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  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

Abstract

Introduction: Estradiol is a neuroactive steroid, which is found in several brain areas such as locus coeruleus (LC).

Estradiol modulates nociception by binding to its receptors and also by allosteric interaction with other membrane-

bound receptors like glutamate and GABAA receptors. LC is involved in noradrenergic descending pain modulation.

Methods: In order to study the effect of 17β-estradiol on both acute and persistent pain modulation and its 

mechanisms, formalin was injected into the hind paw of male rats. 17β-estradiol was unilaterally injected into the right 

LC by Hamilton syringe. Formalin-induced responses including licking and flexing duration and paw jerking frequency 

were recorded for 60 min after injection of 50 μl of 2% formalin. Also, the expression of α2 and γ1 subunits of GABAA 

receptor genes were examined by RT-PCR technique.

Results: The results of the current study showed that intra-locus coeruleus injection of 17β-estradiol attenuated the 

second phase, but not the acute phase of formalin induced pain (P< 0.05). GABAA receptor antagonist (bicuculline) 

reversed the antinociceptive effect of 17β-estradiol, but the expression level of α2 and γ1 subunits of GABAA receptor 

genes were not significantly changed.

Conclusion: It may be concluded that the analgesic effect of 17β-estradiol in formalin induced inflammatory pain is 

possibly mediated through the interaction with membrane-bound GABAA receptors, however this effect is not exerted at 

the gene expression level.
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 هايموش تعدیل درد سرولئوس در هسته لوکوسدر استرادیول  بتا-17 اثرآیا 

  شود؟وساطت می GABAAهاي به وسیله گیرنده صحرایی نر

  2، مهیار جان احمدي1، محمد جوان٭1سعید سمنانیان، رقیه خاکپاي

  تهران ،دانشگاه تربیت مدرس ،دانشکده علوم پزشکی ،گروه فیزیولوژي. 1

  تهران ،علوم پزشکی شهید بهشتیدانشگاه  ،گروه فیزیولوژي. 2

  89 تیر 6: پذیرش    88 اسفند 26: دریافت
  و همکاران ستاریان  ها هاي دخیل در بیوسنتز و تجزیه کتکولامین مرفین و بیان ژن برخی آنزیم

  چکیده

اسـترادیول درك درد را از طریـق اتصـال بـه     . شـود مـی  یافـت ) LC(استرادیول استروئید نورواکتیوي است که در نواحی مغزي متعددي از جمله لوکوس سـرولئوس   :مقدمه

رو و نورآدرنرژیـک درد  در تعـدیل پـایین   LC. نمایـد تعدیل مـی  GABAAهاي گلوتاماتی و هاي غشایی دیگر مثل گیرندههاي استروژنی و نیز واکنش آلوستریک با گیرندهگیرنده

  .نقش دارد

هـاي القـا شـده بـا     پاسـخ . هاي صحرایی نر تزریق شدفرمالین به پنجه پاي موش ،ل درد حاد و مداوم و مکانیسم اثر آناسترادیول در تعدی -β17براي مطالعه اثر :ها روش

-همچنین، بیـان ژن . ثبت شد ٪2میکرولیتر فرمالین  50دقیقه پس از تزریق  60هاي ناگهانی آن به مدت فرمالین شامل مدت زمان لیسیدن وخم کردن پاي ملتهب و تعداد تکان

  .بررسی گردید RT-PCRبا استفاده از تکنیک  GABAAگیرنده  γ1و  α2هاي زیرواحدهاي 

، فاز دوم درد القا شده بـا فرمـالین را کـاهش داد ولـی اثـري روي فـاز اول آن       LCاسترادیول به داخل  -β17نتایج مطالعه اخیر نشان داد که تزریق  :ها یافته

هـاي  اسـترادیول را بـه حالـت پایـه برگردانـد، ولـی میـزان بیـان ژن         -β17دردي ناشی از اثر ضد) بیکوکولین( GABAAگیرنده آنتاگونیست . (P< 0.05)نداشت 

  .داري را نشان ندادتغییر معنی GABAAگیرنده  γ1و  α2زیرواحدهاي 

درد التهابی القـا شـده بـا فرمـالین احتمـالا از طریـق       استرادیول روي  -β17دردي توان نتیجه گرفت که اثر بیهاي این مطالعه میبراساس یافته :گیري نتیجه

