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فصل پنجم: مواد وروشها                                    

حيوانات آزمايشگاهي :
در اين تحقيق از رتهاي سفيد نژادwistar استفاده شد.  اين حيوانات در سن
 3 ماهگي و وزن تقريبي 250 تا 300 گرم از موسسه ي سرم سازي رازي مشهد تهيه شدند . تعداد حيوانات استفاده شده در اين تحقيق 48 عدد رت نر بود كه در 8 گروه
 6 تايي به صورت زير تقسيم شدند.  البته در طول تحقيق يكي از رت ها از بين رفت و كار با 47 رت ادامه يافت كه شامل يك گروه 5 تايي و هفت گروه 6 تايي بودند. 

1- گروه كنترل : سالم و دست نخورده 

2- گروه شم : ايجاد ضايعه ي كمپرسيون عصب سياتيك در پاي چپ و تجويز سرم فيزيولوژيك

3- گروه تجربي 1 : ايجاد ضايعه ي كمپرسيون عصب سياتيك پاي چپ و سه بار تزريق محلول سيليكات سديم 

4- گروه تجربي 2 : ايجاد ضايعه ي كمپرسيون و سه بار تزريق عصاره ي گياه دم اسب.

5-گروه تجربي 3 : ايجاد ضايعه ي كمپرسيون عصب سياتيك پاي چپ و شش بار تزريق محلول سيليكات سديم 

6- گروه تجربي 4 : ايجاد ضايعه ي كمپرسيون عصب سياتيك پاي چپ و شش بار تزريق عصاره ي گياه دم اسب 

7- گروه تجربي 5 : ايجاد ضايعه ي كمپرسيون عصب سياتيك پاي چپ و نه بار تزريق محلول سيليكات سديم 

8- گروه تجربي6: ايجاد ضايعه ي كمپرسيون عصب سياتيك پاي چپ و نه بار تزريق عصاره ي گياه دم اسب 

جمع آوري گياه دم اسب و نحوه ي  عصاره گيري آن :

گياه دم اسب مورد استفاده از اين تحقيق از منطقه سياهرود گرگان جمع آوري و ساقه ها و برگهاي گياه جدا و پس از خشك شدن به صورت پودر درآورده شدند.   چون در طب سنتي براي تامين اثرات ترميمي آن در انسان روزانه شش كپسول360 ميلي گرمي از پودر گياه دم اسب توصيه شده است مقدار مورد نياز روزانه براي يك رت 300 گرمي برابر 96/12 محاسبه شد و چون تزريقات هر سه روز يكبار انجام مي شد مقدار لازم براي اين مدت 88/38 محاسبه شد. 

مقدار پودر لازم براي انسان در هر روز : 360 × 6 = 2160 ميلي گرم

مقدار پودر لازم براي رت 300 گرمي : 96/12 ميلي گرم 

مقدار پودر لازم براي سه شبانه روز : 96/12 × 3 = 88/38 

به طور قرار دادي ميزان تزريق محلول به هر رت 300  گرمي يك سي سي در نظر گرفته شد و چون رتهاي دريافت كننده در اين تحقيق به سه گروه شش تايي تفكيك شده بودند كه گروه اول سه بار، گروه دوم شش بار و گروه سوم نه بار عصاره ي گياه دم اسب دريافت كردند. از اين رو حجم لازم از عصاره ي گياه دم اسب 108سي سي محاسبه شد.


سي سي   108 =  (3 × 6) + (6×6) + (9×6)
جهت احتياط حجم لازم عصاره 130 سي سي در نظر گرفته شد و ميزان لازم از پودر ساقه ي دم اسب براي تهيه ي 130 سي سي عصاره 054/5 ميلي گرم محاسبه شد.  چون براي تهيه ي هر يك سي سي مقدار 88/38 ميلي گرم پودر مورد نياز است .                                        
گرم 054/5 = 5054=  88/38 × 130 

براي عصاره گيري از برگ و ساقه 5 گرم از هر يك از پودرها در 350 سي سي آب مقطر ريخته شد  و روي حرارت قرار گرفت بعد از اين كه محلول خوب جوشيد و كمي غليظ شد آنرا به صورت كاغذ صافي، صاف كرده و با افزودن آب مقطر حجم محلول زير كاغذ صافي به 130 سي سي رسانده شد. 

