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 اسيداسكوربيك بر ميزان بروز آپوپتوز نوروني در نواحي –بررسي اثرات انسولين و ال 

  1 هيپوكامپ رتهاي ديابتيك نوع CA3دار  جيروس دندانه
  

  3  دكتر حسين حقير 1فر    دكتر مهرنوش شيباني2 دكتر يوسف صادقي  1 دكتر شهريار احمدپور
   دانشيار گروه تشريح،   دانشگاه علوم پزشكي مشهد3 استاد گروه تشريح،   دانشگاه علوم پزشكي شهيدبهشتي  2  هرمزگانكي ،   دانشگاه علوم پزش تشريحاستاديار گروه 1

   234-245   صفحات88 زمستان  چهارم  شماره سيزدهممجله پزشكي هرمزگان  سال 

  دهيچك
به عنوان آنتي اكسيدان در پيشگيري از آپوپتوز هدف از اين تحقيق تعيين اثرات انسولين و ال ـ اسيد اسكوربيك  :مقدمه
هاي ديابتي شده توسط   هيپوكامپ رتCA3دار و لايه پيراميدال ناحيه  هاي لايه گرانولار شكنج دندانه نورون

  .باشد استرپتوزوتوسين مي
 60) ديابت نوع يك با استفاده از تك دوز داخل صفاقي استرپتوزوتوسيندر اين مطالعه تجربي،  :كاروش ر

mg/kg)هاي ديابتي شده به صورت   هفته، رت6پس از گذشت . هاي بالغ و نر نژاد ويستار ايجاد گرديد  در رت
تراكم عددي . ها خارج گرديد  هفته از درمان، مغز رت2 پس از گذشت .تصادفي به چهار گروه تقسيم شدند

 به كمك اصل دايسكتور CA3پيراميدال دار و لايه   مثبت در لايه گرانولار شكنج دندانهTUNELهاي  نورون
ديده جهت تاييد نوع مرگ نوروني با استفاده از  هاي آسيب فراساختار نورون. فيزيكي شمارش گرديد

 و بكارگيري توصيفي و SPSSافزار  ها با استفاده از نرم داده .ميكروسكوپ الكتروني گذاره مورد مطالعه قرار گرفت
  .تحليل قرار گرفتندآناليز واريانس مورد تجزيه و 

 مثبت در لايه گرانولار TUNELهاي   موجب افزايش تراكم عددي نورون1هاي ما نشان داد ديابت نوع  يافته :نتايج
 تراكم شديد كروماتين ،ديده هاي آسيب فراساختار نورون). >001/0P(  مي گردد CA3دار و لايه پيراميدال شكنج دندانه

 مثبت در TUNELهاي  ا همراه با حفظ تماميت غشاء هسته نشان داد تراكم عددي نورونو راديواوپاسيته سيتوپلاسم ر
داري نسبت به گروه ديابتي   در گروههاي تحت درمان به طور معنيCA3دار و لايه پيراميدال  لايه گرانولار شكنج دندانه
  .)>P 001/0(بدون درمان كاهش يافت 

 ديابتي با انسولين، اسيد اسكوربيك و يا هر دو توانست از بروز آپوپتوز هاي درمان رترسد  به نظر مي :گيري تيجهن
  . پيشگيري كندCA3دار و لايه پيراميدال  هاي لايه گرانولار شكنج دندانه در نورون

   اسيداسكوربيك– انسولين – آپوپتوز – استرپتوزوسين – مليتوسديابت  :ها كليدواژه
  9/8/88:      پذيرش مقاله23/7/88: يي     اصلاح نها3/3/88: دريافت مقاله

  

  : مقدمه
باشد كه با   ديابت مليتوس يك اختلال شايع متابوليك مي

عوارض متعددي مانند نفروپاتي، ميوپاتي، رتينوپاتي و 
مدتها نوروپاتي محيطي به عنوان تنها . نوروپاتي همراه است

عارضه ديابت مليتوس بر روي سيستم عصبي شناخته 
قيده بر اين بود كه سيستم عصبي مركزي در اين شد و ع مي

اما مطالعات در سالهاي اخير ). 1(شود  بيماري درگير نمي
اند كه حكايت از اثرات كاملاًَ  شواهدي را فراهم نموده

 اختصاصي ديابت مليتوس بر سيستم عصبي مركزي دارند
بطور مثال ديابت با افزايش خطر سكته مغزي، ). 2،3(

شهاي فوبيك و آلزايمر همراه است، بطوري كه افسردگي، واكن
خطر ابتلا به آلزايمر در افراد ديابتيك دوبرابر جمعيت مشابه 
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بررسي ها نشان داده است كه آپوپتوز ). 4-6( باشد طبيعي مي
هاي محيطي و  نوروني يكي از علل  شناخته شده نوروپاتي

هاي   به عقيده كرامر و شونل پاتولوژي). 7( باشد مركزي مي
سيستم عصبي مركزي در ديابت با هيپرگليسمي و فقدان 

هيپرگليسمي ناشي از ديابت و ). 8،9(انسولين در ارتباط است
افزايش استرس اكسيداتيو متعاقب آن منجر به توليد بيش از 

. گردد هاي راكتيو اكسيژن مي هاي آزاد و گونه اندازه راديكال
هاي آزاد  ه راديكالبررسي ها در اين زمينه نشان داده است ك

آپوپتوز نوعي .علت اصلي و عمده آپوپتوز نوروني هستند
هسته سلول  DNAمرگ سلولي است كه با فراگمنتاسيون 

