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 يها فرمایزو از پرفیوژن مجدد روي بیان ژنی برخی آسیب ناشی از ایسکمی آثار
کبد موش صحرایی در P450سیتوکروم

5میر افخمیا و4فرهنگ ساسانی ،3غلامرضا نیکبخت ،*2حسینعلی عرب،1جواد جمشیدیان

11/8/93: تاریخ پذیرش2/4/93:  تاریخ دریافت

چکیده
 سوخت و سازبراي  یعضو مهم ،کبد.در عملکرد کبد شود عمده ياهتغییرسبب ممکن استآسیب ناشی از ایسکمی پرفیوژن مجدد 

بررسی به منظور حاضر  يمطالعهدر. دکنن یمایفا اساسی ینقش P450سیتوکروم هاي یمآنزآن که در  ستا و داروهاهبسیاري از ترکیب
موش صحرایی در معرض  تایی5چهار گروه ، P450سیتوکروم هايیزوفرمااز برخییوژن مجدد روي بیان ژنی فناشی از ایسکمی پر آثار

 عنوانبههم یک گروه شاهد جراحی وندتقرار گرفپرفیوژن مجددتحت ت ساع 24و6،12، 1مدت به به ترتیب سپس یک ساعت ایسکمی لوبار و
به حیوانات و سپسي آور جمع ،آنزیمی ياهیري تغییرگ اندازه برايخون  ينمونهیوژن مجدد، فپري ها زمانر انتهاي د.کنترل انتخاب شد

 گردیدتام استخراج  RNA،بافتیي ها نمونهاز .ندبیان ژنی اخذ گردید يبافت کبد براي مطالعه يها نمونهکشته شدند و  با ترحمروش مرگ 
realبا استفاده از mRNAمیزان بیان . ساخته شد mRNAاز مدل  cDNAو  time PCR هاي و پرایمرهاي اختصاصی ایزوفرم

تمام درآلکالین فسفاتاز آلانین آمینوترانسفراز، آسپارتات آمینوترانسفراز ونشان داد که میزان ،نتایج.محاسبه گردید P450سیتوکروم 
پرفیوژن بعد از شروع ساعت  6درآنحداکثر که  یافتیشافزا) >05/0P(دار یمعنطوربهمجدد معرض ایسکمی پرفیوژندر يها گروه

 بعد از ساعت 24و  6،12در معرض  يها گروهدر CYP1A1و  CYP2E1 ،CYP3A1هاي ایزوفرم mRNAیر مقاداما ؛بودمجدد 
 ،آسیب ناشی از ایسکمی پرفیوژن مجدد کبد که دادنشان  پژوهش،این نتایج .کاهش نشان داد)>05/0P(يدار یمعنطوربهدپرفیوژن مجد

.سازدرتأثمکبد را  سوخت و سازهاي یتفعالممکن استشود کهP450سیستم سیتوکروم  هايیزوفرمابیان ژنی ممکن است سبب کاهش

صحرایی موش ،نبیان ژ ،P450م سیتوکرو ، کبد،دیسکمی، پرفیوژن مجدا:کلمات کلیدي

مقدمه
مجدد جریان خون و بعد از برقراريکه يا عارضهبه .

در معرض  در بافتی که قبلاًاکسیژن يهتأمین دوبار
آسیب ناشی از ایسکمی پرفیوژن ،ایسکمی قرار داشته

.Dorweiler et al(شود  مجدد گفته می 2007, Teoh and 

Farrell 2003(. ي راکبد این شکل از آسیبToledo-

pereyra  تجربی در مطالعات1975در سال و همکاران
این نوع آسیب از . اند دادهروي عمل پیوند کبد شرح 

هاي  شوك ،متعاقب ترومااجتنابوقایع غیرقابل

ي دامپزشکی، دانشگاه تهرانفارماکولوژي، دانشکدهدکتراي يآموختهدانش 1
ي دامپزشکی، دانشگاه تهران            دانشیار گروه فارماکولوژي، دانشکده *2
ي دامپزشکی، دانشگاه تهرانمیکروبیولوژي، دانشکده استاد گروه3
ي دامپزشکی، دانشگاه تهرانروه پاتولوژي، دانشکدهگ دانشیار 4
مشهدي دامپزشکی، دانشگاه فردوسی استادیار گروه فارماکولوژي، دانشکده 5

از و پیوند کبد، برخیهموراژیک و هیپوولومیک، جراحی
یاري و بیماري کبودهاي ناشی از سموم، سندرم  یبآس
گسترده  ياهموجب تغییر ممکن استو  استاکلوسیو -ونو

