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Abstract 

 

Background and purpose: Ischemia-reperfusion injuries (I/RI) are the major causes of liver 

failure after various types of liver surgeries, particularly liver transplantation. Reactive oxygen species 

(ROS) are the major causes of such injuries, therefore, antioxidant therapy to attenuate hepatic lesions is 

preferred. We aimed to evaluate the effects of silibinin, a potent radical scavenger, on liver damages and 

endothelial and inducible nitric oxide synthase (eNOS and iNOS) genes expression after liver I/R. 

Materials and methods: In this experimental study, the rats were divided into four groups (n=8 

per group). Group1 Vehicle: the rats underwent laparotomy and received DMSO10%, Group 2 SILI: the 

animals received silibinin alongside laparotomy, Group3 I/R: the rats received DMSO10% and subjected 

to liver I/R procedure, and group 4 I/R+SILI: this group received both silibinin and liver I/R 

simultaneously. Silibinin (50 mg/kg I.P) was administered twice in all rats. After 1 h ischemia and 5 h 

reperfusion, blood samples were collected to evaluate serum AST and ALT levels and liver sections were 

taken to analyze the eNOS and iNOS gene expressions and histological examinations. 

Results: There were no significant differences in all parameters between Vehicle and SILI groups 

(p>0.05). But serum AST and ALT increased significantly in I/R group compared with those in vehicle group. 

Treatment with silibinin could considerably reduce these markers. Histological damages during I/R improved 

by silibinin. The iNOS gene was found to be overexpressed whereas eNOS expression decreased in I/R group 

compared with those in the vehicle group. Silibinin treatment could decline iNOS expression but could not 

significantly affect eNOS expression (p>0.05). 

Conclusion: Silibinin protects liver from I/RI. It may decrease iNOS adverse effects by 

suppressing its expression. 

 

Keywords: Ischemia-reperfusion, eNOS, iNOS, silibinin 

 

J Mazandaran Univ Med Sci 2018; 28 (164): 1-12 (Persian). 
 

 
 
* Corresponding Author: Abbas Khonakdar-Tarsi - Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, 

Iran (E-mail: khonakdarab@gmail.com) 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

29
 ]

 

                             1 / 12

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-11596-fa.html


 
       
 
 

 ـدرانــــازنـــي مــــكـــزشـــوم پـــلــشـــگاه عـدان ـهـــلــمج

 (4-41)   4931سال    شهریور   461بيست و هشتم   شماره دوره 

 4931، شهریور  461دوره بيست و هشتم، شماره       مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                            1

 یپژوهش

 یط سنتاز دیاکسا کیترین یها ژن انیب بر نینیبیلیاثرات س
 بالغ نر یها رت در یکبد گرم وژنیپرفیر-یسکمیا

 

     1پور یاحسان نب
    2یلیکردخ یاکبر دیوح  

    3یزیعز لیسه   
 4یعباس خنکدار طارس   

 چکیده
هیای ختللیب  ی  کبد در جراحیی نارسایی یعلت اصل ،( کبدیI/Rریپرفیوژن ) -های ایسکمیآسیب و هدف: سابقه

هیا  یرای اکسیدان،    کارگیری آنلیاستهای کبدی علت عمده آسیب ROSجایی ک   اشد. از آنخصوص پیوند کبد خی
های کلی  افت کبد و  ییان ارزیا ی اثرات سیلیبینین  ر آسیب  ا هدف کاهش این عوارض در اولویت قرار دارد. این خطالع 

 .انجام پذیرفت I/Rو القایی( طی  یالی)نیلریک اکساید سنلاز اندوتل iNOSو  eNOSهای  ژن
 هیا رت( کی  Vehicleحاخیل )گیروه  شاخل ،ها    چهار گروه هشت تایی رت ،یتجر  خطالع  نیا در ها:مواد و روش

راتوخی، هیا همیراه لاپیا رتکی   SILIگیروه  ،( دریافیت کردنیدDMSO10%و حاخیل )  خورد عمل لاپارتوخی قیرار گرفلی
کی   I/R+SILIگیروه  و حاخل دریافت کردنید و  قرار گرفل I/Rخورد عمل  ها رتک   I/Rگروه  ،سیلیبینین دریافت کردند

هیر رت دو  یار، هیر  یار  یا دوز  یهیا  یراگروه در نینیبیلی. س، تقسیم شدند، سیلیبینین دریافت کردندI/Rها همزخان  ا  رت
mg/kg 05 (I.Pتزر )های خون  یرای سینجش ساعت ریپرفیوژن، نمون  0ز یک ساعت ایسکمی و . پس اگردید قیAST  و

ALT  های های کبد  رای ارزیا ی  یان ژنسرم و نمونeNOS  وiNOS آوری شدند. های  افت شناسی جمعو  ررسی 
و  AST. سیطو  (<50/5p) داری خشاهده نشد ها، تغییر خعنی در کلی  پاراخلر SILIو  Vehicleهای   ین گروه ها:یافته

ALT  سرم در گروهI/R  افزایش چشمگیری نسبت    گروه حاخل داشت، ک  توسی  سییلیبینین کیاهش قا یل تیوجهی پییدا
 eNOSو  iNOSهیای  ژن انییتوس  سیلیبینین  هبود پیدا کیرد.   I/Rهای  افلی خشاهده شده در گروه  کرد. همچنین آسیب

را کاهش  iNOSگروه حاخل داشت. درخان  ا سیلیبینین توانست  یان  ا  س یر خقاد یافزایش و کاهش  ارز بی   ترت I/R یط
 .(<50/5p) گذارد eNOS یان  یرو یدار یدهد اخا نلوانست اثر خعن

از اثرات خضیر ، iNOS ا کاهش  یان  توانده و خیاز خود نشان داد I/Rسیلیبینین اثرات حمایلی روی کبد طی  استنتاج:
 آن  کاهد.

