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Abstract 
 

Background and purpose: Irreversible damage to the inner ear is known as noise-induced 

hearing loss (NIHL). Exposure to excessive noise can affect the expression of genes in molecules 

involved in development of NIHL. SLC26A4 gene or PDS is responsible for causing both syndromic and 

non-syndromic deafness and is located at DFNB site. The aim of this study was to investigate the 

expression level of this gene due to continuous white noise exposure. 

Materials and methods: In this experimental study, 10 healthy male Wistar rats were divided 

into exposure group (n=6) and control group (n=4). Exposur group was exposed to continuous white 

noise (8hr/day, 6days, SPL=110±5dB) in noise chambers. Cochlear biopsy was done 1 hour (n=5) and 1 

week (n=5) after exposure and then, RNA extraction, cDNA synthesis and Real-Time PCR analysis were 

done. In addition, histological analyzes were performed. Data analysis was done using One-Way 

ANOVA (95% CI diff.). 

Results: At both 1 hour and 1 week after exposure, the expression of SLC26A4 gene decreased 

significantly (P= 0.0005 and P= 0.0003, respectively). The fold changes compared to the control group (=1) 

were 0.0733 and 0.00712, respectively. Histological images illustrated serious damage to the cochlea. 

Conclusion: Sensorineural deafness will happen if exposure to intense noise continues and 

subsequently down-regulation of SLC26A4 in the cochlea occur during longer discontinuation and in case 

of expression level failure to return to its basal level. 
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  درانــــازنـــی مـکــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )28- 39(    1400سال    تیر    198شماره    سی و یکم دوره 

  29        1400، تیر  198م، شماره دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                      دوره سی و یک مجله              

 پژوهشی

 بر یکنواخت سفید صداي معرض در گرفتن قرار از ناشی اثرات بررسی
 نر صحرایی موش گوش حلزون در SLC26A4 ژن بیان میزان

  
        1مریم میرزایی حتکنی
        2کلثوم اینانلو راحتلو

  3محمدرضا منظم اسماعیل پور
        4امیر عباسی گرمارودي

  5منیره خادم
  چکیده

. مواجهــه بــا صــداي بــیش از حــد، شودشناخته می NIHLقابل برگشت در گوش داخلی به غیرآسیب  هدف:و  سابقه
مســئول  ،PDSیــا همــان  SLC26A4را تحت تاثیر قرار دهد. ژن  NIHLهاي درگیر در پیشرفت هاي ملکولتواند بیان ژنمی

این مطالعــه، بررســی میــزان قرار دارد. هدف  DFNBایجاد ناشنوایی سندرومیک و غیرسندرومیک است و بر روي جایگاه 
  بیان ژن مورد نظر در اثر تماس با صداي سفید یکنواخت است.

) =4n) و گــروه کنتــرل (=6nسر رت نر ویستار ســالم بــه گــروه مواجهــه ( 10در این مطالعه تجربی،  ها:مواد و روش
 dB5±110 days, SPL=6hr/day, 8ت هاي صوتی بازآوا در تماس با صداي ســفید یکنواخــمواجهه در اتاقک تقسیم شدند. گروه
پــس از قطــع مواجهــه انجــام شــد و ســپس  =n)5(و یک هفته  =n)5(گیري از حلزون گوش یک ساعت قرار گرفتند. نمونه

صورت گرفتند. علاوه بر این آنالیزهاي هیســتولوژیک نیــز انجــام  Real-Time PCRو آنالیز  cDNA، سنتز RNAاستخراج 
  درصد) بررسی شدند.95(فاصله اطمینان  One-Way ANOVAي شد. نتایج با آزمون آمار

طور معنــاداري کــاهش بــه SLC26A4در هر دو نقطه زمانی یک ساعت و یک هفته بعــد از مواجهــه، بیــان ژن  ها:یافته
 00712/0و  0733/0) بــه ترتیــب 1در مقایسه با گروه نرمال (= Fold change). 0003/0و  0005/0ترتیب به  P-valueیافت (

  هاي جدي به حلزون گوش را نشان دادند.محاسبه شد. تصاویر هیستولوژیک آسیب
در حلــزون  SLC26A4در صورت مداومت مواجهه بــا صــداي عمــدي و متعاقبــا  کــاهش بیــان  رودانتظار می استنتاج:

  عصبی شود.-سیتر و عدم بازگشت آن به سطح پایه خود، منجر به بروز ناشنوایی حهاي طولانیگوش در قطع تماس
  

  NIHL، حلزون گوش، SLC26A4صدا، بیان ژن، ژن سر و  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
ــیب  ــث آس ــدا باع ــا ص ــدت ب ــولانی م ــه ط   مواجه

ــی می ــوش داخل ــه گ ــت ب ــل برگش ــه غیرقاب ــه ب   شــود ک
NIHL Noise Induced Hearing Loss 1(اســت معروف(. 

  داي ـر و صـن در معرض سـی، قرار گرفتـح سلولـدر سط
  

  :khadem@sina.tums.ac.ir E-mail                                                   دانشگاه علوم پزشکی تهران، دانشکده بهداشت :تهران -منیره خادم مولف مسئول:
   ، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران شناس ارشد مهندسی بهداشت حرفه ايکار .1
   ، گروه زیست شناسی سلولی و مولکولی، دانشکده زیست شناسی، پردیس علوم، دانشگاه تهران، تهران، ایران. استادیار2
   اه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران اي، دانشکده بهداشت، دانشگ گروه مهندسی بهداشت حرفه ،استاد. 3
 ، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایراناي دانشجوي کارشناسی ارشد مهندسی بهداشت حرفه .4
   ، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران مهندسی بهداشت حرفه اي، گروه استادیار. 5
 : 23/1/1400تاریخ تصویب :              6/11/1399تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            20/10/1399 تاریخ دریافت  
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  SLC26A4بر ژن  کنواختی دیسف ياثرات صدا
 

