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Abstract* 

Introduction: Pain as a complex process in central nervous system (CNS) has been studied by many researchers. 

Pain is controlled by several CNS pathways, one of the most important of which, is the descending noradrenergic 

system. This system begins from locus coeruleus (LC) nucleus in pons and ends in the spinal cord. In this research, the 

effect of pain induced by formalin was studied. 

Methods: Male Sprague-Dawley rats weighing 280-320 g were categorized into two groups of control (injection of 

50 µl normal saline) and test (injection of 50 µl 2.5% formalin). Rats were anesthetized by pentobarbital sodium (50 

mg/kg i.p.). Microdialysis probes were inserted 24 hrs before the test was done. Rats were anesthetized by urethane and 

formalin test for induction of chemical and tonic pain was performed on the hind paw of the animals. Micro dialysis 

samples were taken in 15 minutes intervals and noradrenaline (NA) and its metabolite, 3-methoxy 4-hydroxy 

phenylglycol (MHPG), were measured by HPLC-ECD. 

Results: The NA and MHPG concentration in the first and second phases of formalin test did not change 

significantly in neither test nor control groups. 

Conclusion: LC has no role in perception of pain induced by formalin test during anesthesia. 
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فيزيولوژي و فارماكولوژي

و متابوليت آن در هسته لوكوس  بررسي تغييرات غلظت نورآدرنالين

 سرولئوس در درد ايجاد شده بر اثر تزريق فرمالين در موش صحرايي بيهوش

  2نژاد ، الهه سليمان1مرز آذرنگ، فرا*1فرد جواد ساجديان

 بخش فيزيولوژي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شيراز، شيراز. 1

  ، تهرانستيتو پاستور ايراننارماكولوژي، ابخش فيزيولوژي و ف .2

  86 اسفند: پذيرش  86 بهمن: بازبيني 86 آبان: دريافت
  همكارانو  دفر ساجديان  LCو متابوليت آن در  گيري غلظت نورآدرنالين اندازه

  چكيده

در سيستم عصبي مركزي مسـيرهاي متفـاوتي بـراي كنتـرل     . درد به عنوان يكي از روندهاي پيچيده در سيستم عصبي مركزي هميشه مورد نظر محققين بوده است :مقدمه

باشد كه از پل دماغي شروع شده و به شاخ پشتي نخاع خـتم   مي (LC)از مهم ترين اين مراكز، سيستم كنترل درد نزولي نورآدرنرژيكي و هستة لوكوس سرولئوس . درد وجود دارد

 .مطالعه گرديد LCدر اين تحقيق اثر درد ايجاد شده توسط تزريق فرمالين در موش بيهوش در هسته . گردد مي

 �lتزريـق   (و آزمـايش  ) سالين نرمال �l50تزريق  (گروه كنترل  2گرم در  320تا  280از موش صحرايي به وزن تقريبي  LCبراي بررسي اثرات درد در هستة  :ها روش

سـمت چـپ    LCدرجه در هسـتة   15كاوند ميكرودياليز با زواية . بيهوش گرديدند) 50 (.mg/kg i.pهاي صحرايي توسط پنتوباربيتال سديم  استفاده شد موش%) 5/2فرمالين  50

بـه عنـوان عامـل ايجـاد كننـده درد      % 5/2روع دياليز ابتدا حيوانات توسط اورتان بيهـوش شـده و فرمـالين    قبل از ش. ساعت پس از آن، ميكرودياليز انجام گرفت 24كاشته شده و 

 -3و متابوليـت آن،   (NA)براي تعيـين غلظـت نورآدرنـالين     .اي جمع آوري شد دقيقه 15هاي ميكرودياليز در فواصل  نمونه. شيميايي و تونيك زير پوست پاي عقب تزريق گرديد

  .استفاده گرديد HPLC-ECD، از دستگاه (MHPG)يدروكسي فنيل گليكول ه -4متوكسي 

  .در طي فازهاي اول و دوم آزمون فرمالين، تغييرات معني داري نداشت LCدر هستة  MHPGو  NA غلظت :ها يافته

