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Abstract 

Purpose: The purpose of this study was the investigation of thermal and mechanical Allodynia after BMSCs 

grafting in the Spinal Cord Contusion of rat 

Materials and Methods: In this study used 40 female Sprague- Dawley 6-8 week old that 33 rats received 

vertebral laminectomy to expose spinal cord (L1 vertebral level). The cord was then contused with the 

weight drop device. Experimental groups consist group 1(Intact) rats without intervention (n=7); group 2 and 

3: 16 rats given PBS alone without cell administration respectively 10 rats intravenously (vehicle1) and 6 

rats intraspinally (vehicle2); group 4 and 5: 17 rats given BMSCs after 4 passages respectively 10 rats 

intravenously and 7 rats intraspinally. Grafts were done 1 week after injury. Behavioral tests were done for 

10 weeks (after injury). For thermal testing, rats were placed on a hotplate. Mechanical sensitivity was 

assessed with Von Frey Hairs. Tracing of the cells at the injured site was performed immunohistochemically 

and then astrocyte differentiation was detected with the double-Staining method. 

Results: BMSCs-engrafted rats showed significant decrease in withdrawal threshold and time latency to 

licking of hindpaws in comparison with vehicle groups. Also there was astrocyte differentiation. 

Conclusion: The results demonstrate that intraveous and intraspinal grafts of BMSCs in the cases of spinal 

cord contusion enhance thermal and mechanical Allodynia. Also Allodynia could be positively correlated 

with the number of astrocytes. 
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 چكيده
 BMSC  (Bone Marrow Stromal Cell)ي و مكانيكي ناشي از ضايعه نخاعي، بعد از پيوند سلولهاي يبررسي آلوداينياي گرما :هدف

 Sprague- Dawley نژاد، هفته اي 8 تا 6ي ماده ايسر موش صحر 40 در اين مطالعه . عه يك تحقيق تجربي است اين مطال:روشها مواد و

ند وسپس نخاع توسط شد لامينكتومي ، L1 سر از آنها به منظور در معرض ديد قرار گرفتن نخاع در سطح مهره 33د كه  شاستفاده 
 سر كه هيچ مداخله اي در آنها 7 شامل :)سالم(1گروه : ايش عبارت بودند ازگروههاي آزم.   ضايعه داده شدweight dropابزار 

 سر به صورت 10 را بدون سلول به ترتيب PBS (Phosphate Buffer Saline) سر موش صحرايي كه 16: 3و2صورت نگرفت، گروه 
 سر موش صحرايي كه 17: 5و4دريافت كردند،  گروه ) Vehicle2( سر به صورت داخل نخاعي6و ) Vehicle1( داخل وريدي

تزريقها .  سر به صورت داخل نخاعي دريافت كردند7 سر به صورت داخل وريدي و 10 پاساژ به ترتيب 4 را بعد از  BMSCسلولهاي
گرمايي رتها روي صفحه داغ آزمون  براي .شدندهفته بررسي  10ي رفتاري به مدت آزمونها. .يك هفته بعد از ضايعه انجام شدند

رديابي سلولها به روش ايمونوهيستوشيميايي در بخش آسيب  . استفاده شد  Von  Frey Hairs مكانيكي از آزمون شدند و براي گذاشته
 . شد تمايز آستروسيتي بررسي  Double-Stainingديده نخاع صورت گرفت و همچنين به روش 

كاهش تاخير ليسيدن اندام خلفي را  و  نسبت به محرك مكانيكي،  كاهش آستانه پس كشيدن اندام خلفي راBMSCيوند سلولهاي : ها يافته
 .همچنين تمايز آستروسيتي مشاهده شد  .ددريافت كرده بودند نشان دادن  PBSنسبت به محرك گرمايي در مقايسه با گروهي كه 

 نخاعي كانتيوژن، آلوداينياي  در مدل ضايعهBMSCداخل نخاعي سلولهاي  دهد كه تزريق درون وريدي و  نتايج نشان مي:نتيجه گيري
 .دهد و نيز ميزان آلوداينيا ارتباط مستقيم با تعداد آستروسيتها دارد ي و مكانيكي را افزايش مييگرما
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  مقدمه
: عه نخاعي، انواع تروما است كه عبارتند از       شايعترين دليل ضاي  

يكـي از   ]. 1[تصادفات، صدمات ورزشـي و آسـيبهاي شـغلي          
 اسـت   Contusionشايعترين ضايعات نخـاعي، ضـايعه از نـوع          

ــزي    ]. 2[ ــك مرك ــاعي درد نوروپاتي ــايعه نخ ــال ض ــه دنب   ب
(Central Neuropathic Pain)  آلوداينيـا  از نـوع) Allodynia : درد

روشهاي ]. 3[ايجاد  مي شود     ) محرك غير دردزا  ناشي از يك    
مختلفي براي درمان درد ناشي از ضايعه نخاعي وجود دارد كه          

 20طـي  ]. 4[دارو درمـاني ، جراحـي، فيزيـوتراپي    : عبارتند از 
سال اخير اسـتفاده از اسـتراتژيهاي سـلولي بـه جـاي درمـان               
دارويي، براي درمان درد ناشي از ضـايعه نخـاعي پيـشرفتهاي            

