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  چكيده
هـدف از ايـن مطالعـه، بررسـي نقـش      . شـود  هاي دور مانند كبد، مغـز و ريـه مـي    كليوي، موجب آسيب رسيدن به ارگان (Ischemia- Reperfusion) پرفيوژن مجدد -ايسكمي: مقدمه

  . باشد كليوي مي پرفيوژن مجدد -ايسكميدنبال  ها در القا آسيب كبدي، به لكوسيت
دقيقـه بسـتن    JR Donor ()60(دهنـده لكوسـيت    پرفيوژن مجـدد  -ايسكميو گروه ) Sham Donor(دهنده لكوسيت  گروه شامل گروه شاهد 2سوري به   سر موش 18 :ها مواد و روش

نخـورده   هاي دست ه جداسازي شده و به گروهآمده از قلب اين دو گرو دست ها از نمونه خون به سپس لكوسيت. تقسيم شدند) ساعت پرفيوژن مجدد 3هاي كليوي دو طرف و سپس  شريان
هـا را از گـروه شـاهد     اي كـه لكوسـيت   هـاي پذيرنـده   و مـوش  (IR Recipient)ها را از گروه مداخله دريافت نمودند  اي كه لكوسيت هاي پذيرنده موش: زير منتقل شدند) تايي 9دو گروه (

  . آوري گرديد هاي خون و كبد جمع ذيرنده بيهوش شدند و نمونهساعت، حيوانات پ 24پس از . (Sham Recipient)دريافت كردند 
به گروه  ، افزايش معناداري نسبتIR Recipientكبدي گروه  (MDA)خون و همچنين مالون دي آلدهيد  (AST)و آسپارتات آمينو ترانسفراز  (ALT)غلظت آلانين آمينو ترانسفراز  :نتايج

Sham Recipient ها مشاهده گرديد ها، واكوئوليزاسيون سيتوپلاسمي و انفيلتراسيون موضعي لكوسيت اسي نيز تغيير در فرم طبيعي سلولشن در بافت. نشان دادند .  
اي اسـترس  كليوي باشند و اين آسـيب تـا حـدي ناشـي از الق ـ     پرفيوژن مجدد -ايسكميدنبال  توانند يكي از عوامل آسيب كبدي به ها مي دهند كه لكوسيت نتايج نشان مي :گيري هنتيج

  . باشد اكسيداتيو مي
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Abstract: 
 

Introduction: Renal ischemia-reperfusion (IR) induces organ damage in remote organs such as liver, brain and lung. The aim of this 
study was to assess the role of leukocytes in the induction of liver damage after renal IR injury. 
Methods: Inbred mice were subjected to either sham operation or bilateral renal IR injury (60 min ischemia followed by 3h reperfusion). 
Mice were then anesthetized for collection of leukocytes by heart puncture. Isolated leukocytes were transferred to two other groups: 
intact recipient mice that received leukocytes from IR mice and intact recipient mice that received leukocytes from sham-operated 
control mice. After 24h, recipient mice were anesthetized and blood and hepatic samples were collected. 
Results: Alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and hepatic malondialdehyde (MDA) increased 
significantly in intact recipient mice that received leukocytes from IR mice in comparison to intact recipient mice receiving leukocytes 
from sham-operated control mice. In addition, loss of normal liver architecture, cytoplasmic vacuolization and focal infiltration of 
leukocytes were observed. 
Conclusion: These results suggest that leukocytes are one of the possible factors that contribute to liver damage after renal IR injury 
and this damage is partly due to the induction of oxidative stress. 
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  مقدمه
كليوي، يكي از ) Ischemin- Reperfusion(ايسكمي پرفيوژن مجدد 

ايسكمي پرفيوژن . باشد مي (AKI)ترين علل آسيب حاد كليوي  مهم
ند در مواردي چون شوك، عفونت، پيوند كليه و توا مجدد كه مي

