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 مقاله پژوهشي
 

 هاي ه در غشاي پايه كلافIVطالعه ايمونوهيستوشيميايي تغييرات كلاژن نوع م
 Balb/cگلومرولي در موشهاي ديابتي نژاد 

   
 *محمدرضا نيكروشدكتر ،  *يمهدي جلالدكتر 

 
 ٤/١٢/٨٤:   ،  پذيرش ١٣/٢/٨٤: دريافت 

 

 :چكيده
كولهاي متعددي است كه از آن جمله مي توان به تركيباتي از قبيل انواع كلاژن               مادة خارج سلولي داراي ماكرومول     :مقدمه و هدف  

  نقش تعيين كننـده اي در تشـكيل غشـاي پايـه و بافـت مزانشـيال گلومرولهـاي كليـوي ايفـا          IVاز آنجا كه كلاژن نوع  . اشاره نمود 
ملي است كه مي تواند با تاثير گذاري بر افزايش  استرس هاي اكسيداتيو ناشي از محيط هاي هيپر گليسميك يكي از عوا           ،  مي نمايد 

سنتز اين نوع كلاژن روند فيلتراسيون گلومرولي را تحت تاثير قرار دهد و از اين طريق  بر سـاختمان بـافتي و عملكـرد كليـه هـا        
 كلافه هاي گلومرولي  لذا در پژوهش حاضر سعي گرديده است تا تغييرات ناشي از ديابت در ميزان كلاژن غشاي پاية. تاثير بگذارد

 .مورد مطالعه و ارزيابي  قرار گيرد
 استفاده شد كه بطور تصادفي به دو گروه تجربـي و دو  balb/c موش نر دو ماهة نژاد ٢٤از  تجربي   براي اين مطالعه     : روش كار 

 مربوط به گروههاي تجربي      در مرحلة بعد سلولهاي بتاي جزاير لانگرهانس پانكراس نمونه هاي         .  تقسيم شدند  ٢ و   ١گروه كنترل   
 آلوكسان تخريب گرديد و گروههاي كنترل بدون دريافت آلوكسان بصـورت دسـت نخـورده     mg/kg١٦٠ با استفاده از تزريق 

سپس به منظور بررسي تفاوت تغييرات كوتاه مدت و دراز مدت تاثير ديابت بـر كليـه و مقايسـة آن بـا گروههـاي      . باقي ماندند 
تغييرات غشاي پاية گلومرولهاي كليوي در ،  به كار گرفته شدIVاز آنتي بادي مونوكلونال كه بر عليه كلاژن نوع كنترل با استفاده  

.  هفته از شروع ديابت مورد مطالعه قرار گرفـت         ١٦ پس از    ٢ و كنترل    ٢ هفته و گروه تجربي    ٨ پس از    ١ و كنترل    ١گروه تجربي 
در گروههاي تجربي وكنترل مورد مقايسه       ، با استفاده از تكنيك هاي استريولوژيكي     حجم  كلافه هاي گلومرولي نيز       ،  علاوه بر اين  
 . قرار گرفت

 وجـود نـدارد امـا در    ١يافته هاي اين پژوهش نشان داد كه هرچند تفاوت قابل ملاحظه اي بين گروههاي تجربي و كنتـرل            :نتايج  
بر اين اساس واكنش غشاي پاية كلافه هاي گلـومرولي نمونـه            . ست اين اختلاف معني دار ا     ٢مقايسة بين گروههاي تجربي و كنترل       

 هفتـه  ١٦ مثبت و ضخامت غشاي پاية كلافه هاي گلومرولي نيز در گروه ديابتيك           IVهاي ديابتيك نسبت به آنتي بادي كلاژن نوع         
در حاليكـه ايـن      )>٠٥/٠p(است   نيز افزايش يافته     ١اي نسبت به ساير گروهها به شكل معني داري نسبت به گروه كنترل و تجربي                

  عـلاوه بـر ايـن  در انـدازه گيـري كلافـه هـاي         . هفته اي معني دار به نظر نمي رسـد ٨تفاوت بين گروه كنترل و گروه  ديابتيك 
 كه اين تغييـر     )٦٣٥/٤±٢٨٩/٠ ×٣µm١٠٦ ( هفته اي ديده مي شود       ١٦گلومرولي افزايش حجم مشخصي در بافت مزانژيال گروه         

 .معني دار به نظر نمي رسد )٤٢٢/٣ ±١٤٠/٠×٣µm١٠٦(و كنترل  )٥٠٤/٣ ±١٨٩/٠ ×٣µm١٠٦( هفته اي ٨وه حجم در گر
 به ديابت در دراز مدت مي تواند از طريق واكنش بافت مزانژيال و غشاي پاية گلومرول ها و توبول هاي كليوي       ابتلا :نتيجه نهائي   

