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چکیده
هدف: نیتروز آمین کتون مشتق از تنباکو )NNK(، یکی از قوی ترین کارسینوژن های تنباکو است که با تغییر در آزادسازی 
ماکروفاژهای مرتبط با تومور )TAM( در القای سرطان ریه مؤثر است. هدف از این مقاله، تأثیر تمرین شنا و قرارگیری 
با تومور در  در معرض نیتروز آمین کتون مشتق از تنباکو )NNK( بر پاسخ ایمونوهیستوشیمیایی ماکروفاژهای مرتبط 

موش های صحرایی است. 
 ،NNK، NNK+روش ها: بدین منظور 46 سر موش صحرایی نر بالغ ویستار به صورت تصادفی به پنج گروه تمرین، تمرین
حلال و کنترل دسته بندی شدند. گروه های تحت القای NNK به صورت زیر جلدی 1 بار در هفته و به میزان 12/5 میلی 
گرم بر کیلوگرم وزن بدن در 12 هفته NNK دریافت کردند. گروه های تمرین نیز به مدت 12 هفته به شنا زیر بیشینه 
پرداختند. بیان ماکروفاژهای مرتبط با تومور در بافت ریه با روش ایمونوهیستوشیمی اندازه گیری شد. با استفاده از تحلیل 

واریانس یک-طرفه و آزمون پیگیری توکی در سطح معنی داری P≥0/05 استفاده شد.
به   ،)P= 0/001(   NNKگروه به  نسبت  تمرین  گروه  در   TAM ایمونوهیستوشیمیایی  بیان  که  داد  نشان  نتایج   : نتایج 
 NNK گروه  به  نسبت   NNK+تمرین گروه  در  نیز   TAM ایمونوهیستوشیمیایی  بیان  بود )%92(.  معنی داری کمتر  طور 
)P=0/001( به طور معنی داری کمتر بود )92%(. علاوه بر این، بیان ایمونوهیستوشیمیایی TAM در گروه NNK، نسبت 

به گروه حلال )P= 0/001( به طور معنی داری بیشتر بود )%766(. 
نتیجه گیری: به طور کلی می توان اذعان داشت که تمرین ورزشی منظم هوازی زیر بیشینه، در مهار آثار التهابی ریه ناشی 

از القای NNK با کاهش میزان فعالیت ماکروفاژهای مرتبط با تومور نقش مؤثری دارد. 

تومور،  با  مرتبط  ماکروفاژهای  بیشینه،  زیر  شنای  تمرین  تنباکو،  از  مشتق  کتون  آمین  نیتروز  کلیدی:  واژه های 
ایمونوهیستوشیمی.
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CD68 بر NNK اثر تمرین شنا  و

مقدمه
سرطان ریه یکی از مهم ترین علل مرگ و میر در سراسر 
دنیا می باشد، به طوری که 25 درصد از تمامی سرطان ها 
با نرخ شیوع سالانه 1/2 میلیون نفر را به خود اختصاص 
دسته  دو  به  ریه  سرطان  بالینی،  نظر  از   .)1( است  داده 
اصلی شامل سرطان ریه سلول کوچک )حدود 13 درصد( 
و سرطان ریه سلول غیر کوچک )حدود 87 درصد( تقسیم 
می شود )2(. سیگار کشیدن مهمترین عامل خطر در ابتلا 
به سرطان ریه است، به طوری که 85 درصد از دلایل بروز 
سرطان ریه را به خود اختصاص داده )3( و همچنین خطر 
سرطان ریه در افراد سیگاری نسبت به افراد غیر سیگاری 
10 برابر بیشتر است )4(. از میان کارسینوژن1 های مستقیم، 
می تواند  که  است  ترکیباتی  حاوی  سیگار  استنشاقی  دود 
این  و   )5( نموده  تحریک  را  ریه  التهابی مزمن  پاسخ های 
روند با افزایش خطر ابتلا به سرطان ریه مرتبط است )6(.

