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دخالت گیرندههای موسکارینی هیپوکامپ پشتی، بر اکتساب ترجیح مکان شرطی 
شده ناشی از مورفین در موش بزرگ آزمایشگاهی 

  
 
 

  

ــا توجـه بـه توزیـع وسـیع  هدف: هیپوکامپ از مراکز اصلی یادگیری وابسته به پاداش است. ب
ــه CA1 هیپوکـامپ پشـتی، احتمـال مـیرود ایـن گیرندههـا در  گیرندههای موسکارینی در ناحی
ــر تحریـک یـا مـهار گیرندههـای  یادگیری وابسته به پاداش نقش داشته باشند. در این تحقیق، اث
موسکارینی هیپوکامپ پشتی بر پاداش ناشی از مورفین در موش بزرگ آزمایشگاهی نــر نـژاد 
ویستار با استفاده از روش ترجیح مکان شرطی شده (CPP) بررسی شد. روش: ایــن مطالعـه 
ــتفاده بـا وزن تقریبـی 200  تـا 240 گرم بـه  به روش تجربی انجام شد. کلیه حیوانات مورد اس
وسیله دستگاه استرئوتاکس در ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی به صورت دو طرفه کــانول گذاری 
شدند. هر حیوان جراحی شده به مدت یک هفته دوران بهبود را قبل از CPP طی کرد. برای ایــن 
کار از یک برنامه پنج روزه با سه مرحله مجزا  استفاده شد، مرحله پیش شرطی سازی، مرحلـه 
شرطی سازی که سه روز به طول انجامید و مرحله آزمون یا بیان. یافتهها: تزریق زیرجلــدی 
 Unbiased ــا اسـتفاده از شـرطی سـازی سـه روزه) و روش مقادیر مختلف سولفات مورفین ب
توانستCPP وابسته به مقــدار ایجـاد کنـد. تزریـق داخـل CA1 مقـادیر مختلـف فیزوسـتیگمین 
(آنتیکولین استراز) و آتروپین (آنتاگونیست گیرنده موسکارینی) به طــور معنـیدار، CPP القـا 
 ،CA1 شده به وسیله مورفین را به ترتیب تقویت و مهار کردند. تزریق آتروپین به داخــل ناحیـه
ــهگیـری:  تقویت القا شده به وسیله فیزوستگمین را در پاسخ به مورفین معکوس نمود. نتیج
تزریقهای داخل CA1 فیزوستگمین یا آتروپین، به تنهایی ترجیح یا تنفر مکانی مشخصی را القا 
نکردند. گیرندههای موسکارینی نواحی CA1 هیپوکامپ پشتی، در پاداش ناشی از مورفین نقش 

مهمی بازی میکنند. 
 

کلید واژهها: اکتساب ترجیح مکان شرطی شده، گیرنده موسکارینی، یادگیری وابسته به پاداش، هیپوکــامپ 
پشتی 
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مقدمه1 
شواهد متعــدد نشـان میدهنـد کـه تزریـق مورفیـن (آگونیسـت 
ــگاهی، میتوانـد بـه عنـوان  گیرنده اپیوئیدی µ) به حیوانات آزمایش
ــان شـرطی  یک محرک پاداشی عمل کند و سبب القای ترجیح مک

_____________________________________________
1 - نشانی تماس: تهران، دانشگاه تهران، دانشکده پزشکی، گروه فارماکولوژی. 

E-mail: Zarinmr@ams.ac.ir  

ــا3، فونـادا4 و سـوزوکی5، 2001). پیشـنهاد  شده2 (CPP) شود (ناریت
شده است که سیستم دوپامینی مزولیمبیک،2 کــه از ناحیـه تگمنتـوم 
شکمی6 (VTA) شروع و به هسته آکومبنس (Nac) ارسال میشود، 
مهمترین جایگاه مغزی القا کننده پاداش اپیوئیــدی اسـت (کـوب7، 

_____________________________________________
2- Conditioned Place Preference 3- Narita
4- Funada 5- Suzuki
6- Ventral Tegmental Area 7- Koob
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روبلدو1، مارکو2 و کاین3، 1993). مطالعات قبلی مــا نـیز حـاکی از 
آن اسـت کـه جایگاههـای دیـگر مغـزی مثـل هیپوکـامپ (کرمــی، 
ــی، 2002) و آمیـگدال (زریندسـت،  زریندست، سپهری و صحرائ
ــی، 2002) نقـش مـهمی در القـای پـاداش  کرمی، سپهری و صحرائ

ناشی از مورفین بازی میکنند. 
تحقیقات نشان میدهند که هیپوکــامپ در یـادگیـری و حافظـه 
نقش اساسی دارد (اوریت4 و رابینز5، 1997) و در یادگیــری وابسـته 
ــاداش نـیز دخـالت میکنـد. اهمیـت ایـن نقـش بـه ویـژه وقتـی  به پ
مشخص میشود که حیوان آزمایش شده باید مکان و علایم مرتبط 
ــا مصـرف دارو را بـه یـاد بیـاورد (وایـت6، 1996). همچنیـن  شده  ب
ـــان  گزارشـی وجـود دارد کـه هیپوکـامپ نـیز بـرای میـانجیگری بی
ــری مکـانی (کـامپتون7، 2004) ضـروری میباشـد. بـرخی از  یادگی
ــتمهای نوروترانسـمیتری متعـدد  مطالعات مشخص کردهاند که سیس
ــد (هاسـلمو8  در یادگیری و حافظه وابسته به هیپوکامپ دخالت دارن
ـــن نشــان داده شــده اســت کــه سیســتم  و بـاور9، 1993). همچنی
کولینرژیکی هیپوکامپ در مراحل شــکلگیـری حافظـه (وارگا10 و 
همکــاران، 2003) نقــش مــهمی ایفــــا میکنـــد و گیرندههـــای 
ــادگیـری ارتبـاطی  موسکارینی موجود در هیپوکامپ برای تشکیل ی
ضروری هستند (ون درزی11، بیامــانز12، گرکمـا13 و دان2004،14). 
هیپوکامپ انواع ورودیهای کولینرژیکی را از پیشمغز قـاعدهای و 
ــری و  سپتوم دریافت میکند که این برای عملکردهای عادی یادگی

