
 

                                                                                                                 41 

Arak Medical University Journal (AMUJ)                                                                                      Original Article   
              2017; 20(123): 41-53 
 

Evaluation of ERK activity on Ischemic Tolerance-induced by Preconditioning 
with Intermittent Normobaric Hyperoxia in the Rat Model of Stroke 

 
Firoozeh Alavian1, Sohrab Hajizadeh2*, Mohammad Javan2, Roham Mazloom3 

 

1.Assistant Professor, PhD of Medical Physiology, Department of Basic Sciences, Farhangian University, Tehran, 
Iran.  
2.Professor, PhD of Medical Physiology, Department of Physiology, School of Medical Sciences, Tarbiat Modares 
University, Tehran, Iran. 
3. Assistant Professor, PhD of Medical Physiology, Department of Physiology and Pharmacology, Faculty of 
Medicine, Alborz University of Medical Sciences, Karaj, Iran. 
 

 
Received: 10 Jul 2017, Accepted: 2 Aug 2017 

  
Abstract 

Background: Recent studies indicate that hyperoxia has a significant therapeutic effect in the 
acute ischemic injury. The role of intracellular kinases, including ERK, has been posed in the 
phenomenon of ischemic tolerance. In the present study, the effect of intermittent normobaric hyperoxia 
on the activity of ERK in the stroke model was studied  

Material and Methods: This is an experimental study. Animals include 4 groups (sham, 
hyperoxia–sham, stroke and hyperoxia–stroke); each group consisted of 6 male Wistar rats in the weight 
range of 250 to 350 grams. Hyperoxia groups were exposed to 95% inspired oxygen for 4 h/day and 6 
consecutive days. Oxygen concentration in the control groups was 21% (normoxia, room air). After 24h, 
the stroke group animals were subjected to 60 min of right middle cerebral artery occlusion (MCAO). 
After 24h reperfusion, neurological deficit scores (NDS) and ERK activity were assessed. 

Results: 5 hours after MCAO, stroke groups showed a significant increase in ERK activity in the 
cortex (p <0.01) and subcortex (p <0.001). At the same time, hyperoxia significantly increased the 
activity of ERK in cortex compared to the normoxia group (p<0.05). In subcortex, hyperoxia had no 
significant effect on ERK activity. Twenty-four hours after MCAO, stroke groups showed a significant 
reduction in ERK activity in the cortex (p <0.001) and subcortex (p <0.05). 24hr after MCAO, The 
activity of ERK in the hyperoxia groups; in both cortex and subcortex areas was significantly higher than 
that of the normoxia groups (p<0.05). Also, hyperoxia caused a significant decrease in NDS (p=0.0220). 

Conclusion: Increased levels of ERK activity in the hyperoxia groups can be used to protect the 
nervous system, but the presence of other malicious factors may have been more effective in some cases, 
so that hyperoxia alone hasn’t been able to prevent stroke progression. 
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  ایران.
 11/5/96تاریخ پذیرش: ، 19/4/96تاریخ دریافت: 

  چکیده
که هایپراکسی اثر درمانی مناسبی در درمان آسیب ایسکمی حاد دارد. در پدیده  دهد یممطالعات اخیر نشان  زمینه و هدف:

) مطرح ERK )Extracellular signal regulated kinaseجمله  از ایسکمی نقش کینازهاي داخل سلولی تحمل به
مطالعه  مغزي مورد در مدل سکته ERKاثر هایپراکسی نورموباریک متناوب بر روي میزان فعالیت  ،است. در مطالعه حاضر

 .قرار گرفت

- یپراکسی، سکته و هایپراکسیها-گروه (شاهد، شاهد 4حیوانات شامل باشد.  این مطالعه از نوع تجربی می ها: مواد و روش
 95گرم بودند. اکسیژن استنشاقی با غلظت  350تا  250حیوان نر نژاد ویستار، در محدوده وزنی 6و هر گروه شامل  سکته)
 درصد 21 ژنیاکسو غلظت هاي کنترل با همان شرایط  روز متوالی (هایپراکسی) و در گروه 6ساعت و به مدت  4، روزانه درصد

دقیقه تحت انسداد شریان میانی کاروتید  60ساعت بعد، حیوانات گروه سکته به مدت  24(نورموکسی) استفاده شد. 
)MCAO برقراري جریان خون مجدد، امتیاز نقایص عصبی و فعالیتپس از ساعت  24و  5. گرفتند یم) قرار ERK 

 .گرفت یمموردبررسی قرار 
در قشر  ERKداري در فعالیت  سکته نسبت به شاهد افزایش معنی هاي گروه، MCAOساعت پس از اعمال  5 :ها افتهی
)01/0p<) 001/0) و مرکز مغزp<دار فعالیت  )داشتند. در همین زمان، هایپراکسی سبب افزایش معنیERK مغز شد  در قشر
)05/0p<،یتفعالداري بر روي  یر معنیتأثهایپراکسی  ). در مرکز مغز ERK  .ساعت پس از  24نداشتMCAO ،يها گروه 

دادند. نشان ) >05/0p) و مرکز مغز (>001/0pدر نواحی قشر ( ERK تیدر فعال يدار یسکته نسبت به شاهد، کاهش معن
داري در مقایسه با گروه نورموکسی  طور معنی هاي هایپراکسی در هر دو ناحیه قشر و مرکز مغز به در گروه ERKمیزان فعالیت 

  ).=022/0pچنین، هایپراکسی سبب کاهش امتیاز نقایص عصبی شد ( ). هم>05/0pبیشتر بود (
ولی چون در مواردي سایر حفاظت عصبی عمل کرده،  در گروه هایپراکسی در جهت ERKافزایش فعالیت  :گیري نتیجه

  تنهایی نتوانسته از پیشرفت اثرات مخرب سکته ممانعت نماید. ، هایپراکسی بهاند نمودهعمل  تر يقوعوامل مخرب 
 ERKهایپراکسی نورموباریک، سکته مغزي، آسیب نورونی،  گان کلیدي:واژ

    شگاه تربیت مدرس، گروه فیزیولوژيایران، تهران، دان *نویسنده مسئول:
Email: hajizads@modares.ac.ir   
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  مقدمه
عنوان عامل مهم مرگ و ناتوانی در  سکته مغزي به

گیـر   ي چشـم ها شرفتیپسراسر جهان مطرح است. باوجود 
بخشی بیمـاران   گیري، درمان و تواني گذشته در پیشها دهه

ي هـا  روشي فراوانـی در  ها چالشچنان با سکته مغزي، هم
ــاقی اســت   ــانی موجــود ب ي هــا روش. یکــی از )2, 1(درم

 IP )Ischemicی یـا  سـکم یاشرطی سازي  گیري، پیش پیش

preconditioning .است (IP منزله انطباق مغز به ایسکمی  به
اي اولین بار در معرض دوز خفیفی کشنده؛ زمانی که فرد بر

اسـت کـه    ردیگ یمزاي زیر کشنده قرار  از یک عامل استرس
ــد یمــ ــر   توان ــزایش تحمــل بافــت مغــزي در براب ســبب اف
اسـت  ممکـن   IP. )3(ي بعدي سکته مغـزي شـود   ها بیآس

جامعیت دهد تا درنهایت منجـر   فرآیندهاي متعدد سلولی را
ــه کــاهش آســیب شــود  ــداع )4(ب ــاکنون،  IP. از زمــان اب ت

ی پراکس ـیهاشرط سـازي مختلفـی ازجملـه     ي پیشها روش
شده است. درواقع، هایپراکسـی اعمـال    نورموباریک شناخته

