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چکیده 

زمینه و هدف: با توجه اهمیت ناباروری ناشی از القای استرس ‌اکسیداتیو نیکوتین، هدف از این مطالعه بررسی عصاره ی ‌هیدروالکلی 
یونجه در تقابل با اثر نیکوتین بر بافت تخمدان در موش ‌صحرایی‌ ماده بود.

روش بررسی: 24 سر موش صحرایی ماده‌ بالغ به صورت تصادفی به 4 دسته که شامل کنترل)بدون تیمار( و گروه های آزمایش 
T2 ،T1 و T3 تقسیم شدند. به گروه T1 تزریق زیرپوستی نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم و گروه‌های T3 ،T2 به ترتیب 

علاوه بر نیکوتین، عصاره ی ‌هیدروالکلی یونجه با مقادیر 250 و 500 میلی‌گرم بر کیلوگرم به صورت خوراکی به مدت 25 روز 
تجویز شد. در روز آخر حیوانات وزن‌گیری شدند. از قلب حیوانات خون‌گیری و سرم برای اندازه‌گیری ظرفیت آنتی‌اکسیدانی جدا 
شد. بعد از آسان‌کشی موش‌ها با دوز بالای تیوپنتال، تخمدان‌ها خارج و وزن‌گیری شد. تخمدان ‌راست برای اندازه‌گیری غلظت 

مالون‌دی‌آلدئید، و تخمدان‌ چپ برای شمارش فولیکول‌های اولیه، ثانویه، گراف، آترتیک و جسم زرد فیکس و رنگ‌آمیزی شد. 

یافته‌ها: وزن حیوانات در گروه T1 )219 گرم(، کاهش 10 درصدی داشت و این میانگین با گروه کنترل، T2 و T3 معنی‌دار 
شد. بیشترین وزن‌ تخمدان در گروه T3 )8/94±146/66( میلی گرم مشاهده شد. گروه T3 میانگین فولیکول‌های اولیه، گراف 
کنترل 0/35±0/01  مالون‌دی‌آلدئید گروه  T1 شد. غلظت  از گروه  کمتر  فولیکول  اترتیک  اما   ،T1 از گروه  بیشتر  زرد  و جسم 
 میکرومول بر میلی‌لیتر از بقیه گروه‌ها کمتر و ظرفیت آنتی‌اکسیدانی در گروه T3 3/25±821/18  میکرومول بر میلی‌لیتر بیشتر از

T1 12/44±708/85 و معنی‌دار شد.

نتیجه‌گیری: عصاره ی ‌‌هیدروالکلی یونجه می‌تواند استرس اکسیداتیو ناشی از نیکوتین را بر بافت تخمدان کاهش داده و وضعیت 
باروری را احتمالا بهبود بخشد.

واژه های کلیدی: عصاره‌ ی هیدرالکلی یونجه، نیکوتین، استرس‌اکسیداتیو، تخمدان، موش‌صحرایی‌ماده
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موش صحرایی ماده ی بالغ از نژاد ویستار با وزن 250-200 گرم انجام 
گرفت. 

درجه   18-20 حرارت  استاندارد،  شرايط  در   حیوانات 
سانتی گراد و دوره شبانه روزی 12 ساعت نور و 12 ساعت تاریکی در 
حیوان خانه ی دانشکده دامپزشکی سنندج نگه داری شدند. آب سالم 
و غذا به صورت کنسانتره)ساخت شرکت دام پارس تهران( در طول 
دوره ی آزمایش در اختیار آنها قرار گرفت. در ارتباط با رعایت اصول 
اخلاقی کار، مورد تایید کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی کردستان 

قرار گرفت.

به صورت تصادفی در 4 گروه جداگانه  موش های صحرایی 
و در هر گروه 6 سر تقسیم بندی شدند. گروهها به صورت زیر بود:

گروه کنترل: بدون هرگونه تیمار 

 0/2 نیکوتین  زیرپوستی  تجویز   :)T1(اول آزمایش  گروه 
میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 روز انجام شد.

نیکوتین  زیرپوستی  تجویز  بر  علاوه   :)T2(دوم آزمایش  گروه 
بر کیلوگرم، عصاره ی هیدروالکلی یونجه به صورت  0/2 میلی گرم 
به مدت 25  به صورت خوراکی  کیلوگرم  بر  میلی‌گرم  خوراکی 250 

روز داده شد.

