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چكید ه 
این مطالعه به  منظور بررسی اثر سطوح مختلف عصاره   روغنی   گل  همیشه  بهار بر آنزیم های کبدی وتغییرات هیستوپاتولوژی بافت 
کبدجوجه  های گوشتی طی یک دوره 42 روزه انجام گرفت.تعداد 200 قطعه جوجه   گوشتی نر سویه   راس 308 در یک طرح کاملَا 
تصادف�ی ب�ا پنج گروه و چهار تكرار و 10 پرنده در هر تكرار مورد آزمایش قرار گرفتند. تیمارهای آزمایش�ی ش�امل گروه کنترل 
منف�ی )فاقد افزودنی عصاره   گل  همیش�ه  بهار و تتراکلریدکربن(، کنترل مثبت }تتراکلریدکربن )ی�ک میلی  گرم بر کیلوگرم وزن 
بدن( و فاقد افزودنی عصاره   گل  همیش�ه  بهار{و س�ه تیمار دیگر شامل سطوح 150، 300 و 450 میلی  گرم در کیلوگرم جیره   عصاره 
گل همیشه-بهار به  همراه تتراکلریدکربن بود. فراسنجه  های خون )SGOT و SGPT(،  که در اثر تزریق تتراکلریدکربن، سطح  شان 
در خون افزایش یافته بود، عصاره گل همیش�ه بهار توانس�ت اثرات منفی ناش�ی از این ماده سمی را تقلیل دهد. وزن نسبی کبد 
در تیمارهایی که علاوه بر تتراکلریدکربن، سطوح مختلف عصاره گل همیشه بهار را دریافت کرده بودند، نسبت به تیمار دریافت 
کننده  ی تتراکلریدکربن، به  صورت معنی  داری پایین تر بود )P>0/05.(.در ش�اخص  های مربوط به س�نجش سیس�تم ایمنی، سطح 
ایمنوگلوبولین G در تیماری که علاوه بر تتراکلریدکربن، سطح 300 میلی  گرم عصاره گل همیشه  بهار را دریافت کرده بودند نسبت 
به گروه کنترل منفی و غلطت 150 همیش�ه بهار به  صورت معنی  داری بالاتر بود )P>0/05(. در بررس�ی تغییرات هیس�توپاتولوژی 
کبد، مش�اهده شد که گروه کنترل مثبت از لحاظ وضعیت س�یاهرگ مرکزی، هپاتوسیت  ها، سینوزوئیدها و تریادپورت بیشترین 
می�زان آس�یب بافتی و گروه کنترل منفی کمترین میزان آس�یب  دیدگی را داش�تند. اما تیمارهایی که هم�راه با تتراکلریدکربن، 
 .)P>0/05( عصاره  ی گل همیشه  بهار را دریافت کرده بودند در مقایسه با گروه کنترل مثبت، بهبود بیشتری در بافت مشاهده شد
این نتایج نش�ان دهنده اثر حفاظتي عصاره گل همیش�ه  بهار بر  کبد مي باشد که احتمالاً بواسطه فلاونویید های موجود در گیاه و 
توانایي آنها در مهار فعال س�ازي زیس�تي CCl4 و در نتیجه مهار فعالیت سیتوکروم  P450  و اثر خنثي کنندگي رادیكال هاي آزاد 

مي باشد.
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This experiment was conducted to determine the effects of Marigold Oil Extract (MOE) on blood parameters, immune 
system and livers of broiler chickens in a 42-day period. A total of 200 Ross 308 broiler chickens were allocated to five 
dietary treatments with four replicates of 10 birds each. The experimental treatments included a negative control group 
(basal diet  without using any MOE and carbon tetrachloride, CCl4), a positive control group}CCl4(1 mg/kg BW) and 
basal diet without using any MOE {and three levels of  MOE at 150, 300 and 450 mg/kg BW together with CCl4 and 
basal diet. Levels of blood parameters (SGOTو SGPT) increased, and MOE was able to reduce the negative effects 
of this toxic substance. When the broilers were 33 and 42 days old, the liver weights in treatments receiving various 
concentrations of MOE besides CCl4 were significantly lower than those in the treatment receiving CCl4. As for the 
indices related to immune system, the IgG level in the treatment receiving 300 mg/Kg of MOE in addition to CCl4 was 
significantly highercompard to the negative control and level of 150 mg/Kg of MOE . Examination of histopathological 
changes in the liver tissues revealed that the positive control group suffered the maximum tissue damage in the central 
vein, hepatocytes, sinusoids, and the triad port (the hepatic artery, the portal vein, and the bile ducts), while the negative 
control group exhibited the minimum tissue damage. However, treatments receiving MOE together with CCl4 showed 
greater recovery in the tissues compared to the positive control group. In conclusion,These results indicated the protec-
tive effects of MOE on the liver.  These effects are probably due to the ability of the flavonoids found in this plant to 
suppress the bioactivation of CCl4 and, hence, to suppress the activity of Cyt P450, and due to the neutralization of free 
radicals by the flavonoids.

