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Background: Thimerosal (THIM) is one of the most important and inexpensive preservatives in many 
pharmaceutical and health products. The current knowledge on the impact of this substance on fetal 
neurodevelopment and incidence of behavioral and tissue defects is very controversial. Here we investigated 
neonatal administration of THIM on behaviors and cerebellar tissue, which are important in movement, 
balance, and sensory integration and which are more typically altered in Autism spectrum disorder (ASD) 
ASD. 
Methods: The experiments were directed on 40 young adult male and female Wistar rats, in groups of 10, 
which were randomly divided into four groups: groups 2 & 1: male and female experimental groups (which 
received THIM (300μg Hg/kg), Intramuscular injections (im) on postnatal days (15 ,11 ,9 ,7) and groups 3 
4 &:  male and female control groups (which received saline in the same pattern). On the fourth week after 
birth, rats were examined with open field test and in the 8th post natal week, three-chamber paradigm test 
was conducted on the animals. After the end of the behavioral tests, histological studies were perfromed.
Results: Adult male and female rats, which were exposed to THIM, demonstrated impairments of locomotors 
activity and their social affiliation, social memory, and novelity reduced (p<0.001). During freezing, 
grooming, as the stereotyped behavior, increased significantly (p<0.05). The results of histological studies 
showed a significant decrease in the number of purkinje cells in the groups treated with THIM (p<0.001).
Conclusion: These data document that probably the early postnatal THIM administration causes lasting 
neurobehavioral and histological impairments and these conditions could contribute to neurodevelopmental 
disorders.
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مقاله پژوهشی

سابقه وهدف: تیمروزال یکی از مواد نگه دارنده مهم و ارزان قیمت در بسیاری از  فرآورده های دارویی و بهداشتی است. در مورد تاثیر این ماده در رشد و تکامل 
جنین اطلاعات بسیار متناقض و کمی وجود دارد. این مطالعه برای تعیین اثر تیمروزال در بدو تولد بر رفتارها و بافت هایی مانند مخچه که نقش مهمی در حرکت  و 

تعادل  و یکپارچه سازی حسی دارند و در طیف اوتیستیک دچار آسیب می شوند، طراحی شد. 
روش کار: در این مطالعه تجربی از 40 سر نوزاد موش صحرایی با نژاد ویستار که به طور تصادفی و به چهار گروه 10 سری شامل1-کنترل نر2-گروه کنترل ماده3- 
گروه تجربی نر 1و 4- گروه تجربی ماده  تقسیم شدند، استفاده شد. گروه های تجربی یک و دو، تیمروزال را با دوز  300μg/kg  در روزهای  7،9،11،15 پس از 
تولد به صورت تزریق عضلانی دریافت کردهاند. مطالعه های رفتاری شامل آزمون های Open Filed در هفته چهارم و  Social Interaction Test  درهفته هشتم 

پس از تولد انجام شد. پس از اتمام مطالعه های رفتاری، بررسی های بافتی انجام شد.
یافته ها: موش های نر و ماده دریافت کننده تیمورسال علایمی از اختلال در فعالیت های حرکتی نشان دادند و میزان اجتماعی شدن، حافظه و ترجیح اجتماعی 
کاهش یافته بود )p<0.001. در حالی که طول مدت رفتارهای کلیشه ای و تکرار شونده به شکل چشمگیری افزایش یافته بود. (p<0.05)  نتایج حاصل از مطالعه های 

.(p<0.001) بافتی نیز نشان داد که تعداد سلول های پورکنژ به میزان قابل توجهی در گروه تیمار شده با تیمروزال نسبت به کنترل در هر دو جنس کاهش می یابد
نتیجه گیری: این مطالعه نشان داد که شاید  قرارگیری در معرض تیمروزال موجود در واکسن ها،  طی دوره تکوینی می تواند باعث آثار سوءرفتاری و بافتی شده و 

منجر به اختلال های تکامل عصبی در آینده شود.

واژگان کلیدی: تیمروزال، آسیب های رفتاری، ،اختلال های تکامل عصبی، مخچه
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مقدمه:
از ترکیب های جیوه ارگانیک است که حاوی 49 درصد جیوه در  تیمروزال1 یکی 
واحد وزن است. این ماده برای سال هاست که به عنوان ماده نگه دارنده در بسیاری 

از واکسن های نوزادان استفاده می شود)1(.
در حقیقت، تیمروزال نام تجاری اتیل مرکوری2 )سدیم اتیل مرکوری تیوسالسیلات3( 

 Thimerosal(THIM)  1

 Ethylmercury  2

 sodium ethyl-mercurithiosalicylate  3

است و با فرمول مولکولی  C9H9-HgNaO2S  نمایش داده می شود و خیلی زود 
در محلول نمکی تبدیل به هیدروکسید اتیل جیوه و کلرید اتیل جیوه می شود که 
نشان  می کند)2-4(.تحقیق ها  رسوب  حیاتی  اندام های  سایر  و  مغز  در  سرعت  به 
داده است که تمامی انواع جیوه سمی هستند و آثار مخرب بسیاری بر ساختارهای 
مختلف از جمله مغز به جای می گذارند. عملکرد گیرنده ها و آنزیم ها را متاثر می سازد، 
میتوکندری را دچار سمیت می کند، تغییرات گسترده ای در ساختار سه بعدی پروتین ها 
ایجاد می کند که گاهی باعث تبدیل آن ها به آنتی ژن درونی برای آسیب به سیستم 
خود ایمنی می شود)5( میزان قابل توجهی از جیوه در خون نوزادانی که واکسن های 
دارای تیمروزال دریافت کرده اند یافت شده است. مطالعه های انجام شده بر نوزادان 

