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Background and Objectives: Antibiotic treatment is used to reduce the bioburden of wounds. Medicinal 
plants can be an alternative method for wound treatment. This study aims to investigate the effects 
of Myrtus communis (Mord) leaf extract combined with olive oil on the wound healing process and 
the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), epidermal growth factor (EGF), fibroblast 
growth factor-1 (FGF-1) and insulin-like growth factor-1 (IGF-1) genes in BALB/c mice.
Methods The Mord leaf extract was mixed with olive oil in a volume ratio of 1:1. Thirty-six  BALB/c male 
mice were divided into three groups of 12, including control, saline, and experimental. Then a 1×1 cm 
incision was made in their skin. On days 5, 10, 15, four mice from each group were randomly sacrificed 
and their skin samples were collected from the wound site. The real-time PCR method was used to 
measure the expression of four genes in the wound site. Statistical analysis was done by the analysis of 
variance and Tukey’s post hoc test. P<0.05 was considered statistically significant.
Results The Mord leaf extract combined with olive oil increased the expression of VEGF, EGF, FGF-1, and 
IGF-1 genes (P<0.05). The effect was higher on the 15th day of the experiment.
Conclusion The increase in the expression of VEGF, EGF, FGF-1, and IGF-1 genes due to the treatment 
using the combination of Mord leaf extract and olive oil can accelerate the wound healing process.
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Extended Abstract

Introduction

ound healing, which begins as a reac-
tion to the tissue injury and continues 
until the injured tissue is repaired, is 
a set of physiological processes in-
volved in the secretion of growth fac-

tors and cytokines. The growth factors bind to the recep-
tors from their family, and then, by affecting the family 
of protein kinases in the membrane, they start to repair 
the tissue. Despite the existence of modern methods for 
wound healing, the wound healing process has not yet 
reached the desired result such that, in some chronic dis-
eases, wound healing has become one of the challenges. 
Therefore, researchers are looking for new compounds 
to accelerate the process of wound healing. Myrtus com-
munis (Mord) with its antimicrobial, anti-inflammatory, 
and antiseptic effects, can accelerate the wound healing 
process. Olive oil is also used in traditional medicine to 
treat wounds and contains high amounts of vitamins A, D, 
K, and E, which are the main source of protection against 
free radicals. In this study, we aim to investigate the ef-
fect of combining Mord leaf extract and olive oil on the 
expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), 
epidermal growth factor (EGF), fibroblast growth fac-
tor-1 (FGF-1), and insulin-like growth factor-1 (IGF-1), 
genes in the process of wound healing in BALB/c mice.

Methods

The ethanolic extract of Mord leaf was mixed with olive 
oil in a volume ratio of 1:1. The samples were 36 Balb/c 
male mice divided into three groups of 12, including 
control, saline, and experimental. A 1×1 cm incision was 
made in the skin of mice in the saline and experimental 
groups. In the experimental group, the wound was treated 
with the prepared ointment once a day. After that, on days 
5, 10, and 15, four mice from each group were randomly 
sacrificed, and the skin of the wound healing site was 
taken from the cut area. The real-time PCR method was 
used to check the expression of the genes in the wound 
site. The statistical analysis was performed using analysis 
of variance in R software, and the pairwise comparison 
of the means was done using Tukey’s test. P<0.05 was 
considered statistically significant. 

Results

The result of real-time PCR products showed that the 
EGF gene had 198 base pairs (bp); the VEGF and IGF-1 
genes had 189 bp, the FGF-1 gene had 122 bp, and the 

Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase (HPRT) gene 
had 131 bp on the agarose gel. The results of measuring 
the expression of VEGF, EGF, FGF-1, and IGF-1 genes 
by real-time PCR method showed a significant increase in 
these genes in the experimental group received the combi-
nation of Mord leaf extract and olive oil after 5, 10, and 15 
days compared to the saline and control groups (P<0.05). 
The highest increase was observed on day 15 for all four 
genes. The comparison of the expression of four genes 
showed that the treatment by the Mord leaf extract + olive 
oil had the greatest effectiveness in increasing the expres-
sion of the FGF-1 gene (by 1098.37) compared to other 
genes.

Conclusion

The results of the present study showed that the combi-
nation of the ethanolic extract of Mord leaf with olive oil 
for wound healing led to an increase in the expression of 
VEGF, EGF, FGF-1, and IGF-1 and these genes acted as 
an important role in the healing of skin wounds in mice. 
The results of this study indicate that the combination of 
Mord leaf extract and olive oil is effective in accelerating 
the wound healing process. 
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مقاله پژوهشی

ارتباط اثرات بیولوژیکی برگ مورد و روغن زیتون با بیان ژن های مرتبط با التیام زخم در موش های 
آزمایشگاهی

زمینه و هدف از درمان آنتی بیوتیکی برای کاهش بار زیستی زخم استفاده می شود. گیاهان دارویی می توانند یک روش جایگزین برای 
درمان زخم باشند. هدف از این مطالعه، بررسی تأثیر ترکیب عصاره  برگ مُورد و روغن زیتون بر بیان ژن های فاکتورهای رشد آندوتلیال 

