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  چکیده
.  را دارد سال بعد از تشخیص بیماري3- 5بقاي میانگین و مزمن است که پیشرونده یک بیماري  فیبروز ریوي :مقدمه    

 در نظر  ماتریکس خارج سلولیسنتز و تجزیه اجزايپروسه نرمال عدم تعادل بین  عنوان نتیجه  تواند به  می این بیماري
 هستند که پروتئولیتیک هاي آنزیم  از خانواده، -MMP 2ویژه   به) MMPS(ها متالوپروتئیناز ماتریکس. گرفته شود

 ،در این تحقیق. نقش مهمی در ایجاد فیبروز ریه دارند و را تجزیه کرده پایه غشاي و )ECM(سلولی ماتریکس خارج
 بلئومایسین در موش آزمایشگاهی به صورت کیفی و کمی  وسیلهه  شده بءدر فیبروز ریوي القا MMP-2بیان پروتئین 

  . شدبررسی 
در ها   موش :بندي شدند  تقسیمبه دو گروه  C57BL/6 با نژاد موش 16در این مطالعه تجربی،  :ها روشمواد و     

صفاقی  به روش داخل را) CMC(سلولز  متیل  کربوکسی )کنترل( گروه دومو درسولفات بلئومایسین ) آزمایش(گروه اول
آمده از ریه دو گروه، جهت مطالعات   دسته هاي ب   نمونهها کشته شده و   موشپایان دوره آزمایش در. دریافت کردند

  آنMMP-2 تغییرات هیستولوژیکی بافت ریه و بیان پروتئین سپس . ندوشیمیایی آماده شدهیستولوژیکی و ایمونوهیست
  .تجزیه و تحلیل شدند Student t-testآزمون آماري نتایج با استفاده از  و  بررسی شدها

 ندهمب  بافت و افزایش رسوب کلاژن هیستولوژیکی در گروه آزمایش پاسخ التهابی،  مطالعات:ي پژوهشها  یافته    
هاي   مطالعات ایمونوهیستوشیمیایی نشان داد که تعداد سلول. هاي ریوي را نسبت به گروه کنترل نشان داد   آلوئول دیواره

  (P<0.001) .یافتمعنی داري  نسبت به گروه کنترل افزایش آزمایشدر گروه MMP-2 کننده پروتئین  بیان
در فیبروز MMP-2 کننده پروتئین   بیانهاي   عداد سلولت که  نشان داداین مطالعه نتایج :گیري   نتیجهبحث و    

  . یابد   بلئومایسین افزایش می  شده به وسیلهءریوي القا
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  مقدمه

یوي بینابینی است که به فیبروز ریه یک بیماري مزمن ر     
 فاکتورهاي ایجادکننده  علت صدمه به پارانشیم ریه به وسیله

همراه با میزان بالاي  ه که وجود آمد التهاب و فیبروز به
 هاي پزشکی مقاوم می مرگ و میر بوده و نسبت به درمان

علت عدم تعادل در پروسه سنتز ه این بیماري ب). 1(،باشد 
و پروسه تخریب ماتریکس خارج صورت نرمال ه کلاژن ب
مطالعات مورفولوژیکی و ). 2(،آید  وجود میه سلولی ب

هاي حاد در بافت ریه   بیوشیمیایی نشان داده است که آسیب
ها و سایر   هاي التهابی و تولید سیتوکین باعث تراوش سلول

ها و    فیبروبلاستتزاید  آنمیدیاتورها شده که نتیجه
 فزایش بافت همبند توسط این سلولها و ا  میوفیبروبلاست
هاي  فعالیت پروتئولیتیک آنزیم. )3،4،5(،ها خواهد بود

نقش مهمی در ایجاد تخریب کننده ماتریکس خارج سلولی 
  )6(. ریه دارندفیبروز
ایی از   خانواده) MMPS(پروتئینازها متالو  ماتریکس      
کننده هستند که توانایی تجزیه   هاي پروتئولیتیک آنزیم

اولین کشف . را دارند) ECM(هاي خارج سلولی تئینپرو
 1962ها زمانی بود که گروس و لاپره در سال  این آنزیم

). 7(،فعالیت کلاژناز را در دگردیسی بچه وزغ مشاهده نمودند
هاي   ها کشف شده که نقش   نوع از این آنزیم25حداقل 

). 8(،هاي نرمال و بیماري بر عهده دارند متنوعی در بافت
ها این است که جهت انجام   یژگی مشترك این آنزیمو

  شکل پیشدو  به شته و نیاز دا،روي به کیفعالیت پروتئولیتی
  )9(.دنشو  پروآنزیم تولید میو آنزیم 

 اجزاي ماتریکس هتجزی  داده است کهنشان مطالعات     
 به .هستند بیولوژیکی مهم فرایندهاي در سلولی خارج