Key words: Carbon tetrachloride, Marigold extract, Liver toxicity, Broiler chickens

مقدمه
امروزه بيماري هاي کبدي یکي از مش��کلات ج��دي و تهدیدکننده در 
س��لامت جوجه های گوش��تی مي باش��د. کبد ارگان مهمی است که به طور 
فعال در خيلی از فعاليت های متابوليکی دخيل است و بارها به وسيله عوامل 
س��می مورد حمله قرار می گي��رد (Meyer and Kulkarni., 2001). بيماری 
کبد مس��ئله جهانی است و سندرم کبد و کليه چرب )FLKS(، یک بيماری 
متابوليکی در طيور اس��ت که ممکن اس��ت در نتيجه اختلالات تغذیه ای و 
متابوليکی رخ دهد. امروزه در جهان علم و تحقيق های پزشکی، دام پزشکی 
و زیست شناس��ی تتراکلریدکربن جایگاه ویژه ای به عنوان شناخته شده ترین 
عامل هپاتوتوکسيک در مدل های تجربی آسيب کبدی به خود اختصاص داده 
اس��ت و بيش از صدها پروژه ی تحقيقاتی در حيوانات مختلف آزمایشگاهی 
نظير موش و خرگوش با استفاده از این ماده ی هپاتوتوکسيک صورت گرفته 
اس��ت (Jordan., 1992). تتراکلرید کربن به عنوان یک عامل هپاتوتوکس��ين 
قوی از طریق تغيير در نفوذپذیری پلاس��ما و غش��ا ميتوکندری، به صورت 
 Manibusan et al.,) مس��تقيم باعث اختلال در سلول های کبدی می ش��ود
Shi et al., 1998 ;2007). تعدادي از گياهان به علت داشتن آنتي اکسيدان ها 

خاصي��ت محافظت کبدي دارن��د (Ulicna et al., 2003). اثر مثبت گياهان 
دارای خاصي��ت محافظت کبدی بر آس��يب های کب��دی در مطالعات دیگر 
نيز تایيدکننده این ادعاس��ت (Harsh., 2005). گل هميش��ه بهار از خانواده 
کمپوزیت��ه و یکی از گياهان پراهميت جنس کالندولا محس��وب می ش��ود 
ک��ه دارای چندین خاصيت دارویی س��ت (Muly et al., 2009). این گياه با 
نام ه��ای معمول Marigold, Maribud, Pot Marigold و Zergul ش��ناخته 
می ش��ود (Basch et al., 2006).گل هميش��ه بهار دارای ترکيبات بسياری از 
جمله س��اپونين ها، فلاوونویيدها، گليکوزیدها، رزین و ترکيبات استرویيدی 
می باش��د (pietta et al.,1992; Azzaz et al., 2009(. اثرات ضد ویروس��ي، 
ضدتوموري، آنتي موتاژني وآنتي اکس��يداني گل هميشه بهار مشخص شده 
اس��ت اما در حال حاضر یکي از مهم ترین اس��تفاده هاي این گياه در درمان 
 Basch et al., 2006; Fronza) بيماري ه��اي پوس��تي و التهاب��ي مي باش��د
et al., 2009). فاز روغنی اس��تخراج ش��ده از گل هميش��ه بهار دارای اثرات 
ضدميکروبی می باش��د و با داشتن پتانسيل بس��يار بالا در مهار واکنش های 
رادیکال آزاد، به عنوان یک آنتی اکس��يدان قوی می تواند در صنعت آرایشی 
 Kasprzyk et al.,1968; Brenes and Roura.,) و بهداش��تی مؤثر واقع شود
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2010). گل و برگ ه��ای این گياه بخش ه��ای اصلی دارای اهميت تجاری و 
دارویی هس��تند. مشخص شده است که عملکرد TNF_آلفا )فاکتور نکروزه 
شدن تومور( توليد شده توسط ماکروفاژها، بوسيله ی عصاره گل هميشه بهار 
مهار ش��ده است. عصاره ی این گياه در برابر مسموميت کبدی حاد ناشی از 
تتراکلرید کربن و سميت کليوی ناشی از سيس پلاتين در موش اثرمحافظتی 
داش��ته است و مکانيس��م احتمالی عمل عصاره هميشه بهار  به علت فعاليت 
 Preethi and Kuttan.,) آنتی اکس��يدانی و کاه��ش رادیکال های آزاد اس��ت
2009). ای��ن ویژگی ها می تواند دليلی بر مورد ارزیاب��ی قرار دادن این گياه 
ب��رای این اثرات دارویی باش��د. بنابراین هدف ازانجام این آزمایش بررس��ی 
اثرات س��طوح مختلف عصاره روغنی گل هميشه بهار بر وزن کبد، آنزیم های 
کبدی، سيس��تم ایمنی و تغييرات هيستوپاتولوژی بافت کبد در جوجه های 

گوشتی درگير شده با تتراکلریدکربن می باشد.

