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ـ  تجربی اثرات محافظتی هسپرتین بر آسیب ایسکمی مطالعه

 ( روده در موش صحراییI/Rرسانی )بازخون
 3الهی، رامین کفاشی*2، داریوش مهاجری1کارشاهین گل

 

 چکیده
یرد. گ( تحت تاثیر قرار میIRبازخونرسانی )ـ  توسط ایسکمی به شدت مخاط روده

رسانی در بازخونـ  ر آسیب ایسکمینشان داده شده است که هسپرتین در براب

یر سی تاثباشد. هدف از این مطالعه بررهای مختلف دارای اثرات محافظتی میارگان

 باشد. بدینبازخونرسانی روده موش صحرایی میـ  هسپرتین بر آسیب ایسکمی

)گروه  طور تصادفی به چهار گروه شاهدسر موش صحرایی نر ویستار به 40منظور، 

ـ  ( و ایسکمی3بازخونرسانی )گروه ـ  (، ایسکمی2راحی )گروه (، شاهد ج1

ـ  یسکمی( تقسیم شدند. آسیب ا4علاوه تیمار با هسپرتین )گروه بازخونرسانی به

د شد. رسانی مجدد ایجادقیقه خون 60دقیقه ایسکمی روده و  30بازخونرسانی با 

از طریق  القاء ایسکمیدقیقه قبل از  120( را U/kg1000، هسپرتین )4های گروه موش

و  خارج تزریق زیرجلدی دریافت کردند. پس از انجام آزمایشات، قسمت کولون روده

-الونقادیر مماکسیدانی سرم و شناسی بافتی آماده گردید. فعالیت تام آنتیجهت آسیب

از در ردوکت تاتیونآلدئید، سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراکسیداز و گلودی

ماسی، های آشناسی بافتی ارتشاح شدید سلولگیری شد. آسیبافت کولون اندازهب

کاهش  وهای بافت پوششی کولون پرخونی و خونریزی لامینا پروپریا، نکروز سلول

، شناسی بازخونرسانی نشان داد.  مطالعه آسیبـ  ضخامت مخاط را در گروه ایسکمی

ای هسپرتین در بافت کولون موشدهنده کاهش آسیب بافتی بدنبال مصرف هنشان

 اتالاز،وتاز، کاکسیدانی سرم و مقادیر سوپراکسید دیسمبود. فعالیت تام آنتی  4گروه 

طور نی بهبازخونرساـ  گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز در گروه ایسکمی

ار با یمتعلاوه رسانی بهبازخونـ  ( کاهش، ولی در گروه ایسکمیp<05/0داری )معنی

ـ  میثر ایسکاآلدئید را که در دیهسپرتین، افزایش نشان داد. هسپرتین مقدار مالون

تایج مطالعه ن( کاهش داد. p<05/0داری )طور معنیرسانی افزایش یافته بود، بهبازخون

ـ  کمیهای صحرایی را از آسیب ایستواند روده بزرگ موشنشان داد، هسپرتین می

 نماید. رسانی محافظت بازخون

 رسانی، هسپرتین، موش صحراییبازخونـ  روده، ایسکمی واژگان کلیدی:
 

 23/2/1397تاریخ پذیرش:    2/12/1396تاریخ دریافت: 
 

 مقدمه

 رسانی روده در بیماران تحت اعمالبازخونـ  آسیب ایسکمی

  (.15)جراحی و آسیب تروماتیک با مرگ و میر بالایی همراه است
 
 بریز، ایرانی حرفه ای دامپزشکی، دانشکده دامپزشکی، واحد تبریز، دانشگاه آزاد اسلامی، تدانشجوی دکترا -1

ــ -2* ــز، ای ــلامی، تبری ــگاه آزاد اس ــز، دانش ــد تبری ــکی، واح ــکده دامپزش ــاتوبیولونی، دانش ــروه پ ــتاد گ  راناس

(daryoushmohajeri@yahoo.com) 

 ز، ایرانواحد تبریز، دانشگاه آزاد اسلامی، تبریاستادیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی،  -3

پس این آسیب در شرایطی نظیر جراحی آنوریسم آئورت، بای

 وزادان های اختناقی، آنتروکولیت نکروزان نوریوی، فتقـ  قلبی

(. آسیب 8ای برخوردار است )هپیوند روده از اهمیت ویژ

ای سپتیک و هرسانی روده در شوکایسکمی ـ بازخون

 (.29افتد )هیپوولومیک نیز اتفاق می

 پس از، که وقوع آن افت فشار خون احشایی بهمخاط روده 

، تروما، پس قلبی ریویبای عروق، عمال بزرگ جراحیا

های ، بیماریپانکراتیت حاد، شوک همورانیک، سوختگی

 یوندپ بویژه پیوند عضو، و مزانتر عروق انسداد روده، ایسکمیک

 (. 8باشد )می بسیار حساس ناپذیر است،باجتنا روده کوچک

 رسانی( پس از یک دورهبرقراری مجدد جریان خون )بازخون

گردش  در تغییرات را از طیفی ایسکمی، و یا رسانی ناقصخون

ایجاد  باعث کند که در نهایتآغاز می خون عروق کوچک روده

تحت  شود کهمخاطی روده می پوشش یکپارچگی آسیب در

–Ischemia) رسانیبازخونـ  ایسکمی بآسیعنوان 

Reperfusion; I/R)  ایسکمی با آغاز .شودشناخته میروده 

 در نهایت و آسیب موجب هم به مرتبط و پیچیده رویدادهای

 فرآیندهای که اندداده نشان مطالعات .شودمی هاسلول مرگ

ـ  ایسکمی آسیب و پیشرفت توسعه در چندعاملی

 هایگونه آنها مهمترین جمله ارند. ازد دخالت رسانیبازخون

 و آسیب افتادن، کار از به منجر که اکسیژن هستند گرواکنش

یکپارچگی  اکسیژن آزاد هایگردند. رادیکالها میسلول مرگ

 و لیپیدی پروکسیداسیون طریق از را بیولونیک هایبافت

 و برندمی بین نوکلئیک، از اسیدهای و اـهروتئینـپ ریبـتخ
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 درون اجزای و آزاد شدن سلولی غشاهای به آسیب جبمو

