
ةـــــالشعبي ةــــالديمقراطي ةــــالجزائري ةــــهوريـالجم  
REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE 

يــــــالعلم ثـــالبح و يــــالعال مـــالتعلي وزارة  
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etude des effets de la silymarine et des acides aminés 

soufrés sur  la toxicité du nickel  

 

 

 

Directeur de thèse : Pr. KECHRID ZINE       Université d’Annaba 

Membres de Jury: 

Président :                Pr.  MESSARAH Mahfoud           Université d’Annaba 

Examinateurs :       Pr. NOUADRI Tahar                     Université de Constantine -1 

         Pr. OULDJAOUI  Abdellah          Univ. Larbi Ben Mhidi-Oum El Bouaghi  

 

FACULTE DES SCIENCES 
DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE 

 

THÈSE 
Présentée en vue de l'obtention du diplôme de DOCTORAT 

En Sciences 
Option : Biochimie Appliquée 

THEME 
 
 

Présentée par: Mme BBOOUUHHAALLIITT  SSaammiirraa 

عنابـــــة-مختــــار يـــباج ةـــجامع  
UNIVERSITE BADJI MOKHTAR - ANNABA           

 

   Année universitaire : 2017/2018 

 

N° DBCH…../2018 



 

 



 
 

REMERCIEMENT 

 

Je remercie en premier lieu ALLAH le tout puissant pour toute la volonté et le courage 

qu’il m’a donné pour l’achèvement de cette thèse. 

 

Mon respect et reconnaissance sont adressés à Monsieur Mahfoud MESSARAH; 

Professeur à l’université d’Annaba, qui ma fait l’honneur de présider ce jury Je le remercie 

sincèrement pour l’intérêt qu’il  porte pour mon travail. 

 

J’exprime mes remerciements à Monsieur Tahar NOUADRI; professeur à l’université  

des frères Mentouri-Constantine -1, à Monsieur Abdellah OUALDJAOUI; professeur à 

l’université Larbi Ben Mhidi-Oum Elbouaghi, Je les remercie pour l’honneur qu’ils me font 

en acceptant d’examiner ce travail, un immense merci. 

 

Mes sincères remerciements vont à mon encadreur: Monsieur Zine KECHRID; 

professeur à l’université d’Annaba, pour les conseils judicieux et constants qu’il m’a 

prodigués tout au long de ce travail, pour sa disponibilité et son indulgence qui m’ont permis 

de mener à bien cette étude, qu’il trouve ici l’expression de mes plus profonds respects et 

toutes mes gratitudes. 

 

Je tiens à témoigner ma profonde gratitude à Madame Purificacion Corchete, Professeur 

à la Faculté de pharmacie de Salamanca, Espagne. Pour toutes les connaissances qu’elle m’a 

apportées sur les plantes médicinales. J’ai grandement bénéficié de sa grande expérience, de 

sa rigueur scientifique et de ses qualités humaines. Qu’elle veuille bien trouver ici le 

témoignage de ma sincère reconnaissance et de mon profond respect. 

 

Je remercie Monsieur Abdelfetteh EL-FEKI ; Professeur et directeur du laboratoire 

d'Ecophysiologie animale à la faculté des Sciences de Sfax-Tunisie, de m’avoir facilitée 

l’accès à son laboratoire et de m’avoir permis de bénéficier d’un stage. Qu’il trouve ici 

l’expression de ma profonde et sincère gratitude. 

 

Mes remerciements s’adressent aussi aux personnels et aux techniciens du laboratoire 

d'Ecophysiologie animale à la faculté des Sciences de Sfax, notamment ceux avec qui j’ai eu 

l’occasion de travailler et les autres simplement pour les bons moments partagés.  

 

Je tiens à exprimer ma profonde gratitude à tous ceux qui ont contribué à la réalisation 

de ce travail en particulier, Madame Samira, technicienne au service d d'Anatomie 

Pathologique, Hôpital de Guelma, pour leur aide au cours de la réalisation de certaines 

coupes histologiques. 

Mes remerciements s’adressent également à Monsieur le professeur Tarek REBAI, chef 

de service de laboratoire Embryologie à la Faculté de Médecine de Sfax, Tunisie. Professeur 

de physiologie animale à la faculté des sciences de Sfax et directeur d’une UR ‘’stress 



 
 

oxydant et santé ‘’, de m’avoir accueillie pour la lecture des coupes histologiques, qu’il 

trouve ici l’expression de ma reconnaissance infinie. 

 

J’adresse enfin ma plus profonde gratitude a mes parents, qui n'ont jamais reculé devant 

aucun sacrifice pour me voir réussir et qui à je dois tout mon bonheur ; A mon mari, pour sa 

patience et son soutien; A mes petits fils, ma sœur et mes frères qui ont su me faire confiance 

et me soutenir en toutes circonstances. 

 

Que tous ceux qui ont participé de près ou de loin à ce travail trouvent dans ces lignes 

mes remerciements les plus chaleureux. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

  

 

 

Résumés 

 
 

 

 



 
 

Résumé 

La présente étude consiste à évaluer les effets éventuellement protecteurs de la 

silymarine, extraite des graines séchés du chardon-Marie (Silybum marianum L.), et des 

acides aminés soufrés (L-méthionine et L-cystéine), contre la cytotoxicité et le stress oxydatif 

induits par le sulfate de nickel chez les rats blancs mâles de la souche Wistar.  

Afin de déterminer le pouvoir antioxydant des extraits du Silybum marianum, dans la  

première partie de ce travail une étude phytochimique préliminaire a été effectuée, initiée par 

une analyse quantitative des composés phénoliques et suivie par des testes anti-radicalaires. 

Les résultats obtenus révèlent la présence des taux importants des phénols totaux et des 

flavonoides avec un pouvoir antioxydant élevé contre le radical DPPH.  

Dans une seconde partie, nos résultats ont montré que l’administration du nickel 

pendant trois semaines provoque des altérations graves au niveau de l’organisme se traduisant 

par; un déficit pondéral, perturbation métaboliques (augmentation de glucose, des lipides 

totaux, de triglycérides et cholésterol), un effet hépatotoxique (augmentation de TGO, TGP, 

PAL et du LDH), néphrotoxique (augmentation de l’urée, de la  créatinine  et de l’acide  

urique), hématotoxique (diminution du taux des globules rouges, des globules blancs, 

l’hémoglobine et l’hématocrite). De plus, nous avons noté que l’utilisation du nickel est à 

l’origine de l’apparition d’un état de stress oxydant, ceci est révélé par une augmentation de la 

péroxydation lipidique, des perturbations dans les systèmes de défense antioxydant; taux de 

glutathion réduit, les activités enzymatiques de la glutathion peroxydase, la catalase et la 

superoxyde dismutase tissulaires. 

Cependant, la supplémentation en silymarine ou en acides aminés soufrés aux rats 

traités par le nickel, ont atténué certains effets cytotoxiques de nickel.  

En conclusion, la présente étude a montré que l’exposition au nickel provoque des 

perturbations au niveau de l’organisme, qui sont atténuées par l’utilisation des extraits de 

chardon-marie, de L-méthionine ou L-cystéine, à fort potentiel antioxydant pour contracter le 

stress oxydant induit par le nickel. 

Mots-clés: Nickel; Stress oxydant; Silybum marianum; Méthionine; Cystéine. 

 



 
 

Abstract 

The present study undertaken to evaluate the possibly protective effects of silymarin 

extracted from milk thistle dried seeds (Silybum marianum L.) and sulfur amino acids (L-

methionine and L-cysteine), against cytotoxicity and oxidative stress induced by nickel 

sulphate in male white rats of the Wistar strain. 

In order to determine the antioxidant potential of the extracts of Silybum marianum, in 

the first part of this work a preliminary phytochemical study was carried out, initiated by a 

quantitative analysis of the phenolic compounds and followed by anti-radical tests. The results 

obtained reveal the presence of high levels of total phenols and flavonoids with a high 

antioxidant capacity against the DPPH radical. 

In a second part, our results showed that the administration of nickel for three weeks 

caused serious alterations in the organism resulting in; weight loss, metabolic disturbance 

(increase in glucose, total lipids, triglycerides and cholesterol), hepatotoxicity (increase of 

GOT, GPT, ALP and LDH activities), nephrotoxicity (increase in urea, creatinine and uric 

acid), hematotoxicity (decreased red blood cell count, white cells, hemoglobin and 

hematocrit). Moreover, the findings showed that the use of nickel resulted in the appearance 

of an oxidative stress state, this is revealed by an increase in lipid peroxidation, perturbations 

in antioxidant defense systems including; reduced glutathione, enzymatic activities of 

glutathione peroxidase, catalase and superoxide dismutase. 

However, the treatment with silymarin or sulfur-containing amino acids reduced 

certain cytotoxic effects of nickel.  

In conclusion, this study demonstrated that exposure to nickel led to disturbances in 

the organism, which are mitigated by the use of milk thistle extracts, L-methionine or L-

cysteine, with high potential antioxidant for contracting nickel-induced oxidative stress. 

 

Keywords: Nickel; Oxidative stress; Silybum marianum; Methionine; Cysteine. 

 

 



 
 

 الملخص

ذتنة لمجففنة ل اأجريت هذه الدراسة لتقييم التأثير الوقائي الممكن للسيليمارين المستخرج منن الذنذ ر 

السيسننتين(  -Lميثيننونين  -L(،  الأحمنناا الأمي يننة الكذريتيننة  Silybum marianum شننوا الجمنن    

يضنا  لفئنرا  الذضد السمية الخلوية   الإجهاد ألتأكسدي ال اجمة عن المعاملة بكذريتات ال يك  ع د ذكور ا,

 .       Wistarمن سلالة 

ا في الجز  الأ ل من هذ Silybum marianum  من أج  تحديد ال شاط المضادة للأكسدة لل وع 

ت القندرة ا اختذناراتحلي  كمني للمركذنات الفي ولينة تلتهنالعم  تم إجرا  دراسة كيميائية نذاتية أ لية ، بدأت ب

 ول الكلينةعلي اسر الجذ ر الحرة. أظهرت ال تائج المتحص  عليها  جود مستويات عالية من مركذات الفي 

 .DPPH  الفلافونيننننننننندات منننننننننل القننننننننندرة العالينننننننننة المضنننننننننادة للأكسننننننننندة ضننننننننند جنننننننننذ ر 

       

منن  لن  العديندلجنة بال يكن  لمندة ثلاثنة أسنابيل قند أدت إفي الجز  الثاني، أظهرت نتائج ا أ  المعا  

لندهو  التأثيرات الخطيرة في العضوية المتمثلة في؛ نقن  النو، ، اضنطرالأ الأيني  ،ينادة الجلوكنو،، ا

، (TGO, TGP)الكلية  الدهو  الثلاثية  الكولستر ل في الدم(، تسمم كذندي  ،ينادة نشناط نناقلات ا منين

ير ثتنناتسننمم كلننوي  ،يننادة تركيننزا ليوريننا، الكرينناتي ين  حمنني اليورينن (  ال (،LDHالفوسننفات القلننوي  

السنننمي علننني بعننني الممشنننرات الدموينننة  انخفننناا عننندد خلاينننا الننندم الحمنننرا ، خلاينننا الننندم الذيضنننا ، 

حالننة  الهيموغلننوبين  الهيماتوكريننت(. بالإضننافة إلنن  ذلنن ،  حخ ننا أ  اسننتخدام ال يكنن  عمنن  علنن  ظهننور

دة فاع المضناي  المتمثلة في ،ينادة مسنتوف فنولأ الأكسندة اللذيدينة،  اخنتلال فني أنخمنة الندالإجهاد التاكسد

تمثلنة ل  من خلال انخفاا معدل الجلوتاثيو ،  نشناط بعني الأنزيمنات مضنادات الأكسندة المذللأكسدة  

 . فنني حننين أ  المعالجننة بالسننيليمارين أ  الأحمنناا الأمي يننة الكذريتيننة(GSH-Px, CAT, SOD)فنني 

 للفئرا  المعاملة بال يك  ، أدت إلي تخفيف بعي ممثراته الخلوية السامة. 

 

، عموما ما يمكن اسنت تاجه منن هنذه الدراسنة أ  التعنرا لل يكن  يسنذب اضنطرابات فني العضنوية

عاليننة يمكننن تحسنني ها باسننتخدام مستخلصننات شننوا الجمنن ، الميثيننونين   السيسننتين،  التنني لهننا القنندرة ال

 للتقلي  من الإجهاد ألتأكسدي ال اجم عن ال يك .المضادة 

 

 ؛ ميثيونين؛ السيستين. Silybum marianumالإجهاد ألتأكسدي؛  : ال يك ؛الكلمات الرئيسية
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Introduction générale 

e développement des activités humaines depuis le début de l’ère industrielle s’est 

traduit, pour la biosphère, par un accroissement et une diversification des 

pollutions, lourdes de menaces pour notre équilibre futur et le bien être de notre 

espèce.  

La pollution métallique pose un problème particulier, car les métaux ne sont pas 

biodégradables. Ils s’accumulent dans l’organisme et provoquent des effets toxiques à court 

et/ou à long terme. Par ailleurs, plusieurs métaux sont essentiels au fonctionnement de nos 

enzymes, notamment le zinc, le fer, et le cuivre. Néanmoins, au delà d’une certaine 

concentration, tous les métaux deviennent toxiques (INERIS, 2006). Certains appelés métaux 

lourds, sont toxiques aux concentrations auxquelles on les trouve dans l’environnement. Des 

émissions naturelles et anthropiques contribuent à la charge des différents métaux dans l’air, 

l’eau, le sol, et les organismes vivants. Parmi les composés métalliques polluants de 

l’environnement, figure le nickel. 

Le nickel est fortement répandu dans les industries modernes. Plusieurs procédés 

industriels peuvent être à l'origine de la présence du nickel dans l'environnement, dont 

l'exploitation et le raffinage de ce dernier, la production de batteries cadmium/nickel, la 

combustion de carburant et l'incinération des déchets, la transformation du plomb dans les 

fonderies et la production de boues de station de traitement des eaux usées (Statistiques 

Canada, 2012). C’est un polluant environnemental potentiellement carcinogène, l’exposition 

au nickel peut provoquer des effets toxiques sur de nombreux tissus en l’occurrence, les reins, 

le foie, les poumons, sur l’hématopoïèse, la reproduction et sur le développement (Boulila et 

al., 2015). 

Le nickel du fait de son affinité pour les protéines, les acides aminés et l’ADN, 

présente de nombreux effets cytotoxiques, parce qu'il augmente la concentration des oxydants 

dans les cellules. Il induit la production des radicaux libres et peut provoquer une 

péroxydation des lipides, des protéines et des acides nucléiques, il peut ainsi altérer le statut 

antioxydant de la cellule en causant des dommages au niveau de la cellule (Chen et al., 2003). 

De ce fait, de nombreuses enquêtes épidémiologiques ont montré l’importance 

d’augmenter le pouvoir antioxydant de l’organisme avec les antioxydants exogènes, qu’ils 

L 
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soient naturels ou de synthèse ; comme les vitamines, les acides aminées soufrés, les 

oligoéléments et les  substances naturelles  comme celles  extraites  des végétaux.   

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme 

source énorme de multiples substances phytothérapiques douées d’activités antioxydantes et 

qui peuvent être l’arme permettant de faire face au stress oxydant et ses dégâts au niveau des 

organes de l’être vivant. Dans ce cadre, la présente étude s'est intéressée, à l’effet protecteur 

des l’extraits d’une seule plante médicinale; le chardon-marie (Silybum marianum) riche en 

silyamrine, et est utilisée dans le traitement d'un grand nombre de désordres hépatiques 

incluant la cirrhose, des stéatoses alcooliques, des empoisonnements du foie ou des hépatites 

virales, elle favorise la reconstitution du foie après destruction des cellules en augmentant la 

synthèse protéique et possède également une action anti-radicalaire (Jalali et al., 2017). 

Aujourd’hui, des pouvoirs hépatoprotecteur, sédatif, digestif, hémostatique, anti-

inflammatoire et diurétique ont été attribués à ce végétal et des études récentes ont démontré 

que cette plante possède des propriétés anti-tumorales et anti-cancérigènes (Eldemerdash et 

al., 2016). 

Les acides aminés soufrés jouent un rôle central dans le maintien de l'intégrité des 

systèmes cellulaires en influençant l'état redox cellulaire et la capacité à détoxifier les 

composés toxiques. La L-méthionine et la L-cystéine sont des précurseurs du glutathion, qui 

est considéré comme pivot pour la désintoxication du stress oxydatif cellulaire et sont 

capables de piéger et de neutraliser les radicaux libres et leurs effets toxiques. Ce sont 

d’excellents chélateurs, grâce à la présence d'un atome de soufre, et sont impliquées dans 

l'élimination des métaux lourds (Hg, Pb) (Nada et al., 2015). 

C’est ainsi que nous nous sommes intéressés à entreprendre ce travail qui a pour 

objectif d’étudier d’une part les effets cytotoxiques du sulfate de nickel sur certaines fonctions 

vitales et sur le stress oxydant, chez le rat, et d’autre part, de tester les effets modulateurs de 

deux acides aminés soufrés; la L-méthionine et L-cystéine, ainsi que l’effet des extraits de la 

plante Silybum marianum L. contre la toxicité de nickel. 

Afin de présenter l’étude menée dans ce domaine, nous allons dans un premier temps 

rappeler l’état des connaissances bibliographiques sur le nickel, le stress oxydatif et l’action 

des acides aminées soufrés ainsi que l’extrait du chardon-marie. L’étude expérimentale 

utilisant comme support animal le rat blanc de la souche «Wistar ». Notre investigation a 

comporté deux parties :  
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 La première partie présente une étude phytochimique et pharmacologique des extraits de 

Silybum marianum pour avoir quelques informations concernant ses constituants et ses 

activités antioxydantes in vitro.  

 La deuxième partie expérimentale, consiste à évaluer les effets modulateurs de la 

supplémentation en extrait organique du Silybum marianum ou en deux AAS (L-met ou L-

cys) vis-à-vis le stress oxydant induit par le sulfate de nickel in vivo au niveau de certains 

organes.  L’influence des différents traitements ont été analysés par : 

 La détermination de quelques paramètres de croissance ; 

 L’évaluation de certains paramètres biochimiques et hématologiques ;  

 L’étude histologique de deux organes cibles (Foie et rein) ; 

 L’exploration du profil du stress oxydant hépatique et rénal : MDA, GSH, 

GSH-Px,  SOD et CAT. 

Et enfin, nous discuterons l’ensemble de résultats obtenus dans ce manuscrit, et on suggère 

quelques perspectives à ce travail de recherche. 
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I. NICKEL 

1. Généralités : 

        Le chimiste suédois Alex Cronstedt a été le premier à isolé le nickel en 1751, il est le 

vingt-quatrième élément naturel en abondance dans la croûte terrestre et distribué largement 

dans l’environnement (Kazimerz et al., 2003). La croûte terrestre contient environ 0,009 % de 

nickel. Les sources naturelles de nickel atmosphérique incluent les poussières d’émissions 

volcaniques, l'érosion des roches et des sols, la combustion des carburants, l'émission lors 

d'extraction et de raffinage. La consommation importante de produits contenant du nickel 

conduit inévitablement à la pollution  dans l'environnement par le nickel et ses dérivés à tous 

les stades de la production, utilisation et distribution. L’inhalation de particules et de vapeurs 

de nickel et l’absorption cutanée de nickel sont les principales formes d’exposition 

professionnelle à cet agent. Les principaux types d’ouvriers exposés au nickel sont ceux qui 

travaillent dans les raffineries ou les usines de traitement du nickel (Sunderman, 1989). 

L’exposition humaine au nickel se produit à l’origine par inhalation et l’ingestion et elle est 

particulièrement haute parmi les travailleurs de métallurgie de nickel. 

 

2. Identification et caractérisation 

Le nickel est un métal d’un blanc argenté qui possède des propriétés métalliques 

typiques, sa conductivité électrique et sa conductivité thermique sont élevées, son point de 

fusion est de 1452 C° et il peut être étiré, laminé, forgé et poli. Il résiste à l'action de l'air et de 

l'eau aux températures ambiantes (-20 à 30°C) et il est donc souvent utilisé comme revêtement 

électrolytique de protection. Il est magnétique, mais pas autant que le fer (Cotton et 

Wilkinson, 1988). Sa concentration moyenne étant d’environ 75 mg/g, son numéro atomique 

est 28 et il a une masse atomique de 58,71.  

Il existe sous les états d’oxydation allant de -1 à +4, mais son état de valence le plus 

courant dans l’environnement est Ni2+. Il est présent dans la nature en tant que constituant 

trace d’une grande variété de minéraux, particulièrement ceux qui contiennent beaucoup de 

fer et de magnésium comme l’olivine et les pyroxènes (Avias, 1972). Le nickel forme 

couramment des complexes stables avec des ligands contenant de l'oxygène, du soufre, du 

phosphore ou de l'arsenic, qui jouent le rôle d'atomes donneurs. Le nickel métallique ne se 

rencontre pas fréquemment dans la nature, mais il existe (sous forme d’un alliage (fer-nickel) 

dans certaines roches ultramafiques riches en fer et en magnésium (Duke, 1980). 

   

http://www.labosp.com/fr/problemes_de_sante/stress_oxydatif.category.php
http://www.labosp.com/fr/problemes_de_sante/cancerogenese___nickel.category.php


Synthèse bibliographique                                                                             Chapitre I : le nickel 

5 
 

3. Sources d’exposition : 

Il existe des sources naturelles de nickel mais il est principalement obtenu à partir de 

minerais de nickel sulfurés (pyrrhotite, nickeliferreuse, pentlandite, chalcopyrite) dans 

lesquels sont également présents le fer et le cuivre. Les niveaux ambiants de nickel sont bas, 

typiquement 1-20 ng/m3 dans l’air des régions urbaines et rurales sans évident sources. 

Cependant, que les niveaux de 100-250 ng/m3 ont été rapportés dans les places proches de 

raffinerie de nickel (Chau et Kulikovsky-Cordeiro, 1995). La cigarette peut augmenter la 

quantité de nickel par inhalation, autant que 4 μg par paquet de cigarettes (Labstat, 1991). Les 

aliments les plus riches en nickel sont les végétaux (légumes et céréales) et en particulier le 

cacao et le chocolat, le soja, les légumes secs, les noix et les céréales. 

Les composés du nickel sont le plus souvent présents sous forme de particules dans 

l'atmosphère, excepté le nickel tétracarbonyle que l'on retrouve exclusivement sou forme de 

vapeur. Le nickel est un des constituants naturel des poussières en suspension dans 

l'atmosphère et provient de la croute terrestre, sa concentration est de l’ordre de 0,03 % 

(INERIS, 2006). Il est dispersé sous diverses formes à la suite de phénomènes naturels (ex.: 

feux de forêts, embruns de mer, irruptions volcaniques).  L’altération et l’érosion naturelles de 

matériaux géologiques libèrent du nickel dans les eaux superficielles et les sols.  

Les principales sources anthropiques sont la combustion de charbon ou de fuel, 

l’incinération des déchets, l'épandage des boues d'épuration, l'extraction et la production de  

nickel, la fabrication de l'acier, le nickelage et les fonderies de plomb (Mac Latchy, 1993).  

4. Secteur d’utilisation 

Les applications du nickel à l’état pur sont beaucoup moins importantes que celles 

sous forme d’alliage avec d’autres composants. Ainsi, la majorité de tout le nickel entre dans 

la fabrication d’environ 3000 alliages qui ont plus de 250000 applications industrielles ; dans 

les secteurs de la fabrication d'automobiles et de la construction navale ainsi que dans les 

industries électrique, pétrolière, alimentaire et chimique. Ces alliages et composés de nickel 

sont utilisés dans la fabrication de la monnaie, de bijoux, de placages, de batteries et de 

couleurs céramiques, armement, des prothèses médicales, et des composants électriques, tels 

que les piles ainsi que pour réaliser des revêtements électrolytiques des métaux (nickelage) 

(USAF, 1990).  
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5. Cinétique du nickel:  

5.1. Absorption :  

       Le nickel et ses composés sont absorbés par les voies respiratoires et dans une moindre 

mesure par le tube digestif, proportionnellement à la solubilité des composés (PISSC, 1991). 

Environ 20 à 35 % du nickel inhalé (sous forme de composés peu solubles) sont absorbés 

(ATSDR, 1997). Les composés solubles du nickel (chlorure, sulfate) sont plus facilement 

absorbés par le tractus respiratoire, alors que de 1 à 10 % seulement du nickel ingéré est 

absorbé, cette proportion dépendant largement de la composition de l’alimentation (PISSC, 

1991). L’absorption du nickel existe également par voie cutanée (Denkhaus et al., 2001). 

Cette voie est peu significative quantitativement mais importante cliniquement dans la 

pathogénie de la dermatite de contact.  

 

5.2. Distribution :  

Le nickel est distribué aisément partout dans le corps mais peut être affecté par la voie 

d'exposition, la forme chimique, et le temps après exposition. Bien que les reins et les 

poumons soient les sites fondamentaux d'accumulation de nickel (Ishimatsu et al., 1995), 

autres organes tels que la rate, le foie, le cœur, les testicules et les tissus adipeux, ainsi que 

dans les tissus du système nerveux périphérique et du cerveau peuvent accumuler aussi le 

métal à une ampleur beaucoup moindre (Oskarsson et al., 1979).  

 Le nickel est su pour lier aux protéines spécifiques et/ou acides aminés, il est lié dans 

le sérum à l’albumine, la L-histidine et l’α 2 macroglobuline, une faible fraction est liée aux 

acides aminés (cystéine  et histidine). Ces ligands sont instrumentaux dans le transport et la 

distribution de nickel dans le corps (INERIS, 2006). 

 

5.3. Excrétion : 

  Après administration intra-trachéale, la voie d’élimination du nickel chez les rats 

dépend de la  solubilité des composés; Pour les composés solubles (chlorure, sulfate), environ 

70 % de la dose administrée est excrétée dans l’urine en 3 jours. Pour les composés moins 

solubles (oxyde, sulfure de nickel), une grande partie de la dose est excrétée dans les fèces  

(ATSDR, 1997).  

Les estimations de la demi-vie d'élimination urinaire de nickel allant de 20 à 60 h pour 

les composés solubles et de plusieurs semaines à années pour les composés insolubles 

(particules retenues au niveau pulmonaire) (Denkhaus et al., 2001).  
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6. Evaluation toxicologique : 

        Les effets sur la santé de l’exposition au nickel dépendent du type, de la concentration et 

de la durée de l’exposition. Il faut également tenir compte de certains facteurs comme l’âge, le 

sexe, l’alimentation, les antécédents familiaux, le style de vie et la santé de la personne. En 

général, les concentrations typiques de nickel n’ont pas d’effets nocifs sur la santé.  

6.1. Toxicité aiguë : 

6.1.1. Etude chez l’homme 

Les intoxications aiguës par le nickel sont exceptionnelles chez l’homme. Les doses 

ingérées associées à des effets toxiques étaient très élevées, au-delà de 7 mg/kg. pc 

(Sunderman et al., 1989). La toxicité aigue se décompose en deux phases: immédiate et 

retardée. La symptomatologie immédiate se manifeste par des maux de tête, des vertiges, des 

nausées, des vomissements, de l’insomnie et de l’irritabilité. Elle est suivie d’une  période 

asymptomatique avant le début de la phase retardée. Celle -ci est essentiellement pulmonaire 

avec des douleurs constrictives dans la poitrine, une toux sèche, une dyspnée, une cyanose, 

une tachycardie, des symptômes gastro-intestinaux occasionnels, une sudation, des 

perturbations visuelles et une débilité. La symptomatologie ressemble à une pneumonie virale 

(INERIS, 2006).  

Un décès par syndrome de détresse respiratoire a été observé chez une personne qui 

pulvérisait du nickel lors d’un procédé de soudure sans porter d’équipement de protection 

(Rendall  et al.,  1994). La mort  est survenue 13 jours après l’exposition de 90 minutes à une 

concentration estimée de nickel métallique de 382 mg/m3. Un arrêt cardiaque est survenu 4 

heures après l’ingestion accidentelle de 570 mg nickel/kg (sous forme de sulfate de nickel) 

chez un enfant de 2 ans (Daldrup et al., 1983). 

Des effets toxiques ont été observés chez 35 travailleurs d’installation de galvanisation 

ayant bu accidentellement de l’eau contaminée par du sulfate et du chlorure de nickel (7,1 et 

35,7 mg de nickel/kg). Les symptômes incluent des troubles digestifs (nausées, vomissements, 

diarrhées, crampes abdominales), maux de tête, sensations d’ébriété et une augmentation 

transitoire des érythrocytes, de la bilirubine sérique et de l’albumine urinaire (Sunderman et 

al., 1988).  

Des composés solubles du nickel ont induit une irritation de la peau à la suite d’une 

application cutanée dans plusieurs études cliniques (Wahlberg, 1990; Kolokitha et 

Chatzistavrou, 2009). 
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6.1.2. Etude chez l’animal  

Les données de toxicité aiguë du nickel par voie orale indiquent que les composés 

solubles du nickel (acétate, sulfate) sont plus toxiques que les composés moins solubles 

(monoxyde et sous sulfure de nickel). Les principaux signes observés incluent :  

 des troubles rénaux (rat, souris et chien) ;  

 des effets cardiovasculaires, gastro-intestinaux, hématologiques et hépatiques (rat) ;  

 une atteinte pulmonaire (chien et rat) ;  

 des troubles neurologiques, à type de léthargie, ataxie, prostration (rat).  

 

Après administration orale unique, les DL50 s’échelonnent de 39 à 141 mg/kg de poids 

corporel chez le rat et la souris pour l’acétate de nickel et le sulfate de nickel (ATSDR, 2005). 

La DL50 de l’oxyde de nickel ou du disulfure de trinickel (sous sulfure de nickel) est 

supérieure à 3600 mg/kg de poids corporel chez le rat (Tab. 01). 

Chez 28 rats soumis par inhalation à une exposition unique de 36,5 mg de nickel/m3(sous 

forme de sulfate) pendant 2 heures, quatre morts ont été observés dans les deux jours suivant 

l’exposition (Hirano et al., 1994). Des hémorragies sévères des poumons ont été observées 

chez les rats décédés. 

 

Tableau 01 : Représente les valeurs de DL50 des composés de nickel (INERIS, 2006). 

 

 Composés DL50 (mg/kg) Espèces  Références 

Inhalation Tétracarbonyl-

nickel 

0,100 Rats, 20 minutes OMS IPCS, 1991 

0,240 Rats, 30 minutes 

0,067 Souris, 30 minutes 

Voie orale Sulfate de nickel  39 Rats Sprague-Dawley 

(F)  

Mastromatteo,1986 

Acétate de 

nickel 

116 Rats Fischer 344 (F)  Haro et al., 1968 

136 Souris Swiss-Webster 

(M) 

Monoxyde de 

nickel 

>3930 Rats Sprague-Dawley  Mastromatteo,1986 

Sous sulfure de 

nickel  

> 3665 Rats Sprague-Dawley  
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6.2.Toxicité sub-chronique et chronique : 

6.2.1. Effets systémiques:  

Les études chez l’homme et l’animal indiquent que le système respiratoire est la cible 

principale de la toxicité du nickel par inhalation. Le nickel qui parvient au niveau pulmonaire 

a tendance à persister au niveau des poumons. La rétention dépend notamment de la solubilité 

des composés et du captage cellulaire. La muqueuse nasale peut retenir du nickel pendant de 

nombreuses années (Torjussen et al., 1979). Les formes insolubles, après phagocytose par les 

macrophages, peuvent générer des quantités très importantes d’espèces réactives de 

l’oxygène, surtout avec le sous-sulfure Ni3S2 (Huang et al., 1994).  

Des cas d’asthme ont été décrits à la suite d’une exposition professionnelle au nickel 

(Shirakawa et al., 1990). Une augmentation de l’incidence des décès par pathologie 

respiratoire a été trouvée chez des travailleurs exposés chroniquement à des concentrations 

supérieures à 0,04 mg de nickel/m3, sous forme de monoxyde ou de métal (Doll et al., 1990). 

Les effets respiratoires étaient de type bronchite chronique, emphysème, diminution de la 

capacité vitale. Cependant, la toxicité observée ne peut être uniquement attribuée au nickel 

puisque les travailleurs étaient également exposés à d’autres métaux. 

Chez l’animal, après l'administration à des chiens, pendant 2 ans, des doses de 3,29 ou 70 

mg Ni/kg/jour, Ambrose et ses collaborateurs (1976), observent des retards de développement 

corporel et des atteintes histologiques au niveau pulmonaire avec une augmentation du poids 

des reins et du foie. Une étude de deux ans a montré que le monoxyde de nickel et le sous 

sulfure de nickel (0,97 mg de nickel/m3) étaient cancérogènes par inhalation chez le rat 

(Dunnick, 1995).  

   On a observé des effets immunologiques, y compris une diminution de la réponse mixte des 

lymphocytes, de l’activité phagocytaire des macrophages alvéolaires et de l’activité des 

cellules tueuses naturelles de la rate, ainsi qu’une augmentation du nombre des cellules 

formatrices d’anticorps dans les ganglions lymphatiques associés aux poumons, chez des 

souris exposées à du disulfure de tri nickel à des concentrations de nickel de 0,45 mg/m3 ou 

plus (Benson et al., 1990). Chez 38 travailleurs exposés au nickel (composé non précisé) une 

augmentation significative des IgG, IgA et IgM et une diminution significative des IgE a été 

observée (Shannon et al., 1991). Par ailleurs, une augmentation significative d’autres 

protéines sérique pouvant être impliquées dans l’immunité à médiation cellulaire (alpha1-

antitrypsine, alpha2-macroglobuline) a été observée. Ces modifications suggèrent que le 

système immunitaire a été stimulé par l’exposition au nickel. 



