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  چكيده 
مهم خطر ابتلا به بيمارهاي قلبي عروقي و آرتريواسكلروزيس و  هيپرگليسمي و هيپرليپيدمي همراه ديابت از عوامل :زمينه و هدف

ب سلولهاي اندوتليال همراه با گليكوزيلاسيون تركيبات غشاي پايه و ماتريكس خارج سلولي آسي.  تغييرات ساختماني مربوط به آن مي باشند
هدف از اين مطالعه شناسائي تغييرات ساختماني و  . از اولين تغييرات ساختماني مرتبط با تشكيل پلاكهاي آترومي در عروق مي باشد

روش هيستوشيمي در شريانهاي آئورت وكاروتيد پس از ايجاد ديابت در  مولكولهاي قندي تركيبات سطح سلول و ماتريكس خارج سلولي به
  . يك مدل حيواني بود

انتخاب و به صورت تصادفي در گروههاي   Sprague Dawleyگرم از نژاد  250 ± 50رت نر بالغ با وزن  63: مواد و روش كار 
استرپتوزوتوسين  mg/kg60جاد ديابت از تزريق داخل صفاقي در گروه آزمايش براي اي. قرار گرفتند) n=27(و شاهد  )n= 36(آزمايش

 9سر و گروه شاهد   12هر گروه آزمايش (سپس رتهاي گروه آزمايش و شاهد به دسته هاي دو هفته اي، دو ماهه و چهار ماهه .  استفاده شد
ماه نمونه برداري از آئورت وكاروتيد  4اه و م 2هفته،  2تقسيم بندي شدند و در شرايط استاندارد  نگهداري شدند، در موعد مقرر ) سر

ميكرومتر تهيه  6تا   5مشترك به عمل آمد و مطابق روشهاي معمول در بافت شناسي پاساژ داده شد و از بلوكهاي پارافيني مقاطعي  با ضخامت 
از نظر شدت رنگ آميزي درجه رنگ آميزي و  =PNA/Alcian blue pH 5/2ائوزين و لكتين  -و  با رنگ آميزيهاي پاس، هماتوكسيلن

  . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت Whitney–Mannبندي شد، داده ها به كمك آزمون غير پارامتري
نتايج حاصل از اين مطالعه تنها براي تركيبات پاس مثبت در مدياي گروه شاهد و ديابتيك چهار ماهه اختلاف معني داري را  :يافته ها

م چنين اختلاف شدت رنگ آميزي براي تركيبات پاس مثبت در ورقه هاي الاستيك نيز ميان گروههاي ديابتيك   ه).  P= 007/0(نشان داد 
را در بافت همبندي ساب اندوتليال و  Gal/Gal Nacوجود قند انتهايي  PNAلكتين ).  P = 03/0(دو ماهه و چهار ماهه معني دار بود 

تر ماتريكس خارج سلولي به لكتين در گروههاي ديابتيك چهار ماهه نسبت به دو ماهه و دو عليرغم واكنش بيش. آدوانتيس عروق نشان داد
 . هفته اي، اختلاف معني داري ميان آنها مشاهده نشد

به نظر مي رسد در ديابت، ميزان گليكوزيلاسيون تركيبات سطحي سلول و ماتريكس خارج سلولي از نظر ماهيت تغيير  :نتيجه گيري
، 2سال ششم، شماره   مجله طبيب شرق، ( .العات آينده نقش بيشتر اين تركيبات را در فيزيوپاتولوژي ديابت  نشان خواهد دادمط. نمايد مي

  ) 97تا  89، ص 1383تابستان  
  آئورت، كاروتيد، ديابت مليتوس ، لكتين :واژه ها گل
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   مقدمه
كه در حال حاضر حدود ديابت مليتوس بيماري شايعي است 

در ايران به %) 6/4(ميليون نفر  3درصد افراد دنيا و بيش از  6/6
اين بيماري به علت نقص در ترشح انسولين و   )1(.آن مبتلا هستند

يا مجموعه عواملي كه باعث اختلال عملكرد آن مي گردند 
هيپرگليسمي و هيپرليپيدمي ديابتي، يكي از ) 2(.بوجود مي آيد

