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  329 – 318 ،)3( 15فیزیولوژي و فارماکولوژي 

 1390 پاییز

 

  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

  )Paramecium caudatum (پاسخ مرفین در مدل حیوانی تک یاخته اي 

3بهرام کاظمی ،*2، منیژه کرمی1سید سجاد شاهرخی

  ، تهرانانشگاه شاهدگروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، د. 1

  ، تهراندانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی ،مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی. 2

  90 مرداد 13: پذیرش    89 اسفند 14: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

مطالعه شده است، اما شواهد کافی براي ایـن مسـاله در بـی مهرگـان      داران مهره بر بیان آن در (NO)لف به ویژه نیتریک اکساید و نقش عوامل مخت پاسخ مرفین: مقدمه

  .گرفت قرار مطالعه مورد بار اولین براي Paramecium caudatumدر بیان قدرت مرفین در NOدر این پژوهش نقش . پست وجود ندارد

یـک میلـی لیتـر از محـیط کشـت خـالص بـه لام سـلول شـمار          . ز جداسازي از محیط طبیعی و تائید گونه در آزمایشـگاه پـرورش داده شـد   نمونه حیوانی پس ا :روش ها 

Sedgwick-Rafter  اضافه و دارو در حجم یکμl اثر تلقیح مرفین . تلقیح شد(60-1  μg/μl)  0)طی فواصل زمانی -180 sec) آرژینین -ال. گزارش گردید (8-1 μg/μl) ،

همچنین بـراي نشـان دادن دخالـت گیرنـده هـاي اپیوئیـدي در اثـرات        . مهار شد L-NAMEبا پیش تجویز  NOتلقیح و آنزیم مولد  (μg/μl 2)، قبل از مرفین NOپیش ساز 

  .آب مقطر اضافه شد ي شاهددر نمونه ها. بررسی قرار گرفتمورد  NADPH-diaphoraseبا  NOفعالیت سیستم . استفاده شد  Naloxoneسیگنالینگ مرفین از

آرژینـین اثـر    -ال. مشاهده شد (μg/μl 2)پائین مرفین  اًتحت تاثیر مرفین مجتمع شدند و بیشترین حالت تجمع نیز تحت دوز نسبت P. caudatumسلول هاي :یافته ها

تغییر فعالیت آنزیم نیتریـک اکسـاید   . نیز تاثیر مهاري نشان دادNaloxone. این اثرات را متوقف کرد L-NAMEدر حالیکه پیش تجویز ) p<0.001(مثبت بر این فرایند داشت 

Nitricسینتاز  Oxide Synthase)(  باNADPH-diaphorase  درP. caudatum نشان داده شد .   

       بـا سیسـتم اپیوئیـدي در    NOد کـه سیسـتم   یکی از اثرات داروئی مرفین در مدل حیوانی تک یاخته اي بروز تجمع سلولی است و نتایج فوق نشان مـی ده ـ  :جه گیريینت

P. caudatum در (آرژینین بر دوز موثر مرفین، این یافته می تواند در راستاي کـاهش اثـرات جـانبی مـرفین     -از طرف دیگر با توجه به پاسخ تقویتی ال. در این راستا تداخل دارد

  .ی ارزشمند باشدو مسائل مربوط به اقتصاد داروی) بیماران تحت درمان با مرفین
  

  ، قدرت مرفین، نیتریک اکسایدP. caudatum :هاي کلیدي واژه

  *مقدمه

مولکول کوچک و گازي (Nitric Oxide)نیتریک اکساید 

. شکل است که در انجام بسیاري از فرایندها مشارکت می کنـد 

اهمیت این عامل در القاي اثرات مرفین در مدل هـاي حیـوانی   

مسئول بیوسنتز ایـن عامـل آنـزیم    . ]12[نشان داده شده است

  

  

 karami@shahed.ac.ir                    :     نویسندة مسئول مکاتبات *

  www.phypha.ir/ppj                                  :   وبگاه مجله

است اولین  (Nitric Oxid Synthase) نیتریک اکساید سینتاز

بار در ماکروفاژها و سلول هاي اندوتلیال پستانداران شـرح داده  

 ,NOS1, NOS2)شـد و امـروزه لااقـل ســه ایزوفـرم اصـلی     

NOS3)  امـا در   .]3 ,17[از آن در پستانداران معرفی شده است

این مولکول سیگنال و نقش آن در بروز اثرات داروئـی   رابطه با

از . مرفین در جانوران بی مهره شـواهد کـافی در دسـت نیسـت    

جمله معدود شواهد موجود می توان به تـأثیر مـرفین در تولیـد    

NO ردAscaris suum )و نیـز   ]25[اشـاره کـرد   ) نوعی نماتد

ــرفین و      ــیگنال م ــال س ــد انتق ــی رون ــراي معرف ــاتی ب               مطالع

  1347تأسیس  
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β-       اندورفین در تعدادي حیـوان تـک یاختـه اي مـژه دار ماننـد