  .شودشود ولی این اثر در سطح بیان ژن زیرواحدهاي این گیرنده اعمال نمیوساطت می GABAAهاي غشایی گیرنده

  تعدیل درد و موش صحرایی ،بیکوکولین ،استرادیول -β17 ،هسته لوکوس سرولئوس :هاي کلیدي واژه
 

 

  *مقدمه

هاي رفتاري، هورمـونی و عصـبی حیوانـات مـاده بـه      پاسخ

باشـد  هاي دردناك به مراتب شدیدتر از حیوانات نر مـی محرك

ــردردي    . ]1،5[ ــبب پ ــتروژن س ــه اس ــود دارد ک ــواهدي وج ش
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)hyperalgesia (   دردي و تستوســـــترون ســـــبب بـــــی

)hypoalgesia (در طی تکوین و در سراسر . ]13،17[گردد می

بلوغ، بخش اعظم اثرات تستوسترون در حیوانات نر استرادیولی 

شود که از طریق حلقوي شدن تستوسـترون تولیـد   وساطت می

هـاي اسـتروژنی بـه طـور گسـترده در      یرنـده گ. ]1،26[شود می

هـر دو نـوع   . انـد سراسر سیستم اعصاب مرکزي پراکنـده شـده  

) LC(گیرنده استروژنی آلفا و بتا در هسته لوکـوس سـرولئوس   

  . ]29،30[هاي صحرایی نر و ماده یافت شده است  موش
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ــر گیرنــدهاســتروژن در غلظــت هــاي هــاي بــالا، عــلاوه ب

اي غشـایی نوروترانسـمیترهاي دیگـر از    ه ـاستروژنی به گیرنده

نیز متصـل   GABAAو  NMDA ،AMPAهاي جمله گیرنده

     اثـر تعـدیل کننـده اسـترادیول روي اثـر       اخیـراً . ]27[شـود  می

هـاي صـحرایی مـاده    دردي ناشی از نیکوتین در نخاع موشبی

  . ]8[نشان داده شده است  

را  GABAAهـاي  استرادیول تعـداد زیرواحـدهاي گیرنـده   

هاي صحرایی مـاده اوارکتـومی   تیمار موش. ]6[دهد کاهش می

ــا  ــزان زیرواحــدهاي آلف ــترادیول می ــا اس ــده ب ــا 2-ش      1-و گام

 Bedاپتیـک میـانی و  را در هسته پـري  GABAAهاي  گیرنده

nucleus of the stria terminalis   12[دهـد  افـزایش مـی[ .

