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چكيده

ویتامین A یکی از ویتامینهای محلول در چربي است. این ویتامین نقش مهمي در فرآیندهاي بیولوژیك مانند بینایي، تولید مثل، ایمني، رشد و تکامل ایفا مي کند. 

سلول های ستاره اي کبد محل ذخیره بیش از80% ویتامین A بدن مي باشند. نشانه های بالینی هیپرویتامینوز A شامل ضایعات پوستی و اسکلتی و نیز تاثیراتی 

بر سیستم اعصاب مرکزی است. اطلاعات اندکی در ارتباط با مسمومیت خوراکی ویتامین A در گوسفندان وجود دارد با این وجود اثرات مضر هیپرویتامینوز 

A بر روی کبد سایر گونه ها پیشتر بررسی شده است. مطالعه حاضر به منظور تعیین اثرات دز بالای ویتامین A بر کبد بره های نوزاد و نیز وزنگیری آنها انجام 

گرفت. به این منظور 9 راس بره نر با میانگین سنی 5 روز  و وزنی 4.3 کیلوگرم انتخاب شد. بره ها به دو گروه آزمایش )n=6( و شاهد )n=3( تقسیم شدند. 

در روز نخست آزمایش، پس از انجام شکاف کوچکی در ناحیه خط میانی شکم از همه بره ها بیوپسی کبدی انجام گرفت. در روزهای بعدی گروه آزمایش با 

شیر حاوی 30000 واحد بر کیلوگرم ویتامین A تغذیه شدند. این رژیم غذایی تا انتهای ماه سوم ادامه یافت. نمونه های خونی از بره ها هر هفته گرفته می شد. 

 ،A در نمونه های خونی و کبدی انجام گرفت. نتایج: میزان ویتامین A بره ها در انتهای ماه سوم وزنگیری و ذبح شدند. بررسی هیستوپاتولوژیك و آنالیز ویتامین

فعالیت آنزیمهای ALP و SGOT در سرم و غلظت کبدی ویتامین A در گروه آزمایش در مقایسه با گروه شاهد افزایش یافت )P<0.05(. در بررسی نمونه های 

کبدی با میکروسکوپ نوری  هپاتیت پری پورتال  در گروه آزمایش مشاهده شد. وزن بره های گروه آزمایش نسبت به گروه شاهد کمتر بود )P<0.05(. نتایج 

بدست آمده در این تحقیق نشان داد که تجویز خوراکی ویتامین A به بره ها بصورت روزانه )به میزان حدود 900 برابر نیاز روزانه( سبب کاهش وزنگیری 

می شود که این امر احتمالا بعلت آسیب کبدی است.

 

واژه های کليدی: بره، هیپرویتامینوز A، هیستوپاتولوژی، کبد، تجویز خوراکی، کاهش وزن
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Abstract

Clinical signs of hypervitaminosis A are associated with the skeletal and skin lesions and adverse effects on the 

central nervous system. The present study was carried out to determine the effects of oral administration of high 

dose of vitamin A in newborn lambs. For this purpose 9 mixed male lambs aged 5-days old, with average weight 

of 4.3 kg were selected. Lambs were divided into two groups of experiment (n=6) and control (n=3). On the 

first day of experiment, liver biopsy were taken by a small midline surgery from all lambs. In the following 

days, experiment group was fed milk containing 30000 Iu/kg of vitamin A daily. This regime was continued 

until the end of the third month. Blood sampling was taken weekly. The lambs were weighed at the end of the 

experiment. All lambs were slaughtered at the end of the third month. Liver samples of the slaughtered animals 

were taken for histopathological investigation and vitamin A analysis. Vitamin A level, ALP and SGOT activities 

in serum and vitamin A concentration in liver tissue were increased in the experiment group compared to control 

group (P<0.05). Priportal Hepatitis in light microscopic investigation was seen in experiment group. Weight 

gain was lower in experimental group compared to control group (P<0.05). The results showed that daily oral 

administrations of vitamin A approximately 900 times greater than the daily requirement manifests with lower 

weight gain presumably as a result of hepatic damage.
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مقدمه
ویتامین A یك ماده مغذی محلول در چربی است که برای 
مثل،  تولید  ایمنی،  از جمله  بدن  مهم  بیولوژیك  فرایندهای 
فرمهای   .)23 و   6،3  ،1( است  لازم  تکامل  و  رشد  بینایی، 
استری  )رتینول(،  الکلی  فرم  شامل   A ویتامین  مختلف 
)رتینیل استات و رتینیل پالمیتات(، آلدهید )رتینال( و اسیدی 

)رتینوئیك اسید( و همچنین مشتقات طبیعی است )14(.
استرهای  بصورت  رتینوئیدها  اعظم  قسمت  بدن  در 
در  90 درصد  از  بیش  کبد،  در  نگهداری می شوند.  رتینیل 
سلولهای ستاره ای ذخیره می شوند )13(. مقدار کمی نیز در 
هپاتوسیتها و در کلیه ها و غدد آدرنال ذخیره می شوند )9(. 

