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ABSTRACT
Introduction: Noise-induced hearing loss (NIHL) is an important occupational and environmental disorder 
associated with excessive production of reactive oxygen species and cochlear damage. Considering the 
potential protective effects of antioxidants, the present study was conducted to investigate the protective 
effect of black seed (BS) oil on NIHL in rats.
Material and Methods: In this experimental study, 36 adults male Wistar rats were randomly divided to 
four groups: control, BS, noise, and noise+BS. Animals in the noise-exposed groups were subjected to 
pink noise at 110 dB SPL for 4 h/day. BS (2 mL/kg) was administered orally 1 h before exposure. Auditory 
brainstem response (ABR) thresholds were measured at baseline and on days 7, 14, and 21. Serum 
malondialdehyde (MDA), total antioxidant capacity (TAC), and superoxide dismutase (SOD) levels were 
also determined.
Results: Noise exposure caused a significant increase in ABR thresholds compared with baseline (P<0.05), 
a significant decrease in SOD and TAC, and a significant increase in MDA. Administration of BS reduced 
the increase in ABR thresholds, although this effect was not significant at all frequencies and assessment 
times. In addition, BS increased SOD and TAC and decreased MDA compared with the exposure group 
(P<0.05).
Conclusion: In this animal model, BS oil showed a potential protective effect against pink noise-induced 
hearing damage, accompanied by improved antioxidant status and reduced oxidative stress. However, 
given the use of a single dose and an animal model, these findings should be interpreted cautiously.
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1.	 INTRODUCTION
Noise-induced hearing loss (NIHL) is one of the 

significant causes of hearing disability and remains 
as one of the most important health concerns 

worldwide. It is a complex pathological condition 
that results from the interaction of environmental 
and genetic factors. Although prolonged exposure 
to high-intensity noise is considered the main 
environmental cause of NIHL, susceptibility 
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to noise damage varies among individuals and 
animals. The exact pathogenesis of NIHL has not 
been completely understood, but the excessive 
production of mitochondrial reactive oxygen 
species is regarded as one of the primary initiating 
mechanisms. Therefore, antioxidants could play a 
role in preventing or reducing NIHL. Black seed 
(BS) contains multiple bioactive combinations, 
such as thymoquinone, dithymoquinone, 
thymohydroquinone, and thymol, and has been 
reported to have antioxidant, anti-inflammatory, 
antimicrobial, anticancer, and immunomodulatory 
activities. However, despite the recognized 
antioxidant properties of BS, evidence regarding its 
protective effects against NIHL and the associated 
oxidative stress remains limited. Considering 
the lack of regeneration of mammalian cochlear 
hair cells, the present study aimed to evaluate the 
protective effects of BS against NIHL in an animal 
model.

2. MATERIAL AND METHODS
In this experimental study, 36 adult male 

Wistar rats, aged two months and weighing 150–
200 g, were randomly divided into four groups: 
control, noise, BS, and noise+BS. Only male rats 
were used to avoid the possible protective effects 
of estrogen receptors reported in previous studies 
on sensorineural hearing loss. The control group 
received no intervention. The noise group was 
exposed to pink noise at 110 dB SPL for 4 hours. 
The BS group received 2 mL/kg/day of 100% pure 
cold-pressed BS by oral gavage. The noise+BS 
group received the same dose of BS one hour before 
noise exposure.

Noise exposure was performed in an acoustic 
room. Pink noise was generated using Adobe 
Audition software and delivered through an 
amplifier and loudspeaker positioned above the 
cages. Sound pressure levels were monitored 
continuously to ensure uniform exposure, and 
background noise was maintained at 40–50 dB SPL 
outside the exposure periods. Hearing function was 
assessed using auditory brainstem response (ABR) 
before exposure as baseline and on days 7, 14, 
and 21. Click and tone burst stimuli were used at 
frequencies of 4, 8, 12, 14, and 16 kHz. The hearing 
threshold was defined as the lowest intensity at 
which wave II was clearly visible and reproducible.

After ABR, blood samples were collected 
from the left ventricle and centrifuged. 
Malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase 

(SOD), and total antioxidant capacity (TAC) were 
measured using commercial kits. Animals were 
sacrificed and cochlear tissues were harvested for 
histopathological examination. Cochleae were fixed 
in 10% formalin, decalcified, embedded in paraffin, 
sectioned, and stained with hematoxylin and eosin. 
Histopathological evaluation was performed by 
blinded pathologists using a light microscope. 
Data were analyzed using GraphPad Prism 8 and 
SPSS 26. Results are reported as mean ± standard 
deviation. One-way ANOVA with Tukey’s post 
hoc test and repeated-measures ANOVA with 
Bonferroni correction were used, and P < 0.05 was 
considered statistically significant.

3. RESULTS AND DISCUSSION 
The control and BS groups showed stable ABR 

thresholds throughout the study, indicating no age-
related hearing loss and no evidence of BS-induced 
ototoxicity. The noise group showed a significant 
increase in ABR thresholds compared to baseline 
values. This increase was observed during the 
first and second weeks of exposure, while a non-
significant decrease in thresholds occurred in the 
third week after the end of exposure. The pattern 
of ABR threshold changes across frequencies 
suggested that pink noise caused greater injury in 
the apical region of the cochlea. 

In the noise+BS group, ABR thresholds 
increased during the first and second weeks and 
slightly decreased in the third week; however, these 
changes were not statistically significant. Baseline 
ABR thresholds obtained with click and tone-burst 
stimuli showed no significant differences between 
the groups at any frequency. On day 7, the mean 
ABR thresholds in the noise and noise+BS groups 
were significantly higher than those in the control 
and BS groups. On days 7 and 14, ABR thresholds in 
the noise group were significantly higher than those 
in the control and BS groups. Although thresholds 
in the noise+BS group were also higher than those 
in the control and BS groups, this increase was not 
significant at some frequencies. In general, ABR 
thresholds in the noise+BS group were lower than 
those in the noise group at all evaluation times, 
although the difference was not significant in all 
frequencies and time points.

