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مقایسه اثر اسیدهای چرب  امگا-3 دریایی و گیاهی در تصحیح مقاومت به انسولین 
القا شده به وسیله اسیدهای چرب اشباع در آدیپوسیت‌های کشت داده شده گاوی
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‌چکیده  
زمینه مطالعه: گاوهای شــیری امروزی به دلیل انتخاب ژنتیکی صورت گرفته در ســال‌های گذشته به منظور تولید شیر بیشتر نسبت به 
گذشته به انسولین مقاومتر شده‌اند و همین امر باعث لیپولیز گسترده در بافت چربی و آزادسازی مقادیر زیادی از اسیدهای چرب غیر استریفیه به 
جریان خون می‌شود که سر منشأ بسیاری از ناهنجاری‌های دیگر می‌باشد. هدف:  توانایی اسیدهای چرب امگا-3 متوسط زنجیر منابع گیاهی و 
بلند زنجیر روغن ماهی در پیشگیری از مقاومت به انسولین در آدیپوسیت‌های کشت داده شده مورد بررسی قرار گرفت. روش کار: در این آزمایش 
اسیدهای چرب روغن‌های مختلف صابونی شده و به منظور  ایجاد ترکیب‌های مورد نظر از اسیدهای چرب با نسبت‌های مختلف باهم مخلوط 
شدند. ترکیب‌های مورد نظر عبارت بودند از: 1( اسیدهای چرب کاملاًً اشباع )SFA(، 2( اسیدهای چرب اشباع + اسیدهای چرب غیر اشباع امگا-

6 / امگا-3 از منابع گیاهی  متوسط زنجیر با نسبت 1 به SFA-MC( 1 1:1( و 3( اسیدهای چرب اشباع + اسیدهای چرب غیر اشباع  امگا-6 / 
امگا-3 از منابع دریایی بلند زنجیر با نسبت 1 به SFA-LC1:1( 1(. آدیپوسیت‌ها در حضور تیمارهای آزمایشی کشت داده شده و از اپی نفرین برای 
تحریک لیپولیز استفاده شد و با افزودن انسولین به همراه اپی نفرین توانایی آن در پیشگیری از لیپولیز سنجیده شد. برای تعیین شدت لیپولیز غلظت 
گلیسرول در محیط کشت اندازه‌گیری شد. نتایج: نتایج به دست آمده نشان داد که اسیدهای چرب اشباع مقاومت به انسولین را در آدیپوسیت‌ها 
القا کردند به طوری که در تیمار SFA انسولین در هیچ غلظتی از افزایش لیپولیز ناشی از اپی نفرین جلوگیری نکرد. اسیدهای چرب امگا-3 از منبع 
روغن ماهی به طور مؤثری از توسعه مقاومت به انسولین در آدیپوسیت‌ها پیشگیری کرد به طوری که با افزایش غلظت انسولین در محیط کشت 
توانایی اپی نفرین در تحریک لیپولیز رو به کاستی نهاد. اسیدهای چرب امگا-3 متوسط زنجیر از منابع گیاهی این توانایی را از خود نشان ندادند. 
نتیجه گیری نهایی: اسیدهای چرب امگا-3 از منبع روغن ماهی حساسیت به انسولین را در آدیپوسیت‌های گاوی افزایش داد ولی اسیدهای چرب 

امگا-3 منابع گیاهی این توانایی را نداشت.

واژه‌های‌کلیدی: روغن ماهی، مقاومت به انسولین، لیپولیز، اسیدهای چرب امگا-3    

مقدمه
هر گاوی بعد از زایمان یک دوره‌ای از تعادل منفی انرژی را تجربه می‌کند 

زیرا تولید شــیر در این دوره با سرعت بیشــتری نسبت به مصرف خوراک 

افزایش می‌یابد. گاوهای شــیری نیز مانند بســیاری از گونه‌های دیگر، با 

افزایش اتکا به اســیدهای چرب غیر استریفیه موبلیزه شده از بافت چربی 

برای استفاده در تولید چربی شیر، با فرآیند شیردهی سازگاری پیدا می‌کنند 

)16(. افزایش اتکا به اســیدهای چرب غیر اســتریفیه در نشخوارکنندگان 

بیشتر از سایر گونه‌ها است، زیرا منابع گلوکز در این حیوانات محدود بوده و 

آنها برای تأمین گلوکز مورد نیاز نگهداری، آبستنی و تولید لاکتوز شیر به 

فرآیند گلوکونئوژنزیس وابسته هستند )13(. نشان داده شده است که برخی 

گاوهای شیری لیپولیز را خیلی بیشتر از آن چیزی که برای نگهداری و تولید 

شیر مورد نیاز است، افزایش می‌دهند.