بررسی آثار تیمروزال بر ساختار بافتی مخچه و رفتارهای مرتبط  با ختلال های 
تکامل عصبی در موش های صحرایی
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میمون نشان می دهد که جیوه موجود در واکسن های تزریقی تجمیع یافته در مغز 
ماه ها و حتی  برای  از جیوه موجود در خون است و ممکن است  بیشتر  به مراتب 
سال ها باقی بماند)6(. میزان جیوه تجمع یافته در مغز نوزادان در حدی بالاست که 
آثار سمیت عصبی ایجاد می کند و ممکن است باعث نابودی سلول های عصبی شود. 
این مواجهه زود هنگام با فرآورده های جیوه، به خصوص تیمروزال، به عنوان یکی 
جمله  از  تکامل عصبی4  اختلال های  انواع  ایجاد  علل  در  فاکتورهای مشکوک  از 
اختلال  یا  اتیسم   اتیسم5  شناخته می شود)7, 8(.  یا  اتیستیک  اختلال های طیف 
علایم  از  ترکیبی  که  است  عصبی  تکامل  پیچیده  اختلال   یک  اتیستیک  طیف 
مختلف و گسترده با شدت های گوناکون را در بر می گیرد وآسیب هایی در سه حیطه 
وسیع، روابط اجتماعی، ارتباطات کلامی و رفتارها و علایق کلیشه ای وتکرار شونده 
هسته اصلی تشخیصی آن است)9, 10(. اگر جیوه نقشی در علل ایجاد اختلال های 
طیف اتیسم داشته باشد، باید نشانه های اتیسم مشابه عوارض ناشی از مسمومیت 
با جیوه باشد)11-13(. در سال Bernard ،2000  و همکارانش مشابهت های بین 
بین  مشترک  مغزی  تغییرات  و  کردند  گزارش  را  جیوه  با  مواجهه  و  اتیسم  علایم 
بالینی  علایم  از  بسیاری  مطالعه ها،  این  اساس  بر  دادند.  شرح  را  اختلال  دو  این 
افسردگی، اضطراب،  اجتماعی،  روابط  اختلال در  با جیوه مثل  از مسمومیت  ناشی 
تماس چشمی محدود، از دست دادن توانایی های گفتاری، مشکلات متعدد حسی 
و حرکتی و نقایص بارز شناختی و رفتارهای تکراری و کلیشه ای با علایم اختلال 
سیستم  بیوشیمیایی،  مشابهت های  حال  عین  در  و  است  مشترک  اتیستیک  طیف 
ایمنی و نوروشیمیایی بسیاری نیز وجود دارد.)14(. پژوهش های مختلف در شرایط 
آزمایشگاهی نیز این فرضیه را مورد آزمون قرار دادند. Olczak و همکارانش طی 
رت  موش های  در  را  تیمروزال  بیولوژیکال  نورو  مختلف  آثار  مرتبط  پژوهش  چند 
بررسی کردند. در نخستین پژوهش، آثار تیمروزال بر روی گیرنده های اوپیوئیدی در 
نواحی خاکستری دور قناتی، هسته کودیت و پوتامن و هیپوکامپ مغز موش هایی 
تیمروزال  مختلف  غلظت  چهار  از  تزریق  چهار  تولد  از  پس  دوم  هفته  در  که 
نتایج  شد.  سنجیده  داشتند،  دریافت  (را   μg Hg/Kg 12و240و1440و3000   (
خاکستری  نواحی  در  اوپیوئیدی  گیرنده های  غلظت  چشمگیر  افزایش  نشان دهنده 
بود  نیز کاهش چگالی آن در شیار دندانه ای  پوتامن و  قناتی،هسته کودیت و  دور 
که این کاهش غلظت، تخریب پس رونده نورون ها و کاهش شاخص های وزیکولی 
سیناپسی6را به همراه داشت که همه شواهدی از آسیب های رشد مغزی به شمار 
ارائه بدو تولد تیمروزال) 4 تزریق 12 یا 240  آثار  می روند)15(. در مطالعه بعدی، 
شد  بررسی  مغز  برپاتولوژی  تولد(  از  پس   15 و   7،9،11 روزهای  در   μg Hg/Kg
عبارتند  تغییرات  این  مغز موش ها مشاهده شد.  در  متعددی  پاتولوژیک  تغییرات  و 
از: دژنراسیون ایسکیمیک نورون ها، تغییرات پاتولوژیک در عروق خونی کورتکس 
تمپورال، ناپدید شدن واکنش شاخص های وزیکولی سیناپسی در هیپوکامپ، آتروفی 
آستروگلیا ها در هیپوکامپ. در واقع این پژوهش سمیت عصبی تیمروزال در دوزی 
برابر یا بالاتر از دوز ارائه شده در واکسن های کودکان، در مغز در حال رشد موش 
را گزارش کرد که احتمال مشارکت این ماده در اختلال های تکامل عصبی را بیشتر 
می کند)16(. در مطالعه دیگراین تیم تحقیقاتی، آثار درمان بدو تولد با تیمروزال) در 
دوزهای 12و240و1440وμg Hg/Kg 3000 ( بر رفتارهایی که به طور شاخص از 
نشانه های اتیسم به شمار می روند مانند فعالیت حرکتی، اضطراب، تعاملات اجتماعی 
درموش های رت در دو جنس نر و ماده بررسی شدند. در هر دو جنس نر و ماده  
موش های تحت درمان با تیمروزال نقص در فعالیت های حرکتی، افزایش اضطراب 
و ترس از مکان های نا آشنا مشاهده شد. رفتارهای تعاملی کاهش یافت و خود را 
بیان داشت که موش های  این مطالعه  به شکل تعاملات ضد اجتماعی نشان داد. 
کاهش  اما  دادند  نشان  خود  از  رفتارهای ضد اجتماعی شدیدتری  درمان،  تحت  نر 
رفتاری  آسیب های  واقع  در  و  ماده مشاهده شد  در موش های  اجتماعی  رفتارهای 
پایدار مشابه آنچه در اختلال اتیسم بروز می یابد در هر دو جنس مشاهده شد)17(. 

