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Introduction: The aim of this study was to investigate the effects of parental morphine with-
 drawal (maternal and paternal) on learning and spatial memory behaviors and hippocampal
 BDNF protein levels in first and second-generation offspring in a Wistar rat model. The focus
of the research was on evaluating the behavioral and cognitive changes across two subse-
 .quent generations following parental exposure to morphine administration and withdrawal
 Materials and Methods: Rats were divided into three groups: control, maternal morphine
withdrawal group (MMW), and paternal morphine withdrawal group (PMW). Parental mor-
 phine dependence was induced using escalating oral doses (10 to 40 mg/kg for 3 weeks),
 followed by a 10-day withdrawal period to induce the morphine withdrawal phase. After
confirming withdrawal symptoms, first and second generations were bred for behavior-
 al assessments. Cognitive behavior of offspring was evaluated using the Barnes maze test.
 Afterward, rats were euthanized, and hippocampal brain tissue was extracted to measure
Results: In the learning phase, ini� . hippocampal BDNF protein levels using an ELISA kith
 tial delay times on days four and five showed a significant difference between the MMW
group and control. Initial error counts on day five in the first generation differed signifi-
 cantly between the MMW and control groups. Moreover, initial error counts on day three in
 the first generation showed a significant difference between the PMW and control groups.
 In the second generation, initial error counts also showed a significant difference, but only
 on day three between the PMW and control groups. In the spatial memory test (day six),
 both MMW and PMW groups in the first generation exhibited greater delay times and error
 counts compared to controls. However, in the second generation, delay time and error count
factors did not show a significant difference compared to controls. Furthermore, hippocam-
 pal BDNF protein levels in the first generation were significantly reduced in the morphine
 Conclusion: The findings of  .withdrawal offspring groups compared to the control group
 this study indicate that parental morphine withdrawal results in significant behavioral and
cognitive impairments in offspring. These results underscore the importance of monitor-
ing and preventing morphine use in parents to reduce vulnerability in future generations.s
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چــــــــكيد  ه

واژه هاي كليدي:

1- سندرم ترک مواد
2- مواجهه پدری
3- مواجهه مادری

4- هیپوکامپ

مقدمــه: ه��دف از ایــن مطالعــه، بــررسی ا�ـثرات ت��رک مورفیــن والدـی�نی )م��ادری و پ��دری( �ـبر رفتارهای 
یادگیــری و حافـظـه فـضـایی و ســطوح پروتئیــن BDNF هیپوکامــپ در فرزنــدان نســل اول و دوم در یــک 
مــدل مــوش صحــرایی نــژاد ویســتار بــود. تمرکــز پژوهــش بــر ارزیــابی تغییــرات رفتــاری و شــناختی 
در دو نســل متــوالی متعاقــب مواجهــه والدیــن ــبا تجویــز مورفیــن و ــبه دنـبـال آن، دوره تــرک اســت. 
ــا: موشه�ـا �ـبه س�ـه گ�ـروه کنت�ـرل، گ�ـروه ت�ـرک مورفی�ـن م�ـادری )MMW( و گــروه  ــواد و روش ه م
ت��رک مورفی�ـن پ�ـدری )PMW( تقسیــم شــدند. وابســتگی بــه مورفیــن در والدیــن بــا اســتفاده از دوزهــای 
خ�ـوراکی افزایش یافت�ـه )۱۰ تــا ۴۰ میلی گرم/کیلوگــرم بــه مــدت ۳ هفتــه( القــا شــد و ســپس یــک دوره 
تــرک ۱۰ روزه ��برای الق��ای ف��از ـت�رک مورفی�ـن اعم��ال گردی��د. ـپ�س از تأییــد علائــم تــرک، نســل های 
اول و دوم �بـرای ارزیابیه�ـای رفت��اری پ��رورش یافتن�ـد. رفت��ار ـش�ناختی فرزنــدان بــا اســتفاده از آزمــون 
مــاز بارنــز ارزیــابی شــد. پــس از آن، موش هــا کشــته شــدند و بافــت مغــز هیپوکامــپ بــرای اندازه گیــری 
هـا: در  ســطوح پروتئیــن BDNF هیپوکام�ـپ �ـبا اس�ـتفاده از کی�ـت الای�ـزا اس�ـتخراج گردی�ـد. یافتهـ
مرحلــه یادگیــری، زمان هــای تأخیــر اولیــه در روزهــای چهــارم و پنجــم بیــن گــروه MMW و گــروه 
کنتــرل تفــاوت معــنی داری نشــان داد. تعــداد خطاهــای اولیــه در روز پنجــم در نســل اول بیــن گروههــای 
MMW و کنتــرل تفــاوت معــنی داری داشــت. علاوه بــر ایــن، تعــداد خطاهــای اولیــه در روز ســوم در 
نســل اول بیــن گروههــای PMW و کنتــرل تفــاوت معــنی داری را نشــان داد. در نســل دوم، تعــداد 
خطاه��ای اولی�ـه نیــز تفــاوت معــنی داری را نشــان داد، امــا تنهــا در روز ســوم بیــن گروههــای PMW و 
کنتــرل. در آزمــون حافــظه فــضایی )روز ششــم(، هــر دو گــروه MMW و PMW در نســل اول زمان هــای 
تأخی��ر و تعــداد خطاه��ای بیشــتری را در مقایســه بــا گــروه کنتــرل نشــان دادنــد. بــا ایــن حــال، در 
نســل دوم، عوامــل زمــان تأخیــر و تعــداد خطاهــا در مقایســه بــا گــروه کنتــرل تفــاوت معــنی داری را 
نشــان ندادنــد. علاوه ــبر ایــن، ســطوح پروتئیــن BDNF هیپوکامــپ در نســل اول در گروه هــای فرزنــدان 
دارای والدی��ن ــبا تــرک مورفیــن در مقایســه ــبا گــروه کنتــرل ــبه ـطـور معــنی داری کاهــش یافتــه ــبود. 
نتیجه گـیـری: یافتهه��ای ایــن مطالعــه نشــان می دهــد کــه تــرک مورفیــن والدیــنی منجــر بــه اخــتلالات 
رفت��اری و ش��ناختی مع��نی داری در فرزن��دان میش��ود. ای��ن نتای��ج ــبر اهمیــت پای��ش و پیشــگیری از 
م�ص�رف مورفیــن در والدی��ن ��به منظ��ور کاه��ش آسیب پذی��ری در نس��ل های آینــده تأکیــد می کنــد.

