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Abstract 
 

Background and purpose: Increase in ATP-dependent Citrate Lyase (ACLY) is observed in 

individuals with nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD). One of the compounds considered for the 

prevention of fatty liver is Medium chain triglycerides (MCT). In this study, the preventive effect of MCT 

on ACLY enzyme gene expression and the level of histone 3 lysine 27 acetylation (H3K27ac) were 

investigated in an animal model. 

Materials and methods: In this study, 18 male Wistar rats were divided into three groups: 

control (n=6), fructose-fed (n=6), and fructose+MCT (n=6). Six weeks after the initiation of diets, the 

mice were sacrificed. ACLY gene expression was measured by Real-time qPCR. Also, H3K27 

acetylation was investigated by western blotting. Data were analysed by one-way analysis of variance. 

Results: The liver index in mice fed with fructose+MCT showed a significant increase compared 

to those fed with fructose alone (P<0.05). Accumulation of triglyceride droplets in the slides prepared 

from the fructose+MCT group did not show significant changes compared to the fructose fed group 

(P<0.05). Fructose increased ACLY gene expression, but the changes were not found to be significant in 

the fructose+MCT group compared to the controls and fructose-fed group (P<0.05). Fructose+MCT 

significantly reduced the amount of H3K27ac compared to the control and fructose-fed groups (P<0.05). 

Conclusion: The study showed that MCT alongside fructose is ineffective at preventing the 

development of non-alcoholic fatty liver. 
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  ـدرانــازنــی مــکــزشـــوم پــلــــگاه عشــه دانـــلــمج
  )11- 22(   1400سال    آذر    203شماره    و یکمسی دوره 
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 پژوهشی

  آنزیم ژن بیان میزان بر زنجیر متوسط گلیسریدهايتري تاثیر
  حیوانی مدل ایجاد در H3K27ac و ATP به وابسته لیاز سیترات

 غیرالکلی چرب کبد
  

       1منیر حسنی پرور
       2سعید کریما

        3ی ثابتمجید سیرت
  2افسانه گودرزي

  چکیده
 مشاهده (NAFLD)در افراد با کبد چرب غیرالکلی ،ATP (ACLY)افزایش آنزیم سیترات لیاز وابسته به  و هدف: سابقه

 گلیســریدهايتري تاثیر گرفته است، قرار توجه مورد چرب کبد از پیشگیري جهت امروزه که ترکیباتی از شده است. یکی
میــزان  و ACLY ژن آنــزیم بیــان تغییــرات روي بــر MCT پیشــگیرانه تــاثیر مطالعــه این در .باشدمی) MCT( زنجیر متوسط

  شد. بررسی حیوانی مدل در (H3K27ac) 3 هیستون 27 لیزین استیلاسیون
 رژیــم با شده تغذیه کنترل، تایی 6 گروه سه به ویستار نژاد از نر صحرایی موش سر 18 این مطالعه در ها:مواد و روش

 کشــته هــاموش شــده، ذکــر هــايرژیم بــا تغذیه هفته 6 از پس. تقسیم شدند MCTفروکتوز+ رژیم با شده تغذیه و فروکتوز
از  H3K27 ارزیابی شد. همچنین استیلاسیون Real-time qPCRبا استفاده از روش  لیاز سیترات ATP آنزیم ژن بیان شدند،

  بکار گرفته شد. >P 05/0طرفه با شرط یانس یکآنالیز وار .شد طریق وسترن بلاتینگ بررسی
 نشــان داريمعنی افزایش فروکتوز گروه به نسبت MCTفروکتوز+ با شده تغذیه هايموش در کبدي ایندکس ها:یافته

 بــه نســبت MCTفروکتــوز+ بــا شده تغذیه گروه از شده تهیه هايلام در گلیسریدتري قطرات تجمعات میزان .)>05/0P(داد
 ژن بیــان اما تغییرات داد، افزایش را ACLY ژن بیان اگرچه فروکتوز. نداشت چشمگیري تغییر فروکتوز با شده ذیهتغ گروه

ACLY فروکتوز+ با شده تغذیه گروه درMCT 05/0(نبــود دارمعنــی فروکتــوز بــا شــده تغذیــه و کنترل گروه به نسبتP<(. 
  .)>05/0P(داد کاهش داريمعنی صورتبه فروکتوز با شده تغذیه و کنترلگروهبه نسبت را H3K27acمیزان  ،MCTفروکتوز+

 چــرب کبــد ایجاد از ريـپیشگی در وزـفروکت همراه به MCT از استفاده رـحاض هــمطالع ايــهاس یافتهـبراس استنتاج:
  .است تاثیربی غیرالکلی

  

  هیستون استیلاسیون زنجیر، متوسط گلیسریدهايي، ترATP به وابسته لیاز سیترات آنزیم غیرالکلی، چرب کبد واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 NAFLD )Nonalcoholicیا  کبد چرب غیرالکلی

Fatty Liver Disease(  به صورت تجمع لیپید اضافی در
شود که به وضوح بیماري کبدي کبد افرادي تعریف می

  گرم  20و  30تر از شان کمندارند و مصرف الکل روزانه
  

  E-mail: Afsaneh.goudarzi@sbmu.ac.ir                                   بهشتی    شهید پزشکی علوم دانشگاه: تهران -فسانه گودرزيا مولف مسئول:
  دانشجوي کارشناسی ارشد بیوشیمی بالینی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران. 1
  دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایراناستادیار، گروه بیوشیمی بالینی،  .2
  دانشیار، گروه بیوشیمی بالینی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایران .3
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  و همکاران پرور یحسن ریمن     

