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  Bcl2 و Baxنقش پروتئين : PC12بررسي روند آپپتوز ناشي از مورفين در سلولهاي 

  
   2دكتر علي محمد شريفي   1 دكتر حبيب اسلامي

    رازي، گروه فارماكولوژي، مركز تحقيقات علوم دارويي استاد2استاديار گروه فارماكولوژي، مركز تحقيقات پزشكي مولكولي،   دانشگاه علوم پزشكي هرمزگان   1
  تهران  دانشگاه علوم پزشكي

  81-88  صفحات 91 تير و خرداد  دوم  شماره شانزدهممجله پزشكي هرمزگان  سال 

  دهيچك
لكولي آن هنوز واما مكانيسم دقيق م. شود اند كه مورفين موجب آپپتوز سلولهاي عصبي مي مطالعات نشان داده :مقدمه

 كه PC12 درآپپتوز ناشي از مورفين در سلولهاي Bcl2 و Baxوتئين هاي در مطالعه حاضر نقش پر. مشخص نشده است
  .يك رده سلولي عصبي هستند، مورد بررسي قرار گرفت

آپپتوز  . ارزيابي شدMTTتوان حياتي سلولها بعد از مواجهه با مورفين توسط روش در اين مطالعه تجربي،  :كاروش ر
 از روش Bcl2 وBaxجهت بررسي تغييرات بيان پروتئين . سي شد  بررDNAناشي از مورفين توسط فراگمنتاسيون 

  .ايمونوبلاتينگ استفاده شد
داري در سلولهاي تيمار شده نسبت به سلولهاي   ساعت، مرگ سلولي معني96بعد از ) ميلي مولار 1(مورفين  :نتايج

 نشان داد كه ايمونوبلاتينگنتايج . يد مشاهده گردDNAكه با الگوي نردباني فراگمنتاسيون  )>05/0P (كنترل ايجاد كرد
كه تغيير   در حالي.داري نسبت به گروه كنترل افزايش دارد طور معنيه  در سلولهاي تحت تيمار بBaxبيان پروتئين 

داري را نشان داد   نيز افزايش معنيBax/Bcl-2 همچنين نسبت بين اين دو پروتئين . مشاهده نشدBcl2داري در بيان  معني
)01/0P< .(  
 Baxدر اين ميان پروتئين . گردد  در مسير داخلي ميPC12مورفين موجب القا آپپتوز در سلولهاي  :گيري تيجهن

  .كند نقش مهمي ايفا مي
   ميتوكندري –  آپپتوز–  مورفين– PC12 هايسلول :ها كليدواژه

  21/10/90:     پذيرش مقاله 5/10/90:      اصلاح نهايي22/5/90: دريافت مقاله
  

  : مقدمه
هاي مختلف  آپپتوز در رده داروهاي اپيوئيدي موجب القا

مورفين يك داروي ضد درد اپيوئيدي ). 1-3 (گردند سلولي مي
گيرد و  بوده كه به ميزان زيادي مورد سوءاستفاده قرارمي

اين سميت عصبي ). 4( تواند باعث آپپتوز نورونها شود مي
 انبي آن مانند هيپرمورفين ممكن است با بسياري از عوارض ج

آلژزي، اختلالات تكاملي و ايجاد تحمل كه مصارف باليني آن را 
بنابراين تحقيق در مورد ). 5-7( كند، مرتبط باشد محدود مي
تواند  هاي دقيق مولكولي سميت عصبي مورفين، مي مكانيسم

 مصرف مورفين سودمند جهت كنترل عوارض جانبي و سوء

دارويي در اين   هدفهاي جديدبوده و همچنين راهگشاي كشف
  ).  8( زمينه گردد

هاي مولكولي سميت  مطالعات متعددي در مورد مكانيسم
در يك مطالعه نشان داده ). 4( عصبي مورفين انجام يافته است

شد كه مورفين از طريق كاهش سطح دوپامين داخل سلولي كه 
افزايش متابوليسم دوپامين و آسيب اكسيداتيو به سلول  با
همچنين ). 9( گردد راه است، موجب مرگ نورونها ميهم

