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  مقاله پژوهشي

  

  اثر دوز هاي مختلف نيكوتين بر شاخص ميتوزي اپي تليوم مري
    

   **فهيمه محمدقاسميدكتر  ،*سينا خواجه جهرميدكتر 
  

 21/2/95 : پذيرش   20/10/94  :دريافت
  

  :چكيده
 ـ  . برنده سـرطان عمـل كنـد      تواند مستقيماً به عنوان يك عامل پيش       نيكوتين مي  : و هدف  مقدمه  اثـرات   تعيـين ن مطالعـه    هـدف اي

  .باشدتليوم مري مينيكوتين بر روي شاخص ميتوزي اپي
. حيوانات بصورت تصادفي بـه سـه گـروه تقـسيم شـدند            .  بالغ نر استفاده شد     سر موش  30حاضر از   تجربي   در مطالعه    :روش كار 

  ين بـه صـورت داخـل صـفاقي بـه ميـزان              كه به ترتيب تحت تيمـار بـا نيكـوت          C و   B يا كنترل دريافت كننده حلال و گروه         Aگروه  
mg/kg 2/0 و  mg/kg4/0    هـا توسـط روش ايمونوهيـستوشيميايي     ارزيـابي .  روز قـرار گرفتنـد     14 به مدتKI-67    و رنـگ اميـزي

  . ائوزين به ترتيب جهت بررسي فعاليت تكثيري و بررسي مورفومتريك مخاط مري انجام شد-هماتوكسيلين
نسبت به گروه كنتـرل افـزايش يافـت         ) >P 05/0(  به طور معناداري   KI-67 نشان داد كه شاخص      C  تجويز نيكوتين در گروه    :نتايج

-تليوم، لامينا پروپريا ، عضله مخاطي و مخاط در گروهپارامترهاي ديگر شامل ضخامت اپي ). 41/10±4/1 در برابر    50/2±15/34(

تليـوم در مقايـسه بـا     تغييري در شاخص ميتوزي اپـي mg/kg 2/0نيكوتين در دوز . هاي تحت درمان با نيكوتين متأثر نشده بودند      
  .گروه كنترل ايجاد نكرد

تليـوم مـري را   هاي بازال اپـي  مي تواند فعاليت ميتوزي در سلولmg/kg4/0 اين مطالعه نشان داد كه نيكوتين در دوز     :نهائي  نتيجه
  .افزايش دهد

 

 نيكوتين /ي مورفومتر/ مخاط مري/  فعاليت تكثيري :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
شده است كه مصرف سيگار باعث افزايش    بخوبي ثابت       

مصرف سيگار باعث ايجاد انـواع      . خطر بروز كانسر مي شود    
ها مانند سرطان ريه، حلق، حنجره، مـري        مختلف بدخيمي 

هاي پانكراس، كليه، مثانه و     و تقريباً يك سوم تمام سرطان     
اند كه بين سيگار     داده مطالعات نشان . گردن رحم مي شود   

  هاي كبد، كولـون، معـده و مـري ارتبـاط وجـود             و سرطان 
  .)1(دارد 
مصرف سيگار باعث خصوصيات غيـر نرمـال سـلولهاي               

اپي تليال راههاي هوائي مانند ايجاد موتاسيون در پروتئين         
53 )p53(ــ  ــيون پروموت ــر در متيلاس ــلولهاي ، و تغيي ور س

در مطالعات ژنتيكي انجـام شـده بـر          .)1( نامبرده مي شود  
روي مخاطهاي مختلـف بافتهـاي بـرونش، دهـان و بينـي             
  سيگاريها، بيشترين آسيب در  مخاط بافت بـرونش و پـس           

  
  

ــت   ــده اس ــده ش ــي دي ــان و بين ــاط ده  .)1( از آن در مخ
سيگاركشيدن با افـزايش تعـداد سـلولهاي لانگرهـانس در           

عـلاوه بـر مـوارد ذكـر شـده           .)1(مخاط گونه همراه است     
مصرف سيگار باعث تغييرات كمي سـلولها ماننـد افـزايش           
سايز هسته و يا نسبت هسته بـه سـيتو پلاسـم در برخـي               

  .)1( دهان مي شودمخاطها مانند زبان،  گونه و كف
مصرف سيگار همچنين بر روي نواحي مختلف دستگاه             

مصرف سيگار باعث   . گوارش اثرات مخرب و خطرناكي دارد     
شل شدن اسفنكتر كارديا و در نتيجـه افـزايش ريفلاكـس            

در سـيگاري هـا نـه تنهـا         .  شـود مري و سوزش سردل مي    
زم براي پاك شدن اسيديته انتهاي مري آنهـا       مدت زمان لا  

ها طولاني تر است بلكه بزاق آنها در مقايسه با غير سيگاري
هاي بالاتر دود سيگار منجـر بـه        غلظت. تر است نيز اسيدي 

