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Abstract 
Introduction: Development of brain edema following focal cerebral ischemia exacerbates primary ischemic injury. Blood brain 

barrier (BBB) opening is an important part of edema named as vasogenic brain edema. In this study, quantitative alterations of BBB 

permeability is experimentally evaluated using transient focal cerebral ischemia in the rat. 

Methods: Two groups of male rats (ischemic and sham operated) were anesthetized with i.p. injection of chloral hydrate. In the 

ischemic group, middle cerebral artery (MCA) was occluded for 60 minutes using intraluminal filament method followed by 

reperfusion. In sham group all procedures, except MCA occlusion, were same as the ischemic group. An I.V. injection of Evans blue 

(EB) was done 30 minutes after surgery. After 24 hours of reperfusion the neurological deficit score (NDS) was evaluated with a 

standard test. Then the animal was killed, the brain excised and prepared for quantitative evaluation of BBB permeability by 

detection of (EB) extravasation. 

Results: The mean of NDS in sham and ischemic groups were 1 and 2.25±0.31 respectively, indicating severe motor disabilities 

due to cerebral ischemia. In the ischemic group the concentration of EB in the right hemisphere (ischemic) was 12.48±1.94 µg/g 

which was significantly higher than of the left hemisphere (1.44±0.39 µg/g) or both hemispheres of the sham group. Furthermore, a 

direct correlation seems to exist between NDS and EB concentration ischemic rats.  

Conclusion: This study is indicating that quantitative detection of Evans blue extravasation technique is capable of measuring 

the alterations of BBB permeability in cerebral ischemia in the rat. 
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  گروه فيزيولوژي، دانشكده پزشكي گروه فيزيولوژي و فارماكولوژي و مركز تحقيقات شيمي داروئي و گياهي. 1

  گروه فارماكولوژي، دانشكده پزشكي گروه فيزيولوژي و فارماكولوژي و مركز تحقيقات شيمي داروئي و گياهي. 2

  يولوژي و فارماكولوژي و مركز تحقيقات شيمي داروئي و گياهيمركز تحقيقات شيمي داروئي و گياهي، دانشكده پزشكي گروه فيز. 3

  86 تير: پذيرش  86 تير: بازبيني  85 دي: دريافت

   و همكارانپور پناه  موقتسكمي يا مغزي بعد از –نفوذپذيري سد خونيارزيابي كمي تغيير 

  چكيده

 مغزي باشد كـه  -تغيير نفوذ پذيري سد خونيتواند  علت عمده ادم مي . يك اوليه را تشديد كند    تواند ضايعه ايسكم     مي يتوسعه ادم به دنبال ايسكمي حاد موضعي مغز        :مقدمه

موضعي موقت مغزي ايسكمي ناشي از  مغزي -تغييرات نفوذ پذيري سد خوني  موش صحرايي ايسكمي در ايجاد مدل تجربي ابدر اين تحقيق    . نديوگ  ادم با منشاء عروقي مي    به آن   

  .ه استمورد بررسي قرار گرفت

اـني مغـز      دقيقـه 60 بـه مـدت   گروه ايـسكميك در . كلرال هيدرات بيهوش شدندتزريق داخل صفاقي با استفاده از ) Shamايسكميك و ( گروه موش صحرائي نر  دو :ها  روش طـرف  شـريان مي

اـم         sham گروه در.  گرديدجددا جريان خون برقرارمشده و د وسدم (Intraluminal Filament Method)اي داخل رگي  متد رشتهبا راست  اـد ايـسكمي، انج اـي ايج اـل جراحـي، منه اـمي اعم تم

تـاندارد   استفاده از    باخاتمه آزمايش،   ز  بعد ا  سي دقيقه بعد از خاتمه ايسكمي محلول اوانس بلو مقدار به داخل وريد حيوان تزريق نموده و                . گرديد  ـ  ،آزمـون اس تـلالات نورولوژيـك حيوان دو گـروه   هـر  ات اخ

  .مغزي با روش تعيين ميزان نشت خارج عروقي اوانس بلو بصورت كمي مورد ارزيابي قرار گرفت–ه و پس از آن با خارج كردن و آماده سازي مغز تغييرات نفوذ پذيري سد خونيدارزيابي ش

ضايعه ايـسكميك   ناشي از    حركتي   ت شديد اختلالامويد وجود     خود كهبود   25/2 ± 31/0 و در گروه ايسكمي      1 برابر   shamدر گروه   اختلالات نورولوژيك   ميانگين نمره   : ها  يافته

 µg/g39/0±44/1همـان گـروه   ) سالم( بود كه در مقايسه با نيمكره چپ      µg/g94/1±48/12گروه ايسكميك   ) آسيب ديده (هاي بافتي نيمكره راست       غلظت اوانس بلو در نمونه    . باشد مي

  .و ميزان غلظت اوانس نيمكره ايسكمي وجود داشتاختلالات نورولوژيك ي رابطه مستقيمي بين نمره ايسكمنا در گروه ضم.  افزايش معني داري داشتShamو دو نيمكره گروه 

 مغزي بـه  - تغيير نفوذ پذيري سد خوني كمي جهت ارزيابي بالاتواند با دقت   اوانس بلو مي   ينشت خارج عروق  كمي   تعيينروش  كه  تايج اين مطالعه نشان داد       ن :گيري نتيجه

  .نبال وقوع ايسكمي موضعي حاد در موش صحرايي مورد استفاده قرار گيردد

  