The biochemical findings showed that noise 
exposure disturbed the oxidant–antioxidant 
balance. Serum MDA levels increased significantly 
in the noise group compared with the control and 
BS groups, while BS administration significantly 
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reduced MDA levels in the noise+BS group. The 
highest SOD activity was observed in the control 
and BS groups. Noise exposure significantly 
decreased SOD activity compared with these 
groups, whereas SOD levels were significantly 
higher in the noise+BS group than in the noise 
group. TAC levels also decreased significantly 
in the noise group compared with the control 
group. Administration of BS compensated for this 
reduction and significantly increased TAC levels 
compared with the noise group.

Histopathological findings supported the 
functional and biochemical results. In the control 
and BS groups, the organ of Corti showed a 
normal structure. Inner hair cells were arranged 
in one row, outer hair cells were arranged in three 
regular rows, the tunnel of Corti was preserved, 
the tectorial membrane was in contact with the 
hair cells, and nerve fiber density appeared normal. 
In the noise group, progressive cochlear damage 
was observed. On day 7, the arrangement of hair 
cells was severely disrupted, outer hair cells were 
damaged, the basilar membrane was thickened, 
and the tectorial membrane was hook-shaped and 
separated from the sensory epithelium. On day 14, 
shrinkage of outer hair cells, death of supporting 
and ganglion cells, and further thinning of nerve 
fibers were observed. On day 21, these changes 
persisted. In the noise+BS group, cochlear injury 
was moderate and relatively stable over time. 

Although outer hair cells showed shrinkage and 
disorganization and some supporting cell damage 
was present, lateral connections and cytoplasmic 
structure were partially preserved. The tectorial 
membrane showed only a slight separation from 
the sensory epithelium, and the tunnel of Corti 
remained normal in most samples.

4. CONCLUSIONS
The results showed that exposure to pink 

noise increased ABR thresholds and disrupted 
the oxidant–antioxidant balance by increasing 
MDA and decreasing SOD and TAC. These 
findings confirm the role of oxidative stress 
in noise-induced auditory injury. BS reduced 
ABR threshold changes, improved oxidative 
stress biomarkers, and decreased the severity 
of cochlear damage, although its protective 
effect was not statistically significant at all 
frequencies and time points. Overall, BS may 
have a protective role against NIHL, probably 
through strengthening antioxidant capacity 
and reducing oxidative injury. However, given 
the animal model and the use of a single dose, 
these findings should be regarded as preliminary 
evidence of the potential protective effect of BS 
and interpreted with caution. Further studies are 
needed to determine the optimal dose, duration 
of administration, and molecular mechanisms 
involved in these effects.
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  چکیده
مقدمه: کاهش شنوایی ناشی از صدا یکی از اختلالات مهم شغلی و محیطی است که با تولید بیش از حد گونه های 
فعال اکسیژن و آسیب ساختاری حلزون گوش همراه است. با توجه به نقش آنتی اکسیدان ها در کاهش این آسیب 

مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر محافظتی روغن سیاه دانه بر کاهش شنوایی القا شده با صدا انجام شد.

روش کار: در این مطالعه تجربی ۳۶ رت نر بالغ ویستار به صورت تصادفی به چهار گروه کنترل، روغن سیاه 
دانه، مواجهه با صدا و صدا+روغن سیاه دانه تقسیم شدند. حیوانات گروه های مواجهه به مدت ۱۴ روز متوالی، در 
معرض صدای صورتی با شدتdB SPL۱۱۰ به مدت h/day4 قرار گرفتند و در فاصله روزهای ۱۵ تا ۲۱ مواجهه 
صوتی نداشتند. روغن سیاه دانه با دوز ml/kg2 به صورت خوراکی و یک ساعت پیش از مواجهه تجویز شد. 
آستانه های ABR در روزهای پایه، 7، 14 و 21 اندازه گیری و سطوح سرمی مالون دی آلدئید )MDA(، ظرفیت 

تام آنتی اکسیدانی )TAC( و سوپراکسید دیسموتاز )SOD( تعیین شد.  

)P<0.05(، کاهش  پایه  به مقادیر  نسبت   ABR افزایش معنی دار آستانه های با صدا موجب  یافته ها: مواجهه 
معنی دار SOD و TAC و افزایش معنی دار MDA شد. افزایش آستانه های ABR در هفته دوم نسبت به هفته 
اول کمتر بود و پس از قطع مواجهه، روندی کاهشی بدون معنی داری آماری مشاهده شد. تجویز روغن سیاه دانه 
اثر در همه فرکانس ها و زمان های ارزیابی معنی دار نبود.  افزایش آستانه های ABR را کاهش داد، هرچند این 
.)P<0.05( در مقایسه با گروه مواجهه شد MDA و کاهش TAC و SOD همچنین، روغن سیاه دانه موجب افزایش

نتیجه گیری: در این مدل حیوانی، روغن سیاهدانه اثر محافظتی بالقوه ای در برابر آسیب شنوایی ناشی از مواجهه 
با صدای صورتی نشان داد که با بهبود وضعیت آنتی اکسیدانی و کاهش استرس اکسیداتیو همراه بود. بااین حال، 

با توجه به استفاده از یک دوز واحد و انجام مطالعه در مدل حیوانی، این یافته ها باید با احتیاط تفسیر شوند.

   کلمات کلیدی:  صدا، کاهش شنوایی ناشی از صدا، پاسخ شنوایی ساقه مغز، استرس اکسیداتیو

بررسی کاهش شنوایی ناشی از مواجهه با صدا و تغییرات شاخص های استرس 

اکسیداتیو در رت های ویستار: نقش محافظتی روغن سیاهدانه 

تاریخ دریافت: 1405/4/8،          تاریخ پذیرش: 1405/5/31

   فصلنامه بهداشت و ايمني کار                                                                      جلد 16/ شماره 2/ تابستان 1405 صفحات 485-472

smaeel@tums.ac.ir :پست الکترونیکی نویسنده مسئول مکاتبه *

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jh

sw
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-1
0-

19
 ]

 

                             4 / 14

https://jhsw.tums.ac.ir/article-1-7381-en.html


ویدا رضائی هاچه سو و همکاران

فصلنامه بهداشت و ایمنی کار، جلد 16/ شماره 2/ تابستان 1405 476

   مقدمه
کاهش شنوایی ناشی از صدا NIHL(1( یکی از علل مهم 
ناتوانی شنوایی در افراد بوده و یک معضل جدی سلامت 
در سراسر جهان به شمار می رود )NIHL .)1 یک بیماری 
پاتولوژیک پیچیده است که از تعامل بین عوامل محیطی و 
ژنتیکی ناشی می شود )2, 3(. اگرچه مواجهه طولانی مدت 
با صداهای با شدت بالا مهم ترین عامل محیطی در بروز 
این عارضه محسوب می شود )4(، اما میزان آسیب پذیری 
افراد و حیوانات نسبت به صدمات ناشی از صدا با یکدیگر 
متفاوت است )5(. با این حال، پاتوژنز NIHL به طور کامل 
شناخته نشده است؛ اما مکانیسم پذیرفته شده کنونی بیان 
گونه های  بیش ازحد  تولید  طریق  که NIHL از  می کند 
فعال اکسیژن میتوکندریایی (ROS) آغاز می شود )6, 7( 
بنابراین، انتظار می رود که آنتی اکسیدان ها بتوانند از بروز 
یا تشدید NIHL  پیشگیری کنند یا آن را کاهش دهند.