 منجر شود كه اين موضوع به سهم خود به افزايش حجم كلافه IVحد كلاژن نوع در مقابله با غلظت بالاي گلوكز به ترشح بيش از 
 .اي  و كاهش فيلتراسيون گلومرولي كمك مي نمايد

  

   موش /IV كلاژن نوع  / غشاي پاية گلومرولي/شيرين  ديابت : كليد واژه ها
 
 

 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ    

 )Mejalaly@yahoo.co.in (مشهد دانشگاه علوم پزشكي دانشكده پزشكي علوم تشريحيدانشيار گروه  *
 



  و همكاران مهدي جلاليدكتر                                                                                                 مطالعه ايمونوهيستوشيميايي تغييرات كلاژن

 

٦ 
 

 :مقدمه 
 از جمله بيماريهاي غير واگير كه سـلامت بسـياري           از      
) Diabetes mellitus(د ديابت قندينكن مي تهديد را امعجو

 كه به اختلال در متابوليسـم كربوهيـدراتها و كـاهش      است
آمـار  .  مـي شـود    منجـر مصرف گلوكز و افزايش قند خـون        

انتشار يافته از سوي بهداشت جهاني نشانگر ايـن واقعيـت           
 درصد مـردم جهـان از ايـن         ٥ تا   ٤ امروزه حدود    كهاست    
 مبتلايـان   تعـداد  كهج مي برند و گمان مي رود           رن بيماري

 مـيلادي بـالغ بـر سيصـد         ٢٠١٠به اين بيمـاري تـا سـال         
آنهـا را جمعيـت     %  ٦٠كه قريب بـه     ) ١ (ميليون نفر باشد  

 بـدين ترتيـب بـراي اغلـب         . )٢(آسيا تشكيل خواهـد داد      
يك روند رو به رشد براي ابتلاي به اين         كشورهاي آسيايي   

نيز از   جمعيت ايران    كه  ) ٣(ده است   پيش بيني ش  بيماري  
كـه   سـت  ا مشـكل عمـده ايـن     . اين قاعده مستثني نيست   

 ابـتلاي   از در بـدو امـر    ديـابتي متاسفانه نيمي از بيمـاران     
  پـي  به ديابت بي اطلاع هستند و زمـاني بـه موضـوع              خود

مي برند كه بسياري از بافتها و دسـتگاههاي بـدن تـا حـد               
 جبـران ناپـذيري     صـدمات ري  زيادي تحت تاثير اين بيمـا     

 . )٤ (يافته است
بيـانگر  كلافه هـاي گلـومرولي      بروز تغييرات بافتي در           

اولين به عنوان   است كه مي تواند     بروز تغييرات پاتولوژيك      
. )٥ ( بيماري ديابت محسوب شـود     در وي آسيب كلي  ئم  علا

آسيب هايي كه از طريق ديابت دامنگير كليه ها مي شـود             
 سلول هـاي    شاملع سلول كلافه هاي گلومرولي      هر سه نو  
 گلومرولي و سـلولهاي     مويينهسلولهاي آندوتليال   ، مزانژيال
 كه همگي در سنتز     را   لاية احشايي كپسول بومن      اپيتليال

بر اساس مطالعات . )٦( در گير مي نمايد دارندكلاژن نقش 
 ضـخيم شـدن غشـاي       انجام شده مشخص شده است كـه        

مـي توانـد موجبـات انسـداد        ي گلومرولي   در كلافه ها  پايه  
اخـتلال در عملكـرد     به   آورد و در نهايت      فراهمكاپيلرها را   
 .)٧(منجر شود گلومرولها 

 كـه   اسـت نشـان داده    مشابه در اين زمينـه       مطالعات      
 قـرار  وكزسلول هاي اندوتليال چنانچه در محـيط هـايپرگل        

  ينلامينــفيبــرونكتين و ، گيرنــد شــروع بــه ســنتز كــلاژن
سعي گرديده اسـت تـا      لذا در اين پژوهش     . )٨ (مي نمايند 

 عنـوان ركـن     بـه  IVكـلاژن نـوع     مشخص شود كه سـنتز      
ــدة اساســي  ــتشــكيل دهن ــر  غشــاي پاي ــا چــه حــد ب  ه ت

 ساختمان كلافه هـاي گلـومرولي موشـهاي ديـابتي تـاثير            
 .مي گذارد

 

 :روش كار
 .      اين مطالعه از نوع تجربي ـ آزمايشـگاهي مـي باشـد     

در ايـن پـژوهش كـه مراحـل          : روش ايجاد ديابت تجربي      -١
برشهاي بافتي كليه در آزمايشگاه      تهية و تجربي ديابت ايجاد

شكي مشهد  زهيستوتكنيك گروه علوم تشريحي دانشكدة پ     
 Dalhousieانشگاهد در آن مطالعات ايمونوهيستو شيميايي و

 balb/c سر موش نـر دو ماهـة         ٢٤از  ،  كانادا صورت گرفت  
كـه نــژاد مناسـبي بــراي مطالعـات ايمونوهيستوشــيميايي    

