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Abstract 

Purpose: The present study was conducted to evaluate the effect of different concentrations of 

morphine on staurosporine-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 

Materials and Methods: PC12 cells were cultured in RPMI1640 culture medium supplemented 

with 0.2% BSA. Cells were divided into three groups; I, II and III, culture in the presence of 50, 100 

and 214 nM staurosporine respectively. In each group cells were treated with different 

concentrations (10-12, 10-10, 10-8, 10-6, 10-4 and 0.0 M) of morphine; treatments 1, 2, 3, 4, 5 and 

6; respectively. The percentage of cytotoxicity was performed by lactate dehydrogenase assay. The 

percentage of death cell was assessed by Hoechst/PI differential staining. Total neurite length was 

measured.  

Results: In all groups, the percentage of cytotoxicity  as well as the percentage of cell death in 

treatments 4 and 5 was higher and in treatments 1 and 2 was lower than that of treatment 6 

(p<0.05). In group III, total neurite length in treatments 1 and 2 was higher than that of treatment 6 

and in group I, total neurite length in treatments 4 and 5 was lower than treatment 6(p<0.05). 

Opioid receptor antagonist (naltrexone) was caused reversed the effects of morphine (p<0.05). 

Conclusion: Our results suggest that morphine at low concentrations should improve 

staurosporine-induced neurite outgrowth in PC12 cells. 
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 القا شده توسط تي نوريفرا رشدهاي مختلف مورفين بر  اثر غلظت
 12PCهاي  در سلولاستوروسپورين 

  *.M.Sc كهتري موسي ، *.M.Sc حرمشاهي محمدامين سيد ، *.Ph.D پور بيدمشكي ، علي *.Ph.D آزادبخت مهري، *.M.Sc ژاله حسين
  شاه، ايراندانشگاه رازي، كرمانشناسي دانشكده علوم پايه  زيستگروه *

  90بهمن ماه :         تاريخ پذيرش90آذر ماه : تاريخ دريافت

  چكيده
  .دش بررسي 12PCهاي  در سلول القا شده توسط استوروسپورين تي نوريفرا رشدهاي مختلف مورفين بر   اثر غلظت:هدف

 I   II, به سه گـروه ها سلول.  شدندكشت داده BSAدرصد 2/0همراه با  RPMI1640در محيط كشت  12PCهاي   سلول:ها روشمواد و 
با ها در تيمارهاي مختلف   در هر گروه سلول.تقسيم شدند وروسپورين نانومولار است214و 100، 50هاي  غلظت  كشت در حضورIIIو 

  .ار شدندمولار مورفين تيم )0: 6وتيمار10-4: 5، تيمار10-6: 4، تيمار10-8: 3، تيمار10-10: 2، تيمار10-12 :1تيمار (هاي غلظت
 وHoechst/PI ميـزي افتراقـي    آ هـا از طريـق رنـگ    ميزان مرگ سلول ،گيري لاكتات دهيدروژناز از طريق اندازه سيتوتوكسيسيتيميزان 

  .  شدبررسيها درسلولها    طول كل نوريتگيري  اندازهبا استفاده ازها  متوسط طول نوريت
هـا در     سلول سيتوتوكسيسيتي و مرگ سلولي   گروه نشان داد كه ميزان      سه  هر  در   يسيتوتوكسيسيتي و مرگ سلول    ارزيابي ميزان    :ها يافته
انـدازه گيـري   نتـايج  . )p > 0.05(  كمتـر بـود   6  در مقايسه بـا تيمـار  2و 1هاي  تيمار و دربيشتر  6در مقايسه با تيمار    5 و   4هاي    تيمار

 كوتـاهترين متوسط طـول     و IIIگروه 2و  1هاي    تيمار در ها يتطول بلندترين نور  ها نشان داد كه متوسط       متوسط طول بلندترين نوريت   
 كـه نالتروكـسان منجـر بـه      داديدي نشانيمطالعه مهاركننده رسبتورهاي اپيو .)>p 0.05( وجود دارد Iگروه 5و 4هاي   در تيمارها نوريت

  .)p 0.05>(د شو مورفين ميآثار برگشت 
برگشت پـذير و     شده القا   ين منجر به بهبود فرا رشد نوريتي      ي مورفين در دوزهاي پا    هكند ك   پيشنهاد مي  بررسي حاضر  نتايج   :گيري نتيجه

  .شود مي 12PCهاي  سلول در  توسط استوروسپورينكوتاه اثر
  

  PC12مورفين، استوروسپورين، فرارشد نوريتي،  :ها كليد واژه
  

  مقدمه
يد اسـت كـه از محـيط كـشت       ياستوروسپورين يك آلكالو  
Streptomyces staurosporesa شـود و مهاركننـده    جداسازي مي

نشان داده شده اسـت     . شود  محسوب مي  Cقوي پروتئين كيناز    

  باعث القاي مرگ سلولي برنامه ريزي شده       استوروسپورينكه  
)Apoptosis( عـصبي  هـاي    از جملـه سـلول  هـا  در انواع سلول

كـه تيمـار   ه شـده اسـت       عـلاوه بـراين نـشان داد       .]1[شود مي
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بـروز   سـبب    استوروسپورينهاي     با آنالوگ  RGC-5هاي    سلول
  استوروسـپورين  .]2[شـود    مـي  هـا   سـلول ظاهر نوروني در اين     

بسته به غلظـت بـه كـار بـرده شـده آن داراي عملكردهـاي                وا
 50هاي   غلظت. رفتاري وابسته به غلظت دارد  است و چندگانه  