از جمله استفاده از سلولهاي كرومافين غده       . زيادي كرده است  
آدرنال و سلولهاي پـيش سـاز عـصب كـه در روش اخيـر بـا                 
استفاده از مولكولهاي ايجـاد كننـده فنوتيـپ عـصبي در ايـن              

اخيراً در درمان   ]. 5[سلولها خصوصيات ضد درد القا مي شود        
تفاده شده  درد ناشي از ضايعات نخاعي از سلولهاي بنيادين اس        

و همكـارانش شـرح     )  Hofstetter(هافـستتر     در تحقيقي . است
دادند كه بعد از ضايعه نخاعي، تزريق سلولهاي بنيادين عصبي          
در نخاع حيوانات جونده آثار مهمي روي حس و حركـت در            

، به طوري كه پيوند سلولهاي ]6[سطوح زير ناحية آسيب دارد 
 و كـاهش  آلوداينيا در بنيادين عصبي باعث افزايش معني داري 

دانـشمندان بـر ايـن باورنـد كـه          ]. 8 و   7[شود    آستانه درد مي  
افزايش تمايز ايـن سـلولها بـه آستروسـيتها  مـسئول افـزايش               

آستروسيتها در مدلهاي آسيب ديده، به عنـوان        .  هستند آلوداينيا
رها كننده فاكتورهاي تروفيك شناخته شده اند كه آثار مستقيم          

همچنـين  . آكـسونها و بقـاي نورونهـا دارنـد        روي جوانه زدن    
مقدار و اندازة جوانه آكسونها با تعداد سلولهاي پيوندي تمـايز      

محققين به اين نتيجه . يافته به آستروسيتها ارتباط مستقيم دارند
رسيده اند كه پيوند سلولهاي بنيادين عصبي و تمايز بعدي آنها 

تـوان    مـي . ]7[به آستروسيت آستانه درد را كـاهش مـي دهـد            

چنين گفت كه با افزايش تمايز آستروسيتي سـلولهاي بنيـادي           
يابـد ولـي ميـزان        تزريق شده، حيوان از نظر حركتي بهبود مي       

تـوان بـه تـاثير     يابـد كـه ايـن امـر را مـي      آلوداينيا افزايش مـي   
فاكتورهاي تروفيك مترشحه از آستروسيتهاي تمـايز يافتـه بـر           

  .   ديده  دانستشاخه شاخه شدن آكسونهاي  آسيب 
استفاده از سلولهاي بنيادين مغز استخوان براي درمان ضايعات         

گزارشهايي مبني بر تمايز سلولهاي . نخاعي نيز مؤثر بوده است   
استرومايي مغز استخوان به سلولهاي گليـال و نـورون توسـط            

با توجـه بـه آثـار درمـاني         ]. 10 و   9[محققين ارايه شده است     
از ( در ضـايعات نخـاعي    BMSCاي ثابت شده تزريق سـلوله 

اين ) نظر بهبودي حركتي و نيز ترميم بافت عصبي آسيب ديده         
شود كـه تزريـق درون وريـدي و يـا داخـل               پرسش مطرح مي  

نخاعي اين سلولها در بخش آسيب ديده نخاع چه تـاثيري بـر             
بر ايـن اسـاس در      . گذارد  روي درد ناشي از ضايعه نخاعي مي      

ن بـار، اثـرات تزريـق سـلولهاي         تحقيق حاضـر بـراي نخـستي      
BMSC           بر روي ميزان آلوداينياي حرارتي و مكانيكي ناشـي از 

 .  ضايعه نخاعي مورد بررسي قرار گرفت

  

  مواد و روشها 
 سـر مـوش صـحرايي بـالغ مـاده نـژاد             40اين تحقيق بر روي   

Sprague-Dawley     گرم انجام گرفـت    225-250 با وزن تقريبي  .
ايـن  .  گروه تقـسيم گرديدنـد  5 به    سر به طور تصادفي    40اين  

  :پنج گروه عبارتند از
 سر كه در آنها هيج گونه ضـايعه و          7 شامل   (Intact)گروه سالم 

بـه   Vehicle 2  وVehicle 1 گروههاي . تزريقي صورت نگرفت
 سر بودنـد كـه در آنهـا ضـايعه نخـاعي             10 و   6ترتيب شامل   

 صورت گرفت و يك هفته بعـد از ضـايعه بـه ترتيـب  فقـط                
.  انجــام گرفــتPBSتزريــق داخــل نخــاعي و درون وريــدي 

 سر بودنـد كـه      10 و   7 به ترتيب شامل     2و1گروههاي آزمون   
در آنها ضايعه نخـاعي صـورت گرفـت و يـك هفتـه بعـد از                 
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ضــايعه بــه ترتيــب  تزريــق داخــل نخــاعي و درون وريــدي  
لازم به ذكر است كه گفته شود       .  انجام گرفت  BMSCسلولهاي  

ه گروهي نيز مورد بررسي قرار گرفت كـه در آن           در اين مطالع  
گروه فقط لامينكتومي انجام شد و هيچ گونه ضايعه و تزريقي           

در بررسي آماري اين گروه هيچ گونه تفاوت        . صورت نگرفت 
نـشان نـداد، لـذا بـه دليـل اينكـه        Intact معني داري با گـروه  

ر  تاثيري نداشـت د  Allodyniaلامينكتومي در كاهش يا افزايش      
  .  مطالعات آماري وارد نگرديد

