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١٢٦   ٨٢  تابستان، ۲، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                            

  بوتادي ان بر روي -٣، ١ررسي اثرات نوروتوكسيسيته هگزاكلرو 
 موش صحرايي جوان و نر

  پاول گراسو، پيتر گلدفارب**محمد طاهر بروشكي،*
 دانشگاه علوم پزشكي مشهددانشكده پزشكي،  بيمارستان قائم،  بخش فارماكولوژي*
 رد، انگلستانفوي، گيلبخش سم شناسي مولكولي، دانشكده علوم بيولوژي، دانشگاه سار**

 
 

 خلاصه
 يك فراورده جانبي در طي مراحل سنتز پركلرواتيلن و (hexachloro 1, 3-butadiene, HCBD) بوتادي ان -١،٣هگزاكلرو 

. تتراكلرواتيلن و يك آلوده كننده محيط مي باشد كه يكي از نفروتوكسيك ترين تركيبات هيدروكربن هالوژنه در جوندگان است
گلوتاتيون، و  بوتادي انيل كلرو  دارو ناشي از نوع متابوليسم آن است كه شامل كونژوگاسيون با گلوتاتيون و توليد پنتاسميت اين

سيستئين و برداشت توسط كليه ها و تجزيه آنزيمي آن توسط آنزيم سيستئين كونژوگيت  بوتادي انيل كلرو سرانجام تبديل آن به پنتا
 بررسي اثرات  هدف از اين مطالعه. و توليد يك متابوليت سمي مي باشد(Cysteine Conjugate - β-lyase)لياز -بتا

 .   با اثر ويژه  بر روي سيستم عصبي رت مي باشدHCBD نوروتوكسيستيه
 را به صورت دوز HCBDگروههاي مختلفي از اين حيوان، .  روزه استفاده شده است٢٨ از موش صحرايي جوان تحقيقدر اين 
 به مدت يك و دو روز به صورت داخل صفاقي ١٠٠ mg/kg روز و  ٧ و ٤، ٣، ٢ به مدت ٢٥ mg/kgا مقادير  روزانه و ب

تمام حيوانات كشته شده و مغز آا خارج و به دو .  تزريق گرديد١ ml/kg به مقدار  ذرتروغن به گروه كنترل . دريافت نمودند
 در فرمالين فيكس شده و قسمت ديگر جهت اندازه گيري فعاليت يك قسمت جهت مطالعات بافت شناسي. قسمت تقسيم گرديد

 ميكروني از بافت ٥برشهاي .  نگهداري شد-C٨٠°سرد شده با يخ خشك فريز شده و در فريزر ايزوپنتان آنزيمي ابتدا در محلول 
روسكوپي اين بافتها بيانگر بررسيهاي ميك. فيكس شده در فرمالين يه و با محلول هماتوكسيلن و ائوزين رنگ آميزي گرديدند

وجود آسيب شديد و خونريزي گسترده در شبكه كوروئيد موجود در بطنهاي جانبي و سوم مغز در حيوانات دريافت كننده دوز 
در گروههايي كه دوز پائين دريافت نموده بودند خونريزي خفيف در بطنهاي مغزي و سلولهاي پيكنوتيك و .  بودHCBDبالاي 

- فعاليت آنزيم گلوتامين هچ گرHCBDدر حيوانات تزريق شده با دوز پائين . ولهاي كوروئيدال مشاهده گرديدميتوتيك در سل
در گروه درمان . وجود نداشت نشان مي داد ولي از نظر آماري اختلاف معني دار بيشتر از گروه كنترل K  (GTK) ترانس آميناز

 در اين بررسي نشان داده شده است كه شبكه كوروئيد موجود در بطنهاي . رل بودشده با دوز بالا  فعاليت آنزيم كمتر از گروه كنت
 .  مي باشدHCBDجانبي و سوم مغز حساس ترين قسمت نسبت به اثرات سمي 

