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     چكيده

 
ريه پيشرونده ، مزمن التهابي يمارييك ب، )Idiopathic pulmonary fibrosis, IPF( فيبروز ريوي ايديوپاتيكزمينه و هدف: 

سط بقاي  شنده با متو شد. از آنجا كه فرآيندسال مي 3تا  2 و عمدتاً ك سعه اين عمده هاي التهابي مزمن در ريه نقشبا اي در ايجاد و تو
باشد. مطرح مي IPFدر درمان  با طيف گسترده) ضد التهاب(عوامل  يي نظير دگزامتازونگلوكوكورتيكوئيدهاكند، درمان با بيماري ايفا مي

ضد فيبروزي اين داروها به طور كامل ست و   هر چند مكانيسم عملكرد  شده ا شد.رد بحث ميها همچنان موكارآيي آنشناخته ن در اين  با
 انجام گرديد. IPFمطالعه بررسي تاثير داروي دگزامتازون در مدل 

شي فيبروز رتيمار با  كار: روش شه يويدگزامتازون در مدل مو سط تلقيح داخل ترا شده تو سيناي القاء  شد. فيبروز ايجاد  بلئوماي انجام 
هاي زان سايتوكاينميدر بافت ريه صورت گرفت. سنجش  هيدروكسي پرولينو اندازه گيري  لوژيكيپاتوهيستوهاي شده از طريق سنجش

TGF-β  وTNF-α  هاي ژنبه روش الايزا و بيانCTGF  وET-1  از طريقRT-PCR  .انجام شد  
ــوب كلاژن، و افزايش معني دار پروتئين ها:يافته هاي بيان ژنو  TNF-αو  TGF-βهاي  نتايج حاكي از ايجاد فيبروز و افزايش رس

CTGF  وET-1  سطوح كلاژن ميزان رسوب كاهشباعث  دگزامتازونبود. تيمار با  بلئومايسيندر بافت ريه، به دنبال تلقيح  ،TGF-
β )0,001<P و (TNF-α )0,05<P(  ژنهاي و كاهش بيان افزايش يافتهCTGF  وET-1 )0,001<Pهاي درگير فيبروز ) در موش

  ريه شد.
ــد كه  گيري:نتيجه ــان داده ش ــمگير ميزان  دگزامتازوندر اين مطالعه نش ، ET-1 و CTGFو بيان  TGF-βاز طريق كاهش چش
  شود. مي نيسيبلئومالقاء شده توسط ا ريوي بروزيفتخفيف  باعث
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Abstract   
 
