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  .1983963113: ، صندوق پستيتهران، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم زيستي، گروه فيزيولوژي :نشاني مكاتبه*
Email: bigdelimohammadreza@yahoo.com 

  

   با هيپركسي نورموباريك بر فعاليتسازي شرطي پيشبررسي اثر 

  آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز در مدل سكته مغزي رت

  2اكبر مراتان ، علي*1محمدرضا بيگدلي

  استاديار، گروه فيزيولوژي، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه شهيد بهشتي، تهران، ايران-1

   دانشگاه تهران، تهران، ايران تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك، دانشجوي دكتري، گروه بيوشيمي، مركز-2
  

  14/7/87 :تاريخ پذيرش  10/6/87: تاريخ دريافت
  

 چكيده
وانـد توسـط عوامـل مختلـف و از          ت  مـي  است كه    زاد  ني درو ها  ه به ايسكمي يكي از پديد     سازي  شرطي  پيش :هدف

 سـازي   شـرطي   پـيش در ايـن مطالعـه اثـر        . د شـود  ي مختلف مانند مغز ايجا    ها  تمسيرهاي مولكولي متفاوت در باف    

 فعاليـت  ميـزان     ميزان نقص نورولوژيك، حجم سكته مغزي و        هيپركسي نورموباريك پيوسته و متناوب بر      واسطه  به

  . است شدهبررسيسوپراكسيد ديسموتاز آنزيم 

 ـ )  ساعت پيوسـته   24(ي پيوسته   ها  ه گرو صورت  به در چهار گروه     ها  ت ر :ها  شمواد و رو    سـاعت در    4(اوب  و متن

قـرار  )  يـا هـواي اتـاق      RA(در معرض هيپركسي نورموباريـك و نورموكـسي نورموباريـك           )  روز 6 مدت  بهروز  

 ساعت، تحت جراحـي انـسداد شـريان         24زيرگروه اول، بعد از     . شدند هر گروه به سه زيرگروه تقسيم     . رفتندگ  مي

.  اجازه برقراري مجدد جريـان خـون داده شـد   ها ن آ ساعت به24 دقيقه قرار گرفتند و سپس  60 مدت  به مياني مغز 

) بـدون جراحـي    (نخـورده   دسـت و گروه   ) بدون انسداد شريان مياني مغز    ( زيرگروه شم    نام  بهزيرگروه دوم و سوم     

  . در نظر گرفته شدسوپراكسيد ديسموتاز آنزيم فعاليتبراي بررسي اثر هيپركسي نورموباريك بر ميزان 

درمان با   پيش. درگير هستند تحمل به ايسكمي    هد كه هيپركسي نورموباريك متناوب و پيوسته در القاي          د  ميان  ي ما نش  ها  ه يافت :نتايج

اـ           ب  ميي نورولوژيك را بهبود     ها  ص نق  متناوب ياهيپركسي نورموباريك پيوسته      7/72خشد، حجم سكته مغزي را در گروه متناوب ت

  .هدد مي افزايش دار معني طور به را سوپراكسيد ديسموتاز آنزيم فعاليت  ميزانهد ود مي درصد كاهش 2/65و در گروه پيوسته 

 اگرچه براي شناخت مكانيسم حفاظت عصبي حاصل از هيپركسي نورموباريك مطالعات زيـادي لازم               :گيري  نتيجه

از تا حدي   هيپركسي نورموباريك آثار حفاظت عصبي خود را        در رت   هد كه   د  مياست، اما نتايج اين تحقيق نشان       

  .هدد مي نشان سوپراكسيد ديسموتاز آنزيم فعاليتطريق افزايش ميزان 
  

، سـكته مغـزي، هيپركـسي       سوپراكسيد ديـسموتاز   آنزيم   فعاليت به ايسكمي، ميزان     سازي  شرطي  پيش :واژگانكليد

  .نورموباريك
  

   مقدمه-1

 در دوزهاي پايين و كـم، البتـه زيـر           رسان  آسيبتحريكات  

نـد كـه    ك  مـي  ء سلول، پاسخ سازشي القا     به رسان  آسيبي   آستانه

  ي ديگر حاصـل از همـين تحريكـات        ها  سمغز را در برابر استر    

  

ــيب ــان آس ــل (رس ــات  ) Tolerance :تحم ــر تحريك ــا ديگ  ي

ند ك ميحفاظت ) Cross tolerance :تحمل متقابل (رسان آسيب

  ،]2 [(Hypoxia) ي مختلـف، هيپوكـسي    ها  سدر بين استر  ]. 1[
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، ]5 [(Anoxia) ، آنوكــسي]4[، تــشنج ]3 [(Ischemia) ايــسكمي

، استرس ]7[ گرما ،]Spreading depression(] 6 (افسردگي منتشر

، تيمار با اسيدهاي چرب اشباع ]8 [(Oxidative stress) اكسيداتيو

ــشده  ــده]9[نـ ــسيداتيو   ، و مهاركننـ ــسفوريلاسيون اكـ ــاي فـ   هـ

(Oxidative Phosphorylation)] 10 [ در برابرفرايند تحمل مغز 

 .كنند  ميءرا القا) كامل يا كانوني ()Ischemic tolerance (ايسكمي

ــه    ــود دارد ك ــزارش وج ــدين گ ــي چن ــشان م ــد ن ــسي ده  هيپرك

(Hyperoxia)12 ،11[شود   نيز باعث بروز تحمل به ايسكمي مي.[  

 واسـطه   بـه هد كه تحمل به ايـسكمي در مغـز          د  ميمطالعات نشان   

  هـد د  مي توان بقاي نورون را افزايش       ي خاص ها  نافزايش سنتز پروتئي  

ــان آاز  ــا نمي ــي ه ــ م ــايي   ت ــوك گرم ــروتئين ش ــه پ   70وان ب

(Heat shock protein 70: HSP70)] 13[ ،(B cell lymphoma-2) 