سپس pH عصاره به كمك دستگاه pH متر اندازه گيري شد.  گياه دم اسب به علت وجود تركيبات اسيدي مختلف داراي ماهيت اسيدي است كه مقدار آن با دستگاه
 pH متر 66/4 اندازه گيري شد و براي خنثي سازي pH اسيدي عصاره از سود نرمال استفاده شد.   يعني محلول سود به صورت قطره قطره استفاده گرديد تا pH به 4/7 برسد.    

 پس از تهيه ي عصاره ي برگ و ساقه ي دم اسب ميزان تركيبات سيليس موجود در عصاره ها به كمك دستگاه اسپكترومتري جذب اتمي (در شعله ي استيلن و اكسيد نيترو C2 H2 , N2O) در آزمايشگاه شيمي تجزيه اندازه گيري شد.   نتايج حاصل در جدول زير ارائه شده است. 

جدول 1 – ميزان تركيبات سيليسي موجود در عصاره ي گياه دم اسب :

	نمونه
	Si (ppm)
	SiO2 (ppm)
	SiO32-  (ppm)

	عصاره ي ساقه
	03/41
	79/87
	16/111

	عصاره ي برگ
	69/5
	18/12
	94/14


با توجه به اطلاعات ارائه شده در جدول مشخص مي شود كه ميزان تركيبات سيليس دار موجود در ساقه ي گياه دم اسب بيشتر از ميزان اين تركيبات در برگ گياه است.  لذا در اين تحقيق از ساقه ي گياه دم اسب استفاده شده چون در نمونه ي مورد بررسي پنج گرم پودر ساقه ي دم اسب جوشانده شده و به حجم 130 سي سي رسانده شد لذا ميزان سيليكات محلول در آن برابر  4- 10 × 16 /2890% بدست آمد.   براي تعيين ميزان ماده ي خشك موجود در عصاره ي ساقه 10 سي سي از اين محلول روي فويل آلومينيومي ريخته شد و در آون 50 درجه ي سانتيگراد خشك شد و در نهايت از اختلاف وزن فويل خالي و فويل داراي ماده ي خشك، ميزان ماده ي خشك در 10 سي سي برابر با 5/45 ميلي گرم محاسبه شد.   لذا دوز مورد استفاده برابر
 15  ميلي گرم ماده ي خشك بر كيلوگرم وزن رت بدست آمد. 

در منابع مختلف ، دوز هاي تجويزي عصاره ي ساقه ي گياه دم اسب 10 تا400 ميلي گرم 
ماده ي خشك بر كيلوگرم وزن رت متفاوت است. 

تهيه ي محلول سيليكات :

براي اين منظور نمك متاسيليكات سديم تهيه شد ( .(Aldrich chemical company در منابع مختلف ميزان تجويز متاسيليكات سديم 2 تا 40 ميكرو گرم بر هر گرم غذاي رت 
مي باشد.  اگر هر رت روزي 15 گرم به طور متوسط غذا مصرف كند ميزان دوز دريافتي
600 ميكرو گرم خواهد بود و چون در اين تحقيق هر سه روز يكبار تزريق انجام مي شود لذا1800 ميكروگرم يا 8/1 ميلي گرم محاسبه و در 1 سي سي آب مقطر حل شد. 

PH محلول سيليكات سديم تهيه شده توسط دستگاه pH متر معادل 60/13 بدست آمد كه علت قليايي بودن pH محلول سيليكات سديم اين است كه وقتي متاسليكات سديم در آب حل 
مي شود به دو يون Na + و 2 -  SiO3  تجزيه مي شود.  يون سديم يا يون هيدروكسيد (oH-) آب تركيب و Na oH كه يك باز قوي است را توليد مي كند در حالي كه يون سيليكات با 
يون H+ واكنش داده و H2sio3 كه اسيد ضعيفي است را به وجود مي آورد براي خنثي كردن pH محلول سيليكات سديم از اسيد كلريد ريك نرمال استفاده شد. 