) می باشـد  درصد 95تا  85فشار اکسیژن با غلظت بالا (بین 
و هایپراکسی نورموباریـک، اعمـال هایپراکسـی بـا فشـاري      
معادل فشار در سطح دریا اسـت. هایپراکسـی نورموباریـک    

سازي  ي قبلی را ندارد و امکان پیادهها روشعوارض جانبی 
. هایپراکسی سبب القـاء حفاظـت عصـبی    )5(بالینی را دارد 

ي آزاد اکسـیژن یـا   هـا  کـال یرادگیـري   یق شکلمغزي از طر
ROS )Reactive Oxygen Species  کـه   ) است؛ بـه طـوري

ــازین  ــع آغ ــی اکســیدان ROSانســداد تجم ــا،  توســط آنت ه
دهد. باتوجه به اینکه  سازي عصبی را تخفیف می شرطی پیش

منجر به هدایت مسیرهاي سلولی بـه   ROSازحد  تولید بیش
در جلوگیري از  ROSادسازي شود، کنترل آز طرف مرگ می

دیگر، بافـت   اي دارد. ازطرف العاده آسیب عصبی اهمیت فوق
اکسـیدانت   -مغزي به طور مناسبی بـا عوامـل دفـاعی آنتـی    

هـاي آزاد و   و سـایر رادیکـال   ROSتجهیز نشـده؛ بنـابراین   
شـوند،   هاي دچار التهاب تولید می هایی که از سلول اکسیدان

کننـد   نون ایسـکمی را تهدیـدمی  هاي اطراف کا زندگی بافت

شرطی با هایپراکسـی نورموباریـک جریـان خـون      . پیش)6(
رســانی بافــت مغــز را بهبــود  تبــع آن، اکســیژن مغــزي و بــه

 –. این روش با افزایش اسـتحکام سـد خـونی    )7(بخشد یم
ها نیز  و آستروسیت ها نورونمغزي ، در تنظیم حجم سلولی 

کـه   سـؤال ایـن   . روشن شدن پاسخ)8, 5(نقش همی دارد 
یی قـادر  ها سمیمکانهایپراکسی نورموباریک چگونه و با چه 

 ٔمنشـا  توانـد  یم ـ ،در برابر ایسکمی اسـت به ایجاد مقاومت 

 اطلاعات کلینیکی و کاربردي مفیدي در پیشگیري و درمـان 
سکته مغزي باشد. بدون شک، هایپراکسی اثر حفاظتی خود 
را از طریق مسـیرهاي سـیگنالینگ داخـل سـلولی متعـددي      

که شـناخت ایـن مسـیرها در تحقـق اهـداف       کند یماعمال 
مســیر  .)9،10(باشــد  مــؤثر توانــد یمــدرمــانی هایپراکســی 

) MAPK )Mitogen-activated protein kinasesسیگنالینگ 
ي گذشته مطالعه شده است. این ها سالي در ا گستردهطور  به

مسیر نقش بحرانی در انتقال سیگنال از پـروتئین کینازهـا و   
کینـاز در ایـن مسـیر     نیتـر  شناختهپروتئین فسفاتازها دارد. 

ERK مســـیر ســـیگنالینگ  )11( اســـت .ERK  شـــامل
هـایی مهمـی اسـت کـه بـراي رشـد و تکثیـر         کننـده  تعدیل
وسـیله فاکتورهـاي رشـد، اسـترس      این مسیر بـه  اند. مناسب

اکسیداتیو، افزایش داخل سلولی سطوح کلسـیم و تحریـک   
ي هـا  محـرك . )12( شـود  یم ـرسپتورهاي گلوتامات، فعـال  

زا پاتوفیزیولوژیک، شـامل القـاي تشـنج، ایسـکمی،      استرس
سرعت سبب فعال  تروما، درد احشایی و شوك الکتریکی به

. )13( دشـون  یمدر نواحی متنوعی از مغز  ها MAPKشدن 
ي تکثیـر  هـا  پاسـخ انـدازي   در راه نازیک MAP روند آبشاري

را تحریک  C نازیکهایی که پروتئین  سلولی توسط آگونیست
ي هـا  رندهیگو توسط فاکتورهاي رشدي که بر روي  کنند یم

 Rasو منجـر بـه فعـال شـدن      کننـد  یمتیروزین کیناز عمل 
)Recovery Activation Signal (ــ ــود یم ــش دارد.  ش نق

و چــه  C نــازیکواسـطه پــروتئین   دررونـد آبشــاري چــه بــه 
ــه ــطه  ب ــدن   Rasواس ــال ش ــب فع  Raf )Rapidly، موج

Accelerated Fibrosarcoma  (شده که آن نیز نازیک MEK 
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)MAP Kinase Kinase (کنـد  یم ـفعال  را.MEK   فسـفریله
نوبـه   که آن نیـز بـه   کند یمرا فعال و فسفریله  ERK شده و

سایر  و برداري، سوبستراهاي پروتئینی خود فاکتورهاي نسخه
تکثیـر سـلولی و    پروتئین کینازهایی که در بـه راه انـداختن  

 .کنـد  یم ـي سلولی دیگر اهمیت دارند را فسـفریله  ها پاسخ

ــاي     ــت فاکتوره ــطوح فعالی ــر س ــه   MAPKتغیی ــر ب منج
هایی است که در سـیکل سـلولی    برداري تغییریافته ژن نسخه

باعـث حفاظـت    ERKچنین، فعـال شـدن    مهم هستند. هم
تحت شـرایط پاتولوژیـک ماننـد تشـنج، آلزایمـر،       ها نورون

ایسکمی مغزي و یا محرومیت از فاکتورهـاي نوروتروفیـک   
ال شـدن  از طریـق فع ـ  ERK. نقش حفاظتی )14،15( است

 و BCL2 ،Bad، القــاء )16(رســپتورهاي تیــروزین کینــازي 
NF-ҜB  یا مهار آزاد شدن سیتوکرومC 17( افتد اتفاق می(.  

ي سـال  هـا  مهینو سکته مغزي از  MAPKارتباط میان مسیر 
سـکته   ریتـأث مطالعه شده است. والتون و همکـارانش   1990

را نشـان دادنـد    MAPKمغزي بر روي فعـال شـدن مسـیر    
، شـامل  MAPKsشـده کـه بیـان انـواع      هم ثابت قبلاً. )18(

ERK, p38  وJNK   ــس از ــادي پ ــزان زی ــه می  MCAO ب
)Middle cerebral artery occlusion در مغز موش افزایش (

در القـاء   ERK. باوجود اطلاعات فـوق، نقـش   )14( یابد می
تحمل به ایسکمی شده توسط هایپراکسـی هنـوز ناشـناخته    

سازي و حفاظت مغز در برابـر   که مقاوم است. باتوجه به این
جریان خون مجدد از مباحث اساسـی   -ي ایسکمیها بیآس

ي مغـزي اسـت،   هـا  يمـار یبدر حوزه پیشـگیري و درمـان   
کردن برخی آثار مهـم   تر روشني این پژوهش ضمن ها افتهی

 توانـد  یم ـو فیزیولوژیکی هایپراکسی نورموباریک بـر مغـز   
بستري فراهم کند تا براي جلوگیري از بروز سکته مغزي به 

  زي، گرایش حاصل شود.شرطی سا آثار پیش
  

  ها روشمواد و 
  حیوانات و شرایط آزمایشگاهی

ي نر نژاد ویستار ها موشدر این مطالعه تجربی، از 
بنـدي   گیـري و گـروه   گرم) استفاده شد. نمونه 350تا  250(
گروه، هر یـک   4شامل طور تصادفی انجام شد. حیوانات  به

شاهد هایپراکسـی،   گروهشاهد،  گروهحیوان بودند:  6شامل 
گروه سکته و گروه هایپراکسی سکته. حیوانـات در شـرایط   

 12 تــاریکی/ روشــنایی ســیکل و 23±2مــاي اســتاندارد (د
) و دسترسـی  حصـب  7 سـاعت  در روشنایی شروع با ساعته؛

، در ها شیآزمامحل انجام  .آزاد به آب و غذا نگهداري شدند
ل اخلاقـی  دانشگاه تربیت مدرس تهران بـوده و کلیـه اصـو   

مطابق با اصول کار با حیوانات آزمایشگاهی مصوب دانشگاه 
  تربیت مدرس انجام گرفت.

