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Abstract 

Introduction: Memory impairment is one of the complications of diabetes which may accompany with changes in 

expression of apoptotic and antiapoptotic genes. The aim of the present study was the evaluation of intra-hippocampal 

injection of aminoguanidine (AG), as an antioxidant and inducible nitric oxide synthase inhibitor, on passive avoidance 

memory and Bcl-2 family genes expression in diabetic rats. 

Methods: Diabetes was induced in male rats using streptozotocin (STZ) (50 mg/kg, i.p). AG (10 and 90 µg/rat) was 

injected by intra-hippocampal implanted cannulae. Passive avoidance memory was assessed 7 weeks later. Then, 

animals were killed and hippocampus was removed. The expressions of Bcl-2, Bcl-xLand Bax mRNA were measured 

using semi-quantitative RT-PCR technique. 

Results: Diabetes caused significant impairment in passive avoidance memory. None of the AG doses improved the 

memory impairment. In diabetic rats, the levels of Bcl–2 and Bcl-xL were decreased in hippocampus while the 

expression of Bax, Bax/Bcl-2 and Bax/Bcl-xL was increased. In comparison to diabetic control group, AG treatment 

increased the levels of Bcl–2 and Bcl-xL but decreased Bax/Bcl–2 and Bax/Bcl-xL. 

Conclusion: Although AG was not associated with the significant improvement of memory but it modified the 

expression of the apoptosis involved genes in hippocampus of STZ-induced diabetic rats. 
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 انیفعال و ب ریغ یبر حافظه اجتناب پوکمپیدر ه دیاکسا کیترین دیاثر بلوک تول

  یابتید ییموش صحرا یپوکمپیه یدرنورون ها Bcl-2خانواده  یژنها

 *2محسن علیپور ،2مهدی اسکندری ،3ایرج جعفری انارکولی ،2محمدرضا جعفری ،1یئمریم عرب فیروزجا

 و فارماکولوژی، دانشگاه علوم پزشکی بابل، بابل فیزیولوژیگروه . 1
 و فارماکولوژی، دانشگاه علوم پزشکی زنجان، زنجان فیزیولوژیگروه  .2

 علوم تشریح، دانشگاه علوم پزشکی زنجان، زنجانگروه . 3

 1332آذر  11پذیرش:   1332آبان  31دریافت: 
  

 كيدهچ

همراه  کیآپوپتوت یو آنت کیآپوپتوت یژنها انیدر ب رییاست که ممکن با تغ پوکمپیه یها نورون بیو حافظه توسط آس یریادگیاختلال در  ابتیاز عوارض د یکی :مقدمه

ب ر حافظ ه    ییالق ا  نتازیس   دیاکسا کیترین میآنز یننده انتخابمهار ک زیو ن دانیاکس یآنت کیتزریق داخل هیپوکمپی آمینوگوانیدین به عنوان  یابیمطالعه ارز نیهدف از ا باشد.

       های صحرایی نر دیابتی بود. در موش Bcl-2خانواده  یها ژناجتنابی غیرفعال و بیان 

به داخل  انول های کاشته شده،( از طریق ک14و g/ratµ 34استرپتوزوسین دیابتی شدند. آمینوگوانیدین ) mg/kg04با تزریق داخل صفاقی های صحرایی  موش: ها  روش

 Baxو  mRNA ،Bcl-2،Bcl-xlوانات کشته شدند، هیپوکمپ آنها جدا گردید و میزان بیان یهفته بعد، حافظه اجتنابی غیر فعال ارزیابی شد. سپس ح 7هیپوکمپ تزریق گردید. 

 نیمه کمی مورد بررسی قرار گرفت. RT-PCRناحیه هیپوکامپ از طریق تکنیک 

در هیپوکم پ   Bcl-xlو  Bcl-2دار حافظه نش د. س طو     آمینوگوانیدین با هیچکدام از دوز ها باعث بهبود معنیدار در حافظه بود. یدیابت همراه با اختلال معن ها: يافته

و Bcl-2 انیدین باعث افزایش س طو   افزایش نشان دادند. درمان با آمینوگو Bax/Bcl-xL و  Bax/Bcl–2و نسبت های Baxحیوانات دیابتی کاهش یافت. در حالیکه بیان 

Bcl-xl های و نیز کاهش نسبتBax/Bcl–2   وBax/Bcl-xL  شد.در مقایسه با گروه کنترل دیابتی 

هیپوکم پ   های دخیل در آپوپت وز در  ناحی ه   باعث بهبود معنا دار حافظه در موش صحرائی دیابتی نشد، اما موجب تغییرات بیان ژن آمینوگوانیدینهر چند  :جه گيريينت

 .صحرائی دیابتی توسط استرپتوزوسین گردید یها موش

 

Bcl-2 ،Bcl-xl ،Baxهیپوکمپ، یادگیری اجتنابی غیرفعال،  دیابت ملیتوس، آمینوگوانیدین، :هاي كليدي واژه

 1مقدمه

اختلال متابولیک همراه با اف زایش   نیتر عیشادیابت قندی 

ناش ی از فق دان    توان د  یم  باشد. دیابت  قند خون در انسان می

محیط ی ب ه    یه ا  باف ت انسولین )دیابت نوع یک( یا مقاومت 
 

 

 alipourmohsen@yahoo.com           نویسندة مسئول مکاتبات: *

 www.phypha.ir/ppj                                        گاه مجله:بو

بت ای   یه ا  س لول انسولین همراه با کاهش ترشح انس ولین از  

 [04, 24]باش د   )2 جزایر لانگرهانس لوزالمع ده )دیاب ت ن وع   

و گسترش چش مگیری داش ته    1340رشد این بیماری از سال 

میلی ون نف ر رس یده     307تعداد افراد مب تلا، ب ه    2411تا سال 

 .[33, 6]است 

دیابت هر دو سیستم عصبی مرکزی و محیطی را از طریق 

عص بی گرفت ار م ی کن د،      یه ا  س لول افزایش میزان آپوپت وز  

افزایش قند خ ون ناش ی از دیاب ت، ع وارض میکروواس کولار      

 7941تأسيس  

http://www.phypha.ir/ppj


  عرب فیروز جائی و همکاران رابطه بلوک نیتریک اکساید با حافظه اجتنابی

041 401 

 

شدیدی نظیر نوروپاتی، نفروپاتی و رتینوپاتی ایج اد م ی کن د.    

