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Introduction: Hepatic encephalopathy (HE) is a brain disorder with impairment of cognitive and 

motor functions caused by liver failure. The aim of this study was to evaluate changes in nociception 

threshold as well as gene expression of mu-opioid receptor 1 (MOR1) in rat liver after induction 

of HE. Materials and Methods: The male rats (280-320 g) were randomly divided into three 

groups of control (non-operated), sham (operated without common bile duct ligation) and a group 

with a common bile duct ligation (BDL) as an experimental model of HE. Changes in nociception 

threshold were assessed on day 21 of BDL, using a hotplate test. On day 21 of BDL, rats were 

weighed, sacrificed and total liver tissue was dissected and weighed, then percentage of liver to 

body weight was measured. In addition, blood samples were collected for biochemical analysis of 

serum, and a piece of the liver of each rat was dissected for evaluating the MOR1 gene expression. 

Results: The results showed that nociception threshold, percentage of liver to body weights, and 

serum levels of total bilirubin were significantly increased in the HE model group compared to the 

sham group (P<0.001). Blood urea nitrogen was also increased in this group compared to the sham 

group (P<0.01). The results also revealed that the MOR1 gene expression at mRNA levels in liver of 

rats with BDL was significantly decreased compared to the sham group (P<0.001). Conclusion: 

Our data indicate that chronic liver failure modulates the MOR1 gene expression in liver. In addition, 

changes in nociception threshold may confirm a slowness of sensory processing in HE.
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شده  ایجاد  حرکتی  و  شناختی  عملکردهای  اختلال  با  مغزي  اختلال  یک  کبدی  انسفالوپاتی  مقدمه: 
توسط نارسایی کبد است. هدف از این مطالعه، بررسی تغییرات در آستانه احساس درد و بیان ژن گیرندۀ 
مو-اوپیوئیدی نوع 1 در کبد موش های صحرایی پس از القاي انسفالوپاتی کبدی بود. مواد و روش ها: 
موش های صحرایی نر )با وزن 280 تا 320 گرم( به طور تصادفی به سه گروه کنترل )بدون عمل جراحی(، 
شم )با عمل جراحی و بدون بستن مجراي صفراوي مشترك( و گروه با انسداد مجرای صفراوی مشترك، به 
عنوان یک مدل آزمایشگاهی انسفالوپاتی کبدی، تقسیم شدند. تغییرات در آستانۀ احساس درد با استفاده 
از آزمون صفحه داغ، 21 روز پس از انسداد مجرای صفراوی ارزیابي شد. در روز 21 پس از انسداد مجرای 
صفراوی، موش های صحرایی وزن شده، کشته شدند و کل بافت کبد آن ها جدا گردید و وزن شد، سپس 
درصد وزن کبد به کل بدن محاسبه شد. به علاوه نمونه های خون برای بررسی بیوشیمیایی سرم جمع آوري 
شدند و یک قطعه  از کبد هر موش صحرایی برای ارزیابي بیان ژن گیرندۀ مو-اوپیوئیدی نوع 1، جداسازي 
گردید. یافته ها: نتایج نشان دادند که آستانۀ احساس درد، درصد وزن کبد به کل بدن و سطوح سرمی 
بیلی روبین کلي در گروه مدل انسفالوپاتی کبدی در مقایسه با گروه شم به طور معني داری افزایش یافت 
)P<0/001(. نیتروژن اوره خون نیز در این گروه در مقایسه با گروه شم افزایش یافت )P<0/01(. همچنین 
نتایج نشان دادند که بیان ژن گیرندۀ مو-اوپیوئیدی نوع 1 در سطوح mRNA در کبد موش هاي صحرایي با 
انسداد مجرای صفراوی، به طور معني داری در مقایسه با گروه شم کاهش یافت )P<0/001(. نتیجه گیری: 
نتایج ما نشان دادند که نارسایي مزمن کبد، بیان ژن گیرندۀ مو-اوپیوئیدی نوع 1 را در کبد تنظیم مي کند. 
به علاوه تغییرات در آستانه احساس درد ممکن است یک کندی پردازش حسی را در انسفالوپاتی کبدی 

تأیید کند.
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مقدمه
اثر نقص  نوعی اختلال مغزی است که در  انسفالوپاتی کبدی1 
علایم  ابتدا  در  بیماری  این  می شود.  ایجاد  کبد  عملکرد  در 
کمتری دارد که از آن جمله می توان به اختلال توجه، اختلالات 
شناختی ضعیف، کندی حرکتی و عدم تعادل حرکتی دو دست 
اشاره نمود . در حالت پیشرفتۀ این بیماری، اختلالات عصبی و 
اثر تجمع بالاي سموم  روانی تشدید می شوند و افراد بیمار در 
 .)1( می شوند  مرگ  نهایت  در  و  کما  دچار  در سیستم عصبی 
مطالعات گذشتۀ نقص در عملکرد کبد؛ در اثر نارسایی کبدی، 
عامل  را  صفراوی2  مجرای  انسداد  یا  و  کبدی  سیروز  هپاتیت، 

اصلی ایجاد انسفالوپاتی کبدی معرفی نموده اند )2(.
کبد نقش مهمی را در متابولیسم ایفاء کرده  و نیز در تولید صفرا 
و سم زدایی وظایف مهمی را انجام می دهد. از جمله مشکلاتی 
که در اثر نقص در عملکرد کبد ایجاد می شود، تجمع مواد سمی 
مانند بیلی روبین، اوره و آمونیاك در خون می باشد )4 ،3(. این 
سموم و از جمله آمونیاك، می توانند وارد سیستم عصبی شوند 
و در سلول های آستروسیت تجمع پیدا کنند. سپس سلول های 
آستروسیت در مغز شروع به سم زدایی آمونیاك می کنند و برای 
این کار، آن را به گلوتامین تبدیل می کنند که گلوتامین تولید 
شده نیز به نورون ها منتقل شده و در آنجا به گلوتامات تبدیل 
خوردن  هم  بر  موجب  نورون ها  در  گلوتامات  افزایش  می شود. 
تعادل مسیرهای عصبی مختلفی می شود که در نتیجۀ آن، انواع 
ایجاد  کبدی  انسفالوپاتی  به  مربوط  روانی  و  عصبی  اختلالات 

