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  345-351، صفحات 23، شماره 87ان مجله علمي ـ پژوهشي علوم تشريح ايران، سال ششم، تابست

۱۵۳

  

             ثير أت بررسي عوارض مواجهه با سرب در هيپوكامپ موش صحرايي و
  ويتامين ث براين عوارض

                                ***.M.D، نادر مركزي مقدم **.Ph.D ،عليرضا محموديان ** .Ph.Dمهدي مهديزاده  M.Sc.* ، 1فاطمه كرمانيان 
  ****.M.Scمعصومه كرمانيان

  
  ه آناتومي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي مشهد گرو* 

  گروه آناتومي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي ايران و مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانشگاه علوم پزشكي ايران** 
   دانشگاه علوم پزشكي ارتش  معاونت آموزش و پژوهش***

  گروه ويروس شناسي دانشگاه تربيت مدرس**** 
  87تيرماه : ، تاريخ پذيرش87ماه  ارديبهشت:  وصولتاريخ

 چكيده
در اين تحقيق آثار تجويز . سرب يك ماده سمي براي سيستم عصبي است كه مكانيسم دقيق عمل آن هنوز مشخص نشده است:هدف

  .ويتامين ث بر عوارض حاصل از مسموميت با سرب در هيپوكامپ موش صحرايي بررسي شده است
به گروه سوم و . گروه اول به عنوان گروه نرمال وگروه دوم گروه كنترل بودند.  گروه تقسيم شد4سر رت نر بالغ به  40:مواد و روشها
 ميلي گرم 500 روز تزريق شده و طي اين مدت گروه چهارم روزانه 7استات سرب داخل پريتوان به مدت  mg/kg20 چهارم روزانه

با ميكروسكوپ ها  پس از كشتن موشها و خارج نمودن هيپوكامپ نمونه .ريافت كردندويتامين ث حل شده در آب آشاميدني را نيز د
علاوه بر آن با آزمايش وسترن بلاتينگ، ميزان . هاي سالم و آپوتپوتيك بررسي شدند  از نظر سلول(TEM)الكتروني انتقالي 

  .گيري شد ازهوسيله اسپكتروفتومتري اتمي سطح خوني سرب اند  و بهBcl-2 و Baxهاي  پروتئين
 و Bcl-2تجويز ويتامين ث موجب افزايش بيان .  افزايش آپوپتوز در گروه سرب و كاهش آن در گروه ويتامين ث مشاهده شد:ها يافته

  . در مقايسه با گروه سرب شدBaxكاهش 
  .تواند سميت سرب در سيستم عصبي مركزي را كاهش دهد  ميرسد ويتامين ث  به نظر مي:گيري نتيجه

  
   هيپوكامپ، مرگ سلولي، سرب، رت:ها د واژهكلي
  
 

  

________________________ 

  تهران، دانشگاه علوم پزشكي ايران، دانشكده پزشكي، گروه آناتومي: آدرس مكاتبه 
E-mail: maranaoo@iums.ac.irrhajati 

  مقدمه
 و نقطـه جـوش      2/207 و وزن اتمـي      82سرب با عدد اتمـي      

 ].1[شود    مي  درجه سانتي گراد جزء فلزات سنگين قلمداد       1620
راه اصلي جذب سرب از طريـق دسـتگاه گـوارش و سيـستم              
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در زمينه عوارض سمي سرب بيش از يكصد سـال          . تنفسي است 
ايـن تحقيقـات آثـاري    .  تحقيقات وسيعي انجام مي شود است كه 

چون كاهش قدرت ياد گيري و حافظه، ضايعات كليوي و كبدي           
،تخريب غشاي ميلين و سـلول      ]1[، كاهش انتقال پيام عصبي      ]2[

سرب از سد   . اند را ذكر نموده  ... و  ] 3[شوان در اعصاب محيطي     
كانيـسم هـاي    م. يابد  مي خوني مغزي عبور كرده و در مغز تجمع       