دارد.  وجود  سیگار  دود  در  کارسینوژن   70 از  بیش 
دود سیگار شامل  در  کارسینوژنیک  مولکول های  بیشترین 
آمین ها  نیتروز  و  پلی سیکلیک  آروماتیک  هیدروکربن های 
می باشد. اگرچه نشان داده شده است که هر دو شکل آن 
به طور معنی داری با تومورزایی ریه مرتبط است )7(، نیتروز 
آمین های موجود در تنباکوNNK( 2( به طور گسترده ای به 
عنوان قوی ترین عامل سرطان زایی ریه شناخته می شود )7، 
8(. همچنین، NNK به عنوان تنها کارسینوژن تشکیل دهنده 
از  و خرگوش ها  ریه موش ها، موش های صحرایی  در  تومور 
طریق تزریق زیر جلدی، تزریق داخل عروقی و گاواژ شناخته 
شده است )8(. علاوه بر قدرت سرطان زایی، NNK می تواند 
 )nAChRs( نیکوتینی3  کولینی  استیل  گیرنده های  برای 
غیر  برخی سلول های  و  نورون ها  و در  داده  لیگاند تشکیل 
عصبی از جمله سلول های ریه بیان می شود )9(. قرارگیری 
مزمن در معرض دود سیگار یا نیکوتین موجب فعال سازی 
گیرنده های استیل کولینی نیکوتینی، سرکوب دستگاه ایمنی 
و مهار آپوپتوز می شود )10(. همانطور که بارتا و همکاران 
 ،NNK 2012( گزارش کرده اند که التهاب مزمن ریه ناشی از(
تومورزایی ریه در موش ها را افزایش داده است )11(. از آنجا که 

التهاب نقش اصلی در شیوع و گسترش تومورهای سرطانی، 
مطالعات،  برخی  دارد،  درمان  مقابل  در  مقاومت  و  آنژیوژنز 
ضرورت تنظیم دستگاه دفاعی سریع و کارآمد در برابر حمله 
پروتئین های  توسط  موضعی  سطح  در  میکروارگانیسم ها 
هماهنگ کننده التهاب و پاسخ فاز حاد را ضروری دانسته 
اند. بسیاری از پروتئین های دخیل در این مسیر پیام رسانی، 
عمدتاً به صورت پیش التهابی یا ضد التهابی در شروع یا ادامه 

فرآیند پاسخ ایمنی نقش دارند )12(.
در این راستا، ماکروفاژهای مرتبط با تومورTAM( 4( جزء 
تنظیم  به عنوان  و  بوده )13(  تومور  ریز محیط  از  مهمی 
کننده ایمنی در ریز محیط تومور در درمان سرطان از اهداف 
اصلی محسوب می شود. TAM ها به دلیل پلاریزاسیون مجزا 
و  تومورزایی  اثرات  می تواند   M2 و   M1 زنجیره های  در 
ضدتووری ایجاد نماید. ماکروفاژهای M1، سایتوکاین های 
تقویت  سبب  می تواند  و  نموده  آزاد  را  التهابی  پیش 
سوی  از  شود.  توموری  بافت  تخریب  و   1Th پاسخ های 
 2Th موجب پاسخ های M2 دیگر، فعال سازی ماکروفاژهای
و تقویت بازسازی، آنژیوژنز، سرکوب دستگاه ایمنی و رشد 
تومور می شود )CD68 .)14 یکی از نشانگرهای شناسایی 
و  سان   ،)2015( همکاران  و  بانات   .)15( می باشد   TAM

بافت  در  را   68CD سلول های  افزایش   ،)2016( همکاران 
ریه بیماران مبتلا به سرطان ریه در مقایسه با افراد سالم 
مشاهده کردند. آنها پیشنهاد نمودند که TAM ها با رشد 
در سرطان ها  تشخیص ضعیف  و  بیماری  پیشرفت  تومور، 

