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چکیده

بررسی اثر هیپوتیروئیدي مادري بر تغییرات بیان لامینین ده از مطالعات ایمونوهیستوشیمی، در این مطالعه سعی شده است با استفاهدف:
رار گیرد.هاي ریه نوزادان رت نژاد ویستار مورد بررسی قدر آلوئول

هاي مادر در دو گروه تجربی (هیپوتیروئید و هیپوتیروئید هاي ماده باکره نژاد ویستار استفاده شد. رتدر این بررسی از رتها:مواد و روش
یـري  گروز قبل از جفـت 14ها هاي تجربی، رترت) قرار گرفتند. در گروه12تیمار شده با تیروکسین) و یک گروه کنترل (هر گروه شامل 

 ـ میلی50ترتیب در معرض داروهاي ضدتیروئیدي پروپیل تیواوراسیل، با دوز هب زمـان داروهـاي پروپیـل تیواوراسـیل و     طـور هـم  هگـرم و ب
روز جهت اطمینان از تغییرات سـطح  14گرم در هر لیتر آب آشامیدنی قرار گرفتند. پس از میلی1و 50ترتیب با دوزهايهلووتیروکسین، ب

روزه جهـت انجـام مطالعـات    10گیري داده شد. سپس از ریه نـوزادان  ها اجازه جفتهاي مادر تست خون گرفته و به آناز رت، هاهورمون
عمل آمد. برداري بهایمنوهیستوشیمیایی نمونه

کـه گـروه   لی) مشـاهده شـد، درحـا   =001/0p(داري در بیـان لامینـین  هاي ریه، در گـروه هیپوتیروئیـد کـاهش معنـی    در آلوئولنتایج:
داري را نسبت به گروه کنترل نشان نداد.هیپوتیروئید تیمار شده با تیروکسین تفاوت معنی

که هیپوتیروئیدي مادري باعث کاهش طوريهي تیروئیدي اثرات بسیار مهمی بر بیان لامینین و تکوین ریه دارند، بهاهورمونگیري: نتیجه
تواند باعـث تغییـرات   ي تیروئیدي مادري میهاهورمونشود. بنابراین تغییر در میزان طبیعی ا میهقابل توجهی در بیان لامینین در آلوئول

هاي ریه جنین و نوزاد شود.اي در تکوین آلوئولگسترده

آلوئول،لامینین، مطالعات ایمنوهیستوشیمیایی،هیپوتیروئیديواژگان کلیدي:
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مقدمه

ي هـا هورمـون کـه  عمـل آمـده نشـان داده اسـت    هاي بهبررسی
شـوند  هاي بدن محسوب میتیروئیدي لازمه تکوین طبیعی بافت

تا آنجا که در زمان ارگـانوژنز و در شـرایطی کـه هنـوز تیروئیـد      
ــه     ــین ب ــح نیســت، جن ــه ترش ــادر ب ــه و ق ــوین نیافت ــین تک جن

ي تیروئیدي مادري وابسته است که از طریـق جریـان   هاهورمون
هـاي جنینـی   د تکـوین بافـت  خون از سد جفتی گذشته و در رون

). در ایـن  1نماید (بخصوص سیستم عصبی نقشی حیاتی ایفا می
دهـد کـه در مخچـه رت، مهـاجرت     زمینه مطالعـات نشـان مـی   

ها از لایه گرانولار خارجی به لایه گرانولار داخلی در دوران نورون
ي هــاهورمــوندهــد و وابســته بــه حضــور پــس از تولــد رخ مــی

کـه در افـراد هیپوتیروئیـد، بسـیاري از     وريطهتیروئیدي است. ب
). بنـابراین  2میرند (کنند و میها مهاجرتشان را کامل نمینورون

جملـه  شود که سیستم هورمونی مادري و منچنین استنباط می
ي تیروئیدي داراي این قابلیت است که به سـهم خـود   هاهورمون

د. بـا ایـن   هاي تکوین و ارگانوژنز جنینی مشارکت نمای ـدر پدیده
ي تیروئیدي هاهورمونرسد که در غیاب نظر نمیتوصیف بعید به

