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Abstract
Background and Objective: Gestational diabetes (GDM) is a metabolic disorder which is caused by
insufficient secretion of insulin. GDM is a risk factor for embryo during pregnancy and it is possible leads
to congenital heart defects (CHD). Some of these defects may be due to a change in the expression of
some of the important structural genes in the heart. Desmocollin 2 and collagen structural genes have
important role in the cell adhesion of the cardiomyocytes.This study was done to determine the effect of
gestational diabetes on expersion of desmocollin 2 and col5a2 structural genes in C57BL mouse embryo
heart.

Methods: In this experimental study, 12 adult female and six adult male C57BL mice were used.After
mating of the animals and observation of the vaginal plug, the female mice with vaginal plug were
randomly divided into diabetic and control groups. At the first day of pregnancy, Induction of gestational
diabetes mellitus in dams in the diabetic group was performed by the intraperitoneal (IP) injection of
Streptozotocin with a dose of 150 mg / kg body weight per day in GD1. While in the control group, only
citrate buffer was injected.Cesarean Surgery was done at E11.5 and embryo's heart was extracted from
the body.Extraction of RNA, cDNA, and quantitative measurements of the amount of RNA were
performed using Real -Time PCR.

Results: Induction of gestational diabetes increased the expersion of desmocollin 2 and col5a2 structural
genes in compared to controls, althought only the expersion of desmocollin 2 gene was significant
(P<0.05).

Conclusion: We suggest that the induction of DM lead to upregulation of structural genes primarily
including desmocollin 2 and col5a2 in embryos heart development.
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چکیده

Gestational)يباردارابتیدهدف:وزمینه Diabetes Mellitus: GDM)یکـاف ترشـح درنقـص لیدلبهکهاستمتابولیکاختلالکی
اسـت ممکـن صینقانیاازیبرخ.دهدیش میرا افزاقلبمادرزادينقایصبانوزادانیتولدایوسقطخطرGDMشود.یمجادیاانسولین
 ـنقـش کولینهاي ساختاري کـلاژن و دسـمو  ژن.باشدقلبيساختارمهميهاژنازیبرخانیبدراختلالبهمربوط  ـترتبـه ی مهم دربی

بـر بیـان   يابت بارداریاثر دن یین مطالعه به منظور تعیارند.داقلبساختاردری نینابیبصفحاتودسموزومی نواحدری سلولنیباتصالات
انجام شد.C57BLهاي آزمایشگاهی نژاد در قلب رویان موشDsc2و Col5a2هاي ژن

میـانگین بـا نژادهمینازبالغنرموشسر6وهفته)C57BL)10-8نژادمادهموشسر12تعدادتجربیمطالعهایندربررسی:روش
تصـادفی صورتبهوشدنییتعيباردارصفرروزنالیواژپلاكتیروومادهحیواناتگیريجفتازپس.گردیداستفادهگرم22-24وزن

 ـدگـروه بـاردار يهـا مـوش دريبـاردار ابـت یدالقـاء شدند.تقسیمکنترلودیابتیگروهدوبه  ـیابتی  ـهب  ـتزرلهیوس یصـفاق داخـل قی
بـافر تنهـا کنتـرل گـروه درکهیحالدر.شدانجام(GD1)يباردارکیروزدربدنوزنلوگرمیبرکگرمیلیم150دوزبانیاسترپتوزوتوس

کروسـکوپ یماسـترئو ازاسـتفاده باهاانیروقلبونجامانیسزاریجراحيباردار5/11زرودرشد.قیتزريباردارکیروزدرتراتیس
totalجاستخرابیترتبهسپسشد.خارج RNA،زسنتcDNAنزایمیکميریگاندازهوRNAروشازاسـتفاده ابReal Time-PCR انجـام

.شديریگاندازهکنترلویابتیدگروهيهاانیرودرDsc2وCol5a2يهاژنانیبزانیمودیگرد
گروهباسهیمقادرروزه5/11يهاانیرودرDsc2وCol5a2ايهژنانیبشیافزاسبببارداريهاموشدريباردارابتیدالقاءها:هیافت
).>05/0P(بودداریمعنيآمارنظرازراتییتغنیانیدسموکولبارابطهدرکهشدکنترل