مرتبط است )16(.
از آنجا که سرطان ریه از جمله شایع ترین سرطان های منجر 
به مرگ و میر به شمار می رود، با توجه به نقش تشخیصی 
زودهنگام در درمان این عارضه، پزشکان و محققان نیاز به 
یافتن راهبردهای بدیع برای روش های درمانی مؤثر دارند. 
تحقیقات اخیر نشان می دهد که تغییر مولکول های اصلی یا 
مسیرهای پیام رسانی، از طریق تأثیر بر تکثیر، مهاجرت و 
تهاجم سلولی می تواند بر میزان آسیب اکسایشی و التهاب 
و در نتیجه وقوع و پیشرفت سرطان ریه مؤثر باشد )3(. در 
بدنی وجود  فعالیت  مانند  قابل اصلاحی  راستا، عوامل  این 
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دارند که به پیشگیری و درمان سرطان ریه از طریق تنظیم 
و تعدیل فرایند التهابی کمک می کنند )17(. در این میان، 
فعالیت بدنی هوازی با ایجاد سازوکار حفاظتی، موجب حفظ 
هومئوستاز سلولی، کاهش ترشح سایتوکاین های التهابی و 
همکاران  و  دمارزو   .)18( می شود  ایمنی  پاسخ های  تعدیل 
)2008( به اثر ضد التهابی و ضد تکثیر سلولی تمرین ورزشی 
شنای طولانی مدت با شدت متوسط در سرطان کولون اشاره 
پیشنهاد شده  محتملی  سازوکار های  اگر چه   .)19( کردند 
اما نتایج مطالعات در مورد رابطه بین فعالیت بدنی  است، 
و ابتلا به سرطان متناقض است. در تحقیق تام و همکاران 
)2012( هیچ تغییری در بیان CD68 بافت چربی زیر پوستی 
در گروه فعالیت بدنی و محدودیت غذایی پس از گذشت 6 ماه 
مشاهده نشد )20(. هر چند در مطالعه گروشانگ )2013( 
 CD68 نشان داده شد که فعالیت بدنی موجب افزایش سطوح
در بافت عضلانی می شود )21(. با توجه به اثر NNK در ایجاد 
التهاب و متعاقب آن ایجاد سرطان و بدخیمی های ریه )7، 
8( از یکسو و نقش های متعدد ماکروفاژهای مرتبط با تومور 
از جمله CD68 در فرآیندهای التهابی و نیز پیشرفت تومور 
)15( از سوی دیگر، به نظر می رسد یک از سازوکارهایی که 
 NNK فعالیت ورزشی می تواند موجب تعدیل فرآیند تومورژنز
شود، تقویت پاسخ های ایمنی از طریق سرکوب عامل های 
التهابی باشد. از آنجا که مطالعه ای که به بررسی اثر شنای زیر 
بیشینه بر بیان CD68 در بافت ریه آزمودنی های در معرض 
متناقضی  و  اندک  اطلاعات  نیز  و  است  نشده  یافت   NNK

در خصوص تأثیر فعالیت های ورزشی بر بیان ماکروفاژهای 
مرتبط با تومور وجود دارد، پژوهش حاضر در پی پاسخ به 
این پرسش است که آیا یک دوره تمرین شنای زیربیشینه 
می تواند آثار مخرب احتمالی قرار گرفتن در معرض NNK را 

کاهش دهد؟

روش پژوهش
نمونه های پژوهش

فیزیولوژي  گروه  آزمایشگاه  در  که  تجربی  طرح  این  در 
تعداد 46 سر موش  انجام شد،  مازندران  دانشگاه  ورزشی 

صحرایی بالغ نژاد ویستار با میانگین سنی 6 تا 8 هفته و 
میانگین وزنی 27/93 ± 105/84 گرم از انستیتو پاستور 
پروتکل  و  محیط  با  آشنایی  هفته  دو  از  پس  و  خریداری 
سر(،   10( تمرین  گروه   5 به  تصادفی  طور  به  پژوهش، 
 10( حلال  سر(،   10(  NNK  + تمرین  سر(،   10(  NNK

سر( و کنترل )6 سر( تقسیم شدند. حیوانات در محیطی 
رطوبت  گراد،  سانتی  درجه   22±1/4 دمای  میانگین  با 
در  ساعت   12:12 تاریکی  روشنایی  چرخه  و  درصد   55
قفس های مخصوص از جنس پلی کربنات نگهداری شدند. 
نگهداري حیوانات مطابق با راهنماي انستیتوي بین  المللی 
سلامت و پروتکل هاي این مطالعه با رعایت اصول اعلامیه 
از  انجام شد. حیوانات  هلسینکی و ضوابط اخلاق پزشکی 
غذای پلت و آب که به صورت آزاد در اختیار قرار می گرفت، 
تیمار شدند. غذای مصرفی حیوانات با توجه به وزن کشی 
هفتگی به میزان 10 گرم به ازای هر 100 گرم وزن بدن در 
اختیار حیوان قرار داشت. پس از خریداری NNK )ساخت 
شرکت Sigma-Aldrich آلمان( به صورت زیر جلدی 1 
بار در هفته و به میزان 12/5 میلی گرم بر کیلوگرم وزن 
تزریق شد. گروه  زیر جلدی  به صورت  بدن در 12 هفته 
مطالعه  این   .)22  ،17( کرد  دریافت  مقطر  آب  نیز  حلال 
 No: توسط کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی بابل )کد

MUBABOL.HRI.REC.1395.109( تایید شده است.

