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Background Acute and chronic effects of nitric oxide on oxidative stress and neuronal demyelination 
have been reported in human and animal models. 
Objective Oxidative stress is involved in the pathogenesis of demyelinated animals; thus, this study inves-
tigated the effects of nitric oxide system and ethidium bromide on oxidative stress in the hippocampal 
formation.  
Methods This experimental study was performed on eight groups of male rats, as follows: control, 
control, ethidium bromide, L-Arginine, L-NAME, ethidium bromide + L-Arginine, ethidium bromide + 
L-NAME, and ethidium bromide + L-Arginine + L - NAME. Three days after the injection of drugs into the 
hippocampal CA1 area, hippocampal biopsy was performed, and oxidative stress parameters were mea-
sured in this area. One-way analysis of variance (ANOVA) and posthoc tests were used for data analysis.
Findings Injection of 3 μL ethidium bromide into the CA1 region increased oxidative stress parameters 
(P<0.01). Injection of 15.3 μg/rat L-Arginine in this region stopped the response of ethidium bromide 
(P<0.05, P<0.01); while, the injection of 15.1 μg/rat L-NAME failed to return the effects of the ethidium 
bromide. Moreover, the combination of 15.3 μg/rat L-Arginine and 15.1 μg/rat L-NAME only returned 
lipid peroxidation caused by the injection of 3 μL of ethidium bromide to normal (P<0.05); this process 
failed to improve antioxidant enzymes.
Conclusion The obtained results suggested the excitatory effect of the nitric oxide system on alleviating 
oxidative stress induced by ethidium bromide in the CA1 region of male rats.
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T
Extended Abstract

1. Introduction

he mechanism of tissue damage in demy-
elinating diseases of the central nervous 
system is ill-defined; however, a wealth 
of evidence supports the role of oxidative 

stress and lipid peroxidation in the absence of equilibrium 
between the production of free radicals and intrinsic anti-
oxidant mechanisms [2, 3]. The antioxidant enzymes ex-
pressed in brain cells protect the neurons against reactive 
oxygen species and nitrogen [7]. Ethidium bromide (EB) 
causes the death of oligodendrocytes by producing free 
radicals and inducing oxidative stress, but this neurological 
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damage may be restored to the physiological capacity of the 
central nervous system (CNS) [3]. 

The nitric oxide (NO) produced by nitric oxide synthesis, 
has beneficial effects in low amounts, but harmful effects 
in pathologic conditions [9]. The harmful effects of NO are 
due to lipid peroxidation, as well as decreasing antioxidant 
activity, causing oxidative stress [10]. NO level increases in 
the serum of patients with multiple sclerosis [12]. Previous 
studies have reported the antioxidant effects of NO [13].

The present study aimed to investigate the effect of in-
jections of EB, L-arginine, and L-NAME (as well as their 
interaction) on the oxidative stress condition in the CA1 re-
gion of the hippocampus in male rats.

2. Materials and Methods 

In this study, male wistar rats were used (Mean±SD 
weight: 200±50 g). The drugs used in this study were EB 
(for demyelination), L-NAME (nitric oxide inhibitor), and 
L-arginine (nitric oxide stimulant). Ketamine and xylazine 
were used for anesthesia.

First, the animals were anesthetized by intraperitoneal in-
jection of ketamine and xylazine. Then, the rats were placed 
in stereotactic devices, and the left CA1 region of the hip-
pocampus was cannulated. During the five to seventh days 
of post-surgical recovery, the rats were ready for injection 
and test. All injections were administered on the left side of 
the hippocampus CA1 region.

Eight experimental groups of 7 male rats in each were 
selected: Control group, Control group, and five experi-
mental groups that received EB, L-arginine, L-NAME, EB 
+ L-arginine, EB + L-NAME, and the EB + L-arginine + 
L-NAME. Drug injection per microgram for each rat was 

based on previous studies [16, 17]. The hippocampus was 
isolated from the brain of rats and the homogeneous tissues 
from the hippocampus used for biochemical analyses [13]. 

 Lipid peroxidation by measuring the level of malondi-
aldehyde (MDA), the activity of enzymes of glutathione 
peroxidase (GPX), and super oxide dismutase (SOD) in 
the homogenized tissue of the hippocampus was measured 
[19, 20]. The one-way ANOVA test and Tukey post hoc test 
were used to compare the differences between the experi-
mental groups. The significant difference was set at P<0.05. 

3. Results

One-way ANOVA and post hoc Tukey analysis showed 
that injection of 3 μL of EB in the CA1 region of the hip-
pocampus significantly increased the MDA level (Figure 
1; P<0.01) and decreased the activity of GPX (Figure 2; 
P<0.01) and SOD (Figure 3; P<0.01). Applying a dose of 
0.15 μg L-NAME in the CA1 region of the hippocampus 
resulted in a significant increase in the MDA level (Figure 
1; P<0.05), and a decrease in the activity of the GPX (Fig-
ure 2; P<0.05) and SOD (Figure 3; P<0.05). 