می شوند )5 ،1(.   
انسفالوپاتی  آزمایشگاهی  مدل  می توان  مختلفی  روش های  به 
کبدی را در موش های آزمایشگاهی ایجاد نمود که یکی از این 
روش ها، مسدود کردن مجرای صفراوی مشترك و جلوگیری از 
به داخل روده می باشد )2(. مسدود شدن جریان  تخلیۀ صفرا 
صفرا از کبد به روده با تغییرات متابولیکی عمیقی همراه است 
که از آن جمله مي توان به تغییر در عملکردهای میتوکندریایی، 
کاهش اکسیداسیون اسید های چرب و افزایش گلیکولیز و تجمع 
اسید های صفراوی هیدروفوبیک در کبد و پلاسما، اشاره نمود. 
با  همراه  التهابی  پاسخ  یک  ایجاد  سبب  نهایت  در  عوامل  این 
برنامه ریزی شده3،  مرگ سلول های کبدی توسط مرگ سلولی 

نکروز4 و در پایان فیبروز5 و سیروز6 کبدی می شوند )7 ،6(. 
بنابراین انسداد در جریان صفرا با اثرات تخریبی که بر کبد اعمال 
می کند، می تواند موجب نارسایی کبد و به دنبال آن انسفالوپاتی 
سطح  که  کرده اند  گزارش  دیگری  محققان   .)2( گردد  کبدی 
اوپیوئیدهای درون زاد7 محیطی و مرکزی پس از مسدود شدن 
مجرای صفراوی افزایش می یابد )9 ،8(. نشان داده شده است 
با  اوپیوئیدی در مغز موش های صحرایی  که تعداد گیرنده های 
انسداد مجرای صفراوی کاهش می یابد، که این تنظیم کاهشی 
افزایش  سطوح  بر  دلیلی  می تواند  نیز  اوپیوئیدی  گیرنده های 

یافته اوپیوئید های دورن زاد باشد )10(.
مسیرهای  در  مو-اوپیوئیدی8  گیرنده های  و  اوپیوئیدها  فعالیت 
عصبی ارسال پیام درد، موجب کاهش ارسال پیام درد به مراکز 
به  مو-اوپیوئیدی  گیرنده های  علاوه  به   .)11( می شوند  عصبی 
در  درگیر  نواحی  در  مرکزی  عصبی  سیستم  در  گسترده  طور 
عملکردهای حسی و حرکتی شامل بخش های مرتبط با تجمع و 
دریافت حس ها، سیستم لیمبیک و هیپوتالاموس توزیع شده اند 
این گیرنده ها در عملکردهای فیزیولوژیک مانند کنترل   .)12(
درد از طریق مهار آزاد شدن ناقلین عصبي9 و تنظیم رفتارهای 
مربوط به خوشی و لذت از غذا خوردن و حفظ هومئوستاز مؤثر 
بافت های محیطی نیز  این گیرنده ها در  اما  هستند )14 ،13(. 
اوپیوئیدهای  اثر تغییرات  وجود دارند و احتمال می رود که در 
در  گیرنده ها  این  صفراوی،  مجرای  انسداد  از  پس  درون زاد 
سایر  در  و  اعصاب  حسی  پایانه های  مانند  محیطی  بافت های 

بافت ها نیز دستخوش تغییر شوند )15(. 
در  را  مانند حافظه  فعالیت های عصبی  تغییر  دیگری  مطالعات 
21 روز پس از انسداد مجرای صفراوی گزارش کرده اند )16(. 
بنابراین هدف مطالعۀ حاضر، بررسی تغییرات بیان ژن گیرندۀ 
مو-اوپیوئیدی در کبد موش های صحرایی و ارتباط این تغییرات 
انسفالوپاتی  تغییر در آستانۀ احساس درد در مدل  با  احتمالی 
کبدی القاء شده با انسداد مجرای صفراوی، در زمان 21 روز پس 
از انسداد مجرا بود. امید است با فهم مکانیسم های مولکولی و 
تغییرات ناشی از نارسایی کبدی و انسفالوپاتی کبدی، راه برای 

کنترل بهتر علایم این بیماری در کبد و مغز فراهم شود.
مواد و روش ها

حیوانات آزمايشگاهی 
در این تحقیق از 24 سر موش  صحرایی جنس نر نژاد ویستار10 
با  حیوانات  شد.  استفاده  گرم   320 تا   280 وزنی  محدودۀ  با 
درجۀ   22  ±  2 حرارت  درجه  غذا،  و  آب  به  کافی  دسترسی 
سانتی گراد و دورۀ روشنایی -تاریکی 12 ساعته نگهداری شدند. 
موش های صحرایی به طور تصادفی در سه گروه آزمایشی شامل 
گروه کنترل )بدون عمل جراحی(، گروه شم )با عمل جراحی و 
بدون بستن مجرای صفراوی( و گروه با انسداد مجرای صفراوی 
 .)2( شدند  تقسیم  کبدی  انسفالوپاتی  القای  مدل  عنوان  به 
بررسی های  و  وزنی  تغییرات  بررسی   داغ،  صفحۀ  آزمون  برای 
گروه  هر  در  موش  صحرایی  سر  هشت  از  سرم،  بیوشیمیایی 
بررسی های  که  است  ذکر  به  لازم  گردید.  استفاده  آزمایشی 
تغییرات بیان ژن بر روی بافت کبد چهار موش صحرایی در هر 
و کمیتۀ  تکمیلی  تحصیلات  انجام شد. شورای  آزمایشی  گروه 
مربوط  قوانین  تمام  رعایت  کردستان  دانشگاه  پژوهشی  اخلاق 
به مراقبت و استفاده از حیوانات آزمایشگاهی را در این مطالعه 