 .هگزاكلروبوتادي ان، شبكه كوروئيد، سميت عصبي: كلمات كليدي
 

 مقدمه
، با اسامي مترادف (HCBD) بوتادي ان -٣، ١هگزاكلرو 

 C46لروبوتادي ان، پركلروبوتادي ان و اسامي تجارتي هگزاك

، يك مايع بي رنگ با بوي ترپنوئيدي بوده Dolon-parو 
 در كشاورزي HCBD. كه در آب و الكل نامحلول مي باشد

 به عنوان علف كش، . و صنعت كاربردهاي مختلفي دارد
كار رفته و در روسيه، فرانسه، ه حشره كش و باكتريسيد ب

 يونان، اسپانيا و آرژانتين به عنوان بخار دهنده ايتاليا،
(fumigant)اين ماده به .  در باغهاي انگور كاربرد دارد
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يط وجود  محهطبيعت به عنوان آلوده كنندمقدار زيادي در 
و در بافتهاي بدن انواع مختلفي از جانوران ) ۱۸، ۱(داشته 

ديابي همانند گوسفند، چلچله دريايي، ماهي و همچنين انسان ر
 يك ماده نفروتوكسيك پر قدرت HCBD). ١١(شده است 
كه موجب بروز پديده دژنراسيون، نكروز و ) ١٢(مي باشد 

 تليال لوله هاي پروكسيمال  رژنراسيون در سلولهاي اپي
سميت كليوي ). ۱۹، ۱۷، ۱۰، ۹، ۶، ۱(كليه ها مي شود 

HCBDاين ماده ابتدا .  ناشي از نوع متابوليسم آن است
ترانسفراز با گلوتاتيون كونژوگه -S-ط آنزيم گلوتاتيونتوس

 شده و سرانجام به مشتق سيستئين كونژوگه، 
تبديل  مربوطه (PCBC)سيستئين   كلرو بوتا دي انيل پنتا

گرديده سپس به صورت فعال توسط كليه ها برداشت شده و 
تليال لوله هاي پروكسيمال، كه غني از آنزيم  در سلولهاي اپي

 مي باشند، تبديل به يك تيول فعال و سمي (β-lyase) ازلي بتا
مي شود كه قادر به ايجاد پيوند كووالانت با ماكرومولكولها 

 .است
 HCBDو مشتق سيستئين كونژوگه آن  (PCBC) 

تركيبات ليپوفيلي هستند كه قادر به عبور از غشاهاي 
شواهد . مغزي مي باشند-ونيخبيولوژيكي از جمله سد 

 در مغز مي باشدبتا لياز ل بـر وجـود آنزيم متعددي دا
 و همكاران وجود Cooper، ١٩٩٣در سال ). ۱۵، ١٣، ۸(

 برابر ٥-٦ (ويژه با بيشترين فعاليته  در مغز، بGTKآنزيم 
 (choroid plexus) در شبكه كوروئيد ) كاملبيشتر از مغز

 لذا قدرت متابوليسم سيستئين ).٣(را گزارش كردند 
با توجه به . يبات هالوژنه در مغز وجود داردكونژوگيت ترك

 يك واكنش PCBCاين مسئله عقيده مولفين بر اين بود كه 
-GTK/KAT/βحذف از روي كــربن بتا توسط آنزيم 

lyase را در مغز متحمل شــده و توليد نوعي تيول سمـي 
اين فرضيه با مطالعات ساير محققين مبني بر اينكه . مي نمايد
HCBDثرات متعدد در  داراي اCNS مي باشد، نيز تقويت 
 گزارش شده است كه تجويز ات متعدديدر مطالع. مي شد
 روز به موش صحرايي ١٥به مدت  ppm ۳۰۰۰روزانه 

موجب بروز تعدادي علائم باليني از جمله لتارژي، حالت قوز 
در آوردن، راست شدن موها، حساسيت به نور، دميلينه و 

 عصبي فمورال و فقدان تعادل در قطعه قطعه شدن رشته هاي
 در يك مطالعه ديگر). ١٩،٧،٥،٤،١(هنگام راه رفتن مي شود 