حافظه اهمیت دارد (فروسچر15 و لرانت16، 1985).  
آثار پاداشی مورفین میتواند به وسیله CPP ارزیابی شود (هرز، 
1998). اگرچه واضح است که اثــر مورفیـن در سـطح VTA ایجـاد 
میشود (اولمستد17 و فرانکلین18، 1997)، ولی به نظــر میرسـد کـه 
دوپـامین نـیز تنـها نوروترانسـمیتر مسـؤول القـای پـاداش اپیوئیـــدی 
نمیباشد (سوزوکی، تسودا19، فونادا و میســاوا20، 1995). بـر اسـاس 
نتایج مطالعات قبلی، سیســتمهای نوروترانسـیمتری متعـدد از جملـه 
گلوتامات (برنز21، اوریت و رابینز، 1994)، استیل کولین (شیلدن22، 
هاسـتون23، شـوارتینگ24، 2002)، گابـا (زریندسـت و همکـــاران، 
ـــودرا26،  2004)، هیسـتامین (سـوزوکی، تاکـاموری25، میسـاوا و اون
1995) و نیتریک اکساید در ترجیح مکان القا شده به وسیله مورفین 
ــاپنـون27،  درگیرند. از آنجا که CPP یک الگوی یادگیری است (پی

کیواسـتیک28، کاتاجـامکی29، ژارکوفسـکی30 و آتـــی31، 1997) و 
گیرندههای موسکارینی کولینرژیــک هیپوکـامپ در تنظیـم حافظـه 
دخیلاند، در مطالعه حاضر آثار تزریقهای داخل CA1 آگونیست و 
ــر پـاداش مورفیـن سـنجیده شـده  آنتاگونیست گیرنده موسکارینی ب

است.1 
 

روش 
در این پژوهش تجربی، از موشهای بزرگ آزمایشگاهی32 نــر 
ــی 220 تـا 250 گرم اسـتفاده شـد. ایـن  نژاد ویستار33 با میانگین وزن
حیوانـات از انسـتیتو پاسـتور ایـران تهیـه و بـه صـــورت گروههــای 
چهارتایی نگهداری شدند و برای آنکه به محیط جدید عادت کنند 
حـدود یـک هفتـه قبـل از شـروع آزمـایش، بـه حیوانخانـــه منتقــل 
گردیدند. غذای آنان از کارخانه دام پارس بــه صـورت آمـاده تهیـه 
ــات دارای دوره روشـنایی – تـاریکی 12  شد. محل نگهداری حیوان
ساعته (شروع روشنایی 7 صبح) و دمای2±22 درجه سانتیگراد بــود 
ــیگرفـت. در هـر گروه  و آزمایشها در زمان معینی از روز انجام م
تجربـی هشـت حیـوان وجـود داشـت و هـر حیـوان فقـــط یکبــار 

آزمایش میشد. 
ــر پایـه  دستگاه سه قسمتی ترجیح مکان شرطیشده از چوب و ب
طرح کــار و وایـت (1983) سـاخته شـده اسـت. دو قسـمت اصلـی 
 A هم اندازه هســتند، ولـی دیوارههـای قسـمت B و A دستگاه یعنی
سفید با نوارهای طولی مشــکی بـه عـرض دو سـانتیمتر بـه صـورت 
ـــبک دارد. قســمت B دارای  راهراه اسـت و یـک کـف تـوری مش
ــفید افقـی بـه عـرض دو سـانتیمتر بـه  دیوارههای سیاه با نوارهای س

_____________________________________________
1- Robledo 2 - Markou
3- Caine 4 - Everitt
5- Robbins 6 - White
7- Compton 8 - Hasselmo
9- Bower 10 - Varga
11- Van der Zee 12 - Biemans
13- Gerkema 14 - Daan
15- Frotscher 16 - Leranth
17- Olmstead 18- Franklin
19- Tsuda 20 - Misawa
21- Burns 22 - Schildein
23- Huston 24 - Schwarting
25- Takamori 26 - Onodera
27- Piepponen 28 - Kivastik
29- Katajamaki 30 - Zharkovski
31- Ahtee 32- Rat
33- Wistar
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صورت راهراه و یک کف چوبی صاف است. قسمت سوم (c) یک 
ــای ورودی قسـمتهایA و B را بـه  تونل قرمز رنگ است که دره
ــه  یکدیگر مرتبط میکند. دستگاه به وسیله یک درب گیوتینی به س

قسمت کاملاً مجزا تقسیم میشود. 
طــی آزمایشهــا از ایــن مــواد اســتفاده شــد: (1) کتــــامین 
هیدروکلرایـد و زایلزیـن کـه بـه عنـوان داروهـای بیهوشـی و بـــه 
صورت درون صفاقی تزریق شدند، (2) مورفین سولفات تهیه شــده 
از شرکت تماد ایران که به صــورت پـودر سـفید رنـگ اسـت و بـه 
علت حساسیت باید دور از نور نگهداری شود، (3) فیزوستیگمین به 
ــروپیـن بـه عنـوان  عنوان آگونیست گیرندههای موسکارینی، (4) آت

