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مجله پزشكي كوثر
دوره 13، شماره 2، تابستان 1387
صفحات: 95-102

چكيده
هدف: مواجهه مداوم با سطوح پائين سرب باعث افزايش فشارخون در انسان و نمونه هاي حيواني ميگردد. فشارخون ناشي از سرب 
ــترس ارتباط  ــايد (NO) در دس ــيدان نظير ROS و كاهش نيتريك اكس تا حدودي با افزايش توليد راديكال هاي آزاد و عوامل اكس
ــيد (ويتامينC) را بعنوان يك آنتي اكسيدان بر ميزان متابوليتهاي نيتريك اكسايد و  ــكوربيك اس دارد. در اين مطالعه تأثير دريافت اس

فشارخون سيستولي بدنبال مواجهه با سرب بررسي كرديم.
ــرل، گروه مصرف كننده  ــا وزن تقريبي 250-200 گرم در چهار گروه كنت ــهاي صحرائي نر نژاد Wistar ب مـواد و روشـها: موش
ــرب (ppm 100  در آب آشاميدني) بعلاوه اسكوربيك  ــرب (ppm 100  در آب آشاميدني)، گروه مصرف كننده استات س ــتات س اس
ــكوربيك اسيد (يك گرم در ليتر آب آشاميدني) تقسيم بندي شدند.  ــاميدني) و گروه مصرف كننده اس ــيد (يك گرم در ليتر آب آش اس
ــفيگمومانومترPE300 از ناحيه دم حيوان انجام گرفت.اندازه گيري ميزان  ــارخون سيستولي با استفاده از دستگاه اس اندازه گيري فش
نيتريك اكسايد سرم بصورت غير مستقيم و از طريق اندازه گيري متابوليتهاي پايدار آن يعني نيترات و نيتريت كل (NOx) به روش 

اسپكتروفوتومتري و با استفاده از واكنش گريس (Griess) انجام گرفت.
ــبت به گروه كنترل افزايش داد.  ــارخون سيستولي را نس ــرب بطور معني داري فش ــتات س يافته ها: پس از دوازده هفته مصرف اس
ــيد مانع از افزايش فشارخون سيستولي بدنبال مواجهه با سرب گرديد بطوريكه اختلاف معني داري نسبت به  ــكوربيك اس دريافت اس
ــرم در گروه مصرف كننده استات سرب كاهش معني داري نسبت به گروه كنترل نشان  ــت. ميزان NOx س گروه كنترل وجود نداش
NOx داد، در حاليكه در گروههايي كه علاوه بر استات سرب اسكوربيك اسيد نيز دريافت كرده بودند اختلاف معني داري در ميزان

سرم نسبت به گروه كنترل مشاهده نشد.
نتيجه گيرى: نتايج اين مطالعه نشان ميدهد كه دريافت اسكوربيك اسيد ميتواند با مكانيسم جلوگيري از كاهش ميزان NOx سرم 

مانع از افزايش فشارخون ناشي از سرب گردد.
واژه هاى كليدى: اسكوربيك اسيد، نيتريك اكسايد، فشارخون، سرب 

اثر دريافت اسكوربيك اسيد بر ميزان متابوليت هاي نيتريك اكسايد و فشارخون 
سيستولي بدنبال مواجهه با سرب در موش بزرگ آزمايشگاهي
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1. مقدمه
مواجهه مزمن با سطوح پائين سرب باعث افزايش پايدار فشارخون در 
ــان و نمونه هاي حيواني ميگردد كه حتي بعد از مواجهه با سرب  انس
ــيون ناشي از سرب ارتباط زيادي  نيز باقي مي ماند (2و1). هيپرتانس
 Reactive Oxygen) ROS ــيداتيو و افزايش توليد با استرس اكس
ــرب حتي در دوزهاي  ــرب دارد، مواجهه با س ــط س Species) توس

