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Abstract 

Background and Objective: Studies have shown that liver damage is linked to apoptosis. 

Carbon tetrachloride is a powerful toxin that is used to induce liver fibrosis and cirrhosis in 

animal models. The purpose of this study was to investigate the effect of alpha-pinene on the 

expression of apoptosis-related factors Bax and Bcl-2 in the liver of adult male Wistar rats 

receiving carbon tetrachloride. 

Materials and Methods: Rats were divided into four groups including control, alpha-

pinene, carbon tetrachloride, and carbon tetrachloride-alpha-pinene group. Carbon tetrachloride 

(2 ml/kg of body weight) was injected intraperitoneally twice a week for six consecutive weeks. 

Alpha-pinene was also administered intraperitoneally (50 mg/kg of body weight per day) for 

six consecutive weeks. Real-time PCR was used to evaluate Bax and Bcl-2 mRNA levels at the 

end of the course. 

Results: Carbon tetrachloride significantly increased the expression of pro-apoptotic factor 

Bax (P= 0.019) and significantly decreased anti-apoptotic factor Bcl-2 (P= 0.042) in the liver of 

rats compared to the control group. Alpha-pinene treatment caused a significant decrease in 

Bax mRNA level (P= 0.001) and a significant increase in Bcl-2 mRNA level (P= 0.025) in the 

carbon tetrachloride-alpha-pinene group compared to the carbon tetrachloride group. In 

addition, alpha-pinene prevented the occurrence of apoptotic cells in liver tissue sections of 

CCl4-injectes animals. 

Conclusion: Alpha-pinene can prevent apoptosis caused by carbon tetrachloride in the liver of 

rats and probably has a hepatoprotective effect. 
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 چکیده
 سم کی دکربنیتتراکلر. است همراه آپوپتوز وعوق با یکبد یها بیآس که است داده نشان ها یبررس:  هدف: و مقدمه

 اثر یبررس هدف به حاضر مطالعه. رود یم کار به یوانیح یها مدل در یکبد روزیس و بروزیف یالقا یبرا که است یقو
 ندهکن افتیدر ستاریو نژاد از بالغ نرِ یها رت کبد در Bcl-2 و Bax آپوپتوز به وابسته یفاکتورها انیب رییتغ بر ننیآلفاپ

 .شد انجام دکربنیتتراکلر

. شدند میتقس ننیآلفاپ-دکربنیتتراکلر و دکربنیتتراکلر نن،یآلفاپ کنترل، شامل گروه چهار به ها رت ها: روش و مواد
( یمتوال هفته 6 مدت به و هفته در بار دو) بدن وزن لوگرمیک بر تریل یلیم 2 دوز با دکربنیتتراکلر یصفاق درون قیتزر

 درون صورت به( یمتوال هفته 6 مدت به و روز هر) بدن وزن لوگرمیک بر گرم یلیم 05 دوز با زین ننیفاپآل. شد انجام
 .شد یابیارز Real-time PCR توسط ،Bcl-2 و  BaxیmRNA سطح دوره، انیپا در. شدند ماریت یصفاق

 فاکتور معنادار کاهش و Bax  (519/5 P₌) کیآپوپتوت شیپ فاکتور انیب معنادار شیافزا موجب دکربنیتتراکلر نتایج:

 معنادار کاهش موجب ننیآلفاپ ماریت. شد کنترل گروه با سهیمقا در ها رت کبد در Bcl-2  (542/5 P₌) کیضدآپوپتوت
-دکربنیتتراکلر گروه در Bcl-2  (520/5P₌) یmRNA سطح معنادار شیافزا و Bax  (551/5P₌) یmRNA سطح
 یبافت یها برش در کیآپوپتوت یها سلول شیدایپ از ننیآلفاپ ن،یبرا علاوه. شد دکربنیکلرتترا گروه با سهیمقا در ننیآلفاپ
 .کرد ممانعت دکربنیتتراکلر قیتزر تحت واناتیح کبد

 حفاظت اثر احتمالاً و کند ممانعت ها رت کبد در دکربنیتتراکلر از یناش آپوپتوز از تواند یم ننیآلفاپ گیری: نتیجه
 .دارد یکبد