  13       1400، آذر 203، شماره دوره سی و یکم   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                                 

 پژوهشی

 بــه عبــارت دیگــر، .)1(ترتیب در مــردان و زنــان اســتبه
NAFLD  ـــا ـــوص ب ـــه خص ـــدها (ب ـــزمن لیپی ـــع م تجم

درصــد از وزن  10تــا  5تــر از کــه بــیشگلیسریدها) تري
دهــد، کبد را در غیاب مصرف الکل اضافی تشــکیل می

ارد کــه در شود و به آســیب کبــدي اشــاره دمشخص می
انواع مختلفی از کبد چــرب ســاده تــا ســیروز پیشــرونده 

طــور تیپیــک بــدون ایــن بیمــاري بــه .)2-4(شــوددیده می
و با کــاهش  بوده خیمعلامت و حتی ممکن است خوش

درصــد  20اما در ، )5،6(پذیر باشدوزن و ورزش برگشت
توانــد افراد مبتلا شده یــک اســتئاتوزیز ســاده کبــدي می

ــام  ــه ن ــاري ب ــدید بیم ــرم ش ــک ف ــر بــه ی  NASHمنج
)Nonalcoholic steatohepatitisلیپیــدهاي  .)6-9() شود

کبدي ممکن است از طریق مواد غذایی، استریفیکاسیون 
ینــد لیپــوژنز ایــا فر (FFA)دهاي چــرب آزاد پلاســما اسی

 حاصل (De novo lipogenesis: DNL)دنوو هپاتوسیتی 
شود. تحقیقات انجام شده حاکی از آن است کــه عامــل 

 ســت DNL فرآینداصلی در ایجاد کبد چرب غیرالکلی 
 . مشخصــه)5،10،11(ی ندارنداساس نقش گرید عامل دو و

NAFLD هپاتوســیت سیتوپلاسم در گلیسریدتري تجمع 
 دریــافتی مقــدار بــین تعــادل عــدم از ناشــی کــه اســت ها
 مصــرفی و) دنــوو لیپــوژنز و چــرب اســیدهاي برداشــت(
 بــه خــروج و چــرب اســید میتوکنــدریایی اکسیداســیون(

ـــوان ـــی عن ـــریدتري) VLDL ذره از جزئ ـــت.  گلیس اس
NAFLD دو نــوع دیابــت و یچاق با اغلب )T2DM (بــه 

 ماننــد متابولیک سندروم مشابه هايویژگی که علت این
- 15(اســت ارتباط در دارند، را انسولین به مقاومت و التهاب

 گلیسریدهايتري که اندکرده ثابت تجربی تحقیقات .)12
 منبــع 3 از NAFLD بــه مبــتلا افــراد کبــد در یافته تجمع

 گلیســریدهايتــري ازدرصــد  59: گیرنــدمــی سرچشــمه
درصــد  26 گــردش، حال در چرب اسید از کبدي داخل

 مشــتق غــذایی مــواد چربــی ازدرصد  15 و دنوو لیپوژنز از
ــه. )16،17(شــودمی ــاوت اگرچ ــی تف ــین داريمعن ــزان ب  می

 مبتلا بیماران کبد در چربی بافت از دهش آزاد اسیدچرب
 بافــت از شــده آزاده چــرب اســید میــزان بــا NAFLD به

 اما است نشده مشاهده) کنترل( سالم افراد کبد در چربی
 میــزان برابــر 3 دنوو، لیپوژنز در دخیل هايژن بیان میزان
ــان ــن بی ــاژن ای ــه در ه ــاينمون ــرل ه ــراد( کنت ــالم اف ) س
 ســوق مســیر ایــن به مارا مسئله این بنابراین. )16،17(است

 منبــع هــا،هپاتوســیت در دنوو لیپوژنز افزایش که دهدمی
 NAFLD بــروز و کبــد در گلیســریدهاتري تجمع اصلی
 در دنــوو لیپــوژنز تــاثیر تجربــی اثبــات بــه توجه با. است

ــه مبــتلا بیمــاران در گلیســریدهاتري تجمــع  ،NAFLD ب
 ایــن درمــان و پیشــگیري براي حلی راه کردن پیدا جهت

 بــر درمــانی پتانســیل با ترکیبات که است نیاز کبدي اختلال
 بررسی دنوو لیپوژنز مسیر بر آن تاثیر جهت از را اختلال این

 سوبســتراي تــامین منبــع تریناصلی عنوانبه فروکتوز. کنیم
 بــه ورود از سپ فروکتوز. است شده شناخته دنوو لیپوژنز
 توبــولار هــايســلول و هپاتوســیت انتروسیت، هايسلول
هیدروکســی هــاي ديفســفات تریوز و شده شکسته کلیه

 فســـفات-3و گلیســرآلدئید  )DHAP( اســتون فســفات
)GA3P( ادامــه در. کنــدمی تولیــد را GA3P ــدمــی  توان

ـــبب ـــزایش س ـــد اف ـــید تولی ـــک اس ـــزایش و لاکتی  اف
نیــز  فســفات اســتون وکسیهیدردي و شده گلوکونئوژنز

