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) بر نفروپاتی ناشی از Crocinمطالعه تجربی اثرات حفاظتی کروسین (
 طرفی حالب در موش صحراییانسداد کامل یک

  2، داریوش مهاجري1*الهی رامین کفاشی
 

  چکیده
شود. هدف این  هرگونه اختلال در جریان طبیعی ادرار به نفروپاتی انسدادي منجر می

طرفه حالب در موش متعاقب انسداد کامل یک مطالعه، ارزیابی تاثیر کروسین بر کلیه
طور تصادفی به چهار گروه مساوي سر موش صحرایی نر ویستار به 40صحرایی بود.

ترتیب، شاهد و شم در نظر گرفته شدند. در گروه هاي اول و دوم بهتقسیم شدند. گروه
ب طرف چپ با جراحی مسدود شد. در گروه چهارم بعد از انسداد حال سوم، حالب

خون   مدت پانزده روز گاواژ شد. در پایان، نمونهکروسین به mg/kg50چپ، روزانه 
آلدئید و ديگیري اوره، اسید اوریک و کراتینین سرم اخذ شد. مالون جهت اندازه

هاي هاي آزاد و فعالیت آنزیممنظور ارزیابی فعالیت رادیکالگلوتاتیون احیاء به
گلوتاتیون پراکسیداز جهت تعیین وضعیت  سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و

شناسی بافتی کلیه گیري شد. آسیباکسیدانی در هموژنات بافت کلیه چپ اندازه آنتی
ها توسط آزمون هاي بیوشیمیایی انجام شد. اختلافات بین گروهچپ براي تائید یافته

تعیین  >05/0pداري آزمون توکی در سطح معنیطرفه و پستحلیل واریانس یک  آماري
دار اوره، اسید اوریک و کراتینین سرم طرفه حالب، باعث افزایش معنیشد. انسداد یک

ها و گلوتاتیون احیاء اکسیداندار آنتیآلدئید کلیه و همچنین کاهش معنیديو مالون
یافته مارکرهاي سرمی داري مقادیر افزایشطور معنیکلیه شد. تیمار با کروسین به

ها و گلوتاتیون اکسیدانآلدئید بافت کلیه را کاهش داد و آنتیديمالونآسیب کلیه و 
شناسی کلیه، تغییرات ایجاد احیاء کاهش یافته کلیه را به مقدار طبیعی برگرداند. آسیب

شده توسط انسداد حالب و اثرات محافظتی کروسین را مورد تائید قرار داد. نتایج نشان 
طرفی حالب، احتمالاً از طریق را در انسداد یک داد کروسین اثرات محافظتی خود

  کند.اکسیدانی اعمال میخواص آنتی
  .کلیه، نفروپاتی انسدادي، کروسین، موش صحرایی واژگان کلیدي:

 
  25/12/93تاریخ پذیرش:     18/8/93تاریخ دریافت: 

  

  مقدمه
اختلال در جریان طبیعی ادرار و عوارض ناشی از آن 

شود. مقاومت در برابر جریان  نامیده مینفروپاتی انسدادي 
ادرار سبب افزایش فشار بازگشتی مستقیم به پارانشیم کلیه و 

  شود که بلافاصله بعد از شروع انسداد آسیب بافتی در آن می
  

هـاي کوچـک، دانشـکده دامپزشـکی، دانشـگاه آزاد      هاي داخلی داماستادیار گروه علوم درمانگاهی، بخش بیماري -1*
  (Elahi@iaut.ac.ir ; raminazad56@gmail.com) : ، واحد تبریز، تبریز، ایران، اسلامی

  استاد گروه پاتوبیولوژي، بخش پاتولوژي، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تبریز، تبریز، ایران - 2

تواند باعث ایجاد  ). همچنین، انسداد می1و  20دهد ( رخ می
سیب ناشی از انسداد را تشدید کند. عفونت در کلیه شده و آ

شوند که پیامد  عوامل متعددي باعث انسداد جریان ادرار می
ها بسته به محل و شدت انسداد و واکنش بدن در مقابل این  آن

  باشد. تاثیر انسدادها بر کلیه از  تعامل پیچیدهپدیده، متفاوت می
ها  بولتنوعی از فاکتورها که هم همودینامیک و هم عملکرد تو

). به نظر 19شود (دهند، ناشی می را تحت تأثیر خود قرار می
هاي فعال اکسیژن شامل رادیکال آزاد سوپراکسید  رسد گونه می

)O2o-) رادیکال آزاد هیدروکسیل ،(OHoو هیدروژن پراکسید ( 

)H2O2 در پاتوژنز نفروپاتی انسدادي دخالت داشته باشند ،(
هاي فعال اکسیژن ش تولید گونه). مطالعات حکایت از افزای37(

اکسیدانی در انسداد میزناي دارند  همراه با تضعیف دفاع آنتی
)، GSHهایی مانند آلبومین، گلوتاتیون احیا ( اکسیدان ). آنتی1(

اسید اوریک و  کاروتن، - تکوفرول، بتا اسید اسکوربیک، آلفا
شده علیه هاي مهم و شناختهاکسیدان روبین از آنتی بیلی

هاي  ). این عوامل رادیکال3و  34باشند ( هاي آزاد می رادیکال
کنند. در  ها جلوگیري میآزاد را حذف و از اثرات تخریبی آن

هاي آزاد و دفاع  شرایط تندرستی، تعادلی میان رادیکال
اکسیدانتی بدن وجود دارد. استرس اکسیداتیو وقتی روي  آنتی
). 43هم ریزد ( اي آزاد بهه دهد که این تعادل به نفع رادیکال می

اي به  هاي کلیوي حساسیت ویژه معلوم شده است که گلومرول
). بنابراین استفاده از عوامل 15استرس اکسیداتیو دارند (

هاي آزاد از شدت اکسیدان که بتوانند با پاکسازي رادیکال آنتی
  انـد.مورد توجه واقع شده دادي بکاهند،ـآسیب در نفروپاتی انس
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اکسیدان با منشأ طبیعی که میان استفاده از عوامل آنتین در ای
  عوارض جانبی کمتري دارند ارجحیت دارد.