  1400، تیر  198دوره سی و یکم، شماره                                        مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                        30

 باعث آسیب دائمی به ارگان کورتی شده که بیش از حد
، تخریــب (OHCs)هاي خارجی مو شامل تخریب سلول

هاي داخلی مو هاي مویی استروسیلیا و گاهی سلولسلول
(IHCs) ارگــان کــورتی عضــوي از گــوش  .)2(شــودمی

داخلی است که در حلزون گوش قرار دارد و به شنوایی 
کند. این ارگان شامل سه ردیف سلول مــوئی کمک می

خارجی و یک ردیف سلول داخلی است که وظیفــه آن 
 تبدیل انرژي مکانیکی به انرژي الکتریکی است و از طریــق

شود تا سیستم عصبی مرکزي منتقل می عصب شنوایی به
 ترینافت شنوایی مادرزادي، شایع .)3(شنوایی را تسهیل کند

 1000/1-2000عصبی اســت کــه تقریبــا  -اختلال حسی
 70کنــد. تقریبــا کودك تازه متولــد شــده را درگیــر مــی

هاي ژنتیکــی، غیرســندرومیک هســتند و درصد ناشنوایی
. )4-7(کننــدبدون هــیچ نقــص یــا ســایر علائــم بــروز می

درصــد ایــن نــوع از اخــتلالات، الگــوي  85دیــک بــه نز
درصــد مــوارد  15-12، (DFNB)وراثتی جسمی مغلوب 

، (DFNA)غیرسندرومیک، الگوي وراثتی جسمی غالب 
را  (DFNX)درصد آنها الگوي وابسته بــه جــنس  1-3و 

ــان می هــاي کــاهش شــنوایی . ویژگــی)9-7(دهنــدنش
غیرسندرومیک در انواع مختلف متفاوت است. کــاهش 

تواند روي یک گوش (یک طرفه) یا هــر دو شنوایی می
گوش (دو طرفه) تأثیر بگذارد. درجات کاهش شــنوایی 
از خفیــف (دشــواري در درك گفتــار ملایــم) تــا عمیــق 

داهاي بســیار بلنــد) اســت. (عدم توانایی شنیدن حتی صــ
اغلب براي توصــیف کــم شــنوایی  "ناشنوایی"اصطلاح 

شــود. از دســت دادن شــنوایی شدید تا عمیق استفاده مــی
ممکن است پایدار یا پیشرونده باشد و با افزایش سن فرد 

هــاي هاي اخیــر در فــن آوريپیشرفت .)10(شدیدتر شود
در با عملکرد بالا، تلاش براي نشان دادن تغییرات جهانی 

 بنــابراین .)11(کنــدهاي حلزون گوش را تسهیل مــیبیان ژن
هــایی هــاي ملکولمواجهه با صداي بیش از حد، بیان ژن

مهــم هســتند را در  NIHLرسد در پیشرفت که به نظر می
 مطالعــات قبلــی چنــدین .)2(دهدها تحت تاثیر قرار میموش

ژن را در پاسخ حلزون به آسیب صوتی شناســایی کــرده 

است، که در درجه اول با فرایندهاي مختلف بیولوژیکی 
مانند کنتــرل رونویســی، اســترس اکســیداتیو، مســیرهاي 

بنــابراین  .)11(مختلف مولکولی و التهــاب همــراه هســتند
هاي دخیل در بــروز خلا مطالعات قبلی، عدم توجه به ژن

عصبی در حیوانات سالم در اثر مواجهه  -ناشنوایی حسی
  با عامل محرك محیطی مانند صدا بود.

به عنوان دومین جایگاه شایع  DFNB4جایگاه ژنی 
در ایجاد ناشنوایی غیرسندرومیک ارثی  DFNB1پس از 

باشد. این جایگاه باعث ایجــاد میدر جهان و حتی در ایران 
ســندرومیک کــه یــک بیمــاري اکتســابی دو فــرم ناشــنوایی 

 ) وPDS Syndromeنــدرد یــا اتوزومال است (سندروم پ
هاي غیرسندرومیک (افت شــنوایی کــه بــر ســایر قســمت

سندروم پندرد نــوعی  .)9،12(شودگذارد) میبدن اثر نمی
اختلال است که معمولا با کــم شــنوایی و گــواتر همــراه 
است. این ســندروم در اواخــر کــودکی و اوایــل جــوانی 

افتد و با کاهش شنوایی شدید تا عمیق ناشی از اتفاق می
عصــبی) در  -حسیتغییر در گوش داخلی (افت شنوایی 

شود اما تمایز بالینی بــین ناشــنوایی بدو تولد مشخص می
ژن  .)13(غیرســندرومیک و ســندرم پنــدرد ســخت اســت

SLC26A4  یا همــانPDS  کــه مســئول ایجــاد ناشــنوایی
سندرومیک و غیرســندرومیک اســت، بــر روي جایگــاه 

DFNB  7و موقعیـــتq22.3  انســـان و  7در کرومـــوزوم
رت قرار دارد، در هر دو  6در کروموزوم  6q16موقعیت 

اگــزون، و مســئول کدگــذاري پــروتئین  23گونه داراي 
 هاياراي انتقــال دهنــدهآمینواسیدي است که د 780پندرین 

یدیــد را رمزگــذاري -باشد و حاملین کلریــدسولفات می
هاي بیان پروتئین مذکور در غده تیروئید، کند. مکانمی

  .)16-9،14(ها استگوش داخلی و کلیه
هدف از انجام ایــن مطالعــه، تعیــین میــزان بیــان ژن 
موردنظر در اثر تماس با صداي سفید یکنواخت است تا 

هــاي ارزشــمندي را در رابطــه بــا طراحــی بتوانــد نگرش
مداخلات محافظتی هدفمند در مورد پیشگیري از ابتلا به 

 سندرومیک ارائه دهــد. لازم بــهعصبی غیر - ناشنوایی حسی
ذکر است که در این تحقیق به بررسی اثر صدا به عنــوان 
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  و همکارانی حتکن ییرزایم میمر     

  31       1400، تیر  198دوره سی و یکم، شماره                                                                       مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                              

 پژوهشی

هــاي در موش SLC26A4یک عامل محیطی بر بیــان ژن 
و هــیچ مطالعــه  شــودسالم از نظــر ژنتیکــی پرداختــه مــی

  مشابهی با این هدف بر روي ژن مذکور وجود ندارد.
  