  نورموباریک و نورموکسی نورموباریک هایپراکسی
میلــی  2ي بــه ابعــاد ا جعبــهمــدل هایپراکســی در 

اکسیژن (به مدت  درصد 95و با غلظت  650×350×450متر
 ساعت) اعمال شد. غلظت اکسیژن 4روز پیوسته، هرروز  6

 Lutron-Do5510)وسـیله حسـگر حسـاس بـه اکسـیژن       به

oxygen sensor, Taiwan) شـد  یم ـطور پیوسـته کنتـرل    به .
عنوان جاذب  به (BDH Limited, Poole, England)سودالیم 

CO2  هــاي گــروه. گرفــت یمــي جعبــه قــرار هــا گوشــهدر 
؛ با این گرفتند یمنورموکسی در همین شرایط در جعبه قرار 

اتـاق قـرار داشـتند     درصد21تفاوت که در معرض اکسیژن 
)19(.  

    MCAOایجاد مدل سکته مغزي 
 ,Merck( دراتی ـهحیوانات وزن شده و با کلرال 

Germany , 400mg/kg)ــه صــورت داخــل صــفاقی   ) ب
. سـپس بـه کمـک لـوپ جراحـی، پـس از       شـدند  یم ـهوش  بی

ي پوشـانند،  هـا  بافـت شکافتن پوست جلوي گردن و کنار زدن 
شاخه راست کاروتید و شـاخه اکسـترنال آن نمایـان شـده و بـا      

، پایـه  شـد  یم ـي مجـاور جـدا   هـا  بافـت دقت از عصـب واگ و  
کاروتید راست و شاخه اکسترنال را با نـخ بخیـه محکـم بسـته،     
ــا کلیــپ بســیار    شــاخه اینترنــال و ســرخرگ پتریگــو پــالاتین ب

چکی در . ســپس، سـوراخ کــو شـد  یم ـمســدود  موقتـاً ظریـف،  
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را با دقت، حدود  3-0نایلون  نخکاروتید راست ایجاد نموده و 
سـر نـخ نـایلونی     کـه متر از آن عبور داده تا جایی  میلی 22-20

ابتداي سرخرگ سري جلـویی را بـا احسـاس مقاومـت ملایـم      
 شـد  یم ـلمس کند. طی جراحی، درجه حرارت رکتال کنتـرل  

)Citizen-513w ( وسـیله   درجه سـانتی گـراد بـه    37حدود و
. سـرعت  مانـد  یم ـکردن و یا خنک کردن سـطحی ثابـت    گرم

قلبی و غلظت گازها در محدوده فیزیولوژیک کنترل  –تنفسی 
. جریـان خـون مغـز نیـز پیوسـته بـا دسـتگاه لیـزر داپلـر          شـد  یم

(LDF; Moor Instrument, UK)   بـراي اطمینــان از
 درصـد  80از فـق بـیش   ایجاد مدل سکته (در ایجاد ایسکمی مو

استفاده شـد. جریـان    )19،20( )کاهش جریان خون لازم است
سـاعت برقـرار    1خون دوباره با خارج کردن نخ نایلونی بعد از 

هـاي سـکته،    گـروه  ي شـاهد در همـان شـرایط   ها گروه. شد یم
  عدم عبور نخ نایلونی تیمار شدند. جز به

انــدازه گیــري فشــار خــون و تعــداد حرکــات تنفســی، غلظــت  
  خون pHگازهاي خونی و 

 ه کمـک بـی هوشـی، ب ـ  پس از فشار خون حیوانات  
) AD instrument Co, Australiaدسـتگاه پـاور لـب (   

ایــن منظــور، بــا اســتفاده از دســتگاه  گیــري مــی شــد؛ بــه انــدازه
 2اســتریوتاکس و یــک متــه دندانپزشــکی، ســوراخی بــه قطــر  

متـري   میلـی  1متـر بـر روي جمجمـه و سـمت راسـت، در       میلی
سـپس، یـک    شد. متري جانبی بریگما ایجاد می میلی 5خلفی و 

گرفـت. ضـبط    شامه قرار مـی  پروب لیزري سوزنی روي سخت
شـد و تـا    آغـاز مـی   MCAOدقیقـه قبـل از انجـام     30جریان، 

زمانی که سـیگنال لیـزر داپلـر بـه میـزان قابـل تـوجهی کـاهش         
کاهش جریان خـون مغـزي بـراي     درصد 75یافت (بیش از  می

 هـم  القاء ایسکمی موفقیت آمیز ضروري است)، ادامـه داشـت.  
چنین، میزان حرکات تنفسی از طریق شمارش تعـداد حرکـات   

گیـري غلظـت    شکم حیوانات انـدازه گیـري شـد. بـراي انـدازه     
خون، نمونه برداري از شـریان کاروتیـد    pHگازهاي خونی و 
گراد و با سوزن خمیده؛ جهـت   درجه سانتی 4گردن؛ در دماي 

نمونـه  جلوگیري از ورود هوا به درون خون انجام شـد. سـپس،   

هــا بــه بیمارســتان شــریعتی منتقــل شــده و بــه کمــک دســتگاه  
Arterial Blood Gas )ABG    غلظـت گازهـاي خـون ،(

  تعیین شد. 
 MCAبررسی تغییرات جریان خون شریان 

براي اطمینان از ایجـاد مـدل سـکته، کـاهش جریـان      
از خط پایه لازم است. از شـروع   درصد 80خون مغز به حدود 

 نقطـه ؛ کشـد  یم ـشـدن رگ مـدتی طـول     جراحی تا زمان بسته
صفر، زمان شروع سکته است. پس از جریان مجدد نیـز مـدتی   

کـه البتـه بـه     ا جریان خون دوباره افـزایش یابـد  ت کشد یمطول 
اولیه  درصد 100دلیل بسته شدن برخی مسیرها، جریان خون به 

 ).1 (شکل رسد ینم

 
. تغییرات جریان خون مغزي قبل، حین و بعـد از سـکته.   1شکل 

 MCAO )middle cerebral arteryمـدل سـکته مغـزي    
occlusion .(انحراف معیار، به کمک  ±صورت میانگین  به ها داده

فرونـی نمـایش    بـون  آزمـون  پـس طرفـه و   آزمون واریانس یـک 
  .*p<0.05 و اند شده داده

  
  عصبی ارزیابی رفتاري نقایص

پـس از اعمـال    سـاعت  24 آسیب عصـبی  يها نهیمعا
از  سـاعت بعـد   24. شـد  یانجـام م ـ  جریان خـون مجـدد  –سکته

انجـام   خـاص  يهـا  شدن حیـوان مراقبـت   کشتهشروع انسداد تا 
 شـوند  یم ـ شناسـایی  امتیـاز  5 با آسیب عصبی يها افتهی. شد یم
 امتیـاز ؛ دهد ینشان نمنقصی  گونه ) هیچ0(صفر  امتیاز: )21 ،5(