آنتاگونیست گیرندههای موسکارینی. 
ــد  قبل از انجام عمل جراحی برای کانولگذاری، حیوان وزن ش
 (50mg/kg) و سپس داروی بیهوشی مخلوط کتامین هیدروکلرایــد
ــه  و زایلزین (4mg/kg) به صورت درون صفاقی با سرنگ انسولین ب
حیوان تزریق گردید. پس از بیهوشی کامل موهای سرحیوان قیچــی 
ــتگاه اسـترئوتاکس قـرار داده میشـد. سـپس بـه  و حیوان درون دس
وسیله اسکالپل ضد عفونی شده، پوست روی جمجمه از ناحیــه بیـن 
دو چشم تا انتهای استخوان پس سری به صورت طولی شکاف داده 
و پوست سر به وسیله گیرههایی به طرفین کشــیده شـد. بعـد بـا پنبـه 
ــه بتـادین، محـل شـکاف ضدعفونـی گردیـد و عضـلات و  آغشته ب
ــته بـه الکـل  بافتهای پیوندی زیرین برداشته و استخوان با پنبه آغش
ــود. بـرگمـا محـل  سفید تمیز شد تا محل برگما و لامبدا مشخص ش
ـــل اتصــال  تقـاطع درز تـاجی و درز سـهمی اسـت. درز تـاجی مح
ــــه و درز ســـهمی شـــکاف بیـــن  اســتخوانهای پیشــانی و آهیان
ــا و لامبـدا بـر  استخوانهای آهیانه میباشد. پس از تعیین نقاط برگم
 CA1 ـــۀ اسـاس اطلـس، مختصـات محـل کـانولگذاری بـرای ناحی
هیپوکامپ پشتی به این شرح  مشخص گردیــد: از بـرگمـا 3 تـا 3/5 
ــتر=  میلیمتر =  قدامی خلفی (AP)، از خط وسط 1/8± تا 2± میلیم
میـانی – جـانبی (ML) و ازسـطح جمجمـه 3- تـا 2/2- میلیمـــتر= 

 .(DV) خلفی – شکمی
پس از تنظیم مختصات دستگاه در راستای قدامی – خلفی و نیز 
میانی – جانبی، محل ناحیه قاعدهای – جانبی CA1 هیپوکامپ پشتی 
روی جمجمه با جوهــر علامـتگذاری و سـپس بـه وسـیله متـه، دو 

ــژ ایجـاد شـد. دو سـوراخ  سوراخ روی استخوان جمجمه تا پردۀ منن
ــه دیـگر جمجمـه بـرای نصـب پیچهـای  کم عمق دیگر هم در ناحی
ــترئوتاکس، کـانول  عینک ایجاد گردید. سپس با کمک دستگاه اس
راهنما به طول 10 میلیمــتر (تهیـه شـده از سـر سـوزن 22 گیـج) در 
درون سوراخ ایجادشده، یک میلیمتر بالاتر از ناحیه CA1 قــرار داده 
شد. آنگاه اطراف آن به وسیله آکریل دندانپزشکی کــه بـا محلـول 
مونومر مخلوط شده، پوشانده شد. به این ترتیــب کـانول راهنمـا در 
ــیمان دندانپزشـکی محکـم گردیـد.  محل مورد نظر با سفت شدن س
برای اینکه مجرای کانول بسته نشود، با سیم فولادی ضد زنــگ کـه 
ــان  به اندازه کانول بود تا زمان تزریق دارو مسدود گردید. بعد از پای
جراحی، جهت بهبود و از بین رفتن استرس جراحــی یـک هفتـه بـه 
حیوانات استراحت داده شد و بعد از پایان این مدت مورد آزمــایش 

قرار گرفتند. 
 

روش ترجیح مکان شرطیشده 
اساس ترجیح مکان شرطی شده طرح غیرطرفدار میباشد که بر 
پایۀ روش دفونسکا و همکاران (1995) پایه ریزی شــده اسـت. ایـن 
روش شامل یک برنامه پنج روزه با سه فــاز مشـخص اسـت: مرحلـه 

پیش از شرطیسازی، مرحله شرطیسازی و مرحله آزمون. 
مرحله پیش از شرطیسازی: 

ــه اولیـن روز دوره بـود. در ایـن روز دریچـههای بیـن  این مرحل
قسمت C و قسمتهای A و B باز شد و هر حیوان 15 دقیقه داخــل 
ــا آزادانـه در محیـط گردش نمـاید و بـه  دستگاه CPP قرار گرفت ت
ــح، زمـان توقـف در هـر خانـه پیـش از مراحـل  منظور تخمین ترجی
شرطی شدن اندازهگیری گردید. موقعیت حیوان به وســیله موقعیـت 
ــی در  سـر و دسـتهای جلویـی تعییـن میشـد. موشهـا بـهطور ذات
ـــیاه را ترجیــح  قسـمت A، تـوری سـیمی و در قسـمت B رنـگ س
میدهند. بنابراین قبل از تزریق مورفین، حیوانات هر دو قسمت را به 
یک اندازه ترجیح دادند و گرایش خاصی به هیچیک از دو قسمت 

وجود نداشت. 
مرحله شرطی سازی: 

ــرطی سـازی آغـاز  این مرحله یک روز بعد از مرحله پیش از ش
شد و شامل روزهای دوم، سوم و چهارم آزمایش بود. این مرحله از 
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ــه سـالین و سـه دارو)  شش نشست 45 دقیقهای تشکیل شده بود. (س
که در هر روز دو مرحله تزریق انجام میگرفت.  

