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  چكيده
 اكسايد  نيتريك توسط آنزيمي به نام   اكسايد نيتريك  خون محيطي  يا چندهسته و   يا هسته تكي  ها  سلول در :دفه

 نيتريـك . قـرار دارد 17q11.21 روي كرومـوزوم   (NOS2A) ژن كدكننده ايـن آنـزيم   .شود ي توليد مييسنتاز القا
 و تـأثير آن     طبيعـي افراد    در NOS2A ژن   ياه چندشكلي در اين مطالعه     .شود ي آزاد م  ي التهاب يها در پاسخ  اكسايد
  .دش  بررسيطبيعي خون محيطي افراد يا چندهسته و يا هسته تك يها سلول دراكسايد  نيتريك  توليدبر ميزان

 فـرد  232 در NOS2A ژن +C/T150 و -C/T1659  هـاي  هاي موجـود در موقعيـت   چندشكلي :ها مواد و روش
 اثر بررسي براي .مورد بررسي قرار گرفت RFLP –PCRو PCR-Allele Specific هاي  روشاترتيب ب ه بطبيعي
 فـرد   92اي خـون محيطـي       چندهـسته  و   اي  هـسته  تك يها سلول ،اكسايد  نيتريك ها بر ميزان توليد    چندشكلي اين

  آنـزيم يمنظـور القـا   بـه  (ATCC 25922) ي اشرشياكلباكتري مايع رويي كشت حاصل از  با شدند و جداطبيعي
 نيتريك ساعت ميزان توليد     24پس از گذشت    .  تحريك شدند  اكسايد نيتريك و توليد    ييسنتاز القا  كسايدا نيتريك
 ها بر ميزان توليد    چندشكلياين   ثيرأ و ت  گيري شد   اندازه  گريس  در مايع رويي محيط كشت سلولي با روش        اكسايد
  .ن افراد مورد مطالعه قرارگرفتيادر  اكسايد نيتريك

 هـاي   در سـلول مـذكور  چندشـكلي دو  حاصـل از هاي مختلف   بين ژنوتيپاكسايد نيتريكتوليد در ميزان  :تايجن

  .شدهده ناش مي تفاوت طبيعياي خون محيطي افراد چندهستهاي و  هسته تك
. اسـت  NOS2A  مختلفهاي  ژنوتيپدر اكسايد نيتريكدهنده عدم تفاوت در ميزان توليد   نتايج نشان : گيري نتيجه
 هاي نژادي  تفاوت  ناشي از  ها  اين تفاوت  .مشاهده نشد   چين  و  گامبيا  با  ايران طبيعيي بين جمعيت    گونه شباهت  هيچ
 نيتريكميزان توليد   در   NOS2A يها چندشكلياهميت  با توجه به    .  است  بررسي شده  يها  ژنتيكي بين جمعيت   و

  .دشو  پيشنهاد ميي نژاديها ساير گروهدر  مطالعات بيشتر اكسايد
 

  .NOS2A ژن چندشكلي، اي خون محيطي چندهستهاي و  هسته  تكيها سلول، اكسايد نيتريك :واژگانكليد
 

   مقدمه-1
نـتاز هاي آنزيم  )Nitric Oxide Synthase: NOS(  نيتريك اكسايد س

 آنـزيم  سه ايزوفرم اصلي اين    .دندششناسايي  1989  سال اولين بار در  
، inducible NOS: iNOS) (، القـايي (neural NOS: nNOS)نـوروني [

  1991هاي   در فاصله سال](endothelial NOS: eNOS) اندوتليالي
  

 NOS هاي آنزيم ايزوفرم. دندش كلون و خالص سازي 1994 تا

  تنظـيم و   ،د و محـل بـروز     هـستن هـاي مختلـف       ژنمحصولات  
 اسـت  مشابه   NOSهاي     ساختار ژن  . دارند يخصوصيات متفاوت 

  ها از نظر    اين آنزيم . ندا   از يك ژن اجدادي مشترك مشتق شده       و
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  .ند هــستP450توكروم ي ابـر خـانواده س ـ   سـاختاري متعلـق بـه   
 . دارد  وجـود  تـشابه  درصـد  57تـا    51 هاي انـساني    بين ايزوفرم 

NOS-I )nNOS( و متصل   شد   عصبي يافت     در بافت  بار  اولين 
سم برخـي   پلاسيتودر   )NOS-II )iNOS .است سلولي   يبه غشا 

مني و التهـابي    ياي ا ه  پاسخ و در    شود   يافت مي  ها  ها و بافت     سلول از
هـاي انـدوتليال       بار در سلول   اولين )NOS-III )eNOS. نقش دارد 

متصل به غشاي سـلولي اسـت و باعـث انبـساط      ؛ يافت شدوقرع
  .]3-1[شود و در تنظيم فشار خون نقش دارد  عروق مي

اي هــ  در پاســخ(Nitric Oxide :NO)اكــسايد  نيتريــك
اي هــ كــنش كروبــي و بــرهميوســط محــصولات مالتهــابي كــه ت

منـي  يشـود و نقـش آن در ا       شـود، آزاد مـي      مني آغاز مـي   يخودا
  .]1[راختصاصي ثابت شده است يغ

)  كمكي Tسلول  (ها به تعادل     مارييادي از ب  يجه تعداد ز  ي نت
Th2/ (T helper1/T helper2) Th1   وابـسته اسـت NO  در

داشـته و   نقـش    Th2 و   Th1هـاي ايمنـي        پاسـخ  تعـادل تنظيم  
 در  Th1 (Cytokines) هاي   انتخابي توليد سايتوكاين   هكنندمهار

 ].6-2[كنـد    مـي ري  يشتر جلوگ ياست بنابراين از التهاب ب    انسان  
ــراتنظ ــاي   iNOSم يفـ ــه القـ ــر بـ ــسيژناز منجـ  2-سيكلواكـ

(Cyclooxygenase-2: COX-2)نيد پروستاگلندي و تول E2  
(Prostaglandin E2: PGE2)ر ييباعث تغ شود كه  ميTh1به  

