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 یساسکلروز مولتیپل در مدل حیوانی بیماریترکیبات محافظ نرونی 
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 ايراناراك،  اراك،دانشگاه  ،دانشكده علوم، شناسی گروه زيست. 3
 

 1317 شهريور 11: شپذير                                                                                         1317 ارديبهشت 11: دريافت
 

 چکیده

بررسی گرديده  اس امارزيابی اثربخشی ترکيبات محافظ نرونی در مدل حيوانی بيماری  جهتشناسی دقيقترين روش بافت مطالعه در اين: زمینه و هدف

                              .است 

کیوپريزون  ، (هفتیه آریر   2در  28و  mg/kg 08 ،08)بنزوآريک اسیيد  + کنترل  کنترل، :هایدر گروههفته  6مدت ه ب C57BL/6های  موش :ها روش

  هایآزمونميزان آسيب ميلين توسط در پايان هفته ششم . قرار گرفتند تحت بررسی اسيد بنزوآريک+ کوپريزون  و( اس مدل ام)جهت تخريب نرونی %( 2/8)
و همچنیين تویويربرداری ميكروسیكول الكترونیی      (LFB)و لوکسال فست بلیو   (H & E)ائوزين -های هماتوکسيلينآميزیرنگ ،(IHC) ايمونوهيستوشيمی

                                                                                .ارزيابی گرديد (TEM)عبوری 

حتیی بیارترين    LFBدر روش (. > 881/8p)کنترل نشان دادند کوپريزون هر چهار روش تخريب معنادار ميلين را در مقايسه با گروه   در گروه: ها افتهي

همگیی تفیاوت    TEMو   IHC، H & Eهیا شیامل   ساير روش. اسيد نيز نتوانست در مقايسه با گروه کوپريزون بهبود معناداری را نشان دهد بنزوآريک غلظت
بود که در غلظت متوسط  TEMتنها در نتايج حاصل از روش . وپريزون نشان دادنداسيد در مقايسه با گروه ک بنزوآريک زياد  معناداری در اثرات حفاظتی غلظت

 .                                 (> p 80/8)اسيد نيز اثرات حفاظتی معناداری مشاهده شد  بنزوآريک

هیای   ين مطالعه اسیتفاده همزمیان از روش  همچنين نتايج ا. ترين روش شنارته شدندبعنوان ضعيف LFBترين و  عنوان حساس به TEM: یریگ جهینت

عیدم دسترسیی بیه     صیورت شیود در   توصیيه میی  . کندرا پيشنهاد می TEMجهت تاييد نتايج  IHCجهت بررسی ميزان التهاب عوبی و  H & Eديگر چون 
                                                                                                        .اتكا شود IHCو  TEM های دارای دقت زياد مانند روش به ی فوقها روش
 

  ائوزين-اسكلروز مولتيپل، ايمونوهيستوشيمی، کوپريزون، لوکسال فست بلو، هماتوکسيلين: ی کلیدیها واژه
 

 مقدمه
يیا ام اس بيمیاری اسیت کیه در آن      مالتيپل اسیكلروزي  

هیای سيسیتم عویبی     غلاف ميلين اطراف اکسیون در نیورون  
هیای   تخريب شده و منجر به ارتلال در توانايی سلول مرکزی

                                                           
1
 Multiple sclerosis (MS) 

2
 CNS 

در حیال  . شیود عوبی مغز و نخاع جهت ارتباط با يكیديگر میی  
 نفیر بیه بيمیاری     08در ايران از هر صد هزار نفر حیدود   ،حاضر

های تهیران،   ام اس مبتلا هستند و شيوع اين بيماری در استان
 وهیای کشیور بیوده     سیاير اسیتان   فارس و اصیفهان بيشیتر از  

                                                                    .]1[ فانه اين ميزان رو به افزايش استمتاس
يک بيماری موروثی نيست بیا ايین حیال برریی از      ام اس

 مقاله پژوهشی
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تغييرات ژنتيكی ريسیک ابیتلا و پيشیرفت بيمیاری را افیزايش      
که هنوز درمان قطعی برای بيمیاری ام اس  با اين                                                                .]2[دهند  می

مشخص نشده است هدف از اقدامات درمانی فعلیی برگردانیدن   
حالت اوليه، جلوگيری از بروز حملات  عملكرد سيستم عوبی به

هیای  ندرمیا . جديد و پيشگيری از بروز ناتوانی در بيماران است
منظیور ايجیاد تیرميم در بافیت عویبی از جملیه        ديگری نيز به

اند های بنيادی مورد استفاده قرار گرفته فاکتورهای رشد و سلول
که درمان قطعی را به دنبال نداشته و مشكلات رد پيوند و مهار 

                                                             .]3[دنبال دارند  ايمنی را به
ن يک شلاتور می  میی باشید کیه اسیتفاده از آن      کوپريزو

بیا   موجب مرگ ارتواصی اليگودندروسيتها و تخريیب ميلیين  
پ  از يک )رود به رودی  پذيری يا رميلينيشنقابليت برگشت

تغذيیه همیراه بیا                                                        .]0[گردد می( هفته توقف مورف کوپريزون
 تییرين وزن غییذا، يكییی از رايییج % 2/8ون بییه ميییزان کییوپريز

های مورد استفاده برای آزمايش دميلينيشین و رميلينيشین   مدل
در اين مدل از ميان نواحی مختلف مغز، بيشتر تحقيقیات  . است

 ای فوقیانی هیای مخچیه  و پايیک  بر روی کورپیوس کیالوزوم  
ل آسيب دلي کوپريزون به. شودعنوان ماده سفيد مغز انجام می به
سيستم انتقال الكتیرون ميتوکنیدری و مهیار فعاليیت آنیزيم      به 

اریتلال در توليید    سوپراکسيد دسموتاز وابسته بیه می  باعی    
شده و همچنين منجر بیه ايجیاد شیرايط     آدنوزين تری فسفات

