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ABSTRACT

Background & objectives: The deposition of amyloid beta (Aβ) peptide in the brain is one of
the most important features of Alzheimer's disease. In addition to memory loss, Aβ can lead
to depression behavior. Alpha-pinene is a type of monoterpene that has antioxidant, anti-
inflammatory, and neuroprotective effects. Here, by using an animal model for Alzheimer's
disease, we investigated the effect of alpha-pinene on neuronal cell death in the hippocampus
and depression induced by Aβ1-42.
Methods: Male Wistar rats weighing 240-260 g were divided into four groups including
control, alpha-pinene, Aβ, and Aβ-alpha-pinene. Rats were placed in stereotaxic surgery
apparatus and Aβ1-42 was injected into the hippocampus (4 µg per side) and alpha-pinene was
treated intraperitoneally (50 mg/kg) for 14 consecutive days. At the end of the course, the
level of depression was assessed using the forced swimming test. The animals' hippocampus
was also examined microscopically after Nissl staining.
Results: Intra-hippocampal injection of Aβ1-42 increased the total immobility time in the
forced swimming test (p<0.01), decreased the number of pyramidal neurons in the CA1 area
(p<0.001), and reduced the thickness of the neuronal layer in this region of the hippocampus.
Treatment with alpha-pinene largely prevented these changes.
Conclusion: It can be concluded that alpha-pinene decreased the beta-amyloid-induced
depressive behavior in rats and inhibited the neuronal loss, suggesting that this
neuroprotective compound may have a critical role in depression. Alpha-pinene is probably a
suitable therapeutic strategy for repressing Aβ-induced neurodegeneration.
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مقدمه
ترین آلزایمر نوعی بیماري نورودژنراتیو است که مهم

شود. تجمـع  علت فراموشی در سالمندان محسوب می
ــا  ــین در ف(Aβ)و رســوب پپتیــد آمیلوئیــد بت ضــاي ب

هاي ابتلاء بـه ایـن بیمـاري    ها از شاخصهسلولی نورون
هـاي بتـا و گامـا    که بـر اثـر فعالیـت آنـزیم    Aβاست. 

شـود انـواع مختلفـی دارد و سـمیت     سکرتاز ایجاد می
Aβ1-42   1،2[بیشـتر از انــواع دیگـر اســت[ .Aβرابطــه

پذیر اکسیژن در مغز هاي واکنشنزدیکی با تولید گونه
(و بخصوص در هیپوکامپ) دارد و با تضـعیف سیسـتم   

ی مغز باعث پیدایش اسـترس اکسـیداتیو   اکسیداننتیآ
با تحریک فعالیت میکروگلیا Aβبه علاوه . ]3[شود می

چکیده
هاي بیماري آلزایمر است. آمیلوئید بتا علاوه بر نقص ترین شاخصه: رسوب پپتید آمیلوئید بتا در مغز از مهمفزمینه و هد

ــی    ــرات آنت ــوترپن اســت کــه اث ــوعی مون ــاپینن ن ــال دارد. آلف ــه دنب ــز ب اکســیدانی، ضــدالتهابی و حافظــه، افســردگی را نی
مـرگ نـورونی در هیپوکامـپ و افسـردگی ناشـی از مـدل       کنندگی عصبی دارد. در این تحقیق اثـر آلفـاپینن بـر    محافظت

آلزایمري القاشده توسط آمیلوئید بتا بررسی شد. 
- به چهار گروه شامل کنترل، آلفاپینن، آمیلوئید بتا و آمیلوئید بتاگرم 240-260به وزن هاي نر نژاد ویستار : رتروش کار

) و µg4کسی به صورت درون هیپوکامپی تزریق شـد (هـر طـرف    آلفاپینن تقسیم شدند. آمیلوئید بتا طی جراحی استریوتا
). در پایان این دوره، سطح افسردگی بـا  mg/kg50روز متوالی به صورت درون صفاقی تیمار شد (14آلفاپینن نیز به مدت 

مطالعـه  استفاده از تست شناي اجباري مورد بررسی قرار گرفت. هیپوکامپ حیوانات نیز پس از رنگ آمیـزي نیسـل مـورد    
میکروسکوپی قرار گرفت. 