 دکربنیتتراکلر کبد، ،Bax، Bcl-2 نن،یآلفاپ کلیدی: یها واژه
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 مقدمه
 خطر به را جهان مردم سلامت ،یکبد یها یماریب امروزه
 منجر نفر ونیلیم 2 ریم و مرگ به سالانه و انداخته

 یها یماریب از اند عبارت ها یماریب نیا(.  1) شوند یم
 کبد ،(C و B تیهپات رینظ) روسیو با مرتبط یکبد مزمن
 یها یماریب و یکلرالیغ چرب کبد ،یالکل چرب
 ،یکبد التهاب شرفتیپ دنبال به. یکیژنت و یمنیخودا

 و مرگ درصد 40 در که شود یم ظاهر یکبد بروزیف
 سطح. دارد نقش یکبد یها یماریب از یناش یرهایم
 تیفیک بر و شده محسوب یآگاه شیپ کی عنوان به بروزیف

 در کبد عملکرد با بروزیف نیبنابرا. گذارد یم اثر یزندگ
 نومیکارس به ابتلا خطر فاکتور نیتر مهم و بوده ارتباط

 شود یم منجر یکبد روزیس به ادامه در بروزیف. است یکبد
 خود به ایدن در را ریم و مرگ علت نیازدهمی که

 و یریشگیپ نیبنابرا ؛(2 و 1) است داده اختصاص
 و دارد یفراوان تیاهم یکبد بروزیف شرفتیپ از ممانعت
. است انجام حال در حوزه نیا در یادیز اتمطالع امروزه،
 را کبد در یسلول خارج کسیماتر رونده شیپ تجمع

 ساختار بیتخر موجب دهیپد نیا. نامند یم یکبد بروزیف
 از نظر صرف ،یکبد بروزیف. شود یم کبد یکیولوژیزیف

 آپوپتوز مانند جیرا یمولکول یها سمیمکان با ش،یدایپ علت
 یها سلول شدن فعال مزمن، التهاب ،یکبد یها سلول
 مشخص الیاندوتل سد در اختلال و شکل یا ستاره

 نیتر مهم شکل، یا ستاره یها سلول(. 2) شود یم
 در کبد که یوقت. هستند یکبد بروزیف در ریدرگ یها سلول

 در و بوده ساکن ها سلول نیا دارد قرار نرمال طیشرا
 یچرب اتقطر در را A نیتامیو رند،یگ یم قرار سید یفضا
(. 3) کنند یم عمل کبد تیس یپر عنوان به و کرده رهیذخ

 به کبد، مداوم بیآس به پاسخ در شکل یا ستاره یها سلول
 یها ژن انیب و شوند یم لیتبد فعال یها بروبلاستیوفیم
 جمله از کبد، مزمن بیآس(. 4) کنند یم آغاز را کیبروژنیف

 آپوپتوز با معمولاً ،یرالکلیغ چرب کبد و یروسیو تیهپات
 مارانیب یرو قاتیتحق(. 0) است همراه یکبد یها سلول

 را بروزیف که است داده نشان بروزیف یتجرب یها مدل و
 خصوص به. برد نیب از بیآس علت برداشتن با توان یم
 آپوپتوز، جادکنندهیا علت حذف از پس ها بروبلاستیوفیم
(. 3) دشو یم منجر بروزیف لیتحل به که شوند یم رفعالیغ

 یها گنالیس کاهش دنبال به شکل یا ستاره یها سلول
 رندهیگ مانند مرگ رندهیگ واسطه یها ژن انیب ک،یبروژنیف

Fas شیافزا را یتومور نکروز فاکتور 1 نوع رندهیگ ای 
-p53، Bcl-2 رینظ کیپروآپوپتوت یها نیپروتئ دهند، یم

associated X protein (Bax) میتنظ را 9 کاسپاز و 
 B-cell lymphoma مانند ضدآپوپتوز عوامل و کنند یم

2 (Bcl-2) از یناش یکبد بروزیف در. دهند یم شیافزا را 
 یاصل منبع را شکل یا ستاره یها سلول دکربن،یتتراکلر

 دکربنیتتراکلر(. 6) رندیگ یم نظر در ها بروبلاستیوفیم
 و بروزیف یالقا یبرا که است شده شناخته نیهپاتوکس کی