  . مغزي، موش صحرائي- ادم ايسكميك مغزي، اوانس بلو، سد خوني:هاي كليدي واژه
  

  

  *مقدمه
كنتـرل مناسـب   ) Blood Brain Barrier(مغـزي  -سـد خـوني  

  

  

  dehghang@sums.ac.ir:                      نويسندة مسئول مكاتبات *

  www.phypha.ir/ppj:                                             وبگاه مجله

 سـد  يساختمان آناتوميك. كند هموستاز محيط داخلي مغز را تضمين مي  

مغزي شامل كمـپلكس گليـال عروقـي بـه همـراه اتـصالات              -خوني

انتقـال انتخـابي    در مجموع   باشد كه     محكم بين سلولهاي اندوتليال مي    

بعد از وقوع ايـسكمي     ]. 13[ دنساز مي پذير مواد از خون به مغز را امكان      

ميـزان  شـدت آن بـا      افتـه و    يافـزايش   مغـزي   -سد خوني  نفوذ پذيري 
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 بـا تـاخير     لـي برقراري مجـدد و   ]. 16[ باشد  ميط  اتب ار ردضايعه مغزي   

، معمــولا بــه دنبــال ايــسكمي) reperfusion(جريــان خــون بــافتي 

 ايـسكمي    علائـم  ادمبا ايجاد    و   افزايش داده را  ي مغز   نفوذپذيري عروق 

بـا منـشاء عروقـي      ، ادم   ادم مغـزي  اين نوع   ]. 15[ سازد  را وخيم تر مي   

)Vasogenic phase (تغييـر نفوذپـذيري  مولا با شود كه مع ناميده مي 

  ].22[باشد   همراه ميمغزي به پروتئينهاي خون-سد خوني

سـد   روشهاي آزمايـشگاهي متعـددي بـراي ارزيـابي آسـيب        

اين مدلها بـه     در. در مدلهاي حيواني پيشنهاد شده است     مغزي  -خوني

آناتوميكي عروق مغزي در مقايسه بـا       و  جهت شباهتهاي فيزيولوژيكي    

 استفاده  ]22 و   14،  1،8[وش صحرايي   ـو م ] 25وgerbil] 21انسان از   

اساس بسياري از اين مطالعات بر اسـتفاده از مـوادي بـه             . شده است 

قادر به عبـور    در موجود سالم    استوار است كه    ) tracer(عنوان ردياب   

آسيب از اين مانع رد شـده       عد از    اما ب  باشند،   مغزي نمي  -از سد خوني    

تـوان بـا دقـت        آنها مي ارزيابي ميزان نفوذ    ا  و ب ه بافت مغز    ا نفوذ ب  و ب 