سـلولي در حـال     هـاي      نـانومولار آن سـبب تمـايز رده        350تا  
 نـانومولار آن سـبب      1000هاي بالغ و غلظت      تقسيم به نورون  
 استوروسـپورين در    ]3[ شـود   هـا مـي     نـورون  ايجاد آپوپتوز در  

 (Nerve Growth Factor; NGF)  فـاكتور رشـد عـصب   مقايسه با
عــصبي و ايجــاد هــاي  ســلول تــر ســبب تمــايز بــسيار ســريع

با توجه بـه آثـار دوگانـه        . ]4[ شود  هاي بلند در آنها مي     نوريت
هـا در    استوروسپورين در ايجـاد تمـايز يـا آپوپتـوز در سـلول            

 اين ماده بايد به دوز دقيق به كار رفته توجه داشـت             استفاده از 
تـوان از   مـي  آپوپتوتيك آن احتمالاً  آثارو از طرفي براي حذف      

  . استفاده كردد ضد آپوپتوزي دار آثارموادي كه
مـورفين   .ثر بر تمايز عصبي است    ؤمورفين از جمله مواد م    

 ضد درد شناخته شده، در تكوين مغز، نـوروژنز،        آثار  علاوه بر   
 وابـسته   مورفين]. 4 [ذار است ـثرگاتمايز سلولي و آپوپتوز نيز      

هـاي   غلظـت  .اسـت  مختلفـي آثار   داراي    به غلظت به كار رفته    
هاي  ها را در سلول   فرا رشد نوريت  ) 1pM(بسيار پايين مورفين    

12PC در حضور فاكتور رشد عصبي )NGF (دهد افزايش مي]  
هـا   زايش طول نوريت  اف) 1mM(هاي بالا    مورفين در غلظت   .]5

هـاي   نـورون ،  هـاي هيپوكمـپ    نورون،  12PCهاي   را در سلول  
هاي گانگليون موجود در طنـاب پـشتي         گرانول مخي و نورون   

  .]6-9[ كند مهار مي جنيني
اي قابـل     استوروسپورين پديده  توسط القا شده  تمايز از آنجا كه  

 هـا اثـر    برگشت است و نيز با علم به اينكـه ايـن مـاده بـر سـلول                
 بـراي توان از خواص حفـاظتي مـورفين     مي،]10 [آپوپتوتيك دارد

  . استفاده كرد القا شده توسط استوروسپورينبهبود تمايز عصبي
 وابسته به غلظت مورفين بـه كـار رفتـه در            آثاربا توجه به    

 هاي مختلف   غلظت در اين مطالعه اثر    ،هاي عصبي  تمايز سلول 

ط استوروسـپورين در    عصبي القا شـده توس ـ    اين ماده بر تمايز     
  .شد بررسي 12PCهاي  سلول
  

 ها مواد و روش
 12PCهاي  كشت سلول

 از انستيتو پاستور ايران تهيه شد و در محـيط           12PCهاي   سلول
  BSA  درصــــــد2/0 همــــــراه بــــــا RPMI1640كــــــشت 

(Bovine Serum Albumin)، L-Glutamine mM2 و NEAA 

(Nonessential Amino Acids)  1 ســك  درون فلادرصــدT-25 
)NUNC (   سـاعت محـيط     48پـس از گذشـت      . ندكشت داده شـد 

هنگـامي كـه    . دـبا محيط كشت تـازه تعـويض ش ـ       ها   لكشت سلو 
 درصـد   80 تـا    70هاي چسبيده به كف فلاسـك بـه          راكم سلول ـت

ــلول  ــاژ س ــيد، پاس ــول   رس ــتفاده از محل ــا اس ــا ب ــد/. 25 ه   درص
Trypsin-EDTAانجام شد .  

  
  PC12هاي  تمايز سلول

 RPMIكشت  درمحيط ليتر  سلول در ميلي10 4 با تراكم اه سلول
 12به مـدت    خانه24و در ظروف كشت   BSA  درصد2/0حاوي 

اكـسيد    ديو گـراد  درجـه سـانتي   37ساعت در انكوباتور با دمـاي       
: ها به دو دسته تقسيم شـدند        سلول . نگهداري شدند   درصد 5 كربن

ن پيش تيمار نـشدند و      ها با مهاركننده نالتروكسا    در دسته اول سلول   
 دقيقـه   30در دسته دوم سلول با مهاركننده نالتروكـسان بـه مـدت             

  .ها به سه گروه تقـسيم شـدند         در هر دسته سلول   . تيمار شدند  پيش
ها در حضور غلظت خاصي از استوروسـپورين         در هر گروه سلول   

: III نـانومولار و گـروه       II :100 نانومولار، گـروه     I :50شامل گروه   
هـا در تيمارهـاي      در هر گروه نيز سلول    . نومولار تيمار شدند   نا 214

، 10-12: 1هـاي مـشخص مـورفين شـامل تيمـار          مختلف با غلظت  
مــولار  10-4: 5، تيمـار  10-6: 4، تيمـار  10-8: 3، تيمار 10-10: 2تيمار

هـاي   ازهـ در ب  ها سلول. بـدون مورفين تيمار شدند   : 6مورفين وتيمار 
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اظ ميزان سيتوتوكسيـسيتي، مـرگ       ساعت از لح   24 و   12،  6زماني  
 در  6هـاي تيمـار    سـلول . زايي بررسي شدند   سلولي و ميزان نوريت   