Th2 ــوكين ــاهش اينترلـ و  (Interleukin-2: IL-2) 2- و كـ
شود  مي طي التهاب (Interferon-gamma: IFN-γ)اينترفرون گاما 

 بـا مهـار فعـال شـدن         PGE2. ]7[د  ينما مي را مهار    ايمنيستم  يو س 
 ـ تولNF-κB (Nuclear Factor-kappa B)برداري  عامل نسخه د ي

NO  التهـابي حـاد ايـن مكانيـسم          پاسـخ  در. ]7[د  ينما  مي  را مهار 
نمايد،    ميزبان پيشگيري مي   ه از آسيب بافتي به واسط     خوراند سپ

 اسـتعداد   NOايمنـي    گـر   كوبسراما در شرايط مزمن، تأثيرات      
 NOبـالاي   ر  يمقادتوليد  . ]2[ دهد  ابتلا به عفونت را افزايش مي     

هـاي روماتيـك       موضـعي در آسـيب بـافتي در بيمـاري          طـور  به
 ) و سيـستم اعـصاب مركـزي       هـاي خـوني     رگ مفاصل، كليـه،  (

ها و   باكتريها، دفاع عليه ويروس  در iNOS].6[ كند مي شركت
مهــم  ك نقطــه كنترلــييــ در iNOS. ]8 [نقــش دارد هــا لگــنا
هاي مختلف  مارييت به بيدر حساس شناختي قرار دارد و ستيز

 NOيدي  هاي مهم و كل     بنابراين با توجه به نقش    . كند شركت مي 
 و  آنـزيم در سيستم ايمنـي مطالعـه ايـن    iNOS آنزيمو اهميت 

رسد؛ در ايـن مطالعـه        نظر مي   ضروري به  NO يعني   آنمحصول  
 بر ميزان   NOS2A ژن   (Polymorphisms)يها  چندشكلي ريثأت

 خـون  اي  و چندهـسته اي هـسته  تـك  هـاي  سلول در NOتوليد 
  .گرفت  طبيعي مورد بررسي قرارمحيطي افراد

ــزون + 150وقعيــت در م  جهــشيــك  NOS2Aژن  16اگ
بـه  ) C( سيتوزين تبديل نوكلئوتيد باعث شناسايي شده است كه  

 نير اسـيدآمينه س ـ   جهـش ايـن   . دشـو   مـي  )T( تيمين   نوكلئوتيد
)Ser(    ناسيدآمينه لوسـي    تبديل به   را آنزيمن  ي ا 608در موقعيت 
)Leu (نمايد مي )Ser608Leu( .  اين تغيير اسيدآمينه در اگـزون 

]. 11-9[باشـد    نقـش داشـته       آنزيم در عملكرد  ممكن است    16
 NOS2Aانـداز ژن      راه -1659 در موقعيـت  چندشكلي موجـود    

 و اتـصال  دشـو  مـي  T  بـه نوكلئوتيـد  Cتبديل نوكلئوتيد باعث 
بنابراين ممكن اسـت بـر      . دهد مي تغييراي را    هاي هسته   نئيپروت

  .]12،13[ثير داشته باشد أ تiNOS آنزيمميزان بروز 
 +C/T150و   -C/T 1659هـاي      چندشكليبراي اثبات اهميت    

هاي ذكـر      ن مطالعه چندشكلي  يدر ا  NOبر ميزان توليد    ها   ر آن يثأو ت 
 ـ  . شده در فوق در افراد طبيعـي بررسـي شـدند            ـر ا يثأهمچنـين ت ن ي

هـاي     در سـلول   NOS2A توسـط    NOد  يزان تول يها بر م   چندشكلي
 ـي افـراد طبيعـي ن     ط ـياي خون مح   اي و چندهسته   هسته تك ز مـورد   ي

  .بررسي قرار گرفت
  

  ها  مواد و روش-2
  NOS2A ژنچندشكلي  يبررس -1 -2
   مورد مطالعهگروه -1-1 -2

  طبيعــي و ســالم بــا ميــانگين ســنيفــرد  232مطالعــه در ايــن 
كه سابقه بيماري خاصـي      سال   74-19 و محدوده سني     40 ± 52/9

 ـ   گيـري بـه     نمونـه  . بررسي شدند  نداشتند صادفي از همـه    صـورت ت
  :فرمول محاسبه تعداد نمونه. ها و اقوام ايراني انجام شد گروه

2

22

d
zn σ

=  

  خــون محيطــي ســي  ســي 5افــراد مــورد مطالعــه،    از
ــه ــد گرفتـ ــه  شـ ــه لولـ ــاوي   و بـ ــاي حـ ــر75هـ    ميكروليتـ

(Ethylene Dinitro Tetra acetic Acid) EDTA )Merck( 
  .انتقال داده شد درصد 10
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 دهي با نمك    رسوب  به روش  DNAاستخراج   -1-2 -2
(Salting out) 

سي  سي 10 تا EDTA 7 خون حاويسي  سي 5 تا  3  به -1
 و بـه    شـد  اضـافه   حذف گلبولهاي قرمـز    براي 1- تريس بافر    از

سپس مايع رويـي  . سانتريفوژ شد دور 3000  دقيقه در10مدت 
بار  3 تا   2دور ريخته شد و عمل فوق روي رسوب باقي مانده،           

  .رويي شفاف شدد تا مايع شتكرار 
تريس  محلولسي   سي 1 رسوب حاصل را با استفاده از      -2
دقيقه ليز نموده تـا   25به مدت گراد  درجه سانتي 56در  2-بافر

  . دمدست آ همايع شفاف ب
  هـا  نمونـه بـه  DNA   ازهـا  پـروتئين  يسـاز  جدامنظور  به-3

 شد و اضافه Merck) (  كلريد سديممحلول اشباعسي  سي 5/0
  .سانتريفوژ شد  دور3500دقيقه در 15مدت  به