 هایآنزیم شود.بافتی می بیشتر آسیب باعث که گردندمی سلولی

 اراثرات مضر فوق  آنزیمیغیر دفاعی سیستم و اکسیدانیآنت

 ند.رسانمی حداقل به مختلف اکسیدانیآنتی هایمکانیسم توسط

 ایسکمی/ به دلیل آسیب مخاط روده عملکرد اختلال در

ه ک شودآن می عروقو  نفوذپذیری مخاط منجر بهرسانی خونباز

، میکسیست التهابباعث  ها شده و در نهایتباکتری انتقال باعث

 (.24شود )های متعدد میناتوانی اندام نارسایی تنفسی و

چند رسانی بازخون ایسکمی/ آسیب درگیر در هایمکانیسم

 قرارو مطالعه  رد بررسیگسترده موطور به  بوده و عاملی

آزاد  ایهرادیکال ها تولیدمکانیسماین  (. یکی از17اند )گرفته

( 2O2Hپراکسید هیدرونن)، سوپراکسید آنیون مانند اکسیژن

در  عیطبی های دفاعیازمکانیسماست که  های التهابیوسایتوکین

 (.32گردند )منجر می آسیب سلولی پیشی گرفته و به مخاط

های آزاد، ت در برابر آسیب ناشی از رادیکالبرای محافظ

هایی با فعالیت های تدافعی، که شامل آنزیمها با مکانیسمسلول

اکسیدان های آنتیاند. آنزیمآنتی اکسیدانی هستند، مجهز شده

مانند سوپراکسید دیسموتاز، گلوتاتیون پراکسیداز و کاتالاز به 

های رومولکولعنوان اولین خط دفاعی شناخته شده و ماک

ها را در ها و چربی، پروتئین(DNA)بیولونیک مانند دی ان ای 

کنند. سوپراکسید های آزاد محافظت میبرابر آسیب رادیکال

کم پراکسید هیدرونندیسموتاز به سرعت یون سوپراکسید را به 

کند که بعداً توسط کاتالاز و گلوتاتیون خطر تبدیل می

-شود. بنابراین، سطوح بالای آنزیمپراکسیداز به آب تجزیه می

های سلولی را که های آنتی اکسیدان ممکن است ماکرومولکول

به آسیب ناشی از استرس اکسیداتیو حساس هستند، محافظت 

ها، پیری، در کل، شرایط پاتولونیک نظیر سرطان(. 17کند )

عروقی، ایسکمی و آماس در تولید و تجمع -های قلبیبیماری

ل اکسیژن دخیل هستند. بنابراین، از بین بردن های فعاگونه

های رادیکال اکسیژن یک راهکار تدافعی موثری در برابر گونه

ها موادی اکسیدانشود. آنتیهای مختلف قلمداد میبیماری

ها و بدن، حتی در مقادیر هستند که در صورت وجود در غذا

های توانند بدن را در مقابل انواع مختلف آسیبناچیز، می

های فعال اکسیژن محافظت کنند. با اکسیداتیو ناشی از گونه

انجام این مطالعه خاصیت دارویی هسپرتین در محافظت از 

بازخونرسانی مورد ارزیابی قرار  -بافت روده در شرایط ایسکمی

تواند به عنوان یک منبع قابل گیرد که در صورت تائید میمی

 استفاده قرار گیرد.  اکسیدانی مورددسترس با خاصیت آنتی

یک فنلی با خصوصیات فارماکولونفلاوونوئیدها ترکیبات پلی

روه گهای آزاد با لمتعدد هستند و به عنوان زداینده رادیکا

 (. بر4کنند )شان عمل میهیدروکسیل در ساختار مولکولی

اساس تفاوت در ساختار مولکولی این ترکیبات، شش گروه 

ها جود دارد که شامل: فلاوونولعمده از فلاوونوئیدها و

(flavonolsفلاوون ،)( هاflavonesفلاوانون ،)( هاflavanones ،)

( و anthocyanidinsها )(، آنتوسیانیدینcatechinsها )کاتچین

 (. 14( هستند )isoflavonesها )ایزوفلاوون

ت نسب هسپرتین ترکیبی با سه گروه هیدروکسیل بوده و بنابراین

 الایییار بها توانایی و قدرت آنتی اکسیدانی بسلاوانونبه سایر ف

یک ها تحراکسیدانی سلولهای آنتیداشته و قادر است آنزیم

د اند که هسپرتین دارای اثرات ضکند. مطالعات نشان داده

التهابی، آنتی اکسیدانی، ضد سرطانی و حفاظت از سیستم 

 (. 21و25باشد عصبی می

هسپرتین قبل از ایسکمی ممکن رسد که مصرف به نظر می

است بافت روده را در برابر آسیب ناشی از ایسکمی ـ 

رسانی  محافظت کند و مطالعه حاضر برای آزمون این بازخون

 فرضیه انجام شد.