ها بـا  مادري، تکامل سیستم تنفسی نیز بمانند بعضی دیگر ارگان
ي تیروئیـدي بـر   هـا هورمونمشکل مواجه شود. در رابطه با تاثیر 

ــن  ــه، ای ــونروي ری ــاهورم ــهه ــورب ــا  ط ــراه ب ــا هم ــتقل ی مس
ها ضروري انـد  د و تکوین نرمال ریهگلوکوکورتیکوئیدها، براي رش

). افزایش در میـل ترکیبـی رسـپتورهاي تیروئیـدي و اشـغال      3(
در طی تکوین ریه در پستانداران (خرگـوش)،  T3وسیله هها بآن

دهد کـه  ها نشان میبررسی).3باشد(نیز بیانگر همین موضوع می
، سـنتز و ترشـح   IIي تیروئیدي بـر روي آلوئـول نـوع    هاهورمون

که که تیروئیدکتومی در رت بالغ يطوربهورفاکتانت موثر است، س
هـا  میـزان طبیعـی آن  3/1را بـه  IIهاي آلوئولی نـوع  قطر سلول
IIهـاي آلوئـولی نـوع    حالت در سـلول دهد. عکس اینکاهش می

اضـافی قـرار   T4مدت شش روز در معـرض   هاي بالغ، که بهریه
شوند ش هیپرتروفی میها دستخوگرفتند صادق است، این سلول

ي تیروئیــدي برتکــوین هــاهورمــون). در ایــن مطالعــه نقــش 4(
از ســوي دیگــر .هــاي ریــه مــورد مطالعــه قــرار گرفــتآلوئــول

هـاي متعـددي ایفـاي    ها، پـروتئین درساختارخارج سلولی آلوئول
اهمیـت  .هاسـت تـرین آن که لامینین یکی از مهمکنندنقش می

آنقدر مهم است که چنانچه تغییرات این پروتئین در ساختار ریه 
تکوینی حاصل از نقایص ژنتیکی یـا ترشـحات هورمـونی یـا هـر      

هاي کد کننده مربوط به آن را با اشکال عامل دیگري که بیان ژن

مواجه کند خواهد توانست تکوین طبیعـی ریـه را دچـار مشـکل     
هـاي ریـه در  نماید. بنابراین با توجه به اهمیت فوق العاده آلوئول

جـا کـه در ارتبـاط بـا اثـر      فرآیندهاي مـرتبط بـا تـنفس و از آن   
هـا تحقیقـات چنـدانی    هیپوتیروئیدي مادري بـر تکـوین آلوئـول   

صورت نگرفته، در این تحقیق سعی شد تا با اسـتفاده از ردیـابی   
-لامینین در ماده خارج سلولی و در ساختار غشاي پایـه آلوئـول  

.تلقی گرددابزار مطالعه عنوان یکشدت بیان آن بههاي ریه به

هامواد و روش

مـاه و وزن  5/2رت باکره نژاد ویستار داراي سـن  عدد36تعداد
گرم تهیه شد. کلیه مراحـل انجـام کـار بـا رعایـت      250تا 200

کدهاي اخلاق کار با حیوانات آزمایشگاهی مصوبه وزارت بهداشت 
درمــان و آمــوزش پزشــکی انجــام گرفــت. (حیوانــات درشــرایط
استاندارد خانه حیوانات دانشکده علوم، گروه فیزویولوژي دانشگاه 

غـذاي کـافی   آب آشـامیدنی و دماي مناسب وفردوسی مشهد با
بــرداري تحــت نمونــهپرفیــوژن بطنــی وتحــت مراقبــت بــوده و

تـایی قـرار   12گـروه  3هـا در  گرفـت. رت هوشی عمیق انجام بی
(PTU)ل تیواوراسـیل  داروي پروپی1گرفتند:  الف) گروه تجربی

صورت محلول درآب آشامیدنی بابه(ساخت شرکت ایران دارو) را
نیز 2دریافت کردند. گروه تجربی )5(گرم درلیترمیلی50غلظت

زمـان داروهـاي پروپیـل تیواوراسـیل و لووتیروکسـین     همطوربه
گـرم و  میلی50ترتیب با دوزهايه(ساخت شرکت ایران دارو) را ب

در هر لیتر آب آشامیدنی دریافت کردنـد. گـروه   )6رم (گمیلی1
کنترل فقط آب آشامیدنی دریافت کردند. لازم به ذکر است تمام 

گیـري و در تمـام   روز قبل از جفـت 14مدتبههاي تجربی گروه
طول دوره بارداري و شیردهی در معرض این داروها قرار گرفتند. 