 neurodevelopmental desorders  4

 Autistic spectrum disorders(ASD)  5

 Synaptophysin  6

این سلسله مطالعه ها نشان دادند که تیمروزال می تواند باعث بروز ناهنجاری های 
رفتاری، نورو شیمیایی و نوروپاتولوژیکال مشابه آنچه در اتیسم بروز می کند، شود. 
در عین حال، شواهد بسیاری مبنی بر دژنراسیون و تخریب سلول های مغزی در اثر 
مواجهه با جیوه وجود دارد. این آسیب ها شامل: تغییرهای پسرونده، تجمع جیوه و 
از بین رفتن قابل توجه سلول هاست)18(. با توجه به اینکه پایدارترین اختلال های 
نورولوژیکی یافت شده در مبتلایان به اتیسم از بین رفتن آتروفی مخچه ای است  
بافتي و تعداد  بر ساختار  آثار سمي تیمروزال  با  ارتباط  و مطالعه های محدودی در 
سلول های پورکنژ مخچه به خصوص از نظر تاثیر جنس وجود دارد ، بنابراین در 
این تحقیق سعی شد فرضیه تاثیر سمیت عصبی ناشی از تیمروزال بر سلول های 
پورکنژ در مخچه و بروز ناهنجاری های رفتاری مشابه اتیسم  و احتمال بروز تفاوت 
میزان آسیب در بین جنسیت نر و ماده در این پژوهش بررسی شود. این تحقیق در 
قالب طرح تحقیقاتی در دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی و در سال های 2016-

2017  با کد ثبت 8070 انجام شد. در ضمن بخش رفتاری در مرکز تحقیقات اعتیاد 
بیمارستان فارابی دانشگاه علوم پزشکی تهران انجام شد.

روش کار:
 این مطالعه تجربي، بر روی 40  سر موش صحرایی جوان نر  و ماده انجام شد که در 
روزهای ابتدایی پس از تولد تحت درمان با تیمروزال  به صورت تزریقی قرار گرفتند. 
موش های مادر باردار از یک نژاد انتخاب شدند و تحت شرایط استاندارد در دماي 3± 
22 درجه سانتي گراد نگهداري شدند. چرخه روشنایی و تاریکی به صورت 12 ساعت 
روشنایی و 12 ساعت تاریکی برقرار بود. در این مطالعه موش ها به صورت تصادفي 
به چهارگروه 10 تایي تقسیم شدند. موش هاي هر گروه در قفس هاي مخصوص و 
مشابه به ابعاد 40×20×20 سانتي متر قرار گرفتند. دو گروه به عنوان گروه شاهد و 
دو گروه دیگر به عنوان گروه هاي تجربي در نظر گرفته شدند)در تمام طول آزمایش 
پروتکل اخلاقی کار با حیوانات رعایت شد تا کمترین درد یا زجری متحمل نشوند 

.) .1395,4,3.R.SBMU.MSP.REC کد اخلاق(
گروه بندی:

گروه بندی به صورت تصادفی و مطابق تحقیق های قبلی به صورت زیر انجام شد 
 1- گروه موش های صحرایی نر در معرض تیمروزال 2- گروه موش های صحرایی 
ماده در معرض تیمروزال 3- گروه موش های صحرایی نر شاهد و 4-گروه موش های 
صحرایی ماده شاهد. به هر کدام از گروه های تجربی در معرض تیمروزال، داروی 
به وزن( در  توجه  با   (  ( μg/Hg /kg)300در دوز (Sigma, Germany) تیمروزال  
واکسیناسیون  شبیه سازی  زمانی  جدول  مطابق   ( تولد  از  پس  روزهای7،9،11،15 
 Glutei  Maximi در عضله im به صورت  )Horning)19( کودکان ابداع شده توسط
تزریق شد. با توجه به اینکه حجم تجمعی جیوه تزریق شده در ماه های اول تا 6 
پس از تولد در نوزادان µg 187,5 است، علت انتخاب دوز 300(μg/Hg /kg ) برای 
تیمروزال بررسی آثار سمیت عصبی این ماده در غلظتی بالاتر از دوز تیمروزال ارائه 
شده در واکسن های کودکان است. به موش هاي گروه های شاهد نیز سالین نرمال 
تزریق   Glutei  Maximi عضله  در   im به صورت  مشابه   زمانبندی  جدول  طبق 
 open field شد. پس از بلوغ جسمی موش ها، در هفته چهارم پس از تولد، تست
 Test   Social برای بررسي میزان فعالیت حرکتي و در هفته هشتم پس از تولد از
تست هاي  اتمام  از  پس  شد.  استفاده  اجتماعي  روابط  بررسي  برای   Interaction
بیهوش شدند. سپس  کلروفرم  توسط  مورد مطالعه  در گروه هاي  رفتاري، حیوانات 
وزن موش ها در قبل از کالبد شکافی و انجام تست اندازه گیری و ثبت شد. )وزن 
کشتن  از  پس  شد(.  اندازه گیري  دقت ±0.01گرم  با  دیجیتالی  ترازوي  با  موش ها 
موش ها سر آن ها با استفاده از گیوتین جدا و مخچه به محلول فیکساتیو فرمالین 
10 درصد منتقل شد. مراحل پاساژ بافتي توسط دستگاه میکروپروسسور که شامل 
فیکساسیون، آبگیري، شفاف سازي و آغشتگي انجام شد. برای  بررسی و شمارش 
سلول هاي پورکنژ از نمونه های حاصله برش هاي سریالي به ضخامت 10 میکرونی 
دوار  میکروتوم  دستگاه  توسط  مخچه  ورمیس  ناحیه  از  ساژیتال  برای  سریالی  و  
رنگ آمیزی  روش  توسط  شده  انتخاب  مقاطع  سپس  شد،  تهیه   (Shandon -UK)
ائوزین (Hematoxylin and Eosin)رنگ آمیزي  و  هماتوکسیلین  و  بلو   تولوئیدین 
پورکنژ  سلول های  خطی  تراکم  به عنوان  پورکنژ  سلول های  تعداد  اینجا  در  شدند. 
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 Zeiss Axiovert نوري  میکروسکوپ  از  استفاده  با  مورد نظر  مقاطع  از  بیان شدند. 
200M Cell Observer System, ) (Gottingen, Germany( عکس هایی تهیه و به 
کامپیوتر منتقل شدند. سپس براي شمارش سلول هاي پورکنژ از نرم افزار موتیک و 
(Motic Images Software 2000, Version 1.2) گراتیکول شطرنجی استفاده شد. 
به این صورت که از هر مقطع بافتی چهار ناحیه به طور تصادفی مشخص و میانگین 
سلول ها در هر میلی متر مربع محاسبه شد و شمارش سلولی در هر نمونه از هر گروه 