 

 کار مواد و روش
در مرکــز تحقیقــات دانشــگاه آزاد  1396ایــن مطالعــه در ســال 

ملاحظـات اخلاقـی اسلامی تبریز انجام شد. در این مطالعه کلیه 

و شیوه نامه کار بر روی حیوانات آزمایشگاهی مورد تائید کمیتـه 

نظارت بر حقوق حیوانات آزمایشگاهی، مد نظـر قـرار گرفـت. 
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سـر مـوش صـحرایی نـر نـژاد  40برای انجام ایـن مطالعـه،  از 

گـرم اسـتفاده شـد. شـرایط  200±20ویستار در محدوده وزنی 

 12هـا یکسـان و بـه صـورت گروهداری برای تمام تغذیه و نگه

گراد بـود. درجـه سـانتی 21±2ساعت روشنایی/تاریکی و دمای 

هر حیوان در یک قفس جداگانه نگهداری شده و جیـره غـذایی 

طور آزاد در دسترس قرار گرفـت و پـس از یکسان و آب نیز به

 یک هفته عادت به شرایط جدید، آزمایش شروع شد. 

گروه مساوی شامل گروه شاهد  4طور تصادفی به ها بهموش

و  بازخونرسانی -سالم، گروه شاهد جراحی،  گروه ایسکمی

 . و تیمار با هسپرتین تقسیم شدند بازخونرسانی -گروه ایسکمی

های گروه شاهد  سالم هیچگونه مداخله جراحی در مورد موش

های گروه شاهد جراحی ها انجام نشد. موشو دستکاری روده

(Shamمشابه ب )رسانی ا گروه ایسکمی ـ بازخون(I/R)  تحت

رسانی عمل جراحی قرار گرفته ولی متحمل ایسکمی ـ بازخون

دقیقه  I/R (30ها به مدت برابر با گروه روده نشدند. این موش

دقیقه بازخونرسانی( تحت بیهوشی قرار گرفته و  60ایسکمی و 

های موش -3نرمال سالین را به طور زیرجلدی دریافت کردند. 

( تحت عمل جراحی قرار I/Rرسانی )گروه ایسکمی ـ بازخون

دقیقه  60دقیقه تحت ایسکمی، سپس  30گرفته و به مدت 

های گروه دیگر تحت خونرسانی مجدد روده قرار گرفتند. موش

-I/Rرسانی و تیمار با هسپرتین )ایسکمی ـ بازخون

Hesperetin( هسپرتین ،)Sigma Aldrich, Chemical Co., 

United Kingdom را با غلظت )U/ml400  نرمال سالین که قبلًا

از طریق حل کردن پودر هسپرتین در دی متیل سولفوکساید 

(DMSO آماده شده بود، به میزان )U/kg1000  از راه تزریق

دقیقه قبل از القاء ایسکمی دریافت کردند.  120داخل صفاقی، 

و  Kara میزان و روش مصرف هسپرتین بر اساس مطالعات

 (.13انتخاب شد ) 2014همکاران در سال 

ها با تزریق داخل صفاقی کتامین برای انجام جراحی، موش

( بیهوش mg/kg 20( و زایلازین )mg/kg 100هیدرو کلراید )

شدند. بعد از تراش موها و ضدعفونی پوست ناحیه شکم، 

( ایجاد شد. برای midline incisionبرش خط وسط )

ها  به خارج از هایی از رودهرت بطنی، بخشآشکارسازی آئو

ها توسط حفره صفاق کنار زده شد. رطوبت و دمای روده

پوشانیدن با گاز استریل خیس شده با نرمال سالین گرم، حفظ 

ها نیز با استفاده از یک شد. در طول آزمایش دمای بدن موش

تثبیت شد. برای ایجاد  C037لامپ گرم سربار در حدود 

ها، آئورت شکمی در قسمت بالاتر از شریان در رودهایسکمی 

تروماتیک عروقی غیر وسیله گیرهدقیقه به 30سلیاک به مدت 

ها و رفع انسداد، خونرسانی مسدود شد. پس از برداشتن گیره

برداری از خون و روده دقیقه انجام شد. نمونه 60مجدد به مدت 

 نی مجدد انجام شد.دقیقه بعد از خونرسا 45ها در تمامی گروه

 Totalاکسیدانی تام سرم )جهت ارزیابی و تعیین فعالیت آنتی

Antioxidant Activity, TAA  )5 لیتر خون از آئورت میلی

 4000های خون با سرعت ها اخذ گردید. نمونهشکمی موش

دقیقه سانتریفیون شد. فعالیت تام  10دور در دقیقه به مدت 

تکنیک رنگ سنجی  ( توسطTAAاکسیدانی )آنتی

(colorimetric technique طبق روش )Miller   و همکاران در

 Randox Laboratoriesبا استفاده از کیت تجارتی ) 1993سال 

Ltd, UK(.18گیری شد )( اندازهABTS  (2,2′-azinobis-(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid با یک پراکسید )

(metmyoglobin و پراکسید )( هیدروننH2O2 جهت تولید  )

(. این nm 734یک کاتیون رادیکال انکوبه گردید )جذب در 

اکسیدانی ماده تست نسبت معکوس دارد. جذب با ظرفیت آنتی

( ارائه µmol/lدر نهایت، نتایج به صورت میکرومول در لیتر )

 شد. 

زمان ها هماکسیدانی روده، همه موشبرای تعیین وضعیت آنتی

( sodium pentobarbitalق دز بالای پنتوباربیتال سدیم )با تزری

متر از قسمت کولون روده سانتی 5آسان کشی شدند. حدود 

  %10سریعاً خارج و در سالین بسیار سرد شستشو و هموننات 

( کلرور پتاسیم تهیه شد. هموننات با سرعت w/v) %15/1در 

 C04دقیقه در دمای  10دور در دقیقه و به مدت  7000
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سانتریفیون شده و محلول رویی جهت سنجش میزان 

آلدئید دیگیری مقدار مالونپراکسیداسیون لیپیدی از طریق اندازه

(MDAmalondialdehyde;و همچنین برای اندازه ) گیری

 (SOD اکسیدانی سوپراکسید دیسموتازهای آنتیفعالیت آنزیم

superoxide dismutase;کاتالاز ،) (CATcatalase; گلوتاتیون ،)

( و گلوتاتیون ;GPXglutathione peroxidase) پراکسیداز

( مورد استفاده قرار GRglutathione reductase) ردوکتاز

 گرفت. 

