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آب تهي شده از دوتريوم و اسانس نعنا بر روي  اكسيداني يآنتو  يضدالتهاببررسي فعاليت 
 CLPآسيب ريوي ناشي از 

ماريا ، 4موسوي، زهرا 1وزيري، آتوسا 1حسينيرضا حاجي  ،3محمدرضا محمدي ملايري، *2، فائزه فاطمي1آزاده رسولي
  1اوتاديسمانه  و 1فروتن راد

  گروه زيست شناسيپايه،  علوم دانشكدهپيام نور، واحد تهران شرق، ايران، تهران، دانشگاه  1
  يا هستهپژوهشكده مواد و سوخت ي، ا هستهايران، پژوهشگاه علوم و فنون  2

 پاتوبيولوژي گروه دامپزشكي، دانشكدهگرمسار،  واحد اسلامي، آزاد گرمسار، دانشگاه ايران، 3

  دانشكده علوم پايه، گروه فيزيولوژيم، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد ققم،  ايران، 4

  21/3/97: تاريخ پذيرش  17/9/96: تاريخ دريافت

 چكيده

حمايتي جديد و بكارگيري  يها درمان وجود با .ويژه است يها مراقبتبيماران در بخش  يروم مرگسپسيس علت عمده 
 تأثيرهدف از اين مطالعه، بررسي لذا  .باشد يمن عوامل خطرزا در زندگي مبتلايا ازجمله قوي، سپسيس همچنان هاي بيوتيك يآنت

 (CLP :Cecal Ligation andبا مدل شده القاهاي سپتيكي رتروي و اسانس نعنا  (DDW)آب تهي شده از دوتريوم 

Puncture( منفي  كنترل: گروه 7به  هارترو، ازاين. باشد مي)Laparotomy( ،CLP  ،تيمار با  هاي گروهDDW )15  30و 
ppm ( و همراه با اسانس نعناmg/kg b.w)100 ( و كنترل مثبت)جراحي از پس ساعت 24. تقسيم شدند) ايندومتاسين 

 سپسيس دهد يم نشان تحقيق اين نتايج .ي شدريگ اندازهدر بافت ريه  COX-2پارامترهاي دخيل در آسيب اكسيداتيو و بيان ژن 

 GSTآنزيم  روي بر ولي ،گردد يم COX-2 و بيان ژن LP  ،MPO ،PGE2 ميزان افزايش و GSH و FRAP كاهش موجب
 مؤثر پارامترها اين سطح تعديل درايندومتاسين،  اندازه به نعنا و همزمان با اسانس ييتنها به DDW با حيوانات تيمار .ندارد اثري

. شده استCOX- 2  و بيان ژن LP  ،MPO ،PGE2و كاهش ميزان GSHو  FRAPاست، بطوريكه سبب افزايش ميزان  بوده
با  تيمار اثر در ها بيآس اين كه شده ريه  بافت در ييها بيآس ايجاد به منجر سپسيس كه دهد يم نشان پاتولوژي مطالعات همچنين
DDW  بر  تأثيربا اين تركيبات  از استفاده و شدهريه  بافت اكسيداتيو آسيب موجب بنابراين سپسيس .اند يافته كاهشو اسانس نعنا
  .باشد مؤثر ها بيآس اين بهبود و جلوگيري در تواند مي اكسيداني رامترهاي استرس اكسيداتيو و آنتيروي پا

  ي، استرس اكسيداتيوضدالتهابسپسيس، اسانس نعنا، آب تهي شده از دوتريوم، فعاليت  :كليدي يها واژه

  ffatemi@aeoi.org.ir: ، پست الكترونيكي 09124186349: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هاي سپسيس واكنش سيستميك بدن به ميكروارگانيسم

 و يكي از )39( باشدها ميقارچ و هاباكتري ازجملهمهاجم 
اي هبخش مراقبت هايي است كه بيماران بستري دربيماري

 عنوان به سپسيس. )18( دويژه ممكن است به آن مبتلا شون
 يروم رگم، دومين علت شايع يكي از علل ايجاد التهاب حاد

 عروق بستري شده در قلب و هايي غيرازمبتلايان به بيماري
ميان  جزء ده دليل اصلي مرگ در هاي ويژه وبخش مراقبت

التهاب  ).25( بيمارستان است كل بيماران بستري در
شروع فرايندي است كه توسط عوامل مختلف بيولوژيكي 

ي بلكه سيستم ايمن يساز فعالمستقيماً با  تنها نه گرديده و
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نيز در ايجاد بيماري  (COX-2)2سيكلواكسيژناز ـ باواسطه
تجربي ايجاد  يها روشيكي از  ).37و 20( كند يمدخالت 

 CLP (cecal ligation and puncture)التهاب حاد، مدل
هاي  تاكنون، براي بررسي جنبه 1978كه از سال  باشدمي

وضعيت متابوليسم بدن، چگونگي  ازجملهسپسيس مختلف 
، عوامل ميكروبي دخيل، پاسخهاي ها بيوتيك يآنتدرمان با 

 شده ترشح يها واسطهعروقي، عملكرد سيستم ايمني، -قلبي
ها مورد استفاده در التهاب و الگوي بيان سايتوكين

مسئول بيشتر آثار مضر و  COX-2 ).16( است قرارگرفته
و مهار اختصاصي آن منجر  )20( بوده سپسيسخطرناك 

 يروم مرگهاي پيش التهابي و كاهش  ايتوكينسبه كاهش 
همچنين پارامترهاي دخيل در تعادل سيستم . )40( شودمي

  جمله از اكسيداني يآنت / استرس اكسيداتيو
(LP, GSH, MPO)  نيز در سپسيس دستخوش تغيير شده و

   ).8( دارند يتوجه قابلدر عوارض آن نقش 

 (NSAIDs) ياستروئيدغيرالتهابي ضدامروزه داروهاي 
 ولي. كنندميمهمي را در درمان سپسيس ايفا  نقش بسيار