 تکامل فیزیولوژیکی مثل رایطش تحت  نه تنهادیگر، عبارت
 جهتها MMP فعالیت  ...و زخم ترمیم زایی، رگ جنین،
 ، بلکهاست مهم سلولی خارج ماتریکس هاي  پروتئین هتجزی

ها و   ماريـواع بیـان ثلـم کیـپاتولوژی فرایندهاي در
 پاسخ راه باـ که هممیاییـکروبی و شیـهاي می محرك

  ها ضروري می MMPفعال شدن است، تهابی ـال
  )10،11،12،13،14.(باشد

MMP-2     ایی از اعضاي خانواده    دستهMMP  ها بوده
 شناخته شده KDa 72 یا ژلاتیناز A که به عنوان ژلاتیناز

هاي   سلولرنج وسیعی از   است و به وسیله
هاي   سلول ، ماکروفاژها و)16(، اپیتلیوم،)15(،فیبروبلاست

 داراي یک MMP-2. شود  در ریه تولید می ،)17(،آندوتلیال
گر اتصال به ژلاتین    واسطه وقلمرو شبیه به فیبرونکتین

، )19(،طور پروتئولیتیکی ژلاتینه تواند ب  می که ،)18(،است
   . را تجزیه کند،)21(،و الاستین، )20(،کلاژن نوع چهار

، )22(،)2003(و همکاران هنريتوسط   کهیدر مطالعات     
ن دادند که فعالیت و  انجام شد، نشا،)23(، همکارانوو کیلی 

  با هیپرتروفی و هیپرپلازي سلولMMP-2بیان پروتئین 
هاي عضله صاف مرتبط است که این وقایع در نماي  

 پنومونی ،هاي مهمی مانند فیبروز ریوي  پاتولوژیک بیماري
هاي   پروتئین علاوهه ب . وجود داردو آسمسازمان یافته 

مل در تکا، هم MMP-2 به ویژه MMP خانواده
بسیاري از اختلالات ریوي از و هم در  ،)24،25،26(،ریه

، )IPF(،)27،28(جمله فیبروز ریوي ایدیوپاتیک
هاي حاد   آسیب، )31(،اکتازي ، برونش)29،30(،آمفیزم
 ،)34،35،36(، سرطان ریه، و)33(،پلورال  ، افیوژن)32(،ریوي

این مسئله باعث شده است که محققین  .نقش مهمی دارند
 اتفاق در ایجاد فیبروز ریه MMP-2 نه نقش پروتئیندر زمی

نقش آن را در روند ایجاد اي   نظر نداشته باشند، چرا که عده
بروز اي نقش آن را در روند بهبود فی   و عده،)6(،فیبروز

  )  37(.دانند  ضروري می
 و MMP-2  پروتئیندر این تحقیق با توجه به اهمیت     

توزیع و روز ریوي، بیان  بیماري کشنده فیبهم آن درنقش م
   شده به وسیلهء ریه القادر مدل حیوانی فیبروزآن 

  .بلئومایسین بررسی شد
  ها    روشمواد و 

 6-8نر بالغ   سر موش16از  تجربیتحقیق این در       
 گرم 20-25وزن تقریبی  و C57BL/6 هفته با نژاد
ها از مرکز انستیتو پاستور تهران  موش. استفاده شد

د و به مدت دو هفته جهت سازگاري با محیط خریداري شدن
در لانه حیوانات دانشگاه علوم پزشکی کردستان نگهداري 

مدت سعی شد شرایط استاندارد محیط  این طول درشدند و 
چنین آب و غذاي کافی  از قبیل دما، روشنایی، رطوبت و هم

 به صورت سپس موش ها. ها قرار داده شود در اختیار آن
   .شدند  تایی تقسیم8روه  گ2به  تصادفی

 سولفاتگرم    میلی2  حدودها   موش:)آزمایش(اول گروه     
 1/0 حل شده در) Nippon kayako, Japan(بلئومایسین

 ,CMC)( Sigma(ولزسل  متیل  کربوکسیلیتر   میلی
USA( 8 و 1  در روزهايبه روش داخل صفاقی درصد  نیم 

 1/0فقط ا ه موش :)کنترل(گروه دوم . دریافت کردند15 و
در نیم درصد به روش داخل صفاقی  CMC لیتر  میلی

 28(پس از اتمام دوره تیمار.  دریافت کردندهمان روزها
 کشته )کتامین( ماده بیهوشیي، حیوانات با دوز بالا)روز
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ها    ریه،ها قفسه سینه آن پس از تشریح و باز کردن .شدند
، جهت PBS و پس از شستشو با محلول ندخارج شد

   .ندقرار داده شد درصد 10 شناسی در فرمالین  العات بافتمط
ها در درجات مختلف آبگیري و  در مرحله بعد از بافت    