Background & Aims: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a devastating chronic form of interstitial 
lung disease, characterized by an inflammatory infiltrate, deposition of extracellular matrix (ECM) 
components like collagen, and change in the architectural lung parenchyma. IPF has a poor prognosis and 
is lethal, with a median survival of 2 to 3 years. The etiology of the disease is obscure; however, several 
studies indicated that the disease is initiated by inflammation and the release of profibrotic growth factor, 
namely transforming growth factor β (TGF-β). The definitive treatment for patients has not yet been 
approved. Although. However, evidence suggests that inflammation plays an essential role in the 
development and pathogenesis of IPF as a stimulus. However, inflammation is sometimes referred to as a 
secondary event in fibrosis, partly due to the failure of anti-inflammatory drugs in clinical trials. Therefore, 
more studies are needed to evaluate the effectiveness of anti-inflammatory therapies. In primary injury or 
inflammation, TGF-β, a critical cytokine and regulator of fibrosis, promotes inflammation and increases 
the activity and proliferation of fibroblasts at the site of inflammation, differentiation into myofibroblasts, 
and production of extracellular matrix, leading to severe pulmonary fibrosis. As a downstream mediator, 
the connective tissue growth factor (CTGF) is induced by TGF-β and promotes its fibrotic effects, 
enhancing lung fibrosis through fibroblast proliferation and collagen deposition. Evidence has shown that 
CTGF expression is increased in fibroblasts of IPF patients. In addition, Endothelin-1 (ET-1) is another 
downstream mediator of TGF-β fibrogenic responses in fibroblasts, which produces an extracellular 
matrix and differentiates fibroblasts into myofibroblasts. Also, the expression of tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α), which in addition to its inflammatory properties, also has fibrogenic properties, is 
significantly increased in the lungs of IPF patients. This expression is associated with increased fibroblasts 
and the deposition of extracellular matrix proteins in the interstitial region of the lung. In general, these 
findings indicate that these factors are reasonable targets for designing treatment strategies or evaluating 
the effect of proposed drugs in the treatment of IPF. 
Broad-acting anti-inflammatory molecules, including glucocorticoids like Dexamethasone, were 
considered potential therapy. Glucocorticoids are anti-inflammatory agents that can reduce pro-
inflammatory molecules by suppressing cellular and humoral immunity. Dexamethasone is one of the 
most potent glucocorticoid drugs; however, despite the various investigations on the inhibition of 
pulmonary fibrosis, its anti-fibrosis effects are still debated, and there are contradictory findings in this 
regard. Also, the underlying mechanism of its impact on IPF is not clear. Therefore, in this study, the 
therapeutic effect of Dexamethasone on pulmonary fibrosis was scrutinized, based on the impact of 
various players of this scenario, namely the expression of TGF-β, TNF-α, CTGF, ET-1and 
hydroxyproline. 
Methods: 6 to 8 week-old male mice were used in this study. All animal care conditions, including 
temperature, light, and humidity, were observed. Mice aged 8-10 weeks were randomly divided into the 
following groups, and ten mice were placed in each group.  
1. Control group treated with normal saline (Control)   
2. Bleomycin inoculated group on day one (BLM) 
3. Bleomycin inoculated on day one and dexamethasone-treated for 14 days (BLM+DEXA) 
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The experiments were performed according to the approved guideline from the Faculty Ethics Committee 
(IR.IUMS.FMD.REC1396.9511127007). Lung fibrosis was induced intratracheal in anesthetized mice 
using 50 µL bleomycin (5mg/kg) by a single dose. The intervention with Dexamethasone (1mg/Kg/day) 
was done by 14 days intraperitoneal injection under sterile conditions. The mice were euthanized on day 
21 under deep anesthesia, and their lungs were extracted. For evaluation, architectural changes occurred 
in the lungs based on bleomycin administration and dexamethasone intervention; the left lungs were fixed 
in formalin. The right lungs were frozen in liquid nitrogen for RNA extraction, gene expression analysis, 
ELISA, and hydroxyproline assay and were stored at -80 ºC. After 24 hours of immersion in formalin, 
paraffin blocks were prepared from the left lungs, and tissue incisions were made and transferred to the 
slide. After paraffin removal and leaching of slides, pathological examinations were performed using 
Masson Trichrome staining. The amount of hydroxyproline was measured using a hydroxyproline kit. 
Quantitative measurement of mRNA from CTGF and ET-1 genes in the lungs of mice was performed 
using real-time PCR. Data analysis of different groups was performed using Prism software and one-way 
ANOVA and Tukey multiple comparison test. 
In order to evaluate the anti-fibrotic effect of Dexamethasone in IPF, the bleomycin-induced mouse model 
was treated with Dexamethasone. After fibrosis was induced by intratracheal BLM administration, 
histopathological evaluation and hydroxyproline assay, ELISA for measurement of TGF-β and TNF-α, 
and RT-PCR were performed to evaluate the expression CTGF and ET-1 genes. 
Results: Histological examination indicated the deposition of collagen after administration of one dose of 
Bleomycin; an enzymatic analysis of hydroxyproline showed that administration of a single dose of BLM 
intratracheally leads to extensive fibrosis in the lungs of C57BL/6 mice on day 21. In comparison, 14 days 
of intraperitoneal treatment with Dexamethasone reduced the severity of fibrosis. Histological 
examination of Mason trichrome-stained tissue sections from lungs of control mice (receiving saline 
intratracheally) showed normal lung structure including no extracellular matrix deposition (based on the 
absence of blue color in the interstitium) and the alveolar space was distinct. While the lung tissue sections 
of BLM mice showed histopathological changes, including increased fibrotic areas and increased collagen 
deposition (based on increased blue color), and decreased alveolar spaces compared to the control group. 
However, lung tissue sections from dexamethasone-treated mice (BLM+DEXA group) showed only mild 
fibrosis. Dexamethasone treatment reduced the amount of hydroxyproline compared to the Bleomycin 
treated group; however, this reduction was not statistically significant (P> 0.05). Dexamethasone treatment 
significantly reduced TGF-β levels in the lungs of the BLM + DEXA group compared with the BLM 
group (P <0.001). Further, treatment of received Bleomycin (BLM) received mice with Dexamethasone 
(BLM + DEXA) reduced the amount of TNF-α when compared with Bleomycin received only group 
nevertheless, this reduction was not statistically significant to mice but statistically significant (P <0.05). 
The levels of TNF-α and TGF-β in the lungs of Bleomycin treatment mice (BLM) were higher when 
compared with Normal saline-treated mice (Control) (P <0.001). Dexamethasone treatment can induce its 
effect by inhibiting a prominent signaling pathway, namely TGF-β. Further, Dexamethasone treatment of 
Bleomycine received mice significantly reduced the expression of CTGF gene (P <0.001). CTGF 
expression occurs before the TGF- β cytokine is expressed during the phenomenon of fibrosis. It seems 
that CTGF is responsible for extracellular accumulation in the fibrosis pathway. In addition, 14 days of 
treatment of Bleomycin received mice with Dexamethason reduced ET-1 genes in the lungs of the 
BLM+DEXA group compared with the BLM group (P <0.001). ET1 gene is responsible for the 
differentiation of fibroblasts to myofibroblasts. 
It is known that Dexamethasone can ameliorate fibrosis; however, it is not known how this steroid can 
induce its effect or whether its impact is based on its role in the inhibition of inflammation  
Conclusion: Our findings showed that intratracheal inoculation of Bleomycin in mice resulted in 
extensive accumulation of extracellular matrix in the lungs of C57BL/6 mice. Our study demonstrated that 
administration of Dexamethasone attenuated Bleomycin-induced pulmonary fibrosis in C57BL/6 mice by 
reducing hydroxyproline, production of two critical cytokines, the TGF-β and TNF-α, also by reduction 
of CTGF and ET-1 gene expression. Still, further investigations are required to understand how this 
compound can reduce fibrosis. 
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 همكارانو  زاده يمهد صابر

