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چکیده

عوارضی مطالعات اپیدمیولوژي نشان می دهد استعمال سیگار در دروه بارداري و شیردهی با:هدفوزمینه
نیکوتین مهمترین ماده سیگار است که از سد . از قبیل کاهش رشد نوزادان، نقایص تکاملی ارگان ها همراه است

هدف این مطالعه بررسی تاثیر نیکوتین مادري بر . گذرد و از طریق شیر نیز به بدن نوزاد راه می یابدجفتی می
.یکس خارج سلولی کلیه در نوزادان آنها می باشدماتر5هیستولوژي کلیه و بیان زنجیره لامینین آلفا

سر موش ماده باردار استفاده شد که از روز ششم بارداري به سه 18در این مطالعه از :کارمواد و روش 
نیکوتین از روز ششم mg/kg/day3گروه مساوي تقسیم شدند و به موشهاي گروه آزمون نیکوتینی بارداري 

وشهاي گروه نیکوتینی شیردهی همین دوز نیکوتین از روز اول زایمان تا پایان دوره بارداري تا زایمان و به م
شیردهی به صورت داخل صفاقی تزریق شد و گروه کنترل با روش مشابه دوز مساوي نرمال سالین دریافت 

ب با مطالعات به ترتی5در اولین روز زایمان و روز بیستم پس از آن شدت و میزان بیان ژن لامینین آلفا. کردند
نتایج  با . روي بافت کلیه آنها انجام شدRT-PCR)(و واکنش زنجیره اي پلیمراز IHC)(ایمونوهیستوشیمی

.کال والیس وآنالیز واریانس یک طرفه آنالیز شدندوکروسANOVAآزمون 
ییرات طبق نتایج آزمون ایمونوهیستوشیمی نیکوتین مادري در زمان بارداري علاوه بر تغ:یافته ها

) >05/0p(را به طور معنی داري در ماتریکس گلومرول کاهش می دهد 5هیستوپاتولوژیکی شدت لامینین آلفا
.را نشان دادنیز کاهش بیان آنRT-PCRو نتایج 

پروتئین هاي ماتریکس خارج سلولی به نظر می رسد مصرف نیکوتین در دوران بارداري بر:نتیجه گیري
.تاثیر دارد

.ماتریکس خارج سلولینیکوتین، لامینین، کلیه،:کلیديواژه هاي
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مقدمه

بسیاري از مطالعات اپیدمیولوژي نشان داده اند استعمال 
سیگار در دروه بارداري با عوارضی از قبیل کاهش رشد 
نوزادان، زایمان زودرس، نقایص تکاملی ارگان ها و سندرم 

مضري که در مواد بسیاراز. مرگ ناگهانی همراه است
تنباکو وجود دارد نیکوتین تنها ماده فعالی است که می 

و روند تکاملی ]1[اندازدر تواند سلامت نوزادان را به خط
بسیاري از ارگان ها مثل سیتم تنفسی، عصبی و قلبی 

از آنجایی که نیکوتین . ]2[عروقی را تخت تاثیر قرار دهد
د و وارد خون جنین می گذربه راحتی از سد جفتی می

شود و همچنین از طریق شیر نیز به بدن نوزاد می رسد 
طریق جفت لذا انتظار می رود جنین و نوزاد نیکوتین را از

در همین راستا مطالعات بر . ]3[و شیر مادر دریافت کنند
روي گونه هاي انسانی و حیوانی نیز اثرات زیانبار نیکوتین 

ت رساندند به طوریکه نیکوتین می را بر تکامل کلیه به اثبا
تواند وزن و حجم کلیه را کاهش دهد و فشار خون را 

یز در هر چند نتایج معکوسی ن. درنوزادان افزایش می دهد
ولی با این وجود مکانیسم این زمینه به دست آمده است

دقیق تاثیر نیکوتینی که از طریق شیر مادر و یا جفت به 
کلیه نوزادان را مختل می کند نوزادان می رسد و کارکرد 

مطالعات مورفومتري بر . ]4،5[به خوبی مشخص نیست
روي بعضی ارگانها در نوزادانی که مادرانشان نیکوتین 
دریافت کردند نشان داده است که نیکوتین سطح 
پلاسمایی فاکتور رشد اندوتلیال عروقی نوزادان را کاهش 

ي از مولکول و همچنین نیکوتین سنتز بسیار]6[می دهد
ها مثل ویمنتین، فیبرونکتین و اکتین عضله صاف را که 

مزانشیم نقش دارند را در –در اینتراکشن بین اپی تلیوم 
اپیتلیوم کلیه تحریک می کند و منجر به افزایش تکثیر 

