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Background One of the mechanisms associated with morphine neurotoxicity is oxidative stress. Jujube 
fruit extract may reduce oxidative stress due to its antioxidant properties. 
Objective This study aims to investigate the protective effect of jujube fruit extract on the Acetylcho-
linesterase (AchE) activity and oxidative stress in the cortex and serum of morphine-treated male rats.
Materials and Methods In this experimental study, 42 male Wistar rats were randomly divided into six 
groups of 7 which were given oral administration of jujube extract (100 and 200 mg/kg) and intraperito-
neal injection of 0.5 mg/kg morphine for 30 days. After blood collection, separation of the serum, and 
homogenization of brain tissue, the activities of Catalase (CAT), AchE, and Superoxide Dismutase (SOD) 
enzymes were assessed. Collected data were analyzed using one-way ANOVA.
Results Oral administration of jujube extract at doses of 100 and 200 mg/kg significantly increased the 
activity of AchE, CAT, and SOD in the serum and cortex of rats compared to morphine injection (P<0.01). 
Oral administration of 200 mg/kg jujube extract plus morphine injection significantly increased the activ-
ity of cortical AchE compared to morphine injection alone (P<0.01).
Conclusion Jujube extract can prevent the side effects of morphine in the cortex by increasing antioxidant 
activity.
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Extended Abstract

1. Introduction

pioids exert their pharmacological effects 
by activating opioid receptors [1]. As a μ 
receptor agonist, morphine is the most im-
portant opium alkaloid. So far, many phar-

macological properties of morphine have been reported [2]. 
By affecting μ receptors, morphine inhibits the release of 
various neurotransmitters such as noradrenaline and acetyl-
choline [3]. Oxidative stress is the impairment of oxidant-

antioxidant balance. Biosystems have defense mechanisms 
that help protect against cellular damage caused by free 
radicals [4]. Ziziphus jujuba, commonly known as Jujube, 
has antioxidant activity due to its compounds such as sapo-
nins, flavonoids, and jujubosides [5-7]. This study aims to 
evaluate the effect of jujube extract on the activity of Ace-
tylcholinesterase (AChE) enzyme and oxidative stress in 
the cortex and serum of morphine-treated male rats.
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2. Materials and Methods

In this experimental study, 42 male Wistar rats in the weight 
range of 200-250 g were purchased from the Pasteur Institute 
of Amol Research Center and kept in standard conditions (12 
hours of light and 12 hours of darkness, a humidity of 40% 
-50% and a temperature of 25 °C). All experiments were 
performed according to the guidelines of the Bioethics Com-
mittee of the University of Mazandaran. Jujube fruit was 
collected, dried and powdered. Then 500 ml of ethanol was 
added to100 g of the powder and put in a shaker for 4 days in 
darkness. The mixture was then filtered by using Whatman 
filter paper. The obtained extract was dissolved and concen-
trated by a rotary evaporator [8].

Animals were divided into six groups of 7 including: 
Control group (received normal saline by gavage intra-
peritoneally), morphine group (received normal saline by 
gavage plus 0.5 mg/kg morphine 30 minutes later intra-
peritoneally) [8], jujube 100 and 200 groups (received 100 
and 200 mg/kg body weight of jujube extract by gavage 
plus normal saline 30 minutes later intraperitoneally) [9], 
jujube 100 + morphine and jujube 200 + morphine groups 
(received 100 and 200 mg/kg body weight of jujube ex-
tract by gavage plus morphine 30 minutes later intraperi-
toneally). All treatments were performed for 30 days. The 
last gavage for each rat was 24 hours before anesthesia. At 
the end of treatment (day 31), following blood collection, 
separation of serum from blood samples, and homogeniza-
tion of brain tissue, the activity of Catalase (CAT), AChE, 
and Superoxide Dismutase (SOD) was assessed. In order 
to statistically analyze the collected data and compare 
groups, one-way ANOVA and Tukey’s post hoc test were 
used considering a significance level of P<0.05. 

3. Results

The results of ANOVA showed significant changes in the 
serum and cortical AChE in the study groups (P<0.001). Se-
rum AChE activity significantly decreased in the morphine 
group compared to the control group (P<0.001). Administra-
tion of 100 and 200 mg/kg extracts of jujube plus morphine 
injection increased the activity of serum AChE compared 
to when only morphine was injected, but this increase was 
not significant. However, administration of 100 mg/kg 
(P=0.004) and 200 mg/kg (P=0.036) extracts showed signifi-
cant changes compared to the control group. Cortical AChE 
activity showed a significant decrease in the morphine group 
(7.02±0.61) compared to the control group (13.56±0.73) 
(P<0.001). Administration of 100 and 200 mg/kg jujube ex-
tracts plus morphine injection increased the activity of corti-
cal AChE compared to the morphine group, but the increase 
was significant only at a dose of 200 mg/kg (P=0.002).

Cortical CAT activity was significantly decreased in the 
morphine group (8.09±0.91) compared to the control group 
(20.79±1.31) (P<0.001). Administration of 100 and 200 
mg/kg extracts of jujube plus morphine injection increased 
the cortical CAT activity compared to the morphine group 
but this increase was not significant (P>0.05). However, 
significant changes were observed compared to the control 
group (P=0.005 and 0.027). Serum CAT activity in the mor-
phine group significantly decreased compared to the control 
group (P<0.001). Administration of 100 mg/kg (P= 0.015) 
and 200 mg/kg (P=0.017) extracts of jujube plus morphine 
injection increased the serum CAT activity compared to 
when only morphine was injected, but this increase was not 
significant. However, compared to the control group, the 
differences were significant.

Finally, the results of ANOVA showed significant changes 
in the serum and cortical SOD activities in the study groups 
(P= 0.001). Cortical and serum SOD activities in the mor-
phine group significantly decreased compared to the control 
group (P=0.001 and 0.011, respectively). Administration of 
100 and 200 mg/kg jujube extracts alone increased the ac-
tivity of cortical SOD compared to when only morphine 
was injected (P<0.01). The morphine group after receiving 
jujube extracts increased the inhibition of cortical SOD, but 
the increase in SOD activity was significant only in the ju-
jube 200 + morphine group (P=0.013). 