اواخر دوره آبستنی با کاهش تدریجی غلظت انسولین پلاسما مشخص 

می‌شــود )5(. این حالت همچنین با وقوع یک حالت مقاومت به انســولین 

در بافت‌های محیطی همراه اســت که تا حدودی به علت افزایش غلظت 

هورمون رشد می‌باشد )13( که در کل باعث ضعیف‌تر شدن نقش انسولین 

در بدن می‌شــود. شروع مقاومت به انسولین باعث صرفه جویی در گلوکز، 

افزایش لیپولیز در بافت چربی و افزایش دسترســی به اسیدهای چرب غیر 

استریفیه برای اکسیداسیون و تولید چربی شیر خواهد شد. غلظت اسیدهای 

چرب غیراســتریفیه خون طی دو هفته آخر آبســتنی به تدریج شــروع به 

افزایش نموده و در هنگام زایمان به اوج خود می‌رسد )11(. در واقع گاوهای 

شــیری امروزی در نتیجه انتخاب ژنتیکی در مقایســه با گذشته نسبت به 

انسولین مقاوم‌تر شده‌اند )22( و همین امر باعث بیشتر شدن شدت لیپولیز و 

آزادسازی اسیدهای چرب به جریان خون می‌شود. در اواخر آبستنی به ویژه 

در هفته آخر، مصرف خوراک نیز کاهش می‌یابد و منجر به بالانس منفی 

انرژی در هنگام زایمان می‌شود )5( که موبلیزه شدن هر چه بیشتر چربی‌ها 

را از بافت چربی را به دنبال دارد.

مطالعات صورت گرفته در حیوانات تک معده‌ای بویژه در موش، حاکی 

از اثرات غیر قابل انکار اسیدهای چرب بر حساسیت و پاسخ بافت‌های بدن 

به انسولین می‌باشــند. در همین راستا، نشان داده شده است که اسیدهای 

چرب اشباع باعث ایجاد حالت مقاومت به انسولین می‌شوند ولی اسیدهای 

چرب غیر اشــباع بویژه آنهایی که به دســته امگا-3 تعلق دارند از توســعه 
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مقاومت به انسولین پیشگیری می‌کنند. )22(. در این مطالعه نشان داده شد 

که تأثیر اسیدهای چرب امگا-3 بلند زنجیر به مراتب قوی تر از اسیدهای 

چرب امگا-3 متوســط زنجیر است چرا که به نظر می‌رسد اسیدهای چرب 

امگا-3 کوتاه زنجیر مانند اسید لینولنیک برای اینکه تأثیری در پیشگیری 

از مقاومت به انسولین داشته باشند بایستی به اسیدهای چرب بلند زنجیرتر 

تبدیل شوند.  

توانایی اسیدهای چرب غیر اشباع امگا-3 در پیشگیری از مقاومت به 

انسولین در نشخوارکنندگان هنوز مورد سوال می‌باشد.  Pires و همکاران 

در ســال 2008 اثــرات تزریق داخل شــیردانی روغن دانه کتــان )غنی از 

لینولنیک اسید( بر پاسخ بدن به انسولین را با اثرات روغن پیه در گاو مقایسه 

کردند. نتایج مطالعه آنها نشــان داد که، طی تست تحمل گلوکز، سرعت 

زدودگی گلوکز از خون در گاوهای دریافت کننده روغن دانه کتان نسبت به 

آنهایی که روغن پیه دریافت کرده بودند بیشــتر بود که نشان دهنده پاسخ 

بهتر بدن به انسولین در این گروه می‌باشد. در این مطالعه همچنین سرعت 

زدودگی اســیدهای چرب غیر اســتریفیه از خون در تیمار روغن دانه کتان 

بیشــتر بود. هرچند این محققین اظهار داشتند که این اثر را نمی‌توان تنها 

به بهبود پاســخ بافت چربی به انسولین و کاهش سرعت لیپولیز نسبت داد 

و ممکن اســت سرعت برداشت و متابولیسم اسیدهای چرب غیر استریفیه 

توسط کبد افزایش یافته باشد. در یک مطالعه دیگر Mashek و همکاران 

در سال 2005 اثرات تزریق داخل وریدی امولسیون حاصل از روغن ماهی، 

دانه کتان و روغن پیه را به همراه 4 روز گرســنگی به منظور القای لیپولیز 

شــدید در گاو باهم مقایســه کردند. نتایج آنها نشــان داد کــه در کل دوره 

آزمایشــی 4 روزه بین تیمارها از لحاظ غلظت گلیسرول و اسیدهای چرب 

غیر استریفیه پلاســما که شاخصی از لیپولیز می‌باشند تفاوتی وجود ندارد. 

هرچند تجزیه و تحلیل داده‌های مربوط به زمان‌های خاصی نزدیک انتهای 

دوره آزمایشــی نشــان داد که گاوهایی که تیمار روغن دانه بذرک و روغن 

ماهی را دریافت کرده بودند در )ســاعت 56 و 80( دارای غلظت‌های پایین 

تری از گلیســرول خون نســبت به گاوهای دریافت کننده روغن پیه بودند. 