سميت عصبي سرب پيچيده بـوده و هنـوز كـاملا شـناخته شـده               
نيستند ولي يافتـه هـاي جديـد نـشان داده انـد كـه رسـپتورهاي               

 متيل  -Nسرب روي   . نوروترانسميترها هدف حمله سرب هستند    
D –             آسپارات كه نوعي رسپتور گلوتامـات اسـت اثـر گذاشـته و

  ].2[كند   ميسيستم يادگيري و شناخت را درگير
مكانيسم هاي متعددي براي نوروتوكسيسيتي سرب بيان شـده         

بعضي مطالعات معتقدند كه تخريب حاد نوروني كه در         . است
مسموميت با سرب ديده مي شود ممكن اسـت در ارتبـاط بـا              

آپوپتوز يك پديده تحت كنترل ژن است       ]. 5و4[آپوپتوز باشد   
شـدن هـسته،    كه از نظر مرفولوژيك با تراكم كروماتين، مچاله         

 مــشخص DNA چـين خــوردگي غـشا و قطعــه قطعـه شــدن   
يكي از ژنهاي وابسته به رونـد آپوپتـوز خـانواده           ].7و6[ميشود
Bcl-2 پروتئين  .  استBcl-2      موجب بقاي سلول و Bax  موجب 

نـسبت ايـن دو پـروتئين بـه         ]. 8[تسريع مرگ سلول مي شود      
ان بـه عنـو   . يكديگر در طول دوران حيات دايم در تغيير است        

 Bax  و كــاهشBcl-2مثــال در تومورهــاي ســرطاني افــزايش 
شود در حالي كه به دنبال انفاركتوس يـا ايـسكمي             مي مشاهده
جديدترين تئوري نحوه ]. 9[يابد   مي شديدا افزايش Bax ميزان

اثر توكسيك سرب را از طريق به هم زدن تعادل پرواكـسيدان            
    افزايش توليـد in vitroمطالعات. به آنتي اكسيدان مطرح ميكند

ROS )Reactive oxygen species (    را به دنبـال مـصرف سـرب
 هـر مولكـولي اسـت كـه         ، يا راديكال آزاد   ROS.نشان داده اند  

بخـشي از توليـد     . داراي يك يا چند الكترون غير مزدوج باشد       
اين راديكالها در زنجيره تنفسي و در ميتوكندري صورت مـي           

ولوژيـك در بافـت، بـه دنبـال          به شـكل پات    ROSتوليد    . گيرد

استرس اكسيداتيو است كه اين امر موجب ضايعه به پروتئينها           
  ]. 2[و چربي هاي غشا و اسيدهاي نوكلئيك مي شود 

اسيد اسكوربيك يك فاكتور كمكي براي آنزيمهايي اسـت كـه           
اگـر چـه مكانيـسم      . در سنتز كلاژن و كارني تين نقش دارنـد        

ني هنـوز مـشخص نيـست       عمل ويتامين ث در حمايت نـورو      
ولي مشاهده شده كـه اسـيد اسـكوربيك در ممانعـت از آثـار               

].  11و10[تخريبي اسـترس اكـسيداتيو بـر سـلول نقـش دارد             
 نـشان داده كـه اسـيد اسـكوربيك ضـايعات      in vivoمطالعـات 

گـزارش شـده كـه      . سلولي ناشي از سرب را كاهش مي دهـد        
 EDTA1 حـد     سرب بوده و اثر آن در      chelatorويتامين ث يك    

اي   ها موادي هستند كه يون فلزي را ماننـد حلقـه          Chelator. است
  ].2 [ دهند گيرند و آثار اين يون را در محيط كاهش مي در بر مي

هــدف از ايــن مطالعــه بررســي اثــر حمــايتي ويتــامين ث بــر 
  .عوارض ناشي از سرب در هيپوكامپ موش صحرايي است

  

  مواد و روشها
   مدل حيواني-الف
 250-200 بـا وزن  Sprague Dawley رت نر بالغ از نژاد سر40

گـروه اول بـه عنـوان       .  گروه تقسيم شدند   4گرم انتخاب و به     
گروه دوم يـا گـروه      .گروه نرمال به هيچ وجه دستكاري نشدند      