4. Discussion and Conclusion

Intraperitoneal injection of morphine increases oxidative 
stress and reduces the activity of CAT, SOD, and AChE. 
Administration of jujube extracts improves morphine-in-
duced oxidative stress and increases AChE activity. There-
fore, jujube extract improves the activity of CAT, SOD, and 
AChE in morphine-treated male rats based on its antioxi-
dant properties. The consumption of jujube fruit can pre-
vent the reduction of oxidative stress and its complications.
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مقاله پژوهشی

اثر حفاظتی عصاره اتانولی میوه عناب برفعالیت آنزیم استیل کولین استراز و استرس اکسیداتیو در 
سرم و کورتکس موش صحرایی نر تیمارشده با مورفین 

زمینه یکی از مکانیسم های مرتبط با سمیت نورونی مورفین استرس اکسیداتیو است. عصاره میوه عناب با خواص آنتی اکسیدانی سبب 
کاهش استرس اکسیداتیو می شود. 

هدف این مطالعه با هدف تعیین اثر حفاظتی عصاره میوه عناب بر فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی و استیل کولین استراز کورتکس و سرم 
در موش صحرایی نر تیمارشده با مورفین انجام شد.

مواد و روش ها در این مطالعه تجربی 42 سر موش صحرایی به صورت تصادفی به شش گروه هفت تایی تقسیم شده و گروه ها به مدت 30 
روز با دُزهای 100 و 200 کیلو گرم بر میلی گرم عصاره گیاهی به فرم خوراکی و مورفین 0/5 کیلو گرم بر میلی گرم به صورت درون صفاقی 
بررسی شدند. بعد از خون گیری و جدا کردن سرم و هموژن کردن بافت کورتکس، سنجش آنزیم های استیل کولین استراز، کاتالاز و 

سوپراکسید دیسموتاز انجام شد. تجزیه و تحلیل داده ها با آزمون واریانس یک طرفه انجام شد.
یافته ها تجویز خوراکی عصاره گیاه عناب با دُز 100 و 200 کیلو گرم بر میلی گرم سبب افزایش فعالیت آنزیم استیل کولین استراز، کاتالاز 
و سوپراکسید دیسموتاز در سرم و کورتکس نسبت به گروه مورفین شد )P<0/01(. تجویز عصاره عناب با دُز 200 به همراه مورفین سبب 

 .)P<0/01( افزایش معنی داری در فعالیت آنزیم استیل کولین استراز نسبت به گروه مورفین در کورتکس شد
نتیجه گیری نتایج نشان می دهد عصاره میوه عناب، احتمالاً از طریق افزایش فعالیت آنتی اکسیدانی، یک اثر مفید در جلوگیري از بروز اثرات 

مصرف مورفین در کورتکس اعمال می کند. 

کلیدواژه ها: 
 استرس اکسیداتیو، 

استیل کولین استراز، 
عصاره میوه عناب، 

کورتکس، موش 
صحرایی
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مقدمه 

بعد از جداسازی گیرنده های اوپیوئیدی، لیگاندهای اوپیوئیدهای 
آندروژن شناسایی شدند. گروهی از این لیگاندها به نام انکفالین 
و گروهی دیگر بتا آندروفین هستند ]1[. ترکیبات اوپیوئیدی 
اثرات فارماکولوژیکی خود را از طریق فعال کردن گیرنده های 
آگونیست  عنوان  به  مورفین   .]2[ می کنند  اعمال  اوپیوئیدی 
گیرنده µ، مهم ترین آلکالوئید تریاک در نظر گرفته می شود و 
تاکنون خواص فارماکولوژیکی زیادی در مورد مورفین در خصوص 
اثرات ضددردی، کاهش حافظه و یادگیری و اضطراب معرفی شده 
است ]3[. مورفین با اثر روی گیرنده ها µ باعث مهار آزادسازی 

نورآدرنالین، استیل کولین و  نوروترانسمیترهای مختلفی مثل 
نوروپپتید P می شود ]4[. استیل کولین یک نوروترانسمیتر است 
که در گانگلیون های اتونومیک و عقده های قاعده ای نیز یافت 
می شود. اندازه گیری غلظت های آنزیم های استیل کولین ترانسفراز 
و استیل کولین استراز که به ترتیب در سنتز و تجزیه استیل کولین 
درگیر هستند، نشان می دهد که مهار فعالیت استیل کولین استراز 

می تواند کاهش استیل کولین را جبران کند ]5[. 

استرس اکسیداتیو اختلال در تعادل اکسیدان آنتی اکسیدان 
است. بیشتر سلول ها درجه خفیفی از استرس اکسیداتیو را تحمل 
می کنند، چون دارای ظرفیت دفاع آنتی اکسیدانی کافی هستند. 

* نویسنده مسئول: 
دکتر باقر سیدعلی پور

نشانی: بابلسر، دانشگاه مازندران، دانشکده علوم پایه، گروه فیزیک اتمی و مولکولی.
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عدم تعادل اکسیدان آنتی اکسیدان و اختلال در تولید و توزیع 
گونه های واکنشی اکسیژن و یا بیش از حد بودن آن ها نسبت 
به سایر فاکتورها سبب نبودن ظرفیت آنتی اکسیدانی می شود. 
سیستم های زیستی دارای مکانیسم دفاعی درونی هستند که به 
محافظت در برابر آسیب های سلولی حاصل از رادیکال های آزاد 
کمک می کند ]6[. گلوتاتیون پراکسیداز1، کاتالاز2 و سوپراکسید 
دیسموتاز3 آنزیم های آنتی اکسیدانی اصلی درگیر در دفاع و حذف 
رادیکال های اکسیژن فعال هستند. این آنزیم ها به کوفاکتورهایی 
مثل آهن، مس، روی و منگنز برای فعالیت کاتالیتیک بهینه و 

مکانیسم دفاعی مؤثر نیاز دارند ]7[.