 

 ، نیلریک اکسید سنلاز، سیلیبینینوژنیپرفیر -یسکمیا ای کلیدی:واژه ه
 

 مقدمه
رسانی است ( پدیده آسیبI/R) ایسکمی ریپرفیوژن

ک  در اثیر قطیع خیوقلی جرییان خیون ییک عضیو، رفیع 
 دهید.انسداد و  ازگشت جریان خون    آن عضو رخ خی

 خون خورد نیاز کبد از ورید درصد 50  ا توج     این ک 
 

  E-mail: khonakdarab@gmail.com            یپزشک هدانشکد اعظم)ص(، اخبریپ یخجلمع دانشگاه آ اد، جاده فر  75 لوخلریک :یسار -یطارس عباس خنکدار ولف مسئول:م

 رانیا داخغان، انشگاه آزاد داخغان،د  ،یعلوم پا انشکدهد ،یاهیگ یشناس ستیو ز کیژنل یمیوشی  گروه ،یمیوشیکارشناس ارشد  . 7
 رانیا ،یسار خازندران، یپزشک علوم دانشگاه ،ییدانشجو قاتیتحق ل یکم ،ینی ال یمیوشیارشد   یکارشناس .2

  رانیا ،یسار خازندران، یپزشک علوم دانشگاه ،یراپزشکیپ دانشکده ،یشگاهیآزخا علوم گروه ار،یاسلاد .3

 رانیا ،یسار خازندران، یپزشک دانشگاه علوم ،یپزشک دانشکده ک،یژنل و کیزیوفی  ،یمیوشی  گروهخرکز تحقیقات سلولی و خولکولی،  ار،یاسلاد. 4

 : 20/4/7335تاریخ تصویب :                 22/7/7335تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            70/7/7335 تاریخ دریافت 
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 احسان نبی پور و همکاران     

 9          4931، شهریور  461ه مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                       دوره بيست و هشتم، شمار              