همكاران اثرات   و Reichert،١٩٩٧سال  در
 خرگوش در را (DCA)نوروتوكسيسيته دي كلرو استيلن 

آا علائمي مانند قطعه قطعه شدن اجسام ). ١٤(نشان دادند 
و چروكيده شدن سلولها ، كروماتوليز (Nissl bodies)نيسل 

ويژه در ه را در پايه مغز در نواحي حسي كورتكس و ب
اي مشاهده و گزارش نمودند  هاي اعصاب حسي جمجمه هسته

 مربوط به واكنش آن با گلوتاتيون، DCAكه اثرات سمي 
  برداشت توسط مغز و سرانجام توليد نوعي متابوليت سمي

(DCA -derived S-conjugate)العه حاضر مطدر  . است
نشان داده شده است كه از منظر بافت شناسي، شبكه كوروئيد در 
بطنهاي جانبي و سوم مغز حساس ترين قسمت مغز مي باشد كه 

 .  قرار مي گيردHCBDثير اثرات سمي اتحت ت
  كارمواد و روش

HCBD ،سرم آلبومين گاوي، فولين ،L- فنيل آلانين و
αKMB دار و كربنات ، سولفات مس آب)شركت سيگما( از

 و سديم، پتاسيم Fischer Scientific, UKشركت از سديم 
 . خريداري گرديدندBDH Chem Ltd, UK  تارترات از

در اين مطالعه تمام بررسيها بر روي موش : روش كار
 ,W/A  (Bantam & Kingman روزه، نژاد ٢٨صحرايي 

Yorkshire, UK) گرم صورت گرفته ٨٠-١٠٠و با وزن 
اق داراي ويه ت حيوانات در طول بررسي در اتمام. است

 درجه و با دسترسي ٢٠ درصد، دماي ٥٠مناسب، رطوبت 
حيوانات مورد آزمايش . آزاد به آب و غذا نگهداري شدند

نوس شدن با محيط به طور تصادفي در گروههاي اپس از م
تمام تزريقات . قرار گرفتند)  موش٦هر گروه حاوي (مختلف 

 : فاقي بوده استبه صورت داخل ص
   ١ ml/kg به مقدار  ذرتروغن : ١گروه 
  به مدت دو روز٢٥ mg/kg با دوز HCBD: ٢گروه 
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  به مدت سه روز ٢٥ mg/kg با دوز HCBD: ٣گروه 
  به مدت چهار روز ٢٥ mg/kg با دوز HCBD: ٤گروه 
  به مدت هفت روز٢٥ mg/kg با دوز HCBD: ٥گروه 
  به مدت يك روز١٠٠ mg/kg با دوز HCBD: ٦گروه 
  به مدت دو روز١٠٠ mg/kg با دوز HCBD: ٧گروه 

 بر روي ظاهر و HCBDحيوانات از نظر اثرات 
. رفتارشان در طول مدت تحقيق مورد بررسي قرار گرفتند

 ابتدا توسط يك روز پس از آخرين دوزتمام گروهها 
 با دوز ٦٠ mg/ml ذخيرهمحلول (پنتوباربيتون 

g١٠٠/mlو نخاعي ) دن به صورت داخل صفاقي وزن ب١/٠
 مغز آا خارج و به سپس .ند كشته شدكردن بيهوش و

يك قسمت جهت مطالعات بافت شناسي . دوقسمت تقسيم شد
در فرمالين فيكس شده و قسمت ديگر جهت اندازه گيري 

سرد شده با يخ ايزوپنتان  ابتدا در محلول ،GTK فعاليت آنزيم
برشهاي .  نگهداري شد-C٨٠°ر  و در فريزگرديدهخشك فريز 

 يه و با محلول ، ميكروني از بافت فيكس شده در فرمالين٥
 .هماتوكسيلن و ائوزين رنگ آميزي گرديدند

 نيز بر روي محلول هموژنيزه شده مغز GTKفعاليت آنزيم 
 مورد بررسي Cooper and Meisterو بر اساس روش 