در ايجاد اين ايسكمي . )3و  2، 1(هاي عروقي ايجاد گردد  جراحي
عوامل مختلفي مانند انفيلتراسيون كليوي و التهاب در آسيب كليوي 

شدن و مهاجرت  مطالعات زيادي فعال. )5 و 4(نقش دارند  AKIدنبال  به
هاي فعال  لكوسيت. اند گزارش كرده داخل بافت كليه ها را به لكوسيت

 ,Reactive Oxygen Metabolites)هاي فعال اكسيژن  شده متابوليت

ROMs) التهابي  هاي پيش كنند و همچنين توليد سايتوكاين را توليد مي
  .)6 و 5، 2(دهند  را افزايش مي TNF-αمانند 

ژن دنبال ايسكمي پرفيو اند كه آسيب كليوي به ها نشان داده پژوهش
مير  و مرگ. گردد هاي دور نيز مي مجدد كليوي موجب آسيب در ارگان

هاي  دنبال آسيب حاد كليوي، تا حدي ناشي از آسيب در ارگان زياد به
ها،  تغييرات عملكردي و ساختاري در ريه AKIدنبال  به. باشد دور مي

گردد  التهاب و تغييرات عملكردي مغز و آسيب و التهاب كبد ايجاد مي
هاي دور نقش دارند،  عوامل سلولي و خوني در آسيب اندام. )7 و 2 ،1(

، 8(اند  هاي پاتوفيزيولوژيك آن كاملاً شناخته نشده ولي تاكنون مكانيسم
  .)10و  9

آسيب حاد كليوي نه فقط در كليه، بلكه در كبد نيز موجب 
و  TNF-αهمچنين گزارش شده كه . گردد ها مي انفيلتراسيون لكوسيت

، (GSH)بافت كبد، افزايش و گلوتاتيون توتال  (MDA)آلدهيد  دي مالون
بافت كبد، كاهش  (CAT)و كاتالاز  (SOD)سوپراكسيد ديسموتاز 

دنبال  گلاب و همكاران نشان دادند كه به. )13و  12، 11(يابند  مي
گردد و  ايسكمي پرفيوژن مجدد كليوي، كبد دچار آسيب عملكردي مي

 -همچنين ميزان اسپرمين. يابد ش ميافزاي ALTو  ASTميزان 
اسپرميدين استيل ترانسفراز، آنزيمي كه در فاز اوليه آسيب كبدي 

دنبال ايسكمي پرفيوژن مجدد كليوي افزايش پيدا  يابند، به افزايش مي
دنبال ايسكمي پرفيوژن مجدد  تاكنون مكانيسم آسيب كبد به. كند مي

  .)14 و 2(كامل شناخته نشده است  طور كليوي به
هاي دوردست  توجه به تشابهاتي كه بين ضايعات در اندام بنابراين با

ها  با ضايعات اندام دچار ايسكمي وجود دارد، بر آن شديم كه اثر لكوسيت
بررسي  كليويرا در آسيب كبدي ناشي از ايسكمي پرفيوژن مجدد 

هاي دچار ايسكمي  در اين مطالعه نمونه خون محيطي از موش. نماييم
هاي آن ايزوله و به  برداشته شد و سپس لكوسيت كليوييوژن مجدد پرف

هاي  ها بر كبد موش هاي سالم تزريق گرديد و اثر اين لكوسيت موش
ترتيب اين مطالعه به بررسي مكانيسم تأثير  اين به. سالم بررسي شد

بر اندام دوردست پرداخته و نتايج حاصل  كليويايسكمي پرفيوژن مجدد 

ها را در آسيب كبد  طور اختصاصي نقش لكوسيت به از اين پژوهش
  .كند ارزيابي مي كليوي) IR(دنبال ايسكمي پرفيوژن مجدد  به

