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مقدمه
ايپیچیـده مولکولدارايخونهاي قرمزگلبول

قســمتیــکهموگلــوبین هســتند کــه ازنــامبــه
بـه دارآهـن رنگدانهیکوگلوبیننامبهپروتئینی

4ازمرکـب گلـوبین . اسـت شـده تشـکیل همنام
یـک زنجیـره هـر بهکهاستپپتیديپلیزنجیره

مولکـول .استشدهمتصل) هم(دارآهنپورفیرین
آنـزیم قـوي کننـده القـاء یـک بعنوانهموگلوبین

) CO(است از طرفی مونوکسید کـربن اکسیژنازهم
هـوا ازکـه طعـم بیوبوبیرنگ،بیاستگازي
امـا استسمیزیادهايغلظتدرو استترسبک
انـدك میـزان بـه نیزبدنطبیعیمتابولیسمتحت

زیســتی در بــدنعملکــردداراياحتمــالاًوتولیــد
مولکـول ایـن در ارتباط بااخیرمطالعات. باشدمی

سـلولی بـین ارتباطـات دهنده نقـش آن در نشان

). 1(اســــتپــــاراکراینصــــورتبــــهبــــویژه
منبع شـامل  دوازحداقلزاددرونمونوکسیدکربن
،هاهالومتانوفلاونوییدهاها،فنولاتواکسیداسیون

اکسیداسیونپروآلیترکیباتنورياکسیداسیون
اکسـیژناز هـم واکـنش ین و همچنغشاءهايچربی

اصـلی منبـع این واکـنش  البتهگردد که تولید می
و هموگلـوبین بـه عنـوان    تاس ـبدندرCOتولید

قوي ترین القاء کننده این آنزیم شناخته شده است
)1،2.(

 ـ)Hemoxygenase-HO(اکسـیژناز آنزیم هم اب
ــب ــلاوه(Heme)هــمتخری ــرع ــهب ــثاینک باع

هـاي پلشکستنباشود،میهمازآهنآزادسازي
بیان).3(شودمیCOآزادسازيباعثمتان،کربن
ــن ــزیمای ــآن ــیلهه ب ــموس ــیاريوه ــاازبس ءالق

وکبالـت (سنگینفلزاتمثلهمیغیرهايکننده

.رانیامشهد،مشهد،یفردوسدانشگاهعلوم،دانشکده،یشناسستیزگروه،يجانوريولوژیزیفارشدکارشناس: پزگچنیام
fereidoni@um.ac.ir).مسئولسندهینو(*رانیامشهد،مشهد،یفردوسدانشگاهعلوم،دانشکده،یشناسستیزگروهار،یدانش: یدونیفرمسعود* 

.رانیامشهد،مشهد،یفردوسدانشگاهعلوم،دانشکده،یشناسستیزگروهاستاد،: یرسولبهنامیمرتض

ییصحراموشدرالتهابويدرديرفتارهابرنیهموگلوبینخاعزیتجواثرات

چکیده
خـون  دراکسـیدکربن ديواکسـیژن نقـل گازهـاي  حمـل و آننقشوداردوجودخونقرمزهايگلبولدرکهاستپروتئینیهموگلوبین:هدفوزمینه

اکسـیژناز اسـت.   آنـزیم هـم  قـوي کنندهالقاءیکعنوانبههموگلوبینمولکول.باشدمیاستپروستتیکگروهیککههمگروهدارايپروتئیناینباشد.می
اسـتوار فرضیهاینبرحاضرتحقیقبنابراین،هستندنوروپاتیکدردبردرديضداثرات داراي) CORMs(مونوکسیدکربنکنندهآزادهايمولکولهمچنین 

.شودو التهاب شیمیاییوحرارتیدردتخفیفموجبCOتولیدافزایشباتواندمیهموگلوبیننخاعیتجویزکهاستبوده
کننده طی تجویز نخاعی سـالین،  دریافتگروهسهبه) گرم250-200(ویستارنژادنرصحراییهايموشآزمایشگاهی،–در این مطالعه تجربی :کارروش

دقیقـه 5وقبلTail flickتوسط آزمون ارتیحردرد.بندي شدند) تقسیمmg/ml1(متوالیروز5طیهموگلوبین مزمنو تجویزهموگلوبینتجویز حاد 
وهـا تجـویز ازقبـل پـا حجمگردید.ثبتساعتیکطیفرمالینپاییکفتزریقباشیمیاییدردبهپاسخوگرفتقرارسنجشموردنخاعیتجویزازبعد

.شدگیريندازهاالتهابیادممیزانسنجشبرايپلتیسومتريروشبهفرمالینپاییکفتزریقازپسیکساعت
التهـاب و )>01/0p(شـیمیایی درددارمعنـی کـاهش موجـب ی حاد و مزمن هموگلوبین نخاعتجویزکهدادنشانتحقیقاینازآمدهبدستنتایج:هایافته

)001/0p<(هموگلـوبین مـزمن تجویزداشت اما اثري نحرارتیدردآستانه برهموگلوبینحادتجویزاگرچه. از طرفیپایی فرمالین گردیدناشی از تزریق کف
.)>01/0p(دار آستانه درد حرارتی شدمنجر به افزایش معنی