مشخص مي شودكه اساس تشخيص اين نوع مرگ سلولي با 
   .)10-12 ( نيز محسوب مي گرددTUNEL assayاستفاده از

ترين نواحي سيستم عصبي مركزي  يكي از حساس
 به اختلالات متابوليك از جمله ديابت مليتوس نسبت

هيپوكامپ قسمتي از سيستم ليمبيك ). 13(هيپوكامپ است
است كه در يادگيري، حافظه و استرس نقش محوري را ايفا 

و شاخ آمون ) Dentate gyrus(شكنج دندانه دار . نمايد مي
)Cornu ammonis ( دو ناحيه مهم هيپوكامپ را تشكيل مي

از شاخ  CA3ر اين بين شكنج دندانه دار و ناحيه دهند، كه د
آمون در پردازش صحيح اطلاعات و حافظه بسيار با اهميت 

  ).14،15(باشند مي
هيپوكامپ به دليل توانايي پلاستيسيته نوروني بالا آسيب 

 باشد پذيرترين ناحيه مغزي نسبت به استرس اكسيداتيو مي
 يولوژيك وهمكاران تغييرات الكتروفيز بيسل و). 16(

نوروآناتوميك در رتهاي ديابتيك شده با استرپتوزوتوسين 
ماگارينوس و همكاران گزارش نمودند ). 17( گزارش نمودند

كه ديابت ايجاد شده با استرپتوزوتوسين باعث ساده تر شدن 
  ). 18(شود  درخت دندريتي و مرگ نوروني در هيپوكامپ مي
 باعث ايجاد 1 لي و همكاران نشان دادند كه ديابت نوع

 گردد هيپوكامپ رتهاي ترانس ژن مي CA1آپوپتوز در ناحيه 
آراگانو و همكاران نشان دادند كه ديابت از طريق ). 19(

-Nuclearافزايش استرس اكسيداتيو و فعال نمودن مسير 

Kappa B (NF-KB)شود  باعث آپوپتوز در هيپوكامپ مي 
ديابت ناشي از مطالعه ديگري نيز نشان داده است كه ). 13(

استرپتوزوتوسين باعث افزايش ماركرهاي استرس اكسيداتيو 

ديابت به علاوه  .گردد مي CA3در شكنج دندانه دار و ناحيه 
با افزايش مس آزاد پلاسمايي وايجاد راديكالهاي آزاد باعث 

  .)20،21 (شود تشديد پاتولوژيهاي وابسته مي
 كاهش استرس اكسيداتيو در بافت عصبي بخصوص
هيپوكامپ حيوانات ديابتيك اخيراًَ مورد توجه محققين قرار 

هاي  گرفته است تا بدينوسيله از بروز آپوپتوز و آنسفالوپاتي
در اين راستا بكارگيري آنتي . مرتبط با آن جلوگيري نمايند

هايي چون اسيد اسكوربيك در كاهش استرس  اكسيدان
ج اكسيداتيو در بافت عصبي حيوانات ديابتيك نتاي

در يك مطالعه مشخص گرديد كه . اي داشته است اميدواركننده
ميزان كل اسيد اسكوربيك پلاسمايي در رتهاي ديابتي شده با 

مطالعات نشان داده ). 22( يابد استرپتوزوتوسين كاهش مي
است كه مصرف اسيد اسكوربيك باعث كاهش ماركرهاي 

 ددگر  مي1 استرس اكسيداتيو در مغز رتهاي ديابتيك نوع
همچنين  در يك بررسي اثرات مشابهي را در ارتباط . )23،24(

با كاهش استرس اكسيداتيو در بافت هاي عصبي از جمله 
شبكيه و هيپوكامپ موش هاي ديابتيك با استفاده از مصرف 

در ارتباط با تاثيرات كنترل  ).25( اند انسولين گزارش نموده
 عنوان يك آنتي هيپرگليسمي و استفاده از اسيد اسكوربيك به

اكسيدان در پيشگيري از آپوپتوز نوروني پس از يك دوره 
  .هيپرگليسسمي مزمن اطلاعات كمي در دست داريم

تحقيق حاضر به دنبال يافتن پاسخ به اين پرسش علمي 
است كه آيا روند آپوپتوز نوروني به عنوان يكي از مهمترين 

نج نواحي شك علل نوروپاتي مركزي ناشي از ديابت در
 هيپوكامپ با كنترل قندخون توسط انسولين  CA3دار و  دندانه

اكسيداني مانند اسيد اسكوربيك قابل توقف  يا درمان با آنتي و
 1بنابراين با استفاده از استرپتوزوتوسين ديابت نوع . است
 TUNELهاي آپوپتيك با استفاده از   گرديد و نورونءالقا

assayازو نتايج حاصل  آميزي شد  رنگ TUNEL assay 
نيز با استفاده از روش استريولوژيك شمارش نوروني در 

تغييرات فراساختاري به منظور  .واحد حجم گزارش گرديد
ييد آپوپتوز نيز با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني گذاره أت

  .مورد مطالعه قرار گرفت
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  :روش كار
ر روي رتهاي نر تجربي ب ه صورت نيمهمطالعه حاضر ب

صورت )  گرم300-250متوسط وزن (اي  غ هشت هفتهبال
 12حيوانات در طي دوره مطالعه در شرايط مناسب . گرفت

 ساعت تاريكي در حيوانخانه 12ساعت روشنايي و 
حيوانات دسترسي . پژوهشكده بوعلي مشهد نگهداري شدند
از استرپتوزوتوسين . به آب كافي و پليت خشك داشتند