روش جراحي حيوانات آزمايشگاهي :

ابتدا حيوانات به وسيله ي تزريق داخل صفاقي كتامين (7 ميلي گرم / كيلوگرم) و رامپون 
(90 ميلي گرم / كيلوگرم) بيهوش گرديدند، سپس حيوان را به پهلوي راست خوابانده  و به كمك تيغ ناست موهاي پوست ناحيه ي سر استخوان ران را تراشيده و سپس محل مورد نظر با محلول بتادين ضد عفوني شد، آنگاه در زير سر استخوان ران برش در پوست به طول يك سانتيمتر ايجاد كرده و سپس عضلات موجود را كنار زده تا عصب سياتيك آشكار شود براي اعمال كمپرسيون عصب از پنس قفل دار ساده استفاده شد و عصب سياتيك به مدت 30 ثانيه تحت كمپرسيون قرار گرفت. 

روش اعمال كمپرسيون در همه ي رت ها يكسان و از پنس قفلدار يكساني استفاده شد.  بعد از انجام كمپرسيون عصب سياتيك را به آرامي در محل طبيعي خود قرار داده و لبه هاي زخم به وسيله ي گيره هاي مخصوص به همديگر بخيه زده شدند و سپس محل زخم توسط محلول بتادين ضد عفوني شد. 

نحوه ي تزريق و ميزان تزريق عصاره ي گياه دم اسب و متا سيليكات :

براي تزريق محلول هاي مورد نظر از روش درون صفاقي استفاده شد و بطور قراردادي ميزان تزريق محلول به هر رت 300  گرمي يك سي سي در نظر گرفته شد و براي رتهاي ديگر به وزنهاي متفاوت ميزان تزريق بر اين اساس محاسبه شد. 

به رتهاي گروه تجربي 1،  سه بار محلول سيليكات سديم تزريق شد و به گروه تجربي 3 شش بار تزريق محلول فوق و به رتهاي گروه تجربي 5، نه بار از محلول فوق تزريق شد . همچنين به رتهاي گروه تجربي2، سه بار عصاره ي گياه دم اسب و به رتهاي گروه تجربي4،  شش بار تزريق عصاره ي گياه دم اسب و به رتهاي گروه تجربي 6، نه بار عصاره ي گياه دم اسب تزريق شد. 

اولين نوبت تزريق بلافاصله بعد از انجام كمپرسيون عصب سياتيك انجام شد و فاصله ي زماني بين تزريقها، سه شبانه روز يا 72 ساعت در نظر گرفته شد.

نحوه ي نمونه برداري :

پس از گذشت يك ماه از زمان كمپرسيون ، كمپرسيون عصب و طي مراحل تزريق عصاره با متاسيليكات سديم ابتدا رت ها را با فرمالين 10 درصد پرفيوژن قلبي كرده و كليه ي امحاء و احشا حفره ي شكمي و قفسه ي سينه ي جانور را خالي كرده و سپس با ايجاد برش در استخوان جمجمه و نخاع گردني مغز جانور همراه با قسمت كوچكي از نخاع گردني متصل به آن جدا شد.  سپس نمونه ها براي كامل كردن عمل تثبيت به داخل شيشه هاي درب دار محتوي فرمالين 10 درصد خنثي منتقل شده و روي شيشه ها اطلاعات مربوط به شماره ي حيوان و تاريخ نمونه برداري ثبت شد. 
پاساژ بافتي :

  مراحل پاساژ بافتي كه در اين تحقيق انجام شد به ترتيب شامل مراحل زير است :