حرکتی در تست شــــناي اجبـاري منجـر شـــد     : تزریق درون هیپوکامپی آمیلوئید بتا به افزایش مجموع زمان بیهایافته
)01/0p<تعداد نورون ،( هاي پیرامیدال را در ناحیهCA1) 001/0هیپوکامپ کاهش دادp<  و موجب کاهش ضخامت لایـه (

قه از هیپوکامپ شد. آلفاپینن تا حد زیادي از بروز این تغییرات جلوگیري کرد. نورونی در این منط
دهد و ها کاهش می: مطابق نتایج مطالعه حاضر آلفاپینن رفتار افسردگی القا شده توسط آمیلوئید بتا را در رتگیرينتیجه

نه مناسبی براي مهار تحلیل عصبی القا شده توسط ممانعت از فقدان نورونی نقش مهمی در این اثر دارد. احتمالاً آلفاپینن گزی
آمیلوئید بتا است. 

: آلفاپینن، افسردگی، هیپوکامپ، مرگ نورونی، آمیلوئید بتا هاي کلیديواژه
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ساز پیدایش التهاب عصبی شده و در نهایـت بـه   زمینه
شود. مرگ گسترده نـورونی  مرگ نورونی منجر می

در نواحی مختلـف مغـز بخصـوص در هیپوکامـپ، در     
طولانی مدت به کاهش حجم این بخش از مغز منتهـی  

. اسـترس اکسـیداتیو، التهـاب عصـبی و     ]4،5[شـود  می
. ]6[کاهش نورونی رفتار افسردگی را بـه دنبـال دارد   

و Aβنزدیکـی بـین الیگومرهـاي    ثابت شده که رابطه
ها وجود دارد پیدایش رفتارهاي شبه افسردگی در رت

 ـبـا شـدت علا  Aβو ارتباط مستقیم بین رسوب ]7[ م ئ
.]8[سردگی در انسان نیز به اثبات رسیده است اف

ــل دارا    ــه دلی ــدها ب ــروزه ترپنوئی ــواص  ام ــودن خ ب
آلفـاپینن  . ]9[ضدآلزایمري مورد توجـه قـرار دارنـد    

(بـا نــام  (C10H16)اي نـوعی مونــوترپن آلـی دوحلقــه  
) ene-2-trimethylbicyclo[3.1.1]hept-2,6,6علمی 

است که به فراوانی در گیاهان مخروطی بـه ویـژه در   
کــاج و گیاهــانی نظیــر رزمــاري و لیموعمــانی یافــت  

نشـان  in vivoو in vitro. مطالعـات  ]10[شـود مـی 
، ]11[ی اکسـیدان نتـی داده است که آلفـاپینن خـواص آ  

کننـدگی  ، ضـدآپوپتوتیک و محافظـت  ]12[ضدالتهابی 
دارد. علاوه بر این، آلفاپینن بـر سـطح   ]13،14[عصبی 

میترهـا در مغـز اثـر گذاشـته و بـا      برخی نـوروترنس 
رفتاري ی در مغز، اختلالات یداناگسنتیآتقویت سیستم 

دهــد هــاي مــدل ایســکمی را نیــز کــاهش مــیدر رت
بنابراین این فرضیه به وجود آمد که ممکـن .]11،13[

است آلفاپینن با مهار مرگ نورونی القـا شـده توسـط    
Aβ      نیز بتوانـد اخـتلالات رفتـاري ناشـی از آن (نظیـر

حاضر افسردگی) را کاهش دهد. بر این اساس، مطالعه
با هدف بررسی اثـر آلفـاپینن بـر مـرگ نـورونی در      

Aβ1-42ط ــهیپوکامپ و رفتار افسردگی القاشده توس

انجام شد.هاي نر نژاد ویستاردر رت

روش کار
سر موش صحرایی نـژاد  40تجربی از در این مطالعه

ها در گرم استفاده شد. رت240-260ویستار به وزن 
شرایط استاندارد آزمایشگاه و بر طبـق اصـول اخلاقـی    

کــار بــا حیوانــات آزمایشــگاهی نگهــداري شــدند. ایــن 
کـد  بامطالعه توسط کمیته اخلاق دانشگاه آزاد اسلامی

. شدتاییدIR.IAU.ABHAR.REC.1399.009ق اخلا
) 3) آلفـاپینن،  2) کنتـرل،  1گـروه شـامل   4ها بـه  رت

آلفـاپینن تقسـیم   -) آمیلوئیـدبتا 4و (Aβ)آمیلوئیدبتا 
شدند.