در ايـن رابطـه از      . مـشخص نمـود   مغـزي   -سد خـوني   شدت آسيب 

تركيبات متعددي به عنوان ردياب استفاده شـده اسـت كـه از جملـه            

 هـورس   ،]7 و 5[  آمينو ايزوبوتريك اسـيد    ،]8[ توان به لوسين   آنها مي 

 سـاكارز راديواكتيـو     ،]2و 1[  آلبومين راديواكتيو  ،]8[ راديش پراكسيداز 

  .اشاره كرد] 26 و 25، 14[و اوانس بلو ] 1[

مغـزي  -تاكنون روشهاي بسياري جهت ارزيابي عملكرد سد خوني       

 Bodsch 1983در سال . به دنبال وقوع ايسكمي بكار گرفته شده است

پـر  و همكارانش با استفاده از تكنيك اتوراديوگرافي در موش صحرايي           

 اتسـكته مغـزي تغييـر     بـه   مـستعد    (hypertensive)فشار ژنتيكـي    

ايـن  در  ]. 9[ مغزي را مورد بررسـي قـرار دادنـد        -سد خوني  نفوذپذيري

در معـرض آنتـي بـادي آلبـومين     را برشهاي مغزي تهيـه شـده       روش  

گرفتـه  تصاويري با روش عكس برداري در   پس  ه و س  راديواكتيو قرارداد 

ايـن  برد  ركـا  .گرديِد  مشخص مي ز عروق را    اآلبومين  نشت  احي  ونشده  

 با محدوديتهايي از جملـه تـأثير مـاده رديـاب     In vivo روش بصورت

در همـين رابطـه     . روبروسـت  مغـزي -راديواكتيو بر عملكردسد خـوني    

 راديواكتيوهاي  ردياببه عنوان ساكارز راديواكتيو يا از آلبومين و  محققين

مغزي متعاقب ايجاد ايسكمي -سد خوني جهت ارزيابي كمي نفوذپذيري

مغـز را محاسـبه     بافت  از خون به    آنها را   شاخص انتقال   ه و   استفاده كرد 

اين روش نيز علاوه بر نياز به امكانات ويژه، راه مناسبي           . ]2و  1[ نمودند

تغييـرات  ، چون فقـط     شدبا ارزيابي مستقيم نفوذپذيري عروق نمي    براي  

 و تـوان تعيـين ميـزان        ندك نسبي نفوذپذيري عروق مغزي را تعيين مي      

  .لق تغييرات ايجاد شده را نداردمط

در سـال    و همكارانش    Hatashitaدر ادامه مطالعات انجام شده      

 پس از انسداد دائمي شريان ميـاني مغـز در مـوش صـحرايي               1990

مغزي را با استفاده از تزريق وريدي اوانس بلو         -سد خوني  نفوذپذيري

آنهـا برشـهاي    ]. 1[و سديم فلوروسين مـورد بررسـي قراردادنـد          

مغزي تهيه شده از حيوانات مورد مطالعه را از نظـر شـدت رنـگ        

. اي مورد ارزيابي قراردادند     پذيري بر اساس يك معيار چهار درجه      

 كيفـي ارزيـابي  وارد شـد   روش  ي كه بعدا به ايـن       مهمترين ايراد 

جملـه  از  يگـري   د روشـهاي    .بودمغزي  -شدت تخريب سد خوني   

 توانــد  مــي)MRI) Magnetic Resonance Imaging تكنيــك

كنـد    مغزي را پس از وقوع ايسكمي فـراهم مـي         -سد خوني  تغييرات

و صرف هزينه بـالا     هاي پيچيده     دستگاهاستفاده از   ولي نياز به     ،]24[

 در مراكز مختلف، به خصوص      امكان انجام مطالعات وسيع تجربي را     

 بـه همـين   . سـازد   مكن مي مو يا غير    محدود  كشورهاي جهان سوم،    

باشـد،    و، كـه كـم هزينـه مـي        اوانس بل حقيق از روش     در اين ت   دليل

 مغــزي بعــد از - نفوذپــذيري ســد خــوني تغييــراتميـكــبــصورت 

 استفاده شده و نتايج     ييسكمي موضعي موقت در مغز موش صحرا      يا

  .آن با روشهاي ديگر محققين در شرايط مشابه مقايسه شده است

 آلبـومين   گردش خون به   چون بعد از ورود به       ماده رنگي اوانس بلو   

به عنـوان يـك شـاخص جهـت رديـابي        از آن ميتوان    د  وش  متصل مي 

محققين زيادي عقيـده    . دومناستفاده  خون  نشت خارج عروقي آلبومين     

سـد   ب ايـسكميك  ـآسي ـدت  ـميتوانـد ش ـ  وانس بلـو    د روش ا  ـدارن

آن ميـزان نـشت خـارج عروقـي          بـا     كمـي  را بـه طـور    مغزي  -خوني

ضـمن  ن مطالعه تلاش شده تـا       لذا در اي  ]. 26و14و25[مشخص نمايد   

 تغييراتـي در روشـهاي      بـا ايجـاد   محققـين   ديگـر    تجربيات   استفاده از 

مـرگ و ميـر   برد آن بـا كـاهش دادن   كارشده، و آسان نمودن     استفاده  

رسـيدن بـه    براي  . بالا برد  را    ميزان موفقيت  ،جراحيو  ناشي از تكنيك    

 ـدر اين مطالعـه  هدف  اين    ـ  اسـتفاده ا اب ت شـريان  ز روش انـسداد موق

در مغـزي   موضـعي    وقوع ايـسكمي     ، مشابه مياني مغز ايسكمي مغزي   

مغـزي  -سد خـوني   نفوذپذيريو بطور كمي ميزان      نموده   يجادانسان، ا 

 (reperfusion)بعد از برقراري مجدد جريان خون       ناحيه ايسكميك را    

زيـاد عـلاوه   پس از بررسيهاي  در اين تحقيق همچنين. مشخص نمود 

بـه   نحوه تزريق اوانس بلـو كـه   و زمان وز مناسب،دبر به دست آوردن  

 ، مشخصداشزمايش موثر بآمير حيوانات مورد   در كاهش مرگ و   تواند  

كـار گرفتـه شـده در ايـن         بكارگيري تجربيات بـه     ضمنا با    .شده است 

نتايج اخذ  امكان ،هاي بافتي ط با نحوه آماده سازي نمونهارتبادر تحقيق، 

  .دگرد ميسر مي ياسپكتروفتومترش و قابل تكرار با رومطمئن 
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  ها روش مواد و