  ها مواد و روش
نر در  BALB/cنژاد   Inbredسر موش سوري  36از  در اين مطالعه

پاستور كرج تهيه  كه از انستيتواستفاده شد  گرم 35-25محدودة وزني 
ساعت روشنايي و  12(نظر نور  ر شرايط استاندارد ازد حيوانات. شده بودند

شدند و دسترسي  نگهداري مي) C2+22°(و حرارت ) ساعت تاريكي 12
مسائل اخلاقي در مورد كار با حيوانات  .آزاد به آب و غذا داشتند

هاي  آزمايشگاهي نظير بيهوشي در هنگام جراحي، براساس استاندارد
الامكان  ي تهران رعايت گرديد تا حتيكميته اخلاق دانشگاه علوم پزشك
  .موجب درد و رنج حيوان نگردد

  :شدندتايي تقسيم  9گروه  4 بهتصادفي  طور بهحيوانات 
 IR)دهنده لكوسيت  پرفيوژن مجدد -هاي ايسكمي گروه موش) 1

donor) .  
  . (Sham donor)دهنده لكوسيت  هاي شاهد گروه موش) 2
 IRخون گروه  كوسيت از نمونهكننده ل هاي دريافت گروه موش) 3

(IR recipient) .  
 Shamخون گروه  كننده لكوسيت از نمونه هاي دريافت گروه موش) 4

(Sham Recipient). 
 )mg/kg)60 تزريق داخل صفاقي پنتوباربيتال سديم دو گروه اول با

بيهوشي، درجه حرارت بدن حيوان كنترل  در تمام مدت. نددبيهوش ش
حيواناتي . گيري شد اندازه Tail  Cuffسيستوليك با انيفشار شري گرديد و

ها خارج از محدوده طبيعي بود، از  كه فشار سيستوليك شرياني آن
روي شكم  ي بربرش ،سپس تحت شرايط استريل. مطالعه حذف گرديدند

، )گروه دوم(پرفيوژن مجدد  -در گروه ايسكمي. ايجاد شد در خط وسط
شد و بسته دقيقه  60 مدت به شريان كليويبا استفاده از كلمپ بولداگ، 

ها  تغيير رنگ كليه. دگردي ساعت پرفيوژن مجدد برقرار 3 پس از آن
در گروه شاهد . باشد نشانگر تأييد انسداد و رفع انسداد شريان كليوي مي
هاي كليوي كلمپ  نيز تمام اعمال جراحي فوق انجام شد، اما شريان

ن محيطي از قلب حيوانات گرفته شد و خو در انتهاي كار، نمونه. نشدند
ها با تكنيك كلرور آمونيوم  لكوسيت. آوري گرديد بافت كبد نيز جمع

به  IR Donorترتيب از گروه  لكوسيت به 5×  106تعداد . جداسازي شدند
 Sham Recipientبه گروه  Sham Donorو از گروه IR Recipientگروه 

خون و  ساعت، نمونه 24پس از . ه شدبا تزريق از راه وريد دمي انتقال داد
  .آوري گرديد هاي پذيرنده جمع بافت كبد از حيوانات گروه

روش اسپكتروفتومتري توسط  به ASTو  BUN ،ALTكراتينين، 
بافت كبد با استفاده  MDA غلظت . شدند گيري اندازه هاي تجارتي كيت

كه براساس واكنش آن با Cheeseman  و  Esterbauerاز روش
 4مقاطع بافتي  كبداز . )15(گرديد گيري  باربيتوريك اسيد اندازهتيو



 حسين خواستار و همكاران                   ها در القاي آسيب كبدي نقش انتقال لكوسيت

9 

بررسي . آميزي شد ميكرومتري تهيه و با ائوزين و هماتوكسيلين رنگ
حداقل  كبدهمه مقاطع . مقاطع بافتي با ميكروسكوپ نوري انجام گرديد

 بررسي 400ي ينما حوزه تصادفي كه باهم تداخل نداشتند با بزرگ 10در 
خطاي معيار و مقايسه  ±صورت ميانگين ها به ر اين تحقيق دادهد. شدند

