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تى مايع مغزى نخاعى برميزان دژنراسيون بررسى اثر تزريق زير پوستى مايع مغزى نخاعى برميزان دژنراسيون بررسى اثر تزريق زير پوستى مايع مغزى نخاعى برميزان دژنراسيون 
موتونورون هاى نخاع پس از كمپرسيون عصب سياتيك در رت
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چكيده 
تخريب جسم سلولى نورون هاى آلفا در نخاع پس از ضايعه اعصاب محيطى از جمله آسيب هاى برگشت ناپذير است . اين 
مطلب كه مايع مغزى نخاعى (CSF) در زنده ماندن وتكثير نورون موثر است ما را به سمت استفاده از آن در موجود زنده 
هدايت كرد. در اين مطالعه از 18 سر رت نر و 18 سر رت ماده باردار (روز 20 باردارى) نژاد ويستار به وزن 200 تا 250 گرم 
استفاده شد . رت هاى نر به طور تصادفى در سه گروه (N=6) شم، كنترل و تزريق زير پوستى تقسيم شدند. در گروه شم 
عصب سياتيك پاى راست تحت كمپرسيون (60 ثانيه)، در گروه كنترل عضله در محل عصب سياتيك بدون آسيب شكافته و 
CSF جنينى در محل ضايعه هر سه روز تزريق و از جنين هاى  در گروه تزريق زير پوستى، علاوه بر كمپرسيون، 10 ميكروليتر
20 روزه جهت استخراج CSF استفاده شد. پس از 28 روز رت ها با روش پرفيوژن تثبيت و پس از پاساژ بافتى از قطعات 
كمرى نخاع نمونه بردارى و برش هاي 7 ميكرونى سريال از نخاع تهيه شد . در برش ها پس از رنگ آميزى با آبى تولوئيدين، 
به روش استريولوژي و دايسكتور شمارش نورون هاى حركتى شاخ قدامى نخاع انجام شد. با مقايسه دانسيته نورونى گروه 
اختلاف معنى دارى بين دانسيته نورونى در اين دو گروه (p<0/05) به دست آمد. نتايج  CSF شم وگروه تزريق زير پوستى
نشان داد كه CSF جنينى داراى اثرات نوروپروتكتيو بر روى نورون هاى شاخ قدامى نخاع پس از ضايعه ايجاد شده است 

كه احتمالا اين اثرات ناشى از وجود فاكتورهاى رشد و ترميم جهت پيشبرد فرآيندهاى رژنراسيون در نورون ها مى باشد. 
سياتيك، دژنراسيون موتونورون، مايع مغزى نخاعى.كليد واژه: سياتيك، دژنراسيون موتونورون، مايع مغزى نخاعى.كليد واژه: سياتيك، دژنراسيون موتونورون، مايع مغزى نخاعى.

مقدمه
زمينه  در  آمده  عمل  به  پژوهش هاى  از  حاصله  نتايج 
عوامل  كه  مى دهد  نشان  محيطى  عصبى  سيستم  ترميم 
 2005 سال  در  ناگاراجا  موثرند.  ترميم  روند  بر  مختلفى 
نشان داد كه فاكتورهاى رشد و عوامل نوروپروتكتيو مانند 
(فاكتور شبه انســولينى (فاكتور شبه انســولينى (IGF-1) كه در مايع مغزى نخاعى 
(CSF) وجود دارد، مرگ سلولى را در صدمات سيستم 
در سال 2006  عصبى مركزى كاهش مى دهند(18). ميان
نشان داد كه مايع مغزى نخاعى موش هاى رت (Rat) در 