Paramecium, Stentor  وTetrahymena   ــه ــام گرفت انج

 G–است که برهمکنش این مواد را با رسپتورهاي اپیوئیـدي و  

پروتئین ها در سطح این مـدل هـاي سـلولی نشـان مـی دهـد       

هـدف مـواد   اما از آنجا کـه شـناخت مولکـول هـاي      .]16,15[

اپیوئیدي مانند مرفین در سطح سلولی داراي کاربردهاي بسـیار  

مهم فارماکولوژیک است که به گستردگی عملی استفاده داروئی 

این مواد در حیوانات و انسان مـی انجامـد هرگونـه مطالعـه در     

ســطح ســلولی و مولکــولی باعــث روشــن تــر شــدن جریانــات 

رات داروئـی ایـن مـواد و    بیوشیمیایی مداخله کننده در بیان تاثی

 NOا گسـتردگی عمـل   ب. اقتصادي خواهد شد-صرفه بهداشتی

در سلسله جانوري، دور از انتظار نخواهد بود اگر عامل مذکور در 

تک یاختگان نیز عملکرد مؤثر و مشـابه بـا آنچـه در حیوانـات     

ــده اســت در تمــامی   ــی انســان گــزارش گردی ــر و حت عــالی ت

ثرات داروئی مرفین داشته باشد، زیرا فرآیندهاي حیاتی از جمله ا

.Pدر  caudatum   بیوملکول هاي هـدفNO    ماننـد گوانیلیـل

، کانال پتاسیم و کانال کلسیمی دریچه دار وابسته ]13[سیکلاز 

یکی از پروتئین هـاي  ( ]4[، کالمودولین ]22,20,19,9[به ولتاژ 

ــزیم   ــت آن ــراي فعالی ــا وزن ) NOSلازم ب ــروتئین ب ــک پ  و ی

kDa155]14[  که بسیار شبیه به آنزیمNOS1 مـی   پستانداران

مواد  (Drug Potency)قدرت دارویی .باشد به دست آمده است

مخدر مانند مرفین یکی از مشخصه هاي بارز فارماکودینامیـک  

در  ]21,10[ براي معرفی پاسخ موجود زنده به ایـن مـواد اسـت   

وح حالیکه ساز و کارهاي سیتو شـیمیایی ایـن جریـان بـه وض ـ    

تبیین نشده است تنها به دخالت بعضـی مولکـول هـا از جملـه     

NO   در این روند استناد شده است همچنانکه پاسخ ضـد دردي

و نیز جریانات یادگیري و حافظه ) به ویژه مرفین(مواد اپیوئیدي 

ــه سیســتم نتتریــک ارژیــک نیــز منتســب            را در مهــره داران ب

     مطالعــه پاســخ مــرفین در  بنــابراین. ]24,18,12,5[ مــی داننــد

بی مهرگان، به ویژه مدل هاي حیـوانی تـک یاختـه اي ماننـد     

Paramecium caudatum      می تواند بـه شـناخت پایـه هـاي

  .زیستی اثرات مواد مخدر و در راس آن ها مرفین بیانجامد

  هاروشومواد

P.caudatum ازجملـه  موقـت، ین ریش آبهاي هستگایا از 

عـی  یکشـت طب جمـع آوري و بـا    ها آبگاه و عمق کمي رهایآبگ

داري و تائید گونـه اي شـد   شگاه نگه یدر آزما )ونجهی هساندیخ(

]11,10[.  

ي مقداربه منظور کشت و پرورش حیوان در آزمایشگاه ابتدا 

 ـیم 500 در را) گرم5( خشک ونجهی  10 مـدت  بـه  آب تـر یلی ل

 درب شـه یش در شـدن  ازخنک پسمخلوط را  و جوشانده قهیدق

4يدما در دار °C  )ـپایی غذا طیمح عنوان به  . داشـت  نگـه ) هی

 20 آب ml 200 هـر ي ازا بـه ی ع ـیطب کشت طیمح هیتهي برا

 اختـه ی تـک  سپس شد، اضافه ونجهاز محیط مغذي یمیلی لیتر

 ـگرد حیتلق طیمح نیا به پتیپ کمک با نظر مورد  ـنها در. دی  تی

 از نظـر  مـورد  اختـه ی تـک  کشـت  اژپاس بار، کی ساعت 72 هر

 کـه  آنجـا  تا عمل نیاو گرفت انجام تازه طیمح بهی قبل طیمح

 ـته نظر مورد اختهی تکازی خالص نسبتاً کشت ر تکـرا  شـود،  هی

 اجـرا ی بـه  مصنوع طیدرمح دادن کشت ندیفرا سرانجام. دیگرد

  .]11[د درآم

 ـدرمخمـر پودر  g 2یمصنوع کشت طیمح هیتهبراي  کی

4ي دما در اتوکلاو از پس حاصلو حلمقطر آب تریل °C نگه 

 مـورد  اختـه ی تکي حاو ط کشتیه محیبه منظور ته. داري شد

60 هـر ي ازا به نظر، ml ـاز ا  ش ی ـط کـه در پتـري د  ین مح ـی

 کشـت  طیمح ـاز سمیکروارگانیمي شد، تعداد ل اضافه مییاستر

 ـدر نها. ح شـد یط تلقین محیبه ا پتیپ کمک بهی عیطب ت هـر  ی

زه، تـا  طیبه مح ـ ط قبلییبار، پاساژ کشت از مح کیساعت  72

 تویتا زمـانی کـه مطالعـات رفتـاري و س ـ     عمل نیا و شد انجام

  .دا کردین برسد، ادامه پیابه پا یاییمیش

pH ي هـــا ســـلول رشـــدي بـــرا نـــهیبهP.caudatum 

 محـدوده  نیادر pH میتنظي برا .باشد یم8/6 ±2/0هدرمحدود

  .]11[د ش استفاده نرمال 1/0 سود و دیاس کیاستي ها محلول از

 P.caudatumي هـا  سلول رشدي برا نهیبهي دما نیهمچن

م یجهت تنظ ـ ،]14[د باش یم گرادیسانت درجه 32±2 محدوده در

شـگاه  یط آزمایدر شـرا  P.caudatumط کشت حاوي یدما، مح

داري شـد و مطالعـات    گراد نگـه یسانت درجه 32±2تحت دماي 

  .دیبه انجام رس یین محدوده دمایرفتاري در هم

ــواد ــد از م ــتفاده عبارتن ــورد اس  Morphine sulphate: م

ــخر( ــاد  ازشــرکت شــدهي داری ــاتم  وزارت ازی رســم مجــوز ب

USA-Sigma(،NGشـــرکت از( L-arginine ،)بهداشـــت -

nitro-L-Arginine methyl ester) L-NAME   شرکتاز 
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USA- Biochemical Research Inc., (و Naloxone 

hydrocloride )دارو دیتولشرکت از(.  

