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Backgrond: Denervation or compression result in the destruction of the cell body of neurons in the anterior 
horn of the spinal cord. Environmental nerve damage in the form of retrograde affects the cell body of 
alpha neurons and causes central degeneration of neurons in the spinal cord. Agrimonia eupatoria from the 
Golsorkhian family has antioxidant and anti-inflammatory effects and is effective in the survival and division 
of neurons. Therefore, the present study was conducted with the aim of determining the neuroprotective effects 
of hydroalcoholic extract of the plant unaffected by neural density after compression of the sciatic nerve in 
rats.  
Materials and Methods: In the present experimental study, a total of 36 male Wistar rats weighing -250
300 g were randomly divided into 6 groups of 6: control, compression, treatment A (compression + extract 
at 75 mg / kg dose), treatment B (Compression + ethyl acetate fraction at 75 mg / kg dose), C treatment 
(compression + N-butanol fraction at 75 mg / kg dose), and D treatment (compression + blue phase with 
75 mg / kg dose). Ghafath plant hydroalcoholic extract was prepared using Souxelle method. In the control 
group, after anesthetizing the rats, the muscle in the sciatic nerve was split without nerve damage and in the 
compression group and the sciatic nerve treatment group, the right leg was compressed for 30 seconds. The 
first intravenous infusion was performed immediately after nerve compression and the second infusion was 
performed seven days later. After 28 days, the rats were subjected to perfusion and then the lumbar spinal 
cords were sampled, and the samples were serialized after the tissue passage and blockage steps and stained 
with blue toluidin and erythrosine. Neurotic densities were calculated using directory method and the results 
were compared running t-test and ANOVA.
Results: The results of comparing neuronal densities between compression and treatment groups showed that 
all the treatment groups had a significant difference in neuronal density with compression group (P <0.001). 
Maximum neuronal density was related to n-butanol with a mean of (34  ±  1864), then the group alcoholic 
( mean: 29 ± 1614) and the aqueous phase (24 ± 1597) and the Department of ethyl acetate with a mean of 
33± 1292.
Conclusion: It seems that the hydroalcoholic extract of Ghafas plant increases the density of the anterior 
alpha branch of the spinal cord after compression of the sciatic nerve in male rats, which may be due to 
compounds such as tocopherol, and with its antioxidant and anti-apoptotic effects can be effective in repairing 
the nervous system.
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Effect of hydroalcoholic extract and ethyl acetate and N-buta-
nol fractions of Agrimonia eupatoria plant on the overgrowth 
of anterior spinal cord alpha neurons after sciatic nerve com-

pression in male rats
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مقاله پژوهشی

بررسی اثر عصاره هید‌روالکلی و فراکسیون‌های اتیل استات و ان بوتانول گیاه 
غافث Agrimonia eupatoria  برترمیم نورون‌های آلفا شاخ قد‌امی نخاع 

پس از کمپرسیون عصب سیاتیک د‌ر موش‌های صحرایی نر 

غزاله نبوی‌نیا ، رتکد يرمم طهرانی‌پور*، د‌کتر جواد‌ بهارآرا 

گروه زیست‌شناسی، واحد مشهد، د‌انشگاه آزاد‌ اسلامی، مشهد، ایران‌

چكيد‌ه:

نویسند‌ه مسئول: د‌کتر مریم طهرانی‌پور
maryam_tehranipour@mshdiau.ac: الکترونیک  پست 

سابقه و هد‌‌ف: قطع عصب یا کمپرسیون، سبب تخریب جسم سلولی نورون‌های شاخ قد‌امی نخاع می‌شوند‌. ضایعه عصب محیطی به صورت رتروگراد‌ بر جسم سلولی 
نورون‌های آلفا تاثیر و سبب د‌ژنراسیون مرکزی نورون‌ها د‌ر نخاع می شود‌.  گياه غافث )Agrimonia eupatoria(از خانواد‌ه گل‌سرخيان د‌ارای آثار آنتی‌اکسید‌انی و ضد‌ 

التهابی است و د‌ر بقا و تقسیم نورون‌ها موثر است. بنابراین این پژوهش با هد‌ف تعیین آثار نوروپروتکتیوی عصاره هید‌روالکلی گياه غافث بر د‌انسيته نوروني پس از 

کمپرسیون عصب سیاتیک د‌ر رت انجام شد‌ه است.

مواد‌ و روش ها: د‌ر این مطالعه تجربی ابتد‌ا 36 راس رت نر نژاد‌ ویستار با وزن 300-250 گرم به صورت تصاد‌فی به شش گروه شش تایی شامل گروه‌های کنترل، 
کمپرسیون،  تیمار A )کمپرسیون+ عصاره هید‌روالکلی با د‌وز mg/kg 75 (، تیمار B )کمپرسیون+ فراكسيون اتيل استات با د‌وز  mg/kg 75(، تیمار C )کمپرسیون+ 

فراكسيون ان بوتانول با د‌وز mg/kg 75(و تیمار D )کمپرسیون+ فاز آبي با د‌وز  mg/kg 75( تقسیم شد‌ند‌. عصاره هید‌روالکلی گیاه غافث با روش سوکسله تهیه شد‌. 

د‌رگروه کنترل پس از بیهوش کرد‌ن رت‌ها، عضله د‌ر محل عصب سیاتیک بد‌ون آسیب عصب شکافته شد‌ و د‌ر گروه کمپرسیون و گروه تیمار عصب سیاتیک پای راست 

به مد‌ت 30 ثانیه تحت کمپرسیون قرار گرفت. نخستین تزریق عصاره به صورت د‌اخل صفاقی بلافاصله بعد‌ از کمپرسیون عصب و د‌ومین تزریق هفت روز بعد‌ انجام 

شد‌. بعد‌ از  28 روز، رت‌ها تحت روش پرفیوژن قرار گرفته و سپس از نخاع قسمت کمری نمونه‌برد‌اری شد‌ و نمونه‌ها پس از طی مراحل پاساژ بافتی و بلوکه کرد‌ن به 

طور سریالی برش‌هایی تهیه و با آبی تولوئید‌ین و اریتروزین رنگ‌آمیزی شد‌. د‌انسيته نورونی به روش د‌ايسكتور و متد‌ استريولوژی محاسبه و نتايج گروه‌ها توسط آنالیز 

)Post Hoc( و Anova با هم مقايسه شد‌ند‌.

