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Abstract 

Introduction: There are evidences showing the role of nitric oxide in the opiate reward properties. The role of nitric 

oxide signaling pathway as an intracellular mechanism on augmentation of long term potentiation in hippocampal CA1 

area of rats is also confirmed. It has been also reported that oral morphine dependence facilitates formation of spatial 

learning and memory via activation of NMDA receptors located in hippocampal CA1 area of rats. The effect of nitric 

oxide within hippocampal CA1 area on the spatial learning and memory processes in morphine dependent rats is 

unclear.  

Methods: 33 N-MRI male rats (250-350 g) were divided into 4 experimental groups. Two cannulae were 

stereotaxically implanted bilaterally into hippocampal CA1 area. After 5 days recovery, animals received morphine 

sulfate or sucrose for 30 consecutive days in drinking water. Morris water maze (MWM) studies were performed from 

day 26 to 30. In this period animals received bilateral intra-hippocampal CA1 injection of 3µg/ 2 µl L-NAME (NOS 

inhibitor) or 2 µl saline (1 µl/site), 1 min before daily experimentation. Spatial learning and memory parameters were 

subjected to analysis of variance (ANOVA).  

Results: Morphine dependence facilitated spatial learning and memory in rats. This effect was inhibited with local 

administration of L-NAME in hippocampal CA1 area.  

Conclusion: Activation of intracellular NO signaling pathway in the pyramidal cells of hippocampal CA1 area may 

involve in facilitating spatial learning and memory in morphine dependent rats.  
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  260  – 252، )4( 11فيزيولوژي و فارماكولوژي 

  1386 زمستان

 

  1386 زمستان، 4، شمارة 11جلد   فيزيولوژي و فارماكولوژي

  يري گياد هيپوكامپ بر CA1در ناحيه نقش نيتريك اكسايد موجود  ارزيابي

  و حافظه فضايي موشهاي صحرايي وابسته به مرفين

  1، عاطفه توحيدي1ندايي، سيد ارشاد2، پرويز ايماني2، پريچهر يغمايي  *1علي پورمتعبد

  انشاهگروه فيزيولوژي، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه، كرم .1

  گروه زيست شناسي، واحد علوم و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران .2

  86 مهر: پذيرش  86 شهريور: بازبيني 86 تير: دريافت
NO  و همكاران پورمتعبد  ه فضايييري و حافظگيادو  

  چكيده

شـواهدي در تاييـد نقـش    . هيپوكامپ بر يادگيري و حافظه فضايي موشهاي صحرايي وابسته به مرفين مشخص نيست CA1در ناحيه  (NO)نقش نيتريك اكسايد  :مقدمه

. يك مكانيسم داخل سلولي در القـاء تقويـت طـولاني مـدت نيـز تاييـد شـده اسـت        به عنوان  NOنقش مسير پيامبري . نيتريك اكسايد در فرآيندهاي پاداشي اپيوئيدها وجود دارد

هيپوكامـپ در مـوش صـحرايي تقويـت      CA1ناحيه  NMDAهاي  همچنين گزارش شده كه وابستگي خوراكي به مرفين روند يادگيري و حافظه فضايي را با ميانجيگري گيرنده

  .بررسي شده استدر اين رابطه  NOلذا در مطالعه حاضر نقش . كند مي

هيپوكامپ آنها به صـورت دو   CA1سپس ناحيه . گرم به چهار گروه تقسيم شدند 250-350در محدوده وزني  N-MRIموش صحرايي نر نژاد  33در اين تحقيق  :ها روش

. انجـام شـد   30تـا   26مطالعات ماز آبي موريس از روز . دريافت كردندروز مرفين سولفات يا سوكروز را در آب آشاميدني  30، حيوانات   بعد از پنج روز بهبود. طرفه كانول گذاري شد

ميكروگـرم در   5/1(در حجـم دو ميكروليتـر   ) مهاركننده آنزيم نيتريك اكسايد سنتاز( L-NAMEميكروگرم  3هر روز يك دقيقه قبل از آزمايش هر حيوان دو ميكروليتر سالين يا 

  .بررسي شد (ANOVA)هاي يادگيري و حافظه فضايي به روش آناليز واريانس  شاخصه. كرد هيپوكامپ دريافت مي CA1در ناحيه ) حجم يك ميكروليتر در هر طرف

  .گردد هيپوكامپ مهار مي CA1در ناحيه  L-NAMEاين اثر با تجويز موضعي . كند وابستگي خوراكي به مرفين يادگيري و حافظه فضايي را در موشهاي صحرايي تقويت مي :ها يافته

  .هيپوكامپ در تقويت يادگيري و حافظه فضايي در حيوانات وابسته به مرفين موثر است CA1در سلولهاي پيراميدال ناحيه  NOفعال شدن مسير پيامبري داخل سلولي  :گيري جهنتي

  

  هيپوكامپ، موش صحرايي، يادگيري و حافظه فضايي CA1نيتريك اكسايد، مرفين،  :هاي كليدي واژه
  

  