 Teoh and Farrell(در ساختار و عملکرد کبد شود 

ناشی از آسیب ایسکمی پرفیوژن مجدد  ياهتغییر). 2003
در فاز اول که:شده استیمتقسکبدي به دو فاز مشخص 

 افتد، با یمپرفیوژن مجدد اتفاق  از شروعساعت بعد  2
استرس اکسیداتیو همراه است و موجب تحریک تولید

E-mail: harab@ut.ac.ir)مسئول ينویسنده(
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يها سلولاز آزاد اکسیژن  هاي یکالرادو آزاد شدن 
فعال شدن ،در این مرحله. شود کبدي میمختلف 

در را  نقشترین بیش ،و سیستم کمپلمانکوپفر  يها سلول
.Tamura et al(دارندعهدهبافتی به  ياهایجاد تغییر

2012, Shiratori et al. 1998, Jaeschke et al. 1993(.
نیز گفته  حاد پرفیوژن مجدد فاز،که به آن هحلدر این مر

 یقاز طرآزاد اکسیژن  هاي یکالرادمختلف ، اشکال شود یم
پراکسیداسیون ،ها ینپروتئیبتخرموجب ،اکسیداسیون

آسیب شوند که میDNAایجاد اختلال در و هایپیدل
.Dorweiler et al(خواهد داشت به دنبالرا سلولی 

2007, Ildefonso and Arias-Diaz فاز بعدي ).2010
 درن مجدد عموماًژناشی از ایسکمی پرفیو کبديآسیب 

 و دهد رخ مین ژپرفیواز شروع ساعت بعد  48تا  6طی
هاي  نوتروفیل نفوذ دنباله که باستالتهابی  يیک ضایعه

ا سببهاین تغییر. افتد یماتفاق ،شده به محل فراخوان
و  گردد یمآزاد  هاي یکالرادتولید و آزاد شدن تشدید 

 Teoh and Farrell(دهد یمرا افزایش  اتمیزان ضایع

2003, Jaeschke and Farhood هاي  نوتروفیل). 1991
، نازیهپار، Gین س، کاتپالاستاز سبب آزاد شدن،شدهفعال

به همراه  که شوند یمولیز کننده هیدر هاي یمآنزکلاژناز و 
بافتی  هاي یبآسیددر تشدهاي القاییسایر سیتوکین

 Teoh and Farrell 2003, Jaeschke(کنند یممشارکت 

2006, Ildefonso and Arias-Diaz یندهاي آفر.)2010
در ممکن استآپوپتوز هر دو مرگ سلولی نکروز و

کنندبروز  ،یوژن مجددفبافتی ناشی از ایسکمی پریبآس
)Gao et al. 1998, Teoh and Farrell 2003(.

ياهترکیبسوخت و سازارگان اصلی مسئول  ،کبد
اندوژناز موادو بسیاري  داروها گزنوبیوتیک،یا اگزوژن 

 عمدتاًا هترکیباین سوخت و سازکه  شود یممحسوب 
انجام  ،آنزیمی مختلف هاي یستمسبا مشارکت و دو فازدر 

یک ابر  P450مجموعه آنزیمی سیتوکروم . شود یم
بهکه باشند یمها بزرگ و متنوع از هموپروتئین خانواده
هاي مونواکسیژناز با اضافه کردن یک اتم  آنزیم عنوان

 Parkinson(کنند اکسیژن به یک ترکیب آلی عمل می

سیتوکروممختلف  سکانس7700تاکنون بیش از . )2001
P450 يخانواده 270که در بیش از است شدهییشناسا 

در پستانداران ها آنيتا 18واند گرفتهقرارمختلف ژنی 
,Nebert and Russell 2002(اند یافت شده Nebert and 

Dalton 2006(. سیتوکروم  هاي یمآنزنقشP450 در بدن
مواد مختلف با  سوخت و سازموجودات فراتر از عمل

سوبستراهاي تاکنون . باشد یماگزوژن و  اندوژنمنشأ 
P450یتوکرومسهاي آنزیمبراي مختلفی در بدن اندوژن

اسیدهاي چرب اشباع و توان به اند که می شدهییشناسا
اسیدهاي صفراوي، استروئیدها،  ،یکازانوئیدهاا، یراشباعغ

ها رینوژنیف، رتینوئیدها و اوروپورD3مشتقات ویتامین 
سوبستراهاي . )Nebert and Russell 2002(اشاره کرد

