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Abstract 

Background: Neuronal damage following seizures and epilepsy is one of the main causes of 
disabilities and mortality worldwide. In recent years, preconditioning has been introduced as a novel 
strategy for the prevention of brain damage. Preconditioning is a phenomenon in which a minor 
noxious stimulus protects from a subsequent more severe insult. The aim of present study was to 
examine the effect of ethanol (Eth) preconditioning on pentylenetetrazole (PTZ)-induced impairment 
memory in the inhibitory avoidance model. 

Material and Methods: This study was carried out on 45 adult male Wistar rats (180-200 g). 
Animals were assigned into five groups: Control, Eth 0.25, Eth 0.5, PTZ and Eth (0.5) +PTZ (n=9, for 
all groups). Eth-preconditioning was induced 6 days before the injection of PTZ. The animals were 
tested in a single trial step-through inhibitory test in two sessions (train and test). Then locomotor 
activity of rats was recorded in the open-field apparatus and NR1 mRNA expression in the 
hippocampus was measured by real-time PCR technique. 

Results: One-way ANOVA revealed that the Ethanol preconditioning did not impair 
inhibitory memory. Further, post-test analyses showed that Ethanol preconditioning significantly 
prevented from PTZ-induced memory impairment, and increased NR1 subunit mRNA expression in 
PTZ-induced memory impairment group. In addition, one-way ANOVA for the locomotor activity 
showed no significant difference between the groups. 

Conclusion: Our results showed that a pre-conditioning treatment with Ethanol 
(0.5g/kg/day), 6 days before PTZ-induced memory impairment may provide a kind of neuroprotection 
in rats. 
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اثر پیش شرطی سازي با اتانول بر اختلال حافظه ناشی از پنتیلن تترازول و 

  آزمایشگاهی در موش بزرگ NMDAگیرنده  NR1زیر واحد   mRNAبیان
  

  *3، ابوالفضل ارجمند2الهه سادات سید حسینی، 1مرضیه توسلی ،1اعظم علی نقی پور

  دانشجوي کارشناسی ارشد فیزیولوژي پزشکی، مرکز تحقیقات فیزیولوژي، دانشگاه علوم پزشکی کاشان، کاشان، ایران.1
  گاه علوم پزشکی کاشان، کاشان، ایراندانشجوي دکتري بیولوژي تولید مثل، مرکز تحقیقات علوم تشریح، دانش .2
  ایران کاشان، کاشان، علوم پزشکی دانشگاه مرکز تحقیقات فیزیولوژي، علوم اعصاب، دکتري دانشیار،.3
  

 11/5/96تاریخ پذیرش: ،  28/4/96تاریخ دریافت: 

  چکیده
ناتوانی در سراسر جهان  آسیب هاي نورونی به دنبال تشنج و صرع یکی از علل اصلی مرگ و میر و زمینه و هدف:

گیري از این آسیب ها مطرح شده پیش شرطی سازي به عنوان یک راهکار درمانی براي پیش ،هاي اخیر است. در سال
است. پیش شرطی سازي پدیده اي است که در آن یک محرك آسیب رسان ضعیف، سبب محافظت در برابر محرك 

بررسی اثر پیش شرطی سازي اتانول بر اختلال حافظه  ،حاضر آسیب رسان قوي تر بعدي می شود. هدف از مطالعه
  اجتنابی ناشی از پنتیلن تترازول بود.

 9گروه  5گرم در  200تا  180موش بزرگ آزمایشگاهی نر بالغ در محدوده وزنی  45در این پژوهش  مواد و روش ها:
گرفتند. پیش شرطی سازي اتانول قرار Eth (0.5)+PTZو گروه   25/0Eth ، 5/0Eth ،PTZ تایی شامل کنترل،

روز آموزش و  2ایجاد شد. سپس حیوانات در دستگاه یادگیري اجتنابی طی  PTZروز قبل از تخریب حافظه با  6به مدت 
زیر واحد  mRNAثبت شد و بیان نسبی  open fieldآزمون بررسی شدند. فعالیت حرکتی حیوانات در دستگاه 

NR1 با تکنیک  در هیپوکامپReal-time PCR .اندازه گیري شد  
  نشان داد پیش شرطی سازي اتانول حافظه اجتنابی حیوان را تخریب نکرد.آنوواي یک طرفه  آزمون آماري یافته ها:

 PTZچنین آزمون تعقیبی نشان داد که پیش شرطی سازي اتانول به طور معناداري از تخریب حافظه توسط هم 
شد. فعالیت حرکتی  PTZدر حیوانات دریافت کننده  NR1زیر واحد mRNA جلوگیري کرد و سبب افزایش بیان 

  حیوانات گروه هاي مختلف تفاوت معناداري نداشت.
گرم بر کیلوگرم  5/0 روزانه نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که پیش شرطی سازي اتانول با دوز نتیجه گیري:

   ب نوعی محافظت نورونی در حیوان می شود.سب PTZشش روز قبل از اختلال حافظه اجتنابی ناشی از 
  صرع، اتانول، حافظه اجتنابی، پیش شرطی سازي، پنتیلن تترازول، تشنج کلیدي: واژگان
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  مقدمه
یولـوژي صـرع نـوعی بـی نظمـی      از دیـدگاه نوروب 

مزمن عملکرد عصبی است که در نتیجه تخلیه همزمان بـیش  
شـود  شود. تخمین زده مـی از حد سلول هاي مغزي ایجاد می

ــا  50کــه حــدود  ــون نفــر در دنی ــه ایــنمیلی ــتلا بیمــاري  ب مب
ــه صــرع از کــاهش  . )1(هســتند ــان ب شــمار بزرگــی از مبتلای

رنـج مـی   رفتـاري  یادگیري، ضعف در حافظـه و اخـتلالات   
. آثار منفی این بیماري کیفیت زندگی را کاهش داده و برند

 .)2(مـی شـود  باعث کاهش حافظه بلند مدت و کوتاه مدت 
ــی م از ــه تنهــاشــاهده شــده اســت کــه  طرف صــرع  بیمــاري ن

بلکـه داروهـاي مـورد     ،اختلالات شـناختی ایجـاد مـی کنـد    
دیگـري   نیز می تواند دسـته ي  این بیمارياستفاده در درمان 

