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Abstract 
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Objective: Ischemic preconditioning (IPC) is an endogenous phenomenon that can 
induce ischemic tolerance (IT) in variety of organs such as brain. In this study, we 
examined the intermittent and prolonged dose of normobaric hyperoxia (NBHO) 
in neurologic deficit scores, NF-kB activity, and TNF-α converting enzyme (TACE) 
expression.  
Materials and Methods: The rats were divided to four main groups.  First two 
groups were exposed to HO divided in prolonged (24hrs; PrHO) and intermittent 
(4h×6 days; InHO) groups. Second two groups acted as control groups and they 
were exposed to 21% oxygen with the following condition: in the same chamber 
(room air, RA), continuously (24hrs; Pr RA) and discontinuously (4h×6days; InRA). 
Each group was subdivided to three subgroups. After 24hrs, first subgroup was 
subjected to 60mins MCAO followed by 24hrs of reperfusion. Then, IT, induced by 
InHO and PrHO, was measured by neurologic deficit scores and infarct volume. 
Second and third subgroups were respectively called sham-operated subgroup and 
intact subgroup designed to assess the effect of HO on NF-kB activity and TNF-α 
converting enzyme expression.    
Results: Our findings indicate that InHO and PrHO are involved in the induction of 
IT. Pretreatment with InHO and PrHO reduce neurologic deficit scores and infarct 
volume significantly. InHO and PrHO increase NF-kB activity and TNF-α converting 
enzyme expression with different degrees. Also, InHO with ischemia increase NF-kB 
activity and TNF-α converting enzyme expression significantly.  
Conclusion: Although further studies are needed to clarify the mechanisms of 
ischemic tolerance, InHO and PrHO seem partly to exert their effects via increasing 
NF-kB activity and up regulation of TNF-α converting enzyme. 

Keywords: Ischemic Preconditioning, TNF-α Converting Enzyme, Stroke, NF-kB  
Activity, Normobaric Hyperoxia
Yakhteh Medical Journal, Vol 10, No 2, Summer 2008, Pages: 137-144



مقدمه
تحریکات آسیب رسان در دوزهای پایین و کم، البته زیر آستانه  
را  مغز  که  می کند  القا  سازشی  پاسخ  نوعی  سلول،  به  آسیب رسان 
تحریکات آسیب رسان  همین  از  دیگر حاصل  استرس های  برابر  در 
تحمل (Tolerance) یا دیگر تحریکات آسیب رسان تحمل متقابل 
استرس های  بین  )1(. در  (Cross Tolerance) حفاظت می کند 
 ،)5( آنوکسی   ،)4( تشنج   ،)3( ایسکمی   ،)2( هیپوکسی  مختلف، 
 ،)7( گرما   ،)6(  (Spreading Depression) منتشر  افسردگی 
اشباع نشده )9(، و  با اسیدهای چرب  تیمار  استرس اکسیداتیو )8(، 
مهار کننده های فسفوریلاسیون اکسیداتیو )10( فرایند تحمل مغز در 
را  کانونی(  یا  )کامل   (Ischemic Tolerance) ایسکمی  برابر 
القا می کنند. پیاده سازی روش های مذکور برای ایجاد پدیده تحمل 
امکان پذیر  انسان  آنها در  زیان بار  یا  آثار سمی  به علت  ایسکمی  به 
نیست. بدین ترتیب به علت آثار زیان بار نسبتا کم HO برای ایجاد 
پدیده تحمل به ایسکمی، این روش به مقدار زیادی مورد توجه قرار 
گرفته است. چندین گزارش وجود دارد که هیپرکسی نیز باعث بروز 

تحمل به ایسکمي مي شود )11، 12(.
پیش شرطی سازی (Preconditioning) برای ایجاد تحمل به 
آسیب خفیف  کوتاه  دوره هاي  آن  در  که  است  پدیده ای  ایسکمی 
ایسکمی  زیان آور  آثار  برابر  در  قدرتمندی  حفاظت  کشنده،  زیر 

القا می کند )13(. آثار مفید پیش شرطی  کشنده، طولانی و متوالی 
است  شده  روشن  اکنون  شد.  داده  نشان  قلب  در  بار  اولین  سازی 
و اندام ها  در  را  ایسکمی  به  تحمل  می تواند  شرطی سازی  پیش   که 
دستگاه های مختلف از جمله مغز، قلب، کبد، روده کوچک، عضله 
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چکیده 
دريافت مقاله: 86/8/29، پذيرش مقاله: 86/12/12

 )Normobaric Hyperoxia: HO( نورموباریک  هیپرکسی  واسطه  به  شرطی سازی  پیش  اثر  بررسی  هدف:   *
NF-kB و فعالیت TNF-α پیوسته و متناوب بر میزان بیان آنزیم تبدیل کننده

 4( متناوب  و  پیوسته(  ساعت   24( پیوسته  گروه های  صورت  به  گروه  چهار  در  رت ها  روش ها:  و  مواد   *
می گرفتند.  قرار   )Room Air: RA( نورموباریک  نورموکسی  و   HO معرض  در  روز(   6 مدت  به  روز  در  ساعت 
مغز میانی  شریان  انسداد  جراحی  تحت  ساعت،   24 از  بعد  اول،  زیرگروه  می شد.  تقسیم  زیرگروه  سه  به  گروه   هر 
)Middle Cerebral Artery Occlusion: MCAO( به مدت 60 دقیقه قرار می گرفتند و سپس 24 ساعت به آنها 
MCAO( و گروه  اجازه برقراری مجدد جریان خون داده می شد. زیرگروه دوم و سوم به نام زیر گروه شم )بدون 
دست نخورده )بدون جراحی( برای بررسی اثر هیپرکسی نورموباریک بر بیان آنزیم تبدیل کننده TNF-α و فعالیت 

NF-kB در نظر گرفته شده بود. 
 HO متناوب و پیوسته در القای پدیده تحمل به ایسکمی دخالت دارند. پیش درمان با HO یافته ها: یافته ها نشان داد *
پیوسته و متناوب بیان آنزیم تبدیل کننده TNF-α و فعالیت NF-kB را به طور معنی دار افزایش می دهد. آثار پدیده 
تحمل به ایسکمی بر بیان آنزیم تبدیل کننده TNF-α فعالیت NF-kB در روش های پیوسته و متناوب یکسان نبودند و

HO پیوسته نسبت به متناوب اثر قوی تری داشت.
* نتیجه گیري: نتایج این تحقیق نشان می دهد هیپرکسی نورموباریک آثار حفاظت عصبی خود را احتمالا تاحدی 

از طریق افزایش فعالیت NF-kB و میزان بیان آنزیم تبدیل کننده TNF-α نشان می دهد.   

