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  چكيده
 رابطـه مهمـي بـا جيـره         )پپتيـداز  ولوسين آمين آنزيم  (آن   فعاليت آنزيمي غدد   مورفولوژي پرزهاي روده باريك و    

هـاي غـذايي داراي پـروتئين كـم و پـروتئين زيـاد بـا                دادن رابطه بـين جيـره     نشان هدف از اين تحقيق   . غذايي دارد 
بلافاصله پـس   موش صحرايي نر نژاد ويستار  سر48تعداد  .روده باريك است فعاليت آنزيمي غدد و مورفولوژي پرزها

هـاي  و بـا جيـره     تقـسيم شـدند   )  تـايي  4 تكرار   4هر گروه   (  تايي 16اب و به سه گروه      از طي دوره شيرخوارگي انتخ    
. روز تغذيـه گرديدنـد     31به مـدت    ) NRC-1995(ايزوكالريك بر اساس احتياجات غذايي استاندارد موش صحرايي         

- باريـك نمونـه  از ابتدا و انتهاي نـواحي مختلـف روده   ها خارج گرديد وها كشته شدند و روده باريك آنموش سپس
لوسين آمينو پپتيداز ناحيه حاشيه مـسواكي       هاي ليبركون روده و فعاليت آنزيم       ي و ارتفاع پرزها و عمق كريپت      داربر

 درصـد پـروتئين   T1) 5/1هاي ليبركون روده باريك در گروه  پرزها و عمق كريپت طول .گيري شد  اندازه هاآنتروسيت
 ،داري يافـت  كاهش معني )  درصد پروتئين كمتر از نياز استاندارد      5/1 (T2 گروه   افزايش و در  ) بيشتر از نياز استاندارد   

. اي نداشـت  تغييير قابل ملاحظـه    نسبت به گروه كنترل،      T2 و T1ها در گروه     پرزها به عمق كريپت    طولولي نسبت   
، T1در گـروه   ،ينهمچن ـ. اي نكرده بود تغيير قابل ملاحظه)Cell Turnover( تجديد سلولي T2و  T1 در گروه لذا

داري به طور معنـي    نسبت به گروه كنترل،      هاي روده باريك فعاليت آنزيم لوسين آمينو پپتيداز        در تمام قسمت   تقريباً
توانـد سـطح فعاليـت آنـزيم        در مقدار پروتئين جيره غـذائي مـي        پس تغيير  . كاهش يافته بود   T2در گروه    و افزايش،

  . اثرگذارد جذب اين مواد هضم و بر و دهد يك تغييرروده بار در را لوسين آمينو پپتيداز
  
  ، جيره پروتئين پرز، عمق كريپتطول، لوسين آمينو پپتيداز :هاي كليديواژه

 
  مقدمه

هـاي  تاكنون مطالعات زيادي در مورد تأثير جيره      
 ولـي  ،غذايي بر مخاط روده باريك صورت گرفته است 

تئين زياد  اثر دو جيره غذايي داراي پروتئين كم و پرو        
رابطـه    و آنزيم لوسين آمينو پپتيداز   بر ميزان فعاليت    

هاي ليبركون   پرزها به عمق كريپت    طولآن با نسبت    
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اي روده باريك در موش صحرايي به صـورت مقايـسه         
-هـا بـه روش    تنظيم غلظت آنزيم   .بررسي نشده است  

كـه يكـي از آنهـا القـاء          شـود هاي متعددي انجام مي   
يله سوبـستراهاي مختلـف،     سنتز يـك آنـزيم بـه وس ـ       

وسيله تعادل در عمل سنتز آنـزيم و        ديگري تنظيم به  
تجزيه آن است كه ممكن است عامل آن نـوع جيـره            

شـدن  بـه وسـيله فعـال      سومين تنظـيم،  . غذايي باشد 
دنبـال اسـتفاده از     ههاي پروتئوليتيك ب  برخي از آنزيم  

در برخي موارد نيـز عمـل        .سوبستراي پروتئيني است  
 پروتئـازي باعـث     هـاي يتيكي برخـي از آنـزيم     پروتئول
هـا  هاي سيتوزولي يـا غـشائي سـلول       شدن آنزيم فعال
در ايـن   . گردد كه مكانيـسم آن مـشخص نيـست        مي

