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  مجله علوم پزشكي مدرس

  7-1از : 4 و 3، شماره 11ره دو

 1387 پاييز و زمستان 

1 

  14115-331:  علوم پزشكي، گروه علوم تشريح، صندوق پستيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده :نشاني مكاتبه*

Email: salehnim@modares.ac.ir 

  

ها استئوپونتين در   و ليگاند آنα4 ،β1 ،αv ،β3هاي  تغييرات بيان اينتگرين

  مراحل مختلف چرخه استروس موش

  4، مهدي فروزنده3ولوجردي ، مجتبي رضازاده*2نيا ، مژده صالح1فاطمه پيغمبري

  ان، ايران دانشجوي دكتري تخصصي، گروه علوم تشريح، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهر-1

  دانشيار، گروه علوم تشريح، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران-2

  استاد، گروه علوم تشريح، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران-3

   دانشيار، گروه بيوتكنولوژي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران-4
 

  12/11/87: پذيرش مقاله  5/9/87: دريافت مقاله

  

  چكيده

ها  گزيني و عدم اطلاعات كافي در الگوي بيان اين مولكول          هاي اينتگرين در لانه     با توجه به اهميت مولكول     :هدف

 ها در اندومتر موش طي مراحل مختلف چرخـه اسـتروس           در مراحل مختلف چرخه استروس بررسي اين مولكول       
  .رسد يمنظر   بهضروري

.  هفته بودنـد   8 -6 سر با سن     15 تعداد   NMRIهاي بالغ نژاد      حيوانات مورد مطالعه در اين تحقيق موش       :ها مواد و روش  

شناسـي   استروس از طريق بررسي سـلول  استروس و دي ابتدا مراحل مختلف چرخه استروس پرواستروس، استروس، مت      
هـاي گردنـي كـشته شـده و      جايي مهـره  ه رأس در هر مرحله با جابهها به تعداد حداقل س موش. اسمير واژينال تعيين شد  

نمونه بافتي از    
3

ها به دسـتگاه كرايواسـتات منتقـل     هاي رحمي در هر مرحله تهيه شد، سپس نمونه    يك از شاخ    مياني هر  1

مطالعـات ايمونوهيـستوشيمي و ارزيـابي    ها بـراي   اين لام. ها تهيه شد    ميكرون از آن   10 -8هايي به ضخامت     شده و برش  
  .كار گرفته شدند ها استئوپونتين به و ليگاند آن α4 ،β1 ،αv ،β3هاي  بروز اينتگرين

اسـتروس مثبـت بـود و در         هاي اينتگرين در اندومتر موش تنهـا در مرحلـه مـت            ها بيان مولكول    مطابق يافته  :نتايج

اي   فقط در غشاي قاعده    3β تنها در پوشش غددي و اينتگرين        vαين  اينتگر. هاي متفاوتي از اندومتر بيان شد      مكان
 1β.  براي هر دو نوع پوشش و هر دو غـشاء مثبـت بـود              4αكه بيان    هر دو نوع پوشش خود را نشان داد در حالي         

استئوپونتين فقـط در    . دشتنها اينتگريني بود كه بيان آن هم در پوشش سطحي و غددي و هم در استروما ملاحظه                  
  .اي رأسي هر دو پوشش ديده شد و در نقاط ديگر اندومتر ديده نشدغش

هـا در انـدومتر براسـاس اهميـت و اولويـت نقـش آن در پديـده                   رسد كه ظهـور اينتگـرين      نظر مي   به :رييگ  نتيجه

 ـتوان مـي  ،شـوند   و استئوپونتين كه در پوشش سطحي بيان مـي      4α  ،1βهاي   گزيني باشد، بنابراين مولكول    لانه د در ن
 ،شـوند   كه در پوشش غددي و استروما بيان مي        1β و   vα  ،3βهاي   اتصال و چسبندگي سلول به سلول و اينتگرين       

  .كنند د در گسترش و نفوذ جنين مداخله نتوان مي
  

   اندومتر، اينتگرين، چرخه استروس، ايمونوهيستوشيمي:كليدواژگان
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 و همكاران فاطمه پيغمبري  ها در چرخه استروس موش   ها و ليگاند آن اينتگرين

2 

  مقدمه ـ1

 ـ     تـشكيل  و گزينـى  لانه لقاح، اميكى جفـت رويـدادهاى دين

 با يكديگر و سلول ها ها ارتباطات پيچيده سلول هستند كه در آن

. ]1[ند  شـو   مطـرح مـى     خـارج سـلولي    (Matrix)با ماتريكس   

هـاى    پـروتئين   بـه  اتصال ماتريكس خارج سلولى به سلول نيـاز       

. كننـد  عمـل مـى   گيرنـده   عنـوان     كه به  دارداتصالى عرض غشاء    

ي  گليكـوپروتئين  هـاي  ه گيرند (Integrin) هاى اينتگرين  مولكول

 و α زنجيـره (عرض غشاء هستند و سـاختمان هترودايمريـك         

 در تمـام مراحـل       و غيركووالانـسى دارنـد    اتـصال  با) β زنجيره

 .]2[كننـد    مداخله مـي  جفت  و تكوين   گزينى   بارورى، لقاح، لانه  

 در. ارنـد هـا د   سـلول انـواع ها عملكردهاى متفاوتى در     اينتگرين

، اندوتليالى يا عضلانى بقاى سلولى وششي پجمله از هايى سلول

 ،هـا اسـت    از طريق اينتگـرين    (Signal) علامت   بسته به ارسال  

 ـهـا    تـوان گفـت اينتگـرين      بنابراين در يك جمله مـى      عنـوان   هب

هـاى درون سـلولى      كنند و مسير پيام     عمل مى  علامتيهاى   مبدل

 دنبال اتصال به ماتريكس خـارج      متفاوتى را هنگام فعال شدن به     

  .]1[ند كن سلولى، تحريك مى

هـاى متفـاوت اينتگـرين در مراحـل مختلـف            بروز كـلاس  

 گونـه   .هـاى سـلولى بـه عوامـل متعـددى بـستگى دارد             كنشوا

هـاى جنـسى از      گزينـى و ماهيـت هورمـون       جانورى، نحوه لانه  

 بيـان  ].1[هـا اسـت      جمله عوامل تأثيرگذار روى بيان اينتگـرين      

هـاى   در گونـه  (Endometrial integrin) اينتگرين انـدومترى 

هـاى   مختلف متفاوت بوده و در خود يـك گونـه نيـز در زمـان              

 هترودايمرهـاى  ايـن  بـروز . يك چرخه مـشابه نيـست     مختلف  

. ]3[ دارد   انـدومتر  بـافتى  بلوغ با نزديكى ارتباط گليكوپروتئينى

گزينـي   هـا در زمـان لانـه       تحقيقات نشان داد كه بروز اينتگـرين      

عنـوان مثـال     به] 4[ابع الگوي متفاوتي است     هاي مختلف ت   گونه

سـه مولكـول   بيـان   كـه    ه شـده  نـشان داد   ها  و پريمات   انسان در

 توليدمثلى تحت   چرخهطى   α1β1 و   αvβ3، α4β1 اينتگرينى

 در بيماران نـازا در دريچـه        ي است و  هاى تخمدان  تأثير هورمون 

 امـا  ؛]5، 4[د ش ـملاحظـه   α1 و β3  بيـان كـاهش گزينـى   لانـه 

ــنس ــشان داد(Kimmins) كيمي ــشخواركنندگان   ن ــدل ن   در م
  

هــا در پنجــره  بــرخلاف ســاير موجــودات بيــان ايــن مولكــول

  ].6[ها ندارد  گزيني تفاوتي با ساير زمان لانه

 نيـاز بـه     ماتريكس خارج سـلولى    اتصال اينتگرين به     براي 

ــژه ــدهاي وي ــه  ليگان ــلاژناي از جمل ، IV (Collagen IV) ك

  اســتئوپونتين و(Laminin)ن ، لامينــي(Fibronectin) فيبــرونكتين

(Osteopontin: OPN)ــت ــان آن و ]2 [ اس ــا  از مي  OPNه

 كـه  اسـت  سلولى خارج   ماتريكسهاي  مولكول  يكى از  عنوانبه

ــد   ــده ش ــودات دي ــشتر موج ــلول OPN]. 7[در بي ــاى در س  ه

هـا،   ، ترشحات لوله گوارش، كليه، تيروئيد، پستان، بيضه       پوششي

هـاى   هاى عـضله صـاف و برخـى از سـلول           لها، سلو  لكوسيت

 OPN ر سيــستم تناســلى،د] 8 [شــود ديــده مــىنيــز تومــورى 

  ترشـحى انـدومتر، تروفوبلاسـت      مرحلـه هـاى    وسيله سـلول   به

(Trophoblast)        در  .]8 ،7[د  شـو  مهاجم و جفـت ترشـح مـى 

تحـت تـأثير پروژسـترون از        OPNتحقيقات مشخص شده كه     

 پوشـش   در αvβ3 آن   يگاندو ل شده  اى رحم ترشح      غده پوشش

  .]10، 9[است  سطحي

گزينـي جنـين و نيـاز بـه اطلاعـات            با توجه به اهميت لانه    

ها در آماده كـردن رحـم         پراكندگي و نقش اينتگرين    برايبيشتر  

ــه ــه ب ــان  خــصوص در پنجــره لان گزينــي ضــرورت بررســي بي

 در مراحل مختلف چرخه اسـتروس       OPNها و ليگاند     اينتگرين

(Estrous cycle)   شـد تـا بتـوان از      مدل موشـي احـساس مـي

منظـور   اطلاعات حاصل از اين تحقيـق در مطالعـات بعـدي بـه            

هاي تخمداني در تغيير الگوي بـروز        بررسي مداخلات هورمون  

  .هاي اتصالي استفاده نمود اين پروتئين

  

  ها  مواد و روش-2

  هاي مورد مطالعه  نمونه-2-1

 بـا   NMRI بـالغ نـژاد      هاي سوري ماده   در اين تحقيق از موش    

 هفته در چهار گروه مربوط به مراحـل مختلـف چرخـه             8 -6سن  

، اســـتروس، (Proestrous)اســـتروس شـــامل پـــرو اســـتروس 

 استفاده  (Diestrous)استروس    و دي  (Metestrous)استروس   مت

  .شد و در هر گروه حداقل سه رأس موش در نظر گرفته شد
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 1387ستان پاييز و زم، 4 و 3، شماره 11دوره   مجله علوم پزشكي مدرس  

3 

   تعيين مراحل چرخه استروس-2-2

چرخه استروس بـراي هـر مـوش بـا بررسـي اسـمير              مراحل  

مراحل چرخـه اسـتروس بـا توجـه بـه نـسبت             . واژينال تعيين شد  

آميـزي بـا متـيلن بلـو          هاي موجود در اسـمير پـس از رنـگ          سلول

(Methylene blue)شناسـي   هر حيوان براساس سلول.  تعيين شد

اسمير واژينال در يكـي از چهـار مرحلـه پرواسـتروس، اسـتروس،         

  ).1شكل (بندي شد  استروس طبقه ستروس و ديا مت

  
 ؛شناسي اسـمير واژن در مراحـل مختلـف از چرخـه اسـتروس               سلول 1شكل  

  ،)×400بزرگنمـايي   ( اسـتروس    :ب ،)×400بزرگنمـايي   ( پرواسـتروس    :الف
  )×400بزرگنمايي (استروس   دي:د، )×400بزرگنمايي (استروس   مت:ج

  

   تهيه نمونه-2-3

ل چرخه استروس در هر مرحلـه تعـداد         پس از تعيين مراح   

هـا بـه      سـپس مـوش    ،حداقل سه رأس موش در نظر گرفته شد       

هاي گردني كشته شده و يك نمونه بافتي          جايي مهره  طريق جابه 

متر از     ميلي 2حدود  
3

منظـور مطالعـه      مياني شـاخ رحمـي بـه       1

  . تهيه شد(Immunohistochemistry)ايمونوهيستوشيمي 

  

   ايمونوهيستوشيمي-2-4

ها بعـد از تثبيـت شـدن بـا           براي مطالعه ايمونوهيستوشيمي لام   

 شـسته  PBS (Phosphate Buffered Saline)پارافرمالدهيـد بـا   

 دقيقـه در محلـول اسـيد كلريـدريك دو           30ترتيب   شده و سپس به   

 سـاعت تحـت     5/0مدت    دقيقه در محلول بافربورات و به      5نرمال،  

 لانـدا   3 لانـدا بـافر فـسفات،        100X) 1000ريتـون   تأثير محلـول ت   

ها داخل يـك     سپس لام . قرار داده شدند  )  لاندا سرم بز   100تريتون،  

ديش مرطوب قرار گرفته و روي هـر لام ابتـدا چنـد قطـره از                  پتري

طـور جداگانـه قـرار داده شـد          هاي اوليـه رقيـق شـده بـه         بادي  آنتي

اي مختلف عبارت بـود از      ه بادي هاي مورد استفاده براي آنتي     رقت(

1:100 OPN ،1:50 β1 ،1:100 α4 ،1:40 β3 1:50 و αv .( ــپس س

قرار ) گراد  درجه سانتي  4(مدت يك شب كليه ظروف در يخچال         به

 قطـره از  3 -2. ، شـسته شـد   PBSهاي اضافي با     بادي  گرفت و آنتي  

ــي ــا فلوروســين ايزوتيوســيانيد   آنت ــه كونژوگــه شــده ب ــادي ثانوي ب

(Fluorescein isothiocyanate: FITC)) 1:500 Anti–Rabbit ،

1:150Anti-Rat (      سـاعت در    2مـدت    روي هر لام ريخته شد و به 

هـا     ساعت نمونه  2بعد از طي    . محيط كاملاً تاريك نگه داشته شدند     

هـا روي لام      با چسب بافر گليـسرول لامـل        شسته و  PBSدو بار با    

ورسـنت ارزيـابي و     ها با ميكروسكوپ فل    قرار داده شد سپس نمونه    

  .كنترل داخلي نيز استفاده شد

  

   نتايج-3

   تعيين چرخه استروس-3-1

ابتدا اسمير واژن تهيه شد و مراحل مختلـف چرخـه اسـتروس             

  ).1شكل (هاي موجود در اسمير تعيين شد  براساس نسبت سلول

هاي پوشش گـرد و   ها، سلول در مرحله پرواستروس اكثر سلول    

ها ديده   ات آثاري از شاخي شدن در سلول      بزرگ هستند و گاهي اوق    

گاهي اوقات در ايـن مرحلـه تعـداد كمـي لكوسـيت نيـز               . شود  مي

هاي  ها از نوع سلول    در مرحله استروس اكثر سلول    . شود  مشاهده مي 

هاي مذكور به همديگر وصل شـده و         پوشش شاخي هستند، سلول   

وس اسـتر   در مرحله مت  . دهند  هاي بزرگ سلولي را تشكيل مي       ورقه

 شده و تعـداد زيـادي       (Pyknosis)هاي شاخي دچار پيكنوز       سلول

اسـتروس    در مرحلـه دي   . شـود   لكوسيت در اسمير واژينال ديده مي     

  .هاي واژينال كم و غالباً لكوسيت هستند تعداد سلول

  

   مشاهدات ايمونوهيستوشيمي-3-2

، α4هـاي اينتگرينـي       بيـان مولكـول    روشبا استفاده از اين     

β1  ،αv  ،β3    و ليگاندOPN        در كليه مراحل چرخـه اسـتروس 

در ســه مرحلــه پرواســتروس، اســتروس و    . ارزيــابي شــد 
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اسـتروس   استروس اين پاسخ منفي بود و تنها در مرحله مت          دي

هـاي بـروز ايـن پـروتئين در پوشـش سـطحي              مكان. مثبت بود 

غـشاي رأسـي و     (اي   ، پوشـش غـده    )اي غشاي رأسي و قاعده   (

ــده ــتروما) اي قاع ــابي(Stroma) و اس ــد ارزي ــايج   ش ــه نت  ك

  .ده استم آ1ايمونوهيستوشيمي آن در جدول 
  

  استروس موش  در مرحله متOPN و αv ،β3 ،α4 ،β1هاي   بيان اينتگرين1جدول 
  

  اي پوشش قاعده  پوشش سطحي
غشاي   

  اي قاعده
غشاي 
  رأسي

غشاي 
  اي قاعده

غشاي 
  رأسي

  استروما

αv  منفي  مثبت  مثبت  منفي  منفي  

β3  منفي  منفي  مثبت  منفي  مثبت  

α4  منفي  مثبت  مثبت  مثبت  مثبت  

β1  مثبت  مثبت  مثبت  مثبت  مثبت  

OPN  منفي  مثبت  منفي  مثبت  منفي  
  

  
  

، )αv) 1  ،2(  ،3β) 3  ،4(  ،α4) 5  ،6هـاي     ايمونوهيستوشيمي اينتگرين  2شكل  

1β) 7  ،8 (  ها   و ليگاند آنOPN) 9  ،10(          در مقـاطع عرضـي بافـت انـدومتر ،

 لازم  ،)×400بزرگنمـايي   (استروس از چرخه استروس       در مرحله مت   موش و 

ستون اول مشاهدات بـا ميكروسـكوپ فلوروسـنت و سـتون            كه  به ذكر است    

  .ها در ستون مقابل است دوم تصاوير مرحله كنتراست همان برش

 تنهـا در پوشـش      vαهاي اين تحقيق اينتگـرين       مطابق يافته 

ن شد و در پوشش سطحي      بيا) اي غشاي رأسي و قاعده   (غددي  

اي   فقط در غشاي قاعـده     3βاينتگرين  . و استروما بياني نداشت   

.  بيـان نـشد    اسـتروما هر دو نوع پوشش خود را نشان داد و در           

 براي هر دو نوع پوشش و هر دو غشاء مثبت بـود امـا               4αبيان  

 تنها اينتگريني بود كه بيان آن هـم در          1β. در استروما ديده نشد   

و هـم در اسـتروما      ) هر دو نوع غشاء   (غددي  پوشش سطحي و    

 فقط در غشاي رأسـي هـر دو پوشـش           OPNبيان  . ملاحظه شد 

  ).2شكل (بود و در استروما بياني نداشت 

  

   بحث-4

هـا تنهـا در مرحلـه        نتايج اين تحقيق نشان داد كه اينتگرين      

استروس چرخه استروس بيان شده و در ديگر مراحل ديـده      مت

هـاي   كـه فوليكـول    آيد كه با توجه به ايـن       ينظر م  به. نشده است 

 در اوايل مرحله استروس به بلـوغ  (Graafian follicle)گراف 

استروس است ايـن     رسند و تشكيل جسم زرد در مرحله مت         مي

توان معادل مرحلـه ترشـحي در سـاير موجـودات            مرحله را مي  

دانست بنابراين بالا بـودن ميـزان هورمـون پروژسـترون درايـن         

هـا در ايـن      تواند يكي از دلايل القاي بيـان اينتگـرين         ميمرحله  

  .مرحله باشد

و  (Fazleabas)اس عبــ ضلدر تأييــد ايــن موضــوع فـ ـ  

نشان دادند كه بيان اينتگرين در رحم ميمون تحـت          همكارانش  

  .]5 [كنترل هورمون پروژسترون است

ــد كــ (Creus)كــروس   بيــان هو همكــارانش عنــوان كردن

ومتر انسان به بلوغ اندومتر بـستگى دارد        در اند  αvβ3 اينتگرين

  .]11[گذارند بهاى جنسى قادرند بر اين بيان اثر  و هورمون

بــه ايــن نتيجــه و همكــارانش  (von Wolff)ولــف  ون

 mRNA  كه در اواسط و اواخر دوره ترشـح، ميـزان          رسيدند

كـه   د در حـالي   شـو   برابر مى  10 - 5حدود   β3 مربوط به بيان  

واحد اينتگرينى در مرحله تكثير به ايـن        افزايش بيان اين زير   

توانــد بيــانگر وابــستگى بيــان  يــن خــود مــىا. انــدازه نبــود

هـاى جنـسى و اثـر ايـن          هاى اينتگرينى به هورمون    زيرگروه
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  .]12[ها بر اندومتر رحم باشد  هورمون

ــوس  ــان    (Thomus)توم ــه بي ــد ك ــارانش دريافتن و همك

و  استحال تغيير   جنسى در    چرخه   ها در اندومتر طى    اينتگرين

  در رحـم    اينتگـرين   از بـروز   الگوهاى غيرعادى در افراد نابارور    

  .]4 [شود ديده مي

همچنين بخش ديگري از نتايج اين تحقيق نشان داد كـه از            

اسـتروس   هاي مختلف در مرحله مـت      نظر مكان بروز، اينتگرين   

 3β تنها در پوشش غددي، اينتگرين       vαاينتگرين  . تفاوت دارند 

 براي هـر    4αاي هر دو نوع پوشش و بيان          غشاي قاعده  فقط در 

 تنها اينتگريني بـود     1β. دو نوع پوشش و هر دو غشاء ديده شد        

كه بيان آن هم در پوشش سطحي و غـددي و هـم در اسـتروما                

هـاي   دهـد كـه مكـان    هاي اين تحقيق نـشان مـي    يافته. ديده شد 

ه اسـت كـه     ها در اندومتر قابل ملاحظ ـ     متفاوتي از بيان اينتگرين   

ها نـشانه اهميـت و اولويـت مولكـول در            اختلاف در اين مكان   

  .گزيني است پديده لانه

هـايي كـه در پوشـش سـطحي ايـن            رسد مولكول  نظر مي  به

 در اتصال و    اغلب ،OPN  و 4α  ،1βمرحله بيان شدند از جمله      

هـايي كـه در پوشـش        چسبندگي جنين به انـدومتر و اينتگـرين       

در گـسترش و    ) 1β و   vα  ،3β(دند  غددي و استروما بيـان ش ـ     

  .كنند نفوذ جنين به اين بافت مداخله مي

گزينـي تغييـرات فنـوتيپي       بنابراين لازمه انجام پديـده لانـه      

بـدين   .اسـت هاي جنينـي      سلول  و اندومتر سطح    در ها اينتگرين

هـاي    اينتگـرين  اغلـب گزينـي    ترتيب كه در زمان نزديك به لانه      

) براي چسبندگي بيشتر  ( به سلول    مداخله كننده در اتصال سلول    

هـاي مداخلـه كننـده در        و در مرحله نفوذپذيري جنين اينتگرين     

بـراي نفوذپـذيري    (اتصالات سلول به ماتريكس خارج سـلولي        

  .دشو مطرح مي) بيشتر

با توجه به بيان زيرواحدهاي اينتگريني متفـاوت در سـطح           

يـا   يهاي جنين   و تروفوبلاست  (Blastocysts)ها   بلاستوسيست

، حـضور ليگانـدي     ها  تغييرات فنوتيپى اينتگرين   به عبارت ديگر  

در سطح مادري كـه قـادر بـه شـناخت طيـف وسـيعي از ايـن                  

  .ها باشد كاملاً ضروري است گيرنده

را در  α2، α3، αv و همكـــارانش بيـــان (Bloor)بلـــور 

را  αvβ3نـشان داده و       انـساني  هاى بعد از بلاستوسيست    رويان

 معرفـي   ابتدايى هاى تروفوبلاست سطح دررنده   گي عنوان يك  به

  .]13[كردند 

 كـه   نـد مـشخص كرد  نيـز    (Qin) و كـين     (Basak)باساك  

ــدهاى در  β3 و αv، α6، α5، α4، α2، β1 ،α1 زيرواحـــــ

 كننـد   قبل از جايگزينى بروز مى     جنينيهاى تروفوبلاست    سلول

]14 ،15[.  

در بـه    قا OPNجايي كه در بين ليگاندهاي اينتگريني،        از آن 

 نـسبت بـه سـاير       ،هـا اسـت    برقراري ارتباط بـا اكثـر اينتگـرين       

 و   اسـت  گزينـي برخـوردار    ها از اهميت بيشتري در لانه      پروتئين

اسـتروس چرخـه      تنها در مرحله مـت     OPNنتايج نشان داد كه     

استروس و آن هم فقط در غشاي رأسي هر دو پوشش سـطحي             

 شد، از اين مرحله با توجه به تعريفي كه قبلاً     . اي بيان شد   و غده 

توانـد تحـت تـأثير       تـوان گفـت كـه بيـان ايـن ليگانـد مـي              مي

 از طرفـي بـا      ؛خصوص پروژسترون باشد   هاي جنسي به   هورمون

گزينـي طيـف وسـيعي از        كه جنين در دريچـه لانـه       توجه به اين  

ها دائمـاً    كند كه فنوتيپ آن    ها را در سطح خود بيان مي       اينتگرين

 آن هم در غشاي رأسـي هـر   OPNر  حضو.در حال تغيير است   

 هاي متعـدد   اي بيانگر واكنش اينتگرين    دو پوشش سطحي و غده    

توسط اين ليگانـد و نقـش ايـن مـاتريكس خـارج سـلولي در                

  .گزيني جنين است مراحل اوليه لانه

 عنوان يك  به رحمى OPN مطالعه به همكارانش وولف   ون

تجمـع  شان دادنـد     ن و هپرداخت انسان درها   اينتگرين براى ليگاند

 مرحله تكثير كم و در مرحله  موجود در رحم در    OPN پروتئين

. رسـد  ترشح به سه تا چهار برابر اندازه آن در مرحله تكثير مـى            

 بـه     پـروتئين  ايـن توانـد بيـانگر وابـستگى بيـان          اين خـود مـى    

هـا   ليگاند اينتگـرين   ها بر  هاى جنسى و اثر اين هورمون      هورمون

  ].12 [باشد در رحم

تغييـرات  و همكارانش بيـان داشـتند كـه          (Hierck)هيرك  

  سايتوتروفوبلاســــت در ســــطحهــــا فنــــوتيپى اينتگــــرين

(Cytotrophoblast) عنوان مثال تغيير از بيان اينتگـرين       به α6 

 بـر  امـر  اين و شده لامينين   با ها آن بيشتر ارتباط به منجر α1 به

ــه پاســخ در هــا ســلول حركــت ــد مربــوط و در نتيجــب ه  ليگان
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  .]16 [نفوذپذيري بيشتر مؤثر است

رسـد كـه     نظـر مـي    هاي اين تحقيق به    بنابراين براساس يافته  

ــرين  ــان اينتگ ــد آن  بي ــا و ليگان ــا  ه ــه  OPNه ــط در مرحل  فق

اين بيـان در    . استروس از چرخه استروس مدل موشي است       مت

تواند تحت تأثير هورمون پروژسترون و علائـم      سطح رحمي مي  

رسـد تفـاوت در      نظـر مـي    گزيني باشد و به    نهجنيني در پنجره لا   

شـان در    دهنده اهميت  ها نشان  ها و ليگاند آن    مكان بيان اينتگرين  

  .گزيني است پديده لانه
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  14115-175:تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه بيوفيزيك، صندوق پستي :نشاني مكاتبه*

Email: parviz@modares.ac.ir 

  

هاي  تهبررسي اثر ميدان مغناطيسي ايستا بر پيشبرد چرخه سلولي در ياخ

  بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش صحرايي

  1 عمران حشمتي،1 زينب توسلي،4 فائزه قناتي،3، سيدجواد مولي*2 پرويز عبدالمالكي،1سروستاني امير ثابت

  ، ايران تهران،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه بيوفيزيك كارشناس ارشد، -1

  ، ايران تهران،دانشگاه تربيت مدرس، شكده علوم پايهدان، گروه بيوفيزيكدانشيار،  -2

  ، ايران تهران،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه ژنتيك دانشيار، -3

  ، ايرانتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه علوم گياهي دانشيار، -4
  

  21/12/87: پذيرش مقاله  22/7/87: دريافت مقاله
  

  هچكيد

هـاي   سـيم . شـود  جا در محيط پيرامون ما يافت مي هايي است كه امروزه همه    هاي مغناطيسي از پديده     ميدان :هدف
شوند، وسايل ترابري مانند قطارهـاي       ها و محيط كار فراوان يافت مي       هاي الكتريكي كه در خانه     فشار قوي، دستگاه  

هاي مغناطيسي پيرامون ما      زاينده ميدان  MRIون  هاي گوناگون تشخيصي و درماني همچ      شهري و همچنين دستگاه   
توانند اثرهاي گوناگوني بر جانداران از سطح سلول تا پيكره گياهـان، جـانوران و                هاي مغناطيسي مي   ميدان. هستند

هـا همچـون     رفتن ميزان بروز برخي از سرطان      ها در بالا   هاي اپيدميولوژيك اثر اين ميدان     در بررسي . آدمي بگذارند 
كـار ايـن     و اند تا به سـاز     هاي گوناگون دانشمندان كوشيده    در آزمايش . خوبي نشان داده شده است      خون به  سرطان

هـا چـه از ديـدگاه     دست آمده بسيار ناهماهنگ و گستره انجام اين بررسـي     هاي به  اثرهاي زيستي پي ببرند؛ اما داده     
...) گونـه ياختـه، ميـزان تمـايز و          (ديـدگاه زيـستي     و چه از    ...) دهي و    بزرگي ميدان، بسامد، زمان ميدان    (فيزيكي  

 ،شده در بيرون از بـدن جانـدار بـه انجـام رسـيده اسـت                هاي كشت  ها در ياخته   گرچه اين پژوهش  . پراكنده است 
در اين تحقيق هدف دستيابي به نتايجي است كه بـر           . يندهاي طبيعي ياخته در بدن نيز باشد      اتواند شاهدي بر فر    مي

  .ان به درك بهتري از ساز و كار تأثير ميدان بر جانداران در سطح سلولي دست يافتها بتو پايه آن
هاي بنيادي اسـترومايي     تسلايي روي ياخته    ميلي 15 در اين بررسي، اثرهاي زيستي ميدان مغناطيسي ايستاي          :ها مواد و روش  

كار گرفته شـد     روكروم پروپيديوم يديد به   براي اين كار روش فلوسايتومتري با فلو      . مغز استخوان موش صحرايي سنجيده شد     
. دهـد  دست مي  برد را به   اي كه سلول در آن به سر مي        ها معياري براي پي بردن به مرحله        ياخته DNAكه با تشخيص محتواي     

  .تسلا اعمال شد  ميلي15ها با بزرگي  پيچ  آمپري از سيم12كار گرفته شده حاصل از عبور جريان  ميدان مغناطيسي به
 كـه شـمار     اي گونـه  هاي ديده شد؛ ب     گوناگون چرخه ياخته   مراحلهايي در    اي دگرگوني   با آناليز چرخه ياخته    :يجنتا

اي به دليـل افـزايش       اين افزايش شمار ياخته   . داري نشان داد    بودند افزايش معني   G0/G1 مرحلههايي كه در     ياخته
هايي كه پيش از تيمار مغناطيسي در معـرض          ختههمچنين اين اثر در يا    .  چرخه بوده است   G0/G1 مرحلهدر طول   

 S مرحلـه در  . كسيد هيدروژن كه از دسته مواد شيميايي اكسنده است، قرار گرفته بودند اثر مشابهي را نشان داد                اپر
  .ه شد مشاهدكاهش هاي دو گروه از تيمار در شمار ياخته از چرخه نيز

اي  هاي چرخه ياختـه  ه ژنتيكي ياخته يا اختلال در كاركرد پروتئينتواند در اثر آسيب ماد     اين پديده مي   :گيري نتيجه
  جا كـه انـرژي ايـن       از آن . يندهاي طبيعي ياخته باشد   اتواند آغازي بر ناهنجاري در فر      يند مي اباشد كه كه هر دو فر     
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هـاي   قيم با واسطهيندهاي غيرمستافر، ها اثر گذار باشد   طور مستقيم بر مولكول    ها در حدي نيست كه بتواند به       ميدان
  .آيد شمار مي ترين مكانيسم به راديكالي محتمل

  

