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Background and Aim Fennel with phytoestrogenic, antioxidant and anti-diabetic properties is used in tra-
ditional Iranian medicine to treat Polycystic Ovarian Syndrome (PCOS). Chronic inflammation is a new 
proposed mechanism in PCOS pathogenesis that suggests the role of immune system in this disease. Due 
to the main role of Treg cells in maintaining immune homeostasis, their impaired function, along with in-
creased production of inflammatory compounds such as nitric oxide, can lead to persistent inflammation.
Methods & Materials In this experimental study, 18 BALB/c mice were randomly divided into three groups 
including control group, untreated PCOS-induced group, and fennel-treated group. The control group received 
0.1 ml sesame oil for 21 days. PCOS was induced by subcutaneous injection of Dehydroepiandrosterone (60 
mg/kg/day) plus 0.1 mL sesame oil for 21 days. Mice in third group were treated by intraperitoneal injection of 
500 mg/kg/day fennel extract after 21 days. The regulatory of T cells (Tregs) were analyzed by flow cytometry 
method and nitric oxide level determination was performed by Griess Reaction method. Ferric Reducing/
Antioxidant Power (FRAP) assay was used to measure the total antioxidant power.
Ethical Considerations This study was approved by the Ethical Committee of Arak University of Medical 
Sciences (Code: IR.ARAKMU.REC.1397.312).
Results The estrous cycle was normalized after treatment with fennel. Fennel significantly reduced the 
number of ovarian cysts. Nitric oxide concentration decreased significantly while FRAP concentrations did 
not significantly alter. The number of Treg cells was also increased significantly.
Conclusion Due to the role of immune system in the incidence of inflammation, concurrent modulation 
of both immune and endocrine systems may open new horizons in the design of new therapeutic inter-
ventions for PCOS.
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Extended Abstract

Introduction

olycystic Ovary Syndrome (PCOS) is an en-
docrine disorder [1]. The disease is heteroge-
neous and has various causes including immu-
nological, hormonal and neurological factors 
[3]. Mild chronic inflammation is a new pro-

posed mechanism in PCOS pathogenesis which indicates 
the role of the immune system. Given the side effects of 
classic medications, it is important to identify and introduce 
alternative therapies. Fennel, with its phytoestrogenic, an-
tioxidant and anti-diabetic properties, is used in traditional 
Iranian medicine to treat PCOS. Due to the role of inflam-
mation in PCOS immunopathogenesis and the anti-inflam-
matory effects of fennel [6], this study aimed to study the 
effect of fennel hydroalcoholic extract on serum antioxidant 
power, Nitric Oxide (NO) concentration and percentage of 
Treg cells in a rat model of PCOS.

Materials and Methods

In this experimental study, 18 immature 21-day-old BALB 
/ C mice weighing about 14 grams were used. The mice 
were divided into three groups of 6, including control group, 
untreated PCOS-induced group, and fennel-treated group. 
The control group received 0.1 ml of sesame oil subcutane-
ously for 21 days. The untreated and fennel-treated groups 
received 60 mg /kg Dehydroepiandrosterone (DHEA) plus 
0.1 ml sesame oil subcutaneously for 21 days to induce 
PCOS [16]. After 21 days, the fennel-treated group received 
0.5 ml of fennel extract (500 mg/kg, i.p.) for 21 days. Mice 
were weighed every 3 to 4 days with a scales and estrous 

cycle for three periods during 42 days was determined by a 
vaginal smear. The serum sample was used to measure the 
NO concentration by Griess reaction method and the total 
antioxidant power was measured by the Ferric Reducing/
Antioxidant Power (FRAP) assay. From the left ovary, 7 mi-
cron sections were prepared and stained with hematoxylin 
eosin. Splenocytes were separated from the spleen by perfu-
sion and used to count Treg cells by flow cytometry analysis.

Results

The efficiency of the maceration method was 4.7%. The 
average weight in the study groups did not change sig-
nificantly. At the start of DHEA injection in mice, estrous 
cycles were regular, but gradually the cycles became ir-
regular. This irregularity is one of the signs of follicular cyst 
in the ovary. After treatment with fennel extract, the cycles 
became regular again. Fennel increased the number of an-
tral follicles, but this increase was not significant. This plant 
significantly reduced ovarian cysts (P=0.005) (Figure 1). 
The number of corpus luteum in the PCOS group decreased 
significantly compared to the control group (P=0.033). Pre-
scribing fennel increased the number of corpus luteum fol-
licles, but this increase was not significant. The NO con-
centration in the untreated PCOS-induced group increased 
significantly compared to the control group (P=0.001). 

In the group treated with fennel extract, the NO concen-
tration decreased significantly compared to the untreated 
group (P=0.002) (Figure 2). FRAP levels in the untreated 
PCOS-induced group decreased compared to the control 
group, but this decrease was not significant. FRAP levels 
in fennel-treated group increased compared to the untreated 
group, but this increase was not significant. The number of 
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Figure 1. Comparing the men number of follicular cysts in the 
study groups
RB= control group; BB= untreated PCOS-induced group; 
GB= fennel-treated group; * significant (p<0.05)
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Figure 2. Comparing the mean NO concentration in the study 
groups
RB= control group; BB= untreated PCOS-induced group; 
GB= fennel-treated group; * significant (p<0.05)
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Treg cells in untreated PCOS mice decreased significantly 
compared to the control group (P=0.008). Treatment with 
fennel extract significantly increased the number of Treg 
cells (P=0.003) (Figure 3).