پروتکل پژوهش
موش های صحرایی گروه های تمرین+ NNK قبل از شروع 
پروتکل اصلی، به مدت یک هفته ) 5 روز( هر بار به مدت 
مدت 20 دقیقه به منظورآشنایی  با آب و کاهش استرس 
شنا و سازگاری با شرایط تمرینی، در داخل استخر آب قرار 
می گرفتند. سپس با تزریق NNK به موش های صحرایی در 
گروه های تمرینی یک بار در هفته تا پایان دوره تحقیق در 
یک مخزن آب به ابعاد 50×50×100 سانتی متری با درجه 
حرارت 32-30 درجه سانتی گراد در طی 12 هفته به شنا 
اجرای  اول،  روز  در  آب  در  تمرین  زمان  مدت  پرداختند. 
پروتکل 25 دقیقه بود که با افزایش 5 دقیقه در هفته، این 
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CD68 بر NNK اثر تمرین شنا  و

مدت در هفته هشتم به 60 دقیقه رسید و سپس این زمان 
تا پایان دوره تمرین به مدت 12 هفته تثبیت شده و ادامه 
یافت. اضافه بار تمرینی از طریق تنظیم قدرت هنگام شنا 
انجام شد. قدرت آب بر حسب لیتر در دقیقه از 4 لیتر در 
هفته اول به 10 لیتر در هفته یازدهم افزایش یافت که این 

مقدار برای هفته آخر تثبیت شد )23( )جدول 1(. 

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 هفته

60 60 60 60 60 55 50 45 40 35 30 25 زمان )دقیقه(

10 10 9 8 7 7 6 6 5 5 4 4 قدرت آب )لیتر در 
دقیقه(

جدول1. پروتکل 12 هفته ای تمرین شنای زیر بیشینه در گروه های تمرین )10 سر(، تمرین + NNK )10 سر(

روش های آزمایشگاهی
جهت حذف اثر حاد تمرین، نمونه برداری از حیوانات 48 
گرفت.  انجام  شنا  تمرینی  جلسه  آخرین  از  پس  ساعت 
صفاقی  تزریق  از  استفاده  با  حیوانات  ابتدا  منظور  بدین 
بی   )5-3  mg/kg( زایلازین  و   )50-mg/kg30( کتامین 
هوش و سپس کشته شدند. پس از شکافتن قفسه سینه، 
لوب تحتانی ریه چپ را جدا نموده و پس از شستشو در 
سرم فیزیولوژی و بررسی ماکروسکوپیک به منظور تثبیت 
تا در  داده شدند  قرار  بافر 10 درصد  فرمالین  در محلول 
به  گیرند.  قرار  بررسی  مورد  ایمونوهیستوشیمی  مطالعات 
منظور رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی، برش های بافتی در 
بافر تری سدیم سیترات در دمای 100 درجه سانتی گراد 
به مدت 20 دقیقه جهت بازیابی آنتی ژن حرارت یافتند. 
آنتی  با   ،CD68 گر  نشان  بیان  گیری  اندازه  برای  سپس 
 Monoclonal Mouse Anti Human CD68 بادی اولیه
Ready to_Use (DakoAutostainer_  .CloneKP1

کشور  داکو،  شرکت  )ساخت   )Autostainer Plus

انکوبه شدند.  اتاق  دمای  در  2 ساعت  مدت  به  دانمارک( 

 37 یا  اتاق  دمای  در  مرطوب  اتاقک  در  را  بافت ها  سپس 
پلیمر  با  را  بافت ها  سطح  و  داده  قرار  گراد  سانتی  درجه 
 30 مدت  به  ثانویه(  بادی  )آنتی  پراکسیداز  با  شده  لیبل 
دقیقه پوشانده شد. در ادامه آن را در بافر T.B.S به مدت 5 
دقیقه )2 بار( شستشو داده و بافت ها را در اتاقک مرطوب 
داده  قرار  گراد  سانتی  درجه   37 دمای  یا  اتاق  دمای  در 
سوبسترا   +DAB کروموژن  محلول  با  را  بافت  سطح  و 
 ChemMate™ DAKO EnVision™ Detection Kit,

کمپاني  ساخت   Peroxidase/DAB,) Rabbit/Mouse

در  کروموژن  قطره  یک  میزان  به  دانمارک(  کشور  داکو، 
یک میلی لیتر سوبسترا به مدت 10 الی 30 دقیقه پوشانده 
میکروسکوپ  از  استفاده  با  لام ها  رنگ آمیزی  از  بعد  شد. 
نوریOlympus )مدل U-MDOB3 ساخت کشور ژاپن(، 