اطلاعات مقاله:
دریافت: 5 مهر 1404                               اصلاحيه: 4 آذر 1404                           پذیرش: 18 بهمن 1404
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مقدمه
اعتیــاد بــه مــواد مخــدر بــه ویــژه اپیوئیدهــایی ماننــد مورفیــن 
در دهه هــای اخیــر بــه یــکی از جدی تریــن معضــلات سلامــت 
عمــومی تبدیــل شــده اســت. شیــوع مــصرف مــواد افیــونی و 
عــوارض آن در زنــان بــاردار طی دو دهــه گذشــته بــه ــطور 
قابــل  توجــهی افزایــش پیــدا کــرده اســت؛ بــه ــطوری کــه بــر 
اســاس مطالعــات بــزرگ در ایــالات متحــده، در یــک نمونــه 
910/24 نــوزاد، حــدود 6/7 درصــد بــه صــورت پره ناتــال در 
معــرض مــواد افیــونی قــرار گرفته انــد و ایــن کــودکان ریســک 
بالاتــری بــرای اخــتلالات تکویــن عبــصی نشــان داده انــد. در 
کشــورهای آسیــایی و اروپــایی نیــز افزایــش مــوارد گــزارش 
شــده اســت. اســتفاده از مورفیــن یــا مــواد افیــونی در بــارداری 
بــا بــروز مشــکلات رفتــاری و شــناختی در نســل اول )فرزنــدان 
مســتقیم( و حــتی نســل دوم )نوه هــا( ارتــباط مســتقیم 
دارد )2 ،1(. اســتفاده مکــرر از مورفیــن می توانــد عــوارض 
جانبــی متعــدد، از جملــه تحمــل دارویی و بــروز وابســتگی 
شــدید را ایجــاد کنــد. ایــن موضــوع نه تنهــا زنــدگی فــرد 
مصرف کننــده را تحــت تأثیــر قــرار می دهــد، بلکــه مطالعــات 
جدیــد نشــان داده انــد کــه رفتــار و وضعیــت روانشــناختی 
و  محیــطی  عوامــل  تأثیــر  تحــت  نیــز  بعــد  نســل های 
اپی ژنتی�ـکی مرتـ�بط �ـبا اعتی�ـاد والدی�ـن ق�ـرار می گی�ـرد )4 ،3(.

مدارهــای نــورونی درگیــر در اعتیــاد مورفیــن، از جملــه 
نــواحی تگمنتــوم شــکمی، هســته اکومبنــس و هیپوکامــپ 
مغــز، در تنظیــم رفتارهــای پــاداش، حافــظه، و یادگیــری 
نقــش کلیــدی دارنــد. یــکی از نتایــج مهــم وابســتگی بــه مــواد 
افیــونی، اخــتلالات شــناختی بــه خــصوص در حافــظه فعــال 
و حافــظه فــضایی اســت. مورفیــن می توانــد موجــب کاهــش 
انعطاف پذـی�ری سیناپ��سی ش�ـود، مــثلًاً کاه�ـش القــای تقویــت 
ط��ولانی م��دت و مخـت�ل ش��دن تضعـی�ف ط��ولانی م��دت در 
نــواحی مهــمی ماننــد هیپوکامــپ و قشــر مغــز رخ می دهــد 
)5(. پژوهش هــا نش��ان داده انــد ک��ه در موشه��ای دارای 
والــد معتــاد، فرزنــدان دچــار افــت معــنی دار حافــظه فــضایی و 
کاهــش عملکــرد شــناختی بــه ویــژه در آزمون هــای رفتــاری 
مانن��د مــاز آبی موری��س می شــوند. ایــن اخــتلال مســتقل از 
مواجهــه جنیــنی مســتقیم بــا مورفیــن و نــاشی از تغییــرات 
اپی ژنتی�ـکی و تنی�ـظم مولک�ـولی مغ�ـز فرزن�ـدان اس�ـت )7 ،6(. 
بــه ــطور خــاص، گــزارش شــده اســت کــه مواجهــه پیــش و 
پــس از زایمــان بــا مورفیــن موجــب کاهــش سیناپس هــای 
هیپوکامــپی، تغییــر در وزن و حجــم هیپوکامــپ، افــت ســطح 
گلوتامــات و در نتیجــه اخــتلال در یادگیــری و حافــظه فــضایی 

در تس��ت های جس��تجوی ه�ـدف در فرزن�ـدان میش�ـود )9 ،8(.

مطالعــات تجــربی نشــان داده انــد کــه مــصرف مورفیــن، 
یــا تــرک آن، در والدیــن )چــه والــد مــادر چــه والــد پــدر( 
 BDNF1 موجــب کاهــش بیــان فاکتورهــای نوروتروفیــک مثــل
و CREB2 در ســاختارهای نــورونی فرزنــدان، و همیــن ــطور 
آسیــب در مسیرهــای دوپامینرژیــک می شــود کــه همــگی 
منج�ـر �ـبه ضع�ـف یادگی�ـری و حافـظ�ه فـض�ایی اس�ـت )9 ،6(. 
کاهــش BDNF کــه یــک فاکتــور حیــاتی ــبرای پلاســتیسیته 
سیناپــسی و یادگی��ری اس��ت، بهط��ور مس��تقیم می توانــد 
بــه مشــکلات حافــظه و یادگیــری در نســل های بعــدی 
منج��ر ـش�ود. ای��ن تغیی��رات نش��ان می‌دهنــد کــه مورفیــن 
می‌توانــد بــر ســاختارهای هیســتونی تغییــر ایجــاد کــرده و 
�ـبه فرزن�ـدان نس�ـل بع�ـد منتق�ـل ش�ـود )8 ،3(. بــا ایــن شــواهد، 
می‌تــوان نتیجــه گرفــت کــه اخــتلال حافــظه و کارکردهــای 
شــناختی در نســل اول فرزنــد موش هــای والــد معتــاد بــه 
مورفیــن یــک پدیــده مســتند و قابــل ارزیــابی بــا تســت های 
رفـت�اری اس��تانداردی اس��ت و می توانــد به‌عنــوان نمونــه ای 
از انتقــال اــثرات اپی ژنتیــک و عبــصی اعتیــاد مطــرح شــود.

