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Abstract 

Purpose: Recent studies revealed the neuroprotective effects of  green tea antioxidant on 

experimental cerebral ischemia, but these effects on spinal cord injury (SCI) has not yet been 

studied. 

Materials and Methods: Rats were randomly divided into three groups of 18 rats each as follows: 

sham group( laminectomy ), control group ( SCI ) and experimental group ( EGCG ). Spinal cord 

samples were taken 24 h after injury and studied for determination of lipid peroxidation levels and 

TUNEL reaction. Behavioral testing was performed weekly upto six weeks post-injury. Then, the 

rats were euthanized for histopathological assessment. 

Results:  The results showed that lipid peroxidation levels were significantly decreased in 

experimental group. EGCG significantly reduced TUNEL-positive rate. Also, EGCG reduced 

significantly lesion area, and improved behavioral function more than the control group. 

Conclusion: EGCG treatment decreased secondary spinal cord injury. 
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  چكيده
   بررسي خواص نوروپروتكتيو آنتي اكسيدان موجود در چاي سبز روي ضايعات نخاعي:هدف

، گـروه   )فقـط لامينكتـومي صـورت گرفـت       (گروه شـم    : ايي ماده استفاده شد   تايي موش صحر  18در اين مطالعه از سه گروه        :ها  مواد و روش  
ــرل  ــت   (كنت ــورت گرف ــك ص ــرم فيزيولوژي ــق س ــاعي، تزري ــايعه نخ ــس از ض ــي ) پ ــروه تجرب ــق (و گ ــاعي، تزري ــايعه نخ ــس از ض   پ

(Epigallocatechin gallate) EGCG  زان پراكـسيداسيون   حيوان از هر گروه بـراي بررسـي مي ـ  6 ساعت پس از ضايعه،24). صورت گرفت
 حيوان باقيمانـده از  6همچنين آزمون رفتاري در . شد حيوان نيز براي بررسي ميزان آپوپتوزيس در بخش ضايعه ديده نخاع استفاده        6 چربي و 

  .گيري شد صورت هفتگي و تا پايان هفته ششم صورت گرفته و سپس ميزان تخريب بافت نخاعي اندازه گروه به هر
هاي آپوپتوتيك در بخش ضايعه ديده نخاع          موجب كاهش ميزان پراكسيداسيون چربي و نيز كاهش تعداد سلول          EGCGتزريق   :ها  يافته

هاي فلج شده و نيز كاهش ميزان تخريب بافت            موجب افزايش ميزان توانايي حركتي اندام      EGCGهمچنين تزريق   .در گروه تجربي شد   
  .نخاعي در بخش آسيب ديده در گروه تجربي شد

  .شود  موجب كاهش علائم ثانويه آسيب نخاعي ميEGCG تزريق :گيري نتيجه
  

 ، ضايعه نخاعي، ايمونوهيستوشيميEpigallocatechin gallate ( EGCG) :ها كليدواژه
  

  مقدمه
دو مكانيسم در شدت علايم ناشي از ضايعات نخـاعي نقـش            

 ].1[ فرايند دژنراسـيون ثانويـه       -2 ضايعه مكانيكي اوليه،     -1: دارند
سـري    خـود ناشـي از يـك      ) آسيب ثانويه (فرايند دژنراسيون ثانويه    

ها      كه از جمله آن    هاي سلولي، مولكولي و بيوشيميايي است       واكنش
ــي ــي ناشــي از     م ــسيداسيون چرب ــوني، پراك ــادلات ي ــه تب ــوان ب ت

  

هاي سيستم ايمنـي و         هاي التهابي، واكنش      هاي آزاد، واكنش      راديكال
ه در عروق خوني نخاع آسيب ديـده، اشـاره          نيز تغييرات ايجاد شد   

همچنين فرايند آپاپتوزيس نيز نقش كليدي و مهمي را در          ].2[نمود  
 ـ         ايفا مي آسيب ثانويه نخاعي     افـزايش  ثير  أنمايد كه خود تحـت ت