                                                       .]0[گردد استرس اکسيداتيو در سلول می
های مهم میدل کیوپريزون، مراحیل دميلينيشین و      از مزيت

 پذير بدون آسيب سیدرونی و مغیزی  رميلينشن واضح و برگشت
از معايب اصیلی ايین   . است که به راحتی قابل تشخيص هستند

شن توسط بودن مكانيسم ايجاد دميلينيتوان به ناشنارتهمدل می
توانید باعی  سیختی در شناسیايی     کوپريزون اشاره کرد که می

های بالغ و در نتيجه عوامل موثر در از بين رفتن اليگودندروسيت
           .]0 ،0[ايجاد دميلينيشن گردد 

آن،  توقف تجويزپ  از ايجاد دميلينيشن توسط کوپريزون و 
 بيیان . افتید سارت مجدد ميلين در طول يک هفتیه اتفیاق میی   

کنید کیه   های ميلين ايین امكیان را فیراهم میی    مجدد پروتئين
اين در حالی است . مراحل رميلينيشن و تاثيرات آن بررسی شود

يیا   کیه میدل آنسیفالوميليت آلرژيیک تجربیی      که با وجود اين

                                                           
3
 Demyelination 

4
 Remyelination 

5
 Corpus callosum 

6
 Superior cerebellar peduncles 

7
 Encephalomyelitis experimental allergic  

EAE       بهترين میدل جهیت بررسیی التهیاب سيسیتم عویبی ،
ل بیوده  مرکزی است ولی بررسی رميلينيشن در آن بسيار مشیك 

افتید در  مان با ايجاد دميلينيشین اتفیاق میی   همززيرا اين پديده 
                .]6[پذير است ها از هم به سختی امكاننتيجه امكان تمايز آن

اکسیيدانی  ترکيب فنلیی و آنتیی   يک (BA) دبنزوآريک اسي
رواص ضدالتهابی و اثیرات مهارکننیدگی    طبيعی است که اريراً

های متعددی از جمله سیرطان و ديابیت از   اریآن در ايجاد بيم
. ]7[ های اکسيداتيو مشخص شده اسیت ترسطريق کاهش اس

اریتلال در   د بیا نی توان میی  ها اکسيدانبه گفته پژوهشگران آنتی
به دسیتگاه   Tهای لنفوسيت رووصاً های ايمنی مهاجرت سلول
 های اکسيدکننده در درمان بيمیاری  مهارآنزيم و عوبی مرکزی

اين مطالعه بیا هیدف بررسیی بهتیرين                                                                  .]0[باشند  س موثرا ام
بر تخريیب ميلیين    BAدهنده نقش حفاظتی روش بافتی نشان

ايجاد شده در مدل حيوانی ام اس القا شیده توسیط کیوپريزون    
 .انجام گرديد

 

 ها مواد و روش
 

 اهیآزمايشگ حیوانات
هفتییه در  0-1بییالغ نییر  C57BL/6  سییر مییوش 00تعییداد 

. گرم از انستيتو پاستور ايران تهيه گرديید  10-23محدوده وزنی 
 تیايی در قفیی  قیرار گرفتنیید و در   حيوانیات بییه صیورت شییش  

 روشیینايی -و دوره تییاريكی C° 2 ± 23انییه بادمییای  نخحيوا
آب . ساعته در دانشگاه علوم پزشكی تهران نگهداری شیدند  12

رعايیت  . گرفیت و غذا به صورت آزاد در ارتيار حيوانات قرار می
نكات ارلاقی منطبق با منشور ارلاقی هلسينكی در مورد کليیه  

-1017کید  )حيوانیات  حيوانات جهت به حداقل رساندن آزار به 

                .]1[صورت گرفت ( 13

 

 ايجاد مدل کوپريزون

هیا بیه   غیذای حيیوان   کیوپريزون،  در ابتدا جهت ايجاد مدل
. قیرار داده شید  ظیروف مخووصیی    گرديد و دراندازه آرد پودر 

نكیردن فایای حيوانخانیه در فایای     ها به منظور سیمی قف 
جهت ايجاد مدل، غذای . داری شدندهای در زير هود نگجداگانه

هفته به حيوانات داده شد  ششبه مدت  %2/8حاوی کوپريزون 
صیورت تزريیق داریل     رويیی بیه  هفته آرر مدارلات دادو در  و
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در ساعات معينی هنگام ظهر، روزانه به میدت چهیارده    صفاقی
                .]18[ صورت گرفت روز

 

 های مورد آزمايشگروه

های سالمی کیه شیش هفتیه غیذای     شامل موش :گروه کنترل
 µL188 پودرشده فاقد کوپريزون به همراه تزريق دارل صفاقی

را ( بافر نمكیی فسیفات  :  فوکسايددی متيل سول) BAحلال 
 .در دو هفته آرر دريافت نمودند

 

های سالم بوده که به سه زيیر   شامل موش :BA+ گروه کنترل 
                :شوندگروه تقسيم می

در دو BA (mg/kg 28 )کننده های سالم دريافت موش( 1
                .هفته آرر

در دو BA (mg/kg 08 )کننده های سالم دريافت موش( 2
 .               هفته آرر

در دو BA (mg/kg 08 )کننده های سالم دريافت موش( 3
 .               هفته آرر

 

های سالم که شیش هفتیه غیذای     شامل موش :گروه کوپريزون
را  BAکوپريزون به همراه تزريق حیلال  % 2/8پودرشده حاوی 

                .در دو هفته آرر دريافت نمودند

شونده های تغذيهاين گروه شامل موش :BA+ گروه کوپريزون 
کوپريزون برای شش هفته بوده کیه در دو  % 2/8با غذای حاوی

اين گروه . را نيز به صورت تزريق دريافت کردند BAهفته آرر 
 :شامل سه زير گروه بود

در دو هفته BA (mg/kg 28 )کننده های مدل دريافت موش( 1
 .              آرر

در دو هفته BA (mg/kg 08 )کننده های مدل دريافت موش( 2
 .              آرر

در دو BA (mg/kg 08 )کننده های مدل گروه دريافت موش( 3
 .              هفته آرر

 

                های بافتی آماده سازی نمونه

صیورت   در پايان هفته ششم، تعداد پنج سیر میوش بیه     
هوشیی   پی  از ايجیاد بیی   . ز هر گروه انتخاب شیدند توادفی ا

 شیییرکتهیییر دو از )و زايلازيییین  عميیییق توسیییط کتیییامين
Sigma-Aldrichقفسییه سییينه بییاز و سییپ     ( ، انگلسییتان 

                                                           
8
 i.p. 

