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مقـاله تحقیقی 

اثر هسته خشک عناب بر روی هیستومورفولوژی هیپوکامپ در 
مدل تجربی ایسکمی مغزی

چکیده
هیپوکمپ  تشکیلات  است.  جهان  در  میر  و  مرگ  عمده  دلایل  از  یکی  مغزی  ایسکمی  زمینه: 
جزء اولین مناطق مغز است که در اثر سکته مغزی و ایسکمی دچار آسیب می‌شود. هسته‌ی عناب 
دارای اثرات حفاظت نورونی بر روی سیستم عصبی مرکزی می باشد لذا این تحقیق به بررسی اثر 
نر  موش صحرایی  هیپوکمپ  برروی   A جوجوبوزاید  بنام  عناب  هسته  اجزاء  از  یکی  نوروتروفیک 

ویستار که تحت ایسكمی-رپرفیوژن فراگیر گذرا قرارگرفته اند می‌پردازد.
روش کار: تحقیق حاضر به‌‌صورت تجربی- پژوهشی بر روی24 سر موش‌ صحرایی نر نژاد ویستار 
آزمایشی  و  حامل  ایسکمی،  کنترل،  گروههای  شامل  تایی  شش  گروه   4 به  حیوانات  شد.  انجام 
)جوجوبوزاید A( تقسیم شدند. در پایان آزمایش، مغز حیوانات خارج و پس از آماده سازی بافتی و 
رنگ آمیزی با دو روش نیسل و هماتوکسیلین-ائوزین، هیپوکامپ نمونه ها توسط میکروسکوپ نوری 
بررسی گردید. سلولهای هرمی ناحیه CA1 هیپوکمپ توسط نرم افزار image tools 2 شمارش 

شدند و میانگین آنها منظور گردید.
یافته ها: نتایج به دست آمده از آزمون آماری ANOVA ی‌كطرفه و تست Tukey نشان داد 
که اختلاف معنی‌داری  بین تعداد نورون های ناحیه CA1 هیپوکمپ گروه کنترل و گروه آزمایشی 

جوجوبوزاید A وجود ندارد.
نتیجه گیری: بنظر میرسد استفاده از هسته خشک عناب سبب بروز اثرات نوروتروفیک بر روی 

سلول‌های هرمی ناحیه CA1 هیپوکمپ متعاقب ایسکمی مغزی ‌میگردد.
واژه های کلیدی: ایسکمی، هیپوکامپ، عناب، نوروتروفیک

دوره 40- شماره 1 - بهار 1401:  52 - 46
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  مجله علمی - پژوهشی سازمان نظام پزشکی
1401 بهار   -  1 شمـــاره   -  40 47دوره 

اثر هسته خشک عناب در ایسکمی مغزی

مقدمه
ایسکمی به معنای قطع خونرسانی به اندام یا ناحیه‌ای از بدن است 
که موجب کاهش انتقال اکسیژن و مواد مغذی به بافت‌ها و در نتیجه 
اختلال عملکرد آن اندام می‌گردد)1( و ایسکمی مغزی عبارت است از 
کاهش میزان متابولیت‌های مغزی در اثر قطع جریان خون که به افت 
ذخیره اکسیژن و در نتیجه مرگ بافت مغزی یا سکته مغزی منجر 
وسعت  و  به محل سکته  بستگی  مغزی  عوارض سکته  می‌شود)2(. 
بافت‌های گرفتار شده مغز دارد که از خفیف و گذرا مثل تاری دید، 
تا شدید و مانند فلج دائمی و یا حتی مرگ را شامل می‌شود. اگر این 
علائم در طول 24 ساعت از بین بروند این وضعیت را حمله ایسکمی 
مغزی  از یک سکته  دهنده  که یک علامت هشدار  نامند  می  گذرا 
احتمالی در آینده است )3(. ایسکمی مغزی بعد از سرطان و سکته قلبی 
یکی از دلایل عمده مرگ و میر در جهان و اولین عامل از کار افتادگی 