گیاهان  و  گیاهی  مکمل های  از  استفاده  اخیر  دهه های  در 
دارویی )به علت دارا بودن ترکیبات فیتوشیمیایی( برای درمان 
بیماری ها به شدت افزایش یافته است. یکی از مهم ترین حوزه های 
طب سنتی در سراسر جهان حوزه مربوط به گیاه درمانی است 
و عصاره های تهیه شده از گیاهان برای تعیین یک منبع درمانی 
آزمایش می شوند. عناب با نام علمی Ziziphus jujuba گیاهی 
نیز  متر  به 10  آن  ارتفاع  که  است  دارویی  خواص  با  درختی 
می رسد و متعلق به تیره عنابیان4 است. میوه زیتونی شکل عناب 
در ابتدا سبز بوده و پس از رسیدن به رنگ قرمز درآمده و چروک 
می خورد. عناب را خرمای قرمز و خرمای چینی نیز می نامند که 
در نواحی با درجه حرارت پایین پراکنده شده و در آسیا، برزیل و 

نپال یافت می شود ]8[. 

عناب از گیاهان بومی فلات ایران است و در مناطق وسیعی از 
ایران کشت می شود. میوه عناب دارای ویتامین های A ،C و E و 
ترکیباتی مانند ساپونین ها، الکالوئیدها، فلاونوئیدها، تری ترپنوئید، 
جوجوبا، مشتقات اسید بتولینیک است. قرارگیری این ترکیبات در 
کنار هم موجب ایجاد اثرات هم افزایی در فعالیت آنتی اکسیدانی 
آن می شود ]11-9[، بنابراین در طی دوران تکامل، سیستم های 
بیولوژیکی با طراحی و ساخت آنتی اکسیدان ها، جانداران را در 
مقابل اثرات زیان بار رادیکال های آزاد محافظت   کرده اند. سیستم 
 GPx و SOD، CAT دفاع آنتی اکسیدانی، شامل عوامل آنزیمی نظیر
و عوامل غیرآنزیمی نظیر ویتامین E، ویتامین C، کاروتنوئیدها، 
پلی فنل ها و مولکول های دیگر است که به عنوان آنتی اکسیدان در 
خنثی سازی بسیاری از رادیکال های آزاد وگونه های فعال اکسیژن 
دخالت دارند ]12[. مطالعات نشان داد عصاره میوه عناب باعث 
افزایش فعالیت آنزیم های SOD و GPx در موش های تیمارشده با 
اتانول در مغز ]13[ و افزایش فعالیت آنزیم های CAT و SOD در 

موش های تیمارشده با ایبوپروفن می شود ]14[. 

اعتیاد به مورفین و سایر اوپیات ها یکی از مشکلات مهم جوامع 

1. Glutathione Peroxidase (GPx)
2. Catalase (CAT)
3. Superoxide dismutase(SOD)
4. Rhamnaceae 

امروزی است. بنابراین شناسایی و یافتن داروهاي گیاهی مؤثر با 
نقش محافظتی از اهمیت زیادي برخوردار است. این پژوهش 
به منظور بررسی اثرات محافظتی عصاره عناب و تعیین اثرات 
آنتی اکسیدانی عصاره اتانولی میوه عناب بر روی فعالیت آنزیم های 
SOD، CAT و استیل کولین استراز5 بخش کورتکس مغز و سرم 

موش صحرایی نر تیمارشده با مورفین انجام شد. 

مواد و روش ها

حیوانات: این پژوهش در آزمایشگاه فیزیولوژی جانوری گروه 
زیست شناسی دانشگاه مازندران در سال 1396 انجام شد. در این 
مطالعه تجربی 42 سر موش صحرایی نر نژاد ویستار در محدوده 
وزنی 200-250 گرم از پژوهشکده انستیتو پاستور آمل خریداری 
شرایط  در  زیست شناسی  دانشکده  حیوانات  اتاق  در  و  شدند 
استاندارد 12 ساعت نور و 12 ساعت تاریکی، رطوبت 50-40 
درصد و دمای 25 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. آب و غذای 
مخصوص حیوانات به میزان کافی در دسترس آن ها قرار گرفت. 
با محیط، آزمایش ها یک هفته بعد از  برای سازگاری جانوران 

انتقال موش ها به آزمایشگاه انجام گرفت. 

تهیه عصاره گیاهی اتانولی: در این تحقیق، میوه درخت عناب 
در اواخر آبان ماه سال 1396 )از منطقه شهرستان درگز، استان 
خراسان رضوی، ایران( جمع آوری شد و توسط گروه سیستماتیک 
گیاهی دانشکده علوم پایه دانشگاه مازندران تأیید شد. سپس 
میوه ها )دانه و پالپ( را دور از نور خورشید و در سایه خشک کرده 
 )Moulinex, model AR1066Q( و به وسیله آسیاب الکتریکی
به پودر تبدیل شد. سپس مقدار 100 گرم از پودر گیاه در ظرف 
مخصوص ریخته شده و 500 میلی لیتر اتانول به آن اضافه شد 
و به مدت 4 روز در دستگاه تکان دهنده )شیکر( )IRK، آمریکا( 
قرار داده شد و سپس عمل صاف کردن با کاغذ صافی طی دو 
مرحله انجام گرفت. عصاره خالص به دست آمده به وسیله دستگاه 
آلمان(   ،4000  Heidolph( ، Laborotaچرخان تبخیرکن 
حلال پرانی و غلیظ شد ]15[. عصاره خالص اتانولی به دست آمده 
 ElectroSteel( تا زمان استفاده در فریزر20- درجه سانتی گراد

ES35،، ایران( نگهداری شد.

