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  چکیده

بیوتیک به طور معمول براي درمان ایزونیازید که به عنوان یک آنتی. ن مطرح استبیماري سلّ هم چنان به عنوان یک مسئله بهداشت عمومی در سراسر جها

عصاره چاي آنتی اکسیدانی  اثرات هدف از این مطالعه، ارزیابی. رودگیرد، یک عامل توکسیک قوي براي کبد به شمار میبیماري سلّ مورد استفاده قرار می

 10  گروه 4طور تصادفی به  ها به موش در به طور تصادفی ویستار صحرایی نر هايموش. باشدحرایی میصدر موش سبز در مقابل سمیت کبدي ایزونیازید 

از زمان شروع . تقسیم شدند و داروي سمی  گروه تیمار با عصاره-4 وگروه داروي سمی - 3  گروه سالم تیمار با عصاره-2 شاهد سالمگروه -1 :سري شامل

به ) هاي چهارم و پنجم آزمایشهفته(در اواسط دوره آزمایش . براي نوشیدن استفاده شد% 5/1  از محلول عصاره 4 و 2هاي  هفته در گروه8آزمایش تا پایان 

در پایان دوره آزمایش، ماحصل پراکسیداسیون لیپیدي . صورت داخل صفاقی تزریق گردید بهmg/kg50میزان  داروي ایزونیازید روزانه و به4 و 3هاي گروه

ت کبد ، فعالیت سوپراکسید دسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز جهت ارزیابی استرس اکسیداتیو در هموژنات باف)دي آلدئیدمالون (

 در >05/0pداري سطح معنی.  آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی توکی با هم مقایسه گردیدند ها توسط آزمون آماريگروه. مورد سنجش قرار گرفت

هاي تیمار شده با ایزونیازید ها را در موشداري میزان پراکسیداسیون لیپیدي را کاهش و سطوح آنتی اکسیدان به طور معنیعصاره چاي سبز. نظر گرفته شد

، ممکن است با خواص زیدایزونیا در آسیب اکسیداتیو کبدي ناشی از عصاره چاي سبزبررسی حاضر نشان داد که اثرات محافظتی . افزایش داد

  .  آزاد آن مرتبط باشد اکسیدانی و زدایندگی رادیکال آنتی

  .1221-1231 :، صفحات18، پیاپی 2، شماره 5، دوره 1390مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

  اکسیدان، موش صحراییچاي سبز، ایزونیازید، سمیت کبدي، آنتی :ها واژهکلید

  مقدمه

عنوان یک مسئله بهداشت عمومی  بیماري سلّ همچنان به     

خصوص اینکه با شیوع  باشد، به در سراسر جهان مطرح می

بیماري ایدز یکی از عوامل عمده منجر به فوت در مبتلایان 

عنوان  که به) Isoniazid(ایزونیازید ). 10(باشد  بزرگسال می

اري سل مورد طور معمول براي درمان بیم ثر بهؤیک داروي م

گیرد، یک عامل توکسیک قوي براي کبد به  استفاده قرار می

زدایی داروي که کبد مکان اصلی سماز آنجائی. رود شمار می

باشد، لذا تجویز آن اختلالات متعدد ضد سل ایزونیازید می
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این دارو . کندمتابولیک و مورفولوژیک را در کبد ایجاد می

شود که با ث بروز هپاتیت میهاي متعددي باعتوسط مکانیسم

هاي سرمی فزایش گلوبولیناکاهش غلظت سرمی آلبومین و 

نشان داده . گرددبسته به شدت و مدت بیماري، مشخص می

ترین شده است که پراکسیداسیون لیپیدهاي آندوژن اصلی

هاي آسیب. باشدفاکتور در سیتوتوکسیسیتی ایزونیازید می

هاي بسیار فعال به تشکیل گونهاکسیداتیو ناشی ایزونیازید 

اکسیژن که باعث پراکسیداسیون لیپیدي و تخریب و آسیب 

تغییر در ). 11(شود شوند، نسبت داده میهاي لیپیدي میغشاء

هاي متعدد تدافعی سلول شامل اجزاي آنزیماتیک و مکانیسم

 ;reduced glutathioneگلوتاتیون احیاء (غیر آنزیماتیک 

GSH. (وکسیسیتی ناشی از ایزونیازید گزارش شده در هپاتوت

  ). 39(است 

  استفاده از گیاهان دارویی جهت درمان طیف وسیعی از 

اي به  توجه ویژه. باشدها، به سرعت در حال توسعه میبیماري

هاي با منشاء طبیعی در برابر اثرات محافظتی آنتی اکسیدان

امروزه، ).  9(هاي ناشی از عوامل شیمیایی شده است مسمومیت

هاي بیولوژیک و فارماکولوژیک چاي به عنوان منبعی با فعالیت

خواص .  مفید براي سلامتی انسان مورد توجه قرار گرفته است

 catechin(هاي کاتچینن فنلدرمانی عصاره چاي و پلی

polyphenols (هاي علمی در آن، منجر به انجام بررسی

ددي توسط این هاي متعجهت پیشگیري و درمان بیماري

 در Williams و Crespy). 28 و 21(عصاره شده است  

اند که عصاره چاي سبز داراي خواص  گزارش کرده2004سال 

). 3(باشد هاي آزاد میاکسیدانی و زدایندگی رادیکالآنتی

Mohamadin نشان دادند که  2005 و همکاران در سال  

هاي عصاره چاي سبز، آسیب) supplementation(آوري هم

). 23(دهد  را کاهش میA -اکسیداتیو ناشی از سیکلوسپورین

هاي چاي سبز از پراکسیداسیون مشخص شده است که کاتچین

لیپیدي توسط مواد شیمیایی در کبد و کلیه حیوانات جلوگیري 

   داده است که نت نشاهمچنین، تحقیقا). 35(کند می

هاي چاي سبز، داراي خواص ضد سرطانی در انسان فنلپلی

  ). 40 و 19(باشد می

رود با توجه به اثرات مفید و متعدد درمانی چاي سبز، گمان می

این گیاه بتواند کبد را در مقابل اثرات اکسیداتیو توکسیک 

در هر صورت با توجه به  بررسی . ایرونیازید محافظت کند

اثرات محافظتی عصاره چاي سبز با اي در رابطه  منابع، مطالعه

بنابراین تحقیق . در مقابل سمیت کبدي ایرونیازید وجود ندارد

حاضر براي اولین بار جهت ارزیابی اثرات محافظتی عصاره 

چاي سبز در مقابل سمیت کبدي ایزونیازید طراحی گردیده 

  .است

  هامواد و روش

گر آزمایشگاهی  ز نوع تجربی مداخلهمطالعه حاضر ا     

سر موش   100تعداد براي انجام این مطالعه،  از . باشد می

 و  گرم20200 با وزن تقریبی ویستارنژاد بالغ صحرایی نر 

داري شرایط تغذیه و نگه.  هفته استفاده شد9در محدوده سنی 

ت  ساع12ها یکسان و به صورت  براي تمام گروه

جیره . گراد بود  درجه سانتی221تاریکی و دماي /روشنایی

طور آزاد در دسترس قرار گرفته و  غذایی یکسان و آب نیز به

. پس از یک هفته عادت به شرایط جدید، آزمایش شروع شد

 گروه -1:   گروه مساوي شامل4طور تصادفی به  ها به موش

گروه داروي سمی -3 مار با عصاره گروه سالم تی- 2 شاهد سالم

)Toxicant Control (4-و داروي  گروه تیمار با عصاره 

 و همکاران در Maityعصاره طبق روش . ندسمی تقسیم شد

 گرم پودر چاي 15صورت که  به این. گردید تهیه 1998سال 

 دقیقه 5سبز تازه در یک لیتر آب مقطر جوشان به مدت 

% 5/1 آمده صاف و عصاره خیسانده شده و محلول به دست

این محلول به عنوان تنها منبع آب نوشیدنی براي . شدتهیه 

). 20(هاي تیمار با عصاره، مورد استفاده قرار گرفت موش

از زمان شروع آزمایش .  هفته به طول انجامید8مایش مدت آز

گروه داروي  (3و ) شاهد سالم (1هاي  هفته در گرو8تا پایان 

سالم تیمار با  (2هاي صرفاً از آب مقطر و در گروه) سمی
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% 5/1از محلول عصاره ) داروي سمی + عصاره (4و ) عصاره

