
مقاله پژوهشی
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ثیر تمرین استقامتی شنا و مکمل سیلیمارین بر تغییرات شاخص آپوپتوزي أت
باردار در معرض مسمومیت کادمیومصحراییهايکبد موش

4علی اصغرزاده اولیایی، حسین 3، غلامرضا حمیدیان2، نرگس موسوي1هریجانیشادمهر میردار
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چکیده
در جفت شناختیآسیبباعث پیشروي فرایندهاي ،)آپوپتوز(ریزي شده سلول مرگ برنامههنجار تنظیم نا ب:زمینه و هدف

ثیر تمرین شناي استقامتی و مصرف أهدف پژوهش حاضر بررسی ت. گذاردثیر میأزنان باردار شده و بر فرایند رشد جنین ت
.هاي صحرایی باردار بودسیلیمارین بر تغییرات شاخص آپوپتوزي کبد ناشی از مسمومیت با کادمیوم در موش

برنامه تمرین شامل شناي . انجام شدگروه قرار 9صحرایی ماده در موشسر 72این مطالعه تجربی روي:هامواد و روش
گرم بر کیلوگرم وزن بدن در لیتر به میلی400کادمیوم کلراید به میزان . استقامتی از روز اول بارداري تا روز زایمان بود

وزن بدن به صورت زیرپوستی گرم بر کیلوگرم میلی100صورت محلول در آب خوراکی داده شد و سیلیمارین نیز به میزان 
رادیواکتیوغیرروشبهTUNELایمونوهیستوشیمیروشبراي تعیین شاخص آپوپتوزي کبد از. بار در هفته تزریق شد3

آنالیز واریانس یک طرفه و هايها از آزمونبراي تجزیه و تحلیل یافته.شداستفادهخودجايدرانتهاییکردننشاندار
.دگردی)(LSDتعقیبی 

اما تمرین شنا تغییر ،)p=001/0(هاي مادر را افزایش داد داري شاخص آپوپتوزي کبد موشکادمیوم به طور معنی:هایافته
تمرین شنا و تزریق سیلیمارین شاخص آپوپتوزي کبد را نسبت به گروه کادمیوم به طور . )p=424/0(داري ایجاد نکرد معنی
).p=001/0(داري کاهش دادند معنی

تواند به میزان قابل توجهی با آپوپتوز القا شده توسط تمرین شنا و مکمل سیلیمارین در ترکیب باهم می:گیريتیجهن
.هاي باردار مقابله کنندکادمیوم در بافت کبد موش

شاخص آپوپتوزي، موش صحرایی باردار، سیلیمارین، کادمیوم، تمرین شنا:هاي کلیديواژه
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، تبریز، ایراناستادیار بافت شناسی گروه علوم پایه، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه تبریز-3
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مقدمه
متابولیکی در دوران بارداري، تماس در طی تغییرات 

مادر با فلزات سنگین براي عملکرد جفت و سلامت جنین 
بسیار مهم تلقی شده و گفته شده است که کادمیوم

(Cadmium) 1[اثرات سمی بر رویان و جنین دارد[ .
ویژه زیستیکادمیوم یک فلز سمی سنگین با عملکردهاي 

و غذا وارد بدن است که در انسان و حیوان از طریق آب
شود و موجب اثرات شده و ابتدا در کبد و کلیه انباشته می

این . گرددهاي بدن میاندام و سایر اندامزیان بار بر این دو 
ماده سمی به طور موثر موجب عدم تعادل وضعیت 

،همچنین. ]2[گردد اکسیدان بدن میآنتی- اکسیدان
جفت مادران اند تجمع کادمیوم در ها نشان دادهپژوهش

سیگاري در طی سه ماهه اول دوره بارداري شروع شده 
ریزي شده سلولمرگ برنامهتواند باعث القاء و می]1[

(Apoptosis)هاي مختلف موش صحرایی شود در اندام
]3[.