باعث تمايز وتكثير سلول هاى  in vitro و in vivo محيط
جنينى قشر مغز مى شود، دراين پژوهش مشخص گرديد 
كه مايع مغزى نخاعى تمام روزهاى جنينى بدون آن كه 
ماده ديگرى به محيط اضافه شود، قادر به رشد سلول هاى 
به   (CSF)نخاعى مغزى  مايع   .(17) مى باشند  مغز  قشر 
وسيله ترشح از عروق مغزى و شبكه كوروئيد تشكيل وبه 
تنظيم  هورمونى  عوامل  و  نوروآندوكرين  عوامل  وسيله 
Choroid plexus (CP)كوروئيد شبكه  مى شود(13). 
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ديگرى  نخاعى عمل كردهاى  مغزى  مايع  توليد  بر  علاوه 
كوروئيد  شبكه  دارد.  مركزى  عصبى  سيستم  براى  هم 
ترشح  نخاعى  مغزى  مايع  درون  به  را  رشد  فاكتورهاى 
مى كنند. اين فاكتورها مى توانند خود را به مغز رسانده(6) 
و آسيب هاى مغزى را با علل ايسكمى و نورودژنره شدن، 
راى  براى  براى  (CSF)بهبود بخشند(12). در واقع مايع مغزى نخاعى
زنده نگه داشتن مغز، محيط مكملى شامل انواع ويتامين ها، 
مى كند  فراهم  رشد  عوامل  و  نوكلئوزيدها  و  پپتيدها 
(1،7،11). هدف از انجام اين تحقيق، بررسى آثار تزريق 
يا  انداختن  تعويق   به  در  نخاعى  مغزى  مايع  پوستى  زير 
جلوگيرى از دژنراسيون مركزى نورون هاى حركتى نخاع 

و در نتيجه بهبود بخشيدن روند ترميم مى باشد. 
مواد و روش ها

حيوانات آزمايشگاهى و روش تجويز

در  كه  است  آزمايشگاهى  تجربى  نوع  از  مطالعه  اين 
رت  سر   18 تعداد  است.  شده  انجام   1387-1388 سال 
ماده باردار و 18 سررت نر 3 ماهه بالغ با وزن 250 - 200 
گرم درفصل پاييز از سرم سازى رازى تهيه و در شرايط 
درجه  روشنايى،  ساعت   12 و  تاريكى  ساعت   12 نورى 
حرارت 22تا 24درجه سانتى گراد و رطوبت مناسب در 
اتاق حيوانات گروه زيست شناسى دانشكده علوم دانشگاه 
آزاد اسلامى واحد مشهد نگهدارى شدند . آب مورد نياز 
حيوانات از آب آشاميدنى شهر و غذاى آن ها نيز داراى 
فرمول استاندارد و از شركت جوانه خراسان تهيه شد. در 
 (n=6)مرحله بعد رت هاى نر به صورت تصادفى به 3 گروه
كنترل، شم و تجربى تقسيم شدند و همه آن ها(جز گروه 
كنترل) تحت كمپرسيون عصب سياتيك قرار گرفتند. در 
مايع  سياتيك،  عصب  كمپرسيون  از  پس  تجربى،  گروه 
مغزى نخاعى استخراج شده از جنين 20روزه رت به ميزان 
تزريق  پوستى  زير  طريقه  به  رت  هر  براى  ميكروليتر   10
روز  سه  هر  آزمايش  روزه   28 دوره  در  تزريق  اين  شد. 
بار تكرار و در هر مرحله تزريق مايع مغزى نخاعى  يك 
دو جنين براى هر رت و در مجموع در 9 مرحله از 108 
ازجنين ها  نخاعى  مغزى  مايع  (گرفتن  شد.  استفاده  جنين 

انجام  مگنا  سيسترنا  ناحيه  از  و  ميكروپيپت  از  استفاده  با 
گرديد) در گروه شم تزريقى انجام نشد. جراحى حيوانات 
تحت بيهوشى عميق ناشى از تزريق داخل صفاقى 70 ميلى 
ليتر بر كيلوگرم كتامين و7 ميلى ليتر بر كيلوگرم رامپون 
يك  طول  به  ران  پوست  در  بيهوشى،  از  پس  شد.  انجام 
در  كنار زدن عضلات  از  و پس  ايجاد  مترشكافى  سانتى 
اعمال  براى  شد.  آشكار  سياتيك  ناحيه عصب  اين  عمق 
و  استفاده  دوم)  قفل دار(قفل  پنس  از  عصب،  كمپرسيون 
قرار  كمپرسيون  تحت  ثانيه   60 مدت  به  سياتيك  عصب 
گرفت (روش اعمال كمپرسيون در همه رت ها يكسان و 
از پنس قفل دار واحدى استفاده شد). پس از كمپرسيون، 
عصب در محل طبيعى خود قرارگرفته و لبه هاى زخم به 
وسيله كليپس مخصوص بخيه زده و محل ضد عفونى شد. 
هوش  به  موقع  تا  آن  از  پس  و  جراحى  عمل  جريان  در 
آمدن، حيوان گرم نگه داشته شد . مجريان در كليه مراحل 

