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Aim: Organotypic cultures of spinal cord slices from mammalian neonatal and 

fetal animals are powerful tools for studies of spinal cord injury, neuronal 

degeneration, and cell death but also motor neuron regeneration. Models in 

which adult slices are used would be very useful. However, adult spinal cord 

slices are notoriously difficult to maintain in culture and rapidly deteriorate in 

vitro. Degeneration of motor neurons in the spinal cord is a critical 

phenomenon in spinal cord injuries and certain neurodegenerative diseases 

such as amyotrophic lateral sclerosis, a neurodegenerative disorder in which 

motor neurons in the spinal cord and motor cortex are lost. A variety of 

mechanisms have been proposed as having a role in neuronal apoptosis during 

spinal cord injury. Oxidative stress has been reported as one of the mechanisms 

involved in the apoptosis of motor neurons in spinal cord injuries and 

neurodegenerative diseases. This study was conducted to determine whether 

quercetin, as a potent antioxidant, can delay apoptosis in motor neurons of 

cultured spinal cords by reducing oxidative stress. 

 Material and methods: The thoracic regions of the spinal cord from adult 

NMRI mice were sliced using a tissue chopper and divided into three groups: 

1) 0-hour, 2) control group, and 3) group treated with quercetin (100 µM). 

Spinal cord slices in the 2 and 3 groups were incubated for 6 hours at 37°C in 

a Co2 incubator. The viability of the spinal cord slices was measured using 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay. 

The morphological features of apoptosis and the number of motor neurons 

were examined using Hoechst and propidium iodide staining. The 
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malondialdehyde was measured to determine lipid peroxidation while the 

FRAP (ferric reducing antioxidant power) was assessed to evaluate total 

antioxidant capacity in fresh and cultured spinal cord slices. Results were 

expressed as mean±SD. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by 

Tucky’s test was used to assess the statistical significances of the data. In all 

cases, a statistical probability of p<0.05 was considered significant.  

Results: After 6 hours (control group) in culture, the viability of the spinal 

cord slices, the neuron diameter, and the number of healthy motor neurons 

significantly decreased compared to the 0-hour group. Also, motor neurons 

showed the morphological features of apoptosis including cell shrinkage, 

nuclear and chromatin condensation in the control group. A significant 

increase in the amount of malondialdehyde and a significant decrease in the 

total antioxidant capacity was also observed compared with the 0-hour group. 

After 6 hours, quercetin not only increased the viability and the number of 

healthy motor neurons in the cultured slices but also reduced the 

morphological features of apoptosis in the motor neurons compared with the 

control group. In addition, quercetin significantly reduced the amount of 

malondialdehyde and increased the total antioxidant power in slices cultured 

for 6 hours.  

Conclusion: Oxidative stress might be considered as one of the mechanisms 

involved in the apoptosis of motor neurons in cultured spinal cord slices and 

quercetin, as a potent antioxidant, was able to increase the viability of the 

cultured spinal cord slices and delay the morphological features of apoptosis 

in the motor neurons through reducing lipid peroxidation and increasing the 

total antioxidant capacity. 
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 چکیده  واژگان کلیدی

 استرس اکسیداتیو

 آپوپتوزیس

نیت ییدا سییی  آنتی اک

 کوئرستین

 نخاع موش
 

اکسیدانت قوي، عنوان یک آنتیاین پژوهش با این هدف انجام شد تا مشخص نماید که آیا کوئرستین به هدف: 

تاخیر حرکتی قطعات کشت شده نخاع بههاي قادر است با کاهش استرس اکسیداتیو، آپوپتوزیس را در نورون

 لحظه صفر، -1گروه تقسیم شد: هاي بالغ به سهاي نخاع موشقطعات ناحیه سینهها: مواد و روش بیاندازد.

هاي مشخصه و بررسی MTTبراي بررسی قابلیت حیات قطعات نخاع از سنجش  کوئرستین. -3کنترل و  -2

آمیزي هوخست و پروپیدیوم آیوداید استفاده شد. هاي حرکتی از رنگنمورفولوژیکی آپوپتوزیس و تعداد نورو

اکسیدانتیِ کل، آلدهید و ظرفیت آنتیديدر قطعات نخاع سنجش میزان پراکسیداسیون لیپیدي از روش مالون

، قطر و قطعات نخاعقابلیت حیات ساعت )گروه کنترل(،  6پس از  نتایج: استفاده گردید.  FRAPاز روش 

چنین، داري کاهش یافت. همطور معنیدر مقایسه با گروه لحظه صفر بههاي حرکتی سالم ورونتعداد ن

افزایش میزان مالون دي آلدهید و  .هاي مورفولوژیکی آپوپتوزیس را نشان دادندهاي حرکتی مشخصهنورون

نه  کوئرستینشد.  طور معنی دار نسبت به گروه لحظه صفر نیز مشاهدهاکسیدانتی کل، بهکاهش ظرفیت آنتی

هاي هاي حرکتی سالم قطعات نخاع را افزایش دهد، بلکه مشخصهتنها توانست قابلیت حیات و تعداد نورون

داري طور معنیاکسیدانت نسبت به گروه کنترل، بههمچنین، این آنتی. مورفولوژیکی آپوپتوزیس را کاهش داد

استرس اکسیداتیو  گیری:نتیجه انتی کل را افزایش داد.اکسیدمیزان مالون دي آلدهید را کاهش و قدرت آنتی

هاي حرکتی قطعات کشت شده نخاع باشد و هاي دخیل در آپوپتوزیس نورونتواند یکی از مکانیسممی

اکسیدانت قوي، توانست با کاهش پراکسیداسیون لیپیدي و افزایش ظرفیت عنوان یک آنتیکوئرستین، به

تاخیر هاي مورفولوژیکی آپوپتوزیس را در نخاع بهقابلیت حیات قطعات را افزایش و مشخصهاکسیدانتی کل، آنتی

 بیاندازد.
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 همقدم -1

شود. مطالعات نشان شوند، در نظر گرفته ها قطع مینورونهاي نخاعی که در آن، عنوان مدل آسیبتواند بهکشت قطعات نخاع می