Discussion

Induction of PCOS in mice caused irregular estrous cy-
cles, a significant increase in the number of cystic ovarian 
follicles, and a significant decrease in the number of corpus 
luteum follicles. These results indicate the successful induc-
tion of PCOS in the animal model of PCOS. Estrous cycles 
became normal after treatment with fennel extract, which 
indicates the effectiveness of fennel hydroalcoholic extract 
in reducing the symptoms of PCOS.

Fennel is a plant with anti-inflammatory, antioxidant and 
phytoestrogenic properties [10, 11]. Injecting fennel ex-
tract significantly reduced the number of cystic follicles. 
One of the important characteristics of this disease is a 
decrease in the rate of ovulation which causes a signifi-
cant reduction in the number of corpus luteum follicles in 
polycystic ovaries [21]. Studies have shown that flavonoid 
compounds in plants with antioxidant activity can reduce 
oxidative stress in ovarian tissue and reduce the number of 
cystic follicles in this tissue [22].

The use of fennel extract significantly reduced NO level 
compared to the untreated group. Excessive NO production 
in the uterus can lead to inflammation and miscarriage [27]. 
Oxidative stress in patients with PCOS plays an important 
role in altering follicular structure and overgrowth of mes-
enchymal ovarian tissue [28].

The number of Treg cells in mice with PCOS decreased 
significantly compared to the control group, and the admin-
istration of fennel extract significantly increased the num-
ber of these cells. Some studies have shown that patients 
with PCOS have a lower Treg rate than healthy people that 
can lead to mild chronic inflammation, which is suggested 
as a new mechanism in PCOS pathogenesis and the role of 
immune system in this disease [29].

Ethical Considerations

Compliance with ethical guidelines

This study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of Arak University of Medical Sciences (Code: 
IR.ARAKMU.REC.1397.312).

Funding

This study was extracted from a research proposal 
(Code: 3175). It was financially supported by the Dep-
uty for Research and Technology of Arak University of 
Medical Sciences.

Authors' contributions

All authors met the writing standards based on the rec-
ommendations of the International Committee of Medical 
Journal Editors (ICMJE).

Conflicts of interest

The authors declare no conflict of interest.

Acknowledgements

The authors would like to thank the Deputy for Research 
of Arak University of Medical Sciences for their support.

RB BB GB
0

5

10

15

20
C

D
4+  C

D
25

+  F
ox

p3
+  T

 c
el

ls
 (%

)

RB
BB
GB

✱
✱

Figure 3. Comparing the mean number of Treg cells in the 
study groups
RB= control group; BB= untreated PCOS-induced group; 
GB= fennel-treated group; * significant (P<0.05)

Seif Amirhoseiny E, et al. Fennel in Animal Model of Polycystic Ovarian Syndrome. JAMS. 2020; 23(1):22-33.

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1


25

فروردین و اردیبهشت 1399. دوره 23. شماره 1

* نویسنده مسئول:
علی قضاوی

نشانی:‌ایران،‌اراک،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی‌اراک،‌دانشکده‌پزشکی،‌گروه‌ایمنی‌شناسی‌و‌میکروب‌شناسی.
تلفن:‌‌34173502)86(‌98+

ghazaviali@arakmu.ac.ir :پست الکترونیکی

زمینه و هدف رازیانه با خواص فیتواستروژنی، آنتی اکسیدانی و ضددیابتی در طب سنتی ایران برای درمان سندرم تخمدان پلی کیستیک 
)PCOS( به کار می رود. التهاب مزمن خفیف یک مکانیسم پیشنهادی جدید در پاتوژنز PCOS است که نقش سیستم ایمنی در این 
بیماری را مطرح می کند. با توجه به نقش کلیدی سلول های Treg در حفظ هموستاز ایمنی، اختلال در عملکرد این سلول ها به همراه 

افزایش تولید ترکیبات التهاب زا همچون نیتریک اکساید می تواند به بروز التهاب پایدار منجر شود.

 mg/kg/day با تزریق زیرجلدی PCOS .به 3 گروه تقسیم شدند BALB/c مواد و روش ها در این مطالعه تجربی تعداد 18 سر موش
DHEA 60 در ml 0/1 روغن کنجد به مدت 21 روز القا شد. گروه کنترل منفی به مدت 21 روز حلال )ml 0/1 روغن کنجد( دریافت 
کردند و گروه PCOS، تحت درمان با تزریق داخل صفاقی yad/gk/gm 500 عصاره هیدروالکلی رازیانه به مدت 21 روز قرار گرفتند. 

سلول های Treg با فلوسایتومتری و غلظت نیتریک اکساید با روش گریس و قدرت آنتی اکسیدانی توتال با متد FRAP سنجیده شد. 

ملاحظات اخلاقی تمامی آزمایش های این تحقیق با رعایت موازین اخلاقی و طبق تأیید کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه علوم پزشکی 
اراک با شناسه مصوبه IR.ARAKMU.REC.1397.312 انجام گرفت.

باعث کاهش کیست های  معنی داری  به طور  گیاه  این  رازیانه طبیعی شد.  با  درمان شده  در گروه های  یافته ها سیکل جنسی 
 Treg تغییر معنی داری نداشت. سلول های FRAP تخمدانی شد. غلظت نیتریک اکساید به طور معنی داری کاهش پیدا کرد، ولی

نیز افزایش معنی دار داشت. 