نمونه هاي مورد نظـر از      . محسوب مي شود استفاده گرديد    
  ١٢ مشهد تهيه گرديده و )عج(خانة حيوانات بيمارستان قائم   

مورد از آنان به طور تصادفي با بهره گيري از آلوكسان مونو       
 كــه از)  Dioxy uracil 6-5بــا نــام شــيميايي (هيــدرات 

براي .  ديابتي گرديدند ،  شركت سيگما خريداري شده بود    
 آلوكسـان محلـول در سـرم        ١٢٠ mg/kgمقدار  ، اين هدف 

فيزيولوژي به هر يك از نمونه ها بصورت زير جلدي تزريق           
 مورد باقي مانده به عنوان گروههاي كنترل        ١٢). ٩(گرديد  

.   محسوب شده و از هـيچ دارويـي اسـتفاده نكردنـد            ٢ و   ١
 نتيجه گيري بهتـر در ايجـاد ديابـت و مقابلـه بـا اثـر        براي

رقابتي گلوكز با آلوكسان كه ممكن بود مانع از اثـر قطعـي             
دارو بر روي سلولهاي بتاي پانكراس شود تزريق مورد نظـر           

 صبح و در حالـت ناشـتا        ٨در هريك از نمونه ها در ساعت        
در ،    ساعت از تزريق٧٢پس از گذشت  ).١٠(انجام گرفت 

لت ناشتا از وريد دمي حيوانات مبادرت به خـون گيـري      حا
ــومتر   ــا اســتفاده از گلوك  آلمــان   ســاختRefluxشــد و ب

ــد   ــري ش ــدازه گي ــان ان ــون آن ــد خ ــژوهش . قن ــن پ  در اي
با توجه به اينكه قند خون اين حيوان  در حالت معمـولي             (

ــدود  ــد ٨٠ mg/dlاز ح ــي كن ــاوز نم ــالاي  ) تج ــد ب ،   قن
mg/dlو ثبـت   ) ١١(بودن قرار  گرفـت       ملاك ديابتي    ١٦٠
 .گرديد

بـه اعتبـار اينكـه در        :  نمونه برداري و آماده سازي بـافتي       -٢
ــين    ــه اول ــي مشــخص شــده اســت ك ــاي قبل ــژوهش ه  پ
ــات     ــه در حيوان ــر كلي ــت ب ــاثير دياب ــه ت ــوط ب ــرات مرب اث

ــه فاصــلة    هفتــه پــس از شــروع ديابــت ٨آزمايشــگاهي ب
 هفته بعد از آن     ١٦بروز مي نمايد و اين تغييرات به فاصلة         

بـر ايـن اسـاس      . ري اسـت  ي ـبه شكل حاد تـري قابـل پيگ       
 مطابق زمانهاي فـوق نيـز انتخـاب         ٢ و   ١گروههاي كنترل   

نمونه هاي مربوط به گروههاي تجربـي و كنتـرل     . گرديدند
 از  به ترتيب در پايان دوره هاي ياد شده بـا اسـتفاده            ٢ و   ١

 و فيكس  يبردارسپس براي نمونه . كلروفرم بيهوش شدند
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 بهره گيــــــري ازاوليه با استفاده از پرفيوژن بطني كه با 
انجام گرفت كليه هاي آنان بر داشته شـد و          %  ١٠فرمالين  

پس از حذف كپسول كليوي به منظور دستيابي به فـيكس   
بهتر در هر يك از كليه ها يك برش طولي ايجاد گرديده و             

فرمالين (تور  به شيشه هاي كد گذاري شدة محتوي فيكسا       
در مرحلة بعد هـر يـك از نمونـه هـاي            . انتقال يافت %) ١٠

كليوي مطابق روشهاي معمول بافت شناسـي مـورد آمـاده           
سازي قرار گرفت و سرانجام  از بلوكهاي بافتي بدست آمده 

 ميكـرون   ١٠برشهاي سريال در جهت افقي و به ضـخامت          
 از مجمــوع بــرش هــاي ســريال بــه دســت . تهيــه گرديــد

 برش يك بـرش انتخـاب       ٣ مربوط به هر نمونه  از هر       آمدة
گرديده و به لام هاي داراي شمارة سـريال متـوالي انتقـال             

تا در مرحلـة بعـدي  بـا اسـتفاده از آنتـي بـادي        داده شد
قـرار   مـورد  رنـگ آميـزي       IVاختصاصي عليه كلاژن نـوع    

 .گيرد
بــر اســاس اســتفاده از  :  مطالعــة ايمونوهيستوشــيميايي-٣

پس از پارافين زدايي و آبدهي      ،  )١٢(ي مورد نظر    تكنيكها
 دقيقـه   ٥مجدد هر يك از برشها  دو بار و هر بار به مـدت               

