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  مقاله تحقيقي
  

   بالغ نرهاي صحرايي يادآوري حافظه در موش ه ب بر ميزاناسكوپولامينو  Aويتامين كنش   ميانيسبرر
  

  1، طاهره اشراقي  1 علي حائري روحاني، 1مهسا جولائيان ، 1،* اكرم عيدي

  
 ، ايرانتهران شناسي، زيست تحقيقات، گروه و علوم واحد دانشگاه آزاد اسلامي، -1

  
تهران،  اسلامي، آزاد تحقيقات، دانشگاه و علوم واحد علوم پايه، دانشكده شناسي، زيست گروهاكرم عيدي،  :ول مكاتباتؤمس* 

 eidi@srbiau.ac.ir: پست الكترونيكي، 44865939: تلفن
  

  رانته اسلامي، آزاد تحقيقات، دانشگاه و علوم واحد علوم پايه، دانشكده شناسي، زيست گروه :محل انجام تحقيق
  

  16/5/90: تاريخ پذيرش              16/3/90: تاريخ دريافت
  

  چكيده
مورفوژنز، بينايي، سيستم ايمني،  در ارتباط با وسيعي بيولوژيكي اثرات كهي است  ماده غذايي كمياب،Aويتامين 

ال متابوليت  عمدتا از طريق اتصAاثرات سلولي ويتامين . هاي بدن دارد سلولتوليدمثل، رشد و نمو نوروني و تمايز 
 ،رتينوئيدها و خصوصا اسيد رتينوئيك. شود گري مي ييانجماي  هستههاي  گيرنده يعني اسيد رتينوئيك به ،فعال آن

تعدادي از مطالعات . دارند نقش مهمي در رشد و نمو سيستم عصبي مركزي Aبه عنوان متابوليت فعال ويتامين 
كنش  در تحقيق حاضر، ميان.  مهمي در عملكرد مغز بالغ داردتجربي پيشنهاد نموده است كه اسيد رتينوئيك نقش

 صحرايي نر هاي موشبر ميزان به يادآوري حافظه در ) آنتاگونيست گيرنده موسكاريني( و اسكوپولامين Aويتامين 
پس . بود سر 7 گروه تقسيم شدند كه تعداد حيوانات در هر گروه 13 حيوانات به .بالغ نژاد ويستار بررسي شده است

. در تمامي حيوانات انجام گرديد (.intracerebroventricular, i.c.v) تزريقات درون بطني ،از جلسه آموزش
 . شدبررسي ،صحرايي نر بالغهاي  موشميزان به يادآوري حافظه با استفاده از روش يادگيري احترازي غيرفعال در 

 و ratgµ 5/( اسكوپولامينو وري حافظه را افزايش به يادآ) A) IU/rat2000 ،1000نتايج نشان داد كه ويتامين 
به دهي  پاسخ ودهد  مي كاهشرا اسكوپولامين به دهي  پاسخ ،Aويتامين . دهد مي كاهشبه يادآوري حافظه را ) 1

 Aكنشي بين ويتامين   احتمالا ميان،بر اساس نتايج تحقيق حاضر. شود مي ضعيف تاسكوپولامين توسط Aويتامين 
  .يند به يادآوري حافظه وجود داردآينرژيك در فرو سيستم كول

  
  ، يادگيري احترازي غيرفعال، موش صحرايياسكوپولامينژيك،   ، سيستم كولينرA ويتامين : كليديهايهواژ
  

  مقدمه
عنوان يك ماده ضروري براي رشد ه  بAويتامين 

اين ويتامين در .  شناخته شد1915 در سال ،نموو 
ولوژيكي نظير بينايي، بسياري از اعمال فيزي
تليال، تمايز جنسي، رشد  توليدمثل، توسعه بافت اپي

 ، و اعمالي چون حافظه و يادگيري)1 (و تكامل مغز

 رتينوئيك در  اسيد عملكرد،اگرچه. كند ميدخالت 
دستگاه عصبي مركزي به خوبي شناخته نشده است 

اما مشخص شده است كه رتينوئيدها در  ،)3،2(
رتينوئيدها . )4( مغز بالغ اثر دارند هاي فعاليتتنظيم 