ميتوكندري به عنوان ميانجي مهم در اين رابطه مطرح شده 
 از طريق مكانيسم 3 يك مطالعه اخير نيز نقش كاسپاز). 4( است

 يند مطرح كرده استآوابسته به گيرنده اپيوئيدي را در اين فر
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ن است در  هم ممكA آدنيليل سيكلاز و پروتئين كيناز). 7(
آپپتوز ناشي از مورفين در سلولهاي شاخي پشتي نخاع نقش 

در اثر  هنوز مكانيسم دقيق مرگ نورونها اما ).10( داشته باشند
  ). 8( مورفين مشخص نگرديده است

يند طبيعي آريزي شده، يك فر آپپتوز يا مرگ سلولي برنامه
 ههجهنگام تكامل بوده كه بعد از موا و فعال مرگ سلولي در

). 11( دهد شدن سلولها با عوامل سيتوتوكسيك هم رخ مي
آسيب  مشخصات اصلي آپپتوز شامل چروكيده شدن سلول،

 DNAمتراكم شدن كروماتين و قطعه قطعه شدن  به غشا،
هاي  تنظيم آپپتوز بسيار پيچيده بوده و پروتئين). 12( باشد مي

مل  كه شاBcl2خانواده پروتئيني . مختلف در آن دخيل هستند
از تنظيم  برنده آپپتوز هستند، هاي مهاركننده و پيش پروتئين
پروتئين ). 13( روند يند به شمار ميآهاي اساسي اين فر كننده
Bcl2كه  عنوان سركوبگر در حاليه  بBaxبرنده فرآيند   پيش

هاي موجود بر   از طريق اتصال به كانالBcl2. آپپتوز است
ظ يكپارچگي اين روي غشاء خارجي ميتوكندري موجب حف

عوامل  بعد از مواجهه شدن سلولها با). 14( شود مي غشا
ميتوكندري انتقال   از سيتوپلاسم به غشاBaxالقاكننده آپپتوز، 

اين . كند يافته و تغييراتي در نفوذپذيري غشا خارجي ايجاد مي
ساير فاكتورهاي   وcتغييرات باعث آزاد شدن سيتوكروم 

وكندري شده و در نهايت منجر به قطعه ميت برنده آپپتوز از پيش
اين مسير را مسير ميتوكندريايي . شود  ميDNAقطعه شدن 
  ).15( نامند آپپتوز مي

 ويژگيهاي يك PC12رده سلولي فئوكروسيتوماي رت 
عنوان مدل در ه نورون را دارا بوده و بصورت گسترده ب

  . )16،17 (شود ها استفاده مي تحقيقات مرگ سلولي نورون
 PC12العه حاضر جهت بررسي آپپتوز سلولهاي مط

انجام Bcl2  و Baxهاي  تعيين نقش پروتئين ناشي از مورفين و
  .گيرد مي
  

  :روش كار
مواد . تهران تهيه شد  از انستيتو پاستورPC12سلولهاي 

ها و  ، فلاسكGibcoمورد نياز كشت سلولي از شركت 
لولها در س. خريداري شدندGreiner ها از شركت  ميكروپليت

 DMEM) Dulbecco’s-Modified Eagleمحيط كشت 

Medium ( سرم جنين گاوي % 5مراه  بهFBS) Fetal 

Bovine Serum(  ،10 % سرم اسبHS) Horse Serum (  و
سيلين و   پني 100U/ml( استرپتومايسين- سيلين پني% 1

100µg/ml(و در انكوباتور )  استرپتومايسينMemert, 

Germany (90بت با رطو% ، CO25 % و دماي°C37 كشت 
. شد  ساعت تعويض مي48محيط كشت سلولها هر . داده شدند

با پاساژ دادن هر دو تا سه روز، سلولها در فاز لگاريتمي رشد 
  . شدند نگهداري مي

-MTT) 3-(4,5ميزان حيات سلولي توسط تست 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide( 
  .شدبررسي 

MTTشود،   زرد رنگ هنگامي كه وارد سلولهاي زنده مي
شود و رسوب  بوسيله آنزيم دهيدروژناز اين سلولها احيا مي

هر خانه   سلول در5000در حدود . كند بنفش رنگ ايجاد مي
 ساعت، با 24بعد از گذراندن زمان .  خانه قرار گرفت96پليت 

