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      چكيده

 
وليد براي ت PAX4  كنند.گذاري ميهاي رونويسي حياتي را براي تكوين و تمايز سلولي رمزفاكتور PAX4ژن زمينه و هدف: 

ها در تكوين بلكه در بقـا و اين ژن نه تن صحيح هاي بتا ضروري است. عملكردها به سلولاجداد سلولي جزاير پانكراس و تمايز آن
طالعه حاضر من راستا هاي موجود در آن با ديابت نوع يك و دو همراه است. در هميهاي بتا نيز ضروري است و جهشترميم سلول

  ا شد. طراحي و اجر هاي ديابتي شده با استرپتوزوتوسيندر موش PAX4بر بيان ژن  موليتبه منظور بررسي اثر 
تـايي شـش گـروه  7 درطور تصـادفي ه موش صحرايي نر بالغ از نژاد ويستار ب سر 42شاهدي -در اين مطالعه مورد روش كار:
رم بر كيلوگرم تيمول به گميلي 160: هر سه روز يك بار طي يك ماه در هر نوبت B گروه شاهد سالم، گروه :A گروه. توزيع شدند

 : دارويDيابتي)، گـروه د: ديابتي شده با استرپتوزوتوسين است و گروه كنترل منفي (شاهد Cكنند، گروه صورت گاواژ دريافت مي
گروه تيمار  Fو  Gو  E كنند، گروهگرم بركيلو گرم به صورت گاواژ  دريافت مي ميلي 80ي قند خون (متفورمين) به مقدار  كاهنده

 كنند. جهت بررسي تغيير بيـان ژنيمول به صورت گاواژ دريافت ميگرم بر كيلو گرم تميلي  160و  80، 40هستند كه به ترتيب  
PAX4  از تكنيكReal Time – PCR افزار استفاده شد. آناليز اطلاعات مربوطه با استفاده از نرم SPSS V.22 صورت گرفت

  ها استفاده شد.و از آزمون آناليز واريانس جهت مقايسه آماري نمونه
مـول داراي تفـاوت هاي مختلـف تيهاي ديابتي تيمار شده با دوزدر موش PAX4ژن مطالعه حاضر نشان داد كه بيان  ها:يافته

بب افـزايش بيـان ژن اسـتفاده از مـاده مـؤثره تيمـول سـ. بنابراين )p>001/0(باشد شاهد مي يابتينسبت به گروه دمعني داري 
PAX4 ز بود.ديابتي شده كه اين افزايش بيان به صورت وابسته به دوهاي ي پانكراس در رتهاي بتاسلول در  
ران مبتلا بـه ديابـت و كاهش غلظت گلوكز خون به بهبود بيماري در بيما PAX4بيان تواند با افزايش تيمول مي گيري:نتيجه

  مليتوس در نظر گرفته شود.
  

  : گزارش نشده است.تعارض منافع
  نداشته است.حامي مالي : منبع حمايت كننده
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Abstract   

 
Background: The PAX4 gene encodes crucial transcription factors for cellular 
differentiation and development. PAX4 is essential for the production of pancreatic 
islet cell ancestors and their differentiation into beta cells. Proper function of this 
gene is essential not only in development but also in the survival and repair of beta 
cells, and mutations in it are associated with type 1 and type 2 diabetes. The present 
study was designed to investigate the effect of thymol on PAX4 gene expression in 
streptozotocin-induced diabetic mice. 
Methods: In this study, 42 adult Wistar rats were randomly divided into 7 groups 
of six. Group A: healthy control group, group B: receive 160 mg/kg thymol by 
gavage every three days once a month, group C: streptozotocin-diabetic, and 
negative control group (diabetic control), Group D: Glycemic drug (metformin) 80 
mg/kg gavage, group E, G and F are treatment group that gavage 40, 80 and 160 
mg/kg, respectively they receive. Real time - PCR technique was used to evaluate 
the expression of PAX4 gene. Data analysis was performed using SPSS V.22 
software and ANOVA was used for statistical comparison of samples. 
Results: The present study showed that the expression of PAX4 gene in diabetic 
rats treated with different Thymol doses had a significant difference compared to 
the diabetic control group (P-value < 0.001). In this case, the use of Thymol has led 
to an increase in the expression of PAX4 gene in pancreatic beta cells in diabetic 
rats, which was a dose-dependent increase of expression. 
Conclusion: Thymol can be considered to improve disease in patients with diabetes 
mellitus by increasing PAX4 expression and decreasing blood glucose 
concentration. 
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  مقدمه

درمي خاص اسـت. داران يك اندام اندو پانكراس مهره
پانكراس كاربردهاي ضـروري در گـوارش، هضـم غـذا و 
ــالغ از دو بخــش  ــانكراس ب همئوســتازي گلــوكز دارد. پ

هـاي ريـز شـامل سـلولشود. بخـش بـرون تشكيل مي
هــاي و انتقــال آنــزيم آســينار و مجــرا اســت كــه توليــد

دهنـد. بخـش درون ريـز گوارشي را به روده انجـام مـي
لانگرهانس است. اين جزاير داراي چهار نوع شامل جزاير
هـاي توليـد باشند به نام آلفا، بتا، دلتا و سلولسلول مي

پپتيد كـه بـه ترتيـب گلوكـاگون، انسـولين، كننده پلي 
هـاي پـانكراس را پپتيداستاتين و سلول هاي پليسوماتو

هاي آلفـا و بتـا در همـاهنگي . سلول)1(كنند ترشح مي
هاي آلفـا كننـد، سـلولبراي حفظ قند خون عمـل مـي

ون را در پاسخ بـه گلـوكز پـايين بـراي تحريـك گلوكاگ
هاي كنند. در مقابـل سـلولگليكوژنوليز در كبد آزاد مي

بتا انسولين را در پاسخ به گلوكز بالا براي تحريك دفـع 
كننــد و نقــش مخــالف در گلــوكز محيطــي آزاد مي
. همه اشكال ديابت )2(كنند همئوستازي گلوكز ايفا مي

(ديابت شـيرين) بـه صـورت مشـترك ناشـي از فقـدان 
ديابـت  .)3(هاي بتا هسـتند عملكرد مناسب توده سلول

