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 مقاله پژوهشي 

و  يمغز-یسد خون يریزان نفوذپذیبر م L-NAMEد توسط یک اکسایترید نیمهار تول تأثیر بیایارز
در  يمجدد مغز یرسانخون-یسکمیبه دنبال ا ير قشریز یدر نواح 12و  3-نیکلود هايژن يبردارنسخه

  نر ییموش صحرا
  

  ٤*يمحمد يمحمدتق، ٣نوروززاده يعل، ٢اديشه مايش ،١يحسن قشون
 

  29/07/1397تاریخ پذیرش  21/05/1397تاریخ دریافت 
 
 يدهچک

 يرقشريز ياحدر نو يعيوس طوربه يمجدد مغز يرسانخون-يسکميا به دنبالد يک اکسايتريد گسترده نيو تول يمغز-يشکسته شدن سد خون :هدف و زمينهپيش
، که نقش ١٢و  ٣-نيکلود ييل غشاداخ هايپروتئين بردارينسخهبر  L-NAMEد توسط يک اکسايتريما اثرات مهار ن، رونيازا. گرددمي) واقع يمرکز ي(نواح

  م.ينمود يرا بررس ييدر موش صحرا يمجدد مغز يرسانخون-يسکميا به دنبال يرقشريز يدارند، در نواح يمغز-يدر ساختار سد خون يديکل
ک، يسکميشاهد، کنترل ا يهاگروهم شدند: يدر سه گروه تقس يتصادف طوربهگرم)  ٢٧٠-٣٢٠ستار (ينر با نژاد و ييصحرا موشهجده سر : کار روشمواد و 

د. يمجدد انجام گرد يرسانخونساعت  ٢٤قه و به دنبال آن يدق ٩٠) راست به مدت MCAO( يانيم يان مغزيق انسداد شريمغز از طر يسکميک درمان. ايسکميا
)، NDS( يحرکت-يافت کردند. شاخص اختلالات عصبيدر MCAOقه قبل از يدق ٣٠ صفاقيداخل طوربه ١ mg/kgزان يبه م L-NAME ييصحرا هايموش

  شدند. يبررس MCAOساعت پس از خاتمه  ٢٤ يرقشريز يدر نواح ١٢و  ٣-نيکلود هايژن بردارينسخهو  يمغز-يسد خون يرينفوذپذ
ک يسکميک گروه کنترل ايسکميا هاينيمکرهدر  يمغز-ي) و گسسته شدن سد خون٨٣/٢±٣٠/٠( يحرکت-يعصبجاد اختلالات يسبب ا MCAOالقاء : هايافته

سد  يرين نفوذپذي) و همچن٥٠/١±٢٢/٠( يحرکت-ياختلالات عصب داريمعني طوربهمار شده يک تيسکميا هايموشدر  L-NAMEمار با يت کهحاليدرد، يگرد
به  ١٢و  ٣-نيکلود هايژن بردارينسخهش سطوح ين سبب افزايک درمان همچنيسکميدر گروه ا L-NAMEمار با يت). p=٠٠٢/٠را کاهش داد ( يمغز-يخون
  ک کاهش داشت.يسکميدر گروه کنترل ا د کهيگرد درصد ٧١و  درصد ٧٦ بيترت

 يامدهايو پ يمغز-يگسسته شدن سد خون يمجدد مغز يرسانخون-يسکمين ايد حيک اکسايتريد نيکه مهار تول دهدميما نشان  هاييافته: گيريبحث و نتيجه
  .دهدميکاهش  ١٢و  ٣-نيکلود هايژن بردارينسخهق ممانعت از کاهش سطوح يسکته را از طر

 ۱۲-ني، کلود۳-ني، کلوديمغز-يد، سد خونيک اکسايتريمجدد، ن يرسانخون-يسکميا ها:کليدواژه

  
 ١٣٩٧ ذرآ، ٦٣١-٦٤١ ص، نهم شماره، نهميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
  ٠٢١-٨٢٤٨٣٤١٩: نمابر&  ٠٩١٢٧٧١٣٥٨٣:تلفن تهران، ،االلههيبق يپزشک علوم دانشگاه ک،يزيوفيب و يولوژيزيف گروه: آدرس مکاتبه

Email: Mohammadi.mohammadt@yahoo.com & Mohammadimohammadt@bmsu.ac.ir 

  
  مقدمه
آب در پارانشيم مغز  ازحدشيبتجمع  يز مغز به معنايا خي آدم

ز ناشي ا يهابيآسجاد شده و يکه به دنبال سكته مغزي ا باشديم
با دو  يبعد از بروز سکته مغز يمغز آدم. )۱( کنديمآن را تشديد 

اصله بلاف معمولاً. ديآيمبه وجود  يا عروقيو  يت سلوليمسموم منشأ
ا ولي ب شدهشروعلولي با تورم س يمغز آدمجاد ايسكمي مغز يبا ا

                                                             
  ، تهران، ايرانه االلهيبق يدانشگاه علوم پزشکي، دانشکده پزشکي، ولوژيزيف ارياستاد١

  ، تهران، ايرانه االلهيبق يدانشگاه علوم پزشک، قات علوم اعصابيمرکز تحقي، روانشناس ارياستاد ٢
 ، تهران، ايرانه االلهيبق يدانشگاه علوم پزشکي، دانشکده پزشکي، ولوژيزيف ارياستاد ٣
  مسئول) يسنده(نو ، تهران، ايرانه االلهيبق يدانشگاه علوم پزشکي، دانشکده پزشکي، ولوژيزيف اريدانش ٤