 آنــزیم .)17(دهدرا افزایش می فسفات-3 گلیسرول تولید
ACLY اســت نوکلئوسیتوپلاسمی لیپوژنیک آنزیم یک 

 و هســته در را ســیترات از کــوآ اســتیل تولید توانایی که
یــک  دنــوو لیپوژنز اینکه به توجه با .)18(دارد سیتوپلاسم

 اســت، کــوآ فرآیند شیمیایی سنتز اسیدهاي چرب از استیل
 در کلیــدي نقــش توانــدمــی ACLY آنزیم مهار بنابراین

 ها دربررسی .)19،20(باشد داشته دنوو لیپوژنز پروسه مهار
 ACLY آنزیم مهار کهحیوانی رت نشان داده است  مدل

 اســیدچرب، ســنتز ،)HCA( ســیترات هیدروکسی توسط
ــترول ــا و کلس ــزان متعاقب ــریدتري می ــترول و گلیس  کلس

 همچنــین. دهدمی کاهش داريمعنی صورتبه را پلاسما
 کــاهش رقــابتی مهارکننده توسط آنزیم این مهار از پس

 یــافتن دســت. شده است مشاهده هارت وزن در چشمگیري
 دهــدمی ســوق فرضیه این سمت به را ما اطلاعات این به

 یــک عنــوان بــه بتوانــد ACLY آنــزیم مهــار احتمالا که
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 لیپیدمیا دیس کبدچرب، براي درمانی و پیشگیري هدف
 در مثــال عنــوان بــه .)21-23(شــود گرفتــه نظر در چاقی و

ــی تحقیقــات ــا گــروه دو در هــاموش کــه تجرب ــم ب  رژی
 Knock downبودنــد، شــده تغذیــه چرب کم و پرچرب

 کــوآ اســتیل مقدار ها،آدنوویروس توسط ACLY آنزیم
 روش توســط محصــولات ایــن مقــدار( کوآي مالونیل و

HPLC دو هــر در( هــاهپاتوســیت) شــدند گیــريانــدازه 
 ســطح آن دنبــالبــه و) پرچــرب و چرب کم رژیم گروه
 لیپــوژنز کاهش دلیل به( آزاد اسیدچرب و گلیسریدتري

ــوو ــه را )دن ــروزه .)19(داد کــاهش چشــمگیري طــورب  ام
 و اســت شــده شــناخته لیپوژنیــک قنــد عنوان به فروکتوز

 GA3P و DHAP هايمتابولیت تولید به منجر آن تجزیه
 تحریــک ســبب شــده ذکــر هــايمتابولیــت کــه شــودمی

 ChREBP و SREBPc11 رونویسی هايفاکتور

 .شودمی 2
SREBPc1 و ChREBP در دخیــل هــايآنــزیم ژن بیان 

 ACLY، FASNشــامل  که دنوو لیپوژنز

3، ACACA 

 و 4
 طورکــهو همــان دهدمی افزایش را هستند ترانسفرازها آسیل
 کوآنزیم استیل تولید افزایش با ACLY شد ذکر ترپیش

 و چرب اسیدهاي تولید رتیبتبه هسته و سیتوپلاسم در آ
ــیون احتمــالا ــتون استیلاس ــزایش را) H3K27ac( هیس  اف

در پاسخ به مصرف کربوهیــدرات، افــزایش  .)17(دهدمی
تــر اســتیل کــوآ، از طریق تولید بــیش ACLY آنزیم بیان

 کردهگري را میانجی هاسنتز لیپید و استیلاسیون هیستون
 و گلوکونئــوژنز در دخیــل هايژن بیان میزان نتیجه در و

 آرابیدوپسیس در. )17،24،25(یابدمی نیز افزایش دنوو لیپوژنز
 27 لیــزین استیلاســیون افــزایش که است شده داده نشان

 هیســتون و ACLY بــه وابســته) H3K27ac) H3هیســتون
 داده نشــان همچنــین .)26(اســت GCN5 رانسفرازت استیل
   و in vivoدر  ACLY قــراردان هــدف کــه اســت شــده

in vitro هیستون  27 لیزین استیلاسیونH3 H3K27ac) (
 نجیــرز متوســط گلیسریدهايتري .)27(دهدمی راکاهش
(MCT) زنجیــره ســه و گلیســرولی اســکلت یــک شامل 

                                                
1. Sterol regulatory element-binding protein c1 
2. Carbohydrate response element binding protein 
3. Fatty Acid Synthase 
4. Acetyl-CoA Carboxylase Alpha  

 اسید. )28،29(هستند کربن اتم 12 تا 6 طول با اسیدچرب
 اتــم 8 بــا کاپریلیــک اســید کــربن، اتــم 6 بــا کاپروئیک

 بــا لوریــک اســید کربن، اتم 10 با کاپریک اسید کربن،
 روغن از امروزه .)30(هستند MCT انواع از کربن اتم 12

MCT و متــابولیکی اختلالات برخی از پیشگیري جهت 
 اســتفاده چــاقی و انســولین به مقاومت مانند مزمن التهابی

ــودمی ــین. ش ــه همچن ــل ب ــرعت دلی ــالاي س ــذب ب  و ج
 هتغذیــ در هــاآن از تــوانمــی ترکیبــات این اکسیداسیون

) ندارنــد دهانی تغذیه امکان که افرادي( بیماران تزریقی
 داده نشــان اخیــر هــايسال مطالعات در .)31(کرد استفاده

