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چكيده

فیتواستروژن و 17 بتا استرادیول )E2( بر بافت تخمدان و کبد ماهی ماده ی گورامی سه خال مورد ارزیابی قرار گرفت. بدین منظور پس از کلرزدایی آب 

آکواریوم ها، ماهیان ماده با میانگین وزنیg 0/5 ± 1/5 در آکواریوم ها رهاسازی شده، به منظور آداپته شدن با محیط به مدت یك هفته نگهداری شدند. بعد از 

اندازه گیری فاکتورهای بیو شیمیایی اولیه )pH، درجه حرارت، سختی، قلیائیت (، آزمایشات در ده گروه )دو گروه تحت کنترل و هشت گروه تحت تیمار( 

 )mg/kg 50-30-20-10( در دوزهای E2 که هر گروه شامل ده قطعه ماهی ماده است، انجام گرفت. به ماهیان به صورت جداگانه عصاره ی تخم شنبلیله و

به مدت 20 روز و به صورت یك روز در میان در عضله زیرباله ی پشتی به روش )IM( تزریق شد. بعد از گذشت 24 ساعت نمونه برداری ماهیان انجام و 

بافت های مورد نظر خارج شد. پس از انجام مراحل پاساژ بافت و رنگ آمیزی در زیر میکروسکوپ، بافت های تخمدان و کبد ماهیان مورد بررسی قرار گرفت 

و با تیمارهای کنترل مقایسه شد. سپس با استفاده از بسته نرم افزاری SPSS و آزمون های آماری ANOVA و DUNCON بافت تخمدان و کبد تیمارهای شاهد 

با تیمارهای کنترل مقایسه شد. همچنین شاخص های گنادوسوماتیك و هپاتوسوماتیك نیز اندازه گیری شد.

از نظر شاخص های GSI، HSI اختلاف معناداری در گروههای تیماری با شنبلیله و E2 با گروه کنترل و شاهد، مشاهده شد)P<0.01(. بررسی قطر اووسیت ها 

نیز اختلاف معناداری بین گروههای تیماری با تخم شنبلیله و E2 در مقایسه با گروه کنترل مشاهده شد)P<0.01( .نتایج نشان داد که با افزایش دوز عصاره گیاه 

شنبلیله و 17 بتا استرادیول GSI، HSI و قطر اووسیت ها افزایش پیدا کرد ولی این افزایش در 17 بتا استرادیول بارزتر بود.

واژه های کليدی: 17 بتا استرادیول، ماهی گورامی سه خال، بافت تخمدان، بافت کبد، عصاره  تخم شنبلیله
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Abstract

Studies shows that Fenugreek is due to estrogenic compounds phytoestrogenic properties.In this study, it is used 

Fenugreek seed extract as a phytoestrogen and 17β estradiol (E2) on ovarian and liver tissues of female spot 

gourami. For this purpose, the fishes were released to chlorine less aquarium water, their weighted average was 

between 1.5 ± 0.5 g. They were kept for one week in same condition for adaptation with new condition. These 

experiments were performed in ten groups (two control groups and eight treated groups); each group contained 

ten immature of female fishes. For 20 days, Fenugreek extract and E2 (following doses 10,20,30,50 mg/kg) were 

injected separately under dorsal fin, injection method was IM (Inter muscular). After 24 hours, ovary and liver 

tissues were taken, after passage of texture and staining, the tissues were examined under microscope and were 

compared with control treatment. Then using the software programs like SPSS and statistical tests like DUNCON 

and ANOVA, Ovarian and liver tissue samples were compared with different treatments as well as Gonadosomatic 

and hepatosomatic indices were measured. Significant differences in treatment of GSI and HSI treated with 