ز به آن اضافه ين يعروق آدمدن عروق مغز يگذشت زمان و آسيب د
ي کمبود انرژ ليبه دل يت سلوليمسموم منشأبا  آدم. )۳-۱( گردديم

 که با حركت دهديم يرو يو عدم توانايي غشاء در تنظيم حجم سلول
 کهحاليدر. )۲(به داخل سلول همراه است  ين بافتيآب از فضاي ب

جاد يباشد ا دهيدبيآسكه عروق مغز  يدر زمان يعروق منشأبا  آدم
از پلاسما به  هانيپروتئزواسموتيك و يو با حركت مايع ا شوديم
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فضاي  آدم. در اين نوع )۲, ۱(همراه است  ين بافتيداخل فضاي ب
جاد اختلال در جريان خون و يافته و باعث ايگسترش  ين بافتيب

 يهابيآسد شده و يدر ماده خاكستري و ماده سف يمايعات مغز
  .)۴( کنديمد يرا تشد يسکته مغز

انسان  بدن يهابافت نيترحساسسيستم عصبي مركزي يكي از 
 داشتنهنگخود به تنظيم دقيق و ثابت  يعياست كه براي عملكرد طب

محيط خارج سلولي نياز دارد  دهندهليتشکگر مواد يو د يغلظت يون
 كه دارد وجود يانتخاب سد يك مغز خون گردش اندوتليوم . در)۵(

. )۶( ندکيم فايا نقش مغز بافت به مواد انتقال در لتريف يك همانند
. اتصالات محکم از شوديمده ينام يمغز-يسد خون ين سد انتخابيا

ن يپروتئ ياديبوده و از تعداد ز ين سد انتخابيمهم ا ياجزا
 نيترمهماز  هاودينكل. )۵(ل شده است يتشک ياختصاص

 ال عروق مغز بوده کهياندوتل يهاسلولاتصالات محکم  يهانيپروتئ
. حداقل )۶( رنديگيمقرار  هاسلولن يدر غشاء ا يبه صورت عرض

در پستانداران شناسايي شده  هاكلوديننوع ايزوفرم متفاوت از  ۲۴
ت از لحاظ تاخوردن يکسان بوده و از طريق اتصالا هايهمگکه 

ه يار اولتا ساخت کننديمهموفيليك و هتروفيليك باهم ارتباط برقرار 
 يهابافتدر بين  هاكلوديناتصالات محکم بوجود آيد. الگوي بيان 

 ۱۲و  ۵، ۳-مغز كلودين يمختلف متفاوت بوده و در اندوتليوم عروق
  .)۸, ۷( شوديمديده 

 يايسكمي مغز از پس يکوتاه زمان مغزي-خوني به سد آسيب
 شدت و زانيم به بسته مجدد، يرسانخون دوره طي در و شده آغاز

 چندين نقش شده انجام مطالعات ).۹( رسديم خود اوج به ايسكمي،
 ينتخابن سد ايب به ايجاد آسيا د درياکسا کيترين رينظ مهم فاكتور

در ). ۱۲-۱۰( اندکردهرا گزارش  مجدد يرسانخون-يسکميا طي در
انجام شده  يسکته مغز يوانيح مدل از استفاده که با ايمطالعه
د يکساا کيترين توليد مغزي و افزايش-خوني سد ن آسيبيرابطه ب
ن تحقيق، يج ايه نتاي. بر پا)۱۱(نشان داده شده است  يبه خوب
که باعث  ١)NOSد (يک اکسايتريد کننده نيتول آنزيم تيفعال افزايش

ن يرولتيس-د و الياکسا کيترين به نيآرژن-نه اليد آميل اسيتبد
 آسيب مغزي-خوني سد از بافت مغز كه ييهاقسمت در گردديم
 جاديا که با ديگر مطالعه در .مغز دارد آدم تشكيل ده نقش مهم دريد

 نن ميزايانجام شده ب صحرايي موش در کروسفريتوسط م يآمبول
-ونيخ سد ب وارده بهيآس افزايش و دياکسا کيترين توليد افزايش
 يآمبول جادين ايهمچن). ۱۲( ک گزارش شده استيرابطه نزد مغزي

 دس نفوذپذيري جبريل سبب افزايش مغز در کروسفريتوسط م
ک يتريد کننده نيتول آنزيم بيان د که با افزايشيمغزي گرد-خوني
 بود اههمر مغز يعروق اندوتليوم در دياکسا کيترين توليد د وياکسا

                                                             
1 Nitric oxide synthase 

 از يناش مغزي-خوني سد بيآس نيب بتوان اگر ن اساسيبر ا). ۱۳(
 مهار ودنم برقرار يارابطه دياکسا کيترين توليد افزايش و يسکميا

 کاهش و مغزي-خوني سد آسيب كاهش در بتواند ديبا آن توليد
که  يقيسم دقين حال مکانيبا ا. باشد داشته مؤثر نقش آدم جاديا

 يرسانخون-يسکمين ايد در حيک اکسايتريد نينشان دهند مهار تول
  شده وجود ندارد. يمغز-يمجدد مغز سبب کاهش صدمه به سد خون

ده ش يسکميا يهامکرهيندر  يمغز-يب به سد خوني، آساساساً
کاهش  که با شوديمده ياتوم ديمثل استر يرقشريز يشتر در نواحيب
ن ي. همچن)۱۵, ۱۴(اتصالات محکم همراه است  يهانيپروتئان يب
 يسکميا يد در نواحيک اکسايتريد کننده نيتولم يت آنزيزان فعاليم

 ه همراه استين ناحيدر ا آدمل يش تشکيکه با افزا يرقشريشده ز
 يبا توجه به جستجوها کهازآنجايي. )۱۶( گردديممشاهده  يبه خوب