،NF-kB مغزي، فعالیت  سکته   ،TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم  ایسکمی،  به  شرطی سازی  پیش   كلید واژگان: 
هیپرکسی نورموباریک
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نکروز-آلفا  تومور  فاکتور  اخیرا   .)14( کند  القا  ریه ها  و  اسکلتی، 
های  آسیب  برابر  در  مغزی  حفاظت  مکانیسم هایی  در   (TNF-α(
است  گرفته  قرار  تاکید  مورد  زیادی  مقدار  به  ایسکمی  از  حاصل 
 ،(TNF-α) مغزی  حفاظت  نقش  گرفتن  نظر  در  با   .)16  ،15(
میانجی یک  عنوان  به   TNF-α که  داده اند  نشان  مطالعات   برخی 

 (Ischemic Preconditioning)  IPC در  کلیدی 
متصل  پروتئاز  واسطه  TNF-α .)18 به   ،17( می کند  عمل 
عنوان  به  آنزیم  ای��ن  می ش��ود.  ره��ا  محلول  حالت  به  غشا  به 
متالوپروتئیناز و  )دیس اینتگرین(  دهنده  غیرجامعیت   پروتئین 
 (A Disintegrin and Metalloproteinase:  ADAM(
TNF-α ک���ن���ن���ده  ت���ب���دی���ل  آن����زی����م  ب����ه   م����وس����وم 
  (TNF-α converting enzyme:  TACE/ADAM)
بعد  داده اند  نشان  اخیرا  محققان  همچنین،   .)19( می کند  عمل 
مانند  عوامل  برخی  واسطه  به  ایسکمی  به  شرطی سازی  پیش  از 
 ،In vitro شرایط  در  گلوکز  و  اکسیژن  محرومیت  القای 
حیاتی  نقش  و  می ش��ود  افزایشی  تنظیم  دچ��ار   TACE آنزیم 
 .)20( می کند  ایفا   )Neuroprotection( مغزی  حفاظت  در 
گلوکز و  اکسیژن  محرومیت  القای  افزایش  می دهد  نشان   نتایج 
)Oxygen glucose deprivation: OGD)، گلوتامات خارج 
سلولی را در محیط های کشت که در معرض پیش شرطی سازی به 
 BB3103 توسط  اثر  این  می آورد.  پایین  می گیرند  قرار  ایسکمی 
با و  می ش��ود  بلوک   TNF-α آنتی  و   )TACE  )مهارکننده 
بین  رابطه   .)21  ،3( می شود  تقلید   TNF-α با  قبلی  انکوباسیون 



است شده  داده  نشان  قبلا   NF-kB و   TACE آنزیم   ،TNF-α 
صورت  به  سیتوپلاسم  سطح  در   NF-kB آنزیم   .)23  ،22  ،19(
برای  دارد.  قرار   )IkB( مهارکننده  فاکتور  به  متصل  و  غیرفعال 
فسفوریله  مهارکننده  فاکتور  باید   NF-kB آنزیم  شدن  فعال 
غلظت اندازه گیری  با  ترتیب  بدین  شود.  جدا   NF-kB از  و   شده 
ارزیابی مورد   NF-kB آنزیم  فعالیت  میزان   Phospho-IkB 

قرار می گیرد. درگیري آنزیم TACE و TNF-α در پیش شرطي 
سازي حاصل از محرومیت اکسیژن و گلوکز در شرایط In vitro به 
اثبات رسیده است )1، 21، 24(. اما اثر هیپرکسي بر میزان بیان ژن آنزیم 
 تبدیل کننده TNF-α و سطح سرم TNF-α  در شرایط In vitro و
In vivo هنوز ناشناخته است. چرا که نشان داده شده است هیپرکسی 
 ،12  ،11( کند  ایجاد  ایسکمی  به  تحمل  پدیده  می تواند  ساعته   24
24(. از طرف دیگر نشان داده شده است هیپرکسی 24 ساعته آثار 
بر ریه ها دارد )25( و هیپرکسی در زمان های کوتاه  سمی شدیدی 
آثار سمی کمتری دارد ولی نمی تواند پدیده تحمل به ایسکمی ایجاد 
کند )11(. همچنین نشان داده شده است که هیپرکسی در زمان های 
کوتاه اما متناوب می تواند پدیده تحمل به ایسکمی ایجاد کند )24(. 
نورموباریک  هیپرکسی  مولکولی  مکانیسم  بررسی  جهت  همین  به 

پیوسته و متناوب ضروری به نظر می رسد.
اثر حفاظت  از: 1. بررسي  این مطالعه عبارتند  اهداف اصلي در 
عصبي حاصل از هیپرکسي نورموباریک متناوب و پیوسته بر نقص 
هاي نورولوژیک و حجم آسیب بافتی در مغز 2. بررسي اثر حفاظت 
بر  پیوسته  و  متناوب  نورموباریک  هیپرکسي  از  حاصل  عصبي 
فعالیت NF-kB 3. بررسي اثر حفاظت عصبي حاصل از هیپرکسي 
تبدیل  آنزیم  ژن  بیان  میزان  بر  پیوسته  و  متناوب  نورموباریک 
زمان  تا  درمان  پیش  از  بعد  ساعت   48  (TACE)  TNF-α کننده 
وجود سلولی  داخل  احتمالی  واکنش های  کلیه  انجام  برای   کافی 

داشته باشد.

