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Abstract 

Background & objectives: Parkinson's disease is one of the most common neurodegenerative diseases that 

its prevalence has increased in recent years. Although many efforts have been made to treat this disease, so 

far, no therapeutic approach has been found that can stop the destruction of dopaminergic cells in the 

substantia nigra. The aim of the present study was to investigate the effect of vitamin B12 administration 

on Parkinson's female mice and their embryos. 

Materials & Methods: Induction of Parkinson's disease in female mice was performed using rotenone and 

vitamin B12 administration was started one hour after Parkinson's induction and was performed for 14 days. 

On day 14, the animals underwent apomorphine-induced rotation testing, and then half of the animals were 

killed according to ethical protocols, and cerebellar tissue homogenates were prepared. The other half of 

the animals were allowed to mate with male mice and kept in separate cages after their pregnancy was 

confirmed. The embryos were isolated on the 21st day of gestation and their cerebellar tissue homogenates 

were also prepared. Cell viability was measured by MTT method and apoptosis and necrosis were measured 

by flow cytometry. Also, the expression of bax and bcl-2 genes was measured using RT-PCR. Data analysis 

was performed in GraphPad Prism V.8 software. 

Results: Survival, apoptosis and necrosis of cerebellar neurons in female mice and fetuses from Parkinson's 

mice were significantly affected by vitamin B12 administration and an increase in survival and a decrease 

in apoptosis and necrosis of cerebellar neurons were observed with vitamin B12 administration. Also, 

decreased bax gene expression and increased bcl-2 expression were observed in the cerebellar neurons of 

Parkinson's animals receiving vitamin B12. 

Conclusion: Vitamin B12 has neuroprotective effects in Parkinson's disease and can be considered as a 

treatment option. 
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 چکیده

زایش های اخیر افعصب بوده که شیوع آن در سالهای تحلیل برندهترین بیماری: بیماری پارکینسون یکی از شایعسابقه و اهداف

های زیادی جهت درمان این بیماری صورت گرفته است، با این حال، تاکنون، رویکرد درمانی که بتواند یافته است. با اینکه تلاش

را متوقف سازد، یافت نشده است. هدف از پژوهش کنونی، مطالعه تأثیر تجویز ویتامین  های دوپامینرژیک در جسم سیاهتخریب سلول

B12 های حاصل از آنها بود.های سوری ماده مدل پارکینسون و جنیندر موش 

یک ساعت بعد از القاء  B12های ماده با استفاده از رتنون انجام شد و تجویز ویتامین : القاء پارکینسون در موشروش بررسی

، از حیوانات تست چرخش القاء شده توسط آپومورفین به عمل آمد و سپس ۱۴روز انجام شد. در روز  ۱۴پارکینسون آغاز و به مدت 

نیمی دیگر از حیوانات اجازه به های اخلاقی کشته شدند و هموژنات بافت مخچه مغز تهیه شد. نیمی از حیوانات با توجه به پروتکل

ها در روز داری شدند. جنینای نگههای جداگانهگیری و بعد از تأیید بارداری آنها، در قفسهای سوری نر جفتده شد تا با موشدا

و آپوپتوز و نکروز توسط  MTTها با استفاده از روش مانی سلولبارداری جداسازی و هموژنات بافت مخچه آنها نیز تهیه شد. زنده ۲۱

ها در سنجیده شد. آنالیز داده RT-PCRبا استفاده از  bcl-2و  baxهای گیری شد. همچنین، بیان ژناندازه تکنیک فلوسایتومتری

 انجام شد. GraphPad Prism V.8افزار نرم

های پارکینسونی های سوری ماده و جنین حاصل از موشهای بافت مخچه در موشمانی، آپوپتوز و نکروز نورون: میزان زندههایافته

های مخچه مانی و کاهش در اپوپتوز و نکروز نورونقرار گرفت و افزایش در زنده B12داری تحت تأثیر تجویز ویتامین به طور معنی

های مخچه حیوانات پارکینسونی در نورون bcl-2و افزایش بیان  baxمشاهده شد. همچنین، کاهش بیان ژن  B12با تجویز ویتامین 

 مشاهده شد. B12دریافت کننده ویتامین 

تواند به عنوان گزینه درمانی در نظر گرفته اثرات محافظت از نورونی در شرایط بیماری پارکینسون دارد و می B12: ویتامین بحث

 شود.