Synthèse bibliographique                                                                             Chapitre I : le nickel 

10 
 

6.2.2. Effets sur la reproduction et tératogénèse 

      On note l'absence d'études chez l'homme quand aux effets du nickel par voie orale ou 

cutanée, sur la reproduction et sur le développement. Une augmentations apparentes dans les 

avortements spontanés et les malformations structurelles des nouveaux nés, chez 356 femmes 

employées dans une raffinerie de nickel, exposées par inhalation à des concentrations de 

0,084 à 0,196 mg de nickel/m3 (sous forme de sulfate de nickel) (Chashschin et al., 1994). 

    Différentes études menées sur des souris et/ou rats exposés par voie orale à différentes 

formes de nickel mettent en exergue l'impact sur la descendance : létalité des nouveaux nés, 

tailles et poids corporels des nouveaux nés réduits (Smith et al., 1993; Sli, 2000).  

L’exposition aux sels de nickel par voie cutanée (sulfate de nickel à 60 mg de nickel/kg/jour 

pendant 30 jours) induit des effets dégénératifs de l’épithélium germinatif du testicule et de 

l’épididyme et altère la spermatogénèse (Benson et al., 1988), une atteinte de la 

spermatogenèse, une apparition de cellules apoptotiques au niveau de la paroi des tubes 

séminifères et une tératospermie (Laila et al., 2003). Ainsi, chez le rat le nickel agit 

directement sur les cellule Leyding en réduisant l’activité de la steroidogenèse testiculaire et 

des concentrations plasmatiques en testostérone et en augmentant celles du cholestérol et de 

l’acide ascorbique dans le testicules de rat (Das et al., 2002) et diminue le nombre de 

spermatogonies et augmente les concentrations des tubes séminifères (Käkelä et al., 1999). 

Chez la femelle cyclique le nickel affect le développement et la maturation des 

follicules de l’ovaire, réduit également la stéroidogenèse ovarienne et perturbe la fonction 

hypophysaire (Wang et Zhu, 2003). L’exposition des femelles gestantes est associée à une 

diminution de l’implantation, à un développement embryonnaire retardés, une augmentation 

des résorptions et à une augmentation des malformations structurales. 

La concentration du chlorure de nickel augmente dans le liquide amniotique au début de la 

gestation et dans le placenta allantochorial à la fin de la gestation (Mas et al., 1986). De plus, 

chez la rate lactante le nickel transféré vers le nourrisson par le lait et provoque une altération 

de la composition du lait maternel par augmentation des lipides et diminution des protéines et 

de lactose (Dostal et al., 1989). 

6.2.3. Effets cancérigènes du nickel 

En 1990, le nickel et les composés du nickel ont été classés par le centre international de 

recherche sur le cancer (CIRC) dans le groupe 1 « cancérogène potentiel pour l’homme ».  
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Les différentes études épidémiologiques portant sur les effets cancérogènes du nickel ont 

été basées sur des études de cohorte de travailleurs de raffineries et ont mis en évidence une 

augmentation du risque de cancer des voies aériennes supérieures et des poumons (Doll et al., 

1990; Woźniak et Błasiak, 2004). Le risque de cancer des vois respiratoires est accru lorsque 

la concentration atmosphérique du nickel soluble supérieure à 1 mg Ni/m3 et celle de dérivés 

insolubles supérieure à 10 mg Ni/m3 (Oller et al., 1997). L'exposition en milieu professionnel 

au sous-sulfure de nickel a été responsable de cancers primitifs de l'ethmoïde et des sinus de 

la face ainsi que de cancers bronchiques primitifs (INRS, 1992). Chez des rats Fisher 344 

l’exposition chronique à des poussières de nickel a entrainé une augmentation des tumeurs 

pulmonaires (Dunnick et al., 1995).  

6.2.4. Mutagénicité, et génotoxicité du nickel   

Plusieurs études expérimentales et épidémiologiques ont montré que le nickel (Ni2+) est 

génotoxique (Costa et al., 2002). Les mécanismes de cette génotoxicité sont multiples soit 

des cassures mono brins et double brins de l’ADN pour des concentrations de 0.1-10 µM (soit 

environ 6-600 µg/l) avec activation de la Poly ADP-ribose polymérase qui est normalement 

induite en présence de lésions dans l’ADN (Lei et al., 2001), soit par la production d’espèces 

réactives de l’oxygène tel que le radical hydroxyle (Chen et al., 2003), ou par inhibition des 

processus de réparation des lésions de l’ADN causées entre autres par les UV (Hu et al., 

2004).  

Les particules non hydrosolubles du Ni(II) (Ni3S2 et NiO) entrent dans la cellule par 

phagocytose et l’ion de Ni(II) est ensuite libéré de vésicules phagocytaires dans le cytoplasme 

et le noyau. Les ions des composés solubles du nickel (ex., NiSO4, NiCl2, Ni (II) acétate) est 

transporté dans la cellule via les canaux du calcium, le système transporteur cationique 

divalent DMT-1 (Nramp 2) et la diffusion. Dans la cellule, le nickel forme des complexes 

avec différents ligands et catalyse la production d’OH à partir d’H2O2 (Li et Zamble, 2009) 

(figure 01). 

Les ROS générés par Ni (II) et Ni (II) nucléaire interagissent avec l'ADN et les histones, 

provoquant ainsi des dommages promutagénique à l'ADN et des altérations épigénétiques, la 

perturbation de l'homéostasie du fer cellulaire et l'activation de la voie de signalisation de 

l'hypoxie, toutes associées étroitement au stress oxydatif, sont considérés comme les 

principaux mécanismes moléculaires impliqués dans la carcinogenèse induite par Ni (Lee et 

al., 2012). 
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Figure 01: Interactions des composés de nickel avec les cellules épithéliales (de cible) dans la 

région bronchioalveolar du poumon (Oller et al., 1997). 

6.2.5.  Manifestations a l lergiques  :  

          Le nickel est un allergène, responsable de dermatites de contact. Globalement, 

l’incidence de l’allergie au nickel est de l’ordre de 8 à 14 % dans la population féminine, et 

de 1% dans la population masculine (UKWIR, 1996). Un certain nombre d'études ont 

démontré des effets dermiques chez les populations sensibilisés suite à l'ingestion de nickel. 

Certaines études indiquent que l'ingestion de nickel peut aggraver un eczéma. Dans leur 

travail Haber et ses collaborateurs (2000) citent trois études qui fournissent des informations 

intéressantes sur les doses provoquant un eczéma chez les personnes sensibilisées sans pour 

autant pouvoir formellement définir un seuil de déclenchement. La majorité des individus, 

voir tous réagissent au plus fortes dose de nickel testées (soit 2,5 ou 5,6 mg en prise unique). 

Quelques individus réagissent à des doses de 1,2 mg de nickel.  

     La plus faible dose par voie orale, donnée à 15 individus (3 exclus) sensibilisés au 

nickel et exacerbant un eczéma sur les mains était proche de 4,9 mg (Nielsen et al., 1990). 

La dose de provocation varie de 0,5 à 20 mg, avec une dose moyenne de 6,19 mg. Un total de 

15 patients (8,11%) ont réagi à la dose minimale de 0,5 mg et 21 (11,35%) à la dose 

maximale de 20 mg (Antico et Soana, 2015). 
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II. LE STRESS OXYDATIF  

Le stress oxydant peut être défini comme étant le résultat d’un déséquilibre profond de 

la balance entre les espèces oxydantes et les systèmes de défense, avec comme conséquence, 

l’apparition de  dégâts souvent irréversibles pour la cellule (Favier, 2003). 

Dans les circonstances normales, des radicaux libres sont produits en permanence et en 

faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus de réactions énergétiques ou 

de défense contre des agents pathogènes (bactéries, virus), cette production est parfaitement 

maîtrisée par des systèmes de défense, adaptifs par rapport au niveau de radicaux présents, on 

dit que la balance antioxydants/pro-oxydants est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, que ce soit 

par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction énorme de radicaux, l'excès de ces 

radicaux génère un «stress oxydant» (Haliwell et Whiteman, 2004). 

La production excessive de radicaux libres peuvent engendrer des dommages 

importants sur la structure et le métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses cibles: 

protéines, lipides et acide nucléiques (Angelos et al., 2005). L'exposition chronique au stress 

oxydatif peut favoriser l'apparition de, dépôt de lipides oxydés fibrose, cancers et maladies 

cardiovasculaires, mutation ...etc (Favier, 2003). 

1. Les radicaux libres  

Les radicaux libres sont des espèces chimiques (atome ou molécules) ayant un ou plusieurs 

électrons célibataires non appariés sur la loge extérieure. De part sa structure particulière, il a 

tendance à attirer les électrons d’autres atomes et molécules qui  devient alors déséquilibrée 

donc instable (Delattre et al., 2005). Leur hyperréactivité les engage dans des réactions de 

dénaturation des constituants cellulaires de type peroxydation avec les glucides, les lipides, 

les protéines et l’ADN, formants des produits très instables. Cependant de faibles 

concentrations de ces espèces réactives sont paradoxalement indispensables pour assumer les 

fonctions physiologiques normales comme l’expression des gènes, prolifération cellulaire, la 

transduction de signaux cellulaires, à la défense immunitaire contre les agents pathogènes 

(Defraigne et Pincemail, 2007).  

Parmi les différentes classes de radicaux libres, on peut distinguer les radicaux primaires 

qui jouent un rôle particulier en physiologie. Les autres, dits radicaux secondaires, se forment  

par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule. 

Ces radicaux primaires dérivent de l'oxygène par des réductions à un électron comme 

l'anion superoxyde (O2•-), le radical hydroxyle (OH•), ou de l'azote tel le monoxyde d'azote 

(NO•) (Valko et al., 2006).  
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Généralement les espèces réactives de l’oxygène ERO sont divise en des radicaux 

oxygénés caractérisés par un électron non apparié (l'anion superoxyde (O2•), les radicaux 

hydroxyles (HO•), peroxyle (ROO•), alcoxyle (RO•)), et des dérivés de l'oxygène non 

radicalaires comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2), l’oxygène singulet (1O2) et le 

nitroperoxyde (ONOOH), qui sont aussi réactives et peuvent être des précurseurs de radicaux 

libres (Fig. 02).  

Le monoxyde d'azote (NO·) et le dioxyde d'azote (NO2·) appartiennent à une autre classe 

de radicaux libres, les espèces réactives de l'azote (RNS). Ils peuvent être convertis en espèces 

réactives non radicalaire telles que ; le nitroperoxyde (ONOOH), Acide nitreux (HNO2), le 

peroxynitrite (ONOO-) et l’'ion nitronium (NO2+). Les espèces réactives du chlore RCS 

comme l’acide hypochlorique (HOCl).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 02 : Origine des différents radicaux libres oxygénés et espèces réactives de l'oxygène 

impliqué en biologie (Favier, 2003). 

 

2. Les sources de production des radicaux libres : 

    Les sources de production des radicaux libres sont nombreuses. Dans les cellules la 

production des ERO est essentiellement d’origine enzymatique. Il s’agit principalement de la 

NAD(P) H oxydase membranaire, qui génèrent O2
• en utilisant NADH ou NADPH comme 

substrat, et du complexe enzymatique mitochondrial de la chaîne respiratoire, c’est 

principalement au niveau du complexe I (NADH déshydrogénase) et du complexe III 

(cytochrome b-c) que la production s’opère (Fig. 03). Cependant, certains  électrons  

échappent  des complexes de la chaîne de transport et sont captés par la molécule d’O2. Il y a 
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alors formation d’O2.-qui est libéré soit au niveau de la matrice mitochondriale, soit au niveau 

de l’espace inter membranaire (Sivitz et Yorek, 2010). 

D’autres sources, cytosoliques ou présentes au sein de différents organites cellulaires, 

peuvent également jouer un rôle dans la production de radicaux comme:  

 La xanthine oxydase, qui réduit l’oxygène moléculaire en ion superoxyde, 

 Lors du métabolisme de l’acide arachidonique, ce dernier peut être oxydé soit par 

lipoxygénases, soit par cyclo-oxygénases pour former entre autres des hydroperoxydes qui  

sont des précurseurs de leucotriènes, puissants médiateurs de l’inflammation. 

 Enzymes du réticulum endoplasmique lisse (cytochromes P450) et peroxysomes source 

cellulaire de H2O2. Les NO synthases sont, quant à elles, à l’origine de la synthèse du radical 

°NO, mais elles peuvent aussi dans certaines conditions (faible concentration en L-arginine ou 

en cosubstrat réduit, la tétrahydrobioptérine…) produire des anions superoxyde (Beaudeux et 

al., 2006). L’auto-oxydation des monoamines (dopamine, épinéphrine et norépinéphrine), des 

flavines et de l’hémoglobine, en présence de traces de métaux, peut également être à l’origine 

de la  production d’ERO (Thérond et Denis, 2005). 

Il existe également de nombreuses sources exogènes responsables de la création et de 

l’accumulation de radicaux libres dans l’organisme en incluant une large variété de  

xénobiotiques (métaux lourds, toxines, pesticides, herbicides, etc…) et médicaments 

(antibiotiques, anticancéreux,etc...) (Valko et al., 2007). 

Aussi l’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO2) présents dans notre mode de vie 

(tabagisme, radiations ionisantes, champs électriques, polluants industriels..), ainsi qu’une 

alimentation chimique (raffinée, riche en graisses saturées et en sucre ainsi que la 

consommation d’alcool…) sont autant d’éléments favorisant la genèse de radicaux libres  

(Mena  et al., 2009).  
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Figure 03: Représentation  schématique  de  la  chaîne  de  transport  des  électrons 

mitochondriale et des sites de production des ROS (Ma et al., 2011). 

3. Les conséquences du stress oxydatif: 

         La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules 

biologiques, les plus vulnérables sont les protéines, les lipides, l'acide désoxyribonucléique et 

les glucides, aussi des lésions secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des 

métabolites libérés notamment lors de l'oxydation des lipides (Favier, 2003). 

3.1. La peroxydation lipidique     

Les membranes riches en acides gras polyinsaturés (AGPI) sont très sensibles à 

l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl, 2005). L’oxydation des 

lipides génère des peroxydes lipidiques qui sont eux-mêmes très réactifs, et cela par une 

attaque de radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogène pour former un radical diène 

conjugué, oxydé en radical peroxyle (Tweeddale et al., 2007). Du fait de leur instabilité, les 

peroxyles issus des AGPI se décomposent et libèrent de nombreux produits tels que des 

aldéhydes toxiques dont le malonate-dialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE) qui 

sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (Durand et Beaudeux, 2011) (Fig. 

04). L'attaque des lipides circulants aboutissant à la formation de LDL (lipoprotéines de 

densité légère) oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépôt lipidique de la 

plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires, l'attaque des phospholipides membranaires 

modifiant la fluidité, la perméabilité et l'excitabilité des membranes (Al-Mutairi et al., 2007) 

et donc le fonctionnement de nombreux récepteurs et transporteurs et la transduction des 

signaux. Il est important de noter que la peroxydation lipidique des constituants membranaires 

des érythrocytes a de lourdes conséquences et peut mener à une hémolyse oxydative grave. 
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Figure 04 : Mécanisme en chaîne de la peroxydation des acides gras polyinsaturés et nature 

des produits terminaux formés (Favier, 2003). 

3.2. Oxydation des protéines  

En présence des ERO, les protéines peuvent se dénaturer, se fragmenter ou perdre 

leurs structures primaire et secondaire. Les dommages oxydatifs au niveau des protéines et 

des acides aminés, conduisent à la formation de produits carbonylés ou hydroxylés et des 

pontages provoquant une dégradation de l’activité protéique pouvant aller jusqu’à une perte 

complète de fonction ou une agrégation protéique.   

Les protéines peuvent alors soit subir des réticulations par formation notamment de ponts bi-

tyrosine, soit subir des coupures en cas d'agression forte, soit des modifications de certains 

acides aminés (Phe, Tyr, His) en cas d'agressions modérées (Davies, 1987) (Fig. 05). 

      Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques (enzyme, anti-

enzyme, récepteur...) et deviennent beaucoup plus sensibles à l'action des protéases. Les 

protéines oxydées deviennent aussi très hydrophobes, soit par suppression de groupements 

amines ionisables, soit par extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors 

former des amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, 

forment les dépôts de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets âgés. 
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Figure 05 : Nature de quelques modifications des chaînes latérales d’acides aminés des 

protéines après attaque radicalaire (Favier, 2003). 

 

3.3. Dommages oxydatifs de l'ADN: 

L'ADN est très sensible à l'attaque par les radicaux de l'oxygène. Les ERO, et plus  

spécifiquement le radical hydroxyle, peuvent provoquer des dégâts au niveau des acides  

nucléiques. Ils peuvent provoquer des cassures, des pontages ADN-protéines, des mutations 

ou endommager le processus de réparation de l’ADN (Cadet et al., 2002). De plus, les  ERO 

peuvent induire des modifications au niveau des processus de réplication, de transcription et 

de traduction de l’ADN, provoquant un arrêt des synthèses et pouvant  mener à la mort 

cellulaire (Lenzi, 2011). Ces modifications peuvent aboutir à une mutagénèse, ou à un 

vieillissement accéléré. Le stress oxydant accélère et amplifie toutes les lésions spontanées 

produites sur l’ADN (Tissier, 2011). 

       L'attaque radicalaire peut être directe et entraîner l'oxydation des bases, engendrant un 

grand nombre de bases modifiées: 8 nitro-guanine, formamidopyrimidine, 5 hydroxy cytosine, 

thymine diol…, mais le stress oxydant peut aussi attaquer la liaison entre la base et le 

désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre lui-même, créant une coupure de 

chaîne simple brin (Fig. 06).  

Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la peroxydation génère 

des aldéhydes mutagènes, formant des adduits sur les bases de l'ADN de type MDA-guanine 

ou éthénodérivés (Nair, 1999).  
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Figure 06: Lésions de l’ADN formées par attaque radicalaire du patrimoine génétique des 

cellules (Favier, 2003). 

 

4. Mise en évidence d'un stress oxydant : 

         La plupart des études mettant en évidence le stress oxydatif comme l’un des facteurs 

étiologique de certaines pathologies ou d’exposition à un facteur environnemental (alcool, 

tabac, métaux …) ou évaluant l’efficacité de micronutriments dans la prévention de ce stress 

oxydatif. Le terme de biomarqueur concerne aussi bien les produits dérivés des lipides que 

ceux impliquant l’ADN ou les protéines pouvant être décelés dans le plasma, le sérum ou 

l'urine. Ont utilisé les marqueurs biologiques suivants :  

4.1 Les marqueurs du statut :  

L’évaluation d’un état nutritionnel peut être faite par l’analyse du statut plasmatique, 

érythrocytaire, leucocytaire (plus délicat) pour les micronutriments antioxydants (vit E, vit C, 

caroténoïdes, Zn, Se). Etant donné que certains micronutriments sont des facteurs co-

enzymatiques des enzymes appartenant aux systèmes de défense, l’activité enzymatique de la 

GSHPx, de la SODCu-Zn, peuvent renseigner sur le statut antioxydant. La mesure du rapport 

GSH/GSSG est un bon reflet de l’état rédox. La mesure du pouvoir anti-oxydant total du 

plasma (TRAP: total radical trapping parameter) peut se révéler un marqueur du stress 

oxydant.  

Les lésions dues au stress oxydatif , peuvent être évaluées: tant au niveau des protéines 

par le dosage des groupements thiols (SH: marqueur d’une non oxydation) ou des 
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groupements carbonyles (C=O : marqueurs d’une oxydation) ; qu’au niveau des lipides par le 

dosage des produits de dégradation des lipides oxydés (HNE, MDA, TBARS, isoprostanes) ; 

qu’au niveau de l’ADN par le dosage des bases oxydées ou des cassures de brins. 

4.2 Les systèmes antioxydants : 

Les radicaux libres sont produits spontanément et de manière continue au sein de notre 

organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systèmes 

antioxydants. Les défenses antioxydantes permettent de prévenir la génération des ERO, 

d’inactiver ceux-ci ou encore de limiter les effets délétères des ERO (Cheeseman et Slater, 

1993). Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systèmes engendre une augmentation des 

dommages tissulaires. Les antioxydants sont des systèmes enzymatiques ou non-

enzymatiques (Dröge, 2002) 

4.2.1 Système antioxydant enzymatique: 

Plusieurs enzymes sont impliquées dans la défense antioxydante. Aussi bien l’activité 

que l’expression des gènes codants pour ces enzymes peuvent être augmentées lors d’un stress 

oxydant (De Zwart et al., 1999). Les principaux systèmes enzymatiques comprennent les 

superoxydes dismutases, la catalase et plusieurs formes de peroxydases à glutathion (Menon 

et Goswami, 2007) (Fig. 07). 

 

 

Figure 07: Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de leurs 

cofacteurs métalliques (Favier, 2003). 
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 Les superoxydes dismutases (SOD) (Ec 1.15.1.1)     

Ce sont des metalloenzymes qui catalysent la dismutation des anions superoxydes en 

peroxyde d’hydrogène et en oxygène 10000 fois plus rapidement que la dismutation 

spontanée de l’anion superoxyde (Halliwel et al., 1999). Elles comportent un métal de 

transition (Fe, Mn, Cu, Zn) au niveau de leur site actif. Dans la réaction de dismutation, l’ion 

métallique capte un électron de l’anion superoxyde et le transfère au noyau imidazole de l’une 

des histidines du site actif :                 2 O2º
 –  +  2 H+  

𝑺𝑶𝑫
→    H2O2  +  O2 

La SOD existe sous plusieurs isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire 

et par leur cofacteur métallique : une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre 

et zinc (Cu/Zn-SOD), une forme mitochondriale associée au manganèse (Mn-SOD) et une 

forme extracellulaire (EC-SOD) (Abreu et al.,  2010). 

 La catalase (CAT): (EC 1.11.1.6) 

     La catalase est une  enzyme intracellulaire, localisée dans les peroxysomes. Elle est surtout 

présente au niveau des globules rouges et des hépatocytes. Elle catalyse la dismutation du 

peroxyde d'hydrogène (généralement produit par SOD) en eau et oxygène moléculaire pour 

prévenir la formation de radicaux hydroxyles (Valko et al., 2006). La réaction se déroule en 

deux étapes:                   Catalase-Fe+3+ H2O2                  Composé I + H2O 

                  Composé I + H2O2                      Catalase-Fe+3+ H2O+ O2 

Bilan :       2 H2O2    
𝐶𝐴𝑇
→    2 H2O  +  O2 

La CAT est un tétramère de quatre sous- unités protéiques, chacune contenant un 

groupement héminique avec Fe+3 lié au site actif et une molécule de NADPH+qui lui liée, la 

protégeant ainsi d’une éventuelle inactivation par le peroxyde d’hydrogène (Bonnefont-

Rousselot et al., 2003). 

 Le glutathion peroxydase: (EC  1.11.1.9) 

       Les glutathion peroxydases ont en commun une structure tétramèrique, chaque tétramère 

possédant un atome de sélénium dans son site actif, très fortement fixé à la chaîne peptidique, 

puisqu’il est incorporé sous forme de sélénocystéine dans la séquence primaire (Milane,   

2004). Des glutathions peroxydases à sélénium existent dans le cytosol (cGSH-Px) dans le 

plasma (pGSH-Px), au niveau de la membrane cellulaire (HPGSH-Px). Un déficit en sélénium 

entraîne une chute de l’activité de l’enzyme et une réplétion la restaure.  
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Ces enzymes sont, sans doute le principal système de protection car elles détruisent non 

seulement H2O2, mais aussi les peroxydes organiques toxiques formés par l’oxydation des 

acides gras ou du cholestérol en couplant la réduction de l’hydroperoxyde avec l’oxydation 

d’un substrat réducteur comme le glutathion (Favier, 2003). Elle accélère la réaction 

d'oxydation du glutathion (GSH) par l'eau oxygénée selon la réaction suivante :  

H2O2+ 2GSH         
𝐺𝑆𝐻−𝑃𝑥 
→           GSSG + 2H2O 

ROOH +  2 GSH  
𝐺𝑆𝐻−𝑃𝑥 
→           ROH + GSSG +H2O 

       2R•+ 2 GSH  
𝐺𝑆𝐻−𝑃𝑥 
→              2RH  + GSSG 

Le glutathion oxydé sera régénéré grâce à l’intervention de la glutathion réductase (GR) qui 

agit par oxydation du NADPH,H+, formé principalement par la voie des pentoses phosphates 

(Thérond et Denis, 2005). Au total, le mécanisme réactionnel invoqué dans la détoxication 

active peut être résumé dans le schéma suivant (Fig. 08):  

 

Figure 08. Cycle de détoxification par la glutathion peroxydase   

4.2.2 Système antioxydant non-enzymatique: 

La plupart de ces composants sont des micronutriments exogènes apportés par 

l’alimentation ou des constituants endogènes. On distingue les antioxydants hydrosolubles 

comme le glutathion, l’acide ascorbique, l’acide urique, l’albumine et les antioxydants 

liposolubles: l’alpha tocophérol (vitamine E), l’ubiquinone (CoQ10), les caroténoïdes. 

 

4.2.2.1 Molécules anti-oxydantes endogènes 

 Glutathion 

     Le glutathion, sous sa forme réduite, est un tripeptide (γ-glutamyl-cystéinyl-glycine) 

naturel synthétisé par les cellules et doté d'un groupement réducteur représenté par la fonction 

thiol de sa cystéine (Vamecq et al., 2004). Il intervient dans la défense contre l’oxydation via 

leur rôle comme cofacteur de certaines enzymes antioxydantes telles que les glutathions 

peroxydases et les glutathions transférases (Valko et al., 2006). Il participe à la neutralisation 

de certains radicaux libres directement (OH•, ROO•, RO•, HOCl) et d’agir comme un agent 

chélateur de cuivre. Il est détoxifiant au niveau hépatique et peut se lier aux métaux toxiques 
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(mercure, arsenic, plomb,…) (Lyn Patrick, 2006). Il agit en synergie avec la vitamine C, la 

vitamine E et intervient également dans leur cycle de régénération (Powers et Jackson, 2008). 

Il est directement impliqué dans la réparation des atteintes oxydatives à l’ADN. Le glutathion 

est aussi capable de protéger les groupements –SH- des protéines contre l’oxydation et de 

régénérer les antioxydants oxydés comme les vitamines E et C. La régénération de la fonction 

thiol GSH à partir de la forme oxydée se fait grâce à l’activité de la glutathion réductase (GR) 

(Thérond et Denis, 2005). 

Son action antioxydante s'exerce : soit, directement en piégeant les radicaux libres R° pour 

former le disulfure GSSG par oxydation, soit, en participant à la réduction des 

hydroperoxydes lipidiques ROOH comme co-substrat des glutathion peroxydases (GSH-

Px). Sous sa forme GSH, GSSG et de son ratio GSH/GSSG, le glutathion est utilisé comme 

marqueur du système antioxydant et du stress oxydant, analysé par spectrophotométrie (De 

Moffarts et al., 2007) 

 les métallothionéines (MTs) 

       Les (MTs) sont des protéines intracellulaires de faible poids moléculaire (<7000 Da), 

présentes dans le cytosol essentiellement au niveau du foie, des reins et de l’intestin. Elles  

sont des dérivées métalliques d’une protéine: la thionéine, très riches en soufre (23-33% de 

cystéines), ce qui en fait de très bons ligands pour les métaux. Leur rôle principal consiste à 

séquestrer des métaux potentiellement toxiques (Pb, Cd, Ni...) sous une forme non toxique, 

mais elles jouent également un rôle dans la régulation des métaux essentiels à l’état de trace, 

tels que le zinc, le cuivre et le chrome et la participation dans les systèmes cellulaires de 

défense antioxydante (Diana, 1999). Lorsqu’elles fixent un métal physiologique elles sont 

activées et exercent une fonction mais lorsqu’elles fixent un  métal toxique, elles sont alors 

inactivées et éliminées. À cause de leur teneur élevée en groupements sulfhydriques, les MTs 

peuvent réagir avec les radicaux libres ERO et les électrophiles (Lazo et Pitt, 1995). La 

synthèse des MTs est induite par des facteurs divers, tels que les métaux, les glucocorticoïdes, 

les cytokines ou dans des conditions de stress (diète, infection, irradiation) (Andrews, 2000 ; 

Haq et al., 2003). 

 Autres composés endogènes 

L’ubiquinone (coenzyme Q10), outre son rôle de transporteur électronique, joue le rôle 

d’antioxydant dans sa forme totalement réduite (ubiquinol) (Power et Lennon, 1999). 

L’ubiquinol contenu dans les LDL, protège les membranes de la peroxydation lipidique par 

une diminution de la formation et de la propagation de radicaux peroxyls ou en régénérant de 

la vitamine E (Packer et al., 1997).  
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Le cytochrome c est présent dans l'espace intermembranaire mitochondrial, il y assure un 

rôle de scavenger en convertissant le superoxyde en oxygène (l'action inverse de la semi 

ubiquinone) (Pereverzev, 2003). L'électron capté par le cytochrome c nouvellement réduit est 

transféré à l'oxygène via le cytochrome oxydase (complexe IV) formant du cytochrome c 

oxydé et de l'H2O. 

L’acide urique comme un déchet cellulaire qui provient de l’oxydation d’hypoxanthine et 

de xanthine par la xanthine oxydase et déhydrogénase, il  pourrait contribuer à 35-60% de la 

capacité antioxydante totale du  plasma  in  vivo (Waring et al., 2003). Au pH physiologique, 

il est majoritairement présent sous la forme ionisée (urate) pouvant interagir avec les radicaux 

hydroxyles et conduisant à la formation de l’espèce radicalaire UrH•- stable. Celle-ci est à sa 

tour réduite par l’ascorbate régénérant l’urate. L’urate protège les protéines de la nitration en 

réagissant avec le peroxynitrite.  Il  peut également chélater  les ions métalliques et donner des 

chélates peu réactifs sur le plan catalytique (Whiteman et al., 2002) . 

La bilirubine est le produit de dégradation des hèmes et résultant du catabolisme de 

l’hémoglobine. Ses propriétés antioxydantes sont liées à sa capacité à lutter contre les 

radicaux ROO•et contre le H2O2 (Powers et Jackson, 2008) et de piéger l’oxygène singulet, 

protégeant ainsi l’albumine et les acides gras liés à l’albumine des attaques radicalaires 

(Neuzil et Stocker, 1993). Elle est alors transformée en biliverdine, oxydée, qui sera recyclée 

grâce à la biliverdine reductase aux dépends d’une molécule de NADPH (Liu, 2006). 

4.2.2.2 Molécules anti-oxydantes exogènes  

Toutes les défenses précédentes peuvent être renforcées par des composants exogènes 

apportés par l’alimentation. Ces antioxydants nutritionnels incluent principalement les 

vitamines, les caroténoïdes, les composés phénoliques et certains éléments minéraux. 

 Vitamines E et C 

Les vitamines E et C semblent être des plus importants dans la lutte contre le stress 

oxydant. La vitamine E (α-tocophérol) étant liposoluble, elle se fixe aux membranes et peut 

ainsi séquestrer les radicaux libres empêchant la propagation des réactions de peroxydation 

lipidique induite par le stress oxydant, cède son hydrogène situé dans le noyau phénolique, 

réduisant ainsi le radical RO2-(Khalil, 2002).   

La vitamine C (acide ascorbique), hydrosoluble, se trouve dans le cytosol et dans le fluide 

extracellulaire; elle agit directement sur les ERO (superoxydes, hydroxyle, oxygène singulet, 

radicaux lipidiques) et indirectement par son action de régénération de la vitamine E et du 

GSH. La vitamine C empêche l'oxydation des LDL produites par divers systèmes générateurs 

d'ERO (neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase) lors de son 
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oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par une forme radicalaire intermédiaire 

(radical ascorbyl) qui joue un rôle essentielle dans la génération de la vitamine E oxydée 

(Singh et al., 2005).  

 Les oligoéléments 

Les oligoéléments interviennent comme cofacteurs d’enzymes indispensables dans la lute 

contre les radicaux libres, ont aussi des propriétés antioxydantes. Ainsi, la SOD 

mitochondriale a besoin de manganèse, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la catalase de 

fer et la GSHPx et la thiorédoxine de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, 

notamment le fer, lorsqu'ils sont en excès dans l'organisme et sous leur forme réduite, peuvent 

avoir une action prooxydante (réaction de Fenton, d'Haber-Weiss).       

 Les caroténoïdes  

Les caroténoïdes sont des pigments naturels que l’on trouve dans tous les fruits et légumes 

colorés. Ce sont les molécules de base du système de défense des plantes contre les radicaux 

libres. A ce jour, plus de 600 caroténoïdes ont été identifiés, mais seul un nombre limité 

d’entre eux ont été identifiés dans le plasma et les tissus humains, les principaux sont l’α- et le 

β-carotène, la lutéine, la zéaxanthine, la β-cryptoxanthine et le lycopène (Seifried et al., 

2007). En plus de leur activité de provitamine A, les caroténoïdes ont un rôle spécifique de 

capteur d’oxygène  singulet 1O2, ce qui leur permet d'exercer une protection vis à-vis des 

dommages  induits par les  rayons  ultraviolets de la lumière solaire (Milane,  2004). 