مواد و روش ها
گروه بندی حیوان آزمایشگاهی

به  تصادفی  طور  به  )350-250گ��رم(  اسپیراگو-دالی  رت های 
چهار گروه حاوی 21 حیوان تقسیم می شدند. دو گروه، درون جعبه 
هیپرکسی  شرایط  عنوان  تحت  درصد   90 بالای  غلظت  با  اکسیژن 
پیوسته  به صورت  این دو گروه، یک گروه  از  قرار داده می شدند. 
)4ساعت  متناوب  صورت  به  دیگری  و   )Pr-HO ساعت،   24(
 90 بالای  اکسیژن  معرض  در   )InHO روز،   6 مدت  به  روز  در 
دو گروه  با  مشابه  دیگر وضعیت  دو گروه  می گرفتند.  قرار  درصد 
 24( پیوسته  صورت  به  گروه  یک  که  تفاوت  این  با  داشتند  اول 
روز در  )4ساعت  متناوب  صورت  به  دیگری  و   )PrRA  ساعت، 
قرار درص��د   21 اکسیژن  معرض  در   )InRA روز،   6 مدت   به 
اتاق هوای  در  ساعت   24 مدت  به  سپس  حیوان ها   می گرفتند. 
زیر سه  به  گروه ها  این  از  کدام  هر  می گرفتند.  قرار  درصد(   21( 
دقیقه  60 مدت  به  اول  زیرگروه های  می شدند.  تقسیم   گ��روه 
 ت���ح���ت ج�����راح�����ی ان������س������داد ش�����ری�����ان م���رک���زی
قرار  )Middle Cerebral Artery Occlusion: MCAO( 

می گرفتند. 24 ساعت بعد از لحاظ نقص های حرکتی نورولوژیک 
عنوان به  دوم  گ��روه ه��ای  زی��ر  می گرفتند.  ق��رار  مطالعه   م��ورد 
با می کردند  دریافت  را  اول  گ��روه  آزمایشی  برنامه  شم   گ��روه 
حیوانات صورت این  در   MCAO بدون  تفاوت که جراحی  این    
زیر  .)S-PrHO, S-PrRA, S-InHO, S-InRA(  می گرفت 
آزمایشی  برنامه  نخورده  دست  گروه  عنوان  به  سوم  گروه های 
گونه  هیچ  که  تفاوت  این  با  می کردند  دریافت  را  اول  گ��روه 

نخورده  دس��ت  )گ��روه  نمی گرفت  ص��ورت  آنها  در  جراحی 
 I-PrHO,  I-PrRA مانند  می ش��ود   داده  نشان   I علامت  با 
خالص اثر  بررسی  برای  گروه  دو  این   .(I-InHO,  I-InRA, 
متناوب  و  پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  با  شرطی سازی  پیش 
فعالیت سطح  و   TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم  ژن  بیان  میزان   بر 
NF-kB طراحی شده بودند. 48 ساعت بعد از پیش درمان با هیپرکسی 
نورموباریک، در زیر گروه های دوم و سوم که سکته مغزی دریافت 
 TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم  سطح  ارزیابی  برای  بودند،   نکرده 
نمونه گیری مغزی انجام می شد. همین طور  در زیر گروه های دوم 
ارزیابی سطح  برای  بودند،  نکرده  دریافت  مغزی  سکته  که  سوم  و 
فعالیت NF-kB به طور مجزا در دو گروه 1 ساعت و 48 ساعت بعد 
 Phospho-IkB اندازه گیری غلظت  با اکسیژن به منظور  از تیمار 

نمونه گیری مغزی انجام می شد.

جعبه هیپركسی
به  آن  درزه����ای  ت��م��ام��ی  ک��ه  جعبه  ی��ک  داخ���ل  رت   9
دو  ب��ا   )65×35×30( اب��ع��اد  ب��ه  ب��ود  ش��ده  گرفته  کامل  ط��ور 
نام به  م��اده ای  مي ش��د.  داده  ق��رار  خروجی  و  ورودی   مجرای 
قرار  جعبه  زیر  دی اکسیدکربن(  )جاذب   )soda lime( لیم  سودا 
ترتیب،  بدین  کند.  جذب  را  تولیدی  دی اکسیدکربن  تا   می گرفت 
م��ی رسید.  ح��داق��ل  ب��ه  جعبه  داخ��ل  گ��از  غلظت  تغییر   ام��ک��ان 
در لیتر   3 میزان  به  اتاق  هوای  یا   )FIO2= 0/95( خالص   اکسیژن 
می شد.  متصل  رت ها  حاوی  جعبه  به  جانوران  تیمار  برای   دقیقه 
نیز اکسیژن  سنجش  الکترود  یک  آزمایش  دقت  افزایش   برای 
را جعبه  داخ��ل  اکسیژن  غلظت  تا  می شد  تعبیه  جعبه   کنار 
شریانی خ���ون  گ���ازه���ای  آزم���ای���ش  ک��ن��د.   ان�����دازه گ��ی��ری 

)Arterial Blood Gases: ABG) در هر دو آزمایش صورت 
می گرفت.

