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Background and Aim Alzheimer’s disease is the most common causes of dementia among the elderly 
people. The aim of this study was to evaluate the synergistic effects of memantine and vitamin D on 
spatial learning and memory impairment in adult male rat model of Alzheimer's disease.
Methods & Materials In this experimental study, male Wistar rats were randomly divided into nine groups 
(n=7): 1= Control, 2= NBM lesion (received bilateral electric lesion of NBM), 3= Sham (the electrode was 
entered into the NBM with no electric lesion), 4= NBM lesion+ Vehicle Memantine (received saline), 5= 
NBM lesion+ Vehicle Vitamin D (received saline), 6= NBM lesion+ Vehicle Memantine+ Vehicle Vitamin 
D (received saline plus sesame oil), 7= NBM lesion+ Vitamin D; 8= NBM lesion+Memantine, and 9= NBM 
lesion+Vitamin D+Memantine. After one week, the rats were trained to perform the Y-maze task for five 
days. Twenty five days after training, a retention test was performed to evaluate their long-term memory.
Ethical Considerations This study with research ethics code of “EE/ 97, 24, 3061243/scu.ac.ir” was ap-
proved by the Research Ethics Committee of Shahid Chamran University of Ahvaz In Iran.
Results Bilateral NBM lesion reduced spatial learning in comparison with control and sham groups. No 
effect on spatial learning was observed in NBM lesion+ Vehicle Memantine and NBM lesion+ Vehicle Vi-
tamin D groups compared to the NBM lesion group. Spatial learning and memory in NBM lesion +Vitamin 
D+Memantine group (P<0.001) was significantly improved compared to NBM lesion+Vitamin D (P<0.01) 
and NBM lesion+Memantine (P<0.05) groups. Moreover, no significant difference was observed between 
the results in the 5th day of training and the memory retention at the 30th day. 
Conclusion Co-administration of memantine and vitamin D is more effective than memantine or vitamin 
D alone in spatial learning and memory improvement in rat model of Alzheimer's disease. 
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A B S T R A C T

Extended Abstract

Introduction

lzheimer's Disease (AD) is the most com-
mon cause of dementia among the elderly. 
Acetylcholine and cholinergic signaling are 
essential for cognitive functions, including A

learning and memory. Disorders in cholinergic neurons or 
postsynaptic acetylcholine receptors have been found to be 
directly associated with cognitive impairment caused by 
Alzheimer's disease [2]. Dysfunction or lack of choliner-
gic cell groups in the basal forebrain, including the Nucleus 
Basalis Magnocellularis (NBM) in rodents or its equivalent 
in humans, the Nucleus Basalis of Meynert (NBM), are 
among the first pathological events in the pathogenesis of 
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Alzheimer's disease [3]. The present study aims to evalu-
ate the synergistic effects of memantine and vitamin D on 
improving spatial learning and memory impairments in 
adult male rats of Alzheimer's disease model through the 
bilateral electrical lesion of NBM.

Methods and Materials 

In this experimental study, male Wistar rats were ran-
domly divided into 9 groups (7 rats in each): Control group 
(received no injection or surgery), NBM lesion group (re-
ceived electrically-induced lesion in NBM), Sham group 
(the electrode was impaled into the NBM with no lesion), 
NBM lesion+memantine (saline), NBM lesion+vitamin 
D (sesame oil), NBM lesion+memantine+vitamin D 
(saline+sesame oil), and NBM lesion+Vitamin D.

One week after NBM lesion: the last group received 5 
μg/kg vitamin D for 10 days, starting 3 days before NBM 
lesion, by intraperitoneal injection (IP injection) [13]; 
the group of NBM lesion + memantine received 3 mg/
kg memantine for 5 days, half an hour before training, 
by intraperitoneal injection (IP injection) [14]; the group 
of NBM lesion+memantine+vitamin D received 5 μg/kg 
vitamin D for 10 days, starting 3 days before lesion, and 
3 mg/kg memantine for 5 days, half an hour before train-
ing, by intraperitoneal injection (IP injection). One week 
later, rats were trained for 5 days with a Y-shaped maze. 
Twenty-five days after training, a memory recall test was 
performed to assess long-term memory.

Results 

Comparison of different groups in the 5 consecutive days 
of training with One-way Analysis of Variance (ANOVA) 
showed no significant difference between control and 
Sham groups in spatial learning in any of the days, whereas 
bilateral lesion of NBM led to decreased spatial learning 
(P˂0.001) compared to control and Sham groups. In this 
study, no change was observed in the spatial learning in 
vehicle memantine and vitamin D groups compared with 
the NBM lesion group. On the other hand, the findings of 
this study showed an improvement in spatial learning and 
memory of NBM lesion+memantine+vitamin D group 
(P˂0.001) as compared with the two groups of NBM 
lesion+vitamin D (P˂0.01) and NBM lesion+memantine 
(P˂0.05). Besides, no significant difference was observed 
between the results of the fifth day of training and the 30th-
day memory recall test in either group.

