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مقاله پژوهشي

مقدمه مهار منتشر شونده )SD( یک پديده ي بيوالكتريك است که در سیستم اعصاب مرکزی ایجاد می گردد و 
در پاتوفيزيولوژي بعضي از اختلالات عصبی نقش ایفا می کند. مطالعه ي حاضر،  به بررسی  اثرات مکرر SD بر 
اختلالات یادگیری و حافظه از طریق تقویت سیناپسی طولانی مدت در هیپوکمپ پرداخته است. مواد و روش ها 
الكترودهاي نقره ي ثبت و كانول راهنما در مغز موش هاي نوجوان جايگذاري شدند. القا SD با تزريق محلول 3 
مولار KCl از طریق کانول راهنما  هفته ای یک بار به مدت چهار هفته صورت گرفت. بعد از 4 هفته مغز آن ها 
بیرون آورده شد و از هیپوکمپ آن ها برش هاي بافتي تهیه و در مایع مغزی نخاعی نگهداری شد. تحریک های 
الکتریکی منفرد توسط یک الکترود دوقطبی به ناحیه ي  Schaffer collateral هیپوکمپ داده شد. پتانسيل پس 
سيناپسي تحريكي میدانی )fEPSP( توسط تحريكات متوالي با شدت 50 درصد جمعيت نيزه هاي ظاهر شده بر 
انگيخته شد. يافته ها مهار منتشر شونده مكرر باعث افزايش LTP در ناحيه ي CA1 هيپوكمپ گرديد. داده ها 
افزایش معناداری را در دامنه fEPSP های ناحیه يCA1  هیپوکمپ نسبت به سطح پايه داشت. نتيجه گيري شايد 

يافته هاي ما بتواند بيانگر پاتوفيزيولوژي نقصان حافظه در بعضي از اختلالات عصبي در كودكان باشد.

ABSTRACT
Introduction Spreading depression (SD) is a bioelectrical event  in  the central  nervous system 
and involves in the pathophysiology of some neurological disorders. In this present study, we 
indicate enhancement of  long-term potentiation of  hippocampus tissue in juvenile rats faced to 
cortical spreading depression repetitively. Materials and Methods  Silver recording electrodes as 
well as a cannula were implanted over  the brain of  juvenile rats. Repetitive cortical SD events 
were induced by KCl 3 M weekly injection through  the cannula. The brains were removed 
after  4 weeks. Transverse  sections were prepared and incubated in artificial cerebrospinal 
fluid. Single electrical  stimulations were applied through a bipolar electrode placed on  to the 
hippocampal Schaffer collaterals. The field excitatory postsynaptic potentials (fEPSP)  were 
elicited by adjusting the intensity of stimulation to 50% of that at which population  spikes  began  
to appear. Results Repetitive SD enhanced the long-term  potentiation  in CA1 hippocampal 
area. The data indicate that repetitive cortical SD in  juvenile rats significantly increases the 
amplitude of  the fEPSP form the baseline. Conclusion This  may clarify the pathophysiology of 
memory deficit were seen in some neurological disorders in children.
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بیماری های سیستم اعصاب مرکزی مانند صرع،     در جریان 
میگرن، بیماری های عروقی مانند ایسکمی، آسیب های مغزی و 
فراموشی های گذرا یک دپلاریزاسیونی رخ می دهد که ایجاد پدیده 
ای منتشر به نام مهار منتشر شونده )SD( را می کند )1(. مطالعات 
اخیر نشان داده اند که  SD هم در نورون ها و هم در سلول های 
گلیال اتفاق می افتد. چه در موجوداتی که مغز آنان دارای چین و 
شکنج است و چه در موجوداتی که مغز آنان دارای چین وشکنج 
نیست می تواند ایجاد شود )4-2(. پدیده SD در نواحی خاکستری 
مغز متعاقب تحریکات شیمیایی، مکانیکی و الکتریکی ایجاد می 
باعث  گذرا  صورت  به  پاتوفیزیولوژیک،  رخداد  این   .)2،  5( شود 
تحریک پذیری بیش از حد و کاهش شدید فعالیت سلول های 
عصبی می شود )2(. انتشار SD به آرامی و به همراه تغییرات یونی 
و متابولیکی اتفاق می افتد )6(. رها شدن پتاسیم و هیدروژن در 
فضای بین نورونی و بلافاصله ورود سدیم، کلر و کلسیم به داخل 
آب  پذیری  نفوذ  میزان  افزایش  ایجاد  باعث  های عصبی  سلول 
شده  و متعاقب آن تورم نورونی و کاهش فضای بین سلولی می 
گردد که باعث یک دپلاریزاسیون ادامه دار می گردد )7 ،2(. بر 
اساس یافته ها در SD رها شدن نوروترنسمیترهای مغزی مهاری 
و تحریکی از جمله گلوتامات، گابا و سروتونین دستخوش تغییر می 
شوند )10-8(. این تغییرات در نواحی مختلفی از جمله هیپوکمپ، 
مخچه، هسته دمدار، تکتوم، تالاموس، پیاز بویایی و اجسام مخطط 
تاثیرات SD به خصوص SD های مکرر بر  رخ می دهد )11(. 
يادگيري و حافظه هنوز مورد بحث می باشد )12(. هیپو کمپ یکی 
از آن مناطق می باشد که حافظه در آن شکل می گیرد و SD در 
آن رخ می دهد )14 ،13(. اين مطالعه با توجه به نتايج متناقض در 
مورد اثرات مکرر SD بر حافظه قصد دارد از طریق بررسي پتانسیل 
طولانی مدت )LTP(، يك شكل از پلاستيسيته سيناپسي، را در ناحيه 
Schaffer collateral تشكيلات هيپوكمپ موش صحرايي به دنبال 

