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Background and Objectives: Ischemia-Reperfusion injury, followed by the production of oxygen free radi-
cals and oxidative stress are the main limitations of ovarian tissue transplantation. We aimed to investi-
gate the effects of quercetin as an antioxidant on the quality of autotransplanted mouse ovaries.
Methods In total, 36 female NMRI mice were divided into 3 groups of control, autografted, and auto-
grafted + quercetin (50 mg/kg/day). Treatment was performed one day before till 7 days after transplan-
tation and 28 days after transplantation; ovaries were removed for stereological assessments. Serum 
samples were collected on days 7 and 28 post-transplantation to measure the level of malondialdehyde, 
total antioxidant capacity, estradiol, and progesterone. The obtained data were analyzed using one-way 
Analysis of Variance (ANOVA) and Tukey’s test at the significance level of P<0.05.
Results The mean total volume of the ovary, the volume of the cortex, and the volume of the medulla, 
the mean number of different types of follicles (P<0.001), the level of estradiol (P<0.05), progesterone 
(P<0.001), and total antioxidant capacity (P<0.01), and the recovery rate of the estrous cycle (P<0.001) 
significantly decreased in the autografted group, compared to the controls; however, the mentioned 
parameters significantly increased in the autografted + quercetin group, compared to the autografted 
group (P<0.01). A significant increase was observed in the level of malondialdehyde on days 7 (P<0.001) 
and 28 (P<0.01) post-transplantation in the autografted group, compared to the control group; however, 
this parameter was compensated to the control level in the autografted + quercetin group.
Conclusion The present study findings revealed indicated that quercetin could improve tissue quality and 
the function of autotransplanted mouse ovaries.
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مقاله پژوهشی

اثر کوئرستین بر کیفیت بافت و عملکرد تخمدان اتوگرفت موش

زمینه و هدف آسیب ایسکمی ریپرفیوژن و به دنبال آن تولید رادیکال های آزاد اکسیژن و استرس اکسیداتیو از محدودیت های اصلی پیوند 
بافت تخمدان به شمار می روند. هدف بررسی اثر کوئرستین به عنوان یک آنتی اکسیدان بر کیفیت تخمدان های اتوگرفت موش بود.

روش بررسی 36 موش ماده نژاد NMRI به سه گروه کنترل، اتوگرفت و اتوگرفت + کوئرستین )50 میلی گرم بر کیلوگرم در روز( تقسیم 
شدند. تیمار یک روز قبل تا هفت روز پس از پیوند انجام شد و 28 روز بعد، تخمدان ها برای ارزیابی های استریولوژیک خارج شدند. 
نمونه های سرمی در روزهای هفتم و بیست وهشتم بعد از پیوند برای اندازه گیری سطح مالون  دی آلدئید، ظرفیت آنتی اکسیدانی کل، 
 P<0/05 استرادیول و پروژسترون جمع آوری شدند. داده ها با استفاده از روش آنالیز واریانس یک طرفه و تست توکی و در سطح معنی داری

تجزیه و تحلیل شد.
یافته ها میانگین حجم کل تخمدان، حجم کورتکس و حجم مدولا، میانگین تعداد انواع مختلف فولیکول ها )P<0/001(، سطح استرادیول 
)P<0/05(، پروژسترون )P<0/001( و ظرفیت آنتی اکسیدانی کل )P<0/01( و میزان بازگشت سیکل استروس )P<0/001( در گروه 
اتوگرفت نسبت به گروه کنترل کاهش معناداری یافت؛ در حالی  که پارامترهای ذکر شده در گروه اتوگرفت + کوئرستین نسبت به گروه 
اتوگرفت افزایش معنی داری یافتند )P<0/01(. افزایش معنی داری در سطح مالون  دی آلدئید در روزهای هفتم )P<0/001( و بیست وهشتم 
)P<0/01( پس از پیوند در گروه اتوگرفت نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. این پارامتر در گروه اتوگرفت + کوئرستین، در حد گروه 

کنترل جبران شد.
نتیجه گیری نتایج این مطالعه نشان داد که کوئرستین می تواند کیفیت بافت و عملکرد تخمدان های اتوگرفت موش را بهبود بخشد.

کلیدواژه ها: 
پیوند تخمدان، 

کوئرستین، استریولوژی، 
موش
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مقدمه

با توسعه برنامه های پیش گیری از سرطان، تشخیص زودهنگام 
کودکی،  دوران  در  سیتوتوکسیک  درمان  مدرن  روش های  و 
نوجوانی و بلوغ، جمعیت افراد درمان شده در سنین مختلف تا 
حد زیادی افزایش یافته است. با وجود پیشرفت های روزافزون 
در روش های درمان سرطان، مانند شیمی درمانی، رادیوتراپی و 
پیوند مغز استخوان، این روش های درمانی فعالیت تولید مثلی و 
اندوکرینی این افراد را تحت تأثیر قرار داده و تعداد بسیار زیادی 
از زنان و دختران جوان مبتلا به سرطان تحت این روش های 
می شوند.  تخمدانی  زودرس  ناتوانی  یا  ناباروی  دچار  درمانی 
این در حالی است که این افراد خواهان حفظ باروری پس از 
بهبودی هستند و حفظ باروری این بیماران قبل از شروع درمان 

