همچنین‌مشاهده‌میکرولیت‌91میکرولیتر‌و‌بیشترين‌میزان‌آن‌در‌تیمار‌با‌غلظت‌‌11نکروز‌در‌تیمار‌با‌غلظت‌

نیز‌کاهش‌يافت.‌با‌توجه‌به‌نتايج‌به‌‌STAT5A شد‌در‌مقايسه‌با‌گروه‌کنترل‌با‌افزايش‌غلظت‌سم‌میزان‌بیان‌ژن‌

علاوه‌بر‌مضراتی‌که‌ممکن‌است‌از‌طريق‌شیر‌برای‌مصرف‌‌‌B1رسد‌که‌حضور‌آفلاتوکسین‌دست‌آمده‌به‌نظر‌می

‌ن‌دام‌نیز‌آسیب‌برساند.‌تواند‌به‌بافت‌پستا‌کننده‌داشته‌باشد‌می

‌کشت‌سه‌بعدی،‌کشت‌تک‌لايه. ، B1آفلاتوکسین ، ماتريالواژگان‌کلیدی:‌
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 کلیاتو  مقدمه -1

 مقدمه -1-1

امنیت‌غاذايی‌و‌‌ های‌مواد‌غذايی‌که‌بهداشت‌عمومی،‌آلوده‌کننده‌ينبارزتربه‌عنوان‌يکی‌از‌‌ها‌مايکوتوکسین

مورد‌بررسای‌‌‌نددهد‌قرار‌می‌یرتأثتحت‌‌اقتصاد‌ملی‌بسیاری‌از‌کشورها‌به‌وياه‌کشورهای‌در‌حال‌توسعه‌را

هاا‌‌‌آن‌ينتار‌‌مهام‌هاا‌‌‌فلاتوکسینآ‌ها،‌در‌میان‌مايکوتوکسین.‌)‌1983واله‌داديان،‌‌1912البرزی،‌(گیرند‌یمقرار‌

چاون‌‌‌یهااي‌‌های‌ثانوياه‌باه‌وسایله‌قاارچ‌‌‌‌‌ها‌ترکیبات‌سمی‌هستند‌که‌به‌عنوان‌متابولیت‌فلاتوکسینآ ستند.ه

Aspergillus.flvausو‌‌A.parasiticusات‌به‌عنوان‌اين‌ترکیب شوند.‌غذايی‌تولید‌می‌موادال‌رشد‌روی‌به‌دنب‌

 ,.Jelinek et al )اناد‌‌ی‌شناخته‌شدهیف‌کننده‌سیستم‌ايمنزا‌و‌تضع‌ناقص‌الخلقه ،‌جهش‌زازا،‌‌عوامل‌سرطان

1989; Jindal et al., 1993; Ammida et al., 2004). فلاتوکساین‌شاناخته‌شاده،‌‌‌آنوع‌مختلاف‌‌‌18از‌میان‌‌

عوامال‌‌‌Aدر‌گاروه‌‌‌،تحقیاق‌روی‌سارطان‌‌‌المللای‌‌ینبا‌توسط‌آژانس‌‌‌G2و‌B1‌،B2‌، G1های‌‌فلاتوکسینآ

بیشتر‌از‌انواع‌ديگر‌گزارش‌شده‌‌B1فلاتوکسین‌آ‌سرطان‌زايی‌و‌تیسمدر‌اين‌میان‌ .اند‌گرفتهزا‌قرار‌‌سرطان

است‌که‌در‌شیر‌حیوانات‌شیرده‌کاه‌از‌‌‌B1فلاتوکسین‌آ‌متابولیت‌هیدروکسیله‌شده،‌M1فلاتوکسین‌آاست.‌

رود‌‌ناد‌وجاود‌دارد‌کاه‌باا‌پاستوريزاسایون‌نیاز‌از‌باین‌نمای‌‌‌‌‌‌‌‌امصرف‌کرد‌B1فلاتوکسین‌آخوراک‌آلوده‌به‌

(Applabaum et al., 1982; Bachner et al., 1998; Ammida et al., 2004 (. هرچناد‌کاه‌سامیت‌و‌‌‌‌

های‌آن‌به‌عناوان‌‌‌که‌شیر‌و‌فرآورده‌يیآن‌جاولی‌از‌است‌‌ B1فلاتوکسینآزايی‌اين‌توکسین‌کمتر‌از‌‌سرطان