9
 DMSO 

10
 PBS 

سرد درون بطن چپ پرفيوژ شید تیا    PBSليتر محلول ميلی 10
تمامی رون موجود در عروق از دهليز راست قلب حيوان ریار   

شیرکت  )آلدئيید   محلیول پیارافرم  يتیر  لميلیی  10سیپ   . گردد
Merckمغیز از  . سرد درون بطن چپ پرفيیوژ شید  % 0( ، آلمان

سیاعت در محلیول    20مدت   درون جمجمه رار  شد و ابتدا به
میدت   قرار گرفت و سپ  بیه  C° 0 در دمای% 0پارافرم آلدئيد 

     (، آلمانMerckشرکت )مورر  1ساعت در محلول سوکروز  20
هیای   مغیز در قالیب   ،در مرحله بعید . قرار گرفت C° 0 دمای                             در

 مخویییییوص قیییییرار داده شییییید و روی آن محلیییییول    
سیپ   . آن را بپوشاند کاملاًريخته شد تا  OCTکننده فيك 

جهیت   منتقیل گرديید و   -C° 08 بافت مغز بلافاصله به فريزر
يیک   اتدر قطع)کالوزوم جدا ناحيه کورپوس  ،TEMآزمايش 

در  Cacodylate در بافر% 3دئيد الو در محلول گلوتار( مترميلی
                                     .]11[قرار داده شد   C° 0 دمای                             
 

آمیییزی اسییتفاده از رنیی   التهییاب بییا  بررسییی

 ائوزين /هماتوکسیلین

مدارلات دارويی،  ديده و تاثيرمنظور بررسی بافت آسيب  به
م ميكرونی از ناحيه مديال کورپیوس کیالوزو   0های بافتی برش

تهيیه  ( ، آلمیان Wetzlarشیرکت  )توسط دستگاه کرايو سكشن 
ائییوزين -ميییزی معمییول هماتوکسییيلينشییدند و سییپ  رنییگ 

های به روش استاندارد با افزودن رنگ( ، آلمانMerckشرکت )
شیده و  شدن فيك رشک ها بعد از رم  .ارتواصی انجام گرفت

آميیزى  با ايین روش رنیگ  . با ميكروسكول نورى بررسى شدند
ها رنگ رنگ تا بنفش و سيتوپلاسمها رنگ آبى کم هسته سلول

بیرش   12از هیر نمونیه تعیداد    . صورتى پررنگ به رود گرفتنید 
                                                      .]12[ارزيابی شد  08توسط ميكروسكول نوری و بزرگنمايی 

 

آمیزی لوکسال فست رن   توسطدمیلینیشن  بررسی

  بلو

در مرحله اول محلول رنگ آماده شد بیه ايین ترتيیب کیه     
اسیيد اسیتيک    و (، آلمیان Sigmaشیرکت  ) بلیو  فست لوکسال

مخلوط و  (ايران)% 10همراه الكل   به ،(، آلمانMerckشرکت )
شیده قیرار داده   رنگ آمیاده  ها در محلول سپ  برش. صاف شد

ها در معرض الكیل و   در مرحله بعد برش(. C° 68 دمای)شدند 

                                                           
11

 Optimal cutting temperature (OCT) 
12

Transmission electron microscopy (TEM)  
13

 LFB 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

pp
.p

hy
ph

a.
ir

 o
n 

20
25

-0
7-

01
 ]

 

                             3 / 11

https://ijpp.phypha.ir/article-1-346-fa.html


 و همكاران سندگل      شناسی تخريب ميلينتعيين دقيقترين روش بافت

 

 01-01، صفحه 1، پياپی يكم، شماره سوم، دوره 10هار ب 00 مجله فيزيولوژی و فارماکولوژی ايران
 

هیا بیا    رنگ بافیت  تمايز. شوند شستشو آب قرار گرفتند تا کاملاً
 28-38% )78و الكیل  ( برای چنید ثانيیه  % )80/8کربنات ليتيم 

 2هیییا در آب مقطیییر بیییرای  بیییرش .انجیییام گرفیییت( ثانيیییه
ا ميكروسكول نوری میورد بررسیی   و سپ  ب شيک شدهدقيقه 

رنگ نگرفیت و   مغزدر اين مرحله بافت راکستری  .ندقرار گرفت
بیه چربیی    بلیو  فسیت  لوکسیال دليل تمايل زيیاد  ماده سفيد به 

بیرای بررسیی بافیت از    . رنگ آبیی در آمید  موجود در ميلين به 
مناطق دميلينه . استفاده شد 18ميكروسكول نوری و بزرگنمايی 

آميزی و مناطق سالم به رنگ آبی در اين رنگ به رنگ صورتی
نسبت دو ناحيه آبی و صورتی درناحيیه میديال   . نددش مشخص
مورد ارزيیابی قیرار    Image J کالوزوم توسط نرم افزار کورپوس

 percentage of volumeگرفییت و نتيجییه تحییت عنییوان

fraction      در ناحيه آسيب ديده نسبت بیه کیل منطقیه میديال
برش مورد  12تعداد  ،از هر نمونه. م گزارش شدکالوزو کورپوس