نیکوتین  زیرپوستی  تزریق  بر  آزمایش سوم)T3(: علاوه  گروه 
0/2 میلی گرم بر کیلوگرم، عصاره هیدروالکلی یونجه  به صورت خوراکی 

500 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 روز به موش ها تجویز شد.

در روز آخر، برای اطمینان از هم سیکلی حیوانات اسمیر واژن 
تهیه شد. در صورت تفاوت سیکل جنسی، موش های مورد نظر یک یا 

دو روز با تاخیر مورد آزمایش های بعدی قرار گرفتند. 
از قلب موش ها در هر گروه خون گیری شد. سپس با سانتریفیوژ 
آنتی  ظرفیت  گیری  اندازه  برای  سرم  دقیقه،   15 مدت  به   3000 دور 
اکسیدانی تام سرم جداسازی شد. سپس بعد از وزن گیری، حیوانات 

در هر گروه به روش آسان کشی)اوردوز تیوپنتال( معدوم شدند)8(.

سپس  شد،  باز  شکم  حفره‌ي  ابتدا  تخمدان،  برداشت  جهت 
از جداسازي چربیها و  اطراف جدا گردید.  پس  بافتهاي  از  تخمدان 
بافتهاي اضافی اطراف تخمدان، تخمدان توسط ترازوي دیجیتال وزن 
تثبیت کننده‌ي فرمالین  شد. سپس بلافاصله تخمدان چپ در محلول 
و  بافتی  مقاطع  تهیه  به  مربوط  مراحل  و  شد  غوطه‌ور  درصد   بافر10 

رنگ آمیزی‌های هماتوکسین - ائوزین انجام شد)9(.

اولیه،  فولیکول‌های  جمله  از  تخمدان  بافت  مختلف  سلولهای 
نوری  میکروسکوپ  با  زرد  جسم  و  فولیکول  اترتیک  گراف،  ثانویه‌، 

بزرگنمایی 40 و 100 در هر گروه بررسی و شمارش گردید. 

مقدمه

آزاد  تولید و حذف رادیکال های  بین  بدن،  در شرایط طبیعی 
تعادل وجود دارد. عدم تعادل در این فرایند موجب استرس اکسیداتیو 
خواهد شد. افزایش استرس اکسیداتیو، گلوتاتیون بافتی را تخلیه کرده 
و به افزایش رادیکال های آزاد منجر می شود)1(. استرس اکسیداتیو 
در نتیجه ی تخریب اکسیداتیو ماکرومولکول های بیولوژیک مانند اسید 
نوکلوئیک، پروتئین ها، چربی ها و کربوهیدرات ها توسط رادیکال های 

آزاد ایجاد شده و بنابراین اثرات سایتوتوکسیک ایجاد می‌شود)2(.

شواهد موجود نشان می‌دهد که سطوح بالای استرس اکسیداتیو 
سبب ایجاد فرایندهای پاتولوژیکی مانند آندومتریوز، ناباروری با عامل 
ناشناخته، پره آکلامپسی، سقط مکرر، و سندرم تخمدان پلی کیستیک 
انسولین  و  تخمدانی  های  آندورژن  تولید  افزایش  در  احتمالا  و  شده 
نیز دخالت دارند و لیکن کنترل شدن استرس اکسیداتیو سبب تسهیل 
ها،  اووسیت  بلوغ  های  زمینه  در  باروری  فیزیولوژیک  عملکردهای 
گذاری،  تخمک  لوتئولیز،  استروئیدها،  تخمدانی  تولید  فولیکولوژنز، 

تغییرات دوره ای آندومتر و قاعدگی خواهد شد)4و3(.

کاهش استرس اکسیداتیو با  تجویز آنتی اکسیدان ها می تواند 
بالقوه و مخرب رادیکال های آزاد اکسیژن و در  اثرات  سبب کاهش 
نتیجه افزایش تعداد، کیفیت اووسیت ها و فولیکول ها و همچنین مهار 

آپوپتوز فولیکول های تخمدان  شود)5و4(.