ترکیبات  که  است  آن  از  حاکی  فزاینده ای  شواهد 
آلی موجود در گیاهان می توانند در کاهش یا پیشگیری 
گیاهان  میان  در   .)8( باشند  مؤثر  اکسیداتیو  استرس  از 
به  واسطه خواص فارماکولوژیک   )BS( 2دارویی، سیاه دانه
ضدالتهابی،  آنتی اکسیدانی،  اثرات  جمله  از  خود  متنوع 
سیستم  تعدیل کننده  و  ضدمیکروبی  ضدسرطانی، 
از  سرشار  گیاه  این  دانه های  است.  برجسته  ایمنی 
دایتیموکینون،  تیموکینون،  نظیر  زیست فعال  ترکیبات 
تیموهیدروکینون و تیمول هستند )9(. مطالعات گذشته 
از  می تواند  سیاه دانه  روغن  مصرف  که  داده اند  نشان 
سمیت کبدی ناشی از CCl₄ )10(، آسیب قرنیه ناشی از 
فرمالدهید )11( و کاهش شنوایی القاشده با جنتامایسین 
آنتی اکسیدانی  ترکیبات  تاکنون  کند.  پیشگیری   )12(
مختلفی به‌ منظور پیشگیری از NIHL مورد بررسی قرار 
این  در  استاندارد  درمان  به عنوان  اما هیچ  یک  گرفته اند، 
زمینه پذیرفته نشده اند )13(. از آنجا که سلول های مویی 
حلزون گوش در پستانداران پس از آسیب دیدگی قابلیت 
که  جدید  آنتی اکسیدان های  شناسایی  ندارند،  بازسازی 
یکی  به  کنند،  از NIHL جلوگیری  بالقوه  به طور  بتوانند 
1. Noise Induced Hearing Loss
2. . Black Seed

در  است.  شده  تبدیل  پژوهش  پراهمیت  زمینه های  از 
روغن  خوراکی  تجویز  همکاران،  و   Culhaoglu مطالعه 
تغییرات  کاهش  با  حاد  صوتی  ترومای  از  پس  سیاه دانه 
این حال،  با   .)14( بود  آستانه ABR همراه  کوتاه مدت 
شنوایی  عملکرد  کوتاه مدت  ارزیابی  به  مطالعه  این 
تغییرات  و  اکسیداتیو  استرس  بود و شاخص های  محدود 

هیستوپاتولوژیک حلزون را بررسی نکرد.
در مطالعه حاضر، با انجام یک تحقیق حیوانی، اثرات 
قرار  ارزیابی  بر NIHL مورد  سیاه دانه  روغن  محافظتی 
میزان  آنتی اکسیدانی،  ویژگی های  راستا،  این  در  گرفت. 
تغییرات  و  لیپیدی  پراکسیداسیون  اکسیداتیو،  استرس 

بافت شناختی در بافت حلزون مورد بررسی قرار گرفتند.

   روش کار
حیوانات

)با  ویستار  نژاد  بالغ  نر  رت های  از  مطالعه  این  در 
پریر  رفلکس  که  گرم(   200 تا   150 وزن  و  ماه  دو  سن 
نر در مطالعه  تنها رت های  استفاده شد.  بود،  آن ها سالم 
استروژنی،  گیرنده های  احتمالی  تأثیر  از  تا  شدند  وارد 
افت  برابر  در  محافظتی  نقش  پیشین  مطالعات  در  که 
داده اند،  نشان  حیوانات  در  حسی -عصبی  شنوایی 
سه تایی  گروه های  در  حیوانات   .)15( شود  جلوگیری 
تا   22( دمایی  شرایط  و  شدند  نگهداری  قفس  هر  در 
درصد(  10  ±  50( رطوبت  و  سانتی گراد(  درجه   23 
گردید.  حفظ  کنترل شده  به صورت  نگهداری  محیط  در 
تنظیم  ساعته   12 به صورت  نیز  روشنایی/تاریکی  چرخه 
شد و دسترسی به آب و غذا به صورت آزادانه برای آن ها 
دانشگاه  حیوانات  واحد  در  آزمایش ها  تمامی  بود.  فراهم 
اخلاقی  با دستورالعمل های  مطابق  و  ایران  پزشکی  علوم 
دانشگاه  حیوانی  پژوهش‌های  در  اخلاق  کمیته  مصوب 
IR.TUMS.SPH.( اخلاق  تهران کد  پزشکی  علوم 

REC.1400.130( انجام گرفت.

در مجموع، ۳۶ رت به صورت تصادفی به چهار گروه 
با روند آزمایشی مشخص شده در  تقسیم شدند و مطابق 
گروه  قربانی سازی شدند.  متفاوت  زمان های  در   ،۱ شکل 
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کنترل هیچ گونه مداخله ای دریافت نکرد؛ گروه مواجهه با 
  SPLصدا در معرض صدای صورتی با شدت ۱۱۰ دسی بل
  (BS)به مدت ۴ ساعت قرار گرفت؛ گروه روغن سیاه دانه
گاواژ  طریق  از  سیاه دانه  روغن   mL/Kg2 مقدار  روزانه 
دریافت کرد و گروه صدا + روغن سیاه دانه نیز در معرض 
صدا قرار گرفت و یک ساعت پیش از مواجهه با صدا، روغن 

سیاه دانه دریافت نمود.
آستانه شنوایی پایه با استفاده از آزمون پاسخ شنوایی 
ساقه مغز (ABR) پیش از شروع مواجهه اندازه گیری شد. 
در ادامه، حیوانات هر گروه به طور تصادفی به زیرگروه هایی 
تقسیم شدند و در روزهای ۷، ۱۴ و ۲۱ به‌ منظور انجام 

آنالیزهای بیوشیمیایی قربانی شدند.