ریزي برنامه)مرگ آپوپتوزیس. (1) است (Apoptosis)، از نوع آپوپتوزیس ها در دستگاه عصبی مرکزيدهند که مرگ نورونمی

عنوان مکانیسمی در جهت حفظ هومئوستازي طور طبیعی در طی تکوین و رشد سلول، بهفرایندي است که به ، سلولی(ي شده

(Homeostasis)افتد. در طی روند آپوپتوزیس، سلول دچار تغییرات ها اتفاق میي تعداد سلولرویهمنظور عدم افزایش بی، به

 Nuclear)شده و هسته متراکم  (Cell shrinkage)شود. بدین صورت که، در ابتدا، سلول دچار چروکیدگی متعدد می ریختی

condensation) یکدیگر ها نیز بهتر و همچنین اندامکتر، سیتوپلاسم غلیظسلول، اندازه آن کوچکدنبال چروکیدگیگردد. بهمی

گیرد که بارزترین صورت می (Chromatin condensation) شدن کروماتینراکمدنبال متشوند. تراکم هسته بهفشرده می

هاي ها در بیماريعنوان عامل اصلی درگیر در تخریب نورونآپوپتوزیس به. (2)است  ریزي شدهي مرگ سلولی برنامهمشخصه

هاي نخاعی پیشنهاد شده است. در این زمینه، ما همچنین نشان آسیب و(Neurodegenerative diseases)  ناشی از مرگ نورورنی

هاي مختلفی شوند. مکانیسمبالغ توسط آپوپتوزیس تخریب می شده نخاع موشهاي حرکتی در قطعات کشتایم که نورونداده

هاي وابسته به کلسیم( در سازي کاسپاز و کالپین )پروتئین، فعال(Glutamate excitotoxicity)از جمله سمیت گلوتامات 

تواند علاوه بر این، القاي مسیرهاي آپوپتوزیس می شده نخاع پیشنهاد شده است.هاي حرکتی در قطعات کشتآپوپتوزیس نورون

 .(3) ها باشددر این نورون (Oxidative stress)یکی از پیامدهاي استرس اکسیداتیو 

و  (Reactive Oxygen Species, ROS)گر واکنش هاي اکسیژنخوردن تعادل میان تولید گونهدنبال برهماسترس اکسیداتیو، به

آنتی اکسیدانتی بدن که در دفاع  واسطه سیستمها بهگونه مقابلهآید. اینوجود میگرها بهگونه واکنشطبیعی با اینروند مقابله 

. ترکیبات مذکور عامل اصلی تخریب بسیاري (4) شودمینقش دارند، انجام  (Free radicals)هاي آزاد دیکالسمیت ناشی از رارفع 

باشند. مشخص شده است که یکی از عوامل دخیل در نوکلئیک می ها، لیپیدها و اسیدهاياز ساختارهاي سلولی از جمله پروتئین

 یتتقو یاآزاد و/ يهایکالراد حذف ین،بنابرا. (5) باشدیو میها استرس اکسیداتهاي ناشی از مرگ نورونها در بیماريمرگ نورون

از استرس  یها در برابر انحطاط ناشمحافظت از نورون يراموثر ب احتمالی ياستراتژ یکممکن است  یدانتیاکس یدفاع آنت یستمس

 هاتخریب نورونتوانند از یها میدانتاکس یاز آنت یکه برخ وجود دارد يشواهد در این خصوص. در نظر گرفته شود یداتیواکس

 نمایندعمل  یاختلالات عصب يبالقوه برا یدرمان ینهگز یکعنوان توانند بهیم ینکنند و همچن یريجلوگ یشگاهیآزما ایطدر شر

تواند اثرات بالقوه یم گیاهان داروئیاستخراج شده از  هايیدانتاکس یآنت یژهوها بهیدانتاکس یخواص آنت یبررس ین،. بنابرا(6)

 .یردمورد استفاده قرار گ یدرمان ياستراتژ یکعنوان تواند بهیم یو حت نمایدروشن ها ناشی از مرگ نورون يهایماريها را بر بآن

ها قرار دارد. کوئرستین، فلاونولی است که در فنولي پلیهاي غیر آنزیمی است و در دستهاکسیدانتکوئرستین از گروه آنتی

از . (7) شودهاي غذایی، و غذاها یافت میها، مکملها )چاي سبز(، دانهها )سیب و انواع توت(، سبزیجات )پیاز(، برگبیشتر میوه

 صاف کردن عضله شلپلاکتی،  از تجمع ريیجلوگ ،تی آندانیاکسیبه خواص آنت توانیم نیکوئرست جمله اثرات شناخته شده

 ،یسرم ی، کاهش سطوح چرب(Low-density lipoprotein, LDL)لیپوپروتئین با چگالی بالا  ونیداسیاز اکس ريیجلوگ ،عروق

 نمودی اشاره پلاسما و اثرات ضد سرطان یسطح مارکرهاي التهاب کاهش ،ییپلاسما نیکاهش انسول ،یستولیس کاهش فشارخون

(8،9) . 
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و قطعات کشت شده نخاع از نوع  هاناشی از مرگ نورونهاي هاي نخاعی، بیماريها در آسیبکه، مرگ نورونبا توجه به این

تواند نقش شایانی در ها میهاي دخیل در شروع روند آپوپتوزیس این نورونآپوپتوزیس گزارش شده است، شناسایی مکانیسم

محسوب  عنوان یک مکانیسم کلیدي دخیل در مرگ نوروناکسیداتیو، بهجا که استرسارتباط با مهار آپوپتوزیس ایفا کند و از آن

اکسیدانت قوي با منشا عنوان یک آنتیشود، بنابراین، هدف از مطالعه حاضر این بود که مشخص نماید که آیا کوئرستین بهمی

هاي حرکتی را در اکسیدانتی کل، آپوپتوزیس نورونآنتی ظرفیتگیاهی، قادر است با کاهش پراکسیداسیون لیپیدي و افزایش 

 ر بیاندازد. قطعات کشت شده نخاع موش بالغ به تاخی

 هامواد و روش -2

( استفاده هفته 6تا  5گرم ) 22±3، با میانگین وزنی NMRIهاي ماده بالغ نژاد در این تحقیق تجربی، از موش :سازی قطعات نخاعآماده