یافته‌ها: نتايج مقايسه د‌انسيته نوروني بين گروه كمپرسيون و گروه‌هاي تيمار نشان د‌اد‌ كه تمام گروه‌هاي تيمار اختلاف معناد‌اري د‌ر د‌انسيته نوروني با گروه كمپرسيون 
د‌اشته اند‌)P0/100>(. به طوري كه بيشترين د‌انسيته نوروني به ترتيب مربوط به گروه ان بوتانول با ميانگين )43  ± 4681( سپس گروه هيد‌روالكلي با ميانگين )  92  ± 

4161( و فاز آبي )42  ± 7951( و د‌ر نهايت گروه اتيل‌استات با ميانگين )33  ±  2921( است.

نتیجه‌گیری: به نظر می‌رسد‌ که عصاره هید‌روالکلی گیاه غافث سبب افزایش د‌انسیته نورون آلفا شاخ قد‌امی نخاع پس از کمپرسیون عصب سیاتیک د‌ر د‌ر موش‌های 
صحرایی نر می‌شود‌ که شاید‌ به د‌لیل د‌اشتن تركيب‌هایی مانند‌ توكوفرول كه آثار آنتي‌اكسيد‌اني و ضد‌ آپوپتوزي د‌ارد‌ مي‌توانند‌ د‌ر ترميم سيستم عصبي موثر باشند‌.

واژگانك‌لید‌ی: گیاه غافث )Agrimonia eupatoria( ، عصب سیاتیک، آلفا موتونورون 

تاریخ پذیرش مقاله: 1399/4/21 تاریخ د‌ریافت مقاله: 1398/3/11  	

مقد‌مه
که  می د هد   رخ  د ژنراتیو  فرآیند های  از  مجموعه ای  عصبی  رشته  بازسازی  از  قبل   
بسیاری از آن ها مقد مات مستقیم بازسازی را فراهم می کنند (1). از آنجا که جسم 
سلولی  جسم  نورون،  به  صد مه  صورت  د ر  است،  آن  متابولیکی  مرکز  نورون  سلولی 
آن تخریب شد ه و سبب مرگ نورون می شود  و با عنوان د ژنراسیون والرین خواند ه 

می شود (2). به د نبال قطع یا کمپرسیون عصب، د ژنراسیون عصب د ر بخش خلفی 
آغاز می شود . بعد  از آسیب نفوذپذیری سد  خونی- عصبی افزایش یافته تا اجازه د هد  
فاکتورها و سلول های خونی که ترمیم عصب را تسهیل می کنند ، وارد  عصب شوند . 
هستند (1و2).  ماکروفاژها  د ید ه،  آسیب  ناحیه  به  شد ه  وارد   سلول های  مهم ترین  از 
و  شوان  سلول های  والرین،  د ژنراسیون  شروع  و  محیطی  اعصاب  قطع  د نبال  به 
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ماکروفاژها و مونوسیت ها با همکاری یکد یگر میلین و اجزای قطعه انتهایی آکسون 
را د ر روزهای اول پس از آسیب بیگانه خواری می کنند (3). بعضی فاکتورهای رشد  
کلونی  محرك  فاکتورهای  کمبود   مثال  عنوان  به  د ارند .  د خالت  التهاب  فرآیند   د ر 
ماکروفاژی  (MCSF) سبب کاهش تکثیر سلول های میکروگلیال و کاهش تعد اد  
آکسون ها  ترمیم   سرعت  د ر  ظاهری  اثر  اما  می شوند   التهاب  محل  د ر  لنفوسیت ها 
ند ارند (4). اگر چه نورون ها پس از تولید  فاقد  قد رت تولید  د وباره هستند  اما می توانند  
فیبر  یک  اگر  یابند .  بهبود   و  کرد ه  مقاومت  ضایعه ها  از  معینی  د رجه های  مقابل  د ر 
عصبی قطع شود  هم د ر اعصاب محیطی و هم د ر اعصاب مرکزی تغییرهایی ایجاد  

می شود  که د ر صورت شد ید  بود ن این تغییرها منجر به مرگ سلولی می شود (5).
خانواد ه  از  ساله  چند   علفی  است  گیاهی   (Agrimonia eupatoria) غافث   گیاه 
گل سرخیان د ارای ساقه و برگ های کرك د ار. گل های غافث د ر انتهای ساقه ها به 
رنگ زرد  به صورت سنبله ظاهر می شوند (6).این گیاه د ر کوهستان های سرد سیر رشد  
می کند . عصاره  تمام بخش های هوایی گیاه غافث د ارای اثر تحریک کنند گی سیستم 
افزایش  سبب  تحریک کنند گی  اثر  بیشترین  با  بذر  و  ساقه  سرشاخه،  هستند .  ایمنی 
عصاره   شد .  برابر  هشت  میزان  تا  محیطی  خون  هسته ای  تک  سلول های  تکثیر 
متانولی گیاه غافث د ارای اثر ضد باکتری بر برخی باکتری های گرم مثبت بیماری زا 
 mg/ml بود ه و بیشترین اثر ضد باکتری بر باکتری باسیلوس سوبتیلیس د ر غلظت
د اراي  گیاه  این  بود (6).   7  mg/ml غلظت  د ر  اورئوس  استافیلوکوك  باکتری  و   4
ترکیب های ارزشمند ي مانند  آگریمونین، کاتچین، پروسیانید ین، کوئرستین، لوتئولین، 
خاصیت  گیاه  این  هوایی  قسمت هاي  سنتی،  طب  د ر  است(7).  یوگنول  و  کامفرول 
مد ر و قابض د ارد  و براي د رمان اسهال، کولیت، مشکلات آپاند یس، التهاب مثانه، 
مار گزید گی و زگیل کاربرد  د ارد (8). علاوه بر این، این گیاه براي مشکلات کبد ي، 
خونریزي،  از  جلوگیري  همورویید ،  روماتیسم،  اد م،  صفراوي،  سنگ هاي  کلیوي، 
می شود (9).  استفاد ه  پوستی  سل  و  ریوي  سل  گلو،  التهاب  واریسی،  زخم هاي 
مطالعه های محققان نشان د اد ه که این گیاه د اراي خواص آنتی اکسید ان، ضد التهاب، 
است.  ضد آلزایمر  و  ضد سرطان  ضد د یابت،  ضد چاقی،  ضد باکتري،  ضد ویروس، 
همچنین د ر طب سنتی، این گیاه براي ترمیم زخم ها و د ر د رمان بیماري هاي مرتبط 
با کبد ، صفرا و سیستم ایمنی مانند  روماتیسم کاربرد  د ارد . آثار حفاظتی راد یکال های 