ایجاد مدل سکته مغزی )انسداد شریان مركزی مغز(
)مرک،  هیدرات  کلرات  داروی  با  توزین،  از  بعد  رت ها 
بی هوش  بدن  وزن  کیلوگرم  در  میلی گرم   400 میزان  به   آلمان( 
 می شدند. جراحی مدل سازی MCAO مطابق دستورالعمل لونگا و

تحت  خ��لاص��ه،  ط��ور  ب��ه   .)26( م��ی ش��د  ان��ج��ام  همکارانش 
تنه طریق  از  نایلون  بخیه  نخ  یک  میکروسکوپی،   جراحی 

)External Carotid Artery: ECA) وارد رگ شریانی راست 
 (Anterior Cerebral Artery)  ACA به  رسیدن  تا  و   می شد 
از میان )Internal Carotid Artery: ICA) با پتریگوپالاتین بسته 
ادامه داده می شد. در اثر تماس نخ بخیه و ACA جریان خون از هر 
طرف به )Middle Cerebral Artery: MCA) بسته می شد. این 
 بسته شدن از طریق احساس مقاومت و در پیشروی نخ و ورود حدود

20 میلی متر طول نخ از تنه ECA مشخص می شد. بعد از 60 دقیقه 
دمای  می گرفت.  صورت  خون  جریان  مجدد  برقراری  ایسکمی، 
حدود در  دما  میزان  و  می شد  ان��دازه گیری  رکتوم  طریق  از   بدن 

37 درجه سانتی گراد حفظ می شد )26(.

ارزیابی رفتاری حاصل از سکته
می شد.  انجام  ساعت   24 از  بعد  نورولوژیک  معاینه ه��ای 
حیوان،  شدن  کشته  تا  انسداد  شروع  از  بعد  ساعت   24 طول   در 
 مراقبت های ویژه انجام می شد. یافته های نورولوژیکی در پنج مقیاس
عارضه هیچ گونه   )0( صفر  ش��م��اره  م��ی ش��ون��د:   دسته بندی 

نورولوژیک نشان نمی دادند؛ شماره یک )نارسایی کامل در انتهای 
در  خفیف  کانونی  نورولوژیک  نقص  یک  که  جلویی(،  پنجه های 
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نظر گرفته می شود. شماره دو )به چپ چرخیدن( نقص نورولوژیک 
 کانونی متوسط؛ شماره سه )افتادن به سمت چپ( نقص کانونی شدید 
هستند؛ و رت های شماره چهار به طور خود به خودي نمی توانند راه 

بروند و سطح هوشیاری پایین دارند )26(.

ارزیابی حجم سکته مغزی
کلرال  با  رت ها  کشتن  و  درم��ان  پیش  از  بعد  ساعت   48
جدا  آنها  سر  بدن(،  وزن  کیلوگرم  در  میلی گرم   800(  هیدرات 
به  درج��ه   4 سالین  در  و  م��ی ش��د  خ��ارج  سرعت  ب��ه  مغزها  و 
 2 ضخامت  به  ب��رش  هشت  می ش��د.  نگهداری  دقیقه   15  م��دت 
تهیه مغز  ماتریکس  دستگاه  واسطه  به  کرونال  صورت  به   میلی متر 
می شد که شروع آنها از پیاز بویایی بود. برش ها به مدت 15 دقیقه 
در دمای 37 درجه در محلول 2 درصد 2، 3، 5 تری فنیل تترازولیوم 
دیجیتال  دوربین  با  بلافاصله  سپس  می شد.  نگهداری  کلراید 
انجام  تصویربرداری  بود  کامپیوتر  به  اتصال  قابل  که   )نوکیا 6630( 
نرم افزار واسطه  به  کامپیوتر  به  تصاویر  انتقال  از  بعد   می گرفت. 

  )Image Tools) مساحت نواحی سفید و قرمز به ترتیب به عنوان 
نواحی آسیب دیده و سالم اندازه گیری می شد. حجم نواحی آسیب 
دیده و سالم برش ها از طریق محاسبه حاصل ضرب مساحت نواحی 
مذکور برش ها در ضخامت 2 میلی متر برش به دست می آمد و سپس 
دیده محاسبه  ناحیه آسیب  زیر حجم اصلاح شده  معادله  واسطه  به 

می شد )26(.
حجم اصلاح شده ناحیه آسیب دیده = )حجم ناحیه آسیب دیده - 

حجم نیمکره راست(- حجم نیمکره چپ

وسترن بلات
پیش  از  بعد  ساعت   48( مغز  بافت  کردن  هموژن  برای  ابتدا 
بافر حاوی 320  می شد.  آماده  زیر  به صورت  بافر هموژن  درمان(، 
میلی مولار دی-ال  یک  آلمان(،  )م��رک،  سوکروز   میلی مولار 
میلی لیتر  در  میکروگرم   10  ،)DL-dithiothreitol( دی تیوتریتول 
 (Soybean Trypsin Inhibitor) تریپسین سویبین  مهار کننده 
)مرک، آلمان(، 0/2 درصد SDS )مرک، آلمان(، 100 میکرومولار 
آلمان(،  )مرک،   )1,10-Phenanthroline( فنانترولین   -1  ،10
)بوهرینگر-مانهیم،  میلی مولار تریس   50 و   PMSF درصد  یک 
 pH=7 به   HCl با  سانتی گراد  دمای 20 درجه  بود که در  آلمان(، 

رسانده می شد )1(.
هم  ناحیه  از  مغز  بافت  میلی گرم   150 حدود  بعد  مرحله  در 
در  ش��ده  ج��دا  بافت  می ش��د.  ج��دا  مغزی  آسیب  ناحیه  با  سو 
هموژن  بافر  ح��اوی  حجم   4 در  سانتی گ��راد  درج��ه   4 دم��ای 
در ان��دازه  اس��اس  بر  پروتئین ها  سپس،   .)19( می گرفت   ق��رار 
 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrilamid Gel)
نردبان  همراه  10درصد   (Electrophoresis: SDS-PAGE
جدا   )Fermentas, SM0671( پروتئینی  مولکولی   وزن 
غ���ش���ای روی  ب�����ر  پ���روت���ئ���ی���ن ه�����ا   م�����ی ش�����دن�����د. 
آنتی بادی های با   (Poly Vanlidine Difluride: PVDF)
 TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم  علیه  اختصاصی  پلی کلونال 
 1:2000 رق��ت  با    (Prosci-incorporated)  (TACE)
بتا-اکتین  علیه  اختصاصی  آنتی بادی  با  یا  خرگوش،  از  حاصل 

می  انکوبه  ساعت  یک  مدت  به   (Prosci-Incorporated)
واسطه  به  بتا-اکتین  و   TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم های  شدند. 

