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های نر عصب سیاتیک رتدر  NT-4بیان ژن   به روش لیگاتوربندی عصب نخاعی برکاهش فعالیت اثر  
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  چکیده
 نورونی رشد و نمو برای NT-4ها از جمله شود. نوروتروفینمی حاصل پیکریحسی اعصاب بیماری یا آسیب نوروپاتی دردناک حالتی است که از :زمینه و هدف

 مطالعه عصبی، هدف پذیریترمیم و شکل در بدنیفعالیت نقش و اهمیت به توجه کنند. بامی حفظ را عصبی سیستم ساختار و عملکرد بوده و یکپارچگی حیاتی

 .باشدمی ویستار نر هایرت سیاتیک عصب NT-4 ژن بیان ( برSNLشکل لیگاتوربندی نخاع ) کاهش فعالیت به مزمن اثر بررسی حاضر

. شدند تقسیم  SNLفعالیت به روش کاهش گروه و (C)  سالم کنترل دوگروه به گرم 250±30وزن میانگین با ویستار نژاد نر صحرایی موش سر 10 :هاروش و مواد

 عصب درNT-4 ژن  بیان تغییرات ششم هفته پایان در. شد انجام مستمر طور به پژوهشی هایگروه در نوروپاتیک درد رفتاری هایآزمون آن از پس هفته شش طی

 .شد گیریاندازه  Real timeتکنیک با سیاتیک

 SNL گروه در حرارتی پردردی مکانیکی و آلوداینیای )درد سوزشی( لیگاسیون نخاعی موجب که کاهش فعالیت به شکل دادند نشان رفتاری هایآزمون :نتایج

 بود  بالاتر SNL گروه سیاتیک عصب درNT-4 ژن  بیان میزان  Cگروه با مقایسه . همچنین، در(p<0.05) شد تمام پروتکل مشاهده تا کاهش آستانه درد شود.می

(p<0.05). 

 فیزیولوژیک  اعمال به توجه با. باشدمی در گروه تجربی همراه NT-4 ژن با افزایش بیان SNL شکل کاهش فعالیت به حاضر نشان داد که پژوهش :گیرینتیجه

NT-4رسد افزایش باشد. با توجه به تحقیقات انجام شده به نظر میافزایش سازوکاری جهت نوزایی عصبی در محل آسیب دیده می این سیستم عصبی احتمالاً در

 را بهبود بخشیده و نوزایی عصبی را تسریع کند. NT-4فعالیت بتواند افزایش بیان 

 

 NT-4 نوروتروفین ها، بدنی، فعالیت کاهش نوروپاتی، درد کلمات کلیدی:

 

 

 
 

 

 مقدمه
به دنبال نوروپاتی یا آسیب اعصاب محیطی حالتی است که 

، (Physical Traumaجسمانی )های آسیب نظیر:مختلفی  دلایل

-، رخ میهاعفونتبرخی ی و یدیابت، اثر داروهای شیمیا بیماری

است که از آسیب یا  مزمن دردنیز نوعی . درد نوروپاتی، دهد

( حاصل شده و Somatosensoryپیکری )بیماری اعصاب حسی

می همچون یموجب اختلالات بسیار عملکردی در فرد شده و با علا

ظاهر میی دوخه، پردردی و درد خودبیا درد سوزشی آلوداینیا

. علاوه بر تغییرات در سیستم عصبی مرکزی و محیطی، (1)شود

درد نوروپاتیک موجب کاهش سطح فعالیت جسمانی و حرکتی 

و عوارض  بدنیکاهش فعالیت ها را در معرض بیماران شده و آن

عروقی و عضلانی قرار می-یبیماری قلب همانند ،ناشی از آن

به بوده و  دارونیازمند مصرف  ،درد نوروپاتی کنترل. (3, 2)دهد

 مندی بیمارانرضایت، با داروها برخیعلت مقاوم بودن این درد به 

 .(4)فاصله دارد

مقاله پژوهشی
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عمل و تأثیر فاکتورهای سازوکار شناخت بیشتر از سوی دیگر، 

جدید  ی( ممکن است راه حلNeurotrophic factorsنوروتروفیک )

. فاکتورهای (5)جهت بهبود درد نوروپاتی به ما نشان دهد

( nerve growth factorروتروفیک شامل فاکتور رشد عصبی )نو

(NGF( فاکتور رشد عصبی مشتق از مغز ،)Brain-Derived 

Neurotrophic Factor( )BDNF3-(، نوروتروفین  

(Neurotrophin-3( )NT-3و نوروتروفین )-4 (NT-4هستند )(6) .