) pH= ٤/٧كلـرور سـديم در      % ٥/١حـاوي   (در بافر تـريس     
جهت بلوك كردن آنتـي ژنهـاي       . مورد شستشو قرار گرفت   

برشــها در ،  ســاعت٣ابتــدا بــراي مــدت ، غيــر اختصاصــي
  goat serum در بافر تريس و X100% ٣/٠ مجاورت تريتون

 ساعت در مجاورت آنتي بـادي       ٢٤و پس از آن براي مدت       
 به ١كه به ميزان ) تهيه شده از شركت سيگما(  IVكلاژن 
%  ٢و سـرم    %  ٣ در محلول تريس بافر حاوي تريتـون         ٢٥٠

 بار و هر بـار      ٣سپس نمونه ها    . رقيق شده بود قرار گرفتند    
فر تـريس شستشـو داده شـدند  و           دقيقه در با   ١٠به مدت   

 biotinylated goat anti-rabit سـاعت بـا   ٢آنگاه به مدت 

IgG   در مرحلة بعـد  نمونـه هـاي مـورد           .   مجاور گرديدند
 و پس   شدند دقيقه شستشو    ٣٠ بار و هر بار به مدت        ٣نظر

 ١از آن جهت مهار فعاليت آنـدوژناز پراكسـيداز بـه مـدت              
. در متانول قرار گرفتنـد    آب اكسيژنه   % ٣ساعت در محلول    

 سـاعت در مجـاورت      ٢در ادامة ايـن مرحلـه بـراي مـدت           
) HRP(آويدين بيوتين كه بـا هـورس راديـش پراكسـيداز            

 بار ديگر و هر بار      ٣سپس  . كانژوگه  شده بود مجاور شدند     
 دقيقه اين نمونه هـا در بـافر تـريس شستشـو             ٣٠به مدت   

ــراي مــدت   ــده  و بعــد ب ــه در معــرض ١٥گردي دي  دقيق
 رار دادهـــ درصد آب اكسيژنه ق٠٣/٠آمينوبنزيدين حاوي 

 اـــــــدر آخرين مرحله پس از شستشوي نمونه ه. شدند

 
ــتفاده      ــيلين اس ــه از هماتوكس ــگ زمين ــاد رن ــراي ايج  ب

 اســتفاده از ژل گليســرول مونتــه  گرديــد و هــر بــرش بــا
 .گرديد

  بـا  يـــبرشهاي انتخاب  : تعيين حجم كلافه هاي گلومرولي       -٤
استفاده از ميكروسـكوپ نـوري و بـا بهـره گيـري از روش               

). ١٣(استريولوژيكي مورد مطالعة مورفومتريك قرار گرفت       
براي اين منظـور از ابتـدا از ميـدان ديـد ميكروسـكوپيك              
مربوط به يك ناحيه از هر برش كليه كه بـا يـك شـاخص               

) يك تار موي قـرار گرفتـه در قالـب پـارافيني           (حاشيه اي   
ده بـود سـطح مقطـع گلومرولهـاي موجـود در            مشخص ش 

ميدان با بهـره گيـري از يـك تـرانس پرانسـي مـوزاييكي               
صفحة نقطه چينـي كـه فاصـلة همـة نقـاط سـطح آن از                (

تعيين گرديد كه در هر ميدان      ) همديگر به يك اندازه باشد    
بسته به موقعيت برش هر يك از گلومرولها تعـداد مقـاطع            

روش كـار   .  عدد بود  ٢٠تا   ١٤گلومرولي شمارش شده بين     
بدين ترتيب بود كه با شمارش نقطه هاي منطبق بر سطح           

ضمن در نظر گرفتن فاصلة هـر نقطـه بـا           ،  برش هر كلافه  
سطح مقطع هر يك از كلافه هاي موردنظر ، مجاور آن نقاط

سپس سطح مقطـع برشـهاي      . در هر برش محاسبه گرديد    
ده از هر   با احتساب دو برش حذف ش     (سريال به دست آمده   

 ضــرب گرديــده و  برشــها در ضــخامت) ســريال بــرش ســه
حجـم هـر يـك از گلومرولهـا         ) ١٤(براساس اصـل كاواليـه    

 .تعيين گرديد
بـه اعتبـار     :  بررسي تغييرات كلاژن غشاي پاية گلومرولهـا       -٥

 كه بـا اسـتفاده   IVاينكه واكنش به رنگ پذيري كلاژن نوع     
 افــزايش از آنتــي بــادي مونوكلونــال شــاخص مناســبي در 

درجة رنگ پذيري ، تراكم اين نوع كلاژن محسوب مي شود 
  كــلاژن موجــود در غشــاي پايــه بــر اســاس درجــه بنــدي

