
1390 پاییز، 19پیاپی  ،3، شماره 5تبریز، دوره واحد دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی  مجله                                                                                                                    ...مطالعه هیستوپاتولوژي تاثیر کروسین در

  

١٢٩۵

هاي صحرایی مطالعه هیستوپاتولوژي تاثیر کروسین در پیشگیري از بیماري کبد چرب در موش

تغذیه شده با جیره پر چرب

  
داریوش مهاجري

1*

علی رضایی، 
2

غفور موسوي، 
2

جعفر رحمانی، 
2

   

  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز، دانشکده دامپزشکی، گروه پاتوبیولوژي، تبریز، ایران. 1

  نشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز، دانشکده دامپزشکی، گروه علوم درمانگاهی، تبریز، ایران دا.2
mohajeri@iaut.ac.ir: نویسنده مسئول مکاتبات*

  )10/10/90 :پذیرش نهایی،4/7/90: دریافت مقاله(

  

  چکیده

 است و احتمال دارد از لحاظ موضوع سلامت به یک معضل عمومی مهم ترین بیماري کبد شناخته شدهعنوان شایعبیماري کبد چرب غیر الکلی امروزه به

به . باشدهدف از مطالعه حاضر ارزیابی اثرات محافظتی کروسین، در برابر کبد چرب  ناشی از رژیم غذایی پرچرب در مدل موش صحرایی می. تبدیل شود

تفاوت، توسط رژیم غذایی شاهد، رژیم غذایی صرفاً پرچرب و رژیم غذایی پرچرب هاي آزمایشی مهاي صحرایی نر نژاد ویستار در گروهشاین منظور، مو

در پایان دوره آزمایش، براي ارزیابی هیستوپاتولوژي کبد، . تیمار شدند ) 100 و mg kg-1/day 25 ،50(به علاوه گاواژ کروسین در دزهاي مختلف 

 درصد 10ها در فرمالین بافري  هاي بافتی اخذ شده از کبد تمامی موش نمونه. به راحتی کشته شدندهاي گردن  ها با ایجاد جابجایی در مهره  زمان همه موش هم

سطوح سرمی .  میکرون تهیه گردید5هاي هیستولوژي به ضخامت  هاي رایج پاساژ بافت و تهیه مقطع، برش هاي فوق با استفاده از شیوه از نمونه. پایدار گردید

براي ارزیابی عمکرد صفراوي کبد مورد ) TB(روبین تام و بیلی) ALP(جهت ارزیابی آسیب کبد و آلکالین فسفاتاز ) AST و ALT(آمینوترانسفرازها 

شناسی بافتی کبد، حاکی از  آسیب. گیري گردیدوساز کبد اندازهنیز براي سنجش عملکرد ساخت) TP(و پروتئین تام ) Alb(آلبومین . سنجش قرار گرفت

در . ها گردیدکروسین به صورت وابسته به دز باعث کاهش تجمع چربی در هپاتوسیت. هاي تغذیه شده با جیره پرچرب بود گروه موشبروز تغییر چربی در

) >01/0p(داري  طور معنی  در مقایسه با گروه شاهد سالم، بهTB و ALP و ALT ،ASTهاي هاي گروه تغذیه با جیره پر چرب، سطوح سرمی آنزیم موش

، سطوح افزایش یافته ) mg/kg 50( و متوسط کروسین) mg/kg 100(دزهاي بالا . کاهش یافت) >01/0p(داري  طور معنی  بهAlb و TPیزان افزایش و م

 در اثر رژیم Alb و TPکاهش و مقادیر کاهش یافته ) >05/0p و >01/0pبه ترتیب (دار  طور معنی سرمی مارکرهاي آسیب کبد در اثر رژیم پرچرب را به

داري در پارامترهاي مذکور نتوانست تغییر معنی) mg/kg 25(دز پائین کروسین . افزایش دادند) >05/0p و >01/0pبه ترتیب (دار  طور معنی رب را بهپرچ

  . ندکهاي صحرایی تغذیه شده با جیره پرچرب پیشگیري میدهد که کروسین از بروز کبد چرب در  موشنتایج مطالعه حاضر نشان می. ایجاد کند

  .1295-1304: ، صفحات19، پیاپی 3، شماره 5، دوره 1390دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز،  مجله

کبد چرب، جیره غذایی پرچرب، کروسین، موش صحرایی :ها واژهکلید

  

  مقدمه

 Non alcoholic fatty liver(کبد چرب غیرالکلی 

disease; NAFLD (بانگیر به عنوان معضلی جهانی، گری

بشر بوده که معمولاً با چاقی مفرط، هیپرلیپیدمی و دیابت 

 است که تحقیقات نشان داده. باشد همراه می2ملیتوس نوع 



1390، پاییز 19پیاپی  ،3 ، شماره5تبریز، دوره واحد دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی  مجله                                                                                                                    ...مطالعه هیستوپاتولوژي تاثیر کروسین در

١٢٩۶

-تري). 4(گردد تغدیه با جیره پرچرب منجر به استئاتوز کبد می

گلیسرید و کلسترول، لیپیدهاي بیولوژیک مهمی هستند که 

ره غذایی منجر به دریافت بیش از حد آنها از طریق جی

- می) 33(و هیپرکلسترولمی ) 19و17(یدمی گلیسرهیپرتري

گلیسریدها در با تجمع تريکبد چرب غیرالکلی . گردد

ها که در اثر استریفیکاسیون اسیدهاي چرب آزاد  و هپاتوسیت

افزایش اسیدهاي . شود، مشخص میگیرندشکل میگلیسرول 

هیدرولیز (چرب آزاد در کبد از سه منبع جداگانه یعنی لیپولیز 

در بافت چربی، رژیم ) گلیسیریداسید چرب و گلیسرول از تري

) de novo lipogenesis(و لیپوژنز مجدد پر چرب غذایی 

 اسیدهاي چرب ممکن است ،در مقابل). 28(گیرد سرچشمه می

فیکاسیون ی، استر)β-oxidation(اکسیداسیون -از طریق بتا

گلیسریدها و ذخیره به شکل قطرات چربی ، یا مجدد به تري

 VLDL) very low density به صورت دفع

lipoprotein( بنابراین، تجمع چربی در کبد  . مصرف شوند

 چربی و یا دفعتواند در اثر افزایش سنتز چربی، کاهش می

 و Donnelly  .اسیون آن به وقوع بپیونددکاهش اکسید

-محتواي تري% 60اند که  نشان داده2005همکارانش در سال 

% 26گلیسرید کبد از اینفلاکس اسیدهاي چرب از بافت چربی، 

کبد . )13(گیرد منشا میغذایی از جیره % 15از لیپوژنز مجدد، و 

 چرب غیر الکلی با یکسري تغییرات هیستوپاتولوژیک که از

 و 12، 9، 3(باشد استئاتوز تا سیروز متفاوت است، همراه می

اي ساده بوده و سابقاً عقیده بر این بود که استئاتوز پدیده). 15

 امروزه مشخص شده است که لکن،. باشدبدون عوارض می

پذیر هاي اکسیداتیو آسیبکبد چرب به عواملی همچون استرس

که با ) Steatohepatit(تواند به استئاتوهپاتیت بوده و می

شود، منجر گردد نکروز، آماس، فیبروز و سیروز مشخص می

-non(در پاتوژنز استئاتوهپاتیت غیر الکلی ). 27 و 18(

alcoholic steatohepatitis (NASH) ( این فرض بر

گلیسرید در کبد یا استئاتوز باعث افزایش است که تجمع تري

- ها یا لیپوکائینوکائینهاي ناشی از سیتحساسیت کبد به آسیب

ها و استرس هاي آماسی، اختلالات عملکردي میتوکندري

منجر به استئاتوهپاتیت و یا خود اکسیداتیو خواهد شد که 

 و همکارانش در سال Barbuio). 11 و 10(شود فیبروز می

اند که استرس اکسیداتیو در تبدیل استئاتوز به  نشان داده2007

اگرچه استئاتوز  به هرحال، ).5(باشد یاستئاتوهپاتیت موثر م

ممکن است به نارسایی کامل کبد منجر شود، لکن درمان 

بامواد بیولوژیک). 3(آلی براي آن بنا نشده است مناسب و ایده

تشکیل راها بیماريمدرنفارماکوتراپیازاي شاخهگیاهیمنشأ

 اگر چه عوامل دارویی متنوعی براي درمان انواع .ندده می

 لکن اغلب بیماران قادر به تحمل اثرات ،ها وجود دارد بیماري

جانبی داروهاي شیمیایی نیستند و از سوي دیگر اکثر گیاهان 

 .گذارند اثرات جانبی بسیار اندکی در روي بیماران به جاي می

 عرصه طب شود، که دارویی جدید واردبدیهی است قبل از آن

لازم است مطالعات متعددي در چندین مرحله روي دارو انجام 

) in vitro(جان هاي بیدر اولین مرحله، دارو در محیط. شود

شود که در این بررسی می) in vivo(و نیز روي حیوانات زنده 

هاي کلی را روي مورد مطالعه مرحله ویژگی

)pharmacological profile ( دهندقرار میمورد بررسی .