انواع و شاملهستندمتنوع  ربسیانیز ها یمآنزاین  اگزوژن
هاي طبیعی و مواد شیمیایی محیطی، فراورده ها یندهآلا

از درصد 90بیش از  و ها قارچحاصل از گیاهان و 
تجویز  ،بالینی صورتبهکه باشندمیداروییياهترکیب

.Nebert and Russell 2002, Zhou et al(شوند می 2010(.
روند  در موردکه  یتوجهقابلت مطالعا رغمبه

در ایجاد  مولکولی دخیل هاي یسممکانپاتوفیزیولوژي و 
صورت  ،کبددرپرفیوژن مجدد  ضایعات ناشی از ایسکمی

این  آثارجملهازها از جنبهبرخی در  هنوز ،گرفته است
،داروها و عوامل گزنوبیوتیک سوخت و سازروي  هضایع

بر عمدتاًهم  گرفتهانجامت مطالعا. ابهام وجود دارد
ياهتغییر و نهداروها  سوخت و سازياهتغییر يپایه
 برخی،ینبر اعلاوه .بوده است ،متابولیزه کننده هاي یمآنز
هاي سیتوکروم ایزوفرم از مطالعات به اهمیت برخی از

P450منبع  عنوانبهROSدر ها آنمهم  و نقش
اشاره  ،ایسکمی پرفیوژن مجددپاتوفیزیولوژي آسیب 

.Granville et al(اندکرده 2004, Shaik and Mehvar

کلیدي  نقشبا توجه بهو با عنایت به این موارد ). 2008
مواد اندوژن و  سوخت و سازدر این مجموعه آنزیمی 

در ا هتغییرن بوده تا آاین مطالعه به دنبال  گزنوبیوتیک،
و CYP1A1،CYP3A1چون میمه هايیزوفرمابیان ژنی 
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CYP2E1 در زمانی مختلف پرفیوژن مجدد يها بازهدر  را
.قرار دهدیبررسمورد،کبد موش صحرایی

مواد و روش کار
يبند گروهحیوانات و 

موش صحرایی بالغ نر  25تعداد ،حاضريدر مطالعه
گرم از  250تا  200دالی با میانگین وزنی نژاد اسپراگ

مرکز تکثیر و پرورش حیوانات آزمایشگاهی رازي کرج 
هاي موش. قرار گرفتند استفادهموردو  شدند خریداري

حیوانات منتقل شدند و تحت  يبه خانه صحرایی مذکور
ساعت تاریکی قرار  12ساعت روشنایی و  12شرایط 
داري نگه محل دماي ،مطالعه يدر طی دوره. گرفتند

غذاي استاندارد . بود گراد یسانتيدرجه 23±2حیوانات 
. شدتهیه  ،خوراك دام و طیور پارس ياز کارخانه
تصادفی در پنج گروه  طوربهمطالعهموردحیوانات 

و )کنترلگروه (یجراحشاهد یک گروه شامل ،ییتا پنج
در که به ترتیبقرار داده شدند تحت درمانگروه 4

مجدد پرفیوژن  ساعت 1و ایسکمی ساعت 1معرض
ساعت 6وایسکمی ساعت 1hrI/R(،1گروه یک یا (

و ایسکمی ساعت  6hrI/R(،1گروه دو یا (مجدد پرفیوژن 
 1و )12hrI/Rگروه سوم یا (مجدد  پرفیوژنساعت 12

گروه چهارم (مجدد ن ژساعت پرفیو 24می و کایسساعت 
هاي انجام شده تمامی روش.قرار گرفتند )24hrI/Rیا 

بر اساس منشور ملاحظات ،در این مطالعهروي حیوانات
دانشگاه دامپزشکی  يدانشکده(مربوط ياخلاقی مؤسسه

.صورت گرفته است )تهران
  

روش جراحی و دسترسی به کبد
قبل از آزمایش به مدت یک روز از غذا  ها موش

در .داشتندآزادانه به آب یکن دسترسی ل؛محروم بودند
بیهوشی کامل به دنبال تجویز داخل روز آزمایش، ابتدا

نجام زایلازین اmg/kg10و کتامین mg/kg80صفاقی 
واحد هپارین از طریق ورید  300به میزان ،سپسو  گردید

پس از لاپاراتومی و دسترسی .رانی به حیوان تزریق شد

هایی که کبد را به دیافراگم بطنی، لیگامان يبه محوطه
با سپس کبد و  ندقطع گردید ،کنندصفاقی متصل می

واژگون در سطح خارج شکم قرار به صورت ملایمت
بولداگ،  يگیرههاي آزمایش با استفاده از در گروه. گرفت