ــتفان ــلاژن   ) ١٥ (Stefan اس ــراكم ك ــار ت ــوان معي ــه عن  ب
در اين حالت درجة رنگ ناپذيري صفر       . مد نظر قرار گرفت   

 در نظـر گرفتـه شـد و         ٤ تا   ١و رنگ پذيري غشاي پايه از       
 كـه در    ٢ و تجربـي     ١تجربي  ، اي مربوط به كنترل   نمونه ه 

ــتفاده      ــا اس ــد ب ــه بودن ــرار گرفت ــادي ق ــي ب ــرض  آنت  مع
از ميكروسكوپ چند نفره مورد ارزيـابي قـرار گرفـت و بـه              
 شــدت رنــگ پــذيري غشــاي پايــة گلومرولهــا امتيــاز داده 

 . شد
پس از ثبت نتايج بدست آمـده از بـر آورد            :  آناليز آماري  -٦

انژيــال كلافــه هــاي گلــومرولي و تعيــين  حجــم بافــت مز
 ميانگين براي نمونه هاي هرگروه به كمك نرم افزار آماري 



  و همكاران مهدي جلاليدكتر                                                                                                 مطالعه ايمونوهيستوشيميايي تغييرات كلاژن

 

٨ 
 
instat      مبـادرت بـه محاسـبة        تـوكي   و با استفاده از تسـت 

جهت مقايسة تغييرات ميزان كلاژن     . آناليز واريانس گرديد  
كــه بــر اســاس شــدت رنــگ پــذيري در  هـدر غشــاي پايــ

 از آزمـون غيـر پـارامتري       ، تگروههاي مختلف انجام گرف ـ   
در ايـن روش بسـته بـه سـنتز     .  استفاده شـد من ـ ويتني  

كلاژن رنگ بافت غشاي پايه از قهوه اي روشن به قهوه اي            
تيره تغيير مي كند كه با استفاده از مطالعـة سـه نفـره بـه          

ــره  ــد نف ــوري چن ــت، كمــك ميكروســكوپ ن  . انجــام گرف
متوسـط  ) + (براي اين منظور شدت رنگ پذيري از خفيف       

در جه بندي گرديد و هر نفر جـدا از          (+++)  تا شديد   (++) 
 ديگـــران تغييـــرات كـــلاژن ميـــدان ديـــد مشخصـــي را 
درجه بندي نموده و از اين طريق تغييرات كيفي به كمـي            

سپس بر مبناي اعـداد بـه دسـت آمـده بـا             .  مبدل گرديد 
ميزان تغييرات  كلاژن مشخص     ، استفاده از محاسبة آماري   

 .يدگرد
 :نتايج 
ــرين از        ــژوهش هــاييافتــه عمــده ت ــزايش  ايــن پ  اف

ــوع    ــلاژن ن ــنتز ك ــاي    IVس ــه ه ــة كلاف ــاي پاي   در غش
 هفته اي بود كه بـه       ١٦گلومرولي مربوط به گروه ديابتيك      

 ١معنــي داري نســبت بــه گــروه كنتــرل و تجربــي  شــكل
در حاليكـه ايـن تفـاوت بـين          )>٠٥/٠p(افزايش يافته بود    

.  هفتـه اي معنـي دار نبـود   ٨ و گروه ديابتيك   گروه كنترل 
ــه بصــورت     ــلاژن ك ــراكم ك ــن ت ــه اي ــر اينك  موضــوع ديگ

ــروه   ــه در گ ــه ١٦ضــخيم شــدن غشــاي پاي ــه اي  ب   هفت
 شـكل چشـمگيري بــروز يافتـه بــود در همـة نقــاط داراي     

ــواخت  ــع يكنـ ــايي از آن  يتوزيـ ــش هـ ــوده و در بخـ   نبـ
 كـه     داد را نشان  ملاحظه اي    قابلبصورت موضعي افزايش    

 ايــن نقــاط  ، بــه اعتبــار واكــنش بــه رنــگ پــذيري شــديد
 بــه رنــگ قهــوه اي متمايــل بــه تيــره قابــل رؤيــت        

 . )١شكل (بود 
 هـا و  گلـومرول چنين تغييراتي در ماتريكس مزانژيال            

ــال    ــدو تلي ــاي آن ــلول ه ــهس ــومرولي مويين ــز  گل ــا ني  ب
ي در اين گروه مشاهده گرديد كـه حكايـت از           شدت كمتر 

 در اين مناطق دارد اما شدت       IVزايش نسبي كلاژن نوع     اف
. رنگ پـذيري آن بـه انـدازة غشـاي پايـة گلومرولهـا نبـود               

ــن     ــدة اي ــازگو كنن ــز ب ــا ني ــي گلومروله ــبات حجم  محاس
هفتـه اي افـزايش     ١٦واقعيت است كه در گـروه ديابتيـك         