كليه آزمايشات حيواني به كار گرفتـه شـده در ايـن تحقيـق              

طبق مقررات آئين نامه كميته اخـلاق پژوهـشي دانـشگاه علـوم            

 ،از موش صحرايي نربراي انجام آزمايش . باشد  پزشكي شيراز مي  

كه   گرم، 280 – 330 با محدوده وزني     Sprague-Dawleyنژاد  

 حيوانات مورد   .از خانه حيوانات دانشگاه تهيه شده استفاده گرديد       

ــاق    ــاي ات ــه در دم ــانتيگراد 22 -24(مطالع ــه س و دوره )  درج

ساعتي روشنايي و تـاريكي نگهـداري شـدند و بطـور آزادانـه              12

  .داشتند) به جز شب قبل از جراحي(دسترسي به آب و غذا 

 دو گـروه تقـسيم      به صورت تصادفي به     آزمايش حيوانات مورد 

ده دقيقه قبل از شروع بيهوشي تحت تزريق داخل صـفاقي           و   شده

تحريكـات  علاوه بر كاهش گرفتند تا  قرار مي) mg/kg 5/0(آتروپين  

سـپس  . دشـو  مواگ در محل جراحي ترشحات ناحيه حلـق نيـز ك ـ          

) mg/kg 400 (حيوانات با تزريـق داخـل صـفاقي كلـرال هيـدرات           

نفس در طول جراحي، نـاي حيـوان        بيهوش شده و جهت تسهيل ت     

همچنين وريـد جـانبي راسـت دم        . از طريق دهان لوله گذاري شد     

  .حيوان جهت تزريق اوانس بلو كانول گذاري شد

براي ايجاد ايسكمي مغزي از روش بكار گرفته شـده توسـط            

براي اين منظـور در بخـش       . استفاده شد ] 19[ وكيلي و همكاران  

 و پس از كنار زدن بافـت        هدنمو قدامي گردن حيوان برشي ايجاد    

 تنه شريان كاروتيد تـا محـل        ،راست ناي طرف  چربي و عضلات    

 ،انشعاب به شريانهاي كاروتيد داخلي و خارجي از بافتهاي اطراف         

گيـري از     براي جلو .  مجاور آن با دقت جدا شد      ،بويژه عصب واگ  

هاي فرعي با دقت كوتري شده و بـا اسـتفاده از      شاخهريزي    خون

سـپس  . گرديدكاروتيد خارجي بطور دائم مسدود       شريان   خيهنخ ب 

 كاروتيـد مـشترك و      هايبا استفاده از دو عدد ميكروكلمپ شريان      

با ايجـاد برشـي كوچـك در        . گرديدندداخلي بطور موقت مسدود     

 مخصوص با پوشش پلـي      3-0شريان كاروتيد خارجي نخ نايلون      

ه داخل شريان ببود  طي مراحل خاصي آماده شده اليزين كه قبلا  

داخـل شـريان   بـا هـدايت آن بـه        ه و كاروتيد خارجي هدايت شد   

مـسدود  ه و جهـت  حلقه ويليس شدبا احتياط وارد  كاروتيد داخلي   

حس كردن مقاومـت در حركـت بـه          تا   ،شريان مياني مغز  ن  ردك

ايجـاد  بعـد از     دقيقـه    60. شود  جلو نخ، به داخل رگ فرستاده مي      

 ـ م يانايسكمي نخ نايلون از مسير شر       اني مغـز خـارج شـده تـا        ي

  .گردمجددا برقرار ايسكميك شده جريان خون ناحيه 

  :گروههاي آزمايشي به قرار زير بود

در اين گـروه پـس از آمـاده سـازي     ): = n 8(گروه ايسكميك 

 60از   شـده و بعـد        ايسكمي مغزي ايجـاد    ،لااروش ب حيوان، طبق   

ايـسكميك  جريـان خـون ناحيـه       با خارج كردن نخ نـايلون       دقيقه  

بخيـه زده و  را ناحيـه گـردن   در نهايت زخمهاي    . مجددا برقرار شد  

 دقيقـه پـس از پايـان دوره         30. دگردي ـضـد عفـوني     محل زخمها   

محلول دو درصد اوانـس     از   ml/kg 1(ايسكمي محلول اوانس بلو     

 دقيقـه از طريـق      5به آرامـي و طـي       ) سالين استريل نرمال  در   بلو

 و در   (infusion)خون حيـوان شـده      وارد جريان   ي   دم كانول وريد 

و ضد  بخيه زده   ل آن   حو م خارج شده   نيز از رگ    كانول  خاتمه اين   

در محيط  بيهوشي  را تا خروج كامل از      حيوان  سپس  . عفوني گرديد 

تا شـروع آزمايـشهاي بعـدي در شـرايط مناسـب             گرم نگهداري و  

شـريان ميـاني مغـز بـا        باز كـردن    از  بعد   ساعت   24. نگهداري شد 

حيوانـات از   ، توضيح داده شـده در بـالا،         اده از آزمون استاندارد   استف

 نظر رفتارهاي نورولوژيك و اختلالت حركتـي مـورد ارزيـابي قـرار            

 مغـز بـه     ،كـشته آنها را   بيهوشي عميق   ستفاده از   سپس با ا  . ندگرفت

 ـ ـم ـبا كمـك روش زيـر       ده و   ـت خارج ش  ـسرع ب سـد   ـيزان آسي

ايـن  از حيوانـات  عـدد  سه  .قرار گرفت مغزي مورد بررسي -خوني  

  . مردندreperfusion مرحله  طيپس از پايان جراحي در گروه

هاي انجام  تمامي جراحياين گروه  در): = Sham) 8 nگروه 

 انجام  ،انسداد شريان مياني مغز   شده در گروه ايسكمي، به غير از        

 دقيقـه پـس از پايـان جراحـي و قبـل از پايـان دوره                 30. گرديد

  دقيقه از طريق كـانول وريـدي       5زمان  رامي و طي    بيهوشي به آ  

بقيه مراحـل آزمـايش و      . محلول اوانس بلو آماده شده تزريق شد      

نحوه ارزيابي اخـتلالات نورولوژيـك و ميـزان نفوذپـذيري سـد             

  .باشد  ميايسكميك مغزي در اين گروه مشابه گروه -خوني

رفتارهاي نورولـوژيكي و اخـتلالات حركتـي پـس از وقـوع             

اي كـه قـبلا       ي بر اساس يك آزمون استاندارد پـنج نمـره         ايسكم

به ترتيب زير صورت  با اعمال اندكي تغييرات] 12[ توصيف شده

در اين آزمون به حيواناتي كه دچار اختلال حركتي نبودند          . گرفت

حيوانـات گـروه    (شـود  نمـره يـك داده مـي    ) مشابه حيوان سالم  (

sham     ني كـه پـاي جلـوي    بـه حيـوا   . ) بودند 1 تماما داراي نمره

اش به هنگام آويزان شدن از دم        سمت مقابل نيمكره آسيب ديده    

و براي حيـواني كـه بـه سـمت مقابـل            داده   2شد نمره     جمع مي 

به حيواني  4نمره  . داده شد  3چرخيد نمره     نيمكره آسيب ديده مي   

كه در حالـت اسـتراحت روي زمـين بـه سـمت مقابـل               داده شد   
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 5مره  در آخر ن   . قادر به راه رفتن نبود     نيمكره آسيب ديده افتاده و    

داراي حركت خودبخودي نداشته و     كه  به حيواني    گرفت  تعلق مي 

ــود  ــايين ب ــياري پ ــطح هوش ــان  .س ــي زم ــه در ط ــاتي ك  حيوان

reperfusionتلف شدند از ليست آزمايش حذف گرديدند . 