موقعیت آنتی ژن در بافت بررسی شد.
در تحقیق حاضر جهت ارزیابی سطوح CD68، سلول های 
مثبت به عنوان سلول هایی شناخته شدند که رنگ آن ها در 
سیتوپلاسم به صورت ذرات زرد- قهوه ای درآمد. همچنین 
توسط  عامل  این  سطوح  تغییرات  بررسی  و  شناسایی 
کننده  مسدود  بافر  گرفت.  صورت  پاتولوژی  متخصص 
پراکسیداز، 0/01 مول بر لیتر )PH=6( محلول تری سدیم 
 PH= 7/4 ( سیترات بازیابی آنتی ژن و 0/01 مول بر لیتر
خریداری   Maxim Biotech Co از شرکت  فسفات(  بافر 
شد. بیان مثبت CD68 به وسیله گرانوله های زرد- قهوه ای 
در  و  تومور مشخص شد  سلول های  سیتوپلاسم  در  رنگ، 
استروما5  بیان پیش هسته ای6  کمتری مشاهده شد. بیشتر 
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از 10 درصد رنگ آمیزی سلولی7،  به صورت واکنش مثبت 
منفی  واکنش  عنوان  به  درصد  ده  از  کمتر  و  شد  تعریف 
مثبت  تا 25 درصد  به صورت 10  بیان کم  شناخته شد. 
 50 تا   26 صورت  به  متوسط  بیان  سطح  شد.  مشخص 
درصد سلول های مثبت مشخص شد و بیان قوی به صورت 
 .)7-3 )جدول  شناسایی شد  مثبت  سلول های  درصد   50
بیان مثبت CD68 در سیتوپلاسم و ماکروفاژها به صورت 
دانه های قهوه ای- زرد رنگ و قهوه ای مشخص شد. بدین 
میکروسکوپیک  اسلاید  از هر  دوربین  استفاده  با  که  گونه 
تصویربرداری صورت گرفت و در نهایت تصاویر برای بررسی 
کیفیت واکنش مورد آنالیز قرار گرفت و به صورت داده های 

رتبه ای و کمی توصیف شدند. 

تحلیل آماری
آزمون  از  پژوهش  این  یافته های  تحلیل  و  تجزیه  برای 
طبیعی  وضعیت  بررسی  برای  اسمیرنوف  کولموگروف 
توزیع داده ها در گروه های مورد مطالعه و از آزمون آماری

ANOVA  برای مقایسه بین گروهی و در صورت معنی دار 

بودن، از آزمون تعقیبی توکی برای مقایسه های دو به دو 
استفاده شد. سطح معنی داری برای همه آزمون های آماری 
P≥0/05 در نظر گرفته شد. تحلیل های آماری با استفاده از 

نرم افزارSPSS 20 انجام شد.
نتایج

که  داد  نشان  طرفه  یک  واریانس  تحلیل  آزمون  نتایج 
مختلف  گروه های  موش های  وزن  در  داری  معنی  تفاوت 
آزمون  نتایج  همچنین   .)p>0/05( نداشت  وجود  تحقیق 
مقادیر  بین  که  داد  نشان  طرفه  یک  واریانس  تحلیل 
گروه های  در  ریه   CD68 ایمونوهیستوشیمیایی  بیان 
 .)p>0/001( آماری معنی داری وجود دارد تفاوت  تحقیق 
بیان  که  بود  آن  بیانگر  توکی  تعقیبی  آزمون  نتایج 
ایمونوهیستوشیمیایی TAM در گروه تمرین نسبت به گروه

P= 0/001(  NNK(، به طور معنی داری کمتر بود )%92(، 

در حالی که در گروه تمرین نسبت به گروه های کنترل و 
تمرین+NNK تفاوت معنی داری وجود نداشت )به ترتیب: 

.)P= 0/99 و P= 0/08
 TAM ایمونوهیستوشیمیایی  بیان  که  شد  مشاهده  ضمناً 
به   ،)P=  0/001( حلال  گروه  به  نسبت   ،NNK گروه  در 
طور معنی داری بیشتر است )766%(. علاوه بر این، نشان 
داده شد که بیان ایمونوهیستوشیمیایی TAM نیز در گروه 
تمرین+NNK نسبت به گروه P= 0/001( NNK(، به طور 
بیان  معنی داری کمتر است )92%(، در حالی که کاهش 
ایمونوهیستوشیمیایی TAM نسبت به گروه حلال معنی دار 

شکل 1. تغییرات مقادیر CD68 )ماکروفاژهای مرتبط با تومور( بر حسب حداکثر میدان دید در گروه های تحقیق
گروه تمرین )10 سر(، NNK )10 سر(، تمرین + NNK )10 سر(، حلال )10 سر( و کنترل )6 سر(
)* نشانه تغییرات معنی دار نسبت به NNK، # نشانه تغییرات معنی دار نسبت به گروه حلال(.
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CD68 بر NNK اثر تمرین شنا  و