هـا و نيـز افـزايش         هـاي آزاد، سـيتوكين        ميزان گلوتامات، راديكـال   
  ].3[ت هــاي التهــابي در بخــش آســيب ديــده نخــاع اســ  واكــنش
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هاي     هاي اخير اغلب متوجه آسيب      تحقيقات صورت گرفته در سال    
كار برده شده براي  طوري كه تر كيبات به  به ثانويه نخاعي بوده است   

كــاهش علايــم و عــوارض آســيب نخــاعي داراي خــواص ضــد 
  .هاي آزاد است  آپاپتوزي، ضد التهابي و مهار كننده راديكال

فنـولي تحـت عنـوان     چاي سبز حاوي تعـدادي تركيـب پلـي       
ــين  ــت ) Catechin(كتك  Epigallocatechin  gallat(EGCG)]. 4[اس
رسـد كـه     فنول چاي سبز بوده و به نظر مـي   تركيب پلي فراوانترين

هاي بيولوژيك چاي سـبز مربـوط بـه همـين               بخش عمده فعاليت  
 داراي آثـار    EGCGتحقيقات نشان داده است كه      ].  5[تركيب باشد   

و نيــز ] 7 و6[هــاي ايــسكمي مغــزي   حفــاظتي در مقايــل آســيب
 نشان داده اسـت     ها    بررسي]. 9و  8[هاي نورودژنراتيو است        بيماري

آثار نوروپرتكتيو خود را از طريـق       ) EGCGاز جمله   (ها      كه كتكين 
هـاي آزاد، كـاهش پراكـسيداسيون چربـي، كـاهش            مهار راديكـال  

  ].5[نمايند   آپاپتوز و نيز آثار ضد التهابي  اعمال مي
دست آمده از مطالعـات آزمايـشگاهي در          با وجود نتايج به   

ــو  ــار نوروپرتكتي ــدلEGCGخــصوص آث ــي    در م هــاي تجرب
هــاي نورودژنراتيــو، تــاكنون   ايــسكمي مغــزي و نيــز بيمــاري

گزارشي در خصوص آثار اين تركيب روي ضـايعات نخـاعي           
ارايه نشده است؛ بنابراين در تحقيق حاضر، آثار نوروپرتكتيـو          

EGCGدر مدل حيواني ضايعه نخاعي بررسي شد  .  
  

  ها مواد و روش
  هاي مورد مطالعه گروه

بـه وزن   (Spargue-Dawley سر رت بالغ مـاده نـژاد       54داد  تع
در اين تحقيق استفاده شـد و در شـرايط          ) گرم250-300تقريبي  

طور تصادفي بـه سـه گـروه          حيوانات به . استاندارد نگهداري شد  
گروه شم، در اين گروه فقـط لاميناهـاي         ) 1:تايي تقسيم شدند  18

 ـ   ) 2 برداشته شد؛    T9مهره   ن گـروه عـلاوه بـر       گروه كنترل، در اي
لامينكتومي، ضايعه نخاعي نيز وارد شد و سـپس تزريـق داخـل             

گـروه  تجربـي، در      ) 3صفاقي سرم فيزيولوژيك صورت گرفت؛      
اين گروه علاوه بر لامينكتـومي و وارد نمـودن ضـايعه نخـاعي،              

يـك تزريـق     (mg/kg50 بـه ميـزان    EGCGتزريق داخـل صـفاقي      

سـپس هـر يـك از       . رفتنيز صورت گ  ) بلافاصله  پس از ضايعه    
 تايي براي مطالعه ميزان پراكسيداسيون      6ها به سه زير گروه        گروه

چربي بخش ضايعه ديده نخاع، ميزان آپاپتوز بخش ضايعه ديـده           
هـاي فلـج شـده و ميـزان       نخاع و نيز ميزان توانايي حركتي انـدام    

  .تخريب بافت نخاعي بخش ضايعه ديده تقسيم شدند
  

  ضايعه نخاعي
بـه ايـن    .خاعي به روش دانشگاه نيويـورك وارد شـد        ضايعه ن 

 كتـامين  mg/kg 75بـا (ترتيب كـه پـس از بيهـوش كـردن حيـوان      
، برشي در امتداد ستون فقرات در پوسـت         ) زايلايزين mg/kg 10و