روز  2با استرادیول به مدت  NT2-Nهاي همچنین تیمار سلول

شود ولـی اثـري روي   می 2-زیرواحد آلفا سبب افزایش بیان ژن

  .    ]25[ندارد  1-زیرواحد گاما بیان ژن

LC هاي تحریکی را از هسته پاراژیگانتوسـلولاریس  ورودي

ــرالیس  ــومدیال  و ورودي (LPGi)لت ــاري را از دورس ــاي مه ه

نیز به نوبـه   LC. ]3،10،11،20[کند روسترال مدولا دریافت می

رو به هاي نورآدرنرژیکی را از طریق مسیرهاي پایینخود ورودي

هـاي  و پـردردي ناشـی از ورودي   ]9،14،16[فرسـتد  نخاع مـی 

  .]14،33[دهد التهابی محیطی را کاهش می

بخش زیادي از مطالعات اخیر نقش استروئیدهاي جنسی را 

. ]15،31،32[انـد  کـرده هـاي حـاد بررسـی    روي پاسخ بـه دردزا 

علیرغم کم بودن مطالعات درد مداوم و مزمن، شـواهدي وجـود   

هاي رفتاري ناشی از تزریق دارد که استرادیول اثري روي پاسخ

هاي در موش. ]18،21[فرمالین در فاز اول آزمون فرمالین ندارد 

اسـترادیول بـا    -β17صحرایی ماده جایگزین کـردن تـدریجی   

رفتارهاي القا شده با فرمالین طی  Silasticهاي استفاده از لوله

بـرعکس، در  . ]21[دهـد  فاز دوم آزمون فرمالین را کاهش مـی 

اسـترادیول   (.i.c.v)هاي صحرایی نر تزریق داخل بطنـی موش

رفتارهاي خم کردن و لیسیدن پاي ملتهب را افزایش داده است 

کـاهش   را) paw-jerking(ولی رفتار تکان دادن پاي ملتهـب  

. ]1،7[داده است 

اسـترادیول در   -β17هدف از انجام مطالعه اخیر بررسی اثر 

 GABAAهاي نقش گیرنده. باشدمی LCتعدیل درد در هسته 

هـاي  این هسته روي تغییرات القا شده با استرادیول روي پاسـخ 

 بـر  عـلاوه . شـود رفتاري ناشی از تزریق فرمالین نیز بررسی می

استرادیول در سـطح بیـان ژن،    -β17 بررسی اثراین به منظور 

نیـز   GABAAگیرنـده   1-و گامـا  2-بیان ژن زیرواحدهاي آلفا

   . گرددبررسی می

مواد و روشها

تهیه شـده   Sprague–Dawleyنژاد نرصحراییموشهاي

 گـرم بـه طـور   120تـا   80از انستیتو رازي، در محـدوده وزنـی   

 درگرفتنـد و محـدودیتی  قرار مـی تایی6گروههايدرتصادفی

 سـاعت 12نـوري شـرایط درونداشـتند غذاوآبدسترسی به

.شدندمینگهداريتاریکیساعت 12وروشنایی

رو درد از براي بررسـی اثـر اسـترادیول روي تعـدیل پـایین     

بررسـی  منظـور مشـاهده و   بـه  . ]1[آزمون فرمالین استفاده شد 

       کف مسطح، به ابعـاد رفتارهاي حیوان، از یک محفظه شفاف با 

در  .شداستفاده   Plexiglassو از جنسمتر سانتی 30×30×30

درصـد بـه زیـر    2میکرولیتـر محلـول فرمـالین    50این آزمون، 

 30حیوان توسط یک سر سـوزن نمـره    راست پاي پنجه پوست

تزریـق   ناشـی از  هـاي به دنبال تزریق فرمالین رفتار.تزریق شد

Lickingشـامل  فرمـالین   Duration،Flexing Duration  ،

شد میثبت دقیقه  60به مدت  Paw-Jerking Frequencyو

هاي رفتاري ناشـی از تزریـق فرمـالین داراي دو فـاز     پاسخ. ]1[

دقیقه اول آزمون  5هاي رفتاري فاز اول میانگین پاسخ: باشدمی

 60تـا   15هـاي  هاي رفتاري بین دقیقهو فاز دوم میانگین پاسخ

  .باشدمی

براسـاس   LCي رنول گـذا کـا براي ریزتزریق داروها، ابتـدا  

مختصـات نسـبت بـه    ( اطلس پاکسینوس ذکرشده در مختصات

 )متـر میلـی  5/7و عمق  3/1، جانبی -8/9خلفی -قدامی: برگما

روزه حیوانات بـراي   7تا  5شد و پس از دوره بهبودي انجام می

پس از ي، رنول گذاکا ايبر. شدندانجام آزمون فرمالین آماده می

 و دی ـگردحیوان در دستگاه استرئوتاکسـی مسـتقر مـی    یبیهوش

پس از کنار . شدپوست ناحیه سر به حداقل میزان برش داده می

لامبدا شناسـایی   نواحی برگما و ،هاي پوششی اطرافزدن بافت

سـمت راسـت براسـاس     LCهسـته  ناحیـه مربـوط بـه    شده و 

سـطح جمجمـه   در اطلـس پاکسـینوس    ذکرشـده در  مختصات

بـا   ناحیـه مـذکور،   بعـد از علامـت گـذاري   . یدگردمشخص می

منفـذي   مشخص شدههاي دندانپزشکی در محل استفاده از مته
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ایجـاد شـده و    ،23سرسرنگ نمره  ،به اندازه  قطر کانول راهنما

