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      چكيده

 
ي از بيماري مولتيپل اســكلروزيس، يك بيماري التهابي مزمن ســيســتم عصــبي مركزي اســت كه يكي از عوارض ناشــ: زمينه و هدف

اري، مورفومتريك و تغييرات رفتاختلالات شــناختي اســت. از اين رو هدف از انجام اين مطالعه بررســي اثر دميليناســيون عصــبي بر 
  هيستولوژيك فورنيكس و هيپوكامپ موش صحرايي مي باشد.

ماه  استفاده شد.  7تا  6 گرم و محدوده سني 300-350موش صحرايي نر بالغ نژاد ويستار با وزن  21در اين مطالعه  تجربي  روش كار:
ــيم  3حيوانات به  ــالين و اتيديوم برومايد تقس ــالم، س ــيون با تزريق اتيديوم بروماگروه، س ــدند. دميليناس هاي مغزي انجام و يد در بطنش

آناليز  توسطيك و وزن بدن هاي فيزيولوژآزموناطلاعات به دست آمده از  هاي رفتاري، مورفومتريك و هيستولوژيك انجام گرفت.بررسي
يك يانس  فهوار ن طر له آ ـــي به وس يد. ســـاير  يابي گرد ندازه گيري تكراري ارز فه وبا ا يانس دوطر -T هاي تكميلي آزمون اليز وار

testوTUKEY  .مورد ارزيابي قرارگرفت  
سيب ديده  يافته ها: شا آزمون تعادل، اختلال عمكلردي و حركتي در گروه آ ساير گروه ها را ن سبت به  ن داد كه از نظر آماري معني را ن

ميليناسيون در زمان كمتري دهاي سالم و سالين نسبت به گروه دهدكه گروه). نتايج حاصل از ماز آبي موريس نشان مي>05/0Pدار بود (
شا>05/0Pسكو را يافتند ( شديد را درگروه اتيديوم برومايد ن سيب ميلينه  ست بلو آ سال ف ن داد و همچنين در رنگ ). رنگ آميزي لوك

  ).>05/0P) در گروه دميلينه تاييد شد (dark cellآميزي كرزيل ويوله افزايش (
ــيون منجر به كاهش حجم هيپوكامپ و فورنيكس در مغز مي نتيجه گيري: ــگردد. همچنين باعث افزايش دميليناس ــيب لولس هاي آس

  ديده در مغز مي گردد.
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Abstract   
 
Background & Aims: Brain morphology using quantitative data is one of the most important 
research topics in neuroscience. There is little documentation about the anatomical changes in 
the demyelinated mouse brain. On the other hand, the differences between the changes applied 
due to demyelination in both genders have not been studied. Therefore, the present study was 
conducted with the aim of investigating the morphometric aspects of the brain of demyelinated 
male rats along with evaluating the changes in their behavioral patterns.Multiple sclerosis 
(MS) is a chronic autoimmune disease of the central nervous system (CNS) that affects 
different areas such as the brain, spinal cord, and optic nerve. The disease is characterized by 
active plaques containing cytokine-secreting T lymphocytes (1, 2).Nerve demyelination 
following acute CNS inflammation leads to neurological disability characterized by temporary 
remission and recurrence or a chronic advanced stage. One of the complications of the disease 
is cognitive disorders that have been reported in 40-60% of cases and occur in the early or 
even late stages of the disease (3, 4).MS-related cognitive impairment is often characterized 
by a relative decrease in neurophysiological function in assessing short-term memory 
processing speed, attention, spatial visual abilities, and executive function (5, 6).These 
disorders affect the course of life of individuals and are diagnosed in clinical evaluation to 
some extent imperceptibly but have not been studied morphometrically. So far, MRI findings 
have been used to examine the association between structural damage and cognitive 
impairment. Studies have shown that atrophy of various structures in the gray matter of the 
brain, such as the cerebral cortex, causes neurological disability (6, 7).Specifically, atrophy of 
some areas of the cortex, especially the hippocampus, is associated with dysfunction of the 
cognitive process in the early stages of the disease, while changes in white matter volume did 
not play a role in the development of these cognitive disorders (8, 9).In one study, imaging 
findings from patients with Parkinson's showed that the hippocampus and amygdala were 
atrophied, and this atrophy was concentrated in the cephalic areas of the hippocampus. This 
dementia has not been observed (10).Also, in patients with Alzheimer's disease, a decrease in 
the total volume of the fornix and mammals is directly related to cognitive disorders (11).On 
the other hand, in another study, the findings of people with brain trauma indicated that a 
reduction in the volume of the hippocampus, fornix and carpus callosum is also seen in the 
lesion-free group (12).The corpus callosum is the main structure of white matter in the brain 
that connects the right and left hemispheres. This structure is damaged in MS and its damage 
causes complex and cognitive disorders. AlonKalron's findings also show that MS reduces the 
volume of the hippocampus, amygdala and thalamus. Findings of scientists such as Audoin, 
Wadhwa and Benear also show the role of hippocampus and phoenix in memory and learning 
(13-15).Given that none of the studies has so far examined the relationship between the 
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histological and anatomical structure of the brain and its function, this study attempts to 
macroscopically, microscopically and horny areas of the hippocampus and fornix. Study a 
function in the male rat demilinase model. 
Methods: This study was performed on 21 male rats weighing approximately 300-350 g in 
ShahidChamran Veterinary School of Ahvaz. First, in order to adapt the rats to the 
environment, they were kept at 23 ± 23 ° C for one week, and the dark-light cycle was 
maintained for 12 hours without water and food restrictions. All stages of the test were 
performed according to the instructions of the Committee on Ethics of Working with 
Laboratory Animals, Faculty of Veterinary Medicine, ShahidChamran University of Ahvaz 
(EE / 99.3.02.55591 / scu.ac.ir: Code of Ethics). The mice were then randomly divided into 
three groups of seven consisting of the first group: healthy, the second group: normal saline 
recipient and the third group: ethidium bromide recipient.For stereotaxic surgery and injection 
of ethidium bromide using a microinjector, mice were anesthetized with ketamine (80mg / kg) 
and xylazine (5mg / kg) and the hair on the skull was shaved and then in the midline of the 
head from the frontal to the oxy. The sagittal shear palate was created to determine the injection 
site according to the coordinates of the Paxinos atlas (anterior-posterior 0.46, internal-external 
1 and dorsal-abdominal 2.2). In the final stage, injection of ethidium bromide 0.02% and 
normal saline at the rate of 20 μl was performed using a Hamilton syringe in the specified area 
in mice in the injury group and normal saline, respectively (16). Modified Neurological 
Severity Scores (MNSS) method was used to check balance. This test consists of several parts 
that are measured in the balance test of several parameters، Also, in order to investigate the 
type and manner of animal movement in ethidium bromide, normal saline and healthy rats, 
footprint test was used. Morris water maze test was used to check the level of spatial learning 
of the animal،At the end of the twelfth week, the tested groups were anesthetized by 
intraperitoneal injection of ketamine and xylazine, and after perfusion (with normal saline 
solution and 4% paraformaldehyde), the animal's head was separated and the brain was 
removed without damage. After brain extraction, their length and width were measured using 
a digital caliper and their weight was measured using a digital scale. Then, the weight and 
volume of the hippocampus region were measured, and the demyelination and nerve cell 
survival indices in the brain tissue were measured using Siloxal Fast Blue and Cresyl Violet 
staining in the hippocampus and fornix. 
Results: The results obtained from the balance test showed balance and motor dysfunction in 
the affected group, which was statistically significant (P <0.05). The results of the Morris water 
maze test in 5 days (4 days of learning and one day of testing) show that the healthy and saline 
groups found the platform in less time than the demyelination group. On the other hand, the 
mean brain indices, The hippocampus and fornix were less in the injury group compared to 
the healthy and saline groups (P <0.05). Fast blue lux staining also showed severe myelin 
damage in the ethidium bromide group and also increased the number of damaged nerve cells 
(dark cell) in curzil violet staining (P <0.05). 
Conclusion: Cerebral demyelination reduces the volume of the hippocampus and fornix in the 
brain of male rats and also increases the number of damaged cells in direct relation to memory 
loss and balance. These people can also develop cognitive and behavioral disorders that will 
negatively affect their daily lives. 
 