Discussion 

In this study, the bilateral electrical lesion of the Nucleus 
basalis Magnocellularis (NBM) was used as a model to 
induce Alzheimer's disease, besides spatial learning and 
memory impairments in rats. The findings of this study 
indicated that the combined treatment of vitamin D and 
memantine through the Intraperitoneal (IP) injection of 
vitamin D for 10 days (starting 3 days before NBM le-
sion) and induction of Alzheimer's disease model and in-
traperitoneal injection of memantine for 5 days (starting 
7 days after NBM lesion) had a greater effect on the im-
provement of spatial learning and memory impairments 
in the Alzheimer's disease model rats as compared to the 
administration of these two treatments each alone. Simi-
larly, Di et al. 's studies have shown that 17 β-estradiol, 
which has neuroprotective effects as similar to vitamin D, 
leads to decreased neuronal degeneration and increased 
neuronal survival when combined with memantine treat-
ment in traumatic brain injury model [21].

 On the other hand, Ihalainen's studies on rats with 
Fimbria-fornix lesion have shown a modest increase in 
acetylcholine levels in neocortex and hippocampus under 
chronic treatment with memantine and a significant in-
crease under acute treatment with memantine [5]. There-
fore, it seems that in the combined treatment of meman-
tine and vitamin D, vitamin D improves memory and 
learning in Alzheimer's model rats by increasing neuronal 
protection and inhibiting axonal degeneration by increas-
ing acetylcholine levels.
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زمینه و هدف بیماری آلزایمر شایع ترین علت دمانس در میان افراد مسن است. مطالعه حاضر با هدف ارزیابی اثرات هم افزایی ممانتین و 
ویتامین D بر بهبود اختلالات یادگیری و حافظه فضایی در موش های صحرایی نر بالغ مدل بیماری آلزایمر انجام شده است.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی موش های صحرایی نر نژاد ویستار به طور تصادفی به 9 گروه هفت تایی تقسیم شدند؛ کنترل، تخریب 
NBM )تخریب الکتریکی دو طرفه NBM(، شاهد تخریب )ورود الکترود به NBM بدون القای جریان الکتریکی(، تخریب  NBM+ حلال 
 NBM ممانتین و تخریب +NBM تخریب ،D ویتامین +NBM  سالین، روغن کنجد، سالین+روغن کنجد(، تخریب( D ممانتین و ویتامین
+ ویتامین D + ممانتین. یک هفته بعد، موش های صحرایی به مدت پنج روز با دستگاه ماز Y شکل آموزش دیدند. 25روز بعد از آموزش 

آزمون فراخوانی حافظه برای ارزیابی حافظه بلند مدت انجام گرفت.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با کد اخلاق EE/ 97, 24, 3061243/ scu.ac.irتوسط کمیته اخلاق پژوهشی دانشگاه شهید چمران 
اهواز به تصویب رسیده است.

یافته ها تخریب دوطرفه NBM منجر به کاهش یادگیری فضایی در مقایسه با گروه های کنترل و شاهد تخریب شد. در گروه های 
و  یادگیری  نشد.  فضایی مشاهده  یادگیری  در  تغییری  تخریب NBM هیچ  با گروه  مقایسه  در   D ویتامین و  ممانتین  حلال 
 D ویتامین + NBM در مقایسه با گروه های تخریب )P˂0/001( ممانتین + D ویتامین + NBM حافظه فضایی در گروه تخریب
)P˂0/01( و تخریب NBM + ممانتین )P˂0/05( به طور معنی داری بهبود یافت. علاوه بر این بین نتایج روز پنجم آموزش و 

آزمون فراخوانی حافظه روز سی ام تفاوت معنی داری مشاهده نشد.

نتیجه گیری نتایج این مطالعه نشان می دهد که تجویز توأم ویتامین D و ممانتین در مقایسه با ممانتین یا ویتامین D به تنهایی در بهبود 
اختلال یادگیری و حافظه فضایی در موش های صحرایی مدل بیماری آلزایمر مؤثرتر بوده است.

کلیدواژه ها: 
ویتامین D، ممانتین، 

یادگیری فضایی، 
هسته قاعده ای 

مگنوسلولاریس، بیماری 
آلزایمر

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 17 شهریور 1398

تاریخ پذیرش: 04 آذر 1398
تاریخ انتشار: 1۲ بهمن 1398

مقدمه

بیماری آلزایمر1 شایع ترین شکل دمانس است که به واسطه 
رسوبات خارج سلولی پلاک های آمیلوئید بتا2 و تجمعات داخل 
سلولی کلافه های نروفیبریلاری که از عوامل سمیت عصبی و 
فقدان سیناپسی هستند منجر به نورودژنراسیون می  شود ]1[. 
علاوه بر این، اختلال در نورون های کولینرژیک یا گیرنده های پس 
سیناپسی استیل کولین، مستقیماً با نقص شناختی ایجادشده در 

1. Alzheimer’s Disease (AD)
2. Beta-Amyloid (Aβ) 

بیماری آلزایمر در ارتباط هستند. نشان داده شده است که استیل 
کولین و سیگنالینگ کولینرژیک جهت اعمال شناختی از جمله 
یادگیری و حافظه ضروری هستند ]2[. اختلال در عملکرد و یا 
فقدان گروه های سلولی کولینرژیک در قاعده مغز جلویی از جمله 
هسته های قاعده ای مگنوسلولاریس3 در جوندگان و یا معادل آن 
هسته های قاعده ای مینرت در انسان از اولین وقایع پاتولوژیک در 

پاتوژنز بیماری آلزایمر هستند ]3[. 