  اي  چرخه ياخته، ميدان مغناطيسي ايستا،هاي بنيادي مزانشيمي  ياخته:كليدواژگان
  

  مقدمه -1

هاي مغناطيسي   نخستين نشانه از واكنش مستقيم ميان ميدان      

ــال   ــده در س ــان زن ــاكتري 1980و جه ــايي ب ــا شناس ــاي  ، ب ه

ايـن  . دست آمـد   به(Magnetotactic bacteria) تيكمگنتوتاك

 اي از بلورهـاي مگنتيـت    هوازي داراي زنجيره   هاي بي  تك ياخته 

(Magnetite crystal) (Fe3O4)  مگنتيـت در  . ]3 -1 [هـستند

هـا ديـده    رنـده پهاي گوناگون از خزه گرفته تا زنبورهـا و    ياخته

غـز انـسان و     هاي الكترومغناطيـسي در م     پاسخ به ميدان  . شود مي

 .]4[ها نيز ديده شده است  ديگر ريزاندام

هاي  ها، همواره راديكال   ساز ياخته  و در فرايندهاي سوخت  

عمر كوتـاهي هـستند،      آيند كه گرچه داراي نيمه     ميان مي  آزاد به 

هـا بـا     اين راديكـال  . كنند نقش بزرگي در اين فرايندها بازي مي      

ها آسيب    به آن   نوكلئيك ها و اسيدهاي   حمله به ليپيدها، پروتئين   

هاي مغناطيسي بيش    هاي گذشته ميدان   بر پايه بررسي  . رسانند مي

هـاي   هـاي شـيميايي كـه ميـانجي        تسلا بـر واكـنش     از يك ميلي  

هاي مغناطيسي با شكافت     ميدان. راديكالي دارند اثرگذار هستند   

هايي در ترازهـاي انـرژي    ، دگرگوني(Zeeman effect) زيمان

گانـه   سـه  پـس بـا پيـدايش حالـت          ؛آورنـد  يد مي ها پد  الكترون

(Triplet))            جفت راديكالي كـه در ميـدان مغناطيـسي بيرونـي

در ) شـود  ترازهاي انرژيش به سه زيرتـراز انـرژي تفكيـك مـي           

شوند و   ها از هم دور مي     ميدان مغناطيسي بيروني بيشتر راديكال    

 جـا  از آن . دهنـد  هاي زيستي واكنش مي    بيش از پيش با مولكول    

 (Singlet)يگانـه   يوند به يك جفت راديكالپكه براي پيدايش 

جفـت راديكــالي كـه در ميــدان مغناطيـسي بيرونــي ترازهــاي    (

تـرين اثـر ميـدان       ياز اسـت، بـزرگ    ن) شود انرژيش تفكيك نمي  

هـاي   راديكـال  ي ميان جفـت ژترازي انر مغناطيسي، برداشتن هم 

هـاي    ميـدان  جا كـه انـرژي     گفتني است از آن   . ]3[ است   گانه سه

توانـد پيونـدهاي     مغناطيسي آزموده شده در ايـن بررسـي نمـي         

  هـاي  شيميايي را بشكند، بنابراين هـيچ هماننـدي ميـان آسـيب           
  

  
  

  .]3[ها نيست  گونه ميدان ساز و اين زيستي پرتوهاي يون

هـاي   هـاي مغناطيـسي از ديـدگاه       پيامدهاي زيـستي ميـدان    

 ــ   اكنون هــيچگونــاگوني بررســي شــده اســت؛ بــا ايــن حــال ت

  سند متقاعـد كننـده علمـي در دسـت نيـست كـه روشـن كنـد                

  هـدف . رسـانند يـا نـه      هاي مغناطيسي به ما زيـان مـي        كه ميدان 

ــستا   از ــسي اي ــدان مغناطي ــر مي ــه اث ــق مطالع ــن تحقي   انجــام اي

(Static magnetic field)    گونـاگون  مراحـل  بـر تغييـر طـول 

 وارد بـر     چرا كه هر گونـه اثـر استرسـي         ،اي است  چرخه ياخته 

اي  هاي ساخت و ترميم ياخته     سلول يا تغيير در سينتيك واكنش     

  .اي نمود پيدا كند تواند در چرخه ياخته مي

ــوئمي ــارانش (Buemi) ب ــدان ) 2001( و همك ــاي مي اثره

سلايي را بر رشـد و مـرگ و ميـر           ت  ميلي 5/0مغناطيسي ايستاي   

اي قـشري مـوش    و بافـت سـتاره   (VERO)هاي كليـوي    ياخته

 نشان دادند كه اثرهاي ميدان مغناطيسي  وايي بررسي كردهصحر

  .]5[اي يكسان نيست  هاي گوناگون ياخته ردهدر 

ــگ  ــي  اثرهــاي جهــش) 2003( و همكــارانش (Zhang)ژان زاي

هـاي اشرشـياكلي     هاي مغناطيـسي ايـستاي قـوي را بـر ياختـه            ميدان

در  ساعت   24مدت   هاي گوناگون اشرشياكلي به    يافته جهش. سنجيدند

هـاي   يافتـه  ميزان جهـش در جهـش     .  تسلايي قرار گرفتند   9هاي   ميدان

soxR   و sodAsodB    هـاي دفـاعي در برابـر فـشار           كه در مكانيـسم

  ].6[طور قابل توجهي افزايش يافت  اكسيداتيو كاستي داشتند به

هــاي  در ياختــه) 2002( و همكــارانش (Nakahara)ناكاهــارا 

 روز در ميدان    4ي بيش از     كه برا  CHO-K1تخمدان همستر چيني    

 تسلايي قرار داشتند تغييـري در ميـزان رشـد ياختـه و توزيـع                10

داري   تسلايي افـزايش معنـي     10اي نيافتند؛ ولي ميدان      چرخه ياخته 

  ].7[هاي پرتو گرفته نشان داد  هاي ياخته را در تعداد ريزهسته

 بـا   2000 و همكـارانش در سـال        (Zmyslony) زميسلوني

هاي   دريافتند هنگامي كه ياخته    كامت، سنجش   روشكارگيري   به
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 7 همزمان در ميـدان مغناطيـسي        FeCl2در محيط كشت داراي     

ديـده بـيش از      هاي آسيب   تعداد ياخته  ،تسلايي قرار گرفتند   ميلي

  .]8[ درصد افزايش يافت 20

 افـزايش   2003و همكـارانش در سـال        (Hirose)هيروس  

 HL-60هاي    در ياخته  c-Junداري را در بيان ژن پروتئين        معني

 تسلا با گراديـان     6 ساعت در ميدان     72 و   48،  36،  24كه براي   

كند  ها به ما پيشنهاد مي اين يافته.  تسلا بر متر بودند، يافتند7/41

هاي قوي بر ياخته از مسيرهايي است كه بيـان           كه اثر اين ميدان   

  .]9[ در آن بالا است c-Junپروتئين 

هـاي   ، ياختـه  2002و همكارانش در سال      (Teodori)تئودوري  

HL-60 تــسلايي   ميلــي6 ســاعت در ميــدان مغناطيــسي 5 را بــراي

گونـه اثـري بـر مـرگ         اين ميـدان مغناطيـسي ايـستا هـيچ        . گذاشتند

 (Necrosis) و نكـروزيس   (Apoptosis)ريـزي شـده ياختـه        برنامه

 ، تندي رفتن ياخته   (Camptothecin)نداشت اما در كنار كمپتوتسين      

  ].10[ريزي شده، افزايش داشت  از نكروز پسين به مرگ برنامه

ــه ــمار  (Jajte) جاجتـ ــشي را در شـ ــارانش افزايـ  و همكـ

هاي لنفوسيت خـوني كـه همزمـان در           ياخته DNAهاي   آسيب

تسلايي بودند،    ميلي 7 و ميدان مغناطيسي ايستاي      IIكلريد آهن   

 ـ ريـزي شـده    مـرگ برنامـه   يافتند كه ايـن آسـيب شـايد بـه            ا  ي

كدام از اين دو     كه هيچ  در حالي . ها بينجامد  نكروزيس اين ياخته  

. ]11[اسـت    هاي خوني اثرگـذار نبـوده      ياخته تنهايي بر  تيمار به 

 مشابهي بر تغيير آثار نيز (Fanelli)  و فانلي]12[ (Flipo) فليپو

  .]13[، يافتند ريزي شده ياخته مرگ برنامهميزان 

ي اثر ميدان مغناطيسي ايستا در      هدف از انجام اين مطالعه بررس     

هـاي بنيـادي مغـز       چرخه سلولي است و براي ايـن منظـور سـلول          

. عنوان هدف بيولوژيك در نظر گرفته شده اسـت         استخوان موش به  

مطالعه چگونگي تغييـرات ايجـاد شـده كمـك مـؤثري بـه مـا در                 

  .نمايد هاي بنيادي مي شناخت خصوصيات فيزيكي سلول

 
  ها مواد و روش -2

  هاي بنيادي كشت ياخته -2-1

از مؤسـسه تحقيقـاتي     )  مـاه  3 -1(هاي صحرايي جـوان      موش

. خريداري و در شرايط مناسب نگهداري شدند) ، ايرانkaraj(رازي 

هاي بنيادي مزانـشيمي مغـز اسـتخوان، ابتـدا           براي جداسازي ياخته  

هـاي   هوش كـرده، انـدام     بي) ، آلمان Merck(ها را با كلروفرم      موش

هـاي ران و سـاق را بيـرون آورده در            را تـشريح و اسـتخوان     پاييني  

 سـرد  PBS (Phosphate Buffered Saline) داراي ديـش  پتـري 

بـر بـرش و      ها با كمك قيچي استخوان     دو سر استخوان  . گذاشته شد 

سر سرنگ در يكي از دو سوي استخوان فروبرده شده همراه با فـشار،              

 بـه   )، آمريكـا  α-MEM) Invitrogenليتر از محـيط كـشت         ميلي 10

) ، بلژيـك  Orange( داخل مغز استخوان، در فلاسك كشت ياختـه       

سـرم جنـين گـاوي      % 20سپس محيط كشت با غلظـت       . تخليه شد 

)Invitrogen به فلاسك كشت افزوده شـده، فلاسـك بـه      ) ، آمريكا

 و هواي نمنـاك     گراد سانتي درجه   37انكوباتور كشت ياخته با دماي      

  . شد بردهCO2 درصد 5داراي 

هاي جدا شده، در همين شرايط كشت نگهـداري شـده و             ياخته

هر روز بـراي بررسـي رشـد و بررسـي آلـودگي احتمـالي در زيـر                  

  ).1شكل ( ديده شدند (Invert microscope)ميكروسكوپ وارون 
  

  
  

  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش صحرايي  ياخته1شكل 
  

 سـه روز بـا محـيط تـازه          ها نيز در هر دو تا      محيط كشت ياخته  

هـاي   ياختـه .  سرم جنين گاوي جـايگزين شـد        درصد 20داراي

 (Subculture) هـاي  بنيادي مزانشيمي مغز استخوان در واكشت     

 20نخستين، رشد بسيار خوبي دارند و در محيط كـشت داراي            

  .بار نياز به واكشت دارند  سرم، هر چهار تا پنج روز يكدرصد
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  مغناطيسي ايستا ميدان مولددستگاه  -2-2

دستگاه مولد ميدان مغناطيسي ايستا، طراحي و سـاخته شـده در            

گروه بيوفيزيك دانشگاه تربيت مـدرس، بـا تـوان يـك كيلـووات و               

 50توانـد ميـدان مغناطيـسي تـا           آمپـر، مـي    50گـذري    بيشينه جريان 

يك ترانس كه   . را پديد آورد  ) تسلا  ميلي 25با شدت بهينه    (تسلا   ميلي

كـار گرفتـه      الكتريسيته است نيز در كنار اين دستگاه به        چشمه جريان 

هاي دستگاه، ميدان مغناطيسي     با تنظيم جريان از سيم پيچ     . شده است 

هـاي آهنـين     آيد؛ سپس اين ميدان از راه بازوهايي به گوشي         پديد مي 

ايـن  . رسد و ما ميدان يكنواختي را در ميان آن دو خواهيم داشـت             مي

انـد و    ا لايـه نـازكي از نيكـل پوشـيده شـده           هاي گرد آهنين ب    گوشي

  ).2شكل ( در ميان اين دو جاي خواهند گرفت هاي آزمايشي نمونه
  

  
  

   ميدان مغناطيسي ايستامولد دستگاه 2شكل 
 

هـاي فرومغناطيـسي آهنـي كـه بـا           براي بهبود ميدان برگـه    

ايـن  . كـار رفتـه اسـت      انـد، بـه    هاي ديامغناطيسي جدا شـده     لايه

هاي  مغناطيسي براي جلوگيري از پديد آمدن جريان      هاي ديا  لايه

بهتر است پـيش از      .كاهد گردابي است كه از كارايي دستگاه مي      

  .دشو دستگاه با تسلامتر كاليبره ،ها تيمار نمونه

جا كه جريـان بـالاي الكتريـسيته بـا گرمـازايي دمـا را در         از آن 

ا پيچانده شـده    ه هايي مسي پيرامون سيم پيچ     برد، لوله  دستگاه بالا مي  

  .ها از افزايش دما جلوگيري شود است تا با گذشتن آب از درون آن

  

  هاي كشت شده با ميدان مغناطيسي  تيمار ياخته-2-3

هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش صـحرايي،         ياخته

هاي پر از ياخته     دست آمدن فلاسك   پس از چندبار واكشت و به     

 48محـيط كـشت تـازه       . اند آمادهبراي تيمار با ميدان مغناطيسي      

 48ساعت پس از هر واكشت جايگزين محيط پيشين و دوبـاره            

  .ساعت پس از جايگزيني محيط تازه، واكشت دوباره انجام شد

 سـاعت   24كار رفت كه     هايي به  ها فلاسك  براي تيمار ياخته  

ها گذشته بود تـا همـه در         از آخرين جايگزيني محيط كشت آن     

ها در هنگام تيمـار نزديـك بـه          فلاسك. د رشد باشن  مرحلهيك  

هـاي   يك ميليون ياخته داشتند و اين اندازه ياخته بـراي آزمـون           

  .اي بسيار مناسب است گوناگون چرخه ياخته

يـك  . ها براي تيمار با ميدان به دو دسته تقسيم شدند          فلاسك

هــايي كــه تنهــا داراي ياختــه بــود و دســته ديگــر  دســته فلاســك

 ميكرومـولار   100هنگام تيمار با ميـدان داراي       هايي كه در     فلاسك

گونه كه در بخش آناليز آماري گفته        همان. پراكسيد هيدروژن بودند  

هاي  جا كه ياخته   از آن . شد، هر يك از تيمارها داراي سه تكرار بود        

 درصـد   5گـراد و ميـزان        درجه سـانتي   37بنيادي بايستي در دماي     

CO2     دهي وجود    زمان ميدان   نگهداري شوند، محدوديت زماني در

ها با ميـدان مغناطيـسي ايـستايي بـا           از اين رو تيمار ياخته    . داشت

 ساعت پيوسته انجام شـد چـرا        5تسلا براي مدت      ميلي 15بزرگي  

هـاي زمـاني      در ايـن بـازه زمـاني و بـازه          CO2كه ميزان تغييرات    

  .پوشي است تر، قابل چشم كوتاه

  

ه بـه كمـك     آميزي شد  هاي رنگ   آناليز ياخته  -2-4

 (Flocytometry)دستگاه فلوسايتومتر 

هاي مايع، پرتـوي      كارگيري تركيبي از سيستم    فلوسايتومتري با به  

هـاي گونـاگوني از      شـود، ويژگـي    و الكترونيكي كه در زير آورده مي      

گيـري كـرده و پـس از         هاي زيستي و گـاه ياختـه را انـدازه          مولكول

دسـت آمـده در      هاي به   داده. ازدپرد ها مي   ها به آناليز آن    گردآوري داده 

ها، گرانوليتي نسبي يا ميـزان        دهنده اندازه نسبي ياخته    اين روش نشان  

  ].14[ها و ميزان نسبي فلورسانس است  پيچيدگي دروني ياخته

كـارگيري در   هـا بـراي بـه    هاي خوني از بهترين نمونه  ياخته

هـايي تـك تـك        ها خود ياختـه     فلوسايتومتري است؛ چرا كه آن    

هاي استروماي    دهند؛ اما ياخته    ده و به آساني سوسپانسيون مي     بو

هاي چـسبان     اي، در رده ياخته     مغز استخوان از ديد كشت ياخته     
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كـارگيري روش فلوسـايتومتري در ايـن         براي به . گيرند  قرار مي 

ها را از كف فلاسك داراي محيط          آن بايدها، نخست     گونه ياخته 

 كمتـرين آسـيب بـه       شـديد بـا   پيپتاژ  گاه با    كشت جدا كرد و آن    

بـا ايـن همـه بـاز هـم          . صورت تك در آورد    ها را به    ها آن   ياخته

هـايي كـه در طـول         هم چسبيده و همچنين ياختـه      هاي به   ياخته

كـه  موجود است   اند، در نمونه     مراحل گوناگون تيمار خرد شده    

اي، از     ياختـه  DNAهاي محتواي      پيش از تفسير هيستوگرام    بايد

هـاي   ياختـه . ]15[كنار گذاشته شوند    جدا شده و     ها  ديگر ياخته 

اي ريختـه    هاي ويژه  آميزي شده براي آناليز به درون كووت       رنگ

دستگاه فلوسايتومتر بر پايـه     . گيرند شده، درون دستگاه جاي مي    

شـود، بـا    اندازه نور فلورسانسي كـه از هـر ياختـه بازتـاب مـي        

 چرخـه  راحلمكننده هر كدام از      ياخته كه نمايان   DNAسنجش  

هـاي گونـاگون     يك از گام   هايي را كه در هر     ، ياخته استسلولي  

دسـت آمـده از      هـاي بـه    داده. كنـد  چرخه هستند، شـمارش مـي     

ــابي داده    ــراي بازي ــوده و ب ــام ب ــايتومتر خ ــتگاه فلوس ــا،  دس ه

كـار    بـه  WIN-MDIافـزار    اي همچـون نـرم     افزارهاي ويـژه   نرم

 مراحـل ها در    مار ياخته هايي همچون ش   تواند داده  رود كه مي   مي

  .هاي خام نخستين دستگاه بيرون آورد گوناگون را از دل داده

اي يا همـان بـازه زمـاني ميـان دو            با دانستن طول چرخه ياخته    

اي از اين چرخه هستند بـه        هايي كه در مرحله    ميتوز و نسبت ياخته   

. دسـت آورد  يك از اين مراحل را بـه   طول هر توان    ها، مي  همه ياخته 

  :دهد دست مي  را بهSرو طول مرحله  اي نمونه، معادله روبهبر

2

1

ln

)fln(T
T SC

S
+×

=  

هـايي    نسبت شمار ياخته   fCاي و     طول چرخه ياخته   TCكه در آن    

  ].15[ها است   از اين چرخه هستند به همه ياختهSكه در مرحله 

كـارگيري فلـوروكروم پروپيـديوم يديـد         در اين تحقيق، بـا بـه      

(fluorocromes Propidum Iodide: PI) و دستگاه فلوسايتومتر 

) ، آمريكـا  Franklin ((Becton-Dickinson) ديكينـسون    -بكتون

 سلولي سنجيده شـد و از روي ايـن محتـوا شـمار              DNAمحتواي  

دست آمد كه معياري براي پي بـردن         ها در مراحل گوناگون به     ياخته

  .اي و تغييرات آن است به طول چرخه ياخته

اي كــه بــراي آنــاليز درون كــووت دســتگاه ريختــه  نــهدر نمو

هـم   هاي تـك تـك، بـه      شود؛ ياخته  ها يافت مي   شود، انواع ياخته   مي

اي كـه اكنـون      هاي خرد شـده    چسبيده، خرد شده و همچنين ياخته     

هـاي پايـاني گمـراه       انـد و مـا را در گـردآوري داده          هم چـسبيده   به

تـك   هاي تك  ان از ياخته  تو هاي نامطلوب را نمي    اين ياخته . كنند مي

تـوان پـيش از      ها، مـي   درون كووت سوا كرد؛ اما پس از گرفتن داده        

هاي خام به كمك نموداري در       ها را از داده    ها، آن  بررسي هيستوگرام 

 را نـسبت بـه   FL2افزار كه پهناي فلورسانس   نرمDot plotبخش 

  ].16[) 3شكل (دهد، دور ريخت  سطح علامت نمايش 

  
  

  اي ها و اجزا ياخته هاي تك از ديگر ياخته ا كردن ياخته جد3شكل 
  

اي  ها در مراحل گوناگون چرخه ياخته      براي نمايش شمار ياخته   

 هـا را كـشيد      نسبت به شمار ياخته    FL2-Aبايد هيستوگرام علامت    

ها در   جا كه بيشتر ياخته    از آن . در اين نمودار دو قله دارد     . )4شكل  (

اي را در شـمار       قله نخست كه بيشينه     هستند پس  G1 و   G0مراحل  

  .دهنده همين گام از چرخه است دهد، نشان ها نشان مي ياخته

  

  

  

  

  

  

  

  
  DNAاي با كمك هيستوگرام محتواي  تعيين مراحل گوناگون ياخته 4شكل 
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هايي را كـه   تر از قله پيشين است، ياخته قله دوم كه كوتاه   

اي از نمودار    بازه. دهد  هستند نمايش مي   M و   G2در مراحل   

 و  Sدهنـده مرحلـه      گيـرد نـشان    دو جـاي مـي     كه در ميان اين   

دهنــده  اي كــه پــيش از قلــه نخــست جــاي دارد، نــشان بــازه

ريزي شده يا نكروزيس  هايي است كه دچار مرگ برنامه ياخته

گفتني است در بسياري از كارهاي پيشين كه از         ]. 15[اند   شده

جـا بـرده     وزيس در ايـن   اند، نامي از نكـر     اين روش بهره برده   

ريـزي شـده     ها، همه مـرگ برنامـه      نشده و اين شمار از ياخته     

دهنده بخـش پـيش       نشان M1در اين نمودار    . اند شمار آمده  به

دهنـده    نـشان  M2 است كه درباره آن گفته شد؛        G1 و   G0از  

ــه   نـــشانG1 ،M3 و G0مراحـــل   M4 و Sدهنـــده مرحلـ

  . استM و G2دهنده مراحل  نشان

  

  ناليز آماريآ -2-5

هـاي   بار تكرار بـه انجـام رسـيد و داده          ها با سه   همه آزمون 

دهنده ميانگين اين سه با افـزايش و كـاهش           گزارش شده، نشان  

 و  SPSSافـزار    هـا از نـرم     براي آنـاليز داده   . انحراف معيار است  

هـاي    بـراي نمونـه    T-testهـا، آزمـون      گذاري به آن   براي ارزش 

   مقـادير احتمـال    هـاي بـا     شد كه داده   كار گرفته  مستقل از هم به   

(P-value) شددار در نظر گرفته معني 05/0 كمتر از .  

 

  نتايج -3

اي كـه بـا كمـك روش         در بررسي دگرگوني چرخه ياخته    

هـاي   اي ياختـه   فلوسايتومتري به انجام رسـيد، چرخـه ياختـه        

 سـاعت در ميـدان      5كـه بـراي       در رشد، پس از اين     ناهماهنگ

. تــسلايي بودنــد، ســنجيده شــد  ميلــي15مغناطيــسي ايــستاي 

يـك از مراحـل از       گونه كه پيش از اين گفته شد طول هر         همان

انـد   هـايي كـه در آن مرحلـه شـمرده شـده            تعداد ياختـه  روي  

  .دست آمد به

هـايي كـه     شـود ياختـه    گونه كه در جدول ديده مـي       همان

يـك  . ها بودند نخست به دو دسته بخش شدند        درون فلاسك 

 100محــيط كــشت تنهــا و دســته ديگــر داراي دســته داراي 

پـس در   .  در محيط كشت بـود     هيدروژنكسيد  اپرميكرومولار  

 Cيـك فلاسـك     : هر آزمون چهار فلاسك به اين شـرح بـود         

شـود؛ يـك     داراي محيط كشت كه فلاسك كنترل ناميـده مـي         

 15 داراي محيط كشت كه در ميدان مغناطيـسي          CBفلاسك  

ــي ــك فلا  ميل ــت؛ ي ــاي گرف ــسلايي ج  100 داراي Hســك ت

بيرون از ميدان و يك فلاسك      كسيد هيدروژن   اپرميكرومولار  

HB در ميــدان كــسيد هيــدروژن اپر ميكرومــولار 100 داراي

  .)1جدول  (مغناطيسي ايستا تيمار شد

  
كـسيد هيـدروژن و     اهاي بنيادي بـراي تيمـار بـا پر         بندي ياخته   دسته 1جدول  

  ميدان مغناطيسي

هاي  گروه

  آزمايشي

يد پراكس

  هيدروژن

ميدان 

  مغناطيسي
  زمان

C -  -  5ساعت   

CB  -  15ساعت5  تسلا  ميلي   

H  100ساعت5  -   ميكرومولار   

HB  100ساعت5  تسلا  ميلي15   ميكرومولار   

  

اي كه هـر كـدام بـيش از يـك ميليـون              هاي ياخته  فلاسك

 15 ساعت در ميدان مغناطيسي ايـستاي        5ياخته داشتند، براي    

گيـري،   ها پـس از ميـدان      اين ياخته . گرفتندتسلايي جاي    ميلي

ها جدا و پس از سانتريفوژ در يك بخـش           درنگ از فلاسك   بي

 درجـه تثبيـت و      70محلول بافر فسفات و چهار بخش الكـل         

آميــزي و در دســتگاه فلوســايتومتر   ســاعت رنــگ24پــس از 

از هــر كــووت درســت . ارزيــابي شــدند  ديكينــسون- بكتــون

هـاي   هـا، ياختـه    ود كه اندكي از آن    ش  ياخته شمرده مي   10000

هـاي خـرد شـده و گـاه خـرده            هم چسبيده و اندكي ياختـه      به

هـا تنهـا     در ارزيـابي داده   . هـم چـسبيده هـستند      هاي بـه   ياخته

ــه ــك  ياخت ــه ت ــايي ك ــدند  ه ــستند جــدا ش ــك ه ــاس . ت براس

هاي جدا شـده تكـي، شـمار         هايي حاصل از ياخته    هيستوگرام

پس از بـه انجـام      . آيد دست مي  بهها در مراحل گوناگون      ياخته

هـا و تيمـار      رسيدن كارهاي گفته شده روي يكايـك فلاسـك        

هـا در مراحـل گونـاگون        ها با سه تكـرار، شـمار ياختـه         ياخته

ها  دهنده درصد ياخته   هايي كه نشان    داده 2 جدول. دست آمد  به

  .دهد در اين مراحل است را نشان مي
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 گونـاگون چرخـه     مراحـل ستخوان در   هاي بنيادي مغز ا    درصد ياخته  2جدول  

كـسيد هيـدروژن و ميـدان مغناطيـسي؛ حـروف           ااي پس از تيمـار بـا پر        ياخته

  .هاي مربوطه است دار آماري در داده يدهنده تفاوت معن گوناگون، نشان

  G0/G1  S G2/Mهاي آزمايشي گروه

C a85/0 ± 90/76  a85/0 ± 06/9  a06/0 ± 88/12 

CB  b51/1 ± 12/79  a07/1 ± 59/8  b95/0 ± 04/11 

H  c23/0 ± 96/75  b59/0 ± 39/10 c15/0 ± 38/12 

HB  ab18/1 ± 95/77 ac67/0 ± 73/8  ac80/0 ± 41/12 
  

از . شـود  هيستوگرام دو قلـه ديـده مـي         براي هر  5در شكل 

 قله نخـست    ، هستند G0/G1 مراحلها در    جا كه بيشتر ياخته    آن

هـايي   دهنده ياختـه   ان است و قله دوم نش     مراحلدهنده اين    نشان

هـايي   ميـان ايـن دو ياختـه      .  هستند G2/M مراحلاست كه در    

  . هستندS مرحلهگيرند كه در  جاي مي
  

  
  

 اي  گوناگون ياختهمراحلاي ميانگين شمار  هاي مقايسه  هيستوگرام5شكل 

  

كـه    پـس از ايـن     ،شـود  گونه كه در نمـودار ديـده مـي         همان

اند در هر دو تيمـار بـا         گرفتهها در ميدان مغناطيسي جاي       ياخته

هـا   كسيد هيدروژن، درصد ياختـه    ا پر بدونكسيد هيدروژن و    اپر

همچنـين  . داري داشـته اسـت      افزايش معنـي   G0/G1 مرحلهدر  

  .است داري يافته  نيز كاهش معنيS مرحلهها در  درصد ياخته

 

 بحث -4

دانيم تنهـا هـدف ياختـه از ميتـوز، پديـد             گونه كه مي   همان

ياخته زنده است كه هر كـدام داراي ژنـومي هماننـد            آوردن دو   

ها بـراي    پس جاي شگفتي نيست كه ياخته     . ياخته نخست باشد  

يندهاي دروني همچون همانندسازي    اپيشبرد اين كار، درستي فر    

DNA   اي بـازنگري   هاي بازرسي ويژه ها يا جايگاه    را در گذرگاه

هـاي بـرون     هاي گفته شده با پاسخ دادن به نـشانه         گذرگاه. كنند

گونه ياخته   اي را كندتر كرده و بدين      زايش ياخته  يندافر اي ياخته

  .]1[كنند  را با پيرامون خود سازگارتر مي

 DNAهـا در سـاختار       در كنار اين پديـده، اگـر ناهنجـاري        

ينـد همانندسـازي    ادرسـتي فر  دهنـده    نـشان اي باشد كـه      گونه به

اي را كنـد     تـه تـرين گـذرگاه، چرخـه ياخ       گاه نزديـك   نباشد، آن 

كند تا شايد ياخته با بازسازي و زدودن آن ناهنجـاري بـراي              مي

با اين كار، ياختـه از پـيش        . پيشروي در چرخه آمادگي پيدا كند     

ها و  هاي ناهنجار در باز شدن رشته هايي كه ژنوم  آمدن پيچيدگي 

رونويسي و كارهايي از اين دسـت دارنـد، جلـوگيري كـرده و              

  .]1[آسيب به ميتوز خواهند رسيد ها با كمترين  ياخته

تـوان   اي را مـي    هاي بازرسي ياختـه    ديگر، جايگاه عبارت  به  

، S و در سرتاسـر      G1هـايي در پايـان       جايگـاه  .سه دسـته كـرد    

DNA      جايگاه ديگـري در    . كنند  را از گزند آسيب نگهداري مي

G2     هاي كروموزومي را براي     درستي همانندسازي و نبود آسيب

جايگــاه پايــاني در ميتــوز، درســتي   ميتــوز ورفــتن ياختــه بــه

هاي مغناطيـسي نيـز      كند ميدان  پاسباني مي  يندهاي ميتوزي را  افر

ــون  زا همچــون جهــش زا، شــايد  هــاي شــيميايي و پرتوهــاي ي

ايـن  . ]17[انـدازي كننـد      اي را راه   هاي بازرسـي چرخـه     جايگاه

 جلـوي پيـشرفت     مـدتي تواننـد بـراي      هاي بازرسي مـي    جايگاه

سـت  ا G1ا بگيرند؛ امـا تنهـا جايگـاهي كـه در پايـان              چرخه ر 

از اين رو هرگونـه آسـيب در        . تواند ياخته را از رشد بازدارد      مي

 مراحـل هـا در     تواند باعث تجمـع ياختـه      ماده ژنتيكي ياخته مي   

  .دشوهاي بازرسي  پيش از اين جايگاه

اي  ترين نقش را در فرايندهاي چرخه ياختـه         بزرگ G1جايگاه  

هاي گوناگوني بـسته     در همين جاست كه ياخته از راه      . كند بازي مي 

به آسيب ياخته و برانگيزنده بيروني يا دروني به پيرامون خود پاسخ            

اي است كه در آن چرخـه        يك پاسخ، بردن ياخته به مرحله     . دهد مي

  ].17[شود   ديده ميG1چه در  از پيشروي بازداشته شود، همانند آن
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ناطيسي ايستا با اثر خود بر جمعيـت        در تحقيق حاضر ميدان مغ    