آن   )3(.طر مهم در بيماريهاي قلبي عروقي مي باشدعوامل خ
چنان كه علت اصلي مرگ و مير در اغلب بيماران ديابتي، 

اولين نشانه آسيب شناختي  )4(.بيماريهاي قلبي عروقي مي باشد
ديابت در رگهاي خوني،گليكوزيلاسيون پروتئين هاي پلاسما و 

ر ابتدا غشاي پايه عروق مي باشد، در حالي كه اين عوارض د
قابل برگشت هستند با طولاني تر شدن دوره بيماري، آسيب هاي 

  )5(.فوق پيشرفت جدي پيدا كرده و غير قابل برگشت مي شوند
آسيب هاي سلولهاي اندوتليال و انتيماي زير آنها متعاقب اين 
تغييرات منجر به تشكيل پلاكهاي آترومي در سطوح داخلي 

شريانهاي مبتلا به اين ضايعات  بديهي است كه. گردد شريانها مي
از طرفي . قسمت اعظم اتساع خود را از دست مي دهند

برآمدگي حاصل از اين پلاكها به فضاي درون شريان موجب 
ناهمواري سطح داخلي رگها شده و بدين ترتيب مكانيسم 

  )6(.تشكيل ترومبوس تحريك مي گردد
اهيت گليكوزيلاسيون تركيبات غشاي پايه باعث تغيير در م

تركيبات ماتريكس خارج سلولي و اختلال عملكردي سلولهاي 
اندوتليال مي گردد و بدين ترتيب پروتئين هاي پلاسما بداخل 
ديواره عروق نشت مي نمايند كه اين پديده موجب تكثير 
سلولهاي عضلاني صاف و افزايش ضخامت مدياي شرياني 

  )8(.گردد مي
ست كه تركيب آن ماتريكس خارج سلولي ساختار پويايي ا

تغيير ماهيت . به طور مداوم توسط سلولهاي اطراف تغيير مي كند
تركيبات اين ماتريكس، عملي آنزيماتيك است كه توسط 

هاي فعال كننده پلاسمينوژن و متالوپروتئيناز صورت  آنزيم
مطالعات نشان داده كه ديابت سبب پر خوني . گيرد مي

وق خوني مي گردد در عر (reactive  hyperemia)واكنشي
اين مكانيسم   )9(.كه مدت كوتاهي بعد از بيماري بوجود مي آيد

به صورت يك تئوري هموديناميك مطرح است كه علت آن 
افزايش جريان خون بدليل هيپوكسي ناشي از هيپرگليسمي 

مطالعات وجود نوعي هيپرتروفي در عروق مزانتريك  )1(.باشد مي
هم چنين .  گزارش كرده استدر موشهاي صحرايي ديابتيك را 

يك هفته پس از ديابت و قبل از شروع  NHEافزايش فعاليت 
هيپرتروفي عروقي به دليل . هيپرتروفي نشان داده شده است

افزايش سلولهاي عضلاني صاف و افزايش ماتريكس خارج 
هم چنين مطالعات نشان داده  )11(.سلولي مي تواند بوجود آيد

  )7(.وژيك ديابتي وابسته به زمان هستنداست كه اختلالات مورفول
هدف از اين مطالعه شناسائي تغييرات ساختماني و هيستوشيمي 
ماتريكس خارج سلولي پس از ايجاد ديابت در شريانهاي 
آئورت و كاروتيد مشترك در يك مدل حيواني با استفاده از 
روش دقيق لكتين هيستوشيمي براي نشان دادن ماهيت تغيير 
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قندي و رسوب مواد پاس مثبت در ماتريكس خارج  مولكولهاي
  .سلولي بود

 روش كار     

با وزن  Sprague Dawleyسر رت  نر بالغ از نژاد  63تعداد 
گرم انتخاب و به صورت تصادفي در گروه آزمايش  250 ± 50

)36=n ( و شاهد)27=n (حيوانات در شرايط . قرار گرفتند
رت و سيكل تاريكي و استاندارد از نظر رطوبت، درجه حرا

براي ايجاد ديابت در گروه آزمايش، .  روشني نگهداري شدند
گروه . تزريق شد mg/kg60 داروي استرپتوزوتوسين به ميزان