 .ت تيمار شدند ساع96و  72مدت ه ب)  ميلي مولار0-1(مورفين 
 MTT) mg/ml ميكروليتر محلول 10بعد از اتمام زمان تيمار، 

  خانه اضافه شد و به مدت96هاي پليت  به چاهك ) PBS در 5
سپس، محتواي . گرفتند  قرارC37°ساعت در انكوباتور  1

 DMSO)Dimethyl  ميكروليت 100چاهكها خالي گرديد و 

sulfoxide (دقيقه جهت 10مدت  هبه هر كدام اضافه شد و ب 
جذب نوري . ، تكان داده شدMTTحل كردن رسوبهاي بنفش 

گيري  نانومتر اندازه 570آن بوسيله الايزا ريدر در طول موج 
شد و توان حياتي سلولهاي تيمار شده نسبت به سلولهاي 

 كه مورفين به محيط كشت آنها اضافه PC12سلولهاي (كنترل 
  .محاسبه گرديد) نشده است

ــت تـ ـ لـولهاي   جه ــوز در سـ  از روش PC12شخيص آپپت
مـدت  ه  ابتدا سلولها ب ـ).18 ( استفاده شدHoechst آميزي  رنگ
سـپس بـا    .  ساعت  با يك ميلي مولار مـورفين تيمـار شـدند            96

PBS    4 دقيقـه بـا پارافرماآلدهيـد        30مـدت   ه   شتشو شده و ب ـ %
لـولها بـا       . تثبيت شدند   Hoechstبعـد از اتمـام ايـن مرحلـه س

(10μg/ ml)ميـزي شـده و توسـط    آ  دقيقـه رنـگ  10مـدت  ه  ب
  .ميكروسكوپ فلورسنت بررسي گرديد

جهت استخراج پروتئين تام سلولي كه براي بررسي فعاليت         
لـولها در فلاسـك             2cmآنزيمي و ايمونوبلاتينگ استفاده شد، س
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 سـاعت بـا يـك    24و بعد از گذراندن زمان        كشت داده شدند   75
لـولهاي  . اعت تيمـار شـدند     س 96 مدته  ميلي مولار مورفين ب    س

 RIPA) PBS كنترل و تيمار شده با محلول ليزكننده سلولي يا 

1X، 1 % NP-40 ، 5/0 % ،1/0ســديم داكــسي كــولات%SDS 

،mg/ml  1/0   فنيل متيل سولفونيل فلورايـد)PMSF ( وl/mlµ 
 PMSFبعـد از اضـافه كـردن       . هموژنيزه شـدند  )  آپروتينين 30

 ، به مدت يـك سـاعت بـر   ) mg/ml  10لولميكروليتر از مح10(
و بـا    C4°در  (دقيقـه   20 سـپس بـه مـدت       . روي يخ قرار گرفت   

محلول رويـي حاصـل تـا       . سانتريفيوژ گرديد ) g 15000شتاب  
غلظت . نگهداري شدند– C80°زمان انجام آزمايشات در دماي 

ــروتئين توســط روش  ــدازه گيــري شــد Bradfordپ و ) 19( ان
BSA  )(Bovine serum albuminعنوان استاندارد بكـار  ه  ب
لـولها،     ميزان يكساني از پروتئين . رفت هاي اسـتخراج شـده از س
 )20(  الكتروفورز شده SDS-PAGE ميكروگرم، به روش 60

وينيليدن  و باندهاي پروتئيني به روش بلاتينگ به روي ورقه پلي         
بــراي شناســايي بانــدهاي . منتقــل شــد) PVDF(دي فلورايــد 

ي اوليه پلي كلونـال  داز آنتي باBcl2  و Baxپروتئين مربوط به 
 ,Mountain View, CA,(ها استفاده شد  بر عليه اين پروتئين

USA   BioVision .(  ه از آنتي بادي اوليه بر عليه بتـا اكتـين ب ـ
ايــن آنتــي باديهــا توســط . عنــوان كنتــرل داخلــي اســتفاده شــد

 HRP) (Roche(بــادي ثانويــه متــصل بــه پراكــسيداز   آنتــي

Applied Science (    شناســايي و بــه طريــق لومينــسانس
)detection kit ECL chemiluminiscence Roche (  ظـاهر

