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 ٢٠٣ تا 199صفحات ، 86 زمستان، 4، شماره 17 دوره                

  

 فصل زانوبررسي اثر عصاره انار در حفاظت از غضروف م
 رتريت آدرمدل تجربي استئو

  4، مارتا صفوي3، مريم كديور2كرماني ، رضا مظفري1پور جهرمي مهسا هادي

 

   واحد پزشكي تهران، دانشگاه آزاد اسلامي، گروه فارماكولوژي،استاديار 1
   واحد پزشكي تهران، دانشگاه آزاد اسلامي،پاتولوژيگروه  ،استاديار2
   دانشگاه علوم پزشكي ايران،ژيپاتولوگروه  ،استاديار 3
   ، واحد پزشكي تهراندانشگاه آزاد اسلاميكي، شدانشجوي پز 4

  چكيده
) MIA(از تزريق داخل مفصلي منويدواستات ) OA(رتريت آبر استئو) PJ(در اين پژوهش جهت بررسي اثر عصارة انار  :سابقه و هدف
اكسيدان و همچنين اثرات پيشگيرنده در  نتيآبودن خواص آب انار به علت دارا . مورال موش سوري استفاده شده استدر مفصل تيبوف

كنون هيچ مطالعه هيستوپاتولوژيكي در حيوانات جهت بررسي اثرات آن در اما تا  ،از مقبوليت زيادي برخوردار است  ،هاي قلبيبيماري
  .انجام نشده است ترميم آنها يا جلوگيري از تخريب غضروف مفصلي و

كندرال و غضروف مفصل زانوي موش سوري در  يرات هيستوپاتولوژيك استخوان سابابتدا تغي، تجربي در اين مطالعه: يسروش برر
تجويز خوراكي عصاره انار در سپس اثرات . مورد بررسي قرار گرفت) MIA( منويدواستات mg 1/0 روز بعد از تزريق 28 و 14، 1طي 

 و در گروه سوم ml/kg 10، در گروه دوم عصاره انار با دوز ml/kg 4وز گروه اول عصاره انار با د رد. گروههاي مختلف بررسي گرديد
  .كوپي قرار گرفت تجويز و تغييرات هيستوپاتولوژيك در مفاصل زانو دو هفته بعد مورد مطالعه ميكروسml/kg20عصاره انار با دوز 

هاست كه گاهي اوقات تمامي  ون و نكروز كندروسيترتريت از نظر پاتولوژيكي شامل مناطقي از دژنراسيآمراحل اوليه استئو: هايافته
، فيبروز هاي استخواني شامل كلاپس ترابكولكندرال و پروتئوگليكان  تغييرات استخوان ساب. سازد امت غضروف مفصل را درگير ميضخ

ابسته به دوز مانع از اثرات هاي مختلف موش سوري به صورت و تجويز عصاره انار در گروه. باشد م ميو نكروز و پروليفراسيون سينوويو
MIA در ايجاد OAبه طور موثري مشاهده  ، ي از عصاره انار را دريافت كردنداين اثرات به ويژه در گروههايي كه دوز بالاتر. شود  مي

  .ي در پروتئوگليكان ايجاد شده استها جلوگيري به عمل آورده و تغييرات كمتر گرديد كه از آسيب كندروسيت
رتريت آ منجر به آسيب سريع و پيشروندة غضروف مفصلي شده كه دقيقا استئوMIAدوز داخل مفصلي  تزريق تك :گيرينتيجه

هاي هيستوپاتولوژيك غضروف مفصل موش سوري مورد تائيد بهبودي آسيب، اثر عصاره انار در در اين پژوهش. دنماي درانسان را تقليد مي
   .قرار گرفت

  .، مدل حيوانيآرتريتئو، استانارعصاره  :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
شايعترين بيماري مفصلي ) Osteoarthritis=OA(رتريت آاستئو

. شود   سال ديده مي   65است كه در بيش از نيمي از افراد بالاي          

                                                 
 ، واحد پزشكي تهـران    ، دانشگاه آزاد اسلامي   ، زرگنده ،خيابان دكتر شريعتي  ان،  تهر: آدرس نويسنده مسئول  

  دكتر مهسا هادي پور جهرمي، 1495/19395، صندوق پستي 19168 كدپستي ،فارماكولوژيگروه 
)email: jahromymh@yahoo.com  (  

  16/8/1386: تاريخ دريافت مقاله
  22/10/1386 :تاريخ پذيرش مقاله

نظيـر زانـو و     (رتريت ابتدا در مفاصل تحمل كننده وزن        آاستئو
شود كه شـامل دژنراسـيون غـضروف مفـصل و             ديده مي ) لگن