هاي لوبرسانی به شریان کبدي و ورید باب که خون
ساعت 1به مدت  ،دهندرا انجام میمیانی کبد چپ و
گروه شاهد جراحی  .)Arab et al. 2009(ندشدمسدود 

 .قرار گرفتگذاري گیرههم تحت عمل جراحی بدون 
کبدهاي گیره،ایسکمی با برداشتن  يپس از طی دوره

 24و 6،12، 1به ترتیب به مدت تحت درمانگروه چهار
در پایان .فتندپرفیوژن مجدد قرار گردر معرض ساعت 

گیري انجام ابتدا از قلب خون،پرفیوژن يدورههر 
 کشیبلافاصله بعد از آسان حیواناتاز سپس ،شد

میانی کبد جدا هاي چپ وبافتی از لوب هاينمونه
سانتریفوژ ،آوري شدههاي خون جمعنمونه .گردیدند

آنزیمی به  ياهبراي تعیین تغییر وها جداسرم آن و شدند
فریزر هاي بافتی به گراد و نمونهسانتی يدرجه -20فریزر

ا هو تا زمان آزمایشمنتقل گراد سانتی يدرجه- 70
.شدندداري نگه

  
سرمیهاي آنزیم فعالیت گیرياندازه

،هاي سرمی از انجمادپس از خارج نمودن نمونه
، )ALT(سرمی آلانین آمینوترانسفراز  هايفعالیت آنزیم

 )ALP(وآلکالین فسفاتاز  )AST(آسپارتات آمینوترانسفراز 
) ایران(آزمون هاي تجاري شرکت پارس با استفاده از کیت

مورد سنجش ) آلمان(اپندورف و دستگاه اتو آنالایزر الان 
 ASTهاي فعالیت آنزیم ،هاي مذکوردر سرم. ندقرار گرفت

به روش  ALPو 1فرانکل -به روش ریت من ALTو 
.گیري گردیداندازه2كروب - لوري -بسی

سیتوکروم  هايیزوفرمابیان ژن  تعیینو  RNAاستخراج 
P450

جداگانه با طوربهبافتی  يها نمونهاز  RNAاستخراج 
™RNX-Plusیتکاستفاده از  (Cat.No.:RN7713C)
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-اساس روش گوانیدیوم اسیدشرکت سیناژن بر
کلروفرم طبق دستورالعمل انجام -فنول–ایزوتیوسیانات 

 -70در فریزر  cDNAتا زمان ساخت  ها نمونه.شد
منظور حذفبه. ندداري شدنگه ،گراد یسانتيدرجه
DNAبه همراه  شده استخراجRNA يها نمونه، تمام
RNA  در ساخت  کارگیريه بقبل ازcDNA  باDNase

استفاده از  با RNAغلظت.درمان شدند) فرمنتاز، آلمان(
 توسطنانومتر  260موج طولها در  قرائت جذب نمونه

محاسبه ) اپندورف، آلمان(اسپکتروفوتومتر بیوفتومتر 
بود  8/1بالاي  280/260چنانچه نسبت جذب و گردید 

.گرفتند قرار می استفادهموردcDNAساخت  برايها  نمونه
 Revert Aid First Strandاز کیت cDNAساخت براي

cDNA Synthesis)به. استفاده گردید )آلمان ،فرمنتاز
 ،P450هاي سیتوکروم ایزوفرم يها ژنبیان  یدتائمنظور 

از  شده استخراجRNAهاي  روي نمونه PCRابتدا واکنش 
ید بیان ژن براي یبعد از تا. انجام گردید ،بافت کبد

در  PCRنظر از آزمون مورد يها ژنارزیابی بیان نسبی 
افزایش فلورسانس رنگ سایبرگرین  بر اساسزمان حقیقی 

هاي استریپبا استفاده از و  CtΔΔاي یسهمقابه روش 

در زمان ) ، کرهBioneerمحصول شرکت (PCRواکنش 
ABIدستگاه وحقیقی  Step One Plus)انجام ) آمریکا

GAPDHژن در برابر میزان بیان  ها دادهتمام.گردید

کنترل  عنوانبه)فسفات دهیدروژناز -3-گلیسرآلدئید(
به  و نسبتشدند برآوردنرمالصورتبهداخلی 

موردلیست پرایمرهاي .گردیدندبیان  ،کنترل يها گروه
.آمده است 1جدول در این مطالعه در  استفاده