  *مقدمه
مپ يكي از ساختمانهاي عصبي اساسي اسـت كـه در   هيپوكا

گـزارش شـده   . ]5[تشكيل انـواع خاصـي از حافظـه نقـش دارد     

هيپوكامپ باعث ايجـاد   dorsalو يا بيشتر از ناحيه % 25تخريب 

اختلال در فراگيري و همچنين بازيابي حافظه فضايي در ماز آبي 
  

  

  apourmotabbed@yahoo.com          : نويسندة مسئول مكاتبات *

 www.phypha.ir/ppj:                                         وبگاه مجله    

 ـ   گيرنده. ]23[شود  موريس مي راوان و هاي اپيوئيدي بـه تعـداد ف

تراكم بالا در هيپوكامپ موجود بوده و توسط پپتيدهاي اپيوئيدي 

اين پپتيدها به همراه گلوتامات در سيناپسهاي . شوند تحريك مي

شـوند   آزاد مـي  lateral perforantاي و مسـير   فيبرهـاي خـزه  

از طرف ديگر گزارش شده كه اپيوئيدها در تعديل تحريك . ]23[

ل هيپوكامپ نقش دارنـد، بطـوري كـه    پذيري سلولهاي پيراميدا

اپيوئيـدي القـا تقويـت طـولاني      µتجويز آنتاگونيستهاي گيرنده 

و  CA3اي بـه ناحيـه    را در مسير فيبرهـاي خـزه   (LTP)مدت 
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، بلـوك  CA3به ناحيـه   lateral perforantهمچنين در مسير 