این محققین به این نتیجه رسیدند که غلظت پایین تر گلیسرول احتمالاًً به 

دلیل توانایی بیشتر انسولین در جلوگیری از لیپولیز در بافت چربی گاوهای 

دریافت کننده روغن ماهی و روغن دانه کتان می‌باشد. در این مطالعه بین 

روغن ماهی و روغن دانه بذرک از لحاظ شاخص‌های مقاومت به انسولین 

تفاوتی وجود نداشت. به طور کلی، اثرات اسیدهای چرب مختلف بر پاسخ 

بافت چربی نشخوارکنندگان به انسولین کمتر مورد بررسی قرار گرفته و در 

اندک مطالعات انجام گرفته )13،20( نیز به دلیل اینکه شاخص‌های دقیقی 

از میزان لیپولیز در بافت چربی اندازه‌گیری نشــده است نتیجه گیری‌های 

صورت گرفته از قطعیت کافی برخوردار نیســتند. بنابراین نیاز به مطالعاتی 

که اختصاصاً روی بافت چربی صورت گرفته و شــاخص‌های دقیق‌تری از 

اثرات اسیدهای چرب مختلف بر عملکرد بافت چربی را اندازه گیری نمایند 

احساس می‌شود. هدف مطالعه حاضر تعیین توانایی اسیدهای چرب امگا-3 

متوســط زنجیر )منابع گیاهی( و بلند زنجیر )روغن ماهی( در پیشگیری از 

مقاومت به انسولین القا شده به واسطه اسیدهای چرب اشباع می‌باشد. 

مواد و روش کار
اســیدهای چرب مورد نیاز برای انجام این تحقیق با اســتفاده از روش 

صابونی کردن و خالص ســازی اســیدهای چرب از روغن‌های مختلف به 

دســت آمد. برای این کار از روش Angélica و همکاران در ســال 1998 

استفاده شد. به طور خلاصه یک حجم از روغن مورد نظر به همراه دو حجم 

از هیدروکسید پتاسیم )N7( و EDTAر)5mM( حل شده در الکل اتیلیک 

70٪ تحت اتمسفر ازت و در90‌oC به همراه هم زدن و با استفاده از بخار به 

مدت 2 ســاعت حرارت داده شد تا نمک پتاسیمی اسیدهای چرب تشکیل 

شود. سپس محلول به دست آمده با استفاده از جریان آب، خنک شد. سپس 

0/4 حجم از اسید کلریدریک )12N( و یک حجم از هگزان به آن افزوده شد 

و مخلوط به دست آمده به شدت تکان داده شد تا فاز آلی حاوی اسیدهای 

چرب از فاز معدنی جدا شود. فاز آلی که حاوی هگزان و اسیدهای چرب حل 

شــده در آن بود جدا و بعد از تبخیر هگزان در خلا، اسیدهای چرب خالص 

به دست آمد. روغن‌های مورد استفاده شامل روغن سویا، روغن آفتابگردان، 

روغن کانولا،  روغــن کتان، روغن ماهی و روغن زیتون بودند. نمونه‌های 

اســید چرب جداسازی شده از روغن‌های مختلف برای تعیین  ترکیب آنها 

با اســتفاده از روش کروماتوگرافی با عملکرد بالا )HPLC( به آزمایشــگاه 

مرکزی پردیس کشاورزی و منابع طبیعی کرج ارسال شدند. 

تیمارهــا: پس از تعیین ترکیب اســیدهای چرب اســتخراج شــده از 

روغن‌های مختلف، ترکیب‌های مختلف به همراه برخی اســیدهای چرب 

خالص خریداری شده با نسبت‌های مختلف باهم مخلوط شدند تا تیمارهای 

)ترکیب‌های( مورد نظر برای افزوده شــدن به محیط کشــت ایجاد شوند. 

ترکیب اسید‌های مورد نظر شامل موارد زیر می‌باشد:

 )SFA(  1. اسیدهای چرب کاملاًً اشباع

2. اسیدهای چرب اشــباع 25٪: اسیدهای چرب یک غیراشباع ٪‌25: 

اسیدهای چرب امگا-6 + امگا-3، 50٪؛ که نسبت اسیدهای چرب امگا-6 

به امگا-3 در آن 1 به 1 و منبع اسید‌های چرب امگا-3 بلند زنجیر آن روغن 

ماهی )SFA-LC 1:1( بود

3. اسیدهای چرب اشــباع 25٪: اسیدهای چرب یک غیراشباع ٪‌25: 

اسیدهای چرب امگا-6 + امگا-3، 50٪؛ که نسبت اسیدهای چرب امگا-6 

به امگا-3 در آن 1 به 1 و منبع اســید‌های چرب امگا-3 متوسط زنجیر آن 

روغن‌های گیاهی )SFA-MC 1:1( بود

برای تهیــه پروفیل‌های از مخلوط اســیدهای چرب بدســت آمده از 

روغن‌های مختلف و همچنین اســیدهای چرب خالص خریداری شــده از 

شــرکت ســیگما آلدریچ آلمان استفاده شــد. نحوه و مقدار مورد استفاده از 
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هر یک از اسیدهای چرب روغن‌ها‌ی مختلف و اسیدهای چرب خالص در 

جدول 2 آورده شده است. 

غلظت اســید چرب در محلول‌های تهیه شــده طوری بود که پس از 

اضافه شدن به محیط کشت، غلظت کل اسیدهای چرب محیط کشت به 

µM 600 برسد.