  .هاي كنترل در نظر گرفته شدند به عنوان سلولگروه هر
 

  ها ارزيابي ميزان سيتوتوكسيسيتي سلول
بـا اسـتفاده از لاكتـات دهيـدروژناز     سـنجش سيتوتوكسيـسيتي   

)LDH ( ــرايروشــي ســريع و ســاده  كمــي ش ســنجاســت كــه ب
ــدازه ــزيم لاكتــات   سيتوتوكسيــسيتي براســاس ان گيــري فعاليــت آن

ي آسيب ديده مـورد اسـتفاده قـرار       ها  دهيدروژناز آزاد شده از سلول    
 هـاي  ليتـر در چاهـك     سلول در ميلـي   104 با تراكم    ها  سلول. گيرد مي

 درصـد   2/0 حـاوي    RPMI خانه در محيط كـشت       96 ظرف كشت 
BSA   بـه تـراكم مناسـب       هـا   كـه سـلول   پس از آن  .  كشت داده شدند 

ها  بـا محلـول       ها برداشته شده و سلول     رسيدند، محيط كشت سلول   
PBS   هـاي   ها در هر گروه با محلول      سپس سلول .  شستشو داده شدند

براي .  ساعت تيمار شدند   24و به صورت سه تايي به مدت        تيماري  
 ميكروليتـر از محـيط      100هـا،     سـلول   سيتوتوكسيـسيتي  تعيين ميزان 

 خانـه   96  ظـرف كـشت    ها با استفاده از سمپلر به يـك         يي سلول رو
  سـازي مخلـوط واكـنش بـه تعـداد          بـراي آمـاده   . جديد منتقل شـد   

ليتـر    ميلي 25/11 ميكروليتر از محلول كاتاليست با       250 آزمون،   100
 ميكروليتر از مخلوط واكنش بـه هـر       100. محلول رنگ مخلوط شد   

 دمـاي اتـاق و بـه دور از           دقيقه در  30چاهك اضافه شد و به مدت       
 500 تـا  490هـا در طـول مـوج         سپس جذب نمونه  . نور انكوبه شد  

طـول مـوج   .  خوانده شدELISA readerنانومتر با استفاده از دستگاه 
  .دشآزمايش سه بار تكرار  نانومتر به عنوان رفرنس انتخاب و 600

  

  ارزيابي ميزان مرگ سلولي 
هـاي   فاده از رنـگ   ها با اسـت     سلول  مرگ سلولي در   بررسي

 ها با تـراكم    سلول. ]9[ رسنس به روش افتراقي انجام شد     ئوفلو
 24 ظـرف كـشت   هـاي    ليتر در چاهـك     سلول در ميلي   2×105

 كـشت   BSA درصـد    2/0 حـاوي    RPMIخانه در محيط كشت     
ها بـه تـراكم مناسـب رسـيدند،          پس از آنكه سلول   . داده شدند 

ــا محلــول   محــيط كــشت ســلول  PBSهــا برداشــته شــده و ب
هاي تيماري و بـه       ها با محلول    سپس سلول . شستشوداده شدند 

.  ساعت مورد تيمار قـرار گرفتنـد       24تايي به مدت     صورت سه 
 ساعت پس از تيمار  براي تعيـين         24 و   12،  6پس از گذشت    

 PBSها بـا     ها، ابتدا سلول    ميزان تأثير مواد بر ميزان مرگ سلول      
يقـه در محـيط    دق30شسته شـده و در مرحلـه اول بـه مـدت          

قـرار  ) ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي     5(كشت حاوي بيس بنزآميد     
ها و اتصال بـا      پس از نفوذ رنگ به داخل هسته سلول       . گرفتند
DNA  هـا در     سـلول . ها به رنگ آبي در آمـد       ، هسته سلولPBS 

ها در مرحله دوم به مدت پنج  سپس سلول. شستشو داده شدند  
 ميكروگـرم  50( م يديد دقيقه  در محيط كشت حاوي پروپيديو      

هـا توسـط     پس از اين مرحله سلول    . قرار گرفتند )  ليتر در ميلي 
 دقيقـه در دمـاي اتـاق        10 درصد به مـدت      4/0پارافرمالدهيد  

هـاي نكروتيـك بـه رنـگ          در اين حالت سـلول    . تثبيت شدند 
هـاي   اي غير متراكم اما سلول     صورتي تيره و داراي ظاهر هسته     

هـاي متـراكم و    رتي روشن و هسته  آپوپتوتيك داراي ظاهر صو   
  .دش آزمايش سه بار تكرار .قطعه قطعه هستند

  
  زايي ميزان نوريتارزيابي 

هــا بــراي ارزيــابي مورفولــوژيكي  يكــي از بهتــرين مشخــصه
گيـري طـول تمـام        انـدازه  هـا   زايي نورون  ها و ميزان نوريت    سلول
از ه  اسـتفاد  با(TNL: Total Neurit Length)ن هاي يك نورو نوريت

طـول  اسـاس ايـن روش      بـر    .]11 [است ها  Intersectionشمارش   
ا مخروط رشد در يك پس      ـها از جسم سلولي ت     وريتـبلندترين ن 

هاي مشخص و شمارش     اصلهـا ف ـ تعريف شده با خطوطي ب      زمينه
گيـري   انـدازه  كند تعداد نقاطي كه نوريت خطوط افقي را قطع مي         

بـراي  . تعيين شد ورون  هاي يك ن   سپس مجموع طول نوريت   . شد
بـرداري از     عكـس   پـس از   سلول100 در   ها  طول نوريت  تيمارهر  

