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Abstract 
 

Background and purpose: Alpha-pinene (α-pinene) is a bicyclic monoterpene present in 

essential oils of some aromatic plants. α-pinene is involved in modulation of some neurophysiological 

processes in animals. This study assessed the effect of intra-CA1 administration of α-pinene on spatial 

and passive avoidance learning and memory, and induction of long-term potentiation (LTP) in 

hippocampal CA1 region. 

Materials and methods: Male Wistar rats were cannulated in the CA1 area of hippocampus. 

Then, α-pinene (0.1, 0.2, and 0.4 µg) was injected in four consecutive days. Passive avoidance and spatial 

learning and memory were assessed by shuttle box and Morris water maze (MWM) tasks, respectively. 

Also, in vivo recording of field excitatory postsynaptic potentials (fEPSPs) in hippocampal CA1 region 

was done. 

Results: In MWM test, α-pinene decreased latency time and travelled distance to find the hidden 

platform (P<0.05). In the shuttle box, α-pinene increased the step thought latency and decreased the time 

spent in dark chamber of maze compared to the control group (P<0.001). There were no significant 

differences in induction of LTP in the CA1 area of the hippocampus between the controls and α-pinene 

group (P>0.05). 

Conclusion: Intra-CA1 administration of α-pinene affected learning and memory of rats. However, α-

pinene did not induce significant alteration in induction of LTP in hippocampal CA1 region. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )26- 37(   1400سال    شهریور    200سی و یکم   شماره دوره 

  27      1400ر ، شهریو 200م، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                 دوره سی و یک           

 پژوهشی

  اثر تزریق داخل هیپوکمپی آلفاپیین بر عملکرد حافظه
 و یادگیري موش هاي صحرایی نر بالغ

  
        1رویا احمدي کنهعلی

        2مهدي عباس نژاد
        2ماهانی سعید اسماعیلی

        3علی محمد پوررحیمی
  4ضیه کوشکیرا

  چکیده
اي اســت کــه در اســانس برخــی از گیاهــان آروماتیــک وجــود دارد. آلفاپینن یک مونوترپن دوحلقــه و هدف: سابقه

 CA1در جانوران درگیر است. در این مطالعه، اثــر تزریــق داخــل  آلفاپینن در تعدیل برخی از فرآیندهاي نوروفیزیولوژیک
هیپوکمــپ  CA1) در ناحیــه LTP( جتنابی و القــا تقویــت سیناپســی طــولانی مــدتآلفاپینن بر حافظه و یادگیري فضایی و ا

  بررسی شد.
گــذاري شــدند. هیپوکمــپ کــانول CA1هاي صحرایی نر بالغ در ناحیــه در این مطالعه تجربی، موش ها:مواد و روش

یري فضــایی و اجتنــابی بــه مــدت چهــار روز متــوالی تزریــق شــد. حافظــه و یــادگ )µg2/0 ،µg1/0 ،µg05/0(سپس، آلفاپینن 
  ثبــتهاي ماز آبی موریس و دستگاه شــاتل بــاکس مــورد ارزیــابی قــرار گرفــت. همچنــین، غیرفعال به ترتیب توسط آزمون

in vivo سیناپسی تحریکی در ناحیه پس هايپتانسیلCA1 .هیپوکمپ انجام شد  
. )P >05/0( ر تست ماز آبی موریس کــاهش دادآلفاپینن زمان و مسافت طی شده تا رسیدن به سکو پنهان را د ها:یافته

همچنین، آلفاپینن، زمان تاخیر ورود به ناحیه تاریک را افزایش و مدت زمان گذرانده شــده در ناحیــه تاریــک جعبــه شــاتل 
د داري در رونــ. بااین وجود، بین گروه کنترل و آلفاپینن، تغییــر معنــی)P >001/0( داباکس را در مقایسه با کنترل کاهش د

  ).P <05/0( هیپوکمپ مشاهده نشد CA1در ناحیه  LTPالقا 
هاي صحرایی موثر بود. بــا ایــن وجــود، هیپوکمپ آلفاپینن بر حافظه و یادگیري در موش CA1تزریق داخل  استنتاج:

  در ناحیه هیپوکمپ ایجاد نکرد. LTPداري در القا آلفاپینن تغییر معنی
  

  ظه و یادگیري، موش صحرایی، حافCA1آلفاپینن،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 تــرینتــرین و پیچیــدهحافظه و یادگیري از تکامل یافته

 یادگیري ،دریک تعریف. هستند عملکردهاي سیستم عصبی
که  باشد، درحالیتوانایی تغییر رفتار در پاسخ به تجربه می

  رفتار یاد گرفته شده است. توانایی حفظ و ذخیره ،حافظه
  

  E-mail:kooshki.r@lu.ac.ir                      دانشکده علوم پایه ،دانشگاه لرستانخرم آباد:  -ضیه کوشکیرا مولف مسئول:
   کارشناسی ارشد فیزیولوژي جانوري، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید باهنر، کرمان، ایران.1
  نر، کرمان، ایراندانشگاه شهید باه ،پایه گروه زیست شناسی، دانشکده علوم استاد،. 2
  . استادیار، مرکز تحقیقات علوم اعصاب، پژوهشکده نوروفارماکولوژي، دانشگاه علوم پژشکی کرمان، کرمان، ایران3
 رم آباد، ایران، دانشگاه لرستان، خپایه . استادیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم4
 : 28/3/1400تاریخ تصویب :             10/3/1400تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            25/2/1400 تاریخ دریافت  
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   بر حافظه نییآلفاپ یپوکمپیداخل ه قیاثر تزر
 

  1400، شهریور  200دوره سی و یکم، شماره                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                 28

تغییــر در قــدرت  ،اساس ایجاد یــادگیري و حافظــه
ارتباطات سیناپســی اســت. مشــخص شــده اســت اعمــال 