بصورت  رتینول  به  تبدیل  از  پس  ذخیره  رتینیل  استرهای 
می یابند  انتقال  در سرم   )RBP(  retinol-binding protein

.)9(
تظاهرات سمی هیپرویتامینوز A زمانی رخ می هد که ویتامین 
A در پلاسما به گردش در آید و به غشاها به غیر از فرم باند 
تجویز  آزاد، عرضه شود.  رتینول  به صورت   RBP به  شده 
به غلظت های زیاد  A منجر  اندازه ویتامین  از  دزهای بیش 
این ویتامین در کبد و پلاسما شده که اساسا منجر به افزایش 
استرهای رتینیل در گردش می شود )17، 26 و  بسیار زیاد 

.)28
هیپرویتامینوز A اثرات مضری به بدن تحمیل می کند )1( این 

ویتامین احتمالا تراتوژن می باشد )1 و 3(.
تغییراتی  انسان شامل  در   A هیپرویتامینوز  اصلی  نشانه های 
در غشاهای موکوسی، پوست، سیستم عصبی مرکزی، کبد، 

ضایعات اسکلتی و درد می باشد )5، 7، 12، 18، 26 و 28(
تاثیرات طولانی مدت ویتامین A بر اسکلت با استئوفیتهای 
محل  در  مفصلی،  اطراف  اگزوستوز  و  متعدد  استخوانی 
مسمومیت   .)20 و   10  ،5  ،2( است  لیگامنتها  و  تاندونها 
 Hyena( هاینا  بیماری  احتمالی  عامل  بعنوان   A ویتامین  با 
disease( در نظر گرفته می شود )4، 5، 26 و 28(. اطلاعات 

در   A ویتامین  خوراکی  مسمومیت  با  ارتباط  در  اندکی 

گوسفندان وجود دارد با این وجود اثرات مضر هیپرویتامینوز 
است.  شده  بررسی  پیشتر  گونه ها  سایر  کبد  روی  بر   A
رئوفی و همکاران )2010( تغییرات بافت کبدی گوسفندان 
نیازهای  از  برابر بیش   150( A با تزریق روزانه ویتامین  را 
داری در  معنی  تفاوت  دریافتند  آنها  بررسی کردند  روزانه( 
آنزیمهای سرمی مربوط به کبد مشاهده نمی شود و دزهای 
 .)22( می شود  تحمل  گوسفندان  توسط  ویتامین  این  بالای 
مطالعه حاضر به منظور بررسی اثرات دزهای بالای خوراکی 
این ویتامین )بسیار بالاتر از بررسی های پیشین( بر عملکرد 
کبدی و وزنگیری در بره ها با استفاده از هیستوپاتولوژی و 

اندازه گیری آنزیمی انجام گرفت.

مواد و روش کار
9 بره نر با میانگین سنی 5 روز، با میانگین وزنی 4.3 کیلوگرم 
انتخاب شدند. نمونه شیر گرفته شده از میشها پس از مخلوط 
کردن در داخل فویل آلومنیومی به آزمایشگاه فرستاده شد. 
در شروع هر هفته میانگین مصرف هر بره اندازه گیری شد. 
بره ها روزانه دو بار در کنار مادر خود قرار می گرفتند. بره ها 

جیره استارتر را بصورت آزاد از ماه دوم دریافت کردند.
در روز شروع آزمایش، از کبد بره ها پس از ایجاد یك برش 
انجام گرفت و  بیوپسی  میانی شکم  ناحیه خط  در  کوچك 
گراد  سانتی   -  70 دمای  در  و  شده  فرستاده  آزمایشگاه  به 
)n =6( و شاهد  آزمایش  به دو گروه  بره ها  نگهداری شد. 
گروه  بره های  به  بعدی  روزهای  در  شدند.  تقسیم   )n  =3(
 )retinol-acetate, BASS, Germany( A آزمایش ویتامین
با دز 30000 واحد بر کیلوگرم وزن بدن خورانده شد. هر 
 A میلیون واحد ویتامین  از ماده ذکر شده حاوي یك  گرم 
مي باشد. هر گرم از این ماده در 33/3 سي سي آب حل و 
روزانه یك سي سي از آن بازاي هر کیلوگرم از وزن بدن، 
پس از حل کردن در مقدار کمي شیر با سرنگ خورانده شد 
این عمل تا پایان ماه 3 ادامه داشت. براي محاسبه میزان نیاز 