 6هایی به ضخامت  گیري به عمل آمد و برش  قالب
بررسی تغییرات ها جهت   سپس نمونه .میکرون تهیه شد

-نـیلیـسـوکـاتـ همیزيـگ آمـ رنکی باـتولوژیـهیس
  سوب الیاف کلاژن از رنگ، براي روئیت ر)H&E(ائوزین

 با MMP-2 براي بیان پروتئین وماسون   کروم  آمیزي تري
براي بررسی . آمیزي شدند  روش ایمونوهیستوشیمی رنگ

 یک با استفاده از روش مورفومترتر تغییرات بافت ریه،  دقیق
-kpl×18/  صفحه شطرنجی مدلبه کمک گراتیکول

w12.5 ،ي نقاط و با استفاده از روش آماده ساز
سطح مقطع (ي ریه درصد بافت همبند،)38(،برخورد

در دو گروه آزمایش و )  میکرومتر مربع25/12 گراتیکول
  نتایج با استفاده از نرم . فیلد محاسبه شدند15کنترل در 

 Student  و به کمک آزمون آماريSPSS vol.20افزار 
t-test تجزیه و تحلیل شدند.  

 ي بیان پروتئین برا:نوهیستوشیمیاییوایم روش     
MMP-2 به شرح ذیل نوهیستوشیمیاییواز تکنیک ایم 

هاي بافتی در پارافین جامد مقاطعی   از بلوك .استفاده گردید
هاي    میکرون تهیه شد و روي لام6به ضخامت 

از قبل آماده شده قرار داده ) Sigma, USA(سیالنیزه
و در قرار داده شدند  درجه  60 سپس اسلایدها در فور. شدند

در مرحله بازیابی . دهی شدند  زدایی و آب  سه مرحله پارافین
 دقیقه و به منظور توقف 20ژن از بافر سیترات به مدت   آنتی

 10به مدت  درصد 3اکسیژنه   فعالیت پراکسیداز داخلی از آب
هاي   به منظور خنثی کردن پروتیین. دقیقه استفاده شد

 ,BSA()Pars tos(اضافی، محلول آلبومین سرم گاوي
Iran( 2 ها به مدت یک    نمونه به کار برده شد و بعددرصد

 MMP-2 اختصاصی ضد اولیهبادي   آنتیشب با 
 و 300/1با رقت ) 6E3F8()Abcam, England(موشی

سپس شستشو . انکوبه شدندگراد    درجه سانتی4در دماي 
صورت گرفت و آنتی بادي ثانویه ضد آنتی بادي 

 1 به مدت 800/1با رقت ) Abcam, England(موشی
ها در محلول دي   پس از شستشو، نمونه .ساعت اضافه شد

 10به مدت ) DAB)(Roche, Germany(آمینوبنزیدین
آمیزي مخالف   دقیقه در محیط تاریک انکوبه شدند و رنگ

و در آخر اسلایدها با چسپ با هماتوکسیلین صورت گرفت 
ننده پروتئین هاي بیان ک   سلول.ولامل مانت شدند

MMP-2  در دو گروه شمارش شده و بر حسب شدت بیان

 الگوي گرید یک یا: بندي شدند  ها به دو گرید تقسیم آن
 را به ینئهایی بودند که پروت  ، سلول)Punctate(شدید

هایی در این گروه قرار   سلول. میزان زیادي بیان کردند
 و  شدگرفتند که پروتئین در کل سیتوپلاسم سلول، بیان

هایی بودند که بیان  ، سلول)Diffuse(گرید دو یا ضعیف
نصف سیتوپلاسم   و کمتر ازها کم و جزئی پروتئین در آن

   .بودسلول 
جهت مطالعات مورفومتریک، از میکروسکوپ      

نمایی   بزرگباGermany)  (Carl Zeiss, Westنوري
 و با استفاده از گراتیکول صفحه شطرنجی، هفت فیلد در 40

 3 به 1 میکرون و با تناوب 6 برش سریال با ضخامت هفت
کننده پروتئین   هاي بیان  سلول. مورد بررسی قرار گرفت

MMP-2ند در دو گروه شمارش شد .  
  ي پژوهشها یافته

 :نتایج کیفی هیستوپاتولوژیکی و ایمونوهیستوشیمیایی    
حاصل از بررسی و میکروسکوپی  کیفی مطالعات

در که  نشان داد )1تصویر شماره (هیستوپاتولوژي بافت ریه
-1 تصویر( که بلئومایسین را دریافت کردند آزمایشگروه

A( ،بافت همبندمقدار صورت افزایش ه تغییرات فیبروتیک ب 
  ارتشاح سلولها،  یافتگی آلوئول  خوردن سازمان  هم  به، ریه

