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 کلیوی جهت بررسی تداخل اثر آهن و نیتریک اکساید در E  ویتامین   غلظت گیری اندازه
 موش صحرایی

 2هدی اسکندریو دکتر م 3علیرضا شیرپور، 2دکتر علی گل، 2مهدی عباس نژاددکتر 

 
 خلاصه 

تواند آسیب اکسیداتیو ایجاد     باشد و می   آهن یکی از عناصر به وجود آورنده عوامل اکسیدان می           
 .منجر به آسیب اکسیداتیو  گردد    خاصی می تواند   از طرف دیگر نیتریک اکساید تحت شرایط         . نماید

آسیب اکسیداتیو در کلیه     ادهدف از مطالعه حاضر بررسی تداخل اثر آهن و نیتریک اکساید در ایج              
 کلیوی به عنوان    Eدر این مطالعه تغییرات غلظت ویتامین        .  می باشد In vivoصورت  ه  موش صحرایی ب  

 موش صحرائی نر استفاده شد      64بدین منظور از    . شاخص استرس اکسیداتیو مورد بررسی قرار گرفت       
 Fe گروه   -2) دریافت نرمال سالین   (SHAM گروه   -1: ی ذیل تقسیم گردیدند   یتا های هشت  که به گروه  

  گروه -4) ساز نیتریک اکساید    پیش  L-arginineدریافت (ARG گروه   -3) دکستران -دریافت آهن   (
L-NAME )   گروه -5) آنزیم نیتریک اکساید سنتاز   بازدارنده Fe+ARG  6-   گروه Fe+L-NAME 7-  گروه 

DFO)     گروه   -8و  ) لاتور آهن چیدفروکسامین به عنوان  .ARG+DFO      پس از گذشت بیست ساعت از
فشار بالا  وی با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع با          ی کل Eتزریقات داخل صفاقی، غلظت ویتامین      

داری نسبت    کاهش معنی  Eغلظت ویتامین    Feدر گروه   ، ه دست آمده  نتایج ب بر اساس   . گیری شد  اندازه
 جلوگیری به   E از کاهش غلظت ویتامین       Fe+ARG اما در گروه     ).>05/0P(داشت    SHAMبه گروه   
 یافت    کاهش SHAM  به گروه    ً نسبت  اًشدید  E ویتامین       غلظت Fe+L-NAMEدر گروه   . عمل آمد 

)01/0P< .(  گروهFe+L-NAME       کاهش معنی داری نسبت به گروه Fe+ARG شت دا )05/0P< .(  با توجه
اکسیدانی را در برابر اثر اکسیداتیو       آنتیتواند نقش    آید که نیتریک اکساید می     به نتایج حاصله به نظر می     
 .آهن از خود نشان دهد

 
  E ویتامین ،آهن، نیتریک اکساید، کلیه: های کلیدی واژه

 
 مربی گروه فیزیولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم-3،  استادیارگروه  فیزیولوژی   -2ناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید باهنر کرمان        ش گروه زیست ،  استادیار -1

 پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی ارومیه

  16/7/82: تاریخ اعلام پذیرش         26/6/82 :تاریخ دریافت اصلاحات        3/3/82 :تاریخ دریافت مقاله
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 عباس نژاد و همکاران  .... کلیوی     Eغلظت ویتامین         

 مقدمه 
در بدن تعادلی بین عوامل اکسیدان و آنتی اکسیدان وجود           
دارد که تحت شرایطی این تعادل به نفع عوامل اکسیدان به هم             

عوامل اکسیدان  . وجود می آید خورده و استرس اکسیداتیو ب      
ی مانند  یها همچون رادیکال هیدروکسیل می توانند به مولکول       

DNA  ها حمله نموده و باعث تغییر عملکرد آنها و نهایتاً            و چربی
روز و سرطان شوند    لی همچون گلومرولواسک  یها منجر به بیماری  

 با وجود   .آهن یکی از عناصر حیاتی برای بدن می باشد       ). 1و 8(
ن در مواقعی که میزان آن در بدن بالا باشد با تولید رادیکال              ای

 حتی در بیماران     ).11،13(هیدروکسیل ایجاد آسیب می نماید      
طور مرتب خون دریافت     ه  دیابتیک مبتلا به تالاسمی که ب       