سـي    سـي  1 /5مايع رويي به لوله ديگـري منتقـل و           - 4
آرامي به آن اضـافه شـد و لولـه           به Merck)( اتانول خالص 

صورت كلاف  ه بDNAهاي   رشته تا   ته شد  سر و مرتبه  چند  
  . درآمدمشاهدهقابل 
 (Eppendorf)  اپنــدورف لولــهدر  DNAكــلاف  - 5

 5000 دقيقه در  5مدت   ه ب  درصد 70 اتانول   سي سي 1حاوي  
 كـاملاً دور   درصـد 70و سـپس اتـانول    دور سانتريفوژ شـد  

  .ريخته شد
6- DNA دردســتگاه Dri-block (Techne DB3A) بــا 

 300-100  و خـشك شـد   گـراد    درجه سانتي  60درجه حرارت   
  سـاعت در 24آب مقطر ديونيزه به آن اضافه شـد و  ميكروليتر 

  .قرار داده شدگراد  درجه سانتي 37
  

   استخراج شدهDNAتعيين غلظت  -1-3 -2
آب مقطر رقيـق    ميكروليتر   990 با   DNAمحلول  ميكروليتر   10

هـاي   طـول مـوج    در(Optical Density: OD) جذب نوري. شد
 جـذب نـور     حـداكثر هاي    ترتيب طول موج   به( نانومتر   280 و   260

اسـپكتروفوتومتر   UVسـتگاه   بـه كمـك د     )پروتئين و   DNAبراي  
(Pharmacia-Biothech) هايي كـه نـسبت       نمونه. گيري شد   اندازه

 بـود،  5/1ها مساوي يا بالاتر از   نانومتر آن  280 به   260جذب نوري   
 DNAغلظت .  انجام مراحل بعــدي مورد استفاده قرار گرفتند    براي

  :دشبا استفاده از فرمول زير محاسبه 

  فاكتور رقت×  260OD×  50) = ليتر ر ميليميكروگرم د (DNAغلظت
ميكروگـرم در    PCR 3/0 مورد استفاده براي     DNA  غلظت
  .دبوميكروليتر 

  
  PCR- Alelle -Specificروش  -1-4 -2

. ، دو اپندورف انتخاب شد    DNAاين روش براي هر نمونه       در
 تكثيـر   بـراي  2 براي تكثير آلل نوع اول و لوله شماره          1 لوله شماره 

به هر دو لوله مواد براساس مقـادير        . شد نظر گرفته  نوع دوم در  آلل  
 در  2 و 1تنها تفاوت لوله شماره     (اضافه شد    1  جدول درج شده در  

 اطمينـان از نتـايج   بـراي ). بود(Forward primer) آغازگر جلويي 
PCR     بـود  بتاگلوبين كنترل داخلي ژن  .  از كنترل داخلي استفاده شد. 

  چرخش سريع و كوتاه بـا ميكروسـانتريفوژ        ها توسط   لوله محتويات
ــوط  ــاملاً مخل ــك ــرايد وش ــل  ب ــام مراح ــتگاه PCR انج  در دس

 (Eppendorf Master Cycler Gradient-5330) ترموســايكلر
  .قرار گرفتند
  

  PCRاي ه آزمون حجم و غلظت مواد مورد استفاده در 1جدول 
 حجم

  RFLP تركيبات
150+ C/T    

RFLP 
1659- C/T  

Alelle Specific 
1659-  C/T 

   ميكروليتر3   ميكروليتر4/ 8  ميكروليتر 4/ 1  آب مقطر
   ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليترPCR  1 بافر

Mgcl2  6/1ميكروليتر0/ 7   ميكروليتر0/ 9   ميكروليتر   
dNTP  2 /0ميكروليتر0/ 2  ميكروليتر0/ 2  ميكروليتر   

   ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليتر1  جلويي آغازگر
   ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليتر1   برگشتيآغازگر
   ميكروليتر1 - -   درونيجلويي
   ميكروليتر1  -  -  دروني برگشتي

DNA  1ميكروليتر1   ميكروليتر1   ميكروليتر   
  ميكروليتر0/ 1   ميكروليتر0/ 1   ميكروليترTaq  1 /0مراز  پلي

  
  PCR- RFLP روش -2-1-5

(PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism) 
لوله مواد براساس مقادير درج شده       ، به هر  DNAبراي هر نمونه    

توسـط چـرخش سـريع و     ها  محتويات لوله و اضافه شد  1 جدولدر  
 بـراي روغـن معـدني      .دش ـكوتاه با ميكروسانتريفوژ كـاملاً مخلـوط        

 هـا    لولـه  و شـد  ، اضافه PCR جلوگيري از تبخير مواد در هنگام انجام      
  .گرفتنــد  در دسـتـگاه ترموســايكلر قــرار PCR انجــام مراحــل بــراي
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ــر  3 ــراي PCRاز محــصول ميكروليت ــام واكـنـش  ب ــان از انج  اطمين
 زيـر مانده طبق فرمول     محصول باقي ميكروليتر   7به  و  د  شتروفورز  كال

  :آنزيم اضافه شد
   ميكروليتر2/0):  وحد در ميكروليتر10(آنزيم محدودكننده 

   ميكروليترB)X10 :(4/1بافر 
  ميكروليتر 4/5 :آب ديونيزه
 )(FspBI (MaeI) Fermentasآنزيم  -1659 در موقعيت

 شناسـايي و  ، را در صورت وجـود C↓ T A G…3′…′5توالي 
درجـه   37بـراي انجـام واكـنش در انكوبـاتور          . نمـود  مي هضم
  . ساعت قرار داده شد16به مدت گراد  سانتي
  