به ویتامین A، بره ها بصورت هفتگي وزن شدند.
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بره های گروه شاهد هیچگونه ویتامینی دریافت نکردند.
نمونه های خونی هر هفته از سیاهرگ وداج اخذ شده و در 
کنار یخ برای اندازه گیری غلظت ویتامین ،A فعالیت آلکالین 
فسفاتاز )ALP( و سرم گلوتامیك اگزالواستیك ترانس آمیناز 
انتهای  در  بره ها  شدند.  فرستاده  آزمایشگاه  به   )SGOT(
نمونه های  ذبح  از  ذبح گردیدند. پس  آزمایش وزن شده و 
از  تهیه شد. همه نمونه ها پس  برای هیستوپاتولوژی  کبدی 

آماده سازی به روش H&E رنگامیزی شدند.
نمونه های کبدی دیگری از حیوانات کشتار شده تهیه شده و 

در دمای 70- سانتی گراد نگهداری شد.
بلافاصله پس از یخ زدایی نمونه وزن شده، هموژنیزه شده و 

برای آنالیز آماده شدند.

اندازه گيري ویتامين A سرم:
توسط سمپلر  آن  از  از جداسازي سرم، 1 سي سي    پس 
منتقل  دیگر  آزمایش  لوله  به  و  برداشته  میکرولیتري   200

شد. سپس 1 میلی لیتر الکل اتیلیك 95% )به منظور رسوب 
پروتئین ها( به علاوه ml 3 هگزان )براي حل کردن چربي 
و مواد محلول در آن( به لوله حاوي سرم منتقل گردیده پس 
دقیقه  به مدت 10  ماده  این سه  آزمایش حاوي  لوله  آن  از 
بصورت دستي تکان داده شد و بعد از آن به مدت 10 دقیقه 
با سرعت 200 دور در دقیقه سانتریفوژ شد تا فاز هگزان جدا 
شود. در مرحله بعد 3 سي سي از فاز هگزان توسط سمپلر 

برداشته و به داخل کووت کوارتزي منتقل شد. 
انتقال فاز هگزان به کووت، دستگاه اسیکتروفتومتر  از  پس 
بوسیله هگزان )بلانك( بر روي طول موج 325 نانومتر تنظیم 
و میزان جذب صفر گردید. در این مرحله طول موج قرائت 
و ثبت مي شد سپس دستگاه بوسیله بلانك )هگزان( بر روي 
طول موج 453 نانومتر تنظیم و میزان جذب نمونه ها مجددا 
اندازه گیري شد. براي محاسبه میزان ویتامین A و بتا کاروتن 

از روابط زیر استفاده گردید.

نانومتر453میزان جذب در 

(ن سرم(میکروگرم در دسی لیترتو= غلظت بتا کار------------------------------------ 

00258/0

نانومتر325میزان جذب در –* غلظت بتا کاروتن( 00017/0)

) میکروگرم در دسی لیتر)A= غلظت ویتامین ------------------------------------  سرم

00182/0

اندازه گيري ویتامين A و بتاکاروتن کبد: 

از روش HPLC براي این منظور استفاده شد.
اندازه گیری فعالیت ALP و SGOT: روش فتومتریك برای 
قرار  استفاده  مورد   SGOT و   ALP فعالیت  گیری  اندازه 

گرفت.

روش آماری 
با  و   )p<0.05(t-student test با  گروهها  بین  آماری  آنالیز 

استفاده از نرم افزار SPSS-13 بررسی شد.

نتایج:
مطالعه  طول  در   A ویتامین  غلظت  نشاندهنده   1 جدول 
مقایسه  در  آزمایش  گروه  در   A ویتامین  غلظت  می باشد. 
 .)P<0.05( بود  بالاتر  آزمایش  هفته   12 در  شاهد  گروه  با 
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غلظت ویتامین A در هفته اول آزمایش افزایش یافت و با 
کمی نوسان در سطح بالا باقی ماند.