بیشـتر ، از طرفـی  دهدمیکاهشراالتهابوشیمیاییدردمیزاننخاعی،بافتدراکسیدکربنمونوسطحافزایشطریقازاحتمالاًموگلوبینه:گیرينتیجه
.باشدمیاکسیژنازهمژنبیانرويبروژنیسطحدرهموگلوبیناثرعلتبهاحتمالاًحادگروهبهنسبتمزمنگروهدراثراینبودن

هموگلوبین، درد، التهاب، تجویز نخاعی:هاکلیدواژه

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

21/10/94تاریخ پذیرش: 20/8/94تاریخ دریافت: 
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ــادمیم ــنیک،)کـ ــهآرسـ ــی،سـ ــلظرفیتـ عوامـ
اکسـیداتیو، اسـترس حرارتـی، شوكسولفیدریلی،

التهـابی، ايه ـیناسیتوکیپراکسی،اهوهیپواکسی
از).4(شودمیالقاءهاهورمونوها پروستاگلاندین

کـه  کردگیرينتیجهاینگونهتوانمیموضوعاین
همتجزیهدرکهنقشیبرلاوهاکسیژناز عآنزیم هم

هموستازيحفظدرسودمندينقشتواندمیدارد
ایزوفـرم دوبـدن در). 2(باشـد داشـته نیزسلولی

آنــزیماســت؛شــدهشــناختهاکســیژنازآنــزیم هــم
هـاي بافـت بیشـتر درکـه ) HO-1(1اکسیژناز هم

)HO-2(2اکسـیژناز  هـم آنـزیم وداردحضوربدن
بیـان هـا نورونواندوتلیالهايسلولدربیشترکه
سیسـتم مختلـف هـاي بخـش ومغزدروشودمی

ــعدارايعصــبی ــیتوزی ــعواســتفراوان آنتوزی
باشـد مـی سـیکلاز انیلیلگوآنزیمتوزیعبامنطبق

)5،6.(
کـه رودمیگمانچنینشدهمنتشرگزارشاتاز
COپیـام درواسـط حـد مولکـول یـک عنـوان به

جملهازعصبیسیستمیندهايفرآازبعضیرسانی
long termبویـــایی،هـــايســـیگنالانتقـــال

potentiation (LTP)،غیــرعروقــیشــدگیشــل
کولینرژیـک یمتنظ ـآدرنرژیـک، غیر-کولینرژیک

قلبیعملکرداتونومتنظیموروزيشبانههايریتم
تولیـد افزایش). 2،7،8(کندمینقشایفايعروقی

COاندوتوکسینحضوردرششی،ماکروفاژهايدر
ــوپلی ــاکاریدلیپ ــبو) LPS(س ــاکتورآنمتعاق ف

کهدهندمینشان) TNF-α(توموريکنندهنکروز
COاندوتوکســیکشــوكشــرایطدرهــاشــشاز

مطالعـات  دررابطـه ایـن در). 9(کندمیمحافظت
هـاي مـوش تیمـار کـه اسـت شدهگزارشپیشین 
کامـل محافظـت بـه منجرهموگلوبینباصحرایی

شـود مـی کشـنده اندوتوکسـمی مقابلدرهاموش
هـاي سـلول رمونوکسیدکربن داینبرعلاوه). 10(

ــیبعصــبی ــدهآس ــینودی ــايهمچن ماکروفاژه
سـازي فعـال کـاهش درآسـیب، محـل درموجود

اسـت ثرمـؤ دردبهحساسیتکاهشوماکروفاژها
)11.(

مولکـول نقـش بـر مبنیفوقمطالببهتوجهاب
آنـزیم قـوي کننـده ء القایکعنوانبههموگلوبین

اندوتوکسـمی مقابـل درمحافظـت دراکسیژنازهم

اثـرات ضـددردي مشـاهده    دیگرطرفازومرگبار
دردبـر COکنندهآزادهايمولکولویزتجشده از

مطـرح رافرضیهاینتوانمی،)10،11(نوروپاتیک
افـزایش باهموگلوبیننخاعیتجویزشایدکهکرد

همچنـین ومرکـزي عصبیسیستمدرCOمیزان
دردکـاهش موجباکسیژناز،همآنزیمبیانبراثر

درمنظوربدین. رددگالتهابوحرارتیوشیمیایی
وTail flickهايآزمونازاستفادهباحاضرالعهمط

شدهالقاءالتهابیادمحجمگیرياندازهوفرمالین
پلتیسمومتري،روشبهفرمالینپاییکفتزریقبا

بـر هموگلـوبین مـزمن وحـاد نخاعیتجویزاثرات
قـرار بررسیموردالتهابوشیمیاییحرارتی،درد

.استگرفته

روش کار
ازآزمایشـــگاهی،–العـــه تجربـــی ایـــن مطدر

5/2سـن (بالغ نژاد ویسـتار  هاي صحرایی نرموش
استفاده شد. تمـامی )گرم250تا 200وزن وماه