، بعـد از انجـام عمـل        Contusionبراي ايجـاد ضـايعه نخـاعي        
 ميلي متر و 5/2ميله فلزي به قطر  ، از يكL1لامينكتومي مهره 

 سـانتي متـري     5/2شود كه از ارتفاع        گرم  استفاده مي    10وزن  
  ]. 11[شود  بالاي نخاع روي نخاع رها مي

 براي تهيه سلولهاي  Sprague Dawleyدر اين تحقيق از رتهاي 
در ابتـدا رتهـا توسـط       . استرومايي مغز استخوان اسـتفاده شـد      

محلول كلروفورم كشته شدند و استخوانهاي درشت ني و ران          
با كنار زدن عضلات و جدا نمودن آنها از استخوانها به دسـت             
آمد، استخوانهاي به دست آمده در داخل پتري ديش محتـوي           

PBS  پني سيلين و آمفوتريپـسين بتـا قـرار داده شـد             به همراه  .
سپس پتري ديش داخل ظرف محتوي يخ گذاشته شده و  بـه             

با استفاده از وسايل جراحي استريل دو       . زير هود منتقل گرديد   
انتهاي استخوانها قطع و با سرنگ حاوي محـيط كـشت، مغـز             
. استخوان موجود در استخوانها در داخل فلاسـك تخليـه شـد           

 درجه سـانتي گـراد و       37سكها به انكوباتور با دماي      سپس فلا 
محيط كشت داخل فلاسكها    .  پنج درصد منتقل شد    CO2فشار  

با تعويض محيط كـشت ذرات    .  ساعت تعويض شد   72بعد از   
ــلولهاي     ــب س ــده و اغل ــدا ش ــوني ج ــلولهاي خ ــافتي و س ب
استرومايي مغز استخوان كه به كف فلاسك چسبيده اند بـاقي           

آنكه اين سلولها در اثر تكثير ، كف فلاسـك را           پس از   . ماندند
 سلولها از كف EDTA/پر كردند، با استفاده از محلول تريپسين  

تقريبـاً  . فلاسك جدا كرده و داخل دو فلاسك تقـسيم شـدند          

پس از چهار تا پنج پاساژ، سلولهاي اسـترومايي يكدسـت بـه             
  . دست  مي آيد

   BMSCن سـلول  ميليـو 5/2 براي تزريق درون وريدي، تعداد 
 حل شد و از طريق وريـد دمـي    PBSسانتي متر مكعب    5/0در  

 ].12[توسط سرنگ انسولين تزريق گرديد 

  BMSC سـلول    300,000براي تزريـق داخـل نخـاعي، تعـداد          
 حل شد و با استفاده از سرنگ هميلتون تزريـق      µL 10 PBSدر
در اين روش تزريق در هر چهار طرف ناحية آسيب ديده           . شد

  ]. 12[ صورت گرفت µL 5/2 طرف به مقدارو هر
آزمونهاي رفتاري در تمام گروهها به صورت هفتگي به مـدت           

  .  هفته انجام شدند10
ــفحه داغ    ــايي از ص ــاي گرم ــي آلودايني ) Hot Plate(در بررس

در ايـن   . استفاده شـد  ) شركت سازه كاران آسيا، ساخت ايران     (
 درجـه  50اندارد با درجه استHot plate  آزمون حيوانات روي  

گرفتند و تـأخير در ليـسيدن انـدام خلفـي       سانتي گراد قرار مي   
در صورتي كه حيوان نسبت بـه صـفحة داغ          . اندازه گيري شد  

 ثانيـه حيـوان از روي       100عكس العملي نشان نمي داد بعد از        
صفحه داغ برداشته مي شد تا از آسيب بافتي ناشي از گرمـاي             

 100الت ماكزيمم زمان يعنـي  زياد جلوگيري شود و در اين ح   
  ]. 13[ثانيه براي حيوان در نظر گرفته شد 

شـركت   (Von Frey Hairs در بررسي آلوداينيـاي مكـانيكي از   
 فيلامنت ظريـف    20استفاده شد كه شامل     ) USAداج، ساخت   

از جنس پلي اتيلن با ضخامتهاي متفاوت است كـه هـر كـدام              
  با توجه به قطر gr 300 تا     gr008/0 نيروي مشخصي را از 

در ايـن روش ناحيـه اي كـه آزمـون           . كنند  فيلامنت اعمال مي  
روي آن انجام شد،  پنجه اندام خلفي حيوان بود كـه رفلكـس              
پس كشيدن اندام خلفي حيوان،  آستانه تحريك آن حيـوان در            

نيـروي وارد شـده وقتـي محاسـبه شـد كـه             . نظر گرفتـه شـد    
يجاد شده تا حـدي باشـد       فيلامنت مورد نظر خم شده و خم ا       

در ]. 8[كه فيلامنت از زير پنجه كف پاي حيـوان جـدا نـشود              
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گـرم   300،180،100،60،26،15،10،8،6اين تحقيق از نيروهاي 
  .استفاده شد

 براي بررسي ميكروسكوپ نوري در پايان هفته دهم از نخـاع          
حيوانات گروههاي مورد مطالعه مقاطع پارافيني تهيه شد و بـا           

