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 از ناشی ،باریک روده آسیب بر محافظتی کوئرستین اثرات مطالعه
  صحرایی موش در متوترکسات

  2قراملکی ، مهرداد نشاط2الهی ، رامین کفاشی1، علیرضا منادي1*داریوش مهاجري
  

  چکیده
هدف این مطالعه . باشدآسیب روده یکی از مهمترین اثرات سمی متوترکسات می

رستین بر آسیب روده باریک ناشی از متوترکسات در ارزیابی تاثیر محافظتی کوئ
طور تصادفی سر موش صحرایی نر ویستار به 36تعداد . باشدموش صحرایی می

به گروه دوم فقط . بودسالم گروه اول شاهد  .به چهار گروه برابر تقسیم شدند
. روز متمادي تزریق شد 15مدت طور داخل صفاقی بهبه )mg/kg 15(کوئرستین 

طور داخل در روز پانزدهم به) mg/kg 20(گروه سوم تک دوز متوترکسات به 
به گروه چهارم علاوه بر متوترکسات، کوئرستین نیز تا زمان . صفاقی تزریق شد

روز پس از تزریق متوترکسات  4ها همه موش. ها تزریق شدسازي موشمعدوم
ی سرم و مقادیر بافتی اکسیدانفعالیت تام آنتیشناسی بافتی و ارزیابی جهت آسیب

آلدئید، سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون ديگلوتاتیون احیاء، مالون
در مشاهدات ریزبینی، ژوژنوم . کشُی شدندپراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز آسان

هاي ارتشاح سلولشدگی شدید پرزها، ندو کُکوتاه  ،گروه تیمار با متوترکسات
را نشان داد، در هاي پوششی و نکروز سلول غشاء پایه زیرآماسی، خونریزي 

اکسیدانی سرم و فعالیت تام آنتی. که کوئرستین آسیب ژوژنوم را کاهش دادحالی
مقادیر گلوتاتیون احیاء، سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز و 

طور به در گروه تیمار با متوترکسات کاهش یافت ولی گلوتاتیون ردوکتاز
. در گروه تیمار با کوئرستین و متوترکسات افزایش یافت )p=000/0(داري  معنی

آلدئید را که در اثر تیمار با متوترکسات افزایش یافته ديکوئرستین مقدار مالون
خواص با نتایج نشان داد کوئرستین  .کاهش داد )p=000/0(داري طور معنیبود به

هاي صحرایی را از آسیب ناشی از موش روده باریکخود اکسیدانی آنتی
  .متوترکسات محافظت کند

  .صحرایی موش کوئرستین، روده، متوترکسات، :کلیدي گانواژ
  

  18/12/93: تاریخ پذیرش    3/9/93: تاریخ دریافت
  

  مقدمه
 و مشکلات با که طولانی و پیچیده است روندي درمانیشیمی

 و ستفراغا تهوع، مو، ریزش مثل متعددي جانبی عوارض
    فولیک اسید از آنالوگی که متوترکسات. باشدمی همراه الـاسه
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 گسترده طور به درمانیشیمی داروي یک عنوان به باشد،می
 قرار استفاده مورد هابدخیمی از تعداد قابل توجهی درمان براي
 که هاییسلول سرطانی، هايسلول بر علاوه). 13( گیردمی

 پوششی بافت و استخوان غزم نظیر، یابندتزاید می سریعاً
 التهاب. گیرندمی قرار متوترکسات تاثیر تحت گوارش دستگاه

 آنتروکولیت و استفراغ اسهال، تهوع، ،گوارش دستگاه مخاطات
 متوترکسات مصرف متعاقب که هستند عوارضی مهمترین
 متوترکسات که است شده مشخص). 13( شوند می مشاهده

 و داده کاهش هاسلول در را اکسیدانآنتی ايهآنزیم میزان
 اکسیداتیو هايآسیب به هاسلول شدن حساس به منجر

 متوترکسات جانبی عوارض کنترل براي بنابراین،). 14( شود می
. اندشده متمرکز هااکسیدانآنتی تاثیر روي عمدتاً اخیر تحقیقات

 با متوترکسات همزمان مصرف مثبت تاثیر به گزارشات از برخی
 استیلـ  ان سیر، عصاره آ، ویتامین نظیر هاییاناکسیدآنتی

 اندداشته تاکید پروآنتوسیانیدین و سدیم تنگستات سیستئین،
   ).12، 18و  32(

 مدرن فارماکوتراپی از اي شاخه گیاهی منشأ با بیولوژیک مواد
 متنوعی دارویی عوامل چه اگر. دهند می تشکیل را ها بیماري

 بیماران اغلب لکن دارد، وجود ها بیماري انواع انـدرم رايـب
 از و نیستند شیمیایی داروهاي جانبی اثرات تحمل به ادرـق

 جانبی اثرات طبیعی منشا با بیولوژیک مواد اکثر دیگر سوي
 که فلاونوئیدها .گذارند می جاي هـب ارانـبیم روي دکیـان بسیار
 یکی هستند، ترکیب 4000 از بیش با ها فنلپلی از بزرگی گروه

 سبزیجات، گیاهان، در طبیعی ترکیبات دستجات مهمترین از
  اثرات داراي دهاـفلاونوئی. دـهستن اـه دنیـوشیـن و اـه وهـمی
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 ضد آلرژي، ضد ،یسرطان ضد التهابی، ضد اکسیدانی، آنتی
 خونریزي و شکنندگی از ممانعت ویروسی، ضد میکروبی،

 کوئرستین). 2( باشند می قلب از محافظت و عروق
)Quercetin (غذایی مواد رایج فلاونوئیدهاي از یکی که 

 رژیم در موجود فلاونوئید درصد 60 از بیش شود، می محسوب
 نسبت سیاه چاي و پیاز در آن میزان و دهد می تشکیل را غذایی