بر روي 10 مقطع بافتی انجام شد. 
تست های رفتاری:

Open Field Test
در هفته چهارم پس از تولد، حیوانات با این تست بررسی شدند. تست در اتاقی با نور 
ضعیف و در سکوت بدون هر گونه خوگیری قبلی انجام شد. حیوانات ابتدا به مدت 
15 دقیقه پیش از شروع آزمون به اتاق انتقال داده شدند تا به فضای اتاق عادت 
کنند. اتاقک تست سفید رنگ و چهار ضلعی با ابعاد 36*72 سانتی متر است که در 
کف به 16 مربع 18*18 سانتی متری تقسیم شده است. هر آزمون 15 دقیقه به طول 
انجامید و پارامتر هایی مانند: کل مسافت طی شده، مدت زمانی که موش در وسط 
صفحه قرار دارد، دفعاتی که موش از کناره ها به وسط صفحه برمی گردد، مشاهده و 
به وسیله کورنومتر و به صورت دستی شمارش و ثبت شد. تست براساس پروتکل 

Crawley  J و همکارانش اجرا شد)21(.
Social Interaction (Three Chamber Paradigm) Test

تست سه اتاقکی تعاملات اجتماعی که به پروتکل روابط اجتماعی و ترجیح روابط 
جدید اجتماعی Crawley معروف است، برای اولین بار توسط وی و همکارانش با 
هدف مطالعه تمایلات اجتماعی و حافظه اجتماعی در انواع مختلفی از موش ها به 
در چرخه 12  تاریک  فاز  در  تولد  از  در هفته هشتم پس  این تست  برده شد.  کار 
ساعت روشنایی – 12 ساعت تاریکی انجام شد. حیوانات براساس حداقل تفاوت وزن 
زایمان های  از  به صورت تصادفی در گروه های دوتایی دسته بندی شدند. حیوانات 
مختلف انتخاب شدند که هرگز یکدیگر را ندیده بودند، گروه های کنترل با کنترل 
و  اطلاعات  شدن  مخدوش  از  تا  شدند  جفت  تیمروزال  با  تیمروزال  گروه های  و 
اثرگذاری موش های گروه کنترل بر موش های تحت درمان با تیمروزال جلوگیری 
شود.) فرض بر این بود که موش های تحت درمان با تیمروزال در تعاملات اجتماعی 
دچار اختلال هستند.(. دو موش کنترل در هر آزمایش لازم بود، یکی برای مرحله 
به  اجتماعی  تعاملات  تست  شد.  استفاده  آزمون  دوم  مرحله  برای  دیگری  و  اول 
مدت پنج دقیقه در فضای مستطیل شکلی با ابعاد 19*43 سانتی متر که به وسیله 
دیواره هایی با ارتفاع 22 سانتی متر به سه قسمت تقسیم شده است، انجام شد.) این 
فضا برای حیوانات ناآشنا بوده و هیچ گونه خوگیری وجود ندارد(، دو محفظه لیوان 
مانند سیمی با در قابل جدا شدن که آنقدر بزرگ باشد که موش در آن قرار گیرد 
در دو اتاقک جانبی قرار گرفت که در آن ها موش ناآشنا قرار داشت. آزمون در فاز 

روشنایی و با نور lux 650 انجام شد. مشاهده گر پارامترهای مورد نظر را به دقت 
مشاهده کرده و ثبت شدد.