مواد و روش  کار
جهت انجام این آزمایش 200 قطعه جوجه گوش��تی نر سویه راس 308 
از جوجه کش��ی تجاري خریداري ش��دند و پس از توزی��ن به طورتصادفی در 
20 پن )جایگاه بس��تری(، به ص��ورت پنج گروه 10 قطع��ه ا ی با چهار تکرار 
داخل پن ها قرار داده ش��دند تيمارهای آزمایش��ی ش��امل گروه کنترل منفی 
)خوراک پایه فاقد افزودنی عصاره  گل هميش��ه بهار و تتراکلریدکربن(، کنترل 
مثبت}خوراک پای��ه و )تتراکلریدکربن )یک ميلی گرم بر کيلوگرم وزن-بدن({ 
و س��ه تيمار دیگر ش��امل س��طوح 150، 300 و 450 ميلی گرم  در کيلوگرم 
جيره غذایی عصاره گل هميشه بهار به همراه تتراکلریدکربن بود. تتراکلریدکربن 
اس��تفاده ش��ده در این آزمایش طبق توصيه  شرکت س��ازنده و مقالات مورد 
 .(Rusu et al., 2005; Chinnasamy et al., 2011( مطالعه به جيره اضافه شد
به طوری ک��ه تتراکلریدکربن به عنوان یک عامل مت��داول درگيرکننده ی کبد 
جوجه های گوشتی، به ميزان یک ميلی گرم بر کيلوگرم وزن بدن و تعداد چهار 
ب��ار در طول دوره ی پرورش )روز 21، 24، 27 و 30( به صورت داخل صفاقی 
به پرندگان تزریق ش��د. قابل ذکر است که برای یکسان بودن شرایط استرس 
ناش��ی از تزریق، به گروه کنترل منفی در طول این مدت کلریدس��دیم %0/9 
 .(Basavaraj et al., 2011) یک ميلی گرم بر کيلوگ��رم وزن بدن( تزریق ش��د(
عصاره ی روغنی گل هميش��ه بهار از ش��رکت دارویی زردبند تهران خریداری 
ش��د. بخش مورد اس��تفاده این گي��اه گلبرگ های آن بود ک��ه  از طریق هضم 
گل ه��ادر روغن آفتابگردان)ب��ه ميزان 200 گرم گل خش��ک در 1 کيلوگرم 
روغن(، در دمای معمولی عصاره تهيه شد. جهت تغذیه جوجه ها از سه جيره 
آغازی��ن )10-0روزگی(، رش��د )24-11روزگی( و پایان��ی )42-25روزگی( 
استفاده ش��د. احتياجات غذایی جوجه های گوشتی طبق توصيه های شرکت 
راس )2009( تأمين شد.ترکيب اقلام خوراکی مورد استفاده براساس جداول 
 UFFDA 1 بدس��ت آمد.محاسبه جيره با اس��تفاده از نرم افزار NRC )1994(
انجام ش��د. ترکيب و اجزای تشکيل دهنده جيره های آزمایشی در جدول یک 
ارایه ش��ده اس��ت. طی دوره پژوهش آب و خوراک به صورت آزاد در اختيار 
جوجه ها قرار داده شد. جيره های آزمایشی از یک روزگی در جيره اعمال شده 
است. تمام جيره های استفاده شده برای تيمار های مختلف از نظر انرژی قابل 
متابوليسم، پروتئين و درصد کلسيم و فسفر قابل دسترس و سدیم و همچنين 
تعادل الکتریکی کاملا مشابه بودند. حرارت مورد نياز سالن به وسيله هيتر و به  
صورت خودکار تأمين شد. نوردهی مداوم در تمام طول مدت آزمایش استفاده 

شد. درجه حرارت در روز اول و هفته اول 32 درجه سانتی گراد بود و بعد از آن 
هر هفته تا رسيدن به دمای 22 درجه، 3 درجه کاهش می یافت.

جمع آوری داده ها
و در س��نين 33 و 42 روزگی، از هر تک��رار یک قطعه جوجه با ميانگين 
وزنی پن انتخاب ش��د و از س��ياهرگ بال نمونه ی خون تهيه ش��د. نمونه ها 
به مدت 30 دقيقه در دمای اتاق نگه داری ش��د، س��پس به م��دت 15 دقيقه 
با س��رعت 3000 دور در دقيقه س��انتریفيوژ ش��د و س��رم از خون جدا شد. 
نمونه هاي سرم بعد از جداسازي و انتقال به ميکروتيوب در دماي 20- درجه 
س��انتی گراد تا زمان ارزیاب��ی پارامترها نگه داري ش��دند. مقادیر بيلی روبين، 
 Bio Systems S. A.( س��رم خون توسط دستگاه اتوآنالایزر SGOT و SGPT
Costa Brava 30.08030 Barcelona, Spain) اندازه گيری ش��د. برای بررسی 
ایمنی همورال و اندازه گيری پاس��خ ایمن��ی عليه SRBC در روز 28 آزمایش 
به دو جوجه از هر پن 0/5 سی سی محلول فوق در ماهيچه سينه تزریق شد. 
برای اندازه گيری پاس��خ ایمنی اوليه و ثانویه عليه SRBC، در روزهای 35 و 
42 آزمایش )7 و 14 روز پس از تزریق( از هر پن دو جوجه انتخاب و از ورید 
 IgG و IgT، IgM بال آن ها دو ميلی ليتر خون گرفته ش��د و برای انجام تيتر
نمونه های خون به آزمایش��گاه منتقل ش��دند. برای تعيي��ن عيار پادتن توليد 
ش��ده عليه SRBC از روش هماآگلوتيناس��يون استفاده شد )این روش جهت 
ارزیابی پاس��خ س��رمی سيس��تم ایمنی پرنده به برخی از عفونت ها که عامل 
آن توانایی آگلوتينه کردن گلبول های قرمز را دارد، بر اساس Log2 رقت های 
م��ورد آزمایش اس��تفاده می ش��ود( (Wegmann and Smithies., 1966). در 
س��نين 33 و 42 روزگی از هر تکرار یک قطعه جوجه بر اساس متوسط وزن 
هر پن انتخاب، توزین و کش��تار ش��دند. در مرحله کشتار مقادیر وزن کبد با 
اس��تفاده از ترازوي دیجيتالی با دقت 0/001 گرم اندازه گيري ش��دند. سپس 
با تقس��يم وزن هاي حاصل بر وزن زنده، وزن نس��بی آن ها محاسبه شد. لازم 
به ذکر اس��ت که به منظور حداقل کردن اثر وزن محتویات دس��تگاه گوارش و 
خالی ماندن آن حدود 5 ساعت قبل از کشتار به جوجه ها گرسنگی داده شد. 
سپس به منظور انجام آزمایشات بافت شناسی، کبد در فرمالين 10 درصد به 
مدت دو روز قرار داده ش��د. در طی این مدت دو بار فرمالين تعویض گردید، 
جهت آبگيری در ظرف حاوی اتانول با غلظت های مختلف )50-100 درصد( 
قرار گرفت. س��پس توس��ط گزیلول شفاف س��ازی صورت پذیرفت و نهایتا در 
پارافين مایع 60 درجه  س��انتی گراد غوطه ور گردید. برش های 4-5 ميکرومتر 
از نمونه تهيه س��پس توس��ط روش هماتوکس��ين-ایوزین جهت بررسی های 