نظير هايي  بخش مغز بالغ در نقش مهمي در عملكرد
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آميگدال، هيپوتالاموس، هيپوكامپ و اجسام مخطط 
 همچنين تحقيقات انجام شده با .)5(د نكن مي ءايفا

رتينوئيدي نشان هاي  گيرندهاستفاده از آگونيست 
 CA3 و CA1كه رتينوئيدها در ناحيه دهد  مي

 از طريق رتينوئيدهااثر . )6(هيپوكامپ فعال هستند 
هاي  هورمونمتعلق به خانواده اي  هستههاي  گيرنده

. شود مي انجام Dاستروئيدي، تيروئيدي و ويتامين 
 وابسته به ليگاندهاي  گيرنده، ها گيرندهاين گروه از 

هستند كه با اتصال به عناصر پاسخي رتينوئيدها، به 
هدف، عمل خود را انجام هاي  ژندازي انوسيله راه

براي اي  هستهدو نوع گيرنده . )7- 10( دهند مي
شناسايي شده  RXR و RARشامل رتينوئيدها 

 γ و α ،βسه شكل ايزومري  هر كدام داراياست كه 
در اين رابطه مشخص شده است كه . )7- 9(است 
رتينوئيدي در نواحي زيادي از هيپوكامپ هاي  گيرنده
، CA1 در RARα ،عنوان مثاله  ب.اند هشدتوزيع 
CA2 ،CA3 هيپوكامپ وجود اي  دندانه و شكنج
 در تمامي نواحي RXRβ و نيز گيرنده )10،2(دارد 

 دادهتحقيقات نشان . )10( شود ميهيپوكامپ بيان 
يادگيري را روند  ،Aكه تزريق محيطي ويتامين  است

 CA1 ي كه ناحيهجاي از آنو بخشد  ميبهبود 
هاي  گيرندهامپ در يادگيري اثر داشته و واجد هيپوك

 رتينوئيدها در تنظيم فعاليت ،استرتينوئيدي 
خصوص استيل ه  ب،ر حافظهبنوروترانسميترهاي موثر 

مشخص افزوده بر اين، ). 11،2( اهميت دارند ،كولين
 متابوليسم و تمايز ، رتينوئيدها در رشداست كهشده 
  .)12،2 (هاي عصبي اهميت دارند سلول

 تقويت دراز مدت در ،رتينوئيديهاي  گيرنده
(Long-term potentiation, LTP) )13( 

بسياري از و نيز در تنظيم ها  سيناپسپذيري انعطاف
در عملكرد طبيعي مغز نقش دخالت كننده هاي  ژن

   ).15،14( دارند
هاي  فعاليتسيستم كولينرژيك نقش مهمي در 

دگيري بر عهده ادراكي و شناختي نظير حافظه و يا
 سيستم  بهآسيباثر ها، بر   و طبق گزارشداشته

مطالعات ). 17،16(يابد  ميكولينرژيك حافظه كاهش 
 توسط محققان  كولينرژيك روي سيستمبسياري

هاي  آگونيست نشان دادهكه  سلولي انجام گرفته

 ،بخشند مي ءارتقاهاي شناختي را   فعاليت،كولينرژيك
و هاي كولينرژيك  كه آنتاگونيست  حالي در

موسكاريني مثل هاي  هاي گيرنده كنندهمهار
 كاهش بسيار  باعث ايجاد اختلال و،اسكوپولامين

  .)18(گردند  ميحافظه يند آرف در عميق و محسوس
 اثر تزريق درون بطني ويتامين ،در تحقيق حاضر

A يند آكنش بين اين دو بر فر  و مياناسكوپولامين و
 مورد ،هاي صحرايي نر بالغ وشيادآوري حافظه در م به

  .بررسي قرار گرفت
  

  ها مواد و روش
  حيوانات

نر نژاد ويستار، با  هاي  از موش،در تحقيق حاضر
.  گرم استفاده شده است200- 250وزن اوليه 

تايي با  هاي پنج حيوانات در هر قفس در گروه
 اتاق حيوانات با دمايو دسترسي آزاد به آب و غذا 