 رتأثيکه در آن  ايمطالعهقابل دسترس،  يدر منابع علم انجام شده
و  ۳-نيکلود يهاژناز  يبردارنسخهد بر يک اکسايتريد نيمهار تول

مجدد در  يرسانخون-يسکميدر مدل ا يرقشريز يدر نواح ۱۲
 و ين اساس طراحيمطالعه حاضر بر الذا افت نشد ي ييموش صحرا

  د.يانجام گرد
 

  مواد و روش کار
سر  ۱۸ بود از يتجرب-يک مطالعه مداخله ايق که يتحق اين در

 حيوانات پرورش مركز از ستار کهينژاد و نر صحرايي بالغ موش

وزني  محدوده در (عج) االلههيبق پزشكي علوم دانشگاه آزمايشگاهي
وانات قبل يد. حياستفاده گرد ،شدندمي يداريگرم خر ۳۲۰تا  ۲۷۰

 ييساعت روشنا ۱۲ط استاندارد يش در شرايآزما يدر ط از مطالعه و
 با و ºC ۲۵، رطوبت مناسب، درجه حرارت يکيتار ساعت ۱۲و 

بر طبق  هاآزمايششدند. تمام  يبه آب و غذا نگهدار آزاد يدسترس
 دانشگاه يپژوهش يوانات، مصوب شورايح با کار يمقررات اخلاق

  د.يانجام گرد ينکيون هلسيکنوانس(عج) و  االلهبقيه پزشكي علوم
 موضعي-يايجاد ايسکمي موقت جهتبراي آماده سازي حيوان 

گرديد استفاده و همکاران  Longaتوسط مغز از روش ارائه شده 
درصد  ۵/۲زوفلوران يتوسط ا ييصحرا هايموشدر ابتدا  .)۱۷(

بعد از تثبيت حيوان بر روي ميز جراحي، هوش شدند. ي(انگلستان) ب
ا تعضلات را کنار زده  بافت همبند وو  ناحيه گردن از وسط باز شده

 آن هايشاخهي آسان به شريان کاروتيد مشترک و سامکان دستر
 بستنبا  ايسکمي، يهاگروه. در (خارجي و داخلي) فراهم گردد

موقت شريان کاروتيد مشترک طرف راست شکاف ظريفي در شاخه 
کاروتيد خارجي ايجاد نموده و همزمان با بستن قسمت پائين آن نخ 

ه نوک آن توسط حرارت گرد شده ک )۳-۰شماره اده شده (منايلون آ



 ۱۳۹۷ ذرآ، ۹، شماره ۲۹دوره   اروميه مجله پزشکي
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ليزين پوشانده شده را از راه شکاف وارد شريان -ال و سطح آن با پلي
 داخلي و از آنجا به آرامي به داخل جمجمه و به طرف حلقه ويليس

خ از عبور نوک ن. با برسدابتداي شريان مياني مغز به تا  هدايت کرده
. دشميجاد يت آن ايادر هد يمقاومت اندکشريان مياني مغز، بتداي ا

نخ نخ آماده شده در محل مورد نظر  يريقرارگبعد از اطمينان از 
. براي خاتمه شدميدر محل تثبيت  قهيدق ۹۰نايلون به مدت 

به آرامي از را  نخ نايلونمجدد  يرسانخونو شروع مرحله ايسکمي 
ايجاد شده در  هايزخم يبا بستن شريان خارج رون آورده ويبرگ 

حيوان تا بهوش آمدن در محل گرم زده و بخيه را ناحيه گردن 
. در تمام دوره آزمايش تا خاتمه بيهوشي درجه شدمينگهداري 

درجه  ۳۷-۳۸حرارت حيوان با کمک لامپ گرم کننده در محدوده 
را وان حي ،. بعد از هوشياري کاملشدميثابت نگه داشته  گرادسانتي

بعدي در شرايط  هايآزمايشو تا انجام نموده ل به قفس منتق
  .گرديدميمناسب نگهداري 

به صورت زير انجام  قيتحقن يدر ا يمايشزآ يهاگروهپروتکل و 
ر يگروه به شرح زدر سه  يوانات مورد نظر به صورت تصادفيشد و ح

بعد از  وانات اين گروهي): در حn= ۶( شاهد گروه -۱ قرار گرفتند:
 آشکارسازي مغز با يانيان ميانسداد شرعمل جراحي جهت ، يهوشيب

و داخلي در  خارجي کاروتيد هايشريانو  شريان کاروتيد مشترک
صورت ولي عمل انسداد شريان مياني مغز شده  ناحيه گردن انجام

ساعت  ۲۴ ،عدم انسداد شريان مياني مغز به . با توجهپذيرفتنمي
ايسکمي مغزي مشاهده از حاکي  علائم گونههيچ يان جراحيبعد از پا

ن گروه کليه يوانات ايحدر ): n= ۶( ايسکميکنترل  گروه -۲نشد. 
. باشدمي شاهد ايسکمي مشابه گروه ءاعمال جراحي تا مرحله القا

مرحله  و کردميدقيقه دوام پيدا  ۹۰ايسکمي به مدت  ءالقا
نخ شروع شده و بعد از  آهستهکشيدن  با بيرون مجدد يرسانخون
وان در محل مناسب و حيدقيقه محل جراحي بخيه زده شده  ۱۵

ساعت بعد از  ۲۴حرکتي -اختلالات عصبي يارزياب. شدمينگهداري 
 ،ماندندميزنده در حيواناتي که  مجدد يرسانخونشروع مرحله 