. در مطالعـه حاضـر   )3( شـود  سـبب از اختلالات شـناختی را  
) اسـتفاده  PTZ(پنتـیلن تتـرازول   براي ایجاد مدل تشـنج از  

ایجاد مدل تشنج به کار برده است که در  ترکیبی PTZشد. 
ارزیابی فراینـدهاي دخیـل در صـرع و اثـرات     می شود و در 

ب حـائز اهمیـت بـوده و قابلیـت تخری ـ    داروهاي ضد تشـنج  
ــه دارد  ــه .)4(حافظ ــتراتژي هــاي    هــاي در ده ــته اس گذش

امیدوارکننده متفاوتی براي درمان بیماران با آسیب هاي حاد 
 «ها، شده است. یکی از این روش مغزي ناشی از صرع نشان

به عنوان نوعی روش القا کننده  است که »پیش شرطی سازي
. مـی باشـد  تحمل در بهبود اختلالات ناشی از صـرع مطـرح   

 معرفی شـد.  جانوفاژه پیش شرطی سازي اولین بار توسط و
بر اساس این فرضیه هر محرکی که توانایی آسیب به بافت یا 
ارگانیسمی را داشته باشد، زمانی که با مقادیري کمتر از حد 
آسـیب زا بــر بافـت اعمــال شـود، مکانیســم هـاي محــافظتی     

می و نوعی تحمل در بافت ایجاد  اندوژنیک را فعال می کند
. عوامــل آســیب رســان زیــادي از جملــه ایســکمی، )5(کنــد

ترکیبات دارویی، تغییـرات دمـا (هـایپوترمی، هـایپرترمی)،     
هایپوکسی و ترکیبـات توکسـیک از جملـه اتـانول توانـایی      

در ایـن حقیقـت کـه     .)6(ایجاد پیش شرطی در بافت دارنـد  
سوء مصرف اتانول سبب مشکلات وسیعی از جملـه اخـتلال   

و  د نورونی و آسیب مغزي می شود شـکی نیسـت  در عملکر
نقـش  ( قسـمتی از مغـز کـه     بافت هیپوکامـپ  بر اثربا  اتانول

.)، می توانـد پـردازش   حیاتی در روند شناخت و درك دارد
 با این وجود، مشخص شده است .)7(اطلاعات را مختل کند

در مقادیر پـایین تـا متوسـط محـافظ کننـده بافـت       اتانول که 
ــی ــده ،قلب ــارد    کاهن ــیب میوک ــکته و آس ــدت س ــیوع و ش ش
در شـرایط   ایجـاد پـیش شـرطی سـازي     ) و از طریـق 8است(

مشـخص   ).9مـی شـود(   نـورونی  ایسکمیک باعث محافظـت 
شده است که اتانول با دوز کم، حتی بعد آسیب نـورونی بـه   

. امـا  )10(دنبال سکته مغزي سبب محافظت نورونی می شـود 
دل هـاي حافظـه و   اثرات دوز کـم تـا متوسـط اتـانول بـر م ـ     

یادگیري به خوبی مشـخص نشـده اسـت. در ایـن مطالعـه از      
استفاده شـد. در ایـن    (IA) مدل یادگیري اجتنابی غیر فعال

مدل یادگیري،  به دلیل وجود یک محـرك آسـیب رسـان،    
از نظـر  . )11(حیوان از رفتاري غریزي خود اجتناب می کند

دي -متیـل -ان مکانیسم ملکولی حافظه و یادگیري، گیرنـده 
 )NMDA N-methyl-D-aspartate)( (آســــپارتات 

نقش حیاتی در فراینـد هـاي شـناختی پسـتانداران بـالاخص      
ــاي  .دارد تشـــکیل حافظـــه و یـــادگیري نقـــش گیرنـــده هـ

NMDA    ــاي ــم در الق ــاي مه ــی از فاکتوره ــوان یک ــه عن ب
ایـن   غیر رقابتی نیست هايومحافظت نورونی به وسیله آنتاگ

 )5ثابـت شـده اسـت(   MK-801 و یا  گیرنده مانند کتامین
چنین مشاهده شده است که پیش شرطی سـازي اتـانول   _هم

ساختمان این . )12(همراه است  NMDAبا دخالت گیرنده 
 کـه  اسـت  NR2و  NR1 گیرنده متشکل از دو زیر واحـد 

شود. به طور معمول  نواحی مختلف مغز پستانداران یافت می
ــر واحــد  لایســین و محــل اتصــال کوآگنیســت گ NR1زی

NR2     ) اتصــال و  )13محــل اتصــال گلوتامــات اســت
عملکرد این گیرنده را تنظیم  NR1کالمادولین به زیر واحد 

که دلالت بر اهمیت این زیرواحد در عملگرد ) 14( می کند
نظر بـه اهمیـت حافظـه و مـدارهاي      دارد. NMDAگیرنده 

پـیش  بر آن شدیم که اثـرات  آن، نوروبیولوژیکی دخیل در 
اتـانول را بـر اخـتلال حافظـه ناشـی از پنتـیلن        ی سـازي شرط

 همـراه سـنجش   غیر فعال در مدل یادگیري اجتنابی، تترازول
و  NMDAگیرنـده   NR1زیر واحد  mRNAبیان نسبی 
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فعالیت حرکتی حیـوان بـه عنـوان معیـار قابـل اعتمـاد بـراي        
  توضیح دهیم.، )15در مغز (ارزیابی میزان آسیب نورونی 

  
  هامواد و روش 

  حیوانات آزمایشگاهی
 سر موش بزرگ آزمایشـگاهی  45در این تحقیق، 

گرم و بـا   200تا  180با وزن تقریبی  Wistarنر بالغ از نژاد 
ــا  2ســن حــدودي  ــات از   3ت ــه حیوان مــاه اســتفاده شــد. کلی

حیوانخانه مرکز تحقیقات فیزیولوژي دانشگاه علوم پزشـکی  
نتیگراد و دوره درجـه سـا   22±2کاشان تهیه شده و در دماي 

ساعته و در قفـس هـاي مخصـوص بـه     12روشنایی -تاریکی
صورت گروههاي چهارتایی نگهداري شـدند. حیوانـات بـه    