The injection of the dose of 15.3 μg of L-arginine in the 
CA1 region of the hippocampus decreased the response 
of EB on the MDA (Figure 1; P<0.05), GPX (Figure 2; 
P<0.01) and SOD (Figure 3; P<0.05). 

The injection of the combination dose of 15.3 μg of L-
arginine and 15.1 μg of L-NAME in the CA1 region of the 
hippocampus reduced the response of ethidium bromide to 
the MDA parameter (Figure 1; P<0.05).
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Figure 1. The effect of ethidium bromide, L-arginine and L-
NAME injection alone and in combination on the left side of 
the CA1 hippocampus on lipid peroxidation (malondialde-
hyde) in male rats
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Figure 2. The effect of ethidium bromide, L-arginine and L-
NAME injection alone and in combination on the left side of 
the CA1 hippocampus on glutathione peroxidase in male rats
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4. Conclusion 

Based on previous study, EB injection in the CA1 region 
of the hippocampus in male rat decreases antioxidant en-
zymes [21]. The study showed that injection of EB as a 
cause of demyelination significantly increased oxidative 
stress in the injection site (CA1 region of the hippocampus) 
in adult male rats. 

The data obtained in this study showed that L-NAME 
(nitric oxide inhibitor) injection decreases the activity of 
antioxidant GPX and SOD, and increases MDA, which 
suggest reducing oxidative stress. Also, the use of L-
arginine as a stimulant for the production of NO in the 
CA1 region of the hippocampus does not affect the activ-
ity of antioxidant enzymes [7]. The findings of the study 
showed that the amount of these enzymes decreases in 
the presence of NO inhibition. 

The results of this study are consistent with some previous 
reports, but inconsistent with some others [21, 22]. They 
showed that L-arginine injection stopped the response of 
EB to oxidative stress. Pre-treatment using NO donors can 
reduce the oxidative stress induced by the injection of EB 
by increasing the amount of antioxidant enzyme (GSH) 
[30]. Besides, the present study showed that L-NAME in-
jection does not significantly alter the antioxidant enzymes 
in EB-induced demyelinated rats.

The results also indicated that co-administration of L-argi-
nine and L-NAME in the CA1 region of the hippocampus 
of EB-induced demyelinated rats, although reducing the re-
sponse of EB to lipid peroxidation is not capable of improv-
ing the activity of the antioxidant enzymes SOD and GSH. 

Based on the results of this study, the local and acute in-
jection of NO into the CA1 region of the hippocampus has 
reduced the parameters of oxidative stress (increased anti-
oxidant status). Therefore, NO increase in this area from 
myelin degradation rats recovers the neurons in the region.
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Figure 3. The effect of ethidium bromide, L-arginine and L-
NAME injection and their combination on the left side of the 
CA1 hippocampus on superoxide dismutase in male rats
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بررسی اثر سیستم نیتریک اکساید بر استرس اکسیداتیو ناشی از اتیدیوم بروماید در تشکیلات 
هیپوکامپ موش صحرایی نر

زمینه نقش حاد و مزمن نیتریک اکساید بر استرس اکسیداتیو و موارد دمیلیناسیون نورونی در انسان و مدل های حیوانی گزارش 
شده است.

هدف با توجه به اینکه استرس اکسیداتیو در بیماری زایی مدل های دمیلین شده دخیل است، این مطالعه تداخل اثر سیستم نیتریک اکساید 
و اتیدیوم بروماید بر استرس اکسیداتیو در تشکیلات هیپوکامپ را بررسی کرده است.

L-Arginine ، L- ، مواد و روش ها این مطالعه تجربی روی هشت گروه موش های صحرایی نر شامل: کنترل، شاهد، اتیدیوم بروماید
NAME، اتیدیوم بروماید+ L-Arginine ، اتیدیوم بروماید+ L-NAME و اتیدیوم بروماید+ L-Arginine + L-NAME صورت گرفته است. 
سه روز پس از تزریق داروها به ناحیه CA1 هیپوکامپ، نمونه برداری از هیپوکامپ انجام و شاخص های استرس اکسیداتیو در این ناحیه 

سنجیده شد. از آزمون های آماری آنووای یک طرفه و post hoc برای بررسی داده ها استفاده شد.
یافته ها تزریق دُز سه میکرولیتر اتیدیوم بروماید به ناحیه CA1 موجب افزایش شاخص های استرس اکسیداتیو شد )P>0/01 (. تزریق دُز 
15/3 میکروگرم L-Arginine برای هر رت در این ناحیه، پاسخ ناشی از اتیدیوم بروماید را متوقف کرد )P>0/05 و P>0/01(، در صورتی 
که تزریق دُز 15/1 میکروگرم L-NAME برای هر رت اثرات ناشی از تزریق اتیدیوم بروماید را برگشت نداد. همچنین تزریق توأمان دُزهای 
15/3 میکروگرم L-Arginine و 15/1 میکروگرم L-NAME برای هر رت منحصراً پراکسیداسیون لیپیدی ناشی از دُز سه میکرولیتر 