آنالیز آماري
 SPSS16.0افزار نرمها از  آماري داده يبراي محاسبه

خطاي معیار ±ها بر اساس میانگین استفاده شد و تمام داده
ي آماري در ها آزمونداري  سطح معنی. شدنددادهنشان 

قبل از . گرفته شددر نظر  >05/0pها آزموني  مورد همه
 نرمال،کرموگروف اسمیرنوف آزمونآنالیز، با استفاده از 

ي  براي مقایسهسپس شد وبررسی  ها دادهبودن توزیع 
 )ANOVA(طرفه هاي مختلف از آنالیز واریانس یک میانگین

سرمی  ياهسی براي تغییر -تدانتکمیلی آزمونو 
.ها استفاده گردیدبیان ژن ياهبراي تغییر LSDها و  یمآنز

P450سیتوکروم  هايیزوفرماکار برده شده براي بیان ژن ه بمشخصات پرایمرهاي : 1جدول .1

پرایمر('3→'5)توالیعدد دسترسی به توالی ژن

NM_017008
GATGGTGAAGGTCGGTGTGF

GAPDH
ATGAAGGGGTCGTTGATGGR

NM_012540
GGGAGGTTACTGGTTCTGGF

CYP1A1
ATGAGGCTGTCTGTGATGTCR

NM_013105
TGGTAATAGACTTGAGAGAGF

CYP3A1
GGGCAGATATACATAAGGAR

NM_031543
CCTTTCCCTCTTCCCATCCF

CYP2E1 AACCTCCGCACATCCTTCCR

1- Reitman- Frankel
2- Bessey- Lowry -Brook
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نتایج
سرمیهاي یمآنزت فعالیتتغییرا

در  ALPو ALT،ASTسرمی هاي یمآنزفعالیت
مختلف  يها زمانمقایسه با گروه کنترل جراحی در 

افزایش یافت ) P>05/0(يدار یمعنطوربهپرفیوژن مجدد 
ساعت  6در گروه در معرض  هاآن حداکثر مقدارکه 

.مشاهده گردید ،پرفیوژن مجدد

)AST(، آسپارتات آمینوترانسفراز )ALT(آلانین آمینوترانسفراز  سرمی هاي یمآنزفعالیتمیانگین  :2جدول
مطالعه مورد مختلف يها گروهدر  )ALP(فسفاتاز  ینآلکالو 

به به ترتیبدر ادامه وساعت ایسکمی 1در معرض ابتدا ،چهاردو، سه ویک، یهاي آزمایش گروه*
صورتبهها داده.دقرار گرفتن ،پرفیوژن مجددتحت ساعت  چهاربیست وو دوازده ،شش یک،مدت 

در بیندار یمعناختلاف عدم بیانگر ،عمودي در هر ستونمشابه و حروفهستندخطاي معیار ±میانگین
.)<05/0P(باشد یمهاي مختلف گروه

P450هاي سیتوکروم یزوفرمابیان ژنی 

یتوکرومسهاي مختلف ایزوفرم یژن ياهتغییر يمقایسه
P450  آوري شده از جمعبافت کبد  يها نمونهدر
يها ژنبیان که نشان داد  ،مطالعهتحت مختلف يها گروه

در  CYP1A1, CYP2E1, CYP3A1هايیزوفرما
ساعت پرفیوژن مجدد در  24و 12در معرض  يها گروه

یافته کاهش  يدار یمعنطوربه،مقایسه با گروه کنترل
بیان ژنی در کاهش  این).P>05/0و P>01/0(است
ساعت پرفیوژن مجدد در  24و 12در معرض  يها گروه

نیز با گروه در معرض یک ساعت پرفیوژن مجدد قایسهم

در بیان نیز داري یمعنکاهش .)P>05/0(بود دار یمعن
 ساعت 6در گروه در معرض CYP3A1ژنی ایزوفرم 

پرفیوژن مجدد در مقایسه با گروه کنترل جراحی و گروه 
یدگردمشاهده  ،پرفیوژن مجدد ساعت 1در معرض 

)05/0P<.( بیان ژن سه ياهتغییر3تا 1در نمودارهاي
هاي کبد گروهدر P450ایزوفرم مختلف سیتوکروم 

هاي بازه وکه تحت یک ساعت ایسکمی مطالعه مختلف 
به همراه  ،زمانی مختلف پرفیوژن مجدد قرار گرفته بودند

