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 شده با استرپتوزوسین های آلزایمری ای هیپوکامپ در رت شکنج دندانه اثر اریتروپویتین بر آپوپتوز نورونی در

 
 4یپرهام رئیس ،3ی، محمدرضا شریف3یاله علای ، حجت2یبهمن رشید ،1گمولود شبرن

 
 

چکیده

ید اثرات حفاظتی بر آلزایمر، اختلالی است که با تخریب نورونی مناطق درگیر در یادگیری و حافظه همراه است. بر اساس نتایج برخی مطالعات، اریتروپویتین شا مقدمه:

دار تشکیلات هیپوکامپ در مدل  ی گرانولار شکنج دندانه رونی در لایهمغز داشته باشد. بنابراین، هدف از انجام پژوهش حاضر، ارزیابی تأثیر اریتروپویتین بر آپوپتوز نو
 .حیوانی بیماری آلزایمر بود

ها به  شناختی، رت ی آسیب  ها تزریق گردید. پس از گذشت دو هفته و مشاهده های طرفی مغز رت برای ایجاد مدل آلزایمر، استرپتوزوتوسین به صورت دو طرفه در بطن ها: روش

ها  ها تحت بیهوشی قرار گرفتند و مغز آن د. سپس رتروز در میان دریافت کردن واحد بر کیلوگرم به صورت داخل صفاقی و یک 055ی دیگر اریتروپویتین را با دوز  مدت دو هفته
 Terminal deoxynucleotidyl transferase Biotin-dUTP Nick-End Labelingشناسی تشریح گردید. جهت بررسی آپوپتوز نورونی، از روش  ی بافت جهت مطالعه

(TUNELاستفاده شد ). 

دار مشاهده  ی گرانولار شکنج دندانه های آپوپتوتیک در لایه های طرفی مغز، افزایش چشمگیر تعداد سلول در بطن چهار هفته پس از تزریق استرپتوزوتوسین ها: یافته

 .(P < 51/5های گروه آسیب کاهش داد ) داری میزان آپوپتوز را در رت های گروه شاهد نداشت، اما به صورت معنی (. هرچند اریتروپویتین تأثیری بر رتP < 50/5شد )

 .های نورودژنراتیو مؤثر باشد ی حاضر، شاید اریتروپویتین از طریق کاهش آپوپتوز نورونی بتواند در بهبود عوارض بیماری بر اساس نتایج مطالعه گیری: نتیجه

 آلزایمر، اریتروپویتین، استرپتوزوتوسین، آپوپتوز، هیپوکامپ واژگان کلیدی:

 
ای هیپوکامپ  شکنج دندانه اثر اریتروپویتین بر آپوپتوز نورونی در .پرهام یرئیس ،محمدرضا یشریف اله، حجت یبهمن، علای یرشید مولود، گشبرن ارجاع:

 1039-1038(: 404) 90؛ 1936مجله دانشکده پزشکی اصفهان . شده با استرپتوزوسین های آلزایمری در رت

 

 مقدمه

زمال لقا  ری ییار     تاری  لتا    آلزایمر، یک بیماری  ااریو م م ا    

نریذیر هماراه   یمنده م برگش  براد. ای  بیمری  نولی اختلال ییش می

. ری بیمری  آلزایمر به رنبارل تمماو   بر اختلال یررگیر  م حرفظه اس 

هر  فیبریتای لبابی م یساو      کلافه ری tauهر   غیر طبیعی فیلامرن

ی ریگیر ری هر  بترآمیتوئید، مرگ مسیو نویمنی به میژه ری نواح یلاک

(. بر مجور ایوع ایا  بیماری ،   1آید ) فرایندهر  انرختی به مجور می

 هنوز ریمرن قطعی برا  آن انرخته نشده اس .