درقلبتکامليساختارمهميرهایمسازیکیدرDsc2و Col5a2يهاژنانیبشیزاافسببيبارداردورهدرابتیدالقاءگیري:نتیجه
.گرددیمحاصليهاانیرو

C57BLموش،قلبتکوین، Dsc2، ژن Col5a2ن ژ،بارداريدیابتها:واژهکلید

 ________________________________ _____________________________
mjgolalipour@yahoo.comالکترونیکیپست،پوریگلعلمحمدجعفردکتر:مسؤولنویسنده*

017-32261565تلفن، گرگاني مادرزادهايناهنجاريقاتیتحقمرکز،يرازیاد شید صیشهیدرمانی، مرکز آموزشيرازیاد شید صیبلوار شهگرگان،:نشانی
20/5/1397رش مقاله : ی، پذ29/3/1397:اصلاح مقاله ،25/9/1396:مقالهوصول

مقدمه
يهـا نقـص ازیشنازودرسییهامرگعمدهعلتیقلبصینقا

نی ـامـورد 8زنـده تولـد 1000هـر ازکهيطوربههستند.يمادرزاد
صینقـا نی ـاقی ـدقعلـت کـه کهیحالدر).1(هستنددارارامشکل

ازیبرخ ـدهـد یم ـنشانيولوژیدمیاپمطالعاتست؛ینمشخصهنوز
يهـا نقـص جـاد یادريبـاردار دورهدرابـت یدمانندیطیمحعوامل

يرومطالعـات بـه توجـه بايمادرابتید).2-4(ندداردخالتیقلب
).5(گــذاردیمــریتــاثیســلولخــارجکسیمــاتريهــانیپــروتئ

دریمهم ـنقـش Dsc2وCol5a2ماننـد قلبيساختاريهانیپروتئ

متعاقبـاً وDsc2ژندارنـد. یزندگبعديهارهودوقلبتکاملروند
درومجـاور ياه ـسـلول نیب ـمـا اسـت ینیکـادهر ژن،نی ـانیپروتئ
برقـرار ارتبـاط هاسلولنیبدسموزومعنوانتحتیاختصاصینواح

نی ـاتنهـا وشـود یم ـانیبگستردهصورتبهنیپروتئنیاژنکند.یم
شـود یم ـانی ـبومیوکاردیمنترکالهیايهاسکیددرقلبدرزوفرمیا
راسـت بطناختلالاتباژننیاحدازشیبانیبوونیموتاس).7و6(

نیپروتئکهاستيگریديساختارژنزینCol5a2).8(استراههم
یاسـکلت بخـش درآنگـر یديهـا زوفـرم یاازیبرخ ـوآنشدهکد

خارجکسیماتريفضادروFocalاتصالات،یعروق-یقلبستمیس



بارداريدیابتبایشگاهیآزماهايموشرویانقلبدردسموکولینوکلاژنساختاريهايژنبیان/32

)68پیدر(پی4شماره/20دوره/1397زمستان /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

درکی ـنوعابتید).9(شوندیمافتیفراواناریبسمقداربهیسلول
دریقلب ـيهابروبلاستیفتیفعالشیافزاباعاملنیایبررسبارابطه
هاتیوسیومیکاردریتکثشیافزازینویسلولخارجکسیماتريفضا

شـن یدپوزجـه ینتدرهـا سـلول نی ـاتیفعالشیافزااست.بودههمراه
شیافـزا رایعروق ـ-یقلب ـيهايماریببهابتلاخطرتواندیمکلاژن
ــد ــا).10(دهــ ــروتئنیــ ــانیپــ ــههــ ــلبــ ــریدعوامــ ECMگــ

(Extra Cellular Matrix)اسـکلت يداری ـپابـه وشـوند یم ـمتصل
جهینتدریسلولخارجراتییتغاحتمالنیبنابراکنند.یمکمکقلب