جز هنگام آزمایش هاي رفتـاري، بـه آب   ه صورت آزادانه ب
وغذاي کافی دسترسی داشـتند. هـر حیـوان یـک بـار مـورد       
آزمایش قرار گرفت و تمامی مطالعات رفتـاري در محـدوده   

انجام شد. همـه مراحـل آزمـایش از مرحلـه      8-15عتهاي سا
تکثیر تا انجام آزمایشات و در نهایـت معـدوم کـردن آن هـا     
ــا قــوانین کــار بــا حیوانــات آزمایشــگاهی و اصــول   مطــابق ب
مصوب کمیته اخلاق معاونت تحقیقـات و فنـاوري دانشـگاه    
علـــــوم پزشـــــکی کاشـــــان و بـــــا کـــــد اخـــــلاق      

IR.KAUMS.REC.1395.83 فت.صورت گر  
  مورد استفاده و نحوه آماده سازي ترکیبات

ترکیبات مـورد اسـتفاده در مطالعـه حاضـر شـامل      
بـود کـه بـه صـورت داخـل صـفاقی تزریـق          PTZاتانول و

  شدند.
ــانول  ــانول طــب راك،   6/99ات ــان ات درصــد (جه

میلی لیتـر   26/1ایران): طبق محاسبه جرم حجمی اتانول، هر 
 25/0که براي آماده سـازي  گرم اتانول است  1اتانول حاوي 

میلـی   6/0 و 3/0گرم بر کیلوگرم اتـانول، بـه ترتیـب     5/0و 
 9/0میلـی لیتـر سـالین     4/0و  7/0درصـد بـا    6/99لیتر اتانول 

ــر  1درصــد ترکیــب مــی شــد و حجــم تزریــق   میلــی لیتــر ب
 60(تـاکریس، آلمـان): پـس از تـوزین      PTZکیلوگرم بود.
درصد حـل   9/0سالین در یک میلی لیتر  PTZمیلی گرم از 

 میلی لیتر بر کیلوگرم بود.  1می شد و حجم تزریق 

  

  گروه ها و روند آزمایش
ــزرگ آزمایشــگاهی در  45تعــداد   5ســر مــوش ب

 -Eth 0.25 ،3  -2کنتـرل،   -1تایی تقسیم شدند.  9گروه 
Eth 0.5 ،4- PTZ  ،5-  گروهEth(0.5)+PTZ.  

به مدت شش روز  PTZحیوانات گروه کنترل و 
هر روز یک نوبت سالین تزریقی دریافت کردند. حیوانات  و

 25/0به ترتیب اتانول بـا دوز   Eth 0.5و  Eth 0.25گروه 
گرم بر کیلوگرم همانند گروه کنترل دریافـت کردنـد    5/0و 

و به این ترتیب با اتانول پیش شرطی شدند. حیوانـات گـروه   
Eth+PTZ  هم مانند گروهEth 0.5  بر گرم  5/0با اتانول

 پیش شرطی شدند. کیلوگرم

ــادگیري      ــتگاه ی ــه در دس ــورد مطالع ــات م حیوان
اجتنـابی بــه مـدت دو روز (روز آمــوزش و روز آزمـون) بــه    

ــد.   24فاصــله  ــرار گرفتن ســاعت مــورد آمــوزش و آزمــون ق
 45در روز آزمــون  Eth+PTZو   PTZحیوانــات گــروه

میلـی گـرم بـر     60بـا دوز   PTZدقیقه قبل از انجام آزمایش 
 یلوگرم دریافت کردند و دچارتشنج شدند.ک

براي تعیین شدت تشنج، تغییرات رفتاري حیـوان   
دقیقه بعد از تزریـق ارزیـابی شـد و بـر اسـاس مقیـاس        30تا 

Becker  به مراحل تشنج حیوان نمره دهی شد (مرحله صفر
= بدون پاسـخ، مرحلـه یـک = انقبـاض کلونیـک عضـلات       

حلـه دو = حرکـات   گوش ها، صورت و راست شدن دم، مر
تشنجی سر حیوان به بالا و پایین و حرکات ریتمیـک دسـت   
ها، مرحله سه = انقباضات میوکلونیک بدن، مرحله چهـار =  
تشنجات کلونیک عمومی و چرخیدن روي پهلو، مرحله پنج 
ــنجی).    ــت تش ــک و حال ــا بســط تونی ــومی ب = تشــنجات عم

مطالعـه  تشنج رسیدند، وارد  3حیواناتی که حداقل به مرحله 
پس از بررسی حافظـه اجتنـابی، فعالیـت حرکتـی      .)4( شدند

 Maze Router, Iran(  Open(حیوانـات در دسـتگاه   

Field دقیقـه بـه ثبـت رسـید. در پایـان مطالعـات        5به مـدت
رفتاري، حیوانـات بـا گـاز دي اتیـل اتـر بـه صـورت عمیـق         
بیهوش شـدند و سـر آنهـا توسـط گیـوتین جـدا شـد. بافـت         

بـراي بررسـی    -c °80سرعت خارج شد و در هیپوکامپ به 
  فریز شد. NR1زیرواحد  mRNAبیان نسبی 
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  مطالعات رفتاري
در این پژوهش حیوانات، یک هفته قبـل از انجـام مطالعـات    
رفتاري در اتاق مشخص حیوانخانه نگهداري می شدند و در 
طی این مدت به منظور کم کردن استرس در حین آزمـایش  

 5اي مورد استفاده ، هـر روز بـه میـزان    و سازش با دستگاه ه
  ها انجام می شد. روي آن Handlingدقیقه عمل 

  افظه در دستگاه یادگیري اجتنابی بررسی ح
ــتگاه  بـــراي ســـنجش حافظـــه در حیـــوان از دسـ

 shuttle) یـا  step trough, Iran(یـادگیري اجتنـابی   

box  تاریک محفظه استفاده شد. این دستگاه متشکل از دو 
دیواره  در گیوتینی واقع درب یک است که توسط نروش و

 هاي میله کف دستگاه در از یکدیگر جدا می شود. میانی،

 بـه  ارتبـاطی  کابــل یـک  فـولادي قـرار دارد و توسـط   

 آمپر جریـان  میلی 1 استیمولاتور متصل است. استیمولاتور

 میله این هرتز، در 50و فرکانس  ثانیه 3 مدت الکتریکی به

 به الکتریکی شوك شدن موجب وارد کند و می ایجاد ها

فعـال   غیـر  اجتنابی یادگیري گردد. می حیوان پاي و دست
 حافظـه  بررسـی  بـراي  step-throughروش  (مهاري) به