ت آنزيم بر گيري فعالي اين روش اندازه). ٢(قرار گرفت 
 فنيل آلانين به عنوان -Lاساس واكنش انتقال آمين بين 

 به (α-KMB)كتو متيول بوتيريك اسيد -سوبسترا و آلفا
 و توليد (amino acceptor)عنوان دريافت كننده آمين 

متيونين و اندازه گيري در طول موج -Lفنيل پيروات و 
 .  نانومتر با دستگاه اسپكتروفتومتر مي باشد٣٢٢
 تايجن

 با  روز تجويز٣ پس از HCBDيافته ها نشان دادند كه 
 موجب بروز يك سري علائم در ظاهر و رفتار دوز پائين،

 راه رفتن بر روي :حيوانات گرديده كه عبارتند بودند از
پنجه، حالت قوز داشتن، راست شدن موها و عدم تعادل در 

شم در روز ش. (lack of co-ordination) هنگام راه رفتن

مطالعه، تمامي حيوانات هنگام راه رفتن قسمت انتهايي بدن 
 .خود را بر روي زمين مي كشيدند

 
 
 
 
 
 
 

 در گروههاي مختلف حيوانات GTK فعاليت اختصاصي آنزيم : ۱شكل 
اختلاف معني داري بين گروه درمان شده با مقدار كم . درمان شده

HCBDميانگين مقادير به صورت .  و گروه كنترل وجود ندارد± SEM 
 .بيان شده اند

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 در گروه درمان شده با مقدار GTKفعاليت اختصاصي آنزيم : ۲شكل  

 بين گروه درمان شده >p) ۰۱/۰ (، اختلاف معني داريHCBDبالاي 
 .دارد  و گروه كنترل وجودHCBDبا 
 
 

 . اندازه مغز در گروههاي مختلف موشهاي مورد آزمايش:۱جدول 
 )ميلي متر(قطر  رد آزمايشگروههاي مو

 ۱۵ كنترل
HCBD 25 mg/kg, 3-day ۱۳ 
HCBD 25 mg/kg, 4-day ۱۳ 
HCBD 25 mg/kg, 7-day ۱۵ 
HCBD 100mg/kg, 1-day ۱۸ 
HCBD 100 mg/kg, 2-day ۲۲ 
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 اندازه و . شبكه كوروئيد در بطن جانبي مغز در حالت طبيعي: ٣شكل
 *).۱۰بزرگنمايي  ( حالت مهم مي باشدظاهر اين بافت در اين 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

، در HCBDشبكه كوروئيد در گروه درمان شده با مقدار كم : ۴شكل 
 ميتوتيك .)پيكانهاي سفيد(اين تصوير نمايي از يك سلول پيكنوتيك 

در شبكه كوروئيد ) پيكانهاي كوتاه(و خونريزي جزئي ) پيكانهاي سياه(
  *).۲۰ي بزرگنماي ( گردد مشاهده مي

 
 
 
 
 
 
 

در گروه درمان شده با ) سر پيكان(انفيلتراسيون سلولهاي التهابي : ٥شكل
مجموعه اي از سلولهاي هتروژن شامل ماكروفاژها، . HCBDمقدار كم 

پلي مرفها و لنفوسيتها، كه در حالت طبيعي نبايستي در  اطراف شبكه 
   *).۴بزرگنمايي  ( كوروئيد باشند

 
 
 
 
 
 
 
 
 

يك . HCBDشبكه كوروئيد در گروه درمان شده با مقدار كم : ٦شكل
با واكوئله شدن قسمت مركزي و تجمع ) پيكان سفيد(سلول آپوپتوتيك 

پيكانهاي (در اين تصوير سلولهاي اپنديمال . كروماتين در اطراف سلول
 *).۱۰۰بزرگنمايي ( نيز در بيش از يك لايه، مشاهده مي شوند) سياه