است که   NMDA غیررقابتی، گیرنده آنتاگونیست  ممانتین 

3. Nucleus Basalis Magnocellularis (NBM)

1. گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران.
2. گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران.

3. مرکز تحقیقات سلول های بنیادی و فناوری ترانسژنیک، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران.

اثرات تجویز توأم ممانتین و ویتامین D بر اختلالات یادگیری و حافظه فضایی در مدل بیماری 
آلزایمر موش های صحرایی نر بالغ

، احمدعلی معاضدی 3, 2  *نسترن زمانی 1
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به صورت بالینی جهت درمان بیماری آلزایمر مورد استفاده قرار 
می گیرد. تحقیقات پیشین تأثیر ممانتین را بر افزایش سطوح 
خارج سلولی استیل کولین در هسته اکومبنس، نواحی تگمنتال 
شکمی ]4[ و هیپوکامپ ]5[ و همچنین بهبود نقص حافظه 
فضایی در موش های مدل ترانسژنیک بیماری آلزایمر نشان داده اند 
]6[. علاوه براین نشان داده شده است که درمان مزمن ممانتین 
به مدت 28 روز با کاهش آستروگلیوزیس، افزایش غلظت های 
BDNF و GDNF، موجب محافظت عصبی، کاهش حجم آسیب 

و کاهش آتروفی مغزی ثانویه می  شود ]7[.

برخی شواهد نقش مواد غذایی را در پیشگیری و یا کاهش 
ریسک ابتلا به بیماری آلزایمر نشان می دهند. با توجه به اینکه 
التهاب و آسیب اکسیداتیو نورون ها می تواند عامل مرگ نورون ها 
ویژگی های  با  غذایی  مواد  احتمالًا  باشد،  آلزایمر  بیماری  در 
ضدالتهابی یا آنتی اکسیدانی خود نقش مهمی در کاهش ابتلا و 
مهار پیشرفت زوال عقل دارند ]8[. برخی شواهد تأثیر ویتامین 
 Dرا به عنوان یک عامل ضد التهابی نشان داده اند ]9[ که سرکوب 
برای  مکانیسمی  احتمالًا  مغز  در  پیش التهابی  سایتوکین های 
 .]10[ است   D ویتامین  ی  وسیله  به  عصبی  محافظت  اعمال 
همچنین نشان داده شده است که ویتامین D در بیماران مبتلا 
 I در ماکروفاژهای نوع Aβ به آلزایمر موجب تحریک فاگوسیتوز
و II، بازجذب و کلیرانس Aβ می  شود ]11[. علاوه بر این، تأثیر 
ویتامین D بر افزایش آزاد سازی فاکتور رشد عصب4 در نورون های 

هیپوکامپ موش های صحرایی نیز نشان داده شده است ]12[. 

با توجه به تأثیر ممانتین در افزایش غلظت سیناپسی استیل 
نظر  با در  کولین و نقش آن در محافظت عصبی و همچنین 
آزادسازی NGF، سرکوب  افزایش  ویتامین D در  تأثیر  گرفتن 
سایتوکین های پیش التهابی و نیز اثرات آنتی اکسیدانی آن، در 
مطالعه حاضر بر آن شدیم تا پس از القای مدل آلزایمر از طریق 
و  ممانتین  هم افزایی  اثرات   NBM دوطرفه  الکتریکی  تخریب 
ویتامین D را بر بهبود اختلالات یادگیری و حافظه فضایی مورد 

بررسی قرار دهیم.

مواد و روش ها

نژاد  از  بالغ  نر  از موش های صحرایی  این مطالعه تجربی  در 
ویستار با محدوده وزنی 20±200 گرم استفاده شد. موش ها در 
گروه های چهارتایی در هر قفس، در خانه حیوانات با درجه حرارت 
کنترل شده )24-20 درجه سانتی گراد( و تحت چرخه روشنایی 
تاریکی 12 ساعته نگهداری شدند و آب و غذا به مقدار کافی در 
دسترس داشتند. آزمایشات رفتاری در دوره روشنایی و با استفاده 
از دستگاه ماز Y شکل انجام گرفت. مواد مورد استفاده ممانتین، 
ویتامین D و روغن کنجد بودند که از شرکت سیگما تهیه شدند. 
در روز آزمایش غلظت های مورد نظر ممانتین و ویتامین D به 

4. Nerve Growth Factor (NGF)

ترتیب توسط حلال سالین 0/9 درصد و روغن کنجد به صورت 
 )n = 7( روزانه آماده می شد. موش ها به طور تصادفی به 9 گروه

تقسیم شدند.