 سي سـي آب مقطـر را بـه صـورت داخـل              5/0كنترل روزانه   
ت  استاmg/kg 20 به گروه سوم روزانه. پريتوان دريافت كردند

بـه گـروه    .  روز تزريـق شـد     7سرب داخل پريتوان بـه مـدت        
  اسـتات سـرب داخـل پريتـوان بـه            mg/kg 20چهارم روزانه     

 ميلـي   500 روز تزريق شده و طي اين مـدت روزانـه            7مدت  
گرم ويتامين ث حل شـده در آب آشـاميدني را نيـز دريافـت               

موشها در شرايط يكسان در محيط حيوانخانه نگهـداري   .كردند
  . و روز هشتم هيپوكامپ موشها خارج شدشده 

________________________ 

1. Ethilen Diamin Tetra Acetic acid  
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   مطالعه ميكروسكوپي-ب
در هر گروه نيمي از نمونه ها براي بررسـي بـا ميكروسـكوپ              

اين موشها  بـا تزريـق داخـل پريتـوان        .الكتروني استفاده شدند  
ــامين   ــوطي از كتـ ــزيلازين ) mg/kg 100(مخلـ  mg/kg(و گـ

ز آن   ميلـي ليتـر سـالين و پـس ا          100بيهوش شده سپس با   )10
درصـد در فـسفات بـافر       2 درصد و فرمالدئيـد      2گلوتارآلدئيد  

پس از درآوردن هيپوكامـپ، نمونـه    .  مولار پرفيوژن شدند   1/0
درصد تثبيت شده و پس از آبگيري با        1ها با تتراكسيد اسميوم     

نمونه هـاي نيمـه نـازك بـا         . اپوكسي رزين قالب گيري شدند    
با سيترات سرب و     درصد و نمونه هاي  نازك        1تولوئيدن بلو   

 برش انتخـاب  3از هر نمونه .استات اورانيل رنگ آميزي شدند 
ــرش در      ــر ب ــدوم در ه ــورت رن ــه ص ــه ب ــد ك ــد 10ش  فيل

. ميكروسكوپي تعداد سلولهاي سالم و آپوپتوزي شمارش شـد        
چين خوردگي غشاي هسته، تراكم كرومـاتين، ظهـور اجـسام           

ر نمـاي  آپوپتوتيك و مچاله شـدن هـسته از علايـم آپوپتـوز د         
 TEMبررسي با ميكروسـكوپ الكترونـي       . ميكروسكوپي است 

  .توسط فردي ناآگاه از نوع مطالعه انجام شد
  
  Bcl-2 و Baxگيري   اندازه-ج

براي آزمايش وسترن بلات ، مغز مابقي نمونه ها بلافاصـله از            
پس . جمجمه خارج و روي قالب يخ هيپوكامپ ها جدا شدند         

و انجام سانتريفوژ، مايع رويي جدا      از قراردادن در ليزيس بافر      

 15 ميزان پروتئين اندازه گيـري شـده و   Bio-Radبا روش  . شد
 SDSميكروگرم پروتئين از هر نمونه بـه ژل پلـي آكريـل آميـد        

اضافه شده و پس از الكتروفورز به غشاي پلـي وينيليـدن دي             
سپس غشا با آنتي بـادي اوليـه        . انتقال يافت  )  PVDF(فلورايد
و آنتـي   ) Bcl-2) Sigma-Aldrich, 1:2 00, 1:250 و Baxبر عليـه 

 Anti- mouse IgG conjugated with alkaline(بــادي ثانويــه 

phosphatase, 1:1000 (انكوبه شد.  
  