  هامواد و روش
ی نر نژاد ویستار کــه سر موش صحرای 10 حیوانات:

از نظر سیستم شنوایی سالم و بدون مشکل بودند، در سن 
گــرم در شــروع  200-250هفتگی، با میانگین وزنی  9-8

، از حیوانخانه دانشکده فارماکولوژي دانشگاه )17(مطالعه
هاي استاندارد و در اتاقکعلوم پزشکی تهران تهیه شده 

بهداشــت مهندســی در آزمایشــگاه صــدا گــروه  1صــوتی
 تصــویرشــدند ( اي دانشــکده بهداشــت نگهــداريحرفــه

  ).1شماره 
 

  
  

و (A) هــاي صــوتی بــازآوا فضاي داخلــی محفظــه  :1اره تصویر شم
   (B)فضاي خارجی آن همراه با آمپلی فایر 

  
محــل نگهــداري جونــدگان طبــق پیشــنهاد اتحادیــه 

 نسبی ، رطوبتCº 1 ± 20ساعته  24اروپا، درجه حرارت 
 درصــد، روشــنایی از طریــق لامــپ آزمایشــگاهی، 10±55
  عــات تهویــه طــور غیرمســتقیم و یکنواخــت، تعــداد دفبــه
بار در ساعت (توسط ســه پمــپ محیطــی) تنظــیم  20-15

گشت و حداقل ارتفاع و فضــاي کــف مــورد نیــاز بــراي 
 12چرخه  .)18(ها به ازاي هر حیوان در نظر گرفته شدآن

عصر) براي  7صبح تا  7ساعت تاریکی ( 12ساعت نور/ 
ها ثابت شد و در تمام مدت دسترسی آزاد بــه آب حیوان

ــهموش .)17(ه پلیــت) داشــتندو غــذا (کنســانتر طــور هــا ب
در گروه  شاهد) تقسیم شدند.-گروه (مورد 2به  تصادفی

                                                
1. Chamber 

موش به ازاي هر محفظه صوتی (به دلیل کاهش  3مورد، 
هــاي ي موشهمپوشانی در هنگام استرس صوتی) و همه

هــا سپس بــه آن کنترل در یک محفظه آزادانه رها شدند.
یک هفته فرصت داده شد تا بــا شــرایط جدیــد ســازگار 

استفاده و مداخله حیوانــات  تمام مراحل مربوط به شوند.
طبــق دســتورالعمل کمیتــه تحقیقــات و اخــلاق پزشــکی 
دانشگاه علوم پزشکی تهران و نیز کلیه اصول اســتفاده از 
 حیوانات آزمایشگاهی طبق بیانیه هلسینکی رعایــت شــد.

ها براي به حداقل رساندن تعــداد حیوانــات و تمام تلاش
  .ها صورت گرفترنج آن

کنتــرل، بــدون تمــاس بــا صــدا هــاي موش مواجهه:
)4n= در یک محفظــه صــوتی بــا صــداي زمینــه (dB50 

) در دو =6nدر معــرض (هــاي نگهــداري شــدند و گروه
موش) قرار گرفتند.  3اتاقک صوتی مجزا،  (در هر کدام 

در معــرض صــداي  صــوتی بــراي قــرار گــرفتنپروتکل 
  ســـاعت در روز)  8روز متـــوالی ( 6ســـفید متنـــاوب تـــا 

ـــا ـــات  ب ـــی مشخص ـــد فرکانس ـــا  Hz70بان و  kHz16ت
dB5±115SPL= افــزار طراحی و توســط نــرمCuebase 

وات و  20بلنــدگو (هرکــدام  4تولید و از طریق  5رژن و
 40اهُــم) داخــل هــر محفظــه و روي ســقف در فاصــله  6

ســرانجام، هــر  هــا پخــش شــد.متري بالاتر از موشسانتی
ز چهار بلنــدگو از طریــق یــک درگــاه هــدفونی خــارج ا

وات متصــل شــده و  100هاي کننــدهمحفظــه بــه تقویــت
). این ســطح 1شماره  تصویرصداي خروجی تقویت گشت(

صدا به این دلیل انتخاب شــد کــه عمــدتاً باعــث کــاهش 
شــنوایی موقــت در طیــف فرکانســی گســترده و آســیب 

شود، اما آنقدر قوي نیست که بتواند بلافاصــله سلولی می
ایتی را از بین ببرد. هدف تعداد زیادي سلول حسی یا حم

که ها بود جلوگیري از مرگ فوري و گسترده این سلول
هــاي مــورد اســتفاده به طور قابل توجهی جمعیــت ســلول

  بــراي تجزیــه و تحلیــل   mRNAبــراي بــه دســت آوردن
   تــراز فشــار صــوت نــویز تولیــد .)19،20(دهندرا تغییر می
ــده درون ــتفاده از یــک صــدا ســنج  محفظــه ش   بــا اس

(TES 1358 Sound Analyzer, Taipei, Taiwan) در ،
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 هــاگیرياندازه بین اختلافکنترل وچک شد. سطوح مختلف
 میــدانبنــابراین  بوده،درصد  5 از ترکم مختلف نقاط در