 Les polyphénols 

Les polyphénols végétaux regroupent une grande variété de composés comprenant entre 

autres les flavonoïdes, les anthocyanes et les tanins. Ces substances sont caractérisées par leur 

noyau aromatique porteur d'au moins deux fonctions phénol, cela les rend particulièrement 

réactifs dans les processus d'oxydoréduction, ils sont capables de piéger des radicaux libres, 

d’inhiber la peroxydation lipidique en réduisant les radicaux hydroxyles, superoxydes et 

peroxyles. Ils sont aussi capables de piéger les ions métalliques, car ils ont des propriétés 

chélatrices (Delattre et al., 2005). Les flavonoïdes occupent une place privilégiée parmi les 

polyphénols alimentaires. Ils cumulent des propriétés antioxydantes antiradicalaires et anti-

inflammatoires. Ils sont considérés comme de bons chélateurs des ions métalliques. Les 

flavonoïdes inactivent et stabilisent les radicaux libres grâce à leur groupement  hydroxyle 

(C3OH) fortement réactif (Ghedira, 2005). Ils peuvent également protéger les membranes 

cellulaires par leur action à différents niveaux sur la peroxydation lipidique. 
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1. Généralités sur le chardon-Marie                                                                                                     

1.1. Présentation et origine du chardon-Marie 

Le chardon-Marie (Silybum marianum (L.) Gaertn.) est une plante annuelle ou 

bisannuelle herbacée appartenant à la famille des Astéracées. Son nom latin Silybum signifie 

chardon, marianum fait référence à la Vierge-Marie. Dans la légende, lors de son voyage de 

Judée en Égypte, aurait donné le sein à l'enfant Jésus près d'un bosquet de chardons. Les 

nervures blanches caractéristiques des feuilles de cette espèce seraient le vestige des gouttes 

de lait de la Vierge d’où le terme de «milk » en anglais (Morazzoni et Bombardelli, 1995). 

Cette légende est peut-être également à l'origine d'une indication traditionnelle, qui veut que 

le chardon-Marie favorise la lactation, son efficacité n'a jamais été démontrée 

scientifiquement. 

La plante, endémique à la région méditerranéenne, elle est cosmopolite et s’étend de la 

mer à 700-1100 m d’altitude, sur les terrains incultes secs et rocailleux de toutes l’Europe 

occidentale et méridionale, ainsi qu’en Afrique du nord, sur tout le continent américain, en 

Asie Mineure et au sud de l’Australie, on la trouve dans les champs, les décombres et les 

bords des routes (Abenavoli et al., 2010). En Algérie d’après Quizel et Santa (1963), le 

chardon marie est particulièrement répandue dans les hauts plateaux, la steppe, le sud de 

l’Atlas saharien, les pâturages sablonneux et les lieux un peu humides. 

Le chardon-marie fût utilisé dès l'Antiquité puis au Moyen-âge, pour les problèmes 

hépatiques et les troubles biliaires tels que les hépatites, la cirrhose et la jaunisse, ainsi que 

pour prévenir l'hépatotoxicité attribuable aux toxines environnementales (telles que les 

morsures de serpents, les piqûres d'insectes, l'empoisonnement aux champignons et à l'alcool) 

(Kren et Walterova, 2005). Puis pour certains troubles menstruels, comme les règles 

abondantes, mais aussi les varices et les congestions de la vésicule biliaire et des reins.  

1.2. Nomenclatures et Systématique 

Les différentes appellations de la plante sont les suivants: en français ; chardon-Marie,  

artichaut sauvage, chardon argenté, chardon de Notre-Dame, silybum marial (Brouillet, 2002),  

lait de Notre-Dame, silybe de Marie, chardon marbré, épine blanche (Wiersema et léon, 

1999). Les noms étrangers sont: en allemand Mariendistel; en anglais milk thistle, holy thistle, 

Marian thistle, silybum ; en italien cardo mariano (cardo di Santa Maria) et en chinois Shui 
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Fei Ji (Michael, 2003). Sa nomenclature en arabe est: Bôq, Chouk el Djemel, Bou-Zerwal ou 

Sùk Ez-zerwal, Bùzerwal, Hacoub et Lichilik. Ses noms vernaculaires targui ou berbère sont : 

Tawra, Douj-n’ilour man (Beloued, 1998).  Selon Guignard (1998), la systématique du 

chardon-Marie se résume comme suit : 

· Embranchement : Phanérogames.                                                                                                        

· Sous–embranchement : Angiospermes.                                                                                                                                                         

· Classe : Magniolipsida.                                                                                                                                   

· Ordre : Asternales.                                                                                                                                                        

· Famille : Asteraceae.                                                                                                                                             

· Sous- famille : Tubuliflores.                                                                                                                                   

· Genre : Silybum.                                                                                                                                             

· Espèce : Silybum marianum (L).Gaertn 

1.3. Description botanique 

Il peut atteindre 1,50 m de hauteur. Ses longues tiges sont aisément reconnaissables: 

elles ont des feuilles vertes, luisantes, présentent des nervures bordées d’un liseré blanc et des 

dents épineuses à la périphérie du limbe. Le chardon-marie possède des fleurs de couleur 

pourpres, réunies en un capitule terminal à bractées épineuses, pouvant mesurer jusqu'à 8 cm 

(Caremes, 1990). La tige est épineuse. D’après Sindel (1991), la plante Chardon marie est 

caractérisée par une racine pivotante, forte, longue, épaisse et fibreuse. Le fruit est constitué 

d’akènes luisants, ovoïdes et obliques, de 6-8 mm, de couleur beige ou brune, lisses ou 

finement ridées, ils sont entourés d’une coquille (Guittonneaire et Huon, 1983) et couronnées 

avec les touffes plumeuses; chacune d’elles est insérée sur une sorte de disque (formé par le 

pédoncule très réduit, d’apparence cornée et portant au centre une sorte de cylindre court de 3 

à 5 mamelons (Bezanger, 2003). Le poids de mille akènes est d’environ 28 à 30 grammes 

(Andrzejewska et al., 2010).  

Une plante produit en moyenne un peu moins de 7 000 akènes. Les akènes ne 

présentent pas ou peu de dormance. La floraison a lieu en avril et en mai. La plante  est  

hermaphrodite, majoritairement  auto-pollinisatrice. Les akènes sont mûrs  en juillet (Karkanis 

et al., 2011). 
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Figure 09 : Photos des différentes parties de la plante Silybum  marianum : (A, B) fleurs 

fraiches et sèches, (C, D) Feuilles de chardon Marie, (E, F) Akènes libres et avec aigrettes 

2. Composition chimique du chardon-marie  

Le fruit renferme 15 à 30 % de lipides, avec prédominance d’acide linoléique 60 %, 30 

% d’acide oléique avec 9 % d’acide palmitique, environ 25 à 30 % de protéines, ainsi que du 

tocophérol (0.038 % environ), des dérivés phénoliques et des stérols (0.063 % environ) dont  

ducampestérol, dustigmastérol et du sitostérol. Quelques sucres (arabinose, rhamnose,  xylose, 

glucose) et du mucilage sont aussi présents (Abenavoli et al., 2010). Il contient aussi des 

flavonoïdes: quercétol, taxifoline, éryodictyol, chrysoériol et quelques autres notamment du 

dihydrokaempférol, du kaempférol, de l’apigénol et du naringétol qui présentent eux aussi des 

propriétés intéressantes. Selon Bruneton (1999), elles ne jouent qu’un rôle minoritaire dans 

les propriétés attribuées au chardon-marie.                                                      

L’akène contient aussi 1,5 à 3% de flavanolignanes dont la fraction principale porte le 

nom de silymarine, qui constitue les molécules les plus actives du chardon-marie, dont les 

composants majoritaires sont la silybine (constituant majoritaire du mélange 50-60%), 

silydianine (environ 10%) et 20% de la silychristine et leurs nombreux dérivés 

stéréoisomériques ; isosilybine environ 5%, dihydrosilybine, la silimonine, et d’autres 

composés: silandrine, silhermine, néosilihermines A et B, 2,3-dehydrosilibinine et tri-

pentamères desilibinine (silybinomères) (Fig. 10). Certaines de ces flavanolignanes 

minoritaires ne sont présentes que chez les variétés à fleurs blanches. 

 

 

A 

D E F 

B C 

http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Isosilybine&action=edit&redlink=1
http://www.wikiphyto.org/w/index.php?title=Dihydrosilybine&action=edit&redlink=1
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Figure 10: Flavanolignanes majeures de la silymarine (Karimi et al., 2011) 

3. Activités pharmacologiques : 

De multiples travaux expérimentaux tendent à démontrer la capacité de la silymarine 

et de ses constituants à lutter contre les affections hépatiques et la cirrhose du foie en 

empêchant les dommages du foie provoqués par l’alcool, les drogues, les pesticides et 

quelques toxiques ; le tétrachlorure de carbone, le paracétamol, la galactosamine, la 

phalloïdine, la phénylhydrazine, le thioacétamide, cisplatine ou de doxorubicine (Fraschini et 

al., 2002; Saller et al., 2008), elle est aussi capable de traiter l’empoisonnement par certains 

champignons venimeux notamment la phalloïdine et l’amanitine produites par le champignon 

Amanita phalloides, et empêcher la carcinogenèse (Huet et Fleurentin, 2013). Dans tous les 

cas, la silymarine agit à titre préventif ou même à titre curatif. La silibinine (silybine) 

semblerait procurer la plus grande activité pharmacologique des constituants de la silymarine 

(Fig. 11). 
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Figure 11 : Diagramme récapitulatif des effets favorables de la silibinine chez les patients 

présentant une affection hépato-biliaire (Center, 2000) 

La silymarine agit également pour protéger d’autres organes vitaux; les reins, le 

cerveau, le pancréas… Il traite les réactions allergiques, réduit l’inflammation et favorise la 

cicatrisation. Il  contribue également à émulsionner les graisses et améliorer le flux de la bile. 

Ce qui en fait un bon remède contre l’indigestion (Saller et al., 2008).  

Les effets antitoxiques de la silymarine ou de la silibinine étaient à attribuer à leurs 

propriétés anti-oxydantes et à leurs capacités à neutraliser les espèces réactives de l’oxygène 

incluant les radicaux ; hydroxyle et peroxyle ainsi que l'ion hypochlorite. Ainsi que sa 

capacité d’augmenter les niveaux intracellulaire en glutathione de 35% dans le foie des sujets 

sains et 50% dans le foie de rats. Cette augmentation se produit de façon sélective dans le 

foie, l'intestin et l'estomac (Valenzuela et al., 1989), Elles augmentent l'activité des enzymes 

superoxyde dismutase ainsi que celle de la glutathion peroxydase après l’incubation in vitro 

avec des érythrocytes et des lymphocytes provenant de patients présentant une cirrhose 

alcoolique cellules (Altorjay et Altorjay, 1992). Le traitement  in vivo a, quand à lui, permis 

de restaurer l’activité faible de la SOD et l'immuno-réactivité altérée dans les lymphocytes de 

patients atteints de cirrhose alcoolique du foie (Feher et al.,1988) 

La silymarine, inhibitrice de la lipo-peroxydation des membranaires et antiradicalaire, 

inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires. Elle aurait un effet régulateur de la 

perméabilité des membranes mitochondriales et favorise la stabilité des membranes et, dans le 

cas de la toxine des amanites, interagirait de façon compétitive avec les sites impliqués dans 

la capture de cette toxine (Saller et al., 2008). 
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Par ailleurs, il agit comme un promoteur de la synthèse de l’ARN ribosomial, ce qui 

stimule la synthèse protéique et la régénération du foie, seulement lorsque le foie a subi des 

lésions (Magliulo et al., 1973), et comme inhibiteur de la transformation des hépatocytes 

stellaires en myofibroblastes, à l’origine du dépôt des fibres de collagène conduisant à la 

fibrose hépatique. La silymarine agissait de façon concentration dépendante sur la production 

de NO, elle inhibe l’activation  du  facteur nucléaire kappa-B (NF-κB), lui-même responsable 

de l’activation de l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS) (Kang et al., 2002).                            

C’est par ailleurs un immunostimulant, stimulant la sécrétion d’interféron-γ et d’interleukines 

par les lymphocytes en culture. Elle peut freiner la formation de prostaglandines pro-

inflammatoires (PGE-2) à forte concentration (Kang et al., 2004), et inhibe la voie de la  5-

lipoxygénase et en particulier la synthèse des leucotriènes B4, de dangereux composants 

inflammatoires, elle exerce donc une activité anti-inflammatoire (Dehmlow et al., 1996). 

Des données montrent que la silymarine inhibe, in vitro, la prolifération de diverses 

lignées de cellules tumorales. C’est un protecteur à l’encontre d’agents cancérogènes tels que 

le diméthylbenzanthracène ou des esters du phorbol, un inhibiteur de la sécrétion de facteurs 

proangiogéniques par les cellules tumorales, etc (Ramasamy et Agarwal, 2008).  

4. Mode d’action de la silymarine. 

La capacité du chardon marie à protéger le foie et améliorer sa fonction est largement due à 

sa capacité à inhiber certains facteurs qui entrainent des dommages au foie. Les plus 

important d’entre eux sont les leucotriènes ou les radicaux libres.Les effets hepato-protecteurs 

de silymarine sont censés être accomplis par plusieurs mécanismes; ceux-ci inclus: 

 Inhibition de la peroxydation lipidique à la suite du balayage des radicaux libres (Mirguez  

et al., 1994) ; 

 La stimulation de l'ARN polymérase ribosomique et la synthèse subséquente des protéines, 

entraînant une régénération améliorée des hépatocytes (Sonnenbichler et Zetl, 1986) ; 

  Amélioration de la désintoxication du foie par inhibition de la désintoxication de phase I 

(Baer-Dubowska et al., 1998) ; 

 Amélioration de la glucuronidation et de la protection contre l'appauvrissement du 

glutathion (Campos et al., 1989) ; 
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 Les effets anti-inflammatoires, y compris l'inhibition de la synthèse du leucotriène et de la 

prostaglandine, l'inhibition des cellules de Kupffer, la stabilisation des mastocytes et 

l'inhibition de la migration des neutrophiles (Dehmlow et al., 1996) ; 

 Ralentir ou même inverser la fibrose par réduction de la conversion des cellules stellaires 

hépatiques en myofibroblastes (Fuchs et al., 1997) ; 

  Anticarcinogenèse par inhibition des kinases cyclin-dépendantes et arrêt de la croissance 

des cellules cancéreuses ; 

 des effets immunomodulateurs sur le foie malade (Lang et al., 1990). 

De nombreuses publications montrent des effets anticancéreux de la silymarine ou de ses 

composés chez l’animal ou sur culture cellulaire à différentes étapes des processus de 

cancérisation (Fig. 12) (Huet et Fleurentin, 2013) : 

 inhibition de la carcinogenèse: sur l’apparition d’un cancer de la vessie induit par la 

nitrosamine chez la souris (Tyagi et al., 2007), mais aussi vis-à-vis de cancers de la peau 

(Gu et al., 2006), du côlon (Velmurugan et al., 2010), du poumon (Yan et al., 2005) de la 

prostate (Kohno et al., 2005), du foie (Ramakrishnan et al., 2006) et de la langue (Yanaida 

et al., 2002); 

 inhibition de la croissance tumorale : cancer de la prostate (Tyagi et al., 2008), du poumon 

non à petites cellules (Mateen et al., 2010), de l’ovaire, du sein (Wang et al.,2008), de la 

vessie (Singh et al., 2008) et du foie (Varghese et al., 2005). Le mécanisme évoqué est un 

blocage du cycle cellulaire et l’induction de l’apoptose;  

  inhibition de l’angiogenèse: une diminution de la formation de microvaisseaux est obtenue 

sur des lignées de cancers du sein (Kim et al., 2009), du côlon et du poumon (Yang et al., 

2003). Cet effet est lié à la diminution de l’expression du VEGF; 

 inhibition des métastases : diminution de la mobilité et de l’invasion des cellules 

cancéreuses de la prostate, du sein, du poumon, de l’ostéosarcome et de la cavité buccale 

(Deep et Agarwal, 2010). Cette action est liée à l’inhibition des métalloprotéases favorisant 

l’invasivité observée sur des modèles in vivo; 

 potentialisation des anticancéreux : elle a été mise en évidence avec la doxorubicine, le 

paclitaxel (Colombo et al., 2011), le cisplatine et le carboplatine (Dhanalakshmi et al., 

2003). On observe une augmentation de la rétention des toxiques dans les cellules et 

l’induction de l’apoptose. Des résultats contradictoires avec une réduction de l’action des 
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médicaments ont aussi été observés avec le docétaxel et la mitomycine C (Jiang et al., 

2009 ) ; 

 s’oppose aux résistances : sur des cellules résistantes à la doxorubicine. 

 

Figure 12 : Effets anti-cancérigènes potentiels de silymarine (les différentes cibles 

moléculaires) (Fehér et Lengyel, 2012) 

La silymarine pourrait agir en synergie avec les traitements de chimiothérapie 

conventionnels (doxorubicine, taxanes, sels de platine, mitoxantrone) et ainsi en augmenter 

l’efficacité. Les mécanismes d’action pouvant expliquer la synergie, sont le blocage du cycle 

cellulaire et une plus grande rétention des molécules cytotoxiques dans les cellules (Colombo 

et al., 2010). Il a été mis en évidence que la silibinine augmentait le nombre de cellules en 

phase G2-M et en apoptose (Dhanalakshmi et al., 2003). 

5. Pharmacocinétique  

La biodisponibilité de la silibine, molécule de référence dans les études pharmaco-

cinétiques, prise par voie orale est faible et dépend d’autres substances dans l’extrait et des 

concentrations de l’extrait (Flatland, 2003). Elle peut être augmentée par complexation avec 

la phosphatidylcholine (silipide) ce qui facilite le passage des membranes cellulaires (Anon, 

2009), et par incorporation dans un système automicroémulsionnable (SMEDDS®) ou des 

liposomes semble augmente considérablement (~ 2-3 fois) l’absorption orale de silymarine 

(Li et al., 2010). La concentration plasmatique est un indicateur de cette biodisponibilité et 

reflète l’absorption intestinale.  

La silymarine est peu absorbée au niveau intestinal (23-47 %), chez des hommes en 

bonne santé, la concentration plasmatique maximale est atteinte au bout de deux à neuf heures 
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et se situe entre 200 et 1400 µg/L pour une dose ingérée de 100 à 360 mg. Le temps de demi-

vie est d’environ six heures. La sylimarine est excrétée principalement dans la bile 20 à 40 % 

sous forme de conjugués glucuronide et sulfate, avec une excrétion biliaire continue plus de 

24 h après une seule prise orale, alors que l’excrétion urinaire est d’environ 3 à 8 %, le reste 

est excrété dans les fèces (Minton, 2004).  

Chez le rat, les études effectuées montrent des résultats proches de ceux des humains 

en terme de Tmax de la concentration plasmatique et des formes d’excrétion biliaire (Center et 

al., 2004). La silibinine est principalement excrétée dans les 48 h suivant son ingestion, 

l’excrétion se fait majoritairement par voie biliaire.  

Elle est d’environ 76% dans le cas d’une administration intraveineuse, et de 20 à 35% 

de la quantité totale de silibinine ingérée avec des doses variant de 2 à 120 mg/kg, après une 

administration par voie orale (Bülles et al., 1975). La silibinine est excrétée en quantités 

minimes dans l'urine au cours des 48 heures après l'administration orale (2 à 5%) ou 

intraveineuse (8%) (Fraschini et al., 2002). 

6. Toxicité, effets secondaires, interactions 

Le chardon-marie est une plante dont la sécurité d’emploi est bien reconnue et ne 

présente aucun risque particulier de toxicité, même à haute dose (Saller et al., 2008), même si 

la procédure de recueil des effets n’est pas toujours explicitée. On peut occasionnellement 

noter des troubles gastro-intestinaux légers (effet laxatif) et quelques cas d’allergie ont été 

rapportés (Grunkemeyer,  2010). Une élévation des enzymes hépatiques et des acides biliaires 

sont aussi possibles pendant les premiers jours d’utilisation du chardon-marie (Ness, 2007). 

Des études de toxicité aiguë après des perfusions intraveineuse de silymarine ont été 

réalisées chez la souris, le rat, le lapin et le chien. Les valeurs de LD50 étaient de 400 mg/kg  

(souris), 385 mg/kg (rat) et 140 mg/kg (chien et lapin). La valeur varie selon la vitesse de 

perfusion. Avec une perfusion étalée sur 2 à 3 heures, LD50 monte à 2 g/kg chez le rat et en 

cas d’administration orale, LD50 est de 10 g/kg. D’autres études ont utilisé de la silymarine 

sous forme de sel d’hémisuccinate de sodium par voie intraveineuse pour des études de 

toxicité aiguë. La dose létale 50 était de 1050 mg/kg (souris male), 970 mg/kg (souris 

femelle), 825 mg/kg (rat male), 920 mg/kg (rat femelle), et 300 mg/kg (chien et lapin). Ces 
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études démontrent que la toxicité aiguë, mais aussi la toxicité subaiguë et la toxicité 

chronique, sont très faibles. (Dixit et al., 2007). 

In vitro, La silymarine est un substrat inhibiteur des enzymes spécifiques du 

cytochrome P450. Plusieurs études in vitro ont suggéré que les extraits de silymarine et divers 

constituants individuels inhibent CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4, CYP2C9 et CYP2C8 (Zuber 

et al., 2002 ; Sridar et al., 2004). Il pourrait donc modifier la pharmacocinétique de divers 

médicaments donc nuire à son efficacité ou à sa sécurité. Cependant, des essais cliniques ont 

par ailleurs constaté que même à ces concentrations relativement élevées, la silymarine ou la 

silibinine n’interféraient pas avec le cytochrome P450, et ils ont montré l’absence de 

traduction clinique de cette inhibition dans les cas étudiés : midazolam, la debrisoquine, la 

chlorzoxazone, la nifédipine et la rosuvastatine (Deng et al., 2008; Kawaguchi-Suzuki et al., 

2014). 
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IV. LES ACIDES AMINES SOUFRES : 

1. Le soufre: 

Le soufre est un élément chimique essentiel pour tous les êtres vivants, une molécule 

sur six contient un atome de soufre (hormis l’eau), tandis qu’une protéine contient, en 

moyenne, onze atomes de soufre, dans une cellule humaine (Glover, 2003). Cet atome, créant 

une fonction thiol (R-SH), permet aux protéines de prendre un repliement caractéristique et 

assure leur stabilité avec une structure tridimensionnelle en créant des ponts disulfures après 

liaison entre deux fonctions thiols (R-SS-R). Au niveau enzymatique, la fonction thiol joue un 

rôle dans le mécanisme catalytique de l’enzyme (Lehninger, 2000).   

Le soufre se distingue aussi par sa capacité à pouvoir être aussi bien un oxydant qu’un 

réducteur au niveau redox, ce qui fait de lui un atome de choix pour la régulation des 

potentiels d’oxydoréduction et pour la détoxification (Greenwood, 1997).   

Physiologiquement, les propriétés du soufre sont exploitées au travers des acides α-

aminés soufrés protéinogènes (désignés ci-après acides aminés soufrés), la méthionine et la 

cystéine, qui sont les précurseurs des diverses biomolécules soufrées.  

 

2. Les acides aminés soufrés et leurs métabolismes: 

Le sulfate, source majoritaire inorganique de soufre, facilement accessible pour 

différentes bactéries, les champignons et les plantes. Cependant, cette source de soufre n’est 

pas utilisée par les mammifères pour effectuer la biosynthèse de leurs acides aminés soufrés. 

Ils doivent donc inclure dans leur alimentation une source de soufre organique qu’ils pourront 

cataboliser, notamment à partir de protéines, contenant de la méthionine et de la cystéine, qui 

seront hydrolysées (Brosnan et Brosnan, 2006). 

Dans l’organisme, les acides aminés soufrés sont au nombre de quatre: la méthionine, 

la cystéine, l’homocystéine et la taurine (Fig. 13). Seuls les deux premiers sont contenus dans 

les protéines animales et végétales. Ils jouent un rôle important dans la synthèse des protéines 

en leur conférant une bonne assise structurale et fonctionnelle. Leur catabolisme engendre 

deux autres: l’homocystéine et la taurine, et met en jeu une molécule de versatilité 

métabolique remarquable la S-adénosylméthionine.  

L’homocystéine est un intermédiaire métabolique entre la méthionine et la cystéine, et 

n’est pas présente dans notre alimentation. Enfin, la taurine est un acide β-amino-sulphonique 

synthétisé à partir de la cystéine et retrouvé dans un nombre important d’aliments d’origine 

animale (Huneau et al., 2008). 
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Figure 13 : Acides aminés soufrés 

 

Parmi ces quatre acides aminés, seule la méthionine, qui ne peut être synthétisée de 

novo, est indispensable chez l’Homme. Les trois autres peuvent tous être produits à partir de 

ce précurseur, grâce à un métabolisme complexe et finement régulé (Fig. 14).  

 

 

Figure 14: Principales voies du métabolisme des acides aminés soufrés 

 (Brosnan et Brosnan, 2006) 
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Trois voies métaboliques principales régulent le métabolisme de la méthionine : la 

transméthylation (catabolisme de la méthionine), la reméthylation (anabolisme de la 

méthionine) et la transsulfuration (anabolisme de la cystéine):  

 la transméthylation consiste en un transfert du groupement méthyle de la méthionine vers 

un accepteur de nature biochimique variée (acide aminé, protéine, alcool…), générant de 

l’homocystéine, après condensation de la méthionine avec une molécule d’ATP pour 

donner de la S-adénosylméthionine (SAM), l’élément clé des réactions de méthylation 

dans l’organisme (Niculescu et Zeisel, 2002), La SAM est un donneur de groupement 

méthyle dans de très nombreuses réactions catalysées par des enzymes de la famille 

méthyltransférases. La perte du groupement méthyle produit de la S-adénosylhomocystéine 

(SAH), hydrolysée en homocystéine en libérant de l’adénosine; 

 L’homocystéine peut ensuite être reméthylée en méthionine sous l’action de 

méthyltransférases en présence de 5-méthyltétrahydrofolates ou de bétaïne (c’est le cycle 

de la méthionine) (Stipanuk, 2004), ou bien être orientée vers une voie irréversible, la 

synthèse de cystéine ; 

  la transsulfuration , présente dans le foie et le pancréas et de façon moindre dans l’intestin, 

le rein, le tissu adipeux et le cerveau (Mudd et al., 1965), est la voie métabolique qui 

permet ensuite le transfert de groupement thiol de la chaîne latérale de l’homocystéine sur 

la sérine, pour produire la cystathionine, qui est ensuite clivée par la cysthathionine  γ-

lyase pour produire la cystéine.  

Outre le rôle de la méthionine et de la cystéine dans la synthèse protéique, les acides 

aminés soufrés interviennent dans de nombreuses fonctions vitales, soit directement, soit par 

l’intermédiaire de composés qu’ils engendrent: le glutathion, la carnitine, la créatine, le 

coenzyme A, l’hydrogène sulfureux et le sulfate.  

3. Source, apport alimentaire, absorption intestinale: 

Les acides aminés soufrés (méthionine et cystéine) sont retrouvés dans les protéines 

alimentaires avec des teneurs comprises entre 2 et 5 %. Les protéines de céréales (riz, maïs,  

blé) et les protéines animales sont plutôt riches en acides aminés soufrés (3,5 à 5%), 

comparativement aux protéines de légumineuses qui ne contiennent que 2 à 3,5% de 

méthionine + cystéine.  

Le ratio méthionine/cystéine de l’alimentation varie selon la nature des protéines 

consommées mais reste typiquement compris entre 1:1 et 2:1. L’apport alimentaire en 

cystéine est environ 9 µmoles.kg-1.h-1 de poids corporel chez l’homme, alors que le taux de 

disparition du glutathion, qui ne représente qu’environ 65 % de l’utilisation de cystéine chez 
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l’homme sain, est de 25 µmole/kg/h (Lyons et al., 2000). Une part importante de la cystéine 

nécessaire à la synthèse de glutathion et à celle des protéines provient donc de la synthèse 

endogène de cystéine par la transsulfuration ou du catabolisme protéique. De fait, une partie 

du besoin alimentaire en méthionine est liée aux flux de synthèse de cystéine.  

Lorsque l’apport en acides aminés soufrés est adéquat, l’apport en cystéine exerce un 

effet d’épargne sur les besoins en méthionine qui pourrait être de l’ordre de 50 %, en 

réduisant la transsulfuration et augmentant le pourcentage d’homocystéine utilisé pour la 

synthèse de méthionine (Kurpad et al., 2004). Pour cette raison, le besoin en méthionine est 

désormais exprimé sous la forme d’un besoin combiné en méthionine+cystéine. Celui-ci a été 

dernièrement évalué par la FAO à 13 mg/kg/jour (Raguso et al., 2000 ; Di Buono et al., 2001). 

La méthionine alimentaire est libérée dans l’intestin grêle au cours des processus 

digestifs et captée par l’épithélium sous la forme de di- et tripeptides, par l’intermédiaire du 

transporteur PepT1 (Adibi, 2003), ainsi que sous la forme d’acide aminé libre, par la biais de 

co-transport avec l’ion Na+ impliquant les systèmes de transport b0et b0,+(Seow et al., 2004). 

Alors que, pour la cystéine l’absorption est sous forme réduite (CySSCy), et di- et tripeptides. 

La captation de cystine par les entérocytes s’effectue par le biais du système b0,+, qui catalyse 

l’échange entre un acide aminé neutre intracellulaire et un acide aminé cationique ou une 

molécule de cystine (Palacin et al., 2001).  

 

4. Devenir et voies d’utilisation de la cystéine  

La cystéine est utilisée pour la production des protéines, elle est le précurseur de 

certains composés non protéiques essentiels à l’organisme; la taurine, le glutathion, 

l’hydrogène sulfureux, pyruvate et le coenzyme nucléotidique CoA, par l’intermédiaire de 

trois voies métaboliques (Fig. 15). 

La première est son oxydation en cystéine sulfinate aboutit à la production de taurine 

ou de sulfite, catalysée par la cystéine dioxygénase (CDO), une enzyme exprimée presque 

exclusivement dans le foie (Haesler et al., 1994) ensuite la cystéine sulfinate peut être 

convertie en hypotaurine par action de la cystéine sulfinate décarboxylase (CSD), ou bien en 

β-sulfinyl pyruvate par la cystéine sulfinate aminotransférase (CSAT) et libèrera 

spontanément du sulfite et du pyruvate (Stipanuk, 2004).  

La glutamate-cystéine ligase (GCL) catalyse la formation d’une liaison γ-peptidique 

entre le groupement γ-carboxylique du glutamate et la fonction amine de la cystéine pour 

former la  γ-glutamylcystéine, Le glutathion est ensuite synthétisé par la création d’une liaison 

peptidique entre cystéine et glycine sous l’action de la glutathion synthétase (GS). Toutes les 
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cellules sont capables de synthétiser du glutathion, mais ce peptide est majoritairement 

produit dans le foie, qui l’exporte dans l’ensemble l’organisme. Il est important pour la 

détoxification de certaines molécules et pour son activité antioxydante (Rahman et Nee, 2000) 

et joue un rôle central dans le maintien du potentiel redox intracellulaire et extracellulaire 

(Schulz-Lindenau et  al.,  2000). 

 

Figure 15: Les voies d’utilisation de la cystéine (Bella et al., 1999). 

Le sulfure d’hydrogène est le troisième gasotransmetteur découvert, au même titre que 

le NO et le CO (Gadalla et Snyder, 2010). Cette molécule a des propriétés antioxydantes et 

pourrait contrôler les concentrations de calcium et le pH dans le système nerveux central (Hu 

et al., 2011), il relaxe les muscles lisses, agit comme vasodilatateur (action cardioprotectrice), 

et augmente la réponse du récepteur NMDA (N-méthyle D-aspartate), important dans la mise 

en mémoire des données. Si de nombreuses études tendent à prouver qu’H2S est 

neuroprotecteur (Lee et al., 2010), il est admis qu’H2S joue un rôle modulateur complexe. 

Expérimentalement, H2S s’est révélé un agent scavenger de H2O2, mais aussi du peroxynitrite. 

Le H2S a aussi un rôle dans l’inflammation, mais des rôles anti- et pro-inflammatoires lui sont 

attribués (Calvert et al., 2010).  

Le sulfure d’hydrogène issu de l’étape précédente est oxydé de manière non 

enzymatique par des composés héminiques en thiosulfate. Cette molécule est réduite par le 

thiosulfate sulfurtransférase (TST) en présence de glutathion en anion sulfure, sulfite et 
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glutathion oxydé. Ces sulfites sont ensuite oxydés par la sulfite oxydase (SO) ce qui libère des 

sulfates. Des taux élevés de H2S sont neurotoxiques: risque de détérioration de la paroi 

intestinale, de développement de polypes, dégâts cérébraux... mais surtout des douleurs 

musculaires, fatigue chronique, perte de mémoire, états inflammatoires chroniques (comme la 

maladie de Crohn) et intolérances alimentaires. 

 

5. Régulation du métabolisme des acides aminés soufrés  

Les enzymes-clés de ces voies métaboliques sont régulées en réponse aux variations 

du besoin intracellulaire en cystéine et ses métabolites, et de l’apport alimentaire en cystéine 

et/ou en acides aminés soufrés. Les variations de régulation de GCL et de la CDO déterminent 

le flux de cystéine entre la voie de catabolisme irréversible et la voie de synthèse du 

glutathion. Ce sont principalement les modulations de l’activité CDO qui assurent le maintien 

des concentrations en cystéine libre circulante, tandis que l’activité GCS varie de façon 

beaucoup moins importante. Cette dernière assure toutefois la régulation des pools de 

glutathion, source extra-hépatique majeure de cystéine (Mc Bean, 2017).  

les données obtenues chez le rat indiquent que l’activité CDO hépatique augmente 

d’un facteur de 35 au cours des 24 h suivant le passage d’une alimentation hypoprotéique à 

une alimentation hyperprotéique ou une supplémentation en méthionine ou cystéine, via un 

contrôle traductionnel ou post-traductionnel (Lee et al., 2004). A l’inverse, les mêmes 

conditions induisent une réduction de l’activité CSD, sans pour autant réduire la synthèse de 

taurine, du fait de la plus grande quantité de substrat disponible (Stipanuk, 2004). L'activité 

CSD apparaît limitante dans la biosynthèse de taurine (Reymond et al., 1996). Dans les autres 

tissus, les modifications de la teneur en protéines de l’alimentation induisent peu de 

modifications de l’activité CDO, ce qui pourrait être la conséquence de l’absence 

d’augmentation des concentrations extra-hépatiques en cystéine, le foie assurant la régulation 

des excès d’AAS (Stipanuk et al., 2002). Toutefois, la synthèse rénale de taurine varie en 

fonction de la teneur en protéines du régime: elle augmente dans des conditions 

hypoprotéiques et assure ainsi l’approvisionnement en taurine de l’organisme dans des  

conditions où la synthèse hépatique de taurine est très faible; dans des conditions  

hyperprotéiques, la synthèse rénale de taurine est inhibée et le rein excrète la taurine libérée  

en excès par le foie (Stipanuk et al., 2002; Lee et al., 2004). La taurine joue un rôle dans 

l’élimination du cholestérol via la synthèse de sels biliaires conjugués. 