 سبب تواندمی انسان در MCT ترکیبات مصرف کهاست
 تغییــر نهایت در و سیري افزایش انرژي، مصرف افزایش

 بــر MCT شــود. اثــر بــدن وزن اهشکــ و بــدن ترکیبات
 مقــدار و) اســتئاتوز( کبــد در چربــی تجمــع میــزان روي
 مختلــف، زمانی هايبازه در کبدي وکلسترول گلیسریدتري

 بــا همچنــین،. )29(اســت بحــث قابــل همچنــان و متفاوت
 منظــور بــه MCT تجــویز مختلــف، هايیافتــه بــه توجــه
 مثــال عنــوان بــه .)29(است متفاوت انسان در وزن کاهش

 منظــور بــه هفتــه 8 مــدت بــه MCT از کــه ايمطالعــه در
 حفاظتی اثرات بود، شده استفاده چرب کبد از پیشگیري

MCT کلســترول کــاهش ســرم، لیپیدي پروفایل بهبود با 
 درحــالی. )32(شــد شاهدهم بدن وزن کاهش و کبدي تام

 مصــرف کــه انــدداده نشــان دیگــر مطالعــات برخــی کــه
 تجمــع کــاهش رغمعلی بالا دوز با MCT مدت طولانی

 کبــد روي مخربــی اثــرات انسولین، به مقاومت و بدن چربی
 فروکتوز همراه به MCT تجویز مثال، طوربه. است داشته

 گلیســریدتري افزایش سبب) طولانی مدت( هفته12 دتمبه
 بــا. )29،31(اســت شــده اســتئاتوزیز و کبــدي کلسترول و

 و قطعــی درمــان عــدم و شــد بیــان کــه مطــالبی بــه توجه
 در شــده مشاهده هايتناقض و چرب کبد براي مشخص

 یريگپیش جهت لیح راه یافتن ،MCT مصرف با ارتباط
 ســاختن آشــکار بــا ارتبــاط در شــواهدي و چرب کبد از

 به همراه فروکتــوز بســیار MCT مضر یا و حفاظتی نقش
بنــابراین هــدف مطالعــه حاضــر، بررســی  .است ضروري
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 پژوهشی

 تغییرات روي به همراه فروکتوز بر MCT پیشگیرانه تاثیر
ــان ــزیم لیپوژنیــک بی ــزان  و ACLY آن  در H3K27acمی
 است. حیوانی مدل

  

  مواد و روش ها
  گروه بندي تحقیق

تایی 6گروه  3سر رت نر به صورت تصادفی، به  18
اصــول اســتیرن قــرار گرفتنــد. هاي پلــیتقسیم و در قفس

از  حمایت المللیبین قوانین براساس حیوانات نگهداري این
اخــلاق  کمیتــه تصــویب بــه و تنظیم آزمایشگاهی حیوانات

)IR.SBMU.MSP.REC.1399.314(  ـــــوم دانشـــــگاه عل
(شــاهد  1ها شامل، گــروه پزشکی شهید بهشتی رسید. گروه

 3(تغذیه با رژیم غنی از فروکتــوز) و گــروه  2سالم)، گروه 
) یــا MCT(تغذیه با رژیم غنی از فروکتوز به همراه تیمار بــا 

  گروه پیشگیري از کبد چرب بود.
  

  روش القاي کبد چرب غیر الکلی
مــان مــورد نیــاز بــراي طبق مطالعات، حدود مدت ز

 5هاي صحرایی، به مدت القاي کبد چرب در مدل موش
 مشــاوره با MCT روغن مصرفی . میزان)33(باشدهفته می

 میــزان به پیشگیري هاي گروه در تغذیه، متخصص یک
 صــورت بــه روغــن. شد محاسبه روزانه انرژي درصد 35

 روز در گــرم 15 تقریبــا هــارت. شد داده هاتر به گاواژ
 15 انــرژي محاســبه با بنابراین. کنندمی مصرف خوراك

 انــرژي مقــدار غــذایی، رژیم جدول اساس بر خوراك گرم
 35 محاسبه با سپس. شد محاسبه رژیم از گرم 15 در کل

 MCT، 22/2 روغــن مصرف میزان روزانه، انرژي درصد
  .شد برآورد لیترمیلی

  
  آوري نمونهجمع

 8 مــدت هــا بــهرت جراحــی، بــراي دوره، پایــان در
 کتــامین وســیله بــه سپس. گرفتند قرار ناشتا حالت در ساعت

 از قبــل کــه اســت ذکــر بــه لازم( شدند بیهوش زایلازین
 کامــل، بیهوشــی از پــس). شد ثبت هاآن وزن هارت کشتن

 پرفیــوژن عمــل فیزیولــوژي سرم با سپس. شد انجام جراحی
 کبد بافت. گردید استخراج حیوان کبد بافت و شد انجام

. شــد تقســیم قســمت 3 به آن از پس و شد وزن بلافاصله
 قــرار درصــد 10 فرمالین حاوي فالکون داخل اول بخش

ــت ــش. گرف ــت دوم بخ ــوم جه ــتخراج و س و  RNA اس
  .شدند منتقل سانتی گراد درجه -80 فریزر به پروتئین،

  
  ارزیابی ایندکس کبدي

 کبدي استئاتوزیز میزان از شاخصی ديکب ایندکس
 100×  موش وزن به کبد وزن نسبت صورت به که است