در حـال حاضـر در      . كنـدرال اسـت     استخوان ساب  تغييرات در 
ماري كلينيك هيچ دارويي كه به طور قطعي از پيشرفت اين بي          

امـروزه درمـان بيمـاران    . جلوگيري كنـد، در دسـترس نيـست     
داروهاي مـسكن و ضـد التهـاب         شامل كاهش درد و التهاب با     

  .)1،2( مختلف يا داروهاي گياهي است
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ــه وي   ــي ك ــواني خاص ــدل حي ــروزه م ــيام ــاري،   ژگ ــاي رفت ه
 را تقليـد كنـد، در دسـترس         OAبيوشيميايي و فارماكولوژيك    

كــه ) MIA( تزريــق داخــل مفــصلي منويدواســتات .باشــد مــي
ــسرآ  ــت گليـ ــسفات دهيـــدروژناز را در  – 3دهيد لفعاليـ  فـ

كند، منجر به اختلال در گليكـوليز و در          ها مهار مي    كندروسيت
هـا    كندروسـيت ة كاهش پيـشروند . شود نتيجه مرگ سلولي مي   

منجر به تغييـرات هيـستولوژيك و مورفولـوژيكي در غـضروف            
رتريت در انـسان را تقليـد       آشـود كـه دقيقـا اسـتئو         مفصل مي 

  ).3-6( كند مي
  كـه    Punicaceaeدرخت انار، درخت كوچكي است از خانوادة        

اسـتفاده از آب انـار بـه علـت          ). 7( باشد  بومي مشرق زمين مي   
هت جلوگيري از بيماريهاي قلبي رو      اكسيدان آن ج    نتيآخواص  

 نـشان  in vitroاخيرا در يك مطالعة ). 8-10(به افزايش است 
داده شــد عــصارة ميــوه انــار اثــرات ضــد التهــابي داشــته و از  

 نمايـد   محافظت ميIL-1ها در برابر آسيب ناشي از       كندروسيت
، هر چند كه مكانيـسم دقيـق آن در غـضروف مفـصل و               )11(

اتولوژيك بـه دنبـال درمـان، هنـوز مـشخص           تغييرات هيستوپ 
آن،  به علت مصرف زياد آب انار و خواص درماني متعدد. نيست

خوان در اين پژوهش تغييرات هيستوپاتولوژيك غضروف و اسـت        
 مورد  OAكندرال به دنبال تجويز آب انار در مدل حيواني           ساب

  .بررسي قرار گرفته است
  

  مواد و روشها
 مـورد    ، به كار رفته در ايـن پـژوهش        روش :رتريتآايجاد استئو 

نوع مطالعـه   . باشد    مي  Pfizerتاييد انجمن مراقبت از حيوانات      
 بـه   Balb-c بنيادي بر روي موش سوري نر نژاد         -از نوع تجربي  

، MIAجهت ايجاد استئوارتريت ناشـي از       . بود gr 25-20وزن  
بيهوش شدند ) Abbott Laboratories(ها با كتامين  ابتدا موش

ــه صــورت تــك دوز در ) MIA) Sigma از mg 1/0 ســپس و ب
 روز  28 و   14 ،1ليگمان اينفراپاتلار زانوي چپ تزريـق شـد و          

نوري مورد بررسي ، مقاطع مفاصل با ميكروسكوپ بعد از تزريق
 برگرفته از يـك مطالعـة        ، تزريق شده  MIAميزان  . قرار گرفتند 

ين ميـزان   تر باشد كه مناسب    مي) dose-response( پاسخ   –دوز
 مفـصل در زانـوي مـوش        mg1/0تخريب مفصل را در غلظـت       

  . )نتايج نشان داده نشده است(دهد  سوري نشان مي
MIA        در سالين فيزيولوژيك حل شده و Lµ10   سوزن   از آن با

30-gauge     در زانوي راست موش    .  در زانوي چپ تزريق گرديد
 سـالين فيزيولوژيـك تزريـق       Lµ 10سوري به عنوان كنتـرل،      

  . دش

انار مورد استفاده در اين طـرح، انـار          :چگونگي تهيه عصاره انار   
باشد كه توسـط يكـي از همكـاران از بـاغي در سـاوه                 ساوه مي 

انـار  . فراهم شده است  ) تحت نظارت مركز تحقيقات كشاورزي    (
انار به دست آمده، . باشد ساوه يكي از بهترين انواع انار ايران مي

دانه انـار بـه     . هداري شده است   نگ C°4شسته شده و در دماي      
ــا      ــصاره آن ب ــده و ع ــدا ش ــت آن ج ــتي از پوس ــورت دس ص