شماره  نامه طی و گرفت قرار بررسی مورد دانشگاه علوم پزشکی اراک پژوهش در اخلاق کمیته در مطالعه شد. این

IR.ARAKMU.REC.1398.132 هوش و سپس توسط اتر، بیاتیلهوشی ديابتدا حیوان به کمک ماده بی .گرفت قرار موافقت و تصویب مورد

ها باز و نخاع حیوان برداشته شد و بلافاصله به پتري حاوي دنبال آن، ستون مهرهشکافت قلبی کشته شد. سپس ناحیه پشتی حیوان و به

منتقل گردید. نمونه نخاع، به آزمایشگاه کشت منتقل و در نهایت براي انجام  (PBS, Phosphate Buffered Salineسرد )فسفات سالین 

( به قطعاتی با Tissue chopper, Stolting, USAبافت ) اي آن جدا و توسط دستگاه قطعه قطعه کنندهي سینه، ناحیههاادامه آزمایش

( 2ZM2مدل  OPTICAشد. قطعاتی که از شرایط بهتري برخوردار بودند، توسط استریومیکروسکوپ )گیري میکرومتر برش 500ضخامت 

درصد پنی 1درصد،  25، درصد سرم اسب ,Minimum Essential Medium 50% خانه حاوي محیط کشتجدا شده و به پلیت چهار

)هر چهار قطعه در یک خانه(. در نهایت این  اد منتقل شدندگردرجه سانتی 37، با دماي (HEPS%25میلی مولار، 25استرپتومایسین-سیلین

 قطعات به سه گروه مجزا تقسیم بندي شدند.

 قطعات گروه لحظه صفر که بلافاصله فیکس شدند. .1

 قطعات گروه کنترل )که حلال ماده تیمار را دریافت کردند(. .2

 دریافت کردند(.میکرومولار کوئرستین را  100قطعات گروه تیمار با کوئرستین )که غلظت  .3

 450که در گروه کنترل هر خانه آن حاوي  منتقل شدندهاي چهارخانه استریل قطعات گروه کنترل و گروه تیمار به پلیت

هاي بود. سرانجام هر پلیت شامل گروه کوئرستینمیکرولیتر محیط کشت بود، اما در گروه تیمار، هر خانه محتوي محیط کشت و 

یابی . جهت غلظت(10) گراد، کشت داده شدنددرجه سانتی 37دار، در دماي  2COساعت در انکوباتور  6مدت کنترل و تیمار، به

، 50، 25هاي هاي حرکتی شاخ شکمی قطعات کشت شده نخاع، غلظتغلظت موثر کوئرستین بر روي آپوپتوزیس نورون یافتنو 

بهترین  میکرومولار توانست 100میکرومولار در محیط کشت مورد استفاده قرار گرفت. نتایج نشان داد غلظت  200و  150، 100

 ها مورد استفاده قرار گرفت.عنوان غلظت موثر براي سایر آزمایشاثر را در مهار آپوپتوزیس ایفا کند، بنابراین به

در این روش، قطعات تازه تهیه شده نخاع )لحظه زمانی  :MTTبررسی قابلیت حیات )زنده مانی( قطعات نخاع: سنجش 

میکرولیتر محیط کشت انتقال داده  450هاي چهارخانه حاوي ساعت )کنترل و تیمار( به پلیت 6صفر( و قطعات کشت شده براي 

( اضافه mg/ml5/0) MTTمیکرولیتر از محلول غلیظ  50هاي پلیت، شدند )هر خانه حاوي چهار قطعه(. سپس به هرکدام از خانه

. قطعات نخاع، با (3) گراد، انکوبه شدندي سانتیدرجه 37دار با دماي  2COدقیقه در انکوباتور  45ها براي شد. سپس پلیت

 استفاده از میکروسکوپ نوري بررسی و عکس تهیه شد.
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 2استفانی )بیت کننده ثقطعات نخاع لحظه زمانی صفر و کشت شده توسط ت :های مورفولوژیکی آپوپتوزیسبررسی نشانه

شستشو  PBSو سپس توسط ساعت تثبیت  2 مدت( بهPBS ،pH=7/2مولار  1/0درصد اسید پیکریک و  2درصد پارافرمالدهید، 

 4در دماي  PBSدرصد در  20در محلول ساکارز  یک شبمدت سپس این قطعات به .دقیقه( 5مدت بار و هر بار به 3شدند )

میکرون تهیه شد.  10هایی به ضخامت دستگاه کرایواستات برشداري شدند. سرانجام از این قطعات توسط گراد نگهدرجه سانتی

آمیزي این تحقیق، از رنگدر  .در آب مقطر( قرار گرفتند 9:1) لایزین-ال-هاي پوشیده شده توسط پلیاین برش بر روي لام

 Propidium iodide (5 پروپیدیوم آیوداید گرم بر میلی لیتر، سیگما، آمریکا( ومیلی 20) Hoechst 33342 هوخست فلئورسنت

گرم بر میلیلیتر، سیگما، آمریکا( استفاده شده است. بهطور خلاصه، لام 3  بار و هر بار بهمدت 5 دقیقه به وسیله  PBS میلی

شستشو شدند. سپس رنگآمیزي بهمدت 1 دقیقه توسط پروپیدیوم آیوداید انجام شد و پس از شستشو بهمدت 5 دقیقه، لامها 

بهمدت 30 ثانیه توسط هوخست رنگ آمیزي شدند. پس از شستشو بهمدت 5 دقیقه برشها توسط محلول گلیسرول )1:1 (

 )OLYMPUS, DP71, Japan( پوشیده و سپس لامل بر روي آنها قرار گرفت. لامها توسط میکروسکوپ فلئورسانس/ PBS

مجهز به دوربین با استفاده از فیلتر و عدسی مناسب مشاهده و از آنها عکس برداري شد )11(. قطر هسته نورونهاي حرکتی 

در برشهاي قطعات نخاع، توسط نرم افزار موتیک اندازهگیري شد. مشخصههاي مورفولوژیکی آپوپتوزیس و تعداد نورونهاي 

حرکتی سالم نیز در شاخ شکمی، در هر گروه مورد بررسی قرار گرفته و شمارش شدند. در نهایت، دادههاي کمی بهدست آمده 

 مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت.