نقاط تصادفي توسط ميكروسكوپ معكـوس مجهـز بـه دوربـين            
  .دشآزمايش سه بار تكرار . شدگيري  اندازه
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  هاي آماري روش
ي حاصـل از ارزيـابي ميـزان        ها   بررسي و آناليز آماري داده     براي

 بـه صـورت     زايـي   سـلولي  و نوريـت      سيتوتوكسيسيتي، ميزان مرگ  
 SPSS از نـرم افـزار آمـاري         ميانگين و انحراف از خطـاي ميـانگين،       

بـا   هـا  دار بودن اختلاف بين گروه     بررسي معني . ستفاده شد 16نسخه  
 آزمـون  و)One-Way ANOVA(استفاده از آناليز واريانس يك طرفـه  

Tukey   براي رسم نمودارها از برنامه       . انجام  شد EXCEL ستفاده شد   ا
  .دش مشخص  درصد95ها نيز در سطح  دار بودن داده و سطح  معني

  

  ها يافته
   ها سلول سيتوتوكسيسيتي

هـاي   دست آمده از آزمون سيتوتوكسيسيتي سـلول       هنتايج ب 
12PC    در گروه I              نشان داد كه در دسته  بدون پـيش تيمـار بـا 

سبت   ن2 و   1 ميزان سيتوتوكسيسيتي در تيمارهاي      ،نالتروكسان
كـه در   ت درحـالي ياف ـداري كـاهش    يطـور معن ـ   هب  6به تيمار   

داري افـزايش    يطور معن ـ  ه ب 6 نسبت به تيمار     5 و   4تيمارهاي  
در دسته پـيش تيمـار بـا نالتروكـسان ميـزان            ). >p 0.05(يافت  

 كاهش  6  نسبت به تيمار      2 و   1سيتوتوكسيسيتي در تيمارهاي    

دار نشان   ي افزايش معن  6 نسبت به تيمار     5دار و در تيمار      يمعن
، 1ها در تيمارهاي  دسته نشان داد كه بين نتايج ).>p 0.05( داد
ــتلاف    5و 3، 2 ــاري اخ ــاظ آم ــه لح ــيب ــود دارد دار  معن وج
)0.05 p<.( ــ  ــايج بـ ــي نتـ ــزان   هاز طرفـ ــده از ميـ ــت آمـ دسـ

در دسته بدون پيش تيمار   IIهادر گروه سيتوتوكسيسيتي سلول
افزايش   و 2 و 1تيمارهاي در داري   معنيبا نالتروكسان كاهش

 و دادنشان  6در مقايسه با تيمار    5 و   4داري در تيمارهاي      معني
بـه    6نيز ميزان سيتوتوكسيسيتي نـسبت بـه تيمـار         1در تيمار   

   افـزايش   5 و   3 و در تيمارهاي      يافت كاهشداري    معنيشكل  
 بـا پـيش تيمـار       دسـته   در    6داري در مقايـسه بـا تيمـار           معني
 اخــتلاف  IIIدر گــروه  .)>p 0.05(مــشاهده شــد روكــسان نالت
  تيمارهـاي    به شكل كاهشي و    2 و   1داري بين تيمارهاي     يمعن
 بدون پيش تيمار نالتروكسان     دسته به شكل افزايشي در      5 و   4

 5 و   3 به شكل كاهشي و در تيمارهـاي         2 و   1و در تيمارهاي    
 در مقايسه    با پيش تيمار نالتروكسان    دستهبه شكل افزايشي در     

آماري نـشان داد    هاي    بررسي .)>p 0.05 (مشاهده شد  6با تيمار 
 5 و   3 ،2 ،1هـا در تيمارهـاي       دسـته كه اختلاف آمـاري بـين       

  .)1شكل  ()p 0.05>(دار بود  معني

  

  .مورفينهاي مختلف   ساعت تيمار با غلظت24  پس از  12PCهاي  سيتوتوكسيسيتي سلول .1شكل 
   نانومولار استوروسپورين214و 100 ،50هاي   غلظتكشت در حضور III:  و I، II گروه
  مولار مورفين 0و 10-4، 10-6، 10-8، 1-10، 10-12  هاي غلظتتيمار با  : 6 و5، 4، 3، 1،2تيمارهاي 

  .)p<0.05 وANOVAآزمون  (است  6 با تيماردار معني مشخص شده داراي اختلاف هايي كه  با نماد  ستون
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  .مورفينهاي مختلف   پس از تيمار با غلظت12PCهاي  سلولي سلول مرگ .2شكل 

   نانومولار استوروسپورين214و 100 ،50هاي   غلظت كشت در حضورIII:  و I، II گروه
  مولار مورفين 0و 10-4، 10-6، 10-8، 1-10، 10-12  هاي غلظتتيمار با  : 6 و5، 4، 3، 1،2تيمارهاي  

  ).p<0.05 وANOVAآزمون  ( است 6دار با تيمار ده داراي اختلاف معني مشخص شهايي كه با نماد  ستون
  

  مرگ سلولي
 دسـته  ميزان مرگ سلولي در      بررسيدست آمده از     هنتايج ب 

در حـضور   بدون پيش تيمار نالتروكسان نشان داد كه مـورفين          
 24 و   12،  6هـاي  در زمـان  هاي مختلف استوروسپورين     غلظت

كـاهش   باعـث     3 و   2 ،1ي  تيمارهـا در  ساعت پس از تيمـار      
دار در    افـزايش معنـي   باعـث    5 و   4هـاي     دار و در تيمـار      معني