تهيه مقـاطع   . ت ويولت رنگ آميزي صورت گرفت     كرسيل فس 
  : پارافيني به صورت زير انجام گرفت

بيهوش كردن حيوان با استفاده از كتامين و گـزيلازين كـه بـه              
+  گـزيلازين    mg/kg10(صورت داخـل صـفاقي تزريـق شـد          

mg/kg80جـدا    -3 پرفيوژن در بطن چپ قلب؛         -2؛    )كتامين  
 فـيكس  -T13 ، L1 ، L2 ،4هـاي   كردن نخـاع همـسطح مهـره   

 . درصد4كردن نهايي در همان محلول پارافرمالدئيد 

آب :  بعد از انجام مراحل فوق پردازش بافتي در چهار مرحلـه     
 ، آغـشتگي  (Clearing)، شـفاف كـردن   (Dehydration)گيـري  

(Impregnation)  و قالب گيري (Embeding)انجام گرفت . 

مقـدار  . اسـتفاده شـد    Brdu1  براي نـشاندار كـردن سـلولها از       
µg/ml3    از پودر Brdu           در محيط كشت فاقد سرم حـل شـده و

 سـاعت بـه     72پس از فيلتر كردن، در فاز تكثيـري بـه مـدت             
  .محيط كشت سلولها در فلاسك اضافه شد

 بـه آستروسـيتها از روش       BMSCدر بررسي تمـايز سـلولهاي       
در .  اسـتفاده شـد    Double-Stainingايمونوفلوروسنس به روش    

ين روش در پايان هفته دهم براي هـر بـرش بـافتي پـارافيني               ا
  و آنتي بادي ثانويه كونژوگه بهBrduابتدا آنتي بادي اوليه ضد 

Rhodamine2)      در   60 بـه    1رقيق شده به نسبت PBS (  اسـتفاده
 و آنتـي بـادي ثانويـه        GFAPشد و سپس آنتي بادي اوليه ضد        

 ـ 1رقيق شده به نسبت       (FITC3كونژوگه به    ) PBS در   100ه   ب
استفاده شد و توسط ميكروسكوپ فلوروسـنس بررسـي شـد           

]14 .[  
________________________ 

1- 5-Bromo-2'-deoxyuridine(Sigma)  
2- Rhodamine conjugated (Chemicon ) Goat Anti-mouse IgG  
3- Donkey Anti-sheep IgG FITC conjugated(Chemicon) 

براي شمارش آستروسيتها از ميكروسكوپ نوري استفاده شد،        
 سه  Vehicleبه اين ترتيب كه از هر يك از گروههاي آزمون و            

سر موش صحرايي انتخاب شـد و بعـد از تهيـه بـرش بـافتي                
ر مـوش صـحرايي ده      پارافيني از سراسر مركـز ضـايعه، در ه ـ        

برش بافتي رااز مركز ضايعه با فواصـل يكـسان در نظرگرفتـه             
 و GFAP4براي هر برش بافتي از آنتـي بـادي اوليـه ضـد        . شد

 DAB5 اسـتفاده و بـا     HRPسپس آنتي بادي ثانويه كونژوگه بـه        
(3,3'- Diaminobenzidine tetrahydrochloride, Sigma)  ــگ رن

  ]. 15[آميزي  شد 
  

  ها  اري دادهآناليز آم
 وارد و   SPSSاطلاعات جمع آوري شده به نـرم افـزار آمـاري            

براي اين منظور در آنـاليز توصـيفي از شاخـصهاي           . آناليز شد 
-Oneميانگين و انحراف معيار اسـتفاده شـد و آزمـون آمـاري              

Way ANOVA براي آناليز آزمونهاي رفتاري و از آزمون آماري 
Whitney  Mann-رش آستروسيتها استفاده شـد   براي آناليز شما

  . معني دار در نظر گرفته شدp< 0/05و 
  

  ها يافته
  بررسي ميكروسكپ نوري

  نتايج حاصل از تحقيق حاضر نشان مي دهد كه در حيوانات           
گروه سالم، در مقاطع پارافيني تهيه شده از نخـاع كـه توسـط              
كرسيل فست ويولت رنگ آميزي شده بودند، سلولهاي عصبي        

ظاهر چند وجهي و هستة مركـزي روشـن و هـستك            سالم با   
مشخص ديده شدند و نيز اجسام نيسل به طور يكنواخـت در            

در صـورتي كـه در بررسـي        . سيتوپلاسم پراكنده شـده بودنـد     
 Vehicleمقاطع پارافيني ناحية آسيب ديدة نخاع در گروههـاي          

________________________ 

4- Rabbit Anti-Glial fibrillary acidic protein(Chemicon)                                              
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و آزمون هستة سلول تغيير شكل يافته و در خارج مركز قـرار             
د و اجسام نيسل حالت پراكنده و يكنواخـت خـود را   گرفته بو 

از دست داده و در حاشـية سيتوپلاسـم سـلول متمركـز شـده               
در ضمن در ناحية آسـيب ديـدة        ). 1شكل   ()كروماتوليز(بودند

نخاع حفره اي مشاهده شد كه تقريباً وسـعت زيـادي از مـادة              
خاكستري نخاع را شامل مي شد به طـوري كـه وسـعت ايـن               

 Vehicleر دو گـروه آزمـون نـسبت بـه گروههـاي             حفره در ه  
  ).2شكل (كاهش يافته بود 