مطابق با قوانین بین المللی تأیید نمود.
1 Hepatic encephalopathy (HE)
2 Bile duct ligation (BDL)
3 Apoptosis
4 Necrosis
5 Fibrosis

6 Cirrhosis
7 Endogenous
8 Mu-opioid receptor (MOR)
9 Neurotransmitters
10 Wistar
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بستن مجرای صفراوی 
عمل جراحی و بستن مجرای صفراوی مطابق با کار محققین دیگر 
و مطالعۀ پیشین خود ما صورت پذیرفت )18 ،17(. موش های 
صحرایی با مخلوط داروهای کتامین و زایلازین به ترتیب به میزان 
50 و 5 میلی گرم/کیلوگرم از طریق تزریق داخل صفاقی بیهوش 
شدند. پس از بیهوشی، موهای ناحیۀ میانی شکم توسط قیچی به 
طور کامل برداشته شدند و از بتادین و الکل 70 درصد برای ضد 
عفونی کردن پوست ناحیۀ شکم استفاده گردید. سپس توسط یک 
تیغ جراحی یک شکاف طولی در خط میانی شکم ایجاد شد و در 
دو مرحله، پوست و عضلات شکم باز شدند. پس از باز کردن ناحیۀ 
شکمی در زیر موقعیت کبد و پیدا کردن مجرای صفراوی، این 
مجرا در گروه شم بدون ایجاد انسداد فقط مشاهده و دستکاری 
شد. اما در گروه با انسداد مجرای صفراوی، قسمت بالا و پایین 
مجرای مشترك صفراوی توسط دو گره مسدود گردید و مجرا در 
بین آن دو گره قطع شد. سپس جدار شکم در دو لایۀ عضله و 

پوست بخیه زده شد. 
پس از اتمام عمل جراحی، به میزان یک میلی لیتر سالین به هر 
موش صحرایي به طور داخل صفاقی تزریق گردید و موش ها تا 
زمان به هوش آمدن کامل، در یک جعبۀ تمیز و در زیر حوله 
زمان  در  که  قبلی  مطالعات  نتایج  به  توجه  با  داده شدند.  قرار 
21 روز پس از انجام جراحی و بستن مجرای صفراوی، تغییرات 
بود  شده  گزارش  صحرایی  موش های  در  رفتاری  و  مولکولی 
)17 ،16(، در این مطالعه نیز فاصلۀ 21 روز پس از جراحی به 
عنوان زمان مناسب برای القای نارسایی کبدی و ایجاد بیماری 

انسفالوپاتی کبدی در نظر گرفته شد.
آزمون صفحۀ داغ و اندازه گیری آستانۀ واکنش به درد

از دستگاه صفحۀ داغ11 )شرکت پویا ارمغان، ایران( برای بررسی 
آستانۀ احساس درد استفاده گردید. دمای صفحۀ داغ در 0/2 ± 52 
درجۀ سانتی گراد تنظیم گردید. لبه های صفحۀ داغ با یک دیوارۀ 
خارج  از  تا  بود  شده  احاطه  سانتی متر   20 ارتفاع  با  شیشه ای 
انجام  هنگام  در  داغ  صفحۀ  روی  از  صحرایی  موش های  شدن 
درد،  به  واکنش  آستانۀ  سنجش  برای  شود.  جلوگیری  آزمون 
تأخیر اولیۀ12 واکنش به درد برحسب ثانیه، یک روز قبل از انجام 
جراحی برای هر موش صحرایی ثبت گردید. برای اندازه گیری 
تأخیر واکنش به درد در زمان آزمون13، 21 روز پس از بستن 
مجرای صفراوی هر موش صحرایی بر روی صفحۀ داغ منتقل 
معیار  گردید.  ثبت  ثانیه  برحسب  درد  به  واکنش  تأخیر  و  شد 
روی  از  پرش  یا  و  عقبی  پای  کف  زدن  لیس  درد،  به  واکنش 
صفحۀ داغ بود. برای جلوگیری از آسیب به حیوان سقف زمان 
سپس  شد.  گرفته  نظر  در  ثانیه   80 درد،  به  واکنش  تأخیر14 
تأخیرهای ثبت شده طبق فرمول زیر به بیشترین اثر ضد دردی 
برای  معیاری  عنوان  به  که  گردید  تبدیل   15)%MPE( ممکن 

آستانۀ احساس درد می باشد )19(.

خون  نمونه گیری  کبد،  وزن  بدن،  کل  وزن  اندازه گیری 
محیطی و بیوپسی بافت کبد در گروه های آزمايشی 

ابتدا  انسداد مجرای صفراوی، در  از  بیست و یکم پس  در روز 
وزن کل بدن در گروه های کنترل، شم و گروه با انسداد مجرای 
با  صحرایي  موش  هر  آن،  دنبال  به  شد.  اندازه گیری  صفراوی 
مخلوط کتامین و زایلازین بیهوش گردید و از قلب آن ها چند 
سی سی خون گرفته شد و به دنبال آن، کل بافت کبد جداسازی 
و وزن گردید. سپس درصد وزن کبد به کل بدن در گروه های 
آزمایشی محاسبه شد. بلافاصله قطعه ای از بافت کبد نیز بر روی 
سطح یخ نمونه برداری شد و به سرعت به داخل میکروتیوب های 
حاوی محلول RNAlater )شرکت کیاژن، آمریکا( منتقل گردید. 
بافت کبد در داخل محلول RNAlater به مدت 24 ساعت در 
در  موجود   RNAlater محلول  سپس  و  شد  نگهداری  یخچال 
بافت  حاوی  میکروتیوب های  و  گردید  تخلیه  میکروتیوب ها 
شدند.  نگهداری   -80 فریزر  در   RNA استخراج  زمان  تا  کبد 
برای سنجش سطوح بیلی روبین و نیتروژن اورۀ خون16 از کیت 
تشخیص طبي )شرکت درمان کاو، اصفهان، ایران( استفاده شد.

