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Abstract 

Introduction: Dark neurons which their morphological characteristics are consistent with those of cells undergoing 

apoptosis, are generated as an acute or delayed consequence of several pathological situations. The present study was 

designed to evaluate whether inflammatory pain regarding the role of NO and JNK lead to the formation of dark 

neurons in the dorsal horn of the lumbar spinal cord in rats. 

Methods: Acute or chronic inflammatory pain was induced by intraplantar injection of 1%, 2.5% or 5% formalin in 

male Wistar rats weighing 250-300 g (n=7). Spectrophotometrical analysis of the serum nitrite (metabolite of NO) and 

histological procedures for detection of dark neurons were performed at definite time intervals. Pretreatment with 

celecoxib 10, 20 or 40 mg/kg/i.p.; quercetin 40 or 100 µg/rat/i.t. as an inhibitor of JNK pathway, and PTIO 20 or 30 

µg/rat/i.t, as NO scavenger, were performed to investigate the role of NO and JNK. 

Results: Injection of formalin led to the increase of the serum nitrite in the concentration and time-dependent 

manners. The effect of 5% formalin was significantly eminent which was blocked by celecoxib 40 mg/kg. Visual 

inspections of the spinal cord sections showed that on day 5, following chronic injections of 5% formalin, numbers of 

dark neurons were significantly increased in the lumbar dorsal horn. Acute and chronic administration of other 

concentrations of formalin did not induce any remarkable dark phenotype. Injections of celecoxib 40 mg/kg, quercetin 

100 µg/rat/i.t. or PTIO 30 µg/rat/i.t. before each injection of 5% formalin, led to a reliable reduction of dark neurons. 

Conclusion: The results showed that the intensity and duration of the inflammatory pain play a major role in its 

peripheral and central developed disorders. According to the role of NO and JNK; it seems that administration of their 

inhibitors, or an appropriate dose of celecoxib may exert a protective effect against the aforementioned consequences.    
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  زاده و احمدياني حسن   در نخاع نورونهاي تيره ظهوردرد التهابي و

  دهچكي

مطالعـه حاضـر بـه    . شـوند   شناخته مـي  نورونهاي تيره كه ويژگيهاي مرفولوژيك آنها تشابه بارزي با سلولهاي آپوپتوتيك دارد، بعنوان پيامد شرايط مختلف پاتولوژيك    :مقدمه

  .ي شده است طراح آن درJNKوNOمنظور ارزيابي اثر درد التهابي بر ظهور احتمالي نورونهاي تيره در نخاع موش صحرايي و نقش 

سـپس آنـاليز   . (n=7)القاء گرديد )  گرمWistar) 250-300هاي صحرايي نر از نژاد  فرمالين در موش% 5و % 5/2،%1 تزريق غلظتهاي ا درد التهابي حاد و مزمن ب     :ها روش

پـيش درمـاني بـا سلكوكـسيب     . واصل زماني مـشخص انجـام شـد   هاي هيستولوژيك جهت رديابي نورونهاي تيره در ف و ارزيابي )NOمتابوليت (اسپكتروفتومتريك نيتريت سرمي 

 يـب بـه ترت  ؛ i.t./rat/ ميكروگـرم 30وPTIO (NO scavenger) 20 و i.t./rat/  ميكروگرم100 وJNK (40مهار كننده مسير (، كوئرستين .i.p/كيلوگرم/ ميلي گرم40 و10،20

  . در اين ارتباط انجام شدJNK و NO و مركزي و همچنين نقش بمنظور اثبات نقش درد التهابي در بروز پيامدهاي احتمالي محيطي

اثـر مـذكور   . به مراتب بـيش از سـاير غلظتهـا بـود    % 5 تجويز فرمالين منجر به افزايش ميزان نيتريت سرمي بطور وابسته به زمان و غلظت گرديد كه نقش فرمالين   :ها يافته

هـاي سـطحي    ، تعداد نورونهاي تيـره در تيغـه      %5روز پنجم؛ بدنبال تزريق روزانه غلظتهاي مختلف فرمالين       . مهار گرديد كيلوگرم  / ميلي گرم  40بواسطه پيش درماني با سلكوكسيب      

 ميلـي  40پـيش درمـاني بـا سلكوكـسيب     . تجويز حاد و مزمن ساير غلظتهاي فرمالين تـاثيري بـر مرفولـوژي نورونهـاي شـاخ خلفـي نداشـت           . بطور چشمگيري افزايش يافته بود    

  . منجر به كاهش معني دار ظهور نورونهاي تيره گرديدrat/ ميكروگرم100؛ و كوئرستين rat/ ميكروگرمPTIO 30 گرم؛كيلو/گرم

رسد  ؛ به نظر ميJNK و NOبا عنايت به نقش . ها، شدت و مدت زمان درد التهابي در بروز پيامدهاي محيطي و مركزي آن نقش بسزايي دارند         بر اساس يافته   :گيري جهنتي

  .ستفاده از مهار كننده آنها و همچنين تجويز دوز مناسب سلكوكسيب مانع از ايجاد و يا پيشرفت عوارض ناشي از درد التهابي گرددكه ا

  

  .NO، JNK سلكوكسيب، نورونهاي تيره،  درد التهابي،: كليديهاي هواژ
  

  

  *مقدمه
هـاي   در سالهاي اخير، مطالعات انجام شده در تمـامي زمينـه          

نورودژنراتيو را در مورد روندهاي       ك اطلاعات مهمي    نوروبيولوژي
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باشـند، عرضـه       مرگ نورون مـي    كه مسئول آسيب رساني و    