. ]23[نمايـد   نموده و همزمان يادگيري در ماز آبي را مختل مـي 

ــده ــا گيرن ــه صــورت   NMDAي ه ــز ب ــف مغ ــواحي مختل در ن

هـا در   بطور كلي تراكم ايـن گيرنـده  . اي پراكنده شده اند گسترده

اي جانبي آميگدال بالا بوده اما بيشترين تـراكم   هاي قاعده هسته

همچنـين  . ]9[هيپوكامپ گزارش شده است  CA1آنها در ناحيه 

در مقـاديري كـه باعـث بلـوك      MK-801گزارش شده تجـويز  

LTP تواند كارآيي موشهاي صـحرايي را   شود، مي هيپوكامپي مي

از طرف ديگر مطالعـات گذشـته   . ]9[در ماز شعاعي مختل نمايد 

، NMDAهـاي   دهند كه عملكرد متقابل بين گيرنده پيشنهاد مي

گيري حافظه حائز اهميـت   مرفين و پپتيدهاي اپيوئيدي در شكل

باعث  NMDAاي ه به هر حال فعال شدن گيرنده. ]9[باشد  مي

ورود يون كلسيم به درون سلول پيراميدال هيپوكامپ شده و بـه  

رسد قسـمتي از رونـد تثبيـت حافظـه ناشـي از افـزايش        نظر مي

اما افزايش كلسيم درون سلولي از . ]7[كلسيم درون سلولي باشد 

شـود؟ چنـدين سيسـتم     گيري حافظه مي چه طريقي باعث شكل

توانند به عنـوان   اند كه مي دهآنزيمي حساس به كلسيم معرفي ش

مكانيسمهاي درون سـلولي افـزايش كـارآيي سيناپسـي در نظـر      

ايــن مكانيســمهاي احتمــالي شــامل پروتئازهــا،  . گرفتــه شــوند

، فسـفوليپازها و پـروتئين كينازهـا    )نظير كلسي نورين(فسفاتازها 

در اين بين بيشـترين توجـه معطـوف تسلسـلهاي     . ]7[باشند  مي

 PKCشــامل  ]7[وخصوصــا پــروتئين كينازهــا فسفوريلاســيون 

كـالمودولين  -، پروتئين كيناز وابسته بـه كمـپلكس كلسـيم   ]21[

]18[ ،PKA ]25[ پروتئين تيروزين كيناز ،]شـايد  . باشد مي ]21

-در اين ميان بيشـترين نقـش را بتـوان بـه كمـپلكس كلسـيم      

كالمودولين نسبت داد، چرا كه گزارش شده تزريق اين كمپلكس 

هيپوكامپ باعـث القـا    CA1ون نورونهاي پيراميدال ناحيه به در

كـالمودولين آنـزيم نيتريـك    -كلسـيم . شـود  تقويت سيناپسي مي

لذا نيتريك اكسـايد  . ]18[كند  را فعال مي (NOS)اكسايد سنتاز 

(NO) كـالمودولين  -تواند در فرآيند تقويـت متـاثر از كلسـيم    مي

مشـخص شـد كـه     در مطالعات قبلي ما. ]18[نقش داشته باشد 

تشديد شده در  LTPايجاد وابستگي خوراكي به مرفين باعث القا 

و تقويت روند يـادگيري و حافظـه    ]26[هيپوكامپ  CA1ناحيه 

 AP5شود كه در هر دو مورد  مي ]1[فضايي موشهاي صحرايي 

از آنجــا كــه . ]26و  2[اثــرات ايجــاد شــده را آنتــاگونيزه نمــود 

سـلولي حاصـل از فعـال شـدن      مكانيسم يا مكانيسـمهاي درون 

ناشـي از وابسـتگي خـوراكي بـه مـرفين       NMDAهـاي   گيرنده

مشخص نيست، لذا مطالعه حاضر به منظور بررسي نقش نيتريك 

  .اكسايد در اين رابطه طراحي گرديد

 مواد و روشها

در  N-MRIدر اين تحقيق از موشـهاي صـحرائي نـر نـژاد     

رج ك ـموسسه رازي تهيه شده از  ،گرم 250 -350محدوده وزني 

-يكل تـاري كتـايي بـا سـي    2حيوانات در قفسـهاي  . استفاده شد

درجه سـانتي گـراد قـرار     22-24ساعته و در دماي  12روشنايي 

افي ك ـحيوانات به استثناء زمان آزمايش به آب و غـذاي  . داشتند

سر حيوان مـورد   10تا  7در هر سري آزمايش . دسترسي داشتند

  .استفاده قرار گرفت

در  انول راهنماك، مپاهيپوك CA1تزريق دارو در ناحيه براي 

حيوانـات  بـه ايـن منظـور،    . داخل جمجمه حيوان قرار داده شـد 

ــط داروي  ــامين كتوس ــن و) mg/kg 70(ت ) mg/kg 4( زايلازي

موي سـر موشـها    سپس. ]32[ نددش بيهوش مي) يقداخل صفا(

ه قـرار داد  سكدسـتگاه اسـتريوتا  و حيوانات در داخل  چيده شده

ميليمتـري بـالاي    7/0در فاصـله  راهنمـا   هـاي انولكو شدند،  مي

بـر   و 22 وزن شـماره با استفاده از سرس ـ مپاكهيپو CA1ناحيه 

ميليمتر پايين تر  8/3 در مختصات ]24[سينوس كطبق اطلس پا

ميليمتـر از سـطح    5/2ميليمتـر از خـط وسـط و     ±2/2از برگما، 

ق در سطح جمجمه با انول فوكاطراف . شد جمجمه قرار داده مي

 مك ـمح كپـيچ عين ـ يك عـدد  ي و كاستفاده از سيمان دندانپزش

دقيقه قبل از شروع  يكهر روز  در طي روزهاي آزمايش،. گرديد

و  انول راهنمـا ك ـ طريـق  تزريـق از  ،در ماز آبي موريس هاآزمايش

 15ه متصـل بـه   ك ـروليتـري  كمي 1توسط سرنگ هـاميلتون  

. شـد  نول تزريق بود انجام مـي اكسانتي متر لوله پلي اتيلن و 

سـاخته   27ي شـماره  كانول تزريق از سر سـرنگ دندانپزش ـ ك

ه در داخـل  ك ـشده بود و طوري بريده شده بود كه هنگـامي  

انول بيـرون  كميليمتر از سر  7/0گرفت  انول راهنما قرار ميك

بيايد و مواد به راحتي در محل مورد نظر تزريق و منتشر شود 

از  پـس ). ثانيـه  30 مـدت ر طـرف در  روليتـر در ه ـ كيك مي(

در محـل تزريـق بـاقي     يـك دقيقـه  سرنگ به مـدت   ،تزريق

سپس  ند،كامل به فضاهاي بافتي نفوذ كبطور  مايع ماند تا مي

  .شد انول به آرامي از محل خارج ميك
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يك مدل اختصاصي بـراي   (MWM)مدل ماز آبي موريس 