 6 طــی در کبــدي اینــدکس محاسبه جهت. شودمی محاسبه
 آخر( مرتبه یک ايهفته شدند، تغذیه هارت که ايهفته
 هــارت کشــتن از پــس ششم درهفته. شدند کشیوزن) هفته
 بــه کــه اســت ذکــر به زملا. شد گیرياندازه هاآن کبد وزن

 هفتــه وزن از آخر هفته وزن کبدي، ایندکس محاسبه هنگام
 total body weight increment عمــل ایــن به( شد کم اول

 بــر هــارت کبــد وزن فرمــول طبق سپس و) شودمی گفته
  شد. ضرب 100 در و تقسیم آمده دستبه وزن

  
  ارزیابی هیستوپاتولوژي

فیکس و در پارافین  هاي کبدي داخل فرمالینبافت
 5 ضــخامت هاي بــافتی بــاگیري شدند، سپس برشقالب

 آمیزي هماتوکسیلین و ائوزین انجامتهیه و رنگ میکرون
برش بافتی بر روي لام فــیکس شــد و دو مرتبــه  .)34(شد

ی، زدایــدقیقه براي پــارافین 10مدت در زایلول، هر بار به
 قرار داده شد. سپس لام، در سیر نزولی الکل شامل اتانول

درصــد و آب مقطــر،  70درصد، اتانول  96مطلق، اتانول 
دقیقه به منظور آبدهی، قرار گرفــت.  5هر کدام به مدت 

 6لام آبــدهی شــده، در رنــگ هماتوکســیلین، بــه مــدت 
آمیزي هسته، قــرار داده شــد. ســپس در دقیقه براي رنگ

دقیقــه بــراي شســت و شــو، قــرار  5ه مدت آب جاري، ب
دقیقــه  3گرفــت. ســپس لام در رنــگ ائــوزین بــه مــدت 

آمیزي سیتوپلاســم، قــرار داده شــد. فرآینــد جهت رنگ
آب گیري با استفاده از سیر صعودي الکل شــامل اتــانول 
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درصد و اتانول مطلق، هر کدام بــه  96درصد، اتانول  70
در زایلــول بــراي  دقیقه انجام شــد. لام دو مرتبــه 1مدت 
دقیقه قرار گرفت. در نهایــت  5سازي، هر بار به مدت شفاف

بر روي لام کمی انتالن ریخته و بر روي قسمت برش بافــت، 
آمیـــزي شــده بـــا هــاي رنــگلامــل قــرار داده شـــد. لام

  میکروسکوپ نوري از نظر رسوب چربی بررسی شدند.
  

  گیري بیان ژننحوه اندازه
  RNAاستخراج 

 ViraGene کیــت توسط کبد بافت از RNAاستخراج 
 گــرممیلــی 10 حــداکثر میزان به ابتدا منظور،بدین .انجام شد

   از میکرولیتــــر 400 و شــــد برداشــــته کبــــد بافــــت از
Cell Lysis Buffer ســرنگ بــا و ســپس اضــافه بافــت به 

 بــه کبدي، بافت هموژن حاوي شد. میکروتیوب هموژن
ــدت ــه 2 م ــا دقیق ــايد درrpm 12000 دور ب ــه 4 م  درج
 بـــه ســـوپرناتانت ســـپس .شـــد ســـانتریفیوژ گـــراد،ســـانتی

 اضــافه دیگــري ،RNase free لیترمیلی 5/1 میکروتیوب
 .دـشــ اضــافه مطلــق الکل آن حجم نصف ازاي هـب. دـش

ــر 600 ــن از میکرولیت ــته مخلــوط ای ــه و برداش ــتون ب  س
 بــا ثانیــه 30 مــدت به استخراج، ستون .شد اضافه ،استخراج

 ســانتریفیوژ گــراد،سانتی درجه 4 دماي در rpm 12000 دور
 دور اســتخراج، ســتون زیــر در شــده جمــع مــایع سپس .شد

 Wash Solution Bو Wash Solution A و ستون بــا ریخته
 میکروتیــوب یــک در استخراج ستون شد. سپسشستشو 

 بــه. شــد داده قــرار دیگــري، RNase free لیتــرمیلی 5/1
 اضــافه Elution Buffer از رـمیکرولیتــ 50-100 ونـستــ

ــ .شــد ــه ونـست ــه 1 مــدت ب ــا دقیق  در rpm 12000 دور ب
 ســتون زیــر مایع .شد سانتریفیوژ گرادسانتی درجه 4 ايـدم

 خلــوص بررســی بــراي. باشــدمــی RNA حــاوي استخراج،
RNA حضــور دادن نشــان جهــت شــده اســتخراج RNA و 

 جــذب نســبت از پــروتئین و DNA بــا احتمالی آلودگی
ســنتز  .شــد اســتفاده آگــارز ژل الکتروفــورز و 280/260

cDNA  میکروگرم  1با استفاده ازRNA ،پروتکــل طبق 
 انجام شد. Solis BioDyneکیت 

Real time-qPCR  
 با استفاده از مســترمیکس ســایبرگرین ACLYبیان ژن 
Ampliqon  و روشRT-qPCR ــدازه ــري شــدان . )35(گی

برنامه  ارائه شده است. 1توالی پرایمرها در جدول شماره 
RT-qPCR  :درجــه 95دقیقه در دمــاي  10شامل سیکل اول 