اختلاف معنادار در . دو ميانگين با استفاده از آزمون انجام شده است
  . در نظر گرفته شد >05/0Pسطح 

  نتايج
هاي  در دو گروه موش ALTو  BUN ،ASTمقايسه كراتينين و 

دهد كه  مي نتايج نشان. ئه شده استاار 1دهنده لكوسيت در جدول 
كننده  در گروه دريافت ALTو  AST، كراتينين، BUNميانگين غلظت 

دهنده لكوسيت  طور معناداري بيشتر از گروه شاهد به) IR Donor(مداخله 
)Sham Donor (باشد مي .  

هاي دهنده به دو گروه  هاي موش دنبال انتقال لكوسيت همچنين به
 ALT ،ASTگين غلظت ها، مقايسه ميان هاي گيرنده لكوسيت موش

كننده لكوسيت  در گروه شاهد دريافت ALTدهد كه غلظت  نشان مي
)Sham Recipient ( كننده  و در گروه دريافت 16/36 ± 08/4برابر با

 8/62 ± 01/9برابر با ) IR )IR Recipientها از گروه خون  لكوسيت
). >05/0P(باشد كه اختلاف آماري معناداري بين دو گروه وجود دارد  مي

ها برابر با  كننده لكوسيت در گروه شاهد دريافت ASTميانگين غلظت 
 IRها از گروه خون  كننده لكوسيت و در گروه دريافت 57/116 ± 10/16

  

باشد كه اختلاف معناداري بين دو گروه  مي 33/223 ±19/34برابر با 
  ).  2و  1نمودار (وجود دارد 

بافت كبد در دو گروه دهنده ) MDA(د آلوهي دي مقايسه ميزان مالون
باشد و  دهنده افزايش معنادار آن در گروه مداخله مي لكوسيت، نشان

كننده  بافت كبد در دو گروه دريافت MDAهمچنين مقايسه ميزان 
كننده لكوسيت از گروه خون  دهد كه در گروه دريافت لكوسيت نشان مي

IR باشد  كننده لكوسيت مي افتطور معناداري بيشتر از گروه شاهد دري به
  ).2جدول (

همچنين مشاهده شد كه نارسايي حاد كليوي ايسكميك موجب 
ترتيب كه احتقان  اين شود، به تغييرات عمده در كبد همان حيوان مي

بافتي و تغييرات  پاشيدگي سلولي، ادم ميان هم عروقي و سينوزوئيدي، از
كوسيتي در بافت كبد گروه دژنراتيو سيتوپلاسم و هسته و انفيلتراسيون ل

در گروه مداخله گيرنده . شود ديده مي) IR donor(دهنده لكوسيت  مداخله
هم كاهش ساختار طبيعي كبد، واكوئوليزاسيون ) IR recipient(لكوسيت 

هاي در حال تقسيم  سلولي، انفيلتراسيون لكوسيتي موضعي و سلول
  ).1شكل (طور فراوان ديده شد  به

  بحث
هومئوستاز بدن   كننده هاي تنظيم ترين اندام از مهم كليه و كبد

باشند و در دفع محصولات زائد ناشي از متابوليسم و سموم نقش  مي
پرفيوژن مجدد كليوي يكي از دلايل شايع ايجاد آسيب  -ايسكمي. دارند

اخيراً نشان داده شده است كه آسيب حاد . باشد مي (AKI)حاد كليوي 
در مواردي كه آسيب . شود هاي ديگر نيز مي كليوي موجب آسيب ارگان

 
هاي دهندهدر گروه موش ALTو BUN ،ASTمقايسه كراتينين، -1جدول

 لكوسيت

 
 گروه مداخله 

)IR donor(  
گروه شاهد

)sham donor( P.V 

29/001/0 53/0 كراتينين
BUN 2/51 2/3101/0
AST 83/612 0/115001/0
ALT 75/237 42/560058/0

 