دسته پيش تيمار شده با     از طرفي در    . شود مي 6مقايسه با تيمار  
 4 ،3 تيمارهاي   ودار     كاهش معني  2 و   1 تيمارهاي   نالتروكسان

 نشان دادنـد   6داري را در در مقايسه با تيمار        ي افزايش معن  5و  
)0.05 p< .(   تـا  1 براي تيمارهاي بين دو دسته  اختلافات آماري 
  .)2شكل ( )>p 0.05(دار بود   معني5

 
  نوريت زايي سلول ها

نشان داد كـه      نتايج    ساعت از انجام آزمايش    6پس از گذشت    
 در TNL و كـاهش    3 تـا    1 در تيمارهـاي     TNL افـزايش    Iدر گروه   

سان در مقايسه بـا   بدون پيش تيمار نالتروكدسته از 5 و   4تيمارهاي  
شـكل  ه اختلافات ميان تيمارها ب دار و از طرفي تمامي معني  6تيمار  

 مشاهدات نشان   .)>p 0.05( دار بود   يك به يك از لحاظ آماري معني      

 دسـته تيمارهـا در       در تمـامي   TNL كه از لحاظ آماري افـزايش        داد
كسان  بدون پيش تيمار نالترودسته پيش تيمار نالتروكسان و همراه با
 دسـته  در بين دو     5 تا   1دار بوده و نيز اختلاف ميان تيمارهاي          معني

 ).>p 0.05(دار بوده است   از لحاظ آماري معني6 و 3جز در تيمار  هب
 در TNLافـزايش  نـشان داد كـه     IIهـا در گـروه    نورونTNLميزان 

 بـدون   دسته از   5 و   4 در تيمارهاي    TNL و كاهش    2 و 1تيمارهاي  
دار و از طرفـي        معنـي  6لتروكسان در مقايسه با تيمـار       پيش تيمار نا  

 از لحاظ آمـاري     2 و 1 و تيمارهاي    6 و   3اختلافات ميان تيمارهاي    
 در  TNL كه از لحاظ آماري افـزايش        داد نشان   نتايج. بودن ي دار   معن 

  با پيشدر دسته 5 و 4 در تيمارهاي TNL و كاهش 2 و1تيمارهاي 
ــا تيمــار تيمــار نالتروكــسان در مقايــسه  دار و از طرفــي   معنــي6ب

 از لحاظ آمـاري     2 و 1 و تيمارهاي    6 و   3اختلافات ميان تيمارهاي    
 و  3 تـا    1 در تيمارهـاي     TNL افـزايش    IIIدر گـروه   . بـود  يمعنبي  

ــاهش  ــاي TNLك ــته از 5 و 4 در تيماره ــار  دس ــيش تيم ــدون پ  ب
يان دار و از طرفي اختلافات م    معني 6نالتروكسان در مقايسه با تيمار      

از لحـاظ آمـاري     . بـود ن ي دار   معن ـ   از لحاظ آماري   2 و 1تيمارهاي  
 و  4 در تيمارهـاي     TNL و كاهش    2 و 1 در تيمارهاي    TNLافزايش  

دار و     معني 6 با پيش تيمار نالتروكسان در مقايسه با تيمار          دسته از   5
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 از 2 و1 و تيمارهــاي 6 و 3از طرفــي اختلافــات ميــان تيمارهــاي 
  .بودن  دار يمعن  لحاظ آماري

 در  نشان داد كه    نتايج  ساعت از انجام آزمايش    12پس از گذشت    
 5 در تيمـار     TNL و كاهش    3 تا   1 در تيمارهاي    TNL افزايش   Iگروه  

دار و     معنـي  6 بدون پيش تيمار نالتروكسان در مقايسه با تيمار          دستهاز  
 و نيز اختلاف ميان تيمارهاي      2و  1از طرفي اختلافات ميان تيمارهاي      

 TNLكه از لحاظ آماري افـزايش       داد نشان   نتايج . بودن ي دار   معن   و   4
 با پيش تيمار نالتروكسان در مقايـسه بـا          دسته در   5 تا   2در تيمارهاي   

 ـ 5 تا   1دار بوده و نيز اختلاف ميان تيمارهاي           معني 6تيمار   جـز در     ه ب
 ).>p 0.05( دار بــوده اســت  معنــي دسـتـه از لحــاظ ميــان دو3تيمــار 
 دسته در   5 در تيمار    TNL و كاهش    2 در تيمار    TNLافزايش  ن  همچني

دار بود و اختلاف       معني 6پيش تيمار نالتروكسان در مقايسه با تيمار        با  
يـن تيمارهـاي       و ،2 با تيمار    1ميان تيمار     6 بـا تيمـار    4 و   3 اختلاف ب

 از لحاظ    دسته  ميان دو  5 تا   2اختلاف ميان تيمارهاي    . بودن ي دار   معن  
  ).>p 0.05(دار بود  معني آماري

 در هر سـه     TNL بدون پيش تيمار ميزان        در دسته  IIIدر گروه   
 افـزايش   6 نـسبت بـه تيمـار        3 و   2،  1بازه زمـاني در تيمارهـاي       

داري   كاهش معني 6 نسبت به تيمار     5 و   4دار و در تيمارهاي       معني
 از لحـاظ    2و1اخـتلاف ميـان تيمارهـاي       . )>p 0.05(مشاهده شـد    