به اصول اخلاقى كار با حيوانات متعهد بودند. 
نحوه نمونه بردارى وآماده سازى بافتى 

نخاع  از  پرفيوژن  روش  انجام  با  روز،   28 طى  از  پس 
ناحيه كمرى نمونه بردارى و براى يكسان بودن نمونه ها، 
نخاع تا انتها از ستون فقرات خارج و پس از قطع 18 ميلى 
انتهاى آن، يك قطعه 8 ميلى مترى از نخاع ناحيه  متر از 
كمرى نمونه بردارى شد. پس ازتثبيت توسط فرمالين %10

پس  كه  شدند  بافتى  پاساژ  مراحل  وارد  نمونه ها  نمكى، 
از  بوتانل،  با  اتانل و مرحله شفاف كردن  با  از آب گيرى 
بلوك هاى پارافينى حاصل، برش هاى سريالى 7 ميكرونى 
با ميكروتوم تهيه و برش هاى منتقل شده بر روى لام وارد 
مراحل رنگ آميزى شدند بدين صورت كه ابتدا پارافين 
زدايى توسط زايلن وسپس آبدهى توسط سري هاي نزولى 
الكلي انجام شد. بعد از انتقال لام ها به محلول رنگ آبى 
در  و شستشو  دقيقه   10 مدت  به   (pH=4/65) تولوئيدين 
به  نرمال  استيك  اسيد  سى  1سى  (حاوى  تامپون  محلول 
 100 حجم  به  كه  نرمال  سديم  استات  سى  1سى  همراه 
سى سى رسيد) لام هاى حاوى نمونه هاى بافتى در محلول 
موليبدات آمونيوم 4٪ به مدت 10 دقيقه قرار گرفتند. رنگ 
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1دقيقه  مدت  به   %1 اريتروزين  توسط  ماتريكس  آميزى 
انجام شد. 

روش شمارش نورون ها 

از  قدامى،  شاخ  حركتى  نورون هاى  شمارش  براى 
توسط  هم)  سر  (پشت  سريال  برش هاى  راست  نيمه 
فتوميكروسكوپ تحقيقاتى عكس بردارى و توسط روش 
دايسكتور و استفاده از يك عدد تصادفى شمارش دانسيته 
نورونى انجام و دانسيته  نورونى گروه كنترل، شم و گروه 
نياز  كمى  تحليل  براى  شدند.  يكديگرمقايسه  با  تجربى 
Vdisector،              ، مانـنـد:   پارامـتـرهـايى  به 
Numerical density است كه چنين تعريف مى شوند. 

نيمه  يك  در  شده  شمارش  نورن هاى  مجموع   :
نمونه. 

                : مجموع دفعات نمونه بردارى شده. 
چهارچوب  (حجم   V disector= A frame × H

نمونه بردارى) 
A frame: مساحت چهارچوب نمونه بردارى.

H: فاصله بين دو برش يا ضخامت هر برش. 
از  تعداد،  دانسيته  يا   (ND) Numerical density

فرمول زير محاسبه مى گردد (3). 

مساحت چهار چوب نمونه بردارى بر روى صفحه مانيتور

2/5×2/5 سانتى متر است كه براى به دست آوردن اندازه 
واقعى اين مساحت به ميكرون از لام ميكرومتري استفاده 
MINITAP، فرمان  14مى كنيم. تحليل داده ها با نرم افزار 14مى كنيم. تحليل داده ها با نرم افزار 14
P<0/05 و احتمـال معنى دار t_test و آزمون t_test و آزمون t_test ANOVA