ضروری به  نظر می رسد ]2،1 [. اتوگرفت بافت تخمدان یکی از 
رایج ترین راهکارهای حفظ باروری در این بیماران است ]3[. اما 
آسیب ایسکمی ریپرفیوژن از محدودیت های اصلی پیوند بافت 
تخمدان به شمار می رود ]4[. تولید بیش از حد رادیکال های آزاد 
اکسیژن و پراکسیداسیون لیپیدی در طی ایسکمی ریپرفیوژن 
پس از پیوند، مکانیسم های متعدد مخربی چون مهار عملکرد 
را  سلولی  مرگ  و  التهاب  کلسیم،  افزایش سطح  میتوکندری، 
بین رفتن تعداد  از  باعث  موجب می شود ]6 ،5[ که درنهایت 
زیادی از فولیکول ها در تخمدان پیوندی می  شود ]7[؛ به  طوری  
که گروهی از محققین بیان کرده اند که آسیب ایسکمی در طی 
فرایند اتوگرفت بافت تخمدان، منجر به تهی شدن 60-۹5 درصد 
رادیکال های  حذف  بنابراین  ]8[؛  می شود  فولیکولی  ذخائر  از 
آزاد به عنوان هدف دارویی مهمی برای بهبود عوارض ایسکمی 
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ریپرفیوژن شناخته شده اند ]۹[. بررسی مطالعات صورت گرفته 
در این زمینه به خوبی روشن می کند که همگام با پیوند بافت، 
اقداماتی نیز باید جهت کاهش آسیب های ایسکمی ریپرفیوژن 
صورت پذیرد. در مطالعه ای که نوگنت در سال 1۹۹8 انجام داد 
به این نتیجه رسید که افزودن آنتی اکسیدان  از طریق کاهش 
فولیکولی  بقای  بهبود  ریپرفیوژن، موجب  ایسکمی  آسیب های 
در طی پیوند بافت تخمدان می شود ]10[. کوئرستین با فرمول 
فراوان ترین  و  مهم ترین  از  یکی  عنوان  به   C15H10O7 مولکولی 
ترکیبات خانواده  فلاونوئیدها به شمار می رود که در میوه ها )عمدتاً 
مرکبات(، سبزیجات، بسیاری از دانه ها، روغن زیتون، سیب، پیاز، 
چای سبز، شراب قرمز و توت یافت می شود و دارای بیشترین 

خاصیت آنتی اکسیدانی در میان فلاونوئید هاست ]11-13[. 

کوئرستین دارای خاصیت آنتی اکسیدانی و ضد التهابی است؛ 
به طوری  که باعث حفظ سطح سرمی گلوتاتیون، کاهش سطح 
سرمی مالون  دی آلدئید، کاهش متابولیسم نیتریک اکسید، کاهش 
تشکیل سوپراکسید، کاهش آزاد سازی واسطه های اکسیدانی و 
فلاونوئیدها  آنتی اکسیدانی  التهابی می شود ]14 ،13[. خواص 
به دلیل ویژگی مهار کننده هیدروژن و رادیکال های آزاد است. 
بنابراین از سلول در برابر مرگ آپوپتوز ناشی از اکسیدان محافظت 
می کنند ]15[. ژنسر و همکارانش، مطالعه ای پیرامون اثر حفاظتی 
کوئرستین بر سطوح آلبومین تغییریافته ایسکمی1 )به عنوان یک 
مارکر برای شرایط مربوط به ایسکمی و التهاب( و آپوپتوز در 
آسیب آزمایشی ایسکمی ریپرفیوژن تخمدان در رت انجام دادند. 
در این تحقیق کوئرستین با دُز 15 میلی گرم / کیلوگرم / وزن 
بدن به صورت داخل صفاقی 30 دقیقه قبل از ایجاد ایسکمی 
ریپرفیوژن تزریق شد. آن ها نشان دادند که تیمار با کوئرستین 
باعث کاهش پراکسیداسیون لیپیدی ناشی از ایسکمی ریپرفیوژن 
می شود، از آسیب ایسکمی ریپرفیوژن تخمدان جلوگیری و به 
حفظ مرفولوژی طبیعی تخمدان کمک می  کند ]15[؛ بنابراین 
التهابی  و ضد  آنتی آپوپتوزی  آنتی اکسیدانی،  نقش  به  توجه  با 
آسیب های  کاهش  بر  آن  اثر  حاضر  مطالعه  در  کوئرستین، 
ایسکمی-ریپرفیوژن، کیفیت بافت و عملکرد تخمدان اتوگرفت 

موش مورد بررسی قرار گرفت.