روش استخراج RNA از بافت کبد
از  استفاده  با  و  تریزول17  از  استفاده  روش  به   RNA استخراج 
با  مطابق  ایران(  تهران،  سیناژن،  )شرکت   RNX-Plus محلول 
RNA، یک  استخراج  برای  انجام شد )17(.  ما  مطالعۀ پیشین 
قطعه از بافت کبد هر موش صحرایی به وزن 75 میلی گرم در 
 Silent Crusher با هموژنایزر )مدل RNX-Plus داخل محلول
S، شرکت هایدولف، آلمان( یکنواخت شد و ضمن انجام مراحل 
به   RNA رسوب  نهایت  در  شده،  استفاده  روش  طبق  بعدی 
اتیل  دی  با  شده  تیمار  آب  با  رسوب  کردن  حل  آمد.  دست 
ی   RNA و  شد  انجام   19RNase کنندۀ  مهار  و  پیروکربنات18 

استخراج شده در فریزر 80- نگهداری شد.

بر  الكتروفورز  از  با استفاده   RNA سنجش کیفی و کمی 
روی ژل آگارز و روش اسپكتروفوتومتری 

به منظور بررسی کیفیت RNA ی کل استخراج شده، نمونه های 
RNA بر روی ژل آگارز یک درصد، الکتروفورز شدند و باندهای 
شفاف RNA های ریبوزومی 28s و 18s و نسبت تقریبی دو به 
یک باندها، به عنوان ملاك سالم بودن RNA ی کل استخراج 
شده در نظر گرفته شد )تصویر 1(. سنجش کمّی برای تعیین 
و  انجام شد  اسپکتروفوتومتری  روش  به  ی کل،   RNA غلظت 

11 Hot plate test
12 Baseline latency
13 Test latency
14 Cut off time
15 Percentage maximal possible effect (%MPE)

16 Blood urea nitrogen
17 Trizol
18 Diethyl pyrocarbonate (DEPC)
19 RNase inhibitor
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از میزان جذب به دست آمده در طول موج 260 نانومتر برای 
استفاده  نمونه ها  از  استخراج شده  ی کل   RNA تعیین غلظت 
شد. نتایج مربوط به نسبت میزان جذب در طول موج های 260 
به  نیز نسبت جذب در طول موج های 260  نانومتر و  به 280 
230 نانومتر، که نشان دهندۀ میزان خلوص RNA ی استخراج 

شده است، در جدول 1 خلاصه شده است.
بررسی تغییرات بیان ژن گیرندۀ مو -اوپیوئید نوع 1

ما در این تحقیق از روش رونویسی معکوس -واکنش زنجیره ای 
پلیمراز )RT-PCR(20 نیمه کمّی21 برای بررسی تغییرات بیان ژن 
استفاده کردیم. توالی mRNA ی ژن های گیرندۀ مو -اوپیوئید 
نوع 1 یا به طور خلاصهNM-013071( MOR1( و بتا اکتین22 
)NM-031144) و نواحی اتصال اگزون ها از داده  پایگاه مربوطه 
به دست آمد. برای جلوگیری از تکثیر احتمالی DNA، حداقل 
یکی از پرایمرهای رفت یا برگشت مربوط به ژن های مورد نظر 
در  آن ها  توالی  که  گردید  طراحی  اگزون  دو  اتصال  نواحی  در 

جدول 2 آورده شده است. 
به علاوه برای اطمینان از عدم تکثیر احتمالی قطعات DNA ژنومی 

واکنش  در  که  )کنترلی   23NRT کنترل   ،PCR انجام  هنگام  در 
استفاده  معکوس  نسخه بردار  آنزیم  از   cDNA به   RNA تبدیل
نمونه  اضافه کردن  بدون  )کنترل   24  NTC بود( و کنترل نشده 
cDNA( در انجام PCR استفاده شد. با توجه به عدم تکثیر قطعات 
مورد انتظار و قطعات دیگر در PCR این نمونه های کنترلی، از 

تیمار DNase بر روی RNA های استخراج شده، استفاده نشد. 
واکنش زنجیره ای پلیمراز

تمام  در   cDNA ساختن  برای  شده  استفاده  ی   RNA غلظت 
نمونه ها یکسان سازی شد و غلظت 0/5 میکروگرم استفاده شد. 
 PCR پس از بهینه سازی، برنامۀ مندرج در جدول 3 برای انجام
اجرا شد. باند مربوط به ژن MOR1 در PCR های با 28 چرخه، 
بیشترین وضوح را داشت. پس از اتمام PCR، محصولات تکثیر 
دو  آگارز  ژل  روی  بر  ژن،  بیان  میزان  بررسی  منظور  به  شده 
بازی  جفت   100 ژنی25  خط کش  از  گردید.  الکتروفورز  درصد 
برای تشخیص محل باندها و تأیید تکثیر قطعات مورد انتظار از 
ژن های بتا اکتین و گیرندۀ مو-اوپیوئید بر روی ژل آگارز استفاده 
 20 مدت  به  بروماید  اتیدیوم  با  ژل  آمیزی  رنگ  از  پس  شد. 