Bcl2] 14[ ــات ــاقلين گلوتامـ ــسموتاز ]15[، نـ ــسيد ديـ ، سوپراكـ

)Superoxide dismutase: SOD] (16[   فاكتورهاي ضـد مـرگ ،

هاي واكنـشي     ، گونه ]5 [(Antiapoptosis) سلولي   ريزي شده   برنامه

ــسيژن  ــاكتور ]17[ (Reactive Oxygen Species: ROS)اك ،ف

 و ،B (Nuclear Factor-kappa B: NF-kB)اي كاپـــا  هـــسته

  .اشــاره كــرد] 18[التهــابي   پــيش(Cytokines) هــاي ســايتوكين

ــزي    ــصبي مرك ــتگاه ع ــيب دس ــاليني آس ــاهرات ب ــي از تظ   يك

)Central nervous system: CNS (   بعد از ايـسكمي مغـزي

ــد خــوني   ــزي ناشــي از شكــستن س ــشكيل ادم مغ ــزي -ت   مغ

)Blood-brain barrier: BBB (سازي  شرطي واسطه پيش است كه به

 SODآنزيم ]. 19[ قابل بهبودي است  (HO)با هيپركسي نورموباريك

 بعد از انـوع  (Vasogenic cerebral edema)ادم مغزي وازوژنيك 

كنـد كـه راديكـال        ، اين امر بيان مي    ]17[دهد    ها را كاهش مي    آسيب

تظاهرات ديگـر   . كند   ايفا مي  BBBاكسيژن نقش مهمي در شكستن      

واسـطه     آسيب مستقيم به سلول عصبي است كـه بـه          CNSتخريب  

وقايع تحريكي، آزادسازي گلوتامات بعد از ايسكمي مغزي را القـاء           

سـازي بـا هيپركـسي        شـرطي  واسطه پـيش    اين آسيب نيز به   . كنند  مي

 از طريق افزايش ميزان بيـان نـاقلين گلوتامـات           (HO) نورموباريك

] 2[گلوتامات غلظت كلسيم آزاد داخل سلول       ]. 20[يابد    كاهش مي 

هاي وابسته بـه كلـسيم افـزايش          دهد و در نتيجه آنزيم      را افزايش مي  

عـات  مطال]. 21[شـود     هاي آزاد مي    يابد و منجر به توليد راديكال       مي

) Excitotoxicity(دهـد كـه آسـيب حاصـل از تحريـك              نشان مي 

هـا    پژوهش]. 22[شود    ها مي   باعث مرگ سلولي در برخي از نورون      

اكسيدان باعث مهار مـرگ سـلولي         هاي آنتي   دهند كه آنزيم    نشان مي 

بنابراين، مرگ سلولي نورون ممكن است نقش مهمـي در          . شوند  مي

كانوني مغـزي داشـته باشـد       آسيب عصبي حاصل از مدل ايسكمي       

اكـسيدان    هاي زيادي براي تقويت دستگاه آنتي       بنابراين، تلاش ]. 23[

هـاي   فعاليت آنزيم. براي جلوگيري از آسيب مغزي انجام شده است       

هاي مختلف استرس سـلولي ماننـد         توان با روش    اكسيدان را مي    آنتي

، اسـترس   ]24[جريـان خـون خفيـف        ايسكمي و برقراري مجدد   

  دهي هيپرباريـك    و اكسيژن ] 25[هاي التهابي     ميانجي ،]12[ي  گرماي

(Hyperbaric Oxygenation)] 3 [ــزايش داد ــژوهش. اف ــاي  پ ه

انجام شده فوق نشان داده است كه استرس خفيف ايـسكمي بيـان             

mRNA     توان به ژن     ها مي   از ميان آن  . دهد   چندين ژن را افزايش مي

 نيم ساعت بعد از استرس  اشاره كرد كه(Catalase: CAT)كاتالاز 

از طرف ديگر   ]. 5[يابد    اي افزايش مي    طور قابل ملاحظه    ايسكمي به 

سـازي   هـا نـشان داده شـده اسـت كـه فعـال              در برخي از آزمـايش    

هاي ايسكمي و برقراري      اكسيدان در سركوب آسيب     هاي آنتي   آنزيم

دهـد كـه در       اين امـر نـشان مـي      . مجدد جريان خون دخالت دارند    

اكــسيدان آثــار تحمــل بــه  زايش ظرفيــت آنــزيم آنتــيحقيقــت افــ

  ].26[كند  هاي ايسكمي را القاء مي آسيب

، گلوتـاتيون   SOD  ،CATاكسيدان شـامل      هاي دفاعي آنتي    آنزيم

و گلوتــاتيون )  (Glutathione peroxidase: GPOXپراكــسيداز

ــاز  ــت) Glutathione reductase: GR(ردوكت ــك SOD. اس  ي

 آنيـــون (Dismutation)سموتاسيون متـــالوآنزيم اســـت كـــه ديـــ

را ) H2O2(و پراكسيد هيـدروژن     ) O2(به اكسيژن   ) -O2(سوپراكسيد  

دنبـال آن     بـه ]. 27[دهـد     در سيتوزول، ميتوكندري و هسته انجام مـي       

H2O2 واسطه آنزيم      بهGPOX     شـود   در سيتوزول به آب احيـاء مـي .