 هیته ي وا اختهیتککشت نمونهطیمحي تلقیح دارو به برا

 و نیتـوز  قیدقي ترازو با مواد نیا ،داروها ازی مشخصي دوزها

 ـگردبه صورت محلـول تهیـه    مقطر آبدر   ـنها در و دهی  در تی

 ـ .تلقیح شد لتونیتوسط سرنگ هم ترلیکرویمجم یک ح  زل اقب

ي حـاو  کشـت  طیمح ـ از تریلی لیم 1 ابتدا ،تلقیح داروئی بارر ه

 مخصـوص  و استاندارد لام درون به P.caudatumي ها سلول

 Sedgwick-Rafter Counting) رافتـر -کیسـدو  شـمارش 

Chamber) ــال ــد، داده انتق ــهیطور ش ــراکم ک ــلول ت ــا س ي ه

P.caudatum ر بـــا برابـــ لام درون درparamecia/ml 250 

 درجـه  32±2 يرفتار مطالعات زمان در طیمحي دما و ±2600

 کی ابتداقبل از تلقیح  .]14[باشد   =8/6pH±2/0و گرادیسانت

 مکـان  بـا  P.caudatumي ها سلول تا شد داده فرصت قهیدق

 در الـذکر فـوق  مـواد  سـپس . دشون سازگار) کیسدو لام( دیجد

 ـز در که( کیسدو لام ازی مشخص نقطه  ) 4X تحـت ( 4 لنـز  ری

ي هـا  سـلول  رفتارتلقیح و ) بود شده میتنظي نور کروسکوپیم

P.caudatum کروسـکوپ یم 4 لنـز  قی ـطر ازتلقـیح   نقطه در 

  .ی گردیدررسو ب مشاهده) 4X( ينور

 از تلقـیح  پـس ي ا اختـه ی تـک  انورج رفتاری بررسبه منظور 

ــق   ــوان از طری ــن حی ــار ای ــمارشرفت ــداد  ش ــلولتع ــا س ي ه

P.caudatum کیسـدو  اسـتاندارد  لام دروننقطه تلقـیح   در-

       و 120  ̋، 60  ̋، 30  ̋، 15  ̋،  5 ̋، 0نی زمــاطــی فواصــل  رافتــر

نـوري   کروسکوپیم) 4X تحت( 4 لنز دید دانیم قیازطر 180 ̋

 ـگرد ثبتطه مربومحاسبات  و گرفتورد مطالعه قرار م  لازم ،دی

 ـ زا مشخص دوز هر قیتزر که است ذکر به  مـورد  مـواد  ادارو ی

  .شد تکرار بار 5 حداقل نظر

 ـتجز وي آور  جمـع  وي رفتار مطالعاتدر کنار   ـتحل و هی  لی

ــا داده ــات ه ــیتو مطالع ــا   س ــیمیایی ب ــسیت روشش یی ایمیوش

NADPH-diaphorase ]23,1[ مسـت یس تداخلی بررسي برا

NO شدانجام ن، یمرف با:  

 ـتکن مراحل ياجرابه منظور   NADPH-diaphorase کی

 قـبلاً  که را P.caudatumي ها سلولاز  (Sample) نمونه هر

قرار گرفته بودند، بر روي  موادی از مشخصي دوزهاتلقیح  تحت

 ـتم هاي سطح لام  شـگاه یآزماي هـوا منتقـل، دقـایقی در   زي ی

 شـده،  کسیف ـي ها لامي رو بر سپس وگردید  کسیف و خشک

.آمد در اجرا به بلافاصله و مرحله به مرحله ر،یز اتیعمل

 تـا   96 ° در درجات نزولـی الکـل از   شستشوبا : آبدهی -1

 مـدت  بـه  آب در ثانیه و سپس شستشو 3هریک به مدت  °50

.ثانیه 10

 ـآم رنگي برا:یاختصاصي زیآم رنگ -2 ی اختصاص ـي زی

 شـده  کسیف لام نمونه هري رو بر NADPH-dیی ایمیوشسیت

 بافر در NADPH )1mg/mlيها محلولي از مساو نسبت به

 N.B.T (Nitro Blueاز mg/ml 0.2 ، و)فســـفات

Tetrazolium) بـه  فسـفات  بـافر (اضافه شـد   فسفات در بافر 

 چنـد به ایـن ترکیـب   ). شد استفاده =pH 7تحت  حلال عنوان

هاي  مواد و رنگ Detergent عنوان به( Triton-x-100 قطره

گردید، و  اضافه)  %3 (ه بود ق شدیرق بافرکه به کمک ) اضافی

تا براي مراحـل بعـدي    شد داده تکان هیثان چند مدت بههر لام 

.آماده شود

هـاي   هـر یـک از لام  : C°40انکوباسیون تحت دمـاي   -3

فیکس شده که با روش فوق تحـت رنـگ آمیـزي اختصاصـی     

بــه  C40° واقـع شــد، در بنمـاري   NADPH-dیی ایمیوش ـسیت

سپس نمونه از بنماري خـارج  . دقیقه نگه داري گردید 30مدت 

جهت شستشوي رنگ، نمونه از آب مقطر سریعاً عبور داده  ،شده

و براي مرحله بعد آماده شد

هـر   96°تا  50 °آب گیري با درجات افزایشی الکل از  -4

.ثانیه 3یک به مدت 

 15با دو تعویض گزیلل هریک بـه مـدت   ي ساز شفاف -5

.ثانیه

 ـنها در ):Mounting( چسباندن -6  بـه هـر نمونـه لام    تی

 ازشــرکت شــدهي داریــخر) Entellan( انــتلان چســب کمــک

Merck چسبانده شد.

ــتجز ــتحل و هی ــار لی ــه  يآم ــااولی ــتفاده ب ــون از اس           آزم

K.S. ( Kolmogrov Smirnov) هـا  داده کـه کـرد   مشخص 

 ـوار زیآنـال از سپس با اسـتفاده  . ع نرمال هستندیي توزدارا  انسی

)ANOVA (آمـاري نـرم افـزار    در محـیط ک طرفهی SPSS ،

نسـبت بـه   ش یهاي تحـت آزمـا   معنی دار بودن اختلافات گروه

به منظور بررسی اختلافات بـین   در ادامه .کنترل نشان داده شد

 )Tukey HSDو Post-hoc  )LSDيهـا  تسـت  بـا  هـا، گروه 

 ـثان) اعـداد ( يهـا  دادهف اخـتلا . شـد  ات بیشتر انجـام اسبمح  هی

 بهپنجم  هیثانيها دادهبهمختلفيدوزهاقیتزر ازپسشصتم
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 ±نیانگیم صورت به و محاسبه) عدادف تاختلا( یحسابصورت

