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Effect of alfaalfa (Medicago sativa) extract on spatial 
memory and anxiety like behaviors of ovariectomized 
rats

Introduction: According to the high phytoestrogens content of alfalfa and the effect 
of phytoestrogens on CNS, the effect of ethyl acetate extract of alfalfa on spatial 
memory and anxiety like behaviors of ovariectomized rats were accessed.

Methods: Forty-five female Wistar rats (three-month old) were accidentally divided 
into 5 groups, including sham, ovariectomy (ovx), sham+4 (4g/kg extract in diet), 
ovx+2 (2g/kg extract in diet) and ovx+4 (4g/kg extract in diet) two weeks after 
ovariectomy or sham operation. Memory and anxiety like behavior were elevate 
using Morris water maze and plus maze, respectively. MDA and antioxidant en-
zymes were also measured in hippocampus.

Results: concentration of estrogen in plasma and superoxide dismutase activity 
(SOD) in hippocampus were reduced in ovx group, but consumption of alfalfa 
extract increased SOD activity while decreased catalase activity. Performance of 
ovx+2 group was decreased in training trial of Morris water maze, while con-
sumption of alfalfa extract in ovariectomized rat increased percentage of open arm 
time (OAT%) in elevated plus maze.

Conclusion: The findings revealed that the five-factor model of the Mc health-related 
quality of life questionnaire (SF-36) has satisfactory validity and reliability. Thus, 
this questionnaire can be used in future studies to assess the quality of life of pa-
tient’s type 2 diabetes.
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اثر عصاره یونجه بر حافظه فضایی و رفتارهای شبه اضطرابی در 
موش های صحرایی اواریکتومی شده

مقدمه: با توجه به غنی بودن یونجه از فیتواستروژن ها و تاثیر فیتواستروژن ها بر سیستم عصبی مرکزی، 
مطالعه حاضر تاثیر عصاره اتیل استاتی یونجه بر حافظه فضایی و رفتارهای شبه اضطرابی ناشی 

از برداشت تخمدان را مورد بررسی قرار داده است.

روش: 4۵ سر موش صحرایی ماده ۳ ماهه نژاد ویستار، دو هفته پس از اواریکتومی به طور تصافی به 
 ovx+2 ،)عصاره در جیره g/kg4 شاهد( ovx(، sham+4( اواریکتومی ،)شاهد(sham گروه های
اواریکتومیg/kg2 عصاره در جیره( و ovx+4 اواریکتومیg/kg4 عصاره در جیره( تقسیم شدند. 
پس از 7۵ روز تیمار برای ارزیابی حافظه از ماز آبی موریس و برای اضطراب از آزمون ماز بعلاوه 
مرتفع استفاده شد. همچنین غلظت استروژن سرم، مالون دی آلدیید و آنزیم های آنتی اکسیدان نیز 

در هیپوکمپ اندازه گیری شدند.

یافته ها: اواریکتومی غلظت استروژن سرم و سوپراکسید دیسموتاز هیپوکمپ را کاهش داد و استفاده 
از عصاره یونجه فعالیت سوپراکسید دیسموتاز را افزایش ولی فعالیت کاتالاز را کاهش داد. عملکرد 
موش های گروه ovx+2 در مرحله آموزش در آزمون ماز آبی موریس کاهش یافت، درحالی که درصد 
زمان سپری شده در بازوی باز ماز بعلاوه مرتفع در پی استفاده از عصاره یونجه درگروه ovx بیشتر 

بود.
نتیجه گیری: به نظر میرسد هرچند عصاره یونجه اضطراب را در موش های اواریکتومی شده کاهش 

می دهد ولی ممکن است باعث کاهش یادگیری فضایی آن ها شود.
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مقدمه
غیراستروئیدی  پلیفنولیک  گیاهی  ترکیبات  فیتواستروژن ها1 
نشان  خود  از  استروژنی  شبه  بیولوژیکی  فعالیت  که  هستند 
فیتواستروژنیک  ترکیبات  شناخته شده ترین  و  مهم ترین  می دهند. 