عروقی، اپیدرمال، فیبروبلاستی-1 و شبه انسولینی -1  در روند بهبود زخم در موش های Bab/c است.
روش بررسی عصاره  مُورد و روغن زیتون به نسبت 1:1 تهیه شد. 36 موش نر نژاد  Bab/c به 3 گروه 12 تایی شامل گروه کنترل، سالین و 
آزمایش تقسیم شدند. سپس برشی به اندازه 1×1 در پوست ایجاد شد. سطح زخم روزی یک بار با تیمار مورد نظر پوشانده شد. در روزهای 
5، 10 و 15، 4 موش از هر گروه به طور تصادفی انتخاب و از ناحیه برش، نمونه های پوستی گرفته شد. برای بررسی میزان بیان ژن ها در 
محل زخم از روش RT_PCR استفاده شد. آنالیز آماری با روش تجزیه واریانس و مقایسه میانگین ها با روش توکی انجام شد. نمودارها در 

محیط اکسل ترسیم و مقدار P <0/05 معنادار در نظر گرفته شد.

یافته ها نتایج نشان داد عصاره مُورد و روغن زیتون سبب افزایش بیان ژن های فاکتورهای رشد آندوتلیال عروقی ، اپیدرمال، فیبروبلاستی-1  
و شبه انسولینی-1 می شود. البته تأثیر عصاره برگ مُورد و روغن زیتون در روز 15 آزمایش به بیشینه خود رسید.

نتیجه گیری افزایش بیان ژن  های فاکتورهای رشد آندوتلیال عروقی، اپیدرمال، فیبروبلاستی-1  و شبه انسولینی -1 در اثر تیمار با ترکیب 
عصاره مُورد و روغن زیتون باعث تسریع در فرایند التیام زخم شد.
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مقدمه

ترمیم زخم که در پاسخ به زخم شروع شده و تا اصلاح بافت 
آسیب دیده ادامه می یابد، مجموعه ای از فرایندهای فیزیولوژیکی 
به ویژه  سلولی،  مختلف  ترشحات  و  سلول ها  آن  طی  که  بوده 
فاکتورهای رشد و بسیاری از سیتوکین ها وارد عمل می شوند. 
فاکتورهای رشد برای عملکرد خود به رسپتورهای خانواده خود 
متصل شده و به دنبال آن با اثر بر خانواده پروتئین کینازهای 

درون غشایی مراحل ترمیم را آغاز می کنند ]1[. 

موش  بزاقی  غدد  عصاره  از  ابتدا  در  اپیدرمال1  رشد  فاکتور 
به عنوان یک عامل تسریع کننده بهبود زخم قرنیه جدا شد، اما 
به زودی مشخص شد که در واقع، یک فاکتور رشد عمومی است 
از جمله مهاجرت سلولی و تکثیر  که موجب اعمال مختلفی، 
طیف گسترده ای از سلول ها می شود. گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی 
انسانی یک گیرنده فاکتور رشد با فعالیت ذاتی تیروزین کیناز است. 
این گیرنده به طور گسترده در بسیاری از انواع سلول ها، از جمله 
دودمان اپیتلیال و مزانشیمی بیان می شود و اتوفسفوریلاسیون 
آن موجب فعال شدن تعداد زیادی مولکول های هدف پایین دست 

می شود ] 2[. 

فاکتور رشد شبه انسولین-1 2 نقش مهمی در بهبود زخم از 
طریق سازوکار های متعدد دارد. به عنوان یک عامل کموتاکتیک 
مهاجرت  و  تکثیر  می کند،  عمل  اندوتلیال  سلول های  برای 
کراتینوسیت ها و فیبروبلاست ها را تحریک می کند  و استحکام 
زخم را افزایش می دهد ]3[. چندین مطالعه دیگر نشان داده اند که 
فاکتور رشد شبه انسولین-1 به ترمیم انواع بافت ها کمک می کند. 
پاسکوالینا و همکاران ] 4[ توانایی فاکتور رشد شبه انسولین-1  
را برای ترمیم بافت ماهیچه ای اسکلتی و زوئی و همکاران ]5[ 
در بافت میوکارد نشان دادند. به اعتقاد محققان، هورمون رشد 
به طور مستقیم در تحریک رشد شرکت نمی کند. بدین ترتیب 
که هورمون رشد باعث می شود کبد (و به میزان بسیار کمتر 
رشد  فاکتور  به  موسوم  کوچک  پروتئین  چند  بافت ها)  سایر 
شبه انسولین-1  تولید کند که ضمن داشتن آثار آنابولیک، موجب 

رشد بافتی و افزایش حجم و قدرت عضلانی می شود.

است.  دخیل  آنژیوژنز  روند  در  شبه انسولین-1   رشد  فاکتور 
آنژیوژنز یکی از جنبه های مهم فرایند ترمیم زخم است که در آن 
عروق خونی جدید رشد می کند. فرایند آنژیوژنز نقش بازسازی و 
مرمت رگ های خونی را در بافت های آسیب دیده دارد و علاوه بر 
اکسیژن و مواد غذایی مورد نیاز برای حمایت از رشد و عملکرد 
سلول ها، هورمون ها و فاکتورهای رشد را به محل زخم هدایت 
می کند ]6[. فاکتور رشد آندوتلیال عروقی3 یکی از فاکتورهای 

  1. Epidermal Growth Factor (EGF)
 2. Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF-1)

 3. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

با  رشد در پوست است که میزان بیان آن به طور قابل توجهی 
میزان ترمیم زخم در ارتباط است ] 7 [. 