طراحی و گروه بندی: در این تحقیق حیوانات به شش گروه 
گروه  شامل:  مطالعه  مورد  گروه هاي  شدند.  تقسیم  هفت تایی 
کنترل، نرمال سالین را به صورت درون صفاقی و به صورت گاواژ 
دریافت کردند. گروه آزمایش مورفین، نرمال سالین را به صورت 
گاواژ و 30 دقیقه بعد مورفین )0/5 میلی گرم بر کیلو گرم( را به 
صورت درون صفاقی دریافت کردند ]15[. گروه آزمایش عصاره 
100، دُز 100 میلی گرم بر کیلو گرم وزن بدن عصاره میوه گیاه 
عناب را به صورت گاواژ و 30 دقیقه بعد نرمال سالین را به صورت 
آزمایش عصاره 200،  درون صفاقی دریافت کردند ]16[. گروه 

5. Acetylcholinesterase (AChE)
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دُز 200 میلی گرم بر کیلو گرم وزن بدن عصاره میوه گیاه عناب 
را به صورت گاواژ و 30 دقیقه بعد نرمال سالین را به صورت 
درون صفاقی دریافت کردند، گروه آزمایش عصاره 100 به علاوه 
مورفین، دُز 100 میلی گرم بر کیلو گرم وزن بدن عصاره میوه گیاه 
عناب را به صورت گاواژ و 30 دقیقه بعد مورفین را به صورت 
درون صفاقی دریافت کردند. گروه آزمایش عصاره 200 به علاوه 
مورفین، دُز200 میلی گرم بر کیلو گرم وزن بدن عصاره میوه گیاه 
عناب را به صورت گاواژ و 30 دقیقه بعد مورفین را به صورت 
درون صفاقی دریافت کردند. تمام تیمارها به مدت 30 روز و در 
ساعت 8 الی 10 صبح انجام شدند. آخرین گاواژ برای هر موش 
صحرایی 24 ساعت قبل از بی هوشی بود. در پایان دوره زمانی 
تیمارها )روز 31( خون گیری و نمونه برداری انجام شد و برای 

سنجش آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت.
نحوه خون گیری و هموژن کردن بافت 

برای تهیه نمونه آزمایش، پس از آخرین تزریق با رعایت شرایط 
ناشتا، حیوان را در ظرف شیشه ای مخصوص دیسیکاتور با کلروفرم 
بی هوش کرده و سپس با خواباندن حیوان به پشت با نوک انگشتان 
محل قلب مشخص می شد و با سرنگ های 5 سی سی مستقیم 
از قلب حیوان خون گیری انجام شد. برای جداسازی سرم، نمونه 
 Sigma( 3000 سانتریفیوژ ×g خون به مدت 10 دقیقه با سرعت
Ks 30-3، آلمان( شد. بعد از جداسازي سرم خون از لخته به 
وسیله سمپلر، نمونه ها برای سنجش آنزیمAChE، CAT و SOD در 
فریزر نگهداری شدند. برای هموژن سازی بافت کورتکس مغز، ابتدا 
موش صحرایی با کلروفرم بی هوش شده و سپس جمجمه شکافته 
شد و قسمت کورتکس مطابق با اطلس پاکسینوس و واتسون جدا 
شد. نمونه ها در تانک نیتروژن مایع قرار داده شد، سپس بافت ها 
از تانک خارج و به هاون چینی انتقال داده شد، به طوری که با 
فاصله زمانی، چندین بار ازت مایع روی بافت ریخته شد تا بافت 
سفت و شکننده باقی بماند و هم زمان بافت را کوبیده، به طوری 
که بافت کاملاً خرد و به شکل پودر شد. بعد از تعیین وزن بافت 
هموژن شده آن را به لوله فالکون انتقال داده و به ازای هر گرم از 
 pH=4/7 بافت 10 میلی لیتر بافر فسفات سدیم 100 میلی مولار با
اضافه شد. سپس به مدت 20 دقیقه با سرعت g×10000 در دمای 
4 درجه سانتی گراد سانتریفیوژ شد و درنهایت مایع شفاف رویی 
برای سنجش آنزیم CAT، SOD و AChE جدا سازی شد و تا زمان 

انجام آزمایش نمونه ها در فریزر نگهداری شدند ]16[. 
سنجش فعالیت پارامترهای بیوشیمی 

تعیین فعالیت کاتالاز 

اندازه گیری فعالیت آنزیم CAT با استفاده از سوبسترای پراکسید 
انجام  میلی لیتری   3 کوت  در  واکنش  شد.  انجام  هیدروژن 
گرفت. حجم مخلوط واکنش شامل 980 میکرولیتر محلول 30 
بافر سدیم فسفات 50  اکسیژنه و 2 میلی لیتر  میلی مولار آب 
میلی مولاربا pH=7و 20 میکرولیتر از نمونه سرم است. واکنش با 

افزودن سوبسترا شروع و تغییرات جذب در طول مدت 2 دقیقه 
در طول موج 240 نانومتر اندازه گیری شد. فعالیت آنزیم کاتالاز 
با استفاده از ضریب خاموشیM-1CM-1 4/39 بر اساس قانون 
 U/g برای سرم و U/ml محاسبه و به صورت )A=ɛdc( بیر لامبرت
 CAT برای بافت ها گزارش شد. بر طبق تعریف، یک واحد tissue
مقدار آنزیمی است که موجب تجزیه یک میکرومول H2O2 در 

مدت یک دقیقه در دمای 25 درجه سانتی گراد شود ]17[.
)SOD( تعیین فعالیت انزیم سوپراکسید دیسموتاز

اتواکسیداسیون  روش  از   SOD آنزیم  فعالیت  سنجش  برای 
هیدروکلرید  بافرتریس  از  بدین منظور  شد.  استفاده  پیروگالل 
50 میلی مولار با pH=2/8 و اتیلن دی آمین تترا استیک اسید 
)EDTA( یک میلی مولار و پیرو گالول 0/2 میلی مولار استفاده 
 EDTA شد. 2900 میکرولیتر لیتراز بافر تریس هیدروکلرید حاوی
و با 50 میکرولیتر محلول رویی مخلوط و سپس 50 میکرولیتر 
محلول پیروگالل به محلول فوق اضافه شده و تغییرات جذب طی 
5 دقیقه با فاصله 30 ثانیه در طول موج 420 نانومتر خوانده شد. 
برای اندازه گیری اتواکسیداسیون پیرو گالل به تنهایی به عنوان 
شاهد به جای سوپر ناتانت 50 میکرولیتر آب مقطر اضافه شد و 
به ترتیب فوق جذب در طول موج 420 نانومتر خوانده شد و 
درصد مهار اتو اکسیداسیون پیروگالل از فرمول شماره 1 محاسبه 

شد ]18[.