 نیا. شود یم استفاده یفراوان به جوندگان در یکبد روزیس
 را یسم بیآس از یناش یکبد بروزیف ،یمؤثر طور به مدل
 (.7) کند یم دیتقل

 مختلف یعیطب باتیترک اثر یبررس یبرا یادیز مطالعات
 دها،یفلاونوئ دها،یآلکالوئ یها گروه از یاهیگ منشأ با

 بروزیف مختلف یاه مدل بر دهایکاروتنوئ و ها ترپن ها، فنل
 داده نشان قاتیتحق. است شده اجرا و یطراح یکبد

 یها روش به یعیطب باتیترک بروزیضدف اثرات است
 سرکوب به توان یم آنها انیم از که شود یم حاصل یمختلف

 با Bcl-2 یها نیپروتئ خانواده(. 15-8) کرد اشاره آپوپتوز
 انتقال در یمهم نقش ،یتوکندریم یغشا یرینفوذپذ میتنظ
 دو به خانواده نیا. دارند سلول در کیآپوپتوت یها گنالیس

 ضدآپوپتوز نیپروتئ از اند عبارت که شوند یم میتقس گروه
Bcl-2 کیآپوپتوت نیپروتئ و Bax (11.) 

 عنوان به که است یا حلقه دو مونوترپن کی ننیآلفاپ
 از مشتق یها اسانس از یاریبس در هیثانو تیمتابول

 یگرید اهانیگ در مونوترپن نیا. شود یم افتی انیمخروط
 اسطوخودوس و( Salvia rosmarinus) یرزمار رینظ
(Lavandula angustifolia )نن،یآلفاپ. دارد وجود زین 

 جادیا را کاج تازه حهیرا و دارد زیگر آب و فرار حالت
 و عطرها هیته یبرا یطولان یها سال ها ننیپ. کند یم

 آنها یکیفارماکولوژ اثرات و اند شده استفاده ها دهنده طعم
(. 13 ،12) است دهیرس اثبات به مختلف قاتیتحق یط زین

 و یسکمیا یوانیح یها مدل در ننیآلفاپ یمحافظت اثرات
 آپوپتوز مهار در مونوترپن نیا ییتوانا به یحد تا یلپس یاپ

 یمبن یگزارش تاکنون اما( 14،10) است شده داده نسبت
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 قیتحق نیا. است نشده ارائه ننیآلفاپ یکبد حفاظت اثر بر
 شیپ فاکتور انیب بر ننیآلفاپ اثر یبررس هدف به

 کبد در Bcl-2 کیضدآپوپتوت فاکتور و Bax کیآپوپتوت
 .شد انجام دکربنیتتراکلر کننده افتیدر بالغ نر یها رت

 

 مواد و روش
 گرم 225-255 وزن به ستاریو نژاد از بالغ نر رت سر 25
 یپزشک علوم دانشگاه اعصاب علوم قاتیتحق مرکز از

 طبق ها رت با کار مراحل همه. شد یداریخر یبهشت دیشه
 دانشگاه اخلاق تهیکم دییتأ به و شد انجام یاخلاق اصول

: اخلاق کد) دیرس زنجان واحد یاسلام آزاد
IR.IAU.Z.REC.1401.036.) 

 میتقس ریز شرح به( رت 0 گروه هر) گروه 4 به واناتیح
 :شدند

 نکردند؛ افتیدر یماریت(: C) کنترل گروه -1
 بر گرم یلیم 05 دوز با را ننیآلفاپ( : P)ننیآلفاپ گروه -2
 شش مدت به و( 14) یصفاق درون صورت به لوگرمیک

 کردند؛ افتیدر هفته
 وانـات،یح نیا( : CCl4)دکربنیتتراکلر گروه -3

 رملوگیک بر تریل یلیم 2 دوز با را درصد 35 دکربنیتتراکلر
 شش مدت به و هفته در بار دو ،یصفاق درون صورت به

 ؛(16) کردند افتیدر یمتوال هفته
 بر علاوه( : CCl4-P)ننیآلفاپ -دکربنیتتراکلر گروه -4

 در که یطور به. شدند ماریت زین ننیآلفاپ با CCl4 افتیدر
 قیتزر تحت روز هر واناتیح مار،یت هفته شش طول