 پژوهشی

خون آن از شریان کبدی غنی از  درصد 20پورت و تنها 

 I/Rهای ، کبد  یشلر خسلعد آسیبشوداکسیژن تاخین خی

کبیدی در خواقیع  یالینی  ایسکمی ریپرفیوژن .(7) اشدخی

خلعددی از جمل ، تروخا، شوک هموراژییک، سپسییس، 

 و پیوند کبد رخ یوپسی  ریهای اساسی نظتوخور و جراحی

گرسنگی، کبد چیر،، سین،  انندهایی خ دهد. فاکلورخی

وژن در خییزان سرعت ایسکمی و ریپرفییزخان و شدت و 

 I/R های ناشی از. آسیب(2) اشدها تاثیر گذار خیآسیب

کی   دهنیدهای خولکولی ختللیب رخ خییکبدی  ا خکانیسم

 ATPشیدن سیلوا از تهی توان    این خوارد اشاره کرد: خی

، تبیادلات pH اعی  اخیللاا در  ک     دلیل نبود اکسیژن

ون عروق شود، آسیب    جریان خخیغشایی و ادم سلولی 

انقبیاض سیینوزودیدها کی   ی  دلییل  کوچک    خصوص

کننده انقباض و انبساط عروق های تنظیمتغییر در  یان ژن

 شود اع  خیرا دهد و پدیده عدم جریان خجدد رخ خی

هیای کیوپ ر و و پاسخ اللها ی ناشی از فعاا شدن سیلوا

 هیاو سیایلوکاین (ROS)های واکنشگر اکسییژن تولید گون 

 سیببختللیب هیای لیپییدها و پیروتنینپراکسیداسیون  ک 

کموتاکسیی  تواننیدهیا خییسیایلوکاین شود. همچنیینخی

اللهیا ی و سیندرم پاسیخ  ،ها را در فیاز تیاخیرینوتروفیل

هیای دور خلیل خغیز، آسیب ارگانو در نلیج  سیسلمیک 

از آسییب  . جلیوگیری(3-0)شیوند سیببری  و کلی  نییز 

یکیی از اهیداف اصیلی در  جریان خون عروق کوچیک

هیای خداخلی  در  ییان ژن ، یوده I/Rهیای کاهش آسیب

 دخیل در تنظیم انقباض و انبساط عروق، اسیلراتژی خناسیبی

 ی   (NO)  اشد. نیلریک اکُسیایددر نیل    این هدف خی

عنییوان  یی   (ET-1) 7کننییده و انییدوتلین عنییوان خلسییع

کبد  وپیکننده رگ، در تنظیم جریان خون خیکروسکتنگ

 ET-1اهمیت زیادی دارند. در آسیب ایسکمی، افزایش 

و    دنباا آن انقباض سینوزودیدها، کاهش جریان خیون 

کبدی طی ریپرفیوژن ییا ریپرفییوژن غییر خیوثر را سیبب 

توسیی  نیلریییک  NOدر کبیید، رادیکییاا  .(2)شییودخییی

ییا نیلرییک اکُسیاید  ( eNOS) اکُساید سینلاز انیدوتلیالی

 است در حالی و این شودتولید خی (iNOS) سنلاز القایی

های اندوتلیاا سینوزودیدی  یان تنها در سلوا eNOSک  

های اللهیا ی  ی   عمدتا در سلوا iNOS یان  .دادمی دارد

طیور خعمیوا پذیرفلی  شیده شود.   طور القایی تنظیم خی

از طریق انبسیاط  eNOSخشلق از  I/R ،NOاست ک  طی 

هییا و و تجمییع نوتروفیییلعییروق، کییاهش چسییبندگی 

 ایههییای سییلارهییا و خمانعییت از انقبییاض سییلواپلاکییت

 NOاخا،  و شودخی خوجبکبدی، ح ظ سیالیت خون را 

در شییرای  اللهییا ی،  ییا  iNOSاضییافی حاصییل از عمییل 

دهد خی ترکیبات رادیکالی از جمل  سوپر اکسید واکنش

 (وییلروزاتیو رادیکاا خطرناک پروکسی نیلریت )اسیلرس ن

همییراه  ییا ریپرفیییوژن و  رقییراری  .(5)نمایییدرا تولییید خییی

   خقدار فیراوان در  افیت  ROSجریان خون و اکسیژن، 

های فعیاا شود. توانایی این خولکواایسکمیک تولید خی

 کیردن خسییرهایدر ایجاد آسیب اسلرس اکسیداتیو و فعیاا

سیبب پیام رسانی و در نهایت تولید خازاد پاسیخ اللهیا ی 

 ،شودز و نارسایی جریان خون عروق کوچک خیآپوپلو

هیای از اهمیت زییادی در آسییب RNSو  ROS نا راین 

    همین دلییل، زداینیدهای وهسلند  رخوردار  I/Rکبد طی 

خیورد توجی  هیا رادیکاا آزاد  رای کیاهش ایین آسییب

از  درصید 55-85 ،. سییلیمارین(8)انیدقیرار گرفلی  سیار 

دهید و از یرا تشیکیل خی 7م عصاره دان  گییاه خیار خیری

کننده کبد شناخل  شده است. در دیر از    عنوان حمایت

اکسییدانی، خقال  روی اثرات آنلی 055ساا اخیر  یش از 

اللهییا ی و ضیید سییرطانی ختللییب از سیییلیمارین و  ضیید

. ترکیبیات ختلل یی خلیل، است شدهخحلویات آن خنلشر 

تاکسی ولین و  ، سیلیکریسلین، سیلیدیانین،Bو  Aسیلیبین 

اند. سییلیبینین ییا کودرسلین از سیلیمارین جداسازی شده

 55-85فلاونولیگنانی اسیت کی   Bو  Aترکیب سیلیبین 

دهد و خاده خوثر اصلی از سیلیمارین را تشکیل خی درصد

را نشان  سیلیبینین ساخلار 7شماره  تصویر. (3) اشدآن خی

طریییق اسییت کیی  سیییلیبینین از  گییزارش شییدهدهیید. خییی

وسیل  حلقی  های آزاد    خصوص   آوری رادیکااجمع

Cاکسیدانی و نیز تحرییک های آنلی، افزایش  یان آنزیم

                                                 
1. Silybum marianum 
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 سنتاز  دیاکسا کیترين یبر ژن ها نينيبيليس اثر
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ارتقیا ررفییت  ،Nrf-2اکسییدانی  فاکلور رونویسی آنلی

اکسیدانی  دن در شرای  اسلرس اکسیداتیو را سبب آنلی

فعالییت  . سیلیبینین قادر است از طریق خهیار(75)شود خی

از خازاد پاسیخ اللهیا ی  NF-κBکلور رونویسی اللها ی فا

سرطانی سییلیبینین  اثرات ضد و همچنینجلوگیری کند 

های رشد    اثبات  از طریق القای آپوپلوز و خهار فاکلور

 ،یکی  پاسیخ اللهیا  نیی ا توج   ی  ا .(77،72)است رسیده

 انییجر یی( و نارسیاiNOSاز  ی)ناشی وییلروزاتیاسیلرس ن

 میتنظی یهیاژن انی  رییاز تغ ی)ناش کوچک عروق خون

 نیتیر( از خهمeNOSکننده انقباض و انبساط عروق خلل 

 کی  نی اشد و  ا توج     ایخ یکبد I/R یهابیآس علل

 یدانیاکسییآنل ،یاثرات ضد اللها  ،نیماریلیس و نینیبیلیس

 از ختللیب ینی یال  یهیا در شیراژن انیی  رییتغ ییو توانا

 نینیبیلیسی راتیتیاث خطالعی  نییا در ،دهنیدخی نشان خود

 AST یسیرخ ری، خقیادiNOSو  eNOS یهاژن انی  یرو

کبید )خلیل ن یو  و  ی یافل یهابیآس نیچنو هم ALT و

 در رت یکبید I/R ی(، طییاللهیا  یهافعاا شدن سلوا

 .قرار گرفت ی ررس خورد
 

 
 نینیبیلیساخلار س :1شماره  تصویر

 

 مواد و روش ها
رت نر نژاد ویسلار  ا وزن  32 تجر ی، خطالع در این 

گییرم کیی  از خرکییز تحقیقییات حیوانییات  235تییا  275

آزخایشییگاهی دانشییگاه علییوم پزشییکی خازنییدران تهییی  

هیا در دخیای . ایین رتگردید، خورد خطالع  قرار گرفیت

 درصد، سییکل روشینایی 00تا  05درج ، رطو ت  23تا  27

تهویییی  خناسیییب  سیییاعل  و در اتیییاق دارای 72تیییاریکی 

نگهداری شدند. آ، و رژیم غذایی طبیعیی  ی  صیورت 

ها قرار داده شید. ییک ه لی  قبیل از دادمی در اخلیار آن

ها جهت خطا قت  ا خحی ،    اتیاق شروع آزخایش، رت

 4ها  ی  صیورت تصیادفی  ی   آزخایش خنلقل شدند. رت

+  I/Rو گیروه  SILI ،I/R، گیروه حاخیل، تیایی 8گروه 

SILI ها در رت م شدند.تقسی( گروه اوا، حاخلVehicle)، 

 درصیید 75و   فقیی  خییورد عمییل لاپییارتوخی قییرار گرفلیی

DMSO گیروه دوم، نید( دریافیت کردنینیبیلی)حلاا س .

SILI، و سییلیبینین  خورد عمل لاپیارتوخی قرارگرفلی هارت 

 حاخیل I/R، طیی I/Rگروه سیوم ها در رت .ددندریافت کر

د و گروه چهیارم گیروه دنفت کر( دریانینیبیلی)حلاا س

I/R+SILI همراه  ا  هارتI/R  کردندسیلیبینین دریافت. 