1- قرار دادن نمونه در فيكساتور 

2- آبگيري با الكل 

3- شفاف كردن 

4- آغشتگي به پارافين 

5- قالب گيري 

در مرحله ي اول نمونه هاي به مدت يك هفته در محلول فيكساتور نگهداري شده اند تا به طور كامل فيكس شوند و سپس مراحل آبگيري بافت به شرح زير انجام شد :

- قرار دادن نمونه در الكل 70 درصد حداقل 12 ساعت 

- قرار دادن نمونه در الكل 80 درصد حداكثر 12 ساعت 

- قرار دادن نمونه در الكل 90درصد حداكثر 12 ساعت 

- قرار دادن نمونه در الكل 100 درصد حداكثر 12 ساعت 

در مرحله ي سوم براي شفاف كردن بافت، نمونه ها به مدت 4 تا شش ساعت در بوتانول قرار داده شده اند. در مرحله ي چهارم بعد از شفاف سازي،  نمونه ها در داخل پارافين مذاب در  درجه ي 60 – 58 درجه ي سانتيگراد قرار گرفتند و براي نفوذ پارافين به بافت 6 ساعت زمان در نظر گرفته شد. 

در آخرين مرحله براي قالب گيري از قالبهاي آلومينيومي استفاده شد به اين ترتيب كه ابتدا قالب را روي سطحي صاف گذاشته و در آن پارافين مذاب ريخته و سپس به كمك يك پنس گرم، نمونه را از داخل انكوباتور خارج كرده و در وسط قالب به آرامي قرار داده شد. 

برش گيري :

عمل برش زدن نمونه به وسيله ي ميكروتوم انجام شد.   ضخامت برشها 7 ميكرون 
در نظر گرفته شد و از بين هر 50 برش يك جفت برش انتخاب شده و به داخل حمام آب گرم منتقل شدند تا چين و چروكهاي آنها كاملاً باز شود.   سپس برشها را روي لام قرار داده و لامها به ترتيب شماره گذاري شدند. 

رنگ آميزي : 

چون يكي از خصوصيات سلولهاي عصبي وجود اجسام نيسل مي باشد و اين اجسام به 
وسيله ي رنگهاي بازي در بافرهاي خاص رنگ مي گيرند براي رنگ آميزي برشها از رنگ آبي تولوئيدين استفاده شد مراحل انجام شده براي رنگ آميزي به شرح زير است :

1- قرار دادن لامها در زايلن براي حذف كامل دانه هاي پارافين از نمونه 

2- آب دهي برشها با قرار دادن آنها به ترتيب، در الكل 100% - الكل 90% الكل 80% - الكل 70% - الكل 50% - آب مقطر (زمان لازم براي هر مرحله 3 تا 5 دقيقه).

3- وارد كردن لامها در محلول A كه حاوي آبي تولوئيدين مي باشد به مدت 10 دقيقه.

4- شستشوي لامها به وسيله ي محلول تامپون B .

5- عبور دادن نمونه ها از الكل 96 درجه جهت حذف رنگ اضافه و ايجاد كنتراست بهتر.

6- وارد كردن لامها در ظرف حاوي موليبيدات آمونيوم 4% آبكي به مدت 10 دقيقه (اين عمل براي تثبيت رنگ انجام مي شود).
7- شستشوي نمونه ها با آب جاري .

8- رنگ آميزي ماتريكس سلولي به وسيله ي اريتوزين 1 % به مدت 1 تا 2 ثانيه.

9- شستشو با الكل 96 درجه. 

10- شفاف كردن نمونه ها با زايلن.
11- چسباندن لامل روي نمونه ها با استفاده از چسب انتلان. 

لازم به تذكر است كه محلول A و B شامل تركيبات زير است :





اسيد استيك نرمال 1 سي سي 

تركيب محلول A :

استات سديم نرمال 1 سي سي 





آب مقطر 98 سي سي 





آبي تولوئيدين 064/0 گرم 

                                       اسيد استيك 1 سي سي

تركيب محلول B:
‌‌‌‌‌
استات سديم 1 سي سي 






آب مقطر 98 سي سي 

در ضمن pH محلول A بايد 65/4 باشد چون اجسام نيسل در اين pH بطور اختصاصي رنگ مي گيرند. 