هايپرگلايسـمي  مليتوس يك بيماري شايع است كه بـا
ناشي از توليد ناكافي انسولين و يا مقاومت بـه انسـولين 

شود. ديابت مليتوس به دو گروه اصلي تقسـيم ايجاد مي
ايمني است يك، نوعي بيماري خود  شود. ديابت نوعمي

هاي بتا ترشح كننده انسولين در جزايـر كه در آن سلول
ايمنـي آسـيب پانكراس به طور دائم توسط حملات خود

شود يا به طـور بينند و در نتيجه انسولين توليد نميمي
گردد. در ديابت نوع يك ميزان تخريـب ناقص توليد مي

ر است. در برخي افـراد سـريع هاي بتا كاملاً متغييسلول
(به طور عمده نوزادان و كودكان) و در ديگـران آهسـته 

درصـد افـراد ديـابتي  5(عمدتاً بزرگسالان) است و تنها 
مبتلا به ديابت نوع يك هستند. ديابت نوع دو هنگـامي 

دهد كه پانكراس به مقدار كافي انسـولين توليـد رخ مي
ح نرمال يا حتي بـالا هاي بدن به سطكند و يا بافتنمي

درصـد افـراد  95شـوند، ايـن افـراد انسولين مقاوم مـي
. عـواملي ماننـد محـيط )5و4(شوند ديابتي را شامل مي

عوامل اصلي هستند كه بـر زيست و استعداد ژنتيكي از 
. بـروز جهـاني )6(گذارند پيشرفت اين بيماري تأثير مي

ديابت مليتوس به طور نگران كننده در ده سال گذشته 
شـود ايـن اخـتلال افزايش  يافته است، تخمين زده مي

تحت تأثير قرار دهـد.  2030نفر را تا سالميليون  552
 بيشـترين ايران بررسي ها حـاكي از آن اسـت كـه  در

 كرمانشـاه در شـيوع كمتـرين و تهـران در ديابت شيوع
 روسـتاها از بيشتر شهرها در ديابت شيوع و شد مشاهده

 استان ها بيشتر در كه رسيد مي نظر است. همچنين به
تغيير شيوه زندگي كـه باشد.  مردان از بيش زنان ابتلاي

شود و افزايش چاقي به منجر به كاهش فعاليت بدني مي
عنوان عوامل اصلي براي افـزايش احتمـال بـروز ديابـت 

هاي موجـود بـراي ديابـت نـوع يـك و باشند. درمانمي
بيماران طـولاني مـدت ديابـت نـوع دو بـر روي منـابع 

با وجود خارجي انسولين متمركز شده است. با اين حال 
اثرات مفيـد درمـان بـا انسـولين بـر روي همئوسـتازي 
گلوكز، مديريت ضعيف بيمار اغلـب منجـر بـه عـوارض 

هـاي رتينوپـاتي، نفروپـاتي، قلبـي ديابت مانند بيمـاري
شـود هـاي عـروق مغـز مـيعروقي و همچنين بيمـاري

. عوارض جانبي ناشي از اين مديريت ضـعيف كـه )7و4(
كند نشان دهنده يك نياز استراتژي زندگي را تهديد مي

هاي بتــا درمــاني جديــد بــراي حفــظ و افــزايش ســلول
عملكردي و در نتيجه همئوستازي گلوكز بدون عـوارض 

. در حـال حاضـر )8(جانبي مشتق شده از درمان اسـت 
مخلوطي از عوامل رشد و فاكتورهاي رونويسي، توانـايي 

دهنـد. حفظ و افـزايش تـوده سـلولي بتـا را نشـان مـي
در طـي پژوهشـي  2015مكاران در سـال ناپوليتانو و ه

ــد كــه  ــان كردن نقــش كليــدي در تكــوين و  PAX4بي
كنـد. در پذيري پانكراس ايفا مـي پلاستيسيتي يا شكل

ــوش ــع م ــد واق ــه فاق ــايي ك ــر  PAX4ه ــد در اث بودن
هاي بالغ پـانكراس هايپرگلايسمي ناشي از فقدان سلول

و  زانگو همچنين  )9(ميرند چند روز پس از زايمان مي
در طي پژوهشي بررسي كردند  2016همكاران در سال 
توانـد هـاي آلفـا مـيبه سـلول PAX4كه آيا انتقال ژن 

هاي بتا عملكردي تبـديل كنـد؛ نتـايج ها را به سلولآن
يـك  PAX4اين آزمايش نشـان داد كـه دسـتكاري ژن 
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راهبرد درماني مناسب براي درمـان ديابـت وابسـته بـه 
  .)10(انسولين است 
عضو است كـه بـه صـورت  9شامل  PAXخانواده ژن 

PAX1  تاPAX9 شـوند . در ايـن ميـان گذاري مـينام
هـاي رونويسـي حيـاتي را بـراي فاكتور PAX4هاي ژن

بـه PAX4 كننـد. گذاري مـيتكوين و تمايز سلولي رمز
اي از غـدد درون ريـز زير مجموعـهطور معمول تنها در 

د هاي بتا و دلتا تبديل خواهنـشود كه به سلولبيان مي
براي توليد اجداد سلولي جزاير پـانكراس و  PAX4شد. 

هاي بتـا ضـروري اسـت. عملكـرد ها به سـلولتمايز آن
اين ژن نه تنها در تكوين بلكـه در بقـا و تـرميم  صحيح
هاي موجـود در هشهاي بتا نيز ضروري است و جسلول

  ). 11و7آن با ديابت نوع يك و دو همراه است (
ــول ( ــل  -2تيم ــل  - 5 -ايزوپروپي ــل) فن ــل فن متي

مونوترپن اصلي واقع در روغن استخراج شده از گياهـان 
ه خانواده نعناعيان (مانند جنس آويشن، پونه كوهي، مرز

و ريحــان) و گياهــان ديگــري ماننــد اعضــاي خــانواده 
باشـند. و چتريـان مي گل ميمون، آلالگانشاهپسنديان، 

دهنـده و  اين اسانس در صنايع غذايي بـه عنـوان طعـم
ي شود. تيمول و منبع طبيعي اصلدارنده استفاده مينگه

آن آويشن، داراي خاصيت آنتي اكسيداني، ضد التهـاب، 
حسي موضـعي، ضـد عفـوني كننـده، ضـد  ضد درد، بي