  NOS2A  تكثير ژنبرايستفاده مورد ا آغازگرهاي 2 جدول
  توالي آغازگرها  PCR روش 

5′- CCT TGA ACA AGG CAG AAC T -3′ T جلويي: اختصاصي

5′- CCT TGA ACA AGG CAG AAC C -3′ C جلويي: اختصاصي
Alelle Specific 

1659-  C/T 

5′- GCT CTG GCT TAT GGA GCA TC -3′ :مشتركبرگشتي  

5′- GTG AAA GCA GCT ACA GGG GA-3′ :جلويي  RFLP 

1659-  C/T 5′- AAT CCT GGC CTT AGG GAG TG -3′ :برگشتي  

5′- TGT AAA CCA ACT TCC GTG  -3′ :جلويي  RFLP 

150+  C/T 5′-GTC TCT GCG GGT CTG AGA AG -3′ :برگشتي  

  
ــراي ــين بـ ــلآ تعيـ ــت   لـ ــا در موقعيـ ــزيم+150هـ    آنـ

TasI (TspEI) (Fermentas)  ايـن آنـزيم تـوالي    .دش ـ اسـتفاده 
5′…↓A A T T…3′ شناسـايي و هــضم  ، را در صـورت وجــود 

در  سـاعت    16بـه مـدت     هـا     واكـنش نمونـه    براي انجـام  . نمود  مي
  .قرار داده شدندگراد  درجه سانتي 65انكوباتور 
 PCRي  هـا   برنامـه  و   هاآغازگر يتوال ،غلظت مواد  و حجم

 ،1 شماره   هاي  در جدول  NOS2A  تكثير ژن  براي مورد استفاده 
  .ده استاده ش نمايش د3 و 2

  
  PCRالكتروفورز محصولات  -1-6 -2

ــر  PCR-Alelle-Specific، 5در روش  در  وميكروليتــــ
ــر  PCR- RFLP، 3روش  ــصولات ميكروليت ــاPCRاز مح    ب

 مخلوط و درون حفرات ژل آگارز يريگ بارگرن ازميكروليتر  4

(Amersham) 2در يكــي از حفــرات  . بــرده شــد   درصــد
ولتاژ مـورد  .  ريخته شدDNA وزن مولكولي  (Marker)نشانگر

براي .  دقيقه بود  60 ولت و مدت زمان الكتروفورز       100استفاده  
 UV Trans Illuminatorمــشاهده نتــايج، ژل روي دســتگاه 

(Sigma chemical)  محـصولات حاصـل از   . شـد   انتقـال داده
 درصـد  5/3  در ژل آگارز PCR-RFLPهضم آنزيمي در روش

  .الكتروفورز شدند
  

  NOS2A  تكثير ژنبراي PCRي ها برنامه 3 جدول
  PCR هاي  برنامه  PCR روش 

  دقيقه5 گراد  درجه سانتي95 واسرشتگي طولاني

   ثانيه30  گراد  درجه سانتي95   واسرشتگي.1 
   ثانيه30  گراد  درجه سانتي65  شدگي  جفت.2 
   ثانيه45  گراد رجه سانتي د72   بسط.3 

     مرتبه تكرار چرخه40  

Alelle Specific 
  C/T1659-  

   دقيقه5  گراد  درجه سانتي72  بسط نهايي 
   دقيقه5  گراد  درجه سانتي95  واسرشتگي طولاني

   ثانيه30  گراد  درجه سانتي62  واسرشتگي. 1 
   ثانيه30  گراد  درجه سانتي5/62  شدگي جفت. 2 
   ثانيه45  گراد ي درجه سانت72  بسط. 3 

     مرتبه تكرار چرخه40  

RFLP  
C/T1659-  

   دقيقه5  گراد  درجه سانتي72   بسط نهايي
   دقيقه5  گراد  درجه سانتي95  واسرشتگي طولاني

   ثانيه30  گراد  درجه سانتي95  واسرشتگي. 1 
   ثانيه30  گراد  درجه سانتي62  شدگي جفت. 2 
   ثانيه45  گراد جه سانتي در72  بسط. 3 

     مرتبه تكرار چرخه10  
   ثانيه30  گراد  درجه سانتي95  واسرشتگي. 1 
   ثانيه30  گراد  درجه سانتي57  شدگي جفت. 2 
   ثانيه60  گراد  درجه سانتي72  بسط. 3 

     مرتبه تكرار چرخه30  

  RFLPبه روش
Touchdown  

C/T  150+  

   دقيقه5  گراد  درجه سانتي72  بسط نهايي 
  

كـشت  در محـيط  NO ليد بررسي ميزان تو -2-2
  اي خون محيطي هسته و چند اي هسته تكهاي  سلول

  گروه مورد آزمايش -2-2-1
 9/33 ± 9/10بـا ميـانگين سـني        فـرد    92 ،طبيعياز ميان افراد    

ــال  ــني  و س ــدوده س ــا 21مح ــال56 ت ــراي س ــشت  ب ــام ك    انج
  خـون از  سـي    سـي  5. صـورت تـصادفي انتخـاب شـدند        هسلولي ب 

  هـاي حـاوي هپـارين انتقـال         فته شد و به لوله    افراد مورد مطالعه گر   
ــد ــاي  در و داده ش ــا  18دم ــانتي 24ت ــه س ــراد  درج ــداريگ   نگه

  محيطــي خــون اي هــسته و چنداي هــسته هــاي تــك ســلول .شــد

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
05

 ]
 

                             4 / 10

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-11996-en.html


 1386، پاييز و زمستان 4 و 3، شماره 10دوره   مجله علوم پزشكي مدرس

45 

  .دشساعت جداسازي  2 ظرف مدت
  

  ها  تحريك سلولبرايتهيه محرك  -2-2-2
در محـيط كـشت    (ATCC 25922) اشرشـياكلي  بـاكتري 

   بــه مــدت Merck)( (Nutrient broth) تنوترينــت بــرا 
  تعـــداد.  ســـاعت بـــه صـــورت اســـتريل كـــشت داده شـــد24

) Mc Farland(ها با استفاده از روش نفلومتري مك فارلنـد   باكتري
ــي 12×108 ــر ميل ــر  در ه ــهليت ــد ب ــه دســت آم ــشت ب ــيط ك    مح

 داده  قرار گراد  درجه سانتي  -70د و در فريزر      ش منتقل استريل فالكون
 مرتبه  6  تا 5د و اين مرحله     شد در دماي اتاق ذوب      انجماپس از    .شد