  آســيب اپيتليــوم مــري شــده و آن را مــستعد ريفلاكــس 
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   ).1،2 (اسيدي مي نمايد
دارد كه نيكوتين    نوع ماده سمي     4000سيگار بيش از         

ــي   ــلي آن م ــزاي اص ــي از اج ــرات   يك ــشتر اث ــد و بي باش
. فارماكولوژيكي دود سيگار را به اين ماده نسبت مي دهنـد       

ايـن  .  ميلي گرم نيكوتين دارد    15-30هر نخ سيگار حدود     
ماده سريعاً توسط غشاي مخاطي، پوست، آلوئول و دستگاه         

 تـا  30نيمه عمر اين مولكول حدود    . شودگوارش جذب مي  
نيكوتين به طـور    . )3،4 ( دقيقه در بدن انسان مي باشد      60

هاي دستگاه گوارش به عنـوان      كاملاً فعالي بر روي بيماري    
يك پاتوژن در بيماري هايي همچون بيماري زخم پپتيـك          

مـصرف نيكـوتين در حيوانـات       . و ترميم آن اثر گذار اسـت      
. ميزان جريان خون دستگاه گـوارش را كـاهش مـي دهـد            

وتين ممكن اسـت در شـروع و يـا پيـشرفت تومـور در               نيك
  . )2(دستگاه گوارش نيز نقش داشته باشد 

لازم به ذكر است كه مـصرف تنهـاي نيكـوتين جنبـه                  
نيكوتين به تنهايي جهـت درمـان برخـي         . درماني نيز دارد  

 و  )2(هاي نورولوژيك مانند آلزايمر، و پاركينـسون        بيماري
هـاي حيـواني جهـت حمايـت مـالتي پـل            در برخي مـدل   

 و حتي در افراد سيگاري و يا زنان حاملـه           )5( اسكلروزيس
سيگاري به عنوان درمان جـايگزيني جهـت قطـع سـيگار            

  . )6(گيرد مورد استفاده قرار مي
 هـايي  مكانيـسم  يـا  مكانيـسمي  چه با نيكوتين كهاين     

. معلوم نيـست  دقيقاً شود مي نامبرده اختلالات باعث ايجاد
در ميزان آنژيوژنز و ايمنـي   تغيير ها، مكانيسم از يكي شايد

 ميزان در يا تغيير سلولي سيكل  تغيير در)7(بواسطه سلول 

سـلولي   تكثيـر  مرگ يا آپوپتوز و يـا تغييـر در ميـزان    بروز
هـاي   اكسيدان آنتي  توليد راديكالهاي آزاد و كاهش     )7،8(

 سـلولي  آثـار  نيكـوتين  .نيكوتين باشد  توسط)2،7(سلولي 

كنـد  كوليني اعمال مـي هاي استيلگيرنده طريق از را خود
ها به تعداد زيادي بر روي سلولهاي عـصبي         رندهكه اين گي  

مانند  هاي غير عصبي و همچنين سلول.)1(عصبي  دستگاه
عـضله، كراتينوسـيت هـاي پوسـت،      ـ  محل اتصال عـصب 

هوائي،  پوششي راههاي سلولهاي لثه، پوششي بافت سلولهاي
 گرانولـوزاي تخمـدان،     ارگانهاي توليد مثل مانند سـلولهاي     

سلولهاي اسپرماتوژنيك بافت بيضه و همچنين برخي انواع        
 روده ائــي موجــود -ســلولهاي ســرطاني و دســتگاه معــدي

مطالعات پيشين حاكي برآنند كه نيكوتين مي  .)1(هستند 
برنـده سـرطان عمـل      تواند به طور مستقيم به عنوان پيش      

  براي مثال نيكوتين باعث تحريك تكثير رده سلولي . دنماي

  
swll16      ضمن ايـن كـه     .  در سرطان كولون انسان مي شود

ــور را در محــيط   ــود  در مــوشin vivoرشــد توم هــاي ن
نيكوتين علاوه بر تـاثير بـر       . )2(دهد  زنوگرافت افزايش مي  

هـاي غيـر    ثير سـلول  هاي اپيتليالي بر روي تك    تكثير سلول 
آنتي . )2(اپيتليالي مانند ميلوما و هيبريدوما نيز موثر است 

 كه يك نوع پروتئين غير هيستوني است بـراي          KI-67ژن  
 توسط محققـين آلمـاني شـناحته        1980اولين بار در دهه     

اين پروتئين در طـول چرخـه هـاي مختلـف سـيكل             . شد
وليكن وقتي سـلول وارد     .  بيان ميشود  G1,S,G2,Mسلولي  

.  مي شود بـه سـرعت ناپديـد مـي شـود            G0فاز استراحت   
چرخه ) ميتوز (Mبيشترين ميزان بيان اين پروتئين در فاز        

از اين ويژگي در آسيب شناسـي و تحقيقـات          . سلولي است 
سرطان به منظور برآورد و تعيين تقـسيم رشـدي در يـك             