آزاد  و فعالیت های حفاظت از آسیب اسید ها نیز شناخته شد ه است(10). 
با توجه به آثار فارماکولوژیکی متعد د  این گیاه و استفاد ه فراوان از این گیاه به صورت 
بومی و سنتی، هد ف از این مطالعه بررسی عصاره هید روالکلی از آن به عنوان یک 
سیاتیک  عصب  کمپرسیون  از  ناشی  رژنراسیون  تحریک  د ر  مؤثر  و  احتمالی  فاکتور 

د ر رت است.

مواد‌ و روش ها
زیست شناسی  گروه  د ر  بالغ  صحرایی  موش  راس   36 روی  تجربی  مطالعه  این 
د انشکد ه علوم د انشگاه آزاد  اسلامی واحد  مشهد  انجام شد . موش رت نر نژاد  ویستار 
با وزن 300-250 گرم بالغ از بخش حیوان های د انشکد ه پزشکی د انشگاه فرد وسی 
استاند ارد   نوري  شرایط  د ر  حیوان ها  آزمایش  انجام  زمان  تا  شد ند .  خرید اري  مشهد  
روزانه و د رجه حرارت 22 تا 24 د رجه سانتی گراد  د ر اتاق حیوان های د انشکد ه علوم 
د انشگاه آزاد  اسلامی واحد  مشهد  نگهد اري شد ند . د ر طول آزمایش، حیوان ها به آب 
و غذای کافی د سترسی د اشتند  و غذای آنها از شرکت جوانه خراسان تهیه شد . گیاه 
غافث به طور بوته ای از استان خراسان شمالی و توابع شهرستان بجنورد  جمع آوری 
هرباریوم  کد   با  را  گیاه  این  مشهد   آزاد   د انشگاه  علوم  د انشکد ه  هرباریوم  مرکز  شد . 
36830 تایید  کرد . اجزای گیاه د ر سایه خشک شد ند  و سپس به صورت پود ر استفاد ه 
شد . د ر این مطالعه، د ر هر عصاره بسته به نوع حلال، مواد  موثره ای متفاوت از گیاه 
فراکسیون  د ر  و  آب  د ر  محلول  اجزای  آبی  فراکسیون  د ر  مثال،  برای  می شود .  جد ا 
از  گیاه  اجزای  از  یک  هر  بررسی  برای  نتیجه  د ر  الکل  د ر  محلول  اجزا  بوتانول  ان 
فراکسیون های متفاوت استفاد ه شد ه است. ابتد ا مقد ار 50 گرم پود ر گیاه غافث د ر 
د اخل کاغذ کارتوش ریخته و د ر د ستگاه سوکسله قرار د اد ه شد (11). به عنوان حلال 
cc  150 اتانول 96د رصد  و cc 150 آب مقطر باهم مخلوط و د ر محفظه د ستگاه 
ریخته شد . عصاره گیری به مد ت 10 ساعت انجام شد  تا اطمینان حاصل شود  تمام 

عصاره از پود ر استخراج شد ه است. د ر انتها عمل حذف حلال از عصاره گیاه غافث 
انجام شد و عصاره به د ست آمد ه د ر انکوباتور با د مای 45 د رجه سانتی گراد  به مد ت 
24 ساعت قرار د اد ه شد ه و به این وسیله عصاره گیاه خشک شد . 25/14گرم عصاره 
خشک به د ست آمد  که بازد ه آن معاد ل 5/28د رصد  بود (11). برای تهیه فراکسیون 
یک چهارم از عصاره گیاه معاد ل 56/3 گرم , برای تزریق به یک گروه از موش ها 
کنار گذاشته شد  و از بقیه آن برای تهیه  فراکسیون های ان بوتانول , اتیل استات و 
فاز آبی استفاد ه شد . د ر تهیه فراکسیون ان بوتانول 10,68 گرم از عصاره گیاه د ر 180 
cc آب مقطر حل و محلول حاصل د اخل قیف د کانتور ریخته شد . سپس cc 50 ان 
بوتانول به مایع د اخل قیف د کانتور اضافه و خوب تکان د اد ه شد  تا مواد  با همد یگر 
مخلوط شوند . قیف د کانتور ثابت گذاشته شد ه تا زمانی که د وفاز از یکد یگر جد ا شد . 
بعد  از جد ا کرد ن د و فاز از یکد یگر ، چند ین مرتبه با cc 50 ان بوتانول ،عملیات فوق 
برای فاز پایینی تکرار شد  تا اجزای غیر قطبی جد ا شوند . سپس محلول حاصل تغلیظ 
و د اخل انکوباتورقرار د اد ه شد  تا عصاره خشک به د ست آید . برای تهیه فراکسیون 
اتیل استات، فازپایینی حاصل از مرحله قبل را که شامل اجزای قطبی و بینابینی است، 
د اخل قیف د کانتور ریخته و به آن cc 50 اتیل استات اضافه می شود ، بعد  از تکان 
د اد ن قیف و سپس ثابت نگه د اشتن آن ، د وفاز تشکیل می شود . فاز رویی شامل 
اجزای بینابینی مثل فسفولیپد هاست که د ر اتیل استات حل می شوند . چند ین بار با 
cc 50  اتیل استات عملیات فوق برای فاز پایینی تکرار می شود  تا اجزای بینابینی 
جد ا شوند . سپس محلول حاصل تغلیظ شد ه و برای به د ست آورد ن عصاره خشک 
د اخل انکوباتور قرار گرفت. بعد  از استخراج فراکسیون های ان بوتانول و اتیل استات 
از مخلوط عصاره هید روالکلی وآب مقطر موجود  د ر قیف د کانتور، آنچه باقی می ماند ، 
فاز آبی است. عصاره فاز آبی بعد  از تغلیظ، برای خشک شد ن د ر انکوباتور قرار د اد ه 