گروه کنترل: گروهی که تحت هیچ گونه تزریق یا جراحی قرار 
نگرفتند. گروه ضایعه دیده )آلزایمری(: گروهی که در آن ها تحت 
عمل جراحی استرئوتاکسیک الکترود تخریب به صورت دو طرفه 
وارد NBM شد و با عبور جریان الکتریکی عمل تخریب انجام 
شد. گروه شاهد تخریب: گروهی که تحت جراحی و ورود الکترود 
به NBM بدون تخریب این هسته قرار گرفتند. گروه تخریب + 
روغن کنجد: گروهی که تحت عمل جراحی تخریب الکتریکی 
 )D قرار گرفتند و روغن کنجد )حلال ویتامین NBM دوطرفه
را به میزان 0/2 میلی لیتر به مدت 10 روز با شروع سه روز قبل 
از تخریب NBM به صورت تزریق داخل صفاقی دریافت کردند. 
گروه تخریب + سالین: گروهی که تحت عمل جراحی تخریب 
الکتریکی دوطرفه NBM قرار گرفتند و یک هفته بعد، سالین 
به مدت پنج روز  به میزان 0/2 میلی لیتر  را  )حلال ممانتین( 
نیم ساعت قبل از آموزش به صورت تزریق داخل صفاقی دریافت 
کردند. گروه تخریب + روغن کنجد + سالین: گروهی که تحت 
عمل جراحی تخریب الکتریکی دوطرفه NBM قرار گرفتند. این 
گروه روغن کنجد )حلال ویتامین D( را به مدت 10 روز با شروع 
سه روز قبل از تخریب و سالین )حلال ممانتین( را به میزان 0/2 
میلی لیتر به مدت پنج روز نیم ساعت قبل از آموزش به صورت 

تزریق داخل صفاقی دریافت کردند. 

گروه تخریب+ ویتامین D: این گروه تحت عمل جراحی تخریب 
الکتریکی دو طرفه ی NBM قرار گرفتند و یک هفته بعد پنج 
میکروگرم بر کیلوگرم ویتامین D را به مدت 10 روز با شروع 3 
روز قبل از تخریب به صورت تزریق داخل صفاقی دریافت کردند 
این گروه تحت عمل جراحی  ]13[. گروه تخریب + ممانتین: 
تخریب الکتریکی دوطرفه NBM قرار گرفتند و یک هفته بعد 
سه میلی گرم بر کیلوگرم ممانتین را به مدت پنج روز نیم ساعت 
قبل از آموزش به صورت تزریق داخل صفاقی دریافت کردند ]14[. 
تخریب + ویتامین D+ ممانتین: گروهی که تحت عمل جراحی 
پنج  گروه  این  گرفتند.  قرار   NBM دوطرفه الکتریکی  تخریب 
میکروگرم بر کیلوگرم ویتامین D را به مدت 10 روز با شروع 
سه روز قبل از تخریب و سه میلی گرم بر کیلوگرم ممانتین را به 
مدت پنج روز نیم ساعت قبل از آموزش به صورت تزریق داخل 
صفاقی دریافت کردند. گروه کنترل و سایر گروه ها یک هفته بعد 
از جراحی )دوره بهبودی( به مدت پنج روز در دستگاه ماز Y شکل 

آموزش دیدند.

موش ها جهت تخریب الکتریکی هسته NBM تحت بیهوشی 
عمومی با تزریق داخل صفاقی مخلوطی متشکل از 78 میلی گرم 
میلی گرم  سه  و  درصد   10 کتامین  کلروهیدرات  کیلوگرم  بر 
بر کیلوگرم زایلازین دو درصد قرار گرفتند ]15[ و سپس در 
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میله  شدند.  ثابت   )Stoelting, USA( استرئوتاکسی  دستگاه 
دندانی 3/3 میلی متر زیر صفر افقی قرار گرفت تا مطابق اطلس، 
وضعیت مناسب جمجمه حاصل شود. سپس موهای پشت سر 
حیوان از ناحیه بین چشم ها تا گوش ها تراشیده و پوست این 
ناحیه ضدعفونی شد. با کمک اسکالپل یک برش طولی در پوست 
بافت های  کنارزدن  از  بعد  و  داده شد  ناحیه پشت سر حیوان 
درزهای  تا  شد  تمیز  سالین  نرمال  با  مورد نظر  محل  پیوندی، 
جمجمه نمایان شوند. مختصات مورد استفاده برای NBM طبق 
اطلس پاکسینوس و واتسون عبارت بود از: AP=-1/3 از برگما، 

ML=± 2/8 از خط وسط و DV=-7/6 از سطح سخت شامه. 

 Lesion Making( با استفاده از دستگاه ایجاد کننده ضایعه
Device, UGO Basile( پس از قرارگرفتن الکترود در نقطه مورد 
نظر با عبور جریان الکتریکی مستقیم با شدت 0/5 میلی آمپر به 
مدت سه ثانیه ]NBM ]15 در هر دو نیمکره مغزی به صورت 

الکتریکی تخریب شد و مدل آلزایمر ایجاد شد. 