عكس برداري از نمونه ها :

پس از رنگ آميزي ، لام هاي مربوط به هر نمونه به ترتيب شماره مرتب و از آنها با دوربين ديجيتال قابل نصب بر روي ميكروسكوپ عكس گرفته شد.   از هر برش موجود بر روي لام يك عكس كلي با عدسي شيئي 5 و عدسي چشمي 10 گرفته شد و سپس چهار قطعه عكس به ترتيب از نيمه چپ برش اول و نيمه چپ برش دوم و نيمه راست برش اول و نيمه راست برش دوم با درشت نمايي چشمي 40 گرفته شد. 

براي تعيين درشت نمايي كلي عكسها از لام ميكرومتري استفاده شد.   به اين ترتيب كه اين لام را زير ميكروسكوپ قرار داده و يك بار با عدسي چشمي 5 و يكبار با عدسي چشمي 40 از آن عكس گرفته شد تا از روي ميزان بزرگ شدن آن ، درشت نمايي عكسها محاسبه شود . 

شمارش نورونها :

در اين تحقيق از روش نمونه برداري سيستماتيك رندوم استفاده شد و براي شمارش ذرات كه همان نورنها و سلول هاي گياهي موجود در هسته هاي گراسيلي مي باشند از روش دايسكتور استفاده شد.  دايسكتور روشي است كه در آن جزئيات نمونه ها در يك فضاي سه بعدي بدون در نظر گرفتن اندازه و يا شكل آنها شمارش مي شوند.   در اين روش دو برش بايد داراي وضعيت يكساني در فضاي مرجع باشند كه فضاي مرجع داراي ذرات مورد نظر است.  ]18[
دايستكتور شامل دو برش موازي است كه با فاصله ي مشخص از يكديگر قرار گرفته اند و ذرات واقع در چارچوب مرجع شمارش مي شوند.   اگر ذره اي در داخل چارچوب مرجع واقع بر روي برش اول باشد ولي در چهارچوب واقع در برش دوم نباشد يعني نوك ذره در فضاي بين دو برش باشد در شمارش به حساب مي آيد ولي اگر ذره مورد نظر در هر دو برش مشاهده شود در شمارش به حساب نمي آيد به اين ترتيب فقط نوك ذرات شمارش 
مي شوند.  (شكل 5-1) 
در متد دايستكتور بايد فاصله ي بين دو برش از اندازه كوچكترين ذره مورد شمارش كمتر باشد چون در غير اين صورت ممكن است ذره در فاصله ي بين دو برش قرار گرفته و در شمارش به حساب نيايد . فضاي مرجع از حاصل ضرب مساحت چهارچوب در فاصله ي بين دو برش 
بدست مي آيد.  اگر چنانچه ذراتي روي خطوط چهارچوب قرار گيرند،  بطور قرار دادي ذرات واقع بر روي دو خط منقطع را شمارش كرده و ذرات واقع بر روي دو خط ديگر را 
نمي شماريم. 

در روش دايسكتور براي بررسي يافته هاي خام حاصل از شمارش نورونها به پارامترهاي زير نيازمنديم :
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 : مجموع نورنهاي شمارش شده در يك نمونه 
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frame

 : مجموع دفعات نمونه برداري (تعداد چهارچوب هاي استفاده شده) 

V dissector : حجم فضاي نمونه برداري شده كه عبارت است از :

V dissector = A frame × h 
كه در اين رابطAframe   مساحت نمونه برداري و h فاصله ي بين دو برش 
مي باشد. 
براي بررسي آماري يافته ها و انجام تستهاي آماري در بين گروهها به پارامتر ديگري بنام  دانسيته ي تعداد (Nv) يا numerical density نيز نياز داريم كه اين پارامترها از رابطه ي زير محاسبه مي شود :                                                                            

 Nv = 
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