شد (12).
36 سر رت نژاد  ویستار به طور تصاد فی به شش گروه زیر تقسیم بند ی شد ند :

گروه‌‌‌بند‌‌ی حیوان‌ها

میزان د‌وز تزریقی و نوع عصارهنام گروه
تزریق سرم فیزیولوژی برای ایجاد‌ استرس و مشاهد‌ه عصب سیاتیککنترل

تزریق سرم فیزیولوژی برای ایجاد‌ استرس و ایجاد‌ کمپرسیونکمپرسیون
A75تیمارmg/kg کمپرسیون +تیمار با عصاره هید‌روالکلی
B75تیمارmg/kgکمپرسیون +تیمار با فاز آبی
C75تیمارmg/kg کمپرسیون+تیمار با ان بوتانول
D 75تیمارmg/kg کمپرسیون +تیمار با اتیل استات

روش انجام عمل کمپرسیون
میلی گرم  شش  زایلازین  بیهوشی  ماد ه  صفاقی  د اخل  تزریق  با  گروه  هر  رت های 
نژاد   رت  سر   36 شد ند (13).  بیهوش  بد ن  وزن  نسبت  به  میلی گرم   60 کتامین  و 
کمپرسیون  کنترل،  گروه های  شامل  گروه  شش  به  تصاد فی  طور  به  ویستار 
کیلوگرم  بر  میلی گرم   75 د وز  با  مختلف   فراکسیون های  وکمپرسیون+تیمارهای 
تقسیم شد ند . ایجاد  کمپرسیون پس از ایجاد  برشی به طول یک سانتی متر د ر زیر 
سر استخوان ران، عصب سیاتیک آشکار شد  و با استفاد ه از قیچی قفل د ار به مد ت 
30 ثانیه د ر معرض کمپرسیون قرار گرفت و لبه های زخم توسط گیره مخصوص به 
هم بخیه زد ه شد ه و محل ضایعه ضد عفونی شد . برای هر رت د ر طول 28 روز د و 
نوبت تزریق با د وز 75  میلی گرم بر کیلوگرم به صورت د اخل صفاقی انجام می گیرد . 
انجام  بعد   هفته  یک  د وم  تزریق  و  کمپرسیون  عمل  انجام  از  پس  تزریق  نخستین 
می شود . پس از 28 روز از تازیخ کمپرسیون، ابتد ا بافت های بد ن حیوان با استفاد ه از 
روش پرفیوژن فیکس شد  و سپس نمونه برد اری از قطعه های نخاعی مربوط به عصب 
سیاتیک انجام شد . به این منظور نخاع به طور کامل تا انتهای د م اسب، از د اخل 
ستون مهره ها خارج شد ه و سپس از انتهای د م اسب به اند ازه 18 میلی متر بالا رفته و 
نمونه های به طول 8 میلی متر تهیه شد  با توجه به اینکه عصب سیاتیک از پنج ریشه 
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 (S3-S1) و اول تا سوم خاجی (L5-L4 ) عصب شامل اعصاب چهارم و پنجم کمری
د ر نخاع منشأ می گیرد  ، بنابراین نمونه های 8 میلی متری تهیه شد ه، محد ود ه جسم 

سلولی نورون های تشکیل د هند ه عصب سیاتیک هستند (13)

روش نمونه‌برد‌اری
از  حیوان،  بد ن  بافت هاي  کرد ن  فیکس  برای  کمپرسیون،  تاریخ  از  روز   28 از  پس 
روش پرفیوژن استفاد ه شد . د لیل استفاد ه از این روش، حساس بود ن بافت عصبی و 
اتولیز سریع آن است. از طرفی به د لیل وجود  بافت های پشتیبان فیکساتور به راحتی 
و  زایلازین  صفاقی  د اخل  تزریق  با  حیوان  ابتد ا  کار  این  براي  نمی کند .  نفوذ  د رآن 
کتامین (شش و 60 میلی گرم بر کیلوگرم) بیهوش شد . سپس د ر تشتک تشریح به 
پشت قرار د اد ه شد ه ناحیه سینه جانور را به شکل مثلث برش د اد ه، به صورتی که قلب 
د ر د سترس باشد ، ابتد ا جناغ سینه را لمس کرد ه، از انتهای جناغ سینه به سمت پایین 
د یافراگم، برشی را ایجاد  کرد ه با زد ن اولین برش با قیچی نوك غضروف جناغ سینه 
د ید ه شد . د ر نهایت برش مثلثی را ایجاد  کرد ه. د ر این مرحله باید  مواظب رگ های 
خونی نزد یک به قلب برای جلوگیری از خونریزی بود . نوك بطن را با پنس نوك گرد  
گرفته و سوند  متصل به د ستگاه پرفیوژن را از انتهای بطن چپ وارد  آئورت کرد ه و 
د ستگاه به کار اند اخته شد .  به این ترتیب ابتد ا سرم فیزیولوژیک و سپس فیکساتور 
ناحیه  د ر  برشی  خون  خروج  برای  آن  د نبال  به  می شد .  خون  عمومی  گرد ش  وارد  
جریان  خون  جای  به  فیکساتور  بد ن  تمام  د ر  مد تی  از  بعد   شد .  ایجاد   راست  د هلیز 
یافته و خون از بد ن خارج شد . با این روش فیکساتور از طریق بسترهای خونی به 
تمام قسمت های بد ن رفته و سبب فیکسه شد ن سریع و کامل حیوان می شود . د ر 
این هنگام هر اند امی از حیوان که فیکس می شود  به لرزش د ر می آید . د ر یک متد  
خوب باید  تعد اد  لرزش ها سریع تر و بیشتر باشد (14). بافت عصبی پس از گذراند ن 
مراحل پاساژ، برای قالب گیری آماد ه است. با استفاد ه از د ستگاه میکروتوم برش هایی 
با ضخامت هفت میکرون تهیه شد . برش گیری به صورت سریال انجام شد ه و از هر 
30 برش سه برش متوالی انتخاب و به لام منتقل شد ند . برای رنگ آمیزی مقاطع 
برای  و  زایلین  از  پارافین  حذف  برای  شوند .  آب د هی  و  زد ایی  پارافین  باید   پارافینی 
آب د هی از الکل 96 د رصد  با د رجات نزولی استفاد ه می شود  بعد  از رنگ آمیزی عمل 
شد ه،  استفاد ه  رنگ های  از  یکی  می شود .  انجام  مطلق  الکل  از  استفاد ه  با  آب گیری 
آبی تولوئید ین است که د ر آن هسته ها به رنگ بنفش د ر آمد ه و زمینه بافت به رنگ 
صورتی می شود . پس از اتمام رنگ آمیزی و خشک شد ن چسب تصاویر با استفاد ه از 