ــيد،  پايين باعث افزايش توليد راديكال هاي آزاد نظير يون سوپراكس
ــيژن و راديكال هيدروژن مي شود  پراكسيد هيدروژن، راديكال اكس
(5-3). استرس اكسيداتيو از طريق غير فعال نمودن نيتريك اكسايد 
ــيون  ــيله ROS نقش اصلي را در ايجاد بيماري هيپرتانس (NO) بوس
ــترس اكسيداتيو با استفاده  ــي از سرب ايفاء مي كند. كاهش اس ناش
ــون و افزايش  ــار خ ــيدان ها مي تواند باعث كاهش فش از آنتي اكس
ــيون ناشي از سرب شود (7و6).  ــايد (NO) در هيپرتانس نيتريك اكس
ــيد (ويتامين C) يك آنتي اكسيدان مهم در پلاسما و  اسكوربيك اس
غشاهاي سلولي محسوب مي شود، اين ويتامين محلول در آب بوده 
ــكوربيك  ــبزيجات به مقدار زياد وجود دارد، اس ــت و در ميوه وس اس
ــيد مي تواند راديكال هاي آزاد بويژه يون سوپراكسيد را از محيط  اس
ــايد (NO) را از طريق محافظت از آن در برابر  بردارد و نيتريك اكس
اكسيداسيون و نيز بالابردن ميزان سنتز آن از طريق افزايش فعاليت 
ــش دهد.  (endothelial Nitric Oxide Synthase) افزاي eNOS

ــت باعث كاهش حساسيت  ــيد همچنين ممكن اس ــكوربيك اس اس
عروقي به نوراپي نفرين و افزايش گشادي عروقي وابسته به اندوتليوم 

از طريق افزايش ميزان نيتريك اكسايد شود (8-12).
با توجه به نقش راديكال هاي آزاد در ايجاد فشار خون ناشي از سرب، 
ــيدان ميتواند در كاهش فشار خون ناشي از  بكارگيري يك آنتي اكس
مواجهه با سرب مفيد باشد. در مطالعه حاضر تأثير اسكوربيك اسيد به 
عنوان يك آنتي اكسيدان بر تغييرات فشار خون ناشي از اثرات كوتاه 
ــدت (8 و4 هفته) و تحت مزمن (12هفته) مواجهه با غلظت پايين  م
استات سرب (100ppm) و نيز تغييرات سطح متابوليت هاي نيتريك 
اكسايد (NO) يعني نيتريت و نيترات كل (NOx) و نيز تغييرات وزن 

حيوانات بررسي شده است.

2. مواد و روش ها:
ــر نژاد Wistar با وزن تقريبي  ــن مطالعه موش هاي صحرائي ن در اي
250-200 گرم استفاده شدند. حيوانات بطور تصادفي در چهار گروه 
ــيد  ــكوربيك اس ــف كنترل (CNTL)، گروه دريافت كننده اس مختل
(AA)، گروه دريافت كننده استات سرب (Ld) و گروه دريافت كننده 
ــكوربيك اسيد (Ld+AA) قرار گرفتند. با  استات سرب به علاوه اس
توجه به نتايج مطالعات قبلي اسكوربيك اسيد با غلظت 1 گرم در ليتر 
و استات سرب با غلظت ppm 100 بصورت محلول در آب آشاميدني 
ــد. گروه دريافت كننده اسكوربيك اسيد  به حيوانات مورد نظر داده ش
ــيد با غلظت 1 گرم در ليتر  ــكوربيك اس ــاميدني حاوي اس از آب آش
استفاده مي نمودند. گروه دريافت كننده استات سرب از آب آشاميدني 
ــرب مصرف مي كردند و گروه دريافت  ــتات س حاوي ppm 100 اس
كننده استات سرب به علاوه اسكوربيك اسيد از آب آشاميدني حاوي 
ــيد با غلظت 1 گرم در ليتر و استات سرب با غلظت  ــكوربيك اس اس
ppm 100 استفاده مي نمودند. تغييرات ميزان متابوليت هاي نيتريك 

ــار  ــي نيترات و نيتريت كل (NOx) و ميزان فش ــايد (NO) يعن اكس
ــي در  خون و نيز تغييرات وزن حيوانات در گروههاي مختلف آزمايش
شروع آزمايش و در هفته هاي چهارم، هشتم و دوازدهم اندازه گيري 
ــدند و ميزان اسكوربيك اسيد سرم در گروههاي مختلف آزمايشي  ش