هاي هفته(ش در اواسط دوره آزمای. براي نوشیدن استفاده شد

 داروي ایزونیازید 4 و 3هاي به گروه) چهارم و پنجم آزمایش

 به شکل محلول در آب مقطر mg/kg50میزان روزانه و به

صورت داخل صفاقی تزریق گردیدبه) ml/kg 10(استریل 

طور همزمان فقط آب  نیز به2 و 1هاي به گروه). 38 و 31(

 .همان ترتیب تزریق شد مقطر استریل به

 ساعت پس از آخرین 24و )  هفته8(در پایان دوره آزمایش 

هاي ها با ایجاد دررفتگی در مهرهتیمار، هم زمان همه موش

ها سریعاً خارج و در سالین کبد موش. کشی شدندگردن راحت

کلرور ) w/v% (15/1در %  10بسیار سرد شستشو و هموژنات 

دور در دقیقه و  7000هموژنات با سرعت .  گردید پتاسیم تهیه

گراد سانتریفیوژ شد   درجه سانتی4 دقیقه در دماي 10به مدت 

و محلول شناور جهت سنجش میزان پراکسیداسیون لیپیدي از 

آلدئید  دي گیري مقدار مالونطریق اندازه

)Malondialdehyde (گیري فعالیت و همچنین براي اندازه

 Superoxide(آنزیم هاي آنتی اکسیدانی سوپراکسید دسموتاز 

dismutase( کاتالاز ،)Catalase( گلوتاتیون پرکسیداز ،

)Glutathione peroxidase ( و گلوتاتیون ردوکتاز

)Glutathione reductase (مورد استفاده قرار گرفت.

  آلدئید  دي گیري مقدار مالون اندازه ) الف

آلدئید، به عنوان مقیاسی از پراکسیداسیون چربی، در ديمالون

 TBARS) Thiobarbituric acid reactingقالب 

substances ( و با استفاده از روشEsterbauer و 

Cheesman به طور خلاصه، ). 8( مورد سنجش قرار گرفت

لیتر لوریل سولفات   میلی2/0مخلوط واکنشگري متشکل از 

 درصد 20لیتر محلول اسید استیک   میلی5/1 درصد، 1/8سدیم 

 درصد 8/0لیتر از محلول آبی  یلی م5/1 و =5/3pHبا 

، )w/v( درصد PMS 10 میلی لیتر 2/0تیوباربیتوریک اسید در 

حجم مخلوط به دست آمده، توسط آب مقطر به . ایجاد گردید

 95 دقیقه در دماي 60 میلی لیتر افزایش یافت، سپس به مدت 4

  . گراد حرارت داده شد درجه سانتی

 5لیتر آب مقطر و  لی می1پس از خنک شدن در آب جاري، 

به آن ) v/v، 15:1(بوتانول و پیریدین -nلیتراز مخلوط  میلی

لایه ارگانیک آن برداشته شد و . افزوده سپس سانتریفیوژ گردید

میزان . گیري گردید  نانومتر اندازهnm( 532 (شدت جذب در

TBARS1 با استفاده از ضریب-cm 1-M10556/1 

گرم   در میلیTBARSول صورت نانوم گیري و به اندازه

پروتئین بافتی با استفاده از روش بیوره . پروتئین بیان گردید

گرم   به صورت نانومول در میلیTBARSاندازه گیري و مقدار 

  .پروتئین بیان گردید

  گیري فعالیت سوپراکسید دسموتاز  اندازه) ب

) Nishikimi) 27فعالیت سوپراکسید دسموتاز توسط روش 

. نیز تعدیل گردید) Kakkar) 17وسط روش مورد سنجش و ت

  هاي تام هر یک از  میکروگرم از پروتئین5در حدود 

 PMTهاي کبدي با بافر پیروفسفات سدیم، هموژنات

(Phenazine methosulfate) و NBT (Nitro-blue 

Terazolium)ن واکنش با افزود.  مخلوط گردیدNADH 

(Nicotinamide-adenine dinucleotide)غاز گردید آ .

 ثانیه 90گراد به مدت   درجه سانتی30مخلوط واکنش در دماي 

لیتر اسید استیک گلاسیال متوقف   میلی1انکوبه و با افزودن 

 nm560شدت جذب مخلوط رنگزاي تشکیل شده در . گردید

هر واحد از فعالیت سوپراکسید دسموتاز به . گیري گردیداندازه

ي ممانعت از تولید رنگ تا صورت غلظت آنزیم مورد نیاز برا

  . دقیقه، تحت شرایط مطالعه، تعیین گردید1 درصد در 50

  اندازه گیري فعالیت کاتالاز ) ج

و براساس تجزیه ) Claiborne) 2فعالیت کاتالاز توسط روش 

به . ، مورد سنجش قرار گرفتnm240پراکسید هیدروژن در 

لیتر  میلی95/1سنجش متشکل از طور خلاصه، مخلوط مورد 

لیتر پرکسید هیدروژن  میلی7M, pH=  05/0( ،1(بافرفسفات 

)M 019/0 ( لیتر  میلی05/0وPMS) 10 (% 3در حجم نهایی 
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. گیري گردید  اندازهnm240تغییرات در جذب در . لیتر بود میلی

 محاسبه "فعالیت کاتالاز در دقیقه"در نهایت نتیجه به شکل 

  .گردید

تاتیون پراکسیدازگیري فعالیت گلواندازه) د

 و Rotruckفعالیت گلوتاتیون پراکسیداز با استفاده از روش 

و بر اساس واکنش ذیل مورد سنجش قرار ) 33(همکاران 

  .گرفت

H2O2 + 2GSH )2 →)گلوتاتیون احیاءH2O + 

GSSG )گلوتاتیون اکسید (

گلوتاتیون پراکسیداز، در هموژنات بافتی، گلوتاتیون را اکسیده 

  به طور همزمان پراکسید هیدروژن به آب احیاء کرده که 

کلرواستیک   دقیقه توسط تري10این واکنش پس از . گرددمی

 DTNBاسید متوقف و گلوتاتیون باقیمانده توسط محلول 

(Dithiobis nitrobenzoic acid)ًه و  فعال گردید مجددا

گردد که با اسپکتروفتومتر در منجر به تشکیل ترکیب رنگی می

nm4202/0مخلوط واکنشگر متشکل از . شودگیري می اندازه 

 EDTA) Ethylenediamine tetra-aceticلیتر  میلی

acid (mM8/0 ،1/0لیتر آزید سدیم  میلی)Sodium azide (

mM10 ،1/0لیتر پراکسید هیدروژن  میلیmM5/2 ،2/0   

 10گراد به مدت سانتی  درجه 37لیتر هموژنات بود که در میلی

لیتر  میلی5/0واکنش با افزودن . ه انکوبه گردیددقیق

 دور 2000ها با  درصد متوقف و لوله10استیک اسید کلرو تري

لیتر دي  میلی3.  دقیقه سانتریفیوژ شدند15در دقیقه به مدت 

 DTNB 04/0لیتر  میلی1/0 و mM 8/0سدیم هیدروژن 

ر درصد به محلول شناور افزوده شد و بلافاصله رنگ حاصله د

nm420فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز به . گیري شد اندازه

گرم پروتئین میلی/دقیقه/صورت میکرومول گلوتاتیون اکسید

  . بیان گردید

  گیري فعالیت گلوتاتیون ردوکتازاندازه) هـ

 و Mohandasفعالیت گلوتاتیون ردوکتاز با استفاده از روش 

  . قرار گرفتبر اساس واکنش ذیل مورد سنجش ) 24(همکاران 

NADPH + H+ + GSSG → NADP+ + 2GSH  

 ، احیاء گردیدهوکتاز، گلوتاتیون اکسیدهددر حضور گلوتاتیون ر

 فعالیت .شوداکسیده می +NADP به NADPHزمان،  و هم

آنزیم در دماي اتاق توسط سنجش میزان ناپدید شدن 

NADPH / دقیقه درnm340گیري ، با اسپکتروفتومتر اندازه

  .گردید

  تحلیل آماري

 13 ویرایش SPSSها از بسته نرم افزاري براي تحلیل داده

  هاي به دست آمده کمی، به صورت داده. استفاده شد

دار بین انحراف استاندارد ارائه و اختلاف معنی ± میانگین

و آزمون ها توسط آزمون آماري آنالیز واریانس یک طرفهگروه

اختلافات در سطح . فتتعقیبی توکی مورد ارزیابی قرار گر

05/0p<دار تلقی شد معنی.  