La synthèse de GSH est contrôlée par le stock de glutathion et la disponibilité en 

acides aminés soufrés. Elle est principalement contrôlée au travers d’une modification de 
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l’activité et de l’expression de la GCL (Lu, 1999). L’expression des sous-unités de la GCL est 

activée par le stress oxydant, les cytokines inflammatoires ou l’insuline (Lu et al., 1992 ; Cai 

et al., 1995 ; Krzywanski et al., 2004). GSH exerce un rétrocontrôle négatif sur sa propre 

synthèse en inhibant de façon compétitive l’activité GCL. Il a également été montré que 

l’expression de la sous-unité GCLm dans les hépatocytes diminue en réponse à une 

augmentation de l’apport en acides aminés soufrés, la cystéine constituant le signal 

métabolique de cette réponse (Kwon et Stipanuk, 2001 ; Cresenzi et al., 2003). Du fait de 

l’augmentation de la quantité de substrat disponible, cette moindre expression de la GCLm ne 

s’accompagne pas d’une réduction de la concentration de glutathion mais prévient une 

éventuelle surproduction de ce peptide. Elle s’accompagne d’une augmentation de 

l’expression de la cystéine dioxygénase, reflétant l’activation du catabolisme de la cystéine 

(Stipanuk, 2004). 

Le contrôle du métabolisme de la méthionine est complexe. L’équilibre de 

l’homocystéine entre reméthylation et transsulfuration serait déterminé par la disponibilité en 

groupements méthyles (Mudd et Poole, 1975). Dans le foie, il apparaît que cet équilibre est 

régulé par les niveaux cellulaires en SAM par des mécanismes allostériques. La méthionine 

adénosyltransférase est activée par son produit et, ainsi, les concentrations hépatiques de 

SAM seraient élevées lors d’apports importants en méthionine. La SAM agit comme 

activateur de la cystathionine bêta-synthase, stimulant ainsi la transsulfuration mais aussi 

comme inhibiteur de la méthylènetétrahydrofolate réductase MTHFR, réduisant 

simultanément, la disponibilité des groupements méthyles pour la reméthylation (Preynat, 

2009). 

6. Le rôle et l’importance des AAS dans l’organisme: 

La méthionine est un acide aminé soufré essentiel, doté de puissantes propriétés 

antioxydantes, de par sa capacité à produire des liaisons soufrées, en associant avec les 

vitamines du groupe B, peut contribuer à réduire les inflammations, soulager les douleurs et 

stimuler la formation du tissu cartilagineux: un acide aminé incontournable en cas d'arthrose, 

ou pour assurer un cartilage en bonne santé (Yamagishi et al., 2012). Elle permet la synthèse 

de carnithine ou la mélatonine et dissoudre les graisses et limite le dépôt de graisse dans le 

foie. Par voie orale, la méthionine est utilisée pour prévenir les dommages au foie et pour 

tester les individus pour une hyperhomocystéinémie. Il est également utilisé pour abaisser le 

pH urinaire, traiter les troubles hépatiques et améliorer la cicatrisation des plaies. La 

https://www.easynutrition.eu/fr/nutrition/nutri_plements/cmsgen_14716.php
https://www.easynutrition.eu/fr/shop/souple_easy_complex.product.php
https://www.easynutrition.eu/fr/shop/chondroitine_glucosamine.product.php
https://www.easynutrition.eu/fr/shop/arthro_easy_cream.product.php
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méthionine est également utilisée par voie orale pour traiter la dépression, l'alcoolisme, les 

allergies, l'asthme, les effets secondaires du rayonnement, la schizophrénie, la maladie de 

Parkinson et pour neutraliser les métaux lourds (Mohanty et al., 2014). 

Cependant, La cystéine a des propriétés anti oxydantes et désintoxiquantes, présenté 

sous forme de L-cystine, et peut se fixer à une deuxième molécule pour former de la cystine 

dépourvue de propriétés antioxydantes et présentant un risque accru de calculs rénaux.  Elle 

stimule le système immunitaire et répare l’ADN, la peau et les cheveux, ainsi elle  favorise la 

cicatrisation rapide des plaies et brûlures (Fernández et al., 2015 ; Goluch-Koniuszy, 2016 ; 

Clemente Plaza et al., 2018).  

La L-cystéine joue un rôle intense dans un grand nombre de réactions intracellulaires, 

dont la production de glutathion, de taurine et d'autres acides aminés soufrés, aide à prévenir 

l’athérosclérose et l’arthrite grâce à son apport en souffre, participe à la synthèse des acides 

gras par la combustion des graisses (Weiss‐Sadan et al., 2017 ; Clemente Plaza et al., 2018). 

Elle est le précurseur du CoA SH et H2S, améliore l’assimilation du zinc et intervient dans la 

chélation d'amalgames (Mc Bean, 2017). 

 

7. Toxicité et effets indésirables des acides aminés soufrés 

Malgré la fonction de la méthionine comme précurseur de l'homocystéine et le rôle de 

l'homocystéine dans les dommages vasculaires et les maladies cardiovasculaires (Austin et 

al., 2004 ; Zylberstein et al., 2004), il n'y a aucune preuve que l'apport alimentaire de 

méthionine dans des limites raisonnables causera des dommages cardiovasculaires. Une dose 

unique de 100 mg/kg de poids corporel, environ 7 fois la demande quotidienne pour les acides 

aminés soufrés, ne provoque pas de complications graves sauf dans le cas extrême où un 

excès de 10 fois de méthionine, et chez les patients atteints de schizophrénie, peut induire des 

hallucinations, ou d'erreurs innées du métabolisme des acides aminés soufrés, tels que 

l'hyperméthioninémie (Cohen et al., 1982 ; Garlick, 2006). 

Dans les études animales, la méthionine est considérée comme un des acides aminés 

les plus toxiques (Health and Welfare Canada, 1990). Une dose de méthionine égale à 2,7 % 

du régime pendant 20 jours provoque un ralentissement de la croissance chez le rat 

(Benevenga et al., 1976). Une dose de méthionine comprise entre 2 et 4 % diminue le contenu 

en fer hépatique (Klavins et al., 1963) et augmente le dépôt de fer au niveau de la rate après 

http://www.zoelho.com/ZoelhoFR/Publish/Basiselementen/Lichaamshulpstoffen/Coenzymen.htm#GSSH
http://www.zoelho.com/ZoelhoFR/Publish/Basiselementen/Voedingsstoffen/Eiwitten/Taurine.htm
http://www.zoelho.com/ZoelhoFR/Publish/Basiselementen/Lichaamshulpstoffen/Coenzymen.htm#Co%C3%ABnzym
http://jn.nutrition.org/search?author1=Peter+J.+Garlick&sortspec=date&submit=Submit
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28 jours de traitement (hémosidérose) (Celander et George, 1963). Chez la rate gestante, 4 % 

de méthionine affecte le poids du placenta (Viau et Leathem, 1973).  

La méthionine est nécessaire pour une croissance et un développement adéquats des 

mammifères, mais un régime élevé de méthionine (HM) a eu des effets toxiques sur plusieurs 

organes tels que le foie (Toborek et al., 1996; Woo et al., 2006), le coeur (Chang et al., 2004) 

et les vaisseaux (Troen et al., 2003). On a signalé que l'équilibre antioxydant/prooxydant a 

changé dans le foie des rats après le régime HM, ces changements dépendent également de la 

quantité et de la durée de la méthionine appliquée (Mori et Hirayama, 2000 ; Robin et al., 

2004). Le régime HM n'a pas induit de stress oxydatif dans le foie des rats suite à un régime 

de HM à court terme (Toborek et al., 1996; Mori et Hirayama, 2000). Par voie orale ou 

intraveineuse, la méthionine peut causer des nausées, des vomissements, des étourdissements, 

une somnolence, une hypotension et une irritabilité.  

La cystéine peut interagir avec les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NDMA). Chez le 

souriceau nouveau-né, une dose unique de cystéine égale à 3 g/kg de poids corporel induit 

après 5 heures des effets neurotoxiques tels la nécrose des neurones hypothalamiques et des 

lésions rétiniennes (Olney, 1994). L’injection subcutanée de L-cystéine de 1,2 g/kg de poids 

corporel produit chez le rat une dystrophie permanente de la rétine (Karlsen et Pedersen, 

1982). Une administration aiguë de L-cystéine à la dose de 1,9 g/kg chez le rat résulte en des 

altérations ultrastructurales des cellules de Sertoli et des spermatides (Bernacchi et al., 1993). 

Chez l’homme, une dose unique de 5 et 10 g de L-cystéine provoque des nausées chez des 

volontaires sains (Carlson et al., 1989).  
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MATERIEL ET METHODES 

I. MATERIEL  

1. Matériel biologique  

1.1. Choix des animaux et conditions d’élevage : 

L’étude in vivo a été réalisée sur des rats mâles blancs de la souche Wistar, âgés de 8-9 

semaines et ayant un poids corporel entre 180-220 g, procurés auprès de l’institut Pasteur 

d’Alger (Algérie). Ces rats ont été soumis à une période d’adaptation de deux semaines, aux 

conditions de l’animalerie, à une température et une photopériode naturelle.  

Les animaux sont répartis en fonction  de  leur  traitement  dans  des  cages en 

polyéthylène qui sont tapissées d’une litière constituée de copeaux de bois. Les cages ont été 

nettoyées et la litière changée chaque jour jusqu’à la fin de l’expérimentation. Ils ont accès 

libre à l’eau et à l’aliment standard fourni par ONAB-Annaba, équilibré en protéines, 

glucides, lipides, vitamines et sels minéraux. Les animaux sont pesés quotidiennement 

pendant toute la période de traitement.  

1.2. Le matériel végétal  

Notre étude est réalisée sur les graines d’une plante : Silybum marianum, dont la 

cueillette a lieu durant le mois de Mai- Juin 2012 au niveau de site Ain-Gargour dans la 

région de Guelma. Les graines sont pulvérisées à l’aide d’un broyeur domestique pour obtenir 

une poudre fine, qui a servi pour la préparation des différents extraits. 

2. Produits et réactifs chimiques 

Les  solvants  organiques  utilisés  dans  cette  étude  sont  d’aspect  analytique  (le 

méthanol, l’éthanol, le chloroforme, l’éther de pétrole, l'hexane et l’acétate d’éthyle) ont été 

fournis  par  Sigma et Aldrich. Les différents acides sont: L’acide acétique (C2H4O2), l’acide 

sulfurique (H2SO4), l’acide formique (CH2O2) du Biochem sont fournis par Merck.                                                       

Les  réactifs  chimiques  sont  le  DPPH  diphénylpicryl  β hydrazyl  (C18H12N5O6), le Folin-

Ciocalteu et le trichlorure d’aluminium (AlCl3) ont été fournis par Fluka. Les sels sont : 

bicarbonate de sodium (Na2CO3), chlorure de sodium (NaCl) fournis par Prolabo, chlorure  de 

calcium (CaCl2) de Sigma-Aldrich, sodium phosphate dibasique (Na2HPO4), phosphate de 

sodium monobasique (NaH2PO4) de Sigma. D’autres produits chimiques utilisés: l'acide 
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gallique, la silymarine, la cystéine, la méthionine, la silymarine sigma, la silibinine, 

naranginine, toxifoline et l’alcool coniférylique ont été  fournis par Sigma, le chlorure de fer 

(FeCl3), ferricyanide de potassium K3Fe(CN) par Aldrich, le butyl hydroxytoluène (BHT), 

l'acide thiobarbiturique (TBA), DTNB et NBT, GSH réduit et l'acide trichloracétique(TCA) 

fournis par Sigma. Les kits utilisés pour les dosages enzymatiques (glucose, cholestérol, 

ASAT, créatinine...): kits de Spinreact. 

II. METHODES  

1. Etude de l’extrait des graines du Silybum marianum 

1.1. Préparation de l’extrait méthanolique des graines 

L’extraction est faite en premier temps par épuisement de la poudre végétale (100 g) avec 

le n-hexane à 95% (200 ml) selon la méthode de Wallace et al. (2003). Après décantation la 

phase organique supérieure est récupérée. Le marc a été  repris dans un mélange hydro-

méthanoliques (80%) 3x pendant 24 heures. Les solutions obtenues sont réunies dans un 

même récipient pour subir une filtration afin d'obtenir une solution limpide. Après la 

filtration, le résidu est ensuite concentré sous vide, par évaporation rotative dans un 

Rotavapeur (BÜCHI) à une température comprise entre 40 à 45°C. Permettant ainsi d’obtenir 

un extrait caractérisé par une couleur brune foncée, qui est considéré comme étant l’extrait 

brut des graines de Silybum marianum. Les poudres obtenues sont pesées pour la 

détermination du rendement. 

 Détermination du rendement 

C’est la quantité des composés ou substances pouvant être extraites par un solvant typique 

dans des conditions spécifique (Diallo, 2005) ;         R%=Me/Mv x100 

Considérons ;   

R% : rendement par rapport au poids de la matière végétale utilisée. 

Me : poids en gramme de l’extrait sec. 

Mv : poids en gramme de la poudre végétale utilisée. 
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1.2. Analyse des extraits des graines  

1.2.1. Dosage des composés phénoliques  

La teneur en composés phénoliques a été déterminée par la méthode de Folin-Ciocalteu 

(Li et al., 2007) basée sur la réduction en milieu alcalin de la mixture phosphotungstique et 

phosphomolibdique du réactif de Folin par les groupements oxydables des composés 

phénoliques, conduisant à la formation de produits de réduction de couleur bleue (oxyde de 

tungstène et de molybdène). Ces derniers présentent un maximum d’absorption à 765 nm dont 

l’intensité est proportionnelle à la quantité des phénols présents dans l’échantillon (Georgé et 

al., 2005). 1 ml de réactif de Folin (10 fois dilué) est ajouté à 200 µl d’échantillon ou standard 

(préparés dans le méthanol) avec des dilutions convenables. Après 4 min, 400 µl de la 

solution de carbonate de sodium Na2CO3 (2%) sont additionnés au milieu réactionnel.      

Après 2 h d’incubation à température ambiante l’absorbance est mesurée à 765 nm contre un 

blanc. La manipulation est réalisée trois fois pour chaque échantillon, ce qui nous a permis 

d'obtenir une moyenne représentative avec un écart type. 

Les concentrations des phénols totaux sont déterminées à partir de la courbe d'étalonnage 

linéaire établie à son tour avec l'acide gallique (0-500 µg/ml) à différentes concentrations. Les 

résultats sont exprimés en mg équivalent d'acide gallique par g d'extrait (mg EAG /g ext). 

1.2.2. Dosage des flavonoїdes  

La méthode du trichlorure d’aluminium (Bahorun et al., 1996) est utilisée pour 

quantifier les flavonoїdes dans les extraits de Silybum marianum. À 1 ml d’échantillon ou 

standard (préparés dans le méthanol) est ajouté 1 ml de la solution d’AlCl3 (2% dans le 

méthanol). Après 10 minutes d’incubation, l’absorbance est lue à 430 nm. La concentration 

des flavonoïdes est déduite à partir d’une gamme d’étalonnage établie avec la quercétine (0-

40 µg/ml) et est exprimée en milligramme d’équivalent de quercétine par gramme d’extrait 

(mg EQ/g d’extrait). 

1.2.3. La séparation par chromatographie sur couche mince (CCM) 

La chromatographie sur couche mince est une technique analytique simple utilisée dans 

le but de séparer différents constituants d’un mélange complexe en se basant sur les 

phénomènes d’adsorption et de partage. Le but de cette étape est d'avoir une idée générale sur 

le contenu en flavonoïdes de l’échantillon à analyser et de choisir le système de solvants 
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adéquat pour la séparation. Les analyses sont effectuées en phase normale, avec des plaques 

de gel de silice (Silicagel 60 F254, de 0,25mm d’épaisseur) déposées sur une feuille 

d'aluminium, ce qui constitue la phase stationnaire. 

Sur les plaques préparées, on a déposé 10 µl d’extrait (100 mg/ml) et standard (5 mg/ml) de 

silybine, silymarine sigma, silymarine commercial, taxifoline, alcool coniférylique et 

naringinine, se fait linéairement de façon ponctuelle avec un capillaire, les plaques sont 

ensuite introduites dans des cuves conventionnelles en verre préalablement saturée par la 

phase mobile, qui peut être généralement un mélange binaire ou ternaire de solvants, selon le 

type de séparation recherchée. Quatre systèmes de solvants sont testés : 

  -1- butanol/acide acétique/eau 4/5/1 

  -2- chloroforme/acétone/acide formique 75/16,5 /8,5. 

-3- toluène/butanol/méthanol/éther de pétrole 2/1/1/2 

  -4- acétate d’éthyle/méthanol/eau 50/ 20 /10. 

Nous avons retenu celui ayant donné les meilleures séparations (migrations) ; le 

deuxième (chloroforme/acétone/acide formique 75/16,5/8,5). La visualisation des taches 

(spots) de flavonoïdes a été faite à l’œil nu ou sous lampe UV à 254 nm et 366 nm, dans une 

chambre noire,  puis elles ont été révélées avec FeCl3.     

Pour chaque tache nous avons calculé le facteur de rétention ou rapport frontal (Rf) et 

comparé à ceux des témoins permettant ainsi l’identification des constituants d’extrait. 

Rf= d /D 

d : Distance parcourue par la substance 

D : Distance parcourue par le solvant 

1.3. Tests in vitro de l’activité antioxydante : Effet scavenger du radical DPPH 

Afin d’étudier l’activité antiradicalaire des extraits du Silybum marianum nous avons 

utilisé la méthode basée sur le DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) comme un radical 

relativement stable, selon le protocole décrit par Mansouri et ses collaborateurs (2005).  

Dans ce test, les antioxydants réduisent le diphényl picryl hydrazyl ayant une couleur 

violette en un composé jaune, le diphényl picryl hydrazine, dont l’intensité de la couleur est 

inversement proportionnelle à la capacité des antioxydants présents dans le milieu à donner 

des protons. 50µL des solutions d’extraits ou standards (taxifoline, naringinine, alcool 

coniférylique, silymarine et silibinine) (2 mg ext/standards/ml dans le MeOH 96%) sont ajoutés à 
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1,95 ml d’une solution méthanolique de DPPH (0.004%), le mélange est laissé à l’obscurité  

pendant 30 min, la décoloration par rapport au contrôle négatif contenant uniquement la 

solution de DPPH est mesurée à 517 nm.  

L’activité antiradicalaire est estimée selon l’équation ci-dessous : 

 

 

Où :  

DO contrôle est l’absorbance du DPPH à t0.                                                                                                             

DO E est l’absorbance après avoir ajouté l’extrait. 

Les concentrations des antioxydants standards le milieu réactionnel (silymarine, silibinine, 

taxifoline, naringinine, alcool coniférylique) sont comprises entre 50-200 µg/ml.  

Calcul des IC50 : 

 IC50 ou concentration inhibitrice de 50% est la concentration de l’échantillon testé 

nécessaire pour réduire 50 % de radical DPPH● Les IC50 sont calculées graphiquement par les 

régressions linéaires des graphes tracés; pourcentages d’inhibition en fonction de différentes 

concentrations des fractions testées. 

2. Expérimentation animale 

2.1. Protocole expérimental 

Les rats mâles ont été repartis en 8 groupes de 7 rats chacun, les traitements ont été 

effectués chaque deux jours pendant 21 jours comme suite : 

 Lot 1: rats  témoins ; 

 Lot 2: rats traités par l’extrait du Silybum marianum à raison de 100 mg/kg de poids 

corporels par gavage (Shaker et al., 2010) ; 

 Lot 3: rats traités par L-cystéine à raison de 100 mg/kg de poids corporels. L-cystéine est 

administré aux rats par gavage (Omar et al., 2012) ; 

 Lot 4: rats traités par L-méthionine à raison de 100 mg/kg de poids corporels par gavage 

(Caylak et al., 2008) ; 

 Lot 5: rats traités par le sulfate de nickel à raison de 20 mg/kg de poids corporel par 

injection i.p dans des jours alternatifs (Bordes et Papillion, 1983) ; 

 Lot 6: rats traités par 20 mg/kg p.c de sulfate de nickel plus  100 mg/kg p.c de l’extrait du 

Silybum marianum (Ni+Sil) ; 

% DPPH réduit = [(DO contrôle – DO E) / DO contrôle] × 100 
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 Lot 7: rats traités par 20 mg/kg p.c de sulfate de nickel plus 100 mg/kg p.c de la cystéine 

(Ni+Cys) ; 

 Lot 8: rats traités par 20 mg/kg p.c de sulfate de nickel plus 100 mg/kg p.c de la 

méthionine (Ni+Met). 

 

2.2. Sacrifices et prélèvements des organes  

 Prélèvement sanguin 

Le sang est prélevé après décapitation rapide, le sang artério-veineux a été recueilli, sur des 

tubes:    -  EDTA pour déterminer la formule de numération sanguine (FNS) ; 

            - Sans anticoagulant puis centrifugés à 3000 tours/min pendant 10 minutes, les 

échantillons obtenus ont été stockés au congélateur à –20°C jusqu’à l’analyse des paramètres 

biochimiques. 

 Prélèvement des organes :  

Après la dissection, le foie, les reins et les testicules sont prélevés, rincés dans une solution de 

chlorure du sodium (NaCl) à 0.9% puis pesés.   

 Des échantillons de foie et de rein ont été fixés dans le formol 10% pour la confection des 

coupes histologique ; 

 Des échantillons (foie, reins et testicules) ont été stockés à -80°C utilisées pour faire le 

dosage du MDA (indice de la péroxydation lipidique) et la détermination des antioxydants; 

non-enzymatiques (GSH) et enzymatiques (SOD, CAT et GSH-Px). 
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Figure 16: Schéma récapitulatif du protocole expérimental. 

 

 

 

Les lots expérimentaux                                                

56 rats répartis en 8 lots                                   

Durée du traitement 21 jours 

       SACRIFICE 

 Récupération du sang  

Etude 

Histologique : 

Foie                      

Rein                   

 

Dosage des 

paramètres de 

stress oxydant : 

MDA                

GSH                                

SOD, GSH-Px 

CAT 

Dosage des 

paramètres 

Hématologique : 

Globules rouges 

Globules blancs 

Hémoglobine 

Hématocrite… 

 

Dosage  des 

paramètres 

Biochimiques : 

Glucose     

Cholestérol 

Créatinine 

Transaminases

… 

 

 

Après adaptation                                   

G2: Sil (100mg/kg) 

G3: Cys (100mg/kg) 

G4: Met (100mg/kg) 

G7 : Ni+Cys 

G8 : Ni+Met 

G1: Témoin G5 : Ni (20mg/kg) 

 

22 

G6 : Ni+Sil  

Prélèvement des organes 
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2.3. Dosage des paramètres biochimiques: 

Le dosage des paramètres biochimiques est réalisé par des kits fournis par Spinreact, Espagne. 

2.3.1. Dosage du glucose :  

Le glucose subit des réactions couplées décrites ci-dessous pour donner une quinone de 

couleur rose évaluée au spectrophotomètre. L’intensité de la couleur formée est 

proportionnelle à la concentration du glucose  dans l’échantillon.                             

                    Β-D-Glucose +  O2+ H 2O    
Glucose oxydase
→               Gluconate     + H2O2                                                                                             

                    H2O2 + Phénol+  4- Aminoantipyrine 
Peroxydase
→          Quinone+ H 2O         

 

10 μl d’échantillon sérique ou de la solution standard sont ajoutés à 1 ml du réactif contenu 

dans des tubes à essai. Les préparations sont mélangées et incubées pendant 30 min à 

température ambiante. L’absorbance du standard et des échantillons est lue à 500 nm, le 

complexe coloré est stable pendant 30 min. Les valeurs de la glycémie sont calculées grâce à 

un standard dont la concentration est de 100 mg/dl contre un blanc qui sert à régler le zéro du 

spectrophotomètre. 

Glucose (mg/dl) =   
(A)échantillon

(A)étalon
  ×  concentration de l’étalon (100 mg/dl) 

 

2.3.2. Dosage des lipides totaux :  

     Les lipides totaux forment avec  la phosphovainilline et en présence de l’acide sulfurique 

un complexe coloré. L’intensité de sa couleur est proportionnelle à la concentration des 

lipides totaux présentés dans l’échantillon. 

100 μl d’échantillon sérique ou de la solution standard sont ajoutés à 2.5 ml du H2SO4  

contenu dans des tubes à essai. Après mélange et incubation de 10 min dans un bain marie à 

100°C, refroidir les tubes dans l’eau glacée. 1 ml de phosphovainilline est ajouté à 50 μl  de 

préparation réactionnelle. Les préparations sont mélangées et incubées pendant 15 min à 

37°C.  L’absorbance du standard et des échantillons est lue à 520 nm contre le blanc, la 

couleur est stable après 1heure. 

Lipides totaux (mg/dl) = 
(A)échantillon

(A)étalon
  ×  concentration de l’étalon (750 mg/dl) 

 

2.3.3. Dosage du cholestérol :  

Le cholestérol est mesuré après hydrolyse enzymatique puis oxydation. L’indicateur 

quinoneimine est formé à partir peroxyde d’hydrogène et de l’amino-4-antipyrine en présence 
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du phénol et de peroxydase. La détermination enzymatique s’effectue selon les réactions 

suivantes: 

           Cholesterol esters + H 2O     
 cholestérol  estérase
→                  cholestérol + acides gras                                 

           Cholesterol + O2 
cholestérol oxydase
→                 cholestérol-4-one +H2O2                                    

            2H 2O2 + Phénol+ 4- Aminophenazone  
Peroxydase
→          Quinonimine + 4 H2O 

 

10 μl d’échantillon sérique ou de la solution standard sont ajoutés à 1 ml du réactif contenu 

dans des tubes à essai. La quantité de quinoneimine formée est proportionnelle à la 

concentration de cholestérol et doit être évaluée au spectrophotomètre à 505 nm contre le 

blanc. La stabilité de la coloration est de 60 min. 

 

Cholestérol (mg/dl) = 
(A)échantillon

(A)étalon
  ×   concentration de l’étalon (200 mg/dl) 

 

2.3.4. Dosage des triglycérides:  

Les triglycérides présents dans l'échantillon forment un complexe coloré selon la 

réaction suivante :                                         

              Les triglycérides +H 2O     
 lipoprotein lipase
→                Glycérole + acides gras libres 

              Glycérole +ATP 
Glycérole kinase
→                Glycérol 3 − phosphate + ADP 

               2H 2O2 + P-chlorophénol+ 4- Aminophenazone  
Peroxydase
→          Quinone +  H2O 

 

10 μl d’échantillon sérique ou de la solution standard sont ajoutés à 1 ml du réactif contenu 

dans des tubes à essai. Le tube blanc ne contient qu’un ml du réactif. Après mélange, les 

échantillons sont incubés pendant 30 min. Les densités optiques sont lues au 

spectrophotomètre à une longueur d'onde de 505 nm contre le blanc, la couleur est stable après 

30 min.  

Concentration des triglycérides (mg/dl) = 
(A)échantillon

(A)étalon
  ×  concentration de l’étalon (200 mg/dl) 

 

2.3.5. Dosage de l’urée :  

     La technique utilisée pour la détermination du taux de l’urée est la méthode enzymatique 

utilisant l’uréase selon la réaction suivante : 
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                               Urée + H2O   
   uréase
→       (NH 4)2 + CO2 

                               NH4
+ + Salicylate+ NaClO   

 Nitroprusside 
→            indophenol 

 

Les ions d’ammonium peuvent réagir avec le salicylate et di hypochlorite de sodium pour 

donner un complexe coloré en vert. L’intensité de couleur est proportionnelle à la 

concentration de l’urée présentée dans l’échantillon. 

1 ml de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 10 μl de 

l’échantillon. Mélanger, incuber 5 min, à 37°C ou 10 min à 25°C. Mesurer l’absorbance (A) 

de l’échantillon à 580 nm et de l’étalon contre le blanc, la couleur est stable après 30 min à 

15-25°c. 

La concentration de l’urée est calculée par la formule suivante : 

 

Concentration de l’urée (mg/dl) = 
(A)échantillon

(A)étalon
×concentration de l’étalon (50 mg/dl) 

 

2.3.6. Dosage de la créatinine :  

     La créatinine présente dans le sérum forme en milieu alcalin un complexe coloré avec 

l’acide picrique. La vitesse de formation de ce complexe est proportionnelle à la concentration 

de créatinine.  

 Mode opératoire : 

A 1 ml de la solution de travail on ajoute 100 μl de l’échantillon, ensuite, mélanger et lire 

les densités optiques DO1 après 30 sec. Lire ensuite DO2 exactement 1 minute après à 492 

nm.  Calculer ΔDO = DO2-DO1 pour le standard et les échantillons. 

 

Concentration de la créatinine (mg/dl) =   
∆DO échantillon

∆DO standard
  × concentration de l’étalon (2 mg/dl) 

2.3.7. Dosage de l’acide urique :  

    L’acide urique présent dans l’échantillon donne selon la réaction décrite ci-dessous un 

complexe coloré, quantifiable par spectrophotométrie: 

              Acide urique+ O2+ 2H 2O  
uricase
→      allantoine + CO2 + 2 H 2O2                                                                                                   

             2H 2O2 + DCPS + 4- Aminoantipyrine 
Peroxydase
→          Quinoneimine+ 4 H 2O                                    

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle à la concentration de l’acide urique dans 

l’échantillon. 
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1 ml de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 25 μl de l’échantillon. 

Mélanger, lire les DO après une incubation de 5 min à 37° C ou de 10 min à 20- 25°C. La 

coloration est stable 30 min. Les densités optiques ont été mesurées à 520 nm.  

La concentration en acide urique est évaluée par la formule suivante: 

Concentration de l’acide urique (mg/dl) = 
(A)échantillon

(A)étalon
×concentration de l’étalon (6 mg/dl) 

 

2.3.8. Dosage des protéines totales :  

     Les protéines du sérum forment dans un milieu alcalin avec les ions de cuivre, un 

complexe coloré  en bleu. L’intensité de couleur violette est proportionnelle à la quantité des 

protéines présentées dans l’échantillon. 

                                 Protéines + Cu+ 2     
   pH alcalin
→           Cu − complexe protéinique                              

 

1 ml de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 25 μl de l’échantillon. 

Mélanger, lire les DO après une incubation de 5 min à 37° C ou de 10 min à 20- 25°C. La 

coloration est stable 30 min. Les densités optiques ont été mesurées à 540 nm.  

La concentration des protéines est évaluée par la formule suivante: 

Concentration des protéines (g/dl) = 
(A)échantillon

(A)étalon
  ×  concentration de l’étalon (7 g/dl) 

 

2.3.9. Dosage de la bilirubine totale:  

    La bilirubine est définie comme la quantité de pigment dans le sérum réagissant avec 

l’acide sulfanilique diazoté à pH acide pour produire l’azobilirubine quantifiable par 

spectrophotométrie.  

                 Acide sulfanilique + Nitrite de sodium   
 réaction chimique
→              Acide sulfanilique diazoté   

                 Acide sulfanilique diazoté   + Bilirubine   
réaction de couplage
→                  𝐴zobilirubine 

L’intensité de la couleur formée est proportionnelle à la concentration de la bilirubine dans 

l’échantillon 

100 μl d’échantillon sérique ou de la solution standard sont ajoutés à 1.5 ml du réactif 

contenu dans des tubes à essai. Mélanger et lire les DO après une incubation de 15 min à 

25°C à 555 nm. La concentration la bilirubine totale est évaluée par la formule suivante:  

           Bilirubine totale (mgdl)= 
(𝐴)𝑒𝑐ℎ−(𝐴)𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐 𝑒𝑐ℎ

(𝐴)𝑒𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛−(𝐴)𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐 𝑒𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛
 × concentration de l’étalon 
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2.3.10. Dosage de l’aspertate aminotransferase (ASAT/TGO) :  

L’aspartate aminotransférase (ASAT) catalyse le transfert réversible d’un groupe 

aminé à partir de l’aspartate au α-cétoglutarate formant le glutamate et l’oxaloacétate. 

L’oxaloacétate est réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H+ 

selon la réaction ci-dessous : 

                  α-Cétoglutarate+ Aspartate 
TGO
→    Glutamate + oxaloacétate                                        

                   Oxaloacétate+ NADH+H+  
MDH
→    L-Malate+ NAD+   

Le taux de diminution de la concentration de NADH est directement proportionnel à l’activité 

aspartate amino-transférase dans l’échantillon.  

 

1ml de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 100 μl de 

l’échantillon sérique, ensuite, le mélange est incubé pendant 1minute et la densité optique est 

mesurée chaque minute pendant 3 minutes à 340 nm.  

La concentration en ASAT est déterminée selon la formule suivante: 

Activité (ASAT/ TGO) UI/l =    ΔDO × 1750 

 

2.3.11. Dosage de l’alanine aminotransferase (ALAT/ GPT) :  

L’alanine  aminotransférase  (ALAT) catalyse le transfert réversible d’un groupe aminé à 

partir de l’alanine  au α-cétoglutarate formant le glutamate et le pyruvate.  Le pyruvate  est 

réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH, H+.  

Ce principe est présenté selon la réaction suivante : 

                        α-Cétoglutarate + L-Alanine  
GPT
→    Glutamate + pyruvate                                        

                        Pyruvate+ NADH+ H+   
LDH
→      Lactate+ NAD+                                    

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel à l’activité 

alanine transférase dans l’échantillon. 