 جـدا و  T10و T9,T8هاي داده شد و سپس عضلات متصل به مهره
قيم بـا  طـور مـست   اي به آنگاه ضربه. تراشيده شد T9لاميناهاي مهره

متر، از ارتفاع     ميلي5/2گرم، قطر 10وزن(اي فلزي     استفاده از استوانه  
پـس از وارد نمـودن ضـربه، عـضلات،          . وارد شد ) متر   سانتي 5/2

هاي لازم نيز شامل تزريـق        مراقبت.فاسياها و پوست بخيه زده شد     
ــق    ــق داروي ضــد درد، تزري ــات، تزري ــرم لاكت ــتي س ــر پوس زي

دست آوردن كنتـرل      ستي مثانه تا زمان به    بيوتيك و نيز تخليه د      آنتي
  ].10[ادرار توسط حيوان، صورت گرفت 

  
  آناليز بيوشيميايي

 حيوان از هر گروه را كشته و نخاع 6 ساعت پس از ضايعه، 24
سـپس مننـژ و خـون       . بخش ضايعه ديده از ستون مهره خارج شد       

گـراد     درجـه سـانتي    -70ها برداشـنه شـده و در دمـاي          روي نمونه 
عنـوان يـك     بـه Malondialdehyde (MDA) ميـزان  . ري شـد نگهـدا 

 Thiobarbituricacidشاخص مهم واكنش پراكسيداسيون چربي كه با 

  (TBA)،هارا  به روش مي واكنش مي دهد)Mihara (  و همكـارانش
]. 11[گيـري شـد     نـانومتر انـدازه  535و توسط اسپكتروفوتومتر در    

  .يان شدگرم ب/ در مقياس نانومولTBAغلظت وكنش 
  

  )TUNEL(آميزي تانل  رنگ
 حيوان از هر گروه توسط بافر       6ساعت پس از ضايعه،      24

ديـده خـارج و       فرمالين پرفيـوز شـده و نخـاع بخـش آسـيب           
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 ميكرونـي از  8هـاي   سپس برش  هاي پارافيني تهيه شد و      بلوك
آميزي با استفاده از كيت تانـل و براسـاس            رنگ. ها تهيه شد    آن

طـور    به.  صورت گرفت  Roche)(ورد نظر دستورالعمل شركت م  
 H2O2 ،15دقيقـه بـا   10مـدت   ها به برش كلي پس از آبگيري،

 دقيقه بامحلول واكنش    K) Proteinase-K(،60دقيقه با پروتئيناز    
 )DAB( دقيقه با دي اي بي     5،  )POD( دقيقه با پي ادي    30تانل،  

 همچنين.  انكوبه شد(Hematoxylin) دقيقه با هماتوكسيلين    1و  
هـاي    آناليز كمي تعداد سلول   . آزمون كنترل منفي نيز انجام شد     

 ناحيـه در    5( بخش از هر بلـوك       10واكنش داده به تانل ، در       
هاي مثبت بـه        صورت گرفت و سپس درصد سلول     ) هر بخش 

  .محاسبه شد )هاي واكنش نداده نسبت به سلول(تانل 
  

  آزمون حركتي
گـروه تـا پايـان هفتـه         حيوان از هر     6ميزان توانايي حركتي در     

گيـري شـد       اندازه BBB (Basso-Beattie-Bresnehan)ششم به روش    
 ساعت پس از ضـايعه و نيـز در پايـان    24به اين صورت كه  ]. 12[

هر هفته از حركـات حيوانـات فيلمبـرداري شـده و سـپس ميـزان             
توانــايي حركتــي بــا اســتفاده از جــدول حركتــي آزمــون مــذكور  

  ).21=، طبيعي0= ملفلج كا(گيري شد  اندازه
  

  گيري ميزان تخريب بافت نخاعي اندازه
در پايان هفته ششم از نخاع بخش آسيب ديده حيوانات پرفيوز       

مقـاطع  )  حيواني كه آزمـون حركتـي انجـام شـده بـود            6در  (شده  
صـورت    سپس مقاطعي به  .  ميكرون تهيه شد   8پارافيني به ضخامت    