 داروهاي مصرف از ناشي جانبي عوارض به باتوجه

 درمان در طبيعي تركيبات از استفاده امروزه ضدالتهابي،

  .)19( اند يداكردهپ اي يژهو اهميت التهاب و سپسيس

 گونه 31 تا 29 يدارا نعنا، رهيت به متعلق Mentha جنس
 و اياسترال ا،يآس و اروپا معتدل مناطق در اغلب ،ياهيگ

 Mentha longifolia L .)12( شود يم افتي قايآفر جنوب

 غالباً يسنت طب در كه) 38( است معطر و چندساله ياهيگ
 كننده يعتسر .)12( شودمي ادهاستف آن يها برگ كرده دم از

 سردرد، معده، درد اسپاسم، آسم، رفع هضم، عمل
 يخارج استعمال در نيهمچن و سرفه و يوردگسرماخ

 درمان يبرا زين و) 42( متورم غدد و ها زخم درمان يبرا
روده اختلالات و تيكول ،اشتهايي يب شكم، نفخ ت،يبرونش

 شود يمال استفاده اسه و سوءهاضمه و تهوع مانند ييا
خواص  اين گياه همچنين داراي اثراتي نظير ).47و 16(

) 33( يضد باكتر ،)42( ضد قارچ ،)26و1( اكسيداني يآنت
  .باشد يم )34و 12( تشنج و انقباض ضد و

يا آب سبك داراي اثرات بيولوژيكي  DDWاز سوي ديگر، 
 .شود يمو يك مكمل درماني سودمند محسوب ) 21(است 

DDW  آبي است كه محتواي دوتريوم در آن در مقايسه با
و  بوده )ppm 120 -30( تر يينپااستاندارد آب اقيانوسي 

دار و با مقدار كمي يون طعم ،رنگ يبظاهر فيزيكي آن 
از  كننده يشگيريپهم نقش درماني و هم  DDW .)6( است

سطوح پايين دوتريوم در سلول باعث  .)24( سرطان را دارد
آب فاقد دوتريوم ). 29( شود يمعملكرد مناسب سلول 

يت رشد سلول سرطاني را مهار كرده و باعث بهبود كيف
داروهاي ضد سرطان اثرات  برخلافو  شود يمزندگي 

 ).45و 44(جانبي و تهاجمي ندارد 

باتوجه به اثرات متعدد اين گياه و آب تهي شده از دوتريوم 
، بررسي عملكرد آنها حائز ها يبآسدر درمان و كاهش 
در اين تحقيق، اثرات  رو  ينا از. اهميت خواهد بود

آب تهي شده از دوتريوم  يضدالتهابو  اكسيداني يآنت
 هاي يبآسروي  رو همزمان با اسانس نعنا ب ييتنها به

بررسي  CLPاكسيداتيو بافت ريه ناشي از مدل التهابي 
  .گردد يم

  مواد و روشها
از  شده يهته(دراين مطالعه از آب تهي شده از دوتريوم 

و ) اراك، سازمان انرژي اتمي ايران نيسنگ آبمجتمع 
 اسانس، باريج شركت ازداري شده خري(اسانس نعنا 

(Batch No:3138-031-93/8 (707051); Sample Serial 

No:BE930347 استفاده گرديد .  

 100متوسط  وزن با نر بالغرت سر  70از علاوه براين، 
نگهداري حيوانات  از مركز خريداري شده گرم

 خوراك. استفاده گرديدآزمايشگاهي انستيتوپاستور ايران 
از  با فرمول استاندارد Pelletصورت  به حيوانات

حيوانات  .شدهاي غذايي تهران تهيه  كارخانجات فرآورده
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آشاميدني از طريق بطري بالغ دسترسي آزاد به غذا و آب 
  :گروه تقسيم شدند 7حيوانات به  .داشتند

) DMSO( تيمار با حلال اسانس نعنا :گروه كنترل منفي) 1
ايجاد  و خوراكي صورت هبهفته  2و آب معمولي به مدت 

laparotomy گروه ) 2. در روز پانزدهمCLP : تيمار با
 2و آب معمولي به مدت ) DMSO(حلال اسانس نعنا 

در روز  CLPايجاد مدل خوراكي و  صورت بههفته 
تيمار حيوانات  هاي گروه) 4و  3 :هاي تيمار گروه. پانزدهم

ه هفت 2به مدت   DDWاز 30و  ppm 15 هاي با غلظت
 5. در روز پانزدهم CLPو ايجاد مدل  صورت خوراكي به
 mg/kg bw 100 زودر د تيمار اسانس نعنا يها گروه) 6و
زمان حيوانات با  تيمار هم و همچنين صورت خوراكي به

روزانه به مدت دو  DDWاز  30و  ppm  15 هاي غلظت
گروه كنترل ) 7. در روز پانزدهم CLPهفته و ايجاد مدل 

 mg/kg( نيندومتاسيا يضدالتهاب يدارو يقتزر: مثبت

bw2( و ايجاد مدل، به مدت دو هفته CLP )روشCLP : 
 2 اندازه بهبرشي  هاي بيهوش شدهرتدر ديواره شكمي 

بخش سكوم تا زير از سكوم خارج و ، شدايجاد  متر يسانت
سوراخ توسط  2 دريچه ايلئوسكال بخيه و در سكوم آنها

به داخل محفظه  را روده سپس. ايجاد گرديد G20نيدل 
ها رت). شكمي برگردانده و پوست و صفاق بخيه زده شد

هوش شدند و از قلب  بي CLP جراحي پس از ساعت 24
 منظور بهسانتريفيوژ  يلهوس به و سرمگيري  ها خون آن

در مرحله . جدا گرديد PGE2و  FRAPبررسي آنزيم 
منظور  ها به آن ريهو بافت  شده كشته واناتيح ،يبعد

 ,LP, GSH)پارامترهاي مربوط به آسيب اكسيداتيو بررسي

GST,MPO)  و بيان ژنCOX-2  و هموژن گرديدجدا .  