از .  شده اسـت   G1ها در مرحله     اي، باعث افزايش شمار ياخته     ياخته

سـاز نيـز بـا       هاي متعدد پيشين پرتوهاي يـون      جا كه طبق بررسي    آن

 سلولي از راه مـستقيم و غيرمـستقيم باعـث           DNAرساني به    آسيب

 نيـز ممكـن     ها ميدان] 18،  1[شوند   تأخير در فرايند رشد سلولي مي     

است با طولاني كردن چرخه مكانيسم مشابهي را تداعي كنند؛ اما از            

طـور   ها در حـدي نيـست كـه بتوانـد بـه            جا كه انرژي اين ميدان     آن

هـا اثرگـذار باشـد، فراينـدهاي غيرمـستقيم بـا             مستقيم بر مولكـول   

  .آيد شمار مي ترين مكانيسم به هاي راديكالي محتمل واسطه

 مرحلـه ي پيـشنهادي در طـولاني شـدن         ها يكي از مكانيسم  

G1 نام   تواند درگير شدن پروتئيني به      ميp53    ايـن  . ]19[ باشـد

اي كـه آغـازگر    گونـه  انـداز اسـت بـه    پروتئين، يك پـروتئين راه   

ينـد بـازداري در     ابراي نمونه در فر   . ها است  رونويسي ديگر ژن  

G1 ،p53كننــدگان منفــي اســت كــه   برانگيزنــده توليــد تنظــيم

ــپلكس ــيا را ناكارG1-cyclin-Cdk كمـ ــد مـ ــد  مـ . ]20[كننـ

ها در پيشروي چرخـه      كمپلكسگونه   دانيم اين  طور كه مي   همان

 از گـذر    ،هـا  مدي آن اكنند و ناكار   اي نقش بزرگي بازي مي     ياخته

  .كند  ديگر جلوگيري ميمرحلهياخته به 

، ياخته را از پيـشروي در چرخـه بـاز           G1 در   DNAآسيب به   

هنگام   خود پيوسته به   p53. كند  را پايدار مي   p53ن  دارد و پروتئي   مي

 باعـث تثبيـت    اين پروتئين،    تغييرشود و    اي ساخته مي   چرخه ياخته 

 پـروتئين در    DNAهنگام آسيب    به]. 19[غلظت آن در ياخته است      

شود كه پيامد آن افزايش غلظـت ايـن          برابر اين كاهش پايدارتر مي    

ي بـر رونويـسي ديگـر        آغـاز  پروتئين است و اين افزايش غلظـت      

  . استG1اي در  هاي درگير در ايست چرخه ياخته ژن

اي نيـز، كاهـشي در        از چرخه ياختـه    Sهمچنين در مرحله    

جا كـه    از آن . هاي دو گروه از تيمار ديده شده است        شمار ياخته 

 رسد كه ميدان مغناطيسي با افزايش سرعت سـنتز    نظر مي  بعيد به 

DNA      باعث كوتاه شدن مرحله S      شده باشد، اين تغيير مختصر

 چرخـه و كوچـك      G0/G1توان به طولاني شدن مرحلـه        را مي 

كه  با توجه به اين   .  به كل دانست   Sهاي مرحله    شدن كسر ياخته  

درسـتي در    تـوان بـه    انـد نمـي    ها همگام يا همزمـان نبـوده       ياخته

هاي همگـام    مطالعات ديگر با ياخته   . ميان آورد  باره سخني به   اين

اي  تـك مراحـل ياختـه       در درك بهتر اثر ميدان بر تـك        تواند مي

 .راهگشا باشد

جا كه حساسيت مراحل گوناگون چرخـه بـه عوامـل            از آن 

عنوان  هاي مغناطيسي به   توان از ميدان   زا متفاوت است، مي    جهش

يك تيمار همراه ثانويه در كنترل زمان مراحل بهره برد و از اين             

 ـ       هـاي   ت هـدف و بافـت     راه بر حساسيت يا عدم حساسيت باف

توانـد   چنيني مـي   از اين رو مطالعات اين    . اطراف آن اثر گذاشت   

در فراهم كردن بستري براي اثربخـشي فراينـدهاي درمـاني در            

هايي همچون سرطان و بالا بـردن نـسبت مـرگ و ميـر               بيماري

  .هاي سالم مؤثر باشد هاي سرطاني به ياخته ياخته

  

   تشكر و قدرداني-5

هاي مالي دانشگاه تربيت مدرس      له از حمايت  نويسندگان مقا 

. نماينـد  اند، سپاسگزاري مـي  كه انجام اين مطالعه را ممكن ساخته     

دريغ سركار خانم مرضيه فـدايي كارشـناس         ضمناً از همكاري بي   

 .شود محترم آزمايشگاه بيوالكترومغناطيس قدرداني مي
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  نژيابي  كلونينگ و توالي

  Leishmania homologue of receptors for activated C kinase 

(LACK) ليشمانيا ماژور سويه استاندارد ايراني   

 يمي، عبدالحسين دل3، زهره شريفي*2فر ، فاطمه غفاري1نياز جرجاني اوغل

  5، زهيرمحمد حسن4

  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  دانشجوي دكتري، گروه انگل-1

  تهران، ايران ،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، شناسي گروه انگل دانشيار، -2

  ، تهران، ايرانسازمان انتقال خون ايراناستاديار،  -3

  تهران، ايران ،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، شناسي  انگل گروه استاد،-4

  تهران، ايران ،دانشگاه تربيت مدرس،  دانشكده علوم پزشكيشناسي،  استاد، گروه ايمني-5
  

  5/11/87 :پذيرش مقاله  6/7/87 :دريافت مقاله
  

  هچكيد

هاي نسجي خـوني داخـل       توسط تك ياخته  انگلي مهم دنياست كه      –هاي عفوني  ليشمانيوزيس جزء بيماري   :هدف

هـاي    اسـت كـه در فـرم        كيلودالتوني 36 يك پروتئين    LACKژن   .شود سلولي اجباري از جنس ليشمانيا ايجاد مي      

اسخ ايمني  پ LACK. هاي مختلف ليشمانيا به مقدار بالايي وجود دارد        پروماستيگوت و آماستيگوت انگل، در گونه     

عنوان   خوبي به  انتخاب ژن نوتركيب مناسب بوده و      براي تهيه آنتي    بنابراين اين ژن   ؛كند سريعي عليه انگل ايجاد مي    

 بـراي  ليشمانيا ماژور ايران     LACKاين مطالعه با هدف كلون نمودن ژن         ،استعليه ليشمانيا ماژور     DNAواكسن  

  .توليد پروتئين نوتركيب براي ساخت واكسن انجام شده است

اسـتخراج  ) MRHO/IR/75/ER (ايراني ليشمانيا ماژور   از سويه استاندارد   DNA در اين تحقيق   :ها مواد و روش  

بــازي تكثيــر شــده در پلاســميد   جفــت939ســپس قطعـه   .شــد تكثيــر PCRبـا اســتفاده از روش   LACKو ژن 

pTZ57R/Tسويه پلاسميد نوتركيب در باكتري اشرشياكلي.  كلون شد TG1يابي شد  ترانسفورم و توالي.  

 مـشخص كـرد كـه       pTZ57R/T كلـون شـده در پلاسـميد        ليـشمانيا مـاژور    LACKز تعيين توالي ژن     آنالي :نتايج

 ايـن  . ليشمانيا ماژور استLACKژن  در اين پلاسميد كلون شده است و ژن كلون شده،بازي   جفت939 اي قطعه

ونينـگ بـا    كلايـن   . شـباهت دارد   LmjF28.2740بـا كـد      بانـك ژنـي    با سويه موجود در       درصد 89سويه ايراني   

  .ييد شدأ و برش آنزيمي تPCRهاي  روش

تـوان   دست آمده نشان داد كه اين ژن بـا موفقيـت تكثيـر و كلـون شـده و از ايـن كلـون مـي                    نتايج به  :گيري نتيجه

ژن نوتركيب و پلاسـميد يوكـاريوتي بـراي تهيـه واكـسن               پروكاريوتي براي تهيه آنتي    بيانيهايي در پلاسميد     كلون

DNAاين مطالعه راهي براي پيشرفت توليد پلاسميدهاي نوتركيب براي مطالعات آينده است. د استفاده كر.  
  

  LACKيابي، ليشمانيا ماژور،   كلونينگ، توالي:كليدواژگان
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  مقدمه -1

هــاي   جــزء بيمــاري (Leishmaniosis) ليــشمانيوزيس

هـاي نـسجي     انگلي مهم دنياست كه توسط تك ياختـه        -عفوني

 (Leishmania) ي اجباري از جنس ليـشمانيا     خوني داخل سلول  

  .شود داران ايجاد مي از راسته كينتوپلاست

اين انگل از طريق نيش پشه خـاكي مـاده آلـوده بـه ميزبـان                

 جلـدي شـايع در ايـران        يسليـشمانيوز . شـود  دار منتقل مـي    مهره

هاي روحي، اجتمـاعي،     شود ولي آسيب    موجب مرگ نمي   معمولاً

مزمن بودن دوره زخم، منظـره       مثل   مختلفاقتصادي را به دلايل     

جاي ماندن آثار زخم، احتمال عفونـت   هجوشگاه ناپسند پوستي، ب  

ثانويه، بار سنگين اقتصادي درمان بـراي جامعـه، طـولاني بـودن             

شـود كـه     دوره درمان و عوارض ناشـي از درمـان را سـبب مـي             

  .حساب آورد  ايران بهبوميتوان آن را از معضلات مهم مناطق  مي

 يك مشكل بهداشت عمومي براي اكثر مناطق        يسليشمانيوز

 بـه ايـدز    افراد مبـتلا   خصوص كشورهاي جهان سوم و     هجهان ب 

(Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS) و 

هاي نـاتوان كننـده سيـستم ايمنـي در كـشورهاي             ساير بيماري 

 راسـتاي    و اين انگيزه قوي مطالعـات تجربـي در         استپيشرفته  

سـال از    ان روشي كامل براي كنترل آن بوده كه بيش از صـد           بني

  ].5 -1[گذرد  ها مي تاريخ اين تلاش

علـت مواجهـه     هاي درماني مختلف بـه     در استفاده از روش   

شدن با مـشكلاتي ماننـد عـود بيمـاري، مقاومـت بـه داروهـا،                

ي، هزينـه   يعوارض جانبي داروها، ايجاد عفونت ثانويـه باكتريـا        

خـصوص در افـراد      هدين مورد اپيدمي بيماري ب    بالا، گزارش چن  

در ايجاد و گسترش داروهاي جديد  با نقص ايمني، تحقيقات را

  .برد ضد ليشمانيا يا يك واكسن مناسب پيش مي

مطالعات و تجربيات مختلف نشان داده اسـت كـه احتمـال            

. تهيه واكسني مناسب عليـه ليـشمانيوزيس انـساني وجـود دارد           

، نشان داده است كه تقويت سيستم ايمنـي       ها   مشاهدات و تلاش  

  . استيساساس درمان ليشمانيوز

   جديــدي اســت بحــث كــاملاً  DNAناسيون يواكــس

  هـاي ايمنـي هومـورال       پاسخ يروش قدرتمندي براي القا    و
  

  

  DNAسلولي اختـصاصي اسـت كـه بـا تزريـق پلاسـميد           و

  شـده  هاي ميزبان پـروتئين كـد      سلول به درون ميزبان،   برهنه

ــا ــي پاســخ .كننــد مــي نرا بي   هــاي ايمنــي واكــسيناسيون ژن

  كننـد كـه از طريـق سيـستم         مدتي القـاء مـي     ثر و طولاني  ؤم

MHC-I (Major Histocompatibility Complex) ،MHC-II 

  كننـد  شـوند و خـاطره ايمونولـوژيكي را تحريـك مـي            وري مي افر

در دهه گذشته، پيشرفت چشمگيري در زمينـه شناسـايي          ]. 10 -6[

  توانـد پاسـخ ايمنـي محـافظتي القـاء          اي واكـسن كـه مـي      كانديده

 هـاي  ژن بيـشتر ايـن كارهـا روي آنتـي         .صورت گرفته اسـت    كنند،

PSA2 ،Leif ،LmSTI1 ،P20 ،Ribosomal like Protein ،

GP63 ،GP64 ،CP (A,B) ،A2 ،P4 ،P8 ،Histon H1 ،M2  

انـد   هاي واكـسن شناسـايي شـده       عنوان گزينه  هشده است كه ب   متمركز  

كنند اما در ايـن ميـان        هاي ايمني كاملي نمي    كدام ايجاد پاسخ   ولي هيچ 
LACK (Leishmania homologue of receptors for actived C kinase) 

  ].14 -11[ كه بيان قوي دارداست يكي از كانديداهاي اصلي واكسن 

LACK  ليشمانيا مـاژور (L. major)،   كيلودالتـوني  36پـروتئين 

 آماسـتيگوت   و (Promastigote) هاي پروماسـتيگوت   بوده و در فرم   

(Amastigote)   همچنين  .ردهاي مختلف ليشمانيا وجود دا      و در گونه 

  پـستانداران دارد   RACK-I همولوژي و شباهت زيـادي بـا پـروتئين        

و فاقـد   باز    جفت 939  داراي LACKژن   كننده آنتي  ژن كد ]. 17 -15[

 عليـه انگـل ايجـاد       پاسخ ايمنـي سـريعي     LACKژن   .استاينترون  

 ].18 [دكن مي

 (Interleukin 4: IL-4) 4اينترلوكين  ،LACK عليه Tهاي  سلول

شـود كـه     ايجاد مي LACKعليه  تحملي  كنند، بنابراين    توليد مي 

در نتيجـه   . اسـت  در تيمـوس     LACKژنيـك    نتيجه بيان ترانس  

  .شود باعث مقاومت عليه عفونت ليشمانيوزيس مي

 ـ   زايي عل اگر در ايمني  DNAا يـه ليـشمانيوزيس، همـراه ب

LACK، IL-12 اينترفــرون گامــااســتفاده شــود باعــث توليــد  

(Interferon gamma: IFN-γ) و حفــظ و اثربخــشي پاســخ 

Th1 (T helper 1)19 [شود  مي.[  

ليـشمانيا   LACK هدف از ايـن تحقيـق، كلـون كـردن ژن          

 براي تهيه پلاسميد نوتركيب ژن      PTZ57R/T ناقلداخل   ماژور

LACKبود .  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

8-
19

 ]
 

                            23 / 84

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-11114-en.html


 1387ستان پاييز و زم، 4 و 3، شماره 11دوره   مجله علوم پزشكي مدرس  

21 

  ها مواد و روش -2

  رانگل ليشمانيا ماژو -2-1

ايراني ليشمانيا ماژور تهيه     در اين تحقيق از سويه استاندارد     

ــتور  ــستيتو پاسـ ــده از انـ ــين  شـ ــد بـ ــه داراي كـ ــي  كـ المللـ

MRHO/IR/75/ER،استفاده شد  است.  

هـاي   ، پروماسـتيگوت  ژن براي توليد انبوه انگل و تهيه آنتـي       

 تـا   10 حـاوي     كه RPMI-1640ور در محيط    انگل ليشمانيا ماژ  

 سيلين  واحد پني  100سرم جنين گاو غيرفعال شده و        درصد   20

(Penicillin) ميكروگــرم استرپتومايــسين100و ليتــر  ميلــي در  

(Streptomycin)   درجـه   25±1  در دمـاي   اسـت،  ليتر ميلي در 

كه تعداد انگـل بـه ميـزان         تا زماني شود   گراد نگهداري مي   سانتي

  . شودآوري ايستا جمعمرحله انگل در  رسد وبدي زيا
 

  DNAاستخراج  -2-2

هـاي تغلـيظ     از پروماستيگوت ) 5×107در حدود   ( ميكروليتر   100

 PBS (Phosphate Buffered Saline)شده و شستشو شده با بـافر  

 ميكروليتر بافر ليز    900 با   ريخته شد و  سي   سي 5/1ن يك ويال    ودر

 ميكروليتـر   10ها،   شدن پروماستيگوت منظور ليز    به. دشمخلوط  

مـاري    ساعت در بن   2مدت    به ويال اضافه شد و به      Kيناز  ئپروت

 DNAاسـتخراج   . ]21،  20 [ قرار داده شد   گراد  درجه سانتي  55

  .]23، 22 [به روش فنل و كلروفرم انجام شد
  

  PCR با روش DNAتكثير  -3-2

ان عنو ها به  استخراج شده از پروماستيگوت    DNAمحصول  

 استفاده PCRوسيله روش  ه بLACKژن الگو براي تكثير قطعه 

 ميكروليتر تهيه شد كـه      25 در   PCRمحصول واكنش    .شوند مي

 DNA ميكروليتــر محــصول 5/2 :اســتشــامل تركيبــات زيــر 

 ميكروليتـر آب  Mix Taq ،8ميكروليتـر   5/12استخراج شـده،  

 (Primers) هـا آغازگريـك از     ميكروليتر از هر   1مقطر استريل،   

  .)كروليتر پيكومول در مي10(

 بـه  LACKهاي زير براي تكثير قطعـه ژن     آغازگراز جفت   

  : استفاده شدPCRروش 

جلـويي  آغـازگر :  5'-ATT AAG CTT ATG AAC 

TAC GAG GGT CAC CTG AAG GG-3' 

برگـشتي  آغـازگر :  5'-TTA GAA TTC TTA CTC 

GGC GTC GGA GAT-3' 

  نوكلئوتيـد 35داراي  (Forward primer)آغازگر جلـويي  

 و كـدون شـروع      HindIII جايگاه شناسـايي بـرش آنزيمـي         با

ATGآغازگر برگـشتي   است و (Reverse primer) 27 داراي 

 و كـدون    EcoRI جايگـاه شناسـايي بـرش آنـزيم          بانوكلئوتيد  

  .است TAAخاتمه 

ــر   ــه زي ــق برنام ــه: انجــام شــدPCRطب ــتگي اولي    واسرش

(Initial Denaturation) 5ــه دقي ــاي   درقـ ــه 94دمـ  درجـ

ــانتي ــراد س ــتگي ، گ ــه60واسرش ــاي   در ثاني ــه 94دم  درج

 54  در دمـاي    ثانيـه  30 (Annealing)  اتـصال  ،گـراد  سانتي

در دمـاي    ثانيـه    45 (Extension) گراد و بسط   درجه سانتي 

 تكرار شـد    چرخه 30؛ سه مرحله اخير     گراد  درجه سانتي  72

ــنش  ــت واك ــا PCRو در نهاي ــايي ب ــسط نه ــه دقي5 ب   درق

  .به اتمام رسيدگراد  درجه سانتي دماي72

درصد الكتروفورز شـد و      1 روي ژل آگارز     PCRمحصول  

ــگ  ــق رنـ ــد    از طريـ ــديوم برومايـ ــگ اتيـ ــا رنـ ــزي بـ   آميـ

(Ethidium bromide) محصول . مشاهده است قابلDNA را 

 (Ultra Violet: UV) بـنفش  يتوان تحت تابش نور مـاورا  مي

براي تعيـين   بازي    كيلوجفت 1 (Marker)نشانگر  . مشاهده كرد 

 957، بانـد    PCRمحـصول    . استفاده شـد   PCRكردن محصول   

 از ژل شركت    DNAروي ژل توسط كيت استخراج      بازي   جفت

Fermentas    از قطعات DNA هـا،   ها، نمـك  آغازگرتر،    كوچك

  .شود  خالص ميTaqها از قبيل آنزيم  نوكلئوتيدها و پروتئين
  

  pTZ57R/Tپلاسميد در  LACKكلونينگ ژن  -2-4

بـراي  . سـازي اسـت    برش دادن و متصل كردن اساس كلون      

 پلاسـميدي خـالص شـده بـا         DNAكلون كردن ژن موردنظر،     

 هـدف بـا   DNA سپس بـه  .دهنده مناسب بريده شد  آنزيم برش 

انتهـــاي مـــشابه متـــصل شـــد و يـــك پلاســـميد نوتركيـــب 

(Recombinant Plasmid)23، 22 [وجود آمد ه ب.[  
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از كيــت  LACKمنظــور كلونينــگ ژن  يــق بــهدر ايــن تحق

. دش استفاده Fermentas شركت T/A Cloning Kitكلونينگ 

عمل كيـت در    ال خالص شـده مطـابق بـا دسـتور         PCRمحصول  

  . كلون شدpTZ57R/Tپلاسميد 

  

  (Transformation) به باكتري DNAانتقال  -2-5

  باكتريTG1از سويه  (Competent Cell)باكتري مستعد 

 ].22 [به روش كلريد كلسيم تهيه شداكلي اشرشي

براي انتقال پلاسميد نوتركيب به درون باكتري به روش زير 

  :عمل شد

 100 حــاوي (Microfuge) يــك لولــه ميكروفيــوژ   -1

 در آورده   گراد  درجه سانتي  -70ميكروليتر سلول مستعد از فريز      

مدت نيم ساعت درون ظرف يخ گذاشته شد تـا بـه دمـاي               و به 

 ميكروليتر محصول واكنش    10 -5. گراد برسد  رجه سانتي صفر د 

 30مـدت    اتصال به آن اضافه شد و به آرامي با هم مخلوط و به            

  .دقيقه در يخ گذاشته شد

مـدت   بهگراد   درجه سانتي  42مخلوط فوق در دماي      - 2

 ثانيه شوك حرارتي داده شد و بلافاصله روي يخ منتقـل            90

 .دش

مـايع   LB (Lysogeny Broth) ميكروليتر محيط 500 -3

 دقيقه در   60مدت   بيوتيك به مخلوط فوق اضافه و به       بدون آنتي 

درجـــه  37 در (Shaker incubator) انكوبـــاتور شـــيكردار

 خارجي توسط   DNAپس از دريافت    . قرار داده شد  گراد   سانتي

 .طور مستقيم كشت داد ها را به توان آن ها مي سلول

  

هـاي   كلـون  (Screening)غربال كردن    -2-6

  باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب

هاي   نوتركيب به درون سلول ميزبان كلون      DNAپس از انتقال    

ــال و انتخــاب شــدند  ــب مناســب، غرب   .حــاوي پلاســميد نوتركي
X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside)  

انويـد  همراه با يك القاءكننده آنزيم يعنـي ايزوپروپيـل تيوگالاكتوپير         

(Isopropyl β - D - 1 - thiogalactopyranoside: IPTG) و 

 ـ      (Ampicillin) سيلين آمپي هـاي فاقـد     نيو به آگار اضافه شـد، كل

شود به رنگ    ها بتاگالاكتوزيداز سنتز مي    پلاسميد نوتركيب كه در آن    

هـاي حـاوي پلاسـميد نوتركيـب،         نيوكه كل  در حالي ؛  آبي درآمدند 

  .ند به رنگ سفيد بوديستگالاكتوزيداز نچون قادر به ساخت بتا

  

  هاي آبي و سفيد استخراج پلاسميد از كلوني -2-7

هــاي ســفيد و آبــي مطــابق  ياســتخراج پلاســميد از كلــون

دستورالعمل ذكـر شـده در كيـت اسـتخراج پلاسـميد شـركت              

Bionnerآلمان انجام شد .  

  

مقايسه پلاسـميدهاي اسـتخراج شـده از      -2-8

  فيدهاي آبي و س نيوكل

 ـ(هاي سفيد    نيوپلاسميدهاي موجود در كل    علـت وجـود     هب

تـر از پلاسـميدهاي موجـود در         سنگين) قطعه كلون شده در آن    

هاي آبي هستند براي اين منظور پلاسـميدهاي اسـتخراج           نيوكل

هـاي آبـي و سـفيد روي ژل آگـارز      نيوشده از پلاسميدهاي كل 

  .دندش و مقايسه (Load)  لود درصد8/0

  

2-9- PCR  ــه ــتفاده از   LACKقطع ــا اس ب

  pTZ57R/T-LACKپلاسميد نوتركيب 

 خارجي را   DNA وجود قطعه    PCRبا استفاده از روش     

هـاي اختـصاصي    آغازگردر حامل پلاسميدي بـا اسـتفاده از         

د و پلاســميدهاي نوتركيــب مــورد نظــر از ســاير شــتعيــين 

 PCRبه اين منظـور واكـنش       . پلاسميدها جدا و انتخاب شد    

يكروليتر مطابق با شرايط ايجاد شده با استفاده         م 25به حجم   

 ميكروليتر پلاسميد اسـتخراج     3هاي اختصاصي و    آغازگراز  

ــده از كلـ ـ ــفيد   نيوش ــاي س ــر  100- 50(ه ــانوگرم در ه  ن

  .عنوان الگو انجام شد هب) ميكروليتر

 .درصد الكتروفـورز شـد     1 روي ژل آگارز     PCRمحصول  

اي تعيـين كـردن      بـر  (Fermentas) بـازي   كيلوجفـت  1نشانگر  

 . استفاده شدPCRمحصول 
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  باز فت ج1000

  باز  جفت750

  باز  جفت500

  باز  جفت250

 باز جفت 939

 پلاســـميدي DNAبـــرش آنزيمـــي  -2-10

(Restriction mapping)  
 خـارجي در    DNA بررسـي وجـود قطعـه        روش براي اين  

وي رهـاي بـرش آنـزيم        براساس جايگاه . رود كار مي  پلاسميد به 

DNA        بينـي شـد     حامل، قطعات حاصل از هضم آنزيمي پـيش .

 DNAيدي نوتركيب همزمـان بـا        پلاسم DNAهمين منظور    به

. توسط دو آنزيم برش داده شد     ) عنوان شاهد  به(پلاسميد حامل   

يافته همراه با يك نشانگر وزن مولكـولي         هاي برش  سپس نمونه 

  .]22 [الكتروفورز بررسي شد

يك بـه حجـم      براي اين منظور دو برش آنزيمي متوالي، هر       

مل مـواد زيـر      ميكروليتر در يك لوله ميكروفيوژ استريل شـا        20

 2-1مـدت    بـه  كـردن،    (Vortex) انجام شد و پس از ورتكـس      

  .انكوبه شدگراد  درجه سانتي 37 در دماي ساعت يا شبانه

DNA ميكروليتر 5  ) ميكروگرم3-1( پلاسميدي   

   ميكروليتر x10  2بافر 

   ميكروليتر 1  ) واحدEcoRI) 10دهنده  آنزيم برش

   ميكروليتر 12  آب مقطر

همين روش    به HindIIIم با يك ميكروليتر     برش آنزيمي دو  

 EcoRI  ،7خورده با آنـزيم       ميكروليتر محصول برش   10و روي   

  . ميكروليتر بافر آنزيم انجام شد2ميكروليتر آب مقطر و 

 درصد برده   1 زهمه محصولات برش آنزيمي روي ژل آگار      

شـــد و توســـط كيـــت اســـتخراج پلاســـميد از ژل شـــركت 

Fermentas25، 24، 22[  استخراج شد.[  

  

 DNAتعيــــين تــــوالي مولكــــول  -2-11

)Sequencing(  

منظور تعيين تـوالي قطعـه كلـون شـده در            در اين تحقيق به   

ــميد  ــود در   pTZ57R/Tپلاسـ ــميدهاي موجـ ــدا پلاسـ ، ابتـ

آلودگي، منظور پيشگيري از هر گونه       ني سفيد، به  وهاي كل  باكتري

شـركت   آلمان مطابق با دسـتور كـار         Bioneerتوسط كيت شركت    

 بـراي د و ش ـاستخراج  Alkaline lysis سازنده كيت و يا به روش

سپس نتيجه . ارسال شد Gene Fanavaranتعيين توالي به شركت 

كمــك ســايت اينترنتــي    هتعيــين تــوالي ژن كلــون شــده بـ ـ   

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast     لافات بـا    از نظر تشابهات و اخت

  .دشماژور مقايسه   ليشمانياTSAژن 
  

  نتايج -3

ــافر ليــز و   پروماســتيگوت هــاي ليــشمانيا مــاژور توســط ب

-ژنـومي بـا فنـل      DNAانـد و     خـوبي ليـز شـده      به Kپروتئيناز  

  .كلروفرم استخراج شده است

 260 اسـتخراج شـده در طـول مـوج      DNAنسبت جـذب    

ــه  ــانومتر ب ــانومتر 280ن ــر (A260/A280) ن و  اســت 9/1 براب

DNA  تعيـين شـد،      درصـد  8/0روي ژل آگارز      استخراج شده 

  .استخراج شده بالا است DNAنتايج نشان داد كه غلظت 

فقـط يـك     PCR انجام واكـنش     برايتحت شرايط ايجاد شده     

 روي ژل الكتروفورز ايجاد شـده اسـت         بازي  جفت 939باند حدوداً   

چ ژن ديگـري    ليشمانيا ماژور است و هـي      LACKكه هم اندازه ژن     

هـاي  آغازگرپس شرايط تنظيم شـده و        .غير از آن تكثير نشده است     

  .)1شكل (  اختصاصي هستندLACKطراحي شده براي تكثير ژن 
  

                                    2  1  

  
  

رهاي آغازگبا   ليشمانيا ماژور  LACK  ژن PCR الكتروفورز محصول  1 شكل

 939قطعـه    (PCR محـصول  :1سـتون    ؛ درصـد  1روي ژل آگارز    اختصاصي  

  بازي  كيلوجفت1 نشانگر :2ستون  ،)LACKژن بازي  جفت
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  باز  جفت1000
  باز  جفت750
  باز  جفت500

  

  باز  جفت250

 باز  جفت939

3             2             1 

3           2         1  

2         1  

ــده از كلـ ـ   ــتخراج ش ــميدهاي اس ــسه پلاس ــي ومقاي ني آب

pTZ57R/Tــ ــفيدو و كل ــد از  pTZ57R/T–LACK ني س بع

در مقايـسه بـا      PT-LACKاتصال نشان داد باندهاي پلاسـميد       

روي  pTZ57R/T هـاي آبـي    نيوباندهاي استخراج شده از كل ـ    

ژل آگارز بالاتر قرار داشتند پس پلاسميدهاي استخراج شـده از        

 ؛)2 شـكل ( تـر هـستند    ني سفيد از پلاسميدهاي آبي سنگين     وكل

در پلاسـميد    LACKتـوان نتيجـه گرفـت كـه قطعـه            پس مـي  

pTZ57R/T كلون شده است.  
  

  

 وهـاي سـفيد      نيو مقايسه باندهاي پلاسميدهاي استخراج شده از كل ـ       2 شكل

 نوتركيـب  پلاسـميد  :3 و 2هاي   ستون،  pTZ57R/T پلاسـميد  :1 ستون ؛آبي
pTZ57R/T-LACK 

  

  هـاي آنزيمـي نـشان داد       كلـي نتـايج حاصـل از بـرش         طور هب

ــاكتري  ــ كــه اگــر پلاســميدهاي اســتخراج شــده از ب   نيوهــاي كل

ــفيد  ــ pTZ57R/T–LACKس ــزيم  هب ــيله آن ــاي  وس  و EcoRIه

HindIII  ،بريـده و جـدا     بـازي    جفـت  939يـك بانـد      بريده شوند

ــي ــود م ــدازه ژن   ش ــم ان ــه ه ــت  LACKك ــاژور اس ــشمانيا م   .لي

ــابراين ژن  ــميد  LACKبنــ ــون pTZ57R/Tدرون پلاســ   كلــ

  .)3 شكل(شده است 

بـا پلاسـميد     PCRنتايج حاصـل از الكتروفـورز محـصول         

ــب ــه pTZ57R/T–LACK نوتركيـ ــراه  بـ ــاي آغازگهمـ رهـ

 ان داد كه قطعه   شده نش ايجاد  اختصاصي طراحي شده و شرايط      

تكثيـر   از روي پلاسميد نوتركيب،    LACKژن  بازي   جفت 939

 كلـون   pTZ57R/Tدر پلاسـميد     LACKپـس ژن     .شده است 

  .)4شكل ( شده است

كلون شده در    ليشمانيا ماژور  LACKآناليز تعيين توالي ژن     

ــميد ــتفاده از  pTZ57R/T پلاسـ ــا اسـ ــي  بـ ــايت اينترنتـ  سـ

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 939اي  د كــه قطعــهشــ مــشخص 

ژن  در اين پلاسميد كلون شـده اسـت و ژن كلـون شـده،             بازي   جفت

LACK   اين سويه ايراني   .ليشمانيا ماژور است  MRHO/IR/75/ER ،

  .)5شكل (شباهت دارد  بانك ژني با  درصد89

  

  

  

 pTZ57R/T-LACKيمي پلاسـميد نوتركيـب      الگوي الكتروفورزي برش آنز    3 شكل

در كـه    pT-LACK :2 سـتون بازي،    كيلوجفت 1 نشانگر   :1ستون   ؛ ژل آگارز  روي

 هـاي  كه بـا آنـزيم     pTZ57R/T–LACK :3ستون  ،  استنگرفته   قرارآنزيم  معرض  

HindIII ،EcoRI بريده شده است.  