 سوبـستراي   ،گانـه تحقيق از بـين تركيبـات آلـي سـه         
اي سوء تغذيـه مجموعـه    . پروتئيني انتخاب شده است   

بـه  كند كـه منجـر      از تغييرات متابوليكي را ايجاد مي     
كاهش وزن بدن و تغيير عملكـرد سيـستم گوارشـي           

ايـن تغييـرات     .شـود مخصوصاً كبد و روده باريك مي     
تأثير عميقـي بـر وزن مخـاط روده باريـك، شـكل و              

تواند   اندازه پرزها و فعاليت آنزيمي غدد آن دارد و مي         
 در افزايش و يا كاهش سطح جذب روده مـؤثر باشـد           

)1.(  
فعاليت آنزيمي   يك و مورفولوژي پرزهاي روده بار   

 رابطه مهمي بـا     )لوسين آمينو پپتيداز  آنزيم  (آن   غدد
اي ترين مـسائل تغذيـه    يكي از مهم  . جيره غذايي دارد  

هـاي غـذايي    اين است كه چگونه حيوانـات بـا جيـره         
هــاي بــراي مثــال تفــاوت. كننــدجديــد ســازش مــي

هـاي  هيستولوژيك و مورفومتريك در برخـي قـسمت       
پنگـوئن   ، خفـاش و   صـحرايي دستگاه گوارش مـوش     

تغييرات سازشي موفق با جيره غـذايي در         اي از نشانه
اي تفاع پرزها نمونـه   تغيير در ار   ).2(ها است   ايلئوم آن 

گيـري  بـراي انـدازه   . هاي سازشـي اسـت    از اين پاسخ  
-تـوان از روش   هاي جيره غذايي مـي    كيفيت پروتئين 

گيــري فعاليــت بررســي مورفولــوژيكي و انــدازههــاي 
  ). 3( زيمي مخاط روده باريك استفاده كردآن

گيري فعاليت آنزيمـي مخـاط روده باريـك         اندازه
براي سـنجش كيفيـت پـروتئين غـذايي و تغييـرات            

 شناسـي روده  مورفولوژيك آن براي تـشخيص آسـيب      
يا براي مطالعات رشد روده در طي دوره جنينـي          ) 4(

  ).5( مفيد است

، اتـلاف    باعث اخـتلال رشـد     يسوء تغذيه پروتئين  
مخـاط   تغييـرات پاتولوژيـك در     هـا، پروتئين از بافـت   

، كاهش وزن و تغيير عمل دستگاه گوارش        )6(ژژونوم  
كـه ايـن     )7(شود   در كبد و روده باريك مي      مخصوصاً

روي فعاليــت آنزيمــي ناحيــه حاشــيه مــسواكي  نيــز
و شـكل   ) 8،9(ها و وزن مخاط روده باريك       آنتروسيت

مطالعات روشـن نمـوده     ). 10(د  ها اثر دار  اندازه پرز  و
 پرزها در جيره داراي پروتئين كم و        طولكه كمترين   

 پرزهـا در جيـره داراي پـروتئين زيـاد           طولماكزيمم  
و افزايش وزن باعـث كـاهش تعـداد         ) 11(وجود دارد   

چـون در   ). 12،13(شـود   پرزهاي روده باريك نيز مي    
هاي حلقـوي وجـود ندارنـد، لـذا         چين ييصحراموش  
ي تواننـد معيـار مناسـبي بـرا       عرض پرزها مي   و   طول

 هـدف   ).14( دسنجش هضم و جذب مواد غذايي باش      
هاي غـذايي   دادن رابطه بين جيره   از اين تحقيق نشان   

داراي سطوح مختلف پروتئين با مورفولـوژي پرزهـا و          
  .فعاليت آنزيمي غدد روده باريك است

  
  هامواد و روش

  حيوانات مورد آزمايش
ي نـر نـژاد ويـستار       يش صـحرا  مـو   سـر  48تعداد  

بلافاصله پـس از طـي دوره شـيرخوارگي از موسـسه            
سـازي رازي شـعبه مـشهد       سـرم   و واكـسن  تحقيقات

 4هر گـروه    (  تايي 16خريداري گرديد و به سه گروه       
هـاي ايزوكالريـك بـر      با جيره  تقسيم و )  تايي 4تكرار  

اساس احتياجات غـذايي اسـتاندارد مـوش صـحرايي          
)NRC-1995(روز تغذيه شدند 31دت  به م.  