.(Wilkinson et al. 1972 ) ميکروسکوپی رنگ آميزی گردید

تجزیه و تحلیل آماری
 Excel داده های به دست آمده از پارامترهای مختلف با استفاده از نرم افزار
پردازش شدند و سپس جهت آناليز آماری، داده های حاصل از این آزمایش با 
 (GLM)2007( و روش مدل های خطی عمومی( SAS استفاده از نرم افزار آماری
 آنالي��ز ش��دند و ميانگين تيمارها با اس��تفاده از آزم��ون چند دامنه ای دانکن

(Duncan., 1955)، در سطح احتمال پنج درصد)P>0/05( مقایسه شدند.
نتایج و بحث

وزن کبد
با توجه به جدول 2، در 33 روزگی، کمترین وزن نس��بی کبد مربوط به 

اثر حفاظتی گل همیشه بهار در ...
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دوره پایانی)42-25(روزگیدوره رشد)24-11( روزگیدوره آغازین)10-1( روزگیاجزای جيره ) % (

50/1953/4359/28ذرت

40/7536/3231/06کنجاله سویا

4/5565/76روغن

1/681/721/60دی کلسيم فسفات

1/301/071/04سنگ آهک

0/350/350/35نمک طعام

0/250/250/25مکمل معدنی

0/250/250/25مکمل ویتامينی

0/320/300/26دی ال متيونين

0/300/310/15ال ليزین

--0/06ترئونين

ترکيبات شيميایی) % (

302531503200انرژی قابل متابوليسم )کيلوکالری/کيلوگرم(

22/472119پروتئين

1/050/900/85کلسيم

0/50/450/42فسفر قابل دسترس

0/160/160/16سدیم

1/451/341/20آرژنين

1/431/341/09 ليزین

0/710/610/55 متيونين

1/070/950/86متيونين+سيستين

0/940/830/76ترئونين

3/913/713/47فيبر خام

6/527/727/68چربی خام

0/160/160/16سدیم

)mEq/kg( 245225204توازن الکتروليت

جدول1-ترکیب و اجزای تشكیل دهنده جیره های آزمایشی بر حسب درصد

،E ویتامین  بین المللي؛  واحد   5200 کلسیفرول،  کوله  بین المللي؛  واحد   8800  ،A ویتامین  جیره:  کیلوگرم  هر  ازاي  به  معدني  مواد  و  ویتامینه  مكمل 
11 واحد بین المللي؛ ویتامین 3K، 2/2 میلي گرم؛ ویتامین 21B، 0/10 میلي گرم؛ تیامین،1/5 میلي گرم؛ ریبوفلاوین؛ 4 میلي گرم؛ نیاسین ، 53 میلي گرم؛
میلي گرم؛  05 کلراید،  کولین  گرم؛  میلي   8 پنتوتنیک،  اسید  میلي گرم؛   2/5 پیرودوکسین،  میلي گرم؛   0/51 بیوتین،  میلي گرم؛   0/5 فولیک،  اسید 
میلي گرم.  57 آهن،  میلي گرم؛   6 مس،  میلي گرم؛   0/9 ید،  میلي گرم؛   0/2 سلنیوم،  میلي گرم؛   57 منگنز،  میلي گرم؛   56 روي،  میلي گرم؛    091 بتائین، 
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تيمار 450 ميلی گرم هميشه بهار و بيشترین وزن نسبی کبد مربوط به گروه 
کنترل مثبت بود)P>0/05.(؛ اما از نظر عددی اختلاف معنی داری بين تيمارها 
مش��اهده نش��د. در 42 روزگی، گروه کنترل مثبت و تيم��ار 300 ميلی گرم 
هميش��ه بهاربا هم اختلاف معنی داری داش��تند؛ به طوری ک��ه گروه کنترل 
مثبت دارای بيشترین و تيمار 300 ميلی گرم هميشه بهاردارای کمترین وزن 
نس��بی کبد بودند )P>0/05.(؛ اما با سایر تيمارها اختلاف معنی دار نداشتند. 
آنتی اکسيدان ها نقش بسيار مهمی در محافظت اندام های داخلی بدن به ویژه 
قلب و کبد دارند (Aniya et al., 2005). گياهان غنی از فلاوونویيد و ترکيبات 
 Saman and cook.,) فنوليک دارای بيشترین فعاليت آنتی اکسيدانی هستند
1996)؛ مشخص شده که اصلی ترین ماده  مؤثره ی گل هميشه بهار فلاوونویيد 
اس��ت. فلاوونویيدهای موجود در گل برگ های گياه هميشه بهار اثر محافظت 
کبدی از خود نشان داده اند (Basavaraj et al., 2011).  این نتایج در راستای 
پژوهش ه��ای Sadeghi و هم��کاران )2007(، می باش��د، که گزارش کردند 
 ،(Dorema and deans., 2000) مکمل س��ازی جيره با عصاره ی گياه بيله��ر
در موش صحرایی از افزایش وزن کبد ن�اشی از تتراکلریدکربن به ميزان قابل 
توجه��ی جلوگيری کرد. نتایج این آزمایش هم نش��ان داده که عصاره ی این 
گياه، اثر محافظت کبدی در برابر آس��يب های ناشی از مصرف تتراکلریدکربن 
داشته است که احتمالاً در ارتباط با خاصيت آنتي-اکسيداني ترکيبات موجود 