وله کشی شهري داده به گروه کنترل در تمام طول آزمایش آب ل
ي هـا هورمـون شد. براي حصول اطمینان از ایجاد کاهش سـطح  

تیروئیــدي در گــروه هیپوتیروئیــد و عــدم کــاهش آن در گــروه  
ي هـا هورمـون هیپوتیروئید تیمـار شـده بـا تیروکسـین سـطوح      

روش رادیوایمونواســی هــا بــهتیروئیــدي در پلاســماي خــون رت
اي هـاي شیشـه  تفاده از لولـه گیري شد. به این منظور با اساندازه
اسـتریل و ضـد انعقـاد خـون از وریـد چشـمی حیوانـات        هموئین

عمـل آمـد و پـس از    گیـري بـه  لیتر خونمیلی1تا 5/0میزان به
هـاي  هـا، سـرم خـون جـدا شـد و در لولـه      سانتریفوژ کـردن آن 

هپارینیزه اپندرف به آزمایشگاه مرکزي جهاد دانشـگاهی مشـهد   
روش رادیـو  استفاده از کیـت کاوشـیار و بـه   سپس با منتقل شد.
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هر یک از T4و T3ي هاهورمونسطح سرمی )RIA(ایمونواسی
ها معـین شـد و در صـورت تغییـرات لازم در هـر کـدام از       نمونه
هـا  نحوه آمیـزش رت گیري داده شد.ها اجازه جفتها به آنگروه

ه صورت بود که در ابتداي هر شب یک رت مـاده بـه همـرا   به این
شدند و در صبح روز بعد، بـا  یک رت نر در داخل قفس قرار داده 

شـد و در  استفاده از سوآپ از ناحیه واژن رت ماده گسترش تهیه 
زیر میکروسکوپ جهت اطلاع از وجود یا عدم وجود اسپرم مـورد  

هـاي  نوزادان مربوط به گـروه کنتـرل و گـروه   گرفت. بررسی قرار 
هوشـی بـا کلروفـرم و    د، پس از بیتجربی در روز دهم پس از تول

درصـد) مـورد فـیکس    4با استفاده از فرمالدئیـد پرفیوژن بطنی (
ها جدا سازي و جهت مطالعات و سپس  ریه آناولیه قرار گرفتند 

پـس از انجــام  منتقـل گردیـد.  70ایمنوهیستوشـیمی بـه الکـل    
هـاي  هـا بـرش  گیري، از نمونـه مراحل آماده سازي بافتی، و قالب

بـرش  یـک بـرش     10میکرونی تهیه شد. به فاصله هر 5سریال
10مـدت  بهآبدهی،  پس ازپارافین زدایی وهانمونه.انتخاب شد

ي دیگـر،  دقیقه10مدت شستشو داده شدند، و بهPBSدقیقه با 
شستشـو  PBSقرار گرفتند، مجددا بـا محلـول  100×در تریتون 

لامینـین  دي آنتیباساعت در معرض آنتی2مدتبهداده شدند و 
شستشو داده شدند و PBSسپس مجددا با محلول ،قرار گرفتند

قـرار  )DAB(دقیقه در معرض دي آمینـو بنزیـدین   10مدتبه
شستشو داده شدند و PBSبار با محلول 3ها، گرفتند. سپس لام

سرانجام ثانیه در معرض هماتوکسیلین قرار گرفتند و20مدتبه
.مل پوشانده شدندبا چسب انتلان با لا

مورد نظر بـر اسـاس میـزان    lamininآمیزي, با این تکنیک رنگ
رنـگ  واکنش مثبت نشـان داده و بـه  anti lamininپیدایش، به 