 .B12: پارکینسون، موش، ژن، آپوپتوز، ویتامین کلمات کلیدی
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 مقدمه

برنده عصب بوده که شیوع آن رو به افزایش است. این بیماری منجر به ترین اختلالات تحلیلیکی از شایع (۱PD) بیماری پارکینسون

موجود فقط  یهاوجود ندارد و درمان PD یبرا قطعیدرمان  چیدر حال حاضر ه. (۱) شودکنزی میلرزش، سفتی عضلات و برادی

این بیماری ناشی از تحلیل اعصاب  .(۲)شوند باعث متوقف ساختن پیشرفت بیماری نمیاما  ،دهندیرا هدف قرار م یماریعلائم ب

دوپامینرژیک بوده و مکانیسم دقیق مرگ این اعصاب به طور کامل شناخته نشده است. با این وجود، تنش اکسیداتیو به عنوان یکی 

در  PDای درمانی هها به عنوان گزینهاکسیدانت. از این رو، آنتی(۳)مطرح است  های قوی در تحلیل اعصاب دوپامینرژیکاز فرضیه

 .(6-۴) مطالعات مختلفی مورد توجه محققان بوده است

 بمرک دتحت حا ونیدژنراسها پیش معلوم شده است که با اختلالات عصبی بویژه نوروپاتی، ( از مدتB12کمبود کوبالامین )ویتامین 

شایع  PD. مطالعات صورت گرفته حاکی از این بوده است که کمبود این ویتامین در بیماران (7) ی ارتباط داردنخاع و عوارض روان

. در مطالعه مروری سیستماتیک (8) گزارش شده است PDداری بین کمبود کوبالامین و های معنیاست. جالب اینکه، همبستگی

در بیشتر موارد  PDبه عنوان یک اتیولوژی  B12وجود داشته و کمبود ویتامین  PDدرصد از بیماران  ۱6بیان شد که نوروپاتی در 

پیکومول  ۲۳۴)کمتر از  B12با سطوح پایین ویتامین  PDشد که بیماران مشخص  DATATOP. در مطالعه طولی (9)گزارش شد 

 .(۱1)لیتر( در مقایسه با بیماران با سطوح بالای این ویتامین پیامدهای وخیمی داشتند بر میلی

بیماری های جوان رو به افزایش بوده و از این رو، احتمال باردار شدن این افراد در طی دوره شیوع بیماری پارکینسون در جمعیت

. از این رو، مدیریت این بیماری در طی دوره بارداری مورد توجه قرار گرفته است. با وجود اینکه، اکثر مطالعات وضع (۱۱) وجود دارد

، با این حال، چون این مطالعات اکثرا موردی بوده یا گذشته نگر، لذا، این (۱۳, ۱۲) اندحمل موفق را انتهای بارداری گزارش کرده

ورت صروی جنین اثرات منفی بگذارد. بنابراین، ضروری است که در این زمینه مطالعات بیشتری  PDنگرانی همچنان وجود دارد که 

 پذیرد.

تأثیر مثبت داشته  PDتواند در درمان شود که آیا کوبالامین میها مطرح میاین پرسش الذکرفوقمطالعات  نتایج از این رو، با توجه به

تأثیر مثبت داشته باشد؟ این امر ما را بر آن داشت  PDهای ماده تواند روی جنین حاصل از رتباشد؟ و همچنین آیا این ویتامین می

های حاصل از آنها مورد مطالعه قرار دهیم و مکانیسم و جنین PDمبتلا به  مادهات درمانی این ویتامین را در موش سوری که اثر

 قرار دهیم. پژوهشمولکولی اثرات محافظت از نورون کوبالامین را مورد 

 روش بررسی

 لقاء پارکینسونتهیه حیوانات و ا

موش سوری ماده از انیستیتو پاستور ایران تهیه و به مدت یک هفته در شرایط آزمایشگاهی قرار داده شدند تا آدابته شوند.  ۲۴

ساعت تاریکی اعمال شد. رفتار با حیوانات  ۱۲ساعت روشنایی و  ۱۲حیوانات در طول تحقیق دسترسی آزاد به آب و غذا داشتند و 