Conflicts of interest: None 
Funding: None 

 
Cite this article as: 
Nooraei A, Khazaeel K, Darvishi M, Ghotbeddin Z, Basir Z. The Effect of Neuronal Demyelination on 
Behavioral, Morphometric and Histological Changes of the fornix and Hippocampus of Male Multiple Sclerosis 
Rats. Razi J Med Sci. 2024(1 Jan);30.157. 

Copyright: ©2024 The Author(s); Published by Iran University of Medical Sciences. This is an open-access article distributed under  the terms 
of the Creative Commons Attribution License (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and 
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.  

*This work is published under CC BY-NC-SA 4.0 licence. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

47
17

6/
rj

m
s.

30
.1

57
  ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 r
jm

s.
iu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

28
 ]

 

                             3 / 13

http://dx.doi.org/10.47176/rjms.30.157 
https://rjms.iums.ac.ir/article-1-7147-fa.html


 
 
 

۴ 
 

 و همكاران يينورا عارف

  مقدمه
ـــكلروزيس ( پل اس )، MS-Multiple Sclerosisمولتي

يك بيماري خود ايمن  مزمن ســيســتم عصــبي مركزي 
(CNS)  ـــت كه نواحي مختلفي همچون مغز، نخاع و اس

ـــب بينايي را درگير مي كند. اين بيماري با پلاك  عص
ترشح كننده سيتوكين  Tهاي فعال كه حاوي لنفوسيت 

). دميلينه شــدن 2و 1گردد (مي باشــد، شــناســايي مي
، منجر به بروز ناتواني  CNSاعصاب به دنبال التهاب حاد 

شي موقت و عود  شودكه با مراحل فروك نورولوژيك مي 
شخص مي شرفته مزمن م گردد. يكي از يا يك مرحله پي

ر عوارض ناشي از بيماري، اختلالات شناختي است كه د
موارد گزارش شده است و در مراحل ابتدايي و  60-40%

ند ( ماري بروز مي ك هايي بي ). اختلال 4و3يا حتي انت
ــناختي مرتبط با ــبي عملكرد  MS ش اغلب با كاهش نس

نوروفيزيولوژيك در ارزيابي سرعت پردازش حافظه كوتاه 
نايي فضـــايي و عملكرد  هاي بي نايي  جه، توا مدت، تو

شود  شخص مي  ). اين اختلالات بر روند 6و5(اجرايي م
زندگي افراد موثر بوده و در ارزيابي باليني تا حدودي به 
صــورت نامحســوس تشــخيص داده مي شــوند، ولي اين 
عه  طال يك مورد م حاظ مورفومتر تاكنون از ل ماري  بي
ته  ياف عه  طال تاكنون از م ند.  ته ا نداني قرار نگرف چ

ساخت  MRIهاي سيب  سي ارتباط بين آ اري و براي برر
اختلال شناختي استفاده شده است. مطالعات نشان داده 
كه آتروفي ســـاختارهاي مختلف ماده خاكســـتري مغز، 
شود  صبي مي  شر مخ، باعث ناتواني و نقص ع همچون ق

ـــي آتروفي برخي از مناطق 7و 6( ـــاص ). به طور اختص
با اختلال عملكرد روند  به ويژه هيپوكامپ،  ـــرمغز،  قش

ــناختي در مراحل اولي ــت، اين در ش ه بيماري همراه اس
حالي كه تغييرات حجم ماده ســفيد نقشــي در بروز اين 

ست ( شته ا شناختي ندا ). در مطالعه اي 9و 8اختلالات 
سال  سط بوچارد و همكاران در  شد،  2008كه تو انجام 

ــون  ــويربرداري بيماران مبتلا به پاركينس يافته هاي تص
چار آتروفي نشــان داد كه نواحي هيپوكامپ و آميگدال د

يك هيپوكامپ  فال ـــ ـــده و اين آتروفي در نواحي س ش
ـــه اين داده ها با يافتهمتمركز مي ـــد و مقايس هاي 		باش

باليني بيماران ارتباط آن بازوال مغزي را تاييد كرد، ولي 
ست ( شده ا شاهده ن ). 10در آميگدال اين زوال عقلي م

همچنين در بيماران مبتلا به آلزايمر كاهش حجم كلي 
ـــتقيم با فورن ـــتاني در ارتباط مس ـــام پس يكس و اجس