 ساعت 12گراد و سيكل نوري  درجه سانتي 2±23
. دشدن  ساعت تاريكي نگهداري مي12روشنايي و 
هاي رفتاري در فاصله زماني بين ساعت  همه آزمون

بار  هر حيوان فقط يك.  انجام گرديد13:00 و 08:00
  . سر حيوان وجود دارد7 ،در هر گروه. شداستفاده 

  
  داروها

، از شركت داروسازي اسوه ،A ويتامين
 روغن كنجد  وشركت سينادارو  از،ميناسكوپولا

(Henrylamot Germany)خريداري گرديدند  .
در حجم  ،تمامي داروها بلافاصله بعد از دوره آموزش

µl/rat 1سرم فيزيولوژيك به عنوان . تزريق شدند 
حلال اسكوپولامين و روغن كنجد به عنوان حلال 

  . استفاده گرديدAويتامين 
  

  نولا راهنماجراحي به منظور كاشت كا
  يك كانولاي استيل ضدزنگ با ضخامت

  Gauge21  در با استفاده از دستگاه استريوتاكس
 شدبطن جانبي راست تمامي حيوانات كاشته 

)David Kopfحيوانات با هيدروكسي ). ، آمريكا
 )80 (mg/kg و زايلزين )mg/kg) 40 كتامين

 يك ،جهت تزريق درون بطن جانبي. هوش شدند بي
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نولا با استفاده از دستگاه استريوتاكسي در عدد كا
متر جانبي و   ميلي6/1متر خلفي،   ميلي8/0مختصات 

اساس متر شكمي نسبت به نقطه برگما بر   ميلي4/3
با استفاده از . اطلس پاكسينوس قرار داده شد

 كانولا در ،هاي مينياتوري و اكريل دندانپزشكي پيچ
  .موقعيت خود تثبيت گرديد

  
  باكس اتلدستگاه ش

سازي با دو فضاي  آموزش در يك محفظه شرطي
 ) cm)20×20×30 روشن و تاريك با اندازه يكسان 

يك در گيوتيني در فاصله بين دو فضا  .انجام گرديد
 توسط ناظر باز يا بسته ستتوان  كه ميشتداقرار 
 5/2با ضخامت (هاي فلزي ضدزنگ  شبكه. شود
فاصله بين (ري مت  سانتي1هاي  در فاصله) متر ميلي
روي كف فضاي تاريك براي ايجاد شوك ) ها شبكه

با شدت (دهنده پا  شبكه شوك. پايي قرار داده شد
mA 2 و مدت زمان s 5/1 و فركانس Hz 50 (با 
  .هاي فلزي فضاي تاريك ارتباط داشت ميله

  
  آزمون رفتاري يادگيري احترازي غيرفعال

اعت به تمامي حيوانات اجازه داده شد تا يك س
باكس قرار گرفته و   در دستگاه شاتل،قبل از آزمايش

جلسات . آزادانه در هر دو محفظه حركت نمايند
 13:00 و 08:00ها بين ساعت  آموزش و آزمايش

پس از گذراندن جلسه عادت، حيوان به . انجام گرفت
 .گرفت مي ثانيه قرار 5آرامي در فضاي روشن براي 

ان تاخير براي  و زمه بسته شد،سپس در گيوتيني
. گرديد مي ثبت ،عبور حيوان به فضاي تاريك

 ثانيه براي عبور به طرف 100حيواناتي كه بيشتر از 
به . شدند مي  از آزمايش حذفند،ردك  ميتاخيرديگر 

محض ورود حيوان با چهار پنجه به اتاق تاريك، در 
 .دش و موش از فضاي تاريك خارج ميشد  ميبسته 

قه، حيوان در اتاق روشن قرار  دقي30بعد از گذشت 
 شوك پايي ،گرفت و به محض ورود به اتاق تاريك مي

) s5/1Hz , 50, mA 2 ( بعد از . كرد ميدريافت
 در  موقتاً،شده ثانيه، موش از دستگاه برداشته 20

دو دقيقه بعد، موش به همان . دش قفس گذاشته مي

 اگر در طول شد و  دوباره آزمايش مي،روش قبلي
، فراگيري شد نمي وارد فضاي تاريك ،انيه ث120

  .گرديد ميموفقي از پاسخ احترازي غيرفعال ثبت 
  

  تزريق درون بطن مغزي
(intracerebroventricular, i.c.v.)  