 های اخلاقی رعایت شد. بود و کلیه پروتکل ARRIVEلعمل مطابق دستورا

                                                 
۱ Parkinson’s disease 
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روز تزریق شد. سپس حیوانات به چهار گروه تقسیم  ۱9گرم بر کیلوگرم رتنون به مدت برای القاء پارکینسون در حیوانات، سه میلی

 شدند:

 (n=6های سالم )کنترل مثبت( ): گروه موشIگروه 

 روز ۱۴بار در هفته به مدت  ۳لیتر کوبالامین میلی ۱/1کننده های سالم دریافت : گروه موشIIگروه 

 (.n=6) (ی)کنترل منف نسونیپارک یهاگروه موش: IIIگروه 

 روز ۱۴بار در هفته به مدت  ۳ نیکوبالام تریل یلیم ۱/1کننده  افتیدر ینسونیپارک واناتیگروه ح: IVگروه 

بعد از تأیید بارداری آنها، آنها در  کنند. یریگنر جفت یسور یهااجازه داده شد تا با موش واناتیح نیمی از به، ۱۴در انتهای روز 

 های رفتاری و مولکولی به کار رفتند.های مجزا نگهداری شدند. نصف دیگر حیوانات جهت بررسیقفس

مطالعه، حیوانات با کتامین و  ۲۱و در روز هفته بعد از تأیید بارداری ادامه یافت  ۳های باردار به مدت تیمار کوبالامین روی رت

 ها تهیه شد.ها تفکیک و هموژنات بافت مخچه جنینهوش، جنینزایلازین بی

 آزمون چرخش القاء شده با آپومورفین

های سوری شود. بدین منظور، موشدر این آزمون تعداد چرخش در واحد زمانی معیاری برای شدت آسیب نورونی در نظر گفته می

گرم بر کیلوگرم وزن بدن میلی 1/1دقیقه  ۱1قرار داده شدند و بعد از  cm۳8×cm۲8ماده در یک استوانه پلاستیکی شفات با ابعاد 

دقیقه به  ۱1ها در محل تزریق و برعکس در بازه زمانی ثانیه، تعداد چرخش 61ها تجویز شد. بعد از آپومورفین هیدروکلراید به موش

مدت یک ساعت ثبت شد. در نهایت، تعداد چرخش در جهت منطقه آسیب دیده از سمت مخالف کسر شد. هر چه تعداد چرخش 

 های دوپامینرژیک است. بیشتر باشد حاکی از آسیب شدید به سلول

 MTTون آزم

دقیقه در  ۱1به مدت  rpm۱۲111( توسط سونیکاتور لیز و سپس در PBSگرم از بافت مخچه در محلول بافر فسفات )میلی ۲1

 MTTمیکرولیتر محلول  11سانتریفیوژ شد.  g۱1111گراد سانتریفیوژ شد. سپس، محلول رویی برداشته در درجه سانتی ۴دمای 

داری شد. بعد گراد نگهدرجه سانتی ۳7ساعت در دمای  ۲ها به مدت برسد. سپس تیوب mg/ml ۲به تیوب افزوده تا غلظت نهایی 

ای خانه 96های متیل سولفوکسید افزوده و به خوبی تکان داده شد. محلول درون پلیتمیکرولیتر محلول دی 111از انکوباسیون، 

 (.۲6نانومتر توسط اسپکتوفتومتر قرائت شد ) 161ریخته و بعد از یک ساعت انکوباسیون میزان جذب در شدت طول موج 

 فلوسایتومتر

شود. بنابراین، در مطالعه تشخیص داده می V-در خلال آپوپتوز، فسفاتیدیل سرین به سطح غشاء سلول متصل شده و توسط انکسین

های مخچه ابتدا توسط بافر (. سلول۲7( برای ارزیابی آپوپتوز و نکروز استفاده شد )PIآمیزی پروپیدیوم ید )کنونی، از روش رنگ
۲HEPES  میکرولیتر انکسین 1لیتر رقیق شد. آنگاه، سلول در هر میلی 6۱1شسته در سپس تا-V  نشان دار شده باFITC  ،)سیگما(

میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی ترکیب شدند. بعد  ۱11در  CD8و  CD3 ،CD4های سطح سلولی بادیو آنتی PIمیکرولیتر  ۱1

                                                 
۲ N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 
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ها در فلوسایتومتر بادیآمیزی شده و آنتیهای رنگبه آن افزوده شد. در نهایت، سلول HEPESمیکرولیتر از بافر  ۴11دقیقه،  ۱1از 

FACS caliber .قرار داده شدند 

 Bcl-2و  Baxهای بررسی بیان ژن

تام از هموژنات بافت مخچه استفاده شد. بعد از استخراج، ارزیابی کمی  RNA)دنازیست، ایران( برای تهیه  RNAاز کیت استخراج 

 RNAاستخراجی به ترتیب با استفاده از نانودراپ و ژل الکتروفوز صورت گرفت. بعد از حصول اطمینان از کیفیت  RNAو کیفی 

های سازنده استفاده شد. در کلیه مراحل، از دستورالعمال cDNAسنتز )دنازیست، ایران( برای  cDNAاستخراجی از کیت سنتز 

 ها به طور کامل پیروی شد.کیت

استفاده شد. در این  ۳ورژن  Primer expressافزار از نرم Bcl-2و  Baxهای برای طراحی پرایمرهای لازم برای بررسی بیان ژن

 آورده شده است. ۱ده شد. توالی پرایمرها در جدول اکتین به عنوان کنترل داخلی استفا-مطالعه از ژن بتا

 

 

 توالی پرایمرهای به کار رفته در مطالعه کنونی: ۱جدول 

 توالی نام ژن

 'CATTGCTGACAGGATGCAGAAGG-3 -'5 اکتین، فوروارد-بتا

 'TGCTGGAAGGTGGACAGTGAGG-3 -'5 اکتین، ریورس-بتا

bax-5 فوروارد'AGGATGCGTCCACCAAGAAGCT3' 

bax- 5 ریورس' TCCGTGTCCACGTCAGCAATCA3' 

bcl-2-3 فوروارد' CCTGTGGATGACTGAGTACCTG5' 

bcl-2- 3 ریورس' AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG5' 

 

درجه  91با مسترمیکس استفاده شد. برنامه حرارتی و زمانی شامل یک چرخه دمای  RT-PCRها از تکنیک برای بررسی بیان ژن

 7۲ثانیه و  ۳1گراد به مدت درجه سانتی 61ثانیه،  ۲1گراد به مدت درجه سانتی 91چرخه دمای  ۳۲دقیقه،  ۲گراد به مدت سانتی

 دقیقه بود. 1گراد به مدت سانتیدرجه  7۲ثانیه بود. یک چرخه آخر شامل دمای  ۲1گراد به مدت درجه سانتی

 آنالیز آماری

برای بررسی وجود  P<0.05( برای آنالیز داده استفاده شد و از آزمون توکی در سطح احتمال ANOVAاز آنالیز واریانس یک راهه )

 شد. انجام GraphPad Prism V.8افزار ها در نرمها استفاده شد. آنالیز دادهدار در میانگینهای معنیتفاوت
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 هایافته

 آزمون چرخش القاء شده توسط آپومورفین

های سوری ماده از آزمون چرخش القاء شده توسط آپومورفین استفاده شد. نتایج تحلیل رفتار جهت تأیید القاء پارکینسون در موش

تنون منجر به افزایش تعداد های سوری ماده توسط رها در این آزمون حاکی از این بود که القاء بیماری پارکینسون در موشموش

های سوری گیری کرد که تزریق رتنون منجر به ایجاد مدل پارکیسنون در موشتوان نتیجه(. از این رو، می۱ها شد )نمودار چرخش

تواند ها مشاهده شد که میدار در تعداد چرخشکاهش معنی B12های سوری ماده دریافت کننده ویتامین ماده شده است. در موش

 اکی از اثرات مفید این ویتامین در شرایط پارکینسون باشد.ح

 
 B12های سوری ماده سالم و پارکینسونی دریافت کننده ویتامین نتایج آزمون چرخش القاء شده توسط آپومورفین در موش :۱نمودار 