فيلم ظاهر شده، اسكن گرديده و شدت بانـدهاي حاصـل           . گرديد
  . صورت كمي بيان گرديده با استفاده از آناليز دانسيتومتري ب

 معيـــار خطـــاي م± صـــورت ميـــانگين ه هـــا بــ ـ داده
(Mean±S.E.M)   اخـتلاف آمـاري بـين      . انـد   نشان داده شده

بررسـي   t آزمـون    گروههاي كنترل و تيمار شده با اسـتفاده از        
دار تلقـي   از نظـر آمـاري معنـي    >P 05/0 در اين مطالعه،. شد
  .شد

  
  :نتايج
ميلـي مـولار    1/0مورفين در غلظـت  ، 1شماره  نمودار طبق

لـولها گرديـد         2/0 -1  امـا در غلظتهـاي     ،موجب افزايش رشـد س
لـولها را        ه  ميلي مولار ب   صورت وابسته بـه دوز تـوان حيـاتي س

كاهش داد كه در غلظت يك ميلي مولار نسبت بـه گـروه كنتـرل               
 ). >05/0P (داري نشان داد تفاوت معني

  
  
  
  
  
  
  
  
  

توان  بر روي)  ميلي مولار0-1( اثر مورفين -1نمودار شماره 
براي . تيمار كردن ساعت 96 و 72 بعد از PC12حياتي سلولهاي 

هر دوره زماني، نمونه هاي كنترل وجود داشت كه تيمار نشده 
 . نشان داده شده اندmean ± S.E.Mنتايج بصورت  . بودند

05/0 *P< در مقايسه با گروه كنترل  
  

ساعت با يـك ميلـي مـولار         96مدت  ه  تيمار كردن سلولها ب   
لـولها شــده و در   ــوز در سـ ــا آپپت ــورفين، موجــب الق عكــس  م

ميكروسكوپي فلورسنت هسته قطعه قطعه شده مشخص بـوده         
كه چنين الگـويي در       در حالي  .)1 شكل(باشد   يد آپپتوز مي  ؤكه م 

  .سلولهاي كنترل ديده نشد
  
  
  
  
  

  

 بعد PC12 عكس ميكروسكوپ فلورسنت سلولهاي -1شكل 
) پانل راست( ساعت 96از تيمار با يك ميلي مولار مورفين به مدت 

  .آميزي شدند  رنگHoechstكه با ) پانل چپ(ترل و سلولهاي كن
  

 ساعت مواجهه   96مورفين در غلظت يك ميلي مولار بعد از         
كـه    در حالي  . گرديد Baxبا سلولها، باعث افزايش بيان پروتئين       

 ).2شـكل ( مـشاهده نـشد      Bcl2دار در بيان پـروتئين       تغيير معني 
داري  نـي  نيز افـزايش مع  Bax/Bcl-2نسبت بين اين دو پروتئين      

   ).2 شماره نموار() >01/0P(را نشان داد 
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توسط Bcl2  و Baxبررسي ميزان بيان پروتئين  -2شكل 
و سلولهاي تيمار ) C(روش ايمونوبلاتينگ در سلولهاي كنترل 

  ).Mor( ساعت 96ت ه مدشده با يك ميلي مولار مورفين ب
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

لهاي كنترل  در سلوBax/Bcl-2نسبت بين  -2نمودار شماره 
.  ساعت96مدت ه و سلولهاي تيمار با يك ميلي مولار مورفين ب

 . نشان داده شده اندmean±S.E.Mصورت ه نتايج ب

01/0 **P< در مقايسه با گروه كنترل.  
  