SD مکرر بررسي كند.

مواد و روش ها
حیوانات

   در پژوهش حاضر تعداد 40 عدد موش صحرایی نر نوجوان 25 
)Wistar Rat( در محدوده ي وزنی  نژاد ویستار  از  تا 30 روزه 
50 الی 75 گرم که به صورت تصادفی انتخاب شده بودند، مورد 
استفاده قرار گرفته بودند. حیوانات تحت دمای 2±22 درجه ي 
سانتی گراد، و رطوبت کنترل شده و سیکل روشنایی 12 ساعت 
تاریکی و 12 ساعت روشنایی قرار داشتند. همه حیوانات در قفس 
هايی از جنس پلی کربنات نگهداری می شدند و دسترسی آزادانه 
به آب و غذا داشتند. کلیه مراحل تحقیق طبق دستورالعمل کار با 

حیوانات آزمایشگاهی و تحت نظر کمیته ي نگهداری و حمایت 
از حیوانات دانشگاه علوم پزشکی تهران صورت گرفت.

   حیوانات به طور تصادفی به سه گروه تقسیم شدند. گروه کنترل که 
هیچ مداخله و جراحی در آن ها صورت نگرفت. گروه شاهد که در 
حیوانات این گروه کاشت الکترودهای ثبات و کانول راهنما صورت 
پذیرفت و محلول نرمال سالین به طور هفتگی از طریق کانول راهنما 
تزریق گردید. گروه SD که مانند گروه شاهد تحت کاشت الکترود 
و کانول راهنما قرار گرفت. به منظور القا SD محلول 3 میلی مولار 

KCL از طریق کانول راهنما به طور هفتگی تزریق شد.

جراحی
كتامين مخلوط  صفاقي  داخل  تزريق  با  ابتدا  حيوانات   

)1500mg/kg( و زایلازین )0/10mg/kg( بيهوش شده و مورد عمل 
جراحی قرار گرفتند. در اين كار، یک عدد كانول راهنما از جنس استيل 
 )2-30mm( از سر سوزن هاي شماره ي 23 و دو الکترود نقره به طول
در ناحیه کورتکس حسی پیکری و یک الکترود نقره بر روی پیاز 
بویایی کاشته شد. اين كانول و الکترود ها توسط دو عدد پيچ عينك 