براي بررسي هيستوپاتولوژيك برداشته بافت ريه همچنين، 
هاي برش. گرديدفيكس درصد  10شد و در بافر فرمالين

ميكرون از بافت بلوك شده در  5-6نازكي به ضخامت 
سپس، . شدند يزيآم رنگ H&Eهيه و به روش پارافين ت

توسط ميكروسكوپ ها لام ،مقايسه تغييرات بافتي منظور به
   .به عمل آمد يبردار عكس از آنها نوري بررسي و

ميزان  يريگ اندازهبا  (MDA)آلدئيد  يمالون دغلظت 
نانومتر و از  535جذب توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در 

) L/cm.mmol105×56/1(روي ضريب خاموشي آن 
به  (GSH)سطح گلوتاتيون احياء . )46( محاسبه گرديد

توسط اسپكتروفتومتر در  Seldak and Limdsayروش
 - Sگلوتاتيون  آنزيم فعاليت و) nm412 )35 موج طول

 ازسوبستراي استفاده با و Habig روش به (GST) ترانسفراز
CDNB (1-Chloro-2,4-dinitrobenzene) دستگاه توسط 

). 13( شد يريگ اندازه nm 340 موج طول در اسپكتروفتومتر
تغيير  يباكم (MPO) آنزيم ميلوپراكسيداز فعاليتهمچنين، 

در . انجام شد )1990( و همكارانهايلگاس  مطابق روش
توسط آنزيم  H2O2اين روش تغيير جذب ناشي از مصرف 

شد  يريگ اندازهنانومتر  460 موج طولميلوپراكسيداز در 
)15(    .  

 FRAPتوتال پلاسما توسط تست  اكسيداني يآنتظرفيت 
(Ferric reducing ability of plasma)  و با استفاده از

 يريگ اندازهنانومتر  593 موج طولدر  TPTZسوبستراي 
 PGE2)( E2 نيپروستاگلاند غلظتعلاوه براين، . )7( شد

 ELISAبااستفاده از كيت  و ELISAبراساس روش 
(Assay Desighs Co, U.S.A)  شد يريگ اندازه.   

استخراج در بافت ريه،  COX-2 بررسي بيان ژن منظور به
RNA كيت استخراج  با استفاده ازRNA (BioBasic Inc, 

Canada) حذف  منظور بهسپس، . انجام شدDNA  ازRNA 
 Thermoشركت DNaseاستخراج شده، از آنزيم 

Scientific ن بودن غلظت يكسا منظور به. استفاده شدRNA 
موجود در  RNA، غلظت cDNAمصرفي در ساخت 

، توسط دستگاه نانودراپ DNaseهاي تيمار شده با نمونه
NanoDrop 2000) (ميزان معيني از يتدرنها. خوانده شد ،

RNA  براي ساخت تماميcDNAبراي  .ها استفاده گرديد
استخراج شده، از كيت شركت  RNAاز  cDNAساخت 
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در ادامه . استفاده گرديد (Takara bio Inc, Japan)تاكارا 
براي ژن  PCRتأييد انجام مراحل قبل، واكنش  منظور به

روي ژل  برانجام شد و سپس محصول حاصل  موردنظر
  . بارگذاري گرديد درصد 5/2آگارز 

، از Real time PCRو  PCRانجام واكنش  منظور به
 :Cox-2 (Fپرايمرهاي اختصاصي ژن

5'ACCTCTGCGATGCTCTTC3', R: 

5'AGGAATCTCGGCGTAGTAC3') و(F: 

5'TGCCAGCCTCGTCTCATAG3', R: 

5'ACTGTGCCGTTGAACTTGC3')  GAPDH  استفاده
با استفاده از پرايمر  Real time PCRواكنش ، يتدرنها .شد

 QuantiNova SYBR Greenاختصاصي و كيت مخصوص 

PCR Kit زم اين كيت حاوي تمام مواد لا. انجام پذيرفت
  MgCl2، بافر همراه باTaqآنزيم ( PCRبراي انجام واكنش 

مستر عنوان بهباشد كه و رنگ سايبرگرين مي) dNTPsو 
 Real timeهر واكنش  .گيردميكس مورد استفاده قرار مي

PCR )حاوي ) ميكروليتر 10حجم نهاييμl 5 مسترميكس، 
μl 4/0  پرايمرهايForward  وReverse،  μl5/0 cDNA و 
μl 9/3  آب عاري ازNuclease اطمينان  منظور به. باشدمي

هاي حاوي ژن مورد آزمايش از صحت انجام واكنش، نمونه
(COX-2)  و نمونه حاوي ژن كنترل داخلي) (GAPDH  در

چرخه ، از تيدرنها. ريخته شد ييتا سه صورت به ها تيبل
 Co 95دناتوراسيون اوليه با دماي  ،مرحله 3شامل حرارتي 
به مدت  Co 95سيكل دمايي شامل  40 - دقيقه 2به مدت 

طويل  -ثانيه 20به مدت  هركدام Co 72و  Co 60ثانيه،  15
جهت  ،ثانيه 15به مدت  Co 95 -57سازي نهايي با دماي 

 منظور به .استفاده شد  Real-Time PCRواكنش  انجام
 CT  از روش COX-2بيان ژن  اتمحاسبه ميزان تغيير

  .ديداستفاده گر

و تست  SPSS افزار نرمبا استفاده از  ها دادهبين  يها تفاوت
ANOVA افزار نرمبااستفاده از اين . تعيين گرديد P- value 