خانواده فاکتور رشد فیبروبلاستی-1 4 از مؤثرترین فاکتورهای 
به طور عمده  که  ترمیم زخم هستند  مراحل  در  شرکت کننده 
توسط سلول های پوستی نظیر فیبروبلاست ها و کراتینوسیت ها 
و همچنین برخی سلول های دیگر نظیر سلول های آندوتلیال و 
عضله صاف بیان می شوند. مهم ترین نقش این فاکتور رشد تأثیر 
تحریکی آن ها بر سلول های سنتز کننده کلاژن برای تنظیم تولید 
و بازسازی اجزای ماتریکس خارج سلولی است. همچنین این 
فاکتورها می توانند بر روند مهاجرتی سلول های فیبروبلاست به 
لبه های زخم مؤثر باشند ]8[. با وجود پیشرفت روش های نوین 
در ترمیم زخم، هنوز روند التیام زخم به نتیجه مطلوب نرسیده 
و در برخی بیماری ها و اختلالات مزمن، ترمیم زخم به یکی از 
چالش های علم پزشکی تبدیل شده است و محققان به دنبال 

ترکیبات جدید برای تسریع در فرایند التیام زخم هستند ] 9[. 

تحقیقات نشان داده است که بسیاری از گیاهان دارویی و مواد 
بیولوژیک می توانند برای درمان زخم ها مفید باشند. از جمله این 
گیاهان دارویی که در طب باستانی بسیار مورد توجه بوده، گیاه 
مُورد5 است. این گیاه با دارا بودن اثرات ضد میکروبی، ضد التهابی، 
آنتی سپتیک و ضد احتقانی موجب تسریع در فرایند التیام زخم 
می شود ] 9، 10 [. روغن زیتون در طب سنتی در درمان زخم ها 
استفاده می شود و مقادیر زیادی از ویتامین های  A ، D ، K و E دارد 

که منبع اصلی محافظت در برابر رادیکال های آزاد است ] 11 [. 

در مطالعه قبلی ما مشخص شد که تیمار با ترکیب عصاره 
اتانولی برگ گیاه مُورد و روغن زیتون  موجب افزایش معناداری 
در درصد بهبود زخم می شود ] 12 [. در پژوهش حاضر به بررسی 
تأثیر ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون بر بیان ژن های 
فیبروبلاستی-1   اپیدرمال،  عروقی،  آندوتلیال  رشد  فاکتورهای 
کوچک  موش های  در  زخم  بهبود  روند  شبه انسولین-1  در  و 

آزمایشگاهی نژاد  balb/c می پردازیم.

مواد و روش ها

آماده سازي عصاره برگ مُورد

100 گرم از پودر برگ مُورد به مدت 3 روز در 1000 میلی لیتر 
از 3 روز  ارلن خیسانده شد. پس  اتانول 96 درصد درون یک 
عصاره ها را با کاغذ صافی واتمن شماره 1 و قیف جدا کرده و 
برای پراندن اتانول در محلول مورد نظر از دستگاه روتاری استفاده 
شد. برای به  دست آوردن یک عصاره غلیظ تر، محلول به مدت 
چند روز در انکوباتور با دمای 37 درجه قرار داده شد. عصاره 

 4. Fibroblast Growth Facto r 1 (FGF-1)
 5. Myrtus Communis

فرخنده نعمتی و همکاران. اثرات بیولوژیکی برگ مورد و روغن زیتون در موش های آزمایشگاهی
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غلیظ به دست آمده برای محافظت از اکسیداسیون، درون ظروف 
تیره رنگ به همراه روکشی از کاغذ آلومینیوم و در دمای 0 تا 4 
درجه نگهداری شد. عصاره برگ گیاه مُورد به نسبت حجمی 1 به 

1 با روغن زیتون ترکیب شد.

حیوانات آزمایشگاهی

برای انجام این آزمایش از 36 موش نر سوری در محدوده وزنی 
35 تا 45 گرم استفاده شد و با شرایط آزمایشگاهی مناسب در 
شرایط استاندارد 12 ساعت نور و 12 ساعت تاریکی و نیز رطوبت 
نسبی مناسب هوا و دمای 2 ±22 نگهداری شدند تا با محیط 

سازگار شوند.

روش ایجاد زخم

از  و  با رعایت حقوق حیوانات  ایجاد زخم در موش ها،  برای 
طریق تزریق صفاقی از ماده کتامین  زایلازین با نسبت  1:10 به 
ازای هر کیلوگرم از وزن بدن برای بیهوشی موش ها استفاده شد. 
موهای ناحیه ای که برای ایجاد زخم در نظر گرفته شد در پشت 
حیوان کامل با تیغ تراشیده شد و پوست این ناحیه با الکل 70 
درصد استریل شد. سپس با استفاده از تیغ استریل و رعایت همه 
اصول جراحی، زخم 1 × 1 سانتی متری در پشت حیوان ایجاد شد.