حجم معني داري نسبت به ساير گروهها ديـده مـي شـود             
 ).١جدول (

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

يك نمونة تجربـي    ) G(نماي ميكروسكوپيك كلافة گلومرولي     : ١شكل  
در اين نما  .  مجاورت يافته استIV  هفته اي كه با آنتي كلاژن نوع ١٦

و كپسول بومن   ) پيكانهاي نشانه ( موجود در غشاي پايه      IVكلاژن نوع   
با ايجاد رنگ قهوه اي تيره عكس العمل شديدي نسبت به ايـن آنتـي               

مـاتريكس مزانژيـال    چنين عكس العملـي در      .  ان داده است  بادي نش 
 نيـز قابـل      گلـومرولي  مويينـه  ها و سلول هاي آندو تليـال         گلومرول

همانگونه كه در تصوير ديده مي شـود ضـخيم شـدن            . تشخيص است 
غشاي پايه و نامتجانس بودن اين ضـخامت در بخـش هـاي مختلـف               

 ).٤٠٠درشتنمايي (كپسول قابل توجه است 
 
  

در  ) ×µm3 106( حجم كلافه هاي گلومرولي ميانگين:  ١ ولجد
 )± SEM (  و كنترلتجربيگروههاي  

 

 )***(٢تجربي  )** (١تجربي  كنترل )*(رديف
١ 
٢ 
٣ 
٤ 
٥ 
٦ 

٩٨٠/٣ ±٣٩١/١ 
٢٩٤/٣ ±٩٢٨/٠ 
٠١١/٤ ±٧١٧/١ 
٥٩٥/٣ ±١٥٢/٠ 
٤٨٥/٣ ±٨٥٠/١ 
١٦٨/٣ ±٦٩٦/١ 

١٠٨/٤ ±٥٨٠/١ 
٢٦٧/٣ ±٣١٢/٠ 
١٠٧/٤±٦٥٥/٢ 
٣٠٢/٣ ±٨٦٦/٠ 
١٦٨/٣ ±٣٤٥/١ 
٠٥٤/٤ ±٠١٧/١ 

٦٣١/٤±٢١٨/١ 
٨٠٧/٤±٧١٦/١ 
٩٠٢/٤±١١٦/١ 
٢٦٦/٣±٩٠٨/٠ 
٣٢١/٥±٢٢٧/٢ 
٨٨٧/٤±٢٤٣/١ 

 ٦٣٥/٤±٢٨٩/٠ ٥٠٤/٣ ±١٨٩/٠ ٤٢٢/٣ ±١٤٠/٠ ميانگين كل
 
مربوط به هر مـوش     ه هاي    شده در كلي   شمارش هاي   حجم گلومرول  ميانگين *

 در هر يك از گروهها
 نسـبت بـه     ١ حجـم گلـومرولي گـروه تجربـي          ميانگين،   آماري  مقايسة در**

 .كنترل معني دار نيست
  نسبت به كنترل    ٢ حجم گلومرولي گروه تجربي      ميانگين،  مقايسه اين در***

 ).>٠٠٥/٠p( كاملاً معني دار است ١و تجربي 
 

 هفته اي   ٨در مقايسة غشاي پاية گلومرولهاي گروه ديابتيك        
 واكنش به رنگ پذيري تغيير محسوسي با گروه كنترل از نظر    
ــد   ــاهده نگردي ــكل (مش ــي   ). ٢ش ــاوت حجم ــين تف  همچن

 . معني داري بين اين گروه با گروه كنترل مشاهده نگرديد



 ٣٩اره مسلسل ـــ ، شم ١٣٨٥ بهار،  ١دهم ، شماره زسي دوره               مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان      

 

٩
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

يك نمونـة  ) G(نماي ميكروسكوپيك كلافة گلومرولي   : ٢شكل  
 مجـاور   IVكنترل كه با آنتي بادي مونوكلونال عليه كلاژن نوع          

در اين نما  غشاي پاية مربوط به سلولهاي اندوتليال          . ستشده ا 
 هـا و سـلول هـاي        گلومرول ماتريكس مزانژيال    ،كپسول بومن 

عكـس العمـل    )  پيكانهاي نشانه  ( گلومرولي مويينهآندو تليال   
ــادي نشــان داده اســت    ــي ب ــن آنت ــه اي ــعيفي نســبت ب ض

 ).٤٠٠درشتنمايي(
 

 :بحث
 تعيين كننده اي كه در      ساختاركليه ها به اعتبار نقش          

در محيط هيپرگليسميك سريعتر و     ، امر فيلتراسيون دارند  
. بيشتر از بقية بافتها آسيب پذيري از خود نشان مي دهند          

مطالعات متعدد در اين زمينه مشـخص نمـوده اسـت كـه             
 در گلومرولهــا و بــه )Basment membrane(غشــاي پايــه 