 در کوئرستین بخشی اثر. باشد می بیشتر غذایی مواد بقیه به
 احتقانی نارسایی قلب، ایسکمی ،فشار خون بالا درمان و کنترل
 انعقادي اختلالات آترواسکلروز، ،افزایش چربی خون قلب،
 ضایعات و نکروز دیابتی، نوروپاتی قند خون، افزایش خون،
 گرفته قرار تایید مورد ایسکمی در اثر هاي مختلفبافت
 اکسیدانیآنتی اثراتالذکر و مجموعه فوق به توجه با). 1(است

 مقابل در را روده بافت بتواند ماده این رود می گمان کوئرستین،
 هر در. کند محافظت متوترکسات داروي توکسیک اثرات

 اثرات با رابطه در اي مطالعه منابع، بررسی به توجه با صورت
 در متوترکسات  توکسیک اثرات برابر در کوئرستین محافظتی

 براي حاضر مطالعه بنابراین،. ندارد وجود صحرایی موش روده
 برابر در کوئرستین محافظتی اثرات ارزیابی جهت بار اولین
 انجام صحرایی موش روده بر متوترکسات توکسیک اثرات
  .گردید

  
  مواد و روش کار

 1392مطالعه حاضر از نوع تجربی آزمایشگاهی بوده و در سال 
در این . شدتبریز انجام  آزاد اسلامیدر مرکز تحقیقات دانشگاه 

روي  هاي کار و پروتکلکلیه ملاحظات اخلاقی  مطالعه
مورد تائید کمیته نظارت بر حقوق  حیوانات آزمایشگاهی
  .رعایت گردیدحیوانات آزمایشگاهی 

 نژاد نر صحرایی موش سر 36 تعداد از  مطالعه، این انجام براي 
 هفته 6- 7 سنی محدوده درو  گرم 200±20 وزن با ویستار
 یکسان ها گروه تمام براي نگهداري و تغذیه شرایط. شد استفاده

 درجه 21±2 دماي و تاریکی/روشنایی ساعت 12 صورت به و

 در آزاد طور به نیز آب و یکسان غذایی جیره. بود گراد سانتی
 جدید، شرایط به عادت هفته یک از پس و گرفته قرار دسترس
 ظهر از بعد 6 تا 1 ساعات بین تیمارها همه. شد شروع آزمایش

  . شد اجرا
 گروه. ندشد تقسیم مساوي گروه 4 به ادفیتص طور به ها موش

 مدت به دوم گروه. شد گرفته نظر درسالم  شاهد عنوان به اول
، سیگما شرکت از خالص پودر( ستینئرکو داروي روز 15

 بدن وزن کیلـوگـرم هر ازايبه گـرم میلی 15 دز با را) آمریکا
 دز تک سوم گروه. )10( کرد دریافت صفاقی داخل صورت به

 20 میزان به را) سیگما، آمریکا شرکت از( رکساتمتوت
 داخل صورت به بدن وزن کیلـوگـرم هرازاي به گـرم میلی

 چهارم گروه. کرد دریافت مطالعه پانزدهم روز در) 25( صفاقی
 کیلـوگـرم هرازاي به گـرم میلی 15 دز با را رستینئکو داروي

 دز تک و روز 15 مدت به صفاقی داخل صورت به بدن وزن
 وزن کیلـوگـرم هرازاي به گـرم میلی 20 میزان به را متوترکسات

به . کرد دریافت پانزدهم روز در صفاقی داخل صورت به بدن
ها نرمال سالین به میزان همزمان با تیمار سایر گروه ،گروه شاهد

 داخل صورت به بدن وزن ازاي هر کیلـوگـرملیتر بهمیلی 10
 نمونه متوترکسات دریافت از پس وزر چهار. تزریق شد صفاقی

 سرم اکسیدانیآنتی تام فعالیت تعیین و ارزیابی جهت ناشتا خون
)Total Antioxidant Activity, TAA (کره پشت سینوس از 

 با خون هاينمونه. گردید اخذ) Retro-orbital plexus( چشم
 سانتریفیوژ دقیقه 10 مدت به دقیقه در دور 4000 سرعت

 رنگ تکنیک توسط پلاسما اکسیدانیآنتی تام لیتفعا. ندشد
 و Miller روش طبق) Colorimetric technique( سنجی

 Randox Laboratories( تجارتی کیت از استفاده با همکاران

Ltd, UK (شد گیرياندازه)17(.ABTS   )2,2′-azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (پراکسید یک با 
)Met-myoglobin (و H2O2 رادیکال کاتیون یک تولید جهت 
)OH˙ (در جذب شدت گردید انکوبه nm  734  توسط

آنتی ظرفیت با جذب این. گیري شدتومتر اندازهفاسپکترو
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 صورت به نتایج. دارد معکوس نسبت تست ماده اکسیدانی
  .شد ارائه لیتر در میکرومول

 زمان هم ها  موش همه روده، اکسیدانیآنتی وضعیت تعیین براي
) Cervical dislocation ( گردن هاي مهره در دررفتگی ایجاد با

 و خارج سریعاً ها موشقسمت ژوژنوم روده . ندشد کشیآسان
% 15/1 در%  10 هموژنات و شستشو سرد بسیار سالین در
)w/v (دور 7000 سرعت با هموژنات. شد تهیه پتاسیم کلرور 

 گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 10 مدت به و دقیقه در
 میزان سنجش جهت رویی محلول و شد سانتریفیوژ

  آلدئید دي مالون مقدار گیرياندازه طریق از لیپیدي پراکسیداسیون
)Malondialdehyde; MDA ( و گلوتاتیون احیاء)Reduced 

Glutathione; GSH (فعالیت گیرياندازه براي همچنین و 
 Superoxide( دیسموتاز سوپراکسید اکسیدانیآنتی هايآنزیم

dismutase; SOD(، کاتالاز )Catalase; CAT(، گلوتاتیون 
 گلوتاتیون و) Glutathione peroxidase; GPx(  پراکسیداز