.مقایسه شده است ،گروه کنترل

ALP(IU/L) ALT(IU/L) AST(IU/L)
آنزیم

*گروه
a18/10±2/124 a14/5±69 a98/8±2/96 جراحیکنترل 
b95/40±2/283 b39/56±4/425 b19/36±2/497 گروه یک
c24/94±2/576 c66/130±6/1001 c01/90±9/1059 گروه دو

c15/58±530 d85/76±6/738 c98/77±4/850 گروه سه
b84/4±4/350 e4/33±2/572 d97/47±6/650 گروه چهار
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 6hr(دو ، )1hr I/R(هاي آزمایشی یک گروه کنترل جراحی و گروههاي رتدر  CYP1A1بیان ژن  تتغییرا يمقایسه: 1نمودار 

I/R( ، سه)12hr I/R (چهار و)24hr I/R (و  دوازده ،شش ساعت ایسکمی و در ادامه به ترتیب به مدت یک، 1ابتدا در معرض  که
و حروف  اندخطاي استاندارد بیان شده ±میانگین  ورتصبهیر مقاد.بیست و چهار ساعت تحت پرفیوژن مجدد قرار گرفتند

.دنباش یمي مختلف ها گروهدار در  یمعنبیانگر اختلاف  ها ستونمتفاوت روي 

 6hr(دو ، )1hr I/R(هاي آزمایشی یک گروه کنترل جراحی و گروه هايرت در CYP3A1بیان ژن  تتغییرا يمقایسه: 2نمودار 

I/R( ، سه)12hr I/R (چهار و)24hr I/R (و  دوازده ،شش ساعت ایسکمی و در ادامه به ترتیب به مدت یک، 1ابتدا در معرض  که
و حروف  اندخطاي استاندارد بیان شده ±میانگین  صورتبهیر مقاد.بیست و چهار ساعت تحت پرفیوژن مجدد قرار گرفتند

.دنباش یمي مختلف ها گروهدار در  یمعنبیانگر اختلاف  ها ستونمتفاوت روي 
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 6hr(دو ، )1hr I/R(هاي آزمایشی یک گروه کنترل جراحی و گروه هايرت در CYP2E1بیان ژن  تتغییرا يمقایسه: 3نمودار 

I/R( ، سه)12hr I/R (چهار و)24hr I/R (و  دوازده ،شش ساعت ایسکمی و در ادامه به ترتیب به مدت یک، 1ابتدا در معرض  که
و حروف  اندخطاي استاندارد بیان شده ±میانگین  صورتبهیر مقاد . بیست و چهار ساعت تحت پرفیوژن مجدد قرار گرفتند

.دنباش یمي مختلف ها گروهدار در  یمعنبیانگر اختلاف  ها ستونمتفاوت روي 

بحث
که  کبدي هايدر بافت پرفیوژن مجدد پس از برقراري

آبشاري از اتفاقات ، نداگرفتهقراردر معرض ایسکمی  قبلاً
آسیب  به یتنهادرکه  کند یمبروز  یو مولکولسلولی 

تحت این آسیب که .شود یمکبدي منجر  يها سلول
 ،شود یمنامیده  ایسکمی پرفیوژن مجدد يعنوان ضایعه

گرددمیباعث بروز تغییر در ساختار و عملکرد کبد 
)Dorweiler et al. 2007, Ildefonso et al. کبد . )2010

 يداروهاا و هترکیب سوخت و سازدربسیار مهمعضو 
 P450سیتوکروم هاي آنزیم،که در آن باشد یممختلف 

در نظر داشته حاضر  يمطالعه. دکنن یمنقش اساسی ایفا 
پرفیوژن مجدد ناشی از ایسکمی ضایعاتآثاراست تا

موردرا P450هاي اصلی سیتوکروم ژنی ایزوفرمروي بیان 
هاي یمآنزفعالیتدار یمعنافزایش.قرار دهد یبررس

در معرض که  هاییگروهدر  ALPو ALT،ASTسرمی 
ي زمانی مختلف پرفیوژن ها بازهو یک ساعت ایسکمی 

ایسکمی  يحاکی از بروز ضایعه ،بودند گرفتهقرارمجدد
یجاداضایعات ،از طرف دیگر. بوده استپرفیوژن مجدد

 ممکن استپرفیوژن مجدد توسط ایسکمی  شده
 يها سلولمختلف  يعملکردهااساسی در  ییاهتغییر

بولیزه هاي متا یمآنزژنی تغییر در بیان  جملهازکبدي 
داشته  به دنبالP450هاي سیتوکروم مثل ایزوفرم ،کننده
مختلف  يها گروهبیان ژنی در  ياهتغییر يمقایسه. باشد