طــي مطالعــات هيــستولوژيك سيــستم عــصبي . انــد نمــوده

توانـد    مركزي، مشخص شده است كـه نورودژنراسـيون مـي         

ــسيك     ــك اكسايتوتوكـ ــرات مرفولوژيـ ــه تغييـ ــر بـ منجـ

(excitotoxic)   نورونهاي مـذكور    معمولاً.  در نورونها گردد 

بواسطه تمايل شديد آنها نسبت به رنگهاي مختلـف بـافتي           
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به باشد، شناخته شده و       كه مسئول ظاهر تيره رنگ آنها مي      

 ناميــده (Dark neurons) علــت نورونهــاي تيــره ينهمــ

ــي ــوند  م ــودي از  . ]5،9،10[ش ــوان نم ــره بعن ــاي تي نورونه

وند و در واقـع     ش ـ  آسيبهاي شديد نوروني در نظر گرفته مـي       

پيامد زودرس و يا ديـررس شـرايط و ضـايعات پاتولوژيـك             

  .]9،10،6،21[باشند  مي

 و همكارانش، نورونهـاي تيـره تنهـا         Ishidaطبق گزارش   

زا در مغز موش صـحرايي       چند ساعت پس از تمرينهاي استرس     

محققـين بـر ايـن باورنـد كـه تغييـرات           . ]15[شـوند     ظاهر مي 

ه كـه مـشابه سـلولهاي آپوپتوتيـك         مرفولوژيك نورونهاي تيـر   

 برگشت ناپـذير بـوده و نورونهـاي مـذكور فاقـد          باشد، غالباً   مي

بر اساس نتايج حاصـل از      . ]3،23[باشند      انسجام عملكردي مي  

مطالعه با ميكروسكپ الكتروني مشخص گرديد كـه نورونهـاي       

مذكور دژنراتيو بوده و با تغييرات ريزساختاري داخـل سـلولي و            

  .]12[باشند  تيپيك همراه ميسيناپس آ

 و همكاران، نورونهاي تيره     Bennettبر اساس نتايج مطالعه     

بدنبال جراحت عصب محيطي و هايپرآلژزيـاي ناشـي از تجـويز            

هاي   تيغه(هاي سطحي شاخ خلفي نخاع        مزمن اوپيوئيدها در لايه   

I و II (3[شوند  ايجاد مي[.  

