
تغییرات فیبرونکتین در ماتریکس خارج سلولی کلیه به دنبال دریافت نیکوتین 
در دوره زندگی جنینی

3مهدي جلالی،*3، محمد رضا نیکروش2مرتضی بهنام فر،1حسن پاهنگ

استادیار گروه علوم تشریح دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، بجنورد، ایران1
دانشجوي پزشکی دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، بجنورد، ایران2
تشریح دانشگاه علوم پژشکی مشهد، ایراناستاد گروه علوم3
دانشگاه علوم پزشکی مشهد، ایران:نویسنده مسئول*

Nikraveshmr@mums.ac.i:پست الکترونیک

چکیده

. دارندعلاقهکشیدنسیگارزنان باردار به% 30تا 25فراوان هنوز همبا وجود هشدارهاي : و هدفزمینه
با انجام این .و روند تکامل طبیعی اندامها را مختل می کندنیکوتین از سد جفتی می گذردمطالعات نشان داده اند
فیبرونکتین موجود در ماتریکس خارج سلولی کلیه بیان تغییراتنیکوتین بر دریافت تا اثرات مطالعه سعی شده است

.موش بررسی شودیک روزهدانانوز
حتاستفاده شد که تا روز ششم بارداري تbalb/cنژاد از هجده سر موشدر این مطالعه:کارشمواد و رو

نرمال 3ml/kg/dayنیکوتین و موشهاي گروه کنترل 3mg/kg/dayاز آن موشهاي گروه آزموننظر بودند و پس 
سپس در اولین روز زایمان از بافت کلیه  نوزادان آنها طی عمل جراحی . سالین به صورت داخل صفاقی دریافت کردند

آزمون ایمونوهیستوشیمی براي تعیین شدت واکنش فیبرونکتین در مناطق مختلف کلیه . نمونه برداي صورت گرفت
-RT)یبرونکتین در آزمون واکنش زنجیره اي پلیمرازسمت چپ و کلیه سمت راست، جهت تعیین میزان بیان ژن ف

PCR)استفاده گردید.
آنالیز نتایج آزمون ایمونوهیستوشیمی با آزمون اماري کروسکال والیس نشان داد نیکوتین تجمع : یافته ها

و نتایج )p<0.05(فیبرونکتین رابه طور معنی داري در ماتریکس گلومرول ولوله پیچیده پروگزیمال افزایش می دهد
.نیز این یافته را به اثبات رساندRT-PCRآزمون 

نیکوتین با القاء فیبرونکتین در ماتریکس خارج سلولی احتمال کاهش میزان فیلتراسیون : نتیجه گیري
.و اسکروز گلومرولار را به دنبال دارد(GFR)گلومورلار 

.سلولینیکوتین، فیبرونکتین، کلیه ، ماتریکس خارج :کلیديواژه هاي
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736حسن پاهنگ و همکاران... تغییرات فیبرونکتین در ماتریکس خارج
مقدمه

علی رغم تلاشهاي صورت گرفته و افزایش سطح آگاهی 
مردم در زمینه اثرات سوء سیگار در دوران زندگی جنینی 
سیگار کشیدن همچنان یکی از عادت هایی است که 

هر چند مکانیسم . ت نوزادان را به خطر می اندازدمسلا
یدن مادر و بیماریهاي متعدد دقیق ارتباط بین سیگار کش

ولی تاکنون . ]1[حاصله از آن به خوبی کشف نشده است
مشخص شده است که بین سیگار کشیدن مادر در دوره 
بارداي و سیگاري شدن نوزادان ارتباط معنی داري وجود 
دارد و نوزادانی که از مادران سیگاري متولد می شوند 

د و زمینه مستعد افسردگی و کاهش ضریب هوشی هستن
در مطالعات . ]2[پرخاشگري در آنها افزایش می یابد

دیگري اثرات تراتوژنیک نیکوتین در دوره بارداري به اثبات 
رسیده و نیکوتین منجر به نقایصی از جمله شکاف کام و 
لب شده است و پس از بررسی بیان ژنهاي متعدد و 
مسیرهاي سیگنالینگ مشخص شد ماتریکس خارج سلولی 