روش بررسی

 2  NMRI در این مطالعه از 36 سر موش  ماده 4 تا 5 هفته ای نژاد
استفاده شد. این حیوانات از مؤسسه پاستور در تهران تهیه و در 
خانه حیوانات دانشگاه اراک، در شرایط متعادل )دمای 2 ± 21 
درجه سانتی گراد و نور محیطی با شرایط 12 ساعت تاریکی و 12 
ساعت روشنایی( به  مدت یک هفته قبل از انجام آزمایش جهت 
تطبیق با محیط نگهداری شدند و آب و غذای کافی در اختیار آن ها 

1. Ischemia modified albumin(IMA)
2. Naval Medical Research Institute

قرار گرفت. موش ها به سه گروه شامل گروه کنترل، گروه اتوگرفت 
)تزریق نرمال سالین به  صورت درون صفاقی یک روز قبل تا هفت 
روز بعد از پیوند( و گروه اتوگرفت + کوئرستین )دریافت کننده 
کوئرستین با دُز 50 میلی گرم بر کیلوگرم در روز ]17 ،16[ به 
پیوند(  از  بعد  روز  تا هفت  قبل   صورت درون صفاقی یک روز 
تقسیم شدند و هر گروه به دو زیر گروه )n=6( تقسیم شد: زیرگروه 
هفت روز بعد از پیوند )برای اندازه گیری غلظت مالون  دی آلدئید 
از  بعد  روز  زیرگروه 28  و  آنتی اکسیدانی کل سرم(  و ظرفیت 
پیوند )برای بررسی های بافت شناسی، سیکل استروس و سنجش 
غلظت هورمون ها و مالون  دی آلدئید سرم(. به  منظور انجام پیوند 
تخمدان، ابتدا موش ها با ترکیب دو ماده  بیهوشی کتامین )100 
کیلوگرم(  بر  میلی گرم   10( زایلازین  و  کیلوگرم(  بر  میلی گرم 
بیهوش شدند. به این صورت که به ازای هر 10 گرم وزن موش 
100 لاندا از آن به  صورت درون صفاقی تزریق شد. پس از بیهوش 
کردن، موهای پشت بدن جانور در هر دو سمت به وسیله تیغ 
تراشیده شد. سپس در دو طرف ستون فقرات، برش های کوچکی 
)حدودا نیم سانتی متر( در پوست و صفاق ایجاد شد و تخمدان ها 
از اویداکت و چربی جدا و بلافاصله به عضله سرینی سطحی پیوند 
زده شد. 28 روز پس از پیوند ابتدا موش ها با ترکیب ماده بیهوشی 
کتامین زایلازین بیهوش شدند. پوست ناحیه مورد نظر برای خروج 
تخمدان از محل پیوند )عضله پشتی( برداشته شد، بعد از آن 
ماهیچه در ناحیه پیوند باز شده و تخمدان با دقت از ماهیچه 
جدا و به محلول فیکساتیو بوئن به مدت 24 ساعت انتقال داده 
شد و از قلب موش ها خون گیری انجام گرفت، سپس نمونه های 
خون به مدت 10 دقیقه با 13 هزار دور در دقیقه سانتریفیوژ 
هورمون های  سطح  اندازه گیری  جهت  سرم  نمونه های  و  شد 
استرادیول و پروژسترون و میزان مالون  دی آلدئید مورد استفاده 
قرار گرفت. بعد از انجام مراحل پاساژ بافتی و قالب گیری، به کمک 
 ، 3 IUR دستگاه میکروتوم از بلوک های پارافینی تهیه شده به  روش
برش های 5 و 20 میکرونی به  طور متناوب و به  صورت سریال 
تهیه و با رنگ آمیزی هماتوکسیلین ائوزین رنگ آمیزی شد. سپس 
با استفاده از روش های استریولوژی، پارامترهای کمی از جمله 
حجم کل تخمدان، حجم کورتکس، حجم مدولا و تعداد انواع 

مختلف فولیکول ها اندازه گیری شد. 

محاسبه حجم کل تخمدان، حجم کورتکس و حجم مدولا 
از  استفاده  با  ابتدا  گرفت.  انجام  کاوالیری  روش  از  استفاده  با 
میکروسکوپ نوری )BX41TF, Olympus, Japan( و نرم افزار 
Olysia، تصویر برش های 5 میکرونی با بزرگ نمایی 40 برابر روی 
مانیتور انداخته شد. سپس پروب نقطه ای به  طور تصادفی و بدون 
هیچ گونه سوگیری روی تصویر انداخته و نقاط برخورد کرده با 
کل تصویر تخمدان، کورتکس و مدولا )به  طور جداگانه( شمارش 
شدند. حجم کل تخمدان با استفاده از فرمول شماره 1 و با وارد 

3. Isotropic Uniform Random
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کردن مجموع نقاط شمارش شده در هر برش )P∑(، ضخامت 
مقاطع )t( و سطح پروب نقطه ای )a)p، به  دست آمد.