  مقدمه
يك پات يديو  Idiopathic pulmonary) فيبروز ريوي ا

fibrosis, IPF) ،ــرونده و  مزمن التهابي يك بيماري پيش
ـــت ـــت كه با تكثير فيبروبلاس ـــوب اجزاي اس ها و رس

سلولي در ريه مشخص مي . )2 ،1(شود ماتريكس خارج 
IPF و عمدتاً كشنده است  ريوي فيبروزفرم  شايع ترين

ـــال مي 3تا  2بيماران و متوســـط بقاي  ـــد س .  )3(باش
به تاييد نرســيده  اي اين بيمارانتاكنون درمان قطعي بر

ي پيشــنهاد شــده براي اين درمانهاي اســتراتژي .اســت
ــامل ــركوب بيماري  ش ــاير س ــتروئيدها و س  كورتيكواس

ستم هايكننده سيك سي سيتوتوك  و ،ايمني، تركيبات 
 . )5 ،4(باشد مي زيفيبرو ضد همچنين تركيبات

ست، IPFاگرچه علت دقيق  شناخته ا اما از مدت ها  نا
پيش فرآيند التهاب مزمن در ريه  مكانيســم اصــلي اين 

ست  شده ا . هر چند اخيراً )8-6(بيماري در نظر گرفته 
در درجه اول يك فرآيند فيبروتيك محسوب  IPFپاتوژنز 

شود كه در آن آسيب هاي مكرر به اپيتليال آلوئول،  مي 
ـــخ هاي خارج از تنظيم در ترميم اپيتليال همراه با پاس

ها منجر به آســيب ديده و اختلال عملكرد فيبروبلاســت
به عنوان مرحله نهايي تغيير شكل مداوم بافت و فيبروز، 

باشند مي IPFبيماري شده و از ساز و كارهاي دخيل در 
. با اين حال، شواهد نشان داده اند كه التهاب يكي از )9(

پاتوژنز  جاد و  ـــد مي IPFعوامل  نقش آفرين در اي باش
. اما گاهي نيز از التهاب به عنوان يك پديده ثانويه )10(

به  اين ديدگاه تا حدوديدر فيبروز ياد شــده اســت، كه 
در آزمايش التهاب،  تعديل كنندهدليل شكست داروهاي 

ست   هاي باليني شده ا . به همين دليل )12 ،11(ايجاد 
ضد التهابي  نيازمند بر سي ميزان اثر بخشي داروهاي   ر

 مطالعات بيشتري است.
سايتوكاين كليدي TGF-βدر آسيب يا التهاب اوليه،   ،

التهاب و افزايش  پيشـــبردباعث و تنظيم كننده فيبروز، 
 به تمايز ،ها در محل التهابتكثير فيبروبلاستو فعاليت 

شده و سلولي  و توليد ماتريكس خارج هاميوفيبروبلاست
ــــديــد مي  . )14 ،13( دگردمنجر بــه فيبروز ريوي ش

سايتوكاين يك درمان بالقوه در درمان  بنابراين مهار اين 
IPF نايكتوايسباشد. اما از آنجا كه مهار مستقيم اين مي 

مي تواند عوارض جانبي بســـيار نامطلوبي، از  كيپلوتروپ
ماران  يه در بي ـــرطان ر به س را در پي  IPFجمله ابتلا 

-TGFهايي كه اثرات ،  لذا درمان)16 ،15(داشته باشد 

β  ـــت آن را را كاهش داده يا عوامل موثر در پايين دس
ند. هدف قرار مي د ته ا ند، اخيراً مورد توجه قرار گرف ه

 Connective tissue growth)فاكتور رشد بافت همبند 
factor, CTGF) ،به عنوان يك واســـطه پايين دســـت ،

شده و اثرات فيبروتيك آن را پيش  TGF-βتوسط  القاء 
طه تكثير مي ـــ يت فيبروز ريوي بواس عث تقو با برد و 

. شــواهد )17(فيبروبلاســت و رســوب كلاژن مي شــود 
در فيبروبلاســـت هاي  CTGFنشـــان داده اند كه بيان 

شده با  IPFمبتلايان به  و همچنين در موش هاي تيمار 
. علاوه بر اين، )19 ،18(شــود بلوئومايســين تشــديد مي

ــطه پايين  (Endothelin-1, ET-1) 1-اندوتلين يك واس
در فيبروبلاست ها  TGF-βروژنيك دست پاسخ هاي فيب

ـــلولياســـت كه باعث توليد  تمايز و  ماتريكس خارج س
، در )20(فيبروبلاســـت به ميوفيبروبلاســـت مي شـــود 

به  ماران مبتلا  ـــي از  IPFبي ناش مدل فيبروز ريوي  و 
يان ـــين در رت ب  ،21(يابد افزايش مي ET-1 بلئومايس

،  (TNF-α). همچنين، بيان فاكتور نكروز تومور آلفا)22
صيت التهابي، ويژگي هاي فيبروژنيك نيز كه علاوه بر خا

افزايش زيادي دارد  IPFداراســت، در ريه بيماران مبتلا  
ــــت با افزايش فيبروبلاس يان،  ـــوب و اين ب ها و رس