موجـود   )Lipopolysaccharide: LPS( ليپوسـاكاريد تكرار شد تا 
. دنكـشت آزاد شـو     درمحيط باكتريهاي    پروتئينو  سلولي   در ديواره 

  سـانتريفوژ  دور5000 در به مدت نـيم سـاعت   كشت باكتري محيط
 با استفاده از كيـت      پروتئينميزان  گيري   براي اندازه  از مايع رويي     شدند

 (D Quant Kit-Amersham Biosciences AB-2) سنجش پـروتئين 
  .دسـت آمـد    ليتـر بـه    گـرم در ميلـي      ميلي 1/1  كه دش استفاده

آوري  عنوان محرك جمـع     به باكتريمايع رويي محيط كشت     
 گـراد   درجـه سـانتي    - 20د و تا زمـان اسـتفاده در فريـزر           ش

  .نگهداري شد

  
اي   هـسته  و چند  اي  هسته هاي تك   جداسازي سلول  -2-3 -2

  خون محيطي
  صـورت  بـه پـت پاسـتور      خـون بـه آرامـي بـا پـي         سـي     سي 5
  دكـــستران محلـــولســـي   ســـي3 حـــاوي بـــه لولـــهاي  لايـــه

Polymorphprep) SHILD (AXIS-   ـ و   دشمنتقل   35مـدت    هب
كردنـد و     رسوب هاي قرمز   گلبول. دش سانتريفوژ   دور 600دقيقه در 
هـاي    جزاي سـلولي تـشكيل شـد كـه اولـين لايـه سـلول              دو لايه م  

طـور   بـه اي بودند كه  چندهستههاي  و لايه بعدي سلول اي هسته تك
سـي فـسفات     سـي  10با   هاي استريل منتقل شدند و      جداگانه به لوله  

 10 مـدت  بـه ) Phosphate Buffered Saline: PBS(  سـالين بافر
  .ند شستشو شد و سانتريفوژ دور400دقيقه در 

  
  هاي زنده در سوسپانسيون سلولي شمارش سلول -2-4 -2

ــراي ــلول  ب ــمارش س ــد و ش ــين درص ــده   تعي ــاي زن   ه

رنـگ   ميكروليتـر  10سوسپانسيون سلولي با     از  ميكروليتر 10
 )PBSمحلـول در  ( درصـد  005/0 (Trypan blue) تريپان بلو

 (Haemocytometer) مخلوط شد و روي لام هموسـيتومتر      
گلبـول   خانـه  5در  هـا  سلول تعداد .ه شداي قرار داد  خانه 25

  و در   ميكروسكوپ نوري شـمارش شـدند      قرمز با استفاده از   
رنـگ تريپـان بلـو از       .  ضرب شد  50000 و   )2( فاكتور رقت 

ها به رنگ    اين سلول و  نمايد    ي مرده عبور مي   ها   سلول يغشا
دليل عدم جذب رنـگ      هي زنده ب  ها  شوند، سلول   آبي ديده مي  

  .نندما شفاف مي

  
  NO توليد براي ها كشت و تحريك سلول -2-5 -2

 سـلول در   500000 روي اي  هسته و چند  اي  هسته  تك هاي  سلول
ــر  125 ــيطميكروليت   RPMI )(Gibco-BRL-1640 كــشت مح

  )Fetal Calf Serum: FCS( درصـد سـرم گوسـاله    20 حـاوي 
)(Gibco-BRL محيط  يا  CM20   صـورت  د و هر نمونه به    شتنظيم 

از  ميكروليتـر  75و    كشت داده شد   اي   خانه 96 ظرف در تايي سه
اسـتفاده از    با(د  شمحركي كه از قبل تهيه شده بود به آن اضافه           

كنترل هر  ). مقادير مختلف محرك بهترين مقدار آن انتخاب شد       
محيط نوترينت  ميكروليتر   75 ي حاو و ييتا سه نمونه به صورت  

  سـاعت در   24مـدت   بـه  هـا   سـلول .  محـرك بـود    يجـا  هبرات ب 
 95 و   CO2  درصـد  5حـاوي   گـراد    درجه سـانتي   37انكوباتور  

  . رطوبت نگهداري شدنددرصد

  
 در محـيط كـشت   NOسنجش ميـزان توليـد       -2-2-6

   خون محيطياي  و چندهستهاي هسته  تكيها سلول
ــاز ــت   NO گ ــه نيتري ــديل ب ــي تب ــيدر محــيط آب   دشــو م

رـيس محلــول از واكــنش بــا  كــه پــس     ايجــاد(Sigma) گـ
ــگ ــورتي رن ــي ص ــد م ــر  100 .نماي ــي ميكروليت ــايع روي   از م
  الايـزا  ظـرف در   محلـول گـريس   ميكروليتـر    100بـا    سلولي كشت

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA) 
 دقيقه انكوباسيون در دماي اتاق ميـزان      10د و پس از     شمخلوط  

ــد   ــگ تولي ــتگاه  رن ــتفاده از دس ــا اس ــده ب ــزا ش ــنجش الاي    س
(ELISA Reader) (Titertek plus-MS2 Reader) در طول 

 توليد شده به كمك     NOغلظت  .  نانومتر سنجيده شد   570موج  
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  .دشتعيين  منحني استاندارد
  

  هاي آماري روش -2-3
 ـ       و  استاندارد ي منحن رسم دسـت   ه آناليز آمـاري اطلاعـات ب
ــده ــ آم ــه هب ــك برنام ــا  كم ــارييه  و Excel, SPSS-12  آم

EpiInfo-6 انجام گرفت.  
  

