
 
 
 
 

ه 
قال

م
ی

یق
حق

ت
 

 دانشگاه علوم پزشكي بابلمجلة 
 33-33 ، صفحه4331 اسفند، 3، شماره هجدهمدوره 

افزایش سطح سرمی اُآبایین اندوژن در مدل آلزایمر القایی توسط تزریق داخل بطنی 
 استرپتوزوسین
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 لوم پزشكي تهرانگروه علوم اعصاب و مطالعات اعتیاد، دانشكده فناوریهای نوین پزشكي، دانشگاه ع-1

 مرکز تحقیقات علوم اعصاب، دانشگاه علوم پزشكي بابل-2

 گروه فیزیولوژی، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران-3

 گروه آناتومي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران  -4
 

 16/11/94 ، پذيرش:6/7/94 ، اصلاح:9/6/94دريافت: 

 خلاصه
کتورهای شبیه دیژیتال یا مهار کننده های پمپ سدیم، در بسیاری از شرایط پاتولوژیک افزایش مي یابد. کااهش فعالیاپ پماپ سادیم باه سطح سرمي فا سابقه و هدف:

 CSFم و سادیم مطالعه به منظور بررسي تغییرات سطح اُآبائین اندوژن سر لذا اینمكانیسم دقیق آن مشخص نیسپ.  اماواسطه اولیگومرهای آمیلوئید بتا قبلاً گزارش شده 

 در مدل حیواني آلزایمر القایي با تزریق داخل بطني استرپتوزوتوسین طراحي شد. 

تزریق داخل  بامدل آلزایمر . روز تقسیم شدند 41و  3، 2سر رت نر به طور تصادفي به گروه های سالین و استرپتوزوتوسین  14در این مطالعه تجربي،  ها:مواد و روش

تغییرات  و و نمونه خون از ورید دمي گرفته شد Cisterna magnaاز فضای  CSFنمونه  روزهای اول و سوم القاء شد.در  mg/kg  3به میزانبطني استرپتوزوتوسین 

 از رنگ آمیزی بنورونها و حضور پلاک های آمیلوئید به ترتیبرای بررسي مورفولوژی در گروه های آزمایشي مورد ارزیابي قرار گرفپ.  CSFسطح اُآبائین سرم و سدیم 

 .استفاده شد قرمز کونگوو کرزیل ویوله 

در برابر  3/5±52/5) 3 روز نانوگرم بر میلي لیتر(، 01/5±51/5در برابر  2/5±50/5) 2 در روز سطح سرمي اُآبائین در گروههایي که استرپتوزوتوسین دریافپ کردند ها:يافته

نانوگرم بر میلي لیتر( پس از تزریق استرپتوزوتوسین، بطور معني داری نسبپ به گروه های  00/5±54/5در برابر  2/5±53/5) 41 روز نانوگرم بر میلي لیتر( و 50/5±03/5

 برابر در 0/412±3/2دار بود  روز نسبپ به گروه های سالین معني 2در گروه استرپتوزوتوسین  CSF(. همچنین افزایش سدیم >50/5p)سالین افزایش نشان داد

2/3±0/405 (50/5p<).  داری دیده نشدیرغم یک روند افزایشي، تفاوت معني روز عل 41و   3با این وجود در گروه های استرپتوزوتوسین. 

بالقوه و به عنوان هدف درماني  تغییرات پاتولوژیک زودهنگام در فعالیپ پمپ سدیم اسپاندوژن سرم نشانه ای از اُآبائین افزایش سطح در این مطالعه  گیری: نتیجه

  .پیشنهاد مي شود

 .آلزايمر، اُآبائین، استرپتوزوتوسین: های کلیدیواژه

 

                                                 
  دانشگاه علوم پزشكي تهران مي باشد. 45333-43-54-43یقاتي به شماره طرح تحقاین مقاله حاصل 

 مریم زحمتكشدکتر : مسئول مقاله *
 E-mail: zahmatkm@tums.ac.ir                    524-13502400 :تلفن.  دانشكده فناوریهای نوین پزشكي، گروه علوم اعصاب و مطالعات اعتیاد دانشگاه علوم پزشكي،تهران، : آدرس