1  phytoestrogens

 ،)5Aبیوچنین داییدزئین4،  )جنستئین3،  ایزوفلاون ها2  از:  عبارتند 

2  isoflavones
3  genistein
4  daidzein 
5  Biochanin A

 دریافت: 20 خرداد ۹۹
پذیرش: ۱۵ شهریور ۹۹
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لیگنانها1 )اینترولاکتون2،اینترودیول3(، کامستنس4 )کامسترول5( و 
ازجمله  حبوبات  و  غلات  در  عمدتا  ایزوفلاون ها   .)1( فلاونوئیدها6 
سویا وجود دارند لیگنان ها دردانه های روغنی، غلات، حبوبات، میوه 
و سبزیجات یافت می شوند و کامسترول در ماش، جوانه لوبیا، بذر 
کتان، جوانه شبدر و به خصوص در یونجه موجود است )2(. با توجه 
مثبت  اثرات  استروژن،  به  فیتواستروژن ها  ساختاری  شباهت  به 
فیتواستروژن ها در علائم بعد از یائسگی، بیماری های قلبی عروقی، 
 .)3( است  داده شده  نشان  پستان  سرطان  و  استخوانی  مشکلات 
نشان  کلینیکی  و  اپیدمیولوژیکی  مطالعات  از  به دست آمده  شواهد 
داده است که فیتواستروژن ها باعث بهبود عملکردهای شناختی در 
مغز می شوند )4(. مکانیسم عمل فیتواستروژن ها بر مغز و دستگاه 
ایزوفلاون سویا  به عنوان مثال  دارد.  بیشتر  مطالعات  به  نیاز  عصبی 
از طریق اثر برگیرنده های استروئیدی و 5-هیدروکسی تریپتامین 
یا از طریق تشویق برداشت سروتونین اثرات خود را اعمال می کند 
و  استرادیول  نوروپروتکتیو7  تأثیرات  حیوانات  روی  تحقیقات   .)5(
نورون ها  در  اکسیداتیو8  استرس  از  جلوگیری  در  فیتواستروژن ها 
فیتواستروژن ها   .)6( است  نموده  اثبات  را  آنها  شدن  دژنره9  و 
برگیرنده های استروژن در هیپوکمپ10 و کورتکس پیش پیشانی11 

که در یادگیری و حافظه نقش اساسی دارند تأثیر می گذارند )7(.
بیماریهای  به  خانم ها  شدن  مستعد  باعث  استروژن  فقدان   
از  یکی  یونجه14   .)8( می شود  آلزایمر13  ازجمله  نورودژنراتیو12 
مهم ترین گیاهان فیتواستروژنیک است که دارای ترکیبات متنوعی 
است  آنتیاکسیدان15  خواص  دارای  و  گیاهی  استروژن های  مانند 
مکمل های  و  سویا  مصرف  خصوص  در  انجام شده  مطالعات   .)9(
بر  تأکید  با  و  زنان  یائسگی  از  آنها پس  براثر  بیشتر  فیتواستروژن، 
زرانالول  آلفا  فیتواستروژن  متمرکزشده اند.  درمانی  استروژن  نقش 
به صورت مؤثری از آسیب اکسیداتیو القاشده به وسیله ی بتاآمیلوئید16 
در نورون های هیپوکمپ موش جلوگیری میکند. همچنین افزایش 

1  lignans
2  enterolactone
3  enterodiol
4  coumestanes
5  coumestrol
6  flavonoids
7  neuroprotective
8  Oxidative stress
9  degeneration
10  hippocampus
11  Forehead cortex
12  neurodgenerative
13  Alzheimer’s disease
14  Medicaco Sativa
15  antioxidants
16  Bete-amyloid

اضطراب به دنبال اواریکتومی17 مورداشاره قرارگرفته است. اضطراب 
یک علامت خلقی رایج است که توسط زنان یائسه تجربه می شود 

.)10(
با توجه به کاهش شدید هورمون استروژن و عوارض ناشی از 
آن در بانوان یائسه و غنی بودن یونجه از ترکیبات فیتواستروژنیک، 
در این مطالعه اثر عصاره این گیاه بر یادگیری فضایی و اضطراب با 
استفاده از ماز آبی موریسو ماز بعلاوه مرتفع در موش های اواریکتومی 
شده مورد بررسی قرار گرفت. همچنین وضعیت استرس اکسیداتیو 
نیز در هیپوکمپ به عنوان بخشی از مغز که در یادگیری و اضطراب 

دارای نقشی مهم بررسی شد )10(.