ــق  در صبح اولین روز این مرحله، حیوانات بلافاصله بعد از تزری
  (A) زیر جلدی مورفین سولفات، 45 دقیقه در قسمت سفید دستگاه
ــات بـه  قرار گرفتند. بعد از شش ساعت، در عصر همان روز حیوان
جـای دارو، سـالین دریـافت کردنـد و 45 دقیقـه در قســـمت ســیاه 
دستگاه (B) قرار گرفتند. در طی مدت قــرارگیـری در هـر قسـمت، 
ــایت  دربهـای گیوتینـی بسـته بودنـد. در صبـح دومیـن روز بـا رع
شرایط زمانی دیروز، حیوانات صبح سالین دریافت کرده، 45 دقیقـه 
ــیز دارو گرفتنـد، 45 دقیقـه  در قسمت سیاه قرار داده شدند و عصر ن
در قســـــمت ســـــفید محصـــــور شـــــدند. در ســــــومین روز 
شرطیسازی،حیوانات مراحل تزریق را همانند روز اول طی کردند. 
ــار آگونیسـتها و آنتـاگونیسـتهای کولیـنرژیـک،  برای مطالعه آث
ــل از  تزریـق ایـن عوامـل بـه داخـل CA1 هیپوکـامپ پنـج دقیقـه قب
تزریقهـای زیرجلـدی مورفیـن ســـولفات، در طــی شرطیســازی 
ــن نـوع  صورت گرفت. دفونسکا و همکاران (1995) معتقدند که ای
شرطیسازی دو نوبته صبح و عصر برای جلوگیری از تغییرات دوره 

شبانه روزی در بدن موشهای بزرگ آزمایشگاهی مفید میباشد. 
برای تزریق دارو به داخل ناحیۀ CA1 هیپوکامپ، از یک کانول 
ـــه پلیاتیلنــی بــه ســرنگ هــامیلتون دو  تزریـق کـه بـه وسـیله لول
میکرولیتری متصل شده بود، اســتفاده گردیـد. هنـگام تزریـق، ابتـدا 
سیم فولادی داخل کانول راهنما  بیرون آورده شد و کــانول تزریـق 
ــر یـک از کانولهـا،  به آرامی درون کانول راهنما قرار گرفت. به ه
ــک دقیقـه، 0/5 میکرولیـتر دارو تزریـق شـد. پـس از  ظرف مدت ی
گذشت یک دقیقه از تزریق، کانول تزریــق خـارج و سـیم فـولادی 

جایگزین گردید. 
مرحله پس از شرطیسازی (مرحله آزمون): 

در روز پنجم دوره، مانند روز اول دریچه باز شد و موشهــا در 
ــه آنـها اجـازه داده شـد کـه 15 دقیقـه  قسمت C قرار داده شدند و ب
آزادانه هر سه قسمت را جستوجو کنند. هــر حیـوان فقـط یکبـار 
آزمایش میگردید. زمان سپری شده در قسمت دریــافت مورفیـن و 
دارو برای هر حیوان ثبت شد. برای حیواناتی کــه مورفیـن و دارو را 
در قسمت A دریافت کرده بودند، اختلاف بین زمان سپری شده در 

ـــش از شرطیســازی، و بــرای  قسـمت A در روز آزمـون و روز پی
ــه در قسـمت B مورفیـن و دارو دریـافت کـرده بودنـد،  حیواناتی ک
اختلاف بین زمان سـپری شـده در قسـمت B در روز آزمـون و روز 
ــیر بـه عنـوان شـاخص  پیش از شرطیسازی محاسبه گردید. این متغ

ترجیح مکانی ناشی از دارو مورد استفاده قرار گرفت. 
ــنجش  در طی مرحلۀ آزمون (CPP) فعالیت حرکتی نیز مورد س
قرار گرفت. بدین منظور در کف هر یک از قســمتهای A و B دو 
خط عمود بر هم به شکل بعلاوه (+) کشیده شد، طـوری کـه چـهار 
ــرار  مربع مساوی به وجود آمد. هربار که حیوان در یکی از مربعها ق
میگرفت، به عنوان یک فعالیت حرکتــی برایـش ثبـت میشـد. در 
پایان آزمون، تمامی تعداد دفعــاتی کـه حیـوان در مربعهـای هـر دو 
ــالیت  قسمت A و B قرار گرفته بود، محاسبه و به عنوان نمادی از فع

حرکتی در نظر گرفته شد. 
 

مراحل آزمایشها 
1- آزمایش اول (منحنی دوز- پاسخ برای CPP مورفین). بــرای بـه 
دست آوردن منحنی دوز - پاسخ مقادیر مختلــف مورفیـن (0/5، 1، 
3 و mg/kg 6) به صورت تزریق زیرجلدی استفاده شد. چهار گروه 
از حیوانـات در مرحلـه شرطیسـازی بـه تنـاوب مورفیـن و ســـالین 
ــوان گروه کنـترل  زیرجلدی دریافت کردند. گروه دیگری نیز به عن
در نظر گرفته شد که به آنها در کل مرحله شرطیسازی فقط سالین 

تزریق گردید. فعالیت حرکتی نیز در مرحله آزمون سنجیده شد. 
2- آزمایش دوم (آثار فیزوستیگمین، آگونیست گیرنده موســکارینی 
ــر اکتسـاب  با یا بدون مورفین بر اکتساب CPP). اثر فیزوستیگمین ب
CPP، در طی مرحله شرطیسازی، به سه گروه از حیوانات ابتــدا بـه 