 مغزي بـا اسـتفاده از      -يكپارچگي سد خوني   ميزان استحكام و  

]. 26[ عروقي اوانس بلـو بررسـي شـد       خارج  نشت  تكنيك ارزيابي   

با تزريق داخل صفاقي تيوپنتـال سـديم        را  ابتدا حيوان    براي اينكار 

دهليـز  بعد در   . گرديدقفسه سينه باز    ي عميق كشته و     بيهوشتحت  

 ـ     . برشي كوچكي ايجاد گرديد   راست    طن چـپ  ـسـپس از طريـق ب

، )يگراد درجـه سـانت    37(گـرم   ميلي ليتر محلول نرمال سالين       250

 دقيقه، وارد عروق حيـوان      15 و طي    ليمتر جيوه ي م 110تحت فشار   

بعـد از  . شـد  نموده و مايع خارج شده ار دهليز راست جمع آوري مي      

 مغز  شد  كاملا بي رنگ مي   دهليز راست    خارج شده از     محلولاينكه  

 ـ ـو بـا دق ـ   رعت خارج   ـه س ـبرا    ـ    ز نمـو  ـت تمي فاده از  ـده و بـا است

Brain Matrixبـا  جدا گرديـده و  اي مخچه و پياز بويايي  بخشه

 راسـت و چـپ و در گـروه          sham، در گـروه     نيمكـره بـه دو    دقت  

  ].19[تقسيم گرديد   ديده،سالم و آسيبنيمكره  ايسكمي

در ها را به طـور جداگانـه          از نيمكره هر كدام   وزن كردن   ز  بعد ا 

 هسـالين فـسفات   نرمـال    ميلي ليتر    5/2داراي  آزمايش كه   هاي    لوله

همگـن  و تـا    ه از همـوژنيزر     با استفاد   وارد نموده و   دنباش  بافري مي 

هركدام بعدا به   . گرديدندهموژنيزه  شدن سوسپانسيون بدست آمده     

فه ضـا ا% 60 ميلي ليتر اسـيد تـري كلـرو اسـتيك            5/2ها    از نمونه 

گرديـده  ورتكس بخوبي مخلـوط  ه كمك   دقيقه ب  2و بمدت   نموده  

بـه  را  هـا     نمونـه سپس  . كنندرسوب   ي موجود در نمونه   تا پروتئينها 

 دقيقـه   30و به مدت     درجه قرار داده     4 دقيقه در يخچال     10مدت  

فـوق را   هـاي     نمونه.  گرديدند سانتريفيوژ در دقيقه بار   3500با دور   

داده و سر انجام محلـول      دقيقه در يخچال قرار      10به مدت   مجددا  

 ـنمونه را جـدا نمـوده و        ) Supernatant(قسمت فوقاني    كمـك  ا  ب

ــپكتروفتومتر  ــوج و اســــ ــول مــــ ــانومتر610در طــــ    نــــ

)UV 7500, Spectro Lab, England (   ميـزان جـذب نـوري 

ميزان جـذب نـوري   ه و در نهايت گيري شد اندازهدر آنها اوانس بلو  

بـه  زيـر توضـيح داده شـده     منحني استانداردي كـه در      ا كمك   برا  

ت اوانـس  و نتايج نهائي بصورت غلظتبديل موده غلظت اوانس بلو  

  .گرديدبيان ) µg/g(وزن اوليه بافت ازاي يك گرم بميكروگرم (بلو 

بـه   absorbance Value)(براي تبديل ميزان جذب نـوري  

توسط اسپكتروفتومتر به غلظت اوانس بلو از منحنـي         دست آمده   

بـراي رسـم ايـن منحنـي ده         . استفاده شد به شرح زير    استاندارد  

 ميكروگـرم  10ا ت ...،3، 2، 1هاي اوانس بلو با غلظتمحلول نمونه  

توسط اسپكترو  ر شده ساخته و     فبادر پنج ميلي ليتر نرمال سالين       

بـا اعـداد    را مشخص نموده وام ديزان جذب نوري هر ك     م فتومتر

 غلظـت  Xمحـور   در آن كـه ،  منحنـي اسـتاندارد   به دست آمـده     

هـا   نمونـه ميـزان جـذب نـوري    بـه   مربوط Yور محو  اوانس بلو   

خط رگرسـيون   رسم نموده و     Excelنرم افزار   با كمك    ،باشد مي

سـپس بـا كمـك از ايـن        . گردد   مي  و معادله آن محاسبه    همربوط

هاي   منحني و معادله مربوطه با توجه به ميزان جذب نوري نمونه          

بوط بـه يـك   ر مدكه خونمونه  اوانس بلو موجود در      غلظت بافتي

  ).1شكل ( دباشد محاسبه گردي نيمكره مغز مي

 ـ خطـاي معيــار  ±بـصورت ميــانگين ايــن تحقيـق  هـاي   دادهه كلي

نتـايج مربـوط بـه      بـراي مقايـسه آمـاري       . استاندارد ارائه شـده اسـت     

 و بـراي مقايـسه نتـايج    Student tاختلالات نورولوژيـك از آزمـون   

  يـــك طرفـــهآزمـــون آنـــاليز واريـــانس غلظـــت اوانـــس بلـــو از 

(One way ANOVA) 05/0موارديكــه  در و p<ــ ــود از آزم  ونب

Holm–Sidakها استفاده شد  براي تعيين اختلاف بين ميانگين داده.  