میانگین غلظت رتینول در 100 گرم شیر 67 میکروگرم بود. 
فعالیت آنزیم SGOT در گروه آزمایش در مقایسه با گروه 
شاهد افزایش معنی داری را نشان می داد )P<0.05(. )جدول 

)1
مقایسه داده ها بین گروه آزمایش و شاهد در ارتباط با فعالیت 
آنزیم ALP نشان دهنده افزایش معنی دار فعالیت این آنزیم 
در هفته های 7، 9، 10،11 و 12 در گروه آزمایش می باشد 

.)P<0.05(
آزمایش  نخست  روز  در  کبد   A ویتامین  غلظت  متوسط 
1.74 ± 13.42 میکرو گرم بر گرم تعیین شد. غلظت ویتامین 
 68.1± 5.58 آزمایش  گروه  در  دامها  ذبح  از  پس  کبد   A

میکرو گرم بر گرم بود که در مقایسه با گروه شاهد )22.1± 
.)P<0.05( بالاتر بود )1.1

در بررسی نمونه های کبد با میکروسکوپ نوری انتشار پری 
 )Priportal Hepatitis( هسته ای  تك  سلولهای  پورتال 
این  در نمونه های کبدی گروه آزمایش قابل تشخیص بود. 
یافته ها در نمونه های کبدی گروه شاهد مشاهده نشد )نگاره 

.)1

تصویر 1: گروه آزمایش، کبد، پیکان نشاندهنده نفوذ و انتشار 

)H&E×160( سلولهای تك هسته ای پری پورتال می باشد

Table 1:The evaluated Parameters in this Study
Parameters weeks 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Groups
Vitamin A
)µg/dl(

Experiment Me
an

60.0
5

62.7
6

63.8
8

64.4
3

65.5
5

66.1
3

65.3
7

66.8
8

65.6
7

66.1
5

66.6 66.1

s 1.47 2.08 1.43 1.13 0.52 0.86 0.96 0.64 1.02 0.93 1.13 0.51

Control Me
an

21.4
6

22.9 23.0 23.4
6

24.2
6

23.8 25.6
6

24.6
3

24.9 25.1
3

24.3
3

24.1
3

s 0.66 0.71 0.26 0.44 0.73 0.49 0.28 0.81 1.07 1.03 1.29 0.61

SGOT )u/l( Experiment Me
an

254.
83

282 297.
83

347.
83

362.
5

384 371 375.
17

379.
83

316.
9

400.
17

410.
83

SD 21.2
6

23.5
3

31.3
0

39.1
9

40.9
9

44.4
2

35.5
8

32.6
4

35.0
5

56.3
8

36.7
8

29.6
1

Control Me
an

144 152.
67

144 174 174.
67

159 170.
33

169.
33

170.
33

172.
33

183.
33

174.
66

SD 3.21 1.13 9.09 35.4
3

14.0
7

13.2
4

17.0
5

4.42 14.1
8

3.85 13.0
1

17.6
9

ALP )u/l( Experiment Me
an

123.
66

140.
66

157.
5

135.
66

152.
33

154.
83

171.
83

174.
83

183.
66

186.
5

190.
17

195.
5

SD 5.41 4.37 10.2
3

13.1
5

8.95 10.1
7

12.4
7

7.15 7.93 12.4
5

11.3
3

6.06

Control Me
an

130 134 130.
7

147 141.
67

138.
33

152.
33

152.
33

153.
33

142 141.
33

138.
66

SD 6.81 2.31 4.43 1.16 3.01 2.67 8.12 11.0
6

13.0
1

6.66 1.85 10.7
6

All the values were presented as mean ± SD

بره ها در گروه  افزایش وزن  میانگین  این مطالعه  انتهای  در 
گروه  میانگین  با  مقایسه  در   )14625 ± 81.38( آزمایش 

.)P<0.05( کمتر بود )شاهد )155.53 ± 16850 گرم

بحث و نتيجه گيری:
گروه  در  اول  هفته  انتهای  در   A ویتامین  سرمی  غلظت 
بیشتر  داری  معنی  بطور  شاهد  گروه  با  مقایسه  در  آزمایش 
بود )جدول 1(. غلظت سرمی ویتامین A در سرم با تغییرات 
 .)P<0.05( اندکی در هفته های بعدی در سطح بالا باقی ماند
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با توجه به میزان اندک ویتامین A شیر، افزایش غلظت سرمی 
ویتامین A در ارتباط با تجویز خوراکی ویتامین A می باشد. 
در رتها نیز سطح پلاسمایی ویتامین A همزمان با افزایش دز 
مورد استفاده به سرعت افزایش یافته و بدنبال توقف مصرف 

کاهش می یابد )16(.
استر  غلظت  افزایش  سبب  خوراکی   A ویتامین  از  استفاده 
رتینیل پلاسما در میشها )9(، رتها )15( و گوساله ها )26( 

می شود.