). از طرفي در پژوهشي 11اختلالات شناختي مي باشد (
حاكي از  به تروماي مغزي  هاي افراد مبتلا  ته  ياف ديگر 

 و  كسي، فورنپوكــامــپيهآن بود كــه  كــاهش حجم 
در گروه بدون ضايعه هم ديده مي شود  كالوزومكارپوس 

اصــلي ماده ســفيد در ). كورپوس كالازوم، ســاختار 12(
مغز مي باشـــد كه نيمكره هاي راســـت و چپ را به هم 

آسيب ديده   MSكند. اين ساختار در بيماري		متصل مي
شناختي  سيب آن باعث اختلالات كارهاي پيچيده و  و آ

  ).13گردد (مي
ـــمنداني چون آوودين و همكاران  در  يافته هاي دانش

ـــال  ـــال  2007س هاو و همكاران در س و  2017، واد
ــال  ــيندهوجا و همكاران در س نيز  2021 همچنين  س

يادگيري  ظه و  حاف مپ و فورنيكس را در  كا نقش هيپو
هد ( ماري 14-16نشـــان مي د ـــلي MS). بي ترين اص

ـــايعCNSبيماري دميلينه  ترين علت غير ، همچنين ش
سال تروماتيك ناتواني نورولوژيكي در افراد جوان و ميان

، اعصاب CNSتواند هر بخشي از مي .MS در جهان است
ـــاقه كند. تخريب مغز، مخچه و نخاع را درگير	بينايي، س

نهغلاف ميلين نورون ـــبي،  كاركرد  هاي عص ها بر  تن
ــيســتم حســي و حركتي اثر مي گذارد، بلكه منجر به س

شود. اختلال شناختي نيز ميها و علائم آسيببروز نشانه
نه ثا ـــتگي، اختلال عملكرد م يد، خس ، اختلالات در د

ضطراب و خنده  شناختي، تغييرات هيجاني، افسردگي، ا
و گريه پاتولوژي برخي از تظاهرات باليني اين بيماري به 

ــمار مي ــت بنابراين  MS رود.ش يك بيماري هتروژن اس
ـــت.  ـــيار متفاوت اس ـــخ به درمان در اين افراد بس پاس

شــناخته  هاي دخيل در اين هتروژنيســيتي كاملاًفاكتور
شده  يك كمپلكس ژنتيكي كه منجر به  اما احتمالاً ،اندن

غير نرمال بودن سيستم ايمني مي شود يا باعث افزايش 
هاي التهابي شده و يا توانايي به واسطه CNSحساسيت 

سيب . دهد در اين امر نقش داردها را كاهش ميترميم آ
شار سترس و ف هاي اجتماعي كنوني با توجه به افزايش ا

ـــتقي تاثير مس ماري و  مل بر بروز بي و  MSم اين عوا
ـــر جوان و علل  همچنين از آنجايي كه اين بيماري قش

كند، امروزه الخصــوص جنس مونث را بيشــتر درگير مي
MS خانواده ـــلامت  جدي براي س هديد  ماع ت ها و اجت
ـــت به منظور افزايش مي ـــروري اس ـــد، بنابراين ض باش

شناختسلامت اجتماع پژوهش  هاي متعددي در زمينه 
  بيشتر اين بيماري انجام شود.
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  روش كار  
نات و گروه عه تجربي   :هاي آزمايشحيوا طال اين م

 – 350سر موش صحرايي نر با وزن تقريبي  21بر روي  
ـــني  300 ـــكده  7تا  6گرم  و محدوده س ماه در دانش

ر دامپزشكي شهيد چمران اهواز انجام شد. ابتدا به منظو
ــازگاري موش يك هفته در دماي  ها با محيط به مدتس

 12روشنايي -درجه سانتي گراد و چرخه تاريكي  2±23
ســاعت بدون محدوديت آب وغذا نگهداري شــدند. تمام 
ستورالعمل كميته اخلاق كار با  ساس د مراحل آزمون برا
ــگاه  ــكي دانش ــكده دامپزش ــگاهي دانش حيوانات آزمايش

ــهيد چمران اهواز ( : كد .1402.019IR.ILAM.REC ش
سپس موشاخلاق) انج شد.  صادفي به ام   3ها به طور ت

گروه هفت تايي متشــكل از گروه اول: ســالم، گروه دوم: 
سوم: دريافت كننده سالين و گروه   دريافت كننده نرمال 
به منظور جراحي  يد.  ـــيم گرد يد تقس ما يديوم برو ات
ـــتفاده از  ـــتريوتاكس و تزريق اتيديوم برومايد با اس اس

موش تور،  نجك ي كروا ي كتــم ــا  مين (هــا ب يلي  80ا م
كيلوگرم) و زايلازين ( كيلوگرم) بيهوش  5گرم/ گرم/

سپس در  شد و  شيده  شدند و موهاي ناحيه جمجمه ترا
ــيپيتال   ــر از ناحيه فرونتال به ســمت اكس خط مياني س
طه تزريق بر طبق  تال جهت تعيين نق ـــي ســـاژي برش

ـــينوس (قدامي ـــات اطلس پاكس ، 46/0خلفي  -مختص
) ايجاد گرديد. 2/2شكمي  -و پشتي 1خارجي –داخلي 

ل % و نرما 02/0در مرحله نهايي تزريق اتيديوم برومايد 
ميكروليتر با اســتفاده از ســرنگ  20ســالين به ميزان 

ــده در موش هاي گروه  ــخص ش هميلتون در ناحيه مش
  ). 17آسيب و نرمال سالين به ترتيب انجام شد (

تعــادل از روش  بررســـي  ظور  ن م  Modifiedبــه 
Neurological Severity Scores (MNSS)  ـــتفاده اس

ــامل چند قســمت مي باشــد كه در  شــد. اين آزمون ش
ــود: امتياز ــنجيده مي ش : 0آزمون تعادل چند پارامتر س

  Beam:گرفتن لبه هاي 1تعادل با حفظ موقعيت، امتياز
ياز ياز2با چنگ، امت ـــدن، امت يك 3: آويزان ش تادن  : اف

  Beamدو اندام از : آويزان شــدن و افتادن 4اندام، امتياز
: آويزان شــدن و افتادن دو   5ثانيه، امتياز 40بيشــتر از 