فرد محلول در کروسین یک رنگدانه کاروتنوئیدي منحصر به
) و Crocus sativus Linneباشد که در کلاله زعفران (آب می

) وجود دارد و به Gardenia jasminoides Ellisمیوه گاردنیا (
لیل اثرات فارماکولوژیکی وسیع، توجه محققین را به خود د

  .)32( جلب کرده است
کروسین به عنوان یک کاروتنوئید گلیکوزیله داراي اثرات 

ـ  هاي قلبیاز جمله اثرات محافظتی علیه بیماري درمانی متعدد
)، 25توموري ( هايسلول تزاید)، جلوگیري از 38عروقی(

ها  هپاتوسیت) و محافظت از 5محافظت از سیستم عصبی (
هاي محافظتی  باشد. در هر صورت، در بین مکانیسم) می41(

اکسیدانی کروسین مسئول اثرات مختلف، فعالیت آنتی
  ). 25کی آن قلمداد شده است (فارماکولوژی
اي که قبلاً در مورد تاثیر کروسین بر کبد چرب انجام در مطالعه

شده، گزارش شده است که کروسین اثرات محافظتی خود را در 
هاي صحرایی تغذیه شده با جیره پرچرب، از استئاتوز کبد موش

). در 4کند (اکسیدانی خود اعمال میطریق خصوصیات آنتی
 2009و همکاران در سال  Zhangانجام شده توسط  تحقیقات

مشخص شده است که کروسین به دلیل خواص آنتی اکسیدانی 
هاي هاي عضلانی قلب موشخود قادر است که سلول

). در 44صحرایی را در برابر آسیب هیپوکسی محافظت کند (
و همکاران در سال  Naghizadehبررسی انجام شده توسط 

ه است که کروسین استرس اکسیداتیو و نشان داده شد 2010
آسیب ایجاد شده توسط سیسپلاتین را در بافت کلیه کاهش 

اند نشان داده 2004و همکاران در سال  Ochiai). 29دهد (می
اکسیدان قوي و منحصر به فرد در عنوان یک آنتیکه کروسین به

  ).31کند (هاي عصبی عمل میسلول
انی کروسین، این ماده احتمالاً اکسیدبا توجه به اثرات آنتی

توانایی آن را خواهد داشت که بتواند کلیه را از آسیب اکسیداتیو  
در موارد نفروپاتی انسدادي نیز محافظت کند. در هر صورت با 

اي در رابطه با اثرات محافظتی  توجه به بررسی منابع، مطالعه
ین، کروسین در موارد نفروپاتی انسدادي وجود ندارد. بنابرا

تحقیق حاضر براي اولین بار جهت ارزیابی اثرات محافظتی 
هاي صحرایی کروسین در رابطه با نفروپاتی انسدادي در موش

انجام شد. به هر حال، با انجام این مطالعه خاصیت دارویی 
کروسین در محافظت از بافت کلیه در مواقع نفروپاتی انسدادي 

تواند به عنوان  تائید می گیرد که در صورت مورد ارزیابی قرار می
اکسیدانی جهت  یک منبع قابل دسترس با خاصیت  آنتی

محافظت در برابر انسداد جریان ادرار و عوارض وخیم ناشی از 
  آن مورد استفاده قرار گیرد.

  
 مواد و روش کار
  الف) طرح آزمایش

باشـد کـه در   مطالعه حاضر از نوع تجربی آزمایشـگاهی مـی  
آزاد اسلامی تبریز انجام شد. جامعـه   در دانشگاه 1393سال 

سر موش صحرایی نر نژاد  40آماري این مطالعه شامل تعداد 
هفتـه   9-10گرم و سـن   200±20ویستار در محدوده وزنی 

بود که از مرکز پرورش حیوانات آزمایشگاهی دانشـگاه آزاد  
-crocetin diاسلامی تبریـز تهیـه شـدند. داروي کروسـین (    

gentiobiose ester, Mr=1032 (   نیز به شکل پـودر آمـاده در
ــتان (  ــرکت فولکــاي انگلس ــال مخصــوص از ش  Flukaوی

Chemicals, UK; (    ــه ــه کلی ــن مطالع ــد. در ای ــه گردی تهی
ــل  ــی و پروتک ــات   ملاحظــات اخلاق ــار روي حیوان هــاي ک

آزمایشگاهی، مورد تائید کمیته نظارت بـر حقـوق حیوانـات    
اسلامی تبریز، مـد   آزمایشگاهی مرکز تحقیقات دانشگاه آزاد

  نظر قرار گرفت.
ها به بخش جراحی بـه منظـور پرهیـز از    قبل از انتقال موش

گونــه  اسـترس و ســازگار شــدن حیوانــات بـا محــیط، هــیچ  
هـا صـورت نگرفـت.     آزمایشی به مدت یـک هفتـه روي آن  

درجه  24هاي جداگانه و در درجه حرارت  ها در قفس موش
-درصد و چرخه روشناییگراد و رطوبت نسبی هفتاد  سانتی
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ها با اسـتفاده   داري شدند. تغذیه موشساعت نگه 12تاریکی 
از پلت مخصوص حیوانات آزمایشگاهی صـورت گرفـت و   

صورت آزادانه در اختیـار حیوانـات قـرار گرفـت.     آب نیز به
گـروه مسـاوي تقسـیم     4طور تصـادفی بـه    ها بهسپس موش

  شدند:
 ـ   -1 ا پایـان مطالعـه در   گروه اول یا گروه شـاهد سـالم کـه ت

  داري شدند.هاي مورد آزمایش نگه شرایط مشابه گروه
) که پـس از بـاز   Shamگروه دوم یا گروه شاهد جراحی (-2

کردن محوطه بطنی فقط به دستکاري حالـب چـپ در آنهـا    
  اکتفا کرده و هیچگونه انسدادي ایجاد نشد. 

 Unilateralطرفـه حالـب (   گروه سوم یا گروه انسداد یک-3

Ureteral Obstructionطرفـه حالـب،    ) که بعد از انسداد یک
ml/kg 10     نرمال سالین را به مدت پـانزده روز (شـروع یـک

 روز قبل از جراحی) به صورت گاواژ، دریافت کرد. 