  هایافته

داري سالم مصرف عصاره تغییر معنیهاي صحرایی در موش   

را در میزان پارامترهاي مورد سنجش در مقایسه با گروه شاهد 

هاي صحرایی تیمار شده با ایزونیازید در موش. ایجاد نکرد

الاز، گلوتاتیون هاي سوپراکسید دسموتاز، کاتمقادیر آنزیم

پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز، در مقایسه با گروه شاهد، به 

کاهش و میزان مالون دي آلدئید ) >001/0p(داري طور معنی

تیمار با محلول . افزایش یافت) >001/0p(داري به طور معنی

هاي آنتی اکسیدانی فوق را عصاره چاي سبز مقادیر آنزیم% 5/1

دار  زید کاهش یافته بود، به طور معنیکه در اثر ایزونیا

)05/0p< ( افزایش داد، لکن این میزان مصرف عصاره هرگز

تیمار . هاي مذکور را به حد طبیعی برساندنتوانست مقادیر آنزیم

با عصاره چاي سبز مقدار افزایش یافته مالون دي آلدئید را در 

ر دامعنی به طور نیزهاي تیمار شده با ایزونیازید موش

)05/0p<(لکن این میزان مصرف عصاره هم چنان  کاهش داد ،

هاي تیمار شده با نتوانست مقدار مالون دي آلدئید را در موش

  ). 5 تا 1نمودارهاي (ایزونیازید به حد طبیعی خود برساند 
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١٢٢۵

  

  

  

   

نشانگر اختلاف : a)  انحراف استاندارد±میانگین  ( صحرایی نیازید در موش آلدئید کبد در آسیب ناشی از ایزوديثیر عصاره چاي سبز بر میزان مالونأ ت-1نمودار 

  3دار با گروه نشانگر اختلاف معنی:  b،1دار با گروه معنی

  

  

نشانگر : a) ندارد انحراف استا±میانگین  ( صحرایی ثیر عصاره چاي سبز بر فعالیت سوپراکسید دسموتاز کبد در آسیب ناشی از ایزونیازید در موش أ ت-2نمودار 

  3دار با گروه نشانگر اختلاف معنی:  b،1دار با گروه اختلاف معنی
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١٢٢۶

  

  

دار نشانگر اختلاف معنی: a)  انحراف استاندارد±میانگین  ( صحرایی ثیر عصاره چاي سبز بر فعالیت کاتالاز کبد در آسیب ناشی از ایزونیازید در موش أ ت-3نمودار 

  3دار با گروه گر اختلاف معنینشان:  b،1با گروه 

  

  

نشانگر : a)  انحراف استاندارد±میانگین  ( صحرایی ثیر عصاره چاي سبز بر فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز کبد در آسیب ناشی از ایزونیازید در موش أ ت-4نمودار 

  3دار با گروه نشانگر اختلاف معنی:  b،1دار با گروه اختلاف معنی
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١٢٢٧

  

  

نشانگر : a)  انحراف استاندارد±میانگین  ( صحرایی ثیر عصاره چاي سبز بر فعالیت گلوتاتیون ردوکتاز کبد در آسیب ناشی از ایزونیازید در موش أ ت-5ر نمودا

  3دار با گروه نشانگر اختلاف معنی:  b،1دار با گروه اختلاف معنی

  گیري بحث و نتیجه

ه آن اشاره شد، اولین بررسی حاضر، همان طورکه قبلاً نیز ب  

چاي سبز عصاره اي است که به بررسی اثرات محافظتی مطالعه

در این مطالعه، . پرداخته است در برابر سمیت کبدي ایزونیازید

 8 در مدت mg/kg50تزریق داخل صفاقی ایزونیازید به میزان 

هفته باعث آسیب شدید کبد شد به طوري که افزایش قابل 

هاي آلدئید و کاهش فعالیت آنزیمديتوجه میزان مالون

سوپراکسید دسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون 

نتایج بررسی حاضر از . به همراه داشتدر بافت کبد ردوکتاز را 

 و همکارانش در سال Prabakanي هااین لحاظ با یافته

2000 ،Tasduq و2005 و همکاران در سال Santhosh و 

  ).39 و 36، 31(همخوانی دارد  2007ر سال همکاران د

 است P450ایزونیازید یک القاء کننده قوي سیستم سیتوکروم 

هاي سمی داروها و اتصال کووالان آنها به که تولید متابولیت

به عبارتی ). 30(گردد هاي کبدي را سبب میماکرومولکول

ل که هاي فعادیگر، بیوترانسفورماسیون ایزونیازید به متابولیت

هاي کبدي هستند، هاي سلولقادر به اتصال به ماکرومولکول

تحقیقات نشان داده است که ). 11(شود منجر به آسیب کبد می

ر ایجاد اثرات استرس اکسیداتیو مکانیسم اصلی ایزونیازید د

هاي  یافته.)1(هاي صحرایی است توکسیک در کبد موش

دهد به طوري ر میید قراأیمطالعه حاضر الگوي فوق را مورد ت

کننده ایزونیازید هاي گروه دریافتکه، در بافت کبد موش

داري در میزان پراکسیداسیون لیپیدي افزایش معنی) 3گروه (

هاي دار آنزیم که این خود در راستاي کاهش معنیمشاهده شد

  . آنتی اکسیدانی مورد مطالعه بود

زاد حاصل از هاي آرسد که رادیکالدر این مطالعه به نظر می

  هاي ایزونیازید با اکسیژن یا واکنش واکنش متابولیت

باعث هاي سوپراکسید با پراکسیدهیدروژنرادیکال

پراکسیداسیون لیپیدهاي غشایی و همچنین اسیدهاي چرب غیر 

اشباع توري داخل سیتوپلاسمی گردیده است که منجر به 

بین رفتن و از ) آلدئیدديمالون(تشکیل پراکسیدهاي لیپیدي 

افزایش . تمامیت غشاء سلول و در نهایت آسیب کبد شده است

هاي تیمارشده با ایزونیازید، آلدئید در موشديمیزان مالون

هاي پراکسیداسیونی است که به نشاندهنده افزایش واکنش

اکسیدانی نیز منجر گردیده و هاي تدافعی آنتیضعف مکانیسم

هاي آزاد هم  رادیکالبدین ترتیب ممانعت از تولید مفرطِ

افزایش میزان مالون به عبارتی دیگر ). 25(مقدور نخواهد بود 
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١٢٢٨