اتصال اســیدهای چرب بــه آلبومین: برای اینکه اســیدهای چرب در 

محیط کشــت ســلولی از کارائی کافی برخوردار باشند بایستی به آلبومین 

متصل شــوند. این کار بعد از مخلوط کردن اســیدهای چرب از روغن‌های 

مختلــف و حصول ترکیب‌های مورد نظر، با اســتفاده از روش Cousin و 

همکاران در سال 2001 انجام گرفت. ابتدا محلول 0/1 نرمال هیدروکسید 

ســدیم تهیه شــد تا بعد از حرارت دادن این محلول تا 70‌oC  در حمام آب 

گرم محلول 100‌mM اسیدهای چرب در هیدروکسید سدیم تهیه شود. در 

ظرفی دیگر در حمام آب گرم آب مقطر تا دمای 55‌‌oC حرارت داده شــد تا 

محلول 2/75‌mM آلبومین در آب تهیه شــود. سپس محلول اسید چرب و 

آلبومین به نسبت 1 به 9 باهم مخلوط شدند و محلول بدست آمده به مدت 

2 دقیقه ورتکس شــد. غلظت اسیدهای چرب و آلبومین در محلول بدست 

آمده به ترتیب 10‌‌mM و 2/475‌mM می‌باشــد. این محلول بعد از اضافه 

شدن به محیط کشت رقیق شده و غلظت اسید‌های چرب و آلبومین در آن 

به ترتیب به600‌‌mM و  150 تقلیل پیدا می‌کند که غلظت‌های مورد نظر 

می‌باشند.  

نمونه‌گیری از بافت چربی گاو و جداسازی سلول‌های چربی: نمونه بافت 

چربی گاوی بلافاصله بعد از کشتار از ناحیه دم گاو به صورت استریل گرفته 

شد و پس از ضد عفونی آن در محل با استفاده از محلول بتادین آیوداین ٪5 

و سه بار شستشو در محلول 1X PBS در داخل محلول 1X PBS حاوی ٪5 

پنی سیلین/استرپتومایسین و 5‌mg/l آمفوتریسین B به آزمایشگاه کشت 

HEPES- بافت انتقال داده شد. در آزمایشگاه بافت دوباره 6 بار در محلول

phosphate buffer حاوی آنتی بیوتیک‌های گفته شــده شستشو داده 

شد. ســپس بافت در داخل ظرف اســتریل )میکروپلت‌های شش خانه‌ای( 

mg/( و کلاژناز HBSS قرار داده شــد و به منظور قطعه قطعه کردن آن از

1/25‌ml به ازای هر ‌g 0/5بافت( استفاده شد. نمونه بافت به همراه محلول 

فــوق بــه ویال‌هــای 50‌ml منتقــل و در 37‌‌oC و CO2 ٪5 به مدت یک 

ساعت همراه با چند مرحله ورتکس انکوباسیون شدند. سپس 5‌ml محیط 

کشــت DMEM حاوی 10٪ ســرم جنین گاوی به آن اضافه شــد. بعد از 

انجام پی پتاژ به منظور پراکنده شــدن توده‌های سلولی، نمونه‌های هضم 

شده با استفاده از توری فلزی درون ظرف استریل فیلتر شدند. سوسپانسیون 

سلولی به دســت آمده به مدت 10 دقیقه در 3000‌rpm سانتریفیوژ شدند 

و آدیپوســیت‌های بالغ به دســت آمده که به صورت لایه چربی در ســطح 

شناور بودند با استفاده از آسپیراسیون جداسازی شدند. آدیپوسیت‌های جدا 

 ٪10 DMEM 225 حاوی محیط کشــت‌cm شــده درون فلاســک‌های

 )Ceiling Culture( کشــت داده شــدند و فلاســک‌ها به صورت وارونه

درون انکوباتور در شرایط دمای 37‌‌oC، رطوبت 95٪ و Co2  5٪ به منظور 

نگهداری و تکثیر ســلول‌ها انکوباسیون شدند. پس از سانتریفیوژ محتوی 

فلاسک‌ها، آدیپوسیت‌های شناور جداسازی شده و درون میکروپلت‌های 24 

خانه‌ای کشت داده شدند به طوری که هر خانه حاوی سلول‌های جدا شده 

از تقریباً 250‌mg-150 بافت چربی باشد. در مرحله بعدی روی این سلول‌ها 

تست پاسخ به انسولین انجام شد )6(

انجام تست پاسخ به انسولین در آدیپوسیت‌ها: مرحله اول انکوباسیون 

فقط برای اندازه‌گیری مقدار گلیســرول آزاد شده از آدیپوسیت‌ها در شرایط 

پایه )عدم افزودن هورمون( بود. آدیپوسیت‌ها به مدت 48 ساعت در حضور 

ترکیب‌های مورد نظر از اســیدهای چرب در دمای 37‌‌‌oC کشت داده شدند 

و بعد از 48 ســاعت نمونه‌ای از محیط کشــت به منظور اندازه‌گیری مقدار 

گلیسرول آن گرفته شد.

مرحله دوم انکوباسیون به منظور اندازه‌گیری مقدار گلیسرول آزاد شده 

 M در شــرایط تحریــک آدرنرژیک انجام گرفت. در ایــن مرحله از غلظت

6-10 اپی نفرین برای تحریک لیپولیز در سلول‌ها استفاده شد )6(. به منظور 

تحریک آدیپوســیت‌ها با اپی نفرین، 48 ساعت بعد از شروع انکوباسیون، 

آدیپوسیت‌ها به مدت 1 ساعت در دمای 37‌‌oC در حضور اپی نفرین کشت 

داده شــده و سپس نمونه‌ای از محیط کشــت برای اندازه‌گیری گلیسرول 

گرفته شد.