رونـد بـر اسـترس نی ـاریتـاث متعاقبـاً وشـده جـاد یاعوامـل واسترس
).11و9(داردوجودقلبنگیمودلیر

ــت ــارداردیاب Gestational)يب Diabetes Mellitus: GDM)

.اسـت بـاردار زنـان درنیانسـول یناکـاف دیتولازیناشمعمولطوربه
نـدارد ابـت یدازيانشانهچیهیحاملگازقبلGDMبهمبتلامارانیب

.شـود یم ـدادهصیتشـخ يبـاردار دومماهـه سهدرمعمولطوربهو
GDM12(شودیمنیجنیعیرطبیغرشدباعث.(

مشــاهدههــادیابــتهمــهردکــهکلیــديهــايویژگــیازیکــی
توسـعه درخطـر اصـلی عاملعنوانبهواستهیپرگلیسمی؛شودمی

وهـا بافـت بـر کـه مـدت طـولانی آورزیـان واثراتدیابتعوارض
هایپرگلیسـمی اسـت. شـده شـناخته ؛گـذارد مـی مختلـف هـاي اندام

استرسافزایشجملهازسلولیچندمسیرشدنفعالموجبتواندمی
باعثکه)13(شودROS(Reactive Oxygen Species)اکسیداتیو

توانـد مـی نیـز التهـاب خودشودکهمیالتهابیمسیرهايبیانافزایش
موجـب عوامـل ایـن ازهرکـدام .شـود دیابتعوارضتشدیدباعث

باعـث نهایتودرشوندمیکروماتینساختاردرژنتیکاپیتغییرات
هايبافتدرسرمگلوکزافزایشباارتباطدرهاژنبیانالگويتغییر

هـاي رگوعضـله وعصـبی سیسـتم کبـد، قلب،کلیه،مانندمختلف
دراخـتلال باعثتواندمیاکسیداتیواسترسنیبنابرا.شودیمخونی

بـر يبـاردار اوایلدرهایپرگلیسمیشود.سلولدرژنانیبمکانیسم
خطــریشافــزاباعــثوگــذاردمــیاثــرجنــیندرهــاژنبیــانتنظــیم

ــادرزاديهــايمــاریب Congenital)بقلــيم Heart Defects: CHD)

ــی ــود.م ــزاش ــیششیاف ــدازب ــتROSح ــیتح ــرایطازبعض ش
لـذا ).14(کنـد مختـل راعروقی-قلبیسیستمتواندمییپاتولوژیک

يضـرور يامـر اخـتلالات نی ـادنبـال بـه یمولکولسمیمکانیبررس
القـا ابـت یدازیناشیقلبيهانقصیمولکولسمیمکانکهچرا.است
ممکـن مطالعـه ایـن ).15(استنشدهروشنکاملطوربههنوزشده
يساختاريهاژنسطحدرمولکولیهايمکانیسمبیشترفهمبهاست

؛شـود قلـب تکـوین بـر بـارداري دیابـت پیامـدهاي بروزبهمنجرکه
ر بیـان  ب ـيابـت بـاردار  ین اثـر د یین مطالعه به منظور تعیاکند.کمک

هـاي  هاي ساختاري کلاژن و دسموکولین در قلـب رویـان مـوش   ژن

انجام شد.C57BLآزمایشگاهی نژاد 
بررسیروش

C57BLنـژاد مـاده مـوش سـر 12تعـداد یتجرب ـمطالعـه نیادر

وزننیانگی ـمبـا نـژاد نیهم ـازبـالغ نـر مـوش سـر 6وهفته)10-8(
دروهیــتهيرازوتیانســتازوانــاتیحد.یــگرداســتفادهگــرم24-22
ری ـتکثگلسـتان یپزشـک علـوم دانشـگاه یپزشکدانشکدهوانخانهیح

ينگهـدار مخصـوص شـفاف یکیپلاسـت يهاقفسدرسپسشدند.
يغـذا وآبواناتیحشدند.دادهقرارجداگانهصورتبهواناتیح