نیکوتین یکی از ترکیبات اپیوئیدی است که می تواند از طریق 
القای استرس اکسیداتیو سبب کاهش ناباروری شود. یونجه با داشتن 
خواص آنتی اکسیدانی مانند فیتواستروژن ها، فلاوونوئیدها و ویتامین های 
C و E احتمالا می تواند سبب کنترل اثرات عوامل اکسیدان گردد)6(. 
ی  عصاره  استرادیول  مشابه  اثرات  به  گذشته  مطالعات  در  چنین  هم 
جنسی  های  ارگان  وزن  افزایش  استروژن،  غلظت  افزایش  در  یونجه 

بدون عوارض جانبی اشاره شده است)7(.
با توجه به اهمیت و سهولت دسترسی به یونجه و افزایش رو 
به رشد مصرف نیکوتین از طریق استعمال دخانیات در جوامع امروزی، 
هیدروالکلی  ی  عصاره  متقابل  تاثیرات  بررسی  مطالعه  این  از  هدف 
یونجه در کنترل استرس اکسیداتیو ناشی از نیکوتین در تخمدان موش 
صحرایی ماده بود. به نحوی که دستیابی به نتایج این پژوهش می تواند 
بهبود  در  یونجه،  گیاه  از  برگرفته  دارویی  ترکیبات  زمینه ساز ساخت 

وضعیت فولیکولی تخمدان با کنترل عوامل اکسیدان شود.

روش بررسی

این تحقیق از نوع مطالعات تجربی مداخله‌ای بر روی 24 سر 
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با  آلدئید  مالون دی  اندازه گیری غلظت  برای  راست  تخمدان 
روش تیوباربیتوریک اسید به صورت تازه مورد استفاده قرار گرفت.

روش تهیه عصاره ی هیدروالکلی یونجه

براي تهيه‌ي عصاره ی هیدروالکلی گياه يونجه، ابتدا گياه يونجه 
تهيه شده سپس اين گياه به مدت 72 ساعت جهت خشك شدن در 
جای خنک و به دور از نور خشک شد. گیاه کامل توسط آسياب به 
صورت پودر درآمد. سپس 150 گرم از پودر خشک را با اتانول 75 
درصد به حجم یک لیتر رسانیده پس از 48 ساعت غوطه ور سازی، 
به مدت 20  با سانتریفیوژ 2500 دور  با صافی صاف نموده و سپس 
دقیقه کاملًا جرم گیری می کنیم. عصاره ی به دست آمده تحت خلا با 
روتاری تغلیط و خشک شد. سپس غلظت‌های 250 و 500 میلی‌گرم بر 

کیلوگرم آن با آب مقطر استریل تهیه شد)10(. 

روش تهیه محلول تزریقی نیکوتین

شرکت  از  شده  تهیه  تارتارات  هیدروژن  نیکوتین  نمک  از 
سیگما- آلدریچ  Lot No=029H046 استفاده شد. محلول 0/1 درصد 

در آب مقطر استریل تهیه و جهت تزریق زیرپوستی استفاده گردید. 

اندازه گیری مالون دی آلدئید در بافت تخمدان

آلدئید دي  مالون  میزان  تعیین  براي  راست  تخمدان  بافت   از 
پراکسیداسیون  نهایی  محصول  که   )MDA) Malondialdehyde

 1/5 هموژنه  بافت  میکرولیتر   500 به  شد)11(.  استفاده  لیپیدهاست 
میلی‌لیتر تری کلرواستیک اسید 10 درصد اضافه و به مدت 10 دقیقه 
سانتریفیوژ شد. سپس 1/5 میلی‌لیتر از محلول رویی را برداشته به آن 2 
میلی‌لیتر اسید تیوباربیتوریک 67 درصد اضافه کردیم و محلول سپس 
به مدت 30 دقیقه در بن ماری جوش گذاشته شد. سپس 2 میلی‌لیتر 
n- بوتانول به آن اضافه و بعد از ورتکس شدید، به مدت 15 دقیقه در 

4000g سانتریفیوژ شد. سپس جذب محلول رویی صورتی رنگ در 

طول موج 532 نانومتر خوانده شد. غلظت مالون دی آلدئید با استفاده 
از 1 و 1 و 3 و 3 تترااتوکسی پروپان به عنوان استاندارد تعیین شد. 

محلول استاندارد مالون دی آلدئید در غلظت‌های 2-0/2 میکرومولار 
در اسید سولفوریک 1 درصد تهیه شد)11(. غلظت مالون دي آلدئید بر 

حسب میکرومول بر میلی لیتر محاسبه گردید.