  .گرفته شد در نظر همگن محفظه درون صوتی
  

  آوري نمونه حلزون گوشجمع
شــاهد)  2مورد،  3ها (روز، نیمی از نمونه 6در پایان 

بلافاصله یک ساعت و نیم دیگر یک هفته پــس از قطــع 
 CO2وســیله گــاز مواجهه با رعایــت اصــول اخلاقــی بــه

عمیقا بیهوش شده و پس از تقسیم جمجمه به دو بخش، 
) بــه عنــوان راهنمــا، در 8به کمک عصب شنوایی (زوج 

زون گــوش زیرمیکروسکوپ لوپ، محل قرارگیري حلــ
در پشت استخوان پطروس پیدا شد. از هر گروه (کنترل، 
 قطع تماس یک ساعته، قطع تماس یک هفته) یــک گــوش

نمونــه)  3درصد فیکس شده (در مجموع  4در فرمالدهید 
ائوزین -و براي آنالیز هیستولوژي به روش هماتوکسیلین

عــدد) در  17ها (مجموعــا اســتفاده گشــت. مــابقی نمونــه
گــراد تــا زمــان انجــام آزمــایش درجه سانتی -80درماي 

Real-Time PCR 21(نگهداري شدند(.  
  

  بار تکرار براي هر نمونه) RNA )3استخراج 
ــه بافت ــهکلی ــار اســتاتور ب ــک روت ــه کم ــا ب ــور ه   ط

گــرم  50کامل له و همســان گشــتند. ســپس بــه ازاي هــر 
ــت،  ــزول ( µl300باف ــول ترای ــه Kiagene, Iranمحل ) ب

ســازي اضــافه گردیــد. پــس از ورتکــس منظــور همگــن
)Qiagene, Hilden, Germany(  و قـــرار گـــرفتن در

ــیط،  ــاي مح ــرد افــزوده و  µl250-200دم کلروفــرم س
محلــول بــه شــدت تکــان داده شــد. پــس از جــدا شــدن 

بــا  (Hettich, Germany)فازهاي محلول، به ســانتریفیوژ 
منتقــل گشــت. فــاز شــفاف  rpm12000بــا و  Cº 4دمــاي 

است بــه آرامــی جــدا شــده و در  RNAروئی که حاوي 
ل سرد مخلوط ایزوپروپانو µl500میکروتیوب دیگري با 

گشــت و مجــدد ســانتریفیوژ شــد. پــس از جــدا کــردن 
درصد شستشــو  80اتانول  µl250ایزوپروپانول، رسوب با 

و مجدد سانتریفیوژ شد. پس از خشک و بی رنگ شــدن 

ــتریل  µl30-10آن،  ــزوده  DEPCآب اس ــوب اف ــه رس ب
دســتگاه  در Cº 55دمــاي دقیقــه در  15گشت و به مــدت 

Dry Block Incubator (Kiagene, Iran)  قــرار گرفــت
  .)21(تا رسوب حل شود

  
بار تکرار  3( 2اي پلیمراز در زمان واقعیواکنش زنجیره
  براي هر نمونه)

ــان ژن  ــزان بی ــر می ــر صــدا ب بــه منظــور تشــخیص اث
SLC26A4 هاي مواجهــه یافتــه و نیافتــه بــا در حلزون گوش

 از تکنیک واکنش mRNA صداي سفید یکنواخت درسطح
دســتگاه اي پلیمراز کمّی در زمــان واقعــی توســط زنجیره

ABI StepOne (USA)  ــنتز ــد. س ــتفاده ش ــا  cDNAاس ب
 Easy cDNA Synthesis kit,Parstous, Iran کیتاستفاده از 

 Real-Time PCRطبق دستورالعمل انجام شد. محصــولات 
 2X Real-Time PCR Master Mix)طبق دستورالعمل کیت 

  

KoreaROX, BioFACT™,  Green I high ®For SYBR   
  

ی شدند. به مخلوط فوق، به شناسای Syber Greenتوسط 
 µl1 cDNAپرایمــر (پیشــرو + پســرو) و  µl1ازاي هر نمونــه 
  افزوده گردید.

به صورت یک ســیکل  PCRشرایط دمائی تکنیک 
 40)، 1دقیقــه (دناتوراســیون  10مــدت بــه  Cº 95دماي با 

ــیکل در  ــورت:  3س ــه ص ــام ب ــاي گ ــه  Cº 95 ،15دم ثانی
یــه (دمــاي اتصــال ثان Cº60 ،15دمــاي )، 2(دناتوراســیون 

ــاي پرایمــر)،  ــیکل  Cº 72 ،15دم ــن) و س ــه (اکستنش ثانی
دمــاي ثانیه،  Cº 95 ،15دماي گام:  3منحنی ذوب در نهایی 

Cº60 ،1  دمــاي دقیقه و مجــددCº 95  ثانیــه  15مــدت بــه
توسط  SLC26A4محصولات بیان ژن  .)17(تنظیم گشت

ــرنس ژن  ــول  GAPDHرف ــا فرم ــدند.  ب ــال ش نرم
کــه بــر روي  )22(طبــق مطالعــه SLC26A4ژن  پرایمرهاي

ــر  ــاب و پرایم ــود، انتخ ــده ب ــام ش ــا  GAPDHرت انج ب
طراحــی شــد و ســپس بــه کمــک ســایت  Oligo7افزار نرم

NCBI Blast Primer  چک گردید. کلیه پرایمرها توسط
  ).1 (جدول شماره ساخته شدند SinaClon شرکت