نيز اندازه گيري گرديد.
ــرايط  ــب حيوانخانه و ش ــان و دماي مناس ــرايط يكس حيوانات در ش
تاريكي- روشنايي 12 ساعته و دسترسي آسان به آب و غذا نگهداري 
شدند. حيواناتي كه براي اندازه گيري ميزان NOx استفاده مي شدند 
ــدند و براي آزمايش اندازه  ــارخون استفاده نش براي اندازه گيري فش

گيري فشار خون از حيوانات جداگانه اى استفاده شد. 
2. 1. اندازه گيري فشار خون

اندازه گيري ميزان فشار خون حيوانات قبل از شروع داروهاي مصرفي 
ــتم و دوازدهم انجام شد، به اين  ــپس در هفته هاي چهارم، هش و س
ــتفاده از تركيب كتامين و گزيلازين (به  صورت كه ابتدا حيوان با اس
ــر كيلو گرم وزن بدن) بيهوش  ــب 50 و 7 ميلي گرم به ازاي ه ترتي
ــپس فشار خون سيستولي با استفاده از دستگاه فيزيوگراف ناركو  و س

MKIII اندازه گيري شد. 
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2. 2. اندازه گيري ميزان نيتريك اكسايد
اندازه گيري نيتريك اكسايد بطور غير مستقيم و از طريق اندازه گيري 
ــرات و نيتريت كل (NOx) انجام  ــاي پايدار آن يعني نيت متابوليت ه
گرفت. همبستگي بالايي ميان توليد نيتريك اكسايد در بدن و سطح 
ــما و ادرار وجود دارد  ــرم، پلاس ــرات و نيتريت كل (NOx) در س نيت
ــري متابوليت ها، روش كالريمتري  ــج ترين روش اندازه گي (13). راي
ــت، اساس اين واكنش تشكيل يك  ــتفاده از واكنش گريس اس با اس
ــيون يك سولفانيل آميد به كمك نيتريت در  كروموفور از دي آزوتاس
 NEDD ــيدي و تركيب آن با يك آمين دوحلقه اي مثل محيط اس

(N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydroChloride) است 
ــتفاده از كلريد  ــن مطالعه نيترات موجود در نمونه ها با اس (14). در اي
(VCl3) به نيتريت تبديل شد، سپس از دي آزوتاسيون  (III) واناديوم
ــيدي و كونژوگاسيون  ــولفانيل آميد به كمك نيتريت در محيط اس س
ــا آمين دوحلقه اي NEDD، ماده رنگي توليد و جذب نوري آن  آن ب
در طول موج 540 نانومتر خوانده شد و با استفاده از منحني استاندارد 

به دست آمده غلظت نمونه ها محاسبه گرديد (15).

 2. 3. اندازه گيري ميزان اسكوربيك اسيد
ــرم ابتدا اسكوربيك  ــيد س ــكوربيك اس  براي اندازه گيري ميزان اس

ــط +Cu2 به دهيدرواسكوربيك اسيد اكسيد شد و سپس با  اسيد توس
ــيدي واكنش  ــب حلقوي دي نيترو فنيل هيدرازين در حالت اس تركي
ــوج 520 نانومتر با  ــد كه در طول م ــكيل ش داده و ماده رنگي را تش

اسپكتروفتومتر قابل اندازه گيري بود (16).

3. روش آناليز داده ها:
ــا در هر گروه با  ــه ميانگين داده ه ــه به منظور مقايس ــن مطالع در اي
ــه (ANOVA) و بدنبال آن  ــز واريانس يكطرف ــروه كنترل از آنالي گ
ــتفاده شد. براي مقايسه ميانگين يك  پس آزمون Tukey-HSD اس
 repeated measurement گروه در هفته هاي مختلف با يكديگر از
استفاده شد. نتايج بصورت Mean ± SEM بيان شده و P<0.05 به 

عنوان مرز معني داري تفاوت ها در نظر گرفته شد.