  :گيري بحث و نتيجه
 آپپتوز ءاند كه مورفين موجب القا تحقيقات متعدد نشان داده

صورت ه ضد درد ب اگرچه اين داروي .شود در نورونها مي
 گيرد رفته و مورد سوءاستفاده  قرار مي گسترده در كلنيك بكار

  مكانيسم دقيق مولكولي سميت عصبي مورفين هنوز.)4،21(
  Baxاين مطالعه نشان داد كه پروتئين. مشخص نشده است

، PC12آپپتوز ناشي از مورفين در سلولهاي  نقش مهمي در
  .كند ، ايفا مي)22( ايياز طريق مسير ميتوكندري احتمالاً

در مطالعه حاضر نقش آپپتوز در مرگ سلولي ناشي از 
و بررسي بيان  Hoechstآميزي  رنگمورفين با دو روش 

تيمار . ايمونوبلاتينگ به اثبات رسيد  باBcl2 و Baxپروتئين 
 ساعت، 96مدت ه  با يك ميلي مولار مورفين بPC12سلولهاي 

اين نتايج با .  گرديدBaxوتئين دار بيان پر موجب افزايش معني
مطالعات گذشته كه افزايش اين پروتئين را در نورونها و ديگر 

هاي سلولي بعد از تيمار طولاني مدت با مورفين گزارش  رده

 تغيير Bcl2اما در بيان پروتئين ). 4،6( خواني دارد اند، هم كرده
يقاتي داري مشاهده نشد و اين يافته در تضاد با نتايج تحق معني

دهنده كاهش بيان اين پروتئين بعد از مواجهه  است كه نشان
بالاي غلظت ). 6،23 (طولاني مدت سلولها با مورفين است

مورفين استفاده شده در اين مطالعه نسبت به مطالعات ديگر 
  .تواند توجيه احتمالي اين تفاوت باشد مي

 در اين مطالعه بعد از چهار روز تيمار Bax/Bcl-2نسبت 
  داشتنسبت به كنترلداري  لولها با مورفين افزايش معنيس
)01/0P<(. آپپتوز مطرح  يندآعنوان ايندكس فره  باين نسبت

كننده مسير مرگ سلول به سمت آپپتوز بعد از  شده و تعيين
 در Baxپروتئين ). 14(مواجهه با عوامل سيتوتوكسيك است 

متصل به وضعيت نرمال سلول به فرم مونومر در سيتوزول يا 
 در داخل غشاي ميتوكندري  اساساBcl2ً اما. باشد غشاءها مي

). 12(دهد   هتروديمر تشكيل ميBaxقرار داشته و با پروتئين 
اين هتروديمير منجر به خنثي شدن متقابل اثرات پروآپپتوتيك و 

تعادل بين ميزان بيان . شود آپپتوتيك اين دو پروتئين مي آنتي
Bax و Bcl2ظيم يكپارچگي غشاء خارجي  از طريق تن

در فعال كردن مسير ميتوكندريايي آپپتوز دخيل  ميتوكندري،
 كه در اين Bax/Bcl-2بنابراين افزايش نسبت ). 24،25( است

اي بيانگر فعال شدن  تواند تا اندازه مطالعه مشاهده شده، مي
 بعد از تيمار با PC12مسير ميتوكندرياي آپپتوز در سلولهاي 

  .مورفين باشد
ه  بعد از تيمار با مورفين بPC12 آپپتوز در سلولهاي ءالقا

آميزي فلورسنت   در رنگDNA صورت قطعه قطعه شدن
مرحله انتهايي مرگ آپپتوتيك يك مشاهده گرديد كه در واقع 

 تواند با دو مسير  ميBaxرود و پروتئين  شمار ميه سلول ب
ار گرفتن  و قرBaxفعال شدن . پيش ببرد يند راآمختلف اين فر

آن در غشاء ميتوكندري موجب تغيير پتانسيل اين غشا و 
 فعال 9 در نتيجه كاسپاز. شود  ميc آزادسازي سيتوكروم

 DNA موجب آسيب به 3 شده و با فعال كردن كاسپاز
 ممكن از مسير غير وابسته Bax ،از طرف ديگر). 24(شود  مي

نام ه در اين حالت فاكتوري ب). 26( به كاسپازآپپتوز را القا كند
AIFفراگمنتاسيون  باعث متراكم شدن كروماتين و DNA 
  ).27( شود مي
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، Bax اتفاقات آپپتوتيك قبل از فعال شدن ،اين مطالعه در
هاي  مورفين در نورونها و ديگر رده. بررسي نگرديده است

 و Bimهايي مانند  سلولي توانسته است با واسطه پروتئين
JNKوجب افزايش فعاليت  مBaxهمچنين ). 28،29(  شود