Trigonella foenum-graceum L and E2 was observed in control groups. Results showed that increasing the dose of 

fenugreek extract and E2 GSI, HSI and diameter of oocytes increased but this increase was more significant in E2.
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مقدمه
یا  ها  فیتواستروژن  مصرف  به  علاقه  اخیر  سالهاي  در 
استروژن هاي مشتق از گیاهان در انسان به علت بهره مندي از 
مزایاي آن افزایش یافته است)1(. فیتو استروژن ها ترکیباتي 
گیاهي هستند که به طور ساختاري مشابه با استروژن هاي 
فعال  ترکیبات  فیتواستروژن ها  مي باشند)5.12(.  حیواني 
اندوکریني هستند که تاثیرات مضر آنها برروي سیستم هاي 
آنها  از  سودمند  تاثیراتي  همچنین  و  حیوانات  مثلي  تولید 
برروي سلامت انسان گزارش شده است  این تاثیرات شامل 
اثرات حفاظتي برروي سرطان هاي وابسته به هورمون مثل 
سرطان سینه، پروستات و کلون، بیماري هاي قلبي عروقي و 

همچنین تاثیراتي برروي پوکي استخوان و علائم یائسگي مي 
باشد)1،12،4 و 15(. فیتواستروژن ها به سه گروه لیگنان ها، 
در  که  تقسیم مي شوند)11(.  و کومستان ها  ایزوفلاوون ها  
لگومیناسه  خانواده  همچون  گیاهاني  در  بالا  هاي  غلظت 
  (Trigonella foenum-graecum)یافت میشوند)7(. شنبلیله
در  همکاران  و  امانی  است.  نخود  خانواده  از  دارویی  گیاه 
سال 1392، اثرات هیستولوژیکی فیتواستروژن گیاه ختمی و 
17 بتا استرادیول را بر رشد و رسیدگی اووسیت ها و بافت 
 Trichogaster( گورامی سه خال  نابالغ  ماده  ماهی  در  کبد 

trichopterus( را بررسی کردند. نتایج به این صورت بود که 

با افزایش دوز عصاره گیاه ختمی GSI افزایش پیدا کرد اما 
در دوز mg/kg 50 عصاره ختمی GSI کاهش چشمگیری 
اثرات   ،1392 سال  در  همکاران  و  عصاره  کرد)2(.  پیدا 
هیستولوژیکی فیتواستروژن گیاه چای سبز و 17 بتا استرادیول 
را بر رشد و رسیدگی اووسیت ها و بافت کبد در ماهی ماده 
را   )Trichogaster trichopterus( خال  سه  گورامی  نابالغ 
بررسی کردند. نتایج به این صورت بود که با افزایش دوز 
عصاره گیاه چای سبز GSI افزایش پیدا کرد اما در دوز 50 
mg/kg عصاره چای سبز GSI کاهش پیدا کرد)3(. فخری و 

همکاران در سال 1391، اثرات هیستولوژیکی فیتواستروژن 
گیاه رازک و 17 بتا استرادیول رابررشد اووسیت ها و بافت 

 Trichogaster( گورامی سه خال  نابالغ  ماده  ماهی  در  کبد 
trichopterus(را بررسی کردند. نتایج به این صورت بود که 

با افزایش دوز عصاره گیاه رازک GSI و HSI افزایش پیدا 
کرد)9(. 

از آنجا که مواد موجود در گیاه شنبلیله به عنوان جایگزین 
استروژن های مصنوعی در کنترل محور HPG به کار رفته اند 
و با توجه به این که تا کنون اثر عصاره الکلی گیاه بر محور 
HPG )هیپوتالاموس – هیپوفیز – گناد(  مورد بررسی قرار 

نگرفته است و به دلیل تشابه سیستم غدد درون ریز و محور 
HPG در ماهیان و پستانداران ، از ماهي گورامي سه خال به 

عنوان مدل استفاده شد. لذا در این مطالعه اثرات عصاره گیاه 

و 17 بتا بر رشد و رسیدگی اووسیت ها در تخمدان و در کبد 
ماهی گورامي سه خال مورد مطالعه قرار گرفت.