 قرار استفاده مورد) Glutathione reductase; GR( ردوکتاز
  . گرفت
و  MDA میزان و مطالعه مورد اکسیدانیآنتی هايآنزیم فعالیت
GSH موجود تجاري هايکیت از استفاده با  )Nanjing 

Jiancheng Bioengineering Institute, Nanjing, China (و 
 فعالیت. شد انجام کیت کننده تولید شرکت دستورالعمل طبق

 در قراردادي واحدهاي صورت به اکسیدانیآنتی هايآنزیم
 در نانومول صورت به بافتی MDA مقدار ،پروتئین گرممیلی

به صورت میکرومول در  ءمقدار گلوتاتیون احیا وگرم بافت 
  .گردید گرم بافت عنوان

  سموتاز یگیري فعالیت سوپراکسید د اندازه) الف
 و  Ohkuma روش توسط دیسموتاز سوپراکسید فعالیت

 100مخلوط واکنش متشکل از  ).23( گردید تعیین همکاران
یل اسکوپالامین میکرولیتر بوت 10میکرولیتر فسفات بافر، 

)butylscopolamin; BSC( ،50 100- ایکس- میکرولیتر تریتون 
)Triton X-100( ،5 ر ـتـیـرولــمیکEDTA 

)ethylenediamminetetraacetate( ،5 میکرولیتر گزانتین 
به . میکرولیتر گزانتین بود 50و ) xanthine oxidase(اکسیداز 

وم بروماید فنیل تترازولیمیکرولیتر دي 150مخلوط فوق 
)diphenyl tetrasolium bromide; MTT ( و نمونه)50- 150 

افزوده شد و حجم آن به وسیله آب به یک ) میکروگرم پروتئین
دقیقه در  5مخلوط به دست آمده به مدت . لیتر رسانده شدمیلی

انکوبه گردید و واکنش با ) گراددرجه سانتی 30(دماي اتاق 
) گلاسیال استیک اسید(توقف کننده لیتر بافر مافزودن یک میلی

. نانومتر قرائت گردید 540به پایان رسید و شدت جذب در 
یک واحد سوپراکسید دیسموتاز بر اساس مقدار پروتئین لازم 

 تولید از ممانعت(درصد  50تا  MTTبراي جلوگیري از کاهش 
  .شد تعیین مطالعه، شرایط تحت دقیقه، 1 در) درصد 50 تا رنگ

  گیري فعالیت کاتالاز  اندازه) ب
نانومتر با  240گیري تغییر جذب  در فعالیت کاتالاز با اندازه

عنوان سوبسترا تخمین به) H2O2(استفاده از پراکسید هیدروژن 
لیتر پراکسید براي آغاز واکنش به یک میلی). 3(شودزده می

حجم . اضافه گردید) نمونه(مولار، آنزیم میلی 30هیدروژن بافر
- میلی 2، به 7برابر  pHمولار با  05/0توسط  فسفات بافر  نهایی

 240دقیقه در  2تغییر در چگالش نوري  به مدت . لیتر رسید
یک واحد، برابر با مقدار . نانومتر مورد مشاهده قرار گرفت

جذب  10- 3آنزیمی است که پراکسید هیدروژن را با سرعت 
  .کنددر ثانیه تجزیه می

  ت گلوتاتیون پراکسیدازگیري فعالی اندازه) ج
و   Nakamuraگلوتاتیون پراکسیداز تام بر اساس روش 

Hosada  با اکسیداسیونNADPH )nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate ( 340توسط پراکسید هیدروژن  در 
 4/0لیتر فسفات بافر میلی 25/0به ). 21( شودنانومتر تعیین می

-EDTA )Ethylene-diamine-tetraلیتر میلی 2/0مولار، 

acetic acid (4 لیتر گلوتاتیون احیاء میلی 2/0مولار، میلی
)reduced glutathione; GSH( ،2/0 لیتر سدیم آزید میلی
)NaN3 Sodium; azide( ،2/0 یتر ل یلیمNADPH 6/1 
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و ) یک واحد(لیتر گلوتاتیون ردوکتاز میلی 03/0مولار،  میلی
لیتر  میلی 2آب به  حجم کلی توسط. گردید هاضاف) نمونه(آنزیم 
لیتر پراکسید هیدروژن آغاز میلی 2/0واکنش با افزودن . رسید

. نانومتر تعقیب شد 340نوري در  شگردید و تغییرات در چگال
یک واحد، برابر با مقدار آنزیمی است که یک نانومول 

NADPH کندرا در دقیقه اکسیده می.  
  گلوتاتیون ردوکتازاندازه گیري فعالیت ) د

 NADPH )Nicotinamideدر حضور آنزیم، هیدروژن از 

adenine dinucleotide phosphate ( به گلوتاتیون اکسید
)GSSG (نانومتر مورد  340تواند در شود و واکنش میمنتقل می

 05/0به مخلوط واکنش متشکل از ). 24( سنجش قرار گیرد
 15/0، 6/7برابر  pHلیتر فسفات بافر یک مولار با میلی
) EDTA )Ethylene-diamine-tetra-acetic acidلیتر  میلی

 1/0مولار و یک میلی NADPHلیتر میلی 1/0مولار،  میلی 10
. مولار، آنزیم افزوده شدمیلی 10لیتر گلوتاتیون اکسید  میلی

لیتر رسانده شد و کاهش در چگالی حجم نهایی به یک میلی
یک . گیري شددقیقه اندازه 2- 3ه مدت نانومتر ب 340نوري در 

 NADPHواحد، برابر با مقدار آنزیمی است که یک میکرومول 
  .کندرا در دقیقه اکسیده می

  آلدئید  دي گیري مقدار مالون اندازه ) هـ
آلدئید بر اساس روش ارائه شده توسط ديمقدار مالون