ــلوليهاي پروتئين در ناحيه بينابيني  ماتريكس خارج س
ـــد ريه مرت . به طور كلي اين يافته ها )23(بط مي باش

ــبي  ــده اهداف مناس ــان مي دهند كه عوامل ذكر ش نش
درماني و يا بررســـي اثر  جهت طراحي اســـتراتژي هاي
 باشند.  مي IPFداروهاي پيشنهادي در درمان 

ستروئيد ستند كه باكورتيكوا ضد التهابي ه  ها، عوامل 
 مولكول هاي هومورال، ميزان و ســلولي ايمني ســركوب

هابي پيش به عملكرد  را الت با توجه  كاهش  مي دهند. 
شروع  سيستم ايمني ذاتي و اكتسابي و نقش التهاب در 

پاتوبيولوژي  تداوم  ها، در IPFو  يد  ـــتروئ ،  كورتيكواس
ــند  ، دگزامتازون. )23(درمان اين بيماري مطرح مي باش

وي ترين داروهــاي گلوكوكورتيكوئيــدي مي يكي از ق
در خصــوص باشــد، اما علي رغم مطالعاتي كه تا كنون 

تاثير آن در مهار فيبروز ريوي صورت گرفته است، اثرات 
ــد فيبروزي آن همچنان مورد بحث بوده و يافته هاي  ض

همچنين  . )26-24(ضد و نقيضي در اين باره وجود دارد 
به طور كامل مشــخص نشــده  IPFمكانيســم اثر آن در 

لذا در  عهاســـت.  طال يد اين م تاي ـــمن  ماني  اثر ض در
تازون بر  هاي فيبروز ريويدگزام فاكتور تاثير آن بر   ،
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ند  مان  ET-1و  TGF-β ،TNF-α، CTGFپروفيبروتيك 
  بررسي گرديد. 

   
  روش كار 

نات و گروه عهحيوا طال  6-8هاي شمو :هاي مورد م
ـــه رويان تهران C57BL/6هفته نر از نژاد  ـــس ، از موس

ـــدند. اين موش ها به مدت دو هفته دوران خريداري ش
ها بصورت تصادفي قرنطينه را سپري كردند. سپس موش

  ؛بندي شدندهاي زير تقسيمبه گروه
ـــرم  (Control). گروه كنترل  1 با س مار شــــده  تي

 )Normal saline(فيزيولوژي 
ـــده وه . گر 2 ـــيبلئوماتيمار ش  ، تزريق(BLM) نيس
  در روز يك.  نيسيئومابل

ـــين.  3 ـــده با بلئومايس و دگزامتازون  گروه تيمار ش
)BLM+DEXA(مابل ، تزريق ـــيئو يك و  نيس در روز 

ـــورت  14دگزامتازون از روز  يك تا روز  درمان با به ص
  روزانه 

ناخته ( ــ ناش مدل فيبروز ريوي  قاء  در  )IPFروش ال
ــها و   8تا  6هاي نر موش :مداخله با دگزامتازونموش

ته ـــده  ايهف يداري ش ناتيح ينگهدار مركزدر  خر  وا
شك يشگاهيآزما شگاه علوم پز  Center of” رانيا يدان

Experimental and Comparative Studies”  به منظور
سيدن به وزن مطلوب،  شگاهي و ر تطابق با محيط آزماي

ـــر 2 مامي ش ـــدند. ت نه ش ته  قرنطي هداري هف ايط نگ
ــامل حيوانات  پس از  رطوبت رعايت گرديد.و  دما، نورش

شت اين مدت، موش صادفي  8-10هاي گذ هفته بطور ت
شدنددر گروه سيم  شده تق  10و در هر گروه  هاي ذكر 

ـــد انجام آزمايش ها بر طبق پروتكل  .موش قرار داده ش
هاي تاييد شــده توســط كميته اخلاق دانشــگاه انجام 

  گرفت. 
شي جهت  شها تحت بيهو سرم  µL50 القا فيبرز، مو

ــينيا  فيزيولوژي ــورت تك ) را kg/mg5( بلئومايس به ص
ــط دوز  ــرنگ گاواژ ظريفتوس ــهداخل  س دريافت  تراش

  كردند.
تازون: با دگزام له  تازون  مداخ ) day/kg/mg1(دگزام

مدت  به  يك  نه از روز  فاقي  روز 14روزا ـــ خل ص  دردا
ستريل  روز  موش ها در شد.ق به موش ها تزري شرايط ا

، تحت بيهوشــي عميق معدوم شــدند و ريه هاي آنها 21
  استخراج گرديد.