NT-4  نمو و برای رشد کهیکی از این فاکتورهای رشدی است ،

. همچنین یکپارچگی عملکرد و استحیات نورونی، ضروری 

پذیری عصبی شکلمیانجی  کرده وساختار سیستم عصبی را حفظ 

-NT بنابراین، مطالعه تغییرات. استدر پاسخ به آسیب یا بیماری 

ممکن است ابزاری در جهت ترمیم بافت عصبی آسیب دیده و  4

این در حالی است که  دهد. ها در اختیار ما قراربهبود بیماری

اند که فعالیت افزایش یافته به شکل مطالعات بسیاری نشان داده

توانند تنظیم افزایشی فاکتورهای های ورزشی مختلف میتمرین

نوروتروفیک و بهبود عملکرد عصبی را به همراه داشته باشند. برای 

( نشان دادند فعالیت افزایش 2015مثال، رحمتی و همکاران )

افته به شکل تمرین استقامتی موجب تعدیل موتورپروتئین ی

های دیابتی شده توسط و بهبود درد نوروپاتیک در رت 1-کاینزین

STZ (.22گردد )می 

پذیری عصبی و تنظیم بدنی در شکلبا توجه به اهمیت فعالیت

، اما هنوز مشخص نیست (7)افزایشی فاکتورهای نوروتروفیک 

 در اثر کاهش فعالیت به شکل لیگاتوربندی NT-4سطوح بیان ژن 

( دچار چه Spinal Nerve Ligation( )SNLنخاعی ) عصب

گردد. با توجه به اهمیت این موضوع، هدف مطالعه تغییراتی می

 ژن بیان بر SNL شکل به کاهش فعالیت مزمن اثربررسی  حاضر

NT-4 باشد.ویستار می نر هایرت سیاتیک عصب 
 

 هامواد و روش

سر موش صحرایی  10 این مطالعه به روش تجربی بر روی

(Rat نر بالغ از نژاد ویستار در محدوده وزنی )انجام گرم 250±20 

خانه، حیوانات پس از ی با محیط حیوانی. جهت آشناگرفت

 چرخه تحت و گرادسانتی درجه 22±4خریداری در شرایط دمایی 

 دانشگاه حیوانات آزمایشگاه در روشنایی-تاریکی ساعت 12:12

. شدند تغذیه آب و مخصوص غذای با و نگهداری مدرس تربیت

ه دو ب وزن سازیهمسان اساس بر هارت پروتکل، شروع از قبل

 لیگاسیون عصب نخاعی( و گروه C( )5گروه کنترل سالم )تعداد=

ها در سراسر دوره پژوهش موش ند.تقسیم شد(SNL)  (5)تعداد=

یندهای آجا و دستکاری شدند و تمام فرتوسط دو نفر نیز جابه

پژوهش حاضر مطابق با کلیه اصول اخلاقی کار با حیوانات که 

توسط کمیته اخلاق دانشگاه مورد بررسی و تأیید قرار گرفت بود، 

 انجام گردید.

وشی است که به طور گسترده ر SNLمدل : لیگاتوربندی نخاع 

های درد نوروپاتیک و تأثیر داروها و برای مطالعه مکانیسم

. جهت (8) گیردرفتارهای مرتبط با درد مورد استفاده قرار می

میلی گرم  60ها با سدیم پنتوباربیتول )، ابتدا رتSNLایجاد مدل 

و سپس  ندصورت درون صفاقی( بیهوش شده در هر کیلوگرم ب

 (9) ها بر اساس روش کیم و چانگعصب پنجم کمری نخاعی آن

این روش، پس از  به طور محکم گره زده شد. به طور خلاصه در

ای در سطح مهره عضلات بین مهره ،اطمینان از بیهوشی حیوان

و زائده عرضی مهره ششم  گردید چهارم کمری و دوم خاجی جدا

عصب پنجم کمری پس از مشخص شدن برداشته شد. نیز کمری 

گردید. عصب ا ظرافت از اعصاب مجاور جدا ب ،سمت چپ نخاع

 Threadپنجم کمری به طور محکم با استفاده از نخ مخصوص 

silk دقیقاً در انتهای دیستال جهت اطمینان از ایجاد اختلال در ،

تمام فیبرها گره زده شد. همچنین، جهت اجتناب از آسیب به 

تنها در نهایت، عصب چهارم کمری، دقت بالایی مبذول گردید. 