 اقيداخل صفبا تزريق  ،تحت بيهوشي عميق. سپس گرديدميانجام 
ط مغز را با احتياو  هجدا کرد را سر، كشتهحيوان را  ،ديمتيوپنتال س

مورد نظر  يرهايمتغبررسي  جهت و کامل از جمجمه خارج نموده
 L-NAME )۶مار شده با يت ايسکميگروه  -۳. شديم يآماده ساز

=n(محلول  يسکميجاد ايقه قبل از ايدق ۳۰ن گروه يوانات اي: حL-

NAME زان يبه مmg/kg ۱ افت کردند يدر يبه صورت داخل صفاق
القاء  يبرا يلامان گذاريجهت ف يو جراح هاپروتکل يو مابق

انجام ايسکمي همانند گروه کنترل  مجدد يرسانخون-ايسکمي
در  نآا بعد از ي ين جراحيکه در ح يواناتيح است، ذکرقابلد. يگرد

مطالعه  يهاگروهاز  ماندندينمزنده مجدد  يرسانخونمرحله  يط
  .شدنديمن يگزيد جايوانات جديخارج شده و توسط ح

-Lق ين تحقياوانات در يمار حيت يماده مورد استفاده برا

NAME )N-nitro-L-arginine methyl esterگما يشرکت س ) از
 يبرا L-NAMEمحلول  يشد. جهت آماده ساز يداريکا) خري(امر
وزن  يتاليجيق ديدق يشده توسط ترازو يداريق، ابتدا پودر خريتزر

 تي. در نهاشدمين حل يشده و به صورت تازه با محلول نرمال سال
ق يه شده به صورت تازه و پس از محاسبه مقدار تزريمحلول ته

)mg/kg۱ق انجام يتزر يوان به صورت داخل صفاقيهر ح ي) برا
بر اساس  L-NAMEزان دوز و روش مصرف يم ضمناً. گرديدمي

ن يق بيزان حجم تزري. م)۱۸(ده است يانتخاب گرد يمطالعات قبل
تر بسته به وزن و محاسبات انجام شده بود که يل يليک ميتا  ۵/۰

 يسکميوانات گروه شاهد و کنترل اين به حيمعادل آن نرمال سال
  .شدق يتزر

مغزي به صورت كمي و -بررسي آسيب و نفوذپذيري سد خوني
. )۱۰( ديگرديماز عروق انجام با استفاده از تكنيك خروج اونس بلو 

گما، آلمان) به صورت داخل ين روش محلول اونس بلو (سيدر ا
دقيقه  ۵درجه) به مدت  ۳۷درصد،  ۲از محلول  ml/kg۱( يديور

ساعت حيوان را بيهوش کرده و با  ۱۲. بعد از شديمتزريق  يبه آرام
 ک كانول در داخل بطن چپ قرار داده ويباز کردن قفسه سينه 

ml۳۰۰  ه . بعد از خاتمشديمق يآهسته تزر طوربهنرمال سالين گرم
جاد آسيب يشستشو سر حيوان را جدا کرده و مغز به آرامي و بدون ا

از جمجمه خارج شده و پس از جدا کردن ساقه مغز، مخچه و پياز 
به قطر  (coronal)شش برش عرضي بويايي توسط ماتريكس مغزي 

دوربين  توسط هابرشاز آماده سازي، از بعد شد. ميليمتر تهيه  ۲
رنگ که دال  يآب يو نواحعكس گرفته  (Canon, Japan)ديجيتال 

ز است ا يمغز يب به سد خونيبر خروج اونس بلو بوده و شاخص آس
  قرار گرفت. تحليلوتجزيهمورد  يفيلحاظ ک
ساعت بعد از پايان دوره ايسكمي زنده  ۲۴حيواناتي که تا  در

 ايمرهنبا بکارگيري تست پنج  حركتي -عصبياختلالات  ماندندمي
مورد نداشت  يمار شده آگاهيکه نسبت به گروه ت يتوسط فرد

ت ). در اين تست به صورت قراردادي اختلالا۱۹( ارزيابي قرار گرفت
ه درجه بندي شد ۵تا  ۱حركتي حيوان به شرح زير از نمره  -عصبي

 شاهد، حيوانات گروه ازجمله ،شدميبه حيواناتي داده  ۱. نمره است
براي حيواني  ۲. نمره دادندنمياختلال حركتي نشان  گونههيچكه 

 هنيمکره ايسکمي شد سمت متقابلكه دست  شدميدر نظر گرفته 
(حالت  دنمومي(دست چپ) را موقع آويزان شدن از دم خم 

Flexion كه در شروع حرکت  گرفتميحيواني تعلق به  ۳). نمره
ت (سمسمت متقابل نيمکره ايسکمي شده طح صاف به در يك س

بود را از دست داده  حيواني كه رفلكس ايستادنو  چرخيدميچپ) 
گونه  که فاقد هر شدميداده  ياتحيوانبه  ۵نمره  و در نهايت ۴نمره 

  .نددبوحركت خودبخودي 
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 و ۳-نيمورد نظر (کلود يهاژنان يزان بيم گيرياندازهجهت 
 يک کميبا استفاده از تکن mRNA گيرياندازه) از روش ۱۲

) در qRT-PCR( ٢مرازيپل يريواکنش زنج-معکوس يبردارنسخه
بافت مغز  mg ۵۰ کل از RNAابتدا  در سه مرحله استفاده شد.