ه ای دی ابتی هس تند ک ه      شایعترین عوارض دیابت، نوروپ اتی 

اختلالات سیستم عصبی اتونوم و سیستم عص بی ارادی را ب ه   

       آس  یب . اخ  تلالات ش  ناختی ناش  ی از   [06]هم  راه دارن  د  

های هیپوکمپ نیز از دیگ ر ع وارض دیاب ت اس ت، ب ه       نورون

علاوه نقص در اعمال شناختی در افراد دیابتی ش ایعتر از اف راد   

 .[32, 23-24]غیر دیابتی گزارش شده است 

هیپوکامپ به عنوان یک مرکز مهم در یادگیری و حافظ ه،  

زایش قند خون حساس می باشد و نورون ه ای آن  نسبت به اف

. ه ر  [01-04]فوق العاده آسیب پذیر هس تند   1در دیابت نوع 

 اب ت یاز دعصبی، ناش ی   یها سلولهای تخریب  چند مکانیسم

مشخص نگردیده است امّا تحقیقات نش ان   کاملاًدر هیپوکمپ 

ه ای   دن دریتی، تنظ یم کاهش ی گیرن ده    اند ک ه آتروف ی    داده

ه ای ف اکتور رش د ش به      گلوکوکورتیکوئید، تغییر بیان گیرن ده 

آپوپت وز   یو الق ا ه ای گل وکز    انسولینی، کاهش انتقال دهن ده 

نت ای  مطالع ات قبل ی    . [07]در این امر دخیل باشند  توانند یم

مختل     یه ا  م دل متف اوت آمینوگوانی دین در    راتیتأثبیانگر 

 .[00-00, 21, 10]ارزیابی حافظه بوده است 

آپوپتوز یک نوع مرگ سلولی برنامه ریزی ش ده اس ت ک ه    

ندهای فیزیولوژیک و پاتولوژیک مختل  نقش داش ته و  یدر فرا

صوصیات مورفولوژیک نظی ر چروکی دگی س لول، مت راکم     با خ

  DNAشدن هسته، تورم غش ا  س لول و قطع ه قطع ه ش دن     

. ب ه رغ م کت رت عوام ل     [23] گ ردد  یمنوکلئوزومی مشخص 

ب ه دو   ت وان  یم  دخیل در فرآیند آپوپتوز، عناصر کلی دی آن را  

خ انواده   یه ا  نیپروتئکاسپازها و گروه محدود نمود که شامل 

Bcl-2 تنظیم ی در   یه ا  نیپ روتئ دو گ روه از  . [03] باشند یم

وجود دارد که دارای اثرات متضادی ب ر آپوپت وز    Bcl-2خانواده 

( که س لولها  Bcl-2, Bcl-xLهستند: گروهی آنتی آپوپتوتیک )

در حالیک ه   کنن د  یمرا در مقابل برخی اشکال آپوپتوز محافظت 

( که م رگ برنام ه   Bax, Bcl-xSگروهی دیگر پروآپوپتوتیک )

ام ا آنچ ه   . [20, 17] ان دازد  یم  ش ده س لولی را ب ه راه     ریزی

به سمت مرگ یا زندگی را مش خص   ها سلولسرنوشت نهایی 

پ رو آپوپتوتی ک ب ه آنت ی      یه ا  نیپ روتئ می کند، نسبت بیان 

از طرف دیگر استرس اکسیداتیو ب ه   .[03]آپوپتوتیک می باشد 

عنوان یکی از علل اص لی تغیی رات دژنراتی و م زمن در دیاب ت      

مطر  گردیده و نشان داده شده است که آنتی اکس یدان ه ا از   

آمینوگوانیدین دارای . [20] کاهند یمبروز برخی عوارض دیابت 

نیتری ک  ز و آم ین اکس یدا   میآن ز اثرات بیولوژیک از قبیل مهار 

(، مهار تشکیل محصولات نه ایی  iNOS) نتاز القایییاکساید س

. باش د  گلیکاسیون و از بین برنده گونه های فعال اکس ینن م ی  

باید دانست که آمینوگوانیدین به عنوان یک آنتی اکس یدان ب ه   

دلیل اثر مهاری آن در گلیکوزیلاس یون پروتئینه ا، دارای ی ک    

ری از عوارض بافتی م زمن ناش ی   پتانسیل درمانی برای جلوگی

و همچنین مشکلات مرب و  ب ه فراین د پی ری     دیابت قندی از 

خ وا  نوروپروتکتی و آمینوگوانی دین در     اخی راً  .[11]می باشد 

تعدادی از مدلهای تجرب ی س کته مغ زی و آس یب قش ری در      

 . [00, 3]حیوانات مشخص شده است 

آمینوگوانیدین با فعالیت آنت ی   دهد یمنتای  مطالعات نشان 

ل وژیکی و  س بب بهب ود علائ م نورو    iNOSو مه ار   یاکسیدان

. [03] ش ود  یمصحرایی دچار آسیب مغزی  یها موشبافتی در 

همچنین آمینوگوانیدین بر روی سمیت نورونی القا  شده توسط 

صحرایی سبب محافظ ت   یها موشآهن و کلرید آلومینیوم در 

الق ا   ها و بهبود حافظه و یادگیری آسیب دیده از سمیت  نورون

 . [01] شود یم شده

ده نشان داده است علاوه بر این، مطالعات محدود انجام ش

در  Baxکه آمینوگوانیدین باع ث ک اهش آپوپت وز و مه ار ژن     

ب ا ای ن   . [4]دیابتی گردی ده اس ت    یها موش یها سلماست 

      ، ت اکنون  ده د  یم  م ا نش ان    یه ا  یبررس  تا جایی ک ه  حال 

در انی دین،  ی آمینوگواثرات آنتی اکسیدان مطالعه ای در خصو 

در ناحی ه   Bcl-2ه ای خ انواده    پیشگیری از آپوپتوز و بیان ژن

حافظ ه   آن در اختلالات شناختی به وی نه  ریتأثهیپوکمپ و نیز 

 ش ود  یم  در موش صحرائی دیابتیک منتشر نشده است، فرض 

 CA1آمینوگوانی  دین در ناحی  ه  تزری  ق داخ  ل هیپ  وکمپی   

خاص یت آنت ی    و iNOSهیپوکمپ، با مکانیس م مه ار آن زیم    

اکسیدانی خود بتواند سبب ک اهش آپوپت وز ن ورون ه ای ای ن      

صحرایی دیابتی  یها موشادگیری و حافظه در یناحیه و بهبود 

شده با استرپتوزوتوسین شود. لذا مطالعه حاضر با هدف بررس ی  

اثرات آمینوگوانیدین هیدروکلراید بر حافظه اجتنابی غیر فعال با 

و همچن  ین نق  ش آن در  ل ب  اکساس  تفاده از دس  تگاه ش  ات 

ص حرایی   یه ا  م وش پیشگیری از آپوپت وز ناحی ه هیپوکم پ    

از طری ق بررس ی تغیی رات می زان بی ان ژنه ای        1دیابتی نوع 

 ، انجام گرفت.Bcl-2خانواده 
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 ها روش و وادم