نتیجه گیری با توجه به نقش سیستم ایمنی در بروز التهاب، تعدیل پاسخ این سیستم هم زمان با تعدیل پاسخ های سیستم اندوکرین 
می تواند افق جدیدی در طراحی مداخلات درمانی نوین برای بیماری PCOS بازنماید. 

کلیدواژه ها: 
سندرم‌تخمدان‌

پلی‌کیستیک،‌رازیانه،‌
 FRAP،‌،نیتریک‌اکساید

Treg

اطلاعات‌مقاله:
تاریخ‌دریافت: 03 دی 1398
تاریخ‌پذیرش:‌15 دی 1398

تاریخ‌انتشار:‌13 فروردین 1399

مقدمه

سندرم تخمدان پلی کیستیک1 یک اختلال غدد درون ریز است. 
تخمدان های پلی کیستیک، هیپرآندروژنیسم، سندرم متابولیک و 
مقاومت به انسولین از علائم این بیماری هستند ]1[. بیماران مبتلا 
به PCOS  در معرض خطر ابتلا به سرطان اندومتر، ناباروری، چاقی، 
فشار خون بالا و دیابت هستند . شیوع این بیماری در زنان نابارور 
15 تا 20 درصد است ]2[. این بیماری هتروژن بوده و علت های 
مختلفی ازجمله عوامل ایمونولوژیک، عوامل هورمونی و عصبی در 
ایجاد آن نقش دارند‌]3[. سیستم ایمنی به واسطه فراخوانی سلول ها 
بدن  در  متغیرهای سلولی  با  مقابله  به  تنظیمی،  مولکول های  و 

1.(PCOS: Polycystic Ovary Syndrome)

می پردازد و میان پاسخ ایمنی مؤثر و واکنش های کنترل نشده تعادل 
برقرار می کند ]4[. یکی از سلول های اصلی تنظیمی لنفوسیت های 
Treg هستند که نقش مهمی در جلوگیری از التهاب دارند‌]5[. 
مطالعات حاکی از این است که در بیماران مبتلا به PCOS میزان 

Treg کاهش یافته و درنتیجه باعث التهاب می شود‌]6[.

باعث  که  می یابد  افزایش  انسولین  میزان  بیماران  این  در 
هورمون های  افزایش  می شود.  جنسی  هورمون های  افزایش 
جنسی باعث افزایش فعالیت رادیکال های آزاد مانند نیتریک 
اکساید و کاهش قدرت آنتی اکسیدانی توتال از طریق کاهش 
اکسید  سوپر  کاتالاز2،  مانند  آنتی اکسیدان هایی  فعالیت 

2. CAT

1.‌گروه‌ایمنی‌شناسی‌و‌میکروب‌شناسی،‌دانشکده‌پزشکی،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی‌اراک،‌اراک،‌ایران.
2.‌مرکز‌تحقیقات‌پزشکی‌و‌مولکولی،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی‌اراک،‌اراک،‌ایران.

3.‌مرکز‌تحقیقات‌طب‌سنتی‌و‌مکمل،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی‌اراک،‌اراک،‌ایران.
4.‌مرکز‌تحقیقات‌بیماری‌های‌عفونی،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی‌اراک،‌اراک،‌ایران.

اثر ایمونومدولاتوری رازیانه در مدل حیوانی سندرم تخمدان پلی کیستیک
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استرس  باعث  و  )(4 شده  پراکسیداز  گلوتاتیون  و  دیسموتاز3 
اکسیداتیو می شود ]7[.

سیترات  وکلومیفن  متفورمین  مانند  متعددی  داروهای  امروزه 
برای درمان این بیماری استفاده می شود. متفورمین باعث افزایش 
حساسیت به انسولین می شود، میزان گلوکز خون را کاهش می دهد 
و از بروز استرس اکسیداتیو جلوگیری می کند. عوارض جانبی این 
دارو اسهال، حالت تهوع، ایجاد مشکلات کبدی و کلیوی است‌]8[. 
کلومیفن سیترات نیز باعث القای تخمک گذاری در بیماران مبتلا به 
PCOS می شود، اما این دارو تنها در 50 درصد بیماران تخمک گذاری 
را بهبود می بخشد و خطر ابتلا به سرطان اندومتر را در بیماران بالا 
می برد ]9[. با توجه به عوارض جانبی داروهای کلاسیک، شناسایی و 

معرفی درمان های جایگزین و مؤثر، اهمیت فراوانی دارد.

گیاهان دارویی به دلیل اثرات جانبی کمتر از چند دهه پیش به 
عنوان جایگزینی مناسب برای داروهای شیمیایی مطرح شده اند و 
مصرف آن ها در جهان رو به افزایش است. یکی از گیاهان دارویی 
رازیانه است.  برده اند،  اثرات مفید آن پی  به  که در طب سنتی 
رازیانه گیاهی علفی و از خانواده Apiaceae است. نام علمی گیاه 
استفاده  مورد  دارویی  قسمت  است.   Foeniculum Vulgare
این گیاه، دانه است. دانه گیاه حاوی اسانس یا روغن فرار است 
ترکیبات دیگر  آنتول5 است.  ترانس  اسانس  ترکیب  و مهم ترین 
اسانس شامل فنچون6، لیمونن7، متیل کاویکول8 ، آلفا پینن9 و آلفا 
فلندرن10 است ]10[. رازیانه دارای خواص فیتو استروژنی‌]11[، 
آنتی اکسیدانی ]10[ و ضددیابتی است . در یک مطالعه، ترانس 
آنتول که جزء اصلی رازیانه است، باعث کاهش Th17 و افزایش 
Treg در موش های مبتلا به التهاب ناشی از LPS شد ]12[. در 
مطالعه ای دیگر، رازیانه تولید TNF-α و ترشح MMP-9 را کاهش 

داد که خواص ضدالتهابی رازیانه را نشان می دهد‌]10[.