 عوارض کلیوی نسبت به بیماران غیرتالاسمی بیشتر          ،ندکرده ا
دهد زیرا   می  ا نشان بوده است و این خود نقش اکسیداتیو آهن ر        

محصولات ناشی از استرس اکسیداتیو در این بیماران بیشتر بوده          
 ).9(است 

اکسایدکه خود یک رادیکال آزاد       از طرف دیگر نیتریک   
باشد، با وجود اثرات فیزیولوژیک فراوان، تحت شرایطی            می

و یا با ایجاد     ) 17،26(ی  یمی تواند اثرات مخربی را یا به تنها        
به عنوان مثال دیده شده     . از خود بروز دهد   ) 7(تریت  پراکسی نی

است که متعاقب افزایش نیتریک اکساید و پراکسی نیتریت           
پس از تجویز لیپوپلی ساکارید آسیب اکسیداتیو کلیوی ایجاد          

 ).28 (می شود
های مهم غشاهای       یکی از آنتی اکسیدان      Eویتامین   

یانگر موقعیت  ها ب  بیولوژیکی بوده و تغییر غلظت آن در بافت        
مشاهده شده است که غلظت این       ). 4( باشد اکسیداتیو آن می  

و یا تولید     ) 6،5(ویتامین به هنگام استفاده از آهن             
 ). 24(پراکسی نیتریت کاهش یافته است 

اکساید در تنظیم غلظت یکدیگر نقش          آهن و نیتریک   
که در   طوریه  و با یکدیگر تداخل دارند ب        ) 14( داشته
ت شده کبدی، نیتریک اکساید اثر مهاری بر          های کش  سلول

های کشت   حال آنکه در سلول   ) 21(آثار اکسیداتیو آهن دارد     
شده کلیوی مقداری از آثار مخرب آهن از طریق افزایش              

در حالی که   در  ). 3(غلظت نیتریک اکساید اعمال می شود        
ر یمطالعه دیگری نیتریک اکساید با رهاسازی آهن از ذخا            

این مطالعات  ). 16(اکسیداتیو ایجاد نموده است     سلولی، آسیب   
 و هدف از مطالعه حاضر بررسی نقش         اند  بوده In vitroبه صورت   

 نیتریک اکساید در برابر اثر اکسیداتیو آهن به صورت حاد در            

 .باشد  میIn vivoی در محیط یکلیه موش صحرا

 ها مواد و روش
 نژاد  ی نر از   ی سر موش صحرا    64این مطالعه تعداد     در  

 گرم انتخاب    250–300اسپراگ داولی با محدوده وزنی          
 روز برای تطابق با محیط         7حیوانات به مدت      . گردیدند

ی یموش های صحرا . گهداری شدند ن  C24-22°حیوانخانه در دمای  
 :ی ذیل تقسیم گردیدندیبه هشت گروه هشت تا

 سالین   نرمال کننده دریافت: SHAMگروه  -1
از شرکت  (آهن دکستران   کننده   دریافت: Fe گروه   -2
 ) 6 (mg/kg600به میزان ) سیگما
، پیش ساز   L-arginine کننده دریافت: ARG گروه     -3

در ) 23 (mg/kg 400به میزان ) از شرکت مرک  (اکساید   نیتریک
 دو دوز منقسم 

-Lآهن دکستران و     کننده  دریافت  : Fe+ARG گروه   -4

arginineبا مقادیر ذکر شده برای هر کدام   
بازدارنده ،  L-NAME  کننده    دریافت: L-NAME گروه -5

به میزان  ) از شرکت سیگما  (آنزیم نیتریک اکساید سنتاز         
mg/kg80 )2 ( در دو دوز منقسم 
 آهن دکستران و   کننده  دریافت  : L-NAME+Fe گروه   -6

L-NAME با مقادیر ذکر شده برای هر کدام  
لاتور آهن  چیدفروکسامین،  کننده  دریافت  :  DFO گروه -7

 ) 20( mg/kg150به میزان ) از شرکت سیگما(
 و   L-arginine  کننده  دریافت: ARG+DFO گروه     -8