 دار يمعنتفاوت  عنوان به >05/0P، محاسبه گرديد و ها داده
  .در نظر گرفته شد

  نتايج
عنوان محصول ليپيد  به MDA، سطح 1جدول  براساس

هاي در بافت ريه رت زيم ميلوپراكسيدازآناكسيداسيون و پر
 .)>05/0P( يابد افزايش مي) CLPگروه (سپسيس  مبتلابه

هاي سپتيكي با آب تهي شده از دوتريوم در تيمار رت
اسانس باعث  به تنهايي وهمزمان با 30و  ppm 15زهاي ود

كه گردد مياكسيداسيون ليپيدها پردار سطح  كاهش معني
مار شده با داروي ضدالتهابي اين كاهش در گروه تي

همچنين، سطح  .)>05/0P( شودميايندومتاسين نيز ديده 
- مينسبت به گروه كنترل كاهش  CLPدر گروه  گلوتاتيون

و اسانس  DDWهاي سپتيكي با تيمار رت ).>05/0P (يابد 
ز باعث افزايش وهر دو ددر  باهمو مجزا صورت  نعنا به
كه اين افزايش در گروه ردد گميگلوتاتيون دار ميزان  معني

   ).>05/0P( دوشميتيمار شده با ايندومتاسين نيز ديده 

تيمار بلكه بيماري سپسيس  نه تنها دهد كه نتايج نشان مي
زها تأثيري بر ودر تمام د DDWها با اسانس نعنا و رت

 FRAP، ميزان علاوه به ).<05/0P( ندارد  GST روي آنزيم
ساعت پس از  24هاي سپتيكي،  ي پلاسماي موش در نمونه

با اسانس  زمان همتيمار  يها گروهدر كاهش و  CLPايجاد 
آب  كه يدرحال )>05/0P( يابد يم افزايش DDWنعنا و 

تأثيري  15و  ppm 30زهاي ودر د به تنهايي فاقد دوتريوم
ايندومتاسين  همچنين ).<05/0P( ندارد FRAPبر ميزان 

در خصوص را  DDWبا  تيمار يها گروه با نتايج مشابه
  ).<05/0P( دهدمينشان  FRAPميزان 

 ملاحظه قابلايجاد سپسيس منجر به افزايش از سوي ديگر، 
 دوشميدر پلاسما نسبت به گروه لاپاراتومي  PGE2سطح 

)05/0P< (آب هاي تيمار با  و سطح اين فاكتور در گروه
، اسانس 30و  ppm  15 زهايوتهي شده از دوتريوم در د

داري كمتر  صورت معني ز بهوا همراه با آب در هر دو دنعن
در گروه كنترل  همچنين ).>05/0P( باشد مي CLPاز گروه 
 يابدميكاهش  PGE2نيز مقدار  )ايندومتاسين(مثبت 

)05/0P<( ) دهنده  علاوه براين، نتايج نشان). 2جدول
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بافت ريه پس از القا  در COX-2افزايش ميزان بيان ژن 
نتايج مشابهي را  مختلف تيمار هاي گروه .باشدميسپسيس 

ميزان بيان اين  و دهندمينشان  COX-2 در تعديل بيان ژن

آن در  بيان به سطحو  كاهش داري صورت معني ژن را به
   ).>05/0P( رسانندميكنترل منفي  گروه

 

 ريه اكسيدان در بافت يآنت/ي دخيل در سيستم استرس اكسيداتيوفاكتورهاسطح  -1جدول 

ها گروه  MDA (n mol/ mg 
protein) 

GSH (n mol/ 
mg protein) 

FRAP (µmol/L) 
GST (n mol/min/ 

mg protein) 

MPO 
(U/mg 

protein) 

52/8 لاپاراتومي  ± 65/0  63/3  ± 36/0  407 ± 76/21  92 ± 65/4  66/24  ± 41/0  

CLP  41/14  ± 93/0 a 2 ± 18/0 a 257 ± 98/10 a 33/95  ± 41/4  33/51  ± 4/0 a 

DDW15 21/9  ± 78/0 b 06/3  ± 13/0 b 265 ± 54/15  115 ± 22/7  6/24  ± 67/0 b 

DDW30 58/9  ± 83/0 b 88/3  ± 2/0 b 246 ± 7/9  33/97  ± 43/2  25/25  ± 69/0 b 

اسانس  + DDW15 91/8  ± 61/0 b 88/3  ± 29/0 b 420 ± 56/16 b 151 ± 33/3  16/23  ± 19/1 b 

اسانس  + DDW30 9 ± 6/0 b 47/3  ± 33/0 b 374 ± 7/6 b 132 ± 8/3  8/22  ± 59/1 b 

68/9 ايندومتاسين  ± 35/0 b 5/3  ± 24/0 b 280 ± 2/18  92 ± 04/5  83/19  ± 53/1 b 
 ) >05/0P(دار است  يمعنبوده كه با گروه لاپاراتومي  CLPنتيجه حاصل از آناليز آماري گروه  دهنده نشان aعلامت 

 معيار انحراف ± ميانگين صورت به نتايج). >05/0P(دار هستند  يمعن CLPي مختلف تيمار بوده كه با گروه ها گروهآماري نتيجه حاصل از آناليز  دهنده نشانb علامت

(mean ± SEM) است شده يانب  
  (PGE2)و محصول آن  COX-2نتايج حاصل از بيان ژن  -2جدول 

ها گروه  PGE2 (ng/ml) COX-2 expression 

7/26 ±  508 لاپاراتومي  0 ± 04/0  

CLP  796 ± 7/20 a 19/0  ± 04/0 a 

DDW15 584 ± 4/18 b 09/0  ± 02/0 b 

DDW30 709 ± 18b 10/0  ± 02/0 b 

اسانس  + DDW15 510 ± 8/25 b 06/0  ± 02/0 b 

اسانس  + DDW30 543 ± 3/40 b 04/0  ± 01/0 b 

8/32 ± 536 ايندومتاسين b 05/0  ± 02/0 b 

 ) >05/0P(دار است  يمعنبوده كه با گروه لاپاراتومي  CLPآماري گروه نتيجه حاصل از آناليز  دهنده نشان aعلامت 