  . شودبعد از این مرحله است که دارو روي انسان آزمایش می

به عنوان یک کاروتنوئید گلیکوزیله ) Crocin(کروسین 

)glycosylated carotenoid (اي است که داراي اثرات ماده

). 16(باشد ک قوي می کلسترولمیوهیپک و یدمیگلیسرهیپوتري

ه کروسین داراي اثرات اند کمطالعات متعدد نشان داده

هاي فارماکولوژیک متعدد از جمله اثرات محافظتی علیه بیماري

، جلوگیري از پرولیفراسیون )35 و 30، 16(عروقی -قلبی

) 26 و 1(، محافظت از سیستم عصبی )24(هاي توموري سلول

در هر . باشدرا نیز دارا می) 32(ها و محافظت از هپاتوسیت

- هاي محافظتی مختلف، فعالیت آنتیصورت، در بین مکانیسم

اکسیدانی کروسین مسئول اثرات فارماکولوژیکی آن قلمداد شده 

  ). 24(است 
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، )31 (روسیناکسیدانی کو آنتی با توجه به اثرات هیپولیپیدمیک 

توانایی آن را خواهد داشت که بتواند کبد را از  این ماده احتمالاً

هاي هاي ناشی از تنشابتلاء به استئاتوز و در پی آن آسیب

در هر صورت با توجه به  بررسی . اکسایشی محافظت کند

کنندگی کروسین از اي در رابطه با اثرات پیشگیري منابع، مطالعه

یه با جیره پر چرب وجود ذز کبد در موارد تغابتلاء به استئاتو

 تحقیق حاضر براي اولین بار جهت ارزیابی ،بنابراین. ندارد

هاي کنندگی کروسین از استئاتوز کبد در موشاثرات پیشگیري

به هر . اجرا گردیده استصحرایی تغذیه شده با جیره پر چرب 

حال، با انجام این مطالعه خاصیت دارویی کروسین در 

شگیري از بروز عارضه کبد چرب در مواقع تغذیه با جیره پر پی

گیرد که در صورت  چرب براي اولین بار مورد ارزیابی قرار می

تواند به عنوان یک منبع قابل دسترس با خاصیت  تائید می

اکسیدانی جهت پیشگیري از استئاتوز و  هیپولیپیدمیک و  آنتی

  .ر گیردعوارض وخیم ناشی از آن مورد استفاده قرا

  هامواد و روش

مطالعه حاضر از نوع تجربی آزمایشگاهی بوده و در سال    

 در مرکز تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی تبریز انجام 1390

 صحرایی نر  هاي جامعه آماري این مطالعه شامل موش. گردید

.  هفته بود9 گرم و سن 180±20نژاد ویستار در محدوده وزنی 

سر موش صحرایی از مرکز پرورش  60اي به حجم  نمونه

طور  حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه آزاد اسلامی تبریز تهیه و به

گروه -2گروه شاهد سالم -1:  گروه مساوي شامل6تصادفی به 

+  گروه تغذیه با جیره پر چرب - 3تغذیه با جیره پر چرب 

 -6 تا 4، )به عنوان کنترل مثبت( Clofubrateکلوفیبرات 

 mg kg1/day( کروسین+ ذیه با جیره پر چرب هاي تغگروه

ها براي سازگاري با  موش. تقسیم گردید ) 100 و 50، 25

محیط جدید، قبل از آغاز مطالعه به مدت یک هفته در 

 ساعت روشنایی 12هاي فایبرگلاس مخصوص در شرایط  قفس

 و دسترسی آزاد به C°2 ± 23 ساعت تاریکی و دماي 12و 

. داري شدند و غذاي پودر شده استاندارد نگهمقادیر دلخواه آب 

روي  هاي کار  کلیه ملاحظات اخلاقی و پروتکلدر این مطالعه

، مورد تائید کمیته نظارت بر حقوق حیوانات آزمایشگاهی

حیوانات آزمایشگاهی مرکز تحقیقات دانشگاه آزاد اسلامی 

 انجام خبردوسو بیصورت  هبمراحل مختلف مطالعه . تبریز بود

 .دش

  :طرح آزمایش-الف

هاي تغذیه با جیره پر چرب، براي ایجاد استئاتوز کبد، در گروه

 و Zouاز امولسیون پرچرب طبق روش ارائه شده توسط 

 گرم روغن 400 که شامل  استفاده شد2006همکاران در سال 

 گرم 100 گرم پودر کامل شیر، 80 گرم ساکاروز، 150ذرت، 

، 80 گرم توئین 4/36، کولاتسیاکسدیم دي گرم 10کلسترول، 

 گرم 10 گرم مولتی ویتامین، 5/2 گرم پروپیلن گلیکول، 1/31

لیتر آب مقطر  میلی300 گرم مواد معدنی مخلوط و 5/1نمک، 

، 6 تا 2هاي ههاي گروبه طور خلاصه، موش). 36(بود 

روزانه راس ساعت ، ml/kg10 امولسیون پرچرب را به میزان 

همزمان . هفته از طریق گاواژ دریافت کردند 4 صبح به مدت 8

نرمال  )ml/kg 10(هاي گروه شاهد نیز به همان میزان به موش

) 6 تا 4هاي گروه(تیمار با کروسین هاي گروه. سالین گاواژ شد

و گروه  100 و mg/kg/day  25 ،50نیز کروسین را به میزان

)  mg/kg/day  320  )31کنترل مثبت، کلوفیبرات را به میزان 

% 5/0از طریق گاواژ به صورت سوسپانسیون در متیل سلولز 

)ml/kg 2 (هاي گروه شاهد نیز به به موش .دریافت کردند

  .گاواژ گردید% 5متیل سلولز  )ml/kg 2(همان میزان 

  سنجش پارامترهاي بیوشیمیایی سرم) ب

هاي  گیري برخی فاکتور  در پایان دوره آزمایش جهت اندازه

 ALT; alanine(یی  شامل آلانین آمینو ترانسفراز بیوشیمیا

amino transaminase ( آسپارتات آمینو ترانسفراز ،

)AST; aspartate amino transaminase)  (29( ،

، )ALP; alkaline phosphatase)  (20(آلکالین فسفاتاز 

 TP, total(و پروتئن تام ) Alb; albumin(آلبومین 
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protein( ،)23 (روبین تام  و بیلی)TB; total bilirubin (