ظاهر اي روشن تا تیره) از قهوهlamininاي (برحسب میزان قهوه
ها توسط میکروسـکوپ  برداري از لام. بنابراین پس از عکسشدند

-رنـگ ه) درج ـ9و 8، 7ا اسـتفاده از روش گانـگ (  دار، بدوربین

در نظر گرفته شد تا بتـوان  4تا 1پذیري از ناپذیري صفر و رنگ
در ارزیابی تغییرات آن را از حالت کیفی بـه کمـی تغییـر داد. در    

هـاي  و تسـت spssاین بررسی بـا اسـتفاده از نـرم افـزار آمـاري      
هـا  و  تحلیـل داده ویتنی اقدام به تجزیه وکروسکال والیس و من

رسم جداول و نمودارهاي مورد نظر شد.

نتایج

گروه کنترل، هیپوتیروئید و 3مقایسه تغییرات بیان لامینین بین 
داري را در هیپوتیروئید تیمار شده با تیروکسین، تغییـرات معنـی  

1(شـکل  روزه نشان داد10هاي نوزادان بیان لامینین در آلوئول
پذیري لامینـین در نـوزادان   ن نوزادان، واکنش). در ای1و نمودار 

مربوط به مادران هیپوتیروئید نسبت به نوزادان مربوط بـه گـروه   
)=001/0pمیـزان قابـل تـوجهی کـاهش پیـدا کـرد (      کنترل به

پذیري لامینـین در گـروه   که واکنش). درحالی1و نمودار1(شکل
بـود  هیپوتیروئید تیمار شده با تیروکسـین مشـابه گـروه کنتـرل    

).1و نمودار1(شکل

0درجه 

4درجه
3درجه 

2درجه 

1درجه 

c HT

H

) Hاي را در گـروه هیپوتیروئیـد (  ). بیان لامینین کاهش قابـل ملاحظـه  100×روزه  (10هاي ریوي در نوزادان : واکنش اختصاصی لامینین آلوئول1شکل 
) مشابه گروه کنتـرل بـود. گریـد    HTه هیپوتیروئید تیمار شده با تیروکسین (که میزان بیان لامینین در گرونشان داد در حالی)Cنسبت به گروه کنترل (

.4.تا 0بندي بر اساس روش گانگ بر اساس درجه رنگ پذیري از 
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طـور بـه ) C() نسبت به گروه کنترلH(هاي ریه در گروه هیپوتیروئیدهاي ریه. بیان لامینین در آلوئول: بررسی تغییرات بیان لامینین در آلوئول1نمودار 
) نسبت به گروه کنترل تفاوتی مشاهده نشد.hypo+T4که در گروه هیپوتیروئید تیمار شده با تیروکسین (قابل توجهی کاهش یافت در حالی

>01/0p:**علامت 

بحث

هاي مختلـف ریـه و   ي تیروئیدي در بخشهاهورمونهاي رسپتور
ي یکـی از  mRNAها وجود دارند. در واقع بیـان  مخصوصا آلوئول

)، در مرحله آلوئولار تقریبا به TRα1زیرواحدهاي این رسپتورها (
سـزاي ایـن   هرسد که این موضوع بیانگر نقش ب ـحد ماکزیمم می

).  بیان لامینین نیـز از  3باشد (ها میبر تکوین آلوئولهاهورمون
و 1αواحـدهاي  نظر تکوینی تنظیم شده است، براي مثـال زیـر  

2αکـه زیرواحـدهاي   شوند در حالیبیان میینجنهاي در شش
3α ،4α 5وαو بالغ شناسایی شده جنینهاي لامینین در شش

بیان لامینـین تاثیرگـذار  ي تیروئیدي برهاهورمون) و 10است (
ــی ــند ( م ــناز.)11-17باش ــترده   ای ــرات گس ــه اث ــه ب رو باتوج

و17، 6، 2هـاي مختلـف (  ي تیروئیدي درتکوین اندامهاهورمون
هـاي بـدن و   ترین ارگـان ) و با توجه به اینکه ریه یکی از مهم18

شـوند، درایـن مطالعـه    ترین بخش آن محسوب میها مهمآلوئول
دوران سعی شده است به بررسی اثـر هیپوتیروئیـدي مـادري در   

