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Introduction: Alzheimer’s disease is a progressive brain disorder, which slowly eliminates 

memory and intellectual ability and eventually des troys the ability to carry out the simple tasks. 

β amyloid plaque and neurofibrillary tangles are two important signatures of this disease, which 

caused by mutant in Tau, BACE1, and APP genes. They could be important targets for treatment of 

Alzheimer’s disease. Materials and Methods: Twenty-eight adult male Wis tar rats weighing 

180-240 g were classified into four groups, including control, morphine treatment, exercise 

treatment, and both morphine and exercise groups. After RNA extraction from hippocampal 

tissues and cDNA synthesis, Real time PCR for evaluation of different expressions of BACE1 

and APP genes were performed. Results: Data revealed that the expressions of BACE1 and 

APP significantly decreased during morphine and exercise treatment. Conclusion: The 

present s tudy sugges ts the possible role of   morphine and exercise in treatment of Alzheimer’s 

disease, possibly due to down-regulation of BACE1 and APP.
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مقدمه: بيماری آلزايمر يك اختلال مغزی پيش رونده است كه به آرامی حافظه و قدرت تفکر را از بين برده 
و سرانجام توانايی انجام كارهای ساده را از فرد می گيرد. پلاک های آميلوئيدی بتا و كلاف های رشته ای داخل 
نورونی دو نشانة مهم اين بيماری هستند كه توسط جهش در ژن هاي BACE1, Tau و APP ايجاد مي شوند. 
موادوروشها: 28 موش صحرايي  باشند.  آلزايمر  بيماري  براي درمان  اهداف مهمي  آن ها مي توانند 
نر بالغ نژاد ويستار با وزن 240-180 گرم به چهار گروه شامل كنترل، درمان با مورفين، درمان با ورزش 
و گروهي با هر دوي مورفين و ورزش تقسيم شدند. پس از استخراج بافت هاي هيپوكامپ و خالص سازی 
 APP و BACE-1 جهت بررسی تغييرات بيان ژن های Real Time PCR ،cDNA از آن و ساخت RNA
انجام گرفت. يافتهها: داده ها نشان داد كه بيان BACE1 و APP طي درمان با مورفين و ورزش كاهش 
معني داري داشت. نتيجهگيري: مطالعة حاضر نقش احتمالي مورفين و ورزش در درمان بيماري آلزايمر 

احتمالاً به دليل كاهش تنظيم BACE1 و APP را نشان مي دهد.

اطلاعات مقاله:
د  ریافت: 16 ارديبهشت 1398                                          اصلاحیه: 22 تير 1398                                               پذیرش: 31 مرداد 1398
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ــای  ــد پلاک ه ــش از ح ــد بي ــه تولي ــر ب ــا منج ــن ژن ه در اي
ــت  ــن عل ــا مهم تري ــه رســوب آن ه ــردد ك ــا می گ ــد بت آميلوئي
ــر روی  ــت. ژن APP ب ــی اس ــلول های عصب ــن س ــن رفت از بي
كرومــوزم 21 قــرار دارد، در نتيجــه افــراد مبتــلا بــه ســندروم 
ــا 30  ــا آلزايمــر را در ســنين 20 ت ــم مشــابه ب ــز علاي داون ني
ســالگی نشــان می دهنــد )11(. عملکــرد فيزيولوژيکــی ژن 
APP بــه طــور دقيــق مشــخص نشــده اســت و به عنــوان 
موضوعــی اصلــی در زمينــة فيزيولــوژی عصبــی مطــرح اســت. 
 APP بــا وجــود اينکــه در چنديــن مطالعــه، عملکردهايی بــرای
ــی )12(،  ــرت نورون ــلولی، مهاج ــالات س ــش در اتص ــد نق مانن
توليــد ســيناپس، بقــای ســلول و توزيــع طبيعــی نورون هــا در 
مغــز گــزارش شــده اســت، امــا عملکــرد كامــل ايــن پروتئيــن 
ــوزوم  ــر روی كروم ناشــناخته اســت. ژن BACE1 در انســان ب
ــل  ــه دلي ــت، ب ــزون اس ــن ژن دارای 15 اگ ــرار دارد. اي 11 ق
پيرايــش متنــاوب در ايــن ژن انواع آســپارتيك پروتئازهــا ايجاد 
ــوان  می شــود. از پروتئازهــای كــد شــده توســط ايــن ژن می ت
ــرد.  ــاره ك ــکرتاز اش ــا -س ــکرتاز و گام ــا -س ــای بت ــه آنزيم ه ب
ايــن آنزيم هــا، آنزيم هــای كليــدی در شــروع شــکل گيری 
پپتيدهــای بتــا آميلوئيــد هســتند. مشــخص شــده اســت كــه 
ــل  ــن عوام ــی از اصلی تري ــا يک ــن پروتئين ه ــان اي ــش بي افزاي
در ايجــاد رســوب های بتــا آميلوئيــد و در نتيجــه افزايــش 
خطــر بــرای ايجــاد بيمــاری آلزايمــر اســت )14 ،13(. بنابرايــن 
ــن  ــن دو پروتئي ــرار دادن اي ــدف ق ــرای ه ــا ب ــی داروه برخ
طراحــی شــده اند. همانطــور كــه در تصويــر 1 مشــخص 
ــار  ــای BACE1 ,APP طــی تيم ــان ژن ه ــزان بي می شــود، مي
بــا انجــام ورزش كــه عامــل مهــم در بهبــود ســلامتی اســت و 
ــی دوپاميــن  ــق مورفيــن كــه يکــی از پيش ســازهای اصل تزري
به عنــوان يکــی از انتقــال دهنده هــای عصبــی اســت، در 
 Real ــط روش ــی توس ــای صحراي ــپ موش ه ــة هيپوكام ناحي