 

 وژنیپرفیر -یسکمیا جادیا روش
کلی  خراحل کار  ا حیوانیات تحیت نظیارت کمیلی  

 نظییارت  ییر حقییوق حیوانییات آزخایشییگاهی دانشییگاه 

تحیت  یعلوم پزشکی خازندران انجام شد. اعماا جراحی

و  ییرای حییذف اثییرات  گرفییت انجییام لیاسییلر  یشییرا

انجیام  74تیا  8کننده، زخان همگی در سیاعات ختدوش

ساعت قبل از جراحی در حالیت ناشیلا  78ها شدند. رت

هیا قیرار داده شید.  و تنهیا آ، در اخلییار آن  قرار گرفل

و زایلازیین  mg/kg 25 رای  یهوشی عموخی از کلیاخین 

mg/kg 8 ای    صورت داخیل صی اقی اسیل اده شید.  یر

القای ایسکمی، ا لدا  رش روی خ  خییانی شیکم انجیام 

تیا  ،کبد  ی  کمیک انگشیلان دسیت  ییرون آورده و شد

عروق س  گان  پورت شاخل شریان کبدی، ورید پیورت 

و خجرای ص راوی قا ل رویت شود. شاخ  چی  عیروق 

های چ  و خیانی کبد    وسییل  س  گان ، خر وط    لو،

شدند. یک ساعت خسدود کلم  فلزی  ولداگ    خدت 

حاصیل  درصد 55 ا این روش، ایسکمی کلی کبد    خیزان 

. لو، راست و دخی  یرای جلیوگیری از احلقیان (73)شد

ای و گرفلگی عروق خزانلریک، جریان خیون آزاد روده

داشلند. در طوا خیدت ایسیکمی، کبید  یا گیاز اسیلریل 
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 پژوهشی

آغشل     سرم فیزیولوژی خرطو، نگهداشل  شد. پس از 

ک ساعت ایسکمی، کلم     آهسلگی  رداشل  و کبد ی

خحیل  یرش جراحیی  .   داخل ح ره شکمی انلقاا یافت

. گردییدساعت آغیاز  0و ریپرفیوژن    خدت  شد دوخل 

ها  ا کلاخین در طوا این خدت هر زخان ک  نیاز  ود، رت

 دو اره  یهوش شدند.

 

 نینیبیلیس قیتزر
 ی  صیورت  صیددر 38سیلیبینین  ا خلوص  یشلر از 

خرییداری شید. ایین دارو  ی   (گمایشرکت سی)لیزه یلیوف

دقیقی   75(، gr/L 0/5دلیل حلالیت  سییار کیم در آ، )

درصد )در نرخاا سالین( و  DMSO75 قبل از تزریق در 

 یار،  . سییلیبینین دوگردییدحل  mL 0/5در حجم نهایی 

یک  ار نیم ساعت قبیل ایسیکمی و  یار دیگیر  لافاصیل  

   صیورت  mg/kg 05و هر  ار  روع ریپرفیوژنپس از ش

 .(74-72)داخل ص اقی تزریق شد

 

 ALTو  ASTسنجش 

های خون از ورید اجیوف  پس از ریپرفیوژن، نمون 

آوری شد و    خدت  یسیت دقیقی  جهیت  تحلانی، جمع

. جهیت داده شیدجدا شدن لتل ، در دخای خحیی  قیرار 

 ی  خیدت  ،rpm 3555هیا در دور جدا سازی سرم، نمون 

هیا تیا زخیان ده دقیق  سانلری یوژ شیدند. در نهاییت سیرم

نگهداری شدند.  -C 55° شروع آنالیزهای  یوشیمیایی در

( U/L، سییرم  ییر حسییب )ALTو  ASTسیینجش فعالیییت 

گیری در آزخایشگاه  ا دسلگاه ساعت از نمون  24پس از 

اسپکلروفوتوخلر  ا اسل اده از کیت پارس آزخون )کیر،، 

 انجام شد.ایران( 

 

 ی افت شناس یها ی ررس
گیری، قطعاتی از  افت کبد از لو، همزخان  ا خون

های هیسلولوژی گرفلی  شید ایسکمی شده جهت  ررسی

و جهت خار، کردن خون و لتلی ،  یلا فاصیل  در سیرم 

 75هییا در فرخییالین فیزیولییوژی شسلشییو داده شیید.  افییت

 هیا نگهیداریدر دخای خحیی  تیا شیروع  ررسیی درصد

هیای هیا جهیت  ررسییسیازی  افیتشدند.  یرای آخیاده

ها  ا آ، شسلشو داده شید تیا خیایع خیکروسکوپی،  افت

، سپس دهیدراتاسیون  یا درجیات گرددفیکساتیو خار، 

( انجیام شید و  عید از آن درصد 05-755ختللب الکل )

داده و در نهایت در پارافین قیرار  .در زایلن ش اف شدند

خلیر  یا خیکروتیوم  یرش  خیکیرو 3-0 قطعاتی    اندازه   

آخیزی در هماتوکسیلین و ادوزین رنگ شد. قطعات داده

 شدند.

 

 iNOSو  eNOS یژن ها انی  ی ررس
 از  افییت کبیید  mg 35کییل از  RNA اسییلترا،

  در)شییییرکت کیییییاژن(  RNA LATERکیییی  درون 

 شییید، طبیییق پروتکیییل نگهیییداری خیییی -C 55°دخیییای 

RNeasy plus mini kit (Qiagen, Ger ) شیید. انجییام

خلیری و  اسیلترا، شیده  یا اسیپکلروفوتو RNAخلوص 

 ررسییی  285 یی   nm 225نسییبت جییذ، در طییوا خییو، 

 درصیید 0/7 یر روی ژا آگییارز  هییا RNA. اییین گردیید

 40،    خدت V 80دارای سایبرگرین  ا اخللاف پلانسیل 

و از لحاظ داشلن دو  اند خشتص خر وط  هدقیق  ران شد

   RNA ی ریبیوزوخS 78  وS 28  .تاییید شیدندcDNA 

کل اسیلترا، شیده طبیق پروتکیل  RNAاز  µg 0نیز از 

QuantiTect RT-PCR kit (Qiagen, Ger در کملر از )

در حجیم کلیی  Real time PCRدقیق  سیاخل  شید.  35

µL 20، µL 0/72 حییییاوی سییییایبرگرین  خسییییلرخیکس

(Amplicon-poland ،)µL 2 cDNA پرایمر خسیلقیم و ،

  یکل ییک  غلظت نها ی)طور µL 0/5س هرکدام خعکو

انجیام  Q®Gene-Rotorشد(  ا دسلگاه  µM 75 مرهایپرا

 .( 7)جدوا شماره  شد

 
 ها و طوا قطعات خحصولات توالی پرایمر :1 شماره جدول

 