روشـنایی، سـاعت 12محیطیشرایطدرحیوانات
ــاعت12 ــاریکیس ــاي وت ــدونوᵒC2±22دم ب

ازمخصوصـی هايقفسدرصوتیآلودگیهرگونه
تـایی  سـه هايگروهصورتبهPlexy glassجنس

مـدت تمامدرصحراییهايموش. شدندنگهداري
دسترسیغذاوآببهها آزمایشانجامزمانجزبه

10سـاعت بـین هـا  آزمـایش یتمـام ،داشتندآزاد
مراحـل کلیـه .شـدند انجـام بعـدازظهر 2تاصبح
هـا در  حیوانـات و انجـام آزمـایش   پرورشوتکثیر

ــه و  ــگاهحیوانخان ــاتیتحقیآزمایش ــوژيق فیزیول
دانشگاهعلومدانشکدهشناسیزیستگروهجانوري
عملیـات کلیـه همچنـین .گرفـت انجـام فردوسی

واخلاقالمللیبینمقرراترعایتباآزمایشگاهی
گرفــتصــورتآزمایشــگاهیحیوانــاتازحمایــت

)12.(
لـیص تخسازي هموگلوبین: استخراج و آماده

سـولفات نیومآمونمکتوسط هموگلوبینپروتئین
پروتئینایناستخراجبرايکارآمدبسیارروشیک
قلـب، ازگیـري خونباابتدااین روش در. باشدمی
از،هپارینباشدهآغشتهانسولینسرنگکمکبه

لیتـر میلـی 10حـدود بـالغ صحراییموش3قلب
بهشدههپارینهخونسپس . شدآوريجمعخون
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سـانتریفیوژ g100شتاب جاذبه بادقیقه10مدت
وقرمـز هـاي گلبـول شـدن نشـین تهازپس. شد

محلـول درقرمـز هـاي گلبـول پلاسـما، جداسازي
mmol/l50Tris-HCl ،7/1%NaCl وmmol/l1
EDTA 5/8باpH=بهتـر منظـور بـه . شدندمعلق
دوبـار مرحلـه ایـن قرمـز هـاي گلبولشدنشسته
شـدن لیـز منظـور بـه سـپس .شدتکرارنیزدیگر
قرمـز هـاي گلبـول (رسوبآخرینسلولیاتقطع

و mmol/l50Tris-HClمحلـول  در) شـده شسته
mmol/l1EDTA  بدون نمـکNaCl درومعلـق

قـرار بـا شـده، منجمـد محلول. شدمنجمدفریزر
گردید، این عمل دو بار ذوباتاقدمايدرگرفتن

قطعـات . شـدند لیزقرمزهايگلبولنهایتاًتکرار و 
30بـه مـدت   سانتریفیوژکمکبهدهشلیزسلولی
،هـا آنکـردن جـدا ازپس ه وشدنشینتهدقیقه 

هموگلـوبین حـاوي عمـدتاً کـه ماندهباقیمحلول 
محلـول . شدزدایینمکیندآفربهرودوآمادهبود،

دمـاي درسـاعت 12مـدت بههموگلوبین،حاوي
% اشـباع  80کلریـد آمونیـوم محلولدردرجه،41
بـه هموگلـوبین ،مرحلهاینانتهايدر. گرفتقرار

قابـل محلـول درمعلـق پروتئینیهايتودهصورت
کمـک هب ـمعلـق پروتئینیهايتوده. بودمشاهده

تهرسوبصورتبهدقیقه30مدتبهسانتریفیوژ
بـه اسـتخراج ینـد آفرمرحلـه ایندر. شدندنشین
بهآمدهبدسترسوبکهآنجاییازامارسیدپایان
سـولفات آمونیومنمکمقداريحاويطبیعیطور
نمکازهموگلوبینمحلولسازيجدابرايبودنیز

بـدین . شداستفادهدیالیزروشازسولفاتآمونیوم
درهموگلـوبین حـاوي محلولدادنقراربامنظور
محلولمقابلدرآندیالیزودیالیزيکیسهداخل

مدتبهولیتر4حجمبهmmol/l10بافر فسفات 
شدانجاممحلولازنمکحذفیندآفرساعت،12

ــتدر). 13( ــهنهای ــلحــذفمنظــورب ازآبکام
صـورت بـه محلـول هموگلـوبین تبـدیل ومحلول

ــودر، ــکروشازپــ ــدنخشــ ــاديشــ انجمــ
منظـور، ایـن بـراي . گردیداستفاده) لیوفیلیزینگ(

سـاخت (لیـوفیلیزر دستگاهدرهموگلوبینمحلول
-70دمايدروگرفترقرا) لمانآChristکمپانی

پودرشکلبهخلاءشرایطتحتوسانتیگراددرجه
سپس به منظور تأیید درجه خلـوص پـودر   .درآمد

هـاي  بـا غلظـت  هـایی  هموگلوبین حاصله، محلـول 
تهیه گردید در سالینمشخص از پودر هموگلوبین

مـت سـیان وشبـه کمـک ر  ها درجه خلوص آنو 
بــاو)HiCNگلــوبین ســیانید (همــیهموگلــوبین

گیـري انـدازه Sismax k800دسـتگاه ازاسـتفاده 
پـودر خلـوص با توجه به نتایج حاصله درصـد  .شد

تعیـین  %5/96هموگلوبین استخراج شده بـیش از  
گردید.