سارز  اسا  کاه     اییترمیویتی ، نولی فرکتوی مؤثر ری فرایند خون

هر  اییترمئید از آیویتوز، موجب افزایش بقار    ضم  محرفظ  ستول

نشرن راره اسا  کاه ری سیمات  لبابی      (. تحقیقرت2گررر ) هر می آن

هار  آن مجاور رایناد م بارا       مرکز ، ه  اییترمیویتی  م ه  گیرنده

(. همچنی ، اثرات محرفظتی ناویمنی  3تکرم  لببی ضرمی  همتند )

هر  نویمرژنراتیاو مرنناد یریکینماون مشاده ااده       هر ری بیمری  آن

یتی  رایا  (. نتریج مطرلعرت حرکی از آن اسا  کاه اییترمیاو   4اس  )

اثرات محرفظتی نویمنی ری مقرب  استرس اکمیداتیو م سمی  نرای از 

هار  نویمرژنراتیاو هماتند،     گتوترمرت که هر رم از رلای  م   بیمری 

(. هرچند مکرنیم  رقیا  ایا  اثار محارفظتی مشاده      5-6براد ) می

نشده، امر نشرن راره اده اس  که اییترمیویتی  نقش م مای ری بقار    

 (.7آیویتوتیک رایر ) م افزایش فرکتویهر  آنتیستولی 

 مقاله پژوهشی

http://dx.doi.org/10.22122/jims.v35i454.8745


 

 

 
www.mui.ac.ir 

 و همکاران گمولود شبرن ایاثر اریتروپویتین بر آپوپتوز نورونی در شکنج دندانه

 1594 1396 دوم دیی / هفته454ی / شماره 35سال  –مجله دانشکده پزشکی اصفهان 

انااد  هاار  ییشاای  کااه نشاارن راره  باار توجااه بااه نتااریج یااژمهش 

( م افاازایش 8-9اییترمیااویتی  موجااب ب بااور یااررگیر  م حرفظااه ) 

   گررر، مطرلعاه  ( می1هر  مدل آلزایمر ) یرملیفراسیون نویمنی ری یت

یتوز نویمنی القر اده حرضر بر هدف بریسی اثرات اییترمیویتی  بر آیو

   لایاه هار  مزاز ، ری    ری بطا   استریتوزمتوسی بر استفرره از تزیی  

 .هر انمرم اد یت ا  هیپوکرمپ گرانولی اکنج رندانه

 

 ها روش

 تار   181هار  نار ناژار میماتری بار مزن       یت ،حیوانرت مویر آزماریش 

صاویت چ ریتاریی ری هار قفاس م سایک       ه گرم بورناد کاه با    221

سرلته م رسترسی آزارانه به آ  م غذا نگ ادای    12ترییکی  یمانی/

اخالا  رانشاگره      حیوانی ماویر یاذیرک کمیتاه    هر  ادند. آزمریش

هار    بر اسرس یرمتکا   هر   آزمریش همهبور م  اصف رن لتوم یزاکی

 مراقبااااا  م کاااااریبرر حیوانااااارت آزمریشاااااگرهی  اخلاقااااای 

(NIH Publications No. 80-23; revised 1996) ویت گرف . ص

اییترمیویتی ، آسایب   -ارهد، ارهدگرمه  چ ریهر  آزمریش ارم   گرمه

اییترمیویتی  ناوترکیبی   .نفر ری هر گرمه( بور 5اییترمیویتی  ) -م آسیب

زار م    حرضر به کری برره اد، ابیه هویماون ریمن  انمرنی که ری مطرلعه

 .(11-11بور ) هر  جرنوی  رایا  فعرلی  بیولوژیکی کرم  ری تمرم گونه

حیوانرت بار تزییا  راخا  صافرقی      روش جراحی و مداخلات:

( بی وک ادند م تحا   12)گرم بر کیتوگرم کترال هیدیات  میتی 411

جراحی استریوترکمیک قرای گرفتناد. ج ا  میمر کارنول تزییا  باه      

 ختفاای  -هاار  طرفاای مزااز، رم سااویات )باار مدتباارت قاادامی  بطاا 

 متااار م ااااکمی  میتااای 1/1 ± 6/1متااار، طرفااای =  میتااای -8/1= 

( بر یم  جمممه ایمارر ااد م ساپس کارنول     13متر( ) میتی -2/4= 

به آیامی مایر بطا    ،به یک یمپ میکرماینمکش  مص  بور که تزیی 

 گاارم باار کیتااوگرم   میتاای 3 ،آن باار اسااتفرره از م  طرفاای گرریااد 

)محتاول ری نرمارل    (Sigma, St. Louis, USA) استرمتوزمتوسای  

 آسایب هار    گارمه  باه ( 14) ری هر بطا (  یکرملیترم 4سرلی  بر حم  

جر  ه ب امر ،نیز تح  جراحی قرای گرفتندهر  ارهد  گرمه .ادتزیی  

تزییا    هار  باه آن  از نرمارل سارلی     حما  ممارم  ، استرمتوزمتوسی 

   ج   ایزیربی صح  مدل آلزایمر ایمرر اده، ری یریرن هفته .گررید

  یفتری  یاررگیر  اجتناربی    هر تح  مطرلعه رمم یس از جراحی، یت

هار  رچاری اخاتلال یاررگیر  م حرفظاه،       غیر فعرل قرای گرفتند م یت

  یفتاری      تحقی  انتدر  ادند ]نتریج مربوط به مطرلعه ج   ارامه

  ساوم یاس از    ([. از اارمع هفتاه  1تر به چرپ یسایده اسا  )   ییش

یمز ری  به مادت رم هفتاه باه صاویت یاک      هر  ریمرن جراحی، گرمه

 (Sigma, St. Louis, USA)ماحد بر کیتوگرم اییترمیاویتی    5111میرن، 

هار  اارهد    گرمهیا به صویت راخ  صفرقی رییرف  نمورند. ری ( 1)

 از نرمرل سرلی  تزیی  گررید.  نیز حم  ممرم

هار بی اوک      چ اریم، یت  ری یریرن هفته: شناسی ی بافت مطالعه

هار تشاریو م ری فرمارلی  بارفر      ادند م یس از جدا کررن سر، مزز آن

فیکس گرریاد. ساپس مراحا  یرسارژ بارفتی بارا         ریصد 11   اده

گیار  انمارم    سرز  م تتقیو یریافی  م ری ن ری ، قرلب آبگیر ، افرف

   هر  ساریرلی از نرحیاه   اد. ج   بریسی هیمتومویفولوژیک، برک

   گررید. لازم به ذکر اسا  کاه از نرحیاه    جتو به لقب )کرمنرل( ت یه

 میکارمن، یاک بارک بار ضادرم        511  هار   جتو تر لقب به فرصته

 میکرممتر بر استفرره از میکرمتوم انمرم اد م بر یم  لام قرای گرف . 4-3

 من باار رماار  آرقیقااه ری  31-121ماادت حاادمر  بااهاساالایدهر 

ی  مقطو بارفتی ذم   تر یریاف ه ادقرای رارگرار    سرنتی ریجه 58-56

 از یمک ،هاار  آیویتوتیااک  سااپس باارا  تشاادیه سااتول   اااور.
Terminal deoxynucleotidyl transferase Biotin-dUTP 

Nick-End Labeling (TUNEL )  هار  تشدیبای    کیا   کماک بار

(Roche, Swiss )     م طب  رستویالعم  اارک  تولیاد کنناده اساتفرره

ینارز  ئزرایی، اسلایدهر بر یرمت کوترهی از یریافی    گررید. بعد از فرصته

k  انکوباه   گارار    سرنتی ریجه 37رقیقه ری رمر   31تیمری م به مدت

 Phosphate buffered saline (PBS) . سپس اسلایدهر بر محتولاد

 1/1( امتشو راره اد م ری محتاول حارم    گرار   سرنتی ریجه 25 )رمر 

  رقیقااه ری 31، بااه ماادت Tris-hydrochloride (Tris HCl) مااول میتاای

7 = pH م سپس رمبریه بر محتول  گرف رمر  اتر  قرای  مPBS   امتشاو

م باه   گرریاد اضارفه   TUNELترکیب ماکنشی   بعد،  ری مرحتهراره اد. 