 پس از  تزريق درون بطن مغزي را فوراً،حيوان
. ردك دوره فراگيري از طريق كانولا دريافت مي

ه شده و داشت ها به آرامي توسط دست نگه موش
صورت  Guage  27تزريق با سوزني به ضخامت

اتيلني متصل  تزريق از طريق يك لوله پلي. رفتگ مي
حجم تمامي . دش هاميلتون انجام مي به سرنگ
جهت اطمينان از تزريق . ودب  ميكروليتر 1 ،تزريقات
 ثانيه پس از تزريق، سوزن تزريق در 30دارو، 

  .شد داشته مي  موقعيت كانولا نگه
  
  يادآوري حافظه گيري ميزان به اندازه

 ساعت بعد از آموزش، آزمايش تعيين ميزان 24
  .رفتگيادآوري حافظه انجام  به

حيوان در محفظه روشن گذاشته شده و مدت 
  زمان تاخير ورود به محفظه تاريك

 (Step Through Latency, STL) گيري  اندازه
ايش آزم. بود در باز ،در تمامي مراحل آزمايش. شد

د كه حيوان وارد محفظه تاريك ش وقتي تمام مي
 ثانيه در فضاي روشن 300  مدتشد و يا براي مي

 هيچ شوك الكتريكي ،در طول اين دوره. ماند ميباقي 
  .گرديد  نمياعمال
  
  ي تجربيها گروه

 كه هر گروه  گروه تقسيم شدند13حيوانات به 
  :بود سر 7شامل 

يوانات اين ح: (.Con)  يا گروه كنترل1گروه 
  .بودند دست نخورده و بدون تيمار ،گروه

: (Sham) شاهد هاي  يا گروه3 و 2گروه 
 جراحي شده و سرم فيزيولوژيك ،حيوانات اين گروه

  . يا روغن كنجد دريافت نمودند
دريافت كننده هاي  گروه يا 4-7هاي  گروه
 را در A ويتامين ،ها حيوانات اين گروه: Aويتامين 
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  IU/rat 2000 ،1000 ،750 ،500يها غلظت
  .دريافت نمودند

كننده  دريافتهاي گروه يا 8- 10هاي  گروه
 را در ولامينپاسكوها  حيوانات اين گروه: اسكوپولامين

 ميكروگرم بر رت دريافت 5  و1، 1/0هاي  غلظت
  .نمودند

كننده توام  دريافتهاي گروه يا 11- 13هاي  گروه
ه ها ب ت اين گروهحيوانا: اسكوپولامين و Aويتامين 

و اسكوپولامين  مختلفهاي  غلظت ،صورت توام
موش  اي هربر IU1000  غلظتبا  Aويتامين 
  .دريافت نمودند صحرايي

  
  شناسي بافت

 ميكروليتر 2ها   تمامي موش،در خاتمه آزمايش
 سپس با .متيلن بلو را در بطن جانبي دريافت نمودند

بافر  transcardial طوره هوش شده و ب  بي،اتر
 دار فسفاتي را دريافت نموده محلول نمك

(pH=7.4)  تزريق  درون كانولا%)10(و فرمالدئيد 
ها قطع شده و مغزشان در  سر تمامي موش. شد مي

بعد از گذشت سه روز، . گرفتقرار %) 4(فرمالدئيد 
. نددش  ميكرومتري برش داده 60مغزها با ضخامت 

نولا صحيح هايي كه مكان كا هاي رفتاري موش داده
  . ، بررسي نگرديدبودن

  
   آماريآناليز

انحراف ±ها به صورت ميانگين تمامي داده
 تهيه شد و با استفاده از روش آماري آناليز ،استاندارد

.  مورد سنجش آماري قرار گرفت،واريانس يك طرفه
05/0P<داري در نظر گرفته   به عنوان سطح معني
  .شد