تجویز آنتی اکسیدان
روغن ٪۱۰۰ خالص سیاه دانه از شرکت باریج اسانس 
سیاه دانه  تازه  دانه های  از  روغن  این  شد.  تهیه  )ایران( 
شیشه ای  بطری های  در  و  استخراج  سرد  پرس  روش  به 
برابر نور خورشید بسته بندی  برای محافظت در  کهربایی 
شده بود. از روز نخست مطالعه، مقدار ۲ میلی لیتر به‌ ازای 
هر کیلوگرم وزن بدن، به صورت خوراکی و از طریق گاواژ، 

یک ساعت پیش از مواجهه با صدا تجویز شد.

مواجهه با صدا
آکوستیک  اتاقک  یک  در  صدا  با  حیوانات  مواجهه 
)acoustic room( انجام شد. دیواره های داخلی اتاقک با 
مواد جاذب صوت پوشانده شده بود تا بازتاب امواج صوتی، 
تشکیل امواج ایستا و اثرات ناشی از طنین صدا به حداقل 
توری  قفس‌  در  رت ها  تجمع،  از  جلوگیری  برای  برسد. 
فلزی با مش بندی مجزا به ابعاد ۱۵ × ۱۳ × ۱۷ سانتی متر 
نگهداری شدند همچنین آب و غذا در طول مدت مواجهه 
با صدا حذف گردید. صدای صورتی با استفاده از نرم افزار

 Adobe Audition )نسخه 22.4.0.49( تولید شد. برای 
و    (Rock Jw-s317) تقویت کننده یک  از  صدا،  پخش 
گردید.  بلندگو (Yashiao YD103-1) استفاده  یک 
بلندگو در فاصله ۵ سانتی متری بالای قفس‌ توری نصب 
 شد تا یکنواختی سطح صدا در محیط با انحراف حداکثر

مواجهه  گروه های  حیوانات  تضمین شود.   ±1 dB SPL 

)صدا، صدا+روغن سیاه( از روز اول تا پایان روز چهاردهم، 
روزانه به مدت ۴ ساعت و با سطح فشار صوت ۱۱۰ دسی بل 
بنابراین،   .)۱ شکل  )طبق  گرفتند  قرار  صدا  معرض  در 
مواجهه صوتی طی دو بازه متوالی هفت روزه انجام شد. از 
پایان مواجهه در روز چهاردهم تا روز بیست ویکم، حیوانات 
هیچ گونه مواجهه صوتی نداشتند و این بازه به عنوان دوره 

   
 

 

  فلوچارت طراحي مطالعه.:  1شكل 

  

شکل 1: فلوچارت طراحی مطالعه.
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هفت روزه پیگیری پس از مواجهه در نظر گرفته شد.
در  صدا  سطح  مداوم  اندازه گیری  و  پایش  برای 
دستی  صدا  سنج  دستگاه  از  توری،  قفس  نقاط  تمامی 
 ، B&K Type 2250-Lمدل  Brüel & Kjær( دقیق 
ساخت دانمارک( استفاده شد. صداسنج قبل از هر نوبت 
اندازه گیری، با استفاده از کالیبراتور آکوستیکی استاند ارد 
در سطح مرجع dB 94 و فرکانس ۱۰۰۰ هرتز و مطابق 
دستورالعمل سازنده کالیبره شد. سطح صدای زمینه برای 
گروه های کنترل و روغن، در طول مطالعه و همچنین برای 
در محدوده  مواجهه،  زمان های  از  در خارج  گروه ها  سایر 

۴۰ تا ۵۰ دسی بل SPL بود.

اندازه گیری الکتروفیزیولوژیکی عملکرد شنوایی
با  حیوانات،  تمامی  در  شنوایی  آستانه ی  اندازه گیری 
 Biologic Navigator pro,( ABR دستگاه از  استفاده 
انجام گرفت:  Natus, USA( و به کمک دو نوع محرک 

محرک های click با گستره ی فرکانسی ۱۰۰۰ تا ۴۰۰۰ 
هرتز و محرک های tone-burst در بسامدهای ۴، ۸، ۱۲، 
۱۴ و ۱۶ کیلوهرتز. زمان های ثبت شامل روزهای پیش 
پایه(، روز هفتم، روز چهاردهم  از مواجهه )به عنوان خط 
و روز بیست ویکم دو ساعت پس از مواجهه با صدا بودند. 
معیار خروج از مطالعه، داشتن آستانه ی پایه  ی بالاتر از ۲۰ 
دسی بل در پاسخ به محرک click در نظر گرفته شد )15( 
  tone-burstمحرک صوتی اختصاصی مورد استفاده، یک
فرکانس‌های  با فرمت WAV و در همان   ۵میلی ثانیه ای 

۴، ۸، ۱۲، ۱۴ و ۱۶ کیلوهرتز بود که به کمک نرم افزار 
   clickمحرک های مدت  طول  شد.   MATLABساخته 

نیز 0/1 میلی ثانیه در نظر گرفته شد.
در تمام طول مدت آزمون، دمای بدن حیوانات با استفاده 
از پد حرارتی در محدوده ی 0/5±۳۷ درجه ی سانتی گراد 
تحت  اندازه گیری  مراحل  تمام  و  شد  داشته  نگه  پایدار 
بیهوشی عمومی و با تزریق داخل صفاقی ترکیب کتامین 
۱۰% و زایلازین ۲% انجام گردید )16(. برای ارسال محرک 
 click از گوشی درون گوشی (Insert Earphone)متصل 