در مرحله ســوم میزان پاسخ آدیپوسیت‌ها به انسولین سنجیده شد. به 

عبارت دیگر میزان توانایی انســولین برای کاهش لیپولیز در حضور عوامل 

لیپولایتیک اندازه‌گیری شد. در این مرحله انسولین در 3 غلظت مورد استفاده 

قرار گرفت. آدیپوســیت‌ها 48 ساعت بعد از شــروع انکوباسیون به مدت 1 

 ،20nM( ساعت در حضور اپی نفرین به همراه غلظت‌های مختلف انسولین

40، 80( در دمای 37‌‌‌oC کشت داده شده و سپس نمونه‌ای از محیط کشت 

برای اندازه‌گیری گلیسرول برداشته شد. برای اندازه‌گیری غلظت گلیسرول 

 Della Bella و Paolo Bondioli در نمونه‌ها از روش اسپکتروفوتومتری

در ســال 2005 استفاده شــد که در آن بر مبنای اکسیداسیون گلیسرول با 

پریودات ســدیم و تشــکیل فرمالدهید و به دنبال آن واکنش فرمالدهید با 

آمونیوم استات عمل می‌شود که در نهایت منجر به تولید مشتقی به نام 3، 

5- دی اســتیل-1،4 دی هیدرولوتیدین می‌شود. سپس جذب این ماده در 

دستگاه اسپکتروفوتومتر با طول موج 410‌nm قرائت می‌شود.

محاســبات و آنالیز آماری: داده‌های حاصــل از مرحله اول از داده‌های 

مرحله دوم و سوم کسر شد تا به ترتیب میزان افزایش لیپولیز در آدیپوسیت‌ها 

در حضور عوامل لیپولایتیک و توانایی انسولین در مهار لیپولیز تحریک شده 

ناشــی از اپی نفرین تعیین شــود. داده‌های به دســت آمده در این مرحله با 

استفاده از نرم افزار SAS نسخه 9/1 و مدل آماری زیر مورد تجزیه و تحلیل 

قرار گرفت:

اسیدهای چرب امگا-3 و پاسخ آدیپوسیت گاو به انسولین
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Yijk= µ + Ti + Hj + HTij eijkl

Yijk= مقدار هر مشاهده 

µ =میانگین کل 

Ti =اثر ثابت تیمار

Hj= اثر غلظت انسولین

HTij = اثر متقابل تیمار و هورمون‌ها

eijkl =اثرات باقیمانده 

نتایج 
در جدول 1 ترکیب اســیدهای چرب اســتخراج شده از منابع مختلف 

روغــن و در جــدول 2 نحوه ترکیــب این پروفیل‌ها برای به دســت آوردن 

تیمارهای مورد نظر برای اضافه شدن به محیط کشت نشان داده شده است.

به طور کلی و بدون در نظر گرفتن اثر عوامل لیپولایتیک )اپی نفرین( 

و آنتی لیپولایتک )انسولین( در مدل آماری، در تیماری که حاوی نسبت 1:1 

اســیدهای چرب امگا-6 به امگا-3 از منبع روغن ماهی بود، شدت لیپولیز 

پایین تر بود )لیپولیز کل در جدول 3(. نتایج مرحله اول کشت سلولی نشان 

داد که لیپولیز پایه در هر سه تیمار اسید‌های چرب یکسان است. با افزوده 

شدن اپی نفرین به محیط کشت آدیپوسیت‌ها، شدت لیپولیز به طور متوسط 

در تمــام تیمارهــا، 41/93 واحد افزایش نشــان داد. هر چند در تیماری که 

حاوی اسیدهای چرب روغن ماهی بود شدت این افزایش کمتر بود )36/96 

SFA- ،1:1 SFA-LC در برابــر 43/14 و 45/68 به ترتیب برای تیمارهای

 .)p=0/27( ولی از لحاظ آماری این تفاوت معنی‌دار نبود )SFA 1:1 و MC

با توجه به اعداد جدول 1 و نمودار 1 ملاحضه می‌شــود که به طور کلی با 

افزایش غلظت انســولین در کنار اپی نفرین در محیط  کشت از قدرت اپی 

نفرین در افزایش لیپولیز کاسته شده است. در جدول 1 مقایسات بین تیماری 

لیپولیز نشان داده شده و در نمودار 1 مقایسات داخل هر تیمار و غلظت‌های 

مختلف انســولین صورت گرفته اســت. جدول 1 نشان می‌دهد که توانایی 

انسولین در هر غلظتی )20nM، 40 و 80( برای مقابله با اثرات لیپولایتیک 

اپی نفرین در تیمار حاوی اســیدهای چرب روغن ماهی بیشــتر بود و این 

توانایی با افزایش غلظت انسولین حتی بیشتر هم می‌شود )نمودار 1(. ولی در 

دو تیمار دیگر علیرغم کاهش عددی، انسولین هیچ تأثیر معنی‌داری در مهار 

اثرات لیپولایتیک اپی نفرین ندارد.      