سر موش صحرایی سفید نناد  03جهت انجام آزمایشات از 

م اه   3-0یبی سن تقر گرم و 244-204ویستار با وزن متوسط 

صحرایی از مرکز پ رورش و نگه داری    یها موشاستفاده شد. 

حیوانات آزمایشگاهی دانش گاه عل وم پزش کی ش هید بهش تی      

خریداری و در حیوانخانه دانشکده پزش کی زنج ان ب ا ش رایط     

س  اعت  12:12، گ  راد یس  انتدرج  ه  22-20محیط  ی )دم  ا 

از  تاریکی/روشنایی( نگهداری ش دند. در ش روع ک ار، هری ک    

حیوانات با تزریق داخل صفاقی کتامین و زایلازین به ترتیب ب ا  

بیه وش ش  دند و جه ت کاش  ت    20و  mg/kg 144دوزه ای 

هیپوکم   پ، در دس   تگاه   CA1 ی هی   ناحک   انول ه   ا در  

استریوتاکسی قرار گرفتن د. مح ل ق رار گی ری ک انول ه ا ب ا        

 =VD=2.8-3 mm ،Lat=±2mm ،APاستفاده از مختص ات 

3mm ای ن مختص ات از مب دا  برگم ا علام ت      یدتعیین گرد .

گذاری و سپس توس ط دری ل س ورا  و ک انول ه ا در مح ل       

جاگذاری شدند. در نهایت اط راف ک انول ه ا توس ط س یمان      

دندانپزشکی پر شده و نوار المنت به ان دازه ک انول ه دایتی در    

داخل این کانول ها قرار داده شد تا از ورود مواد و گ رد و غب ار   

صحرایی پ س   یها موشت بهبودی جلوگیری شود. در طی مد

بهب ودی )ی ک هفت ه( در     ی دورهاز اعمال جراحی ت ا انته ای   

 انفرادی نگه داری شدند. یها قفس

  به ش ر  زی ر انج ام ش د:    صحرایی  یها موشگروه بندی 

کنت رل  جراح ی  گ روه   -2حیوانات سالم (، Cگروه کنترل ) -1

(shamحیوان  ات جراح  ی ،)–کنن  ده نرم  ال  س  الم، دریاف  ت

داروی  س  الم دریاف  ت کنن  ده  -جراح  ی گ  روه  -3س  الین

 -g/ratµ14(C-AG10 ،)0آمینوگوانیدین هیدروکلرای د ب ا دوز  

داروی آمینوگوانی دین ب ا    دریاف ت کنن ده   ،س الم -جراحیگروه 

دیابتی، دریافت -گروه جراحی -g/ratµ34C-AG90)  ،)0دوز

دریاف ت   دی ابتی، -گ روه جراح ی   -6، (D)کننده نرمال سالین

 -g/ratµ14(D-AG10 ،)7کننده داروی آمینوگوانیدین ب ا دوز 

دیابتی، دریافت کنن ده داروی آمینوگوانی دین ب ا     -گروه جراحی

 g/ratµ34(D-AG90.)دوز

ف وق در ای ن مطالع ه ب ر اس اس مح دود        دوگانههای دوز

صورت داخ ل بطن ی در مغ ز     را بهمطالعاتی که آمینوگوانیدین 

همچنین مطالعاتی که این دارو را به ص ورت   و اند کردهاستفاده 

    داخل ص فاقی ب رای مطالع ات ایس کمی ریپرفی وژن اس تفاده       

 داری و پس از تبدیل انتخاب شده است.اند، الگو بر کرده

خون همه حیوان ات   سطح گلوکزبعد از کنترل و ثبت وزن، 

از طری  ق وری  د دم  ی و ب  ا اس  تفاده از دس  تگاه گلوک  ومتر     

(Bioname, UK    .ان دازه گی ری ش د ) ص حرایی   یه ا  م وش   

س اعت گرس نگی ب ا یکب ار      12گروه های دیابتی پس از طی 

( ب ه  STZ( داروی استرپتوزوس ین ) IPتزریق داخ ل ص فاقی )  

دیابتی گردیدند. جهت تزریق، استرپتوزوس ین   mg/kg04 مقدار

 .دحل گردی   pH 0/0 (10mmol/L)با  در بافر سیترات سدیم

 یها موشناشتا به  شرایطصبح و در  4ت در ساع  STZتزریق

های مورد نظر)دی ابتی( انج ام گردی د. س ه روز      صحرایی گروه

، قند خون حیوانات گروه ه ای  STZساعت( بعد از تزریق  72)

دیابتی اندازه گیری و یادداش ت گردی د. م لاک ب رای دی ابتی      

در  mg/dl 204بودن موش های ص حرایی قن د خ ون ب الای     

بنابراین موش ه ای ص حرایی ک ه قن د خ ون      نظر گرفته شد، 

پ س از   .گردیدن د نداشتند از مطالعه ح ذف   mg/dl204بالای 

حیوان ات ب رای    اثبات دیابتی شدن در گروه ه ای م ورد نظ ر،   

تزری ق داخ ل    .شدند یمگرفته  ادامه آزمایشات و تزریق به کار

 سرنگ ه امیلتون  با استفاده از (AG) هیپوکامپی آمینوگوانیدین

 ه ر  در(محلول تزریق ی   میکرولیتر 1 کرولیتری و به مقدارمی 2

حی وان انج ام    ثانیه ب ه ه ر   64مدت  میکرولیتر( در 0/4طرف 

 CA1ب ه داخ ل ناحی ه     کامل دارو شد. برای اطمینان از انتشار

 قی  از تزرثانی ه ای پ س    64، کانول تزریق با ت اخیر هیپوکامپ

 .گردید خارج

ن م  وش ه  ای هفت  ه از دی  ابتی ش  د 7پ  س از گذش  ت 

صحرایی، جهت ارزیابی یادگیری اجتنابی غیر فع ال و حافظ ه،   

س اعت پ س از    20 (Shuttle Box)ش اتل ب اکس   از دستگاه 

معی ار ب رای س نجش     0اس تفاده ش د. در ای ن تس ت     آموزش 

یادگیری اجتنابی غیر فعال و حافظه ثبت گردید که عبارتن د از:  