د ستگاه فتومیکروسکوپ مد ل Zeiss و با عد سی 40× تهیه شد ند . 

مرحله شمارش نورونی
متد ی  د ایسکتور  شد .  انجام  د ایسکتور  روش  با  نورون ها  شمارش  مرحله،  این  د ر 
شکل  یا  و  اند ازه  گرفتن  نظر  د ر  بد ون  بعد ی  سه  فضای  یک  د ر  نمونه ها  که  است 
آن ها بررسی م شوند . د ر متد  د ایسکتور د و برش باید  وضعیت یکسانی د اشته باشند  
تمام  حالت  این  د ر  باشد .  د اشته  رند وم  وضعیت  یک  باید   نمونه برد اری  چارچوب  و 
که  است  متوالی  برش  د و  شامل  د ایسکتور  د ارند .  شمارش  برای  برابر  شانس  اجزا 
د ر  ولی  باشد ،  چارچوب  د ر  ذره ای  اگر  می شوند .  شمارش  ذرات  مرجع  چارچوب  د ر 
د و  هر  د ر  ذره ای  اگر  ولی  می آید ،  حساب  به  شمارش  د ر  نباشد   بالایی  چارچوب 

چارچوب باشد ، د ر شمارش محسوب نمی شود . 
 Q ∑، frame ∑، V disector،برای آنالیز د اد ه های خام نیاز به پارامترهایی نظیر

Mean±SE و ... است که این گونه معرفی می شوند  :
Q∑: مجموع نورون های شمارش شد ه د ر یک نمونه

frame∑: مجموع د فعه های نمونه  برد اری شد ه
V dissector: حجم چارچوب نمونه برد اری شد ه

Vdissector =A Frame×H
:A Frame مساحت چارچوب نمونه برد اری
H: فاصله بین د و برش یا ضخامت هر برش

برای بررسی د اد ه ها با کمک برنامه آماری t-test نیاز به پارامتر د یگری به  نام NVیا 

د انسیته تعد اد  نورون هاست که از طریق فرمول زیر قابل محاسبه است(14).

که  بود   سانتی متر   1,5×1,5 مانیتور  صفحه  روی  نمونه برد اری  چارچوب  مساحت 
برای به د ست آورد ن اند ازه واقعی این مساحت روی نمونه از لام میکرومتری استفاد ه 
د اشت،  میلی متر   11 اند ازه  به  تصویری  میکرومتری  لام  این  که  به  توجه  با  و  شد  

بنابراین بزرگنمایی 11 مرتبه بود . 

آنالیز آماری د‌‌اد‌‌ه‌ها
د ر گروه های مورد  آزمایش، از هر گروه سه نمونه برای بررسی های بافتی و سه نمونه 
برای بررسی بیان ژن د ر مسیر آزمایش قرار گرفت که برای آنالیز آماری د اد ه ها از 
 0,05>p با سطح معناد اری   (Post Hoc) و Anova و آزمون Minitab 16 نرم افزار

استفاد ه شد  و برای رسم نمود ارها از نرم افزار Excell استفاد ه شد .

یافته ها
نتایج حاصل از د ژنراسیون مرکزی د ر طول 28 روز پس از کمپرسیون و همچنین 
بررسی اثر گروه های تیمار با عصاره هید روالکلی برگ گیاه غافث به صورت د انسیته 
شد ه  ارائه  زیر  جد ول های  د ر  نخاع  قد امی  شاخ  د ر  آلفا  حرکتی  نورون های  نورونی، 

است. 
تعد اد  نورون های حرکتی آلفا د ر شاخ قد امی نیمه راست نخاع د ر گروه کنترل روز 28 

برابر با Mean ± SE=1480± 31  است.
تعد اد  نورون های حرکتی آلفا شمارش شد ه، د ر شاخ قد امی نیمه راست نخاع، د ر گروه 

کمپرسیون د ر روز 28 برابر Mean ± SE= 686± 27 است. 
راست  نیمه  قد امی  شاخ  د ر  شد ه،  شمارش  آلفا  حرکتی  نورون های  تعد اد  
برابر                                                         میلی گرم)  کیلوگرم/   75 د وز(  با  ان بوتانول  گروه  با  تیمار  گروه  د ر  نخاع، 

Mean ± SE =1864± 34 است.
نخاع،  راست  نیمه  قد امی  شاخ  د ر  شد ه،  شمارش  آلفا  حرکتی  نورون های  تعد اد  
برابر                                               میلی گرم)  کیلوگرم/   75 د وز(  با  هید روالکلی  عصاره  با  تیمار  گروه  د ر 

Mean ± SE =1614± 29 است. 
و  کنترل  گروه  د ر  نخاع  شاخ  آلفا  حرکتی  نورون های  د انسیته  میزان  نمود ار،  د ر 
کمپرسیون (6n=) آورد ه شد ه است. د ر هر گروه اعد اد  نشان د هند ه میانگین د انسیته 
نورونی ± خطای استاند ارد  است. با توجه به  این که مقد ار  P= 0,000 است. تفاوت 
معناد اری بین د انسیته نورونی گروه کنترل و گروه کمپرسیون وجود  د ارد ، به طوری 

که د انسیته گروه کمپرسیون کاهش پید ا کرد ه است.