مواد و روش کار
این تحقیق در شهریور- مهر ماه 1392 در آزمایشگاه علوم 
پایه دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم دارویی انجام پذیرفت. 
 g 100 قطعه ماهی گوارمی سه خال نابالغ با میانگین وزنی
0/5 ± 5/ 1از یکی از کارگاه های پرورش ماهی واقع در 
چالوس تهیه شد. 48 ساعت قبل از ورود ماهی ها با هدف 
آب،  اکسیژن  سطح  بردن  بالا  و  آب  شدن  گرم  کلر زدایی، 
آکواریوم ها از آب پر شدند .برای سازگار شدن ماهی ها، پس 
از ورود به مدت 2 روز در شرایط 12 ساعت روشنایی و 
12 ساعت تاریکی و دمای 28-23 درجه سانتی گراد قرار 
گرفتند و روزی یکبار با غذای استاندارد ماهی تغذیه شدند. 
نظافت فیلترهای آکواریوم ها یك روز در میان انجام گرفت. 
100 قطعه ماهی در 10 گروه شامل 4 گروه تحت تیمار برای 
E2 و یك گروه  برای  تیمار  عصاره شنبلیله، 4 گروه تحت 
کنترل اتانولی و یك گروه دست نخورده که هر گروه شامل 
10 قطعه ماهی نابالغ بودند. ماهی ها به طور کاملًا تصادفی 
در آکواریوم ها رهاسازی شدند. قبل از آزمایش، در حین و 
در پایان کار فاکتورهای فیزیکوشیمیایی آب نظیر pH، درجه 
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حرارت و سختی اندازه گیری شدند. بعد از 10 روز از زمان 
اولین تزریق ماهي ها  با PI222  بیهوش شدند سپس وزن و 
طول ماهیان اندازه گیری شد و بافت تخمدان و کبد آنها جدا 
درصد،   10 فرمالین  در  ها  بافت  کردن  فیکس  از  پس  شد. 
جهت بررسي هاي هیستولوژیکي، پاساژ بافت انجام گرفت 
آمیزي  رنگ  روش  به  و  شده  گیري  برش  ها  بافت  سپس 
به وسیله  نهایت  ائوزین رنگ شدند و در   – هماتوکسیلین 

میکروسکوپ مورد مطالعه قرار گرفتند. 
تیمارهای مورد بررسی شامل گروه 1، شاهد بدون تزریق، 
گروه 2، تزریق 20 میکرولیتر اتانول رقیق شده، گروه 3 تا 
6 بترتیب تزریق 10، 20، 30 و 50 میلی گرم در کیلوگرم 
 ،10 تزریق  بترتیب   10 تا   7 های  گروه  و  شنبلیله  عصاره 
گوامی  ماهی  در   E2 کیلوگرم  در  گرم  میلی   50 و   30  ،20
مقدار  ابتدا  شنبلیله  عصاره  استخراج  برای  بودند.  خال  سه 
200گرم تخم گیاه به همراه مقدار مناسبی اتانول در دکانتور 
ریخته شد. عصاره الکلی ، به روش خیساندن تهیه شد که 
انجامید. هر 3 روز این کار تکرار  حدوداً 10 روز به طول 
شددر روز آخر عصاره های جمع آوری شده درون دستگاه 
نیمه  عصاره ی  ساعت  نیم  از  بعد  و  گرفتند  قرار  روتاری 
استفاده  مورد  روز   3 الی   2 از  بعد  و  آمد  به دست  خشك 
قرار گرفت. ابتدا عصاره ی خشك شده به مقدار مورد نظر 
توسط ترازویی با دقت 0/01 گرم وزن شد سپس در اتانول 
به عنوان حلال، حل شدو غلظتهای مناسب از ان تهیه شد. 
خلوص  درجه  با  والرات  استرادیول  بتا   17 ماده  همچنین  
به  اتانول  در  تهیه و  ابوریحان  داروسازی  از شرکت   ،%80
عنوان حلال حل شدو غلظتهای مناسب از ان تهیه شد.برای 
دریافت دارو ابتدا به وسیله ی سرنگ انسولین 0/5 میلی لیتر 
آمریکا(   Becctondickinson شرکت  )ساخت   BD نوع 
از  پس  و  شد  برداشته  دارو  هر  از  میکرولیتر   20 میزان  به 
نمودن  مهار  و  ماهی  آبشش  مرطوب روی  پنبه ی  قراردادن 
سر و دم ماهی، دارو بین باله ی پشتی و خط جانبی درون 
عضله تزریق گردید. تزریقات به مدت 20 روز، به صورت 