اتیدیوم بروماید را به حالت طبیعی برگرداند )P>0/05(، در حالی که قادر به بهبودی فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی نشد.
 CA1 نتیجه گیری نتایج بیانگر اثر تحریکی سیستم نیتریک اکساید بر بهبودی استرس اکسیداتیو القا شده از اتیدیوم بروماید در ناحیه

موش های صحرایی نر است.
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مقدمه

مالتیپل اسکلروزیس1 بیماری خودایمنی است که در آن میلین 
و  تخریب شده  مرکزی  و  اکسون های عصبی، محیطی  اطراف 
موجب اختلال در سیستم عصبی مرکزی می شود. علاوه بر این، 
تخریب میلین نورون ها )دمیلیناسیون(2 در شرایط دیگری مانند 
ایسکمی مغزی و در معرض توکسین قرارگرفتن رخ می دهد ]1[. 
مکانیسم آسیب بافتی در بیماری های دژنراتیو سیستم عصبی 
نقش  زیادی  شواهد  اما  است،  نشده  مشخص  کاملًا  مرکزی 

1. Multiple Sclerosis
2. Demyelination

استرس اکسیداتیو و نیتروزاتیو را به دلیل عدم تعادل بین تولید 
رادیکال های آزاد و مکانیسم های آنتی اکسیدانی درون زاد در این 

باره پشتیبانی می کند ]3 ،2[. 

مغز  لیپیدی در  پراکسیداسیون  به  آزاد  رادیکال های  تولید 
اسکلروزیس  مالتیپل  و  پارکینسون  آلزایمر،  به  مبتلا  بیماران 
منجر می شود]4[. بیماران مبتلا به مالتیپل اسکلروزیس تولید 
گزارش   .]5[ دارند  خون  در  را  آزاد  رادیکال های  از  بالاتری 
نشان دهنده  اسکلروز  مالتیپل  پلاک های  بررسی  به  مربوط 
افزایش اکسیداسیون لیپیدها و DNA است ]6[. مهم ترین دفاع 
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گلوتاتیون  و  کاتالاز  دسموتاز3،  سوپراکسید  با  آنتی اکسیدانی 
مغزی  سلول های  در  آنزیم ها  این  می گیرد.  شکل  احیاشده4 
واکنشی  گونه های  برابر  در  نورون ها  از  حفاظت  منظور  به 
به  بروماید5  اتیدیوم   .]7[ می شوند  بیان  نیتروژن  و  اکسیژن 
به  گسترده  طور  به   ،DNA تخریب کننده  داروی  یک  عنوان 
جوندگان  تجربی  مدل های  ایجاد  در  دمیلیناسیون  منظور 
رادیکال های  تولید  با  بروماید6  اتیدیوم   .]3[ می شود  استفاده 
سلول های  مرگ  موجب  اکسیداتیو  استرس  القای  و  آزاد 
الیگودندروسیت می شود، اما این آسیب عصبی ممکن است با 

ظرفیت فیزیولوژیک سیستم عصبی مرکزی ترمیم شود ]3[.

نیتریک اکساید7 مولکولی گازی است که عمدتاً توسط آنزیم 
نیتریک اکسید سنتاز8 موجود در سلول های دیواره عروق، نوروگلیا 
و نورون ها از اکسیداسیون ال آرژنین سنتز می شود و به سهولت 
به بافت های مجاور منتشر می شود ]NO .]8 تولید شده توسط 
NOS ممکن است هر دو نقش دوست و دشمن را برای بدن 
داشته باشد؛ به طوری که به مقدار کم در بافت ها دارای اثرات 
نامناسب  و  اثرات مضر  دارای  پاتولوژیک  مفید و تحت شرایط 
است ]9[. اثرات مضر NO بر پاتوژن ها یا حتی سلول های سالم 
O2( و ایجاد فراورده ثانویه 

به علت ترکیب آن با سوپراکسید ).
آن یعنی آنیون پروکسی نیتریت9 است که از گونه های واکنشی 
نیتروژن10 است و با تخریب DNA، پروتئین ها و پراکسیداسیون 
لیپیدها و نیز کاهش فعالیت سیستم آنتی اکسیدانی باعث بروز 
استرس اکسیداتیو می شود ]10[. شواهد فراوانی به نقش NO در 
بیماری مالتیپل اسکلروزیس و ارتباطش با فرایندهای مختلف از 
جمله: اختلال التهابی، آسیب الیگودندروسیت ها، تغییر در انتشار 
سیناپسی، انحطاط اکسونی و مرگ عصبی در انسان و مدل های 
حیوانی دلالت دارد ]11[. اکسید نیتریک در سرم بیماران مبتلا 
به مولتیپل اسکلروز افزایش می یابد ]12[. اثرات آنتی اکسیدانی 

برای اکسید نیتریک در گزارش محققین قبلی آمده است ]13[.