پژوهش هــای تجــربی روی مدل هــای حیــوانی )بــه ویــژه 
مــوش( نشــان داده انــد کــه نــه تنهــا نســل اول، بلکــه نســل 
دوم نیــز می توانــد آسیب هــای رفتــاری و تکویــنی نــاشی از 
تمــاس مــادر بــا مورفیــن را تجربــه کنــد. تغییــرات اپی ژنتیک، 
اخــتلال در ســازوکار حافــظه، اضطــراب و افزایــش یــا کاهــش 
حســاسیت بــه مــواد مخــدر در نســل دوم مشــاهده شــده 
اســت. یــکی از اولیــن شــواهد واضــح اــثرات بین نســلی، 
کاهــش گرایــش بــه خود-تجویــزی مــواد مخــدر و تغییــر بیان 
ژن هــای مرتــبط بــا پلاســتیسیتی سیناپــسی و پروتئین هــای 
میلیــنی در مغــز نســل دوم حیوانــاتی بــود کــه مــادر آنهــا در 
طی �ـبارداری در مع�ـرض مورفی�ـن ق�ـرار گرفت�ـه �ـبود )10(. بــا 
ایــن وجــود شــواهد کــمی در خــصوص فزرنــدان نســل هــای 
بعــد در والدیــن دچــار تــرک اســتفاده از مورفیــن دیــده شــده 
اســت و بیشــتر مطالعــات بــر روی فرزنــدان والــد مــادر در 
دوران بــارداری و یــا کــمی قــبل از بــارداری انجام شــده اســت.

در مدله��ای حیــوانی، آزمونه��ای رفتــاری ماننــد مــاز بارنــز 
به‌عنــوان ابــزاری اســتاندارد بــرای ســنجش حافــظه فــضایی 
و یادگیــری جونــدگان مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه و نسبــت 
بــه شــرایط عبــصی، ســطح اســترس والدیــن، و مواجهــه 
قــبلی بــا مــواد حســاسیت بــالایی دارد. بــا توجــه بــه ایــن 
مــوارد گفتــه شــده، مطالعــه حاضــر بــه بــررسی تغییــرات 

1 Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
2 CAMP response element-binding protein (CREB)
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یادگیــری و حافــظه فــضایی در نســل اول و نســل دوم فرزنــدان 
موشه��ای صح��رایی دچــار تــرک مورفیــن می پــردازد. 
همچنی��ن �بـه منظ��ور بررسی‌هــای ملکــولی، میــزان پروتئیــن 
BDNF مغ�ـزی در ای��ن گروه‌هــا مــورد بــررسی قــرار گرفــت.

مواد و روش‌ها
حیوانات و شرایط نگهداری

دوازده مــوش صحــرایی نــر و دوازده مــوش صحــرایی مــاده 
نــژاد ویســتار )وزن ۱۶۰-۱۸۰ گــرم، ســن ۸-۱۰ هفتــه( از 
انســتیتو پاســتور ایــران تهیــه شــدند. حیوانــات در شــرایط 
کنتــرل ش��ده آزمایشــگاه ش��امل دوره‌هــای 12 ســاعت 
روشــنایی- تاریــکی، دســترسی آزادانــه بــه آب و غــذا، رطوبــت 
50-30 درصــد، درجــه حــرارت 2±22 درجــه ســانتیگراد و 
در قفس هــای اســتاندارد پلکــسی گلــس بــه تعــداد 4 ســر 
در هــر قفــس نگهــداری شــدند.کلیه اقدامــات جــراحی و 
آزمایشــگاهی روی حیــوان مــورد تاییــد کمیتــه اخلاق و بــر 
اســاس پروتــکل کار بــا حیوانــات در دانشــگاه علــوم پزشــکی 
.:IR.TUMS.AEC.1402.076(اخلاق )کــد  ــبود  تهــران 

گروه بندی آزمایش و روند اجرای آزمایش
تع��داد موشه��ای صح��رایی مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه در هر 
گــروه و هــر نســل در جدول 1 مشــخص شــده اســت. در مرحله 
اول، موشه��ای صـح�رایی به ســه دســته اصــلی تقسیم شــدند:

گــروه کنتــرل: والدیــن ســالم، فاقــد مواجهــه بــا مورفیــن
موش هــای  گــروه  مورفیــن:  تــرک  مــاده  والــد  گــروه 
موش هــای   × مورفیــن  ترک کــرده  مــاده  صـح�رایی 
وابســتگی  پروتــکل  بــا  ماده هــا  ســالم:  نــر  صحــرایی 
ســالم نــر  بــا  جفت گیــری  ســپس  مورفیــن  تــرک  و 

موش هــای  گــروه  مورفیــن:  تــرک  نــر  والــد  گــروه 
موش هــای   × مورفیــن  ترک کــرده  نــر  صـح�رایی 
صح��رایی مــاده ســالم: نرهــا بــا پروتــکل وابســتگی بــه 
مــاده ســالم بــا  تــرک ســپس جفت‌گیــری  و  مورفیــن 

وابســتگی بــه مورفیــن در والدیــن بــا دوز خــوراکی بــصورت 
تصاعــدی )۱۰ تــا ۴۰ میلی گــرم بــر کیلوگــرم بــه مــدت ۳ 
هفتــه( القــا شــد و ســپس قطــع مورفیــن بــه مــدت ده روز 
بــه جهــت ایجــاد فــاز تــرک مورفیــن صــورت گرفــت. اــبثات 
وابســتگی و تــرک بــا مشــاهده علائــم رفتــاری و آزمایش هــای 
مربوط��ه انج�ـام شــد. در مرحلــه ابتــدایی، اــبثات وابســتگی بــه 
مورفیــن پــس از دوره اعتیــاد بــه آن بــا تزریــق نالوکســان تایید 
شــد و علائــم تــرک ماننــد تحریک پذیــری، اســتفراغ، لــرزش 
�ـبدن، اس�ـهال، سی�ـخ ش�ـدن موه�ـا مش�ـاهده ش�ـد )11, 12(.