  اطلـس پاکسـینوس  براساس عمق ذکـر شـده در   کانول راهنما 

در درون مغز مستقر شده و قسـمت رویـی آن    ، LCراي هستهب

دو پیچ . شددرروي جمجمه بوسیله سیمان دندانپزشکی ثابت می

نیـز بـه صـورت وارونـه در اسـتخوان      ) microscrew( کوچک

مسلح سازي براي  درون سیمان دندانپزشکی در جمجمه تعبیه و

در بیـرون جمجمـه    کـانول راهنمـا   منفـذ . ندفترسیمان فرو می

رپوش خاصی مسدود بوده و فقط در زمان تزریـق دارو  بوسیله د

سرسـرنگ نمـره    یک کانول نازکتر که معمـولاً . شدبرداشته می

کـانول راهنمـا   متر بلنـدتر از  میلی 2به طول حدود باشد می 30

وصـل   از یک طرف به یک لوله نازك پلـی اتـیلن   تهیه شده و

وصـل  ن سـرنگ هـامیلتو  سر دیگر لوله پلی اتیلن به . دیگردمی

 ـگردتزریـق مـی  مورد نظـر داروي مربوطـه   شده و حجم  در . دی

استرادیول و  -β17به عنوان حلال   ACSFپژوهش حاضر، از 

از  .اسـتفاده شـد   )خریداري شده از شـرکت سـیگما  (بیکوکولین 

 -β17(اسـترادیول   -β17 8/0و  µmol 1/0 ،4/0 هـاي غلظت

هاي غلظتو  ]1) [دار شده با سیکلودکستریناسترادیول کپسول

بیکوکولین بـراي مطالعـه    ]25[تر ینانوگرم در میکرول 25و  5/2

مطالعـه  بـراي  اسـترادیول   -µmol 8/0 β17و غلظت رفتاري 

نانولیتر استرادیول و  300در روز آزمایش، . مولکولی استفاده شد

طـور دسـتی در   بـه ) GABAAآنتاگونیست گیرنده(بیکوکولین 

 Hamilton(بـا اسـتفاده از سـرنگ هـامیلتون      دقیقـه  1طـی  

syringe ( و لوله پلی اتیلن)PE-20 (   30از مسیر کـانول گـیج  

  .شددقیقه، آزمون فرمالین انجام می 10شد و پس از تزریق می

 بـا  GABAA گیرنـده  1-و گامـا  2-ژنهاي آلفابیانبررسی

بـدین  . گرفـت مـی انجـام کمـی نیمـه  RT-PCRروش کمک

و انجـام آزمـون   نظـر مـورد دریافـت تزریقـات  ازپس  منظور،

متـري از  هاي یک میلـی ، برششدمیسر حیوان قطع فرمالین، 

 هسـته و ناحیه مربوط به  شدناحیه ساقه مغز حیوان برداشته می

LC  گردیـد مـی منتقـل میکروتیـوپ اسـتریل  پانچ شده و بـه .

 نگهداري  )-C170(ها پس از استخراج در نیتروژن مایع نمونه

د در بافت مـورد اسـتفاده بـا    موجو RNAسپس، کل . شدندمی

و بـر اسـاس   ) سـیناژن ( RNX plusکمک محلـول اسـتخراج   

تمـامی  . شدالکل شرکت سازنده استخراج می–پروتکل کلروفرم

جز مواردي که نیاز به انکوبه کـردن در  به RNAروند استخراج 

در این مرحلـه از  . گیرددماي آزمایشگاه دارد، روي یخ انجام می

ــه اســتخراج شــده،   هــايmRNAروي تمــام  موجــود در نمون

cDNA سـنتز  . شودسنتز میcDNA     براسـاس پروتکـل ذکـر

سازي خریـداري شـده از شـرکت     cDNAهاي شده براي کیت

BIONEER   ــر ــرم  4و   Oligo-dtدر حضــور پرایم میکروگ

RNA به منظور  تکثیـر قطعـه اي   . شداستخراج شده انجام می

گیرنـده   1-و گاما 2-مربوط به ژن زیرواحدهاي آلفا cDNAاز 

GABAA وGAPDH   اي پلیمـراز  از واکنش زنجیـره(PCR) 