علاوه تیمار طرفه حالب به گروه چهارم یا گروه انسداد یک-4
 mg/kgطرفه حالب روزانـه   با کروسین که بعد از انسداد یک

) را با حجمی معـادل حجـم نرمـال سـالین     39کروسین ( 50
نوبت گاواژ در روز، بـه  مصرفی در گروه سه، به صورت یک

مدت پانزده روز (شروع یک روز قبل از جراحـی) دریافـت   
 ).  2کرد (

   ب) روش جراحی
هـا توسـط تزریـق داخـل صـفاقی      بیهوشی عمومی در موش

ــامین ( -Ketamine 10%, Alfasan, Woerdenمخلــوط کت

Holland  به میـزان (mg/kg 50  ) و زایلازیـنXylazin 2%, 

Alfasan, Worden-Holland  به میزان (mg/kg 5  .ایجاد شد
ها به صورت خوابیده به پشت روي میز جراحی قـرار   موش

داده شدند و ناحیه خط وسط شـکمی بـه صـورت معمـول     
متـر روي   آماده جراحی شد. سپس، برشی به طول سه سانتی

خط وسط شکم ایجاد گردید. کلیه چپ از اتصالات آن آزاد 
شد و بعد از مشخص شدن حالب یک لیگاتور با اسـتفاده از  

(ساخت کارخانه سـوپا) در یـک سـوم     2-0نخ بخیه نایلون 

ابتداي حالب ایجاد گردید و حالب به صورت کامل مسـدود  
شد. بعد از برگرداندن کلیه و احشا به موقعیت طبیعی خـود،  

، 910گلاکتـین   ط سفید شکمی با استفاده از نخ بخیـه پلـی  خ
(ساخت کارخانه سوپا) به صورت ساده سرتاسري بخیه  0-3

بـه   3-0گردید. پوست ناحیه با استفاده از نخ بخیـه نـایلون   
). کلیه مراحل جراحـی  42صورت تکی ساده بخیه زده شد (

صورت استریل انجام شد و به منظـور جلـوگیري از بـروز    به
-میلـی  50سیلین پروکائین و هزار واحد پنی 40000فونت ع

صورت داخل عضـلانی بعـد از اتمـام    گرم استرپتومایسین به
ــات تزریــق  ــه حیوان ــات جهــت 1شــد (جراحــی ب ). حیوان

ریکاوري به قفس بازگردانده شده و در اختیارشان آب و غذا 
  روز دیگر ادامه یافت.  3بیوتیک تا گرفت. تزریق آنتیقرار 

  هاي تشخیصیج) نمونه برداري و روش
ــالی،     ــعف، بیح ــم ض ــی، علای ــد از جراح ــارده بع در روز چه

هـاي گـروه   اشتهایی و دردهاي شکمی در مـوش تحرکی، بی بی
طـور  طرفه حالب مشاهده شد. شدت این علایـم بـه   انسداد یک

علاوه تیمـار بـا   طرفه حالب به قابل توجهی در گروه انسداد یک
هـاي   گیري برخی فاکتور ه بود. جهت اندازهکروسین کاهش یافت

) و کـراتینین  8)، اسید اوریـک ( 12بیوشیمیایی سرم شامل اوره (
خون از سینوس پشت کره چشم  اخذ گردید. سرم   )، نمونه40(

دور در  2500هاي خـون توسـط سـانتریفیوژ بـا سـرعت       نمونه
گـراد جـدا    درجه سـانتی  30دقیقه در دماي  15دقیقه و به مدت 

هاي گـردن   ها با ایجاد جابجایی در مهره  زمان همه موش د. همش
هـا سـریعاً خـارج و در    به راحتی کشته شدند.  کلیه چپ موش

) w/v% (15/1%  در 10سالین بسیار سرد شستشـو و هموژنـات   
دور در دقیقـه   7000کلرور پتاسیم تهیه شد. هموژنات با سرعت 

گـراد سـانتریفیوژ    درجـه سـانتی   4دقیقه در دماي  10و به مدت 
پراکسیداسـیون   شده و محلـول شـناور جهـت سـنجش میـزان     

ــدي  ــا Lipid peroxidation; LPO(لیپیـ ــاتیون احیـ )، گلوتـ
)Reduced Glutathione; GSH اکسـیدانی  آنتـی  هـاي ) و آنـزیم

 کاتالاز )،Superoxide dismutase; SOD( سوپراکسید دیسموتاز
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)Catalase; CAT( ازگلوتــاتیون پراکســید  ) وGlutathione 

peroxidase; GPX  ) 30، 35و  36)  مورد استفاده قـرار گرفـت ،
13 ،11  .(  

اکسیدانی مورد مطالعه، میزان گلوتاتیون هاي آنتیفعالیت آنزیم
) با استفاده Malondialdehyde; MDAآلدئید (دياحیا و مالون

 Nanjing Jianchengهاي تجاري موجود  (از کیت

Bioengineering Institute, Nanjing, China .انجام شد (
اکسیدانی به صورت واحدهاي قراردادي هاي آنتیفعالیت آنزیم

آلدئید بافتی به صورت ديگرم پروتئین، مقدار مالوندر میلی
نانومول در گرم بافت و مقدار گلوتاتیون احیاء به صورت 

  میکرومول در گرم بافت عنوان گردید.
کبـــد بـــا روش رنـــگ ســـنجی  پراکسیداســـیون چربـــی در

)colorimetricallyــیله انــــدازه) بــــه  TBARSگیــــري وســ
)thiobarbituric acid reacting substances طبق روش (Fraga 

 1/0). بـه طـور خلاصـه،    13) انجـام شـد (  1988و همکاران ( 
ــی ــا  میل ــافتی ب ــات ب ــر هموژن ــی 2لیت ــرف میل ــر مع -TCAلیت

Hcl)trichloroacetic acid( -TBA )Thiobarbituric acid (
)37 %TBA ،25/0  مــولHCL  15و %TCA 1:1:1، بــه نســبت (

مـاري جوشـان،   دقیقـه  قرارگیـري در بـن    15مخلوط و پس از 
دقیقـه در دمـاي اتـاق     10به مـدت   g 3500خنک گردید و در 

 nm 535سانتریفیوژ شد. شدت جذب محلول رویی شـفاف در  
یر به صـورت نـانومول   گیري گردید. مقاددر مقابل بلانک اندازه

   گرم بافت بیان شدند. 100بر
  Lindsayو  Sedlakتیول غیرپروتئینی (گلوتاتیون) توسط روش 