باشـند و همچنـين باكتري، ضد قارچ و ضـد ديابـت مي
داراي اثرات سودمندي بر روي سيستم قلبـي و عروقـي 

ـــتنند  ـــاا .)12و11(هس ـــين هم  -2 نسترپتوزوتوس
گلوكو پيرانـوز D- -نيترو اوره) Nمتيل، N( -2-دزوكسي

ه استرپتومايسـيت آكرومـوژنز بـ ايـن مـاده از باشـد.مي
 سمي اوره، بخش نيمه آيد. بخش متيل نيترودست مي

آن اســت و نيمــه ديگــر آن بــه دليــل داشــتن شــباهت 
وگ مولكولي با گلوكز، استرپتوزوتوسين را به عنوان آنـال

اي  سترپتوزوتوسـين مـادها .گلوكز مطـرح كـرده اسـت
ه آلكيلـه كننـد يآبدوست يـا هيـدروفيل اسـت و عـامل

و دمـاي  4/7برابربا  pH رباشد. اين ماده شيميايي دمي
ـــانتي 37 ـــه س ـــب درج ـــراد نس ـــت تاًگ ـــدار اس . پاي

)   IIو  I( استرپتوزوتوسين براي القاي هر دو نوع ديابت
  د.روبه كار مي

در نهايت با توجه به نقش ضد التهابي و ضـد ديـابتي 
تيمول و همچنـين بـا در نظـر گـرفتن عملكـرد آن در 
تغييرات بيماري ديابت تصميم گرفتـه شـد تـا در ايـن 

در  PAX4مطالعه اثر تيمـار تيمـول بـر روي بيـان ژن 
هاي ديابتي شده با استرپتوزوتوسين مورد بررسـي موش

  قرار گيرد.
  

  روش كار
-به منظور انجـام ايـن مطالعـه مـورد :آماري جامعه

هفته  6سر موش صحرايي ويستار نر بالغ  42شاهدي از 
هـا از  گـرم اسـتفاده شـد. مـوش 200-270اي با وزن 

شركت پرورش حيوانـات آزمايشـگاهي دانتـه شـهركرد 
اد خريداري و در لانه حيوانات دانشكده علوم دانشگاه آز

ساعت تـاريكي  12ي شهركرد با تهويه مناسب و چرخه
 ساعت نور نگهداري شدند. به منظور سازش موش 12و 

ها با محيط جديد، حيوانات به مدت يك هفته در دماي 
درجه سانتي گـراد و نـور مناسـب نگهـداري و  25-23

هـا بــا  . مـوش)13(سـپس تحـت تيمـار قـرار گرفتنـد 
استفاده از غذاي آماده استاندارد كه از شـركت خـوراك 

ول ه بود، تغذيه شدند. حيوانات در طدام كابيله تهيه شد
اين دوره از نظر خـوردن و آشـاميدن هـيچ محـدوديتي 

  .نداشتند
ها به طور تصـادفي موش: گروه بندي و روش تيمار

  گروه مساوي به ترتيب زير توزيع شدند.  7به 
شش سر موش سالم كـه فقـط روزانـه آب و  :A گروه

غذاي استاندارد دريافت كردنـد و گـروه شـاهد سـالم را 
  دهند. تشكيل مي

: شش سر مـوش سـالم اسـت كـه روزانـه آب B گروه
معمولي، غذاي استاندارد و هر سه روز يك بار طي يـك 

گرم بر كيلـوگرم تيمـول بـه ميلي 160ماه در هر نوبت 
دنـد ايـن گـروه، گـروه شـاهد صورت گاواژ دريافـت كر

: شامل Cشوند. گروه دريافت كننده تيمول را شامل مي
شش سر موش  ديابتي شده با استرپتوزوتوسـين اسـت 
كه روزانه فقط آب معمولي و غـذاي اسـتاندارد دريافـت 
كردند و گروه كنترل منفي (شـاهد ديـابتي) را تشـكيل 

 : كه شامل شـش سـر مـوش  ديـابتيDدهند. گروه مي
شده با استرپتوزوتوسين اسـت و ايـن گـروه روزانـه آب 

ي قند خـون  معمولي، غذاي استاندارد و داروي كاهنده
(متفورمين) هر سه روز يك بار طي يك ماه در هر نوبت 

گرم بركيلـو گـرم بـه صـورت گـاواژ   ميلي 80به مقدار 
دريافت كردند اين گروه، گروه كنترل مثبت را تشـكيل 

  دهند.مي
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: گـروه تيمـار يـك شـامل شـش سـر مـوش  E گروه
ديابتي شده بـا استرپتوزوتوسـين اسـت كـه روزانـه آب 
معمولي، غذاي استاندارد و هر سه روز يك بار طي يـك 

 گرم بر كيلو گرم تيمـول بـهميلي  40ماه در  هر نوبت 
  صورت گاواژ دريافت كردند.

: گروه تيمار دو شامل شش سر موش  ديـابتي Fگروه 
استرپتوزوتوسين است كـه روزانـه آب معمـولي، شده با 

 غذاي استاندارد و هر سه روز يك بار طي يك ماه در هر
گرم بر كيلوگرم تيمول به صـورت گـاواژ ميلي 80نوبت 

  دريافت كردند. 
: گروه تيمـار سـوم شـامل شـش سـر مـوش  Gگروه 

 ديابتي شده با استرپتوزوتوسين كه روزانه آب معمـولي،
و هر سه روز يك بار طي يـك مـاه  در  غذاي استاندارد

گرم بر كيلو گرم تيمول به صـورت  ميلي 160هر نوبت 
 آغـاز از لازم به ذكر است كه پيشگاواژ دريافت كردند. 