                                                                                                   .]13[ ارزيابی ميزان دميلينيشن قرار گرفت
 

آمییییزی رنییی توسیییط دمیلینیشییین ی بررسییی

  MOG مارکر ايمونوهیستوشیمی
ميكرونیی از ناحيیه میديال کورپیوس      0هیای بیافتی   برش

آميیزی آمیاده   کالوزوم توسط دستگاه کرايوسكشن بیرای رنیگ  
بر روی سپ  و ور گشته غوطه PBSها در محلول  برش. شدند

ساعت  2 مدت  به C° 37 و در دمای ندچسبانده شده رم سيلان
  میییدت  هیییا بیییه رم ،بعییید در مرحلیییه .گرديدنیییدداری  نگیییه

 ور شده تا پراکسيداز دارلیی غوطه%( 0)ژنه آب اکسي دقيقه در 0
شسته  PBS محلول دقيقه در 0ها  رم ،بعد در مرحله                                                         هار شودم

بادی ارتواصی عليیه گليكیوپروتئين اصیلی    و سپ  آنتی شده
 شیرکت )سیاز  هیای بیالغ ميلیين   ميلين و مارکر اليگودندروسيت

Merckشید   روی آن ريخته (1:208) با غلظت مناسب( ، آلمان
سپ  بیرای  . گرديدانكوبه  C° 0دمای در ساعت 12 مدت  به و

که همان بافر  محلول اول .گرديداز دو محلول استفاده  شستشو
هیا در  دقيقه بیا حرکیات ملايیم رم    0 مدت  بهشستشو است و 

کیه همیان    دوم محلول درها سپ  رم آن قرار گرفتند ودرون 
PBS داده دقيقه به آرامیی چنیدين بیار تكیان      0مدت   است به
 بیا غلظیت مناسیب    HRPثانويه متول بیه  بادی آنتی                     شدند
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 IHC 
15

 Myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 
16

 Horseradish peroxidase (HRP) 

انكوبیه   C° 37 در ساعت 6 مدت به ،ريخته رمروی  (1:1888)
توسیط پراکسیيدهيدروژن و    MOGهای پیروتئين  لكه. نموديم

(. ای مايل به زردقهوه)قابل مشاهده گرديدند  دی آمينو بنزيدين
 بییاشییده و  فییيك  هییا سییپ  رمانجییام، مرحلییه آبگيییری 

بیییا شییده هییای گرفتییهعكیی مطالعییه و  نییوری ميكروسییكول
 يیا همیان  هیا  برابر جهت ارزيابی درصد پيكسل 288بزرگنمايی 
مورد تجزيه و  Image Jتوسط نرم افزار های مثبت تعداد سلول

  MOGهای منظور بررسی سلول به                                                                                                             .] 13[رفتند تحليل قرار گ
برش سريال از  18مثبت، سه نمونه از هر گروه و در هیر نمونه 

 دادتعی  ميیانگين . ارزيیابی شید  منطقه مديال کورپوس کیالوزوم  
منطقیه  ( ميلی متیر مربی   )های مثبیت در واحید سیطح پيكسل

ه و بی  محاسیبه شید  مديال کورپوس کیالوزوم در گیروه کنتیرل    
تغييرات ايجاد شده در  .درصد تعيين گرديد 188عنوان رفرن ، 

 .های ديگر نسبت به گروه کنترل به درصد گزارش گرديدگروه
 

 یغلاف میلین توسط میکروسیکو  الکترونی   بررسی

 عبوری

قطعات مغز حاوی ناحيه کورپیوس کیالوزوم همیان روز بیه     
آزمايشگاه ميكروسكول الكترونی جهیت انجیام مراحیل بعیدی     

کليه مراحل شستشو، آبگيری، نفوذ تدريجی بیا  . انتقال داده شد
، نفوذ تدريجی با رزين، قالبگيری، برش و (اکسيدپروپيلن)حلال 

يشییگاه گییروه آنییاتومی در نهايییت قییرار دادن در گريیید در آزما
دانشگاه علوم پزشكی ايران توسط تكنيسیين مربوطیه انجیام و    

 هیییا توسیییط ميكروسیییكول الكترونیییی میییدلعكسیییبرداری
960A-DSM ( شرکتZeissآلمان ، )ها عك  .انجام پذيرفت

 G-ratioعنیوان   بهارزيابی و نتيجه   Image Jر توسط نرم افزا
 ناحيهدر ( رارجی آننسبت شعاع دارلی غلاف ميلين به شعاع )

                      .]10[کورپوس کالوزوم گزارش گرديد 
 

 هاآنالیز داده
ر افییزااز نییرم ،هییاجهییت انجییام محاسییبات آمییاری داده  

GraphPad Prism 6 آزمون آماری مورداستفاده،  .استفاده شد
بیه   طرفیه  دو  لیزوم   يیا درصیورت    يک طرفه واريان  آناليز 

از نییوع  post-hocهییای چندگانییه يییا ايسییهمقن همییراه آزمییو
Bonferroni 80/8 .بودp <  داربیودن  عنیوان معيیار معنیی    بیه
                             .]10[شد درنظر گرفته 
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 و همكاران سندگل      شناسی تخريب ميلينقيقترين روش بافتتعيين د

 

 01-01، صفحه 1، پياپی يكم، شماره سوم، دوره 10هار ب 00 مجله فيزيولوژی و فارماکولوژی ايران
 

 

 
دوزهیای  )بنزوآريیک اسیيد   + ون هیای کنتیرل، کیوپريزون و کیوپريز    آميزی لوکسال فست بلو در گروهگيری ميزان تخريب ميلين توسط رنگاندازه  -8شکل 

رنیگ يیا   ديده به رنگ آبی کمکه مناطق آسيب باشد در حالیمی( در گروه کنترل)هنده ناحيه سالم دمناطق آبی در ناحيه مديال کورپوس کالوزوم نشان(. مختلف
داری بين هيچ يک از دوزهای بنزوآريک گرديد ولی تفاوت معنی صورت معناداری باع  تخريب ميلينه کوپريزون ب .اندتغيير رنگ داده( در گروه کوپريزون)سفيد 