آلدئید در کبد در اثر ایزونیازید حاکی از افزایش دي

پراکسیداسیون لیپیدي است که منجر به آسیب بافت کبد و هم 

ممانعت از چنین ناتوانی مکانیسم تدافعی آنتی اکسیدانی در 

  . گرددهاي آزاد میکالرویه رادیتشکیل بی

هاي گلوتاتیون پراکسیداز آنزیم و الازسوپراکسید دسموتاز، کات

هاي اکسیدانی هستند که یک سیستم تدافعی را علیه گونهآنتی

) Reactive oxygen species; ROS(فعال اکسیژن 

  .)18(اند تشکیل داده

کاهش فعالیت سوپراکسید دسموتاز شاخصی حساس در مورد 

ترین این آنزیم یکی از مهم. هاي کبدي استسلولآسیب 

. عوامل در سیستم تدافعی آنتی اکسیدانی آنزیماتیک است

دسموتاز آنیون سوپراکسید را از طریق تبدیل آن به  سوپراکسید

پراکسید هیدروژن پاکسازي نموده و بدین ترتیب اثرات 

در بررسی حاضر، میزان ). 6(دهد توکسیک آن را کاهش می

هاي تیمار شده با ایزونیازید به راکسید دسموتاز در موشسوپ

داري هاي سوپراکسید، به طور معنیدلیل تشکیل فراوان آنیون

هاي زداینده پراکسید چنین فعالیت آنزیمهم.  یافتکاهش

  هیدروژن یعنی کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز نیز در این 

رسد که  میبه نظر. داري کاهش یافتها به طور معنیموش

هاي افزایش غیرفعال شدن سوپراکسید دسموتاز توسط آنیون

هاي کاتالاز و یافته سوپراکسید، منجر به غیرفعال شدن آنزیم

در مطالعه ما، مصرف عصاره . شودگلوتاتیون پراکسیداز می

چاي سبز مانع از کاهش سوپراکسید دسموتاز، کاتالاز، 

 است در اثر زدایش گلوتاتیون پراکسیداز شد که این ممکن

که منجر به حفظ و بقاء این ها توسط عصاره باشد رادیکال

  .       ها شده استآنزیم

هاي حیوانی به اکسیدانی است که در بافتکاتالاز آنزیم آنتی

اي منتشر بوده و داراي بیشترین فعالیت در کبد و طور گسترده

   تجزیه کاتالاز پراکسید هیدروژن را. هاي قرمز استگلبول

هاي بسیار فعال ها از رادیکالکند و باعث محافظت بافتمی

بنابراین کاهش فعالیت کاتالاز ممکن ). 4(شود هیدروکسیل می

است منجر به برخی اثرات مخرب ناشی از رادیکال سوپراکسید 

  .و پراکسید هیدروژن گردد

گلوتاتیون ردوکتاز یک آنزیم سیتوزولی کبدي است که در 

به عنوان محصول نهایی -) GSSG(تاتیون اکسید کاهش گلو

فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز بر روي گلوتاتیون احیاء 

)GSH(- دخیل است )در بررسی حاضر، متعاقب تیمار با ). 26

ایزونیازید کاهش قابل توجهی در میزان گلوتاتیون پراکسیداز 

حاصل گردید که منجر به دسترسی گلوتاتیون ردوکتاز به 

را شده و بدین ترتیب فعالیت گلوتاتیون ردوکتاز کاهش سوبست

در بررسی ما، چاي سبز در کنار ایزونیازید فعالیت . یافته است

گلوتاتیون ردوکتاز را مجدداً برقرار نموده که مصرف گلوتاتیون 

زدایی کیل گلوتاتیون احیاء و افزایش سماکسید را جهت تش

ا گلوتاتیون احیاء هاي فعال توسط کونژوگاسیون بمتابولیت

  .برقرار کرده است

ها خصوص کاتچین، به)polyphenols(ها فنلپلی

)catechins (ترین اجزاي محلول در آب چاي سبز از عمده

اپیکاتچین : هاي چاي سبز عبارتند ازترین کاتچینمهم. باشندمی

)epicatechin; EC( اپیگالوکاتچین ،)epigallocatechin; 

EGC(ن گالیت ، اپیکاتچی)epicatechin gallate ( و

). epigallocatechin gallate(اپیگالوکاتچین گالیت 

 انجام )in vivo(تنی و برون) in vitro (تنیتحقیقات درون

هاي فنلشده طی دهه اخیر، نشان داده است که چاي سبز و پلی

 و 37، 13، 12(باشند اکسیدانی قوي میآن داراي اثرات آنتی

هاي قدرتمند سوپراکسید، هاي چاي سبز، زدایندهین کاتچ).41

هاي هیدروکسیل و نیتریک اکسید پراکسید هیدروژن، رادیکال

ها همچنین کاتچین. باشندحاصل از مواد شیمیایی مختلف می

خود به ) catechol structure(لی وبه دلیل ساختار کاتک

سط هاي آزاد توفلزات متصل شده و مانع از تشکیل رادیکال

هاي چاي سبز خواص علاوه، کاتچینبه). 32(گردند آنها می

 را E و ویتامین Cآنتی اکسیدانی اورات، بتا کاروتن، ویتامین 

مطالعات زیادي در ). 29(د نباشدر محافظت از سلول دارا می
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١٢٢٩

مورد اثرات محافظتی چاي سبز در مقابل اثرات توکسیک مواد 

 و همکارانش در سال Jiao. ف انجام شده استلشیمیایی مخت

هاي چاي سبز را در برابر سمیت فنل اثرات محافظتی پلی2003

هاي بر سلول) داروي کاهنده چربی خون(داروي فنوفیبرات 

HepG216(اند  انسانی نشان داده .(Guo و همکارانش در 

هاي چاي سبز را در برابر فنل اثرات محافظتی پلی2005سال 

 در اثر داروي ضد SH-SY5Yهاي آپوپتوزیس سلول

 گزارش ،)OHDA) 6-hydroxydopamine-6پارکینسون 

 اثرات 1998 و همکاران وي در سال  Sai).14(اند کرده

محافظتی چاي سبز را در برابر سمیت کبدي، آسیب اکسیداتیو 

DNAهاي صحرایی، در  و پرولیفراسیون سلولی در کبد موش

) Nitropropane-2(نیتروپروپان -2پی تجویز مکرر خوراکی 

 مطالعات انجام شده توسط). 34(اند به اثبات رسانده

Mehana  نشان داده است که  2010و همکاران در سال

هاي صحرایی را در برابر عصاره چاي سبز قادر است کبد موش

 و همکارانش Chuan). 22(سمیت کبدي سرب محافظت کند 

 هاي چاي سبز را برفنل اثرات محافظتی پلی2007در سال 

در موش ) microcystin-LR(سمیت کبدي میکروسیستین 

و همکاران در سال Dobrzyńska). 5(اند گزارش کرده

هاي قرمز ثیر حفاظتی چاي سبز را بر غشاء گلبولأ ت2005

 سنین مختلف که توسط اتانول مسموم باهاي صحرایی موش

 و Hongدر تحقیقاتی که ). 7(شده بودند، مشخص کردند 

 انجام دادند، اثرات محافظتی چاي سبز 2001همکاران در سال 

هاي بیابانی خونرسانی مغز در موشباز- را بر آسیب ایسکمی

 نتایج ).15(نشان دادند ) Mongolian gerbils(مغولی 

 را در خصوص اثرات آنتی اکسیدانی فوقمطالعه ما نیز گزارش 

.دهدو زدایش رادیکال آزاد چاي سبز مورد تائید قرار می

 اثرات مفید فارماکولوژیکی عصاره چاي ،نتایج بررسی حاضر

دهد که پس از ر سمیت کبدي ایزونیازید نشان میبسبز را در برا

، این هاي شاهدار اتفاقی و حصول نتایج مثبتانجام کارآزمایی

به عنوان یک داروي گیاهی با خواص واند تمیگیاه 

صورت مکمل و افزودنی غذایی و یا از طریق  اکسیدانی، به آنتی

ز هاي کبدي ناشی اجهت پیشگیري از آسیب صنایع داروسازي

استرس اکسیداتیو متعاقب درمان با ایزونیازید در مورد انسان 

ثیر دوزهاي مختلف ألکن، تعیین ت. مورد استفاده قرار گیرد

هاي عصاره و شناخت دقیق مکان و مکانیسم یا مکانیسم

مولکولی و سلولی مؤثر در عملکرد فارماکولوژیکی آن نیاز به 

   .مطالعات آتی دارد

  سپاسگزاري 

قیـق حاضـر توسـط معاونـت پژوهـشی دانـشگاه آزاد         هزینه تح 

مؤلفین مراتـب سـپاس     . مین گردیده است  أاسلامی واحد تبریز ت   

خود را از معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسـلامی واحـد تبریـز      