حیواناتی در ادامه آزمایش لحاظ شدند که درد نوروپاتی را در 

نیز پوست و عضله در  Cهای رفتاری نشان دادند. در گروه آزمون

ناحیه بالای ران برش داده شد و پس از نمایان شدن عصب 

 4/0سیاتیک، پوست و عضله بدون دستکاری عصب با نخ بخیه 

های ی جهت آزمایشسیلک بخیه زده شد. به منظور سازگار

روز در  3رفتاری نیز حیوانات پیش از لیگاتوربندی نخاع به مدت 

بار برای هر آزمایش( قرار گرفتند.  2های رفتاری )معرض آزمون

بدین صورت که حیوانات پس از انتقال به آزمایشگاه رفتار درد، 

دقیقه در محیط  20-30بدون اجرای واقعی آزمایش، به مدت 

های رفتاری آزمونبه طور کلی، گرفتند. قرار میاصلی آزمایش 

، پیش از لیگاتوربندی و به طور هفتگی پس از انجام عمل درد

 .(10)گردید لیگاسیون اجرا می
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گیری آلوداینیای به منظور اندازه: های رفتاریآزمون

مکانیکی، حیوان بر روی یک شبکه سیمی و در داخل یک محفظه 

سانتی متر قرار  30و ارتفاع  20×20پلکسی گلاس به ابعاد 

دقیقه  30گرفت. جهت عادت کردن حیوانات به محیط جدید،می

شفاف و بر روی صفحه مشبک قرار قبل از آزمایش، درون محفظه 

 گرفتند. به منظور سنجش آلودینیای مکانیکی، از تارهای مختلف

Von Ferry  ( 60 و 26، 15، 8، 6، 4، 2گرم  ) 60تا  2در محدوده

جهت سنجش حساسیت پوست   USA،Stoltingساخت شرکت 

به تحریکات تماسی استفاده شد. هر آزمایش با تار دارای کمترین 

ع شد و در صورت عدم ایجاد پاسخ، به ترتیب از تارهای وزن شرو

بار متوالی، پاسخ )بلند  2با وزن بالاتر استفاده گردید. چنانچه 

گردید، همان وزنه به عنوان کردن پا توسط حیوان( مشاهده می

( Paw Withdrawal Thresholdآستانه پس کشیدن پنجه )

(PWT)  انچه حیوان به یافت. چنمیشد و آزمون خاتمه میثبت

داد، عدد نیز پاسخ نمی 60هیچ یک از تارها، از جمله تار شماره 

شد. همچنین، هر میبه عنوان آستانه پاسخ در نظر گرفته  60

دقیقه تکرار شد و میانگین  3بار و به تناوب حداقل  3آزمایش 

 .(11) ها به عنوان آستانه پس کشیدن پنجه منظور گردیدآن
و  Hargreaves جهت سنجش پردردی حرارتی از روش

با کمی تغییر استفاده گردید. به طور خلاصه در  (12) همکاران

  Radiant Heat Plantar Testاین روش با استفاده از دستگاه 

(Ugo Bassil, Italy حیوانات در سه اتاقک از جنس پلکسی )

