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 تحقیقاتیمقاله 
در سمیت  (Punica granatum L. var. pleniflora) كنندگی عصاره آبی گلناراثرات محافظتبررسی 

 های صحراییكربن در موش كلرید از تتراكبدی ناشی 
، 1سونیا شهبازی زنجان مسکن ،1، مریم نوبرانی3زاده، مهدی توكلی2نژادكمالی، محمد 1نژادنگار ملکی ،1سینا عندلیب

 *،1محمدرضا اسکندری
 ، زنجان، ایرانپزشکی زنجان شناسی، دانشکده داروسازی، دانشگاه علومگروه فارماكولوژی و سم 1
 ایرانشهید بهشتی، تهران، پزشکی  گروه فارماكوگنوزی، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم 2
 ، زنجان، ایرانپزشکی زنجان گروه فارماكوگنوزی، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم 3

   چکیده  اطلاعات مقاله
 واژگان:گل

 گلنار
 اكسیدانآنتی

 پلی فنل
 كربن كلرید تترا

 فلاونوئید
 محافظت كبدی

باشد كه به عنوان می Puniaceae یا انار( از خانواده Punica granatum var. pleniflora) گلنار مقدمه: 
 كنندگی كبدی عصاره آبی گلنار، اثرات محافظتكنونی در مطالعه هدف: .شودشناخته میگل انار غیرمثمر 

همچنین فعالیت  نر و های صحراییدر موش( 4CCl) كربن كلرید شده توسط تترا ءدر سمیت كبدی القا
 اكسیدانی وخواص آنتی. شد ( این عصاره بررسیin vivo) تندرون( و in vitro) تنبروناكسیدانی آنتی
 ارزیابینیز فلاونوئید و  پلی فنلگیری و اندازه DPPH روش تن، بهدر برون آزاد هایرادیکال كنندگیمهار
 مختلفدوز سه های مورد آزمایش حیوان و سمیت كبدی بوسیله تتراكلرایدكربن القا شد روش بررسی: .شد

در انتهای آزمایش غلظت سرمی ماركرهای آسیب  نتایج:  عصاره را به صورت خوراكی دریافت كردند.
(، ALP) ، آلکالین فسفاتاز(AST) آسپارتات آمینوترانسفراز ،(ALT) آلانین آمینوترانسفرازكبدی شامل: 

كربن توسط تتراكلراید پروتئین تام خون در حیواناتی كهو روبین بیلی، (GGT) ترانسفراز گلوتامیل گاما
عصاره تن علاوه بر این، در بخش درون .(P < 001/0) عصاره كاهش یافت توسط مسموم شده بودند،

را كاهش دهد كه با افزایش گلوتاتیون كربن كلرایدتتراتوانست استرس اكسیداتیو كبدی ایجاد شده توسط 
(GSH)  شود مشخص میكاهش لیپیدپراكسیداسیون كبدی و(001/0 > P در عین حال، این عصاره توانست .)

 :گیرینتیجه (.P < 001/0وزن نسبی كبد را كه در اثر مسمومیت با این سم كبدی افزایش یافته بود، بهبود ببخشد )
در برابر آسیب كبدی  كنندگی عصاره آبی گلناربخشی از اثر محافظتتوان گفت كه گیری میبه عنوان نتیجه

 .عصاره باشد اكسیدانیخاصیت آنتیبواسطه تواند می ،كربنتتراكلرایدناشی از 
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 مقدمه. 1
باشد كه میهای حیاتی بدن انسان كبد یکی از اندام

زدایی عمل سمترین مركز متابولیسم در بدن بوده و مهم
به عهده دارد. همچنین سموم را  و تركیبات خارجی، داروها

ختلفی كه از طریق دستگاه گوارش جذب بدن مواد م
شوند، در وهله نخست وارد كبد شده و متابولیسم عبور می

در اكثر موارد، طی گیرد. اول كبدی بر روی آنها انجام می
های سازی متابولیکی توسط آنزیمزدایی، فعالعمل سم
های كبدی باعث ایجاد متابولیتمیکروزوم P450سیتوكروم 
توانند موجب شود كه این مواد میسمی و فعال میهای ثانویه 

به همین  .[1] كبد شوند مخصوصاًهای مختلف آسیب بافت
دلیل كبد همواره در معرض تماس بالا با سموم و 

های سمی آنها بوده و احتمال آسیب كبدی بسیار بالا متابولیت
ه بعد ی است كشیمیای تتراكلریدكربن از جمله موادباشد. می

  زدایی سیتوكرومهای سیستم سمود به بدن توسط آنزیماز ور
P450شود. متابولیسم تتراكلریدكربن از طریق متابولیزه می
 ،های متابولیزه كننده داروها در رتیکولوم اندوپلاسمیكآنزیم

در طی  .[2، 3] شودهای آزاد میباعث تولید رادیکال
 یمتابولیسم تتراكلرید كربن دو تركیب سمی شامل تر

شوند كه موجب كلرومتیل تولید میری كلرومتیل و پراكسی ت
. [4] دنشوصدمات حاد كبدی از جمله سیروز و نکروز می

 ءتخریب غشا با ،های آزاد حاصل از تتراكلریدكربنرادیکال
و  ALTآمینازهای ترانسسبب افزایش فعالیت  ،هاهپاتوسیت

AST  و سایر روبین افزایش غلظت بیلیهمچنین و
 ،كه میزان این تغییرات دنشومیفاكتورهای سمیت كبدی 

بنابراین مدل  .[5] دهدهای كبدی را نشان میشدت آسیب
شود، یكربن القاء متجربی آسیب كبدی كه توسط تتراكلرید

نندگی كای برای ارزیابی خاصیت محافظتبه صورت گسترده
كبدی داروهای مختلف شیمیایی و گیاهی مورد استفاده قرار 

 گیرد.می

امروزه گرایش به مصرف داروهای گیاهی و استفاده از 
در  ی مختلفهاین بیماردرماو این داروها در پیشگیری 

طور چشمیگری افزایش ه سطح جهان و بخصوص ایران ب
باشد كه به انار یکی از این گیاهان داروئی می .[6ت ]یافته اس

ای تاریخچه ،هادرمان انواع بیماری در علت اثرات مفید آن
 و Punicaceaeتیره  از انار. طولانی در طب سنتی ایران دارد