لين بعنوان مـدل    با توجه به مستندات، تزريق زير جلدي فرما       

درد التهابي، هايپر آلژزياي طولاني مدتي را در مناطق وسـيعي از         

كنـد كـه      بدن جاندار القاء نموده و اعصاب محيطي را فعـال مـي           

با عنايت  . ]4،7[گردد    منجر به فعال شدن نورونهاي نخاع نيز مي       

به نكات ذكر شده، هدف از طراحي مطالعه حاضر تعيين حـداقل            

 التهابي بوده است كه بتواند منجر بـه تـشكيل        شدت و مدت درد   

نورونهاي تيره در شاخ خلفي بخش كمري نخاع موش صحرايي          

اهميت بخش مـذكور در نخـاع در هـدايت و كنتـرل درد              . گردد

  .بخوبي مشخص شده است

از طرف ديگر، طي ساليان متمـادي نقـش نيتريـك اكـسايد        

(NO)            انگيختن  بعنوان مولكول نـشانه پـردازي كـه قابليـت بـر

ايـن  . پاسخهاي بيولوژيك متنوعي را دارد، شـناخته شـده اسـت          

مولكول در نورونهاي نخاعي نيز توليد شده و نقش مهمـي را در             

التهاب ناشي از فرمـالين     . ]2[كند    پردازش پيامهاي درد ايفاء مي    

 در نورونهاي   (NOS)نيز منجر به افزايش نيتريك اكسايد سنتاز        

همچنين مشخص شده است كه     . ]22[شود    شاخ خلفي نخاع مي   

محركهاي دردزا از جمله تجويز فرمـالين، باعـث افـزايش بيـان             

 در شاخ خلفي نخاع القـاء       c-Junفاكتورهاي نسخه برداري مانند     

 c-Junالبته لازم به ذكر است كـه فعـال شـدن            . ]27[شوند    مي

 c-Jun N-terminal وابسته به فسفريله شدن آن توسـط  كاملاً

Kinase (JNK)باشد كه بعنوان آغازگر آپوپتوز شناخته شده   مي

 بعنوان جزء اساسـي     c-Jun/JNKدر واقع، مجموعه    . ]13[است  

  .]14[شود  روند مرگ سلول در نظر گرفته مي

 در  JNK و مـسير     NOبا عنايت به نكات فـوق و نقـش          

پردازش پيامهاي درد و دژنراسيون نوروني، اثـر آنهـا نيـز در             

تمـالي ناشـي از القـاي درد التهـابي مـورد       بروز پيامـدهاي اح   

  .بررسي قرار گرفته است

 مواد و روشها

 و  Wistarدر تحقيق حاضر از موشهاي صحرايي نر از نـژاد           

حيوانـات  .  گرم استفاده شـده اسـت      300-250در محدوده وزني    

ضمن دسترسي به غذاي مخصوص و آب آشـاميدني، در سـيكل          

ده و قواعـد مربـوط بـه         ساعته نگهداري ش   12روشنايي  -تاريكي

 .]28[ مد نظر قرار گرفت IASPاستانداردهاي اخلاقي مصوب 

درد التهــابي بواســطه تجــويز حــاد و مــزمن غلظتهــاي 

در تجويز حاد، سه گروه حيوان . مختلف فرمالين القاء گرديد   

، %1 ميكروليتـر فرمـالين      50در نظر گرفته شده و بترتيـب        

راست يا چپ حيوان بطور يكطرفه در كف پاي % 5، و 5/2%

 روز، 4در تجويز مزمن فرمالين بمدت      ). =7n(تزريق گرديد   

ســه گــروه ديگــر از حيوانــات انتخــاب شــده و در روز اول  

غلظتهاي مختلف فرمالين بطور دو طرفه در كف پـا تزريـق    

شده و در روز دوم؛ تزريقات دو طرفه در سـطوح پـشتي پـا               

هارم نيز بترتيب   روند تزريق در روزهاي سوم و چ      . انجام شد 

هاي كنترل دريافـت كننـده        در گروه ). =n 7(الذكر بود    فوق

  .سالين نيز روند مشابهي طي شد

از آنجائيكــه هــدف از تحقيــق حاضــر ارزيــابي تغييــرات  

احتمالي بيوشـيميايي و مورفولوژيـك القـاء شـده توسـط درد             

التهابي بود، لذا بررسي رفتارهاي ناشي از تجويز فرمالين كـه           

  .، مد نظر قرار نگرفت] 1[اند   مورد مطالعه قرار گرفتهقبلاً

ــر   ــه عم ــه نيم ــستمNOاز آنجائيك ــك    در سي ــاي بيولوژي ه

العاده كوتاه است، لذا در ايـن مطالعـه تعيـين غلظـت نيتريـت              فوق

در سرم حيوان بعنوان معياري جهت ارزيابي ميزان        ) NOمتابوليت  (
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 التهـابي در نظـر    محيطـي پـس از القـاي درد      NOتوليد و فعاليت    