4. نتايج:
4. 1. وزن حيوانات

ــتم و  ــروع آزمايش و در هفته هاي چهارم، هش ــات در ش  وزن حيوان
دوازدهم در گروههاي مختلف آزمايشي تفاوت معني داري نسبت به 
ــته است و دريافت استات سرب و اسكوربيك اسيد  گروه كنترل نداش

بر وزن حيوانات بي تأثير بود (شكل 1).
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شكل 1: وزن حيوانات گروههاي مختلف آزمايشي قبل از شروع داروها و در هفته هاي چهارم، هشتم و دوازدهم آزمايش.
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 4. 2. اسكوربيك اسيد
ميزان اسكوربيك اسيد سرم در گروه دريافت كننده اسكوربيك اسيد 
ــي ليتر بود كه  در هفته دوازدهم برابر 0/01±1/23 ميلي گرم در دس
ــبت به گروه كنترل نشان داد  افزايش معني داري (P<0.001) را نس
و اين ميزان درگروه مصرف كننده استات سرب به همراه اسكوربيك 
ــيد در هفته دوازدهم برابر 0/01±1/2 ميلي گرم در دسي ليتر بود  اس
و افزايش معني داري (P<0.001) را در ميزان اسكوربيك اسيد سرم 
ــبت به گروه كنترل و گروه دريافت كننده استات سرب نشان داد.  نس
سطح اسكوربيك اسيد سرم در گروه دريافت كننده اسكوربيك اسيد 
ــتات سرب و اسكوربيك اسيد نزديك به  و درگروه دريافت كننده اس
ــكوربيك اسيد سرم  ــت. ميزان اس هم بود و تفاوت معني داري نداش
ــرب به ترتيب برابر  ــتات س در گروه كنترل و گروه دريافت كننده اس
ــكل  ــي ليتر بود (ش 0/008±0/8 و 0/007±0/78 ميلي گرم در دس

.(2

4. 3. فشارخون
ــرب قبل از شروع آزمايش  ــارخون گروه مصرف كننده استات س فش
ــوه بود كه در پايان هفته چهارم  ــر 4/38±102/14 ميلي متر جي براب
عليرغم افزايش فشارخون (4/88±110/28 ميلي متر جيوه) در گروه 
ــبت به فشارخون گروه كنترل  ــتات سرب اختلاف معني داري نس اس
ــد. ادامه مصرف  ــاهده نگردي ــي متر جيوه) مش (4/55±101/28 ميل
استات سرب باعث افزايش بيشتر فشارخون گرديد بطوريكه در هفته 
ــتم اختلاف معني داري (P<0.05) بين فشارخون گروه مصرف  هش
ــتات (4/83±127/14 ميلي متر جيوه) و گروه كنترل (90/  كننده اس
ــت. فشارخون گروه مصرف  4±102/85 ميلي متر جيوه) وجود داش
ــرب در هفته دوازدهم به 4/14±137/85 ميلي متر  كننده استات س
ــبت به  جيوه افزايش يافت كه افزايش معني داري (P<0.01) را نس
ــارخون گروه كنترل (5/04±102/57 ميلي متر جيوه) نشان مي  فش
ــرب، اسكوربيك اسيد نيز  ــتات س داد. در گروههايي كه علاوه بر اس

شكل 2: ميزان اسكوربيك اسيد سرم در گروههاي مختلف آزمايشي (هفته دوازدهم). 
***: P< 001 Mean ± S.E.M , n =7)) ،اختلاف نسبت به گروه كنترل (*)
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دريافت كرده بودند اختلاف معني داري در فشارخون سيستولي نسبت 
ــاهده نگرديد. همچنين بين فشارخون گروههايي  به گروه كنترل مش
ــتفاده مي نمودند و فشارخون گروه  ــكوربيك اسيد اس كه فقط از اس

كنترل تفاوت معني داري وجود نداشت (شكل 3).
4. 4. نيتريك اكسيد

ــرب در هفته چهارم  ــتات س ــزان NOx درگروه مصرف كننده اس مي
ــر بود كه كاهش معني داري  ــر 1/69±46/05 ميكرومول در ليت براب
ــرل (54/18±1/63  ــزان NOx گروه كنت ــبت به مي (P<0.05) نس
ــت. ادامه مصرف استات سرب باعث كاهش  ميكرومول در ليتر) داش
ــورت معني داري (P<0.01) در  ــتر NOx گرديد بطوريكه به ص بيش
هفته هشتم به 2/10±39/03 ميكرومول در ليتر و درهفته دوازدهم 