مرحله خوگیری:
در این مرحله دو بخش راست و چپ اتاقک با پوشاندن خروجی ها مسدود شد و در 
هر بخش محفظه های سیمی خالی قرار گرفت. موش مورد آزمون در محدوده میانی 

قرار گرفت و برای پنج دقیقه در آنجا ماند تا خوگیری حاصل شود.
مرحله اول آزمون: جنبه تمایلات اجتماعی

در این بخش از آزمون رفتاری، هدف بررسی میزان تمایلات اجتماعی موش است. 
به  بیشتری  تمایل  طبیعی  آزمودنی  حیوان  که  است  اساس  این  بر  آزمون  فرض 
برقراری ارتباط با حیوانی دیگردارد تا تعامل و ارتباط با محفظه خالی. در این مرحله 
قرار گرفت. درپوش  از محفظه ها  )غریبه یک( در یکی  از موش های کنترل  یکی 
مسدود کننده بین محدوده ها برداشته شد تا موش آزمودنی قرار گرفته در محدوده 
میانی بتواند بین محدوده ها حرکت کند. پارامترهای زیر بررسی و مشاهده دقیق شد:

الف. طول مدت تماس مستقیم ) فعال( با موش )غریبه یک( داخل محفظه
ب. طول مدت رفتارهای نا متعارف تکرار شونده موش مانند:

 Self - Grooming،Freezing 
4. طول مدت مرحله یک آزمون 10 دقیقه بود.
مرحله دوم آزمون: روابط اجتماعی جدید/ترجیح

در مرحله دوم آزمون، میزان تمایل حیوان به برقراری روابط اجتماعی جدید و  نوع 
ترجیح  و  تمایل  آزمودنی سالم  این است که  بر  بررسی می شود. فرض  ترجیح آن 
حیوان  بنابراین  نشان می دهد.  از خود  حیوان جدید  با  ارتباط  برقراری  به  بیشتری 
موش دوم) غریبه دو( را داخل محفظه خالی دیگر قرار داده و پارامترهای بیان شده 
در مرحله قبل مشاهده و بررسی شد و تفاوت های رفتاری موش در تعامل با غریبه 
یک و مقایسه با غریبه دو مد نظر و مشاهده شد. طول مدت این  مرحله  آزمون 

نیز 10 دقیقه است.
آنالیز یافته ها:

از  حرکتی،  فعالیت های  بر    Open field test رفتاری  تست  نتایج  بررسی  برای 
 Three-chamber آزمون  نتایج  بررسی  برای  و   one-way ANOVA آماری  آزمون 
paradigm test بر رفتارهای اجتماعی نیز آزمون آماری Student’s t test استفاده 
 Three-chamber paradigm test شد. رفتارهای تکرار شونده ای که در زمان آزمون
برای تجزیه و  بررسی شد.   one-way ANOVA آزمون  توسط  نیز  بود  انجام شده 
تحلیل داده های حاصل از بررسی های بافتی نیز، از آزمون هاي آنالیز واریانس یک 
طرفه و توکی، کروسکال- والیس(Kruskal-Wallis)  استفاده شد. در این تحقیق 

سطح معنادار  P<0/05در نظر گرفته شد.

یافته ها: 
نتایج حاصل از فعالیت های حرکتی:

تیمروزال  امر است که  این  فعالیت حرکتی در موش نشان دهنده  از  نتایج حاصل 
است  داده  را کاهش  فعالیت حرکتی  ماده  و  نر  دو جنس  در هر   300μg/kgدوز با 
(P<0.001). البته تفاوت معناداری بین این کاهش فعالیت حرکتی در بین دو جنس 

نر و ماده وجود ندارد)جدول1(. 

جدول 1( نتایج حاصل از فعالیت های حرکتی:  همان طوری که در جدول مشخص 
ماده(  و  نر  )جنس  دوجنس  هر  در  فعالیت حرکتی  در  تغییر  تیمروزال سبب  است، 
ارائه  معیار  انحراف  میانگین±  صورت  به  مقادیر  جدول  این  در  می شود.  مشاهده 
300)موش های  تیمروزال  گروه  دو  بین   (P<0/001) معنادار  تفاوت   *** شده اند، 
  (P<0/001)صحرایی نر( و گروه شاهد)موش های صحرایی نر(، ### تفاوت معنادار

بررسی آثار تیمروزال بر ساختار بافتی مخچه و رفتارهای مرتبط /  18  

تعداد دفعات عبور از خطوط درمدت زمان پنج دقیقه گروه های آزمایشی

37,6±4,2 شاهد )موش های صحرایی نر(

36,2±4,2 شاهد )موش های صحرایی ماده(

***8,5±2,7 تیمروزال300  میکروگرم  بر  کیلوگرم وزن بدن )موش های صحرایی نر(

10,3±3,2### تیمروزال300  میکروگرم  بر  کیلوگرم وزن بدن )موش های صحرایی ماده(
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شاهد)موش های  گروه   و  ماده(  تیمروزال 300)موش های صحرایی  گروه  دو  بین 
صحرایی ماده(.

رفتارهای اجتماعی به دنبال مصرف دوز بالای تیمروزال:
مرحله اول آزمون:

نتایج آزمونT-test مستقل در تصویر 1A نشان می دهد که هیچ تفاوت معناداری بین 
میزان ارتباط  موش های نر و ماده تحت درمان با تیمروزال(300μg/kg) با موش 
ماده  موش های   (،)p=0.07 نر  ندارد.)موش های  وجود  خالی  محفظه  و  یک  غریبه 
p=0.143 (. این نتایج نشان دهنده تمایل طبیعی کمتر این حیوانات به برقراری روابط 

اجتماعی است. در گروه های کنترل که نرمال سالین دریافت کرده اند، این تفاوت 
(p<0.001) .معنادار در ارتباط بین موش غریبه یک و محفظه خالی مشاهده می شود

مرحله دوم آزمون:
در مرحله دوم، موش آزمودنی حق انتخاب برقراری ارتباط با موشی که پیشتر با آن 