رتهاي گروه     . شاهد همان حجم نرمال سالين دريافت كردند
آزمايش و شاهد به دسته هاي دو هفته اي، دو ماهه و چهار ماهه 

يان دوره زماني از رتهاي هر دو گروه در پا. تقسيم شدند
آزمايش و شاهد نمونه برداري از شريانهاي آئورت و كاروتيد 

نمونه هاي بافتي در محلول بوئن فيكس شده و . انجام گرفت
مطابق روشهاي معمول در بافت شناسي آبگيري، شفاف و بلوك 

 6تا  5از بلوكهاي پارافيني مقاطعي با ضخامت . گيري شدند
ائوزين، پاس و  -تر تهيه و با رنگ آميزيهاي هماتوكسينميكروم

.  رنگ آميزي شدند PNAو لكتين  =pH 5/2آلشين  بلو با 
مقاطع بر اساس شدت رنگ آميزي درجه بندي شده و با آزمون 

مورد تجزيه و تحليل قرار    Whitney _ Mannغير پارامتري
بندي مبناي درجه . معني دار تلقي شد   > 05/0Pو  گرفتند

شدت رنگ آميزي ميزان واكنش اجزاي بافتي به روش پاس و 
 3كمترين شدت رنگ آميزي صفر و بيشترين شدت . لكتين بود

براي اندازه گيري ضخامت لايه هاي شرياني و . درجه بندي شد
ديواره آن از روش كاليبراسيون ميكروسكوپ به كمك خط 

  .كش ميكرومتري و اكولر مدرج استفاده شد
مولار و                 1/0در بافر فسفات با غلظت  PNAلكتين 

8/6-6/6 =pH به ميزان ده ميكروگرم در ميلي ليتر رقيق شد  .
مقاطع بافتي پس از آبدهي و حذف پراكسيداز درون بافتي در 

دقيقه،  5هيدروژن در متانول به مدت  درصد پراكسيد 1محلول 

راي ظهور واكنش ب. دو ساعت در مجاورت لكتين قرار گرفتند
درصد دي آمينوبنزيدين در بافر فسفات استفاده  03/0از محلول 

آنگاه مقاطع به روش معمول در بافت شناسي آبگيري و . شد
   )12(.چسبانده شدند

  يافته ها 
براي تركيبات پاس يافته هاي حاصل از اين مطالعه تنها  

مثبت در مدياي گروه شاهد و ديابتيك چهار ماه اختلاف 
هم چنين اختلاف شدت ).  = 007/0P(داري را نشان داد  معني
هاي الاستيك نيز ميان گروههاي ديابتيك  آميزي براي ورقه رنگ

بافت همبندي ).  = 03/0P(دو ماهه و چهار ماهه معني دار بود 
نهاي مورد مطالعه به صورت لايه ظريف ساب اندوتليال در شريا

هاي  ورقه. بود پاس مثبتي در زير اندوتليوم نازك عروقي مشخص
فتوميكروگراف (شدند ديده مثبت پاس صورت نيزبه صخيمالاستيك

در حالي كه رشته هاي كلاژن لايه  ادوانتيس به صورت ). 2و1
عليرغم اختلاف شدت . آبي رنگ در شريانها ملاحظه شدند

آميزي ميان گروههاي شاهد و ديابتيك از نظر شدت رنگ 
 N/ رنگ آميزي براي تركيبات پاس مثبت و قند گالاكتوز

استيل گالاكتوز آمين در ادوانتيس لايه هاي شرياني، اختلاف 
بعلاوه شدت . معني داري ميان گروههاي مورد مطالعه ديده نشد

از رنگ آميزي ورقه هاي الاستيك در سمت داخل مديا يشتر 
                 خارج آن بود هر چند اين اختلافات نيز معني دار نبود

در واكنش هاي لكتيني محل حضور ) .  4و  3فتوميكروگراف ( 
به صورت واكنش قهوه اي رنگي در  Gal/GalNacقند انتهائي 