ــه RNA ی اســتخراج شــده از بافــت کبــد نمونه هــای هــر ســه  ــوط ب ــورز مرب ــر ژل الکتروف ــر 1- تصوی تصوي
ــه در هــر گــروه آزمایشــی می باشــد. وضــوح باندهــای   ــا 4 نمایانگــر شــمارۀ نمون گــروه آزمایشــی. اعــداد 1 ت

ــد. ــده می باش ــتخراج ش ــت RNA ی اس ــودن و کیفی ــالم ب ــان دهندۀ س ــی 28s و 18s نش RNA ی ریبوزوم

.RNA ی استخراج شده از بافت کبد تمامی نمونه ها و شاخص های خلوص RNA جدول 1- نتایج اندازه گیری غلظت

20 Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
21 Semi-quantitative
22 β-Actin

23 No reverse transcriptase control (NRT)
24 No template control (NTC)
25 Gene ruler or DNA ladder
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دقیقه، با استفاده از دستگاه ژل داك26 )شرکت نانوژل، آلمان( 
آنالیز عکس  برنامۀ  به کمک  انجام شد و  از ژل ها  عکسبرداری 
Image J، باندهای موجود بر روی ژل آگارز به صورت کمّی در آمد.

تحلیل آماری 
داده های مربوط به آزمون صفحۀ داغ، درصد وزن کبد به کل بدن، 
نیتروژن اورۀ خون و تغییرات بیان ژن گیرنده های مو-اوپیوئید در 
گروه های آزمایشی توزیع طبیعی داشتند. بنابراین داده های هر گروه 
به صورت Mean ± SEM محاسبه شد و مقایسه ها و تحلیل آماری 
این داده ها به کمک آزمون آنالیز واریانس یکطرفه )ANOVA( در 
نرم افزار آماری )SPSS )IBM SPSS Statistics 22.0 انجام شد. 
پس از معني دار بودن مقدار آمارۀ F حاصل از انجام ANOVA، برای 
مقایسۀ گروه تیمار با گروه کنترل از آزمون توکی27 استفاده گردید. 
توزیع داده های مربوط به بیلی روبین خون طبیعي نبود و به صورت 
میانه و چارك های داده ها در هر گروه محاسبه شدند و برای تحلیل 
آن ها از آزمون کروسکال -والیس28 استفاده گردید. پس از معني دار 

شدن نتایج آزمون کروسکال -والیس، از آزمون من -ویتنی29 برای 
مقایسۀ دو گروه  مورد نظر استفاده شد. در تمام مقایسه های آماری، 

سطح معني داری P<0/05 در نظر گرفته شد. 
يافته ها

انسداد  با  صحرايی  موش های  در  درد  به  واکنش  آستانۀ 
مجراي صفراوي افزايش يافت. 

نتایج آزمون تحلیل واریانس یکطرفه نشان داد که زمان واکنش به 
درد در آزمون صفحۀ داغ بر حسب MPE% بین گروه های آزمایشی 
با  گروه  و   )-20/97  ±  1/85( شم   ،)-19/75  ±  3/98( کنترل 
انسداد مجراي صفراوي )4/73 ± 24/75( تفاوت معني داری داشت 
)F)2، 21(=48/96، P<0/001(. آزمون توکی مشخص نمود که 
زمان واکنش به درد در گروه های کنترل و شم  تفاوت معني داری با 
هم نداشتند )P=0/97(، اما زمان واکنش به درد در گروه با انسداد 
مجرای صفراوی در مقایسه با گروه شم  افزایش معني داری را نشان 

داد )P<0/001( -)نمودار 1(.

26 Gel documentation system 
27 Tukey’s test

.)MOR1( جدول 2- توالی پرایمرهای رفت و برگشت برای ژن های بتا اکتین و گیرندۀ مو -اوپیوئید

جدول 3- برنامۀ دمایی و زمانی انجام PCR برای تکثیر ژن های بتا اکتین و گیرندۀ مو -اوپیوئید در بافت کبد.

نمــودار 1- تغییــرات آســتانۀ واکنــش بــه درد در آزمــون صفحــۀ داغ در گروه هــای آزمایشــی 
ــرای  ــداد مج ــس از انس ــان 21 روز پ ــراوي در زم ــراي صف ــداد مج ــا انس ــم و ب ــرل، ش کنت
ــر  ــک از ســتون ها نمایانگ ــر ی ــود. ه ــي ب ــوش صحرای ــروه شــامل هشــت م ــر گ ــراوی. ه صف
Mean ± SEM داده هــای مربــوط بــه هــر گــروه آزمایشــی می باشــد. P<0/001*** در مقایســه 

ــد. ــروه شــم مي باش ــا گ ب

28 Kruskal-Wallis test
29 Mann-Whitney U test
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نتايج تغییرات درصد وزن کبد به کل بدن پس از انسداد 
مجرای صفراوی در سه گروه آزمايشی

نتایج مربوط به وزن کبد و وزن کل بدن به صورت درصد وزن 
برای  معیاری  عنوان  به  آن  از  و  بدن محاسبه شد  به کل  کبد 
استفاده  کبد  بافت  بر  صفراوی  مجرای  انسداد  اثر  دادن  نشان 
گردید. نتایج آنالیز واریانس یکطرفۀ مربوط به داده های درصد 
وزن کبد به کل بدن تفاوت معني داری را برای این معیار، بین 
 .)F)2،  21(=22/39، P<0/001( آزمایشی نشان داد گروه های 
نتایج آزمون توکی مشخص نمود که در 21 روز پس از انسداد 
مجرای صفراوی، درصد وزن کبد به کل بدن در گروه با انسداد 
مجرای صفراوی )0/04 ± 4/35 درصد( در مقایسه با گروه شم 
-)P<0/001( داشت  معني دار  افزایش  درصد(   3/8  ±  0/09(