منطقـه آسـيب ديـده      تصادفي از بخش ابتـدايي، ميـاني و انتهـايي           
گيري وسعت كل مقطـع و نيـز وسـعت     انتخاب شد و ضمن اندازه    

، )Moticافـزار     با اسـتفاده از نـرم     (ديده در همان مقطع       منطقه آسيب 
  .ديده به كل مقطع نيز محاسبه شد نسبت منطقه آسيب

  
  ها آناليز داده

انجـام  )10نـسخه SPSS (افزار  كليه آناليزها با استفاده از نرم
همچنـين  .  محاسـبه شـد    SD ± Meanصـورت     ها بـه    دادهشده و   

05/0p<دار بودن در نظر گرفته شد   ملاك معني.  

  ها يافته
  ميزان پراكسيداسيون چربي

 موجود در بخش ضـايعه ديـده نخـاع را           MDA، ميزان 1شكل
هـاي مـورد آزمـايش نـشان            در گـروه  )  ساعت پس از ضايعه    24(

اي شـم، كنتـرل و تجربـي    ه   در گروه MDAميانگين ميزان.دهد مي
ــه ــب   ب ــبه 59/11±51/1 و 80/18±54/2، 34/4 ± 54/1ترتي  محاس
ــزايش معنــي . شــد ــزان  القــاي ضــايعه نخــاعي موجــب اف دار مي

 MDAميـزان . ديده نخاع شد    پراكسيداسيون چربي در بخش آسيب    
  .دار كمتر از گروه كنترل بود  طور معني در گروه تجربي به

  
  

    
ساعت پس از ضايعه در بخش آسيب       24 را   MDA مقادير   .1ل  كش

 در  > p :*05/0. دهـد  هاي مورد مطالعه نشان مي ديده نخاع گرو ه
  در مقابل گروه كنترل  >p :** 05/0مقابل گروه شم ،

  
  ميزان آپاپتوز

) اي    هاي قهوه     هسته(هاي مثبت به واكنش تانل          تعداد سلول 
ه كنتـرل  ولي در گرو) A2شكل (در گروه شم بسيار ناچيز بود      

ــته اســت   ــزايش داش ــكل (اف ــداد  ).B2ش ــر تع ــرف ديگ از ط
هاي واكنش داده شده در گـروه تجربـي كـاهش داشـته                 سلول
هاي آپاپتوتيك      ، درصد سلول  3شكل شماره   ). C2شكل  (است  

هاي مـورد آزمـايش نـشان           ديده نخاع گروه      را در بخش ضايعه   
نسبت بـه  هاي آپاپتوتيك در گروه تجربي        تعداد سلول . دهد    مي

  .دار داشته است گروه شم، كاهش معني
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سـلول آپاپتوتيـك بـه رنـگ        ( تصاوير ميكروسكوپي از واكنش تانـل        .2شكل  
دار، سلول سالم به رنگ آبـي بـا علامـت پيكـان      اي با علامت پيكان دنباله  قهوه

هاي   ساعت پس از ضايعه در گروه      24در بخش ضايعه ديده نخاع را       ) دوشاخه
  ).×200: بزرگنمايي( دهد  نشان مي) C(و تجربي ) B( كنترل ،)A(شم 

  

ساعت پس از ضايعه برحـسب      24هاي آپوپتوتيك را       ميزان سلول  .3شكل    
در مقابـل   > p :* 05/0. دهـد  هاي مورد مطالعه نـشان مـي   درصد در گروه

   در مقابل گروه كنترل >p :**05/0گروه شم ، 

  ميزان توانايي حركتي
هـاي مـورد      توانـايي حركتـي را در گـروه       ، ميـزان    4شكل  

ميـزان توانـايي حركتـي در گـروه شـم          . دهد  آزمايش نشان مي  
در پايان هفتـه شـشم ،ميـزان توانـايي          . بوده است ] 21[نرمال  

حركتي در حيوانـات گـروه تجربـي نـسبت بـه گـروه كنتـرل                
  .افزايش معني دار داشته است