  مرطاو    ری محفظاه  گارار    سارنتی  ریجاه  37رقیقه ری رمر   61مدت 

 آمینوبنزیاااادی  . سااااپس اساااالایدهر امااااته م ر  ااااادانکوبااااه 

(Diaminobenzidine  یرDAB )رقیقاه ری رمار     31تار   15مادت   به

از آن بر آ  جاری  امتشاو راره ااد م ینا       یس اد ماتر  اضرفه 

هاار ری گزیتااول  . نمونااهصااویت گرفاا ا  باار همرتوکماایتی   زمینااه

ن یم  م بر ییدت  یک یر رم قطاره چماب انتایلا    گرریدسرز   افرف

  م چمب بر فشری مدتبر قرای گرف برک  لام  یم  برک، بر رق 

یکنواخ  م بدمن حبر  هوا زیار لاما  قارای     صویتتر به  ادیدش 

هار بارا     یس از خشک ادن چمب، نمونه گررید مهر تمیز  گیرر. لام

رمیبای    بر استفرره ازهر  نمونه .ادمطرلعه بر میکرمسکوپ نوی  آمرره 

باررای    لکاس  Motic Imageافازای   متب  باه میکرمساکوپ م نارم   

 م تبرمیر تح  امریک ستولی قرای گرف .گررید 

  ،Mann-Whitneyهااار    از آزماااون  هااار بااار اساااتفرره   راره

Kruskal-Wallis (ANOVA   م )غیاااااااااار یریامتریااااااااااک 

Dunn's Multiple Comparisons تمزیااه م تحتیاا  قاارای  مااویر

بیارن  هر  توصیفی نیز به صویت میرنگی  م انحراف معیری  راره .گرف 

 .هر ری نظر گرفته اد رای  راره سطو معنی به لنوان P < 15/1گررید. 
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 ها افتهی

( نشرن رار که چ ری هفته یاس از  1  هیمتولوژیک )اک   هر  مطرلعه یرفته

هار    هر  طرفای مزاز یت، تعادار ساتول     ری بط  استرمتوزمتوسی تزیی  

رای گارمه     گرانولای اکنج رنداناه  رای  ری لایه آیویتوتیک به صویت معنی

 (2( )اک  P < 15/1آسیب نمب  به گرمه ارهد افزایش یرف  )

 

 
دار تشکیلات هیپوکامپ  . نمای میکروسکوپ نوری از شکنج دندانه1شکل 

های مثبت  سلول]های آپوپتوتیک  (، سلول×4رت )الف( )بزرگنمایی 

Terminal deoxynucleotidyl transferase Biotin-dUTP 

Nick-End Labeling TUNEL))] های شاهد  ی گرانولار گروه در لایه

 اریتروپویتین )پ(، گروه آسیب )ت( و گروه  -)ب(، گروه شاهد

 (.×44)ث( )بزرگنمایی اریتروپویتین  -آسیب

 

اییترمیویتی  به تن ریی نتوانم  تأثیر  بر آیویتوز نویمنی هرچند 

هار  گارمه اارهد راااته      یت هیپوکرماپ  تشکیلات رای رندانه اکنج

اییترمیااویتی   -برااد، امار باه صاویت چشامگیر  ری گارمه آسایب       

هر  رچری آیویتوز یا ری مقریمه بر گارمه آسایب    توانم  تعدار نویمن

 (. 2( )اک  P < 11/1کرهش رهد )

 

 
دار  شکنج دندانه در یآپوپتوز نورون بر یتروپویتینار تأثیر. 2 شکل

 رت طرفی های بطن در یناسترپتوزوس یقپس از تزر یپوکامپه تشکیلات
*15/1 > P  11/1**ارهد،  گرمه بر مقریمه ری رای معنی تفرمتمجور > P  مجور

 آسیب گرمه بر مقریمه ری رای معنی تفرمت
TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase Biotin-dUTP  

Nick-End Labeling 

اییترمیاویتی  م اارهد    -هر  آسایب  رای  بی  گرمه تفرمت معنی

 مجور نداا .

 

 بحث

  حرضاار نشاارن رار کااه تزییاا  استریتوزمتوساای  ری   نتااریج مطرلعااه

هار    هر  طرفی مزاز، موجاب افازایش چشامگیر تعادار ساتول       بط 

گاررر. هرچناد    رای مای    گراناولای ااکنج رنداناه    آیویتوتیک ری لایاه 

هار  سارل     اییترمیویتی  تاأثیر  بار میازان آیویتاوز ناویمنی ری یت     

ب توانما  آیویتاوز یا باه طاوی     هار  گارمه آسای    نداا ، امر ری یت

 چشمگیر  کرهش رهد م به سطو گرمه ارهد برسرند.  