 دیواره یتخریب و تغییرات هاي التهابی در فضاهاي آلوئولی 
  . دیده شد نسبت به گروه کنترل،  هواییهاي  کیسه

ها سازمان یافتگی طبیعی داشتند   در گروه کنترل، آلوئول    
در این . هاي آلوئولی ظریفی از هم جدا شدند  و توسط تیغه

ها نماي طبیعی داشتند و در بافت همبند   ها مویرگ  تیغه
  در آلوئول. هاي آلوئولی، واکنش التهابی مشاهده نشد  تیغه
هاي  هاي غالب آلوئولی، سلول   ریوي، سلولهاي

  رنگ آمیزي تري  در)B-1 تصویر.( بودI پنوموسیت نوع
هاي   ماسون، رسوب کلاژن در بافت همبند تیغه  کروم

-1 تصویر.(هاي ریوي در گروه آزمایش مشاهده شد  آلوئول
C(ي  ها   شواهدي جهت رسوب کلاژن در بافت همبند تیغه

هاي بافت ریه گروه کنترل   ر نمونههاي ریوي د  آلوئول
  )D-1  تصویر.(مشاهده نشد

 ایمونوهیستوشیمیایینتایج کیفی حاصل از بررسی       
 آزمایشدر گروه که  نشان داد )2تصویر شماره (بافت ریه

برونشیول  مکعبی،هاي اپیتلیال  در سلول MMP-2بیان 
 تصویر(. مشاهده شدIIهاي پنوموسیت نوع   سلول وانتهایی

2-A(ها    نکته مهم تحقیق این است که غالب این سلول
. را نشان دادند MMP-2  پروتئینبیان شدیدالگوي 

در نواحی التهابی ویژه ه  نشان داد که ب انجام شدهمشاهدات
صورت مؤثري ه و فیبروز بها تغییرات تخریبی   که آلوئول
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بیشتر  MMP-2 بیان کننده پروتئین هاي  سلول و  دادروي
آلوئولی و ي  ها  در بافت همبند تیغهچنین  هم. دندمشاهده ش

هاي   هایی با مورفولوژي سلول  سلولفضاهاي آلوئولی، 
 پروتئینبیان  شدیدالگوي   کهماکروفاژي مشاهده شد

MMP-2ي میکروسکوپی،ها   در بررسی. را نشان دادند 
ایی   در ماده زمینه MMP-2از بیان پروتئین شواهدي 

هاي در حال تخریب    آلوئوللی اطرافماتریکس خارج سلو
در گروه کنترل، تغییرات ذکر ) B-2 تصویر(.مشاهده شد

هاي اپیتلیالی   تعداد اندکی از سلولشده دیده نشد و 
هاي ماکروفاژ در   تعدادي از سلول و برونشیول انتهایی

 صورت بسیار ضعیف و منتشره  ریوي بهاي  آلوئولفضاهاي 
هاي   در آلوئول.  نشان دادند راMMP-2بیان پروتئین 

  و بافت همبند تیغه) IIو Іهاي پنوموسیت نوع  سلول(ریوي
 تصویر(.دیده نشد MMP-2 ها، شواهدي از بیان پروتئین 

2-C(  
در دو گروه آزمایش و نتایج این  :نتایج کمی بافت همبند    

 بافت نقاط برخورددرصد  مورفومتریک  کنترل با تکنیک
 انحراف معیار±صورت میانگینه  بوشد ریه بررسی همبند 

میانگین بافت همبند در گروه . دست آمده  گروه بدودر 
 43/5 و در گروه کنترل  درصد59/59±87/8 آزمایش

دهنده افزایش بافت همبند در    درصد بود که نشان±84/35
 مودارـن(.بودرل ـگروه آزمایش، در مقایسه با گروه کنت

  )1ماره ـش
 بین دو گروه ماري نشان داد کههاي آ  ده از تستاستفا

موجود در ارتباط با میانگین درصد بافت همبند ریه، تفاوت 

آزمایش به گروه طوري که در ه داري وجود دارد، ب  معنی
   (P<0.001).داري بیشتر از گروه کنترل بود  شکل معنی

هاي بیان   تعداد سلول :نتایج کمی ایمونوهیستوشیمی     
ه و گروه آزمایش و کنترل بد در MMP-2کننده پروتئین 
 05/0 کمتر از Pانحراف معیار گزارش و ±صورت میانگین

 23±91/1 دار در نظر گرفته شد که در گروه آزمایش  معنی
 نتایج آزمون آماري.  عدد بود57/5±71/1و در گروه کنترل 

ها نشان داد که در   در ارتباط با مقایسه میانگین این سلول
داري بیشتر از گروه کنترل   عنیصورت مه گروه آزمایش ب