)Sigma (نوع يك در حيوانات استفاده جهت ايجاد ديابت 
 صبح روز تزريق در حالت 10 تا 24حيوانات ازساعت . گرديد

 درصد 9استرپتوزوتوسين در سالين . ناشتا قرار داده شدند
كيلوگرم به داخل صفاق / ميلي گرم60حل و با دوز تزريقي 

در گروه شاهد سالين به تنهايي در . )26-28 (تزريق گرديد
روز تزريق استرپتوزوتوسين به . داخل صفاق تزريق شد

  .عنوان روز صفر تحقيق در نظر گرفته شد
پس از گذشت چهار روز از كليه حيوانات آزمايش قند 

تمامي حيواناتي كه استرپتوزوتوسين را . خون به عمل آمد
/  ميلي گرم 250دريافت كرده بودند قند خون ناشتا بالاي 

اي ديابتيك بودن قند معيار ورود بر. دسي ليتر را نشان دادند
 دسي ليتر تعريف شده بود/ ميلي گرم250خون ناشتا بالاي 

 حيوانات روزانه به لحاظ مصرف آب مورد بررسي ).28-26(
گرفتند و مقدار مصرف آب در گروههاي ديابتيك و  قرار مي

   .شد شاهد يادداشت مي
 در پايان هفته ششم رتهاي ديابتيك به طور تصادفي

هر گروه ( ه شرح زير تقسيم گرديدندبه چهار گروه ب
  .): حيوان بود12شامل 
: (D/Ins)ديابتي تحت درمان با انسولين گروه  -1

حيواناتي كه تحت درمان با انسولين زيرجلدي روزانه به 
  . واحد قرار گرفتند2-4مقدار 
اسيد + ديابتي تحت درمان با انسولينگروه  -2

-4ولين با دوز حيواناتي كه انس: (D/Ins+AA)اسكوربيك 
 20به همراه اسيد اسكوربيك ) زير جلدي( واحد روزانه 2

دوز اسيد . كردند دريافت مي) داخل صفاقي(ميلي گرم روزانه 
اسكوربيك بر اساس مطالعه اسريمانتولا و همكاران تعيين 

  ).10( گرديد
  اسيد اسكوربيكديابتي تحت درمان با گروه - 3

(D/AA):20كوربيك به مقدار حيواناتي كه فقط اسيد اس 
  ).10(كردند دريافت مي) داخل صفاقي(ميلي گرم روزانه 

حيواناتي كه هيچ : (D) ديابتي بدون درمان گروه - 4
  .نوع درماني را دريافت نمي كردند

 دريافت نكرده STZ رتهايي كه :(CTRL)گروه شاهد  -5
  . بودند

و اسيداسكوربيك ) اكسير، لرستان (NPHتزريق انسولين 
گرفت و سعي   صبح انجام مي8در ساعت ) روپخش ايراندا(

انسولين با دوز .  ثانيه انجام شود30گرديد تزريقات در كمتر از 
دوز .  واحد زيرجلدي در زير پوست شكم تزريق گرديد4-2

 و مطالعه )27،28(مورد استفاده به استناد مقالات موجود 
 ميلي ≥150آزمايشي طوري انتخاب شد كه قندخون را در حد 

 ءميزان قندخون در طي دوره القا. داشت دسي ليتر نگه مي/ گرم 
ديابت و همچنين دوره درمان با استفاده از دستگاه گلوكومتر 

  .گيري شد  اندازه(BIONAME,swiss made)ديجيتالي 
هايي  رت.  هفته ادامه يافت2درمانهاي فوق به مدت 

زير  واحد انسولين 2- 4كه قندخون آنها توسط تزريق 
 ،رسيد دسي ليتر نمي/گرم  ميلي150جلدي در روز به زير 
در گروه ديابتيك بدون درمان . شدند از مطالعه خارج مي

(D)  به جاي انسولين و اسيد در طي اين دو هفته
اسكوربيك از تزريق داخل صفاقي نرمال سالين استفاده 

در پايان هفته هشتم حيوان با استفاده از كلروفرم به  .شد
ه بيهوشي استنشاقي بيهوش و سپس قفسه سينه از شيو

ناحيه گردن تا زائده گزيفوئيد برش داده شد و توراكس 
پرفيوژن به شيوه زير  و محتويات آن مشخص گرديد و

 درصد و 9/0 ميلي ليتر سالين 200مقدار .  انجام شد
هپارين از طريق بطن چپ به آهستگي تزريق گرديد تا 

. ست كاملاً صاف و زلال باشدخون برگشتي از دهليز را
 ميلي ليتر محلول فيكساتيو حاوي 200در ادامه مقدار 

از ) pH =4/7( درصد در بافر فسفات 5/2گلوتارآلدئيد 
 .طريق كانول كار گذاشته شده در بطن چپ تزريق گرديد

در نهايت برشي ساژيتال از ميان دو گوش تا نوك بيني 
ل دو كاسه چشم استخوان در حد فاص. حيوان ايجاد شد

با قيچي شكسته، استخوانهاي پاريتال به طرف خارج باز، 
 مغز 60از . مغز از اتصالات زيرين جدا و خارج گرديد
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جهت )  مغز10به ازاي هر گروه ( مغز 50خارج شده، 
.  درصد قرار گرفت10مطالعه هيستولوژيك در فرمالين 

 مغز باقي مانده جهت بررسي ميكروسكوپ الكتروني 10
براي مطالعه ).  مغز2به ازاي هر گروه (ختصاص يافت ا