هاي جنین و نوزاد پرداختـه  بارداري و شیردهی، برتکوین آلوئول
بر این است تا بـا تکیـه بـر    در حقیقت دراین مطالعه سعی.شود

ــین    ــرات لامین ــی تغیی ــه بررس ــیمی ب ــات ایمونوهیستوش مطالع
ها، درنـوزادانی کـه   درغشاي پایه و ماتریکس خارج سلولی آلوئول

انـد،  ها درمعرض داروهـاي ضـد تیروئیـدي قرارگرفتـه    مادران آن
دانـیم مـاتریکس خـارج سـلولی     گونه که میهمان.پرداخته شود

هـاي  باشـد، مـثلا پـروتئین   ها ضروري میال ریهبراي تکوین نرم
ماتریکس خـارج سـلولی در بافـت ریـه در حـال تکـوین، داراي       

هــاي حمــایتی و ســاختاري هســتند. در ایــن میــان      نقــش
هاي بین هایی مانند فیبرونکتین و لامینین، واکنشگلیکوپروتئین

-هاي سلولکنند. لامینین در واکنشگري میها را میانجیسلول
کند و در همئوستاز و بازسازي بافت در تریکس ایفاي نقش میما

هـاي آلوئـولار روي   ). سـلول 20و 19(زایی مهم استطی جنین
هـاي  انـد کـه از کمپلکسـی از پـروتئین    اي قرار گرفتهغشاي پایه

هـاي سـالم   سلولی سـاخته شـده اسـت. در ریـه    ماتریکس خارج
تلیالی آلوئولی به پیهاي اترکیب این ماتریکس باعث اتصال سلول

وسیله پیوند هشوند. همچنین در ریه موش، لامینین بیکدیگر می
هـاي  هـاي بـین سـلول   هـاي سـطح سـلولی واکـنش    با اینتگرین

).21(کندگري میتلیال و مزانشیم را میانجیاپی

ایزوفـرم  5هاي آلوئولی احتمـال دارد کـه حـداقل    در واقع سلول
عنوان مثال، در زمـان تشـکیل آلوئـول،    هلامینین را بیان کنند، ب

تلیـوم آلوئـول افـزایش پیـدا     اینتگرین در اپـی 1βبیان زیر واحد 
لامینـین در غشـاي پایـه    3α). در ریـه رت زنجیـره   22(کندمی

2βو 1β،1Yو در این مکان با زیرواحـدهاي  شودآلوئول بیان می

باشـد هـا بسـیار مـی   بـراي آلوئـول  3αزنجیـره  شودمتمرکز می
که جهش در این زنجیره، باعث اختلال در تجمع غشـاي  يطوربه

شود. همچنین، ایزوفـرم زنجیـره   تلیالی آن میهاي اپیپایه سلول
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2βو شودآلوئولاري یافت میلامینین در غشاي پایه مجاري پري
هـاي  بیشتر در طی تکوین ریه (خرگوش) و در زمان تمایز سلول

). 22شود (ها متمرکز میاین سلول، بیان و در زیرIIآلوئولی نوع 
هـا  این مطالب، همه بیانگر نقش مهم لامینین در تکوین آلوئـول 

ي تیروئیدي نقـش مهمـی را در   هاهورمونباشد، علاوه بر این می
هاهورمونعنوان مثال این هبکنند،ها ایفا میتکوین و بلوغ آلوئول

ب سیسـتم  کننـد. تکـوین مناس ـ  سنتز سورفاکتانت را تسهیل می
سورفاکتانت ریوي براي تنفس نرمـال در زمـان تولـد لازم اسـت    

هاي نارس، علـت  که کمبود سورفاکتانت در جنینيطوربه)، 23(
باشـد. در جنـین نـارس    اصلی سندرم دیسترس تنفسی نوزاد می

انسانی که مبتلا به سندرم دیسـترس دیسـترس تنفسـی اسـت،     
 ـT4و T3غلظت سرمی  تـر از جنـین   د پـایین در دوره بعد از تول