نـاطقي هسـتند    دنبال آن در توبول هاي كليوي از اولين م        
 كه در رابطـه بـا  تـاثير گـذاري ديابـت دسـتخوش تغييـر                 

 پايه نواحي تخصص يافتـه اي از  غشاي). ١٦-١٨(مي شوند 
است كه حاوي ) Extra cellular matrix( سلوليخارجمادة 

.  از قبيل پروتئين ها و قندها مي باشـند         مختلفيتركيبات  
شـته هـاي    انـواع ر قبيـل از   اين ماده معمـولاً از تركيبـاتي      

 وفيبـرونكتين  ، لامينـين ، V و IVكلاژن شامل كلاژن نوع     
آمينوگليكانهاي سـولفاته و غيـر سـولفاته تشـكيل           گليكوز
كـلاژن جـزو    ، پايـه در بين تركيبات غشـاي       . )١٩(ميشود

ايـن ميـان كـلاژن       فراوان ترين تركيبات موجود است و از      
 از. اصلي ايـن بخـش را ايجـاد مـي نمايـد           ساختار   IVنوع  

 كلاژن موجود در غشاي پاية كلافه هاي        اليافسوي ديگر     
 و  كننـد  نقش مهمي در تبادل مـواد بـازي مـي            گلومرولي

 عنوان كه تحت هــــپايحضور آنها در بخش مياني غشاي 

 
Lamina densa كــه شــود مــي شــود ســبب مــي ناميــده 

 .  )٢٠ (مولكولهاي كوچكتر از منافذ اين شبكه عبور نمايند
ات انجام گرفته در اين زمينه نشـان داده اسـت           مطالع      
در محيط هاي هايپرگلوكز سـنتز اجـزاي غشـاي پايـه            كه  

 پايـه مـي توانـد       غشاي ضخامت   افزايش . افزايش مي يابد  
 و IgM و IgGناشــي از رســوب ايمنوگلوبــولين هــا شــامل 

كلافـه هـاي     از   مواد اين   تنش .)٢١ (باشداجزاي كمپلمان   
در بافـت مزانژيـال     ث رسـوب آنهـا      گلومرولي از طرفي باع ـ   

سـنتز  مـي توانـد افـزايش       و از طرف ديگر     گلومرولها شده   
را فيبرونكتين و كلاژن ، از قبيل لامينين پايهاجزاي غشاي 

تغييرات ايجاد شده در بافـت      . )٥،٢٢(به دنبال داشته باشد   
كليوي نمونه هاي ديابت تجربي گوياي اين واقعيـت اسـت           

تواند لطمه هاي جبران ناپذيري بـر       كه ابتلاي به ديابت مي    
كليه ها وارد نموده و سلامت و عملكرد آنها را به مخـاطره             

با توجه به اينكه يكي از مهمترين عوارض ديابت در          . اندازد
اينگونه بيمـاران معمـولا   ، انسان بروز نفروپاتي ديابتي است    

و زمينة  ) ٢٣(به سمت گلومرولواسكلروزيس پيش مي روند     
ــا ــدايش بيم ــد  پي ــراهم ميكنن ــاليزي را ف  ).٢٤،٢٥(ران دي

راين با توجه بـه نقـش كليـه هـا در ثابـت نگهداشـتن                ببنا
گرفتاري كليه بـه سـهم خـود موجـب          ، محيط داخلي بدن  

شروع گرفتاريهاي وسـيعتري مـي شـود كـه از آن جملـه              
و بيماريهـاي   ) ٢٦(رتينوپـاتي ،  ميتوان به نوروپاتي ديـابتي    
 گرفتـاري سيسـتم قلبـي       ).٢٧(قلبي عروقـي اشـاره كـرد        

عروقي اگرچه در بدو ابتلاي به ديابت ممكن اسـت تظـاهر            
ننمايد اما بتدريج با افزايش فشار خون و آنژيوپاتي ديـابتي           
همراه است كه بـه عـوارض ديگـري از جملـه انفـاركتوس              

اهميت موضوع از آنجا ناشـي      ). ٢٧(جر ميشود   ميوكارد  من  
ة  گلومرولهـاي    غشـاي پاي ـ  ، مي شود كه بـا شـروع ديابـت        

كليــوي بــه عنــوان اولــين منــاطق متــاثر از محــيط       
هايپرگليسميك شروع به تغيير ماهيت مي نمايند و زمينة         

رج بــروز تغييــرات پاتولوژيــك بعــدي را در مــاتريكس خــا
 ).١٦-١٨(سلولي فراهم مي كنند 

ماتريكس خارج سلولي به سهم خود       ساختار   درتغيير        
سـنتز   در وهلـة اول بـه        امد كـه  به ميانكنش هايي مي انج    