 معيار انحراف ± ميانگين صورت به نتايج). >05/0P(دار هستند  يمعن CLPي مختلف تيمار بوده كه با گروه ها گروهنتيجه حاصل از آناليز آماري  دهنده نشانb علامت

(mean ± SEM) است شده يانب 

كه در  دهدميولوژيك بافت ريه نشان هيستوپات مطالعات
بصورت ترين ضايعات خفيف) لاپاراتومي(گروه كنترل 

در بافت بينابيني و ادم التهابي  هانوتروفيلپرخوني، ارتشاح 
بيشترين آسيب ). A -1شكل( دهد يمبافت بينابيني رخ 

 CLP)گروه (هاي مبتلا به سپسيس رتبافت ريه در گروه 
اين گروه، بافت ريه در بازرسي در . گرددميمشاهده 
بررسي در . دچار پرخوني است) ماكروسكوپيك(ظاهري 

ادم . شودميديده شديد نيز پرخوني  هيستوپاتولوژيك
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بين  ديواره همبندباعث گسترش  بينابيني بافتشديد 
همچنين ادم بينابيني و پيرامون عروقي و . گرددميلوبولي 

ديواره . شودمييده هاي كانوني در اين گروه دخونريزي
هاي ريوي ضخيم شده و به دليل هايپرتروفي آلوئول

ماكروفاژهاي درون عروقي و بينابيني ريوي و نيز بدليل 
ها سياهرگها در ديواره نوتروفيل نشيني يهحاشنفوذ و 

(margination) تمام  .رسدميبه نظر ، بافت ريه هيپرسلولار
ريه بينابيني حاد در وقوع ذات ال دهنده نشاناين تغييرات 

در همانطور كه  ).B - 1شكل( باشدمي هاي ريهبافت 
، ادم التهابي، CLPشود، در گروه ميمشاهده  3 جدول

هاي بافتدر ذات الريه  ارتشاح نوتروفيل، پرخوني و
   .شودميايجاد  گروه كنترلبطور معنادار نسبت به  بينابيني
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 ريه بافت در COX-2نتايج حاصل از بيان ژن  -1 مودارن

 ) >05/0P(دار است  يمعنبوده كه با گروه لاپاراتومي  CLPنتيجه حاصل از آناليز آماري گروه  دهنده نشان aعلامت 

  )>05/0P(دار هستند  يمعن CLPي مختلف تيمار بوده كه با گروه ها گروهنتيجه حاصل از آناليز آماري  دهنده نشانb علامت
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  در پلاسما  E2 نيغلظت پروستاگلاند -2 نمودار

 )>05/0P(دار است  يمعنبوده كه با گروه لاپاراتومي  CLPنتيجه حاصل از آناليز آماري گروه  دهنده نشان aعلامت 

 )>05/0P( هستند دار يمعن CLPبوده كه با گروه  ي مختلف تيمارها گروهنتيجه حاصل از آناليز آماري  دهنده نشانb علامت 

a 

b b
b b

b

a 

b 
b

b bb



 1398، 2، شماره 32جلد                                                                             )          مجله زيست شناسي ايران(جانوري مجله پژوهشهاي 

109 

هاي تيمار با اسانس نعنا همراه با آب تهي شده از گروه
توانند بطور مي) E, F - 1شكل (دوتريوم در هر دو دوز 

معنادار باعث كاهش ادم، شدت ذات الريه بينابيني، ارتشاح 

 ).3جدول ) (E, C 1شكل (ها و پرخوني گردند نوتروفيل
روه تيمار شده با ايندومتاسين، هيچ گونه پرخوني و در گ

  .)1Gشكل (مشاهده نشد  100ادم با بزرگنمايي 
  

 ي مختلف مطالعهها گروهشناسي در  يبآسي ها شاخصميانگين و خطاي استاندارد مقادير عددي  -3جدول

 ها گروه  ادم التهابي ارتشاح نوتروفيل پرخوني شدت ذات الريه بينابيني

 لاپاراتومي  6/1 4/0±  8/0 ± 3/0  1 ± 0  1/1 ± 2/0

a1/0± 2/3  a2/0± 5/3  a2/0±5/3  a1/0± 1/3  CLP  

2/2  ± 3/0  4/1  ± 2/0 b 1 ±0b 5/1  ± 1/0 b DDW15 

4/3  ± 2/0  3 ± 0 3 ±0 1/3  ±0 DDW30 

6/1  ± 2/0 b 2 ± 0b 8/1  ± 3/0 b 7/1  ± 1/0 b +  اسانس DDW15 

6/1  ± 2/0 b 8/2  ± 2/0  4/2  ± 2/0 b 2/2  ± 1/0 اسانس  +  DDW30 

 ايندومتاسين  3/2 ± 4/0  5/2 3/0±  8/2 4/0±  6/2 ± 4/0

a : لاپاراتومي، داراي اختلاف معنادار با گروهb : داراي اختلاف معنادار با گروهCLP  
 .است شده يانب (mean ± SEM) معيار انحراف ± ميانگين صورت به نتايج

 

 

 

A  B 

C  D
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:  CLPگروه  B)* 400پرخوني و ادم ملايم بافت بينابيني و عدم مشاهده نوتروفيل در بافت ريه با بزرگنمايي : LAPومي گروه لاپارات A)-1شكل 
ها در مجاور ، مرزنشيني نوتروفيل)يكانسر پ(دار نوتروفيل ها در اطراف سياهرگ  ينآستتجمع (پرخوني شديد، ادم و التهاب وسيع بافت بينابيني ريه 