  .)1( جمعيت سلولي استفاده مي شود
به نظر مي رسد آثار نيكوتين بر چرخه سلول بسته بـه                 

مطالعات . نوع سلول و ميزان مصرف نيكوتين متفاوت باشد       
در سالهاي اخير نشان داده انـد كـه نيكـوتين ميتوانـد در              

سلولهاي عضله صـاف آئـورت،      : سلولهاي غير عصبي مانند     
سلولهاي اپيتليال برونش و سلولهاي سـرطاني ريـه تكثيـر           

ا از طريق رسپتورهاي نيكـوتيني اسـتيل كـوليني          سلولي ر 
مطالعات قبلي همچنين نـشان داده انـد         .)1( افزايش دهد 

كه  نيكوتين در دوز پائين باعث افـزايش تكثيـر سـلولهاي             
آندوتليال عروق بند ناف انـساني مـي شـود در حاليكـه در              

. )8،9 (پوپتوز آنهـا مـي شـود   دوزهاي بالاتر باعث افزايش آ    
مطالعات انجام شده بر روي بافت بيضه موشها  نيزحاكي از           
آن است كه تجـويز نيكـوتين در دوز پـائين بـر سـلولهاي               
ميوزي لپتوتن و پاكي تن بي تاثير است در حاليكه در دوز            

با . )1(بالاتر باعث كاهش تكثير سلولهاي نامبرده مي شود         
توجه به موارد ذكر شده و اين كه گزارشي از اثر نيكـوتين              
به تنهايي، بر شاخص ميتوزي و مورفومتريك مخاط مـري          
در دسترس نمي باشـد لـذا هـدف از انجـام ايـن پـژوهش                

هـاي ميتـوزي و     بررسي و تعيين اثر نيكـوتين بـر شـاخص         
  لايه مخـاطي مـري مـوش نـر سـوري       هيستومورفومتريك

  .باشد مي
  :رروش كا

   سـر مـوش نـر بـالغ     30حاضر بـر روي     تجربي  مطالعه       
 محـيط همـه  . انجام شـد )  گرم30-40(و وزن  ) هفته8-6(

 12تـاريكي و    ساعت 12: حيوانات داراي شرايط يكسان نور    
  :رطوبت درجه سانتيگراد، 22 الي 20: روشنائي، دما ساعت
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حيوانات دسترسي آزادانه به آب و غـذا        .  درصد بود  50-40
 بـوده و همگـي از   NMRIكليه مـوش هـا از نـژاد       . تندداش

موش هـا بـصورت   .انستيتو پاستور واقع در كرج تهيه شدند      
  :تصادفي در سه گروه به صورت زير تقسيم بندي شدند

A-       نرمال سـالين يـك درصـد       گروه كنترل، تحت تيمار با 
)10n=(  

B-             گروه تحت تيمار بـا نيكـوتين بـه ميـزان mg/kg 2/0 
)10n=(  

C- روه تحت تيمار بـا نيكـوتين بـه ميـزان             گmg/kg 4/0 
)10n=(  

گونه كه در بالا اشـاره شـد بـه گـروه كنتـرل نرمـال                همان
)  آمريكا -سيگما(سالين يك درصد، به گروه دوم، نيكوتين        

 ميلي گرم به ازاي     2/0حل شده در نرمال سالين به ميزان        
 گرم وزن بدن و به گروه سوم، نيكوتين حل شده در   1000

 گـرم   1000 ميلي گرم به ازاي      4/0رمال سالين به ميزان     ن
شــيوه تجــويز در همــه حيوانــات . وزن بــدن  تجــويز شــد

ميــزان .  روز بــود14بـصورت داخــل صـفاقي  و بــه مـدت    
نيكوتين مصرفي و مدت مصرف بر اساس مطالعـاتي اسـت           

  .  )10،11 (كه قبلا در رتها انجام شده است
، حيوانات  بـا اسـتفاده از         روز پس از شروع درمان       15     

مـري  .  زايلازين بيهوش و در نهايت كشته شـدند        -كتامين
حيوانات جدا و از انتهاي ديستال آن نمونه بـرداري انجـام            

 درصد  10به منظور ثبوت بافت، از فرمالين بافري شده       . شد
جهت افزايش سرعت ثبـوت بـافتي ابتـدا         . استفاده مي شد  

 درجه در فرمـالين  37ي   ساعت در دما   4نمونه ها به مدت     
 ساعت در دماي    72غوطه ور مي شدند پس از آن به مدت          

هـا  سپس بافـت  . اتاق در داخل فرمالين غوطه ور مي شدند       
پس از طي مراحل پاساژ ، در بلوك هـاي پـارافيني قالـب              
گيري شده و پـس از آن،  اقـدام بـه بـرش بـا اسـتفاده از                   

يكـرون و    م 3-5ضخامت برش هـا     . ميكروتوم دوار مي شد   
 5در هر حيوان    .  ميكرون مي بود   50فاصله برش ها از هم      