  
  نتايج

د كه حيوانات نتايج تحقيق حاضر نشان دا
داري بر ميزان   تغيير معني(Sham) هاي شاهد گروه

STL در مقايسه با گروه كنترل (Con.)  نشان
كه عمل جراحي كاشت كانولا و ، بدين معني ندادند

تزريق سرم فيزيولوژيك يا روغن كنجد تاثير 
 ويتامين .كند داري بر سطح يادگيري ايجاد نمي معني

A 2000و  1000 هاي غلظت در IU/rat  موجب
 در مقايسه با گروه  STLداري بر ميزان افزايش معني

  ). 1نمودار (د يگرد شاهد 
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 در موش  STLبر ميزان IU/rat2000، 1000، 750 ،500 هاي  غلظت با  Aبطني ويتاميناثر تزريق درون - 1نمودار 

گونه تيماري  هيچ (.Con) حيوانات كنترل . گرفتپس از دريافت شوك در جلسه آموزش صورت تزريقات فوراً. صحرايي نر بالغ
نتايج بر اساس ميانگين و . ، روغن كنجد را به عنوان حلال دريافت نمودند(Sham) حيوانات گروه شاهد. دريافت نكردند

، ٭٭٭>P 001/0. استسر  7تعداد حيوانات در هر گروه  . هر گروه تنظيم شده است(Mean ± SEM)انحراف استاندارد 
05/0 P<دنده  اختلاف از گروه شاهد را نشان مي٭ .  
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 5 و 1چنين اسكوپولامين در غلظت هم
داري بر  رت، موجب افزايش معني/ميكروگرم

 (Sham) در مقايسه با گروه شاهد  STLميزان
  ). 2نمودار (گرديد  
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 در مـوش صـحرايي    STLرت بر ميزان/ميكروگرم 5  و1، 1/0 هاي غلظت با اسكوپولامينبطني  اثر تزريق درون- 2نمودار 

گونه تيماري دريافـت   هيچ (.Con) حيوانات كنترل .پس از دريافت شوك در جلسه آموزش صورت گرفت تزريقات فورا. نر بالغ
نتايج بر اساس ميـانگين و انحـراف   . ، سرم فيزيولوژيك را به عنوان حلال دريافت نمودند (Sham)حيوانات گروه شاهد. نكردند
 ٭>05/0P، ٭٭٭>P 001/0. استسر  7تعداد حيوانات در هر گروه  . هر گروه تنظيم شده است(Mean ± SEM)ارد استاند

  . دنده اختلاف از گروه شاهد را نشان مي
  

نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه اسكوپولامين در 
داري  رت، موجب افزايش معني/ ميكروگرم5غلظت 

ر غلظت  دA شده توسط ويتامين ءبر پاسخ القا
IU/rat 10003نمودار (شود   مي .(  
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Vitamin A - 1000

  
 (A IU/rat توام با ويتامين )رت/ميكروگرم  5و  1، 1/0 هاي غلظتبا (بطني اسكوپولامين  اثر تزريق درون- 3نمودار 

پس از دريافت شوك در جلسه  تزريقات فوراً . بر حسب ثانيه (STL)بر مدت زمان احتراز از ورود به اتاق تاريك) 1000
.  (n=7) هر گروه تنظيم شده است (Mean ± SEM) خطاي استاندارد ±براساس ميانگيننتايج  .آموزش صورت گرفت

05/0 P< 01/0 و اختلاف از گروه شاهد ٭ P<  ++ اختلاف از گروه ويتامين Aحيوانات كنترل .دن را نشان مي ده (Con.) 
  . ، روغن كنجد را به عنوان حلال دريافت نمودند(Sham) حيوانات گروه شاهد. گونه تيماري دريافت نكردند هيچ
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  بحث
 ،Aنتايج تحقيق حاضر نشان داد كه ويتامين 

داري بر ميزان تثبيت و  موجب افزايش معني
 اثر ، متعدديهاي گزارش. گردد يادآوري حافظه مي به