ادگیری ی  رحل ه  م در کی  تارمیزان تاخیر ورود به محفظ ه   -1

(Step–Through Latency in the acquisition trial )   

 Number ofتعداد رفت و برگشت حیوان بین دو محفظه ) -2

Trial )3-   میزان تاخیر ورود به محفظه تاریک در زمان تس ت

(Step–Through Latency in the Retention Trial )  

گاه در م دت  مدت زمان سپری شده در محفظه تاریک دست -0

(. پ س از انج ام   Time in Dark Compartmentدقیقه ) 14
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های  موشخون و وزن نهایی،  رفتاری و ثبت گلوکز یها تست

صحرایی با استفاده از کلروفرم بیهوش و کشته ش ده، جمجم ه   

خارج و روی تخته ب رش   آنهاآنها در طول خط وسط باز و مغز 

دق ت برداش ته ش دند و    یخ بسته قرار داده و پرده های مننن به 

سپس هیپوکمپ ها به دقت تشریح، جدا و در داخل کرایوتیوپ 

قرار داده شدند و بلافاصله به داخ ل تان ک ازت م ایع منتق ل     

جهت اس تخراج   -C 74در دمای  ها بافتگردیدند. در نهایت 

RNA .ذخیره گردیدند RNA     تام از نمون ه باف ت هیپوکام پ

 Fast pureاس تخراج  ز کیت های صحرایی با استفاده ا موش

RNA، (9091) Cat No  بر اساس پروتکل مربوطه جداسازی

استخراج شده به وسیله دس تگاه   RNAمیزان جذب نوری  شد.

Nanodrop2000(Thermoscientific.انج  ام ش  د )  س  اخت

C-DNA  با استفاده از کیت Revert Aid First strand C-

DNA synthesis Kit ( ب   اCat No.(K1621  ش   رکت

Fermentas کیت، انجام شد. العملطبق دستور 

 و Bcl-2 ،Bcl-xLژنه  ای mRNAب  رای تعی  ین می  زان 

Bax واکنش ،RT-PCR   .نیمه کمّی مولتی پلکس انجام ش د

ش رکت کی اژن    Multiplex PCRاز کیت  PCRبرای انجام 

 RT-PCRاس  تفاده ش  د. مخل  و  .Cat No  (206143ب ا ) 

                   میکرولیت   ر  2 ش   امل میکرولیت   ر(   24)حج   م نه   ایی   

C-DNA ،14    میکرولیت  ر از مخل  و  اص  لی ب  افرQiagen،             

(Multiplex PCR 2x Qiagen Germany) ،14   پیکوم ول

 Bcl-2 ،Bcl-xLه ای   از هر یک از پرایمرهای اختصاص ی ژن 

مره ای اختصاص ی ژن   یپیکوم ول از پرا  14، همچنین Baxو 

پیکوم  ول از پرایم  ر  14، و نی  ز Baxو  Bcl-2 ،Bcl-xLه  ای 

(. 1بعنوان کنترل داخلی اس تفاده ش د )ج دول     GAPDHژن 

حافظ ه و ی ادگیری اجتن ابی غی ر     ب ه  اطلاعات رفتاری مربو  

فعال حیوانات به روش مشاهده از طریق دستگاه شاتل ب اکس  

 ش د انجام شد و معیار های زمانی با استفاده از زمان سن  ثبت 

یه و تحلیل آماری قرار گرفت. داده های مربو  ب ه  و مورد تجز

 در س  طح Baxو  Bcl-2 ،Bcl-Xlمی  زان بی  ان ژن ه  ای   

mRNA روش  بهRT-PCR     نیمه کمی م ورد س نجش ق رار

 Gel Quantگرفت. برای این منظور ب ا اس تفاده از ن رم اف زار    

NET  باندهای محصولاتPCR     حاص ل از الکتروف ورز م ورد

ژن  3. داده ه ای کم ی ه ر ک دام از     تراکم سنجی قرار گرفت

Bcl-2 ،Bcl-xL  وBax   با داده های کم ی ژنGAPDH   ب ه

 عنوان کنترل داخلی نرمال شدند.

اس تفاده  با  داده های حاصل از مطالعات رفتاری و مولکولی

مورد تجزی ه   ANOVA ،Tukeyاز آزمونهای آماری پارامتری 

کمت ر   Pمقادیر آماری  یها آزموندر تمام و تحلیل قرار گرفت. 

 معنادار در نظر گرفته شد. 40/4از 

 يافته ها

نتايج آزمون رفتاري سنجش حافظه و ياادگيري  
ه  ورود در مرحل  ر  زان تاخی   می   فعااا : اجتنااا غ رياار

 Step-Through Latency in the acquisitionاب اکتس  

trial (STLa) عدم وجود اختلالات حسی و  جهت اطمینان از

 آنها PCR ول قطعات حاصل ازط استفاده و مورد یمرهایپرا -7جدو  

Product size Primers Gene 

Bcl-2 

 

228 bp 

 

F: 5'-CTG GTG GAC AAC ATC GCT CTG-3' 228 bp 

R: 5'-GGT CTG CTG ACC TCA CTT GTG-3' 

Bcl-xL 

 

357 bp 

 

F:5'-AGG CTG GCG ATG AGT TTG AA-3'                                                

R: 5'-TGA AAC GCT CCT GGC CTT TC-3' 

Bax 

 

173 bp 

 

F:5'- TGC AGA GGA TGA TTG CTG AC -3                                                

R: 5'- GAT CAG CTC GGG CAC TTT AG-3' 

GAPDH 461  bp F: 5-'GGC CAA GAT CAT CCA TGA CAA CT-3'                                         

R: 5'-ACC AGG ACA TGA GCT TGA CAA AGT-3' 
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اولیه محاسبه و با هم مقایس ه   خیرأمیزان ت، اتحیوان حرکتی در

اخ تلاف معن ی داری    داد ک ه بین گروهی نشان  مقایسه شدند.