 هاي کوتاه مدت و فعال شدن مســیرهاي تحریکــیتحریک
  توانــد برخی نواحی سیســتم لیمبیــک و قشــر مــخ مــیدر 

ــیناپس ــت س ــدار فعالی ــزایش پای ــا اف ــد. ب ــراه باش ــا هم   ه
هــا تقویــت طــولانی مــدت این افزایش کارآیی سیناپس

long-term potentiation) (LTP) اســت کــه نــوعی از (
ترین ارتبــاط را بــا پذیري سیناپسی است که بیشانعطاف

هاي د. این پاسخ در بخششکل گیري حافظه در مغز دار
تــرین افتد، اما بــا بــیشزیادي از سیستم عصبی اتفاق می

عوامــل  .)1-3(جزئیات در هیپوکمپ مطالعــه شــده اســت
ي فرایند حافظه و یادگیري ریگشکلمختلفی در ایجاد و 

ده از است که اســتفا شده مشخص ژهیوبه. باشندیم مؤثر
با بهبود عملکردهــاي شــناختی  تواندیمترکیبات گیاهی 

ــک و  ــرایط فیزیولوژی ــر دو ش ــراه پاتولوژدر ه ــک هم ی
 گیاهان دارویی یک منبع وســیع، نســبتا ارزان، .)4،5(باشد

 هاآندر دسترس و حیاتی از ترکیباتی هستند که برخی از 
روند تخریــب عصــبی را کــاهش  مؤثردر دوز  توانندیم

گیاهــان دارویــی در ایجــاد تعــادل  مــؤثردهند. ترکیبات 
و از انباشــته  باشــندیمــ مؤثربیولوژیک و دفاع اکسیدانی 

. )6-8(کننــدیمــشدن سموم دارویی در بــدن جلــوگیري 
هــاي گیــاهی بــه بسیاري از اســانس اثربخشي هایژگیو

طور عمده به دلیل ترکیبــات مونــوترپن موجــود در ایــن 
  .)9(باشدیمترکیبات 

اي اســت کــه در آلفــاپینن یــک مونــوترپن دوحلقــه
اسانس برخی از گیاهان آروماتیک و درختــان مخــروط 

  دهنــد اعمــال وجــود دارد. مطالعــات اخیــر نشــان مــی دار
in vitro  و یاin vivo هــاي جــانوري بــا آلفاپینن بر نمونه

طــور به .)10(بهبود عملکردهاي فیزیولوژیک همراه است
 هاي نوروفیزیولوژیکیم برخی ازپاسخویژه، آلفاپینن درتنظ

باشــد. مشــخص شــده اســت کــه در جانوران درگیــر مــی
توانــد استنشاق آلفاپینن در موش براي یــک ســاعت مــی

 ،BDNF)بیان فاکتور نوروتروفیک مشتق شــده از مغــز (
هــاي درگیــر در فراینــد حافظــه و تــرین مولکــولمهــم از

 .)11(ش دهــدیادگیري را در پیاز بویایی و هیپوکپ افزای
در دیگر بررسی، آلفاپینن میزان خــواب بــدون حرکــات 

) non-REM) )(non–rapid eye movementسریع چشم 
بــا حرکــات ســریع چشــم  را بدون تاثیر در شدت خواب

)REM( افزایش داده است)اخیرا گزارش شده است  .)10
ک استنشاق آلفاپینن به صورت وابسته بــه غلظــت، در یــ

هــاي ســوري را مدل القا آلزایمر عملکرد شناختی مــوش
همچنــین تجــویز  .)12(دهــدبهبود می Y-mazeدر آزمون 

هـــاي صـــحرایی خــوراکی مـــزمن آلفـــاپینن در مــوش
پارکینســونی، ســطح مــالون آلدهیــد در جســم مخطــط و 
هیپوکمپ را کاهش و موجــب بهبــود حافظــه اجتنــابی و 

  .)13(تلالات حرکتی شده استاخ
 توانددهند که آلفاپینن میمستندات موجود نشان می

و از طرفی مقــداري از  بر فرآیندهاي شناختی موثر باشد
ها از جمله آلفاپینن از طریق رژیم غذایی وارد بــدن پینن
اي در خصوص اثر شود. با این وجود، تاکنون مطالعهمی

تزریق مرکزي آلفاپیین بر روند حافظه و یادگیري انجــام 
تــر است. در این مطالعــه، بــه منظــور بررســی دقیــق نشده

 اثرات آلفاپینن بر حافظه و یــادگیري و رونــدهاي شــناختی،
اثــرات تزریــق داخــل هیپوکمــپ آلفــاپینن بــر عملکــرد 
حافظه و یادگیري فضایی و اجتنابی و همچنین بــر رونــد 

 هاي صحراییهیپوکمپ در موش CA1درناحیه  LTPالقا 
  رار گرفت.نر بالغ مورد بررسی ق

  

  هامواد و روش
  حیوانات مورد مطالعه
 صــحرایی نــر بــالغ نــژاد هايشمو ،در این پژوهش

تــا  220با میانگین وزنــی ماه)،  3ویستار (با محدوده سنی 
مرکز نگهداري و تکثیر حیوانات کرمان  که از گرم 260

. حیوانــات در نــدمــورد اســتفاده قــرار گرفت، شــدند تهیــه
 ســاعت 12ساعت نور و  12ایط شر هاي مخصوص درقفس

 خانــهحیوان رگراد دیسانت درجه 23±2 تاریکی در دماي
آزادانه به غذا و آب دسترسی داشتند. شدند و نگهداري 

غذاي حیوانات از کارخانه خــوراك دام و طیــور جوانــه 
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  و همکارانی کنهعل ياحمد ایرو     

  29      1400، شهریور  200م، شماره مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                 دوره سی و یک           