 این خانواده است. از اختصاصات تنها جنس Punicaجنس 
ی ساده، به سه فرم یهاست كه برگا نیگیاهان اگروه از  این

ها شامل آن گل كاسه. دارند ماده -های نرمتقابل، منفرد و گل
قطعه كاسبرگ چرمی و پیوسته به تخمدان است. جام  8تا  1

مركب از قطعات درشتی است كه  گل آنها قرمز یا صورتی و
ولی پس از شکفتن كامل، ، ت چین خورده دارنددر آغاز حال
های آنها زیاد و میوه آنها نیز تعداد پرچم. ندشوصاف می

های دارای پوست چرمی و محتوی دانه ،نوعی سته مخصوص
انار امروزه به . آبدار است سخت و محصور در یك بخش

در پیشگیری و درمان اش اكسیدانی قویدلیل خاصیت آنتی
های التهابی و سرطان های مختلف از جمله: بیماریبیماری

دهند ها نشان می. یافته[7، 8] باشددارای اهمیت بسزایی می
حاوی فعالیت از جمله میوه انار این گیاه  های مختلفبخش
یدهای ئفلاونو[. 9 -11باشد ]میای العادهاكسیدانی فوقآنتی

ه توانایی پیشگیری از اكسیداسیون موجود در این گیا
ها با دانسیته پایین را دارند از این رو دارای لیپوپروتیین

 [.12] باشدمیپرفشاری خون و ضدآرتروزنیك تیآنخاصیت 
كه به نام  plenifloraواریته  Punica granatumگیاه 

ران باشد كه در ایشود، گونه خاصی از انار میگلنار شناخته می
فقط در شهرستان داراب استان فارس و برخی از نقاط استان 

 ای استآید. این گونه خاص انار، درختچهاصفهان به عمل می
شوند و از این حیث با انار های آن تبدیل به میوه نمیكه گل

ی این درختچه به نام گلنار مشهور هاباشد. گلمتفاوت می
باشند كه در طب سنتی و در حال حاضر نیز توسط عوام می
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های صورت و پیشگیری از چین كننده جوشبه عنوان ترمیم
گیرد. مطالعات علمی و چروک پوست مورد مصرف قرار می

بسیار محدودی بر روی خواص فارماكولوژیك گلنار انجام 
جود در آن، مورد بررسی و مطالعه گرفته و تركیبات فعال مو

میوه های گلدقیق قرار نگرفته است. ولی مشخص شده كه 
 دنباشیم یگوناگون تركیبات )گلنار( دربردارندمعمولی  انار

 دیساآپیژنین، كاتشین، تریسین، روتین، پومگراناتات، : شامل
 و كینیمازل، اسید كیاورول، اسید الاژیك دیاس، كیگال

 [.13، 14دائوكوسترول ]

مختلف  هاینوئیدی فراكسیونوفنلی و فلاپلیمحتوای تام 
ه بمیکروبی آنها ده و خواص ضدگیری شاندازههای گلنار گل

همچنین در طی یك مطالعه بالینی  .[15] اثبات رسیده است
كه در بیماران دیابتی انجام گرفت، دهانشویه سنتی گلنار 

در عین  .[16این بیماران درمان كند ] توانست ژنژویت را در
در  آمیزیحال، عصاره آبی و الکلی این گیاه به طور موفقیت

مورد استفاده قرار  (RAS) درمان استئوماتیت آفتی عود كننده
ها در ها و فلاونوئیدیفنلیوجود پلیتوجه به  با .[17گرفت ]

گیاه های مختلف اكسیدانی بخشاثرات آنتیو همچنین گلنار 
اكسیدانی قوی انتظار داریم گلنار نیز دارای اثرات آنتی انار،

كنندگی تواند اثرات محافظتبوده و به همین دلیل این گیاه می
ونه گولی با این حال، تاكنون هیچ باشد. داشتهقوی كبدی 

 كنندگی كبدی گلنار و اثراتتحقیقی در مورد اثرات محافظت
ر مطالعه دبنابراین گرفته است. اكسیدانی گلنار انجام نآنتی

های كنندگی كبدی عصاره آبی گلكنونی، اثرات محافظت
های صحرایی نر كه توسط تتراكلریدكربن گلنار در موش

دچار سمیت كبدی شده بودند، مورد ارزیابی قرار گرفت. 
و  (in vitro) تناكسیدانی بروناثرات آنتی علاوه بر این،

ه شد. در عین حال، سنجید این عصاره نیز (in vivo) تندرون
( silymarinمارین )یسیلدر تحقیق فعلی از تركیب گیاهی 

به عنوان تركیب استاندارد گیاهی كه دارای خاصیت حفاظت
 خار مریم، استفاده شد. باشدكنندگی بالای كبدی می

(Silybum marianum)  یك گیاه دارویی خوراكی است كه
های مختلف مورد استفاده قرار ن بیماریاز دیرباز در درما

به عنوان گرادیانت فعال این گیاه، تركیبی  مارینیسیل .گیردمی
فنلی بوده و دارای خواص های مختلف پلیاز مولکول

شگیری باشد. این تركیب در پیاكسیدانی بسیار بالایی میآنتی
ای و درمان اختلالات مختلف كبدی مورد استفاده گسترده

به عنوان یك درمان مناسب  WHOه و توسط سازمان داشت
 [.18های كبدی درنظر گرفته شده است ]برای درمان بیماری

 
 هامواد و روش. 2
 (in vitro) تنبرون هایروش انجام آزمایش .2.1
 گیریعصاره .2.1.1

ی شمارهو با از مزارع منطقه داراب تهیه  گیاه گلنار
به  ی داروسازی شهید بهشتیدانشکدهدر  8016 یهرباریوم

 از روش گلنار هایلبرای تهیه عصاره آبی گ. ثبت رسید
شکل كه بدین .[19استفاده شد ] (maceration) خیساندن

كنیم و حدود یك لیتر آب به گرم از گلنار را پودر می 100
درجه سانتی 60ماری سپس آن را روی بن كنیم.آن اضافه می

 مستقیم حرارت داده شده وصورت غیره تا ب گذاریمگراد می
روز  5تا  4صورت آرام و تدریجی طی ه آب موجود در آن ب

صورت محلول بسیار ه دست آمده به عصاره ب تبخیر شود.
گرم  10عسلی شکل تغلیظ خواهد شد. با این روش  غلیظ و
  .دست آمده عصاره ب

 