  

 

  
  

ــكل ــصول 4 ش ــورز مح ــا PCR الكتروف ــميد نو ب ــتفاده از پلاس ــب اس تركي

pTZ57R/T–LACK  محــصول :1ســتون  ؛ درصــد1روي ژل آگــارز PCR 

  ؛pTZ57R/T–LACKبــا اســتفاده از پلاســميد نوتركيــب  )بــاز  جفــت939(

  بازي  كيلوجفت1 نشانگر :2ستون 
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MRHO/IR/75/ER 
MNYEGHLKGHGGWVTSLACPQQAGSYIKVV
STSRDGTAISWKANPDRHSAEDNYGIPDHR    
Friedlin 
MNYEGHLKGHRGWVTSLACPQQAGSYIKVV
STSRDGTAISWKANPDRHSVDSDYGLPNHR   
 
MEGHSGFVSCVSLAHATDYALTASWDHAIR
MWDLRTGQSQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDR   
LEGHTGFVSCVSLAHATDYALTASWDRSIRM
WDLRNGQCQRKFLKHTKDVLAVAFSPDDR   
 
LIASAGRDSVIRVWNVAGECMHEFLRDGHED
WVSSICFSPSLDLPIVASGSWDNTIKVWN   
LIVSAGRDNVIRVWNVAGECMHEFLRDGHED
WVSSICFSPSLEHPIVVSGSWDNTIKVWN   
 
VNEGKCVHTLRGHKNYVSTVTVSPDGSLCAS
GGKDGSALLWDLSNGEQLFSIPVESPINQ   
VNGGKCERTLKGHSNYVSTVTVSPDGSLCAS
GGKDGAALLWDLSTGEQLFKINVESPINQ   
 
IAFSPNRFWMCVATEKSL   
 IAFSPNRFWMCVATERSL  

 

 ليـــشمانيا مـــاژور  LACKهـــاي   اســـيدآمينهBlastنتـــايج  5شـــكل 

(MRHO/IR/75/ER)      در مقايسه با اسيدآمينهLACK       بـا شـماره دسترسـي 

LmjF28.2740 بانك ژني در  

  

  بحث -4

 الطيف انگلي اسـت كـه كـم و          بيماري وسيع  يسليشمانيوز

واكسن يا داروي   تاكنون   .شود بيش از سراسر جهان گزارش مي     

 كنترل انگل و نيـز روش شـيميايي مناسـب بـراي             برايمناسب  

  .مبارزه قاطع با ناقل آن ارائه نشده است

علت ناتواني در درمان كامل آن بـا         بيماري ليشمانيوزيس به  

هـاي   هاي درماني موجود و عود مجدد بيماري و عفونـت          روش

ي زخم و عوارض جانبي، مقاومت، هزينـه بـالاي          يثانويه باكتريا 

طلـب بـودن     بيماري، همچنين عفونـت فرصـت     ها در درمان     آن

انتـشار و    بيماري در افـراد بـا نقـص ايمنـي و شـيوع فـراوان،              

 و مـرگ    )نوع جلدي (پراكندگي بيماري در نقاط مختلف كشور       

نـوع  (و مير بالاي بيمـاري در صـورت عـدم درمـان بـه موقـع                 

هاي نـاتوان كننـده      بيماري. است داراي اهميت فراوان     )احشائي

  سبب بازگـشت و عـود بيمـاري در          AIDSني مانند   دستگاه ايم 
  

  

  ].29 -26[شود  فرد مبتلا مي

 توليد واكسن بر عليه     برايتحقيقات   1980 تا 1960از سال   

 ليشمانيوزيس در كشورهاي مختلـف بـا ايجـاد ليـشمانيزاسيون          

(Leishmanization))   شـروع شـد    )هاي زنده  استفاده از انگل 

]30 ،31[.  

هاي پروتئينـي و سـپس       روي واكسن   كار دنبال تحقيقات  هب

ادامه يافـت كـه    (Lipophosphoglycan: LPG) غيرپروتئيني

 واكسن  علت عدم دستيابي به ايمني كامل بحث جديد        هباز هم ب  

DNA (DNA Vaccine)   آغاز شد كه روش قدرتمندي بـراي

بـا  . هاي ايمني سلولي و هومورال اختصاصي اسـت         پاسخ يالقا

هاي ميزبان   سلول  برهنه به درون ميزبان،    DNA تزريق پلاسميد 

تحقيقات نـشان داده    ]. 32 -30[ كند پروتئين كد شده را بيان مي     

صورت مخلـوطي از چنـد ژن حتـي          هب DNA واكسن   است كه 

عنوان جايگزيني مناسـب بـراي       ه ب (Adjuvant) بدون ادجوانت 

علت ايجاد حفاظت طـولاني مـدت بـر          ههاي پروتئيني ب   واكسن

 ليـشمانيا   LACK .شـود  شمانيوزيس پوستي قلمـداد مـي    عليه لي 

ــاژور ــروتئين  مـ ــرم36پـ ــوده و در فـ ــوني بـ ــاي   كيلودالتـ هـ

هاي مختلـف ليـشمانيا      آماستيگوت و در گونه    پروماستيگوت و 

  همچنين همولوژي و شـباهت زيـادي بـا پـروتئين           ،وجود دارد 
RACK-I (activated protein kinase C receptor)  

  

  .]17 -15[ ردپستانداران دا

قـوي و طـولاني      ثر،ؤهاي ايمني م ـ   واكسيناسيون ژني پاسخ  

مهيـا   هـاي ايمونولوژيـك را   ژن آنتـي زيـرا  كند  القاء مي مدت را

شـوند و    عرضـه مـي    MHC-II و   MHC-Iو از طريق     كنند مي

ل و  ا يك واكسن ايـده   . كنند خاطره ايمونولوژيكي را تحريك مي    

خطـر بـودن و ايجـاد        مناسب واكسني است كـه عـلاوه بـر بـي          

طولاني مـدت و     ارزان و داراي خاصيت ايمني بالا و       مصونيت،

همچنـين در داخـل ژنـوم       . ساخت و توليد راحت و آسان باشد      

و جزئـي از آن نـشود،        (Non-integrating)سلولي قرارنگيرد   

توسط ايمني كـه از     (بادي عليه ناقل واكسن نباشد       همچنين آنتي 

هـاي   ناقـل ها شامل     اين واكسن  .)ستقبل در بيمار ايجاد شده ا     

هاي هترولوگوس قرار داده شده تحـت        پلاسميدي است كه ژن   

 هـاي   پاسـخ  يو باعـث القـا     ندهستپروموتور يوكاريوتي    كنترل
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CD4
+  ،CD8

واكسيناسيون ژني مكانيـسمي را بـراي       . شوند  مي +

كنـد و    شكل درون سلولي مهيـا مـي       هژن ب  دستيابي به سنتز آنتي   

ايـن   .كند  را شبيه به عفونت ويروسي تحريك مي       سيستم ايمني 

هـاي   هـاي محلـول مثـل پـروتئين        ژن در حالي اسـت كـه آنتـي       

 .كننــد  فقــط پاســخ هومــورال را القــاء مــي نوتركيــب معمــولاً

علت هزينه زيـاد طـي فرآينـد         ههاي پروتئيني نوتركيب ب    واكسن

 يسازي تاخوردگي ناصـحيح و القـا       دشوار بودن خالص   توليد،

T CD8هاي  لولضعيف س
 -30[ چندان مـورد توجـه نيـستند    +

ــا واكــسنDNAهــاي  واكــسن]. 32 ــسه ب ــج   در مقاي هــاي راي

 ـ          دلايـل زيـر    ه  نوتركيب پروتئيني يا ويروسي و باكتريـايي بنـا ب

خطـر   بي تر بوده و   ها راحت  ساخت و توليد آن    -1 :مزيت دارند 

ژن توسـط ايـن      بيـان طـولاني مـدت آنتـي        -2 ؛تر هستند  و امن 

ايـن   -3 ؛شـود  ها باعث تحريك مداوم سيستم ايمني مي       كسنوا

 -4 ؛كننـد  ها پاسخ ايمني متفاوت و با كيفيتي ايجـاد مـي           واكسن

هـا   وقتي اين واكسن -5 ؛نياز به تخليص و توليد پروتئين نيست 

 اگـزوژن  ((Cytokines) هـا  با پلاسميدهاي كد كننده سـيتوكين    

(Exogenous) ماننـــد IL-12 ،IL-7(هـــا  كـــاين يـــا كمو

(Chemokines) هـاي ايمنـي يـا       عنوان تنظـيم كننـده پاسـخ       هب

 هـاي سـاختگي ماننـد      هاي محرك ايمني يـا ادجوانـت       مولكول

MPL (Monophosphoryl Lipid)كـه از   يا اين مراه باشند ه

چند ژن با هم استفاده شود، احتمال افـزايش يـا تبـديل پاسـخ               

 د دارد و كـلاً     وجـو  DNAژن كد شونده توسط      ايمني عليه آنتي  

 Selfهاي فوق كه بر پايه خودتكثيري هستند به عبارتي  واكسن

Replicate هـاي روتـين و معمـولي         نسبت به واكـسن    ،هستند

هـا يـا     ويـروس  هـاي نوتركيـب،    هـاي كـه از پـروتئين       واكسن(

 . دارنـد ياثر بيـشتر و طـولاني مـدت   ) شوند ها استفاده مي   باكتري

 (Homogenized)يكنواخـت   همچنين مقاوم به گرمـا بـوده و         

  ].35 -33، 29[ هستند

 مستعدي كه از طريـق زيرجلـدي بـا          Balb/cهاي   موش

DNA LACKهاي ليشمانيا  اند، با پروماستيگوت  ايمن شده

 ايجـاد  DNA LACKاثر حفاظتي كه . كنند ماژور مبارزه مي

 rIL-12+LACK مشابه اثر حفاظتي بود كه پروتئين        ،كند مي

 ايجـاد  DNA LACK اثـر حفـاظتي كـه    كند ولـي  ايجاد مي

 بـه   LACKكند بهتر از اثـر حفـاظتي بـود كـه پـروتئين               مي

هـاي ايمـن     در مـوش  . كند ايجاد مي ) rIL-12بدون  ( تنهايي

هـا و تعـداد    كنترل پيشرفت بيماري ،DNA LACKشده با 

ژن در    اختصاصي عليه آنتي   IFN-γانگل با افزايش توليدات     

خ ايمني سريعي عليـه انگـل    پاس LACK.]18[ارتباط است 

 ].18[كند  ايجاد مي

كننـد، بنـابراين     توليـد مـي    LACK  ،IL-4 عليه   Tهاي   سلول

شود كه نتيجه بيـان       ايجاد مي  LACK عليه   (Tolerance)حملي  ت

در نتيجه باعـث مقاومـت      . است در تيموس    LACKيك  ژن ترانس

 Tهاي   فعال شدن سريع سلول    .شود عليه عفونت ليشمانيوزيس مي   

كنـد كـه در      هاي اصلي كمك مي    ، به ترشح سيتوكين   LACKعليه  

  . لازم استTh2 به فنوتيپ نوع Tتبديل شدن سلول 

 DNAزايي عليـه ليـشمانيوزيس، همـراه بـا      اگر در ايمني

LACK، IL-12        استفاده شود باعـث توليـدIFN-γ     و حفـظ و 

 از DNA LACKزايي بـا   ايمني .شود  ميTh1اثربخشي پاسخ 

دي پاسخ ايمني حفاظتي خـوبي عليـه ليـشمانيوزيس          راه زيرجل 

  ].38 -36 [كند ايجاد مي

ــق،  ــن تحقيـ ــوالي ژن   در ايـ ــين تـ ــاليز تعيـ   LACKآنـ

ــاژور  ــشمانيا م ــميد  لي ــده در پلاس ــون ش ــا pTZ57R/T كل   ب

 www.ncbi.nlm.nih.gov/blastاينترنتــي ســايت  اســتفاده از

  در ايـن پلاسـميد كلـون      بـازي     جفـت  939  داد كه قطعـه   ان  نش

   هيچ اينترونـي در ژن مـورد نظـر وجـود نـدارد و              شده است و  

ژن  همچنـين ژن كلـون شـده،       .استاين ژن داراي يك اگزون      

LACK     و ژن    ليشمانيا ماژور استLACK     اين سـويه ايرانـي  

MRHO/IR/75/ER ــا ــويهLACKژن  ب ــا    س ــر ب ــاي ديگ ه

ــماره ــاي دستر ش ــي ه   درAF363975_1 ،LmjF28.2740س

 اسـيدآمينه   28و در   شـباهت    درصد 89 از نظر توالي  بانك ژني   

ايـن شـباهت نـشانگر ايـن اسـت كـه تــوالي ژن       . تفـاوت دارد 

LACK  طور كامل حفظ    هاي مختلف ليشمانيا ماژور به      در سويه

نشان داد كه هيچ  LACK  ژن PCRنتايج حاصل از    . تشده اس 

هـاي  آغازگرپس    تكثير نشده است،   LACKژن ديگري غير از     

ــر ژن   ــراي تكثي .  اختــصاصي هــستندLACKطراحــي شــده ب

پلاسـميد   (هـا  ني بـاكتري  وپلاسميدهاي اسـتخراج شـده از كل ـ      
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  . تعيين توالي شد)نوتركيب

 بـراي ( pTZ57R/T در پلاسـميد     LACKكلونينگ قطعـه    

و همـه    ييد شد أو برش آنزيمي ت    PCRهاي   با روش ) تكثير ژن 

بيانگر كلون شـدن قطعـه فـوق در پلاسـميدهاي ذكـر             ها   روش

  .شده، بودند

ايــن مطالعــه راهــي بــراي پيــشرفت توليــد پلاســميدهاي  

 عليـه ليـشمانيا مـاژور بـراي         DNAنوتركيب و تهيـه واكـسن       

  .مطالعات آينده است

  

   تشكر و قدرداني-5

به اين وسيله از پرسنل محترم بخش تحقيقـات         نويسندگان  

. نماينـد   انتقال خون تشكر و قدرداني ميشناسي سازمان   ويروس

ي مــدير گــروه محتــرم گــروه يرادهمچنــين از آقــاي دكتــر صــ

نيكــو  شناســي دانــشگاه تربيــت مــدرس و خــانم قاســمي انگــل

شناسـي دانـشگاه تربيـت مـدرس          كارشناس محترم گروه انگـل    
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  گلوبين در ناقلين- هاي آلفا ژنهاي   هاي ناشناخته حذف تشخيص

 Real-time PCR با استفاده از روش تالاسمي -آلفا

  ،6، بهناز زربخش2پور ، مرتضي كريمي5، فرشته مريمي4، صادق باباشاه3نوسعيد ، مينا حيات2، رضا مهديان1سميه جمالي

  *8 سيروس زينلي،7نژاد فائزه رحيمي

  پاستور ايران، تهران، ايران وه پزشكي مولكولي، انستيتو گر، كارشناس-1

  پاستور ايران، تهران، ايران ، گروه پزشكي مولكولي، انستيتواستاديار -2

 پاستور ايران، تهران، ايران گروه پزشكي مولكولي، انستيتوكارشناس ارشد،  -3

 ، تهران، ايران آزاد اسلاميواحد علوم تحقيقات دانشگاه، ژنتيك گروه ،دانشجوي كارشناسي ارشد - 4

 تهران، ايرانپاستور ايران،  پزشك عمومي، گروه پزشكي مولكولي، انستيتو -5

 پاستور ايران، تهران، ايران ، گروه پزشكي مولكولي، انستيتودكتراي دامپزشكي -6

 پاستور ايران، تهران، ايران انستيتومركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثر، ، كارشناس -7

 تهران، ايرانمركز تحقيقات ژنتيك انساني كوثر، ، ژنتيك، گروه نشياردا -8
  

  21/12/87: پذيرش مقاله  6/11/87:  دريافت مقاله 

  

 چكيده
شود و در اكثر موارد در نتيجه  هموگلوبين در جهان محسوب مي ترين اختلالات تالاسمي يكي از شايع-آلفا: هدف

هـاي   گلوبين مانند حذف  -هاي شناخته شده آلفا    حذف. افتد اتفاق مي گلوبين  -ايجاد حذف در يك يا هر دو ژن آلفا        
بـا ايـن وجـود تعـدادي از         . تـشخيص داد  چندگانـه    PCRتوان با روش     را مي  Med و  كيلوبازي 5/20،  2/4،  7/3

هايي مانند روش فوق و همچنـين روش تعيـين    كه با استفاده از روش هاي ناشناخته در اين ژن وجود دارند حذف
منظور تـشخيص وجـود يـا عـدم       بهReal-time PCRدر اين تحقيق از روش . قابل تشخيص نخواهند بودتوالي 

  .هاي ناشناخته استفاده شده است وجود حذف
  وα1، α2هـاي   منظور تكثير ژن به I سايبرگرين مبتني بر استفاده از رنگ Real-time PCR روش :ها مواد و روش

اي چرخه آستانه براي تعيين      ها با استفاده از روش مقايسه      ت و آناليز داده   انجام پذيرف  CLCN7 همچنين ژن مرجع  
 .شدانجام  ميزان ژني

را بـراي افـراد نرمـال و     90/0±16/0 آستانه نـسبت   چرخهاي  مقايسه دست آمده با استفاده از روش ه نتايج ب:نتايج
همچنـين   .دهـد   مـي  نـشان  گلوبين α2 و α1 هاي در ژن هتروزيگوت  را براي افراد ناقل حذف       32/0±15/0نسبت  

 . نظر را تأييد كردهاي مورد ذوب اختصاصيت تكثير ژن آناليز منحني

هاي   شناسايي حذفبرايتوان از آن  مطمئن بوده و مي روشي ساده، سريع و Real-time PCR  روش:گيري نتيجه

  .تالاسمي استفاده نمود-ناشناخته در ناقلين آلفا
  

  آستانه ، چرخهReal-time PCRسمي، تالا- آلفا:واژگانكليد
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   مقدمه-1

تـرين اخـتلالات     از شـايع    يكي (Thalassemia) تالاسمي

 ارثي در سنتز هموگلوبين است كه بـا فقـدان يـا كـاهش سـنتز               

 كشور جهان 60اين بيماري در   . تاسهاي گلوبين همراه     زنجيره

قاره هند،  خاورميانه، شبه    در مناطق مديترانه،   و با فراواني بيشتر   

كشور ايران . ]1[ آسياي جنوب شرقي و غرب آفريقا شيوع دارد

نيز از جمله كشورهاي قـرار گرفتـه روي كمربنـد تالاسـمي در              

 تشخيص پـيش از تولـد       ؛ بنابراين شود سطح جهان محسوب مي   

منظور جلوگيري   هاي بهداشتي در ايران به     اولويتاين بيماري از    

 بـه اجـرا در آمـده        1376  و از سـال    استاز تولد نوزادان مبتلا     

  .]3 ،2[ است

  گلـوبين دچـار اشـكال     -هـاي آلفـا يـا بتـا        هرگاه سنتز زنجيره  

  گلوبين بـه هـم خـورده      -هاي آلفا و بتا    شود، تعادل مقداري زنجيره   

  بــا توجــه بــه مقــدار كــاهش توليــد از هــر يــك از ايــن دو ژن، و

 در صـورت ايجـاد      در مقابل . شود  فنوتيپي متفاوتي مشاهده مي    آثار

  هــاي بتــا و گلــوبين، رابطــه درصــدي زنجيــره-نقــص در ژن بتــا

 A2 تغيير كرده و باعـث افـزايش سـطح هموگلـوبين           گلوبين-دلتا

(Haemoglobin Adult-2: HbA2) ) هـاي آلفـا و    محـصول ژن

ي  اي با كاهش محصول زنجيـره      چنين پديده . شود مي )گلوبين-دلتا

 تالاسـمي سـطح   -عني در نـاقلين آلفـا      ي ؛افتد گلوبين اتفاق نمي  -آلفا

HbA2  كـه اخـتلالات    ت  ايـن در حـالي اس ـ     .  طبيعي است  در حد

 گلوبين، ساختن هر دو نوع هموگلوبين     - بتا  ژنتيكي در توليد زنجيره   

HbA هموگلــوبين جنينــي و (Haemoglobin Fetal: HbF)  را

گلوبين تجمع نيافته كه در اثـر عـدم   -هاي آلفا زنجيره. كند مختل مي 

گلـوبين  -گلوبين و زنجيره فاقد آلفا    -هاي آلفا  سنتز زنجيره  عادل در ت

رسـوب   (Inclusion) ذرات متـراكم   صـورت  شـوند، بـه    ايجاد مي 

بـه   گلـوبين -هـاي آلفـا    اين چنـين ذرات حـاوي زنجيـره       . كنند مي

سيب رسـانده و    آسازهاي اريتروئيد در مغز استخوان و طحال         پيش

 .]4 ،1[ سازي غيرمؤثرخواهند شد سبب خون

اي ايجـاد    هاي نقطه   از جهش  تالاسمي كه اكثراً  -برخلاف بتا 

وقوع حـذف در    تالاسمي ناشي از  -هاي آلفا  جهششود، اكثر    مي

  هـاي  تـرين حـذف    شـايع . دهـست گلوبين  -يك يا هر دو ژن آلفا     
  

  

 ،-3.7α-، 4.2α هـاي  تالاسـمي، حـذف   - آلفـا   كننـده  معمول ايجاد 
20.5α-، MED-- و SEA-- روش با اسـتفاده از  . هستندGap PCR 

هـاي   امكـان تعيـين حـذف    (Multiplex Gap PCR)چندگانه 

هــاي  جهــش. مختلــف در يــك واكــنش منفــرد وجــود دارد

ــه ــي  نقطـ ــز مـ ــق روش  اي را نيـ ــوان از طريـ  ARMS تـ

(Amplification Refractory Mutation System) يــا 

 DNA همچنـين تعيـين تـوالي مـستقيم          هاي مـشابه و    روش

  .]7 - 5[ شناسايي نمود

تالاسمي موارد متعددي   - لكولي آلفا ودر زمينه تشخيص م   

گلـوبين  - هـاي ناشـناخته در ژن آلفـا        فذح ـ ناشي از وجود  

  علـت عـدم مـشخص بـودن دامنـه          گزارش شده است كه به    

. نديست قابل شناسايي نGap PCR شروحذف، با استفاده از 

  عنوان روشـي مناسـب در زمينـه     بهReal-time PCR روش

هـاي ناشـناخته     هاي ژني در مورد حذف     بررسي تعداد نسخه  

اسـاس ايـن    . اسـت گلوبين قابل بررسي    - در خوشه ژني آلفا   

  مرحلههاي ژني در طول مبتني بر سنجش كمي نسخهم سيست

 ميزان نـشر نـور      سنجشاز طريق    PCR تصاعدي از واكنش  

در ايــن سيــستم تشخيــصي يــك رنــگ . اســتفلورســانس 

متناسب با ميزان محصولات هر  ت طي واكنش تكثير،نفلورس

  توسط نمايانگر  سنافلورس ميزان نشر نور    آزاد شده و   چرخه

 .]8[ دشو شناسايي و ثبت مي

براي آناليز  Real-time PCR در تحقيق حاضر، سيستم

 سايبرگرين  از رنگ فلورسنت  گلوبين با استفاده    - هاي آلفا  ژن

I (SYBR Green-I) سازي يافت و بررسـي   بهينه توسعه و

هـاي   نـاقلين   در α2 و   α1هـاي    هاي ژنـي در ژن     تعداد نسخه 

  آسـتانه   اي چرخـه   مقايـسه  روش با استفاده از   تالاسمي- آلفا

(Threshold cycle: CT) 2 كه به روش–ΔΔC
T    نيـز موسـوم

 ميزانـي از محـصول       هنـده د نـشان  آستانه. شداست، بررسي   

تـصاعدي تكثيـر    صـورت  هـا بـه    نمونـه  است كه در آن همه

داري  اي است كه در آن افـزايش معنـي          چرخه CTو   يابند مي

 PCR  تكثير تـصاعدي    مرحله  فلورسنت در طول   علامتدر  

طور معكوس بـا مقـدار        به CTبديهي است   . شود مشاهده مي 

  .]9 ،8[است  ژنومي متناسب DNAاوليه 
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  افراد مطالعه شده شناسي در هاي خون  شاخص1جدول 
 

 *RBC تعداد  نمونه
)106x/ميكروليتر(

Hb 
  )گرم/ليتر دسي(

MCV 
  )فمتوليتر(

MCH 
  )پيكوگرم(

HbA2** 
  )درصد(

HbF*** 
  )درصد(

  03/1±45/0  9/2±85/0  36/29±97/0  89/86±94/1  4/13±06/1  56/4±35/0  15  نرمال 

  Med 4 65/0±02/6  99/0±48/12  6/1±5/69  55/0±95/20  55/0±26/2  11/0±33/0هتروزيگوت حذف  

  52/0±26/0  14/2±24/0  74/20±12/1  05/69±8/1  52/13±47/1  52/6±43/0  4  كيلوبازي5/20 هتروزيگوت حذف 

  35/0±21/0  4/2±14/0  65/25±35/0  5/77±11/3  95/13±2/1  45/5±35/0  1   كيلوبازي2/4 هتروزيگوت حذف 

  44/0±18/0  46/2±27/0  31/25±12/1  32/79±31/3  23/13±18/1  27/5±56/0  8   كيلوبازي7/3هتروزيگوت حذف  

  32/0±08/0  08/2±71/0  42/21±84/2  92/70±87/1  92/12±28/2  24/6±76/0  3   كيلوبازي7/3هموزيگوت حذف  

  36/0±1/0  05/2±32/0  43/20±56/1  05/70±2/3  31/13±67/1  64/5±95/0  60  موارد مشكوك به وقوع حذف 
RBC* :؛ سلول قرمز خونيHbA2** :(α2δ2) ؛HbF*** :(α2γ2) 

  . است(mean ± SD) انحراف از معيار ±ذكر شده در جدول نمايانگر ميانگين  مقادير
  

  Real-time PCR كار گرفته شده در ه توالي آغازگرهاي اليگونوكلئوتيدي ب2 جدول
  

  )باز جفت(طول قطعه تكثيري   موقعيت آغازگر بر روي ژن  توالي آغازگر  آغازگر
α1- F  5′-ACGCCTCCCTGGACAAGTTC-3′   اگزونIII  139  

α1- R  5′-GGGTACGGGTGCAGGAAGG-3′   اگزونIII  139  

α2- F  5′-ACGCCTCCCTGGACAAGTTC-3′   اگزونIII  138  

α2- R  5′-AGGGCCGGTGCAAGGAG-3′   اگزونIII  138  

CLCN7- F  5′-CTCTTAGGCCAGGCGTTTGTG-3′   اينترونI  128  

CLCN7- R  5′-ACCGTGCTCAGCGCTATGC-3′   اينترونI 128  

  

 ها مواد و روش -2

 ژنومي DNA انتخاب ناقلين و استخراج -2-1

ــداد  ــا  60تع ــذف آلف ــل ح ــه ناق ــشكوك ب ــرد م ــمي- ف  تالاس

)MCH>27   ،پيكوگرم MCV>80 فمتوليتر ، HbA2    طبيعي يا بيش 

 15و همچنـين    ) طبيعي يا بالا و رد فقـر آهـن         HbF درصد،   5/3از  

تالاسمي كه به كلينيك ويژه تشخيص پـيش از تولـد   -ناقل قطعي آلفا 

انستيتو پاستور ايران و آزمايشگاه ژنتيك پزشكي دكتر زينلي در مركز           

 ـ          فـرم  ل  تحقيقات ژنتيك انساني كوثر مراجعه كرده بودند بعد از تكمي

شناسـي افـراد     هـاي خـون    شـاخص . لعه شـدند  وارد مطا  نامه رضايت

 اسـتخراج .  آورده شده است   1بررسي شده در اين مطالعه در جدول        

DNA  ك هاي سفيد خون محيطي و با استفاده از روش نم          از گلبول

 انجـام و غلظـت و كيفيـت آن توسـط     ]10[ (Salting out) اشباع

 260هاي  در طول موج NanoDrop® ND-1000 اسپكتروفتومتر

 در  280A/260Aهايي كـه نـسبت     نمونه. سنجيده شد   نانومتر 280و  

  .انتخاب شدند  براي آناليز كمي، بود5/1ها بيش از  آن

  

2-2- Gap PCRچندگانه   

نـاخت   براي شناسايي حـذف چندگانه  Gap PCR روش ه هـاي ش

ــا  ــده آلف ــمي -ش تـفاده از  ) --3.7α-، 4.2α-، 20.5α-، MED(تالاس ــا اسـ ب

انجــام  ]7[ و همكــارانش (Tan) تــان   مقالــه(Primers)آغازگرهــاي 

  ميكروليتـر  5/3 ميكروليتر شامل    25مخلوط واكنشي به حجم      .پذيرفت

DNAمخلــوط از ميكروليتــر 3/0 نــانوگرم، 200 بــا غلظــت  ژنــومي 

 PCRميكروليتر بـافر   21 پليمراز و Taqواحد از آنزيم  3/0،  آغازگرها

 در دمـاي  DNA (Initial Denaturation)واسرشتگي اوليه . تهيه شد

پـس برنامـه       5مدت   گراد به   سانتي   درجه 95    دقيقه صورت پذيرفت، س

 1مـدت    راد به گ  درجه سانتي  95:  چرخه انجام يافت   35تكثير زير براي    

 درجـه   72 ثانيـه و     30 دقيقـه و     1مـدت    گراد به   درجه سانتي  60دقيقه،  

 دقيقـه در    7همچنين واكنش بـراي مـدت       .  دقيقه 2مدت   گراد به  سانتي

 درجـه   4گراد ادامه يافـت و در انتهـا در دمـاي              درجه سانتي  72دماي  

تـه شـد      سانتي  8/0 روي ژل آگـارز      PCRمحـصولات   . گـراد نگهداش

آميزي شـده و    رنگ(Ethidium bromide) اتيديوم برومايد درصد با

  .با استفاده از اشعه ماوراي بنفش مشاهده شد
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 Real-time PCR مخلوط واكنش و برنامه -2-3

ــدي  ــاي اليگونوكلئوتي ــراي ژن آغازگره ــاي ب  و α1 ،α2 ه

 افـزار  عنوان ژن مرجع با استفاده از نرم       به CLCN7 همچنين ژن 

Primer Express0/3ه  نسخ (Applied Biosystems, Foster City,CA) 

 NCBI/BLAST هـا در پايگـاه اطلاعـاتي       آن طراحي و تـوالي   

در اين مطالعه در     كار گرفته شده   هتوالي آغازگرهاي ب  . شد تأييد

 . نشان داده شده است2 جدول

 5/12ميكروليتر متشكل از  25 براي هر واكنش مخلوطي به حجم

 ،SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,UK) ميكروليتـر 

 نــانوگرم 5آب و   ميكروليتــر5/6پيكومــول از هــر آغــازگر،  5

DNA   هاي هر نمونه   واكنش. ژنومي تهيه شد DNA     بـراي هـر

 صــورت همزمــان انجــام و ميــانگين هســه ژن، ســه ســري و بــ

)CT( بـراي انجـام   . هر ژن محاسبه شـد     دست آمده براي   هاي به 

Real-time PCR ســتگاهدر د ABI 7300 Sequence   
Detection Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA) 

گراد   درجه سانتي95شروع در دماي  مرحله: ز برنامه زير استفاده شدا

در چرخـه اول در مـدت        الگو DNA سازي اوليه  منظور واسرشت  به

  چرخـه 40 دقيقه انجام و سـپس دو برنامـه دمـايي زيـر در        10زمان  

 درجـه   60 ثانيـه و     15مـدت    گـراد بـه     درجـه سـانتي    95: شد تكرار

يـك   مرحله تكثيـري كامـل، توسـط       هر.  دقيقه 1مدت   گراد به  سانتي

ثانيـه،   15 گراد براي مدت    درجه سانتي  95 به صورت مرحله تفكيك   

گراد بـراي     درجه سانتي  90 ثانيه،   30گراد براي مدت      درجه سانتي  60

  .ناليز منحني ذوب همراه شدمنظور آ ثانيه به 15مدت 

 

ΔΔC–2 استفاده از روش آناليز اطلاعات با -2-4
T 

 α2 و α1 هـاي  كـارايي تكثيـر ژن     منظـور تعيـين    در ابتدا بـه   

 صورت همزمان سري رقت از     ، به CLCN7 گلوبين و ژن مرجع   

DNA تهيه شـد و    ) ميكروليتر  نانوگرم در  13/3 تا   50از ( طبيعي

 نمـودار اسـتاندارد بـراي هـر     ،Real-time PCR پس از انجام

براي هر سه ژن بـا       PCR محاسبه كارايي . دشترسيم   قطعه ژني 

ستاندارد و بـا اسـتفاده از فرمـول          ا نمودار (Slope) تعيين شيب 

  :محاسبه شد (Efficiency)كارايي 

  كارايي]= 10)-1/شيب([-1

ΔΔC–2 منظور استفاده از روش    پس از محاسبه كارايي به    
T    ايـن ،

 گلـوبين و ژن  α2 و α1 هـاي  روي ژن Real-time PCRروش بار 

. شـد هاي مشكوك به حذف انجام       نمونه در مورد  CLCN7 مرجع

يك نمودار رسم    PCR پس از اتمام واكنش تكثير، براي هر واكنش       

 در ادامه پس از تفاضل ميـانگين    . د ش تعيين CT و سپس براساس آن   

CT        ميانگين از   آزمونو  طبيعي  ژن هدف براي هر دو نمونه CT  ژن

 محاسـبه و از     آزموننمونه    و طبيعيدر نمونه    ΔCT مرجع، شاخص 

، فـاكتوري    آزمـون   و نمونه  طبيعيمربوط به نمونه     ΔCT تفاضل دو 

  :دست آمد همطابق فرمول زير ب ΔΔCT تحت عنوان

  ΔΔCT= [mCT α) نمونه نرمال (– mCT CLCN7) نمونه نرمال([

  - mCT α]) ه آزموننمون (- mCT CLCN7) نمونه آزمون([

   گلــوبين بــاα2 و α1هــاي هــدف  در نهايــت تعــداد نــسخ ژن

ΔΔC–2 استفاده از فرمول  
T   هـاي    آنـاليز داده   .]12 ،11[شـد   مشخص

ــا  ــوق بـ ــرم  فـ ــتفاده از نـ ــاي اسـ ــسخه SDS افزارهـ   3/2/1 نـ

(Applied Biosystems,UK)، Excel 2007 (Microsoft corp) 

  .تپذيرف  انجام(Chicago, IL, USA) 16 نسخه SPSS و
  

  نتايج-3

3-1- Gap PCRچندگانه   
ــه  Gap PCR روش هــاي  امكــان شناســايي حــذفچندگان

. سازد صورت همزمان و در يك واكنش فراهم مي        شناخته شده را به   

 ،-3.7α-، 4.2αهاي شناخته شده      وجود حذف  روشبا استفاده از اين     
20.5α-، MED--1شكل  (دش فرد كنترل شناسايي 20، در(.  

