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Background and Objectives Nonalcoholic Steatohepatitis (NASH) is one of the common liver diseases, 
characterized by excessive lipid accumulation (steatosis) and inflammation in the liver. Inflammation is 
one of main reasons for this disease which takes place from different pathways. Rosmarinic Acid (RA) is 
an antioxidant and anti-inflammatory product with positive effects on the improvement of liver injuries. 
This study aims to evaluate protective effect of RA against liver inflammation caused by NASH in male 
mice through affecting cyclooxygenase-2/ Prostaglandin E2 (COX-2/PEG2) pathway and Matrix Metal-
loproteinase-9 (MMP-9).
Methods In this study, 24 C57/BL6 male mice were used. They were divided into four groups of 6 includ-
ing; Control, RA, NASH, and NASH+RA. The NASH was induced by a methionine/choline-deficient diet for 
8 weeks. The RA was administrated intraperitoneally and daily for 8 weeks. After 8 weeks, the animals 
were sacrificed and their liver was removed. hematoxylin and eosin staining was preformed for histologi-
cal evaluation and real-time PCR and ELISA assays were used for molecular studies.
Results The RA significantly reduced hepatic steatosis and inflammation as well as the expression of 
MMP-9 and COX-2 which led to the significant reduction of PEG2 level.
Conclusion It seems that RA can reduce liver inflammation and thereby attenuate NASH in male mice by 
reducing the expression of COX-2 enzyme and MMP-9 and the concentration of PEG2.
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N
Extended Abstract

Introduction

onalcoholic Steatohepatitis (NASH) is 
one of the common liver diseases, char-
acterized by excessive lipid accumulation 
(steatosis) and inflammation in the liver. 
Epidemiological studies have shown that 

almost 20% of patients with nonalcoholic fatty liver dis-
ease have NASH. It is predicted that NASH will become 
the main reason for liver transplantation from 2020 to 
2025. NASH can lead to cirrhosis, fibrosis and ultimately 
hepatocellular carcinoma. Although the pathophysiol-
ogy of NASH is not completely understood, studies have 
demonstrated that inflammation is one of main reasons 
for this disease which takes place from different pathways 
including matrix metalloproteinases and prostaglandins. 
Cyclooxygenase-2 (COX-2) is a key enzyme in prosta-
glandins. It stimulates prostaglandin E2 (PGE2), which, 
with increasing inflammation, can cause the development 
of NASH. Evidence shows that COX2 and prostaglandin 
E2 levels are high in people with NASH. Increased pros-
taglandin E2 level can increase the production of Matrix 
Metallopeptidase 9 (MMP-9) through the effect on EP2 
and EP4 prostaglandin receptors in cells.

Rosmarinic Acid (RA) is a pure compound which is 
commonly found in plants from Lamiaceae family includ-
ing Ros-marinus officinalis (rosemary), Coleus aromati-
cus Origanum vulgare L. (oregano) and thymus vulgaris 
L. (thyme). The beneficial effects of RA on the diabetes, 
sepsis, hepatotoxicity and brain injuries have already been 
reported. It reduces blood glucose by inhibiting insulin 
resistance and increasing GLUT4 expression. It is consid-
ered as an antioxidant and anti-inflammatory product with 
positive effects on liver injuries. This study aims to evalu-
ate the effect of RA on the MMP-9 expression level and 
COX-2/PGE2 pathway in male mice with NASH.

Methods

In this study, samples were 24 C57/BL6 male mice 
weighing 25-27g which bought from Pasteur Institute of 
Iran. Animals were kept in a temperature-controlled room 
at a 12:12 light/dark cycle with free access to foods and 
tap water.  Then, they were randomly divided into four 
groups of 6): Control group (receiving normal diet plus 
normal saline daily (i.p) for 8 weeks), RA group (receiv-
ing normal diet plus 10-mg/kg RA (i.p) daily for 8 weeks), 
NASH group (receiving Methionine/Choline-Deficient 
(MCD) diet for 8 weeks to induce NASH), and NASH 
+ RA group (receiving MCD diet plus 10-mg/kg RA for 

8 weeks). After 8 weeks, the animals were anaesthetized 
with a ketamine-xylazine solution and then sacrificed. 
The abdomen was opened by a midline incision and the 
liver was immediately removed, weighted and washed in 
an ice-cold physiological saline. A part of the liver was 
dissected and kept at –80°C. 