گروه بندي موش ها و درمان زخم با عصاره برگ مُورد 

پس از ایجاد زخم، در این مرحله حیوانات به صورت تصادفی 
به 3 گروه 12 تایی تقسیم شدند: گروه اول، گروه کنترل بود که 
هیچ نوع زخمی در بدن موش ها ایجاد نشد. گروه دوم که گروه 
مورد مطالعه ما هستند، زخم در پشت آن ها ایجاد شد و روزانه 
یک نوبت به مدت 15 روز با پماد تهیه شده از ترکیب عصاره برگ 
مُورد و روغن زیتون تیمار شدند. گروه سوم نیز مانند گروه دوم، 
زخم در بدن آن ها ایجاد شد و روزانه یک نوبت با استفاده از نرمال 

سالین تیمار شدند.

نمونه برداري برای بررسی میزان بیان ژن

در فاصله هر 5 روز 4 حیوان از هر گروه با استفاده از دُز کشنده 
ماده کتامین زایلازین کشته و بیوپسی شدند و پوست ناحیه 
زخم در حال ترمیم جدا شد. برای بررسی میزان بیان ژن های 
فاکتورهای رشد فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی و 

شبه انسولین-1  از روش Real Tme PCR استفاده شد.

 RNA استخراج

 Real تکنیک  از  مولکولی  بررسی های  برای  مطالعه  این  در 
فاکتورهای رشد  بیان ژن های  میزان  ارزیابی  برای   Tme PCR
فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی و شبه انسولین-1   
استخراج  از کیت های  استفاده  با   RNA استخراج استفاده شد. 

 RNX_Plus (Aryogen  شرکت سیناکولون با نام تجاری RNA
 (Biopharma Complex, Karaj, Iran و بر اساس دستورالعمل 
شرکت سازنده انجام شد. کیفیت RNA استخراج شده با بردن 
نمونه روي ژل آگارز 1 درصد تعیین شد. کیفیت RNA حاصله با 

توجه به پررنگی و وضوح باندها تعیین شد. 

با استفاده  همچنین برای بررسی کمّی RNA استخراج شده 
از دستگاه اسپکتوفتومترنوري، جذب نوری نمونه در طول موج 
260 تقسیم بر جذب نوری نمونه در طول موج 280 خوانده 
RNAهای  انتخاب شدند.  تا 2  با جذب 1/5  نمونه های  و  شد 
استخراج شده بلافاصله برای انجام مرحله نسخه برداری معکوس 
و ساخت و تولید cDNA توسط کیت شرکت سیناکلون بر اساس 
ادامه  براي  نمونه ها  شد.  استفاده  سازنده  شرکت  دستورالعمل 

مراحل کار در دماي 20- درجه نگهداري شد.

طراحی پرایمر

ژن های  مورد نظر  قطعات  از  بخشی  تکثیر  برای  پرایمرها 
فاکتورهای رشد فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی و 
شبه انسولین-1  و هیپوگزانتین فسفو ریبوزیل ترانسفراز طراحی 
شد. این پرایمرها طوری طراحی شدند که بتوانند قطعاتی به 
طول 189 جفت باز برای ژن فاکتور رشد شبه انسولین-1 ، 122 
فیبروبلاستی-1 ، 198 جفت باز  فاکتور رشد  برای ژن  جفت باز 
برای ژن فاکتور رشد اپیدرمال، 189 جفت باز برای ژن فاکتور 
برای ژن هیپوگزانتین  آندوتلیال عروقی و 131 جفت باز  رشد 

فسفو ریبوزیل ترانسفراز را تکثیر کنند (جدول شماره 1).

 Real Tme PCR واکنش

واکنش PCR برای هریک از ژن های مورد نظر انجام شد (جدول 
شماره 2). برنامه دناتوراسیون (95 درجه سانتی گراد برای 10 
دقیقه)، یک برنامه تقویت 4 مرحله ای با 40 تکرار و یک برنامه 
منحنی ذوب فلورسنس ( 60 تا 95 درجه سانتی گراد با حرارتی 
به اندازه 0/01oc/s و میزان لازم فلورسنس) و در نهایت، برنامه 
 PCR انجام از  تا دمای  40 درجه سانتی گراد پس  خنک سازی 
دمای  چرخه،  (تعداد  مولکول  هر  برای  بهینه شده  شرایط  در 
اتصال آغازگرها و بافرها)، محصول PCR روی ژل آگارز 1 درصد 
 DNA الکتروفورز شد تا اطمینان حاصل شود که واکنش قطعه

تقویت شده  ای از اندازه مورد انتظار را دارد. 

برای ارزیابی محصولات PCR به روش الکتروفورز روی ژل آگارز 
تعیین کیفیت محصولات حاصله انجام شد. برای اندازه گیری بیان 
آندوتلیال  اپیدرمال،  فیبروبلاستی-1 ،  فاکتورهای رشد  ژن های 
 PCR Real عروقی و شبه انسولین-1  تکثیر ژن توسط واکنش
(Applied Biosys-با استفاده از مستر میکس سایبرگرین time 

  ABI در یک سیستم تشخیص توالی tems, Warrington, UK)
(Applied Biosystems, Foster City, CA)، 7300 انجام شد. 
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تعیین کمیت نسبی در Real time PCR به وسیله اندازه گیری 
رنگ سایبرگرین  اتصال  نتیجه  در  فلورسنس  تشعشع  افزایش 
انجام شد. اجزای واکنش Real time PCR در حجم نهایی 25 
میکرولیتر و غلظت نهایی مواد در جدول شماره 2 نشان داده 

شده است. 