مي شـود كـه زمينـة توليـد انـواع           منجر  پروتئوگليكانهايي  
 اسـاس مطالعـات انجـام       بر). ٢٨( را فراهم مي آورد      كلاژن
هر چند كه انواع كلاژن در نقاط مختلف بـدن داراي           ، شده

 فقـط   را IVكـلاژن نـوع     پراكندگي وسيعي مي باشند امـا       
 هـــل غشاي پاية مربوط بمي توان در نواحي خاصي از قبي
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توبـول هـاي كليـوي و بافـت         ، گـوارش  لولـة    ،جدار عـروق  
 از  ).٣،٢٩(جسـتجو كـرد     مزانژيال كلافه هـاي گلـومرولي       

 از بقيـة   IVسوي ديگر اگرچه تفكيك و تمايز كـلاژن نـوع  
اجزاي غشاي پايه در مطالعات معمول بافت شناسي وجـود      

ونو هيستوشـيميايي   ندارد اما با استفاده از تكنيك هاي ايم       
كه در اين پژوهش با استفاده از آنتي بادي ياد شده صورت          

واكنش شديد نسبت به رنگ پذيري در غشاي پايه         ، گرفت
افزايش فوق العـادة    ،  هفته اي  ١٦گلومرولهاي گروه ديابتي    

بنا بر اين چنين به نظـر       . اين نوع كلاژن را تاييد مي نمايد      
بـه عنـوان يكـي از        IVكـلاژن نـوع     مي رسد كه چنانچه       

مهمترين عناصر ساختاري غشـاي پايـه دسـتخوش تغييـر          
گردد علاوه بر آنكه آسيب هاي بافتي را در كليه به دنبـال             
خواهد داشت به لحاظ تغيير در ماهيت مي تواند عملكـرد           
كليه را نيز تحت تاثير قرار دهـد و بـه بـالا بـردن محـيط                 

 جـا ناشـي    ايـن تصـور از آن     . هايپرگليسميك كمـك نمايـد    
ساختمان غشاي پاية گلومرولهـا و       بپذيريم كه  مي شود كه  

توبولها و بافت مزانژيال گلومرولها كـه اسـاس فيلتراسـيون           
كليوي را تشكيل مـي دهنـد در گـرو سـلامت مـاتريكس              
خارج سلولي و از همه مهمتر الياف كـلاژن مربـوط بـه آن              

 .)٢٠(است 
 نيــز عوامــل در ارتبــاط بــا افــزايش حجــم گلومرولهــا      

هـر چنـد كـه      . متعددي ممكن است دخالت داشته باشـند      
يافته هاي اين پژوهش نشان داد كه تغييرات غشـاي پايـه            
يكي از اولين علائمي اسـت كـه بـه دنبـال هيپرگليسـمي              
ايجاد مي شود اما با توجه به اينكه اين افزايش نمي توانـد             
 نقش تعيين كننده اي در افزايش حجم گلومرولهـا داشـته          

باشد به نظر مي رسد كه افزايش بافت مزانژيال و احتبـاس      
عامل اصـلي ايـن تغييـر       ، پروتئين ها در مادة خارج سلولي     

مطالعات قبلي نيز چنـين فرضـيه اي را تاييـد           . حجم باشد 
 postمي نمايد به اين معني كه به دنبال ضايعات عروقـي  

glumerolar )    با افزايش نشـت   ) از قبيل عروق پري توبولار 
پلاسما و پروتئين هاي ياد شده امكان بازگشت كامل آن از 
طريق عروق لنفاوي امكان پذير نبوده و اين مسئله به نوبة           
خود مي تواند به افزايش حجـم كلافـه هـاي گلـومرولي و              

 ).  ٣٠،٣١(بافت هاي بينابيني كمك نمايد 
 :نتيجه نهائي 

خص بنابراين بر اساس نتايج به دست آمد چنين مش ـ              
مي شود كه واكنش غشاي پايه به آنتي بادي كـلاژن نـوع             

IVاي اينـــــ و در نظر گرفتن درجة رنگ پذيري آن گوي 

 
واقعيت است كه تفاوت معني داري در ضخامت غشاي پاية    

 هفته اي ٨ هفته اي نسبت به گروه ١٦نمونه هاي ديابتيك  
 بر اساس اين يافته ها مي توان چنين       . و كنترل وجود دارد   

  هفتـة اول زمينـة بـروز         ٨اذعان كرد كه اگرچه در طـول        
تغييرات پاتولوژيك مشخصي در گلومرولهاي كليـوي بـروز         

،  هفتـه از ابـتلاي بـه ديابـت         ١٦نكرده است اما با گذشت      
ــال    ــزايش حجــم مزانژي ــه و اف ــدن غشــاي پاي ضــخيم ش

بازگو كنندة ، گلومرولها به عنوان اولين علائم هشدار دهنده
 . بيماري در كليه ها محسوب مي شوندپيشرفت سير
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