 . دفروکسامین با مقادیر ذکر شده برای هر کدام
. تمامی تزریقات به صورت داخل صفاقی صورت گرفت         

 ساعت از تزریقات، حیوانات ابتدا با تزریق         20پس از گذشت    
هوش شدند و سپس      بی mg/kg 70دوزداخل صفاقی کتامین با      

با ایجاد برشی در ناحیه شکم، کلیه راست آنها جهت                 
به عنوان  ) توکوفرول آلفا (Eگیری غلظت ویتامین       اندازه

کلیه ها تا زمان   . جدا گردید ) 4(شاخصی از استرس اکسیداتیو   
نگهداری سانتی گراد   -40° در دمای     Eگیری ویتامین     اندازه
 .شدند

فشار استفاده از دستگاه کروماتوگرافی مایع با        با  E ویتامین
 از  Eبرای استخراج ویتامین    . )6،12( اندازه گیری شد    (HPLC)بالا  

 50این صورت که    به  . )12 ( استفاده شد  Pengکلیه از روش    
 میکرولیتر از محلول    280کلیه در لوله حاوی     بافت  گرم از    میلی

Phosphate-buffered saline     میکرولیتر از    35 وشده   قرار داده 
 میلی گرم  5/1با غلظت    ) شرکت سیگما  (محلول کلاژناز 

به آن   PBS (Phosphate-Buffered Saline) میکرولیتر   35کلاژناز در   
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 1شمارۀ ، دورۀ یازدهم جله دانشگاه علوم پزشکی کرمان                   م

o دقیقه در انکوباتور با دمای      60اضافه نموده و برای     
C

 قرار  37 
 دقیقه با استفاده از هموژنایزر، نمونه        1سپس به مدت    . داده شد 
با غلظت   میکرولیتر از محلول  پرو تاز       35س از آن    پ. شدهموژن  

ده و برای   شبه لوله اضافه     PBS میکرولیتر   35 میلی گرم در    7/0
 میکرولیتر  250آنگاه  . گرفت دقیقه دیگر در انکوباتور قرار       30

 +  Sodium dodecyl Sulfateاز هموژن و به همین میزان از محلول         
 100و  شد   ریخته   ی جدید ۀداخل لول ) 9 به   1به نسبت   (اتانل  

 500 استات به عنوان استاندارد داخلی و        Eمیکرولیتر از ویتامین    
آنگاه برای یک دقیقه    . گردیدمیکرولیتر از هگزان به آن اضافه       

 به  7000و با استفاده از دستگاه سانتریفوژ با دور           شد   زده هم
 میکرولیتر از   250در پایان   . شد دقیقه لوله سانتریفوژ      5مدت  

این لوله اکنون   . شدیه بالایی را برداشته و با گاز ازت خشک          لا
دستگاه . بود آماده   HPLC توسط دستگاه    Eبرای سنجش ویتامین    

 HPLC      مورد استفاده از نوعWaters،        فاز متحرک از متانول و
ستون کروماتوگرافی از   .  میلی لیتر در دقیقه بود    1/1جریان آن   

 با طول موج    UVو ردیاب    mm 300×9/3، 18Nova-pak Cنوع  
صورت ه  دست آمده ب   ه  نتایج ب .  نانومتر انتخاب شدند    292

برای بررسی آماری از آنالیز     .  خطای معیار بیان شده اند    ±میانگین  
 Student Newman Keul’sواریانس یک طرفه و پس از آن تست         

 .از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته شد >05/0Pاستفاده شده و 

 نتایج
خطای معیار را   ± کلیوی E میانگین غلظت ویتامین     1 ولجد
 نشان   ARG+DFO و  SHAM   ،DFO   ،L-NAME های درگروه

همانگونه که ملاحظه می شود اختلاف معنی داری در         . دهد می
 .ها نسبت به یکدیگر وجود ندارد این گروه

، SHAMهای    را در گروه   E میانگین غلظت ویتامین     2جدول  
Fe  ،ARG  ،Fe+ARG   و Fe+L-NAME  در گروه  .  نشان می دهد

ARG       اختلاف معنی داری با گروه SHAM     مشاهده نمی گردد 
 به طور    Fe در گروه     Eحال آنکه میانگین غلظت ویتامین        