تعامل داشته و شناخته است) غریبه یک( و موشی که به تازگی وارد محفظه خالی شده 
است )غریبه دو( را دارد. براین اساس، تمایل حیوان به برقراری ارتباط با موش جدید تر، 
نشان دهنده حافظه اجتماعی سالم و تمایل به برقراری ارتباط جدید است. نتایج آزمون 
(300μg/ 1 نشان می دهد که موش های نر و ماده ای که تیمروزال با دوزBدر تصویر
(kg دریافت کرده اند، تمایلی به تعامل بیشتر با موش جدید ندارند و تفاوت معناداری 
 (،)p=0.45 بین ارتباط با موش غریبه یک و غریبه دو مشاهده نمی شود. )موش های نر

 .) p=0.47 موش های ماده
وجود تفاوت معنادار بین میزان ارتباط در گروه های کنترل با موش جدیدتر)غریبه دو( 

نسبت به موش آشنا)غریبه یک(، نشان دهنده حافظه اجتماعی دست نخورده و تمایلات 
 p<0.001.بیشتر به برقراری روابط اجتماعی جدید است

رفتارهای کلیشه ای تکرار شونده به دنبال مصرف تیمروزال:
رفتارهای  میزان  که  است  این  نشان دهنده   one-way ANOVA آماری  آزمون  نتایج 

 Three-Chamber Paradigm Test، شــکل 1( تاثیر تیمروزال بر رفتارهای اجتماعی در تســت
ــه ســپری  ــوش غریب ــا م ــه ب ــی ک ــدت زمان ــاده گروه هــای شــاهد، م ــر و  م ــای ن ــاز آشــنایی اجتماعــی و اجتماعــی شــدن.  در موش ه ــون، ف A( جلســه اول آزم
ــی  ــه در  موش هــای آزمودن ــی داد در حالی ک ــش نشــان م ــد افزای ــی می گذراندن ــار محفظــه خال ــه در کن ــی ک ــدت زمان ــه م ــاداری نســبت ب ــه شــکل معن می شــد ب
ــاط  ــزان ارتب ــن می ــاداری بی ــاوت معن ــوش دیگــر مشــاهده نشــد و تف ــا م ــی ب ــراری رابطــه اجتماع ــه برق ــل ب ــن تمای ــروزال ای ــا تیم ــان ب ــاده تحــت درم ــر و م ن
ــاده  ــر و م ــی ن ــای آزمودن ــاهد،  موش ه ــای ش ــروه موش ه ــح. برخــلاف گ ــی و ترجی ــه اجتماع ــاز حافظ ــون، ف ــود نداشــتB.( جلســه دوم آزم ــا دو محفظــه وج ب
ــد، ناموفــق  ــه موشــی کــه پیشــتر آشــنا شــده بودن ــد نســبت ب ــا مــوش جدی ــه برقــراری رابطــه اجتماعــی ب ــا تیمــروزال در نشــان دادن ترجیــح ب تحــت درمــان ب
ــرای هــر گــروه  ــان ســپری شــده ب ــن دو زم ــادار (P<0/001) بی ــاوت معن ــه شــده اند، *** تف ــار ارائ ــه صــورت میانگیــن± انحــراف معی ــر ب ــد. مقادی عمــل کردن

را نشــان می دهــد.

شــکل 2( رفتارهای کلیشــه ای تکرار شــونده به دنبال مصرف تیمروزال:
ــت  ــاده تح ــر و م ــای ن ــونده Freezing  و Grooming در موش ه ــرار ش ــه ای و تک ــای کلیش ــت، رفتاره ــده اس ــان داده ش ــالا نش ــکل ب ــه در ش ــوری ک همان ط

.(P*<0.001) .)ــت ــرل اس ــه کنت ــبت ب ــا نس ــاوت گروه ه ــان دهنده تف ــت* p<0.001 .(P نش ــته اس ــش داش ــاداری افزای ــکل معن ــه ش ــروزال ب ــا تیم ــان ب درم

19 / عبداله امینی و همکاران
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کلیشه ای و تکرار شونده Freezing  و Grooming در موش های نر و ماده تحت درمان 
با دوز تیمروزال به شکل معناداری افزایش داشته استp<0.001، البته این میزان تفاوت 

.p>0.05 بین دو جنس معنادار نیست
بررسي تعداد سلول های پورکنژ در مخچه:

به  مي دهد.  نشان  شاهد  گروه های  در  را  مخچه  از  قسمتي   ،A,C,E3شکل
لایه  شامل:  مخچه،  قشر  لایه  سه  مي شود  مشاهده  تصویر  در  طوري که 
قشر  لایه  محیطي ترین  و  کوچک  و  گرد  هسته  داراي  سلول هاي  با   (M)ملکولر
پورکنژ  سلول هاي  لایه  مي شود.  دیده  رنگ  کم  رنگ آمیزي  در  لایه  این  که   است 
(P)در این شکل، واضح دیده مي شود. این سلول ها با هسته روشن و هستک مشخص 
و سیتوپلاسمي یکنواخت و وسیع به طور منظم در یک ردیف قرار گرفته اند. همان طور 
دو  بین  و  بوده  شکل  گلابي  و  بزرگ  سلول ها  این  تنه  مي شود  دیده  تصویر  در  که 
از  متراکم  و  کوچک  هسته هاي  با   )G(گرانولر لایه  دارد.  قرار  گرانولر  و  ملکولر  لایه 
 )W(سلول هاي فشرده به هم تشکیل شده که در تصویر مشاهده مي شود. ماده سفید