بصـورت  حیوانـات هـا،  به منظور انجـام آزمـایش  
تـایی کنتـرل (بـدون    در چهار گروه هفـت تصادفی

ر سـالین طـی   میکرولیت ـ10تیمار)، شم (دریافـت  
تجویز نخاعی)، گـروه حـاد هموگلـوبین (دریافـت     

mg/ml1لظت میکرولیتر از محلول با غ10کننده 
هموگلــوبین طــی تجــویز نخــاعی) و گــروه مــزمن 

ــت  ــوبین (دریاف ــدههموگل ــر10کنن ازمیکرولیت
تجـویز طیهموگلوبینmg/ml1ظتغلبامحلول

بندي شدند.روز) گروه5نخاعی به مدت 
نخـاعی  تجـویز جهـت گذارينولکاروش

)Intrathecal injection – i.t :(درگذاريکانول
و Yakshروش اسـاس بـر عنکبوتیـه تحتفضاي
Rudyبـدین منظـور ابتـدا حیوانـات     .انجام گرفت

ــامین    ــول کت ــق داخــل صــفاقی محل توســط تزری
)mg/kg100) ــوزین ــوش mg/kg20) و زایلـ ) بیهـ

اشیده شد ترحیوانسرپشتشدند. سپس موهاي
درثابت گردید آنگاه استرئوتاکسدستگاهو سر در 

ه اندازبهبرشیپایینطرفبهوهاگوشبینفاصله
شدزدهکنارآرامیبهعضلاتو یجادسانتیمتر ا2
ایندرگردد، نمایانپیتیالاکسی-اطلسغشاءتا

ایندرسوراخیکجسرسوزنیککمکباهنگام
بـه ) PE=10(10اتیلنپلیلولهیکوایجادغشاء
زسـانتیمتري ا 8له فاص ـدرکهسانتیمتر 11طول 

کوچکیبرجستگیپارافیلموسیلهبهآنطرفیک
بـرده فـرو عنکبوتیهتحتفضايبهبودشدهایجاد

کمريقطعاتبینکانولانتهايکهطوريبه. شد
ازخـارج کهلولهسانتیمتر3از .گرفتقرار5و4

. شـد اسـتفاده تجویزهـا  بـراي بودندهماباقیبدن
ازبعدحیواناتازیکهیچدرکهاستذکریانشا

5دوره بهبـودي  یـک و سپري شدنگذاريکانول
.)14(شوددیدهحرکتینقصنباید،روزه

ها بـه ایـن   ها در تمام گروهمراحل انجام آزمایش
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ترتیــب بــود کــه ابتــدا حجــم اولیــه پــا بــه روش  
تانه درد حرارتی توسط آزمـون  پلتیسمومتري و آس

Tail flick  .دقیقـه پـس از تجـویز    5سنجش شـد
یا آخرین تجویز نخاعی در گروه هموگلوبین نخاعی
، مجدداً آستانه درد حرارتی اندازه گیري شد، مزمن

بـه  %5/2لیتر محلـول فرمـالین   میلی05/0سپس 
کف پاي حیوان تزریق شـد و بـه مـدت یکسـاعت     

ام گرفت. پس از آن حجم نهایی آزمون فرمالین انج
ــالین   ــق فرم ــورد تزری ــاي م ــه روش  ،پ ــدداً ب مج

پلتیسمومتري تعیین گردید.
دردآسـتانه سـنجش بـراي :Tail flickآزمون

بـه  Tail flickآزمونازصحراییموشدرحرارتی
ایــندر. شــداســتفادهSmithوD’Amourروش

دمبصورتیکهگرفتقراررسترینردرحیوانآزمون
Tail flickدسـتگاه نـور شـدت . باشـد بیـرون آن

)Sparco،زمـان کـه گردیـد تنظـیم طوري) ایران
وباشـد ثانیـه 6تـا 4بینپایهدهیپاسخمتوسط

بهنورتابشقطعزمانعنوانبهنیزثانیه15زمان
بـراي ) Cut of time(حیـوان دممیـانی سومیک

نظـر ردبـافتی، آسیبایجادگونههرازجلوگیري
ازدقیقه پس5و قبلدهیپاسخزمان. شدگرفته

حاصـل زمـان ایـن شد،گیريتجویز نخاعی اندازه
یـک فواصلبامتوالیگیرياندازهبارسهمیانگین

دردآسـتانه عنـوان بهمیانگیناینوبودايدقیقه
)Tail flick latency (بـراي شـد گرفتـه نظـر در ،

ممکناثرحداکثرددرصمیزانهاگروهبینمقایسه
(MPE%) (Maximum Possible Effect) دربـا

وقبـل دمکشـیدن پـس زمانتفاضلگرفتننظر
ازاستفادهبانورتابشقطعزماننیزوتیمارازبعد

).15شد (محاسبهزیرفرمول
Post drug latency – Pre drug latency

MPE%= —————————————— × 100

Cut off time – Pre drug latency

دردشـدت سـنجش منظوربه:فرمالینآزمون
ــیمیایی ــونازش ــالینآزم ــتفادهفرم ــداس . گردی
تجویزهرازدقیقه5گذشتازپسکهبدینصورت
05/0میــزانبــه%5/2فرمــالینمحلــولنخــاعی، 

