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Abstract 
 

Background and purpose: Melissa officinalis (MO) is a medicinal plant and is a rich source of 
antioxidant and phenolic compounds. The aim of this study was to evaluate the protective effect of 
Melissa officinalis against ethanol induced sub-chronic testicular toxicity in male Wistar rats. 

Materials and methods: Ethanol extract of MO was prepared and total phenolic and flavonoid 
contents were determined. The Animals were divided into seven groups: control (treated with normal 
saline), ethanol (10 mg/kg,ip), ethanol and MO extract (100, 200, and 400 mg/kg), MO extract alone (400 
mg/kg), and ethanol+ Vit C (positive control). After 56 days, the rats were sacrificed and testis and 
epididymis were harvested. Oxidative stress markers including: level of reactive oxygen species (ROS), 
malondialdehyde (MDA), protein carbonyl (PC), and glutathione (GSH), and also nitric oxide (NO) as  
an inflammatory factor were assayed in testis tissue. Moreover, sperm parameters analysis and 
histopathological evaluation of testis tissue were performed. 

Results: Ethanol increased reactive oxygen species, lipid peroxidation, carbonyl protein, and nitric 
oxide and decreased glutathione in testicular tissue. Pathological lesions, decrease in motility, count and normal 
morphology of sperm were also observed in ethanol-treated groups. Melissa officinalis inhibited ethanol-
induced oxidative stress in testicular tissue and improved sperm abnormalities and pathological lesions. 

Conclusion: Melissa officinalis showed protective effect against ethanol-induced testicular 
toxicity which may be attributed to its antioxidant activity. So, it can be considered as an effective 
supplement against oxidative stress induced by chronic ethanol exposure in testis tissue. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )13- 24(    1400سال     آبان    202شماره     و یکمسی دوره 
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 پژوهشی

ناشی از بیضه اثر حفاظتی عصاره هیدروالکلی بادرنجبویه بر سمیت 
 هاي صحرایی نراتانول در موش

  
        2و1یبیحبعمران 
        3ينادر ملوس

         4یريامفرشته طالب پور 
         5زادهفاطمه امامقلی 

  7و6ه شکیفاطم
  چکیده

هدف این مطالعــه بررســی .نی و فنولی استاکسیداآنتی گیاه دارویی غنی از ترکیبات یکبادرنجبویه  و هدف: سابقه
هــاي ناشــی از مواجهــه مــزمن بــا اتــانول در موشبیضه  گیاه بادرنجبویه در برابر سمیت یدروالکلیه اثرات محافظتی عصاره

  صحرایی نر بود.
دي آن تعیــین شــد. تــام فنــولی و فلاونوئیــ عصاره هیدروالکلی از گیــاه بادرنجبویــه تهیــه و محتــواي ها:مواد و روش

بــه همــراه دوزهــاي  اتــانول ، گــروهبــر کیلــوگرم)  گــرمیلیم 10اتانول ( گروه کنترل، شامل گروه 7هاي صحرایی به موش
بر کیلوگرم و کنترل مثبــت  گرمیلیم 400عصاره با دوز  گروه بر کیلوگرم) و گرمیلیم 400، 200، 100ز عصاره (مختلف ا
فعال  ذراتجدا و فاکتورهاي استرس اکسیداتیو (شامل ها و اپیدیدیم یضهروز درمان، ب 56از بعد  .شدند) تقسیم ث (ویتامین

 یري شــد. همچنــینگانــدازه و فاکتور التهابی نیتریک اکســید اکسیژن، لیپید پراکسیداسیون، پروتئین کربونیل و گلوتاتیون)
  شد.ي در بافت بیضه انجام پاتولوژارزیابی  و اسپرم پارامترهايآنالیز 

نیتریــک اکســید و کــاهش  پــروتئین کربونیــل، لیپیدپراکسیداســیون، سبب افزایش ذرات فعال اکسیژن، اتانول ها:یافته
 يهاگروه اسپرم در و مرفولوژي نرمال تعداد کاهش در تحرك، ي،پاتولوژین ضایعات همچن شد. بیضه بافت در گلوتاتیون

ویه استرس اکسیداتیو ناشی از اتانول را در بافت بیضــه مهــار کــرد و ســبب بادرنجب تجویز .مشاهده شد اتانول با درمان تحت
  شد. یکپاتولوژهاي اسپرم و ضایعات يناهنجاربهبود در 

 فعالیــتواســطه احتمــالاً به کــه داد نشــانرا  اتــانول از بیضه ناشــیسمیت  برابر محافظتی در بادرنجبویه اثرات استنتاج:
مزمن  مواجهه از ناشی اکسیداتیو استرس برابر درمؤثر  مکمل یکعنوان به را آن توانیم بنابراین،. است آن اکسیدانییآنت

  .گرفت نظر در بیضه بافت در اتانول
  

  بادرنجبویه، استرس اکسیداتیو، الکل، سمیت بیضه، پارامتر هاي اسپرم واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 در ســلامتی مشــکلات ترینیاصل از یکی ناباروري

 مربوط مشکل این درصد 30 تقریباً و است انانس زندگی
اســت.  مــردان یــدمثلتول سیســتم در عملکــرد اخــتلال به

   عوامل و است پیچیده و حساس فرآیند یک اسپرماتوژنز
  

  E-Mail: fshaki.tox@gmail.com                               جاده دریا، مجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم، دانشکده داروسازي 17کیلومتر  :ساري - فاطمه شکی مولف مسئول:
  ایران ،ساري ،دانشگاه علوم پزشکی مازندران  ،پژوهشکده اعتیاد ،مرکز تحقیقات طب سنتی و مکمل ،استادیار .1
  ایران ،ساري ،دانشگاه علوم پزشکی مازندران ،دانشکده داروسازي ،گروه فارماکوگنوزي،استادیار .2
  ایران.  ،ساري ،دانشگاه علوم پزشکی مازندران ،کمیته تحقیقات دانشجویی ،ناسیشدانشجوي دکتراي تخصصی سم. 3
مازندران، ساري، ایران.  گروه دانشیار، .4   آناتومی، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی 
مازندران، ساري، ایران.ي داروسازي، دانشگاه علوم پزدانشکده دانشجوي دکتراي عمومی داروسازي، .5   شکی 
  ي داروسازي، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران دانشکدهی و فارماکولوژي، شناسسم گروه دانشیار، .6
مازندران، ساري، ایرادانشیار، مرکز تحقیقات علوم دارویی، مؤسسه هموگلوبینوپاتی، دانشگاه عل .7  نوم پزشکی 
 : 20/7/1400تاریخ تصویب :               29/3/1400تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            23/3/1400 تاریخ دریافت  
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 پژوهشی