 در نتيجـه محتويـات      .شـد  مـي  روزانه تهيه    گيري برقي   ميوه  آب
سـپس عـصاره انـار در يـك         .  بـود  هسته انار هم در آن موجود     

  . شد ميظرف پلاستيكي استريل در يخچال نگهداري 
هر گروه شامل ده موش     (ار در سه گروه     تجويز عصارة ان   :درمان

يـك روز بعـد از   ) سوري، مطابق بـا مقـالات موجـود و مراجـع         
عـصاره انـار بـه      .  به مدت دو هفته انجام پـذيرفت       MIAق  يتزر

 به feeding needleصورت خوراكي از طريق گاواژ با استفاده از 
ر دوزهـاي منقـسم،    دml/kg20  وml/kg4،   ml/kg10ميزان 

كنتـرل يـك بـار در روز آب دريافـت           گـروه   . روزانه تجويز شد  
 پـس از دو      تغييرات هيستوپاتولوژيك در مفـصل زانـو،      . كرد  مي

  .هفته بررسي گرديد
ــت شناســي آ ــاليز باف ــستوپاتولوژيك در   :ن ــرات هي ــدا تغيي ابت

دريافت كرده   زانو در  يا سالين را   mg 1/0 MIAهايي كه     موش
ز بعد از    رو 28 و   14  ،1هاي سوري     موش. بودند، بررسي گرديد  

بافت نرم از   . كشته شدند استفاده از كلروفرم     ، با MIAدرمان با   
. جـدا شـد   ) كنترل( و زانوي راست     )رتريتآاستئو(زانوي چپ     

. اسيون مفصل تسهيل شود   كشكك از هر زانو جدا شد تا فيكس       
هاي بافتي از طريق فراينـدهاي اسـتاندارد جهـت            سپس نمونه 

، بـه طـور خلاصـه     . دررسي با ميكروسـكوپ نـوري آمـاده ش ـ        ب
 سپس در اسيدفرميك  ،نگهداري شده% 10ها در فرمالين    نمونه

ا متعاقب.  ساعت قرار داده شد تا دكلسيفيه شود 72 به مدت    5%
پـارافين قـرار داده      ، سـپس در   ها دراتانل دهيدراته شـده      نمونه
ن و تولوئيــدن بلــو هــا بــا هماتوكــسيلين، ائــوزي نمونــه. ندشــد
يـرات هيـستوپاتولوژيك هـر مفـصل از         تغي. آميزي شـدند    رنگ

، : +خفيـف (ان گرديـد    بندي امتيـازات بي ـ     لحاظ كيفي با جمع   
و از لحــاظ كمــي ميــانگين امتيــاز ) : +++، شــديد: ++متوســط

تمـامي  . ر گرفـت  پاتولوژي براي هـر نمونـه مـورد بررسـي قـرا           
  .ها توسط يك پاتولوژيست بررسي شد نمونه
هـا توسـط برنامـه      ودار آمـاري نتـايج حاصـله و رسـم نم          آناليز

Origin 6انحراف از  ±نتايج نمودار بصورت ميانگين.  انجام شد
 و student's t-testاز آناليزهاي آمـاري  . استاندارد محاسبه شد
ANOVA one-way     جهـت بررسـي نتـايج اسـتفاده گرديـد  . 

P<0.01در نظر گرفته شددار  به عنوان اختلاف معني .  
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  هايافته
 ـ   MIAولوژيك ناشي از تزريق     تغييرات هيستوپات  سته  كـاملا واب

يـرات نظيـر تغييـر در سـاختار         ايـن تغي  . باشـند   به زمـان مـي    
طح غضروف، آشكار شـدن   خوردگي و فيبريلاسيون س   ،غضروف

هاي غضروف بعد     كندرال و كاهش پروتئوگليكان    استخوان ساب 
در غضروف مفصل هـر دو      ). 1شكل  (شوند     روز ايجاد مي   14از  

هاي سطحي گاهي همراه با       بيا و فمورال، نامنظمي    استخوان تي 
 روز ايجـاد    28صوصا بعـد از     فيبريلاسيون خ ـ  اولسراسيون و يا  

هاي هيستوپاتولوژيك و امتيازبندي پاتولوژي در        يافته. شود  مي
OA    ناشي از MIA خلاصه 1  روز در نمودار28 و 14، 1 بعد از 

  .شده است
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي ميكروسكوپيك تغييـرات هيـستوپاتولوژي در        يافته -1جدول  
و ) بـدون درمـان   (گروههاي تزريق سالين در زانوي راست، كنتـرل       