 تعـداد ايـن از اسـتفاده جهـت لازم زهـاي مجو مطالعه،
 شد. اخذ آزاد شهركرد دانشگاه از حيوان آزمايشگاهي

  
 از مطالعـه نيـا در: هـار رتد ابـتيد جاديا حوهن
 مـدل جـاديا يبرا نياسترپتوزوتوسي صفاق داخل قيتزر
 توانايح خون گلوكز و وزن ابتدا در. شد استفاده يابتيد

 هانداز ناشتاحالت  ساعت 14 يال 12 از بعد مطالعه مورد
 بـافر در شـده حـل نياسترپتوزوتوسـ. سپس شد يريگ
 بـر گرمي ليم 53 دوز با) M 1/0و  = pH 5/4( تراتيس
 وزد تـك و يصـفاق داخـل صورت به بدن وزن لوگرميك

 بـه توجـه بـا مـاده از دوز نيـا انتخـاب. ديـگرد قيتزر
 انجـام نيهمچنـ و نـهيزم نيـا در شـده انجام مطالعات

 روز سـه تـا دو). 16(ت گرفـ صورت يمقدمات شاتيآزما
 بـا خـون گلـوكز غلظت ،نياسترپتوزوتوس قيتزر از بعد
 از اسـتفاده بـا و وانـاتيح ازدم يديور خون نمونه هيته

 يريـگ انـدازه خـون قند تست نوار و گلوكومتر دستگاه
 بر گرم يليم 250 خون گلوكز سطح با يواناتيح .ديگرد
. ندشد گرفته نظر در يابتيد عنوان به بالاتر اي تريل يدس
 نآ بـه كه يواناتيح تمام در ادرار تكرر وشي نوپر  مئعلا
  .ديگرد مشاهده بود شده قيتزررپتوزوتوسين است ها

 مـوليت مقدار مرحله نيا در: مرحله گاواژ و جراحي
 يبــرا ازيــن مــورد) خريــداري شــده از شــركت ســيگما(

 دوز زانيـم اسـاس بـر مـوليت كننده افتيدر يهاگروه
ــه يمصــرف ــوگرميك هــر يازا ب ــا بــدن وزن ل ــرازو ب  يت

برحسب دوز دريافت كننـده  و ديگرد محاسبه تاليجيد

تيمول در روغن زيتون حل شده و با آب مقطر به حجم 
 بـا و يخـوراك صـورت بـهو  رسـانده شـد ميلي ليتر  2

 بـه يـك مـاه يطـ در كبـاري روز سـه هـر گاواژ سرنگ
 زيـن نيمتفورم كننده افتيدر گروه در شد داده هاموش
 لـويك هر يازا به يمصرف دوز اساس بر نيمتفورم مقدار
 2در و ديگرد محاسبه تاليجيد يترازو با بدن وزن گرم

  بـهگـاواژ  صـورت بـه و شـده حـل مقطر آب ميلي ليتر
 راتييـتغ مشـاهده جهـتد. ش داده گروه نيا هايموش
 قند هفته هر يانتها در ،شيآزما انجام يط در خون قند

 دم نـوك بـه زدن ستلان قيطر از هاي موشناشتا خون
 .شد ثبت و يريگ اندازه گلوكومتر دستگاه توسط، ها آن

. ديگرد يريگ اندازه هفته هرنيز  هاموش وزن نيهمچن
 بـه وانـاتيح يك ماه گذشت از بعد ورمايت انيپا از پس
 تكـه كي كه صورت نيبد. شدند هوشيب كلروفرم لهيوس

 بسـته در ظرف درون و كرده كلروفرم به آغشته را پنبه
  سـپس ابـدي انتشـار ظرف درون كه يطور به داده قرار

 زا بعـد. شـود هوشيب تا ه شدداد قرار ظرف درون موش
 با پانكراس بافت و باز وانيح شكم موش،  شدن هوشيب

 گرديد و جهـت بررسـي بيـان ژن در محلـول جدا دقت
RNAlater  داري شد. نگه -20قرارگرفت و در فريزر  

: و طراحي پرايمـر cDNA، سنتز RNA ستخراجا
 شركت ساختمحلول ترايزول  از RNA استخراج جهت

 پروتكـل طبـق RNAسينا كلون استفاده شد. استخراج 
و بررسي كمي و كيفـي آن بـا بـا  شد انجام شركت نيا

در  .استفاده از دستگاه نانودراپ و ژل آگـارز انجـام شـد
 primeScript تيك از  cDNAسنتز جهتي بعد مرحله

RT Reagent Kit  .ساخت شركت تاكـارا اسـتفاده شـد
هاي مورد استفاده در اين مطالعه بـه وسـيله نـرم پرايمر

افزار اليگو طراحي و توسط شـركت سـيناژن بـر اسـاس 
ــوالي ژن ــاي ت ــد. در  GAPDHو  PAX4ه ــنتز گردي س

در  .شـد مشـاهده آگـارز ژل روي بر حاصل نهايت نتايج
پرايمرهــاي اســتفاده شــده بــراي مشخصــات  1 جــدول

  آورده شده است.  GAPDHو  PAX4هاي ژن
از  cDNAدر اين مطالعه جهت تكثير : PCRتكنيك 

 PCRبه منظور انجام تكنيكاستفاده شد.  PCRتكنيك 
ميلـي  2/0تهيه و به اپندورف  2مواد موجود در جدول  

ي هانمونــهاضــافه گرديــد. ســپس  RNase freeليتــر  
cDNA فرآينـد  و شـد داده قرار كلريترموسا دستگاه در

PCR و  3 هاييي ذكر شده در جدولدما برنامه بر طبق
  انجام شد.  GAPDHو PAX4هاي مربوط به ژن 4
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در ايــن مطالعــه، : Real Time – PCRتكنيــك 
به منظـور سـنجش كمـي  Real Time – PCR كيتكن

 نسـبت بـه ژن كنتـرل داخلـي PAX4سطح بيـان ژن 
GAPDH  .نيـا انجـام يبـرامورد استفاده قـرار گرفـت 

 SYBR Premix Ex Taq II (Tliتيــك از كيــتكن
RNaseH plus) Bulk   يبــرا تاكــارا شــركتســاخت 

 نژ تـورور دسـتگاه ازو   Real Time – PCR واكـنش
 يبـرا   Real Time – PCRواكنش .شد استفاده 6000

 بــه  GAPDH يداخلــ كنتــرل ژن و  PAX4هــدف ژن
 cDNA بـدون واكـنش كي همراه به و تكرار دو صورت

 ܶܥ∆∆ محاسـبه از پس. گرفت صورت ژن هر يبرا الگو
 نسـبت (بيمار) نظر مورد نمونه در هدف ژن انيب نسبت

  شد.  محاسبه ஼்∆∆2ି فرمول با (سالم) كنترل نمونه به

آناليز اطلاعات مربوطه با اسـتفاده : هاي آماريروش
صورت گرفت و به علت نرمال  SPSS V.22 افزار از نرم 

ها از آزمون آناليز واريانس براي بررسي آماري بودن داده
  نتايج به دست آمده استفاده شد.