 

 بــه منجــر و کننــدمختــل را رونــد ایــن توانندیم مختلفی
 بــاروريکاهش  و متعاقب آن اسپرم یفیتک تعداد و کاهش
 مــردان نابــاروري دلایــل ترینیجرا از شوند. یکی مردان

 مطالعــات .)1(برخی داروهاســت از مدتیطولان استفاده
 نابــاروري از مــوارد درصـد 42 که است داده زیادي نشان

ـــردان ـــا م ـــرف ب ـــل مص ـــاط در الک ـــت. ارتب ـــانول  اس ات
دارویی مــورد سوءاســتفاده در جهــان  ماده ینترپرمصرف

 مطالعات نشان داد که مصرف مزمن و مــداوم .)2،3(است
 ایجــاد مــردان یــدمثلتول سیســتم بــر ســمی الکــل اثــرات

کند و با کاهش تستوسترون، آتروفی بیضه و اخــتلال یم
یــک ســم  عنوانبه الکل در عملکرد جنسی همراه است.

اسپرم کاهش در غلظت باعث  و شده شناختهبالقوه بیضه 
. )4(شودیممورفولوژیک آن اختلالات  وپرم تحرك اس

ي مختلف، استرس اکســیداتیو و ســمیت هاگزارشطبق 
ــی از رادیکال ــاي آزاد ناش ــهه ــین و مهم عنوانب ــرین اول ت

استرس .)5(بیضه نقش دارد مکانیسم سمیت اتانول در بافت
و توانــایی  آزاداکسیداتیو عدم تعادل بین تولید رادیکال 

ــاع  ــتم دف ــل یآنتسیس ــن عوام ــذف ای ــیدانی در ح اکس
 رادیکــال کــه دهــدیم مطالعات مختلــف نشــان. )6(است

 از ناشــی یــدمثلیتولبیضه و اخــتلالات  تغییرات آزاد در
دیگري بیــان شــد کــه . در مطالعات )7،8(نقش دارد اتانول

ــیون ــیژن و پراکسیداس ــال اکس ــدها ل ذرات فع ــد یمیپی توان
یدمثلی ناشــی از تولین مکانیسم در سمیت ترمهم عنوانبه

  .)9-11(اتانول نقش داشته باشد
 متعلق بــه )L Mellisa officinalis( گیاه بادرنجبویه

 ترکیــه در خصوصاً سنتی طب دراست.  ییانانواده نعناخ
مورداســتفاده  هــایماريب از برخــی درمــان بــراي ایــران و

 گیــاه ایــن در موجــود فنــولی ترکیبــات. استقرارگرفته 
 ی. در مطالعـــات مختلفـــدارد اکســـیدانییآنت خاصـــیت

 یروســی،ضدوی، ضــدالتهاب اکســیدانی،یآنت هــايیتفعال
 ی،اســمپاس ضــد یــابتی،د دضــ انگلــی، ضد قارچی، ضد

 از آن گــزارش یبخشــخواب و آراماختلالات در درمان
 اسید رزمارینک اکسیدانیآنتی . اثرات)12-15(شده است

 ده تــا حتــی یاهگاین  عصاره در موجود بنزودیوکسول و

 C و B هايویتامین اکسیدانیآنتی اثرات از ترقوي برابر
 اســانس درصــد 25/0 تــا 1/0 حــاوي گیــاه بــرگ. اســت

ــرار روغــن( ــات و اســت) ف  داراي آن در موجــود ترکیب
هــدف  .)16(هســتند ايملاحظه قابل اکسیدانآنتی اثرات

از این مطالعه بررسی اثر محافظتی عصــاره هیــدروالکلی 
ناشــی از تولیــدمثلی گیــاه بادرنجبویــه در مقابــل ســمیت 

هــاي صــحرایی نــر بــا مواجهه مــزمن بــا اتــانول در موش
  .این گیاه بوده است اکسیدانییرویکرد به خاصیت آنت

  

  مواد و روش ها
  و عصاره گیري گیاه يآورجمع

از  یــهبادرنجبو یاهاقه و برگ) گ(س ییهوا هاي اندام
 يآورشهرستان نکا (استان مازندران) در فصل بهار جمــع

 یاهگ یگونه علم جنس و ،شد و توسط کارشناس مربوط
 مــورد ،توسط متخصص مربوط یاهگیشد ونام علم ییشناسا

 E1-36-41631 یومیقرار گرفت و با شماره هربــار یدتائ
ــاریومدر   ينگهــدار يســار داروســازي دانشــکده هرب

اتانول  با گیريعصاره یاه،کردن گ. بعد از خشکشودیم
عصــاره تهیــه  .شــد انجــام خیساندن روش به و درصد 70

شده توسط دستگاه روتاري تحت شرایط خلا تغلیظ شد 
صــورت پــودر هو در نهایت با کمک دستگاه فریزدرایر ب

خشک تهیه شد و تــا روز اســتفاده در ظــرف درب بســته 
عصــاره ل ومحتواي تــام فنــنگهداري شــد. درون یخچال

گــرم گالیــک بر اســاس میلی  بادرنجبویه تهیه شده گیاه 
روش بــه  به ازاي هر گرم از عصــاره خشــک گیــاه یداس

و همــراه بــا ) نــانومتر 765مــوج طول(اســپکتروفوتومتري 
همچنین محتــواي  .)17(معرف فولین سیوکالتیو تعیین شد

معرف تام فلاونوئید با کمک روش اسپکتروفوتومتري و 
اساس ید تعیین شد.محتواي فلاونوئیدي بر اآلومینیوم کلر

گیــاه  گرم کوئرستین به ازاي هر گرم عصــاره خشــکمیلی
بــه دام انــدازي رادیکــال آزاد بیان شد. ارزیــابی فعالیــت 

ــه توســط  ــدروالکلی بادرنجبوی ــالعصــاره هی   و  1 رادیک
ــلپ 2دي فنیــل -1 ــدرازین یکری بــه روش  )DPPH( هی