ا ی  و  step-through ورود در مرحل ه اکتس اب  خیر أت زانیدر م

  .وجود ندارد ها گروهقبل از اکتساب آزمایش بین خیر أت

ساعت پس از آموزش نش ان داد   20تست سنجش حافظه 

تاری ک و   ی محفظ ه رفت و برگشت حی وان ب ین دو   که تعداد 

در مقایس  ه داخ  ل  Trial to Acquisition (TA) روش  ن

گروهی )در گروه های غیر دی ابتی ی ا دی ابتی دریاف ت کنن ده      

دار وجود ندارد.  مقایس ه آم اری نش ان داد     یدارو( اختلاف معن

)غی ر  که بین گروه دیابتی بدون درمان با گ روه کنت رل س الم   
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حی شده و غیر دیابتی( و اثر تزریق داخل هیپوکامپی آمینوگوانیدین بر روی تعداد رفت و برگشت حیوان در آزمون یادگیری اجتنابی غیرفعال در گروه های کنترل )جرا -7شكل 

 سالینی -سالینی و گروه کنترل غیر دیابتی -مقایسه بین گروه دیابتی *  > 40/4Pخطای استاندارد می باشند.  ±نگین دیابتی. ستون ها نمایانگر میا
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در گروه های کنترل )جراحی شده در آزمون یادگیری اجتنابی غیرفعال  (STLr)اثر تزریق داخل هیپوکامپی آمینوگوانیدین بر روی میزان تاخیر ورود در مرحله تست  -4شكل 

 سالینی. -سالینی و گروه کنترل غیر دیابتی -مقایسه بین گروه دیابتی *  > P 40/4خطای استاندارد می باشند.  ±و غیر دیابتی( و دیابتی. ستون ها نمایانگر میانگین 
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ان  ( ک ه نش   >40/4Pود دارد ) دار وج   یتی( اختلاف معندیاب

القای دیابت سبب افزایش تعداد رفت و برگشت حیوان  دهد یم

بین دو محفظه شده است. ول ی مقایس ه گ روه ه ای دی ابتی      

دیابتی بدون  با گروه 34و g/Ratµ14 دریافت کننده دوز های

ب ر   رفت و تعداددرمان، با وجود نشان دادن کاهش ظاهری در 

 گشت حیوان، اختلاف حاصله به لحاظ آماری معنی دار نبود.  
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های کنترل )جراح ی   بر روی کل مدت زمان سپری شده در محفظه تاریک در آزمون یادگیری اجتنابی غیرفعال در گروهاثر تزریق داخل هیپوکامپی آمینوگوانیدین  -9شكل 

س الینی.   -س الینی و گ روه کنت رل غی ر دی ابتی      -مقایسه بین گروه دیابتی #  >40/4Pخطای استاندارد می باشد.  ±ها نمایانگر میانگین  شده و غیر دیابتی( و دیابتی. ستون
40/4*P< سالینی و گروه دیابتی دریافت کننده  -مقایسه بین گروه دیابتیmicro g/Rat 34. 

 
         ب ه روش  mRNAمی زان بی ان    ه ای ص حرایی.   در هیپوکام پ م وش   mRNAدر س طح   Baxو  Bcl-xL ،Bcl-2ه ای   بررسی اثر آمینوگوانیدین بر بیان ژن -4شكل 

RT-PCR با ژن  پس از کمی سازی باندها، داده هاGAPDH   به عنوان کنترل داخلی نرمال سازی شد.. گ روه کنت رل-  ( جراح یSham     کنت رل س الم دریاف ت کنن ده ،)
g/RatµAG 10 (C-AG 10 کنترل سالم دریافت کننده ،)g/RatµAG 34 (C-AG 90( دیابتی بدون درمان ،)D    دی ابتی دریاف ت کنن ده ،)g/RatµAG 10 (D-AG 

 g/RatµAG 90 (D-AG 90.)دیابتی دریافت کننده  (،10
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ساعت پس از آموزش نش ان داد   20تست سنجش حافظه 

 Step-Through Latencyکه میزان ت اخیر در زم ان تس ت   

(STLr)  داخلی گروه های غی ر دی ابتی دریاف ت     ی سهیمقادر

این . ددارو معنی دار نبو ی کنندهدارو و دیابتی دریافت  ی کننده

عدم اختلاف معن ادار نش ان داد ک ه تزری ق آمینوگوانی دین در      

خیر ن دارد. مقایس ه   تأهای صحرایی سالم اثری بر میزان  موش

های غیر دیابتی و دی ابتی )دریاف ت کنن ده س الین(      میان گروه

ان     (ک ه نش >P 40/4د ) دار می باش   یحاکی از اختلاف معن

ت  ر در زم ان تس    ش تاخی   ت سبب کاه   القای دیاب دهد یم

ولی مقایسه گروه های دیابتی دریافت کننده دوزه ای   شود یم

g/Ratµ14 با گروه دی ابتی ب دون درم ان، بی انگر ع دم       34و

 (.2آنها بود )شکل  نیدار ب یاختلافات معن

 زم ان س پری ش ده در    در م دت  داد کهنتای  آماری نشان 

 Time in Darkدقیق   ه 14 م   دتدر محفظ   ه تاری   ک  

Compartment (TDC)       می ان گ روه ه ای غی ر دی ابتی در

مقایسه با گروه کنترل دریافت کننده سالین اخ تلاف معن ی دار   

اما در گروه های دیابتی دریافت کننده دارو اختلاف وجود ندارد 

(. از طرف دیگر مقایسه آم اری  >P 40/4معنی دار وجود دارد )
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مقایسه ب ین    > P *40/4 در هیپوکامپ موش های صحرایی. mRNAدر سطح  Baxو  Bcl-2 ،Bcl-xLهای  بررسی اثر آمینوگوانیدین بر روی بیان نسبی ژن -5شكل 

 > 40/4P .گروه های دیابتی درمان شده و گروه دیابتی بدون درمان
 > P 41/4یسه بین گروه دیابتی بدون درمان و گروه کنترل. مقا  # 

مقایسه بین گ روه دی ابتی ب دون     ##
(، کنت رل  C-AG 10) g/RatµAG 10(، کنترل سالم دریافت کننده Shamجراحی )-بیان شده اند. گروه کنترل Mean ± S.E.M داده ها بصورتدرمان و گروه کنترل. 
 g/RatµAG 90دیابتی دریافت کننده  g/RatµAG 10 (D-AG 10،)(، دیابتی دریافت کننده D(، دیابتی بدون درمان )C-AG 90) g/RatµAG 90سالم دریافت کننده 

(D-AG 90.) 
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 >441/4Pهای صحرایی.  در هیپوکامپ موش mRNAدر سطح  Bcl-xL /Baxبررسی اثر آمینوگوانیدین بر روی نسبت  -6شكل 

یسه بین گروه دیابتی بدون درمان مقا ### 
 > 41/4Pو گروه کنترل. 