ــد. ــنجيده ش time PCR س

مواد و روش ها
در مطالعــة حاضــر از 28 مــوش نــر از نــژاد Wis tar كــه 240-

ــر  ــگاه باهن ــات دانش ــز حيوان ــتند از مرك ــرم وزن داش 180 گ
ــرل )C°2±22( و  ــای كنت ــا در دم ــن موش ه ــد. اي ــه ش تهي
در چرخــة نــوری 12 ســاعت روشــنايی و 12 ســاعت تاريکــی 
محصــور شــدند و غــذا و آب در دســترس آن هــا قــرار داشــت. 
ــه 4  ــار ب ــوع تيم ــر اســاس ن ــی ب ــه صــورت تصادف ــا ب موش ه
ــيم  ــرل تقس ــن و كنت ــن، ورزش -مورفي ــروه ورزش، مورفي گ
ــت  ــرل تح ــروه كنت ــوش(. گ ــامل 7 م ــروه ش ــر گ ــدند )ه ش
تأثيــر هيــچ يــك از دو تيمــار مورفيــن و ورزش قــرار نگرفــت 
ــت  ــه تح ــا 6 هفت ــدا موش ه ــن، ابت ــروه ورزش -مورفي و در گ
ــرار  ــن ق ــار مورفي ــت تيم ــپس تح ــد س ــوازی( بودن ورزش )ه
گرفتنــد. همــة آزمايش هــا و روش  كارهــا توســط كميتــة 
ــات دانشــگاه باهنــر كرمــان تأييــد شــد. ــوم اعصــاب حيوان عل

مقدمه

شــايع ترين  و  اصلی تريــن  از  يکــی  آلزايمــر1  بيمــاری 
بيماری هــای سيســتم عصبــی اســت كــه باعــث از بيــن رفتــن 
ــلال در  ــود. اخت ــری می ش ــای فک ــر عملکرد ه ــه و ديگ حافظ
ــدم  ــن ع ــزه و همچني ــه و انگي ــت دادن حافظ ــم، از دس تکل
ــروی  ــانه های پيش ــه نش ــود، از جمل ــت از خ ــت مراقب مديري
ايــن بيمــاری اســت كــه نهايتــاً باعــث عــدم عملکــرد اعضــای 
ــا 70  ــه 60 ت ــك ب ــود )3-1(. نزدي ــرگ می ش ــی و م حركت
ــا  ــه ب ــت ك ــر اس ــاری آلزايم ــل، بيم ــل زوال عق ــد عام درص
دارد. در حــدود 29/8  رابطــه ای مســتقيم  افزايــش ســن 
ــه ايــن  ــا اختــلالات مربــوط ب ميليــون نفــر از مــردم جهــان ب
ــه  ــت ك ــده اس ــی ش ــتند و پيش بين ــه  رو هس ــاری رو ب بيم
ــدا  ــش پي ــر افزاي ــار براب ــه چه ــال 2050 ب ــداد در س ــن تع اي
ــن بيمــاری،  ــرای اي ــل خطــر2 ب ــن عام ــد )4(. اصلی تري مي كن
ــيب های  ــردی، آس ــك ف ــد ژنتي ــی همانن ــت. عوامل ــن اس س
وارد شــده بــه ناحيــة ســر، افســردگی، فشــارخون بــالا، ديابــت 
و چاقــی نيــز می تواننــد بــه پيشــرفت و بــروز نشــانه های ايــن 