 
  هايافته

هـاي در اولين مرحله، ميانگين قند خون بـراي گـروه
نتـايج حاصـل در مختلف مورد مطالعه انـدازه گيـري و 

بر اسـاس نتـايج بـه دسـت آمـده،  آورده شد. 5جدول 
موجب افـزايش گلـوكز ) STZاسترپتوزوتوسين (تزريق 

هاي مختلف نسبت به گروه كنتـرل سـالم خون در گروه
 160شده است. به علاوه گروه تحـت تيمـار بـا تيمـول 

ميلي گرم بر كيلو گرم وزن بدن، داراي بيشترين كاهش 
هاي ديابتي بود. در نمودار به ساير گروه قند خون نسبت

هـاي سـالم، سـالم تيمـار، ميانگين قند خون در گروه 1
ديابتي، تحت تيمار بـا متفـورمين و تيمـول نشـان داده 

  شده است.
در ايـن منحنـي : نمودارهاي منحني ذوب و تكثير
اي دو رشته  DNAشدت فلورسنت در برابر دماي ذوب 

تـوان بـه اتصـال توجـه بـه آن مـيگردد و با ترسيم مي
اختصاصي پرايمر و همچنين وجود يا عدم وجود پرايمر 

بـه ترتيـب منحنـي  3و  2دايمر پي برد. در نمودارهاي 
نشان داده شـده  PAX4و  GAPDHذوب مربوط به ژن 

  ريـتكث يمنحن ،Real Time – PCR انجام از پس است.
cDNA  يبـــرا GAPDH و PAX4 در. شـــد رســـم 
  و GAPDH ژن يبرا بيترت به ريتكث 5 و 4 ينمودارها
PAX4 است شده داده نشان.  

  نتايج آناليز بيان ژني
: هـاي سـالم و ديـابتيدر موش Pax4ميزان بيان ژن 

) و Aدر گروه شاهد سالم ( Pax4بررسي ميزان بيان ژن 
) نشان داد Bگروه شاهد ديابتي به عنوان كنترل منفي (

در  Pax4درصد ميزان بيـان ژن  95كه در سطح آماري 
هاي سـالم بـه صـورت هاي ديابتي نسبت به موشموش

 GAPDHو PAX4مشخصات پرايمر ژن  -1جدول
  نام پرايمر توالي  دما

4/59  5ʹAGATGTTCCAGTGACACCACA- 3ʹ Forward Primer (PAX4)  
7/61  5ʹCACAGGAAGGAGGGAGTCG- 3ʹ Revers Primer (PAX4)  

62  5ʹACCATCTTCCAGGAGCGAGA- 3ʹ Forward Primer (GAPDH)  
64  5ʹGCAAATGAGCCCCAGCCTTC-3ʹ Revers Primer (GAPDH)  

 PCRمواد مورد نياز جهت انجام  -2جدول 
 مقدار  مواد

Master mix  ߤL9  
Primer F, R  ߤL1  

cDNA  ߤL2  
DEPC-treated water  ߤL20  

  
  PAX4برنامه دستگاه ترموسايكلرمربوط به ژن  -3جدول 

Cycle  Time  Temperature Stage 
1 Min5  94 Initial 

Denatuation 
 
40  

Sec30  95 Denaturation 
Sec30  60 Annealing 
Sec35  72 Extension 

1 Min5  72 Final extension 
  

 GAPDHبرنامه دستگاه ترموسايكلرمربوط به ژن  -4جدول 
Cycle  Time  Temperature Stage 

1 Min5  94 Initial 
Denatuation 

 
40  
  

Sec30  95 Denaturation 
Sec30  59 Annealing 
Sec45  72 Extension 

1 Min5  72 Final extension 
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). در نمـودار  = 013/0pمعنا داري كاهش يافته است ( 
هـاي سـالم و شـاهد در دو گروه موش Pax4بيان ژن  6

  ديابتي نشان داده شده است.
گــروه شــاهد هــاي ســالم و در مــوش Pax4بيــان ژن 

در  Pax4بررسي ميزان بيـان ژن : دريافت كننده تيمول
) و گروه شـاهد دريافـت كننـده ي Aگروه شاهد سالم (

در گروه  PAX4) نشان داد كه ميزان بيان ژن cتيمول (
شاهد دريافت كننده ي تيمول نسـبت بـه گـروه شـاهد 

درصـد  95افزايش يافته اما اين افزايش در سطح آماري 
بيـان ژن  7). در نمـودار  = 102/0pباشد ( يمعنادار نم

Pax4 و شاهد دريافت  هاي شاهد سالمدر دو گروه موش

  كننده ي تيمول نشان داده شده است.
هاي شاهد ديـابتي و دريافـت در موش Pax4بيان ژن 

در گـروه  Pax4بررسـي ميـزان بيـان ژن : كننده تيمول
هـاي ديـابتي دريافـت كننـده )، مـوشbشاهد ديابتي (

هـاي ديـابتي ) و مـوشE-Gهاي مختلـف تيمـول (دوز
 6) در جـدول Dدريافت كننـده ي داروي متفـورمين (

نمـودار بيـان نسـبي  8نشان داده شده است. در نمودار 
نـده هاي شاهد ديابتي و دريافت كندر موش PAX4 ژن

تيمول نشان داده شده اسـت. ايـن نتـايج حـاكي از آن 
است كه بيـان ژن مـورد نظـر در مـوش هـاي دريافـت 
كننده تيمول نسبت به گروه شـاهد افـزايش معنـاداري 

 ميانگين و انحراف معيار قند خون در گروه سالم، سالم تيمار،ديابتي، تحت تيمار با متفورمين و تيمول -5جدول 
p  هاگروه ميانگين قند خون ميانگين قند خون    قندخونميانگين   ميانگين قندخون   

      STZقبل از تزريق    STZ بعد از تزريق هفته دوم  هفته چهارم  
   شاهد سالم  40/4±16/102 23/4±5/101 83/3±5/101 83/3±5/101  رفرنس

   شاهد تيمار  33/104±27/5 5/104±63/4 16/105±03/5 104±78/4  -
   ديابتي  107±15/10 501±89/7 83/501±85/6 83/504±85/6  -
   متفورمين  5/112±05/11 66/479±16/30 33/394±33/35 363±23/34  003/0
   تيمول 40دوز   83/115±98/9 5/110±44/15 5/472±48/23 16/450±95/22  >001/0
   تيمول 80دوز   66/114±47/8 83/482±80/22 385±80/40 33/351±65/6  >001/0
   تيمول 160دوز   83/113±61/8 5/496±47/6 33/375±41/20 16/294±56/11  >001/0

  

  
  

  p>05/0هاي مختلف تحت مطالعه كه در گروه هاي تيمار نسبت به گروه سالم ارتباط معنادار بود ميانگين قند خون براي گروه -1نمودار 
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  يافته است.
  