در این گياه می باشد.
آنزیم های کبدی

نتای��ج مربوط به اثرتيمارهاي آزمایش��ی بر آنزیم ه��ای کبدی موجود در 
س��رم درجدول 3 آورده شده اس��ت. مقدار بيلی روبين سرم خون و آنزیم های 
کبدی موجود در سرم SGPT وSGOT در 33 روزگی در گروه کنترل مثبت 
نس��بت به س��ایر تيمارها به طور معنی داری افزایش یافت )P>0/05(. همانند 

33 روزگی در پایان دوره پژوهش)42 روزگی(، مقدار بيلی روبين س��رم خون 
و آنزیم های خونی نش��ان دهنده آس��يب کبدی )SGPT وSGOT(، که در اثر 
تزریق تتراکلریدکرب��ن در گروه کنترل مثبت به ص��ورت معنی داری افزایش 
یافته بود، در تيمارها ی حاوی س��طوح مختلف عصاره گل هميشه بهار و گروه 
کنترل منفی به صورت معنی داری کاهش یافت )P>0/05(. سلول های کبدی 
حاوی غلظت های بالایی از SGPT و  SGOT هس��تند؛SGPT در سيتوپلاسم 
و SGOT در ميتوکندری س��لول های کبدی وجود دارند )Wells., 1988(. با 
تخریب س��لول های کبدی آنزیم های فوق به پلاس��ما تراوش کرده، در نتيجه 
 Drotman and Lawhorn.,) س��طح آنزیم های کبدی در س��رم بالا م��ی رود
1978). تغييرات ناش��ي از CCl4، ش��بيه بيماري هاي کبدي مزمن ناش��ي از 
ویروس ها مي باش��د. CCl4 توسط سيستم س��يتوکروم P450 به رادیکال هاي 
-Ferre et al., 2001 and Ven CCl3(، تبدیل مي ش��ود ( )آزاد تري کلرومتيل

kumar and Latha., 2002). رادیکال ه��اي آزاد حاص��ل از CCl4 ب��ا تخریب 
غش��ای هپاتوسيت، باعث افزایش ترشح آنزیم هاي کبدی شده و همين عامل 
باعث می ش��ود آنزیم هایي که در حالت طبيعی درون س��يتوزول سلولي قرار 
دارند، وارد جریان خون ش��وند و افزایش فعاليت این آنزیم ها بيان گر ميزان و 
نوع آس��يب هاي کبدي است (Yang et al., 2005). در مطالعه حاضر مشخص 
گردید مکمل کردن جيره با عصاره گل هميشه بهار موجب حفاظت سلول هاي 
کبدي در برابر اثرات اکس��يدکنندگی CCl4 مي شود. احتمالاً این اثر بواسطه 
وج��ود ترکيبات فلاونوئيد در این گيا می باش��د که در آزمایش��ات مختلفی 
 CCl4 وجود آنها به اثبات رسيده است. رادیکال هاي آزاد ناشي از متابوليسم
همانند س��ایر رادیکال هاي آزاد از راه هاي مختلف )پراکسيداس��يون ليپيدها، 
 واکنش با DNA و پروتئين هاي غش��ایي(، موجب آس��يب س��لول مي ش��وند

(Baer-dubowska et al., 1998; Zaragoza et al., 2000) ترکيب��ات پل��ي 
 P450 فنلي، و بویژه فلاونوئيدها در مرحله نخس��ت بر سيس��تم س��يتوکروم
اثر مهارکنندگی داش��ته و از متابوليسم بيش��تر  CCl4 جلوگيري مي کنند و 
 .)Cordova et al., 2002) در نتيج��ه توليد رادیکال هاي آزاد کاهش مي یاب��د
ای��ن ترکيب��ات همچنين بواس��طه خاصيت آنتي اکس��يداني قادر هس��تند 
رادیکال ه��اي آزاد موج��ود در محيط را خنثي کرده و از اث��رات مخرب آنها 
 Schuppn et al., 1999; Sun., 2000; Pyo et al.,) جلوگي��ري بعم��ل آورن��د
2004)، ترکيب��ات پلي فنل��ي و فلاونوئيدها همچنين مي توانند س��لول را در 
برابر تخلي��ه گلوتاتيون احياء و با افزایش ظرفيت آنزیم هاي آنتي اکس��يداني 
 Zix et) گلوتاتيون ردوکتاز، گلوتاتيون پراکس��يد و کاتالاز( محافظت نمایند(
 al., 1997; Baer-dubowska et al., 1998 ). ای��ن پژوهش مطابق با یافته های

)Preethi و Kuttanو2009) می باش��د که گزارش کردند: عصاره  یگياه هميشه 
بهار در برابر س��ميت کبدی حاد ناش��ی از تتراکلریدکربن و س��ميت کليوی 
ناشی از سيس پلاتين اثرمحافظتی داشته و مکانيسم عمل آن احتمالا به  علت 
فعاليت آنتی اکس��يدانی و کاهش رادیکال های آزاد می باش��د. تتراکلریدکربن 
با ایجاد آس��يب در س��لول کبدي باعث افزایش غلظت بيلي روبين مي ش��ود 
(Jayasekhar et al., 1997; Sethuraman et al., 2003). در ای��ن پژوهش نيز 
عصاره گياه هميش��ه بهار باعث کاهش غلظت بيلی روبين در مقایسه با تيمار 

کنترل مثبت شد.