Ohkawa مخلوط واکنش ). 22( گیري شدو همکاران اندازه
لیتر سدیم میلی 2/0، )گرممیلی 1(لیتر نمونه میلی 8/0متشکل از 

 sodium dodecyl sulfate; SDS (1/8(دودسیل سولفات 
و  5/3برابر با  pHلیتر اسید استیک گلاسیال با میلی 5/1درصد، 

 thiobarbituric(تیوباربیتوریک اسید  لیتر محلول آبی میلی 5/1

acid; TBA (8/0 جم مخلوط واکنش توسط آب ح. درصد بود
 90دقیقه در دماي  60لیتر رسانده شد و به مدت میلی 4مقطر به 

پس از خنک کردن با آب شیر، . گراد گرم گردیددرجه سانتی
بوتانول و - nلیتر مخلوط میلی 5لیتر آب مقطر و یک میلی
به آن اضافه گردید و محلول حاصل ) 15:1به نسبت (پیریدین 

دور  2000بعد از سانتریفیوز با سرعت . ده شدبه شدت تکان دا
 532دقیقه، شدت جذب لایه ارگانیک در  10در دقیقه به مدت 

 TBARS )Thiobarbituric acidمقدار . گیري شدنانومتر اندازه

reacting substances ( به دست آمده با استفاده از منحنی
ی تترامتوکس 3، 3، 1، 1 توسط محلولاستاندارد تهیه شده 

محاسبه و مقادیر ) tetramethoxy propane ’3 ,3 ,’1 ,1(پروپان 
  .  گرم پروتئین بیان گردیدبه صورت نانومول در میلی

  گیري گلوتاتیون احیاءاندازه) و 
و  Sedlakتوسط روش ) گلوتاتیون(تیول غیر پروتئینی 

Lindsay  ها به طور خلاصه پروتئین). 26( گیري گردیداندازه
 trichloroacetic(کلرواستیک اسید میکرولیتر تري 21ن با افزود

acid; TCA (50  میکرولیتر هموژنات بافتی و  400درصد به
دقیقه  10دور در دقیقه به مدت  12000سانتریفیوژ با سرعت 

میکرولیتر محلول شناور عاري از پروتئین  50سپس . جدا گردید
 ;dithionitrobenzene(تیونیتروبنزن میکرولیتر دي 600و 

DTNB (6 لیتر / مولمیلی) معرفEllman ( میکرولیتر  850به
افزوده شد و   2/8برابر با  pHلیتر با /مولمیلی 2/0فسفات بافر 

گیري نانومتر اندازه 412بعد از یک ساعت شدت جذب در 
نتایج از روي منحنی استاندارد تهیه شده توسط محلول . شد

  . اء قرائت گردیدلیتر گلوتاتیون احی/مولمیلی1
متر از قسمت حدود نیم سانتی روده، بافتی شناسیآسیب براي

 درصد 10 بافر فرمالین درانتهاي پروگزیمال ژوژنوم جدا و 
 با هایی برش فرمالین، هاي پایدار شده دراز نمونه .گردید پایدار

 معمول آمیزيرنگ روش با و میکرون 5 ضخامت
 با شناسیبررسی آسیب. شد تهیه ائوزینـ  هماتوکسیلین
، ساخت Nikon )ECLIPSE E200مدل  نوري میکروسکوپ

 مقیاس یک توسط روده آسیب شدت. انجام شد) کشور ژاپن
 توسط شده ارائه روش اساس بر خبربی دوسو و کمینیمه

Gulgun شدن کوتاه. شد ارزیابی 2010 سال در همکاران و 
 کوتاه ،1 بیعی؛ط صفر،: صورت به حیوان هر در روده پرزهاي

 ،4 و شدید؛ شدن کوتاه ،3 متوسط، شدن کوتاه ،2 ملایم؛ شدن
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 روده مخاط شدن زخم. شد بنديدرجه پرز نشدن مشاهده
 از ،2 مخاط؛ اپیتلیوم شدن جدا ،1 طبیعی؛ صفر،: صورت به

 و پرز؛ کامل رفتن بین از ،3 مخاط، اپیتلیوم کامل رفتن بین
 به آماس میزان.  شد يبنددرجه عضلانی لایه تخریب ،4

 آماسی؛ هايسلول کانونی ارتشاح ،1 طبیعی؛ صفر،: صورت
 ،3 پروپریا، لامینا در فقط آماسی هايسلول یئجز ارتشاح ،2

 به که روده شدید آماس ،4 و پروپریا؛ لامینا در روده آماس
  .)13( شد بنديدرجه است، یافته گسترش نیز عضلانی لایه

 SPSSافزاري  ها از بسته نرم یل دادهراي تحلب: آماري تحلیل
دست آمده کمی، به صورت  هاي به داده. استفاده شد 13نسخه 

ارائه و اختلاف ) mean±SD( میانگین ± معیارانحراف 
واریانس  تحلیلها توسط آزمون آماري  دار بین گروه معنی
 و آزمون تعقیبی توکی) one-way ANOVA(طرفه یک

)Tukey( درجات  براي مقایسه .گرفت مورد بررسی قرار
 آزمون هاي مورد مطالعه ازآسیب بافت روده بین گروه

استفاده ) Kruskal-Wallis H test(کروسکال والیس  ناپارامتري
با استفاده از دار بودن آزمون فوق، شد که در صورت معنی

 ) Mann-Whitney U test(ویتنی ـ  یو مان ريـون ناپارامتـآزم

سات یمقا )Bonferroni Correction( نیبا اصلاح بونفرو
دار  یـمعن >05/0pح ـات در سطـاختلاف .دـشام ـی انجـزوج
رنف ـاسمیـ  روفـوگـکلم اريـون آمـاز آزم .دـدنـی شـتلق