متر( و بر روی یک سانتی 30و ارتفاع  22گلاس  )طول و عرض 

دقیقه  30گرفتند. پس از میپلکسی گلاس تمیز قرار صفحه 

جایی منبع متحرک تابش سازگاری حیوان با محیط جدید، با جابه

نور حرارتی، بخش میانی کف پای حیوان از میان سطح پلکسی 

گرفت. پس از میگلاس در معرض تشعشع ثابت حرارتی قرار 

مر فعال تابش نور حرارتی توسط دستگاه به کف پای حیوان، تای

گردید و میشد و با کشیدن پا، تابش نور قطع و تایمر متوقف می

میزان تحمل حیوان نسبت به محرک  PWLبا ثبت زمان تأخیر در 

گرفت. هر پا به طور میرسان حرارتی مورد سنجش قرار آسیب

دقیقه، برای سه بار آزمایش و میانگین  10تا  5متناوب و با فواصل 

شد. همچنین، میانگین میانه درد حرارتی ثبت ها به عنوان آستآن

 گیری اولیه به عنوان تأخیر پایه در نظر گرفته شد.سه اندازه

ها ، رتایهفته 6ساعت پس از پایان دوره  48: استخراج نمونه 

  و زایلازین (90mg/kg)  توسط تزریق درون صفاقی کتامین

(10mg/kg) عصب  های نخاعی تشکیل دهندههوش و سگمنتبی

 T10-T12  (mm هایکه در رت، میان دنده (L4-L6)  سیاتیک

ترین بخش ممکن با برش در پایین (،23) اندقرار گرفته  (25-20

ها در نیتروژن منجمد و برای بلافاصله استخراج شد. تمامی نمونه

  .نگهداری شدند  -80در دمای  تجزیه و تحلیل بعدی

گرم بافت جهت میلی 50سنجش حدود : NT-4بیان ژن  

 QIAzol Lysis در 10به  1به نسبت  total RNA استخراج

Reagent پروتئینی،  یهموژن گردید. به منظور برداشتن اجزا

 10min ،12000g، گراددرجه سانتی 4 محصول حاصل در

با کلروفرم مخلوط و به  5/0به  1سانتریفوژ شد. سپس به نسبت 

درجه  4محصول در درثانیه به شدت تکان داده شد.  15مدت 

سانتریفوژ و بخش معدنی و آبی از  15min ،12000g، گرادسانتی

 5/0به  1برداشته و با نسبت  RNA هم جدا شدند. بخش محتوی

دقیقه در دمای اتاق رها و  10با ایزوپروپانول مخلوط و به مدت 

سانتریفوژ شد.  10min ،g 12000، گراددرجه سانتی 4 سپس در

Pellet حاوی RNA 20 در اتانول شستشو و درLµ آب RNAS-

Free حل گردید. غلظت RNA مورد سنجش قرار گرفت  

(Eppendorff, Germany) 8/1بین  280به  260و نسبت جذبی 

با  cDNA به عنوان تخلیص مطلوب تعریف گردید. سنتز 2تا 

 Random hexamer ستفاده ازا و با RNA از1gµ استفاده از

primer  و آنزیم Mmulv Reverse transcriptase   .انجام گرفت

-Real time از روش کمیmRNA NT-4  گیری سطوح بیاناندازه

PCR با استفاده از Primix syber green II ( انجام شدUSA 

Applied Bio systems20 (. مخلوط واکنش در حجم نهاییLµ  و

 صورت پذیرفت. طراحی پرایمرها duplicate هر واکنش به صورت

 در بانک ژنی  GAPDH وNT-4 های بر اساس اطلاعات ژن

NBCIو توسط شرکت ماکروژن  (Macrogen Inc., Seoul, 

Korea)  انجام شد. از GAPDH  به عنوان ژن کنترل استفاده

شامل   Real time-PCR  گردید. برنامه دمایی مورد استفاده در

 1مدت به  60ثانیه،  15به مدت  95دقیقه،  10به مدت  95

های موردنظر نیز با سیکل( بود. میزان بیان ژن 40دقیقه )تکرار 

 .محاسبه شد CTΔΔ- 2  روش
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ها جهت تعیین نرمال بودن توزیع داده:  تجزیه و تحلیل آماری 

استفاده شد. جهت تعیین ( KS) اسمیرنوف از آزمون کولموگروف

یکطرفه از تحلیل واریانس ی رفتاری معناداری تفاوت بین متغیرها

جهت  Tاز آزمون های تکراری و و آزمون تحلیل واریانس با اندازه

استفاده شد. تجزیه و تحلیل داری تفاوت بیان ژن تعیین معنی

-انجام و سطح معنی SPSS-20 افزارهایها با استفاده از نرمداده

 .در نظر گرفته شد( =05/0α) 05/0داری 
 

 نتایج
هفته لیگاتوربندی عصب  6این مطالعه نشان داد که نتایج 

( و پردردی 2 ( موجب آلوداینیای مکانیکی )نمودارSNLنخاعی )