)SRBC سنجش ایمنی هومورال )تیتر
داده ه��ای مربوط به ایمنی هومورال )تس��ت SRBC( در جدول 4 آورده 

وزن نسبی کبد

42 روزگی33 روزگیتيمار

A1/462/68 ab

B1/583/06 a

C1/452/94 ab

D1/462/61 b

E1/332/72 ab

SEM0/070/11

P-values0/2170/047

جدول2- اثر سطوح مختلف عصاره گل همیشه بهار بر وزن نسبی کبد 
جوجه های درگیر شده با تتراکلرید کربن )نسبت به وزن لاشه )%((

a-b تفاوت حروف بر روی اعداد هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی داری است. 
SEM:خطای استانداردمیانگین P- value: سطح معنی داری

A: کنترلB:تتراکلریدکربنC: تتراکلریدکربن+ 150 میلی گرم در کیلوگرم خوراک 
عصاره گل همیشه بهار

D: تتراکلریدکربن+ 300 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره گل همیشه بهار
E: تتراکلریدکربن+ 540 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره گل همیشه بهار

اثر حفاظتی گل همیشه بهار در ...
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شده است. نتایج حاصل از تزریق عليه SRBC در 28 روزگی بيان گر این امر 
اس��ت که غلظت ایمنوگلوبولين های T و M اختلاف معنی داری را در تيمارها 
نش��ان نمی دهند؛ اما س��طح ایمنوگلوبولين G در تيم��ار دارای غلظت300 
ميلی گرم هميشه بهار نسبت به گروه کنترل و تيمار 150 ميلی گرم هميشه بهار 
افزایش معنی داری داشت. نتایج حاصل از تزریق عليه SRBC در 35 روزگی 
نش��ان می دهد سطح ایمنوگلوبولين های T و M اختلاف معنی داری در ميان 
تيمارها ندارند؛ اما س��طح ایمنوگلوبولين G در گروه کنترل نس��بت به تيمار 
تتراکلریدکربن و تيمار 450 ميلی گرم هميشه بهار افزایش معنی داری داشت 
) P>0/05(. آنچ��ه که با یک نگاه اجمالی به نقش ترکيبات اکس��يدان و ضد 

اکس��يدان بر فعاليت سلول های سيس��تم ایمنی به نظر می رسد آن است که 
ترکيبات اکسيدان و ضد اکسيدان ها، هر دو، برای سيستم ایمنی حکم شمشير 
دو لبه دارند، از یک طرف مشاهده می شود که عملکرد سيستم ایمنی ارتباط 
تنگاتنگی با توليد و آزاد س��ازی رادیکال ه��ای آزاد دارد و این ترکيبات فعال 
زیستی بایستی سریعا حذف شوند، از طرف دیگر ثابت شده است که ترکيبات 
فعال اکس��يژن در وقایعی چون انتقال پيام از طریق غشا و نيز عرضه ژن های 
مه��م در تکثير و فعاليت س��لول های ایمنی و نهایتا ایجاد پاس��خ های ایمنی 
نق��ش حياتی دارند. نتایج مطالعات متعددی نش��ان دهنده ی فعاليت مهاری 
ترکيبات ضد اکس��يدان بر اثرات زیان آور رادیکال های آزاد هستند، علاوه بر 

42 روزگی33 روزگی

)IU/L(SGOT  )IU/L(  SGPTبيلی روبين )IU/L(SGOT  )IU/L()mg/dl(  SGPTبيلی روبين )mg/dl(تيمار

A0/42 b20/75 b197/75 d0/55 c23b248/75 c

B3/4 a30/75 a295/25 a3/15 a33/25 a349/25 a

C1/25 b23/75 b269/75 ab1/50 b22/25 b284/50 b

D1/0 b23/25 b233 c0/75 bc24b294/25 b

E0/5 b22/5 b256/75 bc0/85 bc23b282/25 b

SEM0/1070/5293/4360/242/078/73

P-values0/00010/00030/00010/00010/00030/0001

جدول3- اثر سطوح مختلف عصاره گل همیشه بهار بر آنزیم های کبدی جوجه های گوشتی درگیر شده با تتراکلریدکربن

a-d تفاوت حروف بر روی اعداد هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی داری است. SEM: خطای استانداردمیانگینP-value: سطح معنی داری A: کنترل منفی
B:کنترل مثبتC: تتراکلریدکربن+ 150 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره گل همیشه بهار D: تتراکلریدکربن+ 300 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره 
گل همیشه بهار E: تتراکلریدکربن+ 450 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره گل همیشه بهار SGPT:سرم گلوتامیک پیروویک ترانس آمیناز:SGOT سرم 

گلوتامیک اگزالیک ترانس آمیناز

35 روزگی28 روزگی

)IgT )Log2(IgG )Log2(IgM )Log2(IgT )Log2(IgG )Log2(IgM )Log2تيمار/صفات

A4/71/2b3/55/53a2/5

B3/71/5ab2/25/71/2b4/5

C5/71/2b4/54/51/5ab3

D7/52/5a55/51/7ab3/7

E4/51/7ab2/751/2b3/7

SEM0/510/130/450/330/20/26

P-values0/1330/0250/2060/6810/0340/106

جدول 4- اثر سطوح مختلف عصاره گل همیشه بهار در زمان های مختلف بر میزان ایمنوگلوبولین های سرم خون1 در تزریق SRBC در جوجه های گوشتی 
درگیر شده با تتراکلریدکربن

a-bتفاوت حروف بر روی اعداد هر ستون نشان دهنده اختلاف معنی داری است. SEM:خطای استاندارد میانگینP-Value: سطح معنی داری
1-میانگین اعداد در هر ستون تیتر IgG.)Anti-SRBC( IgT و IgM به صورت log 2 معكوس کسر آخرین رقّت مشاهده شده آگلوتیناسیون است.