GPOX ،SOD و ،CATترانـــسفراز  -اس  تـــوأم بـــا گلوتـــاتيون

(Glutathione S-transferase: GST) و GR   به سـهولت توسـط 

هـاي مـذكور      شوند و سطوح فعاليت آنـزيم       عوامل اكسيداتيو القاء مي   

  ].28[شود  گيري استرس اكسيداتيو در سلول استفاده مي براي اندازه

  ي ســولفوهيدريل سيــستئين در هــا هاكــسيداسيون گــرو 

ــاتيون  ــول گلوت ــاGlutathione: GSH)(دو مولك ــشكيل ب    ت
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  دي ســولفيد بــراي ايجــاد دي ســولفيد گلوتــاتيون     پيونــد

(Glutathione disulfide: GSSG) شـوند   به همديگر متصل مـي .

GR         بازگشت گلوتاتيون به حالت اوليه يعني از GSSG   به GSH  از 

 از لحـاظ  GSH و GSSG ].29[كنـد    طريق احياي آن را كاتاليز مـي      

سلولي اهميت زيـادي دارد و      هاي داخل     عنوان تيول   شناسي به   زيست

عنوان شاخص اسـترس       غالباً به  GSH و   GSSGتغييرات نسبت بين    

  ].29[گيرند  اكسيداتيو مورد استفاده قرار مي

  ي قبــل نــشان هــا ش طــي پــژوه نويــسندگان حاضــر 

ــد هداد ــرض   ان ــته در مع ــاوب و پيوس ــرفتن متن ــه قرارگ   HOك

  ايشنـد و باعـث افـز      ك  مـي  ءپديده تحمل بـه ايـسكمي را القـا        

  بيــان نــاقلين گلوتامــات، ســطوح فــاكتور نكــروز تومــور آلفــا 

(Tumor Necrosis Factor-alpha: TNF-α) ــزيم  ســرم، و آن

 TNF-α (TNF-α Converting Enzyme: TACE)كننـده   تبديل

هيپركــسي نورموباريــك  ]. 21 ،20[ود شــ مــيدر مغــز رت 

 موجب كاهش ادم مغزي  (Intermittent HO: InHO)متناوب

  ].5[ود ش مي نيز BBBايش استحكام و افز

هدف از اين مطالعه بررسي ارتباط بـين پديـده تحمـل بـه              

 و كـاهش  SOD بر ميزان فعاليت آنزيم HOايسكمي حاصل از   

  .آسيب حاصل از سكته مغزي در رت است

  

  ها ش مواد و رو-2

  بندي حيوان آزمايشگاهي گروه -2-1
 تـصادفي   ورط  به) گرم 380-250(دالي   -ي اسپيراگو ها  تر

دو گـروه در    . دندش ـ  مي حيوان تقسيم    20به چهار گروه حاوي     

 تحـت عنـوان      درصـد  90  بـالاي  درون جعبه اكسيژن با غلظت    

از ايــن دو گــروه، يــك گــروه . شــرايط هيپركــسي قــرار داده شــدند

و ديگـري  ) Prolonged HO: PrHO،  ساعت24(صورت پيوسته  به

 در  (InHO)  روز 6 مـدت    بـه  )سـاعت در روز    4(صورت متنـاوب      به

دو گـروه ديگـر     .  قرار گرفتنـد   )HO ( درصد 90معرض اكسيژن بالاي    

وضعيت مشابه با دو گروه اول داشتند با ايـن تفـاوت كـه يـك گـروه         

 و (Prolonged Room Air: PrRA)، ) سـاعت 24(صورت پيوسته  به

،  روز 6مـدت     سـاعت در روز بـه      4(ديگري بـه صـورت متنـاوب        

(Intermittent Room Air: InRA)( درصد21 در معرض اكسيژن  

)Room Air: RAپـس  هـا  تمـام گـروه  . قرار گرفتنـد )  هواي اتاق؛  س

پـس هـر   . قرار گرفتند)  درصد21( ساعت در هواي اتاق  24مدت    به س

هـاي اول     زيرگـروه . ها به سه زيرگروه تقسيم شـدند        كدام از اين گروه   

ــه ــدت  ب ــزي    60م ــريان مرك ــسداد ش ــي ان ــت جراح ــه تح    دقيق

(Middle Cerebral Artery Occlusion: MCAO)  قـرار گرفتنـد  

و حجـم   هاي حركتي نورولوژيك       ساعت بعد از لحاظ نقص     24. ]30[

عنوان گـروه   هاي دوم به   زيرگروه. مورد مطالعه قرار گرفتند   سكته مغزي   

  S-InHO) ،S-InRA ،S-PrHO ،(S-PrRA (Sham) شـــــم

   با اين تفاوت كه جراحـي      ردندك آزمايشي گروه اول را دريافت       برنامه

  هـاي سـوم     زيرگروه.  در اين حيوانات صورت گرفت     MCAOبدون  

  ،I-InRA  ،I-PrHO  ،I-PrRA( (Intact) نخورده  عنوان گروه دست    به

I-InHO (ايـن تفـاوت      آزمايشي گروه اول را دريافت كردند با       برنامه 

اين دو گـروه بـراي      . ها صورت نگرفت    گونه جراحي در آن     كه هيچ 

 ـ   InHO و   PrHOسازي با     شرطي   اثر خالص پيش   بررسي زان  بـر مي

  .طراحي شده بودند SODفعاليت آنزيم 

  

