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مهمی پذیرش: 1 مرداد 1392 نقش  كه  باشد  می  مركزی  در سيستم عصبی  ذاتی  بيوالکتريکی  فعاليت  يک  منتشرشونده  مهار  مقدمه 
در پاتوفيزيولوژی بيماری های نورولوژيکی از جمله ميگرن با اورا، صرع، فراموشی های منتشر گذرا و بيماری 
های نخاعی دارد. مواد و روش ها در اين مطالعه ابتدا رت های نوجوان جراحی شده و كانول )جهت تزريق دارو 
 KCl با تزريق SD ها( و الکترودهای ثبات روی قشر مغزی كاشته شدند. مهار منتشرشونده ي قشری در گروه
به مدت چهار هفته متوالی القا گرديد. در گروه شم، محلول رينگر تزريق شد. مغز همه ی رت ها شامل گروه 
های كنترل، شم و SD خارج شده و مراحل آماده سازی برای مطالعه ايمونوهيستوشيمی انجام گرديد. يافته ها 
بيان گيرنده NR2B در ناحيه ی CA1 به طور چشمگيری در گروه SD در مقايسه با گروه كنترل و شم افزايش 
يافت. همچنين افزايش معنی داری در بيان گيرنده ي GluR1 در نواحی CA1 و CA3 در گروه SD مشاهده 
گرديد. نتيجه گيری مهار منتشر شونده، بيان گيرنده NR2B از زيرواحدهای گيرنده های NMDA و گيرنده ي 
GluR1 از زير واحدهای گيرنده های AMPA را در مناطق مختلف هيپوكمپ رت های نوجوان افزايش می دهد.

Introduction Spreading depression (SD) is an intrinsic bioelectrical activity in central nervous 
system which play important role in pathophysiology of some disorders such as migraine 
with aura, epilepsy, transient global amnesia, and spinal cord diseases. Materials and methods 
The juvenile rats were anesthetized and recording electrodes and cannula were implanted 
over the brain. Repetitive cortical SD events were induced by KCl injection through the 
cannula. Four weeks after the KCl or Ringer injection, all rats, including control, sham and SD 
groups, were decapitated and the brains removed. The distribution of NR2B subunit of NMDA 
receptors and the GluR1 subunit of AMPA receptors were assessed by immunohistochemical 
staining. Results Expression of  NR2B  receptors in the CA1 region significantly increased in 
the SD group compared with the sham and control group (P<0.05). Also expression of GluR1 
receptors in the CA1 and CA3 regions significantly increased in the SD group (P<0.01). 
Conclusion  Our result showed that SD enhanced expression of the NR2B subunit of NMDA 
receptors and the GluR1 subunit of AMPA receptors in various regions of the juvenile rat 
brain.
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  مهار منتشر شونده (SD) پديده ای است كه در طی آن يک 
موج دپلاريزاسيون نورونی- گليايی با سرعت 5-3 ميلی متر در 
دقيقه در سراسر قشر مغز منتشر و در پی آن موجب كاهش شديد 
و موقتی فعاليت بيوالکتريکی در آن منطقه ي قشر می شود )2 
،1(. در برخی اختلالات مغزی از جمله ميگرن با اورا، صرع، 
بيماری های عروقی مغز، فراموشی های منتشر گذرا و بيماری 
های نخاعی، SD نقش مهمی دارد )3 ،1(. تحقيقات نشان می 
دهد كه SD فعاليت آميگدال را تحت تاثير قرار می دهد. بيش 
از 75 درصد امواج SD از ميان قشر گيجگاهی به آميگدال می 
رسد )4(. اعتقاد بر اين است كه SD تحت شرايط پاتولوژيکی 
مسئول مرگ نورونی می باشد )6 ,5( و در مغز سالم رت های 
بالغ منجر به آسيب يا مرگ سلولی نمی شود )7(. مطالعات اخير 
نشان می دهدSD در بافت های طبيعی مغز بی ضرر می باشد. 
همچنين بيان می كنند القای مکرر SD در مغز سالم رت های 
نوجوان موجب آسيب نورونی در مناطق قشری و زيرقشری می 
القای مکرر SD موجب مرگ نورونی و كاهش حجم  گردد. 
نورون های طبيعی در لايه ي پنجم قشر تمپورال و لايه ي 
گرانولی dentate gyrus و هسته پوتامن رت های نوجوان می 
گردد )8(. آسيب نورونی و همچنين مرگ نورونی در چندين 
اختلال وابسته به SD نظير ايسکمی مغز، صرع و ترومای مغزی 
در آزمايشات تجربی و بالينی گزارش شده است. مرگ نورونی 
به دليل تکرار SD در رت های نوجوان سالم احتمالًا در ارتباط با 
پاتوفيزيولوژی اختلالات نورولوژيکی در نوزادان و كودكان می 
باشد )9(. نقش گيرنده های گلوتاماتی در پيشبرد فرآيند آپوپتوز 
به خوبی بررسی گرديده است )8(. در اين مطالعه، با بررسی 
  NMDA از زير واحدهای گيرنده های NR2B ميزان بيان گيرنده