صـــورت درون هیپوکـــامپی فیزوســــتیگمین (2، 4 و µg/rat 8) و 
بلافاصله بعد از آن به صــورت زیرجلـدی سـالین (1ml/kg) تزریـق 
شد. بنابراین بــدون حضـور مورفیـن توانـایی القـای CPP بـه وسـیله 
آگونیست گیرنده موسکارینی مورد ارزیابی قرار گرفــت. امـا گروه 
ـــی مرحلــه شرطیســازی ابتــدا یــک تزریــق درون  کنـترل در ط
هیپوکامپی سالین (µl/rat 1) و بلافاصله بعد از آن تزریق زیرجلــدی 
سالین (ml/kg 1) دریـافت کـرد. همـه گروههـا 24 سـاعت بعـد از 
ــق، آزمـایش شـدند و در طـی مرحلـه آزمـون فعـالیت  آخرین تزری
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حرکتی آنها اندازهگیری شد. 
ــر فیزوسـتیگمین بـر اکتسـاب CPP مورفیـن، چـهار  برای ارزیابی اث
گروه از حیوانات در طــی مرحلـه شرطیسـازی، بـه صـورت درون 
هیپوکامپی سالین (µl/rat 1) یــا فیزوسـتیگمین (2، 4 و µl/rat 8) را 
بلافاصله پیش از مورفین زیرجلدی (mg/kg 0/5) دریــافت کردنـد. 
ــق، بـدون هیـچگونـه  تمامی حیوانات 24 ساعت بعد از آخرین تزری
ــدند و در طـی مرحلـه آزمـون  تزریقی در هنگام آزمون آزمایش ش

فعالیت حرکتی آنها نیز سنجیده شد. 
3- آزمایش سوم آثار آتروپین، آنتاگونیست گیرنده موسکارینی با و 
یا بدون مورفین بر اکتســاب CPP. بـرای بررسـی اثـر آتـروپیـن بـر 
اکتساب CPP، توانایی تزریق درون هیپوکامپی آتــروپیـن (1، 4 و 7 
µl/rat) در القای CPP، تحت یک مرحله شرطیسازی سه روزه در 

سه گروه از حیوانات آزمایش شــد. یـک گروه دیـگر سـالین درون 
هیپوکامپی (µl/rat 1) همراه با سالین زیـر جلـدی (ml/kg 1) را در 
ــه شرطیسـازی دریـافت کـرد و بـه عنـوان کنـترل مـورد  طی مرحل
ــی مرحلـه شرطیسـازی  استفاده قرار گرفت. در همه گروهها، در ط

فعالیت حرکتی نیز سنجیده شد. 
برای بررسی اثر آتروپین بر اکتساب CPP مورفین، چــهار گروه 
از حیوانـات مقـادیر مختلـف درون هیپوکـامپی آتـــروپیــن (1، 4 و 
µl/rat 7) یا سالین (µl/rat 1) را بلافاصله قبل از تزریق زیــر جلـدی 
مورفین ســالین (mg/kg 6) در طـی مرحلـه شرطیسـازی دریـافت 
کردند. همه حیوانات 24 ساعت بعد از آخرین تزریق شرطیسازی، 
ــی در روز آزمـون آزمـایش شـدند و در طـی ایـن  بدون هیچ تزریق

مرحله فعالیت حرکتی آنها اندازهگیری شد. 
4- آزمایش چهارم (آثار آتروپین بر واکنش فیزوســتیگمین در طـی 
ـــت گروه از حیوانــات یــک تزریــق داخــل  CPP مورفیـن). هش
هیپوکامپی سالین (µl/rat 1) یا آنتــاگونیسـت گیرنـده موسـکارینی، 
 CA1 آتروپین دریافت کردند و پــس از پنـج دقیقـه بـه درون ناحیـه
هیپوکامپ آنها سالین (µl/rat 1) یــا مقـادیر مختلـف فیزوسـتیگمین 
(2، 4 و µg/rat 8) تزریـق شـد. در نـهایت کلیـه حیوانـات در طـــی 
 mg/kg) مرحله شرطیسازی فــوراَ بـه صـورت زیرجلـدی مورفیـن
0/5) یا سالین (ml/kg 1) دریافت کردند. 24 ساعت بعد از آخریــن 
ــرار گرفتنـد و فعـالیت حرکتـی  تزریق، حیوانات در مرحله آزمون ق

آنها نیز ارزیابی شد. 
 

آنالیزهای آماری 
در آزمایشهای انجــام شـده بـه منظـور تعییـن وجـود اختـلاف 
ــــانس  معنــیدار بیــن گروههــای آزمــایش، از روش آنــالیز واری
ــال آن از آزمـون آمـاری  (ANOVA) یک طرفه و دوطرفه و به دنب

ـــوان تفــاوت  مکمـل توکـی اسـتفاده و اختـلاف بـا p<0/05 بـه عن
معنیدار در نظر گرفته شد. برای محاســبات آمـاری از نرمافزارهـای 

کامپیوتری SPSS و INSTAT استفاده شد. 
 

یافتهها 
ــخ بـرای CPP مورفیـن). شـکل  1- آزمایش اول (منحنی دوز پاس
CPP1 تولید شده به وسیله تزریق زیرجلدی مقادیر مختلف مورفین 

ــها کـانولگذاری  را در حیواناتی که ناحیۀ CA1 هیپوکامپ پشتی آن
شده است، نشان میدهد. آزمون آماری ANOVA یک طرفه نشان 
ــن سـبب القـای CPP وابسـته بـه  میدهد که تزریق زیرجلدی مورفی
 =18/1 ، p<0/0001)  دوز نسبت به گروه کنترل (سالین) شده است
(35 و 4)CPP .(F معنیداری در مقادیر 1، 3 و  mg/kg 6 به دســت 

آمد. ماکزیمم واکنش با مقدار mg/kg 6 مورفین بود. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شکل 1- ترجیح مکان شرطی شده (CPP) ناشی از مورفیــن. تغیـیر ترجیـح1 بـر 
اساس تفاضل زمان ســپری شـده در ناحیـه دارو، در روز پیـش از شرطیسـازی و 
ــر اسـاس میـانگین ±  روز پس از شرطیسازی بر حسب ثانیه محاسبه شد. دادهها ب

انحراف معیار در هر گروه شامل هشت حیوان بیان شده است. 