: عدم تعادل. 6ثانيه و امتياز 20بيشتر از   Beamاندام از 
اين آزمون قبل از جراحي و در هفته هاي دوم، چهارم، 

سي قرار گرفت  شتم، دهم و دوازدهم مورد برر شم، ه ش
به منظور بررســـي نوع و شـــ18( يوه حركت ). همچنين 

  حيوان در 
سالم از   سالين و  موش هاي گروه اتيديوم برومايد، نرمال 
صورت مي باشد  آزمون ردپا استفاده شد. روش كار به اين 

) موش fore and hind pawsكه اندام هاي جلو و عقب (
هاي صــحرايي با رنگ هاي غير ســمي قهوه اي و ســبز به 
سيري كه  سپس، حيوانات در طول م شد.  شته  ترتيب آغ

سانتي متر عرض  20سانتي متر امتداد دارد و داراي  100
ــت، راه رفتند. امتياز آزمون  با تعيين  footprintو ارتفاع اس

شد. اين  4 ش 4پارامتر و اندازه گيري آن ثبت  امل پارامتر 
: ميانگين فاصــله Stride length (ST)باشــد:		موارد زير مي
: ميانگين فاصله  Hind-base width (HBW)بين هر قدم،  

: Front-base width (FBW)بين اندام عقب چپ و راست، 
ست و صله بين اندام جلو چپ و را  Overlap ofميانگين فا

front and hind footprint (OV)شاني ردپاي اندا م : همپو
  ). 19عقب و جلو (

ــايي حيوان از آزمون  ــي ميزان يادگيري فض جهت بررس
مازآبي موريس اســـتفاده شـــد. ماز آبي  يك مخزن فلزي 

به قطر ياه رنگ  باديوارة ســـ ـــانتي متر و 150حلقوي  س
شد كه با آب  60ارتفاع سانتي  22سانتي متر مي با درجه 

ر يك سكوي فلزي تيره قابل تغيير با قطشود. گراد پر مي
سانتي متري زيرسطح  5سانتي متر در فاصلة 10تقريبي 

ــرقي،جنوب  ــمال ش آب درمركزيكي ازچهارربع دايره (ش
شــود. 	شــرقي،شــمال غربي يا جنوب غربي) قرارداده مي

ـــود. آزمون در اتــاق تــاريــك انجــام مي حركــت و ش
مادون  ـــيلةيك دوربين تلويزيوني  به وس تارحيوان  رف

ته بالاي مخزن قرارگرف كه در يابي  وكنترل  قرمز رد
. در اين گرددشود وحركات حيوان ذخيره وآناليزميمي

شـــود: مدتي كه طول حالت چند پارامتر ســـنجيده مي
كشــد تا حيوان ســكو را پيدا كند، طول مســافت كل  مي

ــد زماني كه  ــناي  موش درهر بارآموزش، درص ــيرش مس
كت حيوان درهرربع مخزن مي عت حر ـــر ند و س گذرا

  موش. 
كل آزمون در پنج روز انجام شــد كه شــامل چهار روز 
آموزش و يك روز آزمون بود. در روزهاي آموزش، حيوان 
چهار بار در ماز آبي رها شد (كه رهاسازي حيوان هر بار 
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شد و در مورد آن  صادفي انجام  صورت ت از يك نقطه به 
كه از هر  يد  يت گرد عا طه  4اين امر ر  Dو A ،B ،Cنق

ـــازي ح ـــتفاده گردد). در براي رهاس يوان در هر روز اس
ـــكو قرار  15ابتداي آموزش حيوان به مدت  ثانيه روز س

داده شد. سپس حيوان از استخر خارج شد و پس از يك 
صادفي و به انتخاب نرم افزار موش از  صورت ت دقيقه به 
يكي از چهار ربع به استخر منتقل گرديد. حداكثر زماني 

ثانيه  90ر اختيار دارد كه حيوان جهت پيداكردن سكو د
صورتي كه حيوان نتواند درطول اين مدت  شد. در مي با
ســكو را پيدا كند حيوان به ســمت ســكو راهنمايي مي 

ـــود كه   10گردد و اگر پيدا كند به او اجازه داده مي ش
ـــكو بماند. در پايان آموزش ها در هر روز  ثانيه روي س
ز حيوان خشــك شــد و به قفس منتقل مي گردد. در رو

شد و حيوانات به  شته  سكو از داخل محفظه بردا پنجم 
سپري  شدند و حركات حيوان و مدت زمان  ستخر رها  ا
شــده براي يافتن ســكو ثبت گرديد. اين آزمايش بافرض 
ست طراحي  سپرده ا سكو را به خاطر اينكه حيوان محل 
سافت را در  شترين زمان وم ساس آن بايد بي شده و بر ا

طي كند. به همين دليل بعد ربع محل قرارگيري ســـكو 
شده در  90از  سافت طي  ثانيه حركت حيوان زمان و م

سنجش حافظه  سكو معيار و ميزان  ربع محل قرارگيري 
  ). 18خواهد بود (

ته دوازدهم، گروه هاي هف با در انت مايش  هاي مورد آز
شدند و  صفاقي كتامين و زايلازين بيهوش  تزريق داخل 

سالين و پارافرمالدهيد پس از پرفيوژن (با محلول نر مال 
ــيب  4 ــر حيوان جدا گرديد و مغز بدون آس ــد) س درص

ــتخراج مغز، طول وعرض آن ــد. پس از اس ها با خارج ش
استفاده ازكوليس ديجيتال و وزنشان بااستفاده ازترازوي 

ـــپس وزن و حجم ناحيه ديجيتال اندازه ـــد. س گيري ش
و  ي گيري و شاخص هاي دميليناسيونهيپوكامپ اندازه

ـــتفاده از رنگ  ـــلول عصـــبي دربافت مغز با اس بقاي س
آميزيلوكســال فســت بلو و كرزيل ويوله در هيپوكامپ و 

شد ( سنجيده  ). براي تهيه محلول كرزيل 20فورنيكس 
له  ماي  990ويو به د جه  45ميلي ليتر آب مقطر  در

سپس يك گرم پودر محلول  شد و  سانده  سانتي گراد ر
شد. سپس اسيد استيك كرزيل ويوله در آب مقطر حل 