یك روز در میان به هر یك از  تیمارها انجام گرفت. در پایان 
ماهی ها  روی  بر  عملی  هیچ  روز،  سه  مدت  به  آزمایشات 
PI222 که یك عصاره گیاهی  با ماده  صورت نگرفت سپس 
گرفت  صورت  ماهیان  بیومتری  ابتدا  شدند.  بیهوش  است 
ماهیان  کبد  و  تخمدان  و  جدا  داخلی  های  اندام  سپس  و 
خارج گردیده و وزن شدند و در فرمالین 10 درصد فیکس 
شدند. پس از انجام مراحل پاساژ بافت، برش گیری بافت 
 H&E ها به ضخامت 8-7 میکرون انجام شد رنگ آمیزی با
صورت گرفت. سپس بافت ها در زیر میکروسکوپ نوری 
مورد مطالعه قرار گرفتند و برای تعیین شاخص رشد گنادی 
از فرمول GSI=WG/W×100  که  وزن گناد: WG، وزن کل 
از فرمول  )HSI( و شاخص هپاتوسوماتیك W بدن ماهی: 
WH، وزن بدن ماهی:  HSI=WH/W×100 که  وزن کبد: 

W استفاده گردید.
در مرحله نهایی قطر تخمك ها اندازه گیری شد برای این 
کارابتدا از اسلایدهای تهیه شده از تخمدان گروه های تجربی 
 Axiovision عکسبرداری شده و سپس با استفاده از نرم افزار
قطر تخمك اندازه گیری و در جداول نمونه برداری آورده 

شد
بودن  معنی دار  بررسی  و  داده ها  تحلیل  و  تجزیه  جهت 
اختلافات مشاهده شده در تیمارهای مختلف از نظر شاخص 
گنادو- سوماتیك )GSI( از نرم افزار SPSS و روش آماری 
میانگین  )one way-ANOVA(، مقایسه ی  طرفه  یك  آنالیز 
توسط آزمون دانکن استفاده شد. برای ترسیم نمودارها نیز از 

نرم افزار Excel استفاده گردید.

نتایج
و   )HSI( کبدی  و   )GSI( گنادی  رشد  شاخص  میانگین 
میانگین قطر تخمك ها مطابق نمودارهای 1، 2 و 3 می باشند.



مقایسه اثرات فیتواستروژن تخم گیاه شنبلیله  ).Trigonella foenum-graecum L( و 17 بتا استرادیول بر بافت...

129

تصویر 1- مقایسه شاخص رشد گنادي )GSI%( در تیمارهاي مختلف و کنترل در ماهي ماده گورامي نابالغ سه خال

تصویر 2- مقایسه شاخص رشد کبدی )HSI%( در تیمارهاي مختلف و کنترل ها در ماهي ماده گورامي نابالغ سه خال
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تصویر 3- مقایسه قطر تخمك ها بین تیمارهاي عصاره الکلی گیاه شنبلیله و 17 بتا استرادیول و کنترل ها 