حضاور‌‌‌،کودکان‌مطرح‌هستند‌خصوصاًهايی‌غذايی‌برای‌انسان‌‌ترين‌فرآورده‌ترين‌و‌پر‌مصرف‌سالم‌از‌يکی
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‌همچناین‌‌ آمیاز‌اسات.‌‌‌ها‌بالاتر‌از‌حد‌استاندارد‌برای‌مصرف‌کننده‌مخااطره‌‌در‌اين‌فراورده‌M1فلاتوکسین‌آ

ايان‌‌‌بار‌‌يیساو‌های‌اپیتلیال‌پستان‌گاو‌دارای‌اثارات‌‌‌سلولر‌و‌ساير‌مواد‌خارجی‌د‌B1فلاتوکسین‌آحضور‌

 ,.Sakamoto et al., 19; Itahana et al)هدقرار‌د‌یرتأثتولید‌و‌کیفیت‌شیر‌را‌تحت‌‌تواند‌یمها‌بوده‌که‌‌سلول

2002; Yonekura et al., 2006; Yuchai et al., 2006 ).بلوغ‌به‌حداکثر‌‌پس‌ازغده‌پستانی‌بافتی‌است‌که‌‌

واحاد‌‌‌ينتار‌‌مهام‌‌.شاود‌‌یماين‌بافت‌دارای‌چرخه‌تکثیر‌و‌تمايز‌بوده‌که‌در‌هر‌آبستنی‌تکرار‌ .رسد‌یمرشد‌

-در‌رشاد‌و‌توساعه‌لوباول‌‌‌‌یرگاذار‌تأثتارين‌ژن‌‌‌مهم‌و)1983کاری،(ای‌بافت‌پستان‌آلوئول‌است‌عملی‌غده

‌.Richard et al., 2006))است ‌‌STAT5Aپستانل‌آلوئو

، STAT1 ،STAT2های‌پستانداران‌از‌هفت‌زير‌مجموعه‌تشکیل‌شده‌که‌به‌ترتیب‌با‌نام رد‌STAT ‌1خانواده‌

STAT3 ،STAT4 ،STAT5A ،STAT5B، STAT6 شاوند‌‌شناخته‌مای‌‌( (Levy, 1999 .ايان‌خاانواده‌در‌‌‌‌

هاا‌فعاال‌‌‌‌آنکاوپروتیین‌هاا‌و‌‌‌پارولاکتین،‌سایتوکین‌‌ پاسخ‌به‌دامنه‌وسیعی‌از‌تحريکات‌مانند‌هورمون‌رشاد،‌

 ,Bromberg اسات‌آپوپتاوزيس‌‌‌ضدتمايز‌سلولی‌و‌اثرات‌‌و‌،‌تقسیمکه‌نتیجه‌اين‌فعال‌شدن،‌رشد‌شوند‌می

‌یرتاأث‌تواند‌با‌‌اين‌سم‌می‌.ترين‌سموم‌است‌يکی‌از‌خطرناکB1 همان‌طور‌که‌گفته‌شد‌آفلاتوکسین‌.((2000

‌گذار‌باشد.‌یرتأثهای‌اپیتلیال‌پستان‌و‌در‌نهايت‌تولید‌شیر‌‌توسعه‌سلولو‌در‌رشد‌‌STAT5Aبیان‌ژن‌‌بر

‌

  

 (Olson et از‌لحاظ‌هزينه‌و‌مسائل‌اخلاقی‌جاای‌ساوال‌دارد‌‌‌زنده‌حیوانات‌بر‌روی‌آزمايشات‌سم‌شناسی

                                                 
1
 -Signal Transducer and Activator of Transcription  
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al., 2000 ; Hasspieler et al., 2006)‌.يک‌جايگزين‌در‌بنابراين‌آزمايشات‌بر‌اساس‌کشت‌سلول‌به‌عنوان‌

تواند‌ساختمان‌تکثیر‌بافت‌را‌در‌شارايط‌آزمايشاگاهی‌بارای‌‌‌‌‌شود‌کشت‌تک‌لايه‌متعارف‌نمی‌نظر‌گرفته‌می

يی‌و‌مکاانیکی‌مشاابه‌‌‌شایمیا‌‌ی‌خاص‌ايجاد‌نمايد،‌از‌سوی‌ديگر‌کشت‌سه‌بعدی‌شرايط‌بیاو‌ها‌اندامسمیت‌