  جعبه هيپركسي -2-2
طـور كامـل       رت در داخل يك جعبه كه تمامي درزهاي آن بـه           9

بـا دو مجـراي ورودي و       ) 65×35×30(گرفته شـده اسـت در ابعـاد         

 (Soda lime) نـام سـودا لـيم    اي بـه  مـاده . ندخروجي قـرار داده شـد  

اكسيد كربن   در زير جعبه قرار داده شد تا دي       ) اكسيد كربن  جاذب دي (

بدين ترتيب، امكان تغييـر غلظـت گـاز داخـل           . توليدي را جذب كند   

يـا  ) 95/0(ورودي بـه جعبـه      اكسيژن خـالص    . جعبه به حداقل رسيد   

 ليتر در دقيقه بـراي تيمـار جـانوران بـه جعبـه              3هواي اتاق در ميزان     

براي افزايش دقـت آزمـايش يـك الكتـرود          . ا متصل شد  ه  حاوي رت 

شد تا غلظت اكـسيژن داخـل        در كنار جعبه تعبيه    سنجش اكسيژن نيز  

ــه ــدازه جعب ــد  را ان ــري كن ــايش. گي ــرياني آزم ــون ش ــاي خ    گازه

(Arterial Blood Gases: ABG)در هر دو آزمايش صورت گرفت .  

  

 (MCAO)ايجاد مدل سكته مغزي  -2-3

، Merck(زين با داروي كلـرات هيـدرات         بعد از تو   ها  تر

 www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  اكبر مراتان عليو محمدرضا بيگدلي    با هيپركسي نورموباريك  سازي شرطي  پيش

36 

. دند ش ـ هوشـبري )  در كيلوگرم وزن بدن    گرم  ميلي 400) (آلمان

 و  (Longa) مطابق دسـتورالعمل لونگـا       MCAOسازي    جراحي مدل 

ــه]. 30[همكــارانش انجــام شــد  تحــت جراحــي  طــور خلاصــه، ب

  ECAميكروســكوپي، يــك نــخ بخيــه نــايلون از طريــق تنــه       

(External carotid artery)    وارد رگ شد و تـا رسـيدن بـه ACA 

(Anterior cerebral artery) از ميان ICA (Internal carotid artery)  بـا 

در اثر تماس   .  بسته ادامه داده شد    (Pterygopalatine) پتريگوپالاتين

 به  (Willis) جريان خون از هر طرف حلقه ويليس         ACAنخ بخيه و    

MCA (Middle cerebral artery)ايـن بـسته شـدن از    .  شـد  بسته

متـر     ميلي 20طريق احساس مقاومت و در پيشروي نخ و ورود حدود           

 دقيقـه ايـسكمي،     60بعـد از    .  مـشخص شـد    ECAطول نـخ از تنـه       

دماي بدن از طريق ركتوم     . برقراري مجدد جريان خون صورت گرفت     

(Rectum)درجه حفظ شد37گيري و ميزان دما در حوالي   اندازه .  
  

  ي رفتاري حاصل از سكتهارزياب -2-4
در .  سـاعت انجـام شـد      24هاي نورولوژيك بعـد از        معاينه

 ساعت بعد از شروع انسداد تـا قربـاني شـدن حيـوان              24طول  

 مقياس  5 هاي نورولوژيكي در    يافته. هاي ويژه انجام شد     مراقبت

گونــه عارضــه  هــيچ) 0( شــماره صــفر: شــوند بنــدي مــي دســته

نارسايي كامل در انتهـاي     ( يك    شماره ؛نورولوژيك نشان ندادند  

، كه يك نقص نورولوژيك كانوني خفيف در        )هاي جلويي   پنجه

نقص نورولوژيك  ) به چپ چرخيدن  ( شماره دو    ؛نظر گرفته شد  

نقص كـانوني   ) افتادن به سمت چپ    (3كانوني متوسط؛ شماره    

طــور خــود بخــودي   بــه4هــاي شــماره  شــديد هــستند؛ و رت

  .]30، 4 [ندشتطح هوشياري پايين داند راه بروند و سستتوان نمي
  

 ارزيابي حجم سكته مغزي -2-5

  هــا بــا كلــرال هيــدرات    بعــد از قربــاني كــردن رت  

  شـد  هـا جـدا     ، سـر آن   )گرم در كيلوگرم وزن بـدن        ميلي 800(

 درجه 4  (Saline)سرعت مغزها خارج شدند و در سالين و به

  هشت بـرش بـه ضـخامت      .  دقيقه نگهداري شدند   15مدت    به

دسـتگاه   واسـطه    بـه  (Coronal) صورت كرونـال    متر به   يلي م 2

  هـا از پيـاز بويـايي        ماتريكس مغز تهيـه شـدند كـه شـروع آن          

ــود ــرش. ب ــه ب    درجــه در37 دقيقــه در دمــاي 15مــدت  هــا ب

ــول ــد - 5 ،3 ،2 درصــد 2 محل ــوم كلراي ــل تترازولي ــري فني    ت

)2, 3, 5- tri phenyl tetrazolum chloride؛ Merck آلمـان ،( 

 كـه   )6630نوكيـا   ( سپس با دوربـين ديجيتـال     . اري شدند نگهد

بعد از انتقال   . قابل اتصال به كامپيوتر بود تصويربرداري شدند      

مساحت  Image Toolsافزار  واسطه نرم تصاوير به كامپيوتر به

ديـده و سـالم      عنوان نواحي آسـيب     ترتيب به   نواحي سفيد و قرمز به    

هـا از     يـده و سـالم بـرش      د حجم نواحي آسـيب   . گيري شدند   اندازه

هـا در     حت نـواحي مـذكور بـرش      اضرب مس  طريق محاسبه حاصل  

واسطه معادله زير     دست آمد و سپس به     متر برش به     ميلي 2ضخامت  

  ].31[ ديده محاسبه شد شده ناحيه آسيب حجم اصلاح
  

 حجـم   -) حجم نيمكـره راسـت     -ديده   حجم ناحيه آسيب  (

  ديده شده ناحيه آسيب حجم اصلاح= نيمكره چپ 

  