-ایزوفرم mRNAیر مقادنشان داد که حاضر،  يدر مطالعه

در  يها گروهدر CYP1A1و  CYP2E1 ،CYP3A1هاي 
در  دبعد از پرفیوژن مجد ساعت 24و6،12معرض 

 استداشته کاهش  دار یمعنطوربهمقایسه با گروه کنترل،
ن مجدد حاکی از اثر ضایعات ایسکمی پرفیوژکه این امر 

.باشد یمکبد  يمتابولیزه کننده هاي یمآنزروي
پراکسیداسیون  که دنده یمنشان  ،مطالعات مختلف

میکروزومی  هاي یمعملکرد آنزلیپیدها موجب اختلال در 
 Eum and(شود یمP450سیتوکروم  هاي یمآنزجمله از

Lee 2004, Lee et al. حاکی ،چنینهمشواهد .)2000
هاي  یتوضعدر  P450هاي سیتوکروم  یمآنزبیان  است که

Umannova et(یابد یممختلف آسیب اکسیداتیو کاهش  al.
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بهآزاد بین سلولی  هاي یکالرادآزاد شدنتولید و).2008
موجب ممکن است،پرفیوژن مجددیريتأخدر فاز  یژهو

. )Eum and Lee 2004(گردد ها ژنبیان تغییر در
یک سیگنال  عنوانبهممکن استهیپوکسی سلولی 

 ،يبردار نسخهيکننده یمتنظعوامل  يکننده فعالکلیدي 
 يا هسته، فاکتور 1هیپوگزانتین ينظیر عامل القا کننده

و ) AP-1(1-کننده لپروتئین فعاو) NFkB(کاپا بی
یندهاي پروتئین کیناز فعال شونده توسط استرس آفر
)SARK(ایسکمی  هایی که در معرضدر بافت. باشد

سبب  ROSافزایش تولید  گیرند،قرار میپرفیوژن مجدد 
شود و  ها می اکسیدانی سلولظرفیت دفاع آنتیکاهش 
 DNAو  ها ینپروتئهاي آزاد اکسیژن با لیپیدها،  رادیکال
مرگ سلولی و / منجر به آسیب ،وارد واکنش شده ،سلولی

شوند  می )NFkB(یکاپا باي  فعال شدن فاکتور هسته
)Tamura et al. 2012, Dorweiler et al. 2007, Hensley 

et al.  يدر ضایعه NFkBالبته فعال شدن ).2000
ROSکه از طریق علاوه بر این ،می پرفیوژن مجددیسکا

توسط ) Stancovski and Baltimore 1997(آیدپدید می
به رسانی یامپو  TNFαو  1ینترلوکینایی نظیر ها سیتوکین

توسط قطعات  TOLLهاي شبه  تحریک گیرنده دنبال
کند هم بروز مییالورونان حاصل از تخریب بافتیه
)Taylor et al. 2004, Oyama et al. از برخی  در.)2004

 در کاهشNFkBو AP-1نقش عواملی نظیر بهمطالعات 
است شدهاشاره CYP2B1وCYP1A1يهاژن بیان

)Eum and Lee 2004( .برون تنی و درون تنی مطالعات
در  TNFαو  6و  1اینترلوکین است که نشان داده متعدد

موجب کاهش بیان ممکن استو التهابشرایط عفونت 
 ,Morgan 1997(شوند P450یتوکرومسهاي یمآنز

Lentsch et al. نشان نیزمطالعات  از تایج بعضین.)2000
مشخصی محافظتیاثر CYP3A1افزایش بیان ژن که داده

Xپرگنان  يژن هدف گیرنده CYP3A1.روي کبد دارد

(PXR)فعال شدن وشود یممحسوبPXR  روي افزایش
موجب کاهش و دارداثر مهاري  BCL-xlبیان پروتئین 

.Iannelli et al(گردد یمآپوپتوز  بنابراین کاهش ؛ )2010

،6پس از،حاضر يدر مطالعه CYP3A1بیان ژن  دار یمعن
وقوع یافزایشروند ساعت پرفیوژن مجدد با  24و 12

.Dorweiler et al(هازمانآپوپتوز در این  2007, 

Ildefonso et al. مطالعات . خوانی داردهم )2010
در جریان  را مرگ سلولی ناشی از آپوپتوز وقوع،يمتعدد
 . اند ثابت کرده ،مجدد در کبدمی پرفیوژنیسکا يضایعه

يها سلولدرصد  70تا  50،بر اساس این مشاهدات
 يها، در طی مرحلهدرصد هپاتوسیت 60تا  40اندوتلیال و 