  

  ؛ چندگانـه Gap PCRهـاي شـناخته شـده توسـط       شناسـايي حـذف  1شكل 
 كيلوبـازي   7/3 هتروزيگـوت حـذف      :1ستون   كيلوبازي،   1 نشانگر :M ستون

 كيلوبـازي   7/3هموزيگـوت حـذف      :2 سـتون  ،)بـازي   جفت 1800و   2022(
و  1628( كيلوبـازي    2/4 هتروزيگـوت حـذف      :3 ستون ،)بازي  جفت 2022(

 و  1007( كيلوبـازي    5/20 هتروزيگـوت حـذف      :4 ستون ،)بازي  جفت 1800
ــت1800 ــازي  جف ــتون ،)ب ــذف :5 س ــوت ح  1800و  Med) 807 هتروزيگ
  و الگDNA فاقد :7 ستون، )بازي جفت1800( نرمال :6 ستون ،)بازي جفت
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، منظور محاسـبه كـارايي    بهCLCN7  گلوبين وα2و  α1 هاي فرد نرمال براي ژن DNA ها از پايه سري رقت دارد بر منحني استان:الف ؛Real-time PCRسازي   مراحل بهينه2شكل 

   و x0432/0- = y-3036/0 ترتيـب   معادلـه خطـوط بـه      ؛ ژنـومي  DNAهـاي متـوالي از        بر پايـه غلظـت     α2/CLCN7 و α1/CLCN7 براي   CTΔهاي    ارزيابي همزمان شاخص   :ب
6072/0-x0864/0 =yند كه يك شرط لازم در استفاده از روش هست 1/0 همگي خطوط داراي شيب كمتر از. ست اCTهاي   در سنجشReal-time PCRشود  محسوب مي.  
  

  

  Real-time PCRكارايي تكثير در  -3-2
 DNA ها از نمونه   سري رقت ه  رسم منحني استاندارد بر پاي    

، CLCN7 گلـوبين و ژن مرجـع     α2 و α1 هـاي  نرمال بـراي ژن   

شـيب  . دانـست  را براي هر سـه ژن تقريبـاً برابـر          PCR كارايي

 CLCN7 و α2 و α1 هـاي  تكثير ژن  هاي دست آمده از منحني    هب

ــه ــب  بـ ــريب   و-23/3  و-15/3،  -18/3ترتيـ ــين ضـ همچنـ

 كـه   اسـت  99/0معـادل    مـذكور  هـاي  براي ژن  (R2) همبستگي

 و اخـتلاف   DNA وجود هماهنگي بين تغييرات غلظـت      نشانه

CTالف2شكل ( است ها (.  

 PCRهـاي    همچنين سازگاري و هماهنگي تمامي واكـنش      

 از (طبيعـي  الگـوي    DNAهاي   واسطه دامنه وسيعي از غلظت     به

با رسم نمـوداري بـر مبنـاي        ) ميكروليتر  نانوگرم در  13/3 تا   50

 در مقابـل    CLCN7گلـوبين و    -هاي آلفا  ژن CTΔهاي   شاخص

 اين نمودار پس    ≥1/0شيب  .  ارزيابي شد  DNAلگاريتم غلظت   

 نيز صحت   CLCN7 تعديل شدن ژن هدف توسط ژن مرجع         از

 .) ب2شكل (رساند   را ميCTاي  ارزيابي نسبي و روش مقايسه

 آنـاليز منحنـي ذوب     واسـطه تغييـرات دمـايي كـه در         همچنين بـه  

(Melting curve) پـذيرد، هـر قطعـه    صورت مي DNA  اي  دو رشـته

در دمـاي    GC ي بازهـاي  احتـو در محصول براساس طـول و م       موجود

ايـن تغييـر حالـت توسـط         اي شده و   ذوب اختصاصي خود، تك رشته    

گونـه كـه     همان .شود داده مي  نمايش   (Peak)قله  صورت يك    سيستم به 

 مرتبط با هر ژن، نـشانه       قلهشود، وجود تنها يك      ملاحظه مي  3در شكل   

 .استعدم وجود مواردي چون محصول غيراختصاصي و آغازگر دايمر 

 
 گلــوبين و ژن مرجــع α2 و α1 هــاي ژن آنــاليز منحنــي ذوب بــراي 3 شــكل

CLCN7يك محصول دماي ذوب ها نمايانگر  قلههريك از ؛PCR است.  

  

گلـوبين  -هاي ژنـي آلفـا     شناسايي حذف  -3-3

 Real-time PCRتوسط 

 CLCN7 و α2 و α1 هاي براي ژن Real-time PCR با انجام

كـدام   گلوبين كه هيچ-هاي آلفا نحذف در ژ  فرد مشكوك به60در 

ها شناسايي نـشده بـود، وجـود         هاي شناخته شده براي آن     از حذف 

از سـرحدات دقيـق حـذف       نفر بدون هيچ اطلاعـي       40 حذف در 

 α2 و α1 حـذف در ژن     فـرد داراي   10از اين تعـداد     . شناسايي شد 

 ـ α2  فـرد داراي حـذف در ژن       25صورت همزمان، و     هب صـورت   هب

 صـــورت هبـــ α2  فـــرد داراي حـــذف در ژن5هتروزيگـــوت و 

 نمونـه   15همچنين وجـود حـذف در تمـامي         . دهستنهموزيگوت  

 هـا توسـط    شـده در آن    افراد كنترل حذف كه وجود حذف شناخته      

Gap PCR شناسايي شده بود، توسط چندگانه Real-time PCR 

  .استد كه نشانه دقت و حساسيت اين روش كمي شييد أت

  هـاي  د منحنـي  شـو  ملاحظـه مـي    4گونه كه در شكل      همان
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  و ژن مرجـع    25در چرخـه     α2 و α1 هـاي   ژن ؛مربوط بـه فـرد سـالم       DNA منحني تكثير  :الف ؛CLCN7  گلوبين و ژن مرجع    α2 و α1 هاي ژن براي DNA  منحني تكثير  4 شكل

CLCN7    منحني تكثير  :ب .تانه رسيده است  و به آس    تصاعدي تكثير شده   مرحله وارد   24در چرخه DNA          هـاي  مربوط به فـرد ناقـل حـذف در ژن α1 و α2  هـاي  ژن؛ α1 و α2  در
در  α2  و ژن  24در چرخه    α1 ژن α2 مربوط به فرد ناقل حذف در ژن       DNA منحني تكثير  :ج . تصاعدي تكثير شده است    مرحله وارد   23در چرخه    CLCN7 و ژن مرجع   25چرخه  
 و ژن   24 در چرخـه     α1 ژن،  α2 مربوط به حذف هموزيگـوت در ژن         DNA منحني تكثير    :د .شده است   تصاعدي تكثير  مرحله وارد   23در چرخه    CLCN7 ع و ژن مرج   25چرخه  
  . در فرد هموزيگوت رخ نداده استα2واكنش تكثير ژن . شده است  تصاعدي تكثيرمرحله وارد 23چرخه  در CLCN7 مرجع
  

  

علـت   فـرد ناقـل حـذف بـه        در α2 و α1 هاي مرتبط با تكثير ژن   
از منحنـي    فقدان يك نسخه از ژن هـدف، يـك چرخـه ديرتـر            

  محاسـبه نــسبت . انــد فـرد ســالم بـه آســتانه رسـيده    متنـاظر در 
2–ΔΔC

T در واقع ميزان نسبي ژن را در نمونه ناشناخته نسبت          كه
را بـراي   90/0±16/0نمايـد، نـسبت     تعيين مـي طبيعيبه نمونه 

افـراد ناقـل حـذف     را بـراي  32/0±15/0ت افراد سـالم و نـسب  
  ).5شكل  (داد نشان گلوبين α2 و α1 هاي در ژنهتروزيگوت 

  

  
  هاي مختلف دست آمده در گروه هاي به مقايسه نسبت 5شكل 

  

  بحث -4

در مسير غربـالگري تالاسـمي قبـل از ازدواج و شناسـايي             

هـاي ژنتيـك،     ها، تعداد زيادي از مراجعين به آزمايـشگاه        جهش

اين افـراد   . مانند صورت موارد مشكوك يا نامشخص باقي مي       به

 MCHو  MCV (Mean Corpuscular Volume)داراي 

(Mean Cell Haemoglobin)  ــايين ــر از (پ ) 27 و 80كمت

يـا    طبيعـي  HbA2در اكثر موارد اين افراد داراي سطح        . ندهست

كه تعيـين وضـعيت      ) درصد يا كمتر   5/3(ند  هستنزديك آستانه   

دلايل قـرار گـرفتن     .  افراد از اهميت زيادي برخوردار است      اين

؛ ابتـدا   دليـل اسـت    موارد مشكوك بـه چنـد        گروهاين افراد در    

 دسـته كه فرد ممكن است داراي جهش خفيف باشد كـه در             اين

وقـوع حـذف در ژن بتـا و         . شـود  بندي مي  ناقلين خاموش طبقه  

از عوامـل   تواننـد    گلوبين مـي  -گلوبين يا جهش در ژن دلتا     -دلتا

تـوان   علت ديگر را مي    . طبيعي باشند  HbA2سطح   ديگر ايجاد 

. تالاسـمي در فـرد دانـست      -به دليل همزماني وجود آلفـا و بتـا        

  گلـوبين كـه ناحيـه     -خوشـه ژنـي بتـا      همچنين وقوع حذف در   
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ه نتـايج   ئ ـحتـي ارا   گلوبين را نيز درگير كرده باشد يـا       - گاما

 (Cell Blood Count: CBC) شناسي هاي خون  آزمايشاشتباه در

تواننـد از دلايـل       يا فقر آهن مي    HbA2دقيق سطح   تعيين  و  

بايـست بـا     بنـابراين مـي   . ]14 ،13 ،1[ ديگر قلمـداد شـوند    

تالاسـمي بـودن    - هاي متعدد ناقل آلفا يا بتا      استفاده از روش  

تمـال  در صـورتي كـه اح     . افراد مشكوك را مـشخص نمـود      

هـاي نـوين    كارگيري روش ه با ببايدوجود حذف داده شود،  

گلـوبين را مـشخص و      - آلفا يـا بتـا     هاي وجود حذف در ژن   

 هـاي مولكـولي دامنـه حـذف را         كـارگيري روش   هسپس با ب  

هـاي تـشخيص     هـا روش   تشخيص داده و در ادامه بـراي آن       

  .اندازي نمود سريع و دقيق راه

هـاي ژنـي در    بـازآرايي شناسايي   درReal-time PCR روش

ــاري ــورد بيم ــون   م ــددي همچ ــاي متع ــامه ــشانگان ويلي ــرن-ن  ب

(Williams-Beuren syndrome) ]15[ ،ــشانگان ــننـ   آنجلمـ

(Angelman syndrome) ]16[مرزبـاچر -زائـوس   پلي و بيماري 

(Pelizaeus-Merzbacher) ]17[     همچنـين  .  استفاده شـده اسـت

هـاي    در مـورد شناسـايي تعـدادي از حـذف           روش استفاده از ايـن   

 كـه البتـه     ]18[تالاسمي نيز گزارش شـده اسـت        -شناخته شده آلفا  

  بـراي عنوان روشي مناسب و سـريع   بهنه چندگاGap PCR روش

  تالاســمي نيــز قــادر-هــاي شــناخته شــده آلفــا شناســايي حــذف

  بـديهي اسـت ايـن     . اسـت هـا    به شناسـايي ايـن دسـته از حـذف         

. هايي بـا دامنـه نامـشخص را نـدارد          توانايي شناسايي حذف  روش  

  بـه اتـصال شناسـاگرهاي چندگانـه       ه  اخيراً روش كمي تكثير وابست    
  

(Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification: MLPA)  
  

  

شدگي  از كاربرد وسيعي در زمينه تشخيص حذف و مضاعف        

 توانايي تكثير تعـداد  روشاين  در. ژني برخوردار شده است 

 وجـود دارد   ها توسط يـك جفـت آغـازگر        زيادي از جايگاه  

ــاز .]19[ ــه جداس ــط   البت ــده توس ــر ش ــصولات تكثي  ي مح

زمان و   يابي و صرف   توسط دستگاه توالي   الكتروفورز موئين 

چـه كـه در      هزينه زياد و همچنين دقت كمتـر نـسبت بـه آن           

 نقـاط ضـعف روش    وجـود دارد از Real-time PCR آناليز

MLPA شود محسوب مي.  

   سايبرگرين همچونDNAشونده به  هاي متصل استفاده از رنگ

I (SYBR Green I)در مطالعـــات ميـــزان ژنـــي توســـط   

 Real-time PCR   حساسيت بيشتري را نسبت بـه اسـتفاده از 

اين ويژگي   بديهي است . كند  ايجاد مي  روششناساگرها در اين    

 DNAهاي زياد رنـگ بـه        لكولو با اتصال م   I سايبرگرين   رنگ

ها از نظـر     همچنين استفاده از اين رنگ    . شود دو رشته فراهم مي   

 Real-time PCRي نسبت به استفاده از شناسـاگرها در  اقتصاد

 همـراه بـا     تـشخيص سـريع    و امكـان     اسـت مقرون بـه صـرفه      

را گلوبين  -حساسيت بالا در شناسايي حذف در خوشه ژني آلفا        

  .]20[آورند  فراهم مي

  و اسـتفاده از روش Real-time PCRچه در آنـاليز   آن

درسـتي و    حائز اهميت است ايـن اسـت كـه           CTاي   مقايسه

هاي ژنـي بـا ميـزان كـارايي تكثيـر            دقت تعيين تعداد نسخه   

. اســتژن مرجــع داراي ارتبــاط مــستقيم  هــاي هــدف و ژن

و  استاندارد رسـم شـده بـراي هـر ژن          بنابراين شيب منحني  

هـاي   خط رسم شده براساس رقـت      (R2) ضريب همبستگي 

شـيب بـين    (محدوده قابـل پـذيرش       در، بايد   DNAمتوالي  

هاي مورد بررسي    بوده و در ژن   ) <95/0R2 و   - 6/3 تا   - 1/3

  .]21 ،12[ تا حد امكان يكسان باشند

 كه وجود حـذف   ي  در تحقيق حاضر تمامي موارد ناقل قطع      

ه شناسايي شد چندگانه Gap PCR ها توسط شناخته شده در آن

درستي تشخيص داده شـدند   به Real-time PCRروش بود، با 

شده براي موارد    يدي بر صحت نتايج حاصل    أيتواند ت  كه اين مي  

توانـد    مطالعه حاضر نشان داد كه اين روش مـي         .ناشناخته باشد 

-براي تعين وضـعيت نهـايي مـوارد مـشكوك بـه حـذف آلفـا               

  .تالاسمي كاملاً كارساز باشد
 

 يتشكر و قدردان -5

نويسندگان مراتب تشكر و قدرداني خود را نسبت به كليـه           

ها و نيز تمامي همكاران بخش       هاي محترم آن   خانواده بيماران و 

لكولي انستيتو پاستور ايران و مركز تحقيقات ژنتيـك         وپزشكي م 

اين طرح با پشتيباني مـالي انـستيتو        . دارند كوثر اعلام مي   انساني

 و نيـز صـندوق حمايـت از         )441 طـرح شـماره   (پاستور ايران   

  .شدپژوهشگران انجام 
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  20/11/87 :پذيرش مقاله  5/8/87 :دريافت مقاله

  چكيده
. پاروم نسبت به كلروكين مـشكل اصـلي در منـاطق مالاريـاخيز اسـت                ي پلاسموديوم فالسي  مقاومت داروي : هدف

پـاروم بـا       پلاسـموديوم فالـسي    pfmdr1 و   pfcrtهـاي     هاي تـك نوكلئوتيـدي در ژن        وجود ارتباط بين چندشكلي   

 و  pfmdr1در اين مطالعه پنج چندشكلي تـك نوكلئوتيـدي در ژن            . مقاومت نسبت به كلروكين شناخته شده است      

  . بررسي شدReal-Time PCR با استفاده از روش pfcrtيك چندشكلي تك نوكلئوتيدي در ژن 

پـاروم و مقـاوم بـه كلـروكين از             نمونه خون از افراد آلوده به پلاسموديوم فالسي        26 بدين منظور    :ها  مواد و روش  

 و Light CyclerTMتفاده از روش ها با اس اين جهش. آوري شد بندر چابهار در استان سيستان و بلوچستان جمع

  .سازي شناسايي شدند هاي دورگه پروب

 نمونـه مـورد مطالعـه       26از مجمـوع    )  درصـد  23( نمونه   6 تعداد   pfmdr1 ژن   86 طبق نتايج اين مطالعه در كدون        :نتايج

 K76Tهـش   ج. گرچه اين جهش در سال اول مطالعه، ديده نشد ولي در سال دوم قابل ملاحظه بـود                . جهش مشاهده شد  

)  درصـد  9/26 (7 در   CVIETهـاي     ها و در كدون      نمونه 11)  درصد 3/42( در   pfcrt ژن   CVMNT در كدون    pfcrtژن  

  .مشاهده شد)  درصد2/19( نمونه 5 در SVMNTو )  درصد6/7( تنها در دو نمونه SVIETها،  نمونه

ه نشان داد كه چندشـكلي نوكلئوتيـدي        نتايج مطالع .  جهش در طول دو سال مطالعه افزايش يافته است         :گيري نتيجه

عنوان نشانگري بـراي كنتـرل        تواند به    در منطقه وجود دارد كه اين موضوع مي        pfmdr1 و   pfcrtهاي    مربوط به ژن  

  .مالاريا در چابهار مدنظر باشد
 

  pfmdr1 ، pfcrt تك نوكلئوتيدي،  پاروم مقاوم به كلروكين، ايران، چندشكلي  پلاسموديوم فالسي:كليدواژگان
  

   مقدمه-1

 يك بيماري انگلي و يكي از مسائل مهـم          (Malaria)مالاريا  

  بهداشتي تعدادي از كشورهاي مناطق گرمسيري دنيـا و از جملـه           

  

خـوني و ضـعف و       اين بيماري به علت ايجاد كـم      . كشور ماست 

  ناتواني باعث اتلاف نيروي كار شده و بـر وضـعيت اقتـصادي و              
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در كشور ما اين بيماري     ]. 1[گذارد   اثر مي كشاورزي اين كشورها    

شهرستان چابهار  . شود در مناطق جنوبي و جنوب شرقي ديده مي       

اليه جنوب شرقي استان سيـستان و بلوچـستان در كنـار             در منتهي 

هاي گرم درياي عمان واقـع شـده و مركـز آن شـهر چابهـار                 آب

در اين شهر علاوه شيوع ايـن بيمـاري، مقاومـت دارويـي             . است

 نـسبت  (Plasmodium falciparum)پاروم  پلاسموديوم فالسي

مقاومت دارويي  .  گزارش شده است   (Chloroquin)به كلروكين   

پاروم به معني توانايي سويه انگل در زنـده          در پلاسموديوم فالسي  

طـور   هـايي از داروسـت كـه بـه         ماندن و تكثير در حضور غلظت     

ز بين برده يا از تكثير هاي همان نوع پلاسموديوم را ا     معمول انگل 

  ].2[كند  ها جلوگيري مي آن

پاروم در    بررسي حساسيت پلاسموديوم فالسي    1362از سال   

 نـسبت بـه   (in vitro) و آزمايـشگاهي  (in vivo)شرايط دربدن 

ــه  ــا ب ــروكين در  تعــدادي از داروهــاي ضــد مالاري خــصوص كل

يسيان هاي تحقيقاتي بندرعباس و ايرانشهر توسط دكتر ادر ايستگاه

(Edrisian)       ايـن تحقيقـات در ايـران       ]. 2[ و همكاران آغاز شـد

طــي . وجــود مقاومــت نــسبت بــه كلــروكين را اثبــات نمودنــد 

  هـاي  ترتيـب در سـال     هاي ادريـسيان و همكـاران كـه بـه          بررسي

 در هر سه استان هرمزگان، سيستان 1994-96 و سپس 93-1990

 2/60 درصد و    4/73ترتيب   و بلوچستان و كرمان انجام گرفت به      

 ].3[درصد موارد نسبت به كلروكين مقاوم بودند 

تحقيقات محققان در كـشورهاي مالاريـاخيز نـشان داد كـه        

 تا حدي باعث مقاومـت بـه كلـروكين          pfmdr1هاي ژن    جهش

اما بروز آرام مقاومت بـه كلـروكين در مقايـسه بـا             ]. 4[شود   مي

ت دخالـت   فـولا  ظهور سريع مقاومت انتخابي به داروهاي آنتـي       

ــه چنــد ژن    را نــشان (Multigenic)يــك مكانيــسم وابــسته ب

نتـايج مطالعـات برخـي از محققـان نيـز همراهـي دو ژن               . دهـد  مي

pfmdr1   و pfcrt جاي يك ژن مرتبط با مقاومت انگـل را نـشان             به

هاي تك نوكلئوتيـدي     يكي از اهداف تعيين چندشكلي    ]. 5[دهد   مي

(Single nucleotide polymorphisms: SNPs)   تعيـين منـشأ 

 تــا اســتهــاي واگيــر  هــا و نقــشه گــسترش بيمــاري بيمــاري

هـا   هاي جديد را رديابي و تشخيص نماينـد ايـن جهـش            جهش

 دليـل همـين    ممكن است مقاومت به داروها را ايجـاد كننـد بـه           

 اطلاعات بسيار با ارزشي براي كنترل       SNPsمطالعه بر ژنوتيپ    

هـا بـا     تـشخيص بيمـاري   . دهـد  ها ارائه مـي    دقيق درمان بيماري  

هــاي تشخيــصي دقيــق همــواره مــورد توجــه  اســتفاده از روش

ها به   ها يا الگوي آن    محققان بوده است، توانايي تشخيص جهش     

ها را با مقاومت     دهد كه ارتباط عوامل بيماري     محققين اجازه مي  

محققين ترين ويژگي است كه اغلب       دقت مهم . دارويي پيدا كنند  

در اين مطالعـه از     ]. 5[گيرند    در نظر مي   SNPsوتيپ  براي تعيين ژن  

 اسـتفاده شـد   (Hybridization probes)سازي  هاي دورگه پروب

. دهنـد   را تـشخيص مـي     SNPsطور اختـصاصي و دقيـق        كه به 

 كه  هستندسازي شامل نوكلئوتيدهاي متفاوت      هاي دورگه  پروب

ت  رف (Primers)به توالي داخلي تكثير شده توسط آغازگرهاي        

 به Real–time PCRهاي  سيستم]. 5[ شوند و برگشت باند مي

گيري آشكارگر فلورسنتي وابسته است كه علائـم         تعيين و اندازه  

(Signals)           اين آشكارگر فلورسنتي نسبت مـستقيمي بـا مقـدار 

در نتيجه اين روش يك سيستم      .  در واكنش دارد   PCRمحصول  

 ـ شمار مي   به SNPsقوي براي تعيين ژنوتيپ      بـا توجـه بـه       .دآي

هاي پلاسـموديوم    هاي احتمالي در ژن    كه براي تعيين جهش    اين

پاروم تاكنون در ايـران فقـط مطالعـه معـدودي صـورت              فالسي

كـدام از ايـن مطالعـات از روش          و در هـيچ   ] 7،  6[گرفته است   

Real–time PCRبــراي ايــن منظــور اســتفاده نــشده اســت  ،

هـاي تـك      جهش هدف اين تحقيق بررسي و تشخيص     بنابراين  

 پلاســــموديوم pfmdr1 و pfcrtهــــاي  نوكلئوتيــــدي در ژن

 Real–timeپاروم مقاوم به كلروكين با استفاده از روش  فالسي

PCRبوده است .  