  مقدمه
در مغز بیماران مبتلا به آلزایمر شواهدی از کاهش فعالیپ پمپ سدیم وجود 

. غلظپ آمیلوئید بتا در حد نانومولار سبب کاهش فعالیپ پمپ سدیم در (4) دارد

ر احتمالاً از طریق مسیر سیگنالینگ اسلایس های هیپوکامپ مي گردد که این اث

صورت مي پذیرد و یكپارچگي غشاء برای ایجاد آن ضروری اسپ. مهار فعالیپ 

باشد که سلول را بسوی  يپمپ درحضور آمیلوئید بتا مي تواند آغاز کننده وقایع

ترکیباتي شبیه اُآبائین را  4333در سال  Fishmanاولین بار  .(2) مرگ مي برد

. از آن زمان تاکنون مطالعات متعددی به بررسي انواع (3)ایي نموددر مغز شناس

مقالات مروری  2540داروهای شبیه دیژیتال و نقش آنها پرداخته اند. در سال 

متعددی به ویژگي و اهمیپ پایش این ترکیبات در شرایط پاتولوژیک مختلف 

و  Simoniniدر . (1)اشاره نموده و آنها را به عنوان بیومارکر مطرح نموده اند

 همكاران نشان دادند که سطح پلاسمایي اُآبائین اندوژن قبل و بعد از عمل جراحي 

 

. (0)مي تواند شدت بیماری و خطر مرگ و میر بعد از جراحي را مشخص نماید

تزریق داخل بطني استرپتوزوتوسین سبب تخریب پیشرونده یادگیری، حافظه و 

آن به عنوان یک مدل حیواني مناسب در  لیسم گلوکز مغزی مي شود و ازومتاب

. از آنجاییكه تغییرات (0) القای بیماری آلزایمر نوع اسپورادیک استفاده مي شود

 Cerebrospinal fluid مولكولي در محیط خارج سلولي و میان بافتي مغز در

(CSF)  منعكس مي گردد، در صورت کاهش فعالیپ پمپ، احتمال تغییر سدیم

CSF .افزایش سدیم  وجود داردCSF  مسیر نوروماجولیتوری را فعال مي کند که

با تولید موضعي آلدوسترون و تأثیر بر کانال های سدیمي اپي تلیال سبب آزاد 

. بنابراین علاوه بر اندازه گیری اُآبائین سرم، غلظپ (3)گرددشدن اُآبائین مي

شبیه دیژیتال و  نیز در این مطالعه بررسي شد. نظر به اینكه داروهای CSFسدیم

و تاکنون تغییرات لیگاند اندوژن  (3و4)اُآبائین اندوژن پمپ سدیم را مهار مي کنند
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 و همكارانمریم زحمتكش  ؛...افزایش سطح سرمي اآُبایین اندوژن

 

پمپ سدیم در مدل آلزایمر بررسي نشده اسپ، مطالعه حاضر به منظور بررسي 

سطح سرمي اُآبائین اندوژن در مدل بیماری آلزایمر القایي با تزریق داخل بطني 

 .استرپتوزوتوسین طراحي شد

 
 

 هامواد و روش
در  4335تا  4343در بازه زماني سال کاربردی-در این مطالعه بنیادی

سر رت  14 ،آزمایشگاه فیزیولوژی دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران

گرم به طور  205-355در محدوده وزني  Sprague-Dawley نژادنر از 

و ضوابط  2554ي سال اصول بیانیه هلسینك. گروه تقسیم شدند 0تصادفي به 

ابتدا رت ها با تزریق . اخلاقي در مورد کار با حیوانات آزمایشگاهي رعایپ گردید

بیهوش شده و در دستگاه ( gm/gm05)داخل صفاقي پنتوباربیتال سدیم 

پس از مشخص شدن پیوستگاه های برگما و لامبدا، . استریوتاکسي قرار داده شدند

بطن های طرفي که بر اساس کانول راهنما در مختصات فضایي 

میلیمتر نسبپ به خط بین  -4/5گرمي؛  235در یک رت sonixaP (45)اطلس

میلیمتر نسبپ به سطح  1میلیمتر نسبپ به خط وسط جمجمه و  ±0/4گوشها، 

بعد از جراحي استریوتاکسي و طي شدن روند . جمجمه تعیین گردید، قرار داده شد

حل شده در سالین به  gm/gm k/gm /3 بهبودی، استرپتوزوتوسین به مقدار

میكرولیتر در روزهای اول و سوم و در هر دو طرف داخل بطنهای مغزی  2حجم 

گروه های سالین تحپ جراحي استریوتاکسي قرار گرفته و سالین به . تزریق شد

برای بررسي تأثیر تزریق داخل بطني . روش داخل بطني تزریق شد

بر سطح پلاسمایي گلوکز، مقدار  buk-aiokomamoxibاسترپتوزوتوسین با دوز 

. گیری شدآن با روش آنزیمي گلوکز اکسیداز و با استفاده از اسپكتروفتومتری اندازه

استرپتوزوتوسین در گروه های / روز بعد از تزریق داخل بطني سالین 41و  3، 2

و  FiPmo xo gomxo (44)از فضای  FbCسالین و استرپتوزوتوسین، نمونه 

بعد از پرفیوژن داخل قلبي سالین و  رت هامغز . ه خون از ورید دمي گرفته شدنمون

به سرعپ خارج و در ( Hp=2/3مولار، 4/5حاوی بافر فسفات ) %1پارافرمالدئید

مقاطع کرونال با . ساعپ قرار داده شد 14به مدت  %1محلول پارافرمالدئید

ونهای هیپوکامپ پس میكرومتر تهیه و ویژگي های مورفولوژیک نور 45ضخامپ 

همچنین رنگ قرمز . (42) از رنگ آمیزی با کرزیل ویوله مورد بررسي قرار گرفپ

میكرومول  0. (43) کونگو برای شناسایي آمیلوئید در هیپوکامپ به کار گرفته شد

پس از . تهیه گردید Hp=1/3از محلول قرمز کونگو در بافر فسفات پتاسیم با 

به مدت  %0/5ومتری در محلول رنگ کونگو و اتانل میكر 4حذف پارافین، مقاطع 

دقیقه در تاریكي قرار داده شده و پس از مواجهه با الكل مطلق و شتشو با آب  25

برای اندازه گیری اُآبائین، .به مدت یک دقیقه در محلول هماتوکسیلین قرار گرفتند

ي سرم ای میكروپلیپ حاوی آنتسرم و محلول استاندارد اُآبائین در چاهک ه

پس از . قرار داده شدند F°33 اُآبائین خرگوش به مدت دو ساعپ در دمایآنتی

-maom oxmiأوالبومین و -شستشو، آنتي بادی های آنتي اُآبائین متصل به اُآبائین

 okkim bmr-Ho aniaoPo اضافه و به مدت یک ساعپ دیگر انكوبه شد .

میكرولیتر  255ضافه نمودن چاهک با احضور آنزیم پروکسیداز باقیمانده در هر 

محلول سوبسترایتترا متیل بنزیدین به هر چاهک تعیین گردید و ضمن محافظپ 

واکنش با افزودن یک . دقیقه در دمای اتاق انكوبه شد 40در مقابل نور، به مدت 

. نانومتر قرائپ شد 105محلول اسیدی، پایان داده شد و میزان جذب در طول موج 

 سرم بدسپ آمد xm/gnاُآبائین بر حسب غلظپ لهای استاندارد، با استفاده از محلو

 EoaiboM oPyLymo oxonyao , B) غلظپ سدیم توسط اتوآنالایزر. (41)

oaoa a، AbU) داده ها با استفاده از آنالیز واریانس  .گیری قرار گرفپمورد اندازه

لاف مورد ارزیابي قرارگرفپ و برای مقایسه اخت (UVONUOneWay) یكطرفه

 .در نظر گرفته شدمعني دار  H<50/5و  بین گروهها از تسپ توکي استفاده شد

 
 