  .كند نمي در دردهاي شيميايي و تونيك نقشي ايفاء LCاين مطالعه نشان داد كه در حالت بيهوشي، هستة  :گيري نتيجه

  

  درد، آزمون فرمالين، هسته لوكوس سرولئوس، ميكرودياليز، نورآدرنالين، :هاي كليدي  واژه
  

  

  *مقدمه
ترين منبـع نـورآدرنرژيكي در    هستة لوكوس سرولئوس اصلي

رود  به شـمار مـي  ) A6هاي  گروه سلول(سيستم عصبي مركزي 

 ـ  اين هسته داراي انشعابات زيادي در قسـمت ]. 4[ ف هـاي مختل

مغز و نخاع بوده و بدين ترتيب در تحريكـات مختلـف حسـي و    
  

  

  sajedian@shirazu.ac.ir          :          نويسندة مسئول مكاتبات  *

  www.phypha.ir/ppj:                                          وبگاه مجله   

رفتاري اثر خود را درمناطق هدف خود در سيستم عصبي مركزي 

هاي زياد ايـن   ها و خروجي با توجه به ورودي]. 7[كند  اعمال مي

هسته ميتواند در اعمال از جملـه، درد، اسـترس و سـندرم تـرك     

عنـوان بخـش اصـلي در    اين هسته بـه  ]. 28[اعتياد دخالت كند 

سيستم كنترل درد نزولي نورآدرنژريكي، نقش مهمي را در مهـار  

  ].21و4[نمايد  درد در سطح نخاع ايفاء مي

ــده ــتة   گيرن ــلي هس ــاي اص ــدهLCه ــاي  ، گيرن  α2و  α1ه

نقش اصلي را در سيستم كنترل درد  α2  آدرنرژيك بوده و گيرنده
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هـا در مـوش    گيرنده اين]. 18[كند  نزولي نورآدرنرژيكي ايفاء مي