در نظـر  =05/0αب آلفـا یضر .شد داده شینما استانداردي خطا

اده هاي مربوط براي تجزیه و تحلیل کمی و کیفی د. گرفته شد

از نـرم افـزار    استفادهبا   NADPH-dیی ایمیوشبه تکنیک سیت

Image Tool    از هر نمونه لام عکس برداري به عمـل آمـد، و

  عکــس هــا در محــیط ایــن نــرم افــزار تحــت کالیبراســیون در 

  .میکرومتري مورد بررسی قرار گرفت 100مساحت هاي 

  یافته ها

 0ه زمان هاي مختلف بر اساس مشاهدات رفتاري مربوط ب

Time) 180 ̋و  120  ̋، 60  ̋، 30  ̋، 15  ̋،  5 ̋،  interval) ،

اختلاف تعداد سلول ها در ثانیه شصتم پس از تلقیح نسـبت بـه   

بـه   P.caudatumثانیه پنجم مبناي پاسخ رفتاري سلول هاي 

پنج ثانیه اول به عنوان زمان آشـنایی  (داروها در نظر گرفته شد 

حیوانات در مواجهه با ماده تلقـیح شـده و برقـراري    و سازگاري 

  ).گرادیان غلظت ماده مذکور در نظر گرفته شد

نشان دهنده پاسـخ مـرفین در    1شکل  : Morphineپاسخ

P.caudatum انسیوار زیباآنال ها داده. است )ANOVA (کی 

 جـه ینت بـه  توجـه  بـا  که گرفت قرار لیتحل و هیتجز مورد طرفه

هـا   اختلافات گـروه  )F(9,30) = 97.813, p<0.001(: آزمون

 Postآنالیز بیشتر با آزمون هاي . استدار  کاملاً معنیبا کنترل 

hoc  دوز در نیمـرف نشان می دهد که gμ 2  ریسـا  بـه  نسـبت 

  . دارد ها تعداد سلولرا در ش ین افزایشتریب دوزها

 دهنـده  نشان 2شکل : Arginine) -(Lآرژینین -ال پاسخ

) g/µlµبرحسـب  L-arginine )1،2،4،8 مختلفي هادوزتاثیر 

در مقایسـه بـا کنتـرل     P.caudatumي هـا  سلولبر به تنهائی 

 ـثان دراختلاف تعداد سلول هـا  . است تلقـیح   از پـس  شصـتم  هی

ي بارهـا  نـور  کروسـکوپ یم از 4X تحـت پنجم،  هیثانبه  نسبت

 شینمـا  اسـتاندارد ي خطا±نیانگیم صورت به ها دادهمحاسبه و 

 ـوار زیآنال باها  دادهنتیجه آنالیز  .اند شده داده یـک طرفـه    انسی

)ANOVA(: )F(4,19)=140.699, p<0.001 ( نشــــــان      

 
مطابق دستورالعمل )  g/µlµبرحسب  5/0،  1،  2،  4،  8،  16،  20،  40،  60(رفین پاسخ مرفین در حیوان تک یاخته اي است دوزهاي مختلف م - نمودار دوز -1 شکل

داده ها به صورت . ثانیه رفتار آن ها به واسطه شمارش سلولی نسبت به کنترل که آب مقطر بود ثبت گردید 180تا  0مندرج در متن به حیوانات تجویز و در فواصل زمانی 

از  4X، تحت )مطابق با مندرجات بخش روش ها(در ثانیه شصتم پس از تلقیح نسبت به ثانیه پنجم  P. caudatumد سلول هاي اختلاف تعدا Mean±SEMمیانگین 

  .می باشد ٭ p<0.05و  ٭٭ p<0.01و  ٭٭٭ p<0.001اختلافات نسبت به کنترل Post hocبا آنالیز . میکروسکوپ نوري ارائه شده است
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 ـ کاملاًبا کنترل  ها گروه اختلافمی دهد که  از  .اسـت  دار یمعن

  g L-arg μ 2دوزگردیـد کـه    مشـخص  Post hocآنالیز هاي 

 تعـداد را در  شیافـزا  نیشـتر یب L-argي دوزهـا  ریسا به نسبت

. به دنبال داشته است P.caudatumي ها سلول

را به تنهائی  L-NAME پاسخ 3 شکل :L-NAME پاسخ

ــد   ــی ده ــان م ــا. نش ــفي دوزه  L-NAME )1،2،4،8 مختل

ي هـا  سلول تعداد اختلافبه حیوانات تجویز و ) µg/µlبرحسب

P.caudatum ثانیـه   بـه  نسـبت تلقـیح   از پـس  شصتم هیدرثان

ي بارهـا محاسـبه شـد و    نـور  کروسکوپیم از 4X تحت ،پنجم

گـروه کنتـرل   . انحراف معیار گزارش گردید ±میانگین داده ها 

 انسیــوار زیآنــال بــاهــا  داده. فقــط آب مقطــر را  دریافــت کــرد

)ANOVA (با که گرفت، قرار لیتحل ه ویک طرفه مورد تجزی 

ــه توجــه ــون جــهینت ب ) F(4,19)=48.905, p<0.001( : آزم

آنـالیز بیشـتر   . باشد دار می کاملاً معنیبا کنترل ها  اختلاف گروه

 تعـداد  کـاهش  نیشتریب g L-NAME μ 2دوزحاکی است که 

.را به دنبال داشته است P.caudatumي ها سلول

 
مطابق دستورالعمل مندرج در متن به حیوانـات تجـویز و در   )  g/µlµبرحسب  1،2،4،8(عامل  . آرژینین را به تنهائی در حیوان تک یاخته اي نشان می دهد_پاسخ ال -2شکل 

اختلاف تعداد سلول  Mean±SEMداده ها به صورت میانگین . ثانیه رفتار آن ها به واسطه شمارش سلولی نسبت به کنترل که آب مقطر بود ثبت گردید 180تا  0فواصل زمانی 

 Postبـا آنـالیز   . از میکروسکوپ نوري ارائه شـده اسـت   4X، تحت )مطابق با مندرجات بخش روش ها(تلقیح نسبت به ثانیه پنجم  در ثانیه شصتم پس از P.caudatumهاي 

hoc  اختلافات نسبت به کنترلp<0.001 و  ٭٭٭p<0.05 می باشد ٭.  
  