شد. درصد به آرامي  10 ضافه  به محلول به دست آمده ا

دقيقه در  6جهت رنگ آميزي بافت، برش ها به مدت 
مجاورت با رنگ قرار گرفته و بعد از رنگ آميزي چندين 
بار توسط آب مقطر شستشو داده شد. همچنين از رنگ 

 Luxol fast blue (LFB)آميزي اختصاصي بافت ميلين 
ــتفاده  ــون اس ــيون آكس ــي ترميم و رژنراس جهت بررس

فاوت (ائوزين) مي هاي مت فاده از رنگ  ـــت با اس گردد و 
ـــود.  با نرم افزار تعيين مي ش نده  ما باقي  ميزان نواحي 

ستيك  0,1لوكسال فست بلو ( سيد ا  0,5% ( 10گرم)، ا
ميلي ليتر) مخلوط و صاف  100(%95ميلي ليتر) و الكل 

ساعت در محلول رنگ  16راي مي شود. سپس برش ها ب
ــدند (در اين مرحله بافت ها در  ــده قرار داده ش آماده ش

ماي  عد از  60د ند). ب جه ســــانتي گراد قرار گرفت در
شدن رنگ بافت ها با  شستشو با الكل و آب، ديفرانسيه 

نات ليتيم  كل  %05/0كرب يه) و ال ثان ند   %70(براي چ
ها در آ 30-20( جام مي گيرد. برش  يه) ان ب مقطر ثان

شدند و در نهايت رنگ آميزي افتراقي با  شو داده  ست ش
  دقيقه انجام شد.  20ائوزين براي 

نه در گروه ناحيه دميلي ندازه  يابي ا  هايبه منظور ارز
ه از ها با هم با استفادمختلف مورد آزمون و مقايسه گروه

 اندازه ناحيه صورتي رنگ 43/1نسخه  Image Jنرم افزار 
شده و اندازه كل برش مغز(ناحيه دميلينا  سيون) ايجاد 

ـــد  ـــاس فرمول زير درص  Volumeثبت گرديد و بر اس
fraction .تعيين گرديد  Volume	fractionൌ ١٠٠ ൈ			 damage	tissue	total	tissue	of	brain 

 
ـــيفي و داده ـــورت توص ـــده به ص هاي جمع آوري ش

مورد بررســي قرار  16نســخه  SPSSتحليلي با نرم افزار 
ـــده گرفت. ميانگين داده خطاي  ±هاي جمع آوري ش

ستاندارد ارائه گرديد.  ست آمده از ا ن آزمواطلاعات به د
ــطهاي فيزيولوژيك و وزن بدن  آناليز واريانس يك  توس

اي پارامتره .با اندازه گيري تكراري ارزيابي گرديد طرفه
اليز واريانس ماكروســكوپي و ميكروســكوپي به وســيله آن

مورد   TUKEYوT-test هاي تكميلي آزمون دوطرفه و
فت. يابي قرار گر قدار  ارز به عنوان اختلاف  ≥P 05/0م

 .گرفته شد نظر درمعني دار 
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  هايافته
هاي صحرايي در گروه هاي مختلف موشميانگين وزن 

شكل آزمون شان مي 1 در  ست. داده ها ن دهد در آمده ا
افزايش سن افزايش مي يابد و  حيوان باگروه سالم، وزن 

اين افزايش در هفته دوازدهم نســبت به هفته اول معني 
ست ( سالين نيز >05/0Pدار ا ). در گروه دريافت كننده 

ـــاهده گرديد، ولي  افزايش وزن از هفته اول تا آخر مش
ـــد. در گروه  ـــالم ديده نش تفاوت معني داري با گروه س

ي ما يديوم برو نده ات يافت كن ته در تا هف تغيير وزني  4د 
مشــاهده نشــد، ولي در هفته هشــتم و دوازدهم كاهش 
شد كه اين تفاوت از نظر آماري معني دار مي  وزن ديده 

  ).>01/0P(باشد 
دهد كه نشان مي Balance beam testنتايج حاصل از 

سيبي  سالين كه آ سالم و گروه دريافت كننده  در گروه 

ياز  ند، امت يده بود نزديك خط  Balance beam testند
پايه مي باشــد و هيچ اختلال تعادلي و حركتي در اندام 
اين حيوانات مشـــاهده نشـــد. در صـــورتي كه در گروه 
دريافت كننده اتيديوم برومايد تا هفته دوازدهم افزايش 
پيشــرونده امتياز وجود دارد و اين افزايش در مقايســه با 

بين گروه هاي هفته اول نيز معني دار مي باشد، بنابراين 
سالم و سالين با گروه دميليناسيون اختلاف معني داري 

 ).2(شكل )>001/0P(وجود دارد 
داده هاي مربوط به آزمون ردپا را نشــان مي  3شــكل 

شاخص  سالم و سالين از نظر آماري  STدهد و  در گروه 
ـــي  حاظ بررس ند و از ل ندار با هم  اختلاف معني داري 

هاي  قدم  ندام فيزيولوژيك داراي  ـــتقيم، منظم و ا مس
ــد ( ). P>0.05عقب در تعادل با ردپاي اندام جلو مي باش

اين وضعيت از هفته اول تا دوازدهم گزارش شده است و 

 
  لم).: ساintact: نرمالين سالين و Saline: اتيديوم برومايد، EBنمودار خطي ميانگين وزن گروه هاي مورد آزمون ( -1 شكل

  ) است.>01/0P) و ** (>05/0P* نشان دهنده (
  

  
  ). Balance beam testتعادل ( آزمون -2 شكل

  ) است.>001/0Pلم). *** (: ساintact: نرمالين سالين و Saline: اتيديوم برومايد، EB( ي مورد آزموننمودار هيستوگرام از روند تغييرات تعادل در گروها
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ست آمده از مقادير  صاف مي  STنمودار به د صورت  به 
ــكل ــد (ش ــيب ديده در گروه ). 3Aباش داده هاي به آس

 دســت آمده نشــان داد كه اختلاف معني داري بين اين
ـــالم وجود دارد  به  )≥01/0P(گروه و گروه س و نمودار 

ست آمده كاهش  سوم تا دوازدهم را در هفته STد هاي 
يان مي كند.  ـــي فيزيولوژيك موشب هاي قدمها بررس