)( SEMMean±

سینوزوئید هپاتوسیت

)X 400 با بزرگنمایی  ،H&E( تصویر 4- مقطعی از بافت کبد تیمار شاهد بدون تزریق

)X  400 با بزرگنمایی ،H&E( 50 شنبلیله با بزرگنمایی mg/kg تصویر 5- مقطعی از بافت کبد تیمار
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)X  400 با بزرگنمایی ،H&E( 50 mg/kg  تصویر 6- مقطعی از بافت کبد 17 بتا استرادیول

هسته سلول 

ثانویههستکیپیش

هستکی اولیهسلول پیش

)X  400 بزرگنمایی ،H&E( )تصویر 7- مقطعی ازبافت تخمدان تیمارشاهد بدون تزریق)بیشترسلولها در مرحله پیش هستکی

GV

LDF یتلوژنزو

تصویر 8- مقطعی از بافت تخمدان تیمار  mg/kg 50 شنبلیله، شروع حرکت وزیکول زایا )GV( به سمت قطب جانوری، اتصال ذرات 

)X  400 بزرگنمایی ،H&E( ،)LDF( چربی به یکدیگر

 



مجله پژوهشهای بالینی دامپزشکی، دوره پنجم، شماره دوم، تابستان 1393

132

( ،)H&E،400بزرگنماییX)

ویتلوژنز

GV

ذرات چربی

تصویر 9- مقطعی از بافت تخمدان ماهیان تیمار 17 بتا استرادیول  mg/kg 50، مرحله غالب ویتلوژنزیس )V(، شروع حرکت وزیکول 

)X  400 بزرگنمایی ،H&E( .)LDF( به سمت قطب جانوری، اتصال ذرات چربی به یکدیگر در اووپلاسم )GV( زایا

بحث و نتيجه گيری
  نتایج حاصل از مقایسه گروه شاهد و کنترل اتانولی از نظر 
شاخص رشد گنادی هیچ گونه اختلاف معنی داری را نشان 
نداد)P>0.01() تصویر 1(. که این امر نشان دهنده ی بی تأثیر 
بودن حلال به کار رفته در روند تسریع بلوغ نهایی می باشد. 
تیمارهای  بین   GSI مقایسه  از  آمده  به دست  نتایج  بررسی 
بافت شناسی حاصل  تغییرات  مختلف)تصویر2( و همچنین 

از گروه های مختلف از نظر فاز تکاملی غالب اووسیت ها در 
هر گروه نشان داد که استفاده از شنبلیله و E2 می توانند سبب 
تسریع در رشد و رسیدگی اووسیت در ماهی گورامی سه 
خال شود رشد و رسیدگی از تیمار اول تا چهارم شنبلیله و 
)P<0/01(سیر صعودی داشته است E2 تیمار پنجم تا هشتم
مقدار  بیشترین   1 تصویر  به  توجه  با  7و8و9(.  )اشکال 
شاخص گنادوسوماتیك با مقدار 10/5 درصد مربوط به دوز 
50mg/kg و کمترین مقدار مربوط به دوز 10mg/kg با مقدار 

7 درصد در عصاره شنبلیله است. امانی و همکاران در سال 
فیتواستروژن  هیستولوژیکی  اثرات  که   دادند  نشان   1392
رسیدگی  و  رشد  بر  را  استرادیول  بتا   17 و  ختمی  گیاه 
سه  گورامی  نابالغ  ماده  ماهی  در  کبد  بافت  و  اووسیت ها 

خال )Trichogaster trichopterus( با افزایش دوز عصاره 
گیاه ختمی GSI افزایش پیدا کرد ولی این افزایش در دوز 50 
mg/kg عصاره ختمی با کاهش چشمگیری GSI مواجه شد)2(. 