 پژوهشی

هــاي فشــرده در اختیــار تهیــه و بــه صــورت پلیــت پارس
د تایید کمیتــه ها مورهمه آزمایش ها قرار داده شد.موش

اخــلاق در پــژوهش دانشــگاه شــهید بــاهنر کرمــان قــرار 
   .(IR.UK. VETMED.REC.1400.005)گرفت 

  
  گذاري دوطرفهجراحی و کانول

ــفاقی  ــل ص ــق داخ ــا تزری ــق ب ــی عمی ــت بیهوش تح
ــوطی از کتــامین ( ــد) و mg/kg 65مخل ــان، هلن ) (آلفاس

) (آلفاســان، هلنــد)، ســر حیــوان در mg/kg10زایلازین (
گاه استریوتاکسی ثابــت شــد. نقــاط برگمــا و لامبــدا دست

بــا  CA1روي سطح جمجمــه تعیــین و مختصــات ناحیــه 
ــتفاده از اطلــس پاکســینوس ــد  -اس ــین ش   واتســون تعی

mm) 8/3AP=، mm2/2ML=± ،mm2/3 DV=( )15( .
هــا) هاي عینک (براي تثبیت کانولمحل قرار گرفتن پیچ

ـــه  ـــه CA1و ناحی ـــه ب ـــه روي جمجم ـــورت دو طرف ص
گذاري شدند. سپس، محل تعیین شده براي ناحیه علامت

CA1 هــا در وسیله متــه دندانپزشــکی ســوراخ و کــانولبه
تر از عمــق متر کمیک میلیمحل تعیین شده به آرامی تا 

مورد نظر پایین برده شدند. پس از انجام عملیات کــانول 
هاي کار گذاري، با استفاده از سیمان دندانپزشکی کانول

گذاشته شده ثابت شــدند. بعــد از جراحــی حیوانــات در 
هاي انفرادي نگهــداري و پــس از یــک هفتــه دوره قفس

نــاتی کــه هاي تجربی شــروع شــد. حیوابهبودي آزمایش
گــذاري نشــان هرگونــه اثــرات جــانبی مــرتبط بــا کــانول

شــدند. همچنــین دادند، از آزمایش کنار گذاشــته مــیمی
هاي رفتاري، مغــز حیوانــات جــدا و بعد از اتمام آزمایش

  گذاري با تزریق متیلن بلو بررسی شد.مکان کانول
  
  هاي مورد آزمایشگروه

ی به شرح ذیل تای 6گروه  5حیوانات به طور تصادفی در 
  بندي شدند:تقسیم

گونه چیه نرمال بدون جراحی و واناتیح کنترل:گروه
ها جراحی شــده و ، گروه شاهد: در این گروه موشماریت

ي بهبودي نرمــال ســالین بــه شــکل مرکــزي پس از دوره

کننــده آلفــاپینن: در ایــن هاي دریافتدریافت کردند، گروه
 آلفاپینن يز دوره بهبودجراحی شده و پس ا هاموشها گروه

 )µg2/0 ،µg1/0 ،µg05/0(ي دوزهــا(سیگما، آمریکا) در 
 4شد. تزریــق داروهــا در  به شکل داخل هیپوکمپ تزریق

ــاري روز انجــام شــد و در روز پــنجم آزمــایش هــاي رفت
هاي متفاوت از حیوانــات شروع شد. در هر آزمون گروه

ا توجه به انتخاب دوز داروها بمورد استفاده قرار گرفت. 
  .)16(هاي پایلوت و مطالعات گذشته انجام شدآزمایش

  
  هانحوه تزریق دارو

تزریق داروهــا بــا اســتفاده از ســرنگ هــامیلتون و لولــه 
به کمک تکنیــک پــیش رانــدن حبــاب  10اتیلن شماره پلی

 27ترتیــب کــه ســر ســوزن شــماره  صــورت گرفــت. بــدین
(ســر  ل راهنمــامتــر بلنــدتر از کــانو(کانول تزریق) یک میلی

اتیلن به سرنگ هــامیلتون ) از طریق لوله پلی21سوزن شماره 
متصل و تزریق با تکنیــک پــیش رانــدن حبــاب انجــام شــد. 

صورت دوطرفــه و بــا ســرعت یــک میکرولیتــر در تزریق به
شــد. پــس از پایــان تزریــق، دقیقه، به مدت چهار روز انجــام 

انتشــار بهتــر  ثانیه در محل تزریــق بــه منظــور 30نیدل تزریق 
  ماند.دارو باقی می

  
  سنجش یادگیري و حافظه فضایی

براي ارزیابی یادگیري و حافظه فضایی از ماز آبــی 
ــاز از یــک  .)17(اســتفاده شــد (MWM)مــوریس  ــن م ای

 مترسانتی 136اي شکل سیاه رنگ با قطر حوضچه استوانه
 25تــا ارتفــاع  متــر تشــکیل شــده کــهســانتی 60و ارتفاع 

شــود. پــر مــی گرادیسانت درجه 20±1متري با آب سانتی
ربع مساوي شمال،  4این حوضچه به لحاظ جغرافیایی به 

شود و در هر ربــع دایــره جنوب، غرب و شرق تقسیم می
یک نقطه براي رها کردن حیوان در آب در نظــر گرفتــه 

 10شده است. یک ســکوي ســیاه رنــگ فلــزي بــه قطــر 
متــر در ســانتی 5/1در مرکز ربع دایره چهــارم،  مترسانتی

صــورت غیرقابــل روئیــت قــرار دارد. زیر سطح آب و بــه
ماند. این موقعیت سکو در طول آزمایشات ثابت باقی می
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ربع بــه عنــوان ربــع هــدف در نظــر گرفتــه شــد. بــر روي 
دیوارهاي اتاق در اطراف ماز اشکال هندســی متفــاوتی، 