  
مطابق دستورالعمل مندرج در متن به حیوانات تجویز و در )  g/µlµحسب بر 1،2،4،8(عامل . را به تنهائی در حیوان تک یاخته اي نشان می دهد L-NAMEپاسخ  -3شکل 

اختلاف تعداد سلول  Mean±SEMداده ها به صورت میانگین . ثبت گردید) آب مقطر(ثانیه رفتار حیوانات به واسطه شمارش سلولی نسبت به کنترل  180تا  0فواصل زمانی 

 با آنالیز. از میکروسکوپ نوري ارائه شده است 4X، تحت )مطابق با مندرجات بخش روش ها(ت نشان به ثانیه پنجم در ثانیه شصتم پس از تلقیح نسب P.caudatumهاي 

Post hoc  اختلافات نسبت به کنترلp<0.001 و  ٭٭٭p<0.05 داده شد ٭.  
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 L-arg+2 μg)آرژینـین   -خ مشـترك مـرفین و ال  پاس ـ

Morphine):  آرژینـین را  -مشترك مرفین و ال خپاس 4شکل 

 -Lفمختل ـي دوزهـا دهنـده  نشـان یافقور مح. نشان می دهد

arg+2μg Morphine )1،2،4،8 برحسبg/µlµ (کـه   باشد یم

کنتـرل مـذکور را   . نسبت به کنترل مورد مقایسه قـرار گرفتنـد  

نمونه هائی تشکیل دادند که تنها دوز مـوثر مـرفین را دریافـت    

 ±میانگین حاصل تکرار مکرر آزمایش و محاسبه  ها داده .کردند

 ـوار زیآنال. انحراف معیار است  ایـن داده هـا    )ANOVA( انسی

 ,F(4,15)=76.786( :را نشان می دهددار  اختلاف کاملاً معنی

p<0.001 (4دوزیشتر حاکی اسـت کـه   بآنالیز . باشد می μg L-

arg  )ي دوزهـا  ریسـا  بـه  نسبتL-Arg(  2دوز همـراه  بـهμg 

Morphine ي هــا  ســلول  دتعــدا  دررا  شیافــزا  نیشــتریب

 
  

مطابق دستورالعمل مندرج در متن مقدم بر ) g/µlµ 4(عامل سیستم نیتریک اکساید . آرژینین را همراه با مرفین در حیوان تک یاخته اي نشان می دهد_پاسخ ال -4شکل 

بود ثبت )  lµ/µg 2(سبت به کنترل که فقط مرفین ثانیه رفتار آن ها به واسطه شمارش سلولی ن 180تا  0به حیوانات تجویز و در فواصل زمانی ) lµ/µg 2(دوز موثر مرفین 

مطابق با مندرجات بخش روش (در ثانیه شصتم پس از تلقیح نسبت به ثانیه پنجم  P.caudatumاختلاف تعداد سلول هاي  Mean±SEMداده ها به صورت میانگین . گردید

  .می باشد ٭ p<0.05و  ٭٭ p<0. 01و  ٭٭٭ p<0.001لافات نسبت به کنترل اختPost hocبا آنالیز . از میکروسکوپ نوري ارائه شده است 4X، تحت )ها
 

 

-Lپاسخ  - 5شکل  NAME عامل سیستم نیتریک اکساید . آرژینین و مرفین در حیوان تک یاخته اي نشان می دهد-را همراه با ال)g/µlµ 8-1 ( مطابق دستورالعمل مندرج

ثانیه رفتار آن ها به واسطه  180تا  0به حیوانات تجویز و در فواصل زمانی ) lµ/µg 2(و این عامل اخیر مقدم بر مرفین ) lµ/µg 4(آرژینین -در متن مقدم بر دوز موثر ال

در ثانیه  P.caudatumاختلاف تعداد سلول هاي  Mean±SEMداده ها به صورت میانگین . بود ثبت گردید) lµ/µg 2(شمارش سلولی نسبت به کنترل که فقط مرفین 

اختلافات نسبت به کنترل Post hocبا آنالیز . از میکروسکوپ نوري ارائه شده است 4X، تحت )مطابق با مندرجات بخش روش ها(پس از تلقیح نسبت به ثانیه پنجم شصتم 

  .می باشد ٭٭ p<0.01و  ٭٭٭ p<0.001مثبت 
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P.caudatum به دنبال داشته است.

: L-NAME+L-Arginine+Morphineمشـترك  پاسـخ 

 دهنـده  نشـان ی افق محور. این پاسخ را نشان می دهد 5 شکل

-L مختلفي دوزها NAME)1،2،4،8 برحسبg/µlµ (   اسـت

-μg L 4که مقدم بر   arg   2و آن مقـدم بـر μg Morphine 

اده ها مطابق قسـمت هـاي دیگـر    پس از محاسبه د. تجویز شد

 ویـه  ک طرفه مورد تجزی) ANOVA( انسیوار زیآنال با ها داده

ــتحل ــه لیـ ــا قرارگرفت،کـ ــه بـ ــه توجـ ــهینت بـ ــون جـ  :آزمـ

)F(4,19)=1.037, p<0.001( با کنتـرل کـه    ها گروه اختلاف

 μg 4در دوز. باشد یم دار یمعن کاملاًاست  L-NAMEمنهاي 

L- NAME تعـداد  در کـاهش  نیشـتر یب ر دوزهاینسبت به سا 

بـه منظـور مقایسـه     .رخ داده اسـت  P.caudatumي ها سلول

آرژینین بر پاسخ مرفین و اینکه این اثرات بـه  -اثرات تقویتی ال

آرژینـین اسـت پاسـخ ترکیبـی     -واسطه نیتریک اکساید و نه ال

عامل مهار کننده آنزیم مولد نیتریک اکساید و پـیش سـاز ایـن    

نمـایش داده   6در حیوانات در شـکل  ) یدنیتریک اکسا(مولکول 

همانگونه که این تصویر نشان می دهد با مهار آنزیم . شده است

اثرات تقویتی متوقف شد کـه ایـن امـر بـر مشـارکت نیتریـک       

. اکساید در پاسخ تقویت شده دلالت دارد

ــون   ــرفین و نالوکســــ ــترك مــــ ــخ مشــــ :پاســــ

(Naloxone+Morphine) : ــکل ــ 7ش ــن پاس ــان ای      خ را نش

 محور افقی نشان دهنده آن است که دوزهاي مختلف .می دهد

Naloxone  )4/0 ،2/0 ،1/0 برحسب ،g/µlµ (   مقـدم بـر دوز

آنـالیز   هـا بـا   تجـویز شـده اسـت و داده    g/µlµ 2موثر مرفین 

یک طرفه مـورد تجزیـه و تحلیـل قـرار     ) ANOVA(واریانس 

 ,F(4,19)=400.856(گرفت، که با توجـه بـه نتیجـه آزمـون     

p<0.001 (باشـد  دار مـی  ها با کنترل کاملاً معنی اختلاف گروه .