انحراف معيیار از   ±ها براساس ميانگين نشان داده شد و داده( ×20)و بزرگنمايی  μm08  اندازه مقياس تواوير با. مشاهده نشداسيد در مقايسه با گروه کوپريزون 
 > 881/8p) ترل استنماد تفاوت با گروه کن( *)علامت . ميانگين گزارش گرديد

***). 
 

 

 ها افتهي
 تايید ايجاد مدل کوپريزون

آميزی شش هفته، نتايج حاصل از هر سه روش رنگپ  از 
LFB ( 1شیییكل) ايمونوهيستوشیییيمی ،MOG ( 2شیییكل ) و

دار ميزان ميلين در کاهش معنی( 3شكل ) TEMتوويربرداری 
 .( > 881/8p)با گروه کنترل را نشان داد  مقايسه
 

 LFBوش رسی اثرات حفاظتی بنزوآريك اسید با برر

تفیاوت معنیاداری را در    LFBآميیزی  در اين مطالعه، رنیگ 
هیای متفیاوت    کاهش تخريب ميلين پ  از درمیان بیا غلظیت   

اسيد در مقايسه با گروه کوپريزون در ناحيه کورپوس  بنزوآريک
ايین روش تيمیار    ،بر اساس نتايج(. 1 شكل)کالوزوم نشان نداد 

سیيد تیاثير   امتفیاوت بنزوآريیک    های های مدل با غلظت موش
حفاظتی معناداری بر دميلينشین ناشیی از کیوپريزون در ناحيیه     

های سیالم   تيمار موش ،از طرف ديگر. کورپوس کالوزوم نداشت
با بنزوآريک اسيد اثر آماری معناداری را بر مقدار ميلين با روش 

در مقايسیه بیا   در ناحيه کورپیوس کیالوزوم    LFBرنگ آميزی 
 .های سالم نشان ندادموش
 

  IHCاسید با روش حفاظتی بنزوآريكبررسی اثرات 
تنهییا تفییاوت آمییاری  IHCآميییزی در ايیین مطالعییه، رنییگ

را در کاهش تخريب ميلين پ  از درمیان  ( >80/8p)معناداری 
در مقايسیه بیا   ( mg/kg 08)اسیيد   بیاری بنزوآريیک    با غلظت

(. 2 شكل)يه کورپوس کالوزوم نشان داد گروه کوپريزون در ناح
هیای   های مدل با غلظت تيمار موش ،اين روش ،بر اساس نتايج

اسییيد  بنزوآريییک( mg/kg 08)و متوسییط ( mg/kg 28)پیايين  
تاثير حفاظتی معنیاداری بیر دميلينشین ناشیی از کیوپريزون در      

از طرف ديگیر تيمیار   (. 2 شكل)ناحيه کورپوس کالوزوم نداشت 
سالم با بنزوآريک اسيد اثیر آمیاری معنیاداری را بیر      های موش

در  MOGمولكیول   IHCمقدار ميلين بیا روش رنیگ آميیزی    
 .های سالم نشان ندادناحيه کورپوس کالوزوم در مقايسه با موش

 
بررسی اثرات حفیاظتی بنزوآريیك اسیید بیا روش     

TEM 
در اين مطالعه، مشاهدات ميكروسیكول الكترونیی عبیوری    

ی معنیاداری را در کیاهش تخريیب ميلیين پی  از      تفاوت آمار
و متوسیط  ( >mg/kg 08 ،81/8p)بیار    هر دو غلظت درمان با

در مقايسیه بیا گیروه    ( >mg/kg 08 ،80/8p)بنزوآريک اسیيد  
بیر  (. 3 شیكل )کوپريزون در ناحيه کورپوس کالوزوم نشیان داد  

های میدل بیا غلظیت     تنها تيمار موش ،اين روش ،اساس نتايج
بنزوآريک اسيد تاثير حفاظتی معنیاداری بیر   ( mg/kg 28)پايين 

 دميلينشن ناشی از کوپريزون در ناحيه کورپوس کالوزوم نداشت
 با بنزوآريک سالم   های موش تيمار  ،از طرف ديگر  (.3 شكل)

اسییيد اثییر آمییاری معنییاداری را بییر مقییدار ميلییين بییا روش     
وزوم در ميكروسكول الكترونی عبوری در ناحيیه کورپیوس کیال   

 .های سالم نشان ندادمقايسه با موش
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 و همكاران سندگل      شناسی تخريب ميلينتعيين دقيقترين روش بافت

 

 01-01، صفحه 1، پياپی يكم، شماره سوم، دوره 10هار ب 06 مجله فيزيولوژی و فارماکولوژی ايران
 

 

 
بنزوآريیک اسیيد   + های کنترل، کوپريزون و کوپريزون در گروه MOGآميزی ايمونوهيستوشيمی مولكول گيری ميزان تخريب ميلين توسط رنگاندازه -0شکل 

ديیده بیه   که مناطق آسیيب  باشد در حالیمی( در گروه کنترل)دهنده ناحيه سالم نشانکالوزوم  ای پررنگ در ناحيه مديال کورپوسمناطق قهوه(. دوزهای مختلف)
داری بين صورت معناداری باع  تخريب ميلين گرديد و همچنين تفاوت معنیه کوپريزون ب .اندتغيير رنگ داده( در گروه کوپريزون)رنگ يا رنگ سفيد ای کمقهوه

ا براساس ميیانگين   نشان داده شد و داده( ×20)و بزرگنمايی  μm08  اندازه مقياس تواوير با. گروه کوپريزون مشاهده شد دوز باری بنزوآريک اسيد در مقايسه با
 > 881/8p)نماد تفاوت با گروه کوپريزون است ( #)نماد تفاوت با گروه کنترل و علامت ( *)علامت . گزارش گرديد معيار از ميانگينانحراف  ±

 > 80/8pو ***
#). 