زان ـاکسیدانی مورد مطالعه و میهای آنتیالیت آنزیمـفع

های تجاری با استفاده از کیت (MDA)آلدئید دیمالون

 ,Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute) موجود

Nanjing, China و طبق دستورالعمل شرکت تولید کننده کیت )

( بافتی به صورت MDAآلدئید )دیانجام شد. مقدار مالون

گرم پروتئین و فعالیت ( در میلیnmolآلدئید )دینانومول مالون

گرم اکسیدانی به صورت واحدهای قراردادی در میلیآنتی

 ید.پروتئین عنوان گرد

سنجی پراکسیداسیون چربی در بافت روده با روش رنگ

(colorimetricallyبوسیله اندازه ) گیریTBARS 

(thiobarbituric acid reacting substances طبق روش )Fraga 

 1/0(. به طور خلاصه: 10انجام شد ) 1988و همکاران در سال 

 Thiobarbituric لیتر معرفمیلی 2لیتر هموننات بافتی با میلی

acid; TBA - trichloroacetic acid; TCA - Hcl (37% TBA ،

( مخلوط و پس 1:1:1، به نسبت TCA %15و  HCLمول  25/0

دقیقه  قرارگیری در بن ماری جوش، خنک گردید و  15از 

دقیقه در دمای اتاق سانتریفیون شد.  10به مدت  g3500در 

ل در مقاب nm535شدت جذب محلول رویی شفاف در 

 100 گیری گردید. مقادیر به صورت نانومول بربلانک اندازه

 گرم بافت بیان شدند.

و  Nishikimiفعالیت سوپراکسید دیسموتاز توسط روش 

 5(. در حدود 22تعیین گردید ) 1972همکاران در سال 

های روده با های تام هر یک از همونناتمیکروگرم از پروتئین

متوسولفات  بافر پیروفسفات سدیم، فنازین

(PMTphenazinemethosulfate;و نیترو )- بلو تترازولیوم

(Nitro-blue Tertazolium; NBT مخلوط گردید. واکنش با )

-Nicotinamideنوکلئوتید )آدنین دی-آمیدافزودن نیکوتین

adenine dinucleotide; NADH آغاز شد. مخلوط واکنش در )

 1ری و با افزودن گذاثانیه گرمخانه 90به مدت  C030دمای 

لیتر اسید استیک گلاسیال متوقف گردید. شدت جذب میلی

گیری شد. هر اندازه nm560زای تشکیل شده در مخلوط رنگ

واحد از فعالیت سوپراکسید دیسموتاز به صورت غلظت آنزیم 

دقیقه،  1درصد در  50مورد نیاز برای ممانعت از تولید رنگ تا 

 دید.تحت شرایط مطالعه، تعیین گر

و بر  1985در سال  Claiborneفعالیت کاتالاز توسط روش 

، مورد سنجش قرار nm240اساس تجزیه پراکسید هیدرونن در 

(. به طور خلاصه، مخلوط مورد سنجش متشکل از 7گرفت )

لیتر میلی 1(، 7M, pH=  05/0بافر فسفات ) لیترمیلی 95/1

PMS (10% ) لیترمیلی 05/0( و M 019/0پرکسید هیدرونن )

 nm240لیتر بود. تغییرات در جذب، در میلی 3در حجم نهایی 

ر فعالیت کاتالاز د»هایت نتیجه به شکل گیری شد. در ناندازه

 محاسبه گردید. «دقیقه

و  Rotruckفعالیت گلوتاتیون پراکسیداز با استفاده از روش 

و بر اساس واکنش ذیل مورد سنجش  1973همکاران در سال 

 (.27)قرار گرفت 

H2O2 + 2GSH )2 → )گلوتاتیون احیاءH2O + 

GSSG )گلوتاتیون اکسید( 

اکسیده  گلوتاتیون پراکسیداز، در هموننات بافتی، گلوتاتیون را

کرده که به طور هم زمان پراکسید هیدرونن به آب احیاء 

کلرواستیک دقیقه توسط تری 10واکنش پس از  گردد. اینمی

تیوبیس قیمانده توسط محلول دیاسید متوقف و گلوتاتیون با

( Dithiobisnitrobenzoic acid; DTNBنیتروبنزوئیک اسید )

گردد مجدداً فعال گردیده و منجر به تشکیل ترکیب رنگی می

شود. مخلوط گیری میاندازه nm420که با اسپکتروفتومتر در 
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استیک ـ  آمین تترالیتر اتیلن دیمیلی 2/0گر متشکل از واکنش

، mM8/0( ethylenediamine tetra-acetic acid; EDTAاسید )

 mM10 ،1/0( sodium azideلیتر آزید سدیم )میلی 1/0

لیتر هموننات میلی 2/0و  mM5/2لیتر پراکسید هیدرونن میلی

دقیقه انکوبه گردید. واکنش با  10به مدت  C037بود که در 

توقف و درصد م 10کلرواستیک اسید تری لیترمیلی 5/0افزودن 

دقیقه سانتریفیون  15دور در دقیقه به مدت  2000ها با لوله

 لیترمیلی 1/0و  mM 8/0لیتر دی سدیم هیدرونن میلی 3شدند. 