ميكروسكوپ الكتروني بايد هيپوكامپ از درون مغز 
  . گرديد خارج مي
  : براي تشخيص مرگ نورونيassay TUNELانجام 

 ژنوميك در طي آپوپتوز باعث ايجاد DNAكليواژ 
 با وزن مولكولي پائين و قطعات تك رشته DNAقطعات 

 DNAبنابراين . لكولي بالا مي شود با وزن موDNAاي 
شكسته شده را مي توان با نوكلئوتيدهاي تعديل شده در 

 متصل OH-3يك واكنش آنزيماتيك كه به انتهاهاي 
جهت  .گذاري كرد و تشخيص داد  علامت،شوند مي
هايي كه با پارافين فيكس شده و با  آميزي نمونه رنگ

روش  از ، ميكرومتر برش زده شده بودند5ضخامت 
 In Situ Cell Death Detectionتوصيه شده در كيت 

Kit, POD ساخت شركت Roche استفاده نموديم كه به 
  :شرح زير مي باشد

  . پارافين زدايي- 
  . دقيقه5 دوبار اتانول مطلق هر كدام - 
 70 درصد و 80 درصد، 90 درصد، 95 الكلهاي - 

  . دقيقه3درصد هر كدام يك بار به مدت 
  . دقيقه5افر فسفات  شستشو در ب- 
 100 به مقدار K مواجهه بافت با پروتئيناز - 

ميلي ليتر به مدت / ميكروگرم5/2- 5ميكروليتر از محلول 
  . دقيقه در دماي اتاق15

  . دقيقه2 چهار بار شستشو با آب مقطر هر كدام - 
 درصد در 3 مواجهه بافت با هيدروژن پراكسايد - 

  . اتاق دقيقه دردماي5بافر فسفات به مدت 
  . دقيقه 5 هر كدام به مدت PBS بار شستشو در 2 - 
 ميكروليتر مخلوط واكنش به نمونه 50 اضافه كردن -

  . دقيقه60 درجه سانتيگراد به مدت 37انكوباسيون در دماي 
  . سه بار شستشو با بافر فسفات- 
ــردن  - ــافه كـ ــدار  Convertor-POD اضـ ــه مقـ  50 بـ

 درجــه 37در  دقيقــه 30ميكروليتــر و انكوباســيون بــه مــدت 

  .سانتيگراد
   بار با بافر فسفات3 شستشو - 
 5 به مدت DAB ميكروليتر 50- 100 اضافه كردن - 

  .دقيقه در دماي اتاق
  .PBS شستشو سه بار با آب - 
  . رنگ آميزي زمينه با تولوئيدين بلو- 
  . شستشو با آب جاري سه بار- 
 قرار دادن درالكل هاي سري  شفاف سازي - 

  .ملچسباندن لا
 )U/ml) DNaseI 20-10براي كنترل مثبت، مقاطع با

براي كنترل .  دقيقه در دماي اتاق مواجه گرديد10به مدت 
  . از مخلوط راكسيون حذف گرديدTdTمنفي فقط آنزيم 

 مثبت در TUNELتخمين تراكم عددي نورون هاي 
 با استفاده از CA3 و لايه پيراميدال DGلايه گرانولار 

  :يدايسكتور فيزيك
 مقاطع به شيوه زير TUNELپس از رنگ آميزي 

  .براي مطالعه استريولوژيك آماده گرديدند
 جفت برش 10از هر نمونه تعداد حداقل : مرحله اول

 mμيكي به عنوان مرجع و ديگري كه به فاصله (متوالي 
به روش ) از آن قرار داشت به عنوان برش جستجو 5

  . اب گرديدنمونه برداري تصادفي سيستماتيك انتخ
با استفاده از اطلس كورتكس رت حدود : مرحله دوم

 تصوير ()28( نواحي فوق در هر مقطع تعيين گرديد
  ).1شماره 

  :فرمول مورد استفاده در دايسكتور فيزيكي 
Nv = تراكم عددي نورون هايTUNELمثبت   

a =مساحت قاب شمارش  
=hارتفاع دايسكتور   

-ΣQ : مجموع نورون هايTUNELت شمارش شده مثب 

 PΣ :روش  هاي شمارش شده مجموع تعداد قاب
  :ها براي ميكروسكوپ الكتروني گذاره سازي نمونه آماده
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اين قاب از دو ضلع مجاز .  قاب شمارش بدون تورش-1تصوير شماره 
دو . تشكيل شده است) خطوط ممتد(و دو ضلع ممنوع ) خطوط نقطه چين(

  .شوند پذيري شديد مشاهده مي با رنگ) ارهست( مثبت TUNElنورون 
  

هيپوكامپ با دقت و ظرافت خارج و با برشهاي 
كورونال به قطعات كوچكي تقسيم و در محلول فيكساتيو 

 درجه سانتيگراد قرار 4 درصد در دماي 5/2گلوتارآلدئيد 
داده و براي ادامه مراحل پردازش بافتي به دانشگاه علوم 

براي مطالعه ميكروسكپ . ل شدپزشكي شهيد بهشتي منتق
الكتروني از هر گروه دو نمونه انتخاب و مطالعه بر روي 

  .هيپوكامپ پشتي هر دو نيمكره انجام شد
. انحراف معيار بيان گرديد±اساس ميانگين تمامي مقادير بر

هاي بدست آمده با استفاده از تجزيه واريانس يك  مقايسه ميانگين
  ها از آزمون يسه دو به دو ميانگينطرفه انجام گرفت و براي مقا