و گيرنده GluR1 از زير واحدهای گيرنده های AMPA ارتباط 
اين گيرنده ها و آسيب نورونی مورد ارزيابی قرار خواهد گرفت.

مواد و روش ها
حیوانات

   40 رت نر جوان ويستار )35-25 روزه، g 90-45( در شرايط 
استاندارد از نظر دسترسی به آب و مواد غذايی، نور )12 ساعت 
روشنايی، 12 ساعت تاريکی(، رطوبت )55- 50 درصد( و درجه 
حرارت 2±22 درجه ی سانتی گراد نگهداری شدند. همه ی 
كميته ي  توسط  شده  تصويب  اساسنامه  طبق  بر  آزمايشات 
اخلاقی حيوانات مركز تحقيقات علوم اعصاب شفا، تهران، ايران 

انجام شد.
دستورالعمل جراحی

   حيوانات با تزريق كتامين (Sigma; 150 mg/kg) و زايلازين 
صفاقی  درون  صورت  به   (Rompun®; Bayer 0/1 mg/kg)
استريوتکس دستگاه  داخل  در  ها  آن  سر  و  شدند  بيهوش 

(Stoelting Instruments, USA) قرار داده شد. كانول راهنمای 
درجه ي 23 و دو الکترود نقره )هر بخش 3-2 ميلی متر( بر 
روی قشر حسی-پيکری قرار داده شدند و توسط سيمان آكريليک 
دندان پزشکی ثابت شدند. بعد از بخيه، حيوانات به قفس خودشان 
بازگردانده شدند. قبل از آغاز روش های آزمايشگاهی، رت ها به 
مدت يک هفته در قفس های مخصوص در يک اتاق با تهويه 
مناسب به منظور بهبود بعد از جراحی، قرار داده شدند. سپس 
حيوانات توسط پنتوباربيتال (Sigma; 60 mg/kg, i.p( بيهوش 
شده و با يک سوزن تزريق درجه ي 27 تزريق انجام شد. سوزن 
تزريق به يک سرنگ هميلتون 10µl توسط يک لوله ی پلی 
 ،KClمتصل شد. محلول (Harvard Apparatus, Inc) اتيلن

 Mean ± SEM به صورت NR2B ب( توزيع گيرنده .CA3 و CA1 الف( تصاوير گرفته شده با كمک ميکروسکوپ فلورسنت از مناطق .NR2B تصویر 1. توزيع گيرنده
نشان داده شده است. بيان اين گيرنده به دنبال القا SD در منطقه CA1 نسبت به گروه كنترل و شم افزايش چشمگيري يافته است. اين تفاوت در ناحيه CA3 معنا دار 

نبود. * نشان دهنده ي P<0/05 مي باشد.
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 GluR1 ب( توزيع گيرنده .CA3 و CA1 الف( تصاوير گرفته شده با كمک ميکروسکوپ فلورسنت از مناطق .GluR1 تصویر 2. توزيع گيرنده
به صورت Mean ± SEM نشان داده شده است. بيان اين گيرنده به دنبال القا SD در منطقه CA1 و CA3 نسبت به گروه كنترل و شم افزايش 

چشمگيري يافته است. ** نشان دهنده ي P<0/01 مي باشد.