.1
Vtotal ovary = ∑n

i=1p × a(P) × t

برای محاسبه حجم کورتکس و مدولا، ابتدا دانسیته حجمی 
کورتکس و مدولا محاسبه شد. سپس حجم کورتکس و مدولا 
به  طور غیر مستقیم به وسیله ضرب کردن دانسیته حجمی در 
حجم کل تخمدان طبق فرمول شماره 2 تخمین زده شد ]18[.

.2

Vvcortex/medulla = 
∑n

i=1 Pcortex/medulla
∑n

i=1 Ptotal ovary
Vvcortex/medulla = Vtotal ovary × Vvcortex/medulla

برای محاسبه تعداد فولیکول ها از روش اپتیکال دایسکتور و از 
 Heidenhain( فریم مخصوص شمارش4 و دستگاه میکروکیتور
ND221B, Germany( استفاده شد. در این روش با استفاده 
از میکروسکوپ نوری متصل به کامپیوتر تصویر برش های 20 
میکرونی با بزرگنمایی 1000 برابر روی مانیتور قرار داده شد و 
میدان دیدهای تصادفی انتخاب شدند، سپس از دو ناحیه به نام 
حفاظت شده5 به ضخامت 5 میکرون از بالا و پایین برش برای 
شمارش صرف نظر شد )به دلیل وجود آرتیفکت های احتمالی 
در سطح بافت( و تمام انواع فولیکول هایی که در فریم شمارش 
نصب شده روی صفحه ی مانیتور کامپیوتر انتخاب شدند، شمارش 
شدند. در ادامه ابتدا بر اساس فرمول شماره 3، دانسیته عددی 

انواع فولیکول ها محاسبه شد.

.3

Nv = a⁄f.h.∑n
i=1p

∑n
i=1Q

 Σp ،مجموع تعداد فولیکول  های شمارش شده ΣQ که در آن
مجموع نقاط وسط فریم که با میدان های دید انتخابی برخورد 
کرده، h ارتفاعی که شمارش در آن انجام گرفت و a/f مساحت 

فریم در مقیاس واقعی بافت است. 

در  دانسیته عددی  با ضرب  فولیکول ها  تعداد مطلق  سپس 
حجم کل تخمدان به دست آمد )فرمول شماره 4( ]18[.

.4
Ntotal = Vtotal ovary × Nv

سنجش میزان غلظت هورمون های استرادیول و پروژسترون 
سرم خون با کیت ELISA )شرکت DRG آلمان( و طبق پروتکل 
شرکت انجام گرفت. درنهایت میزان جذب با دستگاه الیزا ریدر 

4. Unbiased Counting Frame
5. Guard zone

بر  نانوگرم  بر حسب  اندازه گیری و  نانومتر  در طول موج 450 
میلی لیتر گزارش شد.

موش ها  قلب  از  خون  نمونه های  پیوند،  از  بعد  روز  هفت 
دقیقه  در  دور  هزار   13 با  دقیقه   10 به  مدت  و  جمع آوری 
سانتریفیوژ شدند و بعد از جداسازی سرم، نمونه های سرم در 
دمای منفی 80 درجه سانتی گراد تا زمان آنالیز بیوشیمیایی سرم 
)اندازه گیری میزان مالون  دی آلدئید و ظرفیت آنتی اکسیدانی کل( 
 Buege نگهداری شدند. اندازه گیری مالون  دی آلدهید طبق روش
و Aust انجام گرفت. ابتدا محلول واکنش شامل تری کلرواستیک 
اسید 15 درصد گرم بر میلی لیتر، تیوباربیوتیک اسید 375 درصد 
گرم بر میلی لیتر و اسید کلریدریک 0/25 نرمال تهیه شد. سپس 
50 میکرولیتر از نمونه سرم با 100 میکرولیتر از محلول تهیه شده 
مخلوط شد و نمونه ها به مدت 15 دقیقه در بن ماری جوش قرار 
داده شد. سپس نمونه ها به سرعت توسط آب سرد، خنک و به 
مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ شدند. مایع رویی جدا شد و جذب 
آن در 532 نانومتر در برابر بلانک که حاوی تمام ترکیبات به جز 
نمونه بود، قرائت شد. درنهایت غلظت مالون  دی آلدئید با استفاده 
 ،1/65×105M-1CM-1 از ضریب خاموشی آن که عبارت است از
محاسبه شد و بر حسب نانو مول بر میلی لیتر گزارش شد ]1۹[. 

تست  از  سرم  کل  آنتی اکسیدانی  ظرفیت  اندازه گیری  برای 
 FRAP 6 استفاده شد. روش انجام تست FRAP بدین گونه بود که 
به ازای هر 50 میکرولیتر از نمونه سرم، 1/5 میلی لیتر از معرف 
ساخته شده اضافه شد و به  مدت 5 دقیقه در بن ماری در دمای 
37 درجه سانتی گراد قرار گرفت و جذب آن در طول موج 5۹3 
نانومتر خوانده شد. سپس با استفاده از فرمول رگرسیون حاصل 
در منحنی استاندارد، میزان ظرفیت آنتی اکسیدانی تام نمونه ها بر 

حسب میکرومول بر میلی لیتر به  دست آمد ]20[.