یک (Apoptotic cell death)مرگ سلولی آپوپتوزي 
ها و حذف فرایند طبیعی در کنترل جمعیت سلول

از سوي دیگر، اثرات .]4[آسیب دیده است هايسلول
مفید تمرین استقامتی شنا و عدم نیاز به تحمل وزن بر 

هاي مختلف اکسیدانی در بافتآنتیهاي دفاع سازوکار
هاي هاي شناگر، موشبررسی شده و این اثرات در موش

هاي دیابتی تمرین سالم دونده روي نوارگردان و موش
ال این است که ؤاما اکنون س. ]5[کرده مشاهده شده است

تواند القاي آپوپتوز ناشی از مسمومیت با آیا تمرین شنا می
در همین راستا، تنها یک پژوهش کادمیوم را کاهش دهد؟ 

یافته شده است که گزارش کرده است غلظت بالاتر 

کادمیوم در خون و ادرار پس از فعالیت ورزشی در 
ثیر مثبت فعالیت أدوندگان مرد سیگاري نشان دهنده ت

رسد در به نظر می.]6[باشد ورزشی بر دفع کادمیوم می
هاي اندکی وجود دارد علاوه بر این که این زمینه پژوهش

هاي باردار در معرض هیچ پژوهشی بر روي موش
از سوي دیگر، . مسمومیت کادمیوم نیز مشاهده نشده است

هاي کننده سلولهاي بالینی بر روي مواد مسمومهشپژو
، یکی (Silymarin)کبدي نشان داده است که سیلیمارین 
، به (Milk testile)از ترکیبات مشتق از گیاه خارمریم 

هاي کبدي اعمال عنوان عامل محافظت از سلول
. ]7-8[اي دارد چندگانه

سیلیمارین شامل محافظت کنندگی کبدهاي ویژگی
-Glutathione)جلوگیري از تخلیه گلوتاتیون GSH) ،

هاي آزاد، حفظ سنتز پروتئین تخریب و انهدام رادیکال
و محافظت از عملکرد RNAسازي کبدي از طریق فعال

با توجه به اثرات سمی . ]9[انتقال میتوکندریایی است 
اکسیدانی سیلیمارین، هدف کادمیوم و نظر به اثرات آنتی

پژوهش حاضر این است که نقش حفاظتی سیلیمارین و 
امتی شنا را بر مسمومیت ناشی از کادمیوم تمرین استق
هاي ثیر آن بر القاي آپوپتوز کبد در موشأخوراکی و ت

صحرایی که در دوران بارداري در معرض مسمومیت با 
.اند بررسی نمایدکادمیوم قرار گرفته

روش انجام آزمایش
سر موش 72این مطالعه تجربی روي:هاآزمودنی

گرم،  200±20ا میانگین وزنی صحرایی ماده نژاد ویستار ب
به منظور سازگاري با محیط و تمرین شنا به مدت یک 

درجه 23±2هفته در مکانی ویژه با دماي کنترل شده 
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ساعت 12ساعت روشنایی و 12گراد، با شرایط سانتی
در طی . تاریکی، به همراه آب و غذاي کافی قرار گرفتند

وتاه مدت شنا تمرینات کي صحراییهااین یک هفته موش
ماده با یک صحراییسپس هر دو موش. را انجام دادند

گیري در یک قفس قرار نر جهت جفتصحرایی موش 
ساعت با بررسی توده واژینال، روز اول 48گرفته و پس از 

گروه 9به ي صحراییهاسپس موش. بارداري مشخص شد
کنترل، حلال، کادمیوم، تمرین، سیلیمارین، : تایی8

-کادمیوم، کادمیوم- تمرین، سیلیمارین - رین سیلیما
.تقسیم شدندتمرین- سیلیمارین -ن،  کادمیوم تمری

روز و درباریک،تمرینباردار گروهصحرایی هاي موش
100×50×50اي به ابعاد استخر ویژهدرهفتهدرروزپنج

و همکاران در دانشکده Mirdarمتر که توسط سانتی
شنابهه مازندران ساخته شده بودتربیت بدنی دانشگا

30برنامه اصلی تمرین شنا در دوران بارداري با . پرداختند
بهروزانهدقیقهپنجافزایشمدت بااینکهدقیقه آغاز شد