ها با افزودن ). به طور خلاصه، پروتئین36گیري گردید (اندازه
 ;trichloroacetic acidکلرواستیک اسید (میکرولیتر تري 21

TCA (50  فتی و میکرولیتر هموژنات با 400درصد به
دقیقه  10دور در دقیقه به مدت  12000سانتریفیوژ با سرعت 

میکرولیتر محلول شناور عاري از پروتئین  50جدا گردید. سپس 
 ;dithionitrobenzeneتیونیتروبنزن (میکرولیتر دي 600و 

DTNB (6 معرف میلی) مول/ لیترEllman میکرولیتر  850) به

افزوده شد و   2/8برابر با  pHمول/لیتر با میلی 2/0فسفات بافر 
گیري نانومتر اندازه 412بعد از یک ساعت شدت جذب در 

شد. نتایج از روي منحنی استاندارد تهیه شده توسط محلول 
  مول/لیتر گلوتاتیون احیاء قرائت گردید. میلی1

ــط روش    ــموتاز توس ــید دیس ــت سوپراکس و   Nishikimiفعالی
- میکروگرم از پـروتئین  5د ). در حدو30همکاران تعیین گردید (

هاي کلیـوي بـا بـافر پیروفسـفات     هاي تام هر یک از هموژنات
) phenazine methosulfate; PMTسدیم، فنـازین متوسـولفات (  

ــرو ــوم (- و نیت ــو تترازولی ) Nitro-blue Tertazolium; NBTبل
- آدنـین دي - آمیـد مخلوط گردید. واکنش بـا افـزودن نیکـوتین   

ــد ( ) Nicotinamide-adenine dinucleotide; NADHنوکلئوتی
گراد به مدت  درجه سانتی 30آغاز شد. مخلوط واکنش در دماي 

لیتـر اسـید اسـتیک     میلـی  1و با افزودن  گذاريگرمخانهثانیه  90
زاي تشـکیل  گلاسیال متوقف گردید. شدت جذب مخلوط رنگ

ــده در  ــدازه nm560ش ــت   ان ــد از فعالی ــر واح ــد. ه ــري ش گی
ز به صورت غلظت آنزیم مورد نیـاز بـراي   سوپراکسید دیسموتا

دقیقـه، تحـت شـرایط     1درصد در  50ممانعت از تولید رنگ تا 
  مطالعه، تعیین گردید.

و بـر اسـاس تجزیـه     Claiborneفعالیت کاتـالاز توسـط روش   
). 11، مورد سنجش قرار گرفـت ( nm240پراکسید هیدروژن در 

- میلـی  95/1به طور خلاصه، مخلوط مورد سنجش متشـکل از  

لیتــر پرکســید میلــی 7M, pH=  05/0 ،(1لیتــر بــافر فســفات (
%) در حجـم  10( PMSلیتـر  میلی 05/0) و M 019/0هیدروژن (

ــایی  ــی 3نه ــذب، در     میل ــرات در ج ــود. تغیی ــر ب  nm240لیت
فعالیـت کاتـالاز در   «گیري شد. در نهایت نتیجه بـه شـکل    اندازه
  محاسبه گردید. »دقیقه

و   Rotruckسـیداز بـا اسـتفاده از روش    فعالیت گلوتـاتیون پراک 
) و بر اسـاس واکـنش ذیـل مـورد سـنجش قـرار       35همکاران (

  گرفت.
H2O2 + 2GSH  (گلوتــاتیون احیــاء) → 2H2O + 

GSSG (گلوتاتیون اکسید) 
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گلوتاتیون پراکسیداز، در هموژنات بافتی، گلوتاتیون را اکسیده 
حیـاء  کرده که به طور هم زمان پراکسـید هیـدروژن بـه آب ا   

کلرواستیک  دقیقه توسط تري 10گردد. این واکنش پس از  می
تیوبیس مانده توسط محلول دياسید متوقف و گلوتاتیون باقی

) Dithiobis nitrobenzoic acid; DTNBنیتروبنزوئیک اسید (
گردد مجدداً فعال گردیده و منجر به تشکیل ترکیب رنگی می

شود. مخلوط گیري میاندازه nm420که با اسپکتروفتومتر در 
استیک -آمین تترالیتر اتیلن دي میلی 2/0گر متشکل از واکنش

ــید ( ) ethylenediamine tetra-acetic acid; EDTAاسـ
mM8/0 ،1/0 لیتر آزید سدیم (میلیsodium azide (mM10 ،

لیتـر  میلـی  2/0و  mM5/2لیتر پراکسـید هیـدروژن   میلی 1/0
دقیقـه   10گراد به مدت انتیس درجه  37هموژنات بود که در 

کلرواستیک  لیتر تريمیلی 5/0انکوبه گردید. واکنش با افزودن 
دور در دقیقـه بـه    2000ها بـا  درصد متوقف و لوله 10اسید 
سـدیم  لیتـر دي میلـی  3دقیقـه سـانتریفیوژ شـدند.     15مدت 

درصـد بـه    DTNB 04/0لیتر میلی 1/0و  mM 8/0هیدروژن 
 nm420د و بلافاصله رنگ حاصله در محلول شناور افزوده ش

-گیري شد. فعالیت گلوتاتیون پراکسیداز به صورت میلیاندازه

 گرم پروتئین/دقیقه/میکرومول گلوتاتیون اکسید بیان گردید. 