با توجه به نقش التهاب در ایمونوپاتوژنز PCOS و اثرات ضدالتهابی 
رازیانه، هدف از این مطالعه، بررسی اثر عصاره هیدروالکلی رازیانه 
بر قدرت آنتی اکسیدانی سرم، میزان نیتریک اکساید )NO( و درصد 
سلول های Treg در مدل موشی سندرم تخمدان پلی کیستیک بود.

3. SOD
4. GPX
5. Trans anethole
6. Fenchone
7. Limonene
8. Methyl chavicol 
9. Alpha pinene
10. Alpha phellandrene 

مواد و روش ها

عصاره گیری

گیاه رازیانه از جهاد کشاورزی استان مرکزی تهیه شد. برای تهیه 
عصاره بعد از جمع آوری گیاه، آن را خشک و سپس پودر کرده و 
سپس عصاره گیری به روش ماسیراسیون انجام شد؛ بدین صورت 
که 19/6 گرم پودر از این گیاه را به 100 میلی لیتر اتانول 70 
درصد )مرک، آلمان( اضافه و به مدت 24 ساعت در دمای 70 
درجه سانتی گراد خیسانده شد. محتویات ظرف در طول این مدت 
توسط مگنت به آرامی چرخانده شد. سپس عصاره به کمک سیستم 
خلاء و کاغذ واتمن 0/45 میکرومتر )واتمن، انگلیس(، فیلتر و با 
دستگاه Rotary evaporate )هایدولف، آلمان( غلیظ شد. عصاره 
در دمای 40 درجه سانتی گراد خشک و پس از توزین و محاسبه 

میزان بازدهی در دمای 4 درجه سانتی گراد نگهداری شد ]13[.

بررسی سمیت حاد

 ED50 متوسط دوز کشنده( و( LD50 قبل از شروع پژوهش
)متوسط دوز مؤثر( عصاره رازیانه بررسی و مشخص شد که غلظت 
1000 میلی گرم بر کیلوگرم LD50 و غلظت بین 500-1 میلی گرم 
بر کیلوگرم ED50 است. به همین دلیل غلظت 500 میلی گرم بر 

کیلوگرم عصاره رازیانه به عنوان غلظت درمانی انتخاب شد ]13[.

به  حاد،  سمیت  سنجش  برای   11OECD دستورالعمل  طبق 
طور تصادفی در هر گروه 5 سر موش سوری ماده با سن 5 الی 6 
هفته قرار گرفت. موش ها 5 روز قبل از آزمایش برای خو گرفتن 
به محیط، در قفس ها نگهداری و دقیقاً قبل از شروع آزمایش، 
وزن شدند. گروه کنترل تنها حلال )روغن کنجد( )باریج اسانس، 
)i.p( دریافت کردند.  تزریق داخل صفاقی  به صورت  را  ایران( 
به  رازیانه  عصاره   500  mg/kg مقدار  رازیانه  با  درمانی  گروه 
 10 mL/kg مدت 14 روز دریافت کردند. حجم تزریقی برابر با
بود. موش ها ابتدا در 6 ساعت اول پس از تزریق و سپس روزانه 
برای 14 روز از نظر مرگ و میر، تغییرات وزن، الگوی رفتاری، 
و  تغییر در تنفس، آسیب، درد  فیزیکی )پوست و خز(،  ظاهر 
علائم بیماری )لرزش، تشنج، اسهال و رخوت( پایش شدند. وزن 

موش ها در روز هفتم و چهاردهم نیز محاسبه شد‌]14[.

حیوانات و پروتکل آزمایش

در این مطالعه از 18 سر موش BALB/C ماده نابالغ 21 روزه با 
وزن حدود 14 گرم استفاده شد. حیوانات از انستیتو پاستور ایران 
تهیه و در دمای تقریبی 24-22 درجه سانتی گراد، دوره روشنایی 
تاریکی 12 ساعته و شرایط آب و غذایی یکسان نگهداری شدند. 
موش ها به 3 گروه 6 تایی شامل گروه کنترل منفی، گروه کنترل 

11. Organization for Economic Co-operation and Development
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مثبت و گروه درمانی با رازیانه تقسیم شدند. گروه کنترل منفی به 
مدت 21 روز 0/1 میلی لیتر روغن کنجد )باریج اسانس، ایران( به 
صورت زیرجلدی )s.c( دریافت کردند. گروه های کنترل مثبت و 
 DHEA( درمانی با رازیانه به مدت 21 روز 60 میلی گرم بر کیلوگرم
Dehydroepiandrosterone( )سیگما، آمریکا( در 0/1 میلی لیتر 

روغن کنجد به صورت s.c برای القا PCOS دریافت کردند ]15[. 