 PCRبراي هر قطعه مورد نظـر، از یـک واکـنش    . شداستفاده 

 تـوالی  PCRهاي واکنشپرایمرهايتهیهبراي. شداستفاده می

 GABAAگیرنـده   1-و گامـا  2-زیرواحـدهاي آلفـا  هـاي ژن

به Swiss-Protوبگاه کمکدر موش صحرایی با GAPDHو

  . آمددست

ارائهمشخصاتبامذکورژنهايروپسوروپیشپرایمرهاي

افـزار  نـرم کمـک بـا آنهابودنیکتاوطراحی 1جدول درشده

Blast وبگاه رويNCBI فرآینـد   .شدتاییدPCR    بـا کمـک

ژن  رو بــراي هــر رو و پــسپرایمرهــاي اختصاصــی پــیش  

، ) GAPDHو GABAAگیرنده  1-و گاما 2-زیرواحدهاي آلفا(

تهیه شـده از   Master mixو براساس پروتکل ذکر شده براي 

  شـرایط   سازيبهینه  براي. گرفتانجام  ROVALAB شرکت

براي هر سه ژن مورد نظر استفاده  سیکل 32 ، ازPCR  واکنش

  قابـل اولا  PCRمربوط به تراکم باند محصـول    سیگنالتا  شد

 PCRاشباع منحنی تکثیر محصـول  فاز  واردثانیا  باشد و  رؤیت

بواسطه وبنفشماوراينورتابشتحت PCRمحصول . نگردد

عکسـبرداري  آنازورؤیـت آگارزژلدربرومایداتیدیومحضور

 Uvitecافـزار  نـرم کمـک بـه باندهرهايسیگنالشدت. شد

بـه زیرواحـدهاي   مربوطباندتراکمنمونههربراي. شدسنجیده

 مربـوط باندنسبت به تراکم GABAAگیرنده  1-و گاما 2-آلفا

هـاي بـه   شامل نمونهگروههر.شدگیريهانداز GAPDHبه 

  .حیوان بود 6دست آمده از 

طرفـه  آزمـون آنـالیز واریـانس یـک     کمکباحاصلهنتایج

(ANOVA)   وPostHoc  ــوکی و ــدند و  LSDت ــه ش      مقایس

)P   .دار در نظرگرفته شدبه عنوان تفاوت معنی) 0.05 >

  ها یافته

هاي شم و حلال تفـاوت  که نتایج مربوط به گروهاز آنجایی
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داري با گروه کنترل نشان ندادند، نتایج مربوط به آنها ارائه معنی

اسـترادیول،   -β17میکرومـول   8/0و  4/0تزریـق  . نشده است

فرکانس تکان دادن پاي ملتهب را طی فاز دوم کاهش داد ولی 

-شـکل (از نظر آماري معنی دار بـود   µmol 8/0فقط اثر دوز 

A1 ،P < 0.05 .( پـاي ملتهـب بـه    طی فاز دوم، رفتار لیسیدن

اسـترادیول   -β17، 1/0و  µmol 8/0داري با تزریق طور معنی

و  µmol 8/0تزریـق  ). B 1 ،P < 0.05-شـکل (کاهش یافـت  

4/0 ،β17-  استرادیول به داخلLC  داري مـدت  به طور معنـی

زمان خم کردن پاي ملتهـب را طـی فـاز دوم آزمـون فرمـالین      

 -β17ن غلظـت  بـالاتری ). C 1 ،P < 0.05-شکل(داد کاهش 

استرادیول اثر ضددردي موثرتري را روي رفتارهاي القا شده بـا  

کند و بنابراین براي آزمایشـات بعـد انتخـاب    فرمالین اعمال می

  .شد

در اثر ضـددردي   GABAAهاي براي بررسی نقش گیرنده

β17-     استرادیول، دوزي از بیکوکولین موردنیاز بـود کـه بـدون

ملکرد آنتاگونیسـتی خـود را حفـظ    داشتن اثري در تعدیل درد ع

 دقیقه قبـل  10بیکوکولین   µmol 50نموده باشد؛ بدین منظور 

 µmolتزریق . تزریق شد LCاز انجام آزمون فرمالین به داخل 

و ) P < 0.05(بیکوکولین فـاز اول رفتارهـاي خـم کـردن       50

داري کـاهش  پاي ملتهب را به طور معنی) P < 0.01(لیسیدن 

  ؛ فـاز دوم رفتـار لیسـیدن نیـز بـه طـور       )C2و  B2-شکل(داد 

امـا، تزریـق   ). C2 ،P < 0.05-شکل(داري کاهش یافت معنی

µmol 5    بیکوکولین بـه داخـلLC      اثـري روي هـیچ کـدام از

؛ بنـابراین دوز  )2-شـکل (رفتارهاي القا شده با فرمالین نداشـت  

µmol 5  براي آزمایشات بعد انتخاب شد.  