، پس از پایدارسازي کلیـه  شناسی بافتیآسیببراي مطالعات 
گیـري   هاي قالـب  درصد، از بافت 10چپ در فرمالین بافري 

میکـرون و   5پـی بـا ضـخامت     در ارافین، مقاطع پیشده در پ
). مقاطع تهیه شده، 24آمیزي تریکروم ماسون تهیه شد ( رنگ

، ECLIPSE E200میکروسکوپ نوري مـدل نیکـون (   توسط
ساخت کشور ژاپن) مورد مطالعه قرار گرفتند. بررسی مقاطع 

ــیب ــی     آسـ ــه کمـ ــاس نیمـ ــک مقیـ ــط یـ ــی توسـ شناسـ
)Semiquantitative scaleخبر جهت صورت دوسو بی به ) و

ارزیابی از لحاظ تغییرات پاتولوژیـک شـامل: الـف) آسـیب     
ها به شکل گلومرولیت، آتروفی گلومرولی، فیبـروز  گلومرول

گلومرولی و اتساع فضاي ادراري، ب) آسیب بینابینی به شکل 
هاي آماسی و پرخونی، خونریزي، ادم، ارتشاح بیناببنی سلول

) آسیب توبولی به شکل اتسـاع توبـولی،   فیبروز بینابینی و ج
ها، پهن و هاي پوششی توبولتغییرات دژنراتیو و نکروز سلول

هاي ها، مشاهده کستهاي پوششی توبولمسطح شدن سلول
ها مورد مطالعه قـرار گرفتنـد و از لحـاظ    هیالنی داخل توبول

و همکاران در سـال   Bhalodiaشدت آسیب بر اساس روش 
)، +) آسـیب ملایـم (  -دم وجود آسـیب ( به صورت ع 2009

  ). 7بندي شدند() رتبه+++)، آسیب شدید (++آسیب متوسط (
  

  هاد) تحلیل آماري داده
انحـراف   ±دست آمده کمی، به صورت میـانگین  هاي به داده

دار  ) ارائه و اختلاف معنیmean±S.E.Mاستاندارد از میانگین (
 ـ  بین گروه  oneطرفـه ( کها توسط آزمون تحلیل واریـانس ی

way-ANOVA(  ) و آزمون تعقیبی تـوکیTukey(   در سـطح
مـورد   SPSSافـزار آمـاري    توسـط نـرم    >05/0pداري  معنی

  واکاوي قرار گرفت.
  

  نتایج
  هاي بیوشیمیاییالف) یافته

هاي مختلف تغییرات بیوشیمیایی سرم و مقایسه آماري گروه
الـب و  آزمایشی شامل: شاهد سالم،  شم، انسداد یکطرفی ح

 1علاوه تیمار با کروسین در جدول انسداد یکطرفی حالب به
هاي شاهد سالم و شم تفـاوت  ارائه گردیده است.  بین گروه

هاي سرمی اوره، اسید اوریک و کراتینین داري در غلظتمعنی
  مشاهده نشد.

هاي سرمی اوره، اسـید اوریـک و کـراتینین در گـروه     غلظت
) بیشتر >001/0pداري (معنی طرفی حالب به طورانسداد یک

هاي صحرایی گروه شاهد بود. درمان با کروسین بـه  از موش
) مقادیر سرمی اوره، اسید اوریک و >05/0pداري (طور معنی

طرفی حالب کاهش کراتینین را در مقایسه با گروه انسداد یک
  ).1داد (جدول 
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  هاي صحرایی مورد مطالعههاي سرمی اوره، اسید اوریک و کراتینین در موشاثرات درمانی کروسین بر فراسنجه - 1جدول 

  

 هاگروه
 هاي سرمیفراسنجه

 )mg/dLکراتینین ( )mg/dLاسید اوریک (  )mg/dLاوره (

 57/1±11/0 78/0±13/0 49/61±22/5  شاهد سالم
 54/1±08/0 80/0±12/0 43/63±54/4  شم

 a85/11±72/139 a21/0±84/1 a75/0±65/4 انسداد یکطرفی حالب
 b36/8±48/105 b15/0±31/1 b33/0±98/2 طرفی حالب بعلاوه تیمار با کروسینانسداد یک

  
a :001/0 p< ،در مقایسه با گروه شاهدb :05/0 p<طرفی حالبدر مقایسه با گروه انسداد یک  
  

  اکسیدانیب) اثرات آنتی
لحـاظ   هاي شاهد سالم و شم ازداري بین گروهتفاوت معنی

هاي مورد مطالعه برآورد نگردیـد. در گـروه انسـداد    فراسنجه
) در مقـادیر  >001/0pدار (طرفـی حالـب، کـاهش معنـی    یک

اکسـیدانی  هـاي آنتـی  بافتی گلوتاتیون احیا و فعالیـت آنـزیم  
سوپراکسید دیسـموتاز، کاتـالاز و گلوتـاتیون پراکسـیداز در     

درمـان بـا    مقایسه با گـروه شـاهد مشـاهده شـد.  در گـروه     
هـاي   کروسین مقادیر بافتی گلوتاتیون احیا و فعالیـت آنـزیم  

) در مقایسـه  >05/0pدار (اکسیدانی مذکور به طور معنیآنتی
طرفـی حالـب افـزایش یافـت. در گـروه      با گروه انسداد یک

) میـزان  >001/0pدار (طرفی حالب، افزایش معنیانسداد یک
گروه شاهد مشاهده شـد.  آلدئید بافتی در مقایسه با ديمالون

آلدئید ديپیش درمانی با کروسین مقادیر بافتی مالون در گروه
-) در مقایسه با گروه انسـداد یـک  >05/0pدار (به طور معنی

  ).2طرفی حالب کاهش یافت (جدول 

  
اکسیدانی سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و هاي آنتیآنزیم آلدئید و گلوتاتیون احیا کلیه و فعالیتدياثرات درمان با کروسین بر مقایر بافتی مالون - 2جدول 

  هاي صحرایی مورد مطالعهگلوتاتیون پراکسیداز در موش
  

 هاگروه
 پارامترهاي مورد سنجش

آلدئید ديمالون
)nmol/mg protein( 

گلوتاتیون احیا 
)μmol/g protein( 

سوپراکسید دیسموتاز 
)U/mg protein( 

  کاتالاز
)U/mg protein( 

  گلوتاتیون پراکسیداز
)U/mg protein( 

 23/40±68/2 15/49±71/4 45/173±64/14 85/2±17/0 09/5±21/0 شاهد سالم
 71/42±11/3 28/47±95/4 23/175±83/15 83/2±16/0 13/5±24/0 شم

 a47/0±41/9 a05/0±30/1 a15/6±55/91 a44/2±35/26 a74/1±65/20 طرفی حالبانسداد یک
  فی حالبطرانسداد یک

 و تیمار با کروسین
b35/0±38/7 b14/0±95/1 b34/12±82/154 b62/3±87/39 b95/1±28/32 

  
a :001/0 p< ،در مقایسه با گروه شاهد سالمb :05/0 p<طرفی حالبدر مقایسه با گروه انسداد یک  
  