روز 0/5  مدت 21  به  رازیانه  با  درمانی  گروه  روز  از 21  بعد 
میلی لیتر عصاره رازیانه را به صورت i.p با غلظت 500 میلی گرم 
بر کیلوگرم دریافت کردند. وزن موش ها، هر 3 تا 4 روز یک بار با 
ترازو )متلر تولدو، سوئیس( و سیکل جنسی سه دوره در طول 42 
روز به وسیله اسمیر واژینال تعیین شد. بعد از 42 روز حیوانات با 
کتامین )روتکس مدیکا، آلمان( به غلظت mg/kg 20 و زایلازین 
)آلفاسان، هلند( با غلظت mg/kg 100 بیهوش و سپس نخاعی 
شدند. خون گیری به وسیله سرنگ های هپارینه از قلب انجام شد. 
خون ها بعد از یک ساعت به وسیله سانتریفیوژ )بکمن کالتر، آمریکا( 
سانتریفیوژ شدند و سرم نمونه ها بعد از جداسازی در 70- درجه 
سانتی گراد برای آزمایش NO  و FRAP نگهداری شدند. تخمدان 
چپ جدا و در فرمالدئید 10 درصد )سپیدان متین آسیا، ایران( به 
مدت 72 ساعت برای بررسی هیستومورفولوژی تخمدان فیکس 
شد. اسپلنوسیت ها نیز از طریق پرفیوژ از طحال جدا شد و پس از 

لیز گلبول های قرمز برای شمارش سلول های Treg به کار رفت.

بررسی سیکل استروس )سیکل جنسی(

در سه دوره 7 روزه )دوره اول، یک هفته پس از دریافت P، دوره 
دوم آخرین هفته دریافت P و دوره سوم، هفته آخر درمان با عصاره 
رازیانه( از موش ها اسمیر واژینال تهیه و با تریپان بلو )مرک، آلمان(، 
رنگ آمیزی شد و چهار فاز پرو استروس، استروس، دی استروس و 

مت استروس در زیر میکروسکوپ بررسی شد. 

هیستومورفولوژی تخمدان

با محلول  از حفره شکمی موش ها خارج و  ابتدا تخمدان چپ 
سرم فیزیولوژی شست وشو داده شد و سپس در فرمالدئید 10 درصد 
)سپیدان متین آسیا، ایران( قرار گرفت. پس از تثبیت نمونه های 
بافتی، مراحل آب گیری، شفاف سازی و قالب گیری طی شد و مقاطع 

7 میکرونی تهیه و به روش هماتوکسیلین ائوزین رنگ آمیزی شد.

با  سالم  فولیکول های  دستجات  و  زرد  جسم  تعداد  شمارش 
استفاده از میکروسکوپ نوری و با بزرگ نمایی × 04 انجام شد و 
تعداد فولیکول های پری آنترال )دارای چندین لایه سلول گرانولوزا(، 

آنترال )دارای حفره( و کیستیک شمارش شد ]16[.

سنجش نیتریک اکساید 

مواد  پذیرفت.  انجام  گریس12  روش  اساس  بر  کار  این 
شیمیایی استفاده شده در این آزمایش از شرکت مرک آلمان 
تهیه شدند. به طورخلاصه، سرم نمونه ها در حجم 100 لاندا 
به میکروپلیت 96 خانه اضافه شد. 100 لاندا سولفانیل آمید 
1 درصد به هر چاهک اضافه و به مدت 10 دقیقه انکوبه شد؛ 
سپس 100 لاندا NED 0/1 درصد به هر چاهک اضافه و به 
مدت 10 دقیقه انکوبه شد. جذب نوری نمونه ها در طول موج 
540 نانومتر با دستگاه خوانشگر الایزا خوانده و با استفاده از 

منحنی استاندارد غلظت نمونه ها محاسبه شد ]17[ .

FRAP آزمایش

مواد شیمیایی استفاده شده در این مطالعه از شرکت مرک آلمان 
تهیه شدند. به طورخلاصه، معرف FRAP  با مخلوط کردن10 لاندا 
بافر استات 300 میکرو مولار، 1 لاندا TPTZ 10 میکرو مولار و 
1 لاندا محلول کلرید فریک 20 میکرو مولار آماده شد. 200 لاندا 
معرف FRAP را به 10 لاندا از نمونه ها اضافه کرده و 10 دقیقه در 
دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه شد؛ سپس جذب نوری نمونه ها 
در طول موج 593 نانومتر با دستگاه خوانشگر الایزا خوانده شد و با 
استفاده از منحنی استاندارد غلظت نمونه ها محاسبه گردید ]18[.

Treg شمارش

 CD4)PE(، از آنتی بادی مونوکلونال علیه Treg برای شمارش
شد.  استفاده  آمریکا(   ،CD25)PerCP(، FOXP3)FITC( )BD
فلوسایتومتری  دستگاه  توسط  رنگ آمیزی شده  اسپلنوسیت های 
)BD FACSCalibur™، آمریکا( ارزیابی شد. برای قابل قبول بودن 
قدرت آماری مطالعه در خصوص سلول های Treg که جمعیت 
کوچکی هستند، از هر گیت تعداد 20 هزار سلول شمارش شد. 

داده ها توسط نرم افزار FlowJo آنالیز شد‌]19[. 

آنالیز آماری

اطلاعات به دست آمده توسط نرم افزار آماری SPSS  نسخه 20 
تحلیل شد. برای مقایسه میانگین بین گروه های مورد آزمایش از 
 Scheffe’s( آزمون آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون تعقیبی شفه
 )Mean±SD( صورت  به  نتایج  شد.  استفاده   )post-hoc test

گزارش شد. P> 0/05، معنی دار در نظر گرفته شد. 