ث  یتامین. در این روش از واسپکتروفوتومتري انجام شد
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ــزن و ــلبوت ی ــیه ی ــزولآن یدروکس ــه ی ــتاندارد ب عنوان اس
ــتفاده ــد اس ــت. درنهاش ــه ی ــی از نمون ــراي غلظت ــه ب ها ک

 یــازموردن DPPHهاي درصد رادیکال 50جاروب کردن 
  .)18(ش شدگزار IC50عنوان بود به

  

  عهطراحی مطال
 250تا  200هاي صحرایی نر با محدوده وزنی موش

گرم در شرایط استاندارد دمــایی و محیطــی بــا دسترســی 
ساعته روشنایی  12مناسب به آب و غذا و رعایت سیکل 

بــا  هــایشو تاریکی نگهداري شــدند. تمــام مراحــل آزما
شــده در کمیتــه اخــلاق هاي ثبتتوجــه بــه دســتورالعمل

 طورحیوانــات بــه دانشگاه علوم پزشکی مازندران انجام شد.
بندي بــه شــرح زیــر تقســیم ییتاگروه شش 7ه تصادفی ب

شــدند: گــروه اول (کنتــرل) نرمــال ســالین و گــروه دوم 
صــورت داخــل بر کیلوگرم به گرمیلیم 10دوز اتانول با 

هاي سوم تــا پــنجم عــلاوه صفاقی دریافت کردند. گروه
، 200، 100بر اتانول داخل صفاقی، عصــاره بــا دوزهــاي 

 صورت داخل صفاقی دریافــتبر کیلوگرم به گرمیلیم 400
بــر  گــرمیلیم 400کردند. یک گروه فقط عصاره با دوز 

 نیــزصورت صفاقی دریافت کرد. یک گروه کیلوگرم به
بر  گرمیلیم 500دوز  عنوان کنترل مثبت ویتامین ث بابه

روز  56کیلوگرم دریافت کــرد. ایــن پروتکــل بــه مــدت 
و  )بودنــد Drug-freeروز در هفتــه  2( متوالی ادامه یافت

 ها جدا شــد. بعــدآن بیضهبیهوش و بافت  هایوانازآن حپس
 یداتیواکســاســترس ها، فاکتورهــاي از هموژناسیون بافت

 و ذرات ، گلوتاتیونید(پروتئین کربونیل، مالون دي آلدئ
 پارامترهاي ) و، فاکتور التهابی(نیتریک اکسیدفعال اکسیژن)

 ت مورفولوژیکی)ییرا، تعداد، تغیب به اسپرم (حرکتآس
بررســی پاتولوژیــک  ین. همچنقرار گرفت ارزیابیمورد 
  .نیز جهت ارزیابی میزان آسیب بافتی انجام شد بیضه بافت

  

  غلظت پروتئین یريگاندازه
بــا روش برادفــورد  بیضــهمحتوي پروتئین در بافــت 

ــدازه ــدان ــوان گیري ش ــه عن ــاوي ب ــرم گ ــومین س . از آلب
هاي هموژن شده با کوماســی نمونه استاندارد استفاده شد.

 دقیقه جذب آن توسط 10بلو ترکیب شد و پس از گذشت 
و  گیري شدنانومتر اندازه 595اسپکتروفوتومتردر طول موج 

 گرم پــروتئینمیلی 1هاي نمونه به میزان سپس میزان پروتئین
  .)19(لیتر براي سایر آزمایشات تنظیم شددر هر میلی

  

  یابی پارامترهاي استرس اکسیداتیوارز
  با فلوریمتري )ROS(میزان ذرات فعال اکسیژن یريگاندازه

فعال اکسیژن با استفاده از ذرات سطوح  یريگاندازه
 ) انجــامDCFH-DA( کلرو فلورسئین دي استاتمعرف دي

بــه  Mµ 10به طور خلاصه معرف مذکور با غلظــت  شد.
دقیقــه انکوبــه شــد. میــزان  10ها افزوده و به مــدت نمونه

 Shimadzuبا کمک دســتگاه فلــوریمتر  هاي آزادرادیکال

RF5000U ــــی در طول ــــوج تحریک ــــانومتر و  485م ن
   .)20(شد یريگنانومتر اندازه 520موج نشري طول

  

  میزان لیپید پراکسیداسیون یريگاندازه
 بــه )MDAیــد (گیري میــزان مــالون دي آلدئانــدازه

 عنوان مارکر لیپید پراکسیداسیون توسط روش تیوباربیتوریــک
لیتــر از میلــی 2/0بــه  انجــام شــد. بــدین ترتیــب کــه اسید

 ر از معــرفـلیتــمیلی 1/0سوسپانسیون میتوکندریایی یا بافتی 
TBA  شــامل)HCl 5/0 مــولار و TCA 15 ــد  TBAو  درص

) اضافه نموده و به خوبی مخلوط می نماییم و درصد 3/0
 گــراددرجه ســانتی 100محلول حاصل را درحمام آب گرم 

 نماییم و پس از سرد شــدندقیقه انکوبه می 30به مدت زمان 
بوتــانول افــزوده و خــوب تکــان -nلیتــر میلــی 4/0به آن 

دور بر  3500یوژ با دور دهیم. سپس محلول با سانتریفمی
بوتــانول را - nدقیقه سانتریفیوژ میکنیم. لایه  10ثانیه به مدت 

 توســطنــانومتر  532جدا کرده و جــذب آن در طــول مــوج 
 )Tecan,Rainbow Thermo,and Austria( دستگاه الایــزا

   .)21(شد یريگاندازه
  

  پروتئین کربونیل یريگاندازه
ــرف  )dinitrophenyl-hydrazine )DNPH-2,4 از مع

 گردد.گیري میزان پروتئین کربونیل استفاده میجهت اندازه
میکرولیتــر از  500پــس از تعیــین میــزان پــروتئین بافــت 
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 پژوهشی

 

 میکروگرم 250) به W/Vدرصد(20کلرو استیک اسید تري
گــراد درجه سانتی 4 از نمونه اضافه می نماییم و در دماي

هــاي شود. سپس پــروتئیندقیقه قرار داده می 15به مدت 
دور بر ثانیه در  6500رسوب داده شده را با سانتریفیوژ با 