  گيري مغزي و استخراج پروتئين  نمونه-2-6
ليتـر    يك ميلي  در) گرم از بافت نيمكره راست       ميلي 150(ها    نمونه

ــافر  ــاكاروز، 32/0[بـ ــر سـ ــر  ميلـــي1 مـــول در ليتـ   مـــول در ليتـ

(Ethylene Dinitro Tetra acetic Acid) EDTA،  نـانومول  10و 

ــا  ــا يكنو  =pH]4/7در ليتــر تــريس هيدروكلريــد ب ســازنده  اخــتب

(Homogenizer)  محلول يكنواخـت   . يكنواخت شدند   شيشه تفلون

 دقيقه سانتريفيوژ شدند    30مدت     به g 13600سرعت   شده بافت مغز با   

گيـري    آوري و بـراي انـدازه        جمـع  (Supernatant) محلول رويـي   و

غلظـت پـروتئين     ].32[ مورد استفاده قرار گرفت      SODآنزيم   فعاليت

 بــا اســتفاده از اســتاندارد ]8 [(Bradford) ردبراســاس روش برادفــو

  (Bovine Serum Albumin: BSA)آلبــومين ســرم گــاوي   

  .گيري شد اندازه

  

 SOD سنجش فعاليت آنزيم -2-7

ــل  ــت ك ــهSODفعالي ــت  ب ــطه روش جن  و (Genet) واس

مخلوط . با اندكي تغيير انجام شد    ] 7 [2002همكارانش در سال    

 50ليتــر حــاوي  ميلــي1ســنجش نهــايي در حجــم كــل نهــايي 

 EDTA  ،48/0مـولار      ميلـي  1/0مولار بافر فسفات سديم،       ميلي
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 ميكروليتـر عـصاره     20 ، و (Pyrogallol)مولار پيروگالـل      ميلي

 نــانومتر مخلــوط 420تغييــر جــذب نــوري در . آنزيمــي اســت

 درجه در مقايـسه     25در دماي    مدت يك دقيقه    سنجش نهايي به  

 كه حاوي همه مـواد غيـر   (Blank solution) با محلول بلانك

يك واحد آنـزيم    . گيري شد   از بافت يكنواخت شده است اندازه     

طبق تعريف مقـداري از آنـزيم اسـت كـه باعـث مهـار نـصف                 

  .شود حداكثر فعاليت اتواكسيداسيون پيروگالل مي

  

   بــرSODآميــزي فعاليــت آنــزيم   رنــگ-2-8

ــي ــورز پلـ ــل روي ژل الكتروفـ ــد اكريـ   آميـ

)Polyacrylamide gel electrophoresis: PAGE( 

PAGE    ولت مطـابق روش     120 درجه با ولتاژ     4 در دماي 

ــي  ــال (Laemmli)لامل ــد 1970 در س ــام ش ــراي ]. 33[ انج ب

 درصـد   10 آميد  اكريل  از ژل پلي   SODجداسازي الكتروفورزي   

و  (Beauchamp) آميزي از طريق روش بوكامپ      رنگ. استفاده شد 

  ].27[د  انجام ش1971 سال (Fridovich)فريدووچ 

  

  آناليز آماري-2-9

 با استفاده   ABGميزان  حجم سكته مغزي و      فعاليت آنزيم، سطح  

. شـد  آنـاليز  (one-way ANOVA)  آزمـون آنـوواي يـك طرفـه    از

 (Neurologic Deficit Score: NDS) امتيازهاي نقص نورولوژيك

 تجزيـه و  U (Mann-Whitney U)ويتنـي    مـن با استفاده از آزمـون 

ــلت ــه  داده وحلي ــا ب ــانگين صــورت ه ــار± مي   انحــراف خطــاي معي

(Mean±SEM)   05/0 . نمايش داده شدP<     دار    از لحاظ آماري معنـي

  .در نظر گرفته شد
  

  نتايج -3

 پارامترهاي شرايط آزمايش -3-1

 محتوي اكسيژن داخل جعبه اكسيژن را در شرايط         1جدول  

HOــك ــسي نورموباري ــاقRA ( و نورموك ــواي ات ــشا)؛ ه ن  ن

 فـشار اكـسيژن     ABGي آزمـايش    هـا   يبراساس ارزياب . هدد  مي

شرياني در شـرايط هيپركـسي بـسيار بـالاتر از فـشار اكـسيژن               

  .شرياني در شرايط نورموكسي است
  

  .HO در پايان تيمار با  و تنفسABG وضعيت 1جدول 

هاي  گروه
  pH آزمايشي

PCO2  
)متر جيوه ميلي(

PO2  
 )متر جيوه ميلي(

ميزان تنفس
  )تزهر(

InRA 02/0±4/7 75/0±6/41 25/1±3/92 04/0±61/1
InHO  01/0±3/7 3/1±0/39  *45/7±360  09/0±3/1 
PrRA  02/0±37/7 75/0±3/40  83/0±1/93  08/0±59/1
PrHO  02/0±35/7 3/1±3/39  *2/5±355  04/0±29/1