  . با نياز استاندارد پروتئينCگروه كنترل يا  )الف
 درصد پروتئين بيشتر از سطح نياز استاندارد        5/1) ب
)1T(.  
 درصد پروتئين كمتر از سطح نياز اسـتاندارد         5/1) ج
)2T () 1جدول.(  

  
  بردارينمونه

ها توزين و كشته شـدند       موش ،پس از دوره تغذيه   
ها از ابتداي دوازدهه تا آخـر ايلئـوم          آنو لوله گوارش    

طول و وزن روده باريـك      و   قطع و مزانتر آن جدا شد     
   .تعيين گرديد
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  .ي در مرحله رشديآناليز غذايي موش صحرا - 1جدول 

مقدار در (جيره استاندارد   ماده مغذي
  )هر كيلوگرم جيره

پروتئين % 5/1جيره حاوي 
  بالاتر از استاندارد

 پروتئين %5/1جيره حاوي 
  پائين تر از استاندارد

   گرم6   گرم6   گرم6  اسيد لينولئيك
   گرم120  گرم 180  گرم 150  پروتئين

        اسيدهاي آمينه
   گرم44/3  گرم 16/5  گرم ¾  آرژنين

  گرم 16/8  گرم 24/12   گرم2/10  اسيدهاي آمينه حلقوي
   گرم24/2   گرم36/3   گرم8/2  هيستيدين
  گرم 96/4  گرم 44/7   گرم2/6  ايزولوسين
  گرم 56/8  گرم 84/12   گرم7/10  لوسين
  گرم 36/7   گرم04/11   گرم2/9  ليزين

  گرم 84/7  گرم 76/11   گرم8/9  سيستئين+منيونين 
  گرم 96/4  گرم 44/7   گرم2/6  ترئونين
   گرم8/1   گرم4/2   گرم2  تريپتوفان
  گرم 92/5   گرم88/8   گرم4/7  والين

  گرم 8/52  گرم 2/79   گرم66  )غيرضروريها(ساير 
        مواد معدني
   گرم5   گرم5   گرم5  كلسيم
   گرم5/0   گرم5/0   گرم5/0  كلر

   گرم5/0   گرم5/0   گرم5/0  منيزيم
   گرم3   گرم3   گرم3  فسفر
   گرم6/3   گرم6/3   گرم6/3  پتاسيم
   گرم5/0   گرم5/0   گرم5/0  سديم
  گرمميلي 5  ميليگرم5  گرمميلي5  مس
  گرم ميلي35  گرم ميلي35  گرم ميلي35  آهن
  گرم ميلي10  گرم ميلي10  گرم ميلي10  منگنز
  گرم ميلي12  گرم ميلي12  گرم ميلي12  روي
  ميكروگرم 150  ميكروگرم 150  ميكروگرم 150  يد

   ميكروگرم150   ميكروگرم150   ميكروگرم150  موليبدن
   ميكروگرم150   ميكروگرم150   ميكروگرم150  سلنيوم
        :هاويتامين
  گرمميلي7/0  گرمميلي7/0  گرمميليA 7/0ويتامين 

 
سپس از ابتدا و انتهاي سـه ناحيـه مختلـف روده            
يعني دئودنـوم، ژژونـوم و ايلئـوم هـر كـدام جداگانـه        

هـر نمونـه مجـدداً بـه دو قطعـه            .بـرداري شـد   نمونه
قطعـه اول بـراي     .  جداگانه و مساوي تقـسيم گرديـد      

هـاي ليبركـون و     كريپتمحاسبه ارتفاع پرزها و عمق      
آنـزيم لوسـين    گيـري فعاليـت     اندازهقطعه دوم جهت    
قطعــه اول بــه وســيله . اســتفاده شــدآمينــو پپتيــداز 

 pH=7بـا   ) .P.B.S(محلول تامپوني فسفات سـديم      
 45شستشو و سپس با فيكـساتور كـلارك بـه مـدت             

 درصد نگهـداري    50دقيقه فيكس گرديد و در اتانول       
  . شد

  
  ها پرزها و عمق كريپتطولگيري اندازه

اي به مـساحت    براي اين منظور از هر نمونه قطعه      
مربع با قيچـي جـدا و ابتـدا عـضله            متر سانتي 2-5/1