ــد )5(. ــك كنن ــاری كم بيم

ــی و  ــلول های عصب ــن س ــت رفت ــا از دس ــر ب ــاری آلزايم بيم
ــن  ــزی و همچني ــر مغ ــة قش ــا در ناحي ــن آن ه ــات بي ارتباط
نواحــی خاصــی از زيــر قشــر مغــز آغــاز می شــود )6(. از لحــاظ 
پاتولــوژی، اصلی تريــن نشــانه های ايــن بيمــاری، رســوب  
ــات  ــر تجمع ــد3، تظاه ــا آميلوئي ــای بت ــلولی پلاک ه ــارج س خ
ــت از  ــا4 و در نهاي ــام NFTsه ــه ن ــفريلة Tau ب ــن فس پروتئي
ــز اســت )7(.  ــة هيپوكامــپ5 مغ بيــن رفتــن نورون هــای ناحي
ــز  ــل پروتئولي ــد حاص ــا آميلوئي ــای بت ــن پلا ک ه ــن بي در اي
داخلــی پروتئيــن APP اســت كــه ايــن واكنــش توســط 
ــام  ــده از ژن BACE1 انج ــاد ش ــکرتاز ايج ــا س ــن بت پروتئي
ــت  ــن عل ــرای يافت ــمندان ب ــياری از دانش ــرد )8(. بس می گي
ــن  ــد. اولي ــه كرده ان ــی ارائ ــای متفاوت ــاری فرضيه ه ــن بيم اي
فرضيــه ای كــه علــت ايجــاد ايــن بيمــاری را توضيــح می دهــد، 
فرضيــة فقــدان اســتيل كوليــن اســت كــه مشــکلات ناشــی از 
ــی از  ــوان يک ــن به عن ــود اســتيل كولي ــه نب ــاری را ب ــن بيم اي
ــه  ــد. ب ــط می ده ــی6 رب ــای عصب ــال دهنده ه ــن انتق اصلی تري
طــور كلــی فرضيــه ای كــه بيشــتر مــورد پذيــرش دانشــمندان 
اســت، تجمعــات پلاک هــای بتــا آميلوئيــد و NFTs می باشــد. 
بــا وجــود تلاش هــای مهمــی كــه در راســتای درمــان 
هدفمنــد ايــن بيمــاری انجــام شــده اســت، امــا تاكنــون هيــچ 
درمــان مؤثــری بــرای متوقــف كــردن پيشــرفت ايــن بيمــاری 

ــدا نکــرده اســت )9(. توســعه پي

آلزايمــر بــه دو نــوع خانوادگــی و تك گيــر تقســيم بندی 
 Tau و   APP  ،BACE1 می شــود كــه جهــش در ژن هــای 
بيشــتر نــوع خانوادگــی را باعــث می شــود )10(. جهــش 

1 Alzheimer disease
2 Risk factor
3 β amyloid plaques

4 Neurofibrillary tangles
5 Hippocampus
6 Neurotransmitter
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  RNA ــت ــت و كمي ــی كيفي ــرای بررس ــد. ب ــتخراج گردي اس
ــه ترتيــب درون ژل آگارز يــك درصــد ران  اســتخراج شــده، ب
شــد و باندهــای مربــوط بــه RNA هــای ريبوزومــی مشــاهده 
ــا روش كمــی طيــف  شــد. ســپس كميــت و خلــوص RNA ب
ــزان  ــد. مي ــام ش ــودراپ انج ــتگاه نان ــا دس ــی ب ــنجی جذب س
ــت  ــط كي ــده را توس ــتخراج ش ــرم از RNA اس ــك ميکروگ ي
 Thermo شــركت RevertAid Firs t Strand cDNA Synthesis
ــه  ــرار داده و ب ــوس ق ــی معک ــش رونويس ــت واكن fisher تح