روش کار
مطالعه روی 45 سر موش صحرایی ماده نژاد ویستار با حداقل 
سن 3 ماهه در محدوده وزنی 170 تا 220 گرم انجام شد. حیوانات 
شرایط  در  دامپزشکی  دانشکده  حیوانخانه  در  مطالعه  طول  در 
استاندارد، دمای 2±22 درجه سانتیگراد، 12 ساعت روشنایی،12 
شدند.  نگهداری  غذا  و  آب  به  آزادانه  دسترسی  و  تاریکی  ساعت 
همچنین روش تحقیق و رفتار با حیوانات در مراحل مختلف مطالعه 
و  اهواز  دامپزشکی  دانشکده  تکمیلی  تحصیلات  شورای  تائید  با 
هفته  دو  حیوانات  رسید.  انجام  به  مربوطه  دستورالعملهای  طبق 
بعد از جراحی به طور تصادفی به گروه هایی 9 تایی شامل گروه های 
 ،)sham+4( درمان  شاهد   ،)ovx( اواریکتومی   ،)sham( شاهد 
درمان  اواریکتومی+  و   )ovx  +2( پایین  دوز  با  اواریکتومی+درمان 
با دوز بالا )ovx +4( تقسیم شدند. گروه های شاهد و شاهد درمان 
جراحی شدند و تخمدان آنها پس از لمس به محل اصلی بازگردانده 
شد. سایر گروه ها مورد جراحی اواریکتومی قرار گرفتند. به غذای 
و   sham+4 گروه های  غذای  به  و   mg/kg2 مقدار   ovx+2 گروه 

ovx+4 مقدار mg/kg4 عصاره یونجه اضافه شد.

 روش عصاره گیری گیاه یونجه
یونجه خشک  گرم   150 میزان  عصاره گیری  از  مرحله  هر  در 
پودر شده با 1000 سی سی اتانول 96 درصد و 500 سی سی آب 
مقطر مخلوط و توسط دستگاه همزن به مدت 72 ساعت مخلوط 
شد. سپس مخلوط حاصل به وسیله کاغذ صافی صاف و درون بن 
ماری گذاشته شد تا الکل آن تبخیر شود و پس از تبخیر الکل به 
میزان 1/5 برابر حجم عصاره باقی مانده اتیل استات اضافه و حدود 
30 دقیقه توسط دستگاه شیکر مگنت مخلوط شد. مخلوط حاصل 
17  ovariectomy
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حالت  تا  شد  داده  قرار  حرکت  بدون  دقیقه   30 حداقل  مدت  به 
دوفازی ایجاد شود و فاز رویی با استفاده از پیپت جدا و درون آون 
تغلیظ گردید. درنهایت پس از محاسبه مقدار ماده خشک، عصاره 
تغلیظ شده به نسبت لازم با جیره پودر شده مخلوط و حداقل طی 
خوراکی   LD50 تعیین  برای   .)11( شد  رطوبت گیری  ساعت   24
حداکثر  شد.  استفاده   425 شماره  راهنمای  از  تهیه شده  عصاره 
بر  میلیگرم   5000 تا   2000 آزمون  این  در  قابل استفاده  دوزهای 
کیلوگرم بود ولی استفاده خوراکی این دوزها منجر به تلف شدن 
حتی یک حیوان هم نشد. لذا محدودیت دوز در این مطالعه در نظر 

گرفته نشد )13(.
ماز‌آبی‌موریس1:‌ماز آبی از یک مخزن آب استوانه ای سیاه رنگ 
تا  ارتفاع 60 سانتی متر تشکیل شده که  به قطر 140 سانتی متر و 
به  به شکل فرضی  استخر  پر می شد.  از آب  ارتفاع 30 سانتی متر 
جایگاه  یک  در  جابجایی  قابل  سکوی  یک  می شد.  تقسیم  ربع   4
 2 به اندازه ی  که  شکلی  به  می شد  داده  قرار  استخر  از  مشخص 
که  داشت  قرار  اتاقی  در  استخر  می گرفت.  قرار  زیرآب  سانتی متر 
بود. حرکات  نصب شده  آن  دیوار  روی  بر  ماز  از  خارج  در  اشکالی 
حیوانی توسط دوربینی در بالای ماز ثبت و ردیابی و توسط نرم افزار 
اتوویژن )برج صنعت آزما- ایران( مسیر، سرعت و زمان سپری شده 

تا یافتن سکو ثبت می شد.
زمانی  بافاصله ی  متوالی  بار   4 هرروز  و  روز   4 طی  موش   هر 
10 دقیقه در ماز تحت آموزش قرار میگرفت. در هر بار آموزش در 
حالیکه سر حیوان به سمت دیواره استخر بود از یکی از قسمت های 
چهارگانه به داخل آب رها می شد. به حیوان مدت زمان یک دقیقه 
زمان داده می شد تا برای پیدا کردن سکو تلاش کند. اگر در این 
مدت سکو را پیدا می کرد به مدت 20 ثانیه روی سکو قرار می گرفت 
و سپس از استخر خارج می شد. موش هایی که محل سکو را پیدا 
نمی کردند توسط آزمایشگر با دست به سمت سکو راهنمایی شده و 
پس ازاینکه 20 ثانیه روی سکو می ماندند از ماز خارج شده به آرامی 
داخل  از  پنجم، سکو  روز  در  می شدند.  منتقل  قفس  به  و  خشک 
ربع های  از  دریکی  تصادفی  به صورت  حیوان  هر  و  خارج   استخر 
تا  به حیوان ها فرصت داده می شد  استخر رها می شد. یک دقیقه 
در استخر شنا کنند و مدت زمانی که حیوان در یک چهارم هدف 
)قسمتی که سکو در آن قرار داشت( سپری می کرد برای بررسی 