رفتـار وشـد تزریـق حیـوان پايکفهلیتر بمیلی
موردیکبارثانیه15هردقیقه،60مدتبهوانحی

ــتوبررســی ــرارثب ــتق ــاريپاســخ. گرف دررفت
. اسـت ايمرحلـه دوفرمالینآزمونطیجوندگان

ــهدردرد ــاز(اولمرحل ــهوابســته) نوروژنیــکف ب
مرحلهایندردردپاسخونوروژنیکهايمکانیسم
رويبــرفرمــالینمســتقیمتحریــکازناشــی

10تـا 5درکهباشدمیمحیطیعصبیيهاپایانه
درکـه حـالی دردهـد، مـی رختزریـق اولدقیقه
شدنآزادوالتهابنتیجهدردردپاسخدوممرحله

کـه ) التهـابی فاز(کندمیبروزالتهابیهايمیانجی
60تـا گـاهی وشـده شـروع 20دقیقـه ازتقریباً
شـدت توانمیهمچنین. انجامدمیطولبهدقیقه

3تـا صـفر ازکمیتیبصورتآزمونایندررادرد
اسـت زمـانی صفرعددبطوریکهکرد،بنديدرجه

درحیوانیکعدددرندارد،درديهیچحیوانکه
تزریقموردپايحیوان2عدددرلنگد،میدرداثر

عدددروداردمینگهبالامدتتمامدررافرمالین
گیردمیگازد،دهمیتکانشدتبهراپاحیوان3
).16(زندمیلیسیا

برايمختلفیهايروشآزمون پلتیسمومتري: 
بـه وابسـته کـه داردوجـود التهـاب گیـري اندازه

معمولترین. هستندالتهابطیمتغییرپارامترهاي
ایجـاد ادمحجـم ، اندازه گیرياستفادهموردروش
بـراي دیجیتـالی پلتیسـمومتري روش. اسـت شده

ســال درهمکــارانوفریــدونیوســطتبــاراولــین
عوامـل ازناشیادمحجمگیرياندازهبراي2000

ایـن در). 17(شـد ارائهآزمایشگاهییاپاتولوژیک
ــرايفرمــالینازمطالعــه اســتفادهالتهــابالقــاءب

روشبـــه تزریـــقمـــوردپـــايحجـــمگردیـــد. 
شـده واقـع سـیال محتـوي ستون(پلتیسمومتري

بـه عدداندازه گیري شد. ) دیجیتالترازويبرروي
سـیال حجمیجرمبرتقسیم، ترازوازآمدهدست

حجـم گیـري ندازها. گردیدثبتپاحجمعنوانبه
پاينهاییو(پیش از تیمار و تزریق فرمالین)اولیه

ومشـخص محـل یـک تـا حالتدوهردرحیوان
گرفت. سپس توسط فرمول صورت) پامچ(یکسان

بـه بـا فرمـالین   شـده لقـاء االتههابیادمحجمزیر 
محاسبه گردید:زیرصورت

التهابیادمحجم= 
فرمالینتزریقازپسدقیقه60پاحجم-اولیه پاحجم
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ــاري:  ــل آم ــه و تحلی ــایجتجزی ــورت نت بص
mean±SEMبـین تفـاوت داريمعنی. شدندارائه

طرفـه و بـه   یـک ANOVAآزمـون  بـا هامیانگین
بـه وGraphPad Prism 6آمـاري  افزارکمک نرم

-Tآزمون متعاقـب  باهامیانگینمقایسهآندنبال
student-neuwman-keulsــاو ــداقلب ــطحح س

.شدندبرآورد>05/0pداري معنی

هایافته
هـاي  یافتـه : Tail flickنتایج حاصل از آزمون 

نشـان داد کـه آسـتانه    Tail flickحاصل از آزمون 
درد حرارتــی در گــروه کنتــرل و شــم تفــاوت     

داري بــا یکــدیگر ندارنــد. همچنــین تجــویزمعنــی
صـورت ) بـه mg/ml1هموگلوبین (نخاعی محلول

اخـتلاف بـه منجـر شـم گـروه بـا مقایسهدرحاد
Tailآزمونطیحرارتیدردآستانهدرداريمعنی
flickهموگلوبین ی محلولنخاعتجویزاما ؛ نگردید

) در mg/ml1 ،i.t) و دریافت کننده هموگلوبین بصـورت حـاد و مـزمن (   i.tهاي کنترل (بدون تیمار)، شم (سالین، مقایسه آستانه درد حرارتی بین گروه-1شکل 
در مقایسه با گروه هموگلوبین حاد).p<0.01##در مقایسه با گروه شم و p<0.01**اند. (ارائه شدهmean±SEMبصورت نتایج. Tail flickآزمون 