-بیان شده اند. گ روه کنت رل   Mean ± S.E.Mداده ها بصورت مقایسه بین گروه دیابتی بدون درمان و گروه های دیابتی دریافت کننده دارو.  ** 
(، دی ابتی  D(، دیابتی بدون درمان )C-AG 90) g/RatµAG 90فت کننده (، کنترل سالم دریاC-AG 10) g/RatµAG 10(، کنترل سالم دریافت کننده Shamجراحی )

 g/RatµAG 90 (D-AG 90.)دیابتی دریافت کننده  g/RatµAG 10 (D-AG 10،)دریافت کننده 
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ابتی و دی ابتی )ع دم   های کنترل غیر دی گروه نشان داد که بین

ب ین گ روه دی ابتی دریاف ت کنن ده      و همچن ین   دریافت دارو(

سالینی ک ه   -و گروه دیابتی g/Ratµ 34با دوز  آمینوگوانیدین

به جای دارو سالین دریافت کرده بودند، تفاوت معنی دار وج ود  

 (.3)شکل ( >40/4Pدارد )

 :RT-PCRنتايج مر وط  ه مطالعات 
و  Bcl-2بر اساس نتای  این مطالعه، میزان بیان ژن ه ای  

Bcl-xL  در سطح mRNA    در ناحیه هیپوکام پ م وش ه ای

صحرایی گروه دیابتی بدون درمان در مقایسه با گ روه کنت رل   

در س طح   Baxبی ان ژن ه ای   ( ولی >P 40/4کاهش یافت )

mRNA ا( 40/4ف  زایش نش  ان داد P<)  در م  ورد  حیوان  ات

ه دارو دریافت کرده بودند نس بت ب ه کنت رل تف اوتی     سالمی ک

 مشاهده نشد.

      و Bcl-2بی  ان ژن ه  ای ک  ه  ده  د یم  نش  ان  0ش  کل 

Bcl-xL  در سطحmRNA     در ناحیه هیپوکام پ گ روه ه ای

و  g/Ratµ 34دیابتی دریافت کننده آمینوگوانیدین با دوز های 

     ت افت ه اس   ینسبت به گروه دیابتی ب دون درم ان اف زایش     14

(40/4P<)  بی ان ژن   در می زان ولیBax   در س طحmRNA 

 .شود ینمتغییر معنی داری مشاهده 

در ناحی  ه هیپوکم  پ م  وش ه  ای    Bcl-2/Baxنس  بت 

صحرایی گروه کنترل دیابتی نسبت به م وش ه ای ص حرایی    

(. ام ا  >441/4P)گروه کنترل غیر دی ابتی اف زایش نش ان داد    

ب ا دوز ه ای    ه ه ای دی ابتی  درمان ب ا آمینوگوانی دین در گ رو   

g/Ratµ34  نس بت   باعث کاهش معنی دار 14وBcl-2/Bax 

( >P 40/4نسبت به گروه کنترل دی ابتی ب دون درم ان ش د )    

در ناحی ه هیپوکم پ    Bcl-xL/Baxهمچنین نسبت (. 6)شکل 

     ه  ای ص  حرایی گ  روه کنت  رل دی  ابتی نی  ز نس  بت ب  ه  م وش 

 نش ان داد ایش های صحرایی گروه کنترل غیر دیابتی افز موش

(441/4P<   در حالیکه درمان با آمینوگوانیدین در گ روه ه ای ،)

باعث ک اهش معن ی دار    14و  g/Ratµ34با دوز های  دیابتی

      )ب  ه ترتی  ب  آن نس  بت ب  ه گ  روه دی  ابتی ب  دون درم  ان ش  د

(40/4 P<و ) (41/4 P< شکل( ))7.) 

  حث

نتای  پنوهش حاضر نش ان داد در م وش ه ای ص حرایی     

اعمال شناختی دچار اختلال بتی شده توسط استرپتوزوسین، دیا

. در این مطالعه، در آزمون یادگیری اجتن ابی غیرفع ال،   شود یم

میانگین تعداد رفت و برگشت حیوانات ب ین محفظ ه تاری ک و    

 -روشن دستگاه در گروه دیابتی افزایش یافت که نشان دهن ده 

ن حافظ ه،  ی نقص یادگیری در ای ن حیوان ات اس ت. در آزم و    

STLr  کاهش وTDC انگر نق ایص الق ا    یافزایش یافت که ب

شده توسط دیابت بر روی حافظه می باشد. نقایص ی ادگیری و  

حافظه هم در حیوانات دیابتی شده و هم در انسان ها گ زارش  

. در س الیان اخی  ر مطالع  ات  [02, 01, 36, 26, 3]ش ده اس  ت  

انسانی و حیوانی زیادی در مورد ع وارض ناش ی از دیاب ت ب ر     
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 > P 441/4.صحراییهای  در هیپوکامپ موش mRNAدر سطح Bax/ Bcl-2 بررسی اثر آمینوگوانیدین بر روی نسبت  -1شكل 

مقایسه بین گروه دیابتی بدون درمان  ### 
> 40/4Pو گروه کنترل. 