 مـی  انجـام  هم سر پشت روز دو در حیوان، مدت طولانی

حیـوان پـس از عـادت     آمـوزش،  روز اول یا گردد. در روز
رار می گیرد و بـه دلیـل   کردن به دستگاه در محفظه روشن ق

 رفتار غریزي خود پس از عبـور درب گیـوتینی بـه محفظـه    

تاریک می رود. سپس درب گیوتینی بسته و به دست و پاي 
حیـوان شــوك الکتریکـی وارد مــی شـود. دریافــت شــوك    
الکتریکی سبب شکل گیري یادگیري اجتنـابی (اجتنـاب از   

ي بررسی یک رفتار غریزي) است. در روز دوم یا آزمون برا
حافظه، حیوان را در محفظه روشن قـرار مـی گیـرد و زمـان     
تاخیر ورود حیوان به محفظه تاریک بر حسب ثانیه به عنوان 
ملاك بـراي شـکل گیـري حافظـه ثبـت مـی شـود. در ایـن         
مطالعه درصورت عدم ورود حیوان به محفظه تاریک پس از 

  ثانیه آزمایش متوقف می شد. 300گذشت 
  Open Fieldکتی با دستگاه بررسی فعالیت حر
حیـوان در روز آزمـون و بعـد از    حرکتـی  فعالیت 

 open field دسـتگاه  دقیقـه در   5بررسی حافظه به مـدت  

سـانتیمتري بـا    72×72ثبت شد. این دسـتگاه از یـک سـطح    
سانتیمتر در اطـراف تشـکیل شـده و     36دیواره اي به ارتفاع 

یمتري سـانت 18×18مربـع  16کف دستگاه توسط خطوطی بـه  
تقسیم شده است. در ایـن مطالعـه حیـوان در یکـی از چهـار      
مربع مرکزي رها شده و مسافت طی شده توسـط حیـوان بـر    

مـورد   Hindsight توسط نـرم افـزار   )cmحسب سانتیمتر (
  گرفت.آنالیز و بررسی قرار 

گیرنـده   NR1زیر واحد  mRNAاندازه گیري بیان نسبی 
NMDA  

   RNAالف) استخراج 
 RNeasy یپوکامپ با اسـتفاده از  ه RNAکل 

kit (SinaClon, Iran)   استخراج و غلظت آن با اسـتفاده
 Nano Drop ND 3300 spectrophotometerاز 

(NanoDrop Technologies, USA)  سنجیده شد و
  فریز شد. C° 80−براي روند هاي بعدي در 

 cDNA) معکـــوس بـــرداري نســـخه واکـــنشب) 
Synthesis)  

ــنتز  ــر  cDNAس ــق ب ــتور طب ــل  دس العم
 TAKARA,  ( Prim Script TM RT(ژاپــن

reagent kitو بـا  آمـاده   میکرولیتـر  10نهـایی  حجـم  در 

ــتفاده ــاي از اس ــو آغازگره  رانــدوم و dT الیگ

 واکنش گرفت. صورت (Random Hexamer)هگزامر

 بـه  گـراد  درجه سانتی 37 دماي در معکوس برداري نسخه

 بـردار  آنـزیم نسـخه   انپای گرفت. در انجام دقیقه 15 مدت

 5 به مدت گراد سانتی درجه 85 دمایی شرایط در معکوس
سـپس مخلـوط رونویسـی در دمـاي      .شـد  فعـال  غیـر  ثانیـه 
°C20-  .فریز شد  
 از اسـتفاده  بـا  HPRTو  NR1 هـاي  ژن بیان بررسیج) 

   Real-Time PCR روش
از  اسـتفاده  بـا  کمـی  اي زنجیـره  پلیمراز واکنش

 TAKARA, ( SYBR Premix Ex Taq(ژاپـن 

TM II  هـاي   ژن اختصاصـی  و آغازگرهـايNR1  و
HPRT مـورد  هـاي  آغـازگر  تـوالی  و گرفت. نـام  انجام 

 ژن رونوشت است. توالی شده خلاصه 1جدول  در استفاده

اینترنتــــی  پایگــــاه از نظــــر مــــورد هــــاي
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www.ncbi.nlm.nih.gov ــاي  و آغازگرهــــــ

 و   (Forward Primer)الیگونوکلئوتیــدي مســتقیم

ــوس ــط  (Reverse Primer) معک ــزار،   توس ــرم اف ن
Primer Express 3 شد طراحی.  

 مطـابق  Real-Time PCR واکنشـی   مخلوط

 Real-Timeواکنش  شد. تهیه کیت مذکور دستورالعمل

PCR بـراي  زمـانی  و دمایی مراحل اجرا و چرخه 40 در 

ترتیب  به گسترش و و اتصال واسرشتگی اولیه، واسرشتگی
 5گـراد،   سـانتی  درجه 95 ثانیه،  10گراد،  یسانت درجه 95

 ثانیه بهینه شد. بـه منظـور   34گراد،  سانتی درجه 60 و ثانیه

 کامـل  مرحلـه تکثیـري   هـر  ذوب، منحنی تحلیل و تجزیه

 گراد درجه سانتی 95 شامل که تفکیک مرحله یک توسط

 و دقیقه 1مدت  به گراد سانتی درجه 60 ثانیه، 15 مدت به
 .بـود، ادامـه یافـت    ثانیـه  15 مدت به گراد سانتی درجه 90

هـر   انجـام  از پـس  مرجـع  و هـدف  هاي تکثیر ژن کارایی
Linreg PCR   افـزار  نـرم  از اسـتفاده  بـا Real-Time 

PCR تجزیه از استفاده با ها ژن بیان تغییر تخمین و تعیین 

 بـر  Real-Time PCRاز  حاصـل  هـاي  تحلیـل داده  و

 و هدف هاي ژن براي آمده دست به آستانه چرخه اساس
  .گرفت انجامΔΔCt-2 محاسبه  و مرجع

  
  Real-Time PCR در  استفاده مورد آغازگرهاي توالی و . نام1لجدو

Gene توالي طول  

NR1  263 bp  
F: 5'-AGTGGAACGGAATGATGGGCGA-3′  
R: 5'-ACTGAAGCGGTCCAGCAGGTA -3′  

HPRT 235 bp 
F: 5'- GCTCGAGATGTCATCAAGGAGA-3′ 
F: 5'- TCAGCGCTTTAATGTAATCCAGC-3′  

  
  تحلیل آماري

ــا اســــتفاده از آزمــــون      ــی بــ ــس از بررســ پــ
اسمیرنوف براي آنالیز داده هـایی کـه توزیـع    -کولموگروف

نرمـال داشـتند، از آزمـون پــارامتري تحلیـل واریـانس یــک      
طرفه و آزمون تعقیبی توکی استفاده شد و بـراي داده هـا بـا    

والـیس  -غیـر پـارامتري کروسـکال    توزیع غیر نرمال آزمـون 
  انجام شد.