آزمون هـاي  . تشکیل می دهد g/µlµ 2نمونه کنترل را مرفین 

 
)  lµ/µg 4) (آرژینـین -ال(عامل پـیش سـاز   . را همراه با مرفین در حیوان تک یاخته اي نشان می دهد L-NAMEآرژینین و -پاسخ ترکیبی ال آرژینین و یا-پاسخ ال -6شکل 

-قـدم بـر دوز مـوثر ال   مطابق دسـتورالعمل منـدرج در مـتن م   ) g/µlµ 8-1(تچویز شد و یا مهار کننده سیستم نیتریک اکساید ) lµ/µg 2(یا به تنهائی مقدم بر دوز موثر مرفین 

ثانیه رفتار آن ها به واسطه شمارش سلولی نسبت به کنترل هـاي   180تا  0به حیوانات تجویز و در فواصل زمانی ) lµ/µg 2(و این عامل اخیر مقدم بر مرفین ) lµ/µg 4(آرژینین 

در ثانیه شصتم پس از تلقـیح   P.caudatumاختلاف تعداد سلول هاي  Mean±SEMداده ها به صورت میانگین . ثبت گردید) lµ/µg 2مرفین (و مثبت ) فقط آب مقطر(منفی 

 ٭٭٭ p<0.001اختلافات نسبت به کنترل مثبـت  Post hocبا آنالیز. از میکروسکوپ نوري ارائه شده است 4X، تحت )مطابق با مندرجات بخش روش ها(نسبت به ثانیه پنجم 

  .می باشد ٭ p<0.05و  ٭٭ p<0. 01و 
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بر قدرت مرفین  Naloxoneبیشتر مشخص کرد که اثر مهاري 

)Morphine Potency ( با افزایش غلظت)شود بیشتر می) دوز .  

 یاییمیتوش ـیس روش از اسـتفاده  بـا ي رفتارشواهدبرعلاوه

NADPH-diaphorase )  مندرج در قسمت مـواد و روش هـا( 

اده د نشـان P.caudatumي هـا سلول در NO ستمیسفعالیت 

 مشـخص یی ایمیتوش ـیس روشبا این  آمده دسته بشواهد . شد

 رنـگ  شـدت  و زانی ـمکننده آن است که تحت شرایط مختلف 

فعالیت  ( NO ستمیس تیفعال زانیم ازی شاخص شده، دیتولی آب

 
مطابق دستورالعمل مندرج در متن مقدم بر دوز موثر ) g/µlµ 4/0-1/0(عامل رقابتی . نشان می دهد پاسخ نالوکسون را همراه با مرفین در حیوان تک یاخته اي -7شکل 

داده . بود ثبت گردید) lµ/µg 2(ثانیه رفتار آن ها به واسطه شمارش سلولی نسبت به کنترل که فقط مرفین  180تا  0به حیوانات تجویز و در فواصل زمانی ) lµ/µg 2(مرفین 

، تحت )مطابق با مندرجات بخش روش ها(در ثانیه شصتم پس از تلقیح نسبت به ثانیه پنجم  P.caudatumاختلاف تعداد سلول هاي  Mean±SEMیانگین ها به صورت م

4X با آنالیز . از میکروسکوپ نوري ارائه شده استPost hoc اختلافات نسبت به کنترل مثبتp<0.001 می باشد ٭٭٭.  

  

          

8A        8B          8C
  

 P.caudatumي هـا  سـلول  در NO سـتم یسبراي نشان دادن فعالیت NADPH-diaphoraseیایی میتوشیس روش از استفاده بااین شکل شواهد سیتولوژیک را  -8شکل

 ـ  :  Bدوز موثر مرفین به تنهائی: A :تحت شرایط مختلف روشبا این  .می دهد نشان -Lآرژینـین و  -همـراه ال  دوز مـوثر مـرفین  :  Cآرژینـین و -ا الدوز موثر مـرفین همـراه ب

NAME ،ستمیس تیفعال زانیم ازی شاخصکه  شده دیتولی آب رنگ شدت و زانیم NO )   میآنـز فعالیـت NOS(      پیکـان هـا موقعیـت واکـنش     . مـی باشـد، تغییـر کـرده اسـت

NADPH-diaphorase را نشان می دهند.  

  

No reaction to 
NADPH-d

High reaction to 
NADPH-d

Low reaction 
to NADPH-d
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با نمونه شاهد تفاوت داشته اسـت، کـه بـا    بوده و  )NOS میآنز