  ها يافته

چون  ،Sham نمره آزمون نورولوژيك حيوانات گروه    ميانگين  

نمره و ميانگين  1در آنها مشاهده نشد، اختلال حركتي هيچگونه  

  . بود25/2±31/0ايسكميك  آزمون نورولوژيك حيوانات گروه

گروه ايـسكميك    مغز يك حيوان از       بعنوان نمونه  2شكل  در  

نيمكره آسيب ديـده را  نشت اوانس بلو نشان داده شده كه در آن      

در آورده و به ظاهر شدت اين تغيير رنگ به شـدت             رنگ آبي    به

آسيب وارد شده بستگي دارد، حال آنكـه در نيمكـره سـالم ايـن               

  .شود حيوان اثري از رنگ آبي مشاهده نمي

و چـپ   نيمكره راسـت    در  س بلو    غلظت اوان  Shamدر گروه   

 تبديل مقادير مربـوط بـه ميـزان جـذب نـوري اوانـس بلـو ثبـت شـده-1شكل  

 .اسپكتروفتومتر به غلظت آن با استفاده از منحني استاندارد
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ميكـرو گـرم بـه ازاء       0/ 65 ± 27/0 و   79/0 ± 22/0به ترتيـب    

بين آنها وجود   تفاوت معني داري    كه از نظر آماري     گرم بافت بود    

غلظت اوانـس  ايسكميك   گروه   در در صورتيكه    .)3شكل(نداشت  

و ) راسـت  (بلو در نمونه بافتي مربـوط بـه نيمكـره آسـيب ديـده             

 44/1 ± 39/0 و   48/12 ± 94/1به ترتيب معـادل     سالم  نيمكره  

هاي   نمونهدر  غلظت اوانس بلو    . ميكرو گرم به ازاء گرم بافت بود      

كميك نـشده   س اي نيمكرهديده در مقايسه با     بافتي نيمكره آسيب    

گروه  برابر و در مقايسه با نيمكره راست         8بيش  ) گروه ايسكمي (

Sham 001(  برابر15 بيش از ./P< (باشد  مي) 3شكل.(  

بـه  نتايج مربـوط  و مقايسه فردي آزمون رفتاري در بررسي   

دو گـروه   در  هاي بافتي هـر حيـوان         غلظت اوانس بلو در نمونه    

sham  ـهـد ك ــخص ش ــسكمي مشـ و اي  مي ـقيـطه مـست ـ راب

)R2 = 0.908 ( غلظت اوانس  كه وجود داردبين آنها به نحوي

كـه خـود   يشتر بوده نمره آزمون رفتاري بالا ببا  حيوانات   در   بلو

  .)4شكل (شد اب  مغزي مي–آسيب سد خوني گوياي شدت 

  بحث

بروز ادم مغزي يكي از عوامل مهم تعيين كننده ميـزان           

 باشـد   بقاء بيمار در ساعات اوليه پـس از سـكته مغـزي مـي             

مطالعات باليني و آزمايـشگاهي نـشان داده اسـت كـه            ]. 4[

توانـد    موضـعي مغـز مـي     توسعه ادم به دنبال ايسكمي حـاد        

ادم ايجـاد   ]. 17[ اوليـه را تـشديد كنـد      جـاد شـده     ضايعه اي 

 رافـش داده و با    اي افزايش     فشار درون جمجه  ميتواند  مغزي  

و بـا كـاهش دادن       herniationعـروق مغـزي و      آوردن بر   

 يكانون ايسكمي مرگ نورونهـا    اطراف  جريان خون نواحي    

  ].4[ دماين اين منطقه را تسريع مي

مربـوط بـه افـزايش      همـي از ادم ايـسكميك مغـزي         بخش م 

ادم با منشاء عروقـي  كه آنرا باشد   مغزي مي  -نفوذپذيري سد خوني  

)vasogenic edema (نـشت  همراه با ادم اين نوع ]. 11[نامند  مي

طـر  بـوده و در صـورتي كـه بـا خ          زياد مايع از عروق آسيب ديـده        

بـه همـين     .كنـد   همراه گردد سكته مغزي را تشديد مـي       خونريزي  

روش مناسب جهـت ارزيـابي   دليل استفاده به موقع و به جا از يك         

شـايد بـه توانـد در       مغـزي   -سد خـوني   بر عملكرد    يسكميت ا ااثر

  .كاهش و يا جلوگيري از پيشرفت آسيب مغزي موثر باشد

 سـاعت24وانـات مـورد مطالعـه       يه شده از مغز ح    ير ته ياز تصاو اي     نمونه -2ل  كش

هي ـدر ناح : توجـه ). يكمكسي ـگـروه ا  ( Bو  ) Shamگـروه    (A .يپس از اتمام جراح   

 .مشخص شده است) رهيت (ي خارج شده از عروق به رنگ آبي اوانس بلوكميكايس

هاي بافتي تهيه شـده از در نمونه ) µg/g(گيري كمي اوانس بلو        اندازه - 3شكل  

مغز حيوانات گروه ايسكميك و) سالم(و نيمكره چپ    ) آسيب ديده (نيمكره راست   

  .Shamگروه 

 رابطه بين آزمون رفتاري و ميزان نشت خارج عروقـي اوانـس بلـو در دو-4شكل  

 .ه مورد مطالعهگرو

A 

B 
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مغــزي بــا اســتفاده از - در تكنيكهــاي ارزيــابي ســد خــوني