ــد. ــل گردي cDNA تبدي

Real time PCR واکنش

ســطح بيــان ژن هــای APP و BACE1 بــا در نظــر گرفتــن ژن 
ــش  ــتفاده از واكن ــا اس ــی ب ــرل داخل ــوان كنت GAPDH به عن
Real time PCR ســنجيده شــد. ليســت پرايمرهــای اختصاصی 
بــرای ايــن ژن هــا طراحــی شــد )جــدول 1(. واكنــش ســنجش 
ــر  ــك ميکروليت ــر cDNA، ي ــك ميکروليت ــدار ي ــا مق ــان، ب بي
ــر  ــت و برگشــت و 10ميکروليت ــای رف ــك از پرايمره ــر ي از ه
مســترميکس ســايبرگرين )SMOBIO( كــه بــا آب مقطــر 
حجم هــا را در 20 ميکروليتــر تنظيــم می كنيــم. دســتگاه  
ــن واكنــش مــورد اســتفاده  ــرای انجــام اي Analytical gena ب
قــرار گرفــت. برنامــة دمايــی ايــن واكنــش در جــدول 2 بيــان 

شــده اســت.

آنالیزهای آماری

ــزار SPSS نســخة  ــا نرم اف ــاری ب تمامــی آناليزهــا از لحــاظ آم
 ANOVA 24 انجــام شــد. بــرای مقايســة بيــن گروه هــا از روش
اســتفاده شــد. داده هــا بــر روی نمــودار بــر اســاس )ميانگيــن 
± خطــای اســتاندارد( و بــا P>0/05 به عنــوان حداقــل ســطح 

دستورالعمل انجام ورزش هوازی
ــه  ــه س ــا ب ــر روی موش ه ــار ب ــن تيم ــام اي ــتورالعمل انج دس
ــرای ســازگار شــدن  ــة اول ب بخــش تقســيم می شــود. در هفت
ــار و  ــر روز يکب ــدن را ه ــل دوي ــتگاه تردمي ــا دس ــا ب موش ه
ــرای  ــه ب ــر دقيق ــر در ه ــا 10مت ــر ب ــه براب ــم ك ــا ســرعت ك ب
مــدت 15دقيقــه بــود شــروع شــد. طــی هفته هــای2 تــا هفتــة 
ــر در هــر  ــا ســرعت 18 مت ــه ب ــرای مــدت 15 دقيق چهــارم ب
ــا  ــارم ت ــة چه ــم. از هفت ــار می كني ــا را تيم ــه، موش ه دقيق
ــر  ــا ســرعت 25 مت ــا را ب ــدا موش ه ــر روز ابت ــم ه ــة هفت هفت
ــا  ــه مــدت 5 دقيقــه گــرم كــرده و ســپس ب در هــر دقيقــه ب

ــه داده شــد. ــه تيمــار ورزش ادام ــر دقيق ــر ب ســرعت 21 مت
دستورالعمل تزریق مورفین

ــت  ــا غلظ ــفات ب ــر فس ــولفات را در باف ــن -س ــب مورفي تركي
ــرده و بــرای تزريــق از  10ميلی گــرم در ميلی ليتــر حــل ك
ــه ازای هــر كيلوگــرم از  نســبت وزن مــوش اســتفاده شــد و ب
ــده  ــاخته ش ــول س ــی از محل ــی س ــدار 1 س ــا مق وزن موش ه
ــوع دوز 10  ــه در مجم ــد ك ــق ش ــوش تزري ــاق م درون صف
ــدت 8 روز  ــی م ــوش ط ــرم م ــر كيلوگ ــه ازای ه ــرم ب ميلی گ