در   GABAAهـاي  احتمالی گیرندهبه منظور بررسی نقش 

دقیقه  10بیکوکولین   µmol 5استرادیول،  -β17اثر ضددردي 

  LCاسترادیول،  به داخـل   -β17میکرومول  8/0قبل از تزریق 

اسـترادیول آزمـون    -β17دقیقه پس از تزریق  10تزریق شد و 

 -β17بیکوکـولین توانسـت اثـر ضـددردي     . فرمالین انجام شد

ــی فـ ـ  ــترادیول ط ــانی   اس ــان دادن ناگه ــاي تک           از دوم رفتاره

)P < 0.05 ( و خم کردن)P < 0.01 (  پاي ملتهب را به حالـت

  ).3-شکل(پایه و کنترل برگرداند 

-گیرنــده 1-و گامــا 2-ژنهــاي آلفــابــراي بررســی بیــان

GABAAدسـت  (هـاي کنتـرل   ژنها در گـروه ، میزان بیان این

حیوانات دست نخـورده کـه آزمـون    (فرمالین -، کنترل)نخورده
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  LCاسترادیول به داخـل   -β17میکرومول  1/0و  4/0، 8/0تزریق اثر   -1شکل

به سطح داخلـی پنجـه   % 2فرمالین  µl 50هاي رفتاري ناشی از تزریق روي پاسخ

و  (B)، مـدت زمـان خـم کـردن     (A)پا شامل تکان دادن ناگهانی پـاي ملتهـب   

دقیقه اول آزمـون   5هاي رفتاري فاز اول میانگین پاسخ. پاي ملتهب (C)لیسیدن 

: E2. باشـد مـی  60تـا   15هـاي  هاي رفتاري بـین دقیقـه  و فاز دوم میانگین پاسخ

β17- دار با گروه کنترل با احتمال دهنده اختلاف معنینشان *. استرادیول(P < 

.سر موش صحرایی نر استفاده شده است 6در هر گروه . باشدمی (0.05
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 حیوانـات قبـل از  ( ACSF، )فرمالین روي آنها انجام شده بـود 

 -β17هاي رفتاري  ناشی از درد التهـابی در گروهـی کـه    پاسخمقایسه  -3شکل

 -β17دقیقه قبل از تزریـق   10تزریق شده با گروهی که  LCاسترادیول به داخل 

رفتارهـاي القـا شـده بـا تزریـق      . انـد بیکوکولین ذریافت کرده µmol 5استرادیول 

، مدت زمان خم (A)شامل تکان دادن ناگهانی پاي ملتهب %) µl 50 ،2(فرمالین 

اســترادیول و  -E2 :β17 .باشــدپــاي ملتهــب مــی (C)و لیســیدن  (B)کــردن 

.Bic/E2: بیکوکولین/β17- دهنـده اخـتلاف   به ترتیب نشان **و  * . استرادیول

در هـر  . باشـد می (P < 0.01)و  (P < 0.05)دار با گروه کنترل با احتمال معنی

.سر موش صحرایی نر استفاده شده است 6گروه 
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شـامل تکـان   %) µl 50 ،2(هاي رفتاري القا شده با تزریق فرمالین پاسخ -2شکل

پـاي   (C)و لیسـیدن   (B)، مدت زمان خم کـردن  (A)دادن ناگهانی پاي ملتهب 

. بیکوکـولین  50و  µmol 5هاي ملتهب در موشهاي صحرایی تیمار شده با غلظت

Bic. :دار با گروه کنترل با دهنده اختلاف معنیبه ترتیب نشان **و  *. بیکوکولین

سر موش صـحرایی   6در هر گروه . باشدمی (P < 0.01)و  (P < 0.05)احتمال 

.نر استفاده شده است
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حیوانـات قبـل از   ( ACSF، )فرمالین روي آنها انجام شده بـود 