  .دارندابراز می
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Abstract

Tuberculosis continues to be a common health problem worldwide. Isoniazid, an 
antibiotic used routinely for tuberculosis chemotherapy is documented to be a potent 
hepatotoxicant. The aim of the present study was to assess the antioxidant activity of 
Green tea extract (GTE) against Isoniazid induced hepatotoxicity in the rats. Male Wistar 
rats were randomly assigned into 4 groups of 10 animals each including 1- normal 
healthy control rats, 2- healthy rats receiving (GTE) 3- toxicant control, and 4- toxicant 
drug+ GTE treatment group. In groups 2 and 4 GTE (1.5%, w/v) was given as only 
source of drinking for 8 weeks. In the midst stage of experiment (4th and 5th weeks), 
Isonizid (50 mg/kg b.w./day, i.p.) was administrated for groups 3 and 4 for a period of 2 
weeks. At the end of experiment, product of lipid peroxidation (MDA), activities of 
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) and 
glutathione reductase (GR) were assayed in liver homogenates to evaluate antioxidant 
activity. Significant differences among the groups were determined by one-way analysis 
of variance followed by Tukey post-test. Statistical significance was considered at 
p<0.05. In Isoniazid-treated rats, GTE (1.5%, w/v) significantly decreased the lipid 
peroxidation and elevated the levels of antioxidant enzymes. This study showed that the 
hepatoprotective effect of GTE in Isoniazd-induced oxidative damage may be related to 
its antioxidant and free radical scavenging activity.

Keywords: Green tea extract, Isoniazid, Hepatotoxicity, Antioxidant, Rats
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چكيده

بيماري سلّ هم چنان به عنوان يك مسئله بهداشت عمومي در سراسر جهان مطرح است. ایزونیازید كه به عنوان يك آنتي​بيوتيك به طور معمول براي درمان بيماري سلّ مورد استفاده قرار مي​گيرد، يك عامل توكسيك قوي براي كبد به شمار مي​رود. هدف از اين مطالعه، ارزيابي اثرات آنتی اكسيداني عصاره چای سبز در مقابل سميّت كبدي ایزونیازید در موش صحرايي می​باشد. موش​هاي صحرايي نر ويستار به طور تصادفي در موش‌ها به‌طور تصادفي به 4  گروه 10 سری شامل: 1-گروه شاهد سالم 2- گروه سالم تیمار با عصاره 3-گروه داروي سمي و 4- گروه تيمار با عصاره و داروی سمی تقسيم شدند. از زمان شروع آزمایش تا پایان 8 هفته در گروه​های 2 و 4  از محلول عصاره 5/1% برای نوشیدن استفاده شد. در اواسط دوره آزمایش (هفته​های چهارم و پنجم آزمایش) به گروه​های 3 و 4 داروی ایزونیازید روزانه و به​میزان mg/kg50 به​صورت داخل صفاقی تزریق گردید. در پايان دوره آزمايش، ماحصل پراكسيداسيون ليپيدي (مالون دي آلدئيد)، فعاليت سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز، گلوتاتيون پراكسيداز و گلوتاتيون ردوكتاز جهت ارزيابي استرس اكسيداتيو در هموژنات بافت كبد مورد سنجش قرار گرفت. گروه​ها توسط آزمون آماري‏ آناليز واريانس يك طرفه و آزمون تعقيبي توکی با هم مقایسه گرديدند. سطح معني​داري 05/0p< در نظر گرفته شد. عصاره چای سبز به طور معني​داري ميزان پراكسيداسيون ليپيدي را كاهش و سطوح آنتي اكسيدان​ها را در موش​هاي تيمار شده با ایزونیازید افزايش داد. بررسي حاضر نشان داد كه اثرات محافظتي عصاره چای سبز در آسيب اكسيداتيو كبدي ناشي از ایزونیازید، ممكن است با خواص آنتي‌اكسيداني و زدايندگي راديكال‌ آزاد آن مرتبط باشد. 

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1390، دوره 5، شماره 2، پیاپی 18، صفحات: 1231-1221.

کليد واژه​ها: چای سبز، ایزونیازید، سمّيت كبدي، آنتي​اكسيدان، موش صحرايي

مقدمه

     بيماري سلّ همچنان به‌عنوان يك مسئله بهداشت عمومي در سراسر جهان مطرح مي‌باشد، به‌خصوص اينكه با شيوع بيماري ايدز يكي از عوامل عمده منجر به فوت در مبتلايان بزرگسال مي‌باشد (10). ایزونیازید (Isoniazid) كه به‌عنوان يك داروی مؤثر به‌طور معمول براي درمان بيماري سل مورد استفاده قرار مي‌گيرد، يك عامل توكسيك قوي براي كبد به شمار مي‌رود. از آنجائی​که کبد مکان اصلی سم​زدایی داروی ضد سل ایزونیازید می​باشد، لذا تجویز آن اختلالات متعدد متابولیک و مورفولوژیک را در کبد ایجاد می​کند. این دارو توسط مکانیسم​های متعددی باعث بروز هپاتیت می​شود که با کاهش غلظت سرمی آلبومین و افزایش گلوبولین​های سرمی بسته به شدت و مدت بیماری، مشخص می​گردد. نشان داده شده است که پراکسیداسیون لیپیدهای آندوژن اصلی​ترین فاکتور در سیتوتوکسیسیتی ایزونیازید می​باشد. آسیب​های اکسیداتیو ناشی ایزونیازید به تشکیل گونه​های بسیار فعال اکسیژن که باعث پراکسیداسیون لیپیدی و تخریب و آسیب غشاء​های لیپیدی می​شوند، نسبت داده می​شود (11). تغییر در مکانیسم​های متعدد تدافعی سلول شامل اجزای آنزیماتیک و غیر آنزیماتیک (گلوتاتیون احیاء reduced glutathione; GSH.) در هپاتوتوکسیسیتی ناشی از ایزونیازید گزارش شده است (39). 


استفاده از گیاهان دارویی جهت درمان طیف وسیعی از 
بیماری​ها، به سرعت در حال توسعه می​باشد. توجه ویژه​ای به  اثرات محافظتی آنتی اکسیدان​های با منشاء طبیعی در برابر مسمومیت​های ناشی از عوامل شیمیایی شده است (9).  امروزه، چای به عنوان منبعی با فعالیت​های بیولوژیک و فارماکولوژیک مفید برای سلامتی انسان مورد توجه قرار گرفته است.  خواص درمانی عصاره چای و پلی​فنل​های کاتچینن (catechin polyphenols) آن، منجر به انجام بررسی​های علمی در جهت پیشگیری و درمان بیماری​های متعددی توسط این عصاره شده است  (21 و 28). Crespy و Williams در سال 2004 گزارش کرده​اند که عصاره چای سبز دارای خواص آنتی​اکسیدانی و زدایندگی رادیکال​های آزاد می​باشد (3). Mohamadin و همکاران در سال 2005 نشان دادند که 
هم​آوری (supplementation) عصاره چای سبز، آسیب​های اکسیداتیو ناشی از سیکلوسپورین- A را کاهش می​دهد (23). مشخص شده است که کاتچین​های چای سبز از پراکسیداسیون لیپیدی توسط مواد شیمیایی در کبد و کلیه حیوانات جلوگیری می​کند (35). همچنین، تحقیقات نشان داده است که 
پلی​فنل​های چای سبز، دارای خواص ضد سرطانی در انسان می​باشد (19 و 40). 


با توجه به اثرات مفيد و متعدد درماني چای سبز، گمان می​رود اين گياه بتواند كبد را در مقابل اثرات اكسيداتيو توكسيك ایرونیازید محافظت كند. در هر صورت با توجه به  بررسي منابع، مطالعه‌اي در رابطه با اثرات محافظتي عصاره چای سبز در مقابل سميّت كبدي ایرونیازید وجود ندارد. بنابراين تحقيق حاضر براي اولين بار جهت ارزيابي اثرات محافظتي عصاره چای سبز در مقابل سميّت كبدي ایزونیازید طراحي گرديده است.