و با استفاده از آكريل دندانپزشكي در محل خود محكم مي شدند.
SDالقای

سدیم پنتوباربیتال  با  حیوانات  ریکاوری،  هفته  یک  از  بعد   
پایه   ECoG ثبت  حین  این  در  و  شده  بیهوش   )602mg/kg(
جهت نمایش SD  گرفته می شد. تزريق KCl 3 M به میزان 
15-10میکرولیتر به داخل اين ناحيه با يك كانول از جنس استيل 
به شماره ي 30 میلی متر كه به يك سرنگ هاميلتون µl 10 با 
استفاده از يك كانول پلاستيكي وصل بود، در مدت يك دقيقه انجام 
مي گرفت. سپس يك دقيقه ي ديگركانول تزريق در محل باقي مي 
 )KCl تزریق( SDجلوگيري شود. القای KCl ماند تا از بيرون زدن
به مدت 4 هفته به صورت مکرر و مرتب انجام گردید. پس از پايان 
آزمايش ها، به منظور تعيين محل تزريق دارو، تعدادي از حيوانات 
كشته شده توسط نرمال سالین و پارافرمالدهید 1 %  پرفیوژن شدند 
و بعد از طی مراحل فیکس بافتی، اين مغزها برش داده شده و محل 

تزريق با استفاده از رنگ تلوئیدن بلو مشخص مي شد.
آماده سازی بافت

   موش ها با اتر در دسیکاتور بيهوش و سپس سر موش ها جدا 
شده و مغز به سرعت از جمجمه خارج و داخل مايع مغزي نخاعي 
عرضی  هاي  برش  شد.  داده  قرار  اكسيژنه  و  سرد   )ACSF(1

بافتي  برش  دستگاه  از  استفاده  با   ،500  µm به ضخامت  مغز 
 )Vibratome 3000, The VibratomeCo., St. Louis, Mo(
حاوي   ACSF انكوباسيون  ي  محفظه  در  ها  برش  شد.  تهيه 
اكسيژن با دماي 31 درجه سانتی گراد به مدت حداقل 1 ساعت 
الكتروفيزيولوژي  ثبت  ي  محفظه  به  سپس  و  شدند  داده  قرار 

Artificial cerebrospinal fluid .1
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ي  درجه   29  -31 ي  محدوده  در  آن  دماي  كه  شدند  منتقل 
سرعت با  اكسيژنه   ACSF و  شود  می  کنترل  گراد  سانتی 

از آن عبور داده مي شد. تريكب ACSF  بر حسب  ml/min ا2/5 
 CaCl2, 1; NaH2PO4, 1.24; شامل   )mM( مول  ميلي 
 MgSO4, 1.3; NaHCO3, 26; NaCl, 124; KCl,
دقیقه   30 از  بعد  باشد.  می   pH 7.4 در   4; Glucose, 10
انكوباسيون غلظت محلول CaCl2 درACSF به دو میلی مولار 

رسانده می شود.
2LTP ثبت

  بعد از حدود 1 ساعت برش ها به صورت جداگانه به داخل محفظه 
ي ثبت منتقل شدند. در داخل محفظه ي ثبت ACSF اکسیژنه 32 
درجه ي سانتی گراد جریان داشته و برش ها پس از انتقال به مدت 
2-1/5 دقیقه در محفظه استراحت می کنند. جهت ثبت پتانسیل 
میکرو  از  ناحیه ي هیپوکمپ  در   CA1 منطقه  در  خارج سلولی 
با محلول N150 NaCl میلی مولار  الکترود های شیشه ای که 
پر شده و مقاومت آن ΩM م10-2 می باشد، استفاده گردید. این 
الکترود با اتصال به الکترودی از جنس Ag/AgCl-KCl سیگنال 
ها را به یک آمپلی فایر منتقل می کند. سيگنال هاي به دست 
 Digidata 1200 آمده، از طريق دستگاه مبدل آنالوگ به ديجيتال
)Axon Instrument, CA, USA( به كامپيوتر منتقل و توسط 
AxoScope10 (Axon Instrument, CA, USA)افزار نرم 

A آنالیز می گردد.