A part of the middle lobe was dissected and fixed in 
10% natural buffered formalin. Then, 5-μm slices from 
paraffin-embedded liver tissue were obtained for Hema-
toxylin And Eosin (H&E) staining. An pathologist blind 
to the experiment performed histopathological study to 
determine hepatic steatosis, hepatocyte ballooning, and 
lobular inflammation. 

Results

Total RNA was extracted from the frozen tissue samples 
using Trizol solution. Complementary DNAs (cDNA) 
were made from mRNA templates for qualitative real-
time PCR. For ELISA assays, a part of the liver tissue was 
cut and weighted, mixed with Phosphate-Buffered Saline 
(PBS) buffer, homogenized by an electrical homogenizer, 
and centrifuged (4000-6000 rpm for 10 min). The prepared 
supernatants were then assessed for PGE2 levels using an 
ELISA kit according to the instructions of the manufac-
turer and read by ELISA reader in 450 nm. Data normality 
was checked by the Kolmogorov–Smirnov test. Data were 
expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). 
One-way analysis of variances (ANOVA) was used to 
compare with the study groups followed by Tukey’s post 
hoc test in SPSS. P<0.05 was statistically significant.

Discussion

NASH caused excessive lipid droplet accumulation, 
hepatocyte ballooning, and lobar inflammation in mice. 
However, RA improved steatosis and edema and reduced 
inflammation. MMP-9 gene expression significantly 
increased in the NASH group compared to the control 
group, while administration of RA significantly reduced 
the MMP-9 gene expression in the NASH+RA group 
compared to the NASH group. COX-2 expression signifi-
cantly increased in the NASH group compared to the con-
trol group, but significantly decreased in the NASH+RA 
group compared to the NASH group. PGE2 level sig-
nificantly increased in the NASH group compared to the 
control group, but RA significantly reduced its level in the 
NASH+RA group compared to the NASH group.
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مقاله پژوهشی

بررسی اثرات حفاظتی رزمارینیک اسید بر التهابی سلول های کبد در مدل استئاتوهپاتیت غیرالکلی 
E2 در موش سوری: سیکلواکسیژناز 2/ پروستاگلندین

زمینه و هدف استئاتوهپاتیت غیرالکلی یکی از بیماری های شایع کبدی است که با تجمع بیش از حد چربی )استئاتوز( و التهاب در کبد 
شناخته می شود. التهاب یکی از علل اصلی برای ایجاد و پیشرفت این بیماری است که از مسیرهای مختلفی اتفاق می افتد. رزمارینیکاسید 
به عنوان یک فرآورده آنتی اکسیدان و ضدالتهاب درنظر گرفته می شود که اثرات مثبتی بر بهبود آسیب های کبدی دارد. هدف از انجام این 
مطالعه، بررسی اثرات حفاظتی رزمارینیک اسید بر کاهش التهاب کبدی القاشده به وسیله استئاتوهپاتیت غیرالکلی در موش های سوری نر 

از طریق اثر بر مسیر سیکلواکسیژناز2/پروستاگلندین E2 و ماتریکس متالوپروتئیناز 9 می باشد.
روش بررسی در این مطالعه از 24 سر موش های سوری نر نژاد C57/BL6 استفاده شد. حیوانات به 4 گروه مساوی شامل کنترل، 
رزمارینیکاسید، استئاتوهپاتیت غیرالکلی و استئاتوهپاتیت غیرالکلی-رزمارینیک اسید تقسیم شدند. در گروه های 3 و 4، استئاتوهپاتیت 
غیرالکلی با استفاده از رژیم غذایی فاقد متیونین و کولین و در طی 8 هفته القا شد. در گروه های رزمارینیک اسید و استئاتوهپاتیت 
غیرالکلی-رزمارینیک اسید، حیوانات روزانه رزمارینیک اسید را به صورت  داخل صفاقی دریافت کردند. پس از 8 هفته حیوانات کشته شدند 
و نمونه بافت کبد تهیه شد. برای بررسی بافت شناسی از رنگ آمیزی هماتوکسیلین-ائوزین و برای مطالعات مولکولی از روش ریل تایم پی 

سی آر و الایزا استفاده شد.
همچنین  شد.  کبد  بافت  در  التهاب  و  استئاتوز  بهبود  موجب  رزمارینیک اسید  از  استفاده  که  داد  نشان  مطالعه  این  یافته ها 
رزمارینیک اسید باعث کاهش بیان ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و آنزیم سیکلواکسیژناز2 شد. درنهایت سطح کبدی پروستاگلندین 

E2 به صورت معناداری کاهش یافت.