 ژن '3→'5 توالی پرایمر  ( bp) طوا خحصولات

207 Sense     :  TGGTGAGGGGACTGGACTTT 

Antisense:   CCAACTCTGCTGTTCTCCGT 

iNOS 

149 Sense  : CAGGCTCTCACTTACTTCC 

   Antisense: AACCACTTCCATTCTTCGTA 
eNOS 

145 Sense      : 5'-CCCATCTATGAGGGTTACGC-3'   

Antisense: 5'-TTTAATGTCACGCACGATTTC-3' 
β-actin 
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ها    صورت دوپلیکیت و در پروتکیل کلی  واکنش

سییازی آنییزیم جهییت فعییاا C 30°دقیقیی  در  70 ،دخییایی

TAq polymerase ثانیی  در  25سیکل،  30، سپس تا°C 

ثانی   35)اتصاا( و C 27°ثانی  در  35)دناتوراسیون(،  30

. دخییای اتصییاا از طریییق انجییام شیید )تکلیییر( C 52°در 

. از ژن گردییدخعمیولی تعییین  PCRگرادیانت دخایی  ا 

  ییان تغییرات و دهاسل ا یداخل کنلرا عنوان    نیاکل- لا

 Real time PCRخحصولات  ها نسبت    آن سنجش شد.ژن

حییاوی سییایبرگرین، در  درصیید 2 ییر روی ژا آگییارز 

دقیق  ران و  اندها از  45   خدت  ،V 80اخللاف پلانسیل 

لحاظ اخلصاصی  ودن  ررسی شدند. نمودار دخای  و، 

 جینلیا و پرایمرها از لحاظ داشلن یک پیک تایید شیدند

Real time PCR شدند زیآنال 7 طبق فرخوا. 
 

 7فرخوا 
RQ =2-∆∆Ct ،∆∆Ct = ∆Ct (test) – ∆Ct (calibrator)    

 

  ییییی  صیییییورت  ALTو  ASTنلیییییایج سییییینجش 

 ییان  (mean ± SEM) خعیار خییانگینانحراف ±خیانگین 

 و ANOVAها توسی  آزخیون شدند. ت اوت خیانگین گروه

Tukey multiple comparison test افیزار در نیرمSPSS-18 

 در نظر گرفل  شد. p > 50/5ی دارتعیین و سطح خعنی

 

 یافته ها
 ALTو  ASTسنجش  جینلا

سییرم در گییروه  ALTو  ASTهییای فعالیییت آنییزیم

Vehicle  وSILI  ت ییاوت چنییدانی  ییا هییم نداشییلند. در

هیا نسیبت  ی  گیروه حاخیل فعالیت این آنیزیم I/Rگروه 

( و در گیییروه >557/5pافیییزایش چشیییمگیری داشیییت )

I/R+SILIها را  ی   ، سیلیبینین توانست فعالیت این آنزیم

 I/Rگیروه   ی  ( نسیبت>557/5pصورت قا ل تیوجهی )

چنید خییزان آن  ی  سیطح گیروه حاخیل  کاهش دهد هیر

 تیییفعال یرو نینیبیلیاثییر سیی ،7. نمییودار شییماره نرسییید

را  یکبیید I/Rسییرم، پییس از  ALTو  AST یهییامیآنییز

 هد.نشان خی د

 
 

 ALTو  AST یهیا میآنز تیفعال یرو نینیبیلیاثر س :1نمودار شماره 
 ارییانحیراف خع ± نیانگیی   صورت خ جی. نلایکبد I/Rسرم، پس از 

رت در هیر گیروه نشیان داده شیدند.  8(  یا mean ± SEM) نیانگیخ
( و +++  >557/5pدار را نسبت    گروه حاخیل )ی*** اخللاف خعن

   دهد.ی( را نشان خ>557/5p) I/Rنسبت    گروه دار یاخللاف خعن
 

 Real time PCR جینلا
، خشتص شید Real time PCRپس از آنالیز نلایج 

های در گروه iNOSو  eNOSهای ژن mRNAک  خیزان 

Vehicle  وSILI اخییا در   اسیتت یاوت چنیدانی نداشیل .

نسییبت  یی   iNOSو  mRNA ،eNOSخقییدار  I/Rگییروه 

 و افزایش (p > 57/5) ترتیب کاهش    ،Vehicle گروه

(557/5 < p) درخان  ا سیلیبینین   استچشمگیری داشل .

را  iNOSتوانسییت خیییزان  یییان ژن  SILI+I/Rدر گییروه 

 و این در حالی (p > 57/5) کاهش دهد I/Rنسبت    گروه 

داری روی  ییان سیلیبینین نلوانسیت تیاثیر خعنییاست ک  

خقایس  نسبی  یان ، 2مارهش نمودار. اعماا کند eNOSژن 

 .دهدنشان خی در چهار گروهرا در  iNOSو  eNOSهای ژن
 

 
در چهیار  iNOSو  eNOS یژن ها انی  ینسب س یخقا :2نمودار شماره 

 نیانگییخ ارییانحیراف خع ± نیانگیی   صیورت خ جینلا ،گروه خورد خطالع 
(mean ± SEM)  لافرت در هر گروه نشان داده شدند. **: اخیل 8 ا 

دار یخعن( و ***: اخللاف p >57/5دار را نسبت    گروه حاخل)یخعن
 دهنییده: نشییان++دهنیید.ی( را نشییان خییp > 557/5گییروه حاخییل)نسییبت  یی 

  اشد. یخ I/R( نسبت    گروه p > 57/5دار )یاخللاف خعن
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 پژوهشی

 ی افت شناس یها ی ررس جینلا
هییای تهییی  شییده از هییای خیکروسییکوپی لام ررسییی

، SILIو  Vehicleهیای هنشیان داد کی  گیرو  افت کبد،

انیدوتلیوم سیینوزودیدها و    وداشیل یساخلار  افلی سیالم

پارانشییم ، I/R. در گیروه ه استورید خرکزی، سالم  ود

طرفیی   کبیید  یی  صییورت کلییی آسیییب دییید. قرینگییی دو

اتسیاع  و ها، اطراف ورید خرکزی از  ین رفتهپاتوسیت

هیای کیوپ ر، . سیلوادیدگرها خشاهده  وسیع سینوزودید

هیا در ن یو  و تجمیع نوتروفییلو  فعاا و خلیراکم  ودنید

 واکودلیزاسییونسینوزودیدها و اطراف وریدخرکزی دیده شد. 
ها در چندین خیورد سیلوپلاسمی و دژنراسیون هپاتوسیت