جهت بررسی روند یادگیری و حافظه در مدل های آزمایشگاهی 
از دو روش تنبیه )دریافت شوک یا احساس ناخوشایند( و تشویق 
)دریافت پاداش مثل آب و غذا( استفاده می شود که با توجه به 
تداخل احتمالی برخی داروها در مکانیسم اشتها، به نظر می رسد 
برای بررسی تأثیر داروها بر روند یادگیری، روش تنبیه مناسب تر 
است. با توجه به اینکه هیپوکامپ در حافظه فضایی نقش عمده ای 
بررسی  به منظور  ماز Y شکل  از دستگاه  این تحقیق  دارد در 
یادگیری و حافظه فضایی استفاده شد ]16[. این دستگاه Y شکل 
دارای سه بازوی کاملًا مشابه به ابعاد 17/5×60 سانتی متر و ارتفاع 
30 سانتی متر و از جنس شیشه شفاف است. میله های آبکاری 
کروم نیکل در کف هر شاخه به فواصل یک سانتی متر از هم به دو 

طرف دیوار متصل شده است. 

میله ها  این  از طریق  الکتریکی(  ناخوشایند )شوک  احساس 
منبع  یک  دارای  بازو  هر  انتهای  می شود.  منتقل  حیوان  به 
توسط  نیز  دستگاه  بالای  است. سطح  ولت(  )لامپ 12  نوری 
حیوان  خروج  از  تا  است  شده  مسدود  کشویی  سرپوش های 
دستگاه  کنترل  قسمت  در  شود.  جلوگیری  آموزش  حین  در 
مشخصات تحریک نظیر طول تحریک، فرکانس تحریک، فاصله 
زمانی بین روشن شدن لامپ و اعمال تحریک، فاصله زمانی بعد از 
عمل تحریک و شمارش تعداد دفعات تحریک قابل تنظیم است. 
دستگاه باید در یک محیط تاریک، آرام و بی سروصدا قرار گیرد. 

روز اول آموزش به مدت 15 دقیقه به حیوان اجازه داده می شود 
تا با شکل ظاهری ماز آشنا شود. سپس از بازویی که حیوان در 
آن قرار دارد آموزش آغاز می  شود. بازوها بر اساس جدول تصادفی 
انتخاب و با فشار دادن یک دکمه روی دستگاه کنترلی، چراغ یکی 
از بازوهای ماز روشن می شود. در یک فاصله زمانی کوتاه )پنج 
ثانیه( موش فرصت دارد تا از محل تاریک خارج و وارد بازوی 
روشن شود؛ در این صورت ورود موش به بازوی روشن به عنوان 

انتخاب صحیح محسوب می شود، در غیر این صورت بعد از پنج 
ثانیه شوک الکتریکی به پاهای موش وارد شده، که در این صورت 
ورود موش به بازوی روشن را به عنوان انتخاب صحیح و ورود به 

بازوی تاریک را به عنوان انتخاب غلط در نظر گرفتیم. 

بر اساس جدول تصادفی به هر موش در هر روز 30 بار آموزش 
داده شد و در پایان هر جلسه تعداد پاسخ های صحیح محاسبه 
شد. جلسات آموزش به مدت پنج روز متوالی ادامه می یابد تا 
موش ها به معیار پاسخ صحیح برسند؛ یعنی از 30 بار آموزش 
در روز حداقل 26 انتخاب صحیح داشته باشند. آزمون فراخوانی 
حافظه 25 روز بعد از آموزش به منظور ارزیابی حافظه بلند مدت 
انجام گرفت. در این آزمون حافظه هرکدام از حیوانات در روز 
سی ام به صورت یک جلسه مورد ارزیابی قرار گرفت و مقایسه 

نتایج آن با نتایج روز پنجم آموزش انجام شد ]16[.

نتایج حاصل از این پژوهش به صورت توصیفی و تحلیلی با 
استفاده از آزمون های آماری پارامتریک با نرم افزار SPSS بررسی 
شدند. به منظور مقایسه میانگین تعداد پاسخ صحیح در گروه های 
مختلف و تعیین اینکه آیا گروه ها با یکدیگر اختلاف دارند یا نه، 
 TUKEY از آنالیز واریانس با اندازه گیری تکراری و آزمون تکمیلی
استفاده شد. مقایسه گروه های مختلف در پنج روز متوالی آموزش 
 TUKEY با روش آماری آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون تکمیلی
انجام شد. به منظور مقایسه میانگین پاسخ صحیح روز پنجم و 
آزمون حافظه روز سی ام از آزمون تی زوجی استفاده شد. در این 
بررسی P˂0/05 به عنوان سطح معنی داری در نظر گرفته شد. 

یافته ها

در این مطالعه نتایج حاصل از آنالیز واریانس با اندازه گیری 
تکراری نشان داد که گروه، زمان و اثر متقابل گروه و زمان، تأثیر 
مقایسه  در   .)P˂0/001( دارد  فضایی  یادگیری  بر  معنی داری 
آنالیز  روش  با  آموزش  متوالی  روز  پنج  در  مختلف  گروه های 
فضایی  یادگیری  میزان  که  شد  داده  نشان  یک طرفه  واریانس 
بین گروه کنترل و شاهد تخریب در هیچ کدام از روزها دارای 
تفاوت معنی دار نبود. از طرف دیگر میزان یادگیری فضایی بین 
گروه های کنترل و تخریب در روزهای اول، دوم، سوم، چهارم و 
پنجم )P˂0/001( دارای تفاوت معنی دار بود. همچنین در این 
گروه ها بین میانگین پاسخ صحیح روز پنجم آموزش و آزمون 
نداشت  وجود  معنی داری  اختلاف  روز سی ام  حافظه  فراخوانی 

)تصویر شماره 1(. 