و در پاره . ]3[عمده اي در این فرایند ایفا می کندنقش 
اي از مطالعات تاثیر سیگار در دوره حاملگی بر عدم 
رونویسی ژنهاي مولکول هاي اتصالی موجود در ماتریکس 
خارج سلولی و آپوپتوز، انعقاد خون و متابولیسم چربی به 

همچنین با تشخیص گیرنده هاي . ]4[اثبات رسیده است
ینی در فیبروبلاستها انتظار می رود نیکوتین با استیل کول

تغییر در بیان گلیکوپروتئین هاي متعدد سنتز شده توسط 
. ]5[این سلول ها تکامل ارگان ها را تحت تاثیر قرار دهد

مثلا تحقیقات گذشته نشان داده اند نیکوتین مادري بیان 
. ]6[فیبرونکتین را در پارانشم ریه نوزادان کاهش می دهد

و با توجه به اینکه اجزاء ماتریکس خارج سلولی از قبیل 
فیبرونکتین، کلاژن و لامینین در شکل گیري ساختمان 
کلیه در طی ارگانوژنز نقش به سزایی دارند و ساختمان 

و با اطلاع ]7[نفرونی و لوله اي کلیه را حمایت می کنند 
از این موضوع که عوارضی مثل ضخیم شدن غشاء پایه 

لار تغییرات پاتولوژیک کلیه را درپی دارد و منجر به گلومرو
که ]8[اسکلروز گلومرول و فیبروز اینترستیشیال می شود

سلامت انسان را به خطر می اندازد لذا در این مطالعه 
سعی شده است تا اثرات دریافت نیکوتین در دوره زندگی 
جنینی بر روند تغییرات فیبرونکتین موجود در ماتریکس 

. خارج سلولی کلیه در دوره تکامل مورد بررسی قرار گیرد

روش کار 
لغ نژاد سر موش ماده با18جهت انجام این پژوهش از 

balb/c باروراستفاده شد که پس از اطمینان از صحت
جفت گیري آنها با مشاهده پلاك واژینال به دو گروه 
آزمون و کنترل تقسیم شدند و از روز ششم بارداري به 

نیکوتین و به 3mg/kgموشهاي گروه آزمون روزانه 
نرمال 3ml/kgموشهایی که در گروه کنترل قرار داشتند 

صورت داخل صفاقی تا پایان دوره بارداري تزریق سالین به
و پس از زایمان از نوزدان یک روزه آنها نمونه ]9[شد

برداري صورت گرفت به طوري که کلیه سمت راست آنها 
جهت آزمون ایمونوهیستوشیمی و کلیه % 10به فرمالین 

جهت آزمون RNAlaterسمت چپ آنها به محلول 
.منتقل شد) RT-PCR(واکنش زنجیره اي پلی مراز
میکرومتري تهیه 5برشهاي : آزمون ایمونوهیستوشیمی

شده از بافت کلیه سمت چپ نوزادان پس از دپارافینه 
شدن در گزیلل در اتانول با درجات نزولی آب دهی شدند 

دقیقه در محلول پراکسید هیدروژن 15سپس به مدت 
جهت PBSانکوبه شدند و پس از سه بار شستشو در % 3

به PBSبازیافت آنتی ژن از روش گرمایی در محلو ل 
دقیقه استفاده شد و در مرحله بعد به مدت یک 15مدت 

ساعت در معرض آنتی بادي آنتی فیبرونکتین قرار گرفتند 
1HRPو پس از شتشو در معرض آنتی بادي ثانویه که با 

کونژوگه شده بود به مدت ده دقیقه در دماي اتاق قرار 
قرار گرفتند محل DAB2گرفتند و وقتی که در معرض 

هاي واکنش به رنگ قهوه اي نمایان شد و جهت 
جلوگیري از واکنش بیش از حد دو بار در آب مقطر شتشو 
داده شدند و براي ایجاد رنگ زمینه از هماتوکسیلین 