گرم( در  1/0در این روش، نمونه بافتی ) :(MDAآلدهید )روش مالون دی -گیری میزان پراکسیداسیون لیپیدی اندازه

شد. یک حجم از نمونه هموژنیزه شده با دو حجم از محلول تیوباربیتوریک اسید )شامل هموژنیزه  9به  1به نسبت  KClمحلول 

دقیقه در  15مدت (( ترکیب شده و سپس بهHCl( و هیدروکلریک اسید )TBA(، تیوباربیتوریک اسید )TCAتري کلرواستیک )

دقیقه سانتریفیوژ شده و در نهایت،  10مدت به g1000یت رنگ(، با دور منظور تثبآب جوش قرار گرفتند. پس از خنک شدن )به

. (12) وفتومتر خوانده شدرنانومتر با کمک دستگاه اسپکت 535لایه فوقانی به آرامی برداشته شده و جذب نوري آن در طول موج 

 میزان بر حسب مولار محاسبه و 1-Cm 1-M 510 × 56/1( Extinction coefficientبا استفاده از ضریب خاموشی ) MDAغلظت 

MDA  قطعات نخاعی بر حسبnmol/gr  شد.گزارش 

در  :(FRAPاکسیدانتی / احیا کنندگی آهن سه ظرفیتی: اکسیدانتی کل )قدرت آنتیسنجش میزان ظرفیت آنتی 

هموژنیزه شد( در  9به  1به نسبت  KClگرم از قطعات نخاعی در محلول  1/0میکرولیتر از عصاره بافتی ) 100این روش ابتدا 

دقیقه، جذب  4ها اضافه و پس از به کووت FRAPتر از معرف آماده میلی لی 3ریخته، سپس مقدار  ي اسپکتروفتومترهاکووت

   نانومتر در مقابل بلانک، خوانده شد. سپس با استفاده از معادله رگرسیون حاصل از منحنی استاندارد ) 593ها در طول موج آن

=0.99912, ry= 1.2372x + 0.0114  که در آنy  برابر جذب خوانده شده وx میزان برابر با غلظت سولفات آهن است ،)FRAP 

تهیه و  1mmبا غلظت   (O27H ,4FeSoمحلول استاندارد سولفات آهن ) .(12) دست آمدبه µmol/grهاي بافتی بر حسب نمونه

 هاي مختلف ساخته و سپس منحنی استاندارد سولفات آهن رسم شد.از آن رقت
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 آنالیز آماری  -3

 Tukey's test( و One way ANOVAطرفه ) و روش آنالیز واریانس یک 25نسخه SPSS افزار هاي حاصل، توسط نرمتمامی داده

 دار در نظر گرفته شدند.معنی p<0.05ها در سطح مورد تجزیه و تحلیل آماري قرار گرفت و تفاوت میانگین

 نتایج -4

 در حضور و عدم حضور کوئرستین MTTوسیله سنجش بررسی قابلیت حیات قطعات کشت شده نخاع به 

ي قابلیت حیات است و هرچه غلظت این رنگ بیشتر باشد، نمایانگر قابلیت حیات ، رنگ بنفش نشان دهندهMTTدر سنجش 

 ،1)شکل بودبیشتر است و برعکس. در قطعات کشت شده در لحظه زمانی صفر، میزان غلظت رنگ بنفش در بیشترین مقدار خود 

A ساعت 6قطعات گروه کنترل  که درحالی(. در ( شکلB 1)  ،کاهش غلظت رنگ بنفش در بخش ماده خاکستري و سفید

. در گروه تیمار با کوئرستین، افزایش غلظت رنگ بنفش در بخش ماده خاکستري و سفید نیز، بودگر کاهش قابلیت حیات نمایان

 (.C 1 )شکل  باشدگر افزایش قابلیت حیات در قطعات کشت شده این گروه مینمایان

 

 

 

 

 

 

 

و زنده بودن  هاي متابولیک سلولمعنی فعالیت آنزیمتوزیع رنگ بنفش به. MTTمانی قطعات نخاع با استفاده از سنجش بررسی زنده :1شکل 

توزیع رنگ بنفش فورمازان در قطعات  (B)( در قطعات کشت شده در لحظه زمانی صفر. فورمازان MTTتوزیع رنگ بنفش ) (A)ها است. سلول

توزیع رنگ بنفش  (C)هاي متابولیک و مرگ سلولی است. ساعت. کاهش رنگ بنفش، نمایانگر کاهش فعالیت آنزیم 6کشت شده در گروه کنترل 

کوئرستین در این قطعات و افزایش رنگ بنفش، نمایانگر جلوگیري از مرگ فورمازان در قطعات کشت شده در گروه تیمار با کوئرستین. کاربرد 

 .(400x)بزرگنمایی  باشدهاي این قطعات میسلولی سلول

 

های حرکتی قطعات کشت شده نخاع در حضور و عدم حضور های مورفولوژیکی آپوپتوزیس در نورونمطالعه شاخص

 کوئرستین

هاي حرکتی مربوط به قطعات نخاع در لحظه فلئورسنت هوخست و پروپیدیوم آیوداید مورفولوژي نورونبا استفاده از رنگ آمیزي 

منظور تعیین نوع مرگ سلولی ساعت )گروه کنترل و گروه تیمار با کوئرستین( به 6زمانی صفر و قطعات کشت شده نخاع پس از 

A C B 



 اثر محافظتی و آنتی اکسیدانتی کوئرستین ؛موش بالغ شده نخاع قطعات کشت یحرکت یهانورونناشی از استرس اکسیداتیو در  سیآپوپتوزمهار 
 

222 

 

 3شماره  /3دوره  /15/ جلد 1403 پاییزسلول و بافت/ 

 
 

هاي حرکتی، واجد اجسام سلولی خاعی لحظه زمانی صفر، نورونو همچنین تاثیر کوئرستین مورد بررسی قرار گرفت. در قطعات ن

هاي حرکتی در ه نورونک(. در حالیA 2 اي و بدون هیچ گونه نشانه آپوپتوزیس بودند )شکلبزرگ، توزیع طبیعی مواد هسته