های گروه تجربی در مقایسه با گروه ( در رت1حرارتی )نمودار

نیز در  NT-4شود. همچنین میزان بیان ژن ( میCکنترل )

 بالاتر بود. Cدر مقایسه با گروه SNLهای گروه رت

در طول  SNL گروه هایکه رت دهدمینشان  1نمودار  نتایج

تری در آزمون پردردی ینیآستانه پا شش هفته لیگاتوربندی، از

 (.>05/0p) اندبرخوردار بودهحرارتی نسبت به حالت طبیعی 

هفته  6که در طول  دهدمینشان  2نمودار  همچنین،

در تری نیز پایینآستانه درد  از SNL گروه های، رتلیگاتوربندی

 اندبرخوردار بوده Cآزمون آلوداینیای مکانیکی در مقایسه با گروه 

(05/0p<). 

 هفته 6 به علاوه، نتایج پژوهش حاضر نشان داد پس از

نسبت  (SNL)  درگروه لیگاتوربندی NT-4 لیگاتوربندی، بیان ژن

 ( >05/0p) یابدمیبه گروه کنترل به طور معناداری افزایش 

 (.3نمودار)

 

 و نتیجه گیری بحث
به  کاهش فعالیتهفته  6در مطالعه حاضر مشاهده شد که 

-رتدر عصب سیاتیک  NT-4موجب افزایش بیان ژن  SNLشکل 

های نر ویستار شده است. همچنین این افزایش بیان ژن با درد 

 

 ( نشان داده شده است. SNL( و فعالیت کاهش یافته )Cمیزان درد نوروپاتیک به شکل پردردی حرارتی در دو گروه کنترل ) .1نمودار

 (.>05/0pدهد )* اختلاف معنادار نسبت به گروه کنترل را نشان می
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نوروپاتی به شکل آلوداینیا مکانیکی و پردردی حرارتی همراه بوده 

های حرکتی عمل اتی برای نورونبه عنوان فاکتور حی NT-4است. 

نشان داده  NT-4فاقد های موشدر  ،. به طور مثال(13) کندمی

پراکندگی  از قبیلاختلالات مورفولوژیکی بسیاری  کهشده است 

پیش سیناپسی در  یکولین از غشاهای استیلگیرنده و انفصال

نشان  زیادی. مطالعات (14) دهدرخ می عضلانی-پیوندگاه عصبی

 

 ( نشان داده شده است. SNL( و فعالیت کاهش یافته )C. میزان درد نوروپاتیک به شکل آلوداینیای مکانیکی در دو گروه کنترل )2نمودار
 (.>05/0pدهد )* اختلاف معنادار نسبت به گروه کنترل را نشان می

 

 

 

 ( نمایش داده شده است.SNL) لیگاسیون عصب نخاعی( و Cدر دو گروه کنترل ) NT-4.تغییرات 3نمودار
 (.>05/0pدهد )اختلاف معنادار نسبت به گروه کنترل را نشان می*  
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گر، فرایند درد را به عنوان یک تنظیم ،هادهندکه نوروتروفینمی

در فیزیولوژی  NT-4کنند. با این حال نقش مشخص کنترل می

. در همین راستا نشان داده (15) درد نوروپاتی نامشخص است

در برگشت  NT-4بادی ویژه آنتی شده است که تزریق مکرر

وسیله لیگاتوربندی عصبی نخاعی ایجاد ه پردردی حرارتی که ب

. با این حال گزارش شده است که (16) شده بود، ناتوان بوده است

به اعصاب آسیب دیده موجب بهبود ظرفیت  NT-4اضافه کردن 

 ها شده و به هدایت عصبی کمک شایانی کرده استآن نوزایی

بیان این نوروتروفین در  ممکن است افزایش وجود این. با (17)