های نکروز    ندرت و تنها در ناحی  کانون و خشاهده شد

، گسیلرش I/R+SILI افت کبد دییده شید. در گیروه  3

هیای ها و فعاا شیدن سیلواسینوزودیدها، ن و  نوتروفیل

 و تییری داشییتکییمشییدت I/R کییوپ ر نسییبت  یی  گییروه

تری های اندوتلیاا خورفولوژی سالمو سلوا هاهپاتوسیت

ها جز در داشلند. دژنراسیون و واکودلیزاسیون هپاتوسیت

 تصیویر .خوارد خحدود و نکروز سلولی اصلا دییده نشید

را  خقایس  تصاویر  افت شناسی در چهار گیروه، 2ره شما

 .نشان خی دهد
 

 
 

 درچهیارگروه خیورد خطالعی . یشناس  افت ریتصاو س یخقا :2شماره  تصویر
سیالم هسیلند  یخرکیز لو یول دییو ور ی: سیاخلار  یافلVehicleگروه 
پورت  یو فضا ی: ساخلار  افلSILIگروه  ،(CV:یخرکز لو ول دی)ور

 عی: اتسییاع وسییI/R، 7(. در گییروه :PSپییورت  یفضییاسییالم هسییلند )
 یلوپلاسیمیس ونیزاسیی: واکودل3 د،یشید یآ ی ونی: دژنراس2ها، دینوزودیس
 : تعیدادSILI+I/R، 7شود. در گیروه یخشاهده خ ومیاندوتل بی: تتر4 و

  و یآ ی ونی: دژنراسی3 وم،یانیدوتل بی: آسی2کوپ ر فعیاا،  یهاسلوا
 کروسیکو ی یا خ ریاسیت. تصیاو افل یها کاهش دینوزودی: اتساع س4

 تشده اس  یته  255x ییو  ا  زرگنما Nicon ینور

 بحث
از عدم عملکیرد  درصد 87کبدی، علت  I/Rعوارض 

 .(75) اشیندصیحیح کبید پیس از پیونید خیی یا عملکرد نا

 کبدی چند عاخلی، پیچییده و شیاخل I/Rهای پاتوژنز آسیب

و، آسییب ، اسیلرس اکسییداتیATPتهی شیدن سیلوا از 

 اشد کی  جریان خون عروق کوچک و پاسخ اللها ی خی

خمکیین اسییت در نهایییت  یی  پاسییخ اللهییا ی سیسییلمیک، 

 .(78،73)های دورتر و رد حاد پیوند خنجر شیودآسیب ارگان

جریان  یها در زخان ریپرفیوژن    علت  رقراراین آسیب

 شوند.شدیدتر خی ROSخون و تحویل اکسیژن و تشکیل 

 ROSهمانند سایر شیرای  اسیلرس اکسییداتیو،  I/Rطی 

هیا دارنید. شیواهد زییادی نقش اصلی را در  روز آسیب

 I/Rهیای دهند، کاهش آسیب وجود دارند ک  نشان خی

اکسیییدان کبیید  یی  خیییزان قییرار گییرفلن در خعییرض آنلییی

های طبیعیی خیون خلیل اکسیدان سلگی دارد. سطح آنلی

راکسیداز، کاتالاز و سوپر اکسید دیسموتاز، گلوتاتیون پ

یا ید، کاهش خی ROSپاراکسوناز    دلیل افزایش سطح 

اکسییدان درخیانی ییک اسیلراتژی خیو، نلیج  آنلی در

. سییلیبینین (25،27) اشیدخیی I/Rهای  رای کاهش آسیب

خاده  درصد 85و Bو  Aترکیبی از نسبت خساوی سیلیبین 

در ای  اشید و نقیش عمیدهتشکیل دهنده سیلیمارین خیی

عییلاوه  ییر  . ییروز خییواص  یولوژیییک سیییلیمارین دارد

انید کیی  نشیان داده خطالعیاتخاصییت آنلیی اکسییدانی، 

و  NF-κBسیلیبین از طریق خهار  ییان فیاکلور رونویسیی 

اثیرات  IL-1βو  TNF-α ،PGE2در نلیج  کاهش سطح 

. اثیرات (22)ضد اللها ی زیادی از خود نشیان داده اسیت

وی رییی ، پروسییلات، خلانیی  و ضیید سییرطانی سیییلیبینین ر

 .(23،24)اثبات شده استنیز تیرودید 

و  ASTتوانسیت خییزان  نینیبیلیسی در خطالع  حاضر

ALT   سییرم را کیی  در شییرایI/R  افییزایش چشییمگیر

ها در داشت، تا حد قا ل توجهی کاهش دهد. این آنزیم

دنبیاا آن پراکسیداسییون   و   I/Rطی  ROSاثر افزایش 

هیای پارانشییم کبید های غشیای سیلواتنینلیپیدها و پرو

کیی   شیید دیگییر نشییان داده در خطالعییاتشییوند. آزاد خییی
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تیر هیا  یا افیزایش زخیان ریپرفییوژن نییز  ییشافزایش آن