 قیتزر CCl4 بعد، ساعت دو و گرفتند یم قرار ننیآلفاپ
 (.بود هفته در بار دو فقط ،CCl4 قیتزر نوبت) شد یم

 تا شد برداشته واناتیح کبد ق،یتزر دوره انیپا از پس
 real توسط Bax و Bcl-2 یها ژن انیب یریگ اندازه یبرا

time-PCR مورد یبافت راتییتغ یکروسکوپیم یبررس و 
 . ردیگ قرار استفاده

 با مطابق RNA استخراج ابتدا ،یلکولمو مطالعات یبرا
 توس، پارس شرکت ساخت) مربوطه تیک دستورالعمل

 در شده استخراج یRNA غلظت. شد انجام( رانیا مشهد،
 با 285/265 جذب نسبت و نانومتر 265 موج طول

. بود 8/1-2/2 که شد سنجش اسپکتروفتومتر از استفاده
 از استفاده با زین شده استخراج RNA یرو از cDNA سنتز

 توس، پارس شرکت ساخت) مربوطه تیک دستورالعمل
 هر در ها ژن انیب یبررس یبرا. شد انجام( رانیا مشهد،
 واکنش. شد استفاده real time -PCR کیتکن از گروه
PCR 90 یدما با هیاول ونیدناتوراس مرحله کی شامل 
 یریتکث کلیس 42 و قهیدق 10 مدت به گراد یسانت درجه
 به گراد یسانت درجه 90 یدما با ونیدناتوراس لهمرح شامل
 درجه 62 یدما با اتصال مرحله و هیثان 22 مدت
 یمرهایپرا یتوال. بود هیثان 65 مدت به گراد یسانت

 از مطالعه نیا در. است آمده 1 جدول در شده استفاده
(  GAPDH)دروژنازیده فسفات - 3 دیسرآلدهیگل
 یکمّ ت،یدرنها و شد هاستفاد یداخل کنترل ژن عنوان به

 با( مرجع ژن به نظر مورد ژن انیب نسبت) ها داده کردن
 1 جدول در مرهایپرا یتوال(. 17) شد انجام 

 .است شده داده شینما
 

 
 real time PCR یبرا شده استفاده یمرهایپرا یتوال. 1 جدول

 ژن پرایمر فوروارد پرایمر معکوس

TCACGGAGGAAGTCCAGTGT CGTGGTTGCCCTCTTCTACT Bax 

CTCACTTGTGGCCCAGGTAT GGGATGCCTTTGTGGAACTA 2-Bcl 

CCCAGCATCAAAGGTGGAA GCTACACTGAGGACCAGGTTGTCT GAPDH 

 

 ابتدا وانیح هر کبد از یبخش ،یکیستولوژیه یبررس یبرا
 مراحل یط از پس و شد تیتثب درصد 15 نیفرمال در

 0 یها برش سپس،. شد یریگ قالب نیپاراف با یریگ آب
 از پس ها برش و شده هیته کروتومیم توسط یکرومتریم

. شدند یزیآم رنگ نیائوز و نیهماتوکسل با لام به انتقال

 مورد یدوچشم ینور کروسکوپیم با ها لام ت،یدرنها
 بود شده هیته وانیح هر کبد از برش 0. گرفتند قرار مطالعه

 Х یینما بزرگ در) یتصادف طور به منطقه 0 برش، هر از و

. شدند یبررس کیآپوپتوت یها سلول حضور یبرا( 400
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( یتوپلاسمیس انقباض) کنوزیپ با کیآپوپتوت یها تیهپاتوس
 .شدند مشخص نیکرومات تراکم و

 24 از استفاده با یمولکول بخش جینتا یآمار زیآنال
SPSSv .یخطا ± نیانگیم صورت به جینتا و انجام 

 اطلاعات، لیتحل و هیتجز یبرا. شد ائهار نیانگیم استاندارد
one way ANOVA تست نیهمچن وTukey  کار به 

 در ها گروه نیب یمعنادار سطح عنوان به > P 50/5. رفت

 .شد گرفته نظر

 

 تایجن
 سهیمقا در دکربنیتتراکلر گروه واناتیح کبد در Bax انیب
 قیتزر و( P =519/5) بود بالاتر یدار معنا طور به کنترل با

 در آن انیب دار معنا کاهش موجب ننیآلفاپ یصفاق درون
 گروه با سهیمقا در ننیآلفاپ-دکربنیتتراکلر گروه