 نتايج -3

ي هـا    چندشـكلي  نتايج حاصل از بررسـي     -3-1
ژن  +C/T150 و  -C/T 1659موجود در موقعيت

NOS2Aبـــه روش  PCR-Allele-Specific و 
PCR –RFLP  

  جفـت بـاز  250  يك باند به طول  PCRبا انجام آزمايش    
 100 و يــك بانــد بــه طــول NOS2Aاز تكثيــر پرومــوتر ژن 

حاصـل  ) يكنترل داخل ـ (گلوبين  بتادر اثر تكثير ژن     جفت باز   
 TT    يـا   CC در صـورت وجـود ژنوتيـپ هموزيگـوت    . دش

 اختصاصي  آغازگرترتيب تنها در لوله حاوي        به PCRواكنش  
 CT و در صورت وجود ژنوتيـپ هتروزيگـوت   T  ياCآلل 

 C  اختـصاصي آغـازگر دو لولـه حـاوي    هر  در PCRواكنش  
 PCR الكتروفورز محـصولات  1 شكل. گرفت انجام مي  Tو

  چندشـكلي  .دهـد   را نشان مي  درصد   12آميد   يلآكرروي ژل   
 نيـز  -RFLP  PCRبا روش - C/T1659 موجود در موقعيت

  آغـازگر  كمـك  از تكثيـر اوليـه ايـن قطعـه بـا          . شـد بررسي  
د كـه پـس از      ش ـتـشكيل   جفت بـاز     200اختصاصي باندي به طول     

 در Fsp BI (Mae I)كمـك آنـزيم محدودكننـده     هضم آنزيمـي بـه  
صورت  به PCR  محصولCCموزيگوت صورت وجود ژنوتيپ ه

ــي  دســت ــاقي م ــپ   نخــورده ب ــد و در صــورت وجــود ژنوتي مان
 دو باند و در صورت وجود ژنوتيپ هتروزيگوت         TTهموزيگوت  

CT   الكتروفـورز محـصولات     2شـكل   . آمـد   وجود مـي   ه سه باند ب 
PCR    چندشـكلي  .دهد  را نشان مي   درصد   12آميد   آكريل روي ژل 

 روش  بـه  NOS2A ژن   16اگـزون   + C/T150موجود درموقعيـت    
RFLP-PCR    از تكثير اوليه ايـن قطعـه       .  مورد بررسي قرار گرفت

د كـه   شتشكيل  جفت باز    275 اختصاصي باندي به طول      آغازگربا  

 در صورت وجود ژنوتيـپ  EI (Tas I)  Tspآنزيمبا پس از هضم 
 113و  جفـت بـاز      175 دو بانـد بـه طـول         CCهموزيگوت  

 دو  TT ژنوتيـپ هموزيگـوت      و در صورت وجود   جفت باز   
و در صـورت  جفـت بـاز    113و جفت باز   142باند به طول    

جفت  175 سه باند به طول CTوجود ژنوتيپ هتروزيگوت 
 3 شـكل . آمـد  وجـود  هبجفت باز    113و  جفت باز    142باز،  

درصد  12آميد   آكريل روي ژل    PCRالكتروفورز محصولات   
  .دهد را نشان مي

  

  طبيعي  در افراد16اگزون + C/T 150 و -C/T 1659هاي  فراواني ژنوتيپ 4جدول

  تيپژنو
  )232=تعداد( كنترل

C/T 150+  
 )232=تعداد( كنترل

C/T 1659-  
CC  درصد٧٥( ١٧٤  )درصد٦٩( ١٦٠ (  

CT  درصد٨/١٩( ٤٦  ) درصد٤/٢٢( ٥٢ (  

TT  درصد٢/٥( ١٢  ) درصد٦/٨( ٢٠ (  

  
 چندشـكلي  هـاي   ها و آلـل     فراواني ژنوتيپ  -3-2

ــود ــت  درموج ــوتر ژن -C/T 1659 موقعي  پروم
NOS2A طبيعي در افراد  

 نفـر  46و CC  نفـر ژنوتيـپ   174فرد مورد مطالعه  232 از
 .)5 و 4جـدول  ( را دارا بودنـد TT نفر ژنوتيپ  12 و  CTژنوتيپ

 واينبـرگ  -يدر ها   تابع تعادل  طبيعي در افراد    ها  فراواني ژنوتيپ 
)Hardy-Weinberg(بود .  

  

  
  

  ژن)-PCR -Allele Specific ) C/T 1659الكتروفورز محـصولات  1 شكل
NOS2A ميدآ آكريل روي ژل.  

 600 500  400    250  
  200    150    

  ها كنترل  100
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 NOS2A ژن)  -PCR–RFLP)C/T 1659  الكتروفورز محـصولات  2 شكل
  .ميدآ  آكريلروي ژل

  
  

 ژن)  16اگـزون  + PCR–RFLP)C/T 150  الكتروفورز محـصولات   3شكل 
NOS2Aميدآ  آكريل روي ژل.  
  
  طبيعي در افراد 16اگزون + C/T 150 و -C/T 1659هاي  راواني آللف 5 جدول

  آلل
  )232=تعداد( كنترل

C/T 150+  
  )232=تعداد( كنترل

C/T 1659-  
C  372 )2/80درصد9/84( 394  )  درصد  (  
T  92 )8/19درصد1/15( 70  )  درصد  (  

  
  چندشـكلي  يها   و آلل  ها  فراواني ژنوتيپ  -3-3

 ژن  16اگـزون   + C/T150موقعيـت    موجود در 
NOS2Aطبيعي در افراد   

 نفـر  52و CC  نفـر ژنوتيـپ   160فرد مـورد مطالعـه    232از 
. )5و 4جـدول  ( را دارا بودنـد TT نفر ژنوتيپ  20و   CTژنوتيپ

  .بود واينبرگ -يردها   تابع تعادلطبيعيها در افراد  فراواني ژنوتيپ
  
 اي   و چندهـسته   اي  هسته ي تك ها   در سلول  NOميانگين ميزان توليد     6 جدول
  طبيعيمحيطي افراد خون 