 مانی سلولزنده

های های حاصل از ماده( و جنینa۲( )P<0.0001های سوری ماده )نمودار مخچه موش هاینورونمانی دار در زندهکاهش معنی

اثرات محافظت از  B12( در مقایسه با کنترل مثبت )سالم( مشاهده شد. با این وجود، ویتامین b۲( )P<0.01پارکینسونی )نمودار 

 مانیدار در زندهعنیهای حاصل از آنها نشان داد، به طوریکه افزایش مهای سوری ماده پارکیسنونی و جنیننورونی در هر دوی موش

دریافت کننده کوبالامین  (P<0.05) های پارکینسونیهای حاصل از مادهو جنین (P<0.01) های سوری مادههای مخچه موشنورون

 در مقایسه با کنترل منفی )مدل پارکینسون( بوجود آمد.
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 (b) های پارکینسونیهای حاصل از مادهجنین ( وaهای پارکینسونی )موش مخچه هاینورونمانی تأثیر تجویز کوبالامین روی زنده: ۲نمودار 

 

 آپوپتوز و نکروز

ونی های پارکینسموشهای مخچه دار در آپوپتوز و نکروز سلولهای سوری ماده منجر به افزایش معنیالقاء بیماری پارکینسون در موش

در آپوتوز و  دارمعنی(. با این وجود، کاهش P<0.0001در مقایسه با کنترل سالم شد ) های پارکینسونیحاصل از ماده هایجنینو 

دیده شد  B12ویتامین های پارکینسونی دریافت کننده جنین حاصل از موش های پارکیسنونی وماده مخچه هاینوروننکروز 

(P<0.001 ) (.۳)نمودار 
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 پارکینسونی هایموشجنین حاصل از های ماده پارکیسنونی و موشهای بافت مخچه ( سلولc, d( و نکروز )a, bآپوپتوز ) میزان: ۳نمودار 

 

 bcl-2و  baxهای بررسی بیان ژن

دار بیان ژن حاکی از این بود که القاء پارکیسنون منجر به افزایش معنی RT-PCRتوسط تکنیک  bcl-2و  baxهای بررسی بیان ژن

bax  و کاهش بیانbcl-2 (. با ۴شود )نمودار های پارکینسونی میهای سوری ماده و جنین حاصل از مادههای مخچه موشدر نورون

داری داشت، های سوری ماده پارکیسنونی تأثیر معنیهای مخچه موشروی بیان هر دو ژن در نورون B12این وجود، تجویز ویتامین 

های سوری ( در بافت مخچه موشb۴( )نمودار P<0.05) bcl-2افزایش بیان  ( وa۴( )نمودار P<0.001) baxبه طوریکه کاهش بیان 

منجر به  B12در مقایسه با کنترل منفی مشاهده شد. با وجود اینکه، تجویز ویتامین  B12ماده پارکیسنونی دریافت کننده ویتامین 

( P<0.01ونی در مقایسه با کنترل منفی شد )های پارکیسنهای مخچه جنین حاصل از مادهدر نورون baxدار بیان ژن کاهش معنی

های های مخچه جنین حاصل از مادهدر نورون bcl-2داری روی بیان ژن (، با این حال، تجویز این ویتامین اثر معنیc۴)نمودار 

 (.d۴( )P>0.05پارکیسنونی نداشت )نمودار 
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های ( و جنین حاصل از مادهa, bهای سوری ماده )های بافت مخچه موشدر نورون bcl-2و  baxهای تغییرات در بیان ژن: ۴نمودار 

 (c, dپارکینسونی )

 

 گیریو نتیجه بحث

تواند اثرات محافظت از نورون در شرایط پارکینسون داشته باشد. مکانیسم می B12در مطالعه کنونی نشان داده شد که ویتامین 

های های مخچه موشدر نورون bcl-2و افزایش بیان  baxآپوپتوز، نکروز و کاهش بیان ژن  اثرات محافظتی این ویتامین به کاهش

های سوری ماده روی جنین حاصل از آنها تأثیر همچنین، القاء پارکیسنون در موش نسبت داده شد. B12دریافت کننده ویتامین 