میزان حافظه حیوان مورد ارزیابی قرار گرفت.
ماز‌بعلاوه‌مرتفع2:‌ماز بعلاوه مرتفع در این مطالعه از دو بازوی 

1  Morris water maze
2  Elevated plus maze

باز و دو بازوی بسته )هر بازو 50 × 10 سانتیمتر( بود که توسط 
یک مربع مرکزی )10 × 10 سانتیمتر( به هم متصل شده بودند. 
ماز توسط پایههایي در ارتفاع 50 سانتیمتري از سطح زمین قرار 
داشت. در ابتدای آزمون، موش هاي صحرایي بر روی مربع مرکزی 
راهروهاي  از  یکي  به  رو  حیوان  سر  به طوری که  شدند،  داده  قرار 
بسته قرار گرفت و به مدت 5 دقیقه حیوان در ماز قرار گرفت. ماز 
پس از هر آزمون توسط اتانول 70 درصد تمیز شد. مسیر حرکت 
از  استفاده  با  و  فیلم برداری  ردیاب  دوربین  یک  توسط  موش  هر 
نرم افزار اتوویژن زمان سپری شده در بازوهای باز و بسته و همچنین 
تعداد ورود به بازوهای باز و بسته ثبت شد و درنهایت درصد زمان 
سپری شده در بازوهای باز و درصد ورود به بازوی باز محاسبه شد 
نظر  در  اضطراب  میزان سنجش  و  معیار  به عنوان  پارامترها  این  و 
گرفته شدند. همچنین تعداد ورود به هر دو بازو به عنوان شاخص 

حرکت در نظر گرفته شد )12(.
شد.  استفاده   21 نسخه   SPSS نرم افزار  از  آماری  آنالیز  برای 
برای  شد.  بیان  معیار،  خطای  میانگین  میانگین±  به صورت  نتایج 
بررسی احتمال وجود اختلاف آماری از آزمون ANOVA یک طرفه 
و در صورت تائید وجود اختلاف معنی دار بین تیمارها از پس آزمون 

LSD برای مقایسه بین گروه ها استفاده شد.

ماز‌آبی‌موریس:‌مسافت طی شده در طی چهار روز آموزش 
 .)<0p/01( داد  نشان  را  قابل توجهی  کاهشی  روند  درمجموع 
همچنین تیمارهای موردمطالعه تأثیر متفاوتی بر مسافت طی شده 
برای رسیدن به سکوی پنهان داشتند )0p/01>(. مقایسه مسافت 
روزهای  از  هریک  در  پنهان  سکوی  به  رسیدن  برای  شده  طی 
آموزش به غیراز روز سوم تفاوت معنی داری را آشکار ساخت )نمودار 
A1(. به گونه ای که مسافت طی شده تا رسیدن به سکوی پنهان3 
در گروه ovx +2 در روزهای اول و دوم و در تمامی گروه های تیمار 
بیشتر  شاهد  گروه  به  نسبت  روز چهارم  در  یونجه  عصاره  با  شده 
آموزش  روز  چهار  طی  در  سپری شده  مدت زمان   .)<0p/05( بود 
 .)p>0/001( داد  نشان  را  قابل توجهی  کاهشی  روند  درمجموع 
مدت زمان سپری شده برای رسیدن به سکوی پنهان در هریک از 
ساخت  آشکار  گروه ها  بین  را  معنی داری  تفاوت  آموزش  روزهای 
)نمودار B1(. این مدت زمان در گروه ovx +2 در تمامی روزهای 
و  آموزش  چهارم  و  دوم، سوم  روزهای  در   ovx گروه  در  آموزش، 
در گروه sham+4 در روز چهارم آموزش بیشتر از گروه شاهد بود 

3  Traveled distance
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در  هدف1  ربع  در  شده  طی  مسافت  درصد  همچنین   .)<0p/05(
.)C1 مرحله آزمون اختلاف معنی داری را نشان نداد )نمودار