Tukey05/0مقادير .  استفاده شدP<دار محسوب گرديد  معني .
  .  مورد استفاده قرار گرفتSPSSافزار  براي محاسبات آماري نرم

  
  :نتايج

نتايج آزمايش قند خون در رتهاي ديابتيك و تأثير دو 
هفته درمان بر ميزان قند خون نشان داد كه اختلاف 

داري بين قند خون گروههاي مختلف وجود دارد  معني
)001/0<P.( داري بين قندخون گروه  اختلاف معني

اسيد اسكوربيك با +انسولين/انسولين و ديابتيك/ديابتيك
در حاليكه قندخون دو گروه . گروه كنترل وجود نداشت

اسيد اسكوربيك اختلاف / ديابتيك بدون درمان و ديابتيك
 اي مورد وگروه شاهد نشان دادداربا ساير گروهه معني

)001/0 <P( )1  شمارهجدول.(   

 مثبت در TUNELهاي  نتايج تراكم عددي نورون
 CA3لايه گرانولار شكنج دندانه دار و لايه پيراميدال 

دهد كه بين گروههاي ديابتيك بدون درمان و  نشان مي
اختلاف تراكم عددي نورون ساير گروهها، 

دار و  انولار شكنج دندانهمثبت در لايه گرTUNELهاي
  هيپوكامپ پشتي سمت راستCA3لايه پيراميدال ناحيه 

، ولي بين گروه شاهد با )P>001/0( استدار  معني
اسيد +هاي ديابتيك تحت درمان با انسولين، انسولين گروه

داري  اسكوربيك و اسيد اسكوربيك اختلاف معني
   ).3  و2شماره ول اجد(مشاهده نشد 

 بر اساس هاي آسيب ديده ختار نوروننتايج فراسا
 ،هاي حاصل از تصاوير ميكروسكوپ الكتروني يافته
با ويژگي سلولهاي (هاي آسيب ديده  دهنده نورون نشان

ويژگي . استدر ميان سلولهاي سالم ) آپوپتيك و نه نكروتيك
  :سلولهاي آپوپتيك مشاهده شده به شرح زير است

ديده تغييرات هاي آسيب  نورون:  تغييرات هسته–1
اين تغييرات به . دادند وسيعي را در كروماتين نشان مي

، فشرده شدن )margination(صورت حاشيه نشيني 
)Condensation (اي شدن  و توده)Clumping (

نشيني كروماتين نماي غالب  حاشيه. كروماتين بود
در  همچنين غشاء هسته. سلولهاي آسيب ديده بود
  ).A-D 2 شماره تصوير(ود اكثريت موارد حفظ شده ب

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 A(تصاوير ميكروسكوپ الكتروني گذاره  -2تصوير شماره 
اين ). B-Dباشند  نورونهاي آپوپتيك ميدهنده نورون سالم و  نشان
تصوير (هاي متورم  ها با ظاهر تيره يا الكترون دنس، ميتوكندري نورون

Bدگي نورون ، اجسام آپوپتيك و چروكي) پيكان گوشه چپ و پائين
  .باشد قابل مشاهده مي)  پائين و چپDتصوير (
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  :ها تغييرات ساير ارگانل –2
هاي آسيب ديده  در بعضي از نورون: ميتوكندري

هاي متورم و پراكنده مشاهده گرديد كه نماي  ميتوكندري
 را ايجاد mitochondrial cemetery)(قبرستان ميتوكندري 

هاي آسيب  بيشتر در نورونتغييرات ميتوكندريايي . نمايند مي
به : سيتوپلاسم). B 2 شماره تصوير(ديده تيره مشاهده شد 

هاي در حال دژنراسيون با  لحاظ دانسيته سيتوپلاسم، نورون

حاشيه نشيني مختصر، اختلافي با نورون هاي طبيعي 
 شديد clumpingهاي با  نداشتند؛ در حالي كه در نورون
 تصوير(داد  ديد را نشان ميكروماتين، سيتوپلاسم دانسيته ش

هاي سلولي و همچنين دژنراسيون  دبريدمان). B-D 2شماره 
هاي از اطراف قابل توجه  آكسوني به همراه جدا شدن نورون

  .)B-D 2 شماره تصوير(بود 

  
  mg/dlبر حسب ) دو هفته پس از شروع درمان( ميزان قندخون در پايان هفته هشتم -1جدول شماره 

  نمونه
  گروه

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  Mean ± SD  

CTRL 95  98  100  110  100  96  98  100  110  108  106  90  31/6±101  
D/Ins 110  120  125  116  100  130  120  125  140  98  90  100  03/15±50/114 +  

D/Ins+AA 120  110  120  116  100  130  125  116  95  130  125  130  53/11±08/118 +  
D/AA 450  560  400  390  370  400  560  570  500  610  550  490  35/83±50/487 ×  

D  600  590  610  600  570  490  495  580  500  590  590  600  20/45±92/567 ×  
CTRL :   ،گروه شاهدD/Ins :       ،گروه ديابتي تحت درمان با انسولينD/Ins+AA :        ،گروه ديابتي تحت درمان با انسولين و اسيد اسـكوربيكD/AA :   گـروه ديـابتي

  گروه ديابتي بدون درمان : Dاسيداسكوربيك، با تحت درمان 

  
   mm-3دار بر حسب  ندانه مثبت در لايه گرانولار شكنج دTUNELهاي   تراكم عددي نورون-2جدول شماره 

