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 –دوماهنامه علمي 
  پژوهشي

  دانشگاه شاهد
 80شماره  –سال شانزدهم 
 1388  ارديبهشت

 ـنروتروف فاكتورتغييرات  بررسي  ييك
BDNF هاي آن  و گيرنده(P75, TrK-B) 

در نـوزاد   اتيكيپس از قطع عصب س
 ييموش صحرا

 
 1و دكتر عليرضا دلشاد 2حسام اميني، *1دكتر مرجان حشمتي :نويسندگان

 
  استاديار گروه علوم تشريح و پاتولوژي دانشكده پزشكي دانشگاه شاهد. 1
  شاهد دانشجوي دانشكده پزشكي دانشگاه. 2
  

 Email: marjanheshmaty@hotmail.com                                                                     :نويسنده مسئول *
 

  چكيده
مختلف بدن و نيز بسياري از هاي  مرگ سلولي اپوپتيك در مراحل تكوين سيستم :و هدف مقدمه

لـذا شـناخت    ’نورودژنراتيـو نقـش مهمـي دارد   هـاي   موارد پاتولوژيك از جمله سرطان و بيماري
. درماني نوين مفيد باشـد هاي  د براي طراحي استراتژيتوان ميمولكولي دخيل در آن هاي  مكانيسم

بيـان فـاكتور نروتروفيكـي    ، حركتي نخـاع هاي  در مطالعه حاضر به دنبال القاي آپوپتوز در نرون
BDNF هاي  و گيرندهTrk-B و p75  قرار گرفته استمورد بررسي. 

روزه مـوش صـحرايي نـژاد اسـپراگو داولـي       3سر نـوزاد   20در اين تحقيق از  :ها مواد و روش
در گروه مطالعه  ،به طور تصادفي به دو گروه كنترل و مطالعه تقسيم شدها  حيوان. استفاده گرديد

 ،روز پـس از آكسـوتومي   21گـروه   2در هـر  . عصب سياتيك سمت چپ در وسط ران قطع گرديـد 
بـراي شـمارش سـلولي و مطالعـه ايمنـو      هـا   آن L4-L6نخاعي هاي  كشته شده و سگمانها  حيوان

،  BDNFحركتي و چگـونگي بيـان   هاي  هيستو شيميايي مورد استفاده قرار گرفت و تعداد و نرون
P75  وTrK-B گروه كنترل و مطالعه نيمه مقابل نخاع به عنوان گـروه شـاهد   2در هر . بررسي شد 

 .داخلي در نظر گرفته شد
در مقايسه بـا گـروه    ،ي حركتي باقيماندهها نرونبه دنبال آكسوتومي عصب سياتيك تعداد  :نتايج

 BDNFي ها نروندرصد . درصد كاهش يافت 84/55درصد و در مقايسه با گروه كنترل  89/58شاهد 
يي كـه  هـا  نروناما درصد  شاهد و كنترل افزايش داشتههاي  مثبت در مقايسه با گرو ه P75 مثبت و
TrK-B مثبت بودند كاهش يافت.  
بررسـي شـده در ايـن تحقيـق داراي      كـه نرتـروفين   دهد مي نتايج اين مطالعه نشان :گيري نتيجه
باعث حفظ و  P75. كند مي مكانيسم مرگ آپوپتيك را فعال اتصال آن به گيرنده. ي دوگانه استتأثير

  TrK-B اما اتصال آن به گيرنده شود ميبقاي سلول 
  

هـاي   گيرنـده  ، BDNF نروتـروفين ، نرون حركتي، آپوپتوز، آكسوتومي :هاي آليدي واژه
P75,TrK-B  

  
  
  

  5/11/87:     وصول
  5/12/87: اصلاحاتآخرين

 29/1/88:    پذيرش

بودجه .اين پژوهش طرح تحقيقاتي مصوب مركز تحقيقات علوم پزشكي دانشگاه شاهد بوده است
 .مين شده استأمركز تاينآن از محل اعتبارات



 

 

 دكتر مرجان حشمتي و همكاران

ي 
علم

مه 
هنا

وما
د

– 
ي 
شك

 پز
شور

دان
ي 
هش

ژو
پ

 /
هد 

شا
اه 
شگ

دان
 /

ت
هش

ديب
ار

 
88  /

هم 
زد
شان

ال 
س

 /
ره 

شما
80 

  
  

  مقدمه
 هاي نخاعي در انسان و حيوانات منجر بـه  برخي بيماري

 (Primary neuronal degeneration) تخريـب اوليـه عصـبي   
بيماري آميوتروفيـك لتـرال    ها ترين آن متداول. گردند مي

اسـت كـه    (Amyotrophic lateral sclerosis)اسـكلروزيس  
 نرون محركه تحتـاني  ها در دو بخش منجر به مرگ نرون