نـامنظم، كوتـاه، بـا لرزش و عـدم قرار گيري در خط 
پارامتر  ـــي  هد. در بررس ـــتقيم را نشـــان مي د  مس

Forepaw/Hindpaw Overlap عدم  داده حاكي از  ها 
گروه ســالم و ســالين مي باشــد  2تفاوت معني دار بين 

)03/0P< .(  ـــيب ـــت كه در گروه آس اين در حالي اس
شاهده  OVافزايش معني دار  سبت به دو گروه ديگر م ن

شي در گروه  ).≥05/0P( شد  علاوه بر آن اين روند افزاي
هاي آسيب نسبت به گروه سالم ادامه دارد كه به صورت 

ـــدمعني د ـــكل )>01/0P( ار مي باش ). در مورد 3B(ش
سالم و  FBWشاخص  شان داد كه گروه  نيز يافته ها ن

ـــالين از نظر آماري اختلاف معني داري با هم ندارند  س
)2/0P> .( ست سيب ديده داده هاي به د در گروه هاي آ

 آمده نشان داد كه از هفته دوم تا هفته دوازدهم شاخص
FBW ست و اين ا شته ا فزايش از هفته اول تا افزايش دا

ماري معني دار مي  حاظ آ دوازدهم در هر دو گروه از ل
شد شكل ).≥001/0P(  با )3D شكل  .(3C  شان دهنده ن

شد. در هفته 	مي آزموندر گروه هاي  HBWشاخص  با
ـــت آمده از ميانگين		دوازدهم يافته  HBW هاي به دس

نشـــان داد كه در توافق با ســـاير شـــاخص هاي الگوي 
سالين از نظر آماري اختلاف  سالم و  حركتي، گروه هاي 

ـــت ). <2/0P(معني داري با هم ندارند  اين در حالي اس
 وجود دارد   HBWكه در گروه آســيب كاهش شــاخص 

)05/0P≤.(  شكل هاي زمان،  با توجه به آناليز داده 4در 
شــده براي رســيدن به ســكو در ميانگين  زمان ســپري 

هاي ســالم و ســالين از 		آزمون ماز آبي موريس، در گروه
روز دوم تا روز شــشــم كاهش معني داري را نشــان مي 

شم دهد. در گروه ش سيب ديده نيز از روز دوم تا  هاي آ
اين كاهش مشـــاهده شـــد و اين اختلاف از نظر آماري 

  ).≥01/0P( معني دار مي باشد 

  
ــكل  stride length (ST) ،Overlap (OV) ،front baseدر گروه هاي مورد آزمون بر اســـاس محاســـبه  footprintآناليز كمي الگوي  -3ش

width (FBW  وhind base width (HBW). مقادير نشان دهنده .means± SEM ) .مي باشد**P<0.01; ***P<0.001(.  
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ـــكل  ـــافت، هايداده آناليز به توجه ، با5در ش  مس
سپري ميانگين سافت  سيدن براي شده م سكو در  به ر

ششم افزايش معني اول روز ازMS هايگروه داري تا روز 
شان داد كه اين تفاوت را با گروه سالين نر و ماده ن هاي 

ـــه بين  ).≥01/0P( دار بوداز نظر آماري معني در مقايس
داري س تفاوت معنيبررســي بين دو جن MSهاي گروه

  .را نشان نداد
يافته هاي حاصــل از اندازه گيري حجم مغز  6شــكل 

)Brain volume-BV) وزن مغز ،(Brain weight-BW ،(
يب  به ترت فاع مغز (  Brainهمچنين طول، عرض و ارت

length-BL، Brain weight-BW  وBrain height-BH (
.علاوه بر آن حجم،  در ســه گروه مورد آزمون مي باشــد
 HV hippocampusوزن و طول هيپوكامپ (به ترتيب 

volume- ،hippocampus weight-HW ،
hippocampus length-HL ثبت شده است كه داده ها (

هاي مغزي در گروه  ـــاخص  مامي ش كاهش ت حاكي از 
آسيب را دارد كه اين كاهش از نظر آماري معني دار مي 

و طول فورنيكس (به ترتيب  باشــد و در انتها حجم، وزن
Fornix volume-FV ،Fornix  weight-FW  وFornix 

length-FL.تعيين گرديد (  
شده با  7شكل  صوير برش هاي بافتي رنگ آميزي  ت

لوكســال فســت بلو و كرزيل ويوله را نشــان مي دهد. 
سيب  همان ست در گره آ شخص ا صوير م طور كه در ت

ـــاهده مي  ـــيون به رنگ قرمز قابل مش نواحي دميليناس
سلول هاي پيكنوز  شد و در رنگ آميزي كرزيل ويوله  با

بل  dark cellو  قا مپ  كا ناحيه هيپو ياد در  عداد ز به ت
سالين تفاوت  سالم  شد، ولي در در گروه  شاهده مي با م

  معني داري ديده نشد. 
  

ــكل   بين آموزش روز 6 طي در موريس آبي ماز آزمون نتايج -4ش
ـــالين و  هايگروه ـــان مي MS، س ـــان دهنرا نش قادير نش ده دهد (م

Means± SEM  )01/0 **P≤ــاري ــون آم  ANOVA). آزم
Repeated measure  

  

  
ــكل  را آزمونو  آموزش روز 5درطي موريس مازآبي آزمون نتايج -5 ش

سالينسالم هاي گروه بين شان مي دهد سيب ديدهآو  ،  شان . مقادير نن
  )means± SEM)**P<0.01; ***P<0.001دهنده 

  
سكوپي مغز، هيپوكامپ و داده -6شكل صل از اندازه گيري ماكرو هاي حا

  فورنيكس. 
: ونترال Vدهد. تغييرات عددي را نســبت به دو گروه ســالم و ســالين نشــان مي *

  باشد.: فورنيكس ميFx: دورسال هيپوكامپ و Dهيپوكامپ، 
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  بحث
پل  به مولتي ماران مبتلا  ناختي در بي ـــ اختلالات ش

ست و در حدود  شايع ا سيار  سكلروزيس ب تخمين  %60ا
ــت كه مي ــده اس تواند بر روي زندگي افراد مبتلا زده ش
گذارد ( قا 20تاثيرات منفي ب هت  ال در اين   MS). ج

تحقيق  از اتيديوم برومايد اسـتفاده شـد. اين مطالعه در 
تريــك و  3 فوم مور ـــي هــاي  بررس فتــاري،  بخش ر