درجــه  95ثانیــه در دمــاي  15گــراد، ســیکل دوم: ســانتی
درجــه  60ثانیــه در دمــاي  20گــراد، ســیکل ســوم: سانتی
درجــه  72ثانیه در دمــاي  25گراد و سیکل چهارم: سانتی
مرتبــه تکــرار  40هاي دوم تــا چهــارم اد (سیکلگرسانتی

بــه عنــوان ژن  B2M)(میکروگلوبــولین  2بتــا  ازشــدند). 
ســازي بیــان نســبی ژن مرجع اســتفاده شــد. جهــت کمــی

ACLY  روش ازΔΔCt-2 .استفاده شد  
  

  پرایمرها خصوصیات و توالی :1جدول شماره 
  نام پرایمر  توالی پرایمر  طول پرایمر  طول محصول

169  22  
20 

F:ACCCAGAGGAAGCCTACATTGC 

R: TTCGCCAGTTCGTTGACACC ACLY 

111  22  
21  

F: TGCTTGCCATTCAGAAAACTCC 

R: TTTGAGGTGGGTGGAACTGAG B2M 

  
  وسترن بلاتینگ

  استخراج هیستون ها
 گــرممیلی H3K27ac، 100به منظور بررسی میــزان 

 داخــل آن از پــس و شــد وزن ترازو توسط کبد بافت از
 بــه RIPA لیز بافر میکرولیتر 500 که حالی در هموژنایزر

 .شــد همــوژن بــود، شــده همراه مهارکننده پروتئاز اضافه
 مرتبه 3 بافت، کردن هموژن از پس آمده دستبه محلول

 از اســتفاده بــا ثانیــه 10 و ثانیــه 15 ثانیــه، 20 هــايزمان با
 دســتبــه هموژن سپس،. شد سونیکیت سونیکاتور، دستگاه

. شــد داشــته نگه یخ روي دقیقه 20 الی 15 مدت به آمده
 گــاز لایــه یــک توســط تام پروتئین زمان این طی از بعد

 دقیقــه 4 مــدتبــه g 1000 دور در و شــد صــاف اســتریل
 از μl 100 با سانتریفیوژ از حاصل رسوب. شد سانتریفیوژ

 غلظــت بــا H2SO4 از μl 200 .شــد شسته RIPA لیز بافر
 16 مــدت بــه و شد اضافه شده هموژن بافت به مولار 2/0

 قــرار شــیکر روي بر گرادسانتی درجه 4 دماي در ساعت
 گــرادسانتی درجه 4 دماي در دقیقه 20 مدتبه سپس. گرفت
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 پژوهشی

 و شــد جــدا ســوپرناتانت .شد سانتریفیوژ g  1200دور در
TCA20 قطره صورتها بهجهت رسوب پروتئین درصد 
ــره ــه قط ــافه آن ب ــپس، اض ــد. س ــه 30 ش ــخ روي دقیق  ی

 میکروتیوب. کنندرسوب هاپروتئین تمام تا شد داشتهنگه
 دور در هـدقیقــ 10 دتـمبه رادـگسانتی درجه 4 دماي در
g 16000 ـــانتریفیوژ ـــوب و س ـــط آن رس ـــوط توس  مخل

Aceton/HCl 1/0 از پــس انتهــا، در .شــد شســته درصــد 
 دســتبــه رســوب روي بــر شستشــو، محلول کردن خالی

 هــايهیســتون. گردیــد اضــافه مــولار 8 اوره μl 30آمده 
 گــرادسانتی درجه -20 در استفاده زمان تا شده استخراج

 ،H3K27ac مطالعــه منظــور بــه .)34(شــدند نگهــداري
هیستون استخراج  کروگرمیم 20. شد انجام بلات وسترن

هاي کنترل، تغذیه شده هاي مربوط به گروهنمونه از شده
 الکتروفــورز MCT+ با فروکتوز، تغذیه شده با فروکتــوز

 و خــارج تانــک از ژل الکتروفــورز اتمــام از ند. پــسشد
 .شــدند منتقــل روسلولزـنیتــ ايـغشــ روي بــر هانـپروتئیــ

بــادي مــورد اســتفاده، غشــا توســط ســپس بســته بــه آنتــی
 چربــی بــدون خشک شیر یا )BSA( گاوي سرم آلبومین

)SkimmedMilk( .بــاديآنتی از لیتــرمیلی 3 بلاك شــد 
 BSA درصد یا Milk 5 در شده رقیق) H3K27ac( اولیه

 داخــل و گردیــد تهیــه) بــاديآنتی نوع به بسته( درصد 5
 بــاديآنتــی و غشا حاوي ظرف سپس و شد ریخته ظرف
ــه ــق اولی ــده رقی ــاي Cold chamber در ش ــه 4 دم  درج
 stirrer بــرروي) overnight( شــب یک مدت به گرادسانتی

 رقیــق ثانویــه باديآنتی از لیترمیلی 3سپس .شد داده قرار
ــاوي ( شــده ــر 3ح ــه Anti-Rabbit از میکرولیت ــوان ب  عن
 و شــد اضــافه) Blocking لیترمیلی 3 در ثانویه باديآنتی
 قــرار اتــاق دمــاي در شیکر برروي دقیقه 45 مدتبه غشا

 3 در غشــا و شــد اشــتهبرد ثانویه باديآنتی سپس. گرفت
 شــو و شســت TBS-T بــا دقیقه10 مدت به هر بار مرحله،