سام‌‌‌‌بنابراين‌آزمايشاات‌ دارد.‌در‌موجود‌زنده‌،‌و‌از‌اين‌لحاظ‌قرابت‌بیشتری‌را‌با‌بافتبافت‌را‌ايجاد‌کرده

حادوديت‌‌باشد‌و‌ناه‌م‌‌می‌اهای‌مربوط‌به‌کار‌با‌حیوان‌را‌دار‌نه‌محدوديتشناسی‌بر‌اساس‌کشت‌سه‌بعدی‌

را‌در‌بار‌بافات‌‌‌‌هاا‌‌ینتوکستری‌در‌مورد‌اثرات‌‌ت‌دقیقو‌اين‌نوع‌کشت‌اطلاعامربوط‌به‌کشت‌تک‌لايه‌را‌

 ;Pampaloni et al., 2007;  Abraham et al., 2008 )‌دهاد‌‌مادت‌و‌کوتااه‌مادت‌باه‌محققاین‌مای‌‌‌‌‌‌بلناد‌‌

Mazzoleni et al., 2009).شد‌نشان‌داد‌کاه‌‌‌انجام‌توسط‌محققین‌لهستان‌در ورشو‌تحقیقی‌که‌در‌دانشگاه‌‌

میازان‌‌‌مشاهده‌شد ند.نبعدی‌ايجاد‌ک‌و‌سه‌يهتک‌لارا‌در‌دو‌محیط‌کشت‌ ((BME-UV1سلولی‌‌‌لاين‌‌وقتی

IGF-1در‌پاسخ‌باه‌‌بعدی‌و‌سه‌يهتک‌لاهای‌اين‌لاين‌سلولی‌در‌دو‌محیط‌کشت‌‌بیان‌ژن
1‌,‌EGF

متفااوت‌‌‌‌2

‌ECMبعدی‌روی‌ترکیبات‌کند‌که‌کشت‌سه‌پیشنهاد‌می‌اين‌تحقیق .شود‌می
شرايط‌‌2ماتريال‌به‌عنوان‌مثال‌‌9

‌ .((Abraham et al., 2008 کند‌مناسب‌محیطی‌برای‌رشد‌و‌تمايز‌سلول‌فراهم‌می

شدند‌که‌نام‌اين‌‌ های‌اپیتلیال‌پستان‌بز‌ايجاد‌های‌سلولی‌جديدی‌با‌استفاده‌از‌سلول‌در‌تحقیقی‌ديگری‌لاين

فولاوژيکی‌‌های‌مور‌اين‌سه‌لاين‌سلولی‌وياگی بود.‌TIGMC-3و‌‌TIGMC-1‌،TIGMC-2های‌سلولی‌‌لاين

هاای‌‌‌دارای‌خصوصیات‌فنوتیپی‌و‌مورفولوژيکی‌سلول‌TIGMCهای‌‌سلول های‌اپیتلیال‌داشتند.‌مشابه‌سلول

                                                 
1
-Insulin-like Growth Factor1   

2
- Epidermal Growth Factor  

3
- Extra Cellular Martix  

4
- Matrigel  
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خص‌شاد‌کاه‌سارعت‌رشاد‌‌‌‌‌مش‌GMECو‌‌TIGMECهای‌‌با‌بررسی‌رشد‌لايند.(‌بودنGMECمادريشان‌)

هاا‌پیار‌‌‌‌سالول‌پاسااژ‌‌‌مرحلاه‌‌‌1-‌7شود‌و‌پس‌از‌‌می‌کندپس‌از‌دو‌مرحله‌کشت‌بسیار‌‌GMECیها‌سلول

شاوند‌و‌بیشاتر‌از‌‌‌‌ساعت‌يک‌بار‌تقسیم‌مای‌‌28تا‌‌22هر‌‌ TIGMCهای‌سلول‌شوند‌در‌صورتی‌که‌لاين‌می

 مانند‌يک‌سال‌بدون‌علامت‌پیری‌به‌همان‌حالت‌باقی‌می

Mselli-Akha et al.,2001)(اثر‌هورمون‌‌.)GH
DIPهای‌لاکتوژنیک‌)‌(‌و‌هورمون1

بر‌روی‌بیان‌ژن‌لپتاین‌‌ (،2

 است‌که ‌است.گزارش‌شده ‌های‌اپیتلیال‌پستان‌گاو‌مورد‌بررسی‌قرار‌گرفته‌نیز‌در‌يک‌لاين‌کلون‌شده‌سلول

 mRNA9یان‌شده‌درب‌‌ BMECدر‌اثر‌تیمار‌به‌وسیله‌‌GHو‌‌يا‌‌DIPدر‌دو‌محیط‌کشات‌‌‌ها‌سلولوقتی‌که‌‌