ينگهـدار محلداشتند.دسترسدرشیآزمامواقعدرجزبهمناسب
سـاعته 12یکیتـار -ییروشنادورهیکیزیفطیشرانظرازواناتیح
هرگونـه بـدون گـراد یسـانت درجـه 22-24يدماشب)،7تاصبح7(

بود.یصوتیآلودگ
یشـگاه یوانـات آزما یحيکار بـر رو یالمللنیبیپروتکل اخلاق

تـه اخـلاق دانشـگاه علـوم     ید کمیی ـن مطالعـه مـورد تا  ی ـت شد. ایرعا
قرار گرفت.(IR.GOUMS.RES.1395.156)گلستان یپزشک

يری ـجفتگيبـرا ،يبـارور وبلـوغ سنبههاموشدنیرسازپس
هــايمــوشمجــاورتدرســاعت24مــدتبــه)1بــه2نســبتبــه(

یشـگاه یآزمايهـا مـوش مـورد درشدند.گذاشتهنریشگاهیآزما
عنوانهبوشددییتايریگجفتنال،یواژپلاكصیتشخازپسماده
).16(شدگرفتهنظررد(E0.5)يباردارصفرروز

یابتی ـدوکنتـرل گروهدوبهیتصادفصورتبهبارداريهاموش
شدند.میتقس

ــطوح ــوکزسـ ــرمگلـ ــادرانسـ ــامـ ــتفادهبـ ــومترازاسـ گلوکـ
(ACCU-CHEK® Active Glucometer, Roche Diagnostics, Mann-heim, Germany)

(STZ)نیاسترپتوزتوس ـقیتزرازبعدساعت72ومطالعهاولروزدر

درابـت یدالقـاء يبرایابتیدگروهبارداريهاموشبهد.یگردنییتع
ــزرو ــاردارکی ــ)GD1(يب ــنیاسترپتوزتوس ــورتهب ــکص دوزت

قی ـتزریصفاقداخلصورتبهبدن)وزنلوگرمیکبرگرمیلیم150(
حـدود نیانگی ـمسـرم گلـوکز سـطح بـا یابتی ـدگـروه ).17(دیگرد
شدند.گرفتهنظردرGDMعنوانهبتریلیدسبرگرمیلیم300-200

کنتـرل يبـاردار ازبعـد وقبلسرمگلوکززانیمزینکنترلگروهدر
).18(شد

بــاگــروهدويهــامــوش،يبــاردارازروز5/11گذشــتازپــس
يهـا انی ـروسـپس شـدند. یقربـان یگردنيهاهمهریدررفتگروش

گروهدوهريبرامختلفموش3ازانیرو3(هاموشنیاازحاصل
ن)یسـزار یجراح ـ(مشـابه شـکم هی ـناحدربـرش باکنترل)ویابتید

ازاســتفادهبــاآنهــاقلــبيهــانمونــهبعــدمرحلــهدر.ندشــدخــارج
غی ـتونیانسـول سرنگسرسوزنماننددسترسقابلفیظريابزارها

هـا نمونهسپسشد.يجداسازاسترئوکروسکوپیمریزدريستوریب
شدند.منتقلگرادیسانت-80يدمادرزریفربهبلافاصله
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RNAاسـتخراج  Totalتی ـکدسـتور طبـق وزولی ـترالهیوس ـهب ـ
,Geneall)کننـده دیتولشرکت Korea) بعـد مرحلـه درشـد. انجـام
ودراپک ـیپدسـتگاه توسـط بی ـترتبـه RNAیف ـیکویکمسنجش

(Picodrop, Germany)دسـتگاه وUV-DOCقــراریابی ـارزمــورد
ــراســپس.گرفــت ــودگشــدنبرطــرفيب محصــولاحتمــالییآل
DNA)(ــومی DNaseتیمــارازشــدهاســتخراجژن Iــازکیــت فرمنت

(Fermentas, Canada)سنتزسپسشد.استفادهcDNAازاستفادهبا
,Fermentas(فرمنتازکیت Canada(شـرکت ایـن پروتکـل طبـق و
شد.انجام

cDNAيبـرا هی ـاولمـواد بـا نیمعحجمدرراشدهساختهقبلاز
ــنش ــرواک ــالی Termo(میت Scientific(ــریپراو ــاژنم ــزيه ری