زمال لق  ری ییر   تری  لت  آلزایمر یک بیمری  اریو م از م  

نریاذیر،   یمنده م برگش  یمر. ای  بیمری  یک اختلال ییش به امری می

باه  . ری بیمری  آلزایمر، براد همراه بر اختلال ری یررگیر  م حرفظه می

هر  فیبریتی لبابی   کلافه ری tauهر   رنبرل تممو غیر طبیعی فیلامرن

هر  بترآمیتوئید، مرگ مسیو نویمنی به میژه ری نواحی  م یسو  یلاک

(. بر مجور ایوع ایا   1آید ) ریگیر ری فرایندهر  انرختی به مجور می

 بیمری ، هنوز ریمرن قطعی برا  آن انرخته نشده اس .

بر استفرره از تزیی  راخ  بطنی دل آلزایمر  مری یژمهش حرضر، 

اناد کاه تزییا      هر القر اد. مطرلعرت نشارن راره  ری یت استریتوزمسی 

هر  طرفی مزاز، موجاب اخاتلال متربولیما       استریتوزمتوسی  ری بط 

گررر م ارید بر بره  زرن تعررل بی  تولید م مبرف  گتوکز ری مزز می

( ری مزاز  ATP) Adenosine triphosphateانارژ ، برلاک کارهش    

(. اختلال متربولیم  انارژ ، منمار باه اساترس اکمایداتیو م      15اور )

اور م ای  لوام ، آسایب لمتکارر    هر  الت ربی می افزایش سریتوکری 

میتوکندییریی م افزایش احتمرل آیویتوز ری مزز به میژه ری هیپوکرماپ  

از آن اسا  کاه   (. نتاریج تحقیقارت حارکی    16-17یا به هماراه رایر ) 

از طریا  کارهش    مزاز،  طرفای  هار   بطا   ری استریتوزمتوسی  تزیی 

  اساتی  کاولی  م افازایش فعرلیا  آنازی        فعرلی  آنزی  سنتز کنناده 

  لببی م همچنی ، بر ایمرر اختلال    ای  انتقرل رهنده تدریب کننده

 ،Aتواند از طری  کرهش تولید استی  کوآنزی   ری متربولیم  انرژ ، می

 (.18-19هر  کولینرژیک گررر ) موجب نقه ری لمتکرر نویمن

هرچند نویمژنز یاس از تولاد ری سیمات  مرکاز  البار  متوقا        

هر  جدید ری برخی منرط  مزاز از جمتاه    اور، امر ظرفی  تولید نویمن می

(. 21گاررر )  ا  از تشکیلات هیپوکرمپ، تر یریرن لمر حفظ می اکنج رندانه

هر  ترزه سارخته   شرن رار که تعدار زیرر  از ای  نویمنهر  یژمهشی ن یرفته

تواناد مایر سیمات     گررر م نمی اده ری نویمژنز افرار برلغ رچری آیویتوز می

(. بنربرای ، لواما  م اارایطی کاه بتواناد از     21لمتکرر  ای  نرحیه اور )

آیویتوز نویمنی که ری سیمت  مرکز  البار  ری یماترندایان بارلغ مجاور     

گاررر   هر  نویمرژنراتیو مرنناد آلزایمار تشادید مای     ( م ری بیمری 22رایر )
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تواند ری ب بور فرایندهر  لببی م اانرختی ایا     (، جتوگیر  نمرید؛ می1)

 (.23-24هر مؤثر براد ) نوع بیمری 

توانااد  ری مطرلعاارت ییشاای  مشاارهده اااد کااه اییترمیااویتی  ماای

آلزایمر  ااده  هر   لمتکررهر  انرختی یا به صویت بریز  ری یت

مزز ب باور بدشاد    طرفی هر  بط  ری استریتوزمتوسی  بر یمک تزیی 

تواناد   (. همچنی ، ای  نتیمه حرصا  ااد کاه اییترمیاویتی  مای     9-8)

هر  آلزایمر  اده به  ا  یت یرملیفراسیون نویمنی یا ری اکنج رندانه

(. بر توجه به نتریج یژمهش حرضار کاه   1صویت بریز  افزایش رهد )