براساس  )RNA )Invisorb RNA kit IIت استخراج يتوسط ک
 يهاونهنمت يفيت و کيد. کميپروتکل کارخانه سازنده استخراج گرد

RNA  الکتروفورز  وسيلهبهاستخراج شدهRNA ژل  يکل بر رو
مکمل  DNAد. در مرحله دوم سنتز يدرصد انجام گرد ۱آگاروز 

)cDNA از (μL۳  ازRNA ت سنتز يکل با استفاده از کcDNA 
)Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit بر اساس (

) انجام Bioneer, Takapozyst, Iranپروتکل کارخانه سازنده (
مورد نظر، جفت پرايمرهاي مربوط  يهاژن گيرياندازهد. جهت يگرد

بر مبناي  هاواکنشمورد استفاده قرار گرفتند.  nM ۸۰به هر ژن با 
انجام شد. واكنش در حجم نهايي  SYBR Greenاستفاده از رنگ 

μL ۲۵  و با اضافه کردنμg۱cDNA  .تعداد  برحسبانجام شد
 μL ۲۴لوطي از مواد داده شده تهيه و پس از توزيع نمونه ابتدا مخ
 μL ۱ cDNAمخصوص دستگاه، به هر كدام  يهاوبيتاز مخلوط به 

ذوب هر واكنش بررسي شد تا  يهايمنحنافزوده شد. در پايان 
شود.  دييتأصحت پيك مربوط به ژن مورد نظر و فقدان پرايمر دايمر 

استفاده  Ct∆∆-2ف از روش مختل يهاژنت براي محاسبه بيان يدر نها
  .)۲۰(گرديد 
 ±ن يانگيصورت م به قيتحق نيا در آمده دستبه يج آمارينتا

 يبرا .است شده ) ارائهMean ± SEMن (يانگيم استاندارد يخطا
ه ک طرفيانس يز واريان ژن از آزمون آناليمربوط به ب هايدادهز يآنال

)ANOVAسه درصدها و اسکورها از يمقا يد و براي) استفاده گرد
 ين برايهمچن. استفاده شد Post-hoc عنوانبه Tukeyآزمون 

 آزمون ک وير پارامتريغ ايمقايسهاز روش  يحرکت-يعصب هايداده
 هاسهيمقا يد. در تماميگرداستفاده  Mann-Whitney Uآماري 

۰۵/۰p< تلقي گرديد. دارمعنياختلاف  عنوانبه 
  
  هايافته

 ه شده از بافت مغزيکرونال) ته يهابرش( يمقاطع عرض
ق محلول اونس بلو به صورت داخل يبعد از تزر ييصحرا يهاموش

ارائه شده است.  ۱ر شماره يوانات مورد مطالعه در تصويدر ح يديور
ود وج ليبه دلد رنگ بوده اما يسالم مغز سف ير نواحين تصاويدر ا

و صدمه به عروق مغز ماده اونس بلو از خون وارد  يسکميا ياحنو
شده  ين نواحيدر ا يجاد رنگ آبيده و باعث ايم مغز گرديپارانش

 و يسکميعه ايعدم وجود ضا ليبه دلوانات گروه شاهد ياست. در ح

                                                             
٢ Polymerase chain Reaction -Quantitative Real time  

به صورت  يمکره مغزيرنگ هر دو ن يمغز- يب به سد خونيعدم آس
وانات گروه کنترل يدر ح هکحاليدررنگ است.  يد و بيسف کاملاً

ده (راست) خروج ماده اونس بلو به يعه ديمکره ضايدر ن يسکميا
 دهندهنشانکه  شوديممشاهده  يرنگ به خوب يصورت بافت آب

ر يز ينواح ويژهبهشده  يسکميمکره ايدر ن يمغز-يب سد خونيآس
 يماده رنگ خروج L-NAMEمار با ي. تباشديماتوم) يقشر (استر

اتوم ياستر يالخصوص در نواح يم مغز علياونس بلو از خون به پارانش
کاهش  دهندهنشانکاهش داده است که  ياملاحظهرا به مقدار قابل 

مار يوانات تيشده ح يسکميمکره ايدر ن يمغز-يب به سد خونيآس
  .باشديمشده 

در تمامي  يحرکت-ينتايج حاصل از بررسي اختلالات عصب
وانات گروه ينشان داده شده است. در ح ۱مطالعه در نمودار  يهاگروه

 بر اينمشاهده نشد. بنا يحرکت-ياختلالات عصب گونههيچشاهد 
ن يا يمقادير عدد کهحاليدربود.  ۵ک از ين شاخص يا يزان عدديم

د و دا کريش پيافزا يسکميوانات گروه کنترل اياختلالات براي ح
-Lمار با يبود. ت ۸۳/۲±  ۳۰/۰با ن شاخص برابر يا يزان عدديم

NAME طوربهرا  يحرکت-يزان شاخص اختلالات عصبيم 
کاهش داد و  يسکميوانات گروه کنرل ايسه با حيدر مقا يدارمعني

±  ۲۲/۰مار شده برابر با يوانات گروه تيح ين شاخص برايزان ايم
  ).p=۰۰۲/۰بود ( ۵۰/۱

ن ينسبت به بتا اکت ۱۲-نياز ژن کلود يبردارهنسخ يکم ريمقاد
ر قشر در نمودار شماره يشده ز يسکميه ايوم عروق مغز ناحيدر اندوتل

ه وانات گرويدر ح ين نسبت به لحاظ عدديزان ايارائه شده است. م ۲
مجدد  يرسانخون-يسکميجاد ايبود. ا ۲۸/۱±  ۲۷/۰شاهد برابر با 

 دارمعنيباعث کاهش  يسکميوانات گروه کنترل ايدر ح
د يسه با گروه شاهد گرديدر مقا ۱۲-نياز ژن کلود يبردارنسخه