کـه یـک    )جلـویی  يهـا  یک (نارسایی کامـل در انتهـاي پنجـه   
. شـماره دو  شـود  یکانونی خفیف در نظر گرفته م عصبینقص 

 3کـانونی متوسـط؛ شـماره     عصـبی (به چپ چرخیـدن) نقـص   
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 4شـماره   حیواناتسمت چپ) نقص کانونی شدید؛ به (افتادن 
رونـد و سـطح هوشـیاري    براه  تواننـد  ینم يطور خود به خود به

جراحـی  از عـد  سـاعت ب  24کـه طـی    حیوانـاتی دارنـد و   یپایین
آمیـزي بخـش وسـیعی از     که بعـد از رنـگ   درصورتی رندیم یم

منحصر به سکته مغزي باشد،  دیده باشد و مرگ مغزشان آسیب
 .شود یداده م 5ها شماره  به آن

 ERKگیري میزان فعالیت  اندازه

از کیــت  ERK تیــفعالگیــري میــزان  بــراي انــدازه
ي کامـل بـراي   ا مجموعـه مخصوص اسـتفاده شـد. ایـن کیـت،     

ــت  ــین فعالی ــز ســلولی اســت   ERKتعی کــه از  )23 ،22(در لی
 خریداري شد Enzo Life Sciencesشرکت 

القـاء  از  پـس سـاعت   24یـا   5 حیوانـات : هـا  نمونهآماده کردن 
MCAO میلـی  800( هیـدرات  لکلـرا  دارويدوز بـالاي   با 

. پـس از جـدا نمـودن    شـدند  یم ـ هـوش  بی م)کیلوگر در گرم
پوست سر حیوان، استخوان جمجمه بادقت بـاز شـده و مغـز را    
به سرعت خارج نموده، نیمکـره راسـت را جـدا کـرده، داخـل      

داده و بلافاصـله بـه داخـل تانـک نیتـروژن      اپندورف قـرار   لوله
درجـه   -180شدند تا نمونه ها سـریع تـا دمـاي    مایع انداخته می

بـه   آوري هر نمونه پـس از جمـع   ،سپس. گراد فریز شوند سانتی
بـراي آمـاده    افـت. ی مـی انتقـال  گـراد   درجـه سـانتی    -80زر یفر

را از فریزر خـارج کـرده و بـا اسـتفاده از      ها آن، ها نمونهکردن 
 5را لیـز کـرده. سـانتریفیوژ سـلولی بـه مـدت        هـا  نمونهبافر لیز، 

انجــام شــد. بخــش شــناور ســطحی را جــدا  1500دقیقـه و دور  
گراد نگهداري کرده. قبل از  درجه سانتی -20کرده و در دماي

گـراد   درجه سانتی 4ي فریز شده در دماي ها نمونهگیري،  اندازه
  .گرفتند یمقرار 

لیتر از بـافر غلـیظ    میلی 50آماده کردن بافر شستشو: حل کردن 
  لیتر آب دیونیزه. میلی 950در 

گیـري   و قبـل از انـدازه   فـوراً : Assay Bufferآمـاده کـردن   
میکرولیتر بر میلـی لیتـر    5/0بایستی مهارکننده پروتئاز با غلظت 

ــزان   PMSFو  ــه می ــول   1ب ــرف اضــافه    میلــی م ــه ایــن مع ب
  .(Sigma, Germany)شود 

 5/1اپنـــدورف  6، پروتکــل آمــاده کـــردن اســتاندارد: طبـــق   
کرده (تهیه استاندارد حداکثر یـک سـاعت قبـل     لیتري تهیه میلی

لیتـر   میلی 450)؛ به اولین اپندورف ردیگ یماز خواندن صورت 
Assay Buffer  لیتـر از   میلی 250 ها لولهاضافه کرده و به بقیه

از محلـول  لیتـر   کرومی 50اولین لوله  به این معرف اضافه کرده.
و  میکن ـ یم ـدقیقـه صـبر    5دارد اضافه و ورتکـس کـرده و   استان

لیتر از محلول اولـین لولـه    میلی 250 دوباره ورتکس می نماییم.
 مجـدداً . میکن ـ یم ـاضـافه کـرده و ورتکـس     2را به لوله شماره 

اضافه و ورتکس  3به لوله شماره  2لیتر از لوله شماره  میلی 250
 250انجام داده و درنهایت  6. این کار را تا لوله شماره میکن یم

  .میزیر یمبرداشته و بیرون  6لیتر از لوله  میلی
 5/0: مهارکننده پروتئاز بـا غلظـت   RIPAآماده کردن بافر لیز 

ــی لیتــر   ــزان  PMSFو میکرولیتــر بــر میل ــه می ، میلــی مــول 1ب
و سـدیم   میلـی مـول   2همچنین سـدیم ارتووانـادات بـا غلظـت     

بلافاصله قبـل از اسـتفاده بـه     میلی مول 20پیروفسفات با غلظت 
  (Sigma, Germany).بافر بایستی اضافه شود

: در ایـن مرحلـه از پلیـت    هـا  نمونـه گیري غلظت پروتئین  اندازه
بادي منوکلونال غیـر   ي مخصوص که داراي آنتیها چالهحاوي 

هـر   و شداستفاده  استفسفریله  ERK متحرك براي اتصال به
 Blankدر این پلیت، دو چالـه اول   نمونه دو بار تکرار داشت.

-1از لولـه  (از محلول استاندارد  میکرولیتر 100. ابتدا، دنباش یم
از  میکرولیتـر  100ي مناسب اضافه کرده. ها چاله) را به داخل 6

Assay Buffer      بـه چالـه بعــد از اسـتانداردها اضـافه کــرده؛
عنوان کنترل با غلظت پـروتئین   که بهلیترصفر پیکوگرم بر میلی 

از نمونـه بـه داخـل     میکرولیتـر  100. در مرحله بعـد،  استصفر 
ي اسـتاندارد و  هـا  چالـه جـز   ي مناسـب اضـافه کـرده (بـه    ها چاله

در پلیت را محکم چسبانده و در دماي  میپارافکنترل) و بعد، با 
را  ها چالهکرده. سپس، محتوي  shakeساعت  1اتاق به مدت 

ــه 4خــالی کــرده و  ــه ب ــافر شستشــو (حــدود   مرتب  400وســیله ب
 100دهـیم. اضـافه کـردن     لیتر براي هر چاله)، شستشو مـی  میلی

 ERK Antibody )rabbit polyclonalاز  میکرولیتـر 

antibody جز  به ها چاله) بهBlank     مرحله بعـدي کـار اسـت
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سـاعت در   1بـه مـدت    shakeکه با بستن محکـم در پلیـت و   
را خـالی   هـا  چالـه ماي اتاق دنبال مـی شـود. مجـددا، محتـوي     د

ــه  4کــرده و  ــه ب ــو داده.    مرتب ــو، شستش ــافر شستش  100وســیله ب
 pERK Conjugate )anti-rabbit IgGاز  میکرولیتـر 

conjugated to Horseradish peroxidase  بــه (
اضافه کرده، در پلیـت را محکـم بسـته و     Blankجز  به ها چاله

مـی کنـیم. سـپس،     shakeساعت در دماي اتـاق   5/0به مدت 
وسـیله بـافر شستشـو،     مرتبه به 4را خالی کرده و  ها چالهمحتوي 

از محلـول سوبسـترا را بـه هـر      میکرولیتر 100دهیم.  شستشو می
 5/0چاله اضافه کرده، درب پلیت را محکـم بسـته و بـه مـدت     