_____________________________________________
1- change of preference
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شکل 2- اثرات تزریق دوطرفه فیزوستیگمین به داخــل ناحیـه CA1 هیپوکـامپ 
پشتی با یا بدون مورفین بر اکتساب ترجیح مکان شرطی شــده. دادههـا بـر اسـاس 

میانگین ± انحراف معیار در هر گروه متشکل از هشت حیوان بیان شده است. 
 

2- آزمایش دوم (اثرات فیزوستیگمین با یا بدون مورفین بر اکتساب 
CPP). شکل 2 تأثیر تزریق دو طرفه مقادیر مختلــف فیزوسـتیگمین 
ــالین را بـه درون ناحیـۀ CA1 در غیـاب یـا حضـور مورفیـن بـر  یا س
ــان میدهـد. آزمـون آمـاری ANOVA دو طرفـه  اکتساب CPP نش
ــتیگمین و مورفیـن در اکتسـاب  وجود تداخل معنیداری بین فیزوس
 ،p<0/0001 :ــه داخـل گروهـی: اثـر تیمـار CPP را نشان داد: مقایس

89/4= (56 و 1) F؛ اثر مقدار: p<0/01 ، 4/5= (56 و 3)F ؛ تداخل 
 .F (3 56 و) =5/9 ، p<0/01 :تیمار × مقدار

علاوه بر این، آزمون آماری ANOVA یکطرفه نشان داد که تزریق 
ـــایینتر  درون هیپوکـامپی مقـادیر مختلـف فیزوسـتیگمین  یـا دوز پ
مورفیـن بـه تنـهایی قـادر بـه ترجیـح یـا تنفـر مکـانی شـرطی شـــده 
نمیباشد. مصرف فیزوستیگمین اکتساب CPP به وســیله مورفیـن را 

نیز تقویت میکند. 
ــدون مورفیـن بـر اکتسـاب  3- آزمایش سوم (اثرات آتروپین با یا ب
ـــامپی مقــادیر  CPP). شـکل 3 تـأثیر تزریـق دو طرفـه درون هیپوک
مختلف آتروپین یا سالین را در غیاب یا حضور مورفین بر اکتســاب 
CPP نشان میدهد. آزمون آماری ANOVA دوطرفه وجود تداخل 

معنیداری بین مورفین و آتــروپیـن را در اکتسـاب CPP نشـان داد: 
 F (1 56 و) =172/9 ، p<0/0001 :ــار مقایسه داخل گروهی: اثر تیم
ــدار :  ؛ اثر مقدار: p<0/001 ، 11/9= (56 و 3)F ؛ تداخل تیمار× مق

  .F (3 56 و)=7/3 ، p<0/0001

 
 
 
 
 
 
 
 
 

شکل 3- اثرات تزریق دو طرفه آتروپین به داخل ناحیۀ CA1 هیپوکامپ پشــتی 
ــاس  به تنهایی یا همراه مورفین بر اکتساب ترجیح مکان شرطی شده. دادهها بر اس
میـانگین ± انحـراف معیـار از میـانگین (SEM) در هـر گروه متشـکل از هشــت 

حیوان بیان شده است. 
 

علاوه بر این، آزمون آماری ANOVA یکطرفــه نشـان داد کـه 
ــهایی قـادر بـه  تزریق درون هیپوکامپی مقادیر مختلف آتروپین به تن
القای ترجیح یا تنفر مکان شرطی شده نمیباشــد. همچنیـن مصـرف 
آتروپین همراه با مورفین توانست CPP القا شده به وسیله مورفین را 

در یک روش وابسته به مقدار مهار نماید. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

شکل 4- اثرات تزریق دوطرفه سالین و آتروپین، قبل از تزریق فیزوستیگمین بــه 
ــر اکتسـاب ترجیـح مکـان  داخل ناحیه CA1 هیپوکامپ پشتی همراه با مورفین ب
شرطی شده. دادهها بر اساس میانگین ± انحراف معیــار، در هـر گروه متشـکل از 

هشت حیوان بیان شده است. 
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ــن بـر تقویـت القـا شـده بـه وسـیله  4- آزمایش چهارم (اثر آتروپی
فیزوستیگمین در طی CPP مورفین). شــکل 4 اثـرات تزریـق درون 
هیپوکامپی آتروپین را روی ترجیح مکان القا شده به وسیله مورفیــن 
در ترکیـب بـا فیزوسـتیگمین نشـــان میدهــد. ANOVA دوطرفــه 
مشخص کرد که آتروپین اثر فیزوســتیگمین روی پاسـخ مورفیـن را 
 =36/1 ، p<0/0001 :کاهش داد: مقایسه داخل گروهــی: اثـر تیمـار
ـــل  (56 و 1)F؛ اثـر مقـدار: p<0/0001 ، 19/0=(56 و 3)F  ؛ تداخ

 .F (3 56 و) =4/4 ، p<0/01 : تیمار × مقدار
ـــن پاســخ القــا شــده بــه وســیله  نتـایج نشـان داد کـه آتـروپی

فیزوستیگمین به علاوه مورفین را مسدود میکند. 
 