و تجمع  15عدم مشاهده پرخوني و ادم در دوز : 30و  ppm 15در دوزهاي  DDWگروه  C, D)، *400با بزرگنمايي )) ها يكانپ(هرگ آندوتليوم سيا
زمان با آب تهي  هم mg/kg b.w 100گروه اسانس نعنا در دوز  E, F)* 400با بزرگنمايي ) ها يكانپ(آستين وار نوتروفيل ها در اطراف رگ خوني 

 ,*E 100عدم مشاهده پرخوني، ادم و ارتشاح نوتروفيل در بافت بينابيني و اطراف عروق خوني با بزرگنمايي: 15و ppm 30م در دوز شده از دوتريو

F 400*  (G100عدم مشاهده پرخوني و ادم با بزرگنمايي : گروه ايندومتاسين* 

  گيري يجهنتبحث و 
التهاب حاد ريوي يكي از عوارض مزمن سپسيس است كه 

 شودمي  سجر به مرگ بيماران مبتلا به سپسيمن يتادرنه
 ناشي عوارض و سپسيس از جلوگيري به همين دليل .)11(

 اهميت از سپسيس از حاصل ريوي آسيب خصوص به آن از
 .است برخوردار زيادي

منظور بررسي اثرات حفاظتي،  دراين مطالعه به
اكسيداني و ضدالتهابي آب تهي شده از دوتريوم و  آنتي

صورت تنها و تركيبي بر روي بيماري  سانس نعنا بها
، از يك مدل تجربي التهابي در in vitroسپسيس در سيستم 

هاي التهابي برتري دارد،  كه نسبت به ساير مدل (CLP)رت 
اين مدل در حيوانات مختلف قابل انجام . استفاده گرديد

رت و موش بسيار ساده  ازجملهاست، اما در جوندگان 
ايجاد مدل . گيرد استفاده قرار مي به فراواني نيز موردبوده و 

هزينه و سريع  بسيار كم CLPسپسيس توسط جراحي 
 طرف از). 16(باشد و استاندارد كردن آن نيز آسان است  مي

 شيفت طريق از سپسيس، CLP مدل در ديگر

 از منفي گرم و مثبت گرم هايباكتري و هاميكروارگانيسم

 بار افزايش .شودمي ايجاد خون يانجر به يا روده لومن

 استرس در دخيل مسيرهاي يساز فعال طريق از ميكروبي

 اكسيداتيو استرس القاء به منجر سپسيس در اكسيداتيو

گردد مي بدن هايارگان آسيب به منجر يتدرنها كه گرديده
)16.( 

بنابراين، باتوجه به عوامل تأثيرگذار در ايجاد سپسيس 
ي درماني را تعيين كرد كه يكي از بهترين توان راهكارها مي

E  F

G 
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ها كاهش سطح بار ميكروبي و كاهش عوامل استرس  آن
هاي رايج سپسيس شامل  درمان. اكسيداتيو و التهابي است

ها براي كاهش بار ميكروبي،  بيوتيك استفاده از آنتي
اي توسط داروه اكسيداني يآنتچنين تقويت سيستم  هم

داروهاي ضدالتهابي با كاهش  علاوه به. باشد مختلف مي
تواند باعث تعويق  هاي التهابي ناشي از سپسيس مي واكنش

 يعيو محصولات طب ييدارو اهانيگ .يا درمان بيماري گردد
بوده و امروزه هنوز هم  ياز عوامل درمان يمنبع ارزشمند

 هستند ديجد يداروها ييشناسا يمهم برا موضوع كي
  ).27و 22(

پارامترهاي دخيل در آسيب  نتايج حاصل از بررسي
نشان داد  هاي مبتلا به سپسيسرتاكسيداتيو در بافت ريه 

سطح پارامترهاي مربوط به استرس ، CLPدر گروه كه 
ساعت بعد از القاء سپسيس دچار اختلال  24 اكسيداتيو

آنزيم ميلوپراكسيداز، مالون دي (اين پارامترها  .شوند مي
اي وضعيت سيستم ه از شاخص) آلدئيد و گلوتاتيون
باشند كه در سپسيس به دليل نقص  استرس اكسيداتيو مي

). 8( شوند اكسيداني دچار اختلال مي دفاع آنتي سيستمدر 
اولين مشاهدات در آسيب اكسيداتيو بافتي حاصل از 

همراه با افزايش  ريهدر بافت  LP سطح سپسيس افزايش
 CLP  در گروه GSH سطح و كاهش MPOفعاليت آنزيم 

در ). 1جدول () >05/0P(باشد  سبت به گروه كنترل مين
باعث  H2O2آنزيم ميلوپراكسيداز با استفاده از  ،سپسيس

ها گردد كه اين واسطههاي فعالي ميتوليد واسطه
 آنزيم .)31( دهندپراكسيداسيون ليپيدها را افزايش مي

MPO  نقش بسيار مهمي را در شروع پراكسيداسيون ليپيدها
علاوه بر آن، شروع . كند ايفاء مي in vivo سيستم در

پراكسيداسيون ليپيدها و تشكيل ايكوزانوئيدهاي فعال 
اي، در مطالعه .)48( فرايندهاي مهمي در التهاب هستند

عنوان بيوماركر در  به MPOگيري فعاليت آنزيمي  اندازه
و سپسيس گزارش شده  SIRSپاسخ التهابي در بيماران با 

 استرس ماركر عنوان به MDAين، همچن ).23( است
 حضور. است دهايپيل هيتجز محصول نيآخر و،يداتياكس

 دييكل نقش دهايپراكس مخصوصاً آزاد هايكاليراد بالاي
-مارييب ابت،يد مانند هايماريب از تعدادي ييزامارييب در

 گريد هايمارييب انواع و رييپ سرطان، ،يعروق يقلب هاي
اند كه ميزان دي ثابت كردهمطالعات متعد. )3( دارد