دقیقه سانتریفیوژ نموده و محلولی رویــی را دور  10زمان 
گیــرد. ریخته و رســوب زیــرین مــورد اســتفاده قــرار مــی

ـــوب را در  ـــول  500رس ـــر از محل  NaOH 1/0میکرولیت
 10میکرو لیتر از محلــول  500مولار پراکنده نموده و در 

ــی مــولار  ــه  HCl )2حــل شــده در  DNPHمیل مــولار) ب
ها می افزاییم. همچنــین از یــک بلانــک بــا اضــافه نمونه

 DNPHمولار) بــدون  HCl )2 میکرولیتر از  500نمودن 
 دقیقــه 30نماییم سپس به مــدت از نمونه پروتئین تهیه می

نمــاییم و ها را در دماي اتاق و به دور از نور انکوبه مــینهنمو
 )W/V( درصــد 20کلرواستیک اسید میکرولیتر از تري 500

 بــا وژیفیســانترافزاییم. رسوب پروتئینــی بــا ها میبه نمونه
و  نمــوده وژیفیسانتردقیقه  10 زمان در هیثان بر دور 6500

 لیترمیلی 1محلول رویی را دور ریخته و رسوب زیرین با 
ترکیب  1به  1از مخلوط اتانول و اتیل استات به صورت 

دور بــر ثانیــه و  6500کنیم و مجددا با ســانتریفیوژ بــا می
دقیقه سانتریفیوژ کرده و محلول رویــی را  10مدت زمان 

میکرولیتــر از محلــول  20دور ریخته و رسوب نهــایی بــا 
میــزان مــولار پراکنــده نمــوده و  6گوانین هیدروکلرایــد 

نــانومتر بــا دســتگاه  365ها را در طول مــوج جذب نمونه
   .)22(اسپکتروفتومتري قرائت گردید

  
  محتواي گلوتاتیون یريگاندازه

نیترو تیــومحتواي گلوتاتیون بــه کمــک معــرف دي
 یدشــدهد. شدت رنــگ تولگیري شبنزوئیک اسید اندازه

 نــانومتر 412مــوج ر طولد توسط دستگاه اسپکتروفوتومتري
ارزیابی و میزان گلوتاتیون برحســب نــانومولار گــزارش 

    .)23(شد
  

  گیري فاکتورهاي التهابیاندازه
  )NO ( نیتریک اکساید

   سیگــر معــرف اســاس بر دیاکسا کیترین يمحتوا
  

 واکــنش توسط دیاس کیلیسولفان ن روشیا در. شد دهیسنج
. شــد لیتبــد ومینیازید نمک به دیاس محلول در تیترین با

 کــه نیامیــد لنیاتیل) نفت N-)1 به سپس ومینیازید نمک
 یکم سنجیفط روش به و شد لیتبداست  آزو از یفرم
   .)24(گیري شداندازه آن جذب نانومتر 548در 

  

  پرمي اسپارامترهایابی ارز
  اسپرم تعیین تعداد

ــد از جداســازي اپیدیــدیم و بــا   کــردن خــرد بع
 خــارج اپیدیدیم از منی مایع يهانمونهقیچی  با اپیدیدیم

درجــه  32دقیقــه انکوباســیون در دمــاي  10و بعــد از  شد
 میکروسکوپ و هموسیتومتر توسط اســپرم گراد، تعدادسانتی

 از لیتریلیم یک میلیون دریکعنوان به 40 ییبزرگنما با
   .)25(بیان شد نمونه اندازه

  

  اسپرم تحرك تعیین. 2-6-2
 سازمان دستورالعمل براساس اسپرم حرکت سنجش

 کــه بیــترت نیــا بــه .شد انجام) WHO( بهداشت یجهان
ــه برداشــتن از قبــل ــ و همــوژن کــاملاً را آن نمون  کسیم
 طیمحــ در اســپرم ونیسوسپانس ازمیکرولیتر  10 سپس، کرده

ــرار لام يرو کشــت ــرار   لامــل آن يرو و داده شــد ق ق
 کروسکوپیم 40 ییبزرگنما با رانمونه  اصلهبلاف. گرفت

 حداقلبراي این تست، . گرفت  قرار یابیارز مورد ينور
 هــر بــراي را اســپرم 200 حــداقل و یکروســکوپیم دانیم 5
 يهــااســپرم درصــد و گرفــت قــرار یبررســ مــورد وانیــح

 انجــام بــار 2 نمونــه هــر يبــرا شمارش. شد محاسبه متحرك
 يهــااســپرم درصــد ســپس. دشــ اعلام آن نیانگیم و گرفت

 شــده شــمارش يهــااســپرم کــل تعــداد بــه نســبت متحــرك
 يهــااســپرم نیانگیــم تیــنها در و محاســبه درهرتکــرار

   .)25(شد نییتع وانیح هر در متحرك
  

  اسپرم مورفولوژي یینتع
   بــا هــالام بــر روي لام تهیــه شــد. اســپرم اســمیر

 ١٪ Eosin-Y/5٪nigrosin اجــازه شدند و یزيآمرنگ 
 هــاييناهنجار ســپس .شــود خشک آزاد يهوا در شد داده
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 بدون، کوچک سر يدارا يهااسپرم مانند مورفولوژیکی
 ده،یــخم دم، دم دو، ســر دو ده،یــخم گردن ،یدوک سر سر،

 در دم بــدون و کوتــاه دم ،غیرطبیعــی یــا خــورده چیپ مد
 بــا 100 بــا بزرگنمــایی حیــوان هــر اسپرم در 200 حداقل

   .)25(گرفت قرار یموردبررس میکروسکوپ
  

  بیضهبررسی هیستوپاتولوژیک بافت 
 یکــرونم 5بــا  ییهــابرش در بیضــه بافــت يهانمونه

 ائـــوزین و یلنهماتوکســـ يهــاضــخامت توســـط رنگ
 توســط یســتولوژيه يهــا لام ســپسشدند.  یزيآمرنگ

   قرار گرفت. یموردبررس نوري میکروسکوپ
  

  آنالیز آماري
 انحــراف معیــار گــزارش ±نتایج برحسب میــانگین 

افــزار آمــاري مــه آنالیزهــاي آمــاري توســط نرمشده و ه
SPSS  هاي آمــاري آنــواي انجــام شــد. از تســت 14مدل