 فنلیگیری میزان محتوای پلیاندازه .2.1.2
 سیوكالتو ها با متد رنگ سنجی فولینفنلمحتوای پلی

 از غلظت هر از میکرولیتر 100. [20شود ]می گیریاندازه
درصد  50 سیوكالتو میکرولیتر معرف فولین 200 با را عصاره

دقیقه در دمای اتاق انکوبه  3میکرولیتر آب به مدت  3/16و 
به  درصد 20میکرولیتر محلول كربنات سدیم  600سپس  و

 ،ساعت انکوباسیون در دمای اتاق 2آنها اضافه شد. بعد از 
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گیری و در مقایسه با منحنی اندازه nm 765جذب در 
صورت معادل گرمی ه فنول بمقدار پلی ،استاندارد گالیك اسید

گالیك اسید در گرم پودر خشك در مرحله انتهایی عصاره
، 25 هایتشود. منحنی استاندارد بر اساس غلظگیری بیان می

لیتر گالیك اسید گرم در هر میلیمیلی 500، 250، 100، 50
مقدار محتوای فنلی تام عصاره به صورت میلی رسم شدند.

شود كه گرم اكی واالان گالیك اسید در گرم عصاره بیان می
 از منحنی استاندارد به دست آوردیم.

 
 یدیئگیری میزان محتوای فلاونواندازه .2.1.3

سنجی آلومنیوم كلراید میزان فلاونوئید با روش رنگ
سدیم  µl 150عصاره همراه با  µl 500. [21] سنجش شد

 µl 150دقیقه انکوبه و سپس به آن  5به مدت  نیتریت،
. شددقیقه انکوبه  6درصد اضافه كرده و  10نیوم كلراید یآلوم

مولار اضافه و بعد از مخلوط نمودن كامل،  1سپس به آن سود 
خوانده می nm 510جذب در مقابل بلانك در طول موج 

گرم شود. میزان كل فلاونوئید در عصاره به صورت میلی
شود. منحنی استاندارد بر اساس معادل كوئرستین بیان می

گرم بر میلیمیلی 500و  400، 300، 200، 100های غلظت
اره درنهایت مقدار تام فلاونوئید عص .شدلیتر كوئرستین رسم 

در گرم عصاره بیان كوئرستین گرم اكی والان به صورت میلی
 شود كه از منحنی استاندارد به دست آمد.می

 
روش  بهاكسیدانی گیری میزان فعالیت آنتیاندازه .2.1.4

DPPH 
پیکریل -1دی فنیل -2و2ی محلول استاندارد جهت تهیه

را توسط  DPPHگرم از پودر  0040/0 ، (DPPH) یلهیدراز
وزن شده در  DPPHترازوی آنالیتیکال وزن كرده و سپس 

ت برابر است )غلظ رسدسی به حجم میسی 100ی بالن ژوژه
لازم به ذكر است محلول تهیه  .لیتر(میکروگرم در میلی 40با 

همواره در طول كار در محیط تاریك و در  DPPHشده از 

سی سی 1به  DPPH آزمونبرای  شود.یخچال نگهداری می
های عصاره و مادههای تهیه شده از محلولاز هر یك از رقت

سی محلول سی 3(، BHTاستاندارد ) اكسیدانی آنتی
DPPH  های حاصل همراه با د. سپس جذب محلولشاضافه

دقیقه در دمای اتاق  30پس از گذشت محلول كنترل و بلانك 
 توسط دستگاه اسپکتروفتومتر  گراد(درجه سانتی 25)

UV-vis  در طول موجnm 517 گیری شد. در هر مورد اندازه
 مربوطهاز طریق فرمول  DPPHدرصد مهار رادیکال آزاد 

گیری میزان جذب هر یك از نمونهجهت اندازه. دشمحاسبه 
ها، بلانك و كنترل ابتدا دستگاه اسپکتروفتومتر توسط حلال 

برای هر یك از رقت هاد و تمامی آزمایششمربوطه كالیبره 
 [.22] بار انجام شد 3ها حداقل 

 
 (in vivo) تندرون هایروش انجام آزمایش .2.2

 ییهای صحراموشسر  42در این تحقیق از 
Dawley- Sprague220تا  180وزنی كه در محدوده ر ن 

ی در شرایط یهای صحرااستفاده شد. موش ،بودندگرم 
خانه دانشکده داروسازی زنجان استاندارد و در حیوان

 :علوم پزشکی زنجان دانشگاهاخلاق  )كد نگهداری شدند
25.1394ZUMS.REC..) بر اساس  هاتمام آزمایش

كمیته اخلاق بر روی حیوانات در دانشکده  هایتوصیه
داروسازی زنجان انجام شد. حیوانات در یك اتاق با سیکل 

ق، در این تحقی تاریکی نگهداری شدند.-ساعته روشنایی 12
گرم بر میلی 500و  250، 125 با دوزهای عصاره آبی گلناراز 

استفاده شد. زیرا در  صورت خوراكیه بدر روز و كیلوگرم 
گلنار تاكنون مطالعه حیوانی انجام نگرفته، به همین دلیل مورد 

از تحقیقات حیوانی قبلی كه در مورد عصاره میوه انار انجام 
گرفته بود، به دلیل شباهت و قرابت در پروفایل تركیبات، 

روزانه  گرم بر كیلوگرممیلی 500الگوبرداری و حداكثر دوز 
ان از عدم وجود در عین حال، برای اطمین .[23انتخاب شد ]

های صحرایی، یك گروه آزمایشی سمیت این دوز در موش
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 500حیوانات نرمال، عصاره با دوز هم در نظر گرفته شده كه 
صورت خوراكی دریافت ه برا گرم بر كیلوگرم روزانه میلی

 كردند.
 