اندازه گیری ظرفیت آنتی اکسیدانی سرم

ارایه  روش  از  اکسیدانی  آنتی  تام  ظرفیت  سنجش  برای 
روش نام  با   Cerrato از  نقل  به  همکاران  و  بنزي  توسط   شده 
استفاده   )FRAP) Ferric-reducing ability of plasma

یون  احیاي  در  سرم  توانایی  روش،  این  در  کار  اصول  شد)12(. 
کمپلکس که  زمانی  اسیدي،   pH در  می‌شود.   فریک ‌اندازه‌گیری 
FeII به   2,4,6-Tri(2-pyridyl)-s-triazine(TPTZ)-FeIII

نانومتر   593 موج  طول  در  که  نموده  آبی  رنگ  تولید  می‌گردد   احیا 
 Total capacity antioxidant مقادیر  دارد.  را  نوری   جذب 
)TCA( با استفاده از نمودار استاندارد غلظت 1000-100 میکرومول بر 

لیتر سولفات آهن ‌اندازه گیری می‌شود)12(.
آن  میانگین  و  استاندارد  میانگین±انحراف  صورت  به  داده‌ها 
در گروه‌های آزمایش کنترل با یکدیگر مقایسه شد. به منظور مقایسه 
تعقیبی توکی  آنالیز واریانس یک طرفه و تست  از آزمون  میانگین‌ها، 
استفاده شد)13(. سنجش آماری داده‌ها با استفاده از برنامه نرم افزاری 

SPSS 21 انجام و سطح معنی‌دار کمتر از 0/05 درنظرگرفته شد. 

یافته‌ها
بیشترین  بیست وششم،  در روز  آمده  به دست  نتایج  براساس 
وزن موش ها در گروه کنترل با وزن تقریبی 255 گرم و کمترین وزن 
وزن  اختلاف  بود.  گرم   219 متوسط  با   )T1(اول آزمایش  گروه   در 
دوم آزمایش  گروه  در  ها  موش  وزن  با  کنترل  گروه  در  ها   موش 
ها  بقیه گروه  در  کنترل  در گروه  به جز  دار شد.  معنی  و    226 گرم 
کاهش  این  داشت.  وجود  مطالعه  اول  روز  به  نسبت  وزن  کاهش 
وزن  درصد   10 میزان حدود  بیشترین  با  اول  آزمایش  گروه  در   وزن 

اولیه دیده شد. 

جدول Mean±sem :1 وزن تخمدان و شمارش فولیکول های تخمدان در گروه‌های مورد مطالعه

جسم زردفولیکولهای اترتیکفولیکولهای گراففولیکولهای ثانویهفولیکولهای اولیهوزن تخمدانپارامترها

میلی گرمگروهها

0/16±2/16 *0/16±3/16 *، **، ***0/65±0/303/83±0/222/83±4/024/5±146/66گروه کنترل

T1 0/16±1/16 **0/25±6 *0/21±3/66 *0/42±0/332/5±3/66 *3/41±120*گروه
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بر اساس جدول 1، وزن تخمدان در گروه T3 )146 میلی گرم( 
 T1 و گروه کنترل بیشترین میزان وزن تخمدان گروهها بودند. در گروه
بین  بود. اختلاف  با وزن حدود 120 میلی‌گرم  کمترین وزن تخمدان 
وزن تخمدان بین گروه T3 با گروه T1 معنی دار شد. می توان گفت 
نیکوتین روند فولیکولوژنز در تخمدان  با توجه به استرس اکسیداتیو 
این  است.  تخمدان شده  وزن  دار  معنی  کاهش  که سبب  مختل شده 
استرس اکسیداتیو در گروه های عصاره هیدروالکلی یونجه با توجه به 
پتانسیل های آنتی اکسیدانی و فیتواستروژنیک کنترل به نحوی که در 
عصاره با مقدار 500 میلی گرم بر کیلوگرم با گروه کنترل همراستا شد.

گروه  در  تخمدان  اولیه  های  فولیکول  تعداد  میانگین  بیشترین 
گروه  در  کمترین  و   5/83 کیلوگرم حدود  بر  گرم  میلی   500 عصاره 

T2 0/21±0/303/16±5/83**0/87±0/343/66±0/424/5±3/335/5±133/33گروه

T3 0/16±3/33 *،**0/44±5 ***0/16±5/16*0/21±0/473/33±5/83 *8/94±146/66*گروه

گروه کنترل: بدون تیمار
گروه T1: دریافت نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 روز

گروه T2: عصاره ی یونجه 250 میلی‌گرم بر کیلوگرم و نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 روز
گروه T3 : عصاره ی یونجه 500 میلی‌گرم بر کیلوگرم و نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 روز