A: کنترلB:تتراکلریدکربنC: تتراکلریدکربن+ 051 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره گل همیشه بهار D: تتراکلریدکربن+ 300 میلی گرم در کیلوگرم خوراک 
عصاره گل همیشه بهار E: تتراکلریدکربن+ 054 میلی گرم در کیلوگرم خوراک عصاره گل همیشه بهار
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این نشان داده شده است که برخی از ترکيبات ضداکسيدان از توليد ترکيبات 
اکسيدان مهم در روند فعال شدن سلول جلوگيری نموده و یا آن را از محيط 
عمل خارج می س��ازند و از این طریق باعث مهار تکثير و فعاليت س��لول های 
عامل سيس��تم ایمنی می ش��وند )پيش بين و هم��کاران 1381(. چنانکه در 
تحقيقی اش��اره می کنند که با افزایش فعاليت ضد اکس��يدانی، توليد IgG و 
IgM در خون محيطی موش ها کاهش یافته است (Satoshi et al.,2004).گل 
هميش��ه بهار به  دليل دارا بودن ماده مؤثره ی فلاونویيد توانس��ته از طریق بالا 
 Christak et al.,) سيس��تم ایمنی هومورال را تقویت کند ،IgG بردن س��طح
2004). به نظر می رس��د عصاره  برخی گياهان از طریق افزایش تيتر آنتی بادی 
موج��ب افزایش ایمنی بدن گردیده و احتمال داده ش��ده که این عصاره ها از 
طریق اثر بر لمفوس��يت های زیر مخاطی دس��تگاه گ��وارش و تحریک ایمنی 
-Shams Gh )  موضعی موج��ب افزایش فاکتورها ی ایمنی هوم��ورال گردند

farokhi et al., 2003). این نتایج با یافته های عبداللهی و همکاران همخوانی 
دارد (Abdollahi et al., 2002). هم چني��ن محققي��ن دیگ��ر گزارش کردند 
که برخ��ی عصاره های گياهی موجب افزایش تيت��ر آنتی بادی در بدن مرغ و 

.(Hernandez et al.,2004) بوقلمون می شوند

تغییرات هیستولوژی کبد
عوامل مورفولوژیک مورد بررس��ی در این مطالعه شامل: تغييرات سياهرگ 
مرکزی، هپاتوسيت ها، سينوزوئيدها و تریادپورت )سرخرگ کبدی، سياهرگ 
باب و مجاری صفراوی(، می باشند. همان طور که در شکل )1-1( نشان داده 
شده اس��ت، در گروه کنترل منفی، سياهرگ مرکزی حالت طبيعی داشته، 
سينوزوئيدها به وضوح قابل مش��اهده اند و سلول های کبدی )هپاتوسيت ها( 
دارای ظاهری سالم بوده و هسته ها به وضوح قابل رؤیت می باشند. در گروه 
کنترل مثبت، پارانش��يم کبدی نظم خود را از دس��ت داده، برخی سلول ها 
به طور کامل تخریب ش��ده و در بيش��تر س��لول ها حفرات بزرگ و کوچک 
مش��اهده می ش��وند. س��ينوزوئيدها حالت چروکيده پيدا کرده و سياهرگ 
مرکزی حالت نامنظم پيدا کرده اس��ت. در گروه دریافت کننده عصاره گل 
هميش��ه بهار + تتراکلریدکربن، برخی سلول های کبدی از بين رفتند که این 
ميزان نسبت به گروه کنترل مثبت کمتر است و بافت کبد ظاهری دانه مانند 
دارد. س��ينوزوئيدها حالت چروکيده دارند و سياهرگ مرکزی تا حدودی از 
حالت غيرطبيعی خارج ش��ده است. در قسمت تغييرات تریاد همان طورکه 
در ش��کل )1-1( مش��اهده می ش��ود، در گروه کنترل منفی سياهرگ باب، 
مجرای صفراوی و س��رخرگ کبدی ظاهری س��الم دارند و لایه ای منظم از 

سلول های کبدی آن ها را احاطه کرده است.

تغییرات هیستولوژی کبد
          عوامل مورفولوژیک مورد بررس��ی در این مطالعه ش��امل: تغييرات 
س��ياهرگ مرکزی، هپاتوس��يت ها، س��ينوزوئيدها و تریادپورت )س��رخرگ 
کبدی، سياهرگ باب و مجاری صفراوی(، می باشند. همان طور که در شکل 
)1-1( نشان داده شده است، در گروه کنترل منفی، سياهرگ مرکزی حالت 
طبيعی داش��ته، سينوزوئيدها به وضوح قابل مشاهده اند و سلول های کبدی 
)هپاتوس��يت ها( دارای ظاهری سالم بوده و هس��ته ها به وضوح قابل رؤیت 
می باش��ند. در گروه کنترل مثبت، پارانش��يم کبدی نظم خود را از دس��ت 
داده، برخی سلول ها به طور کامل تخریب شده و در بيشتر سلول ها حفرات 