 كربنالقای مدل سمیت كبدی توسط تتراكلرید .2.2.1
سمیت كبدی توسط در این آزمایش جهت القای مدل 

های صحرایی را به صورت ، ابتدا موش[24] تتراكلریدكربن
بندی به شکل زیر تایی تقسیم و گروه 6گروه  7در  تصادفی

 :انجام گرفت
 5در این گروه حیوانات نرمال، روزانه به مدت  -1گروه 

لیتر بر كیلوگرم به صورت میلی 1آب مقطر به میزان  ،روز
لیتر بر كیلوگرم پارافین مایع به یلیم 1خوراكی و همچنین 

 صورت زیر جلدی در روزهای دوم و سوم دریافت كردند.
در این گروه حیوانات نرمال، با هدف بررسی  -2گروه 

روز، عصاره با دوز  5عدم سمیت عصاره، روزانه به مدت 
 1صورت خوراكی و همچنین ه گرم بر كیلوگرم بمیلی 500
پارافین مایع به صورت زیر جلدی در لیتر بر كیلوگرم میلی

 اند.روزهای دوم و سوم دریافت كرده
در این گروه با هدف القا مدل سمیت كبدی در  -3گروه 
كربن به لیتر بر كیلوگرم تتراكلریدمیلی 1تجویز  حیوانات،

لیتر میلی 1روز و تزریق  5صورت خوراكی روزانه به مدت 
ت زیرجلدی در روزهای كربن به صوربر كیلوگرم تتراكلرید

 دوم و سوم انجام گرفت.
در این گروه حیوانات علاوه بر دریافت  -4گروه 

لیتر بر كیلوگرم، پنجاه میلیمیلی 1تتراكلریدكربن به میزان 
مارین به عنوان تركیب استاندارد گیاهی یگرم بر كیلوگرم سیل

[25] باشدكنندگی بالای كبدی میكه دارای خاصیت حفاظت
لیتر میلی 1روز و تزریق  5صورت خوراكی و به مدت ه ب، 

بر كیلوگرم تتراكلریدكربن به صورت زیرجلدی در روزهای 
 دوم و سوم انجام گرفت.

ها همانند گروه دوم سمیت در این گروه -7و  6 ،5گروه 
، 125با دوزهای  عصاره آبی گلنار، القا شده و علاوه بر سم

 صورت خوراكی به مدته كیلوگرم بگرم بر  میلی 500و  250
كربن به لیتر بر كیلوگرم تتراكلریدمیلی 1روز و تزریق  5

روزهای دوم و سوم انجام گرفت. مدت در صورت زیرجلدی 
سینوس پشت روز بوده و در روز ششم از  5انجام آزمایش 

و سرم به دست آمده  شد گیریها خونچشم تمامی موشكره 
تا قبل از انجام آزمایش  رهای خونی،جهت انجام بررسی فاكتو

 گراد نگهداری شد.درجه سانتی 2-8در دمای 
 

 گیری فاكتورهای خونیهای اندازهروش .2.3
، ALTگیری میزان فعالیت آمینوترانسفرازها اندازه .2.3.1

AST،ALP ، GGTو پروتئین تام 
ها به روش فتومتریك گیری فعالیت این آنزیمروش اندازه

المللی شیمی بالینی )فدراسیون بین IFCCمشخص شده در 
های استاندارد و طب آزمایشگاهی( و با استفاده از كیت

شركت ایرانی پارس  GGTو  ALT ،AST،ALPتشخیصی 
، ودبآزمون و طبق پروتکلی كه در بروشور كیت نوشته شده 

خت كشور سا Mindray BS-200با دستگاه اتو آنالایزر 
 .[26] انجام شدآمریکا 

 
 روبین تامگیری میزان بیلیاندازه .2.3.2

توان از تفاوت میزان بیلیكونژوگه را میروبین غیرمیزان بیلی
 روبین توتال و مستقیم تعیین نمود. روش آزمایش به صورت

modified Evelyn-Malloy در این آزمایش اسید  باشد.می
دهد و دیازوتایزد نیتریت واكنش میسولفونیك با سدیم 

روبین یدر حضور سیتریماید بیل د.شوسولفونیك اسید تشکیل می
غیركونژوگه با دیازوتایزد سولفونیك اسید برای  كونژوگه و

 [.27] دندهتشکیل آزوبیلی روبین واكنش می
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 گیری پارامترهای استرس اكسیداتیواندازه .2.3.3
گیری میزان دو شاخص مهم  اندازهدر این مطالعه جهت 

 یعنی گلوتاتیون و لیپید مرتبط با استرس اكسیداتیو
های صحرایی را بیهوش كرده و پس از پراكسیداسیون، موش

خارج شده و در  ی شکمی، كبد حیوان سریعاًباز كردن حفره
ی قیچی بافر مانیتول شست و شو داده شد. سپس بوسیله

تکه تکه كرده و تا روز انجام ی از بافت كبدی را هایبخش
 داری شدند.گراد نگهدرجه سانتی -80 در فریزر هاآزمایش

 
 بافت كبدیگیری پروتئین اندازه .2.3.4

كبدی كه برای یکنواخت كردن نتایج پروتئین میزان 
گیرد، توسط روش فاكتورهای كبدی مورد استفاده قرار می

 Infiniteبرادفورد و با استفاده از دستگاه میکرو پلیت ریدر 

M 200  شركتTECAN  ساخت كشور سوئیس
 [.20گیری شد ]اندازه
 

 كبددر بافت  (GSH)ء گیری میزان گلوتاتیون احیااندازه .2.3.5
 DTNBگیری میزان گلوتاتیون احیا از معرف برای اندازه

لیتر محلول هموژن میلی 2در این تحقیق ابتدا . دشاستفاده 
 5 (TCA) لیتر تری كلرواستیك اسیدمیلی 5/0ی كبد با شده

. شد مخلوط متانول لیترمیلی 2 با و حجمی–درصد وزنی
 rpm 3000دور  با دقیقه 15 مدت به حاصل ینمونه

لیتر از محلول رویی، میلی 6/1سانتریفیوژ شد. در ادامه به 
لیتر محلول میلی 6/1مولار،  DTNB 1/0میکرولیتر  400

EDTA، Tris  محلول حاصل د.شلیتر متانول اضافه میلی 3و 
گراد قرار داده درجه سانتی 37دقیقه در انکوباتور  15به مدت 

 ،نانومتر 412ول موج شد و پس از هم زدن، جذب نمونه در ط
شركت  Infinite M 200 توسط دستگاه میکرو پلیت ریدر

TECAN  غلظت . گیری شداندازهساخت كشور سوئیس

افت گرم پروتئین بمیلی در هرگلوتاتیون بر حسب میکروگرم 
 .[28] محاسبه شد كبد

 
 گیری میزان لیپید پراكسیداسیون در بافت كبد اندازه .2.3.6

مالون  میزانگیری میزان لیپید پراكسیداسیون اندازهجهت 
لیپید بافت كبد به عنوان ماركر  (MDA) آلدئیددی