هییا دوازده سییاعت پییس از شییود و پیییک سییرخی آنخییی

رسید کی  سییلیبینین  یا .  ی  نظیر خیی(20)ریپرفیوژن است

تیا حیدودی توانسیت  ROSسازی حجم زیادی از  خنلی

و  ASTدر نلیجی  کیاهش سیطح  و  اع  پاییداری غشیا

ALT خطالعی  هیای  افیت شناسیی .  ررسی(22)سرم شود

هیای  افیت کبید خلیل ن یو  و نشان داد ک  آسیب حاضر

هییای کییوپ ر، هییا، فعییاا شییدن سییلواتجمییع نوتروفیییل

ها دینوزودیواکودلیزاسیییون سیلوپلاسییمی و گسییلرش سیی

،  ا تزریق سیلیبین تا حیدودی I/Rخشاهده شده در گروه 

. پاسخ اللها ی یکی از علل اصیلی ایین   استکاهش یافل

هیای از سلوا 2DAMPs اشد. طی ایسکمی ها خیآسیب

های شود ک   اع  فعاا شدن سلواآسیب دیده آزاد خی

هیا  یا چنیین، ایین سیلواهم و شودکوپ ر در فاز حاد خی

سیییداز( و خصییوص از طریییق خیلوپراک  ) یی ROSتولییید 

  اع  جذ، شییمیایی IL-1و  TNF-αهایی خلل سایلوکاین

شیوند کی  هیا در فیاز تیاخیری خییها و پلاکتنوتروفیل

 NADPHخصییوص از طریییق   ) یی ROSافییزایش تولییید 

از اییین  IL-8هییای اللهییا ی خلییل اکسیییداز( و سییایلوکاین

شیدن ها را    همیراه دارد. ایین وقیایع  اعی  فعیااسلوا

هیای شیود.  نیا راین سیلواهای کیوپ ر خییتر سلوا یش

. خقیدار (25)کننیداللها ی اثرات یکیدیگر را تقوییت خیی

تولید شده  اع  دژنراسیون، آسیب اندوتلیوم  ROSزیاد 

های خیکروسکوپی  افت شود ک  در  ررسیو نکروز خی

رسد سیلیبین  ا کاهش کبد خشاهده شده است.    نظر خی

و افزایش سیاخت پیروتنین  ROSسطح فاکلورهای اللها ی، 

ک  در خطالعات گذشل   ی  اثبیات رسییده اسیت، اثیرات 

های پارانشیم کبد از خیود نشیان حمایلی در  را ر آسیب

اندوتلیوم عیروق خسیلقیما در خعیرض  .(28،23)ه استداد

نیروی خکانیکی جریان خون قرار دارد،  نا راین در پاسخ 

ر عهده دارد.    آسیب کاهش جریان خون نقش خهمی  

اندوتلیوم سیینوزودیدهای کبید  یا آزاد کیردن ترکیبیات 

و  hyperpolarizing factor  NOکننده عروق خللگشاد

                                                 
1. Damage-associated molecular patterns 

ها و نیز ترکیبیات خنقیبک کننیده عیروق پروسلاسایکلین

 میدر تنظیی ینقییش خهمییA2 و تروخبوکسییان  ET-1خلییل 

 گزارش شیده اسیت. کندیخ  ایا  I/Rبیآس    عروق پاسخ

کننده انقباض و انبساط عروق طی های تنظیمژن ک   یان

I/R یکیخکیان یرویین در رییرسد تغیکند.    نظر ختغییر خی 

 کییتحر طرییق از عیروق ومیانیدوتل یرو خیون انیجر

  ی  خنجیر تیینها در ،یدرون سیلول یرسان امیپ یهاریخس

خیرتب   یا انقبیاض و انبسیاط عیروق  یهیاژن انیی  رییتغ

ترین پیاخید ایین وقیایع افیزایش مخه گردد ک یخ یکبد

ET-1  و کاهشNO ترین خنقبک خهم .(4،35،37) اشدخی

است ک  خطالعات زیادی حیاکی از  ET-1 ،کننده عروق

خشییلق از  NO. (32) اشییدخییی I/Rافییزایش آن در طییوا 

   عنوان خلسع کننیده قیوی عیروق خطیر   eNOSآنزیم 

  دلییل  ی  سی انیدوتلیوخی NOسیطح  I/Rاست.    دنباا 

کیاهش تولیید از ک  این س  دلیل شیاخل  یا دکاهش خی

)دو  NADPHانییدوتلیوم ناشییی از کییاهش اکسیییژن و 

واکینش  ( در کبید،NOسو سلرای خورد نیاز  رای سیاخ 

NO ا  ROS  تولید شده طیI/R هیای و تولیید رادیکیاا

آزاد شییدن خقییادیر زیییاد آرژینییاز  و (RNSنیلییروژن )

ژن کی  در آزخایشیات گذشیل   لافاصل  پیس از ریپرفییو

اثبات شده است ک   اع  کیاهش آرژنیین در دسیلرس 

 NO/ET. تغییر تعادا  اشدگردد، خیخی NO رای تولید 

از طریق تنگ کردن عروق  اع  کیاهش جرییان خیون 

شود ک     ایسکمی دوم خعیروف کبد طی ریپرفیوژن خی

حاصیل از عملکیرد  NO. در دیواره عروق، (33) اشدخی

eNOS های اندوتلیاا عبیور نمیوده، وارد از غشای سلوا

هییای تیرین آن سییلواهییای هیدف خییود کی  خهییمسیلوا

لازم    یادآوری اسیت کی   .(34)شودای است، خیسلاره

 (Heme( نیز  ا اتصاا    گیروه هیم )COخونواکسید کر ن )

 را یر  2خوجود در گوانیلیل سیکلاز، فعالییت آن را تنهیا 

را در  NOاین نکل  قیدرت عملکیرد دهد ک  افزایش خی

. عییلاوه  یر اثییرات فییوق، (30)دهییدایین را طیی  نشییان خیی

 ی   NOالقاء شده توس   cGMPخشتص شده است ک  

 Ⅱb/Ⅲaهایی نظیر گلیکوفیورین صورت خن ی خولکوا
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هییا هییا و نوتروفیییل) ییرای تجمییع و فعییاا شییدن پلاکییت