-retro( خون ناشتا از سینوس پشت کره چشم  ، نمونه)25(

orbital plexus (هاي خون توسط  سرم نمونه.  اخذ گردید

 دقیقه 15 دور در دقیقه و به مدت 2500سانتریفیوژ با سرعت 

جهت سنجش . گراد جدا شد  درجه سانتی30در دماي 

هاي تجاري موجود پارامترهاي مذکور از کیت

)Commercial analysis kits; Beijing, China (

. استفاده شد

: هیستوپاتولوژي کبد-ج

هاي مورد آزمایش با رنگ آمیزي شناسی بافتی کبد موشآسیب

 کبد قسمتی از بافت. انجام شد) H&E(ائوزین -هماتوکسیلین

اي ه  درصد پایدار شد و از نمونه10در فرمالین بافري ها  موش

هاي رایج پاساژ بافت و تهیه  پایدار شده با استفاده از شیوه

 میکرون و رنگ 5هایی با ضخامت  مقاطع هیستولوژي، برش

تغییرات ). 22( ائوزین تهیه شد - آمیزي معمول هماتوکسیلین

) fatty Change(کبد به صورت تغییر چربی هیستوپاتولوژي 

، از )34 و 6( طبق روش بر اساس شدت ضایعهها هپاتوسیت

ها هپاتوسیت% 25کمتر از : 1، بدون استئاتوز: صفر (4صفر تا 

ها دچار هپاتوسیت% 50 تا 26بین : 2، دچار استئاتوز هستند

ها دچار استئاتوز هپاتوسیت %75 تا 51 بین :3 استئاتوز هستند،

) .ها دچار استئاتوز هستندهپاتوسیت% 76بیش از : 4هستند و 

   5در و ×  100ها با بزرگنمایی  بندي  لّیه درجهک. گردیدبندي رتبه

طور تصادفی با   از هر برش، بهمیدان میکروسکوپی

، Nikon) ECLIPSE E200میکروسکوپ نوري مدل 

  . انجام شد) ساخت کشور ژاپن

  هاتحلیل آماري داده) د

.  استفاده شدSPSS-13افزاري  ها از بسته نرم راي تحلیل دادهب

انحراف ±مده کمی، به صورت میانگیندست آ هاي به داده

دار بین  ارائه و اختلاف معنی) .mean±SEM( استاندارد

طرفه ها توسط آزمون آماري آنالیز واریانس یک گروه

)ANOVA ( و آزمون تعقیبی توکی)Tukey ( مورد بررسی

 The( آزمون ناپارامتري کروسکال والیس .قرار گرفت

Kruskal-Wallis test (ویتنی -قیبی یو مانو آزمون تع 

)Mann-Whitney U Test ( نیز براي آنالیز درجات

. هیستوپاتولوژیک استئاتوز کبد مورد استفاده قرار گرفت

 از آزمون .دار تلقی شدند  معنی>05/0pاختلافات در سطح 

که ) Kolmogrov-Smirnov(اسمیرنف –کلموگروفآماري

 تعیین نرمال هاي نیکویی برازش است، نیز برايیکی از آزمون

   .ها استفاده شدبودن توزیع پراکندگی داده

  هایافته

تاثیر کروسین بر تغییر پارامترهاي بیوشیمیایی آسیب -الف

  کبد ناشی از تغذیه با رژیم پرچرب  

، سطوح )گروه تغذیه با جیره پر چرب (2هاي گروه   در موش

 ، آسپارتات)ALT(آمینوترانسفراز  هاي آلانین سرمی آنزیم

و ) ALP(و آلکالین فسفاتاز ) AST(آمینوترانسفراز  

، )شاهد سالم (1در مقایسه با گروه ) TB(روبین تام سرم  بیلی

) TP(افزایش و میزان پروتئین تام ) >01/0p(داري  طور معنی به

کاهش ) >01/0p(داري  طور معنی به) Alb(و آلبومین سرم 

و ) mg/kg 320 (کلوفیبرات، )شاهد مثبت (3در گروه  . یافت

، سطوح افزایش )mg/kg 100( کروسین، دز بالاي 6 در گروه

روبین تام   و بیلیALP و ALT ،ASTهاي  یافته سرمی آنزیم

و تا ) >01/0p(دار  طور معنی سرم در اثر رژیم پرچرب را به

حد طبیعی کاهش و مقادیر کاهش یافته پروتئین تام و آلبومین 

و تا ) >01/0p(دار  طور معنی بهسرم در اثر رژیم پرچرب را 

 نیز دز متوسط 5 در گروه. سطوح طبیعی خود افزایش دادند

mg kg1(کروسین 
هاي مارکر  مقادیر افزایش یافته آنزیم) 50 

داري  طور معنی روبین تام سرم در اثر رژیم پرچرب را  به و بیلی

)05/0p< ( کاهش و مقادیر کاهش یافته پروتئین تام و آلبومین

افزایش داد، هرچند که ) >05/0p(داري  طور معنی رم را  بهس

، دز پائین 4 در گروه. این مقادیر به حد طبیعی خود نرسیدند

mg kg1(کروسین 
نتوانست مقادیر افزایش یافته ) 25 

روبین تام سرم در اثر رژیم پرچرب را   هاي مارکر و بیلی آنزیم
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  ).1جدول (داري افزایش دهد  طور معنی آلبومین سرم را  بهافته پروتئین تام و داري کاهش و مقادیر کاهش ی طور معنی به

  صحرایی در استئاتوز کبد ناشی از رژیم غذایی پرچرب هاي  تاثیر کروسین بر پارامترهاي بیوشیمیایی سرم موش-1جدول 

پارامترها

آمینو  آلانین هاگروه

  ترانسفراز

)U/L(

آمینو  آسپارتات 

  ترانسفراز

)U/L(

  فسفاتاز آلکالین 

)IU/L(

روبین تام سرم  بیلی

)mg/dl(

)g/dl(آلبومین 

   سرم تام پروتئین 

)g/dl(

شاهد سالم
36/2±82/54 

bdebde
71/1±90/68bde

03/9±87/194

bde
03/0±81/0

bde
42/0±38/4

bde
58/0±28/8

رژیم غذایی پر 

چرب

12/3±25/71
acefacef

96/2±21/93acef
25/11±67/281

acef
07/0±29/1

acef
21/0±12/3

acef
45/0±56/5

رژیم غذایی 

 + پرچرب

کلوفیبرات 

)mg/kg 320(  

47/2±90/55
bdbd

34/1±21/68bd
09/8±92/208

bd
06/0±87/0

bd
36/0±32/4

bd
47/0±26/7

رژیم غذایی 

کروسین  + پرچرب

)mg kg1
 25(  

32/3±55/69
acf

24/3±76/89
acf

65/9±61/275
acf

06/0±25/1
acf

27/0±33/3
acf

42/0±65/5
acf

رژیم غذایی 

کروسین  + پرچرب

)mg kg1
 50(

ab
95/2±56/62

ab
61/2±30/78ab

91/6±62/235

ab
05/0±06/1

ab
29/0±73/3

ab
43/0±16/6

رژیم غذایی 

کروسین  + پرچرب

)mg kg1
 100(

bd
64/2±30/56

bd
15/2±91/69bd

50/8±88/214

bd
40/0±85/0

bd
34/0±31/4

bd
52/0±21/7

آزمون آنالیز 

واریانس یکطرفه 

)ANOVA(  

000/0=p000/0=p000/0=p000/0=p000/0=p000/0=p

:  b،1دار بـا گـروه    اخـتلاف معنـی  : a.  سر موش صحرایی در هر گـروه ارائـه شـده اسـت    10براي ) mean±SEM( انحراف استاندارد ±میانگین صورت مقادیر به

).>05/0p (6دار با گروه  اختلاف معنی: f، 5دار با گروه  اختلاف معنی: e، 4دار با گروه  اختلاف معنی: d، 3دار با گروه  ختلاف معنیا: c، 2دار با گروه  اختلاف معنی

 بافت کبد ناشی     هیستوپاتولوژي تاثیر کروسین بر آسیب     -ب

در مطالعات ریزبینـی، هیچگونـه حالـت غیـر           از رژیم پرچرب  

) 1گـروه   ( گـروه شـاهد سـالم        هـاي طبیعی در بافت کبد موش    

 که  2هاي گروه   در حالی که، در موش    ). 1تصویر  (مشاهده نشد   

 هفتـه فقـط بـا جیـره پرچـرب تغذیـه شـده بودنـد،            4به مدت   

استئاتوز شدید بافت کبد به صورت تغییر چربی میکرووزیکر و          

ها ایجاد شـده بـود      گاهاً ماکرووزیکولر همراه با تورم هپاتوسیت     

 که جیره پرچـرب     3هاي گروه   وفیبرات در موش  کل). 2تصویر  (

در ). 3تصویر  (کردند، مانع از استئاتوز کبد شده بود        دریافت می 

ــه ) 50 و mg/kg 100( تجــویز کروســین 6 و 5هــاي گــروه ب

هـا  صورت وابسته بـه دز از بـروز تغییـر چربـی در هپاتوسـیت              
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١٣٠٠

 که تقریباً به طور     mg/kg 100خصوص با دز    پیشگیري کرد، به  

، در  )5 و   4تـصاویر   (امل مانع از بروز اسـتئاتوز در کبـد شـد            ک

 نتوانـست بـه     mg/kg 25، کروسـین بـا دز       4که در گروه    حالی

). 6تصویر (طور مشخصی از استئاتوز بافت کبد جلوگیري کند 

-بندي پاتولوژیک استئاتوز کبد در مـوش      تاثیر کروسین بر درجه   

. آورده شده است 2هاي تغذیه شده با رژیم پرچرب در جدول 

هاي صحرایی تغذیه  تاثیر کروسین بر استئاتوز بافت کبد موش-2جدول 

شده با رژیم غذایی پرچرب

درجه استئاتوز هاگروه

  کبد

P

00/0 ± 00/0شاهد سالم

97/2 ± 85/0رژیم پر چرب d

74/0 ± 11/0  کلوفیبرات + رژیم پر چرب b

mg kg1(کروسین  + رژیم پر چرب
 25(  68/0 ± 65/2 d

mg kg1(کروسین  + رژیم پر چرب
 50(46/0 ± 84/1 ac

mg kg1(کروسین + رژیم پر چرب
 100(25/0 ± 82/0 b

001/0P<  

- دهنده تعداد موش سر موش صحرایی بوده و ارقام نشان10هر گروه شامل 

. باشدها براي هر درجه از شدت استئاتوز می

a :05/0 p< و b :01/0 p<قایسه با گروه رژیم پرچرب در م .c :05/0 p< 

  . در مقایسه با گروه شاهد سالم>d :01/0 pو 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