در این روش شد. به طور خلاصه، گیری پراكسیداسیون اندازه
لیتر سدیم میلی 5/1لیتر از سوسپانسیون بافت كبد، میلی 2به 

لیتر یمیل 5/1 ،درصد 10لیتر استیك اسید میلی 1/1دودسیل، 
TBA ( مولار 1/0حل شده در سدیم هیدروكساید ) اضافه

شد. سپس این مخلوط به مدت یك ساعت در حمام آب با 
گراد قرار داده شد. بلافاصله نمونه به درجه سانتی 96دمای 
دقیقه در معرض سرما قرار گرفت. درنهایت به نمونه  5مدت 

نهایی به شدت هم ی د. نمونهشبوتانول اضافه  -nلیتر میلی 5/1
سانتریفیوژ  rpm 3500 دقیقه با دور 10زده شد. نمونه به مدت 

نانومتر توسط  535ها در طول موج شد. درنهایت جذب نمونه
شركت   Infinite M 200توسط دستگاه میکرو پلیت ریدر

TECAN گرم میکرو اساسبر  ومحاسبه  ساخت كشور سوئیس
 [.29ان شد ]بی گرم پروتئین بافت كبدمیلی در هر
 

 صحرایی نسبت اندازه وزن كبد به وزن موش .2.3.7
ها و یك بار در روز آخر، یك بار، در روز اول كار با موش

پس در روز آخر، ها وزن شدند. قبل از بیهوش كردن، موش
ها وزن شده و نسبت ها، كبداز خارج كردن كبد از بدن موش

 ها به دست آمد.وزن كبد به وزن موش
 

 آنالیز آماری .2.4
 (Mean ± SD)میانگین  ± معیار انحرافنتایج برحسب 

افزار ی آنالیزهای آماری با استفاده از نرم. همهنداگزارش شده

های آماری مورد استفاده آزمونانجام شد.  17مدل  SPSSآماری 
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 Tukey تعقیبی آزمونو  one-day ANOVA آزمونشامل 

 تعریف شده است. P < 05/0 صورت حد معناداری به بودند.
 

 نتایج. 3

 تام فلاونوئیدیو فنولی تام محتوای پلی .3.1

های مختلف دست آمده از غلظته های ببر اساس جذب

حتوای مو گالیك اسید، نمودار كالیبراسیون گالیك اسید رسم 

 63/83 ± 16/6عصاره محاسبه شد كه برابر بود با: فنولی تام پلی

 امت فلاونوئیدی محتوای (.گرم گالیك اسید در گرم عصارهمیلی)

های مختلف دست آمده از غلظته های ببر اساس جذبنیز 

ه دست آمد كه بنمودار كالیبراسیون كوئرستین  و رسم كوئرستین

. (گرم كوئرستین در گرم عصارهمیلی) 01/27 ± 98/0 برابر بود با:

 میانگین بیان شده است. ± انحراف معیاربه صورت  نتایج فوق

 

 اكسیدانیمیزان فعالیت آنتی .3.2

به  50ICاكسیییدانی عصییاره براسییاس  میزان فعالیت آنتی

ست آمده از آزمایش   ست آمد كه برابر بود با:   DPPHد به د

به صیییورت     كه  لیترگرم در میلیماكرو  42/103 ± 98/2

 میانگین بیان شده است. ± انحراف معیار
 

 GGT وAST، ALT،  ALPمیزان سرمی  .3.3

، در گروه 1شکل های حاصل از با توجه به آنالیز داده

گرم بر كیلوگرم، میلی 500كننده عصاره با دوز نرمال دریافت

داری مشاهده نشد. ینسبت به گروه نرمال اختلاف معن

درنتیجه دوز بالای این عصاره فاقد اثرات سمی است. در 

ر یدادار مقیروه نرمال، افزایش معنگروه سمی نسبت به گ

ALT،AST ،ALP   وGGT مشاهده شد. گروه دریافت

مارین در مقایسه با گروه سمی، توانست به خوبی كننده سیلی

را به طرز معناداری كاهش  فاكتورهای سمیت كبدیر یدامق

ی عصاره كنندههای سمی دریافتگروهدر عین حال، دهد. 

را به طرز  ریدامقاین نسبت به گروه سمی توانستند به خوبی 

. در مورد تمامی فاكتورهای سمیت، داری كاهش دهندیمعن

گرم بر میلی 500كننده عصاره با دوزگروه سمی دریافت

یمارین اختلاف معنكننده سیلیبا گروه دریافت كیلوگرم،

نده عصاره با دوز كنداری نداشت. بنابراین گروه سمی دریافت

كننده سیلیگرم بر كیلوگرم اثر مشابه گروه دریافتمیلی 500

 500مارین دارد. با توجه به این نتایج بهترین نتیجه را در دوز 

 مشاهده نمودیم.گرم بر كیلوگرم میلی
 

 میزان سرمی پروتئین تام .3.4

در گروه ، 2شکل های حاصل از با توجه به آنالیز داده

گرم بر كیلوگرم، میلی 500كننده عصاره با دوز دریافتنرمال 

داری مشاهده نشد. در یف معنلانسبت به گروه نرمال اخت

نتیجه دوز بالای این عصاره فاقد اثرات سمی است. در گروه 

دار مقدار پروتئین یسمی نسبت به گروه نرمال، كاهش معن

قایسه با مارین در مكننده سیلیتام مشاهده شد. گروه دریافت

گروه سمی، توانست به خوبی مقدار پروتئین تام را به طرز 

ی كنندههای سمی دریافتداری افزایش دهد. گروهیمعن

عصاره نسبت به گروه سمی توانستند به خوبی مقدار پروتئین 

های سمی هداری افزایش دهند. در گرویتام را به طرز معن

مقدار پروتئین تام نیز كننده عصاره با افزایش دوز، دریافت

 500 كننده عصاره با دوزگروه سمی دریافت .افزایش پیدا كرد

مارین كننده سیلیبا گروه دریافت گرم بر كیلوگرم،میلی

كننده داری نداشت. بنابراین گروه سمی دریافتیف معنلااخت

گرم بر كیلوگرم اثر مشابه گروه میلی 500 عصاره با دوز

مارین دارد. با توجه به این نتایج بهترین كننده سیلیدریافت

 .مشاهده نمودیم گرم بر كیلوگرممیلی 500نتیجه را در دوز 
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نشانگر  ᶲᶲ، ( > 001/0P) لدار در مقایسه با گروه نرمانشانگر تفاوت معنی ***. های مختلفدر گروه GGTو   ALT،AST ،ALPتغییرات  نمیزا .1شکل 