برای بررسی سیتولوژی واژن به عنوان شاخص از سرگیری 
فعالیت های سیکلی تخمدان، از روز هفتم بعد از پیوند و به  صورت 
روزانه تا ظهور اولین پروفایل سیکل استروس، اسمیر واژنی از 
گروه های مختلف 28 روزه تهیه شد. با یک سوآپ مرطوب شده با 
آب مقطر دیواره واژن به آرامی خراشیده شد و با چرخاندن سوآپ 
داخل مجرای واژن موش، سلول های مجرای واژن کنده شده و به 
اسلاید شیشه ای منتقل شد. اسمیر واژنی هر موش بلافاصله بعد از 
تهیه، با ائوزین رنگ آمیزی و زیر میکروسکوپ نوری با بزرگ نمایی 
40 برابر مشاهده و بررسی شد. مرحله سیکل استروس از نوع 

سلول ها ) سلول های اپی تلیال شاخی( تعیین شد.

داده های حاصل توسط نرم افزار SPSS و روش آنالیز واریانس 
یک طرفه و تست آماری توکی مورد تجزیه و تحلیل آماری قرار 
گرفت و تفاوت میانگین ها در سطح P<0/05 معنی دار درنظر 

گرفته شد.

6. Ferric Reducing Ability of Plasma
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یافته ها

در  آن ها  مقایسه  و  بافتی  مقاطع  میکروسکوپی  بررسی  با 
گروههای مختلف مشاهده شد که تخمدان های گروه کنترل دارای 
تعداد زیادی از انواع فولیکول ها بودند. در حالی که فولیکول های 
مختلف در گروه اتوگرفت کاهش قابل توجهی پیدا کردند. در 
گروه اتوگرفت + کوئرستین فولیکول ها نسبت به گروه اتوگرفت 

تراکم بیشتری را نشان دادند )تصویر شماره 1(.

میانگین حجم کل تخمدان، حجم کورتکس و حجم مدولا در 
گروه اتوگرفت نسبت به گروه کنترل به  طور معنی داری کاهش 
یافت )P<0/001(. از طرفی افزایش معنی داری در میانگین حجم 
کل تخمدان )P<0/001(، حجم کورتکس )P<0/01( و حجم 
مدولا )P<0/01( در گروه اتوگرفت + کوئرستین نسبت به گروه 
گروه  به سطح  مدولا  میانگین حجم  و  شد  مشاهده  اتوگرفت 

کنترل رسید )P>0/05( )جدول شماره 1(.

مقایسه میانگین تعداد فولیکول های بدوی، اولیه، پره آنترال و 
آنترال و تعداد کل فولیکول ها در گروه اتوگرفت نسبت به گروه 

کنترل، کاهش معنی داری را نشان داد )P<0/001(. در حالی که 
افزایش معنی داری در میانگین تعداد فولیکول های بدوی )01/
P<0(، اولیه )P<0/001(، پره آنترال )P<0/001( و آنترال )001/

P<0( و تعداد کل فولیکول ها )P<0/001( در گروه اتوگرفت + 
کوئرستین نسبت به گروه اتوگرفت مشاهده شد )P<0/001( و در 
میانگین، تعداد فولیکول های اولیه و تعداد کل فولیکول ها به سطح 

گروه کنترل رسید )P>0/05( )جدول شماره 2(. 

کاهش معنی داری در میانگین سطح هورمون های استرادیول 
)P<0/05( و پروژسترون )P<0/001( در گروه اتوگرفت نسبت 
به گروه کنترل مشاهده شد. در حالی  که میزان هورمون های 
گروه   در   )P<0/001( پروژسترون  و   )P<0/01( استرادیول 
افزایش  دارای  اتوگرفت  به گروه  اتوگرفت + کوئرستین نسبت 
معنی دار بود )P<0/001( و در حد گروه کنترل جبران شد )05/

P>0( )جدول شماره 3(.

شروع سیکل استروس در گروه اتوگرفت نسبت به گروه کنترل 
به طور معنی داری دیرتر رخ داد )P<0/001(. در گروه اتوگرفت 
+ کوئرستین، شروع سیکل استروس به طور معنی داری زودتر 
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تصویر 1. تصاویر بافت شناسی از مقاطع تخمدان در گروه های مختلف موش، 28 روز پس از پیوند هتروتوپیک در عضله سرینی سطحی
 الف( گروه کنترل: تعداد قابل توجه فولیکول ها در مراحل مختلف رشد دیده می شود؛ ب( گروه اتوگرفت: دارای تعداد کمتری فولیکول نسبت به گروه کنترل است؛  
ج( گروه اتوگرفت + کوئرستین: نشان دهنده افزایش تعداد فولیکول ها نسبت به گروه اتوگرفت است. انواع فولیکول ها با فلش و عضله با حرف M نشان داده شده است. 