. انـد  جلويي اين هسته توزيع شده-صحرايي، در طول محور عقبي

آدرنرژيك اكثراً در اطـراف جسـم سـلولي     α2هاي  تراكم گيرنده

شود  هاي نورآدرنرژيك و دندريتهاي اين سلولها مشاهده مي نرون

هاي ديگري نيز در اين هسـته وجـود دارنـد كـه در      گيرنده]. 3[

  ].7و  6[دارند اعمال ديگر نقش 

هاي شيميايي هستة  نورآدرنالين، دوپامين و سروتونين واسطه

LC   بوده و نورآدرنالين در اين ميان مهم ترين واسطة شـيميايي

متابوليت اصلي نورآدرنـالين اسـت و بـه     MHPG]. 28[باشد  مي

گيـري   قابـل انـدازه   LCعنوان متابوليت خارج سلولي در هســه  

  ].10[باشد  مي

هاي بـا ارزش بـراي ارزيـابي و     رمالين يكي از روشآزمون ف

باشد و بطور وسيع  مي  مطالعه دردهاي پايدار و مزمن در حيوانات

درد ايجاد شـده در اثـر تزريـق فرمـالين در     ]. 13[رود  به كار مي

مــوش صــحرايي داراي دو فــاز بــوده كــه هــر كــدام انعكــاس  

در مطالعـات  ]. 25و  5[باشند  هاي پاتولوژيكي مختلف مي پروسه

در درد حـاد ناشـي از    LCقبلي نشان داده شده است كه هسـته  

آزمون فرمالين دخالت داشته و در صورت تخريب الكتريكـي آن،  

]. 24[شود  افزايش پاسخ رفتاري درد در موش صحرايي ديده مي

هاي صحرايي هوشـيار   هم چنين گزارش شده است كه در موش

ــالين،  ــون فرم ــاز دوم درد در آزم ــت  در ف  MHPGو  NAغلظ

ممكـن اسـت داراي    LCبنـابراين هسـتة   ]. 22[يابد  افزايش مي

هـاي داده شـده بـه     هاي مختلفي در رابطه با كنترل پاسـخ  نقش

  ].22[آزمون فرمالين باشد 

هــاي شــيميايي و  بــراي مطالعــه بــر ميــزان ترشــح واســطه

هاي  ازروش in vivoدر شرايط  LCهاي آنها در هستة  متابوليت

در ايـن ميـان، روش ميكروديـاليز از    . شـود  استفاده مـي  مختلفي

ميكروديـاليز يـك روش   ]. 28[اي برخـوردار اسـت    اهميت ويـژه 

گيري بر پاية كاوند است كه در طـي دو دهـة اخيـر بطـور      نمونه

بخـاطر   HPLC-ECD]. 11[اي رواج پيدا كـرده اسـت    گسترده

آنـاليز   حساسيت بالا و آساني كار با آن، يك روش ايده آل براي

گيـري تركيبـات كميـاب ماننـد      هـاي ميكروديـاليز و انـداز    نمونه

  ].29[باشد  نروترانسميترها مي

هاي مختلـف سيسـتم    با توجه به اينكه بيهوشي عمومي هسته

دهد، اين مطالعه بر آن اسـت   عصبي مركزي را تحت تاثير قرار مي

  .يدارزيابي نما LCكه چگونگي تاثير بيهوشي را بر كاركرد هسته 

  ها مواد و روش

بـا وزن   Sprague-Dawleyعدد موش صحرايي نر نـژاد   5

g320-280 پروتوكـول (پيش نويس . در هر گروه بكار برده شد (

بكار رفته در اين مطالعه دركميته رعايت حقوق حيوانات دانشكده 

  .دامپزشكي شيراز به تصويب رسيده است

المركز هاي بكار رفتـه در ايـن مطالعـه، پـروب متحـد      پروب

(Concentric microdialysis probe)  به شكلY  و با غشاء

 regeneratedو از جـنس   mm 1-7/0دياليز فعـال بـه طـول    

cellulose dialysis tubing   بـا مشخصـات :Speetra/ pro 

hollow fiber: molecular weight cutoff: 6000 da, 

OD: 0.250mm   بــوده كـه در آزمايشــگاه طبــق روش مرجــع

ريكاوري نسبي نورآدرنـالين و متابوليـت اصـلي    ]. 22[ه شد ساخت

در ايـن  ]. 19[، قبل از كاشتن كاوند مشخص شد (MHPG)آن 

  .بدست آمد% 25روش ريكاوري 

پس از وزن كردن حيوان، بيهوشي توسط داروي پنتوباربيتال 

 (.i.p)بصورت تزريق داخل صفاقي  mg/kg 50سديم به ميزان 

از اطمينان از بيهوشي كامل، حيـوان را در  پس ]. 12[القاء گرديد 

قرار داده و پروب را با زاويـه   (Stoelting)دستگاه استرئوتاكسي 

ــات   °15 ــا مختص ــا و  mm 5/11- A/Pو ب  mm 3/1از برگم

L/m  از خط مياني جمجمه وmm 9/7- D/V   از سطح خـارجي

  .سمت چپ كاشته شد LCجمجمه، در هسته 

اشـت كاونـد، حيـوان توسـط     ساعت بعد از انجام عمل ك 24

بصــورت  g/kg 5/1بــا دوز  (Sigma)داروي بيهوشــي اورتــان 

بعد از اتصال پمپ تزريق ]. 16و15و9[داخل صفاقي بيهوش شد 

بـه كاونـد كاشـته     (WPI, SP 210, Syringe pump)خودكار 

 μl/min 2بـا سـرعت    ACSFشده روي سـر حيـوان، محلـول    

 15هـاي ميكروديـاليز    مدت زمان جمـع آوري نمونـه  . تزريق شد

  .ها شد دقيقه انتخاب و سپس اقدام به جمع آوري نمونه

ــب  ــامل ACSFتركي  CaCl2 ،3 KCl ،4 NaCl ،10 1: ش

Glucose ،1 NaOH ،26 NaHCO3 ،25/1 NaH2PO4 ،2 

MgSO4 4/7، آب مقطر استريل و pH=   مقـادير  . انتخـاب شـد

  ].22[باشد  فوق بر حسب ميلي مولار مي

ــع آور  ــس از جم ــايش،   2ي پ ــروه آزم ــة اول در گ  50نمون

ميكروليتـر   50و در گـروه كنتـرل   ] 5% [5/2ميكروليتر فرمـالين  

سرم فيزيولوژي زير پوست كف پاي عقب سمت راسـت حيـوان   
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  .تزريق گرديد