حاوي رشته هاي عصبي میلین  دار  و سلول هاي گلیال پراکنده است.
شکل B,D و F 3، قسمتي از مخچه را در گروه های تجربی موش های تحت درمان 
با بزرگنمایي مشابه گروه شاهد نشان مي دهد. همان طور که در تصویر  با تیمروزال، 
و  ملکولر  لایه هاي  است.  تشخیص  قابل  لایه  سه  مخچه  قشر  در  مي شود،  مشاهده 
گرانولر تفاوت قابل ملاحظه اي با گروه شاهد ندارند. تفاوتي که در این گروه مشاهده 
میانگین سلول هاي  است.  به گروه شاهد  نسبت  پورکنژ  تعداد سلول هاي  شد کاهش 
 6/06 ± نر 1/52 ± 5/18 در گروه شاهد  نر 1/05 آزمایشی  این گروه  پورکنژ در 

است. بررسي آماري نشان داد که این تفاوت تعدادي معنا دار است.(P<0.01) میانگین 
سلول های پورکنژ در گروه تجربی موش های ماده تحت درمان با تیمروزال،   0/73

± 6/31  است که این تفاوت نیز به لحاظ  ± 5/24 و در گروه شاهد ماده 079/
آماری معنادار است(P<0.01). این مقدار در دو گروه آزمایشی تفاوت قابل ملاحظه اي 

 .(0.11P>)نداشت
بحث:

ژوهش حاضر نشان می دهد که فعالیت های حرکتی در موش های تحت درمان با 
تیمروزال در هر دو جنس به شکل معناداری کاهش یافته است. همچنین حرکت های 
تکرار شونده و کلیشه ای در موش های تحت درمان با تیمروزال در هر دو جنس به 
شکل معناداری افزایش یافته است. امروزه بخش محدودی از مطالعه های تاثیر انواع 
مختلف جیوه بر سیستم عصبی در حال رشد، بر تاثیر تیمروزال بر رفتارهای حرکتی، 
رفتارهای اجتماعی، حرکت های تکرار شونده و کلیشه ای نامتعارف اختصاص دارد، 
البته تا کنون مطالعه ای تاثیر دوز بالای این ماده را بر ویژگی های رفتاری و بافت 
شناسی موش های نر و ماده بررسی نکرده است. پژوهش حاضر نشان می دهد که 
فعالیت های حرکتی در موش های تحت درمان با دوزبالای تیمروزال در هر دو جنس 
به شکل معناداری کاهش یافته است. نتایج حاصله در تایید نتایج به دست آمده از 
متفاوت  دوزهای  در  را  حرکتی  فعالیت  کاهش  این  که  دیگری است  پژوهش های 

تیمروزال نشان داده اند)15, 16, 18, 21(.
مطالعه Olczak و همکاران نقص و کاهش فعالیت های حرکتی و اضطراب و ترس 
در  نتایج  این  مشابه  داده اند)16(.  گزارش  نر  موش های  در  را  ناآشنا  مکان های  از 
مطالعه Hornig   و همکاران بر روی موش های سوری تحت درمان زود هنگام با 
دوز پایین تیمروزال نیز مشاهده می شود)19(. نتایج مطالعهSulkowski و همکارانش 
روی مواجهه پیش از تولد موش های نر و ماده  با تیمروزال نیز موید آسیب به مخچه 
به واسطه oxidative stress  و کاهش فعالیت حرکتی در هر دو جنس است)22(. 
چنین به نظر می رسد که اثر انواع مختلف جیوه بر نقصان فعالیت های حرکتی در 
مطالعه های مختلف اثبات شده است)Olczak .)22 و همکاران در مطالعه دیگری، 
با تیمروزال نشان  را در موش های تحت درمان  آسیب سلول های پورکنژ مخچه 

داده اند)15(.
مغز  مواجهه  از  پس  را   Metallothionein (MT) (mRNA)القای دیگری  مطالعه 
موش با دوز پایین تیمروزال گزارش کرده است)23(. با توجه به نتایج این پژوهش ها 
و مطالعه حاضر، به نظر می رسد که مخچه نسبت به تیمروزال حساسیت بالایی دارد 
و ممکن است اختلال در فعالیت های حرکتی پس از مواجهه با تیمروزال ناشی از 

آسیب به مخچه باشد.
مطالعه حاضر نشان داد که مواجهه زودهنگام با دوز بالای تیمروزال باعث کاهش 
 Social interaction (three chamber میزان تمایلات اجتماعی در مرحله اول آزمون
paradigm) test و نیز کاهش معنادار حافظه اجتماعی و ترجیح به برقراری رابطه 
راستای  در  نتایج  این  می شود.  ماده  و  نر  جنس  دو  هر  در  دوم  مرحله  در  جدید 
در  تنها  را  اجتماعی  روابط  در  آسیب  که  است  همکاران  و   Olczak مطالعه  نتایج 
این پژوهش و  نتایج  دوز بالای تیمروزال(3000μg/kg) گزارش می دهد)15, 17(. 
تیمروزال خبر  با  مواجهه  از  ناشی  نورونی  دژنراسیون  از وجود  نیز مطالعه هایی که 
می دهد)24(. چنین به نظر می رسد که تیمروزال در دوز های بالا با مکانیسم ایجاد 
دژنراسیون عصبی باعث بروز انواع اختلال های رفتاری مشابه اختلال های تکاملی 