 اعی   NOکنید. در نلیجی  ضروری هسلند( را تنظیم خی

 .(32)شودفزایش سیالیت خون و ریپرفیوژن خوثر خیا

 نشیییان داد کییی   ییییان  ایییین خطالعییی هیییای  ررسیییی

 در خطالعی  یا ید.در کبد کاهش خیی I/Rطی  eNOSژن 

KhonakdarTarsi ک   یان ژن  ه شدو همکاران نشان داد

eNOS  دقیقیی   35سییاع  ریپرفیییوژن خلعاقییب  2پییس از

در  .(35)ت  اسییایسییکمی کبییدی در رت، کییاهش یافلیی

 انجام پیذیرفت، و همکارانNapoli  ای ک  توس خطالع 

طیور و همیین eNOSژن  mRNAکی  خییزان  شیداثبات 

دقیق  ایسیکمی و  70های دچار پروتنین آن در قلب رت

دقیق  ریپرفیوژن نسبت    گروه شیاهد کیاهش  785-22

رسید کی  کیاهش .    نظر خی(38)  استچشمگیری داشل

دنبیاا آن انقبیاض   و  ی NOخقیدار و   eNOSسطح  یان

سینوزودیدها،    ح ظ فشیار خیون در پاسیخ  ی  اسیلرس 

 چنیینشود. همیکاهش جریان خون طی ایسکمی خنجر خ

 ROS ا افزایش سطح  eNOSاست ک   یان  گزارش شده

گذشل  اثیر ترکیبیات  خطالعاتدر  .(33)شودسرکو، خی

 Ghanaat درخطالعی  آزخایش شد. eNOSختللب روی  یان 

تزریق داروی ضد اللها، دگزاخلیازون قبیل  ،و همکاران

ریپرفیوژن کبدی تغییر خحسوسیی در -و پس از ایسکمی

و همکاران اثبات  Hung. (45)ایجاد نکرد eNOS یان ژن 

اکسیییدان گیییاهی هییا  ییا آنلیییکردنیید کیی  درخییان رت

-در ایسییکمی eNOS اعیی  افییزایش  یییان  ،رزوراتییروا

یی کی  در هیا. در  ررسیی(47)سیتا ریپرفیوژن قلبی شده

سییلیبینین نلوانسیت تییاثیر  خطالعی  حاضیر انجیام گرفیت،

نیلریک اکسیید   گذارد. eNOSداری روی  یان ژن خعنی

سیینلاز القییایی  ییرای اولییین  ییار در خاکروفاژهییای فعییاا 

هییای دیگییر نظیییر تییاکنون در سییلوا گردییید وشناسییایی 

هیا، هپاتوسییت هیا،ها، ادوزینوفیلها، نوتروفیل خونوسیت

.  یان ژن (7)ها و اندوتلیوم نیز شناسایی شده استپلاکت

iNOS  در صورت فعاا شیدن سیسیلم ایمنیی ) ی  عنیوان

خلاا در پاسیخ  ی  لیپیو پلیی سیاکارید، اینلرفیرون گاخیا، 

TNF–α  وIL–I(42)شود( القاء خی. 

 تولیییدی از NO  ،زیییادی نشییان دادنیید خطالعییات

شییود و خییی ROS ییا  خنییا ع اللهییا ی صییرف واکیینش

( خلییل پروکسییی  RNSهییای آزاد نیلروژنیی  )رادیکییاا

هییای کنید کی   اعیی  تشیدید آسییبنیلرییت تولیید خییی

  در همیین راسیلا  ی. (34)شیودخی I/Rاسلرس اکسیداتیو 

عنیوان  ی  L-N6(iminoethyl) lysine(L-NIL)کارگیری 

کبیدی را  I/Rهیای ، آسیبiNOS یخهارکننده اخلصاص

رسید،  ی  .    نظر خی(43)ه استی کاهش دادتا حد زیاد

های اللهیا ی )خحیل در سلوا ROSدلیل  الا  ودن سطح 

ها در  افت کبد در فیاز ( و افزایش سطح آنiNOSتولید 

آور نتواهید تاخیری ریپرفیوژن     یشیین  خیود، تعجیب

تولیید کنید.  RNSواکینش دهید و  ROS ا  NO ود ک  

 I/R، طیی iNOS   ییان ژن نشان داد کی این خطالع نلایج 

افزایش یافت کی  احلمیالا علیت اصیلی آن فعیاا شیدن 

 هییای هییا و سییلواسیسییلم ایمنییی  یی  خصییوص نوتروفیییل

سییاعت پییس از ریپرفیییوژن(  2کییوپ ر در فییاز تییاخیری )

 های خیکروسکوپی خشیاهده شیده اشد ک  در  ررسیخی

توانیید ازعمییق خییی iNOSاسییت. کییاهش رونویسییی ژن 

 ،و همکییاران Park در خطالعیی   کاهیید. I/Rهییای آسیییب

 ییا تزریییق قبییل از ایسییکمی  ،iNOSژن  mRNAسییطح 

 .(44)خلاتونین کاهش یافت

Ghobadi  خطالعییی  ی خیییودو همکیییاران نییییز در  

اثبات کردند کی  درخیان  یا دگزاخلیازون قبیل و پیس از 

داری کیاهش را    خقیدار خعنیی iNOSایسکمی  یان ژن 

 ،نشیان داد خطالعی  حاضیرای هنلایج  ررسی .(40)دهدخی

 I/Rداری طییی طییور خعنیییرا  یی  iNOSسیییلیبین  یییان ژن 

رسد کی  سییلیبینین  یا کیاهش نظر خی.   دهدخیکاهش 

ROSاعیی   ،، آسیییب سییلولی و فاکلورهییای اللهییا ی 

 iNOهیای اللهیا ی خنبیع تولیید سازی سیلواکاهش فعاا

 شود.خی

کلی  هایکاهش آسیب خوجب سیلیبینین ج ،یدر نل

چنیین سییلیببینین  یا هیم و شیودخیی I/R افت کبید طیی 

تواند از اثرات خضر آن  کاهد. خی iNOSکاهش  یان ژن 

ک  اثر سیلیبینین روی خقدار  گرددخی ا این حاا پیشنهاد 
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چنییین فعالیییت اییین و هییم eNOS ،iNOSهییای پییروتنین

 یهاتی ا توج     خحدود.  ررسی شود I/Rها طی آنزیم

 خلل ترشرفل یپ یهاکیتکن از ی رخ انجام ،یزخان و یخال

. نبیود خقیدور خیا ی را یمیسلوشیمونوهیا و  لات وسلرن

 خقالی  نییا یهیاافل ی دییها جهت تاکیتکن نیا انجام اخا

 شود.یخ  یتوص

 سپاسگزاری
پشلیبانی تجهیزاتی و  ا  345کد اخلاق   ا خطالع این 

 م شده اسیت. عیلاوهخرکز تحقیقات سلولی و خولکولی انجا

  ر این از کمیل  تحقیقات دانشجویی دانشگاه علیوم پزشیکی

 های خالی خود در اجرای  تشییخازندران نیز ک   ا حمایت

 داریم. اند، کماا تشکر و قدردانی راسهیم  وده خطالع از این 
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