گلیکوپروتئین هاي . ]7[سلول هاي مزانژیال می شود
سلولی موجود در ماتریکس بافت همبند که در فرایندهاي 

از قبیل مهاجرت، تمایز سلولی، و تکثیر سلولی نقش دارند 
در پاتوژنز کلیه نیز موثرند و گزارشها حاکی از آن است که 
نیکوتین بیان پروتئین ها را اپیتلیوم سلول هاي توبولار و 
همچنین در فیبروبلاستها افزایش می دهد و مارکرهاي 

توجه به اینکه با. ]8[استرس اکسیداتیو را تقویت می کند
در تکامل بسیاري از غشاء هاي پایه 5زنجیره لامینین آلفا

اپیتلیال نقش دارد و در روند مورفوژنز و سیستم توبولار 

لذا در مطالعه حاضر سعی شده است ]9[شرکت می کند 
تا اثرات نیکوتین مادري بر هیستولوژي کلیه و ارتباط بین 

در 5ین آلفامصرف نیکوتین و بیان زنجیره لامین
ماتریکس خارج سلولی کلیه در نوزادان آنها به مورد 

.بررسی قرار گیرد
روش کار 

سر موش ماده سالم بالغ نژاد 18در این مطالعه از 
Balb/c استفاده شد که در اتاق هاي تمیز و شرایط

استاندارد آب و غذایی اتاق حیوانات دانشکده پزشکی 
12ري بود و در سیکلهاي مشهد که عاري از هرگونه بیما

تاریکی نگهداري می شدند که پس از - ساعت روشنایی 
جفت گیري با مشاهده پلاك واژینال از حاملگی آنها 

و به صورت اتفاقی به سه گروه . اطمینان حاصل شد
گروه نیکوتینی بارداري و نیکوتینی (تقسیم شدند 

). شیردهی و یک گروه کنترل
یکوتینی بارداري به میزان تزریق نیکوتین به گروه ن

/mg/kg/day3 به صورت داخل صفاقی از روز ششم
و گروه نیکوتینی . بارداري تا زمان زایمان آغاز شد

شیردهی همین میزان نیکوتین را از اولین روز پس از 
و گروه کنترل . زایمان تا پایان دوره شیردهی دریافت نمود

م بارداري تا نیز دوز مساوي نرمال سالین را از روز شش
.پایان دوره شیردهی دریافت کرد

در روز اول پس از زایمان نیمی از نوزادان هر گروه به 
صورت اتفاقی با استشمام اتر تحت عمل جراحی قرار 

% 10گرفتند و سپس کلیه سمت راست آنها به فرمالین 
جهت آزمایش ایمونوهیستوشیمی و کلیه سمت چپشان 

پلیمراز در زمان واقعی جهت آزمون واکنش زنجیره اي
)RT-PCR ( بهRNA later منتقل شد و با بقیه نوزادان

نیز در روز بیستم پس از زایمان با روش مشابه رفتار شد و 
قبل از نمونه گیري وزن بدن و وزن کلیه نیز اندازه گیري 

. شد
رنگ آمیزي : مطالعه ایمونوهیستوشیمی
ي کلیه انجام میکرومتر5ایمونوهیستوشیمایی روي مقاطع 

شد به طوري که پس از آماده سازي بلوکهاي بافتی از 
کلیه سمت راست مقاطع سریالی طولی از ناحیه 
میدساژیتال آنها تهیه شد و پس از دپارافینیزه کردن 
مقاطع، آنتی ژن رتریوال به طریقه گرمایی با غوطه ور 
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ي جهت جلوگیر. انجام شدPBSسازي مقاطع در محلول 
از فعالیت پراکسیدازهاي داخلی و ایجاد رنگ زمینه غیر 

% 3اختصاصی مقاطع به مدت یک ساعت در محلول 
24پراکسید هیدروژن قرار داده شدند و سپس به مدت 

در معرض آنتی بادي اولیه لامینین که o4ساعت در دماي 
قرار گرفتند و 1:180از خرگوش به دست آمده بود با رقت 

به مدت یک ساعت طبق PBSر محلول پس از شتشو د
دستور شرکت سازنده در آنتی بادي ثانویه که حیوان بز 
استخراج شده بود قرار گرفتند و محلهاي واکنش به کمک 

به صورت رنگ قهوه اي با (DAB)دي آمینو بنزیدیدن 
درجه بندي شدت . ]10[شدت هاي مختلف نمایان گشت 

طبق 4از صفر تا )مقطع6(واکنش ایجاد شده در مقاطع 
سپس اسلایدهاي آماده شده . جدول زیر نمره دهی شدند