 .)n=22( 10 در مدت 60 ثانيه تزريق شدµl 3مولار به ميزان
پس از اتمام تزريق، سرنگ تزريق در كانول راهنما به مدت 
60 ثانيه نگه داشته شد تا انتشار دارو تسهيل شود. در گروه 
با روش ذكر شده، تزريق  شم )10µl ،)n=12 محلول رينگر 
شد. تزريق KCl و محلول رينگر هر كدام 4 بار در چهار هفته 
ي متوالی انجام شد. بيهوشی به مدت 60 دقيقه بعد از تزريق 
محلول KCl يا رينگر ادامه يافت. نوار مغزی (EEG) از رت 
های بيهوش به مدت 60 دقيقه بعد از تزريق محلول KCl يا 
رينگر گرفته شد. حيوانات گروه كنترل بيهوش شدند ولی هيچ 
جراحی صورت نگرفت )n=6(. چهار هفته بعد از اولين تزريق 
محلول KCl يا رينگر، تمامی حيوانات توسط كلرال هيدرات

قرار  عميق  بيهوشی  تحت   (Sigma-Aldrich; 350 mg/kg)
گرفتند و با حدود 200 ميلی ليتر نرمال سالين و در پی آن با 
600 ميلی ليتر محلول پارافرمالدهيد %4 (PFA) پرفيوژن شدند. 
سپس مغزها خارج شدند و در پارافرمالدهيد 4%  برای حداقل يک 
هفته نگهداری شدند. مغزها با عبور از الکل اتيليک با غلظت 
افزايشی پاساژ داده شدند و پس از آب گيری، در گزيلن شفاف 
سازی شدند. در مرحله ی بعد نمونه ها در  بلوک های پارافينی 
قالب گيري و برش های كرونال به صورت تصادفی از نمونه ها 

تهيه گرديد. 
ایمونوهیستوشیمی روش 

   سه لام از برش های تهيه شده، در محدوده )2/3- تا 4/3-( عقب 
تر از برگما انتخاب شده و با عبور از گزيلل و الکل، شفاف سازی و 
آبدهی شدند. در مرحله ی بعدی در بافر فسفات سالين (PBS) سه 
بافر در 95 درجه  بار شستشو داده شدند و سپس در سيترات 
سانتی گراد به مدت 10 دقيقه قرار داده شدند. بعد از سرد 
در %10 ها  برش  دقيقه،  به مدت 20  اتاق  دمای  در  شدن 

(Normal Goat Serum; NGS( و Triton-X100 0/2% در بافر فسفات 
سالين  به مدت 1 ساعت در دمای اتاق قرار داده شدند. برش ها سپس سه بار 
توسط PBS شستشو داده شدند و آنتی بادی تجاری منوكلونال موش برعليه 
 NR2B (Chemicon International, Temecula, CA)1 و GluR1گيرنده های
در دمای 4 درجه ي سانتی گراد به صورت overnight انکوبه شدند. غلظت 
 NGS آنتی بادی ها  به ترتيب 1:250 و 1:500 توسط محلول محتوی
 pH 0/3%  و بافر فسفات سالين 0/1 مولار در Triton-X100 در  %1-5
7/4 رقيق شدند. برش ها سپس 3 بار در بافر فسفات سالين )هر بار به مدت 
10 دقيقه( شستشو داده شدند. در مرحله ی بعدی برش ها با آنتی بادی ثانويه 
به  كه   (Jackson Immuno Research Labs,Westgrove, PA) فلورسنت 
نسبت 1:100 در دمای 22 درجه سانتی گراد به مدت 1 ساعت انکوبه شدند. 
 glycerol  %90 بعد از چندين شستشو با بافر فسفات سالين، لام ها با
mounting buffer پوشانده شدند و سپس توسط ميکروسکوپ فلورسنت 
گرفتند.  قرار  بررسی  مورد   (BX51WI; Olympus, Tokyo, Japan(
كنترل منفی ها فقط با آنتی بادی ثانويه انکوبه شدند. تصاويری از لام 
ها، با يک دوربين ديجيتال متصل به ميکروسکوپ تهيه شد. تعداد سلول 
های واكنش داده با آنتی بادی گيرنده های GluR1 و NR2B درگروه های 
كنترل، شم و SD، در مناطق CA1 و CA3 از هيپوكمپ اندازه گيری شدند. 