 

Un volume de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 100 μl de 

l’échantillon sérique, ensuite, le mélange est incubé pendant 1minute et la densité optique est 

mesurée chaque minute pendant 1 à 3 minute à  340 nm. La concentration en ALAT est 

déterminée par la formule suivante: 

 

Activité (ALAT/GPT) UI/l =    ΔDO  × 1750 
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2.3.12. Dosage de l’alcalin phosphate (ALP) :  

    La détermination cinétique de l’activité enzymatique de l’ALP basée sur la réaction 

suivante :      

p- Nitrophenylphosphate + H 2O    
ALP
→    P − Nitrophenol + Phosphate 

 

Le taux de la formation de p-Nitrophenol quantifiable par spectrophotométrie, est 

proportionnel à la concentration catalytique de l’alcalin phosphate présent dans l’échantillon.  

 

1.2 ml de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 20 μl de 

l’échantillon sérique, ensuite, le mélange est incubé pendant 1 minute et la densité optique est 

mesurée chaque minute pendant 3 min à 340 nm. ). La concentration en ALP est déterminée par 

la formule suivante: 

Activité (ALP) UI/l =       ΔDO × 3300 

                                                                                                                                                                                                     

2.3.13. Dosage de lactate dehydrogenase (LDH) :  

   La détermination cinétique de l’activité enzymatique de LDH  basée sur la réaction 

suivante :                     

Pyruvate + NADH + H+  
LDH
↔     L-lactate+ NAD+ 

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel à l’activité 

de LDH dans l’échantillon. 

 

Trois volume de la solution de travail est pré incubé à 37°C auquel on ajoute 50 μl de 

l’échantillon sérique, ensuite, le mélange est incubé pendant 1 minute et la densité optique est 

mesurée chaque minute pendant 3 min à 340 nm. La concentration en LDH est déterminée par 

la formule suivante: 

Activité (LDH) UI/l = ΔDO  × 9690 

 

2.4. Evaluation de la toxicité hématologique : 

La toxicité hématologique à été mise en évidence à travers la détermination de la 

formule numérique (FNS) à l’aide d’un Coulter automatique (couler, Counter T540).    

Les paramètres mesurés selon le principe de Coulter sont : Les globules rouges et blancs, la 

teneur moyen d’hémoglobine, la teneur moyen en hématocrite, le volume globulaire moyen 

en hémoglobine(CCMH), la teneur globulaire moyen en hémoglobine (TGMH). 
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2.5. Dosage des paramètres du stress oxydatif 

2.5.1. Préparation de l’homogénat 

Un gramme de foie,  des  reins, et des testicules des rats des différents groupes étudiés, 

a été utilisé.  Après  broyage  et  homogénéisation  des  tissus  dans  le TBS (Tris 50 mM, 

NaCl 150 mM, pH 7.4), on a procédé à une centrifugation de la suspension cellulaire (9000  

trous/min, 4°C, 15 min),  puis le surnageant obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs 

puis conservés à -20°C en attendant d’effectuer les dosages des paramètres du stress oxydatif. 

 

2.5.2. Dosage des protéines totales au niveau tissulaire:  

 Principe : 

La concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford (1976) qui  

utilise  le bleu de Coomassie comme réactif.  Ce dernier réagit avec les groupements amines (-

NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu. L’intensité de la couleur reflète 

la concentration des protéines. 

 Mode opératoire : 

 Prélever 0.1 ml de l’homogénat et ajouter 5 ml du réactif coloré (BBC). 

 Agiter et laisser 5 min pour la stabilisation de la couleur. 

 Mesurer l’absorbance optique à 595 nm, contre le blanc.  

La concentration des protéines est déterminée par comparaison à une gamme étalon d’albumine 

sérique bovine (1mg/ml) préalablement réalisée dans les mêmes conditions (Annexe).  

 

2.5.3. Dosage de malondialdéhyde (MDA) au niveau tissulaire  

 Principe :  

Le dosage du MDA consiste à faire réagir dans un milieu acide et à chaud, la substance 

réactive de TBA avec l’un des produits finaux de la péroxydation lipidique: le 

malondialdehyde (MDA). La réaction entraine la formation d’un complexe de coloration rose, 

qui est d’autant plus foncée que la quantité de MDA est importante (Fig. 17). 
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Figure 17 : Réaction du dialdéhyde malonique avec l’acide thiobarbiturique. 

 

 Mode opératoire 

 relever 375 µl de l'homogénat (surnageant). 

 Ajouter 150 µl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4). 

 Ajouter 375 µl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).  

 Vortexer et Centrifuger à 1000 tours/min pendant 10 min.  

 Prélever 400 µl du surnageant. 

 Ajouter 80 µl du HCl 0.6 M. 

 Ajouter 320 µl de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM). 

 Mélanger et incuber au bain marie à une température de 80°C pendant 10 minutes.  

 

La densité optique a été enregistrée à λ= 530 nm. L’absorbance est directement 

proportionnelle à la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides 

peroxydés (Buege et Aust, 1984). La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-

Lambert (DO= E.C.L): 

 

 

• C: Concentration en nmoles/mg de protéines ;  

•  DO : Densité optique lue à 530 nm ;  

•  E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105M-1 cm-1;  

•  L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;  

•  X : Concentration de l’extrait en protéines (mg/ml) ;  

•  Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083. 

 



Etude expérimentale                                                                              Matériel et méthodes  

 

60 
 

2.5.4. Dosage de la glutathion (GSH) :  

 Principe du dosage :  

      Le principe de ce dosage repose sur la mesure de l’absorbance optique de l’acide 2-nitro-

5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique 

(DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. On procède ensuite à la déprotéinisation de 

l’homogénat (par l’acide sulfosalysilique 0.25%) tout en conservant les groupements -SH 

spécifique du glutathion (Jollow et al., 1974). 

 

 Mode opératoire 

 Prélever 0.8 ml de l’homogénat. 

 Ajouter 0.2 ml d’une solution d’acide sulfosalycilique à 0.25% (SSA). 

 Mélanger, laisser dans un bain de glace pendant 15 min.  

 Centrifugé pendant 5 min à 1000 tours/min. Le surnagent récolté est utilisé pour doser la  

GSH par les étapes suivantes ; 

 Prélever 0.5 ml du surnageant  

 Ajouter 1 ml du tampon Tris-EDTA à 0.4 M et 0.025 ml de DTNB (5,5’-dithio-bis-2-

nitrobenzoique) à 0.01M (dissous dans le méthanol absolu 99%). 

 Laisser pendant 5 min dans la température ambiante pour la stabilisation de la couleur, la 

réaction colorimétrique se développe instantanément.  

 Mesurer l’absorbance optique à 412 nm, contre le blanc réactif. 

 

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante : 

 

 

 

• DO: Densité optique. 

• 1: Le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8 homogénat+0.2 ml 

SSA). 

• 1.525: Le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du 

surnageant (0.5 ml surnageant +1 ml Tris-EDTA +0.025 ml DTNB). 

• 13.1: Coefficient d’absorbance (concernant le groupement -SH à 412 nm). 

• 0.8: Le volume de l’homogénat. 

• 0.5: Le volume du surnageant. 

 

GSH (nmol GSH/ mg de protéines) =
𝐷𝑂×1×1.525

     13.1×0.8×0.5×𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑡
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2.5.5. Dosage de l’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) :  

L’activité de GSH-Px a été mesurée par la méthode de Flohe et Gunzler (1984). Cette 

méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogène (H2O2) en présence de glutathion 

réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous l’influence de la GSH-Px selon la 

réaction suivante :        

           H2O2+ 2GSH         
𝐺𝑆𝐻𝑃𝑥 
→          GSSG + 2H2O 

 Mode opératoire : 

 Prélever 0.2 ml de l'homogénat (surnageant).  

 Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).  

 Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4).  

  Incuber au bain marie à 25°C, pendant 5 min.  

 Ajouter 0.2 ml de H2O2 (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 

minutes.  

 Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arrêter la réaction.  

  Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes.  

 Centrifuger durant 10 minutes à 3000 tours /minutes.  

 Prélever 0.48 ml du surnageant.  

 Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.  

 Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM)  

  Mélanger et après 5 minutes lire les densités optiques à 412 nm.  

La détermination de l’activité enzymatique de la GSH-Px se fait à l’aide de la formule 

suivante:  

 

 

 

• DO échantillon : Densité optique de l’échantillon.  

• DO étalon: Densité optique de l’étalon.  

• 0.04 : Concentration de substrat (GSH). 

 

2.5.6. Dosage de l’activité enzymatique de la catalase (CAT):  

 Principe :   

Les  catalase  sont  présentés  dans  un  grand  nombre  de  tissus.  Ce  sont  des  enzymes  

GSH-Px (µmol GSH/mg protéine) =
(𝐷𝑂 é𝑐ℎ×𝐷𝑂 é𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛)×0.04

     𝐷𝑂 é𝑡𝑎𝑙𝑜𝑛
 x 

5

     𝑚𝑔 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒
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tétramériques, chaque unité portant une molécule d’héme et une molécule de NADPH. Ces 

enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les  

dérivés actifs de l’oxygène et en accélérant la réaction spontanée de dismutation du peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) en eau et en oxygène (Aebi, 1984). La réaction se fait en deux étapes : 

            Catalase (Fe Ш) + H 2O2                                     Catalase (Fe V) H2O2 

            Catalase (Fe V) H 2O2+ H 2O2                           Catalase (Fe Ш) + H 2O +O2                

 

                               2H 2O2                               2H 2O +O2    

 

L’activité catalase a été mesurée à 240 nm à l’aide d’un spectrophotomètre par la variation de 

la densité optique consécutive à la dismutation du peroxyde d’hydrogène (H2O2) (ε= 40 M-

1.cm-1
 ) en faisant réagir dans 100 mM de tampon phosphate pendant 1 min à pH=7.8 , 200 µl 

de H2O2 (500 mM) sur 20 µl du S9 à une température d’incubation de 25°C. Les résultats ont 

été exprimés en  µmol d’ H2O2 par minute et par mg de protéines.  

Le tableau ci-dessous représente les concentrations et les quantités des réactifs nécessaires au 

dosage de l’activité catalase. 

Les réactifs utilisés Essai (µl) Blanc (µl) 

Tampon phosphate (100 Mm. pH7.5) 

H2O2 500 Mm 

S9 (1à 1.5 mg prt/mL) 

780 

200 

20 

800 

200 

0 

 

 La quantité des S9 doit être déterminée en fonction de la quantité de protéines qui doit 

être comprise entre 1 et 1.5 mg/ml soit une quantité de 10 à 20 µl de S9. 

 La lecture de l’absorption se fait après 15sec de délai et durant 60 sec de mesure. 

L’activité CAT peut être calculée selon l’équation suivante :  

 

 

 

• Δ DO : variation de la densité optique par minutes ; 

•  ε  : Coefficient d’extinction, ε H2O2=  0.043 mM-1.cm-1 

• L : Trajet optique de la cuve = 1 cm ; 

• X : quantité de protéines en mg/ml ; 

• Fd : 0.02 (facteur de dilution pour le H2O2 dans le tampon). 

Activité CAT (µmol H2O2/min/mg prt) =  
(∆𝐷𝑂 ×10)

(𝜀.𝐿.𝑋.𝐹𝑑)
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2.5.7. Dosage de l’activité enzymatique de la superoxyde dismutase (SOD) 

 Principe : 

La méthode spectrophotométrique de dosage de l’activité de la SOD par le test NBT 

«nitroblue tetrazolium » est une méthode de photoréduction du complexe riboflavine/ 

méthionine qui génère des l’anion superoxyde. La réduction du NBT par l’anion superoxyde 

O2
- est utilisé comme base de détection de la présence de SOD. Dans un milieu aérobie, le 

mélange riboflavine, méthionine et NBT donne une coloration bleuâtre est mesurée à 560 nm 

(Asada et al., 1974).  

Mode opératoire : Pour le milieu réactionnel, on a procédé le protocole expérimental 

suivant : 

Les réactifs Cuve illuminée Concentration 

dans le milieu 

réactionnel Blanc (µl) Essai (µl) 

EDTA-Met 1000 1000 EDTA (0.1 mM)                     

Met (13 mM) 

Tampon phosphate 892.2 892.2 (50 mM) pH 7.8 

Echantillon - 50  

Tampon phosphate 1000 950  

NBT 85.2 85.2 75 µM 

Riboflavine 22.6 22.6 2 µM 

 

 Calcul de l’activité SOD :       L’Activité SOD  =  % d’inhibition / mg de protéine 

 

 

 

Avec:  

DOB: densité optique du blanc à la lumière  

DOE : densité optique de l‘échantillon à la lumière  

 

Une unité SOD correspond à la quantité de protéines qui induit 50% d’inhibition. 

Y                 1mg de protéine 

50                50/Y mg de protéine 

Y =([ 
(𝑫𝑶𝑩−𝑫𝑶𝑬)

(𝑫𝑶𝑩)
∗ 𝟏𝟎𝟎 ] ∗

𝟐𝟎

[  ]  𝒑𝒓𝒐𝒕é𝒊𝒏𝒆 𝒎𝒈/𝒎𝒍 
)x Facteur de dilution 
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Y c’est le pourcentage d’inhibition / mg de protéine 

50/Y mg de protéine               correspond à une unité SOD 

1mg de protéine                correspond à :   
1𝑥1

 50/𝑌
  = Y/50 Unité SOD/mg de protéine 

Donc :  

 

 

2.6. Étude histologique : 

Les préparations des coupes histologiques à été effectuée selon les indications de Hould 

(1984), elle comporte plusieurs étapes : 

a. Fixation : Elle à pour but d’immobiliser les structures cellulaires tout en conservant leurs 

morphologies. Le temps de la fixation est essentiel pour la réussite de la technique 

histologique. Elle doit être réalisée rapidement après prélèvement des organes. Les organes 

(foie et rein) de chaque rat sont retirés de formol (10%) et sont coupés à l’aide de couteaux 

tranchant à fin de réaliser des prélèvements pour l’étude histologique avec une surface de 1 à 

2 cm2 et une épaisseur proche de 1.5 mm. Les prélèvements réalisés sont alors mis dans des  

cassettes spéciales à parois tournées afin de permettre le passage des liquides. 

b. Déshydratation : La déshydratation se fait grâce à un automate qui immerger 

successivement les pièces dans des bacs d’éthanol de concentration croissante (70 %, 90 %, 

95 %, 100 %) et des bacs de xylène qui constitue un agent éclaircissant donnant au tissu 

certaine transparence. Ensuite, dans l’étuve le xylène s’évapore des pièces anatomiques. Cette 

étape est réalisée par un appareil appelé le circulateur.                                                                                                                                                                                                                                      

c. Inclusion et réalisation des blocs : Elle ne fera de façon satisfaisante que si la pièce à 

couper ne contient ni eau ni solvant intermédiaire (alcool). Les pièces sont immergées dans 

de la paraffine qui à été fondue dans une étuve pendant 8 heures (étape de l’enrobage). Les 

pièces induites de paraffine sont passées à l’intérieur de moules qui sont ensuite remplis de 

paraffine qui, en se solidifiant va permettre sa coupe. Cette opération fait appel à des 

appareils « dits à inclusion » refermant un réservoir de paraffine maintenue à l’état liquide 

par un système de chauffage, un petit robinet et une plaque métallique réfrigérée pour obtenir 

la solidification rapide du bloc de paraffine contenant le tissu. 

Activité spécifique SOD= Y/50 unité SOD / mg de protéine 
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d. Confection des coupes : Les blocs de paraffine sont préalablement taillé avant de subir la 

coupe au microtome de 4 à 5 µm. Les rubans de paraffine obtenus sont étalés sur des lames 

porte-objet, puis déplissées et fixés sur la lame par l’utilisation d’une eau gélatineuse chauffée 

à 40°C. Ces lames sont placées sur une plaque chauffante afin de déplisser le ruban, aprés 

refroidissement on procède à la coloration. 

e. Coloration : Il existe plusieurs techniques de coloration qui varient en fonction des tissus. 

La méthode à l’Hématéine et à l’Eosine (HE) est la plus utilisée, cette technique nécessite la 

présence de l’alcool acide (100 ml d’alcool éthylique à 70% +50 ml d’acide HCl), eau 

ammoniacale (100 ml d’eau distillée + 2 ml Ammoniaque) et solution d’eosine (100 ml eosine 

solution aqueuse à 3%, 125 ml alcool éthylique à 95%, 375 Ml d’eau distillée et 2 gouttes 

d’acide acétique). La coloration suive les étapes suivantes : 

 Déparaffiner et hydrater les lames à l’eau de robinet puis rincer à l’eau distillée.                                                            

 Emmarger dans un bain d’hématéine de Harris (15 min) qui colore en bleu violacée la 

structure basophile (noyaux) puis laver les coupes à l’eau du robinet.                                                                              

 Différencier les coupes dans l’alcool acide (1 à 2 plongées) : déposer ensuite la lame 

dans un bain d’eau du robinet et vérifier au microscope la différenciation.                                                                           

 Bleuir dans l’eau ammoniacale et laver à l’eau du robinet (15 min)                                                                             

 Emmarger dans un bain d’éosine (15 sec à 2 min) ; l’éosine ne doit produire qu’une 

coloration cytoplasmique franche et donner une gamme de rose plus vif, selon 

l’intensité de l’acidophile des divers éléments.                                                                                                                                                                 

 Déshydrater sur lame, éclaircir monter les lames à l’Eukitt . 

Enfin on passe à l’observation au microscope photonique (Leitzdialuxe 22), lequel est équipé 

d’un appareil photographique (Leicawild MP 48). 

2.7. Analyse statistique  

Les résultats ont été représentés sous forme de moyenne plus ou moins l’écart type moyen 

(Moy± SEM), la comparaison entre les différents groupes sont effectuées après une analyse 

de la variance (ANOVA) et une comparaison des  moyennes par le test t de Student. 

L’analyse  statistique  des  données  a  été  réalisée  grâce  au  logiciel MINITAB (Version 

13.31). Les différences observées sont considérées comme statistiquement significatives pour 

toute valeur de P≤0,05. Avec p : Seuil de signification. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. Résultats 
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RESULTATS 

Partie I. Composition phytochimique et activités antioxydantes des extraits du Silybum 

marianum:  

Les fruits du chardon-Marie sont souvent utilisés sans y adjoindre le reste de la plante 

car ce sont eux qui présentent la plus forte concentration en principe actifs (Center, 2004). 

Selon Bruneton (1999), les composés du métabolisme primaire: lipides, protéines et oses ; 

n’ont qu’un effet minoritaire dans les propriétés du chardon-marie. 

I.1. Préparation des extraits à partir des graines de Silybum marianum: 

Les extraits méthanoliques récupérés à sec et sous pression réduite ont été pesés pour 

déterminer le poids sec résultants, cet extrait renferme les flavonoides, le rendement est de 

l’ordre de 3,13 ± 0,6 %, ce dernier a été déterminé par rapport à 100 g de matériel végétal 

rendu en poudre.  

Le déroulement de cette extraction à température ambiante ainsi que l’épuisement du 

solvant à pression réduite permet d’obtenir le maximum des composés et de prévenir leur 

dénaturation ou modification probable dues aux températures élevées utilisées dans d’autres 

méthodes d’extraction. Les résultats mentionnés dans le tableau 02. 

Tableau 02. Rendements des extractions exprimés en g de matière sèche et en % par rapport 

au poids des graines 

 

 La masse de poudre (g) Le rendement (%) 

l’extrait méthanolique 2,89 ± 0,56 3,13 ± 0,6% 

 

Le rendement de l’extrait méthanolique est conforme à ceux rapportés par certain 

travaux. En effet, il est supérieur à 2,56 g rapporté par Kechkar (2008) et à celui rapporté par 

ayant utilisé la même technique d’extraction mais dans la région de Constantine. Tandis que, 

Diankov (2009) a proposé un protocole opératoire fiable avec un taux d’extraction élevé par 

rapport aux méthodes classiques en utilisant un mélange (SC-CO2+ éthanol). Toutefois, il est 

difficile de comparer ces résultats avec ceux de la bibliographie, le rendement n’est que relatif 

et semble être lié aux conditions et aussi aux méthodes d’extraction appliquées.  
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I.2. Analyse des extraits des graines de Silybum marianum  

I.2.1. Teneur en polyphénols totaux, des flavonoïdes  

Dans notre étude l'analyse phytochimique des extraits des fruits du chardon-marie, au 

moyen des dosages spectrophotométriques, avait pour objectif la détermination de la teneur en 

polyphénols totaux, en flavonoïdes. La raison principale pour le choix de ces composés réside 

dans le fait que les composés phénoliques et plus particulièrement les flavonoïdes sont 

reconnus comme des substances potentiellement antioxydantes (Singh, 2007).  

Le contenu en phénols totaux des extraits a été déterminé par dosage colorimétrique  

au réactif de Folin-Ciocalteu. Une courbe d’étalonnage a été établie avec l'acide gallique 

(Annexe), et la teneur en polyphénols totaux est exprimée en milligrammes d’équivalents 

d’acide  gallique par gramme d'extrait végétal (mg EAG/g d'extrait), 

Tandis que, le dosage des flavonoïdes a été réalisé selon la méthode au trichlorure 

d’aluminium en utilisant comme standard la quercétine, et est exprimée  en  milligrammes  

d’équivalents de quercétine par gramme d'extrait (mg EQ/g d'extrait). Les résultats sont 

représentés dans le tableau 03. 

 

Tableau 3. Résultats du dosage des polyphénols totaux, des flavonoïdes totaux dans l’extrait 

méthanolique de chardon marie 

 Teneur en polyphénols 

(mg EAG / gext) 

Teneur en flavonoïdes 

(mg EQ/gext) 

l’extrait méthanolique 37.6 ± 4.10 28,07 ± 0,95 

 

La phytochimie quantitative a révélé des taux notables et variables en ces composés. 

Les résultats du dosage des polyphénols totaux révèlent que l’EMe 80% est riche en 

composés phénoliques (37.6 ± 4.10 mg EAG/g d’extrait). L’estimation quantitative des 

flavonoïdes totaux par la méthode au trichlorure d’aluminium montre que l’EMe (28 mg EQ 

/g d’extrait). 

I.2.2. Analyse chromatographique sur couche mince (CCM) 

Pour un essai d’analyse qualitative du contenu phénolique de nos extraits on a eu 

recours à l’utilisation de la chromatographie sur couche mince (CCM) puisqu’elle est l’une 

des méthodes de séparation des différents constituants d’un extrait végétal et qui est plutôt 

simple à mettre en œuvre. Dans notre étude, nous avons réalisé une chromatographie sur 
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couche mince pour l’extrait méthanolique 80 % de la plante étudiée sur une plaque de gel de 

silice. Le système solvant utilisé (chloroforme/acétone/acide formique 75/16,5 /8,5) permis 

d’obtenir une très bonne séparation chromatographique et une visibilité acceptable des spots 

en utilisant six standards comme témoins. L'utilisation de différents solvants à polarités 

différentes a permis de séparer ces composés selon leur degré de solubilité dans le solvant 

d'extraction. Les résultats de la chromatographie sur couche mince de l’extrait méthanolique 

sont reportés dans le tableau 04 et les chromatogrammes sont illustrés dans la figure 18.  

 

Tableau 4. Résultats de la chromatographie sur couche mince de l’extrait méthanolique du 

Silybum marianum dans le système chloroforme/acétone/acide formique (75 :16,5:8,5) 

(V/V/V) Adsorbant : gel de silice. Révélation sous UV (254 nm) 

 

Extraits/Témoins N°spot Rf 

EMeOH 80% 01 0.078 

02 0.164 

03 0.19 

04 0.328 

05 0.478 

06 0.543 

Silybine  01 0.321 

Silymarine sigma 01 0.164 

02 0.328 

Silymarine 

commercial 

01 0.078 

02 0.15 

03 0.192 

04 0.321 

Taxifoline 01 0.189 

alcool coniférylique 01 0.528 

Naringinine  01 0.478  

  

 Suite à l’observation sous la lampe UV (254 nm), la comparaison des Rfs des spots 

issus de la séparation des extraits avec ceux des témoins utilisés permet d’avoir une idée sur 

les composés présents dans les graines de Silybum marianum. 
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Nous avons pu mettre en évidence six composés pour l’extrait méthanolique 80% par 

le biais des standards utilisés. La silybine et le taxifoline sont probablement présents dans 

l’extrait méthanolique 80% et la silymarine commerciel (Rf : 0,321 et 0,189 respectivement) 

alors que l’alcool coniférylique n’est probablement présent que dans l’extrait méthanolique 

EMeOH 80% de la plante ainsi que la naringinine qui présente un Rf de 0.478. Cependant le 

Rf du spot (0.078) et (0.164) issu de l’extrait EMe OH 80% et la silymarine commerciel, 

correspond probablement à la silychristine et silydianine contenus dans la silymarine 

commerciel (Fig. 18). 

 

Figure 18: Photos de chromatogramme résultant de l’analyse de différents extraits et les 

standards par CCM (système solvant: chloroforme/acétone/acide formique 75 :16,5:8,5). 

1. EMeOH80%              2. Silybine           3. Silymarine sigma    4. Silymarine commercial     

5. Taxifoline                     6. Alcool coniférylique            7. Naringinine      

 

I.3. Tests in vitro de l’activité antioxydante ; Effet scavenger du radical DPPH:  

L’activité antioxydante est déterminée par la diminution de l’absorbance d’une 

solution alcoolique de DPPH● à 517 nm, qui est du à sa réduction à une forme non radicalaire 

DPPH-H par les antioxydants (AH) donneurs d’hydrogènes présent dans l’extrait végétal ou 

par une autre espèce radicalaire comme le montre les équations suivantes : 

DPPH● (violet) + AH   DPPH-H (jaune) + A● (radical)  
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DPPH● + R●   DPPH-H  

Les valeurs obtenues ont permis de tracer des courbes ayant une allure exponentielle 

avec présence d’une phase stationnaire qui signifie la réduction presque totale du DPPH● en 

sa forme non radicalaire (Fig. 19). A partir de ces courbes nous pouvons déterminer les 

pourcentages d’inhibition obtenus en fonction des concentrations utilisées ainsi la valeur 

d’IC50 de chaque extrait. 

 

 

 

Figure 19. Activité antiradicalaire des extraits polaires des graines de Silybum marianum et 

des standards (silymarine, silibinine, taxifoline, naringinine et alcool coniférylique). 

 

L’extrait méthanolique à 80% des graines a montré un pouvoir de piégeage du radical 

DPPH● plus important par rapport à l’extrait méthanolique pure. Ces deux extraits ont 

présenté à très faibles concentrations des pourcentages d’inhibitions élevés. A une 

concentration de 0,1 mg/ml les pourcentages d’inhibitions sont de l’ordre de  93.04 % pour 

l’extrait méthanolique MeOH à 80%, suivi par l’extrait brut pur des graines avec un 

pourcentage de 78.3 %. La réduction du DPPH● est presque complète à partir de cette 

concentration. 

        Cette activité piégeage du radical DPPH● par rapport à celui de silymarine, le pourcentage 

d’inhibition est de 93,14% et 92,85% pour les deux extraits MeOH pure et MeOH 80% en 

comparaison au standard silymarine qui ne présentent qu’un pourcentage de 79.58 %, à une 

concentration de 0.2 mg/ml.  
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Concernant la taxifoline et l’alcool coniférylique le pourcentage d’inhibition est de 

l’ordre de 95.07 % et de 96.18 % respectivement à une concentration de 0.2 mg/ml. Ces deux 

standards ont donné des activités plus élevées à celle des extraits (Fig. 19). Par contre, la 

silybine et la naringinine ne montre aucune activité antiradicalaire, le pouvoir antiradicalaire 

n’atteint même pas 50% a cette concentration. 

 

 Calcul des IC50 : 

 La capacité antioxydante des différents extraits a été déterminée à partir des IC50, 

c’est la concentration nécessaire pour réduire 50 % du radical DPPH●. Plus la valeur d’IC50 

est petite, plus l’activité de l’extrait testé est grande (Pokorny et al, 2001). Les valeurs des 

IC50 trouvées pour tous les extraits testés sont représentées dans la figure 20 sous forme 

d’histogramme. 

En comparant les IC50 des deux extraits testés par rapport à celle des standards, nous 

avons remarqué une activité antioxydante élevée de l’extrait EMeOH 80% des graines qui est 

supérieur à la capacité du piégeage du radical DPPH● de la silymarine et de l’alcool 

coniférylique et représentent une activité antioxydante presque similaire et intéressante par 

rapport au control positif taxifoline (0,035 mg/ml). 

 

Figure 20 : Histogramme des valeurs des concentrations inhibitrices 50 des différents extraits 

en mg/ml. 
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II. Activité antioxydante du Silybium marianum, de la L-cysteine, et de la L-methionine 

contre la toxicité de sulfate de nickel: étude in vivo; Exploration des fonctions vitales  et 

du stress oxydant 

1. Etude pondérale  

1.1. Influence du traitement sur la croissance corporelle: 

Nos résultats montrent une perte hautement significative (p≤0,01) du poids corporel et une 

baisse du gain de poids corporel chez le lot traité par le nickel comparativement au lot témoin. 

Tandis que, on enregistre une nette amélioration significative (P≤0,05) du poids corporel par 

l’administration du Sil, Cys au groupes traité par le nickel comparant au groupe traité par le 

nickel seul, bien que le gain pondéral soit inférieur à celui des groupes témoin. 

Toutefois, nous remarquons une diminution significative (p≤0,05) du poids corporel chez les 

rats traités par la combinaison Ni+Met comparant aux rats témoins (Fig. 21). 

Chez les rats traités uniquement par la Sil, Cys ou Met on note que la croissance corporelle est 

très comparable à celle des témoins (Te) (Tab. 05). 

 

Figure 21: Profil de la croissance corporelle chez les rats témoins et traités par (Ni, Ni+Sil, 

Ni+Cys, et Ni+Met) en fonction de la durée du traitement 
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Tableau 05: Variation de poids corporel (g) et le gain de poids (g) chez les rats expérimentaux après 21 jours de traitement. 

 

Paramètres 

(g) 

Les lots expérimentaux 

Te Sil Cys Met Ni Ni+Sil Ni+Cys Ni+Met 

Poids initial 201,33±6,5 
205,83±3,37 

 

203,83±6,4 

 
201,2±5,15 202,33±6,88 203±5,94 202,3±4,9 200±4,95 

Poids final 250,3± 6,8 251,7±4,5 227,3±8 239±4,9 181,7±11,3a1 224,8±8,4b 228,7±6,6b 216,3±7,6a 

Gain de poids 65,50±7,92 61,10±6,67 52,80±8,91 59,4±6,2 8,80±4,93 64,84±3,94 35,10±6,89 32,90±2,84 

 

a: Différence significative comparant au témoin (P≤0,05).a1: Différence hautement significative comparant au témoin (P ≤0,01).  

b: Différence significative comparant au lot traité par le Ni (P≤0,05).  
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1.2. Influence du traitement sur les rapports organo-corporels 

Nous avons suivi l’évolution des poids absolus (PA) et relatifs (PR) des organes suivants : 

le foie, les reins et les testicules chez les rats témoins et les rats traités. 

Les résultats de la figure 22 révèlent une augmentation significative (p≤0,05) du poids 

relatif du foie, hautement significative (p≤0,01) du poids absolu et relatif des reins et des 

testicules chez le lot traité parle nickel par rapport au témoin. 

Par contre, on enregistre un rétablissement par une diminution significative des poids 

absolus et relatifs de foie, des reins et des testicules chez les rats traités par les combinaisons 

(Ni+Sil, Ni+Cys et Ni+Met) par rapport aux rats traités par le nickel (Fig. 22 et 23). Les 

résultats obtenus montrent aussi qu’il y a eu une variation statistiquement significative de 

poids relatif du foie chez les rats recevant la combinaison (Ni+Met) comparant aux rats 

témoins. 

Par ailleurs, aucune différence statistiquement significative n’a été enregistrée chez les 

groupes traités par Sil, Cys ou Met par rapport au témoin.  
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Figure 22: Variation des poids absolus (PA) des organes chez les lots expérimentaux après 21 

jours de traitement 
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Figure 23 : Variation du poids relatif de certains organes chez les lots expérimentaux après 21 

jours du traitement. 
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II. 2. Effet sur les paramètres biochimiques:                                                                                        

II.2.1. Influence du traitement sur la glycémie :   

D’après les résultats obtenus (Fig. 24), on observe une augmentation très hautement 

significative de la concentration sérique en glucose chez le groupe traité par le nickel 

comparant au groupe témoin, par contre on enregistre un rétablissement par une diminution 

significative de la concentration sérique en glucose chez les lots traités par les combinaisons 

(Ni+Sil, Ni+Cys) : (p≤0,001) et Ni+Met : (p≤0,01)) comparant au lot traité par le nickel seul.  

 

Figure 24: Variation de la concentration sérique du glucose chez les lots expérimentaux après 

21 jours du traitement. 
 

a2: Différence très hautement significative (p≤0,001) par rapport au témoin ; b1: Différence hautement 

significative (p≤0,01), b2: différence très hautement significative (p≤0,001) par rapport au lot Ni. 