                                                
1. Quantitative Real Time-PCR 
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 پژوهشی

  Real-Time PCR توالی پرایمر هر ژن براي آنالیز به روش :1جدول شماره 
  

%GC نام ژن (’3-’5)توالی پرایمر   دماي ذوب  
55 35/59 CATCATGCCTGGCTGGTTCT  SLC26A4 Forward 

50 30/57 TGGACACCAACATTCCGTCA  SLC26A4 Reverse  
50 58/61 AAGTTCAACGGCACAGTCAAGG  GAPDH Forward 

55/54 32/61 CATACTCAGCACCAGCATCACC  GAPDH Reverse  

  
  آنالیزهاي هیستولوژیک

نمونه فیکس شده، به ترتیب درون  3ند آبگیريِ فرای
ــــاي اتانول ــــد،  70ه ــــد،  80درص ــــد و  96درص   درص

ساعت (یک ساعت در هر کــدام)  4درصد به مدت  100
دقیقــه  80بــه مــدت  2و  1سازي در زایلن و سپس شفاف

  دقیقــه در هــر کــدام) انجـــام شــد. آغشــتگی بـــه  40(
 2به مــدت  2و  1پارافین در دستگاه فور و درون پارافین 

ســاعت (یــک ســاعت در هــر کــدام) صــورت گرفــت و 
ها گیري شدند. بعــد از آن نمونــههاي پارافینی قالبنمونه

میکــرون  5-10توسط دســتگاه میکروتــوم بــه ضــخامت 
)(Rotary microtome,Leica Biosystems,Germany 

برش داده شده و روي لام قرار گرفتنــد. پــس از مرحلــه 
دقیقــه در  15مــدت ســازي لام بــهافپارافین زدایی، شــف

انجــام شــد. آبــدهی بــه بافــت بــرخلاف  3و  2و  1زایلن 
ــک ضــربه در  ــا ی ــب ب ــه ترتی ــوده و ب ــري ب ــه آبگی   مرحل

درصــد  70درصد و  80درصد،  96درصد،  100ها اتانول
زیــر آب جــاري، بســته انجــام شــده و پــس از شســتن در 

ــه ــوزین رنگ غلظــتب  ،(H&E)هــاي هماتوکســیلین و ائ
  شــده و بعــد از شستشــو ها ابتدا با هماتوکسیلین رنــگلام

ــر آب  ــر در زی ــه و در آخ ــوزین قرارگرفت ــا آب در ائ   ب
ســازي جاري شسته شدند. مرحله آخر آبگیري و شــفاف

درصــد و  96بــار در اتــانول  3اي، بافت، به صورت ضربه
ــانول  ــار در ات   درصــد انجــام شــده و توســط  100یــک ب

ــن  ــا چســب شــفا 3و  2و  1زایل ــل ب ف شــده و لام و لام
  مونــت شــده  (Entellane, Merck, Germany)انــتلان 

ـــوري  ـــکوپ ن ـــا میکروس در  (Labomed, USA)و ب
 Image Jافزار توسط نرم (×40,×10,×4)هاي بزرگنمایی

  .)23(تصویربرداري شدند
  

  ارزیابی آماري
ــانگین داده ــورت می ــه ص ــی ب ــاي کمّ ــراف  ±ه انح

 GraphPad prism 8 افزار آمارياستاندارد میانگین، با نرم
   ).2 بیان شدند (جدول شماره

  هـــا بـــا آزمـــون پـــس از تاییـــد نرمـــال بـــودن داده
Shapiro Wilk  مقدار)P-value  تــر گروه بــیش 3در هر

گزارش شد). میزان تغییــرات بیــان ژن یــا همــان  05/0از 
Fold Change بر اســاس فرمــول هاي مختلفدر گروه ،

  دســت آمــد. از آزمــون آمــاري پارامتریــک به 
Way ANOVA-One مختلف (از نظر اثــر راي تشخیص ب

شد ) استفاده SLC26A4مواجهه با صدا بر میزان بیان ژن 
فرض مســاوي  ) که پس از رد شدن4و 3(جداول شماره 

هــاي بــا ههــا، بــراي یــافتن گــروبودن میانگین تمام گروه
گروه مختلف، آزمون تعقیبی  3دار در بین یاختلاف معن

Tukey  در کلیـــه )5اســتفاده گشــت (جــدول شــماره .
عنوان سطح آماري معنــادار به  >P 05/0 ها، مقدارآزمون

   در نظرگرفته شد.
  

 با ژن رفرنسنرمال شده  SLC26A4 ژن انیب میانگین :2 شماره جدول
GAPDH فمختل يهاروهگ در  

  

  نام گروه
  میانگین بیان ژن

 (انحراف معیار  میانگین)

  تعداد 
  سر رت

  3  003902/0 ± 001199/0  ساعت پس از قطع مواجهه 1
  3  0003752/0  ± 0001086/0  هفته پس از قطع مواجهه 1

  4  006459/0  ± 0498819/0  کنترل

  
   One-Way ANOVA يآزمون آمار نتایج پارامترهاي :3 شماره جدول

  

  نتایج به دست آمده  پارامترها
 F  72/37آماره 

 0002/0 داريسطح معنی

 ***  P valueخلاصه

 بله  ؟ > P) 05/0( دار استمیانگین معنیآیا اختلاف 

 R 9151/0مجذور 

  
نتایج تحلیل واریانس یک طرفه براي آزمون مقایسه  : 4 شماره جدول

 SLC26A4میانگین چند گروه از نظر تغییر بیان ژن 
  

 داريسطح معنی میانگین مربعات درجه آزادي مجموع مربعات منشا تغییرات

 0002/0 002745/0 2 005489/0 هابین گروه

  277/7×10- 6  7 0005094/0 هادرون گروه

   9 005999/0  کل
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دار در تغییر هاي با اختلاف معنیهاي مختلف مواجهه یافته یا نیافته با صدا به منظور یافتن گروهنتایج آزمون تعقیبی توکی در گروه :5شماره جدول 
  SLC26A4میزان بیان ژن 