  شناسی بافتیآسیبهاي ج) یافته
سـالم،  هاي مختلف آزمایشی شـامل: شـاهد   تغییرات بافتی گروه

طرفـی  طرفی حالب  و انسـداد یـک  شاهد جراحی،  انسداد یک
نشـان داده شـده و     1علاوه تیمار با کروسین  در نگاره حالب به

  ارائه شده است. 3در جدول  شناسیآسیبشدت تغییرات 

هاي شاهد سالم و شاهد جراحی سـاختار بـافتی کلیـه     در گروه 
توجهی در آنها مشاهده کاملاً طبیعی بود و آسیب پاتولوژي قابل 

  ).  2و  1نشد (نگاره 
هـاي کلیـه   لطرفـی حالـب، آسـیب توبـو    در گروه انسداد یـک 

هـاي   ها و پهن و مسطح شدن سلولبصورت اتساع شدید توبول
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توبولی همراه با تغییرات شدید دژنراتیو به شکل واکوئولاسـیون  
ها مشـاهده شـد.   هاي پوششی توبولسلولی و نکروز حاد سلول

کیسـتیک در مشـاهدات    ها باعث ایجاد ظـاهر پلـی  ساع توبولات
هـاي متسـع نیـز    هاي مجاور توبولریزبینی کلیه شده بود. توبول

صورت پرخونی آتروفی شده بودند. آسیب بافت بینابینی کلیه به
هـاي آماسـی و افـزایش    و ادم شدید، ارتشـاح گسـترده سـلول   

هـاي مختلـف   متفضاهاي بین توبولی و فیبروز بینابینی در قس ـ
شـکل  شد. آسـیب گلـومرولی نیـز بـه    بافت بینابینی مشاهده می

هـا، فیبـروز اطـراف گلـومرولی و     گلومرولیت، آتروفی گلومرول
ــود urinary spaceاتســاع شــدید و منتشــر فضــاي ادراري ( ) ب

  ). 5تا  3(نگاره 
عـلاوه تیمـار بـا کروسـین      طرفی حالب بـه انسداد یک در گروه

جهی در تغییرات پاتولوژي مشاهده شـد. تغییـرات   بهبود قابل تو
صـورت آسـیب ملایـم    بافتی مشـاهده شـده در ایـن گـروه بـه     

گلومرولی به شـکل اتسـاع خفیـف تـا ملایـم فضـاي ادراري،       
ها همراه با پرخونی ملایم کلافه مویرگی آتروفی ملایم گلومرول

گلومرول بـود. در بافـت بینـابینی کلیـه، پرخـونی و ادم ملایـم       
هـاي آماسـی در   نابینی همراه با  ارتشاح پراکنده و ملایم سلولبی

اي کلیـه،  بافت بینابینی کلیه قابل مشاهده بـود. در سـاختار لولـه   
هـاي  ها و واکوئولاسـیون همـراه بـا نکـروز سـلول     اتساع توبول

  ). 6شد (نگاره پوششی توبولی در حد متوسط دیده می
  

    
صحرایی از گروه شاهد  یه یک موشنماي ریزبینی از بافت کل ـ1نگاره 

سالم؛ بافت کلیه داراي ساختاري طبیعی بوده و تغییر پاتولوژیک خاصی 
  ).×250شود (تریکروم ماسون، درشتنمایی در آن دیده نمی

    
صحرایی از گروه شاهد نماي ریزبینی از بافت کلیه یک موش ـ2نگاره 

یر پاتولوژیک قابل جراحی (شم)؛ ساختار بافت کلیه طبیعی است و تغی
  ).×250نمایی  شود (تریکروم ماسون، درشتاي در آن مشاهده نمیملاحظه

  

    
-نماي ریزبینی از بافت کلیه یک موش صحرایی از گروه انسداد یک ـ3نگاره 

طرفی حالب؛ آتروفی گلومرول همرا با اتساع فضاي ادراري (فلش باریک)، 
هاي آماسی در اطراف سلول فیبروز اطراف گلومرولی و ارتشاح فراوان

هاي هیالن (نوك فلش) در داخل گلومرول (فلش ضخیم)، حضور کست
هاي توبولی (فلش ها و تغییرات شدید دژنراتیو و واکوئولاسیون سلولتوبول

  ).×250نمایی  باشد (تریکروم ماسون، درشتخمیده) کاملاً مشخص می
  

     
-وش صحرایی از گروه انسداد یکنماي ریزبینی از بافت کلیه یک م ـ4نگاره 

طرفی حالب؛ آتروفی گلومرول و اتساع شدید فضاي ادراري (فلش باریک)، 
هاي آماسی در اطراف گلومرول اسکلروز اطراف گلومرولی و ارتشاح سلول

(فلش ضخیم)، و تغییرات شدید دژنراتیو هیدروپیک (فلش خمیده) قابل 
  ). ×250مشاهده است (تریکروم ماسون، درشتنمایی 
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نماي ریزبینی از بافت کلیه یک موش صحرایی از گروه انسداد  ـ5نگاره 

طرفی حالب؛ پرخونی عروق در بافت کلیه (فلش باریک)، پرخونی یک
گلومرولی (فلش ضخیم) و اتساع شدید کیستیک توبولی (فلش خمیده) 

  ). ×250شود (تریکروم ماسون، درشتنمایی به وضوح دیده می
   

    
نماي ریزبینی از بافت کلیه یک موش صحرایی از گروه انسداد  ـ6 نگاره
علاوه تیمار با کروسین؛ اتساع متوسط توبول ادراري طرفی حالب بهیک

هاي توبولی (فلش باریک) و تغییرات دژنراتیو ملایم تا متوسط سلول
شود (فلش ضخیم) و آتروفی ملایم گلومرول (فلش خمیده) مشاهده می

  ).×250سون، درشتنمایی (تریکروم ما

  
  هاي مورد مطالعهمقایسه شدت آسیب بافت کلیه بین گروه - 3جدول 

  