در  به دستگاه Biologic Navigator pro استفاده شد، 

حالی که محرک های tone-burst از طریق یک بلندگو که 
و  سانتی متری   ۵ فاصله ی  در  حیوان،  گوش  بالای  دقیقاًً 
خارجی  شنوایی  مجرای  به  نسبت  درجه   ۳۰ زاویه ی  با 
محرک های click با  گردیدند.  پخش  بود،  گرفته  قرار 
امواج،  ثبت  برای  شدند.  اعمال  متناوب  قطبیت های 
ناحیه  سه  در  زیرپوستی  به صورت  سوزنی  الکترودهای 
غیرواژگون گر(،  )الکترود  سر  فرق  روی  شدند:  داده  قرار 
پشت  و  واژگون گر(  )الکترود  آزمون  طرف  گوش  پشت 
الکترود  امپدانس هر  )الکترود زمین(.  گوش طرف مقابل 
کمتر از ۵ کیلواهم و اختلاف امپدانس میان آن ها کمتر 
بود:  این صورت  به  دستگاه  تنظیمات  بود.  کیلواهم   ۲ از 
بهره ی تقویت کننده روی ۱۰۰۰۰۰، پهنای باند فرکانسی 
پاسخ در محدوده ی ۳۰ تا ۱۵۰۰ هرتز، نرخ تکرار ۱/۲۱ و 
پنجره ی زمانی ۱۰ میلی ثانیه. در هر فرکانس، دستگاه به 
طور میانگین پاسخ ۸۰۰ تحریک را جمع آوری می کرد و 
امواج حاصل )شماره های ۱ تا ۵( روی نمایشگر کامپیوتر 
 ۱۰ گام های  با  صوت  شدت  کاهش  می شدند.  ترسیم 
دسی بل آغاز شد و با نزدیک تر شدن به آستانه، گام ها به 
آستانه مشخص  نهایی  مقدار  تا  یافتند  تقلیل  ۵ دسی بل 
تعریف  شدتی  سطح  پایین ترین  شنوایی،  آستانه ی  شود. 
گردید که در آن موج II به صورت قابل مشاهده و تکرارپذیر 
تشخیص داده می‌شد )17(. کلیه ی نتایج ثبت شده مربوط 

به گوش راست حیوانات بودند )18(.

ارزیابی بیومارکرهای استرس اکسیداتیو
از  نمونه ی خون  ارزیابی های شنوایی،  از تکمیل  پس 
خون  نمونه های  سپس  شد.  جمع آوری  قلب  چپ  بطن 
دقیقه  در  دور   ۳۵۰۰ سرعت  با  و  دقیقه   ۱۵ به مدت 
سانتریفیوژ شدند تا سرم از سایر اجزاء جدا شود. سرم های 
درجه   -۸۰ دمای  در  تحلیل ها  انجام  زمان  تا  حاصل 
 ،)MDA( مالان‌دی آلدئید  شدند.  نگهداری  سانتی گراد 
آنتی اکسیدانی  ظرفیت  و   )SOD( دیسموتاز  سوپراکسید 
تام )TAC( با استفاده از کیت تجاری )Zell Bio، آلمان( 
شرکت  توسط  ارائه شده  دستورالعمل های  با  مطابق  و 

سازنده اندازه گیری شد.
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برداشت بافت حلزون و بررسی تغییرات هیستوپاتولوژی
پس از انجام تست ABR و نمونه گیری خون، رت ها با 
استفاده از گاز CO₂ قربانی شده و سپس قطع سر شدند. 
گوش های داخلی استخراج گردید و کپسول های استخوانی 
حلزونی مورد کالبدشکافی قرار گرفتند. حلزون در محلول 
فرمالین 10 درصد جهت تحلیل‌های بافت شناسی تثبیت 
استاندارد  فرایند  انجام  و  بافت  برداشت  از  پس  گردید. 
دکلسیفیکاسیون )محلول نیتریک اسید 10%(، نمونه ها به 
مدت ۴۸ ساعت در محلول فرمالدهید بافری ۱۰٪ فیکس 
شدند. سپس با استفاده از روش های معمول فرآوری بافت، 
انجام  پارافین  با  آغشته سازی  و  شفاف سازی  آب گیری، 
گرفت و نمونه ها در قالب پارافینی بلوکه شدند. برش هایی 
به ضخامت ۵ میکرومتر با میکروتوم تهیه و بر روی لامل 
و  هماتوکسیلین  با  رنگ آمیزی  از  پس  شدند.  داده  قرار 
(H&E)، نمونه ها جهت بررسی هیستوپاتولوژیک  ائوزین 
 )Nikon Eclipse CI-S, Japan( نوری  با میکروسکوپ 
را  نمونه ها  که  پاتولوژیست هایی  شدند.  تصویربرداری 
ارزیابی کردند، نسبت به تخصیص گروه ها بی اطلاع بودند

تجزیه و تحلیل آماری
 Graph-Pad آماری  نرم افزار  از  استفاده  با  داده ها 
 P  >0/05 معنی داری  سطح  در   SPSS-26 و   Prism-8

تجزیه و تحلیل شدند. نتایج به صورت میانگین و انحراف 
از  استفاده  با  بین گروهی  مقایسه  است.  شده  ارئه  معیار 
 Tukey تعقیبی  آزمون  و   one-way ANOVA آزمون 
 one-way از  استفاده  با  زمانی  تغییرات  شد.  انجام 
تعقیبی  آزمون  و   repeated-measures ANOVA

مقدار  تحلیل ها،  تمامی  شد.در  ارزیابی   Bonferroni

 P<0.05 به عنوان سطح معنی داری آماری در نظر گرفته 

شد.

   یافته ها
تغییرات آستانه ی شنوایی

و BS آستانه های  کنترل  گروه های  مطالعه،  این  در 
شنوایی پایداری را در طول دوره پژوهش نشان دادند که 
بیانگر عدم کاهش شنوایی وابسته به سن و همچنین فقدان 

شواهدی از سمیت شنوایی ناشی از روغن بود. در مقابل، 
 ABR آستانه های  در  معنی داری  گروه noise افزایش 
افزایش  این   .)P<0.05( داد  نشان  پایه  مقادیر  به  نسبت 
و  یافت  تداوم  دوم(  و  اول  )هفته  مواجهه  دوره  طول  در 
غیرمعنی داری  کاهش  سوم(  )هفته  مواجهه  قطع  از  پس 
تغییرات  آستانه ی‌    .)P>0.05( گردید  ثبت  آستانه ها  در 
داشت  به  کاهشی  در  طول  طیف  فرکانسی‌  ABRالگویی‌ 