یافته ها
  پيشنهاد شده است كه گيرنده  NR2B  وGluR1 در شروع و گسترش 
SD دخيل هستند )13-10(.  به منظور امتحان كردن تغييرات گيرنده های 
گلوتامات بعد از القای مکرر SD در هيپوكمپ، توزيع  گيرنده های NR2B  و

GluR1 مورد بررسی قرار گرفتند. القای مکرر SD تغييرات خاصی را در 
بيان گيرنده های NR2B وGluR1 ايجاد نموده است. بيان گيرنده NR2B  در 
ناحيه ی CA1 به طور چشمگيری در گروه SD در مقايسه با گروه كنترل 
و شم افزايش يافت )P<0/05، تصوير 1(. همچنين افزايش معنی داری در 
بيان گيرنده GluR1 در نواحی CA1 و CA3 در گروه SD مشاهده گرديد 

)P<0/01، تصوير 2(.
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بحث و نتیجه گیری
اين مطالعه نشان می دهد كه القای مکررSD، آسيب هايی را 
در ساختار و عملکرد بافت مغز در رت های جوان ايجاد می 
كند. همچنين يافته های اين مطالعه حاكی از آن است كه القا 
 NR2B در رت های نوجوان سبب افزايش بيان گيرنده های SD
و GluR1 می گردد. مرگ نورونی با فعال شدن گيرنده های 
 Na+ و Ca2+ و به دنبال آن ورود كاتيون ها از جمله NMDA
 SD  تسريع می گردد. در مطالعه ی انجام شده، القای مکرر
بيان زير واحد NR2B و زير واحد GluR1 را افزايش می دهد. 
اين افزايش می تواند توجيهی برای آسيب نورونی ايجاد شده 
در برخی اختلالات عصبی كه فرآيند SD در آنها دخيل است، 
باشد. مطالعات نشان داده اند كه ميزان آپوپتوز با تركيباتی كه 
به طور ويژه ای زير واحد NR2B را مسدود می كند، می تواند 

منابع

تضعيف شود )14(. از طرف ديگر بيماران مبتلا به برخی بيماری 
های عصبی نظير صرع و ميگرن با اورا از اختلالات حافظه ای 
و شناختی رنج می برند. اين اختلالات در آزمون های رفتاری 
انجام شده در مدل های حيوانی نيز گزارش گرديده است. يافته 
های اين مطالعه بيانگر افزايش گيرنده های گلوتاماتی در منطقه 
ي هيپوكمپ می باشد. هيپو كمپ به عنوان يک مركز مهم 
برای ذخيره و تثبيت اطلاعات شناخته شده است. لذا افزايش 
گيرنده های گلوتاماتی در اين منطقه می تواند سبب افزايش 
مرگ نورونی و به دنبال آن اختلال در شناخت و حافظه گردد.

از اين يافته ها می توان نتيجه گرفت كه اگر اين گيرنده ها 
در كانون مطالعات دارويی قرار بگيرند شايد بتوان با مداخلات 
دارويی در روند مرگ نورونی، كمک شايانی به مبتلايان به اين 

نوع بيماری ها نمود.
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