  
  

  
  

     
  

  كرسيل فست ويولت: رنگ آميزي. پيكانها نمايانگر نورونها هستنند. Vehicle نمايش شكل سلولهاي عصبي در گروههاي سالم، آزمون و .1شكل
Intact:  سالمVehicle          :تزريق PBS              Experimental :  تزريقBMSCs 
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   نمايش مقاطع بافتي ناحيه آسيب ديده نخاع در گروههاي مورد مطالعه .2شكل
  كرسيل فست ويولت: رنگ آميزي .  كاهش يافته استVehicleوسعت حفره در هر دو گروه آزمون نسبت به گروه 

A :  ،سالم  B:  تزريقPBS،   C : تزريق داخل نخاعيBMSCs،   D : تزريق درون وريديBMSCs  
  

  آزمونهاي رفتاري 
در بررسي آلوداينياي حرارتـي و مكـانيكي، بـه دنبـال تزريـق              

 در هـر دو   BMSC سـلولهاي  داخل نخـاعي و درون وريـدي   
افـزايش    آلوداينيا Vehicleگروه آزمون در مقايسه با گروههاي 

 در هر دو    مقايسه ميزان افزايش آلوداينيا   . معني داري نشان داد   
گروه آزمون نشان داد كه بين اين دو گروه تفاوت معني داري            

  ).2 و1جدول (وجود ندارد 
  

   تغييرات رفتاري گرمايي
ي  بـه  ي رفتـاري گرمـا  آزمـون در تمام گروههاي مورد مطالعه     

 ـ         10صورت هفتگي به مدت      ه  هفته انجام شد كه نتـايج زيـر ب
  ).1جدول  (دست آمد
نگين پاسخ درد حيوانات بـه صـفحه داغ         ميا: )Intact(گروه اول 

  . ثانيه بود4/47 ± 99/2در اين گروه ثابت و برابر
ميانگين پاسخ درد حيوانات بـه صـفحه        : )Vehicle1(گروه دوم 

 در هفتـه دوم     ، ثانيه 100±0داغ در اين گروه در هفته اول برابر       
ــوم، ±7/98 50/2 ــه س ــارم ،5/91± 91/1در هفت ــه چه در هفت
ــنجم  در هف،50/1±2/84 ــه پ ــه شــشم ،2/74 ±99/6ت  در هفت
و در هفته هـشتم تـا    48/ 7 ±29/6 در هفته هفتم ، 74/4±61

   . بود7/37± 74/4 دهم ميزان ثابت
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چهـارم و    ، اختلاف اين گروه با گـروه اول       در پايان هفته دهم   
  . دار نبودبود و با گروه سوم معني>p)  0/001  ( معني دارپنجم
ين پاسخ درد حيوانات بـه صـفحه    ميانگ: )Vehicle2(سومگروه  

 در هفتـه دوم     ، ثانيه 100±0داغ در اين گروه در هفته اول برابر       
ــوم، ±6/98 26/3 ــه س ــارم ،8/87± 30/4در هفت ــه چه در هفت
ــنجم ،10/8±1/79 ــه پ ــه شــشم ،1/69 ±47/9 در هفت  در هفت
و در هفته هـشتم      5/45 ±37/6 در هفته هفتم     ، 68/9±85/59

  . بود5/37± 58/2 تا دهم ميزان ثابت
چهـارم و    ، اختلاف اين گروه با گـروه اول       در پايان هفته دهم   

  . دار نبود معنيدوم بود و با گروه >p ) (0/001 معني دارپنجم
ميـانگين پاسـخ    : )BMSCs داخل نخـاعي  تزريق  (چهارم  گروه  

درد حيوانات به صفحه داغ در اين گروه در هفتـه اول  برابـر               
ــه100 0± ــه دوم ، ثاني ــوم  ، 1/79±91/4 در هفت ــه س در هفت

در هفتـه پـنجم     ،  2/31±19/4در هفته چهـارم     ،  40/10±2/43
و در هفته هفـتم تـا        2/21 ±68/3 در هفته ششم  ،  30/3±4/25

 اخـتلاف   در پايان هفته دهم   .  بود 7/20±14/3دهم ميزان ثابت    
و بـا  >p)  (0/001 معنـي دار   و سوم دوم،اين گروه با گروه اول

  . دار نبود معنينجم پگروه
ميانگين پاسخ درد   : )BMSCs درون وريدي تزريق  (پنجم  گروه  

 ±0حيوانات به صفحه داغ در اين گـروه در هفتـه اول  برابـر                
ــه100 ــه دوم ، ثانيـ ــوم  ،1/78±39/8 در هفتـ ــه سـ  در هفتـ
در هفتـه پـنجم     ،  7/29±43/4در هفته چهـارم     ،  26/10±8/38
 هفته هفتم تا دهـم      و در  23 ±01/3 در هفته ششم  ،  36/3±26

 اختلاف ايـن  در پايان هفته دهم.  بود8/21 ±93/2 ميزان ثابت
 و با گروه (p< 0/001)  معني دار و سومدوم، گروه با گروه اول

  . دار نبود معنيچهارم
  

  )انيهاعداد بر حسب ث(صفحه داغ در پايان هفته هاي اول تا دهم پس از ضايعهپاسخ درد حيوانات به ميانگين .  1جدول 
  هفته        
 