60زمان. دقیقه رسید60بهدومهفتهدرتمرینزمان
تمرینی ازباراضافه. بودثابتسومهفتهپایانتادقیقه
شدمیانجامشناهنگامآبسرعتوقدرتتنظیمطریق

هايهفتهدر.دثابت بوتمرین،سازگاري بادر هفتهکه
60زمانماندنثابتبادوران بارداريطیدرتمرین

درلیتر15به 7ازآبدقیقه، سرعت و قدرت جریان
.]10[یافت افزایش میدقیقه

میلی400کادمیوم کلراید به صورت محلول به میزان 
گرم بر کیلوگرم وزن بدن در لیتر، از طریق آب آشامیدنی 

بر این اساس میزان . ]11[داده شد ي صحراییهابه موش
لیتر آب کاملاً حل و در ظروف ویژه 5گرم کادمیوم در 2

قرار شان ساعته در اختیار 24آب ریخته شد و به صورت 
.گرفت

دررینگرم پودر سیلیما6/1براي تهیه سیلیمارین ابتدا
ه و سپس با آب مقطر اتانول مطلق حل شدمیلی لیتر4

100ز سیلیمارین، ود. انده شدرسمیلی لیتر16به حجم 
هاي صحرایی گرم براي هر کیلوگرم وزن بدن موشمیلی

روز در طول دوران بارداري به صورت 3اي بود که هفته
حلال سیلیمارین هم به . ]12[شد زیرپوستی تزریق می

میلی 12با اتانول مطلقمیلی لیتر4(صورت تهیه همان 
.هاي گروه حلال تزریق شدو به آزمودنی) آب مقطرلیتر

ماده دو روز پس از زایمان با صحراییهايموش
و کتامین ) گرم بر کیلوگرممیلی13((Xylazine)زایلازین 

(Ketamine))87و آسان بیهوش) گرم بر کیلوگرممیلی
.]13[خارج شد آنهاکبد و سپسکشی شده

ها هاي آپوپتوزي، هسته این سلولجهت تشخیص سلول
دار کردن انتهایی با استفاده از روش غیر رادیواکتیو نشان

رنگ شده و (In situ end labeling)در جاي خود 
.شناسایی گردید

میکرومتر 3در این روش، مقاطع تهیه شده به ضخامت 
یلول، پارافین زدایی شده و اف زابتدا با استفاده از دو ظر

دهی و در نهایت سه هاي نزولی الکل آبسپس با غلظت
مرتبه با محلول بافر فسفات عاري از نوکلئاز شستشو 

زاد، مقاطع جهت از بین بردن پراکسیدازهاي درون. شدند
دقیقه و 30در متانول به مدت %3/0با پراکسید هیدروژن 

سپس . اد انکوبه شدندگردرجه سانتی25- 15در دماي 
مقاطع، بعد از شستشو با بافر فسفات عاري از نوکلئاز با 

کیت آزمایشگاهی . تیمار شدندKکمک پروتئین کیناز 
مورد استفاده در این تحقیق کیت تشخیص مرگ سلولی 
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POD) ساخت شرکتRocheبود که تمامی )آلمان
مراحل آن مطابق با دستورالعمل همراه کیت انجام 

10براي تعیین شاخص آپوپتوزي در هر مقطع، . فتپذیر
بزرگنمایی (میدان دید میکروسکوپی با بزرگنمایی بالا 

هايطور تصادفی انتخاب شده و هستهبه ) 100
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase mediated)

(Deoxyuridine Triphosphate Nick-End Labeling-

TUNEL گ قهوهاي تیره و هایی به رنهسته(مثبت
. منفی مورد شمارش قرار گرفتTUNELو ) یکنواخت

LI= a/(a+b)سپس شاخص آپوپتوزي با استفاده از رابطه 

هاي تعداد هسته"a"محاسبه گردید که در آن 100×
TUNEL مثبت و"b"هاي تعداد هستهTUNEL منفی

. ]14[باشد در هر میدان دید میکروسکوپی می
ن و اجراي پژوهش مطابق با کلیه مراحل تمری

دستورالعمل موسسه سلامت و تغذیه در مورد مراقبت و 
استفاده از حیوانات آزمایشگاهی و کمیته اخلاق دانشکده 