*،**،*** به صورت ستونی و همسان)از نظر تعداد(، نشان بر اختلاف آماری معنی دار P>0/05 بین آن دو گروه است

به  بود.   3/66 کیلوگرم(  بر  گرم  میلی   0/2 نیکوتین  )تجویز   T1

 نحوی که این اختلاف در سطح P>0/05 معنی دار شد. در ارتباط با 
 T1 فولیکول های ثانویه و گراف نیز کمترین میانگین تعداد در گروه
آماری  اختلاف  این  شد.  مشاهده   T3 گروه  در  میانگین  بیشترین   و 
 T1 معنی دار نبود. در مورد اترتیک فولیکول بیشترین میانگین در گروه
با میانگین 6/0 عدد و کمترین در گروه کنترل 3/16 دیده شد. اختلاف 
 T1، T2 میانگین تعداد فولیکول های اترتیک در گروه کنترل با گروه
و T3 معنی دار است)P>0/055(. بیشترین میانگین تعداد جسم زرد 
در گروه T3  با میانگین 3/33 و کمترین در گروه T1 با میانگین 1/16 
میانگین جسم زرد در  بین  آماری معنی داری  وجود داشت. اختلاف 

گروه T3 با گروه T1 و کنترل بود.

T1,T2,T3 جدول 2: بررسی اختلافات آماری معنی دار وزن تخمدان و سلولهای مختلف گروه کنترل با گروه‌های

جسم زردفولیکولهای اترتیکفولیکولهای گراففولیکولهای ثانویهفولیکولهای اولیهوزن تخمدانپارامترها

گروه
F2/387/443/951/7631/6222/11

Sig*0/04*0/00*0/000/15*0/00*0/00
F: یا کسر F که در صورت این کسر اختلاف بین گروه و در مخرج آن اختلاف درون گروه را مشخص می کند. هر چه کسر F عدد بزرگتری باشد به احتمال بیشتری 

اختلافات از نظر آماری معنی دار است
*اختلاف آماری معنی دار P>0/05 دیده شد

بر اساس جدول 2، میانگین وزن تخمدان، تعداد فولیکول اولیه، 
اترتیک و جسم زرد در گروه T1 که تجویز نیکوتین و بیشترین استرس 

اکسیداتیو را داشته با سایر گروه های آزمایش معنی دار شد.

با توجه به استفاده از نیکوتین و اعمال استرس اکسیداتیو و ایجاد 
فولیکول‌ها  آتروفی  فولیکولی که سبب  بیشترین آسیب  آزاد،  رادیکال 
شده است در گروه T1 مشاهده شد. کمترین تعداد فولیکول آترتیک در 

گروه T3 بوده که با توجه به استفاده از عصاره ی هیدروالکلی یونجه با 
دوز 500 میلی گرم بر کیلوگرم در این گروه و احتمالا بیشترین غلظت 
ترکیبات فیتواستروژنیک، فلاوونوئیدها و سایر ترکیبات آنتی اکسیدان 
استرس  از  ناشی  فولیکولی  اتروفی  آسیب   ،C ویتامین  از جمله  دیگر 

اکسیداتیو نیکوتین به حداقل خود رسیده است. 

جدول Mean±sem :3 مالون دی آلدئید)MDA( و ظرفیت آنتی اکسیدانی تام سرم)TCA( گروه‌های مورد مطالعه

)MDA(µmol/ml(TCA(µmol/mlگروه

34/86±0/01780/66±0/35*،**،***گروه کنترل 

T1 12/44±708/85*0/01±0/67* گروه
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گروه کنترل: بدون تیمار
گروه T1: دریافت نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 روز

گروه T2: عصاره ی یونجه 250 میلی‌گرم بر کیلوگرم و نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 
روز

گروه T3: عصاره ی یونجه 500 میلی‌گرم بر کیلوگرم و نیکوتین 0/2 میلی‌گرم بر کیلوگرم به مدت 25 
روز

*،**،*** به صورت ستونی و همسان)از نظر تعداد(، نشان اختلاف آماری معنی دار P>0/05 بین آن 
دو گروه است

میانگین  بیشترین  آمده در جدول 3،  به دست  نتایج  اساس  بر 
بر  میکرومول   0/67 حدود   T1 گروه  در  آلدئید  دی  مالون  غلظت 
میانگین 0/35 مشاهده شد. در  با  میلی‌لیتر و کمترین در گروه کنترل 
با   T3 میزان در گروه  بیشترین  اکسیدانی سرم  آنتی  با ظرفیت  ارتباط 

میانگین حدود 821/18  و کمترین در گروه T1 با میانگین 708/85 
میکرومول بر میلی لیتر به دست آمد. ظرفیت آنتی اکسیدانی در گروه 
T3 بیش از گروه کنترل شد. اختلاف آماری معنی داری بین ظرفیت 

آنتی اکسیدان سرم در گروه T1 با T3 وجود داشت. 