محاسبات آماري با اسـتفاده از نـرم افـزار آمـاري      
SPSS  05/0در سطح معنی داري  16نسخه p< .انجام شد  

  
  یافته ها

سر موش بـزرگ آزمایشـگاهی    45در این مطالعه 
مورد استفاده، به پـنج گـروه تقسـیم شـد. وضـعیت حافظـه،       

ــر  ــوان و تغیی ــان نســبی فعالیــت حرکتــی حی  mRNAات بی
NR1   هیپوکامپ در گروه هاي مختلف مورد ارزیابی قـرار

  گرفت. نتایج به قرار زیر است: 
  

  اثر پیش شرطی سازي اتانول بر یادگیري اجتنابی
 اثر پیش شرطی سازي ناشی از اتانول با دوز هـاي 

بر یادگیري اجتنابی در مـوش   گرم بر کیلوگرم 5/0و  25/0
نشان داده شده است. آنـالیز   1ر شکل بزرگ آزمایشگاهی د

آماري زمان تاخیر ورود حیوان به محفظـه تاریـک (مـلاك    
، آنـوواي یــک طرفــه وجـود حافظــه) بـا اســتفاده از آزمــون   

تفاوت معنا داري را بین گروه کنترل با گروه هـاي مختلـف   
  نشان نداد. Eth 0.5و  Eth 0.25اتانول 

فظـه  چنـین زمـان تـاخیر ورود حیـوان بـه مح      هم 
 Eth 0.5و  Eth 0.25تاریک بین دو گروه مختلف اتانول 

، بـه همـین   )(F(2,24)=1.625 تفاوت معناداري نداشت 
 5/0دلیل در ادامه مطالعات رفتاري از یکـی از ایـن دو دوز (  

  استفاده شد. )گرم بر کیلوگرم
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اثر پیش شرطی سازي اتانول بر زمان تاخیر ورود  .1شکل

ک در دستگاه یادگیري اجتنابی در سه حیوان به محفظه تاری
 گرم بر 5/0 و Eth مکیلوگر گرم بر 25/0گروه کنترل، 

. پیش شرطی سازي با دوزهاي مختلف به کار  Ethمکیلوگر
رفته اتانول در مدل یادگیري اجتنابی باعث تخریب حافظه 

حاصل  Mean±SEصورت ه داده ها ب). <05/0pحیوان نشد(
 ثانیه زمان تاخیر ورود حیوان به محفظه تاریک برحسباز 

(Sec) محاسبه شده است  در دستگاه یادگیري اجتنابی)n=9.(  
  

  PTZاثر پیش شرطی سازي اتانول بر اختلال حافظه ناشی از 
 5/0 شرطی سازي ناشی از اتـانول بـا دوز  اثر پیش 

در مـوش   PTZبر اختلال حافظه ناشـی از   گرم بر کیلوگرم
 نشان داده شده است.  2بزرگ آزمایشگاهی در شکل 

ایج آزمـون آزمـون تعقیبـی کروسـکال والـیس      نت
براي بررسی زمان تاخیر ورود حیوان به محفظه تاریک نشان 

، چهـل و پـنج دقیقـه قبـل از تسـت در روز       PTZ داد کـه 
آزمون سبب کاهش معنی دار زمـان تـاخیر ورود حیـوان بـه     

،  > 001/0pمحفظه تاریک در مقایسه با گروه کنترل شـد ( 
35/28  =H(3)(. 

چنـین مقایسـه زمـان تـاخیر ورود حیـوان در       هم 
نشـان داد تـاخیر زمـان     Eth+ PTZبا گـروه  PTZ گروه 

بـه   Eth+ PTZورود حیوان به محفظـه تاریـک در گـروه    
 افـزایش یافـت    PTZطـوري معنـی داري نسـبت بـه گـروه     

)001/0p<(      و تفاوت زمان تـاخیر ورود حیـوان بـه محفظـه
ا کنترل معنی دار در مقایسه ب Eth+ PTZتاریک در گروه 

  نبود.
  

  
بررسی اثر پیش شرطی سازي اتانول بر اختلال حافظه  .2شکل

مانع ایجاد پیش شرطی سازي اتانول . PTZناشی از اجتنابی 
 شد. PTZاختلال حافظه اجتنابی ناشی از تشنج القا شده با 

+++p < 0.001  و*** p < 0.001  به ترتیب نشان دهنده
با  Eth+ PTZو گروه  PTZ با گروه مقایسه بین گروه کنترل

حاصل از  Mean±SEصورت ه . داده ها بمی باشد PTZگروه 
 (Sec) ثانیه زمان تاخیر ورود حیوان به محفظه تاریک برحسب

  .)n=9( محاسبه شده است در دستگاه یادگیري اجتنابی
  

  نتایج فعالیت حرکتی حیوان
ــتگاه    ــات در دس ــی حیوان ــت حرکت ــی فعالی بررس

open field   ــون در ــف در روز آزم ــاي مختل ــروه ه درگ
نشان داده شده است. آنالیز مسافت طی شده توسـط   3شکل 

متر بـا آزمـون واریـانس یـک طرفـه       حیوان بر حسب سانتی
نشان داد که اختلاف معنی داري از نظـر مسـافت طـی شـده     