هـاي   در نمونـه  MHPGگيري نورآدرنالين و  به منظور اندازه

ع بـا  ميكرودياليز جمع آوري شده، از دستگاه كرومـاتوگرافي مـاي  

 = High pressure liquid chromatography)فشـار بـالا   

HPLC)    بــا رديــاب الكتروشــيميايي(Electrochemical 

detector = ECD) با مشخصات زير استفاده گرديد.  

، ســتون كرومــاتوگرافي فــاز (Waters 510-USA)پمــپ 

 TRACER EXCEL, 120 ODSA,5 μM (معكــوس 

رديــاب الكتروشــيميايي ، )همــراه بــا نگهبــان ســتون 0.46×15

(Pharmacia LKB, Type – 2143 RPE, USA) . پتانسيلي

و شــدت  mv 05/± 6/0در حــدود  ECDاكسيداســيون ســلول 

  .بود+ nA 1/0± 1جريان دستگاه در حدود 

 mg 30EDTA ،g 4/8: فـــــاز متحـــــرك تركيبـــــي از

NaH2PO4 ،mg 360 1-octane-sulfonic acid ،20 %

Methanol جـه  ، آب مقطر بـا درHPLC  5/3و pH= .  سـرعت

  .تعيين گرديد ml/min 1جريان فاز متحرك 

هاي مختلف بـين دو   براي مقايسه غلظت منوآمينها در زمان

-Student)غيـر وابسـته    Tگروه كنتـرل و آزمـايش از آزمـون    

independent T test) )  05/0سطح معنـي داري p< (  و بـراي

وه از آزمون آنـاليز  گيري در هر گر مقايسه زمانهاي مختلف نمونه

طرفه تكراري و براي بدست آوردن محل اختلاف از  واريانس يك

  .آزمون تكميلي دانكن استفاده گرديد

  ها يافته

، قبـل  LCدر گروه كنترل، غلظت پايه نورآدرنالين در هسته 

ــق  ) 81/45 ± 77/201 (mean+SEM) )5=n (fmol)از تزري

به ) دل فاز اول درد فرمالينمعا (دقيقه پس از تزريق  15در . بود

معـادل فـاز   ( 84/197 ± 44/21و سپس بـه   63/186 ± 67/35

اين تغييرات از نظر آماري اختلاف معني . رسيد) دوم درد فرمالين

  ).1شكل(داري نداشت 

، قبل LCدر گروه آزمايش، غلظت پايه نورآدرنالين در هستة 

دقيقـه   15در . بـود ) 56/23 ± 63/244 )5=n (fmol)از تزريق 

و  54/254 ± 46/38بـه  ) فـاز اول درد فرمـالين  (پس از تزريـق  

ايـن  . رسـيد )  فاز دوم درد فرمالين( 31/262 ± 24/45سپس به 

). 1شـكل  (تغييرات نيز از نظر آماري اختلاف معني داري نداشت 

داري بـين دو گـروه كنتـرل و آزمـايش      همچنين اختلاف معنـي 

  ..مشاهده نشد

 (fmol)، قبل از تزريق MHPGپاية  در گروه كنترل غلظت

98/323 ± 04/2050 )5=n (در اولين نمونه پـس از تزريـق   . بود

 ±93/411و سپس بـه   54/2001 ± 2/334به ) فاز اول فرمالين(

ايـن تغييـرات از نظـر آمـاري     . رسيد) فاز دوم فرمالين ( 1/2044

در گـروه آزمـايش، غلظـت پايـه     ). 4-2نمـودار   (دار نبـود   معني

MHPG   قبل از تزريـق(fmol) 46/431± 64/2744 )5=n ( و
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SEM.( هاي هر گروه مشاهده نشد بين دو گروه و در بين نمونه داري اختلاف معني.