 ايــــن طــــرح داراي كــــد اخــــلاق
IR.IUMS.FMD.REC1396.9511127007 باشد.مي  

چپ  ريه:بافت  هاي جمع آوري نمونه ـــمت  يه س ر
ـــي وهاي پارافيني بلوك جهت تهيهها موش هاي بررس

در  ريه سمت راست،ند. شد در فرمالين فيكس ،پاتولوژي
به ســـه قســـمت جداگانه جهت  حضـــور نيتروژن مايع

سنجش ، بررسي بيان ژن، انجام الايزا و  RNAاستخراج 
يدروكســـي پرولين يد و در ه ـــيم گرد  -ºC80  تقس

  نگهداري شد.
سمت چپ موش ها  هاي پاتولوژيك:بررسي پس ريه 

 هاي بلوكو توليد ســاعت غوطه وري در فرمالين  24از 
برش داده شــدند و  دســتگاه ميكروتوم  توســط پارافيني

از . پس شــدندو روي لام منتقل  ايجاد µm 4برش هاي 
بدهي لام نگ آميزي، ها پارافين زدايي و آ ـــون  ر ماس

فاده از كيت  )Masson's trichrome( تريكروم ـــت با اس
شيمي  سه تحقيقاتي و توليدي  س رنگ تريكرم بافت مو

سيا ست ،پژوهش آ كلاژن .ديدانجام گر ورالعملمطابق با د
سون تريكروم در  بافت هاي  شده با رنگ ما رنگ آميزي 

سي سكوپ نوري برر . در اين رنگ آميزي شد زير ميكرو
سيتوپلاسم،  ها به رنگكلاژن به رنگ آبي، هسته سياه، 

ــلولي به رنگ قرمز  ــلاني و بين س كراتين، فيبرهاي عض
ــدندديده  ــان. بنابراين افزايش رنگ آبي ش افزايش  گرنش

 د. بوميزان كلاژن 
سي پرولين در بافت ريه  :روش اندازه گيري هيدروك

شد ريههاي بافت سطفريز   دماي و مولار  HCl 6 ه ، تو
ºC110 ضم چاهك هاي ، مايع رويي به سپسشدند.  ه

ـــتفاده از ادامه مراحل  منتقل و لايزاپليت ا  كيتبا اس
 .Sigma Aldrich, St)هيدروكســـي پرولين ســـنجش 

)Louis, MO, USA  انجامآن  دســـتورالعملطبق و بر 
سنجيدر انتها  و دگردي  ريدرتوسط دستگاه الايزا  رنگ 
ـــورنانومتر  570طول موج  با ظت فت و ت گرص غل

  د.محاسبه شهيدروكسي پرولين 
تازون  بر ميزان  الايزا: تاثير دگزام ـــي  به منظوربررس

، در بافت ريهموجود  TNF-αو  TGF-βسايتوكاين هاي 
يد به همراه پس از كوب هاون  فت در  با ن و خرد كردن 
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فت با مايع،  حاوي نيتروژن  نده  بافر ليز  كن ها در 
ئاز،  نده پروت هاركن ـــدند و م ندازهليز ش  TGF-βگيري ا

-TNFو  (DY1679-05 R&D)كيت  دستورالعملطبق 
α  ـــتورالعملطبق  (1H-6 MabTech-3511) كيت دس

   انجام گرديد. 
ستخراج   Real-Timeروش به  ليز بيان ژنو آنا RNAا

PCR:  سنجش كميmRNA  هاي ژنCTGF   وET-1 
ـــتفاده از روش هاي گروهدر ريه موش هاي مختلف با اس

Real-time PCR   ــد. بافت هاي ريه به قطعات انجام ش
ـــدند و در نيتروژن مايع كوبيده و  كوچك برش داده ش

ــپس در تيوب حاوي   RNX- Plus (Sinaclon, Iran)س
 ,RNX- Plus)طبق دســـتورالعمل وژنيزه شـــدند و هم

Sinaclon, Iran) RNA شده استخراج  هموژنيزه از بافت
ــتفاده از  cDNAو  ــنتز  كيتبا اس  cDNA  (cDNAس

synthesis, yektatajhiz, Iran)  يد شـــد و واكنش تول
qRT-PCR  ـــتفــاده از ــا اس  SYBR Green qPCRب

MasterMix (yektatajhiz, Iran) بيانصـــورت گرفت . 

ـــبي فاده با هاژن  mRNA نس ـــت   CtΔΔ–2 روش از اس
سبه منظور به (فرمولي كه سبي بيان محا  ژن mRNA ن

شــود) مي اســتفاده qRT-PCR انجام هنگام ها در نمونه
 ژن mRNA ســـطح بيان با اســـتفاده از و )27( ارزيابي

GUSB )Housekeeping genesشد. ) نرمال  
ماري داده ناليز آ ناليز  :هاآ هاي آ ته  هاي گروهياف

سخه  Prismمختلف مورد مطالعه با نرم افزار  با  و  8,1ن
ستفاده از   Tukeyو  One way ANOVAآماري آزمونا

multiple comparison test د.گردي انجام  
  

  هايافته
شي فيبروز ريوي و  ارزيابي ميزان فيبروز در مدل مو

ــي و  :دگزامتازونتاثير مداخله با  ــناس ــي بافت ش بررس
شان دادندكه تك  سي پرولين ن سنجش آنزيمي هيدروك

منجر به ايجاد اي، تراشـــهبه صـــورت داخل  BLMدوز 
ـــترده  در ريه  ، در روز C57BL/6 هايموشفيبروز گس

ــود. در حالي كه  21 روز تيمار با  14بعد از تلقيح مي ش

  
ــل  ـــه -1شــــك ـــع ـــطـــال ـــورد م ـــف م ـــل ـــخـــت ـــروهـــهـــاي م ـــن در گ ـــي ـــرول ـــــي پ ـــدروكس ـــزان هـــي ـــي ـــــه م ـــايس ـــق  م