طـی جراحـی استریوتاکسـی،    4و 3هاي حیوانات گروه
Aβ1-42صورت درون هیپوکامپی دریافت نمودند. را به

ــات توســط  ــدا حیوان ــرال ابت ــق درون صــفاقی کل تزری
) بیهــوش شــده و در دســتگاه mg/kg400هیــدرات (

استریوتاکس قرار داده شدند. 
 ـمحل تزریـق توسـط اطلـس مغـز رت بـا مختص      ات ــ

3.84mm, L:±2.2mm, and V:2.5mm-AP:  تعیـین
توسط سرنگ همیلتون در Aβ1-42تزریقو]15[شده 

). gµ4این محل انجام گرفت (هر طرف 
Aβ1-42گروه کنترل طی جراحـی استریوتاکسـی حـلال    

Aβ(فسفات بافر سالین) را با همان حجم تزریقی براي 

) و µl2صـورت درون هیپوکـامپی دریافـت نمـود (    به
نیـز  4و 2هـاي  تحت تیمار دیگري قرار نگرفت. گروه

ــه مــدت  ــاپینن (14ب ــوالی آلف را )mg/kg50روز مت
) دریافـت  ml5/0صورت درون صـفاقی (بـه حجـم    به

یک روز پس 4. تزریق آلفاپینن در گروه ]14[نمودند 
شروع شد. Aβ1-42از تزریق

روزه، افسردگی حیوانات توسط 14ه در پایان این دور
این آزمـون بـا کمـک    تست شناي اجباري بررسی شد.

ــاع   ــه ارتف ــتوانه ب ــک اس ــانتی45ی ــر س ــر و قط 20مت
متري حـاوي آب (بـه   سانتی20متر که تا ارتفاع سانتی
گراد) بود انجام گرفت. آزمون جه سانتیدر25دماي 

دقیقه طول کشید. رت در داخل آب رهـا شـد و دو   6
کردن حیـوان بـا شـرایط    ابتدایی به تطـابق پیـدا  ه دقیق

موجود اختصاص داده شده و هیچ فاکتوري ثبت نشد. 
پایانی مورد بررسی قـرار  ه رفتار حیوان در چهار دقیق

شـدن (بـر   حرکـت بیگرفت به طوري که اولین زمان
حرکتی (بر حسـب  هاي بیحسب ثانیه) و مجموع زمان

ثانیه) در این محدوده زمانی ثبت شد. کـاهش اولـین   
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حرکتی به معنـی  حرکتی و افزایش مجموع بیزمان بی
.]16[افزایش سطح افسردگی در حیوان است 

ن رفتـــاري، حیوانـــات بـــا استنشـــاق پـــس از آزمـــو
اکسیدکربن بیهوش شده و سـر آنهـا بـه سـرعت     دي

رت بــراي 5توســط گیــوتین جــدا شــد. نیمکــره چــپ 
بافتی به فرمالین ده درصد منتقل شد. پس از ه مطالع

هـا در درجـات   یک هفتـه تثبیـت در فرمـالین، نمونـه    
ر صعودي الکل و سـپس در زایلـول قـرار گرفتنـد و د    

ــب  ــارافین قال ــت توســط پ ــري شــدند. ســپس نهای گی
هیپوکامپ (بـا کمـک   ه میکرومتري از ناحی6هاي برش

اطلـــس مغـــز رت) توســـط میکروتـــوم تهیـــه شـــد. 
آغاز شـد  برگمامتري پس ازمیلی7/2گیري از برش
هـا بـا   بـرش میلیمتـر پـس از آن ادامـه یافـت.     1و تا 