 ر بهبود حافظه و يادگيري تاييدب را Aويتامين 
ت كه در  و نشان داده شده اس)10(كند  مي

 ،رتينوئيكاسيد هاي  گيرندهبا جهش  هايي موش
هاي يندآ سبب اختلال در فرAفقدان ويتامين 

روي  A تاثير ويتامين ).19،7 (شود مي يادگيري
در . )21،20( است غلظت وابسته به يادگيري كاملا

هاي  فعاليت رتينوئيك بر  اسيدخصوص مكانيسم اثر
از جمله ست، ا متفاوتي گزارش شده نظرات ،نوروني

پذيري سيناپسي   در انعطاف،رتينوئيكاسيد اين كه 
 و )22(  موثر بوده،مدت در مغز بالغطولاني
پذيري سيناپسي در هيپوكامپ را نيز تعديل  انعطاف

هاي  ژن به طوري كه تنظيم بيان ،)13(كند  مي
وابسته به رتينوئيدها، در عملكرد طبيعي مغز ضروري 

اسيد مسير انتقال پيام ناشي از  و تغيير در )14(بوده 
 حافظه و يادگيري  آسيب منجر به ،رتينوئيك

مدت تقويت طولاني .)23( شود ميبالغ هاي  موش
(LTP)رتينوئيك اسيد  هاي ه در حيواناتي كه گيرند

، كاهش چشمگيري  شدها به طور ژنتيكي حذف ه آن
رتينوئيك تزريق اسيد  ،بنابراين. )13(دهد  مينشان 

تواند از طريق اعمال  ميCA1 منطقه شده در
پذيري  تغييرات اشاره شده، از جمله تغيير در انعطاف

دخيل هاي  ژن و يا تغيير در بيان CA1سيناپسي در 
يادگيري و حافظه مربوط به هاي  پديدهدر 

فقدان يكي از . ه جاي بگذارد ب اثر خود را،هيپوكامپ
ث اختلال  باعها آنرتينوئيدي يا هر دوي هاي  گيرنده

 LTP. )21( شود مي صحرايي هاي موش يادگيري در
 و جهش RARβيافته، فاقد جهشهاي  موشدر 

 CA1، در نواحي RARβ/RXRγفاقد هاي  يافته
پذيري انعطافها  موشو در اين گردد  ميحذف 

 با ، حافظه و يادگيري فضايي، تضعيف شده،سيناپسي
  .)23،14،7،2( شود مينواقصي همراه 
 انجام شده روي انسان و حيوان نشان مطالعات

 ،داده است كه ممكن است سيستم كولينرژيك
 ،استيل كوليني موسكارينيهاي  گيرندهخصوص  به

  .)24- 29 (نقشي در حافظه داشته باشند
نشان داد كه نيز نتايج تحقيق حاضر 

داري بر ميزان   موجب كاهش معني،اسكوپولامين
تحقيقات صورت . دگرد يادآوري حافظه مي تثبيت و به

كار بردن اسكوپولامين  هكه باست،   حاكي از آنگرفته
 باعث ،موسكارينيهاي  گيرندهعنوان آنتاگونيست ه ب

و اثر  شود ميفسفات  تري  كاهش غلظت اينوزيتول
مهاري خود را از طريق ممانعت از هيدروليز 

  .)31،30،25( رساند مي به انجام اينوزيتيدهافسفو
اضر نشان داد كه تداخل تحقيق حهمچنين 

 و Aداري بين تزريق توام ويتامين  معني
شرطي در شيوه هاي   پاسخاسكوپولامين در ميزان

طريق  اسكوپولامين از. احترازي غيرفعال وجود دارد
حافظه  موجب آسيب ، كولينرژيكهاي گيرندهانسداد 

هاي  نورون در نتيجه هرگونه اختلال در عمل .شود مي
ب اختلال در يادگيري و حافظه  موج،كولينرژيك

  ).33،32(شود  ميفضايي 
  

  تقدير و تشكر
دينوسيله از حوزه پژوهشي واحد علوم و ب

تحقيقات دانشگاه آزاد اسلامي به دليل حمايت مالي 
  .گردد از تحقيق حاضر قدرداني مي
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