.تصویر برداري شدند100با بزرگنمایی 
RNA: مطالعه واکنش زنجیره پلیمراز در زمان واقعی

با کمک محلول نمونه هاي کاملاء هموژنیز شده بافت کلیه
RNX-plus طبق پروتکل شرکت تولید کننده پارس

د و پس از اطمینان از کیفیت آنها با شتوس استخراج
، رونویسی معکوس با کیت %2الکتروفورز روي ژل آگارز 

که توسط شرکت پارس توس تولید شده cDNAسنتز
سکانس جفت . انجام شد(Pars Tous, Iran)بود 

پرایمرهایی که در این آزمون استفاده شدند با نرم افزار 
Designer Beaconلیگو طراحی و توسط شرکت ا

کشور کره جنوبی تولید )Oligo Macrogen(ماکروژن 
Appliedکه با دستگاه RT-PCRدر آزمون . شدند

Biosystems StepOne انجام شد میزانefficiency

هر ژن با استفاده از رنگ فلورسانس سایبرگرین اندازه 
نسبت 5جهت مقایسه بیان ژن لامینین آلفاگیري شد و

) ct(از روش نسبی ) GAPDH(وژنوس به ژن اند
نتایج استفاده شد که با استفاده از معادله  

براي اطمینان از صحت مراحل . ]11[مقایسه محاسبه شد
.آزمون هر آزمایش سه بار تکرار شد

5/11SPSSجهت آنالیز نتایج از نرم افزار :آنالیز آماري

بین گروه ها با روش آماري آنالیز و مقایسه استفاده شد
آزمون و) one-way ANOVA(واریانس یک طرفه 

به >05/0Pصورت گرفت و کیفی کروس کال والیس
عنوان معنی دار در نظر گرفته شد براي تعیین معنی دار 

Tukey's post hocبودن اختلاف بین گروه ها از آزمون 

testانحراف ±داده ها به صورت میانگین. استفاده شد
.معیار نشان داده شدند

یافته ها
تزریق نیکوتین به موشهاي حامله تاثیري بر طول دوره 

روزه زایمان صورت 20±1بارداري نداشت و در زمان مقرر 
.گرفت

نتایج ما نشان داد تزریق نیکوتین به : نتایج تغییرات وزن
موشها در دوره شیردهی تاثیر چندانی بر وزن کلیه و وزن 

نوزادان آنها ندارد و اختلاف آماري معنی داري را بدن
ولی نوزادن موشهایی . نسبت به گروه کنترل نشان ندادند

که در دوره بارداري نیکوتین دریافت کردند علاوه بر اینکه 
کاهش وزن معنی داري را نسبت به گروه کنترل نشان 
دادند همچنین نسبت وزن کلیه به وزن بدن آنها کاهش 

.) 1نمودار(د یافته بو
با ارزیابی مقاطع رنگ :نتایج مطالعه ایمونوهیستوشیمی

به روش ایمونوهیستوشیمی از بافت ) 1شکل (آمیزي شده 
کلیه نوزادان موشهایی که در معرض دریافت نیکوتین و یا 

عمدتا5ًنرمال سالین بودند مشاهده شد اولاء لامینین آلفا

رنگ بسیار قوي رنگ قوي رنگ متوسط رنگ ضعیف نگبدون ر شدت رنگ
4 3 2 1 0 رتبه
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مقایسه وزن کلیه بر حسب گرم در اولین روز پس از زایمان و روز بیستم پس از آن که در گروه :1نمودار 
).>05/0P(نیکوتینی بارداري کاهش معنی داري را نسبت به گروه کنترل و نیکوتین شیردهی نشان می دهد

بگروه کنترل را نشان می دهد و تصویر الفتصویر . ین آلفا در ماتریکس خارج سلولی کلیهمقایسه شدت واکنش لامین:1شکل 
وره بارداري دریافت کردند که کاهش شدت دنیکوتین را در3mg/kg/dayمربوط به مقطع کلیه از موشهایی است که مادرانشان 

.واکنش در ماتریکس بینابینی را نشان می دهد
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در نواحی ماتریکس مزانژیال گلومرولار و ماتریکس بینابینی توبولار نوزدانی 5دت واکنش نسبت به لامینین آلفامقایسه ش:2نمودار 
که نشان می دهد نیکوتین در دوره بارداري اثر مهاري معنی داري بر ) =7n(که مادرانشان نیکوتین و یا نرمال سالین دریافت کردند

). >05/0p(ر بودن نسبت به گروه کنترل و گروه نیکوتینی شیردهی را نشان می دهدمعنی دا* علامت . بیان لامینین دارد