هـاي     ساعت پس از تجويز حاد غلظت      24 و   5/1. گرفته شده است  

 ساعت پس از آخرين تزريق در تجويز مزمن         24مختلف فرمالين و    

، سر حيوان توسط گيوتين قطع شده و ميزان نيتريت          )120ساعت  (

بطور خلاصـه،   . ]11[پس از خونگيري طبق رفرانس تعيين گرديد        

م حيوان پس از طي مراحلي همراه بـا حجـم            ميكروليتر از سر   500

 ,NH4Cl 5%) مشخــصي از سولفوساليــسيليك اســيد و بــافر

NaOH 5%)  با واكنـشگرGriess ؛ (sulfanilamide 1%, N-

1-naphtyl ethylene amide)     مخلـوط شـده و پـس از آنـاليز 

 نانومتر، غلظـت    540اسپكتروفتومتريك نيتريت سرم در طول موج       

  . منحني كاليبراسيون تعيين گرديدآن با استفاده از

به منظور ارزيابي اثر درد التهابي بر ظهـور احتمـالي نورونهـاي     

هاي هيـستولوژيك     تيره در شاخ خلفي بخش كمري نخاع، بررسي       

در زمانهـايي مـشابه بـا آنچـه كـه در مـورد       ] 3،23[مقاطع نخاع 

بطور خلاصه، حيوانات پس    . سنجش نيتريت ذكر گرديد، انجام شد     

ن قلبي با فسفات بافر        بيهوشي با پنتوباربيتال سديم تحت پرفيوژ      از

، و  %1، فرمالدئيـد    %1سالين و تثبيـت كننـده شـامل گلوتارآلدئيـد           

ــسيم  ــسفات   2/0كلريدكل ــافر ف ــولار در ب ــولار 12/0 ميكروم  م

)PH≈7.3 (           ،قرار گرفته و پس از خارج نمودن بخش كمري نخـاع

ر تثبيـت كننـده نگهـداري     ساعت د  12نمونه مذكور حداقل بمدت     

هر كدام حـدود     (L4-L5در هر حيوان دو بلوك در سطوح        . شد  مي

 همـراه بـا   OsO4% 2انتخاب شده و در محلول )  ميلي متر 1-5/1

پـس از دهيدراتاسـيون   .  ساعت قرار داده شـد 2فسفات بافر بمدت    

نمونه درغلظتهاي افزاينده اتانـل، رونـد انفيلتراسـيون در اپوكـسي            

 ميكرومتـر   5/0 برش به ضخامت     10در هر بلوك    . ام شد رزين انج 

 ميكرومتري زده شد و پس از انتقـال نمونـه روي            50و در فواصل    

در دمـاي   % 1و سديم بورات    % 1لام، رنگ آميزي با تولوئيدين بلو       

 بـرش  6 براي هر حيـوان   . بمدت دو دقيقه انجام شد     C ◦ 65حدود

 انتخاب گرديد و    بطور تصادفي جهت مشاهده با ميكروسكپ نوري      

بـه سـه ناحيـه      Rexedهر يك از مقاطع بر اساس سيستم لامينار         

در صـورت   .  تقـسيم شـدند    V-VI و   I-II  ،III-IVهاي    شامل تيغه 

تشكيل نورونهاي تيره و تائيد آنها، شـمارش نورونهـاي مـذكور در           

هر دو طرف چپ و راست هر ناحيه توسط فرد بي اطلاع از نحـوه               

 و همكـارانش،    Bennettطبـق نظـر     . شـد   گروه بندي، انجام مـي    

 ديـواره  -1: باشـند  نورونهاي تيره داراي سـه ويژگـي اساسـي مـي      

 افزايش رنگ پذيري در سراسر نوكلئوپلاسـم و         -2سلولي نامنظم،   

سيتوپلاسم؛ كه به همين دليل تحت عنوان نورونهاي تيره ناميـده           

 رنـگ پـذيري شـديد و يكنواخـت نوكلئوپلاسـم بـا            -3شده انـد،    

  .]3[تروكروماتين غيرقابل تشخيص ه

البته لازم به ذكر است كه برخي اوقات افزايش رنگ پذيري           

شود   در سيتوپلاسم نورونهاي سالم شاخ خلفي نخاع نيز ديده مي         

كه شايد به اشتباه بعنوان نورونهاي تيـره در نظـر گرفتـه شـوند؛        

ليكن بايستي توجه نمود كه در نورونهاي مـذكور افـزايش رنـگ       

در واقع، نكته ياد شده وجـه  . دهد ري در نوكلئوپلاسم رخ نمي    پذي

در ضـمن   . باشـد   تمايز نورونهاي مذكور بـا نورونهـاي تيـره مـي          

همانگونه كه ذكر شد، افزايش رنـگ پـذيري در نوكلئوپلاسـم و            

ــره بطــور يكنواخــت رخ مــي  دهــد و  سيتوپلاســم نورونهــاي تي

 نـورون   هتروكروماتين قابل تـشخيص نيـست، در صـورتيكه در         

در برخـي از    . باشـد   سالم هتروكروماتين گرانولار قابل رويت مـي      

ها نيز احتمال افزايش      سلولهاي گليال به ويژه در اليگودندروسيت     

هـا از   رنگ پـذيري وجـود دارد؛ هـر چنـد كـه اوليگودندروسـيت           

 سـلولهاي گليـال     اصـولاً . باشـند   نورونهاي تيره قابل افتراق مـي     

باشـند كـه بـا ميكروسـكپ       يافته مي داراي هتروكروماتين تجمع  

نوري بصورت يك توده متراكم قابل رويت است، درحاليكه ايـن           

  .شود ويژگي در نورونهاي تيره ديده نمي

در صــورت افــزايش غلظــت نيتريــت بــدنبال القــاي درد 

 ميلي گرم 40 و 20 ،10التهابي، تجويز داخل صفاقي دوزهاي 

ريق فرمالين انجام    دقيقه قبل از تز    30؛  (Searl)سلكوكسيب  

در ضمن، پيش درماني با دوزهاي مـذكور در صـورت      . شد  مي

گروههاي كنترل . ظهور نورونهاي تيره نيز مد نظر قرار گرفت

 DMSO 20 %(Dimethylنيز دريافت كننده حامل، شامل 

Sulfoxide,Sigma) ــد ــالين بودن ــويز .  و س ــا PTIOتج  ب

 NO ن بعنــوا  i.t. /rat/ ميكروگــرم 30 و 20دوزهــاي  

scavenger  2)؛ - pheny l - 4 , 4 , 5 , 5 

,tetramethylimidazoline - 1- oxy l - 3 -

oxide;Sigma) ــتين  100 و 40 (Sigma) و كوئرســــــــ

، ده دقيقـه  JNK بعنوان مهار كننده مسير  i.t./rat/ميكروگرم

قبل از تزريق فرمالين بمنظور ارزيابي اثر آنهـا در پيـشگيري            

جهـت تجـويز    . شد  رونهاي تيره انجام مي   احتمالي از ظهور نو   

حل % 90و سالين  DMSO 10%، داروها در .i.tدارو بصورت 

 10 ميكروليتر بـه كمـك       10شده و سپس دارو با حجم كلي        

جهت كار گذاشتن كـاتتر،  . شد ميكروليتر سالين وارد كاتتر مي  
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كيلـوگرم داخـل صـفاقي      / ميلي گرم  50حيوان توسط كتامين    

ز ثابت نمـودن سـر حيـوان در دسـتگاه           بيهوش شده و پس ا    

 از طريق ايجاد شـكافي در       10- استرئوتاكس، كاتتر پلي اتيلن   

غشاي اطلسي پس سري در فضاي زير عنكبوتيـه قـرار داده            

آرامي وارد ناحيه كمـري     ه  هايي كاتتر ب  نتشد و سپس بخش ا    

بخش ابتدايي كاتتر نيز توسط سيم اسـتيل در بـالاي           . شد  مي

ت شده و شكاف ايجـاد شـده توسـط نـخ            جمجمه حيوان تثبي  

جهـت پيـشگيري از بـروز عفونتهـاي         .  بـسته شـد    0-3بخيه  

.  واحد به حيوانات تزريق گرديـد      30000احتمالي، پني سيلين    

حيوانات پس از جراحي بمدت يك هفته تحت ريكاوري قـرار           

داده شده و مشاهده هر گونه نقص حركتي منجـر بـه حـذف              

  .يدحيوان مربوطه از مطالعه گرد

 دو ANOVA، آزمون آماري SASبا استفاده از نرم افزار 

 جهت آناليز ميزان نيتريت سرم      Tukeyطرفه همراه با تست     

هـاي شـاخ      تيغـه : و تعيين تفاوت در تعداد نورونهاي تيره بين       

تيغه، و گروههـاي تحـت    خلفي نخاع، سمت چپ و راست هر 

 ±يـانگين   ها بـصورت م     داده. درمان مورد استفاده قرار گرفت    

SEM ارائه شده و P<0.05 بعنوان حداقل سطح معني دار در 

 .نظر گرفته شد

 ها يافته

افـزايش  % 1 ساعت پس از تزريـق منفـرد فرمـالين        24 و   5/1

 24قابل توجهي در ميزان نيتريت سرمي مشاهده نشد، هر چند كه            

ساعت پس از آخرين تزريق در تجويز مـزمن، غلظـت نيتريـت در              

، 1شـكل   (وه كنتـرل افـزايش معنـي داري يافـت           مقايسه بـا گـر    

P<0.001 .(24      5/2 ساعت پس از تجويز حاد و مزمن فرمـالين% ،

، در  )P<0.001،  1شـكل (ميزان نيتريت افزايش چشمگيري يافت      

 ساعت پـس از تزريـق حـاد اثـري مـشاهده نگرديـد               5/1حاليكه  

سنجش غلظت نيتريت بدنبال تجـويز حـاد و         ). P>0.05،  1شكل(

در كليه فواصل زماني مذكور حاكي از افـزايش         % 5رمالين  مزمن ف 

قابل توجه غلظـت نيتريـت در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل و سـاير                  