در مرحلــه پــس از دوره تــرک در موش هــای والــد، فرآینــد 
جفت گیــری آغــاز شــد. پــس از مشــاهده و تأییــد تشــکیل 
پلاک لقــاح در موش هــای مــاده، آنهــا از نرهــا جــدا شــده 
و بــه صــورت انفــرادی تــا زمــان زایمــان در قفس هــای 
جداگانــه نگهــداری شــدند. پــس از تولــد نــوزادان، مــادر و 

جدول 1- تعداد حیوانات استفاده شده در هر نسل در طی آزمایش.

نــوزادان بــه مــدت یــک مــاه در کنــار یکدیگــر در همــان 
قفــس بــاقی ماندنــد. در روز سی ام پــس از تولــد، فرزنــدان 
براســاس جنسیــت از هــم جــدا و در قفس هــای جدیــد 
قــرار گرفتنــد؛ بــه ــطوری کــه نرهــا و ماده هــا هــر کــدام 
جداگانــه و بــا تراکــم چهارتــایی در هــر قفــس تــا ســن ۶۰ 
روزگی نگهــداری شــدند. ســپس، روی تمــام افــراد نســل اول 
تســت رفتــاری مــاز بارنــز بــرای مــدت ۶ روز انجــام گردیــد.

بع��د از اتـم�ام ای��ن آزمای��ش، موش هــای صحــرایی نــر و مــاده 
نســل اول ــبطق جــدول تقسیم بنــدی )جــدول ۱( بــرای لقــاح 
مجدد و تشــکیل نســل دوم کنار هم قرار داده شــدند. در نســل 
دوم نیــز، همــان رونــد نگهــداری در دوران بــارداری، زایمــان، 
شیــردهی و جداســازی پــس از تولــد هماننــد نســل قــبل انجام 
شــد. نهایتاًــً، در روز شصــتم زنــدگی نســل دوم، آزمــون رفتاری 
مــاز بارنــز مطابــق پروتــکل بــر روی آنهــا بــه اجــرا درآمــد.

روند اجرای تست رفتاری ماز بارنز
تســت م��از بارنــز بــا اســتفاده از یــک صفحــه دایــره ای )قطــر 
۹۰-۱۲۲ ســانتی متر( بــا ۲۰ ســوراخ محیــطی )قطــر هــر 
ســوراخ ۱۰ ســانتی متر( انجــام شــد. یــکی از ایــن ســوراخ ها 
به‌عنــوان مح��ل فــرار ��بود و جع��به‌ایی در زیــر آن به نــام جعبه 
فــرار قــرار داشــت. ســایر ســوراخ ها بــاز بودنــد. روی ســطح 
دیــوار در آزمایشــگاه، نشــانه های محیــطی مختلــف )اشــکال، 
رنگ هــا، اجس��ام( به‌عنــوان ســرنخ فـضـایی قــرار داده شــد 
)13(. اجــرای تســت های رفتــاری توســط فــردی انجــام گرفــت 
کــه از شــرایط گروه بنــدی حیوانــات آگاه نــبود )تک ســو 
کــور(، تــا نتای��ج معتبرتــر باشــند. تعــداد 10 ســر مــوش 
صحــرایی نــر در هــر گــروه بــرای تســت رفتاری اســتفاده شــد.
بــود: اصــلی  مرحلــه  ســه  شــامل  Uآزمــون 
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1- مرحلــه آشــنایی: در روز قــبل انجــام تســت، هــر حیــوان 
بــرای کاهــش اســترس بــه مــدت 2 دقیق��ه در جعــبه 
ف��رار قــرار گرفــت و ســپس بــه قفــس برگردانــده شــد.

2- مرحل��ه آـم�وزش: در روزهــای 1 تــا 5 هــر حیــوان بــه 
ــطور روزانــه در مرکــز مــاز قــرار گرفــت و بــا روشــنایی 
محیــط تحریــک شــد تــا محــل فــرار را پیــدا کنــد. هــر روز 
دو تکــرار آزمایــش )هــر بــار حداکثــر ۲ دقیقــه( اجــرا شــد 
و زمــان رسی��دن ــبه جعــبه فــرار، تعــداد اشــتباه )ورود بــه 
ســوراخ اشــتباه(، و ســرعت ــبثت شــد. اگــر مــوش جعــبه 
در  را  مــوش  دســتی  بــصورت  نمی‌کــرد،  پی��دا  را  ف��رار 
جعــبه قــرار داده و 30 ثانیــه نگ��ه می‌داشــتیم تــا فراینــد 
یادگیــری صــورت گیــرد. بیــن مراحــل، ســطح صفحــه 
بــا الــکل پــاک می شــد تــا از اــثر بویــایی جلوگیــری شــود.