 يافته ها
نشان نداد. همچنین  عني داری بین گروه هاتفاوت م گلوکزپلاسمایي سطح 

با وجود تغییرات وزن، کاهش آن در گروههای دریافپ کننده استرپتوزوتوسین 

بائین در گروههایي که .سطح سرمي اُآنشان نداداختلاف معني داری 

 01/5±51/5در برابر  2/5±50/5) 2 در روز استرپتوزوتوسین دریافپ کردند

نانوگرم بر میلي  03/5±50/5در برابر  3/5±52/5) 3 روز نانوگرم بر میلي لیتر(،

نانوگرم بر میلي لیتر( پس از  00/5±54/5در برابر  2/5±53/5) 41 روز لیتر( و

طور معني داری نسبپ به گروه های سالین افزایش تزریق استرپتوزوتوسین، ب

 بود.(. اما روند این تغییرات طي دو هفته یكسان >50/5p، 4نشان داد)نمودار 

روز پس از تزریق استرپتوزوتوسین، بطور معني داری نسبپ  CSF ،2میزان سدیم 

 میلي اکي والان بر لیتر، 0/405±2/3در برابر  0/412±3/2به گروه های سالین )

50/5p< روز  3داده اسپ. اما تغییر شاخص فوق  ( افزایش نشان2، نمودار

میلي اکي والان  3/413±3/3) روز 41میلي اکي والان بر لیتر( و  0/1±0/414)

 س از تزریق استرپتوزوتوسین با وجود یک روند افزایشي، نسبپ به پبر لیتر( 

 (. 2های سالین معني دار نمي باشد )نمودار گروه

 
 
 
 
 
 

 
 

 . تغییرات سطح سرمی اآُبائین اندوژن در گروههای مورد مطالعه1نمودار 

10/1*p< های سالیندر مقايسه با گروه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 در گروههای مورد مطالعه CSF. تغییرات میزان سديم 2نمودار 

10/1*p< های سالیندر مقايسه با گروه 
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 بطاان در  نتااایح حاصاال از بررسااي هااای بافااپ شناسااي، افاازایش فضااای

 گروه های دریافپ کننده استرپتوزوتوسین نسبپ باه گاروه هاای ساالین را نشاان 

(، سلولهای هیپوکامپ به صاورت مانظم C(. در گروه سالین )B،4مي دهد )شكل 

مشاهده شدند. نورون های دژنره و جمع شده باه صاورت پراکناده و باا فضااهای 

(. در Dلم مشخص مي شاوند )خارج سلولي افزایش یافته نسبپ به نورون های سا

( و Eرنگ آمیزی کونگو ناحیه هیپوکامپ تفاوت باارزی باین گروههاای ساالین )

 ( مشاهده نشد.Fاسترپتوزوتوسین )

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .. اثر تزريق داخل بطنی استرپتوزوتوسین بر اندازه بطن1شكل 

(A-B( و ویژگي های مورفولوژیک نورونهای هیپوکامپ )C-Dپس از رنگ آ ) میزی کرزیل ویوله و

( در گروههای سالین و استرپتوزوتوسین. نورون های دژنره و جمع شده به صورت E-Fقرمز کونگو )

( مشخص مي C( نسبپ به نورون های سالم )Dپراکنده و با فضاهای خارج سلولي افزایش یافته )