ــا پســت تســت  طرفــهیک اســتفاده شــد حــدود  Tukeyب
   در نظر گرفته شد. >05/0Pداري از معنی

  

  یافته ها
ل و فلاونوئیــد و میــزان فعالیــت جــاروب ومحتواي تام فن

 هیــدروالکلی رهتوسط عصا DPPHکنندگی رادیکال آزاد 
  بادرنجبویه

 محتواي تام فنلی عصاره هیدروالکلی گیاه بادرنجبویــه
گرم معادل گالیک اسید در یــک گــرم میلی 4/56 ± 9/0

 عصاره خشک گیاه و محتواي تــام فلاونوئیــدي عصــاره
گرم معــادل کوئرســتین در یــک گــرم میلی 7/14 ± 5/6

عصاره خشک برگ و گــل گیــاه تعیــین شــد. همچنــین 
ها جهت ارزیــابی خاصــیت جــاروب عصاره IC50یج نتا

   شد.تعیین  DPPHکنندگی رادیکال 
  

 ذراتبر تشکیل  گیاه بادرنجبویه هیدروالکلی اثر عصاره
  موش صحرایی بیضهفعال اکسیژن در 

شــود یممشــاهده  1شــماره که در جدول  طورهمان
 داري با افــزایش ســطح ذراتمواجهه با اتانول به شکل معنی

اکســیژن همــراه بــود و تجــویز عصــاره بادرنجبویــه فعال 
میزان تولید ذرات فعال اکســیژن را در مقایســه بــا گــروه 

   ).P >05/0(طور چشمگیري مهارکردکننده اتانول بهدریافت
  

 گیاه بادرنجبویه بر پراکسیداســیون لیپیــدي در اثر عصاره
  موش صحرایی بیضه

د شــومشــاهده می 1 جدول شــماره طور که درهمان
هــاي تحــت مواجهــه بــا بیضه رت در بافت MDAمیزان 

نتــایج نشــان داد  داري افزایش داشت.طور معنیاتانول به
کننده عصاره بادرنجبویــه نســبت بــه که در گروه دریافت

طور بــه MDAکننــده اتــانول میــزان تولیــد گروه دریافت
   ).P >05/0(داري کاهش یافت معنی

  

 بیضــهر پروتئین کربونیل در گیاه بادرنجبویه ب اثر عصاره
  موش صحرایی

در مطالعه حاضر نشان داده شد که مواجهه با اتانول با 
 دربیضه رت همراه سطح پروتئین کربونیلدار یمعن افزایش

ي هــاگروهیج نشان داد کــه در نتا .)1شماره جدول بود (
 یافــتدرکننده عصاره بادرنجبویه نسبت به گروه یافتدر

    ).P >05/0(ش این بیومارکرمشاهده شد کننده اتانول کاه
  

 بیضهگیاه بادرنجبویه بر غلظت گلوتاتیون در  اثر عصاره
  موش صحرایی

 در مطالعه حاضر نشان داده شد که اتانول ســبب تخلیــه
 ).1اســت(جدول شــماره گلوتاتیون در بافت بیضه شدهسطوح

 طورعصاره بادرنجبویه توانست بــه از سویی دیگر تجویز
ــن بافــت دامعنــی ري از کــاهش ســطح گلوتــاتیون در ای

  ).P >05/0( ممانعت کند
  

گیاه بادرنجبویه بر میزان نیتریــک اکســاید در  عصارهاثر 
  بافت بیضه
شــود یممشــاهده  1جدول شــماره  که در طورهمان

 یشافــزاکننده اتانول بســیار یافتدردر گروه  NOمیزان 
درمــان ي تحــت هــاگروهو از سویی دیگر در  یافته است

کننده اتانول یافتدرعصاره بادرنجبویه نسبت به گروه  با
  ).P >05/0شد (کاهش این بیومارکر مشاهده 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

19
 ]

 

                             6 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-16989-en.html


     
  و همکارانی بیعمران حب     

 19        1400، آبان  202دوره سی و یکم، شماره                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                   

 پژوهشی

 

  یداتیو و التهابیاسترس اکس يبر پارامترها یهبادرنجبو یاهعصاره گ یرتأث :1شماره  جدول
  

  نیتریک اکسید
(µM) 

  پروتئین کربونیل
(µM) 

  گلوتاتیون
(µM) 

  لیپید پراکسیداسیون
(µM) 

 ذرات فعال اکسیژن
(Fluorescence Intensity) 

  گروه

2/14 ± 04/4  585/0 ± 17/0  100± 37/6  84/2 ± 07/1  7/35 ± 74/3  کنترل 

14± 91/3  646/0 ± 17/0  113± 89/5  93/3 ± 32/1  4/27 ± 66/3   )(400mg/kgعصاره 
2/69 ± 01/7 *** 21/1 ± 11/0 *** 1/48 ± 73/5 *** 7/13 ± 55/1 *** 7/93 ± 35/6   اتانول ***
5/49 ± 32/8 ## 11/1 ± 09/0  52± 05/4  89/9 ± 42/1 ## 1/82 ± 24/7   )(100mg/kgاتانول+عصاره #

4/26 ± 78/4 ### 887/0 ± 06/0 # 1/60 ± 10/4 # 58/5 ± 04/2 ### 2/81 ± 14/8   )(200mg/kgاتانول+عصاره ##
3/22 ± 38/2 ### 740/0 ± 19/0 ### 107± 72/6 ### 40/5 ± 68/0 ### 6/51 ± 78/1   )(400mg/kgاتانول+عصاره ###
7/31 ± 06/3 ### 298/0 ± 17/0 ## 1/60 ± 77/6 # 64/7 ± 96/0 ### 5/77 ± 49/3   )500mg/kgاتانول+ ویتامین ث(  ###

  

  ،).P >01/0( است اتانول گروه با دارمعنی اختلاف دهندهنشان: ##    . است شدهگزارش معیار انحراف ±میانگین صورتبه نتایج
  ،)P >001/0( است اتانول گروه با دارمعنی اختلاف دهندهنشان: ###  ،)P >001/0( است کنترل گروه با دارمعنی اختلاف دهندهنشان: : ***

  .شد گرفته نظر در مثبت کنترل عنوانبه): (Vit C ویتامین ث      ،)P >05/0( است اتانول گروه با دارمعنی اختلاف دهندهنشان: #