. عملکرد حیوان از طریق هاي فضایی نصب گردیدسرنخ
ــالاي قســمت  ــین مداربســته نصــب شــده در ب یــک دورب
مرکزي ماز فیلم برداري شده و پس از انتقال به کامپیوتر 

ثبــت و آنــالیز Any maze افــزار ردیــابی بــا اســتفاده نــرم
شد. حیوانات هــر گــروه بــه مــدت چهــار روز تحــت می

ام کارآزمــایی انجــ 4آزمایش قرار گرفتنــد. در هــر روز، 
هــاي شد. در هر کارآزمــایی، حیــوان از یکــی از ربــعمی

 کنــد بــه داخــلطور تصادفی انتخاب میدایره که دستگاه به
آب رها شده و حداکثر یک دقیقه فرصت داشــت تــا بــا 

هاي فضایی اطــراف، ســکوي پنهــان در استفاده از سرنخ
 زیر سطح آب را پیدا نموده و بر روي آن استراحت کند.

ر مدت این یک دقیقه موفق به پیــدا کــردن اگر حیوان د
ثانیه بر روي سکو قرار  30شد، حیوان به مدت سکو نمی

ربع مختلف دایره  4شد. در هر بلوك، حیوان از داده می
 شد و پس از اتمام کارآزمایی چهــارم،به داخل آب رها می

ها به آرامی با حوله خشک و سپس به قفــس خــود موش
در ایــن آزمــایش، میــانگین مــدت شدند. گردانده میباز

زمان سپري شده و مسافت پیموده شده تا یــافتن ســکوي 
عنوان معیاري از یادگیري فضــایی محاســبه شــد. در پنهان به

 منظــور بررســی حافظــه فضــاییروز پنجم، آزمون پروب بــه
حیوانات انجام شد. این آزمون شــامل یــک کارآزمــایی 

 خل ماز برداشتهمنفرد است که در آن سکوي پنهان از دا
 مدت یک دقیقــهشد و بهشده و حیوان به داخل آب رها می

کرد. متغیر مــورد بررســی در ایــن آزادانه در آب شنا می
  باشد.حضور در ربع دایره هدف می آزمون مدت زمان

  
  سنجش یادگیري و حافظه اجتنابی

ارزیــابی حافظــه و یــادگیري بــا اســتفاده از دســتگاه 
 نیــاانجام شد.  )، ایرانرباي مبینکهشاتل باکس (کیمیا 

 کی يجعبه پلکسی گلاس دو قسمتی دارا کیدستگاه 
. ابعــاد دو قســمت بود کیبخش تار کیبخش روشن و 

 cm 8×8، و با یک دریچه )20×40×20( هم برابر بوده با

هــاي با هم ارتبــاط داشتند. در کف هر دو بخــش، میلــه
متــر ســانتیفلزي از جنس فولاد زنگ نزن به فاصله یک 

 ها و در محفظهاز هم قرار داشتند که شـوك از طریق آن
 وات 60شدند. یک لامپ حیـوان وارد می تاریـک بـه پـاي

براي روشنایی محفظه روشـن مورد استفاده قرار گرفــت. 
ابتـدا حیوانات بـــه دســتگاه عــادت داده شــدند، بــه ایــن 

هــر ترتیـب کـه درب بین دو محفظه برداشته شــده و بــه 
. کنــدها رفت و آمــد شد بین محفظهموش اجازه داده می

هــر  ساعت پـس از عـــادت، 24سپس درمرحلـه اکتـساب، 
حیوان در قسمت روشـن جعبـه گذاشـته و پنج دقیقــه بــه 

شد تا وارد محفظه تاریـک گــردد. حیوان مهلت داده می
بلافاصله بعد از ورود موش بـــه قـــسمت تاریـــک، درب 

فرکــانس بسته شده و شوك الکتریکــی بــا  هابین محفظه
بـه پـاي  ثانیـه 4مـدت آمپر بهمیلی 2/1هرتز و شـدت  50

حیـوان اعمال گردید. ســپس مــوش از محفظــه تاریــک 
دقیقــه،  5شــد. بعــد از خارج و به قفـــس برگردانــده مــی

گرفــت و آزمــون موش مجـدداً در ناحیـه روشن قرار می
مجــدد . در صورت ورود شدیادگیري اجتنابی تکرار می

و  حیـوان بــه ناحیـــه تاریـــک، درب بـــراي بـــار دوم بـــسته
 کـار آنگردیـد و ایـنصورت قبـل وارد مـیشـوك بـه

شــد تــا مــوش یــاد بگیــرد وارد محفظــه قــدر تکــرار مــی
تاریـک نـشود. عـدم ورود حیوان بــه ناحیــه تاریــک بــه 

ظر گرفتــه ثانیـه به عنوان یـادگیري موفق در ن 300مدت 
شد. تعداد دفعات لازم براي یادگیري براي هر مــوش می

ساعت بعــد  24شد. در آزمون به خاطرآوري که ثبت می
از آموزش صورت گرفت حیوان در محفظه روشن قــرار 

ثانیــه درب بــین دو محفظــه بــاز  5شــد و بعــد از داده مــی
شد. در این آزمون، تاخیر زمان ورود به ناحیه تاریک می

ین مدت زمان حضور در ناحیه تاریک براي هــر و همچن
  .)18(حیوان محاسبه گردید

  
  CA1هاي میدانی از ناحیه ثبت پتانسیل

ابتــدا هــر مــوش بــا تزریــق داخــل صــفاقی یورتــان 
) بیهـــوش و در دســـتگاه 2/1-8/1(ســـیگما، آمریکـــا) (
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 پژوهشی

بــا توجــه  ،گردید. در این آزمایشاستریوتکس ثابت می
ســاعت) و نیــاز بــه  4به مدت طــولانی آزمــایش (حــدود 

، وشی طولانی مدت از یورتان استفاده شــد. همچنــینبیه
مشــخص شــد خطــر اخــتلالات قلبــی و عروقــی تحــت 