بحث 
ــه صـورت  در تحقیق حاضر، تیمارهای شرطیسازی با مورفین ب
ــیداری را در موشهـای بـزرگ  وابسته به مقدار، توانست CPP معن
آزمایشگاهی ایجاد نماید. مشاهده شــد کـه بیشـترین اثـر بـه وسـیلۀ 
ــهها از مطالعـات قبلـی  مورفین (mg/kg 6) به دست میآید. این یافت
ــی آگونیسـت گیرندههـای  حمایت و اثبات میکند که اثرات پاداش
اپیوئیدی میتواند به محرکهای محیطی شرطی شــود. بـه عبـارتی، 
آثـار  دارو بـا محرکهـای محیطـی جفـت میشـــود (شــیپنبرگ1، 
ــامین  هیدبردر2 و لفوو3، 1996). از آنجا که اپیوئیدها آزاد شدن دوپ
ـــم میکننــد (گوچــی4، آجیــد5،  را در نواحـی مختلـف مغـز تنظی
ــلیک  گلووینسـکی6 و چرامـی7، 1973)، احتمـالاً ایـن پدیـده در ش
عصبی نورونهای دوپامینی در VTA و متعاقب آن افزایش دوپامین 
در نوکلئـوس آکومبنـس و ســـایر نواحــی دخــالت دارد (کــوب، 
1992). به هر حال شواهد زیادی وجود دارد که مشــخص میکنـد، 
مکانیسمهای غیر دوپامینی هم میتواند در پــاداش مورفیـن دخـالت 

داشته باشد (کالیواس8 و استوارت9، 1991). 
ـــات نشــان میدهنــد کــه فعــالیت گیرندههــای  برخـی مطالع
موسـکارینی، تقویتـی و پاداشـی هســـتند (لســی10، کالابرســی11 و 
نورس12، 1990). افزایش انتقال عصبی کولینرژیــک در هیپوکـامپ 
از طریـق گیرندههـای موسـکارینی، حافظـه و یـادگیـری را بـــهبود 

میبخشد. 
همچنین مطالعات نشان میدهندکه یادگیری برای توسعه پاداش 

ــو15 و سـنگ16، 2000) و سـبب  اوپیاتی مهم است (لو13، زنگ14، لی
القـای حـروف بـزرگ CPP میشـود (بنینـگر17 و میلـــر18، 1998). 
 CA1 ــهار گیرندههـای کولیـنرژیـک در ناحیـه بنابراین تحریک و م
ــده  هیپوکامپ احتمالاً میتواند بیان و کسب ترجیح مکان شرطی ش

مورفین را تغییر دهد. 
مطالعه حاضر نشان میدهد که در طی کسب  CPP، تزریقهای 
دوطرفه فیزوستیگمین (مهار کننده آنزیـم کولیناسـتراز) در نواحـی 
ــان القـا شـده بـه وسـیله مورفیـن (mg/kg 0/5) را  CA1، ترجیح مک

ــری را بـهبود میبخشـد. در  تقویت میکند و اندازه و سرعت یادگی
ــات نشـان میدهـد کـه سیسـتم کولیـنرژیکـی  این راستا سایر تحقیق
هیپوکامپ برای فعالیتهای هیجانی و شناختی مرتبط با هیپوکــامپ 

ضروری است (آلویسی19، 1997). 1 
ـــدد نشــان دادهانــد کــه ســطوح اســتیلکولین  تحقیقـات متع
هیپوکامپی در موشهای بزرگ آزمایشــگاهی و موشهـای سـوری 
بلافاصله بعد از جســتوجوی مکـانی، در آزمونهـای مـاز شـعاعی 
هشت بازویی (تومن20، دورکین21، مــاریقتو22، گالـی23 و جفـارد24، 
1988)، فضای باز و فشار دادن پدال برای کســب پـاداش غذایـی از 

حد پایه بیشتر میشود. 
شـواهد بسـیاری بیـان میکنـــد کــه بیــن اپیوئیدهــا و سیســتم 
کولیـنرژیـک ارتبـاط مؤثـری وجـود دارد (شـریف25 و الکــادی26، 
ــد درد  1996). تزریق ترکیبی مورفین و فیزوستیگمین باعث آثار ض
قوی و مشخص میشود. لذا به نظر میرسد ترکیب فیزوستیگمین بـا 
 CPP مقدار کمــتر مورفیـن میتوانـد یـادگیـری را افزایـش دهـد و
ــد  تقویتیافتهای را ایجاد کند. باسیل و همکاران (2002) بیان کردن
کـه آثـار پاداشـی مورفیـن کـه در CPP انـدازهگیـری میشــود، در 
ــاقد گیرندههـای M5 موسـکارینی، کـاهش مییـابد. بـه  موشهای ف

_____________________________________________
1- Shippenberg 2 - Heidberder
3- Lefevour 4 - Gauchy
5- Agid 6 - Glowinski
7- Cheramy 8 - Kalivas
9- Stewart 10 - Lacy
11- Calabresi 12 - North
13- Lu 14 - Zeng
15- Liu 16 - Ceng
17- Beninger 18 - Miller
19- Aloisi 20- Toumane
21- Durkin 22 - Marighetto
23- Galey 24 - Jaffard
25- Sharif 26 - el-Kadi
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احتمال قوی، آثار پاداشــی فیزوسـتیگمین در ترکیـب بـا مورفیـن از 
طریـق مکانیسـمهای گیرنـــده موســکارینی القــا مــیگردد. مــهار 
ـــه CA1 هیپوکــامپ پشــتی توســط  گیرندههـای موسـکارینی ناحی
 (6 mg/kg) ــا شـده بـه وسـیله مورفیـن آتروپین، از ترجیح مکان الق
ممانعت میکند که بهنظر میرسد این اثر با کاهش یادگیری وابسته 
بـه پـاداش القـا میشـود. تزریـق سیسـتمیک یـا مرکـزی داروهـــای 
آنتیکولینرژیک (مانند آتروپین) و نیز ضایعات سیستم کولینرژیک 
باعث نقص در حافظه میشود، در حالیکــه داروهـایی کـه فعـالیت 
کولینرژیک را افزایش میدهند، حافظه را بهبود میبخشند (بوسیا1، 
بلک2،  اکوستا3 و براتــی4، 2003). مطالعـات قبلـی مشـخص کـرده 
است که تزریقهای آتروپین به داخل VTA پاداش تحریکی مغز را 
ــن پژوهـش حـاضر  مهار میکند (یئومنز5 و باپتیستا6، 1997). همچنی
نشـان داد کـه تزریـق آتـروپیـن (µg/rat 7) بـه داخـل CA1 پاســـخ 
فیزوسـتیگمین را معکـوس میکنـد و بنـــابراین اثــر فیزوســتیگمین 