  بحث و نتيجه گيري
امروزه ديابت مليتوس به عنوان يكـي از شـايع تـرين 

شود و هاي غير واگير در جهان در نظر گرفته ميبيماري
ها در جهان است. وميردرصد از تمام مرگ 5علت اصلي 

صـرف نظـر از علــت شناسـي آن،  نقطــه پايـان ديابــت 
هاي بتا است بنابراين بايستي هدف مليتوس مرگ سلول

  
هاي سالم، سالم تيمار، در گروه GAPDHمنحني ذوب ژن  -2نمودار 

 ديابتي، دريافت كننده متفورمين و تيمول

  
هاي سـالم، سـالم تيمـار، در گروه PAX4منحني  ذوب ژن  -3نمودار 
 ، دريافت كننده متفورمين و تيمولديابتي

 
هاي سالم، سالم تيمـار، در گروه GAPDHمنحني تكثير ژن  -4نمودار

 متفورمين و تيمولديابتي، دريافت كننده 

  
هاي سـالم، سـالم تيمـار، در گروه PAX4منحني تكثير ژن  -5نمودار 

 ديابتي، دريافت كننده متفورمين و تيمول

  
  هاي سالم و ديابتي.در موش PAX4بيان نسبي ژن  -6نمودار 

 

  
  هاي سالم و سالم شاهد.در موش PAX4 بيان نسبي ژن -7نمودار 

  
هاي شاهد ديابتي و دريافـت در موش PAX4 بيان نسبي ژن -8نمودار 

 كننده تيمول كه **،*** نشانه معنادار بودن است.
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هـاي بتـا و ارتقـاي هاي جديد مهار مـرگ سـلولدرمان
ي بتا در بيماران بـه منظـور بهبـود قنـد هاعملكرد سلو

خون، بدون عوارض جانبي مشتق شده از درمان باشد. با 
به اينكه استفاده از گياهان دارويي بـراي بيمـاران  توجه

مبتلا به قند خون تاريخچـه اي طـولاني دارد و قبـل از 
كشف انسولين اگزوژن، ديابت توسط اين گياهان كنترل 

هاي اخير مطالعـات زيـادي بـر شد، بنابراين در سالمي
روي اين گياهـان انجـام شـده اسـت. بـه عنـوان مثـال 

در طـي پژوهشـي اثـر  2016و پاري در سال   ساراوانان
حفاظتي تيمول روي نفروپـاتي ديـابتي ناشـي از رژيـم 

ها چرب در موش را بررسي كردند. مطالعات آنغذايي پر
نشــان داد كــه تيمــول باعــث كــاهش محصــولات 

ها و همچنين بهبود همئوسـتازي پراكسيداسيون چربي
. از سوي ديگر الخـلاف و همكـاران )14(شود گلوكز مي
در طي پژوهشي اثر آويشن و تيمول بـر  2013در سال 

آسم القا شده در موش سوري را بررسـي كردنـد. هـدف 
ت استرس اكسـيداتيو و اصلي اين مطالعه، بررسي وضعي

هـا دو نيز اثر آنتي اكسيداني آويشـن و تيمـول بـود. آن
اكسيدان، سوپراكسيد ديسموتاز و گلوتـاتيون آنزيم آنتي

هاي ديگر را مورد بررسي قرار دادند. پراكسيداز و پارامتر
هـاي درمـان شـده بـا آويشـن و نتايج نشـان داد موش

هـاي ارامترتيمول بهبود قابل تـوجهي در سـطح تمـام پ
مورد مطالعه داشتند، در واقـع آويشـن و تيمـول باعـث 

ها در بدن و افزايش توانايي اكسيدانافزايش ميزان آنتي 
هاي آزاد كه در داخل بدن ها در از بين بردن راديكالآن

و   اي يغمـايي. در مطالعه)15(گردند شود، ميايجاد مي
بر  يشنآو رهعصاترميمي  اتثرا 2011 همكاران در سال

شـده  يابتيد يهامـوش  در  اسپانكري هاي بتـاسلول
 نمادر هـا نشـان دادمورد بررسي قرار گرفت. نتـايج آن

 انميز كاهش بر وهعلا يشنآو رهعصا با يابتيد تنااحيو
ـــــرميم  در يمنددسو اتثرداراي ا م،سر گلوكز  بافت ت
در  2017و همكاران در سـال   . لي)16(ست ا اسپانكر

طي پژوهشي  نشان دادند كه تيمول مهار كننده تكثيـر 

هاي سرطاني مثانه از طريق القاء چرخـه سـلول و سلول
هـا بيـان آپوپتوزيس در سلول هاي سـرطاني اسـت. آن

 P13Kكردند تيمول قادر به سركوب مسير سيگنالينگ  
/AKT 17(هاي سرطاني مثانه است لولدر س(.  