تــر بیهوشی القا شده بــا یورتــان نســبت بــه کتــامین پــایین
مختصات ناحیه قرارگیري الکترود تحریک  .)19(باشدمی

و الکترود ثبت در ناحیه شافر بــا اســتفاده  CA1در ناحیه 
ــینوس واتســو ــس پاکس ــیاز اطل ــین م ــد (ن تعی   : CA1 ش

AP=4.1mm; ML=3mm; DV=2.5mm  و شــــافر
AP=3mm; ML=3.5mm; DV=2.5-3mmالکترودهــاي .( 

دو قطبی از جنس استیل ضد زنگ با پوشــش تفلــونی 
 میکرومتر مورد استفاده قرار گرفــت. 125به ضخامت 

 متر از سطح جمجمــهمیلی 8/2- 3الکترود تحریکی به میزان 
ده شــد تــا بــه مســیر شــافر کــولترال به آرامی پایین بر

برسد. الکترود ثبت نیز با دقت و بــه آرامــی از ســطح 
متر پایین فرستاده شــد میلی 5/2جمجمه به عمق اولیه 

هــاي هرمــی ناحیــه هــاي اپیکــال نــورونتا به دندریت
CA1 هاي میدانی برسد. براي تحریک و ثبت پتانسیل

ـــر ePulseو  eLabاز دســـتگاه  ـــش، ای ـــو دان ان) (پرت
جهت تحریک از یک دستگاه مولد جریان استفاده شد. 

) استفاده شــد. دو (WPI stimulus isolator A365ثابت 
قطعه سیم رابط تحریکات دستگاه را به الکترود تحریک 

هــا بــر کردند. قطبیــت تحریکــات و شــدت آنمنتقل می
روي دستگاه قابل تنظیم بود. ابتدا با تغییر بســیار دقیــق و 

الکترودها، بهترین و بزرگترین سیگنال بدست  آرام عمق
آمد. بعد از پیدا کردن بهترین سیگنال دیگر هــیچ گونــه 
تغییري در محل قرارگیري الکترودها داده نشد و حــدود 

ــی  30 ــتراحت داده شــد. ســپس منحن ــز اس ــه مغ ــه ب دقیق
ــد.  (Input-output curve) خروجــی -ورودي رســم ش

از زیر آســتانه بــه براي رسم این منحنی، شدت تحریک 
کــه شد تــا جــاییمیکروآمپر افزایش داده می 10فواصل 

تــر هــا بــزرگدیگر بــا افــزایش شــدت تحریــک، پاســخ
 50تــا  40شدند. سپس شدتی از تحریک کــه در آن نمی

شد، انتخاب شده و بــه ترین پاسخ ظاهر میدرصد بزرگ

هاي دقیقه ثبت پایه گرفته شد. فاصله بین پالس 20مدت 
  بـــا مشخصـــات  (Inter-stimulus interval)کــی تحری

ثانیــه در نظــر گرفتــه  10فوق در تمامی مراحل آزمــایش 
 fEPSPکــه همــان  CA1هــاي ناحیــه شد. پاســخ نــورون

field excitatory postsynaptic potential) ،هســتند (
هــاي توسط الکترود ثبات دریافت شده و به واسطه ســیم

شــد. تــا منتقــل مــی Data acquisitionرابط بــه دســتگاه 
سیگنال آنالوگ به دیجیتال تبدیل شود. در تنظیمات نرم 

 1و  3000افزار، محدوده فیلترینگ بالا و پایین به ترتیب 
برابــر در نظــر  100 (Gain)هرتز و میدان تقویت سیگنال 

ها بــا مشخصــات فــوق بــر روي صــفحه گرفته شد. پاسخ
شدند. براي ه میمانیتور نمایان شده و در حافظه آن ذخیر

در مدار مورد نظر از تحریکــات بــا فرکــانس  LTPالقاي 
 10استفاده شد. الگوي ایــن تحریــک شــامل  (HFS)بالا 

و بــه عــرض پــالس  HZ 400پالسی بــا فرکــانس  10قطار 
اي بود. پــس ثانیه 7ثانیه و فواصل بین تحریک میلی 2/0

از تحریک تتانیک، روند تحریک و ثبت با همان الگوي 
دقیقه ادامه یافــت. بــراي آنــالیز و تفســیر  90پایه به مدت 

قبل و بعد از تحریک تتانیک  fEPSPخصوصیات نتایج، 
 .)20،21(محاسبه شد Potentializeافزار مخصوص توسط نرم

 لازم به ذکر است در این مرحله فقط دوز مناسب آلفاپینن
  اري در نظر گرفته شد.مطالعات رفتبر اساس 

  
  روش تجزیه و تحلیل داده ها

 اســتفاده 22نســخه  SPSSافزار ها از نرمبراي آنالیز داده
ها به صورت میانگین به اضافه ها در کلیه نمودارشد. داده

نشــان  (mean ± SEM)منهاي خطاي استاندارد میــانگین 
هــا طــی ، اخــتلاف گــروهMWMاند. در تست داده شده
 repeated-measures ادگیري با اســتفاده از روشروزهاي ی

ها در میانگین زمان و مسافت ارزیابی شد. اختلاف گروه
طی شده براي یافتن سکو و مدت زمان گذرانده شده در 
ربــع هــدف در تســت پــروب و همچنــین تــاخیر ورود و 

تســت شــاتل مدت زمــان حضــور در محفظــه تاریــک در 
نس یــک طرفــه بررســی شــد. باکس با استفاده از آنالیز واریا
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از پس آزمون توکی  هاجهت پیدا کردن اختلاف بین گروه
داري عنوان ســطح معنــی به P >05/0 استفاده شد. همچنین

  در نظر گرفته شد.
  