د ر نمود ار 2،  نتایج میزان د انسیته نورون های حرکتی آلفا شاخ قد امی نخاع د ر گروه 
هید روالکلی  و  بوتانول  ان  و  آبی   فاز  و  استات  اتیل  تیمار  های  گروه  با  کمپرسیون 
مقایسه  می د هد   نشان  د اد ه ها  آنالیز  است.  شد ه  آورد ه  گرم/کیلوگرم  میلی  د وز75  با 
گروه های اتیل استات، فاز آبی ، ان بوتانول و هید روالکلی با گروه کمپرسیون افزایش 
معناد اری را نشان می د هد  به طوری که بیشترین افزایش د ر د انسیته نورونی گروه ان 

(>0p/001) بوتانول است

نمود‌ار 1- میزان د‌انسیته نورون های حرکتی آلفا شاخ نخاع د‌ر گروه کنترل و کمپرسیون 
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38 /  غزاله نبوی نیا و همکاران

 نتایج هیستولوژیک
د ر  نخاع  موتونورون های  آلفا  بررسی  برای  نخاع  بافتی  برش های  از  حاصل  نتایج 
نیمه راست شاخ قد امی د ر تصویر های زیر خلاصه شد ه است. تصویر میکروسکپی 
و  مختلف  گروه های  د ر  سیاتیک  عصب  نخاعی  قطعه های  عرضی  برش  از  حاصل 
با رنگ آمیزی آبی تولوئید ین انجام گرفته است. الف: د ر گروه کنترل جسم سلولی 
آلفا موتونورون های شاخ قد امی نخاع به شکل منظم مشاهد ه می شود  و هسته د ر 
مرکز قرار د ارد . ب: کمپرسیون عصب سیاتیک سبب د ژنراسیون مرکزی و تخریب 
جسم سلولی آلفا موتونورون های شاخ قد امی نخاع می شود . جسم سلولی به شکل 
سیتوپلاسم  سرتاسر  د ر  و  شد ه  شکسته  نیسل  اجسام  می آید .  د ر  مثلثی  یا  و  بیضی 
سلول  محیط  سمت  به  خود   مرکزی  موقعیت  از  هسته  همچنین  می شوند .  پراکند ه  نمود‌ار 2- میزان د‌انسیته نورون‌های حرکتی آلفا شاخ قد‌امی نخاع بر حسب گروه‌ها

75 (میلی گرم  د وز  استات  اتیل  عصاره  تصویر (پ )تزریق  د ر  می د هد .  مکان  تغییر 
برکیلوگرم) پس از کمپرسیون عصب سیاتیک سبب رژنراسیون د ر آکسون می شود . 
به د نبال تغییرهای رژنراسیون د ر آکسون، جسم سلولی به حالت طبیعی د ر آمد ه، تورم 
کیلوگرم)  بر  میلی گرم   75 آبی (د وز  فاز  تزریق  تصویر (ج)  د ر  می شود .  کم  سلولی 
به  می شود .  آکسون  د ر  رژنراسیون  تغییر  سبب  سیاتیک  عصب  کمپرسیون  از  پس 
برگشته  مرکز  به  هسته  و  د رآمد ه  طبیعی  حالت  به  سلولی  جسم  تغییرها،  این  د نبال 
است. د ر تصویر (د ) تزریق عصاره ان بوتانول (د وز 75 میلی گرم بر کیلوگرم) پس از 
کمپرسیون عصب سیاتیک سبب تغییرهای رژنراسیون د ر آکسون می شود . به د نبال 
تغییر د ر رژنراسیون آکسون، جسم سلولی به حالت طبیعی د ر آمد ه، تورم سلولی کم 
می شود ، هسته به مرکز بر می گرد د  و این تغییرها به ویژگی های گروه کنترل نزد یک 
است. د ر تصویر (ر )تزریق عصاره هید روالکلی  (د وز 75 میلی گرم بر کیلوگرم) پس 
د نبال  به  می شود .  آکسون  د ر  رژنراسیون  تغییر  سبب  سیاتیک  عصب  کمپرسیون  از 
تغییر د ر رژنراسیون آکسون، جسم سلولی به حالت طبیعی د ر آمد ه، تورم سلولی کم 
می شود ، هسته به مرکز بر می گرد د  و این تغییرها به ویژگی های گروه کنترل نزد یک 

است.

بحث
د انسیته  د ر  معناد اري  اختلاف  تیمار  گروه هاي  تمام  که  د اد   نشان  تحقیق 
عکس هاي  نتایج  بررسی   .(>0P/001) د اشته اند کمپرسیون  گروه  با  نورونی 
د ارد   قرار  مرکز  د ر  هسته  کنترل  گروه  د ر  که  د اد   نشان  پژوهش  این  بافتی 
و  کنار  د ر  هسته  کمپرسیون  گروه  د ر  ولی  است،  بود ه  کروی  نورون  شکل  و 
چروکید ه است، ولی د ر گروه های تیمار با حالت طبیعی نورون ها د وباره نمایان 
د ید ه  واضح تر  هسته ها  بوتانول،  ان  فراکسیون  با  تیمار  گروه  د ر  که  است  شد ه 

می د هد .  نشان  کنترل  گروه  به  بیشتری  تشابه  و  می شوند  
اگر یک فیبر عصبی قطع شود  هم د ر اعصاب محیطی و هم د ر اعصاب مرکزی 
این  به  می شود (15).  سلولی  مرگ  به  منجر  د رنهایت  و  شد ه  ایجاد   تغییرهایی 
تخریب  میزان  چنانچه  اعصاب  شد ید   کمپرسیون  و  شد گی  قطع  د ر  که  معنا 
سمت  به  عقب  به  رو  ضایعه  آثار  باشد ،  شد ید   آکسون ها  پروگزیمال  بخش 
تخریب  و  مرکزی  د ژنراسیون  سبب  و  یافته  توسعه  ها  نورون  سلولی  جسم 
توسط   2002 سال  د ر  که  تحقیق هایی  می شود (16).  نورون ها  سلولی  جسم 

 

 

نتایج حاصل از برش های بافتی نخاع برای بررسی آلفا موتونورون های نخاع در نیمه راست شاخ قدامی  نتایج هیستولوژیک:
گروه های  در تصاویر زیر خلاصه شده است تصویر میکروسکپی حاصل از برش عرضی قطعات نخاعی عصب سیاتیک در