انجام شد. 
نتايج

مقايسه آمارى ميانگين دانسيته نورون هاى حركتى آلفا 
(گروه  تجربى  گروه  با  شم  گروه  كنترل،  گروه هاى  بين 
تزريق زير پوستى مايع مغزى نخاعى) نشان داد كه ميانگين 
دانسيته نورون ها در گروه تجربى (141±1253) نسبت به 
مطلب  اين   .(p<0/05) است  بيشتر  شم(470±26)  گروه 
مغزى  مايع  دريافت  با  تجربى  گروه  كه  مى دهد  نشان 
آلفا  نورون هاى حركتى  تخريب  از  است  توانسته  نخاعى 
جلوگيرى كند. اين يافته ها هم چنين نشان مى دهدكه بين 
دانسيته نورون هاى حركتى آلفا در گروه تجربى و گروه 
يعنى  دارد،  وجود  معنى دارى  حالت  كنترل(1739±78) 
قبولى  قابل  ميزان  به  نخاعى  مايع مغزى  تزريق زيرپوستى 
جلوگيرى  آلفا  حركتى  نورون هاى  تخريب  از  مى تواند 
در  آلفا  حركتى  نورون هاى  تعداد  ديگر  عبارت  به  كند 
گروه تجربى بسيار نزديك به گروه كنترل است (نمودار1 
و شكل1).  (براساس نتايج حاصل از شمارش نورون هاى 
آلفا در شاخ قدامى نخاع و با درنظرگرفتن A frame و 
(فاصله بين دو برش، دانسيته تعداد (فاصله بين دو برش، دانسيته تعداد (ND) محاسبه گرديد.)

نمودار 1- مقايسه دانسيته نورون هاى حركتى آلفا در نخاع كه پس از گذشت 4 هفته از ايجاد كمپرسيون 
(p<0/05) .عصب سياتيك در گروه هاى مختلف نشان داده شده است

، مانـنـد:       پارامـتـرهـايى               به 
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فاكتورهاى   Choroid plexus (CP)كوروئيد شبكه 
اين  مى كند.  ترشح  نخاعى  مغزى  مايع  درون  به  را  رشد 
فاكتورها مى توانند خود را به مغز برسانند(6،14). در مايع 
 Transforming) عصب  رشد  فاكتور  نخاعى  مغزى 
در  آن  مقدار  و  دارد  وجود  (growth factor

بيمارى هاى مغزى تغيير مى نمايد. احتـــمالاً فاكتـــورهاى
و فاكتور رشد تغيير  (Nerve growth factor) NGF

TGF-α درمايع مغزى نخاعى نقش آموزنده  شكل يافته
نخاعى  مغزى  مايع  نقش  چه  اگر  دارند.  نورون ها  براى 
اوليه مطالعه است(7)،  در مراحل جنينى هنوز در مراحل 
در  نخاعى  مغزى  مايع  نقش  از  متعددى  بررسى هاى  اما 
داد  نشان   Miyan است(16،19).  انجام شده  مغزى  رشد 
قادربه  كه سلول هاى مغزى در مايع مغزى نخاعى جنينى 
محيط  در  جنينى  نخاعى  مغزى  مايع  و  بوده(17)  زندگى 
و invitro باعث تمايز وتكثير سلول هاى جنينى  in vivo

قشر مغز مى شود. قدرت تكثير سلول هاى قشر مغز به سن 
جنين بستگى دارد. سلول هاى قشر مغز يك جنين 17-20 
روزه تكثيركمى در مايع مغزى نخاعى دارند در حالى كه 
سلول هاى قشر مغز يك جنين19و18روزه بيشترين تكثير 
را نشان مى دهند. در مطالعه اى مايع مغزى نخاعى استخراج 
آن ها  اثرات  بررسى  جهت  جنينى  روزهاى  همه  از  شده 
آزمايش و مشاهده شد بدون آن كه ماده ديگرى به محيط 

مغزهستند  قشر  سلول هاى  رشد  به  قادر  همه  شود،  اضافه 
(17). هم چنين گاتو نقش مايع مغزى نخاعى را در نوروژنز 
در مايع مغزى نخاعى  FGF2 توضيح داد و دريافت كه
جنين جوجه يك فاكتور حياتى است. او دريافت كه مايع 
مغزى نخاعى جنين جوجه در زنده مانـدن وتكثير نورون 
موثر است(8). فاكتورهاى حياتى موجـود در مايع مغزى 

نخاعى مانند فاكتـور رشـد عـصـب، اينتـرلـوكــيـن 6 و
مى توانند   مى توانند   مى توانند  CNTF (Ciliary neurotrophic factor)

سبب رشد رشته هاى آسيب ديده شوند(5،10). فاكتورى به 
APP -Amyloid Beta AAPP -Amyloid Beta AAPP 4 protein precursorنام