 طوری  که  می توان  گفت‌ صدای  صورتی  بیشترین  میزان 
 آسیب   را  به قسمت  راس  حلزون  گوش‌ وارد  می کند  و  به 
افزایش‌ طول  مدت‌ مواجهه  شدت‌ آسیب  افزایش   تناسب‌ 
افزایش آستانه در  نیز   BS+بود. در گروه صدا  پیدا  نکرده 
سوم  هفته  در  مختصر  کاهش  و  دوم  و  اول  هفته های 
آماری  نظر  از  تغییرات  این  از  هیچ یک  اما  شد،  مشاهده 

.)P>0.005( معنی دار نبودند
به دست آمده  پایه  شنوایی  آستانه های  آماری  مقایسه 
معنی داری  تفاوت   click و   tone-burst محرک های  از 
را در هیچ یک از فرکانس ها بین گروه های مورد مطالعه 
 ABR شکل 2 میانگین آستانه های .)P>0.05( نشان نداد
)ب(   14 )الف(،   7 روزهای  در  را  مطالعه  گروه های  در 
روز  در  نشان می‌دهد.  را  دو محرک  هر  برای  )ج(  و 21 
و  صدا  گروه های  در   ABR آستانه های  میانگین  هفتم، 
صدا+BS به طور معنی داری بالاتر از گروه کنترل و BS بود 
)P<0.05(. مقایسه بین گروه ها نشان داد که در روزهای 
7 و 14، آستانه های ABR  در گروه صدای صورتی به طور 
  .(P<0.05)بود BS معنی داری بالاتر از گروه های کنترل و
آستانه های ABR در گروه صدای صدا+BS نیز نسبت به 
افزایش  این  اما  یافت،  افزایش  روغن  و  کنترل  گروه های 
در برخی فرکانس‌ها معنی دار نبود (P>0.05). همچنین، 
تمامی  در   BS+صدا صدای  گروه  آستانه های ABR در 
زمان های ارزیابی کمتر از گروه صدا بود، اگرچه این اختلاف 
در روزهای 7 و 14 در فرکانس های 14 و 16 کیلوهرتز و 
در روز 21 به جز فرکانس های 4 و 8 کیلوهرتز و محرک 
Click از نظر آماری معنی دار نبود (P>0.05). به طور کلی، 

معنی دار  افزایش  نشان دهنده  آستانه ها  تغییرات  الگوی 
 شنوایی در اثر مواجهه با صدا و تأثیر محافظتی BS بود،
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آماری  اختلاف های  صورت  به  فرکانس ها  برخی  در  که 
معنادار مشاهده شد.

بیومارکرهای اکسیدان/آنتی اکسیدان خون
SODو   ،MDA سرمی  سطوح  ج(  تا  )الف   ۳ شکل 

را در گروه های مطالعه در روزهای ۷، ۱۴ و ۲۱   TAC 

نشان می دهد. مقایسه درون گروهی نشان داد که تغییرات 
زمانی این شاخص ها بین سه زمان ارزیابی از نظر آماری 
بااین حال، مقایسه بین گروهی در زمان های  معنادار نبود. 
سطح  داد.  نشان  را  معناداری  تفاوت های  بررسی،  مورد 

  
 
 

صورت به مقادير   ).n=3(  21روز  ج: ،) n=6(  14روز )،ب:n=9(  7 روزالف:  هاي مورد مطالعه.در گروه ABR ميانگين تغييرات آستانه: 2شكل 
  ٠٫٠٠١>p *** و ٠٫٠٥>p * ,٠٫٠١>p ** اند.شده ميانگين گزارش

  

شکل 2: میانگین تغییرات آستانه ABR در گروه های مورد مطالعه. الف:  روز‌ n=9( 7(،ب: روز 14 )n=6(  ،‌ ج:‌ روز 21 )n=3(.‌ مقادیر  به  صورت  میانگین گزارش‌ شده اند. ** 
p<0.001 *** و p<0.01, * p<0.05

  
 

 

(ج) در سرم.   TAC(ب) و   SOD ،) (الف  MDAبر سطوح     BSوبراي بررسي اثر مواجهه با صدا   طرفهنتايج آزمون آناليز واريانس يك:  3شكل  
 ٠٫٠٠١ > P****.  و ٠٫٠١ > P***،  ٠٫٠٥ > P* اند.گزارش شده انحراف معيار ±صورت ميانگين مقادير به 

 

 الف 

 ب

 ج

شکل 3: نتایج آزمون آنالیز واریانس یک طرفه برای بررسی اثر مواجهه با صدا وBS  بر سطوح MDA )الف(، SOD )ب( و TAC )ج( در سرم. مقادیر به صورت میانگین ± 
P < 0.001****.  وP < 0.01*** ،P < 0.05* .انحراف معیار گزارش شده اند
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 BS و  کنترل  گروه  با  مقایسه  گروه صدا در  در   MDA 

که  حالی  در   ،)P<0.05( داد  نشان  معنا داری  افزایش 
تجویز BS این سطح را در گروه صدا+BS به طور معنا داری 
کاهش داد )P<0.05( )شکل الف(. بیشترین فعالیت آنزیم 
 SODدر گروه کنترل و BS مشاهده شد. مواجهه با صدا 

منجر به کاهش معنادار سطح آن نسبت به این دو گروه 
با  را  معناداری  تجویز BS تفاوت  اگرچه   .)P<0.05( شد 
سطح   ،BS+صدا گروه  در  اما  نکرد،  ایجاد  کنترل  گروه 
افزایش  معناداری  به طور   noise گروه  به  نسبت   SOD

سطح TAC در  ب(. همچنین،  )شکل   )P<0.05( یافت
 ،)P<0.05( یافت  به کنترل کاهش  نسبت   Noise گروه 
را  کاهش  این   BS+گروه صدا در  گروه  تجویز BS در  اما 
جبران کرده و سبب افزایش معنادار TAC نسبت به گروه 

صدا گردید )P<0.05()شکل ج(.