هيستولوژيك انجام شد.در مطالعه حاضر نشان داده شد 
ـــكلروزيس در موش جاد مولتيپل اس به كه اي ها  منجر 

شود. در  ضايعات التهابي مشخص و نقص در عملكرد مي
هاي موجود  تاري بين گرو حاظ رف نه از ل گروه دميلي

نســبت به گروه ســالم و گروه ســالين  داراي تغييرات 
طابق  عدم ت عادل، اختلالات حركتي و  عدم ت ظه،  حاف

ـــكلروزيس در گام هاي جلو و عقب بود.  القا مولتيپل اس
ـــدن راه رفتن و عدم تعادل  اين تحقيق باعث مختل ش

شد. MSگروه مبتلا به  شناختي نقايص  در  آزمون ردپا 
ندگي  نيكي از مهم ترين تعيي يت ز هاي كيف نده  كن

به  يان  ـــود ( MSمبتلا ـــوب مي ش ).  توافق 20محس
ـــترده ـــلامت گس اي وجود دارد كه حافظه و رفتار به س

ستگي دارد؛ به طوري كه مطالعات متعددي  هيپوكامپ ب
ـــيب به هيپوكامپ منجر به  نشـــان داده اســـت كه آس

مطالعه  ).22، 21(ود اختلالات حافظه و رفتاري مي شــ
حاضر نشان داد كه آسيب به سيستم ليمبيك حافظه و 

ند. چار اختلال مي ك ماز آبي  يادگيري را د در آزمون 
زمان ســپري شــده ســبب افزايش   MSموريس نيز القا 

شد. در مطالعه  بودبرگ و همكاران  براي رسيدن به سكو 
كه با ايجاد آنســفالوميليت خود ايمني   2004در ســال 

ــي ( ــرب ــج   EAE-Experimental Autoimmuneت
Encephalomyelitis به بررسي طيف وسيعي از آزمون (

هاي رفتاري پرداختند، در آزمون ردپا نشان داده شد در 
ندام عقبي و موش ـــلي حركتي ا هاي مبتلا  عملكرد اص
تر به مانند حركات دقيق تعادل و رانش هاي خاصجنبه

به  MSموش هاي مبتلا به گيرد. در تحت تاثير قرار مي
ــيب مغزي و به دنبال آن  ــي از آس دليل عدم تعادل ناش
ـــيب به هيپوكامپ و فورنيكس موش ها جهت حفظ  اس
تعادل در هنگام راه رفتن پاهاي عقب را به هم نزديك 
ندام حركتي عقبي دچار  مي كردند كه به همين علت ا

شد، ( ). در مطالعه مديحا و همكاران 23اختلال حركتي 
ــال  ــد در   2017در س ــان داده ش ــي ردپا نش در بررس

هاي  صـــحرايي تزريق شـــده با رتنون، الگوي راه موش
شده كه با  شاهد كاملاً مختل  سه با گروه  رفتن در مقاي

ها اين اختلال كاملا مشــهود بود. كوتاه شــدن طول قدم

  
شده كورپوس كالازوم با لوكسال فست بلو در گروهبرش -7 شكل سياه نشان دهنده آكسونهاي رنگ آميزي  تصاوير باشد كه در مي هاهاي مورد آزمون (مثلث 

A و B ست و در ميلين به رنگ آبي قاب شاهده ا صاوير از بين رفتن غلاف ميلين و به رنگ قرمز ديده مي Cل م رنگ آميزي كرزيل ويوله را  نيز Fو D،Eشود. ت
  .)دهدمي را نشان dark cellنورون ها را نشان مي دهد و پيكان سفيد نشان مي دهد كه مثلث سفيد 
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بل   قا با افزايش  همچنين از طرفي اختلال در راه رفتن 
ب و افزايش همپوشــاني راســت ملاحظه عرضــي پاي عق
) كه  نتايج مطالعات فوق هم 24كاملاً مشــخص شــد (

ــتا با نتايج مطالعه حاضــر بودند. حافظه و يادگيري،  راس
اســاس پردازش اطلاعات اســت و از آنجايي كه پردازش 
اطلاعات پاية روند تصــميم گيري، شــناســايي محرك و 

است، برنامه ريزي پاسخ كه مقدمه اي براي آغاز حركت 
عوامل مؤثر بر آن و در پي آن عملكرد  .محسوب مي شود

ـــي از آن نيز حائز اهميت .  هيپوكامپ اند حركتي ناش
نقش بسيار مهمي در پردازش و به خاطر آوردن اطلاعات 

فا مي كند ( ). در مطالعه اي 25حافظه و جهت يابي اي
انجام  2013ديگر كه كوركوســـكا و همكاران در ســـال 

س ي آزمون ماز آبي موريس در بين دو گروه دادند در برر
ـــرل و ( ـــت ـــن  Experimental Autoimmuneك
Encephalomyelitis  ــان داد كه هر دو گروه ) نتايج نش

فاوت  ـــتر پنهان در طول آزمايش ت يدان كردن بس در پ
يادگيري  نات الگوي  مه حيوا ند و ه ـــت نداش نداني  چ

شان دادند كه مخالف با نتايج مطالعه  ضر معمولي را ن حا
، وانگ و همكاران با مطالعه 2017). در ســال 26اســت (

ــم،  ايســكمي،  ــامل گروه ش بر روي چهار گروه موش ش
ميلي گرم برگيلوگرم  25گروه ايســكمي دريافت كننده 

ميلي گرم  50لوودوپا و گروه ايســكمي و دريافت كننده 
ـــان دادند كه در آزمون رفتاري  بر كيلو گرم لوودوپا نش

ـــبب بهبود هرچند لوودوپا مي ماز آبي موريس تواند س
مسير حركت شنا شود، ولي فقط در گروه شم مسير شنا 
شنا با  سير  ساير گروه ها م صورت منظم بود ولي در  به 

ظمي ن بود (بي  مراه  ه يي  بررســـي هــاي 27هــا  .(
ـــيب به مغز باعث  ـــان داد كه كه آس مورفومتريك نش

كي كاهش حجم، وزن، طول و ســـاير پارامترهاي آناتومي
 يبررســـدر مغز مي شـــود. در يك مطالعه تحت عنوان 