نماي ریزبینی از بافت کبد یک موش صحرایی متعلق به گروه  -1 نگاره

آمیزي رنگ(باشد ها و ساختار بافت کبد طبیعی میهپاتوسیت. شاهد سالم

  ).400ائوزین، درشتنمایی -هماتوکسیلین

  

  

  

  

  

نماي ریزبینی از بافت کبد یک موش صحرایی متعلق به گروه  -2 نگاره

ها و تغییر چربی با تشکیل میکرووزیکول. تغذیه با رژیم پرچرب

- رنگ(باشد ها مشخص میها درون سیتوپلاسم هپاتوسیتماکرووزیکول

  ).400ائوزین، درشتنمایی -آمیزي هماتوکسیلین
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ي ریزبینی از بافت کبد یک موش صحرایی متعلق به گروه نما -3 نگاره

بافت کبد طبیعی بوده و تغییر ). mg/kg 320(کلوفیبرات  + رژیم پر چرب

-آمیزي هماتوکسیلینرنگ(شود پاتولوژیک خاصی در آن مشاهده نمی

  ).400ائوزین، درشتنمایی 

  

  

  

ق به گروه نماي ریزبینی از بافت کبد یک موش صحرایی متعل -4 نگاره 

هاي ریز و درشت چربی وزیکول). mg/kg 25(کروسین  + رژیم پر چرب

-آمیزي هماتوکسیلینرنگ(شود  طور منتشر در بافت کبد مشاهده میبه

  ).400ائوزین، درشتنمایی 

  

  

  

  

  

  

  

  

نماي ریزبینی از بافت کبد یک موش صحرایی متعلق به گروه  -5 نگاره 

تغییر چربی در حد متوسط بوده و ). mg/kg 50(کروسین  + رژیم پر چرب

آمیزي رنگ(باشد صورت پراکنده قابل مشاهده میقطرات ریز چربی به

  ).400ائوزین، درشتنمایی -هماتوکسیلین

  

  

  

نماي ریزبینی از بافت کبد یک موش صحرایی متعلق به گروه  -6 نگاره

ار جزئی تغییر چربی در حد بسی). mg/kg 100(کروسین  + رژیم پر چرب

ائوزین، -آمیزي هماتوکسیلینرنگ(باشد پوشی میبوده و قابل چشم

  .)400درشتنمایی 
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  گیريبحث و نتیجه

هاي شاخص عملکرد کبد شامل افزایش فعالیت آنزیم     

AST ،ALT و ALPباشد  در سرم نشانگر آسیب کبد می

 که تغییر در میزان سرمی مارکرهاي فوق طیاز آنجائی). 8(

، بنابراین، )34 و 2(استئاتوز کبد نیز قبلاً گزارش گردیده است 

ها مورد مطالعه قرار رمی این آنزیمدر بررسی حاضر سطوح س

 و AST ،ALTهاي افزایش فعالیت سرمی آنزیم.  گرفت

ALPهاي مورد تغذیه با جیره پرچرب مشاهده  در سرم موش

این . هاي کبدي را داردشد که حکایت از بروز آسیب در سلول

 در سال Venkatraman و Chidambaramaیافته با نتایج 

تیمار با کروسین تا حد قابل توجهی ). 8( همخوانی دارد 2010

هاي مذکور، ناشی از تغذیه با از افزایش سطوح سرمی آنزیم

جیره پرچرب، جلوگیري کرد که این تاثیر با عملکرد کلوفیبرات 

- این نتیجه با یافته. باشددر گروه کنترل مثبت، قابل مقایسه می

 که اثرات 2009 و همکاران در سال El-Maraghyهاي 

فظتی کروسین را در برابر افزایش سیستمیک بار آهن در محا

هاي صحرایی مورد مطالعه قرار داده بودند، همراستا است موش

-در این مطالعه، نتایج بیوشیمیایی به دست آمده با یافته). 14(

هاي هیستوپاتولوژي نیز مورد تائید قرار گرفت، به طوري که 

چرب تغذیه شده  هفته با جیره پر4هایی که به مدت موش

در هر . بودند، درجات بالایی از استئاتوز کبد را بروز دادند

هاي هیستوپاتولوژي اثرات ضد هپاتواستئاتوزي صورت، ارزیابی

هاي تغذیه شده با جیره پرچرب نشان داد کروسین را در موش

 مانع از mg/kg 100به طوري که، کروسین به خصوص با دز  

مشاهدات ریزبینی در . ا شده بودهرسوب چربی در هپاتوسیت

 و Wangهاي بیوشیمیایی، با نتایج مطالعه توافق با یافته

 شواهد موجود ).34(باشد  همسو می2009همکارانش در سال 

دهد که تجمع چربی در کبد، حساسیت این بافت را نشان می

هاي اکسیداتیو رسان نظیر استرسنسبت به سایر عوامل آسیب

که خود باعث پیشرفت استئاتوز به سمت دهد افزایش می

با توجه به ارتباط ). 21(شود استئاتوهپاتیت، فیبروز و سیروز می

، بررسی حاضر تائید )8(بین استرس اکسیداتیو و التهاب بافت 

تواند باعث آسیب اکسیداتیو کند که رژیم غذایی پرچرب میمی

- نتیعدم تعادل بین استرس اکسیداتیو و تشکیل آ. کبد شود

تواند متعاقب تغذیه با جیره پرچرب بروز نماید و ها میاکسیدان

تواند از این روند پاتولوژیک پیشگیري کند، اینکه کروسین می

کنندگی آنرا از هپاتواستئاتوز ناشی از اثرات درمانی و پیشگیري

نتایج آزمایشات بیوشیمیایی مطالعه . دهدجیره پرچرب نشان می

دهد که هاي هیستوپاتولوژي، نشان میهحاضر، در کنار یافت

تیمار با کروسین استئاتوز کبد را کاهش داده و مانع از آسیب 

گردد به طوري که،  این اثرات با اثرات پراکسیداتیو آن می

هاي مطالعات این نتایج با یافته. باشدکلوفیبرات قابل قیاس می

Zou کبد ). 36(باشد  همراستا می2006 و همکاران در سال

نقشی اساسی را در متابولیسم چربی در بدن به عهده داشته و 

ها استئاتوز کبد نشان از تجمع بیش از حد لیپیدها در هپاتوسیت

). 7(به دلیل عدم تعادل در تشکیل و تجزیه چربی دارد 

 و HDL-Cگلیسریدمی، میزان کم هیپرکلسترولمی، هیپرتري

لی هستند که  در سرم اختلالات معموLDL-Cسطوح بالاي 

). 3(دهد در هومئوستاز لیپیدي مبتلایان به استئاتوز کبد رخ می

تحقیقات نشان داده است که کروسین داراي اثرات 

در این مطالعه، کروسین به طور ). 31(باشد هیپولیپیدمیک می

داري شواهد بیوشیمیایی و هیستولوژیک مربوط به تجمع معنی

دهند که این نتایج نشان می. دچربی در بافت کبد را بهبود بخشی

تواند از وقوع هپاتواستئاتوز از طریق کاهش تجمع کروسین می

به عبارتی دیگر کروسین . لیپیدها در سرم و کبد ممانعت کند

اختلالات ایجاد شده در متابولیسم چربی ناشی از رژیم غذایی 

در مجموع، نتایج این مطالعه نشان . دهدپرچرب را کاهش می

که به عنوان یک کاروتنوئید گلیکوزیله  که کروسین دهدمی

از دارد، اکسیدانی اعمال مینقش خود را از طریق فعالیت آنتی

تجمع چربی در بافت کبد در رژیم غذایی پرچرب جلوگیري 
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 این تغییرات با  کاهش مارکرهاي سرمی آسیب کبد کرده و

. باشدهمراه می

ارات مالی دانشگاه آزاد این طرح پژوهشی با اعتب: سپاسگذاري

بدین وسیله از .  به انجام رسیده استتبریزاسلامی واحد 
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Abstract