(lower motor neuron) نـرون محركـه فوقـاني    و (upper 

motor neuron) هاي ديگر در اين گـروه   بيماري. گردد مي
 X-Linked spinal muscular) آتروفــي عضــلاني شــامل

atrophy) ــافمن  و ــگ ه  (Werdnig – Hoffmann) وردين
نـرون محركـه   هـا در   باشند كه منجر به مـرگ نـرون   مي

كننـده   هـا القـاء   گردند، تمـامي ايـن بيمـاري    مي تحتاني
  .]1[باشند هاي حركتي مي آپوپتوز در نرون

ارائه نشـده   ها تاكنون درمان مؤثري براي اين بيماري
هـايي   به منظور تحقيق در اين زمينه يكي از مـدل  .ستا

 ـ    كه مي ت آزمايشـگاهي  اتـوان بـه كمـك آن در حيوان
آپوپتوز را القاء كرد قطع عصب محيطي سيستم اعصاب 

 ـ ]2[اسـت ) axotomy(مركزي  ت نشـان داده كـه   امطالع
اتيك سـبب ايجـاد آپوپتـوز در    يوتومي عصـب س ـ سآك

هـاي مـرده    سـلول  و] 3[گردد هاي حركتي نخاع مي نرون
. ]4[شـود  پاكسازي شده توسط اجزاء گليال جايگزين مي

يكي از مشكلات اصلي در راه ترميم اينگونـه ضـايعات   
در محل ضايعه است كه امكان هر گونـه اقـدام جهـت    

  .گرداند هاي از دست رفته را ناموفق مي ترميم نرون
ــاي   ــش فاكتوره ــده نق ــام ش ــات انج ــه  يمطالع ك

ريزي شده را به طور طبيعـي در   برنامههاي مرگ  سيگنال
حال ايـن   .دهد كنند را نشان مي دستگاه عصبي كنترل مي

وتومي يـا قطـع   س ـسؤال مطرح است كـه در هنگـام آك  
چه فاكتورهايي مجـدداً در ايـن پروسـه    عصب محيطي 

  فعال شده و مكانيسم اثر اين فاكتورها چگونه است؟
 ـ محـرك ) رتروگريـد (نـورد   تئوري انتقـال پـس   اي ه

سيناپسي مطـرح   هاي پيش مولكولي از بافت هدف به نرون
 .گرديد

اين تئوري مورد تأييد اكثر محققين قرار گرفت كه از 
   NGF فـاكتور رشـد عصـبي   : تـوان  اين فاكتورها مي ينب

(nerve growth factor)، BDNF (brain derived neurotrophic 

factor) ــروفين و  Neurotrophin 3/NT-3)( 3، نروتــــ
  .]5[را نام برد) NT – 4/5( 5/4نروتروفين 

هـا نيـز مـورد     ها نقش گيرنـده  با توجه به نروتروفين
شواهد و مطالعات حـاكي از  . توجه محققين قرار گرفت
ها در حفظ  ها و نقش دوگانه آن تغيير فعاليت اين گيرنده

ها با توجه به زمان فعـال   ريزي شده سلول يا مرگ برنامه
 طـوري كـه   بـه . موجـود اسـت   نهـا و س ـ  شدن گيرنده

در دوران جنينـي و   P75فعـال شـدن گيرنـده    ترين  بيش
تحقيقـات نشـان داده    ].6[دهد روي ميكمي بعد از تولد 

هـاي صـدمه    كه به دنبال صدمه به عصب محيطي سلول
ديده بافت هدف شروع به ساخت و انتقال فاكتورهـايي  

هدف نورد از بافت  كنند اين فاكتورها به صورت پس مي
سيناپسي حمل شـده و   به طرف جسم سلولي نرون پيش

در يك گزارش منتشر  .شود سبب حفظ يا مرگ سلول مي
از بافت هدف و سلول شوان  BDNFشده علاوه بر انتقال 

از گـانگليون ريشـه خلفـي     BDNFنورد  به صورت پس
نخاع نيز به صورت پيش نورد بـه طـرف بافـت هـدف     

كـه   ر قبلي مبني بر ايـن رغم تصو علي. ]7[شود منتقل مي
ها در غياب فاكتورهاي نروتروفيكي به دليـل   مرگ نرون

محروميت از اين مواد ضروري است، امـروزه مشـخص   
ها نقش تنظيمي در برنامه خودكشـي   شده كه نروتروفين
نقش  .]8[داران به عهده دارند هاي مهره سلول را در نرون

بـه آن متصـل   اي كه  ها با توجه به نوع گيرنده نروتروفين
دنبال آكسـوتومي و   طوري كه به شوند متنوع است به مي

يابـد كـه در    افزايش مـي  NGFصدمه به عصب محيطي 
سـبب مـرگ نـرون و در     P75صورت اتصال با گيرنـده  

سبب حفـظ   A (TrK-A)تيروزين كيناز  صورت اتصال با
ترتيب دو سر طيف مرگ و حيـات   شود و بدين نرون مي