 قطر داخلي
μm 

- ضخامت انتيما
 مديا
μm 

  نواحي
 گروهها

0/40  ± 3/1  شاهد     اي  هفته 2  53/0 ± 3/4 

2/48آزمايش                        ± 9/1  13/4  ± 6 /0  
0/50  ± 7/1  6/4  ± 7/0 شاهد           ماهه 2   

± 63 آزمايش                     3/2  5/4  ± 5/0  
7/55  ±4 5/5  ± 9/0 شاهد            ماهه 4    

8/63آزمايش                        ±2 5/5  ± 6/0  
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عليرغم پاسخ لايه هاي ).  5فتوميكروگراف (  لامها ملاحظه شد
دوانتيس به لكتين و اختلاف شدت ساب اندوتليال، مديا و ا

رنگ اين بخش ها در ميان گروههاي مورد مطالعه اختلاف معني 
بعلاوه شدت واكنش به لكتين در ادوانتيس .  داري ملاحظه نشد

شريانها بيشتر از ساير بخش ها بود و با افزايش مدت بيماري اين 
شدت حداقل به ميزان يك گريد افزوده مي شد هر چند آناليز 

نتايج حاصل از . ماري اختلاف معني داري را نشان ندادآ
گيريهاي كمي قطر شريان كاروتيد و آئورت و لايه هاي  اندازه

جدار شريان در گروههاي شاهد و ديابتيك نشان داد كه با 
مديا نسبت به گروه  - انتيما  افزايش دوره بيماري ضخامت لايه

ه افزايش مي يابد شاهد و گروه هاي ديابتي و دو هفته و دو ماه
  ).جدول(

مديا و قطر داخلي در شريان كاروتيد -ضخامت انتيما : جدول
  در موشهاي نر ديابتيك

  

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  

واكنش مثبت لاميناهاي الاستيك در جدار كاروتيد مشترك به رنگ آميزي پاس در گروه ديابتي دو ماهه نشان : 1فتوميكروگراف 
  × 250زي پاس رنگ آمي.  داده شده است
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واكنش مثبت لاميناهاي الاستيك در جدار كاروتيد مشترك به رنگ آميزي پاس در گروه كنترل دو ماهه نشان : 2فتوميكروگراف 
  × 400رنگ آميزي پاس .  داده شده است
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گروه كنترل چهار ماهه به رنگ آميزي پاس نشان داده واكنش پاس مثبت به صورت ضعيف در مدياي آئورت : 3فتوميكروگراف 
    × 100رنگ آميزي پاس .  شده است

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  

نشان  واكنش بيشتر لاميناهاي داخلي جدار مديا به رنگ آميزي پاس در جدار آئورتا در گروه چهار ماهه ديابتيك : 4فتوميكروگراف 
   × 250داده شده است پاس
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در گروه كنترل دو هفته اي نشان  PNAعدم واكنش لاميناهاي الاستيك جدار مديا در شريان آئورت به لكتين : 5فتوميكروگراف 
 × 250.  است  Gal/GalNacرنگ قهوه اي ماتريكس خارج سلولي در شريان نشان دهندهء محل حضور قند انتهايي.  داده شده است
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   بحث     
 N/لعه حضور قند انتهائي گالاكتوزنتايج حاصل از اين مطا

در جدار  PNAاستيل گالاكتوزآمين را در واكنش به لكتين 
شريانهاي مورد مطالعه در گروههاي ديابتيك و شاهد نشان داد 
هر چند كه اختلاف شدت واكنش در لايه هاي مختلف شرياني 

در گروههاي چهار ماهه . به لكتين از نظر آماري معني دار نبود
كنش به لكتين مخصوصاً در ادوانتيس بيشتر از ديگر شدت وا
مطالعات تغيير در ميزان گليكوزيلاسيون . شرياني بود  لايه هاي

هاي  پروتئين هاي پلاسما و غشاء پايه را بعنوان يكي از فرآورده
همچنين .  سازمان يافته ماتريكس خارج سلولي نشان داده است

تمان ديواره شريانها سبب نشان داده شده كه ديابت با تغيير ساخ
وكاهش قابليت ) Stiffness index(افزايش ضريب سختي

نتايج اندازه گيري شده براي قطر شريان  )13(.اتساع آنها مي گردد
و لايه هاي آن، افزايش ضخامت مديا و نتايج هيستوشيمي، تغيير 
ماهيت تركيبات مواد خارج سلولي را در ادوانتيس نشان داد، 