  

 P Valueداريمعنی هخلاص  تنظیم شده  q   آزمون مقایسه چندگانه توکی  اختلاف میانگین %95فاصله اطمینان  
8707/0 ns هفته 1ساعت، 1  003526/0 - 01699/0تا  2404/0  7160/0  خیر  
  ساعت،  کنترل1 -04598/0 -06517/0تا  -02679/0  981/9  بله ***  0005/0
  هفته، کنترل 1  -04951/0 تا  - 03032/0  -06869/0  75/10 بله ***  0003/0

  
  هایافته

ها بــراي هــر دو ژن هاي ذوب در تمام نمونــهمنحنی
SLC26A4  وGAPDH  در تکنیــکReal-Time PCR 

تک قله بوده و بر یک دما منطبق بودند که نشــان دهنــده 
 باشد. نتایج نشان داد کــه ســطحمی قابل قبول بودن نتایج

ــان  ــک  SLC26A4بی ــه ی ــع مواجه ــروه قط ــر دو گ در ه
ته و یک هفته نسبت به گروه کنترل کاهش یافــت و ساع

هــا از نظــر آمــاري نســبت بــه گــروه اختلاف میانگین آن
  دار بود.یکنترل معن

به بررسی اثر صدا بــر بیــان ایــن ژن  1نمودار شماره 
نشــان  2پردازد و نمودار شماره هاي مختلف میدر گروه

در اثر مواجهــه  SLC26A4ژن  fold changeدهد که می
ا صداي سفید یکنواخــت و در مقایســه بــا گــروه نرمــال ب
)1(fold change= ،یک ســاعت پــس از قطــع مواجهــه ،

شــده  00712/0 مواجههقطع و یک هفته پس از  0733/0
روز مواجهــه در  6است. به بیان دیگــر، بیــان ایــن ژن در 

(یــک ســاعت قطــع  برابرگــروه اول 64/13نمونه نرمــال، 
دوم (یک هفته قطع تمــاس) برابر گروه  4/140تماس) و 

  باشد.می
 شناســی بــافتیاز آسیب براساس تصاویر به دست آمده

 ،هاي موئی داخلــیمشخص شد که سلول) 2(تصویر شماره 
قطــع هفتــه از  یــکپــس از  پشتیبانهاي سلولخارجی و 

نسبت بــه قطــع مواجهــه یــک مواجهه تخریب بیشتري را 
آســیب بــه اد که به علاوه نتایج نشان د نشان دادند.ساعته 

گانگلیون عصب شنوائی نیــز  وغشا رایسنر و بازال لامینا 
در کنــار اینهــا، یــک  .اتفاق افتاده اســتها در این گروه

 ناحیــه در عفونت دارايموش از هر گروه قطع مواجهه 

  بود. نکرده نفوذ آن داخل به که بود گوش حلزون
  

  
  

 SLC26A4ن ژن اثر صداي سفید یکنواخت بر بیا :1نمودار شماره 
  هاي مختلف با احتساب خطاي میانگین استاندارد،در گروه

***P =  0005/0  

***P =  0003/0  
  

  
  

  نسبت به گروه کنترل SLC26A4تغییرات بیان ژن  :2نمودار شماره 
***P=  0005/0  

***P=  0003/0  
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  و همکارانی حتکن ییرزایم میمر     
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 پژوهشی

 

   
 

. (40×)بــا صــداي ســفید یکنواخــت  (A)یا نیافتــه  (B,C)صحرایی مواجهه یافته  هايگوش موشخصوصیات بافت شناسی حلزون  :2تصویر شماره 
اند. هر دو نقطه ها با روش هماتوکسیلین و ائوزین رنگ آمیزي شدهدهند. بافتنشان می mµ200هاي مختلف حلزون گوش را با مقیاس ها قسمتفلش

ها دهند، با این حال این آسیبنشان می (A)هاي مختلف را نسبت به گروه کنترل هاي جدي در بخشآسیب (C)و یک هفته  (B)قطع مواجهه یک ساعته 
  یک هفته بعد شدیدتر بودند.

  
  بحث

NIHL بیماري پیچیده اســت کــه تحــت تــأثیر  یک
 کارگران هاي شخصی، محیطی و ژنتیکی قرار دارد.زمینه

با قرار گرفتن در معرض سر و صدا مشــابه ممکــن اســت 
طح مختلفی از آسیب شنوایی را نشان دهند، که نقــش س

اي با عنوان مطالعه .)24(کندمستعد ژنتیکی را پیشنهاد می
بررسی اثر مواجهــه بــا صــدا بــر شــنوایی رت ویســتار بــا 

اعوجــاج گــوش  از هاي صوتی حاصــلگسیلاستفاده از 
 توسط کایدانی و همکاران صورت گرفت. 2015در سال 

نتایج آن نشان داد که بیشترین مقدار افت موقت و دائــم 
در اثــر مواجهــه بــا صــداي ســفید مرکــب بــا مشخصــات 

Hz8000-500dB, 95SPL=  و  5/3937ابتــدا در بســامد
نتایج این  هرتز رخ داد. 375ترین مقدار آن در بسامد کم

توان به دلیل نزدیــک بــودن نــوع مواجهــه و مطالعه را می
گونه حیوان مورد بررسی، به مطالعه حاضــر تعمــیم داد و 
انتظار داشت که احتمال وقــوع ایــن پدیــده در حیوانــات 
پژوهش حاضر نیز رخ داده باشد و نتیجه گرفت مواجهه 

هاي مــوئی مســئول با صدا ابتــدا باعــث صــدمه بــه ســلول
صداهاي با بسامد بالا و همچنین باعث ایجاد افــت  درك

