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Abstract: 
 
Background: Cerebral ischemia is considered as one of the leading causes of death and 
involved in neuronal apoptosis. This study aimed to evaluate the Bax and Bcl-2 expression in 
the rat hippocampus after reperfusion following transient ischemia. 
Materials and Methods: In this experimental study, transient global cerebral ischemia (15 
and 30 minutes) was induced in adult male Wistar rats (n=5 in each group) by the occlusion 
of bilateral common carotid artery followed by reperfusion for 24 and 72 hours. Five Sham-
operated animals, without any intervention, considered as a control group. The expression of 
Bcl-2 and Bax genes were detected by reverse transcription (RT)-PCR in all groups. 
Results: Transcription and expression of both Bcl-2 and Bax genes were increased after 
global cerebral ischemia in all experimental groups; the two gene expression increment in the 
experimental groups (2, 3 and 4) was more detectable than the first group. 
Conclusion: According to the results, transient cerebral ischemia activates Bcl-2 and Bax 
apoptotic genes that play an important role in the protection and induction of cell death in the 
hippocampal neurons, respectively. 
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دنبال هبي يموش صحرادر هيپوكامپ مغز  Bax وBcl-2 هاي آپوپتوتيك بيان ژنبررسي 
  ايجاد ايسكمي موقت
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  مقدمه
چنين از عوامل اصلي مرگ و مير و همسكته مغزي يكي 

سكته مغزي . ]1،2[ در جوامع سالخورده استناتواني علت عمده 
را نشان  يا نقص در انتقال خون كاهش طولاني مدت جريان خون

 .]3[ شودمي به تحويل ناقص اكسيژن و گلوكز دهد كه منجرمي
  استباليني واقعه معمولپس از ايسكمي مغزي يك  ريپرفيوژن

]4[.   
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- صورت تأخيري بروز ميوقايعي كه بعد از گردش مجدد خون به

باشند كه متعاقب هاي بافتي برگشت ناپذيري ميكنند عامل آسيب
در  .]5[باشند هاي آشكار با درجات متفاوت شايع ميآن نيز نقص

هاي تجربي ايسكمي موقت طول زمان ريپرفيوژن بعد از القاء گروه
-اي نقش حائز اهميتي است كه به دو مرحله تقسيم ميايسكمي دار

هر مرحله فرايند مشخصي را  .مرحله اوليه و مرحله تأخيري: گردد
 تواند از پيشرفت ورساني مجدد ميكند، مرحله اوليه خونفعال مي

هاي آپوپتوزي جلوگيري توسعه ناحيه آسيب ديده، با مهار بيان ژن
هاي  مجدد جريان خون، ژنكند و در مرحله تأخيري برقراري

آپوپتوزي زمان كافي را براي بيان شدن دارند كه مهمترين پيامد آن 
-هاي هيپودر معرض آسيب قرار گرفتن حجم وسيعي از نورون

الگوي گردش خون . ]6[ كامپ در اثر مرگ نوروني تأخيري است
پس از وقفه ايجاد شده توسط ايسكمي به شكل افزايش اوليه در 

دنبال آن كاهش جريان خون را داريم جريان خون مغزي است و به
آپوپتوزي كه  .]4[ گرددكه اصطلاحا به آن هايپوپرفيوژن اطلاق مي

هاي مهم ايجاد  يكي از راه،شودريپرفيوژن فعال مي/بعد از ايسكمي
در پاسخ به واكنش اكسيداتيو . ]7[ هاستمرگ سلولي در نورون

 و منجر هديگرددر ميتوكندري، غشاء خارجي ميتوكندري نفوذپذير 
گردد كه در حالت از سيتوزول به ميتوكندري مي Baxبه انتقال 

  :خلاصه
هدف از اين مطالعه . ها نقش داردباشد و در ايجاد آپوپتوز در نورونمغزي يكي از علل مهم مرگ و مير مي  ايسكمي:سابقه و هدف
متعاقب آن ريپرفيوژن و ي يموش صحرادنبال ايجاد ايسكمي موقت در هيپوكامپ مغز به Bax و Bcl2  آپوپتوتيكهايبررسي بيان ژن