زمـان تزريـق يـا فـاز اول آزمـون فرمـالين      : 3نمونه  قبل از تزريق: 1-2هاي   نمونه

 پس از تزريق و يا فاز دوم آزمون فرمالين: 4-10هاي  نمونه
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و سـپس بـه    81/2654 ± 01/385دقيقه پس از تزريـق بـه    15

اين تغييرات نيز از . رسيد) فاز دوم فرمالين( 94/2710 41/244±

ــي ــاري معن ــرات غلظــت   نظــر آم ــا تغيي ــوده و متناســب ب دار نب

 ).2شكل  (نورآدرنالين بود 

  بحث

 81/45± (fmol)يـه نورآدرنـالين   در گروه كنترل غلظـت پا 

ــت  77/201 ــده اس ــت آم ــته  . بدس ــات گذش ــان در مطالع محقق

انـد   گزارش كـرده  LCدر هستة  NAهاي پايه متفاوتي از  غلظت

كه در مقايسه با غلظت پايه بدست آمده در ايـن مطالعـه كمتـر    

  ].27و22و17[باشند  مي

 تفـاوت در : اين اختلاف را شايد بتوان بـدلايل زيـر دانسـت   

. روش كاشت، شكل، نوع و خصوصيات اجزاء كاوند ميكروديـاليز 

هـا از قبيـل نـوع دسـتگاه      گيري مونوآمين تفاوت در روش اندازه

HPLC-ECD       بكار رفتـه، اخـتلاف پتانسـيل و شـدت جريـان

، استفاده از فاز متحرك با خصوصيات متفاوت و HPLCدستگاه 

ي و مهم تر از همه گير استفاده از استانداردهاي متفاوت در اندازه

انجام عمل ميكرودياليز در شرايط بيهوشي بـا داروي اورتـان در   

در  NAاين مطالعه كه شايد علت اصلي بالاتر بودن غلظت پايه 

تزريق داخل وريـدي  . اين مطالعه نسبت به مطالعات گذشته باشد

(i.v.)  اورتان با دوزmg/kg 800     ،در مـوش صـحرايي هوشـيار

درصد مقـدار پايـه آن   152 ± 4/9تا  NAلظت باعث بالا رفتن غ

ــالاموس   ــاراونتريكولار هيپوت ــته پ ــين  (PVN)در هس و همچن

پلاسـماي خـون محيطــي    NAداري در غلظــت  افـزايش معنـي  

داروهاي بيهوشـي ديگـر ماننـد     .i.vدر حالي كه تزريق . شود مي

در هسـتة   NAپنتوباربيتال سديم و كلرالوز باعث كاهش غلظت 

PVN هاي نورآدرنرژيك  با توجه به ارتباط سيستم]. 26[شود  مي

توانـد باعـث    ، داروي اورتان مـي ]LC ]26با هسته  PVNهستة 

  .شود LCافزايش كاركرد هسته 

در اين مطالعـه مشـخص گرديـد كـه پـس از تزريـق سـرم        

فيزيولوژي در گروه كنترل و فرمالين در گروه آزمايش، هيچ گونه 

نسبت به غلظـت پايـه آن در    NAداري در غلظت  تغييرات معني

اين امر نشان دهنده اين حقيقت اسـت  . مشاهده نشد LCهستة 

پاسـخي جهـت    LCكه تحت بيهوشي با داروي اورتـان، هسـتة   

  .كنترل درد ناشي از آزمون فرمالين نداده است

در موش صحرايي هوشيار افزايش رفتـار   LCتخريب هستة 

و ] 24[اشــته اســت درد حاصــله از تزريــق فرمــالين را بــدنبال د

استرس ناشي از ورود سر سوزن تزريـق سـرم فيزيولـوژي و درد    

 LCايجاد شده در فاز اول فرمالين، باعث افزايش كاركرد هسـتة  

در مـوش صـحرايي هوشـيار     NAو در نتيجه بالا رفتن ترشـح  