ــين    ــا رنــگ اميــزي روت ــابي ب ــراي ارزي  و H&Eاســلايد ب
ــين  ــو   5همچنـ ــزي ايمونـ ــگ آميـ ــراي رنـ ــلايد  بـ  اسـ

 به منظور تعيـين شـاخص ميتـوزي    Ki67هيستوشيميايي  
لازم به ذكر است در صورتي كـه  . مخاط مري تهيه مي شد 
 صــاف و يكدســت بــوده و فاقــد برشــهاي بــافتي مناســب،

  . چروكيدگي و يا پارگي بودند اقدام به رنگ اميزي ميشد
  مراحلپس از انجام : ارزيابي  هيستو مورفومتريك مخاط مري

  نــــوريها به وسيله ميكروسكوپ ، لامH&Eآميزي رنگ

  
 فيلـد   20در هـر حيـوان تعـداد        . مورد ارزيابي قرار گرفتند   

 بــصورت تــصادفي  mm2 1×1 ميكروســكوپي بــه مــساحت
ميكروسكوپ  روي بر كه مدرجي كمك لنز  با و سپس  انتخاب

گيري پارامترهاي لايه مخاط يعني     نصب بود اقدام به اندازه    
. پروپريا و عضله مخاطي گرديد     لامينا اپيتليوم، لايه ضخامت

در نهايت ضخامت لايه مخاط از اپيتليوم سطحي تا انتهاي          
  . اي ميكرومتر محاسبه مي شدلايه عضله مخاطي  بر مبن

جهـت ارزيـابي    : محاسبه ايندكس ميتوزي لايه مخاطي مـري        
 Dako (ki-67( كيت تشخيصي  هاي در حال تكثير از    سلول

دستور العمل كار بـر اسـاس       . ساخت دانمارك استفاده شد   
بطور خلاصه ابتدا جهت برداشت پارافين اضـافي        . كيت بود 

   درجــه قــرار داده 75بافتهــا نمونــه هــا در فــور در دمــاي 
پس از آن به داخل ظرف حاوي گزيلن به مدت          . مي شدند 

   دقيقــه و ســپس بــداخل ظــروف حــاوي الكــل مطلــق 10
بـه  . منتقـل مـي شـدند     )  دقيقه 5% (96و الكل   )  دقيقه 5(

   ميلـي مـول،  10منظور باز يابي آنتي ژن از بـافر سـيترات          
6 PH=   نمونه به مدت يك سـاعت در بـن        . استفاده مي شد

 و ده دقيقـه در اتـوكلاو در         100-95ماري در دماي جوش   
پـس از   .  قرار داده مي شد    =9PHمحلول اسيدي بافر تريز     

آن لامها به داخل بافر فـسفات و سـپس آب اكـسيژنه بـه               
در مرحلـه بعـدي بـا    . مدت ده دقيقـه منتقـل مـي شـدند       

در مرحله بعـد    .  شستشو صورت مي گرفت    PBSاستفاده از   
 دقيقه بر روي لامها ريخته      60به مدت     KI-67آنتي بادي   

 لامها به مدت يك سـاعت       PBSپس از شستشو با     . مي شد 
 قرار envision&dual link system peroxidaseدر محلول 

پس از شستشو در بافر فسفات از كروموژن        . داده مي شدند  
 دقيقه در دماي    3دي آمينو بنزيدين هيدروكلرايد به مدت       

سپس جهت رنـگ آميـزي زمينـه از         . اتاق استفاده مي شد   
پــس از آن . رنـگ هماتوكــسيلين مـاير اســتفاده مـي شــد   

مراحل آبگيري بـا اسـتفاده از الكـل بـا درجـات صـعودي               
در آخــرين .  درصــد انجــام مــي شــد100 و 96 و 90و70

مراحله با استفاده از چسب هيـستولوژيك ، لامـل بـر روي             
 در طـي مرحلـه رنـگ آميـزي از         . برش چسبانده مي شـد    

. نمونه عقده لنفاوي به عنوان كنترل مثبت استفاده ميـشد         
هايي كه در مرحله تكثير بودنـد و بـا          در پايان هسته سلول   

ki-67             واكنش داده بودند به رنگ قهو ه ايي تيـره واكـنش 
ها كه منفـي بودنـد بـه رنـگ          دادند و بقيه سلول   نشان مي 

 هـاي به منظور محاسبه تعداد سلول    . شدندبنفش ديده مي  
   فيلد ميكروسكوپي 20در حال تكثير در هر حيوان تعداد 
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مربع بصورت تـصادفي انتخـاب و   مترميلي 1×1به مساحت 
سپس با كمك لنز مدرجي كه بر روي ميكروسكوپ نـصب           

بدين . شد مثبت ميki-67هاي بود، اقدام به شمارش سلول
هاي مثبت محاسبه و بر     ترتيب كه در هر فيلد تعداد سلول      