بــر روي غشــا ریختــه شــد و ســیگنال بــه  ECL .شد داده
از  .)34(دست آمده بر روي فیلم رادیــوگرافی ظــاهر شــد

  استفاده شد. به عنوان کنترل داخلی H3بادي آنتی
  

  ایافته ه
  کبدي یافته هاي ایندکس -

آمیزي هــاي کبــد و رنــگهاي تهیه شده از بافتلام
گلیســرید را در گــروه هماتوکسیلین ائــوزین تجمــع تري

نشــان داد، در  MCT+ فروکتوزتغذیه شده با فروکتوز و 
گلیســرید حالی که در گروه کنترل تجمــع قطــرات تــري

 اییهــرت کبــدي ). اینــدکس1مشاهده نشد (تصویر شماره 
 شــده تغذیــه گیــريپیش فــاز در MCT+ فروکتــوز با که

 افــزایش فروکتــوز بــا شــده تغذیــه گــروه به نسبت بودند
 انتظــار کــه آن حــال )،P >05/0( داد نشان را داريیمعن
بــا  MCT مصرف از پس کبدي ایندکس میزان رفتمی

نمــودار یابــد ( کــاهش) NAFLD از پیشگیري( فروکتوز
  .)1شماره 
  

 هاي کنترل، فروکتوز گروه بینمقایسه استئاتوزیز کبدي  :1ره تصویر شما
آمیزي هماتوکسیلین ائوزین. با استفاده از رنگMCT و فروکتوز+

حباب هاي سفید، لیپیدها هستند که با پیکــان نشــان داده شــده انــد 
  .X40 .(Scale bar: 10µmنمایی (بزرگ

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

بــین گــروه هــاي کبــدي  یندکسا تغییرات مقایسه :1شماره  نمودار
نمودار بر  .n=6)(MCT و فروکتوز+ n=6)(فروکتوز  ،n=6)(کنترل 

  p *>  ٠٥/٠ خطاي استاندارد رسم شده است ±اساس میانگین 
  

✱
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H3 

H3K27ac 

Contr
ol-1 

Contr
ol-2 Fruct-

1 
Fruct-
2 

MCT+
Fruct-
1 

MCT+
Fruct-
2 

   ACLYهاي بیان ژن یافته -
در بافت کبد سه گروه  ACLYگیري بیان ژن اندازه

رت (کنتــرل، تغذیــه شــده بــا فروکتــوز، تغذیــه شــده بــا 
ســازي ل) صــورت گرفــت کــه بــا نرمــاMCT+کتــوزفرو
ــولین  2وســیله میــزان بیــان ژن بتــا ههــا بــداده میکروگلوب

)(B2M  .به میزان واقعی بیان ژن مورد نظر دســت یــافتیم
نشــان داده اســت.  2شــماره نمــودار در  ACLYبیــان ژن 
ــان ژن  ــرل  ACLYبی ــه کنت ــوز نســبت ب در گــروه فروکت

  ).P >05/0( داري را نشان دادافزایش معنی
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي کنترل  بین گروه ACLY ژن بیان تغییرات مقایسه :2شماره نمودار 
)(n=5،  فروکتوز)(n=5 و فروکتوز+ MCT)(n=5.  نمودار بر اســاس

  P * > 05/0 شده استخطاي استاندارد رسم  ±میانگین 

  
  H3K27acیافته هاي تغییرات  -

تصــویر  و 3شــماره نمــودار طور کــه نتــایج در همان
  H3K27ac میــزان MCT+ فروکتــوزدهــد نشان می 2شماره 

 

طــور را نسبت به گروه کنترل و تغذیه شده با فروکتوز به
بــین  داريمعنــی تفــاوت .)>05/0P(دار کاهش داد معنی

H3K27ac  در گروه کنتــرل و تغذیــه شــده بــا فروکتــوز
  مشاهده نشد.

  

  
  

ســتفاده از آنتــی بــادي آنــالیز وســترن بــلات بــا ا :3شــماره نمودار 
H3K27ac  و هیستون هاي استخراج شده از بافت کبد گــروه هــاي

  MCT. +کنترل، فروکتوز و فروکتوز 

  

  بحث
 MCT هدف مطالعه حاضر بررسی میزان تاثیرگــذاري

 منظور دربود. بدین NAFLD به همراه فروکتوز در ایجاد
 NAFLD مــدل فروکتــوز، از استفاده ها بایک گروه از رت

 به مــدت MCTها با فروکتوز و ایجاد شد و گروه دیگر رت
 به همراه فروکتوز در MCT تا اثر )33(هفته تغذیه شدند 6

   دست آمده از مطالعهبررسی شود. نتایج به NAFLDایجاد 

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  

  بــا  H3K27acدانســیته  .n=3)(MCT +و فروکتــوز  n=3)(فروکتوز  ،n=3)(بین گروه هاي کنترل  H3K27acمقایسه تغییرات دانسیته  :2تصویر شماره 
  P * > 05/0شده است خطاي استاندارد رسم  ±نمودار بر اساس میانگین اندازه گیري و  Image Jنرم افزار 

✱
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 پژوهشی

پس  ایندکس و استئاتوزیزکبديحاضر حاکی از افزایش 
هفته  6بازه زمانی  به همراه فروکتوز در MCTاز مصرف 

 بود، اگرچه فروکتوز نیز به تنهایی در بازه زمــانی ذکــر شــده
تجمع قطرات لیپیدي را نشان داد، اما افــزایش اینــدکس 