  )2  شمارهنمودار((P<0.001).است
  طبق الگويMMP-2 کننده پروتئین  هاي بیان  سلول     

انحراف ±صورت میانگینه در دو گروه بضعیف و  شدید
. دار در نظر گرفته شد   معنی05/0 کمتر از Pمعیار گزارش و 

ي  که الگوییها   میانگین تعداد سلول،در گروه آزمایش
و میانگین عدد  14/18±21/1 شدید بیان پروتئین را داشتند

که الگوي ضعیف بیان پروتئین را داشتند ی یها  تعداد سلول
بیان هاي   بود اما در گروه کنترل سلولعدد  03/2±85/4

میانگین تعداد  وجود نداشت وکننده الگوي شدید پروتئین 
 57/5±71/1  بیان کننده الگوي ضعیف پروتئینهاي  سلول
  )3شماره نمودار (.بودعدد 

نتایج آزمون آماري در مقایسه میانگین شدت بیان      
داري   پروتئین در دو گروه آزمایش و کنترل اختلاف معنی

 بیان ضعیفطور ه برا  MMP-2هایی که   بین سلول
  (P<0.492).کردند
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 ـ 28مایش   بافت ریه فیبروتیک موش در گروه آز       .1تصویر شماره    صـورت داخـل   ه  روز بعد از اولین تزریق داروي بلئومایـسین ب
سلولز   متیل   روز بعد از اولین تزریق کربوکسی28بافت ریه طبیعی در گروه کنترل ). A(صفاقی با رنگ آمیزي هماتوکسیلین ائوزین

  کـروم   آمیزي تري   روه آزمایش با رنگ   بافت ریه فیبروتیک در گ    ). B(صورت داخل صفاقی با رنگ آمیزي هماتوکسیلین ائوزین       ه  ب
  کروم  آمیزي تري  بافت ریه در گروه کنترل با رنگ). C(باشد  صورت نواحی آبی رنگ قابل مشاهده می    ه  ماسون، پروتئین کلاژن ب   

   .باشد   می×40نمایی واقعی تصاویر  بزرگ). D(ماسون
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  روز بعد از تزریق بلئومایسین، سلول28در گروه آزمایش  MMP-2 یان پروتئین آزمایش ایمونوهیستوشیمی ب.2تصویر شماره 
ایی ماتریکس خارج   ماده زمینه  و)A(هاي اپیتلیوم انتهایی و ماکروفاژهاي بیان کننده این پروتئین با فلش نشان داده شده است 

سلولز را دریافت کردند،   متیل  ه کربوکسیدر گروه کنترل ک (B).شود  در آن مشاهده می MMP-2 سلولی که بیان پروتئین
نمایی   بزرگ)C(.سلولز مشاهده نشد  متیل   روز از اولین تزریق کربوکسی28بعد از   MMP-2 کننده  هاي بیان  شواهدي از سلول

  .باشد   می×40واقعی تصاویر 
     
  
  
  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  

دست ه بهاي بافتی   برشو بررسی میکروسکوپی  H&Eیزي با آم   ریه پس از رنگمیانگین درصد بافت همبند. 1 شماره نمودار
  (P<0.001).داري بیشتر از گروه کنترل بود   آزمایش به شکل معنیآمد که در گروه 

  .سلولز به صورت داخل صفاقی دریافت نمودند  متیل  گروهی که  فقط بلئومایسین حل شده در کربوکسی: گروه آزمایش
  .سلولز به صورت داخل صفاقی دریافت نمودند  متیل  ربوکسیروهی که فقط کگ: گروه کنترل
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آزمایش به دست آمد که در گروه ه ب مثبت در دو گروه آزمایش و کنترل MMP-2هاي  میانگین تعداد سلول. 2شماره نمودار 
  (P<0.001).شکل معنی داري بیشتر از گروه کنترل بود

   .ه صورت داخل صفاقی دریافت نمودندسلولز ب  متیل  ین حل شده در کربوکسیگروهی که فقط بلئومایس: گروه آزمایش
  .سلولز به صورت داخل صفاقی دریافت نمودند  متیل  گروهی که  فقط کربوکسی: گروه کنترل

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

آزمـایش و  گـروه  در دو شدید و ضـعیف پـروتئین      طبق الگوي    MMP-2هاي بیان کننده      سلولتعداد   میانگین   .3 شماره نمودار
ها شدید و بـیش از نیمـی از حجـم         هایی هستند که بیان پروتئین در آن         سلول هاي با الگوي شدید بیان پروتئین        لولس :کنترل

هـا بـسیار    هایی هستند که بیان پـروتئین در آن    سلول پروتئین،هاي با الگوي ضعیف بیان  سلول. سیتوپلاسم را فرا گرفته است   
  . صف حجم سیتوپلاسم را فرا گرفته استظریف و کمتر از ن