)۰۰۹/۰=pبود.  ۴۳/۰±  ۰۸/۰آن برابر با  يزان عددي)، که م
-نياز ژن کلود يبردارنسخهزان يم L-NAMEمار با يت کهحاليدر
ش يافزا يسکميسه با گروه کنترل ايدر مقا يدارمعني طوربهرا  ۱۲

  بود. ۵۲/۱±  ۰۴/۰آن برابر با  يزان عددي)، که مp=۰۰۲/۰داد (
 ۳-نياز ژن کلود يبردارنسخه يکم ريمقاد ۳نمودار شماره 

ده ش يسکميه ايوم عروق مغز ناحين در اندوتلينسبت به بتا اکت
در  ين نسبت به لحاظ عدديزان اي. مدهديمرقشر را نشان يز
 -يسکميجاد ايبود. ا ۸۳/۰±  ۳۰/۰وانات گروه شاهد برابر با يح

باعث کاهش  يسکميوانات گروه کنترل ايمجدد در ح يرسانخون
 ين کاهش به لحاظ آماريد اما ايگرد ۳-نياز ژن کلود يبردارنسخه
آن برابر با  يزان عددينبوده و م دارمعنيسه با گروه شاهد يدر مقا
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زان يم L-NAMEمار با ين تي). همچنp=۱۷۸/۰بود ( ±۲۷/۰  ۰۵/۰
 يسکميسه با گروه کنترل ايرا در مقا ۳-نياز ژن کلود يبردارنسخه

بود  ۱۶/۱±  ۱۸/۰آن برابر با  يزان عدديش داده که ميافزا
)۰۲۵/۰=p.(  

  
  يمورد بررس يهاژن يبرا qRT–PCRپرايمرهاي مورد استفاده در  ):۱جدول (
Primer Genes 

CGGGCCTGTGGGTGAAGTGC 

CGAACTGGAGGACGCGCAGG   

Forward Claudin-12 

Reverse Claudin-12  
GGGTTGTACGTGGGCTGGGC 

GTGGATCGCGGCGCGGAATA   

Forward Claudin -3 

Reverse Claudin -3  
CCACACCCGCCACCAGTTCG 

CTAGGGCGGCCCACGATGGA   

Forward Rat ACTB 

Reverse Rat ACTB  
 

ق محلول اونس بلو به صورت يبعد از تزر ييصحرا يهاموش ه شده از بافت مغزي(کرونال) ته يعرض يهابرش دهندهنشانر يتصاو ):۱ر (يتصو
ب به سد يآس دهندهنشان رنگ يآب . مناطقباشنديم L-NAMEمار شده با يت يسکميو ا يسکميوانات گروه شاهد، کنترل ايدر ح يديداخل ور

  مجدد القا شده است. يرسانخون -يسکميب اياست که در آنها آس يواناتيدر ح يمغز – يخون

 
 و يسکميوانات گروه شاهد، کنترل ايمجدد در ح يرسانخون – يسکميب ايجاد آسيبعد از ا حرکتي -يعصباختلالات شاخص  ):۱نمودار (

  نشان داده شده است. SEM ± Meansصورت به  هاداده. L-NAMEمار شده با يت يسکميا
  شاهد است.با گروه در مقايسه  p=۰۰۰۱/۰ با دارمعنيتفاوت  دهندهنشان *

ǂ ۰۰۲/۰ با دارمعنيتفاوت  دهندهنشان=p  است. يسکميکنترل ابا گروه در مقايسه  
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وانات گروه يمجدد در ح يرسانخون – يسکميب ايجاد آسياتوم) بعد از اير قشر (استريز يدر نواح ۱۲-نيان ژن کلوديزان بيم ):۲نمودار (

  نشان داده شده است. SEM ± Meansصورت به  هاداده. L-NAMEمار شده با يت يسکميو ا يسکميشاهد، کنترل ا
  شاهد است.با گروه در مقايسه  p=۰۰۹/۰ با دارمعنيتفاوت  دهندهنشان *

ǂ ۰۰۲/۰ با دارمعنيتفاوت  دهندهنشان=p  است. يسکميکنترل ابا گروه در مقايسه  
 

  
وانات گروه يمجدد در ح يرسانخون – يسکميب ايجاد آسياتوم) بعد از اير قشر (استريز يدر نواح ۳-نيان ژن کلوديزان بيم ):۳نمودار (

  نشان داده شده است. SEM ± Meansصورت به  هاداده. L-NAMEمار شده با يت يسکميو ا يسکميشاهد، کنترل ا
ǂ ۰۲۵/۰ با دارمعنيتفاوت  دهندهنشان=p  است. يسکميکنترل ابا گروه در مقايسه  

 
  گيرينتيجهبحث و 

م يآنز ير اختصاصيق حاضر استفاده از مهار کننده غيدر تحق
ک يتريد نيتول) و مهار L-NAMEد (يک اکسايتريد کننده نيتول

د مجد يرسانخون-يسکميب ايکه در آنها آس يواناتيد در حياکسا
 يدر نواح يمغز-يالقا شده بود باعث کاهش صدمه به سد خون

ن يد. همچنيگرد يحرکت-ين اختلالات عصبيشده و همچن يسکميا
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و  ۳-نيکلود يهاژن يبردارنسخهاز کاهش  L-NAMEمار با يت
-يسکميب ايآس ليبه دلاتوم) يستر(ا يرقشريه زي، که در ناح۱۲

کرد.  يريافته بود، جلوگيه کاهش ين ناحيمجدد در ا يرسانخون
اتصالات  يهانيپروتئج مطالعه حاضر و نقش يبا توجه به نتا بر اينبنا