)نمودار 2(.
سطوح سرمی بیلی روبین و نیتروژن اورۀ خون در گروه با 

انسداد مجرای صفراوی افزايش يافت.
داد که  نشان  آزمون کروسکال-والیس  به کمک  آماری  تحلیل 
بیلی روبین کل30 سرم بین گروه های آزمایشی تفاوت معني داری 
من-ویتنی،  آزمون  نتایج   .)X2)2(=16/6،  P<0/001( داشت 
گروه  در  کل،  بیلی روبین  میزان  در  را  معني داری  افزایش 
با  مقایسه  در  صفراوی  مجرای  انسداد  با  صحرایی  موش های 
گروه شم، در 21 روز پس از انسداد مجرای صفراوی نشان داد 

)P<0/001(-)جدول 4(. نتایج حاصل از آنالیز واریانس یکطرفه 
آزمایش  گروه های  بین  نیز  خون  اورۀ  نیتروژن  که  داد  نشان 
تفاوت معني داری داشت )F)2، 21(=10/3، P<0/001(. نتایج 
در  اورۀ خون  نیتروژن  در  را  معني داری  افزایش  توکی،  آزمون 
گروه موش های صحرایی با انسداد مجرای صفراوی در مقایسه با 
گروه شم، در 21 روز پس از انسداد مجرای صفراوی نشان داد  

)P<0/01(-)جدول 4(.
از  پس  روز   21 کبد،  در  مو-اوپیوئید  گیرندۀ  ژن  بیان 

انسداد مجرای صفراوی کاهش يافت.
تصویر ژل الکتروفورز مربوط به بررسی بیان ژن MOR1 نسبت 
به  باندهای  تصویر 2 مشاهده می شود. شدت  در  اکتین  بتا  به 
دست آمده به مقادیر کمّی تبدیل شد و مقادیر کمّی به دست 
اکتین   بتا  به  MOR1 در هر موش نسبت  بیان ژن  برای  آمده 
طبیعي گردید و بیان ژن در گروه کنترل به عنوان 100 درصد 
بیان نسبی ژن MOR1 در نظر گرفته شد. داده های مربوط به 
بیان ژن MOR1 در گروه شم و گروه با انسداد مجرای صفراوی 
نسبت به 100 درصد بیان نسبی ژن MOR1 در گروه کنترل 
بررسی  برای  آماری  تحلیل  و  مقایسه ها  محاسبه شدند. سپس 
تغییرات در بیان ژن MOR1 در گروه های آزمایشی انجام شد. 
نتایج مربوط به کمّی سازی باندهای بیان ژن در بافت کبد در هر 

سه گروه آزمایشی در نمودار 3 نشان داده شده است. 

30 Total bilirubin

ــدن در گروه هــای آزمایشــی کنتــرل، شــم  ــه کل ب ــودار 2- تغییــرات درصــد وزن کبــد ب نم
ــک از  ــر ی ــراوی. ه ــرای صف ــداد مج ــس از 21 روز از انس ــراوی پ ــرای صف ــداد مج ــا انس و ب
ســتون ها نمایانگــر Mean ± SEM داده هــای مربــوط بــه هشــت مــوش صحرایــي در هــر گــروه 

ــد. ــم مي باش ــروه ش ــا گ ــه ب ــد. P<0/001*** در مقایس ــی می باش آزمایش

جدول 4- تغییرات سطوح بیلی روبین و نیتروژن اورۀ خون در گروه های آزمایشی، 21 روز پس از انسداد مجرای صفراوی.

نمــودار 3- مقایســه تغییــرات نســبی بیان ژن MOR1 در کبد ســه گروه آزمایشــی کنترل، شــم 
و بــا انســداد مجــرای صفــراوی پــس از 21 روز از انســداد مجــرای صفــراوی. هــر یک از ســتون ها 
نمایان گــر Mean ± SEM داده هــای کمّــی شــدۀ مربــوط بــه بیــان ژن در بافــت کبــد چهــار مــوش 
صحرایــي در هــر گــروه آزمایشــی می باشــد. P<0/001*** در مقایســه بــا گــروه شــم مي باشــد.
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القــای آپوپتــوز و بــه دنبــال آن نارســایی کبــدی و انســفالوپاتی 
ــده  ــزارش ش ــری گ ــۀ دیگ ــد. در مطالع ــم کنن ــدی فراه کب
اســت کــه نالتروکســان31 کــه آنتاگونیســت گیرنده هــای 
ــروز  ــای فیب ــری از الق ــب جلوگی ــت، موج ــدی اس مو-اوپیوئی
کبــدی در موش هــاي صحرایــي بــا انســداد مجــرای صفــراوی 

  .)20( می شــود 
نتایــج تحقیــق حاضــر در مــورد تغییــرات واکنــش بــه درد بــا 
اســتفاده از آزمــون صفحــۀ داغ نشــان داد کــه آســتانۀ واکنــش 
بــه درد در گــروه بــا القــاء انســفالوپاتی کبــدی، افزایــش 
معنــي داری در مقایســه بــا گــروه شــم داشــت. افزایــش زمــان 
ــا انســداد مجــرای  ــه درد در موش هــای صحرایــی ب واکنــش ب
ــرا  ــداد مج ــس از انس ــل 6، 8 و 10 روز پ ــراوی در فواص صف
ــن  ــود )21(. در ای ــده ب ــزارش ش ــز گ ــی نی ــات قبل در مطالع
ــۀ داغ  ــون صفح ــده از آزم ــت آم ــه دس ــج ب ــز نتای ــه نی مطالع
نشــان داد کــه در مــدل انســفالوپاتی کبــدی ناشــی از انســداد 
مجــرای صفــراوي، احتمــالاً تغییراتــی در مدارهــای عصبــی در 
سیســتم عصبــی مرکــزی رخ می دهــد کــه در نهایــت، موجــب 
افزایــش  تغییراتــی در پردازش هــای حســی بــه صــورت 
ــي دار در 21  ــی دردی معن ــاد ب ــه درد و ایج ــش ب ــان واکن زم
ــه  ــود. در توجی ــراوی می ش ــرای صف ــداد مج ــس از انس روز پ
اثــرات بــی دردی ناشــی از انســداد مجــرای صفــراوی، گــزارش 
ــۀ اوپیوئیدهــای درون زاد افزایــش  شــده اســت کــه ســطح پای
ــیرهای  ــدی در مس ــای اوپیوئی ــق گیرنده ه ــد و از طری می یاب