نشـان داده شـده اسـت      NOSآنالیز داده ها تغییر فعالیت آنزیم

.)8شکل (

  بحث

-را مجتمـع کـرد و ال   P.caudatumمرفین سلول هـاي  

آرژینین بر این پاسخ، تاثیر مثبت و تقویتی نشان داد، در مقابـل  

بـه  ( Naloxoneدر این جانوران بـا پـیش تجـویز     شدت پاسخ

بـه عنـوان   ( L-NAMEو  ]7[عنوان مهارگر سیستم اپیوئیدي 

کاهش یافت، همچنین ایـن جـانوران    ]NO ]6مهارگر سیستم 

نیز تجمـع کـم   ) یح هر گونه ماده ايبدون تلق(در حالت کنترل 

تواند به علـت حفـظ    میتري از خود نشان دادند، که این مساله 

 چرا که این جانوران تـک یاختـه  . ادل دمایی بدن جانور باشدتع

اي براي تنظیم گرماي بدن خود، سعی در تجمع در یک نقطـه  

توان بـه طـور کلـی در     و اما در پاسخ مرفین، می، ]14[را دارند 

هـاي   سطح رفتاري و فارماکولوژیک نتیجـه گرفـت کـه سـلول    

P.caudatum    هـاي   نسبت به دوزهاي مختلـف مـرفین پاسـخ

  μg 2دهنـد، بـه طـوري کـه در دوز     متفاوتی از خود نشان مـی 

ایجـاد   در) Morphine potency(حداکثر قدرت مرفین مرفین 

رخ داده است، در حالی که در  P.caudatum يها تجمع سلول

) میکروگــرم 60و  40و  20و  16و  8(دوزهــاي بــالاتر مــرفین 

ــدید     ــاهش ش ــت، و ک ــی اس ــخ منف ــداپاس ــلولد تع ــاي  س ه

P.caudatum  و در نتیجه کاهش قدرت مرفین)Morphine 

potency (این امر نشان دهنده پاسخ وابسته  .مشاهده می شود

بــه دوز بــوده و بــروز تعــدادي از اثــرات جــانبی را توســط دارو 

این یافته درسطح ملکولی بـه طـورکلی   . ]21[منعکس می کند 

هاي  سپتورها و ملکولر(بیانگر وجود سیستم سیگنالینگ مرفین 

باشـد کــه در   مــی P.caudatumهـاي   ســلول در) سـیگنالینگ 

مورد آن بیشتر بحث خواهـد   درذیلاً  Naloxoneتوضیح پاسخ 

ها در سطح رفتـاري   آرژینین یافته-و اما در توجیح پاسخ ال. شد

-نسـبت بـه ال   P.caudatumبیانگر این است که سلول هاي 

آرژینین به -دهند یعنی ال آرژینین پاسخ مثبتی از خود نشان می

با تولید  ،]8[عنوان یکی از اجزاي اصلی سیستم نیتریک اکساید 

NO ــی ــلول م ــاي    در درون س ــلول ه ــذب س ــل ج ــد عام توان

P.caudatum  در نقطه تلقیح باشد، و اما در سطح ملکولی این

 NOباشـد کـه وجـود سیسـتم     یافته می تواند بیانگر ایـن امـر   

در تائیـد ایـن    .بسیار محتمل است P.caudatumهاي  درسلول

-Lاحتمال می توان به پاسخ منفـی ایـن سـلول هـا بـه مـاده       

NAME اشاره کرد که L-NAME      بـه عنـوان یکـی از مهـار

با مهار این سیستم در درون  ]NO ]6کننده هاي اصلی سیستم 

 .در نقطه تلقیح باشد P. caudatumسلول می تواند عامل دفع 

-L-arginine ,Lدر تلقیح مشترك مرفین با هـر یـک از مـواد   

NAME وNaloxone  ،همانگونه که در بخش نتایج ذکر شـد ،

می توان به نکات جالبی اشاره کـرد، بـه طـور مثـال در تلقـیح      

در سـطح رفتـاري و   آرژینـین، یافتـه هـا    -مشترك مرفین و ال

در آرژینین ـ-البـت و قابـل توجـه    فارماکولوژیک بیانگر تأثیر مث

باشـد، بـه    مـی ) Morphine Potency(افزایش قدرت مـرفین  

 μg L-arg+2 μg 4طوریکه پاسـخ ایجـاد شـده در دوز مـؤثر    

Morphine  ــرفین ــؤثر مـ ــتر از دوز مـ ــیار بیشـ 2μg) بسـ

Morphine)  و اما در سـطح  ، باشد می) حالت کنترل(به تنهایی

به عنوان یکـی از اجـزاي   ( نینآرژی-الملکولی با توجه به تأثیر 

نتیجه مـی شـود کـه وجـود      NOدر تولید ) NOاصلی سیستم 

    بســیار محتمــل  P.caudatumدر ســلول هــاي  NOسیســتم 

در تـداخل   NOسیستم سیگنالینگ  در ضمن احتمالاً. می باشد

است، چرا که به دنبال ) Morphine Potency( مثبت با مرفین

پاسـخ   ، قـدرت مـرفین در ایجـاد   NO و تولید آرژینین-التأثیر 

بسیار بیشـتر از قـدرت    P.caudatumمثبت توسط سلول هاي 

. باشـد مـی ) حالـت کنتـرل  (آرژینـین -المرفین بـدون تزریـق   

 L-NAMEو آرژینـین -الهمچنین در تلقیح مشترك مرفین، 

ایـن یافتـه هـا در    یافته ها دال بر تائید مباحث فوق می باشـد،  

 L-NAMEژیک بیانگر تأثیر مهـاري  سطح رفتاري و فارماکولو

ــر ــتم ب ــرفین     NO سیس ــدرت م ــاهش ق ــال آن ک ــه دنب و ب

)Morphine Potency (4 باشد، به طوریکـه در دوز مـؤثر   می

μg L-NAME + 4 μg L-arg + 2 μg Morphine  نسـبت 

 پاسـخ  (μg L-arg +2 μg Morphine 4)کنتـرل  حالـت بـه 

ح ملکولی، تأکید اما درسط. جاد شده شدیداً کاهش یافته استای

و تداخل مثبت ایـن سیسـتم بـا     NOمجددي بر وجود سیستم 

ــی ــرفین م ــاي    م ــلول ه ــی س ــخ منف ــت، پاس ــد و در نهای باش

P.caudatum  بهNaloxone می تواند در بر دارنده اطلاعات

بیشتري در مورد وجود رسپتورهاي اپیوئیـدي در ایـن جـانوران    

  .    تک یاخته اي باشد
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به عنوان آنتاگونیست رقـابتی   Naloxoneبا توجه به اینکه 