. تربیت بدنی و علوم ورزشی دانشگاه مازندران انجام شد
هاي این پژوهش از آزمون براي تجزیه و تحلیل یافته

در سطح خطاي تعقیبی آنالیز واریانس یک طرفه و آزمون 
)05/0≤α (LSDتمامی محاسبات با استفاده .استفاده شد

.انجام گرفت21نسخه SPSSافزار از نرم

نتایج
بیشترین افزایش شاخص آپوپتوزي در گروه کادمیوم 

شکل(رخ داده است ) در مقایسه با گروه کنترل% 437(
گروه هاي مادرشاخص آپوپتوزي کبد موش،همچنین). 1
را نسبت% 24/43داري به میزان یلیمارین کاهش معنیس
تمرین شناي استقامتی و . گروه کنترل نشان دادبه

سیلیمارین در ترکیب با یکدیگر شاخص آپوپتوزي کبد 

ناشی از مسمومیت با کادمیوم را به میزان قابل توجهی 
شاخص آپوپتوزي 1و نمودار 1شکل. کاهش دادند%) 38(

.دهدمختلف نشان میهاي را در گروه

علامت . مادرصحراییهايشاخص آپوپتوزي کبد موش-1نمودار 
#و علامت )p=001/0(نشانه معناداري نسبت به گروه کنترل * 

.است)p=001/0(نشانه معناداري نسبت به گروه کادمیوم 

هاي مختلف تصویر میکروسکوپیک کبد در گروه- 1شکل
)TUNEL, X40(
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مثبت بوده TUNELهاي هاي تیره هستهاي قهوهههست

هاي کبدي در وللو بیانگر میزان القاء آپوپتوز در س

، حلال )ب(سیلیمارین -، تمرین)الف(هاي تمرین گروه

، )و(، سیلیمارین )ه(کادمیوم -، سیلیمارین)د(، کنترل )ج(

-کادمیوم-و سیلیمارین) ح(، کادمیوم )ز(تمرین کادمیوم 
.دهدرا نشان می) ط(تمرین 

بحث
نتایج پژوهش حاضر نشان داد کادمیوم باعث القاي 

هاي صحرایی باردار برابري آپوپتوز کبد موش4دار معنی

این یافته با نتایج پژوهش . در مقایسه با گروه کنترل شد

Ye و همکاران وPham مطابقت دارد ) 2006(همکاران و

]16-15[ .