اي راديواكتيـوي    و يا ارزيـابي نـشت رديابه ـ       ]9[اتوراديوگرافي  

نظير آلبومين و ساكارز راديواكتيو مشكلاتي همچون امكان أثر         

مغزي وجود داشـت كـه   - ها بر عملكرد سد خوني      گذاري ردياب 

بر اسـاس نظـر     . ]2و1[كند    تفسير نتايج را با مشكل مواجه مي      

 ـ ـاد شده فق  ـهاي ي ـمحققين با كمك روش    وان تغييـرات   ـط ميت

مغزي را بطور غيـر مـستقيم مـشخص         - ري سد خوني  ـنفوذپذي

در حاليكه با بكارگيري تكنيك ارزيابي نشت خارج        . ]2و1[نمود  

عروقي اوانس بلو علاوه بر رفع مشكلات روشـهاي يـاد شـده             

شرايط مشاهده عينـي و ارزيـابي مـستقيم شـدت آسـيب سـد               

  .]1[شود  مغزي فراهم مي- خوني

توانـد بـا    نـس بلـو مـي     مطالعات قبلي نشان داده است كه اوا      

 از  ارزيابي ماكروسكوپي نشت عروقـي پروتئينهـا       در   اطمينان بالا 

بـا توجـه بـه امكانـات     ]. 20[  مورد استفاده قرار گيـرد   عروق مغز 

بـصورت كمـي    در مطالعه حاضر تلاش شده تـا       موجود در ايران،  

 مغزي -سد خوني شدت آسيب نشت بعنوان معياري ازاين ميزان  

 بعد از ورود به گردش خون بـه   اوانس بلو.ر گيردمورد مطالعه قرا 

توانـد از ديـواره عـروق         شدت آلبومين پلاسما متصل شده و نمي      

خروج ايـن مـاده همـراه پروتئينهـاي خـوني از            . سالم خارج شود  

 ميـزان   كميعروق مغزي آسيب ديده در زمان ايسكمي و تعيين          

و يـا   نشت خارج عروقي آن ميتواند به آشكار شدن شدت ضايعه           

اثر درماني داروها در وخيم تر شدن و يا بهبـودي حجـم آسـيب               

مغزي وارد شده در زمان ايجاد ايـسكمي تجربـي بـه تحقيقـات              

  .آزمايشگاهي كمك كند

كـه  شـود     از مطالعه مقالات منتشر شده چنين اسـتنباط مـي         

مناسـب بـراي    زمـان   ، انتخـاب    اوانس بلو  ز مناسب وبكارگيري د 

خاتمـه انـسداد شـريان ميـاني مغـز و       تزريق وريـدي آن بعـد از        

ر  ددميتواندر گردش خون سرانجام انتخاب دقيق دوره حضور آن      

 بدسـت نتـايج   موثر واقع شده و دفت كمـي        متد  سازي  استاندارد  

حيوانـات مـورد    آمده را افزايش داده و بر كـاهش ميـزان تلفـات    

نتـايج  . ]26و14،  1،  25[آزمايش به نحـو بـارزي اثـر بـه گـذارد             

محلول دو درصـد اوانـس      استفاده از   نشان داد كه     حاضر   تحقيق

 در نرمال سالين بافر شده با شروع تزريق وريدي و با سـرعت         بلو

 دقيقه بعد   30 در   ml/kg 1دوز  )  دقيقه 5در حداقل زمان    ( آهسته

كـاهش مـرگ و ميـر    علاوه بر  انسداد شريان مياني مغز  از پايان   

. دهـد   بـه دسـت مـي      نتايج قابـل قبـولي    ايسكمي شده   حيوانات  

 نكات خـاص ذكـر شـده در روش آزمـايش     بكارگيريوانگهي با   

 منتـشر   تنكاتي كه در مقالا    (هاي بافتي   آماده سازي نمونه  براي  

سـرد  مناسـب   زمـان    انتخاب   )شده كمتر به آنها اشاره شده است      

كـاهش نوسـان   در كردن سانتريفيوژ از ها قبل و بعد  نمونهكردن  

  .شود شديدا موثر واقع ميپكتروفتومتر استوسط  شده اعداد ثبت

كـه  ديگـري   دهاي پيشنهادي جـزء مهـم       تبدون ترديد در م   

اي در كيفيت و اعتبـار نتـايج بدسـت آمـده و               نقش تعيين كننده  

ايجــاد روش ميــزان مــرگ و ميــر حيوانــات مــورد مطالعــه دارد 

د ـس ـ ي مطالعـات مربـوط بـه      ـدر ط ـ . باشـد   ايسكمي مغزي مي  

ختلفي جهت ايجاد ايسكمي مغزي بكار      مغزي روشهاي م  -خوني

انـسداد دائمـي   به روشهاي توان  گرفته شده است كه از جمله مي    

، ]24 و 2، 1[شريان ميـاني مغـز از طريـق بـاز كـردن جمجمـه         

، انـسداد   ]25[ كامـل مغـز   ايـسكمي    وانسداد دو طرفه كاروتيـد      

، ايـسكمي   ]23[موقت شريان مياني مغز توسـط انـدوتلين يـك           

در مطالعـه   . اشـاره كـرد   ] 6[القا شده با ايست قلبي      كامل مغزي   

 براي ايجاد ايسكمي   ،]14و5[ حاضر، همانند برخي مطالعات ديگر    

ريان موقت داخل رگي و برقراري مجدد ج      مغزي از روش انسداد     