 Real روش  از  استفاده  با  ژن ها  تکثیر  برای  حرارتی  برنامه 
time PCR مطابق جدول شماره 3 بود. از هیپوگزانتین فسفو 
ریبوزیل ترانسفراز به عنوان ژن کنترل استفاده شد. منحنی های 
استاندارد نسبی با رقت های سریال تولید شده و همه نمونه ها در 
3 نسخه اجرا شدند. توالی آغازگرهای PCR در جدول شماره 1 
ذکر شده است. منحنی ذوب به وسیله اندازه گیری تغییرات میزان 
 Real time فلورسنس در زمان های مختلف به وسیله دستگاه
 Relative رسم شد. پس از انجام واکنش تکثیر به روش PCR
Quantitative Real time PCR، داده های خام به صورت CT از 

دستگاه استخراج شد. داده های CT برای تعیین مقدار هر ژن / 
mRNA موجود نسبت به هر نمونه استفاده شد و تغییر نسبی 
سطح RNA هدف با استفاده از رابطه  ΔΔCT-2 (لیواک و اشمیتگن 

2001) محاسبه شد. 

 Real Tme PCR بررسی تکثیر اختصاصی محصولات

و حصول  طراحی شده  پرایمرهای  اختصاصیت  بررسی  برای 
حضور  عدم  و  ژن  هر  اختصاصی  قطعات  تکثیر  از  اطمینان 
محصولات غیراختصاصی و پرایمر دایمر، محصولات نهایی حاصل 
از Real Tme PCR روی ژل 1 درصد آگارز بارگذاری و الکتروفورز 
شدند. در این بررسی، محصولات بارگذاری شده، تنها یک باند 
(تک باند) را روی ژل نشان می دهند که می توان به اختصاصی 
بودن پرایمرهای طراحی شده و نبود آلودگی پی برد. همچنین با 
مشاهده تک باند قوی برای هر پرایمر می توان استنباط کرد که 

جدول 1. توالی آغازگرهای طراحی شده ژن های فاکتورهای رشد فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی، شبه انسولین-1  و هیپوگزانتین فسفو ریبوزیل ترانسفراز 

دمای اتصال طول قطعه )جفت باز( توالی آغازگر ها نام ژن

55 تا 60 198 F : 5’-CCCAGGCAACGTATCAAAGT-3'
R: 5’- GGTCATACCCAGGAAAGCAA -3’ EGF

55 تا 60 189 F : 5’-TCCTCCTATCTCCACCTATCC-3'
R: 5’-GACCCAGCCAGCCATACCC-3’ VEGF

55 تا 60 122 F: 5’-- CCCTGACCGAGAGGTTCAAC3'
R : 5'--GTCCCTTGTCCCATCCACG3’ FGF-1

55 تا 60 189 F: 5’-AGTACAGCAGAAGTGTGGAGAAGA-3'
R: 5’- GGTGTGTGCTTGACTTCTCGT -3’ IGF-1

55 تا 60 131 F:5’  CACAGGACTAGAACACCTGC -3’
R:5’- GCTGGTGAAAAGGACCTCT -3’ HPRT

F:Forward, R:Reverse

Real time PCR جدول 2. اجزای واکنش استاندارد

حجم برای یک نمونهمواد واکنش

11/2 میکرولیترآب دیونیزه

cDNA2 میکرولیتر

1/5 میکرولیترمنیزیم کلرید

0/15 میکرولیترپرایمر پیشرو

0/15 میکرولیترپرایمر معکوس

10 میکرولیترمخلوط آماده سایبرگرین

25 میکرولیترحجم کل

فرخنده نعمتی و همکاران. اثرات بیولوژیکی برگ مورد و روغن زیتون در موش های آزمایشگاهی

http://journal.muq.ac.ir/fa


9

1402. دوره 17

شرایط بهینه برای واکنش PCR وجود داشته و نکات اصلی در 
طراحی هر پرایمر شامل میزان GC، دمای Tm و اندازه پرایمر 
به درستی انتخاب شده است که به این ترتیب از تکثیر قطعات 

غیراختصاصی و پرایمر دایمرها جلوگیری شد. 

تجزیه و تحلیل آماری داده ها

تجزیه و تحلیل آماری داده ها با استفاده از روش تجزیه واریانس 
میانگین  دوبه دوی  مقایسه  انجام شد. همچنین   R نرم افزار در 
تیمارها نیز با استفاده از روش توکی انجام شد و گروه های دارای 
اختلاف معنا دار با حروف الفبایی متفاوت مشخص شدند. مقدار 
P >0/05 معنا دار در نظر گرفته شد. نمودارها در محیط نرم افزار 

اکسل ترسیم شد.