  .]9[دكن سلول را مشخص مي
 اييجــا كــه تــاكنون مطالعــه ايمنوهيستوشــيمي از آن

هـاي اختصاصـي آن    و گيرنده BDNFروي نروتروفين رب
ــي  ــاز   و P75يعن ــروزين كين ــه B  (TrK-B)تي ــوان  ب عن
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هايي القايي مرگ و حيات سلول عصـبي پـس از    گيرنده
روز از قطــع عصــب محيطــي ســياتيك در  21گذشــت 
اسپراگوداولي انجام روزه موش صحرايي نژاد  3نوزادان 
تحقيقي طراحي گرديد كه بتوان با انجام اين  ت،نشده اس

  :زير پاسخ منطقي داد تحقيق به سؤالات موردنظر
آيا قطع عصب محيطـي سـبب تغييـر برخـي از      -1

  شود؟ فاكتورهاي نروتروفيكي مي
آيا ضايعه و قطع عصب محيطي سـبب تغييـرات    -2

  شود؟ هاي عصبي مي مرگ سلولي و كاهش سلول
  ها روشمواد و 

هـا در حفـظ و    با توجه به عملكرد متفـاوت نروتـروفين  
حيات سلول از يك طرف و مرگ سلول از طرف ديگـر  

ي شـاخ  هـا  نـرون را در  BDNFبر آن شديم كه فـاكتور  
گيرنـده   عنـوان  بهرا  TrK-Bو  P75قدامي نخاع و گيرنده 

اختصاصي اين فاكتور پس از قطع عصب سياتيك سمت 
منظـور   بـدين . بررسي كنيم روزه 3چپ موش صحرايي 

سر نوزاد موش صحرايي نژاد اسپراگو داولـي   20تعداد 
بـه همـراه مادرانشـان در شـرايط     ) انستيتو رازي كرج(

استاندارد حيوانخانه دانشكده پزشكي شاهد تحت دماي 
 12درصـد و   60-50راد و رطوبت گ درجه سانتي 3±21

هـاي   سـاعت تـاريكي در قفـس    12ساعت روشنايي و 
در روز سـوم پـس از تولـد    . استاندارد نگهداري كرديم

گروه كنتـرل و مطالعـه    2نوزادان را به طور تصادفي به 
در گروه مطالعه با قرار دادن نـوزادان بـر   . تقسيم كرديم

بيهـوش   روي يخ و پايين آوردن دمـاي بـدن حيـوان را   
كرده، پـس از بـرش پوسـت پشـت ران چـپ عصـب       

به منظور جلوگيري . سياتيك را در وسط ران قطع كرديم
اي از آن را  از پيوند مجدد دو سر قطع شده عصب قطعه

پس از دوختن پوست . متر برداشته شد ميلي 3-2به طول 
درجـه قـرار    37دقيقه در دمـاي   15نوزادان را به مدت 

هوش آيند و سپس آنـان را بـه قفـس    تا كاملا به  داديم
روز پـس از آكسـوتومي    21. مادرانشان منتقـل كـرديم  

روزه را پـس از بيهـوش كـردن بـا      24موش صحرايي 
درصـد   4كلروفرم با پرفيوژن داخل قلبي پارافرمĤلدئيـد  

. را خـارج كـرديم   L4-L6هـاي نخـاعي    كشته سـگمان 
 سـاعت در فيكسـاتيو   12هاي نخاع ابتدا به مـدت   نمونه

سـاعت در   24درصد و سپس به مدت  4پارافرم آلدئيد 
پـس از  . درصد بافر خنثـي قـرار داده شـد    10فرمالين 

هاي پارافيني تهيه  هاي نخاع قالب پردازش بافتي از نمونه
هاي نخاع به شكلي در پارافين قرار داده شـد   نمونه. شد

الامكان قرينه  گيري، مقاطع عرضي حتي كه در حين برش
ها نيمـه   در همه نمونه. نيمه نخاع به دست آيداز هر دو 

راست نخاع به عنوان گروه شاهد داخلي در نظر گرفتـه  
هـاي عرضـي    با استفاده از ميكروتوم روتاري برش. شد

پـس از انتقـال   . ميكرومتر تهيه شد 8سريال به ضخامت 
بـرش   5هـاي ميكروسـكپي، از هـر     ها بر روي لام برش

ت شـمارش سـلولي بـا    متوالي يك برش بـراي مطالعـا  
آميـزي گرديـد و    درصد رنگ 1/0كرزيل فست ويولت 

هـاي ايمنوهيستوشـيميايي    هاي ديگر براي تكنيـك  برش
در مرحلـه مورفـومتري و   . مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد   

هاي حركتي واقع در شاخ قـدامي   شمارش سلولي، نرون
 10تـر از   نخاع هر دو نيمه نخاع كه داراي هسته بـزرگ 

برابر  400هستك مشخص بودند با بزرگنمايي  ميكرون و
كـه از   با توجه به اين. ميكروسكوپ نوري شمرده شدند