 

2.2. Influence du traitement sur le profile lipidique (cholestérol, triglycérides, lipides 

totaux) : 

D’après les résultats illustrés dans la figures 25, nous notons une augmentation 

hautement significative (p≤0,01) de la concentration sérique des triglycérides et significative 

(p≤0,05) du cholestérol et des lipides totaux chez le groupe nickel comparant au groupe 

témoin. Par contre, on constate une diminution très hautement  significative (p≤0,001) de la 

concentration sérique des triglycérides et significative (p≤0,05) de la concentration sérique du 

cholestérol et des lipides totaux  chez les lots traités par les combinaisons Ni+Sil, Ni+Cys et 

Ni+Met par rapport au lot nickel. Autre part, la concentration sérique des triglycérides, de 

cholestérol et des lipides totaux ne présentent aucune différence statistiquement significative 

chez les lots traités uniquement par Sil, Cys ou Met par rapport au témoin (Fig. 25).  
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Figure 25: Variation de la concentration sérique des triglycérides, du cholestérol, et des 

lipides totaux chez le lot témoin et les lots traités après 21 jours. 
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2.3. Influence du traitement sur la fonction hépatique :  

 Protéines totales 

La concentration sérique des protéines totales présente une diminution significative 

(p≤0,05) chez le lot traité au nickel par rapport au témoin. On note une augmentation 

significative (p≤0,05) chez les lots traités par les combinaisons Ni+Sil, Ni+Cys, Ni+Met par 

rapport au lot nickel. Entre autre, les rats traités uniquement par la Sil, Cys et Met, ne 

présentent aucune différence statiquement significative comparant au lot témoin (Fig. 26). 

 Bilirubine totale 

L’administration de nickel chez les rats induit une augmentation très hautement 

significative (p≤0,001) de la concentration sérique en bilirubine totale. Tandis que, nos 

résultats montrent un rétablissement par une variation très hautement significative (p≤0,001) 

chez des lots traités par les combinaisons Ni+Sil et Ni+Met, et significative (p≤0,05) avec la 

combinaison Ni+Cys par rapport au lot traité seulement par le nickel (Fig. 26). 

 Activité des transaminases 

Le traitement des rats par le sulfate de nickel induit une augmentation très hautement 

significative (p≤0,001) de la concentration enzymatique de l’AST, une augmentation 

hautement significative (p≤0,01) de l’ALT chez les lots traités par le nickel par rapport aux 

témoins (Fig. 27). Par contre, on enregistre un rétablissement par une diminution très 

hautement significative (p≤0,001) de l’activité de l’AST et l’ALT chez les rats traités par la 

combinaison Ni+Sil, très hautement significative (p≤0,001) chez le lot traité par la 

combinaison (Ni+Cys) et hautement significative (p≤0,01) chez le lot traité par (Ni+Met) 

pour AST. 

 Les niveaux de ALT ont été sensiblement diminués d’une façon hautement significative 

(p≤0,01) chez le groupe traité à la combinaison Ni+Cys, en comparaison au lot de Ni et 

significative avec le groupe Ni+Met par rapport au groupe nickel. 
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Figure 26 : Représente la concentration sérique des protéines totales et de la bilirubine totale 

chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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Figure 27 : Variation des activités enzymatiques de l’aspartate aminotransférase (AST) et de 

l’alanine aminotransférase (ALT) chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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 Activité de lactate déshydrogénase (LDH) 

L’administration du sulfate de nickel chez les rats provoque une augmentation très 

hautement significative (p≤0,001) de l’activité de lactate déshydrogénase (LDH) par rapport 

aux rats témoins. Par contre, on enregistre un rétablissement par une diminution hautement 

significative (p≤0,01) de l’activité de l’LDH chez les rats  traités par les combinaisons Ni+Sil 

et Ni+Cys, et très hautement significative (p≤0,001) chez les rats traités par la combinaison 

Ni+Met en comparaison avec les rats traités au nickel. Chez les lots traités uniquement par la 

Sil, Cys et Met n’abouti aucun changement significative comparant au lot témoin (Fig. 28).  

 Activité de la phosphatase alcaline (PAL) 

Nos résultats montrent une élévation significative (p≤0,05) de l’activité enzymatique de la 

PAL chez les rats recevant au nickel par rapport aux témoins. En revanche, on a enregistré un 

rétablissement par une diminution hautement significative (p≤0,01)  de l’activité de la PAL 

chez les rats  traités par la combinaison Ni+Sil et significative (p≤0,05) chez les rats traités 

par les combinaisons Ni+Cys et Ni+Met en comparaison avec les rats traités au nickel.  

 

 

 

 

 

 



Etude expérimentale                                                                                                    Résultats  

 

83 
 

 

 

 

 

Figure 28: Variation des activités enzymatiques du lactate déshydrogénase (LDH) et de la 

phosphatase alcaline (PAL) chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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2.4. Influence du traitement sur la fonction rénale (urée, créatinine et acide urique) : 

Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (p≤0,01) du taux 

sérique en urée, créatinine et acide urique chez le groupe traité par le nickel par rapport au 

groupe témoin. Par contre, on note un rétablissement par une diminution hautement 

significative de l’urée chez les rats traité par la combinaison (Ni+Sil) et significative chez les 

lots (Ni+Cys, Ni+Met) comparant au lot nickel. 

Tandis qu’on enregistre une variation significative (p≤0,05) de taux sérique en 

créatinine chez les lots de la combinaison (Ni+Sil, Ni+Cys) et hautement significative (p≤ 

0,01) chez les rats traité (Ni+Met) par rapport au groupe nickel. On note aussi une variation 

statistiquement significative de l’acide urique chez le groupe traité par les combinaisons 

Ni+Sil (p≤0,01), Ni+Cys (p≤0,001) et Ni+Met (p≤0,05) comparant aux rats traités par le 

nickel. Les rats traités uniquement par Sil, Cys ou Met ces paramètres n’abouti aucun 

changement significative par rapport au témoin (Fig. 29). 
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Figure 29: Variation de la concentration sérique de l’urée, de la créatinine, et de l’acide 

urique chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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3. Etude hématologique:  

3.1. Nombre des globules rouges et taux d’hémoglobine : 

        En ce qui concerne les paramètres hématologiques, et selon le tableau 6, nous avons 

constaté une diminution très hautement significative (p≤0,001) du nombre des globules 

rouges et hautement significative (p≤0,01) du taux d’hémoglobines chez le lot traité par le 

nickel comparativement au lot témoin. Par contre, on enregistre un rétablissement par une 

augmentation très hautement significative (p≤0,001) du nombre des globules rouges chez le 

lot traité par les combinaisons Ni+Sil et Ni+Met, et  significative (p≤0,05) chez les rats traités 

par la combinaison Ni+Cys en comparaison avec les rats traités au nickel. 

Par ailleurs,  il existe une différence significative (p≤0,05) du taux d’hémoglobines 

chez le lot traité par la combinaison Ni+Sil par rapport au groupe de nickel. Alors que, les 

groupes traités par les combinaisons Ni+Cys et Ni+Met n’abouti a aucune différence 

significative par rapport au rats traités par le nickel. 

3.2. Nombre des globules blancs : 

L’analyse du nombre de globules blancs (GB) révèle l’existence d’une diminution très 

hautement significative (p≤0,001) chez les lots traités par le nickel comparativement aux rats 

témoins. Par contre, il existe une différence très hautement significative (p≤0,001) du  nombre 

de globules blancs chez le lot traité par la combinaison Ni+ Sil par rapport au lot traité par le 

sulfate de nickel. 

3. 3. Volume globulaire moyen et du taux de l’hématocrite : 

Le traitement des rats par le sulfate de nickel, entraîne une diminution très hautement 

significative (p≤0,001) du taux d’hématocrite et une différence non significative du volume  

globulaire  moyen  (VGM) comparativement  aux  rats  témoins (tableau 06). En revanche, on 

enregistre une différence significative (p≤0,05) du taux de l’hématocrite chez les lots traités 

par la Sil, Met et les combinaisons Ni+Sil, Ni+Cys et Ni+Met en comparaison avec le groupe 

témoin. D’après nos résultats, on enregistre une différence significative (p≤0,05) du taux 

d’hématocrite chez les lots traités par Ni+Sil comparativement aux rats traités par le nickel 

seul. En plus, il existe aucune différence significative du VGM des rats traités par les 

combinaisons par rapport au lot traité par le sulfate de nickel ou témoin. Les paramètres 

CCMH, TCMH ne montrent pas de changements (Tab. 06). 
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Tableau 06 : Variation du nombre des globules rouges (nGR), globules blancs (nGB), du taux moyen d’hémoglobine (Hb), du pourcentage 

d’hématocrite (Ht), du volume globulaire moyen (VGM), de la concentration corpusculaire moyen en hémoglobine (CCMH) et de la teneur 

globulaire moyen en hémoglobine(TGMH), chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 

Paramètres 

 

Les lots expérimentaux 

Témoin Sil Cys Met Ni Ni+Sil Ni+Cys Ni+Met 

GR (x106/µl) 9,47±0,18 8,56±0,26 8,48±0,35 7,31±0,37a1 5,9±0,2a1 8,1±0,27b2 7,21±0,35ab 8,48±0,29 ab2 

GB (x103/µl) 11,75±0,52 11,5±1,22 9,73±0,9 8,48±0,64a 6,06±0,35a2 10,10±0,53b2 7,43±0,55a1 8,2±0,7a 

Hb  (g/dl) 17,3±1,2 16,4±0,7 15,67±1,01 14,06±0,63a 11,02±0,53a1 15,03±1,1b 13,38 ±1,03 13,45±0,82a 

Ht  (%) 50,55±1,04 45,88±1,44a 45,38±1,67 40,68±1,76a1 33,7±2,64a2 44,22±1,45b1 41,4±2,48a 46,5±1,14b1 

VGM (fL) 53,38±0,9 53,83±2,4 53,65±1,62 56,03±3,08 56,78±3,13 54,61±0,99 57,3 ±1,8 55,18±2,63 

CCMH (pg) 34,13±2,11 35,83±1,44 34,50±1,65 34,7±1,24 33,48±2,23 34,05±2,33 32,73 ±0,6 29,08±2,21 

TGMH (g/dl) 18,18±1,08 19,18 ±0,6 18,46±0,98 19,33±0,87 18,8±0,9 18,58±1,24 18,53±0,94 15,86±0,78 

 

a : Différence significative par rapport au témoin (P≤0,05).a1: Différence hautement significative par rapport au témoin (P≤0,01). a2 : 

différence très hautement significative (p<0,001).  

b : Différence significative par rapport au lot traité par le Ni (P≤0,05).b1: Différence hautement significative par rapport au lot traité par le 

Ni (P≤0,01). b2 : différence très hautement significative par rapport au lot traité par le Ni (p<0,001).  
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4. Influence de traitement sur la variation de paramètres du stress oxydant : 

4.1. Taux du malondialdéhyde (MDA)  

D’après les résultats illustrés dans la figure 30, on observe une augmentation très 

hautement significative (p≤0,001) du taux du MDA hépatique, et hautement significative 

(p≤0,01) dans les organes : rein et testicule chez le lot traité par le nickel par rapport aux rats 

témoins, tandis que la supplémentation de l'extrait du chardon-Marie, Cys ou du Met avec le 

nickel entraine une diminution très hautement significative (p≤0,001) des teneurs en MDA 

hépatique et testiculaire. Dans les reins cette diminution est significative (p≤0,05) chez les 

groupes traités par les combinaisons (Ni+Sil et Ni+Met) et hautement significative (p≤0,01) 

chez le groupe de (Ni+Cys). On remarque que la concentration de la MDA dans les organes 

étudiés revient presque à l’état normal et il n’y pas de une variation significative de cette 

activité en comparaison avec le groupe témoin.  

De même chez les rats traités seulement par sil, cys et met les variations de l’activité 

MDA au niveau des tissus hépatiques, rénales et testiculaires ne sont pas significatives par 

rapport aux témoins. 

 

4.2. Taux du glutathion réduit (GSH) 

Le traitement des rats par le sulfate de nickel, à une dose de 20 mg/kg de poids 

corporel pendant 21 jours, entraîne une diminution très hautement significative (p≤0,001) de 

la teneur en glutathion au niveau hépatique, et testiculaire, hautement significative (p≤0,01) 

dans les reins. 

Par revanche, chez les groupes traités par les combinaisons Ni+Sil, Ni+Cys, Ni+Met 

on enregistre une augmentation très hautement significative (p≤0,001) et hautement 

significative (p≤0,01) de la teneur en glutathion au niveau du foie, rein et testicule 

comparativement au lot traité par le nickel, alors qu’il n’existe aucune différence significative 

du taux de GSH au niveau des organes étudiés comparativement au lot témoin (Fig. 31). 
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Figure 30: Variation malondialdéhyde dans les organes, chez les lots expérimentaux après 21 

jours du traitement. 
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Figure 31: Variation de la teneur cellulaire en glutathion dans les organes, chez les lots 

expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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4.3. Activité de la glutathion peroxydase (GSH-Px) 

D’après le tableau 08 et la figure 32 on constate que le traitement des rats par le sulfate 

de nickel provoque une diminution significative (p≤0,05) de l’activité de la GSH-Px au 

niveau du tissu hépatique, très hautement significative (p≤0,001) dans les reins, et hautement 

significative (p≤0,01) dans les testicules tout en comparant aux rats témoins.   

Par contre, on remarque une amélioration par une augmentation hautement 

significative (p≤0,01) de l’activité enzymatique de GSH-Px chez le lot traité par Ni+Cys dans 

le foie et les reins, significative (p≤0,05) dans le foie chez le groupe traité par Ni+Met, les 

reins (Ni+Sil, Ni+Met) et les testicules (Ni+Cys), tandis que au niveau du testicule on 

enregistre une augmentation très hautement significative (p≤0,001) chez les lots traités par les 

combinaison Ni+Sil et Ni+Met par rapport aux rats traités par le nickel.  

Par ailleurs, Les lots traités uniquement par la Sil, Cys et Met le taux du GSH-Px 

n’abouti aucun changement significative au niveau des organes par rapport au témoin.  

 

4.4. Activité de la catalase (CAT)  

Les résultats obtenus montrent que le traitement par le nickel provoque une diminution 

très hautement significative (p≤0,001) de l’activité enzymatique de la catalase dans le foie et 

les testicules, hautement significative (p ≤0,01) dans les reins par rapport aux rats témoins.  

En revanche, on enregistre une restauration par une augmentation très hautement 

significative (p≤0,001) de l’activité de la CAT dans le foie chez les rats traités par les 

combinaisons (Ni+Sil, Ni+Met), hautement significative (p≤0,01) dans les reins (Ni+Met), 

testicule (Ni+Cys) et significative (p≤0,05) dans le foie (Ni+Cys) et dans les testicules chez 

les rats traités par la combinaison (Ni+Sil) par rapport aux rats traités par le nickel. 

 

4.5. Activité de superoxyde dismutase (SOD) 

D’après le tableau 8 et la figure 34 on constate que le traitement des rats par le nickel 

provoque une diminution très hautement significative (p≤0,001) de l’activité enzymatique de 

la SOD dans les organes : foie et testicule, et hautement significative (p≤0,01) au niveau du 

rein chez le lot traité par le nickel par rapport aux rats témoins. Par contre, on enregistre un 

rétablissement par une augmentation statistiquement significative de l’activité enzymatique de 

la SOD dans les organes étudiés chez les lots traités par les combinaisons (Ni+Sil, Ni+Cys et 

Ni+Met) comparativement au lot traité par le nickel.   
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Tableau 07: Variation de l’activité du glutathion peroxydase (GSH-Px), du catalase (CAT) et  superoxyde dismutase (SOD) au niveau de foie, 

rein et testicule chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 

Paramètres 

 

Les lots expérimentaux 

Te Sil Cys Met Ni Ni+Sil Ni+Cys Ni+Met 

GPx(nmol 

GSH/mg 

prot) 

F 0,68±0,03 0,66±0,02 0,63±0,02 0,63±0,026  0,58±0,02a 0,65±0,03  0,68±0,02b1 0,69±0,01b 

R 0,83±0,02 0,83±0,02 0,84±0,02 0,72±0,01 0.66±0,02 a2 0.83±0,03b 0.84±0,02b1 0,83±0,03b 

T 0,4±0,02 0,38±0,01 0,39±0,02 0,4±0,02 0,27±0,01 a1 0,39±0,01b2 0,37±0,02b 0,38±0,01b2 

CAT(µmol 

H2O2/min 

/mg prot) 

F 157,55±3 155,28± 3,11 144,9±4,5 152,1± 2,5 122,7±4,95a2 148,2±2,14b2 141,87±3,12ab 146,27±3,11b2 

R 67,58±2,6 62,63±2,64 58,38±2,38 58,88±2,87 53,17±1,96 a1 58,72±2,2 61,38±3,66 60,03±2,1b1 

T 43,8±1,44 43,27±1,76  37,2±2,18  35,83±2,36  30,83±1,24a2 40,33±2,2b 37,8±1,83 b1 37,42±2,5 

SOD(U/mg 

prot) 

F 49,95 ±2,6 47,98±2,61 46,52±1,9 47,33±1,9 29,4±1,74a2 41,62±2,2b 39,13±2,65b 45,1±2,1b2 

R 75,92±1,98 71,28±1,55 68,55±1,63 67,58±2,6 52,2±2,28a1 64,4±3,15b2 60,3±1,5ab 60,07±2,63b 

T 57,27±1,83 55,7±1,91 53,4±2,1 53,6 ± 2,18 37,27±1,95a2 46,45±2,17b 44,73±1,57b 43,52±2,31b 

 

 a : Différence significative par rapport au témoin (P≤0,05).a1: Différence hautement significative par rapport au témoin (P≤0,01). a2 : 

différence très hautement significative (p<0,001).  

b : Différence significative par rapport au lot traité par le Ni (P≤0,05).b1: Différence hautement significative par rapport au lot traité par le 

Ni (P≤0,01). b2 : différence très hautement significative par rapport au lot traité par le Ni (p<0,001).
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Figure 32: Variation d l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase dans le foie, le rein, 

et les testicules, chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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Figure 33: Variation de l’activité enzymatique de la catalase dans le foie, le rein, et les 

testicules, chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 

a2

b2 ab b2

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

Te Sil Cys Met Ni Ni/Sil Ni/Cys Ni/Met

C
A

T
 (

µ
m

o
l 

H
2
O

2
/m

in
/m

g
 

p
ro

te
in

)

Lots

a1
b1

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Te Sil Cys Met Ni Ni/Sil Ni/Cys Ni/Met

C
A

T
 (

µ
m

o
l 

H
2
O

2
/m

in
/m

g
 

p
ro

te
in

)

Lots

a2

b
b1

0

10

20

30

40

50

Te Sil Cys Met Ni Ni/Sil Ni/Cys Ni/Met

C
A

T
 (

µ
m

o
l 

H
2
O

2
/m

in
/m

g
 

p
ro

te
in

)

Lots

a : Différence significative (p≤0,05), a1: Différence hautement significative (p≤0,01), a2: Différence très hautement 

significative (p≤0,001),  par rapport au témoin ;  b : Différence significative (p≤0,05), b1 : Différence hautement 

significative (p≤0,01), b2: Différence très hautement significative (p≤0,001), par rapport au lot Ni. 
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Figure 34: Variations de l’activité de superoxyde dismutase (SOD) au niveau des organes 

(foie, rein et testicule) chez les lots expérimentaux après 21 jours du traitement. 
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significative (p≤0,001), par rapport au lot Ni. 
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5. Etude histologique : 

5.1. Impact sur l’histoarchitecture hépatique  

 

L’observation microscopique des coupes histologiques réalisées au niveau du foie des rats  

témoins montre une structure normale (Fig. 35; A): le tissu hépatique se présente sous la 

forme de lobules hépatiques hexagonaux, chaque lobule possède une veine centrale autour de 

laquelle on trouve des sinusoïdes (capillaire élargi) et des plaques ou travées d’hépatocytes. 

On observe une architecture des hépatocytes normale comparable des témoins dans le cas où 

les rats sont traités uniquement par la silymarine (Fig. 35; B) la cystéine (Fig. 35 ; C) et la 

méthionine (Fig. 35; D). 

Cependant, le traitement au sulfate de nickel induit une dilatation du parenchyme. Une 

vacuolisation des hépatocytes avec la présence d’une nécrose tissulaire et perte de 

l’architecture lamellaire et de l’aspect polyédrique habituelle (Fig. 35; E). Les modifications 

observées chez les groupes traités confirment que le Ni induise de dégénérescence 

membranaire qui peuvent contribuer à un dysfonctionnement de cet organe. 

Ces formes des atteintes tissulaires observés chez les rats traités au nickel sont moins 

importantes chez ceux traités aux combinaisons Ni+Sil (Fig. 35; F), Ni+Cys (Fig. 35; G) et 

Ni+Met (Fig. 35; H). On observe également que l'espace sinusoïde est diminué par rapport au 

groupe traité au nickel bien que le modèle lamellaire d'hépatocytes a été restauré à presque 

normale après un traitement par la silymarine et le nickel avec régénération des hypatocytes 

(Fig. 35; F). 
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LH, Lame hépatocytaire;    , Nécrose hépatocytaire;  , Dilatation du parenchyme;        perte de 

l’architecture lamellaire.       , Régénérescence des hypatocytes.                  

Figure 35: Observation microscopique des hépatocytes chez les rats témoins (A) et traités par 

la silymarine (B), cysteine (C), méthionine (D), le sulfate de nickel (E) et les combinaisons ; 

Ni+Sil (F), Ni+Cys (G) et Ni+Met (H) après 21 jours de traitement (Gr x 400). Coloration à 

l’Hématéine-éosine. 

A 
B 

C D 

E F 

G H 



Etude expérimentale                                                                                                    Résultats  

 

98 
 

5.2. Impact sur l’histoarchitecture rénale  

 

L’examen histopathologique des reins des rats témoins révèle une histoarchitecture 

normale caractérisée par des tubules rénaux et des chambres glomérulaires normaux (Fig. 36 ; 

A). On observe la même architecture chez les lots traités uniquement par Sil, Cys et Met. 

Par contre, l'histologie des reins chez les rats traités au nickel, ont montré des altérations 

structurales de la zone corticale. Les tubes rénaux montrent une légère hypertrophie de 

certaines cellules épithéliales. D’autres tubules sont bordés par des cellules vacuolisées 

dégénérées et montrent la présence de débris cellulaire dans leur lumière : signe d’une nécrose 

tubulaire (Fig. 36 ; E). 

Toutefois, les atteintes rénales sont totalement ou partiellement absentes chez les groupes 

traités par les combinaisons (Ni+Sil, Ni+Cys et Ni+Met) dans les figures 36 ; F, G, H 

respectivement. En effet, on observe une architecture normale très comparable à celle des rats 

témoins (Fig. 36 ; F), en présence du Silymarine, le nickel perd donc ses effets néfastes sur  

l’histologie rénale. 

Cependant, l'histologie du rein chez les rats traités à la combinaison Ni+Cys ou Ni+Met 

manifeste des dégénérescences tubulaires moins importants (Fig. 36 ; G et H).  
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A      B    

C       D  

E        F      

G    H             

       Dilatation tubulaire ;               Espace  urinaire  élargi;       Vacuolisation.  

Figure 36: Observation microscopique des capsules de Bowman et des tubes rénaux chez les 

rats témoins (A) et traités par la silymarine (B), cysteine (C), méthionine (D), le sulfate de 

nickel (E) et les combinaisons ; Ni+Sil (F), Ni+Cys (G) et Ni+Met (H) après 21 jours de 

traitement (Gr x 400). Coloration à l’Hématéine-éosine
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Le nickel est l’un des métaux lourds qui peut s’avérer gravement toxique, perturbant 

certains systèmes enzymatiques et également les activités métaboliques chez l’homme et 

l’animal. Par ailleurs, la toxicité d’un métal pour un organisme peut être modifiée par 

l’exposition préalable, simultanée, ou consécutive à des antioxydants. Une grande attention, 

dans ces dernières années, a été portée sur l’utilisation intense des substances naturelles des 

plantes médicinales, des oligoéléments ou des acides aminés et des vitamines.   

Dans ce cadre, cette étude se propose de mettre en évidence, d’une part les effets 

cytotoxiques du nickel sur certaines fonctions vitales, et d’autre part de vérifier si les extraits 

de chardon marie et les acides aminés soufrés présentant des effets bénéfiques. 

 

1. Evaluation des effets cytotoxiques de nickel chez les rats: Effets sur certains facteurs 

de croissance et sur la variation des paramètres biochimiques, hématologiques, 

histopathologie et le profil du stress oxydant. 

 La croissance qui assure le développement harmonieux du corps et ses aptitudes 

fonctionnelles, exige non seulement l’intégrité de toutes les grandes fonctions de l’organisme 

mais aussi des séries d’adaptations cellulaires et métaboliques d’une grande complexité.  

Le suivi de la variation de la masse corporelle des animaux au cours de l'expérience a 

montré un déficit pondéral après l’administration du sulfate de nickel. Le changement du poids 

corporel est utilisé comme un indicateur des effets indésirables des composés chimiques. La 

perte du poids est corrélée à l’état physiologique de l’animal. Ceci est en accord avec les 

constations de Dostal (1989) et Mahmoud et ses collaborateurs (2011). Cette réduction du poids 

peut être expliquée par l’action du nickel sur le transport des éléments nutritifs (les acides 

aminées, le glucose et les minéraux essentiels comme le zinc, le magnésium, le fer…) et par 

conséquence, ils peuvent induire une mauvaise assimilation des aliments par le corps (Kong et 

al., 2014), aussi par une réduction de la consommation des aliments, un déséquilibre hormonal et 

la réduction des taux de protéines par suite de toxicité du nickel (Cempel et Janicka, 2002).   

En ce qui concerne les effets sur le poids absolu des organes, nous avons remarqué une 

augmentation élevée au niveau de foie, les reins et les testicules. Ceci peut être due à 

l’accumulation de nickel dans les organes étudiés ou à l’hypertrophie tissulaire de ces organes 

causé par ce métal (Leelavinothan et Kasinathan, 2011 ; Li et al., 2015). De plus, le nickel 
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peut conduire à la mort cellulaire par apoptose de certains lignées cellulaires, due à 

l’accumulation de dérivés lipidiques toxiques comme les céramides, ces dérivés toxiques 

induisent une hypertrophie cellulaire de l’organe cible (Lee et al., 2016). 

L’analyse des paramètres biochimiques à montré une augmentation de la concentration 

sérique du glucose chez les rats traités au sulfate de nickel par rapport aux témoins. Bien que, 

l'exposition au nickel soit bien connue pour causer un hypo-insulinemie et une 

hyperglucagonémie qui semble être responsable d’une hyperglycémie concomitant (Cartana et 

al., 1992 ; Sanjay et al., 2000). Cette hyperglycémie est due probablement à l’action toxique 

de ce métal sur le métabolisme des carbohydrates et l’activité endocrine pancréatique par 

inhibition direct de la production de l’insuline. 

Le glucagon et le ß-adrénergique entrainent une augmentation de AMP cyclique et 

diminution des nivaux de fru-2,6-p2 (Pilkis et al., 1988), ce qui induit une activation de 

néoglucogenèse et l’inhibition de glycolyse. De plus, l'accumulation du nickel dans le 

pancréas perturbe la production et la libération des hormones par les ilots de langerhans  

(Bwititi et Ashorabi, 1998). D’autre études ont confirmé que le Ni et ses composés peuvent 

inhiber la pénétration du glucose dans les tissus adipeux (Jordi et Luis, 1992).  

Nous avons constaté une augmentation de la concentration sérique des triglycérides, 

du cholestérol et des lipides totaux chez les rats traités au nickel par rapport aux témoins. 

Cette augmentation peut s’expliquer par la dégradation intense des composés lipidiques des 

tissus adipeux (Cemple et Janicka, 2002). En effet, les triglycérides sont les principaux 

constituants des membranes cellulaire, l’augmentation de leur concentration est 

probablement le résultat d’une possible péroxydation lipidiques membranaires (Kubrak et 

al., 2013). Cartana et Arola (1992), ont rapporté un niveau augmenté du glycérol sérique, 

avec une augmentation similaire des acides gras libres après l’administration du nickel, ce 

qui est accompagné par une forte action lipolytique de lipase en présence du glucagon 

(Schade et Eaton, 1977).  

     Le dysfonctionnement hépatique est suivi par des niveaux élevés de l’activité enzymatique 

des (ASAT, ALAT, LDH), qui sont des bio marqueurs de la fonction hépatique, indiquant la 

perméabilité et la perte de l'intégrité fonctionnelle de la membrane hépatique (Ahmed et al., 

1999). Elle se correspond avec nos résultats, qui ont montré des activités augmentées d'AST, 

d'ALT, d'ALP, et de LDH dans le sérum des rats traités par le nickel. Cette augmentation a 

suggéré la blessure étendue du foie induite par le Ni à travers la production des radicaux libres 
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qu'à tour de rôle ont la capacité de causer des dégâts hépatiques qui résultent en infiltration 

augmentée d'enzymes cellulaires (Pari et Prasath, 2008).  

Cette hépatotoxicité est aussi démontrée dans notre étude par une augmentation des 

taux sériques de la bilirubine totale. Ces résultats sont en accord avec les résultats Pari et 

Prasath (2008) qui ont suggéré que l'augmentation de la bilirubine sérique constitue un 

marqueur indiquant clairement le dysfonctionnement hépatique, l’augmentation des 

concentrations de la bilirubine totale reflète probablement une stase biliaire ou aussi une 

vésicule biliaire distendue.  

En revanche, nous constatons une réduction significative de la concentration des 

protéines dans le sérum chez les rats traités par le sulfate de nickel. Ceci est expliqué d'une 

part par le fait que les ions de nickel ont une très grande affinité pour les protéines et les 

acides aminés possèdent des groupements (SH, OH) et capable d’entraîner des dommages 

oxydatifs et structurale importantes des protéines (Costa et al., 1994; Kasprazak, 2003). La 

liaison du nickel avec certaines protéines dans les cellules somatiques peut entraîner des 

dommages oxydatifs et structurale importantes (Mandava et al., 2009). Il semble aussi que le 

foie a perdu sa fonction principale de la biosynthèse des protéines, ce qui est confirmé par 

l'atteinte tissulaire de foie (Das et Dasgupta, 2000). 

La lésion cellulaire et l’altération hépatique sont clairement révélées au niveau des 

coupes histologiques. Chez les rats traités par le nickel, une altération notable de la structure a 

été observée, ce qui pourrait être dû à la production excessive des radicaux libres. En fait, le 

nickel a causé une dilatation du parenchyme, et une vacuolisation des hépatocytes. Des 

changements similaires dans le tissu hépatique chez les rats ont été rapportés par Rao et al. 

(2009) suite à une intoxication par le nickel. Ces modifications peuvent être les résultats de 

lésions membranaires induites par le nickel. En effet, il contribue à l'élaboration de divers 

aspects pathologiques dans les organes cibles, y compris le foie. 

Le rein est particulièrement sensible à l'action des toxiques en raison de son intense 

activité métabolique et de ses multiples fonctions notamment celles d'excrétion et de 

concentration des xénobiotiques. L'étude de la fonction rénale des rats mâles a montré que le 

nickel a entraîné une augmentation des taux sériques en l’urée, en créatinine et en acide 

urique chez les rats traités par le nickel, ce qui témoigne de l’installation d’une insuffisance 

rénale transitoire, avec baisse de la filtration glomérulaire. Cette insuffisance rénale a été 

rapportée par des travaux antérieures par Stengel (1996), Smaoui et ses collaborateurs (2000) 
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qui ont démontré que l’intoxication par de nombreux métaux lourds (Pb, Cd et Ni) induit un 

dysfonctionnement tubulaire ou une néphropathie tubulo-interstitielle, qui évolue vers une 

insuffisance rénale. 

 Sur le plan clinique, la néphropathie tubulo-interstitielle chronique est diagnostiquée 

par l’augmentation de l’urée et/ou de la créatinine sanguines, avec protéinurie assez faible 

(Courrèges et al., 1998). Cette augmentation peut être expliqué par le catabolisme des 

composés protéiques de corps sous l’action des hormones glucocorticoïdes, les protéines 

peuvent être dégradées en acides aminés puis en urée et créatinine (Pari et Amudha, 2011). 

Le nickel influence sur l'activité de l'ADN et l'ARN polymérase, provoque ainsi la 

dégradation intense du matériel génétique, ce qui conduit au catabolisme des bases 

pyrimidiques et enfin la libération de l’acide urique (Sirover et Loeb, 1976). Ce qui explique 

l’augmentation de la concentration sérique en acide urique chez le lot traité par le nickel.  

L’examen histologique des reins a confirmé ces données biochimiques. En effet, nous 

avons observé des altérations structurales de la zone corticale avec une vacuolisation et une 

hypertrophie de cellules épithéliales. Ce qui est en accord avec les travaux de Koizumi (1997) 

qui ont montré qu’une exposition chronique au nickel induit des altérations des cellules 

épithéliales des glomérules et une nécrose tubulaire. Ceci est du probablement à la forte 

accumulation du nickel dans les reins. La nécrose tubulaire a été également obtenue par 

Weischer et ses collaborateurs en (1980), ils ont observé une dégénérescence granulaire des 

tubules après inhalation d’oxyde de nickel. 

L’hémato-toxicité se manifeste par une diminution des paramètres hématologiques 

(GR, GB, hématocrite et VGM), suggère que le traitement par le Ni a entraîné une anémie de 

type microcytaire. Ces changements peuvent être le résultat d’agressions radicalaires induit 

par le nickel sur les érythrocytes, l’oxydation des composés constitutifs conduit à une 

diminution des cellules, se qui traduit par l’induction d’une anémie (Bouchoucha et al., 2013). 

Selon d’autre travaux, la toxicité du Ni a une action négative sur l’érythropoïèse puisqu’elle 

entraine une diminution de la production d’hématie ce qui déclenche des anémies sévères 

(Leach et al., 1985). Uthus et Paellot (1996), ont démontré, que le nickel inhibe la synthèse et 

augmente la dégradation de l’hème par induction de l’hème-oxygénase dans les reins et le 

foie. De plus, on a enregistré une diminution de taux d’hématocrite chez les rats traités par 

rapport aux témoins, même résultats trouvé dans l’étude de Jerry (2008), après l’addition du 
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Ni aux rats carencées au zinc, cette diminution pourrait être due à la diminution de taux 

d’hémoglobine et la compte d’érythrocytes. 