 ×.40شوند. بزرگنمایي 

 
 نتیجه گیریبحث و 

که در مدل القای آلزایمر اسپورادیک در  نتایح حاصل از مطالعه نشان داد

، میزان مهارکننده استرپتوزوتوسین صورت مي پذیردرت که با تزریق داخل بطني 

اندوژن پمپ سدیم، اُآبائین در سرم افزایش مي یابد. تزریق داخل بطني 

استرپتوزوتوسین سبب کاهش متابولیسم انرژی، استرس اکسیداتیو، مقاومپ به 

و تخریب پیشرونده یادگیری و حافظه مي شود و بعنوان یک مدل  انسولین در مغز

 حیواني مناسب برای القای بیماری آلزایمر نوع اسپورادیک در نظر گرفته 

 D. استرپتوزوتوسین یک نیتروزآمید متیل نیتروز اوریا اسپ که به (0)شودمي

 N-nitrosoureideگلوکز متصل شده و پس از جذب سلولي متابولیزه شده و 

 گرددمي ROSومرگ سلول از طریق تولید  DNAشود که سبب آسیب آزاد مي

های . با توجه به اینكه تغییرات اندازه بطن ها و مورفولوژیک نورونها در گروه(40)

استرپتوزوتوسین مشاهده شدند، خود تأییدی بر وجود تغییرات دژنراتیو در مدل 

 sub-diabetogenicبطني دوز باشد. در این مطالعه تزریق داخل مذکور مي

های آزمایشي تأثیر قابل استرپتوزوتوسین برسطح پلاسمایي گلوکز گروه

مطالعه با  این ای نداشپ. افزایش فاکتور شبیه دیژیتال، اُآبائین درملاحظه

ف نشان داده اند، گزارشات قبلي که افزایش آن را در شرایط پاتولوژیک مختل

ای شبیه دیژیتال از خانواده استروئید هایي هستند که . فاکتوره(40) همخواني دارد

در غده آدرنال و مغز سنتز و رها مي شوند. اتصال آنها به پمپ سدیم سبب مهار 

انتقال یوني و در مواردی سبب فعال شدن مسیرهای سیگنالینگ داخل سلولي 

پاتولوژیک مانند  گردد. اثرات آنها در شرایط فیزیولوژیک ومتعددی مي

 وستاز سدیم، تنظیم تون عروق و سرطان بررسي شده اسپرتانسیون، همهیپ

های . از سوی دیگر گزارشاتي از کاهش فعالیپ پمپ سدیم در سلول(43و44)