 هاگروه

 پارامترهاي مورد سنجش

آسیب توبولی به شکل اتساع توبولی، 
هاي تغییرات دژنراتیو و نکروز سلول

توبولی، پهن و مسطح شدن سلولهاي 
 هاي هیالنیتوبولی، مشاهده کست

به شکل  آسیب بینابینی
پرخونی، خونریزي، ادم، 

هاي  ارتشاح بیناببنی سلول
 آماسی و فیبروز بینابینی

آسیب گلومرولی به شکل 
گلومرولیت، آتروفی گلومرولی، 

فیبروز گلومرولی و اتساع 
 فضاي ادراري

 - - - شاهد سالم

 - - - شم

 +++ +++ +++ طرفی حالبانسداد یک
  طرفی حالبانسداد یک

 کروسینو تیمار با 
++ + + 

  
 باشد.) نشانگر عدم وجود آسیب، علامت (+) نشانگر آسیب پاتولوژیک ملایم، (++) آسیب متوسط و (+++) آسیب شدید می- علامت (

  
  بحث 

در بررسی حاضر افزایش مقادیر سرمی اوره، اسید اوریک و 
طرفی طور یکهایی که حالب آنها بهکراتینین در سرم موش

مسدود شده بود، مشاهده شد که حکایت از بروز آسیب در 
طور قابل توجهی از افزایش کلیه را دارد. تیمار با کروسین به

ن، هاي مذکور جلوگیري کرد. همچنیسطوح سرمی شاخص
نتایج مطالعه حاضر نشان داد که انسداد حالب منجر به کاهش 

هاي آنتی اکسیدان سوپراکسید دیسموتاز، فعالیت آنزیم
شود. کاتالاز و گلوتاتیون پراکسیداز و گلوتاتیون احیاء می

استرس  داري باعث کاهشکروسین در این مطالعه به طور معنی
 آلدئید)ديمالوناکسیداتیو و شاخص پراکسیداسیون لیپیدي (

هاي شد. در این مطالعه، نتایج بیوشیمیایی به دست آمده با یافته
  مورد تائید قرار گرفت. شناسیآسیب
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 ) کهReactive Oxygen Species, ROSاکسیژن ( فعال هايگونه

سوپراکسید، یون هیدروکسیل، پراکسید  آزاد هايرادیکال شامل
 هايرسانه که رسدمی ظرنبه و اکسیژن منفرد هستند، هیدروژن

 نقش که آنجایی باشند. از حالب آسیب ناشی از انسداد در مهمی

 انواع از بسیاري پاتوفیزیولوژي درROS انکاري براي  غیرقابل

 است، شده گزارش توکسیک یا ایسکمیک کلیوي حاد نارسایی

 هايآسیب و عملکردي تغییرات برخی در است ممکن بنابراین

 دخیل نیز حالب انسداد طی کلیه شده در دهمشاه مورفولوژیک

 و بوده پذیراکسیژن، بسیار واکنش فعال هاي). گونه32باشند (
از  بدن جانداران هايماکرومولکول به ناپذیري جبران هايآسیب

سازند. می وارد هاکربوهیدرات و لیپیدها ها،جمله ژنوم، پروتئین
 یتوکندري توسطم در یون سوپراکسید، فیزیولوژیک شرایط در

هایی آنزیم توسط سیتوزول در الکترون، انتقال زنجیره هايآنزیم
 شبکه در اکسیداز، NADPHاکسیداز و  گزانتین نظیر

 پلاسمایی غشاي در و  P450سیتوکروم و توسط آندوپلاسمی

 آراشیدونیک اسیدهاي متابولیسم طیA2 فسفولیپاز  آنزیم توسط

 تواندمی هاي فعال اکسیژن همهسایر گون به که گردد،می تولید

 شرایط در هابافت و هاسلول در ROS تبدیل شود. میزان 

سیستم  توسط آنها حذف و تولید بین تعادل علت به طبیعی، 
 دفاع ماند. سیستممی ثابت معینی حد یک در اکسیدانی،آنتی دفاع

 سوپراکسید نظیر هاییآنزیم بر است مشتمل اکسیدانیآنتی

 سازيپاك راROS کاتالاز که  پراکسیداز و ، گلوتاتیوندیسموتاز

 فعالیت میزان و تولید بین تقریبی دلیل تعادل ). به27کنند (می

 تعادل این که است ممکن سادگی اکسیدانی، بهآنتی دفاع سیستم

 باعث ایجاد موضوع همین و ریزد همبه ROSتولید  نفع به

 استرس را عدم تعادل گردد. این هاسلول بیوشیمی آشفتگی در

  ). 22شود (بافتی می هايآسیب به منجر نامند کهمی اکسیداتیو
 در راROS نقش  1992همکاران در سال  و Modeiبار  اولین

 تغییرات دادند. ایشان نشان میزناي طرفه دو انسداد مدل یک

 بعد زمانی مراحل طی در آمده وجود به مکانیکی و همودینامیکی

 تولید اصلی منشأ کلیوي بافت در رفی حالب راطاز انسداد یک

 مهاجرت فزاینده افزایش علاوه دانند، بهمی آزاد هايرادیکال

 در تکمیلی عوامل از جمله نیز را انسداد ضمن در هالکوسیت

تولید  افزایش دلایل ترین). عمده27نمایند (می ذکرROS تولید 
ROS افزایش و انیرسخون کاهش توانرا می انسدادي کلیه در 

 افزایش هم همکاران و Banderنمود.  ذکر توبولی داخل فشار

  ). 6اند (کرده گزارش میزناي انسداد در را هوازيبی گلیکولیز
هاي فعال گونه 1996و همکاران در سال   Martinطبق نظر 

ها تحت شرایط انسداد میزناي، تولید اکسیژن مشتق از نوتروفیل
هاي آزاد با اسیدهاي چرب غیر اشباع در  شوند. این رادیکالمی

غشاي سلولی واکنش داده و منجر به شکسته شدن ترکیبات 
  ). 26شوند (سلولی و در نهایت تخریب سلول می

به عنوان آلدئید ديمالونالقاء استرس اکسیداتیو توسط افزایش 
هاي شاخص پراکسیداسیون لیپیدي و وضعیت نابسامان آنزیم

 دچار انسداد حالب،هاي صحرایی موش کلیهر اکسیدان دآنتی
اکسیدانی گیرد. در این مطالعه فعالیت آنتیمورد تائید قرار می

و فعالیت  آلدئید کلیهديمالونگیري محتواي کروسین با اندازه
اکسیدانی آن مورد ارزیابی قرار گرفت به طوري هاي آنتیآنزیم
و افزایش  دئید کلیهآلديمالونباعث افزایش  انسداد حالبکه، 