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is now recognized as the most common type 
of liver disease and might lead to an important public health problem. The aim of the 
present study was to evaluate the protective effects of Crocin on rat high fat diet-induced 
hepatic steatosis model. For this purpose male Wistar rats were given either control diet, 
high fat diet alone or high fat diet plus Crocin via gavage at different doses (25, 50 and 
100 mg/kg) for 4 weeks in different experimental groups. Histopathological studies of the 
liver were conducted in all experimental rats at the end of experiment. Animals of the 
different groups were sacricified by cervical dislocation. Liver issue specimens were 
fixed in 10% buffered formalin and 5 micron thick sections were prepared using routine 
hitopathological techniques. The serum levels of aminotransferases, alanine 
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were measured to 
determine hepatocyte injury. Alkaline phosphatase (ALP) and total bilirubin (TB) were 
measured to assess biliary function. Albumin (Alb) and total protein (TP) was measured 
to reflect liver synthetic function. Histopathology of the liver in high fat diet fed rats 
showed severe fatty change of hepatocytes. Crocin reduced accumulation of lipid droplets 
in the hepatocytes in a dose dependent manner. In the high fat diet fed rats, serum levels 
of ALT, AST, ALP and TB significantly (p<0.01) increased, and serum Alb as well as TP 
levels significantly (p<0.01) reduced in comparison with normal control rats. Crocin 
treatments (100 and 50 mg/kg) significantly (p<0.01 and p<0.05, respectively) reduced 
elevated markers of liver tissue injury and significantly (p<0.01 and p<0.05, respectively) 
increased serum Alb and TP levels in high fat diet fed rats. Low dose of Crocin (25 
mg/kg) made no significant changes in the mentioned parameters. The results obtained 
showed that Crocin has protective effects against hepatic steatosis in rats fed with high 
fat. 

Keywords: Liver steatosis, High fat fed diet, Crocin, Rats
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چكيده

بیماری کبد چرب غیر الکلی امروزه به​عنوان شایع​ترین بیماری کبد شناخته شده است و احتمال دارد از لحاظ موضوع سلامت به یک معضل عمومی مهم تبدیل شود. هدف از مطالعه حاضر ارزیابی اثرات محافظتی کروسین، در برابر کبد چرب  ناشی از رژیم غذایی پرچرب در مدل موش صحرایی می​باشد. به این منظور، مو​ش​های صحرایی نر نژاد ویستار در گروه​های آزمایشی متفاوت، توسط رژیم غذایی شاهد، رژیم غذایی صرفاً پرچرب و رژیم غذایی پرچرب به علاوه گاواژ کروسین در دزهای مختلف (mg kg-1/day 25، 50 و 100 ) تیمار شدند. در پایان دوره آزمایش، برای ارزیابی هیستوپاتولوژی کبد، هم‌زمان همه موش‌‌ها با ايجاد جابجايي در مهره‌هاي گردن به راحتي كشته شدند. نمونه‌هاي بافتي اخذ شده از كبد تمامي موش‌ها در فرمالين بافري 10 درصد پايدار گرديد. از نمونه‌هاي فوق با استفاده از شيوه‌هاي رايج پاساژ بافت و تهيه مقطع، برش‌هاي هيستولوژي به ضخامت 5 ميكرون تهيه گرديد. سطوح سرمی آمینوترانسفرازها (ALT و AST) جهت ارزیابی آسیب کبد و آلکالین فسفاتاز (ALP) و بیلی​روبین تام (TB) برای ارزیابی عمکرد صفراوی کبد مورد سنجش قرار گرفت. آلبومین (Alb) و پروتئین تام (TP) نیز برای سنجش عملکرد ساخت​وساز کبد اندازه​گیری گردید. آسيب‌شناسي بافتي كبد، حاكي از بروز تغيير چربی در گروه موش​های تغذیه شده با جیره پرچرب بود. کروسین به صورت وابسته به دز باعث کاهش تجمع چربی در هپاتوسیت​ها گردید. در موش‌هاي گروه تغذیه با جیره پر چرب، سطوح سرمي آنزیم​های ALT، AST و ALP و TB در مقايسه با گروه شاهد سالم، به‌طور معني‌داري (01/0p<) افزايش و ميزان TP و Alb به‌طور معني‌داري (01/0p<) كاهش يافت. دزهای بالا (mg/kg 100) و متوسط کروسین (mg/kg 50) ، سطوح افزایش یافته سرمي مارکرهای آسیب کبد در اثر رژيم پرچرب را به‌طور معني‌دار (به ترتیب 01/0p< و 05/0p<) كاهش و مقادير كاهش يافته TP و Alb در اثر رژيم پرچرب را به‌طور معني‌دار (به ترتیب 01/0p< و 05/0p<) افزايش دادند. دز پائين كروسين (mg/kg 25) نتوانست تغییر معنی​داری در پارامترهای مذکور ایجاد کند. نتایج مطالعه حاضر نشان می​دهد که کروسین از بروز کبد چرب در  موش​های صحرایی تغذیه شده با جیره پرچرب پیشگیری می​کند. 

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 3، پیاپی 19، صفحات: 1304-1295.

کليد واژه​ها: کبد چرب، جیره غذایی پرچرب، کروسین، موش صحرایی

مقدمه

کبد چرب غیرالکلی (Non alcoholic fatty liver disease; NAFLD) به عنوان معضلی جهانی، گریبانگیر بشر بوده که معمولاً با چاقی مفرط، هیپرلیپیدمی و دیابت ملیتوس نوع 2 همراه می​باشد. تحقیقات نشان داده​ است که تغدیه با جیره پرچرب منجر به استئاتوز کبد می​گردد (4). تری​گلیسرید و کلسترول، لیپیدهای بیولوژیک مهمی هستند که دریافت بیش از حد آنها از طریق جیره غذایی منجر به هیپرتری​گلیسریدمی (17 و 19) و هیپرکلسترولمی (33) می​گردد. کبد چرب غیرالکلی با تجمع تری​گلیسریدها در هپاتوسیت​ها که در اثر استریفیکاسیون اسیدهای چرب آزاد  و گلیسرول شکل می​گیرند، مشخص می​شود. افزایش اسیدهای چرب آزاد در کبد از سه منبع جداگانه یعنی لیپولیز (هیدرولیز اسید چرب و گلیسرول از تری​گلیسیرید) در بافت چربی، رژیم غذایی پر چرب و لیپوژنز مجدد (de novo lipogenesis) سرچشمه می​گیرد (28). در مقابل، اسیدهای چرب ممکن است از طریق بتا-اکسیداسیون (β-oxidation)، استریفیکاسیون مجدد به تری​گلیسریدها و ذخیره به شکل قطرات چربی ، یا دفع به صورت VLDL (very low density lipoprotein) مصرف شوند. بنابراین، تجمع چربی در کبد  می​تواند در اثر افزایش سنتز چربی، کاهش دفع چربی و یا کاهش اکسیداسیون آن به وقوع بپیوندد.  Donnelly و همکارانش در سال 2005 نشان داده​اند که 60% محتوای تری​گلیسرید کبد از اینفلاکس اسیدهای چرب از بافت چربی، 26% از لیپوژنز مجدد، و 15% از جیره غذایی منشا می​گیرد (13). کبد چرب غیر الکلی با یکسری تغییرات هیستوپاتولوژیک که از استئاتوز تا سیروز متفاوت است، همراه می​باشد (3، 9، 12 و 15). سابقاً عقیده بر این بود که استئاتوز پدیده​ای ساده بوده و بدون عوارض می​باشد. لكن، امروزه مشخص شده است که کبد چرب به عواملی همچون استرس​های اکسیداتیو آسیب​پذیر بوده و می​تواند به استئاتوهپاتیت (Steatohepatit) که با نکروز، آماس، فیبروز و سیروز مشخص می​شود، منجر گردد (18 و 27). در پاتوژنز استئاتوهپاتیت غیر الکلی (non-alcoholic steatohepatitis (NASH)) فرض بر این است که تجمع تری​گلیسرید در کبد یا استئاتوز باعث افزایش حساسیت کبد به آسیب​های ناشی از سیتوکائین​ها یا لیپوکائین​های آماسی، اختلالات عملکردی میتوکندری​ها و استرس اکسیداتیو خواهد شد که خود منجر به استئاتوهپاتیت و یا فیبروز می​​شود (10 و 11). Barbuio و همکارانش در سال 2007 نشان داده​اند که استرس اکسیداتیو در تبدیل استئاتوز به استئاتوهپاتیت موثر می​باشد (5). به هرحال، اگرچه استئاتوز ممکن است به نارسایی کامل کبد منجر شود، لکن درمان مناسب و ایده​آلی برای آن بنا نشده است (3). مواد بیولوژیک با منشأ گیاهی شاخه‌اي از فارماکوتراپی مدرن بيماری‌ها را تشكيل مي‌دهند. اگر چه عوامل دارويي متنوعي براي درمان انواع بيماري‌ها وجود دارد، لكن اغلب بيماران قادر به تحمل اثرات جانبي داروهاي شيميايي نيستند و از سوي ديگر اكثر گياهان اثرات جانبي بسيار اندكي در روي بيماران به جاي مي‌گذارند. بدیهی است قبل از آن​که دارویی جدید وارد عرصه طب شود، لازم است مطالعات متعددی در چندین مرحله روی دارو انجام شود. در اولین مرحله، دارو در محیط​های بی​جان (in vitro) و نیز روی حیوانات زنده (in vivo) بررسی می​شود که در این مرحله ویژگی​های کلی را روی مورد مطالعه (pharmacological profile) مورد بررسی قرار می​دهند. بعد از این مرحله است که دارو روی انسان آزمایش می​شود. 