هر  گرمه آسیب باه   رار اییترمیویتی ، آیویتوز نویمنی یا ری یت نشرن

گیر  کرر کاه افازایش    توان نتیمه رهد، می طوی چشمگیر  کرهش می

تواناد معتاول رم حرلا  برااد؛ یکای       رای می نویمژنز ری اکنج رندانه

هار  جدیاد م رمم، باه رلیا  ایا  کاه بدشای         افزایش سرخ  نویمن

اوند، افزایش  ه متولد اده رچری آیویتوز میهر  ترز ا  از نویمن لمده

هر  ترزه متولد اده به رنبرل تمویز اییترمیویتی ، ممکا    تعدار نویمن

 هر  ترزه براد. اس  نرای از اثرات ضد آیویتوز  آن بر ای  ستول

  مزاز  م ضاربه    نتریج تحقیقرت حرکی از آن اس  که ری سکته

هار    نتقارل گتاوکز م آنازی    به سر، اییترمیاویتی  از طریا  افازایش ا   

 گتیکولیتیااک م فرکتویهاار  یاااد، اثاارات محاارفظتی باار مزااز رایر    

توانااد فرکتویهاار  نویمترمفیااک مرننااد فاارکتوی   (. همچناای ، ماای23-22)

 Brain-derived neurotrophic factorنویمترمفیک مشت  اده از مزاز ) 

 Insulin-like growth factor-1) 1-(، فرکتوی یاد ابه انماولی  BDNFیر 

هر یا ری هیپوکرمپ افزایش رهاد   ( م برخی ریگر از یرمتئی IGF-1یر 

هار یا ری مقربا     اکمایدانی اییترمیاویتی ، ناویمن    (. اثرات قو  آنتی1)

کند م به لنوان فرکتوی م می ری  زا محرفظ  می لوام  مدتت  استرس

 ری استریتوزمتوسای   مقرب  استرس اکمیداتیو القر اده به رلی  تزییا  

(. 24نمریاد )  مزز، از آیویتاوز ناویمنی جتاوگیر  مای     طرفی هر  بط 

اناد کاه    هار  مدتتا  تمربای نشارن راره     همچنی ، بمایری  از مادل  

رهاد م ایا  امار، بار کارهش       اییترمیویتی  الت ر  لببی یا کرهش می

 (.25الت ربی ری مزز همراه اس  ) هر  ییش چشمگیر سریتوکری 

حرضر، اییترمیویتی  موجب کارهش آیویتاوز      بر اسرس نتریج مطرلعه

تواند به لنوان یاک   گررر م می هر  مدل آلزایمر می رای یت ری اکنج رندانه

انتدر  ج   ب بور بیمری  آلزایمر ری نظر گرفتاه ااور، هرچناد نیارز باه      

 .یسد تر ری ای  زمینه ضرمی  به نظر می هر  گمترره انمرم یژمهش

 

 تشکر و قدردانی
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آمی  رانشاگره   م فا    هر  مرلی معرمن  یژمهش براد که بر حمری  می

 .لتوم یزاکی اصف رن انمرم اد
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Abstract 

Background: Alzheimer's disease is a disorder associated with neuronal degeneration in the areas involve in 

learning and memory. It has been proposed that erythropoietin probably has neuroprotective effects. Therefore, 

the aim of the present study was to evaluate the effect of erythropoietin on neuronal apoptosis in the granular 

layer of dentate gyrus of the hippocampus in an animal model of Alzheimer's disease.  

Methods: Animal model of Alzheimer's was established via bilateral intracerebroventricular (ICV) injection of 

streptozotocin (STZ). After 2 weeks and observation of cognitive disorder, rats received intraperitoneal (IP) 

injection of erythropoietin every other day with a dose of 5000 IU/kg for 2 weeks. Finally, the rats were 

anesthetized and their brains were dissected for immunohistochemical study. Terminal deoxynucleotidyl 

transferase biotin-dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) method was used to study neuronal apoptosis. 

Findings: Intracerebroventricular injection of streptozotocin increased the number of apoptotic cells in the 

granular layer of dentate gyrus significantly (P < 0.05). Although erythropoietin had no effect on the control rats, 

it significantly reduced the number of apoptotic cells in the lesion group (P < 0.01) 

Conclusion: The results of this study indicate that erythropoietin may be effective in reducing the complications 

of neurodegenerative diseases by reducing neuronal apoptosis. 
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