  
    و نتیجه گیريبحث

در این تحقیق با استفاده از داروي بلئومایسین فیبروز     
  بالغ نژادهاي ریوي با روش داخل صفاقی در موش

C57BL/6 با  بافت ریهایجاد شد و مطالعات کیفی و کمی ،
هاي هیستولوژیکی و هیستومورفومتریک صورت   تکنیک
سی نتایج هیستولوژیکی گروه آزمایش، افزایش برر. گرفت

ها و رسوب کلاژن را در   بافت همبند ریه، تخریب آلوئول
. ها، در مقایسه با گروه کنترل نشان داد بینی آلوئولفت بینابا

بافت همبند درصد هاي مورفومتریک نشان داد که   بررسی
داري بیشتر از گروه کنترل   صورت معنیه آزمایش بدر گروه 

تواند ناشی از اثرات داروي  که می (P<0.001)بود
  . علت فیبروز ایجاد شده باشده بلئومایسین ب

 از  و همکاران جهت القاي فیبروزتابتا، 2007در سال     
تزریق داخل صفاقی بلئومایسین استفاده کردند و نتایج 

هاي   ها نیز افزایش ضخامت دیواره هیستوپاتولوژیکی آن
هاي التهابی و رسوب کلاژن را  سلولبین آلوئولی، تراوش 

در مقایسه با گروه و در بافت بینابینی ریه در گروه آزمایش 
هاي  ایی به روش  ها اشاره ، اما آن)39(ظفکنترل نشان داد

گزارشات . کمی و مورفومتریک جهت بررسی فیبروز نداشتند
   در زمینههاي گذشته    محققین نیز در سال دیگري ازمعدود
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 متفاوت هاي   از روشایشان، ارائه شده استه  ریفیبروز
 و ژاو مثلاً  استفاده کردند،دیگري جهت القاي فیبروز

 از روش تزریق زیرپوستی 2009همکاران در سال 
 از 2008 و رفیعیان و همکاران در سال ،)40(،بلئومایسین
 جهت ایجاد فیبروزیس استفاده ،)41(،ال تراکه روش اینترا

در  .ژیکی مشابهی را گزارش کردندواتولو تغییرات پ کردند
 مدل کنندهییدات نتایج هیستولوژیک این مطالعه تهر صور

   . در تحقیق حاضر استزفیبرو
فیبروز ریوي نتیجه چندین فرایند وابسته به هم از جمله     

ریمودلینگ ماتریکس خارج سلولی و اختلال غشاي پایه 
یک نقش  MMP-2 خصوصه  و بها MMPاست که 

 و مهم را در هر کدام از این فرایندها به وسیله محوري
 تولید  مستقیم ماتریکس خارج سلولی و یا به وسیله  تجزیه

هاي بیولوژیک بر   کننده  میدیاتورهاي بیواکتیو و دیگر تنظیم
تحقیق با توجه به اهمیت پروتئین این در ). 42(،عهده دارد
MMP-2و  زهاي مزمن ریوي از جمله فیبرو   در بیماري
 طیدر  MMP-2این واقعیت که بیان پروتئین دانستن 

 بیان ،)43(،ال از فاز التهاب به فاز فیبروز روي می دهدانتق
ه شیمیایی ب هیستو این پروتئین با استفاده از تکنیک ایمونو

  .صورت کیفی و کمی بررسی شد
نشان تحقیق حاضر  )شیمیایی هیستو ایمونو(ی نتایج کیف     

   در پنوموسایتMMP-2مایش، پروتئین داد که در گروه آز
 ،هاي انتهایی  هاي اپیتلیالی برونشیول   سلول،IIهاي نوع 

وه کنترل ردر بررسی گ . شدبیان  و ماکروفاژهاتنفسی
هاي اپیتلیالی   تعداد اندکی از سلولملاحظه شد که 

صورت بسیار ضعیف و ه ب و ماکروفاژها برونشیول انتهایی
  .کردندرا بیان  MMP-2پروتئین  منتشر

محققین نشان داده است که بیان  یافته هايبررسی 
MMP-2ها درگیر است و در   بیشتر در پاتولوژي بیماري

و  فوکودا مطالعات. شود  بافت هاي طبیعی کمتر بیان می
پروتئین نشان دادند که بیان  2000همکاران در سال 

MMP-2 هاي  در طی دوره تکامل ریه خرگوش در سلول
تلیالی روي می دهد، ولی بیان این پروتئین در دوران اپی 

صورت محدود و ضعیفی ه یابد و ب  پس از تولد کاهش می
 و همکاران در ، کیم)44(، انتهایی دیده می شود در اپیتلیوم

هاي  در ریه موش MMP-2 در بررسی 2009سال 
هاي   تعداد اندکی از سلولصحرایی طبیعی نشان دادند که 