  گروه

  
  اول
 

 دهم نهم هشتم هفتم ششم پنجم چهارم سوم دوم

  سالم
  

47/4±2/99 
 a 

_   
a 

_  
 a 

_  
 a 

_  
 a 

_  
 a 

_  
 a 

_  
 a 

_  
 a 

_  
a  

Vehicle1  
100 

b 
* 

98/7±2/50 
b  

91/3±1/91 
b 

84/2±1/50 
b 

74/2±6/99 
b 

61±4/74  
b 

48/7±6/29 
a 

37/7±4/78 
b 

37/7±4/78 
b 

37/7±4/78 
b  

Vehicle2  
100 

b  
* 

98/6±3/26 
b 

87/8±4/30 
b 

79/1±8/10 
b 

69/1±9/47 
b 

56/8±9/68 
b 

45/5±6/37 
a 

37/5±2/58 
b 

37/5±2/58 
b 

37/5±2/58 
b 

  1آزمون 
100 

b  
*  

79/1±4/91 
c 

43/2±10/40 
a 

31/2±4/19 
c 

25/4±3/30 
c 

21/2±3/68 
c 

20/7±3/14 
b 

20/7±3/14 
c 

20/7±3/14 
c 

20/7±3/14 
c 

  2آزمون 
100 

b 
* 

78/1±8/39 
c 

38/8±10/26 
a 

29/7±3/43 
c 

26±3/36 
c 

23±3/01 
c 

21/8±2/93 
b  

21/8±2/93 
c 

21/8±2/93 
c 

21/8±2/93 
 c 

  .است) P<0/001(معنادار ) a,b,c(، و بين گروههاي غير همنام )P>0/05(در پايان هرهفته غير معنادار ) a-a,b-b,c-c(تفاوت بين گروههاي همنام 
  تزريق يك هفته پس از ضايعه*:  براي تمام هفته ها در نظر گرفته شده است                  2/99±47/4 ميانگين: ـ 
  

  تغييرات رفتاري مكانيكي
 رفتاري مكـانيكي  بـه       آزموندر تمام گروههاي مورد مطالعه       

 ـ         10صورت هفتگي به مدت      ه  هفته انجام شد كه نتـايج زيـر ب
  ).2جدول  (دست آمد

ميانگين پاسخ درد حيوانـات بـه تحريـك         : )Intact(گروه اول   
 هفتـه   10 اندام خلفي در اين گروه در تمام طـول مـدت             پنجه

   . گرم بود60 ± 0ثابت و برابر
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  ) گرماعداد بر حسب( در پايان هفته هاي اول تا دهم پس از ضايعه  اندام خلفيپنجه  مكانيكيپاسخ درد حيوانات به تحريك ميانگين . 2جدول 
  هفته       

 
  گروه

  
  اول
 

 دهم نهم هشتم هفتم ششم پنجم چهارم سوم دوم

  سالم
  

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

60±0 
a 

Vehicle1  
300 

b  
* 

180±0 
b  

100±0 
b 

60±0 
a  

51/5±17 
a  

51/5±17 
a 

51/5±17 
a  

51/5±17 
a 

51/5±17 
a 

51/5±17 

a 

Vehicle2  
300 

b 
* 

166±32/65 
b  

120±48/9
b  

93/3±16/32 
b 

66/6±16/32 
a 

49/8±16/42 
a 

49/8±16/42 
a 

49/8±16/42 
a 

49/8±16/42 
a 

49/8±16/42 
a 

  1آزمون 
300 

b 
* 

94/2±15/11 
c 

60±0 

a 
40/5±18/17 

c 
31±20/41 

c 
21/2±5/87 

c 
21/2±5/87 

c 
21/2±5/87 

c 
21/2±5/87 

c 
21/2±5/87 

c  

  2آزمون 
300 

b  
* 

84±20/65 
c 

60±0 
a 

39/6±17/55 
c 

30/6±16/33 
c 

25±13/45 
c 

21/6±5/68 
c 

21/6±5/68 
c 

21/6±5/68 
c 

21/6±5/68 
c 

  .است) P<0/001(معنادار ) a,b,c(، و بين گروههاي غير همنام )P>0/05(در پايان هرهفته غير معنادار ) a-a,b-b,c-c(تفاوت بين گروههاي همنام 
  ته پس از ضايعهتزريق يك هف*: 

  

ميانگين پاسخ درد حيوانات به تحريـك       : )Vehicle1(گروه دوم 
 ، گـرم  300±0 اندام خلفي در اين گروه در هفته اول برابر         پنجه

 در هفته چهارم    ،100± 0 در هفته سوم     ،180± 0در هفته دوم    
 .بـود  5/51 ±17   تا دهم ميزان ثابـت پنجمدر هفته ، و 0±60

  و پـنجم   لاف اين گروه با گروه چهـارم       اخت در پايان هفته دهم   
  . دار نبود معني و سوم با گروه اول و(p< 0/001)  معني دار

ميانگين پاسخ درد حيوانات به تحريك      : )Vehicle2(سومگروه  
 ، گـرم  300±0 اندام خلفي در اين گروه در هفته اول برابر         پنجه