ده كننده و دهن هاي مختلف دريافت بافت كبد در گروه MDAتغييرات -2جدول
 لكوسيت

 MDA P.Vگروه
 Sham donor ( 05/0±63/0(شاهددهنده

 IR donor( 10/0±05/1(دهنده لكوسيت مداخله  01/0>
 Sham recipient( 04/0±68/0(كننده لكوسيت شاهد دريافت

 IR recipient(  06/0±88/0(كننده لكوسيت مداخله دريافت  03/0>
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مير  و هاي ديگر همراه بوده است، مرگ حاد كليوي با آسيب ارگان
  .)8 و 1(بيشتري مشاهده شده است 

در عنوان يكي از بسترهاي عروقي است كه  كه بافت كبد به آنجا از
ه ، لذا هدف ما در اين مطالعدنشو آزاد مي آن عوامل التهابي و اكسيداتيو

 AKI دنبال  عنوان ارگان دور به ها در بافت كبد به بررسي اثر لكوسيت
پرفيوژن مجدد  -مطالعات قبلي نشان داد كه براثر ايسكمي. باشد مي

براي يافتن نقش . كليوي، كبد همان حيوان دچار آسيب شده است
پرفيوژن مجدد  -ها در ايجاد ضايعه كبدي براثر ايسكمي لكوسيت

  . ها استفاده كنيم يم تا از مدل انتقال لكوسيتكليوي، بر آن شد
هاي پذيرنده  هاي دهنده به موش ها از موش علت تزريق لكوسيت به

و جلوگيري از ايجاد هرگونه واكنش ايمونولوژيك ناشي از تزريق سلول 
ها از  در اين روش لكوسيت. استفاده گرديد Inbredهاي  بيگانه، از موش

اند  پرفيوژن مجدد قرار گرفته -ايسكميخون حيواني كه تحت شرايط 
اي در آن  گونه مداخله جدا شد و به حيوان سالم ديگري كه هيچ) دهنده(

ساعت آثار آن  24تزريق گرديد و بعد از ) پذيرنده(صورت نگرفته است 
  .بر بافت كبد حيوان گيرنده بررسي شد

افت مطالعه ما نشان داد كه در حيوان پذيرنده لكوسيت، عملكرد و ب
گردد و همچنين استرس اكسيداتيو نيز  هيستولوژي كبد دچار آسيب مي

در گروه  ALTو  ASTافزايش معنادار . گردد در كبد القا مي
گيرنده  به گروه شاهد نسبت) IR Recipient(گيرنده لكوسيت  مداخله

نشان داد كه كبد دچار آسيب عملكردي ) Sham Recipient(لكوسيت 
. شناسي نيز آسيب بافت كبد را تأييد نمود بافتشده است و مشاهدات 

افزايش غلظت مالون دي آلدهيد كبد در گروه مداخله گيرنده لكوسيت 
)IR recipient (به گروه شاهد گيرنده لكوسيت  نسبت)Sham recipient (

  . باشد نشانگر القاي استرس اكسيداتيو در كبد مي
در آسيب ناشي از ها  اند كه لكوسيت مطالعات متعدد نشان داده

هايي مانند كليه، كبد و قلب نقش  پرفيوژن مجدد در بافت -ايسكمي
در القاي آسيب كليوي  ها نقش مهمي  نوتروفيل. )17 و 16 ،6(دارند 

هاي  نوتروفيل. دارند كليوي) IR(پرفيوژن مجدد  -دنبال ايسكمي به

شدن  هاي اندوتليال عروق متصل شده و پس از داخل شده به سلول فعال
هايي مانند الاستاز و  هاي التهابي و آنزيم به بافت، سايتوكاين
  .)19 و 18(گردد  كنند كه موجب آسيب بافت مي ميلوپراكسيداز آزاد مي

هاي فاقد  ، راب و همكاران گزارش كردند كه موش2000در سال 
پرفيوژن مجدد  -دنبال ايسكمي آسيب كمتري به CD8و  CD4لنفوسيت 