نبوده است )P= 0/75( )شکل1(.
بر اساس مطالعات ایمونوهیستوشیمی، واکنش منفی نشانگر 
CD68 ملاحظه شد و مقادیر آن به ترتیب در گروه های کنترل 

تمرین  و   )0/02(  NNK  + تمرین   ،)0/03( حلال   ،)0/04(
)0/02( حداکثر میدان دید گزارش گردید. با این حال، در گروه 
NNK، واکنش نشان گر CD68 مثبت تعیین شد و مقدار آن 

)0/26( حداکثر میدان دید بود )شکل 2(. همچنین مطالعات 
هیستوپاتولوژیک نشان داد که ساختار بخش پارانشیمی بافت 

ریه در گروه های کنترل و حلال کاملًا طبیعی است، در حالی 
که در گروه NNK، در ناحیه ای از بافت ریه تجمع سلول های 
آتیپیک به همراه سلول های التهابی دیده شد و می توان اظهار 
داشت که کانون کوچکی از منطقه توموری رویت شد. همچنین 
در گروه تمرین نیز اغلب ساختار پارانشیمی ریه حفظ شد. در 
گروه تمرین NNK+، التهاب حاد خفیف دیده شده و ساختار 
پارانشیمی نسبتاً حفظ شده و البته کانون هایی از کاهش حجم 

آلوئول و آمفیزم دیده شده است )شکل 3(.

شکل2.  بیان ایمونوهیستوشیمیایی نشان گر CD68 در بخش پارانشیمی بافت ریه گروه های مختلف )آزمون ایمونوهیستوشیمی 
با کروموژن DAB، رنگ آمیزی افتراقی هماتوکسیلین با بزرگ نمایی 400×(.

 واکنش های سفید رنگ )فلش( در بافت نشانه بیان نشان-گر CD68 می باشد.

کنترل

تمرین

NNK

NNK +تمرین

حلال
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شکل 3. ساختار هیستوپاتولوژیک بافت ریه در گروه های مختلف تحقیق )فلش های سفید نشان دهنده تجمع سلول های آتیپیک 
به همراه سلول های التهابی است( به طوری که کانون کوچکی از منطقه توموری مشاهده شد.

کنترل

تمرین

NNK

حلال

NNK +  تمرین
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CD68 بر NNK اثر تمرین شنا  و

بحث و نتیجه گیری
بیان  ایمونوهیستوشیمیایی  تحلیل  مقاله،  این  در 
ماکروفاژهای مرتبط با تومور در پاسخ به نیتروز آمین کتون 
مشتق از تنباکو و تمرین شنای زیر بیشینه مورد بررسی 
شنای  تمرین  هفته   12 که  داد  نشان  نتایج  گرفت.  قرار 
ایمونوهیستوشمیایی  بیان  کاهش  موجب  بیشینه،  زیر 
تمرین  گروه  در  صحرایی  موش های  ریه  بافت  در   CD68

مقایسه  در  داری  معنی  تفاوت  حال،  این  با  می شود. 
تحقیق  نتایج  با  راستا  هم  نشد.  مشاهده  کنترل  گروه  با 
حاضر، لی و همکاران )2016(، کاهش قابل ملاحظه بیان 
هفته   12 از  پس  را   )CD68 )مانند   M2 ماکروفاژهای 
 .)24( کردند  مشاهده  تحرک  کم  افراد  در  بدنی  فعالیت 
به نظر می رسد که برخلاف ماکروفاژهای زنجیره M1 که 
تمایل دارند در ساختارهای تاجی شکل سازماندهی شوند 
)25(، ماکروفاژهای زنجیره M2 با فیبروز ریه مرتبط است 
)26(. لومنگ و همکاران )2007( نیز کاهش بیان نشان گر 
CD68 از زنجیره M2 را پس از تمرین گزارش کردند. آنها 

نشان دادند که کاهش مقادیر ماکروفاژهای بافتی همراه با 
زنجیره M2 با افزایش حساسیت به انسولین پس از تمرین 
مرتبط است و نیاز به سازوکار جبرانی کاهش می یابد )27(. 
فعالیت بدنی از یک طرف می تواند مونوسیت های التهابی 
را کاهش دهد و از طرف دیگر در بافت های خاص، پس از 
فنوتیپ  به  است  ماکروفاژها، ممکن  به  مونوسیت ها  تمایز 
التهابی )M1( کمک کند که برای ایمنی ضد تومور مفید 
است. از آنجا که عملکرد نوتروفیل ها پس از فعالیت بدنی 
تا حدودی شناخته شده است، با این حال به نظر نمی رسد 
که فعالیت بدنی به طور قابل ملاحظه ای تعداد نوتروفیل ها 
را تغییر دهد )28(. فعالیت بدنی به سرعت موجب تولید 
نوتروفیل شده که به دنبال آن افزایش تأخیری در تعداد 
نوتروفیل خون طی 2-1 ساعت پس از فعالیت بدنی اتفاق 
می افتد که با مدت و شدت فعالیت بدنی تعدیل می شود 