از این است که تمرین و یافته مهم این پژوهش حاکی 

سیلیمارین در ترکیب با یکدیگر شاخص آپوپتوزي ناشی از 

. داري کاهش دادندمسمومیت با کادمیوم را به طور معنی

گیري از طریق هدفالقاي آپوپتوز توسط کادمیوم احتمالاً

گیرد و آپوپتوز وابسته به میتوکندري صورت می

گري ت میانجیمیتوکندري نیز حداقل از دو مسیر متفاو

مسیر اصلی مبتنی بر فعالیت کاسپازها . شودمی

(Caspases) است که توسط آزادسازي مداوم سیتوکرومC

3-آغازگر و کاسپاز9- میتوکندریایی، فعالیت کاسپاز

مجري و گسستگی نهایی سوبستراهاي خاص میانجیگري 

.]17[شود می

هاى مختلفى که منجر به رها شدنبه دنبال استرس

شوند، از شبکه اندوپلاسمى می(+Ca2)یون کلسیم 

هاى آورى این کلسیممیتوکندرى نقش مهمى در جمع

از +Ca2در واقع آزادسازى سریع . کندلى ایفا میزوسیتو

لومن شبکه اندوپلاسمى باعث القاى نفوذپذیرى غشاى 

. ]17[شود هاى آپوپتوزى میمیتوکندرى و تحریک پاسخ

میتوکندرى و شبکه اندوپلاسمى هاى سالم،در سلول

را بین این +Ca2هاى تماس زیادى دارند که انتقال جایگاه

هرگونه تغییر در مورفولوژى . کنددو اندامک تسهیل مى

شبکه اندوپلاسمى و یا قطعه قطعه شدن میتوکندرى 

تواند باعث زایل شدن نقاط تماس بین این دو اندامک و مى

.]18[گردد ا نهممانعت از تعامل بین آ

از آنجایی که میتوکندري یک اندامک کلیدي در کنترل 

آپوپتوز است و دپلاریزاسیون غشاي آن باعث رها شدن 

پژوهشگران در توجیه کاهش شود، پروآپوپتوزي میعوامل

میزان آپوپتوز در اثر تمرین استقامتی با شدت متوسط 

-Nitric Oxide)اکساید پیشنهاد کردند نیتریک NO)در

هاي فیزیولوژیکی به صورت معکوس سیتوکروم غلظت

را مهار ) از زنجیره انتقال الکترونیIVکمپلکس (اکسیداز 

کند که منجر به هایپرپلاریزاسیون غشاي میتوکندري می

همچنین،.کندگردد و بنابراین از آپوپتوز جلوگیري میمی

آپوپتوزي مستقیم و غیرمستقیم هاي آنتیانواع مولکول

. ]19[گیرند تحت تنظیم افزایشی قرار میNOط توس

سلولی مانند آپوپتوزي درونهاي مختلف آنتیپروتئین

Inducible)نیتریک اکساید سنتاز القایی  nitric oxide

synthase- iNOS) لوسمی سلول میلوئیدي یا مغز ،

-Myeloid cell leukemia-1)استخوانی  Mcl-1) پروتئین ،

Glucose-regulated)78ه گلوکز تنظیم شده به وسیل

protein 78- Grp78)در طی تمرین با 8-و اینترلوکین

گیرند و پس شدت متوسط تحت تنظیم افزایشی قرار می
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-Mclسطوح . مانندتمرینی نیز در مقادیر بالا باقی میاز بی

به دلیل NOآپوپتوزي سیگنال به عنوان میانجی آنتی1

یعنی NOن دست سیگنال تخلیه مولکول اصلی پایی

Cyclic-Guanosine)گوانوزین مونوفسفات حلقوي 

monophosphate- cGMP)کندسقوط می.