یافته ها

Real Tme PCR بررسی تکثیر اختصاصی محصولات

ژن   ،(bp) جفت بازی   198 باند  اپیدرمال  رشد  فاکتور  ژن 
آندوتلیال عروقی و شبه انسولین-1  باند 189  فاکتورهای رشد 
 122 باند  فیبروبلاستی-1   رشد  فاکتور  ژن   ، (bp) جفت بازی 
ریبوزیل  فسفو  هیپوگزانتین  ژن  همچنین  و   (bp) جفت بازی 
از  و  دارد  آگارز  ژل  روی   (bp) باند 131 جفت بازی  ترانسفراز 
آنجا که این 5 ژن باند اختصاصی دادند، یعنی تک باند روی ژل 
ظاهر شدند، پس می توان نتیجه گرفت که پرایمر دایمر ندارند و 
پرایمرهای طراحی شده برای این 3 ژن اختصاصی عمل می کنند 

(تصویر شماره 1).

نتایج مربوط به اندازه گیری میزان بیان ژن های فاکتورهای رشد 
فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی و شبه انسولین-1  با 
روش Real Time PCR در گروه کنترل، سالین و ترکیب عصاره 

مُورد و روغن زیتون در تصویر شماره 2 نشان داده شده است.

بررسی میزان بیان ژن فاکتور رشد فیبروبلاستی-1  

نتایج حاصل از بررسی میانگین میزان بیان ژن فاکتور رشد 
فیبروبلاستی-1  نشان داد که افزایش معنا داری در میزان بیان ژن 
گروه تیمار با ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون پس از 5، 
10 و 15 روز نسبت به گروه تیمار با سالین و کنترل اتفاق افتاد 
(P >0/05). بیشترین میزان بیان ژن فاکتور رشد فیبروبلاستی-1  
نیز پس از گذشت 15 روز با تیمار عصاره برگ مُورد و روغن 

زیتون با میانگین 1098/37 مشاهده شد (تصویر شماره 2).

بررسی میزان بیان ژن فاکتور رشد شبه انسولین-1 

نتایج حاصل از بررسی میانگین میزان بیان ژن فاکتور رشد 
شبه انسولین-1  نشان داد که افزایش معنا داری در میزان بیان ژن 
گروه تیمار با ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون پس از 5، 
10 و 15 روز نسبت به گروه تیمار با سالین و کنترل اتفاق افتاد 
(P  >0/05). بیشترین میزان بیان ژن فاکتور رشد شبه انسولین-1  
نیز پس از گذشت 15 روز با تیمار عصاره برگ مُورد و روغن 

زیتون با میانگین 124/03 مشاهده شد (تصویر شماره 2).

بررسی میزان بیان ژن فاکتور رشد اپیدرمال

نتایج حاصل از بررسی میانگین میزان بیان ژن فاکتور رشد 
اپیدرمال نشان داد که افزایش معنا داری در میزان بیان ژن گروه 
تیمار با ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون پس از 5، 10 
و 15 روز نسبت به گروه تیمار با سالین و کنترل اتفاق افتاد 
(P >0/05). بیشترین میزان بیان فاکتور رشد اپیدرمال  نیز پس 
از گذشت 15 روز با تیمار عصاره برگ مُورد و روغن زیتون با 

میانگین 68/89 مشاهده شد (تصویر شماره 2).

بررسی میزان بیان ژن فاکتور رشد آندوتلیال عروقی

نتایج حاصل از بررسی میانگین میزان بیان ژن فاکتور رشد 
آندوتلیال عروقی نشان داد که افزایش معنا داری در میزان بیان 
ژن گروه تیمار با ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون پس 

Real time PCR با استفاده از روش HPRT جدول 3. برنامه دمایی تکثیر ژن های فاکتورهای رشد فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی، شبه انسولین-1  و

دما )بر حسب درجه سانتی گراد(
طول دوره )ثانیه( مراحل سنجش )بخش ها(

IGF-1   FGF-1 EGF VEGF HPRT

95 95 95 95 95 15 واسرشته سازی

57 54 53 58/5 60 10 اتصال آغازگر

72 72 72 72 72 20 گسترش

80 76 88 80 86 3 جذب فلورسنس
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تصویر 1. میانگین ± انحراف معیار میزان بیان ژن های فاکتورهای رشد فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی و شبه انسولین-1  با روش  Real Time PCR در 
گروه کنترل، سالین و ترکیب عصاره مُورد و روغن زیتون در روند ترمیم زخم، میانگین های دارای حروف الفبایی متفاوت، اختلاف آماری معنا دار در سطح 0/05 دارند.

تصویر 2. مقایسه میزان بیان ژن های فاکتورهای رشد فیبروبلاستی-1 ، اپیدرمال، آندوتلیال عروقی و شبه انسولین-1  با روش Real Time PCR تحت تیمار با ترکیب 
عصاره مُورد و روغن زیتون در روند ترمیم زخم، میانگین های دارای حروف الفبایی متفاوت، اختلاف آماری معنا دار در سطح 0/05 دارند.
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از 5، 10 و 15 روز نسبت به گروه تیمار با سالین و کنترل اتفاق 
افتاد (P>0/05). بیشترین میزان بیان ژن فاکتور رشد آندوتلیال 
عروقی نیز پس از گذشت 15 روز با تیمار عصاره برگ مُورد و 

روغن زیتون با میانگین 12/48 مشاهده شد (تصویر شماره 2).