  .باشدمي
 دقيقه با ايجاد 30 و15مدت الغ نژاد ويستار تحت القاء ايسكمي موقت بهي بيهاي صحراتجربي موش در اين مطالعه :هامواد و روش
 72 و 24 مدتبهرساني مجدد ايجاد خون بعد از رفع انسداد و).  سر در هر گروه5(شريان كاروتيد مشترك قرار گرفتند  انسداد دو طرفه

در تمام . عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شدندبدون هيچ تداخلي بهي ي موش صحرا سر5. رد بررسي واقع شدند مو، حيواناتساعت
  .دبررسي گردي) RT-PCR(رونويسي معكوس واكنش زنجيره اي پليمراز وسيله به Bcl-2  و Baxهايها بيان ژنگروه
افزايش يافت كه البته در گروه اول در هر دو ژن مورد هاي كمي در گروهبعد از القاء ايس Baxو Bcl-2  هاي رونويسي و بيان ژن:نتايج

  .  بسيار آشكار بيان گرديدند4 و 3 و 2هاي تجربي بسيار ضعيف گزارش گرديد و در گروه
 و) Bcl-2(كند كه در حفاظت هاي آپوپتوزي را فعال مي ايسكمي موقت بيان ژن كهنددهمينشان ي اين مطالعه ها يافته:گيرينتيجه

  .هاي هيپوكامپ نقش دارنددر نورون) Bax(القاء مرگ سلولي 
  Bax, Bcl-2  هاي ژن، ايسكمي موقت مغزي، بيان ژن، آپوپتوز:واژگان كليدي
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 باشدكلي اين ژن محدود به فضاي بين غشايي ميتوكندري مي
-وسيله خانواده پروتئينانتقال اين پروتئين پيش آپوپتوزي به. ]8،9[

 عنصر كليدي آپوپتوز كه ،راينبناب. ]7[ گردد ميلكنتر Bcl-2هاي 
  هستندBcl-2و  Baxهاي  ژن،گردد در مغز بيان و تنظيم ميقويا

هاي بيان ژن در مغز ترين محركايسكمي مغزي يكي از قوي. ]10[
ها كه تحت القاء ايسكمي مغزي  و شمار وسيعي از اين ژنبوده

ها  بسياري از اين ژن.اند مورد شناسايي قرار گرفته،شوندبيان مي
ج يها مثل پاسخ التهابي و تهيكننده نورونيندهاي تخريبآدر فر
منظور پاسخ به اين  همين راستا، بهدر. ها دخالت دارندنورون

 نقش حفاظتي و حمايتي Bcl-2هاي خانواده پرسش كه آيا ژن
واكنش   رونويسي معكوسها، بادارند، بيان و رونويسي اين ژن

 مورد بررسي قرار گرفته است) RT-PCR(اي پليمراز زنجيره
براي شناسايي پاتوفيزيولوژي قسمتي از مكانيسم . ]11،12[

 در مدل ايسكمي موقت آپوپتوزي دخيل در ايسكمي و ريپرفيوژن
هاي از بين رفته در هيپوكامپ مورد حيواني بسياري از نورون

وكامپ چون مرگ نوروني تأخيري در هيپ  وهارزيابي قرار گرفت
. ]2[ طور كامل شناسايي نگرديده است مكانيسم آن به،كندبروز مي

هاي آپوپتوزي انجام گرفته آناليزهاي جامعي در مورد تنظيم بيان ژن
يند مرگ آدر فر Bcl-2 هاي خانوادهكنند، ژناست كه تاييد مي
هاي موجود در مورد بيان با توجه به يافته. ]10[ دنسلولي نقش دار

 بررسي تاثير  به اين مطالعهدر، هاي موثر در فرآيند آپوپتوزژن
- هاي آپوهاي مختلف ايسكمي ريپرفيوژن بر روي بيان ژنزمان

  .شودخته ميپردا Bcl-2 و Baxپتوزي 
  

  هامواد و روش
 250نر بالغ نژاد ويستار با وزن حدود ي يصحراهاي موش
. خانه دانشگاه علوم پزشكي كاشان تهيه گرديدندگرم از حيوان

 ساعت تاريكي با 12 ساعت نور و 12شرايط  در ي حيواناتتمام
 آب و غذا به .گراد نگهداري شدند درجه سانتي24 تا 22دماي 