 در  MIA، پس از تزريـق      )تجويز مقادير مختلف عصاره انار    (درمان  
   زانوي چپ

  عصاره انار  كنترل   سالين   امتياز  
   MIA /زانو  

  حجم عصاره 
  تعداد حيوانات

  0 
0 
10 

0.1 mg  
0  
10  

0.1 mg  
4 ml/kg  

10  

0.1 mg 
10 ml/kg 

10 

0.1 mg 
20ml/kg 

10  
سطح تخريب 

  ها  كندروسيت
  

Aps 

+ 
++ 

+++ 

0 
0 
0 
0 

10/2 
10/4 
10/4 
20/2 

10/4 
10/5 
10/1 
70/1 

10/6 
10/3 
10/1 
50/1 

10/9 
10/1 
10/0 
10/1 

نكروز 
: ها  كندروسيت
  ضخامت
Aps  

+ 
++ 

+++  

0 
0 
0 
0 

10/2 
10/3 
10/5 
30/2 

10/4 
10/4 
10/3 
10/2 

10/4 
10/4 
10/2 
80/1 

10/8 
10/2 
10/0 
20/1 

سطح كاهش 
  پروتئوگليكان

  
Aps 

+ 
++ 

+++ 

0 
0 
0 
0 

10/1 
10/5 
10/4 
30/2 

10/8 
10/2 
10/0 
20/1 

10/8 
10/2 
10/0 
20/1 

10/8 
10/0 
10/0 
80/0 

ضخامت آسيب 
  پروتئوگليكان

 
Aps 

+ 
++ 

+++ 

0 
0 
0 
0 

10/1 
10/5 
10/4 
30/2 

10/7 
10/2 
10/1 
40/1 

10/7 
10/3 
10/0 
30/1 

10/8 
10/0 
10/0 
80/0 

سلول التهابي در 
  سينوويوم

  
Aps  

+ 
++ 

+++ 

0 
0 
0 
0 

10/7 
10/2 
10/1 
40/1 

10/0 
10/0 
10/0 
0 

10/0 
10/0 
10/0 
0 

10/0 
10/0 
10/0 
0 

پروليفراسيون 
  سينوريوم

  
Aps 

+ 
++ 

+++ 

0 
0 
0 
0 

10/5 
10/4 
10/1 
60/1 

10/0 
10/0 
10/0 
0 

10/0 
10/0 
10/0 
0 

10/0 
10/0 
10/0 
0 

جمع امتياز 
  پاتولوژي

 0 10/12 40/6 80/5 90/3 

APS : شديد ++ ، متوسط + خفيف ، ميانگين امتياز پاتولوژي ،+++  

   

  

  

  
 تغييرات هيستوپاتولوژيكي مقاطع مفاصل زانوي حيوانات -1شكل 

تزريق نرمـال سـالين بـه زانـوي راسـت            : H&E. Aآميزي    با رنگ 
. حيوانات بعنوان شاهد كه نشاندهنده غضروف سالم و نرمال است         

B :   دو هفته پس از تزريـقmg MIA 1/0    كـه نـشاندهنده وجـود 
صدمات در بيش از دو سوم سـطح تيبيـا بـوده، كندروسـيتها در               

اي بـا     درمـان دو هفتـه    : C.  انـد   تر نيز تخريب شده     مناطق عمقي 
 پس از ايجاد استئوآرتريت بـدنبال تزريـق         ml/kg  20 عصاره انار   

صـدمات نـسبي بـه     كه نشاندهنده mg MIA 1/0داخل مفصلي 
ها به ميـزان كمتـري        حدود نيمي از سطح  تيبيا بوده، كندروسيت       

 ). برابر10بزرگنمايي (اند  دچار آسيب شده

B
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 MIA 0.1mg-1 day
 MIA 0.1mg-14 days
 MIA 0.1mg-28 days

 انحراف از ±ميانگين (هاي پاتولوژي   مجموعه يافته-1نمودار 
ريق تك دوز داخل مفصلي داروي منوسديم بدنبال تز) استاندارد

موش صحراي نر پس گرم در مفصل زانوي چپ   ميلي1/0استات دوي
نگر ميزان صدمات به  اعداد محور افقي بيا. روز28  و14از يك، 

ر سلولهاي التهابي ، حضو2=، فقدان پروتئوگليكان1=كندروسيتها
 10=تعداد (4=، پروليفراسيون سلولي در سينوويال3=در سينوويال

دار دو گروه ديگر با  گروه  نياختلاف مع*). يوان در هر گروهح
mg1/0MIA  پس از يك روز با  P<0.01  