.1

 / )dA/dt_blank - dA/dt_sample( = درصد مهار پیروگالل
dA/dt_blank ×100

dA/dt_blank= تغییرات جذب در واحد زمان )بلانک( 

dA/dt_sample= تغییرات جذب در واحد زمان )نمونه(

)AChE( تعیین فعالیت آنزیم استیل کولین استراز

برای سنجش فعالیت آنزیم AChE، با اندازه گیری سرعت تولید 
تیوکولین به منزله محصول کاتالیز آنزیمی به روی استیل تیوکولین 
به عنوان سوبسترا انجام شد. تیوکولین به محض تولید با 5 دی 
تیو بیس 2 نیتروبنزوئیک اسید6 واکنش می دهد تا آنیون زرد 
رنگ ایجاد شود. 10 میکرولیتر از نمونه آنزیم و 2950 میکرولیتر 
از بافر سدیم فسفات 50 میلی مولار pH=5/7 به 20 میکرولیتر 
از معرف DTNB 10میلی مولار و 20 میکرولیتر استیل تیوکولین 
یداید با غلظت 75 میلی مولار به عنوان سوبسترا اضافه شد. پس 
از افزودن سوبسترا، سرعت تولید تیوکولین با پیگیری واکنش 
آن با DTNB و تولید آنیون زردرنگ 2 نیترو 5 مرکاپتو بنزوئیک 
اسید در طول موج 412 نانومتر اندازه گیری شد. تغییرات جذب 
 Biotek( توسط دستگاه اسپکتروفتومتر )بر حسب زمان )دقیقه
Epoch, USA( به مدت 5 دقیقه در هر 30 ثانیه یک بار خوانش 

6. 5,5′-Dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)
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و ثبت شد. روش سنجش نمونه شاهد نیز همانند نمونه دارای 
آنزیم است. تنها تفاوت اینکه نمونه شاهد فاقد آنزیم بوده و به 
جای آنزیم از بافر استفاده شد. فعالیت آنزیم بر اساس میکرومول 
بر دقیقه در هر میلی لیتر و میکرومول بر دقیقه در هر گرم بافت 

کورتکس )μmol/min/g( گزارش شد ]19[.
تجزیه و تحلیل آنالیز آماری

نتایج به صورت انحراف معیار±میانگین برای نمونه های موجود 
در هر گروه بیان شد. براي بررسی فرض برابري واریانس ها از 
آزمون لون استفاده شد. پس از تعیین طبیعی بودن توزیع داده ها 
و برقراري فرض برابري واریانس ها، برای تجزیه و تحلیل آماري 
به  و  یک طرفه  واریانس  آنالیز  از  بین گروهی  مقایسه  و  داده ها 
 P<0/05 با سطح معنی داری Tukey دنبال آن از آزمون تعقیبی
استفاده شد. تمام محاسبات آماری با استفاده از نرم افزار آماري

SPSS نسخه 21 انجام شد.

نتایج
نتایج فعالیت آنزیم استیل کولین استراز در سرم و کورتکس

ANO-  نتایج حاصل از این تحقیق با استفاده از آنالیز واریانس
VA نشان داد در گروه هاي مورد مطالعه تغییرات معنی داری در 
 .)P> 0/001( سرم و کورتکس مشاهده شد AChE فعالیت آنزیم
فعالیت  می شود،  مشاهده  شماره 1  جدول  در  که  طور  همان 
گروه  به  نسبت  مورفین  آزمایش  گروه  در  سرم   AChE آنزیم 
عصاره  تزریق   .)P> 0/001( داشت  معنی داری  کاهش  کنترل 
100 و 200 میلی گرم بر کیلو گرم به گروه مورفین باعث افزایش 

فعالیت آنزیم AChE نسبت به گروه مورفین شد اما این تغییرات 
معنی دار نبود، در صورتی که دُزهای P=0/004( 100( و 200 
میلی گرم بر کیلوگرم )P=0/036( نسبت به گروه کنترل به ترتیب 
تغییرات معنی داری را نشان دادند. گروه هایی که عصاره 100 و 
200 میلی گرم بر کیلوگرم را به تنهایی دریافت کردند، به ترتیب 
تغییرات معنی داری در سطح )P=0/015( و )P=0/004( نسبت 
به گروه مورفین نشان دادند. در سایر گروه ها تفاوت معنی داری 
مشاهده نشد. همان طور که در جدول شماره 1 مشاهده می شود 
فعالیت آنزیم AChE کورتکس در گروه مورفین )7/02±0/61( 
نسبت به گروه کنترل )0/73±13/56( کاهش معنی داری نشان 
داد )P> 0/001 (. تزریق عصاره 100 و 200 میلی گرم بر کیلوگرم 
به گروه مورفین باعث افزایش فعالیت آنزیم AChE نسبت به گروه 
مورفین شد، به طوری که در غلظت 100 میلی گرم بر کیلوگرم 
تغییرات معنی داری مشاهده نشد اما در غلظت 200 میلی گرم بر 
کیلوگرم تغییرات معنی داری مشاهده شد )P=0/002(. گروه هایی 
که عصاره 100 و 200 میلی گرم بر کیلوگرم را به تنهایی دریافت 
کردند، تغییرات معنی داری نسبت به گروه آزمایش مورفین نشان 

.)P=0/001( دادند
نتایج فعالیت آنزیم کاتالاز در سرم و کورتکس

نتایج حاصل از این تحقیق با استفاده از آنالیز آماري نشان 
داد در گروه هاي مورد مطالعه تغییراتی معنی داری در فعالیت 
)P > 0/001(. همان  کورتکس مشاهده شد  و  آنزیم CAT سرم 
 CAT طور که در جدول شماره 1 مشاهده می شود، فعالیت آنزیم
کورتکس در گروه مورفین )0/91 ± 8/09( نسبت به گروه کنترل 