 ليترميكرو 125 /سلول 5×105
 )92=تعداد( سلول

انحراف
 معيار

ميانگين
 حداقل حداكثر

٩/٧٩ ای هسته سلول تك  ٨/٢٢٢  ٨/٤٢٣  ٦/٦٩  

٣/٦٩ ای سلول چندهسته  ٢/١٨٨  ٣/٣٤٧  ٩/٣٣  

  
 در NOS2A ي ژنهــا چندشــكلي در NOميــانگين ميــزان توليــد  7 جــدول
  طبيعيافراد  خون محيطي اي  و چندهستهاي هسته ي تكها سلول

 ليترميكرو125 /سلول 5 ×105
)92=تعداد (سلول  

  اي سلول تك هسته اي سلول چندهسته

۱۶۵۹‐ C/T 

CC )۶۵=تعداد(  ٨/٢٢٥ ٧١ ± ١٨٧ ± ٨١ 

CT )۱۷=تعداد(  ٥/٧٠ ± ٢٠٨  ٨/٩٣ ± ٢٢٨  

TT )۵=تعداد(  ٦/١٦٦ ± ٧/٤١  ١٨ ± ٢١٧ 

١٥٠+ C/T 

CC )۶۵=تعداد(  ٩/١٩١ ± ٩/٧١  ٦/٢٢١ ± ٧٨ 

CT )۱۴=تعداد(  ٦/٢٦٠ ٦٥ ±٢٠٤ ± ٩٧ 

TT )۸=تعداد(  ٨/٥٠ ± ١٤٩  ٨/٥٩ ± ١٩٨  

  

اي   هـسته  تك هاي  در سلول  NOميزان توليد    -3-4
  اي خون محيطي و چندهسته

  اي  هـسته  ي تـك  ها  در سلول  NOدر اين مطالعه ميزان توليد    
  .گيـري شـد     انـدازه  بيعيط فرد   92 خون محيطي    اي  و چندهسته 
  -C/T 1659 يهــا  در موقعيــتNOS2Aي ژن هــا چندشــكلي
 يبررس  از اين تعداد    نفر 87 در 16  اگزون +C/T150پروموتر و   

 ـ   ـهـا   ثير آنأشـد و ت   مـورد مطالعـه قـرار   NO ر ميـزان توليـد   ب
   واي هـسته  ي تـك ها در سلولNO ميانگين ميزان توليد . گرفت

 8/222± 9/79ترتيـب   به بيعي طدافرا خون محيطي اي چندهسته
. )6جدول (ست آمد د هبميكرومول  2/188 ±3/69 وميكرومول 

ــد   ــزان توليـ ــانگين ميـ ــا  ژنوتيـــپ درNOميـ ــفهـ  ي مختلـ

 600  500  400    250    200    
150   
100  

 600 500  400    
250    200    
150   
100 
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 اي  و چندهستهاي هسته ي تكها در سلول  مذكوريها چندشكلي
 بررسي براي .به نمايش درآمده است 7 جدول در خون محيطي

 +C/T150 پرومـوتر و     -C/T 1659 يها   ژنوتيپ ثيرأت  و ارتباط
ــد NOS2Aژن  16 اگــزون ــزان تولي ــا  در ســلولNO و مي  يه

 از روش پارامتريـك   خـون محيطـي  اي  و چندهستهاي هسته تك
 و غيرپارامتريـك ) One-Way ANOVA( يـك طرفـه   يآنووا

. اســتفاده شــد )Kruskal-Wallis Test( والــيس -كروســكال
بــين NO وليــد دهنــده عــدم تفــاوت در ميــزان ت نتــايج نــشان

 +C/T150 و   -C/T 1659 يها   چندشكلي ي مختلف ها  ژنوتيپ
  .)8جدول ( دو باي چندهسته  واي هسته ي تكها در سلول

  
 در  NO و ميـزان توليـد       NOS2A ژن   هـاي   چندشـكلي  ارتباط بـين   8 جدول
  طبيعي افراد اي  و چندهستهاي هسته ي تكها سلول

   آماريآزمون
  سلول  *طرفه يكآنوا   *واليس -كروسكال

١٥٠+ C/T C/T ۱۶۵۹‐C/T١٥٠+ C/T ۱۶۵۹‐

  ٩٦٦/٠  ١٥٧/٠  ٩٩٢/٠  ٣٦٦/٠  ای هسته سلول تك

  ٣٩٨/٠  ١٨٧/٠  ٣٩١/٠  ١٠٦/٠  ای سلول چندهسته

  .درون جدول آورده شده است P مقدار ارزشي* 
  

  ث بح-4
  طبيعـي  جمعيـت  در   -C/T 1659هاي    توزيع فراواني ژنوتيپ  

ي حاصل از مطالعه حاضر در افراد       ها  يپژنوت با فراواني  ]14[ گامبيا
ايـران و    طبيعـي گونه شباهتي بين جمعيت      هيچ. دش مقايسه   طبيعي

  و هـاي نـژادي     تفـاوت   ايـن تفـاوت ناشـي از       .گامبيا مشاهده نشد  
هـاي    با توجه به تفاوت    .استژنتيكي بين دو جمعيت بررسي شده       

، در سيـستم ايمنـي  NO و نقـش مهـم    جمعيت موجود در اين دو
ي حاصـل از  هـا  آلـل   وهـا   كـه فراوانـي ژنوتيـپ    شـود  يشنهاد مي پ

 .گيرددر جوامع مختلف مورد بررسي قرار        -C/T 1659شكلي چند
بينـي نمـود كـه       توان پيش  براساس نتايج حاصل از اين مطالعه نمي      

شكلي مذكور با توليد بيـشتر يـا         هاي حاصل از چند     يك از آلل   كدام
قـوي بـين     كـت ترجيحـي   بـا توجـه بـه حر      .  همراهنـد  NOكمتر  
 در پرومــوتر ژن (Polymorphic sites) چندشــكلي هــاي محــل

NOS2A] 12،13[  تـأثير   مطالعـات آينـده      شود كـه در     پيشنهاد مي
ي موجـود در    ها  چندشكلي به همراه ديگر   -C/T 1659چندشكلي  