  .)25(شودشنوایی کم و دائمی می
در مــدل  2015و همکــاران در ســال  Itoطبق مطالعه 

کاهش  SLC26A4صورت ژنتیکی بیان ژن به حیوانی که
داده شده بــود، بــه بررســی پیامــد آن در حلــزون گــوش 

پرداخته شد. نتایج ایــن مطالعــه انحطــاط و از بــین رفــتن 
ــدید و  ــت شــنوایی نســبتا ش عملکــرد عــروق اســتریا، اف
 پیشرونده، بزرگ شدن فضاي آنــدولنفی و کــاهش پتانســیل

 ماهه و همچنین 12ي هاریز حلزون گوش را در موشندرو
ضخیم شدن و ادماتوس عروق اســتریا و کــاهش آســتانه 

ABR ماهه نشان داد. علاوه بر این در  3هاي را در موش
 ماهه، ناهمگنی پاتوژنیک در سطوح اپیکال 12هاي موش

 KCNQ1حلزون گوش و همچنــین کــاهش در بیــان ژن 
هــاي پتاســیم هاي درگیر در ساخت کانالکه از جمله ژن

ت و به حفظ تعادل یونی مناسب براي شنوایی طبیعــی اس
توان کند، مشاهده شد. نتایج این مطالعه را میکمک می

به مطالعه حاضر تعمیم داد و انتظار داشت کــه بخشــی از 
هاي هاي مــوئی و ســلولهاي وارد شــده بــه ســلولآسیب

هاي در معرض صدا، مربــوط گانگلیون مارپیچی حلزون
باشد و انتظــار افــت شــنوایی  SLC26A4به افت زیاد ژن 

امه مطالعــه قبــل، در اد .)26(غیرقابل برگشت را نیز داشت
هــاي مطالعه دیگري توســط همــان تــیم و بــر روي موش

انجام شــد و نتــایج  2016دستکاري شده ژنتیکی در سال 
بیوتیک در مدت زمــان آن نشان داد که عدم تجویز آنتی

بحرانی، منجر به افزایش افت شنوایی و افزایش پســرفت 
سراسري به علت عملکرد بد و انحطاط عروق استریا بعد 

ها شد. این در حالی بود کــه تحریــک ماهگی موش 1ز ا
هاي این بخش باعث در سلول SLC26A4مجدد بیان ژن 

200µm 200µm 200µm 

Corti Organ 

Basilar membrane 
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بهبود پتانسیل درون ریز حلــزون گــوش و جلــوگیري از 
هــا شــد. از طرفــی، تجــویز بروز تغییرات شــنوایی در آن

 تواند باعث کاهش بیان پــروتئینمجدد داکسی سایکلین می
هــاي ب آن یــا هــر دو در ســلولپندرین، افــزایش تخریــ

کنــد دوکی شکل آندولنف شود که این نتیجه بیــان مــی
پندرین براي حفظ شنوایی در گوش سالم نیاز نیست امــا 

 طور غیرطبیعی رشد کرده است لازم اســت.در گوشی که به
 اما این احتمال وجود دارد که پندرین بــراي حفــظ شــنوایی

رفتن در معرض در سایر شرایط اتوتوکسیک مثل قرار گ
صدا که بر ساختار و عملکرد عروق اســتریا تــاثیر منفــی 
دارد، مهم باشد. نتایج مطالعه حاضر و مطالعــه پیشــین بــه 

را در حلزون شنوایی نشــان  SLC26A4خوبی نقش مهم 
هــا داده و کــاهش آن را عامــل تغییــرات شــنوایی مــوش

  .)27(داندمی
 هــايتحقیقی به منظور بررسی اولــین ژن 2016در سال 

 شهاي رت و مــوبیان شده در دفاع ایمنی حلزون گوش
CBA/J  در برابر تروما آکوستیک توسطYang Shuzhi 

انجــام  RNA Sequencingو همکــارانش بــه وســیله روش 
 ها در پاسخ ایمنی حلزون گوشترین ژنشد. در بین ابتدایی

  هــاي بــا نام Solute Carrierرت، دوازده ژن از خــانواده 
  

SLC25A18,SLC4A10,SLC41A3,SLC17A7,SLC7A1,  
  

SLC16A6,SLC25A29,SLC44A3,SLC16A4,SLC38A1,  
  

SLC29A23 و SLC25A25 خورد که بعد از به چشم می
 dB 120  ،kHz 7-1ساعت با صــداي  2مواجهه به مدت 

کاهش بیان پیدا کردند کــه حــاکی از حساســیت شــدید 
  .)11(هاي این خانواده در اثر مواجهه با صدا استژن

 Hiromasa Ninomiyaتوســط  2018اي در سال مطالعه
برابــري در  5ش بیــان و همکارانش انجام شــد کــه افــزای

در تمام بافت حلــزون گــوش بعــد از  HSP70سطح بیان 
کــه  3روزه با سطحی از اصوات فرکانس پایین 5مواجهه 

ــرخلاف  همیشــه در تمــاس هســتیم، را گــزارش کــرد. ب
پژوهش حاضر، سطح بیان افزایش یافته پس از گذشــت 

ــه بازگشــت، در 3 ــه ســطح طبیعــی و مواجهــه نیافت  روز ب

                                                
1. Low Frequency Noise 

یج حاصــل از مطالعــه حاضــر رونــد کــاهش که نتــاحالی
را در هر دو نقطه زمانی پس  SLC26A4 شدیدتر بیان ژن

دار بودن یهاي آماري معناز مواجهه نشان داد که آزمون
  .)28(این افت را در مقایسه با گروه کنترل اثبات کرد

و همکــاران  Coyatاي توســط مطالعه 2019در سال 
انجام شد که به بررسی پیامدهاي مورفولوژیک ترومــاي 