افراد بالاتر از 65 سال است )5 و 4(. 
 ATP(adenosine و  اکسیژن  سطح  ایسکمی  طی  در 
برداشت  میزان  آن  دنبال  به  و  شده  کم  مغز   )triphosphate
رادیکال‌های آزاد کاهش می‌یابد، در نتیجه رادیکال‌های آزاد و لاکتات 
افزایش می‌یابد که موجب مرگ سلولی  بی هوازی  تنفس  از  ناشی 
می‌شود. در نتیجه فرآیند ایسکمی/ رپرفیوژن، رادیکال‌های آزاد اکسیژن 
واکنش دهنده از قبیل پراکسید هیدروژن و رادیکال هیدروکسیل تولید 
این  که  می‌کنند  ایجاد  آسیب شدیدی  بافت هدف،  در  که  می‌شوند 

آسیب به مراتب بیشتر از شرایط ایسکمی است )6(. 
تشکیلات هیپوکمپ در کف بطن طرفی در لوب تمپورال مغز قرار 
دارد و تقریبا هر گونه تجربه حسی باعث فعال شدن حداقل بخشی از 
این تشکیلات می‌شود و در عین حال سیگنال‌های خروجی فراوانی به 
قسمت‌های مختلف دستگاه لیمبیک ارسال می‌کند )8 و 7 ( که نقش 
مهمی در تشکیل حافظه جدید و تجزیه و تحلیل اطلاعات فضایی ایفا 
می‌کند)9(. هیپوکمپ توسط شریان کوروئیدی قدامی که شاخه‌ای از 
کاروتید داخلی می‌باشد، خونرسانی می‌شود. این شریان به دلیل بلند و 
نازک بودن مستعد ترومبوز است، بنابراین تشکیلات هیپوکمپ جزء 
اولین مناطقی از مغز است که در بیماری‌های مغزی مثل سکته مغزی و 
ایسکمی دچار آسیب می‌شود و به ایسکمی و هیپوکسی بسیار حساس 
سیناپسی  پتانسیل  مهار  موجب  ناحیه  این  در  هیپوکسی   . باشد  می 
می‌گردد که مکانیسمی برای کاهش انرژی مصرفی سلول در هنگام 

بروز این عارضه است )11و10(.
هسته‌ی خشک عناب )Semen Ziziphi Spinosae (SZS از 
دانه‌های Ziziphus jujuba Mill var spinosa در داروشناسی‌ 
کره و چین بوده و متعلق به خانواده Rhamnacea می‌باشد )12(. 
این دانه در مناطق استوایی و گرمسیری جهان پراکنده است و به‌عنوان 
تخفیف دهنده‌ی درد، مسکن و ضد تشنج برای بیش از 2500 سال در 

کشورهای آسیای شرقی مانند کره و چین استفاده می‌شده است)13(. 
به‌عنوان ضد تشنج و درمان اضطراب و بی‌خوابی در هند  همچنین 
سایر  در   .)14( است  بوده  استفاده  مورد  عمومی  داروی  به‌صورت 
کشورهای آسیایی نیز به‌عنوان درمانگر افسردگی، بی‌خوابی و اضطراب 
به‌کار می‌رفته است )15(. مطالعات نشان می‌دهند که هسته‌ی عناب 
اثرات ضد  مانند  قلبی عروقی،  بر روی سیستم  اثرات مفیدی  دارای 
آریتمی، ضد فشار خون  و ضد اضطرابی می‌باشد )17 و 16(. همچنین 
بهبود دهنده‌ی حملات و استرس اکسیداتیو، افزایش دهنده‌ی خواب 
القا شده توسط پنتوباربیتال، محافظت‌کننده از آسیب نورونی به‌وجود 
آمده توسط N-methyl-D-aspartate و کاهش دهنده‌ی آترو 
اسکلروز بوسیله‌ی مهار شکل‌گیری سلول‌های کفی است )14 و 20-

18(. جوجوبوزاید A, B دو تری‌ترپن صابونی مهم از اجزای تشکیل 
دهنده SZS می‌باشند. به غیر از این دو، فلاونوییدها و آلکالوییدهای 

دیگری هم در عصاره SZS وجود دارند )12(.
از آنجاکه ایسکمی مغزی بعد از سرطان و سکته قلبی از دلایل عمده 
مرگ و میر در جهان است و از طرفی برخی اجزاء هسته عناب نظیر 
از جهات مختلف برروی سیستم عصبی مرکزی به   A جوجوبوزاید
ویژه هیپوکمپ موثر می‌باشد ،این تحقیق به بررسی اثر نوروتروفیک 
جوجوبوزاید A بر روی سلول‌های هرمی هیپوکمپ موش صحرایی 
نر ویستار که تحت ایسكمی- رپرفیوژن فراگیر گذرا قرار گرفته اند 

می پردازد.