)Kolmogorov-Smirnov( نیز براي تعیین نرمال بودن ،
  .ها استفاده شدتوزیع داده

 
  نتایج

کوئرستین تغییر  ، تیمار با2هاي صحرایی گروه  در موش
هاي مورد آزمایش در داري را در هیچ یک از فراسنجهمعنی

هاي  در موش. ایجاد نکرد) شاهد( 1مقایسه با گروه 
 سرم اکسیدانیآنتی تام ، متوترکسات فعالیت3صحرایی گروه 

)TAA ( و مقادیر گلوتاتیون احیاء)GSH (هاي و آنزیم
، گلوتاتیون )CAT(، کاتالاز)SOD(سوپراکسید دیسموتاز

بافت ژوژنوم ) GR(و گلوتاتیون ردوکتاز ) GPx(پراکسیداز 
داري ، به طور معنی)شاهد( 1را در مقایسه با گروه 

)000/0p= (آلدئید ديکاهش و میزان مالون)MDA ( را به آن
 4 در گروه. افزایش داد) =000/0p(داري طور معنی

طور  بهکوئرستین تیمار با ) کوئرستین+ متوترکسات(
- آلدئید و همديمانع از افزایش مالون) =000/0p(داري  معنی

هاي و آنزیم GSHمقادیر و  TAAچنین مانع از کاهش 
SOD ،CAT ،GPx  وGR  طوريشد بهمتوترکسات در اثر -

 مشاهده شاهدداري بین این گروه و گروه که، تفاوت معنی
  ). 1جدول (نگردید 

هاي در موش تی ژوژنومبافساختار  ،شناسی بافتی در آسیب
تغییر ). 1نگاره (طبیعی و سالم بود ) شاهد( 1صحرایی گروه 

 2هاي صحرایی گروه موشژوژنوم در نیز پاتولوژي خاصی 
، بافت ژوژنومکه، ساختار طوري، مشاهده نشد به)کوئرستین(

در ). 2نگاره (رسید کاملاً طبیعی به نظر میشبیه گروه تیمار 
، )تیمار با متوترکسات( 3رایی گروه هاي صحموشژوژنوم 

هاي آماسی و زخم ، ارتشاح فراوان سلولکاهش ارتفاع پرزها
مشاهده ) p=000/0(دار طور معنیبهدر مقایسه با گروه شاهد 

، تیمار )کوئرستین+متوترکسات( 4در گروه ). 3نگاره (گردید 
ز مانع از برو) p=000/0(دار طور معنیبهطور ، بهکوئرستینبا 

هاي صحرایی شد موشژوژنوم تغییرات پاتولوژیک در بافت 
کاهش بسیار خفیف ارتفاع و تنها آسیب قابل مشاهده، 

هاي پوششی در رأس ، نکروز تعداد معدودي از سلولپرزها
بافت  هاي آماسی درو حضور کانونی و اندك سلول پرزها

که از این  )4نگاره ( ها بودمخاط روده تعدادي از موش
داري بین این گروه و گروه شاهد برآورد ظ اختلاف معنیلحا

 ). p=929/0و  p ،791/0=p=658/0: به ترتیب(نگردید 
هاي صحرایی موشژوژنوم  شناسی بافتیمقایسه آسیب

آورده شده  2طور کمی در جدول مطالعه به موردهاي گروه
 .است
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  هاي مورد مطالعهبین گروه) GRو  TAA ،GSH ،MDA ،SOD ،CAT ،GPx(هاي بیوشیمیایی مقایسه فراسنجه :1جدول 

 تیمار گروه

 هاي بیوشیمیاییفراسنجه

فعالیت تام 
اکسیدانی  آنتی

)micmol/l(  

  گلوتاتیون احیاء
)micmol/g tissue( 

آلدئید  دي مالون
)nmol/g tissue( 

سوپراکسید 
  دیسموتاز

)mU/mg 

protein( 

  کاتالاز
)U/mg 

protein( 

لوتاتیون گ
پراکسیداز 

)U/mg 

protein( 

گلوتاتیون 
 U/mg(ردوکتاز 

protein( 

62/1±32/0  شاهد 1 a 49/0±82/1 a 15/6±18/38 a 46/2±02/8 a 03/0±12/0 a 47/0±15/2 a 84/1±11/6 a 

64/1±38/0  کوئرستین 2 a 74/0±85/1 a 17/5±24/35 a 13/2±14/8 a 03/0±13/0 a 61/0±09/2 a 20/1±05/6 a 

11/1±31/0  تمتوترکسا 3 b 11/0±8/0 b 16/13±37/77 b 78/1±25/4 b 01/0±07/0 b 24/2±65/7 b 11/2±97/8 b 

4 
+ متوترکسات
  کوئرستین

5/0±61/1 a 66/0±77/1 a 14/5±29/36 a 04/2±95/7 a 02/0±11/0 a 59/0±21/2 a 23/2±34/6 a 

نتیجه آزمون پارامتري 
 طرفهواریانس یک تحلیل

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

  
حروف غیرمشابه در هر ستون نشانگر اخـتلاف  : a,b.   سر موش صحرایی در هر گروه ارائه شده است 9انحراف معیار براي  ±صورت میانگین مقادیر به

  ).>05/0p(دار است معنی
  

  هاي مورد مطالعهمقایسه درجات شدت آسیب بافت روده بین گروه :2جدول 

  تیمار  هاگروه
  شدت آسیب در بافت روده

  ایجاد زخم  التهاب  کاهش ارتفاع پرزها
  b0/0±00/0  b0/0±00/0  b0/0±00/0  شاهد  1
  b0/0±00/0  b0/0±00/0  b0/0±00/0  کوئرستین  2
  a46/0±58/2  a23/0±18/3  a72/0±40/2  متوترکسات  3
  b05/0±32/0  b02/0±43/0  b05/0±22/0  کوئرستین+ متوترکسات  4

 p 000/0=p 000/0=p=000/0  زمون ناپارامتري کروسکال والیسنتیجه آ
  

حروف غیرمشابه در هر ستون نشـانگر اخـتلاف   : a,b . سر موش صحرایی در هر گروه ارائه شده است 9انحراف معیار براي  ±صورت میانگین مقادیر به
  ).>05/0p(دار است معنی