آمــوزش،  تکمیــل  از  بعــد  حافظ��ه:  آزمــون  مرحل��ه   -1
توانــایی حیــوان  و  فــرار حــذف شــد  6ام محــل  روز  در 
ســنجیده  محیــطی  نشــانه‌های  و  مسیــر  یــادآوری  در 
ثانیــه   90 مشــخص  زمــان  در  حیــوان  اگــر  ش�ـد. 
می شــود. ــبثت  زمــان  بیشــترین  نرســد،  محــل  بــه 

کل دوره تس�ـت رفت�ـاری بــا دوربی��ن ض��بط و در نرم‌افــزار 
Etho Vision XT مــورد آنالی��ز ق��رار گرفــت. متغییرهــای 
انــدازه گیــری و آنالیــز شــده شــامل ایــن مــوارد می باشــد:

یادگیــری  روز  پنــج  طی  در  مــوش  کــه  اســت  زمــانی 
ه ف��رار می‌رســد )زمــان تاخیــر اولیــه(. اولی��ن �ـبار ــبه جع�بـ

تعــداد خطاهــایی کــه مــوش قــبل از پیــدا کــردن جعــبه 
ف��رار در طی پن��ج روز یادگی��ری داش��ته اس��ت و س��وراخ‌های 
اشــتباه را چــک کــرده اســت )تعــداد خطاهــای اولیــه(.

محــل  بــه  ششــم  روز  در  مــوش  کــه  زمــانی 
تاخیــر(. زمــان  )کل  می‌رســد  ف��رار  جعــبه  ســوراخ 

کــردن  پیــدا  از  قــبل  مــوش  کــه  خطاهــایی  تعــداد 
و  داشــته  ششــم  روز  در  فــرار  جعــبه  ســوراخ  محــل 
س��وراخ‌های دیگ��ر را چ��ک می‌کنــد )تعــداد کل خطاهــا(.

و  مغــز  از  بــرداری  نمونــه  حیوانــات،  کشــتن 
مغــزی  BDNF پروتئیــن  میــزان  گیــری  انــدازه 

پــس از انجــام تســت  های رفتــاری در روز ششــم تســت مــاز 
بارـن�ز، نمون��ه هیپوکم��پ مغ��زی موش‌هــا جــدا ســازی شــد 
)تعــداد 5 ســر مــوش در ه�ـر گ��روه اـس�تفاده شــد(. بــرای ایــن 
منظ��ور، ابتــدا دوز ــبالایی از کتامین ۱۲۰  میلیگــرم و زایلازین 
۲۰ میلیگ�ـرم بــه ازای کیلوگــرم از وزن حیوانــات بــه صــورت 
داخ��ل صف��اقی تزری�ـق و حیــوان کاملًاً بیهــوش شــد، ســپس 
یوتان��زی حیوانــات از طریــق اوردوز کــردن بــا کتامیــن بــا دوز 
۵۰۰ میلی‌گ��رم �ـبه ازای گیلوگ�ـرم انج��ام شــد. س��ر موش‌هــا 
جداســازی شــده و مغزهــای آن هــا بــه ســرعت برداشــته شــد و 
ناحیــه هیپوکامــپ مغــزی جداســازی شــد. نمونه هــا به ســرعت 
بــه فریــزر منــفی 80 درج��ه س��انتی گراد انتقــال داده شــد.

ســطح پروتئیــن BDNF ــبا اســتفاده از کیــت ELISA تجــاری 
)شــرکت پادگیــن ــطب، ایــران( اندازه گیــری شــد. بافــت 
 M1NaCl ،PH 7/0 بــا Tris mM 100( در باف�ـر لیزکنن�ـده

،mM 4EDTA ، 1/0 درصــد ســدیم آزیــد، 2 درصــد آلبومیــن 
ســرم گاوی، 2 درصــد Triton-X100، 1/0 میکروگــرم در 
ه نبـس�ت بیســت برابــر حجــم  میلی لیتــر پپســتاتین A( �بـ
وزن بافــت )mg( هموژنس��ازی شــد. همــوژن حاصــل در 
ســرعت ×g14,000 بــه مــدت 30 دقیقــه در دمــای 4 درجــه 
ســانتی گراد ســانتریفیوژ شــد. محلــول ســوپرناتانت رویی جــدا 
شــده و مقــدار پروتئیــن BDNF در هــر نمونــه اندازه گیــری 
ســپس  شــد.  تحلیــل   ELISA از  اســتفاده  بــا  و  شــده 
ســطح BDNF بــه وزن بافــت مرــطوب يبطعيســازي شــد.

آنالیز آماری
داده هــا بــا اســتفاده از آزمون هــای آمــاری اســتاندارد تحلیــل 
واریان�ـس یکطرف�ـه و دوطرف�ـه )ANOVA( و آزمــون تعقبیــی 
تســت Tukey’s در نرم افــزار GraphPad Prism نســخه ۱۰ 
مــورد تجزیــه و تحلیــل قــرار گرفتنــد. انتخــاب حیوانــات در 
هــر گــروه بــه شــکل تــصادفی و بــا تعــداد برابــر انجــام شــد تــا 
امــکان ســوگیری حداقــل شــود. نتایــج هــر حیــوان به صــورت 
گــزارش   )SEM( میانگی�ـن  معیــار  خطــای   ± میانگیــن 
شــد و اختلاف هــای بیــن گروه هــا بــا ســطح معــنی داری
 P>0/05 به‌عنــوان تفــاوت آمــاری معتــبر محســوب گردیــد.