نتایج به  د.نباشمی ( > 001/0Pبا گروه سمی ) دار در مقایسهنشانگر تفاوت معنیᶲᶲᶲ و  ( > 01/0Pدار در مقایسه با گروه سمی )تفاوت معنی
، (AST) آسپارتات آمینوترانسفراز ،(ALT) آلانین آمینوترانسفراز ،(APG) عصاره آبی گلنارمیانگین بیان شده است.  ± انحراف معیارصورت 

 (.GGT) ترانسفراز گلوتامیل ، گاما(ALP) آلکالین فسفاتاز

 
دار نشانگر تفاوت معنیᶲᶲᶲ و  ( > 001/0P) لدار در مقایسه با گروه نرمانشانگر تفاوت معنی *** .های مختلفتغییرات پروتئین تام در گروه نمیزا .2شکل 

 (.APG) عصاره آبی گلنارمیانگین بیان شده است.  ± انحراف معیارنتایج به صورت  د.نباشمی ( > 001/0Pدر مقایسه با گروه سمی )
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 سطح سرمی بیلی روبین تام .3.5
در گروه ، 3شکل از های حاصل با توجه به آنالیز داده

بر كیلوگرم،  گرممیلی 500كننده عصاره با دوز نرمال دریافت
داری مشاهده نشد. ینسبت به گروه نرمال اختلاف معن
اثرات سمی است. در درنتیجه دوز بالای این عصاره فاقد 

دار مقدار بیلییگروه سمی نسبت به گروه نرمال، افزایش معن
مارین در كننده سیلیروبین تام مشاهده شد. گروه دریافت

روبین تام مقایسه با گروه سمی، توانست به خوبی مقدار بیلی
های سمی دریافتداری كاهش دهد. گروهیرا به طرز معن

روه سمی توانستند به خوبی مقدار ی عصاره نسبت به گكننده
هداری كاهش دهند. در گرویروبین تام را به طرز معنبیلی

كننده عصاره با افزایش دوز، مقدار بیلی های سمی دریافت
های سمی دریافتهمه گروه .روبین تام نیز كاهش پیدا كرد
یف معنلامارین اختكننده سیلیكننده عصاره، با گروه دریافت

تند. این به این معنی است كه عصاره در این سه داری داش
 مارین اثر كرده است.دوز ضعیف تر از سیلی

 
 در بافت كبد ءمیزان گلوتاتیون احیا .3.6

در گروه ، 4شکل های حاصل از با توجه به آنالیز داده
گرم بر كیلوگرم، میلی 500كننده عصاره با دوز نرمال دریافت

دار مقدار گلوتاتیون احیا یافزایش معننسبت به گروه نرمال 
اكسیدانی بالای تواند بواسطه اثر آنتیكه می مشاهده شد
در گروه سمی نسبت به گروه نرمال، كاهش  .عصاره باشد

دار مقدار گلوتاتیون احیا مشاهده شد. گروه دریافتیمعن
مارین در مقایسه با گروه سمی، توانست به خوبی كننده سیلی
داری افزایش دهد. گروهیتاتیون احیا را به طرز معنمقدار گلو

ی عصاره نسبت به گروه سمی كنندههای سمی دریافت
توانستند به خوبی مقدار گلوتاتیون احیا را به طرز معناداری 

كننده عصاره با های سمی دریافتهافزایش دهند. در گرو
گروه  .افزایش دوز، مقدار گلوتاتیون احیا نیز افزایش پیدا كرد

 گرم بر كیلوگرم،میلی 500 كننده عصاره با دوزسمی دریافت

داری نداشت. یف معنلامارین اختكننده سیلیبا گروه دریافت
گرم میلی 500 كننده عصاره با دوزبنابراین گروه سمی دریافت

 مارین دارد.كننده سیلیبر كیلوگرم اثر مشابه گروه دریافت
 
 پراكسیداسیون در بافت كبدمیزان لیپید  .3.7

در گروه  ،5شکل های حاصل از با توجه به آنالیز داده
گرم بر كیلوگرم، میلی 500كننده عصاره با دوز نرمال دریافت

داری مشاهده نشد. یف معنلانسبت به گروه نرمال اخت
ی این عصاره فاقد اثرات سمی است. در لادرنتیجه دوز با

دار مقدار لیپید ینرمال، افزایش معنگروه سمی نسبت به گروه 
مارین كننده سیلیپراكسیداسیون مشاهده شد. گروه دریافت

در مقایسه با گروه سمی، توانست به خوبی مقدار لیپید 
های داری كاهش دهد. گروهیپراكسیداسیون را به طرز معن

ی عصاره نسبت به گروه سمی توانستند كنندهسمی دریافت
داری ییپید پراكسیداسیون را به طرز معنبه خوبی مقدار ل

كننده عصاره با های سمی دریافتهكاهش دهند. در گرو
 .افزایش دوز، مقدار لیپید پراكسیداسیون نیز كاهش پیدا كرد

گرم بر میلی 500كننده عصاره با دوز گروه سمی دریافت
یمارین اختلاف معنكننده سیلیبا گروه دریافت كیلوگرم،

 كننده عصاره با دوزت. بنابراین گروه سمی دریافتداری نداش
كننده سیلیگرم بر كیلوگرم اثر مشابه گروه دریافتمیلی 500

 مارین دارد.
 