محصولات پراكسيداسيون ليپيدها در بيماران مبتلا به 
بر  ييديتأاين گزارشات  ).30(يابد سپسيس افزايش مي

و همچنين  باشند يمدر تحقيق حاضر  آمده دست به نتايج
نزديك بودن شرايط باليني بيماران به مدل  ي دهنده نشان

از طرفي، گلوتاتيون، يك . دراين تحقيق است كاررفته به
 HS اسيدي است كه عامل فعال آن گروه اكسيدان آمينوآنتي

اين تركيب هم در خون و هم در بافت ها . باشد يم) تيول(
هاي آن، جلوگيري از شود و يكي از نقشيافت مي

. باشدهاي بيولوژيكي ميپراكسيداسيون ليپيدها در غشاء
سوبستراي  عنوان بهم يا تواند به طور مستقيگلوتاتيون مي

ترانسفراز  – Sهاي گلوتاتيون پراكسيداز و گلوتاتيون آنزيم
ها و هيدروژن، ليپيد هيدروپر اكسيد داكسيپر ييزدا سمدر 

   ).28( تركيبات الكتروفيليك شركت نمايد

همراه با نتايج  (MPO, GSH, LP) ها اين داده
يب كه آس دهند مينشان ) 1شكل (هيستوپاتولوژيكي 

حاصل از سپسيس، تخريب بافتي  ريهاكسيداتيو بافت 
. موجب شده است CLPساعت پس از  24در شديدي را 

 ،CLPنشان دادند كه در مدل التهابي  مطالعات ديگر نيز
تغيير پارامترهاي دخيل در استرس اكسيداتيو منجر به 

 مطابقت دارد كه با نتايج تحقيق حاضر شود آسيب بافتي مي
)4 ،1 ،36(. 

سي ها در برررتبراين، نتايج حاصل از تيمار علاوه
كه دهد  ميدر بافت ريه نشان  ماركرهاي آسيب اكسيداتيو

و  30و  ppm  15زوآب تهي شده از دوتريوم در دو د
باعث  mg/kg bw 100 زواسانس نعنا در د آن با تركيب

هاي مبتلا به سپسيس در مهار تغيير پارامترهاي فوق در رت
، نتايج علاوه به. )1جدول (گردد  مي CLPپس از  ساعت 24

كه -  ينسايندومتا حاصل از داروي شناخته شده ضدالتهابي



 1398، 2، شماره 32جلد                                                                             )          مجله زيست شناسي ايران(جانوري مجله پژوهشهاي 

112 

 شده استفادهكنترل مثبت  گروه عنوان اين تحقيق به در
 هاي يبررسنتايج . باشد هاي تيمار ميهمانند گروه -است

در تعديل  ي مختلفتيمارها يرتأثهيستوپاتولوژيك نيز 
جبران كاهش ). 1شكل (د نكن بافتي را تائيد مي هاي يبآس

گلوتاتيون كه يك جزء مهم از سيستم حفاظتي داخل 
منجر به بازيافت  ،باشد استرس اكسيداتيو مي يهبرعلسلولي 

مكانيسم دفاع سلولي و توقف پر اكسيداسيون ليپيدها 
سلول را در مقابل آسيب اكسيداتيو  يجهدرنتگرديده كه 

در ميزان  دار يمعنبنابراين كاهش . كند بافتي محافظت مي
هاي تيمار در رت )>05/0P( ريهمالون دي آلدهيد بافت 
در ميزان فعاليت آنزيم  ملاحظه قابلشده همزمان با كاهش 

در  تركيباتنقش محافظتي اين  دهنده نشانميلوپراكسيداز 
، يگرد عبارت به. جلوگيري از پراكسيداسيون ليپيدها است

 واسطه به ريهليپيدها در بافت  راكسيداسيونپجلوگيري از 
 DDWنعنا و توسط اسانس  MPO مهار فعاليت آنزيم

اين هاي دخيل در اثر محافظتي يكي از مكانيسم تواند يم
اين نتيجه با  .در جلوگيري از آسيب بافتي باشد تركيبات

مبني بر نقش محافظتي  ويلا توسط شده ارائهگزارش 
همچنين، فاطمي  .)43( ابقت داردگلوتاتيون در سپسيس مط

نشان دادند كه اسانس زيره داراي اثر ) 2010(و همكاران 
و  MPO ،GSH مدل تجربي سپسيس بر رويمحافظتي در 

LP اسانس گلپر ي ديگري نشان داد مطالعه. )11(باشد  مي
سميت تواند كبد را در برابر استرس اكسيداتيو ناشي از مي

در مطالعات قبلي نيز رسولي و . )2( محافظت نمايد داروها
را در محافظت از كبد در  DDWاكسيداني  همكاران اثر آنتي

بررسي  همچنين). 32(برابر سميت مواد نشان دادند 
هاي مبتلا به سپسيس، ديگري حاكي از آن است كه در رت

در دو بافت كبد و ريه محصول پر  CLPساعت پس از  16
  ).36(يابد  اكسيداسيون ليپيدها افزايش مي

آمده در اين مطالعه نشان داد  دست از سوي ديگر، نتايج به
هاي سپتيكي،  ي پلاسماي موش در نمونه FRAPكه ميزان 

ها رتيابد و تيمار  كاهش مي CLPساعت پس از ايجاد  24
ز باعث افزايش و ودر هر دو د DDWزمان با  با اسانس هم

 (FRAP)ا اكسيداني كل پلاسم بازگشت سطح ظرفيت آنتي
آب تهي  با ولي تيمار) 1جدول (شود  به حالت نرمال مي

ز تغييري بر ميزان وهر دو ددر  به تنهايي شده از دوتريوم
همانطور كه اشاره شد ). 1جدول (ايجاد نكرد  اين فاكتور