شد و در نهايـت     هاي مثبت و منفي تقسيم مي      سلول تعداد
 ضرب مـي گرديـد و بـدين ترتيـب شـاخص             100در عدد   

  .ميتوزي بصورت درصد بيان مي گرديد
شناسـي و كيفـي ميكروسـكوپ     نتـايج ريخـت   : آناليز آماري 

هاي مورد مطالعه با هم مقايسه و همچنـين           نوري در نمونه  
تفاده از برنامـه    كليه پارامترهاي كمي محاسبه شده بـا اس ـ       

.  و آزمون واريانس يك طرفـه تحليـل شـدند          SPSSآماري  
هـا از     دار بـين گـروه        همچنين جهت ارزيابي تفـاوت معنـي      

هـا بـه صـورت ميـانگين و           يافتـه . تست توكي استفاده شد   
 .دار تلقي گرديد  معني≥05/0Pانحراف معيار بيان و مقادير 

  :نتايج
سنگفرشي شاخي ديده در گروه كنترل اپيتليوم مطبق          
ايي شـكل   ها عمدتاً استوانه  ايي سلول در لايه قاعده  . شدمي

هـاي مكعبـي شـكل      بودند و بر روي آنها چند رديف سلول       
هـا،  تـر اپيتليـوم سـلول     هـاي سـطحي   در لايه . قرار داشتند 

هـا بـه    سنگفرشي شده و در نهايـت در سـطح آزاد سـلول           
رخلاف مورد شدند كه اين بصورت شاخي شده مشاهده مي

مشاهده شده در انسان است كه ناشـي از اخـتلاف گونـه و          
. )1شـكل   (تفاوت رژيـم غـذايي در انـسان و مـوش اسـت     

 60/136 ±02/12ضــخامت لايــه مخــاط در گــروه كنتــرل
هاي آزمايش نيز چنين ساختار بافتي       در گروه  ميكرون بود 

قابل ملاحظه بود و تفاوت خاصي با گروه كنتـرل مـشاهده         
 نيكـوتين،   4/0 و   2/0هاي تحت درمان با     در گروه . شدنمي

 71/142±23/11ضـــخامت لايـــه مخـــاط بـــه ترتيـــب 
ميكرون بود كه تفـاوت معنـاداري بـين         10/144±30/21و

آنها و كنترل و همچنين ديگـر پارامترهـا ماننـد ضـخامت             
  تليــوم، لامينــا پروپريــا و عــضله مخــاطي ديــده نــشد اپــي

  ). 1جدول (
ايـي رنـگ    قهـوه  هاي در حال تكثيـر    لدر گروه كنترل سلو   

KI-67       تـرين لايـه    مثبت در لايه قاعده ايـي يعنـي عمقـي
شـاخص  . خوردنـد تليوم بصورت پراكنده به چـشم مـي       اپي

در گـروه   .  درصد بود  41/10±4/1ميتوزي در گروه كنترل     
 نيكوتين  اين شاخص بـه طـور   mg/kg 4/0درمان با  تحت
 15/34 ±50/2ميـزان   دار در مقايسه بـا كنتـرل بـه          معني

   مثبت KI-67هاي در گروه نامبرده سلول. افزايش يافته بود

  
سوپرا ( هاي بالاتر نه تنها در رديف قاعده ايي بلكه در رديف        

 شاخص ميتـوزي در گـروه     . خوردندنيز به چشم مي   ) بازال
داري بـا   نيكوتين تفاوت معنـي mg/kg 2/0درمان با  تحت

  ).1دول و ج2شكل (گروه كنترل نداشت 
  

  
  

  فوتو ميكرو گراف نوري از مخاط مري موش: 1شكل 
A :  گـروه كنتـرل .B :    گـروه تحـت درمـان بـاmg/kg  2/0  ،نيكـوتين   
C :     گروه تحت درمان باmg/kg 4/0 پيكانهـا نمايـشگر لايـه      .  نيكوتين

. ائـوزين -رنگ اميـزي هماتوكـسيلين     .قاعده ائي اپيتليوم مري هستند    
  ميكرون50ربا.  برابر400بزرگنمائي 

  

تاثير نيكوتين بر شاخص ميتوتيك و : 1جدول 
  هيستومورفومتريك مخاط مري موش

  
    

 )A (گروه كنترل
B :نيكوتين  

)mg/kg 2/0( 

C :نيكوتين  
)mg/kg 4/0( 

µ( 50/12±18/10241/10±08/10928/15±36/114(ضخامت اپيتليوم 

 µ(63/2±10/27 60/1±32/22 36/2±10/23(ضخامت لامينا پروپريا

 µ(20/0±42/11 34/0±50/10 18/0±00/11(ضخامت عضله مخاطي

µ( 02/12±60/13623/11±71/14230/21±10/144(ضخامت مخاط 

ab 50/2±15/34 28/16±1/4 41/10±4/1(%)اپيتليوم ميتوزي شاخص
  

 . خطاي استاندارد ارائه شده اند±داده ها به صورت ميانگين

a كنترل معني دار نسبت به گروه .P<0.05  
b معني دار نسبت به گروه تحت درمان با نيكوتين )mg/kg 2/0(. P<0.05 
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130 
  