  . مورد مطالعه قرار گيردNO بر بروز NOS2Aپروموتر ژن 
آنـزيم   سرين سيدآمينهاباعث تبديل + C/T150 چندشكلي 

iNOS  ــت ــين   608در موقعي ــيدآمينه لوس ــه اس ــي ب ــو م  دش
(Ser608Leu) ]9[ .       ممكـن   16اين تغيير اسيدآمينه در اگـزون 

 سـيدآمينه ا  چـرا كـه    .باشـد  نقش داشته     آنزيم در عملكرد است  
 ـ  بدون  جانبي قطبي سرين با گروه     بـا  لوسـين  اسـيدآمينه  بـه    ار ب

توانـد بـر     اين تبديل مي  . شود ميتبديل  ار مثبت   ب با    جانبي گروه
  .ها به آنزيم تأثير داشته باشد ماده يشپاتصال 

 مطالعـه حاضـر بـا        در +C/T150هـاي     توزيع فراواني ژنوتيـپ   
  كـه  دش ـمقايـسه   ] 15[  چـين  طبيعـي ها در جمعيت      فراواني ژنوتيپ 

  . ايران و چين مشاهده گرديدطبيعيشباهت بسيار كمي بين جمعيت 
 بــر +C/T150 احتمــالي چندشـكلي بـا توجـه بــه اهميـت    

 هاي مختلـف   تأثير اين چندشكلي بر بروز بيماري      ،فعاليت آنزيم 
  تـأثير ايـن    مطالعـه  ].9،15،16[ مورد بررسي قرار گرفتـه اسـت      

در ايـن   . رسد نظر مي   ضروري به  NOچندشكلي بر ميزان توليد     
اي  هـسته  تك هاي  در سلول  NOمطالعه ارتباطي بين ميزان توليد      

مايع رويي   پس از تحريك توسط   (اي خون محيطي      تهو چندهس 
 C/T و+ C/T150هـاي     و ژنوتيـپ  )  اشرشـياكلي  باكتريكشت  
ميـانگين  همچنين با مقايسه    . مشاهده نشد  NOS2A ژن -1659

اي خون   اي و چندهسته    هسته هاي تك    در سلول  NOميزان توليد   
داري   به تفكيـك در زنـان و مـردان نيـز تفـاوت معنـي               محيطي
 ارتباطي بـا سـن افـراد        NOزان توليد   ميهمچنين   .ه نشد مشاهد

توان نتيجـه گرفـت كـه        بنابراين مي . دهد مورد مطالعه نشان نمي   
 ـا  . ارتباطي نـدارد   NO و توليد    iNOSسن و جنس با القاي       ن ي

 NO ميـزان توليـد    برها    مطالعه اولين تحقيق بر تأثير اين ژنوتيپ      
.  اسـت  ون محيطـي  اي خ   اي و چندهسته    هسته هاي تك   در سلول 
يـا  هـاي ايـن ژن        محـل هاي موجود در ديگر      چندشكلي احتمالاً

التهابي و التهابي مختلـف القاكننـده        ي پيش ها  ي سايتوكاين ها  ژن
 ـ NOاين ژن بر ميـزان توليـد          ايـن موضـوع     .گذارنـد   ثير مـي  أ ت

 NOS2Aپرومـوتر ژن    ي  هـاپلوتيپ   دهنده ارجحيت بررسي      نشان
هـا بـر ميـزان       چندشكليقش قطعي   براي تعيين ن  بنابراين   .است

 ـ         پيـشنهاد مـي    NOS2Aبروز ژن      صـورت  هشـود ايـن ارتبـاط ب
 انجـام    طبيعـي  ايـن مطالعـه روي افـراد       .دشوهاپلوتيپي بررسي   

 با توجه به عدم مشاهده ارتباط بين ميـزان توليـد           و   گرفته است 
NO  هاي    و ژنوتيپC/T150 +وC/T 1659- سـت بـا     ا  ممكن
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هـا   چندشـكلي روي نقش اين      بهتر بتوان  ها  نمونه افزايش تعداد 
ايـن احتمـال نيـز       عـلاوه   بـه  . قضاوت نمود  NOبر ميزان توليد    
در افراد طبيعـي     NO بر توليد    ها  تأثير چندشكلي  وجود دارد كه  

منظور يـافتن يـك      در اين مطالعه به   . ]17[و بيمار متفاوت باشد     
تـر   و انجـام آسـان     يـابي  راه جديد با هزينه كمتر و امكان دست       

ــر روش ــلاوه ب ــاي ع ــزيم  ه ــاي آن ــول الق  توســط iNOS معم
 خالص از عصاره بـاكتري كامـل        LPSهاي التهابي و      سايتوكاين

استفاده شد و مشاهده شد كه اين عصاره نيز قـادر بـه تحريـك               
در شـود كـه        پيـشنهاد مـي     راسـتا  نيمهدر  .  است iNOSآنزيم  

ثـل  هـايي م     ايـن آنـزيم از محـرك       ي القـا  مطالعات بعدي بـراي   
كه امكـان بررسـي توليـد        دليل اين   به .استفاده شود  ها  سايتوكاين

NO          در شرايط استاندارد و مقايسه نتايج با ساير محققين فراهم

هـاي      روش  اسـتفاده از   iNOS  تعيين ميزان بـروز    براي. شود مي
ــق ــري  دقي ــلت ــشنهاد (Flocytometery)  فلوســايتومتريمث  پي

 موجـود در ايـن ژن بـر         هاي چندشكلي شود، تا نقش قطعي     مي
  .دخص شوشم ربهتميزان بروز آنزيم 

 
 و قدردانيتشكر  -5

 شـيراز در  ي دانشگاه علوم پزشك ياين مطالعه با حمايت مال    
بدين وسيله از مديريت    .  انجام گرفته است   يقالب طرح تحقيقات  

 مـساعدت دليـل   ه  و كاركنان محترم سازمان انتقال خون شيراز ب       
  ويگيـر   كه ما را در نمونـه ياير همكاران و سيگير در امر نمونه 

  .ميينما ياجراي اين طرح ياري كردند تشكر و قدرداني م
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