001/0P<:* 

  

  NDS بر InHO و PrHOآثار  -3-2
طـور قابـل       بـه  HOرض  واسطه قرارگيـري در مع ـ       به NDSميانه  

 ،InHO، PrHOهـاي      در گـروه   NDSميانـه   . يابد  ملاحظه كاهش مي  

InRA   و PrRA    هايي كـه     در رت .  نشان داده شده است    2 در جدول

گونه نقص نورولوژيك     واسطه قرار گرفتن در معرض هيپركسي هيچ        به

، ايـن رنـگ   (Blue Evance) مشاهده نشده بود، با تزريق اوانس آبي

دهـد كـه در       اين مدرك نشان مي   . ركزي سكته مشاهده شد   در ناحيه م  

 صورت گرفته است ولي به دليل بروز        MCAOهاي مذكور     كليه رت 

 ويـژه در ناحيـه پنـومبرا        پديده تحمل به ايسكمي القايي هيپركـسي بـه        

(Penumbra) استحكام BBBافزايش يافته است .  
  

 ـ         2جدول   . هـا   نسه آمـاري آ    توزيع امتيازهاي نورولوژيك در هر گـروه و مقاي
  و InHO:InRAي رديـف    هـا   هكنيد مقايـسه گـرو     طوري كه ملاحظه مي    همان

PrHO:PrRA دار است اما  معنيInHO:PrHOدار نيست  معني.  
ي نورولوژيك ها صتعداد نق

  در هر گروه
ي ها هگرو

  آزمايشي
0 1 2 3 4 

تعداد 
  كل

  ميانه

InRA  0  3  4  2  0  9  2  
InHO  5 3 1 0 0 9 0 

PrRA  0 4  4 1 0 9 2  
PrHO  3 5 1 0 0 9 1  

  

   بر حجم آسيب بافتيInHO و PrHOآثار  -3-3
 در مقايـسه بـا      InHO و   PrHOهد كه   د  مي نشان   1 نمودار

RA       تفـاوت آمـاري    . ودش ـ  مي باعث كاهش حجم آسيب بافتي

تفـاوت آمـاري    . دار نيـست    معنـي  InHO و   PrHOي  هـا   هگرو

كـاهش  .  است دار  نيمع S-RAي مذكور نسبت به گروه      ها  هگرو

ي نورولوژيك اثر پديده تحمل بـه       ها  صحجم آسيب بافتي و نق    

  .ندك ميايسكمي حاصل از هيپركسي را اثبات 
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 را روي حجـم آسـيب   PrRA و InHO  ،PrHO ،InRA اثر شرايط1 نمودار

  *).>P :05/0( هدد مي نشان درمان  ساعت بعد از پيش48بافتي 

فعاليـت   بر سطح    InHO و   PrHOآثار   -3-4

 SODآنزيم 

 در مقايـسه بـا      InHO و   PrHOدهد كـه       نشان مي  2 نمودار

RA فعاليــت آنــزيم  باعــث افــزايش ســطحSOD بعــد از پايــان 

 و  PrHOهـاي     تفاوت آماري گروه  . ودش  درمان هيپركسي مي   پيش

InHOستنيدار   معني  
  

فعاليـت   بر سطح    InHO و   PrHOآثار   -3-5

 آميد اكريل بر روي ژل SODآنزيم 

 RA در مقايـسه بـا       InHO و   PrHOدهد كه      نشان مي  1 شكل

درمـان    بعد از پايـان پـيش      SODفعاليت آنزيم   باعث افزايش سطح    

  .كند  را تأييد مي2 نمودارهاي  اين شكل يافته. ودش هيپركسي مي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  *).>P :01/0( ي مختلف آزمايش و كنترلها ه در گروSOD فعاليت آنزيم 2 نمودار

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هـاي شـم      ترتيب نشانگر گـروه      به S-PrRA  ،S-PrHO  ،S-InRA  ،S-InHOدر اين شكل    . هاي مختلف آزمايش و كنترل       در گروه  SOD فعاليت آنزيم    PAGEآميزي     رنگ 1شكل  

 I-InHO ،I-PrRA ،I-PrHO ،I-InRAنورموكـسي نورموباريـك متنـاوب و هيپركـسي نورموباريـك متنـاوب و       نورموكسي نورموباريك پيوسته، هيپركسي نورموباريـك پيوسـته،     

 .نخورده هيپركسي نورموباريك متناوب، نورموكسي نورموباريك پيوسته، هيپركسي نورموباريك پيوسته، نورموكسي نورموباريك متناوب هستند هاي دست ترتيب نشانگر گروه به