  

  ها  مواد و روش-2

  آوري نمونه  جمع-2-1
پـاروم در     نمونه خون افراد آلـوده بـه پلاسـموديوم فالـسي           26

گـسترش نـازك و ضـخيم لام        ها با    شهرستان چابهار كه آلودگي آن    

هـا از    تمام اين نمونـه   . آوري شد  خون محيطي تأييد شده بود، جمع     

بيماراني كه به درمان دارويي كلروكين طبـق دسـتورالعمل سـازمان            

 پاسخ (World Health Organization: WHO)بهداشت جهاني 
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  .تهيه شدمنفي داده بودند 

ل دوم تحقيـق     نمونـه در سـا     19 نمونه در سـال اول و        7تعداد  

آوري شـد و     ها در شهرستان چابهار جمع     اين نمونه . آوري شد  جمع

شناسي دانشگاه تربيت مـدرس انتقـال داده         سپس به آزمايشگاه انگل   

هـا از    تمـام نمونـه   . گراد نگهداري شدند    درجه سانتي  -20شد و در    

هـا    اين نمونه  DNA. آوري شد  افراد ايراني آلوده ساكن چابهار جمع     

ــتف ــا اس ــت ب  QIAamp DNA minikit (QIAGEN)اده از كي

  .استخراج شد

  

  پاروم هاي مرجع پلاسموديوم فالسي  سويه-2-2
پاروم كـه حـساسيت و مقاومـت         سه سويه پلاسموديوم فالسي   

. عنـوان مرجـع انتخـاب شـدند        ها به كلروكين تعيين شده بود به       آن

 هاي و سويه ) از هلند است  (، حساس به كلروكين است      3D7سويه  

W2   7 وG8      سويه  ( مقاوم به كلروكين هستندW2    از جنوب شرق 

ها از محيط كشت برداشـته       اين سويه ).  از برزيل است   7G8آسيا و   

ــه ــه و ب ــورت نقط ــط    ص ــن توس ــذ واتم ــده روي كاغ ــذاري ش گ

  . از فرانسه ارسال شدند(de Monbrison)مونبريسون  دي

  

  pfmdr1هاي   تعيين جهش-2-3
ــش  ــشخيص جه ــتفاد   ت ــا اس ــا ب  و Light cyclerه از ه

  .سازي انجام شد هاي دورگه پروب

سـازي شـامل     هاي دورگه  ، پروب pfmdr1هاي   براي جهش 

دو اليگونوكلئوتيد متفاوت بودند كه به توالي داخلي تكثير شده          

  .شوند توسط آغازگرهاي رفت و برگشت متصل مي

 بـا فلورسـئين   ´3، در انتهاي (Sensor probe)گر  پروب حس

شده است و براي تشخيص ناحيـه داراي جهـش طراحـي            نشاندار  

 Light با 5´، در انتهاي (Anchor probe)پروب آنكور . شده است

Cycler Red 640   فـسفوريله  ´3 نشاندار شده اسـت و در انتهـاي 

شده است تا از طويل شدن توسط آنـزيم تـك پليمـراز جلـوگيري               

 ـ                ه داراي  شود، اين پروب بـراي اتـصال بـه ناحيـه مجـاور بـا ناحي

 DNAهر دو پروب روي يك رشته       . يافته طراحي شده است    جهش

شوند و دو تا رنگ فلورسنت در مجاورت همديگر قـرار            متصل مي 

 Florescence)گيرند و پديده انتقال انرژي رزونانس فلورسنت  مي

Resonance Energy Transfer: FRET)دهـد   ها رخ مي  بين آن

]5.[  

  : به اين شرح بودPCRمه ، برنا184 و 86براي كدون 

 95 : چرخـه  35 دقيقـه و     9مـدت     بـه  گـراد   درجه سانتي  95

گـراد    درجـه سـانتي    54  ثانيـه،  10 مـدت   بـه  گـراد  درجه سـانتي  

ثانيـه و بـا      40مـدت    بهگراد    درجه سانتي  65 ثانيه  و     10مدت به

  سـرعت تغييـر دمـا      گـراد و    درجـه سـانتي    75–35برنامه ذوب   

(Temperature Transition Rate: TTR) 2/0 درجه در ثانيه 

  .يافت  ادامه

  : شرايط به اين صورت بود1246 و 1042 و 1034براي كدون 

 95:  چرخـه  40دقيقـه و     9مـدت    بـه گـراد     درجه سانتي  95

 گـراد   درجـه سـانتي    54 ثانيـه و     10مـدت    بـه گراد   درجه سانتي 

 ثانيـه و بـا      55 مـدت  بهگراد    درجه سانتي  65و   ثانيه   10 مدت به

 درجـه در    TTR 2/0گـراد و      درجه سـانتي   80-35مه ذوب   برنا

  .يافت ثانيه ادامه 
  

  Pfcrtهاي   تعيين جهش-2-4
دست در انتهاي    ، آغازگر پايين  pfcrtهاي ژن    براي تعيين جهش  

عنـوان پـروب     نشاندار شـده كـه بـه   Light Cycler red 640 با '3

شت كـه آغـازگر برگ ـ    (آنكور است، طي مراحل تكثير، اين آغازگر        

گـر و     بـين پـروب حـس      FRETشـود و پديـده       طويل مـي  ) است

  ].5[دهد  عنوان پروب آنكور است رخ مي  كه بهPCRمحصول 

پروب : سپس دماي ذوب اختصاصي هر ژنوتيپ تعيين شد       

تواند به    حتي با وجود عدم تطابق يك نوكلئوتيد هم مي         گر سح

  كه كاملاً  گري حستوالي هدف متصل شود اما نسبت به پروب         

  ].5[شود  تري جدا مي تطابق دارد در دماي پايين

 درجـه   95، پس از مرحله اوليه      Pfcrtهاي مختلف    براي كدون 

گـراد    درجـه سـانتي    95:  چرخـه  40 دقيقه، با    10مدت   گراد به  سانتي

 درجه  65 ثانيه و    10مدت گراد به   درجه سانتي  45 ثانيه و    10مدت   به

گـراد    درجه سانتي72-32 ذوب  ثانيه با برنامه 15مدت   گراد به  سانتي

  .يافت  درجه در ثانيه ادامه TTR 2/0و 

هـاي    هر سه نمونـه مرجـع و كنتـرل         (run)در هر بار آزمايش     

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

8-
19

 ]
 

                            46 / 84

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-11114-en.html


  عبدالحسين دليمي و همكاران  پاروم  هاي پلاسموديوم فالسي   چندشكلي 

44 

عنوان الگو و كنترل منفـي      انساني به  DNAكنترل منفي داراي    (منفي  

در كنار ساير ) (No Template Control: NTC) الگو DNAفاقد 

منظور بررسي قابليـت تكرارپـذيري روش،        به. شد  ها قرار داده   نمونه

 Light Cyclerها هر كدام چهـار بـار بـا     هاي مرجع و نمونه سويه

صـورت ميـانگين     نتـايج بـه   . ها تعيين شد   آزمايش و دماي ذوب آن    

  . نشان داده شد(2SD) دو برابر انحراف معيار ±دماي ذوب 

  

   نتايج-3

 بـراي  Light Cyclerسازي و تكنولوژي  هاي دورگه پروب

 در  pfcrt و   pfmdrlهـاي    اي در ژن   هاي نقطـه   تشخيص جهش 

ها بـا     اين سويه  DNA. مقايسه با سه سويه مرجع ارزيابي شدند      

 تكثير شـدند    pfcrt و   pfmdr1آغازگرهاي اختصاصي براي ژن     

  .و تجزيه و تحليل منحني دماي ذوب هم انجام شد

ــدول    ــايج ج ــق نت ــدون 1طب ــداد 86، در ك ــه6 تع    نمون

 نمونه مورد مطالعه جهـش مـشاهده        26از مجموع   )  درصد 23(

گرچه اين جهش در سال اول مطالعه، ديـده نـشد ولـي در     . شد

  .سال دوم قابل ملاحظه بود
  

 نمونه خون افراد آلـوده بـه        26 در ميان    pfmdr1هاي    فراواني جهش  1جدول  

  پاروم مقاوم به كلروكين در چابهار پلاسموديوم فالسي
  

  ها كدون
  ها نمونه

86  184 ،1034 ،1042 ،1246  

  يافته جهش

تعداد) درصد(

  نيافته جهش

تعداد) درصد(

  يافته جهش

تعداد) درصد(

  نيافته جهش

تعداد) درصد(   ها كل نمونه

 )26= تعداد(
)23 (6 )77 (20 )0 (0  )100 (26  

سال اول 

  گيري نمونه

  )7= تعداد(

)0 (0  )100 (7  )0 (0 )100 (7  

سال دوم 

  گيري نمونه

 )19= تعداد(

)5/31 (6  )5/68(13  )0 (0 )100 (19  

  

 CVMNT در هاپلوتيـپ  K76T، جهـش  2طبق نتايج جدول  

 در  CVIETهاي    و هاپلوتيپ    نمونه 11)  درصد 3/42( در   pfcrtژن  

)  درصـد  2/19( نمونـه    5 در   SVMNT، و    نمونـه )  درصد 9/26 (7

ر د)  درصــد8/3(ايــن جهــش تنهــا در يــك نمونــه . مــشاهده شــد

نسبت ايـن جهـش در سـال اول         .  مشاهده نشد  CVMKهاپلوتيپ  

  .مطالعه به مراتب كمتر از سال دوم بوده است
  

 نمونه خون افراد آلوده     26 در ميان    pfcrt ژن   K76T فراواني جهش    2جدول  

  پاروم مقاوم به كلروكين در چابهار به پلاسموديوم فالسي
  

  ها كدون

CVIET CVMNTSVIET SVMNTCVMK* 
) درصد(  ها نمونه

  تعداد

) درصد(

 تعداد

) درصد(

 تعداد

) درصد(

 تعداد

) درصد(

 تعداد

  ها كل نمونه

  )26= تعداد(
)9/26 (7  )3/42 (11  )6/7 (2  )2/19 (5  )8/3 (1  

سال اول 

  گيري نمونه

  )7= تعداد(

)3/14 (1  )4/71 (5  )0 (0  )3/14 (1  )0 (0  

سال دوم 

  گيري نمونه

  )19= تعداد(

)6/31 (6  )6/31 (6  2 )5/10(  )21 (4  )2/5 (1  

  . مشاهده نشدK76T در اين كدون جهش *

  

هـاي خـون     هاي تجزيه و تحليل دمـاي ذوب نمونـه         منحني

هـاي مرجـع بـراي     پـاروم و سـويه     آلوده به پلاسموديوم فالـسي    

.  آمــده اســت1 شــكل در pfcrt ژن K76Tتــشخيص جهــش 

) سويه مقـاوم ( 7G8منحني پنج نمونه با منحني سويه استاندارد   

 است كاملاً مطابقت دارد بـدين معنـي         K76Tكه حاوي جهش    

 بوده است كه متفاوت با دمـاي        7/43±2/0ها   كه دماي ذوب آن   

  .است D73ذوب سويه حساس 
  

   بحث-4

 Real-time PCRتجزيه و تحليل منحني دماي ذوب در روش  با

طور بالقوه به روشي قـوي و كـاربردي بـراي تـشخيص              توان به  مي

SNPs     در دو ژن Pfcrt   و pfmdr1  پاروم دست    پلاسموديوم فالسي

هـا   اين روش در يك سيستم كاملاً بسته انجام شـده و نمونـه            . يافت

در . هاي ديگـر هـستند     بدون آلودگي قابل استفاده براي انجام روش      

 نيـازي   PCRاين روش براي خواندن نتايج به الكتروفـورز پـس از            

شـود و خطـر آلـودگي بـا          ر خوانده مي  ت نيست بنابراين نتايج سريع   

علاوه بـر  .  نيز وجود ندارد(Ethidium bromide)اتيديوم برومايد 

امـروزه بـراي    . اين با وجود اين روش نيازي به تعيين توالي نيـست          
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 روش Real–time PCRهــاي تــك نوكلئوتيــدي  تعيــين جهــش

  ].5[شود  انتخابي محسوب مي

پاروم مقاوم به    السياغلب مطالعات مولكولي پلاسموديوم ف    

ــكلي  ــروكين روي چندش ــود در دو ژن   كل ــاي موج  و pfcrtه

pfmdr1 ژن  .  متمركزاستpfcrt    قرار دارد و    7 روي كروموزوم 

 pfmdr1ژن . كنـد   واكوئل را كد مـي     يهاي انتقالي غشا   پروتئين

ــوزم  ــرار دارد و 5روي كروم ــوگ p ق ــوپروتئين هومول    گليك

1 (P-Glycoprotein Homologue 1: PGH1)5[كند   را كد مي.[  
  

  
  

هـاي خـون آلـوده بـه      هاي تجزيه و تحليل دماي ذوب نمونـه   منحني1 شكل

هاي مرجع براي   پاروم مقاوم به كلروكين در چابهار و سويه        پلاسموديوم فالسي 

  :از چـــپ بـــه راســـت: ترتيـــب بـــه .pfcrt  ژنK76Tتـــشخيص جهـــش 

و پنج نمونه )  مقاومسويه (7G8 منحني 6-2، )سويه حساس (3D7 منحني-1

  )سويه مقاوم (W2 منحني -7 و K76Tحاوي جهش 

  

آوري شده بودنـد در       نمونه مقاومي كه در سال اول جمع       7در  

 جهشي مـشاهده نـشد كـه ايـن          Pfmdr1 كدون ژن    5كدام از    هيچ

كنـد كـه مقاومـت بـه         تأييدي است بر مطالعات قبلي كه ثابت مـي        

و انجام مطالعه همزمـان بـر       ژنتيك است    كلروكين يك پديده مولتي   

؛ از طرفي در    ]8[دهد    نتايج بهتري ارائه مي    pfmdrl و   pfcrtدو ژن   

.  مشاهده شد  pfcrtهاي تك نوكلوتيدي در ژن        نمونه، جهش  7اين  

نمونـه جهـش در هاپلوتيـپ       )  درصـد  4/71 (5بدين ترتيب كه در     

CVMNT     در هاپلوتيـپ    )  درصـد  3/14(، يك نمونـهCVIET  و 

  . ديده شدSVMNTدر )  درصد3/14(يك نمونه 

 ،آوري شده بـود     نمونه مقاومي كه در سال دوم جمع       19در  

 نـشان   pfmdrl را در ژن     N86Yنمونه جهش   )  درصد 5/31 (6

ــه در هاپلوتيــپ )  درصــدpfcrt ،6) 6/31دادنــد و در ژن  نمون

CVMNT  ،6) 6/31 نمونه در هاپلوتيپ    )  درصدCVIET   4 و 

)  درصـد 5/10 (2 و SVMNTيپ نمونه در هاپلوت )  درصد 21(

 نمونـه مـورد آزمـايش فقـط         26از  .  نشان دادند  SVIETنمونه  

حال ايـن نمونـه در        را نداشت با اين    76ها جهش    يكي از نمونه  

  . را نشان دادN86Y جهش pfmdrlژن 

يـدهاي آمينـه          كدام از نمونه    در هر دو سال در هيچ      اـه اس ها در جايگ

ــشد pfmdr1 ژن 1246 و 1042، 1034، 184 ــشاهده ن ــشي م در .  جه

تـفاده از روش       ) 2006( و همكاران    (Ursin)مطالعه يورسين    نيز كه با اس
PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment length polymorphism)  

  

هـاي اسـيدهاي     در منطقه چابهار انجام شده بود، جهشي در جايگاه        

لعـه  در مطا .  يافت نشد  1246 و   1042،  1034،  184هاي   آمينه كدون 

 گـزارش   75حذف اسيدآمينه جايگـاه     ) 2006(يورسين و همكاران    

 تواماً  76 و   75،  74هاي   يافته جايگاه  هاي جهش  نشده و همچنين الل   

ــشده اســت  ــزارش ن ــه اســماعيلي ]. 6[گ  و (Esmaeili)در مطالع

كه در منطقه سرباز اسـتان سيـستان و بلوچـستان           ) 2007(همكاران  

 استفاده نموده اسـت جهـش       Nested-PCRانجام شده و از روش      

K76T     را در ژن pfcrt   گـزارش  )  درصد75/93( به ميزان بسيار بالا

  ].7[نموده است 

در ساير مطالعاتي كه در ديگر نقاط دنيا بر موارد مقـاوم بـه       

 در ژن SVMNT و   CVIETكلروكين انجام شده دو هاپلوتيپ      

pfcrt     ه اسـت   ها مرتبط شمرده شد     آمينوكينولين 4 با مقاومت به

 در چابهار، جنوب شـرقي ايـران،        pfcrtهاي ژن    هاپلوتيپ]. 9[

 در جنــوب شــرق آســيا   CVIETهــاي  مــشابه هاپلوتيــپ 

 در هند است، كه تأييدي بر نظريه گسترش جهاني  SVMNTو

  .پاروم مقاوم به كلروكين است پلاسموديوم فالسي

 بيشترين فراواني   pfcrt در ژن    K76Tدر اين مطالعه جهش     

هـاي ژنـي انجـام       ت در مطالعـاتي كـه روي چندشـكلي        را داش 

ــي ــش   م ــود، جه ــهpfcrt در ژن K76Tش ــشانگر    ب ــوان ن عن

(Marker)          تشخيصي براي مقاومت به كلروكين مـورد اسـتفاده 

هاي آفريقا و آسـيا      مطالعاتي كه روي ايزوله   ]. 10[گيرد   قرار مي 

 T76دهـد كـه جهـش        و جنوب آمريكا انجام شـده نـشان مـي         

  هــاي مقــاوم بــه كلــروكين وجــود دارد ر تمــام نمونــهتقريبــاً د

دهـد كـه     مطالعاتي كه در هند انجام شده نـشان مـي         ]. 13 -11[

)  درصد 91(هاي باليني     شيوع بالايي در ميان ايزوله     T76جهش  

دهـد   هايي كه به كلروكين پاسخ نمي      دارد و تقريباً در تمام نمونه     
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 pfcrtهـاي ژن     رسد كه چندشـكلي    نظر مي  به]. 13[وجود دارد   

. ايران و هند با توجه به تشابهي كه دارند منـشأ يكـساني دارنـد              

نكته قابل توجه اين است كه در كشورهايي كه داروي كلروكين           

انـد شـيوع جهـش       را از برنامه درماني ضد مالاريا حذف كـرده        

K76T 14[ نيز در آن كشور كاهش يافته است.[  

 انجـام شـده،     pfmdr1 ژن   SNPs روياز طرفي مطالعـاتي كـه       

.  را در مقاومت به كلروكين نشان داده است        N86Yنقش مهم جهش    

هــاي پلاســموديوم  هــاي مقــاوم بــه كلــروكين ايزولــه در نمونــه

پاروم مالزي، اندونزي، گينه، نيجريـه و جنـوب صـحراي            فالسي

هـاي    و شيوع بالاي اين جهش در ايزولـه        N86Yآفريقا جهش   

اما مطالعاتي كه در اوگاندا،   . ]15[كامبوج نيز گزارش شده است      

لائوس، كامرون، جنوب آفريقا، برزيـل و آمـازون انجـام شـده             

نشان داد كه وجود اين جهش به تنهايي براي مقـاوم شـدن بـه               

 مطالعـه همزمـان   بنـابراين ]. 20 -16، 9[كلروكين كافي نيـست   

. دهـد   نتايج بهتري ارائه مي    pfmdr1 و   pfcrtهاي دو ژن     جهش

 باعـث   N86Yري نـشان داده اسـت كـه جهـش           مطالعات ديگ 

  آرتميـسنين   و (Mefloquine) مفلـوكين افزايش حساسيت بـه     

(Artemisinin) در درمان دارويي در  شود و اين مطلب بايد   مي

  ].21[مناطق بومي در نظر گرفته شود 

هـا براسـاس     طور كلي در كشورهاي مختلف اين جهـش        به

عنـوان   تواننـد بـه    يي مـي  شان و ارتباطشان با مقاومت دارو      شيوع

هاي افتراقـي بـراي تـشخيص مـوارد مقـاوم از مـوارد               شاخص

معرفـي  حاضـر    هدف مطالعـه     .كار روند  حساس به كلروكين به   

روش . ها بود  روشي قوي و كاربردي براي تشخيص اين جهش       

Real-time PCRســازي  هــاي دورگــه  بــا اســتفاده از پــروب

طور اختـصاصي    مونه و به  راحتي براي تعداد زيادي ن     تواند به  مي

كـار گرفتـه     براي مطالعات مقاومت دارويي در سطح وسـيع بـه         

با توجه به وجود پتانسيل و امكانات انجام ايـن آزمـايش            . شود

در ايران، پايش درمان و تشخيص زودرس مقاومت به داروهاي          

  .راحتي قابل انجام است مختلف به

  

  تشكر و قدرداني-5

 ـ      شكر و قـدرداني خـود را از دكتـر     نويسندگان مقالـه مراتـب ت

پاروم از  هاي مرجع پلاسموديوم فالسي مونبريسون بابت اهداي سويه

فرانسه و از مركز تحقيقات دانشگاه تربيت مدرس در چابهار بابـت            

هـاي آلـوده بـه پلاسـموديوم         آوري نمونـه خـون     همكاري در جمع  

  .دارند پاروم مقاوم به كلروكين اعلام مي فالسي
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  زنجان، دانشگاه آزاد اسلامي واحد زنجان، دانشكده علوم پايه، گروه ميكروبيولوژي :نشاني مكاتبه *

Email: zdeilami@yahoo.com 

  

 siRNA  توسطcAMP response element binding proteinمهار ژن 

  K562ي در رده سلول

  5آبادي حسين نجم، 4سوران  جلال قره،3محمد اصغريان  علي،2 مهدي بنان،*1خياباني زهرا ديلمي

   زنجان، زنجان، ايراندانشگاه آزاد اسلامي واحددانشكده علوم پايه، ، ميكروبيولوژي، گروه استاديار -1
 هران، ايران، ت مركز تحقيقات ژنتيك، دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي،استاديار -2

 واحد تنكابن، مازندران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي دانشكده علوم پايه، ، شناسي زيستگروه  استاديار، -3

 تبريز، تبريز، ايران  علوم پزشكي، دانشگاهمربي، گروه ژنتيك، دانشكده پزشكي -4

  ران،تهران، اي مركز تحقيقات ژنتيك، دانشگاه علوم بهزيستي و توانبخشي،استاد -5
  

  27/11/87: پذيرش مقاله   28/8/87:دريافت مقاله

  چكيده
بـا طراحـي    . رود  شـمار مـي     دست بسياري از مـسيرهاي علامتـي بـه           يك فاكتور مهم پايين    CREB پروتئين   :هدف

siRNA     كارامد براي ژن CREB ويـژه    هـاي مختلـف بـه       توان مسيرهاي علامتي بسياري از داروها را در سلول           مي
 مختلف براي اين    siRNAكارگيري دو      با به  CREBدر اين تحقيق ميزان مهار بيان ژن        . ي نمود  بررس K562سلول  

  .ژن بررسي شد
 بـا روش ليپوفكـشن      K562هاي    سلول.  انجام گرفت  Reynolds براساس معيار    siRNA طراحي   :ها  مواد و روش  

 نـسبي  - كمـي Real-time PCR  با استفاده ازCREBبررسي اثر مهاري بيان ژن . ها ترانسفكت شدند siRNAبا 
  .انجام گرفت

 K562هـاي    در سـلول CREBها اثر مهاري بـالايي بـرروي بيـان          siRNAدست آمده يكي از        طبق نتايج به   :نتايج
  . كاهش يافتK562هاي   درصد در سلول87، تا CREBنشان داد، و بيان ژن 

 بـراي  K562هاي  كار رفته در سلول  بهsiRNA نشان داد كه از دو Real-time PCR نتايج حاصل از :گيري نتيجه
 مطابق  siRNAكه هر دو      با توجه به اين   . ها قدرت مهاري با كارايي بالا را دارد         ، فقط يكي از آن    CREB1مهار ژن   

براي مهار كارامـد    .  دخالت دارند  siRNA است، احتمالاً عوامل ديگري هم در مؤثر بودن          Reynoldsبا معيارهاي   
  .هاي مختلف آن طراحي و آزمايش شود  براي قسمتsiRNAبايستي بيش از يك  siRNAيك ژن با 

  

  K562 ،Real-time PCRهاي  ، سلولCREB، پروتئين siRNA :كليدواژگان

  

   مقدمه-1

كـه از   siRNA (small interfering RNA) هاي لكولوم

  ند،هست RNAi (RNA interference) اجزاي عملكردي مسير

  

 هـاي  سـازي ژن   هـاي خـاموش    ثرترين راه ؤو م ترين   يكي از مهم  

  28 -21، قطعـات    هـا  siRNA. ]3-1[ استهاي جانوري    سلول
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اـر              ند و بيان ژن   هستنوكلئوتيدي   اـ را در مرحلـه پـس از رونويـسي مه ه

كننـده   خاموشهاي   مجموعه با   siRNAسازي ژن،     خاموش براي. كنند مي

اـ  اـ   ءالق اـ RNA شـده ب  RISC (RNA-Induced Silencing Complex)  ي

 شـوند   موجب تجزيه آن مـي      هدف RNAهمراه شده و با اتصال به       

هاي يوكاريوتي وجود داشته     طور طبيعي در سلول     اين سيستم به   ].1[

. كنـد  ها در مرحله پس از رونويسي دخالت مـي         و در تنظيم بيان ژن    

 مطالعه عملكرد   براي يك روش جديد و مطمئن       siRNAاستفاده از   

  ].4[است هاي جانوري  ها در سلول ژن

 CREB (Ca2+/cAMP response element binding protein) پروتئين

از فاكتورهاي رونويسي است كه فعاليت آن در پاسخ بـه بـسياري از              

 مـاوراي   ، هيپوكـسي، نـور    +cAMP  ،Ca2 هاي سلولي مثـل    محرك

. يابـد   و فاكتورهاي رشـد افـزايش مـي   (Ultra Violet: UV) بنفش

 CREB1 كـه    هژنيـك نـشان داد     هاي ترانس   در موش  مطالعات اخير 

 از طرفي بيـان بـيش از انـدازه آن           .ها ضروري است    سلول ي بقا براي

 كند  مي ء القا Tهاي    را در سلول   (Apoptosis)ريزي شده    مرگ برنامه 

 ممكـن در    CREB1با توجه به موارد گفتـه شـده پـروتئين           ]. 6،  5[

 بـراي . قـش داشـته باشـد      اكثر فرايندهاي سلولي ن    علامتيمسيرهاي  

تـوان از     مـي  علامتـي  در انـواع مـسيرهاي       CREB1مطالعه عملكرد   

siRNA      ثير آن را روي سلول مـورد       أ اختصاصي آن استفاده كرده و ت

هـايي اسـت كـه        يكي از راه   Reynolds معيارهاي   .نظر بررسي نمود  

براسـاس آن، ويژگـي     .  اسـتفاده كـرد    siRNAتوان براي طراحي     مي

siRNA   درصد   52 -30 با GC     وجود سه نوكلئوتيد ،A/U   در ناحيه 

، عدم حضور تكرارهاي    19 در ناحيه    A و   10 در ناحيه    U،  19 تا   15

كـدام از ايـن      هـر .  اسـت  19 در ناحيه    G،  19 در ناحيه    G/Cداخلي،  

 طراحـي   siRNAموارد داراي يك امتياز هستند و در نهايـت امتيـاز            

 داراي امتيـاز بيـشتري      siRNA باشد و هـر      8 تا   1تواند بين    شده مي 

  ].6[تواند در مهار بيان ژن مؤثرتر باشد  باشد، مي

، لازم   با اختصاصيت بـالا    siRNA طراحي   علاوه بر با اين حال    

 حتماً در يك مدل سلولي مناسب مورد آزمايش قرار          siRNAاست  

 K562هـاي   هاي مورد استفاده در ايـن تحقيـق، سـلول       سلول. گيرد

 هستند و بـا     (Erythrolukemia) اريترولوكميا   ها اين سلول . هستند

ها مدل سلولي مناسبي براي مطالعـات        توجه به منشأ اريتروئيدي آن    

هدف از ايـن    ]. 7[مسيرهاي علامتي تنظيم توليد هموگلوبين هستند       

 و بررسي دقيق ميزان مهـاري آن        siRNA CREB1تحقيق طراحي   

  . بودK562هاي اريترولوكميا  در سلول

ها   كه در اين تحقيق استفاده شد، تنها يكي از آن          siRNAاز دو   

 ديگـر هـيچ اثـر       siRNAو   قابل تـوجهي از خـود نـشان داد         مهار

تواند در مطالعاتي كه      نتايج اين تحقيق مي    .مهاري از خود نشان نداد    

 بـا    احتمـالاً   كه در رابطه با درك مسير عملكردي بسياري از داروها        

  .ثر باشدؤ مكنند،  عمل ميCREB1فعال كردن 

  

  ها  مواد و روش-2

   كشت سلول-2-1

  از بخــــش ســــلولي، دانــــشگاه K562هــــاي  ســــلول

Erasmus ــدند ــه ش ــد تهي ــلول.  هلن ــا س ــيط ه  RPMI در مح

(Roswell Park Memorial Institute) (Biosera)  همراه با

FBS (Fetal Bovine Serum) 10 درصــد (Biosera) در 

 37د رطوبـت و دمـاي        درص ـ 95 و   CO2 درصد   5با   انكوباتور

 در هـر    106گراد كـشت داده شـدند تـا بـه تعـداد              درجه سانتي 

  .]8 [ليتر رسيدند ميلي
  

  siRNAطراحي  -2-2

افزارهــاي   اســتفاده از نــرمsiRNAهــاي طراحــي  يكــي از راه

 مهار بيان   براي. ]9[است   MWGافزارهاي شركت    مثل نرم ،  موجود

هاي مختلـف ژن    براي مكانsiRNA دو نوع مختلف     CREB1ژن  

CREB1   مولكول   .دش طراحي siRNA       طـور   اي كه نتوانـست بـه

ــد موجــب مهــار ژن  ــوالي CREB1كارام ــه ت  616 -598 شــود ب

mRNA   ژن CREB1         متصل شد و اتـصال مولكـول siRNA   بـا 

  . صورت گرفتCREB1ژن  1252 -1235كارايي بالا به ناحيه 

د از يـك     لازم بـو   CREB1براي كنترل و تعيين ميزان مهار ژن        

siRNA منفي (Negative siRNA)      نيـز اسـتفاده شـود كـه ايـن 

siRNA    با هيچmRNA           اي رابطه مكملي نداشته و در نتيجه هـيچ

صـورت    منفي مورد استفاده بـه     siRNAتوالي  . كند ژني را مهار نمي   

5΄ AGGUAGUGUAAUCGCCUUG 3΄  بود كه از شـركت 

MWGتهيه شد .  
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5' UGACUUAUCUUCGAUGCA tt3'  تواليsiRNA

فاقد اثر مهاري

بيان ژن 

CREB 

 (Sense)سنس  

  سنس  آنتي 

 (Antisense) 

3' ACUGAAUAGAAGCUACGU 5'  

5' GGUGGAAAAUGGACUGGCU tt3'   تواليsiRNA

فاقد اثر مهاري

بالا بيان ژن 

CREB  

  سنس 

  سنس آنتي 
3' CCACCUUUUACCUGACCGA 5' 

  

  ها لولس (Transfection) ترانسفكشن -2-3

ليپوفكـشن   با استفاده روش     CREB1 ژن   siRNAدو نوع    هر

(Lipofection)    هـاي     به داخل سـلولK562    ترانـسفكت شـدند  .

 نيـز  منفي   siRNA ، هدف siRNA علاوه بر    siRNA ه مطالع براي

 اسـتفاده  ΄AGGUAGUGUAAUCGCCUUG 3΄5با توالي 

ن  رابطه مكملي نداشته و بنـابراي      mRNA با هيچ    siRNA اين   .شد

براي هـر نمونـه كمـپلكس        .گذارد ثير نمي أروي بيان هيچ ژني را ت     

: دش ـ به شرح ذيل آماده (LipofectamineTM 2000) ليپوفكتامين

 بدون  RPMI ميكروليتر   100 در   siRNA پيكومولار از    100مقدار  

 2 مقـدار    .شـود   مـي  مخلـوط سرم، رقيق شده و به آرامي چند بـار          

محـيط    ميكروليتـر 100 در (Invitrogen)از ليپوفكتامين  ميكروليتر

 دقيقــه در دمــاي 5 و  بــدون ســرم مخلــوط شــدهRPMIكــشت 

 و ليپوفكتـامين    siRNAسـپس تركيـب     . آزمايشگاه قـرار داده شـد     

 دقيقه در دماي آزمايشگاه قـرار       20 رقيق شده با يكديگر مخلوط و     

ــپلكس   ــا كم ــد ت ــود Lipofectamine-DNAداده ش ــاد ش .  ايج

هـا اضـافه شـده و      آرامي به محيط سـلول   كمپلكس تشكيل شده به   

شـود تـا كمـپلكس در سـطح          پليت چند بار به آرامي تكان داده مي       

 CO2 5پليـت در انكوبـاتور بـا شـرايط          . دشـو  پخـش    پليت كاملاً 

 48مدت    به گراد  درجه سانتي  37دماي    درصد و  95درصد، رطوبت   

در  كنترل كـارايي ترانسفكـشن،       براي. ]10 [ساعت قرار داده شدند   

ــلول ــار س ــا   كن ــسفكت شــده ب ــاي تران ، در CREB1 siRNAه

  هــاي جداگانــه بــا همــان شــرايط ترانسفكــشن پلاســميد چاهــك

pSV-β-Galactosidase      هـا ترانـسفكت      نيز به داخـل سـلول

  هــا، بيــان در صــورت وارد شــدن پلاســميد بــه ســلول. شــدند

β-  هـا بـه     آميزي سلول  گيرد كه با رنگ    گالاكتوزيداز صورت مي

  .شوند ي نمايان ميرنگ آب

هاي ترانسفكت شده با     آميزي سلول   رنگ -2-4

pSV-β-Galactosidase 
 با استفاده   -β-Gal pSVهاي ترانسفكت شده با      آميزي سلول  رنگ

ايـن كيـت   . انجـام گرفـت   β-Gal Staining Set (Roche) از كيـت 

ــشكل از   و (Roche) (Iron buffer)  بـــافر حـــاوي آهـــن  متـ
X-gal galactopyranoside) (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-  

 

 

تـوان بيـان ژن       كه با تركيب اين دو محلول با نسبت مشخص مي          است

lacZ         بـه ايـن    .  باكتريايي را در هر سلول ترانسفكت شده، مطالعه نمود

پ وها با كمك ميكروسك    هاي ترانسفكت شده و تعداد آن      ترتيب سلول 

تثبيـت كننـده     تهيـه    بـراي . ندهـست راحتـي قابـل تـشخيص        نوري بـه  

(Fixative) ــدار ــد 540 مق ــر فرمالدهي ــد در 37 ميكروليت  38/9 درص

اضـافه شـده و در    PBS (Phosphate Buffered Saline) ليتـر  ميلي

 تهيـه محلـول     بـراي . شود گراد گرم مي   درجه سانتي  37ماري دماي    بن

 Iron buffer  واحد19 در X-gal واحد از 1، (Staining)آميزي  رنگ

  .دش مخلوط  دقيقه كاملا10ًمدت  ق شده و بهرقي

، رسـوب   K562هاي سوسپانـسيون     آميزي سلول  براي رنگ 

. دش حل شده و دوباره سانتريفوژ       PBSليتر    ميلي 10سلولي در   

تثبيـت  ليتـر    ميلي2  تا 1ها در     حذف شده و سلول    PBSمحلول  

هـا    سـلول  . دقيقه در دمـاي اتـاق قـرار گرفتنـد          5مدت    به كننده

د و رسـوب    ش حذف   تثبيت كننده  داده شده و بلافاصله      رسوب

ليتـر    ميلـي  2  تـا  1سـپس در    .  شسته شد  PBSسلولي دو بار با     

گـراد    درجـه سـانتي    37د و در دماي     شآميزي حل    محلول رنگ 

هاي رنگ شده بـا      سلول. شود  ساعت انكوبه مي   24  تا 2مدت   به

 .دشپ نوري معكوس مطالعه وميكروسك
  

 cDNAو سنتز  RNA استخراج -2-5

هاي  siRNAهاي ترانسفكت شده با      سلول  از RNAاستخراج  

CREB1   با روش   منفي   وRNX   1ها در    رسوب سلول . دش انجام 

 اضافه شد و مـدت      RNX-Plus (CinnaGen)ليتر از محلول     ميلي

سـپس بـه هـر نمونـه     .  دقيقه در دماي اتاق قرار داده شـدند   10 -5

  دور ر دقيقـه د   5وده شد و بعد از      فرم افز و ميكروليتر كلر  200مقدار  

rpm 13000 رويـي بـه     محلـول .  دقيقه سانتريفوژ شدند   15مدت   به 

  اضافه و  (Merck)آرامي برداشته شد و هم حجم آن ايزوپروپانول         
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در .  سـانتريفوژ شـدند    rpm 13000  مخلوط و سـپس در دور      كاملاً

  ميكروليتـر آب مقطـر ديـونيزه اتـوكلاو         50انتها رسوب حاصل در     

 عـلاوه   RNA تعيين مقدار و كيفيت اسـتخراج        براي .دششده حل   

توسـط   (Optical Density: OD)گيـري جـذب نـوري     بر اندازه

 درصـد نيـز     1، در ژل الكتروفورز بـا آگـارز         (Eppendorf)فتومتر  

 سـنتز   بـراي  اسـتخراج شـده      RNAيك ميكروگرم از    . بررسي شد 

cDNA با استفاده از كيت RT-PCR (Bioneer)كار رفت  به. 