الف: در گروه کنترل جسم سلولی آلفا موتونورونهای شاخ قدامی  مختلف و با رنگ آمیزی آبی تولوئیدین صورت گرفته است.
کمپرسیون عصب سیاتیک موجب دژنراسیون مرکزی و .ب :  نخاع به شکل منظم مشاهده می شود و هسته در مرکز قرار دارد

شاخ قدامی نخاع می شود. جسم سلولی به شکل بیضی و یا مثلثی در می آید. اجسام  تخریب جسم سلولی آلفا موتونورون های
نیسل شکسته شده و در سرتاسر سیتوپلاسم پراکنده می شوند. همچنین هسته از موقعیت مرکزی خود به سمت محیط سلول تغییر 

م( پس از کمپرسیون عصب سیاتیک )میلی گرم برکیلوگر 57مکان می دهد.در تصویر )پ (تزریق عصاره اتیل استات دوز 
موجب رژنراسیون در آکسون می شود. به دنبال تغییرات رژنراسیون در آکسون، جسم سلولی به حالت طبیعی در آمده، تورم 

میلی گرم بر کیلوگرم( پس از کمپرسیون عصب سیاتیک موجب  57سلولی کم می شود. در تصویر )ج( تزریق فاز آبی )دوز 
ن در آکسون می شود. به دنبال این تغییرات، جسم سلولی تقریبا به حالت طبیعی درآمده و هسته به مرکز تغییرات رژنراسیو

میلی گرم بر کیلوگرم( پس از کمپرسیون عصب سیاتیک  57برگشته است.در تصویر )د( تزریق عصاره ان بوتانول )دوز 
رژنراسیون آکسون، جسم سلولی به حالت طبیعی در آمده، موجب تغییرات رژنراسیون در آکسون می شود. به دنبال تغییرات در 

تورم سلولی کم می شود، هسته به مرکز بر می گردد و این تغییرات به ویژگی های گروه کنترل نزدیک می باشد. در تصویر )ر 
در  نراسیونمیلی گرم بر کیلوگرم( پس از کمپرسیون عصب سیاتیک موجب تغییرات رژ 57(تزریق عصاره هیدروالکلی  )دوز 

آکسون می شود. به دنبال تغییرات در رژنراسیون آکسون، جسم سلولی به حالت طبیعی در آمده، تورم سلولی کم می شود، هسته 
 به مرکز بر می گردد و این تغییرات به ویژگی های گروه کنترل نزدیک می باشد.

 

 

 

 

 

 ب

 آلفا موتونورون

 آلفا موتونورون

 آلفا موتونورون

 ب الف

 ج پ

 ر د

شکل 1- نورون حرکتی آلفا د‌ر برش عرضی نخاع بر حسب گروه ها. رنگ آمیزی: آبی تولوئید‌ین – اریتروزین. )د‌رشت نمایی × 400(،الف: گروه کنترل، ب: 
 D تیمار ،C تیمار، B ج : تیمار، A کمپرسیون، پ: تیمار
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شد گی  له  و  آکسوتومی  که  د اد   نشان  شد   انجام  همکارانش  و   Kinugasa
نیز  د اد یم  انجام  ما  که  تحقیقی  می کند (17).  القا  نورون ها  د ر  را  آپوپتوز  عصب 
مویّد  آن مطلب است. همان طور که د ر قسمت نتایج مشاهد ه می شود ، د انسیته 
معناد اری  اختلاف  کنترل  گروه  به  نسبت  کمپرسیون  گروه  د ر  نورون ها  تعد اد  
کاهش  کمپرسیون  گروه  د ر  قد امی  شاخ  موتونورون های  آلفا  تعد اد   و  د اشته 
کمپرسیون  که  معناست  بد ان  این  و   (>0P/001) است  د اشته  توجهی  قابل 
صورت  به  مرکزی  د ژنراسیون  آثار  آمد ن  پد ید   سبب  جانور  سیاتیک  عصب 
نخاع  قد امی  شاخ  د ر  حرکتی  نورون های  سلولی  جسم  سمت  به  رتروگراد  
کنترل  با  مقایسه  د ر  کمپرسیون  گروه  د ر  نورونی  د انسیته  نهایت  د ر  و  شد ه 
پیشین  مطالعه های  با  راستا  هم  نتیجه  د ارد (نمود ار1).این  معناد اری  کاهش 

است(18). د انشمند ان  سایر 
ترکیب های  د اراي  گیاه  این  که  د اد   نشان  گیاه  فیتوشیمی  مطالعه های 
لوتئولین،  کوئرستین،  پروسیانید ین،  کاتچین،  آگریمونین،  مانند :  ارزشمند ي 
فراوان  کاربرد   سنتی  طب  د ر  که  فلاونوئید هاست  و  یوگنول  کامفرول، 
غافث  گیاه  اکسید انتی  آنتی  و  التهابی  ضد   آثار  سبب  ترکیب ها  این  د ارد . 
را  گیاه  و  شد ه  ساخته  گیاهان  د ر  فتوسنتز  طی  فلاونوئید ها  می شوند (19). 
شش  د ر  فلاونوئید ها  می کنند .  حفاظت  فعال  اکسیژن  گروه های  مقابل  د ر 
ایزوفلاون ها،  فلاون ها،  فلاونون ها،  می شوند :  طبقه بند ی  اصلی  زیرگروه 
د ارای  غافث  گیاه  گروه ها  این  بین  از  آنتوسیانید ین ها.  و  فلاوانول  فلاوانون ها، 
آسیب  زمان  د ر  کامفرول(20).  کوئرستین،  شامل:  است  فلاونوئید   نوع  چند ین 
راد یکال هاي  تولید   سبب  و  شد ه  فعال  اکسید اتیو  واکنش هاي  عصبی  سیستم 
سبب  و  برد ه  پیش  را  د ژنراسیون  واکنش هاي  راد یکال ها  این  می شوند .  آزاد  
سلولی  مرگ  روند هاي  آغاز  و  سلول  د اخل  به  کلسیم  یون  حد   از  بیش  نفوذ 
پیشرفت  از  جلوگیري  سبب  آنتی اکسید انی  مواد   و  فلاونوئید ها  وجود   می شوند . 
که  همان طور  می بخشند .  سرعت  و  بهبود   را  ترمیمی  روند هاي  و  شد ه  ضایعه 
2 مشخص است، تمام گروه هاي د ریافت کنند ه، عصاره هاي مختلف  د ر نمود ار 
می تواند   که  د اشته اند   کمپرسیون  گروه  به  نسبت  بیشتري  نورونی  د انسیته 
ترکیب های  حضور  د لیل  به  گروه ها  این  د ر  ترمیمی  روند هاي  نشان د هند ه 
که  است  پژوهشگران  نتایج  با  راستا  هم  نتایج  این  باشد .  عصاره ها  د ر  موثر 
می شود (21). التهابی  پاسخ  کاهش  سبب  غافث   گیاه  آبی  عصاره  د اد ند   نشان 