 در تيمارهـاي    TNL از لحاظ آماري افزايش      .بودن ي دار   عنم  آماري  

 بـا پـيش تيمـار       دسته در   5 و 4 در تيمارهاي    TNL و كاهش    2 و 1
 1  و نيز اختلاف ميان تيمارهـاي         6نالتروكسان در مقايسه با تيمار      

شـكل   ()>p 0.05(دار بود      ميان دو گروه از لحاظ آماري معني       5تا  
 TNL گيري نجام آزمايش اندازه   ساعت از ا   24پس از گذشت       .)3

 در مقايسه با 4 تا 1تيمارهاي   درTNLافزايش  ، Iها درگروه نورون
 و از طرفــي اختلافــات ميــان TNL  دار و كــاهش  معنــي6تيمــار 

 دسته از   6 و   4 و نيز اختلاف ميان تيمارهاي       6و5 ،2و  1تيمارهاي  
اري از لحـاظ آم ـ . بـود ن ي دار   معن ـ   بدون پيش تيمـار نالتروكـسان     

ــزايش  ــاي TNLاف ــا 1 در تيماره ــته در 5 ت ــار  دس ــيش تيم ــا پ  ب
 1 اختلاف ميان تيمارهاي     و نيز    6نالتروكسان در مقايسه با تيمار      

 TNL  ميـزان ).>p 0.05(دار بـود    آمـاري معنـي  دسته ميان دو 5تا 

 2 و 1 در تيمارهاي TNLافزايش نشان داد كه   IIها در گروه نورون
 5 تـا    3 در تيمارهاي    TNLكاهش   دار و    معني 6در مقايسه با تيمار     

 بدون پيش تيمار نالتروكسان از لحاظ دسته از  6 تيمار   ادر مقايسه ب  
كـه از لحـاظ آمـاري     مشاهده شـد    ). >p 0.05( دار بود   آماري معني 

 در  5 و كـاهش آن در تيمـار       2در تيمار    IIIدر گروه    TNLافزايش  
  است دار   معني 6 با تيمار     با پيش تيمار نالتروكسان در مقايسه      دسته

 و نيـز    يمعن ـ   بـي  4و3 ،6و3 ،2و1اما اين اختلاف ميان تيمارهـاي       
دار بـود      آمـاري معنـي    دستهدو  بين   5 تا   1اختلاف ميان تيمارهاي    

)0.05 p<( )4و 3هاي  شكل(.  

 
  مورفينمختلف هاي  پس از تيمار با غلظت 12PCيها  سلولزايي نوريت .3شكل 

   نانومولار استوروسپورين214و 100 ،50هاي   غلظت كشت در حضورIII:  و I، II گروه
  مولار مورفين 0و 10-4، 10-6، 10-8، 1-10، 10-12  هاي غلظت تيمار با  :6 و5، 4، 3، 1،2  تيمارهاي

  .)p<0.05 وANOVAآزمون  (است  6 با تيماردار معني مشخص شده  داراي اختلاف هايي كه  با نماد  ستون
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بـر   نانومولار استئوروسـپورين  124  اثر مورفين در حضور غلظت       .4شكل  
   PC-12 هاي  در سلولزايي ميزان نوريت

A  ،B  ،C  ،D  ،E  ،F :مـولار   0و  10-4،  10-6،  10-8،  1-10،  10-12هاي   غلظت
   ميكرومتر50: ، بارنيمورف

  
  بحث

ــلول   ــايز س ــس از تم ــق پ ــن تحقي ــاي  در اي ــه 12PCه  ب
هـاي    غلظـت  همـراه بـا   سپورين  هاي بالغ توسط استورو    نورون

 ميزان سيتوتوكسيـسيتي و مـرگ       ، مورفولوژي ،مختلف مورفين 
  .ها ارزيابي شد سلولي در سلول

ــده  ــپورين مهاركنن ــروتئين   استوروس ــيعي از پ ــف وس  طي
 برخي اعمال فيزيولوژيكي از جمله نوروژنز       در كه   ستكينازها

ي  قـادر بـه القـا       استوروسـپورين  .]4[ دارددخالـت   و آپوپتوز   
هاي سلولي نوروبلاسـتوماي مـوش       ها در لاين   فرارشد نوريت 

و ) Schumacher(شـــاماچر   همچنـــين مطالعـــه .]10[اســـت 
 نـــشان داد كـــه اســـتفاده از   2003همكـــاران در ســـال  

هاي   به عنوان يك ماده نوروتروفيك در غلظت       استوروسپورين
 هاي مانند بلندي را با شبكه      هاي آكسون  تواند نوريت  پايين، مي 

 .]12 [هاي بنيادي جنينـي توليـد كنـد    نوريتي گسترده در سلول
 ًاخيـرا ) Levinو  Thompson(؛ تامپـسون و لـوين       ايـن  علاوه بر 

هـاي     بـا آنـالوگ    RGC-5هـاي    نشان دادنـد كـه تيمـار سـلول        
هـاي    بيـان برخـي كانـال      سبب توقف تقـسيم،   استوروسپورين  

. شـود  هـا مـي    گيري ظاهر نوروني در ايـن سـلول        يوني وشكل 
تمايز با استوروسـپورين تعجـب برانگيـز اسـت چراكـه ايـن              

 .]2[رود كـار مـي     كيناز به عنـوان القـاگر آپوپتـوز بـه           مهاركننده
اگرچه جزئيات مكانيسم فعاليت استوروسپورين به عنوان يك        

رسد كه اين      باقي مانده است به نظر مي      شناختهالقاگر عصبي نا  
هـا كـه در فرارشـد       سـازي برخـي پـروتئين كيناز       ماده در فعال  