های عصبی ناشی ضر، سازوکاری جهت مقابله با آسیبمطالعه حا

در ارتباط با سازوکارهای مولکولی، نشان داده  بوده باشد. SNLاز 

از طریق تنظیم بیان عصبی را احتمالاً  نوزاییاین  NT-4 شده که

 Myelin-associated) به میلینهای وابسته گلیکوپروتئین

glycoproteinهای میلین و پروتئین های پایه(، پروتئین

 .(18) کندمی گریمیانجیین، ینوروفیلامنت با وزن مولکولی پا

لیگاتوربندی عصب نخاعی با  در مطالعه حاضر، از سوی دیگر

آلوداینیا و پردردی همراه بوده است. یکی از پیامدهای شایع درد 

-. کاهش فعالیت(19) بدنی کاهش یافته است اتی فعالیتنوروپ

ی در عملکردهای فیزیولوژیک تواند خلل بسیاربدنی خود می

. در (20) های مختلف بدن از جمله سیستم عصبی بگذاردسیستم

بدنی افزایش یافته به شکل تمرینات استقامتی و  مقابل فعالیت

 های مختلف بدن داردات سودمند بسیاری بر سیستمتأثیرقدرتی 

-NTتمرینات ورزشی بر میزان بیان و پروتئین  تأثیرچند  . هر(7)

، به  هر حال (21) باشدنمیدر حالت درد نوروپاتی در دسترس  4

به همراه درد  SNLبه شکل کاهش فعالیت در مطالعه حاضر 

-در اعصاب سیاتیک رت NT-4نوروپاتی موجب بیان افزایش یافته 

( 2011) ( و همکاران English) شده بود. اینگلیشهای نر ویستار 

فعالیت به شکل راه رفتن روی نوارگردان افرایش گزارش کردند که 

شود که این پدیده با تغییر عصبی می نوزاییموجب افزایش میزان 

. (21) در عصب آسیب دیده همراه بوده است NT-4بیان میزان 

ی از فرایند تأثرفرایند م NT-4دهند تغییرات این نتایج نشان می

باشد. با این حال مطالعات بیشتری میعصبی  نوزاییحس درد و 

 در درد نوروپاتی مورد نیاز است. NT-4نقش  درکبرای 

کاهش فعالیت به طور کلی در پژوهش حاضر مشخص شد که 

تواند با اثرات مخرب عصبی همچون پردردی می SNLبه شکل 

همراه  NT-4ایش یافته حرارتی، آلوداینیا مکانیکی و بیان ژن افز

بدنی افزایش یافته به  رسد فعالیتدر این جا به نظر می .باشد

شکل تمرینات استقامتی و قدرتی بتواند از تخریب عصب و 

تائید این  ،اختلالات وابسته به آن جلوگیری کند، با این حال

 باشد.ای در این رابطه میمطالعات گستردهنیازمند فرضیه 
 

 قدردانیتشکر و 

 رزشینامه کارشناسی ارشد فیزیولوژی و مقاله حاضر حاصل پایان

ا رنویسندگان مقاله بدین وسیله مراتب تقدیر و تشکر خود است. 

ت از آزمایشگاه گروه علوم تشریح دانشکده پزشکی دانشگاه تربی

  دارند.مدرس ابراز می
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Abstract 
Background & Objectives: Painful neuropathy is a state resulting from somatosensory disease or injury. Neurotrophins 

such as NT-4 are crucial for neural growth and development and protect the integrity of function and structure of nervous 

system. Paying heed to the importance of physical activity in neural plasticity, this study focuses on the investigation of 

chronic effect of decreased activity on the form of spinal nerve ligation on NT-4 gene expression of male Wistar rat’s 

sciatic nerve fiber. 

 

Materials & Methods: Ten adult male Wistar rats in the weight range of 250±30 gr were randomly divided into two 

groups, including one healthy control group (C) and one group with decreased physical activity (SNL). Over six weeks, 

neuropathic pain behavior tests were conducted continually in both groups. At the end of the sixth week, the changes in 

NT-4 gene expression in sciatic nerve were measured with Real time technique. 

 

Results: The behavioral tests demonstrated that spinal nerve ligation induced thermal hyperalgesia and mechanical 

allodynia in the SNL group. Decreased pain threshold was observed throughout the study period (p<0.05). Additionally, 

in comparison with the C group, NT-4 gene expression in sciatic nerve fiber was significantly higher in the SNL group 

(p<0.05). 

 

Conclusion: In the present study, it was discovered that the decreased activity in the form of SNL is associated with 

increased NT-4 gene expression in the experimental group. With respect to the physiologic functions of NT-4 in nervous 

system, this elevation is probably a mechanism for neurogenesis in the injured area, and based on the previous studies, it 

seems that the increased activity could enhance the increased NT-4 gene expression and accelerate neurogenesis. 
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