ــاق    ــاي ات ــاعت در دم ــت،    shakeس ــیم. درنهای ــی کن  100م
بــه هــر چالــه اضــافه  Stop Solutionاز محلــول تـر  میکرولی

ــوري    ــذب ن ــرده و ج ــهک ــا نمون ــه  450در  ه ــانومتر ب ــیله  ن وس
منحنــی  بــا مطــابق گیــري کــرده. ســپس، انــدازه اسـپکتروفتومتر 

  .گردد یها محاسبه م غلظت ،استاندارد
  
  
  

  آماري تحلیل
پارامترهــاي فیزیولــوژیکی بــا اســتفاده از آزمـــون     

تحلیـل   و فرونی مورد تجزیـه  آزمون بون پسو  واریانس دوطرفه
فیشـر   قرار گرفت. امتیازهاي نقص عصبی با استفاده از آزمـون 

ها با کمک  وتحلیل وتحلیل قرار گرفت. تمام تجزیه مورد تجزیه
و رسـم اشـکال بـا اسـتفاده از      Graph Pad Prismافزار  نرم

ــزار  ــرم افــ ــد.  Excelنــ ــام شــ ــا دادهانجــ ــه هــ ــورت بــ  صــ
عنـوان   بـه >p 05/0گزارش گردیدنـد.  اف معیـار انحر±میانگین

  شد. داري درنظر گرفته حداقل سطح معنی
  ها افتهی

  پارامترهاي شرایط تجربی
ــه برحســب درصــد در    غلظــت اکســیژن داخــل جعب

) و هایپراکســی درصــد21شــرایط نورموکســی نورموباریــک (
) در درنظرگرفته شد. بـر اسـاس   درصد 95تا  85نورموباریک (

)، فشـار اکسـیژن   1گازهاي خونی شـریانی(جدول  ي ها یابیارز
شـریانی در شـرایط هایپراکسـی بسـیار بـالاتر از فشـار اکسـیژن        

 ).>0001/0pشریانی در شرایط نورموکسی بود (

 ،***p<0.0001 (،هاي آزمایشی اکسید کربن، فشارخون و سرعت تنفس در گروه ، فشار اکسیژن، فشار ديpHارزیابی پارامترهاي  .1 جدول
 )مقایسه با نورموکسی هایپراکسی در

  
  
 

 بررسی تغییرات میانگین امتیازهاي نقص عصبی

واسـطه انسـداد    میانگین امتیازهـاي نقـص عصـبی بـه     
ــور  هایپراکســـی بـــه  گـــذراي شـــریان مرکـــزي در گـــروه  طـ

  ).2) (جدول =022/0pاي کاهش یافت ( ملاحظه قابل

 

 
 

متر  (میلی اکسیژنفشار  pH  ها گروه
  جیوه)

دي اکسید فشار 
  متر جیوه) (میلیکربن

متر  (میلی فشارخون
  جیوه)

  سرعت تنفسی (هرتز)

 05/2± ./68 16/85 ± 75/43 22/41 ± ./13 34/90 ± 35/2 1/7 ± ./63 شاهد
 88/1± ./92 99/83 ± 51/82 08/40 ± ./95 6/329 ± ./44*** 2/7 ± ./11 هایپراکسی+  شاهد

  57/1± /.35  24/85 ± 16./6  64/40 ±/. 5  34/94 ± 35/2  3/7 ±/. 2 سکته+ نورموکسی
  41/1 ±/. 7  63/84 ± 04/12  2/40 ± 12/0  4/357 ± 58/7***  2/7 ± /.09 سکته + هایپراکسی
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  در هر گروه عصبی. توزیع امتیازهاي 2جدول 

      p                        تعدادکل                         هر گروه عصبیي ها نقصتعداد                ها                 گروه               ردیف
p=0.0802 

 
  1 سکته 0 4 12 6 2 24

p=0.0220  
 

سکته +  9 2 6 5 2 24
 هایپراکسی

2 

 3 کل 9 6 18 11 4 48

 امتیاز شماره          0 1 2 3 4 
  
 

  
 ERKاثر هایپراکسی بر فعالیت 

سـاعت پــس از   ERK ،5 عالیــتبررسـی اثـر هایپراکســی بـر ف   
  MCAOایجاد مدل 

سـاعت   5در قشر مغز،  ERKمیزان فعالیت  2شکل 
. مقایسه میـانگین میـزان   دهد یمرا نشان  MCAOپس از القاء 

سکته  هاي گروه که در ناحیه قشر، دهد یمنشان  ERKفعالیت 
 ERKداري در مقـدار فعالیـت    نسبت بـه شـاهد افـزایش معنـی    

). در ایـن  >01/0FStorke vs Sham=47.96, pدارنـد ( 
دار فعالیت این پروتئین در  ناحیه هایپراکسی سبب افزایش معنی

ــروه   ــا گـــــــ ــه بـــــــ ــمقایســـــــ ــد نورموکســـــــ   ی شـــــــ
)05/0FHO vs RA=6.58, p< ،5). در ناحیه مرکزي مغز 

)، میـزان فعالیـت   3(شکل  MCAO ساعت پس از ایجاد مدل
ERK شاهد بـود   گروهدار بیش از  طور معنی در گروه سکته به

)001/0FStroke vs Sham=19.99, p<  هایپراکسـی .(
ــی ــأثیر معن ــزان  ت ــر می ــفعالداري ب ــه گــروه   ERK تی نســبت ب

 ,FHO vs RA=0.464نورموکسی در این ناحیه نداشـت ( 

p=0.508.( 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
  

  
 5در قشر مغز پـس از   ERK. اثر هایپراکسی بر فعالیت 2شکل 

انحـراف   ±صورت میـانگین   به ها داده. MCAOساعت از اعمال 
فرونـی   بـن  آزمون پسمعیار، به کمک آزمون واریانس دوطرفه و 

هایپراکسـی نسـبت بـه      ، گـروه  *p<0.05. اند شده نمایش داده
نسبت بـه گروهـاي   هاي سکته  ، گروهp<0. 01##نورموکسی و  

 شاهد سنجیده شده است.
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 5در مرکز مغز پس از  ERK. اثر هایپراکسی بر فعالیت 3شکل 

انحراف  ±صورت میانگین  به ها داده. MCAOساعت از از اعمال 
فرونـی   بـن  آزمون پسمعیار، به کمک آزمون واریانس دوطرفه و 

نسـبت بـه   هاي سکته  ، گروهp<0.001###. اند شده نمایش داده
 گروهاي شاهد سنجیده شده است.

 
سـاعت پـس از    ERK،24بررسی اثـر هایپراکسـی در فعالیـت    

 MCAOایجاد مدل 

کـه در   دهـد  یمنشان  ERKمقایسه میانگین فعالیت 
ــر  ــه قش ــز ناحی ــکل (مغ ــس از   24)، 4ش ــاعت پ ، MCAOس

داري در فعالیـت   سکته نسبت به شاهد، کاهش معنـی  هاي گروه
ERK   دهنـد (  نشـان مـیFStorke vs Sham=28.48, 

p<0.001   ــت ــزان فعالی ــه می ــن ناحی ــروه  ERK). در ای در گ
داري در مقایسـه بـا گـروه نورموکسـی      طور معنی هایپراکسی به

سـاعت   FHO vs RA=17.37, p<0.05 .(24بـود ( بیشتر 
)، میـزان  5در ناحیه مرکزي مغز (شکل  MCAOپس از القاء 

دار کمتـر از   طـور معنـی   اي سـکته بـه  ه در گروه ERKفعالیت 
 ,FStroke vs Sham=6.42هــاي شــاهد بــود (  گــروه

p<0.05 دار فعالیـت   ). هایپراکسی سبب افزایش معنـیERK 
  ). FHO vs RA=7.646, p<0.05شد (در این ناحیه 

  

  
 24در قشر مغز پس از  ERK. اثر هایپراکسی بر فعالیت 4شکل 

انحراف  ±صورت میانگین  به ها داده. MCAOساعت از از اعمال 
فرونـی   بـن  آزمون پسمعیار، به کمک آزمون واریانس دوطرفه و 

هایپراکسـی نسـبت بـه      ، گـروه  *p<0.05. اند شده نمایش داده
هاي سکته نسبت به گروهاي  ، گروهp<0.001###نورموکسی و  

  شاهد سنجیده شده است.