DTNB 04/0  درصد به محلول شناور افزوده شد و بلافاصله

گیری شد. فعالیت گلوتاتیون اندازه nm420رنگ حاصله در 

میکرومول  دقیقه/ ن/پراکسیداز به صورت میلی گرم پروتئی

گلوتاتیون اکسید بیان گردید. فعالیت گلوتاتیون ردوکتاز با 

بر  1984و همکاران در سال  Mohandasاستفاده از روش 

 (. 19اساس واکنش ذیل مورد سنجش قرار گرفت )

NADPH + H+ + GSSG → NADP+ + 2GSH 
 

ه ردیدگدر حضور گلوتاتیون ردوکتاز، گلوتاتیون اکسیده، احیاء 

شود. فعالیت اکسیده می +NADPبه  NADPHو هم زمان، 

قه با در دقی NADPHآنزیم در دمای اتاق و با ناپدید شدن میزان 

، nm340گیری اسپکتروفتومتری کاهش جذب نوری در اندازه

 تعیین گردید. 

متر از کولون برداشته سانتی 5شناسی بافتی، حدود برای آسیب

ا استفاده از فسفات بافر سالین پاک شد. لومن کولون بلافاصله ب

با استفاده  %10شده و برای پایدارسازی بافت روده، فرمالین بافر 

ی از یک انتهای روده به داخل آن لیترمیلی 20از یک سرنگ 

ها به داخل محلول تزریق شد. برای پایدارسازی بیشتر، نمونه

در  های پایدارشدهمنتقل شدند. از نمونه %10 فرمالین بافر

آمیزی میکرون و با روش رنگ 5هایی با ضخامت فرمالین، برش

(. شدت آسیب 16ائوزین تهیه شد )ـ  معمول هماتوکسیلین

خبر بر اساس روش کمی و دوسو بیروده با یک مقیاس نیمه

ارزیابی  2010و همکاران در سال  Gulgunارائه شده توسط 

امت آورده شده است. کوتاه شدن ضخ 1شد که در جدول 

، کوتاه شدن 1روده در هر حیوان به صورت: صفر، طبیعی؛ 

، 4، کوتاه شدن شدید؛ و 3، کوتاه شدن متوسط، 2ملایم؛ 

بندی شد. زخم شدن مخاط روده به مشاهده نشدن پرز درجه

، از بین 2، جدا شدن اپیتلیوم مخاط؛ 1صورت: صفر، طبیعی؛ 

، 4پرز؛ و ، از بین رفتن کامل 3رفتن کامل اپیتلیوم مخاط، 

بندی شد. میزان آماس نیز به تخریب لایه عضلانی درجه

، 2های آماسی؛ ، ارتشاح کانونی سلول1صورت: صفر، طبیعی؛ 

، 3های آماسی فقط در لامینا پروپریا، ارتشاح جزعی سلول

، آماس شدید روده که به لایه 4آماس روده در لامینا پروپریا؛ و 

(. 11بندی شد )رجهعضلانی نیز گسترش یافته است، د

شناسی بافتی با میکروسکوپ نوری مدل نیکون بیآس

(ECLIPSE E200 و عدسی چشمی )10، ساخت کشور ناپن ×

 انجام شد.

 
 بندی آسیب روده بر اساس میزان تخریب مخاط و شدت آماسدرجه -1جدول 

 
 میزان آماس میزان تخریب مخاط کوتاه شدن ضخامت روده درجه آسیب

 طبیعی بیعیط طبیعی 0

 ارتشاح کانونی سلول های آماسی جدا شدن اپیتلیوم مخاط کوتاه شدن ملایم 1

 های آماسی فقط در لامینا پروپریاارتشاح جزئی سلول از بین رفتن کامل اپیتلیوم مخاط کوتاه شدن متوسط 2

 آماس روده در لامینا پروپریا از بین رفتن کامل مخاط کوتاه شدن شدید 3

 گسترش آماس تا لایه عضلانی تخریب لایه عضلانی ه نشدن پرزمشاهد 4
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 تحلیل آماریتجزیه و 

ارائـه  mean±S.E.Mدست آمده کمی، به صورت های بهداده

و   ANOVAها توسـط آزمـون دار بین گروهو اختلاف معنی

سـط تو  >05/0pداری در سطح معنـی Tukeyآزمون تعقیبی 

 گرفت. مورد تحلیل آماری قرار SPSS افزار آمارینرم

 

 نتایج
گونه تغییر های صحرایی گروه شاهد جراحی، هیچدر موش

داری در پارامترهای مورد آزمایش در مقایسه با گروه معنی

های صحرایی گروه تحت شاهد ایجاد نشد. در موش

اکسیدانی سرم و بازخونرسانی، فعالیت تام آنتی -ایسکمی

سید دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون های سوپراکآنزیم

پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز بافت کولون در مقایسه با 

( کاهش و میزان >05/0pداری )طور معنیگروه شاهد، به

( افزایش یافت. >05/0pداری )آلدئید به طور معنیدیمالون

بازخونرسانی و تیمار با هسپرتین، تیمار  -ایسکمی در گروه

( مانع از افزایش >05/0pداری )ن به طور معنیبا هسپرتی

-چنین مانع از کاهش فعالیت تام آنتیآلدئید و همدیمالون

های سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، اکسیدانی سرم و آنزیم

گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز در اثر ایسکمی و 

ی داراین صورت که تفاوت معنی خونرسانی مجدد شد، به

 (.2بین این گروه و گروه شاهد مشاهده نشد )جدول  
 

 های تحت مطالعهقایسه پارامترهای بیوشیمیایی مورد آزمایش بین گروهم -2جدول  
 

 پارامترهای بیوشیمیایی هاهگرو

اکسیدانی فعالیت تام آنتی
(micmol/l) 

آلدئید دیمالون
(nmol/g tissue) 

 سوپراکسید دیسموتاز
(mU/mg protein) 