 اختلاف(. 1 شکل( )P  =551/5) شد دکربنیتتراکلر
 کنترل و ننیآلفاپ یها گروه نیب Bax انیب در یدار معنا

 .نداشت وجود

 

 

 
 

 گروه هر در رت 5 و است شده ارائه اریمع یخطا ± نیانگیم صورت به جینتا. دکربنیتتراکلر کننده افتیدر یها رت کبد در Bax انیب بر ننیآلفاپ اثر. 1 نمودار

: CCl4-P و دکربنیتتراکلر: CCl4 نن،یآلفاپ: P کنترل،: C. )دکربنیتتراکلر گروه با سهیمقا در †† >51/5P و کنترل گروه با سهیمقا در*  P >55/5. دارد قرار

 (.ننیآلفاپ-ندکربیتتراکلر

 
 در دکربنیتتراکلر گروه یها رت کبد در Bcl-2 انیب

 و( =P 542/5) بود کمتر یدار معنا طور به کنترل با سهیمقا
 گروه در آن انیب دار معنا شیافزا موجب ننیآلفاپ ماریت

 دکربنیتتراکلر گروه با سهیمقا در ننیآلفاپ-دکربنیتتراکلر
 انیب در یدار نامع اختلاف(. 2 شکل( )=P 520/5) شد

Bcl-2 نداشت وجود کنترل و ننیآلفاپ یها گروه نیب. 
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 گروه هر در رت 3 و است شده ارائه اریمع یخطا ± نیانگیم صورت به جینتا. دکربنیتتراکلر کننده افتیدر یها رت کبد در Bcl-2 انیب بر ننیآلفاپ اثر. 2 نمودار

: CCl4-P و دکربنیتتراکلر: CCl4 نن،یآلفاپ: P کنترل،: C. )دکربنیتتراکلر گروه با سهیمقا در †  P >55/5 و کنترل گروه با سهیمقا در*   P >55/5. دارد قرار

 (.ننیآلفاپ-دکربنیتتراکلر

 زین کبد بافت از شده هیته یها برش یکروسکوپیم یبررس
 در آپوپتوز وقوع که یطور به کرد دییتأ را یمولکول جینتا

 که یدرحال شد مشاهده CCl4 هگرو واناتیح کبد بافت

 یها سلول شیدایپ از یادیز حد تا ننیآلفاپ ماریت
 یریجلوگ CCl4 کننده افتیدر واناتیح کبد در کیآپوپتوت

 (.1 شکل) کرد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

: P کنترل،: C. )اند شده داده نشان اهیس فلش با کیآپوپتوت یها سلول. دکربنیتتراکلر کننده افتیدر یها رت کبد در آپوپتوز وقوع بر ننیآلفاپ اثر. 1 شکل
 .اند شده داده شینما Х 155 یینما بزرگ با ریتصاو(. ننیآلفاپ-دکربنیتتراکلر: CCl4-P و دکربنیتتراکلر: CCl4 نن،یآلفاپ
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 بحث
 کبد در ننیآلفاپ یضدآپوپتوز اثر حاضر، مطالعه در