 كلريـدريك  دادن نمونه در اسيد    مخاطي آن را با قرار    
 60-70 دقيقـه و در دمـاي        1-3درصد به مـدت      10

 .P.A.Sگراد جدا كرده و سپس با رنگ        درجه سانتي 
 رديف طولي از پرزها     6 تا   5گاه  آن. گرديدآميزي  رنگ
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كرده و با ميكروسكوپ داراي گراتيكول مدرج،        را جدا 
ــا 15 ــرين  عــدد از بلنــدترين پرزهــا و عميــق 20 ت ت

هاي ليبركون بـه صـورت تـصادفي انتخـاب و           كريپت
 پرزها، فاصله بـين     طولگيري  براي اندازه  .بررسي شد 

-ن عمق كريپـت   ها و براي تعيين ميزا    پايه تا رأس آن   
تـرين  هاي ليبركون، فاصله بين پايه پرزهـا تـا پـايين          

متر ها به صورت خطي و بر حسب ميلي       ناحيه كريپت 
  ).1 تصوير(گيري شد اندازه

  
  .)D(  روده ليبركونهايو عمق كريپت) H( پرزها طولگيري  نحوه اندازه- 1 تصوير

  
  لوسين آمينو پپتيدازگيري فعاليت آنزيم اندازه

لوسين گيري فعاليت آنزيم    قطعه دوم جهت اندازه   
در بــشرهاي جداگانــه حــاوي محلــول آمينوپپتيــداز، 

P.B.S. ــا ــس از    =7pH ب ــد و پ ــشو داده ش شست
دار، در تانـك    پيچيدن در فويل آلومينيومي برچـسب     

پـس از خاتمـه     . حاوي نيتروژن مـايع نگهـداري شـد       
 ارج و تانك نيتروژن مـايع خ ـ     ها از برداري، نمونه نمونه

. گراد منتقـل شـدند     درجه سانتي  -80به داخل فريزر    
ها از فريزر   هاي هموژنيزه، نمونه   تهيه محلول  زماندر  

، خارج شدند و بر روي يك فويل آلومينيومي كوچـك         
گرم مخاط روده را برداشـته و بـا مقـدار            05/0مقدار  

به داخل يـك لولـه      ) =P.B.S. )7pH ليتر ميلي 10
دســتگاه   و بــا اســتفاده ازفــالكن شستــشو داده شــد

ــب ــلولي تخريـــ ــده ســـ  ultrasonic)كننـــ
disintegrator) همـوژنيزه تهيـه و وارد       هاي نمونه 

- درجـه سـانتي    -80ها گرديد و در فريزر      ميكروتيوپ
گيـري ميـزان فعاليـت      براي اندازه . گراد نگهداري شد  

 Nagel  از روش نيجـل لوسـين آمينوپپتيـداز  آنزيم 

در ايـن روش  ). 15(و همكاران استفاده شد     (1964)
ــدازه ــراي ان ــزيم  ب ــزان فعاليــت آن لوســين گيــري مي

لـذا ابتـدا    . نياز به محلول سوبسترا است    پپتيداز  آمينو
- ميلـي  100 با غلظـت     )P.B.S(محلول بافر فسفات    

 ساخته شد و با اسـتفاده از        pH = 2/7مول در ليتر و     
ــوق و ال ــافر ف ــد ب ــين پارانيتروآنيلي ــول لوس ــه فرم ب

3C3N17H12C ), Merck Leupa (  ــه ــق ب متعل
مول در ليتر سوبـسترا      ميلي 8/0محلول  مِرك  شركت  

  .ساخته شد
در مرحله بعد محلول هموژنيزه و سوبسترا با هـم          

گـراد و    درجـه سـانتي    25مخلوط شده و در حـرارت       
 نانومتر، در مقابل هـوا، جـذب نـوري          405طول موج   

با بدسـت آوردن متوسـط      . اوليه خوانده و ثبت گرديد    
جذب نوري در دقيقـه و ضـرب نمـودن آن در ثابـت              

پـروتئين تـام     . به واحد در ليتر تبديل گرديـد       1616
بـا دسـتگاه    و Pyrogallol Red هـا بـا روش  نمونه