تاكنون مطالعات بسياري به بررسي نقش تغييرات ژن 
PAX4 ــرفت بيماري ــروز و پيش ــا در ب ــرتبط ب ــاي م ه

دهند اند. اين مطالعات نشان ميهموستاز گلوكز پرداخته
هاي رونويسي كد شونده توسط كه تغييرات بيان فاكتور

هـاي بتـا تواند در حفظ وگسترش سلولمي PAX4ژن 
ــاران در  ــاج و همك ــد. گ ــته باش ــش داش ــانكراس نق پ

هـاي لولدر طـي پژوهشـي كـه بـر روي سـ 2014سال
بنيادي جنيني انسان انجام دادند، دريافتنند بيان بـيش 

هـاي بنيـادي بيان گلوكاگون را در سلول PAX4از حد 
ــه بهبــود تعــداد جنينــي كــاهش مــي دهــد و منجــر ب

. ناپوليتانو )18(شود هاي توليد كننده انسولين ميسلول
نقـش كليـدي در  PAX4و همكاران اظهار داشتند كـه 

پـذيري پـانكراس ايفـا  تكوين و پلاستيسيتي يـا شـكل
بودند در اثر  PAX4هايي كه فاقد كند. در واقع موشمي

س هاي بالغ پـانكراهايپرگلايسمي ناشي از فقدان سلول
هاي لي و . پژوهش)9(ميرند چند روز پس از زايمان مي

همكاران اشاره كرد. اين محققان در طي پژوهشي نشان 
هاي بتا بالغ جزاير در سلول PAX4دادند كه بيان بالاي 

. )17(كنـد هانس از هايپرگلايسمي جلوگيري مـيلانگر
 2015و همكـاران در سـال   به علاوه پژوهش ناپوليتانو

نقــش كليــدي در تكــوين و  PAX4نشــان داد كــه 
كنـد. در پذيري پانكراس ايفـا مي پلاستيسيتي يا شكل

ــع ــوش واق ــد م ــه فاق ــايي ك ــر  PAX4ه ــد در اث بودن
هاي بالغ پـانكراس ناشي از فقدان سلولهايپرگلايسمي 

. از سـوي ديگـر )19( ميرنـدچند روز پس از زايمان مي
در طي پژوهشي نشـان  2004و همكاران در سال   بران

مرتبط با ديابت باعث  PAX4دادند كه فاكتور رونويسي 
هاي بتا در جزاير موش و انسان رتقاي تكثير و بقا سلولا

 2014و همكاران در سـال   . به علاوه گاج)20(شود مي

 نشانه معنادار بودن است 05/0هاي  ديابتي، متفورمين و دريافت كننده تيمول كه مقاديت كمتر از در گروه pax4بررسي بيان ژن  -6جدول 
p بيان نسبي   استاندارد انحرافPax4  نمونه 

Ref  223/0 00/1 شاهد ديابتي 

 متفورمين  332/11  179/2  003/0

 ميلي گرم40تيمول 506/8 398/1  >001/0
 ميلي گرم80تيمول  290/28  732/4  >001/0
 ميلي گرم160تيمول  045/29  507/7  >001/0
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هاي بنيـادي جنينـي در طي پژوهشي كه بر روي سلول
 PAX4انسان انجام دادند، دريافتند بيـان بـيش از حـد 

كـاهش هاي بنيادي جنينـي بيان گلوكاگون را در سلول
هاي توليد كننده دهد و منجر به افزايش تعداد سلولمي

. در نهايـت زانـگ و همكـاران در )18(شود انسولين مي
در طي پژوهشي نشان دادند كه انتقـال ژن  2016سال 

PAX4 هـاي ها را به سلولتواند آنا ميهاي آلفبه سلول
بتا عملكردي تبديل كند. نتايج اين آزمـايش نشـان داد 

يك راهبـرد درمـاني مناسـب  PAX4كه دستكاري ژن 
. در )10(براي درمان ديابت وابسته بـه انسـولين اسـت 

راستاي مطالعات ذكـر شـده در ايـن پـژوهش افـزايش 
 سطح گلوكز خون در گـروه كنتـرل ديـابتي نسـبت بـه

مـداوم هايپرگلايسـمي هاي سـالم نشـان دهنـده موش
هاي بتـا پـانكراس در اثـر تزريـق ناشي از تخريب سلول
باشد. نتايج اين مطالعـه نشـان داد استرپتوزوتوسين مي
ميلي گرم بر كيلـوگرم) بـيش 160كه دوز مؤثر تيمول (

هاي ديـابتي ترين اثر را بر كاهش گلوكز خون در  موش
مول داشته است كه با مطالعات ديگـر تحت درمان با تي

  در اين زمينه همخواني داشت.
از سوي ديگر نتايج حاصل از اين پـژوهش نشـان داد 
كه درگروه شاهد سالم و سالم تحـت تيمـار بـا تيمـول 

ميلي گرم بر كيلوگرم (شاهد تيمار) اخـتلاف معنـي 	80
 .) =102/0p( وجود ندارد PAX4داري در بيان نسبي ژن 

در گـروه ديـابتي  PAX4در حالي كـه بيـان نسـبي ژن
نسبت به گروه سالم كـاهش معنـي داري داشـته اسـت 

)013/0p =( بيان  نسبي اين ژن در گروه ديابتي تحت .
تيمار با تيمول  و گروه تيمار بـا متفـورمين نسـبت بـه 

دار بود كه در اين ميان گروه تيمار با  گروه ديابتي معني
ميلي گرم بـر كيلـوگرم بيشـترين  بيـان و 	160تيمول 

ميلي گرم بر كيلوگرم كمتـرين   40گروه تيمار با تيمول
بيان را نشان داد. در نهايت تفسير نتايج به دست آمـده 

توانـد بـا افـزايش دهد كه تركيـب تيمـول مينشان مي
موجـب بهبـود بيمـاران ديـابتي  PAX4سطج بيان ژن 

ش با نتايج حاصـل از گردد كه نتايج حاصل از اين پژوه
  باشد.مطالعات ذكرشده كاملا همسو مي

استفاده از ماده مؤثره تيمول با سه دوز متفاوت سبب 
هاي بتــا و كــاهش در ســلول PAX4افــزايش بيــان ژن 

هاي ديابتي شده گرديده و تيمول گلوكز خون در  موش
تواند به عنوان يك درمان موثر براي كاهش علائـم و مي

ي در بيماران مبتلا بـه ديابـت مليتـوس در بهبود بيمار
نظر گرفته شود. همچنين پيشـنهاد مـي شـود بررسـي 

 PAX4مكانيسم مولكولي اثر تيمول بر افزايش بيان ژن 
هاي صحرايي ديابتي شده بررسي شود. از سوي در موش

ديگر افزايش طول مدت درمـان جهـت ايجـاد زخـم در 
اثر تيمـول بـر هاي صحرايي ديابتي شده و بررسي موش