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

اتساع بطن جانبي همراه با خونريزي وسيع و تخريت شديد شبكه : ٧ شكل
،  اين تصوير بيانگر اين HCBDكوروئيد در گروه درمان شده با مدار بالاي 
پيكان . طور كامل تخريب شده انده است كه شبكه كوروئيد و لايه اپنديمال ب
 *).۱۰۰بزرگنمايي  ( مقطعي از يك رگ خوني را نشان مي دهد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در اين تصوير لايه اپنديمال بدليل خونريزي از محل اتصال خود : ٨شكل 
  جدا شده و نماي طبيعي شبكه كوروئيد نيز بهم خورده است

  *).۲۰بزرگنمايي ( 
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علاوه بر اين علائم، در گروه پنجم حالت هيپراكتيو در 
ثير احيوانات مشاهده گرديد كه مجموع علائم فوق بيانگر ت

 در اين مطالعه تغييرات . مي باشدCNS بر روي اين ماده
 ثبت HCBDرفتاري حيوانات درمان شده با دوز بالاي 

 . نگرديدند
 در گروههاي درمان    GTKفعاليت اختصاصي آنزيم    ه  چگر

  نشـان    بيشـتر از گـروه كنتـرل       HCBDشده بـا دوز پـائين       
  ولي از نظر آماري اختلاف معني داري وجود نداشت         مي داد   

كه فعاليت اين آنزيم در گروه درمان شده         درحالي. )١تصوير(
  گـروه كنتـرل     كمتـر از     ،)گروه هفتم  (HCBDبا دوز بالاي    

 ) >p ۰۱/۰ ( نشان مـي داد  آنبا   اختلاف معني داري  بوده و 
همچـنين اخـتلاف معـني داري  در فعاليـت آنـزيم             ). ٢تصوير(

GTK             بين گروههاي درمان شده با دوز پـائين و دوز بـالاي 
HCBD۰۱/۰ ( وجود داشت p< ( . 

 ميكروني از بافت مغز ٥ در طي روند يه برشهاي 
 دوز مشاهده گرديد كه اندازه مغز در حيوانات درمان شده با

 بزرگتر و دانسيته بافت كمتر از گروههاي HCBD بالاي 
 باشد كه با خط كش قطر برش مغزي در هر گروه  ديگر مي

با بررسيهاي ميكروسكوپي . )١ جدول(گيري گرديد  اندازه
كه از برشهاي يه شده و رنگ آميزي شده بافت مغز در 

و درمان شده با دوز پائين ) ٣تصوير(گروههاي كنترل 
HCBD) به عمل آمد، در گروههاي ) ۵ و ۴، ۳گروههاي

درمان شده خونريزي خفيف در بطنهاي جانبي مغز و همچنين 
كوروئيدال  سلولهاي ميتوتيك و پيكنوتيك در سلولهاي

، انفيلتراسيون سلولهاي التهابي در اطراف بطنها )٤تصوير(
، واكوئله شدن قسمت مركزي سلولهاي كوروئيدال )٥تصوير(

 كروماتين در اطراف (condensation)و متراكم شدن 
شاهده م) ٦تصوير ()سلولهاي آپوپتوتيك؟ (هسته اين سلولها

در بطنها حالت  سلولهاي كوروئيدال ،علاوه بر اينها. گرديد
هيپرتروفي داشته و از نظر اندازه بزرگتر از گروه كنترل بوده 

در حالت طبيعي (و همچنين در بيش از دو لايه وجود داشتند 
در حيوانات درمان شده با ). بايستي حداكثر در دو لايه باشند

 تغييرات شديدتري در بطنها مشاهده HCBDدوز بالاي 
 :گرديد كه عبارتند از

 بطنهاي جانبي و سوم همراه با (dilatation) اتساع -١
خونريزي  شديد و تخريب وسيع شبكه كوروئيد در بطنها 

  .)٧تصوير(
لايه پوشش دهنده سطح داخلي (كنده شدن لايه اپنديمال  -٢

ناشي از خونريزي و همچنين واكوئله شدن سلولهاي ) بطنها
 ). ٨تصوير(اپنديمال 
 بحث

ر گروههاي درمان شده تغيييرات رفتاري مشاهده شده د
 مانند راه رفتن بر روي پنجه، حالت HCBDبا دوز پائين 