ــروه    ــرل، گ ــاي کنت ــروه ه ــوان در گ ــط حی ، Eth 0.5توس
 openسـتگاه  در د Eth+ PTZو گـروه    PTZگـروه 

field  وجود نداشت)F(3,32)=0.26.(  
  

  
 openبررسی فعالیت حرکتی حیوانات در دستگاه  .3شکل
field  درگروه هاي مختلف در روز آزمون. فعالیت حرکتی حیوان

). <05/0pدر گروه هاي مورد مطالعه تفاوت معنا داري نداشت(
حاصل از مسافت طی شده بر  Mean±SEداده ها به صورت 

محاسبه شده  open feildدستگاه در  cm)(ب سانتی متر حس
  .)n=9( است
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گیرنـده   NR1زیرواحد  mRNAنتایج تغییرات بیان نسبی 
NMDA  

ــان نســبی  در گــروه  mRNA NR1تغییــرات بی
نشـان داده شـده اسـت. آنـالیز داده      4هاي مختلف در شکل 

-2بـا روش   Real-time PCRهـاي حاصـل از تکنیـک    

ΔΔCt ــان داد نسـ ـ ــان نش ــان   mRNA NR1بت بی ــه بی ب
mRNA HPRT   ــر دو گــروه  Eth و Eth 0.5در ه

نسبت به گـروه کنتـرل بـه طـور معنـی داري کـاهش        0.25
ــم  ــت ه ــان   یاف ــبت بی ــین نس ــان   mRNA NR1چن ــه بی ب
mRNA HPRT  در گــروه PTZ ــا گــروه در مقایســه ب

 کنتــــرل بـــــه طـــــور معنـــــی داري کـــــاهش داشـــــت  

)01/0F(4,29) =3.728 , p<( ده شد که نسـبت  و مشاه
در گـروه   mRNA HPRTبه بیـان   mRNA NR1بیان 

Eth+ PTZ   نسبت بـه گـروهPTZ      بـه طـور معنـی داري
این افزایش به انـدازه اي بـود کـه     )>01/0p(افزایش یافت 

ــان   mRNAبــه بیــان  NR1زیرواحــد  mRNAنســبت بی
HPRT  در گروهEth+ PTZ    در مقایسه با گـروه کنتـرل

  .تفاوت معنی داري نداشت
  

  
گیرنده  NR1زیرواحد  mRNAتغییرات بیان نسبی  .4شکل

NMDA  در گروه هاي مختلف در تکنیکReal-time PCR .
 mRNAپیش شرطی سازي اتانول باعث افزایش بیان نسبی 

در حیوانات تخریب حافظه  NMDAگیرنده  NR1زیرواحد 
). داده ها به صورت نسبت بیان p<0.01**شد ( PTZشده  با 

mRNA واحد زیرNR1  به بیانmRNA HPRT  در هر گروه
  ).n=6-7( محاسبه شده است

  
  بحث

هــدف مطالعــه حاضــر بررســی اثــر پــیش شــرطی 
ــر اخــتلال حافظــه ناشــی از   ــانول ب در مــدل  PTZســازي ات

یادگیري اجتنابی بـا بررسـی فعالیـت حرکتـی و بیـان نسـبی       
mRNA NR1    در موش بزرگ آزمایشگاهی بـود. نتـایج

پیش شرطی سازي اتـانول، تـاثیري مبنـی بـر     نشان دادند که 
ــوان   ــت حرکتــی حی ــادگیري و حافظــه و فعالی اخــتلال در ی

قادر به تخریـب حافظـه در حیوانـات پـیش      PTZنداشت و 
زیرواحـد   mRNAشرطی شده با اتانول نبود و بیـان نسـبی   

NR1 ) در این گروه(Eth+ PTZ  .افزایش داشت  
  یري اجتنابی تاثیر پیش شرطی سازي اتانول بر یاد گ

مشخص شده اسـت کـه اثـرات داروهـا از جملـه      
اتانول بر حافظه و یادگیري وابسته به دوز می باشد. در واقـع  
اتانول با دوز هاي بالا سبب تخریـب یـادگیري و حافظـه در    

در حالیکـه سـطوح کـم آن قـادر بـه       )16(حیوان مـی شـود   
ش . در این مطالعه براي ایجـاد پـی  )17(تخریب حافظه نیست 

ــاي   ــانول از دوز ه ــازي ات ــرطی س ــر   5/0و  25/0 ش ــرم ب گ
استفاده شد. در مطالعه حاضر  اتـانول بـا دوز بکـار     کیلوگرم

رفته، سبب تخریب حافظه اجتنابی حیوان نشد (زمـان تـاخیر   
ورود حیـوان بـه محفظـه تاریــک در گـروه هـاي اتــانول در      
مقایسه با گروه کنترل تفاوتی نداشـت)، چـرا کـه دوز هـاي     

ار رفته اتانول در این مطالعه پایین تـر از مقـادیري هسـتند    بک
که سبب اثرات حاد و معمول اتانول می شود. و اثر تخریـب  

دوز هـایی  یـادگیري ناشـی از    کنندگی اتـانول بـر حافظـه و   
 بالاتر از دوز مورد استفاده در مطالعه حاضر می باشد. مطالعه

وز کـم و  نشـان داد کـه د   2012و همکـاران در سـال    نـوویر 
هـاي  متوسط اتانول سبب تخریـب حافظـه فضـایی در مـوش    

. در مطالعــه اي دیگــر توســط )17(آزمایشــگاهی نمــی شــود
مشاهده شد که دوز خیلـی   1993و همکاران در سال  ملچیور

کم اتانول در تاخیر زمان ورود حیوان به محفظه تاریـک در  
شاتل باکس اثري ندارد و سبب تخریب حافظه حیوان نمـی  

. که این شواهد نتـایج حاصـل از مطالعـه حاضـر را     )18(دشو
 1995در سـال   گیـونس تایید می کنند. از طرفـی در مطالعـه   

تخریـب   که حتی دوز خیلی کـم اتـانول، سـبب    مشاهده شد
.که علت تفاوت ایـن  )19(حافظه فضایی در حیوان می شود 

نتایج با مطالعه حاضر می توانـد بخـاطر در نظـر گـرفتن دوز     
بالاتر از مقادیر بکار رفته در مطالعـه حاضـر بـه عنـوان     هایی 



  و همکاران اعظم علی نقی پور                                                              ...                                    اثر پیش شرطی سازي با اتانول بر اختلال حافظه

 73                                                                                                1396 مهر، 7، شماره بیستممجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك، سال 

دوز خیلی کم اتانول باشد. چرا کـه در مطالعـه مـذکور هـم     
قــدرت  کیلــوگرم گــرم بــر 5/0و  25/0اتــانول بــا دوز هــاي 

 1و  75/0تخریب حافظه حیوان را نداشت و تنهـا دوز هـاي   
اتانول به صورت وابسـته بـه دوز در حافظـه     گرم بر کیلوگرم

 اختلال ایجاد کردند.