در بررسی اثر حلال ویتامین D )روغن کنجد(، حلال ممانتین 
)سالین( و تأثیر توأم آن ها نتایج آنالیز آماری نشان داد که میانگین 
تعداد پاسخ صحیح بین گروه تخریب با گروه های تخریب + روغن 
کنجد، تخریب + سالین و تخریب + روغن کنجد + سالین در 
هیچ کدام از روزها تفاوت معنی داری را نشان نمی دهند. علاوه بر 
این، بین میانگین تعداد پاسخ صحیح روز پنجم آموزش و آزمون 

نسترن زمانی و احمدعلی معاضدی. اثرات تجویز توأم ممانتین و ویتامین D بر اختلالات یادگیری و حافظه فضایی در مدل بیماری آلزایمر موش های صحرایی نر بالغ

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=fa&sid=1


198

بهمن و اسفند 1398. دوره 22. شماره 6

فراخوانی حافظه روز سی ام در هرگروه اختلاف معنی داری وجود 
نداشت )تصویر شماره 2(.

اثرات ویتامین D، ممانتین و تأثیر توأم آن ها بر  در بررسی 
یادگیری و حافظه فضایی نتایج آنالیز آماری نشان دهنده افزایش 
اول )P˂0/05(، دوم  پاسخ صحیح در روزهای  تعداد  میانگین 
پنجم  و   )P˂0/05( چهارم   ،)P˂0/01( سوم   ،)P˂0/05(
)P˂0/05( آموزش در گروه تخریب + ویتامین D، در روزهای 
دوم )P˂0/05(، سوم )P˂0/05( و چهارم )P˂0/05( آموزش 
در گروه تخریب + ممانتین و در روزهای اول )P˂0/01(، دوم 
پنجم  و   )P˂0/01( چهارم   ،)P˂0/001( سوم   ،)P˂0/001(
)P˂0/05( آموزش در گروه تخریب + ویتامین D + ممانتین در 
مقایسه با گروه تخریب است که نتایج این بررسی نشان دهنده 
اثرات افزایشی تأثیر توأم ویتامین D و ممانتین بر میانگین تعداد 

پاسخ صحیح در روزهای اول، دوم، سوم و چهارم آموزش است. 
علاوه بر این در گروه های مورد بررسی بین میانگین تعداد پاسخ 
صحیح در روز پنجم آموزش با آزمون فراخوانی حافظه در روز 

سی ام اختلاف معنی داری مشاهده نشد )تصویر شماره 3(.

بحث

با توجه به اینکه اثرات ممانتین و ویتامین D به تنهایی در درمان 
اختلالات شناختی در بیماران مبتلا به آلزایمر ناکافی است که این 
امر در یافته های این پژوهش نیز نشان داده شده است در مطالعه 
حاضر امکان افزایش اثربخشی مقادیر درمانی ممانتین تحت تأثیر 
ویتامین D بررسی شده است. بدین منظور مقادیر با تأثیر کم این 
دو ماده انتخاب و تأثیر توأم آن ها بر یادگیری و حافظه فضایی 
در گروه های با تخریب الکتریکی دو طرفه NBM مورد بررسی 
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قرار گرفت. یافته های این مطالعه نشان می دهند که درمان توأم 
ویتامین D و ممانتین از طریق تزریق داخل صفاقی ویتامین D به 
مدت 10 روز با شروع سه روز قبل از تخریب NBM و القای مدل 
بیماری آلزایمر و تزریق داخل صفاقی ممانتین به مدت پنج روز با 
شروع هفت روز پس از تخریب NBM نسبت به تجویز هریک از 
این دو به تنهایی دارای تأثیر بیشتری در بهبود اختلال یادگیری و 
حافظه فضایی در موش های مدل بیماری آلزایمر است. NBM از 
هسته های کولینرژیک قاعده مغز جلویی است ]3[ که در مطالعه 
حاضر تخریب الکتریکی دوطرفه آن منجر به کاهش معنی دار 
فرایند یادگیری و حافظه فضایی شد )تصویر شماره 1(. در همین 
راستا ژائو5 و همکاران نیز نشان داده اند که تخریب NBM به 
وسیله ایبوتنیک اسید منجر به اختلال حافظه در آزمون ماز آبی 
موریس و کاهش فعالیت کولین استیل ترانسفراز ) ChAT( در قشر 
فرونتال و هیپوکامپ می  شود ]17[. علاوه بر این نشان داده شده 
است که تخریب دو طرفه NBM به وسیله ایبوتنیک اسید منجر 
به کاهش سطوح استیل کولین، کولین استراز و کولین استیل 
ترانسفراز در قشر مغز و اختلال حافظه فضایی در آزمون ماز 
آبی موریس و حافظه شناختی در آزمون شناخت اشیای جدید 
می  شود ]18[ که این نتایج هم راستا با نتایج این پژوهش هستند.