A-C رنگ آميزي (Masson’s Trichrome200اند و زير ميكروسكوپ نوري با بزرگنمايي ميكروني پارافيني با تريكروم رنگ شده 4هاي . برشX د.مورد بررسي قرار گرفتن 
D ميزان هيدروكسي پرولين ريوي. نتايج بصورت (Mean ± SD ها با روش آماري اند. دادهنمايش داده شدهOne-Way ANOVA, Tukey multiple comparison 

test  .آناليز شدند , ns=non-significant 0,001<P***=  
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  دهد. شدت فيبروز را كاهش مي دگزامتازون
ــي ــيبررس ــناس رنگ  هايريههاي برش هاي بافت ش

سون تريكروم شده با ما از گروه كنترل (دريافت  آميزي 
نشان ، اي)سرم فيزيولوژي به صورت داخل تراشهكننده 

سوب ماتريكس  شامل عدم ر ساختار طبيعي ريه  دهنده 
خارج ســلولي (بر اســاس عدم وجود رنگ آبي در نواحي 

شخص) و Interstitiumبينابيني ( ضاي آلوئولي م ، بود ف
ــكل  ). در حالي كه مقاطع بافتي ريه موش هاي -1A(ش

شامل هتغييرات ، حاكي از BLMگروه  ستوپاتولوژيكي  ي
ـــوب افزايش  يك و افزايش رس كلاژن (بر نواحي فيبروت

ـــدت رنگ آبي) و همچنين كاهش  ـــاس افزايش ش اس
). -1Bگروه كنترل بود (شكلفضاهاي آلوئولي، نسبت به 

 هاي تحت درمان با موشمقاطع بافتي ريه با اين حال، 
 يفيبروز خفيف تنها )BLM+DEXA(گروه  دگزامتازون

 ).-1C(شكل دادند را نشان 
كه در آن  يدروكســـي پرولين  ندازه گيري ه تايج ا ن
ضور كلاژن  شاخصي از ح سي پرولين به عنوان  هيدروك
ــي  ــناس ــاهدات بافت ش ــود، با مش در نظر گرفته مي ش

در گروه  ميزان هيدروكســي پرولين كاهشســازگار بود. 

نســبت به گروه كنترل معني ، دگزامتازون تيمار شــده با
هيدروكسي ميزان  همچنين، كاهش .)<05/0P(دار نبود 
نسبت به گروه در گروه تيمار شده با دگزامتازون  پرولين
BLM 1، به لحاظ آماري معني دار نبود (شكلD-(. 

و  TGF-β هايسايتوكاين اثير دگزامتازون  بر ميزانت
TNF-α اندازه گيري پروتئين هاي  :بافت ريه درTGF-

β  وTNF-α ت مورد مطالعه توســـط در بافت ريه حيوانا
الايزا صورت گرفت. اين سايتوكاين ها در ريه موش هاي 
ـــود. پس از تلقيح  يان مي ش قدار كمي ب به م كنترل 

اين ســـايتوكاين ها در ريه به طور  ميزان، بلئومايســـين
ــا P>0,001يــافــت ( افزايشمعني داري  ). درمــان ب
سطح  دگزامتازون شديد   در گروه TGF-βباعث كاهش 

BLM+ DEXA گروه ــــد  BLM، نســــبــت بــه  ش
)0,001<P در كاهش بيان  دگزامتازون). تاثيرTNF-α 

ماري معني دار، بود  حاظ آ به ل ما  در اين گروه كمتر، ا
)0,05<P 2) (شكل.(  

ــبي ژن يان نس تازون بر ب و  CTGFهاي تاثير دگزام
ET-1 :يه فت ر با ها پس از تجويز  در  يه موش  فت ر با
BLM جمع آوري و  21ر روز و درمان با دگزامتازون، د

  
  .مختلف هايگروه بين در ريه بافت TNF-α  و TGF-β ميزان مقايسه -2 شكل

   . دهدمي كاهش IPF موشي مدل در را TNF-α و TGF-β نظير التهابي هايسايتوكاين ميزان دگزامتازون تزريق
 .شدند آناليز  One-Way ANOVA, Tukey multiple comparison test آماري روش با هاداده

, ns=non-significant0,001<P***=, 0,05<P*=  
BLM = Bleomycin, Dexa = Dexamethasone 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
27

 ]
 

                             7 / 11

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-7342-en.html


 
 
 

٢٠٢  

  

   http://rjms.iums.ac.ir                             1402، شهريور 6شماره  ، 30دوره    علوم پزشكي رازيمجله

 همكارانو  زاده يمهد صابر

mRNA ژن انيب اســـتخراج شـــد. ســـپس ســـنجش 
ــتفاده از روش ET-1و   CTGFيها -Real Time، با اس

PCR بيان هر دو ژن در گروه  د.گردي انجامBLM  نسبت
بــه گروه كنترل بــه طور معني داري افزايش يــافــت 

)0,001<P با تازون). درمان  كاهش معني  دگزام باعث 
 +BLM روهگدر  ET-1و   CTGFيها ژن انيبدار 