مواد و روش​ها

     مطالعه حاضر از نوع تجربي مداخله‌گر آزمايشگاهي مي‌باشد. براي انجام اين مطالعه،  از تعداد 100  سر موش صحرايي نر بالغ نژاد ويستار با وزن تقريبي 20
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200 گرم و در محدوده سنی 9 هفته استفاده شد. شرايط تغذيه و نگه​داري براي تمام گروه‌ها يكسان و به صورت 12 ساعت روشنايي/تاريكي و دماي 221 درجه سانتي‌گراد بود. جيره غذايي يكسان و آب نيز به‌طور آزاد در دسترس قرار گرفته و پس از يك هفته عادت به شرايط جديد، آزمايش شروع شد. موش‌ها به‌طور تصادفي به 4  گروه مساوي شامل: 1- گروه شاهد سالم 2- گروه سالم تیمار با عصاره 3-گروه داروي سمي (Toxicant Control) 4- گروه تيمار با عصاره و داروی سمی تقسيم شدند. عصاره طبق روش Maity و همکاران در سال 1998 تهیه گردید. به این صورت که 15 گرم پودر چای سبز تازه در یک لیتر آب مقطر جوشان به مدت 5 دقیقه خیسانده شده و محلول به دست آمده صاف و عصاره 5/1% تهیه شد. این محلول به عنوان تنها منبع آب نوشیدنی برای موش​های تیمار با عصاره، مورد استفاده قرار گرفت (20). آزمایش مدت 8 هفته به طول انجامید. از زمان شروع آزمایش تا پایان 8 هفته در گرو​های 1 (شاهد سالم) و 3 (گروه داروي سمي) صرفاً از آب مقطر و در گروه​های 2 (سالم تیمار با عصاره) و 4 (عصاره + داروی سمی) از محلول عصاره 5/1% برای نوشیدن استفاده شد. در اواسط دوره آزمایش (هفته​های چهارم و پنجم آزمایش) به گروه​های 3 و 4 داروی ایزونیازید روزانه و به​میزان mg/kg50 به شکل محلول در آب مقطر استریل (ml/kg 10) به​صورت داخل صفاقی تزریق گردید (31 و 38). به گروه​های 1 و 2 نیز به​طور همزمان فقط آب مقطر استریل به همان ترتیب تزریق شد. 

در پايان دوره آزمايش (8 هفته) و 24 ساعت پس از آخرين تيمار، هم زمان همه موش​ها با ايجاد دررفتگي در مهره​هاي گردن راحت​كشي شدند. كبد موش​ها سريعاً خارج و در سالين بسيار سرد شستشو و هموژنات 10%  در 15/1% (w/v) كلرور پتاسيم تهيه‌ گرديد. هموژنات با سرعت 7000 دور در دقيقه و به مدت 10 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي‌گراد سانتريفيوژ شد و محلول شناور جهت سنجش ميزان پراكسيداسيون ليپيدي از طريق اندازه​گيري مقدار مالون‌دي‌آلدئيد (Malondialdehyde) و همچنين براي اندازه​گيري فعاليت آنزيم هاي آنتي اكسيداني سوپراكسيد دسموتاز (Superoxide dismutase)، كاتالاز (Catalase)، گلوتاتيون پركسيداز (Glutathione peroxidase) و گلوتاتيون ردوكتاز (Glutathione reductase) مورد استفاده قرار گرفت.

الف) اندازه ‌گيري مقدار مالون​‌دي​‌آلدئيد 

مالون​دي​آلدئيد، به عنوان مقياسي از پراكسيداسيون چربي، در قالب TBARS (Thiobarbituric acid reacting substances) و با استفاده از روش Esterbauer و Cheesman مورد سنجش قرار گرفت (8). به طور خلاصه، مخلوط واكنشگري متشكل از 2/0 ميلي‌ليتر لوريل سولفات سديم 1/8 درصد، 5/1 ميلي‌ليتر محلول اسيد استيك 20 درصد با 5/3pH= و 5/1 ميلي‌ليتر از محلول آبي 8/0 درصد تيوباربيتوريك اسيد در 2/0 ميلي ليتر PMS 10 درصد (w/v)، ايجاد گرديد. حجم مخلوط به دست آمده، توسط آب مقطر به 4 ميلي ليتر افزايش يافت، سپس به مدت 60 دقيقه در دماي 95 درجه سانتي‌گراد حرارت داده شد. 

پس از خنك شدن در آب جاري، 1 ميلي‌ليتر آب مقطر و 5 ميلي‌ليتراز مخلوط n-بوتانول و پيريدين (v/v ،15:1) به آن افزوده سپس سانتريفيوژ گرديد. لايه ارگانيك آن برداشته شد و شدت جذب در (nm) 532 نانومتر اندازه‌گيري گرديد. ميزان TBARS با استفاده از ضريب 1-cm 1-M105×56/1 اندازه‌گيري و به‌صورت نانومول TBARS در ميلي‌گرم پروتئين بيان گرديد. پروتئين بافتي با استفاده از روش بيوره اندازه گيري و مقدار TBARS به صورت نانومول در ميلي‌گرم پروتئين بيان گرديد.

ب) اندازه‌گيري فعاليت سوپراكسيد دسموتاز 

فعاليت سوپراكسيد دسموتاز توسط روش Nishikimi (27) مورد سنجش و توسط روش Kakkar (17) نيز تعديل گرديد. در حدود 5 ميكروگرم از پروتئين​هاي تام هر يك از 
هموژنات​هاي كبدي با بافر پيروفسفات سديم، PMT (Phenazine methosulfate) و NBT (Nitro-blue Terazolium) مخلوط گرديد. واكنش با افزودن NADH (Nicotinamide-adenine dinucleotide) آغاز گرديد. مخلوط واكنش در دماي 30 درجه سانتي‌گراد به مدت 90 ثانيه انكوبه و با افزودن 1 ميلي‌ليتر اسيد استيك گلاسيال متوقف گرديد. شدت جذب مخلوط رنگزاي تشكيل شده در nm560 اندازه​گيري گرديد. هر واحد از فعاليت سوپراكسيد دسموتاز به صورت غلظت آنزيم مورد نياز براي ممانعت از توليد رنگ تا 50 درصد در 1 دقيقه، تحت شرايط مطالعه، تعيين گرديد.

ج) اندازه گيري فعاليت كاتالاز 

فعاليت كاتالاز توسط روش Claiborne (2) و براساس تجزيه پراكسيد هيدروژن در nm240، مورد سنجش قرار گرفت. به طور خلاصه، مخلوط مورد سنجش متشكل از 95/1 ميلي​ليتر بافرفسفات (7M, pH=  05/0)، 1 ميلي​ليتر پركسيد هيدروژن (M 019/0) و 05/0 ميلي​ليتر PMS (10%) در حجم نهايي 3 ميلي‌ليتر بود. تغييرات در جذب در nm240 اندازه‌گيري گرديد. در نهايت نتيجه به شكل "فعاليت كاتالاز در دقيقه" محاسبه گرديد.

د) اندازه​گيري فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز

فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز با استفاده از روش Rotruck و همكاران (33) و بر اساس واكنش ذيل مورد سنجش قرار گرفت.

H2O2 + 2GSH (گلوتاتيون احياء) → 2H2O + GSSG (گلوتاتيون اكسيد) 

گلوتاتيون پراكسيداز، در هموژنات بافتي، گلوتاتيون را اكسيده كرده كه به طور همزمان پراكسيد هيدروژن به آب احياء 
مي​گردد. اين واكنش پس از 10 دقيقه توسط تري‌كلرواستيك اسيد متوقف و گلوتاتيون باقيمانده توسط محلول DTNB (Dithiobis nitrobenzoic acid) مجدداً فعال گرديده و منجر به تشكيل تركيب رنگي مي​گردد كه با اسپكتروفتومتر در nm420 اندازه​گيري مي​شود. مخلوط واكنشگر متشكل از 2/0 ميلي‌ليتر EDTA (Ethylenediamine tetra-acetic acid) mM8/0، 1/0 ميلي​ليتر آزيد سديم (Sodium azide) mM10، 1/0 ميلي​ليتر پراكسيد هيدروژن mM5/2، 2/0 
ميلي​ليتر هموژنات بود كه در 37 درجه ‌سانتي​گراد به مدت 10 دقيقه انكوبه گرديد. واكنش با افزودن 5/0 ميلي​ليتر تري‌كلرواستيك اسيد 10 درصد متوقف و لوله​ها با 2000 دور در دقيقه به مدت 15 دقيقه سانتريفيوژ شدند. 3 ميلي​ليتر دي سديم هيدروژن mM 8/0 و 1/0 ميلي​ليتر DTNB 04/0 درصد به محلول شناور افزوده شد و بلافاصله رنگ حاصله در nm420 اندازه​گيري شد. فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز به صورت ميكرومول گلوتاتيون اكسيد/دقيقه/ميلي​گرم پروتئين بيان گرديد. 