 5هر گروه (هاي جزئيات گروه. مقدار لازم در دسترس آنها بود
زمان ايسكمي  -1گروه  :باشدبه شرح زير ميمورد آزمايش ) سر

 زمان -2؛ گروه  ساعت24 دقيقه و زمان ريپرفيوژن 15مغزي 
 -3؛ گروه  ساعت72 دقيقه و زمان ريپرفيوژن 15ايسكمي مغزي 

؛ گروه  ساعت24 دقيقه و زمان ريپرفيوژن 30زمان ايسكمي مغزي 
؛ و  ساعت72 دقيقه و زمان ريپرفيوژن 30 زمان ايسكمي مغزي -4

  هاگروه كنترل بدون بستن شريان -5گروه 
  

   روش جراحي
كلرال هيدراتتزريق درون صفاقي حيوانات توسط 

ي  بيهوشپس از. ]3،5،7[ بيهوش شدند) گرم بر كيلوگرم ميلي350(
كمي (گردن حيوان جلوي يك برش عمودي در ناحيه كامل، 
 با كنار زدن .ايجاد شد) تحتاني تا بالاي جناغ تر از آروارهپايين

هاي كاروتيد مشترك در هر شريان ،ت جلوي نايعضلاپوست و 
 پس از جدا كردن عصب وار گرفت دو سمت در معرض ديد قر

 ياشارگيل شريان توسط كلامپ ميكروسرجريهر دو واگ از آن، 
هاي فوق پس از زمان. ]12[ بسته شدند دقيقه 30  ياو 15مدت به

مدت براي هر گروه به برداشته شده و گردش خون مجدداها كلامپ
 درجه در طول مدت جراحي. برقرار گرديد ساعت 72  يا و24

و با شده گيري  توسط ترمومتر اندازهحرارت مقعدي حيوان مرتبا
برش .  تثبيت شدC ˚37لامپ گرمايي درجه حرارت در استفاده از

هوش ه دوخته شد و حيوانات تا موقع ب توسط نخ بخيهايجاد شده 
و بعد از شده گرفته  آمدن و تثبيت وضعيت، تحت نظر قرار

پس از زمان  .هاي جداگانه نگهداري شدند جراحي در قفس
 با گيوتين مخصوص حيوانات كوچك كشته  حيوانات،ريپرفيوژن

 ناحيه هيپوكامپتا شده و سپس استخوان جمجمه كنار زده شده 
هيپوكامپ يك طرف براي استخراج . ]13[ دو طرف مشخص گردد

RNAمورد استفاده قرار گرفت .  
  

  cDNA و RNAاستخراج  
RNAتفاده از پروتكل  تمام ناحيه هيپوكامپ با اس

 RNX بر اساس دستور عمل كارخانه توليد كننده RNAاستخراج 
 با استفاده از اتانول رسوب داده شد و در RNA. استخراج شد

- با استفاده از اسپكتروRNAغلظت .  نگهداري گرديد–80دماي 

هاي  نمونهRNAبا استفاده از كيت، از . گيري گرديدفتومتر اندازه
  .سنتز گرديد  cDNAمورد نظر

  
  PCRواكنش 

و  Bcl-2 هاي ژن بيانبرايمراز اي پلياز واكنش زنجيره
Bax وهاي هدفعنوان ژنبه  GAPDH  )Glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (عنوان ژن ساختمانيبه 
)House keeper(  صحت و استفاده شدجهت كنترل داخلي 

با  .دگردي تاييد GAPDH با استفاده از ژن PCRهاي  بررسي
تز شده بر سن cDNA، از )1  شمارهجدول(استفاده از پرايمرها 

-دناتو. انجام گرفتشرح زير به PCR  واكنش،اساس پروتكل

 سيونادناتورهر سيكل در   دقيقه،c°96، 3راسيون اوليه در دماي 
c°94، 30براي پرايمر دماي اتصال .  ثانيهBcl-2 c°68،30 ثانيه ،

  ثانيهGAPDH c°61، 30  و پرايمر ثانيهBax c°61، 30 پرايمر
براي هر  دماي تكثير. با استفاده از دماي گراديان تعيين گرديد

 