  .شدگيري اندازهاتوآنالايزر 
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  يآمارآناليز 
دسـت آمـده در خـصوص آنـزيم       هكليه اطلاعات ب  

پارامترهـاي مورفولوژيـك از      و   لوسين آمينو پپتيـداز   
هاي ليبركون، نـسبت    قبيل طول پرزها، عمق كريپت    

هـاي ليبركـون، پـس از       طول پرزها به عمـق كريپـت      
  SPSS محاسبه و انجام تست نرمال، توسط نرم افزار       

  .واريانس قرار گرفتند و آناليز t-testمورد آزمايش 
  

  نتايج
فعاليــت آنــزيم لوســين آمينــو پپتيــداز در تمــام 

 پـروتئين بـالا   هـاي روده باريـك در گـروه بـا           سمتق
- كـاهش معنـي    ،پروتئين پـائين   در گروه با     افزايش و 

هـاي   عمـق كريپـت     پرزهـا و   طول. داري را نشان داد   
هاي روده باريك در گروه بـا        تمام قسمت  ليبركون در 
 ،پـروتئين پـائين    در گـروه بـا       افـزايش و   پروتئين بالا 

 پرزها بـه    سبت طول  ن .داري را نشان داد   كاهش معني 
تغيييـر قابـل     ،هاي ليبركون روده باريك   عمق كريپت 

  .)1 تصوير( )2جدول (اي نداشت ملاحظه
  

  بحث
 مشخص شده اسـت     2طوري كه در جدول     همان

 پرزهـا و    طولهاي روده باريك     در تمام قسمت   تقريباً
داري در گروه   هاي ليبركون به طور معني    عمق كريپت 

T1  در گـروه      افزايش وT2         نـسبت بـه گـروه كنتـرل 
  .كاهش يافته است

 پرزها وابسته به دو طولمشخص شده است 
ها عامل است اول تكثير سلولي و تمايز آنها از كريپت

هاي بالغ در طول محور پرز و و دوم مهاجرت سلول
  .ها از راس پرز ريزش آننهايتاً

كننـده ايـن اسـت كـه        تنظيم اين دو فاكتور بيان    
 كنـد ه با جيره غـذايي سـازش مـي        روده باريك چگون  

 طول و شـكل  Hampson (1986)به عقيده  ).11(
 ).16( هــا رابطــه داردپرزهــا بــا جمعيــت ســلولي آن

Montoya (2006) معتقد است كه عمق كريپـت -
هاي ليبركون و مساحت روده باريك در جيره غـذايي         

هـاي ايـن    يافتـه . )7 (يابـد فاقد پروتئين كـاهش مـي     
 مطابقــت Montoya (2006)تحقيــق بــا تحقيــق 

هاي ليبركون  نسبت طول پرزها به عمق كريپت      .دارد
 يـا تجديـد سـلولي    Cell turnoverدهندهكه نشان

 نسبت به گروه كنتـرل      T2 و T1 در گروه    ،روده است 
يعنـي  . )2جدول  ( اي نكرده است  تغيير قابل ملاحظه  

) Cell turnover( تجديد سلولي T2و  T1در گروه 
  .)7 (نكرده استتغيير فاحشي 

Montoya    نشان داد كه نـسبت      2006 در سال
هـاي ليبركـون در جيـره     عمـق كريپـت   پرزها و طول

-غذايي فاقد پروتئين در دئودنوم و ايلئوم كاهش مـي   
هـاي ايـن تحقيـق متفـاوت اسـت و           يابد كه با يافتـه    

و نـه حـذف     (احتمالا به خاطر كاهش سطح پروتئين       
ايـن كـار      در T2وه  در گـر   )كامل آن از جيره غـذايي     

 .)7 (اتي استقتحقي
 شود كه تقريبـاً   ، مشخص مي  2با توجه به جدول     

هاي روده باريك فعاليت آنزيم لوسين      در تمام قسمت  
 نسبت به   T1داري در گروه    طور معني به آمينوپپتيداز

 نـسبت بـه گـروه       T2 در گروه  گروه كنترل افزايش و   
-آنـزيم فعاليت بـسياري از      .كنترل كاهش يافته است   

-هاي ناحيه حاشيه مسواكي روده باريـك در قـسمت         
 ). 17،18( هاي مختلف پرزها متفاوت است