  ).P<0.001، 1شكل (هاي فرمالين بود  غلظت

 دقيقه قبل از تجويز غلظتهاي مختلـف فرمـالين، تجـويز       30

 ميلــي 20 و 10سيب بــا دوزهــاي  داخــل صــفاقي سلكوكـ ـ 

ابل توجهي در ميزان نيتريت حاصل از القاي كيلوگرم تغيير ق /گرم

  ).P>0.05، 3 و 2هاي  شكل(درد التهابي ايجاد نكرد 

كيلوگرم عليرغم  /  ميلي گرم  40پيش درماني با سلكوكسيب     

كـه پـس از     % 5عدم تاثير آن بر غلظت نيتريت ناشي از فرمالين          

 ساعت از تزريق حاصل شده بـود، در تمـامي مـوارد             5/1گذشت  

 كاهش چـشمگير ميـزان نيتريـت حاصـل از تجـويز             ديگر باعث 

  ).P<0.001،4شكل (غلظتهاي مختلف فرمالين گرديد 

هاي نخـاع كمـري حـاكي از          مشاهده ميكروسكوپيك نمونه  

 و  6هـاي     شـكل ( I-IIهاي    افزايش ظهور نورونهاي تيره در تيغه     

). P<0.001،  5شـكل   (بود  % 5بدنبال تزريقات مكرر فرمالين     ) 7

 تعداد اين نورونها در سـمت راسـت و چـپ شـاخ              در ضمن، بين  

تعـداد  ). P>0.05(خلفي اختلاف معنـي داري مـشاهده نگرديـد          

هاي عمقي تر بمراتب كمتـر از تعـداد ايـن             نورونهاي تيره درتيغه  

-IIIهـاي      در تيغه  19/1±27/0(هاي سطحي بود      نورونها در تيغه  

IV   هاي   در تيغه  33/0±14/0؛ وV-VI .( الين تزريق منفـرد فرم ـ

اين ماده منجر   % 5/2و  % 1هاي    و تجويز حاد و مزمن غلظت     % 5

اي در مورفولـوژي نورونهـاي شـاخ          به بروز تغيير قابل ملاحظـه     

  ).P>0.05،5شكل (نشد  خلفي نخاع

، تجـويز داخـل صـفاقي       %5 دقيقه قبل از تزريق فرمـالين        30

كيلــوگرم منجــر بــه كــاهش قابــل / ميلــي گــرم40سلكوكــسيب 

). P<0.05، 8شـكل  (ظهور نورونهاي تيـره گرديـد   اي در     ملاحظه

 ساعت پـس از آخـرين تزريـق24.  اثر درد التهابي بر ميزان نيتريت سرم-1شكل  

تريت در مقايسه با گروه كنترل افزايش معنـي، غلظت ني%1در تجويز مزمن فرمالين  

 ســاعت پــس از تجــويز حــاد و مــزمنP<0.001 .(24، 120ســاعت (داري يافــت 

غلظــت نيتريــت افــزايش چــشمگيري يافــت) 120 و 24ســاعات  % (5/2فرمــالين 

)P<0.001(    ساعت پس از تزريق حاد، تفاوت معني داري بـا گـروه5/1، در حاليكه 

سنجش غلظت نيتريت بدنبال تجويز حاد و مـزمن فرمـالين. كنترل مشاهده نگرديد  

در كليه فواصل زماني مذكور حاكي از افـزايش قابـل توجـه غلظـت نيتريـت در% 5

داده هـا). P<0.001(مقايسه با گروه كنتـرل و سـاير غلظـت هـاي فرمـالين بـود                 

  .P<0.001 *** . بيان شده اند SEM±بصورت ميانگين 
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كيلوگرم سلكوكـسيب   / ميلي گرم  20 و   10پيش درماني با دوزهاي     

ده دقيقه قبـل از     ). P>0.05(اي را در پي نداشت        اثر قابل ملاحظه  

 منجر به   .rat/i.t/ ميكروگرم PTIO 30، تزريق   %5تزريق فرمالين   

). P<0.05،8شكل  (كاهش قابل توجه ظهور نورونهاي تيره گرديد        

 ميكروگرم اين دارو تاثير قابل توجهي بر تعـداد نورونهـاي            20دوز  

 100پيش درماني با كوئرستين     ). P>0.05،8شكل  (مذكور نداشت   

 نيز سبب كاهش معني دار ظهور نورونهاي تيره         .rat/i.t/ميكروگرم

 ايـن   rat/ ميكروگـرم  40با تجويز دوز    ). P<0.01،  8شكل  (گرديد  

 اي در تعداد نورونهاي مذكور مشاهده نـشد  قابل ملاحظه دارو تغيير   

  ).<P 8،0.05شكل(

  بحث

جراحت بافتي يا حضور ماده خارجي در بدن منجر به آغاز وقـايع             

توانـد بـصورت درد التهـابي         شود كه مـي     پيچيده پاتوفيزيولوژيك مي  

در مطالعه حاضر، سه غلظت از فرمالين به منظـور ارزيـابي       . نمود يابد 

بـر  . هاي متفاوت درد مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت            سبي پيامد شدت  ن

اساس نتايج، تزريق فرمالين بطور وابسته به غلظـت و زمـان باعـث              

اين يافته تائيدي است بـر      ). 1شكل  (افزايش ميزان نيتريت سرم شد      

 بـدنبال القـاي     NOنتايج مطالعات قبلي كـه مبـين افـزايش توليـد            

علاوه بر اين، نيتريك اكسايد سـنتاز       . ]16،22[ اند  محرك دردزا بوده  

(NOS)      بـالا بـودن    . ]17[باشـد      آنزيم فعالي در ضايعات التهابي مي

 سـاعت از آخـرين تزريـق    24عليرغم گذشـت    ميزان نيتريت سرمي    

تواند حاكي از اين نكته باشد كه درد التهـابي تـا مـدتها                فرمالين، مي 