 کاهش یافته   SHAM  و ARGهای   داری نسبت به گروه     معنی
 E از کاهش غلظت ویتامین      Fe+ARGدر گروه   ). >05/0P(است  
اختلاف معنی داری بین این    که   طوریه  یری شده است ب   گجلو

 در گروه  .  وجود ندارد   SHAM   و  ARGگروه با گروه های   
Fe+L-NAME    غلظت ویتامین E       ه  به حداقل مقدار رسیده است ب

 و با   >01/0P در سطح    SHAM  و   ARGکه با گروه های     طوری
غلظت . باشد دار می   معنی >05/0P در سطح     Fe+ARGگروه  

 کاهش  Feنسبت به گروه     Fe+L-NAME در گروه    Eویتامین  
 .دار نبود دهد اگر چه از نظر آماری معنی نشان می

 

 

 . L-NAME و SHAM،ARG+DFO ،DFO کلیوی در گروه های E غلظت ویتامین :1 جدول

L-Name DFO ARO+DFO SHAM گروه 

72/0±96/8 28/0±28/8 52/0±72/8 72/0±76/8 
  خطای معیار±میانگین

(nmol/g) 
 

 
 .   Fe+L-NAME وSHAM ،Fe ،ARG ،Fe+ARG کلیوی در گروه های Eویتامین  غلظت :2 جدول

Fe+L-Name Fe+ARG ARG Fe SHAM گروه 

 76/8 ±72/0 ٭6±48/0 12/9±1 4/7±6/0 # ٭ ٭4/0±88/4
  خطای معیار±میانگین

(nmol/g) 
 ARG و SHAMاختلاف معنی دار با گروه های  >05/0P ٭
 ARG و SHAMگروه های اختلاف معنی دار با  >01/0P ٭ ٭
# 05/0P<   اختلاف معنی دار با گروهFe+ARG 
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 عباس نژاد و همکاران  ... کلیوی جهت بررسی           Eاندازه گیری غلظت ویتامین                

 بحث
در این مطالعه تزریق آهن دکستران با ایجاد استرس               

- حال آنکه ال   شد کلیوی   Eاکسیداتیو باعث کاهش ویتامین      
ثیری بر غلظت ویتامین    أی با دوز مصرف شده ت     یآرژینین به تنها  

E در گروه   .  نداشتFe+ARG    ویتامین   از کاهشE   جلوگیری شد 
اکساید بر شدت     با مهار تولید نتیریک    Fe+L-NAMEاما در گروه    

 به کمترین   Eکه ویتامین    طوریه  استرس اکسیداتیو افزوده شد ب    
 .مقدار رسید

ها همچون   استرس اکسیداتیو عامل تعداد زیادی از بیماری        
این نوع از استرس توسط      . باشد دیابت، نفروپاتی و سرطان می     

، )19(، جیوه      )15(املی همچون برومات پتاسیم           عو
. وجود آید  ه می تواند ب   )11،13(و آهن ) 28(لیپوپلی ساکارید  

نقش بالقوه آهن در پاتوژنز آسیب       در رابطه با    زیادی  مطالعات  
 Fentonآهن توسط واکنش     . حاد و مزمن کلیوی وجود دارد       

سیب به  ی ایجاد آ  یتولید رادیکال هیدروکسیل می نماید که توانا      
اثر سمی آهن می تواند     .  را دارد  DNAغشاء سلول، پروتئین و      

حتی در مواردی که با دوز درمانی استفاده می شود نیز مشاهده             
 با تزریق تک دوز ترکیب      2000به عنوان مثال در سال      . گردد

آهن دار به هنگام دیالیز، آثار اکسیداتیو در بیماران ملاحظه             
). 18( این اثرات کاهش یافت       E گردید که با تجویز ویتامین     

 با تزریق آهن دکستران مشاهده نمود که           Galleanoهمچنین  
یابد که   ی کاهش می  یهای صحرا   کلیوی در موش    Eویتامین  

 .باشد رسانی آهن می بیانگر پتانسیل آسیب
اکساید  نیتریکگران   پژوهشاز طرف دیگر تعداد زیادی از       

می دانند   سیداتیو   استرس اک     ایجاد     مهم    عوامل   از     را یکی 
های   در حالی که در این گونه مطالعات یا از دهنده            ).7،17،27(