عصبی مانند اتیسم می شود. 
نامتعارف  رفتارهای  بر  تیمروزال  بالای  دوز  تاثیر  مطالعه  نخستین  پژوهش،  این 
کلیشه ای و تکرار شونده است و نتایج آن بیانگر افزایش چشمگیر رفتارهایی مانند 
شاهد  گروه های  با  مقایسه  در  ماده  و  نر  جنس  دو  هر  در   freezing ,grooming
است. البته مشاهده های بالینی ما از وجود رفتارهای پرخاشگرانه شدید در موش های 
تحت درمان با تیمروزال با دوز بالا خبر می دهد و بررسی دقیق این اختلال رفتاری 
با  حال،  هر  به  نظر می رسد.  به  آتی ضروری  تحقیق های  در  مدون  آزمون های  با 
توجه به اینکه وجود رفتارهای کلیشه ای و تکرار شونده ناشی از اختلال در سیستم 
در  اختلال  بروز  که  نکته  این  داشتن  نظر  در  با  و  است)25(  مغزی  گلوتامینرژیک 
نوروترانسمیترهای گلوتامینرژیک از ویژگی های مسمومیت با تیمروزال)26, 27( و 

 (freezingــونده ــرار ش ــه ای و تک ــای کلیش ــر رفتاره ــروزال ب ــر تیم ــکل 3( تاثی ش
ــول  ــه (. A( ط ــر دو جلس ــت the social interaction  ) ه (grooming & در تس
مــدت freezing در مــوش هــای آزمودنــی نــر و مــاده تحــت درمــان بــا تیمــروزال 
ــه گروه هــای شــاهد تفــاوت معنــاداری را نشــان می دهــد.B( طــول مــدت  نســبت ب
grooming در موش هــای آزمودنــی نــر و مــاده تحــت درمــان بــا تیمــروزال نســبت 
ــورت  ــه ص ــر ب ــد. مقادی ــان می ده ــاداری را نش ــاوت معن ــاهد  تف ــای ش ــه گروه ه ب
ــن  ــادار (P<0/001) بی ــاوت معن ــه شــده اند، *** تف ــار ارائ ــن± انحــراف معی میانگی
ــه گــروه شــاهد خــود را نشــان  ــی نســبت ب ــان ســپری شــده هــر گــروه آزمودن زم

می دهــد.
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نیز اختلال های طیف اتیسم)13, 28( است، می توان نتیجه گرفت که این رفتارهای 
کلیشه ای و تکرا رشونده ناشی از آسیب سیستم گلوتامینرژیک مغزی و نیز بافت مغز 

یا مخچه به دنبال مصرف دوز بالای تیمروزال است)29(.
تیمروزال  تاثیر  تحت  مخچه  در  که  داد  نشان  حاضر  بررسي  یافته هاي  همچنین 
تعداد سلول هاي پورکنژ نسبت به مخچه شاهد کاهش یافته است که این کاهش 
اندازه مي تواند ناشي از کاهش فعالیت هسته، کاهش فعالیت سلول و افزایش مرگ 
برنامه ریزي شده سـلول و آپـوپتوز باشد. در مورد مکانسیم اثر تیمروزال عقیده بر 
موضعي  افزایش  طریق  از  را  خود  تاثیر  تجمیعی  اثر  طریق  از  جیوه  که  است  این 

رادیکال هاي آزاد اعمال مي کند.
آثار  شد،  انجام  همکاران  و    Olzack توسط  که  مطالعه ای  در  مطالعه،  این  مشابه 
و  روزهای 7،9،11  در   μg Hg/Kg یا 240  تزریق 12   4 تیمروزال)  تولد  بدو  ارائه 
در  متعددی  پاتولوژیک  تغییرهای  و  شد  بررسی  مغز  برپاتولوژی  تولد(  از  پس   15
تایید پژوهش حاضر در مغز موش ها مشاهده شد. از جمله این تغییرها از دژنراسیون 
ایسکیمیک نورون های مخچه وآتروفی آستروگلیاها در هیپوکامپ و مخچه، واکنش 
مثبت Caspas-3  در  Astroglia  را می توان نام برد. در واقع این پژوهش سمیت 
عصبی تیمروزال در دوزی برابر یا بالاتر از دوز ارائه شده در واکسن های کودکان، در 
مغز در حال رشد موش را گزارش کرد که احتمال مشارکت این ماده در اختلال های 
تکامل عصبی را بیشتر می سازد)Laurente .)17 ,16 و همکاران نیز در سال 2007، 
طی مطالعه ای روی آثار تیمروزال روی سیستم عصبی و مخچه در همستر نشان 
آکسون های  دمیلینه شدن  تعداد سلول،  باعث کاهش  تیمروزال می تواند  دادند که 

تمام  در  گلیوژیس  نیز  و  دانه دار  و  پورکنز  سلول های  نکروز  عصبی،  سلول های 
لایه های مخچه شود)18( که این یافته ها در تایید یافته های مطالعه  حاضر است.

نتیجه گیری: 
زمانی  در جدول  تیمروزال  با  هنگام  زود  مواجهه  که  می دهد  نشان  حاضر  مطالعه 
مشابه جدول زمانی واکسیناسیون کودکان موجب کاهش فعالیت حرکتی و اختلال 
در رفتارهای تعامل اجتماعی و ایجاد رفتار های تکرار شونده و کلیشه ای می شود که 
بسیار مشابه ویژگی های بارز اختلال های تکاملی عصبی به خصوص اختلال های 
سیستم  صحرایی   موش های  که  نکته  این  به  توجه  با  و  است  اتیستیک  طیف 
محافظتي قدرتمندي دارند که موجب از بین رفتن آثار القایي و توکسیک مواد در 
بدن آن ها میشود و برای ایجاد مسمومیت در آن ها به غلظت بالاتری از ماده سمی 
احتیاج است، چنین می توان نتیجه گیری کرد که ماده سمی تیمروزال قادر به ایجاد 
سمیت عصبی در مغزدر حال رشد است و بهتر است میزان استفاده آن در مصارف 
به حداقل ممکن کاهش  امکان  تا حد  و کودکی  نوزادی  دوران  دارویی  و  درمانی 

یافته  یا حذف شود. 
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