تواند دليل عدم پاسخ  بنابراين بيهوشي عمومي مي]. 22[شود  مي

ناشـي از آزمـون فرمـالين در ايـن      به اسـترس و درد  LCهستة 

  .مطالعه باشد

هــاي زيــادي از نقــاط مختلــف سيســتم  ورودي LCهســته 

تـرين آنهـا هسـته     كنـد كـه مهـم    عصبي مركـزي دريافـت مـي   

و هسـته پرپوزيتـوس هيپوگلوسـي     (PGi)پاراژيگانتوسلولاريس 

(PrH) همچنين اين هسته به مناطق زيادي در . باشد ميCNS 

هـاي   هـا و خروجـي   ، با توجه به ورودي]28و2[عصب دهي دارد 

ايـن هسـته در اعمـال فيزيولوژيـك مختلفـي       LCمتعدد هسته 

ترين آنها استرس، سندرم ترك اعتياد و درد  شركت دارد كه مهم

به اين اعمال در حالـت هوشـياري    LCباشد كه پاسخ هسته  مي

  ].28و22[به اثبات رسيده است 

شده و  CNSشت پذير داروهاي بيهوشي باعث دپرسيون برگ

هـاي آن را در سـطوح مختلـف دچـار تغييـر و       بسياري از فعاليت

هـاي   چنين باعـث كـاهش و توقـف فعاليـت     هم. كند نقصان مي

  ].1[شود  مي CNSالكتريكي موثر در عملكرد 

مكانيسم عمل داروي بيهوشي اورتان بدرستي شناخته شـده  

و  (PGi)ريكـي  هـاي تح  نيست، اين دارو شايد با تاثير بر ورودي

. عملكرد طبيعي آن را دچار اختلال كنـد  LCهسته  (PrH)مهار 

توانـد مسـتقيماً تحـت تـاثير      خـود نيـز مـي    LCاز طرفي هستة 

هاي طبيعي آن دچار اختلال  بيهوشي اورتان قرار گرفته و فعاليت

  .گردد

ــه     ــت پاي ــه غلظ ــن مطالع  MHPG ،fmol/sampleدر اي

بالاتر از مقادير بدست آمده بدست آمد كه  04/2050 ± 98/323

پـس از تزريـق سـرم فيزيولـوژي در     ). 68(در مطالعات قبلي بود 

گروه كنترل و فرمالين در گروه آزمايش، از نظر آمـاري اخـتلاف   

نسبت به غلظـت پايـه آن    MHPGداري در روند تغييرات  معني

اين روند تغييرات در گروه كنترل و آزمايش نسبت . مشاهده نشد

  .داري وجود نداشت ر مشابه بودند و اختلاف معنيبه همديگ

متابوليت اصلي نورآدرنالين اسـت   MHPGبا توجه به اينكه 

باشــد  مــي NA، غلظــت آن تحــت تــاثير تغييــرات غلظــت )37(
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داري  تغييرات معنـي  NAدر اين مطالعه غلظت ]. 23و22و14و8[

نيز تغييـري   MHPGرود كه در غلظت  نداشته است و انتظار مي

توان بالا بودن غلظت  با توجه به دلايل فوق، مي. هده نگرددمشا

را در اين مطالعه نسبت به مطالعات گذشته ماننـد   MHPGپايه 

NA توضيح داد.  

در حالت بيهوشي  LCدر اين تحقيق مشخص شد كه هسته 

اين پاسخ خلاف آن چيـزي  . در كنترل درد فرمالين فعاليتي ندارد

. ديـده شـده اسـت    LCهسـته  است كه در حالت هوشـياري در  

ــق مكانيســم  ــان از طري هــاي اتونوميــك و  احتمــالاً داروي اورت

در  MHPGو  NAاندوكريني باعث بالا رفتن سطح پايه غلظت 

  .شود مي LCهستة 
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