هاي مورفولوژیکی آپوپتوزیس از قبیل ساعت، نشانه 6هاي قطعات کشت شده گروه کنترل، پس از گذشتن مدت زمان برش

چروکیدگی سیتوپلاسم و غشاي سلول )کوچک شدن سلول(، متراکم شدن هسته )کوچک شدن هسته( و تراکم و تجمع کروماتین 

ساعت در محیط کشت، توانست  6مدت میکرو مولار به 100لظت کاربرد کوئرستین با غ(. B2  دادند )شکلهسته را نشان می

 .(C2اي کاهش دهد )شکلطور قابل ملاحظههاي مورفولوژیکی آپوپتوزیس را در مقایسه با گروه کنترل بهنشانه

 

 

رنگ آمیزي فلئورسنت شامل پروپیدیوم آیوداید )قرمز( و هاي حرکتی نخاع. هاي مورفولوژیکی آپوپتوزیس در نوروناثر کوئرستین بر شاخص :2 شکل

هاي حرکتی طبیعی با جسم سلولی و هسته بزرگ از قطعات نورون (A)دهند. هاي حرکتی نشان میهوخست )آبی(، تغییرات مورفولوژي را در نورون

ساعت در محیط کشت، علائم آپوپتوزیس شامل متراکم شدن  6هاي حرکتی بعد از گذشت مدت زمان نورون (B)تازه تهیه شده )لحظه زمانی صفر(. 

هاي مورفولوژیکی میکرو مولار توانست، نشانه 100کاربرد کوئرستین با غلظت  (C)دهند. کروماتین، چروکیدگی هسته و سیتوپلاسم را نشان می

 Scale) باشندهاي حرکتی میگر نورونها نمایاناي نسبت به گروه کنترل مهار کند. فلشطور قابل ملاحظههاي حرکتی، بهآپوپتوزیس را در نورون

bar = 20 µm) . 

 

 ینهای حرکتی در حضور و عدم حضور کوئرستگیری قطر هسته نوروناندازه

ها ساعت نسبت به میانگین قطر هسته این نورون 6هاي حرکتی در قطعات کشت شده نخاع، پس از میانگین قطر هسته نورون

میکرومولار در محیط کشت  100را نشان داد. کاربرد کوئرستین با غلظت  (p<0.001)داري در لحظه زمانی صفر، کاهش معنی

نسبت به گروه کنترل جبران  (p<0.001)داري طور معنیهاي حرکتی را بهساعت، توانست کاهش قطر نورون 6پس از گذشت 

 (.1نماید )نمودار

 

A C B 
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ارائه شده است.  (Mean±SD)انحراف استاندارد  ±صورت میانگین هاي حرکتی کشت شده نخاع. مقادیر بهاثر کوئرستین بر قطر هسته نورون :1نمودار 

 . (ANOVA, Tukey’s test, n=6)باشند یکدیگر میدار نسبت بهمیانگین با حروف متفاوت داراي تفاوت معنی

 

 های حرکتی سالم در شاخ شکمی قطعات کشت شده نخاع در حضور و عدم حضور کوئرستینبررسی تعداد نورون

ها ساعت نسبت به میانگین درصد این نورون 6هاي حرکتی سالم در قطعات کشت شده نخاع، پس از میانگین درصد تعداد نورون

میکرومولار در محیط کشت  100را نشان داد. کاربرد کوئرستین با غلظت  (p<0.001)داري در لحظه زمانی صفر، کاهش معنی

نسبت به گروه کنترل،  (p<0.001)داري طور معنیهاي حرکتی سالم را بهروننودرصد ساعت، توانست کاهش  6پس از گذشت 

 (.2جبران نماید )نمودار 

 

ارائه  (Mean±SD)انحراف استاندارد  ±صورت میانگین مقادیر به هاي حرکتی سالم در قطعات کشت شده نخاع.نورون تعداداثر کوئرستین بر  :2 نمودار

 (ANOVA, Tukey’s test, n=6).باشند دار نسبت به یکدیگر میمیانگین با حروف متفاوت داراي تفاوت معنیشده است. 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 6

N
u

cl
eu

s 
D

ia
m

et
er

 o
f 

M
o

to
r 

N
eu

ro
n

s 
(µ

m
)

Time (hour)

0 hour

Control

Quercetin

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 6

H
ea

lt
h

y
 M

o
to

r 
N

eu
ro

n
s 

(%
)

Time (hour)

0 hour

Control

Quercetin

a 

b 

c 

a 

b 

c 



 اثر محافظتی و آنتی اکسیدانتی کوئرستین ؛موش بالغ شده نخاع قطعات کشت یحرکت یهانورونناشی از استرس اکسیداتیو در  سیآپوپتوزمهار 
 

224 

 

 3شماره  /3دوره  /15/ جلد 1403 پاییزسلول و بافت/ 

 
 

در حضور و عدم حضور کوئرستین در قطعات کشت  MDAوسیله ارزیابی پراکسیداسیون لیپیدی سنجش شده به

 شده نخاع

داري قطعات لحظه زمانی صفر افزایش معنیبه ساعت نسبت  6در قطعات کشت شده نخاع در گروه کنترل  MDAمیزان 

(p<0.001) میکرومولار، توانست میزان  100ساعت، کاربرد کوئرستین با غلظت  6پس از گذشت . را نشان دادMDA  قطعات را

 (.3)نمودار  کاهش دهددر مقایسه با گروه کنترل  (p<0.05)داري طور معنیبه

 

انحراف  ±صورت میانگین مقادیر به)سنجش میزان مالون دي آلدهید( قطعات کشت شده نخاع.  اثر کوئرستین بر میزان پراکسیداسیون لیپیدي :3 نمودار

 ,ANOVA, Tukey’s test)باشند یکدیگر میدار نسبت بهمیانگین با حروف متفاوت داراي تفاوت معنیارائه شده است.  (Mean± SD)استاندارد 

n=6) . 