DEXA نسبت به گروه ،BLM ) 0,001شد<P.(  
 

  بحث
به صــورت  بلئومايســينهاي ما نشــان داد تلقيح يافته

ـــه ـــي  ايداخل تراش منجر به ايجاد ، IPFدر مدل موش
سترده فيبروتيك در ريه   C57BL/6 هاي موشنواحي گ

ــت كه تيمار با  ــود.  اين در حالي  اس  دگزامتازونمي ش
  عيف فيبروز ريوي مي شود. باعث تض

ـــ يوير بروزيف در اين مطــالعــه از مــدل از  ينــاش
 بر التهاب اســت ي، كه مبتنشــداســتفاده  نيســيبلئوما

منجر به القاء  اي بلئومايســينداخل تراشــه لقيحت. )28(
خل آلوئولار، افزايش آپوپتوز  نابيني و دا حاد بي هاب  الت

مي شــود. اين ســلول ها  اپيتليال، فعالســازي ماكروفاژها
ـــ يانواع مختلف كنند كه  يم ديها را تول نايتوكاياز س
ـــعه التهاب و ف آغاز و متعاقباً در ينقش مهم  بروزيتوس
ه ب يافته، و افزايش TNF-αدر اين فرايند  .ندايفا مي كن

حاد  هاب  بال الت له  CTGFو  TGF-βدن نيز در مرح
ته . )23(د نيابترميم و فيبروز افزايش مي ياف ما  تايج  ن

سين در القا  هاي مطالعات ديگر در رابطه با تاثير بلئوماي
ـــورت  لقيح. تندفيبروز را تاييد كرد ـــين به ص بلئومايس

شه شد كه با افزايش داخل ترا اي باعث ايجاد فيبروز ريه 
 و TGF-β سايتوكاين هاي ميزان رسوب كلاژن، افزايش

TNF-α  بيان افزايشو  CTGF  وET-1 ودهمراه ب.   
-ETمطالعات نشان داده اند كه مسدود كردن گيرنده 

يف فيبروز ريوي القاء شده توسط بلئومايسين عدر تض 1
مطالعات حيواني نشـــان داده كه . )22(موثر خواهد بود 

ستفاده  سين ا سط  بلئوماي شده تو در فيبروز ريوي القاء 
شود  CTGFاز مهار كننده هاي  مانع از ايجاد فيبرز مي 

ضور   ضروري بوده و مي  CTGFو ح براي ايجاد فيبروز 
در آينده به  زدرمان فيبرو جهتتواند يك هدف بالقوه 

  
ــه ميزان بيان ژن -3شــكل  ــط در بين گروه  ET-1و  CTGF هاي مقايس ــت. بيان ژن Real-Time PCRهاي مطالعه كه توس ــده اس  هايانجام ش
CTGF  وET-1  .پس از تزريق داروي دگزامتازون كاهش پيدا كرده است  

 آناليز شدند.  One-Way ANOVA, Tukey multiple comparison testها با روش آماري داده
0,001<P***= ,0,01<P**=, 0,05<P*= ns= non-significant,  

BLM = Bleomycin, Dexa = Dexamethasone, 
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شي تزريق )29(شمار رود  .  همچنين، در مدل هاي مو
باعث كاهش التهاب ريوي  TNF-αآنتي بادي هاي ضــد 
ـــي از  ـــد  BLMو فيبروز ناش ـــفانه، .ش  يك در متأس

ـــتفاده از  دوم، فاز كارآزمايي  گيرنده( Etanercept اس
TNF-α به كه انساني نوتركيب TNF-α شود مي متصل 

عال را آن و ند مي غيرف بل بهبود) ك  در را توجهي قا
  . )23(نداد  نشان درمان تحت بيماران

كه  جا  جه اول  IPFاز آن هاب يماريب كيدر در  يالت
سوب م س يمح سركوب  سترده به يمنيا ستميشد،   گ

. )30(مي شــود   درمان بالقوه در نظر گرفته  كيعنوان 
ـــان  و همكاران Brennerدر مطالعه  ـــد كهنش  داده ش

 بروبلاستيفسنتز كلاژن را توسط  با دگزامتازوندرمان 
 كيكند، بلكه باعث تحر يانسان مهار نم نيجن هير يها

دگزامتازون ممكن اســت . )31( شــود يســنتز كلاژن م
تحت  ميها را به طور مستق بروبلاستيف يريتكث تيفعال
ست كه دگزامتازون تكث قرار دهد. ريتأث شده ا  ريگزارش 
ستيف شرا هير يها بروبلا  يشگاهيآزما طيموش را در 

همچنين در يك مطالعه نشـــان  .)32( كند يم كيتحر
ست كه درمان شده ا  كاهش وجود با دگزامتازون با داده 

ــكار ــت تكثير التهاب، آش دهد  نمي كاهش را فيبروبلاس
شان داده In-vitro يهاشيآزمابا اين وجود،   .)33( اند ن

ـــط  ـــنتز كلاژن توس كه دگزامتازون قادر به كاهش س
نشــان داده شــده . همچنين )34( اســت هابروبلاســتيف

باعث كاهش سنتز كلاژن  زامتازون،با دگاست كه درمان 
به  بدن در نوزادان مبتلا  ماري مزمن ريويكل   يم 1بي