اين . ]6[شد با بررسي يادگيري و حافظه وابسته به هيپوكامپ مي

ايجـاد  هـاي   نقـص  كيكتوجه به توانائي هايش براي تف روش با

تي، هيجاني و كهاي حسي، حر يلات حافظه از نقصكدر تششده 

هاي مطالعه نوروشيميايي يـادگيري   نسبت به ديگر روش بازيابي،

يـك حوضـچه    از MWM .]22[و حافظه مزاياي بيشتري دارد 

و ارتفـاع   cm140اخلـي  داي شكل سياه رنـگ بـا قطـر     استوانه

cm80  تشكيل شده كه تا ارتفاعcm35  سـانتيگراد   20±2با آب

يك سكوي كوچك از جنس پلكسي گلاس شـفاف  . ه بودپر شد

ز ربـع  ك ـمركه يك سانتي متر زيـر آب اسـت در    cm 10با قطر 

روز  5هر موش به مدت . گرفتحوضچه قرار دايره جنوب غربي 

مورد آزمايش ) ارآزماييك 4 لشام كوهر بل(بلوك  كهر روز يو 

روز ابتـداي آزمـايش    4موقعيت سكو در طول  هكگرفت  قرار مي

ه صـورتش رو بـه   كارآزمايي حيوان به طوري كدر هر . بودثابت 

شمال، جنوب، شـرق  (ي از چهار نقطه كباشد، از ي چهديوار حوض

از چهار نقطه شـروع در هـر    كهر ي. شد در آب رها مي) يا غرب

شد و ترتيب آنها بـه صـورت تصـادفي     ر استفاده ميبا كبلوك ي

 ـ .گرديـد  امپيوتر تعيين ميكتوسط  ارآزمـايي زمـاني تمـام    ك كي

 60و كو رفته و يا بـدون يـافتن س ـ  كه موش بر روي سكشد  مي

ارآزمـايي ديگـر بـه همـين ترتيـب      كسه . ثانيه سپري شده باشد

يك فرستنده نور مادون قرمز به موش متصل . گرفت صورت مي

ده و مسير حركت حيوان از طريق يك دوربين مدار بسـته كـه   ش

در . يافت به كامپيوتر انتقال مي ردك نور مادون قرمز را رديابي مي

 escape)طي چهـار روز اول، از ويژگيهـاي مـدت زمـان لازم     

latency)    و مسافت طي شده براي رسيدن به سـكوي پنهـان و

دگيري فضـايي  هاي يـا  سرعت شناي حيوانات به عنوان شاخصه

بر اين اساس چنانچه حيوانات در روز آخـر آمـوزش   . استفاده شد

نسبت به روز اول بتوانند سكوي پنهـان در آب را در طـي مـدت    

زمان و مسافت كمتري پيدا نمايند روند يادگيري فضايي در آنهـا  

روز پنجم  آزمايشات: probe trialمرحله . شود مثبت ارزيابي مي

در . گرفـت  ت يادگيري اوليه انجام مـي جهت بررسي دقت و صح

آزمايش، سكو از حوضچه خارج شده و حيوان طـي   اين مرحله از

اما فقـط از يكـي از نقـاط فـوق     ) كارآزمايي 4شامل (يك بلاك 

. ددي ـگر در آب رهـا مـي  ) دش كه توسط كامپيوتر تعيين مي( الذكر

ربـع  (شده توسط حيوان در ربـع دايـره هـدف     سپريمدت زمان 

 )كه در طي روزهاي آمـوزش سـكو در آن قـرار داشـت    اي  دايره

 ـگر بوسيله كامپيوتر ثبت و آناليز مي بـديهي اسـت چنانچـه     .ددي

فرآيند تثبيت حافظه فضـايي اتفـاق افتـاده باشـد حيوانـات بايـد       

اي داشته باشـند كـه در روزهـاي     بيشترين حضور را در ربع دايره

  .]2و  1[ )ربع دايره هدف(آموزش سكو در آن قرار داشت 

ه علائـم قابـل   كشد  انجام مي كآزمايشها در اتاق نيمه تاري

... هـا و  پنجره ،پرده ها ،ساعت ،امپيوتر، قفسه هاكروئيتي از قبيل 

 ،در آن وجود داشت و حيوان با اسـتفاده از علائـم خـارج مـازي    

  .ردكوي پنهان را پيدا كموقعيت س

ا الگوي زيـر  در گروههاي وابسته، ايجاد وابستگي به مرفين ب

و  2/0 ،1/0به ترتيـب  ) تماد ايران(مرفين سولفات : انجام گرفت

 ـ  ،ميلي گرم در ميلي ليتـر  3/0  سـاعت و  48بـه مـدت    كهـر ي

mg/ml4/0   ام در آب آشـاميدني   30در طي روزهاي بعد تـا روز

طعـم تلـخ مـرفين    بـه منظـور پوشـانيدن    . شـد  حيوان اضافه مي

در  .ب آشـاميدني اضـافه شـد   به آ) gr/lit 40( روزكسولفات، سو

مقـدار متوسـط دريافـت آب و بنـابراين      ،طي مطالعات مقـدماتي 

گيـري شـد    انـدازه ) mg/ml4/0(مرفين سولفات در بالاترين دوز 

بطـور   شـاهد حيوانـات گـروه    .بـود  mg kg⎯����⎯�2±137ه ك ـ

بـه مـدت   ) gr/lit 40(روز كي سوكتحت تجويز خورا مشابه فقط

  .]4[ ندفتروز قرار گر 30

انول گذاري و طـي دوره بهبـودي   كحيوانات پس از عمليات 

گـروه   -1 :گروه تقسيم شدند 4بطور تصادفي در  ،روز 5به مدت 

موشــهاي ايـن گــروه در آب آشـاميدني خــود   : سـالين -سـوكروز 

 مپاهيپوك CA1 هردند و در هر طرف ناحيك روز دريافت ميكسو

گـروه   -2 .شـد  تزريـق مـي  روليتر سرم فيزيولـوژي  كآنها يك مي

حيوانات اين گروه در آب آشـاميدني خـود    :L-NAME-سوكروز

ــو ــي كس ــت م  ــ ك روز درياف ــرف ناحي ــر ط ــد و در ه  CA1 هردن

مهار كننده غير انتخابي ( L-NAMEروگرم كمي 5/1 مپ،اهيپوك

ــزيم  ــم  در) NOSآن ــحج ــالين  كمي 1 لك ــر س ــا (روليت  3جمع

) ميكروليتـر در دو طـرف   2در حجم كل  L-NAMEميكروگرم 

ضـمنا در مطالعـات مقـدماتي از دوزهـاي      .]16[ شـد  ريق ميتز

ه بهترين كاستفاده شد  L-NAME) روگرمكمي 5/0-3(مختلف 

: سالين-گروه مرفين -3 .حاصل شد روگرمكمي 5/1پاسخ در دوز 

ردند ك حيوانات اين گروه در آب آشاميدني خود مرفين دريافت مي

 ـ  ر سـرم  روليت ـكيـك مي  هيپوكامـپ  CA1 هو در هر طـرف ناحي

: L-NAME-گــروه مــرفين -4 .شــد تزريــق مــيفيزيولــوژي 

موشهاي اين گروه در آب آشاميدني خود مرفين سولفات دريافت 
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 روگـرم كمي5/1 مـپ اهيپوكCA1ه ردند و در هر طرف ناحي ـك مي

L-NAME ر ك ـلازم به ذ. شد تزريق ميروليتر كيك ميحجم  در

مـرگ  سر موش در گروههاي مختلف به علل  11ه تعداد كاست 

 .ها در مراحل مختلف حذف شدند انولكنده شدن كو مير و يا 

روليتـر  كيـك مي  ،پس از انجـام آزمايشـات و در روز سـي ام   

سپس هر حيوان با تجويز دوز  ،شد انولها تزريق ميكمتيلن بلو در 

لذا نكـات اخلاقـي بـه    (شد  بسيار زياد داروي بيهوشي كشته مي

خـارج گشـته و پـس از    ، سپس مغز آنهـا  )طور كامل رعايت شد

جهت تاييد محـل تزريـق    ٪10س شدن در محلول فرمالين كفي

تنها نتايج حاصل از نمونه هايي . شد زي مييبرش داده و رنگ آم

هاي آماري مـورد   در بررسي دش كه محل كانول در آنها تاييد مي

  .گرفت استفاده قرار مي

ــانس ي   ــاليز واري ــون آن ــا آزم ــايج ب ــه كنت  One-wayطرف

ANOVA; variable: day  و دو طرفــــهTwo-way 

ANOVA with repeated measure; variable: 