، برخی NO-cGMPسازي سیگنال به محض فعال

را حفظ کرده و روند Mcl-1هاي بدن افزایش بیان بافت

شود فعالیت بنابراین پیشنهاد می. سازندآپوپتوز را کند می

ورزشی استقامتی با شدت متوسط از طریق تنظیم 

روند آپوپتوز را iNOS-NO-cGMP-Mcl-1افزایشی مسیر 

ت به خوبی نشان داده شده است تمرینا. ]19[سازدکند

ري از ی را در بسیااکسیدانورزشی منظم وضعیت آنتی

1شکل. ]20[بخشند ها از جمله کبد بهبود میبافت

هاي صحرایی هاي آپوپتوزي کبد موشمربوط به سلول

- سیلیمارین - کادمیوم و تمرین -هاي تمرین گروه

دهد که تمرین کادمیوم در پژوهش حاضر نیز نشان می

شناي استقامتی توانسته است آپوپتوز ناشی از مسمومیت 

این یافته در راستاي نتایج . کاهش دهدبا کادمیوم را

باشد که پیش از این و همکاران میMilnerowiczپژوهش 

ثیر دویدن با شدت متوسط را بر دفع کادمیوم از طریق أت

. ]6[ادرار نشان داده بودند 

هاي علاوه بر تمرین شنا، سیلیمارین نیز با مکانیسم

شاي مراز، تثبیت غپلیDNAمتعدد از جمله تحریک 

(هاي آزاد و افزایش غلظت سلولی، مهار رادیکال

GSHسلولی اثر محافظت کبدي از )گلوتاتیون احیا شده

که کاهش القاي آپوپتوز ناشی ]21[خود نشان داده است 

دعا اکادمیوم نیز گواه این - از کادمیوم در گروه سیلیمارین

مراز توسط سیلیمارین موجب پلیDNAتحریک . باشدمی

هاي و در نتیجه بازسازي سلولیریبوزومRNAش افزای

سلولی نیز موجب GSHافزایش غلظت . شودکبدي می

کسیداز اتثبیت سوپراکساید دیسموتاز و گلوتاتیون پر

اکسیدانی مهم هاي آنتیآنزیماز گردد که همگی سلولی می

. ]21[هستند 

سیلیمارین عدم تعادل بین بقا و مرگ سلولی احتمالاً

ها و کنندهزي را به واسطه مداخله در بیان تنظیمآپوپتو

هاي چرخه سلولی درگیر در آپوپتوز تعدیل پروتئین

اکسیدانی و عملکردهاي ویژگی آنتی. ]22[کند می

ها بازسازي سلولی به عنوان نتیجه افزایش سنتز پروتئین

خاصیت تعدیل . رین ویژگی سیلیمارین استمتمه

تهابی، ضد تکثیري و ضد کنندگی دستگاه ایمنی، ضدال

ز مصرفی و وویروسی سیلیمارین ممکن است وابسته به د

بنابراین سیلیمارین در یک . ]7[شکل مولکولی آن باشد 

ز، ممکن است در کاهش آبشاري والگوي وابسته به د

. ]23[ثر باشد ؤالتهاب مزمن در مدلهاي حیوانی م

در پژوهش حاضر نیز در اثر تزریق سیلیمارین در 

هاي رتاسر دوران بارداري، شاخص آپوپتوزي کبد موشس

کاهش . داري کاهش یافتصحرایی ماده به طور معنی

شاخص آپوپتوزي کبد با اجراي تمرین شناي استقامتی به 

یرتر از تمرین به مگهمراه مصرف سیلیمارین بسیار چش

تنهایی یا مصرف سیلیمارین به تنهایی بوده است و این 

مثبت این دو فاکتور در ترکیب با ثیرأنشان دهنده ت

القاي آپوپتوز ناشی از کادمیوم در یکدیگر جهت کنترل 

.باشدکبد میبافت
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گیرينتیجه
پژوهش حاضر نشان داد محلول آشامیدنی کادمیوم در 

دار آپوپتوز کبدي طی بارداري باعث افزایش معنی

و چه تواند براي آنصحرایی مادر شد که میهاي موش

اما تمرین شناي استقامتی . اي جنین خطرناك باشدبسا بر

آور به همراه مصرف سیلیمارین جهت کنترل شرایط زیان

اثربخش بوده هاي صحرایی مادر موشکادمیوم در کبد 

مادر صحراییهاينتایج پژوهش حاضر مختص موش.است

هاي بیشتر را در رابطه باشد و بنابراین محقق پژوهشمی

کبد نوزادان این مادران پیشنهاد با شاخص آپوپتوزي

.کندمی
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Effect of Endurance Swimming Training and Silymarin Treatment on

Changes in Liver Apoptotic Index in Pregnant Rats Exposed to Cadmium
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Background and Objective: Abnormal regulation of apoptosis causes progressive pathological processes in the

placenta of pregnant women and affects on fetal growth. The aim of this study was to investige the effects of

endurance swimming training and silymarin treatment during pregnancy on cadmium exposure -induced liver

apoptotic index in pregnant rats.

Materials and Methods: In this expremental study 72 female rats divided into 9 groups. Training program

consisted of endurance swimming, from the first day of pregnancy until delivery. Cadmium chloride (CdCl2) was

given as drinking water (400 mg/kg/l). Silymarin was injected subcutaneously (100 mg/kg) 3 times a week.

Apoptotic index was determined by nonradioactive in situ end labeling method using TUNEL

immunocytochemical technique. The ANOVA and post hoc LSD (Least Significant Difference) tests were used

to analyze the findings of study.

Results: Cadmium significantly increased liver apoptotic index (p=0.001). Swimming training induced no

significant change in liver apoptotic index (p=0.424). Swimming training and silymarin treatment significantly

decreased liver apoptotic index compared to cadmium (p=0.001).

Conclusion: Endurance swimming training in combination with silymarin treatment during pregnancy can

significantly counteract with cadmium-induced apoptotic index apoptosis in the liver of the pregnant rats.

Keywords: Apoptotic index, Pregnant rat, Silymarin, Cadmium, Swimming training
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