.Cursio et al(شوند پرفیوژن مجدد متحمل آپوپتوز می

1999, Kohli et al. 1999, Teoh and Farrell 2003( . در
ایسکمی پرفیوژن که شدهدادهنشان  ،مطالعات از برخی
موجب کاهش بیان گیرنده آریل هیدروکربن  ،مجدد

)AHR(بیان  و کاهششود یمAHR ی با کاهش بیان ژن
 CYP1A1از جمله P450هاي سیتوکروم ایزوفرم از برخی
.Umannova et al(است همراه نیز هااین یافته.)2008

ایسکمی پرفیوژن  آسیباثر  بر مبنیبا نتایج تحقیق حاضر 
-همP450هاي سیتوکروم مجدد بر کاهش بیان ژن ایزوفرم

 هاي یمآنزمطالعات به نقش  از برخی در.خوانی دارد
،CYP1A1/2نظیر  ،میتوکندریایی P450سیتوکروم 
CYP2B1/2،CYP2E1  وCYP3A1/2مولد  عنوانبه

ممکن که شدهاشاره)ROS(اکسیژن  یرپذ واکنشاشکال 
البته ؛نقش داشته باشد ،آسیبدر پاتوفیزیولوژي این است 
ساعت  3(مجدد پرفیوژن يپدیده در ساعات اولیهاین 
بر  و)Shaik and Mehvar 2008(افتد اتفاق می)اول

 يبا افزایش دوره رسدر میظاساس نتایج حاضر به ن
و یا  کند یمکاهش پیدا  هااین آنزیممجدد بیان پرفیوژن

 طوربهP450مختلف سیتوکروم  هايیزوفرماکهاین
پرفیوژن  یسکمیاناشی از یبآسیرتأثتحت  ،متفاوت

.گیرند یممجدد قرار 
هاي یمآنزفعالیتدار یمعنخلاصه، افزایش  طوربه

ALT, AST  وALP  که در معرض ایسکمی  ییهاگروهدر
حاکی از بروز ضایعه در  ،بودند گرفتهقرار پرفیوژن مجدد

. صحرایی تحت مطالعه بوده است يها موشکبد 
از برخی ی ژنکاهش بیان  موجب،شدهیجاداضایعات 
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، CYP2E1نظیرP450سیتوکروم  مهمهاي ایزوفرم
CYP3A1  وCYP1A1حاکی از اثر  ،نتایجاین  .گردید
مجدد روي یوژنپرفایسکمی ناشی از آسیب ضایعات 

ممکن که این امر  باشد یمکبد  يمتابولیزه کننده هاي یمآنز
.تأثیر گذار باشد ،کرد متابولیسمی کبدلدر عم است

قدردانیوتشکر
پژوهشاین نیازمورداعتبارتأمینبرايتهراندانشگاهپژوهشیمحترممعاونتازدانند نویسندگان مقاله بر خود واجب می

.کنندا تشکر و قدردانی هآزمایش دادن هاي خانم منصوره بهارلو و غلامرضا شمس در انجاماز همکاريچنین و هم
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Effects of ischemia-reperfusion injury on the gene expression of 
some cytochrome P450 isoforms in the rat liver
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Abstract
Hepatic ischemia-reperfusion (IR) injury may affect different biological and functional 

roles of the liver. Liver accounts as an important organ for metabolizing different compounds 
and drugs in which cytochrome P450s (CYPs), play an important role. This study aimed to 
investigate the effects of IR injury on the gene expression of the major CYPs isoforms in the 
rat liver. Four groups (n=5) of male Sprague-Dawley rats underwent 60 min lobar hepatic 
ischemia followed by 1, 6, 12 or 24h reperfusion, and a sham-operated group was selected as 
control. At the end of each reperfusion period, blood samples were taken to evaluate enzyme 
alterations induced by IR and then animals were euthanatized and tissue samples were taken 
to study IR-induced changes in gene expression of some CYPs isoforms. Total RNA was 
isolated from the rat liver tissue and then cDNA was synthesized from an mRNA template. 
The level of mRNA expression in the liver was analyzed by real-time PCR using specific 
primers for CYP450 isoforms. The levels of ALT, AST and ALP in the groups subjected to 
IR was significantly (P<0.05) increased during different times of reperfusion and reached to 
the peak 6h after the reperfusion. However, the level of CYP1A1, CYP3A1 and CYP2E1
mRNA was significantly (P<0.05) decreased during 6, 12 and 24h of reperfusion. These 
results showed that IR injury may induce down regulation of the individual CYP450 isoforms 
and these changes may affect CYP-mediated drug metabolizing activities by the liver.
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