)CL(جسم زرد )FG(شکل 1: نمای میکروسکوپی تخمدان با بزرگنمایی 40 در موش‌های گروه کنترل، رنگ آمیزی هماتوکسیلین_ائوزین، فولیکول گراف

 )FG(رنگ آمیزی هماتوکسیلین_ائوزین، فولیکول گراف ،T1 شکل 2: نمای میکروسکوپی تخمدان با بزرگنمایی 40 درموش‌های گروه
)AF(فولیکول آتریک

T2 12/84±0/00750/43±0/64**گروه

T3 3/25±821/18*0/04±0/62***گروه
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)FG(رنگ آمیزی هماتوکسیلین_ائوزین، فولیکول گراف ،T1 شکل 3: نمای میکروسکوپی تخمدان با بزرگنمایی 40 درموش‌های گروه

)CL(جسم زرد ،)FG(رنگ آمیزی هماتوکسیلین_ائوزین، فولیکول گراف ،T2 شکل 4: نمای میکروسکوپی تخمدان با بزرگنمایی 40 در موش‌های گروه

به  تا 4  از سلولها، اشکال 1  انواعی  بیشتر  به فراوانی  با توجه 
مطالعه  مورد  های  موش  در  تخمدان  بافت  عرضی  های  برش  عنوان 
این شکل ها در تکمیل  به نحوی که  در هر گروه آورده شده است. 

اطلاعات جداول ذکر شده و مقایسه های صورت گرفته، می باشد.

بحث 
آور  اعتیاد  ای  ماده  و  فعال  دارویی  آلکالوئید  یک  نیکوتین 
است و اثرات آن برروی سیستم تناسلی و باروری، بارها بررسی شده 
است)14(. برای مثال نیکوتین با القای افزایش ترشح کاتکول آمین‌ها، 

ایسکمی گنادها را سبب می شود.
Helen و همکاران در سال 2000 به اثرات ایجاد رادیکال‌های 

آزاد ایجاد شده توسط نیکوتین طی متابولیسم آن اشاره نمودند. آنان این 
 Aydos .)15(مسئله را سبب افزایش پراکسیداسیون چربی ها دانستند

و همکاران در پژوهش خود نیکوتین را سبب القای آپوپتوز و کاهش 
ناباروری در دو جنس دانستند)16(.

بقولات،  تیره‌ی  از  علفی  است  گیاهی   Alfalfa یا  یونجه 
سرشار از ویتامین‌های A، C، E، K و دارای ترکیبات فلاوونوئیدی، 
فلاوون ها و ایزوفلاوون ها. از ایزوفلاوون‌ها خواص آنتی اکسیدانی‌، 
حاصل  نتایج  است)17(.  شده  گزارش  التهابی  ضد  و  باکتریایی  ضد 
روی  اعمالشان  و  ایزوفلاون‌ها  که  است  داده  نشان  دیگر  پژوهش  از 
ترکیبات بدن و فاکتورهای موثر در ایجاد روند یائسگی در زنان اثرات 

مثبتی می‌تواند داشته باشد)18(. 
اکسیدانی،  آنتی  اثرات  به  همکاران  و  ثمری  ی  مطالعه  در 
یونجه  هیدروالکلی  عصاره  در  موجود   C ویتامین  و  فلاوونوئیدی 
از اسید استیک در معده ی موش  ناشی  بهبود زخم  که سبب تسریع 

صحرایی شده بود نیز اشاره کرده اند)19(.
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انجام  Contero و همکاران در سال 2015  ای که  مطالعه  در 
دارای  تزریقی  صورت  به  را  یونجه  هیدروالکلی  ی  عصاره  دادند، 
خواص استروژنیک دانسته و این مسئله در دوز ماکزیمم تحقیق سبب 
افزایش سطح استروژن سرم در موش  افزایش وزن تخمدان، رحم و 

صحرایی ماده شد. آنان این اثر را وابسته به دوز اعلام نمودند)7(.