جدول 1. تغییرات سطوح فعالیت آنزیم های کاتالاز )CAT(، سوپراکسید دیسموتاز )SOD( و استیل کولین استراز )AChE( سرم و کورتکس در موش های صحرایی 
)n=7( نر نژاد ویستار در شش گروه

آنزیم 

گروه ها

میانگین±انحراف معیار

عصاره 100 + عصاره 200عصاره 100مورفینکنترل
مورفین

عصاره 200 + 
مورفین

سرم

CAT58/83±2/9931/6 ±6/19***52/48 ±2/79###55/19±3/95###41/93 ± 3/02*42/2 ± 04/26*

SOD48/95±2/3733/87 ±3/13**47/30 ± 3/9#47/61 ± 4/34#42/46 ± 1/3643/57 ± 0/94

AchE5/82 ±0/413/00 ±0/30***5/01 ±0/31#5/27 ± 0/37##3/56 ± 0/62**3/95 ± 0/37*

کورتکس

CAT20/56 ± 1/318/09±0/91***19/31 ± 1/52###19/39 ± 0/97###12/50 ± 2/33**13/88 ± 1/32*

SOD51/35±3/4731/63±2/63***47/94 ± 3/09##48/48 ± 3/03##40/54 ± 1/7446/85 ± 3/76

AchE13/56 ± 0/73 7/02 ±0/61***12/79 ± 1/14###13/06 ± 0/91###9/10  ± 1/02*12/51 ± 1/0##

 CAT برای بافت کورتکس، فعالیت آنزیم μmol/min/g برای سرم و μmol/min/ml برحسب AChE فعالیت آنزیم ،Tukey آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی 
به صورت U/ml برای سرم و U/g tissue برای بافت کورتکس و فعالیت آنزیم SOD به صورت U/ml برای سرم و U/g tissue برای بافت کورتکس.

*P > 0/001*** ،P > 0/01 ** ،P > 0/05 تفاوت معنی دار با گروه کنترل؛ # P > 0/001### ،P > 0/01  ## ،P > 0/05 تفاوت معنی دار با گروه مورفین.
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)1/31 ± 20/79( کاهش معنی داری پیدا کرد )P> 0/001(. تزریق 
عصاره 100 و 200 میلی گرم بر کیلوگرم به گروه مورفین باعث 
افزایش غیرمعنی دار فعالیت آنزیم CAT نسبت به گروه مورفین 
تغییرات  کنترل  گروه  به  نسبت  که  حالی  در   ،)P < 0/05( شد 
مشاهده شد.   )P=0/027( و   )P=0/005( در سطح  معنی داری 
به  را  بر کیلوگرم  گروه هایی که عصاره 100 و 200 میلی گرم 
به مورفین  تغییرات معنی داری نسبت  تنهایی دریافت کردند، 
گروه  در  سرم   CAT آنزیم  فعالیت   .)P > 0/001( دادند  نشان 
آزمایش مورفین نسبت به گروه کنترل کاهش معنی داری نشان 
داد )P > 0/001(. همچنین تزریق عصاره 100 و 200 میلی گرم 
بر کیلوگرم به تنهایی تفاوت معنی داری نسبت به گروه مورفین 
نشان داد )P > 0/001(. با تزریق عصاره 100 )P=0/015( و 200 
)P=0/017( میلی گرم بر کیلوگرم به گروه مورفین باعث افزایش 
فعالیت آنزیم نسبت به گروه مورفین شد، اما این افزایش معنی دار 
معنی داری  تفاوت  کنترل  گروه  به  نسبت  که  حالی  در  نبود، 

مشاهده شد )جدول شماره 1(. 
نتایج فعالیت آنزیم سوپراکسید دیسموتاز در سرم و کورتکس

  ANOVA نتایج حاصل از این تحقیق با استفاده از آنالیز واریانس
نشان داد در گروه هاي مورد مطالعه تغییرات معنی داری در فعالیت 
شد  مشاهده  کورتکس  و  سرم  در  دیسموتاز  سوپراکسید  آنزیم 
)P=0/001(. همان طور که در جدول شماره 1 مشاهده می شود، 
فعالیت آنزیم SOD کورتکس در گروه مورفین در مقایسه با گروه 
کنترل کاهش معنی داری را نشان داد )P=0/001( در حالی که 
دیگر گروه های تیمار در مقایسه با گروه کنترل تغییرات معنی داری 
را نشان ندادند )P < 0/05(. تزریق عصاره میوه گیاه عناب در دو 
غلظت 100 و 200 میلی گرم بر کیلوگرم به تنهایی فعالیت آنزیم 
SOD را نسبت به گروه مورفین افزایش داد )P > 0/01(. نتایج ما 
همچنین نشان داد گروه های آزمایش مورفین بعد از دریافت عصاره 
میوه گیاه عناب، میزان بازدارندگی آنزیم SOD را نسبت به گروه 
آزمایش مورفین افزایش دادند، به طوری که فقط در گروه آزمایش 
 SOD مورفین+عصاره 200 افزایش معنی داری در فعالیت آنزیم
مشاهده شد )P=0/013(. فعالیت آنزیم SOD سرم در گروه مورفین 
 .)P=0/011( نسبت به گروه کنترل کاهش معنی داری نشان داد
نتایج ما نشان داد تزریق عصاره میوه گیاه عناب در دو غلظت 
100 و 200 میلی گرم بر کیلوگرم فعالیت آنزیم SOD را نسبت به 
گروه مورفین افزایش داد )P> 0/05(. با تزریق عصاره 100 و 200 
به گروه مورفین فعالیت آنزیم نسبت به مورفین افزایش یافت اما 
تفاوت معنی داری مشاهده نشد. همچنین تفاوت معنی داری بین 

گروه ها با گروه کنترل مشاهده نشد )جدول شماره 1(.