ه  برا MMP-2پروتئین  ، ماکروفاژهاي ریه واپیتلیالی
  )43(.کردند بیان صورت ضعیف

مطالعات کیفی این تحقیق نشان داد که در روند ایجاد      
هاي اپیتلیالی و ماکروفاژهاي ریه الگوي  فیبروز ریه، سلول

لازم به ذکر است که ما . را نشان دادندپروتئین شدید بیان 
مطابق (د و ضعیفاز معیار شدی MMP-2 جهت بررسی بیان

استفاده ) هاي این مقاله تعریف ذکر شده در مواد و روش
و همکاران نیز گزارش   کیمدر این خصوص. نمودیم

مدل حیوانی ارائه کردند،  مشابهی را در روند ایجاد فیبروز در
ها از الگوي ضعیف، متوسط و قوي جهت بیان این  اما آن

  )43(.پروتئین استفاده نمودند
بیماران مبتلا به فیبروز ریه با عامل ناشناخته، در مطالعه 

هاي   در سلولMMP-2پروتئین گزارش مشابهی از بیان 
   )16،17(.اپیتلیالی و ماکروفاژهاي ریه ارائه شده است

هاي  در سلول MMP-2 در تحقیق حاضر بیان پروتئین     
 مشاهده شد که این ویژگی در نواحی که IIپنوموسیت نوع 

به . ولی ضخامت بیشتري داشتند، بارزتر بودهاي آلوئ  دیواره
ها می تواند   رسد که بیان این پروتئین در این سلول  نظر می

در این خصوص در . برنده فیبروز باشد یکی از عوامل پیش
و همکاران  کاسایی  توسط2000ایی که در سال   مطالعه

هاي اپیتلیال موش صحرایی انجام شد نشان   روي سلول
 پنوموسیت(هاي اپیتلیال   روند فیبروز ریه، سلولدادند که در

توانند به درون   مثبت هستند میMMP-2که ) IIهاي نوع  
هاي   هاي آلوئولی نفوذ کنند و به سلول  بافت همبند تیغه

فیبروبلاست تمایز یابند و به این ترتیب موجب پیشرفت 
  )45(.روند فیبروز شوند

ایی ماتریکس   ه از ماده زمین ايینواح مادر تحقیق      
هاي در حال تخریب   ویژه در اطراف آلوئوله خارج سلولی ب

که  با توجه به این.  مثبت مشاهده شدMMP-2به صورت 
 این نواحی ساختار سلولی ندارند، احتمالاً این نواحی نشان

عملکرد این پروتئین روي عناصر آلی ماتریکس خارج   دهنده 
 و ،)20(،وع چهار، کلاژن ن)19(،سلولی نظیر ژلاتین

 گر عدم سازمان  تواند توجیه   است و می،)21(،الاستین
در این . هاي ریوي در فیبروز ریوي باشد  یافتگی آلوئول 

 و  هایاشیخصوص فقط یک گزارش یافتیم که توسط
ایشان در مطالعه بیماران مبتلا به . همکاران ارائه شده است

ز بافت ریه که دیواره فیبروز ریه با عامل ناشناخته در نواحی ا
آلوئولی ضخامت بیشتري دارد گزارش مشابهی را ارائه و 

عناصر آلی ماتریکس خارج اشاره کردند که در این نواحی 
  در حال تخریب است و همسلولی نظیر کلاژن نوع چهار

چنین ذکر کردند که تغییرات در اطراف عروق خونی نشانگر 
 ابی به خارج از رگهاي الته مهاجرت سلول روند التهاب و

  )46(.هاي خونی و به سمت نواحی آسیب دیده است
در تحقیق حاضر با استفاده از تکنیک مورفومتریک بر      

هاي بیان کننده  مبناي محاسبه نفاط برخورد، تعداد سلول
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نتایج ما نشان داد که  .شمارش شدMMP-2 پروتئین 
مثبت در گروه آزمایش  MMP-2هاي  میانگین تعداد سلول

سبت به گروه کنترل افزایش معنی داري ن
-MMP هاي  میانگین تعداد سلول (P<0.001).یافت

 ١۴/١٨±٢١/١ گروه آزمایشبا الگوي شدید در مثبت ریه 2
بود، در حالی که در گروه کنترل الگوي شدید بیان پروتئین 

مثبت  MMP-2ها که   تعداد اندکی از سلولنداشتیم و 
صورت ضعیف ه  ب صرفاًها در آن الگوي بیان پروتئین ،بودند

  . بود
در این زمینه مطالعات کمی و مورفومتریک از دیگر      

و همکاران در بررسی  کیممحققین نیافتیم اما 
 در پنج فیلد با بزرگ MMP-2ایمونوهیستوشیمیایی بیان 