 
 

بررسی اثرات حفیاظتی بنزوآريیك اسیید بیا روش     
H&E 

نشان داد ميزان حایور   H&Eدر اين مطالعه، رنگ آميزی 
 از های رونی در بخیش میديال کورپیوس کیالوزوم پی       سلول

 داری طیور معنیی   شش هفتیه تغذيیه بیه همیراه کیوپريزون بیه      
(881/8 p <)      در مقايسه با گروه کنتیرل افیزايش يافتیه اسیت

های ریونی در منطقیه    کاهش حاور سلول رغمیعل(. 0شكل )
صورت وابسته به دوز، تنها بنزوآريک اسیيد  ه کارپوس کالوزوم ب

 بیه میدت دو هفتیه باعی  کیاهش     ( mg/kg 08)با غلظت بار 
(. 0شكل ) ها گرديد در اين سلول (> p 80/8)داری آماری معنی

 با   سالم  های موش  تيمار  تست اين ،نتايج  براساس  همچنين

 

 

 
دوزهیای  )بنزوآريیک اسیيد   + هیای کنتیرل، کیوپريزون و کیوپريزون     ميكروسكول الكترونی عبوری در گروه گيری ميزان تخريب ميلين توسطاندازه -9 شکل

باشد می( در گروه کنترل)سالم و قطر ميلين دهنده ناحيه های تيره در ناحيه مديال کورپوس کالوزوم نشانحلقه. شعاع رارجی=  ROشعاع دارلی، =  RI، (مختلف
صورت معناداری باع  تخريب ميلیين گرديید و   ه کوپريزون ب .باشندمی( در گروه کوپريزون)تر های کمتر با قطر پايينديده دارای حلقهکه مناطق آسيب در حالی

نشان داده شید و   nm0  اندازه مقياس تواوير با. ا گروه کوپريزون مشاهده شدداری بين دوزهای بار و متوسط بنزوآريک اسيد در مقايسه بهمچنين تفاوت معنی
نمیاد تفیاوت بیا گیروه کیوپريزون اسیت       ( #)نماد تفاوت با گروه کنترل و علامت ( *)علامت . انحراف معيار از ميانگين گزارش گرديد ±ها براساس ميانگين داده
(881/8p < 

 > 80/8pو ***
 > 81/8pو  #

##). 
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 و همكاران سندگل      شناسی تخريب ميلينتعيين دقيقترين روش بافت

 

 01-01، صفحه 1، پياپی يكم، شماره سوم، دوره 10هار ب 07 مجله فيزيولوژی و فارماکولوژی ايران
 

 
بنزوآريیک اسیيد   + های کنترل، کوپريزون و کوپريزون آميزی هماتوکسيلين و ائوزين در گروهرنگ های رونی توسط گيری ميزان مهاجرت سلولاندازه -1 شکل

رت معنیاداری باعی  تخريیب    صیو ه کوپريزون ب .باشندهای رونی می های سلولدهنده هستهنقاط تيره در ناحيه مديال کورپوس کالوزوم نشان(. دوزهای مختلف)
انیدازه   تویاوير بیا  . های رونی در مقايسه با گروه کوپريزون مشاهده شد داری بين دوز باری بنزوآريک اسيد و کاهش سلولميلين گرديد و همچنين تفاوت معنی

نماد تفاوت با گروه کنترل و ( *)علامت . ن گزارش گرديدانحراف معيار از ميانگي ±ها براساس ميانگين  نشان داده شد و داده( ×08)و بزرگنمايی  μm08 مقياس 
 > 881/8p)نماد تفاوت با گروه کوپريزون است ( #)علامت 

 > 80/8pو ***
#). 

 

ها  اسيد تاثير آماری معناداری بر ميزان مهاجرت سلولنزوآريک ب
 .های سالم نداشتبه ناحيه کورپوس کالوزوم در مقايسه با موش

 

 بحث
اری رود ايمنی است کیه در آن، عیلاوه بیر    يک بيم ام اس

گاه  .توانند دچار آسيب شوندها نيز می ها، اکسون اليگودندروسيت
برریی از   توانید از طريیق فرآينید نیورو پلاستيسیتی     مغز میی 

توانید نقیش   نيیز میی   ميلينيشین رفرآيند . ضايعات را جبران کند
دريلیی  تواند يكیی از  می اين فرآيند. مهمی در ترميم بازی کند

 طیور موقیت ناپديید    علائم به باشد که در فازهای اوليه بيماری،
هیای   فراریوان سیلول   بیه  CNSدر طی رميلينيشین،  . شوندمی

هیا را پی  از تكثيیر و     ها پردارتیه و آن بنيادی اليگودندروسيت
کنید و در نهايیت باعی     تمايز به مناطق آسيب ديده هدايت می

يین صیفحات از نظیر    ا. شیود  سارت صفحات جديد ميلیين میی  
بنیدی  ضخامت، نازکتر از نوع اوليه بوده و تأثير کمتری در عايق

بییا اينكییه مسییئوليت اصییلی    . کننییداکسییون اعمییال مییی  
هیا در   هیا سیارتن ميلیين و حمايیت از آکسیون      اليگودندروسيت

هیای مولكیولی کیه ايین      سيستم عوبی مرکزی است ولی پيام
ریوبی مشیخص نشیده     هنمايد ب فرايندها را تسهيل يا تعديل می

                                                                                                                                                                                                            .]16[است 

هیا   ن ميلیين، اليگودندروسیيت  شددر طی مراحل اوليه سارته
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 Neuroplasticity 

فرآيندهای پيوسته و وسيعی را کیه شیامل تمیاس بیا آکسیون،      
احاطییه نمییودن آکسییون و تشییكيل غییلاف ميلییين اسییت طییی 