). همچنـین  24نارس بـدون سـندرم دیسـترس تنفسـی اسـت (     
سندرم دیسترس تنفسی به نسبت بالا در کودکانی کـه در دوران  

). 26و 25شود (اند، دیده میجنینی مبتلا به هیپوتیروئیدي بوده
پژوهش حاضر، در و نتایج حاصل ازآنالیزهاي آماري در1نمودار 

هــاي ریــوي نشــان داد کــه ینــین درآلوئــولرابطــه بــا بیــان لام
داري در میـزان بیـان   هیپوتیروئیدي مادري باعث کـاهش معنـی  

کـه هـیچ تفـاوت    شود درحالیلامینین نسبت به گروه کنترل می
ــی ــول معن ــین در آلوئ ــان لامین ــروه  داري دربی ــوزادان گ ــاي ن ه

هیپوتیروئید تیمار شده بـا تیروکسـین نسـبت بـه گـروه کنتـرل       
د. بـا توجـه بـه مطالعـات انجـام شـده توسـط سـایر         مشاهده نش

محققان و تایید حضور لامینین در غشاي پایه و ماتریکس خـارج  
دست آمده هي تیروئیدي بر آن و نتایج بهاهورمونسلولی و تاثیر 

توان چنین استنباط کرد کـه هیپوتیروئیـدي   در این پژوهش می
در مخچه کـاهش  ها میزان بیان لامینین را همانند آندر آلوئول

دهد و با توجه به اینکه این کاهش در مرحله بحرانـی تکـوین   می
هـا را دچـار   افتد ممکن اسـت تکـوین آلوئـول   ها اتفاق میآلوئول

10هـاي نـوزادان  مشکل کند. همچنین بیان لامینـین درآلوئـول  
هیپوتیروئید تیمارشـده بـا تیروکسـین    گروه کنترل وروزه در دو
بیانگر این موضوع است که هورمون تیروکسین که این مشابه بود

ــراي درمــان افــراد هیپوتیرئیــد و مــی ــد جــایگزین خــوبی ب توان
.باشدحالت طبیعی ها بهبازگرداندن آن

تیجه گیرين

کم کاري تیروئید بـر روي بیـان لامینـین اثـر مسـتقیمی دارد و      
کـه لامینـین یکـی از    شـود از آنجـایی  باعث کاهش بیان آن مـی 

ین عناصر تشکیل دهنده ماده خارج سلولی و غشـاي پایـه   ترمهم
شود کاهش بیـان آن نـوعی نقـص بشـمار     ها محسوب میآلوئول

ها را نیز با مشکل مواجـه  ي خود تکوین آلوئولرود که به نوبهمی
تـوان مشـکل   کند. از طرف دیگر با توجه به مطالعه حاضر میمی

ي تیروئیـدي را بـا   هاکاهش بیان لامینین در اثر کاهش هورمون
) بهبـود بخشـید.   T4تجویز مقدار مناسبی از هورمون تیروئیدي (

هاي تیروئیدي بر کاري هورموناي مبنی بر اثر کمتاکنون مطالعه
روي بیان لامینین در ریه انجام نشده است. با توجـه بـه مطالعـه    

توان چنین استنباط کرد که کاهش تیروئید در مـادر و  حاضر می
تواند باعث کاهش قابل توجهی در داري و شیردهی میدر طی بار

بیان لامینین در نوزاد شده و بنابراین تکـوین ریـه را نیـز تحـت     
تاثیر قرار دهد.

تشکر و قدردانی

این مطالعه بـا همـت و همکـاري اسـاتید راهنمـا و مشـاور و بـا        
شناسـی دانشـکده علـوم    هاي آزمایشگاه بافتگیري از کمکبهره

اه فردوسی و آزمایشگاه بافت شناسی دانشکده پزشکی پایه دانشگ
وسیله از همه دانشگاه علوم پزشکی مشهد صورت گرفته. لذا بدین

ــروه    ــات گ ــه حیوان ــین مســئول  خان ــدرکاران و همچن دســت ان
ــه     ــهد ب ــی مش ــگاه فردوس ــوژي دانش ــاري  فیزیول ــاطر همک خ

م.یشان کمال تشکر و قدردانی را دارصمیمانه
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