ماتریکس  و  سیکلواکسیژناز2  آنزیم  ژن های  بیان  کاهش  با  می تواند  رزمارینیک اسید  از  استفاده  می رسد  به  نظر  نتیجه گیری 
متالوپروتئیناز 9 و نیزکاهش غلظت پروستاگلندین E2 موجب کاهش التهاب و درنتیجه بهبود بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی 

القاشده در موش های سوری نر شود. 
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مقدمه
کبدی  بیماری های  شایع ترین  از  یکی  غیرالکلی  کبد چرب 
به ویژه در جوامع پیشرفته می باشد. شیوع کلی آن حدود 25 
زندگی،  شیوه  تغییر  امروزه   .]1[ می شود  زده  تخمین  درصد 
به خصوص استفاده از رژیم های پرچربی و کم تحرکی منجر به 
چاقی و دیابت نوع 2 شده است که هر 2 منجر به اختلال در 
متابولیسم لیپیدها می شود ]2، 3[. بیماری کبد چرب غیرالکلی 
با رسوب توده های بزرگ چربی در بافت کبد مشخص می شود. 
التهابی  سیتوکین های  اکسیدان ها،  تولید  افزایش  با  ادامه  در 
همراه می شود و عارضه ثانویه ای به اسم استئاتوهپاتیت غیرالکلی 
با تجمع چربی در کبد یا استئاتوز و  را ایجاد خواهد کرد که 
التهاب کبدی مشخص می شود ]4[. حداقل 20 درصد از موارد 
استئاتوهپاتیت درنهایت به فیبروز و سیروز کبدی منجر خواهد 
شد و احتمالاً در آینده شایع ترین علت پیوند کبد خواهد بود ]5[. 
درواقع التهاب در سلول های هپاتوسیتی یکی از مهم ترین عوامل 
ایجادکننده استئاتوهپاتیت غیرالکلی می باشد که با به راه انداختن 
آبشاری از مسیرهای سلولی و مولکولی مختلف موجب آسیب های 
جدی به کبد و اختلال عملکرد آن خواهد شد ]5[. ایجاد التهاب 
از  تا   2 که  می شود  انجام  مختلفی  مسیرهای  از  سلول ها  در 
آن ها متالوپروتئینازهای ماتریکس سلولی و پروستاگلندین های 
التهابی می باشند ]6[. متالوپروتئینازهای ماتریکس سلول از انواع 
پروتئازهای سلولی هستند که قادر به تجزیه انواع پروتئین های 
سلولی مثل آنزیم ها، رسپتورها و هورمون ها و تولید سیتوکین های 

التهابی می باشند ]7[.

در  مهمی  نقش  متالوپروتئینازها  ماتریکس  مختلف  انواع 
ایجاد التهاب و پیشرفت بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی دارند 
خونی  که سطح  است  داده شده  نشان  میان،  این  در   .]8 ،6[
ماتریکس متالوپروتئیناز 9 یکی از فاکتورهای پیش بینی کننده 
در پیش آگهی بیماران مبتلا به کبد چرب و پیشرفت آن ها به 
سمت استئاتوهپاتیت باشد ]9[. کاهش آن گام مهمی در بهبود 
آسیب های کبدی ناشی از کبد چرب و استئاتوهپاتیت غیرالکلی 
مولکول های  از  دیگری  دسته  نیز  پروستاگلندین ها  می باشد. 
التهابی هستند که از اسید آراشیدونیک که یک اسید چرب در 
غشاء سلول می باشد، تولید می شوند و سیکلواکسیژناز 2 1 یک 
انواع آن ها  آنزیم کلیدی در این مسیر می باشد ]10[. در بین 
پروستاگلندین E2، نشان داده شده است که با افزایش التهاب 
موجب پیشرفت بیماری کبد چرب و آسیب جدی به کبد می شود 
]11[. گزارش های ارائه شده که افزایش سنتز پروستاگلندین E2 با 
پیشرفت بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی همراه است و موجب 
بدتر شدن آسیب های کبدی می شود ]11، 12[. همچنین افزایش 
سطح پروستاگلندین E2 با ایجاد اتوفاژی در سلول های ستاره ای 
کبد موجب پیشرفت آن به سمت فیبروز کبدی خواهد شد ]4[. 