Ainsi Maines et Kappas (1977), ont montré que le nickel diminue l’activité de l’ALA 

synthétase (l’acide delta amino-levulinique). Cette enzyme joue un rôle important dans le 

mécanisme de synthèse d’hémoglobine et par la suite dans le processus érythropoïétique. La 

diminution du nombre de Gb est associée à l'inhibition de la maturation des globules blancs 

induite par le Ni, ou à son effet cytotoxique direct sur les cellules souches hématopoïétiques 

entraînant ainsi une diminution du nombre d'érythrocytes, de leucocytes et de plaquettes 

(Tikare et al., 2013). 

La peroxydation lipidique est le processus de la dégradation oxydative des acides gras 

polyinsaturés et son occurrence dans les membranes biologiques cause des changements dans 

la structure et la fonction membranaires et mène à la diminution de la fluidité de la membrane 

et l’inactivation de plusieurs enzymes membranaires. Les dérivés de la peroxydation lipidique 

continuent d’être les composés les plus étudiés en recherche sur le stress oxydant. 

Suite à une injection intraperitonéale de 20 mg de sulfate de nickel /kg p.c, nous avons 

détecté une augmentation de dialdéhyde malonique (MDA) produit de scission des 

peroxydations lipidiques au niveau des tissus hépatique, testiculaire et surtout rénale, étant 

donné que le nickel s’accumule le plus au niveau des reins où il induit des lésions au niveau 

des glomérules (Sunderman, 1977).  

De même, ceci est confirmé par les travaux de Misra (1992) et Sun et ses 

collaborateurs (2016). Il a été démontré également par Obone et ses collaborateurs (1999) 

qu’il existe une corrélation positive entre la toxicité du nickel et le taux de péroxydation 

lipidique des tissus. Par l’intermédiaire de la réaction de Fenton, le Ni induit la génération de 

radicaux OH° qui sont très réactifs avec les acides gras polyinsaturés des membranes 

cellulaires (Cempel et Nikel, 2006).  

Le Ni agit également en diminuant le taux de GSH intracellulaire qui est un piégeur de 

radicaux libres. Il peut interagir directement avec les espèces oxygénées activées mais il est 

principalement utilisé comme substrat de la glutathion peroxydase qui assure l’élimination des 

lipides peroxydés (Satsangi et Dua, 2000). Il forme la première ligne de défense en agissant 

comme un antioxydant non-enzymatique par interaction directe de son groupe du soufre avec 

ERO. Le Ni se lie exclusivement au pole (SH) du GSH chargé à son inactivation, ce qui 
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favorise la peroxydation lipidiques et l’apparition des radicaux libres, qui augmente la 

susceptibilité des lésions tissulaires importantes dans les différents tissus (Pari et Prasath, 

2008 ; El-Demerdash et al., 2012).  

Les cellules possède d’autres système de défense antioxydant incluent des enzymes 

comme la glutathion peroxydase, la catalase et la superoxyde dismutase. Nos résultats 

montrent une diminution claire de l'activité de ces enzymes dans le foie, le rein et le testicule 

chez les rats traités par Ni. Notre étude a été confirmée par les travaux de Misra et al. (1990) 

et Boulila et al. (2014). 

 La Catalase est un composant majeur dans le système enzymatique d’antioxydant 

fondamental qui catalyse la décomposition de H2O2 à H2O et O2 et partager cette fonction 

avec la glutathione peroxidase (GSH-Px) (Valko et al., 2006) qui est besoin du GSH et du 

sélénium pour fonctionner correctement, son role principale et d’éléminer les péroxydes 

lipidiques résultants de l’effet du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés.  

Les niveaux de ces antioxydants peuvent fournir une indication claire sur l'ampleur de 

dégât cytotoxique qui se produit dans plusieurs tissus. D'autre part, la diminution des activités 

des enzymes antioxydants peut être dû au direction du ce métal de se lier au site actif des 

enzymes ou à leur usage augmenté d’ébouer des radicaux libres induit par le métal donc 

causer l'inhibition irrévocable dans leur activités (Ihechiluru et al., 2015; Sun et al., 2016). 

 

II. Activité antioxydante du Silybium marianum contre la toxicité de sulfate de nickel: 

étude in vivo; exploration des fonctions vitales et du statut oxydant 

Dans une autre partie de notre étude, l'administration de l’extrait méthanolique du 

Silybium marianum aux rats traités au sulfate de nickel provoque une amélioration de la 

masse pondérale et du poids absolu et relatif des organes chez les rats traités. Ceci pourrait 

être du à  la réduction de la production des radicaux libres induite par les antioxydants qui 

pourrait s’expliquer par les qualités alimentaires et médicinales de cette plante et leur effet 

bénéfique sur la croissance générale (Chtourou et al., 2012 ; Prashant et al., 2014). En effet, 

elle possède la capacité à réguler la perméabilité membranaire et d’accroître la stabilité des 

membranes, en présence de dommages induits par des xénobiotiques, elle peut contrôler aussi 

la perte protéique et favorisant la régénération du tissu hépatique par le fait qu’elle stimule la 

synthèse des protéines dans le foie endommagé. Les résultats sont en accord avec ceux 
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publiés par Abid-Ali et ses collaboorateurs (2015) qui ont montré l’effet protecteur d’un 

extrait du chardon-marie sur l’intoxication par le chloride de nickel chez des lapins. Les pertes 

de poids sont moindres chez le témoin normal traité au extraits de chardon-marie ce qui 

pourrait justifier l'innocuité de cette plante. 

Dans la présente étude, nous avons constaté que l’extrait de la silymarine a pu jouer un 

rôle crucial dans la baisse de la concentration sérique de glucose. Les travaux de Soto et ses 

collaborateurs (2004) ont montré que l’administration de silymarine, pouvait réduire le 

glucose sérique et la lipoperoxydation pancréatiques. Aussi peut augmenter le taux d'insuline 

sérique, des enzymes antioxydantes, de glutathion, et récupérer la structure et le 

fonctionnement du pancréas (Zeynab et Shereen, 2014 ; Gad et El-Maddawy, 2016). La 

silymarine peut être considérée comme un potentiel médicament pour le traitement du diabète 

(Kren et al., 2005 ). Dans l’étude de Velussi et al. (1997), ils ont montré l'efficacité de 

traitement à long terme par la silymarine pour réduire la lipoperoxydation et la résistance à 

l'insuline chez les patients diabétiques atteints de cirrhose. Cette amélioration de la résistance 

à l'insuline est grâce à une augmentation de la sensibilité à l'insuline dans les tissus 

périphériques (Shulman et al., 2007 ; Deshmukh et al., 2014). De plus, la silybin possède un 

effet chimioprotecteur et peut améliorer la fonction pancréatique après exposition à des agents 

toxiques (Kren et al., 2005). 

Le traitement par la silymarine à améliorer les paramètres du bilan lipidique, ce 

résultat a été confirmé par un grand nombre de travaux de recherche qui ont montré l’effet  

hypolipidémique de silymarine (Hayder et al., 2012 ; Poruba et al., 2015). Abid-Ali et al. 

(2015), ont montré que le traitement par l'extrait du chardon marie provoque une diminution 

du taux du cholestérol et des triglycérides chez des lapins traités par le chlorure de nickel. La 

silymarine réduit l'absorption intestinale du cholestérol et possède un effet hypo-

cholestérolémiant chez les rats nourris avec un régime de cholestérol élevé, et entraîne une 

diminution significative dans le LDL, VLDL, le cholestérol et le TG dans le foie et une 

augmentation de HDL (Sobolova et al., 2006 ; Sayin et al., 2016). En plus, l'inhibition de la 

3-méthyl glutaryl coenzyme A réductase, une enzyme clé dans la synthèse du cholestérol, par 

la silybin a été démontrée in vitro (Metwally et al., 2009), ce qui implique son possible 

influence directe sur la  biosynthèse hépatique du cholestérol.  

D’après les résultats obtenus, l'administration concomitante des extraits et du sulfate 

de nickel a réduit de manière significative l’activité enzymatique de l’ALAT,  l’ASAT, LDH 
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et ALP. Cela révèle la capacité de chardon marie d’atténuer les lésions hépatiques induites par 

le nickel. L’extrait de silymarine peuvent stabiliser la membrane hépatique et diminuer la 

fuite des enzymes vers le plasma dans une intoxication par le nickel, l’acetaminophene et le 

CCl4 (Abid-Ali et al., 2015; Hamza et Al-Harbi, 2015; Eldemerdash et al., 2016), cet effet 

hépatoprotecteur des extraits de silymarine est prouvé évidemment dans d’autres travaux pour 

traiter diverses maladies et dysfonctionnements du foie, y compris la cirrhose alcoolique, 

l'hépatite ainsi que des problèmes hépatiques liés au diabète (Greenlee et al., 2007 ; Tamayo 

et Diamond, 2007).  

Par ailleurs, le co-traitement avec la silymarine aide à élever le contenue des protéines, 

il l’apport presque aux limites normales. Plusieurs études ont montré que la silymarine peut 

stimuler l'ARN polymérase ribosomique et la synthèse des protéines qui aide à régénérer les 

hépatocytes (Sonnenbichler et Zetl, 1986 ; Gruenwald, 2004). Cette action a une incidence 

thérapeutique importante dans la réparation des hépatocytes endommagés et la restauration 

des fonctions normales du foie (Morazzoni et Bombardelli, 1995). De façon surprenante, la 

silybine agit sur la synthèse des protéines seulement lorsque le foie a subi des lésions 

(Sonnenbichler et Zetl, 1986). De plus, F'eher et Lengyel (2012) ont constaté que la 

silymarine protège le foie de trois façons: en améliorant l'ADN polymérase, en stabilisant la 

membrane cellulaire et en éliminant les radicaux libres. 

L’administration des extraits du Silybium marianum a amélioré la fonction rénale des 

rats intoxiqués par le nickel. L’effet protecteur de l’extrait a été reflété par les changements 

des concentrations sériques de la créatinine, de l'urée et de l'acide urique. Montrant  ainsi  la  

capacité de cette plante à protéger contre les dommages rénaux induits par le sulfate de nickel. 

Ce résultat peut être dû soit à l’activité antioxydante remarquable de cette plante qui a été 

révélée par plusieurs études contre ; le cisplatine (Karimi et al., 2005), le plomb (El-Khishin 

et al., 2015), le mercure (Oda et El-Ashmawy, 2012) et l’adriamycine (El-Shitany et al., 

2008), soit à ces actions bénéfiques au niveau des reins pour réduire la réactivité des ROS 

générés par le nickel dans les tubules proximaux du rein (Ahmed et al., 2015). 

La silymarine est considéré comme efficace pour restaurer les valeurs des paramètres 

hématologiques dans le lot de combinaison, démontrant ses propriétés antioxydantes qui peut  

être dû à ses propriétés de stabiliser la membrane cellulaire, bien que l’inhibition de la 

peroxydation lipidique. Les extraits de chardon-marie augmentent le glutathion et l’activité 

des enzymes superoxyde dismutase et de la glutathion peroxydase dans les globules rouges, et 
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normalisent l’activité ralentie de la SOD et l’immuno-réactivité altérée dans les lymphocytes 

de patients atteints de cirrhose alcoolique du foie (Zeynab et Shereen , 2014 ; Gad et El-

Maddawy, 2016). Des résultats similaires ont été enregistrés chez des lapins ayant reçu le 

chloride de nickel, dans l’eau de boisson (Abid-Ali et al., 2015) et chez des rats contre 

l’intoxication par l’arsenic, mangenese et le plomb (Jain et al., 2011 ; Chtourou et al., 2013 ; 

Jalali et al., 2017). Une étude menée par Karimi et ces collaborateurs (2011) semble montrer 

un effet protecteur de la silymarine vis-à vis l'hémolyse des globules rouges induite par 2, 2'-

azobis (2-amidinopropane)(AAPH), un générateur de radicaux hydrosolubles, elle a augmenté 

le temps de retard de l'hémolyse et stabilisé la membrane cellulaire en réduisant le taux et la 

teneur totale en glutathion dans les érythrocytes. Il a également diminué la concentration de 

radicaux peroxylés dérivés de l'AAPH.  

Nos résultats montrent que le traitement avec la silymarine fait diminuer le taux du 

MDA avec une nette amélioration de glutathion et des activités des enzymes antioxydantes au 

niveau des organes étudiés (foie, reins, testicules). L’inhibition de la peroxydation des lipides 

membranaires par le chardon-marie a été démontrée chez le rat sur des hépatocytes, des 

érythrocytes et des membranes microsomiales (Bosisio et al., 1992 ; Carini et al.,  1992). 

Mira et ces collaborateurs (1994) ont montré in vitro que la silibinine réagit avec les espèces 

réactives de l’oxygène, notamment avec les radicaux hydroxyles OH° et peroxyle ainsi que 

l’acide hypochlorique HOCl, ils ont aussi montré une inhibition de la peroxydation des lipides 

membranaires. La silymarine et de la silybinin semblent, en outre, exercer leur activité 

antioxydante non seulement en neutralisant les radicaux libres mais également en influant sur 

le système enzymatique associé au glutathion. Elles augmentent l’activité des enzymes 

superoxyde dismutase ainsi que celle de la glutathion peroxydase dans les globules rouges, le 

foie, les reins, l’intestin et l’estomac (Valenzuela et al., 1989; Kiruthiga et al., 2007). Une 

autre propriété intéressante de la silybine et de la silymarine est qu’elles interviennent dans la 

régulation du contenu en glutathion de différents organes. Il a ainsi été montré que la 

silymarine peut augmenter les niveaux de glutathion de 35% dans le foie des rats, cette 

augmentation se produit de façon sélective dans différents organes (Pradeep et al., 2007 ; 

Ahmed et al., 2015).  

Par ailleurs, Nous avons observé une restauration des activités des enzymes 

antioxydantes (GSH-Px, CAT et SOD) chez les rats traités par le nickel après la co-

administration du silymarine, ce qui suggère l'effet protecteur de cette plante contre les 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=fr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3586829/&usg=ALkJrhjnTpOKmSacAS_Lqy33nm2Y5IDAxQ#B57
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dommages oxydatifs induits par le nickel. L'augmentation des activités des enzymes 

antioxydantes peut servir de mécanisme de compensation supplémentaire pour maintenir 

l'intégrité de la cellule et la protection contre les dommages des radicaux libres. Ces résultats 

sont en accord avec des études précédentes démontrant l'effet de neutralisation des radicaux 

libres et l’action inhibitrice de la silymarine sur la production des ERO dans le foie et les reins 

en augmentant l’activité des enzymes antioxydantes (Oda et El-Ashmaw, 2012 ; Ahmad et al., 

2013 ; El-Khishin et al., 2015). 

Ces modifications biochimiques sont corrélées avec l’étude histopathologique du foie 

des rats témoins et traités. L'histologie hépatique chez les rats traités par la combinaison de 

sulfate de nickel et les extraits du Silybium marianum a montré une atténuation des altérations 

histologiques induites. La silymarine agit de façon directe sur les hépatocytes, rendant plus 

difficile l’absorption de toxines, stimulant leur élimination et favorisant la régénération du 

tissu hépatique par le fait qu’elle stimule la synthèse des protéines dans le foie blessé. Elle 

possède également de puissantes propriétés anti-radicalaires, empêchant ainsi certains 

produits toxiques de causer des lésions au foie (Sabiu et al., 2015 ; Eldemerdash et al., 2016). 

En plus, les atteintes rénales observées suite à l'administration de sulfate de nickel sont 

totalement absentes chez le groupe traité par l'extrait du Silybium marianum, en effet, on 

observe une architecture normale très comparable à celui des rats témoins, d’où leurs effets  

protecteurs. Nos observations s’accordent avec celles de El-Shitany et al. (2008) ; Abdel-

Gawad et Mohamed (2010) ; Kabel et al. (2013) ; Amien et al. (2015), qui ont démontré que 

la silymarine accélère l’élimination des toxines du foie et des reins. Selon Abdel-Gawad et 

Mohamed (2010), la silymarine pourrait aider les cellules à prévenir la réponse au stress via la 

stabilisation du potentiel de la membrane mitochondriale et la libération du cytochrome C 

tous ces facteurs favorisent la survie et la régénération du tissu rénal.  

 

III. Effets de la L-méthionine et de la L-cystéine contre la toxicité de sulfate de nickel: 

étude in vivo; exploration des fonctions vitales et du statut oxydant 

Les acides aminés contenant du soufre jouent un rôle important dans le maintien de 

l'intégrité des systèmes cellulaires en influençant l'état redox cellulaire et la capacité à 

détoxifier les composés toxiques. L-met et L-cys sont les deux principaux acides aminés 

contenant du soufre chez les mammifères, avec une multitude de protéines, la L-cys et L-met 
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sont des précurseurs du glutathion, qui est considéré comme pivot pour la désintoxication et 

contre le stress oxydatif cellulaire (Dröge, 2005). 

La réduction de poids corporel est utilisée comme indicateur de la détérioration de 

l’état de santé générale du rat. L’addition de L-met ou L-cys aux rats traités par le nickel a 

engendré une amélioration de la croissance corporelle et du poids relatif des organes par 

rapport au groupe de Ni, ceci pourrait être du à la réduction de l’accumulation des radicaux 

libres induite par les antioxydants. Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus par 

Baker et Czarnecki-Maulden (1987) qui ont démontré aussi une amélioration de la croissance 

après la supplémentation du L-cys à des intoxications par le cuivre, le cobalt, le sélénium et 

l’arsenic. Les chercheurs ont constaté que la méthionine est également l'un des trois acides 

aminés nécessaires pour fabriquer du monohydrate de créatine, un composé essentiel pour la 

production d'énergie et le renforcement musculaire. Les faibles niveaux de méthionine 

peuvent ralentir la croissance et le développement normaux (Selvam et Kurien, 1992) 

Dans une étude antérieure, l'administration de L-met chez des rats en bonne santé a 

provoqué un gain de poids significatif, attribué à l'augmentation de la consommation 

alimentaire/magasins de graisse viscérale ou à une diminution des dépenses énergétiques 

(Adejoke et al., 2016). De même, les travaux d’Onaolapo et ses collaborateurs. (2016) ont 

montré que le traitement par L-met provoque une amélioration du gain de poids corporel 

après l’intoxication par l’acetaminophene. 

Les rats des groupes L-cys et L-met présentent une stabilisation du poids par rapport 

aux témoins, et atteignent un poids moyen supérieur à celui des rats Ni. Les résultats de poids 

corporel sont en accord avec ceux publiés par Sawamoto et al. (2003) qui ont constaté qu’un 

traitement de quatre semaines par L-cys avec une dose journalière i.v de 100 ou 300 mg/kg 

provoque une augmentation significative du poids corporel. Cependant, des doses plus élevées 

de L-cys (1000 mg/kg) ont provoqué une suppression importante du gain de poids. 

 Par ailleurs, dans le cas des maladies avec une diminution du GSH tissulaire et une 

augmentation de l'oxydation, l'administration excessive de méthionine, a induit une perte de 

poids corporel due à une diminution du rapport d'efficacité de l'azote chez les rats, et la raison 

de cette diminution a été expliquée comme un effet du déséquilibre des acides aminés 

(Benevenga et Steele, 1984).  
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La supplémentation des AAS chez les rats traités par le nickel à un effet bénéfique sur 

la glycémie. L’administration des AAS à baissée d’une manière significative la concentration  

sérique de glucose après la troisième semaine du traitement par le nickel. La supplémentation 

en acides aminés devient une thérapie adjuvante importante dans le traitement du diabète et 

ses complications associées (Manna et Jain, 2013). De nombreuses études rapportent 

l’altération de métabolisme des acides aminés dans le diabète et leur rôle dans la modulation 

du métabolisme du glucose et de la sensibilité à l'insuline (Tremblay et al., 2007; Caso et 

McNurlan, 2010).  

Les effets potentiels de l’apport d’acides aminés sous forme de supplémentation ont 

déjà été testés chez des patients diabétiques. Les premiers résultats sont encourageants allant 

dans le sens d’une réduction de la résistance à l’insuline et du taux d’hémoglobine glyquée. 

Cet effet peut être dû à une action directe des acides aminés sur la sensibilité des cellules à 

l’insuline ou à l’augmentation de l’anabolisme des cellules musculaires (Solerte et al., 2004). 

La L-cysteine a une action analogue à l'insuline favorisant l'entrée de glucose dans des 

cellules adipeuses au moyen de son groupe sulfhydryle libre. Il a également été rapporté 

d’avoir un effet protecteur sur les cellules pancréatiques (Dröge, 2005 ; Salman et al., 2013) 

et de réduire le stress oxydatif et la résistance à l'insuline induite par le fructose chez le rat 

(Song et al., 2005). Une diminution des taux sanguins de L-cystéine et une altération de 

l'homéostasie de cystéine ont été signalés chez des diabétiques humains (Sekhar et al., 2011). 

Ammon et al. (1986) a rapporté que l'addition de L-cystéine au milieu de culture 

potentialise la libération d'insuline induite par le glucose dans les îlots pancréatiques isolés à 

partir des rats femelles. L'apport alimentaire de protéines de lactosérum et d'α-lactoalbumine 

(protéines riches en cysteine) abaisse le stress oxydatif et la résistance à l'insuline induite par 

le saccharose chez les rats (Blouet et al., 2007).  

Manna et Jain (2013) ont suggéré un nouveau mécanisme par lequel la L-cystéine peut 

améliorer le contrôle de la glycémie. En utilisant un modèle de cellules adipocytaires, ils ont 

démontré que le sulfure d'hydrogène (H2S), ou son précurseur-L-cystéine, augmente le 

phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate cellulaire (PIP3) qui joue un rôle central dans la 

signalisation de l'insuline et dans le maintien de l’homéostase glycémique. En outre, le 

traitement par la L-cystéine a augmenté la phosphorylation du substrat 1 du récepteur de 

l'insuline (IRS1), l'activation du transporteur de glucose 4 (GLUT4) et l'utilisation du glucose 

dans des cellules traitées au glucose. Diverses études ont démontré que la supplémentation en 
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L-cysteine abaisse le stress oxydatif, l'inflammation vasculaire et les marqueurs de glycémie 

chez les animaux normaux ou diabétiques (Jain et al., 2009) et chez les sujets diabétiques de 

type 2 et les sujets normaux (Sekhar et al., 2011).  

Le supplément de la cystéine à un régimes des gents âgés pour corriger la carence en 

GSH a permis d'améliorer l'oxydation des acides gras libres altérées et de diminuer la 

résistance à l'insuline (Nguyen et al., 2013). De plus, la cystéine favorise le maintien de la 

structure des protéines contre l'oxydation par des ERO facilitant les fonctions des récepteurs 

des lipoprotéines et améliorant l'absorption cellulaire des lipides sériques du sang (Diniz et 

al., 2006).  

En outre, le traitement avec les AAS a montré une diminution significative des 

concentrations sériques du cholesterol et des triglycérides. Il a été rapporté que la L-Met, en 

tant qu'agent lipotrophe, ayant pour effet d’aider le foie à se débarrasser de triglycérides 

accumulés, soit par la sécrétion de lipoprotéines VLDL, soit par le catabolisme des acides 

gras et/ou du cholestérol (Al-Masri, 2012), elle peut limiter l'excès de graisse dans le foie et 

réduire le taux du cholestérol en stimulant la production de lécithine du foie, à son tour, la 

lécithine se fixe sur les triglycérides, permettant soit leur dégradation dans le foie, soit leur 

élimination hors du tissu hépatique. 

D'après Taniguchi (2008), le taux de cholestérol sérique a été considérablement 

amélioré par la supplémentation du L-met, chez des rats nourris avec un régime de cholestérol 

élevé. Un régime élevé de méthionine a permis de réduire le taux de cholestérol HDL sérique 

chez les souris en diminuant la production de cholestérol HDL (Velez-Carrasco et al., 2008). 

En outre, l’ASAT, l’ALAT, la LDH et la bilirubine sont les biomarqueurs les plus 

sensibles, directement impliqués dans l'étendue des dommages cellulaires et de la toxicité, car 

ils sont cytoplasmiques et libérés dans la circulation après l’atteinte cellulaire (Soudani  et al., 

2011). D’après les résultats obtenus, l'administration concomitante du L-cys/L-met et du 

sulfate de nickel a réduit de manière significative l’activité enzymatique de l’ALAT, l’ASA, 

l’ALP et la LDH. Cela révèle la capacité de ces AAS administrées simultanément avec le  

nickel d’atténuer les lésions hépatiques induites par ce dernier.  

Plusieurs études antérieures ont montré l’effet hépatoprotecteur des AAS contre la 

toxicité hépatique induite par l’arsenic, le cisplatine, le paracetamol et le thioacetamide avec 

diminution significative des niveaux d'ALAT, d’ASAT, d’ALP et la bilirubine totale (Nagib, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Taniguchi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19155582
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2013; Nada et al., 2015). L'effet protecteur du méthionine et la cystéine contre le lésions 

hépatiques provoquées par le CCl4 ont été aussi démontré par plusieurs travaux (Wang et al., 

1985; Chen  et al., 2000 ; Al-Masri, 2012). Il est bien connu que la méthionine, ou la cystéine, 

peut servir de ERO scavenger et avoir la capacité de se protéger contre la peroxydation 

lipidique, qui peut provenir de sa capacité antioxydante soit en contrecarrant directement avec 

ERO (Stadtman et al., 2003), soit en améliorant la synthèse des antioxydants endogènes tels 

que le GSH et la taurine (Metayer et al., 2008).  

En augmentant les taux de glutathion, la méthionine aide le foie à neutraliser 

efficacement les toxines en outre, son influence bénéfique sur l'image morphologique du foie 

qui suggère que la méthionine agit comme antioxydants et peuvent être efficaces pour 

inverser les changements toxiques (Stawiarska-Pieta et al., 2012 ; Onaolapo et  al., 2017), et 

cela peut expliquer nos résultats qui révèlent un recouvrement ultérieur vers une 

normalisation presque similaire à celle du groupe de contrôle normal dans l’ALAT, ASAT, 

ALP, LDH et bilirubine totale sériques. En ce qui concerne l'examen histopathologique des 

hépatocytes de ce groupe a montré une amélioration marquée avec moins de lésions 

tissulaires, la méthionine a atténué tous les changements biochimiques induits par le nickel, en 

empêchant soit l'épuisement du GSH, soit la liaison aux groupes protéines sulfhydrile (Huang 

et al., 2008).  

Le traitement des rats avec la L-met et L-cys n'a montré aucun changement ou 

altération de la fonction rénale. En revanche, l'administration L-met et L-cys a amélioré 

partiellement la fonction rénale des rats intoxiqués par le sulfate de nickel. L’effet protecteur 

du la L-met et du la L-cys a été reflété par la diminution des concentrations sériques de la 

créatinine, de l'urée et de l'acide urique, montrant ainsi la capacité de ces AAS à protéger 

contre les dommages rénaux induits par le nickel. Des études précédentes avaient démontré 

l’activité importante des AAS à lutter contre le stress oxydant, et piéger les radicaux libres 

(Nandi et al., 2005; Nada et al.,2015). Cette activité de piégeage de radicaux libres pourrait 

être efficace pour protéger la fonction rénale et réduire la réactivité des ERO générés de la 

réduction du nickel dans les tubules proximaux du rein. La L-met a été démontrée comme 

efficace pour réduire les effets secondaires toxiques induits par le cisplatine dans divers 

systèmes animaux modèles (Basinger et al., 1990; Li et al.,2001) et même son isomère D-

méthionine (Sooriyaarachchi et al., 2014), ainsi que la L-cys (Eldaly, 1996). Derakhshanfar 

(2009) et Onaolapo et ses collaborateurs. (2016) ont également démontré l'effet protecteur du 

L-Met contre la toxicité induite par la gentamicine et l’acétaminophène en diminuant les 

http://pubs.rsc.org/-/results?searchtext=Author%3AMelani%20Sooriyaarachchi
http://ijvr.shirazu.ac.ir/?_action=article&au=21841&_au=A.++Derakhshanfar
https://www.google.com/search?client=firefox-b&q=ac%C3%A9taminoph%C3%A8ne&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjVqpiRhNzUAhUIWxoKHYl-CkYQvwUIIigA&biw=1366&bih=635
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concentrations sériques de la créatinine, de l'urée et atténué les altérations histologiques 

rénale. Les paramètres biochimiques sont corrélés également avec l’étude histologique rénale. 

La co-administration du L-met ou du L-cys avec le sulfate de nickel chez les rats a atténué les 

altérations histologiques induites par le nickel, cela peut être attribué à l’efficacité anti-

radicalaire de ces AAS. 

L'analyse des paramètres hématologiques dans notre étude montre que le traitement 

par la combinaison du L-met ou L-cys avec le nickel a révélé l'effet protecteur de ces AAS 

contre l'action néfaste de ce métal sur le phénomène de l'hématopoïèse. Des résultats 

similaires ont été rapportés par Caylak et ses collaborateurs. (2008) et Abdel-Kader et ses 

collaborateurs. (2011) chez des rats suite à une intoxication par le plomb après la 

supplémentation du L-met.  

L-cys a été signalé pour protéger les érythrocytes humains contre l'hémolyse (Eldaly, 

1996). Le traitement des rats avec L-met ou L-cys n'a montré aucun changement ou altération 

dans les paramètres hématologiques a une dose de 100 mg/kg pc (Sawamoto et al., 2003). Il a 

été suggéré qu'un des facteurs importants responsables de l'anémie induite par l'administration 

excessive de la méthionine, est une réduction de la biosynthèse de la globine résultant du 

déséquilibre des acides aminés (Yokota et al., 1979). L'hypertrophie et le dépôt de fer dans la 

rate ont été décrits dans l'anémie induite par la L-méthionine (Benevenga et Steele, 1984).  

Plusieurs composés de thiol sont connus pour être efficaces dans le traitement de 

l'empoisonnement par des composés métalliques tels que le cadmium, le mercure, le plomb et 

l'arsenic. Le mécanisme supposé étant suggéré pour être conjugué avec des métaux puis 

l'élimination du tissu cible comme composés thiol (Graziano et al., 1985). Le composé mono-

thiol, la cystéine, a également semblé avoir des effets protecteurs contre les agents 

hépatotoxiques tels que le tétrachlorure de carbone et le bromobenzène (Kim et al., 1997).  

Nos résultats montrent que le traitement à la cystéine et à la méthionine fait diminuer 

le taux du MDA et restaurer le GSH et les activités GSH-Px, CAT et SOD au niveau des 

organes étudiés, telle que rapportée par Nagib (2013), Al-Masri (2012), et il a réduit la 

susceptibilité de la peroxydation lipidique par la restauration du niveau de piégeurs de 

radicaux libres. Les AAS pourraient empêcher l'altération induite par le nickel, empêchant 

ainsi la poursuite des dommages provoqués par ce métal. Selon Reed et Orrenius (1997), 

l'effet antioxydant de la L-methionine est plus important que la L-cysteine, de fait que le 

premier est facilement absorbée par les hépatocytes pour la synthèse directe du glutathion qui 
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protège les cellules des dommages oxydatifs et joue un rôle essentiel dans la désintoxication 

des radicaux libres (Nandi et al., 2008).  

L'interprétation du rôle de L-cys ou L-met, est la présence d'un groupe sulfhydryle qui 

lui donne le potentiel de fonctionner comme agent chélatant (Shackebaei et al., 2005), les 

groupes thiol dans la cystéine ont contribué à la chélation de Cd et Ni (Tandon et al , 2003), et 

l'arsenic du tissu par la synthèse des acides biliaires, ce qui facilite l'élimination du complexe 

arsenic-soufre du foie (Quig, 1998), c'est peut-être la raison de son efficacité supérieure dans 

le foie et les reins que les autres tissus (Nandi et al., 2008). L-cys diminue TBARs et 

augmente l’activité des enzymes antioxydantes chez les rats traités par la cisplatine (Ahmed et 

al., 2011; Omar et al., 2015). Le groupe thiol de la méthionine peut chélater le plomb des 

tissus (Patra et al., 2001) et réduit la susceptibilité à la peroxydation lipidique par la 

restauration du niveau de piégeurs de radicaux libres (Selvam et Kurien 1992).  

Elle peut en outre agir comme un agent piégeur de radicaux et peut éliminer 

directement les ERO telles que le radical hydroxyle et le peroxyde d'hydrogène, ce qui peut 

provoquer l'oxydation de la méthionine, et former du sulfoxyde de méthionine, en tant 

qu'agent d'acides aminés libres ou résidus de protéines (Levine et al., 1999).  

Nous avons observé une restauration des activités des enzymes antioxydantes chez les 

rats traités par le sulfate de nickel après la co-administration du L-met ou L-cys. 

L'augmentation des activités des enzymes antioxydantes peut servir de mécanisme de 

compensation supplémentaire pour maintenir l'intégrité de la cellule et la protection contre les 

dommages des radicaux libres. Les travaux de Błaszczyk et al. (2010), Nagib (2013) 

confirment nos résultats. 

Dans les études ultérieures, menées sur des rats femelles, un effet bénéfique de la 

méthionine sur l'activité des enzymes associées au glutathion: GSH-Px, GR, GST a été 

démontré dans les reins des animaux exposés au fluorure de sodium, avec une légère 

augmentation de l'activité de SOD et de CAT et une diminution de la teneur en 

malondialdehyde (MDA), a également été trouvée (Blaszczyk et al., 2010).  

Németh et ses collaborateurs (2004) ont révélé aussi que la méthionine a entraîné une 

augmentation de la teneur en GSH, de l'activité GSH-Px, du ratio GSH/GSSG et une 

diminution de la teneur en GSSG dans le foie des poulets de chair. En outre, Slyshenkov et al. 

(2002) a signalé que la L-méthionine peut protéger la fraction synaptosomale/mitochondrielle 
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du cerveau incubée avec de l'hydroperoxyde de tétra-butyle contre la peroxydation des lipides 

en améliorant la synthèse de GSH et en diminuant la production de GSSG.  