ــد. ــی ش ــق درون صفاق ــا تزري ــه موش ه ب
استخراج RNA و واکنش رونویسی معكوس

ــن تيمــار، بافــت هيپوكامــپ  48 ســاعت پــس از انجــام آخري
را از مغــز موش هــا جــدا كــرده و مســتقيماً در نيتــروژن مايــع 
نگــه داشــته شــد. بــرای اســتخراج RNA، 50 ميلی گــرم 
ــر از  ــك ميلی ليت ــا ي ــرده و ب ــده را وزن ك ــدا ش ــت ج از باف
 )Roche شــركت   TriPure Isolation Reagent( محلــول 
ــت  ــت، RNA باف ــتورالعمل كي ــا دس ــرده و ب ــن ك آن را همگ

 APP و BACE1 تصویــر 1- نمــای كلــی از مطالعــة حاضــر كــه در آن پــس از انجــام تيمارهــای ورزش و مورفيــن، بيــان ژن هــای
بــا روش Real time PCR در هيپوكامــپ موش هــای صحرايــی ســنجيده شــد.
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موش هــاي تحــت تيمــار ورزش و مورفيــن و موش هــای تحــت 
تيمــار ايــن دو بــا هــم، كاهــش معنــی داری در بيان نســخه هايی 
از ژن هــای APP و BACE1 نشــان دادنــد. ميانگيــن بيان نســبی 
ژن  APP بــرای تيمــار مورفيــن برابــر بــا 0/68، بــرای تيمــار بــا 
ــار  ــر دو تيم ــت ه ــای تح ــرای موش ه ــام ورزش 0/42 و ب انج
مورفيــن و ورزش برابــر بــا 0/78 بــا P=0/036 محاســبه شــدند. 
همچنيــن ايــن مقدارهــا بــرای ژن BACE1 بــه ترتيــب برابــر بــا 
ــبه شــد )جــدول 3(. ــا P=0/044 محاس 0/12، 0/33 و 0/25 ب

معنــی داری نمايــش داده شــد.

یافته ها

ــپ  ــة هيپوكام ــای BACE1 و APP در ناحي ــان نســبی ژن ه بي
 Real time PCR موش هــای صحرايــی بــا اســتفاده از روش
ــای  ــدام از تيماره ــچ ك ــدون هي ــای ب ــد. موش ه ــنجيده ش س
ورزش و مورفيــن، به عنــوان كنتــرل و ميانگيــن هــر يــك 
ــوار 1(.  ــد )نم ــه ش ــر گرفت ــدار 1 در نظ ــا مق ــای آن ه از ژن ه

.Real time PCR جدول 1- توالی پرايمرهای اختصاصی برای انجام آزمايش

.Real Time PCR جدول 2- برنامة دمايی برای انجام واكنش

ــف( و BACE1 )ب( طــی  ــاوت ژن هــای APP )ال ــان متف ــودار 1- بي نم
ــی. ــق مورفيــن و انجــام ورزش در مــوش صحراي تيمارهــای تزري

جــدول 3- بيــان ژن هــای BACE1 و APP بــه صــورت ميانگيــن و انحــراف اســتاندارد در گروه هــای متفــاوت 
ــی. ــای صحراي موش ه
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انجــام شــده اســت، بــه ترتيــب بــا 0/78 و 0/25 نســبت بــه 
ــه تازگــی مشــخص شــده  ــد. ب ــدا كرده ان ــرل كاهــش پي كنت
ــرورت  ــك ض ــوان ي ــم به عن ــی منظ ــت بدن ــه فعالي ــت ك اس

 CNS بــرای ســبك زندگــی ســالم بــا تعديــل ســازگاری های
7 و به خصــوص هيپوكامــپ كــه در يادگيــری و حافظــه نقــش 