ــود )23 ،22(.  ــی دردی می ش ــای ب ــث الق درد باع
تحقیقــات دیگــری نشــان داده انــد کــه در انســفالوپاتی کبــدی، 
ــده  ــه آســیب دی ــزی ک ــی -مغ ــق ســد خون ــن از طری بیلی روبی
ــزی  ــرگ برنامه ری ــت م ــد و در نهای ــا می رس ــه نورون ه ــت، ب اس
شــده ســلول را تحریــک می کنــد )24(. بــه طــور کلــی، تأخیر در 
واکنــش بــه درد در مــدل مــوش صحرایــي بــا انســفالوپاتی کبدی 

ــه،  ــس یکطرف ــز واریان ــه کمــک آنالی ــا ب ــاری داده ه ــل آم تحلی
کاهــش معنــي داری را در میــزان نســبی بیــان ژن بیــن گروه های 

 .)F)2، 9(=29/47، )P<0/001(( ــان داد ــی نش آزمایش
ــان ژن  ــزان بی ــه می ــون توکــی مشــخص نمــود ک ــج آزم نتای
MOR1 بیــن گروه هــای کنتــرل )10 ± 100 درصــد( و شــم 
 ،)P=0/92( تفــاوت معنــي داری نداشــت )9 ± 96 درصــد(
ــرای  ــداد مج ــا انس ــروه ب ــان ژن MOR1 در گ ــزان بی ــا می ام
صفــراوی )2/1 ± 24 درصــد( در مقایســه بــا گــروه شــم )9 ± 

.)P<0/001( ــان داد ــي داری نش ــش معن ــد( کاه 96 درص
بحث و نتیجه گیری 

ــراوی در  ــاي صف ــع نمک ه ــراوي و تجم ــراي صف ــداد مج انس
کبــد بــه تدریــج منجــر بــه نارســایی کبــدي مي شــود کــه بــه 
نوبــۀ خــود بــا افزایــش مــواد ســمی در بــدن، موجــب تغییــر در 
ــه آن انســفالوپاتی کبــدی  ــز می شــود کــه ب عملکــرد مغــز نی

ــود )1(.  ــه می ش گفت
مطالعــات گذشــته نشــان داده انــد کــه انســداد مجــراي 
صفــراوي موجــب افزایــش ســطح اوپیوئیدهــای درون زاد نیــز 
می شــود )9(. علــت افزایــش در ســطح اوپیوئیدهــای درون زاد 
پــس از انســداد مجــرای صفــراوی بــه خوبــی شــناخته نشــده 
ــد خــود بیمــاری و  ــه رون ــوط ب ــا ممکــن اســت مرب اســت، ام
ــک  ــج ی ــد )6(. نتای ــاری باش ــی از بیم ــاب ناش ــا درد و الته ی
تحقیــق جدیــد در آزمایشــگاه مــا نیــز نشــان داد کــه بیــان ژن 
گیرنــدۀ مو-اوپیوئیــد در مغــز موش هــای صحرایــی بــا انســداد 
مجــرای صفــراوی کاهــش می یابــد کــه ایــن تنظیــم کاهشــی 
ــر ســطوح افزایــش یافتــۀ اوپیوئیدهــای  ــد ب گیرنده هــا می توان
درون زاد دلالــت داشــته باشــد )17(. ایــن احتمــال وجــود دارد 
ــان  ــر دادن بی ــا تغیی ــای درون زاد ب ــر در اوپیوئیده ــه تغیی ک
ــرای  ــه را ب ــز زمین ــد و مغ ــدی در کب ــای مو-اوپیوئی گیرنده ه

ــه بیــان ژن MOR1 و بتــا اکتیــن در گروه هــای آزمایشــی. نوشــته ها و اعــداد  ــوط ب ــر 2- تصویــر ژل الکتروفــورز مرب تصوي
ــل  ــر، حداق ــن تصوی ــت. در ای ــک اس ــده در آن چاه ــذاری ش ــول PCR بارگ ــۀ محص ــدۀ نمون ــخص کنن ــا مش روی چاهک ه
 RNA ــل ــم رونویســی معکــوس در تبدی ــدون اســتفاده از آنزی ــرای یکــی از نمونه هــای آزمایشــی، کنتــرل  NRT )کنتــرل ب ب
ــدون اســتفاده از cDNA در انجــام PCR( در چاهک هــای اول و دوم بارگــذاری  ــۀ کنتــرل ب ــه cDNA( و کنتــرل NTC )نمون ب
ــا  ــر روی چاهک ه ــا 4 ب ــداد 1 ت ــازی و اع ــت ب ــی 100 جف ــش ژن ــا خط ک ــانگر ی ــت M نشــان دهندۀ نش ــده اســت. علام ش
ــار  ــن، در کن ــا اکتی ــای ژن MOR1 و بت ــل بانده ــد. مح ــی می باش ــروه آزمایش ــر گ ــا در ه ــمارۀ نمونه ه ــدۀ ش ــخص کنن مش

باندهــا مشــخص شــده اســت.