  هایافته
  ارزیابی یادگیري و حافظه فضایی

ــاي اول و دوم  ــی روزه ــادگیري، ط ــایش ی در آزم
ــه ســکوي پنهــان در گــروه ــامــدت زمــان رســیدن ب ي ه

) در مقایســه بــا µg 1/0 ،µg 2/0دریافت کننده آلفاپینن (
. بــا ایــن )P >05/0( گــروه کنتــرل و شــم کــاهش یافــت

داري وجود، در روزهاي ســوم و چهــارم اخــتلاف معنــی
ها در مدت زمان رسیدن به سکو مشــاهده نشــد بین گروه

). همچنــین، طــی چهــار روز آزمــون 1A تصویر شــماره(
میــانگین ) µg 1/0 ،µg 2/0(اپینن یادگیري، درمان با آلفــ

ــا  مــدت زمــان رســیدن بــه ســکوي پنهــان را در مقایســه ب
 داري کــاهش دادهاي کنترل و شم به شــکل معنــیگروه

)05/0< P( )1 تصویر شمارهB(.  
  

 
مقایسه زمان طی شده جهت یافتن ســکو پنهــان در : 1شماره  تصویر

ین کــل ) و میــانگAروز یــادگیري ( 4تست ماز آبی مــوریس طــی 
هــا بــر نمودار .هاي مورد آزمایش) بین گروهBهاي یادگیري (روز

  ).=6nخطاي استاندارد رسم شده است ( ±ساس میانگین ا
*P <0.05vs. control and sham  

نشــان داده شــده  2Aشماره  تصویرطور که در همان
است، در روز اول آزمون یادگیري مسافت طی شــده تــا 

 کننده آلفــاپیننسه گروه دریافت رسیدن به سکو پنهان درهر
داري هــاي کنتــرل و شــم بــه شــکل معنــینسبت به گروه

. در روز دوم، مسافت طی شــده )P >05/0( کاهش یافت
کننــده هــاي دریافــتتا رسیدن به ســکو پنهــان در گــروه

) در مقایسه بــا گــروه کنتــرل µg 2/0، µg 05/0آلفاپینن (
ارم اختلاف . در روز سوم و چه)P >05/0( کاهش یافت

داري در مسافت طی شده تا رسیدن به ســکو پنهــان معنی
ــروه ــین گ ــون ب ــار روز آزم ــی چه ــد. ط ــاهده نش ــا مش ه

یادگیري، میانگین مسافت طی شده تا رسیدن به ســکوي 
 µg 2/0و  µg 1/0کننده دوز هاي دریافتپنهان در گروه

داري آلفاپینن نسبت به گروه کنترل و شم به شکل معنــی
  ).2B تصویر( )P >05/0( فتکاهش یا

  

  
مقایسه مسافت طی شده تا رسیدن به سکو پنهان در  :2تصویر شماره 

) و میــانگین کــل Aروز یــادگیري ( 4آزمون ماز آبی موریس طی 
ها بــر هاي مورد آزمایش. نمودار ) بین گروهBروزهاي یادگیري (

  ).=6nخطاي استاندارد رسم شده است ( ±اساس میانگین 
*P < 0.05 vs. control and sham  

  
انجام شد. پروب  آزمایشحافظه فضایی در  ارزیابی

مدت زمان گذرانده در این آزمون، سکو پنهان حذف و 
شده در ربع دایره محل سکوي پنهان براي تعیین حافظــه 
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هــاي درمــان فضایی استفاده شد. نتایج نشان داد در گروه
ر ناحیــه هــدف مدت زمان گذرانده شــده د آلفاپینن، شده با

 داري افــزایشبه شکل معنی و شم در مقایسه با گروه کنترل
  ).3شماره تصویر ( )P >05/0( یافته است

  

 
مقایسه مدت زمان سپري شده در ناحیــه هــدف در : 3شماره  تصویر

ها بر نمودار هاي مورد آزمایش. گروهبین  آزمون ماز آبی موریس
  ).=6n(ه استاندارد رسم شدخطاي است ±اساس میانگین 

*P < 0.05 vs. control and sham  
  

  یادگیري و حافظه اجتنابی غیرفعالارزیابی 
در  يداردر آزمــون شــاتل بــاکس، اخــتلاف معنــی

میانگین تعــداد دفعــات مــورد نیــاز بــراي یــادگیري بــین 
 ).4A تصویر شــمارههاي مورد آزمایش مشاهده نشد (گروه

شــده در محفظــه با این وجود، میانگین مــدت زمــان ســپري 
هاي دریافت کننده آلفاپینن نســبت تاریک دستگاه در گروه

ــروه ــه گ ــتب ــاهش یاف ــم ک ــرل و ش ــاي کنت )، P >01/0( ه
)05/0< P( ) 4شماره تصویرB.( طــور کــه همچنین، همــان

درمــان بــا نشــان داده شــده اســت،  4C شــماره تصویردر 
میانگین تأخیر در ورود بــه محفظــه تاریــک را آلفاپیین، 

داري هــاي کنتــرل و شــم بــه شــکل معنــیت به گروهنسب
  .)P >001/0( افزایش داد

  
  ارزیابی تقویت سیناپسی طولانی مدت

(بعــد از  fEPSPصورت افــزایش شــیب به LTPالقا 
) بــه میــزان HFSاعمال تحریک قوي بــا فرکــانس بــالا، 

درصد تعیــین شــد. آزمــون آمــاري نشــان داد  30حداقل 
ــا ــوکمپی آلف ــل هیپ ــق داخ ــتلاف  )µg2/0پینن (تزری اخ

در مقایسه با گــروه کنتــرل  LTPداري در روند القا معنی
  .)P <05/0کند (ایجاد نمی

  

 
)، Aمقایســه میــانگین تعــداد دفعــات یــادگیري ( :4تصــویر شــماره 

) و میانگین تأخیر در Bمیانگین زمان سپري شده در ناحیه تاریک (
ها آزمایش. نمودارهاي مورد  ) بین گروهCورود به ناحیه تاریک (