مهار  گردديمشنهاد يپ يمغز-يجاد و حفظ سد خونيمحکم در ا
 يبردارنسخهاز کاهش  يريد با جلوگيک اکسايتريد نيتول

ر د يمغز-يجاد صدمه به سد خونياتصالات محکم از ا يهانيپروتئ
ز بروز ه بعد اين ناحيدر ا يمغز آدمل يتشک تاًينهااتوم و ياستر ينواح
  .کنديم يريمجدد جلوگ يرسانخون-يسکميب ايآس

د يش توليدو دهه اخير افزا يشگاهيبر اساس مطالعات آزما
هم در مرحله نيتريك اكسايد هم در طول دوره ايسكمي و 

 ياهبيآس يولوژيزيدر پاتوف يديمجدد نقش مهم و کل يرسانخون
د با توجه به يش تولين افزاي. ا)۲۳-۲۱(از سكته مغزي دارد  يناش

نوروني ناشي از  يهابيآس توانديمد يزمان، محل و منبع تول
. بر طبق )۲۵, ۲۴(د يد نمايا سكته مغزي را تشديايسكمي و 

 ويژهبه يرقشريز يد در نواحيک اکسايتريد نيتولمطالعات انجام شده 
در مدل انسداد  يسکمي) بروز اcore( يمرکز ياتوم، که نواحياستر
. )۱۵, ۱۴( ابدييمش يافزا ياديمغز است، به مقدار ز يانيان ميشر
وليد مهار تآمده از مطالعات گذشته  دستبهج ين اساس طبق نتايبر ا

ر غي يهاکنندهتوسط مهار  ،يرقشريز يدر نواح يدانيتريک اکس
 ،L-NAMEنظير د يک اکسايتريد کننده نيم توليآنزانتخابي 

-ايسكمي موضعي يهامدلناشي از ايسكمي مغزي در  يهابيآس
مار يرا کاهش خواهد داد. در مطالعه حاضر تو يا دائم مغزي  يموقت
) قبل از ايجاد L-NAMEن مهار كننده غير اختصاصي (يبا ا

اونس بلو به بافت مغز (شاخص  يمادهزان ورود يايسكمي از م
نموده و هم  يري) جلوگيمغز-يب به سد خونيو آس يرينفوذپذ

-زان اختلالات عصبييم يمغز-يراستا با كاهش صدمه به سد خون
قابل  طوربهمجدد  يرسانخون-حركتي را در پاسخ به ايسكمي

 L-NAMEمار با يت رسديمكاهش داده است. به نظر  ياملاحظه
ب سد يبر مبناي كاهش خروج اونس بلو از عروق مغزي، شدت آس

را كاهش داده و با كاهش  يعروق منشأبا  آدممغزي و تشكيل -خوني
ه ب تاًينهامجدد و  يرسانخون-يسکميمغزي به بهبود ضايعه ا آدم

ت ج به دسينتا يكمك کرده است. در راستا يبهبود عملکرد عصب
نيتريك اكسايد در تخريب  يديلآمده در مطالعات گذشته نقش ک

مجدد گزارش شده  يرسانخون-مغزي در شرايط ايسكمي-سد خوني
 توانيمآمده  دستبه. لذا بر اساس نتايج )۲۶, ۱۸(است. 
د يولم تيكرد كه مهار فعاليت ايزوفرم هاي مختلف آنز گيرينتيجه

بع مجدد و به ت يرسانخون-د در زمان ايسكمييک اکسايتريکننده ن
در  مغزي-ش توليد نيتريك اكسايد شدت آسيب سد خونيآن كاه

با کاهش نفوذپذيري عروق  تاًينهارا کاهش داده و  يرقشريز ينواح

-يسكته مغزي نظير اختلالات عصب يعوارض بعد آدمل يمغز و تشک
  .دهديمرا تقليل  يحرکت

اتصالات محكم بوده و نقش  يهانيپروتئاز  يادسته هاكلودين
جاد ساختار اتصالات محكم و نفوذپذيري عروق يو مهم در ا ياساس

 هانيپروتئ از ياشبکه شامل محكم . اتصالات)۶(مغز بر عهده دارند 
 كرده داپي گسترش اندوتليال يهاسلول بين فضاي در كه باشنديم
 كنار يمسيرها از مواد انتشار از محكم و فيزيكي يسد ايجاد با و

 يهاكلودينه مطالعات اخير يبر پا ).۵( کنديم جلوگيري سلولي
اما در ارتباط  شونديمدر اندوتليوم عروق مغز بيان  ۱۲و  ۵، ۳شماره 

 يتغييرات آنها در شرايط پاتولوژيك مغز مثل سکته مغز يبا چگونگ
ق حاضر القاء ي. در تحق)۲۸, ۲۷, ۸(وجود دارد  يمطالعات اندک

-كلودين يهاژناز  يبردارنسخهزان يمجدد م يرسانخون-ايسكمي
ر ييبا تغ رسديمكاهش داد که به نظر  يرقشريز يرا در نواح ۱۲و  ۳

-سد خوني يريش نفوذپذيدر ساختار اتصالات محكم سبب افزا
ده است. بر اساس مطالعات تغيير در يگرد يسکميمکره ايمغزي در ن

-ينسد خو افتدمياتصالات محکم که در سكته مغزي اتفاق  هيئتما
 يمغز آدممحلول در آب  ينيده و با عبور مواد پروتئيب ديآس يمغز

افزايش  ميرومرگميزان  يعه مغزيد ضايتشكيل شده و با تشد
-ط هيپوكسييمطالعات انجام شده در شرا ي. بررس)۲۹, ۴( ابدييم