  تحریک های الکتریکی منفرد )0.15Hz-0.05( توسط یک الکترود 
دوقطبی از جنس پلاتین، در ناحیه Schaffer collateral هیپوکمپ 
 )fEPSP( اعمال می شدند. پتانسيل پس سيناپسي تحريكي میدانی
با تنظیم شدت تحریک تا 50 % از ظاهر شدن  تجمعی اولین امواج 
به دست آمدند. هیپوکمپ در هر 2 دقیقه یک بار مورد تحریک 
قرار می گرفت. زمانی تحریکات مکرر )Tetanic( آغاز می شدند 

و  رسیدند  می  پایدار  و  مشخص  میزان  یک  به  ها   fEPSP که 
حداکثر اختلافش 5% می شد و حداقل برای 30 دقیقه ادامه داشت. 
 100 Hz جهت ایجاد امواج بعد از 10 قطارموج3، 4 پالس به میزان
در 2005ms در ناحیه ي Schaffer collateral هیپوکمپ ایجاد 
می شد. دوره ي تحريك براي هر پالس مشابه پالس هاي اعمال 
شده در وضعيت پايه بود. در LTP پاسخ به تحريك پايه در 5 شیب 
متوالی fEPSP بعد از 30 دقیقه از زمان امواج tetanic و 5 شیب 

بلافاصله قبل از امواج tetanic مورد بررسی قرار گرفت.

محاسبات آماری
  در اين مطالعه نتايج به صورت ميانگين± انحراف از معيار آورده 
شده است. براي تجزيه و تحليل نتايج از آزمون ANOVA یک 

طرفه توسط تست تعقیبیTukey استفاده گردید.
يافته ها

EEG تغییرات ثبت امواج مغزی
  تزریق KCl داخل مغز، یک نوسان منفی موج DC در تمامی حیوانات 
مورد آزمایش قرار گرفته، ایجاد نمود. متوسط دامنه و میانگین طول 
 132±23 s 2/1±13/8 و mV به ترتیب SD مدت مرحله اول امواج
می باشد. سرعت انتشار نوسانات DC منفی بین الکترودها 3±0/3 
میلی متر / دقیقه بود )تصویر 1(. دامنه و مدت زمان و همچنین سرعت 
انتشار SD در 4 هفته ی القا شده تفاوت معنا داری با هم نداشتند. با 
این حال، تعداد SD های ناشی از تزریق KCl از نظر آماری در طول 
چهار هفته آزمایش افزایش یافته اند. تعداد امواج SD ثبت شده در طی 
4 هفته عبارت از 0/3± 1/5در هفته اول، 0/2± 1/9 در هفته دوم، 

0/3±2/4 در هفته سوم و  در هفته چهارم0/3±3 بود.
تغییرات پلاستیسیته سیناپسی

  تحریک در مسیر Schaffer collateral صورت گرفته و ثبت در 
منطقه ي لایه ي هرمی CA1 هیپوکمپ انجام شد. بعد از پایدار 

تصویر 1. جهت تزریق KCl 3 مولار یک عدد كانول راهنما از جنس استيل از سرسوزن هاي شماره ي 23 و دو الکترود نقره  به طول )3- 2 
میلی متر( در ناحیه ي کورتکس حسی پیکری و یک الکترود نقره بر روی پیاز بویایی کار گذاشته می شود. سرعت انتشار نوسانات DC منفی 

بین الکترودها 0/3±3 میلی متر / دقیقه است.

Long-term potentiation .2Tetanic wave .3

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
86

9/
ac

ad
pu

b.
sh

ef
a.

1.
3.