هیا،   نمايند و اين فرآيند وابسته به تعامل بين اليگودندروسيت می
هیای صیادره از   بنیابراين پيیام  . هیا اسیت   ها و نورون آستروسيت

هیا و  ای در زمان تمايز اليگودندروسيتدهکننآکسون نقش تعيين
يكی از سیه   MOG. ]17[شدن فرآيند سارت ميلين دارند فعال

 فقیییطدهنیییده ميلیییين اسیییت و پیییروتئين اصیییلی تشیییكيل
های بالغ و تمايز يافته قادر به توليد آن در کنیار   اليگودندروسيت
 MAG و MBP هیای غیلاف ميلیين يعنیی     ساير پیروتئين 

بالغ اليگودندروسيتی قادر بیه سیارت ميلیين    های  سلول. هستند
دهنده افزايش سیارت  نشان MOGبوده و افزايش بيان فاکتور 

هیای ترميمیی در محیل آسیيب      ميلين و به راه افتادن مكانيسم
 .]10[است 

-ها و فعال شیدن ميكروگليیال  آپوپتوز اوليه اليگودندروسيت
حيوانی  ماکروفاژها دو مشخوه برجسته در پاتولوژی بافتی مدل

ساير سازوکارهای دريل در اين مدل شامل . باشندکوپريزون می
و ترشیح   هیا سیاز اليگودندروسیيت  هیای پیيش  مهار تمايز سلول

ماکروفاژهای فعیال  -التهابی از ميكروگليالهای پيشسايتوکاين
در حين تغذيه با کوپريزون، دميلينيشن ايجیاد شیده   . شده است

ی قابیل رويیت بیوده و بیه     پ  از سه هفتیه از لحیام مولكیول   
شیايان  . رسید هفته مورف آن میی  0بيشترين ميزان در انتهای 

ه ذکر است در تحقيق حاضر مورف همزمان بنزوآريک اسيد بی 
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 Myelin basic protein 
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 Myelin associated glycoprotein 
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 و همكاران سندگل      ب ميلينشناسی تخريتعيين دقيقترين روش بافت
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 کننیده و سیم کیوپريزون ايین امكیان را      عنوان ترکيب محیافظ 
عارضیه را همزمیان بیا     دهد تا تاثيرات ممانعت از پيشیروی می

تاثيرات درمیانی بررسیی نمیاييم، هرچنید بیدون حیذف کامیل        
. پیذير نيسیت  کوپريزون درمان قطعی توسط هيچ ترکيبی امكان

نشیان داد   پاتیل اين در حاليست که بررسی انجام شده توسط 
 پیی  از قطیی  کییوپريزون رميلينيشیین رودبخییودی در مغییز بییا  

                     .]11[شود ی شروع میهای ترميمی دارلشدن مكانيسمفعال
 LFBآميزی طور که نتايج اين مطالعه نشان داد رنگ همان

داری در ميیزان  دليل حساسيت پايين نتوانست تفیاوت معنیی   به
حفاظت و تجديد ميلين پ  از تيمار با بنزوآريیک اسیيد نشیان    

تر مثیل ايمونوهيستوشیيمی مولكیول     های دقيق دهد ولی روش
MOG مهمتر از آن نتايج حاصل از ميكروسیكول الكترونیی    و
TEM روبی اثرات حفاظتی دوزهای باری بنزوآريک اسيد را  به

                                                                                    .با افزايش ميزان ترميم ميلين نشان دادند
 BAو همكاران نشان دادند  ليو ،در راستای تاييد اين نتايج

هییای بنيییادی نییورونی درونییی را در محییيط    تكثيییر سییلول 
 يییام رسییانی  سییازی مسییير پ آزمايشییگاهی از طريییق فعییال  

Wnt/β-catenin التهییاب ناشییی از . ]28[د نمايییحمايییت مییی
توانید  های ايمنی در شرايط آزمايشگاهی رود میی  واکنش سلول

 هییای بنيییادی در منییاطق  موجییب مهییار تكثيییر و تمییايز سییلول
و تعديل آن باع  افزايش توان ترميمیی بافیت   د ديده شوآسيب
مشخص نمیود تنهیا    H&Eآميزی رنگ ،در اين راستا     .گرددمی

دار التهاب در اسيد قادر به کاهش معنی غلظت باری بنزوآريک
مطالعیات تكميلیی ايمونوهيستوشیيمی        .محل آسيب بوده است

توانايی افزايش ميزان  BAنشان دادند دوزهای متوسط و باری 
را دارند و مخووصا  MOGکننده های بالغ بياناليگودندروسيت

هیا را  قادر است جمعيت ايین سیلول     mg/kg 08  BAغلظت 

ای افزايش دهد و منجر به توليد مجدد غلاف ملاحظهر قابلبطو
             .ميلين گردد

اسیتفاده از  شود در صورت عیدم بر اساس نتايج، مشخص می
هیای  های دقيیق بیرای ارزيیابی ميیزان آسیيبها و تیرميم      روش
های نادرست افیزايش  گرفته در اين مدل احتمال گزارشصورت
دوزهیای بكیار بیرده شیده در مطالعیات      با توجه به تنوع . مييابد

مربوط به ترکيبات گياهی و دارويیی و همچنیين عیدم امكیان     
هییای مختلییف بییا تظییاهرات ايجییاد مییدل کییوپريزون در زمییان
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 Patel 
22

 Liu 

دليل تغذيه متفاوت حيوانات، در صیورت  ه پاتوبيولوژی يكسان ب
ضید و نقیي    توجهی به انتخاب روش صحيح احتمال نتايج بی

 .ودرمطالعات مشابه می
 همچنين با توجه به ماهيیت و توانیايی هیر روش پيشینهاد     

تنها برای تاييد میدل و ارزيیابی ميیزان     LFBشود از روش می
همچنیين روش  . تخريب غلاف ميلیين در میدل اسیتفاده شیود    