  نمونه
  گروه

1  2  3  4  5  Mean ± SD  

CTRL 985  1055  1015  870  800  36/106±945  
D/Ins 1310  1020  885  1069  1085  68/153±80/1073  

D/Ins+AA 1380  1005  1180  965  1005  80/173±1107  
D/AA 945  1130  1480  1100  940  72/219±1119  

D  7400  9320  14850  10050  6450  62/3263±80/9614*   
CTRL :  ،گروه شاهدD/Ins : ،گروه ديابتي تحت درمان با انسولينD/Ins+AA : ،گروه ديابتي تحت درمان با انسولين و اسيد اسكوربيكD/AA :  گروه ديابتي تحـت

  گروه ديابتي بدون درمان: Dدرمان با اسيداسكوربيك، 
  

   mm-3 بر حسب CA3ر لايه پيراميدال ناحيه  مثبت دTUNELهاي   تراكم عددي نورون-3جدول شماره 
  نمونه

  گروه
1  2  3  4  5  Mean ± SD  

CTRL 420  415  742  540  950  21/230±40/613  
D/Ins 710  640  545  385  800  42/159±616  

D/Ins+AA 1085  390  495  792  740  21/272±40/700  
D/AA 863  950  873  645  661  05/137±40/798  

D  12404  19030  23156  17680  18008  11/3842±60/18055*   
CTRL :  ،گروه شاهدD/Ins : ،گروه ديابتي تحت درمان با انسولينD/Ins+AA : ،گروه ديابتي تحت درمان با انسولين و اسيد اسكوربيكD/AA :  گروه ديابتي تحـت

   .گروه ديابتي بدون درمان: Dدرمان با اسيداسكوربيك، 
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  :گيري بحث و نتيجه
لعه نشان داد كه ديابت ايجاد شده با نتايج اين مطا

هفته باعث تشديد روند  8استرپتوزوتوسين در مدت 
 و گرانولار CA3هاي پيراميدال  آپوپتوزيس نوروني در لايه

گردد  دار هيپوكامپ رتهاي ديابتي مي شكنج دندانه
)001/0P<(.  نتايج ما از اين جهت قابل توجه هستند كه تعداد

ه از روش د در واحد حجم با استقاهاي آپوپتيك را نورون
 در گزارشات قبل شمارش در .دايسكتور گزارش نموديم

 باشد واحد سطح صورت گرفته بود كه داراي خطا ي بالا مي
مطالعه . تواند مبناي قضاوت صحيح قرار گيرد و نمي

فراساختاري با ميكروسكوپ الكتروني انتقالي نيز مرگ 
در لي و همكاران .  نمودييدأنوروني از نوع آپوپتوز را ت

 بروزآپوپتوز نوروني را در هيپوكامپ رتهاي مطالعه خود،
ماگارينوس و ). 19(ترانس ژن ديابتي نوع يك گزارش نمودند 

 و سلولهاي CA3مرگ نوروني را در نواحي  همكاران
هيپوكامپ رتهاي ديابتي شده با اي  شكنج دندانهگرانولار 

). 18( اند ز گزارش نموده رو21استرپتوزوسين پس از گذشت 
همچنين ژو و همكاران توانستند مرگ نوروني از نوع آپوپتوز 

 هيپوكامپ رتهاي CA3را در نواحي شكنج دندانه دار و 
ديابتي شده با استرپتوزوتوسين پس از گذشت چهار هفته با 

). 29( استفاده از ميكروسكپ الكتروني گذاره نشان دهند
باشد و بعلاوه ما از   نتايج ايشان ميهاي ما نيز همسو با يافته

 در كنار روش ميكروسكپ الكتروني گذاره TUNELروش 
كنترل قندخون رتهاي . ها استفاده نموديم ييد يافتهأبراي ت

ديابتي با انسولين و نيز درمان با اسيداسكوربيك و تركيب 
توانست به ) انسولين+ اسيداسكوربيك (اين دو درمان با هم 

ز پيشرفت آسيب نوروني در نواحي مذكور ثري اؤطور م
هاي  پيشگيري نمايد، به طوري كه تراكم عددي نورون

TUNEL مثبت در اين سه گروه با گروه شاهد تفاوت 
 مدينا و همكاران نيز نتايج مشابهي در .داري نداشت معني

ارتباط با نقش اسيد اسكوربيك در پيشگيري از آپوپتوز 
 كشت حاوي هيدروژن هاي قشر مغز در محيط نورون

نتايج تحقيق حاضر ). 30( پراكسايد گزارش نمودند
دهنده نقش اسيد اسكوربيك در محافظت و پيشگيري از  نشان
هيپرگليسمي و افزايش استرس . باشد هاي نوروني مي آسيب

اكسيداتيو به عنوان مهمترين علت عوارض عصبي ديابت نوع 
 نشان داده است مطالعات همچنين). 12(اند  يك شناخته شده

كه ديابت نوع يك باعث افزايش استرس اكسيداتيو در 
افزايش استرس اكسيداتيو و . )20،31 (گردد هيپوكامپ مي

هاي آزاد از يك طرف با هجوم به غشاء سلول عصبي  راديكال
و از طرف ديگر با تغيير در نفوذپذيري غشاء ميتوكندري 

اسيد اسكوربيك . )32( آورند زمينه مرگ نوروني را فراهم مي
هاي آزاد از انتشار فاز آبي آنها به فاز  سازي راديكال با خنثي