 

در حضور و عدم حضور کوئرستین در قطعات  FRAPوسیله اکسیدانتی کل سنجش شده بهارزیابی ظرفیت آنتی

 کشت شده نخاع

اکسیدانتی این قطعات در لحظه ساعت نسبت به ظرفیت آنتی 6اکسیدانتی کل در قطعات کشت شده نخاع، پس از ظرفیت آنتی

 (p<0.01)داري طور معنیمیکرومولار( توانست به 100کاربرد کوئرستین ) را نشان داد. (p<0.001)داري زمانی صفر، کاهش معنی

 (.4)نمودار  گروه نسبت به گروه کنترل افزایش دهداین اکسیدانتی کل را در آنتیظرفیت 
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ارائه  (Mean± SD)انحراف استاندارد  ±صورت میانگین مقادیر بهقطعات کشت شده نخاع. اکسیدانتی کل در اثر کوئرستین بر ظرفیت آنتی :4 نمودار

 . (ANOVA, Tukey’s test, n=20)باشند دار نسبت به یکدیگر میمیانگین با حروف متفاوت داراي تفاوت معنیشده است. 

 

 بحث -5

هاي حرکتی مورد هاي دخیل در مرگ سلولی نورونمنظور بررسی مکانیسمهاي بالغ بهدر این مطالعه، کشت قطعات نخاع موش

  هاي حرکتی باشد.تواند علت احتمالی آپوپتوزیس در نوروناسترس اکسیداتیو میاستفاده قرار گرفت و نتایج نشان داد که 

هاي ناشی از تخریب هاي نخاعی و بیماريعنوان مدل مناسبی براي آسیبتواند بهکشت قطعات نخاع گرفته شده از جانور بالغ می

امکان بررسی برخی از رویدادهاي سلولی و  هامدلاین در نظر گرفته شود.  (ALS) اسکلروز جانبی آمیوتروفیک ها مانندنورون

ها، تواند در رابطه با تغییرات بیوشیمیایی مربوط به نورونها میاز این رو، این روشآورند. ها را فراهم میمولکولی در نورون

 .(13) ها اطلاعات مفیدي را فراهم کندهاي القاکننده مرگ سلولی و ترمیم نورونمکانیسم

 6انجام شد، نشان داد که بعد از  MTTدر پژوهش حاضر بررسی قابلیت حیات قطعات کشت شده نخاع که با استفاده از تست 

هاي هاي حرکتی موجود در شاخها از جمله نورونهاي شکمی نخاع، قابلیت حیات سلولویژه در شاخساعت در این قطعات و به

توانند در کاهش قابلیت حیات هاي متعددي میمکانیسماي کاهش یافت. طور قابل ملاحظهشکمی نسبت به لحظه زمانی صفر به

ترین عامل که منجر به کاهش قابلیت عنوان محتملها دخالت داشته باشند. طی مطالعات گذشته، استرس اکسیداتیو بهسلول

حیات باعث کاهش قابلیت از طریق آن هایی که استرس اکسیداتیو شود، در نظر گرفته شده است. یکی از راهها میحیات سلول

 نیاز مورد انرژي تولید محل میتوکندري صورت مستقیم یا غیر مستقیم است.به شود، اختلال در تمامیت میتوکندريها میسلول

فعالیت سلول به  جهت شودمی تولید غشاي میتوکندري در اکسیداتیو فسفوریلاسیون توسط هک ATP بوده و مولکول سلولی

اختلال در قابلیت حیات سلول  با است ممکن  ATPدنبال آن کاهش میتوکندري و به فعالیت در اختلال . بنابراین،رسدمصرف می

آن به دلیل استرس  غشاي سیالیت در و تغییر کاهش پتانسیلهم خوردن تمامیت میتوکندري، هاي بهیکی از راه .باشد همراه

 شدن  آزاد و میتوکندري غشاي پتانسیل در تغییر به منجر است ممکن باشد کهاکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپیدهاي غشا آن می
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ROS  داخل کلسیم به. علاوه بر آن، این احتمال هم وجود دارد که استرس اکسیداتیو باعث افزایش جریان ورودي (14)شود

ها(، باعث مرگ این ها شده و از طریق افزایش سطح کلسیم سیتوزولی با فعال کردن پروتئازهاي وابسته به کلسیم )کلپینسلول

 . (15) ساعت گردد 6ها پس از سلول

ها مثل پارکینسون و آلزایمر نیز نورون هاي ناشی از مرگباشد که در بیماريها آپوپتوزیس میهاي مرگ نورونیکی از روش

و مشاهده افت  MTTدنبال بررسی قابلیت حیات قطعات کشت شده نخاع توسط سنجش . از این رو، به(16) گزارش شده است

-هاي حرکتی در شاخشکمی به بررسی مشخصات مورفولوژیکی نورون هاي شاخویژه سلولهاي نخاع بهکلی قابلیت حیات سلول

هاي حرکتی قطعات کشت ساعت نورون 6ت نخاع پرداخته شد. نتایج بررسی مطالعه حاضر نشان داد که بعد از هاي شکمی قطعا

که با شده مشخصات مورفولوژیکی آپوپتوزیس مانند چروکیدگی سیتوپلاسم و متراکم شدن هسته و کروماتین را نشان دادند 

دار طور معنیهاي حرکتی در این قطعات نسبت به لحظه زمانی صفر بهعلاوه تعداد نورون. به(3) گزارش قبلی ما مطابقت داشت

 کاهش یافته بود. 

هاي درونی و بیرونی متعددي مانند فعال شدن کاسپازها و ها توسط سیگنالعنوان یک فرآیند پیچیده در نورونآپوپتوزیس به

. در مطالعات متعدد، (17) شودها، اختلال عملکرد میتوکندري، اختلال در تنظیم کلسیم و استرس اکسیداتیو القا میکالپین

استرس اکسیداتیو از طریق  ها گزارش شده است.هاي ناشی از تخریب نورونآپوپتوزیس ناشی از استرس اکسیداتیو در بیماري

هایی لیپیدهاي غشا و اندامک، DNAها، هاي آزاد و/ یا اختلال در سیستم دفاعی آنتی اکسیدانتی به پروتئینافزایش تولید رادیکال

نقش مهمی در  ROSشود. مشخص شده است که هاي عصبی میرساند و باعث آپوپتوزیس سلولمانند میتوکندري آسیب می