با توجه به تغییر در شاخص های آنتی اکسیدانی و بروز استرس 
متضاد  نقش های  و  نورونی  میلین  تخریب  شرایط  در  اکسیداتیو 
بر  مبنی  مطالعاتی  پیشینه  نبود  همچنین  و  زمینه  این  در   NO
بررسی اثر مستقیم تجویز توأم L-Arginine و L-NAME به عنوان 
مدل های  در  نیتریک اکساید  سیستم  مهار کننده  و  تحریک کننده 
آزمایشگاهی دمیلین شده، هدف پژوهش حاضر بررسی اثر تزریق 
اتیدیوم بروماید، L-Arginine و L-NAME و نیز تداخل اثر آن ها بر 
وضعیت استرس اکسیداتیو در ناحیه CA هیپوکامپ رت های نر است. 

  3. Super oxide dismutas e (SOD)
 4. Reduced glutathione (GSH)
5. Ethidium bromide
6. EB
7.Nitric oxide (NO)
8. NOS
9. Peroxynitrite
 10. Reactive nitrogen species (RNS)

مواد و روش ها

در این مطالعه تجربی از 56 موش صحرایی نر نژاد ویستار 
در محدوده وزنی 50±200 گرم استفاده شد. به منظور کاهش 
در  جانوری  فیزیولوژی  آزمایشگاه  شرایط  به  عادت  و  استرس 
دانشکده زیستی دانشگاه تبریز، جانوران به مدت دو هفته در 
گروه های پنج تایی در شرایط دمای ثابت محیطی )2±22 درجه 
12 ساعته  روشنایی  تاریکی  دوره  با  نور  تنظیم  و  سانتی گراد( 
)روشنایی از ساعت هفت صبح( نگهداری می شدند. هنگام کار 
با رت ها موازین اخلاقی کار با حیوانات آزمایشگاهی رعایت شد. 
علت انتخاب موش های نر، ساده تر بودن سیستم هورمونی و نیز 

تداخل کمتر هورمون های جنسی با داروها بود.

داروهای مورد بررسی در این پژوهش عبارت بودند از: اتیدیوم 
L-Ar- مهارکننده و ،L-NAME  بروماید )به منظور دمیلیناسیون(،

ginine، تحریک کننده سیستم نیتریک اکساید. داروهای تزریقی 
از شرکت Sigma, St Louis, MO, USA خریداری  ذکر شده 
شده بودند. داروها بلافاصله قبل از آزمایش ها در محلول سالین 
از  برای بیهوش کردن حیوانات  استریل 0/9 درصد حل شدند. 
 Alfasan داروهای بیهوشی کتامین و زایلازین متعلق به شرکت

Chemical Co, Woerden, and Holland استفاده  شد.

از مایع  تزریق درون صفاقی 0/1 میلی لیتر  با  ابتدا  جانوران 
پنج  و  کتامین  وزن  از  میلی گرم   / کیلوگرم   100( بیهوشی 
کیلوگرم / میلی گرم زایلازین( بر حسب کیلوگرم از وزن رت ها 
بیهوش و سپس در دستگاه استریوتاکسی قرار داده  شدند. با 
رت،  مغز  مختصات  واتسون  و  پاکسینوس  اطلس  از  استفاده 
دست  به  را  هیپوکامپ   CA1 ناحیه  چپ  طرف  مشخصات 
آمد و کانول گذاری صورت گرفت )شکل شماره 1(. در پنج تا 
هفتمین روز دوره بهبودی بعد از جراحی، موش ها آماده تزریق 
و آزمون بودند. برای تزریق دارو، در روز اجرای آزمون از سرنگ 

همیلتون 10 میکرولیتری استفاده  شد.

حجم تزریق برای تمام داروها در هر نوبت سه میکرولیتر به 
مدت سه دقیقه )یک میکرولیتر در هر دقیقه( بود. الگوی حجم 
دُز  نیز پاسخ  پایه تحقیقات قبلی و  بر  تزریق و مدت زمان آن 
دارویی بوده است ]15 ،14 ،3[. تمام تزریق های دارویی در طرف 

چپ ناحیه CA1 هیپوکامپ صورت گرفت.