روش کار
تحقیق حاضر به‌‌صورت تجربی-پژوهشی بر روی24 سر موش‌ صحرایی 
)رت( نر نژاد ویستار )تهیه‌ شده از بیمارستان بقیۀالله( با سن 8 هفته و 
وزن 250 گرم در مركز تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی 
تهران انجام شد. حیوانات در دمای 25-23 درجه سانتی‌گراد، رطوبت 
50 درصد و با 12 ساعت سیكل روشنایی- تاریكی و دسترسی آزادانه 
به آب و غذا نگهداری شدند. تمامی اصول اخلاقی مطالعه، مطابق با 
اصول كار با حیوانات آزمایشگاهی و مطالعات انسانی مصوب دانشگاه 
IR.IAU. اخلاق:  )کد  انجام شد.  تهران  اسلامی  آزاد  پزشکی  علوم 

)1400.182.PS.REC

گروه‌ها
حیوانات بطور تصادفی به 4 گروه 6 تایی به شرح زیر تقسیم شدند: 
گروه کنترل: رت‌ها در شرایط استاندارد آزمایشگاهی نگهداری شده و 
فقط تحت بیهوشی قرار گرفتند ودر پایان مدت موردنظر)3روز( کشته 

شدند.  
ایسکمی/  تحت  دقیقه   20 بیهوشی  از  بعد  رت‌ها  ایسکمی:  گروه 

رپرفیوژن فراگیر گذرا قرار گرفتند. 
گروه آزمایشی: دوزmg/kg 0 0/02 ازجوجوبوزاید A )شرکت سیگما 
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عالیه کریمی و همکاران

به  ایسکمی،  از  انتخاب گردید )21( و 20 دقیقه قبل  آلمان(  آلدریچ 
طریق داخل صفاقی یا IP (intraperitoneal( به رت‌ها تزریق 

شد.
گروه حامل: ml 0/5 از حلال جوجوبوزاید A یعنی DMSO )دی 

متیل سولفوکساید( به طریق IP به رت‌ها تزریق شد. 
بعد از 3 روز حیوانات تمامی گروه ها ابتدا بیهوش شده و سپس مغز 
آنها  پس از قطع سر توسط گیوتین  از جمجمه  خارج و هیپوکامپ آنها 

متعاقب آماده سازی بافتی مورد بررسی قرار گرفت.
 

روش ایجاد ایسکمی
و  زایلازین   10 mg/kg( زایلازین  و  كتامین  از  استفاده  با  حیوانات 
mg/kg 100 کتامین( بیهوش شده و با ایجاد یک برش عمودی در 
ناحیه گردن شریانهای کاروتیدی مشترک در معرض دید قرار گرفته و 
به وسیله دو کلامپ میکروسرجری استریل به مدت 20 دقیقه مسدود 
گردیدند. سپس کلامپ‌ها جدا شده و ناحیه برش خورده بخیه زده شد.

بررسی بافتی
پس از ثبوت و آماده سازی بافتی و تهیه بلوک پارافینی، با استفاده از 
دستگاه میكروتوم مقاطع كرونال بصورت سریال و به ضخامت 5 و10 
میكرون در فاصله 2/۳ الي 5 ميليمتر از خلف برگما تهيه شد. مقاطع با 
 H&E ضخامت 5 میکرون برای رنگ آمیزی هماتوكسیلین- ائوزین
جهت بررسی کیفی بافت و مقاطع با ضخامت 10 میکرون برای رنگ 
آمیزی نیسل جهت شناسايي و شمارش نورونهاي سالم و افتراق آنها از 

نورونهاي دژنره تهیه شد.
لامها توسط میکروسکوپ نوری با بزرگنمایی 400× بررسی شدند و در 
روش نیسل فقط نورون‌های هرمی شكلی که هسته و هستک واضح 
و مشخص داشتند بعنوان سلولهای زنده و سالم در نظر گرفته شدند. از 
هر نمونه 8 فتومیکروگراف تهیه شد که سه فتومیکروگراف با حداقل 
ناحیه  هرمی  سلولهای  و  انتخاب  تصادفی  بطور  میكرون  فاصله 40 
CA1 هیپوکمپ توسط نرم افزار image tools 2 شمارش شدند و 

میانگین آنها منظور گردید.