ند آمیــزي شــداســتفاده از کریــزل ویولــه آبــی رنــگ
آمیزي نیسل) و سپس توسط میکروسکوپ نوري رنگ(

. شمارش نـورونی در  ]17[مورد مطالعه قرار گرفتند 
نواحی مختلف هیپوکامپ انجام گرفت (در بزرگنمایی 

ز معادلـه  و درصد مرگ نـورونی بـا اسـتفاده ا   ×) 400
زیر محاسبه شد: 

انجـام شـد.   SPSS-18مطالعات آماري بـا اسـتفاده از   
خطـاي اسـتاندارد میـانگین    ±نتایج به صورت میـانگین 

آزمون ارائه شد. تجزیه و تحلیل اطلاعات با استفاده از 
Tukey LSD post hocو همچنـین  1آنـووا یکطرفـه  

تـایج در  داري نبه عنوان سطح معنـی p>05/0انجام و
نظر گرفته شد.

هایافته
نتایج حاصل از تست شناي اجباري نشان داد که تزریـق  

به بروز رفتار شبه افسردگی Aβ1-42درون هیپوکامپی 
حرکتـی در گـروه   ها منجر شد. زمان اولین بیدر رت

Aβ   ) ــود ــر ب ــرل کمت ــا کنت ــه ب ) و >05/0pدر مقایس
ترل بود حرکتی نیز بیشتر از گروه کنمجموع زمان بی

)01/0p< مصــرف آلفــاپینن موجــب افــزایش اولــین .(
دار مجمـوع  ) و کاهش معنی>05/0pحرکتی (زمان بی

Aβ1-42ه کنندهاي دریافتحرکتی در رتهاي بینزما

1 One Way ANOVA

). گروه آلفاپینن در هیچ یـک از  1) (شکل>05/0pشد (
ي بـا  دارمعنیفاکتورهاي مربوط به این آزمون تفاوت 

گروه کنترل نداشت. 
هاي هیپوکامـپ نشـان داد   بررسی میکروسکوپی برش

را CA1مـرگ نـورونی در ناحیـه    Aβ1-42کـه تزریـق   
هـاي پیرامیـدال در   دنبـال داشـت و تعـداد نـورون    به

داري در ایـن بخـش   مقایسه با کنترل بـه طـور معنـی   
کاهش یافت. آلفاپینن توانست درصد فقـدان نـورونی   

طـــور بـــهAβ1-42کننـــدهدریافـــتهـــاي را در رت
). 1) (جـــدول >001/0pداري کـــاهش دهـــد (معنــی 

کاهش ها حاکی ازهمچنین بررسی میکروسکوپی برش
گســیختگی در برخــی ضــخامت لایــه نــورونی و از هــم

لفـاپینن  بود و آAβهاي گروه در رتCA1مناطق از 
شــده ممانعــت نمــود. تــا حــد زیــادي از آســیب ذکر

به طور یک حیوان از هر گروه CA1تصویري از ناحیه 
نمایش داده شده است. 2نمونه در شکل 
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حرکتی (ثانیه) و . اثر آلفاپینن بر افسردگی القا شده توسط پپتید آمیلوئید بتا که توسط تست شناي اجباري بررسی شد. الف) زمان اولین بی1شکل 
سر موش در هر گروه قرار داشت.10معیار ارایه شده است و انحراف±محاسبه شد. نتایج به صورت میانگین (ثانیه)حرکتیب) مجموع زمان بی

05/0* p< 01/0و** p< 05/0در مقایسه با کنترل و# p<در مقایسه با گروه آمیلوئید بتا

هاي صحراییهیپوکامپ موشCA1. اثر آلفاپینن بر درصد مرگ نورونی ناشی از آمیلوئید بتا در ناحیه 1جدول
CA1گروه ورونی دردرصد مرگ ن
0کنترل