در این مطالعه گروه های آزمایشی هفت تایی به شرحی که در 
ادامه می آید انتخاب شدند: گروه کنترل که هیچ گونه تیماری نشد. 
گروه شاهد که یک میکرولیتر سالین در هر نوبت یک دقیقه ای را 
به مدت پنج روز دریافت کردند. گروه اتیدیوم بروماید، که تک دز 
سه میکرولیتر اتیدیوم بروماید 0/01 را پنج روز دریافت کردند. 
گروه ال آرژنین، که دُز 15/3 میکروگرم L-Arginine برای هر 
دُز 15/1  که   ،L-NAME دریافت کردند. گروه روز  پنج  را  رت 
میکروگرم L-NAME برای هر رت را پنج روز دریافت کردند. گروه 
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اتیدیوم بروماید+ L-Arginine ، که یک هفته بعد از دریافت 
L- 15/3میکروگرم  دُز  بروماید،  اتیدیوم  از  میکرولیتر  سه  دُز 

بروماید  اتیدیوم  گروه  کردند.  دریافت  روز  پنج  را   Arginine
+L-NAME، یک هفته بعد از دریافت دُز سه میکرولیتر اتیدیوم 
بروماید، دُز 15/1 میکروگرم L-NAME برای هر رت را به مدت 
پنج روز دریافت کردند و در گروه هشتم، اتیدیوم بروماید + 
دُز سه  از دریافت  بعد  L-Arginine + L-NAME، یک هفته 
 L-Arginine میکرولیتر اتیدیوم بروماید، دُز 15/3 میکروگرم
دُز 15/1 میکروگرم  از آن،  بعد  با فاصله زمانی پنج دقیقه  و 
L-NAME را پنج روز دریافت کردند. تزریق دارویی برحسب 

میکروگرم برای هر رت بر اساس منابع قبلی است ]17 ،16[.

اتِر، بیهوش و سر حیوان  با پنبه آغشته به  سپس موش ها 
جدا  مغز  از  هیپوکامپ  سپس  می شد.  جدا  گیوتین  توسط 
می شد و بلافاصله در نیتروژن مایع 80- درجه سانتی گراد به 
بافتی  هموژن  تهیه  منظور  به  شدند.  نگهداری  فریزر  صورت 
کلرید  سرد  محلول  نمونه ها  از  هریک  روی  هیپوکامپ،  از 
شد.  اضافه   )1:10 )وزنی حجمی  نسبت  با   0/015 پتاسیم11 
هموژن بافتی با استفاده از هموژنایزر مکانیکی تهیه شد. بعد از 
سانتریفیوژ کردن در دور سه هزار به مدت 10 دقیقه12 در دمای 
چهار درجه سانتی گراد، محلول شفاف رویی از رسوب زیرین 
جدا شد تا برای تحلیل های بیوشیمیایی استفاده شود ]13[. به 
منظور تأیید محل تزریق داروها، ابتدا از هر گروه آزمایشی یک 
موش به طور تصادفی انتخاب و توسط کلروفرم کشته  می شد 
و مغز جانور توسط دستگاه میکروتوم ویبرواسلایس برش داده 
و تصاویر این برش ها با اطلس پاکسینوس و واتسون مقایسه 

می شد )شکل شماره 1( ]18[. 
آلدئید13  مالون دی  میزان  با سنجش  پراکسیداسیون  لیپید 
در بافت هموژنیزه هیپوکامپ بررسی می شود. پراکسیداسیون 
لیپیدی بر پایه میزان واکنش MDA با تیوباربیتوریک اسید و 
میزان  اندازه گیری شد.  هموژن شده  بافت  در   14 TBARS  ایجاد
واکنش با TBARS در محلول رویی توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 
در طول موج 532 نانومتر تعیین شد. نتایج به صورت نانومول 
در میلی گرم پروتئین بیان شد ]19[. فعالیت آنزیم گلوتاتیون 
پراکسیداز15 با استفاده از روش پاگلیا16 و والنتین17 اندازه گیری 
شد. مقادیر به دست آمده به صورت واحد در میلی گرم پروتئین 
بیان شدند. همچنین برای سنجش فعالیت آنزیم SOD  از روش 
Beau- و Delmas  اتواکسیداسیون پیروگالول بر اساس روش

viex در سال 1995 استفاده شد. فعالیت SOD در طول موج 

11. Potassium chloride
12. Revolution per minute
 13. Malondialdehyde (MDA)
14. Thiobarbituric acid reactive substance
15. Glutathione peroxidase
16. Paglia
17. Valentine

اندازه گیری  رویی  محلول  طیف سنجی  طریق  از  نانومتر   505
شد. فعالیت اختصاصی آنزیم SOD به صورت واحد در میلی گرم 

پروتئین بیان شد ]20[.

سنجش مقدار MDA و میزان فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی 
GPx و SOD در بین گروه های مختلف به کمک آزمون آنووای 
یک طرفه و با استفاده از نسخه 16 نرم افزار SPSS انجام شد. بعد 
از معنی داربودن تفاوت ها، برای مقایسه تفاوت گروه های آزمایشی 
از آزمون Post hoc Tukey استفاده  شد. سطح معنی داربودن 
تفاوت گروه ها P<0/05 در نظر گرفته شد. نمودارها با استفاده از 

نسخه 2010 نرم افزار Excel رسم شد. 