اخيـر مـنعكس كننـده    مـورد   . پس از اعمال تحريك اوليه تداوم دارد      

  .باشد يك روند پاتولوژيك همراه با تغييرات ديناميك و پيشرونده مي

كيلـوگرم بعنـوان    / ميلـي گـرم    40پيش درماني با سلكوكسيب     

داروي ضد درد و ضد التهاب سبب كاهش چشمگير ميزان نيتريت           

رسد كـه     به نظر مي  ). 4شكل  (سرم ناشي از القاي درد التهابي شد        

هـاي    وز مذكور از طريق مهار پاسخ التهابي و روند        سلكوكسيب با د  

اكسايتوتوكسيك و همچنين بواسطه تداخل احتمـالي بـا عملكـرد           

iNOSيــا ســاير مــسيرهاي محيطــي مــانع از افــزايش توليــد /  و

البته لازم به ذكر است كه بر اساس مطالعه         . شود   مي NOمحيطي  

يلوگرم بر ميـزان نيتريـتك/ ميلي گرم  10سيب  كوكي با سل   اثر پيش درمان   -2شكل

سي دقيقه قبل از تزريق فرمالين، با تجـويز داخـل: ناشي از القاي درد التهابي سرمي  

يلوگرم تغيير قابـل تـوجهي در ميـزان نيتريـتك/  ميلي گرم  10سيب  كوكصفاقي سل 

 ميــانگينهــا بــصورت داده .(P>0.05)حاصــل از القــاي درد التهــابي ايجــاد نــشد 

±SEM بيان شده اند . 
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كيلوگرم بر غلظـت/ ميلي گرم  20 اثر پيش درماني با سلكوكسيب       - 3شكل

20بـا دوز    تجـويز سلكوكـسيب       : ناشي از القاي درد التهابي      نيتريت سرمي   

كيلوگرم اثر قابل توجهي را در ميزان نيتريت حاصل از القاي درد/ ميلي گرم

 بيـان SEM±ها بصورت ميانگين  داده. (P>0.05) التهابي سبب نگرديد 

 .شده اند

 نيتريـتيلوگرم بر ميـزان   ك/ ميلي گرم  40سيب  كوك اثر پيش درماني با سل     -4شكل

/ ميلـي گـرم    40سيب  ك ـوكپـيش درمـاني بـا سل      : التهـابي  ناشي از القاي درد     سرمي  

5/1داخل صفاقي به جز عدم تاثير آن بـر ميـزان نيتريـت پـس از گذشـت           /يلوگرمك

 معنـي دار ميـزان نيتريـتاهشك، منجر به )P>0.05% (5ساعت از تزريق فرمالين   

هـا بـصورت ميـانگين  داده .حاصل از تجويز غلظت هـاي مختلـف فرمـالين گرديـد           

±SEM بيان شده اند .P<0.001***, P<0.01**,P<0.05*. 
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Miyataka          ي بـر    و همكاران، سلوكسيب فاقد تـاثير قابـل تـوجه

لذا انجام مطالعـات تكميلـي در   . ] 18[باشد   ميiNOSميزان بيان 

 4همچنين با عنايت بـه شـكل   . رسد اين راستا ضروري به نظر مي    

/  ميلي گـرم   40گردد كه پيش درماني با سلكوكسيب         مشخص مي 

 5/1كيلوگرم تاثير قابل توجهي بر غلظت نيتريت پـس از گذشـت             

نكته اخير در خور تامل بـوده       . تنداش% 5ساعت از تزريق فرمالين     

و لازم است تا اثر سلكوكسيب به تنهايي بر ميزان نيتريت سـرمي             

  .در فواصل زماني ياد شده مورد ارزيابي قرار گيرد

منجر به افـزايش ظهـور نورونهـاي        % 5تجويز مزمن فرمالين    

بـه  ). P<0.001( شاخ خلفـي نخـاع گرديـد    II-Iهاي  تيره در تيغه  

كــه تحريــك دردزاي % 5رســد تزريــق مكــرر فرمــالين  نظـر مــي 

، در القاي آسيب اكسايتوتوكـسيك   ]24[كند    شديدتري را ايجاد مي   

از طرف ديگر، انتشار اين نورونها در هـر         . نورونها نقش داشته باشد   

ت و چپ شاخ خلفـي نخـاع از نظـر آمـاري تفـاوت              بدو سمت راس  

يافته حاكي از بـروز تغييراتـي       اين  . (P>0.05)معني داري نداشت    

در ساختار و عملكرد نورونها در هر دو طرف نخـاع بـدنبال تجـويز       

و % 5تزريق منفرد فرمـالين     . باشد  مي% 5دوطرفه و مزمن فرمالين     

ظهور قابل توجه   % 5/2و  % 1همچنين تجويز حاد و مزمن فرمالين       

ــت   ــي نداش ــره را در پ ــاي تي ــرات   .نورونه ــروز تغيي ــابراين ب  بن

 وابــسته بــه الگــوي تحريــك ستوپاتولوژيك مــذكور كــاملاًهيــ

هاي داخل سلولي را نيز نبايـد         البته نقش ساير مكانيسم   . باشد  مي

همانگونه كه در مورد نحوه توزيـع نورونهـاي         . از نظر دور داشت   

تيره بدنبال القاي درد التهابي ذكر شد، بيشترين تراكم نورونهاي          

توزيـع  .  مـشاهده گرديـد    هاي سطحي شـاخ خلفـي       تيره در تيغه  

 IIتوپوگرافيك مزبور نشاندهنده اين است كه نورونهاي تيغه هاي

-I      نخـــاع كمـــري را بايـــستي بعنـــوان هـــدف اصـــلي 

در . اكسايتوتوكسيسيتي حاصل از تجويز فرمالين در نظـر گرفـت         

رسد كه اختلال عملكرد نورونهاي تيغـه         همين ارتباط به نظر مي    

هاي نخـاعي درد التهـابي    كانيسمرا در م  نقش مهمي II -Iهاي

ــد ــاء كنن ــه نظــر مــي . ايف ــره  از آنجائيكــه ب رســد نورونهــاي تي

، لذا افزايش ظهـور آنهـا بـدنبال    ]3[اينترنورونهاي مهاري باشند    

تواند منعكس كننده كاهش اثرات مهاري و         القاي درد التهابي مي   

 مهـاري   -در نتيجه ايجاد عدم تعـادل پايـدار در مـدار تحريكـي            

 گزارش شده   همانگونه كه قبلاً  . د در شاخ خلفي نخاع باشد     موجو

هـاي مهـاري    است، آپوپتوز نيز سـبب ايجـاد آسـيب در سيـستم           
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.اثر تجويز حاد و مزمن غلظتهاي مختلف فرمالين بر ظهور نورونهاي تيره            -5شكل