ساعت بعد از  24ها  كراتينين سرم در اين موش. دهند كليوي نشان مي
. به گروه شاهد كاهش يافت پرفيوژن مجدد كليوي نسبت -ايسكمي

هاي مهمي در آسيب حاد  ميانجي Tهاي  ها نتيجه گرفتند كه سلول آن
هاي  هاي طبيعي در مقايسه با موش موش. كليوي ايسكميك هستند

. )5(ن لكوسيتي بيشتري داشتند انفيلتراسيو CD8و  CD4فاقد لنفوسيت 
در برابر  Bهاي  هاي فاقد لنفوسيت برن و همكاران نشان دادند كه موش

به گروه شاهد  پرفيوژن مجدد كليوي آسيب كمتري نسبت -ايسكمي
ها غلظت كراتينين سرم كمتر و بقاي  اين موش. شوند متحمل مي

كردند كه ها همچنين ثابت  آن. به گروه شاهد داشتند بيشتري نسبت
پرفيوژن  -دنبال ايسكمي آسيب كمتري به Tهاي فاقد لنفوسيت  موش

 Tهايي كه فاقد هر دو نوع لنفوسيت  مجدد كليوي نشان دادند، اما موش
پرفيوژن مجدد كليوي محافظت نشدند  -بودند در برابر ايسكمي Bو 
ل دنبا به (Natural killer)هاي ذاتاً كشنده  همچنين لكوسيت. )21 و 20(

شوند و  پرفيوژن مجدد كليوي به داخل بافت كليه انفيلتره مي -ايسكمي
در . گردند هاي اپيتليال توبولي مي موجب القاي آپوپتوز در سلول

ها موجب برگشت  هاي فاقد اين نوع لكوسيت، تزريق اين لكوسيت موش
 -هاي ذاتاً كشنده بعد از ايسكمي شدن لكوسيت فعال. گردد آسيب مي
دنبال توليد  ها به جدد كليوي موجب انفيلتراسيون نوتروفيلپرفيوژن م

  . )22(شود  اينترفرون گاما مي
هاي دور  پرفيوژن مجدد كليوي موجب آسيب در ارگان -ايسكمي

در طي  Cross-talkپيشنهاد شده كه كليه و كبد داراي . شود نيز مي
ي و دقيقه ايسكم 30نشان داده شده كه . باشند آسيب حاد كليوي مي

دنبال آن يك ساعت پرفيوژن مجدد، حداقل زمان ايجاد آسيب كليوي  به
در اين مطالعه براي القاي حداكثر آسيب كليوي جهت . )12(باشد  مي

ساعت  3دقيقه ايسكمي دوطرفه و  60ها،  شدن لكوسيت تحريك فعال
  . پرفيوژن مجدد القا گرديد

وژن مجدد كليوي پرفي -اند كه ايسكمي اخيراً مطالعات نشان داده
 MDAافزايش غلظت . گردد موجب القاي استرس اكسيداتيو در كبد مي

پرفيوژن  -دنبال ايسكمي به SODو فعاليت  GSHو كاهش غلظت 
كه كبد يكي از بسترهاي  آنجايي از. مجدد كليوي گزارش شده است

پرفيوژن مجدد  -دنبال آسيب ايسكمي باشد، به عروقي مهم در بدن مي
شوند  داخل بافت كبد نيز انفيلتره مي شده به هاي فعال وسيتكليوي، لك

  . )12 و 2(
 400× :نماييبزرگ.هاي مختلفتغييرات هيستولوژي كبد در گروه-1شكل
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ها يكي از  دهد كه لكوسيت ترتيب نتايج اين مطالعه نشان مي بدين
پرفيوژن مجدد كليوي  -دنبال ايسكمي عوامل دخيل در آسيب كبدي به

  .باشد باشند و اين آسيب تا حدي ناشي از القاي استرس اكسيداتيو مي مي
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