ايـن روش نتـايج معتبـر و    . مغز اسـتفاده شـد  خون شريان مياني  

دهد   دست مي به  ده  شم ضايعه مغزي ايجاد     نظر حج  از   ييكنواخت

بـه آسـاني    ايـن روش    در  كـه   برقراري مجدد جريان خـون      . ]3[

 ايـسكمي مغـزي در انـسان        باشد شرايطي شـبيه    پذير مي  امكان

ايسكمي در آنها   مزيت اين روش بر روشهايي كه       . نمايد  ايجاد مي 

شد اينست كه علاوه بر مطالعه اثـرات ايـسكمي           ايجاد مي  يمئدا

 امكان بررسي اثرات ناشي از      مغزي،-سد خوني  عملكرد بر   مغزي

هاي احتمالي ناشي از برقراري مجدد جريان خـون ناحيـه             صدمه

بر شـدت آسـيب    (ischemic reperfusion injury)ايسكمي 

. كنـد  فـراهم مـي  ايجاد ادم با منشاء عروقـي  با مغزي  -سد خوني 

جهـت ايجـاد ايـسكمي از انـسداد         در آنها   مطالعاتي كه   چون در   

ايجـاد شـده     مغز از طريق باز كردن جمجمه        دائمي شريان مياني  

آسيب قشر مغز در ناحيه جراحي خود سبب تغيير نفوذپذيري سـد       

آنهـا را   ثبت شـده اعتبـار      ه و با تداخل در نتايج       مغزي شد -خوني

  ].2[ دنماي مخدوش مي

تحقيقات گذشته انجـام شـده در ايـن گـروه وجـود رابطـه            

 نرولوژيـك و  مستقيم بين نمرات حاصـل از آزمـون اخـتلالات         

حجم ضايعه مغزي ايجاد شده در حيوانات ايسكمي را به اثبات           

در اين مطالعه با توجه به وسائل موجـود اولا          . ]3[رسانده است   
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امكان انجام آزمايشهاي نشت اوانس بلو در حيواناتي كه موقتـا       

بطور موضعي و به روش انسداد داخل رگي شريان مياني مغـز،            

انـد    يشهاي قبلي، ايسكميك مغزي شده    روش بكار رفته در آزما    

ثانيا با بررسي كمي نتايج حاصـل از ميـزان          . بررسي شده است  

 در هـر حيـوان و نتـايج آزمـون           اوانس بلـو  نشت خارج عروقي    

اي منطقي بين شدت صدمه سـد         اختلالات رفتاري وجود رابطه   

ــوني ــردد  - خ ــات گ ــوان اثب ــي حي ــاي حركت ــزي و رفتاره . مغ

 ـ 4همانطوريكه در شـكل      بـين نمـره آزمـون     شان داده شـده      ن

 ،نمونه بافتي نيمكره آسيب ديده    در  رفتاري و غلظت اوانس بلو      

 رابطه مستقيمي   ،مغزي- سد خوني  آسيبشدت  بعنوان شاخص   

شـدت  خود وجود ارتبـاط نزديـك بـين         كه  وجود دارد   مشاهده  

بـا ميـزان تخريـب سـد        ايجـاد شـده      يآسيب ايسكميك مغـز   

 نتـايج ايـن تحقيـق، كـه بـا      .كنـد   مغزي را ثابـت مـي      –خوني

هاي ساده و كم هزينه بدست آمده، دقيقا همان نتايجي          دستگاه

 نـشان   MRIروش   و همكـارانش     Knightدهد كه     را ارائه مي  

سـد   انـدازه و موقعيـت نـشت عروقـي    ثبات كردند و آن اينكه    ا

با شدت ضايعه ايـسكميك مغـزي       مشخص شده   مغزي  - خوني

هـم  و مطالعات هيـستولوژيك   تعيين شده توسط اتوراديوگرافي     

  .]18[آهنگي دارد، مطابقت دارد 

بـا اسـتفاده از وسـائل    ه كند ك ـ   ميين مطالعه پيشنهاد    نتايج ا 

را اوانس بلو   توان با دقت بالا ميزان نشت خارج عروقي           ساده مي 

مغـزي  -به دست آورده و رابطه بين آن و شدت آسيب سد خوني           

 توجه به كمي بودن نتـايج       با. ثبات رساند اه  بناشي از ايسكمي را     

مـداخلات    نقـش  تـوان   ايـن روش مـي    بدست آمده با بكارگيري     

مغزي ادم  پيشگيري كننده و درماني را در وخيم شدن و يا بهبود            

  .قرار دادبررسي مورد با منشاء عروقي 

  تشكر و قدرداني

و بدينوسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي شيراز         

اروئي و گياهي دانـشگاه علـوم پزشـكي         مركز تحقيقات شيمي د   

 ـ نهـكه هزي راز  ـشي  ـ ـهاي مال  م نمودنـد ـق را فراه ــي ايـن تحقي

راهنمـائي  همچنـين از    . شـود    تشكر مي  )83-2357طرح شماره   (

دكتر  و آقاي  دانشگاه استانبول تركيهMehmet Kayaپروفسور 

سـعيد  مـساعدت  و دانشگاه علوم پزشكي سـمنان  عابدين وكيلي  

  .شود تياني تشكر و قدرداني ميچنگيزي آش
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