 قرار یبررس مورد دکربنیتتراکلر کننده افتیدر یها رت

 یآپوپتوز شیپ فاکتور انیب شیافزا از ننیآلفاپ. گرفت

Bax، یضدآپوپتوز فاکتور انیب کاهش Bcl-2 شیدایپ و 

 دکربنیتتراکلر که ییها رت کبد در کیآپوپتوت یها سلول

 . کرد یریجلوگ کردند افتیدر مزمن طور به را

 یطولان یها سال که است نیهپاتوکس ینوع دکربنیتتراکلر

 بروزیف یالقا نیهمچن و یکبد حاد تیسم یاالق یبرا

 اگرچه. است گرفته قرار استفاده مورد روزیس و یکبد

 جیرا بروزیف یالقا یبرا دکربنیتتراکلر یصفاق درون قیتزر

 ای یخوراک ،یرجلدیز صورت به آن ماریت اما است

 اساس، نیا بر(. 7) است شده انجام زین یاستنشاق

 لوگرمیک بر تریل یلیم 2 دوز با درصد 35 دکربنِیتتراکلر

 به و هفته در بار دو) یصفاق درون صورت به بدن وزن

 و Wang که یدوز با مطابق( یمتوال هفته شش مدت

 به بردند کار به یکبد بروزیف یالقا یبرا( 16) همکاران

 شیافزا و Bcl-2 انیب دار معنا کاهش که شد قیتزر ها رت

Bax مطالعات از اصلح جینتا با و داشت دنبال به را 

 (.18،19) بود همسو نیشیپ

Bcl-2 و Bax یداخل ریمس در لیدخ یها نیپروتئ از 

 را آپوپتوز Bcl-2. هستند( ییایتوکندریم ریمس) آپوپتوز

 و c توکرومیس انتشار با Bax که یدرحال کند یم مهار

. شود یم آپوپتوز وقوع کیتحر موجب کاسپازها کردن فعال

 Bax تیفعال مهار موجب Bcl-2 که است شده ثابت

 Bax یکیتحر اثر Bcl-2 انیب شیافزا با نیبنابرا شود؛ یم

 (. 25،21) شود  یم بلوکه آپوپتوز بر

 ،(23) نالولیل ،(22) موننیل رینظ مختلف یها ترپن

 و Bax کاهش با( 20) نئولیس-1،8 و( 24) کارواکرول

 یوزضدآپوپت اثر. کنند یم مهار را آپوپتوز ،Bcl-2 شیافزا

 in مطالعات در بوده، ها مونوترپن گروه از که زین ننیآلفاپ

vitro و in vivo طور به(. 16،26) است شده گزارش 

 که دادند نشان( 27) همکارانش و Karthikeyan مثال،

 و 9 کاسپاز و 3 کاسپاز ،Bax انیب کاهش موجب ننیآلفاپ

 با شده مواجه یها موش پوست در Bcl-2 انیب شیافزا

 نسبت ننیآلفاپ ن،یبرا علاوه. شود یم فرابنفش اشعه

Bax/Bcl-2، توکرومیس یآزادساز c را 3 کاسپاز تیفعال و 

 شده مواجه یِانسان SH-SY5Y کینرژیدوپام یسلول رده در

 نیبنابرا(. 28) داد کاهش زین نیدوپام یدروکسیه-6 با

 بدن وزن لوگرمیک بر گرم یلیم 05 دوز با را ننیآلفاپ

 واناتیح به یمتوال هفته 6 مدت به یصفاق روند صورت به

 دوز نیا انتخاب. میکرد قیتزر دکربنیتتراکلر کننده افتیدر

 یها رت مغز در بیترک نیا یضدآپوپتوز اثر اساس بر

 که شد مشخص دوره، انیپا در(. 14) بود یسکمیا مدل

 یها رت کبد در Bcl-2 و Bax انیب رییتغ از ننیآلفاپ ماریت

 مطالعات با که کرد یریجلوگ ننیآلفاپ-دکربنیلرتتراک گروه

 کبد بر ننیآلفاپ یمحافظت اثر تاکنون. است همسو یقبل

 ننیآلفاپ نکهیا به توجه با. است نگرفته قرار مطالعه مورد

 نیا از حاصل جینتا کند مهار کبد در را آپوپتوز توانست

. است یکبد محافظت حوزه در محققان یراهگشا ق،یتحق

 در آپوپتوز یبررس فقدان ق،یتحق نیا یها تیمحدود از

 که است 3-کاسپاز و Bcl-2 و Bax یها نیپروتئ سطح

 .شد یناش یمال منابع کمبود از تیمحدود نیا

 
 گیرینتیجه

 از ممانعت با ننیآلفاپ مونوترپن که شود یم یریگ جهینت

 کننده افتیدر یها رت کبد در Bcl-2 و Bax انیب رییتغ

 شده واناتیح نیا آپوپتوز سرکوب موجب دکربنیتتراکلر

 .است یکبد حفاظت تیقابل یدارا احتمالاً و

 

 خلاقي املاحظات 

در  ..IR.IAU.Z.REC.1401.036 کد با حاضر پژوهش

 .است رسیده تصویب به زنجان واحد اسلامی آزاد دانشگاه

 تعارض و منافع 
 در تضادی گونه هیچ که دارند می اعلام مقاله نویسندگان

 .ندارد وجود منافع
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