)برش های 5  میکرونی، رنگ آمیزی هماتوکسیلین ائوزین؛ بزرگ نمایی 100 برابر(.

الف ب ج

جدول 1. مقایسه میانگین حجم کل تخمدان، حجم کورتکس و حجم مدولا )میلی متر مکعب( در گروه های مختلف موش، 28 روز پس از پیوند هتروتوپیک در 
عضله  سرینی سطحی

گروه ها
میانگین±انحراف معیار

حجم کل تخمدانحجم کورتکسحجم مدولا

0/18a1/58 ± 0/23 a2/08 ± 0/21a±0/50کنترل

0/01b0/53 ± 0/08 b0/61  ± 0/08b±0/08اتوگرفت

0/13a0/87 ± 0/08 c1/22 ± 0/21c±0/35اتوگرفت + کوئرستین

.)P<0/05( ،میانگین های با کد حرف های متفاوت در یک ستون نسبت به یکدیگر دارای تفاوت معنی دار می باشند )آزمون واریانس یک طرفه، تست توکی 
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در  که  طوری  به   .)P<0/001( شد  مشاهده  اتوگرفت  گروه  از 
مقایسه با گروه کنترل اختلاف معنی داری را نشان نداد )05/

P>0( )جدول شماره 3(.

مالون  دی آلدئید  سطح  میانگین  در  معنی داری  افزایش 
اتوگرفت  هفت روزه )P<0/001( و 28 روزه )P<0/01( در گروه 
نسبت به گروه کنترل مشاهده شد. این پارامتر در گروه اتوگرفت 
+ کوئرستین نسبت به گروه اتوگرفت به طور معنی داری کاهش 
یافت )P<0/001( و نسبت به گروه کنترل تفاوت معنی داری را 
نشان نداد )P>0/05( )جدول شماره 4(. مقایسه میانگین ظرفیت 
آنتی اکسیدانی کل در گروه اتوگرفت نسبت به گروه کنترل کاهش 
معنی داری را نشان داد )P<0/01(. از طرفی افزایش معنی داری در 
میزان ظرفیت آنتی اکسیدانی کل در گروه اتوگرفت + کوئرستین 
نسبت به گروه اتوگرفت مشاهده شد )P<0/01( و این افزایش در 

سطح گروه کنترل بود )P>0/05( )جدول شماره 4(. 

بحث

با توجه به نتایج مطالعه حاضر، میانگین حجم کل تخمدان، 
حجم کورتکس و حجم مدولا و همچنین تعداد انواع مختلف 
به  طور  کنترل،  گروه  به  نسبت  اتوگرفت  گروه   در  فولیکول ها 
معنی داری کاهش یافت. این نتایج مطابق با تعدادی از مطالعات 

پارامترها در گروه  این  پیشین است که طبق گزارشات آن ها، 
اتوگرفت به  طور معناداری کاهش یافته است ]22 ،21[. همچنین 
در مطالعه حاضر با مقایسه حجم کل تخمدان، حجم کورتکس، 
حجم مدولا و تعداد انواع مختلف فولیکول ها در گروه اتوگرفت + 
کوئرستین نسبت به گروه اتوگرفت، افزایش معنی داری مشاهده 
شد. مطالعات نشان داده اند که تولید رادیکال های آزاد و وقوع 
التهاب و آپوپتوز در بافتی که دچار شرایط ایسکمی شده است 
]22[، موجب آترزی فولیکولی و کاهش تشکیل جسم زرد در 
دلیلی  می تواند  این  و   ]21[ می شود  اتوگرفت  تخمدان های 
برای کاهش حجم تخمدان و کورتکس در گروه اتوگرفت باشد. 
از طرفی مرکز بافت پیوندی، بیشتر از نواحی کناری بافت در 
معرض خطر هیپوکسی و به دنبال آن ایسکمی قرار دارد که 
خود می تواند منجر به کاهش حجم مدولا شود ]23[. آسیب 
ایسکمی ریپرفیوژن سبب تولید واسطه های استرس اکسیداتیو 
مثل رادیکال های آزاد اکسیژن از سلول های ملتهب در اطراف 
ناحیه دچار ایسکمی ریپرفیوژن می شود ]24[ و این رها شدن 
رادیکال های آزاد باعث بیان ژن های پیش برنده التهاب می شود. 
درنتیجه میزان سایتوکین ها افزایش یافته و بیان مولکول های 
 P-selectin ،ICAM-1 اتصالی مثل مولکول اتصال داخل سلولی
و E-selectin در سطح سلول های اندوتلیال القا شده که سبب 
اتصال لکوسیت ها به سلول های اندوتلیالی در بافت آسیب دیده 