ماز‌بعلاوه‌مرتفع:‌میانگین درصد زمان حضور در بازوی باز2 
)OAT%( در گروه های ovx و ovx+2 نسبت به گروه های sham و 
sham+4 کمتر بود )p>0/01( ولی در گروه ovx+4 با سایر گروه ها 
تفاوت معنی داری مشاهده نشد )نمودارA2(. درصد ورود به بازوی 
بازOAE(3%( ازلحاظ آماری اختلاف معنی داری بین گروه ها نداشت 
1  Target quadrant travel%
2  Open Arm time%
3  Open Arm Entry%

در  باز  بازوهای  به  ورود  درصد  هرچند   .)B2 نمودار  )P<0/05؛ 
به  نسبت  یونجه  عصاره  دریافت کننده  شده  اواریکتومی  گروه های 
گروه ovx بیشتر بودند ولی بررسی های آماری بیانگر اختلاف نبود.

 ovx از گروه sham+4 و sham میزان استروژن4 در گروه های
بیشتر بود. با مقایسه مقدار مالون دی آلدهیدMDA(5( در گروه های 
موردمطالعه، تفاوت معنی داری مشاهده نشد، هرچند که در گروه 
داشت.  وجود  گروه ها  سایر  به  نسبت  بیشتری  افزایش   ovx+2
معنی داری  به صورت   ovx+4 گروه  در  کاتالاز6  فعالیت  میانگین 
آنزیم  فعالیت   .)<0p/001( بود   ovx و   sham گروه های  از  کمتر 
سوپر اکسید دیسموتازSOD(7( در گروه ovx کاهش و در گروه های 
ovx+2 و ovx+4 نسبت به گروه ovx افزایش یافت. اگرچه فعالیت 
گروه  به  متعلق  گروه ها  بین   )GPx(8پراکسیداز گلوتاتیون  آنزیم 
sham+4 بود ولی در بررسی های آماری اختلاف معنی داری با گروه 
4  estrogen
5  Malondialdehyde
6  catalase
7  Superoxide dismutase
8  Glutathione peroxidase

زمان‌ مدت‌ ‌.)A( شده‌ طی‌ مسافت‌ میانگین±خطای‌ مقایسه‌ ‌:1 شکل‌
سپری‌شده‌)B(‌در‌مرحله‌یادگیری‌و‌درصد‌مسافت‌طی‌شده‌در‌ربع‌هدف‌در‌
مرحله‌آزمون‌)C(.‌گروه‌های‌‌sham+4،‌ovx+4و‌‌ovx+2به‌ترتیب‌با‌‌4‌،4و‌‌2
میلی‌گرم‌بر‌کیلوگرم‌عصاره‌یونجه‌تیمار‌شدند.‌و‌گروه‌های‌‌ovxو‌‌shamبدون‌
اضافه‌نمودن‌عصاره‌یونجه‌در‌جیره‌غذایی‌تیمار‌شدند.‌*:‌نشان‌دهنده‌اختلاف‌
نشان‌دهنده‌ ‌:# ‌.)<0p/0p<،***:001/0p<،**:01/05:*( ‌ovx گروه‌ با‌ معنی‌دار‌

.)<0p/0p<،###:100/0p<،##:01/05:#(اختلاف‌معنی‌دار‌با‌گروه‌شم

در‌ حضور‌ زمان‌ درصد‌ میانگین‌ معیار‌ میانگین±خطای‌ مقایسه‌ ‌:2 نمودار‌
بازوی‌باز‌)نمودار‌A(‌و‌درصد‌ورود‌به‌بازوی‌باز‌)نمودار‌B(‌در‌ماز‌بعلاوه‌مرتفع.‌
گروه‌های‌‌sham+4،‌ovx+4و‌‌ovx+2به‌ترتیب‌با‌‌4‌،4و‌‌2میلی‌گرم‌بر‌کیلوگرم‌
عصاره‌یونجه‌تیمار‌شدند.‌و‌گروه‌های‌‌ovxو‌‌shamبدون‌اضافه‌نمودن‌عصاره‌
گروه‌ با‌ معنی‌دار‌ اختلاف‌ نشان‌دهنده‌ ‌:* شدند.‌ تیمار‌ غذایی‌ جیره‌ در‌ یونجه‌
‌ovxاست‌)**:‌p‌<0/01(؛#:‌نشان‌دهنده‌اختلاف‌معنی‌دار‌با‌گروه‌‌shamاست‌

.)<0p/05:#(
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ovx و sham مشاهده نگردید.