تحلیل آماری داده ها
داده‌ها با استفاده از نرم‌افزار آماریSPSS 23 و به وسیله آزمون آماری 
قرار  تحلیل  و  تجزیه  مورد   Tukey تست  و  ی‌كطرفه   ANOVA

گرفته و سطح معنی‌داری P>0.05 در نظر گرفته شد.

یافته ها
H&E رنگ آمیزی

در بررسی نمونه‌های گروه کنترل که به روش H&E رنگ آمیزی شده 
بودند، مشاهده شد که نورونها در نواحی CA1 به طور یکنواخت و منظم 

قرار گرفته اند و به ندرت سلولهای باریک و تیره رنگ با هسته‌های 
نورون‌هایی است که مراحل اضمحلال خود  )نشانگر  تیره  و  فشرده 
را طی می‌کنند ( در لابلای سلولها دیده می‌شوند. بافت هیپوکمپ 
بافت دیده می‌شود  یکنواخت بوده و به ندرت رگ خونی در اطراف 
و سپس  بیهوشی  تحت  فقط  که  ایسکمی  گروه  در   .)1- A )شکل 
جراحی قرار گرفته بودند در نواحی CA1، سلول‌های سالم به ندرت 
دیده می‌شوند ولی سلولهای فشرده با هسته‌های تیره و پیکنوتیک به 
وفور در فواصل سلول‌های سالم وجود دارند)شکل B -1( . در گروه 
آزمایشی جوجوبوزاید A نیز مشاهدات تقریباً نظیر نمونه کنترل بود. 
به این ترتیب که از تعداد سلول‌های پیکنوتیک کم شده و به تعداد 
سلول‌های سالم افزوده شده است. اما دربعضی نقاط، عروق متسع نیز 
در لابه لای بافت هیپو کمپ دیده می‌شوند )شکل C -1(. در گروه 
حامل نیز در ناحیه CA1 سلولهای فشرده به تعداد زیاد در مقایسه با 
کنترل دیده می‌شوند و تعداد سلول‌های سالم نیز نسبت به گروه کنترل 

.)1- D کمتر به چشم می‌خورد )شکل

رنگ آمیزی نیسل
نیسل,  آمیزی  از رنگ  استفاده  با  مورد مطالعه  برش‌های  بررسی  در 
و  یوکروماتین  ظاهری  با  روشن  گرد،  هسته  دارای  که  هایی  سلول 
دارای چند هستک بودند به عنوان سلول‌های سالم در نظر گرفته شدند 
و سلول هایی که هسته آن‌ها متراکم، چند وجهی و هتروکروماتین 
بود به عنوان سلول‌های دژنره در نظر گرفته شدند )شکل 2(. بررسی 
 CA1 داده‌های به دست آمده از تعداد سلولهای هرمی زنده در ناحیه
هیپوکمپ نشان داد که بستن شریانهای کاروتید مشترک به مدت 20 
دقیقه باعث کاهش شدید سلولهای زنده گردیده و میانگین تعداد این 
سلولها را از 105عدد به 22عدد کاهش داده است در صورتیکه این 
میانگین با تزریق جوجوبوزاید A به100عدد افزایش یافت. همچنین 
تست  و  ANOVA ی‌كطرفه  آماری  آزمون  از  آمده  به دست  نتایج 
Tukey ،اختلاف معنی‌داری را  بین گروه کنترل با گروه ایسکمی و 
 =0/762( A حامل نشان داد در حالیکه این اختلاف با گروه جوجوبوزاید

)Pمعنی دار نبود )نمودار 1(.