می  اتصال  آنها  به  و  می شدند  شناسایی  اولیه  اختصاصی  آنتی بادی 
به  متصل  خرگوش  اختصاصی  ثانویه  آنتی بادی های  سپس   یافتند. 
 (Hourse  Radish  Peroxidase)  HRP 

ناسایی  ب���رای   (Dakocytomation, Denmark)
 TNF-α ک��ن��ن��ده  ت��ب��دی��ل  آن��زی��م  ع��ل��ی��ه  آن��ت��ی ب����ادی ه���ای 
ق���رار اس��ت��ف��اده  م����ورد   1:10000 رق���ت  ب���ا   ب��ت��ا-اک��ت��ی��ن 
ساعت یک  مدت  به  ثانویه  آنتی بادی  انکوباسیون   می گرفت. 
شست وش��وی  از  بعد  م��ی گ��رف��ت.  ص���ورت  ات���اق  دم���ای    در 
س���وب���س���ت���رای از  م���خ���ل���وط���ی   ،PVDF  غ����ش����ای 

در   (ECL, Amersham Biosciences)  A, B
با آنها  واکنش  اث��ر  در  و  می شد  اضافه  غشا  روی  بر   تاریکی 
HRP نور تولید می شد. آنگاه فیلم حساس رادیولوژی به مدت 1 
دقیقه بر روی بلات قرار می گرفت تا فیلم رادیولوژی را متاثر سازد. 

بدین ترتیب وجود پروتئین آشکار می شد. 

 Phospho-IκBα آزمایش الایزا
نمونه گیری  ان��ج��ام  و  درم���ان  پیش  از  بعد  س��اع��ت   48
گیری ان���دازه  کیت  واسطه  به   Phospho-IκBα  مغزی، 

می شد  انجام  کیت  دستورالعمل  اساس  بر   Phospho-IκBα
(Alexis, Biochemicals). به طور خلاصه، 5 میلی گرم از بافت 
مغزی ناحیه هم سو در نیم کره غیرایسکمی در محلول بافر فسفات سرد 
در دمای 4 درجه جدا می شد. آنگاه، به مدت 10 دقیقه در دمای 4 
درجه همراه با بافر لیزکننده با سرعت 12000 دور در دقیقه سانتریفیوژ 
پروتئین غلظت  ان��دازه گیری  برای  سوپرناتانت  محلول   می شد. 

میلی   1 غلظت  تا  شده  لیز  سلول های  محلول  می شد.  جمع آوری 
گرم در میلی لیتر در بافر بلوک کننده رقیق می شد. سپس آنتی بادی 
آشکار کننده در محلول بلوک کننده با رقت 1:200 اضافه می شد و 
 به مدت یک ساعت در دمای اتاق انکوبه می شد. بعد از شست وشو
Strep-HRP با رقت 1:1000 اضافه می شد و به مدت یک ساعت 
 در دمای اتاق انکوبه می شد. بعد از شست وشو، محلول سوبسترا به
افزودن از  بعد  دقیقه   10 تا   2 فاصله  در  و  می شد  اضافه   چاهک ها 
 س��وب��س��ت��را م���ی���زان ن����ور ت��ول��ی��دی ت���وس���ط ل��وم��ی��ن��ات��ور

 (Chemiluminescence Immunoassay analyzer, China)
اندازه گیری می شد.

آنالیز آماری
تبدیل  آن��زی��م  بیان  م��ی��زان  و   Phospho-IκBα سطح 
از استفاده  با  شریانی  خون  گازهای  میزان  و   ،TNF-α  کننده 

one-way ANOVA مورد آنالیز قرار می گرفت. امتیازهای نقص 
مورد    Mann-Whitney U آزم���ون از  استفاده  با  نورولوژیک 
 Mean±SEM تجزیه و تحلیل قرار می گرفت. داده ها به صورت
نظر  در  معنی دار  آماری  لحاظ  از   p<0/05 می شود.  داده  نمایش 

گرفته شده اند.

يافته ها
پارامترهای شرایط آزمایش 

در  را  اکسیژن  جعبه  داخ��ل  اکسیژن  محتوی   1 ج��دول 
می دهد.  نشان  نورموباریک  نورموکسی  و  هیپرکسی   شرایط 
گ��ازه��ای خ��ون شریانی آزم��ای��ش  ارزی��اب��ی ه��ای  اس���اس   ب��ر 

فشار  از  بالاتر  بسیار  هیپرکسی  شرایط  در  شریانی  اکسیژن  فشار 
اکسیژن شریانی در شرایط نورموکسی است.

آثار هیپركسی نورموباریک پیوسته و متناوب بر امتیازهای 
نقص نورولوژیک

میانه امتیازهای نقص نورولوژیک )NDS( به واسطه قرارگیری 
کاهش ملاحظه  قابل  طور  به  نورموباریک  هیپرکسی  معرض   در 

بیگدلی
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نورولوژیک در گروه های هیپرکسی  امتیازهای نقص  میانه  می یابد. 
نوموباریک متناوب و پیوسته و نورموکسی نورموباریک متناوب و 
پیوسته در جدول 2 نشان داده شده است. در رت هایی که به واسطه 
نورولوژیک  نقص  هیچ گونه  هیپرکسی  معرض  در  گرفتن  قرار 
ناحیه در  رنگ  این  آب��ی،  اوان��س  تزریق  با  ب��ود،  نشده   مشاهده 
کلیه در  می دهد  نشان  مدرک  این  می شد.  مشاهده  سکته   مرکزی 
گرفته ص��ورت  مغز  مرکزی  شریان  انسداد  مذکور   رت ه��ای 
هیپرکسی  القایی  ایسکمی  به  تحمل  پدیده  بروز  دلیل  به  ولی  است 
یافته  افزایش  مغزی  استحکام سد خونی-  پنومبرا  ناحیه  در  ویژه  به 

است.