  
  اسپرم برتعداد حرکت و مورفولوژيتأثیر عصاره بادرنجبویه 

شــود یممشــاهده  2جدول شــماره  که در طورهمان
 اســپرم در و مرفولــوژي نرمــال تعداد کاهش در تحرك،

مشاهده شــد و از ســویی  اتانول با درمان تحت يهاگروه
 یافــتدرعصاره بادرنجبویه نسبت به گــروه  دیگر تجویز

ــانول توانســت ــود در  کننــده ات ــاي يناهنجارســبب بهب ه
  ).P >05/0( اسپرم شود

  
 مورفولوژي و حرکت تعداد، روي بر بادرنجبویه یاهاثرگ :2جدول شماره

  اتانول کنندهیافتدر نر هاي رت درها اسپرم
  

  مورفولوژي
 (درصد) غیر طبیعی اسپرم

  حرکت اسپرم
 (درصد)

  تعداد اسپرم
)6(×10 

 گروه

9± 83/2  5/67 ± 81/9  2/23 ± 32/2   کنترل 
33/9 ± 37/4  7/64 ± 3/12  8/25 ± 54/3   )(400mg/kgعصاره 

8/23 ± 27/5 *** 7/40 ± 23/7 *** 14± 83/2   اتانول ***
19± 61/2  3/37 ± 7/11  5/16 ± 17/2   )(100mg/kgاتانول+عصاره 

2/18 ± 99/2  1/56 ± 14/5  5/18 ± 87/1   )(200mg/kgاتانول+عصاره 
8/13 ± 32/2 ### 3/61 ± 09/5 ## 5/22 ± 08/3   )(400mg/kgاتانول+عصاره ###

7 /17 ± 80/2  3/44 ± 62/6  7/20 ± 73/2   )500mg/kgاتانول+ ویتامین ث(  ##
  

  است.  شدهگزارش معیار انحراف ±میانگین صورتبه نتایج
  ، )P >001/0(: اختلاف معنادار با گروه کنترل ***

  ،)P >01/0( کننده اتانولیافتدردار با گروه یمعناختلاف  :##
  .)P >001/0( کننده اتانولیافتدردار با گروه یمعن: اختلاف ###

  
  توپاتولوژي بیضهحاصل از مطالعات هیس یجنتا

ــویر ــماره  تص ــیم 1ش ــت ب یکروگراف ــهاز باف   را  یض
مربــوط بــه  A-1شــماره  . شکلدهدیها نشان مدر گروه

 نرمــالیبــافتی  ســاختار کــاملاًکــه  باشــدیگروه کنترل م
و  باشــدیــاد میزســمی نیفــر لوله  یتلیوم. ضخامت اپدارند

 دیــده فراوانــی بــهدر داخل لومن  یدهااسپرماتوزوئتعداد 
کــه  یوانــاتیح دهدینشان م B-1 شماره تصویر. شودیم

ــانول در ــتات ــد  یاف ــخامت کــاهشکردن ــوم، در ض  اپیلی
در  یدکــاهش اســپرماتوزوئ نیفر، سمی لوله لومن یشافزا

ــومن يداخــل فضــا ــین  ل ــهو ادم ب ــدها لول . را نشــان دادن
 دهــدینشــان م D-1شماره  تصویر و C-1 شماره تصویر

ــهبادرنجبو یزتجــو ــانول  ییهــاشدر مو ی ــتدرکــه ات  یاف
را بهبــود  یضــهب یدر ساختار بــافت یبآس ینکردند توانست ا
ــد. همان ــوببخش ــه کــه تص ــان م یرگون ــنا دهــدینش    ی

کــاملاً مشــهود  یلــوگرم/کگرمیلیم 400در دوز  يبهبــود
  .باشدیم

  

  
  

. فتومیکروگراف هایی از بافت بیضه در همه گروه ها :1شماره تصویر 
)A ؛ () کنتــرلB) اتــانول (10 mg/kg) ؛(C) 10) اتــانول mg/kg + (

 عصاره) + mg/kg 10) اتانول (D)؛ (mg/kg 200بادرنجبویه ( عصاره
لومن  افزایشدهنده نشان رنگیاهسفلش  ).mg/kg 400بادرنجبویه (

 یتلیومضخامت اپ کاهش یانگرو فلش قرمزرنگ ب ینیفرسم يهالوله
 دهــد.یمنشــان  هالولــها بــین ینیفرو فلــش آبــی ادم رســم يهالولــه

ائــوزین صــورت گرفتــه اســت. -بارنگ هماتوکســیلن یزيآمرنگ
  Scale bar=100µmاست.  شدهیهته10× تصاویر با بزرگنمایی
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  بحث
 کــه داد نشــان حاضر مطالعه از آمده دست به نتایج

ســبب افــزایش ذرات فعــال  اتــانول صفاقی-درون تزریق
نیتریک  ین کربونیل،پروتئ لیپیدپراکسیداسیون، اکسیژن،

ین همچنــ شــد. بیضه بافت در اکسید و کاهش گلوتاتیون
 و مرفولــوژي تعــداد کاهش در تحرك، ي،پاتولوژضایعات 

مشــاهده  اتانول با درمان تحت يهاگروه اسپرم در نرمال
بادرنجبویه بــه شــکل معنــاداري  شد، در حالی که تجویز

 بافــت بیضــه توانست استرس اکسیداتیو ناشی از اتانول را در
 هاي اسپرم و ضایعاتيناهنجارمهار کرده و سبب بهبود در 

استرس اکسیداتیو و ســمیت ناشــی از  گردد. یکپاتولوژ
تــرین مکانیســم اولــین و مهم عنوانبــههاي آزاد رادیکال

ســترس ا درواقــعسمیت اتانول در بافت بیضه نقش دارد. 
 بــزرگي هــامولکولتواند منجر به آسیب بــه یاکسیداتیو م

سلولی مثل پروتئین و لیپیــد باعــث اخــتلال در غشــاي و 
باعــث  DNAپاره شدن ســلول و یــا از طریــق آســیب بــه 

  .)26(یت آسیب بافتی شوددرنهاشروع مرگ سلولی و 
 اتــانول متابولیسم با الکل از ناشی اکسیداتیو استرس