 MMP-2هاي   نمایی بالا گزارش دادند که تعداد سلول
) آزمایش(ومایسین شده با بلئءمثبت در گروه فیبروز القا

  )43(.بیشتر از گروه کنترل است
حاضر نشان داد که در فیبروز ریه  مطالعهیافته هاي      
نشان  MMP-2 شده با بلئومایسین، بیان پروتئین ءالقا

هاي بافت ریه و پیشرفت  دهنده تغییرات تخریبی آلوئول
،  محققین یافته هايدر این خصوص بین. فیبروز است

در بررسی فیبروز همکاران         و   کیم ؛اختلاف وجود دارد
در روند  MMP-2 که ند شده در مدل حیوانی نشان دادءالقا

  چنین  هم. )43(،تغییرات تخریبی ریه و فیبروز نقش دارد

 نیز ،)46،47(،مطالعات بر روي بیماران مبتلا به فیبروز ریه
و   کونوگییافته فوق را تایید می کند، از سوي دیگر

در پروسه فیبروز  MMP-2اند که بیان    ذکر کردهانهمکار
هاي ریوي    روند بهبودي و ترمیم آلوئول دهنده  ریوي، نشان

با توجه به نقش مهم ). 37(،است نه روند ایجاد فیبروز
از جمله فیبروز ریه  مزمنهاي  در بیماري MMP-2پروتئین 

هاي    بررسی،و پیچیده بودن مکانیسم مولکولی آنریوي 
هاي این تحقیق و بررسی   یافته .یت استبیشتر حائز اهم

تعداد  که نشان دادهاي گذشته   مطالعات دیگران در سال
در فیبروز ریوي MMP-2 کننده پروتئین  بیانهاي   سلول

  .یابد   بلئومایسین افزایش می  شده به وسیلهءالقا
ت هاي متفاوت دیگري جه  شود روش  پیشنهاد می     

 MMP-2پروتئین   شود و بیانکار بردهه القاي فیبروز ریه ب
 پروتئین به منظور شناسایی دقیق نقش . بررسی شود

MMP-2 طول دوره فیبروز ریوي، بیان این پروتئین در در
 و در دوره طولانیهاي متفاوت دیگر    با تکنیک وآزمایش

  .  بررسی شود حاضربررسی شده و نتایج آن با نتیجه تحقیق
  سپاسگزاري

نامه کارشناسی ارشد در   ایاناین تحقیق در قالب پ    
بدین . پزشکی کردستان انجام شده است  دانشگاه علوم

وسیله از معاونت پژوهشی دانشگاه که امکانات و بودجه 
  .آید  عمل میه لازم را فراهم نمودند، تشکر و قدردانی ب
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Investigating the Expression of Matrix Metaloproteinase-2 Protein 

 in Lung Fibrosis Induced by Bleomycin in Mice 
 

Keshavarz G1, Rezaie M1*, Fathi F1, Nikkhoo B2, Roshani D3 
(Recived:    17 September, 2013    Accepted :   9December, 2013) 

Abstract  
Introduction: Pulmonary fibrosis (PF) is a 
chronic and progressive disease in which 
the mean survival of patients is 3–5 years 
after diagnosis. The disease may be resulted 
from an imbalance between normal 
processes of synthesis and degradation of 
extracellular matrix (ECM) components. 
Matrix Metalloproteinases (MMPs), 
especially MMP-2, are members of 
proteolytic enzyme family that degrade the 
ECM and basement membrane and have an 
important role in the development of PF.  In 
this research, the expression of MMP-2 
protein in the PF induced by bleomycin was 
qualitatively and quantitatively investigated 
in mice. 
 
Materials & Methods: In this experimental 
study, sixteen C57BL/6 mice were divided 
into 2 groups. Mice in group 1 (experiment 
group) and group 2 (control group) received 
bleomycin sulfate and carboxymethyl 
cellulose (CMC) via intraperitoneum, 
respectively. The mice were sacrificed at 
the end of experiment and lung samples 
were collected from two groups and were 

prepared for histological and 
immunohistochemical studies. Then the 
histological changes of lung tissues and 
MMP-2 protein expression were 
investigated and results were analyzed 
using Student t-test.  
 
Findings: Histological studies in the 
experimental group showed inflammatory 
response, collagen deposition and increase 
of connective tissues amount in the lung 
alveolar septa in comparison to control 
group. Immunohistochemical studies 
showed that the number of cells expressing 
MMP-2 protein significantly increased in 
the experimental group compared to the 
control group (P<.001).  
 
Discussion & Conclusion: Results of this 
study showed that the number of cells 
expressing MMP-2 protein increases in 
pulmonary fibrosis induced by bleomycin. 
   
Key words: Pulmonary fibrosis, MMP-2 
expression, bleomycin
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