ــالین  ــون فرم ــوان حــلال  ACSFانجــام آزم ــه عن  -β17را ب

حیوانـات قبـل از   (و اسـترادیول  ) استرادیول دریافت کرده بودند

) استرادیول دریافـت کـرده بودنـد    -β17انجام آزمون فرمالین 

 شود با آنکهمشاهده می 4-همانطوري که در شکل. بررسی شد

β17- را افزایش  1-را کاهش و گاما 2-ژن آلفااسترادیول بیان

دار هیچ یک از این اثرات از نظـر آمـاري معنـی    داده است ولی

  .نبود

  بحث

نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که بـالاترین غلظـت   

β17-  استرادیول)µmol 8/0 ( ي را روي اثر ضددردي مـوثرتر

کند که بـا پـیش تیمـار    رفتارهاي القا شده با فرمالین اعمال می

بنـابراین اثـر   . گـردد بیکوکولین این اثر به شرایط کنترل برمـی 

استرادیول ممکن است تا حـدودي بـه وسـیله     -β17ضددردي 

شـود ، ولـی از آنجـایی کـه     وساطت می GABAAهاي گیرنده

اسـترادیول   -β17وسـط  بیان ژنهاي دو زیرواحد این گیرنـده ت 

استرادیول در سطوحی  -β17تغییر نیافت احتمالا اثر ضددردي 

.    شودغیر از بیان ژن این گیرنده اعمال می

هاي استروئیدي اعمال شواهد زیادي وجود دارد که هورمون

نورونی متعددي را در سیستم اعصاب مرکزي بـا تغییـر وسـعت    

    هـاي بـین نـورونی تنظـیم     هـا و واکـنش  میدان دریافت نورون

بخـش زیـادي از مطالعـات اخیـر     . ]4،19،22،28،34[نمایند می

نقش استروئیدهاي جنسی در پاسخ به دردزاهاي حاد را بررسـی  

برانگیز هستند؛ به خصـوص نشـان   اند ولی این نتایج بحثکرده

و مـدت   hot plateداده شده که استرادیول آسـتانه پاسـخ بـه    

   را هـم افـزایش و هـم کـاهش      tail flick زمان تاخیر آزمـون 

بنــابراین در مطالعــه حاضــر مــا آزمــون . ]15،31،33[دهــد مـی 

بر فاز حاد درد بتوانیم درد مـداوم   فرمالین را برگزیدیم تا علاوه

)persistent pain (را نیز بررسی کنیم.  

هاي اثري روي پاسخ LCاسترادیول به داخل  -β17تزریق 

با فرمالین طی فاز اول آزمون ندارد که با نتایج رفتاري القا شده 

Kuba 18[همکــــــاران مطابقــــــت دارد  و[ .Mannino  و

ــد کــه دوزهــاي تــدریجی   ــز نشــان دادن  -β17همکــارانش نی

هاي رفتاري ناشـی  هاي صحرایی ماده پاسخاسترادیول به موش

. ]21[از تزریق فرمالین را فقط طی فاز دوم آزمـون کـاهش داد   

اسـترادیول بـه    .i.c.vدي وجود دارد که تزریـق  همچنین شواه

هاي صحرایی نر اثرات متفاوتی روي رفتاري القا شـده بـا   موش

گذارد؛ استرادیول رفتارهاي خـم کـردن و لیسـیدن    فرمالین می

پاي ملتهب را افزایش و رفتار تکان دادن ناگهانی پـاي ملتهـب   

که با نتـایج حاصـل از مطالعـه حاضـر      ]1،7[دهد را کاهش می

هاي اما غلظت و نحوه تزریق استرادیول، روش. همخوانی ندارد

سنجش درد و جنس حیوانات مورد اسـتفاده در مطالعـات ذکـر    

  .شده متفاوت بوده است

β17-   ــب را ــاي ملته ــانس تکــان دادن پ اســترادیول فرک

این رفتار یک رفلکس فازیک هست که کاهش آن . کاهش داد

همچنین رفتار خـم  . ]1[باشد نشان دهنده آستانه درد بالاتر می

اي کـه  انقباض تونیک عضلات خم کننـده –کردن پاي ملتهب 

نیز کـاهش   -]2[ نداهاي دردي پنجه پا فعال شدهتوسط گیرنده

   هـاي نخـاعی   یافت که نشان دهنـده غیرفعـال شـدن رفلکـس    

ملتهب نقش مراکز براین، با کاهش لیسیدن پاي علاوه. باشدمی

اسـترادیول نیـز تائیـد شـد      -β17فوق نخاعی در اثر ضددردي 

چون لیسیدن رفتاري است در پاسخ بـه درد شـدید کـه حیـوان     
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، GABAAگیرنـده  1-و گامـا  2-ژنهاي زیرواحدهاي آلفابیان مقایسه -4شکل