گروه  بره های  در   SGOT آنزیم  فعالیت  حاضر،  مطالعه  در 
آزمایش در مقایسه با گروه شاهد بیشتربود )p<0.05(. این 
آسیب  شرایط  در  که  است  کبدی  آنزیمهای  از  یکی  آنزیم 
این  افزایش   )1969(  Eaton پیشتر  می یابد.  افزایش  کبدی 
میشها  در   .)11( کرد  A گزارش  هیپرویتامینوز  در  را  آنزیم 
فعالیت  افزایش  سبب  ملایم  و  شدید   A هیپرویتامینوز 
SGOT، غلظت ویتامین A سرم و غلظت ویتامین A کبدی 

می گردد )10(.
گروه  با  مقایسه  در  آزمایش  گروه  در   ALP آنزیم  فعالیت 
 .)P<0.05( شاهد در هفته های 7، 9، 10، 11 و 12 بیشتر بود
در مطالعه انجام شده توسط Donoghue و همکاران )1979( 
بدنبال  را   ALP غلظت  افزایش   A هیپرویتامینوز  میشها  در 
نداشت )10(. دامنه طبیعی فعالیت ALP در گوسفندان بسیار 
کبدی  بیماری  تشخیص  برای  علت  همین  به  است  وسیع 
بدنبال   ALP افزایش  وجود  این  با  ندارد.  چندانی  کارایی 
هیپرویتامینوز A ممکن است دال بر آسیب استخوانی باشد 
تزاید  و  تمایز  A سبب سرکوب شدن  هیپرویتامینوز   .)21(
در کندروسیتها و استئوبلاستها  می شود )26( این آنزیم در 
سایر گونه ها به لزیونهای استخوانی مرتبط است )2، 4، 5، 

10، 20، 26 و 28(.
A کبدی گروه آزمایش در مقایسه با گروه  غلظت ویتامین 
و  میشها  در  افزایشی  چنین   .)P<0.05( بود  بیشتر  شاهد 
و   9( است  شده  گزارش  نیز  هیپرویتامینوتیك  گوساله های 

ملاحظه  قابل  افزایش   )1984( همکاران  و   Verneau  .)27
 A هیپرویتامینوز  نتیجه  در  انسان  در  را  کبد   A ویتامین 

گزارش کردند )27(.
هسته ای  تك  سلولهای  پورتال  پری  انتشار  مطالعه  این  در 
آزمایش  نمونه های کبدی گروه  )Priportal Hepatitis( در 
گونه ها  سایر  و  گوسفند  در   A هیپرویتامینوز  شد.  مشاهده 
تغییرات پاتولوژیك مختلفی را در کبد ایجاد می کند. فیبروز 
و  هیپرپلازی  پورتال،  و  پورتال  پری  سینوزوئیدی،  اطراف 
 A هیپرویتامینوز  در   )Ito cells( ایتو  سلولهای  هیپرتروفی 
هیپرویتامینوز  بدنبال   .)27( است  شده  گزارش  انسان  در 
و  پورتال  پری  سلولی  انتشار  سینوزوئیدی،  اتساع   ،A
با  بررسی  در  ستاره ای  سلولهای  در  چربی  قطرات  افزایش 
و   24  ،22  ،8( است  مشاهده شده  الکترونی  میکروسکوپ 
ویتامین  با  مسمومیت  عواقب  جمله  از  کبدی  سیروز   .)25
A در رتها سبب کبد چرب  A می باشد )7(. هیپرویتامینوز 

می گردد )24 و 25(. 
در  آزمایش  گروه  بره های  در  وزن  افزایش  مطالعه  این  در 
   Donoghue  .)P<0.05( بود  کمتر  بره های شاهد  با  مقایسه 
و همکاران )1979( یافته های مشابهی را در بررسی بر روی 

میشها گزارش کردند )10(. 
نتيجه گيری: کاهش مصرف ماده غذایی و افزایش آنزیمهای 
و  گوساله ها  در  که  است  کبدی  آسیب  از  انعکاسی  سرمی 
میشهای مسموم با ویتامین A گزارش شده است )10 و 22(. 
روزانه  تجویز  که  داد  نشان  وزن  با  ارتباط  در  ما  مطالعات 
وزن  کیلوگرم  بر  واحد   30000(  A ویتامین  بالای  دزهای 
بصورت  که  شده   A هیپرویتامینوز  سبب  می تواند  حیوان( 
کاهش در وزنگیری آنها تظاهر می یابد. این کاهش احتمالا 

ناشی از آسیب کبدی است.
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