  

    
  ش صحرایی از گروهنماي ریزبینی از بافت ژوژنوم یک مو: 1نگاره 

آمیزي  رنگ(بافت ژوژنوم سالم و بدون تغییر پاتولوژیک است :  شاهد
  ).×40ائوزین، بزرگنمایی -هماتوکسیلین

    
  نماي ریزبینی از بافت ژوژنوم یک موش صحرایی از گروه: 2نگاره 

تغییر پاتولوژي خاصی در بافت ژوژنوم مشاهده : تیمارشده با کوئرستین
  ).×40ائوزین، بزرگنمایی -آمیزي هماتوکسیلین رنگ(شود نمی
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نماي ریزبینی از بافت ژوژنوم یک موش صحرایی از گروه تیمار  :3نگاره 

ل بافت پوششی همراه با تخریب رأس نکروز و انفصا: با متوترکسات
هاي پیکان(هاي آماسی ، ارتشاح فراوان سلول)هاي ضخیمپیکان(پرزها 

شود در مخاط ژوژنوم مشاهده می) یکاننوك پ(خونریزي و ) باریک
  ).×40ائوزین، بزرگنمایی ـ  آمیزي هماتوکسیلین رنگ(

  

    
نماي ریزبینی از بافت ژوژنوم یک موش صحرایی از گروه تیمار : 4نگاره 

کاهش بسیار خفیف ارتفاع پرزها، نکروز : کوئرستین+با متوترکسات
هاي اندك سلول هاي پوششی در رأس پرزها و حضورتعدادي از سلول

-آمیزي هماتوکسیلین رنگ( قابل مشاهده است  آماسی در بافت ژوژنوم
  ).×40ائوزین، بزرگنمایی 

 
   بحث

 ،پرزها آتروفی ژوژنوم آسیب شناسی بافتیحاضر،  مطالعهدر 
 نشان دادمتوترکسات  در اثررا روده  یمخاط هايآماس و زخم

و همکاران  Rezaei Moghadam  نتایج مطالعه با این یافتهکه 
افزایش پراکسیداسیون . )25( خوانی داردهم 2013در سال 
و  )شودمشخص می MDA افزایش مقدار باکه (لیپیدي 
کاهش فعالیت و ) GSH(ذخیره گلوتاتیون احیاء کاهش 

نشان  ،اکسیدانی آنزیمی در این مطالعهسیستم تدافعی آنتی
اي آزاد، یکی از هاکسیداتیو ناشی از رادیکال که استرسدادند 

اي هاي احتمالی در پاتوفیزیولوژي سمیت روده مکانیسم
  .باشدمتوترکسات می

 2006و همکاران در سال  Ciralikمطالعات انجام شده توسط 
نقش استرس نیز   2006و همکاران در سال  Senerو 

اکسیداتیو در آسیب ناشی از متوترکسات در روده را مورد 
  ). 8و  28( دهد تائید قرار می

 استرسوقوع  حاکی ازنیز  رودهبافت مخاطی در التهاب  وجود 
افـزایش پراکسیداسـیون   باشد کـه بـا   می این بافتدر  تیواکسیدا

   .)30( گردد می اثبات GSH محتواي کاهش و  يلیپید
هــاي فعــال اکســیژن افـزایش تجمــع نوتروفیــل و تولیــد گونـه  

)Reactive oxygen species; ROS (  لال در گـردش  باعـث اخـت
مخاط روده شـده و نقشـی اساسـی را در ایجـاد     خون مویرگی 

هـا را  تجمع لکوسیت ROS). 5(داردزخم در این بافت برعهده 
 ماننـد هـایی  ي فعال آنـزیم هالکوسیت. شودها سبب میدر بافت

هاي میلوپراکسیداز، الاستاز و پروتئازها را ترشح کرده و رادیکال
میلوپراکسـیداز   ).16، 18و  28(کننـد مـی  تولیـد آزاد بیشتري را 

. هـا اسـت  ها در نوتروفیـل براي تولید اکسیدان ضروري یآنزیم
در  ،مخـاطی  هـاي افزایش فعالیت میلوپراکسیداز و ایجـاد زخـم  

گزارش شـده  قبلاً هاي صحرایی تیمار شده با متوترکسات موش
ــین ). 16( اســت ــوذبا ROSهمچن ــذیري در عــث افــزایش نف پ
پـذیري  افزایش در نفوذ. شودتلیال میندوتلیال و اپیهاي آ سلول

هـا از سـد   هـا و آندوتوکسـین  شود کـه بـاکتري  روده باعث می
در  ROSو تولید بیشـتر  آماس ایجاد اي نفوذ کرده و سبب  روده
هاي چرب غیـر اشـباع   از طریق واکنش با اسید ROS .گردندآن 

فیدریل و بانـدهاي سـول   DNAغشاهاي سلولی، نوکلئوتیـدهاي  
استرس اکسیداتیو ناشـی از  باعث آسیب روده در اثر ها،  پروتئین

بدین ترتیب، پراکسیداسیون لیپیـدي،   ).18(شود متوترکسات می
کنـد،  افـزایش پیـدا مـی   آن میزان  ي سلولیکه در آسیب غشاها

هـاي تیمـار   در مـوش  MDAافزایش میزان  ).11( افتداتفاق می
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 ROSیداسیون لیپیدي ناشی از اهمیت پراکسشده با متوترکسات 
   .)27( سازداي متوترکسات آشکار میرا در سمیت روده

هــا اســترس در بافـت  GSHمشـخص شــده اسـت کــه تخلیــه   
در ). 29( شـود اکسیداتیو و در نتیجه آسیب بافتی را سـبب مـی  