دست آمده در آزمون تصاویر به. استفاده شد
ایمونوهیستوشیمیایی با متد رتبه اي کیفی طبق جدول 

:زیر آنالیز شدند
بیان : آزمون واکنش زنجیره اي پلی مراز در زمان واقعی

RT-PCRژن بر روي کلیه هاي سمت چپ با تکنیک 

براي این کار پس از اینکه نمونه کلیه هاي . انجام شد
از بافت هر کلیه RNAسمت چپ کاملاء هموژنیزه شدند

طبق دستور شرکت سازنده استخراج RNX-plusتوسط 

1 -horseradish peroxidase
2- diaminobenzidin
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737)4(6؛ دوره90سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

به کمک RNAشد و پس از اطمینان از خلوص 
الکتروفورز روي ژل آگاروز رونویسی معکوس با استفاده از 

انجام شد و در نهایت واکنش زنجیره cDNAکیت سنتز 
در پلیت هاي ABI PRISMاي پلیمراز با دستگاه 

به طوري که محلول . چاهکی صورت گرفت48اپتیکال 
، دو دهم cDNAحاوي یک ماکرولیتر RT-PCRاصلی 

ماکرولیتر پرایمر آغازي و دو دهم ماکرولیتر پرایمر 
معکوس و سه و شش دهم ماکرولیتر آب دیونیزه و پنج 

∆∆ماکرولیتر سایبر گرین بود و با استفاده ازمتد CT

فیبرونکتین نسبت به ژن mRNAمقایسه میزان بیان 
.]10[انجام شدGAPDHاندوژنوس 

نرم افزار 5/11جهت تحلیل نتایج از نسخه :آنالیز آماري
SPSS استفاده شد و آزمون نان پارامتریک کروسکال

والیس براي آنالیز نتایج به دست آمده از مطالعه کیفی 
براي مقایسه نتایج مطالعه ایمونوهیستوشیمی بکار رفت و 

-P.استفاده شدt-testاز تست آماريRT-PCRکمی

Value از نظر آماري به عنوان معنی دار در 05/0کمتر از
انحراف ±نظر گرفته شد و داده ها به صورت میانگین 

. معیار نمایش داده شدند
یافته ها

با مقایسه میانگین وزن نوزادان یک روزه در گروه آزمون
نسبت به گروه کنترل با استفاده از آزمون آنالیز واریانس 
یک طرفه و تست تعقیبی توکی مشخص شد مصرف 
نیکوتین در دوره بارداري به طور معنی داري وزن نوزادان 

با وجود اینکه وزن کلیه .=P)012/0(را کاهش می دهد
کاهش یافت ولی احتلاف معنی داري بین دو گروه 

با مقایسه نسبت وزن کلیه به ). =053/0P(مشاهده نشد
وزن بدن مشخص شد گروه نیکوتینی کاهش معنی داري 

).1نمودار(را نسبت به گروه کنترل دارد

با مشاهده احشاء نوزدان مورد مطالعه هیچ گونه ناهنجاري 
با مقایسه مقاطع . ماکروسکوپی قابل رویت نبود

ایمونوهیستوشیمیایی بافت کلیه در دو گروه مشاهده شد 
بیشترین تغییرات واکنش فیبرونکتین در ناحیه گلومورل و 
لوله پیچیده پروگزیمال به دنبال دریافت نیکوتین مادري 

می افتد و همچنین در خارجی ترین ناحیه کورتکس اتفاق 
کلیه که بلافاصله در زیر کپسول قرار دارد نیز تفییرات 

). 1شکل - 2نمودار(واضحی قابل رویت بود 
در گروه هاي RT-PCRبا مشاهده نتایج حاصل از آزمون

فیبرونکتین در mRNAمورد مطالعه شاهد افزایش بیان 
ین یافته با نتایج آزمون گروه نیکوتینی بودیم که ا