NO) 25 (          و یا از عواملی که عامل محرک آنزیم نیتریک اکساید
استفاده شده است که در هر دو مورد        ) 28(باشد   ی می یسنتاز القا 

علاوه بر نتیریک اکساید، آنیون سوپر اکساید نیز تولید می شود           
که  ریت می نمایند ترکیب با یکدیگر تولید پراکسی نی     که در ت  

در این مطالعه فقط    . )25،26،28(خود یک اکسیدان قوی می باشد      
که پیش ساز نیتریک اکساید می باشد استفاده شد         آرژینین-از ال 

هم و همکاران    Chen. آن مشاهده نگردید  از   یو اثر اکسیداتیو  
آرژینین -ی از ال  های کشت داده شده کلیوی اثر سم        در سلول 

 برای روشن   1998 و همکاران در سال       Um. )3 (مشاهده ننمود 
در موش صحرایی از     (skin flap) بر بقای فلپ پوستی      NOشدن اثر   

 استفاده کردند و علاوه بر اثر        mg/kg 1000آرژینین با دوز    -ال
دو دلیل  . )22 (درمانی، آسیب اکسیداتیو بافتی نیز مشاهده نمودند      

تواند وجود    نتیجه تحقیق حاضر با گروه فوق می         برای تفاوت 
تفاوت در   دوم   آرژینین و -تفاوت در دوز ال   ، اول: داشته باشد 

آرژینین -مدت زمان مصرف دارو زیرا در مطالعه این گروه از ال          
در پژوهش حاضر از آن به صورت حاد         لی  به صورت مزمن و   

در یکی از مطالعات نشان داده شده که               . استفاده شد  
اکساید با رهایش آهن از ذخایر سلولی ایجاد آسیب             ریکنیت
لاتور آهن  چی، به همین دلیل در این مطالعه از            )16( نماید می

(DFO)         ی یآرژینین به تنها  - استفاده گردید و از آنجا که خود ال
 نیز اثری مشاهده      ARG+DFOثیری نداشت لذا در گروه         أت

 .نگردید
د دارد اما این تداخل     بین نیتریک اکساید و آهن تداخلی وجو      

های کشت داده شده     در سلول . به دو صورت مشاهده شده است     
کلیوی آهن باعث افزایش تولید نیتریک اکساید گشت و این            

بازدارنده افزایش، شدت آسیب را بیشتر کرد اما با استفاده از              
نتایج این  ).  3(تولید نیتریک  اکساید از میزان آسیب کاسته شد         

یج مطالعه حاضر سازگاری ندارد که به نظر می رسد          مطالعه با نتا  
 صورته  در نحوه انجام آزمایشات باشد زیرا تحقیق حاضر ب           

vivo  In    از طرف دیگر در تعدادی از        .  صورت گرفته است
اکساید اثر آنتی اکسیدانی از     مطالعات نشان داده شده که نیتریک     

ده کبدی  های کشت ش   به عنوان مثال در سلول    . می دهدخود نشان   
ساکارید اثر   افزایش تولید نیتریک اکساید متعاقب تجویز لیپوپلی      

تولید بازدارنده  مهاری بر اثر سمی آهن داشته و به هنگامی که از            
). 21(اکساید استفاده شد اثر سمی آهن تشدید شد              نیتریک

ه همچنین وقتی از برومات پتاسیم برای ایجاد استرس اکسیداتیو ب         
فاده گردید، با تجویز گلیسریل تری نیترات        است In vivoصورت  

 اثر  L-NAMEاکساید اثر مهاری و         ، نیتریک )NOدهنده  (
به ). 15(تشدیدی بر عوارض ناشی از برومات پتاسیم داشته است          

 یکی از     nitrosoglutathione(نیتروزگلوتاتیون   تجویز   علاوه   
در مغز توانست از آسیب ناشی از استرس           ) NOدهنده های  

که این مطالعات با    ) 23(اتیو آهن محافظت به عمل آورد       اکسید
- و ال  L-NAMEدر این مطالعه     . خوانی دارد  مطالعه حاضر هم  