برش يكي براي شمارش سلولي مورد استفاده قرار  5هر 
هـا،   ميكرومتـري بـرش   8گرفت و با توجه به ضـخامت  

هـا در دو بـرش متـوالي قـرار      تر از بك درصد نرون كم
شـدند از   بار شمرده ميهايي كه دو  گرفت و تعداد نرون

سـپس  ]. 10[پوشي اسـت  معنا و قابل چشم نظر آماري بي
هاي  هاي حركتي هر دو نيمه نخاع در گروه ميانگين نرون

كنترل و مطالعه با روش آماري تـي تسـت بـا يكـديگر     
هاي سريال باقيمانده براي مطالعـات   برش. مقايسه گرديد

بـراي  . ايمنوهيستو شيميايي مورد اسـتفاده قـرار گرفـت   
و  BDNFنروتــروفين هــاي  مطالعـه هــر يــك از فـاكتور  

، از هـر يـك از   Trk-Bو  P75ي غشـا سـلولي   ها هگيرند
 10هاي نخاع به طور راندوم و با فواصـل يكسـان    نمونه

تكنيك ايمنوهيستو شيميايي مـورد  . برش انتخاب گرديد
اي  استفاده در اين تحقيـق روش غيرمسـتقيم دو مرحلـه   

  .است
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 BDNFشناسايي 
پس از حذف پارافين و رساندن نمونه به بـافر فسـفات   

هاي بافتي ابتدا به مدت يك شب در  ، نمونه)PBS(سالين 
 Rabbit Anti-Brain(بـادي   درجه در معرض آنتي 4دماي 

derived neurotrophic factor polyclonal (  شركت كميكـون
 .قرار گرفتند 500/1امريكا با غلظت 

هـا   ، نمونـه PBSادي اوليه بـا  ب پس از شستشوي آنتي
درجـه در   37مجدداً به مدت يك سـاعت و در دمـاي   

 Goat Peroxidase conjugated anti)بادي ثانويه  معرض آنتي

rabbit)  قرار گرفتند 100/1شركت داكو آلمان با غلظت.  
  

  Trk-Bشناسايي 
دمـاي اتـاق، در    هاي بافتي به مـدت يـك شـب،    نمونه

ــادي  معــرض آنتــي   (Rabbit Anti- Trk-B polyclonal)ب
. قرار گرفتنـد  1000/1شركت كميكون آمريكا با غلظت 

بـادي ثانويـه مـورد اسـتفاده مشـابه       نوع و شرايط آنتي
 .است BDNFتكنيك 

  
  P75شناسايي 

سـاعت در دمـاي اتـاق در     24هاي بافتي به مدت  نمونه
شـركت   (Mouse Anti- p75 monoclonal)بادي  معرض آنتي

پـس از  . قـرار گرفتنـد   300/1كون آمريكا با غلظت كمي
 5هـا بـه مـدت     نمونـه  PBSبادي اوليه با  شستشوي آنتي

  بـادي ثانويـه   درجه در معرض آنتي 37ساعت در دماي 
(Goat Peroxidase conjugated anti mouse)    شـركت داكـو

  .قرار گرفتند 100/1با غلظت  آلمان
بـادي   تـي در مورد هر سه فاكتور پس از شستشـو آن 

دقيقه در معرض محلول آب  10ها به مدت  ثانويه، نمونه
 (DAB)آمينوبنزيدين  دي ودرصد  003/0 (H2O2)اكسيژنه 

ــرار داده شــد 005/0 ــري و . درصــد ق ــال آبگي ــه دنب ب
سـپس بـا بزرگنمـايي    . سازي با لامل پوشانده شد شفاف

هــاي حركتــي  برابــر ميكروســكوپ نــوري، نــرون 400
ها نسبت به كل  ده شد و درصد آنآميزي شده شمر رنگ
هـاي   هاي حركتي موجود در شاخ قدامي در گـروه  نرون

در همـه  . ها محاسـبه گرديـد   مطالعه، كنترل و شاهد آن
مراحل ايمنوهيستو شيميايي به منظـور تأييـد صـحت و    

هاي آزمايشگاهي و مـوارد مـورد اسـتفاده،     دقت تكنيك

ها در  نمونه  يهيك نمونه به عنوان كنترل منفي در كنار بق
بادي  براي اين منظور با حذف مرحله آنتي. نظر گرفته شد

اوليه بقيه مراحل مطابق آنچـه توضـيح داده شـد انجـام     
  .گرديد
  
  نتايج

نتايج تحقيـق در دو گـروه مجـزا مـورد بررسـي قـرار       
نتايج مطالعات ميكروسكوپ نوري به منظـور  . گيرند مي

ي عصبي حركتـي و بررسـي تغييـرات    ها سلولشمارش 
و گـروه ديگـر بررسـي شـمارش      هـا  سلولمورفومتري 