آثار هیپركسی نورموباریک پیوسته و متناوب بر حجم آسیب 
بافتی

 )PrHO( شکل 1 نشان می دهد هیپرکسی نورموباریک پیوسته
نورموباریک  نورموکسی  با  مقایسه  در   )InHO( متناوب  و 
آماری تفاوت  می شود.  بافتی  آسیب  حجم  کاهش  باعث   )RA( 

متناوب  و   )PrHO( پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  گروه های 
نسبت  مذکور  گروه های  آماری  تفاوت  نیست.  معني دار   )InHO(
به گروه شم نورموکسی نورموباریک معنی دار است. کاهش حجم 
آسیب بافتی و نقص های نورولوژیک اثر پدیده تحمل به ایسکمی 

حاصل از هیپرکسی را اثبات می کند.

نورموكسی  و   )HO(  نورموباریک هیپركسی  شرایط  اثر   :1 شکل 
نورموباریک )RA( متناوب و پیوسته را بر روی حجم آسیب بافتی 

 .)*=p< 48 ساعت بعد از پیش درمان )0/05 

سطح  بر  متناوب  و  پیوسته  نورموباریک  هیپركسی  آثار 
Phospho-IκBα

 )PrHO( شکل 2 نشان می دهد هیپرکسی نورموباریک پیوسته
 )RA( نورموباریک  نورموکسی  با  مقایسه  در   )InHO( متناوب  و 
بعد  ساعت  یک  در   Phospho-IκBα غلظت  افزایش  باعث 
از  بعد  ساعت   48 اما  می شدند.  هیپرکسی  درم��ان  پیش  پایان  از 
 )InHO( متناوب  و   )PrHO( پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی 
غلظت  در  افزایشي   )RA( نورموباریک  نورموکسی  با  مقایسه  در 
آماری تفاوت   .)2 )شکل  نمي شد  مشاهده   Phospho-IκBα 
متناوب  و   )PrHO( پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  گروه های 
)InHO( معني دار است و نشان مي دهد اثر هیپرکسی نورموباریک 
قابل  طور  به   Phospho-IκBα غلظت  افزایش  روي  بر  پیوسته 

  .)p<0/01( )2 توجهي بیشتر است )شکل

پیش  از  بعد  ساعت   48 و  یک  را   Phospho-IκBα سطوح   :2 شکل 
درمان با هیپركسی نورموباریک  )HO( در حالت متناوب )InHO( و 
در حالت پیوسته )ProHO(  و نورموكسی نورموباریک )RA( را در 

.)*=p<0 /01( )I( گروه دست نخورده

آثار هیپركسی نورموباریک پیوسته و متناوب بر میزان بیان 
TNF-α ژن آنزیم تبدیل كننده

پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  م��ی ده��د  نشان   3 شکل 
نورموکسی  با  مقایسه  در   )S-InHO( متناوب  و   )S-PrHO(
کننده  تبدیل  آنزیم  ژن  بیان  افزایش  باعث   )S-RA( نورموباریک 
TNF-α می شود. تفاوت آماری گروه های هیپرکسی نورموباریک 

جدول 2: توزیع امتیازهای نورولوژیک در هر گروه و مقایسه آماری آنها. 

میانه  تعداد
كل

تعداد نقص های نورولوژیک در هر گروه
گروه های آزمایشی

4 3 2 1 0

2 9 0 2 4 3 0 )InRA( نورموكسی نورموباریک متناوب

0 9 0 0 1 3 5 * )InHO( هیپركسی نورموباریک متناوب

2 9 0 1 4 4 0 )PrRA( نورموكسی نورموباریک پیوسته

1 9 0 0 1 5 3 * )PrHO( هیپركسی نورموباریک پیوسته

همان طور كه ملاحظه مي شود مقایسه گروه هاي ردیف InRA: InHO و PrRA: PrHO  معني دار است (p<0/05) اما InHO:PrHO معني دار نیست.
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جدول 1: وضعیت گازهای خون شریانی و تنفسی در پایان تیمار با هیپركسی نورموباریک

میزان تنفس )هرتز( PO2 (mmHg) PCO2 (mmHg) pH گروه های آزمایشی

1/61±0/04 92/3±1/25 41/6±0/75 7/4± 0/02 RA متناوب

1/3±0/09 360 ±7/45* 39/0±0/3 7/3±0/01 HO متناوب

1/59±0/08 93/1±0/83 40/3±0/75 7/37±0/02 RA پیوسته

1/29±0/04 355 ±5/2* 39/3±1/3 7/35±0/02 HO پیوسته
p<0/001 :*                           
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نشان و  است  معني دار   )InHO( متناوب  و   )PrHO(  پیوسته 
بیان  افزایش  روي  بر  پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  اثر  مي دهد 
است.  بیشتر  توجهي  قابل  به طور   TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم  ژن 
نورموکسی  شم  گروه  به  نسبت  مذکور  گروه های  آماری  تفاوت 

نورموباریک معنی دار است.     

از  حاصل  های  رت  مغز  در   TACE بلات  وسترن  آنالیز   :3  شکل 
گروه های آزمایش مختلف 48 ساعت بعد از هیپركسی نورموباریک  
و    )ProHO( پیوسته  حالت  در  و   )InHO( متناوب  حالت  در   )HO(
 .)S) و شم )I( در گروه دست نخورده )RA( نورموكسی نورموباریک
نرمالیزاسیون برای  كه  اكتین  باندهای  آنالیز  تصویر  پایینی   پانل 

باندهای و كنترل مورد استفاده قرار می گیرند را نشان می دهد.