 PC12مورفين باعث افزايش راديكالهاي آزاد در سلولهاي 
). 30،31(  هستندJNKكه اين عوامل فعال كننده ) 9( شود مي
 در سلولهاي Bax در فعال شدن نابراين اين دو مسير احتمالاًب

PC12د،  بعد از تيمار با مورفين كه در اين تحقيق مشاهده ش
  .دخيل هستند

يافته جالب در اين مطالعه، افزايش حيات سلولي بعد از 
 ساعت بود 96مدت ه  ميلي مولار ب1/0تيمار با مورفين با غلظت

هاي تحقيقاتي است كه  اين نتيجه در توافق با داده). 1 شكل(
تواند نورونها ر ا در  اند مورفين در غلظتهاي كم مي نشان داده

شي از محروميت از سرم، حفاظت كند برابر مرگ سلولي نا
 در مدلهاي حيواني اعتياد كه سميت ،از طرف ديگر). 32،33(

اند، غلظت پلاسمايي مورفين در  عصبي مورفين را گزارش كرده
 5/2 يعني در حدود .)34(  ميلي مولار بوده است5/2 حدود

 PC12برابر غلظتي كه در اين مطالعه موجب آپپتوز سلولهاي 
ها بيانگر اين است كه مورفين بسته به اينكه در  ن يافتهاي. گرديد

چه دوزي بكار رود مي تواند باعث افزايش رشد يا مرگ 

بطوريكه در غلظت هاي كم موجب تقويت رشد . نورونها شود
اما مصرف طولاني مدت دوزهاي بالا، رشد سلولها را مهار 

 احتمال نيكي دارد كهياين موضوع از اين لحاط اهميت كل. كند مي
بروز سميت عصبي اين دارو به هنگام تجويز دوزهاي بالاي 

 يا سوء مصرف و )35(  كنترل درد در افراد سرطانيآن مثلاً
  .    اعتياد، وجود دارد

هاي اين تحقيق نشان داد كه مورفين با         خلاصه داده  طوره  ب
ــروتئين   ــت پ ــزايش فعالي ــالاً Baxاف ــسير   و احتم ــت م  دخال

لـولهاي      ميتوكندريايي آپپت  . شـود   مـي  PC12وز موجب مرگ س
هاي ديگـري كـه ممكـن     مطالعات بيشتري لازم است تا مكانيسم   

مـورفين دخالـت     است در ايجاد مرگ سلولي نوروني ناشـي از        
  . مشخص شود،داشته باشند

  
  :سپاسگزاري

از گروه راديولوژي دانشكده پيراپزشكي و مركز تحقيقـات          
تهران صميمانه قدرداني   سلولي مولكولي دانشگاه علوم پزشكي      

  .ودش مي
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Morphine-induced apoptosis in PC12 cells: role of Bax and Bcl2 
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ABSTRACT 
 

Introduction: It was reported that morphine could induce apoptosis in neurons. However, 
its specific mechanistic pathways remain elusive. The present study was undertaken to 
determine whether morphine could induce apoptosis in PC12 cells, a neuronal cell line, and 
the involvement of Bax and Bcl-2, as upstream factors of mitochondrial pathway.  

Methods: In an experimental study, the viability of PC12 cells exposed to morphine was 
measured by MTT assay. Subsequently, to confirm whether morphine could induce 
apoptosis, analysis of DNA fragmentation in PC12 cells was carried out. Moreover, the 
alteration in expression of pro- apoptotic, Bax and anti-apoptotic, Bcl-2, proteins were 
measured by Western blotting. 

Results: The results showed that morphine (1mM) significantly reduced the cell viability 
after 96 h and induced apoptosis in PC12 cells, as evidenced by a DNA ladder pattern, a 
hallmark of apoptosis. In Western blot analysis, the Bax pro-apoptotic expression in treated 
rats was significantly increased while there was no change in Bcl2 expression, so that the 
ratio of Bax/Bcl-2 protein expression in cells treated with morphine was significantly 
increased compared to controls. 

Conclusion: These data support the idea that morphine can induce apoptosis in PC12 cells, 
possibly by the mitochondrial pathway through higher expression of Bax pro-apoptotic 
protein. 
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