) در mg/ml1 ،i.tمـزمن ( وحـاد بصورتهموگلوبینکنندهیافتدرو) i.tسالین،(شم،)تیماربدون(کنترلهايگروهمقایسه شدت درد شیمیایی بین-2شکل 
).شمگروهبامقایسهدر p<0.01**و p<0.001***(.اندشدهارائهmean±SEMبصورتنتایج.آزمون فرمالین
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)mg/ml1روز متـوالی، 5طـی  صـورت مـزمن  ) به
داري در آستانه درد حرارتی منجر به افزایش معنی

و کـاهش احسـاس درد در مقایســه بـا گـروه شــم    
)01/0p<( ــاد ــوبین ح ــد)>001/0p(و هموگل ش

.)1(شکل 
مقایسـه  نتایج حاصـل از آزمـون فرمـالین:    

در دو گـروه  هاي حاصـل از آزمـون فرمـالین   یافته
کنترل و شم حاکی از آن بود که پاسخ درد در این 

فاز اول دوبوده و شامل هریکدیگردو گروه مشابه 
هـا  داري بـین آن و دوم درد بود، اما تقـاوت معنـی  

نخــاعی محلــولاز طرفــی تجــویزمشــاهده نشــد.
حاد و مزمن طی صورت) بهmg/ml1هموگلوبین (

وه شـم، منجـر بـه    روز متوالی در مقایسه بـا گـر  5
شـده  ایجـاد شـیمیایی دردشدتدارکاهش معنی

فرمالین در هر دو فـاز اول  پاییکفناشی از تزریق
فرمـالین  آزمـون ) التهـابی (فـاز دوم و) نوروژنیک(

ــد ( ــویز ؛ )>01/0pگردی ــا تج ــول ام ــاعی محل نخ
ــوبین ــتدوهــردر) mg/ml1(هموگل وحــادحال

واز نوروژنیـک فدوهردررامشابهیاثراتمزمن،
ــون  ــابی آزم ــالینالته ــانفرم ــتلافداد ونش اخ

دوایـن بـین شـیمیایی دردشـدت درداريمعنی
).2مشاهده نشد (شکل گروه

نتــایج حاصــل از آزمــون پلتیســمومتري:
سنجش حجم ادم التهـابی  ازحاصلنتایجمقایسه

گـروه بـین دو فرمـالین پـایی کـف تزریقازناشی
داري م وجود تفاوت معنـی شم گویاي عدوکنترل

نخـاعی محلـول  امـا تجـویز  ؛ بین این دو گروه بود
حاد و مزمن طی صورت) بهmg/ml1هموگلوبین (

بـه روز متوالی در مقایسه بـا گـروه شـم منجـر    5
ازناشـی التهـابی ادمدر حجـم داريمعنیکاهش
پلتیسـومتري  آزمـون طیفرمالینپاییکفتزریق

دریافـت  هر دو گروهی ). از طرف>001/0pگردید (
کننده محلول هموگلـوبین بصـورت حـاد و مـزمن     

حجم ادم التهابی ناشـی از  به میزان مشابهیتقریباً
).3(شکل پایی فرمالین را کاهش دادند. تزریق کف

گیريبحث و نتیجه
بـه مونوکسـیدکربن مولکـول معرفیوشناسایی

دارايکــهبــدندردرونــزادمولکــولیــکعنــوان
باشد،میفرديبهمنحصرفیزیولوژیکهايعملکرد

نقشدهندهنشانکهاستتوجهقابلموضوعیک
ــم ــنمه ــولای ــت ( درمولک ــدن اس ــلاوه1ب ). بع

مهمیهايقسمتدرمولکولاینحضورشناسایی
هیپوتــالاموس،ماننــدمرکــزيعصــبیسیســتماز

همچنین اهمیت اینونخاعوهیپوکمپهیپوفیز،
همچـون  مهمفیزیولوژیکیهايفرآینددرمولکول

ــال ــیگنالهايانتقــ ــایی،ســ Long termبویــ
potentiation (LTP)،غیــرعروقــیشــدگیشــل

وحـاد بصـورت هموگلـوبین کنندهدریافتو) i.tسالین،(شم،)تیماربدون(کنترلهايگروهبینپایی فرمالین کفمقایسه حجم ادم التهابی ناشی از تزریق -3شکل 
).شمگروهبامقایسهدرp<0.001***(.اندشدهارائهmean±SEMبصورتنتایج. پلتیسمومتريآزموندر) mg/ml1 ،i.t(مزمن
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کولینرژیـک تنظـیم آدرنرژیک،غیر–کولینرژیک
قلبـی عملکرداتونومتنظیمروزي،شبانههايریتم

یـک کنـد، مـی ایفـا یـادگیري وحافظـه وعروقی
اینمهملکردهايعموباشدمیتوجهقابلموضوع

ــینشــانعصــبیسیســتمدررامولکــول ــدم ده
ازخـــارجدرمونوکســـیدکربنمولکـــول). 2،7،8(

نقــشهــایی از جملــه نقــشنیــزعصــبیسیســتم
ــی ــدهاییآفردرتنظیم ــدین ــیممانن ــحتنظ ترش