  
 24در مرکز مغز پس از  ERK. اثر هایپراکسی بر فعالیت 5شکل 

 ±صـورت میـانگین    بـه  ها دادهساعت از به هوش آمدن حیوانات. 
 آزمـون  پـس انحراف معیار، به  کمک آزمون واریانس دوطرفـه و  

ه هایپراکسـی   ، گـروه  *p<0.05. انـد  شده فرونی نمایش داده بن
هاي سـکته نسـبت بـه     ، گروه p<0.05#نسبت به نورموکسی و  
  ه شده است.گروهاي شاهد سنجید

 
  بحث

هایپراکســی نورموباریــک بــر  ریتــأثدر ایــن مطالعــه 
بررسی شد. در این  ERKامتیاز نقایص عصبی و میزان فعالیت 

، میـانگین  MCAOکار، با به کار بـردن هایپراکسـی در مـدل    
داري کاهش یافـت. ایـن    طور قابل معنی امتیاز نقایص عصبی به

 MCAOشـده قبلـی مـدل     ي انجـام ها شیآزماموافق با  ها افتهی
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نتایج سـنجش غلظـت اکسـیژن نشـان مـی دهـد کـه         .)5( است
درصـد و میـانگین غلظـت     95-85نوسانات غلظت اکسیژن بین

درصـد باقیمانـده احتمـالا بـه     10بوده اسـت.  درصد  90اکسیژن
ناشـی از   CO2چنـین   دلیل نشت در دستگاه هیپراکسـی و هـم  

) CO2تنفس حیوانات می باشد. هر چند از سودالایم (جاذب 
موجود در جعبه را جذب نماید با این  CO2استفاده کردیم تا 

وجود اثرات آن اجتناب ناپذیر می باشد. در پایان پیش شرطی 
با هیپراکسی، گازهـاي خـونی شـریانی تعـدادي از رتهـا مـورد       

افزایش معنـی دار فشـار   گر  سنجش قرار می گرفت. نتایج بیان
اکسیژن بود. این نتایج بـا سـایر کارهـاي انجـام شـده در زمینـه       

، بنـابراین شـرط ایجـاد هیپراکسـی     )5(هیپراکسی مطابقت دارد 
  برقرار می باشد. 

هاي مختلـف پـس از    در زمان ERKبررسی فعالیت 
MCAOــان ــت    ، بی ــان فعالی ــر نوس ــروه در ERKگ ــاي  گ ه

ــایج     ــواحی قشــر و مرکــز مغــز اســت. براســاس نت مختلــف و ن
ساعت پس از جریـان مجـدد در    5آمده از این مطالعه،  دست به

داري  سکته نسبت به شاهد افـزایش معنـی   هاي گروهناحیه قشر، 
داشــتند. در ایــن ناحیــه هایپراکســی،  ERKدر مقــدار فعالیــت 
پروتئین در مقایسه داري فسفوریلاسیون این  سبب افزایش معنی

با گروه نورموکسی شـد؛ امـا در همـین زمـان، هایپراکسـی اثـر       
در مرکز مغـز نداشـت. ایـن     ERKمعنی داري بر روي فعالیت 

تفاوت میان قشـر و مرکـز مغـز احتمـالا ناشـی از تفـاوت میـان        
هـاي مختلـف فعـال     سلول هاي مغز در این دو ناحیه و یا واسطه

از طرف دیگر، ممکن است به  شده در مسیر سیگنالینگ است.
واسطه هیپراکسی، در نواحی مختلف مغـز میـزان بیـان گیرنـده     

متفــاوت  MAPKهــاي درگیــر در شــروع مســیر ســیگنالینگ 
ــس از  ــه قشــر،    24باشــد. پ ــان مجــدد، در ناحی ســاعت از جری

داري در میـزان   هاي سکته نسبت بـه شـاهد کـاهش معنـی     گروه
نشان دادند؛ که باتوجه به کارهـاي قبلـی انجـام      ERKفعالیت 

. )24(گر کاهش حفاظت نورونی در این ناحیه است  شده، بیان
داري میـزان   طـور معنـی   هاي هایپراکسـی بـه   در این زمان، گروه

بیشتري در مقایسه با گروه نورموکسی در هردو  ERKفعالیت 

ناحیه قشر و مرکز مغز داشتند. در ناحیـه مرکـز مغـز نیـز میـزان      
دار کمتـر از   طـور معنـی   کته بـه هاي س ـ در گروه ERKفعالیت 

هاي شاهد بود؛ که باتوجه به وجود ساختارهاي حساسـی   گروه
هـاي   چون آمیگدال، هیپوکمپ، تالاموس،هیپوتالاموس و هسته

حساس دیگر در ایـن ناحیـه، آسـیب ناشـی از کـاهش فعالیـت       
در  ERKتواند قابل تامل باشـد. نقـش    حفاظتی این فاکتور می

هم در جهـت   ERKگیز است؛ فعالیت بران مدل ایسکمی بحث
حفاظت نورونی و هم در بـدتر شـدن آسـیب ایسـکمی اسـت.      

-ILوسیله تنظیم افزایشی  براي مثال، فعالیت آن ممکن است به

1β    در گزارشـی  )25(سبب بدتر شدن التهاب و نکـروز شـود .
 در مغـز  3سبب تنظـیم مثبـت بیـان کاسـپاز      ERKشده که  بیان

. ازطرف دیگر، استرادیول نقـش  )26( شود یمپس از ایسکمی 
در مـدل   ERKز طریق فعـال کـردن   حفاظت نورونی خود را ا

 ERK؛ در ایـن حـال، فعـال شـدن     )27( کنـد  یمایسکمی ایفا 
کـه موجـب تنظـیم     شـود  یم ـ CREBمنجر به فسفوریلاسیون 

فاکتورهـاي   ماننـد دف مهـم حفاظـت نـورونی    هاي ه ـ مثبت ژن
کــه در  Bcl-2آپوپتــوز  نوروتروفیــک مغــزي و فــاکتور آنتــی 

و یـا بـا بلـوك     اینتگریتی غشا خارجی میتوکنـدري نقـش دارد  
. )28(، سبب بلوك آپوپتوز شود Badپروتئین پروآپوپتوتیک 

ــت     ــزایش فعالی ــوق، اف ــواهد ف ــا درنظــر گــرفتن ش در  ERKب
هاي هایپراکسی سبب القاي مسیرهاي حفاظت نـورونی و   گروه

بقاي سلولی به دنبال سـکته مغـزي اسـت؛ هرچنـد، اثبـات ایـن       
تحقیقـات گسـترده سـلولی و مولکـولی بعـدي بـر        مدعا نیاز به

ــده ــطه   روي گیرن ــر و واس ــاي درگی ــیگنالینگ دارد.  ه ــاي س  ه
ممکـن اسـت در    Raf – 1که فسفوریلاسیون  شود یمپیشنهاد 