یافته ها

بازدهی عصاره گیری

از 19/6 گرم پودر گیاه رازیانه درنهایت مقدار 0/9 گرم عصاره 

12. Griess
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خشک حاصل شد که نشان دهنده بازدهی 4/7 درصدی است.  

نتایج سمیت حاد

تغییری در ظاهر فیزیکی موش ها )پوست و خز( و تنفس مشاهده 
نشد. علائم بیماری )لرزش، تشنج، اسهال و رخوت( در موش ها 
دیده نشد. میانگین وزنی در روزهای اول، هفتم و چهاردهم در 
گروه درمانی با رازیانه افزایش یافت، ولی این افزایش معنی دار نبود. 

بررسی تغییرات وزن

میانگین وزنی در گروه PCOS نسبت به گروه کنترل کاهش 
یافت، ولی این کاهش معنی دار نبود )P=0/151(. میانگین وزنی 
تغییر   PCOS گروه  به  نسبت  رازیانه  عصاره  با  درمانی  گروه  در 

معنی داری نداشت )P=0/955(‌)تصویر‌شماره‌1(. 

بررسی فازهای جنسی

در شروع تزریق P به موش ها، سیکل های جنسی منظم بود، ولی 
به تدریج نامنظم شد که نامنظم شدن سیکل ها یکی از علائم وجود 
فولیکول های کیستیک در تخمدان است. بعد از درمان با عصاره 

رازیانه سیکل ها دوباره منظم شد )جدول شماره 1(.

القا  اوایل  به  مربوط  که   28 تا   23 روزهای  بین  در  سیکل ها 
توسط P است، منظم اند. روز 35 تا 40 مربوط به اواخر القا توسط 
P است که نشان می دهد فازها به هم ریخته اند. روز 58 تا 63 
نشان می دهد  که  است  رازیانه  با عصاره  درمان  اواخر  به  مربوط 

فازها دوباره منظم شده اند.
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تصویر 3. مقایسه‌تعداد‌فولیکول‌های‌پری‌آنترال‌در‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی‌

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.
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تصویر 4. مقایسه‌تعداد‌فولیکول‌های‌آنترال‌در‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.

تصویر 2. مقطع‌تخمدان‌گروه‌کنترل‌منفی‌)بزرگ‌نمایی‌میکروسکوپی‌×‌04(.‌
رنگ‌آمیزی‌هماتوکسیلین‌–‌ائوزین‌CL:‌جسم‌زرد.
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تصویر 1. مقایسه‌میانگین‌وزنی‌موش‌ها‌در‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی.‌

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.
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مقایسه تعداد فولیکول های سالم در گروه های مختلف آزمایشی: 

فولیکول های پری آنترال )Preantral( و آنترال )Antral(  جزو 
فولیکول های سالم محسوب می شوند. در فولیکول های موش های 
گروه کنترل منفی، سلول های گرانولوزا کاملًا مرتب در کنار یکدیگر 
قرار داشتند. در این گروه، درون فولیکول ها هیچ ماکروفاژی دیده 

نشد و اووسیت حالت کروی داشت‌)تصویر‌شماره‌2(.

تعداد فولیکول های پری آنترال در گروه PCOS در مقایسه با گروه 
 .)P=0/434( کنترل کاهش یافت، ولی این کاهش معنی دار نشد

تجویز رازیانه موجب افزایش تعداد فولیکول های پری آنترال شد که 
این افزایش معنی دار نبود )P=0/304(‌)تصویر‌شماره‌3(. 

تعداد فولیکول های آنترال در گروه  PCOS در مقایسه با گروه 
کنترل تفاوتی نداشت )P=0/952(. تجویز رازیانه موجب افزایش 
در تعداد فولیکول های آنترال شد، ولی این افزایش معنی دار نبود 

)P=0/070(‌)تصویر‌شماره‌4(.

مختلف  گروه های  در  کیستیک  فولیکول های  تعداد  مقایسه 
آزمایشی

در فولیکول کیستیک درون حفره آنتروم تعداد زیادی ماکروفاژ 
دیده شد. اووسیت به حالت کشیده وکناره های اووسیت به شکل 
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تصویر 6. مقایسه‌تعداد‌فولیکول‌های‌کیستیک‌در‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.

P>0/05‌*‌
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تصویر 7. مقایسه‌تعداد‌جسم‌زرد‌در‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی.‌

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.

P>0/05*‌
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تصویر 8. مقایسه‌میانگین‌‌ONدر‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی‌

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.

P>0/05*‌
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‌.)04 ‌× میکروسکوپی‌ )بزرگ‌نمایی‌ ‌PCOS گروه‌ تخمدان‌ مقطع‌  .5 تصویر 
رنگ‌آمیزی‌هماتوکسیلین‌–‌ائوزین‌CF:‌فولیکول‌کیستیک.
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مضرس بودند )تصویر‌شماره‌5(.  تعداد فولیکول های کیستیک در 
گروه PCOS در مقایسه با گروه کنترل به طور معنی داری افزایش 
یافت )P=0/0001(. تجویز رازیانه موجب کاهش معنی دار تعداد 

فولیکول های کیستیک شد )P=0/005( )تصویر‌شماره‌6(.

مقایسه تعداد جسم زرد در گروه های مختلف آزمایشی

تعداد جسم زرد در گروه PCOS در مقایسه با گروه کنترل به 
طور معنی داری کاهش یافت )P=0/033(. تجویز رازیانه موجب 
نبود  معنی دار  افزایش  این  ولی  شد،  زرد  جسم  تعداد  افزایش 

)P=0/09( )تصویر‌شماره‌7(.