36/1آلفاپینن ± 21/0
98/34آمیلوئیدبتا ± 78/3 ***

67/4آلفاپینن-آمیلوئیدبتا ± 93/0 ###

سر موش در هر گروه قرار داشت. 5ه شده است و ئانحراف معیار ارا±نتایج به صورت میانگین 
001/0*** p< 001/0در مقایسه با کنترل و### p<آمیلوئید بتادر مقایسه با گروه
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. کـاهش ضـخامت و از  Aβ1-42کننـده دریافـت هـاي  هیپوکامـپ در رت CA1. اثر آلفاپینن بر تخریب لایه نـورون هـاي پیرامیـدال در ناحیـه     2شکل 
شود که با فلش مشخص شده اسـت.  ها مشاهده میدر این رتCA1ورونی در برخی از مناطق لایه هاي پیرامیدال و فقدان نگسیختگی لایه نورونهم

×).400در این بخش از هیپوکامپ ممانعت نموده است (بزرگنمایی Aβ1-42آلفاپینن از بروز تخریب ناشی از 

بحث
 ـدر این تحقیق، بـه دنبـال تزریـق درون هیپ    وکامپی ـــ

Aβ1-42،ها مشـاهده شـد.   ی در رترفتارهاي افسردگ
بررسی میکروسکوپی هیپوکامپ این حیوانات نشان داد 

کـاهش  CA1ه هاي پیرامیدال در ناحیکه تعداد نورون
یافته بود و لایه نورونی در برخی نواحی دچـار فقـدان   
نورونی و کـاهش ضـخامت شـده بـود. ایـن نتـایج بـا        

و 1گرادینـاریو ،)18(و همکـاران  روسـتا اصـل گزارش
کـه بـا تزریـق    )20(نو همکارا2چانگو )19(همکاران 

Aβ     موجب القاي مـرگ نـورونی و پیـدایش اخـتلالات
ها شدند همسو اسـت.  رفتاري نظیر افسردگی در رت

در ادامه، اثر آلفاپینن بر افسردگی و فقـدان نـورونی   
14هـاي مـدل آلزایمـر بـا تزریـق      در هیپوکامپ رت

.گردیدروزه این مونوترپن بررسی 
ن داد کــه نتــایج حاصــل از تســت شــناي اجبــاري نشــا 
هـایی کـه   آلفاپینن، رفتارهاي شبه افسردگی را در رت

اثـرات  قرار گرفتنـد کـاهش داد.   Aβ1-42تحت تزریق 
هـاي دیگـر از جملـه لینـالول     ضدافسردگی مونـوترپن 

1 Gradinariu
2 Chang

ثبات رسیده نیز به ا]23[و سینئول ]22[لیمونن ، ]21[
ــت. ــگاس ــاران3کون ــه  ]24[و همک ــد ک ــلام کردن اع

و آلفاپینن کـه  Roman chamomileاستنشاق اسانس 
موجـــود در آن اســـت رفتارهـــاي ه ترکیـــب عمـــد

ها کاهش داد. آنها این نتایج را افسردگی را در رتشبه
به اثرات آلفاپینن بر فعالیت میتوکندریایی و سیگنالینگ 

Aβر هیپوکامپ نسبت دادند. وابسته به پاروالبومین د

را در ناحیـــه HT1A-54بیـــان گیرنـــده ســـروتونینی 
دهـد و مهـار   ها نیـز کـاهش مـی   آمیگدال مغز موش

ERK5    با جلوگیري از بروز ایـن تغییـرات، از پیـدایش ،
. بنـابراین ]20[کند ممانعت میAβافسردگی ناشی از 

ERKگیري سطح سروتونین و بیـان و فعالیـت   اندازه

فرضــیه آلفــاپینن-آمیلوئیــدبتاهــاي در مغــز رت
کنـد و در  بودن این ترکیب را تقویت میضدافسردگی

هاي بعدي باید مورد بررسی قرار بگیـرد. بـا   پژوهش
توجه به این که استرس اکسیداتیو و التهاب عصـبی در  

ساسـی در بـروز   مغز بخصوص در هیپوکامپ، نقـش ا 

3 Kong
4 5-Hydroxytryptamine receptor 1A
5 Extracellular Signal-regulated Kinase

آمیلوئیدبتاکنترل                       

آلفاپینن- آمیلوئیدبتاآلفاپینن                                       
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این قابلیت در نواحی مختلف مغـز  ]6[افسردگی دارد 
تـوان دلیـل   از جمله در کورتکس و هیپوکامـپ را مـی  