 استورسـپورين   .]13[ كنـد  نوريتي مشاركت دارد همكاري مـي     
 كــه در ســطح NGFبــراي ايجــاد زوايــد نــوريتي بــر خــلاف 

دهد، روي خـود پـروتئين       را افزايش مي   tauرونويسي بيان ژن    
tau     اثـر گذشـته و از طريـق مهـار  MAP-2     كينـاز كـه باعـث

ل كـردن فعاليـت      و در نهايت مخت    tauفسفريله كردن پروتئين    
ــوروني مــي  ــد  ن ــا و زواي ــداري ميكروتوبوله شــود،  آن در پاي

 را به ميزان قابل توجهي كـم كـرده          tauفسفريلاسيون پروتئين   
 بـه   tauوبه اين ترتيب شرايط را براي اتصال مناسب پـروتئين           

ها ودر نهايـت ايجـاد و پايـداري زوايـد نـوريتي              ميكروتوبول
  .]15و14[ كند فراهم مي

 تمـايز     مطالعه از استوروسپورين به عنوان القا كننده       در اين 
عصبي و نيز از مورفين به منظور بالا بردن ميزان بقا و افـزايش    

  .شد استفاده 12PCهاي  ها در تمايز سلول طول نوريت
تكثيـر    مـورفين بـر     آثـار  نتايج متناقض بـسياري در مـورد      

ــلول ــاي  سـ ــه هـ ــوروني در ناحيـ ــداد نـ ــولي اجـ    زيرگرانـ
) SGZ: Sub-Granular Zone (در يسكه يكي از مراكز نوروژنز 

 پيچيـدگي    ، انتشار يافته كه نـشان دهنـده       استمغز پستانداران   
   .]16[است  آن  هاي دربرگيرنده مكانيسم

 هـاي تحـت تيمـار بـا         سـلول  ريخت شناختي هاي   بررسي
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هاي مختلـف    مورد استفاده مورفين همراه با غلظت     هاي    غلظت
كـه    علاوه بـر آن    ، ساعت نشان داد   24مدت  استوروسپورين به   

استوروسپورين بـه تنهـايي يـا همـراه بـا           هاي    غلظت  در تمامي 
ي ون تمايز يافته و ظاهر تكامل يافته نور       ها   سلول اغلبمورفين  

مـولار   10-4 و   10-10هـاي   اما غلظـت   ،دهند  را از خود بروز مي    
 214 و   100،  50هـاي    مورفين بـه ترتيـب در حـضور غلظـت         

لار استوروسپورين ايجـاد كمتـرين و بيـشترين فعاليـت           نانومو
ــا     ــسه ب ــلولي را درمقاي ــرگ س ــاي م ــسيتي و الق سيتوتوكسي

ــت ــر  غلظ ــاي ديگ ــرل     ه ــروه كنت ــا گ ــسه ب ــز در مقاي و ني
 ؛از طـرف ديگـر    . استايجادكرده  ) ييتنهابه  استوروسپورين  (

ــشان   ــت ن ــزايش طــول نوري ــات اف ــه در داده اســتمطالع  ك
بـه ترتيـب     )مولار مـورفين   10-4 و   10-10 (مذكورهاي   غلظت

بيشترين و كمتـرين طـول نوريـت در هـر سـه گـروه همـراه                 
 و در مقايسه بـا گـروه كنتـرل         شود   مي استوروسپورين مشاهده 

داراي افـزايش و    ) ييتنهـا بـه   استوروسـپورين   (بدون مورفين   
كه البتـه ايـن ميـزان     هـستند در طول نوريت    داري    معنيكاهش  

ل نوريت در گـروه همـراه بـا غلظـت           تغييرات در افزايش طو   
هـاي     با ساير غلظـت    مقايسه نانومولار استوروسپورين در     214

استوروسپورين داراي روند تشديد يافتـه و در كـاهش  طـول             
اي در مقايـسه بـا سـاير         نوريت نيز داراي روند تخفيف يافتـه      

 مولار  10-4غلظت   در ها  سلول. استدوزهاي استوروسپورين   
داراي ظـاهري    مـورفين هاي    ه با ساير غلظت   مورفين در مقايس  

ــد ــده بودن ــر  ه مــيئلكــه ايــن مــس آســيب دي ــد دليلــي ب توان
پروآپوپتوتيك بودن اين غلظت كه هم درمقالات به آن اشـاره           

ئيـد  أ آن را ت   حاضـر هاي آپوپتوتيكي تحقيق     شده و هم بررسي   
گفتني است كه اين غلظـت در مقايـسه بـا گـروه             . كرده، باشد 

تـر و از نظـر فعاليـت        سطح پايداري سلولي پايين   كنترل داراي   
 داراي سطح بالاتري بود     مرگ سلولي سيتوتوكسيسيتي و القاي    

.  نقش ناپايداركننده ايـن غلظـت مـورفين بـود          بيانگركه خود   

) نالتروكـسان (يدي  يبررسي فعاليت مهار كننده رسپتورهاي اپيو     
  آثـار  ه،ها توسط اين مهاركنند    كه با پيش تيمار سلول    د  نشان دا 

ــورفين ــف م ــهمختل ــسبت ب ــده در   ن ــدون مهاركنن ــرايط ب  ش
 آثـار دهـد     كه نشان مي  شود    مي مهار هاي مختلف كاملاً   غلظت

ــت    ــك و فعالي ــه تحري ــسته ب ــشت واب ــورفين در محــيط ك م
هاي انجام شده درباره  بررسي .]17[ يدي استيرسپتورهاي اپيو