بحث
تیمار اسیدهای چرب اشباع )SFA( به منظور شبیه سازی شرایط تعادل 

منفــی انرژی در گاوهای شــیری در اوایل شــیردهی در این مطالعه مورد 

استفاده قرار گرفت که نشان داده شده در این دوره اسیدهای چرب به طور 

گســترده از بافت چربی به جریان خون آزاد می‌شــوند که عمدتاً اسیدهای 

چــرب اشــباع بوده و عامل اصلی  مقاومت به انســولین در طــی این دوره 

می‌باشند )17،18(. در دو تیمار دیگر نیز اسیدهای چرب اشباع البته با نسبت 

کمتر به منظور القای مقاومت به انسولین مورد استفاده قرار گرفت تا در کنار 

آن توانایی اسیدهای چرب امگا-3 از منابع مختلف برای پیشگیری از این 

حالت مورد ارزیابی قرار گیرد.

بــه طور کلی اســیدهای چرب امــگا-3 از منبع روغــن ماهی غلظت 

گلیسرول را در محیط کشت آدیپوسیت‌ها نسبت به اسیدهای چرب امگا-3 

از منابع گیاهی )اسید لینولنیک( و اسیدهای چرب اشباع پایین نگه داشتند. 

با توجه به این که بین تیمارها از لحاظ لیپولیز پایه تفاوت معنی‌داری وجود 

نــدارد )جدول 3( می‌تــوان نتیجه گرفت که این اثر کلی اســیدهای چرب 

روغن ماهی در نتیجه افزایش توانایی انســولین در مهار اثر اپی نفرین در 

تحریک لیپولیز می‌باشــد. با توجه به اینکه در هر سه تیمار 50٪ اسیدهای 

چرب مورد اســتفاده از نوع اشــباع بودند انتظار مشــاهده حالت مقاومت به 

انســولین در آدیپوسیت‌ها وجود داشت زیرا در یک مطالعه )20( نشان داده 

شده است که 4 ساعت انکوباسیون آدیپوسیت‌ها با 300‌µM پالمیتات، برای 

ایجاد مقاومت به انسولین کافی می‌باشد که این غلظت نزدیک به غلظت 

اسیدهای چرب مورد استفاده در این مطالعه می‌باشد. همچنین این نتایج با 

نتایج Pires و همکاران در ســال 2007  همخوانی دارد که با پایین آوردن 

غلظت اسید‌های چرب غیر استریفیه پلاسمای گاو با استفاده از نیکوتینیک 

اسید، موجب بهتر شدن پاسخ بدن آنها به انسولین در طی محدودیت غذایی 

شــده و نتیجه‌گیری کردند که اسیدهای چرب غیر استریفیه پلاسما عامل 

بســیار مهمی در توسعه مقاومت به انســولین می‌باشد. با توجه به نمودار 1 

مشاهده می‌شود که در آدیپوسیت‌های کشت داده شده در حضور تیمارهای 

SFA-MC 1:1 و SFA، حالت مقاومت به انسولین به وضوح دیده می‌شود 

به طوری که انســولین در هیچ غلظتی توانایی مهار لیپولیز ناشــی از اپی 

نفریــن را نــدارد. ولی در تیمار SFA-LC 1:1، با افزایش غلظت انســولین 

در محیط کشــت به تدریج از شدت لیپولیز کاسته می‌شود که نشان دهنده 

پاسخ خوب آدیپوسیت‌ها به انسولین می‌باشد. با اینکه اسید لینولنیک نیز به 

تصویــر 1. اثــر آنتــی لیپولایتیک انســولین در غلظت‌های مختلف در آدیپوســیت‌های 
SFAر              SFA S-C 1:1              SFA L-C 1:1 .کشت داده شده
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دســته اسیدهای چرب امگا-3 تعلق دارد ولی این اسید چرب در مقایسه با 

اســیدهای چرب اشباع که عامل اصلی مقاومت به انسولین می‌باشند هیچ 

تأثیر مفیدی در کاهش مقاومت به انسولین نداشت. 