اتانول تــاکنون در بــدن  متابولیکی مسیر سه. است مرتبط
 الکــل سه مســیر این از یک شده است. هریفتوصانسان 

) (MEOS یکروزومالم اکسیداسیون سیستم دهیدروژناز،
 و بــر کند ایجاد آزاد هايیکالراد تواندیمکاتالاز که  و

 محصــول اســتالدئید .گذارندیم تأثیر اکسیدانییآنت سیستم
 سیتوتوکســیک متابولیــت یــک. اســت اتــانول متابولیسم

 هــايگروه بــراي بــالا ترکیبــی میــل با پذیرواکنش بسیار
 قــادر ماده این. است هابافت یا هاسلول درون سولفیدریل

 اســیدهاي ازجمله ها،نوکلئوفیل با کووالانسی واکنش به
 پپتیــدها آمینه، اسیدهاي ها،کربوهیدرات دها،لیپی نوکلئیک،

 سمیت طریق از را سلولی عملکرد که. است هاپروتئین و
 واســطه بــا بــافتی آسیب نتیجه در دهند،می تغییر مستقیم
. عــوارض جــانبی مصــرف )27،28(شــودمی ایجــاد ایمنی
 اکســیداتیو، اســترس شــامل مردان تولیدمثل سیستم در الکل

 ها کــهبیضــه شــدن کوچک هورمونی، تعادل در اختلال
 تغییــرات جنسی، غدد اختلالات جنسی، ناتوانی به منجر

 نابــاروري ســرم، و بیضه تستوسترون کاهش بیضه، ساختاري
  .)29،30(شودثانویه می جنسی خصوصیات سایر کاهش و

ــیار فراینــد یــک اســپرماتوژنز،  کــه بــه فعــال بس
 اکسیداتیو استرس بالایی نیاز دارد.افزایش رسانیاکسیژن

) PUFA(نشده اشباع اسیدهاي چرب به رساندن آسیب با
دهــد می یلتشک پلاسمایی اسپرماتوزوئید را غشاهاي که

  .)31(شودمانع فرایند اسپرماتوژنز می
مستقیم  طوربهي نشان داده شد که اتانول امطالعهدر 

شود، همچنین نشــان داده شــد یمباعث مهار اسپرماتوژنز 
بســیار قدرتمنــدتر از اتــانول در بیضــه رت  که اســتالدئید

ــا  ROS. کنــدیمعمــل  و اســتالدئید از طریــق واکــنش ب
گلوتاتیون منجر به کاهش دفاع انتی اکسیدانی وابسته بــه 

 مهمــی نقــش ROS تولیــد علاوه،هشوند. بیمگلوتاتیون 
 بــا. مواجهه دارد باروري رفتن بین از و اسپرم تحرك در

 ســاختاري هــاييناهنجار افزایش و زاییاسپرم در الکل
 اتــانول از مــدتیطولان اســتفاده ســو. دارد نقــش اســپرم

 الکلی يهاموشدر ناباروري و بیضه آتروفی باعث همچنین
 تــوانمیاکســیداتیو بنابراین با مهار اســترس  .)32،33(شودیم

  گرفت.را  بافتیآسیب  نهایتاًجلوي مرگ سلول و 
اکســیدانی مطالعات فراوانی اثرات محافظتی و آنتی

هاي ترکیبات فنلیک و فلاونوئیــدي را در مقابــل آســیب
ــی از رادیکال ــان کردهناش ــاي آزاد بی ــده ــذا  .)34،35(ان ل

گیاهانی که داراي این ترکیبات مؤثره در ســاختار خــود 
هاي هســـتند داراي پتانســـیل بـــالقوه مقابلـــه بـــا آســـیب

  باشند.د میهاي آزااکسیداتیو ناشی از رادیکال
 حــاوي (Melissa officinalis) برگ گیاه بادرنجبویــه

ــدها،  مونوترپنوئیــد، فنولیــک،پلــی ترکیبــات فلاونوئی
 هــاتانن ها،سسکیترپن هاترپنتري مونوترپن، گلیکوزیدهاي

 ترکیبــات زیاد وجود مقادیر .)12(است ضروري يهاروغن و
 ســینینامیک هیدروکسی قوي (مشتقات فنلی و اکسیدانییآنت

 )رزمارینیک اسید، کلروژنیک اســید، کافئیــک اســید اسید،
  .)36(تأییدکرد را آن اکسیدانییآنت فعالیت M.officinalis در

M.officinalis اکسیداتیو استرس در مطالعات مختلف 
 سوپراکسید کاتالاز،( پلاسما اکسیداتیو هايیمآنز سطح و
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  و همکارانی بیعمران حب     

 21        1400، آبان  202دوره سی و یکم، شماره                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                   

 پژوهشی

 

 )دیســموتاز سوپراکســید و پراکســیداز گلوتاتیون دیسموتاز،
 آســیب در کــاهش همچنــین منجــر بــه. بخشــید بهبود را

DNA ،37(لیپیدها گردید داسیونپراکسی و پلاسما(.  
 M.officinalis کــه عصــاره نشان داد مطالعهنتایج یک 

در بافت  ناشی از مالاتیون در کاهش صدمات اکسیداتیو
 اثــرات مطالعــات از بســیاري .)38(کبد و کلیه نقــش دارد

 بنابراین،. کردند تأیید را Melissa officinalis اکسیدانییآنت
ین مطالعه در ا هايیماريب درمان و پیشگیري در آن تأثیر

اســترس  اثــر تجــویز مــزمن اتــانول بــر روي فاکتورهــاي
یپید پراکسیداسیون، ل ، نیتریک اکسید،ROS( یداتیواکس

پروتئین کربونیل و گلوتاتیون) ،آسیب پاتولوژیک بیضه 
  .قرار گرفتی موردبررسو پارامترهاي آسیب به اسپرم 

نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که مواجهــه بــا 
با افزایش سطح ذرات فعال اکسیژن همــراه بــود و  اتانول

 هــاي تحــت درمــانتجویز عصــاره بادرنجبویــه در گروه
ـــی طوربـــه ـــاهش داد شـــد.معن ـــطح آن را ک  داري س

 یکــی از مارکرهــاي برجســته عنوانبهپراکسیداسیون لیپیدي 
شود. یکی از محصولات استرس اکسیداتیو محسوب می