یافته ها

 CA1 ناحیه  در  بروماید  اتیدیوم  میکرولیتر  سه  دُز  تزریق 
معنی دار  افزایش  موجب   ،)1 شماره  )شکل  هیپوکامپ 
آنتی اکسیدانی  آنزیم های  فعالیت  کاهش  نیز  و   MDA میزان 
کنترل  گروه  به  نسبت  رت ها   SOD و  پراکسیداز  گلوتاتیون 
می شود)P>0/01( )شکل های شماره 4-2( . تزریق دُز 15/3 
مغز موش صحرایی  از  ناحیه  این  به   L-Arginine میکروگرم 
در شاخص های مرتبط با استرس اکسیداتیو تغییر معنی داری 

ایجاد نمی کند )شکل های شماره 4 ،3 ،2(. 

L- همچنین نتایج تحقیق نشان داد اعمال دُز 15/1 میکروگرم
NAME در ناحیه CA1 هیپوکامپ موجب افزایش معنی دار میزان 
P>0/05( MDA( و نیز کاهش فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی 
گلوتاتیون پراکسیداز )P>0/01( و SOD ) P>0/05( نسبت به 
گروه کنترل شد )شکل های شماره 4 ،3 ،2(. نتایج نشان داد 
تزریق اتیدیوم بروماید و L-NAME در ناحیه CA1 هیپوکامپ 
موجب  مغزی   NO مقدار  کاهش  با  صحرایی،  موش های  مغز 
افزایش میزان لیپید پراکسداسیون و کاهش فعالیت آنزیم های 
 NO آنتی اکسیدانی می شود، در صورتی که افزایش حاد مقدار
ناشی از تزریق L-Arginine در این ناحیه از مغز رت ها، تأثیری بر 

شاخص های مرتبط با استرس اکسیداتیو ندارد.

ناحیه  در   L-Arginine 15/3میکروگرم  بی اثر  دُز  تزریق 
CA1 هیپوکامپ موجب توقف پاسخ اتیدیوم بروماید بر مقدار 
 )P>0/01(  )GPX( پراکسیداز  گلوتاتیون   ،)P>0/05(  MDA
اتیدیوم  گروه  در   )P>0/05 (  )SOD( دسموتاز  سوپراکسید  و 
بروماید+ L-Arginine می شود )شکل های شماره 4 ،3 ،2(. نتایج 
بیانگر اثر اکسیدانی اتیدیوم بروماید در ناحیه CA1 هیپوکامپ و 
همچنین اثر آنتاگونیستی تزریق L-Arginine بر پاسخ اتیدیوم 
آنزیم های  فعالیت  و  لیپیدی  اکسیداسیون  بهبودی  و  بروماید 

آنتی اکسیدانی در این ناحیه از مغز است.

نتایج نشان داد تزریق دُز 15/1 میکروگرم L-NAME در ناحیه 
CA1 هیپوکامپ تغییری معنی دار روی پاسخ اتیدیوم بروماید بر 
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هیچ کدام از شاخص های MDA، SOD و گلوتاتیون پراکسیداز 
)GPX( ایجاد نکرد. نتایج نشان داد کاهش مقدار NO ناشی از 
تزریق L-NAME در ناحیه CA1 هیپوکامپ اثر معنی دار تقویتی 
یا کاهشی بر افزایش شاخص های استرس اکسیداتیو ناشی از 

تزریق اتیدیوم بروماید در این ناحیه ندارد. 

 L-Arginine همچنین تزریق توأمان دُز بی اثر 15/3 میکروگرم
و 15/1 میکروگرم L-NAME در ناحیه CA1 هیپوکامپ موجب 
کاهش پاسخ ناشی از اتیدیوم بروماید بر شاخص MDA می شود 
) P>0/05(، اما تغییر معنی داری در کاهش فعالیت آنزیم های 
آنتی اکسیدانی ناشی از تزریق اتیدیوم بروماید یا L-NAME ایجاد 

نشد )شکل های شماره 4 ،3 ،2(.

بحث و نتیجه گیری

در  بروماید  اتیدیوم  تزریق  داد  نشان  حاضر  پژوهش  نتایج 

پراکسیداسیون  موجب  رت ها  مغز  هیپوکامپ   CA1 ناحیه 
تحقیقات  نتایج  با  که  می شود  اکسیداتیو  استرس  و  لیپیدی 
قبلی همسو است. اثر تزریق مهارکننده ها و تحریک کننده های 
ساخت نیتریک اکسید بر شاخص های ذکرشده با نتایج برخی 
محققان قبلی همسو و با نتایج دیگر محققین در تضاد است 
در  حال  به  تا  داروها  این  اثر  تداخل  همچنین   .]21،  22[

تحقیقات قبلی کار نشده است. 