در مايع مغزى نخاعى جنينى انسان و رت وجود دارد. اين 
پروتئين به طور معمول در مغز موجود بوده و يك شكل 
محلول از آن در مايع مغزى نخاعى افراد بالغ مشاهده شده 
محرك تقسيم سلول هاى بنيادى  APP است. شكل محلولAPP است. شكل محلولAPP

نوروژنر  در  مى تواند  تنها  نه   APP است.  جنينى  عصبى 
مغزى  مايع  در  انتقال  با  مى تواند  بلكه  باشد  داشته  نقش 

نخاعى عمل كردهاى ديگرى هم داشته باشد (20). 
مايع مغزى نخاعى شامل چندين فاكتور ماتريكس خارج 
،Fibronectin سلولى است. فاكتورهايى مانند فيبرونكتينFibronectin سلولى است. فاكتورهايى مانند فيبرونكتينFibronectin

فيبولين   ،Tenascin تناسكين  ،Laminin لامينين 
به  Versican و پروتئين هاى مربوط  Fibulin، ورسيكن 

از  دارد.  وجود  نخاعى  مغزى  مايع  در  عصبى  سلول هاى 
آن جايى كه خيلى از اين فاكتورها مى توانند در مهاجرت 

شكل1- برش عرضى نيمه راست نخاع به ترتيب از راست به چپ: گروه شم، گروه كنترل، گروه تجربى
(درشت نمايى 200×، رنگ آميزى آبى تولوئيدين اريتروزين. نقطه هاى پررنگ نورون هاى حركتى آلفا هستند. 
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آن ها  حضور  پس  باشند،  داشته  نقش  عصبى  سلول هاى 
در مايع مغزى نخاعى نشان دهنده رشد وتمايز سلول هاى 
Tenascinعصبى اجدادى است (20). تناسكين Tenascinعصبى اجدادى است (20). تناسكين Tenascin فاكتورى 

ماده  اين  مى شود.  يافت  نخاعى  مغزى  مايع  در  كه  است 
كه  است  سلولى  خارج  ماتريكس  پروتئين  گليكو  يك 
و  آكسون  رشد  در طى  آكسون  رشد  راهنماى  عنوان  به 
مراحل ريژنره شدن است(9). در واقع مايع مغزى نخاعى 
مايعى است كه نيازهاى سلول عصبى را برآورده ساخته و 
محيطى مناسب براى رشد و حيات آن ها ايجاد مى نمايند. 
مايع مغزى نخاعى به عنوان يك ميانجى (واسطه) بين خون 
ومغز براى انتقال مواد غذايى و فاكتورهاى رشد مى باشد 
(4). البته فاكتورهاى مايع مغزى نخاعى كه باعث ممانعت 
از تكثير مى شوند هم شناخته شده است. در مطالعاتى كه 
انجام  (H-TX) تگزاس  هيدروسفال  Ratهاى  روى  بر 
شد، مشاهده گرديد كه تكثير نورونى و مهاجرت نورونى 

كاهش يافته است(17). 
مذكور  دانشمندان  پژوهش هاى  با  نيز  ما  تحقيق  نتايج 
عصبى  رشد  فاكتورهاى  احتمالاً  و  داشته  سازگارى 
سلول هاى  شدن  دژنره  از  نخاعى  مغزى  مايع  در  موجود 
جلوگيرى  محيطى  ضايعه  تحت  ديده  آسيب  عصبى 
 in درشرايط  شد  مشخص  نيز  حاضر  تحقيق  در  مى كند. 
مايع مغزى نخاعى با تزريق زير پوستى مى تواند از  vivo

مرگ نورونى جلوگيرى كند. پژوهش حاضر بر پايه آثار 
دژنراسيون  از  جلوگيرى  بر  نخاعى  مغزى  مايع  حفاظتى 
مركزى طراحى شده است. نتايج حاصل از مقايسه آمارى 
در  نخاعى  مغزى  مايع  تزريق  آثار  به  مربوط  يافته هاى 
جلوگيرى از دژنراسيون مركزى نورون هاى حركتى آلفا 
نورون هاى  دانسيته  بين  كه  است  آن  از  حاكى  نخاع  در 
حركتى در گروه شم و كنترل تفاوت معنى دارى وجود 
عصب  كمپرسيون  كه  مى دهد  نشان  تفاوت  اين  دارد. 
نورون هاى  دانسيته  دار  معنى  كاهش  موجب  سياتيك 
حركتى آلفا در شاخ قدامى ماده خاكسترى نخاع مى شود. 
به  مى توان  را  آلفا  حركتى  نورون هاى  دانسيته  كاهش 
مركزى  دژنراسيون  ميزان  ارزيابى  براى  معيارى  عنوان 