  

  siRNA بررسي اثر مهاري -2-6

ــه ــار ژن    ب ــزان مه ــي مي ــور بررس ــت   ازCREB1منظ كي

QuantiFast SYBR Green (QIAGEN) ــتگاه  و دسـ

Real-time PCR (ABI-7500) ها از نوع واكنش. دش استفاده 

 انجام شد كه در آن بيان (Relative quantification) نسبي-كمي

 (House keeping) دار  ژن خانـه يكژن هدف در مقايسه با بيان 

GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 
 بـراي  زيـر  سپس از فرمـول  ؛دشمقايسه كنترل داخلي  عنوان  بـه 

  ]:12، 11[د شمحاسبه بيان ژن استفاده 
  

T2AT1AT2BT1BT

2AT1AT

2BT1BT
C)CC()CC(

CC

CC

22
2

2 ΔΔ−−−
−

−

  ــــــــــ=  ==

هاي اين تحقيق فرمـول فـوق بـه ايـن صـورت              در آزمايش 

  :هد بودخوا
2��CT= 2(�CREB-�GAPDH)  

 CREB1و  ) كنترل داخلـي   (GAPDHتوالي آغازگري ژن    

صـورت    طراحي شـد، بـه  Primer Bankكه از سايت اينترنتي 

  :زير است
GAPDH- آغازگر

  جلويي
5'-GGTGGTCTCCTCTGACTTCAACA-3'

GAPDH- آغازگر

  برگشتي
5'-GTTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3'

CREB-5آغازگر جلويي'-CACCTGCCATCACCACTGTAA-3'  
CREB- آغازگر

  برگشتي
5'-GCTGCATTGGTCATGGTTAATGT-3'

: صورت زيـر بـود   هب Real-time PCRدما و شرايط انجام 

 دقيقـه كـه طـي ايـن         5مدت   گراد به  يت درجه سان  95گرمادهي اوليه   

 (Hot start Taq polymerase)  پليمـراز شـروع داغ  Taq مرحلـه 

مـدت   گراد به   درجه سانتي  95 چرخه دماي    در هر . شود  مي فعال

كه طي بود  ثانيه 30مدت  گراد به  درجه سانتي60 ثانيه، دماي 10

  . ادامه داشتچرخه 40 -35

ــايبرگرين   ــگ س ــتفاده از رن ــا اس ــزان (SYBR Green)ب  مي

رنـگ  .  در هر چرخه دنبال شـد (Amplification)فيكاسيون   آمپلي

اي علامـت فلورسـانت      ه دو رشـت   DNAسايبرگرين با اتـصال بـه       

اي كه واكنش تكثير وارد مرحله لگـاريتمي         در چرخه . كند ساطع مي 

شـود،    گفتـه مـي  CT (Threshold cycle)شود و تحت عنوان  مي

  .دشوگيري مي ميزان افزايش محصولات اندازه

  

   نتايج-3

 1  در شكل  K562هاي   تصويري از ميزان ترانسفكشن سلول    

هاي ترانسفكت شده بـا پلاسـميد        با شمارش سلول  . آمده است 

pSV-β-Gal        تعـداد  . دش ـ، ميزان كارايي ترانسفكـشن بررسـي

در رابطه  . استهاي آبي رنگ نمايانگر ميزان ترانسفكشن        سلول

. ها آبي رنـگ بودنـد       درصد سلول  K562 30- 40هاي   با سلول 

سه بـار تكـرار شـدند و در هـر سـه مـورد كـارايي                 ها   آزمايش

در هـر دو مـورد، تعـدادي        . دود بـود  ترانسفكشن در همين ح ـ   

  كـه آن است نشان دهنده   د كه   شسلول آبي كمرنگ هم مشاهده      

هـاي   در مقايـسه بـا سـلول       انـد و   ها ترانسفكت شـده    اين سلول 

  .گالاكتوزيداز كم بوده است–βپررنگ ميزان بيان ژن 
 

 
  

هـاي آبـي      سـلول  ؛pSV-β-Gal ترانسفكت شده با پلاسميد      K562 سلول   1شكل  
  .گالاكتوزيداز است–βها و بيان ژن  دهنده ترانسفكت شدن سلول نشانرنگ 

  

 siRNA ترانسفكت شده با     K562هاي سلول    RNAمقدار  

 1نمونه

 2نمونه 
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ميكروگرم در  1500 و 1000ترتيب   بهCREB siRNA و منفي

 RNAهـاي     در هر نمونه   280/260 در   ODميزان  . ليتر بود  ميلي

ــوق  ــود9/1 -8/1ف ــزان .  ب ــود  OD 280/260  درODمي و وج

هاي استخراج شـده از      RNAكه  داد   نشان   28s و   18sباندهاي  

  .ها از كيفيت مطلوبي برخوردار است سلول
  )الف

  
  )ب

  
ــكل  ــي2ش ــاي   منحن ــار ژن Real-time PCRه ــوط مه ، در CREB1 مرب

هاي ترانسفكت شده بـا       منحني مربوط به سلول    :الف. است K562هاي   سلول

siRNA هــاي ترانــسفكت شــده بــا     وط بــه ســلول  منحنــي مربـ ـ:ب و

CREB1siRNAهـاي    مربوط به تعـداد چرخـه     افقي  محور   ؛PCR    و محـور 

هـاي    سـلول CT. است  سايبرگرينمربوط به ميزان افزايش فلورسانس عمودي  

K562     ترانسفكت شده با siRNA        منفي در رابطه بـا ژن GAPDH 21   و ژن

CREB1 28 و CTه با هاي ترانسفكت شد  مربوط به سلولCREB1 siRNA 

ميــزان مهــاري ژن  . اســت CREB1 32 و ژن GAPDH 22در مــورد ژن 

CREB با استفاده از فرمول ΔΔCT شد محاسبه. 

  

  اول، اثـر بازدارنـدگي  CREB1 siRNAنتايج مربـوط بـه   

 87 ي دوم اثـر مهـار  CREB1 siRNA نـشان نـداده و   مؤثري

  . نشان دادK562در سلول درصد را 

 مربـوط بـه مهـار    Real time PCRهـاي   منحنـي  4شكل 

 دوم استفاده شده در اين تحقيق را siRNA با CREB1هاي  ژن

گيـري مهـار بيـان       انـدازه . دهـد   نشان مـي   K562هاي   در سلول 

CREB1ــك ژن ــار ي ــي  در كن ــرل داخل  (Endogenous) كنت

GAPDH همچنـين  . عنوان كنترل داخلي صورت گرفته است    به

  .)2شكل  (دش انجام (Duplicate)صورت دوتايي   بهها آزمايش
 

   بحث-4

 شـود  ي هدايت مي  علامتوسيله مسيرهاي    ههاي سلول ب   فعاليت

توانـد كمـك     ي مي علامتدست مسيرهاي    پايينهاي   ژن شناسايي   و

هاي مطالعه  يكي از راه . ها باشد  مان بسياري از بيماري   ربزرگي در د  

ــسيرهاي  ــم ــتفاده از ،يعلامت ــاوري اس ــت  siRNA فن  .]1[اس

 رونويسي ژن را در مرحله پس از رونويسي         siRNAهاي   لكولوم

 مهـار بيـان     براي به دليل اختصاصيت و كارايي بالا         و كنند مهار مي 

هاي جـانوري مـورد       امكان انتقال آن به انواع سلول       همچنين ژن و 

 ـ مطالعـه مـسير   بـراي هـاي اخيـر     در سـال  . دهـستن توجه     يعلامت

NF-κB (Nuclear Factor-kappa B)و  p53  از سيـــستم

siRNA              استفاده شده است كه به دنبال آن چنـدين ژن درگيـر در 

  .]14، 13 [اند شناسايي شدهنيزاين مسيرها 

 در  CREB1 مهار بيان ژن     براي siRNAدر اين تحقيق دو     

كـار گرفتـه      بـه  Reynolds بر طبق معيارهاي     K562هاي   سلول

ه از امتياز    طراحي شد  siRNAدو توالي   كه   اينبا توجه به     شد و 

 اي كـه بـه      siRNA، با ايـن حـال تنهـا         برخوردار بودند بالايي  

شد، با كارايي بـالا توانـست ژن          متصل مي  1252 -1235توالي  

CREB1   اريترولوكميـاي   هـاي     را در سلولK562    مهـار كنـد  .

ــاس مطا ــهبراس ــهاي  لع ــال  ك ــي2003در س ــاي   روي ويژگ ه

ه كمـپلكس   ده ك مشخص ش ،  شده انجام   siRNAترموديناميكي  

RISC تواند به يكي از دو انتهاي مولكـول           ميsiRNA   وصـل ،

شده، سپس با خاصيت هليكازي موجب جـدا شـدن دو رشـته             

پايـداري كامـل يـا نـسبي     . دشـو  siRNAسـنس    سنس و آنتـي   

كنـد كـه      تعيين مـي   siRNA دو رشته    '5بازهاي انتهاهاي    جفت

اده شده  سنس استف  عنوان آنتي   به siRNAهاي   كدام يك از رشته   

ــد    ــته باش ــت داش ــي ژن دخال ــين دو ]. 15[و در خاموش در ب

siRNA CREB1       د،  ش كه در اين تحقيق استفادهsiRNA   كـه 

ــا داراي      ــر دو انته ــداد، در ه ــشان ن ــود ن ــاري از خ ــر مه   اث
  

GAPDH 

CREB 

GAPDH 

CREB 
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ممكـن   RISCبـه ايـن ترتيـب كمـپلكس         .  بود A=Uباز   جفت

 كـه در مـورد     در حـالي  . است به يكي از هر دو انتها متصل شود        

siRNA CREB       دوم با اثر مهاري بـالا، يكـي از انتهاهـا داراي 

بـه  . اسـت  U=Aباز   و انتهاي ديگر داراي جفتG≡Cباز   جفت

سنس صـورت     رشته آنتي  '5 با انتهاي    RISCاين ترتيب اتصال    

 mRNAطــور كارامــد توانــسته بــا   بــهsiRNAگرفتــه و ايــن 

CREB              متصل شده و اثـر مهـاري را در بيـان ژن CREB1 ر  د

  .مرحله قبل از ترجمه انجام دهد

 در مطالعه عملكـرد     siRNA استفاده از    برايرسد   نظر مي  به

هم و همزمان براي     با siRNAلكول  و طراحي چند م   ،ژن خاص 

  .باشدهاي مختلف ژن لازم  قسمت

توانـد   عنوان يك فاكتور رونويسي مـي       به CREB1پروتئين  

ولي و مـسير    ي درون سـل   علامت ـدست اكثـر مـسيرهاي       در پايين 

 هـاي خـاص     در فعال كردن بيـان ژن      ي بسياري از داروها   علامت

  ]16 [.نقش داشته باشد

 بـراي   مد و مطمئن  ا كار siRNAبه اين ترتيب طراحي يك      

CREB1  ،تواند نقش آن را در رابطه با بـسياري از مـسيرها             مي

  .مشخص سازد
  

   تشكر و قدرداني-5

يـق مـا را يـاري       وسيله از تمام كساني كه در ايـن تحق         بدين

  .كردند كمال تشكر را داريم
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  چكيده

هـاي مانـدگار و نهفتـه، در     هاي انساني مسئول توليد عفونـت  هاي هرپس سيمپلكس، عامل عفونت ويروس :هدف

صورت مستمر در جمعيت نرمال       هاي ويروس هرپس سيمپلكس اغلب به       عفونت. شوند  سراسر جهان محسوب مي   
  .كند دارند اما در افراد با نقص سيستم ايمني مشكلاتي را ايجاد ميعود مكرر 

عيـار  و    تكثيـر يافـت    BKهـاي    سـلول هـاي هـرپس سـيمپلكس در         در اين تحقيق ابتدا ويـروس      :ها  مواد و روش  

عنـوان   ه ب سازي ويروس   خنثي با آزمون  هآوري شد    نمونه جمع  502 در    ويروس هرپس سيمپلكس   ها عليه  بادي  آنتي
  . شد تعيين شدهطراحيي  الايزا ورد طلايياستاندا

سـازي     در آزمـون خنثـي     8/1 درصـد عيـار بـيش از         67/81 و   48/80ترتيـب     دست آمده به     براساس نتايج به   :نتايج

دهنـده ارتبـاط      محاسـبه شـد كـه نـشان        96/0 ضريب پيرسون بين متغيرهاي مورد بررسي        وس و الايزا داشتند   روي
  ).96/0=ضريب پيرسون (باشد ي مورد بررسي فوق ميدار و نزديك بين متغيرها معني

تواند بـراي غربـالگري و بررسـي          دست آمده نشان داد كه آزمون الايزاي طراحي شده مي            اطلاعات به  :گيري نتيجه

خاص بـراي   نوبه خود در سازماندهي بيماران  استفاده شود كه به1هاي ضد هرپس سيمپلكس نوع  بادي شيوع آنتي
  .هاي آزمايشگاهي كم هزينه و مناسب مؤثر است رگيري روشكا درمان با به

 

  سازي ويروس، آزمون الايزا هاي هرپس سيمپلكس، خنثي  ويروس:كليدواژگان
  

  مقدمه -1
  

 (Herpes Simplex Virus type-1: HSV-1) يك نوعويروس هرپس سيمپلكس 

 جـنس سـيمپلكس ويـروس        در از خانوادة هـرپس ويريـده     

  ايـن ويـروس    ].2،  1[اسـت   اي    رشته  دو DNAداراي ژنوم   

هـاي انـساني شـامل       عامل ايجاد طيـف وسـيعي از بيمـاري        

 هــاي سيــستميك در نــوزادان و افــراد داراي نقــص عفونــت

  هاي موضعي غشاهاي مخاطي، پوست، قرنيه،      ايمني، عفونت 

  

  

گير  ترين علت آنسفاليت تك    هاي تناسلي و همچنين شايع     ارگان

كننـده و    هـاي خنثـي    بـادي  آنتـي  ].3 ،1[است  در ايالات متحده    
ADCC (Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity)   

  

 هفته پس از عفونت ظـاهر  6 تا 2كمپلمان،  هاي وابسته به پاسخ

اين ويـروس گـسترش   ]. 4[ مانند العمر باقي مي شوند و مادام  مي

  در اثـر    ]3 ،2[ وسيعي در طبيعت و جوامع مختلف انساني دارد       
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ثير ويروس در كشت ياخته آثار تخريب ناشي از آن شـامل بـالوني              تك

 (Inclusion bodies) هاي هاي آلوده، توليد انكلوژن بادي شدن ياخته

ــه داخــل هــسته  ،اي هــاي غــول پيكــر چندهــسته اي، تــشكيل ياخت

هـاي   كـه عفونـت     با وجود ايـن    .شود نشيني كروماتين ديده مي    حاشيه

ان گــستردگي دارنــد امــا در تمــام نقــاط جهــ ويــروس هــرپس در

كشورهاي در حال توسعه به دليل سطح پايين بهداشت، داراي شيوع           

هـاي   با توجه به افزايش روزافـزون عفونـت       ]. 5 [ندهستبسيار بالايي   

هاي هرپسي نوزادان    دنبال آن عفونت  ه  و ب  دستگاه تناسلي در  هرپسي  

م ايمنـي   كه اين ويروس در نوزادان و افراد داراي نقص سيـست           اين و

كند و تشخيص بـه موقـع و درمـان            بيماري كشنده ايجاد مي    معمولاً

 طراحـي روشـي     ، بنابراين ]5،  1 [ مير بكاهد   و تواند از تعداد مرگ    مي

 و نيـز  بـراي تـشخيص عفونـت        و مقرون به صرفه      سريع و حساس  

   مناسب براي غربالگري در جامعـه در معـرض خطـر           آزمونعنوان   هب

 "افـراد داراي سيـستم ايمنـي ضـعيف شـده          نوزادان، سـالمندان و     "

بـدين منظـور از بـين       . منظور سازماندهي درمان، مورد نيـاز اسـت        به

  الايــزا آزمــايش  ايــن ويــروس،يهــاي تــشخيص ســرولوژيك روش

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)و  

 (Virus Neutralization Test: VNT) سازي ويروس  خنثيآزمايش

  .هم مقايسه شدند با و اندازي راه

ــژوهش،   ــن پ ــده در   ELISAدر اي ــي ش ــت طراح ــا كي  ب

 بـومي بـراي غربـالگري       آزمـون عنوان   تواند به  آزمايشگاه كه مي  

عنـوان اسـتاندارد    بـه VNT آزمـايش  و شدمحسوب شود انجام 

  .نظر گرفته شد ي دريطلا

  

  ها  مواد و روش-2

 BK هـاي  سـلول  در HSV-1 در اين تحقيق ابتدا ويـروس 

(R_Kh_BK) ) ــه ــره ياخت ــدمتي -اي رازي تي ــيط ) خ ــا مح  ب
DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium) 

 (Spearman-Karber) كـاربر    - اسـپرمن  تكثير شد و به روش    

آزمـايش  . عيـين شـد   ليتر ت  در ميلي  (TCID50) 10 -6/ 75 تيتر آن 

VNT ــروس ــت وي ــت ثاب ــه روش رق ــرم  – ب ــر س ــت متغي  رق

(Constant Virus-Varying Serum Dilutions)  ــراي ب

 نمونـه پلاسـماي     502 در   HSV-1ها عليه    بادي  تعيين عيار آنتي  

انساني تهيه شده از سازمان انتقـال خـون، از بـين اهداكننـدگان              

طـور   و بـه   سـال    18همگي داراي سـن بـالاتر از        نوبت اول كه    

  .آوري شده بود، انجام شد تصادفي جمع

در  BKهـاي    اي از سـلول    لايه  ابتدا تك  آزمونبراي انجام اين    

 آماده  DMEMبا محيط كشت     (NUNC)اي    خانه 96ميكروپليت  

 56مـدت نـيم سـاعت در         هاي سرمي تحت مطالعـه بـه       د، نمونه ش

منظـور حـذف عوامـل كمپلمـان حـرارت داده            گراد به  درجه سانتي 

، 32/1،  16/1،  8/1،  4/1،  2/1(هاي متوالي سـرم      شدند، سپس رقت  

اي محتـوي     خانه 96در ميكروپليت   ) 512/1،  256/1،  128/1،  64/1

كروليتـر از سوسپانـسيون     يم 100د،  ش ـمحيط كشت فاقد سرم تهيه      

)  ذره ويروسـي   TCID50 100معـادل    (10-75/5ويروسي با رقـت     

هـاي سـرمي     هاي تهيـه شـده نمونـه       بود، به حجم مساوي از رقت     

گـراد   درجه سـانتي   37ساعت در    مدت يك  اضافه و ميكروپليت به   

هاي احتمالي موجود در سـرم و        بادي ه شد تا واكنش بين آنتي     انكوب

 سـپس از هـر چاهـك محتـوي سـرم و             ؛ذرات ويروسي رخ دهد   

ــدار  ــروس مق ــود در   100وي ــاي خ ــك همت ــه چاه ــر ب  ميكروليت

 .دش، اضافه   بود BKميكروپليت ديگري كه حاوي تك لايه سلولي        

قـرار  گـراد     درجه سانتي  37ساعت در    ميكروپليت واجد نمونه يك   

ها  اي موجود باشد جذب سلول     شد تا اگر ويروس خنثي نشده      داده

هـا اضـافه و      ر محيط كـشت بـه چاهـك       تميكرولي 100سپس  . شود

آثار تخريب   نتايج. شدگراد منتقل    درجه سانتي  37دوباره به گرمخانه    

  (Cytopathic effect: CPE)تكثيــر ويــروس  ســلولي ناشــي از

بـادي موجـود در      عيـار آنتـي   . دو ثبت ش   ساعت بررسي    24بعد از   

 است كه بتواند مـانع      يهاي سرمي برابر با بالاترين رقت سرم       نمونه

  دشـــو CPEفعاليــت ويــروس در كـــشت ســلول و بــروز      از

  ].3[د شمحاسبه 

عنوان استاندارد طلايي براي طراحـي       ه ب VNTآزمونسپس  

ELISA              مورد استفاده قرار گرفـت كـه بـه روش غيررقـابتي و 

براي استاندارد كردن   . اندازي شد  با ويروس كامل راه   غيرمستقيم  

ترتيب زيـر    به(Cheker Bord)  چكر بورد از روشآزموناين 

  :استفاده شد

 ميكروگـرم   20 و   10 و   5 و   1هاي حاوي    در ابتدا رقت   -1

 HSV-1انـسيون ويـروس     پسوس[ژن     ميكروليتر از آنتي   100در  
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 ELISAبـا بـافر      ،](Bradford) تعيين غلظت شده با برادفورد    

به . دشتهيه  ) pH =8/6-7 مولار فسفات سالين با     ميلي 10بافر  (

ــت  ــب رق ــين ترتي ــاي  هم ، 1000/1، 500/1، 200/1، 100/1ه

بـادي   كننـده آنتـي     از پلاسماي افراد نيز در بـافر رقيـق         1500/1

آلبـومين سـرم     درصـد    ELISA 1/0براي تهيه اين بافر به بافر       (

ايـن  . شـد  اضـافه  BSA (Bovine Serum Albomin)گاوي 

تهيه ) رود كار مي هبادي اوليه و ثانويه ب    بافر براي رقيق كردن آنتي    

 2 ميكروليتـر در     100ژن بـه ميـزان        سپس از هر رقت آنتي    . دش

يخته شـد    ر ELISA (NUNC)چاهك ميكروپليت مخصوص    

ــه ــت ب ــدت  و ميكروپلي ــه 14م ــاعت در گرمخان ــه 37 س  درج

 (Coating) اتـصال    بـراي يـن عمـل     ا. گراد قرار داده شد    سانتي

در ايـن   . ميكروپليـت صـورت گرفـت     ك  ژن به كف چاه ـ     آنتي

ژن ويروسي يـك چاهـك        مرحله به ازاي هر چاهك واجد آنتي      

ژن در نظر گرفته شد كه در آن محـيط            عنوان كنترل منفي آنتي    هب

 غيرآلـوده بـه     BKهـاي    آوري شـده از روي سـلول       كشت جمع 

  ؛ويروس ريخته شد

هـا از گرمخانـه      گرماگذاري ذكر شـده ميكروپليـت      پس از    -2

هـا در شـرايط يكـسان توسـط بـافر         خارج شده و تمـامي چاهـك      

 بـه مقـدار     20 كه داراي تـوئين      NaCl فاقد   ELISAبافر  (شستشو  

  بار مورد شستشو قرار گرفتند؛4)  ميكروليتر در هر ليتر است125

 ه ميكروليتر از محلول مـسدود كننـد     150در مرحله بعد     -3

) شد حل   ELISAليتر بافر    ميلي 100  در BSA گرم   1به ميزان   (

ساعت ميكروپليت  مدت يك ها افزوده شد و به به تمامي چاهك

اين مرحله بـدين    . گراد قرار گرفت    درجه سانتي  37در گرمخانه   

گونـه   كـه هـيچ   هـا،  منظور انجام شد كه نقاطي از كـف چاهـك        

ول مـسدود كننـده     ژن ندارند، توسط ماده موجـود در محل ـ         آنتي

(BSA)             هـاي     پوشيده شوند تـا در مراحـل بعـد بـروز واكـنش

 ؛غيراختصاصي به حداقل ميزان خود برسد

 4گراد خارج و      درجه سانتي  37ميكروپليت از گرمخانه     -4

 ؛بار شستشو داده شد

هاي پلاسماي مثبت و منفي تهيه شـده بـه نحـوي             رقت -5

 تهيـه شـده از سـرم    هاي دند كه تمام رقت  شها اضافه    به چاهك 

هاي تهيـه شـده از       مثبت يا منفي در معرض تماس با تمام رقت        

 پرهيز از خطـاي     براي چاهك   2د و براي هر رقت      نژن باش   آنتي

 كنتـرل   بـراي لازم به ذكر اسـت كـه        . احتمالي درنظر گرفته شد   

   ميكروپليـت جداگانـه    2هاي سرم مثبـت و منفـي          نمودن نمونه 

د و  ش ـطور جداگانـه ارزيـابي       هب  و ژن ويروسي تهيه    حاوي آنتي 

 درجـه   37مـدت يـك و نـيم سـاعت در گرمخانـه              ها بـه   پليت

 ؛گراد قرار گرفتند سانتي

 ؛ بار تكرار شد4مرحله شستشو  -6

 :Horse Radish Peroxidase)بادي كونژوگه با پراكسيداز  آنتي-7

HRP)    هـا    طوري به چاهك   4000/1،  3000/1،  1500/1 با رقت

ژن و سرم در مقابل بـا هـر سـه              هر رقتي از آنتي    افزوده شد كه  

 مـدت يـك    بادي ثانويه قـرار گيـرد و بـه          هاي آنتي  رقت از رقت  

 ؛گراد گرماگذاري شد  درجه سانتي37ساعت در 

بادي كونژوگه     بار انجام گرفت تا آنتي     6مرحله شستشو    -8

 ؛ شستشو شوداضافي كاملاً

 ـ      100به هـر چاهـك       -9  -سترا ميكروليتـر از محلـول سوب

ــوژن ــدين  (Chromoden) كرومـــ ــل بنزيـــ ــرا متيـــ ، تتـــ

(Tetramethylbenzidine: TMB) 10مدت  د و بهش اضافه-

 ؛ دقيقه در دماي اتاق و دور از نور نگهداري شد12

 ميكروليتـر اسـيد     50 در اين مرحله بـا اضـافه كـردن           -10

 زايي متوقف شد؛  مولار واكنش رنگ2سولفوريك 

، ELISA (ELISA Reader)گـر   ائـت  نتايج توسط دستگاه قر-11

  نانومتر قرائت شد؛492در طول موج 

، ELISAهاي فوق و در هر سـري آزمـايش           در تمامي آزمايش  

هاي مثبت و منفي سرم بيمـار        ژن، كنترل   هاي مثبت و منفي آنتي     كنترل

  .بادي كونژوگه وجود داشت و همچنين كنترل آنتي

ف را در جــذب ژن كــه بيــشترين اخــتلا بــالاترين رقــت آنتــي

ژن   هاي پلاسماي مثبت و منفي در مقايسه با كنترل منفي آنتـي             نمونه

بـادي اوليـه و    تـرين رقـت ويـروس و آنتـي     عنوان مناسب داشتند به 

 و  بـادي اوليـه     آنتـي  براي تعيين رقت  . بادي ثانويه محسوب شد     آنتي

هاي اسـتاندارد     آزمايش با سرم   ژن آنتي و نيز غلظت     بادي ثانويه  آنتي

بـادي    از آنتـي   500/1رقـت   عيين عيار شده انجام گرفت و بنابراين        ت

بادي ثانويه    از آنتي  4000/1و رقت   ) سرم افراد تحت آزمايش   (اوليه  

(Goat anti human IgG conjugated with HRP)و   
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 كه  سوسپانسيون ويروس (ژن    ميكروليتر از آنتي   100گرم در    ميلي 10

منظـور انجـام      بـه  )ه بـود  با روش برادفورد تعيـين غلظـت شـد        

ژن مـورد    در اين روش، ابتدا آنتـي .ها در نظر گرفته شد   آزمايش

 متصل شد و پس     )NUNCي  ا خانه 96پليت  ( نظر به فاز جامد   

بـادي   آنتـي  بادي اوليه و انجام مراحـل شستـشو،        از افزودن آنتي  

، TMBثانويه اضافه و درنهايت با افزودن سوبستراي كروموژن         

بـادي   رنگ كه در نتيجه فعاليت آنزيم متصل به آنتي        ميزان تغيير   

 در طـول مـوج      ELISAگـر    قرائتتوسط دستگاه   ،  استثانويه  

گيري شد كه در واقـع ميـزان فعاليـت آنـزيم             اندازه نانومتر   492

  .كند بادي را معين مي طور غيرمستقيم ميزان آنتي هب

 :ترتيب زير انجام شد  بهELISA آزمونسپس 

 ELISA  ،100اي     خانـه  96 ميكروپليـت    هاي  به چاهك  -1

ژن    ميكروگـرم از آنتـي     10 كه حاوي     ژن  ميكروليتر از رقت آنتي   

ژن يك    ويروسي است، اضافه شد و در مقابل هر چاهك از آنتي          

ژن بـا همـان        ميكروليتر از كنترل منفي آنتـي      100چاهك حاوي   

 سـاعت در گرمخانـه   14مـدت    به وغلظت پروتئيني افزوده شد   

  ؛گراد قرار گرفت ه سانتي درج37

 ؛ بار انجام گرفت4مرحله شستشو  -2

 ميكروليتــر از محلــول مــسدود كننــده بــه تمــامي 150 -3

 37سـاعت در گرمخانـه      مـدت يـك    ها افزوده شد و بـه      چاهك

 ؛گراد قرار گرفت درجه سانتي

 ؛مرحله شستشو تكرار شد -4

 كننـده  هاي پلاسما بـا بـافر رقيـق          از نمونه  500/1 رقت   -5

هـاي    ميكروليتر از هر نمونه به چاهك100بادي تهيه شد و    آنتي

  .ژن، افـــزوده شـــد ژن و كنتـــرل منفـــي آنتـــي حـــاوي آنتـــي

 درجـه   37مدت يك و نـيم سـاعت در گرمخانـه            ميكروپليت به 

 گراد قرار گرفت؛ سانتي

 ؛مرحله شستشو تكرار شد -6

  ميكروليتر 100بادي ثانويه تهيه و        از آنتي  4000/1رقت   -7

 ؛ها افزوده شد از آن به تمامي چاهك

 ؛ بار انجام گرفت6شستشو  -8

ــك    -9 ــر چاه ــه ه ــه ب ــن مرحل ــر از 100در اي  ميكروليت

 دقيقـه   12 -10مـدت    بهو   اضافه   (TMB) كروموژن   -سوبسترا

 ؛دور از نور نگهداري شد

 ميكروليتـر   50زايـي،      براي متوقف كردن واكنش رنگ     -10

 ؛ها افزوده شد ك مولار به چاه2اسيدسولفوريك 

 در طول مـوج     ELISAگر   قرائتنتايج توسط دستگاه     -11

 . نانومتر قرائت شد492

 محاسـبه  (Cut off)  سطح حـداقل  با تعيينELISAنتايج 

 و كيـت    VNT نمونه پلاسمايي كه بـا       20 براي اين منظور     .دش

ELISA         تجاري نتايج منفي داشـتند توسـط ELISA   طراحـي 

 4/0 برابـر بـا      هـا  گين جذب نوري آن   شده آزمايش شدند و ميان    

  ].8-6[  در نظر گرفته شدسطح حداقل عنوان ه بشد كه

  