ممکن  ROS کند. استرس اکسیداتیو اعمال شده توسط سطوح بالايهاي آپوپتوزیس در مسیر میتوکندري ایفا میالقاي سیگنال

هاي آپوپتوژنیک مانند فاکتور القاکننده و سایر پروتئین c افذ در غشاي داخلی میتوکندري شده و سیتوکروماست باعث باز شدن من

ل شدن یک رویداد کلیدي در فعا c . انتشار سیتوکروم(18،19) را آزاد کند (AIF: Apoptosis-inducing factor) آپوپتوزیس

ها که در سمت داخلی لامین هاي ساختاري در هسته سلول هستند.اهداف بالقوه کاسپازها پروتئین باشد.آبشاري کاسپازها می

از دست دادن  گیرند.باشند، در طی آپوپتوزیس تحت پروتئولیز قرار میغشاي هسته قرار دارند و مسئول یکپارچگی هسته می

آزاد شده   AIFاز سوي دیگر، .(20)شود ها منجر به متراکم شدن هسته و کروماتین میانحطاط لامیندلیل به یکپارچگی هسته

کند که در نهایت با وزن مولکولی بالا را القا می DNA از میتوکندري به هسته منتقل شده و تراکم کروماتین و قطعه قطعه شدن

دلیل مقادیر بالاي اسیدهاي چرب غیراشباع، غشاي . علاوه بر این، به(21) شودروشی مستقل از کاسپاز میمنجر به آپوپتوزیس به

تواند پتانسیل غشاي میتوکندري را تغییر دهد و با مختل نمودن هاي آزاد است که میمیتوکندري مستعد آسیب توسط رادیکال

. ارتباط منطقی بین استرس اکسیداتیو و القاي (22) هاي مرگ ذاتی ناشی از استرس اکسیداتیو شودمنجر به سیگنال ATP تولید

ها و دیگر اجزاي سلولی برهم توانند با لیپیدها، پروتئینهاي آزاد میرادیکالهاي عصبی گزارش شده است. آپوپتوزیس در سلول

اکسیژن تولید شده تحت  هايداشته باشند و بدین ترتیب منجر به مرگ سلولی شوند. شواهدي وجود دارد که رادیکالکنش 

تواند با تغییر دادن گزینشی ساختار و عملکرد غشاي پلاسمایی، مرگ سلولی را القا شرایط فیزیولوژیک و پاتولوژیک مختلف، می

اي از استرس ها سطح افزایش یافته، آلزایمر، و پارکینسون که در آنALSهایی از جمله . براي مثال، در بیماري(23) کنند

 . (24-26) هاي عصبی از طریق آپوپتوزیس گزارش شده استسلولی وجود دارد، مرگ سلولاکسیداتیو 

پژوهش القاي  ها باشد، این احتمال وجود دارد که در اینتواند عاملی براي مرگ نورونکه استرس اکسیداتیو میاینبا توجه به 

بنابراین، جهت بررسی این هاي حرکتی در قطعات کشت شده نخاع باشد. استرس اکسیداتیو نیز عاملی براي آپوپتوزیس نورون
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( و ظرفیت آنتی اکسیدانتی MDAهاي مرتبط با استرس اکسیداتیو مانند سطح مالون دي آلدهید )احتمال در این پژوهش شاخص

هاي آزاد افزایش سطح رادیکال دلیلتواند بهمی  MDAسطح افزایشکل قطعات نخاع کشت داده شده مورد مطالعه قرار گرفت. 

هاي حرکتی خصوص نورونها در قطعات کشت شده نخاع، بهدنبال استرس اکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپیدي غشاي نورونبه

 داريمعنی افزایش ساعت 6نخاع کشت شده براي ر قطعات د آلدئید دي مالون میزاننتایج ما نشان داد . باشدهاي شکمی شاخ

متعدد  هايتواند ناشی از فعالیت آنزیمکل که می اکسیدانتی علاوه بر این، میزان ظرفیت آنتی لحظه صفر داشت. گروه به نسبت

 کاهش ساعت 6باشد، در قطعات نخاع کشت شده براي  کاتالاز و دیسموتاز سوپراکسیدسیستم دفاع آنتی اکسیدانتی از جمله 

توان فرض کرد که استرس اکسیداتیو از طریق مسیرهاي میبا توجه به این نتایج  نسبت به گروه لحظه صفر داشت. داريمعنی

اگر این فرضیه درست  هاي حرکتی شده باشد.ونمستقیم و / یا غیر مستقیم باعث ایجاد تغییرات مورفولوژیکی آپوپتوزیس در نور

هاي آزاد و تقویت سیستم دفاعی آنتی اکسیدانتی از اثرات تواند با از بین بردن رادیکالباشد، استفاده از یک آنتی اکسیدانت می

نتایج ما نشان داد، که کوئرستین توانست نه تنها قابلیت حیات قطعات  ها جلوگیري کند.نامطلوب استرس اکسیداتیو بر این نورون

تعویق بیاندازد. علاوه هاي مورفولوژیک آپوپتوزیس را مهار و یا بهکشت شده نخاع را افزایش دهد بلکه قادر بود بسیاري از جنبه

داري نسبت به گروه کنترل شکل معنیرا به هاي حرکتیساعت تعداد نورون 6بر این، کوئرستین توانست در گروه تیمار پس از 

هاي استرس عنوان شاخصاکسیدانتی کل )بهحفظ نماید. همچنین با در نظر گرفتن میزان مالون دي آلدهید و ظرفیت آنتی 

ا اکسیدانتی کل راکسیداتیو( در قطعات کشت شده نخاع، کوئرستین توانست میزان مالون دي آلدهید را کاهش و ظرفیت آنتی 

 دار بود. افزایش دهد که این اختلاف در مقایسه با قطعات گروه کنترل، معنی

 هیثانو هايتیاز متابول هافنولیپل ها قرار دارد.فنولي پلیهاي غیر آنزیمی است و در دستهاکسیدانتکوئرستین از گروه آنتی

. کوئرستین، فلاونولی است که در هستند هاپاتوژن و هاتدانیدر برابر پرتو ماوراءبنفش، اکس اهیمحافظت کننده از گ وی اهیگ