يافته ها
آزمون یادگیری فضایی

در ف�ـاز یادگیــری، موشه��ای صـح�رایی بــه مــدت 5 روز 
آمــوزش دیدنــد )تصويــر 1(. آنالیــز آمــاری آنــووای دوطرفــه 
نش��ان می دهــد کــه زمــان تاخیــر اولیــه در نســل اول در 
 Interactions:[ ندارن�ـد  بی�ـن گروهه�ـا اخ�ـتلاف مع‌ين�ـدار 
F (8, 108)= 1/82, P=0/08[. ــبا توجــه ــبه نتایــج آزمــون 
ANOVA  دوطرفــه، هیچ گونــه اخــتلاف معنيــداری بیــن 
گروهه�ـا مش�ـاهده نگردی�ـد )P>0/05(. بــرای مقایســه های 
از آزمون هــای تعقیبــی اســتفاده شــد کــه در  دقیق تــر، 
بــرخی مقایســات تفاوت هــای معنيــدار مشــاهده گردیــد. 
آزم��ون تعقبی��ی تس��ت تــوکی بــر داده هــای زمــان تاخیــر در 
نس��ل اول در روزه��ای چه��ارم و پنجــم، اخــتلاف معنيــداری 
بیــن گــروه والــد مــاده تــرک مورفیــن و کنتــرل نشــان داد 
)میــزان P بــه ترتیــب: 0.02 و 0.0007( )تصوــير 1الــف(. آنالیــز 
آم��اری آنــووای دوطرف�ـه نش��ان می‌ده��د کــه تعــداد خطاهــای 
اولی��ه در نس�ـل اول در بیــن گروه‌هــا اخــتلاف معنيــدار 
دارنــد ]Interactions: F (8, 108)= 4/47, P=0/0001[. آزمــون 
تعقبی�ـی تس��ت ت�ـوکی �بـر داده‌ه�ـای تع��داد خطاه��ای اولی��ه در 
نس��ل اول در روز ـس�وم، اخــتلاف معنيــداری بیــن گــروه والــد 
ن�ـر ت�ـرک مورفی�ـن و کنت�ـرل نش�ـان داد )P>0/03(. همچنیــن 
اخ��تلاف معين��داری بیــن گــروه والــد مــاده تــرک مورفیــن و 
کنت�ـرل در روز پنج�ـم وج�ـود دارد )P<0/001(. )تصوــير 1ب(.

در نـس�ل دوم، آنالیــز آمــاری آنــووای دوطرفــه بــر روی 
داده‌ه��ای زم��ان تاخی��ر اولی��ه در بی��ن گروه‌هــا انجــام 
آزمــون   .]Interactions: F (8, 135)= 2/12, P=0/04[شــد
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تعقبـی�ی تس��ت ـت�وکی ��بر داده‌هــای زمــان تاخیــر در نســل 
دوم اخ��تلاف معين��داری بی��ن گروه‌هــا در روزهــای یادگیــری 
نش�ـان ن�ـداد )P>0/05(. )تصوــير 1ج(. در ادام�ـه آنالیــز آمــاری 
آن��ووای دوطرف��ه نش��ان می ده��د کــه تعــداد خطاهــای اولیــه 
در نس��ل دوم در بی��ن گروه‌هــا اخــتلاف معنيــدار دارنــد 
آزمــون   .]Interactions: F (8, 135)= 3/57, P<0/0009[
تعقبـی�ی تس��ت ـت�وکی ��بر داده‌ـه�ای تعــداد خطاهــای اولیــه 
در نســل اول در روز ســوم، اخــتلاف معنيــداری بیــن گــروه 
وال�ـد ن�ـر ت�ـرک مورفی�ـن و کنت�ـرل نش�ـان داد )P=0/03( و 
همچنی��ن اـخ�تلاف معين��داری بیــن گروه‌هــای والــد نــر 
ت��رک مورفـی�ن و والــد م��اده ت��رک مورفی��ن وجــود دارد 
)P=0/001( )تصويــر 1 د، در تصويــر نشــان داده نشــده اســت(.

آزمون حافظه فضایی
در مرحلــه بعــد و در روز ششــم آزمــون حافــظه فــضایی بر روی 
موشه��ای صـح�رایی انجــام شــد. شــاخص های کل زمــان 
رسیــدن بــه محــل جعــبه فــرار )کل زمــان تاخیــر( و تعــداد 
کل خطاهــا در هــر دو نســل اول و دوم ــبثت شــد. تحلیــل 
واریانــس یــک طرفــه داده هــا )ANOVA( نش��ان می‌دهــد 

کــه در نســل اول، هــر دو گــروه فرزنــد والــد تــرک مورفیــن 
به ـطـور معــنی داری کل زم��ان تاخی��ر بالاتــر و تعــداد کل 
 .)P>0/001( خطاهــای بیشــتری نبســت ــبه کنتــرل داشــتند
ای��ن تفاوت‌هــا در تصويــر 2 الــف و 2 ب بــا نمــودار ســتونی 
نســل  در  اســت.  آم��اری مش��خص ش��ده  و علامته��ای 
دوم، رونــد اخــتلال حافــظه فــضایی در روز تســت حافــظه، 
همچـن�ان در هــر دو گ��روه فرزنــد وال��د ت��رک مورفی�ـن نسبــت 
بــه کنتــرل مشــاهده شــد، ولی تفــاوت گروه هــا بــا کنتــرل 
مع�ـنی دار نـ�بود )P>0/05(. بــه منــظور مقایســه بیــن نســلی، 
آزمــون آن��ووای دوطرفــه بی��ن گروه‌هــای دو نســل اول و دوم 
انج��ام ـش�د ـک�ه نتایــج نـش�ان می‌دهنــد کــه میــزان تعــداد 
کل خطاهــا در نســل دوم در هــر دو گــروه فرزنــد والــد تــرک 
مورفی��ن ��با همــان گروه‌هــا در نســل اول اخــتلاف معنيــداری 
دارد )P>0/0001(. همچنیــن، نتایــج نشــان داد کــه میزان کل 
زمــان تاخیــر در نســل دوم در گــروه فرزنــد والــد مــاده تــرک 
مورفی��ن ��با هم��ان گ��روه در نس��ل اول اخــتلاف معنيــداری 
دارد )P>0/01(. و مش��ابهاًً میــزان کل زمــان تاخیــر در نســل 
دوم در ـگ�روه فرزن��د وال��د ن��ر ت��رک مورفین ��با همان گــروه در 
نس��ل اول اخ�ـتلاف معين�ـداری دارد )P>0/0001(. )تصوير 2(.