بحث
تا کنون مطالعه ای در مورد اثر نوروتروفیک هسته خشک عناب و اجزاء 
آن نظیر جوجوبوزاید بر روی ناحیه CA1 هیپوکمپ متعاقب ایسکمی- 
رپرفیوژن فراگیرگذرا صورت نگرفته است ولی در سال‌های اخیر به 
آسیب‌های  از  ناشی  عوارض  از  جلوگیری  در  اکسیدان‌ها  آنتی  نقش 
مغزی پس از بروز سکته‌های مغزی توجه خاصی شده است )23 و 
22( همچنین برخی مطالعات نیز به نقش جوجوبوزاید A به عنوان یک 
 Wu ماده آنتی اکسیدان قوی اشاره داشته اند )25 و 24( به طور مثال
در سال 2009 نشان داد که جوجوبوزاید A می‌تواند به طور موثری 
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نمودار1: مقایسه میانگین تعداد نورونهای هرمی زنده در گروه ها.
* و + : نشان دهنده اختلاف معنی‌دار گروهها با یکدیگر است.

 :C ،گروه ایسکمی :B ،گروه کنترل :A .هیپوکمپ گروههای آزمایشی CA1 شکل 2: فتومیکروگراف از ناحیه
گروه آزمایشی )جوجوبوزاید )A ، D : گروه حامل )نوک پیکانهای پیوسته سلولهای سالم و نوک پیکانهای منقطع، 

سلولهای پیکنوتیک را نشان می دهد(. رنگ آمیزی نیسل ، بزرگ نمایی 400×400×

 : C ،گروه ایسکمی : B ،گروه کنترل : Aهیپوکمپ گروههای آزمایشی CA1 شکل 1- فتومیکروگراف از ناحیه
گروه آزمایشی )جوجوبوزاید )A ، D : گروه حامل )نوک پیکانهای پیوسته سلولهای سالم و نوک پیکانهای منقطع، 

سلولهای پیکنوتیک را نشان می دهد(. رنگ آمیزی H&E ، بزرگ نمایی 400×

اثر هسته خشک عناب در ایسکمی مغزی
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آزاد سازی و سطح نوروترانسمیترهای آمینه‌ای را تنظیم نموده و نیز 
آپوپتوز را متعاقب ایسکمی مغزی موضعی در هیپوکمپ موش صحرایی 

کاهش دهد )26(. 
Ki-Yeon و همکاران )2010( نیز نشان دادند که عصاره به دست 
آمده از هسته عناب به علت اثرات آنتی‌اکسیدانی و نوروپروتکتیو خود 
لیپید،  اکسیداسیون  کاهش  و   SOD1 بیان  سازی  فعال  با  می‌تواند 
محافظت  هیپوکمپ   CA1 ناحیه در  ایسکمیک  آسیب  از  را  نورونها 
 A نماید )27(. بنابر این این طور به نظر می‌رسد که حضور جوجوبوزاید
به عنوان یک آنتی اکسیدان قوی از ایجاد رادیکال‌های آزاد جلوگیری 
اثرات  اکسیداتیو،  استرس  با  مقابله  در  آن  خاصیت  دلیل  به  و  کرده 
ناحیه هیپوکمپ اعمال  محافظتی خود را بر روی سلول‌های هرمی 

می‌نماید. 
مطالعه حاضر نیز نشان داد که تزریق جوجوبوزاید A؛ قبل از ایسکمی- 
رپرفیوژن مغزی سبب بروز اثرات حفاظتی بر روی سلول‌های هرمی 
ناحیه CA1 هیپوکمپ شد. رنگ آمیزی نیسل در این مطالعه نشان 
داد که 20 دقیقه ایسکمی- رپرفیوژن مغزی سبب افزایش سلول‌های 
دژنره در ناحیه CA1 هیپوکمپ شده و تزریق جوجوبوزاید A توانسته 

است از میزان شدت بروزآنها بکاهد. 
می توان گفت در این مطالعه پیش درمانی با جوجوبوزاید A، سبب 
کاهش اثرات نوروتوکسیسیتی ناشی از القای ایسکمی- رپرفیوژن گذرا 
شده است. اگر چه هنوز مکانیسم دقیق این فرایند کاملا روشن نیست 
اما انتظار می‌رود که به دلیل وجود خاصیت آنتی‌اکسیدانی قوی این 
ماده، جوجوبوزایدA بتواند از تشکیل رادیکال‌های آزاد در مغز متعاقب 