جدول 2. مقایسه میانگین تعداد انواع فولیکول های تخمدان در گروه های مختلف موش، 28 روز پس از پیوند هتروتوپیک در عضله سرینی سطحی

گروه ها
میانگین±انحراف معیار

تعداد فولیکول های بدویتعداد فولیکول های اولیهتعداد فولیکول های پره آنترالتعداد فولیکول های آنترالتعداد کل فولیکول ها

349/82a116/08±10/80a284/62±24/93a580/47±37/76a2029/43±349/28a±3010/49کنترل

62/00b55/64±4/83b128/54±15/99b352/85±78/63b1134/31±69/81b±1671/34اتوگرفت

385/67a99/25±4/46c220/75±16/22c556/87±48/05a1634/30±198/49c±2645/44اتوگرفت + کوئرستین

.)P<0/05 ،میانگین های با کد حرف های متفاوت در یک ستون نسبت به یکدیگر دارای تفاوت معنی دار می باشد )آزمون واریانس یک طرفه، تست توکی

جدول 3. مقایسه میانگین سطح هورمون های استرادیول و پروژسترون و روز شروع سیکل استروس در گروه های مختلف موش، 28 روز پس از پیوند هتروتوپیک 
در عضله  سرینی سطحی

گروه ها
میانگین±انحراف معیار

میانگین هورمون استرادیولمیانگین هورمون پروژسترونروز شروع سیکل استروس

1/04a1/40 ± 0/34a42/65 ± 5/59a±8/5کنترل

0/89b0/32 ± 0/09b25/70 ±5 /67b±11/00اتوگرفت

0/75a1/74 ± 0/47 a49/39 ± 15/57a±8/16اتوگرفت + کوئرستین

 مقادیر به  صورت میانگین و انحراف معیار هستند. میانگین های با کد حرف های متفاوت در یک ستون نسبت به یکدیگر دارای تفاوت معنی دار هستند )آزمون 
.)P<0/05  ،واریانس یک طرفه، تست توکی
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می شود؛ به  طوری  که لکوسیت ها به دیواره رگ ها چسبیده و 
واسطه های  ترشح  به  شروع  و  مهاجرت  آسیب دیده  بافت  به 
پیش برنده التهابی و آسیب ثانویه بافتی می کنند ]25[. مشخص 
شده است که اثر آنتی اکسیدانی کوئرستین در شرایطی که سطح 
التهاب و استرس اکسیداتیو بالاتر باشد بیشتر است ]26[. اثر 
آنتی اکسیدانی کوئرستین توسط چندین مکانیسم از جمله مهار 
و  فلزی 7  یون های  کردن  شلاته  سلول،  حفاظت  آزاد،  رادیکال 
نمایش اثرات ضد التهابی به واسطه پایبندی کاهش لکوسیت رخ 
می دهد ]15[. همچنین کوئرستین توانایی کاهش سایتوکین های 
التهابی مانند IL-18 و افزایش انواع سایتوکاین های ضد التهابی 

مانند IL-10 را داراست ]27[.

و  استرادیول  هورمون های  غلظت  میانگین  مطالعه،  این  در   
پروژسترون سرم خون در گروه اتوگرفت به  طور معنی داری از گروه 
کنترل پایین تر بود و شروع سیکل استروس نیز در گروه اتوگرفت 
نسبت به گروه کنترل به  طور معنی داری دیرتر رخ داد. این نتایج با 
گزارش گروهی از محققین مطابقت دارد ]22 ،21[. همچنین نتایج 
مطالعه  ما، افزایش معنی داری در میانگین میزان این پارامترها 
در گروه اتوگرفت + کوئرستین نسبت به گروه کنترل نشان داد. 
در  اندوکرینولوژی  پیشین،  صورت گرفته  مطالعات  به  توجه  با 
حیوانات با تخمدان پیوند شده می تواند در بررسی نتایج مربوط به 
بهبود تکوین اووسیت و فولیکول و همچنین در بازگشت عملکرد 
طبیعی تخمدان کمک کند ]28[. از آنجایی که فولیکول های 
آنترال مسئول ترشح بخش مهمی از استرادیول و جسم زرد نیز 
مسئول ترشح هورمون پروژسترون هستند ]2۹[، کاهش تعداد 
فولیکول های آنترال و جسم زرد پس از پیوند می تواند عاملی برای 
کاهش استرادیول و پروژسترون در گرو ه اتوگرفت باشد. اثرات 
مفید کوئرستین در روند فولیکولوژنز و لوتئینیزاسیون از طریق 
افزایش  کیستیک،  و  آترتیک  فولیکول های  توجه  قابل  کاهش 
فولیکول های نرمال در مراحل مختلف رشد و عروق زایی در لایه 

تکا گزارش شده است ]30[. 