 نمايد چربي و نهايتاً صدمه به غشاء سلولي جلوگيري مي
هاي ما همچنين نشان داد كه استفاده از اسيد  يافته ).33(

 هفته از ديابت نوع يك 6اسكوربيك حتي پس از گذشت 
  ناحيهدار و ا در شكنج دندانهتواند پيشرفت مرگ نوروني ر مي

CA3رت هاي ديابتيك متوقف سازد  .  
هاي آپوپتيك در گروه  مقايسه نتايج تراكم عددي نورون

ديابتي تحت درمان با اسيد اسكوربيك و گروه ديابتيك بدون 
درمان نشان داد كه عليرغم هيپرگليسمي در هر دو گروه، اسيد 

گليسمي بر هيپر اسكوربيك توانسته است اثرات سوء
هاي لايه  اي و نورون هاي لايه گرانولار شكنج دندانه نورون

نتيجه بدست .  هيپوكامپ را مهار نمايدCA3پيراميدال ناحيه 
آمده در گروه ديابتي تحت درمان با اسيد اسكوربيك به نوعي 

هاي  تواند گوياي اين نكته باشد كه مرگ نوروني در نورون مي
ناشي از افزايش فعاليت استرس تواند  مذكور احتمالاً مي
نتايج در گروه ديابتي تحت . هاي آزاد باشد اكسيداتيو و راديكال

درمان با انسولين نيز نشان داد كه كنترل قند خون توسط 
هاي آسيب ديده در  انسولين توانسته است تراكم عددي نورون

 را نسبت CA3دار و پيراميدال  هاي گرانولار شكنج دندانه لايه
در  .داري كاهش دهد روه ديابتي بدون درمان به طور معنيبه گ

اين رابطه ريزك و همكاران نشان دادند كه استفاده از انسولين 
هاي ديابتي  قبل از ايجاد ايسكمي در شريان مغزي مياني رت

هاي  تواند از آپوپتوز نورون شده با استرپتوزوتوسين مي
گو و  ).27( داي پيشگيري نماي كورتكس تا حد قابل ملاحظه

آپوپتوز  تواند از همكاران نيز گزارش نمودند كه انسولين مي
هاي ديابتي شده  هاي عصبي در رت هاي گانگليون نورون

  ). 7( توسط استرپتوزوتوسين جلوگيري كند
آپوپتيك انسولين در بافتهاي غيرعصبي نيز  اثرات آنتي
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 بر اي مورائيچ و همكاران در مطالعه). 34( گزارش شده است
نمودند كه  هاي ديابتي شده با آلوكسان گزارش روي موش

تواند فعاليت ماركرهاي  مصرف انسولين به مدت دو هفته مي
نتايج تحقيق ). 25( اكسيداتيو را در حد نرمال حفظ نمايد

حاضر و مطالعات فوق بر نقش انسولين در محافظت نوروني 
امل كنترل اي ش انسولين داراي اثرات گسسترده. تأكيد دارند

نسبت ). 35( آپوپتيك است  نورومدولاتوري و آنتي،قندخون
دادن نتايج بدست آمده در اين مطالعه به يكي از اثرات 

انسولين نه تنها با كنترل . انسولين غيرممكن و غيرمنطقي است
رساني و  قند خون بلكه همچنين از طريق مسيرهاي متعدد پيام

آپوپتيك و حفظ تماميت  هاي آنتي همچنين افزايش بيان ژن
هاي آزاد اثرات  غشاء ميتوكندري در برابر راديكال

نتايج ما ). 36( نمايد آپوپتيك و حفاظتي خود را اعمال مي آنتي
نيز نشان داد كه روند آپوپتوز نوروني يا به اصطلاح جامع تر 
انسفالوپاتي اوليه ديابتي ايجاد شده در لايه گرانولار شكنج 

هيپوكامپ با استفاده از  CA3ه پيراميدال ناحيه اي و لاي دندانه
رفته نتايج ما پيشنهاد  هم روي. انسولين قابل توقف است

هاي ديابتي شده  كند كه آسيب نوروني در هيپوكامپ رت مي
هاي ششم تا هشتم به  با استرپتوزوتوسين در فاصله هفته

يابد و استفاده از اسيد اسكوربيك و يا  شدت افزايش مي
تواند روند  ين با دوز درماني در طي اين دو هفته ميانسول

اكوچي و ژو . آسيب نوروني را در هيپوكامپ متوقف سازد
اند كه آسيب نوروني در مغز رتهاي ديابتي از  بر اين عقيده

ولي  ،)11،12،29 (جمله در هيپوكامپ از نوع آپوپتوز است
برخي از صاحبنظران اين آسيب نوروني را از نوع نكروز 

 به اعتقاد بسياري از TUNELگرچه روش ). 18( دانند مي
باشد  محققين يك روش اختصاصي جهت تعيين آپوپتوز مي

ولي برخي از پژوهشگران معتقدند هيچ روشي به اندازه 
بررسي فراساختاري هسته و سيتوپلاسم جهت تشخيص و 

نتايج  .)36،37 (افتراق آپوپتوز از نكروز اختصاصي نيست
لعه ميكروسكوپ الكتروني در اين تحقيق نشان حاصل از مطا

داد كه مرگ نوروني در هيپوكامپ رت هاي ديابتي شده 
هاي  يافته. باشد توسط استرپتوزوتوسين از نوع آپوپتوز مي
آميزي به شيوه  ما در اين بخش به نوعي مكمل نتايج رنگ