هورمونهـاي آزادسـازي ینـد آفرتنظـیم کربنات،بی
یـن ابالقوهوانایی. ت)18(کندو ... ایفا میپانکراس
نقـش ماننـد هابیماريازبرخیدرماندرمولکول

شـوك برابـر درمحافظتیفاکتوریکعنوانبهآن
کـه استموارديجملهازنیز)، 10(اندوتوکسیک

رامولکـول ایـن بـر بیشـتر تحقیقاتانجاماهمیت
لحاظازمونوکسیدکربنمولکول. نمایدمیضروري

کنیتریــمولکــولبــهزیــاديشــباهتعملکــردي
یندهايآفردرمولکولاینمهماثرات،دارداکسید
وسـیکلاز گوانیلیلآنزیمکردنفعالمانندسلولی

کـردن فعال،cGMPبهوابستهکینازهايپروتئین
پتاسـیمی هايکانالبرثیرتأپتاسیم،-سدیمپمپ

.)1،6(اسـت توجـه قابـل مـوارد جملـه ازنیز... و 
تجویزکهدادشاننتحقیقاینازهاي حاصلیافته

مقایسـه درحادصورتبهموگلوبینمحلولنخاعی
درداريمعنـی اخـتلاف بـروز بهمنجرشمگروهبا

نشـد Tail flickآزمـون طـی حرارتـی دردآستانه
بـه ن هموگلـوبی محلـول مـزمن نخاعیتجویزلیو

دردآســتانهفــزایشمنجــر بــه اداريمعنــیطــور
شد Tail flickو بروز بی دردي در آزمون حرارتی
). مطالعات پیشین حـاکی از آن بـود کـه    1(شکل 

ل نیتریـک  مولکـو همـراه بهNMDAهايیرندهگ
حرارتـی پـردردي دررااصلیقش) نNOاکساید (

هنگـام درکـه شـود میتصوراینگونه. کندمیایفا
انداختنراهطریقازگیرندهاینحرارتی،دردبروز
آنــزیمرويبــراثــروســلولیدرونســیگنالیـک 

آنـزیم ایـن شدنفعالباعثسنتازاکسیدنیتریک
افـزایش راسـلولی NOسـطح ترتیببدینوشده 

). تحقیقـات گذشـته نشـان دادن کـه     19دهد (می
(مهار کننده )، 2تا L-NAME)nmol200تزریق 

,NG-nitro-l-arginine methyl esterي آنـزیم  
NOS دقیقه قبل از انجام تسـت  30) حدودTail

flick مدت زمان لازم براي اثر)l-NAME منجر ،(
ایـن  گردیـد.  تـی رخیر در شروع پر دردي حراأبه ت

افزایش باعثNOمهار تولید داد که نشانموضوع 
ایـن بهتوجهبا. )20شود (میآستانه درد حرارتی

مـاده هـر احتمـالاً کـه داشتانتظارتوانمیمورد
یـا هانورونردNOسطحکاهشباعثکهدیگري
کـاهش درشودنخاعسطحدرپشتیبانهايسلول

کـه آنجـایی از).21(بودخواهدثرؤمحرارتیدرد
کـه استهاییمولکولازیکیهموگلوبینمولکول

داردNOهـاي مولکـول بـه اتصالبهزیاديتمایل
کــهکــرداســتنباطاینگونــهنتــوا)، مــی10(

بخشیحتمالاًا) مزمنتجویزحالتدر(هموگلوبین
کــاهشوNOجــذبطریــقازراخــوداثــراتاز

داده انجامعصبیهايسلولدرمولکولاینمیزان
ــنازو ــقای ــیدردآســتانهطری طــیدرراحرارت

Tailآزمون flick بـا دهـد. همچنـین  افزایش مـی
ــهتوجــه مولکــولاعمــالازدیگــریکــیاینکــهب

سـت اCOتولیـد وHOآنـزیم بـر اثرهموگلوبین
موضـوع حرارتـی دردبـر COمولکـول نقش،)2(

قرارنظرمدراآنبایدکهاستدیگريتوجهقابل
مـزمن حالتدرهموگلوبینتجویزاحتمالاًکه داد

دراثربا،داردHOآنزیم القاءدرکهاثريبرعلاوه
شـده آنـزیم ایـن بیانافزایشباعثنیزژنیسطح

بیشـتر اهشک ـبـه منجـر نهایـت درامـر ایـن که
گردد.میحرارتیدردبهحساسیت

تحقیـق حاضــر ازاز طـرف دیگـر نتـایج حاصـل    
نخـاعی  حـاد و مـزمن  تجـویز حاکی از آن بود که 

وشیمیایی درد شدتکاهشمنجر به هموگلوبین
لـین پایی فرماناشی از تزریق کفحجم ادم التهابی 

توان اي توجیه این مسئله می). بر3و 2شد (شکل 
-آنـزیم هـم  بعنـوان سوبسـتراي  هموگلوبین گفت 

ایـن آنـزیم و افـزایش    فعال شـدن  باعث ، اکسیژناز
افـزایش  گـردد.  سلول میرسطح مونوکسیدکربن د