 هاي پاتولوژي ميانگين يافته
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  بحث
شـمال   درخت انار، درخت كـوچكي اسـت كـه بـومي ايـران و             

وه آن، بـه     رايـج از مي ـ    باشد و علاوه بر اسـتفاده       هندوستان مي 
. ، در بين مردم جايگاه خاصي دارد علت خواص درماني مختلف

در سالهاي اخير تلاشهاي زيادي براي شناسايي اجزاي مختلف         
تشكيل دهنده انار و چگـونگي تـاثير آنهـا در سـطح سـلولي و        

 7بيشتر تحقيقات انجام شده در      . بيوشيميايي انجام شده است   
اكسيدان اجزاي مختلف انار متمركـز        نتيآسال اخير بر فعاليت     

مطالعات بيوشيمايي اخير بيانگر اين اسـت       ). 9-11( بوده است 
   اســت كــه  )PSO(كــه هــسته انــار شــامل روغــن هــسته انــار 

ــشكيل مــي % 12–20 ــي  كــل وزن هــسته را ت دهــد و از طرف
باشـد كـه اجـزاي مختلـف         ماتريكس هسته شامل ليگنين مـي     

اكسيدان   و خاصيت آنتي   كند  ل مي ديواره سلولي را به هم متص     
فلاوونوئيد از ديگر اجـزاء تـشكيل دهنـده آن اسـت كـه              . دارد

اكسيدان زيادي داشـته و رنـگ درخـشان انـار را            نتيآخاصيت  
  . دهد تشكيل مي

سـاير  . آهن يكي از مواد معدني غالب در آب و هسته انار است           
 ،Ca ، Ce، Cl، Co، Cr، Cs، Cv، K، Mgمواد معدني آن شامل 

Mn، Mo، Na، Rb، Sc، Se، Sn، Sr  و Zn8(باشد   مي.(  
، اثر ضد التهاب انار حتي در دوزهاي پايين بـه           در اين پژوهش  

خاصيت ضـد التهـاب انـار قـبلا در برخـي            . خوبي مشاهده شد  
اي در    كنون مطالعه هاي التهابي گزارش شده بود، ليكن تا      بيماري

  . انجام نشده استOAمدل تجربي 
 انجام شـده اسـت، ايـن    in vitroلعه كه در شرايط در يك مطا

 MAPگونه بيان شده كه عصاره انـار از طريـق مهـار فعاليـت                
، مـانع از بـروز      هاي انسان    در كندروسيت  NF-Kappaβكيناز و   

IL-1beta  شـــود  در متالوپروتئينازهـــاي مـــاتريكس مـــي .
هــاي مهمــي در  آنـزيم ) MMP( متالوپروتئينازهـاي مــاتريكس 

 سلول نرمال هستند كه از طريـق ايجـاد فـضاي            حفظ ساختار 
هـاي سـاختاري عمـل        بين سلولي به دنبال تخريـب پـروتئين       

كنند، از ايـن رو فراينـدهاي التهـابي متعـددي را تـسهيل                مي
هـاي     كندروسـيت  MMPدر مطالعه فـوق، فعاليـت       . نمايند  مي

  مهار شده استin vitroانسان با عصارة استوني انار در شرايط 
)11.(  

كند كه صرف نظر      نتايج پژوهش حاضر، اين فرضيه را تاييد مي       
احتمـالا بـه علـت حـضور        (اره انـار  از اثرات ضـد التهـابي، عـص       

از . باشـد   ها مي    در كندروسيت  MMPقادر به مهار    ) ها  فنول  پلي
رو عصاره انار باعث محافظـت از غـضروف مفـصلي شـده و       اين

نـو بـاقي    هـاي بيـشتري در مفـصل زا         همچنين پروتئوگليكـان  
به علت تشابه زياد هيستوپاتولوژيك بـين ايـن مـدل           . مانند  مي

ــسان طبيعــي OA در حيــوان و OAتجربــي  ــه جــاي در ان ، ب
توان از    ها كه عوارض جانبي زيادي دارند، مي        استفاده از مسكن  

هـا    انار به عنوان يك داروي طبيعي در جهت حفظ كندروسيت         
  .و درمان استئوارتريت بهره جست

  
   قدرداني تشكر و

ناظر و شيرزاديان به خاطر همكاري در         ها شيرين كلام،      از خانم 
ــت . اجــراي طــرح صــميمانه سپاســگزاريم  ــين از معاون همچن

بودجـه  پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد پزشكي تهران كـه          
  . شود ، قدرداني مياين تحقيق را فراهم نمودند
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