). 3نمودار(ایمونوهیستوشیمی مطابقت داشت 
بحث

مطالعه حاضر نشان داد نوزادان موشهایی که در معرض 
نیکوتینی قرار گیرند که از طریق جفت به آنها رسیده نه 
تنها وزن کمتري دارند بلکه میزان فیبرونکتین در 

مطالعات . ماتریکس خارج سلولی کلیه افزایش می یابد
متعددي در گذشته اثرات نیکوتین را بر کاهش وزن هنگام 

و همکاران دریافتند 1تولد به اثبات رساندند از جمله فنگ
نوزادانی که در دوره حاملگی نیکوتین دریافت کردند وزن 
هنگام تولد کمتري داشتند و مشاهده شد نیکوتین سطح 

در کورتیکواسترون را هم در پلاسماي مادران و هم 
پلاسماي نوزادان افزایش می دهد و یک ارتباط مستقیم 

و 2در همین زمینه دنگ. ]11[بین این دو وجود دارد
همکاران نیز متوجه شدند نیکوتین در طی حاملگی سطح 
کورتیکواسترون خون جنین را افزایش می دهد و باعث 

1-Feng
2 -Deng

رنگ بسیار قوي رنگ قوي رنگ متوسط رنگ ضعیف بدون رنگ شدت رنگ
4 3 2 1 0 رتبه
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738حسن پاهنگ و همکاران... تغییرات فیبرونکتین در ماتریکس خارج

اثرات مصرف نیکوتین در دوره بارداري بر تغییرات نسبت وزن کلیه به وزن بدن در نوزادان یک روزه که :1نمودار 
انحراف از ±داده ها به صورت میانگین .نیکوتین دریافت کرده بودند نسبت به گروه کنترلmg/kg/day3مادرانشان 

).=9N(یکوتینی نسبت به گروه کنترل نشان می دهد افزایش معنی دار بودن را در گزوه ن.* معیار نشان داده شده اند

اثرات نیکوتین بر شدت واکنش فیبرونکتین موجود در ماتریکس خارج سلولی نواحی مختلف :2نمودار 
05/0.نیکوتین دریافت کرده بودندmg/kg/day3برشهاي کلیه در موش یک روزه که مادرانشان

p< *9(حراف از معیار نشان داده شده اندان±داده ها به صورت میانگین . نسبت به گروه کنترلN=.(
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739)4(6؛ دوره90سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

اثرات نیکوتین بر بیان فیبرونکتین موجود در بافت کلیه در موش یک روزه که :3نمودار 
. نسبت به گروه کنترل* >05/0p.نیکوتین دریافت کرده بودندmg/kg/day3مادرانشان 

).=9N(انحراف از معیار نشان داده شده اند ±داده ها به صورت میانگین 

تصویر الف مقطع عرضی کلیه یک روزه در گروه کنترل را نشان می دهد و تصویر ب مقطع عرضی از کلیه یک :1شکل 
نیکوتین دریافت کرده بودند که بیشترین شدت واکنش در mg/kg/day3روزه اي را نشان می دهد که مادرانشان 

.مشاهده می شود) (pماتریکس اطراف لوله پروگزیمال

739)4(6؛ دوره90سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

اثرات نیکوتین بر بیان فیبرونکتین موجود در بافت کلیه در موش یک روزه که :3نمودار 
. نسبت به گروه کنترل* >05/0p.نیکوتین دریافت کرده بودندmg/kg/day3مادرانشان 

).=9N(انحراف از معیار نشان داده شده اند ±داده ها به صورت میانگین 

تصویر الف مقطع عرضی کلیه یک روزه در گروه کنترل را نشان می دهد و تصویر ب مقطع عرضی از کلیه یک :1شکل 
نیکوتین دریافت کرده بودند که بیشترین شدت واکنش در mg/kg/day3روزه اي را نشان می دهد که مادرانشان 

.مشاهده می شود) (pماتریکس اطراف لوله پروگزیمال

739)4(6؛ دوره90سالمجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی                 

اثرات نیکوتین بر بیان فیبرونکتین موجود در بافت کلیه در موش یک روزه که :3نمودار 
. نسبت به گروه کنترل* >05/0p.نیکوتین دریافت کرده بودندmg/kg/day3مادرانشان 