   غلظت سرب در خون-د

پس از بيهوشي حيوانات نمونه خون از آئورت شكمي گرفتـه           
شــده و بــراي انــدازه گيــري ســطح خــوني ســرب بــا        

ومتري اتمي، در لوله هاي هپارينه به سازمان انـرژي          اسپكتروفت
  .اتمي فرستاده شد

 انحراف معيـار    ±يافته هاي به دست آمده با آمارهاي ميانگين         
 رت در هر گروه  آناليز شده  سپس با استفاده از نـرم       10براي  
 كـاي دو و متغيرهـاي     متغيرهاي كيفي بـا آزمـون  SPSSافزار 

  . ي شدند مستقل بررسtكمي با آزمون 
  

  ها يافته
مطالعه با ميكروسكوپ الكتروني نـشان داد كـه ميـزان آپوپتـوز در          
گروه سرب به طور معني داري بيشتر از گروههاي كنترل و نرمـال             

  ).1شكل (ويتامين ث كمتر از گروه سرب بود +و در گروه سرب 
  

  
 علايـم آپوپتـوز از جملـه تـراكم          Bدر گـوره    . ويتـامين ث  +  گـروه سـرب      C)  گروه سرب  B) گروه كنترل    A)ميكروسكوپ الكتروني از هيپوكامپ     . 1شكل  

  )A,B-30000:C: 10000×بزرگنمايي . (شود هاي غشاي هسته مشاهده مي خوردگي و چين) پيكان سياه(مهاجرت هستك به محيط ) پيكان سفيد(كروماتين 
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 در گروه سرب افزايش معنـي داري نـسبت          Bcl-2 و   Baxبيان  

+ در گروه سرب     ).P<0.05(به گروههاي كنترل و نرمال داشت     
 بيشتر از   Bcl-2 كمتر و    Baxويتامين ث بطور معني داري ميزان       

  ).2شكل ) (p<0.05(گروه سرب بود

  

  
  

 در  Bcl-2 و   Baxهاي     تأثير سرب و ويتامين ث بر بيان پروتئين        .2شكل  
  western blotting صحرايي با اسفتاده از آزمايش هيپوكامپ موش

  
  1سطح خوني سرب در رتهاي در معرض سرب و ويتامين ث   .1جدول 

 

  μg/dl 04/0 ± 16/0 گروه كنترل
 μg/dl*001/0  ± 7/11  گروه سرب

  μg/dl **   003/0 ±  5/ 10 ويتامين ث+ گروه سرب 
  

  )n=10( انحراف معيار ±نتايج ميانگين : 1
   p<0.01  تفاوت معني دار در مقايسه با گروه كنترل*:

  p>0.01تفاوت بي معني در مقايسه با گروه سرب**: 
  

سطح خوني سرب در موشهايي كه سرب دريافت كرده بودند          
با اخـتلاف معنـي داري بيـشتر از گروههـاي كنتـرل و نرمـال                

ويتامين ث سطح خوني سـرب كمتـر از        + در گروه سرب    .بود

 ولي اين اختلاف از نظر اماري معني دار نبـود           گروه سرب بود  
)p>0.05) (   بين گروههاي كنتـرل و نرمـال تفـاوت       ).1جدول

معني داري وجود نداشت به همين دليل در جـدول و شـكلها             
  .فقط گروه كنترل ذكر شده است

  

  بحث
عليرغم آلودگي جوامع صنعتي با سرب، هنوز مكانيـسم عمـل         

ــشخ   ــزي م ــصبي مرك ــستم ع ــرب در سي ــست س ]. 3[ص ني
بررسيهاي انجام شده كاهش استيل كولين در هيپوكامپ نـوزاد   

، كاهش تراكم نوروني در كـورتكس بينـايي ميمـون           ]12[رت  
و ايجاد ضايعه در آستروسـيتها و سـلولهاي سـد مغـزي             ] 13[

  .اند را گزارش نموده] 14[خوني
توانـد    مـي  مطالعه حاضر نشان داد كه مقادير بسيار كم سـرب         

اين يافته با مطالعات قبلي مشابهت      .گ نورونها شود  موجب مر 
تحقيقات متعددي مكانيسم عمل سرب را ناشي از        ].5و2[دارد  

سرب با كاهش سلنيوم    ]. 15و9،  2[دانند    مي استرس اكسيداتيو 
در رت  . كنـد   مي سلول، سلول را به استرس اكسيداتيو حساس      