عصاره و همکاران در سال 1392 نیز اثرات هیستولوژیکی 
فیتواستروژن گیاه چای سبز و 17 بتا استرادیول را بر رشد و 
رسیدگی اووسیت ها و بافت کبد در ماهی ماده نابالغ گورامی 
سه خال )Trichogaster trichopterus( بررسی کردند آنها 
نیز به نتایج مشابهی رسیدند)3(. نتایج حاصل از بافت شناسی 
نظر  از  محسوسی  تفاوت  داد،  نشان  حاضر  تحقیق  کبددر 
هایپرتروفی هپاتوسیت ها و افزایش فضای سینوزوئیدی بین 
مقایسه  در  استرادیول  بتا   17 و  شنبلیله  بالای  دوز  با  تیمار 
با گروه شاهد وجود داشت)P<0.01(. در کبد ماهی هایی 
و  شد  القا  ویتیلوژین  ساخت  بودند   E2 با  تیمار  تحت  که 
های  هورمون  استرادیول، سطح  دوز  افزایش  با  تدریج  به 
استروژنیك بالا رفته و میزان زرده زایی افزایش یافته است. 
شنبلیله  عصاره  با  مقایسه  در   E2 با  درمان  تحت  تیمارهای 
P()اشکال   0/01( است  نشده  مشاهده  چشم گیری  تغییر 
مشابهی   1391پژوهش  سال   در  همکاران  و  فخری  5و6(. 
بر روی گیاه رازک انجام دادند و نتایج در خصوص GSI و 
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HSI مشابه این پژوهش بود)9(. میانگین  قطر اووسیت ها در 

به گروه های  بتا استرادیول وشنبلیله نسبت  تیمار های 17 
کنترل اختلاف معناداری داشتند که این نشانگر افزایش قطر 
بتا استرادیول  با تزریق تخم گیاه شنبلیله و17-  اووسیت ها 
در ماهی گورامی سه خال شده در نتیجه اووسیت ها تکامل 
بیشتری را داشتند)تصویر Degani .)3 و همکارانش در سال 
فولیکول ها  رشد  باعث  استروئیدها  که  نمودند  بیان   1994
شفیعی  همچنین  می گردد)6(.  تخمدانی  مراحل  پیشبرد  و 
ارتباط  داشتند  اظهار  که   2011 سال  در  همکاران  و  ثابت 
بتا   17 تزریق  و  اووسیت  رشد  شاخص  بین  مستقیمی 
مطالعه  بر  تصدیقی  که   . دارد  وجود  ماهی  در  استرادیول 
حاضر می باشد)Donaldson .)16 در سال1983 نیز در نتایج 
عنوان  به  تزریقی  میزان هورمون  که  دریافت  پژوهش خود 
یکی از فاکتورهای مهم در فرآیند کنترل تمایز جنسی ماهیان 
 Person محسوب می گردد)8(. در تحقیق دیگری که توسط
که  گردید  مشاهده  شد  انجام   2000 سال  در  همکاران  و 
رسپتورهای E2 با مقیاس کم و قدرت بالا در ماهی قزل آلای 
 E2 رنگین کمان وجود دارد و به هر دو هورمون استروژن و
تمایل نشان می دهد)14(. نتایج بدست آمده تاییدی در این 
پژوهش مبنی بر تحت تأثیر گرفتن ماهی با تزریق 17- بتا 
استرادیول می باشد. ایمان پور و همکارش نیز در سال 1388 
افزایش  با  افزایش وزن گناد ماهی کپور  مشاهده کردند که 
مقدار هورمون های استروئیدی مرتبط است و این امر را به 
علت افزایش ویتلوژنین که یك فسفولیپوگلیکوپروتئین است 
در گناد می دانند)Morehead .)10 و همکاران در سال 1998 
در  فیتواستروژنها  هورمون های  جایگزینی  که  دادند  نشان 
کنترل علائم یائسگی بسیار موثر می باشند)13(. نتایج نشان 
داد که با افزایش دوز عصاره گیاه شنبلیله و 17 بتا استرادیول 
این  ولی  کرد  پیدا  افزایش  ها  اووسیت  قطر  و   HSI  ،GSI

افزایش در 17 بتا استرادیول بارزتر بود. 
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