مي توان تصور كرد كه تغيير در سختي ديواره بدين ترتيب 
. شريانها انعكاسي از تغييرات مولكولي فوق در ديابت باشد

تغييرات ماتريكس خارج سلولي، زمينه ساز تغييرات 
و  Rizzoniمطالعات . مورفولوژيك جدار شريانها مي باشد

همكاران تغيير نسبت هاي صخامت لايه هاي شرياني را در 
نقش مولكولهاي اتصالي بين سلولي و . ده استديابت نشان دا

مولكولي اتصالي عروقي در پاتوژنز تغييرات جدار شــريانها 
بيماريهاي قلبي عروقي علت   )14(.مورد تأكيد قرار گرفته است

بطوريكه . اصلي مرگ و مير بيماران ديابتي تيپ يك مي باشد
ذشت زمان مديا با گ -در اين نوع ديابت ضخامت لايه هاي انتيما

افزايش يافته و اين افزايش تفاوت معني داري را ميان بيماران و 
روند درمان در ديابت سرعت تغييرات . افراد سالم نشان مي دهد

بيوشيميائي و مورفولوژيك را كاهش داده و فرايند وابسته به 
در اين . زمان بودن اين تغييرات را مورد تاكيد قرار مي دهد

رهايي هم چون فشار بالا، استعمال دخانيات، ارتباط اهميت فاكتو

  )15(.نشان داده شده است LDLو  HDLسن وميزان كلسترول و 
نتايج اندازه گيريهاي كمي حاصل از اين مطالعه براي لايه هاي 
مختلف جدار شريانهاي آئورت و كاروتيد نيز نشان داد كه 

ير لايه مديا نسبت به سا -نوعي افزايش ضخامت در لايه ي انتيما
هاي جدار شرياني ديده مي شود كه اين افزايش به صورت 
وابسته به زمان در گروه هاي چهار ماهه نسبت به دو ماهه و دو 

تغيير در ضخامت لايه هاي جدار شرياني .  هفته اي بيشتر است
در ديابت مليتوس يكي از يافته هايي است كه در تعداد زيادي از 

  )14-15( .مطالعات نشان داده شده است
هم چنين نشان داده شده كه آرتريواسكلروزيس بيماري 
منتشري است كه معمولاً با درگيرهاي لايه انتيماي عروقي آغاز 

عوامل خطر مهمي كه در اين روند موثر هستند فشار . مي شود
افزايش ضخامت .  شرياني، كلسترول بالا و سن بالا مي باشد

انها شده و كاهش قابليت انتيما باعث سختي جدار شري -مديا 
   )15(.اتساع عروقي را نيز موجب مي گردد

يافته هاي مطالعه حاضر نيز اين مطلب را نشان مي دهد و 
ضرورت توجه به بيماران ديابتيك با سنين بالا را مورد تاكيد 

مطالعات نشان داده كه كلسيفيكاسيون مدياي . قرار مي دهد
ت هاي فراواني با شرياني در ديابت از نظر سلولي شباه

. كلسيفيكاسيون بافتي در مراحل انتهائي بيماريهاي كليوي دارد
مكانيسم كلسيفيكاسيون در اين موارد گلوكز بالائي است كه 
سبب پروليفراسيون سلولي و افزايش ميزان استئوپونتين در 

گردد و هيپوكسي  سلولهاي عضلاني صاف مدياي عروق مي
نتايج  )16(.روند را تشديد مي كند حاصل از هيپرگليسمي نيز اين

حاصل از اين مطالعه حضور تركيبات قندي پاس مثبت را در 
ديواره عروق خوني مخصوصا لايه ساب اندوتليال و ورقه هاي 

افزايش شدت رنگ  عليرغم  .الاستيك جدار شريانها نشان داد
آميزي در گروههاي چهار ماهه نسبت به سايرگروهها و هم 