31 Naltrexone
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دنبــال آســیب کبــدی و نارســایی کبــدی ناشــی از آن، احتمــال 
ــود.  ــاد می ش ــیار زی ــدی بس ــفالوپاتی کب ــاری انس ــاد بیم ایج
در بخــش دوم ایــن تحقیــق، بیــان ژن گیرنده هــای مو-اوپیوئیــد 
ــراوي  ــراي صف ــداد مج ــا انس ــی ب ــای صحرای ــد موش ه در کب
ــي داری در  ــش معن ــه کاه ــان داد ک ــج نش ــد. نتای ــی ش بررس
موش هــای  کبــد  در  مو-اوپیوئیــد  گیرنده هــای  ژن  بیــان 
صحرایــی بــا انســداد مجــرای صفــراوی نســبت بــه گــروه شــم 
ــترده  ــور گس ــه ط ــد، ب ــای مو-اوپیوئی ــت. گیرنده ه ــود داش وج
ــن32 ،  ــتۀ پوتام ــه در هس ــزی از جمل ــی مرک ــتم عصب در سیس
مــادۀ خاکســتری دور قناتــی33 و در هیپوتالامــوس وجــود دارنــد 
کــه در عملکردهــای فیزیولوژیــک ماننــد کنتــرل درد، تنظیــم 
ــه خوشــی و لــذت از غــذا خــوردن و نیــز  ــوط ب رفتارهــای مرب
در متابولیســم مؤثــر هســتند. همچنیــن توزیــع ایــن گیرنده هــا 
ــزرگ،  ــک، رودۀ ب ــه رودۀ کوچ ــی از جمل ــای محیط در بافت ه
کلیــه، شــش ها، تیمــوس، بیضــه، تخمــدان، معــده و کبــد نیــز 

ــزارش شــده اســت )26 ،25(.  گ
ســطوح  در  افزایــش  کــه  کــرد  پیشــنهاد  می تــوان 
اوپیوئیدهــای درون زاد در اثــر انســداد مجــرای صفــراوی، 
ــم کاهشــی  ــی، موجــب تنظی ــاب منف ــک مکانیســم بازت ــا ی ب
ــش  ــن کاه ــت. ای ــده اس ــد ش ــدی در کب ــای اوپیوئی گیرنده ه
ــوز،  ــای آپوپت ــل الق ــد عام ــدی، می توان در گیرنده هــای اوپیوئی
نکــروز و در نهایــت نارســایی کبــدی پــس از انســداد مجــرای 
صفــراوی باشــد. البتــه در ایــن زمینــه تحقیــق زیــادی انجــام 
نشــده اســت و نتیجــۀ تحقیــق حاضــر پیشــنهاد می کنــد کــه 
بــرای روشــن شــدن ارتبــاط انســفالوپاتی کبــدی القــاء شــده 
بــا بســتن مجــرای صفــراوي و تغییــرات مولکولــی ناشــی از آن 

ــد انجــام شــود. ــۀ بیشــتری بای ــز مطالع ــد و مغ در کب

می توانــد منعکــس کننــدۀ کنــدی پاســخ های حســی -حرکتــی 
در اثــر اختــلالات ناقلیــن عصبــي ناشــی از بیمــاری باشــد. ایــن 
ــدل  ــا در م ــش اوپیوئیده ــه افزای ــود دارد ک ــز وج ــال نی احتم
ــا انســداد مجــرای صفــراوی،  انســفالوپاتی کبــدی القــاء شــده ب
ــرات  ــه تغیی ــی ب ــتم عصب ــتازی سیس ــخ هومئوس ــی پاس نوع
تخریبــی ایجاد شــده باشــد کــه در نتیجــۀ آن، پــردازش اطلاعات 

حســی ماننــد درد نیــز ممکــن اســت بــه کنــدی رخ  دهــد.
نتایــج مربــوط بــه بررســی بیوشــیمیایی ســرم گروه هــای 
آزمایشــی در ایــن مطالعــه مشــخص نمــود کــه انســداد مجــرای 
ــن  ــطوح بیلی روبی ــي داری در س ــش معن ــث افزای ــراوی باع صف
ــده از  ــت آم ــه دس ــج ب ــد. نتای ــس از 21 روز ش ــون پ و اورۀ خ
ایــن تحقیــق همچنیــن نشــان داد کــه 21 روز پــس از انســداد 
ــش  ــدن افزای ــه کل ب ــد ب ــد وزن کب ــراوی، درص ــرای صف مج
معنــي داری نســبت بــه گــروه شــم داشــت. افزایــش درصــد وزن 
ــراوی در  ــا انســداد مجــرای صف ــدن در گــروه ب ــه کل ب ــد ب کب
مقایســه بــا گــروه  شــم می توانــد ناشــی از کاهــش وزن بــدن و 
یــا افزایــش وزن کبــد باشــد. در مطالعــۀ حاضــر، اگرچــه کاهش 
در وزن بــدن در گــروه انســداد مجــرای صفــراوي در مقایســه بــا 
گــروه شــم معنــي دار نبــود، امــا در توجیــه تغییــر درصــد وزن 
کبــد بــه کل بــدن می تــوان گفــت کــه وزن کبــد در اثــر تجمــع 
ترکیبــات صفــراوی و ســموم درونــی، افزایش معني داری داشــته 
ــل 6، 10 و 14 روز  ــز در فواص ــری نی ــات دیگ ــت. در مطالع اس
پــس از انســداد مجــرای صفــراوی، کاهــش وزن بــدن و افزایــش 
ــزارش  ــی گ ــای صحرای ــون در موش ه ــن خ ــطح بیلی روبی س
ــن  ــطوح بیلی روبی ــي دار در س ــش معن ــت )21(. افزای ــده اس ش
ــن  ــراوي در ای ــرای صف ــداد مج ــا انس ــروه ب ــرم در گ و اورۀ س
ــع  ــراوي و تجم ــرای صف ــداد مج ــدۀ انس ــد کنن ــق، تأیی تحقی
ــه  ــه ب ــد ک ــدی می باش ــیب کب ــد و آس ــات آن در کب محتوی

32 Putamen nucleus
33 Periaqueductal gray matter
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