 شـده  هاي سلولي كشت  در مدلin vitro مورفين در شرايط اثر
هـاي ريـوي و حتـي        هـا و ميكروگلياهـا، سـلول       شامل نورون 

ي بـالا و    ها  همگي به نقش تخريبي غلظت     هاي سرطاني  سلول
مصرف حاد مورفين بر القاي مرگ سلولي يـا نكـروز در ايـن              

  .]19 و18[ ها تأكيد دارند جمعيت
مـورفين يـك عامـل        شـده اسـت كـه      نشان داده  از طرفي 

هاي اكسيداتيو داخل سلولي در      س استر در برابر حفاظت كننده   
لاين سلولي نوروبلاستوماي انساني، آپوپتوز القا شـده توسـط          

peroxynitrite  و موش صحرايي   نوزاد  هاي اوليه     در آستروسيت
 HTB-11هاي   در سلول  آميلوييد   βالقا شده توسط    سلولي  مرگ  

مورفين حفاظت نوروني وابسته    . ]20-22[است  نوروبلاستوما  
 مـوش صـحرايي   دي را عليه ايسكمي در      ييهاي اپيو به رسپتور 

كند و مرگ سلولي ايجاد شـده توسـط ايـسكمي را در              القا مي 
در بررسي كـه در     . ]23[ دهد  هيپوكمپ كاهش مي   CA1نواحي  

هـاي    روي نورون  شو همكاران )Chen( چن    توسط 2008سال  
 تازه متولد شـده صـورت گرفـت،    موش صحرايياوليه از مغز    

مار بـا مـورفين در حـضور استورسـپورين،     مشخص شد كه تي   
كــه يــك مولكــول ) heat shock proteine 70) HSP70ســطح 

chaperone       دهـد   را كاهش مي   است القا شده در پاسخ استرسي  
] 17[.  

) مـولار    ميلـي  10 ميكرومـولار تـا      10(هاي بـالا     در غلظت 
هـاي    نورون  هاي اوليه  مورفين رشد زوايد نوروني را در كشت      

ــول م ــه   خچــهگران ــسته ب ــدل واب اي و هيپوكمــپ، در يــك م
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هايي از مورفين    در حالي كه غلظت   . ]7[ كند ن مهار مي  انالوكس
قرار دارنـد،   پيكومولار   10و  نانو مولار    10 بين    كه در محدوده  

هاي كورتكس و نخاع تا بيش       رشد زوايد نوروني را در نورون     
پيكـو   10تر از    هاي پايين  دهد، غلظت   افزايش مي   درصد 20از  

ــولار  ــن   م ــوروني را در لاي ــد ن ــزايش طــول زواي ــورفين اف م
  .]24[ كند  تحريك مي12PCسلولي

ــه  ــر مطالع ــي حاض ــشان م ــت    ن ــزايش غلظ ــه اف ــد ك ده
هـاي   استوروسپورين باعث افزايش ميزان سيتوتوكسيسيتي سلول     

12PC    هاي كم    شود اما مورفين در غلظت       ساعته مي  24 در دوره
مرگ سلولي و سيتوتوكسيسيتي و در      باعث حفظ و بهبودي آثار      

. شـود   مـي كشتها در محيط    پايداري بيشتر نوريت   ينهايت القا 
هـاي بـالا      مـورفين در غلظـت     آثـار اين در حالي است كه ايـن        

 فعاليت  ي مورفين وابسته به القا     اثرهاي تمامي. شود معكوس مي 
دهـد كـه      مطالعـه نـشان مـي      ايـن    .يدي اسـت  يرسپتورهاي اپيو 
 214هاي كـم در مقايـسه بـا غلظـت              غلظت رن د استوروسپوري

غير پايدار برگشت پـذير و       نانومولار قادر به توليد تمايز عصبي     

ــر ــاه اث ــي   كوت ــار تخريب ــا آث ــا همــراه ب ــسيتي و (ام سيتوتوكسي
 نـانومولار   214در حالي كه در غلظـت       . كمتر است ) آپوپتوزيس

ر هاي عصبي قـويت      نوريت و تشكيل شبكه    ياستوروسپورين القا 
  گرچه به تبع افـزايش غلظـت       ؛ها بيشتر است    و پايداري نوريت  

شـود امـا تـشكيل        استوروسپورين ميزان مـرگ هـم بيـشتر مـي         
هاي عصبي گـسترده در محـيط         و توليد شبكه   هاي پايدار   نوريت

نهايـت  در  .  نـانومولار دارد   214نشان از غلظت تمايزي مطلوب      
علـت   هورفين ب  پيكومولار م  100 كه غلظت    توان نتيجه گرفت    مي

ها  ها، افزايش پايداري نوريت    توانايي آن در افزايش طول نوريت     
و كاهش گسترده آثار سيتوتوكسيسيتي بهترين دوز تمايزي و در          

 ـ    100مقابل غلظت    علـت كـاهش طـول      ه ميكرومولار مـورفين ب
هـا و افـزايش سـطح آپوپتـوز و           نوريت، كاهش پايداري نوريت   
  .ك مورفين استسيتوتوكسيسيتي دوز سيتوتوكسي

تـوان بـه عنـوان     مـي دهد كه از مورفين    مياين نتايج نشان    
القـاي تمـايز    هاي    پروتكل ثر در ؤ م حفاظتي-كمكييك عامل   

  . استفاده كرد12PCهاي   در سلولعصبي
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