ي عصــبي حركتــي كــه بــه واكــنش     هــا ســلول
ي غشا ها هو گيرند BDNFايمنوهيستوشيميايي نروتروفين 

   .اند پاسخ مثبت داده Trk-Bو  P75سلولي 
  

در مقطع عرضـي از   :شمارش سلولي و مورفـومتري 
آميزي شـده   ست ويولت رنگنخاع كه با روش كرزيل ف

است نرون حركتي سالم نخاع با هسته مـدور و روشـن،   
هستك واضح و سيتوپلاسم آكنده از اجسام نيسل ديـده  

برابـر   400همچنـين بـا بزرگنمـايي    ). 1شكل (شود  مي
ميكروسكوپ نوري، در شاخ پيشين نيمـه چـپ گـروه    

هـاي   هاي حركتي نخـاع بـا ويژگـي    مطالعه تعداد نرون
مشــاهده ) 3شــكل (و آپوپتــوز ) 2شــكل (وليز كرومــات
هاي حركتي شـاخ قـدامي    شمارش سلولي نرون. گرديد

هاي مختلف نشان داد كه در گروه مطالعه  نخاع در گروه
هاي حركتي با قيمانده پس از آكسـوتومي   ميانگين نرون

درصـد و در   84/55در مقايسه با نيمه چپ گروه كنترل 
) گروه شـاهد (همان نمونه  مقايسه با نيمه راست يا سالم

اين كاهش از نظـر آمـاري   . درصد كاهش يافت 89/58
، در حــالي كــه بــين ميــانگين )>05/0p(معنــادار بــوده 

هاي حركتي دو نيمه مخاع در گروه كنترل و نيز بين  نرون
نيمه راست گروه كنترل و گروه مطالعه تفاوت معناداري 

 ).2و  1جدول (مشاهده نگرديد 
 

در زير ميكروسكوپ نـوري   :شيميايي ايمنو هيستو
آميزي شده يا واكنش مثبـت داده   هاي حركتي رنگ نرون

 و) 5شكل ( Trk-Bو ) 4 شكل( BDNFجهت نروتروفين 
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P75 ) مطالعات ايمنوهيستوشيمي . باشند اي تيره مي رنگ قهوهاي روشن و سيتوپلاسمي بـه   داراي هسته) 6شكل  
  

  ي عصبي حركتي در دو گروه مطالعه و كنترلها سلولميانگين و انحراف معيار تعداد كل  .1جدول 

  درصد كاهش
هاي عصبي  ميانگين و انحراف معيار سلول

حركتي در سمت آكسوتومي نشده 
  )سمت راست نخاع يا شاهد(

هاي عصبيميانگين و انحراف معيار سلول
حركتي در سمت آكسوتومي شده 

 )نخاعسمت چپ(
هاي مورد  گروه

  بررسي

  گروه مطالعه 70/33±3/827  3/2013 ± 5/118  * -89/58
  گروه كنترل 48/64±3/1873  6/1824 ± 10/76  -59/2

*  (p≤ )05/0  
 

 ي مطالعه و كنترلها هي عصبي حركتي در سمت راست يا شاهد و چپ گروها سلولميانگين و انحراف معيار تعداد كل .  2جدول 
 معيار گروه مطالعه گروه كنترل  كاهشدرصد 

ي عصبي حركتي درهاسلولميانگين و انحراف معيار   3/2013 ± 5/118  6/1824 ± 10/76  -37/9
 سمت راست يا آكسوتومي نشده

ي عصبي حركتي درهاسلولميانگين و انحراف معيار   3/827 ± 7/33  3/1873 ± 48/64  * -84/55
 آكسوتومي شده سمت چپ يا

*  (p≤ ٠۵/٠  ) 
  اند ي عصبي حركتي كه در واكنش ايمنوهيستوشيميايي پاسخ مثبت دادهها سلولميانگين وانحراف معيار  .3 جدول

نوع واكنش 
  ايمنوهيستوشيميايي

در سمت راست گروه
 مطالعه

در سمت چپ گروه
 مطالعه

در سمت راست گروه 
  كنترل

در سمت چپ گروه 
  كنترل

Trk-B  06/66±66/8 800/5±08/1 53/67±12/4 93/66±21/3  
P75 00/15±68/3 86/19±06/4 53/19±99/1 20/19±144/2  

BDNF 66/19±55/2 33/11±09/2 00/18±55/1 80/17±00/2  
  

  

  
  

نرون حركتي . 250برش عرضي از نخاع با بزرگنمايي . 1شكل 
سيتوپلاسـم  سالم با هسته مدور و روشن، هسـتك واضـح و   

هـاي   هاي گليا بـه شـكل سـلول    سلول. آكنده از اجسام نيسل
آميزي  رنگ(شوند  كوچك و پراكنده در اطراف نرون ديده مي

   ).كرزيل فست ويولت
 

  
  