 اکسیدانی در مقایسه با گروه شاهد شد. بهنتیآهاي فعالیت آنزیم
داري وضعیت عبارتی دیگر، تجویز کروسین به طور معنی

دچار انسداد هاي اکسیدانی را در موشسیستم تدافعی آنتی
دهد که عدم تعادل بین این نتایج نشان میبهبود بخشید.   حالب

تواند ها میاکسیدانیداتیو و تشکیل آنتیایجاد استرس اکس
تواند از این و اینکه کروسین می کندبروز  انسداد حالبمتعاقب 

را از  جلوگیري کند، اثرات درمانی و محافظتی آن مرضیروند 
اکسیدانی دهد. فعالیت آنتینشان می انسدادناشی از  نفروپاتی

یز هماهنگ کروسین در این مطالعه با نظرات سایر محققین ن
. نتایج آزمایشات بیوشیمیایی مطالعه حاضر، )17و  33(باشد می

دهد که تیمار با هاي هیستوپاتولوژي، نشان میدر کنار یافته
 کلیهرا کاهش داده و مانع از آسیب  استرس اکسیداتیوکروسین 

  .گرددمی
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طرفه حالب در نتایج این مطالعه نشان داد که متعاقب انسداد یک
ایی میزان اوره، اسید اوریک و کراتینین سرم افزایش موش صحر

هاي فیزیوپاتولوژیک انسداد جریان یابد. علائم بالینی و پاسخمی
ادرار تحت تاثیر فاکتورهاي مختلفی هستند. از این فاکتورها 

توان محل انسداد، شدت و دوره انسداد، وجود یا فقدان  می
رفه بودن انسداد ططرفه یا یکعفونت دستگاه ادراري و دو

قسمت فوقانی دستگاه ادراري را نام برد. آنوري، ازوتمی و 
 48اند. بعد از  شده  اورمی همراه با انسداد کامل حالب مشاهده

ساعت از انسداد حالب معمولاً چند علامت غیرطبیعی در 
ساعت  72تا  48، ولی )40( شود بیوشیمی خون مشاهده می

تغییرات شیمیائی به سرعت  بعد، معمولاً علائم بالینی و
کنند. در اثر انسداد کامل حالب تغییرات  پیشرفت می

آیند. انسداد  مورفولوژیک و عملکردي همزمان به وجود می
طرفه و تدریجی حالب با احتباس ادرار و تخریب پارانشیم یک

). این 6و  22شود ( کلیه همراه است و منجر به بزرگی کلیه می
تحقیق حاضر مبنی بر افزایش میزان اوره، اسید هاي نتایج با یافته

  خوانی دارد.اوریک و کراتینین سرم هم
هاي مختلف هاي بافترسد که کروسین، در سلولبه نظر می

هاي آزاد و احتمالاً با مواد حدواسط اکسیدان بدن با رادیکال
دهد و به این ترتیب غشاهاي سلولی را با متوقف واکنش می

). در 9کند (اي رادیکال آزاد حفظ مییرهکردن واکنش زنج
 2005و همکاران در سال  Hosseinzadehاي که توسط مطالعه

هاي کلیوي انجام شده است، نقش حفاظتی کروسین در آسیب
). 16بازخونرسانی نشان داده شده است (- ناشی از ایسکمی

و  Phamاکسیدانی کروسین در مطالعاتی که توسط اثرات آنتی
و همکاران در سال  Hosseinzadehو  2000در سال همکاران 

  ). 17و  33انجام شده به اثبات رسیده است ( 2009
تواند به سرعت و با شدت زیادي طرفه حالب میانسداد یک

هاي التهابی به بافت بینابینی کلیه گردد. به باعث ارتشاح سلول
رسد که استرس اکسیداتیو نقش کلیدي را در آغاز و نظر می

دامه التهاب بعد از انسداد بر عهده دارد که نتیجه آن آسیب ا
). در 28باشد (هاي کلیوي و فیبروز بافت بینابینی میتوبول

داري در بررسی حاضر مصرف کروسین باعث کاهش معنی
بینابینی بعد - هاي آماسی و آسیب توبولیارتشاح بینابینی سلول
دیگر آسیب  طرفه حالب شده و از طرفاز انسداد کامل یک

داري کاهش داده است. مطالعات گلومرولی را به طور معنی
طرفه حالب در موش گذشته نشان داده است که انسداد یک

تواند منجر به فیبروز توبولی بینابینی، اسکلروز صحرایی می
هاي آماسی و التهاب بافت بینابینی گردد. گلومرولی، نفوذ سلول

Klahr  وPukerson  نشان دادند که متعاقب  1994در سال
انسداد حالب فیبروز توبولی بینابینی، اتساع فضاي کپسول بومن، 

هاي  آتروفی شدید گلومرولی و توبولی و تجمع سلول
و  Lange-Sperandio). همچنین، 21دهد (اي روي می هسته تک

اند که انسداد حالب گزارش نموده 2005همکاران در سال 
بی و ایجاد فیبروز در بافت بینابینی هاي التهاباعث نفوذ سلول

و  1988و همکاران در سال  Gonzalez). 23شود (کلیه می
Kaneto  نیز نشان دادند که بعد از  1994و همکاران در سال

دهد انسداد حالب فیبروز و التهاب بافت بینابینی کلیه روي می
شناسی مطالعه حاضر هاي آسیب). این نتایج با یافته14و  18(
در هر صورت، با توجه به ارتباط بین استرس خوانی دارد. مه

کند که ، بررسی حاضر تائید می)10(اکسیداتیو و التهاب بافت 
 کلیهتواند باعث التهاب و آسیب اکسیداتیو می انسداد حالب

  شود. 
شود که دست آمده از این مطالعه پیشنهاد میبا توجه به نتایج به

گیري یا بهبود عوارض ناشی از تواند جهت پیش کروسین می
انسداد حالب مورد استفاده قرار گیرد. در هر صورت، شناخت 
دقیق ماده یا مواد موثر اصلی این ماده، تعیین دقیق مکان و 

هاي مؤثر در عملکرد فارماکولوژیکی آن در  مکانیسم یا مکانیسم
این مورد و همچنین تاثیر انواع دزهاي متفاوت نیاز آن به 

  ت آتی دارد. مطالعا
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