Montoya  ــال ــه   2006در س ــد اســت ك معتق
فعاليت آمينوپپتيدازهاي روده باريك در جيره غذايي       

هـاي ايـن    يابد كـه بـا يافتـه      فاقد پروتئين كاهش مي   
 لذا تغييرات سطح پروتئين   . )7 (تحقيق منطبق است  

جيره غذايي باعث تغييراتي در معماري پرزها و عمق         
هاي ليبركون و فعاليت آنزيمي در روده باريك        كريپت

شود كـه بـر هـضم و جـذب مـواد            موش صحرايي مي  
 .غذايي در روده موثر است
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پپتيداز در روده باريك بين گروه ميزان فعاليت آنزيم لوسين آمينومقايسه ميانگين  كون وهاي ليبر پرزها به عمق كريپتطولنسب  هاي ليبركون، پرزها، عمق كريپت طول مقايسه ميانگين- 2 جدول
 T2(  .(Mean±SE) وT1(  هاي آزمايشيو گروه) C( كنترل

Abc 0.01( باشندمي% 95دار در سطح اطمينان يعني هر سه گروه با هم داراي تفاوت معني<p<0.05( 

 هابه عمق كريپت  پرزهاطولنسبت  )ميكرومتر( هاعمق كريپت  )ميكرومتر(  پرزهاطول برداريمحل نمونه
  ازلوسين آمينو پپتيد فعاليت آنزيم

(U/g protein)  

 C T1 T2 C T1 T2 C T1 T2 C T1 T2 

 ابتداي دئودنوم
464.48 

±1.9a 

476.56 

±7.3b 

352.96 

±14.9c 

235.56 

±4.6a 

243.99 

±5.9b 

176.55 

±3.5c 

1.964 

±0.04a 

1.965 

±0.07a 

2.099 

±0.11a 

2198.1 

±152.73a 

2803.3 

±168.97b 

1866.6 

±42.46c 

 انتهاي دئودنوم
454.19 

±6.0a 

46.319 

±5.0b 

407.50 

±4.1c 

210.82 

±4.4a 

216.53 

±7.3b 

167.26 

±5.0c 

2.159 

±0.05a 

2.183 

±0.08b 

2.460 

±0.07c 

2862.4 

±164.87a 

3439.1 

±315.96b 

2605.7 

±81.12c 

 ابتداي ژژونوم
427.98 

±4.5a 

458.23 

±5.3b 

383.63 

±7.8c 

200.15 

±18.4a 

215.67 

±5.6b 

147.54 

±3.9c 

2.046 

±1.72a 

2.145 

±0.06b 

2.334 

0.09c 

3548.9 

±78.42a 

3635.2 

±261.55a 

3334.7 

±117.71a 

 انتهاي ژژونوم
357.44 

±8.8a 

367.05 

±9.5b 

320.89 

±5.7c 

228.52 

±4.4a 

234.20 

±6.8b 

161.61 

±4.7c 

1.574 

±0.06a 

1.589 

±0.07b 

1.986 

±0.08c 

3782.8 

±139.55a 

4477.4 

±214.17b 

2681.2 

±74.89c 

 ابتداي ايلئوم
323.21 

±5.6a 

338.73 

±3.6b 

269.87 

±6.1c 

183.46 

±8.5a 

192.21 

±5.3b 

146.14 

±4.1c 

1.769 

±0.09a 

1.782 

±0.05a 

1.880 

±0.06a 

3548.1 

±224.01a 

4122.5 

±361.63b 

3192.9 

±121.29c 

 انتهاي ايلئوم
255.17 

±6.6a 

309.19 

±8.9b 

251.86 

±5.8c 

216.31 

±6.3a 

229.54 

±3.8b 

159.71 

±6.5c 

1.191 

±0.05a 

1.354 

±0.05b 

1.639 

±0.03c 

2619.2 

±189.73a 

2788.4 

±90.32b 

2363.0 

±71.19c 
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  تقدير و تشكر
ول مكاتبات و كليـه همكـاران ايـن طـرح از            ؤمس

ژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد نيشابور و       معاونت پ 

-مسئولين پژوهشكده بوعلي مشهد به خاطر همكاري      
  .نمايندتقدير و تشكر مي شانهاي ارزنده
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