 اكسيداني يآنتظرفيت  يريگ اندازهرايج  يها روشيكي از 
است كه در  FRAPبيولوژيك، استفاده از روش  يها نمونه
 .)7( معرفي شد و همكارانشبنزي توسط  1996سال 
نشان داده است كه در بيماران مبتلا به شوك  يا مطالعه

و فاكتورهاي دخيل در آن مثل اسيد  FRAPسپتيك، ميزان 
روبين متناسب با شدت سپسيس افزايش  اوريك و بيلي

  ).5(يابد  مي

 ه ايجاددهد ك ل از تحقيق نشان ميهمچنين، نتايج حاص
 GST). 1جدول (ندارد  GSTسپسيس تأثيري بر آنزيم 

سيك تركيبات كارسينوژنيك و سايتوتوك زداييسممسئول 
به دليل . باشدگلوتاتيون مي از طريق كونژوگه كردن آنها با

آنكه بسياري از مواد سمي و مضر از طريق كونژوگه شدن 
رد ، گاهي نقص در عملكشوند يمفعال غيربا گلوتاتيون 

GST تواند باعث حساس شدن بافت هاي بدن به مواد مي
 در واقع نقش. هاي شيميايي شودكارسينوژنسمي و 
سلول در مقابل محافظت از  ،GST هاي مختلفايزوآنزيم

هاي فعال متابوليتتركيب  صدمات اكسيداتيو از طريق
 ).17( باشد يمسموم و داروها با گلوتاتيون 

عنوان يك راهكار درماني  به COX-2از طرفي مهار ژن 
 هاي بافتي حاصل از و آسيب مؤثر براي پيشگيري از التهاب

در پاتوژنز  ينقش مهم COX-2 ).41( است شده يمعرفآن 
توجهي توسط  طور قابل به كند و بازي ميالتهاب 
 پروستانوئيدهاسنتز  شيافزاكه منجر به  يالتهاب يها محرك

شود،  ي ميالتهاب يها تباف در )يقو يهاي التهاب واسطه(
پروستانوئيد در ترين  فراوان PGE2 .گردد تشديد مي

هاي التهابي است كه از آراشيدونيك اسيد طي فعاليت  بافت
COX-2 پارامتر دخيل در اين بررسي  .)14(شود  ايجاد مي

نشان داد كه افزايش بيان ژن  CLPفرايند التهاب در گروه 
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COX-2 افزايش توليد  ههاي سپتيكي، منجر بدر رت
PGE2  شود كه  افزايش سطح آن در پلاسما مي يجهدرنتو
، 2جدول (گردد  منجر به آسيب بافتي در ريه مي يتدرنها

سپسيس و التهاب حاد، افزايش توليد در  .)2و  1نمودار 
هاي پيش سايتوكينانواع  بينكنش واهاي آزاد و  راديكال

ها و  سياري از ارگانالتهابي و ضدالتهابي باعث ازكارافتادن ب
دراين بيماري، اجزاء مهمي  ).10( گردد درنهايت مرگ مي

دهند تا  دست هم مي به از فرايندهاي پاتولوژيكي دست
هايي كه  ها را براي آزادسازي يك سري از واسطهنوتروفيل

. هاي نرمال نقش دارند، تحريك كنند در تخريب سلول
با تشديد  COX-2دهند كه القاء ژن  مطالعات نشان مي

ناشي از  بافتيهاي  در گسترش آسيباسترس اكسيداتيو 
همچنين نتايج حاصل از . )10( التهاب نقش مهمي دارند

در بافت ريه نشان  PGE2و  COX-2بررسي بيان ژن 
 30و  ppm 15ز ودهد كه تيمار آب فاقد دوتريوم در د مي

باعث تعديل بيان اين ژن و  DDWو تركيب اسانس و 
 24هاي مبتلا به سپسيس در در رت (PGE2)ن محصول آ

ذكر است كه بيان ژن  شايان . گردد مي CLPساعت پس از 
COX-2 هاي نرمال در سطح بسيار پاييني قرار  در سلول

هاي آندوتليال در  اين آنزيم در ماكروفاژها و سلول. دارد
سپسيس القاء گرديده و افزايش  ازجملهطول شرايط التهابي 

  .)9(ابد ي شديدي مي
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Abstract 

Sepsis is a major cause of morbidity and mortality in patients in the intensive care unit. 
Despite new supportive treatments and administration of high potent antibiotics, sepsis 
is overwhelmingly one of the risky factors in patient’s life. So, the purpose of this study 
is to investigate the effects of Deuterium Depleted Water (DDW) and M. longifolia 
essential oils (E.Os) on septic rats induced by CLP (Cecal Ligation and Puncture). 
Therefore, rats were divided into 7 groups: negative control (Laparotomy), CLP, 
treatment groups with DDW (15and 30 ppm), adjuvant with M. longifolia E.O (100 
mg/kg b.w) and positive control group (indomethacin). Then, 24h after CLP induction, 
oxidative injury parameters and the expression of COX-2 gene in lung tissue were 
measured. The data indicated that sepsis induction reduced GSH, FRAP and increased 
LP, MPO, PGE2 and COX-2 gene but didn`t affected GST. Treatments of rats with 
DDW and E.Os alone and together as well as indomethacin have been effective in 
increasing the GSH, FRAP and decreasing the LP, MPO, PGE2 and COX-2. 
Histopathological examinations indicated that sepsis caused lung tissue damage and this 
damage decreased by DDW and E.O treatment. So sepsis causes oxidative lung tissue 
damage and the using of deuterium depleted water and Mentha longifolia can prevent 
injuries through modulation the oxidative stress/antioxidant parameters. 

Key words: Sepsis, Mentha longifolia essential oil, Deuterium Depleted Water, Anti- 
inflammatory activity, oxidative Stress 

  

  

 