تصويــر 1- نمودارهــای روزهــای یادگیــری فــضایی در مــاز بارنــز در گــروه هــای مــورد آزمایــش. الــف( زمــان تاخیــر 
اولیــه در نســل اول )ثانیــه(. ب( تعــداد خطاهای اولیه در نســل اول. ج( زمــان تاخیر اولیه در نســل دوم )ثانیه(. د( تعداد 
 ,P>0/05* .خطاهــای اولیــه در نســل دوم. داده هــا به صــورت میانگین±خطــای معیــار میانگیــن نشــان داده شــده انــد
**P>0/001*** ,P>0/01 مقایســه گــروه والــد مــاده تــرک مورفیــن نسبــت بــه گــروه کنترل در روز مشــخص شــده 
می باشــد. P>0/05# مقایســه گــروه والــد نــر تــرک مورفیــن نسبــت بــه گــروه کنترل در روز مشــخص شــده می باشــد.
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میزان پروتئین BDNF هیپوکمپی
آنالیــز نتایــج نشــان داد کــه میــزان پروتئیــن BDNF در 
نســل اول موش هــا در گروه هــای فرزنــد والدیــن تــرک 
مورفیــن نسبــت بــه گــروه کنتــرل بــه ــطور معنيــداری 
کاهــش یافتــه بــود )P>0/0001(. کــه ایــن کاهــش در نســل 
والدیــن  تــرک مورفیــن  اــثرات منــفی  اول نشــان دهنده 
بــر عملکــرد حافــظه فــضایی و یادگیــری فرزنــدان اســت 
)تصوــير 3(. در مقابــل، در نســل دوم، ایــن کاهــش در ســطح 

پروتئیــن BDNF مشــاهده نشــد و تفــاوت معــنی داری بــا 
گــروه کنتــرل وجــود نداشــت )0P</05(. بــه منــظور مقایســه 
بیــن نســلی، آزمــون آنــووای دوطرفــه بیــن گروه هــای دو 
نســل اول و دوم انجــام شــد کــه نتایــج نشــان می دهنــد کــه 
میــزان پروتئیــن BDNF هیپوکمــپی در نســل دوم در هــر 
دو گــروه فرزنــد والــد تــرک مورفیــن بــا همــان گروه هــا 
.)P>0/05( نــدارد  معنيــداری  اخــتلاف  اول  نســل  در 

ب(  )ثانیــه(.  دوم  و  اول  نســل  در  تاخیــر  زمــان  کل  الــف(  آزمایــش.  مــورد  هــای  گــروه  در  در  بارنــز  مــاز  در  فــضایی  حافــظه  روز  نمــودار   -2 تصويــر 
مقایســه   P>0/0001**** انــد.  شــده  داده  نشــان  میانگیــن  معیــار  میانگین±خطــای  به صــورت  هــای  داده  دوم.   و  اول  نســل  در  خطاهــا  کل  تعــداد 
باشــد می  اول  نســل  در  مشــابه  گــروه  ــبه  نبســت  مقایســه   ####P>0/0001 و   ##P>0/01 باشــد.  می  نســل  همــان  در  کنتــرل  گــروه  بــه  نسبــت 

تصويــر 3- میــزان پروتئیــن BDNF هیپوکمــپی در نســل اول و دوم 
در گروه هــای فرزنــد والدیــن تــرک مورفیــن و گــروه کنتــرل. داده هــا 
بــه صــورت میانگیــن ± خطــای معیــار میانگیــن نشــان داده شــده اند. 
P>0/0001****U مقایســه نبســت ــبه گــروه کنتــرل در همان نســل می باشــد
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3 Intergenerational
4 Compensatory adaptation

بحث و نتيجه گيري
تــرک  کــه  اســت  آن  از  مطالعــه حاضــر حــاکی  نتایــج 
مورفی��ن در والدیــن منجــر بــه اخــتلالات معنيــدار در 
شــده  بعــدی  نســل های  یادگیــری  و  فــضایی  حافــظه 
عملکــردی  شــاخص های  اول،  نســل  در  به ویــژه  اســت؛ 
ماننــد زمــان تاخیــر و تعــداد خطاهــا در گروه هــای فرزنــد 
والــد ترک کــرده مورفیــن بــه ــطور معنيــداری نسبــت بــه 
کنتــرل بــالا بــود، در حالی کــه ایــن اــثرات در نســل دوم 
کمتــر و از نــظر آمــاری معــنی دار نــبود. ایــن یافته هــا بــا 
بین نســلی3  اــثرات  کــه  اســت  همســو  اخیــر  مطالعــات 
مواجهــه بــا مــواد را بــر عملکردهــای شــناختی، حافــظه کاری 
و حافـظ�ه فـض�ایی در فرزن�ـدان نش�ـان داده ان�ـد )14-16(.