مجدد بافت مغز  يرسانخون-يسکميا اياكسيژن رساني مجدد و 
 اتصالات محكم يهانيپروتئنشان داده که از طريق گسسته شدن 

 بداييمافزايش  يال نفوذپذيري عروق مغزياندوتل يهاسلولن يب
د ي. اين تغييرات ممكن است با افزايش فعاليت آنزيم تول)۳۱, ۳۰(

د كه منجر به توليد بيشتر نيتريك اكسايد يک اکسايتريکننده ن
در  L-NAMEدريافت  ي. از طرف)۳۲(ارتباط داشته باشد  شوديم

-مار شده توانست همراه با كاهش آسيب سد خونييسكمي تگروه اي
جلوگيري  ۱۲و  ۳-كلودين يهاژن يبردارنسخهمغزي از كاهش 

نقش مهمي در  ۱۲و  ۳-كلودين يهانيپروتئ رسديمنمايد. به نظر 
مغزي -سد خوني يريحفظ ساختمان اتصالات محكم و نفوذپذ

. با توجه به اينكه )۳۴, ۳۳(داشته باشند  ير قشريه زيدر ناح ويژهبه
د يک اکسايتريد نيش توليه بالا است پس افزايج مويد فرضياين نتا

با کاهش توليد  توانديممجدد  يرسانخون-يسکميدر زمان ا
ه يمغزي در ناح-در آسيب سد خوني ۱۲و  ۳-نيکلود يهانيپروتئ

 ددهيمرا به خود اختصاص  يسکته مغز يمرکز ير قشر که نواحيز
، طبق نتايج اين تحقيق كاهش توليد ضمناًباشد.  نقش داشته

-مغزي را در طي ايسكمي-د آسيب سد خونييک اکسايترين
کاهش داده است که با  يرقشريه زيمجدد در ناح يرسانخون
 يرقشريدر قسمت ز هاكلوديناز تغييرات ايزوفرم هاي  يريجلوگ

  .باشديمهمراه 
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د در ياکساک يترين نکته که نقش کامل نيبا توجه به ا
ال و به دنب يمجدد مغز يرسانخون-يسکميب ايآس يولوژيزيپاتوف

ده مشخص نش يبه خوب آدمل يو تشک يمغز-يب به سد خونيآن آس
 ينه فعال شدن برخيدر زم يمطالعات گردديمشنهاد ياست پ

ب ياز آس بعد توانديمد که يک اکسايتريه توسط نيثانو يهاگناليس
ان يزان بير در مييباعث تغ يزمجدد مغ يرسانخون-يسکميا

آنها گردد توسط  يعت مکانياتصالات محکم و موق يهانيپروتئ
  رد.ين مورد مطالعه قرار گيمحقق

که  شوديمچنين استنباط نتايج اين تحقيق از خلاصه  طوربه
و ايد نيتريک اکس د کنندهيتول آنزيمش فعاليت ياز افزا يريجلوگ

 يزمرک ي، که نواحيرقشريز ينواح د دريک اکسايتريد نيمهار تول

از  ،دهديمل يمغز را تشک يانيان ميدر مدل انسداد شر يسکته مغز
کرده و با  يريجلوگ ۱۲و  ۳-نيکلود يهاژن يبردارنسخهکاهش 

 يعروق منشأبا  يمغز آدمل ياز تشک يمغز-يحفظ ساختار سد خون
ب يبعد از آس يحرکت-ينموده و سبب بهبود عملکرد عصب يريجلوگ

  .گردديممجدد مغز  يرسانخون-يسکميا
  

  يتشکر و قدردان
 کيزيوفيو ب يولوژيزياز گروه ف پژوهشي معاونت از وسيلهبدين

 يط لازم براي(عج) که امکانات و شرا االلههيبق پزشكي علوم دانشگاه
  .گردديمتشکر و قدرداني ق حاضر را فراهم نموده يانجام تحق
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Abstract 
Background & Aims: Blood-brain barrier (BBB) breakdown and nitric oxide (NO) overproduction 
following cerebral ischemia-reperfusion extensively happens in the subcortical regions (core areas). 
Hence, we assessed the effects of NO inhibition by L-NAME on transcription of the transmembrane 
proteins claudin-3 and 12, with key role in BBB structure, at subcortical areas following cerebral 
ischemia-reperfusion in rat. 
Materials & Methods: Eighteen male Wistar rats (270-320 g) were randomly divided into three groups; 
sham, control ischemia and treated ischemic groups. Brain ischemia was induced by 90 min right middle 
cerebral artery occlusion (MCAO) followed by 24 hours reperfusion. Rats received L-NAME 
intraperitoneally at dose of 1 mg/kg 30 min before MCAO. Neurological deficit score (NDS), BBB 
permeability and transcription of the claudin-3 and 12 genes at subcortical areas were assessed 24 hours 
after termination of MCAO. 
Results: MCAO induced neurological dysfunction (2.83±0.30) and BBB interruption in the ischemic 
hemispheres of control ischemic group, whereas L-NAME administration in ischemic treated rats 
significantly declined neurological dysfunction (1.50±0.22) and also BBB permeability. L-NAME 
administration in treated ischemic group also enhanced the transcription levels of caudin-3 and 12 by 
76% and 71%, respectively, which declined in control ischemic group. 
Conclusion: Our findings indicate that NO inhibition in cerebral ischemia-reperfusion declines the BBB 
interruption and stroke outcomes through preventing from reduction of the transcription levels of 
caudin-3 and 12 in subcortical areas. 
Keywords: Ischemic-reperfusion, Nitric oxide, Blood-brain barrier, Claudin-3, Claudin-12 
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