experimental groups, day     مورد بررسـي قـرار گرفـت و در

. انجـام گرديـد   Tukeyآزمون  ،ه اختلاف معني دار بودكمواقعي 

P<0.05 اختلاف بين گروههـاي   به عنوان معيار معني دار بودن

  .ته شدمورد آزمايش در نظر گرف

 ها يافته

يراي بررسي فرآيند يادگيري در طي روزهاي آموزش، نتـايج  

و كحاصل از ميانگين زمـان سـپري شـده بـراي رسـيدن بـه س ـ      

(escape latency) ميانگين مسافت طي شده براي رسيدن به ،

و و ميانگين سرعت شناي حيوانات در روزهاي آموزش مـورد  كس

در شاخصـه   لـي ككـه بطـور    نتايج نشان داد. مطالعه قرار گرفت

روزهـاي   بين و دركس رسيدن بهميانگين زمان سپري شده براي 

 ,L-NAME [F(3,27)=0.9486-روزكسـو  هايدر گروه آموزش

P=0.4310] ــرفين  ,L-NAME [F(3,21)=0.1848-و مـــ

P=0.9055] سـالين  -روزكسـو اما در گـروه  . تفاوتي وجود ندارد

[F(3,21)=8.2638, P=0.0008] الين ســــــ-مــــــرفين و

[F(3,18)=13.3617, P=0.0000]    بين روزهاي آمـوزش تفـاوت

سالين بين روز اول با -روزكدر گروه سو تفاوت مذكور. وجود دارد

 (P<0.001)و چهارم  (P<0.01)، سوم (P<0.05)روزهاي دوم 

 نيـز  سـالين -در گـروه مـرفين  همچنـين   .استآموزش معني دار 

سـوم و چهـارم    ،(P<0.05) بين روز اول با روزهـاي دوم تفاوت 

(P<0.001)  بررسـي نتـايج   همچنـين  . آموزش معني دار اسـت

ه ك ـو نشان داد كس رسيدن بهحاصل از ميانگين زمان لازم براي 

ــور  ــايش   كبط ــاي آزم ــين گروهه ــي ب  ,F(3,29)=19.5909]ل

P=0.0000]زمــــايش، روزهــــاي آ [F(3,87)=12.5533, 

P=0.0000] نش گروهها و روزهـا كو برهم [F(9,87)=3.0998, 

P=0.0028] آناليز . تفاوت وجود داردPost hoc  نشان داد ايـن 

روز  سـالين در -سـالين و مـرفين  -روزكتفاوت بين گروههاي سو

همچنين تفاوت بين گروههـاي  . معني دار است (P<0.05)سوم 

ــرفين ــرفين -مـ ــالين و مـ ــاي  L-NAME-سـ  دومدر روزهـ

(P<0.01) ،وم و چهارم س(P<0.001) طرف از . معني دار است

-L-روزكسـالين و سـو  -روزكتفاوت بين گروههاي سوديگر اين 

NAME  چهارمدر روز (P<0.05)  تفـاوت  امـا  . معني دار اسـت

ــين گروههــاي ســو ــرفين L-NAME-روزكب  L-NAME-و م

  .)1 لكش( دام از روزهاي آموزش معني دار نيستكدرهيچ

 رسـيدن بـه  بـراي   بين ميانگين مسافت طي شده ليكبطور 

 L-NAME-روزكدر گـروه سـو   وزهـاي آمـوزش  ر بين و دركس

[F(3,27)=0.5488, P=0.6532] ــرفين  L-NAME-و مـــ

[F(3,21)=0.3914, P=0.7604]  تفــاوت معنــي داري مشــاهده

ســالين -روزكســوامــا ايــن تفــاوت در گــروه    . شــود نمــي

[F(3,21)=3.6722, P=0.0285] ســــــالين -مــــــرفين و

[F(3,18)=18.5295, P=0.0000] ــي دار اســت ــه و تجز .معن ي

-روزكدر گـروه سـو   دهد تفـاوت مـذكور   تحليل آماري نشان مي

در (Escape latency)زمان سپري شده براي رسيدن بـه سـكو   مقايسه  - 1ل شك

نسـبت بـه n= * P<0.05) 7- 10( در طي روزهاي آمـوزش  مورد مطالعهچهار گروه 

 سالين- نسبت به گروه مرفين †††P<0.001و  ††P<0.01سالين و - گروه سوكروز
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آموزش  (P<0.05)سوم و چهارم  سالين بين روز اول با روزهاي

سـالين بـين روز اول   -در گروه مرفيناين تفاوت . است معني دار

 معنـي دار آمـوزش   (P<0.001)، سوم و چهـارم  با روزهاي دوم

مسافت طي ميانگين بررسي نتايج حاصل از از طرف ديگر  .است

لـي تفـاوت بـين    كه بطور كو نشان داد كس رسيدن بهبراي شده 

، روزهـاي  [F(3,29)=8.6472, P=0.0002] گروههـاي آزمـايش  

نش گروهها كو برهم [F(3,87)=10.7287, P=0.0000]آزمايش 

 Postآناليز . وجود دارد [F(9,87)=3.2467, P=0.0019] و روزها

hoc  سـالين و  -روزكگروههـاي سـو   تفـاوت بـين  نشان داد اين

 (P<0.05) معنـي دار  چهـارم  وسـوم   سالين در روزهاي-مرفين

-سـالين و مـرفين  -همچنين تفاوت بين گروههاي مرفين. است

L-NAME  در روزهاي سوم(P<0.01)   و چهـارم(P<0.001) 