.)29(
علاوه بر این، در تحقیق حاضر افزایش معنی دار سلول های 
مثبت CD68 در گروه NNK نسبت به گروه حلال مشاهده 

شد. این نتایج با مطالعات گذشته که نشان دادند، افزایش 
با  کوچک  غیر  سلول های  ریه  سرطان  در   TAM نفوذ 
استفاده از ماکروفاژ CD68 بوده، هم راستا بوده است )30-

که  کردند  گزارش   ،)2004( همکاران  و  پرولوکس   .)32
فعال سازی NNK موجب مهار TNF-α  و اینترلوکین 12 
شده، در حالی که می تواند سبب افزایش بیان اینترلوکین 
10 و پروستاگلاندین 2 شود. این نتایج نشان می دهد که 
NNK می تواند موجب فعال سازی ماکروفاژهای حبابچه ای 

از زنجیره M1 به M2 شود که در رشد تومور و آنژیوژنز 
مؤثر است )33(. محققان دریافتند که دود سیگار قادر به 
 9CXCL مانند M1 تنظیم منفی ژن های مرتبط با زنجیره
و CXCL 11 بوده، در حالی که موجب تنظیم مثبت ژن های 
مرتبط با زنجیره M2 از جمله MMP-2  و MMP-7می شود 
)34(. زنجیره M2 مربوط به TAM در مناطق هیپوکسیک 
بیان  موجب  جائیکه  تا  شده،  غنی  تومورها  ایسکمیک  و 
1α-HIF و VEGF به عنوان تنظیم کننده های مرکزی در به 

ماکروفاژهای  نفوذ  بنابراین،  ماکروفاژ ها می شود.  کارگیری 
در  کوتاه مدت  بقای  و  نامطلوب  نتایج  با  می تواند  تومور 
کموتاکسیک،  سایتوکاین های  باشد.  مرتبط  ریه  سرطان 
تحریکات جهت داری را برای حرکت لکوسیت ها در التهاب 
و هومئوستاز فراهم نموده و تصور می شود در به کارگیری 
مونوسیت ها در تومورها نقش مهمی داشته باشند. روی هم 
رفته، نتایج نشان می دهد که TAM بیشتر منجر به رشد 
تومور و پیشرفت سرطان ریه می شود تا اینکه موجب پاسخ 

ضد توموری شود )25(.
 NNK در این پژوهش نشان داده شد که مداخله تمرین و
منجر به کاهش معنی دار بیان CD68 در مقایسه با گروه 
مطالعه ای  هیچ  موجود،  اطلاعات  براساس  می شود.   NNK

اثر تمرین بر بیان TAM در پاسخ به NNK را مورد بررسی 
بالینی  ارزیابی  از  نتایج قبل  این حال،  با  نداده است.  قرار 
نشان داد که تمرین ممکن است پولاریزاسیون و عملکرد 
در  کند.  تعدیل  را  تومور  از  خارج  ماکروفاژهای  از  ناشی 
بدنی  فعالیت  پستان،  سرطان  القاء  شیمیایی  مدل  یک 
موجب پولاریزاسیون M1 از ماکروفاژهای تحریک شده با 
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 IFN-γ TNF-α سایتوکاین  افزایش سطح  طریق  )از   LPS

تحرک  کم  موش های  با  مقایسه  در   )12 اینترلوکین  و 
بالایی  )سطح  است  بیشتر   M2 فنوتیپ  یک  دارای  که 
آلمیدا  راستا،  این  در   .)28( می شود   )TGF-β و   -10ILاز
ممکن  بدنی  فعالیت  که  دادند  نشان   )2009( و همکاران 
است نفوذ TAM به داخل تومور را محدود کند. 6 هفته 
تمرین شنا در موش های سوئیسی نر که به مدت 4 هفته 
به کاهش حجم  تزریق سلول های توموری داشتند، منجر 
تومور و کاهش نفوذ ماکروفاژ شد )36(. علاوه بر این، مک 
تومورزایی  مدل  بر  پژوهشی  در   )2014( همکاران  و  لین 
روده موش های ApcMn/+ دریافتند که 12 هفته تمرین 
پولیپ های  تعداد  کاهش  موجب  گردان  نوار  روی  دویدن 
بزرگ و حضور ماکروفاژها می شود. ضمن اینکه میزان بیان 
زنجیره M1 )مانند اینترلوکین 12( و زنجیره M2 )مانند 
CD206( در بافت روده کاهش می یابد )37(. فعالیت بدنی، 