 ...، Bcl-2هاي آپوپتوتيك ژنبيان بررسي 
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 Bcl-2, Bax 37  براي پرايمرهاي. دوب ثانيه c°72، 45سيكل 
منظور تكميل به.  سيكل انجام گرديدGAPDH 33سيكل و براي 
 دقيقه در 10مدت هها بهاي تكثير شده، نمونه DNAنهايي ساختار 

 در ژل PCR محصول . تكثير نهايي را انجام دادند درجه72دماي 
در كنار ماركر  DNAهاي  نمونه. درصد الكتروفورز شد2آگارز 

 ولت به حركت درآمدند 120 دقيقه در ولتاژ ثابت 30مدت بهژني 
براي  PCRبهبود كيفيت واكنش . برداري از ژل انجام شدو عكس

پرايمر با استفاده از رقيق سازي سريالي انجام گرفت تا هر نمونه و 
پس از . تعداد سيكل مناسب براي انجام اين واكنش تعيين گردد

 UVI)  عكس از ژل، ميزان تراكم باندها توسط نرم افزارتهيه

geltec) سنجي و با استفاده از روش   دنسيتومتري يا تراكمsemi 

quantity PCR )ها انجام گرديد گروهمقايسه بين) نيمه كمي .
 تراكم باند ژن هدف از هر گروه بر ميزان تراكم باند نسبت ميزان

از همان گروه محاسبه شد و ) GAPDHيعني (ژن ساختماني 
صورت درصد ميانگين اين نسبت در سه بار تكرار آزمايشات به

  .بيان نسبت به گروه كنترل نمايش داده شد
  

  آناليز آماري 
 SPSSنرم افزار  ها ازتحليل آماري داده ومنظور تجزيه به
لحاظ   از>05/0P .استفاده شد t  آماريآزمونو  16ويرايش 

  .دار در نظر گرفته شدآماري معني
  

  نتايج 
 تنوع زمان ،هاي اين مطالعه مشخص نمودبررسي يافته

. موثر است Bcl-2 و  Baxهاين روي بيان ژنژ ريپرفيو-ايسكمي
ها بيان شده در همه گروه Bcl-2 و  Baxيهادر مطالعه ما ژن

 نوكلئوتيد و ژن 173 با  Baxنمايد ژن  مشخص مي1شكل . بودند
Bcl-2 چنينهم. اند نوكلئوتيد در همه گروه ديده شده226 با، 

عنوان كنترل بهBax/GAPDH  و  Bcl-2/GAPDHسطح بيان
mRNAكه  در حالي، در هيپوكامپ در سطح پاييني قرار داشت

در اين مطالعه . هاي ايسكمي افزايشي را نشان داده است گروهدر
كند بيان مشخص مي Bcl-2و   Baxهايمقايسه سطح بيان ژن

Bcl-2 داري بيشتر طور معنيهبها جز در گروه سوم در همه گروهبه
 در گروه  Bax مقايسه ژن،چنينهم. )2  شمارهجدول (است

جز گروه اول در بقيه هبريپرفيوژن با گروه كنترل آن -ايسكمي
اي در چنين نتيجه. كندداري را مشخص ميها اختلاف معنيگروه

در گروه ايسكمي ريپرفيوژن با گروه  Bcl-2مورد مقايسه ژن 
هاي اين مطالعه يافتهتر ل دقيقتجزيه و تحلي. كنترل نيز ديده شد

سبب افزايش سطح )  ساعت72(نشان داد زمان ريپرفيوژن بيشتر 
   ).2 شماره شكل( شده است Bcl-2 ژن بيان