نرمالیزه شدند و به gapdhداده ها نسبت به . در روز بیستم پس از تولد5بیان ژن زنجیره لامینین آلفا: 3نمودار 
بودن نسبت به گروه کنترل و گروه معنی دار * علامت ).n=6(انحراف معیار نمایش داده شده اند±ت میانگین رصو

).>05/0p(نیکوتینی شیردهی را نشان می دهد
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و بافت بینابینی ) G(در ماتریکس مزانژیال گلومرولار

و نواحی قاعده اي سلول هاي ) P,D(توبولار کلیوي 
و لوله هاي گلومرولهاتوبولار واکنش داده است و ثانیاً

کلیوي واکنش یکسانی ندارد و مصرف نیکوتین در دوره 
بارداري به طور معنی داري شدت واکنش نسبت به آنتی 

ایمان کاهش زرا در اولین روز پس از5بادي لامینین آلفا
می دهد و با کاهش بافت بینابینی و افزایش فاصله بین 

ی بر همچنین تغییراتی مبن. لوله اي کلیوي همراه است
تخریب سلولی نیز در اپیتلیوم لوله پیچیده نزدیک مشاهده 
شد با این وجود مصرف نیکوتین در دوره شیردهی کاهش 
محسوسی را در شدت واکنش لامینین نسبت به گروه 

). 2نمودار (کنترل نشان نداد 
mRNAبیان نتایج مطالعه واکنش زنجیره اي پلیمراز

ان نیکوتینی بارداري و در نوزاد5زنجیره لامینین آلفا 
5با آنالیز نتایج بیان ژن لامینین آلفا:نیکوتینی شیردهی

در روز اول پس از زایمان مشخص شد میزان بیان این 
پروتئین در نوزدانی که در دوره جنینی نیکوتین دریافت 
کرده بودند نسبت به گروه کنترل کاهش معنی داري 

ن دوره شیردهی داشته است ولی میزان بیان آن در پایا
و با . نسبت به گروه کنترل احتلاف معنی داري نداشت

مقایسه نتایج روز اول و روز بیستم پس از تولد در گروه 
هاي کنترل مشخص شد میزان بیان لامینین آلفا همگام 

در صورتی . با افزایش سن رشد به تدریج افزایش می یابد
س از تولد در روز بیستم پ5که میزان بیان لامینین آلفا

در نوزدانی که فقط در دوره شیردهی نیکوتین دریافت 
کرده بودند نسبت به نوزدانی که در دوره بارداري نیکوتین 
دریافت کرده بودند نیز افزایش داشت و به نظر می رسد 
مصرف نیکوتین در دوره ارگانوژنز اثرات بالقوه اي بر جاي 

). 3نمودار(گذارد می
بحث 

اضر نشان داد نیکوتین مادري تاثیر نتایج مطالعه ح
چندانی بر مدت زمان حاملگی در موشها نیز ندارد هر چند 

]5[نتایج مشابهی در مطالعات قبلی به ثبت رسیده است 
در دوران بارداري  نه تنها ولی مصرف نیکوتین مخصوصاً

به ساختار نفرون ها آسیب می زند بلکه باعث کاهش 
موجود درماتریکس 5ن آلفامیزان بیان زنجیره لامینی

بینابینی توبولار بافت همبند کلیه می شود با توجه به 

اینکه پلیمریزاسیون زنجیره لامینین جهت شروع تشکیل 
فقط 5غشاء پایه ضروري است و از آنجایی که زنجیره آلفا

و کلیه یکی از ]12[در اپیتلیوم مشاهده می شود
مهمترین ترین عشاء هاي پایه را داراست لذا هر گونه 

ارگانوژنز را احتمالا5ًتغییري در روند بیان لامینین آلفا
تاکنون مطالعاتی . در کلیه می تواند به خطر بیاندازد

صورت گرفته که نشان داده اند نیکوتین مادري با تاثیر 
(لینی مستقیم بر گیرنده نیکوتینی استیل کو

(nAChR قادر به بیان ژن در بعضی ارگانها می باشد و
اختلالاتی را در روتد تکامل بعد از زایمان ایجاد می کند 

تجویز در همین راستا گزارش شده است که]13[
نیکوتین مادري در مراحل اول تکامل تاثیري بر بیان 

در نوزادان رت ندارد با این وجود Iگیرنده آنژیوتانسین
به IIبه گیرنده آنزیوتانسین Iگیرنده آنژیوتانسین نسبت

طرز معنی داري افزایش یافت که این امر با کاهش وزن 
کلیه نیز همراه بود که از این نظر مطالعه ما نیز با آنها هم 