بهبود زخم  در بيمـاري ديابـت انجـام شـود. بـه عـلاوه 
هـاي شبكيه و كبد در مـوش بررسي اثر تيمول بر بافت

صحرايي ديابتي شده صورت گيرد و در نهايت اسـتفاده 
از گياهان حاوي ماده مـوثر تيمـول جهـت بررسـي اثـر 

هاي صحرايي ديابتي شـده درماني اين گياهان در موش
 .انجام شود

  
  تقدير و تشكر 

و  ارشـد كارشناسـي نامـه پايـان از برگرفتـه مقاله اين
آزاد شـهركرد  دانشـگاه پژوهشـي معاونـت حمايت تحت
 در كـه افرادي تمام از نويسندگان وسيله بدين باشد.مي

 كمـال رسـاندند ياري پژوهش اين انجام مراحل مختلف
  نمايند.مي را قدرداني و تشكر
 
  

References 
1. Wilfinger A, Arkhipova V, Meyer D. Cell type 

and tissue specific function of islet genes in 
zebrafish pancreas development. Dev Biol. 
2013;378(1):25-37. 

2. van der Meulen T, Huising MO. Role of 
transcription factors in the transdifferentiation of 
pancreatic islet cells. J Mol Endocrinol. 
2015;54(2):R103-17. 

3. Donath M, Halban PA. Decreased beta-cell mass 
in diabetes: significance, mechanisms and 
therapeutic implications. Diabetologia. 
2004;47(3):581-9. 

4. American Diabetes A. Diagnosis and 
classification of diabetes mellitus. Diabetes Care. 
2012;35 Suppl 1: S64-71. 

5. Abdelalim EM, Emara MM. Advances and 
challenges in the differentiation of pluripotent stem 
cells into pancreatic β cells. World J Stem Cells. 
2015;7(1):174181-. 

6. Hu He KH, Lorenzo P, Brun T, Jimenez Moreno 
C, Aeberhard D, Vallejo Ortega J, et al. In vivo 
conditional Pax4 overexpression in mature islet beta-

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

4-
11

 ]
 

                            10 / 11

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-5765-fa.html


 
 

 

٣٧ 
 http://rjms.iums.ac.ir                                                                                      1399 خرداد، 3، شماره 27دوره   شكي رازيمجله علوم پز

  Pax4 ژن انيب بر موليت اثر يبررس                                                                                                                           

cells prevents stress-induced hyperglycemia in mice. 
Diabetes. 2011;60(6):1705-15. 

7. Mellado-Gil JM, Cobo-Vuilleumier N, Gauthier 
BR. Transplantation. 2012;2012. 

8. Keymeulen B, Walter M, Mathieu C, Kaufman 
L, Gorus F, Hilbrands R, et al. Four-year metabolic 
outcome of a randomised controlled CD3-antibody 
trial in recent-onset type 1 diabetic patients depends 
on their age and baseline residual beta cell mass. 
Diabetologia. 2010;53(4):614-23. 

9. Napolitano T, Avolio F, Courtney M, Vieira A, 
Druelle N, Ben-Othman N, et al., editors. Pax4 acts 
as a key player in pancreas development and 
plasticity. Semin Cell Dev Biol. 2015:44:107-115. 

10. Zhang Y, Fava GE, Wang H, Mauvais-Jarvis F, 
Fonseca VA, Wu H. PAX4 gene transfer induces α-
to-β cell phenotypic conversion and confers 
therapeutic benefits for diabetes treatment. Mol 
Ther. 2016;24(2):251-60. 

11. Hosseinimehr SJ, Asadian R, Naghshvar F, 
Azizi S, Jafarinejad M, Noaparast Z, et al. Protective 
effects of thymol against nephrotoxicity induced by 
cisplatin with using 99mTc-DMSA in mice. Ren 
Fail. 2015;37 (2):280-4. 

12. Mellado-Gil JM, Jiménez-Moreno CM, Martin-
Montalvo A, Alvarez-Mercado AI, Fuente-Martin E, 
Cobo-Vuilleumier N, et al. PAX4 preserves 
endoplasmic reticulum integrity preventing beta cell 
degeneration in a mouse model of type 1 diabetes 
mellitus. Diabetologia. 2016;59(4):755-65. 

13. Sugumar M, Doss DVA, Maddisetty PP. 
Hepato-renal protective effects of hydroethanolic 
extract of Senna alata on enzymatic and 
nonenzymatic antioxidant systems in streptozotocin 
induced diabetic rats. Integr Med. 2016;5 (4):276-83. 

14. Saravanan S, Pari L. Protective effect of 
thymol on high fat diet induced diabetic nephropathy 
in C57BL/6J mice. Chem Biol Interact. 2015;245:1-
11. 

15.  Al-Khalaf MI. Thyme and thymol effects on 
induced bronchial asthma in mice. Life Sci. 
2013;10:693-9. 

16. Yaghmaie P, Heydarian E, Poorbahman N. The 
regenerative effects of Thymus vulgaris extract on 
beta cells of pancreas of streptozotocin induced 
diabetic Wistar rats. Med Sci J Islam Azad Uni 
Tehran Med Branch. 2011;21(3):162-7. 

17. Li Y, Wen JM, Du CJ, Hu SM, Chen JX, 
Zhang SG, et al. Thymol inhibits bladder cancer cell 
proliferation via inducing cell cycle arrest and 
apoptosis. Biochem Biophys Res Commun. 
2017;491(2):530-6. 

18. Gage BK, Baker RK, Kieffer TJ. 
Overexpression of PAX4 reduces glucagon 
expression in differentiating hESCs. Islets. 
2014;6(2):e29236. 

19. Napolitano T, Avolio F, Courtney M, Vieira A, 
Druelle N, Ben-Othman N, et al. Pax4 acts as a key 

player in pancreas development and plasticity. Semin 
Cell Dev Biol. 2015;44:107-14. 

20. Brun T, Franklin I, St-Onge L, Biason-Lauber 
A, Schoenle EJ, Wollheim CB, et al. The diabetes-
linked transcription factor PAX4 promotes β-cell 
proliferation and survival in rat and human islets. J 
Cell Biol. 2004;167(6):1123-35. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

4-
11

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-5765-fa.html
http://www.tcpdf.org