Caylak et ses collaborateurs. (2008) ont aussi évalué l'activité antioxydante de la 

méthionine, l’acide α-lipoique, N-acétylcystéine et l’homocystéine sur le stress oxydatif induit 

par le plomb aux érythrocytes. La L-méthionine a eu un effet bénéfique similaire à celui des 

autres composés contenant du soufre sur Hb, MDA, SOD, GSH-Px, Vit A et Vit E. Dans une 

étude de Sayed et ses collaborateurs. (2014), la L-cystéine a considérablement réduit 

l'élévation de la LPO et réduit l'effet du cadimium sur le GSH et l’activité des enzymes 

antioxydantes chez les rats. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Conclusion et 

perspectives 

 

 
 

 

 



Conclusion et perspectives  
 

117 
 

Conclusion générale 

Plusieurs recherches s’orientent vers les plantes médicinales considérées comme 

source énorme de multiples substances phytothérapiques douées d’activités antioxydantes et 

qui peuvent être l’arme permettant de faire face au stress oxydant et ses dégâts au niveau des 

organes de l’être vivant. Dans ce cadre, la présente étude s'est intéressée, d’une part de mettre 

en évidence les effets cytotoxiques du nickel sur certaines fonctions vitales chez le rat, et 

d’autre part de vérifier les effets protecteurs de la supplémentation en silymarine (extrait de 

Silybummarianum), ou en acides aminés soufrés (L-met et L-cys) contre la cytotoxicité de ce 

métal. Les résultats obtenus nous ont permis de tirer les conclusions suivantes : 

 L’étude phytochimique et pharmacologique des extraits du Silybum marianum nous ont 

permis de conclure que: 

 Sur le plan phytochimique, l’étude quantitatif a dévoilé que cette espèce locale constitue 

une composition riche en polyphénols et flavonoïdes; 

 Les capacités antioxydantes révélées in vitro sont en relation directe avec le contenu en 

métabolites secondaires de chaque extrait et dépendent de l’ensemble des substances 

antioxydantes, de leur nature et leur quantité. 

 L’administration de nickel chez les rats, a engendré: 

 Des perturbations au niveau de la croissance générale des rats et augmentation des poids 

absolus et relatifs de certains organes étudiés (Foie, reins, testicules). 

 Des perturbations au niveau de certains paramètres biochimiques : Augmentation des 

concentrations sérique en glucose, bilirubine, cholestérol, triglycérides et lipides totaux;  

 Des perturbations au niveau de certains paramètres métaboliques hépatiques confirment 

l’atteinte hépatique:  

Augmentation des activités des enzymes hépatiques (ASAT, ALAT, PAL et LDH) 

Des modifications histologiques en accord avec les résultats biochimiques 

observés.  

 Une atteinte rénale, qui se manifeste par une perturbation des paramètres sériques de la 

néphrotoxicité (urée, créatinine et l’acide urique), avec une altération histologique rénale 

apparente, ce qui témoigne d’une défaillance rénale transitoire. 

  Une diminution du nombre de globules rouges, des globules blancs et l’hémoglobine, 

avec une diminution d’hématocrite et du VGM témoignant de l’installation d’une anémie 

de type microcytaire. 
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 Un stress oxydant; se traduit par une nette augmentation du marqueur de la 

peroxydation lipidique (MDA) au niveau hépatique, rénale et testiculaire, une réduction 

de taux du GSH et des activités antioxydants enzymatique du (GSH-Px, CAT et SOD). 

 

 La supplémentation de l'extrait du chardon marie ou les AAS (L-met/ L-cys) au sulfate 

de nickel induit chez les rats:  

 Une amélioration de la croissance générale. 

 Une amélioration des poids absolus et relatifs des reins, du foie et des testicules. 

 Retour des taux de glucose, de bilirubine, de cholestérol, des triglycérides, des lipides 

sériques et des enzymes hépatiques (ALAT, ASAT, LDH et ALP) à la normale.  

 Absence des altérations grave de la fonction hépatique. 

 Une correction des taux sériques en créatinine, urée et en acide urique, sans altération 

de la fonction rénale.  

 Une diminution du taux de MDA tissulaire.  

 Une amélioration du statut enzymatique antioxydant telles que la SOD, la CAT et la 

GSH-Px et non enzymatique telle que la GSH au niveau hépatique, rénale et testiculaire. 

Ces résultats montrent bien que le nickel exerce ses effets cytotoxiques en tant que stress 

oxydant et ceci éventuellement par la formation de radicaux libres oxygénés. Ainsi, des 

supplémentations en silymarine, L-méthionine ou L-cystéine permettent de limiter les 

perturbations provoquées par le nickel. Ces supplémentations semblent avoir des effets 

bénéfiques, par une limitation des phénomènes radicalaires et une réparation des dommages 

oxydantes, ceci est expliqué par leur pouvoir antioxydant qui conduit donc à contracter l’état 

du stress oxydant.  

 Dans le but d’approfondir ce travail il serait intéressant : 

 Déterminer les composés actifs dans les extraits du Silybum marianium et l’évaluation  

de leurs effets in vitro  sur des lignées cellulaire ; 

 Déterminer la concentration en nickel au niveau des organes cibles notamment dans 

les organes de détoxification ;  

 Développer les dosages des biomarqueurs (le rapport GSH/GSSG, les radicaux libres, 

les métallothionéines, les thioles, GST, GR ...). 

 Etudier les mécanismes cellulaire et moléculaire des effets protecteurs des AAS contre 

la cytotoxicité induite par le nickel. 
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Tableau 1. Composition de l’alimentation pour un kilogramme d’aliment (ONAB). 

 

Matière alimentaire Quantité en g/kg 

d'aliment 

Pourcentage 

Mais 620 62 

soja 260 26 

phosphate 16 1.6 

calcaire 9 0.9 

cellulose 10 1.0 

minéraux 10 1.0 

vitamines 10 1.0 

 

 

Figure 01: Courbe d’étalonnage du sérum albumine bovin 

 
Figure 02. Droite d’étalonnages de l’acide gallique (moyenne ± SD). 
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Figure 03. Droite d’étalonnages de la quercetine (moyenne ± SD) 

 

 Le  mélange de la silymarine commercial est composé de : taxifoline (4.4%), silychristine et 

silydianine (17.6%) et la silybine(78%) (silybinine A et B et isosylibine A et B) 

 

 Préparation des solutions  

1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford  

 BSA (1 mg/ml) : Dissoudre 5 mg BSA dans 5 ml d’eau distillée.  

 Réactif de Bradford : Dissoudre 100 mg de bleu de Coomassie (G 250) dans 50 ml 

d’éthanol (95%). Agiter par l’agitateur pendant 2 h, puis ajouter 100 ml d’acide 

orthophosphorique (85%) et 850 ml d’eau distillée (pour obtenir 1 L de solution). Ce 

réactif doit être filtré puis conserver pendant 1 mois au maximum à une température 

de 4°C et à l’abri de la lumière 

 

2. Dosage du glutathion 

 Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) et pH 9,6 : Dissoudre 12,114 g Tris et 1,871 g EDTA  

 dans 250 ml d’eau distillée et ajuster le pH à 9,6.  

 EDTA (0,02 M) : Dissoudre 5,613 g EDTA dans 750 ml d’eau distillée.  

 DTNB (0,01 M) : Dissoudre 200 mg DTNB dans 50 ml de méthanol absolu.  

 L’acide salicylique (0,25%) : Dissoudre 250 mg d’acide salicylique dans 100 ml  

 d’eau distillée. 

3. Dosage du MDA 

 tampon TBS : (PH = 7,4) : Tris (50mM), NaCL (150mM) Dissoudre 8,775 g NaCL 

dans 1 litre d’eau distillée, puis poser 6,057g Tris et compléter le volume à 1 litre par 

la solution NaCl (150 mM) et ajuster le pH à 7,4. 

 La solution d‘H Cl (0,6 M) : 51,569 ml de HCl 36% dans 1litre d‘eau.  

 La solution de Tris - TBA : Dissoudre 3,149 g Tris dans 1litre d’eau distillée, puis 

poser 17,299 g TBA et compléter le volume à 1 L par la solution Tris(26 mM). 

 La solution de TCA – BHT : Dissoudre 20 g TCA (20%) dans 100 ml d’eau distillée 

puis poser 1 g de BHT et compléter le volume à 100 ml par la solution TCA 20% et 

agiter à chaud. 
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4. Dosage de l’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSH-Px)  

 GSH (0.1 mM) : Dissoudre 3,073 mg GSH dans 100 ml d’eau distillée. 

 TCA (1%) : Dissoudre 1 g TCA dans 100 ml d’eau distillée. 

 DTNB (1,0 mM) : Dissoudre 100 mg DTNB dans 250 ml de méthanol absolu.  

 La solution de H2O2 (1,3mM) : 13 μl de H2O2 (10M) dans 100 ml d‘eau distillée 

 

5.  Dosage de l’activité enzymatique de la catalase (CAT) 

 Tampon phosphate (0.1 M, pH 7.4)    

 Solution A, dissoudre 6,24 g NaH2PO4 (2 H2O) dans 200 ml d’eau distillée. 

 Solution B, dissoudre 14.32 g Na2HPO4 (12 H2O) dans 200 ml d’eau distillée. 

 Mélanger 16 ml de la solution A avec 84 ml de la solution B 

 

6. Dosage de l’activité superoxyde dismutase (SOD)  

 Le tampon phosphate (50mM), PH = 7,8 :  

Na2HPO4 : 4,476g       dans 250ml d‘eau  

NaH2PO4 : 1,95g          distillée.  

 La solution de Na2EDTA : 50mg dans 50ml de tampon phosphate.  

 La solution EDTA – Méthionine : 11,16ml (Na2 – EDTA) + 580mg Méthionine et 

compléter à 100ml par le tampon phosphate. 

  La solution de NBT : 10,79mg dans 5ml de tampon phosphate.  

 La solution de Riboflavine : 10mg dans 100ml de tampon phosphate 

 

 Réactifs pour le dosage des paramètres biochimiques (Spinréact, Espagne) 



Réactifs pour le dosage de glucose:  

R1:       - Tampon Tris pH 7     92 mmol/l 

Solution tampon   - Phénol      0,3 mmol/l 

 

R2:     - Glucose oxydase     15 000 U/l 

Enzyme    - Péroxydase        R2 dissous  1000 U/l 

- Amino-4-Antipyrine     dans R1  2,6 mmol/l 

 

Glucose cal :    - Etalon de glucose aqueux primaire   100 mg/dl 

 

Réactifs pour le dosage des lipides totaux :  

Réactif principale :   - phosphovainilline     235 mmol/l

Etalon :   - Etalon des lipides totaux   750 mg/dl

Réactif optimal          - Acide sulfurique  H 2SO4   80 % 



Réactifs pour le dosage de cholestérol sérique :  

R1:     - Pipes pH 6,9     90 mmol/l 

Solution tampon   - Phenol      26 mmol/l 
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R2     - Cholestérol oxydase      R2 dissous  300 U/l 

- Peroxydase                      dans R1  1250 U/l 

- Amino-4-antipyrine     0,4 mmol/l 

Cholestérol cal   Standard      200 mg/dl 

 

Réactifs pour le dosage des triglycérides sériques :  

R1:     - GOOD pH 7.5    50 mmol/l 

- P-chlorophénol     2 mmol/l 

R2:     - Lipoprotéine lipase     150000 U/l 

- Glycérokinase          R2 dissous  800 U/l 

- Glycérol 3-P-Oxydase      dans R1  4000 U/l 

- Péroxydase                      440 U/l 

- Amino-4- antipyrine    0,7 mmol/l 

- ATP       0,3 mmol/l 

Triglycérides cal         200 mg/dl 

 

Réactifs pour le dosage de l’urée sérique :  

R1: Tampon             - Phosphate     50 mmol/l      

           - EDTA       2 mol/l 

           - Salicylate de sodium               60 mmol/l 

                 - Nitroprussiate de sodium                             32 mmol/l 

  

R2 NaClO:              - Hypochlorite de sodium     140 mmol/l    

          - Hydroxyde de sodium   150mmol/l    

R3 Enzymes :    -Uréase      3000 U/l 

Dissoudre une tablette R3 (enzymes) dans R1 (tampon). R2 (NaClO) est préparé pour l’utiliser. 

R4 Etalon:          50 mmol/l 

 

Réactifs pour le dosage de la créatinine sérique :  

R1:    - Acide picrique              Mélanger R1      17,5 mmol/l 

R2:     - Hydroxyde de sodium  et R2.     0,27 mol/l 

R3 Etalon:          2 mg/dl 

 

Réactifs pour le dosage de l'acide urique :  

R1 tampon:    - Tampon Phosphate pH 7,4    50 mmol/l 

- Dichloro 2-4 Phénolsulfonate   4 mmol/l 

 

R2 Enzymes:    - Uricase      60 U/l 

- Peroxydase        R2 dissous 660 U/l 

- Amino-4-Antipyrine      dans R1  1 mmol/l 

 

R3 Etalon:          6 mg/dl 

Réactifs pour le dosage des protéines totales :  
R1 de  Biuret    - Sodium potassium tartrate   15 mmol/l  
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- Sodium iodique    100 mmol/l 

 - Potassium iodique     5 mmol/l  

-Cuivre de sulfate    19 mmol/l  

R2 Etalon:    -Sérum bovine albumine   7 g/dl  

      

Réactifs pour le dosage de l’activité de la bilirubine totale:  

 

R1 Solution tampon:    - Acide sulfonique        30 mmol/l 

- Acide hydro chlorhydrique  150 mmol/l 

 

R2 substrat et enzymes:   - Acide sulfonique   30 mmol/l 

- Acide hydro chlorhydrique           150 mmol/l 

- Dimethyl sulfoxide    7 mol/l 

R3:      - Nitrite de sodium    29 mmol/l 

 

R4 Facultatif:     - Etalon de bilirubine   Ref : 1002250 

 

Réactifs pour le dosage de l’activité de l'aspartate amino-transférase (ASAT)  

R1 Solution tampon:    - Tampon Tris pH 7,8   80 mmol/l 

- L-aspartate     200 mmol/l 

R2 substrat et enzymes :  - NADH     0,18 mmol/l 

- LDH        R2 dissous   800 U/l 

- MDH        dans R1  600 U/l 

- Oxoglutarate    12 mmol/l 



Réactifs pour le dosage de l’activité de l’alanine amino-transférase (ALAT)  

R1 Solution tampon:    - Tampon Tris pH 7,5   100 mmol/l 

- Alanine     500 mmol/l 

 

R2 substrat et enzymes:   - NADH     0,18 mmol/l 

- LDH           R2 dissous 1200 U/l 

- Α-Cétoglutarate  dans R1 15 mmol/l 

 

Réactifs pour le dosage de l’activité de l’alcalin phosphate (ALP) :  

R1 Solution tampon:    - Diethanolamine pH 10.4  1 mmol/l 

- Chloride de magnésium  0,5 mmol/l 

 

R2 substrat:     - p-Nitrophenylphosphate   10 mmol/l 

 

Dissoudre une tablette de réactif 2 (substrat) dans une bouteille du réactif 1 (tampon). 

  

Réactifs pour le dosage de l’activité de lactate dehydrogénase (LDH)  

R1 Solution tampon:     - Imidazole    65mmol/l

      - Pyruvate     0,6 mmol/l 

R2 substrat:      - NADH     0,2 mmol/l 

R2 dissous dans R1 
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ABSTRACT

Objective: The study was designed to investigate the possible protective role of methionine (Met) in nickel sulfate induced oxidative stress in renal 
tissue.

Methods: Rats were divided into the following groups: Healthy control; L-methionine (Met, 100 mg/kg, orally); nickel sulfate (Ni, 20 mg/kg, 
intraperitoneally); and combination Ni+Met. The experiment lasted 21 days. Antioxidant and renal function parameters with histological study were 
performed.

Results: In the Ni group, marked renal damage was noticed with the significant elevation in the levels of creatinine, urea, and uric acid in serum. Animals 
also showed a significant rise in the lipid peroxidation level with a concomitant decrease in glutathione (GSH) and various antioxidant enzymes GSH 
peroxidase, catalase, and superoxide dismutase. Moreover, these changes in rats given the combined therapy nickel plus methionine were significantly 
less than those of group nickel, met prevented these alterations and maintained the antioxidant status. Histopathological examination of the kidney 
tissue proved the protective effect of Met against nickel toxicity.

Conclusions: These results demonstrated that methionine augments antioxidant defense against nickel-induced toxicity and provides evidence that 
it has therapeutic potential as a renoprotective agent.

Keywords: Nickel, Methionine, Nephrotoxicity, Oxidative stress.

INTRODUCTION

The toxicity of nickel (Ni) has become an object of great interest 
because of extensively distributed in environmental occurrence. 
Humans are exposed to nickel through food, water and air produced 
from wide different sources, including the production of stainless 
steel, alloys, electroplating, catalysts, foundries, batteries, welding 
rods, coinage, jewelry, paints, and dental and medical implants [1]. 
Several studies have reported that nickel can cause harmful effects to 
people and animal health; nickel provokes oxidative stress and induces 
cytotoxicity [2]. It may generate reactive oxygen species (ROS), which 
react with several cellular molecules, causing lipid peroxidation 
(LOP), protein oxidation, DNA damage, and results in cell apoptosis, 
and various cell injuries [3]. The oxidative damage may be related 
also to the destruction of thiol groups of amino acids and proteins [4]. 
Moreover, this metal decreases reduced glutathione (GSH) and a large 
number of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), 
catalase (CAT), and glutathione peroxidase, resulting a cell damage 
which has related to the accumulation of free-radicals in the cell [5]. 
A significant medical improvement has been shown to be associated 
with giving antioxidants as adjuvant therapy. The coadministration of 
sulfur-containing amino acids has been proved to be beneficial in the 
decline of oxidative stress and increase the tissue antioxidant status 
of rats. Methionine, in addition to its role as a methyl donor and as 
an essential amino acid to protein synthesis, serves as a precursor 
for GSH synthesis and has a crucial role in the detoxification of free 
radicals [6]. Since methionine can also help with chelation, the thiol 
group tightly binds with metals and thus serves as an important 
antioxidant [7,8]. The purpose of this study was to investigate the 
possible protective effect of methionine against nickel-induced renal 
oxidative stress in rats.

METHODS

Chemicals
Ni as nickel sulfate, (L-methionine) and all other chemicals used in the 
experiment were purchased from Sigma Chemical Co., St. Louis, France, 
all other chemicals used were of analytical grade.

Experimental procedure
Male Wistar rats weighing 180–220 g (provided by the Pasteur Institute 
of Algiers) were used in this study. Animals were housed in cages and 
maintained under standard conditions of temperature and humidity 
with 12 h light/dark cycle, with free access to the standard pellet diet 
and water for 2 weeks as an adaptation period. The experimental 
procedures were carried out according to the guidelines for the care 
and use of animals approved by the National Institute of Health and 
the Ethics Committee of our institution. The rats were divided into 
four groups (seven rats each): The first group served as a control? The 
second group treated with L-methionine (100 mg/kg bw. orally). The 
third Group  administrated with nickel sulfate (20 mg/kg bw. i.p), and 
the fourth was given both nickel and L-methionien on alternate days for 
3 weeks. At the end of the experimental period, animals were sacrificed 
by cervical decapitation after overnight fasting. Serum was separated 
by centrifugation (at 3000 g for 10 min) and the resultant supernatant 
was stored at −20°C for the biochemical analysis. The kidneys were 
removed, weighted, and rinsed with a physiological saline solution. 
A portion of the kidney was homogenized in 2 mL of buffer solution of 
Tris-buffered saline (TBS and pH 7.4). Homogenates were centrifuged 
at 10,000 g for 15 min at 4°C, and the resultant supernatant was used for 
the determination of LOP (MDA), reduced GSH levels, and the activity 
of GPx, CAT, and SOD. The kidney was dissected, fixed in 10% formalin 
solution and processed immediately for histological examination.

© 2018 The Authors. Published by Innovare Academic Sciences Pvt Ltd. This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons. 
org/licenses/by/4. 0/) DOI: http://dx.doi.org/10.22159/ajpcr.2018.v11i5.24432
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Determination of biochemical parameters
Creatinine, urea, and uric acid were measured as functional markers 
for nephrotoxicity. They were assessed using commercially available 
diagnostic kits (Spin react, Spain, ref: Creatinine - 1001111, 
urea - 1001329, and uric acid - 1001011), according to the enzymatic 
colorimetric method and using a spectrophotometer.

Protein quantification
The protein content of kidney homogenate was determined according to 
the method of Bradford [9] using bovine serum albumin as a standard.

Estimation of LPO levels
The kidney tissue malondialdehyde concentrations, an index of LOP, 
were determined spectrophotometrically according to Buege and 
Aust [10]. The process is determined in the supernatant of homogenate 
kidney tissue by the thiobarbituric acid (TBA) method. The absorbance 
of the resulting TBA-MDA complex was measured at 530 nm, and the 
level of hepatic MDA was expressed as nmol/mg protein.

Estimation of reduced GSH concentration
Kidney reduced GSH was estimated by the method of Jollow et al. [11] 
based on the reaction of 5,50- dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) 
with compounds containing sulfhydryl groups and the development of 
yellow color. The maximum absorbance was recorded at 412 nm. Total 
GSH content was expressed as nmol/mg protein.

Estimation of antioxidant enzymes activities
GSH peroxidase activity (GPx) was assayed by the method based on 
the reaction between GSH remaining in the solution after enzyme-
catalyzed reaction with DTNB acid to form a complex which is absorbed 
in a maximum wavelength of 412 nm [12]. CAT activity was measured 
spectrophotometrically according to Aebi [13], this assay is based on 
the ability of the enzyme to induce the decomposition of hydrogen 
peroxide. Superoxide dismutase (SOD) activity was determined by 
the nitroblue tetrazolium NBT test, the oxidation of the NBT is used to 
determine the production of superoxide anions O2- in such superoxide-
generating systems as of riboflavin/methionine complex [14].

Histopathology examination
Small pieces of kidney tissues were collected in 10% buffered formalin 
for proper fixation. These tissues were processed and embedded in 
paraffin wax. Sections of 4 µm in thickness were made and stained with 
hematoxylin and eosin for histopathological examination [15].

Statistical analysis
All experimental expressed as means ± SEM. Data comparisons were 
analyzed by one-way analysis of variance, followed by student’s t-test. 
The results were considered significant if p<0.05.

RESULTS

Evaluation of body and organ weights
No death was observed in any group during the experimental period. 
The (Ni) group showed a significant decrease in body weight (p˂ 0.01), 
kidney absolute weight (p˂ 0.01), and kidney relative weight (p˂ 0.01) 
compared to control group (Table 1). While the (Met) group along with Ni 
exposure (Nit+Met) observed significant restoration in the body weight, 
kidney both absolute, and relative weights  as compared to (Ni) group.

Effect of treatments on functional kidney markers
Treatment of rats with 20 mg/kg bw. of nickel caused a significant increase 
(p<0.01) in the levels of serum nephritic markers (urea, creatinine, and 
uric acid) when compared with the control group. However, met in 
combination with nickel ameliorated significantly the elevation in the 
above-mentioned parameters (respectively, p<0.05; p<0.01; and p<0.05) 
when compared with those seen in Ni-treated group (Table 2).

Effects of treatments on renal oxidative stress parameters
Table 3 shows the effect of the Met and Ni on LOP in the control 
and experimental groups of rats. MDA levels in renal tissues were 

significantly higher (p˂0.01) in Ni-treated rats compared to control 
rats. It caused also a significant reduction of the GSH level (Fig. 1), and 
in the activities of GPx (p˂0.001), CAT (p˂0.01), and SOD (p˂0.01) 
(Table 3). However, the coadministration of Ni+Met led a recovery in 
the above-mentioned oxidative stress parameters as compared to Ni 
group.

Kidney histopathological changes
Next, to confirm the previous data, the histopathology of kidney was 
examined. Normal histology of the cortex and medulla was observed in 
the kidney of controls rats and the rats treated with methionine (Met) 
alone (Fig. 1a and b), while some nephrotoxic lesions, as indicated by 
glomerular and tubular degeneration and necrosis characterized by 
destruction of tubular epithelial cells, were noticed in rats treated with 
nickel (Fig. 1c). In contrast, the supplementation of the Met with Ni 
(Nit+Met) showed a remarkable improvement in the kidney histology 
(Fig.1d).

DISCUSSION

The biochemical mechanism of nickel-induced nephrotoxicity appears 
to trigger oxidative stress, by inducing overproduction of ROS by 
enhancing LOP and depleting the cellular antioxidant capacity. The 
increased level of Ni accumulation in the kidney could be discussed 
by his great affinity for SH-containing molecules such as GSH and 
metallothionein [16]. Hence, SH group is involved in the function of 
many enzymes; the Ni-SH complex possibly disturbs many functions 
of cell mainly mitochondrial dysfunction. The treatment of this toxicity 
can include chelation or antioxidant administration to remove nickel 
and scavenge generated ROS. There are many appreciated studies 
have demonstrated the potential use of methionine, as ROS scavenger, 
possesses potent antioxidant activity on the basis of its sulfhydryl group 
within its structure, has metal chelating property [17] and is currently 
being used clinically to diminish hepatic injuries after acetaminophen 
poisoning [18]. Therefore, this study aimed to assess and examine the 
possibility of methionine to prevent the alterations induced by nickel 
sulfate in kidney tissues of male albino Wistar rats.

The body weight change is used as a good indicator of the overall 
health status. In our study, changes in rats’ body weight along with 
kidney weights can act as an essential indication of Ni toxicity. This is in 
agreement with earlier reports that nickel treatment leads to retarded 

Fig. 1: Light photomicrograph of kidney sectional histology from 
control rats (a), L-methionine (c), nickel (d) and Ni+ Met (f) (H&E. 

X 400). (a and b) Kidney sections from control and methionine 
groups show the normal appearance of glomeruli and tubules. 

(c) Kidney section from nickel treated rat showing a severe 
glomerular degeneration (star), wide Bowman’s space (single 

arrow), vacuolar degeneration of tubular epithelial cells (dashed 
arrow), and tubular necrosis invaded by inflammatory cells. (d) 

Kidney section from a rat coadministrated methionine with nickel 
showing improvement in the kidney architecture shown by slight 
lesion of the tubules when compared with those receiving only Ni

a

c

b

d
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animal growth and increase in organ-somatic index [19,20]. Our results 
were in accordance with those reported by Amudha and Pari [2], who 
mentioned a significant increase in the relative kidney weight in Ni-
treated male rats. However, our results were opposing those reported 
by Dahmen-Ben Moussa et al. [21] and Adeyemi and Elebiy [20] 
who exhibited that Ni treatment resulted in a significant decrease 
in relative kidney weight. In the present work, coadministration of 
methionine prevented changes in relative kidney weight and body 
weights. Methionine is essential amino acids for the adequate growth 
and development of mammals, his ingestion in diet and supplements 
is required [22,23]. Tsiagbe et al. [24] reported that methionine 
directly influences broiler chicken’s growth. Furthermore, excess 
usage of methionine can also have an adverse influence on growth. 
However, methionine deficiency diminishes the relative weight of the 
lymphoid organs, which can affect the growth [25]. In the study above, 
supplementation with 20 or 40 g/kg excessive methionine was found to 
diminish food intake and reduce weight gain [26].

Renal dysfunction is often manifested with elevation in serum levels 
of creatinine and urea. This elevation in the levels of renal functional 
markers is an indicator of impaired glomerular filtration rate and renal 
failure [27]. In this way, tissue damage occurs, and renal markers are 
released into the circulatory system. Rats given a nickel exhibited a 
marked elevation in serum urea, creatinine, and uric acid, ssuggesting 
the induction of nephrotoxicity in nickel treated rats. Likewise, Hfaïedh 
et al. [28] and Boulila et al. [5] as they noted increased creatinine and 
urea due to nickel and reflects its interaction with the cell membrane. 
Our results are also analogous to the findings of Chen et al. [29] and 
Adeyemi and Elebiyo [20].

The presence of notable histological damage in renal tissue following 
treatment with nickel strengthens the variation of kidney markers 
function. Nickel revealed severe glomerular degeneration and tubular 
necrosis invaded by inflammatory cells, signal the onset of chronic renal 
failure. According to Stengel et al. [30], the reduction in glomerular 
filtration is characterized by increased serum creatinine associated with 
a decrease in the number of functional nephrons. Hence, methionine 
might have performed an important role in maintaining the structural 
integrity of kidneys cells, which has resulted in reduced leakage 
of creatinine, urea, and uric acid, coadministration of methionine 
exhibited few changes after 3 weeks of treatment compared to nickel 
group. Methionine plays an important role as intermediary in the 
maintenance of cell membranes [31], and it has an important function 
for some reactions involved in protein and DNA synthesis [32].

These renal functional abnormalities were known to be accompanied by 
high renal oxidative stress. Lipid peroxidation is the main mechanism 
for oxidative stress induced by nickel [33], MDA is the major metabolite 
of LOP, and widely used as a biomarker for the assessment of LOP, 
its elevated levels could reflect the degrees of LOP injury in the rat 
kidney receiving Ni. Similar results were observed by Boulila et al. [5] 
and Hasanein and Felegari [34]. However, treatment with methionine 
significantly reversed these changes and reduced the levels of MDA 
in Ni-exposed rats suggesting its protective effects against oxidative 
damage. Hence, it may be plausible that the mechanism of renal 
protection of methionine is due to its antioxidant effect, methionine 
acts as a powerful free radical scavenger and confers some protection 
on the kidney tissue of Ni treated animals [22,35].

The antioxidant defense systems function relies on GSH and endogenous 
antioxidative enzymes, act cooperatively as free radical scavengers 
that protect and repair damage. Therefore they can protect the body 
from oxidative stress and degenerative diseases. GSH is an essential 
endogenous antioxidant, acts as a cofactor for antioxidant enzymes, 
directly scavenging ROS and protects cells against free radicals and toxic 
compounds [36]. The results of nickel exposure were coincide with 
the findings of Amudha and Pari [2] and Boulila et al. [5]. A significant 
increase in the renal GSH level was observed in the rats treated with 
nickel and methionine might be due to GSH regeneration. Methionine 
is readily adopted by the hepatocytes than cysteine for the direct 
synthesis of GSH [37]. In addition, GSH is influenced by dietary sulfur 
amino acid intake [38]. Reports have proved that supplementation 
of methionine can enhance the formation of GSH in human, rat, and 
broiler cells [39-41]. Antioxidant enzymes (GPx, CAT, and SOD) can 
protect against free radicals by converting them back to more stable 
molecules in the cell. The primary function of GPx is to lessen lipid 
hydroperoxides to their corresponding alcohols and assist to reduce 
free hydrogen peroxide to water and oxygen at the expense of the GSH. 
SOD and CAT are the enzymes, which act by converting superoxide 
(O2−) into H2O2 and then into H2O and O2. It has been reported that 
Ni itself may catalyze hydroxyl radical generation through the Haber-
Wiess reaction [42]. Through the absence of enough GPx activity or 
GSH levels, LOP and hydrogen peroxide are not detoxified and perhaps 
converted by transition metals to hydroxyl radicals and lipid peroxyl 
radicals. The findings were similar to the results of Kubrak et al. [36] 
and Dahmen-Ben Moussa et al. [21] who found decreased GPx, CAT and 
SOD activities in the rat kidney by Ni cytotoxicty of antioxidant capacity 
may be coupled with the depletion of GSH and reduced total sulfhydryl 
contents or with their increased utilization for quenching free radicals 
and/or their inactivation by excessive Ni oxidation. Furthermore, Ni 
was reported to trigger nitric oxide (NO) creation [43], which may 
inhibit both CAT activities by binding to its heme prosthetic group [44] 
and GPx activity [45]. The coadministration of methionine showed 
marked elevation in the antioxidant activities in kidney tissue in 
comparison with the toxic group. Dietary methionine supplementation 
protects against renal injury induced by fluoride intoxication in rats 
and improved the activities of SOD and GSH-Px [46]. In addition to GSH 
synthesis and other metabolites, thiol groups in this amino acid might 
have helped in chelation of nickel from the tissue. Moreover, methionine 
can even directly scavenge the ROS including the hydroxyl radical and 
hydrogen peroxide, which can cause the oxidation of methionine as a 
free amino acid or protein residue [35].

Table 2: Serum biochemistry changes of control and rats 
treated with methionine (Met), nickel (Ni), or their combination 

(Nit+Met) after 3 weeks of treatment

Parameters Urea Creatinine Uric acid
Control 37.32±2.28 5.68±0.34 2.5±0.17
Met 31.75±1.98 6.15±0.17 2.81±0.14
Ni 55.02±5.29a1 8.1±0.44a1 3.88±0.24a1

Ni+Met 38.3±1.93b 5.76±0.29b1 3.0±0.2b

Values are given as mean±SEM of seven rats each group. Statistically differences 
from control: ap<0.05, a1p<0.01, a2p<0.001; from Ni: bp< .05, b1p<0.01, 
b2p<0.001

Table 1: Body weight (g), absolute (g), and relative kidney weights (g/100 g bw) of rats in control and treatment groups

Parameters Initial body 
weight (g)

Final body 
weight (g)

Absolute 
kidney 
weight (g)

Relative kidney 
weight (g/ 100 gbw)

Control 201.33±6.5 250.3±6.8 0.6±0.03 0.45±0.02
Met 201.2±5.15 239.3±4.9 0.58±0.04 0.48±0.03
Ni 202.33±6.9 181.7±11.3a1 0.8±0.03a1 0.92±0.1a1

Ni+Met 200±4.9 216.3±7.6a 0.63±0.03b 0.58±0.04ab

Values are given as mean±SEM of seven rats each group. Statistically differences from control: ap<0.05, a1p<0.01, a2p<0.001; from Ni: bp<0.05, b1p<0.01, b2p<0.001



393

Asian J Pharm Clin Res, Vol 11, Issue 5, 2018, 390-394
 Bouhalit and Kechrid 

CONCLUSION

The findings in our study clearly showed that methionine ameliorated 
the oxidative and histological damage caused by nickel. These results 
may indicate that methionine is beneficial as a protective agent in 
nickel-induced nephrotoxicity.
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