H&E   تنها کارآيی روبی برای تعيين ميزان التهاب و مهیاجرت
مسیتقيمی   های ايمنی به ناحيه مورد مطالعه دارد و نقیش سلول

نمودن ميزان تخريب يا ترميم ميلين چه در میدل و  در مشخص
هیای  نقطیه هرچند در اين روش . های درمانی نداردچه در گروه

 CNSدهنده هجوم لنفوسيت ها به بافت سفيد بنفش تيره نشان
در اثییر موییرف کییوپريزون و شییروع آپوپتییوز ارتواصییی      

تواننید هیم در   میی  ولی اين فرايندها باشدمیها اليگودندروسيت
مشیاهده غیلاف   که هنوز تخريب قابل مراحل اوليه آسيب جايی

توجه غیلاف  ميلينپ رخ نداده و هم در زمان شروع تخريب قابل
و میزمن  ( مفيید )بنابراين تفكيک التهاب حاد . ميلين ديده شوند

توسط اين تكنيک ممكن نيست و تنهیا حایور و عیدم    ( مار)
نظر کمی و در نهايت ميزان التهاب های التهابی از حاور سلول

ه بی  H&Eبايید يیادآوری نمیود روش    . باشید قابل تخمين میی 
کننده افزايش صورت غيرمستقيم در صورت افزايش التهاب بيان

جهت . باشدهای بالغ میتخريب ميلين و آسيب اليگودندروسيت
های بررسی تاثيرات مستقيم ترکيبات بر جمعيت اليگودندروسيت

پی آن ميزان دقيق تخريب و ترميم ميلين بهتر اسیت   بالغ و در
و  MOGهای دقيقی مثل ايمونوهيستوشيمی مولكیول  از روش

ميكروسكول الكترونی عبوری که به روبی اندازه غلاف ميلیين  
های مبتنیی بیر   استفاده از روش. دهد استفاده گرددرا نشان می
ول های ارتواصیی ماننید ايمونوهيستوشیيمی مولكی    آنتی بادی

MOG دارای دقت بسيار باريی بوده ولی در عين حال مراحل ،
تهيه نمونه نياز به دقت و زمان داشته و در مجموع گران قيمت 

البتیه در صیورت تیامين هزينیه اسیتفاده از سیاير       . نيز هسیتند 
  MAG  ،MBPهییای بییالغ ماننیید مارکرهییای اليگودندروسییيت

 ،بطورکلی. مفيد باشدتواند برای تاکيد بيشتر نتايج می  PLP و
در اولين مراحل مورف کوپريزون دچار آسيب  MOGمولكول 

های بالغ بيشتر شده و نسبت به ساير مارکرهای اليگودندروسيت
 .گيردمیمورد استفاده قرار 
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 گیری نتیجه
توان نتيجه گرفت اتكا بیه تنهیا   های اين تحقيق میاز يافته

کننیده باشید کیه بیا     ن تواند دقيق و قايک روش در صورتی می
های با کيفيت و دقيقی از غلاف ميلين عك  TEMاستفاده از 

البته تهيه نامناسیب  . در محل عارضه در ارتيار محقق قرار گيرد
هايی به موازات غلاف ميلين و پیارگی و از  ها، انجام برشنمونه
توانند از عوامیل  برداری میها در هنگام عك رفتن نمونهدست

قلمیداد   TEMبه نتايج دقيق در هنگام اسیتفاده از   عدم حوول
نتايج مطالعه اهميت اسیتفاده همزمیان از    ،از طرف ديگر. گردد

دليیل کاربردهیای مختلیف نشیان     ه های فوق را ب تمامی روش
ها  شود در شرايط عدم دسترسی به تمامی روش داده، توصيه می

 .شود اتكا IHCو   TEMهای دارای دقت بيشتر مانند  روش به
 

 ملاحظات مالی
 و دانشگاه علوم پزشیكی تهیران   اين مطالعه با حمايت مالی

. (UOZ-GR-9517-13) دانشییگاه زابییل انجییام گرفتییه اسییت
 .نمايندنويسندگان مراتب قدردانی رود را اعلام می

 

 تعارض در منافع 
 .نويسندگان اين مقاله تعارض در مناف  ندارند

 

 نويسندگان  نقش
: ش.م ؛لعه، آناليز آمیاری و نگیارش مقالیه   انجام مطا: س.ن

و کمیک در آنیاليز   لیه  نگارش مقا: م.ل ؛نظارت بر انجام مطالعه
 .داده ها
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Abstract 

 
Background and aims: Here we aimed to comprise several histological methods to determine the most accurate 

technique for evaluation of efficacy of neuroprotective agents in animal model of multiple sclerosis (MS). 

Methods: Male C57BL/6 mice were treated for 6 weeks in control, control + Benzoraic acid (BA, as 

neuroprotective agent) 20, 40, 80 mg/kg during last 2 weeks, Cuprizone (0.2%) as demyelinating agent, and Cuprizone 

(0.2%) + BA (20, 40, 80 mg/kg during last 2 weeks) groups. At the end of experiment, histological examinations 

including immunohistochemistry (IHC), Hematoxylin & Eosin (H & E) staining, Luxol Fast Blue (LFB) staining, and 

Transmission Electron Microscopy (TEM) techniques were performed for evaluation of myelin damages. 

Results: Significant myelin damage was detected by all of the used histological methods in Cuprizone group (p < 

0.001 compared to control group). LFB technique could not show improvement in damages by all doses of BA. The H 

& E, IHC and TEM methods showed significant protective effects of the high BA dose compared to Cuprizone group. 

Only the TEM method could show significant (p < 0.05) protective effect of the medium BA dose. 

Conclusion: TEM was the most and LFB was least sensitive methods. Present study suggests simultaneous using of 

methods such as H & E for better assessment of neuroinflammation and IHC for confirmation of TEM results. 

Moreover, in the case of restriction in methods, TEM and IHC are the most sensitive methods and could provide 

reliable results related to efficacy of neuroprotective agents in this model. 
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