بعــد از فعــال شــدن  Raf/ERKغیرفعــال شــدن ســریع آبشــار 
سریع اولیه نقـش داشـته باشـد کـه در ایـن حالـت نـوعی لـوپ         

نیز بـر روي فسفوریلاسـیون    ERKکه  طوري . بهشود یمبرقرار 
Raf     نقش کلیدي دارد. با توجـه بـه اینکـهRaf – 1   یکـی از

کـه فعـال شـدن     شـود  یمحدس زده  است ERKسوبستراهاي 
را فســفریله کــرده و بــا  Rafممکــن اســت  ERKاولیــه قــوي 

فیدبک منفی دنبال شده است. در این شزایط، دو فرضیه مطرح 
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مهار غیرمستقیم  -Raf .2وریلاسیون مستقیم دفسف -1: شود یم
بـا تنظـیم فیـدبک منفـی، زمـانی کـه از        در رابطـه . ERKمهار 

PP2A )protein phosphatase 2A  ــد و ــتفاده ش ) اس
ERK هــاي  فعــال شــد، تنظــیم مثبــت رونویســی از ژنp21  و

GAP43 )Growth Associated Protein 43 کــه (
و بـا فسفوریلاسـیون    ردی ـگ یم ـمرتبط با تمـایز هسـتند صـورت    

Raf    و غیرفعـال شـدنERK  ؛ شــود یم ـمهــار  هـا  تی ـفعالایــن
ــه  ERKبنــابراین فعالیــت حفاظــت نــورونی  در مراحــل دوگان

وسیله ایسـکمی زیـر کشـنده     یادشده فعالیت و غیرفعال شدن به
گیـري   ازحد سلول که در شـکل  ممکن است با مهار تکثیر بیش

تومور و یا با مهار تمایز که سبب پیري و مرگ سـلولی همـراه   
کاهش میـزان   احتمالاً. در کار ما نیز )29(باشد، جلوگیري شود

ERK وگیري از تمـایز و تکثیـر سـلولی    فسفریله در جهت جل
باشــد. البتــه لازم بــه یــادآوري اســت کــه در بیشــتر مطالعــات،  

ــین  ERKمــاکزیمم فعالیــت  ســاعت پــس از  2دقیقــه تــا  30ب
 6پـس از   تواند یموجود، سیگنال  ؛ باایناستخونرسانی مجدد 

 ERKنیـز آشـکار شـود؛. هرچنـد      تـر  یطـولان ساعت و حتـی  
سلولی و تمایز اسـت، فعـال شـدن     طور عادي درگیر در رشد به

ممکن است در به هم زدن حیات سـلولی   ERKطولانی مسیر 
قبل از ایسـکمی   ERKرسد، افزایش  نظرمی . به)30(مهم باشد 

ــورون پــس از ایســکمی باشــد و    ــات ن ــزایش حی ــاط اف در ارتب
از سـکته از   آپوپتـوز حاصـل   شرطی سـازي سـبب کـاهش    پیش

اسـت. درهرصــورت،   ERK/ MAPKطریـق تنظـیم مثبــت   
مشـخص نیسـت امـا     ERK/MAPKمکانیسم فعالیت دوگانه 

جایگاه سلولی، جفـت شـدن سـیگنال و یـا      منشأممکن است با 
دهنـد کـه    شواهد نشـان مـی   .)31(الگو زمانی ریلیز همراه باشد 

ــا هایپراکســی مــی  شــرطی پــیش ــق القــاء   ســازي ب ــد از طری توان
هـا، در برابـر    هـا و آستروسـیت   در نـورون  ERKفسفریلاسیون 

آسیب هاي عصبی پس از سـکته مغـزي محافظـت ایجـاد کنـد      
. در کار ما نیز در ساعات اولیه پس از سکته میزان فعالیت )24(

ERK  ــه ــا از پیشــرفت اولی ــزایش داشــت ت ــورونی  اف آســیب ن
جلوگیري شود و تکثیر و تمـایز ضـروري بـراي حیـات فـراهم      

ایر ساعت و بـا فعـال شـدن س ـ    24پس از گذشت  احتمالاًشود. 
، میـزان  ERKمرگ سـلولی و کـاهش فسفوریلاسـیون     عوامل

 24پس از  معمولاًکه  پیشرفت اثرات سکته بیشتر شده، به حدي
. بـا توجـه بـه اینکـه     ماندند ینمساعت بسیاري از حیوانات زنده 

ســاعت پــس از ســکته، هایپراکســی   24و  5در هــر دو حالــت 
 رسد یمر شود، به نظ ERKتوانسته است سبب افزایش فعالیت 

بیشتر در حفاظت نورونی درگیر باشد تـا مـرگ    ERKفعالیت 
ــاب ــت  ؛ و الته ــزان فعالی ــزایش می ــابراین اف ــروه  ERKبن در گ

ساعت در جهت حفاظـت عصـبی عمـل     24هایپراکسی پس از 
عمــل  تــر يقــونمـوده اســت ولــی چـون ســایر عوامــل مخـرب    

 تنهــایی نتوانســته از پیشــرفت ســکته ، هایپراکســی بــهانــد نمــوده
بــا توجــه بــه مــوارد ذکرشــده فــوق ضــرورت   ممانعــت نمایــد.

 ERKي فسفوریلاسـیون  ا هیناحکارهاي ایمنو در تعیین تفاوت 
  . رسد یمضروري به نظر 

  
  گیري نتیجه

تفاوت اثر هایپراکسی در قشـر و مرکـز مغـز ممکـن     
ي متفـاوت بیوشـیمیایی و سـلولی    هـا  سـم یمکاناست مربـوط بـه   

زمـان   منظور بررسی مکانیسم دقیق و تفسـیر نوسـان هـم    باشد. به
زمـان   کـارگیري هـم   در زمـان بـه   ERKهایپراکسی و فعالیـت  

سـکته و هایپراکسـی، مطالعـات بیشـتري لازم اسـت. درنهایــت      
امیـد داشـت کـه اسـتفاده از هایپراکسـی نورموباریـک        توان یم

ه حداقل رساندن آسـیب ایسـکمی از طریـق    متناوب بتواند در ب
کارگیري فاکتورهاي حیاتی و یا بـه حـداقل رسـاندن اثـرات      به

  .باشد مؤثرسمی فاکتورهاي مرگ 
 

 تشکر و قدردانی
این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه تربیـت مـدرس   

ی تشـکر و  دکترمـان  مـؤثر شده است. از مشـاوره علمـی و    انجام
آقــاي دکتــر حســن در تــأمین . همچنــین از شــود یمــقــدردانی 

 PMSF )Phenyl Methaneداروي مهارکننـده پروتئـاز   

Sulfonyl Fluoride گردد یم) تقدیر.  
 