بحث و نتیجه گیری

این مطالعه به منظور تعیین اثر عصاره اتانولی میوه عناب بر 
و سرم  بافت کورتکس  آنتی اکسیدان  آنزیم هاي  فعالیت  میزان 

در موش هاي صحرایی نر تیمارشده با مورفین صورت پذیرفت. 
روش استخراج با حلال های مختلف در کمیت و کیفیت استخراج 
به سزایی دارد،  فنلی و فلاونوئیدها نقش  ثانویه  متابولیت های 
به طوری که مطالعات پیشین نشان دادند، حلال های متانول 
داخل  به  بیشتر  نفوذ  قدرت  با  آبی  حلال  به  نسبت  اتانول  و 
سلول های گیاه داشته و ترکیبات طبیعی ثانویه شامل فنول ها 
قدرت   .]20[ می کند  استخراج  را  بیشتری  فلاونوئیدهای  و 
مهارکنندگی رادیکال های آزاد کاملًا وابسته به غلظت ترکیبات 
فنولی و فلاونوئیدها بوده و با افزایش آن بیشتر می شوند ]21[. 
بنابراین در پژوهش حاضر برای یافتن ترکیبات جدید با منشأ 
گیاهی و همچنین کیفیت استخراج بیشتر از حلال اتانول برای 

عصاره گیری میوه عناب استفاده شد. 

در پژوهش حاضر مشخص شد که میزان فعالیت آنزیم کاتالاز 
و SOD در گروه های دریافت کننده مورفین کاهش یافته است که 
نشان دهنده افزایش استرس اکسیداتیو است. ایکسو و همکارانش 
آنزیم هاي  کل  ظرفیت  هروئین،  مزمن  تزریق  که  دادند  نشان 
سیستم هاي  که   GPx و   SOD ،CAT مانند  آنتی اکسیدانی 
آنتی اکسیدانی داخل سلولی بدن هستند را در سرم و مغز کاهش 
نورونی و استرس اکسیداتیو همچنین  التهاب  می دهند ]22[. 
کاهش ظرفیت آنتی اکسیدانی به دنبال مصرف مزمن اوپیوئیدها 
از جمله مکانیسم هاي بروز تحمل و وابستگی اوپیوئیدي بوده و 
مهار هریک از موارد فوق نقش تعیین کننده اي در کاهش عوارض 
اوپیوئیدي دارند ]24 ،23[. برای بهبود ظرفیت آنتی اکسیدانی 
طبیعی بدن، ترکیبات پلی فنلی موجود در عصاره میوه عناب با 

خواص آنتی اکسیدانی می توانند نقش مهمی داشته باشند.

SOD یک متالوآنزیم مهم است که به عنوان نخستین خط 
باعث  و  کرده  عمل  اکسیژن  فعال  گونه های  علیه  بدن  دفاعی 
آب  به  آن  تبدیل  طریق  از  سوپراکسید  رادیکال های  حذف 
شده  توزیع  مغز  در  وسیعی  به شکل   SOD می شود.  اکسیژنه 
و به طور پیوسته و یکنواخت در تمام عمر فعالیت می کند. از 
طرفی بررسی میزان شاخص های آنتی اکسیدانی نشان داد که 
تزریق درون صفاقی مورفین به عنوان ماده ای که سبب افزایش 
استرس اکسیداتیو به دلیل تشکیل فراوان آنیون های سوپراکسید 
کاتالاز،  آنزیم  فعالیت  در  معنی داری  کاهش  موجب  می شود، 
 AChE آنزیم فعالیت  و   SOD آنزیم فعالیت  بازدارندگی  درصد 
توسط   SOD شدن  غیرفعال  که  می رسد  نظر  به  است.  شده 
شدن  غیرفعال  به  منجر  سوپراکسید  یافته  افزایش  آنیون های 
کاتالاز می شود. در این پژوهش گاواژ عصاره عناب موجب افزایش 
فعالیت آنزیم های آنتی اکسیدانی شد که این امر ممکن است در 
اثر پاک سازی رادیکال های آزاد توسط عصاره اتانولی عناب باشد. 
همسو با نتایج پژوهش حاضر، دلال و همکارانش تجویز خوراکی 
500 میلی گرم بر کیلو گرم عصاره آبی میوه عناب به موش های 
 SOD تیمارشده با ایبوپروفن را ارزیابی کرده و افزایش فعالیت
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و CAT را مشاهده کردند ]14[. تاتی و همکارانش نشان دادند 
که تجویز خوراکی 200 میلی گرم بر کیلوگرم عصاره آبی میوه 
در   SOD آنزیم  فعالیت  افزایش  باعث  هفته  مدت 8  به  عناب 
موش های تیمارشده با اتانول در هیپوکمپ می شود؛ با این تفاوت 
که به جای مورفین از اتانول استفاده شد ]CAT .]13 یک آنزیم 
آنتی اکسیدانی و سیتوزولی و با سطح پایین در میتوکندری است 
و برای پایین نگه داشتن سطح آب اکسیژنه سلولی نقش حیاتی 
دارد. سطح این آنزیم در مناطقی از مغز که مستعد آسیب های 
اکسیداتیو است، بالاست ]25[. بنابراین اعتقاد بر این است که 
سطح پایین CAT ممکن است منجر به برخی اثرات مخرب ناشی 
از رادیکال های سوپراکسید و پراکسید هیدروژن و همچنین باعث 

آسیب سلولی  شود. 

بودن  دارا  با  عناب  عصاره  داد  نشان  بیوشیمیایی  تست های 
استیل کولین،  انتقال دهنده  افزایش  و  آنتی اکسیدانی  خاصیت 
نتایج  به  توجه  با  فعالیت AChE شد. همچنین  افزایش  سبب 
حاضر سطح فعالیت آنزیم AChE سرم و کورتکس بعد از تزریق 
مورفین در مقایسه با گروه کنترل کاهش یافت. مورفین با کاهش 
کاهش  سبب  سیناپسی  فضای  در  کولین  استیل  آزادسازی 
فعالیت آنزیم AChE می شود. در واقع مصرف عصاره عناب باعث 
افزایش آزادسازی انتقال دهنده استیل کولین و افزایش فعالیت 
آنزیم AChE نسبت به گروه مورفین شد. مطالعات نشان داد که 
Lycopo- و Lycopodium clavatum  عصاره های آلکالوئیدهای

dium thyoides با دارا بودن خواص آنتی اکسیدانی باعث مهار 
آنزیم AChE دربافت های قشر مغز، هیپوکامپ و استریاتوم موش 
صحرایی شد که با نتایج ما هم خوانی ندارد؛ دلیل این مغایرت 
احتمالاً می تواند مربوط به گونه گیاهی و نوع عصاره )آلکالوئیدی(، 
مدت زمان، نوع تزریق )درون صفاقی( و غلظت عصاره )1، 10 و 
و 25 میلی گرم بر گیلوگرم( باشد ]26[. مصرف اتانول مزمن و 
حاد منجر به کاهش قابل توجه آنزیم های آنتی اکسیدان، افزایش 
پراکسیداسیون لیپید و افزایش فعالیت آنزیم AChE در کل مغز و 

یا درهیپوکامپ می شود ]27-29[. 