TAM را ترجیحاً به سوی فنوتیپ M1 که همراه با اثرات 

عدم  که  حالی  در  می کند،  پولاریزه  است،  توموری  ضد 
به   TAM شدن  پولاریزه  به  منجر  می تواند  بدنی  فعالیت 
سوی فنوتیپ M2 شده و سبب رشد تومور، تهاجم بافتی و 
در نهایت متاستاز شود. افراد تمرین کرده توانایی بهتری در 
پاسخ به التهاب زنجیره M2 در طول فعالیت داشته و این 
توانایی در جهت تنظیم منفی می تواند به عنوان یک عامل 
حمایتی به حساب آید )37(. اگرچه در این تحقیق بسیاري 
از متغیرها از قبیل گونه، نژاد، جنس، وزن، عوامل محیطی 
)صدا، نور، رطوبت، دما(، عوامل تمرینی )نوع، مدت و شدت 
فعالیت ورزشی( و برنامه غذایی تحت کنترل بودند. با وجود 
این، پژوهش حاضر با محدودیت هایی از جمله عدم کنترل 
فعالیت شبانه آزمودنی های پژوهش به ویژه گروه های بدون 
نیز عدم  و  تحقیق  نتایج  بر  آن  احتمالی  تداخل  و  تمرین 
اندازه گیری میزان جذب NNK در آزمودنی ها مواجه بوده 

است.
که  است  آن  بیانگر  حاضر  تحقیق  نتایج  کلی،  طور  به 
آن  زای  التهاب  عناصر  و  دخانیات  معرض  در  قرارگیری 
مانند NNK می تواند سبب افزایش التهاب بافت ریه  شود. 

ضمن اینکه تمرینات شنای زیر بیشینه منظم توانسته است 
تا حدودی از طریق مهار بیان CD68 درکاهش پیامدهای 
ریه  التهاب  بهبود  در  ریه،  بافت  بر   NNK القای  از  ناشی 

کمک شایانی کند. 

تشکر و قدردانی
بدین  شد.  انجام  دکتری  رساله  قالب  در  حاضر  پژوهش 
دانشگاه  و  بابل  پزشکی  علوم  دانشگاه  کارکنان  از  وسیله 
اند  نموده  کمک   حاضر  پژوهش  اجرای  در  که  مازندران 
توسط  پژوهش  این  در  مالی  منابع  می شود.  قدردانی 

نویسندگان تهیه شد.

پی نوشت ها
1Carcinogen
2Nicotine-derived Nitrosamine Ketone 
3Nicotinic acetylcholine receptors
4Tumor-associated macrophages
5Stroma
6Perinuclear
7Cellular Staining
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Abstract 

Purpose: The nicotine derived nitrosamine ketone (NNK) is one of the strongest carcinogens in 

tobacco that involved in induction of lung cancer by changing the stimulation of tumor associ-

ated macrophages. The aim of this study was to effect of swimming training and exposure to 

nicotine derived nitrosamine ketone (NNK) on the immunohistochemical response of tumor-as-

sociated macrophages in wistar rats.

Methods: For this purpose, 46 Wistar rats were randomly divided into five groups consist of train-

ing, training + NNK, NNK, saline and control. NNK-induced groups received NNK subcutaneously 

one day per week at a rate of 12/5 mg per kg body weight and the training groups performed 

submaximal swimming training for 12 weeks. Levels of CD68-Tumor associated macrophages in 

homogenized lung tissue were measured by immunohistochemistry. To analyze the data; ANOVA 

and tukey’s test were used at a significance level of p≥0.05.

Results: The results showed that immunohistochemical expression of TAM in the training group 

was significantly lower than the NNK group (P = 0.001) (92%). Immunohistochemical expression 

of TAM was also significantly lower in the NNK + training group than in the NNK group (P = 0.001) 

(92%). In addition, the immunohistochemical expression of TAM in the NNK group was signifi-

cantly higher than the solvent group (P = 0.001) (766%).

Conclusion: Generally, it could be confirmed that regular submaximal swimming training plays an 

important role in inhibition of the effects of lung inflammation induced by NNK via decreased of 

Tumor associated macrophages activity.

Keywords: Nicotine derived nitrosamine ketone, Submaximal swimming training, Tumor associ-

ated macrophages, Immunohistochemistry.
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