  
  

  .فوتو ميكرو گراف نوري از مخاط مري موش: 2شكل 
A : به سلولهاي در حال تكثير قهوه ائي در لايه قاعده ائي   . گروه كنترل

  نيكـوتين، mg/kg  2/0گروه تحت درمان با: B. اپيتليوم  دقت فرمائيد
C :  گروه تحت درمان باmg/kg 4/0در تصوير .  نيكوتينC  به افـزايش 

هاي بالاتر دقت هاي در حال تكثير در لايه قاعده اي و لايهواضح سلول
 اپـي  )سلولهاي قهو ه اي رنگ    ( مثبت   ki-67سلولهاي هاپيكان. فرماييد

 را نشان (EP)خطوط دو سر محدوده اپي تليوم . تليوم را نشان ميدهند
آميزي رنگ. توجه نماييد سطح اپيتليوم در) CL(شاخي   لايه به .دهندمي

 .  ميكرون100بار.  برابر400بزرگنمائي  . ki-67ايمونوهيستوشيمي 
  

  :بحث
ــوتين در         ــصرف نيك ــه م ــشان داد ك ــه حاضــر ن مطالع

 به مـدت دو هفتـه داراي آثـار          4/0 و   mg/kg 2/0دوزهاي  
بـه  . مخاط مري است  متفاوتي بر شاخص ميتوزي اپيتليوم      

. رسد كه آثار نيكـوتين وابـسته بـه دوز مـي باشـد             نظر مي 
ــپتورهاي     ــق رس ــود را از طري ــرات خ ــده اث ــوتين عم نيك

كند كه در مـري نيـز ايـن         كوليني القا مي  نيكوتيني استيل 
احتمالاً اثر ملاحظه شـده     . )12(رسپتورها يافت مي شوند     

در اين آزمايش نيـز ناشـي از تحريـك رسـپتور نيكـوتيني              
در ايــن .  بــوده اســتmg/kg  4/0كــولين در دوز اســتيل

  مطالعه هر چند كه شاخص ميتوزي در گروه تحـت تيمـار            
  لافــــنيكوتين افزايش يافته بود ولي بر خ mg/kg 4/0با 

  
 نه تنهـا ضـخامت پارامترهـاي لايـه مخـاطي بلكـه              انتظار

احتمـالاً ايـن    . ضخامت لايه اپيتليوم نيز تغيير نكـرده بـود        
هاي ديگري نيـز    دهنده اين است كه مكانيسم    مسئله نشان 

شـايد عـلاوه بـر ايـن كـه          . باشـند در اين زمينه دخيل مي    
نيكوتين در گروه نامبرده شاخص ميتوزي را افـزايش داده          

هاي اپيتليوم مري را نيز      بروز آپوپتوز در سلول    است، ميزان 
ــزايش داده اســت ــوز  . اف ــزايش آپوپت ــدليل اف در نتيجــه ب

يا بـه عبـارتي ديگـر       . ضخامت اپي تليوم تغيير نكرده است     
ها در پاسخ جبراني بـه آپوپتـوز ايجـاد    افزايش تكثير سلول 

در همين راستا نشان داده شده است كه نيكوتين         . شودمي
 را  3 را تغيير داده و كاسـپاز        Bax به   bcl2 نسبت   مي تواند 

 7 و   2هاي نيكوتيني استيل كوليني تيـپ       از طريق گيرنده  
همچنـين نـشان    . )13(هاي مختلف فعـال نمايـد       در بافت 

هاي نيكـوتيني  ه بدنبال واكنش با گيرنده داده شده است ك   
هـاي  كوليني اختصاصي موجب القا آپوپتوز در بافـت       استيل

نيكوتين و مشتقات آن مـي تواننـد        . )14(متعدد مي شود    
 AKTا بوسيله فعال كردن مـسير       تكثير سلولي و آپوپتوز ر    

 يــك مــسير در ســيگنالهاي AKT/PKB. تنظــيم نماينــد
سلولي است كه منجر به تنظيم بقـاي سـلول و يـا بلـوك               

در اين  . آپوپتوز، تنظيم بيان ژن و مهاجرت سلول مي شود        
زمينه گزارش شده است كه اتصال نيكوتين به رسپتورهاي         

اي ماهيچه صاف   نيكوتيني استيل كوليني موجود بر سلوله     
موجود در راههاي هوائي رت مي تواند تكثيـر سـلولي را از             

همچنين  .)1( تنظيم نمايد    AKTطريق فعال كردن مسير     
نيكوتين مي تواند باعث القاء آپوپتوز در تخمدان ، آندومتر          
رحم و لوله رحم از طريق فراگمانتاسيون هـسته سـلولهاي           