Frm5%)، 120ســاعت % (5 ســاعت پــس از آخــرين تجــويز مــزمن فرمــالين 24

 مــشاهده گرديــدI-IIافــزايش قابــل توجــه تعــداد نورونهــاي تيــره در تيغــه هــاي 

)P<0.001  .(5/1    همچنـين%5 ساعت پس از تزريق منفرد فرمالين 24 ساعت و  ،

%5/2و % 1 سـاعت پـس از تجـويز حـاد و مـزمن غلظـت هـاي        24ساعت و  5/1

فرمالين تغيير قابل ملاحظه اي در مورفولوژي نورونهاي شاخ خلفي نخـاع مـشاهده

.انــد   بيــان شــده   SEM±هــا بــصورت ميــانگين      داده).P>0.05(نگرديــد  

P<0.001***.  

 

تجـويز مـزمن: روگراف نورونهاي تيره بدنبال القـاي درد التهـابي        ك فتومي -6شكل

منجر به ظهور قابل توجه نورونهاي تيره در تيغـه هـاي سـطحي شـاخ% 5فرمالين  

لئوپلاسـم،كافزايش رنگ پذيري در سراسر سيتوپلاسم و نو). پيكان(خلفي نخاع شد  

هاي بارز نورونهاي مذكور بوده و وجـه تمـايزو ديواره سلولي نامنظم جزو مشخصه       

  .(scale bar=25µm). مي باشد) نوك پيكان(آنها با نورونهاي طبيعي 

 

تصوير ديگري از پراكنـدگي نورونهـاي :فتوميكروگراف نورونهاي تيره   -7شكل

 % .5تيره در تيغه هاي سطحي شاخ خلفي نخاع بدنبال تجـويز مـزمن فرمـالين    

(scale bar=50µm)  
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؛ اين نكته شايد تائيدي بر تـشابه بـين مـسيرهاي       ]13[گردد    مي