فضایی  یادگیری  در  معنی داری  اختلاف  بررسی  این  در 
موش های صحرایی در گروه های کنترل و شاهد تخریب مشاهده 
نشد که نشان می دهد مراحل مختلف بیهوشی، جراحی و ورود 
الکترود به NBM بدون ایجاد تخریب اثری بر یادگیری فضایی 
در موش های صحرایی ندارد )تصویر شماره 1(. همچنین مقایسه 
نتایج بین گروه های تخریب، تخریب + روغن کنجد، تخریب + 
سالین و تخریب + روغن کنجد + سالین نشان داد که روغن 

5. Zhao

کنجد )حلال ویتامین D(، سالین )حلال ممانتین( و تجویز توأم 
آن ها هیچ گونه تأثیری بر یادگیری فضایی ندارد )تصویر شماره 2(.

 D علاوه بر این یافته های این مطالعه نشان می دهد که ویتامین
و ممانتین در تجویز توأم دارای اثرات هم افزایی بر بهبود یادگیری 
 NBM فضایی در موش های صحرایی با تخریب الکتریکی دوطرفه
هستند )تصویر شماره 3(. مقادیر ویتامین D و ممانتین بر اساس 
مطالعات انجام شده پیشین انتخاب شدند ]14 ،13[. در همین 
نیز نشان داده شده است  راستا در مطالعات چن6 و همکاران 
آلزایمر اسید فولیک موجب  ترانسژنیک مدل  که در موش های 
 CA1 افزایش اثرات ممانتین در محافظت عصبی نورون های ناحیه
هیپوکامپ و یادگیری فضایی در ماز آبی موریس می  شود ]19[. 

در مطالعات احمدی زهرانی و همکاران نیز تأثیر ممانتین در 
بهبود نقایص شناختی اختلالات خاص یادگیری که یک اختلال 
در  دیگر  طرف  از   .]20[ شد  داده  نشان  است  رشدی  عصبی 
مطالعات دی و همکاران نشان داده شد که β-17- استرادیول 
نیز که همانند ویتامین D دارای اثرات محافظت عصبی است 
در درمان توأم با ممانتین در مدل آسیب مغزی تروماتیک منجر 
می شود  نورون ها  بقاء  افزایش  و  نورونی  دژنراسیون  کاهش  به 
]21[. نتایج مطالعات آنوایلر7 و همکاران در شرایط in vitro نیز 
نشان دهنده مهار دژنراسیون آکسونی القا شده به وسیله گلوتامات 
و Aβ در نورون های قشری موش های صحرایی تحت درمان توأم 
ممانتین و ویتامین D هستند ]22[ که با توجه به نتایج این 
مطالعه می توان نتیجه گرفت که درمان توأم ممانتین و ویتامین 

D مؤثرتر از تجویز هریک از این دو ماده به تنهایی است. 

6. Chen
7. Annweiler 
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تصویر 3. مقایسه میانگین پاسخ صحیح بین گروه تخریب با گروه های تخریب + ویتامین D، تخریب + ممانتین و تخریب + ویتامین D + ممانتین در روزهای اول تا 
.)*P˂0/05 ؛**P˂0/01 ؛***P˂0/001( شکل در موش های صحرایی نر بالغ Y پنجم و روز سی ام با روز پنجم آموزش در آزمون ماز

 داده ها به صورت میانگین±انحراف معیار نشان داده شده اند.
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مکانیسم برهم کنش ممانتین و ویتامین D در مدل بیماری 
آلزایمر از طریق تخریب NBM تاکنون مورد بررسی قرار نگرفته 
عمل  مکانیسم های  خصوص  در  متعددی  مطالعات  اما  است، 
هریک از این دو به تنهایی انجام شده است. به عنوان مثال نتایج 
یک مطالعه نشان دهنده اثرات ممانتین بر افزایش سطوح استیل 
همچنین   .]23[ هستند  هیپوکامپ  در  سلولی  خارج  کولین 
تخریب  با  صحرایی  موش های  روی  اهالاینن8  مطالعات  در 
فیمبریا فورنیکس افزایش ناچیز سطوح استیل کولین نئوکورتکس 
و هیپوکامپ تحت درمان مزمن ممانتین و افزایش معنی دار آن 
تحت درمان حاد با ممانتین نشان داده شده است که با توجه 
به اینکه درمان مزمن ممانتین در بررسی های رفتاری نسبت به 
درمان حاد آن دارای تأثیر بیشتری بر بهبود یادگیری و حافظه 
است، به نظر می رسد که اثرات درمانی ممانتین بر بهبود حافظه 
طولانی مدت دارای مکانیسم های متفاوتی نسبت به اثرات درمانی 
آن بر بهبود حافظه کوتاه مدت افزایش سطوح استیل کولین در 
قشر و هیپوکامپ است ]5[. علاوه بر این نشان داده شده است که 
ممانتین در غلظت های درمانی موجب محافظت در برابر آسیب 
نورونی و آپوپتوز القا شده به وسیله تزریق مستقیم Aβ1-40 به 
هیپوکامپ می  شود ]24[. علاوه بر این، تأثیر ممانتین بر کاهش 
سطوح TNF-α در هیپوکامپ و کاهش سطوح IL-1β در قشر 
داخل  تزریق  وسیله  به  القا شده  آلزایمر  مدل  در  هیپوکامپ  و 
هیپوکامپی Aβ نیز نشان داده شده است ]25[. نتایج حاصل از 
مطالعه ما نیز از نظر تأثیر ممانتین بر بهبود یادگیری و حافظه با 

موارد پیش گفته همخوانی داشت.