در مطالعات انجـام شـده قبلـي نـشان           .)1( اپيتليالي گردد 
داده شده است كه نيكوتين مي تواند آغاز كننده تومـورژنز           

كارسينوژنز باشد كه يكي از علائم آن افـزايش شـاخص           يا  
  . )2(نمايد ميتوزي است كه يافته ما را تائيد مي

ــا در مطالعــه خــود از روش صــفاقي جهــت تجــويز        م
نيكوتين استفاده نموديم چرا كه روش هاي زيـر جلـدي و            

 100داً  داخل صفاقي بالاترين ميزان جذب نيكـوتين حـدو        
 20-45درصد را دارند در حالي كه در روش خوراكي فقط           

درصد اين مـاده جـذب مـي شـود كـه ايـن امـر ناشـي از                   
. )14(باشـد   متابوليسم ناكامل در طـي عبـور از كبـد مـي           

تواند باعث تكثير سـلولهاي     العه ما نيكوتين مي   مشابه با مط  
 و  )15(، آنژيـوژنز در معـده       )15(موجود در آلوئول ريـوي      

  . )16(هاي آندوتليال شود تكثير سلول
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به طور متفاوتي، برخلاف مطالعه ما نيكـوتين در دوزهـاي           
 باعث كاهش فاز سنتز سلولي و in vitroمختلف در محيط 

هاي در حـال اسـتراحت       در سلول  G1 به   G0افزايش نسبت   
هـاي خـوني    بعبارتي ديگـر ميـزان تكثيـر سـلول        . شودمي

همچنـين   . )17(دهـد   ايي را كاهش مي   محيطي تك هسته  
 دوزهـاي بـالاتر     تر فاقد اثر و در    نيكوتين در دوزهاي پايين   
هـاي ميـوزي مرحلـه لپتـوتن و         باعث كاهش تكثير سـلول    

 .)18(شـود   تن درسلولهاي زاياي بيضه موش بالغ مي      پاكي
نشان داده است كه نيكوتين در دوزهـاي پـايين          ويلابلانكا  

هاي آندوتليال و در دوزهاي بالاتر باعـث        باعث تكثير سلول  
  .)8(شود القا آپوپتوز مي

هاي مشاهده شده در مطالعات مختلف      احتمالاً علت تفاوت  
ــي   ــوتين، م ــدنبال نيك ــدت  ب ــاوت در م ــد ناشــي ازتف   توان

  زمان مواجهه، دوز، نحوه مصرف، تفاوت در محيط مطالعه 
  

  
in vivo و يا in vitro     تفاوت در نـوع بافـت و يـا سـلول و ،

  . همچنين نوع گونه مورد مطالعه باشد
  :نتيجه نهايي 

بطور خلاصه اين مطالعه نشان داد كـه تجـويز داخـل                 
 بـه مـدت دو هفتـه،       mg/kg 4/0صفاقي نيكـوتين در دوز      

منجر به افزايش شاخص ميتوزي لايه اپيتليوم مري بـدون          
تواند بـه عنـوان     شود كه مي  تليوم مي تاثير بر ضخامت اپي   

زنگ خطري براي آغاز تومـوري شـدن بافـت مـري بـراي              
  .ها باشدسيگاري

  : سپاسگزاري
بدينوسيله از مركز تحقيقات دانشجوئي دانـشگاه علـوم             

 جهت حمايت مادي ايـن پـژوهش تـشكر و           گيلانپزشكي  
نتـايج ايـن مطالعـه بـا منـافع          ضـمناً   . قدرداني مي گـردد   

   .نويسندگان در تعارض نمي باشد

References 
1. Massarrat S. Smoking and gut. Arch Iran Med 

2008;11(3):293-305.  
2. Wu WK, Cho CH. The pharmacological actions 

of nicotine on the gastrointestinal tract. J 
Pharmacol Sci 2004;94(4):348-58.  

3. Etter JF, Schneider NG. An internet survey of 
use, opinions and preferences for smoking 
cessation medications: nicotine, varenicline, and 
bupropion. Nicotine Tob Res 2013;15(1):59-68.  

4. George TP, Ziedonis DM, Feingold A, Pepper 
WT, Satterburg CA, Winkel J, et al. Nicotine 
transdermal patch and atypical antipsychotic 
medications for smoking cessation in 
schizophrenia. Am J Psychiatr 2000 ; 157(11): 
1835-42.  

5. Naddafi F, Reza Haidari M, Azizi G, Sedaghat 
R, Mirshafiey A. Novel therapeutic approach by 
nicotine in experimental model of multiple 
sclerosis. Innov Clin Neurosci 2013;10(4):20-5.  

6. Myung SK, Seo HG. Authors' response to: 
Efficacy of nicotine replacement therapy in 
pregnancy. BJOG 2013b;120(3):374.  

7. Sorensen LT. Wound healing and infection in 
surgery: the pathophysiological impact of 
smoking, smoking cessation, and nicotine 
replacement therapy: a systematic review. Ann 
Surg 2012 Jun;255(6):1069-79.  