به تنهایی اثری از خود نشان ندادند اما توانستند اثر               آرژینین
ین دلیل  ه ا این امر ب  . غییر دهند تا اندازه ای ت  اکسیداتیو آهن را    

 تولید شده به صورت      Fe+L-NAME  ،NOباشد که در گروه       می
 در  NOاکسیدانی   آندوژن کاهش یافته و بدین طریق اثر آنتی         

 با وجود کاهش    L-NAMEیابد اما در گروه      برابر آهن کاهش می   
NO    در محیط وجود ندارد و لذا آسیب        ) آهن(، عامل اکسیدان

آرژینین -له در مورد ال   ئهمین مس . گردد اکسیداتیوی مشاهده نمی  
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این اولین بار   نویسندگان  بق آخرین اطلاعات    بر ط . کند صدق می 
 می توان از آسیب اکسیداتیو     NOساز   است که با استفاده ار پیش     

آهن جلوگیری نمود زیرا در مطالعات دیگر یا از عوامل محرک           
 استفاده شده   NOهای   اکساید سنتاز و یا از دهنده       آنزیم نیتریک 

نتی اکسیدانی اکساید اثر آ   پیشنهاد شده است که نیتریک     . است
ای  ه تشکیل کمپلکس  -1: اعمال می کند زیر  خود را از طرق      
 اکسیده کردن فلزات احیاء شده که        -2،  )21(غیرفعال با آهن    

 خاتمه  -3ی تولید رادیکال هیدروکسیل را دارند و             یتوانا
های مشتق   ای رادیکال آزاد ناشی از رادیکال      های زنجیره  واکنش

 ).10(لی آلکیل و آلکیل پراکسیل از دارو و نمونه های رادیکا
به طور خلاصه در این مطالعه آهن با ایجاد استرس اکسیداتیو           

 از این اثر    ARG کلیوی گشت و تجویز      Eباعث کاهش ویتامین    
جلوگیری به عمل آورد، حال آنکه مهار سنتز نیتریک اکساید            

 .اثر اکسیداتیو آهن را تشدید نمود

 

Summary 
Measurement of Renal Vitamin E for Assessment of Iron and Nitric Oxide Interaction in Rats. 
Abbasnejad M, PhD.1, Gol A, PhD.2, Shirpoor A, MSc.3 and Eskandari M, PhD.2  

1. Asistant Professor, Department of Biology, Shaheed Bahonar University, Kerman, Iran 2. Assistant Professor, Physiology 
 Department,  3. Instructor, Physiology Department Oroomia University of Medical Sciences, Oroomia,  Iran 

 
Oxidative stress has been implicated as an important factor in induction of many disorders such as 

nephropathy and cancer. Iron by producing hydroxyl radical can cause this kind of stress. On the other hand 
nitric oxide (NO) when its concentration is high results in oxidative stress. Iron and NO have some 
interactions in each other function but there is no total agreement on this. For example in one study NO 
prevents and in another it worsens iron toxicity.The study aims at evaluating the interaction between NO and 
iron on renal oxidative stress. Renal vitamin E level was measured as an index of oxidative stress. Sixty-four 
male rats were divided into eight 8- rat groups as follows: 1-SHAM (normal saline), 2- Fe (iron dextran), 3- 
ARG (L-arginine precursor of NO synthesis), 4- Fe+ARG, 5- L-NAME (Blocker of NO production), 6- 
Fe+L-NAME, 7- DFO (Defferoxamine, shelator of iron), and 8- ARG+DFO. All injections were performed  
intraperitoneally. Twenty hours after injections, right kidneys were removed and their concentration of 
vitamin E was measured by high performance liquid chromatography. The results showed that in group Fe 
there was a reduction in vitamin E compared to group SHAM (P<0.05). In group Fe+L-NAME there was a 
further reduction in vitamin E compared to group SHAM (P<0.01).  There was no significant difference 
between group SHAM with Fe+ARG. Group Fe+L-NAME also showed a significant decrease in vitamin E 
compared to group Fe+ARG (P<0.05). We conclude that NO can prevent iron induced oxidative stress and 
can act as an antioxidant. 
 
Keywords: Iron, Nitric oxide, Kidney, Vitamin E 
Journal of Kerman University of Medical Sciences, 2004; 11(1):7-13  
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