هیستوپاتولوژی بافت حلزون
ساختار  کورتی  تونل   ،BS و کنترل  گروه های  در 
طبیعی خود را حفظ کرده بود. سلول های مویی داخلی در 
یک ردیف و سلول های مویی خارجی در سه ردیف منظم 
با این  در دو سوی تونل قرار داشتند و غشای تکتوریال 
سلول ها در تماس بود. سلول های پیلار داخلی و خارجی 
که مرزهای تونل را تشکیل می دهند، در آرایش طبیعی 
با  مرتبط  نگهبان  سلول های  همچنین  شدند.  مشاهده 
سلول های مویی در زیر آن ها به خوبی قابل تشخیص بودند 

و تراکم رشته های عصبی نیز حالت طبیعی داشت.
و  پیشرونده  آسیب  صدا  گروه  در  بافتی  مشاهدات 
شدید ساختار حلزون را در طول زمان نشان داد. در روز 
بود.  شده  مختل  کاملًاً  مویی  سلول های  آرایش  هفتم، 
سلول های مویی خارجی )OHCs( تخریب شده، غشای 
پایه ضخیم و غشای تکتوریال به شکل قلاب مانند و جدا از 
اپیتلیوم حسی قرار داشت. در روز چهاردهم، چروکیدگی 
مرگ  با  همراه  خارجی  مویی  سلول های  گسترده 
و  شد  دیده  گانگلیونی  سلول های  و  پشتیبان  سلول های 
فیبرهای عصبی کاهش ضخامت بیشتری نشان دادند. در 
روز 21ام چروکیدگی OHCها، مرگ سلول های پشتیبان 

و گانگلیونی و نازک شدن فیبرهای عصبی همچنان وجود 
بازه  هر سه  در  آسیب  الگوی   ،BS+گروه صدا در  داشت. 
در  ماند.  باقی  پایدار  نسبتاًً  و  متوسط  شدتی  با  زمانی 
بی نظمی  و  چروکیدگی  دچار   OHCs مراحل،  تمامی 
بودند و درجاتی از آسیب در سلول های پشتیبان مشاهده 
شد. با این حال اتصالات جانبی و ساختار سیتوپلاسمی تا 
فاصله ای  تکتوریال  غشای  اگرچه  بود.  شده  حفظ  حدی 
اندک از اپیتلیوم حسی نشان می داد، تغییر شکل شدیدی 
نمونه ها  اکثر  در  کورتی  تونل  ساختار  و  نشد  مشاهده 
فضاهای  حلزونی،  گانگلیون  در  بود.  مانده  باقی  طبیعی 
بین سلولی، هسته های پیکنوتیک محدود، مرگ سلولی و 

الیاف عصبی نسبتاًً واضح بود.

   بحث
عمدتاًً  صورتی  صدای  با  مواجهه  حاضر،  مطالعه  در 
از   کمتر  فرکانس های  آستانه ABR در  افزایش  موجب 
و  ویژگی طیفی صدای صورتی  به  الگو  این   kHz8شد. 

توزیع انرژی آن در گستره فرکانسی مرتبط است. صدای 
صورتی دارای چگالی توان معکوس با فرکانس )f/1(  بوده 
و انرژی بیشتری را در فرکانس های پایین متمرکز می کند 
)19(. از آنجا که سیستم شنوایی فرکانس ها را بر اساس 
مقیاس اکتاو پردازش می کند، این توزیع انرژی به ادراک 
از   .)20( می شود  منجر  اکتاوها  در سراسر  آن  یکنواخت 
محتوای  به  حلزون  در  ضایعات  ایجاد  محل  دیگر،  سوی 
با  صداهای  به‌طوری که  است؛  وابسته  محرک  فرکانسی 
بالا  فرکانس  با  صداهای  و  رأس  عمدتاًً  پایین  فرکانس 
همین  در   .)21( می کنند  درگیر  را  کورتی  اندام  قاعده 
با  مواجهه  که  دادند  راستا، Harding و Bohne نشان 
کورتی  اندام  اول  نیمه  به  آسیب  صدای  kHz 4موجب 
می شود )22(. همچنین، وسعت و شدت آسیب سلول های 
دارد  قرار  صدا  فرکانسی  محتوای  تأثیر  تحت  نیز  مویی 
پایین  فرکانس  صداهای  از  ناشی  آسیب  که  به گونه ای 
فرکانس  از صداهای  ناشی  آسیب  اما  معمولًاً گسترده تر، 

بالا متمرکزتر و شدیدتر است  )23(.
آستانه  افزایش  که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  نتایج 
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کمتر  اول  هفته  به  نسبت  مواجهه  دوم  هفته   ABRدر 

نسبی  کاهش  هفته سوم  در  مواجهه  قطع  از  و پس  بود 
آستانه ها مشاهده شد. تغییرات آستانه شنوایی به شدت، 
مدت مواجهه و محتوای فرکانسی صدا وابسته است )23(. 
در همین راستا،  Kömür و همکاران گزارش کردند که 
با شدت  با صدای کم فرکانس  مواجهه شش ساعته رت ها 
  ABR110 موجب افزایش موقت آستانه های dB SPL 

شد. با این حال، آستانه ها طی سه روز نخست پس از پایان 
مواجهه به طور محسوسی کاهش یافتند و درجات متفاوتی 
از بازیابی شنوایی در دوره پیگیری 21روزه مشاهده شد 
)24(. در مقابل، Fraenkel و همکاران افزایش معنی دار 
گزارش  مواجهه  مدت  افزایش  با  آستانه های ABR را 
در  اختلاف  از  ناشی  احتمالًاً  تفاوت  این   .)25( کردند 
شدت، مدت و محتوای فرکانسی صداهای مورد استفاده 
با  نیز  مواجهه  قطع  از  آستانه ABR پس  کاهش  است. 
در  که  دارد  موقت (TTS) مطابقت  آستانه  تغییر  پدیده 
آن بخشی از افت شنوایی پس از حذف عامل آسیب رسان 
برگشت پذیر است در حالی که در مواجهه های شدیدتر یا 
این تغییرات به تغییر آستانه دائمی  از  طولانی تر بخشی 
نیز  حیوانی  مدل های  در   .)26( می شود  منجر   (PTS)

معمولًاً تغییر آستانه مرکب (CTS) مشاهده می شود که 
شامل مؤلفه های موقت و دائمی است )3(.