به 1/57±32/12 ميكرومول در ليتر كاهش يافت.
ــتات سرب، اسكوربيك   ميزان NOx در گروههايي كه علاوه بر اس
ــرل تغيير چنداني  ــبت به گروه كنت ــيد نيز دريافت كرده بودند نس اس
نداشت و تفاوت معني داري نشان نداد. همچنين بين ميزان NOx در 
گروههايي كه فقط اسكوربيك اسيد دريافت كرده بودند و گروههاي 

كنترل اختلاف معني داري وجود نداشت (شكل 4).

بحث و نتيجه گيرى:
ــكوربيك اسيد مى تواند  ــان مى دهد كه دريافت اس مطالعه حاضر نش
ــيون NO بوسيله عوامل ROS مانع  از طريق جلوگيرى از اكسيداس
ــارخون بالاى ناشى از سرب گردد. در اين مطالعه دريافت  از بروزفش
ــيد بصورت محلول در آب آشاميدنى  ــتات سرب و اسكوربيك اس اس
هيچ تأثيرى برميزان آب مصرفى و دريافت غذا و وزن حيوانات مورد 
آزمايش نداشت. در مطالعه اى كه توسط كريمى و همكاران (1998) 

انجام شد نتايج مشابهى بدست آمده است (17).
ــارخون سيستولى در گروه دريافت كننده استات  در مطالعه حاضر فش
ــرب در هفته چهارم اگرچه افزايش يافت ولي اين تغيير نسبت به  س
گروه كنترل معني دار نبود. ادامه مصرف استات سرب باعث افزايش 
ــارخون در هفته هاى هشتم و دوازدهم گرديد، بطوريكه در هفته  فش
ــارخون نسبت به هفته هشتم نيز افزايش معني داري را  دوازدهم فش
ــان مي داد و اين نتايج مشابه نتايج تحقيقات Ding و همكاران  نش

شكل 3: ميزان فشار خون سيستولي در گروههاي مختلف آزمايشي. (*) اختلاف نسبت به گروه كنترل، 
(#) اختلاف نسبت به گروه استات سرب در هفته چهارم، (€) اختلاف نسبت به گروه استات سرب در هفته هشتم

 (*,#,€:P<0.05,**: P<0.01 Mean±SEM, N=7) 
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ــكوربيك اسيد با غلظت  (1998) بود (18). در اين مطالعه دريافت اس
يك گرم در ليتر در آب آشاميدنى مانع از افزايش معني دار فشارخون 
ــتم و دوازدهم شده  ــرب در هفته هاي هش ــتات س بدنبال مصرف اس
ــت. هر چند در ظاهر چنين به نظر مي رسد كه اين ممانعت بطور  اس
ــت اختلاف معني داري بين  ــت، اما در نهاي كامل صورت نگرفته اس
ــارخون گروه دريافت كننده استات سرب بعلاوه اسكوربيك اسيد  فش

و فشارخون گروه كنترل مشاهده نگرديد. 
ــرم در گروه دريافت كننده سرب در  در مطالعه حاضر ميزان NOx س
هفته چهارم كاهش معنى دارى نسبت به گروه كنترل داشت و ميزان 
ــتم و دوازدهم كاهش بيشتري داشته است،  NOx در هفته هاى هش

بطورى كه بيشترين كاهش ميزان NOx را در هفته دوازدهم شاهد 
ــتات  بوديم. ميزان NOx در هفته چهارم در گروهى كه علاوه بر اس
ــرب، اسكوربيك اسيد نيز دريافت كرده بودند اختلاف معنى دارى  س
نسبت به گروه كنترل نداشت و اسكوربيك اسيد مانع از كاهش ميزان 
ــتم و دوازدهم نيز اگر  NOxدر هفته چهارم گرديد. در هفته هاي هش