  
   توالي پرايمرهاي مورد استفاده-1جدول شماره 

(ºC)  منبع  ژن ترادف (’3–’5)    اندازه (bp)    دماي اتصال

]14[ 68 226 F:CTGGTGGACAACATCGCTCTG 
R:GGTCTGCTGACCTCACTTGTG Bcl-2 

]15[ 61 176 F:TGCAGAGGATGATTGCTGAC 
R:GATCAGCTCGGGCACTTTAG Bax 

]16[ 61 68 F: GAACATCATCCCTGCATCCA 
R: CCAGTGAGCTTCCCGTTCA GAPDH 

  
  هاي مورد مطالعهدر گروه Bcl-2 و Baxهاي  مقايسه ميزان بيان ژن-2جدول شماره 

Bcl-2/ Bax 
P value of bcl-2 SDX نسبت ±  

of bcl-2 
P value 
of bax 

SDX ±   
of bax 

هاگروه  

3  P= 55/0   1/28±7/115  P= 56/0  8/0±5/38  
 24/ دقيقه ايسكمي15

 ساعت ريپرفيوژن

06/2   P= 02/0 * 2/23±0/157  P< 001/0 *  9/12±1/76  
 72/ دقيقه ايسكمي15

 ساعت ريپرفيوژن

93/0  P= 2/0  5/9±0/114  P< 001/0 *  9/21±1/123  
 24/ دقيقه ايسكمي30

 ساعت ريپرفيوژن

66/1   P< 001/0 *  7/4±9/160  P< 001/0 *  56±1/97  
 72/ دقيقه ايسكمي30

 ساعت ريپرفيوژن

  8/13±5/124   8/14±1/43  كنترل 
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bp 176Bax:  bp  226 Bcl-2:  

   
 ساعت ريپرفيوژن 24/ دقيقه ايسكمي15: گروه اول

    
  ساعت ريپرفيوژن 72/ دقيقه ايسكمي15: گروه دوم

    
  اعت ريپرفيوژنس24/ دقيقه ايسكمي30: گروه سوم

    
 ساعت ريپرفيوژن 72/ دقيقه ايسكمي30 :گروه چهارم

 دقيقه زمان 30 و 15مدت هاي مختلف بعد از انسداد دو طرفه شريان كاروتيد مشترك به در گروهBax, Bcl-2هاي  بيان ژن-1شكل شماره 
   ساعت زمان ريپرفيوژن72 و 24ايسكمي و برقراري جريان خون مجدد 

  
  

  
هاي اول تا ترتيب در هر شكل از سمت چپ به راست براي گروه بهBcl-2 و Baxهاي هاي تجربي گروه كنترل براي بيان ژن مقايسه گروه-2شماره شكل 

  چهارم
  
 



 ...، Bcl-2هاي آپوپتوتيك بيان ژنبررسي 
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  بحث
دست آمده در اين مطالعه، مقايسه بيان هبر اساس نتايج ب

 در Bcl-2سطح بيان ژن   دادنشان Bcl-2 و  Baxهايژن
 سطح ،چنين هم.دنبال آن ريپرفيوژن بيشتر استه و بايسكمي موقت

. بود افزايش يافته هاجز در گروه اول در بقيه گروهه ب Baxبيان ژن
- بهBcl-2عنوان يك ژن پيش برنده و به  Baxدر فرآيند آپوپتوز

بيان بيشتر  .]10[ شوندكننده آپوپتوز شناخته ميعنوان ژن متوقف
- ههاي ايسكمي ريپرفيوژن كه در اين مطالعه ب در گروهBcl-2ژن 

مشابه كه بر روي بيان  لعاتدست آمده است با نتايج حاصل از مطا
در مطالعه . ]17[ باشدمنطبق مي صورت گرفته استهاي مذكور ژن

 15 كه زمان ايسكمي  مطالعه شد ايسكمي ريپرفيوژن گروه4 حاضر
 ساعت بالاترين سطح بيان ژن 72 دقيقه و زمان ريپرفيوژن 30و 

Bcl-2  ديگر ها با شواهد ارائه شده در اين يافته. نشان دادرا
هاي هايي با زمان چنين يافته.]12،18[ دنباشمنطبق مي مطالعات

مطابقت نيز  ساعت 24 و 12متفاوت ايسكمي ريپرفيوژن بعد از 
 ، افزايش زمان ريپرفيوژن،نمود مشخصحاضر مطالعه .]19[ دارد

- بهايسكميالقاي را بدون در نظر گرفتن زمان  Bcl-2بيان بيشتر 

 وBrait  توسط 2010 در سال اي ديگردر مطالعه .همراه دارد
داري ني ساعت اختلاف مع72 و 24هاي  بين زمانهمكارانش

 نقش باشايد توضيح چنين اختلافي . ]19[ ه استمشاهده نگرديد
Bcl-2 چنين كاهش ز و همكننده آپوپتوعنوان يك عامل متوقفبه

 .باشدمرتبط   ايسكمي دقيقه6 و 3هاي  در زمان Baxسطح بيان ژن
ها مشاهده داري بين سطح بيان ژنها نيز اختلاف معنيدر اين زمان