احتمالاً از طریق گیرندههای موسکارینی میانجیگری میشود.  
ــا  در مطالعه حاضر نشان دادیم که تزریقهای داخل CA1 داروه
با مقادیری کــه در آزمایشهـای مـا اسـتفاده شـده اسـت، نتوانسـت 
فعالیت حرکتــی را (در مقایسـه بـا گروههـای کنـترل)، در طـی فـاز 
ــایج تحـت  آزمون تغییر دهد. این مطلب نشان دهنده آن است که نت
تـأثیر هیـچگونـه تغیـیر فعـالیت حرکتـی قـرار نگرفتـه اسـت (لــو و 

همکاران، 2002).  
  CA1  ــت کـه تزریـق داخـل از سوی دیگر، نتایج مؤید آن اس
فیزوستیگمین و آتروپین به تنهایی ترجیح یا تنفر مکانی مشخصی را 
القا نکرده و بر فعالیتهــای حرکتـی حیوانـات هـم تـأثیری نداشـته 
است. سایر مطالعــات نشـان میدهـد کـه هیپوکـامپ بـه تنـهایی در 
ـــالت نــدارد (رضــایوف، زریندســت،  مکانیسـمهای پاداشـی دخ
صحرائـی و حـائری روحـانی، 2003) و بـه نظـر میرســـد احتمــالاً 
گیرندههای موسکارینی نیز به تنهایی در نواحی CA1 هیپوکامپ در 
 CPP شروع واکنشهای پاداشی دخالت ندارنــد، ولـی میتواننـد بـا
ــان در یـادگیـری وابسـته بـه پـاداش مرتبـط  مورفین به علت دخالتش

شوند. 
ـــای  برخــی تحقیقــات نشــان دادهانــد کــه فعــالیت گیرندهه
موسـکارینی در هیپوکـامپ، القـــای تقویــت دراز مــدتLTP 7 را 

تسـهیل میکنـد. عـلاوه بـر آن، آتـروپیـن القـای LTP ارتبـــاطی را 
کاهش میدهد. همچنین اثبات شده است کــه یـادگیـری و حافظـه 
نقش مهمی در توسعه پاداش اپیاتی بازی میکنند (وایت، 1996).1 

با توجه به نتایج تحقیق حاضر و مطالعات سایر محققان میتــوان 
چنیـن نتیجـه گرفـت کـه تزریقهـای داخـل CA1 آگونیسـتها یــا 
آنتاگونیستهای گیرندههای موسکارینی کولیــنرژیکـی بـه ترتیـب 
ــری و حافظـه را تسـهیل یـا مـهار میکننـد و بنـابراین قـادرند  یادگی
ــب ایجـاد یـا مـهار  ترجیح مکان القا شده به وسیله مورفین را به ترتی
نمـایند. احتمـالاً هیپوکـامپ بـرای ترکیـب محرکهـای محیطــی و 
پاسخهای داخلی تولید شده مورد نیاز است (وایــت و مکدونـالد8، 
2002) و تحقیقــات نشــان داده اســت کــــه هیپوکـــامپ پشـــتی 
ــازی تـرس (آنـاگنوسـتراس9،  شرطیسازی زمینه را هم در شرطیس
گال10 و فانسلو11، 2001) و هم در شرطیسازی مکانی (فربینتنو12 و 
ــاضر  مکدونالد، 2001) میانجیگری میکند. بر این اساس، نتایج ح
ــد کـه تحریـک گیرندههـای موسـکارینی میتوانـد بـا  نشان میدهن
یادگیری زمینهای CPP تداخــل کنـد. تحقیقـات نشـان دادهانـد کـه 
ــه داخـل هیپوکـامپ میتوانـد CPP را القـا  تزریق مورفین مستقیماً ب

کند (کوریگال13 و لینسمن14، 1988). 
در نتیجـه میتـوان چنیـن پیشــنهاد کــرد کــه تزریــق عوامــل 
کولینرژیک به داخل نواحی CA1 هیپوکامپ میتواند هم با خواص 
پاداشی مورفین و هم با خــواص حافظـهای کـه در اثـر CPP ایجـاد 

میشود، تداخل داشته باشد. 
بـرای بررسـیهای آینـده، ارزیـابی بررسـی نقـش گیرندههـــای 
ــتم پـاداش مغـز  موسکارینی کولینرژیکی سایر نواحی مرتبط با سیس
(مــانند ســپتوم میــانی، هیپوتــالاموس و لوکــوس ســـرولئوس) و 
ــامپ  برهمکنش بین سیستمهای دوپامینرژیک و کولینرژیک هیپوک
در وابسـتگی روانـی بـــه مورفیــن، و نــیز ارزیــابی نقــش سیســتم 
کولینرژیک در ناحیه تگمنتوم شکمی، هسته آکومبنس، هیپوکامپ 
و آمیگدال در القای تحمل و افزایش حساسیت به مورفین با استفاده 

_____________________________________________
1- Boccia 2 - Blake
3- Acosta 4 - Baratti
5- Yeomans 6 - Baptista
7-  Long Term Potentiation 8- McDonald
9- Anagnostaras 10- Gale
11- Fanselow 12- Ferbinteanu
13- Corrigall 14- Linseman
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از روش ترجیح مکان شرطیشده در مــوش بـزرگ آزمایشـگاهی، 
پیشنهاد میگردد. 

سپاسگزاری 
ــانوری  از زحمـات فـراوان مسـئولان آزمایشـگاه فـیزیولوژی ج

دانشکده زیستشناسی پردیس علوم دانشگاه تهران بینهایت تشکر 
میکنیم. 
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