دیگري براي بروز اثر ضدافسردگی آلفـاپینن دانسـت   
آلفاپینن را به سرکوب فـاکتور  . اثر ضدالتهابی ]13،14[

ــاهســته شــدن ســیگنالینگ و فعــالBκB)-(NFاي کاپ
نسـبت  (MAPK)شده بـا میتـوژن   روتئین کیناز فعالپ

ــددهدا ــیر   ]12[ان ــن مس ــش ای ــان از نق ــراي اطمین ب
سیگنالینگ در اثر ضدافسردگی آلفاپینن لازم است بیان 

ــن مولکــول ــاو فعالیــت ای ت گــروه هــا در مغــز حیوان
آلفاپینن بررسی شود که به دلیل کمبـود  -آمیلوئیدبتا

میسـر  محققـین مطالعـه حاضـر   بودجه تحقیقاتی براي 
نبود. 

التهاب عصبی و استرس اکسیداتیو که از نتایج حاصل از 
رسوب آمیلوئید بتا در مغز هستند به مـرگ نـورونی   

ــوص در   ــف بخص ــواحی مختل ــر در ن ــپ منج هیپوکام
لات رفتـاري نظیـر نقـص حافظـه و     شوند که اخـتلا می

بنـــابراین بـــا .]5،25[افســردگی را بـــه دنبــال دارد   
تـوان از  جلوگیري از مرگ نورونی تا حـد زیـادي مـی   

بروز اختلالات رفتاري ناشی از آمیلوئیدبتا نیز ممانعت 
ــرد.  ــپ   ک ــاپینن در هیپوکام ــدآپوپتوتیک آلف ــر ض اث

هاي مدل ایسکمی به اثبات رسیده اسـت. آلفـاپینن   رت
را در هیپوکامــپ و Bclبیــان فــاکتور ضــدآپوپتوتیک 

ــاکتور  رتکـــورتکس ایـــن ــزایش و بیـــان فـ ــا افـ هـ
. در ]14[دهــد را کــاهش مــیBaxآپوپتوتیــک پــیش

تحقیق حاضر نیز نتایج حاصل از بررسی میکروسـکوپی  
هـایی کـه تحـت تزریـق     هاي هیپوکامـپ در رت برش

Aβ1-42 داد که آلفاپینن فقدان قرار گرفته بودند نشان

هیپوکامــپ ایــن حیوانــات CA1نــورونی را در ناحیــه 
تغییـرات فراوانـی را در طـول    CA1ناحیه کاهش داد. 

شود به طوري که کاهش حجـم  افسردگی متحمل می
تـرین شـاخص   این ناحیه از هیپوکامپ به عنـوان مهـم  

 ـ]26[شود افسردگی محسوب می ابراین محافظـت  . بن
هاي این منطقـه تـا حـد زیـادي از پیشـرفت      از نورون

کند. افسردگی جلوگیري می

گیرينتیجه
دهد که آلفاپینن نتایج حاصل از مطالعه حاضر نشان می

رفتارهاي شبه افسردگی ناشی از پپتید بتاآمیلوئیـد را  
دهد و ممانعت از مرگ نـورونی  ها کاهش میدر رت

وکامپ نقش مهمی در بروز این اثر هیپCA1در ناحیه 
دارد. احتمال دارد تغییر سطح سروتونین و سـیگنالینگ  

MAPK-ERK    در اثر ضدافسـردگی آلفـاپینن نقـش
داشته باشد و انجام مطالعات مولکـولی و بیوشـیمیایی   

رسـد  براي تقویت این فرضیه لازم است. به نظـر مـی  
ــ ــاپینن گزین ــان  ه آلف ــراي پیشــگیري و درم مناســبی ب

ورودژنراسیون باشد. ن

تشکر و قدردانی 
مقاله حاضر از بخشی از رساله دکتـري نویسـنده اول،   
مصوب معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسـلامی واحـد   
زنجان استخراج شده است. بدین وسیله از کارشناسان 
محترم مرکز تحقیقات بیولوژي دانشگاه آزاد اسـلامی  

.شودزنجان قدردانی می
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