روز پس از  21آکوستیک در حلزون گوش رت ویستار 
بــه  dB119  ،kHz 8-4قطع مواجهه با صداي تک اکتاو 

ساعت پرداخت. نتایج هیستولوژیک این بررسی  2مدت 
هاي از بین رفــتن ســلول بروز تغییرات در حلزون گوش،

موئی داخلی و همجوشی آنها در غشــاي استروســیلیا، از 
هاي گانگلیون مارپیچ و بهم ریختگی دست رفتن نورون

را  غلاف میلین عصــب شــنوایی و افــت شــنوایی دائمــی
ي پیشین نشــان از نشان داد. نتایج تحقیق حاضر و مطالعه

ي هاوجود ارتباط بــین آســیب عصــب شــنوایی و ســلول
مــوئی داخلــی و خــارجی و بــروز افــت شــنوایی در اثــر 

  .)29(کندمواجهه با صدا را بخوبی تایید می
هاي این مطالعــه، اثبــات نکته مهم در خصوص یافته

 فرضــیه مــوثر بــودن مواجهــه بــا صــدا بــر تغییــر بیــان ژن
SLC26A4 لیز این تحقیق بــود کــه بــا انجــام آزمــون آنــا

 =P 0002/0 واریانس یک طرفه این اثر با حاصــل شــدن
 3شد و پس از انجام آزمون تعقیبی توکی در بــین  اثبات

دار بودن اختلاف میانگین بیان ژن مذکور را یگروه، معن
در هر دو نقطه زمانی یک ســاعت و یــک هفتــه پــس از 

نشــان  0003/0و  0005/0قطع مواجهه، به ترتیب برابر بــا 
ور کلی با کاهش بیــان ایــن ژن در هــردو نقطــه داد. به ط

هریک  انجام در صورت که داشت انتظار توانزمانی می
 (ABR, DPOAE)شــنوایی  هاي سنجش آستانهتستاز 

 قطــع هــايزمان گــرفتن نظــر در و مواجهــه از بعــد و قبل
 بازگشــت عدم در صورت ماه، چند تا ترطولانی مواجهه

 حلــزون بــه جــدي هايبآسی پایه، حالت به ژن این بیان
 و پیشــرونده شــنوایی افــت بــه منجــر و شــود وارد گوش

  .شود هاموش در برگشت غیرقابل
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بعد از  SLC26A4 ژن mRNAعلل تغییرات سطوح 
 مواجهه با استرس صوتی در ناحیه حلــزون گــوش نســبتاً

 تــر در ایــن زمینــهکشف نشده و نیازمند انجام مطالعات بیش
اي به بررســی اثــر اتوتوکســیک هباشد زیرا هیچ مطالعمی

صدا بر بیان این ژن در حلزون گوش حیوان سالم از نظر 
ژنتیکی نپرداخته است و این مهم نقطه قوت ایــن مطالعــه 

 Real-Time PCRباشد. همچنین استفاده از روش آنــالیز می
 است و انجام آنالیزهاي PCRترین انواع که یکی از دقیق

ــر گــرو 3هیســتولوژیک در تمــام  ه ایــن تحقیــق کــه مه
هاي ریل تایم بود، نقاط قوت دیگــر ایــن تاییدي بر یافته

مطالعه بودند که آن را از سایر مطالعات مشابه بررسی اثر 
کنــد. افــزایش ســایز صدا بر تغییرات بیان ژن متمــایز می

نمونه به منظــور طراحــی مطالعــه بــه صــورت مــزمن و بــه 
ر بــازه زمــانی دنبال آن افــزایش نقــاط پــس از مواجهــه د

هاي سنجش آســتانه تر از یک هفته و انجام تستطولانی
شنوایی قبل و بعد از مواجهه که از جمله خلاهاي مطالعه 

هاي آینــده کمــک تواند در پژوهشباشد، میحاضر می
 شایانی در تصمیم گیري دقیق بروز افــت شــنوایی را فــراهم

 تتغییــرا ماهیــت کــهایــن از نظــر صــرفبنابراین آورد. 
 اســت حلزون از ايمنطقه خاص به صورت شده مشاهده

 و جدیــد مکــانیکی بیــنش تغییــرات ایــن سراســري، یــا
ــالقوه هايفرصــت ــراي ب ــراهم را درمــانی مــداخلات ب  ف

اي هاي این مطالعــه از نظــر بهداشــت حرفــهیافتهکند. می
بینی کرد در توان پیشحائز اهمیت بالایی هستند زیرا می

اجهه با صداي محیطی، و کاهش صورت مداومت در مو
ــه بــروز  شــدید بیــان ایــن ژن در حلــزون گــوش منجــر ب

عصبی شود که از جمله دلایــل ایجــاد آن،  - ناشنوایی حسی
در  هاي موئی حلزون گــوش و قــرار گــرفتنآسیب به سلول

معرض نویز با شدت بــالا اســت. بنــابراین بــا درك بهتــر 
یم تایید محیط متابولیکی گوشِ در معرض صدا، امیدوار

  داشته باشیم. NIHLمثبتی بر اپیدمی فعلی 
  

  سپاسگزاري
  نتـــایج ایـــن مطالعـــه بخشـــی از طـــرح تحقیقـــاتی 
ـــژوهش  ـــات و پ ـــدیریت مطالع ـــز م ـــوب در مرک   مص
ـــا شناســـه اخـــلاق  ـــوم پزشـــکی تهـــران ب دانشـــگاه عل

IR.TUMS.SPH.REC.1398.225  ــــــد طــــــرح   و ک
 تصــویب و حمــات مــالی شــده اســت. 98-3-99-45875

 پژوهشــی محتــرم معاونت حوزه زحمات از وسیله بدین

  .شودمی قدردانی تهران، تشکر و  پزشکی علوم دانشگاه
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