 ‌اسات.‌‌ بعدی‌کشت‌داده‌شدند‌به‌طور‌معنی‌داری‌در‌روزهای‌دوم‌و‌هفتم‌کاهش‌پیدا‌کارده‌‌و‌سه‌يهتک‌لا

GIو‌DIPبه‌طور‌معنی‌داری‌سطح‌‌mRNAکازئین‌در‌‌-آلفا‌BMECاز‌هفت‌روز‌روی‌محیط‌کشت‌‌‌را‌بعد‌

کاازئین‌و‌ترشاح‌آن‌هایک‌ياک‌حتای‌در‌‌‌‌‌‌‌ديده‌نشد‌به‌هر‌حال‌بیاان‌‌دومافزايش‌داد‌اما‌بیان‌کازئین‌در‌روز‌

 ,.Sakamoto et al)اسات‌‌مشاهده‌نشاده‌‌‌يهتک‌لاروی‌محیط‌کشت‌‌BMECدر‌کشت‌‌DIPو‌‌GHحضور‌

1996 .)‌

2
CPh2موجب‌فعال‌شدن‌‌ STAT5و‌STAT3شود‌یم‌. STAT5 آلوئاولی‌و‌‌‌-موجب‌رشد‌خاارجی‌لوباول‌‌

 کاردن‌‌‌خااموش‌باا‌‌ عاادی‌نقاش‌دارد.‌‌‌حالتدر‌برگشت‌بافت‌پستان‌به‌STAT3 ‌شود‌یمباعث‌تولید‌شیر‌

Cph2باعاث‌‌يشاگاهی‌‌چناین‌در‌شارايط‌آزما‌‌‌هام‌ افتاد،‌‌ها‌در‌زمان‌شیر‌دهی‌اتفاق‌نمی‌آلوئول‌-رشد‌لوبول‌

                                                 
1
-Growth Hormone  

2
- Dexamethason-Insulin-Prolactin 

3
- Brain Microvessel  Endothelial Cell  

cytoplasmic tyrosin phosphatase -
4
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در‌پاساخ‌‌‌‌STAT5سبب‌فسفوريلاسایون‌‌Cph2يابد.‌شود‌و‌تولید‌شیر‌کاهش‌می‌میآلوئول‌‌‌-تخريب‌لوبول

پستان‌موش‌تولید‌های‌اپیتلیال‌‌در‌سلول Cph2 ژن‌کردنمشاهده‌شده‌است‌با‌خاموش‌ .شود‌می پرولاکتین‌به

  (Fremy et al., 1981). يابد‌پرولاکتین‌کاهش‌می

نهايت‌با‌انجام‌اين‌بررسی‌و‌روشن‌شدن‌اين‌اثرات‌زيان‌بار‌و‌استفاده‌از‌نتايج‌اين‌بررسای‌در‌ماديريت‌‌‌‌در

‌ساوی‌داشات‌و‌از‌‌‌ مزارع‌گاوهای‌شیری‌از‌يک‌سو‌کمتر‌شدن‌اين‌اثرات‌را‌بر‌تولید‌و‌کیفیت‌شیر‌خاواهیم‌

‌.شد خواهد‌زا‌در‌شیر‌و‌در‌نتیجه‌زنجیره‌غذايی‌انسان‌کمتر‌ديگر‌حضور‌اين‌مواد‌سرطان

 اهداف تحقیق -1-2

 -ینآفلاتوکس‌یرتأثشناخت‌‌B1در‌حالت‌کشت‌تک‌لايه‌های‌اپیتلیال‌پستانی‌‌بر‌روی‌رشد‌سلول‌

 .و‌سه‌بعدی

 -توکسین‌بر‌بیان‌ژن‌یرتأث‌ازاطلاع‌‌‌STAT5Aبرای‌فهم‌بهتر‌مکانیسم‌‌های‌اپیتلیال‌پستان،‌سلول‌‌

 .ها‌توکسین‌یرتأث