کروسین (Crocin) به عنوان یک کاروتنوئید گلیکوزیله (glycosylated carotenoid) ماده​​ای است که دارای اثرات هیپوتری​گلیسریدمیک و هیپو کلسترولمیک قوی می​باشد (16). مطالعات متعدد نشان داده​اند که کروسین دارای اثرات فارماکولوژیک متعدد از جمله اثرات محافظتی علیه بیماری​های قلبی-عروقی (16، 30 و 35)، جلوگیری از پرولیفراسیون سلول​های توموری (24)، محافظت از سیستم عصبی (1 و 26) و محافظت از هپاتوسیت​ها (32) را نیز دارا می​باشد. در هر صورت، در بین مکانیسم​های محافظتی مختلف، فعالیت آنتی​اکسیدانی کروسین مسئول اثرات فارماکولوژیکی آن قلمداد شده است (24). 

با توجه به اثرات هیپولیپیدمیک  و آنتی​اکسیدانی کروسین (31)، اين ماده احتمالاً توانايي آن را خواهد داشت كه بتواند كبد را از ابتلاء به استئاتوز و در پی آن آسیب​های ناشی از تنش​های اکسایشی محافظت كند. در هر صورت با توجه به  بررسي منابع، مطالعه‌اي در رابطه با اثرات پیشگیری​کنندگی کروسین از ابتلاء به استئاتوز کبد در موارد تغذیه با جیره پر چرب وجود ندارد. بنابراين، تحقيق حاضر براي اولين بار جهت ارزيابي اثرات پیشگیری​کنندگی کروسین از استئاتوز کبد در موش​های صحرايي تغذیه شده با جیره پر چرب اجرا گردیده است. به هر حال، با انجام اين مطالعه خاصيت دارويي کروسین در پیشگیری از بروز عارضه کبد چرب در مواقع تغذیه با جیره پر چرب برای اولین بار مورد ارزيابي قرار مي‌گيرد كه در صورت تائيد مي‌تواند به عنوان يك منبع قابل دسترس با خاصيت هیپولیپیدمیک و  آنتي‌اكسيداني جهت پیشگیری از استئاتوز و عوارض وخیم ناشی از آن مورد استفاده قرار گيرد.

مواد و روش​ها

   مطالعه حاضر از نوع تجربي آزمايشگاهي بوده و در سال 1390 در مركز تحقيقات دانشگاه آزاد اسلامی تبریز انجام گردید. جامعه آماري اين مطالعه شامل موش‌هاي‌ صحرايي نر نژاد ويستار در محدوده وزني 20±180 گرم و سن 9 هفته بود. نمونه‌اي به حجم 60 سَر موش صحرايي از مركز پرورش حيوانات آزمايشگاهي دانشگاه آزاد اسلامی تبریز تهيه و به‌طور تصادفي به 6 گروه مساوي شامل: 1-گروه شاهد سالم 2-گروه تغذیه با جیره پر چرب 3- گروه تغذیه با جیره پر چرب + کلوفیبرات Clofubrate (به عنوان کنترل مثبت)، 4 تا 6- گروه​های تغذیه با جیره پر چرب + کروسین (mg kg1/day 25، 50 و 100 ) تقسيم گرديد. موش‌ها براي سازگاري با محيط جديد، قبل از آغاز مطالعه به مدت يك هفته در قفس‌هاي فايبرگلاس مخصوص در شرايط 12 ساعت روشنايي و 12 ساعت تاريكي و دماي C°2 ± 23 و دسترسي آزاد به مقادير دلخواه آب و غذاي پودر شده استاندارد نگه‌داري شدند. در اين مطالعه كليه ملاحظات اخلاقي و پروتكل‌هاي كار روي حيوانات آزمايشگاهي، مورد تائيد كميته نظارت بر حقوق حيوانات آزمايشگاهي مركز تحقيقات دانشگاه آزاد اسلامی تبریز بود. مراحل مختلف مطالعه به‌صورت دوسو بی​خبر انجام شد. 

الف-طرح آزمايش:

در گروه​های تغذیه با جیره پر چرب، براي ايجاد استئاتوز كبد، از امولسیون پرچرب طبق روش ارائه شده توسط Zou و همکاران در سال 2006 استفاده شد که شامل 400 گرم روغن ذرت، 150 گرم ساکاروز، 80 گرم پودر کامل شیر، 100 گرم کلسترول، 10 گرم سدیم دی​اکسی​کولات، 4/36 گرم توئین 80، 1/31 گرم پروپیلن گلیکول، 5/2 گرم مولتی ویتامین، 10 گرم نمک، 5/1 گرم مواد معدنی مخلوط و 300 میلی​لیتر آب مقطر بود (36). به طور خلاصه، موش​های گرو​ه​های 2 تا 6، امولسیون پرچرب را به ميزان  ml/kg10، روزانه راس ساعت 8 صبح به مدت 4 هفته از طریق گاواژ دریافت کردند. همزمان به موش​های گروه شاهد نیز به همان میزان (ml/kg 10) نرمال سالين گاواژ شد. گروه​های تیمار با کروسین (گروه​های 4 تا 6) نيز کروسین را به میزانmg/kg/day  25، 50 و 100 و گروه کنترل مثبت، کلوفیبرات را به میزان mg/kg/day  320  (31)  از طریق گاواژ به صورت سوسپانسیون در متیل سلولز 5/0% (ml/kg 2) دریافت کردند. به موش​های گروه شاهد نیز به همان میزان (ml/kg 2) متیل سلولز 5% گاواژ گردید.

ب) سنجش پارامترهاي بيوشيميايي سرم

 در پايان دوره آزمايش جهت اندازه‌گيري برخي فاكتور‌هاي بيوشيميايي  شامل آلانين آمينو ترانسفراز (ALT; alanine amino transaminase )، آسپارتات آمينو ترانسفراز (AST; aspartate amino transaminase)  (29)، آلكالين فسفاتاز (ALP; alkaline phosphatase)  (20)، آلبومين (Alb; albumin) و پروتئن تام (TP, total protein)، (23) و بيلي‌روبين تام (TB; total bilirubin) (25)، نمونه‌ خون ناشتا از سينوس پشت كره چشم (retro-orbital plexus) اخذ گرديد.  سرم نمونه‌هاي خون توسط سانتريفيوژ با سرعت 2500 دور در دقيقه و به مدت 15 دقيقه در دماي 30 درجه سانتي‌گراد جدا شد. جهت سنجش پارامترهاي مذكور از كيت​هاي تجاري موجود (Commercial analysis kits; Beijing, China) استفاده شد. 

ج- هيستوپاتولوژي كبد:

آسيب​شناسي بافتي كبد موش​هاي مورد آزمايش با رنگ آميزي هماتوكسيلين-ائوزين (H&E) انجام شد. قسمتي از بافت كبد موش‌ها در فرمالين بافري 10 درصد پايدار شد و از نمونه‌هاي پايدار شده با استفاده از شيوه‌هاي رايج پاساژ بافت و تهيه مقاطع هيستولوژي، برش‌هايي با ضخامت 5 ميكرون و رنگ آميزي معمول هماتوكسيلين- ائوزين تهيه شد (22). تغييرات هيستوپاتولوژي کبد به صورت تغییر چربی (fatty Change) هپاتوسیت​ها بر اساس شدت ضايعه طبق روش (6 و 34)، از صفر تا 4 (صفر: بدون استئاتوز، 1: كمتر از 25% هپاتوسيت​ها دچار استئاتوز هستند، 2: بين 26 تا 50% هپاتوسيت​ها دچار استئاتوز هستند، 3: بين 51 تا 75% هپاتوسيت​ها دچار استئاتوز هستند و 4: بيش از 76% هپاتوسيت​ها دچار استئاتوز هستند.) رتبه‌بندي گردید. كلّيه درجه‌‌بندي‌ها با بزرگنمايي 100×  و در 5 

ميدان ميکروسکوپي از هر برش، به‌طور تصادفي با ميكروسكوپ نوري مدل Nikon (ECLIPSE E200، ساخت كشور ژاپن) انجام شد. 