  . )35( شود
يشين نشان  داده مطالعات پعلاوه بر موارد ذكر شده،  

سلولي برنامه   دگزامتازوناند كه  سطه  القاء مرگ  به وا
ريزي شده در سلول هاي التهابي ،كاهش التهاب آلوئولي 

ريوي ، باعث كاهش فيبروز TGF-βو كاهش پيام رساني 
-CDهاي موشدر موش صحرايي و  بلئومايسين ناشي از

ـــود 1 عه  .)37, 36( مي ش طال كاران،  Chenدر م و هم
 ديرا با كاهش شــد بروزيدرمان با دگزامتازون وســعت ف

س  نيكاهش داد. ا كيبروژنيف تيو فعال هير بيالتهاب، آ
القا شـــده  يوير بروزيف شـــرفتيكه پ دادنشـــان  جينتا

سط  ستفاده با توانيها را مدر موش نيسيبلئوماتو  از ا
                                                            

١chronic lung disease   

ــندگان  اين ازمايش انداخت، ريدگزامتازون به تاخ  نويس
ــنهاد مي دهند كه دگزامتازون نه تنها التهاب، بلكه  پيش

 و به دهد،يرا كاهش م كيبروژنيف تيو فعال هيب ريآســ
مال مان ف ينقش احت تازون در در اشــــاره  بروزيدگزام

  .)38(كنند مي
ــو با اين يافته ــد فيبروها، نتايج ما اثرات همس  تيكض

ــي  تاييد كرد. علاوه بر  ،IPFدگزامتازون را در مدل موش
ـــد كه  اين در اين مطالعه  نشـــان داد ، دگزامتازونه ش

خود را به واسطه  ضد فيبروزيحداقل بخشي از تاثيرات 
و احتمالاً مســـيرهاي وابســـته به آن، و  TGF-βكاهش 

و به ميزان كمتري  ET-1و  CTGFهمچنين مهار بيان 
  كند. اعمال مي TNF-αبا تاثير بر 
TGF-β ست كه  سايتوكاين مهمترين محرك فيبروز ا
به  بروزيف يو انســـان يوانيح يها در اكثر مدلنقش آن 

سازوكار هاي تبديل  TGF-β. است ي مشخص شدهخوب
ـــتيف ـــتيوفيم به بروبلاس و توليد بيش از حد  بروبلاس

ـــلولي را   كي قياز طرپروتئين هاي ماتريكس خارج س
ــار پ ــاني دهيچيآبش  از فاكتور ها و مولكول هاي پيام رس

  .)39 ،14(رهبري مي كند 
ست كه در روند فيبروز ريوي، افزايش  شده ا مشخص 

ــوب كلاژن تقدم دارد لذا به  CTGFبيان  ــبت به رس نس
سد  كه  ست  CTGFنظر مي ر سوب كلاژن ا سئول ر م
. )40(نســبت داده مي شــود  TGF-βكه به طور كلي به 

هاي اين مطالعه در مجموع كاهش ميزان شواهد و يافته
 گزامتازوندهاي تيمار شده با رسوب كلاژن در ريه موش

كه  هاد مي دهند  ـــن تازونرا توجيه كرده و پيش  دگزام
TGF-β  وCTGF  افزايش يافته را تحت تاثير قرار داده

شود.  سلولي مي  و مانع از توليد فزاينده ماتريكس خارج 
ست كه ما  برخلاف نتايج شده ا ، در مطالعه اي گزارش 

ـــي از  زدگزامتازون هيچ اثر كلي بر فيبرو  TGF-β1ناش
با مهار  دگزامتازونعلاوه بر اين،  .)41(ته اســـت نداشـــ
ست ها و توليد  ET-1بيان  ست تمايز فيبروبلا نيز قادر ا

هد. هم كاهش د ها را  يه اين موش  چنين كلاژن در ر
مي تواند به دليل  TNF-αتاثير خفيف تر دگزامتازون بر 

ـــيع الطيف تعامل ـــدالتهاب وس با  آن، به عنوان يك ض
ضد ف شد.  يمنيا يها سلول ياحتمال زيبرويخواص  با
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ـــلول توليد كننده  ماكروفاژ ، به دو TNF-αمهمترين س
ــد التهابي (M1)گروه پيش التهابي  ــيم   (M2)و ض تقس

سعه فيبروز يا  تواندمي وشود مي به ترتيب، در جهت تو
ضـــدالتهابي . مولكول هاي )43 ،42(مهار آن عمل كند 
توانند با هر دو نوع تداخل كنند. تداخل وسيع الطيف مي

ضدالتهاب (نظير   ) prednisoneو  anti-TNF-αداروهاي 
ي، يكي از دلايل منيا يهاسلول زيبرويضد فبا خواص 

باشــد هاي باليني ميشــكســت اين داروها در كارآزمايي
)44(.  

  
 گيرينتيجه

ـــر  حاض عه  طال يد كردبه طور خلاصـــه، م كه  تاي
ـــي  بروزيفتخفيف  باعث وندگزامتاز درمدل فيبرز موش

IPF  ـــده با ـــيبلئوماالقاء ش ـــود، و كاهش  نيس مي ش
ـــمگير ميزان  يان  TGF-βچش  يم ET-1و  CTGFو ب

هاي ضــد فيبروتيك احتمالي اين دارو از مكانيســم تواند
  باشد. 
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