تحقیقــات گذشــته نشــان داده انــد کــه مواجهــه والدیــن بــا 
مورفیــن، به خــصوص در دوره هــای حســاس رشــد مغــز، 
باعــث نقــص بلندمــدت در حافــظه و فرآینــد یادگیــری 
فرزنــدان می شــود و ایــن نتایــج عمدتاًــً بــا تســت هایی 
مانن��د م�ـاز آبی موری��س و م��از بارن��ز بــررسی شــده اند. 
اخــتلال شــناختی  بــه  مربــوط  زمینــه ای  مکانیســم های 
نــاشی از تــرک مورفیــن شــامل تغییــرات نوروبیولوژیــک در 
هیپوکامــپ، افزایــش اســترس نوروشیمیــایی، و تغییــرات در 
بی�ـان ژنه�ـای مرتـ�بط �ـبا پلاس�ـتیسیتی سیناپ�ـسی اس�ـت )17 
،15(. در پژوهــش حاضــر نیــز همیــن رون��د در بررسی‌هــای 
رفتــاری حافــظه و بــررسی پروتئیــن BDNF مغــزی دیده شــد 
و داده هــا نشــان داد کــه اــثر مخــرب تــرک مورفیــن والدیــن 
بــر حافــظه فــضایی نســل اول قوی تــر بــوده و در نســل 
دوم تضعیــف شــده اســت. توجیــه احتمــالی ایــن اخــتلاف، 
وجــود ســازوکارهای جــبرانی و یــا تســهیل تطابــق زیســتی 
در نســل های بعــدی اســت کــه نیازمنــد مطالعــات مولکــولی 
و رفت��اری بیشــتر می باشــد. شــواهد گســترده ای حــاکی از ایــن 
اســت کــه BDNF نقــش محوری در پشــتیبانی از پلاســتیسیته 
سیناپــسی، یادگیــری و حافظ��ه فــضایی دارد. به‌عنــوان مثــال، 
در مطالعــه ای نشــان داده شــده اســت کــه تزریــق BDNF بــه 
هیپوکم��پ می توانــد از کاهــش عملکــرد حافــظه در شــرایط 
اس�ـترس مزم�ـن جلوگی�ـری کن�ـد )18(. همچنیــن در مدل هــای 
وابســتگی بــه اپیوئیــد، مــصرف مزمــن و تــرک مورفیــن موجب 
تغییــر در بیــان BDNF در مناـط�ق مختل�ـف مغ�ـز میش�ـود )19 
،3(. بنابرایــن، کاهــش معنيــدار BDNF هیپوکمــپی مشــاهده‌ 
شــده در نســل اول فرزنــدان والدیــنی کــه تــرک مورفیــن 
کردنــد، ــبا اخــتلال رفتــار یادگیــری و حافـظـه فـضـایی 
س��ازگار اس�ـت و می توان��د مکانیس��م مولکــولی زیــر بنــای 
ای��ن اخ��تلالات باشــد. از ســوی دیگــر، عــدم مشــاهده کاهــش 
BDNF در نســل دوم ممکــن اســت نشــان دهنده پدیــدة 

س��ازگاری یــا جــبران زیســتی4 در نس�ـل های بع�ـدی باش�ـد، 
پدیــده ای ک��ه در مطالع��ات آینــده می توانــد بــا تمرکــز بــر 
تنی�ـظم بیــان BDNF در مسیره�ـای اپی ژنتی�ـک ــبررسی شــود

همچنیــن در مطالعــه حاضــر، بیــن دو گــروه نســل اول فرزندان 
دارای والــد مــادر ت�ـرک مورفی�ـن و والــد پــدر تــرک مورفیــن، 
فرزنــدان دارای والــد مــادر تــرک مورفیــن دارای یادگیــری 
ضعیــف تــری نسبــت بــه گــروه کنتــرل شــده بودنــد کــه 
اهمیــت والــد مــاده را نشــان می دهــد. احتمــالًاً والــد مــاده در 
نس��ل اول نق�ـش مهم‌تــری دارد چــرا کــه بخــش شیــردهی و 
پرســتاری ن��وزادان بــه عه��ده وال�ـد م��اده می‌باش�ـد. مطالعــات 
نشــان داده انــد کــه نقــش والــد مــاده )مــادر( در انتقــال اــثرات 
مــواد مخــدر و رفتارهــای شــناختی فرزنــدان مهم تــر اســت و 
جــدایی از مــادر پــس از تولــد بــا افزایــش میــزان مــرگ و میــر 
نــوزادان همــراه اســت. همچنیــن شــواهدی وجــود دارد کــه 
در نســل دوم اــثرات هــر دو والــد در انتقــال ایــن پیامدهــا 
و رفتارهــا موــثر اســت و تفــاوت میــان اــثر مــادر و پــدر 
کاه��ش می یا�بـد. ��به عنــوان مث��ال، مطالع�ـه  احمدیــان مقــدم 
و همــکاران بــه ــطور خــاص اهمیــت نقــش مــادر در اخــتلال 
حافــظه و رفتــار فرزنــدان را تأییــد می کنــد و نقــش هــر دو 
والــد را در نســل های بعــدی مــورد ارزیــابی قــرار می دهــد 
)21 ،20(. در ای��ن بــررسی، بــرای حــذف ایــن مــورد پرســتاری 
نــوزادان، بایســتی حیوانــات را پــس از تولــد از والــد مــادر جــدا 
می‌کردیــم کــه ایــن عامــل سبــب افزایــش مــرگ و میــر در 
نــوزادان می شــد و بــه همیــن دلیــل بــرای حــذف فاکتــور 
اــثر شیــردهی و پرســتاری مــادر بــر نــوزادان، نســل دوم مــورد 
بــررسی قــرار گرفــت کــه بــا توجــه بــه داده هــای حاضــر، 
مشــخص شــد کــه در مسیــر یادگیــری در نســل دوم والــد 
م��اده و نــر ه��ر دو نق��ش مه��می دارنــد و حــتی آنالیــز آمــاری 
داده هــا نشــان می دهــد کــه والــد نــر هــم موثــر اســت

در مجمــوع، ایــن یافته هــا اهمیــت توجــه بــه پیامدهــای 
شــناختی رفتارهــای مــصرف و تــرک مــواد در والدیــن را 
برجســته می کنــد، چراکــه اخــتلالات حافــظه و یادگیــری 
می توانــد بــه شــکل پایــدار و بین نســلی بــر سلامــت روانی 
باشــد. همچنیــن،  اثرگــذار  بعــد  نســل های  اجتمــاعی  و 
بیومارکــر  به عنــوان   BDNF اهمیــت  از  نتایــج  ایــن 
رای پیامدهــای بین نســلی اعتیــاد بــه مورفیــن  بالـق�وه ای �بـ
حمای�ـت می کنن�ـد. مطالعــات آینــده بایــد بــه روشــن شــدن 
دقیق تــر مکانیســم های ســلولی و ملکــولی و نیــز بــررسی 
مــداخلات جــبرانی ماننــد فعالیــت بــدنی و تغذیــه بپردازنــد.

تقدیر و تشکر
ایــن کار بــا حمایــت مــالی دانشــگاه علــوم پزشــکی تهــران 
)شــماره گرنــت: 67588-113-2-1402( انجــام شــده اســت.
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