مطالعات متعددی در موش نشــان داده‌اند که اســیدهای چرب امگا-

3 بلند زنجیرتر در مقایســه با اســید لینولنیک در پیشگیری از مقاومت به 

انســولین مؤثرتر عمل می‌کنند )Masson .)8،9،21 و همکاران در ســال 

2008 نشــان دادند که به طور کلی اسیدهای چرب امگا-3 متوسط زنجیر 

در مقایســه با گروه کنترل باعث بهتر شــدن وضعیت مقاومت به انسولین 

شــدند ولی زمانی که اسید لینولنیک به همراه اسیدهای چرب امگا-3 بلند 

زنجیرتر در جیره مورد استفاده قرار گرفت اثرات این اسیدهای چرب بسیار 

قوی‌تر از زمانی بود که اسید لینولنیک به تنهایی در جیره مورد استفاده قرار 

گرفــت. Ghafoorunissa و همکاران در ســال 2005 الف و ب با تغذیه 

مقادیر بالای ســوکروز به موش‌ها مقاومت به انســولین را در آنها القا کرده 

و اثر اســیدهای چرب امگا-3 بلند و متوسط زنجیر )آیکوزاپنتانوئیک اسید 

و دوکوزاهگزانوئیک اســید( را در پیشــگیری از این حالت مورد آزمون قرار 

دادند. کشت آدیپوســیت‌های جدا شده از این موش‌ها در آزمایشگاه نشان 

داد که استفاده از 2/6‌‌g اسیدهای چرب بلند زنجیر و 11‌‌g اسیدهای چرب 

امگا-3 متوسط زنجیر در کیلوگرم جیره در مقایسه با گروه کنترل که حاوی 

اسیدهای چرب امگا-6 بود مورد نیاز است تا وضعیت لیپولیز و اثرات آنتی 

لیپولایتیک انسولین در این حیوانات بهبود یابد که نشان دهنده مؤثرتر بودن 

اسیدهای چرب بلند زنجیرتر امگا-3 در بهبود وضعیت مقاومت به انسولین 

می‌باشد. 

در مطالعات صورت گرفته در نشخوارکنندگان هنوز برتری اسیدهای 

چرب امگا-3 بلند زنجیر نســبت به اسیدهای چرب امگا-3 متوسط زنجیر 

جدول 1. ترکیب اسیدهای چرب روغن‌های مورد استفاده.

منبع روغن

بذرکسویازیتونآفتابگردانکانولاماهیاسید چرب

C14:0   3/73-----

C16:018/375/926/210/472/675/34

C16:17/09--0/49--

 C18:04/42-5/33/670/795/67

C18:137/1761/2327/3755/1028/3921/51

C18:22/4822/7860/1927/0159/9513/14

C18:31/727/280/813/268/0854/35

C18:41/91-----

C20:15/98-----

C20:41/73-----

C20:511/04-----

C22:14/00-----

C22:50/2-----

C22:60/15-----

26/528/7111/514/143/4611/01مجموع اسیدهای چرب اشباع 

54/261/2327/3755/128/3921/51مجموع اسیدهای چرب یک غیر  اشباع

4/2122/7860/1927/0159/9513/14مجموع اسیدهای چرب امگا-6 با چند باند دوگانه

13/157/280/813/268/0854/35مجموع اسیدهای چرب امگا-3 با چند باند دوگانه

-0/12-0/13-1/92سایر

100100100100100100جمع

جــدول 2. ترکیــب اســیدهای چرب از منابع مختلف به منظــور حصول ترکیب‌های 
مورد نظر.

تیمار

اسید چرب از منبع روغن 
)درصد مولی(

1:1 LC1:1 MCSFA

--90/9ماهی

-5-کانولا

-10-آفتابگردان 

-8-زیتون 

-18-سویا

-42-بذرک

1750-پالمیتات خالص

--9/1لینولئات خالص

50--استئارات خالص

100100100جمع
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به اثبات نرســیده است. Mashek  و همکاران در سال 2005 نشان دادند 

که تزریق داخل وریدی امولسیون حاصل از روغن ماهی، روغن دانه کتان 

در مقایسه با روغن پیه باعث بهتر شدن پاسخ به انسولین در بافت چربی و 

کاهش غلظت گلیسرول و اسیدهای چرب غیراستریفیه پلاسمای گاو شدند 

ولی این دو منبع روغن جز در ساعات پایانی آزمایش، تفاوتی باهم نداشتند. 

علت اینکه در مطالعه حاضر اســیدهای چرب امگا-3 متوسط زنجیر اثری 

در مقابله با مقاومت به انسولین نداشتند را احتمالًا می‌توان به عدم توانایی 

آدیپوسیت‌ها در تبدیل آنها به اسیدهای چرب بلند زنجیرتر نسبت داد چرا 

که اســیدهای چرب متوسط زنجیر برای تأثیرگذاری بر سیستم متابولیکی 

بایستی ابتدا به اسیدهای چرب بلند زنجیرتر تبدیل شوند )14(. توانایی این 

تبدیل در آدیپوسیت‌ها در محیط کشت هنوز مورد سوال می‌باشد و برتری 

اسیدهای چرب بلند زنجیر بر اسیدهای چرب متوسط زنجیر چه در حیوانات 

تک معده‌ای و چه در نشخوارکنندگان تنها در آزمایشات درون تنی به اثبات 

رسیده است. اسیدهای چرب متوسط زنجیر به طور گسترده در نقاط مختلفی 

در داخل بدن مانند غده پستان، بیضه‌ها، جفت، مغز بافت چربی و کبد )غیر 

نشــخوارکنندگان(  به اسیدهای چرب بلند زنجیرتر تبدیل می‌شوند )15( و 

این می‌تواند علت تأثیرگذاری یکسان اسیدهای چرب متوسط و بلند زنجیر 

در هنگام تغذیه به گاو باشد. هر چند در نشخوارکنندگان مطالعات بیشتری 

مورد نیاز است تا بازدهی واقعی طویل سازی اسیدهای چرب متوسط زنجیر 

تعیین گردد. 