کاهش التهاب، از بین  دراز جمله توانایی آن . (27) شودهاي غذایی یافت میها و مکملها و دانهها، سبزیجات، برگبیشتر میوه

برخی ، کنترل دیابت، جلوگیري از ابتلا به فشارخون کاهش ،هاي قلبی عروقیبردن درد، محافظت بدن در برابر ابتلا به بیماري

کاهش  هاي گلیال واي کوئرستین توانسته با افزایش فعالیت سلول. در مطالعه(28) استسیستم ایمنی تقویت  و ها،سرطان

اي دیگر، نقش کوئرستین در مطالعه (.29) تعویق بیاندازدجلوگیري و یا آن را بهپراکسیداسیون لیپیدي، از استرس اکسیداتیو 

علاوه نقش کوئرستین در . به(30) هاي هیپوکامپ گزارش شده استاستخراج شده از پیاز در جلوگیري از آپوپتوزیس نورون

هاي قشر مغز نیز نشان داده شده است. همچنین تحقیقاتی در زمینه نقش کوئرستین بر روي جلوگیري از ایسکمی سلول

ها و قابلیت حیات ت صورت گرفته است. در این تحقیق، با بررسی پراکندگی نورونهاي قشر مخ رهاي مورفولوژیک نورونشاخص

اي . در مطالعه(31) ها را افزایش دهدها، کوئرستین توانست از کاهش این توزیع جلوگیري و قابلیت حیات این نوروناین نورون

اند که کاربرد کوئرستین هاي مختلف از جمله کوئرستین را بر ظرفیت آنتی اکسیدانتی کل بررسی نمودهاکسیدانتدیگر، اثرات آنتی

همچنین، نقش کوئرستین در جلوگیري از فعالیت است.  اکسیدانتی کل گزارش شده و تاثیر بسزاي آن در افزایش ظرفیت آنتی

بنابراین کوئرستین . (32) آوردهایی است که به اثبات رسیده استگر از دیگر دستهاي اکسیژن واکنشزاد و گونههاي آرادیکال

از سویی دیگر، این  شود. اکسیداتیو استرس و آزاد هايرادیکال کاهش باعث تواندعنوان یک آنتی اکسیدانت قوي و گیاهی میبه

هاي قطعات کشت شده سلول میتوکندري غشاي تخریب میتوکندري از غشاي پتانسیل میزان با افزایشکه امکان وجود دارد 

اکسیدانت  عنوان یک آنتیدر این خصوص، اثر محافظتی کوئرستین به .(33) کرده و مرگ سلولی را کاهش دهد جلوگیري نخاع

ها و اندونوکلئازها که آغازگر مسیر واسطه کلپینتواند ناشی از قابلیت آن در توقف وقایع مهم آپوپتوزیس بهقوي گیاهی، می

و  DNAبه  (2O2H(هاي ناشی از آب اکسیژنه . همچنین، کوئرستین قابلیت جلوگیري از آسیب(43) باشدآپوپتوزیس هستند، 
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آنزیم در سیستم آنتی اکسیدانتی گلوتاتیون را دارد که در تحقیقات گذشته هاي سلولی در نقش پیشهمچنین کاهش آسیب

کاهش  را لیپیدي توانست پراکسیداسیون ROSطبق مطالعات گذشته، کوئرستین به واسطه پاکسازي .  (35) گزارش شده است

 .     (36) کند جلوگیري MDAي و افزایش سطح لیپید پراکسیداسیون از ناشی جانبی عوارض و از دهد

 سوپراکسید اکسیدانتی )کاتالاز و آنتی هاي سیستم دفاعآنزیم فعالیت افزایش باعث تواندمی کوئرستین که اندنشان داده مطالعات

 تواند مهار. کوئرستین همچنین می(37) ( گردداکسیدانت)عناصر پاسخ دهنده به آنتی  Nrf2دیسموتاز( از طریق مسیر 

 نیآدندیآمنیکوتیوابسته به ن دوردوکتازیاکس و NADPH oxidase مانند آنزیمی، هايفعالیت طریق از ها را ROSتشکیل

 میتوکندري و هاي حرکتینورون پلاسمایی غشاي در ترتیببه  (Nicotinamide adenine dinucleotide :NADH) دینوکلئوتيد

  .(38) به انجام برساند

اکسیدانتی کل( و همچنین نقش و ظرفیت آنتی  MDAهاي استرس اکسیداتیو )با توجه به بررسی نتایج مربوط به شاخص

توان نتیجه گرفت، که استرس طور میهاي حرکتی، ایناخیر انداختن آپوپتوزیس نورونتها و بهکوئرستین در مهار این شاخص

هاي حرکتی در قطعات کشت شده نخاع باشد و استفاده از کوئرستین در قطعات تواند عاملی براي آپوپتوزیس نوروناکسیداتیو می

اندازد. با این حال، تحقیقات نشان داده است مهار استرس تعویق بیها را بهساعت مرگ این سلول 6مدت تواند بهگروه تیمار، می

توان نتیجه مدت طولانی مهار کند. بنابراین میطور کامل و بهها بهاکسیداتیو، همچنان نتوانسته است آپوپتوزیس را در نورون

هاي ن آپوپتوزیس را در نورونطور همزمادیگري به (هاي)مکانیسماحتمالاً گرفت که با توجه به پیچیدگی فرآیند آپوپتوزیس، 

هاي بیشتري براي شناخت این عوامل مورد نمایند که آزمایشهاي شکمی قطعات کشت شده نخاع القا میحرکتی موجود در شاخ

 نیاز است.

 گیرینتیجه -6

هاي حرکتی در نورونتواند یکی از عوامل احتمالی مرگ نتایج ما نشان داد آپوپتوزیس القا شده توسط استرس اکسیداتیو می 

کاهش پراکسیداسیون  تواند باعنوان یک آنتی اکسیدانت قوي گیاهی میقطعات کشت شده نخاع موش باشد و کوئرستین به

هاي حرکتی جلوگیري افزایش ظرفیت آنتی اکسیدانتی کل از القاي استرس اکسیداتیو و آپوپتوزیس نورون لیپیدي و همچنین

 نماید.

 قدردانیتشکر و  -7

 این پژوهش تحت حمایت مالی دانشگاه اراک به انجام رسید.
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