اثیر پیش شرطی سازي اتـانول بـر اخـتلال حافظـه ناشـی از      ت
PTZ  

در مطالعه حاضر بـراي تخریـب حافظـه بـه دنبـال      
استفاده شد. اثر تخریب کننـدگی   PTZ تشنج از تک دوز 

بر حافظه و یادگیري با ایجاد تشنج قـبلا بـه    PTZتک دوز 
اثبات رسیده بود که در مطالعه حاضر نیز ایـن اثـر در گـروه    

PTZ با این وجود )4(ده شددی .PTZ    نتوانسـت حافظـه را
در حیوانات پیش شرطی شده با اتانول تخریب کند. بـه نظـر   

گیـري   میرسد اتانول در دوز هاي کم تا متوسط سبب پـیش 
و همکـاران در   ریـز از آسیب هاي شناختی می شود. مطالعه 

نفر از سـاکنین کالیفورنیـا  نیـز مویـد      1624روي  2016سال 
و همکـاران در سـال    وانگ. در مطالعه )20(ه استاین فرضی

اثرات محافظت نـورونی پـیش شـرطی سـازي اتـانول       2007
پس از ایسـکمی/ریپرفیوژن مشـاهده شـد کـه نتـایج مطالعـه       

. همچنین اثـرات محـافظتی پـیش    )9(حاضر را تائید می کند
شرطی سازي اتانول در بافت هاي دیگر بدن هم ماننـد کلیـه   

. از طرفـی بـر اسـاس اطلاعـات بـه      )21(مشاهده شـده اسـت  
دست آمده توسط محققین مطالعه اي مبنی بـر اثـر تخریـب    
کننده پیش شرطی سازي اتانول بر حافظه و یادگیري یافـت  

مطالعات نشـان مـی دهـد کـه اتـانول بـه عنـوان داروي        نشد. 
سرکوب کننده سیستم عصبی با اثر بر فعالیت گیرنـده هـاي   

لسیمی و کلري، سـبب افـزایش   آیونوتروپیک کانال هاي ک
و شاید به این علت می  )22( آستانه تشنج در حیوان می شود

تواند با جلو گیري از پیشـرفت تشـنج از اخـتلال حافظـه بـه      
دنبال آن جلو گیري کند. ایـن اثـرات اتـانول ممکـن اسـت      
ناشـی از افــزایش فعالیــت گابــارژیکی بــا تحریــک گیرنــده  

GABAA هـاي یـونی متعـددي را     . اتانول کانال)23(باشد
تحت تاثیر قرار می دهد اما ارتباط بین اثرات آن روي کانال 
هاي یونی مختلـف و اثـرات رفتـاري آن بـه طـور واضـحی       
مشخص نشده است. مطالعات حیوانی و انسانی متعدد حدس 

ــانول روي  مــی زننــد کــه اثــرات طــولانی مــدت و فــوري ات
تجـویز   سیستم عصـبی مرکـزي متفـاوت و متضـاد هسـتند و     

  .)24(کوتاه مدت اتانول اثرات آنتی اپی لپتیک دارد
  تاثیر پیش شرطی سازي اتانول بر فعالیت حرکتی حیوان

در این مطالعـه بـراي بررسـی تـاثیر پـیش شـرطی       
سازي اتانول بر فعالیت حرکتی حیوان  مسافت طی شـده در  

مورد ارزیابی قـرار گرفـت و مشـاهده     open fieldدستگاه
سازي اتانول با دوز کم تاثیري بـر فعالیـت    شد، پیش شرطی

حرکتی حیوان نداشت. مشـخص شـده اسـت کـه دوز هـاي      
بالاي اتانول با تضعیف سیستم عصـبی مرکـزي، بـر فعالیـت     

. از آنجایی که اخـتلال  )25(حرکتی حیوان اثر مهاري دارد 
در فعالیت حرکتی حیوان یک معیار با ارزش بـراي ارزیـابی   

، شاید بتـوان گفـت   )15(ز اتانول است آسیب نورونی ناشی ا
اتــانول بــا دوز مــورد اســتفاده در ایــن مطالعــه ســبب آســیب 
نورونی چشم گیري نشده است و علارغم اثـرات اتـانول بـا    
دوز بالا بر فعالیت حرکتی حیوان، در مطالعه حاضـر تفـاوت   
مسافت طی شده توسط گروه پیش شرطی شده بـا اتـانول بـا    

و همکاران نیـز   وانگدر مطالعه  نشد.گروه کنترل معنی دار 
نشان داده شد که فعالیـت حرکتـی حیـوان در     2007در سال 

گروه پیش شرطی شده با اتانول در مقایسه بـا گـروه کنتـرل    
که تائید کننده نتایج مطالعه حاضر است.  )9(تفاوتی نداشت 

مشـاهده شـد    2012و همکـاران در سـال    نوویر اما در مطالعه
دوز کم سبب افزایش فعالیت حرکتی حیوان در که اتانول با 

روتارود می شود و دوز کم اتانول بر فعالیت حرکتی حیوان 
. که با نتیجـه مطالعـه حاضـر تنـاقض     )17(اثر تحریکی دارد 

دارد البته دوز استفاده شده در مطالعه مذکور بالاتر از دوز به 
  کار رفته در مطالعه حاضر می باشد.