مطالعات زیادي نشان داده اند که فلاونوئیدها و دیگر ترکیبات 
و  دیهل   .]30،  31[ دارند  استرازي  آنتي کولین  فعالیت  فنولي 
همکاران نشان دادند گالانتامین و فیزوستگمین دو ترکیب با 
مهارکنندگی  اثرات  دارای  گیاهی  منشأ  و  آلکالوئیدی  ساختار 
باعث  استیل کولین  افزایش  از طریق  آنزیم AChE هستند که 
است  ممکن  بنابراین   .]32[ به سیگار می شوند  اعتیاد  کاهش 
آلکالوئیدهاي موجود در عصاره میوه عناب نیز باعث بروز خاصیت 
مهاري شوند، اما تحقیقات و مطالعه ما نشان داد عصاره اتانولی 
دارد.  استراز  کولین  استیل  فعال کنندگی  خاصیت  عناب  میوه 
مطالعات هئو و همکارانش نشان داد، عصاره متانولی گیاه عناب 
بیشترین اثر فعال کنندگی را بر فعالیت استیل کولین استراز دارد 
کولینرژیک  پایانه های  در  استیل کولین  سطح  کاهش  باعث  و 

می شود که با نتایج ما هم خوانی دارد ]33[. مطالعات اینستروسا و 
همکارانش مکانیسم اثر حفاظتی عصاره های گیاهی در مهار آنزیم 

کولین استراز را نشان داد ]34[. 

مطالعات نشان داد مواد شیمیایی اصلی عناب ساپونین شامل 
جوجوبوساید A، جوجوبوساید B و اسیدهای چرب شامل لوریک 
اسید، میریستیک اسید، پالمتیک اسید، اولئیک اسید، لینولئیک 
و  فنولی  ترکیبات  اسید ]35[ و همچنین  آراشیدونیک  اسید، 
فلاونوئیدها هستند که اثرات آنتی اکسیدانی را به این ترکیبات 
و همکارانش  نتایج مطالعه خیانکچون  نسبت می دهند ]10[. 
نشان داد که عصاره عناب می تواند با رادیکال آزاد ترکیب شده 
و اثرات توکسیک آن را کاهش دهد ]11[. مطالعات اندکی تأثیر 
میوه عناب را روی آنزیم SOD و CAT بررسی کرده اند. به نظر 
می رسد، دلایل ناهم خوانی نتایج دیگران با پژوهش حاضر، تفاوت 
در دُز مصرفی میوه عناب، نوع تزریق و طول دوره مصرفی عناب، 
نوع ماده تیمارشده و نوع بافت است. از جمله محدویت های این 
تحقیق می توان به کمبود نسبی تعداد نمونه ها و گروه های تحقیق 
برای آزمایش دُزهای مختلف عناب اشاره کرد. پیشنهاد می شود از 
دُزهای مختلف میوه عناب و تعداد نمونه بیشتر برای جامعه آماری 

بزرگ تر استفاده شود تا نتایج دقیق تری حاصل شود. 

تزریق  که  داد  نشان  پژوهش  این  از  حاصل  داده های  نتایج 
درون صفاقی مورفین، سبب افزایش استرس اکسیداتیو، کاهش 
 SOD آنزیم  فعالیت  بازدارندگی  درصد   ،CAT آنزیم  فعالیت 
عناب  عصاره  تجویز  می شود.   AChE آنزیم  فعالیت  کاهش  و 
افزایش  با مورفین و  القاشده  موجب بهبود استرس اکسیداتیو 
فعالیت آنزیم AChE شد، بنابراین تست های بیوشیمیایی نشان 
داد عصاره عناب با دارا بودن خاصیت آنتی اکسیدانی و افزایش 
 CAT، انتقال دهنده استیل کولین سبب افزایش فعالیت آنزیم های
SOD و AChE شد. نتایج این بررسی نشان می دهد که مصرف 
میوه عناب با توان آنتی اکسیدانی بالا می تواند یک عامل مهم و 
پیشگیری کننده در کاهش استرس اکسیداتیو و جلوگیری از بروز 

عوارض ناشی از آن باشد.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

 مطالعه حاضر توسط کمیته اخلاق زیستی دانشگاه مازندران 
.)1398.003 IR.UMZ.REC :تأیید شد )کد اخلاق

حامي مالي

این مقاله حاصل پایان نامه کارشناسی ارشد نویسنده اول در 
گروه زیست شناسی دانشگاه مازندران است. 
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مشارکت نویسندگان

مفهوم سازی: باقر سید علیپور و فرهاد ولی زادگان؛ روش شناسی، 
هراتیان؛  زهرا  پیش نویس:  نگارش  منابع،  بررسی  و  تحقیق 
ویراستاری،  و  پیش نویس  نگارش  داده ها،  تحلیل  بصری سازی، 

نظارت و مدیریت پروژه: باقر سید علیپور و فرهاد ولی زادگان. 

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

مازندران  دانشگاه  پژوهشی  محترم  معاونت  از  بدین وسیله 
به دلیل حمایت هاي مالی تقدیر و تشکر می  شود. همچنین از 
کارشناس آزمایشگاه خانم سارا رضایی که در امور آزمایش ما را 

یاری کردند تشکر می کنیم.
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