اجسام نيسل بـه ويـژه در    ،نرون حركتي كروماتوليك .2شكل 
تـر ديـده    و سيتوپلاسـم روشـن  انـد   اطراف هسته از بين رفته

  )400آميزي كرسيل فست ويولت با بزرگنمايي  رنگ( شود مي
 
 

هـاي   نشان داد كه به دنبـال اكسـوتومي ميـانگين نـرون    
مثبت در شاخ قـدامي گـروه مطالعـه در     BDNF حركتي

در . ها كاهش يافت هاي كنترل و شاهد آن مقايسه با گروه
هـا نسـبت بـه تعـداد كـل       صورتي كه درصد اين نرون
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هاي حركتي باقيمانده در مقايسه بـا هـر دو گـروه     نرون
به دنبـال اكسـوتومي   . ها افزايش يافت كنترل و شاهد آن

مثبت در گروه  TrK-Bهاي  هم ميانگين و هم درصد نرون
هـا   مطالعه در مقايسه با هر دو گروه كنتـرل و شـاهد آن  

مثبـت   P75هـاي   بالاخره در مـورد نـرون  . كاهش يافت
ها در گروه مطالعه در مقايسه با گـروه   رونميانگين اين ن

از نظر آمـاري معنـادار    شاهد آن افزايش كمي يافت كه
. مشـاهده نگرديـد    كنترل تغييري  در مقايسه با گروه. نبود

مثبـت   P75هايي كـه   است كه درصد نرون اين در حالي 
هـا   بودند در مقايسه با هر دو گـروه كنتـرل و شـاهد آن   

 ).4و3جدول(اي را نشان داد  افزايش قابل ملاحظه
 كنتـرل منفـي كـه در   هاي  مقايسه اين نتايج با نمونه

 بـادي اوليـه حـذف شـد حساسـيت و دقـت       ها آنتي آن
  ).7 شكل(كند  تأييد ميبادي را  آنتي

  
ي عصـبي  هـا  سـلول ميانگين و انحراف معيـار كـل   .  4جدول 

 ـ  ي تهيـه شـده بـراي بررسـي واكـنش      هـا  هحركتـي در نمون
  شيميايي ايمنوهيستو

 29/5±26/80 گروه مطالعه )شاهد(در سمت راست 
 19/4±80/21 در سمت چپ گروه مطالعه

 25/4±13/77 گروه كنترل)شاهد( در سمت راست
 29/5±00/75  در سمت چپ گروه كنترل

  

  
  

اجسـام آپوپپتيـك در اطـراف    ، نرون حركتي اپوپتيك. 3شكل 
ويولـت بـا   آميـزي كرسـيل فسـت     رنگ. (شود مينرون ديده 
  )400بزرگنمايي 

  
  

هاي حركتي سـالم را نشـان    نرون. BDNFالگوي تظاهر . 4شكل 
بزرگنمـايي  (اي درآمـده  دهد كه سطح سلول به رنـگ قهـوه   مي

1000(  
  

  
  

هـاي   روي سـطح سـلول   Trk-Bالگوي تظاهر گيرنـده   .5شكل 
ــه   ــالم بــــــ ــبي ســــــ ــورت  عصــــــ صــــــ

  )1000بزرگنمايي.(است رنگ اي قهوه رسوب
  

  

  گيري  بحث و نتيجه
روش شـمارش سـلولي يكـي از    : مورفـومتري  هالعمط

جهــت بررســي درصــد بقــاي  هــا روشين تــر متــداول
 كـار  بـه كه توسط بسياري از محققين  ها است نرونموتو

در تحقيق حاضر به دنبـال قطـع    .]11[گرفته شده است 
عصب سياتيك چپ در نوزاد موش صحرايي و شمارش 

پـس از گذشـت    هاي حركتي در شاخ قدامي نخاع نرون
روز از عمل آكسوتومي عصـب سـياتيك، ميـانگين     21

هاي باقيمانده در گروه مطالعه در مقايسـه بـا نيمـه     نرون
درصد و در مقايسـه بـا گـروه     84/55چپ گروه كنترل 

درصـد   89/58) نيمه سالم نخاع در همان نمونـه (هد شا
اين كاهش در هر دو مورد از نظر آمـاري  . كاهش يافت

ــود  ــادار ب ــل از  ). >05/0p(معن ــايج جاص ــورد نت در م
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هاي كاملا متفـاوت و   آكسوتومي در حيوان بالغ گزارش
بـه طـوري كـه بعضـي     . گاه حتي متضادي وجود دارد

تـر   پوپتيـك بـيش  محققين به دنبال آكسـوتومي مـرگ آ  
ــرون ــا نـ ــد و  هـ ــزارش كردنـ ــه را گـ ــو طـ   ي مربـ

  

  
  

هاي عصـبي   بر سطح سلول P75الگوي تظاهر گيرنده  .6شكل 
بزرگنمـايي  (. اي رنـگ اسـت   سـوب قهـوه  ر صورت بهسالم 
1000(  