تزریق موضعی اتیدیوم بروماید به مغز رت ها موجب افزایش 
تزریق  شده  گزارش   .]23،  24[ می شود  اکسیداتیو  استرس 
اتیدیوم بروماید در ناحیه CA1 هیپوکامپ رت های نر میزان 
داده های   .]25[ می دهد  کاهش  را  آنتی اکسیدانی  آنزیم های 
نتایج  دارد.  همخوانی  قبلی  تحقیقات  نتایج  با  پژوهش  این 
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شکل 2. اثر تزریق اتیدیوم بروماید، L- Arginine و L-NAME و برهم کنش 
آن ها در طرف چپ ناحیه CA1 هیپوکامپ بر میزان پراکسیداسیون لیپیدی 
گروه  با  مقایسه  در   **P>0/01 و  *P>0/05( نر  موش صحرایی  در   )MDA(

کنترل و P>0/05++ در مقایسه با گروه اتیدیوم بروماید(

 CA1 ناحیه  چپ  طرف  به  وارد شده  کانول  محل  تقریبی  جایگاه   .1 شکل 
هیپوکامپ

شکل 3. اثر تزریق اتیدیوم بروماید، L- Arginine و L-NAME و برهم کنش 
آن ها در طرف چپ ناحیه CA1 هیپوکامپ بر میزان فعالیت آنزیم آنتی اکسیدانی 
گلوتاتیون پراکسیداز )GPx( در موش صحرایی نر )P>0/01** در مقایسه با 

گروه کنترل و P>0/01++ در مقایسه با گروه اتیدیوم بروماید(
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شکل 4. اثر تزریق اتیدیوم بروماید، L- Arginine و L-NAME و برهم کنش 
آنها در طرف چپ ناحیه CA1 هیپوکامپ بر میزان فعالیت آنزیم آنتی اکسیدانی 
سوپر اکسید دسموتاز )SOD( در موش صحرایی نر )P>0/01 ** در مقایسه با 

گروه کنترل و P>0/05+ در مقایسه با گروه اتیدیوم بروماید(
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به دست آمده از مطالعه حاضر نشان داد تزریق اتیدیوم بروماید 
افزایش  به  معنی داری  به طور  دمیلیناسیون،  عامل  عنوان  به 
CA1 هیپوکامپ(  )ناحیه  تزریق  اکسیداتیو در محل  استرس 
در موش های صحرایی نر بالغ منجر می شود. مقدار گلوتاتیون 
پراکسیداز اندازه گیری شده به وسیله رزونانس مغناطیسی در 
شاهد  گروه های  با  مقایسه  در   MS به  مبتلا  موش های  مغز 
بر  بروماید  اتیدیوم  اثر  قبلی  مطالعات  در   .]26[ است  کمتر 
پراکسیداسیون لیپیدی نیز گزارش شده است. تزریق اتیدیوم 
بروماید سبب افزایش میزان MDA شد ]27[. کاهش میزان 
آنزیم های آنتی اکسیدانی می تواند بیانگر وضعیت دمیلیناسیون 
در مدل های تجربی باشد. ممکن است کاهش فعالیت آنزیم ها 
به علت استفاده بیش از حد از آنزیم های آنتی اکسیدانی برای 
اتیدیوم  تزریق  از  ناشی  تولید شده  آزاد  رادیکال های  با  مقابله 

بروماید باشد ]21[. 

بالقوه  آنتی اکسیدانی  عامل  یک  عنوان  به  نیتریک اکسید 
می تواند  نیتریت  پروکسی  تولید  با  همچنین  می کند.  عمل 
نقش اکسیدانی داشته باشد ]28[. داده های به دست آمده در 
تولید  )مهارکننده   L-NAME تزریق  داد  نشان  مطالعه  این 
نیتریک اکساید( موجب کاهش فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی 
افزایش  نیز  و  دسموتاز  سوپراکسید  و  پراکسیداز  گلوتاتیون 
میزان MDA می شود که می توان آن را به عنوان بروز استرس 
L-Ar-  اکسیداتیو تفسیر کرد. همچنین اعمال دُز استفاده شده