بحث
یادگیري  و  یائسگي کاهش حافظه  در  رایج  اختلالات  از  یکي 
است. این افراد حافظه قدیمي را حفظ میکنند و همچنین مي توانند 
بلندمدت  حافظه  تشکیل  براي  ولي  باشند  داشته  یادگیري جدید 
حافظه  اختلال  که  میدهد  نشان  مطالعات  مي شوند.  مشکل  دچار 
و یادگیري به دلیل کاهش سطح استروژن بعد از یائسگي میباشد 
بر  را  مخرب  و  مفید  اثر  دو  هر  است  ممکن  فیتواستروژن ها   .)2(

عملکردهای شناختی داشته باشند )12(.
در مطالعه حاضر در ماز آبی موریس میانگین مسافت طی شده 
و زمان سپری شده برای یافتن سکوی پنهان در گروه ovx+2 بیشتر 
بود. همچنین پیشرفت یادگیری در 4 روز متوالی آموزش نیز در هر 
دو گروه اواریکتومی درمان شده کمتر بود، ولی در روز آزمون مدت 
زمان سپری شده و مسافت طی شده در ربع هدف در این گروه ها 
با گروه شاهد تفاوتی نداشت. بنابراین اواریکتومی در طی 75 روز 
منجر به اختلال حافظه نشد، ولی استفاده از عصاره اتیل استاتی 
یونجه در حیوانات اواریکتومی، نه حیوانات سالم، یادگیری را کاهش 
داد. البته بر اساس این نتایج میزان یادآوری در روز آزمون در این 
گروه ها متفاوت نبود. شاید در مطالعه حاضر زمان سپری شده )75 

روز( برای تأثیر اواریکتومی بر حافظه کافی نبوده است.
در مطالعهی حاضر از ماز بعلاوه مرتفع برای بررسی رفتارهای 
مرتبط با اضطراب استفاده شد. در مطالعه ما مشاهده شد موش هایی 
که اواریکتومی شده بودند ولی عصاره یونجه دریافت نکردند نسبت 
ماز  باز  بازوی  در  کمتری  زمان  مدت  شاهد،  گروه  موش های  به 
بعلاوه مرتفع قرار گرفتند؛ که نشان دهنده افزایش اضطراب به دلیل 

حیوانات  در  مورداستفاده  عصاره  به هرحال  میباشد.  اواریکتومی 
با  تیمار  ولی  نداشت،  اضطراب  بر  قابل توجهی  تأثیر  دست نخورده 
عصاره در حیوانات اواریکتومی شده توانست این پارامترها را بهبود 
در  اواریکتومی  زایی  اضطراب  اثرات  کاهش  معنی  به  که  ببخشد 
پی مصرف عصاره یونجه میباشد. اثرات ضد اضطرابی مقادیر بالای 
هورمونهای استروییدی جنسی در مرحله پرواستروس و یا به دنبال 
تزریق اگزوژنیک1 آنها در موش های صحرایی اواریکتومی شده در 

ماز بعلاوه مرتفع نشان داده شده است)14(.
به نظر می رسد که تأثیر رفتاری فیتواستروژن ها با میانجیگری 
که  پیامرسانهای2 شیمیایی  روی  اثر  با  یا  و   GABAA گیرنده های
انجام شود )13(. داروهای ضد  بر فعالیت3GABA مؤثر میباشند، 

 GABAA گیرنده های  به  باندشدن  با  بنزودیازپینها  نظیر  اضطراب 
باعث القای رفتارهای ضد اضطرابی در ماز بعلاوه مرتفع می شوند. 
و  پروژسترون  آندروژن ها)علی الخصوص  و  پروژسترون  استروژن، 
متابولیتهای اندروژن( از طریق افزایش محلهای اتصال بنزودیازپینها 
روی گیرنده های GABAA، افزایش تعداد گیرنده های GABAA و 
افزایش تحریک ورود کلر از طریق گیرنده های GABAA بر گیرندهی 
گیرنده های  تحریک  اینکه  قابل توجه  می گذارند.  اثر   GABAA

اثر GABA به واسطه ی استروئیدهای جنسی  GABAA یا افزایش 

با کاهش اضطراب، تسکین و کاهش رفتار حرکتی همراه  معمولاً 
است)16 و17(. با توجه به نتایج این مطالعه که مصرف عصاره اتیل 
استاتی یونجه باعث کاهش رفتارهای اضطرابی در آزمون ماز بعلاوه 
مرتفع شده ولی تأثیر منفی بر حافظه داشت می توان نتیجه گرفت 
که شاید مصرف ماده فیتواستروژنی در مطالعهی حاضر با تشدید 