 کاتالاز
(U/mg protein) 

گلوتاتیون پراکسیداز 
(U/mg protein) 

گلوتاتیون ردوکتاز 
(U/mg protein) 

 84/35a  44/5±25/73a 4/1±31/27a 0/0±31/08a 5/0±37/65a 2/0±79/15a±2/0 شاهد

 94/28a 46/4±33/82a 4/1±58/15a 0/0±33/09a 5/0±41/48a 2/0±89/13a±2/0 شاهد جراهی

ایسکمی ـ 
 رسانی بازخون

1/0±11/20b 78/8±59/44b 2/1±29/18b 0/0±16/05b 3/0±17/22b 1/0±11/06b 

ایسکمی ـ 
رسانی و  بازخون

 تیمار با هسپرتین

3/0±12/51a 47/5±16/68a 4/2±86/11a 0/0±32/06a 5/0±50/67a 2/0±64/12a 

 رایی در هر گروه ارائه شده است. سر موش صح 10انحراف معیار برای  ±صورت میانگین مقادیر به

a,bحروف غیرمشابه در هر ستون نشانگر اختلاف معنی :( 05/0دار استp<.) 
 

نشان داده  1که در نگاره طوریشناسی بافتی هماندر آسیب

های صحرایی گروه شده است، ساختار بافتی کولون در موش

در  )شاهد( طبیعی و سالم بود. تغییر پاتولونی خاصی نیز 1

که، طوریمشاهده نشد. به 2های صحرایی گروه کولون موش

ساختار بافت کولون، شبیه گروه تیمار کاملاً طبیعی به نظر 

 3های صحرایی گروه (. در کولون موش2رسید )نگاره می

های آماسی و کاهش ضخامت مخاط، ارتشاح فراوان سلول

( >05/0pدار )طور معنیزخم در مقایسه با گروه شاهد به

تیمار با  4(. در گروه 4و  3های مشاهده گردید )نگاره

( مانع از بروز تغییرات >05/0pدار )طور  معنیهسپرتین، به

های صحرایی شد و تنها پاتولونیک در بافت کولون موش

آسیب قابل مشاهده، کاهش بسیار خفیف مخاط روده، نکروز 

انونی های پوششی مخاط و حضور کتعداد معدودی از سلول

های آماسی در بافت مخاط روده تعدادی از و اندک سلول

( که از این لحاظ اختلاف 6و  5های ها بود )نگارهموش

داری بین این گروه و گروه شاهد برآورد نگردید. مقایسه معنی

های مورد های صحرایی گروهشناسی بافتی کولون موشآسیب

 ست.آورده شده ا 3طور کمیّ در جدول مطالعه به
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 های مورد مطالعهلون بین گروهمقایسه شدت آسیب بافت کو -3جدول 

 شدت آسیب در بافت کولون هاهگرو

 زخم آماس کاهش ضخامت مخاط

 a0/00±0/0 a0/00±0/0 a0/00±0/0 شاهد

 a0/00±0/0 a0/00±0/0 a0/00±0/0 یشاهد جراح

 b68/79±0/2 b54/30±0/2 b47/11±0/2 رسانیایسکمی ـ بازخون

 a07/44±0/0 a05/28±0/0 a04/25±0/0 رسانی و  تیمار با هسپرتینایسکمی ـ بازخون

 سر موش صحرایی در هر گروه ارائه شده است. 10انحراف معیار برای  ±صورت میانگین مقادیر به

a,bحروف غیرمشابه در هر ستون نشانگر اختلاف معنی :( 05/0دار استp<.) 

 

  
نمای میکروسکوپی از بافت کولون یک موش صحرایی از  ـ1نگاره 

 (.×H&E,40شاهد:  بافت روده کاملاً سالم و طبیعی است )گروه

 

  
نمای میکروسکوپی از بافت کولون یک موش صحرایی از ـ 2نگاره 

 ای در بافت روده مشاهدهفتی قابل ملاحظهشاهد جراحی: آسیب باگروه

 .(×H&E,40شود )نمی

  
وه نمای میکروسکوپی از بافت کولون یک موش صحرایی از گرـ 3نگاره 

 رسانی: نکروز و خونریزی و جدا شدن بافت پوششیبازخونـ  ایسکمی

شود ها( و کاهش ضخامت مخاط مشاهده میمخاط روده )پیکان

(H&E,40×). 
 

  
ولون کنمای میکروسکوپی دیگر با بزرگنمایی بیشتر از بافت   ـ4نگاره 

رسانی: نکروز و جدا ایی از گروه ایسکمی ـ بازخونیک موش صحر

های آماسی در شدن بافت پوششی مخاط روده و ارتشاح زیاد سلول

 .(×H&E,250) شودها( مشاهده میضخامت مخاط )پیکان
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وه نمای میکروسکوپی از بافت کولون یک موش صحرایی از گر ـ5نگاره 

هش خفیف هسپرتین: کاعلاوه تیمار با رسانی بهایسکمی ـ بازخون

های بافت پوششی مخاط ضخامت مخاط، نکروز تعداد اندکی از سلول

 .(×H&E,40ها( قابل مشاهده است )کولون )پیکان

 

  
ولون نمای میکروسکوپی دیگر با بزرگنمایی بیشتر از بافت ک ـ6نگاره 

ه تیمار با علاورسانی بهیک موش صحرایی از گروه ایسکمی ـ بازخون

ون و های بافت پوششی مخاط کولن: نکروز تعداد اندکی از سلولهسپرتی

ها( قابل مشاهده است های آماسی )پیکانارتشاح کم سلول

(H&E,250×) 
 