ها مشاهده نشد. به عبارتی بــه کبدي در این گروه از رت
سبب تشدید اثرات فروکتوز  MCTرسد مصرف نظر می

ــه  NAFLDدر ایجــاد  و  Guimarãesشــده اســت. مطالع
 بــه همــراه MCTنشان داد تجــویز  2019همکارانش در سال 
هــاي هفته (مدت طولانی) در موش 12فروکتوز به مدت 

C57bl/6 گلیسرید، کلسترول کبــدي سبب افزایش تري
هاي مطالعــه حاضــر نیــز ، یافته)29(و استئاتوزیز می شود
به همراه فروکتوز،  MCTاي هفته 6نشان داد که مصرف 

 گلیسرید را معکوس نکردهاثرات فروکتوز در تجمع تري
است و کبدچرب غیرالکلی ایجاد شده است، لذا تاییدي 

به همــراه فروکتــوز فــراهم  MCTبر اثرات غیر حفاظتی 
آورد. مصــرف فروکتــوز از طریــق افــزایش بیــان آنــزیم 

ACLY به مالونیــل کــوآ  تواندبا تولید استیل کوآ که می
و دیگر آسیل کوآهاي کوتاه زنجیر تبدیل و براي ســنتز 

 NAFLDلیپیــدها در ســیتوزول اســتفاده شــود در ایجــاد 
هاي تغذیــه شــده بــا فروکتــوز . رت)20،36،37(موثر است

 و همکــارانش Softicرا مشابه با مطالعه  ACLYافزایش بیان 
به همراه فروکتوز بــر میــزان بیــان  MCT .)37(نشان دادند

ACLY ــزین بی ــزان استیلاســیون لی ــا می ــود ام ــاثیر ب  27ت
داري نسبت به گروه تغذیه شده با طور معنیهیستون را به

فروکتوز و کنترل کاهش داد. اگرچه مصــرف فروکتــوز 
را بــه همــراه داشــت امــا  ACLYبیــان  به تنهایی افزایش

تــاثیر بــود حــال بی ACLY از افــزایش H3K27acمیزان 
و همکــاران در ســال  Chenکه مطالعه پیشــین توســط آن

را  ACLYتحــت تــاثیر افــزایش  H3K27acالقاي  2017
یافتــه  رود میزان افــزایشاحتمال می .)26(نشان داده است

ACLY به واسطه مصرف فروکتوز در مطالعه حاضــر بــراي 
کافی نبوده باشــد و اثــرات  H3K27acایجاد تغییرات در 

MCT  به همراه فروکتــوز بــر کــاهش میــزانH3K27ac 
  هــاي دیگــر دخیــل در ناشــی از تغییــرات بیــان آنزیم

طــور مثــال آنــزیم القــاي استیلاســیون هیســتون باشــد، بــه
Acyl-CoA Synthetase Short Chain Family   

  

Member 2 (ACSS2) کوآ از اســتات را بــا سنتز اســتیل
ــتفاده از  ــالیز می ATPاس ــد. کات ــوان  ACSS2کن ــه عن ب

کننده استیلاسیون هیستون از طریق بازیافت استات تنظیم
کوآ و به کارگیري هیستون استیل ترانسفرازهاي به استیل

CBP/p300 ــت ــده اس ــناخته ش و  Zhao. مطالعــه )38(ش
 در پاسخ ACSS2افزایش بیان  2020همکارانش در سال 

و تــاکنون  )39(به مصــرف فروکتــوز را نشــان داده اســت
بــه همــراه فروکتــوز بــر  MCTاي به بررسی تــاثیر مطالعه

خته است. بنابراین، بررسی بیان نپردا ACSS2میزان بیان 
ACSS2 هاي مورد آزمــایش و مصــرف در گروهMCT 

که در این مطالعه میسر نشد، می تواند مکانیسم به تنهایی 
زمان فروکتوز و کاهش استیلاسیون به واسطه مصرف هم

MCT .را روشن سازد  
تاثیر دهنده بیطور کلی، نتایج مطالعه حاضر نشانبه

ه همراه فروکتــوز در پیشــگیري از ب MCTبودن مصرف 
  ایجاد کبد چرب غیرالکلی است.

گیري فعالیت هاي مطالعه حاضر اندازهاز محدودیت
ــزیم  ــا روش وســترن  ACLYآن ــروتئین آن ب و بررســی پ

هاي آینــده بلاتینگ است که پیشنهاد میشود در پژوهش
 که مطالعات طراحیبا توجه به این مورد بررسی قرار گیرند.

و فروکتوز در  MCTفی براي بررسی اثر همزمان شده کا
هاي ایجاد کبدچرب غیرالکلی با تمرکز بر بیان ژن آنزیم

ــتون در  ــل در فرآینــد لیپــوژنز و استیلاســیون هیس دخی
هــاي ایــن باشد، نتایج قابل مقایســه بــا یافتــهدسترس نمی

  پژوهش محدود بود.
  

  سپاسگزاري
 مطالعــه ناجراي ایــ در را ما که تمامی عزیزانی از

 داریم. مقالــه حاضــر را سپاسگزاري کمال نمودند یاري
نامه دانشجویی خانم منیر حســنی پــرور پایان مستخرج از

در دانشــکده پزشــکی دانشــگاه علــوم  149با شماره ثبت 
  پزشکی شهید بهشتی است.
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