 های بافت مخچه شد.مانی نورونمنفی داشت و منجر به کاهش زنده

. این امر (9)است  B12بیان شده است که نوروپاتی در بیماران پارکیسنون بیشتر بوده و یکی از دلایل اصلی آن کمبود ویتامین 

تواند باعث کند شدن روند تحلیل اعصاب دوپامینرژیک می B12 ویتامین سازی باتواند این ایده را در ذهن ایجاد کند که مکملمی
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انجام  PDهای سوری ماده در موش B12سازی با ویتامین گردد. بنابراین، پژوهش کنونی با هدف بررسی تأثیر مکمل PDدر بیماران 

 های مخچه بود.شد و نتایج حاکی از تأثیرات مثبت کوبالامین در کاهش مرگ نورون

B12 نیتر عی. شا(۱۴)دارد  یمراحل بستگ یسر کیاز دستگاه گوارش به  زیآم تیو جذب موفق تأمین گردد ییاز منابع غذا دیبا 

( ۲شود،  یم دهید یمنیخودا یماریب وزیشیپرن یکه عمدتاً در کم خون ،ی( از دست دادن فاکتور داخل۱عبارتند از:  B12علل کمبود 

 یهااز جمله مهارکننده جیرا یداروها( ۴(، خواراناهیگ ژهی)به و ییغذا میرژ یناکاف افتی( در۳ ،یدریپوکلریو ه کیآتروف تیگاستر

موجود را  B12تواند یمعده و روده کوچک، که م ییایاز حد باکتر شی( رشد ب1و  ن،یو متفورم H2 یهاستیپمپ پروتون، آنتاگون

مطالعه  کی، (۱1)کمتر از گروه کنترل است  هیاول PDدر  B12سطوح  نکهیبر ا یمبن هاافتهی رغمیجذب کاهش دهد. عل یبرا

 PD مارانیحال، ب نی. با ا(۱6)نکرد  دایپ PD جادیو ا B12 ییغذا میرژ افتیدر نیب یارتباط چیه تیبر جمع یبزرگ مبتن نگرندهیآ

مستعد ابتلا به  شتریدهد، بیرخ م PD مارانبی از ٪1۴-۲1روده، که در  یاز حد باکتر شیرشد ب ینرخ بالا لیممکن است به دل

 کمک کننده باشد. PDتواند در کاهش پیشرفت می B12سازی ویتامین از این رو، مکمل .(۱7)باشند  نییپا B12 تیوضع

نقش پروآپوپتوتیک و  Bax. پروتئین (۱8)در فرایند آپوپتوز میتوکندریایی به خوبی دانسته شده است  Bcl-2نقش خانواده ژنی 

و کاهش  bcl-2آپوپتوتیک دارد و برهمکنش این دو نقش مهمی در فرایند آپوپتوز دارند. افزایش بیان ژن نقش آنتی Bcl-2پروتئین 

های پارکینسونی دریافت کننده های سوری ماده پارکینسونی و جنین حاصل از مادههای بافت مخچه موشدر نورون baxبیان ژن 

تواند منجر به همچنین می bcl-2تواند کاهش آپوپتوز و نکروز مشاهده شده در آنها را توجیح نماید. افزایش بیان می B12ویتامین 

 . بنابراین، افزایش بیان(۱9)لوتاتیون در مغز شود و اثرات محافظت نورونی را القاء کند اکسیدانتی همچون گافزایش ترکیبات آنتی

 B12تواند مکانیسم اثرات محافظت از نورونی ویتامین های مخچه، میو در نتیجه آپوپتوز در سلول baxو کاهش بیان ژن  bcl-2 ژن

تواند اثرات محافظت نورونی این در بیماران پارکینسونی می B12رسد که مطالعات بالینی در حوزه تجویز ویتامین باشد. به نظر می

 د تأیید قرار دهد.ترکیب را در شرایط بالینی مور

توان دارد و مکانیسم عمل آن را می PDنقش حفاظتی از نورون در شرایط  B12گیری نمود که ویتامین توان نتیجهبه طور کلی می

های مخچه نسبت داد. با این حال، جهت تأیید اثرات درمانی این مانی نورونبه کاهش آپوپتوز و نکروز و در نتیجه افزایش زنده

 باشد.، انجام مطالعات بالینی ضروری میویتامین
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