1. COX2

از طرف دیگر، بیان شده است که افزایش سطح پروستاگلندین  
E2 موجب افزایش تولید ماتریکس متالوپروتئیناز 9 ازطریق تأثیر 
انجام  سلول ها  در   EP4و  EP2 پروستاگلندینی  گیرنده های  بر 

می شود ]4[. 

رزمارینیک اسید یک ماده مؤثره در گیاهانی چون رزمارینوس 
مطالعات   .]13[ آویشن  و  کوهی  پونه  رزماری،  افیشیالیس، 
دیابت،  بهبود  بر  را  رزمارینیک اسید  قابل توجه  اثرات  گذشته 
شوک سپتیک و آسیب های معدی و کلیوی نشان داده اند ]14-

16[. رزمارینیک اسید با مهار مقاومت به انسولین و افزایش بیان 
می شود  خون  گلوکز  کاهش  موجب  نوع42  گلوکز  انتقال دهنده 
التهاب  کاهش  در  نیز  قابل توجهی  اثرات  رزمارینیک اسید   .]17[
داشته است و به عنوان یک ترکیب ضدالتهاب قوی شناخته می شود 
مسیر  فعالیت  کاهش  با  رزمارینیک اسید  همچنین   .]18  ،13[
سیکلواکسیژناز2/پروستاگلندین E2 موجب کاهش سطح گلوکز در 
خون و بهبود دیابت در موش های مبتلا به دیابت می شود ]17[. 
موجب  رزمارینیک اسید  داد  نشان  دیگر  مطالعه ای  علاوه براین، 
کاهش بیان ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و  ماتریکس متالوپروتئیناز 

2 در سلول های HEPG2 کبد شده است ]19[.

غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  بیماری  اهمیت  و  شیوع  باتوجه به 
مثبت  اثرات  نیز  و  بیماری  این  پیشرفت  در  التهاب  اهمیت  و 
رزمارینیک اسید، این مطالعه برای ارزیابی اثرات رزمارینیک اسید 
بر کاهش بیان ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و مسیر سیکلواکسیژناز2/

پروستاگلندین E2 طراحی شد. 

روش بررسی

خدمات  و  پزشکی  علوم  دانشگاه  در  مطالعه  این 
نر  سوری  موش  سر   24 روی  بر  و  قم  درمانی  بهداشتی 
انجام  گرم   25 تا   23 وزنی  محدوده  در   ،C57/BL6 نژاد 
دمایی استاندارد  شرایط  در  حیوانات  مطالعه،  مدت  در   شد. 

تا 48 درصد(،  )2±29 درجه سانتی گراد(، رطوبت نسبی )45 
و  تاریکی(  ساعت   12 و  روشنایی  ساعت  زمانی)12  سیکل 
دسترسی آزاد به آب و غذا داشتند. برای انجام آزمایش، حیوانات 

به طور تصادفی به 4 گروه 6 تایی به ترتیب زیر تقسیم شدند. 

گروه کنترل

 شامل حیوانات سالم و دارای دسترسی به غذای معمولی بودند. 

گروه رزمارینیک اسید

بوده  معمولی  غذایی  رژیم  دارای  و  سالم  حیوانات  شامل   
کیلوگرم  هر  ازای  به  میلی گرم  هفته 10  به مدت 8  روزانه  که 
رزمارینیک اسید را به صورت داخل صفاقی دریافت می کردند ]5[. 

2. Glucose Transporter 4 (GLUT4)
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گروه استئاتوهپاتیت

 شامل حیواناتی بودند که به مدت 8 هفته تحت رژیم فاقد 
متیونین–کولین3 قرار داشتند تا بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی 

در آن ها ایجاد شود ]20[.

گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی-رزمارینیک اسید

 شامل موش های سوری که رژیم MCD را به مدت 8 هفته 
دریافت کردند و هم زمان تزریق روزانه 10 میلی گرم به ازای هر 

کیلوگرم رزمارینیک اسید را دریافت می کردند.