بحث
در این تحقیق نشان داده شده است که هیپرکسی نورموباریک 
متناوب و پیوسته در مقایسه با نورموکسی نورموباریک باعث ایجاد 
پدیده تحمل به ایسکمی می شود و می تواند نقص های نورولوژیک 
و حجم آسیب بافتی را کاهش دهد. همچنین نشان داده شده است 
افزایش  طریق  از  پیوسته  و  متناوب  نورموباریک  هیپرکسی  که 
 (Phospho-IkB)  NF-kB کننده  مهار  فاکتور  فسفوریلاسیون 
سطح فعالیت این آنزیم را افزایش می دهد. در این تحقیق نشان داده 
شده است که هیپرکسی نورموباریک متناوب و پیوسته باعث افزایش 
بیان افزایش  قبلا  نیز می شود که   TNF-a تبدیل کننده  آنزیم   بیان 

آن در سایر روش های پیش شرطی سازی اثبات شده بود )1، 20(.
قبلا نشان داده شده است که هیپرکسی 24 ساعته می تواند پدیده 
تحمل به ایسکمی ایجاد کند )11، 12، 24(. از طرف دیگر نشان داده 
شده است که هیپرکسی 24 ساعته آثار سمی شدیدی بر ریه ها دارد 
)25( و هیپرکسی در زمان های کوتاه آثار سمی کمتری دارد ولی 
ایجاد کند )11(. همچنین نشان  ایسکمی  به  نمی تواند پدیده تحمل 
داده شده است که هیپرکسی در زمان های کوتاه اما متناوب می تواند 
پدیده تحمل به ایسکمی ایجاد کند )24(. نتایج این تحقیق نیز نشان 
پیوسته  حالت  در  هم  هیپرکسی،  با  شرطی سازی  پیش  که  می دهد 
از  NF-kB می شود و احتمالا  فعالیت  افزایش  باعث  و هم متناوب 
همان  می شود.   TACE ژن  بیان  افزایش  باعث   )20  ،1( طریق  این 
 طور که نتایج نشان می دهد اثر هیپرکسی پیوسته بر افزایش فعالیت

NF-kB بیشتر از هیپرکسی متناوب است.
استفاده  با  استاندارد و  این مطالعه که در شرایط  نتایج  بر اساس 
همکارانش  و  لونگا   MCAO تکرار  قابل  و  معتبر  مدل جراحی  از 

مشاهده اس��ت،  شده  استفاده  مغزی  سکته  مدل  ایجاد  در   )26( 
امتیاز  کاهش  علت  به  پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  که  می شود 
گروه  با  مقایسه  در  ایسکمی  دقیقه   60 اثر  در  نورولوژیک  نقص 
نورموکسی نورموباریک، باعث ایجاد قابلیت تحمل به ایسکمی شده 
پدیده تحمل این آزمایش،  انجام  با  نیز  ژانگ و همکارانش   است. 
پیوسته نورموباریک  هیپرکسی  ساعت   24 از  بعد  ایسکمی  به    
که  ک��رده ان��د  گ��زارش  همچنین   .)11( ک��رده ان��د  گ��زارش  را 
پدیده  ساعت   24 از  کمتر  پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی 
گرهای  رفته  تزریق  با  و  نمی دهند  نشان  را  ایسکمی  به  متحمل 
پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  ساعت   24 از  قبل  دقیقا   ROS
این  نتایج   .)11( است  نشده  داده  نشان  ایسکمی  به  تحمل  پدیده 
بنابراین،  دارد.  هم خوانی  همکارانش  و  ژانگ  نتایج  با  پژوهش 
مسیر  ROS افزایش  با  احتمالا  پیوسته،  نورموباریک   هیپرکسی 

پیام رسانی سلولی پیش شرطی سازی ایسکمی را به راه می اندازد.
در پژوهش قبل نشان دادیم که هیپرکسی نورموباریک متناوب 
همچنین   .)24( می شود  مغز  در  ایسکمی  به  تحمل  ایجاد  باعث 
منفرد  نورموباریک  هیپرکسی  ساعت   4 که  است  شده  داده  نشان 
و  )11(. دونگ  نمی دهد  نشان  مغز  را در  ایسکمی  به  پدیده تحمل 
هیپرباریک  هیپرکسی  با  درمان  پیش  که  داده اند  نشان  همکارانش 
ساعت  یک  صورت  به  نورموباریک  هیپرکسی  و  اتمسفر(   2/5(
در  ایسکمی  به  تحمل  پدیده  ایجاد  باعث  روز   5 مدت  به  روز  در 
نخاع خرگوش شده است )12(. نتایج پژوهش حاضر نتایج دونگ 
در ایسکمی  به  تحمل  بنابراین،  می کند.  تایید  را  همکارانش   و 

بافت های مغزی مورد آزمایش بر اساس مدت زمان و مقدار غلظت 
در  اکسیژن  تجویز  کیفیت  و  کمیت  بود.  خواهد  متفاوت  اکسیژن 
بر  آن  مسمومیت های  و  جانبی،  عوارض  ایسکمی،  به  تحمل  القای 

روی بدن اهمیت دارد. 
پیوسته  نورموباریک  نشان می دهد هیپرکسی  پژوهش  این  نتایج 
می شود.   Phospho-IκBα غلظت  افزایش  باعث  متناوب  و 
پروتئین مهاری  اثر فسفوریلاسیون  Phospho-IκBα در  پروتئین 
جدا  NF-κB از  ترتیب  بدین  و  می آید  وجود  به   )IkB( بی   کاپا 