1  exogenic
2  neurotransmitters
3  Gamma-Aminobutyric Acid

‌sham+4،‌ovx+4جدول‌1:‌مقایسه‌میانگین±خطای‌معیار‌استروژن‌خون‌و‌متغیرهای‌اندازهگیری‌شده‌مرتبط‌با‌وضعیت‌اکسیداتیو‌در‌هیپوکمپ.‌گروه‌های‌
و‌‌ovx+2به‌ترتیب‌با‌‌4‌،4و‌‌2میلی‌گرم‌بر‌کیلوگرم‌عصاره‌یونجه‌تیمار‌شدند.‌و‌گروه‌های‌‌ovxو‌‌shamبدون‌اضافه‌نمودن‌عصاره‌یونجه‌در‌جیره‌غذایی‌تیمار‌

شدند.
shamOvxsham+4ovx+4ovx+2متغیر

)pg/ml( 9/28±56/62استروژن
*

23/42±2/62
#

40/5±4/41
*

30/25±4/0528±3/22

)um/g tissue( 20±22576±29497±18491±24522±483مالون دی آلدئید
(um/g tissue( 050±0/090/84±0/091/44±0/111/45±1/44کاتالاز

###***
1/33±0/03

)IU/g tissue( 11/59±11/78291/75±349/12سوپر اکسید دیسموتاز
#

324/25±19/49368/12±25/83
**

353/25±11/10
*

(IU/g tissue( 0/22±0/071/13±0/071/19±0/051/26±0/051/03±0/99گلوتاتیون پراکسیداز
.)<0p/001:###،<0p/05:#( sham نشان دهنده اختلاف معنی دار با گروه :# .)<0p/001:***،<0p/01:**،<0p/05:*( ovx نشان دهنده اختلاف معنی دار با گروه :*
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اثرات گابائرژیک باعث کاهش اضطراب و اختلال حافظه شده است.
کمتر  اواریکتومی  گروه  در  استروژن  غلظت  حاضر  مطالعه  در 
از گروه شاهد و گروه شاهد دریافت کننده یونجه با دوز 4 گرم بر 
کیلوگرم بود که نشان می دهد اواریکتومی سبب کاهش استروژن 
شده است. عدم وجود اختلاف معنی دار بین گروه های اواریکتومی 
تیمار شده و گروه های غیر اواریکتومی، علیرغم نداشتن تخمدان، 
احتمالاً ناشی از تداخل فیتواستروژن های موجود در یونجه با آزمون 
الایزای رقابتی برای اندازهگیری استروژن بوده است. از طرف دیگر 
هرچند مقدار استروژن در گروه شاهد و گروه شاهد تیمار شده با 
یکدیگر اختلاف معنی داری نداشت، ولی مقدار آن در گروه شاهد 
پذیرش  صورت  در  که  است  درحالی  این  بود.  کمتر  شده  تیمار 
زمان  در  درون زا  استروژن  با  درمانی  فیتواستروژن  تداخل  فرض 

اندازهگیری باید مقدار استروژن در این گروه بالاتر می بود.
باعث کاهش حافظه  اکسیداتیو  استرس  مطالعات مختلفی  در 
و یادگیری شده است. نورون های مغز به استرس اکسیداتیو بسیار 
و   H2O2 به  سوپراکسید1  تبدیل  باعث   SOD هستند.  حساس 
اکسیژن می شود )SOD .)16 یکی از مهم ترین آنزیم ها در سیستم 
تخریبی  اثرات  آنتی اکسیدان ها   .)19( است  آنتیاکسیدانی  دفاع 
رادیکال های آزاد را به حداقل رسانده و از سلول های بدن در برابر 
این  ازجمله  می کنند.  محافظت  رادیکال ها  این  از  ناشی  آسیبهای 
منجر  که  است  فعال  و  ناپایدار  پراکسید  یون  آزاد،  رادیکال های 
اکسیژن  مصرف کننده  سلولهای  در  سلولی  غشای  آسیبهای  به 
وسیعی  طیف  فعال،  اکسیژن  سمیت  بردن  بین  از  برای  می شود. 
دیسموتاز  سوپراکسید  آنزیم  ازجمله  بدن  دفاعی  مکانیسم های  از 
)SOD( علیه اکسیدانت ها فعال می شوند. جایگاه SOD در سیتوزول 
بیشتر بافت های بدن می باشد. گلوتاتیون پراکسیداز )GPX( تبدیل 

پراکسید هیدروژن به آب را کاتالیز می کند )18(.
مالوندیآلدئید )MDA( محصول نهایی پراکسیداسیون لیپیدها 
نورون های دژنره شده می باشد )18(. برای  مارکر خوبی  است که 