ــرب بعلاوه  ــتات س چه ميزان NOx در گروههاى دريافت كننده اس
اسكوربيك اسيد نسبت به گروه كنترل اختلاف دارد ولي به نظر مي 
ــد مصرف اسكوربيك اسيد تا حدودي توانسته است كه از كاهش  رس
ــش از اندازه ميزان NOx جلوگيري نمايد بطوريكه اختلاف معني  بي
ــتات سرب بدون مصرف اسكوربيك اسيد و گروه  داري بين گروه اس
ــرب به همراه اسكوربيك اسيد مشاهده مي  مصرف كننده استات س
ــود. با اين وجود در اين مطالعه دريافت اسكوربيك اسيد نتوانست  ش
بطور كامل مانع از كاهش NOx ناشى از مصرف استات سرب شود، 
ــتات  زيرا كاهش معني داري در ميزان NOx گروه دريافت كننده اس
 NOx سرب بعلاوه اسكوربيك اسيد در هفته هشتم نسبت به ميزان
ــرب بعلاوه اسكوربيك اسيد در زمان  ــتات س گروه دريافت كننده اس
ــروع آزمايش وجود داشت. همينطور كاهش معني داري در ميزان  ش
ــتات سرب بعلاوه اسكوربيك اسيد در  NOx گروه دريافت كننده اس

ــتات  ــبت به ميزان NOx گروه دريافت كننده اس هفته دوازدهم نس
سرب بعلاوه اسكوربيك اسيد در هفته چهارم مشاهده شد.

شـكل 4: ميزان غلظت متابوليت هاي نيتريك اكسـيد (NOx) سـرم در گروههاي مختلف آزمايشي. (*) اختلاف نسبت به گروه كنترل، (#) اختلاف نسبت به گروه 
اسـتات سـرب در هفته صفر، (€) اختلاف نسـبت به گروه استات سرب در هفته چهارم، (£) اختلاف نسـبت به گروه مصرف كننده استات سرب بعلاوه اسكوربيك 
اسـيد در هفته صفر، (†) اختلاف نسـبت به گروه مصرف كننده اسـتات سرب بعلاوه اسكوربيك اسيد در هفته چهارم، (Ψ) اختلاف نسبت به گروه استات سرب در 

 (*,#,£:P<0.05, **,€,†,Ψ:P<0.01 Mean±SEM, N=7) هفته دوازدهم
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ــون و بيمارى  ــرب خ ــطح س در مطالعات اخير ارتباط زيادى بين س
ــارخون نشان داده شده است، فشارخون بالا در هر دو حالت حاد  فش
ــرب گزارش شده است. در بسيارى از مطالعات  و مزمن مواجهه با س
مواجهه مزمن با سطوح پايين سرب باعث افزايش پايدار در فشارخون 
ــرب ارتباط زيادى با  ــت (20و19و1). فشارخون ناشى از س ــده اس ش
ــم نيتريك  ــاى آزاد و تغييرات در متابوليس ــد راديكاله ــش تولي افزاي
ــايد دارد (22و21). همچنين چنين استنباط مي شود كه تغييرات  اكس
ــايد خون تنها عامل دخيل در ايجاد فشارخون  در ميزان نيتريك اكس
ــت و عوامل ديگري غير از نيتريك اكسايد  ــي از سرب نبوده اس ناش
 II ــين ــل تغيير در فعاليت ACE و يا تغيير در ميزان آنژيوتانس از قبي
EDCF  ،(Ag II) ، اندوتلين و تغييرات پاسخدهى عروقى مي توانند 

دخيل باشند (24و23). 
ــم هاى  ــان ميدهد كه احتمالاً يكى از مكانيس ــج اين مطالعه نش نتاي
ــى از سرب كاهش در ميزان نيتريك  ــارخون ناش عمده دخيل در فش
ــترس بوده است و دريافت اسكوربيك اسيد ميتواند از  اكسايد در دس
ــيون نيتريك اكسايد و در نتيجه افزايش ميزان  طريق مهار اكسيداس
ــترس مانع از فشارخون بالاى ناشى از سرب  نيتريك اكسايد در دس

گردد.
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