ه 
كت
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   بحث-4
  

 InHO و   PrHO هـد كـه   د  مـي  نـشان    يـن پـژوهش   نتايج ا 

 حاصل از سكته مغـزي را        و حجم آسيب مغزي    NDSواند  ت  مي

 در حالي كـه اثـر     . هدد  مي كاهش   MCAOدر مدل    ثرؤ م طور  به

PrHO از طـرف ديگـر نتـايج آن بـا         .)1شكل   (تر است   خفيف 

 اشـاره   مقدمـه ساير مطالعات در زمينه تحمل به ايسكمي كه در          

 ـ        ].21 ،7 [دشد مطابقت دار   ي هـا   ت تحمـل بـه ايـسكمي در باف

مغزي مـورد آزمـايش براسـاس مـدت زمـان و مقـدار غلظـت                

بنابراين، كميـت و كيفيـت تجـويز        . ه است اكسيژن متفاوت بود  

ــوارض جــانبي و    ــسكمي، ع ــه اي ــاي تحمــل ب ــسيژن در الق اك

ي هـا   ش پـژوه  نتـايج . ي آن روي بدن اهميت دارد     ها  تمسمومي

پركـسي پيوسـته در برخـي مـوارد         هـد كـه هي    د  مـي  نـشان    قبلي

آثار جانبي و خـواص      داراي و   ندك  ميي ريوي ايجاد    ها  ينارساي

 PrHOهد كـه    د  مي نتايج ساير محققين نشان      ].35 [سمي است 

 هـد د  مـي  ن بـروز  ساعت آثار تحمل به ايـسكمي را         24كمتر از   

هـد كـه قـرار گـرفتن در         د  مـي ي ديگـر نـشان      ها  شگزار. ]21[

ساعت منجـر بـه احتقـان       24 مدت  به درصد 95معرض اكسيژن   

ي قرمـز خـون، ادم و       هـا   لود كه در آن گلبـو     ش  ميشديد ريوي   

 هفته نيز 2حتي بعد از    . افتدتغيير در ساختمان آلوئولي اتفاق مي     

بنابراين، تجـويز  . ]35 [ودش ميبهبودي ساختمان آلوئولي كامل ن    

 ـ         صورت  بهاكسيژن    هـا   ه پيوسته منجر بـه اخـتلال عملكـردي ري

 دهـد كـه پديـده حفاظـت          ديگر نشان مـي    تحقيقات ].35 [شود  مي

)Protection (در حيواناتي كه در معرض هيپوكـسي منقطـع          قلبي 

گيرند در مقايسه با حيواناتي       قرار مي ) رساني مجدد و مكرر    اكسيژن(

. ]2 [كنـد   تـر بـروز مـي      كنند قوي   كه هيپوكسي پيوسته را تجربه مي     

حجم آسيب بافتي در اين پژوهش و       يج  بنابراين با در نظر گرفتن نتا     

 نـسبت بـه هيپركـسي        هيپركـسي متنـاوب    هاي قبـل    نتايج پژوهش 

  .كند  ميء سميت كم و آثار تحمل به ايسكمي بيشتري القاپيوسته
  

  

  هـد كـه هيپركـسي در      د  مـي اگرچه نتايج اين تحقيق نـشان       

ــز رت  ــهمغ ــطه ب ــافتي و  واس ــيب ب ــاهش حجــم آس   ،NDS ك

  نــد،ك مــي ءالقــارا  )Neuroprotection (حفاظــت عــصبي 

  هـا   ن آ واسـطه   بـه واند  ت  مي هيپركسي آثار ديگري نيز دارد كه        اما
  

 اين آثار عبارتند  . تحمل به ايسكمي را در مغز رت تقويت نمايد        

زايـي و    وانـد باعـث رگ    ت  مـي هيپركـسي   مصرف مـزمن     -1 :از

 هيپركـسي   -2. ]14 [افزايش تراكم عروق در واحد حجم شـود       

  مولكــول چــسبان بــين ســلوليبلــوك شــدن وانــد باعــثت مــي

 (Intercellular adhesion molecule-1: ICAM-1)  و مهـار

وانـد  ت  مـي بنابراين، هيپركسي   . ]36 ،33 [دشو ها  لتجمع نوتروفي 

 دوير.  را كاهش دهد و از آسيب مغزي بكاهدها لتجمع نوتروفي

(Dewir)ــد كــه راديكــا  و همكــارانش ــشان دادن ي آزاد هــا لن

 شـده   ريزي  برنامهمرگ   مهاركننده   عنوان  به كه   Bcl-2 اكسيژن و 

  نـــد بعـــد از قـــرار گـــرفتن مكـــرر درك مـــي عمـــل ســـلول

ابد و باعث افزايش توان زيـستي       ي  ميمعرض هيپركسي افزايش    

ي آزاد  هـا   ل افزايش راديكـا   ؛رف ديگر از ط . ]1 [ودش  مينوروني  

 Hypoxia ( با كاهش بيان فاكتور القايي هيپوكسيSODاكسيژن و 

induce factor-1α: HIF-α(شود عملكرد   ارتباط دارد كه گفته مي

BBB         8 [بخـشد    را از طريق كاهش فاكتور رشد عروقي بهبود مي[ .

 TNF-αتوانند با افزايش      هاي آزاد اكسيژن مي     علاوه بر اين، راديكال   

  باعث بروز پديده تحمل به ايسكمي شوند       TNF-αاز طريق گيرنده    

  بـا كـاهش    SODهاي آزاد و      افزايش راديكال  از سوي ديگر؛     .]34[

BBB شود كه احتمالاً اين عمل را از طريق كاهش فاكتور رشـد               مي

  ].37، 2[دهد  عروقي انجام مي

ــدي اساســي در اســترس   ــواد تولي ــسيد يكــي از م سوپراك

اين ماده از منابع مختلف و در مراحل مختلـف          . اكسيداتيو است 

سـه آنـزيم اصـلي      . آيد يوجود م  برقراري مجدد جريان خون به    

SOD  وجود دارد  .SOD          مس و روي كه اساساً در فضاي بـين 

دو غشاي ميتوكنـدري قطعـات ليزوزومـي و سـيتوزولي يافـت             

 منگنز در ماتريكس ميتوكندري يافت      SOD]. 38 ،28[وند  ش  مي

 منگنـز در بافـت      SOD مس و روي و هـم        SODهم  . ودش  مي

شترين توجه محققين را    عصبي فراوان هستند و به همين دليل بي       

 خارج سلولي نيز در مغز يافت       SOD. اند  هبه خود معطوف كرد   

 مـس و    SOD منگنـز و     SODود اما غلظت آن نسبت بـه        ش  مي

  ].39 ،28[روي بسيار كم است 

  ي كوتـاه مـدت    هـا   يهـد كـه ايـسكم     د  مـي مطالعات نشان   

  ،وندشــ مــيكــه منجــر بــه ايجــاد پديــده تحمــل بــه ايــسكمي 
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ــي ــسكمي   ت م ــد از اســترس اي ــيم ســاعت بع ــد ن ــهوانن ــور ب   ط