 بحث
در بررسی حاضر، مطالعه ریزبینی بافت کولون، تغییرات آماسـی، 

هـای مخـاطی روده را در کاهش ضخامت مخاط، نکروز و زخم

رسانی نشـان داد کـه ایـن یافتـه بـا اثر آسیب ایسکمی ـ بازخون

خـوانی دارد هم 2011و همکاران در سال  Abdeenنتایج مطالعه 

(. در این مطالعـه افـزایش پراکسیداسـیون لیپیـدی و کـاهش 1)

-اکسیدانی در بافت کولـون، نشـان داد کـه اسـترسفعالیت آنتی

هـای هـای آزاد، یکـی از مکانیسـماکسیداتیو ناشـی از رادیکـال

رسـانی ی در پـاتوفیزیولونی آسـیب ایسـکمی ـ بازخوناحتمال

رسان خونرسانی مجدد بـر مخـاط باشد. اثرات آسیبای میروده

روده پس از یک دوره کاهش خونرسانی، به دلیل اثـرات متقابـل 

فاکتورهای متعددی در گردش خون مخـاطی اسـت کـه  پیچیده

شـد. در نهایت منجر به درجات متفاوتی از آسیب مخاط خواهد 

های اصلی مـوثر در ایـن رونـد آسـیب، تولیـد یکی از مکانیسم

باشد. مطالعـات انجـام شـده های فعال اکسیژن میموضعی گونه

نیـز نقـش اسـترس  2013و همکاران در سـال  Okudanتوسط 

رسـانی در روده اکسیداتیو در آسیب ناشی از ایسکمی ـ بازخون

 (. 23دهد )را مورد تائید قرار می

هاب در بافت مخاطی روده نیز حاکی از وقوع اسـترس وجود الت

ن باشـد کـه بـا افـزایش پراکسیداسـیواکسیداتیو در این بافت می

 . (31گردد )لیپیدی  و کاهش محتوای گلوتاتیون احیا اثبات می

 های فعـال اکسـیژن باعـثافزایش تجمع نوتروفیل و تولید گونه

نقشـی  اختلال در گردش خـون مـویرگی مخـاط روده شـده و

 هـایاساسی را در ایجاد زخم در این بافت برعهـده دارد. گونـه

شـود. هـا سـبب مـیها را در بافتفعال اکسیژن تجمع لکوسیت

از و هـایی ماننـد میلوپراکسـیداز، الاسـتی فعال آنزیمهالکوسیت

لیـد هـای آزاد بیشـتری را توپروتئازها را ترشح کرده و رادیکـال

 (.28کنند )می

پـذیری در های فعال اکسیژن باعث افـزایش نفـوذههمچنین گون

شود. افـزایش در های آندوتلیال عروق و بافت پوششی میلسلو

هـا  هـا و آندوتوکسـینشود که باکتریپذیری روده باعث مینفوذ

ای نفوذ کرده و سبب ایجـاد آمـاس و تولیـد بیشـتر از سد روده

فعـال اکسـیژن از های های فعال اکسیژن در آن گردند. گونهگونه

های چرب غیـر اشـباع غشـاهای سـلولی، طریق واکنش با اسید

هـا، باعـث اسیدهای نوکلئیک و بانـدهای سـولفیدریل پـروتئین

آسیب روده در اثر استرس اکسیداتیو ناشی از آسیب ایسکمی ـ 

(. بــدین ترتیــب، پراکسیداســیون 17شــوند )رســانی مــیبازخون
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ی میـزان آن افـزایش پیـدا لیپیدی، که در آسیب غشاهای سلول

آلدئیــد در دیافتــد. افــزایش میــزان مــالونکنــد، اتفــاق مــیمی

رسـانی اهمیـت های دچـار آسـیب ایسـکمی ـ بازخونموش

هـای فعـال اکسـیژن را در پراکسیداسیون لیپیدی ناشی از گونه

 کند. ای مشخص میاین نوع آسیب روده

 اکسیدانی سـرمدار فعالیت تام آنتیدر بررسی حاضرکاهش معنی

کسـیداز های سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز، گلوتاتیون پراو آنزیم

العـه و گلوتاتیون ردوکتاز مشاهده شد که این یافتـه بـا نتـایج مط

Abdeen  و   2011و همکاران در سالOkudan  و همکـاران در

ه بـ(.  ایشان این تغییـرات را 1و  23همخوانی دارد ) 2013سال 

استرس اکسـیداتیو ناشـی از بازخونرسـانی بافـت پاسخ بافت به 

 اند. نسبت داده

کاهش فعالیت سوپراکسید دیسموتاز شاخصی دقیق برای آسیب 

تـرین عوامـل در سیسـتم ها است. این آنزیم یکی از مهـمسلول

رود. سوپراکسـید اکسـیدانی آنزیمـی بـه شـمار مـیدفاعی آنتـی

ــدیل آن ــا تب ــون سوپراکســید را ب ــه پراکســید  دیســموتاز، آنی ب

هیــدرونن از محــل زدوده و بــدین ترتیــب اثــرات ســمیّ آن را 

ز (. در مطالعه ما، میـزان سوپراکسـید دیسـموتا9دهد )کاهش می

 -هـای صـحرایی دچـار آسـیب ایسـکمیدر بافت روده مـوش

ه بـهـای سوپراکسـید، بازخونرسانی به دلیل تشکیل فراوان آنیون

 هـایل آن فعالیـت آنـزیمداری کاهش یافت که به دنباطور معنی

یداز زداینده پراکسید هیدرونن یعنی کاتالاز و گلوتـاتیون پراکسـ

داری کاهش یافت. غیرفعال شـدن سوپراکسـید نیز به طور معنی

ه های افزایش یافته سوپراکسـید، منجـر بـدیسموتاز توسط آنیون

شـود. های کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز میغیرفعال شدن آنزیم