پس از 8 هفته حیوانات با استفاده از تزریق داروی بیهوشی 
کتامین-گزیلازین به میزان 65 گرم به ازای هر کیلوگرم کتامین 
و 0/01 گرم به ازای هر کیلوگرم گزیلازین بیهوش شدند ]5[. 
ناحیه شکم برش داده شد و کبد در معرض دید قرارگرفت. کبد 
بلافاصله خارج و شسته شد. بخشی از آن در فرمالین 10 درصد 
قرار داده شد. بخش دیگری از بافت نیز جهت اندازه گیری بیان 
ژن ها و انجام الایزا در فریزر 80- درجه سانتی گراد نگهداری شد. 

روش انجام رنگ آمیزی هماتوکسیلین-ائوزین 

24 ساعت پس از قرار گرفتن بخشی از لوب میانی کبد در 
فرمالین 10 درصد، بافت با استفاده از غلظت های مختلف الکل، 
آبگیری و با پارافین قالب گیری شد. سپس برش های 5 میکرومتری 
از این قالب ها تهیه شد و تحت رنگ آمیزی هماتوکسیلین و ائوزین 
نوری4، وجود  میکروسکوپ  از  استفاده  با  درنهایت  قرار گرفت. 

استئاتوز )تجمع توده های چربی( و التهاب کبدی بررسی شد.

RT-PCR روش انجام ریل تایم

جهت بررسی بیان ژن های مسیر سیکلواکسیژناز2 و ماتریکس 
متالوپروتئیناز 9 از روش ریل تایم RT-PCR استفاده شد. در این 
روش ابتدا RNA با استفاده از محلول ترایزول )یکتا تجهیز، ایران( 
از بافت کبد استخراج شد؛ میزان خلوص آن با استفاده از دستگاه 
 cDNA نانودراپ5 آلمانی تعیین شد. سپس با استفاده از کیت سنتز
)یکتا تجهیز، ایران( از روی آن cDNA به طور معکوس ساخته شد. 
سرانجام با استفاده از پرایمرهای اختصاصی و سایبرگرین )بیوفکت، 
 AB,( به عنوان ماده نشاندار رنگی و دستگاه ریل تایم )کره جنوبی
 USA(، میزان بیان هر کدام از ژن ها به طور کمی با استفاده از روش 
ΔΔCT2 -اندازه گیری و با میزان بیان ژن گلیسرآلدئید-3-فسفات 

دهیدروژناز6 مقایسه شد.  توالی پرایمرهای مورداستفاده به شرح 
زیر است:

3. Methionine-Choline Deficient (MCD) 
4. OLYMPUS, AX70 
5.Nanolytik
6. Glyceraldehyde-3-pPhosphate  dehydrogenase (GAPDH)

COX2: (F) CTGGTCTGATGATGTATGCC 

 (R) TCCTATGAGTATGAGTCTGCTG

MMP9: (F) CACTTTCCCTTCACCTCC 

(R) TTGCCGTCCTTATCGTAG

GAPDH: (F) TGGCCTTCCGTGTTCCTAC

(R) GAGTTGCTGTTGAAGTCGCA

روش انجام آزمایش الایزا

جهت سنجش مقدار پروستاگلندین E2، از روش الایزا استفاده 
شد. در ابتدا 100 میلی گرم از بافت کبد جدا و وزن شد؛ سپس 
1 میلی لیتر بافر فسفات به آن اضافه و سانتریفوژ شد. مایع رویی 
که همان سوپرناتانت است، برداشته شد. سپس با استفاده از کیت 
مقدار  آلمان(،  )زلبیو7،   E2 پروستاگلندین  سنجش  مخصوص 
 ELISA پروستاگلندین اندازه گیری شد. و با استفاده از دستگاه

reader و در طول موج 540 نانومتر تعیین شد.

ارزیابی آماری داده ها

بیان  میانگین±انحراف معیار  به صورت  مطالعه  این  داده های 
مختلف،  گروه های  بین  مقایسه  و  آماری  ارزیابی  روش  شدند. 
تحلیل واریانس یک طرفه8 و آزمون تعقیبی توکی9 بود. در تمامی 

محاسبات P>0/05 به عنوان سطح معناداری در نظر گرفته شد.