درحاصـل محصولکردنالکوتباوبیترکتیکدستوربیترتبه
بود.ادمریتکثوییدمابرنامهياجرا،واکنشبهمربوطيهاتیپل

Forward: ATGCAGATGGGAGAAGCTGT: Dsc2

Reverse: TGCAACAATTTCAGCAGAGG
Col5a2: Reverse: CCAAATTCCTGGTCTGCATT
Forward: GGAGAAGGAAACATCAGATTCA

بود.ریزصورتبهواکنشانجامشرایطیکلطوربه
گـراد سـانتی درجـه 95ثانیـه، 10گرادسانتیدرجه95اولسیکل

داشت.ادامهچرخه40درکهثانیه34گرادیسانتدرجه60،ثانیه5
موردمربوطهذوبیمنحنواستانداردیمنحنهاواکنشانیپادر

Real-Timeدسـتگاه لهیوس ـهب ـروشنیاگرفت.قراریابیارز PCR

(ABI7300;Germany)18ژنازآزمـــایشایـــندرشـــد.انجـــامs

کنتـرل عنـوان بـه غیردیابتیگروهcDNAازوداخلیکنترلعنوانبه
شد.استفاده
لی ـتحلوهی ـتجزSPSS-16يآمـار افـزار نرمازاستفادهباهاداده

ــودننرمـــــــالشـــــــدند. ــتوزبـــــ ــادادهعیـــــ توســـــــطهـــــ
One-Sample Kolomogrov-Smirnov Testقــرارآزمــونمــورد

ــتاازپــس.گرفــت ــتوزبــودننرمــالدیی قیــطرازجینتــاهــادادهعی
t-testنـان یاطمبیضـر شد.گزارشآنازلحاصراتییتغوسهیمقا

شـد. گرفتـه نظـر در05/0ازکمتـر يداریمعنسطح.بود95مطالعه
بــاnormalizeازپــسهــاژنانیــبیابیــارزکــهاســتذکــربــهلازم

براسـاس جینتاوگرفتصورتΔΔCtفرمولبراساسHKGيهاژن
Fold changeبـه هـا دادهازحاصـل جینتـا یکل ـطوربهشد.گزارش

شد.هیارااستانداردانحرافومیانگینصورت
هایافته

يآمـار افـزایش  هاي بـاردار سـبب  القاء دیابت بارداري در موش
روزه در مقایسه با گـروه  5/11هاي در رویانDsc2ن بیان ژدار یمعن

.ک)ی) (نمودار >05/0P(کنترل شد

بـت  ایپـس از القـاء د  روزه5/11هـاي  در رویانCol5a2ان ژن یب
طـور  بـه سـه بـا گـروه کنتـرل     یدر مقابـاردار،  يهـا در موشيباردار

ک).ی(نمودار ش نشان داد یافزايداریرمعنیغ

5/11رویانقلبدرDsc2وCol5a1هايژنان یبنتایج: 1نمودار 
صورتبهيبارداردیابتوکنترلگروهدرC57BLموشروزه

Fold change*05/0P<

بحث
ن مطالعه، القـاء دیابـت بـارداري بـا اسـتفاده از      یج ایبا توجه به نتا

ــ ــبب تغیاسترپتوزوتوس ــن س ــارات ژنیی ــاختاريه ــيس ــنظیقلب ر ی
گردد.یدسموکولین و کلاژن م

.اسـت حیصـح مولکـولی وژنـی بیـان تنظـیم ازمندینقلبتکامل
دراختلالبهقلبتکاملطولدراستممکنژنکیبیانتغییرات
تراتوژنیـک اثراتدقیقمکانیسمشود.منجرقلبیعملکردوساختار
امـا ؛اسـت نامشـخص همچنـان تکامـل حالدرجنینرويبردیابت