بزرگ و کوچک مش��اهده می شوند. سينوزوئيدها حالت چروکيده پيدا کرده 
و س��ياهرگ مرکزی حالت نامنظم پيدا کرده است. در گروه دریافت کننده 
عصاره گل هميش��ه بهار + تراکلریدکربن، برخی س��لول های کبدی از بين 
رفتند که این ميزان نس��بت به گروه کنترل مثبت کمتر اس��ت و بافت کبد 
ظاه��ری دانه مانند دارد. س��ينوزوئيدها حالت چروکيده دارند و س��ياهرگ 
مرکزی تا حدودی از حالت غيرطبيعی خارج شده است. در قسمت تغييرات 
تریاد همان طورکه در شکل )1-1( مشاهده می شود، در گروه کنترل منفی 
س��ياهرگ باب، مجرای صفراوی و س��رخرگ کبدی ظاهری س��الم دارند و 
لای��ه ای منظم از س��لول های کبدی آن ه��ا را احاطه کرده اس��ت. در گروه 
کنت��رل مثبت، CCl4 باعث از بين بردن س��لول های احاطه کننده مجرای 
صفراوی، س��رخرگ کبدی و س��ياهرگ باب شده اس��ت. همان طور که در 
ش��کل مشاهده می شود، لکوس��يت ها به داخل سياهرگ باب نفوذ کرده که 
به صورت دانه های بنفش در سياهرگ قابل رؤیت اند. در گروه حاوی عصاره 
گل هميش��ه بهار + تتراکلریدکربن تا حدودی آرایش س��لولی احاطه کننده 
مج��رای صفراوی حالت منظم خود را به دس��ت آورده ان��د؛ از طرفی ظاهر 
دانه مانند در س��ياهرگ باب از بين رفته اس��ت. در تحقيقی که Kumar و 
همکاران )2009(، انجام دادند، نشان دادند که CCl4 اثر تخریبی روی کبد 
داش��ته به گونه ای که س��لول های احاطه کننده س��ياهرگ مرکزی تخریب 
ش��دند.تزریق  CCl4 باعث مسموميت کبدی در موش شده به طوری که با 
مشاهده بافت کبد، واکوئول هایی در مرکز لوبول کبد دیده شده، هم چنين 
 Ronjohns.,) تجمع چربی و نکروز س��لول کبدی نيز گزارش ش��ده اس��ت
2009). برخ��لاف موش، کبوتره��ای دریافت کننده CCl4 مس��تعد نکروزه 
ش��دن کبد در 24 س��اعت پس از تزریق CCl4 نيستند؛ ولی سایر تغييرات 
بيوش��يميایی، از قبيل کاه��ش فعاليت گلوکز 6 فس��فاتاز، کاهش محتوی 
سيتوکروم P450 و کاهش فعاليت آمينوپيرین ان دمتيلاز در ميکروزوم های 
کبد کبوتر در س��ه و ش��ش ساعت پس از تزریق مش��اهده شده است. کبد 
کبوتر توانایی فعال کردن CCl4 به متابوليت های فعالی که با ليپيدها پيوند 
کووالانسی برقرار می کند را دارد، ولی در زمان های یک، سه و شش ساعت 
پس از تزریق پراکسيداس��يون ليپيد مش��اهده نشده اس��ت. پيشنهاد شده 
اس��ت که پيوند کووالانس��ی متابوليت ه��ای فع��ال تتراکلریدکربن با برخی 
تغييرات بيوش��يميایی همراه است که نشان دهنده ی حساسيت پایين کبد 
 کبوتر در مقابل پيوندهای کووالانس��ی در س��ایر گونه های آزمایش��ی است

(Fernandez et al., 1984). وShimizu هم��کاران )2001(، ني��ز طی انجام 
آزمایش��اتی اثر تخریبی CCl4 بر روی بافت کبد را گزارش کردند به طوری 
که ساختارهای حباب مانند در اطراف سياهرگ مرکزی و حباب های چربی 
در ناحي��ه ميانی و برخی س��لول های کبدی را مش��اهده کردند، هم چنين 
س��لول های نکروزه و س��لول های ملتهب اطراف سياهرگ مرکزی دیده شد. 
مطالعات نش��ان می دهد که در جوندگان، احيای س��لول های کبدی پس از 
آس��يب دیدن با کمک رشد سریع سلول های اپيتليالی که دارای هسته های 
بيضوی مشخص هستند، صورت می گيرد (Sell., 1990)و.Adzet  و همکاران 
(1987)، بي��ان کردند: ترکيباتی مانند س��ينارینولوتئولين و دیگر ترکيبات 
فنوليکی از قبيل اس��يد کافئيک و اس��يد کلروژنيک ک��ه در عصاره برخی 
گياهان دارویی مانند کنگرفرنگی و گل هميش��ه بهار یافت می شود، ممکن 
اس��ت در پتانسيل حفاظت کبدی آن ها نقش داشته باشد. با توجه به اثرات 
 ، IgG مثبت عصاره روغنی گل هميش��ه بهار بر وزن کبد ، افزایش س��طح
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کاهش نش��ت آنزیم های درون س��لولی کب��د )SGPT و SGOT( و تاثيرات 
مثبت بر هيس��توپاتولوژی بافت کبد می ت��وان ابراز کرد که عصاره¬ی این 
گياه اثر محافظت کبدی در برابر آسيب های ناشی از مصرف تتراکلریدکربن 
داشته است که این اثر احتمالاً در ارتباط با خاصيت آنتي اکسيداني فلاونویيد 

های موجود در این گياه می باشد. 

پاورقی ها
1-User Friendy Feed Formulation Done Againl 
سرم گلوتاميک پيروویک ترانس آميناز -2
سرم گلوتاميک اگزاليک ترانس آميناز - 3
4 - Sheep red blood cells
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