ــود  ــب بهب ــذارد )19(. ورزش موج ــر می گ ــزايی دارد تأثي بس
عملکــرد عضلانــی و نيــز بــه طــور چشــمگيری موجــب 
افزايــش يادگيــری و حافظــه می گــردد )20( و به شــدت 
بــا افزايــش بيــان فاكتورهــای محافظت كننــدة نورونــی 
)BDNFs(8 چــون BDNFs در ارتبــاط اســت. همچنيــن 
تنظيــم منفــی بيــان ژن BACE1 توســط BDNFs طــی 
ــی كاهــش  ــت شــده اســت )21(. از طرف ــل ثاب ــات قب مطالع
ــدی  ــای آميلوئي ــا كاهــش رســوبات پلاک ه ــان BACE1 ب بي
ــن ژن طــی  ــال كاهــش اي ــن احتم ــاط اســت. بنابراي در ارتب
ــدة  ــای محافظت كنن ــش فاكتوره ــط واكن ــار ورزش توس تيم
ــا توجــه بــه مــوارد ذكــر  ــا ايــن ژن، وجــود دارد. ب نورونــی ب
ــر  ــاری آلزايم ــی بيم ــل اصل ــه عام ــوع ك ــن موض ــده و اي ش
 APP و پلاک هــای آميلوئيــدی، افزايــش وجــود پروتئيــن
ــن  ــان پروتئي ــه بي ــده ك ــان داده ش ــن نش ــت و همچني اس
بتــا ســکرتاز در بافــت مغــز بســيار بيشــتر از ديگــر بافت هــا 
ــالا  ــش ســن ب ــا افزاي ــن ب ــن پروتئي ــان اي ــه بي اســت و اينک
مــی رود )22(، می تــوان اظهــار داشــت كــه تيمارهــای مــادة 
مورفيــن و ورزش تأثيــر مثبتــی در بهبــود و ســلامتی افــراد 
ــن  ــد بنابراي ــه بيمــاری آلزايمــر دارن ــلا ب ــری از ابت در جلوگي
ــن مــوارد در پيشــگيری و شــايد در آينــده در  ــوان از اي می ت

ــن بيمــاری اســتفاده كــرد.  ــان اي درم

بحث و نتیجه گیری
ــون و 400  ــداد 5 ميلي ــر شــدن تع ــا درگي بيمــاری آلزايمــر ب
ــن اختــلالات  ــکا به عنــوان يکــی از مهم تري هــزار نفــر در آمري
سيســتم عصبــی اســت كــه نيــاز بــه توجــه بــرای پيــدا كــردن 
ــرای  ــات گســترده ب ــان دارد )15(. تحقيق ــرای درم مســيری ب
علــت ايــن بيمــاری باعــث شــد تــا علــت را در دو عامــل مهــم 
ــلولی  ــارج س ــای خ ــا پلاک ه ــی از آن ه ــرد، يک ــتجو ك جس
ــوب ها  ــن رس ــدن اي ــم ش ــت )16( و ك ــا اس ــای بت آميلوئيده
نشــان دهندة بهبــود بيمــاری اســت و ديگــری كلاف هــای 
رشــته های درهــم تابيــدة داخــل نورونــی كــه علــت آن 
ــداد  ــش تع ــه افزاي ــا توجــه ب ــن Tau اســت )NFTs(. ب پروتئي
ــك  ــرای ي ــاز ب ــدت ني ــان، به ش ــری در جه ــاران آلزايم بيم
ــی  ــای ب ــه تلاش ه ــود، اگرچ ــاس می ش ــر احس ــان مؤث درم
نظيــری در ســطح سيســتم ايمنــی بــرای درمــان ايــن بيمــاری 
ــه رو شــده اند  ــا شکســت رو ب انجــام شــده، امــا اكثــر آن هــا ب
ــرار دادن پلاک هــای آميلوئيــدی ايجــاد  ــه هــدف ق )17(. البت
شــده توســط APP وBACE1 توســط سيســتم ايمنــی ممکــن 
اســت موفقيــت آميزتــر باشــد )18(. كاهــش ايــن دو پروتئيــن 
منجــر بــه كاهــش پلاک هــای بتــا آميلوئيــد شــده و در نتيجــه 

ــود. ــاد می ش ــاری زي ــن بيم ــود اي ــال بهب احتم
 BACE1 و APP مطالعــة حاضــر نشــان داد كه بيــان ژن هــای
طــی انجــام تيمــار مورفيــن بــه ترتيــب 0/67 و 0/12 و بــرای 
ــا  ــر ب ورزش دويــدن، در طــول مــدت انجــام ايــن تيمــار براب
0/42 و 0/33 و همچنيــن بيــان ايــن دو ژن بــرای گــروه ديگر 
ــا  ــر روی آن ه ــار ب ــر دو تيم ــه ه ــی ك ــای صحراي از موش ه

7 Central nervous sys tem
8 Brain-derived neurotrophic factors
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