33
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
he

fa
ye

kh
at

am
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

23
 ]

 

                               3 / 5

http://dx.doi.org/10.18869/acadpub.shefa.1.3.33
http://shefayekhatam.ir/article-1-44-en.html


    تابستان 1392. سال اول . شماره 3

36

شدن دامنه های fEPSP برای حداقل 30 دقیقه به عنوان سطح 
پایه، امواج تحریکی titanic به Schaffer collateral فرستاده 
می شود. همچنین هر پالس به صورت یکسان از سطح پایه فاصله 
داشته است. دامنه ي  fEPSP ها در دقیقه های 3-2 افزایش 
پیدا می کرد و در دقایق 6-5 بعد از امواج tetanic به پایداری 
می رسیدند. تفاوت معناداری در دامنه fEPSP های گروه های 
در گروه های   tetanic تحریکات  نداشت.  و شاهد وجود  نرمال 
نرمال و شاهدی که رینگر تزریق شده بود به ترتیب 7±141و 
8±137درصد نسبت به سطح پایه افزایش داشتند. القایLTP در 
افزایش  به صورت هفتگی،  بود  KCl دریافت کرده  گروهی که 
معناداری را در دامنه fEPSP ها به میزان16±178 درصد نسبت 
به گروه شاهد که رینگر دریافت کرده بود و کنترل، نشان می 

داد )تصویر 2(.

بحث و نتيجه گيري 
طول  در  را  شونده  منتشر  مهار  مکرر  اثرات  حاضر  مطالعه ي    
تشكيلات  در  سيناپسي  پس  های  پتانسيل  میزان  بر  هفته    4
  Schaffer collateral هيپوكمپ بعد از تحريك الكتريكي مسير
در موش های نوجوان مورد مطالعه قرار داده و نشان دهنده اين 
 tetanic القاء شده با تحريك  LTP موجب آسيب SD است كه
1005Hz گشته و باعث بیشتر کردن دامنه fEPSP ها مي گردد. 
در SD، رها شدن نوروترنسمیترهای مغزی مهاری و تحریکی از 
شوند  می  تغییر  دستخوش  سروتونین  و  گابا  گلوتامات،  جمله 
)9-7(. همچنین یکی از مهمترین گیرنده های مغزی که تغییر می 
کند گیرنده های گلوتاماترژیکی از جمله N- متیل DL آسپارتات 
)NMDA( است که در انعطاف پذیری سیناپسی یادگیری و حافظه 

تصویر 2. تاثیر مهار منتشر شونده ي مکرر )SD( بر پتانسيل طولانی مدت LTP و میزان پتانسيل های پس سيناپسي تحريكي میدانی
fEPSP در موش های نوجوان.  الف- امواج Tetanic بعد از 10 قطارموج، 4 پالس به میزان Hz 100 درmsر200 که نتیجه نهایی آن 

تولید یکسری موج با خصوصیات یکسان می شود و به صورت درصدی، میانگین شیب fEPSP ها نسبت به سطح پایه محاسبه می شود. 
با توجه به نقاط زمانی، تحریکات tetanic صورت گرفت. ب-  به ترتیب یک نمونه از fEPSP های قبل و بعد از القای امواج تحریکی 

tetanic در گروه های شاهد، کنترل و SD در برش های هیپو کمپ قرار داده شده است.

نقش مهمی ایفا می کند )17-15(. تحقیقات اخیر نشان داده که 
SD باعث افزایش فعالیت گیرنده های NMDA می شود )18( و 
همچنین با بلاک کردن این گیرنده از میزان SD  در مغز کاسته 

می شود )10(.
  در سال 2006 ورنسمن و همکاران در مطالعه ای نشان دادند 
که SD باعث تقویت قدرت سیناپسی می گردد )19( که با معنادار 
بودن fEPSP گروه SD تزریق KCl همخوانی دارد. یک سال 
بیماران میگرنی و مصروع مطالعه ي  بعد گروهی دیگر در مغز 
مشابهی انجام دادند که بیش تحریکی را نشان می داد )20( و 

افزایش fEPSP را نسبت به سطح پایه توجیه می کند.

  لذا مضر بودن امواج SD به صورت مکرر در موش های نوجوان 
در تحقیق حاضر مشخص گردیده و در سطح میانی رشد مغزی 
در  اختلال  این  تواند  می  و  بوده  جبرانی  قابل  غیر  اثرات  باعث 
کودکان در حال رشد، بیماری های عصبی جدی و ضررهای غیر 

قابل برگشتی داشته باشد.
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