د) تحلیل آماری داده​ها

براي تحليل داده‌ها از بسته نرم‌افزاري SPSS-13 استفاده شد. داده‌هاي به‌دست آمده كمّي، به صورت میانگین±انحراف استاندارد (mean±SEM.) ارائه و اختلاف معني‌دار بين گروه‌ها توسط آزمون آماري آنالیز واریانس یک​طرفه (ANOVA) و آزمون تعقيبي توكي (Tukey) مورد بررسي قرار گرفت. آزمون ناپارامتری کروسکال والیس (The Kruskal-Wallis test) و آزمون تعقیبی يو مان- ويتني (Mann-Whitney U Test) نيز براي آناليز درجات هيستوپاتولوژيك استئاتوز كبد مورد استفاده قرار گرفت. اختلافات در سطح 05/0p< معني‌دار تلقي شدند. از آزمون آماري كلموگروف–اسميرنف (Kolmogrov-Smirnov) که یکی از آزمون​های نیکویی برازش است، نيز برای تعیین نرمال بودن توزیع پراکندگی داده​ها استفاده شد. 


یافته​ها

الف-تاثير كروسين بر تغيير پارامترهای بيوشيميايي آسيب کبد ناشي از تغذيه با رژيم پرچرب  

در موش‌هاي گروه  2 (گروه تغذیه با جیره پر چرب)، سطوح سرمي آنزیم​های آلانين ‌آمينوترانسفراز (ALT)، آسپارتات ‌آمينوترانسفراز (AST) و آلكالين فسفاتاز (ALP) و بيلي‌روبين تام سرم (TB) در مقايسه با گروه 1 (شاهد سالم)، به‌طور معني‌داري (01/0p<) افزايش و ميزان پروتئين تام (TP) و آلبومين سرم (Alb) به‌طور معني‌داري (01/0p<) كاهش يافت. در گروه  3 (شاهد مثبت)، کلوفیبرات (mg/kg 320) و در گروه​ 6، دز بالای کروسین (mg/kg 100)، سطوح افزایش یافته سرمي آنزيم‌هاي ALT، AST و ALP و بيلي‌روبين تام سرم در اثر رژيم پرچرب را به‌طور معني‌دار (01/0p<) و تا حدّ طبيعي كاهش و مقادير كاهش يافته پروتئين تام و آلبومين سرم در اثر رژيم پرچرب را به‌طور معني‌دار (01/0p<) و تا سطوح طبیعی خود افزايش دادند. در گروه​ 5 نیز دز متوسط كروسين (mg kg1 50) مقادیر افزایش یافته آنزيم‌هاي ماركر و بيلي‌روبين تام سرم در اثر رژيم پرچرب را  به‌طور معني‌داري (05/0p<) كاهش و مقادیر کاهش یافته پروتئين تام و آلبومين سرم را  به‌طور معني‌داري (05/0p<) افزایش داد، هرچند که اين مقادير به حدّ طبیعی خود نرسیدند. در گروه​ 4، دز پائين كروسين (mg kg1 25) نتوانست مقادیر افزایش یافته آنزيم‌هاي ماركر و بيلي‌روبين تام سرم در اثر رژيم پرچرب را  به‌طور معني‌داري كاهش و مقادیر کاهش یافته پروتئين تام و آلبومين سرم را  به‌طور معني‌داري افزایش دهد (جدول 1).

جدول 1- تاثير كروسين بر پارامترهای بيوشيميايي سرم موش​هاي ‌صحرايي در استئاتوز کبد ناشي از رژيم غذايي پرچرب


		گروه​ها

		پارامترها



		

		آلانين ‌آمينو ترانسفراز

(U/L)

		آسپارتات ‌آمينو ترانسفراز

(U/L)

		آلكالين ‌فسفاتاز

(IU/L)

		بيلي‌روبين تام سرم (mg/dl)

		آلبومين (g/dl)

		پروتئين ‌تام‌ سرم

(g/dl)



		شاهد سالم

		36/2±82/54 bde

		bde71/1±90/68

		bde03/9±87/194

		bde03/0±81/0

		bde42/0±38/4

		bde58/0±28/8



		رژيم غذايي پر چرب

		12/3±25/71acef

		acef96/2±21/93

		acef25/11±67/281

		acef07/0±29/1

		acef21/0±12/3

		acef45/0±56/5



		رژيم غذايي پرچرب + كلوفيبرات (mg/kg 320)

		47/2±90/55bd

		bd34/1±21/68

		bd09/8±92/208

		bd06/0±87/0

		bd36/0±32/4

		bd47/0±26/7



		رژيم غذايي پرچرب + كروسين (mg kg1 25)

		32/3±55/69acf

		24/3±76/89acf

		65/9±61/275acf

		06/0±25/1acf

		27/0±33/3acf

		42/0±65/5acf



		رژيم غذايي پرچرب + كروسين (mg kg1 50)

		ab95/2±56/62

		ab61/2±30/78

		ab91/6±62/235

		ab05/0±06/1

		ab29/0±73/3

		ab43/0±16/6



		رژيم غذايي پرچرب + كروسين (mg kg1 100)

		bd64/2±30/56

		bd15/2±91/69

		bd50/8±88/214

		bd40/0±85/0

		bd34/0±31/4

		bd52/0±21/7



		آزمون آناليز واريانس يكطرفه (ANOVA)

		000/0=p

		000/0=p

		000/0=p

		000/0=p

		000/0=p

		000/0=p





مقادیر به​صورت ميانگين ± انحراف استاندارد (mean±SEM) برای 10 سر موش صحرایی در هر گروه ارائه شده است. a: اختلاف معني‌دار با گروه 1،b : اختلاف معني‌دار با گروه 2، c: اختلاف معني‌دار با گروه 3، d: اختلاف معني‌دار با گروه 4، e: اختلاف معني‌دار با گروه 5، f: اختلاف معني‌دار با گروه 6 (05/0p<).

ب- هيستوپاتولوژي تاثير كروسين بر آسيب​ بافت کبد ناشي از رژيم پرچرب در مطالعات ريزبيني، هيچگونه حالت غير طبيعي در بافت كبد موش​هاي گروه شاهد سالم (گروه 1) مشاهده نشد (تصوير 1). در حالي كه، در موش​هاي گروه 2 كه به مدت 4 هفته فقط با جيره پرچرب تغذيه شده بودند، استئاتوز شديد بافت كبد به صورت تغيير چربي ميكرووزيكر و گاهاً ماكرووزيكولر همراه با تورم هپاتوسيت​ها ايجاد شده بود (تصوير 2). كلوفيبرات در موش​هاي گروه 3 كه جيره پرچرب دريافت مي​كردند، مانع از استئاتوز كبد شده بود (تصوير 3). در گروه​هاي 5 و 6 تجويز كروسين (mg/kg 100 و 50) به صورت وابسته به دز از بروز تغيير چربي در هپاتوسيت​ها پيشگيري كرد، به​خصوص با دز mg/kg 100 كه تقريباً به طور كامل مانع از بروز استئاتوز در كبد شد (تصاوير 4 و 5)، در حالي​كه در گروه 4، كروسين با دز mg/kg 25 نتوانست به طور مشخصي از استئاتوز بافت كبد جلوگيري كند (تصوير 6).  تاثير كروسين بر درجه​بندي پاتولوژيك استئاتوز كبد در موش​هاي تغذيه شده با رژيم پرچرب در جدول 2 آورده شده است. 