کورتیكال در محیط کشپ و اسلایسهای هیپوکامپ درحضور آمیلوئید بتا وجود 

یلوئید بتا نشان داد که غلظپ نانومولار آم و همكاران Bores. مطالعه (2) دارد

. این اثر (2)سبب کاهش فعالیپ پمپ سدیم در اسلایس های هیپوکامپ مي گردد

بصورت مستقیم صورت نمي گیرد بلكه یكپارچگي غشاء برای ایجاد اثرات آمیلوئید 

بتا بر پمپ ضروری مي باشد، به همین دلیل احتمال مي رود این اثر از طریق 

اهده شده اسپ که کاهش فعالیپ مسیر سیگنالینگ صورت پذیرد. همچنین مش

نمي باشد، چراکه کاهش فعالیپ پمپ در حضور  ATPپمپ به علپ تخلیه 

ATPرسد که مهار فعالیپ پمپ درحضور آمیلوئید همچنان وجود دارد. بنظر مي

. دلیل عدم (2)بتا آغاز کننده وقایع و اثراتي باشد که سلول را بسوی مرگ مي برد

تواند مدت کوتاه بررسي مطالعه مياین آمیلوئید بتا در مشاهده تغییرات مربوط به 

مي تواند به کاهش فعالیپ پمپ  ROSباشد. آمیلوئید بتا به واسطه تولید 

 ، اما این احتمال وجود دارد که اثرات آمیلوئید بتا از طریق مهار (43)بیانجامد

ل، مقاومپ کننده های اندوژن پمپ ایجاد شده باشد. با توجه به اینكه در این مد

به انسولین مغزی ایجاد مي شود و از سوی دیگر انسولین یكي از عوامل مهم در 

تنظیم فعالیپ پمپ سدیم مي باشد. بنابراین مي توان این احتمال را مطرح نمود 

که القای مدل با اختلال مسیر سیگنالینگ انسولین و تأثیر بر فعالیپ پمپ سبب 

. از (25) هار کننده های اندوژن پمپ مي شودتحریک ارگانهای داخلي به تولید م

 CSFآنجایي که تغییرات مولكولي در محیط خارج سلولي و میان بافتي مغز در 

 CSFمنعكس مي گردد، در صورت کاهش فعالیپ پمپ، احتمال تغییر سدیم 

بدلیل عدم تعادل یوني وجود دارد. اخیراً گزارشاتي وجود دارد که نشان مي دهد 

مسیر نوروماجولیتوری را فعال مي کند که با تولید موضعي  CSF افزایش سدیم

آلدوسترون و عملكرد کانالهای سدیمي اپي تلیال سبب آزاد شدن اُآبائین مي 

مي تواند بعلپ تغییر  CSF. بنابراین در این مطالعه افزایش میزان سدیم (3)گردد

خود مي تواند  گرادیان یوني متعاقب اختلال عملكرد پمپ باشد. از سوی دیگر

بصورت عاملي برای آزادشدن بیشتر مهار کننده های اندوژن پمپ عمل کند. نتایح 

مطالعه حاضر نشان داد که در مدل القای آلزایمر اسپورادیک که با تزریق داخل 

، میزان اُآبائین سرم افزایش مي یابد. استرپتوزوتوسین صورت مي پذیردبطني 

لیسم سلولي همراه ومانند آلزایمر که با اختلال متاب بنابراین در شرایط پاتولوژیكي

مي باشد، امكان افزایش مهار کننده های اندوژن پمپ سدیم حتي قبل از تشكیل 

پلاک های آمیلوئید بتا وجود دارد و مقابله با افزایش آنها مي تواند بعنوان راهكار 

 CSFحجم کم درماني جدید پیشنهاد گردد. یكي از محدویپ های مطالعه کنوني 

جمع آوری شده بود که امكان بررسي فاکتورهای شبیه دیژیتال رامشكل مي نمود. 

آزمون شود  HPLCپیشنهاد مي شود در مطالعات بعدی تكنیک های دیگر مثل 

 تا بتوان مقادیر این ماده را در حجم کم نیز اندازه گیری نمود.
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Serum level of digitalis-like factors or sodium pump inhibitors increase under 

numerous pathogenic circumstances. Diminution of sodium pump activity was reported to be secondary to beta-

amyloid oligomers, though the mechanism involved remains inconclusive. Therefore, this study was conducted to 

evaluate the alteration in serum levels of endogenous ouabain and cerebrospinal fluid (CSF) sodium in an animal model 

of Alzheimer’s disease, induced by intracerebroventricular injection of streptozotocin (ICV-STZ). 

METHODS: In this empirical study, 48 male rats were randomly divided into six groups of saline and STZ. 

Alzheimer’s model was induced by ICV injection of STZ (3 mg/kg) on the first and third days. CSF samples were 

drawn from cisterna magna, and blood samples were collected from caudal vein. Thereafter, serum levels of ouabain 

and CSF sodium were evaluated 2, 7, and 14 days after STZ/saline injection in the test groups. Cresyl violet and Congo 

red stains were applied to study neuronal morphology and presence of amyloid plaques.  

FINDINGS: The mean serum levels of ouabain in the STZ groups were 0.2±0.05 ng/mL vs. 0.54±0.04 ng/mL on the 

second day, 0.3±0.02 ng/mL vs. 0.59±0.06 ng/mL on the seventh day, and 0.2±0.07 ng/mL vs. 0.65±0.08 ng/mL on the 

fourteenth day. These results indicated a significant increase of endogenous ouabain in the experimental groups 

compared to the saline groups (p<0.05). On the second day, CSF sodium concentration in the STZ groups was 

significantly higher than the saline groups (142.6±2.9 vs. 150.6±3.2; p<05.0). However, despite the increasing trend, in 

the STZ groups there were no significant differences between the 7- and 14-day STZ groups.  

CONCLUSION: In this study, elevated serum level of endogenous ouabain is a sign of early pathological changes in 

sodium pump activity and can be recommended as a potential therapeutic target. 

KEY WORDS: Alzheimer’s, Ouabain, Streptozotocin. 
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