مطالعه حاضر RT-PCRنتایج آزمون . ]14[خوانی داشت
نیز نشان داد مصرف نیکوتین در حیوان باردار بیان ژن 

مینین آلفا را تغییر می دهد ولی در دوره شیردهی تاثیر لا
و 1سخونچندانی ایجاد نمی کند که از این نظر با مطالعه 

همکاران هم خوانی دارد هر چند مطالعه آنها بر روي ریه 
این نتایج نشان می . ]13[نوزدان میمون صورت گرفته بود

ود دهد نیکوتینی که از طریق جفت وارد بدن جنین می ش
اثر مهاري بیشتري بر نفروژنزیس ایجاد می کند احتمالاً

هر چند مکانیسم دقیق آن به خوبی براي ما روشن نیست 
ولی ما احتمال می دهیم که دلیل این اختلاف غلظت 

طبق نتایج . ]15[بیشتر نیکوتین در سروم جنین است
آزمون ایمونوهیستوشیمی مطالعه حاضر شدت واکنش 

ین آلفا در ماتریکس توبولار کلیه نسبت به آنتی بادي لامین
ماتریکس گلومرولار نوزدانی که در معرض نیکوتین بودند 
کاهش شدیدتري یافت لازم به ذکر است که تغییرات 
هیستوپاتولوژیکی نیکوتین روي اپیتلیوم کلیه رابطه 

و ]16[مستقیمی با دوز و مدت زمان استفاده آن دارد
لول هاي مزانژیال با تولید گونه مطالعات نشان داده اند س

NADPHاز طریق تولید ) ROS(هاي واکنشی اکسیژن 

از تغییرات پاتولوژیک خود را روي کلیه اعمال می اکسید

1  -Sekhon
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و همکاران نیز نشان دادند نیکوتین 1زارزکی.]7[کنند 

مادري نه تنها باعث کاهش حجم گلومرول نوزادان می 
اي مزانژیال و سلول شود بلکه تعداد پدوسیت ها، سلوله
با توجه به اینکه ]4[هاي اندوتلیال را نیز کاهش می دهد 

در مطالعه حاضر شدت واکنش در نواحی گلومرولار نسبت 
به نواحی توبولار بیشتر کاهش یافته بود لذا این احتمال 
وجود دارد که کاهش تعداد سلولهاي مزانژیال و تخریب 

تابولیت هاي آن آنها به دنبال دریافت نیکوتین و م
مهمترین عامل این کاهش واکنش باشد که از این نظر با 

. مطالعه فوق هم خوانی دارد
نتیجه گیري 

به نظر می رسد نیکوتین با تخریب سلولهاي مزانژیال و 
را در ماتریکس مهار 5اپیتلیال توبولار سنتز لامینین آلفا

ن در می کند و با توجه به ضروري بودن این گلیکوپروتئی
نیکوتین در تشکیل غشاء پایه و جسمک کلیوي احتمالاً

.روند طبیعی تکامل کلیه اختلال ایجاد می کند
و قدردانیتشکر

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

به عهده داشتند تقدیر و900629پژوهشی به شماره  
.تشکر به عمل می آید

1  -Zarzecki
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Abstract

Background & Objectives: Epidemiologic studies showed that smoking during
pregnancy and lactation periods is associated with neonatal complications such as
growth retardation, congenital defects. Nicotine is the most important substance in
cigarettes that can pass through the placental barrier and  even  reaches the neonate
through the milk. The purpose of this study was to evaluate the effects of maternal
nicotine exposures on the offspring kidney histology and expression of laminin alpha-
5 chain in kidney extracellular matrix.
Material and Method: In this study eighteen pregnant female mice were used that
divided into three groups as follow: Nicotine (3mg / kg / day) administrated
intraperitoneally to pregnant mice in first group from the sixth day of gestation until
delivery and similar dose injected to mice in second group from the first day of delivery
until the end of lactation period. The pregnant mice in control group received same
dose of normal saline. The laminin alpha-5 reaction and gene expression was assayed
in the first and twenty days after delivery in offspring kidney tissue. The results were
analyzed by Kruskal-Wallis and one-way ANOVA tests.
Results: Immunohistochemical (IHC) test results showed maternal nicotine receiving
during gestation period reduced the intensity of laminin alpha 5 reactions significantly
in glomerular matrix compared to lactation period.
Conclusion: We conclude that inhibition of Lamininα5expression in the embryonic
kidney extracellular matrix that induced by maternal nicotine may be suppressed the
nephrogenesis process during renal organogenesis.
Key words: nicotine, Lamininα5, kidney, extracellular matrix Jo
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