 > 41/4P* و  

± Mean  ها بصورت دادهکننده دارو.  ها دیابتی دریافت مقایسه بین گروه دیابتی بدون درمان و گروه**    S.E.Mان د. گ روه    بیان شده
(، D(، دیابتی بدون درم ان ) C-AG 90) g/RatµAG 90(، کنترل سالم دریافت کننده C-AG 10) g/RatµAG 10(، کنترل سالم دریافت کننده Shamجراحی )-کنترل

 g/RatµAG 90 (D-AG 90.)دیابتی دریافت کننده  g/RatµAG 10 (D-AG 10،)دیابتی دریافت کننده 
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ادگیری و حافظه همراه با اختلالات ساختاری و عص بی  یروی 

 .[36, 26, 6, 1]شیمیایی سیستم عصبی انتشار یافته است 

هفته پس از القای دیاب ت،   7بر اساس نتای  مطالعه حاضر، 

به ص ورت   34و g/Ratµ 14ی که آمینوگوانیدین با دوز حیوانات

داخل هیپوکمپی در شروع دیابت، دریافت کرده بودن د، تف اوت   

داری را در هیچک  دام از معیاره  ای رفت  اری س  نجش   یمعن  

یادگیری و حافظه در دستگاه شاتل باکس در مقایسه ب ا گ روه   

 دیابتی بدون درمان، نشان ندادند. 

ود بهب  ود حافظ  ه توس  ط   ب  ر اس  اس گزارش  ات موج    

آمینوگوانی  دین از طری  ق اف  زایش نیتری  ک اکس  اید در م  دل  

. [30]ایسکمی مغزی در موش صحرائی مش اهده ش ده اس ت    

گذشته نگر ب دنبال هیپوکس ی را    ی حافظهاین دارو اختلال در 

 ریت أث  نیهمچن  و  [03]در موش صحرائی بهبود بخشیده است 

مفید نارینجین بر حافظه را در موش سوری تقویت نموده است 

آمینوگوانیدین در بهب ود حافظ ه    ریعدم تأث. از طرف دیگر [31]

نی ز   [34]و تش ن    [13]فضائی ب دنبال هیپوپرفی وژن مغ زی    

گ  زارش ش  ده اس  ت همچن  ین آمینوگوانی  دین اث  رات مفی  د   

شی از اس کوپولامین را اف زایش   آتورواستاتین بر نقص حافظه نا

و نیز تقویت حافظه حاص ل از پیوگلیت ازون در    [33]نداده است 

نقص حافظه ناشی از تجویز مرفین در حافظه اجتنابی غیرفعال 

توسط آمینوگوانیدین تغییر پیدا نک رده ام ا در ارزی ابی حافظ ه     

ع لاوه   .[2]ازون را مهار نموده است اثر پیوگلیت Y-mazeتوسط

بر این اث ر تق ویتی گرانیس ترون ب ر نق ص حافظ ه حاص ل از        

. [22]اس  کوپولامین توس  ط آمینوگوانی  دین مه  ار ش  ده اس  ت 

مطالع  ات ذک  ر ش  ده در ف  وق اث  ر تزری  ق داخ  ل ص  فاقی    

متف اوت و   یه ا  مدلآمینوگوانیدین را با دوز های متفاوت و در 

. اما مطالعه حاض ر ب رای اول ین    دهند یمبا نتای  متفاوت نشان 

بار اثرات تزریق مستقیم داخ ل هیپ وکمپی دارو را ب ر حافظ ه     

بررس ی   اجتنابی غیر فعال در موش ه ای ص حرائی دیابتی ک   

مش اهده ش ده ممک ن اس ت      یها تفاوتنموده است. بنابراین 

نحوه تزریق، دوز دارو، ن ناد حی وان، آزم ون     ناشی از تفاوت در

 رفتاری و مدل ایجاد شده در حافظه مورد ارزیابی باشد.

، Baxبی ان ژن   شیحاض ر اف زا  در مطالع ه  با این وج ود،  

و  در هیپوکم  پ، Bcl-xLو  Bcl-2ک  اهش بی  ان ژن ه  ای  

در  Bcl-2/Baxو  Bcl-xL/Baxهمچن  ین اف  زایش نس  بت   

     حیوانات دیابتی نسبت به گ روه کنت رل بی انگر وق وع آپوپت وز      

م  ی باش  د. در راس  تای نت  ای  بدس  ت آم  ده در ای  ن مطالع  ه، 

 Baxگزارش  ات متع  ددی نش  ان داده ان  د ک  ه اف  زایش بی  ان  

و ه م   in vitro، هم در ش رایط  ها سلولآپوپتوز را در  تواند یم

همچن ین نش ان داده ش ده     [34]القا کن د   in vivoدر شرایط 

ه ای   است که هیپرگلیسمی باعث القای آپوپتوز در بلاستوسیت

 [30]ش ده اس ت    Baxموش از طریق افزایش بی ان پ روتئین   

علاوه بر این، وجود آپوپتوز در سلولهای نوروبلاست کشت داده 

. [04]شده و تحت تیمار با سرم افراد دیابتی گزارش شده است 

در نورون های اولیه گانگلیون ریشه خلفی نخ اع  م وش ه ای    

و ش واهدی از   Bcl-2تنظیم ی   ک اهش  زی  نصحرایی دی ابتی  

. مطالع اتی ک ه ب ر روی    [02]توز مش اهده گردی ده اس ت    آپوپ

های صحرایی تازه متولد شده انجام  های قشر مغز موش نونور

ش  ده، نش  ان داده اس  ت ک  ه هیپرگلیس  می در م  وش ه  ای   

صحرایی دیابتی شده توسط استرپتوزوس ین از طری ق اف زایش    

 .[12] گردد یمای آپوپتوز سبب الق Bax/Bcl-2نسبت 

هیپوکمپ نق ش مهم ی در فراین د     CA1جا که ناحیه از آن

یادگیری و حافظه دارا می باشد، از این رو مرگ سلولی در ای ن  

کن د   ساختار، به طور واضح در اختلالات شناختی دخال ت م ی  

هفت ه پ س از الق ای دیاب ت، م رگ       0-6به طوری که  [0-0]

واحی مختل  هیپوکمپ و همچنین افزایش نورونی وسیعی در ن

در هیپوکام  پ، تجم  ع کروم  اتین، آزادس  ازی   Baxبی  ان ژن 

از میتوکندری ب ه داخ ل سیتوپلاس م و همچن ین      cسیتوکروم 

از سیتوپلاسم به میتوکندری اتفاق می افتد ک ه   Baxجابجایی 

منجر به کاهش تعداد نورون های هیپوکامپ و در نتیجه نقص 

. [06, 27] ش  ود یم  تی در حیوان  ات دی  ابتی در اعم  ال ش  ناخ

که دژنراسیون و آپوپت وز ن ورون ه ای     رسد یمبنابراین به نظر 

هیپوکم  پ، نق  ش کلی  دی در نق  ایص ی  ادگیری و حافظ  ه در 

کن د   سیستم اعصاب مرکزی بازی م ی  یها یماریببسیاری از 

لذا در این مطالعه نقص حافظ ه از طری ق اف زایش بی ان      [00]

قاب ل   توان د  یم  های دی ابتی   ژنهای دخیل در آپوپتوز در موش

 توجیه باشد. 