  
هـاي مـورد      ا در گـروه    ر BBB ميزان توانايي حركتي در مقيـاس        .4شكل  

در مقابل گـروه  > p :* 0 /05. دهد هاي مختلف نشان مي مطالعه و در زمان
 كنترل و در زمان مشترك

  

  ميزان تخريب بافتي
ترتيب مقاطع تهيـه شـده از بخـش           به A5، B5، C5 اشكال

هاي شم، كنترل و تجربي را نشان         مركزي آسيب ديده در گروه    
 ديـده را در      طقـه آسـيب   ، درصـد من   6شـكل شـماره     . دهد  مي

= ، كنتـرل  00/0=شـم   ( دهد هاي مورد آزمايش نشان مي گروه
وسعت منطقه آسيب   ). 73/31 ±29/5= ، تجربي   77/4±52/68

دار   ديده در گروه تجربي نسبت به گروه كنتـرل كـاهش معنـي            
  .داشته است

  

  بحث
فرايند تخريبي ثانويه در پي ضايعات تروماتيـك نخـاعي،          

هــاي آزاد،   پيچيــده اي نظيــر توليــد راديكــالداراي پــاتولوژي
، بنابراين هر نوع ]13[پراكسيداسيون چربي و آپاپتوزيس است     

عامل درماني كاهش دهنده فرايندهاي ثانويه، موجب  كـاهش          
  .شود  وسعت آسيب نخاعي و بروز عوارض ناشي از آن مي
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 هفتـه   6را  ) *( مقاطع عرضي از بخش مركزي محل ضايعه ديده          .5شكل  

نـشان  ) C(و تجربـي    ) B(، كنتـرل    )A(هاي شـم          پس از ضايعه در گروه    
  ).×40: بزرگنمايي(دهد  مي

  
  

 هفته پس از ضـايعه      6 ميزان تخريب بافت نخاعي آسيب ديده را         .6شكل  
در  > p :* 05/0. دهد هاي مورد مطالعه نشان مي بر حسب درصد در گروه

  مقابل گروه كنترل در  >p :**05/0مقابل گروه شم ، 

هـاي منفــرد    هــايي بـا الكتـرون   هـاي آزاد مولكـول   راديكـال 
)(unpaired     پذير   ها بسيار واكنش     هستند، بنابراين نسبت به چربي

پراكـسيداسيون  ]. 14[شوند    ها مي   بوده و موجب اكسيداسيون آن    
چربي يكي از عوامل مهم در روند تخريب بافت نخاعي پس از            

پس مهار پراكسيداسيون چربـي     ]. 15 [ضايعات تروماتيك است  
هـاي اصـلي عملكـرد عوامـل درمـاني            عنوان يكي از مكانيسم     به

نتـايج حاصـل از انـدازه گيـري         . ضايعات نخاعي  مطرح اسـت     
در نتيجه شكسته شدن اسيدهاي چرب غير اشـباع   (MDA ميزان

در بخـش   ) عنوان شاخص مهـم پراكـسيداسيون چربـي         نخاع به 
ــشان    ــاع ن ــده نخ ــيب دي ــق آس ــه تزري ــزان EGCG داد ك ، مي

پراكــسيداسيون چربــي را در مقايــسه بــا گــروه كنتــرل كــاهش 
ــه روي خــواص  . دهــد مــي براســاس مطالعــات صــورت گرفت

و ] 8[هــاي نورودژنراتيــو    در بيمــاريEGCGنوروپروتكتيــو 
هـاي احتمـالي پيـشنهادي        ، يكي از مكانيسم   ]5[ايسكمي مغزي   

وي پراكـسيداسيون   توسط محقيقن، اثـر مهـاري ايـن تركيـب ر          
هـاي    فنـول   پلـي . هاي آزاد اسـت     چربي القا شده توسط راديكال    

هـاي   واسـطه گـروه   بـه ) EGCGويـژه   بـه (موجود در چاي سـبز     
هـاي    تواننـد بـه راديكـال       هيدركسيل موجود در ساختارشان، مي    