یافته ها

در  کبد  بافت شناسی  تغییرات  بر  رزمارینیک اسید  اثر  بررسی 
بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده در موش های سوری نر

بررسی های به دست آمده از مطالعات بافت شناسی نشان دادند 
که در گروه های کنترل و رزمارینیک اسید، ساختار کبد طبیعی 
مجرای  اطراف  در  منظم  به صورت  کبدی  سلول های  و  است 
ورید مرکزی قرار گرفته اند، درحالی که در گروه استئاتوهپاتیت 
غیرالکلی، سلول ها بزرگ است و در سیتوپلاسم آن ها قطرات 
سلول های  التهاب  همچنین  می شود.  مشاهده  چربی  درشت 
اما در گروه  افزایش ماکروفاژها در آن دیده می شود،  کبدی و 
استئاتوهپاتیت غیرالکلی-رزمارینیک اسید، تجمع چربی با کاهش 
می شود  دیده  کمتری  بسیار  میزان  به  التهاب  و  است   همراه 

)تصویر شماره 1(.

7. ELZOBIO
8. One-way ANOVA
9. Tukey
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ماتریکس  ژن  بیان  میزان  بر  اسید  رزمارینیک  اثر  بررسی 
متالوپروتئیناز 9 کبد در بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده 

در موش های سوری نر

داده های به دست آمده از این مطالعه، افزایش معناداری در میزان 
بیان mRNA ژن ماتریکس متالوپروتئیناز 9 در گروه استئاتوهپاتیت 
غیرالکلی نسبت به گروه کنترل نشان داد )0/23±5/68 در مقابل 

P>0/01 ،1(، درحالی که استفاده از رزمارینیک اسید به مدت 8 
موجب  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  به  مبتلا  در موش های  هفته 
فاکتور  یک  به عنوان   9 متالوپروتئیناز  ماتریکس  بیان  کاهش 
التهابی در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی-رزمارینیک اسید نسبت 
مقابل  استئاتوهپاتیت غیرالکلی شد )0/11±1/01 در  به گروه 

P>0/01 ،5/68±0/23( )تصویر شماره 2(. 

تصویر 1. نشان دهنده استئاتوز )تجمع چربی( و التهاب در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی و کاهش استئاتوز و التهاب در گروه استئاتوهپاتیت غیر الکلی-رزمارینیک اسید

تصویر 2 . میزان بیان mRNA ژن ماتریکس متالوپروتئیناز9 در بافت کبدی 
# نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه کنترل، $ نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی 1±0
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اثر رزمارینیک اسید بر میزان بیان ژن سیکلواکسیژناز2 کبد در 
بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده در موش های سوری نر

نتایج این مطالعه افزایش معناداری در میزان بیان mRNA ژن 
سیکلواکسیژناز2 در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی نسبت به گروه 
کنترل نشان داد )0/08±9/03 در مقابل P>0/001 ،1(. استفاده از 
رزمارینیک اسید به مدت 8 هفته در موش های گروه استئاتوهپاتیت 
غیرالکلی-رزمارینیک اسید با کاهش معنادار بیان سیکلواکسیژناز2 
نسبت به گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی همراه شد )0/1±0/17 در 

مقابل P>0/001 ،9/03±0/08( )تصویر شماره 3(.

میزان  که  داد  نشان  الایزا  آزمایش  از  حاصل  یافته های 
پروستاگلندین E2 بافت کبد در گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی 
نسبت به گروه کنترل به صورت معناداری افزایش یافت )±0/006 
0/34در مقابل P>0/05 ،0/25±0/004(. درحالی که استفاده از 

رزمارینیک اسید در موش های مبتلا به استئاتوهپاتیت غیرالکلی 
موجب کاهش معنادار سطح پروستاگلندین E2 نسبت به گروه 
مقابل ±0/006  )0/01±0/22در  شد  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت 

P>0/05 ،0/34( )تصویر شماره 4(.

بحث

بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی یک اختلال شایع و جدی در 
کبد می باشد که التهاب یکی از عوامل اصلی در ایجاد و پیشرفت 
آن است. یافته های حاصل از این مطالعه نشان داد که استفاده 
غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  ایجاد  با  هم زمان  رزمارینیک اسید  از 
به صورت قابل ملاحظه ای میزان بیان آنزیم سیکلواکسیژناز2 و 
سطح پروستاگلندین E2 را کاهش داد. همچنین بیان ماتریکس 
متالوپروتئیناز 9 به عنوان یکی دیگر از شاخص های التهابی در  
کبد به صورت معناداری کاهش یافت. رزمارینیک اسید ماده مؤثر 
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تصویر3. میزان بیان mRNA ژن آنزیم سیکلواکسیژناز2 در بافت کبدی
 # نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه کنترل، $ نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی

تصویر 4. میزان غلظت پروستاگلندین E2 در بافت کبدی
# نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه کنترل، $ نشان دهنده افزایش معنادار در مقایسه با گروه استئاتوهپاتیت غیرالکلی
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اصلی در گیاهانی چون رزماری است. مطالعات انجام  شده در 
در  قابل توجهی  اثرات  اسید  رزمارینیک  نشان می دهد  گذشته 
بهبود استرس اکسیداتیو، التهاب و آپوپتوز در بیماری های مختلف 
دارد ]15، 16، 18، 21[. کیم و همکاران قبلاً نشان داده اند که 
رزمارینیک اسید موجب حفاظت کبد در برابر استرس اکسیداتیو 

و آپوپتوز در موش های سوری مبتلا به NASH می شود ]22[.

موش های  در  رزمارینیک اسید  از  استفاده  مطالعه،  این  در 
ساختار  و  بافت  بهبود  موجب  غیرالکلی  استئاتوهپاتیت  مبتلا 
القای  درواقع در طی  بیمار شد.  با موش های  مقایسه  در  کبد 
استئاتوهپاتیت غیرالکلی در موش های سوری، استئاتوز یا تجمع 
چربی به صورت فضاهای خالی بزرگ در سلول ها دیده شد که 
منجر به احتقان و بزرگ شدن آن ها شده بود. همچنین التهاب 
لوبار و افزایش تعداد سلول های التهابی به عنوان نشانه های اصلی 
در لام های میکروسکوپیک دیده شد و استفاده از رزمارینیک اسید 
توانست به صورت مؤثری این التهاب و استئاتوز را بهبود بخشد. 
مطالعات انجام شده در گذشته بیان می کنند که رزمارینیک اسید 
موجب کاهش التهاب در کبد، پانکراس، کلیه و حتی مغز می شود 

 .]25-23 ،17 ،5[

در مطالعه ای حسنیان و همکاران گزارش کرده اند که استفاده 
استامینوفن  از مصرف  ناشی  آسیب کبدی  رزمارینیک اسید  از 
را بهبود بخشیده و سطوح سرمی ALT و AST را کاهش داده 
است ]13[. همچنین اسوارنالاتا10 و همکاران گزارش کردند که 
رزمارینیک اسید موجب کاهش آسیب کلیوی ناشی از مواجهه 
است  شده  التهاب  و   NF-κB بیان  کاهش  ازطریق  کادمیم  با 
]26[. نتایج این مطالعات، یافته های به دست آمده از این آزمایش 
را تأیید می کنند؛ در اینجا نیز رزمارینیک اسید توانسته موجب 
بهبود ساختار و بافت کبد در موش های مبتلا به استئاتوهپاتیت 

غیرالکلی شود.

در این مطالعه برای درک بهتر مکانیسمی که به وسیله آن 
رزمارینیک اسید موجب بهبود التهاب در کبد موش های سوری 
مبتلا استئاتوهپاتیت غیرالکلی می شود، مسیر سیکلواکسیژناز2 
و پروستاگلندین E2 در بافت کبد مورد بررسی قرار گرفت. نتایج 
سیکلواکسیژناز  آنزیم  بیان  میزان  که  داد  نشان  آمده  به دست 
از  استفاده کننده  گروه  در  کبد   E2 پروستاگلندین  سطح  و 
از  یکی  پروستاگلندین ها  است.  یافته  کاهش  رزمارینیک اسید 
انواع  در  و  مختلف  بافت های  در  التهاب  ایجاد  در  مهم  عوامل 
استئاتوهپاتیت  بیماری ها  این  از  یکی  و  می باشند  بیماری ها 
غیرالکلی است ]6[. درواقع گزارشات قبلی نشان می دهند که در 
بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی مسیر ساخت پروستاگلندین ها 
فعال و موجب افزایش التهاب در کبد می شوند ]11[. در همین 
رابطه ون و یین گزارش کردند که رزمارنیک اسید موجب کاهش 

10. Swarnalata

بیان آنزیم سیکلواکسیژناز و سطح پروستاگلندین E2 کبد در 
موش های سوری مبتلا به دیابت نوع 1 شد ]17[. در پژوهشی 
 E2 دیگر، رزمارینیک اسید موجب کاهش میزان پروستاگلندین
بافت غضروف در التهاب ایجادشده به وسیله لیپوپلی ساکاریدها 
شد ]27[. یافته های ناشی از مطالعه ما نیز هم راستا با گزارشات 
قبلی بوده است و نشان می دهد که رزمارینیک اسید با کاهش 
بیان آنزیم سیکلواکسیژناز و سطح پروستاگلندین E2 کبد، موجب 
کاهش التهاب و بهبود بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده 

در موش های سوری شده است.