-قلبـی سیسـتم تکامـل وشودیمROSافزایشباعثیسمیپرگلیها
ینتـایج وشـواهد بهباتوجه).13(دهدمیقرارتأثیرتحتراعروقی

توسـط گرفتهصورتمطالعاتزینوآمدهدستهبمطالعهایندرکه
زااسترسهايسیگنالخونگلوکزشیافزاجهینتدرGDMمحققین

ROSوکیاندوپلاسـم شـبکه استرسافزایشباعثوکندمیایجاد

اثـر سـلول یع ـیطبعملکردبرROSحدازبیشتجمع).12(شودیم
نــدمانهــاییمــاکرومولکولبــهرسـاندن آســیبباعــثوگــذاردمـی 

بهجنیندرهابافتوهاسلول).19(شودیمDNAوچربیپروتئین،
بــامقایســهدرحــد،ازبــیشROSبــه؛هســتندنابــالغکــهایــندلیــل
صـورت بـه ROSدهنـد. مـی نشـان يبیشـتر حساسـیت بالغهايبافت

ماننـد یسـلول مورفوژنیـک فرآینـدهاي مهـم هايژنبیانبرمستقیم
Dsc2وCol5a1هـاي آنـزیم سـطح یاختصاصطوربهذارد.گیماثر
بـالغین درمیوکـارد بـه نسبتنابالغمیوکارددرمعمولاًاکسیدانآنتی
تـا نابـالغ قلبـی هايسلولدرآنزیمازپایینسطحاینواستترپایین

ازبیشROSبرابردرخودشازحفاظتبرايراقلبتواناییحدي
اکســیداتیوهــايســیبآبــهنســبتقلــبودهنــدمــیدســتازحــد
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اسـترس وROSهیپرگلیسـمی، یکل ـطـور بـه شـود. مـی پـذیر آسیب
عوامـل ایـن کهشوندالتهابیعواملتولیدباعثتوانندیماکسیداتیو

کـه گردنـد قلـب يسـاختار يهـا ژنانیبدراختلالسببتوانندیم
ــن ــتممک ــالاتاس ــاتص ــلولنیب ــتدریس ــبباف ــوقل نیهمچن

ممکـن ودی ـنمارییتغدچارراآنکیولوژیزیفویتیهدايندهایفرآ
تی ـفعالجـه ینتدرشـدن بـروزه یفوهیپرتروفـی سـمت بـه قلباست

رودشیپکلاژنمانندییهاماکرومولکولدیتوليبراهابروبلاستیف
بـر آناثـر وابـت یدنهیزمدرشدهانجاممطالعاتوجودبا).20و14(

درCHDالقــاییمکانیســمهنــوز،)15و14(قلــبســاختاروتکامــل
رشـد روبـه رونـد باواستابهامدرهمچنانGDMبهمبتلافرزندان

ــا ــتلالنی ــازاخ ــرمنی ــهمب ــیدركب ــمازاساس ــامکانیس وآنيه
دارد.وجودمؤثررانهیپیشگيهااستراتژييریکارگبه

گیرينتیجه
عوامـل يبـاردار ابـت یدجـه ینتدرکـه دادنشانمطالعهنیاجینتا

يهـا ژنانی ـبيروبـر اسـت ممکـن کهگردندیمدیتولییزابیآس
نیاتکاملوباشنداثرگذارقلبتکاملیکیمورفولوژایويساختار
کنند.یآشفتگدچارراارگان

قدردانیوتشکر
ســاراخـانم )234ه شـمار (نامــهانی ـپاازیبخش ـجــهینتمقالـه نی ـا

ــرابوانلــوپاســبان علــومرشــتهدردارشــیکارشناســدرجــهاخــذيب
بـود. گلسـتان یپزشـک علـوم دانشـگاه یپزشکدانشکدهازیحیتشر

(شـماره  مصـوب یقاتیاز طرح تحقین مقاله حاصل بخشین ایهمچن
گلستان یدانشگاه علوم پزشکيقات و فناوریمعاونت تحق)174449

د.یآن معاونت محترم به انجام رسیت مالیبود و با حما
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