نتیجه گیری نهایی: نتایج به دســت آمده در این آزمایش نشــان داد 

که مشابه گزارشــات موجود در آزمایشات درون تنی )in vivo( در گاو، در 

آدیپوســیت‌های گاوی کشت داده شده نیز اســیدهای چرب اشباع، عامل 

مهمی در توســعه مقاومت به انسولین می‌باشند. همچنین با توجه به نتایج 

پژوهــش حاضر اســیدهای چرب امگا-3 از منابع دریایی در پیشــگیری از 

توسعه مقاومت به انسولین ناشی از اسیدهای چرب اشباع، فوق العاده مؤثر 

عمل می‌کنند در حالیکه اســیدهای چرب امــگا-3 منابع گیاهی چنین اثر 

پیشگیری کننده‌ای از خود نشان ندادند. مطالعات بیشتری در سطح مزرعه 

مورد نیاز اســت تا توانایی اســیدهای چرب امگا-3 از منبع روغن ماهی به 

منظور تعدیل لیپولیز در گاوها در دوره انتقالی زایمان مورد ارزیابی قرار گیرد.  

تشکر و قدردانی
نویســندگان از مدیریت و کارکنان گروه علوم دامی پردیس کشاورزی 

و منابع طبیعی دانشــگاه تهران به پاس همکاری‌های بی دریغشان کمال 

تشکر را دارند.

جدول 3. اثر تیمارها بر پاسخ آدیپوسیت‌ها به انسولین. )1(کلیه مقادیر نشان دهنده غلظت گلیسرول در محیط کشت سلول‌های چربی بر‌اساس میکروگرم در میلی لیتر می‌باشند. 
)2(مقادیر نشان دهنده غلظت گلیسرول در محیط کشت بعد از 48 ساعت انکوباسیون سلول‌ها در حضور تیمار می‌باشند. )3( مقادیر نشان دهنده افزایش غلظت گلیسرول به دنبال 

انکوباسیون یک ساعته آدیپوسیت‌ها در حضور اپی نفرین )‌µmol 1( 48 ساعت بعد از شروع انکوباسیون می‌باشند. )4( مقادیر نشان دهنده افزایش غلظت گلیسرول به دنبال انکوباسیون 
یک ساعته آدیپوسیت‌ها در حضور اپی نفرین )‌µmol 1( و غلظت‌های مختلف انسولین )20، 40 و 80 نانومولار( 48 ساعت بعد از شروع انکوباسیون می‌باشند.

تیمار

1:1 SFA-LC1:1 SFA-MCSFAاشتباه استانداردp-value

a43/49 b40/24 b3/01>0/0001 25/38لیپولیز کل1 

26/3728/4827/212/720/56لیپولیز پایه 2 

36/9643/1445/687/940/27لیپولیز تحریک شده 3  

لیپولیز تحریک شده و مهار شده   

mmol  31/69 a52/65 b44/93 ab6/130/024 20 انسولین 4

mmol21/90 a41/64 b 33/40 ab6/130/033 40 انسولین    

mmol10/70 a36/44 b36/96 b6/130/006 80 انسولین
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Abstract:
BACKGROUND: The modern dairy cows, due to intensive selection for higher milk 

production during past decades, have become more resistant to insulin. Accompanied with 
DMI depression in per parturient dairy cow, insulin resistance may lead to a massive re-
lease of non-esterified fatty acids (NEFA) to bloodstream which might act as a start point 
for development of other diseases. OBJECTIVES: The purpose of this study was to investi-
gate potentiality of long chain polyunsaturated fatty acid (LCPUFA) of marine or polyun-
saturated fatty acids (PUFA) of plant origin to correct the insulin resistance induced by sat-
urated fatty acids in cultured bovine adipocytes. METHODS: Fatty acids from different oils 
were isolated using KOH and were mixed together with different proportions to obtain the 
following profiles: 1) saturated fatty acids (SFA); 2); saturated fatty acids+n-6/n-3 PUFA 
(medium chain) at ratio of 1:1 (SFA-MC1:1)and3) saturated fatty acids + n-6/n-3 PUFA 
(long chain) at ratio of 1:1 (SFA-LC 1:1). Adipocytes were cultured for 48 in the pres-
ence of treatments and after the incubation period an epinephrine challenge was applied 
to stimulate lipolysis. In the adjacent culture plates for each treatment insulin was added 
along with epinephrine challenge in different concentrations to test sensitivity of adipo-
cytes to insulin. After conducting insulin sensitivity test, a sample was taken from culture 
media and analyzed for glycerol concentration as an index of lipolysis. RESULTS: Results 
indicated that saturated fatty acids effectively induced insulin resistance in adipocytes. 
Long chain polyunsaturated fatty acids from fish oil had a significant preventive effect on 
insulin resistance induced by saturated fatty acids so that increasing insulin concentration 
linearly increased the response of adipocytes to insulin in treatment LC-SFA 1:1. Shorter 
chain n-3 polyunsaturated fatty acids of plant origin did not show such effects on insulin 
sensitivity in adipocytes. CONCLUSIONS: n-3 fatty acids from fish oil improved bovine 
adipocyte sensitivity to insulin but shorter chain n-3 fatty acids did not show this ability.
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Figure Legends and Table Captions
Figure 1. The antilipolytic effect of insulin at different concentration in cultured adipocytes.

Table 1. Fatty acid composition of different oils used.

Table 2. Proportion of oils mixed to obtain desirable fatty acid profiles.

Table 3. The effect of treatments on the adipocyte response to insulin.