فعالیت آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز که براي تولید مجـدد  مطالعه ما 
GSH متعاقب تیمار با متوترکسات کاهش است،  بسیار ضروري

. داري کمتـر از گـروه شـاهد بـود    طور معنییافت و مقدار آن به
کاهش فعالیت ایـن آنـزیم ممکـن اسـت دلیلـی بـراي کـاهش        

باشد که به آسیب  GSHهاي فعال اکسیژن توسط پاکسازي گونه
تحـت شـرایط طبیعـی،      .شـود منجر مـی اکسیداتیو بافت روده 

NADPH شود تا وضعیت یون ردوکتاز مصرف میتوسط گلوتات
قبلاً نشان داده شده است . احیاء گلوتاتیون سلول را برقرار نماید

سیتوزولی و آنزیم مالیـک    NADPکه دهیدروژنازهاي وابسته به 
کـه دارو   دهـد می نشاناین  و دنگردتوسط متوترکسات مهار می

 هـاي چرخـه  را توسط مهـار آنـزیم   NADPHتواند فراهمی  می
ممکـن   NADPHکـاهش فراهمـی    ).4و  6( پنتوز کاهش دهـد 

است مسئول کاهش فعالیت گلوتاتیون ردوکتاز باشد و به همین 
مشـاهده   GSHعلت است که در بررسی حاضر کـاهش میـزان   

توســط  GSHدار مقــادیر بنــابراین، کــاهش معنــی. شــده اســت
ــدافعی      ــتم ت ــارآیی سیس ــاهش ک ــه ک ــر ب ــات، منج متوترکس

هاي ها به گونهاسیت سلولسآنزیمی و افزایش ح اکسیدانی آنتی
اگرچـه مطالعـات متعـددي کـاهش      .)4( شـود میفعال اکسیژن 

را در روده کوچک متعاقـب مصـرف متوترکسـات     GSHمقادیر 
، ولی در یک مطالعه افزایش مقادیر )12، 14و  28( اندنشان داده

GSH  8( گزارش شده استدر شرایط مشابه.(  
اکسیدانی تام آنتی دار فعالیتکاهش معنیدر بررسی حاضر  

گلوتاتیون  ،هاي سوپراکسید دیسموتاز، کاتالازآنزیمسرم و 
که این یافته با نتایج  مشاهده شدو گلوتاتیون ردوکتاز  پراکسیداز

و  Gulgun، )30( 2007 و همکاران در سال Viswa مطالعه
و  Rezaei Moghadamو  )13( 2010همکاران در سال 

در هر صورت،  .همخوانی دارد) 25( 2013ان در سال همکار

که مصرف  2006در سال  و همکاران Ciralik مطالعه در
، افزایش شده بود GSH، باعث افزایش مقادیر متوترکسات

این ایشان که   ،ها نیز گزارش شده استفعالیت این آنزیم
تغییرات را به پاسخ بافت به استرس اکسیداتیو ناشی از 

   ).8( اندات نسبت دادهمتوترکس
کاهش فعالیت سوپراکسید دیسموتاز شاخصـی حسـاس بـراي    

تـرین عوامـل در   این آنزیم یکـی از مهـم  . ها استآسیب سلول
. شــودمحسـوب مـی   یاکسـیدانی آنزیم ـ سیسـتم تـدافعی آنتـی   

آنیون سوپراکسید را از طریق تبدیل آن به  ،سوپراکسیددیسموتاز
ه و بدین ترتیب اثرات سمی آن پراکسید هیدروژن پاکسازي کرد

در بررسـی حاضـر، میـزان سوپراکسـید     . )9( دهـد را کاهش می
هاي صحرایی تیمار شده با متوترکسـات بـه   دیسموتاز در موش

داري هاي سوپراکسید، بـه طـور معنـی   دلیل تشکیل فراوان آنیون
هـاي زداینـده پراکسـید    کاهش یافت که در پی آن فعالیت آنزیم

کاتــالاز و گلوتــاتیون پراکســیداز نیــز در ایــن  هیــدروژن یعنــی
رسد کـه  به نظر می. داري کاهش یافته بودها به طور معنی موش

هـاي افـزایش   غیرفعال شدن سوپراکسید دیسموتاز توسط آنیون
هـاي کاتـالاز و   یافته سوپراکسید، منجر به غیرفعال شـدن آنـزیم  

وژن اکسید هیدرکاتالاز با تجزیه پر. شودگلوتاتیون پراکسیداز می
هـاي بسـیار فعـال هیدروکســیل     هـا را در برابـر رادیکـال   بافـت 

بنابراین، کاهش فعالیت کاتالاز ممکن است به . کندمحافظت می
برخی اثرات مخرب ناشی از رادیکـال سوپراکسـید و پراکسـید    

ــزیم . )7( گــرددمنجــر هیــدروژن  ــاز یــک آن ــاتیون ردوکت گلوت
، بـه  )GSSG(یون اکسـید  سیتوزولی است که در کاهش گلوتـات 

، GSHعنوان محصول نهایی فعالیت گلوتاتیون پراکسـیداز روي  
  . )20( دخالت دارد

در این مطالعه که براي اولین بار براي ارزیابی اثرات محافطتی 
در موش  متوترکسات ايرودهدر برابر سمیت  کوئرستین

 15 دز با کوئرستینصحرایی انجام شده است، تیمار با 
روز،  15به مدت  بدن وزن کیلـوگـرم ازاي هربه  ـرمگ میلی

و  متوترکساتداري مانع از بروز اثرات سمی بطور معنی
اثرات  .هاي صحرایی گردیدموش ژوژنومدر  هاي بافتی آسیب



  محافظتی کوئرستین بر آسیب روده باریک، ناشی از متوترکسات در موش صحرایی مطالعه اثرات

 1645

اکسیدانی و کاهش توان به اثرات آنتیمفید فوق را می
همچنین، در . مربوط دانست کوئرستینهاي اکسیداتیو  استرس