 در  ،120± 98/48 در هفتـه سـوم       ،166± 65/32در هفته دوم    
 و  ،6/66 ±32/16در هفتـه پـنجم      ،  3/93±32/16چهارم  هفته  

 در پايان . بود6/48± 55/17 در هفته ششم  تا دهم ميزان ثابت
  معنـي دار    و پنجم   اختلاف اين گروه با گروه چهارم      هفته دهم 

(p< 0/001)  دار نبود معني و دومبا گروه اول و .  
د ميانگين پاسخ در  : )BMSCs داخل نخاعي تزريق  ( چهارم گروه

 اندام خلفي در ايـن گـروه در هفتـه           پنجهحيوانات به تحريك    
در هفتـه  ، 2/94±11/15 در هفته دوم  ، گرم 300 ±0اول  برابر    

در هفتـه پـنجم     ،  5/40±17/18در هفتـه چهـارم      ،  60±0سوم  
 2/21±87/5 و در هفته ششم تا دهم ميـزان ثابـت         41/20±31

و دوم  ، اول  اختلاف اين گروه با گـروه      در پايان هفته دهم   . بود
  . دار نبود معنيپنجمو با گروه  (p< 0/001) معني دارسوم 
ميانگين پاسـخ درد  : )BMSCs درون وريدي تزريق  (پنجمگروه  

 اندام خلفي در ايـن گـروه در هفتـه           پنجهحيوانات به تحريك    
در هفتـه   ،  84±65/20 در هفتـه دوم      ، گـرم  300 ±0اول  برابر    

در هفتـه پـنجم     ،  6/39±55/17در هفتـه چهـارم      ،  60±0سوم  
 و در هفته هفتم تـا       25 ±45/13در هفته ششم    ،  13/16±6/30

 اختلاف در پايان هفته دهم.  بود6/21 ±68/5 دهم ميزان ثابت
و بـا  (p< 0/001)  معنـي دار  و سوم دوم،با گروه اول  اين گروه

  . دار نبود معنيچهارمگروه 
                  

  سيتهاسلولهاي استرومايي به آستروتمايز 
 بـه آستروسـيتها از تكنيـك        BMSCدر بررسي تمايز سلولهاي     

نتايج نشان داد كـه تعـدادي از        . ايمونوفلوروسنس استفاده شد  
 كـه بـه منطقـه ضـايعه         Brdu نشاندار شده با     BMSCسلولهاي  

مهاجرت كرده بودند به آستروسيت تمايز يافتـه انـد، در ايـن             
 مـشاهده  2و1ون بررسي تمايز آستروسيتي در هر دو گروه آزم       

  ).3شكل (شد 
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 نمايش تمايز آستروسيتي سلولهاي استرومايي در گروههاي .3شكل
  مقطع پارافيني از مركز ضايعه  . 2و1آزمون

A و C : سلولهاي نشاندار شده باBrdu          .      
B و D : سلولهاي نشاندار شده با آنتي بادي ضدGFAP  

 
  

 
 

 
 

 
ش آستروسيتها در گروههاي مورد مطالعه با استفاده از رنگ نماي.  4شكل

 مقطع پارافيني از مركز ضايعه   .DABآميزي 

A : تزريق داخل نخاعيPBS ،B : تزريق درون وريديPBS ،C : تزريق
  BMSCsتزريق درون وريدي : BMSCs ،Dداخل نخاعي 

A 

B 

C 

D 
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  شمارش آستروسيتها
تفاده شـد    اس ـ DABبراي شمارش آستروسيتها از رنگ آميـزي        

نتايج حاصل از شمارش آستروسيتها نـشان داد كـه          ). 4شكل  (
ميانگين تعداد آستروسيتها در گروههاي آزمون در مقايـسه بـا           

 بيــشتر بــوده و اخــتلاف معنــي داري دارد Vehicleگروههــاي 
)P<0.05 (            و نيز ميانگين تعـداد آستروسـيتها در گـروه تزريـق

ا گروه تزريق درون در مقايسه بBMSC داخل نخاعي سلولهاي 
وريدي اين سلولها بيشتر بوده ولي از نظر آماري اين اخـتلاف         

  . دار نبود معني
  

  بحث
 از سالهاي خيلي دور براي درمان درد ناشي از ضايعه نخاعي            

هـايي    اسـتفاده از دارو   . درمانهاي مختلفي صورت گرفته اسـت     
  مخـدر  موادIntrathecalيق  تزر،Amitriptyline, Clonidineنظير 

بـي   ي چون بلـوك كـردن عـصب،       يهاروش ، و ]16 [)مورفين(
   در كاهش دردSympathectomyحسي موضعي، قطع عصب و 

    ].11 [ بوده استموثر
 پس از پيوند سلولهاي كرومـافين غـده آدرنـال در            در تحقيقي 

بخش آسيب ديده نخاع كاهش معني داري در ميزان آلوداينيـا           
  .]17 [ مشاهده شد ي و خلفييهر دو اندام جلودر 

و همكـــارانش ) Hofstetter(هافـــستتر همچنـــين در تحقيقـــي
چگونگي آثار سلولهاي بنيادين عصبي تزريق شـده در بخـش           
آسيب ديده نخاع را روي حس و حركت زيـر ناحيـه آسـيب              

، به طوري كه در پي تزريق اين سلولها افزايش          ]6[شرح دادند   
يقات نشان داده است    تحق.  مشاهده شد  آلوداينيامعني داري در    