ایسکمی-رپرفیوژن فراگیرگذرا ممانعت به عمل آورد. 
ضایعات  بروز  سبب  مغزی  ایسکمی  در  که  دیگری  مهم  مکانیسم 
ایسکمی مغزی می‌باشد و  بروز  از  التهاب پس  ایجاد  بیشتر می‌شود 
حضور عوامل التهابی می‌تواند برتشدید ضایعات تاثیر مستقیم بگذارد 
)28(. همچنین مطالعات نشان داده اند که به دلیل وجود اثرات ضد 
التهابی، جوجوبوزاید A می‌تواند با اثر مستقیم برروی التهاب منطقه 
دچار ایسکمی, نقش محافظتی خود را برسیستم عصبی پس از ایجاد 
ضایعه مغزی ناشی از ایسکمی- رپرفیوژن القا نماید )21( چند دقیقه 
بعد از انسداد شریانی، عدم تعادل یونی با نشت غیر طبیعی +Na و 
خروج+K همراه می‌گردد که موجب دپلاریزه شدن آنوکسیک گسترده 
در غشاء نورون‌ها و سلول‌های عصبی هیپوکمپ می‌شود )29( افزایش 
 Na+ به نورون، موجب عدم تعادل در میزان افزایش غلظت Na+ نفوذ

و توزیع +K در سلول میشود )30(. بنابراین کاهش تولید ATP که پس 
از عدم تعادل+Na+ / K به علت )Na+ / K+ ATPase( اتفاق می‌افتد 
کمک می‌کند تا جذب گلوتامات که مهم‌ترین تحریک کننده است، 
تاثیر  یابد )31(، این وضعیت ،گیرنده‌های گلوتامات را تحت  کاهش 
قرار می‌دهد و نفوذ +Ca2 افزایش می‌یابد. این مسئله موجب ایجاد یک 
سری از رویدادهای هسته‌ای و سیتوپلاسمی )تحریک پذیری( می‌شود 
که منجر به شکست میتوكندری و آپوپتوز میگردد )32 و 33(. در همان 
زمان، نفوذ  +Ca2 باعث فعال شدن آنزیم‌های کاتابولیک با تولید اسید 
آراشیدونیک می‌شود و تشکیل گونه‌های اکسیژن واکنشی ROS را 
به طور عمده در نورون‌ها افزایش می‌دهد که در نتیجه باعث انتقال 
اسموتیک آب به سلول‌ها شده و منجر به ادم سیتوتوکسیک، لیز سلول 

و نکروز می‌گردد )34(. 
برخی مطالعات نشان داده که جوجوبوزاید A بر مسیر سیگنال دهی 
به واسطه گلوتامات اثر مهاری دارد)35( گیرنده NMDA  یک نوع 
گیرنده گلوتامات است که  در شرایط فیزیولوژیک، در توسعه سیستم 
عصبی، یادگیری و حافظه و در نوروتوکسیسیتی در شرایط هایپوکسی 
که  اند  داده  نشان  قبلی  مطالعات  می‌کند)36(.  ایفا  کلیدی  نقشی 
افزایش فعالیت و یا نقص فعالیت گیرنده‌های NMDA در بسیاری از 
بیماری‌های حاد و مزمن سیستم عصبی مرکزی نظیر ایسکمی مغزی و 
آسیب ترومای مغزی دخالت دارند)37( و جوجوبوزاید A اثر مهاری خود 
بر مسیر سیگنال دهی تحریکی با واسطه گلوتامات در ناحیه هیپوکمپ 

را احتمالا از طریق عمل آنتی کالمودولینی خود اعمال می‌کند )38(.
بنابراین احتمال می‌رود جوجوبوزاید A از طریق مهار فعالیت پروتئین‌های 
پیش آپوپتوزی و نیز اثر برروی فعالیت گیرنده‌های NMDA اعمال 
نماید و به واسطه اثر مهاری اش بر مسیر سیگنال دهی گلوتامات و نیز 
حذف ROS به دلیل خاصیت آنتی‌اکسیدانی بالقوه اش، مانع از آسیب 
بیشتر سلولی در ناحیه CA1 هیپوکمپ متعاقب ایسکمی- رپرفیوژن 

گذرا گردد.
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