ي اتـانول بـر بیـان نسـبی زیـر واحـد       تاثیر پیش شـرطی سـاز  
NR1  گیرنده NMDA  

مشاهده شده است که پیش شرطی سازي اتانول با 
ــورونی دارد  NMDAدخالــت گیرنــده  ــرات محافظــت ن اث

. در مطالعه حاضر براي بررسی اثر پیش شـرطی سـازي   )12(
-Realاز تکنیـک   NR1اتانول بـر بیـان نسـبی زیـر واحـد      

time PCR  ز داده هـا ي حاصـل از ایـن    استفاده شد. آنـالی
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 NR1زیر واحـد   mRNAتکنیک نشان داد که بیان نسبی 
در هر یـک از گـروه هـاي اتـانول نسـبت بـه گـروه کنتـرل         

در حافظـه   NMDAکاهش یافت. با توجه به نقش گیرنـده  
و یادگیري حیـوان انتظـار مـی رفـت کـه کـاهش بیـان ایـن         

امـا   زیرواحد به شکل اخـتلال در حافظـه حیـوان بـروز کنـد     
اثري از اختلال حافظه در مطالعات رفتاري مشاهده نشد. این 

 تغییرات می تواند بـه دلیـل وجـود فاصـله زمـانی بـین بیـان       

mRNA    تا سنتز پروتئین و تظاهرات رفتاري  باشـد. بـدین
بـا   NR1زیرواحـد    mRNAمعنی که به دنبال کاهش بیان

دوز هاي مورد استفاده این پژوهش، در مـدت پـیش شـرطی    
سازي هنوز تغییرات سنتز پـروتئین و تظـاهرات رفتـاري کـه     
نشان دهنده اختلال حافظه باشد، رخ نـداده اسـت. همچنـین    

نسـبت بـه     PTZدر گـروه  NR1زیرواحـد    mRNAبیان
کـاهش بیـان     PTZگروه کنتـرل کـاهش یافـت. در گـروه    

نسبی این زیرواحد همانند مدل هاي مختلف تشنج قابل پیش 
به شـکل تخریـب حافظـه مشـاهده شـد.  بـا       و  )26(بینی بود 

در هـر یـک از گـروه     NR1وجودیکه  بیان نسبی زیرواحد 
به تنهـایی کـاهش نشـان داد، در گـروه      PTZهاي اتانول و 
Eth+PTZ بیان نسبی mRNA زیرواحد NR1  افزایش

داشت. این نتیجه با بهبـود حاغظـه و یـادگیري حیوانـات در     
ی داشت. به نظـر میرسـد   مطالعات رفتاري این گروه هماهنگ

از سـمیت   NMDAاحتمالا اتانول با اثر مهاري بـر گیرنـده   
ناشی از تحریک بیش از حد ایجاد شده به واسطه  تشـنج بـه   

ــد و باعــث پــیش PTZدنبــال  گیــري از جلــوگیري مــی کن
مـی شـود    PTZتخریب حافظه در حیوانات دریافت کننـده  

اي بیشـتري  ولی مکانیسم هاي دخیل در آن نیازمند بررسی ه
ــطوح      ــنجش س ــا س ــلولی ب ــل س ــیگنالینگ داخ ــد س در رون

NMDA ،CREB و GABA .و  یشـل مدر مطالعـه   است
زیـر   mRNAمشاهده شد که بیـان   2009همکاران در سال 

در پیش شرطی سازي اتانول افزایش می یابـد.   NR1واحد 
میلـی   30این افزایش در محیط کشـت بـا اسـتفاده از مقـدار     

ده شـد در حالیکـه در مطالعـه حاضـر مقـدار      مول اتـانول دی ـ 
 گـرم بـر   5/0یا  25/0اتانول تزریقی براي هر حیوان در روز، 

ــوگرم ــادل  کیل ــا 5مع ــوده   10ی ــانول در روز ب ــول ات ــی م میل

مشـاهده   2014و همکاران در سـال   ونان. در مطالعه )27(است
را  NR1زیرواحـد   mRNAشد که دوز کم اتـانول، بیـان   

مـی دهـد، کـه بـا نتـایج       هیپوکامپ کـاهش  CA1در ناحیه 
. در مطالعـه اي  )28(حاصل از مطالعه حاضر همخـوانی دارد  

و همکــاران مشــاهده شــده اســت کــه   یلیــپفدیگــر توســط 
مصرف مزمن اتانول نیز سبب کاهش بیان نسـبی زیـر واحـد    

NR1  در کورتکس موش شده و بعد از تجویزPTZ   بیـان
ــدهاي   ــر واح ــبی زی ــی  NMDAنس ــري نم ــدتغیی . )29(کن

مـی توانــد   NR1زیرواحـد   mRNAغییـرات بیـان نسـبی    ت
اثــرات متعــددي بــر ویژگــی هــاي فارماکولوژیــک گیرنــده 

NMDA      داشته باشد و تغییرات ناشـی از اثـرات اتـانول بـر
ــده  ــیار    NMDAگیرن ــب آن بس ــاري متعاق ــرات رفت و تغیی

 )30(پیچیده است و تحت تاثیر عوامل مختلفی قرار می گیرد
دقیق تر در سـطوح سـیگنالینگ سـلولی    که نیازمند مطالعات 

  است.
  

  نتیجه گیري
 گرم بـر کیلـوگرم   5/0روزانه  این مطالعه نشان داد که تزریق

اتانول به مدت شش روز مانع ایجاد اخـتلال حافظـه اجتنـابی    
می شود که با افـزایش بیـان    PTZناشی از تشنج القا شده با 

در بافت هیپوکامپ همـراه   NR1زیرواحد mRNA نسبی 
  .است

  
  تشکر و قدردانی

ــه    ــان نام ــاتی پای ــه حاصــل بخشــی از طــرح تحقیق ایــن مقال
بررسی اثر پیش شرطی سازي «کارشناسی ارشد تحت عنوان 

رژیم مایع اتانول بر اختلال حافظه و یادگیري ناشی از پنتیلن 
ــر واحـــد  ــان زیـ  NMDAگیرنـــده  NR1تتـــرازول و بیـ

شـگاه  مصـوب دان  »گلوتامات در موش بزرگ آزمایشـگاهی 
ــا شــماره  95علــوم پزشــکی کاشــان در ســال   و کــد  9583ب

می باشـد کـه    IR.KAUMS.REC.1395.83اخلاقی 
 با حمایت دانشگاه علوم پزشـکی کاشـان اجـرا شـده اسـت.     

بدین وسیله نویسندگان از کلیه کسانی که در گردآوري این 
گـزاري  پژوهش همکاري و مساعدت نمودند، کمال سـپاس 

  را دارند.
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