طه شــــدت اختلالا ندازه يت حركتراب پونز و  يهابا ا
س  لاسي به لكوما لاكودكان مبت يدر ام.آر.ا كالوزومكورپو

ي نشــان داده شــد طول كارپوس كالوزوم در اطراف بطن
گروه لكومالاسي به طور معني داري بسيار كمتر از گروه 

ماري 28كنترل بود ( كاهش حجم مغز   MS). در بي
ـــود كه  اين كاهش حجم مي تواند به  ـــاهده مي ش مش
سلول  ست دادن ميلين،  ست دادن بافت (از د دليل از د

هاي گليال، نورون ها و آكسون ها به دليل دميليناسيون 
التهابي و تخريب  عصبي) و يا تغيير در اجزاي غير بافتي  

سكلروزيس به ). در افراد مبتلا به 29رخ دهد ( مولتيپل ا
دليل آتروفي مغزي، بار پلاك و همچنين تراكم آكسوني 
(از دست دادن آكسون ) مي توان كاهش وزن در مغز را 

  ). 30مشاهده كرد (
شد كه در تروماي مغزي  شخص  شي ديگر م در پژوه
ضايعات نوروراديولوژيك كاهش حجم در كارپوس  بدون 

دهد كه به دنبال كالوزوم، هيپوكامپ و فورنيكس رخ مي
ظه نيز  حاف ـــبي و عملكردي  كاهش اختلالات عص اين 

شد ( سي موش20ديده  هاي تراريخته مبتلا به ). در برر
شد طول كارپوس كالوزم و فورنيكس  آلزايمر نشان داده 
و همچنين حجم هيپوكامپ كاهش پيدا كرد كه نشــان 
مپ  كا هاي مغزي و هيپو باط نيمكره  نده قطع ارت ده

ن است سبب ناهنجاري هاي رفتاري شود است كه ممك
وزن  نيانگيم). علي حيدري و همكاران نشان دادند 31(

ها 20و  15 يها نيمغز در جن روزه  30 يروزه و زاده 
   يدار يبه طور معن يپوكسيگروه ه

ـــاهد بود نييپا حافظه،  يابيارز جينتاكه  تر از گروه ش
در گروه  يدار حــافظــه احتراز يكــاهش معن انگريــب
). در مطالعه 32( با گروه شاهد بود سهيدر مقا يپوكسيه

حاضر در رابطه با شاخص هاي هيستولوژي رنگ آميزي 
ــان داد دميلينه  ــت بلو و كريزل ويوله نش ــال فس لوكس
ـــت كه هم  ـــدن در كارپوس كالوزم افزايش يافته اس ش
ست كه  شده ا شان داده  ست و ن ستا با اين مطالعه ا را

شــده با كوپريزون در موش  مولتيپل اســكلروزيس ايجاد
ــاعــث افزايش تخريــب ميلين و كــاهش  ـــحرايي ب ص

).  33اليگودندروسيت ها در كارپوس كالوزوم شده است (
ـــيرازي و همكاران تحت عنوان  ـــ"در مطالعه ش  يبررس

 نيليم بيتخر يوانيدر مدل ح كينوروتروف يفاكتورها
نشان داده شد در رنگ  "در موش زونيالقاء شده با كوپر

سم پينه اي در موشآمي ست بلو، ج سال ف  هايزي لوك
MS   ـــده با كوپريزون ادم و پلاك هاي دميلينه القا ش

مشاهده شد كه در گروه شاهد هيچ گونه دميلينه شدني 
شد ( شده 34ديده ن شان داده  شين ن ). در مطالعات پي

مل  به عنوان رابط دونيمكره مغز ع كالوزم  كارپوس 
قل و مي به ن ند  به بيرون كند و مي توا انتقال اطلاعات 
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ناختي  ـــ ند ش ند در فراي ند و از طرفي مي توا كمك ك
سبب  شد. بنابراين تخريب اين ناحيه مي تواند  دخيل با

ويگ  در مطالعه). 29اختلالات شناختي و رفتاري شود (
 عاتينشـان داده شـد كه ضـا 1995در سـال   و بيلكي 

اختلال حافظه  جاديباعث ا ييبه تنها كسيفورن-ايمبريف
ـــط م كار  يمتوس با عملكرد در  كه  ـــود   Dynamicش

NeuroMuscular Stabilization شــود يم يرياندازه گ 
)35 .(  

نتــايج مطــالعــه مورفومتريــك و آنــاليز رفتــاري اثر 
هاي مغزي در مدل مولتيپل دميليناســـيون بر ســـاختار

شده با  سكلروزيس القا  صحرايي اتيديوم ا برومايد موش 
شان  سبب تغييرات بافتي مغز در  MSداد كه القاي نر ن

گردد. اين نواحي هيپوكمــپ و كورپوس كــالوزوم مي
تغييرات همراه با مرگ سلولي، تخريب آكسون و ميلين، 
القاء گليوزيس و به دنبال آن كاهش حجم و وزن مغز و 

شد. يافتهميهيپوكامپ  شان ميبا دهد كه هاي رفتاري ن
بافتي و مورفو يباختلالات  ـــ به آس هاي متريك منجر 

شناختي و حافظه و همچنين اختلالات حركتي و تعادل 
گردد. اين تغييرات ســـاختاري در آناتومي مغز موش مي

صحرايي كه مبيين تغييرات بافت شناسي و هم راستا با 
تواند مســـير جديدي باشـــد، ميعملكرد رفتاري آن مي
اتوان تر و پيشگيري از بروز علائم نجهت تشخيص سريع

 كننده داشته باشد.
  
  
   گيرييجهنت

سيون مغزي منجر به كاهش حجم هيپوكامپ  دميلينا
ــحرايي نر و همچنين باعث  و فورنيكس در مغز موش ص

ــلول ــتقيم با افزايش س ــيب ديده در ارتباط مس هاي آس
به  ماران مبتلا  عادل مي گردد. در بي حافظه و ت كاهش 

MS   ـــيب چون نواحي هيپوكامپ و فورنيكس دچار آس
ندمي ـــو نابراين اين افراد ميش به اختلالات ، ب ند  توان

ـــوند كه تاثير منفي بر  ـــناختي و رفتاري نيز دچار ش ش
  ها خواهد گذاشت.زندگي روزمره ان
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