ديابتيك نسبت به شاهد ، اختلاف شدت  چنين گروههاي
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دار نبود، تنها  آميزي ما بين گروهها از نظر آماري معني رنگ
اختلاف معني دار در گروههاي ديابتي دوماهه و چهار ماهه در 
ورقه هاي الاستيك ملاحظه شد، مطالعات قبلي نشان داده است 
كه تغيير در ميزان اجزاي ماتريكس خارج سلولي يكي از 

  مديا در شريانها -نيسم هاي افزايش ضخامت انتيما مكا
مجموعه تغييرات مورفولوژيك و بيوشيميايي  )17(.باشد مي

ماتريكس خارج سلولي در ديابت وابسته به زمان بوده و با 
عليرغم . افزايش دوره بيماري شدت بيشتري پيدا مي كنند

مطالعات فراواني كه در اين زمينه صورت گرفته است هنوز 
مكانيسم هاي دقيق تغييرات عناصر ساختماني در جدار شريانها 

مطالعات آينده نقش بيشتر اين . بخوبي شناخته شده نيست

تغييرات مورفولوژيك را در روند پاتوژنز ديابت و مشكلات 
  .باليني حاصل از آن نشان خواهد داد

   سپاسگزاري
 نويسندگان اين مقاله بر خود واجب مي دانند از همكاران

شوراي پژوهش دانشگاه علوم پزشكي زاهدان براي تصويب اين 
طرح پژوهشي و حمايت هاي مالي آن و سازمان هلال احمر 
جمهوري اسلامي ايران جهت سفارش لكتين و رآژين هاي 

هم چنين از مركز تحقيقات . مربوطه تشكر و قدرداني نمايند
نشكده دانشگاه، آزمايشگاه لكتين هيستوشيمي و بافت شناسي دا

پزشكي و كاركنان  كتابخانه مركزي به خصوص جناب آقاي 
  .طبسي تشكر و قدر داني مي گردد
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Histochemical study of structural changes of carotid wall 

arteries in male diabetic rats 
Arab MR. PhD*, Komeili GR. PhD**, Sargolzaei Aval F. PhD* 

Sarani SA. PhD*, Touhidi A.MSc *** 
 

Background: Diabetes mellitus is a prevalent disease, which is caused by deficiency in insulin 
secretion or factors that impair its function.  Diabetic hyperglycemia and hyperlipidemia are 
important risk factors in cardiovascular diseases. The arteriosclerosis and its accompanying 
structural changes are in part due to endothelial cell injury and abnormal glycosylation of cell 
surface and extra cellular matrix glycoconjugate. These are the first structural changes of 
formation of atheromatous plaque.  The aim of the present study was to identify the structural and 
extra cellular matrix changes of terminal sugars by histochemical methods in aorta and common 
carotid arteries in male diabetic rats. 

 Methods and Materials: A total number of 63 male Sprague Dawley rats with 250 ± 50 gr 
weights were chosen and randomly divided into experimental (n=36) and control (n= 27) groups. 
Diabetes was induced by IP injection of 60 mg/kg of streptozotocin in experimental group. 
Experimental and control groups further divided into 2 week, 2 months and 4 months subgroups. 
Animals were preserved in standard condition. After the mentioned time, samples were taken from 
carotid and aorta, fixed in Boins and processed routinely. Paraffin blocks were cut with 5-6 
micrometer in thickness and stained by H-E, PAS and PNA/Alcian blue pH=2.5, thereafter sections 
graded according to staining intensity and data were analyzed by NPAR test of Mann Whitney. 
   Results: Results of this study showed significant difference only for PAS positive media 
components between 2 and 4 months diabetic groups (P<0.007).There were also statistically 
significant difference between elastic lamina of 2 and 4 month of diabetic group (P<0.03). PNA 
showed the presence of Gal/GalNac in sub endothelial and adventitial components of arteries. 
Although there was a slight difference of ECM staining between diabetic groups for the 
Gal/GalNac and intense reactivity of 4-month diabetic group in comparison to 2-month and 2-week 
diabetic groups, there were no significant difference between them for PAS and lectin staining. 
   Conclusions: It seems that in diabetes, the rate of glycosylation of cell surface and ECM 
components changed slowly. Future studies will probably show the exact role of these components 
in pathophysiology of diabetes. 

KEY WORDS: Aorta, Carotid, Diabetes mellitus, Lectin   
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