ناشى از ضايعات اعصاب محيطى در نظر گرفت. در همين 
رابطه نشان داده شده است كه دو هفته پس از وقوع آسيب 
در80 درصد نورون هاى حركتى آلفا در شاخ قدامى نخاع 
مى شود.  مشاهده  سلولى  مرگ  و  دژنراتيو  تغييرات  رت، 
اختلال  از  ناشى  زياد  احتمال  به  كه  تغييرات  گونه  اين 
شامل  (رتروگراد)است،  عقب  به  رو  اكسونى  حمل  در 
از  و  شده  فسفريله  نوروفيلامان هاى  تجمع  كروماتوليز، 
دست رفتن شكل طبيعى سلول مى باشد(15). در اين رابطه 
كه  است  آن  از  حاكى  ديگرى  گزارش  از  حاصل  نتايج 
درصد   30 تا   15 تخريب  موجب  سياتيك  عصب  قطع 

سلول ها مى گردد(2). 
نتيجه آمارى دانسيته نورون هاى حركتى آلفا بين گروه 
كنترل و گروه شم از يك طرف وگروه تجربى از طرف 
آلفادر  حركتى  نورون هاى  دانسيته  مى دهد  نشان  ديگر 
گروه تجربى نسبت به گروه شم به طور معنى دارى بالاتر 
بين  حركتى  نورون هاى  دانسيته  مقايسه  چنين  هم  است. 
اين  است.  معنى دار  كاملاً  تجربى  وگروه  كنترل  گروه 
يافته بيان گر آثار مثبت 9بار تزريق مايع مغزى نخاعى در 
است.  آلفا  نورون هاى  مركزى  دژنراسيون  از  جلوگيرى 
از آن جا كه مايع مغزى نخاعى حاوى تركيبات وعناصر 
مختلفى است و با توجه به نتايج حاصل از آزمايش فوق 
CSFمى توان چنين استدلال كرد كه تركيبات موجود در

از دژنراسيون  تا حدى  توانسته است   in vivo در محيط 
مركزى جلوگيرى كند. 

نتيجه گيرى
با توجه به شواهد موجود مشخص مى شود كه كمپرسيون 
و يا ايجاد ضايعه فشارى در اعصاب، داراى اثرات تخريبى 
در جسم سلولى نورون هاى حركتى آن ها در نخاع است. 
به  به وسيله حمل آكسونى رتروگراد  اثرات تخريبى  اين 
جسم سلولى رسيده و باعث دژنراسيون مركزى مى شود. 
نشدنى  تجديد  سلول هاى  نورون ها  كه  جا  آن  از  لذا 
ضايعات  عصبى  سيستم  مركزى  دژنراسيون  مى باشند 
اين  از  جلوگيرى  براى  دارد.  دنبال  به  را  ناپذيرى  جبران 
نوروپروتكتيو  به عنوان يك ماده   CSF از  استفاده  مسئله 
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نتايج  كه  كند.  جلوگيرى  بعدى  ضايعات  از  مى تواند 
تيمار  گروه  در  كه  مى دهد  نشان  تحقيق  اين  از  حاصل 
شده با مايع مغزى نخاعى اثرات رتروگراد كمپرسيون به 
جسم سلولى نورون ها بسيار كاهش يافته است. به طورى 
شم  گروه  به  نسبت  تجربى  گروه  در  نورونى  دانسيته  كه 

 .(P<0/05) افزايش معنى دارى را نشان مى دهد
تقدير و تشكر

تكوين  تحقيقاتى  آزمايشگاه هاى  محترم  همكاران  از 
شناسى  زيست  گروه  جانورى  فيزيولوژى  و  جانورى 
دانشگاه آزاد اسلامى واحد مشهد تقدير و تشكر مى شود. 
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