7. Chelation of metal ions

با توجه به نتایج تحقیق حاضر، افزایش معنی داری در میانگین 
گروه  در  28 روزه(  و  )هفت  خون  سرم  دی آلدئید  مالون   میزان 
میزان  مقایسه  و  شد  مشاهده  کنترل  گروه  به  نسبت  اتوگرفت 
گروه  به  نسبت  اتوگرفت  گروه  در  کل  آنتی اکسیدانی  ظرفیت 
راستای  در  نتایج  این  داد.  نشان  را  معنی داری  کاهش  کنترل، 
یافته های تحقیق گروهی از محققین در سال های پیشین است 
اکسیداتیو در  به دلیل وقوع استرس  این می تواند  و   ]21، 22[
باشد.  اتوگرفت  تخمدان  در   ]31[ ریپرفیوژن  ایسکمي  طول 
درواقع آسیب رادیکال های آزاد، مکانیسمی است که در فازهای 
اولیه ایسکمی شروع می شود و یکی از وقایع اصلی در این زمان، 
رادیکال های  واکنش   .]32[ است  لیپیدی  پراکسیداسیون  وقوع 
موجب  لیپیدی  پراکسیداسیون  واکنش  تحت  لیپید ها،  با  آزاد 
تشکیل پراکسیدهای لیپیدی می شود. رادیکال های آزاد با لیپیدها 
اکسیداسیون  می کنند.  شروع  را  مخربی  زنجیره ای  واکنش های 
لیپید باعث تولید رادیکال بسیار فعال آلکیل می شود که به سرعت با 
اکسیژن واکنش داده و رادیکال پراکسید تولید می کند. رادیکال های 
پراکسید نیز می توانند باعث اکسید شدن لیپیدها شوند و لیپید 
هیدرو پراکسید هایی تولید کنند که به ترکیبات متعددی نظیر 
و  هیدروکربن ها  و  کتون ها  آلکیل ها،  فورما  آلدئیدها،  الکل ها، 
رادیکال هایی نظیر آلکوکسیل تجزیه می شوند. یکی از ترکیبات 

حاصل از پراکسیداسیون لیپیدی، مالون  دی آلدئید است ]33[. 

مالون  دی آلدئید و آلدئیدهای مشابه حاصل از پراکسیداسیون 
لیپید می توانند با پروتئین ها و DNA مکان های فعال نوکلئوفیل 
در فسفولیپیدها واکنش داده و ضایعات متنوعی ایجاد کنند 
]34[. از طرفی در مطالعه  حاضر در گروه اتوگرفت + کوئرستین، 
کاهش معنی داری در میانگین سطح مالون  دی آلدئید و افزایش 
معنی داری در میزان ظرفیت آنتی اکسیدانی کل نسبت به گروه 
اتوگرفت مشاهده شد. در همین راستا برخی مطالعات نیز گزارش 
کرده اند که کوئرستین باعث حفظ سطح سرمی آنتی اکسیدان 
می شود  مالون  دی آلدئید  سرمی  سطح  کاهش  و  گلوتاتیون 
]14 ،13[. این یافته ها نشان می دهد که کوئرستین به عنوان 
یک آنتی اکسیدان توانسته موجب کاهش استرس اکسیداتیو و 

جدول 4. مقایسه میانگین سطح مالون دی آلدئید هفت و 28 روز بعد از پیوند و میانگین ظرفیت آنتی اکسیدانی کل هفت روز پس از پیوند هتروتوپیک در عضله  
سرینی سطحی در گروه های مختلف موش

گروه ها
میانگین±انحراف معیار

میانگین مالون  دی آلدئید هفت روزهمیانگین مالون  دی آلدئید 28 روزهمیانگین ظرفیت آنتی اکسیدانی کل

0/04a3/08 ± 0/60 a3/55 ± 0/23a±0/76کنترل

0/05b4/27 ± 0/91 b7/60 ± 0/57b±0/57اتوگرفت

0/11a2/45 ± 0/14 a3/49 ± 0/24a±0/74اتوگرفت + کوئرستین

مقادیر به  صورت میانگین و انحراف معیار هستند. میانگین های با کد حرف های متفاوت در یک ستون نسبت به یکدیگر دارای تفاوت معنی دار هستند )آزمون واریانس 
.)P<0/05 ،یک طرفه، تست توکی
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افزایش ظرفیت آنتی اکسیدانی کل شود.

نتیجه گیری

نتایج این پژوهش نشان داد که کوئرستین می تواند از طریق 
ایسکمی  به  طور موثری آسیب  از استرس  اکسیداتیو  ممانعت 
ریپرفیوژن را مهار کرده و موجب بهبود کیفیت بافت تخمدان 
اتوگرفت موش، بقا و تکوین فولیکولی و نیز بازگشت سریع تر 

عملکرد تخمدان شود.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

در این مطالعه اصول اخلاق کار با حیوانات رعایت شده است.

حامي مالي

این مقاله برگرفته از پایان نامه کارشناسی ارشد نویسنده دوم 
در گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه اراک است، و 
معاون پژوهشی و فناوری دانشگاه اراک از آن حمایت مالی کرده 

است.
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