ــان ژن   ــزايش بيـ ــث افـ ــه باعـ ــل ملاحظـ ــوندCATقابـ   . شـ

  وانـــدت مـــيتـــا حـــدي  CATبنـــابراين، افـــزايش بيـــان ژن 

ــسكمي را در  ــه ايـ ــل بـ ــصوصيات تحمـ ــأمين خـ ــت تـ   بافـ

 CATطوري كه قبلاً اشاره شـد، عملكـرد          همان]. 26 ،12[كند  

مطالعات ديگري  . ط است  مرتب SOD تنگاتنگ با عملكرد     طور  به

 دار  معنـي  طـور   بـه  SODسـازي آنـزيم      هد كـه فعـال    د  مينشان  

واند از افزايش تخريب بافتي حاصل از ايسكمي جلـوگيري          ت  مي

طوري كه قبلاً نـشان داده شـده اسـت           بنابراين، همان ]. 26[كند  

  واننـد فراينـد تحمـل بـه ايـسكمي         ت  مـي عوامل هيپركـسي نيـز      

ــاد كن  ــز ايج ــت مغ ــافتي، ادم  را در باف ــيب ب ــم آس ــد و حج   ن

ــل ملاحظــهBBBمغــزي، و اســتحكام  ــود  را تاحــد قاب   اي بهب

ــشند  ــان ]. 5[بخـ ــزايش بيـ ــيبSODافـ ــس و روي آسـ    مـ

ــان     ــدد جري ــراري مج ــسكمي و برق ــل از اي ــسكمي حاص   اي

  نــشان داده شــده اســت كــه]. 19[هــد د مــيخــون را كــاهش 

   مــس و روي پــروتئين كينــاز فعــال شــدهSODافــزايش بيــان 

، ]28،40 [(Mitogen-activated protein kinases)ژن ميتـو 

سازي كـسپاز    ، فعال ]28،31[ شده سلول    ريزي  برنامهمسير مرگ   

  مرتبط است، اين روند منجر به بهبـود عملكـرد  HIF-αميزان بيان 

(Caspase)] 18، 28 [  ــدن ــه ش ــه قطع   ]DNA] 11، 28و قطع

  تيــكپروآپوپتوبـديل   نتـايج فــوق نقـش بــي  . نــدك مـي را مهـار  

(Pro-apoptotic)         سوپراكسيد در ايسكمي و برقـراري مجـدد 

 واسـطه   بـه وانـد   ت  مي ها  باين آسي . هدد  ميجريان خون را نشان     

 HOدرمان بـا      از طريق پيش   SODافزايش بيان يا فعاليت آنزيم      

  ).1شكل  و 2 نمودار(تخفيف يابد 

 نقـش غيرقابـل     SOD آنـزيم    ،با عنايت به توضيحات فوق    

 InHOاز سوي ديگر    . پديده تحمل به ايسكمي دارد    انكاري در   

. واند باعث ايجاد پديده تحمل به ايـسكمي شـود         ت  مي PrHOو  

ي ديگـر نـشان داده شـده        ها  شگونه كه در پژوه    بنابراين، همان 

 SODاست يكي از متغييرهاي اصلي افـزايش بيـان و فعاليـت             

 و  1 با هيپركسي نيـز مطـابق شـكل          سازي  شرطي  پيشاست، در   

 ايـن   ،ودش  مي كه باعث ايجاد پديده تحمل به ايسكمي         2ول  جد

 بـه   SOD افزايش فعاليـت آنـزيم       واسطه  بهاثر خود را تا حدي      

  ).1شكل  و 2 نمودار(ذارد گ مينمايش 

 تحمل بـه    InHO و   PrHO) 1( :دهد  نتايج اين تحقيق نشان مي    

آورنــد و باعــث كــاهش ميــزان نقــص  وجــود مــي ايــسكمي را بــه

 InHO و   PrHO) 2( .شـوند    مـي  جم آسيب بـافتي    و ح  نورولوژيك

ايـن اثـر تـا حـدي        . دهنـد   را افزايش مـي    SODميزان فعاليت آنزيم    

 استفاده از   از طرف ديگر  . تواند تحمل به ايسكمي را وساطت كند        مي

 بـراي    به علت آثار سـمي پـايين       PrHO در مقايسه با     InHOروش  

، اسـتفاده از    راين بنـاب  .تر اسـت   القاي پديده تحمل به ايسكمي مناسب     

HO                يا طراحي موادي كـه قـادر بـه تقليـد از آثـار HO   افـزايش   در

باشند، روش و استراتژي جديـدي در پيـدايش          SODفعاليت آنزيم   

هـاي    وجود خواهد آورد كه در به حـداقل رسـاندن آسـيب            داروها به 

هـاي مـزمن      نوروني طي ايسكمي مغزي يا حـين پيـشروي بيمـاري          

 . كمك خواهد كرد، اثر سمي ناشي از تحريكتحليل عصبي درگير با
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