 براي  تجويز سلنيوم قبل از مجاورت با سرب اثر پروفيلاكتيك        
  ].2[استرس اكسيداتيو دارد 

آنتي اكسيداني با وزن ملكـولي      ) اسيد اسكوربيك (ويتامين ث   
 مـايع را از طريـق انتقـال خيلـي سـريع             ROSپايين است كـه     

 الكترون هـضم كـرده و از پراكـسيداسيون چربـي جلـوگيري            
در اين مطالعه به دنبال تجويز وبتـامين ث ميـزان           ]. 16[كند مي

تواند ناشي از نقـش آنتـي         مي فت كه اين امر   آپوپتوز كاهش يا  
 در  و همكــاران) Perez(پتــرز  .اكــسيداني ويتــامين ث باشــد

تواند ميـزان آپوپتـوز       مي  نشان دادند كه ويتامين ث     2003سال
  ].17[در منوسيتها را كاهش دهد 

 كه پروآپوپتوتيـك    Baxدر اين مطالعه بالا بودن ميزان پروتئين        
يك پروتئين آنتي آپوپتوتيك است در  كه Bcl-2است نسبت به 

گروه هاي تجربي نشان دهنده ايجـاد آپوپتـوز توسـط سـرب             
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ويتامين ث و كـاهش  + در گروه سرب   Baxكاهش ميزان   . است
تعداد سلولهاي آپوپتوتيك در ايـن گـروه نـشانه اثـر حمـايتي              

ســوزوكي . ويتــامين ث در مقابــل اســترس اكــسبداتيو اســت
)Suzuki(     مشاهده نمودند كـه بـا اضـافه         1979و همكاران در 

كردن آهن و ويتامين ث به رژيم غذايي رتهاي مسموم شده با            
سرب ،تاخير رشد و كم خوني ناشي از مصرف سرب كـاهش            

يافت همچنين در اين موشها غلظـت سـرب در كليـه و تيبيـا                
آنهـا نتيجـه    .كمتر از موشهاي محروم از آهن و ويتامين ث بود         

  ].18[شود   ميع از جذب سربگيري كردند كه آهن مان
در مطالعه حاضـر سـطح خـوني سـرب در دو گـروه تجربـي           

در مطالعات قبلـي نيـز      . تفاوت معني داري با يكديگر نداشت     
تجويز هم  .يافته هاي متفاوتي در اين مورد گزارش شده است          

زمان ويتامين ث و مينرال بـه زنـان آمريكـاي جنـوبي باعـث               
  شـد كـه ايـن        g/dlμ1/1 بـه  1/5كاهش سطح خوني سرب از      

  داشـت  E و Cكاهش ارتباط معكوسي با سطح سرمي ويتـامين         
)west et al 1994 (  ولي مطالعات ديگري ويتامين ث را كـاهش

در كارگران معادن سـرب     . دانند دهنده سطح خوني سرب نمي    
، تجـويز ويتـامين ث و       g/dl μ 4/76 تـا  9/28با سـطح خـوني      

 ). lauwerys1983(روي، سطح خـوني سـرب را كـاهش نـداد            
 g/dl  μ 36همچنين در رت با سطح خـوني سـرب بـه ميـزان    

تجويز ويتامين ث سطح خوني و اسپرمي سرب را كاهش نداد      
رسد اين مسئله ناشي از تغييرات متفـاوت در          به نظر مي  ]. 19[

  .جذب و دفع سرب باشد
در اين مطالعـه ويتـامين ث سـلولهاي هيپوكامـپ را از مـرگ               

هاي عمل سـرب كـاملا     مكانيسم. ايت نمود ناشي از سرب حم   
  .شناخته شده نيستند و اين امر نياز به بررسي هاي بيشتر دارد

  

  تقدير و تشكر
اين پروژه طرح مصوب دانشگاه علوم پزشكي ارتـش بـوده و            
با همكاري مركز تحقيقات سلولي و مولكولي دانـشگاه علـوم           

 .پزشكي ايران انجام شده است
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