  ).=6nخطاي استاندارد رسم شده است ( ±بر اساس میانگین 
***P < 0.001, **P < 0.01 vs. control and sham 
TDC: Time spent in dark chambber  
STL: Step through latency 

  

  
  

هــاي زمــانی (از . همه بازهLTPاثر آلفاپینن بر القاء  :5تصویر شماره 
در محور افقــی) در گــراف میــانگین شــیب  90ا دقیقه ت -20دقیقه 

fEPSP  هــا بــر باشد. نمودارشیب متوالی در طول ثبت می 10از هر
  ).=6nخطاي استاندارد رسم شده است ( ±اساس میانگین 
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  بحث
در این مطالعه، براي اولین بار اثرات تزریــق داخــل 

 هــايمغزي آلفاپیین بر حافظه و یادگیري با کمک تکنیــک
تاري و الکتروفیزیولــوژي ارزیــابی شــد. نتــایج مطالعــه رف

 توانــدحاضر نشان داد تزریق داخل هیپوکمپی آلفــاپینن مــی
 حافظه و یادگیري فضایی و حافظه اجتنابی غیرفعال را در
موش صحرایی نر بالغ بهبود دهد. با این وجود، درمان با 

داري آلفاپینن در مقایسه با گروه کنترل، تغییــرات معنــی
هیپوکمپ ایجاد نکرد.  CA1در ناحیه  LTPدر روند القا 

ارزیابی حافظــه و یــادگیري فضــایی در تســت مــاز آبــی 
) زمــان و µg 1/0  ،µg 2/0مــوریس نشــان داد آلفــاپینن (

مسافت طی شده تا رسیدن به سکو را در مقایسه با گــروه 
هاي دریافت کنترل کاهش داده است. همچنین در گروه

مــدت زمــان حضــور در ناحیــه هــدف بــه  کننده آلفاپینن
  عنوان شاخصی از بهبود حافظه فضایی افزایش یافت.

در تست شاتل باکس، در آزمون یادگیري اختلاف 
هاي مورد آزمایش پیدا نشد. با ایــن داري بین گروهمعنی

وجود، در آزمون بازیابی، در حیوانات تیمار شده بــا هــر 
 ي تاریــکبه ناحیــه سه دوز آلفاپینن مدت زمان تاخیر ورود

افزایش و مدت زمان حضــور در ناحیــه تاریــک کــاهش 
  باشد.یافت که نشان دهنده بهبود حافظه اجتنابی می

ــه   CA1در مطالعــه حاضــر، تزریــق داروهــا در ناحی
 هیپوکمپ انجام شد. مدارهاي نورونی هیپوکمــپ از مراکــز

گیــري و پــردازش انــواع اطلاعــات اصلی درگیــر درشــکل
ویــژه حافظــه اظهــاري و حافظــه و دگیري بــهو یــا حافظه

 یادگیري فضایی است. مشخص شده است تحریک کوتــاه
 ها با فرکانس بالا باعث افزایش طولانی مــدتمدت اکسون

هیپوکمــپ شــامل انتقال سیناپسی در سه زیر ناحیه اصــلی 
CA1 ،CA3 تغییــر فعالیــت  شــود.دار مــیو شکاف دندانــه

 در این نواحی پردازش حافظهها و نوروترانسمیترها نورون
 . در مطالعــات)22،23(دهندو یادگیري را تحت تاثیر قرار می

هــا بــراي تعیــین تجربی، دستکاري عملکرد ایــن نــورون
هم  ).24(شودمکانیسم عمل ترکیبات دارویی استفاده می

جهت با نتایج مطالعــه حاضــر، مشــخص شــده اســت کــه 

ه مــدت دو هفتــه تجویز روزانه آلفاپینن به شکل گاواژ بــ
هاي پارکینسونی شده با تواند یادگیري اجتنابی موشمی

هیدروکسی دوپامین را در آزمون شاتل بــاکس بهبــود  6
ــین، تزریــق محیطــی آلفــاپینن اخــتلال  .)13(دهــد همچن

هاي سوري شناختی القا شده با اسکوپولامین را در موش
کاهش داده اســت. ایــن اثــر آلفــاپینن بــا افــزایش ســطح 

اکســیدان در هیپوکمــپ و افــزایش بیــان هاي آنتیآنزیم
mRNA 25(کولین همراه بوده استاستیل(.  

استرس اکسیداتیو تولید شده در مغــز یــک مشــکل 
هــاي عصــبی ماننــد تشــنج و رایج در بســیاري از بیمــاري

 آلفاپینن به عنوان یک ترکیب با قدرت .)26(آلزایمر است
خته شده است. مشــخص شــده اســت اکسیدانی بالا شناآنتی

 هــايکه آلفــاپینن اخــتلال حافظــه و یــادگیري را در مــوش
وسیله کاهش سطح مالون دي آلدهیــد بــه پارکینسونی به

 هیپوکمــپ وعنوان یک شاخص اســترس اکســیداتیو در 
به عنوان  مصرف آلفاپینن .)27(دهدکاهش میجسم مخطط

 استرس اکســیداتیو Ferula Assa-foetidaجز اصلی اسانس 
 .)28(و تشنج ناشی از پنتیلن تترازول را کاهش داده است

همچنین، تزریق داخل صفاقی آلفاپینن با کاهشی تشــنج 
هــاي صــحرایی همــراه ناشی از پنتیلن تترازول در مــوش

که افــزایش دفــاع بنابراین، با توجه به این .)29(بوده است
تواند بــا بهبــود عملکردهــاي شــناختی اکسیدانی میآنتی

این امکان وجود دارد که بخشــی از اثــر  ،)30(همراه باشد
بهبــود دهنــده آلفــاپینن بــر حافظــه و یــادگیري بــه دلیــل 