نتایج حاصل از مقایسه میزان بیان 4 ژن ذکر شده در تصویر 
شماره 3 نشان داد که تیمار با ترکیب عصاره مُورد و روغن زیتون 
بیشترین تأثیر را در افزایش بیان ژن فاکتور رشد فیبروبلاستی-1  
(به مقدار 1098/37 ) نسبت به سایر ژن های اندازه گیری شده دارد.

بحث 

نتایج حاصل از تحقیق حاضر نشان داد که تیمار با ترکیب 
عصاره اتانولی برگ مُورد و روغن زیتون در محل زخم، موجب 
و  عروقی  آندوتلیال  رشد  فاکتورهای  ژن های  بیان  افزایش 
شبه انسولین-1  و به عنوان عوامل مهم در ترمیم زخم های پوستی 
در موش ها شد. نتایج حاصل از این پژوهش نشان می دهد ترکیب 
عصاره برگ مُورد و روغن زیتون در تسریع روند ترمیم زخم هاي 

پوستی مؤثر است.

در مطالعه قبلی که نعمتی و همکاران روی ترکیب عصاره 
موش های  پوستی  زخم  بهبود  بر  زیتون  روغن  و  مُورد  برگ 
 Balb/c در مقایسه با کرم سولفادیازین نقره 1 درصد انجام 
دادند، نشان داده شد که تیمار با ترکیب عصاره اتانولی برگ 
گیاه مُورد و روغن زیتون موجب افزایش معناداري در درصد 
نسبت  مو،  فولیکول هاي  قطر  پوست،  ضخامت  زخم،  بهبود 
درصد شد.  نقره 1  سولفادیازین  کرم  دریافت کننده  گروه  به 
همچنین افزایش معناداری در میزان تشکیل کلاژن و رگ زایی 

مشاهده شد. 

این نتایج نشان دهنده تسریع روند بهبود زخم در نمونه هاي 
است.  بوده  زیتون  روغن  و  مُورد  ترکیب عصاره  با  تیمار  تحت 
آن ها همچنین نشان دادند استفاده از عصاره  برگ مُورد و روغن 
زیتون باعث تسریع انتقال از مرحله التهابی به مرحله هایپرپلازي 
خونی  عروق  و  کلاژن  سنتز  در  افزایش  به دلیل  فیبروبلاست 

می شود ]12[.

آلم و همکاران در مطالعه خود نشان دادند که تیمار با پماد 
عصاره برگ مُورد باعث تسریع در آغاز فرایند بهبود شده و باعث 
افزایش سرعت گذر از فاز التهابی و وارد شدن به فاز فیبروپلازی 

تصویر 3. بررسی تکثیر اختصاصی محصولات Real Time PCR روی ژل آگارز. شماره 1 مربوط به ژن فاکتور رشد فیبروبلاستی-1   با طول 122 جفت باز، شماره 
2 مربوط به ژن هیپوگزانتین فسفو ریبوزیل ترانسفراز با طول 131 جفت باز، شماره 3 و 4 مربوط به ژن فاکتور رشد آندوتلیال عروقی و فاکتور رشد شبه انسولین-1  

با طول 189 جفت باز و شماره 5 مربوط به ژن فاکتور رشد اپیدرمال با طول 198 جفت باز است.
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و در نهایت در افزایش روند بهبود زخم می شود ]13[. قرب غاز 
زاده و همکاران و همکاران نشان دادند که پماد گیاه مُورد موجب 
تعدیل التهاب و مانع از تخریب بیشتر بافتی می شود و همچنین در 
مطالعه ای که روی تأثیر آلوئه ورا بر ترمیم زخم انجام دادند، به این 
نتیجه دست یافتند که خانواده فاکتور رشد اپیدرمی از پلاکت ها 
و ماکروفاژها در محل آسیب و زخم در بافت تولید و ترشح شده 
و پس از ترشح در روند تقسیم میتوز، اپی تلیزاسیون، مهاجرت 
گلبول های سفید به محل زخم و تا حد کمتری در آنژیوژنز و 
افزایش ترشح رشته های کلاژن در محل زخم فعالیت می کنند 
و ژن فاکتور رشد اپیدرمال باعث ترمیم زخم در موش های مورد 

آزمایش می شود ]14[. 

ایشی و همکاران و ویجیوان و همکاران در پژوهش خود که 
انجام دادند، نشان دادند که  اپیدرمی6  فاکتور رشد  بر رسپتور 
رسپتور فاکتور رشد اپیدرمی موجب افزایش تکثیر سلولی در 
محل زخم می شود و مقدار رسپتور فاکتور رشد اپیدرمی ای که در 
یک زخم بیان می شود، به طور قابل توجهی با میزان ترمیم زخم 
در ارتباط است. مشخص شد که فاکتور رشد اپیدرمال رگزایی را 
از طریق مسیر فسفاتیدیل اینوزیتول 3-کیناز / پروتئین کیناز

 B (pl3k/Akt) و سیگنال دهی خارج سلولی تنظیم کننده 2/1 
 (ERK1/2) از طریق مسیرهای با واسطه فاکتور رشد آندوتلیال 
عروقی افزایش می دهد ]15 [. همچنین فاکتور رشد اپیدرمال 
یک جاذب شیمیایی قوی برای مهاجرت کراتینوسیت ها برای 

اپی تلیالیزاسیون زخم است ]16[.