هـا    همچنـين آن  ].5[هـا را خنثـي نماينـد          آزاد متصل شـده و آن     
هـاي آنـدوژن      ميزان آنتي اكـسيدان   طور غير مستقيم      توانند به   مي

اخيــراً گروهــي از محققــين   ]. 16[بــدن را افــزايش دهنــد   
 EGCGدنبال تزريـق    به MDAهايي مبني بر كاهش ميزان گزارش

  ].9[اند  ارايه داده ) aging(در مدل حيواني پيري 
هـاي ثانويـه      هاي كليـدي آسـيب      آپاپتوزيس يكي از مكانيسم   

  تنظيم مي شود     Bcl-2هاي خانواده     ننخاعي بوده كه توسط پروتئي    
اي   دنبال تروماهاي وارده به طناب نخاعي، موج پيـشرونده          به]. 17[

گيـرد؛    هاي عصبي شكل مـي      از مرگ سلولي آپاپتوزيس در سلول     
هاي كاهش آسيب ثانويه نيز مهـار ايـن پديـده             بنابراين يكي از راه   

هـاي     سلول در تحقيق حاضر براي تعيين ميزان  آپاپتوز       ]. 2[است  
دار  عصبي از روش تانل استفاده شد و نتايج بيـانگر كـاهش معنـي         

هاي عصبي در گروه تجربي نـسبت بـه گـروه             ميزان آپاپتوز سلول  
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 In vivoو  In vitro هـاي انجـام شـده در محـيط     بررسي. كنترل بود
هـاي     از طريق تغيير در بيـان ژن       EGCGبيانگر نقش ضد آپاپتوزي     

 EGCGمطالعات اخير نشان داده است كـه        . تمرتبط با آپوپتوز اس   
  در بيمـــاري)  (3Caspase-3-كاســـپازموجـــب مهـــار فعاليـــت 

)ALS (amyotrophic lateral sclerosis] 18 [ و نيزAging   القـا شـده 
  ].9[شود  توسط گالاكتوز در موش مي

منظور هرچه محدود كردن نقايص نورولوژيك ناشـي از           به
بيشتر بافت نخـاعي ضـروري      تروماهاي نخاعي، حفظ هر چه      

از طرف ديگر يكـي از تغييـرات پيـشرونده موجـود در             . است
ناشـي از   (بافت نخاعي آسيب ديده، تـشكيل حفـرات متعـدد           

) هـاي مـرده     خـواري سـلول     تخريب بافت عصبي و نيز بيگانه     
هاي هيـستوپاتولوژيك صـورت گرفتـه در          بررسي]. 10[است  

 ـ            افتي و تـشكيل    اين تحقيـق بيـانگر كـاهش ميـزان تخريـب ب
حفرات در بخش آسيب ديده نخـاع حيوانـات گـروه تجربـي             

هـا نـشان داده اسـت كـه           بررسـي . نسبت به گروه كنترل است    
 موجب كاهش حجم منطقه آسيب ديـده بافـت          EGCGتزريق  

همچنـين  ]. 5[شـود     عصبي در مدل حيواني سكته مغـزي مـي        
 موجـب كـاهش     EGCGتحقيقات نشان داده است كـه تزريـق       

هـاي مغـزي در مـدل     رده به ماده سفيد اطـراف بطـن     آسيب وا 
براي بررسي ميزان توانـايي     ]. 19[شود  حيواني هيدروسفال مي  

هاي مـورد مطالعـه و نيـز          هاي فلج شده در گروه      حركتي اندام 
.  استفاده شـد   BBB در آن، از آزمون حركتي       EGCGميزان تاثير   

   موجـب افـزايش توانـايي       EGCGنتايج نشان داد كـه تزريـق        
  .شود حركتي حيوانات فلج شده نسبت به گروه كنترل مي

ــافتي،   ــايج حاصــل از بررســي بيوشــيمي ب در مجمــوع نت
ايمونوهيستوشيمي، هيستوپاتولوژي و نيز حركتـي در تحقيـق         

 در ضايعات تروماتيـك     EGCGحاضر بيانگر آثار نوروپروتكتيو   
 .نخاعي است
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