، ]7[کنـد   عمـل مـی   µبراي تصاحب رسـپتور  ) در برابر مرفین(

از . شـود  بسیار محتمـل مـی   P.caudatumدر  μوجود رسپتور 

 Morphine(توان فرض کرد که قدرت مرفین  طرف دیگر می

Potency ( با عملکرد رسپتورμ     رابطـه تنگاتنـگ و مسـتقیمی

نمودار (میکروگرم مرفین  1و  5/0دوزهاي  "الااحتم. ]21[دارد 

 P.caudatum، کاهش در تعداد سلول هاي )پاسخ مرفین -دوز

ن بـراي تحریـک و   یمرف) دوز(را به واسطه کافی نبودن غلظت 

فعال کردن رسپتورهاي اپیوییدي نشـان دادنـد، کـه البتـه ایـن      

و  2دردوزهاي  μبراي فعال کردن رسپتور ) دوز(مشکل غلظت 

میکروگرم مرفین مرتفع شـده اسـت، بـه طوریکـه بیشـترین       4

و . مرفین قابل مشاهده است 2μg افزایش قدرت مرفین در دوز

تـوان   میکروگرم مـرفین مـی   60و40و20و16و 8اما در دوزهاي 

کـاهش  ( P.caudatumعلت کـاهش در تعـداد سـلول هـاي     

ابطـه بـا   را در ري مـرفین  نسبت به سایر دوزهـا ) قدرت مرفین

بـا یکـدیگر   ) κو  δو  µ(تداخل عمـل رسـپتورهاي اپیوئیـدي    

بـالاي  ) دوزهاي(هاي  ، چراکه احتمالاً درغلظت]21[توجیه کرد 

نیـز   )κ و δ(، رسـپتورهاي دیگـر   µمرفین، علاوه بـر رسـپتور   

ز آنجاییکه سـیگنالینگی کـه در   شوند، ولی ا تحریک و فعال می

افتد، ممکن است سـیگنالینگ   اثر فعالیت یک رسپتور به راه می

توان چنین در نظر گرفت  می. ]21 ,2[رسپتور دیگر را مهار کند 

مـی   κو  δ تحریـک پـذیرتر از رسـپتورهاي    µرسپتور  که اولاً

سینوسی  تقریباً مساله می تواند توجیه کننده حالتباشد، که این 

دیگر اینکـه عملکـرد   . باشد) 1شکل (پاسخ مرفین  -نمودار دوز

شود و در نتیجه  می μمانع اعمال اثر رسپتور  κ و δ رسپتورهاي

در دوزهــاي ) Morphine Potency(کــاهش قــدرت مــرفین 

  .اتفاق می افتد) میکروگرم 60و40و20و16و8(بالاي مرفین 

در کلیه این جریانات دخالت سیسـتم نیتریـک اکسـاید بـه     

      واســطه مطالعــه ســیتولوژیک نیــز بررســی گردیــد و نتــایج بــا 

بـر  . یافته هاي رفتاري و فارماکولوژیک تطابق نشان مـی دهـد  

اساس شواهد سیتولوژیک بدست آمده در حیوانات تحت تجـویز  

ولـی در  ) A 8 شـکل (کـم  ت فعالیـت ایـن سیسـتم    مرفین شد

آرژینـین ایـن شـدت بـه طـور معنـی دار       -تجویز مشترك با ال

تشدید می یابد، این امر حاکی از آن است کـه ایـن پـیش سـاز     

احتمالاٌ به عنوان محرکی موثر باعث تقویت فعالیت آنزیم مولـد  

، و از آنجا به دلیل تداخل مثبـت  ]8[نیتریک اکساید شده است 

در آرژینـین -آن با مرفین تاثیر ایـن مـاده مخـدر همـراه بـا ال     

). B 8شکل (باشد قابل مشاهده می NOSتشدید فعالیت آنزیم 

در تائید این یافته می تـوان بـه نتـایج بررسـی سـیتولوژیک در      

نمونه هائی که با پیش تجویز مهار گر آنزیم مذکور مواجه بودند 

لیت آنزیم نسبت به تیمار اشاره کرد که در این شرایط شدت فعا

آرژینین به طور معنـی دار کـاهش نشـان    -مشترك مرفین و ال

  ).C  8شکل(داد 

با توجه به اطلاعات بدست آمده در بخش نتایج، سـلولهاي  

P.caudatum     در دوز هاي مشخصی به مـرفین پاسـخ مثبـت

، و ایـن پاسـخ مثبـت در    )پاسخ مرفین  -نمودار دوز( می دهند 

همـراه بـا مـرفین افـزایش     آرژینین-از  ال دوز هاي مشخصی

-ال+ Morphineپاسـخ   -نمودار دوز(یافته و تقویت می شود 

آرژینین در پاسـخ  -این اثر افزایشی و تقویت کننده ال). آرژینین

به مرفین می توانـد از نظـر بهداشـتی و کلینیـک بسـیار حـائز       

رفین اهمیت باشد، چرا که اگر بتوان در بیماران تحت درمان با م

آرژینـین دوز مـؤثر مـرفین را    -با استفاده همزمان مرفین و  ال

مـی توانـد در   ) کاهش دوز مؤثر مرفین(کاهش داد، این مسئله 

ــتگی    ــل وابس ــرفین از قبی ــانبی م ــرات ج ــاهش اث ــتاي ک  راس

(Dependence)  و اعتیاد(Addiction)    و همچنـین مباحـث

مؤثري گام   (Pharmacoeconomic)مربوط به اقتصاد دارویی

از این رو مطالعه تکمیلی بر روي این مـدل حیـوانی   . تلقی شود

به منظور بهره برداري دقیق از یافته هاي این پژوهش و تعمیم 

یافته هاي حاصل به انواع مهره دار و حتی انسان مورد پیشنهاد 

که این حیوانات نه تنها بـا توجـه بـه اسـاس سـلولی       است چرا

یستی را نمایان می کنند بلکه بـه  حیات پایه هاي قابلیت هاي ز

دلیل برخورداري از توازن فیزیولوژك در سـطح یـک سـلول در    

  نوع خود بسیار پیچیده و منحصـر بـه فـرد و از نظـر مطالعـاتی      

  .فوق العاده جالب هستند

  سپاسگزاري

این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه شاهد انجام شده است و از این رو 

ــر ــت محت ــان از معاون ــه و دانشــگاه  مولف ــوم پای م پژوهشــی دانشــکده عل

   .سپاسگزارند
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