  ايسكمي افزايش زمانكه با است در حالياست و اين  هنگرديد
 كه با مطالعه ما نيز مطابقت داردسطح بيان ژن بيشتر شده است 

  ايسكميتوان اظهار داشت كه افزايش زمان مي،بنابراين. ]18[
. شود ميب تطبيق بافت عصبي به آسيب ايجاد شدهباحتمالا س

 از وقايع مهم در فرآيند بقاء سلول يپايداري غشاء ميتوكندري يك
 غشاء ميتوكندري را از اثرات Bcl-2. باشددر آپوپتوز مي

هدف ديگر اين مطالعه  .]18[ نمايد محافظت مي Baxمخرب
. بودپوپتوز آعنوان يك عامل پيش برنده به Baxبررسي بيان ژن 

Baxو به هنگام  هاي طبيعي وجود دارد در سيتوپلاسم سلول
عنوان يك آغازگر  و بههديگردتحريك آپوپتوز به ميتوكندري منتقل 

 رابطه و نسبت بين ،بنابراين. ]20،21[ شودمسير آپوپتوز شناخته مي
Bax  و Bcl-2 ما مطالعه. باشداز عوامل مهم در اين فرآيند مي 

ن در آ ولي سطح بيان  شده،ها بيان در همه گروه Baxنشان داد ژن
 Baxاين كاهش به نقش ژن . باشدمي Bcl-2تر از گروه سوم پايين

 گردد به ميتوكندري مي Baxسبب مهار انتقال Bcl-2 .ارتباط دارد
 و تعادل بين آنها حائز اهميت Bcl-2 و  Bax نسبتنبنابراي. ]22[

ميانگين صورت به Bcl-2 و  Baxدر مطالعه ما نسبت بين . است
يك توضيح احتمالا  .)2 شماره جدول (در هر گروه سنجيده شد

 به Bcl-2 و  Baxهايقابل ارائه براي اختلاف در نسبت بيان ژن
گردد كه هنوز بر اساس اظهار محققين كاملا مي بر  Baxنقش دقيق

 اي كه به بررسي تغييرات هيستودر مطالعه .]20[ باشدمشخص نمي
روه در گتوسط نويسندگان هاي ناحيه هيپوكامپ لوژيك نورونپاتو

علوم تشريح دانشگاه علوم پزشكي كاشان به روش بستن دو رگ و 
هاي غير طبيعي  در هر دو روش نورون،چهار رگ صورت گرفت

قايسه اثرات القاي مدر . )اندها گزارش نشدهداده (مشاهده گرديد
مشاهده شد كه در هر دو رگ و چهار رگ  بستن ايسكمي به روش

هاي غير طبيعي بروز نورونصورت تغييرات نوروني به روش 2
 .چهار رگ بيشتر بودبستن  شدت آنها در روش د كهوشميديده 

 mRNA اين مطالعه افزايش سطح مورد توجههاي يكي از يافته
منظور هبشود توصيه مي.  بود ساعت ريپرفيوژن72در  Bcl-2ژن 

هاي هاي موثر در فرآيند آپوپتوز زمانژن تر سطح بيانتعيين دقيق
- كاربرد مواد محافظت،چنين هم.دنتر نيز مورد بررسي قرار گيربيش

  . موثر در آپوپتوز بررسي گرددهايكننده در بيان ژن
  

  گيرينتيجه
طور كلي تجربه ايسكمي موقت و زمان ريپرفيوژن بعد هب 

 Bcl-2 و  Baxهاياز القاء ايسكمي نقش مهمي در تنظيم بيان ژن

  .باشدمي بافت عصبي موثر دنبال آن روي بقاءهو بشته دا
  

  تشكر و قدرداني
با تشكر از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كاشان 

با شماره    كه تسهيلات لازم جهت تصويب و اجراء طرح تحقيقاتي 
. مربوط به اين مقاله را فراهم نمودندو پايان نامه دانشجويي  8959
پزشكي كاشان كه  دانشگاه علوم يولوژيگروه ميكروبچنين، از هم

با اختيار قرار دادن تمام امكانات تحقيقاتي خود انجام اين پروژه را 
 .آيدعمل ميبهامتنان  تسهيل كردند، كمال تشكر و
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