باسو و همکاران در مطالعه ای که بر میزان انتقال فاکتور رشد 
بتا و فاکتور رشد شبه انسولینی در محل ترمیم زخم پرداختند، به 
این نتیجه دست یافتند که فاکتور رشد شبه انسولینی -1 همراه با 
سایر فاکتورهاي رشد نظیر فاکتور رشد مشتق از پلاکت ها7 نقش 
مهمی در فرایند ترمیم زخم داشته، به طوري که باعث افزایش 

ضخامت درم و اپیدرم می شوند ]17[. 

در پژوهش دیگری که بالاجی و همکاران درباره فاکتور رشد 
شبه انسولین-1  انجام دادند، نشان داده شد که این فاکتور رشد 
یک کراتینوسیت میتوژن است و از طریق مسیر وابسته به فاکتور 
باعث  عروقی)  اندوتلیال  رشد  (فاکتور  عروقی  آندوتلیال  رشد 
رگزایی و بهبود زخم می شود ] 18 [. خانواده فاکتور رشد آندوتلیال 
عروقی نقش مهمی در نفوذپذیری عروق خونی و اتساع عروق 
دارد. نشان داده شده است که فاکتور رشد آندوتلیال عروقی رشد 

عروق خونی جدید را در طول زخم تثبیت می کند] 19 [. 

و  رشد  فاکتورهای  حاوی  خون  از  مشتق  عوامل  و  خون 
سیتوکین هایی هستند که می توانند روند ترمیم زخم طبیعی را 
بهبود بخشند. انتقال تعداد زیادی از فاکتورهای رشد از قبیل 

6. Epidermal Growth Factor Receptor ( EGF-R)
7. Platelet-derived growth factor (PDGF)

 ,PDGF-BB, TGF-B1, FGF-2، آندوتلیال عروقی و اپیدرمال از 
طریق خون به محل زخم، روشی ساده برای افزایش ترمیم زخم 

و رگزایی است ] 20 [.

رشد  فاکتور  تأثیر  روی  مطالعه  با  همکاران  و  ژو  همچنین 
فیبروبلاستی بنیادی در ترمیم جای زخم به این نتیجه رسیدند 
که افزایش میزان بیان فاکتور رشد فیبروبلاستی-1 تأثیر بسزایی 
در ترمیم جای زخم دارد ] 21[. خانواده فاکتور رشد اپیدرمال 
با رگزایی و اپی تلیالیزاسیون رگ ارتباط قوی دارند ]25-22[. 
لیگاندهای فاکتور رشد اپیدرمال به گیرنده های خود متصل  شده 
و رگزایی و مهاجرت سلول های آندوتلیال را در محل زخم افزایش 
می دهند ]26 [. در مطالعه حاضر، افزایش بیان ژن فاکتور رشد 
اپیدرمال در روند ترمیم زخم بسیار چشم گیر بوده و این تأثیر 
به خصوص در روز 15 آزمایش بیشتر از روزهای دیگر بوده است.

ترکیبات  و   C ، A ، E  ویتامینهاي قوي  آنتي اکسیداني  نقش 
فلاونوییدی و عناصری مثل روی، مس و سلنیوم در تسـریع ترمیم زخم 
به کرات ثابت شده است ]27[. بر اساس یافته های ملگیزو رودریگز و 
همکاران، زیتون حاوي مقادیر زیادي از ترکیبات آنتی اکسیدانی است 
که حضور این ترکیبات نقش مؤثري در ترمیم بافت هاي تخریب شده 
و التیام زخم هاي پوستی دارد. این امر به خاصیت آنتی اکسیدانی 
برابر  در  مقاومت  در خصوص  و  می شـود  مربوط  آن  پلی فنل هاي 
استرس اکسیداتیو (بالا بردن غلظـت لیپـوپروتئین هاي بـا دانسیته 
بالا و پایین آوردن لیپوپروتئین هاي با دانسیته پـایین) روغـن زیتـون 

مـؤثرتر از ترکیباتش به صورت مجزا ست ]28 [.

نتیجه گیری

تأثیرگذاري چشم گیر  نشان دهنده  پژوهش حاضر  یافته هاي 
ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون در تسریع دوره ترمیم 
کامل در محل زخم هاست. مطالعات مولکولی در تحقیق حاضر 
نشان دهنده تأثیر مثبت ترکیب عصاره برگ مُورد و روغن زیتون 
بر بیان ژن فاکتور رشد آندوتلیال عروقی ، فاکتور رشد اپیدرمال ، 
فاکتور رشد فیبروبلاستی-1  و فاکتور رشد شبه انسولین-1   در 
پوست آسیب دیده موش ها و سرعت ترمیم و بهبود زخم از طریق 
افزایش بیان فاکتورهای رشد مذکور و خون رسانی به محل زخم 

است.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

 IR.MAZUMS.با کد اخلاق با شماره 11662 و  این مقاله 
 REC.1400.539 به تأیید کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی 

مازندران رسیده است.
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حامي مالي

دولتی،  سازمان های  از  مالی  کمک  هیچ گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در طراحی، اجرا و نگارش همه بخش های 
پژوهش حاضر مشارکت داشته اند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.
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