NO اثر عصاره هیدروالکلی رازیانه بر غلظت

افزایش  کنترل  گروه  به  نسبت   PCOS گروه  در   NO غلظت
معنی داری داشت )P=0/001(. در گروه درمانی با رازیانه غلظت 
 )P=0/002( کاهش معنی داری داشت PCOS نسبت به گروه NO

)تصویر‌شماره‌8(.

FRAP اثر عصاره رازیانه بر میزان

میزان FRAP در گروه PCOS نسبت به گروه کنترل کاهش 
یافت، ولی این کاهش معنی دار نبود )P=0/68(. میزان FRAP در 
گروه درمانی با رازیانه نسبت به گروه PCOS افزایش یافت، ولی این 

افزایش معنی دار نبود )P=0/57(‌)تصویر‌شماره‌9(.  

مقایسه میانگین Treg در گروه های مختلف آزمایشی:

به PCOS نسبت  تعداد سلول های Treg در موش های مبتلا 
به گروه کنترل کاهش معنی داری داشت )P=0/008(.  درمان با 
رازیانه تعداد سلول های Treg را به طور معنی داری افزایش داد 

)P=0/003( )تصویر‌شماره‌10(.
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تصویر 9. مقایسه‌میانگین‌‌FRAPدر‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی‌

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.
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تصویر 10. مقایسه‌میانگین‌‌Tregدر‌گروه‌های‌مختلف‌آزمایشی‌

‌ PCOS گروه‌ ‌:GB درمان‌نشده؛‌ ‌PCOS گروه‌ ‌:BB منفی؛‌ کنترل‌ ‌:RB
درمان‌شده‌با‌رازیانه.‌

P>0/05*
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تصویر 11. مقطع‌تخمدان‌گروه‌‌PCOSدرمان‌شده‌با‌عصاره‌هیدروالکلی‌رازیانه‌
)بزرگ‌نمایی‌میکروسکوپی‌×‌04(.‌

رنگ‌آمیزی‌هماتوکسیلین‌–‌ائوزین

‌A:‌فولیکول‌آنترال،‌CL:‌جسم‌زرد.
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بحث

اندوکرین  اختلال  شایع ترین  پلی کیستیک،  تخمدان  سندرم 
زنان در سنین باروري و شایع ترین علت ناباروري ناشی از عدم 
تخمک گذاري است. مطالعات متعددی برای کاهش و جلوگیري از 
عوارض این بیماری صورت گرفته است ]20[. در این مطالعه، اثر 
عصاره هیدروالکلی رازیانه بر تعدادی از فاکتورهای التهابی در مدل 

موشی سندرم تخمدان پلی کیستیک بررسی شد.

عدم مرگ ومیر و عدم تغییرات فیزیکی و فیزیولوژیک در تست 
سمیت حاد نشان دهنده بی خطر بودن غلظت 500 میلی گرم بر 
کیلوگرم عصاره رازیانه بود و ازاین رو این غلظت به عنوان غلظت 

درمانی به کار رفت.

القای PCOS در موش ها باعث نامنظم شدن سیکل های جنسی، 

افزایش معنی دار تعداد فولیکول های کیستیک و کاهش معنی دار 
القای موفق PCOS در  از  نتایج حاکی  این  تعداد جسم زرد شد. 
مدل حیوانی مطالعه حاضر است. سیکل های جنسی بعد از درمان 
با عصاره رازیانه دوباره منظم شد که نشان دهنده اثربخشی عصاره 
هیدروالکلی رازیانه در کاهش علائم PCOS است )تصویر‌شماره‌11(.

و  آنتی اکسیدانی  ضدالتهابی،  خواص  با  گیاهی  رازیانه 
طور  به  رازیانه  عصاره  تجویز   .]10,‌ 11[ است‌ فیتواستروژنی 

معنی داری، تعداد فولیکول های کیستیک را کاهش داد.

میزان  در  کاهش  بیماری  این  مهم  مشخصات  از  یکی 
تخمک گذاری است و این امر باعث می شود که تعداد جسم زرد 
در تخمدان های پلی کیستیک به میزان قابل توجهی کاهش یابد. 
دارد که  PCOS کاهش چشمگیری  در  نیز  پروژسترون  میزان 
علت این امر را می توان به کاهش یا عدم جسم زرد تخمدان ربط 
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جدول 1. الگوی‌سیکل‌های‌جنسی‌در‌سه‌گروه‌مورد‌مطالعه‌در‌سه‌دوره‌زمانی‌

کنترل منفی

سیکل ها
******پرو استروس

****استروس
****مت استروس
****دی استروس

232425262728353637383940585960616263سن )روز(

کنترل مثبت

سیکل ها
****پرو استروس

*******استروس
****مت استروس
***دی استروس

232425262728353637383940585960616263سن )روز(

درمان با رازیانه

سیکل ها
*****پرو استروس

******استروس
***مت استروس
****دی استروس

232425262728353637383940585960616263سن )روز(
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داد ]21[. مطالعات حاکی از آن است که ترکیبات فلاونوئیدی 
در گیاهان با فعالیت آنتی اکسیدانی می توانند به کاهش استرس 
فولیکول های  تعداد  کاهش  و  تخمدان  بافت  در  اکسیداتیو 

کیستیک در این بافت منجر شوند ]22[. 