  

  
  

بـادي را   نمونه كنترل منفي كه حساسيت و دقت آنتي .7شكل 
  )1000بزرگنمايي (. كند مي تأييد

  
هـا   برخي ديگر كاهش قابـل تـوجهي در تعـداد نـرون    

اما در مرحله نوزادي عموم ]. 13و12،11[مشاهده نكردند
مطالعات مرگ آپوپتيك را در درصـد قابـل تـوجهي از    

هـاي مـا نيـز     يافتـه ]. 16و14،15[ها گزارش كردند  نرون
هاي آكسوتومي شده را  درصدي نرون 50كاهش بيش از 

ابق بـا گزارشـات موجـود    نشان داد كه كم و بيش مط ـ
دست آمده  هاي به هاي آماري در درصد است، در تفاوت
هاي تكنيكي در روش اجـراي آزمـايش    ناشي از تفاوت

در واكنش نرون به آكسوتومي و ضـايعه عصـبي   . است
عوامل متعددي نقش دارند از جمله سن و گونه حيـوان،  

محل و نوع ضايعه عصبي و نـوع نـرون مـورد بررسـي     
توان گفت كه در نـوزاد مـوش    در مجموع مي. ]18و17[

صحرايي آكسوتومي موجـب تغييـرات كروماتولايتيـك    
ايـن تغييـرات گـاهي    . شـود  هـاي مربوطـه مـي    درنرون
تواند استرس ناشي از ضايعه  پذير بوده سلول مي برگشت

امـا در  . را با موفقيت پشـت سـر گذاشـته زنـده بمانـد     
در نهايت به مرگ  مواردي واكنش كروماتوليز ادامه يافته

  .شود آپوپتيك سلول منتهي مي
در تحقيـق حاضـر بـه    : مطالعه ايمنو هيستو شيميايي

دنبال قطع عصب سياتيك چپ در نوزاد موش صحرايي، 
مثبت در شـاخ قـدامي    BDNFهاي حركتي  ميانگين نرون

هـاي   ، در مقايسه با گروه)33/11(نخاع در گروه مطالعه 
رحـالي كـه درصـد ايـن     شاهد و كنترل كاهش يافت، د

هاي حركتـي باقيمانـده    ها نسبت به تعداد كل نرون نرون
. درصد در مقايسه با هر دو گروه افـزايش يافـت   62/48

و ) 80/5(مثبت هـم ميـانگين    TrK-Bهاي  در مورد نرون
هـا در مقايسـه بـا     اين نرون) درصد 60/26(هم درصد 

ه هر بالاخر. هاي شاهد و كنترل شديداً كاهش يافت گروه
در مقايسه بـا  ) 86/19(مثبت  P75هاي  چند ميانگين نرون

هاي شاهد و كنترل تغيير معناداري را نشان نداد، اما  گروه
. كاملاً افزايش يافت) درصد 82/90(ها  درصد اين نرون

در مجموع در هر سـه تكنيـك مـورد اسـتفاده در ايـن      
هاي با واكنش مثبـت كـم شـد يـا      تحقيق ميانگين نرون

ها را  در حالي كه اگر درصد اين نرون. ثابت بود حداقل
هـاي باقيمانـده در نظـر بگيـريم،      نسبت بـه كـل نـرون   

هاي  مثبت افزايش و سلول P75مثبت و  BDNFهاي  سلول
Trk-B هـاي مرحلـه    با توجه به يافته. مثبت كاهش يافت

هـاي   درصدي نـرون  50شمارش سلولي مبني بر كاهش 
هـا   كم شدن ميانگين نـرون حركتي به دنبال آكسوتومي، 
. ي موارد دور از انتظار نيست يي با واكنش مثبت در همه

در روز  Trk-Bو كاهش بيـان   P75و  BDNFافزايش بيان 
تواند نشان دهند يـك ارتبـاط    پس از اكسوتومي مي 21

يكي  BDNF . هاي فوق باشد متقابل و دو گانه بين فاكتور
ن هاسـت كـه در   ترين اعضاي خانواده نروتـروفي  از مهم

تكوين نرمـال سيسـتم عصـبي، نروژنـز، بقـاي نـرون،       
هـا و   هـا، رشـد دنـدريت    آپوپتوز، پلاستيسيتي سـيناپس 
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هـا   نروتـروفين ]. 19]  حافظه بلند مدت نقش مهمي دارد
هـاي تيـروزين كينـازي     نقش خود را با واسطه گيرنـده 

 Trk-Bبـا گيرنـده    BDNFكنند به طـوري كـه    اعمال مي
ا فعال شدن تيروزين كيناز و فسفوريلاسيون ب پيوند شده،

هـاي   اي از پيام هاي داخل سيتوپلاسمي مجموعه پروتئين
ها علاوه بر  ي نروتروفين همه. شود داخل سلولي فعال مي