  .هاي آپوپتوز و نورونهاي تيره باشد نشانه پردازي مرتبط با پديده

 بـه دوز منجـر بـه    پيش درماني با سلكوكسيب بطور وابـسته   

كاهش قابل توجه آسـيب نـوروني ناشـي از القـاي درد التهـابي               

 سبب COX-2اين دارو علاوه بر مهار انتخابي       ). 8شكل  (گرديد  

 بواسطه كـاهش    كاهش توليد مدياتورهاي التهابي شده و احتمالاً      

هــاي  حــساسيت آورانهــاي محيطــي و كــاهش دريافــت ورودي

 نورونهـاي مركـزي و      firingتحريكي از محيط باعـث كـاهش        

رسد ممانعـت از      بنابراين به نظر مي   . شود  تضعيف فعاليت آنها مي   

هايپرآلژزياي مركـزي ناشـي از تجـويز فرمـالين، موجـب مهـار              

  .گردد پيامدهاي بعدي مانند تشكيل نورونهاي تيره مي

 بطــور NO scavenger بعنــوان PTIOپــيش درمــاني بــا 

ني دار ظهـور نورونهـاي تيـره        وابسته به دوز منجر به كاهش مع      

رسد كه توليد بيش از حد        به نظر مي  ). P<0.05،  8شكل  (گرديد  

NO ًبواسطه فعال نمـودن وقـايع داخـل سـلولي باعـث              احتمالا 

نتــايج . اكسايتوتوكسيــسيتي و تغييــرات دژنراتيــو نــوروني گــردد

 بنزاميد بعنـوان مهـار   .i.tدهند كه تجويز   مطالعات قبلي نشان مي   

  ؛PARSكننده 

[NO-activated poly (ADP ribose) synthase]و  L-

NAME ) مهار كنندهNOS(    سبب محافظـت نورونهـا در برابـر 

 ].16،29[اند   شدهNOسميت عصبي ناشي از 

پيش درماني با كوئرستين نيز بطور وابـسته بـه دوز مـانع از               

اين يافته نـشانگر    ). >P 8،0.01شكل  (ظهور نورونهاي تيره شد     

 در مـسير نـشانه پـردازي مـرتبط بـا آسـيب       JNKي نقش اساس 

در مطالعه ديگـري تجـويز      . باشد  نوروني ناشي از درد التهابي مي     

كوئرستين سبب كاهش بـروز آپوپتـوز در سـلولهاي اپـي تليـال              

  .]26[توبولهاي كليه شده است 

 در تشكيل نورونهاي تيره، بـار  JNK و NOبا عنايت به نقش بارز    

  .دو پديده نورونهاي تيره و آپوپتوز را مد نظر قرار دادتوان تشابه  ديگر مي

هاي دخيل در ظهور نورونهاي تيره بخـوبي          تاكنون مكانيسم 

 و همكارانش، با وجود اينكـه  Vohraبنابر نظر  . شناخته نشده اند  

نورونهاي تيره نمودي از جراحت عصبي بوده و درجات متفـاوتي           

كيل آنهـا بخـوبي     شوند، لـيكن نحـوه تـش        از آسيب را شامل مي    

البته لازم بـه ذكـر اسـت كـه فعـال شـدن              . ]25[روشن نيست   

يـا سـاير    / و NMDA (N-methyl-D-aspartate)هاي    گيرنده

 PKC فعال شـدن  هاي گلوتامات و متعاقباً هاي گيرنده زير گروه

(Phosphokinase C)و NO   در ظهور نورونهاي تيـره بـدنبال 

CCI (Chronic Constriction Injury)   ــل ــاد تحم و ايج

نسبت به اثر مرفين در مـوش صـحرايي مـشخص شـده اسـت               

آنچه كه در مورد نحوه تشكيل اين نورونها بدنبال القاي          . ]8،19[

تـوان اظهـار نمـود ايـن اسـت كـه در رونـد درد                 درد التهابي مي  

التهابي، سيگنالهاي پيشرونده و مداوم ناشي از التهـاب بافتهـاي           

هاي اعصاب محيطي كه بـدنبال        انهمحيطي و جراحت التهابي پاي    

، دشارژهاي بيش از حـدي را       ]20[شود    تزريق فرمالين ايجاد مي   

انگيزد كه بعنـوان نيـروي محركـه در          مي در اعصاب محيطي بر   

هاي افراط گونه در      راستاي افزايش فعاليت اعصاب و ايجاد پاسخ      

نورونهاي شاخ خلفي نخاع كمري عمل نموده و در نهايت منجـر      

  .شود ور نورونهاي تيره ميبه ظه

گـردد كـه      با عنايت به تصاوير نورونهاي تيره مـشخص مـي         

اي دسـتخوش تغييـرات     نورونهاي مـذكور بطـور قابـل ملاحظـه        

رسـد فاقـد انـسجام عملكـردي و           آناتوميك شده و به نظـر مـي       

در عـين حـال     . توانايي لازم جهت دريافت و انتقال پيـام باشـند         

 حـاكي از برگـشت ناپـذير بـودن     عليرغم اينكه گزارشـات قبلـي    

تغييرات مرفولوژيك نورونهاي تيره بوده و نتـايج مطالعـه حاضـر      

وئرستين بر ظهور نورونهـايك و   PTIOسيب،  كوك اثر پيش درماني با سل     -8شكل

 ، تزريق% 5دقيقه قبل از تزريق فرمالين  30%: 5تيره ناشي از تجويز مزمن فرمالين 

 منجـر بـه(Clx/Frm5%/ch)يلـوگرم   ك/ ميلي گرم  40سيب  كوكداخل صفاقي سل  

تجــويز). P<0.05( در ظهــور نورونهــاي تيــره گرديــد اهش قابــل ملاحظــه ايكــ

يلـوگرمك/ ميلـي گـرم    20و  ) Clx(*يلـوگرم     ك/ ميلـي گـرم    10سلكوكسيب بـا دوز     

**)Clx ( اثر قابل ملاحظه اي را در پي نداشت)P>0.05 .(از تزريق ده دقيقه قبل

ــالين  ــويز %5فرم ــرمك ميPTIO  30، تج  وrat/i.t. (PTIO/Frm5%/ch)/روگ

اهش قابـلك ـمنجر بـه    ) (rat/i.t Qrct/Frm5%/ch/روگرمك مي 100  وئرستينك

 بـاPTIOپيش درماني با  ).P<0.05،P<0.01 (توجه تعداد نورونهاي تيره گرديد 

ــرم20دوز  ــتين ك و rat (PTIO*)/ ميكروگ ــرم40وئرس  درrat (Qrct*)/ ميكروگ

).P>0.05(داشت  نترل تاثير قابل توجهي بر تعداد نورونهاي تيره ن        كمقايسه با گروه    

  .P<0.05 ، ** P<0.01 . بيان شده اند SEM±ها بصورت ميانگين  داده
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 در ظهور اين نورونها بـدنبال       JNK و   NOدهنده نقش    نيز نشان 

تـوان در     باشند، ليكن هنوز بطور قطع نمـي        القاي درد التهابي مي   

مورد اينكه تغييرات مرفولوژيك ايجاد شده منجر بـه آتروفـي يـا     

در مطالعات بعدي لازم اسـت      . رگ سلول شود، اظهار نظر نمود     م

كه مدتها پس از آخـرين تزريـق فرمـالين؛ ارزيـابي خـصوصيات             

الكتروفيزيولوژيك نورونها و استفاده از ماركرهاي مناسب عـلاوه         

  .بر بررسي ويژگيهاي مرفولوژيك نورونها، مد نظر قرار گيرند

رسـد   اضر به نظـر مـي  در مجموع، با توجه به نتايج مطالعه ح     

كه القاي درد التهابي بمدت طولاني، آسيب و سـميت عـصبي را             

 در بـروز    JNK و   NOبـا عنايـت بـه نقـش         . در پي داشته باشد   

 تجـويز مهـار     پيامدهاي محيطي و مركزي درد التهابي، احتمـالاً       

تـوان بعنـوان عوامـل        هـاي آنهـا را مـي        كننده و يا خنثي كننـده     

  .عوارض مذكور در نظر گرفتمحافظت كننده در برابر 

  شكر و قدردانيت

نويسندگان حاضر، نظرات ارزشمند جناب آقاي دكتر كماليان؛   

مدير گروه پاتولوژي بيمارستان شريعتي، آقايان دكتر آنتوان تريلر         

 ,E'cole Normal Superieur, Parisو دكتر كلـود شـوايتزر؛   

France         اه علـوم   ، آقاي دكتر مهدي زاده؛ گروه آنـاتومي دانـشگ

دكتر تقي؛ گـروه آنـاتومي دانـشگاه تربيـت          پزشكي ايران، آقاي    

مدرس و پرسنل محترم گروه آنـاتومي، دانـشگاه علـوم پزشـكي      

  .نهند شهيد بهشتي را صميمانه ارج مي
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