و  L-NAME-روزكتفاوت بين گروههاي سواما . معني دار است

هاي آمـوزش معنـي دار   روز دام ازكهيچ در L-NAME-مرفين

  .)2شكل( نيست

ميانگين سرعت شناي حيوانات در مجموع چهار روز آموزش 

ه كـاهش سـرعت   ك ـدهد  نتايج نشان مي. ديگر مقايسه شدكبا ي

نسـبت بـه    L-NAME-در گروه مرفين (P<0.05)معني داري 

  ).3لكش(سالين وجود دارد -گروه مرفين

درصد حضـور حيوانـات   به منظور بررسي روند تثبيت حافظه، 

ه در طـي روزهـاي آمـوزش    ك ـاي  ربع دايره(در ربع دايره هدف 

. بررسـي شـد   probe trialدر مرحلـه  ) و در آن قرار داشـت كس

نتايج نشان داد هر چند درصد حضور حيوانات در ربع دايره هدف 

امـا ايـن    ،باشـد  سالين بيشتر از ساير گروهها مي-در گروه مرفين

  ).4لكش(ي معني دار نيست تفاوت از لحاظ آمار

  بحث

در ناحيه  NOSنتايج تحقيق حاضر نشان داد كه مهار آنزيم 

CA1    ــهاي ــايي در موش ــه فض ــادگيري و حافظ ــپ، ي هيپوكام

صحرايي نر وابسته به مرفين را در مدل ماز آبي موريس سركوب 

  .كند مي

در اين تحقيق، وابستگي به مرفين با تجويز خـوراكي ايجـاد   

وش مــرفين بــه آب آشــاميدني حيوانــات اضــافه در ايــن ر. شــد

ايجاد پديده وابستگي در ايـن روش در تجربيـات قبلـي    . شود مي

  .]2و  1[اثبات شده است 

سـالين نشـان دهنـده ايجـاد     -نتايج حاصل از گروه سـوكروز 

مـورد سـكو در چهـار گـروه    رسـيدن بـه  مسافت طي شده براي  مقايسه -2شكل 

-نسبت به گروه سـوكروز n= .* P<0.05) 7-10( در طي روزهاي آموزشمطالعه 

 سالين-نسبت به گروه مرفين †††P<0.001و  ††P<0.01سالين و 

مـايش در طـيحيوانات در چهار گـروه آز شناي ميانگين سرعت  مقايسه -3شكل 

 سالين-نسبت به گروه مرفين † n= .P<0.05) 7-10( روزهاي آموزش

 Probeمقايسه درصد حضور حيوانات در ربـع دايـره هـدف در مرحلـه      -4شكل 

trial 7-10( اي مورد مطالعههدر گروه (n= 
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يادگيري فضايي در اين گروه است، زيرا كـاهش معنـي داري در   