های این تحقیق، درمان با آمینوگوانیدین در  بر اساس یافته

ه ای   دار در بی ان ژن  یهای دیابتی س بب اف زایش معن     گروه

Bcl-2  وBcl-xL بی ان ژن  ه ک اهش  چ  . اگ ر  ش ود  یمBax ،

ه ای دی ابتی تح ت درم ان ب ا       تفاوت معنا داری را بین گ روه 

آمینوگوانیدین در مقایسه با گروه دی ابتی ب دون درم ان نش ان     



  عرب فیروز جائی و همکاران رابطه بلوک نیتریک اکساید با حافظه اجتنابی

043 409 

 

ب ه ط ور قاب ل     Bcl-2/Baxو  Bcl-xL /Baxنداد. اما نسبت 

نسبت به گروه دیابتی بدون درم ان   ها گروهملاحظه ای در این 

ب ه   Baxت بی ان پ روتئین   از آنجا ک ه نس ب   کاهش نشان داد.

Bcl-2 یا Bcl-xL باش د  می تعیین کننده مرگ یا زندگی سلول 

و  Bcl-xL/Baxلذا نتای  حاصل از مقایسه نس بت ه ای    [03]

Bcl-2/Bax   بی انگر اث ر مه اری     توان د  یم  در مطالعه حاض ر

در  1آمینوگوانیدین بر روی آپوپتوز ناشی از الق ای دیاب ت ن وع    

 ناحیه هیپوکمپ موش های صحرایی دیابتی باشد.

ند مطالع اتی در خص و  برخ ی آنت ی اکس یدانها و      چ هر

پیشگیری از آپوپتوز در سیستم عصبی موش های نقش آنها در 

. اما ب ا توج ه ب ه من ابع     [37] صحرایی دیابتی انجام شده است

ای در خص و  بررس ی نق ش     تحقیقاتی در دسترس، مطالع ه 

       ض  د آپوپت  وزی آمینوگوانی  دین ب  ر روی ناحی  ه هیپوکم  پ     

         نش  ده اس  ت. ب  ر   منتش  رم  وش ه  ای ص  حرایی دی  ابتی،   

            ه  ای موج  ود، آمینوگوانی  دین ب  ه عن  وان      یافت  ه  ساس  ا

 یک آنت ی اکس یدان و همچن ین مه ار کنن ده انتخ ابی آن زیم       

inducible Nitric oxide Synthase (iNOS)   سبب بهب ود

علائم نورولوژیکی و بافتی در موش ه ای ص حرایی ب ا م دل     

. آمینوگوانی دین  [10]آسیب مغزی ناشی از جراحی ش ده اس ت   

سمیت نورونی القا  شده توسط آهن و نیز کلری د آلومینی وم در   

داده و باعث محافظت نورون ها  را کاهشهای صحرایی  موش

. [7]و بهبود حافظه و یادگیری ناشی از مسمومیت ش ده اس ت   

مطالعات نشان داده ان د ک ه در ش رایط اس ترس اکس یداتیو از      

و به تبع آن   iNOS[14] مربو  به mRNAجمله دیابت بیان 

 [13]( به عنوان یک اکسید کنن ده  NOمقادیر نیتریک اکساید )

و همچنین مقدار یک اکسید کننده دیگ ر بن ام متی ل گلی وزال     

توس ط اف زایش بی ان ژن     توانن د  یمیابند که  افزایش می [10]

Bax     و ک اهش بی ان ژنه ایBcl-2  وBcl-xL   باع ث الق  ای

. از ط رف  [14]آپوپتوز در هیپوکمپ موش های دی ابتی ش وند   

             ک مه  ار کنن  ده انتخ  ابیی  دیگ  ر آمینوگوانی  دین ب  ه عن  وان 

iNOS   طری  ق ک  اهش تولی  د از  توان  د یمNO  و همچن  ین       

                             فعالی    ت متی    ل گلی    وزال و ب    ه دنب    ال آن  ک    اهش

                           محص   ولات انته   ایی گلیکاس   یون پیش   رفته    ک   اهش

(Advanced glycation end products) باع  ث تع  دیل ،

. [04]پتوز گ ردد  های ذکر شده در بالا و لذا کاهش آپو بیان ژن

ع  لاوه ب  ر ای  ن، آمینوگوانی  دین ق  ادر اس  ت در مق  ادیر       

پلی آمین اکس یداز و دی   یها میآنزفارماکولوژیک خود با مهار 

آزاد  یه ا  کالیرادآمین اکسیداز و همچنین توسط خنتی کردن 

مقاب ل  )به عنوان ی ک آنت ی اکس یدان( در محافظ ت مغ ز در      

. لازم به ذکر است [07, 16]نوروپاتی دیابتی ایفای نقش نماید 

که با توجه به امکانات موجود، عدم سنجش پارامتر ه ای ذک ر   

و ای ن   ش ود  یم  این تحقیق محس وب   یها تیمحدودشده از 

اس ت،  مطالعه که برای اولین بار با این نوع طراحی انجام ش ده  

در واقع فتح بابی جهت انجام مطالعات مولکولی و هیستولوژی 

بیشتر برای بررسی اثرات ج امع آمینوگوانی دین و راهی ابی ب ه     

 باشد. مکانیزم اثر آن و نیز یافتن دوز بهینه این دارو می

نتیجه گیری: به طور خلاصه در این مطالعه، دیابت ایج اد   

در حافظ ه اجتن ابی   شده توسط استرپتوزوسین س بب اخ تلال   

       در  ه  ای دخی  ل در آپوپت  وز   غیرفع  ال و اف  زایش بی  ان ژن  

های صحرایی شد. آمینوگوانیدین در دوزهای به کار رفته  موش

       تغییری در حافظ ه ایج اد نک رد ول ی موج ب ک اهش نس بت        

 گردید. های دخیل در آپوپتوز ژن

 سپاسگزاري

زنج ان   یشگاه عل وم پزش ک  دان یو فناور قاتیاز معاونت محترم تحق

 .گردد یمپنوهش را بر عهده داشتند تشکر  نیا یمال تیکه حما
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