از طرف دیگر بهبود نوروژنز و اعمال شناختی در موش های 
ترانسژنیک مدل آلزایمر تحت درمان با مکمل ویتامین D نیز 
نشان داده شده است ]26[. در مطالعات یامینی9 و همکاران نشان 
داده شد که پیش درمان با ویتامین D به طور مؤثری موجب 
بهبود حافظه فضایی در ماز آبی موریس می  شود. علاوه بر این در 
این مطالعه کاهش استرس اکسیداتیو و افزایش سطوح استیل 
کولین استراز در کورتکس مغز و هیپوکامپ موش های صحرایی 
مدل آلزایمر نیز تحت پیش درمان با ویتامین D بهبود یافت 

 .]27[

 D3 نیز مکمل ویتامین در بررسی های پیوش10 و همکاران 
موجب بازگشت تغییرات ایجاد شده در گیرنده های کولینرژیک و 
فعالیت استیل کولین استراز در موش های صحرایی دیابتی شده 
 D شد ]28[. علاوه بر این، استفاده از مکمل ویتامین STZ توسط
در افراد میانسال مبتلا به کمبود این ویتامین، منجر به افزایش 
تأثیر  نشان دهنده  نتایج  این  که  سطوح پلاسمایی Aβ40 شد 
ویتامین D بر کاهش Aβ در بافت مغزی ]29[ از طریق تحریک 

8. Ihalainen
9. Yamini
10. Peeyush

فاگوسیتوز Aβ توسط ماکروفاژهای نوع I و II، بازجذب و کلیرانس 
Aβ هستند ]11[. 

در همن راستا در مطالعات بریونز و درویش11 در سال 2012 
موش های  در   D ویتامین  با  درمان  تأثیر  تحت   Aβ کاهش 
صحرایی مسن نشان داده شد ]30[. همچنین برخی مطالعات 
اثرات ضدالتهابی ویتامین D و تأثیر آن را بر بازگشت تغییرات 
التهابی مرتبط با سن در هیپوکامپ موش های صحرایی نشان 
می دهند که در این زمینه سرکوب سایتوکین های پیش التهابی در 
مغز را می توان به عنوان مکانیسمی برای اعمال محافظت عصبی 
ویتامین D در نظر گرفت ]10 ،9[. بنابراین به نظر می رسد که در 
درمان توأم ممانتین و ویتامین D، ویتامین D با بهبود نوروژنز و 
اعمال شناختی، افزایش محافظت عصبی، کاهش التهاب و تنظیم 
اعمال کولینرژیک موجب بهبود حافظه و یادگیری در موش های 

صحرایی مدل آلزایمر و تحت تیمار با ممانتین می  شود. 

نتیجه گیری

 در این مطالعه از تخریب الکتریکی دوطرفه NBM به عنوان 
مدلی جهت القای بیماری آلزایمر در موش های صحرایی استفاده 
شده است. با توجه به نتایج این پژوهش، تجویز توأم ویتامین

 Dو ممانتین در مقادیر کم نسبت به تجویز هریک از این دو 
به تنهایی دارای تأثیر بیشتری بر بهبود یادگیری و حافظه فضایی 

در موش های مدل آلزایمر است. 

پیشنهاد می شود که برای مطالعات بیشتر در این زمینه اثرات 
تجویز توأم ممانتین و ویتامین D بر سطوح پلاسمایی Aβ و 
همچنین استرس اکسیداتیو و فعالیت استیل کولین استراز در 

بافت مغزی موش های صحرایی مدل آلزایمر بررسی شود.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

EE/ 97, 24, 3061243/scu.ac.ir این مطالعه با کد اخلاق
توسط کمیته اخلاق پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز به 

تصویب رسیده است.

حامی مالی

ایــن مقالــه از حمایــت مالــی دانشــگاه شــهید چمــران اهــواز 
ــوده اســت برخــوردار ب

مشارکت نویسندگان

تمامی نویسندگان در نگارش این مقاله به یک اندازه مشارکت 
داشته اند.

11. Darwish & Briones  
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تعارض منافع

در  منافعی  تضاد  هیچ گونه  که  می دارند  اعلام  نویسندگان 
پژوهش حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی 

ــود  ــی خ ــکر و قدردان ــب تش ــندگان مرات ــیله نویس بدینوس
ــه  ــت پژوهشــي دانشــگاه شــهید چمــران اهــواز ب را از معاون
جهــت همــکاري و مســاعدت در انجــام ایــن پــروژه علمــي- 

ــد. پژوهشــي اعــلام مــی دارن
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