فت طي شـده بـراي   زمان پيدا كردن سكوي پنهان در آب و مسا

. رسيدن به آن در روز چهارم آموزش نسبت به روز اول ايجاد شد

اين نتايج موافق تجربيات قبلـي اسـت و نشـان دهنـده توانـايي      

و  1 [باشد  حيوانات براي يادگيري فضايي در ماز آبي موريس مي

امـا  . تواند ناشي از تجويز سوكروز باشد البته اين اثر مي. ]22و  2

به هر حال با توجه به اينكه كليـه گروههـاي آزمـايش سـوكروز     

دريافت نموده و تحت كانول گذاري مشابه قرار گرفتـه انـد، لـذا    

توان اثر كانول گذاري و تجويز سـوكروز را توسـط اطلاعـات     مي

اهد حاصل از گروه حاضر خنثي نموده و از اين گروه به عنوان ش

  .ساير گروهها استفاده نمود

قسمت ديگري از نتايج اين مطالعه نشان داد كه مهار آنـزيم  

NOS  ــه ــوكروز   CA1در ناحي ــروه س ــپ در گ  -L -هيپوكام

NAME بـه طـوري كـه تفـاوت     . نمايد يادگيري را سركوب مي

معني داري بين زمان و مسافت طي شده براي رسيدن بـه سـكو   

از طـرف ديگـر   . ذكور وجود نداردبين روزهاي آموزش در گروه م

سـالين و  -مقايسه پارامترهاي فوق الذكر بين دو گـروه سـوكروز  

دهد كه در روزهـاي دوم، سـوم و    نشان مي L-NAMEسوكروز 

كاهش  L-NAMEچهارم آموزش ميزان يادگيري توسط تجويز 

اين كاهش در روز چهـارم در مـورد خصيصـه زمـان     . يافته است

اين نتايج بـر نقـش   . املاً معني دار استلازم براي يافتن سكو ك

هيپوكامـپ در فرآينـد    CA1سيستم نيتريك اكسـايد در ناحيـه   

هـاي ايـن بخـش از     در تاييد يافتـه . يادگيري فضايي دلالت دارد

دهند نيتريـك اكسـايد    تحقيق، شواهدي وجود دارد كه نشان مي

بر اعمال شناختي حيوان دلالـت دارد و مطـرح كننـده ارتبـاط و     

) LTP(گيري سيستم نيتريك اكسايد در تقويت طولاني مدت در

هيپوكامپي، تغيير شكل پذيري سيناپسي و متعاقب آن يـادگيري  

اي  در همين رابطـه نتـايج مطالعـه   . ]18و  8 [باشد  و حافظه مي

نشان داد كه با مهـار آنـزيم نيتريـك اكسـايد سـنتاز در شـرايط       

invivo ن مشـخص شـده   همچني. ]3[شود  يادگيري معيوب مي

كالمودولين به درون نورونهـاي  -كه تزريق پس سيناپسي كلسيم

-كلسـيم . شـود  باعـث القـا تقويـت سيناپسـي مـي      CA1هرمي

كالمودولين آنزيم نيتريك اكسايد سنتاز را بـراي توليـد نيتريـك    

ــي  ــال م ــد و  اكســايد فع ــاثر از كلســيم  NOكن ــت مت -در تقوي

ررسـي مـدت زمـان    از طرف ديگر ب. ]18[كالمودولين نقش دارد 

نشان داد  probe trialسپري شده در ربع دايره هدف در مرحله 

در روند تثبيت اين نوع حافظـه در ناحيـه    L-NAMEكه تجويز 

CA1 در رابطه با عدم تاثير مهـار  . هيپوكامپ نقش نداردNOS 

، بايد گفت كه اگر چـه بيشـتر مطالعـات    probe trialدر مرحله 

ــي ــار  نشــان م ــه مه ــد ك ــتلال در   NOSدهن ــث ايجــاد اخ باع

شـود، ولـي    گيري يادگيري فضايي در ماز آبي موريس مـي  شكل

اين اثرات ماهيـت گـذرايي دارد و عملكـرد حيوانـات در مرحلـه      

probe trial  تحت تاثير مهارNOS بنابراين بـه  . گيرد قرار نمي

گيـري يـادگيري مـوثر باشـد و      در شـكل  NOرسد كـه   نظر مي

  .]8[ه ندارد تاثيري بر تثبيت حافظ

ه ك ـهمچنين بخش ديگري از نتايج تحقيق حاضر نشان داد 

سبب  )سالين-در گروه مرفين( به مرفين خوراكي ايجاد وابستگي

 ،دوش ـ مي موشهاي صحراييدر  فضاييحافظه يادگيري و تقويت 

زمان لازم و مسافت طي شده براي يـافتن سـكو در    هكبطوري 

اهش معنـي داري را در  روز چهارم آموزش نسبت بـه روز اول ك ـ 

سـبب  از طـرف ديگـر تجـويز مـرفين     . دهـد  اين گروه نشان مي

 وي پنهـان و كردن سكميانگين زمان پيدا  اهش معني داري درك

-روزكمسافت طي شده براي يافتن آن در مقايسه بـا گـروه سـو   

 trial(سالين در روزهاي آمـوزش شـد، همچنـين در روز پـنجم     

probe (ا در ربع دايرة هدف نسـبت بـه   حيوانات زمان بيشتري ر

ه ايـن افـزايش   ك ـردند هر چند كتمام گروههاي آزمايش سپري 

اين نتايج با نتـايج مطالعـات   . زمان از لحاظ آماري معني دار نبود

در  ]28و  27و  13[و محققــين ديگــر  ]26و  2و  1 [قبلــي مــا 

مطابقـت دارد و مويـد اثـر مثبـت      in vitroو  in vivoشـرايط  

وراكي به مرفين بـر فرآينـدهاي يـادگيري و حافظـه     وابستگي خ

  .باشد فضايي مي

از طرف ديگر نتـايج قسـمت اصـلي تحقيـق حاضـر نشـان       

 CA1دهد كه مهار آنزيم نيتريـك اكسـايد سـنتاز در ناحيـه      مي

، اثـرات وابسـتگي بـه مـرفين بـر      L-NAMEهيپوكامپ توسط 

ه طـوري  ب. برد فرآيندهاي يادگيري و حافظه فضايي را از بين مي

هاي زمان لازم و مسافت طي شـده بـراي يـافتن     كه در شاخصه

تفـاوت   L-NAME-سكو بين روزهاي آموزش در گروه مـرفين 

از طرف ديگر زمان و مسافت طي شده بـراي  . آماري وجود ندارد

-نسبت به گروه مرفين L-NAME–يافتن سكو در گروه مرفين

. بيشتر اسـت سالين در تمام روزهاي آموزش به طور معني داري 

نيز به طور جزيي  probe trialدر مرحله  L-NAMEاثر تجويز 

در اين رابطه بايد گفت كه شواهد زيادي در تأييـد  . شود ديده مي
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نقش نيتريك اكسايد در خواص پاداشي ناشي از اپيوئيدها وجـود  