).=9N(انحراف از معیار نشان داده شده اند ±داده ها به صورت میانگین 

تصویر الف مقطع عرضی کلیه یک روزه در گروه کنترل را نشان می دهد و تصویر ب مقطع عرضی از کلیه یک :1شکل 
نیکوتین دریافت کرده بودند که بیشترین شدت واکنش در mg/kg/day3روزه اي را نشان می دهد که مادرانشان 

.مشاهده می شود) (pماتریکس اطراف لوله پروگزیمال
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از سنتز ماتریکس کاهش رشد اسکلت جنین می شود و

در صفحه غضروفی جلوگیري می کند و بیان فاکتور رشد 
را کاهش می دهد و بدین طریق (IGF-1)شبه انسولینی

با تاخیر در فرایند کوندروژنز باعث کاهش رشد و در نتیجه 
که نتایج مطالعه . ]5[کاهش وزن هنگام تولد می شود

. حاضر نیز با یافته هاي آنها مطابقت داشت
از آنجایی که فیبروز کلیه با فعال شدن و تکثیر 
فیبروبلاست هاي بینابینی و سنتز بیش از حد اجزاء 
ماتریکس خارج سلولی همراه است این امر باعث القاء 

می شود که با فعال کردن فیبروبلاست TGF-β1فاکتور 
ینی و تجمع بیش از حد اجزاء ماتریکس خارج هاي بیناب

اثرات . سلولی از قبیل فیبرونکتین و کلاژن اتفاق می افتد
بیولوژیک این فاکتور از طریق سیگنال هاي پایین دست 

تعلق دارند اعمال می Smadsکه به خانواده پروتئین هاي 
آغاز Smad2/3شود و فعالیت خود را با فسفوریلاسیون 

مطالعات متعددي نشان دادند بیماریهاي . ]12[می کند
وابسته به نیکوتین با تغییر در ساختار بافت و افزایش 

از جمله . رسوب ماتریکس خارج سلولی همراه است
نیکوتین بیان فاکتور رشد مبدل بتا و رسوب کلاژن را در 
قلب نوزادانی که نیکوتین را در دوره زندگی جنینی 

در بین مولکول هاي . ]13[داددریافت کرده بودند افزایش 
ماتریکس فیبرونکتین به نسبت زیادي در افراد سیگاري 
بیان می شود و نیکوتین بیان فیبرونکتین را در 
فیبروبلاست ها با فعال کردن سیگنال هاي داخل سلولی 

و اثرات . منجر به افزایش بیان ژن فیبرونکتین می شود
و Cکیناز تحریکی نیکوتین با اکتیواسیون پروتئین

پروتئین کیناز فعال کننده میتوژن همراه است که سطح 
را افزایش DNAو فسفوریلاسیون cAMPداخل سلولی 

می دهد و افزایش رونویسی ژن به عناصر پاسخ دهنده به 
cAMP از . ژن پروموتور وابسته است'5که در انتهاي

طرفی نیکوتین بیان گیرنده استیل کولین نیکوتینیک را 
همچنین با . ]14[روي فیبروبلاست ها افزایش می دهد 

تجویز نیکوتین به موشهاي صحرایی بیان گیرنده نیکوتینی 
در سلول هاي کبدي و کلانژیوسیت ها بیان فاکتورهاي 

به نظر . ]15[ش یافتپیش فیبروزي و فیبرونکتین افزای
می رسد نیکوتین با تکثیر سلول هاي مزانژیال و افزایش 
بیان سیتوکین هاي پیش فیبروزي از قبیل فاکتور رشد 

مبدل بتا و پروتئین هاي ماتریکس خارج سلولی مثل 
. فیبرونکتین و کلاژن روند زمینه نفروپاتی را القاء می کند

پی تلیال به مزانشیم و تکامل کلیه را با تبدیل سلول هاي ا
و بیان فاکتور رشد بافت همبند در اپی تلیوم کلیوي تحت 
تاثیر قرار می دهد و آسیب توبولار و مجموع محتویات 
کلاژن را در نوزادانی که از مادران نیکوتینی متولد شدند 