در مطالعه Ahmad و همکاران در سال 2013 اعلام شد عصاره ی 
متانولی یونجه در دوز 500 میلی گرم بر کیلوگرم سبب افزایش سطح 
استرادیول و هم چنین افزایش سطح پروتئین های تام سرم و کاهش 
سطح کلسترول تام می شود. هم چنین با اندازه گیری آنزیم های کبدی 
AST, ALT و اوره این اثرات بدون عوارض جانبی وارد شده به کبد 

و کلیه است)6(.

نیکوتین  تجویز  مطالعه،  این  از  آمده  به دست  نتایج  اساس  بر 
به موش صحرایی ماده با افزایش غلظت مالون دی آلدئید سبب القای 
استرس اکسیداتیو و آسیب روند رشد فولیکول و ایجاد فولیکول های 
بر  متقابل عصاره های 250 و 500 میلی گرم  تاثیر  اترتیک می شود. 
به نحوی  القایی شد.  کیلوگرم یونجه، سبب کنترل استرس اکسیداتیو 
اولیه، گراف و جسم زرد را مخصوصا در  میانگین فولیکول های  که 
ماکزیمم مقدار افزایش داد. هم چنین کاهش معني دار میانگین فوليکول 
آترتيک در اين مطالعه نشانگر خواص مثبت اين ترکيبات در مهار روند 

آپوپتوز و در نتيجه کاهش آترزي فوليکولي می باشد.

گروه  در  اکسیدانی  آنتی  ظرفیت  غلظت  افزایش  به  توجه  با 
این  گذشته  مطالعات  و  کیلوگرم  بر  گرم  میلی   500 و   250 عصاره 
 ،C اثرات را می توان به مواد موثر موجود در عصاره از جمله ویتامین

فلاوونوئیدها و ایزوفلاوون ها نسبت داد. 
در مطالعه ی خسروی و همکاران سال 1395 اثربخشی عصاره 
آبی یونجه در کنترل قند و چربی خون در موش های صحرایی دیابتی 
را با توجه به اینکه دیابت یکی از علل استرس اکسیداتیو نیز می باشد، 

تایید نمودند)20(.
 1394 سال  در  همکاران  و  آغوزی  که حسینی  ای  مطالعه  در 
به صورت  موش  پستان  سرطان  بر  یونجه  عصاره  تاثیر  در خصوص 
آزمایشگاهی انجام دادند، اعلام نمودند که عصاره ی یونجه با اثر بر 
لیپید در موش های مبتلا به سرطان  روی میزان استرادیول و پروفیل 

پستان می تواند در بهبود شرایط بیماری موثر واقع شود)21(.
در پژوهشی که نباتچيان و همكاران در سال 1395 انجام دادند 
به اين نتيجه رسيدند كه افزايش ظرفيت آنتي اكسيداني سرم مي تواند 
در كاهش ریسک سرطان پستان القايي در موش موثر واقع شود)22(، 
كه با نتايج مطالعه ی به دست آمده مبنی بر اینکه با افزايش ظرفيت 

آنتي اكسيداني، استرس اكسيداتيو ناشی از نیکوتین در تخمدان كنترل 
می یابد، مطابقت داشت.

در مطالعه ی Bendich در سال 1986 افزایش تراکم رادیکال 
آزاد ناشی از دود سیگار و متعاقب آن افزایش مقدار اکسیدان های موجود 
در ریه را سبب کاهش سطح سرمی آنتی اکسیدان ها دانستند)23(. آنان 
در مطالعه ای که بر روی موش انجام دادند اعلام نمودند که وقتی این 
حیوانات در معرض دود سیگار قرار گیرند با وجودی که قادر به سنتز 
توجهی  قابل  طور  به   C ویتامین  سرمی  غلظت  هستند،  ویتامین  این 
کاهش می‌یابد)23(. ممکن است تصور شود که اسید اسکوربک افراد 
سیگار را در برابر تعدادی از آسیب های حاصل از رادیکال های آزاد 
استنشاق شده حفظ  دود  توسط  تولید شده  و  دود سیگار  در  موجود 
کند)23(. این نتایج با پژوهش اخیر که بیشترین کاهش  ظرفیت آنتی 
اکسیدانی سرم در گروه تجویز نیکوتین بود هماهنگ می باشد. ظرفیت 

.)P=0/06(از گروه کنترل هم بیشتر شد T3 آنتی اکسیدانی در گروه

گیری  اندازه  به  گرفته  صورت  ی  مطالعه  تکمیل  راستای  در 
و  استروژن  سطح  افزایش  تایید  جهت  سرم،  در  استرادیول  هورمون 
بهبود وضعیت تولید مثلی حیوان نیز پرداخته شود. هم چنین سنجش 

سایر فاکتورهای استرس اکسیداتیو نیز پیشنهاد می شود. 