هـ) اندازه​گيري فعاليت گلوتاتيون ردوكتاز

فعاليت گلوتاتيون ردوكتاز با استفاده از روش Mohandas و همكاران (24) بر اساس واكنش ذيل مورد سنجش قرار گرفت. 

NADPH + H+ + GSSG → NADP+ + 2GSH

در حضور گلوتاتيون ردوكتاز، گلوتاتيون اكسيده، احياء گرديده و هم زمان، NADPH به NADP+ اكسيده مي​شود. فعاليت آنزيم در دمای اتاق توسط سنجش ميزان ناپديد شدن NADPH/ دقيقه در nm340، با اسپكتروفتومتر اندازه​گيري گرديد.

تحلیل آماري

براي تحليل داده​ها از بسته نرم افزاري SPSS ويرايش 13 استفاده شد. داده​هاي به دست آمده كمّي، به صورت 
ميانگين ± انحراف استاندارد ارائه و اختلاف معني​دار بين گروه​ها توسط آزمون آماري آناليز واريانس يك طرفه و آزمون تعقيبي توکی مورد ارزيابي قرار گرفت. اختلافات در سطح 05/0p< معني​دار تلقي شد.

يافته​ها

   در موش​هاي صحرایی سالم مصرف عصاره تغییر معنی​داری را در میزان پارامترهای مورد سنجش در مقایسه با گروه شاهد ایجاد نکرد. در موش​هاي صحرایی تيمار شده با ایزونیازید مقادیر آنزيم​هاي سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز، گلوتاتيون پراكسيداز و گلوتاتيون ردوكتاز، در مقايسه با گروه شاهد، به طور معني​داري (001/0p<) كاهش و ميزان مالون دي آلدئيد به طور معني​داري (001/0p<) افزايش يافت. تيمار با محلول 5/1% عصاره چای سبز مقادیر آنزيم​هاي آنتي اكسيداني فوق را كه در اثر ایزونیازید كاهش يافته بود، به طور معنی​دار  (05/0p<) افزایش داد، لكن اين ميزان مصرف عصاره هرگز نتوانست مقادير آنزيم​هاي مذكور را به حد طبيعي برساند. تيمار با عصاره چای سبز مقدار افزايش يافته مالون دي آلدئيد را در موش​هاي تيمار شده با ایزونیازید نيز به طور معنی​دار (05/0p<) کاهش داد، لكن اين ميزان مصرف عصاره هم چنان نتوانست مقدار مالون دي آلدئيد را در موش​هاي تيمار شده با ایزونیازید به حد طبيعي خود برساند (نمودارهای 1 تا 5). 
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نمودار 1- تأثير عصاره چای سبز بر میزان مالون​دی​آلدئید كبد در آسيب ناشي از ایزونیازید در موش ‌صحرايي‌ (میانگین ± انحراف استاندارد) a: نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 1،b : نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 3
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نمودار 2- تأثير عصاره چای سبز بر فعاليت سوپراکسید دسموتاز كبد در آسيب ناشي از ایزونیازید در موش ‌صحرايي‌ (میانگین ± انحراف استاندارد) a: نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 1،b : نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 3
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نمودار 3- تأثير عصاره چای سبز بر فعاليت کاتالاز كبد در آسيب ناشي از ایزونیازید در موش ‌صحرايي‌ (میانگین ± انحراف استاندارد) a: نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 1،b : نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 3
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نمودار 4- تأثير عصاره چای سبز بر فعاليت گلوتاتیون پراکسیداز كبد در آسيب ناشي از ایزونیازید در موش ‌صحرايي‌ (میانگین ± انحراف استاندارد) a: نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 1،b : نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 3
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نمودار 5- تأثير عصاره چای سبز بر فعاليت گلوتاتیون ردوکتاز كبد در آسيب ناشي از ایزونیازید در موش ‌صحرايي‌ (میانگین ± انحراف استاندارد) a: نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 1،b : نشانگر اختلاف معنی​دار با گروه 3


بحث و نتيجه‌گيري

  بررسی حاضر، همان طورکه قبلاً نیز به آن اشاره شد، اولین مطالعه​ای است که به بررسی اثرات محافظتی عصاره چای سبز در برابر سمیت کبدی ایزونیازید پرداخته است. در اين مطالعه، تزریق داخل صفاقی ایزونیازید به میزان mg/kg50 در مدت 8 هفته باعث آسيب شديد كبد شد به طوري كه افزايش قابل توجه ميزان مالون​دي​آلدئيد و كاهش فعاليت آنزيم​هاي سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز، گلوتاتيون پراكسيداز و گلوتاتيون ردوكتاز را در بافت کبد به همراه داشت. نتایج بررسی حاضر از این لحاظ با یافته​های Prabakan و همکارانش در سال 2000، Tasduq و همکاران در سال 2005 و Santhosh و همکاران در سال 2007 همخوانی دارد (31، 36 و 39).

ایزونیازید يك القاء كننده قوي سيستم سيتوكروم P450 است كه توليد متابوليت​هاي سمي داروها و اتصال كووالان آنها به ماكرومولكول​هاي كبدي را سبب مي​گردد (30). به عبارتي ديگر، بیوترانسفورماسیون ایزونیازید به متابولیت​های فعال که قادر به اتصال به ماكرومولكول​هاي سلول​های کبدی هستند، منجر به آسیب کبد می​شود (11). تحقيقات نشان داده است كه استرس اكسيداتيو مكانيسم اصلي ایزونیازید در ايجاد اثرات توكسيك در كبد موش​هاي صحرايي است (1). یافته​های مطالعه حاضر الگوی فوق را مورد تأیید قرار می​دهد به طوری که، در بافت کبد موش​های گروه دریافت​کننده ایزونیازید (گروه 3) افزایش معنی​داری در میزان پراكسيداسيون ليپيدي مشاهده شد که این خود در راستای کاهش معنی​دار آنزیم​های آنتی اکسیدانی مورد مطالعه بود. 

در این مطالعه به نظر مي​رسد كه راديكال​هاي آزاد حاصل از واكنش متابوليت​هاي ایزونیازید با اكسيژن يا واكنش 
راديكال​هاي سوپراكسيد با پراكسيدهيدروژن باعث پراكسيداسيون ليپيدهاي غشايي و همچنين اسيدهاي چرب غير اشباع توري داخل سيتوپلاسمي گرديده است كه منجر به تشكيل پراكسيدهاي ليپيدي (مالون​دي​آلدئيد) و از بين رفتن تماميت غشاء سلول و در نهايت آسيب كبد شده است. افزايش ميزان مالون​دي​آلدئيد در موش​هاي تيمارشده با ایزونیازید، نشاندهنده افزايش واكنش​هاي پراكسيداسيوني است كه به ضعف مكانيسم​هاي تدافعي آنتي​اكسيداني نيز منجر گرديده و بدين ترتيب ممانعت از توليد مفرطِ راديكال​هاي آزاد هم مقدور نخواهد بود (25). به عبارتي ديگر افزايش ميزان مالون دي​آلدئيد در كبد در اثر ایزونیازید حاكي از افزايش پراكسيداسيون ليپيدي است كه منجر به آسيب بافت كبد و هم چنين ناتواني مكانيسم تدافعي آنتي اكسيداني در ممانعت از تشكيل بي​رويه راديكال​هاي آزاد مي​گردد. 

سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز و گلوتاتيون پراكسيداز آنزيم​هاي آنتي​اكسيداني هستند كه يك سيستم تدافعي را عليه گونه​هاي فعال اكسيژن (Reactive oxygen species; ROS) تشكيل داده​اند (18).

كاهش فعاليت سوپراكسيد دسموتاز شاخصي حساس در مورد آسيب سلول​هاي كبدي است. اين آنزيم يكي از مهم​ترين عوامل در سيستم تدافعي آنتي اكسيداني آنزيماتيك است. سوپراكسيد دسموتاز آنيون سوپراكسيد را از طريق تبديل آن به پراكسيد هيدروژن پاکسازی نموده و بدين ترتيب اثرات توكسيك آن را كاهش مي​دهد (6). در بررسي حاضر، ميزان سوپراكسيد دسموتاز در موش​هاي تيمار شده با ایزونیازید به دليل تشكيل فراوان آنيون​هاي سوپراكسيد، به طور معني​داري كاهش يافت. همچنين فعاليت آنزيم​هاي زداينده پراكسيد هيدروژن يعني كاتالاز و گلوتاتيون پراكسيداز نیز در اين 
موش​ها به طور معني​داري كاهش يافت. به نظر مي​رسد كه غيرفعال شدن سوپراكسيد دسموتاز توسط آنيون​هاي افزايش يافته سوپراكسيد، منجر به غيرفعال شدن آنزيم​هاي كاتالاز و گلوتاتيون پراكسيداز مي​شود. در مطالعه ما، مصرف عصاره چای سبز مانع از كاهش سوپراكسيد دسموتاز، كاتالاز، گلوتاتيون پراكسيداز شد كه اين ممكن است در اثر زدايش راديكال​ها توسط عصاره باشد كه منجر به حفظ و بقاء اين آنزيم​ها شده است.       

كاتالاز آنزيم آنتي​اكسيداني است كه در بافت​هاي حيواني به طور گسترده​اي منتشر بوده و داراي بيشترين فعاليت در كبد و گلبول​هاي قرمز است. كاتالاز پراكسيد هيدروژن را تجزيه 
می​کند و باعث محافظت بافت​ها از راديكال​هاي بسيار فعال هيدروكسيل می​شود (4). بنابراين كاهش فعاليت كاتالاز ممكن است منجر به برخي اثرات مخرب ناشي از راديكال سوپراكسيد و پراكسيد هيدروژن گردد.

گلوتاتيون ردوكتاز يك آنزيم سيتوزولي كبدي است كه در كاهش گلوتاتيون اكسيد (GSSG) -به عنوان محصول نهايي فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز بر روي گلوتاتيون احياء (GSH)- دخيل است (26). در بررسی حاضر، متعاقب تيمار با ایزونیازید كاهش قابل توجهي در ميزان گلوتاتيون پراكسيداز حاصل گردید كه منجر به دسترسي گلوتاتيون ردوكتاز به سوبسترا شده و بدين ترتيب فعاليت گلوتاتيون ردوكتاز كاهش یافته است. در بررسی ما، چای سبز در کنار ایزونیازید فعاليت گلوتاتيون ردوكتاز را مجدداً برقرار نموده كه مصرف گلوتاتيون اكسيد را جهت تشكيل گلوتاتيون احياء و افزايش سم​زدايي متابوليت​هاي فعال توسط كونژوگاسيون با گلوتاتيون احياء برقرار کرده است.

پلی​فنل​ها (polyphenols)، به​خصوص کاتچین​ها (catechins) از عمده​ترین اجزای محلول در آب چای سبز می​باشند. مهم​ترین کاتچین​های چای سبز عبارتند از: اپیکاتچین (epicatechin; EC)، اپیگالوکاتچین (epigallocatechin; EGC)، اپیکاتچین گالیت (epicatechin gallate) و اپیگالوکاتچین گالیت (epigallocatechin gallate). تحقیقات درون​تنی (in vitro) و برون​تنی (in vivo) انجام شده طی دهه اخیر، نشان داده است که چای سبز و پلی​فنل​های آن دارای اثرات آنتی​اکسیدانی قوی می​باشند (12، 13، 37 و 41). کاتچین​های چای سبز، زداینده​های قدرتمند سوپراکسید، پراکسید هیدروژن، رادیکال​های هیدروکسیل و نیتریک اکسید حاصل از مواد شیمیایی مختلف می​باشند. کاتچین​ها همچنین به دلیل ساختار کاتکولی (catechol structure) خود به فلزات متصل شده و مانع از تشکیل رادیکال​های آزاد توسط آنها می​گردند (32). به​علاوه، کاتچین​های چای سبز خواص آنتی اکسیدانی اورات، بتا کاروتن، ویتامین C و ویتامین E را در محافظت از سلول دارا می​باشند (29). مطالعات زیادی در مورد اثرات محافظتی چای سبز در مقابل اثرات توکسیک مواد شیمیایی مختلف انجام شده است. Jiao و همکارانش در سال 2003 اثرات محافظتی پلی​فنل​های چای سبز را در برابر سمیت داروی فنوفیبرات (داروی کاهنده چربی خون) بر سلول​های HepG2 انسانی نشان داده​اند (16). Guo و همکارانش در سال 2005 اثرات محافظتی پلی​فنل​های چای سبز را در برابر آپوپتوزیس سلول​های SH-SY5Y در اثر داروی ضد پارکینسون 6-OHDA (6-hydroxydopamine)، گزارش کرده​اند (14).Sai  و همکاران وی در سال 1998 اثرات محافظتی چای سبز را در برابر سمیت کبدی، آسیب اکسیداتیو DNA و پرولیفراسیون سلولی در کبد موش​های صحرایی، در پی تجویز مکرر خوراکی 2-نیتروپروپان (2-Nitropropane) به اثبات رسانده​اند ( Mehana34). مطالعات انجام شده توسط  و همکاران در سال 2010 نشان داده است که عصاره چای سبز قادر است کبد موش​های صحرایی را در برابر سمیت کبدی سرب محافظت کند (22). Chuan و همکارانش در سال 2007 اثرات محافظتی پلی​فنل​های چای سبز را بر سمّیت کبدی میکروسیستین (microcystin-LR) در موش گزارش کرده​اند (5). Dobrzyńska و همکاران در سال 2005 تأثیر حفاظتی چای سبز را بر غشاء گلبول​های قرمز موش​های صحرایی با سنین مختلف که توسط اتانول مسموم شده بودند، مشخص کردند (7). در تحقیقاتی که Hong و همکاران در سال 2001 انجام دادند، اثرات محافظتی چای سبز را بر آسیب ایسکمی-بازخونرسانی مغز در موش​​های بیابانی مغولی (Mongolian gerbils) نشان دادند (15). نتایج مطالعه ما نیز گزارش فوق را در خصوص اثرات آنتی اکسیدانی و زدایش رادیکال آزاد چای سبز مورد تائید قرار می​دهد.

نتايج بررسي حاضر، اثرات مفید فارماكولوژيكي عصاره چای سبز را در برابر سميّت كبدي ایزونیازید نشان مي​دهد که پس از انجام كارآزمايي​هاي شاهدار اتفاقی و حصول نتايج مثبت، این گیاه مي​تواند به عنوان يك داروي گياهي با خواص آنتي‌اكسيداني، به‌صورت مكمل و افزودني غذايي و يا از طريق صنايع داروسازي جهت پيشگيري از آسيب​هاي كبدي ناشي از استرس اكسيداتيو متعاقب درمان با ایزونیازید در مورد انسان مورد استفاده قرار گيرد. لكن، تعيين تأثير دوزهاي مختلف عصاره و شناخت دقيق مكان و مكانيسم يا مكانيسم​هاي مولكولي و سلولي مؤثر در عملكرد فارماكولوژيكي آن نياز به مطالعات آتي دارد. 

سپاسگزاری 

هزینه تحقیق حاضر توسط معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز تأمین گردیده است. مؤلفين مراتب سپاس خود را از معاونت پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز ابراز مي​دارند.
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