موجب  سیاه دانه  روغن  تجویز  حاضر،  مطالعه  در 
صدا  با  مواجهه  از  آستانه ABR ناشی  تغییرات  کاهش 
شد. مواجهه با صدا با کاهش جریان خون حلزون، ایجاد 
همراه  اکسیژن  فعال  گونه های  تولید  افزایش  و  ایسکمی 
است و تولید این رادیکال ها در جریان تبدیل انرژی صوتی 
به سیگنال های عصبی نیز افزایش می یابد )27(. گزارش 
شده است که تیموکینون، ترکیب فعال روغن سیاه دانه، 
با افزایش متابولیسم موجب افزایش جریان خون بافتی و 
بهبود اکسیژن رسانی به سلول های تحت استرس می شود 
واکنش  گلوتاتیون  با  تیموکینون  این،  بر  علاوه   .)28(
جمع کننده  یک  گلوتاتیونیل-تیموهیدروکینون،  و  داده 
اثر  بر  علاوه  می دهد.  تشکیل  را  آزاد،  رادیکال های  قوی 
درون زا  آنتی اکسیدانی  سیستم  مستقیم،  آنتی اکسیدانی 

محافظتی  اثر  بنابراین،   .)29( می کند   تقویت  نیز  را 
از  ناشی  احتمالًاً  سیاه دانه  روغن  برای  مشاهده شده 
خون رسانی  بهبود  و  آنتی اکسیدانی  اثرات  از  مجموعه ای 

حلزون است.
صدای  با  مواجهه  که  داد  نشان  حاضر  مطالعه  نتایج 
فعالیت SOD و TAC و  معنی دار  کاهش  با  صورتی 
افزایش سطح MDA همراه بود که بیانگر برهم خوردن 
تعادل اکسیدان آنتی اکسیدان و القای استرس اکسیداتیو 
است. این یافته با مطالعاتی که کاهش فعالیت SOD  و 
 TACو افزایش MDA را پس از مواجهه با صدا گزارش 

کرده اند، همخوانی دارد )30(. از آنجا که SOD نخستین 
  TACسد دفاعی در برابر گونه های فعال اکسیژن بوده و
ظرفیت کلی سیستم آنتی اکسیدانی را منعکس می کند، 
که   MDA افزایش  با  همراه  شاخص  دو  این  کاهش 
محصول نهایی پراکسیداسیون لیپیدی است، نشان دهنده 
سلول ها  دفاعی  ظرفیت  بر  اکسیداتیو  فرآیندهای  غلبه 
است )31(. این وضعیت می تواند با آسیب اکسیداتیو به 
و  باشد  اجزای سلولی همراه  پروتئین ها و سایر  لیپیدها، 
اصلی آسیب حلزون در کاهش شنوایی  مکانیسم های  از 
ناشی از صدا محسوب شود )31(. در همین راستا، تجویز 
  SODروغن سیاه دانه در مطالعه حاضر با افزایش فعالیت
و TAC و کاهش سطح MDA در مقایسه با گروه مواجهه 
با صدای صورتی همراه بود که نشان دهنده بهبود وضعیت 
آنتی اکسیدانی  خواص  با  یافته  این  است.  اکسیداتیو 
 .)32( دارد  مطابقت  سیاه دانه  روغن  شناخته شده 
فعال  متابولیت  و  تیموکینون  که  داده اند  نشان  مطالعات 
آن )دی هیدروتیموکینون( با خنثی‌سازی گونه های فعال 
تقویت سیستم  و  لیپیدی  پراکسیداسیون  مهار  اکسیژن، 
جلوگیری  اکسیداتیو  آسیب  از  درون زا،  آنتی اکسیدانی 
می کنند. علاوه بر این، گزارش شده است که تیموکینون 
با بهبود جریان خون و اکسیژن رسانی بافتی، می تواند از 
آسیب حلزون ناشی از ایسکمی و افزایش تولید گونه های 
فعال اکسیژن جلوگیری کند )33(. همچنین، با توجه به 
نقش التهاب در پاتوژنز کاهش شنوایی ناشی از صدا، اثرات 
فعالیت  کنار  در  است  ممکن  نیز  تیموکینون  ضدالتهابی 
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آنتی اکسیدانی آن در ایجاد اثرات محافظتی مشاهده شده 
نقش داشته باشد )34(. 

از جمله محدودیت های این مطالعه می توان به بررسی 
آستانه شنوایی در محدوده فرکانسی ۴ تا ۱۶ کیلوهرتز، 
گاواژ  گروه  فقدان  و  سیاه دانه  روغن  دوز  تک  از  استفاده 
شنوایی  آستانه  احتمالی  تغییرات  بنابراین،  کرد.  اشاره 
روغن سیاه دانه  دوز پاسخ  رابطه  و  بالاتر  فرکانس های  در 
بررسی نشد و امکان تفکیک کامل اثرات احتمالی استرس 
نداشت.  وجود  نیز  سیاه دانه  روغن  اثر  از  گاواژ  از  ناشی 
پیشنهاد می شود در مطالعات آینده، فرکانس های بالاتر، 
با حجم و  دوزهای مختلف روغن سیاه دانه و گروه گاواژ 

برنامه زمانی مشابه مورد بررسی قرار گیرند.

   نتیجه گیری
صدای  با  مواجهه  که  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج 
صورتی موجب افزایش آستانه های ABR و برهم خوردن 
و   SOD کاهش  شامل  اکسیدان آنتی‌اکسیدان،  تعادل 

TAC و افزایش MDA می شود که بیانگر نقش استرس 

اکسیداتیو در آسیب شنوایی ناشی از صدا است. تجویز 
آستانه های  تغییرات  کاهش  موجب  سیاه‌دانه  روغن 
شد،  اکسیداتیو  استرس  شاخص های  بهبود  و   ABR

هرچند این اثر در تمامی فرکانس ها و زمان های ارزیابی 
یافته ها نشان می‌دهد  این  نبود.  آماری معنی‌دار  از نظر 
که روغن سیاه‌دانه می تواند به عنوان یک مداخله کمکی، 
احتمالًاً از طریق تقویت ظرفیت آنتی‌اکسیدانی و کاهش 
از  ناشی  شنوایی  آسیب  کاهش  در  اکسیداتیو  آسیب 
مواجهه با صدا نقش داشته باشد. با این حال، در شرایط 
برابر  در  نسبی  محافظتی  اثرات  حیوانی،  مطالعه  این 
آسیب شنوایی ناشی از مواجهه با صدا نشان داده است. 
بااین حال، با توجه به استفاده از دوز واحد و نبود گروه 
بالینی  کاربردهای  به  یافته ها  این  تعمیم  حامل،  کنترل 
زودهنگام است و انجام مطالعات بیشتر برای تعیین دوز 
بهینه، مدت تجویز و بررسی مکانیسم های مولکولی این 

اثرات ضروری است.
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