 CA1 تحریک کننده ساخت نیتریک اکساید( در ناحیه( ginine
آنتی اکسیدانی  آنزیم های  فعالیت  میزان  بر  اثری  هیپوکامپ 
ندارد. نتایج تحقیق نشان داد در صورت مهار نیتریک اکساید ، 
میزان این آنزیم ها کاهش می یابد، درصورتی که در گروه های 
 .]7[ نمی یابد  تغییری  نیتریک اکساید  محرک  دریافت کننده 
نتایج این پژوهش با برخی از گزارش های قبلی نیز همخوانی 
ندارد. گزارش شده که  دارد و در برخی موارد هم همخوانی 
نیتریک اکساید  مهارکننده  عنوان  به   L-NAME از  استفاده 
سبب تشدید اثرات اکسیداتیو ناشی از آهن می شود و کاربرد 
اثرات  از  نیتریک اکساید  پیش ساز  عنوان  به   L-Arginine
از آهن جلوگیری می کند ]22[. در مطالعه  اکسیداتیو ناشی 
روی سلول های کشت داده شده کلیوی، اثر سمی از ال آرژنین 
شاخص های  بر   L-Arginine اثر  عدم   .]21[ نشد  مشاهده 
استرس اکسیداتیو در این تحقیق ممکن است به علت نقش 
 CA1 در ناحیه NO فیزیولوژیک ضعیف این ماده برای تولید

هیپوکامپ در کاهش استرس اکسیداتیو باشد ]29 ،7[. 

نتایج داده های مطالعه حاضر از بررسی برهم کنش تزریق دُز 
موش های  مغز  هیپوکامپ   CA1 ناحیه  در   L-Arginine بی اثر 
آگونیست  عنوان  به   L-Arginine تزریق  داد  نشان  صحرایی 
تولیدکننده NO، موجب توقف پاسخ دُز به کاررفته اتیدیوم بروماید 
در بروز استرس اکسیداتیو می شود. افزایش نیتریک اکسید در 

مدل های دمیلیناسیون ناشی از تزریق سم اتیدیوم بروماید در مغز 
موش موجب بهبودی شاخص های استرس اکسیداتیو می شود 
]21[. پیش درمان با استفاده از دهنده های NO، با افزایش میزان 
آنزیم آنتی اکسیدانی GSH می تواند استرس اکسیداتیو القا شده 
ناشی از تزریق با اتیدیوم بروماید را کاهش دهد ]30[. همچنین 
تحقیق حاضر نشان داد تزریق L-NAME موجب تغییر معنی دار 
میزان آنزیم های آنتی اکسیدانی در رت های دمیلین شده ناشی از 

اتیدیوم بروماید نمی شود.

نشان  داروها  اثر  تداخل  از  حاضر  پژوهش  از  حاصل  نتایج 
 CA1 ناحیه  در   L-NAME و   L-Arginine توأم  تجویز  داد 
اتیدیوم  از  ناشی  دمیلین شده  رت های  مغز  هیپوکامپ 
بروماید، اگرچه موجب کاهش پاسخ اتیدیوم بروماید بر میزان 
فعالیت  بهبودی  به  قادر  اما  لیپیدی می شود،  پراکسیداسیون 
تغییر  عدم  نیست.   GSH و   SOD آنتی اکسیدانی  آنزیم های 
تزریق  در   GSH و   SOD آنزیم های  فعالیت  میزان  معنی دار 
اتیدیوم  از  ناشی  پاسخ  L-Arginine، L-NAME روی  توأمان 
اتیدیوم بروماید ممکن  بروماید نسبت به گروه دریافت کننده 
اثر اکسیداسیونی دو ماده L-NAME و  برتری  از  ناشی  است 
اتیدیوم بروماید نسبت به اثر آنتی اکسیدانی L-Arginine در 

این ناحیه از مغز موش های صحرایی باشد.

و  موضعی  )تزریق  پژوهش  این  از  حاصل  نتایج  اساس  بر 
حاد تحریک کننده نیتریک اکساید در ناحیه CA1 هیپوکامپ 
رت های دچار تخریب میلین نورونی ناشی از اتیدیوم بروماید، 
می شود(،  اکسیداتیو  استرس  شاخص های  کاهش  موجب 
این  نیتریک اکساید در  افزایش  می توان چنین فرض کرد که 
شود.  نورون ها  میلین  بهبودی  موجب  می تواند  مغز  از  ناحیه 
مختلف  شیوه های  متفاوت  گزارش های  به  توجه  با  بنابراین 
مطلب  تأیید  جهت  مزمن  و  حاد  صورت  به  داروها  تجویز 

پیشنهاد می شود.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

این  در  آزمایشگاهی  حیوانات  با  کار  اخلاقی  موازین  کلیه 
مطالعه رعایت شده است.

حامی مالی

زاهده  خانم  کارشناسی ارشد  پایان نامه  از  حاضر  مقاله 
گروه  در  52/13297/د  شماره  به  مرجانی  رحیملوی 

زیست شناسی جانوری دانشگاه تبریز استخراج شده است.
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مشارکت نویسندگان

همتی،  علی  علیرضا  نظارت:  و  روش شناسی  مفهوم سازی، 
رحیملوی  زاهده  بررسی:  و  تحقیق  نعمتی؛  حاتمی  حمیرا 

مرجانی؛ نگارش پیش نویس: حاتم احمدی.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

سپاسگزاری

از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه تبریز بابت تأمین اعتبار 
لازم قدردانی می شود.
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