جدول 2- تاثير كروسين بر استئاتوز بافت كبد موش​هاي صحرايي تغذيه شده با رژيم غذايي پرچرب

		گروه​ها

		درجه استئاتوز كبد

		P



		شاهد سالم

		00/0 ± 00/0

		001/0 P<



		رژيم پر چرب

		85/0 ± 97/2d

		



		رژيم پر چرب + كلوفيبرات

		11/0 ± 74/0b

		



		رژيم پر چرب + كروسين (mg kg1 25)

		68/0 ± 65/2d

		



		رژيم پر چرب + كروسين (mg kg1 50)

		46/0 ± 84/1ac

		



		رژيم پر چرب + كروسين(mg kg1 100)

		25/0 ± 82/0b

		





هر گروه شامل 10 سر موش صحرايي بوده و ارقام نشان​دهنده تعداد موش​ها براي هر درجه از شدت استئاتوز مي​باشد. 

a: 05/0 p< و b: 01/0 p< در مقايسه با گروه رژيم پرچرب. c: 05/0 p< و d: 01/0 p< در مقايسه با گروه شاهد سالم.

[image: image1.jpg]





نگاره 1- نماي ريزبيني از بافت كبد یک موش صحرایی متعلق به گروه شاهد سالم. هپاتوسيت​ها و ساختار بافت كبد طبيعي مي​باشد (رنگ​آميزي هماتوكسيلين-ائوزين، درشتنمايي ×400).
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نگاره 2- نماي ريزبيني از بافت كبد یک موش صحرایی متعلق به گروه تغذيه با رژيم پرچرب. تغيير چربي با تشكيل ميكرووزيكول​ها و ماكرووزيكول​ها درون سیتوپلاسم هپاتوسیت​ها مشخص مي​باشد (رنگ​آميزي هماتوكسيلين-ائوزين، درشتنمايي ×400).
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نگاره 3- نماي ريزبيني از بافت كبد یک موش صحرایی متعلق به گروه رژيم پر چرب + كلوفيبرات (mg/kg 320). بافت كبد طبيعي بوده و تغيير پاتولوژيك خاصي در آن مشاهده نمي​شود (رنگ​آميزي هماتوكسيلين-ائوزين، درشتنمايي ×400).
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 نگاره 4- نماي ريزبيني از بافت كبد یک موش صحرایی متعلق به گروه رژيم پر چرب + كروسين (mg/kg 25). وزيكول​هاي ریز و درشت چربي به​طور منتشر در بافت كبد مشاهده مي​شود  (رنگ​آميزي هماتوكسيلين-ائوزين، درشتنمايي ×400).
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 نگاره 5- نماي ريزبيني از بافت كبد یک موش صحرایی متعلق به گروه رژيم پر چرب + كروسين (mg/kg 50). تغيير چربي در حد متوسط بوده و قطرات ریز چربی به​صورت پراكنده قابل مشاهده مي​باشد (رنگ​آميزي هماتوكسيلين-ائوزين، درشتنمايي ×400).
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نگاره 6- نماي ريزبيني از بافت كبد یک موش صحرایی متعلق به گروه رژيم پر چرب + كروسين (mg/kg 100). تغيير چربي در حد بسیار جزئی بوده و قابل چشم​پوشی می​باشد (رنگ​آميزي هماتوكسيلين-ائوزين، درشتنمايي ×400).

بحث و نتیجه​گیری


     افزایش فعالیت آنزیم​های شاخص عملکرد کبد شامل AST، ALT و ALP در سرم نشانگر آسیب کبد می​باشد (8). از آنجائی​که تغییر در میزان سرمی مارکرهای فوق طی استئاتوز کبد نیز قبلاً گزارش گردیده است (2 و 34Chitturi and Farrell, 2001 S. Chitturi and G.C. Farrell, Etiopathogenesis of nonalcoholic steatohepatitis, Seminars in Liver Disease 21 (2001), pp. 27–41. View Record in Scopus | Cited By in Scopus (310))، بنابراین، در بررسی حاضر سطوح سرمی این آنزیم​ها مورد مطالعه قرار گرفت.  افزایش فعالیت سرمی آنزیم​های AST، ALT و ALP در سرم موش​های مورد تغذیه با جیره پرچرب مشاهده شد که حکایت از بروز آسیب در سلول​های کبدی را دارد. این یافته با نتایج Chidambarama و Venkatraman در سال 2010 همخوانی دارد (8). تیمار با کروسین تا حد قابل توجهی از افزایش سطوح سرمی آنزیم​های مذکور، ناشی از تغذیه با جیره پرچرب، جلوگیری کرد که این تاثیر با عملکرد کلوفیبرات در گروه کنترل مثبت، قابل مقایسه می​باشد. این نتیجه با یافته​های El-Maraghy و همکاران در سال 2009 که اثرات محافظتی کروسین را در برابر افزایش سیستمیک بار آهن در موش​های صحرایی مورد مطالعه قرار داده بودند، همراستا است (14). در این مطالعه، نتایج بیوشیمیایی به دست آمده با یافته​های هیستوپاتولوژی نیز مورد تائید قرار گرفت، به طوری که موش​هایی که به مدت 4 هفته با جیره پرچرب تغذیه شده بودند، درجات بالایی از استئاتوز کبد را بروز دادند. در هر صورت، ارزیابی​های هیستوپاتولوژی اثرات ضد هپاتواستئاتوزی کروسین را در موش​های تغذیه شده با جیره پرچرب نشان داد به طوری که، کروسین به خصوص با دز  mg/kg 100 مانع از رسوب چربی در هپاتوسیت​ها شده بود. مشاهدات ریزبینی در توافق با یافته​های بیوشیمیایی، با نتایج مطالعه Wang و همکارانش در سال 2009 همسو می​باشد (34). شواهد موجود نشان می​دهد که تجمع چربی در کبد، حساسیت این بافت را نسبت به سایر عوامل آسیب​رسان نظیر استرس​های اکسیداتیو افزایش می​دهد که خود باعث پیشرفت استئاتوز به سمت استئاتوهپاتیت، فیبروز و سیروز می​شود (21). با توجه به ارتباط بین استرس اکسیداتیو و التهاب بافت (8)، بررسی حاضر تائید می​کند که رژیم غذایی پرچرب می​تواند باعث آسیب اکسیداتیو کبد شود. عدم تعادل بین استرس اکسیداتیو و تشکیل آنتی​اکسیدان​ها می​تواند متعاقب تغذیه با جیره پرچرب بروز نماید و اینکه کروسین می​تواند از این روند پاتولوژیک پیشگیری کند، اثرات درمانی و پیشگیری​کنندگی آنرا از هپاتواستئاتوز ناشی از جیره پرچرب نشان می​دهد. نتایج آزمایشات بیوشیمیایی مطالعه حاضر، در کنار یافته​های هیستوپاتولوژی، نشان می​دهد که تیمار با کروسین استئاتوز کبد را کاهش داده و مانع از آسیب پراکسیداتیو آن می​گردد به طوری که،  این اثرات با اثرات کلوفیبرات قابل قیاس می​باشد. این نتایج با یافته​های مطالعات Zou و همکاران در سال 2006 همراستا می​باشد (36). کبد نقشی اساسی را در متابولیسم چربی در بدن به عهده داشته و استئاتوز کبد نشان از تجمع بیش از حد لیپیدها در هپاتوسیت​ها به دلیل عدم تعادل در تشکیل و تجزیه چربی دارد (7). هیپرکلسترولمی، هیپرتری​گلیسریدمی، میزان کم HDL-C و سطوح بالای LDL-C در سرم اختلالات معمولی هستند که در هومئوستاز لیپیدی مبتلایان به استئاتوز کبد رخ می​دهد (3). تحقیقات نشان داده است که کروسین دارای اثرات هیپولیپیدمیک می​باشد (31). در این مطالعه، کروسین به طور معنی​داری شواهد بیوشیمیایی و هیستولوژیک مربوط به تجمع چربی در بافت کبد را بهبود بخشید. این نتایج نشان می​دهند که کروسین می​تواند از وقوع هپاتواستئاتوز از طریق کاهش تجمع لیپیدها در سرم و کبد ممانعت کند. به عبارتی دیگر کروسین اختلالات ایجاد شده در متابولیسم چربی ناشی از رژیم غذایی پرچرب را کاهش می​دهد. در مجموع، نتایج این مطالعه نشان می​دهد که کروسین به عنوان یک کاروتنوئید گلیکوزیله که نقش خود را از طریق فعالیت آنتی​اکسیدانی اعمال می​دارد، از تجمع چربی در بافت کبد در رژیم غذایی پرچرب جلوگیری 


کرده و این تغییرات با  کاهش مارکرهای سرمی آسیب کبد همراه می​باشد. 

سپاسگذاری: این طرح پژوهشی با اعتبارات مالی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز به انجام رسیده است. بدین وسیله از معاونت پژوهشی این دانشگاه صمیمانه قدردانی می​گردد.
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