 صحرایی نسبت وزن كبد به وزن موش .3.8
در گروه ، 6شکل های حاصل از با توجه به آنالیز داده

كیلوگرم،  گرم برمیلی 500كننده عصاره با دوز نرمال دریافت
نسبت به گروه نرمال اختلاف معناداری مشاهده نشد. در گروه 
سمی نسبت به گروه نرمال، نسبت وزن كبد به وزن موش به 

مارین كننده سیلیداری افزایش یافت. گروه دریافتیطور معن
در مقایسه با گروه سمی، توانست به خوبی نسبت وزن كبد 

های كاهش دهد. گروهداری یبه طور معن را به وزن موش
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ی عصاره نسبت به گروه سمی توانستند كنندهسمی دریافت
داری یبه طور معن را به خوبی نسبت وزن كبد به وزن موش

كننده عصاره با های سمی دریافتهكاهش دهند. در گرو
 .افزایش دوز، نسبت وزن كبد به وزن موش كاهش پیدا كرد

گرم میلی 500و  250 كننده عصاره با دوزگروه سمی دریافت

یمارین اختلاف معنكننده سیلیبا گروه دریافت ،بر كیلوگرم
كننده عصاره با داری نداشت. بنابراین دو گروه سمی دریافت

اند اثر مشابه توانستهگرم بر كیلوگرم میلی 500 و 250دوز 
 مارین داشته باشند.كننده سیلیگروه دریافت

 
نشانگر تفاوت ᶲᶲᶲ و  ( > 001/0P) لدار در مقایسه با گروه نرمانشانگر تفاوت معنی *** .های مختلفروبین تام سرمی در گروهتغییرات بیلی نمیزا .3شکل 

 (.APG) عصاره آبی گلنارمیانگین بیان شده است.  ± معیارانحراف نتایج به صورت  د.نباشمی ( > 001/0Pدار در مقایسه با گروه سمی )معنی

 
 

دار در نشانگر تفاوت معنیᶲᶲᶲ و  ( > 001/0P) لدار در مقایسه با گروه نرمانشانگر تفاوت معنی *** .های مختلفدر گروه ءتغییرات گلوتاتیون احیا نمیزا .4شکل 
 .(GSH)ء گلوتاتیون احیاو  (APG) عصاره آبی گلنار میانگین بیان شده است. ± انحراف معیارصورت ه نتایج ب د.نباشمی ( > 001/0Pمقایسه با گروه سمی )
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نمایش داده شده لیپید پراكسیداسیون ( به عنوان ماركر MDAآلدئید ). مالون دیهای مختلفتغییرات لیپید پراكسیداسیون در گروه نمیزا .5شکل 

 (> 001/0Pدار در مقایسه با گروه سمی )نشانگر تفاوت معنیᶲᶲᶲ ، و ( > 001/0P) لمقایسه با گروه نرمادار در نشانگر تفاوت معنی ***است. 
 .(APG) عصاره آبی گلنار میانگین بیان شده است. ± انحراف معیارنتایج به صورت  د.نباشمی

 
دار نشانگر تفاوت معنی ᶲᶲᶲ و ( > 001/0P) لبا گروه نرمادار در مقایسه نشانگر تفاوت معنی ***. (درصدكبد به وزن موش )نسبی وزن  .6شکل 

 (.APG) عصاره آبی گلنار میانگین بیان شده است. ± انحراف معیارنتایج به صورت  د.نباشمی ( > 001/0Pدر مقایسه با گروه سمی )
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 بحث. 4
 خارجییکی از وظایف مهم كبد، متابولیسم و دفع مواد 

شوند. این فرآیند معمولاً منجر به تولید است كه وارد بدن می
شود كه درنهایت های فعال میهای آزاد و متابولیترادیکال

تواند به آسیب كبدی منجر شود. با عنایت به اینکه می
های كبدی داروهای شیمیایی محدودی برای درمان بیماری
كننده كبدی وجود دارد، ضرورت توجه به عوامل محافظت
شوند، امری كه از عوامل طبیعی و گیاهی استخراج می

رسد. به همین دلیل، ارزیابی خواص ضروری به نظر می
های گیاهی كه قادر به محافظت كننده كبدی عصارهمحافظت

 باشد.و ترمیم كبد باشند، بسیار مهم و ارزشمند می

های دور داروهای گیاهی به علت داشتن خواص از زمان
رمان فنل ها، در دها و پلیاكسیدانی كه به علت وجود فنلآنتی

ای های مختلف كبدی به صورت گستردهها و نارحتیبیماری
[. به همین دلیل در مطالعه 30، 31گیرند ]مورد استفاده قرار می

لنار های گكننده كبدی عصاره آبی گلكنونی، اثرات محافظت
سنتی ایران محسوب كه یکی از گیاهان ارزشمند در طب 

شود، مورد بررسی قرار گرفت. همچنین به علت مطالعات می
 (in vitro) تنبروناكسیدانی محدودی كه در مورد خواص آنتی

این گیاه انجام شده، این فاكتورها نیز مورد  (in vivo) تنو درون
 بررسی قرار گرفت.

های اخیر، مدل حیوانی موش صحرایی كه با در طی دهه
ای ای برمسموم شده، به صورت گسترده كلریدكربنتترا

های كبدی حاد و مزمن مورد های آسیببررسی مکانیسم
بر این اساس آسیب كبدی ناشی  .[32گیرد ]استفاده قرار می

از تتراكلریدكربن به عنوان یك مدل قابل اعتماد و سیستم 
مطمئن برای ارزیابی محافظت كنندگی كبدی عوامل مختلف 

فراوانی دارد. سم تتراكلریدكربن در كبد متابولیزه شده كاربرد 
تری كلرومتیل و برخی از و رادیکال بسیار خطرناک

های آزاد كند. این رادیکالهای فعال را تولید میمتابولیت
اكسیژناز  P450درنهایت از طریق سیستم آنزیمی سیتوكروم 

بر هم  اشوند كه بتبدیل می كلرومتیلری تپراكسیبه رادیکال 
ن اكسیدان بدهای آزاد و دفاع آنتیزدن تعادل طبیعی رادیکال

ود. شمنجر به ایجاد استرس اكسیداتیو و آسیب كبدی می
لیپیدپراكسیداسیون به عنوان یکی از عواقب استرس اكسیداتیو 

شود. همزمان های كبدی میمنجر به آسیب غشاء سلول
اكسیدان بدن تخلیه ترین دفاع آنتیگلوتاتیون به عنوان مهم

 [.33شود ]شده و غلظت آن به شدت دچار كاهش می

تن در دو بخش برون ،نتایج به دست آمده از این مطالعه
فنلی و محتوی تن سنجیده شد. ابتدا محتوی پلیو درون

ده و گلنار سنجیهای گلاكسیدانی فلاونوئیدی و اثرات آنتی
یار بس اكسیدانیآنتیدارای خواص این گیاه كه د شمشخص 

 بدیآسیب ك فاكتورهای خونی باشد.میخوب و قابل قبولی 
روبین بیلی ،AST، ALT، GGT، ALPشامل فاكتورهای 

پروتئین تام نیز مورد بررسی قرار گرفت. نتایج به دست و  تام
ی آبی گلنار در تمامی فاكتورهای آمده نشان داد كه عصاره