مصرف کوئرستین مانع از کاهش فعالیت تام  ین مطالعها
هاي سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، اکسیدانی سرم و آنزیم آنتی

گلوتاتیون پراکسیداز در اثر متوترکسات شد که این اتفاق 
ها توسط کوئرستین اتفاق ممکن است در اثر پاکسازي رادیکال

در  .ها شده استافتاده باشد که باعث حفظ و بقاء این آنزیم
ها و شواهد، با  ، نتایج بیوشیمیایی، در توافق با نشانههر صورت

دست آمده از این بررسی نیز  بههاي مشاهدات ریزبینی یافته
طوري که قبلاً نیز اشاره شد، متعاقب تیمار همان . راستا بود هم

با متوترکسات کاهش قابل توجهی در میزان گلوتاتیون 
دید که منجر به دسترسی گلوتاتیون پراکسیداز حاصل گر

ردوکتاز به سوبسترا شده و بدین ترتیب فعالیت گلوتاتیون 
رسد که مصرف چنین به نظر می. ردوکتاز کاهش یافت

کوئرستین در کنار متوترکسات فعالیت گلوتاتیون ردوکتاز را 
مجدداً برقرار نموده که مصرف گلوتاتیون اکسید را جهت 

هاي فعال توسط زدایی متابولیتسمو افزایش  GSHتشکیل 
  . کندبرقرار می GSHکونژوگاسیون با 

نتایج بررسی حاضر، گزارش سایر محققین را در خصـوص  
توسـط  آزاد  هـاي اکسـیدانی و زدایـش رادیکـال   اثرات آنتی
تحقیقـاتی کـه توسـط    . دهدمورد تائید قرار میرا کوئرستین 

Birsen  اثـرات   اسـت،  انجام شده 2011و همکاران در سال
محافظــت از کبــدي کوئرســتین را در برابــر ســمیت کبــدي 

با کوئرستین  و مشخص کرده است که، نشان داده متوترکسات
از طریق کاهش پراکسیداسیون هاي اکسیداتیو کاهش استرس

لیپیدي میکروزومی، افزایش محتواي گلوتاتیون سلولی و حفظ 
نقش حفاظتی ی اکسیدان در مقادیر طبیعهاي آنتیسطوح آنزیم

تحقیقاتی که  ).5( داردخود را در برابر متوترکسات اعمال می
در مـورد   2012 سـال  و همکـاران در  Edremitliogluتوسط 

هاي کبد، کلیـه، مغـز،   برابر آسیب بافتاثرات کوئرستین در 
انجام شده، نشان داده است  قلب و آئورت در بیماري دیابت

با کاهش هاي اکسیداتیو که کوئرستین از طریق کاهش استرس
ــزان  ــزیم MDAمی ــت آن ــزایش فعالی هــاي سوپراکســید و اف

نقش حفاظتی خود دیسموتاز، کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز 
اي کـه  در مطالعـه  ).10( دارداعمال مـی  بیماري دیابترا در 

انجام شده، اثرات  2010و همکاران در سال   Yousefتوسط 
استرس اکسیداتیو و آسیب بافتی  برابرکوئرستین در محافظتی 

قرار گرفته  بررسیمورد ) Paracetamol( ناشی از پاراستامول
، کلیـه  ،هـاي کبـد  نشان داده شده است که کوئرستین بافت و

هاي صـحرایی را بـا کـاهش    موش ها، مغز، قلب و بیضه ریه
گلوتاتیون هاي پراکسیداسیون لیپیدي و افزایش فعالیت آنزیم

ترانسفراز، سوپراکسید دیسموتاز و -اس-وتاتیونپرکسیداز، گل
در برابر سمیت پاراستامول کاتالاز و محتواي گلوتاتیون بافتی 

دست آمده از بررسی همچنین، نتایج به .)31( کندمحافظت می
در بافت روده با  کوئرستینحاضر در مورد اثرات ضدالتهابی 

ــه   ــایج مطالع ــال    Kimنت ــاران در س ــه و مطال 2005و همک ع
Murphy  15و  19(باشد همسو می 2011و همکاران در سال.(  

از خواص با استفاده کر، کوئرستین الذبا توجه به مجموعه فوق
را در برابر اثـرات  موش صحرایی اکسیدانی خود، روده آنتی

بنابراین، پس از . کنداکسیداتیو سمی متوترکسات محافظت می
و حصول نتـایج مثبـت،   هاي شاهدار اتفاقی  انجام کارآزمایی

هاي اکسیداتیو روده تواند در پیشگیري از آسیب کوئرستین می
ناشی از متوترکسات در بیماران سرطانی توصیه و به عنـوان  

طـور   اکسـیدانی بـه   یک منبع قابل دسترس با خاصـیت آنتـی  
که این. زمان با داروي متوترکسات مورد استفاده قرار گیرد هم

شود ش اثرات درمانی متوترکسات میآیا کوئرستین باعث کاه
در این مطالعه نامشخص مانده و امکان مقایسه تاثیر  ،یا خیر

این ماده با سایر ترکیبات در مـواردي کـه دچـار نئـوپلازي     
چنین چگونگی تـاثیر دزهـاي   هم. هستند، فراهم نشده است

هاي مولکولی  مختلف کوئرستین، مکان و مکانیسم یا مکانیسم
در عملکرد فارماکولوژیکی آن ناشناخته مانده و  و سلولی مؤثر

  . تري دارد ه مطالعات آتی و گستردهنیاز ب
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  سپاسگزاريتشکر و 
این مقاله از طرح تحقیقاتی که با بودجه پژوهشی و حمایت 
مالی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز به انجام رسیده است، 

انشگاه بدینوسیله از معاونت پژوهشی د. استخراج شده است
  .گرددآزاد اسلامی واحد تبریز تشکر و قدردانی می
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