 هـا را در برابـرز بـا تجزیـه پراکسـید هیـدرونن بافـتکاتالا

ن، کند. بنـابرایهای بسیار فعال هیدروکسیل محافظت میرادیکال

کاهش فعالیت کاتالاز ممکن است به بروز اثرات مخـرب ناشـی 

 (. 6از رادیکال سوپراکسید و پراکسید هیدرونن منجر شود )

کـه بـرای تولیـد  در مطالعه ما فعالیت آنزیم گلوتاتیون ردوکتـاز

مجدد گلوتاتیون احیا ضروری است، متعاقب آسیب ایسکمی ـ 

داری کاهش یافـت. کـاهش فعالیـت طور معنیرسانی بهبازخون

هـای سازی گونـهاین آنزیم ممکن است دلیلی برای کاهش پاک

فعال اکسیژن توسط گلوتاتیون احیا باشد که به آسیب اکسـیداتیو 

لوتــاتیون ردوکتــاز یــک آنــزیم شــود.  گبافــت روده منجــر مــی

سیتوزولی اسـت کـه در کـاهش گلوتـاتیون اکسـید، بـه عنـوان 

محصول نهایی فعالیـت گلوتـاتیون پراکسـیداز روی گلوتـاتیون 

 (.20احیا، دخالت دارد )

ا هـاکسـیدانانـد کـه اسـتفاده از آنتـیها نشان دادهاغلب گزارش

ه باعث کاهش اثرات مخـرب خونرسـانی مجـدد در مخـاط رود

 (.5و  24شود )می

علاوه ازخونرسانی بهب -های گروه ایسکمیدر این مطالعه، موش

در در تیمار با هسپرتین، هسپرتین را به طور تازه با حل کردن پـو

از راه تزریـق  mg/kg20سولفوکسـید، بـه میـزان متیـلحلال دی

 دقیقه قبل از القا ایسـکمی دریافـت کردنـد. 120داخل صفاقی، 

د های این گروه ساختار خـوداد که مخاط روده موشنتایج نشان 

را در حدی نزدیک به حالت طبیعی حفظ کرده است. این یافتـه 

ا هـا راکسـیدانبا گزارشات سایر محققین که انواع مختلف آنتـی

 (.33باشد )مورد استفاده قرار داده بودند، در توافق می

-تام آنتیدر این مطالعه مصرف هسپرتین مانع از کاهش فعالیت 

هـای سوپراکسـید دیسـموتاز، کاتـالاز، اکسیدانی سـرم و آنـزیم

سکمی گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون ردوکتاز در اثر آسیب ای

رسانی شد. ایـن اتفـاق ممکـن اسـت در اثـر زدایـش ـ بازخون

های آزاد توسط هسپرتین باشـد کـه باعـث حفـظ ایـن رادیکال

فـق ایج بیوشـیمیایی، در تواها شده است. در هر صورت، نتآنزیم

دست آمده شاهدات ریزبینی بههای مها و شواهد، با یافتهبا نشانه

 راستا بود.  از این بررسی نیز هم

نتایج بررسی حاضر، گزارش سایر محققین در خصوص اثـرات 

هـای آزاد توسـط هسـپرتین را اکسیدانی و زدایش رادیکـالآنتی

و  Testaiقیقـاتی کـه توسـط (. تح12دهـد )مورد تائید قرار می

به انجام رسیده است اثرات مفیـد آنتـی  2013همکاران در سال 

بازخونرسـانی میوکـارد ـ  اکسیدانی هسپرتین بر آسیب ایسکمی

 (. 30قلب را به اثبات رسانده است )
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در مطالعات پیشین اثرات مفید هسپرتین بر آسـیب ایسـکمی ـ 

اس بـه اثبـات رسـیده کرکلیه و پان رسانی میوکارد قلب،بازخون

(. تحقیقات نشان داده است که هسـپرتین در پیشـگیری 2است )

متیـل هیـدرازین در ید-2و1از سرطان قولون القا شـده توسـط 

(. مطالعات انجام شده توسـط 3موش صحرایی موثر بوده است )

Raza  نشان داده اسـت کـه هسـپرتین  2011و همکاران در سال

ر برابر آسیب ایسکمی تجربی مغـز دساختار و عمکرد مغز را در 

هـای انجـام (. بررسـی26کند )های صحرایی محافظت میموش

نشان داده است کـه  2014و همکاران در سال  Karaشده توسط 

ــر آســیب  هســپرتین بافــت شــبکیه مــوش صــحرایی را در براب

 (.13کند )حافظت میرسانی به خوبی مایسکمی ـ بازخون

هایی که هسپرتین را دریافت نمودنـد، با توجه به اینکه در موش 

مخاط روده  تا حد زیادی از اثرات مخـرب اسـترس اکسـیداتیو 

ــیدانی روده و  ــی اکس ــت آنت ــپرتین فعالی ــد و هس ــان مان در ام

های آنتی اکسیدان را حتـی تحـت شـرایط ایسـکمیک، بـه آنزیم

طور مطلوبی حفظ نمود، بنابرایندر حد قابل قبولی می توانـد در 

هـای صـحرایی در برابـر آسـیب ز بافت کولون موشمحافظت ا

رسانی موثر واقـع شـود. بنـابراین، هسـپرتین ایسکمی ـ بازخون

های بالینی و کسب نتایج مفیـد، تواند پس از انجام کارآزماییمی

عروقـی، ـ  هـای قلبـیدر موارد انسداد اختناقی روده، جراحـی

ـ جراحـی آئــورت بطنـی و پیونــد روده کــه آسـیب ایســکمی 

رسانی روده مشکلات جـدی را بـرای بیمـار فـراهم بازخون

 کند، مورد استفاده قرار گیرد. می
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