  اکسیدانی این ترکیب باشد.هاي آنتیویژگی
ل مشخص شده اســت آلفــاپینن یــک جایگــاه اتصــا

ــازپین دارد. مصــرف  ــر روي رســپتورهاي بنزودی ــژه ب وی
طــور را بــه non-REMدهانی آلفاپینن طول مدت خواب 

در  GABA Aهــاي عمده از طریق میــانکنش بــا گیرنــده
کــه با توجه به این .)10(دهدهاي سوري افزایش میموش

براي تنظیم بهینــه GABA A هاي فعالیت تونیک گیرنده
باشد. این مراحل مختلف حافظه و یادگیري ضروري می

احتمال وجود دارد که حداقل قسمتی از اثر بهبود دهنده 
  حافظه و یادگیري ایجاد شده با آلفاپینن از طریق مداخله 
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  ه باشد.در ترشح این نوروترانسمیتر صورت گرفت
 اسکوپولامین یک آنتاگونیست موسکارینی است که

شــود و هاي کولینرژیک مرکزي میباعث بلوك گیرنده
هاي حیــوانی اســتفاده براي القا اختلالات حافظه در مدل

کــولین شــود. تجــویز اســکوپولامین، فعالیــت اســتیلمــی
 .)31(دهــداستراز در قشر جلویی و هیپوکمپ را کــاهش مــی

کــه  R.officinalisمشخص شده است که تجویز اسانس 
هایی مانند شامل ترکیبات فعال بیولوژیکی از جمله ترپن

مهــار  کــولین اســتراز راآلفــاپینن اســت، فعالیــت اســتیل
کند و حافظه و یادگیري اجتنابی غیرفعال را در موش می

نشان داده شده اســت کــه  .)32(دهدصحرایی افزایش می
کولین با مســدود ي عصبی استیلافزایش در انتقال دهنده

کولین استراز یادگیري و حافظه کوتاه مدت کردن استیل
هاي مرتبط بــا آلفاپینن بیان پروتئین .)33(دهدرا بهبود می
اکسیدانی را تنظــیم کولین و سیستم دفاع آنتیسنتز استیل

با توجه به اثر آلفــاپینن بــر افــزایش غلظــت  .)34(کندمی
کولین در حافظــه و کولین و با توجه به نقش استیلتیلاس

 رسد حداقل بخشــی از اثــرات آلفــاپیننیادگیري، به نظر می
  بر حافظه و یادگیري از طریق سیستم کولینرژیک باشد.

در این مطالعه، تزریق داخل هیپوکمپی آلفــاپینن بــا 
 CA1در ناحیــه  LTPداري در القــا ایجاد تغییرات معنــی

د. در یک مطالعه مرتبط، مشــخص شــده اســت همراه نبو
توانــد که استنشاق آلفاپینن براي مدت یــک ســاعت مــی

ـــان  ـــزان بی ـــپ در  BDNFمی ـــایی و هیپوکم ـــوب بوی در ل
این نوروتروفین در  .)34(سوري را افزایش دهد هايموش

تنظیم بقا نورونی از طریق تعدیل انتقال سیناپسی، اثــرات 
هــا، کنتــرل پتانســیل اســتراحت ونسریع تحریکی در نور

 .)35،36(باشــدپــذیري عصــبی درگیــر مــیغشا و تحریک
هــاي ارزیــابی در مطالعات تکمیلی با کمک دیگر روش

بلنــد  تعیین جزئیــات نقــش آلفــاپینن در ایجــاد تغییــرات
  باشند.کننده میمدت در پلاستیسیتی سیناپسی کمک

طور خلاصه در مطالعه حاضر مشخص شد تزریق به
داخل هیپوکمپی آلفاپینن باعث بهبود یادگیري و حافظه 
فضایی و نیز بهبود عملکرد حافظــه اجتنــابی غیرفعــال در 

گــردد. بــا ایــن وجــود، در هاي صحرایی نر بالغ میموش
شــده بــا آلفــاپینن در مقایســه بــا گــروه حیوانــات درمــان 

پــذیري سیناپســی در اي در شکلکنترل، تغییر قابل توجه
مشاهده نشد. مکانسیم(هاي) احتمالی، اثرات  CA1ناحیه 

اکسیدانی هاي آنتیبهبود دهنده حافظه آلفاپینن، ویژگی
هاي گاباارژیکی و و اثرات تعدیلی این ترکیب بر سیستم

براي اینکه اهمیت هریک از ایــن  باشد.کولینرژیکی می
ها بیشتر مشخص گــردد، احتیــاج بــه تحقیقــات مکانیسم

  باشد.مکمل می
هاي مطالعه فوق، تعداد کم حیوانــات از محدودیت

سر موش صحرایی در هر گروه) بــود. اگرچــه تعــداد  6(
حیوانات در هر گــروه بــر اســاس مطالعــات گذشــته و بــا 

شــد، ولــی جهــت  هاي اخلاقی انتخــابرعایت پروتکل
تــري نیــاز اطمینان از نتایج مطالعه به جامعه آماري وســیع

هاي مــالی و است. همچنین، با توجه به برخی محدودیت
هــاي میــدانی بندي اجرا پروژه، امکان ثبــت پتانســلزمان

 هــاي رفتــاريهاي استفاده شده در آزمــایشبراي همه گروه
ــاپیین در ــابراین دوز مــوثر آلف ــود. بن ــراهم نب ــایش  ف آزم

  رفتاري براي مطالعه الکتروفیزیولوژي استفاده شد.
  

  سپاسگزاري
این مقاله مستخرج از پایــان نامــه کارشناســی ارشــد 

باشــد و بــا حمایــت مــالی خانم رویا احمدي کنهعلی می
  دانشگاه شهید باهنر کرمان انجام شده است.
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