ه د كشندگی از كبد كنذكر شده، سبب خاصیت محافظت
نی اكسیدابه دلیل خواص آنتی از این اثرات احتمالاً خشیب

مواد موجود در عصاره آبی گلنار است. این خاصیت وابسته 
به دوز بوده و با افزایش دوز دریافتی عصاره نتایج بهتری 

نسبت وزن كبد به وزن بدن  ،ی مطالعهدر ادامه. دشمشاهده 
ر كنندگی كبدی عصاره بحافظتاثرات م و نیز موش صحرایی

 سیداسیونكگلوتاتیون احیاء و لیپیدپراشامل  فاكتورهای كبدی
 .شد گیریدر سمیت ناشی از تتراكلرید كربن، اندازهكبدی 

نتایج به دست آمده نشان دادند كه این عصاره اثرات 
كنندگی خود را به صورت مستقیم در بافت كبد محافظت

به در دوزهای مصرفی عصاره  نماید. همچنیناعمال می
مسأله جالب توجه د. بودن ت كبدیتنهایی فاقد اثرات سم

دیگر این بود كه در اكثر فاكتورهای بررسی شده، اثرات 
گرم بر كیلوگرم میلی 500 دوزبالاترین دوز عصاره گلنار یعنی 

معنی بود. این بدینمارین كننده سیلیمشابه گروه دریافت
ی كنندگكتورها، از لحاظ قدرت محافظتاست كه در اكثر فا
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كنندگی كبد، این دوز عصاره با داروی استاندارد محافظت
اثرات  .باشدمارین دارای اثرات یکسانی میكبدی یعنی سیلی

های تواند توسط مکانیسمكنندگی كبدی گلنار میمحافظت
 اكسیدانی و القایمختلفی توجیه شود نظیر: اثرات آنتی

توان های كبدی. همچنین میترمیمی سلولهای مکانیسم
را  P450گفت كه این گیاه احتمالاً سیستم آنزیمی سیتوكروم 
ی آزاد هاكه مسئول متابولیسم تتراكلریدكربن به رادیکال

های آزادی را كه مسئول باشند، مهار كرده و یا رادیکالمی
 كند.باشند، خنثی میهای كبدی میآسیب سلول

كنندگی گرفته در مورد اثرات محافظتمطالعات انجام 
ای ههای انار معمولی نشان داد كه عصاره الکلی گلكبدی گل

بدی تواند سمیت كاكسیدانی بالایی بوده و میانار دارای آنتی
را در ( Fe-NTA) فریك نیتریلو تری استات ناشی از

[. در عین حال، عصاره 34های سوری كاهش دهد ]موش
ار معمولی توانست سمیت كبدی ناشی از های انمتانولی گل

ای های صحرایی بطور قابل ملاحظهكادمیوم را در موش
كنندگی كبدی ولی در مورد اثرات محافظت .[35كاهش دهد ]

ای انجام نگرفته و با توجه به اینکه این گلنار تاكنون مطالعه
گیاه به صورت انحصاری در ایران وجود دارد، نتایج تحقیق 

ساز مطالعات بعدی در زمینه تولید و تواند زمینهكنونی می
فرآوری این گیاه جهت استفاده در پیشگیری و درمان 

 های كبدی باشد.بیماری
 گلنار دارای موادیتوان گفت كه گیری میبه عنوان نتیجه

 كنندگی كبدی داشته و درتواند خاصیت محافظتاست كه می
و مواد  هااز داروهای كبدی ناشی پیشگیری و درمان سمیت

 .ثر باشدؤهای كبدی مدرمان بیماریدر شیمیایی و همچنین 

اره كنندگی كبدی عصكه اثر حفاظت شودمچنین پیشنهاد میه
های و استفاده از فرآوردهمورد بررسی قرار گرفته  هادر انسان

این گیاه در رژیم غذایی افراد با ریسك بالا و مستعد 
 کیكینتیهمچنین مطالعات . دپذیرهای كبدی صورت بیماری

ردن فراكسینه ك در جهت یافتن بهترین روش تجویز عصاره و
ن گیاه كه ثر ایؤعصاره آبی گلنار به منظور شناسایی تركیبات م

 انجام گیرد. هستند، كنندگی كبددارای خاصیت محافظت
لی و های سلودرنهایت مطالعات بیشتر برای یافتن مکانیسم

ی كنندگی كبداه كه مسئول اثرات محافظتمولکولی این گی
 شود.پیشنهاد می ،هستند
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A search for protective activity of aqueous extract of Punica granatum var. 

pleniflora against CCl4-induced hepatotoxicity in rats 
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ARTICLE INFO  ABSTRACT    

Keywords: 
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Hepatoprotection 

Polyphenol 

 Background: Punica granatum var. pleniflora (Golnar in Persian) is a subspecies 

of pomegranate that only has the blooms with no fruit generation. The plant has 

been used for the treatment of liver diseases in Iranian folk medicine. Objective: 

In the present study, the hepatoprotective effects of aqueous extract of Punica 

granatum var. pleniflora (APG) were evaluated in carbon tetrachloride (CCl4)-

induced hepatotoxicity in male rats along with its in vitro and in vivo antioxidant 

activities. In vitro free radical scavenging and antioxidant properties of APG were 

also measured by DPPH method and the determination of polyphenol and 

flavonoids contents. Methods: Hepatotoxicity was induced in rats by CCl4 

administration and the extract were administered orally at three different doses. 

Results: At the end of the experiment, the serum biomarkers of liver injury, 

including alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), alkaline 

phosphatase (ALP), gamma glutamyl transpeptidase (GGT), bilirubin, and total 

protein were significantly decrease in APG-treated animals when compared to 

CCl4-intoxicated rats (P < 0.001). Besides, in vivo examination showed that the 

extract prevented CCl4-induced hepatic oxidative stress in rats, which 

demonstrated by the restoration of reduced glutathione (GSH) and the lessening 

of lipid peroxidation (P < 0.001). In addition, APG diminished the increase of 

relative liver weight induced by CCl4 in rats (P < 0.001). Conclusion: To 

conclude, this study showed that APG possesses potent free radical scavenging 

and antioxidant activities. Also, the hepatoprotective properties of APG against 

CCl4-induced liver injury may be partly mediated by its antioxidant activity due 

to the presence of polyphenols and flavonoids in the plant. 
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