را   Agromonia اثرعصاره   2015 سال  د ر  همکاران   و   Nimse همچنین 
اثبات  وانیلیوئید ي  گیرند ه  پتانسیل  شد ن  فعال  با  پوست  بازسازی  تسریع  بر 
ما  نتایج  که  است  گیاه  این  ترمیمی  آثار  د اشتن  بر  گواه  خود   که  کرد ند (22) 

است.  تحقیق  این  با  راستا  هم 
کرد ه  مشخص  غافث  گیاه  ترکیب های  روي  شد ه  انجام   مطالعه های 
کاتچین،  کوئرستین،  آگریمونین،  همانند   ترکیب ها  این  از  بعضی  که  است 
هستند .  ایمنی  سیستم  تحریک کنند گی  خاصیت  د اراي  کامفرول  و  لوتئولین 

 (HPLC) سنجی  طیف  از  استفاد ه  با  قبل  محققان  از  حاصل  نتایج  همچنین 
هوایی  قسمت هاي  که  است  د اد ه  نشان  بالا  فشار  با  مایع  فاز  کروماتوگرافی 
 3/6 اسید   فنولیک   6/0  ،   mg/g  9/10  - و  فلاونوئید    2/8 حاوي  غافث  گیاه 
 Agrimonia گونه  غافث  گیاه   د ر  موجود   آگریمونین  است.  تانن    9/10  -
سیستم  تحریک کنند ه  سیتوکین   1 اینترلوکین  تولید    القاي  سبب    pilosa

می شود (23). ایمنی 
مقابل  د ر  بد ن  ایمنی  سیستم  آن،  ضایعه  و  عصبی  سیستم  تخریب  شرایط  د ر   
و  د فاع  به  شروع  می شوند   نورون ها  مرگ  سبب  که  شد ه  ایجاد   نامساعد   شرایط 
مربوط  غافث  گیاه  عصاره هاي  د ر  موجود   ترمیمی  آثار  شاید   می کنند .  فعالیت 

ترکیب هاست. این  د ر  موجود   ایمنی  سیستم  تحریک کنند گی  خاصیت  به 
ترشح  افزایش  سبب  لوتئولین  و  کاتچین  کوئرستین،  فلاونوئید هاي  همچنین 
می شوند .  ماکروفاژها  د ر  ایمنی  سیستم  تحریک کنند ه  سیتوکین  و   2 اینترلوکین 
متانولی  عصاره  د ر  موجود   کامفرول  که  کرد   مشخص  تحقیق ها  آن  بر  علاوه 
سیتوکین هاي  تولید   افزایش  همچنین  و  لنفوسیت  تولید   افزایش  سبب  گیاه 

می شود (24).  2 اینترلوکین  مانند   ایمنی  سیستم  تحریک کنند ه 
آثار  کانابینوئید ها  که  د اد ند   نشان   1998 سال  د ر  همکارانش  و   Hampson
به  وابسته  مسیرهای  طریق  از  گلوتامات  سمیّت  مقابل  د ر  را  خود   پروتکتیوی 
آثار  اکسید انی  آنتی  خصوصیات  وسیله  به  آن ها  بلکه  نمی د هند ،  انجام  رسپتور 
اسکوربات  طریق  از  ترکیب ها  این  آنتی اکسید انی  آثار  می کنند .  القا  را  خود  
سمیّت  با  مقابله  توان  کانابینوئید ها  به  که  می شود   اعمال  توکوفرول  آلفا  یا 
می د هد (25). را  مغزی  ایسکمی  مثل  نورون  اکسید اتیو  آسیب های  و  گلوتامات 
وجود   د لیل  به  نیز  گیاه  این  د ر  موجود   اکسید انتی  آنتی  آثار  شاید   بنابراین 

می شود . آثار  آن  باعث  بالا  مکانیسم  از  و  بود ه  توکوفرول 

نتيجه‌گيري
اتیل  فراکسیون هاي  و  غافث  گیاه  هید روالکلی  عصاره  تزریق  می رسد   نظر  به 
استات و ان بوتانول و فاز آبی آن د ر د فعات د وبار د ر 28 روز پس از کمپرسیون 
شد .  گروه ها  نورونی  د انسیته  د ر  معناد اري  افزایش  سبب  هشتم)  و  اول  (روز 
بنابراین  شد .  مشاهد   بوتانول  ان  گروه  د ر  د انسیته  بیشترین  که  طوري  به 
اکسید انتی  آنتی  آثار  د اشتن  د لیل  به  شاید   غافث  گیاه  شد ه  ذکر  عصاره هاي 

شوند .   عصبی  سیستم  ترمیم  سبب  می توانند   آپوپتوزي  آنتی  و  ضد التهابی  و 

تشکر و قد‌‌رد‌انی
همه  از  بود .  ارشد   کارشناسی  د رجه  د ریافت  برای  پایان نامه  حاصل  مقاله  این 
همکاران گروه زیست شناسی د انشکد ه علوم د انشگاه آزاد  اسلامی واحد  مشهد ، 
علوم  د انشکد ه  محترم  ریاست  و  مقد م  نخعی  د کتر  خانم  سرکار  گروه  مد یریت 
می شود . قد رد انی  و  تشکر  د ریغ شان  بی  همکاری های  برای  جاوید   د کتر  آقای 
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