نتیجه گیری 

بر  اکسیداتیو  استرس  اعمال  و  نیکوتین  از  استفاده  به  توجه  با 
فعالیت  روند  در  آسیب  و  تخمدان  جمله  از  مختلف  بافت‌های  روی 
طبیعی فولیکولوژنز می‌توان به افزایش غلظت مالون دی آلدئید به عنوان 
یک شاخص استرس اکسیداتیو اشاره نمود. بنابراین پیشنهاد می شود 
عصاره ی هیدروالکلی یونجه با غلظت 500 میلی گرم بر کیلوگرم با 
توجه به داشتن فیتواستروژن ها، فلاوونوئید‌ها و ویتامین C اثرات قابل 
توجهی در راستای کاهش استرس های اکسیداتیو وارد به تخمدان و 

احتمالا بهبود وضعیت باروری دارد. 

تشكر و قدردانی
مقاله، مستخرج از پایان نامه دانشجوي دكتري عمومي دامپزشکی 
بوده  سنندج  واحد  اسلامی  آزاد  دانشگاه   11010501932027 کد  با 
آن  حمايت  و  تاييد  خصوص  در  واحد  پژوهشی  معاونت  از   كه 
دانشجوی  صدف  آتشین  رضا  آقای  از  چنین  هم  نماییم.  مي  تشكر 
دکتری دامپزشکی نیز به سبب همکاری و مساعدت در انجام مطالعه 

تشکر و قدردانی می شود.
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The Effect of Different Doses of Alcoholic Extract of Alfalfa 
on the Control of Oxidative Stress by Nicotine in the Ovaries of 

Female Rats 

Sistani Sajjad1 (D.V.M.) - Raeeszadeh Mahdieh2 (Ph.D.) - Amiri Ali 
Akbar3 (Ph.D.)

1 Veterinary Medicine, Sanandaj Branch, Islamic Azad University, Sanandaj, Iran
2 Assistant Professor in Pharmacology, Basic Sciences Department, Sanandaj Branch, Islamic Azad University, Sanandaj, Iran
3 Instructor in Anatomy, Basic Sciences Department, Sanandaj Branch, Islamic Azad University, Sanandaj, Iran

Background and Aim: Due to the importance of infertility caused by oxidative 
stress induced by nicotine, this study was to evaluate the effect of alfalfa extract in 
contrast with the nicotine on ovarian tissues in rats.
Materials and Methods: Twenty-four adult female rats were randomly  
divided into 4 groups. Control group received no treatment; nicotine (0.2 mg/kg) was  
injected to T1 subcutaneously; and nicotine plus hydroalcoholic extract of alfalfa 
was prescribed to T2 and T3 orally for 25 days at 250 and 500 mg/kg, respectively. 
On the last day, the animals were weighed. After euthanizing the animals, their ova-
ries were removed and weighed. Right ovary was used for MDA measure and left 
ovary was fixed and stained to count the primary, secondary, graafian, and atretic 
follicles and corpus luteum (CL).
Results: Body weight in T1 (219 gr) decreased by 10 percent, and the average com-
pared with that of the control group, T2 and T3 was significant. The highest ovarian 
weight was observed in T3 group (146.66±8.94mg). In T3, the average of primary 
and graafian follicles and CL was higher than that of T1, but atretic follicle was low-
er than that of T1 group. The MDA concentration in the control group (0.35±0.01 
µmol/ml) was less than that in the other groups, but the TCA in T3 (821.18±3.25 
µmol/ml) was significantly more than that in T1 group (708.85±12.44). 
Conclusion: The hydroalcoholic extract of alfalfa can reduce the oxidative stress 
caused by nicotine on ovarian tissue and probably improve fertility status.
Keywords: Hydroalcoholic Extract of Alfalfa, Nicotine, Oxidative Stress, Ovary, 
Female Rats
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