هر چند در . ]16[به طور معنی داري افزایش می دهد 
زیابی قرار گرفت با مطالعه حاضر فقط فیبرونکتین مورد ار

این وجود به نظر می رسد با افزایش فیبرونکتین که خود 
یکی از فاکتورهاي پیش فیبروزي است احتمال فیبروز دور 

زیرا بر اساس مطالعات انجام شده تجمع . از انتطار نیست
فیبرونکتین رابطه مستقیمی با افزایش کلاژن دارد و با 

از .]17[وگیري شدمهار فیبرونکتین از رسوب کلاژن جل
مکانیسم هاي دیگري که به نظر می رسد نیکوتین عامل 
افزایش سطح فیبرونکتین باشد این است که طبق 
مطالعات انجام شده سطح فاکتورهاي التهابی سروم رابطه 
مستقیمی با دوز دریافتی نیکوتین دارد به طوري که با 

د افزایش دوز نیکوتین نه تنها میانگین وزن هنگام تول
نوزادان کاهش می یابد بلکه فاکتورهاي التهابی مثل 

آلفا نیز با افزایش - و فاکتور نکروز تومور6- اینترلوکین 
دوز نیکوتین هم خوانی دارد و سطح سرومی فاکتور 

TGF-β و اکسید نیتریک نیز افزایش قابل ملاحظه اي را
6در دوز mg/kgدر همین راستا آنالیز . ]18[نشان داد
یه از موشهایی که در دوره حاملگی در معرض بافت ر

و 13- دریافت نیکوتین بودند افزایش سطح اینترلوکین
تی را نشان داد که فعالیت فاگوسیTGF-β1فاکتور 

ماکروفاژها در موشهایی کاهش یافت با این وجود فعالیت
که فاقد گیرنده استیل کولین نیکوتینیک آلفا بودند بهبود 

. ]19[یافت
نتیجه گیري 

به نظر می رسد نیکوتین موجود درسیگار با تحریک 
فیبروبلاست ها منجر به القاء فیبرونکتین در ماتریکس 
خارج سلولی کلیه می شود که خود احتمال کاهش میزان 

. و اسکروز گلومرولار را به دنبال دارد(فیلتراسیون گلومورلا
آنتی فیبروز، لذا پیشنهاد می شود تا با استفاده از ترکیبات

آنتی اکسیدان و ضد التهابی راههاي مناسبی جهت 
.پیشگیري از اثرات فیبروتیک نیکوتین مادري کشف شود
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و قدردانیتشکر

بدین وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی 
مشهد که حمایت مالی این طرح را بر اساس طرح 

به عهده داشتند تقدیر و900629پژوهشی به شماره 
.تشکر به عمل می آید
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Effect of  prenatal nicotine exposure  on  fibronectin
changes of extracellular matrix in kidney
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Abstract

Background & Objectives: Despite the serious effects of smoking, about 25 to
30% of women interest to smoke during pregnancy. Nicotine interfere the
developmental process. The aim of this study was to evaluate the maternal nicotine
effects on fibronectine expressions in newborn kidney extracellular matrix.
Material and Method: eighteen pregnant mice were used for this study that
followed to the E6 day. To mice in experimental group 3mg/kg /day nicotine and to
ones in control 3ml/kg/day normal saline administrated intraperitoneally. On the
first day of delivery the left Neonatal kidney tissue was used for
Immunohistochemistry(IHC) examination and right kidney for RT-PCR test.
Results: THE IHC results that analyzing with kruskal walis showed fibronectine
accumulated significantly in glomerule and proximal convoluted tubule matrix in
mice  received nicotine(P<0.05). The RT-PCR results proved this finding.
Conclusion: Nicotine induces the production of Fibronectin in kidney extracellular
matrix that reduce the Possibility of Glomerular filtration rate and glomerular
sclerosis.
Key words: nicotine, fibronectine, kidney, extracellular matrix
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