متالوپروتئینازهای ماتریکس سلولی خانواده بزرگی از آنزیم های 
پروتیناز هستند که قادر به تجزیه پروتئین های ماتریکس خارج 
سلولی هستند. آن ها منجر به شکستن مولکول های گیرنده ها، 
تولید سیتوکین ها و فعال کردن انواع مختلفی از آنزیم ها می باشند 
]6[ و در فرایند التهاب و آپوپتوز نقش ویژه ای دارند. مطالعات 
ایجاد  متالوپروتئیناز 9 در  ماتریکس  نشان داده اند که  گذشته 
همچنین   .]19[ دارد  نقش  اختلالات  از  بسیاری  در  التهاب 
فعال شدن متالوپروتئینازهای ماتریکس سلولی به ویژه ماتریکس 
متالوپروتئیناز 9 در فرایند ایجاد و پیشرفت التهاب در بیماری 

استئاتوهپاتیت غیرالکلی نیز دخیل است ]9[.

اسید  رزمارینیک  از  استفاده  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج   
به مدت 8 هفته موجب کاهش بیان ماتریکس متالوپروتئیناز 9 
شد. در همین رابطه، مطالعات گذشته نشان می دهد که استفاده 
از رزمارینیک اسید موجب کاهش ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و 
پروستاگلندین E2 در سلول های HepG2 کبد و ملانومای انسانی 
شد ]14، 23[. از طرف دیگر، گزارش ها بیان می کنند که بین 
ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و ساخت پروستاگلندین ها تعاملاتی 
زیادی وجود دارد. در همین زمینه، جو-هونگ و همکاران نشان 
دادند که پروستاگلندین E2 قادر است موجب القای ماتریکس 
متالوپروتئیناز 9 در سلول های دندریتی و مهاجرت آن ها به مغز 

استخوان شود ]28[. 

 E2 پژوهش دیگری بیان کرد که افزایش سطح پروستاگلندین
می تواند باعث افزایش ماتریکس متالوپروتئیناز 9 در سلول های 
ماکروفاژی شود و همراه با التهاب است ]29[. نتایج این مطالعه 
نشان داد که استفاده از رزمارینیک اسید به مدت 8 هفته موجب 
کاهش بیان ماتریکس متالوپروتئیناز 9 شد. باتوجه به مطالعات 
گذشته و نتایج حاصل از این آزمایش به  نظر می رسد که در اینجا 
نیز رزمارینیک اسید با مهار بیان ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و 
سیکلواکسیژناز 2 موجب کاهش سطح پروستاگلندین E2 شده 
و به این ترتیب به کاهش التهاب و بهبود بیماری استئاتوهپاتیت 

غیرالکلی منجر شده است.
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نتیجه گیری

بیان  با کاهش  این مطالعه نشان داد رزمارینیک اسید  نتایج 
ژن های آنزیم سیکلواکسیژناز2 و ماتریکس متالوپروتئیناز 9 و  
نیز کاهش غلظت پروستاگلندین E2 موجب کاهش التهاب و 
درنتیجه موجب بهبود بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی القاشده 

در موش های سوری نر شده است.

 این مطالعه مسیر دیگری را نشان می دهد که به وسیله آن 
از  ناشی  بهبود آسیب کبدی  رزمارینیک اسید در  اثرات مثبت 

بیماری استئاتوهپاتیت غیرالکلی آشکار می شود. 

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

بهداشتی  خدمات  و  پزشکی  علوم  دانشگاه  اخلاق   کمیته 
IR.MUQ.REC.1400- درمانی قم این مطالعه را با کد اخلاق

003 تأیید کرده است.

حامي مالي

دولتی،  سازمانی های  از  مالی  کمک  هیچ گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

تمام نویسندگان در آماده سازی این مقاله مشارکت داشتند.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان از دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی 
قم بابت دادن کد اخلاق تشکر می کنند.
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