قوز، راست شدن موها و عدم تعادل در هنگام راه رفتن 
) ٥گروه (و هيپراكتيو بودن حيوانات ) ۴و ۳گروههاي (

مغزي -  قادر است از سد خونيHCBDبيانگر اينست كه 
ر رفتار و ظاهر عبور كرده و يك سري علائم و تغييراتي را د

وجود آورد كه ناشي از اثر اين ماده بر روي ه حيوانات ب
CNSتر است از تستهاي فارماكولوژيكي مانند .  است لذا

 جهت ارزيابي عدم تعادل (rotarod)تست شنا و روتارود 
 .در راه رفتن و هيپراكتيو بودن حيوانات استفاده به عمل آيد

درمان شده با دوز بالا اين تغييرات رفتاري در گروههاي 
مربوط  اينكه تغييرات رفتاري ايجاد شده . بررسي نگرديدند

 بر HCBDبه تخريب شبكه كوروئيد بوده و يا ناشي از اثر 
  . روي ساير قسمتهاي مغز مي باشد نياز به مطالعه بيشتر دارد

 همانطور كه قبلا ذكر شد شواهدي مبني بر وجـود آنـزيم بتـا             
يشترين فعاليـت در شـبكه كوروئيـد وجـود          لياز در مغز، با ب    

 متابوليســم سيســتئين كونژوگيــت  لــذا مغزتوانــايي.)٣(دارد
 فعاليـت آنـزيم در      چه  گر. تركيبات هالوژنه را دارا مي باشد     

 راگروههاي درمان شده با دوز پائين بيشتر از گـروه كنتـرل             
نشان مي دهد ولي از نظر آماري تفـاوت معـني داري وجـود              

 ميزان آسـيب وارده     زيراري قابل پيش بيني بوده      ندارد كه ام  
 HCBDدوز بـالا    در  . به شبكه كوروئيد خفيـف مـي باشـد        

موجب كاهش معني دار فعاليت اين آنزيم شده است كه ممكـن          
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 بوتادي ان سميت عصبي هگزاكلرو

١٣١ ٨٢ تابستان، ۲، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد  

است ناشي از تخريب وسيع شبكه كوروئيد در بطنـهاي مغـز            
نتـايج نشـان مـي دهنـد كـه ظـاهراً اثـر         . ) >p ۰۱/۰ (باشد

HCBDــ ــر روي ش ــه دوز   ب ــته ب ــز وابس ــد ني  بكه كوروئي
كه در دوز پائين تغييرات خفيفي در بطنها      به طوري . باشد مي

مشاهده گرديد كه شامل خونريزي خفيـف در بطنـها، وجـود            
ــدال  ، ســلولهاي پيكنوتيــك و ميتوتيــك در ســلولهاي كوروئي

 كنـده شـدن     انفيلتراسيون سلولهاي التهابي در اطـراف بطنـها،       
ــديمال، وا ــه اپن ــلولهاي  لاي ــه شــدن قســمت مركــزي س كوئل

كوروئيدال و متراكم شدن كروماتين در اطراف هسـته بـوده           
ولي در دوز بالا شدت تغييرات ايجـاد شـده بيشـتر بـوده بـه                
طوريكه موجب تخريب كامـل شـبكه كوروئيـد و خـونريزي      

وجـود سـلولهاي التـهابي در       . وسيع در بطنـها گرديـده اسـت       
وز ادم مغزي شود و احتمالاً      اطراف بطنها مي تواند موجب بر     

اين مسئله دليل مناسبي جهت توجيه علت بزرگ بودن مغز و           
 HCBDكــاهش دانســيته آن در حيوانــات درمــان شــده بــا 

 .خواهد بود
 يك نوروتوكسين بوده و شبكه      HCBDصه،   به طور خلا  

كوروئيد در بطنهاي جانبي و سوم مغز اصـلي تـرين قسـمت             
 بـر روي مغـز      HCBD سمـي    اين اثـر  . آسيب ديده مي باشد   
 .وابسته به دوز است
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