می شود و با جدا شدن IkB این آنزیم فعال می شود. بنابراین غلظت 
Phospho-IκBα  نشانگر میزان فعالیت آنزیم NF-κB است. از 
طرف دیگر، هیپرکسی نورموباریک پیوسته و متناوب باعث افزایش 
بیان ژن آنزیم تبدیل کننده TNF-α مي شود. تاکنون گزارشی مبنی 
بر افزایش بیان ژن آنزیم تبدیل کننده TNF-α به واسطه هیپرکسی 
اما  است.  نشده  داده  نشان  مغز  در  متناوب  و  پیوسته  نورموباریک 
  TNF-α کننده  تبدیل  آنزیم  بیان  میزان  دارد که  شواهدی وجود 
)TACE( بعد از ایسکمی مغزی افزایش می یابد. بدین ترتیب باعث 
افزایش آزادسازی TNF-α می گردد و در صورتی که مهارکننده 
نیز  ایسکمی  به  تحمل  پدیده  گیرد،  قرار  استفاده  مورد   TACE
اگر   که  است  شده  داده  نشان  همچنین   .)19( نمی شود  مشاهده 
TNF-α به صورت پیش درمان استفاده شود می تواند پدیده تحمل 
به ایسکمی را به وجود آورد )19(. بنابراین نتایج این پژوهش با نتایج 

سایر محققان هم خوانی دارد.
به   TNF-α که  داده اند  نشان  برخی  فوق،  نتایج  به  توجه  با 

می  عمل  ایسکمی  به  تحمل  پدیده  در  کلیدی  میانجی  یک  عنوان 
کند )18(. همچنین نشان داده شده است که در پیش شرطی سازی 
بنابراین،   .)19( می یابد  افزایش   TACE ژن  بیان  میزان  ایسکمی 
مکانیسم احتمالی که می توان در این زمینه پیش بینی کرد آن است 
که هیپرکسی باعث تولید TNF-α می شود. سپس TNF-α از طریق 
گیرنده خود باعث به راه افتادن مسیر پیام رسانی NF-κB در داخل 
سلول می شود )1، 19(. آنگاه، فاکتور نسخه برداری NF-κB باعث 
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افزایش بیان گروهی از ژن های پیش شرطی سازی ایسکمی می شود 
و توان بقای سلول های عصبی را افزایش می دهد. 

نورموباریک هیپرکسی  از  استفاده  که  مطلوبی  نتایج  رغم   به 
و دقت  با  باید  آن  از  استفاده  دارد،  ایسکمی  به  تحمل  ایجاد   در 
ع��وارض  ای��ج��اد  از  ت��ا  ش��رای��ط خ��اص ص��ورت گیرد   رع��ای��ت 
پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  زی��را  ش��ود.  پرهیز   نامطلوب 
سایر  )25(. نتایج  اس��ت  سمی  خ��واص  و  جانبی  آث��ار   دارای 
کمتر  پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  می دهد  نشان  محققان 
 .)11( نمی دهد  نشان  را  ایسکمی  به  تحمل  آث��ار  ساعت   24 از 
95درصد  اکسیژن  معرض  در  گرفتن  قرار  می دهد  نشان  شواهد 
که  می شود  ری��وی  شدید  احتقان  به  منجر  24ساعت  مدت  به 
و ادم  ش��ده،  خ��ارج  رگ  از  خ��ون  قرمز  گلبول ه��ای  آن   در 
هفته  2 از  بعد  حتی  می افتد.  اتفاق  آلوئولی  ساختمان  در   تغییر 
تجویز بنابراین،  نمی شود.  کامل  آلوئولی  ساختمان  بهبودی   نیز 
ریه ها  عملکردی  اختلال  به  منجر  پیوسته  ص��ورت  به   اکسیژن 
حفاظت پدیده  می هد  نشان  دیگر  م��دارک   .)25(  می ش��ود 
 )Protection( در حیواناتی که در معرض هیپوکسی پیوسته قرار

)اکسیژن  متناوب  با  حیواناتی که هیپوکسی  مقایسه    می گیرند در  
می کند بروز  قوی تر  می کنند  تجربه  را   مکرر(  و  مجدد   رسانی 
هیپرکسی ف��وق  نتایج  گرفتن   نظر  در  ب��ا  بنابراین،   .)27( 

القا نیز  ایسکمی  به  تحمل  آث��ار  و  شدن  سمی  اندکی   متناوب، 
می کند.

نتیجه گیری
نشان  متناوب  و  پیوسته  روش  دو  نتایج  مقایسه  تحقیق  این  در 
کاهش  موجب  متناوب  و  پیوسته  نورموباریک  هیپرکسی  که   داد 
سکته اث��ر  در  بافتی  آسیب  حجم  و  نورولوژیک  نقص   امتیاز 
هیپرکسی که  است  شده  داده  نشان  همچنین  می شوند.   مغزی 
اف��زای��ش  م��وج��ب  دو  ه��ر  م��ت��ن��اوب  و  پیوسته  ن��ورم��وب��اری��ک 
هیپرکسی  شیوه  از  استفاده  ل��ذا،  می شوند.   TACE ژن  بیان 
بیشتر  باید  کمتر  سمی  آث��ار  علت  به  متناوب  نورموباریک 
بیشتری تحقیقاتی  کارهای  چند  هر  گیرد،  ق��رار  توجه   م��ورد 
این دلیل  به  دیگر،  طرف  از  اس��ت.  نیاز  م��ورد  آن  تایید   ب��رای 
 که در پیوندهای بافتی یا اندامی مهمترین آسیبی که به بافت یا اندام

انتقال  حین  در  غذایی  م��واد  و  اکسیژن  نرسیدن  می شود   وارد 
 بافت از فرد دهنده به فرد گیرنده است که پدیده ای مشابه ایسکمی
آسیب این  می توان  ایسکمی  به  تحمل  پدیده  از  استفاده  با   دارد؛ 
را بافتی  پیوند  موفقیت  و  داد  ک��اه��ش  زی���اد  م��ق��دار  ب��ه   را 

بهبود بخشید.
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