آنتی اکسیدان های گیاهی، عوارض ناشی از هیپرآندروژنیسم 
می دهند  کاهش  نیز  را  موش ها  در   PCOS القای  دنبال  به 
]23[. خاصیت آنتی آندروژنی گیاهان نیز با القای فیدبک منفی 
آندروژن ها  ترشح  میزان   ،Lteinizing hormone( LH( بر 
کمتر  سنتز  به  منجر  آندروژن ها  کاهش  می دهند.  کاهش  را 
FSH )Follicle-stimu- بر   LH غالب  تأثیر  از  و  می شود   LH

راه  بر  دلیلی  می تواند  خود  که  می کاهد   )lating hormone
اندازی مجدد مسیر طبیعی هورمون های چرخه جنسی و بروز 

تخمک گذاری در PCOS باشد ]24[.

سم  که  دادند  نشان  همکاران  و  کوچصفهانی  مطالعه ای  در 
در رت هاي  و ضدالتهابی  آنتی اکسیدانتی  اثرات  با  زنبور عسل 
مبتلا به تخمدان پلی کیستیک باعث افزایش تعداد فولیکول هاي 
کوچک و پیدایش اجسام زرد در تخمدان شده است ]25[ . در 
هسته  هیدروالکلی  عصاره  که  شد  داده  نشان  دیگری  مطالعه 
انگور به علت خاصیت آنتی اکسیدانی و ضدالتهابی باعث افزایش 
تعداد جسم زرد گردید ]26[ . در این مطالعه نیز عصاره رازیانه 
احتمالًا به علت خاصیت آنتی اکسیدانی و ضدالتهابی از طریق 
تخمدان  در  زرد  اجسام  تشکیل  باعث  اکساید  نیتریک  کاهش 

پلی کیستیک شده است.

در این مطالعه میزان رادیکال آزاد NO در گروه PCOS نسبت به 
گروه کنترل به طور معنی داری افزایش داشت. تجویز عصاره رازیانه 
باعث کاهش معنی دار نیتریک اکساید نسبت به گروه PCOS شد.

تولید بیش از حد NO در رحم می تواند به التهاب و سقط جنین 
منجر شود ]27[. استرس اکسیداتیو در مبتلایان به سندرم تخمدان 
پلی کیستیک نقش مهمی در تغییر ساختار فولیکولی و رشد بیش ازحد 
در  ایجاد جهش  با  آزاد  رادیکال های  دارد.  تخمدان  مزانشیم  بافت 
گیرنده هورمون FSH نیز به تغییر پاسخ فولیکول های تخمدانی و 

تغییر فرآیندهای مولکولی تخمک گذاری منجر می شود ]28[.

در   Treg سلول های  تعداد  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج 
موش های مبتلا به PCOS نسبت به گروه کنترل کاهش معنی داری 
داشت و تجویز عصاره رازیانه این سلول ها را به طور معنی داری 
افزایش داد. این افزایش می تواند به علت اثر ترانس آنتول باشد که 

جزء اصلی رازیانه است ]12[.

مولکول های  و  سلول ها  فراخوانی  واسطه  به  ایمنی  سیستم 
تنظیمی به مقابله با متغیرهای سلولی در بدن می پردازد و میان 
پاسخ ایمنی مؤثر و واکنش های التهابی کنترل نشده تعادل برقرار 
 Treg لنفوسیت های از سلول های اصلی تنظیمی  می کند. یکی 

باعث  و  دارند  التهاب  از  جلوگیری  در  مهمی  نقش  هستندکه 
می شوند که مادر قدرت تحمل جنین را داشته باشد. برخی از 
میزان   PCOS به  مبتلا  بیماران  در  که  می دهد  نشان  مطالعات 
Treg نسبت به افراد سالم کاهش می یابد که نتیجه آن می تواند 
بروز التهاب مزمن خفیف در این بیماران باشد که به عنوان یک 
مکانیسم جدید در پاتوژنز PCOS پیشنهاد می شود و نقش سیستم 

ایمنی در این بیماری را مطرح می کند ]29[.  

نتیجه گیری

با توجه به طبیعی شدن مراحل سیکل جنسی، کاهش تعداد 
فولیکول های کیستیک و افزایش جسم زرد پس از تجویز عصاره 
رازیانه در این مطالعه، یکی از مکانیسم های احتمالی این تغییرات، 

کاهش رادیکال آزاد NO و افزایش تعداد سلول های Treg است.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

حیوانات  روی  کار  پروتکل های  و  اخلاقی  ملاحظات  کلیه 
آزمایشگاهی در این مطالعه، مورد تأیید کمیته نظارت بر حقوق 
حیوانات آزمایشگاهی مرکز تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی اراک 

بود و با کد اخلاق IR.ARAKMU.REC.1397.312 تصویب شد.

حامي مالي

این مقاله برگرفته از پروژه تحقیقاتی با کد 3175 است. هزینه 
علوم  دانشگاه  فناوری  و  تحقیقات  معاونت  را  تحقیق  این  انجام 

پزشکی اراک تأمین کرده است.

مشارکت نویسندگان

اساس  بر  نویسندگی  استاندارد  معیارهای  نویسندگان  تمامی 
 )ICMJE( پیشنهادهای کمیته بین المللی ناشران مجلات پزشکی

را داشتند.

تعارض منافع

طبق نظر نویسندگان هیچ گونه تضاد منافعی درباره پژوهش 
حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

این مقاله برگرفته از پایان نامه کارشناسی ارشد ایمنی شناسی 
دانشگاه علوم پزشکی اراک است. بدین وسیله از معاونت تحقیقات 
و شورای پژوهشی دانشگاه به دلیل تأمین مالی تشکر و قدردانی 

می شود.
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