ــدن   . ]31[دارد  ــال ش ــه فع ــود دارد ك ــاتي وج ــين گزارش همچن

يـامبري متعاقـب آن نقـش    و مسـيرهاي پ  NMDAهاي  گيرنده

كنـد   كليدي در تحمل، وابستگي و ترك اعتياد اپيوئيدي بازي مي

از طرف ديگر گزارش شده كه تحمل بـه مـرفين در   . ]29و  10[

هيپوكامپ به فعاليت سيستم نيتريك اكسايد وابسـته   CA1ناحيه

اي  نقش ثابـت شـده   NMDAهاي  همچنين گيرنده. ]19[است 

يناپسي بطور كلـي، و همچنـين شـكل    در فرآيند شكل پذيري س

پذيري سيناپسـي مـرتبط بـا اپيوئيـدها و فرآينـدهاي درگيـر بـا        

 µبطـوري كـه فعـال شـدن گيرنـده      . يادگيري و حافظـه دارنـد  

 NMDAاپيوئيدي سبب ورود كلسـيم از طريـق كانـال گيرنـده     

تواند  برخي شواهد حاكي از آن است كه مرفين مي. ]29[شود  مي

اپيوئيدي، كلسيم آزاد درون سلول را  µيرنده از طريق تحريك گ

افزايش داده و نهايتا منجر به هيدروليز فسـفاتيديل اينوزيتـول و   

تشكيل اينوزيتول و متعاقب آن آزاد سازي كلسيم از ذخاير درون 

بديهي است كه افزايش كلسيم درون سلولي ناشي از . سلول شود

لسـلهاي پيـامبر   تواند سبب فعال سـازي انـواعي از تس   مرفين مي

ثانويه وابسته به كلسيم، نظير فعال سازي كيناز وابسته به كلسيم 

وابسته به  IIدر اين رابطه مشخص شده كه پروتئين كيناز . گردد

ــيم ــالمودولين -كلسـ ــيگنالينگ  ) CaMkII(كـ ــيم سـ در تنظـ

و همكـاران در تحقيقـي    Lou. هاي اپيوئيدي درگير است گيرنده

توانـد بـه طـور     و مزمن با مـرفين مـي   نشان دادند كه تيمار حاد

مهـار  . در هيپوكامـپ را تعـديل نمايـد    CaMkIIمؤثري فعاليت 

CaMkII اين پروتئين كيناز . دهد تحمل به مرفين را كاهش مي

. ]20[هاي اپيوئيـدي دارد   نقش مهمي در فسفوريلاسيون گيرنده

و افـزايش توليـد    NOSسـبب فعـال شـدن     CaMkIIاز طرفي 

پيامبر پس  تواند به عنوان يك مي NO. گردد د مينيتريك اكساي

نورد در تقويت طولاني مدت هيپوكامپي عمل نمايد و يا با اثـر  

موضعي بر نورونهاي پس سيناپسي بـا نيتروزيلـه كـردن و يـا     

ها در تقويت سيناپسي ناشـي از   اكسيد نمودن مستقيم پروتئين

 در طـي  CaMKIIهمچنـين  . كالمودولين سهيم باشد- كلسيم

سـبب فسفوريلاسـيون    NOبا تحريك سـنتز   LTPفرآيند القا 

از طرف ديگر بيـان شـده   . ]18[شود  مي AMPAهاي  گيرنده

با ممانعـت از تشـكيل    NMDAكه تجويز آنتاگونيست گيرنده 

NO  مانع توليدcGMP     در مغز شده و نهايتـا باعـث تخريـب

  .]14[شود  حافظه مي

رابطـه بـا سـرعت    نتايج بخش ديگري از مطالعات حاضر در 

شناي حيوانات نشان داد كه وابستگي به مرفين تاثير معني داري 

در  NOSهمچنين مهـار آنـزيم   . بر سرعت شناي حيوانات ندارد

نيز به خودي خود بر اين فرآيند بي تاثير اسـت امـا    CA1ناحيه 

  .مهار آنزيم مذكور در حيوانات وابسته سرعت شنا را كاهش داد

مرفين بر فعاليتهاي حركتي حيوانات قبلا  بي اثر بودن تجويز

اي كه با تجويز داخل بطنـي مـرفين انجـام شـده      نيز در مطالعه

و همچنين در تجربيات قبلي مـا كـه بـا ايجـاد وابسـتگي       ]15[

در . گـزارش شـده اسـت    ]2[خوراكي بـه مـرفين همـراه بـوده     

دهند كه تجويز دوزهاي  صورتيكه برخي مطالعات ديگر نشان مي

، باعـث افـزايش فعاليـت    )20و  mg/kg, i.p.50(مـرفين   بالاي

و برخـي مطالعـات نيـز كـاهش فعاليـت       ]30[شـود   حركتي مي

تنـاقض در نتـايج   . دهـد  حركتي را در اثر تجويز مرفين نشان مي

حاصله به سادگي قابل توضيح نيست ولي ممكـن اسـت بـر اثـر     

از  .]15[تفاوت در دوز و يا فواصل زمـاني تجـويز مـرفين باشـد     

هيپوكامپ به  CA1طرف ديگر سيستم نيتريك اكسايد در ناحيه 

خودي خود تاثير معني داري بر فعاليتهاي حركتي ندارد، لازم بـه  

و يـا   ]11[به هسته آكومبنس  L-NAMEذكر است كه تجويز 

نيز تاثيري بـر فعاليـت حركتـي حيوانـات      ]12[تگمنتوم شكمي 

توانـد فعاليتهـاي    رفين مـي اما تجويز آن به طور توأم با م ـ. ندارد

حركتي و سرعت شنا را در حيوانات تضعيف نمايـد كـه بـه نظـر     

با اثرات ناشـي   L-NAMEرسد اين اثر ناشي از تداخل عمل  مي

. ]17و  12[از مرفين در مهار فرآيندهاي حركتي حيوانـات باشـد   

و تـداخل   NOSاين اثر همچنين ممكن است ناشي از اثر مهـار  

بنـابراين بـه   . ]30[كاهش ترشح دوپامين باشـد  آن با مرفين در 

هـاي حركتـي در حيوانـات گـروه      رسد در كاهش فعاليت نظر مي

سـالين، سيسـتم   -نسبت بـه گـروه مـرفين    L-NAME-مرفين

  .دوپامينرژيك دخيل باشد

در مجموع نتايج اين تحقيق نشان دهنده آن اسـت كـه   

 وابستگي خوراكي به مرفين، يادگيري و حافظـه فضـايي در  

كند، ولي تاثير معنـي داري   موشهاي صحرايي را تقويت مي

از آنجا كه ايـن اثـرات   . بر فعاليتهاي حركتي حيوانات ندارد

ــاربرد موضــعي   ــا ك ــويتي ب ــه  L-NAMEتق  CA1در ناحي

هيپوكامپ مهار گرديد، بنابر اين سيسـتم نيتريـك اكسـايد    

تواند در تقويـت يـادگيري فضـايي ناشـي از مـرفين در       مي

  .صحرايي موثر باشد موشهاي
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  تشكر و قدرداني

اين مقاله موضوع قسمتي از طرح تحقيقـاتي مصـوب حـوزه    

معاونت آموزشي و پژوهشي دانشـگاه علـوم پزشـكي كرمانشـاه     

باشد كه بدينوسيله از حمايت مـالي مسـئولين حـوزه مـذكور      مي

  .نهايت تشكر را دارد
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