گونه هاي اکسیژن فعال )ROS( که از رادیکال های آزاد اکسیژن و 
دیگر ترکیبات شیمیایی ساخته شده اند می توانند منجر به پیشرفت 
گردند  نورونی  درنتیجه سبب مرگ  و  بدن  در  اکسیداتیو  استرس 
)20(. بافت مغز غنی از فسفولیپیدهایی است که می تواند موردحمله 
پراکسیداسیون  شروع  براي  اکسیژن  واکنش پذیر  بسیار  گونه هاي 
آلدئیدهاي  تولید  به  لیپید منجر  پراکسیداسیون  قرار گیرد.  لیپید 
سمی گردیده که یکی از سمی ترین آن ها MDA است. MDA در 
حال حاضر به عنوان شاخص پراکسیداسیون لیپیدي در نظر گرفته 
1  superoxide

مقدار  به   MDA میزان  اندازه گیری  با  می توان  ازاین رو  می شود. 
آسیب لیپیدهاي سلولی در برابر اکسیداسیون پی برد )20،21(

عصبی  فعالیت  عهده دار  مهم  بخش های  از  یکی  هیپوکامپ 
و  یادگیری  از  نوع  چندین  تشکیل  برای  و  است  حافظه  تشکیل 
حافظه در موش و دیگر پستانداران ضروری است، هم چنین نقش 
مهمی در پردازش و به خاطر آوری اطلاعات حافظه و جهت یابی، 
بلندمدت3  حافظه  به  کوتاه مدت2  حافظه  تبدیل  و  حافظه  تثبیت 
دارد)20(. در مطالعه حاضر غلظت MDA در هیپوکمپ تحت تأثیر 
اواریکتومی و تیمار با عصاره قرار نگرفت ولی در گروه ovx+4 نسبت 
به گروه شاهد فعالیت آنزیم کاتالاز کاهش و فعالیت SOD افزایش 
استرس  باعث  اواریکتومی  که  است  آن  بیانگر  نتایج  این  یافت. 
اکسیداتیو نشده است و استفاده از عصاره اتیل استاتی4 یونجه نیز 

خاصیت آنتیاکسیدانی نداشته است.
ازآنجایی که فیتواستروژن ها توانایی اتصال به گیرنده های آلفا و 
بتای استروژن را دارند، احتمالاً با تأثیر برگیرنده های هیپوتالاموسی 
و هیپوفیزی و اعمال فیدبک منفی منجر به کاهش سطح استروژن 
شده اند. برخی فیتواستروژن ها دارای توانایی تشدید اثر استروژن ها 
برخی  و  می شوند  نامیده  آگونیست  استروژن  بنابراین  و  هستند 
اثرات استروژن های آندوژن را کاهش می دهند و بنابراین استروژن 
نقش  فیتواستروژن ها  که  زمانی  می شوند.  نامیده  آنتاگونیست 
پستاندار  داخلی  استروژن  یک  همانند  باشند  داشته  آگونیستی 
بدن می شوند. ولی  استروژن ها در  اثر  افزایش  عمل کرده و سبب 
درجایی که نقش آنتاگونیستی داشته باشند بااتصال به گیرنده های 
استروژنی و ایجاد تغییر شکل در آنها مانع از برقراری اتصال بین 
استروژن ها با گیرنده ها شده و به این طریق باعث کاهش عملکرد 
مشابه  فیتواستروژن ها  بنابراین  می شوند.  داخلی  استروژن های 
فعالیت  کاهش  یا  افزایش  سبب  که  غیراستروئیدی  ترکیبات  با 

استروژن ها می شوند، رفتار می کنند.

نتیجه گیری
یونجه  استاتی  اتیل  عصاره  مطالعه  این  یافته های  اساس  بر 
علی رغم اینکه اضطراب ناشی از اواریکتومی در موش های صحرایی 
یادگیری  داد،  کاهش  را  یائسگی(  از  مدلی  )به عنوان  موردمطالعه 
ضمن  در  نمود.  تخریب  اواریکتومی  دنبال  به  را  فضایی  حافظه  و 

اواریکتومی به صورت مستقل منجر به کاهش حافظه نشد.

2  Short-term memory
3  Long-term memory
4  Ethyl acetate
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تشکر و قدردانی
در  را  تحقیق  این  هزینه  که  اهواز  چمران  شهید  دانشگاه  از 
قالب پایان نامه دوره ارشد فیزیولوژی تأمین نمود تشکر و قدردانی 

می شود

تعارض در منافع
نویسندگان این مقاله تعارض در منافع ندارند.
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