 P75توانند بـا   هاي تيروزين كينازي اختصاصي مي گيرنده
يـك فـاكتور نكـروز     P75گيرنـده  ]. 20[هم پيوند شوند 

كه اعتقاد عمومي بـر آن اسـت كـه     است (TNF)تومور 
مطالعات اخير نشـان  . تواند مسير اپوپتوز را فعال كند مي

 (proneurotrophins)هـا   نياز نروتـروفين  داده است كه پيش
توانند به  ها نيست بلكه مي فقط شكل غيرفعال نروتروفين

هاي سـيگنالينگ داخـل    هاي محرك مسير عنوان مولكول
 P75ها با گيرنـده   پيوند پرونروتروفين. عمل كنندسلولي 

شود آپوپتـوز   انجام مي (Sortilin)كه با واسطه سورتيلين 
كند، در حالي كه كمپلكس  رشد را مهار مي را تحريك و
شـود   موجب رشد و بقاي نرون مـي  TrK-Bنروتروفين و 

هـاي   مطالعات متعددي نشان داده است كـه نـرون  ]. 21[
 proرا عمـدتا بـه شـكل     BDNFي سيستم عصبي مركز

BDNF ــد ترشــح مــي ــده BDNFاگــر ]. 22[كنن ــا گيرن   ب
TrK-B     پيوند شود عمدتاً موجب بقـاي نـرون، تمـايز و

در حالي كه اتصال آن بـه  . شود فعاليت سيناپسي آن مي
از طـرف  ]. 20[   گردد موجب مرگ سلول مي P75گيرنده 

ها  نروندر بقاي  P75ديگر گزارشاتي مبني بر نقش مثبت 
، با pro BDNF-P75كه كمپلكس  وجود دارد، از جمله اين

هاي داخل سلولي بـر پلاستيسـيتي    فعال كردن مسير پيام
ها با اين باور  ها تأثير مثبت دارد كه اين گزارش سيناپس

موجـب آپوپتـوز    P75ها و  رايج كه پيوند پرونروتروفين
اثـر  به اين ترتيـب  ]. 22[شود در تضاد است  ها مي نرون

در كنتـرل   P75و  Trkاز طريق دو سيستم  BDNFدوگانه 
هـاي نرودژنراتيـو مـورد توجـه      بقاي سلول در بيمـاري 

زيادي قرار گرفته مطالعات زيادي به منظور بررسي نقش 
BDNF  هاي  گيرندهوTrk  وP75   در سيستم عصبي انجـام

و همكارانش به دنبال قطع  (Arnett)آرنت . پذيرفته است
هـاي حسـي    ك در موش و بررسـي نـرون  عصب سياتي

به طـور   pro NGF گانگليون ريشه پشتي گزارش كرد كه
هـاي آپوپتـوز را فعـال     پيوند شده مسـير  P75انتخابي با 

هـاي   در مطالعـات تجربـي بـر روي مـدل    ]. 23[كند مي
ايسكمي، تروما و تشنج نشان داده شد كه جلـوگيري از  

سلولي را مهـار   تواند مرگ مي P75بيان و فعاليت گيرنده 
]. 21[كرده موجب بهبود عملكرد سيسـتم عصـبي شـود   

گزارش كرد كه در دوران جنينـي فعاليـت    (Sadel)سدل 
NGF   با واسـطهP75  و در غيـاب  A Trk   موجـب مـرگ
در مطالعـه ديگـري بـه    ]. 24[شـود  هاي عصبي مي سلول

دنبال قطع عصب سـياتيك در نـوزاد يـك روزه مـوش     
ي حركتي مربوطه بـه علـت   ها درصد نرون 80صحرايي 

در ]. 25[دچـار آپوپتـوز شـدند    P75فعال شدن گيرنـده  
هاي اين تحقيق، با مطالعات مشابه  مجموع با مقايسه يافته

گيري كرد كه به دنبـال آكسـوتومي    توان چنين نتيجه مي
هـاي مربوطـه    اعصاب محيطي در جسـم سـلولي نـرون   

عمـولاً  در حيوان بالغ م. دهد واكنش كروماتوليز روي مي
اما در . ماند پذير بوده نرون زنده مي اين واكنش بر گشت

هاي عصـبي آسـيب ديـده     مرحله نوزادي در اكثر سلول
در . شـود  منتهـي مـي  واكنش كروماتوليز به مرگ نـرون  

گيرنـد مقـادير    هايي كه در مسير آپوپتوز قـرار مـي    نرون
بـه مـوازات افـزايش بيـان     . شود بيان مي BDNFزيادي 
BDNFرنــده ، گيTrK-B  كــاهش و گيرنــدهP75  افــزايش

بـه   BDNFتـري از   يابد و به اين ترتيب مقادير بـيش  يم
تـر از   بـيش  BDNFدر نتيجـه  . شود پيوند مي P75گيرنده 

آنچه موجب بقاي نرون شـود مسـير آپوپتـوز را فعـال     
  .كند مي
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