حیوانات دست نخورده کـه  (فرمالین -، کنترل)دست نخورده(هاي کنترل بین گروه

حیوانات قبل از انجـام آزمـون   ( ACSF، )آزمون فرمالین روي آنها انجام شده بود

و ) اسـترادیول دریافـت کـرده بودنـد     -β17 را به عنوان حـلال  ACSFفرمالین 

استرادیول دریافـت کـرده    -β17 حیوانات قبل از انجام آزمون فرمالین(استرادیول 

-RTروش کمـک بـا  GABAAگیرنـده  1-و گامـا  2-آلفـا  ژنهايبیان). بودند

PCR بیان استاندارد داخلـی  نسبت به سنجش و کمینیمهGAPDH   نرمـالایز

ــت  ــده اس  -E2 :β17و  Artifical cerebrospinal fluid :ACSF. ش

.حیوان بود 6هاي به دست آمده از شامل نمونهگروههر .استرادیول
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   اعمال دیگر خود را بـراي لیسـیدن بخـش آسـیب دیـده قطـع       

 -β17تـوان پیشـنهاد داد کـه تزریـق     بنابراین می. ]1[کند می

هاي استروژنی طریق گیرنده احتمالا از LCاسترادیول به داخل 

هاي هاي غشایی نوروترانسمیترهاي دیگر مثل گیرندهیا گیرنده

GABAA  در هستهLC ، فعالیت نورونی مدارات نخاعی و فوق

هاي دردي را تحـت تـاثیر قـرار    نخاعی تحریک شده با محرك

  .  دهدمی

 -β17اثــر ضــددردي   LCتزریــق بیکوکــولین بــه داخــل 

استرادیول طی فاز دوم رفتارهـاي تکـان دادن ناگهـانی و خـم     

کردن پاي ملتهب را به حالـت پایـه و کنتـرل برگردانـد؛ ولـی      

β17- و  2-ژنهاي زیرواحدهاي آلفـا استرادیول اثري روي بیان

توان نتیجـه  بنابراین می. نداشت GABAAهاي گیرنده 1-گاما

 -β17 دردي ناشـی از تزریـق  بـی  گرفت که احتمالا بخشـی از 

وسـاطت   GABAAهاي توسط گیرنده LCاسترادیول به هسته 

ژن زیرواحـدهاي  شود ولی این نقش واسطه در سطح بیـان می

  .شوداین گیرنده اعمال نمی

را کاهش  2-ژن آلفا استرادیول بیان -β17در مطالعه اخیر 

   دار را افــزایش داده اســت کــه از نظــر آمــاري معنــی 1-و گامـا 

ــان ژن  .  باشــدنمــی ــه اســترادیول بی ــود دارد ک شــواهدي وج

مثـل زیرواحـدهاي    GABAAهاي زیرواحدهاي مختلف گیرنده

را در نواحی متعددي از سیستم اعصاب مرکزي  1-و گاما 2-آلفا

بـا تیمــار   Fenelonو  Herbison. ]6،12،25[دهــد تغییـر مـی  

هاي صحرایی ماده اوارکتومی شده بـا اسـترادیول نشـان    موش

هـاي  گیرنـده 1-و گامـا  2-دادند کـه میـزان زیرواحـدهاي آلفـا    

GABAA ی واپتیک میاندر هسته پريBed nucleus of the 

stria terminalis  که با نتایج مربـوط   ]12[افزایش یافته است

بـرخلاف  . پس از آزمون فرمالین مطابقـت نـدارد   LCبه هسته 

با استرادیول  NT2-Nهاي هاي مطالعه حاضر تیمار سلولیافته

را افـزایش داده اسـت    2-زیرواحد آلفـا  روز بیان ژن 2به مدت 

  .    ]25[نداشته است  1-زیرواحد گاما بیان ژنولی اثري روي 

اسـترادیول بـه    -β17شود که تزریـق  بنابراین پیشنهاد می

دردي هاي صحرایی نـر بـراي القـا بـی    موش LCداخل هسته 

دردي ناشـی از  احتمـالا بخشـی از بـی   . باشـد متوسط کافی می

هاي غیر استروژنی و بـه  استرادیول توسط گیرنده -β17 تزریق

    وسـاطت  LCموجـود در هسـته    GABAAهـاي  ژه گیرنـده وی

ژن زیرواحـدهاي  شود ولی این نقش واسطه در سطح بیـان می

  .شوداین گیرنده اعمال نمی

  سپاسگزاري

این مطالعه با حمایـت و همکـاري صـندوق حمایـت از پژوهشـگران      

(INSF) بدین وسیله از این حمایت تشکر و قدردانی . به انجام رسیده است

  .شودمی
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