 كه پيوند سلولهاي بنيادي عصبي، موجب كاهش آستانه درد و         
 ].8 و 7[شود   به عبارتي ديگر موجب افزايش آلوداينيا مي

در تحقيقي ديگر از سلولهاي كرومافين غده آدرنال مـوش يـا            
گاوي براي تسكين درد استفاده شده، به طوري كه عمل پيوند           

 Lat)]جــاور راههــاي درد م[در فــضاي ســاب آركنوئيــد   

Spinothalamic)  ايـن نـوع پيونـد نظيـر     .  صورت گرفته است
ميني پمپهاي سلولي عمل كرده و موجب ترشح عوامـل آنتـي            
 نوسيسپتيو در اطراف نخاع براي اعصاب محيطي آسيب ديـده         

دهد كه فضاي اينتراتكـال نخـاعي         مطالعات نشان مي  . مي شود 
ي جـايگزيني سـلولهاي   يك مكان قابل دسـترس و ايمـن بـرا      

در تحقيقي ديگر به دنبال پيوند سـلولهاي        . پيوندي خواهد بود  
  بـه طـور    Cold Allodynia وThermal hyperalgesiaكرومـافين  

  ]. 18[قابل ملاحظه اي كاهش يافت 
مطالعات نشان داده است كه به دنبال تزريـق درون وريـدي و             

 سـلولهاي    تعـدادي از آنهـا بـه       BMSCداخل نخاعي سلولهاي    
و نـورون تمـايز     ) هـا   ها و اليگودندروسيت    آستروسيت(گليال  

آستروسيتهاي تمايز يافتـه در مـدلهاي آسـيب ديـده           .  يابند  مي
ــه زدن آكــسونها و فيبرهــاي   ــه دليــل تــشديد جوان نخــاعي ب

  . ]8 و 7[شوند   مي آلوداينيانوسيسپتيو موجب افزايش 
 هيچ نشانه اي از Intactدر بررسي آلوداينياي گرمايي، در گروه       
 PBS كـه فقـط    Vehicleآلوداينيا مشاهده نشد و در گروههـاي 

دريافت كرده بودند افزايش معني داري در آلوداينيا در مقايسه          
 مشاهده شد كه اين اخـتلاف بـه دليـل ضـايعه             Intactبا گروه   

ايجاد شده است؛ زيرا كه به دنبال ايجـاد ضـايعه نخـاعي درد              
در بررسـي   .  ايجاد مي شود   آلوداينيانوع  نوروپاتيك مركزي از    

 هــيچ نــشانه اي از Intactآلوداينيــاي مكــانيكي نيــز در گــروه 
 PBS كه فقـط   Vehicleآلوداينيا مشاهده نشد اما در گروههاي 

 Intactدريافت كرده بودند افزايش آلوداينيا در مقايسه با گـروه        
يـق  تزر (2و1همچنين در هردو گـروه آزمـون        . معني دار نبود  

افزايش معنـي داري در هـر دو   ) درون وريدي و داخل نخاعي 
گروه آلوداينياي گرمايي و مكانيكي در مقايـسه بـا گروههـاي            

Vehicle  ــد ــشاهده ش ــايي و  .  م ــاي گرم ــي آلودايني در بررس
 تفاوت معني داري در ميزان      2و1مكانيكي بين دو گروه آزمون    

يـسه بـا    ايـن تحقيـق در مقا     . افزايش آلوداينيـا مـشاهده نـشد      
  تحقيقي كه روي سلولهاي بنيادين عصبي صورت گرفته است
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دهـد، امـا در مقايـسه بـا      ، نتايج مشابهي را نشان مـي ] 7 و6 [
تحقيقي كه روي سلولهاي كرومافين غده آدرنال انجام گرفتـه          

  .  ]5 [دهد  است نتايج معكوسي را نشان مي
يتها و  با توجه به نتايج به دست آمده مبني بـر تمـايز آستروس ـ            

 بـه   2و1اينكه ميانگين تعداد آستروسيتها در گروههاي آزمـون         
 Vehicleطور معني داري بيشتر از ميانگين آنهـا در گروههـاي            

است و نيز با توجه به بيشتر بودن معني دار ميزان آلوداينيـا در              
تـوان نتيجـه       مي Vehicleگروههاي آزمون نسبت به گروههاي      

بت مـستقيم بـا افـزايش تعـداد     گرفت كه افزايش آلوداينيا نـس    

آستروسيتها دارد، يعني هر چه تعداد آستروسيتها افزايش يابـد          
  .  ميزان آلوداينيا نيز افزايش خواهد يافت

 بـر تـرميم     BMSCدر نهايت  با توجه به تاثير مثبت سـلولهاي           
ضايعه نخاعي و بهبود حركتي و با توجه به افـزايش آلوداينيـا             

توان اين گونه گفت كه به دنبال         ا، مي پس از تزريق اين  سلوله     
تواند  تزريق اين سلولها در محل ضايعه نخاعي، آلوداينيا كه مي   

ايـن  . يابد  نشانه اي براي بهبود ضايعه نخاعي باشد افزايش مي        
تواند نشان دهنده تاثير مثبت اين سلولها در بهبـود            موضوع مي 

  .ضايعه نخاعي باشد
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