8. Villablanca AC. Nicotine stimulates DNA syn-
thesis and proliferation in vascular endothelial 
cells in vitro. J Appl Physiol 1998 ; 84(6):2089-
98. PubMed PMID: 9609804.  

9. Wong SH, Ogle CW, Cho CH. The influence of 
chronic or acute nicotine pretreatment on 
ethanol-induced gastric ulceration in the rat. J 
Pharm Pharmacol 1986;38(7):537-40.  

10. Blommaart PJ, Ferwerda G, Kodde A, Tytgat  

     GN, Boeckxstaens GE. Nicotinic acetylcholine 
receptor blocking effect of guanethidine in the 
rat gastric fundus. Br J Pharmacol 1999; 128(4): 
903-8.  

11. Nishikawa H, Taniguchi T, Ninomiya H, 
Fujiwara M. Nicotinic acetylcholine receptors in 
the rat stomach: I. (-)-[3H]nicotine binding. Eur 
J Pharmacol 1988;146(1):97-103.  

12. Nguyen VT, Hall LL, Gallacher G, Ndoye A, 
Jolkovsky DL, Webber RJ, et al. Choline 
acetyltransferase, acetylcholinesterase, and 
nicotinic acetylcholine receptors of human 
gingival and esophageal epithelia. J Dent Res 
2000;79(4):939-49.  

13. Bordel R, Laschke MW, Menger MD, Vollmar 
B. Nicotine does not affect vascularization but 
inhibits growth of freely transplanted ovarian 
follicles by inducing granulosa cell apoptosis. 
Hum Reprod 2006;21(3):610-7.  

14. Hukkanen J, Jacob P, 3rd, Benowitz NL. 
Metabolism and disposition kinetics of nicotine.   
Pharmacol Rev 2005;57(1):79-115.  

15. Shin VY, Liu ES, Koo MW, Luo JC, So WH, 
Cho CH. Nicotine suppresses gastric wound 
repair via the inhibition of polyamine and K(+) 
channel expression. Eur J Pharmacol 2002; 
444(1-2):115-21.  

16. Dasgupta P, Rastogi S, Pillai S, Ordonez-Ercan 
D, Morris M, Haura E, et al. Nicotine induces 
cell proliferation by beta-arrestin-mediated 
activation of Src and Rb-Raf-1 pathways. J Clin 
Invest 2006;116(8):2208-17.  

17. Aldhous MC, Prescott RJ, Roberts S, Samuel K, 
Waterfall M, Satsangi J. Does nicotine influence 
cytokine profile and subsequent cell cycling/ 
apoptotic responses in inflammatory bowel 
disease? Inflamm Bowel Dis 2008; 14 (11): 



   و همكارانسينا خواجه جهرميدكتر                                                                                                                     نيكوتين بر مرياثر              

  

132 
 
 
     1469-82.  
18. Khajeh Jahromi S, Mohammadghasemi F, 

Hajizadeh Fallah H. Evaluation of proliferative  
 

 
       
     activity of adult mouse male germ cells following 

administration of different doses of nicotine. J 
Iranian Anatomical Sci 2011; 9(36): 229-40.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   و همكارانسينا خواجه جهرميدكتر                                                                                                                     نيكوتين بر مرياثر              

  

256 
 
 

Original Article  
 

Effect of Various Doses of Nicotine on Mitotic Index  
in Esophageal Mucosa 

 
S. Khajeh Jahromi, M.D.

* 
; F. Mohammadghasemi, Ph.D.

**
 

 

Received: 10.1.2016           Accepted: 10.5.2016                                             
 

Abstract 
 
Introduction & Objective: Nicotine could directly act as a cancer promoter. The purpose of this 
study was to evaluate effects of nicotine on mitotic index in esophagus epithelium. 
Materials & Methods: In the present study 30 adult male mice were used. Animals were ran-
domly divided into three groups. Group A or the control group received vehicle, groups B and 
C received nicotine intraperitoneally at doses of 0.2 and 0.4 mg/kg once daily for 14 days, re-
spectively. Evaluations were made using kI-67 immunohistochemistry and Hematoxilin& Eo-
sin for proliferative activity and morphometric study on esophagus mucosa, respectively. 
Results: Administration of nicotine in group C, showed a significant increase (P<0.05) in KI-
67 index 34.15±2.50vs. 10.41±1.4 compared with the control subjects.  The other parameters 
such as epithelial height, lamina propria, muscular mucosa and mucosa height in nicotine- 
treated groups were not affected. Nicotine at dose of 0.2 mg/kg did not change the mitotic in-
dex in epithelium when compared with the control group. 
Conclusion: This study indicates nicotine at dose of 0.4 mg/kg increases mitotic activity in 
basal cells in esophagus epithelium. 
 (Sci J Hamadan Univ Med Sci 2016; 23 (2):126-133) 
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