اسیدهاي چرب، مــالون  یی فرایند اکسیداسیونشناساقابل
ــددي ــت. آلدئی ــاي اس ــر غش ــویی دیگ ــمایی از س  پلاس

 حساس آسیب پراکسیداسیون به ویژهبه اسپرماتوزوئیدها
 هســتند برخــوردار PUFA از خوبیبــه هــاآن زیرا هستند

بــر  .)39(هستند پذیرآسیب بسیار ROS حمله برابر که در
ــایج  ــاس نت ــاس ــه  لحاص ــن مطالع ــاره از ای ــویز عص تج

بادرنجبویــه توانســت پراکسیداســیون لیپیــدي ایجادشــده 
گلوتاتیون یکی .توسط اتانول را در بافت بیضه مهار کند

کــه  باشــدمیتــی اکســیدانی در بــدن نآاع فد ترینمهماز 
اکســیژن در  فعــال ذراتی کــردن ثنقش مهمی را در خن

ــه ع ــلول را ب ــس ــویز و  )32(دده داره ــه تج ــن مطالع در ای
عصاره بادرنجبویه توانســت از تخلیــه ذخــایر گلوتــاتیون 

یکــی دیگــر از توسط اتانول در بافت بیضه ممانعت کند. 
اجزاي سلولی کــه تحــت تــأثیر آســیب اکســیداتیو قــرار 

هاي آزاد قادرنــد بــا کالرادی ها هستند.گیرند پروتئینمی
هــا را تخریــب و ســاختار طبیعــی هــا آنحمله به پروتئین

طــی ایــن فراینــد پــروتئین  .)40(هــم بریزنــد هــا را بــهآن
 عنوان یــک مــارکر اکســیداتیوشود که بهیکربونیل ایجاد م

در مطالعه حاضر نشــان داده شود. ها محسوب میپروتئین
ــا افــزایش ــا اتــانول ب ســطح پــروتئین  شــد کــه مواجهــه ب
ي تحــت هاگروهکربونیل در بیضه رت همراه بود که در 

عصاره بادرنجبویه کاهش ایــن مــارکر مشــاهده  درمان با
و پروتئین توسط اتانول شد و توانست از آسیب اکسیداتی

 یــک فــاکتور عنوانبــهجلوگیري کند. نیتریــک اکســید 
 مطالعــه موردبررسی التهاب در بافت بیضه  التهابی جهت

قرار گرفت. نتایج حاصــل از ایــن مطالعــه نشــان داد کــه 
همــراه  مواجهه با اتانول با افزایش سطح نیتریک اکســید

تحــت هــاي بــود و تجــویز عصــاره بادرنجبویــه در گروه
در داري سطح آن را کــاهش داد شــد.معنی طوربه درمان

 تغییــرات و تحــرك اســپرم، تعــداد تعیــین این مطالعه بــا
 هســتند، بیضه آسیب به حساس مارکرهاي کهمورفولوژیکی

 عصــاره بادرنجبویــه اثــرات قابــل تجــویز مشاهده شد که
 اتــانول از ناشــی اســپرم ناهنجــاري اي در کاهشملاحظه

ارزیابی هیســتوپاتولوژیک بافــت بیضــه در همچنین .دارد
هــاي تحــت مواجهــه بــا این مطالعه بیان کرد کــه در رت

 یدتعــداد اســپرماتوزوئاتانول کاهش در ضخامت اپیتلیــوم و 
 عصــارهیافته است، که یشافزاشود و قطر لومن یمدیده 

 ی ایــنتوجهقابــل به میــزان بادرنجبویه توانست هیدروالکلی
 هــايبافتی کاهش دهــد.از محــدودیت آسیب را در ساختار

عدم بررسی مسیرهاي مختلف مکانیسمی  پژوهش حاضر
بادرنجبویه و بیان آنزیمی و عدم تعیین مــاده مــوثره بــود. 

توان به عدم به کارگیري گیاه بادرنجبویه بــا همچنین می
دیگر ترکیبات موثر بر کاهش آسیب تولید مثلی جهــت 

بنــابراین بررســی بیــان بررسی اثر سینرژیسم اشاره کــرد. 
 آنزیمی و تعیین مسیرهاي مکانیسمی مختلف بادرنجبویه

(مسیرهاي التهابی و آپاپتوز) جهت کاهش آسیب تولیــد 
شــود اجــزاي شود. همچنین پیشــنهاد مــیمثلی توصیه می

گیاه بادرنجبویه جداسازي گردد و مطالعه روي هر جــزء 
بــا ســایر صورت بپذیرد و اثر سینرژیسم گیاه بادرنجبویه 
  داروهاي کاهنده آسیب تولید مثلی بررسی شود.
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ــان  ــوان یمدر پای ــهنتت ـــد یج ــه تولی ـــرد ک گیري ک
 ین مکانیســمتــرمهمتوان یمهاي آزاد را یکالرادازحد یشب

یدمثلی ناشی از مصرف مزمن اتــانول دانســت. تولسمیت 
گیــاه بادرنجبویــه  عصــارهطبق نتــایج مطالعــه مــا تجــویز 

داري اســترس اکســیداتیو را در بافــت معنــی طوربــهتوانست 
هاي صحرایی مهار نماید. بــا توجــه بــه نتــایج موش بیضه

ــده دســتبه ــرات، آم ــه اث ــر محــافظتی در بادرنجبوی  براب
احتمــالاً  کــه داد نشــان اتــانول از یدمثلی ناشیتولسمیت 

 توان از ایــنیماست. لذا  آن اکسیدانییآنت فعالیتواسطه به
 هــایشآزمابرداري و طی کردن مراحل رهگیاه پس از به

هاي یبآســیــک درمــان مکمــل در مواجهــه بــا  عنوانبه
  بافتی ناشی از مواجهه مزمن با اتانول استفاده نمود.

  

  سپاسگزاري
دکتـــراي عمـــومی  نامـــهیانپاایـــن مقالـــه حاصـــل 

ــا کــد اخــلاق  ــامقلی زاده ب ــه ام داروســازي خــانم فاطم
IR.MAZUMS. REC.1399.1767 1767طــرح  و کــد 

باشد. منابع مــالی ایــن مطالعــه توســط دانشــگاه علــوم می
شده است که بدین وسیله تشــکر ینتأمپزشکی مازندران 

  شود.و قدردانی می
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