 همکاران فیروزه علویان و                                                                                                   … در پدیده تحمل به ایسکمی ERKبررسی میزان فعالیت 

 52                                                                                                                 1396 شهریور، 6، شماره بیستممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

منابع
1. Canazza A, Minati L, Boffano C, Parati E, 
Binks S. Experimental models of brain ischemia: 
a review of techniques, magnetic resonance 
imaging, and investigational cell-based therapies. 
Frontiers in neurology. 2014; 5:19. 
2. Faraji F, Ranjbar A, Eshrati B ,Talaie A, 
Shafie N, Pirasteh S. Comparing the oxidative 
stress indexes of CVA patients with control 
group. Arak Medical University Journal. 2008; 
11(3):109-16. 
3. Vijayakumar T, Sangwan A, Sharma B, Majid 
A, Rajanikant GK. Cerebral ischemic 
preconditioning: the road so far ... Molecular 
neurobiology. 2015; 53(4):2579-93. 
4. Ayodele M, Koch S. Ischemic Preconditioning 
in the Intensive Care Unit. Current Treatment 
Options in Neurology. 2017; 19(6):24. 
5. Alavian F, Hajizadeh S, Bigdeli MR, Javan M. 
The role of protein kinase C in ischemic tolerance 
induced by hyperoxia in rats with stroke. EXCLI 
journal. 2012; 11:188. 
6. Vincent J-L, Taccone FS, He X. Harmful 
Effects of Hyperoxia in Postcardiac Arrest, 
Sepsis, Traumatic Brain Injury, or Stroke: The 
Importance of Individualized Oxygen Therapy in 
Critically Ill Patients. Canadian respiratory 
journal. 2017;2017. 
7. Shin H, Dunn A, Jones P, Boas D, Lo E, 
Moskowitz M, et al. Normobaric hyperoxia 
improves cerebral blood flow and oxygenation, 
and inhibits peri-infarct depolarizations in 
experimental focal ischaemia Brain. 2007; 
130:1631-42. 
8. Shih C-C, Liao C-C, Sun M-F, Su Y-C, Wen 
C-P, Morisky DE, et al. A retrospective cohort 
study comparing stroke recurrence rate in 
ischemic stroke patients with and without 
acupuncture treatment. Medicine. 2015;94(39). 
9. Joo H, Mo JY, Kim IK, Kang HH, Lee SH. P3. 
01-041 Anti-Cancer Effect of Hyperoxia on 

Human Lung Cancer Cells through Oxidative 
Stress Mediated ERK Signaling. Journal of 
Thoracic Oncology. 2017; 12(1):S1144-S5. 
10. Nyunoya T, Monick MM, Powers LS, 
Yarovinsky TO, Hunninghake GW. Macrophages 
survive hyperoxia via prolonged ERK activation 
due to phosphatase down-regulation. Journal of 
Biological Chemistry. 2005; 280(28):26295-302. 
11. Keyse SM. An emerging family of dual 
specificity MAP kinase phosphatases. Biochim 
Biophys Acta. 1995; 1265:152- 60. 
12. Roux P, Blenis J. ERK and p38 MAPK-
activated protein kinases: a family of protein 
kinases with diverse biological functions. 
Microbiol Mol Biol Rev. 2004; 68:320-44. 
13. Wang Y, Xu X, Su W, Wang Q, Zhu W, 
Chen F, et al. Activation and clinical significance 
of p38 MAPK signaling pathway in patients with 
severe trauma. . J Surg Res. 2010; 161:119-25. 
14. Wu DC, Ye W, Che XM, Yang GY. 
Activation of mitogen-activated protein kinases 
after permanent cerebral artery occlusion in 
mouse brain. J Cereb Blood Flow Metab. 
2000;20:1320-30. 
15. Verma R, Harris NM, Friedler BD, Crapser J, 
Patel AR, Venna V, et al. Reversal of the 
detrimental effects of post-stroke social isolation 
by pair-housing is mediated by activation of 
BDNF-MAPK/ERK in aged mice. Scientific 
reports. 2016;6:25176. 
16. Bing RH, Chun LL, Darren JP. Alteration  of 
MAP  Kinase  Pathways After  Transient  
Forebrain  Ischemia Journal  of" Cerebral Blood 
Flow  and Metabolism 2000;20:1089-95. 
17. Lan-Feng C, Wei-Ti W, Vithal K G, Chi-Hsin 
L, Yung-Yen C, Chi-Mei H. Ischemic brain cell-
derived conditioned medium protects astrocytes 
against ischemia through GDNF/ERK/NF-kB. 
BRAIN RESEARCH. 2008; 1239:24-35. 

18. Walton KM, DiRocco R, Bartlett BA, Koury 
E, Marcy VR, Jarvis B, et al. Activation of 
p38MAPK in microglia after ischemia. J 
Neurochem. 1998;  70:1764- 7. 

19. Bigdeli MR, Hajizadeh S, Froozandeh M, 
Rasulian B, Heidarianpour A, Khoshbaten A. 
Prolonged and intermittent normobaric hyperoxia 
induce different degrees of ischemic tolerance in 



 همکاران فیروزه علویان و                                                                                                   … در پدیده تحمل به ایسکمی ERKبررسی میزان فعالیت 

 53                                                                                                                 1396 شهریور، 6، شماره بیستممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

rat brain tissue. Brain research. 2007; 1152:228-
33. 
20. Longa EZ, Weinstein PR, Carlson S, 
Cummins R. Reversible middle cerebral artery 
occlusion without craniectomy in rats. stroke. 
1989; 20 )٩١-٨٤):١.  
21. Longa EZ, Weinstein PR, Carlson S, 
Cummins R. Reversible middle cerebral artery 
occlusion without craniectomy in rats. Stroke. 
1989; 20:84-91. 
22. Chard T. An Introduction to 
Radioimmunoassay & Related Techniques. 
Elsevier. 1990. 
23. Thiels E, al e. Extracellular signal-regulated 
kinase, synaptic plasticity, and memory. 
Neurosci. 2001; 12(4):327-45. 
24. Wu H, Yang S-F, Dai J, Qiu Y-M, Miao Y-F, 
Zhang X-H. Combination of early and delayed 
ischemic postconditioning enhances brain-
derived neurotrophic factor production by 
upregulating the ERK-CREB pathway in rats 
with focal ischemia. Molecular medicine reports. 
2015;12(5):6427-34. 
25. Wang Z, Wu D, Huang F, Yang G. Inhibition 
of MEK/ERK 1/2 pathway reduces pro-
inflammatory cytokine interleukin-1 expression 
in focal cerebral ischemia. BRAIN RESEARCH. 
2004; 996:55-66. 
26. Wang X, Wang H, Xu L, Rozanski DJ, 
Sugawara T, Chan PH, et al. Significant 
neuroprotec-tion against ischemic brain injury by 

inhibition of the MEK1 protein kinase in mice: 
exploration of potential mechanism associated 
with apoptosis. J Pharmacol. 2003; 304:172-8. 
27. Yi H, Bao X, Tang X, Fan X, Xu H. Estrogen 
modulation of calretinin and BDNF expression in 
midbrain dopaminergic neurons of 
ovariectomised mice. Journal of chemical 
neuroanatomy. 2016; 77:60-7. 
28. Kitagawa K. CREB and cAMP response 
element-mediated gene expression in the 
ischemic brain. FEBS J. 2007; 274:3210-7. 
29. Melania A, Gianfriddo M, Vannucchi M, 
Cipriania S, Baraldi P, Giovannini M, et al. The 
selective A2A receptor antagonist SCH 58261 
protects from neurological deficit, brain damage 
and activation of p38 MAPK in rat focal cerebral 
ischemia. BRAIN RESEARCH. 2006;1073–
1074:470-80. 
30. Irving E, Barone F, Reitha A, Hadingham S, 
Pardone A. Differential activation of 
MAPK/ERK and p38/SAPK in neurones and glia 
following focal cerebral ischaemia in the rat. Mol 
Brain Res. 2000; 77:65-75. 
31. Diansan S, John Riley B, William M, 
Armstead, Renyu L. Salvinorin A Pretreatment 
Preserves Cerebrovascular Autoregulation After 
Brain Hypoxic/Ischemic Injury via Extracellular 
Signal-Regulated Kinase/Mitogen Activated 
Protein Kinase in Piglets. Neuroscience in 
Anesthesiology and Perioperative Medicine. 
2012;114:1-5. 
 
 

 
 
  