در نهایت منجر به افزایش فعالیت آنزیمCOمیزان 
شده که این امر cGMPتولیدگوآنیلات سیکلاز و

،هـاي انتقـال دهنـده درد   کاهش فعالیت نـورون با 
کـاهش  راهـاي درد بـه مراکـز بـالاتر    ال پیـام انتق
تخفیـف احسـاس درد در حیـوان    باعـث  دهد و می
تولیـد شـده همچنـین ممکـن     CO. )22(شودمی

بـر حساسـیت  است قسمتی از نقش خود را با اثـر  
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هـاي  هاي گلوتاماتی متابوتروفیکی و گیرندهگیرنده
AMPA    ــزان ــر می ــق ب ــن طری ــد و از ای ــا کن ایف

.)23(ثیر بگـذارد أتشیمیاییدحساسیت مسیر در
توان اثرات ضد التهابی هموگلـوبین را میهمچنین 

ــیح داد   ــورت توض ــن ص ــه ای ــز ب ــهنی ــالاًک احتم
هـم در  COسـطح افـزایش  هموگلوبین از طریـق 

به عنوان COمرکز و هم در محیط (به علت نقش 
پیام رسان عقب رونده و توانـایی انتشـار از طریـق    

ضد التهابی خود را از طریق ات، بخشی از اثرغشاء)
ــد      ــل در تولی ــابی دخی ــیش الته ــل پ ــار عوام مه

فـاکتور نکـروزه کننـده   حساسیت و التهاب ماننـد 
اینترلوکین و1، اینترلوکین )TNF-α(توموري آلفا

β-1 بخشــی دیگــر را از طریــق افــزایش تولیــد  و
اعمـال 10اینترلـوکین  عوامل ضد التهـابی ماننـد  

التهـابی  ادماز حجـم ترتیب و بدین ) 24(کندمی
. کاهـد مـی لـین پایی فرمـا القاء تزریق کفناشی از

در NOمیـزان  ثیر بـر  أهمچنین هموگلوبین بـا ت ـ 
اثـر  AMPAو NMDAهـاي  بر گیرنده ها، سلول

و از دهـد میرا کاهش هافعالیت نورونگذارد ومی
هـاي التهـابی را در   این طریق آزادسـازي میـانجی  

کــممحــیط رکــزي و احتمــالاًسیســتم عصــبی م
توان احتمال داد که ؛ بنابراین می)23،24(کندمی

ضـد  این گونه هموگلـوبین منجـر بـه بـروز اثـرات     
مشاهده شده در این پـژوهش  لتهابیادردي و ضد 

.باشدهاي بیشتر میکه نیازمند پژوهششده است
و بــه منظــور بررســیبــراي ادامــه ایــن تحقیقــات

اکسیژناز در بافت نیازمنـد  م همتغییرات ستوه آنزی
آنتـــی بـــادي در تکنیکهـــاي وســـترن بـــلات و  
ایمنوهیستوشیمی می باشیم که تهیه آنها مشـکل  
می باشد از طرفی براي ادامه بررسی ها و تحقیقات 
ــه آزاد کننــده هــاي   ــد مکانیســمی ب بیشــتر از دی
مونوکسیدکربن نیز نیاز است که بایـد بـراي تهیـه    

اما بـه دلیـل عـدم    قدام نمود در داخل کشور اهاآن
احتمال تحقیق روي تهیـه آنهـا   کاربردهاي بیشتر، 
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Abstract
Background: Hemoglobin is a protein in red blood cells, and the role of that is to transport
the oxygen and carbon dioxide in the blood. This protein has a heme group that is a prosthetic
group. Hemoglobin is known as a potent inducer for heme oxygenase enzyme. Also the
administration of CO releasing compounds (CORMs) can reduce the neuropathic pain. So
this study is based on the assumption that intrathecal administration of hemoglobin can be
lead to elevation of CO production and reduction in thermal and chemical pain and
inflammation.
Methods: The male Wistar rats (200-250 g) were randomly divided into 3 groups included
saline treatment, acute treatment of hemoglobin and chronic treatment of hemoglobin
(1mg/ml) for 5 constitutive days. Thermal pain sensation was assessed using Tail flick test
before and 5 minutes after i.t. injection and responses of chemical pain to sub plantar
formalin (2.5%, 5µl) injection were recorded for one hour. Paw volume was measured before
treatments and one hour after sub-plantar injection of formalin for inflammatory edema
assessment using plethysmometery test.
Results: Results from this experiment showed that acute and chronic i.t. injection of
hemoglobin reduced the chemical pain (p<0.01) and also inflammation (p<0.001) due to hind
paw sub-plantar injection of formalin. Although the acute i.t. injection of hemoglobin had no
prominent effect on thermal pain latency but chronic i.t. injection of hemoglobin reduced
thermal pain latency significantly (p<0.01).
Conclusion: Hemoglobin reduces pain sensation and inflammation probably due to
increasing the level of CO in spinal cord tissue. This effect was higher in chronic group that
is possibly due to the effects of hemoglobin on the heme oxygenase gene expression.

Keywords: Hemoglobin, Pain, Inflammation, Intrathecal administrationn