TUNELهاي آسيب ديده نشان  نتايج بررسي نورون.  بود

راساختاري عمده در هسته نورون اتفاق داد كه تغيير ف
افتد، بطوري كه سه ويژگي عمده آپوپتوز شامل فشردگي  مي

)Condensation(نشيني  ، حاشيه)Margination (اي  و توده
هاي آسيب  كروماتين در هسته نورون) Clumping(شدن 

علاوه بر آن حفظ تماميت غشاء هسته . ديده مشاهده گرديد
هاي  وجود آپوپتوز و رد نكروز در نوروننيز دليل ديگري بر 

در ارتباط با مورفولوژي تغييرات هسته ). 38( آسيب ديده بود
هاي آپوپتيك، يارديمگلو و همكاران نيز تغييرات  در نورون

هاي پيراميدال هيپوكامپ را در مدل  آپوپتيك در هسته نورون
 به صورت چروكيدگي جسم سلولي PTZلپسي ناشي از  اپي

هاي ما نيز  يافته). 39( اتين فشرده گزارش نمودندو كروم
هاي آسيب ديده دچار تغييرات هسته به  نشان داد كه نورون

اند،  نشيني كروماتين شده صورت تراكم، فشردگي و حاشيه
در حاليكه تغييرات سيتوپلاسمي واضحي قابل رؤيت نبوده 

د ينآفر .تواند نشانگر مراحل اوليه آپوپتوز باشد است كه مي
آپوپتوز با تغييرات تدريجي كروماتين آغاز و به طرف 

به طوري كه در مراحل . رود فشردگي و اضمحلال پيش مي
اوليه تغييرات پاتولوژيك منحصر به هسته سلول بوده و به 

سپس اين . يابد صورت حاشيه نشيني كروماتين تظاهر مي
شود و در  گي سيتوپلاسم ظاهر مي تغييرات به صورت تيره

تواند  ها يا كروماتين مي يت دبريدهاي سلولي حاوي ارگانلنها
ما توانستيم طيف تغييرات وسيع  ).40( مشاهده گردد

هاي آسيب ديده نشان دهيم كه  فراساختاري را در نورون
با توجه به . باشند يد مرگ سلولي از نوع آپوپتوز ميؤهمگي م

ديده روند تدريجي آپوپتوز فرمهاي بينابيني نيز ممكن است 
شود، به طوري كه فقط تغييرات مختصر كروماتين در هسته 

از . دهنده مراحل اوليه مرگ آپوپتيك باشد تواند نشان نيز مي
اين حيث تغييرات هسته مهمترين و بهترين ملاك تشخيص 

هاي آپوپتيك است، هر چند كه در بعضي موارد  نورون
رات چندان تغييرات ميتوكندري نيز ديده شده است اما اين تغيي

در تحقيق حاضر وجود ). 40( قابل اعتماد نيستند
هاي  هاي متورم به وفور در سيتوپلاسم نورون ميتوكندري

احتمالاً تغييرات ميتوكندريايي . آسيب ديده مشاهده گرديد
تواند ناشي از آسيب سلولي بوده  ها مي مانند تورم ميتوكندري

وكندريايي باشد يند آپوپتوز از چرخه ميتآو بيانگر شروع فر
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. گردد هاي آزاد فعال مي كه از طريق عواملي همچون راديكال
توان گفت به دنبال هيپرگليسمي ناشي از  به طور خلاصه مي

ديابت نوع يك ايجاد شده توسط استرپتوزوتوسين، آسيب 
نمايد و درمان با انسولين و  نوروني به شكل آپوپتوز بروز مي

تواند از  به شكل تركيب مياسيد اسكوربيك به تنهايي يا 
پيشرفت آسيب نوروني در هيپوكامپ رتهاي ديابتيك 

  .جلوگيري نمايد

  :سپاسگزاري
حقيق حاضر با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه ت

بدينوسيله از  .انجام گرفت) 85002 كد(علوم پزشكي مشهد 
دريغ پروفسور شكيبايي از دانشگاه مونيخ كمال  مساعدت بي

  .دارمتشكر را 
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ABSTRACT 
 

Introduction: The aim of this study was to determine the effects of Insulin and L-
ascorbic acid on prevention of neuronal in granular layer of dentate gyrus and 
pyramidal layer of CA3 of hippocampus in streptozotocin-Induced diabetic rats. 
Methods: In this experimental study, diabetes type 1 was included by a single 
intraperitoneal injection of streptozotocin (STZ) (60mg/kg) in male adult wistar rats. After 
six weeks, STZ-injected rate were divided randomly into four groups as follow: (1) 
treated with Insulin (2) treated with Insulin + ascorbic acid (3) treated with ascorbic acid, 
and (4) untreated diabetic. After two weeks the brains were removed. Numerical density 
of TUNEL positive neurons in granular layer of the dentate gyrus and pyramidal layer 
were counted. Ultra structure of the injured neurons was studied.  
Results: Our findings showed diabetes type 1 caused Increased numerical density of 
TUNEL positive neurons in the dentate gyrus, pyramidal layer of CA3. Ultra 
structure showed server chromatin condensation, cytoplasmic radio-opacity and 
preserved nuclear membrane integrity indicative of apoptosis. In treated diabetic 
groups with Insulin, Insulin + ascorbic acid and ascorbic acid, numerical density of 
TUNEL positive neurons in the granular layer of the dentate gyrus and pyramidal 
layer of CA3 were lower than those of untreated group (P<0.001). 
Conclusion: It seems that, treatment of diabetic rats with insulin, ascorbic acid and 
combined treatment could prevent neuronal apoptosis. 
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