   نتايج-3

بـادي كمتـر از      آنتـي  هايي كه عيار    نمونه VNTدر آزمايش   

 نمونـه  98عنوان منفي در نظر گرفته شدند در نتيجـه    شد به  8/1

  تشخيص داده شـد    )مثبت( نمونه ايمن    404و  ) منفي( غيرايمن

  .)1 جدول(

  
  VNT تحت آزمايش پلاسمايهاي  بادي در نمونه  فراواني عيار آنتي1جدول 

  

  درصد فراواني  فراواني  VNT عيار

<8/1  98 52/19 

8/1 48 56/9 

16/1 58 55/11 

32/1 104 72/20 

64/1 105 92/20 

128/1 66 15/13 

256/1 18 58/3 

512/1 5 99/0 

  درصد100 502 مجموع

  

ها انجام شـد      نيز روي تمام نمونه     طراحي شده  ELISA آزمون

از  درصـد  33/18( نمونـه    92 :دست آمد كه   هو نتايج به اين ترتيب ب     

) ها از كل نمونه  درصد   67/81(  نمونه 410غيرايمن و   ) ها كل نمونه 

 بـا   ELISAهاي غيرايمن بـا       تمام نمونه  .ايمن تشخيص داده شدند   

VNT2 جدول ( هم غيرايمن تشخيص داده شدند(.  
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  ELISAاعتبار آزمون  2جدول 
  

    منفيVNT  مثبتVNT  VNTنتايج 

  410  27  383   مثبتELISAنتايج 

  92  71  21   منفيELISA نتايج

  502  98  404  كل

  

 ـ   آزمـون،  ن دو   ي ـسه ا ي ـدسـت آمـده از مقا      هبراساس نتايج ب

 72/0 ويژگي آن برابـر    و   94/0  برابر ELISA آزمونحساسيت  

 .محاسبه شد

با توجه به اطلاعات      و Excelافزار آماري    ري نرم كارگي هبا ب 

 ELISA توسـط    ، مربـوط  يپلاسـما هاي   نمونهدست آمده از     هب

ــايش    ــده و آزم ــي ش ــط  VNTطراح ــه خ ــيون  معادل رگرس

(Regression) س از رسم پScatter Plot )  دست  هب) 1شكل

  :ست از اآمد كه عبارت

   جذب نوري  (ELISA)= 3873/1) سازي  لگاريتم ارزش خنثي   (-556/0
 

 متغيرهاي   براي (Pearson) ب پيرسون همچنين ميزان ضري  

دار و بـسيار     دهنده ارتبـاط معنـي     د كه نشان  ش تعيين   96/0فوق  

  .استنزديك بين متغيرهاي مورد بررسي 
  

  
  VNT  طراحي شده وELISA مربوط به Scatter Plot 1شكل 

  

 بحث -4

HSV    ي هـا  تـرين ويـروس     تـرين و مـسري      از جمله شـايع

هـاي ايجـاد شـده       بسياري از عفونـت    .استزا در انسان     بيماري

بدون علامت بوده و از راه دهان، دستگاه تنفس، تماس مستقيم           

شخص به شخص، بزاق، تماس جنسي و در زمان عبـور نـوزاد             

   يـك و دو ويـروس در       نـوع از كانال زايمان در زنـاني كـه بـه           
  

عفونـت اوليـه    . ]2[ يابـد   دستگاه تناسلي مبتلا هستند، انتقال مي     

اي روي پوسـت يـا        هاي مجتمع و دسـته     صورت تاول   به معمولاً

شود كه به شكل التهاب دهان، التهاب        غشاهاي مخاطي ظاهر مي   

هـا در    ايـن ويـروس   . شـود   ها و التهاب حلق نيز مشاهده مي        لثه

توانـد باعـث    نوزادان و افراد داراي نقص در سيستم ايمنـي مـي      

. دشـو ها و به دنبـال آن كـوري           ل، چشم آلودگي كبد، غدد آدرنا   

همچنين با هجوم به سيستم اعصاب مركزي و مغز باعث بـروز            

  ].9، 3 ،1[ شود آسفاليت، مننژيت و مرگ مي

اي و مراجعـه     در كشور ما هم با توجه به اطلاعات كتابخانه        

هاي محدود يا    به منابع، مطالعات مشابه كم و اغلب در جمعيت        

  .]8،10[ انجام گرفته است نآزمواندازي  براي راه

هاي اخير در ژاپن انجـام شـده اسـت           اي كه در سال    در مطالعه 

كننـدگان    در مراجعـه   HSV-1 و   HSV-2نشان داده شده كه شيوع      

  ].11[ درصد بوده است 63 سال 40 -16به كلنيك در سنين 

 در كودكـان    VNT  و ELISAدر مطالعه ديگر با دو روش       

 ELISA با   درصد 3/57 و   درصد 6/62ترتيب   بادي به  عيار آنتي 

 اي در ســال در مطالعــه .]12[ نــشان داده شــده اســت VNT و

ــد2005 ــيلادي در هنــ ــيوع ، مــ  در HSV-1 و HSV-2 شــ

 2/85ترتيـب     سال به  14 -1كنندگان به كلنيك در سنين       مراجعه

  .]11[ گزارش شده است درصد 3/77و 

 در   هرپس تـشخيص بـه موقـع       هاي با توجه به اهميت عفونت    

افراد حساس و اقـدام بـراي درمـان و سـازماندهي بيمـاران بـسيار                

 خـانگي   ELISAدر اين مطالعه با طراحـي آزمـون         . ضروري است 

  .ضمن تعين عيار ويروس حساسيت و ويژگي آزمون محاسبه شد

دست  ههاي ب  دست آوردن يك ارتباط منطقي مابين جواب       ه ب براي

هش حاضر با نتايج حاصل از      كار رفته در پژو    ه ب ELISAآمده از كيت    

افـزاري آمـاري     ، با استفاده از علم آمـار حيـاتي و نـرم           VNTآزمايش  

Excel            معيارهايي نظير ميزان همبستگي بين كيت مـذكور و آزمـايش 

VNT   عيـار   10طور تعيين شد كـه لگـاريتم بـر مبنـاي              ارزيابي و اين 

تـري بـا     توانـد رابطـه منطقـي      دست آمده براي هر نمونه پلاسما مي       هب

 داشـته   ELISAمذكور، توسط كيـت      جذب نوري قرائت شده نمونه    

 ضـريب پيرسـون بـين       (R-Square) به همـين منظـور ميـزان      . باشد

   و نتـايج حاصـل     ELISAهاي نوري قرائت شده توسط كيت        جذب
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طور كلـي چنانچـه ميـزان ضـريب          هب.  محاسبه شد  VNT از آزمايش   

 ـ          ا نزديـك بـه يـك باشـد         پيرسون محاسبه شده بين دو متغيـر يـك ي

. دار بين دو متغير مورد بررسـي اسـت         دهنده ارتباط كامل و معني     نشان

دهنده ارتباط معكوس بين دو متغير       باشد نشان ) -1(چنانچه اين ميزان    

دهنده عدم ارتباط    است و چنانچه اين ضريب صفر محاسبه شود نشان        

  .استبين متغيرهاي مورد آزمايش 

 ضريب پيرسون محاسبه شده در اين       كه حال با توجه به اين    

 ارتباط بين متغيرهاي مورد بررسي      است، بنابراين  96/0پژوهش  

  .استدار و نزديك  فوق، معني

  با توجه به اين نتايج و سادگي و سرعت انجام كار و عـدم              

  

 ELISAنياز به تهيـه سـرم و مـواد در شـرايط اسـتريل، روش                

بادي ضـد    ادن آنتي  براي نشان د   VNT جايگزين   عنوان روش  به

HSV  ويژه در مطالعات اپيـدميولوژيكي و       هاي سرم به    در نمونه

  .كار رود ه غربالگري ببراي تواند مي و ميداني باشد

  

  تشكر و قدرداني-5

نويسندگان از معاونت پژوهشي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه        

تربيت مدرس براي حمايت مالي از انجام پژوهش و سازمان انتقـال            

  .ندنماي هاي پلاسمايي صميمانه تشكر مي  براي تأمين نمونهخون
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  21/12/87: پذيرش مقاله  5/9/87: دريافت مقاله

  چكيده

 بـه ثبـت رسـيده      مازنـدران اسـتان   هاي علمـي از       گزارش است كه در     ين آب شير   حلزون ليمنه پالوستريس  :هدف

. شـود  تواند ميزبان واسط برخي ترماتودهاي انگلي حيواني باشد كه گاه در انسان نيز ديده مي          اين حلزون مي  . است
گزارشـي  جا كـه     از آن . تواند ميزبان واسط فاسيولا هپاتيكا نيز باشد        هايي در دست است كه اين حلزون مي         گزارش

منظـور   ، ايـن بررسـي بـه      در دسـت نيـست     مازندرانهاي فوق در استان       حلزونو اكولوژي   آلودگي  كم و كيف    از  
  .بازنگري و مطابقت مطالعات قبلي صورت گرفت

 كـه داراي  مـورد  36در . بررسـي شـد    نقطه استان مازنـدران 181 بيش از    در اين مطالعه توصيفي    :ها  روشمواد و   

در آزمايشگاه پـس  . آوري شد  جمعليمنه پالوستريس حلزون 490آوري حلزون دانسته شد،   عشرايط لازم براي جم   
ها، اشـكال احتمـالي انگلـي موجـود در آن بـا لـوپ                 از تشخيص نوع حلزون، با استفاده از روش له كردن حلزون          

زارهـاي  اف  سپس اطلاعات حاصل همـراه بـا برخـي اطلاعـات اكولـوژي منطقـه در نـرم                  شدشناسي بررسي    حشره
Microsoft Officeافزار  نرم و سيستم اطلاعات جغرافيايي مشتمل بر ArcGIS  مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتـه 

  .و به رشته تحرير درآمد

.  ديده شـد   اكينوستوماسركرياآلودگي به   )  درصد 22/1( مورد   6 صيد شده، ليمنه پالوستريس    حلزون   490 از   :نتايج

هاي اين حلـزون نيـز     بوده و ميزان املاح آب كلونيسلسيوس درجه 19 تا 15دماي مناسب زيست حلزون حدود     
هاي حلزون در فـصول پـاييز و زمـستان افـزايش        جمعيت كلوني .  قسمت در ميليون بوده است     400 تا   200حدود  

  .يافته اما آلودگي حلزون در تابستان مشاهده شده است

.  نياز حلزون، پراكندگي، پايش جمعيت حلزون را روشن كند         اين تحقيق توانست شرايط اقليمي مورد      :گيري نتيجه

محلي را كه تاكنون چنـدان مـورد بررسـي قـرار            ) هاي  اردك(هاي پرندگان     همچنين ميزبان واسط برخي اكينوستوم    
رسد كه براي تأسيس مزارع پرورش اردك و بوقلمون، الگوي اكولوژيـك   نظر مي چنين به . نگرفته بود را نشان دهد    

  .تواند مفيد باشد ي كه ارائه شد ميا ساده
  

  مازندرانشناسي، ليمنه پالوستريس،  سركر، حلزوناكولوژي،  :گانكليدواژ
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

8-
19

 ]
 

                            68 / 84

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-11114-en.html


   و همكارانمقدم عبدالرضا صلاحي  شناسي و اكولوژي حلزون ليمنه پالوستريس    انگل

66 

  

   مقدمه-1

هـاي      ها ميزبانـان واسـط گـروه بزرگـي از كـرم            حلزون

» هاي منتقلـه از حلـزون      كرم«انساني و حيواني هستند كه به       

هـا بـا اسـتثناهايي از گـروه           ايـن كـرم   . ]1[ معروف هـستند  

ــا ــستند(Trematoda) ترماتوده ــواع  .  ه ــان، ان ــن مي در اي

ــستوزوما ــه (Schistosoma) شي از معــضلات بهداشــتي ، ك

 و همچنـين انـواع فاسـيولا       ]2[ برخي نقـاط جهـان هـستند      

(Fasciola) در كشور ما فاسيوليازيس   . ]3[ اند   اهميت  حائز 

(Fascioliasis)           از ابعاد حيواني يـا انـساني داراي اهميـت 

ــت  ــادي اس ــستوزوميازيس   . ]4[ زي ــيش شي ــدي پ ــا چن  ت

(Schistosomiasis)ــاري ــي از بيم ــشور    يك ــم ك ــاي مه ه

از اســتان خوزســتان  آن هــاي شــد و گــزارش محــسوب مــي

  .]5[ موجود است

هاي منطقه و پتانـسيل وجـود         اف به وضعيت حلزون    اشر اساساً

هاي انگلي مربوط يكي از الزامات پايه براي پايش سلامت و            بيماري

 تــا چنــدي پــيش حلــزون ناقــل شيــستوزوميازيس .بيمــاري اســت

: نكاتوسابولينوس تر ((Schistosomiosis haematobium) هماتوبيوم

Bulinus truncatus (اما بعدها ايـن تدر استان گيلان وجود نداش  

ايـن موضـوع پويـا بـودن        . ]6[ حلزون در آن استان ديـده شـد       

هـاي منطقـه را در        ها و ضرورت پايش مدام حلـزون       اكوسيستم

مطالعـه قبلـي در اسـتان       . دارد  هاي مختلـف بيـان مـي       شهرستان

 و همكـاران    (Mansoorian)  توسط دكتر منـصوريان    مازندران

هاي ناقل در منطقه بود در اين ميـان           بيانگر وجود برخي حلزون   

هاي موجود در سـطح       از جمله حلزون   (Lymnaea)انواع ليمنه   

 شـود  ها نيز ديده مي     كه به وفور در ساير استان      ]7[ استبوده  استان  

تـري در مقـام    حلزون بزرگ (L. palustris) ليمنه پالوستريس. ]8[

 اسـت و  (Galba truncatula) گالبا ترونكـاتولا ) ليمنه(مقايسه با 

متر برسـد،     سانتي 3 -2گذشته از ابعاد بزرگ آن كه ممكن است تا          

 عميـق اسـت و      (Sutures) هاي برجسته يا سوچرهاي     فاقد پيچش 

هـا نـشان     بررسـي . رسد  نظر مي  تر به   كلي پوسته آن كشيده   در نماي   

تواند ميـزان واسـط      دهد كه ليمنه پالوستريس در برخي نقاط مي        مي

  بـا توجـه بـه   . ]9[ باشـد  (Fasciola hepatica)فاسيولا هپاتيكـا  
  

ــزون    ــود حل ــر وج ــي ب ــي مبن ــات قبل ــودنمطالع ــه و نب    در منطق

هاي فوق، ايـن بررسـي       اطلاعات لازم در مورد آلودگي حلزون     

مازنـدران و نقـش     منظور بازنگري مطالعات قبلـي در اسـتان          به

 و تعيين ابعـاد     احتمالي اين حلزون در انتقال انواع انگل فاسيولا       

 براي مطالعه اكولـوژي     .شناسي آن صورت گرفت     احتمالي انگل 

  Arc GISافـزار   لاعات جغرافيايي بر پايـه نـرم  حلزون از سيستم اط

  اطلاعـات كـامپيوتري  .  اسـتفاده شـد  Arc Viewاي از  و نسخ اوليه

ــه  ــستم براســاس لاي ــن سي ــومي  در اي  (Digital layers)هــاي رق

همـين دليـل پـردازش       گيرنـد و بـه     اطلاعات روي هم قرار مـي     

يق ها سريع و دق    ها واضح و پردازش كامپيوتري داده      بصري داده 

ــه .اســت ــورد اســتفاده در   يكــي از لاي ــم م ــاي مه ــات ه مطالع

شناسي نـاقلين، شـاخص نرمـال شـده تفـاوت سـبزينگي يـا                اقليم
NDVI (Normalized Difference Vegetation Index) 

 Land Sat هاي صورت نقشه از ماهواره اين اطلاعات به. است

 ها فركانس رنـگ سـاطع      براي تهيه اين تقشه   . آيد دست مي  به

 بـراي منـاطق     - 1شده از زمين طي محاسباتي به عددي بين         

هـر عـدد بيـانگر      . شـود  براي جنگل تبديل مي   + 1كويري تا   

مـساحت  مربـع    متـر    1000سبزينگي منطقه است كه حـدود       

. شـود  دارد ولي در كامپيوتر با يـك پيكـسل نـشان داده مـي             

افزارهاي تحليل تصاوير ماهواره ممكن است اعداد فـوق          نرم

  ].10[ تبديل كنند 256 تا 1ن را بي

  

  ها مواد و روش -2

ليمنـه  هـاي     روي جمعيت حلـزون    توصيفيدر يك مطالعه    

 نقطه در سطح اسـتان      181بيش از   ،  استان مازندران  پالوستريس

  . شدبررسي

پـاروي صـيد    مواد و وسايل مورد استفاده عبارت بودنـد از          

كش، پنس، آب معـدني      دستمتر،    سانتي 20×20حلزون به ابعاد    

) لـوپ (تشريح ديش، لام، ميكروسكوپ    و آب دكلره، دبه، پتري    

ــوليس،   ــولي و ك ــوري معم ــكوپ ن ــتگاهGPSو ميكروس   ، دس

pH    سـنج    متر صحرايي، دستگاه كدروت(TDScan)   صـحرايي 

ميـزان   (TDS (Total Dissolved Solids)گيـري   ي اندازهبرا

  )املاح آب

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

8-
19

 ]
 

                            69 / 84

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-11114-en.html


 1387تان پاييز و زمس، 4 و 3، شماره 11دوره   مجله علوم پزشكي مدرس  

67 

  اساس تراكم حلزونهاي ليمنه پالوستريس بر  نقشه استان مازندران و پراكندگي كلوني1شكل 

  

روش كار در مجموع شامل عمليات صـحرايي مـشتمل بـر            

 نگهداري و عمليات آزمايشگاهي مشتمل بـر        ،  حمل ، يآور  جمع

ــصويربرداري ــشخيصت ــردن، و ت ــه ك ــت (Crashing)  ل  و ثب

  .احتمالي بوده است (Cercariae)سركرهاي 

  

  عمليات صحرايي -2-1

  آوري حلزون نوع جمع -2-1-1

با توجه به شرايط اقليمي و ساختار محيط آبگيرهاي منطقه، روش           

بـراي ايـن    . ]11[ آوري حلزون استفاده شـد     براي جمع  »نفربرحسب  «

شناسـي   پـاروي حلـزون   آوري شده توسـط       منظور تعداد حلزون جمع   

  .آمد دست  ها شده و متوسط آن به  پارو زدنتقسيم بر تعداد

  حجم نمونه و مكان -2-1-2

شناسي، حجم نمونه با مكان      همچون ساير مطالعات حلزون   

هـا و    حاشـيه رودخانـه   .  ارتبـاط داشـت    تراكم حلزون مطالعه و   

يـك از     آبگيرهايي در استان مازندران بررسي شد كه فاصله هيچ        

 پراكنـدگي نقـاط مـورد       1شـكل   .  متـر نبـود    100قاط كمتر از    ن

  .دهد مطالعه در استان مازندران را نشان مي

  زمان -2-1-3

 1383 تـا سـال      1381از سـال    اين مطالعـه    عمليات ميداني   

 تـا   8موريت كه بين ساعات     أدر هر دوره از م     .ادامه داشته است  

هـاي    آوري در دبـه    ها پـس از جمـع       گرفت، حلزون    صورت   12

ها   سپس آشغال . شد  قرار داده    حاوي آب دكلره و يا آب معدني      

شـد از آن جـدا و         آوري مـي   و زوائدي كه همراه حلزون جمـع      

شناسي دانـشكده بهداشـت دانـشگاه         ها به آزمايشگاه حلزون     دبه

يافـت و در صـورتي كـه بلافاصـله             انتقـال    انرتهعلوم پزشكي   

در ايـستگاه   امكان شروع عمليات آزمايشگاهي وجود نداشـت،        

عنـوان غـذا،     اضافه كردن آب دكلره و كاهو بـه   باتحقيقاتي بابل   
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  .شد شرايط زيست حلزون تا اولين فرصت ممكن تسهيل 

صـورت پراكنـده      نقطه كه به   6براي پايش جمعيت حلزون     

در مناطق شرقي، غربي، كوهستاني و كم ارتفـاع مناسـب بـراي             

 ماه مورد سركشي قرار     12مدت   حضور حلزون دانسته شدند، به    

هـاي روسـتاها و      اكز عبـارت بودنـد از رودخانـه       اين مر . گرفت

در هـر   . شهرهاي كردآباد، جويبار، بندپي، بابل، نوشهر، تنكـابن       

هـا و   ماه به نقاط فوق سركشي شـده و متوسـط تعـداد حلـزون           

هـا در    براي اين منظور حلزون   . شد ها در هر پارو ثبت       اندازه آن 

. گرفتند رار  متري ق   ميلي 14 -12،  11 -9،  8 -6،  5 -3هاي   گروه

ها بـا    گيري حلزون  ها، پس از اندازه    براي درك بهتر سن حلزون    

ها ميانگين سنگين تعداد  كوليس، علاوه بر اندازه و تعداد حلزون

 تعـداد حلـزون در هـر        Nاگـر   . شد ها محاسبه    و اندازه حلزون  

هاي صيد شـده      تعداد كل حلزون   n اندازه حلزون باشد و      Vاندازه و   

  .n/(…+(N2V2)+(N1V1))=  د، ميانگين سنگيندر كلوني باش

 

   عمليات آزمايشگاهي-2-2

هـاي آب     در اولين اقدام با استفاده از كليـد تـشخيص حلـزون           

 سـپس   ؛شـد    جنس و گونه حلزون تـشخيص داده         ]7[شيرين ايران   

شـد  ، از روش له كردن اسـتفاده        ]10 [ها  براي تعيين آلودگي حلزون   

، بدين منظور توسط انبرك پلاستيكي يك عدد حلزون زنده را           ]12[

ديش قرار داده و با فشار شيشه حلزون را له كرده         بين دو لام يا پتري    

 نـسبت بـه بررسـي       40و 10 ،4 و توسط ميكروسكوپ نوري با لنز     

 در صورت عـدم وجـود آلـودگي حلـزون از            ؛آلودگي آن اقدام شد   

مـوارد ثبـت و     صـورت رويـت آلـودگي       در   مطالعه خارج شـده و    

جا كه  از آن. گرفت اقدامات لازم براي تعيين نوع آلودگي صورت مي

عنـوان ميزبـان واسـط دوم        اين احتمال كه خود ليمنه پالوستريس به      

هـايي پـس از يـك        مهم باشد، بسته به نوع احتمالي آلودگي، نمونـه        

يني يا بـه     بازب (Metacercaria)شب براي تشكيل احتمالي متاسركر      

  .خورانده شد) رت و اردك(حيوان حساس آزمايشگاهي 

هاي رقومي اسـتان محـل صـيد          در پايان با استفاده از نقشه     

براي آنـاليز    .شدها بر سيستم اطلاعات جغرافيايي منتقل         حلزون

 SPSS و ArcMap ،MS Excelافزارهاي  ها از نرم آماري داده

ــيفي و    و روش ــاري توص ــاي آم ــتفاANOVAه ــده  اس  .دش

هـايي چـون شـدت سـبزينگي، ميـزان بارنـدگي در مراكـز                 لايه

 به آن اضافه شـد      ArcGISافزار   نرمهواشناسي كشور در محيط     

 NDVIهاي    نقشه .]13[ دست آيد  هتا توصيف بهتري از منطقه ب     

 اسـپانيا  (Valencia university) همكاري دانشگاه والنسياي با

  .دست آمد  بهwww.NOAA.govاز سايت 

  

  نتايج -3

گيري حلزون    نقطه نمونه  164 سركشي، در    181در بيش از    

 بـه   ليمنه پالوستريس حلزون  مورد   36ر  د. آب شيرين صيد شد   

  .شد و مطالعه ت يافعدد 490تعداد 

 بوده استآلوده  حلزون 6 مجموع  حلزون صيد شده در490از 

 دردست آمده برحسب شكل ظـاهري        هسركرهاي ب . ) درصد 22/1(

. قرار داشـتند  (Echinostoma cercaria)اكينوستوما سركريا گروه 

. پوشـاند  اي از خار اطراف سركر را مـي        در اكينوستوماسركريا، حلقه  

ميزبان براي يافتن   . هيچ مورد مشكوك به سركر فاسيولا مشاهده نشد       

 ليمنـه  1958 و (L. gedrosiana) ليمنـه ژدروزيانـا   642واسط دوم 

 و بيش از هزار حلزون ديگر كه اغلـب  (L. truncatula)ترونكاتولا 

اند، بررسـي شـد امـا         بوده (Planorbis) و پلانوربيس    (Physa)فيزا  

عنوان ميزبان واسـط دوم ديـده        ها به  ها و نقش آن    آثاري از آلودگي آن   

عنـوان ميزبـان     جا كه ممكن بود خود ليمنه پالوستريس بـه          آن از. نشد

واسط دوم اهميت داشته باشد، اين فرضـيه هـم مـورد توجـه قـرار                

 و  ليمنـه پالوسـتريس   دست آمده از     گرفت اما نگهداري سركرهاي به    

  .آميز نبود خوراندن آن به حيوان حساس آزمايشگاهي نيز موفقيت

ن آلوده در شهرستان نـور       حلزو 4بيشترين آلودگي به تعداد     

ديده شد و دو مورد باقي مانـده در روسـتاي كردآبـاد واقـع در                

ها در فصل تابستان بـوده       كليه يافته . جاده فيروزكوه مشاهده شد   

 حلـزون در    50بيشترين تراكم ليمنه پالوستريس با تعـداد        . است

ــ     جـاده بابـل    6اي در كيلومتر     هر پارو و در شاليزار آب گرفته      

اساساً تراكم ليمنه پالوستريس    . و در فصل زمستان ديده شد     آمل  

بسته به شرايط اقليمي، در اواخـر زمـستان در نـواحي پـست و               

شـود و در فـصل تابـستان در          گرفته شمالي استان بيشتر مي     آب

هـاي   در كلـوني  . شـود  تر كوهستاني بيشتر ديده مي     نواحي خنك 
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 پالوسـتريس   حلزون بين درجه دماي آب محيط و تعـداد ليمنـه          

داري مــشاهده شــده اســت  صــيد شــده ارتبــاط آمــاري معنــي

)00/0=p .(    19 تـا    15دهد كه دماي      نشان مي  1توجه به جدول 

. هـاي حلـزون اسـت      درجه سلسيوس دماي بهينه بـراي كلـوني       

هاي  داري بين تعداد حلزون    همچنين در اين مطالعه ارتباط معني     

، )p=00/0(ه اسـت    دست آمده و ميزان املاح آب وجود داشت        به

 قسمت در ميليون،    400 تا   200بر همين اساس ميزان املاح بين       

ارتبـاط  . شرايط مساعد رشد حلـزون ليمنـه پالوسـتريس اسـت          

در . دسـت نيامـد     آب و جمعيت حلزون بـه      pHداري بين    معني

آناليز تصوير ماهواره مشاهده شد كه متوسط سبزينگي منـاطقي          

  اســت، در نيمــه اول ســالكــه ليمنــه پالوســتريس ديــده شــده 

  . بوده است18/136 ± 33/7 و در نيمه دوم سال 141 ± 32/9
  

  در دماهاي مختلف آب سي پالوسترمنهيلهاي يافت شده  وفور كلوني 1جدول 

  دماي آب  تراكم ليمنه پالوستريس

 25بيش از  25 تا 5 5كمتر از  )درجه سلسيوس(

  2 11 15كمتر از 

 1 1 3 19 تا 1/15

   5 23 تا 1/19

   8 27 تا 1/23

   3 31 تا 1/27

   1 31بيش از 
  

هاي ليمنـه پالوسـتريس      پايش جمعيت حلزون نشان داد كلوني     

يابـد، امـا سـرماي زمـستان از          در فصل پاييز و زمستان افزايش مـي       

 بيـانگر   2شـكل    و   3جـدول   . كاهـد  هـاي بهـاره مـي      تعداد حلزون 

ه كلـوني بزرگـي كـه در        بايد توجه داشت ك   . وضعيت فوق هستند  

  .زمستان يافته شد، ايستگاه بررسي پايش جمعيت نبوده است

 
  

 مازندران استان در پالوستريس ليمنه حلزون تعداد و اندازه سنگين ميانگين 2شكل 
  

 )سن( شيوع ليمنه پالوستريس در فصول مختلف سال بر حسب اندازه 3جدول 

 ماه
  14 تا 12

 متر ميلي

  11 تا 9

 متر ميلي

  8 تا 6

 متر ميلي

  5 تا 3

 متر ميلي
 جمع

 6/0 43/0 1/0 067/0 0 فروردين

 137/1 033/0 1 2/0 133/0 ارديبهشت

 867/0 133/0 6/0 133/0 0 خرداد

 0 0 0 0 0 تير

 2/1 0 0 1/0 0 مرداد

 05/0 0 05/0 0 0 شهريور

 0 0 0 0 0 مهر

 35/3 625/0 725/2 0 0 آبان

 154/1 385/0 769/0 0 0 آذر

 4/0 0 3/0 1/0 0 دي

 2 1 0 0 1 بهمن

 033/0 033/0 0 0 0 اسفند

  

  بحث -4

 بيــانگر وجــود ليمنــه مازنــدرانمطالعــات قبلــي در اســتان 

عــلاوه بــر آن در نــواحي . پالوســتريس در اســتان بــوده اســت

مركزي، گيلان، اردبيـل، آذربايجـان غربـي،        اي از استان      گسترده

 .]8[ شـود    نيـز يافـت مـي      شـمالي كرمانشاه، اصفهان و خراسان     

هاي ليمنه پالوستريس در    مطالعات ديگري بيانگر اهميت حلزون    

  .]14[درماتيت سركري در استان مازندران است 

ر ليمنـه   با وجودي كه احتمـال يـافتن سـركر انـواع فاسـيولا د             

اي از نقـش ليمنـه        اين مطالعه نشانه   ]9[پالوستريس غير ممكن نبود     

. پالوستريس در انتقال انواع فاسيولا در استان مازندران را نشان نـداد           

وجود اكينوستوماسـركريا بيـانگر اهميـت ايـن حلـزون در برخـي              

امي در منطقه است و فضا را براي مطالعـات تكميلـي            هاي د  بيماري

ها در انتخاب حلزون ميزبان واسط خود        كه اكينوستوم  اين. كند باز مي 

شود تا تعيين نـوع دقيـق        كنند، موجب مي   كمتر اختصاصي عمل مي   

رسد كه هر چند ليمنه      نظر مي  چنين به . كرم با مشكلاتي مواجه شود    

يابـد امـا     عيت قابل تـوجهي مـي     پالوستريس در زمستان افزايش جم    

هــاي كــم جمعيــت و تابــستانه آن نقــش مهمــي در انتقــال  كلــوني

در مكزيـك، كاستروــ ترجـو       . كنـد  اكينوستوماهاي استان بازي مـي    

(Castro-Trejo) نشان داده است كه ليمنه پالوستريس ميزبان واسط 

 بـوده اسـت   (Paramphistomum cervi)پارمفيـستوموم سـروي   
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 هـاپلومترا سـيليندراكا     (Goumghar)، در فرانسه نيز ژومگـار       ]15[

(Haplometra cylindrica) ــزارش ــتريس گ ــه پالوس    را در ليمن

  طــور كلاســيك ميزبــان ليمنــه پالوســتريس بــه. ]16[كــرده اســت 

 و (Echinostoma revolutum)واسط انواع اكينوستوما روولوتوم 

ــوم  ــاريفيوم ركوروات  (Echinoparyphium recurvatum)اكينوپ

هـاي   اردك هر چند شيوع اكينوسـتوما رولوتـوم در       . معرفي شده است  

صـد اعـلام شـده     در 2 درصد و در بوقلمـون حـدود         27اهلي حدود   

  ، اطلاعـاتي در مـورد نقـش حلـزون ميزبـان واسـط ايـن               ]17[است  

  عمـده محـدوديت   . ر ايران موجود نيـست    ها در انتقال بيماري د     انگل

  شـرايط آب و هـوايي سـخت بـراي          ،و مانع بر سـر راه ايـن تحقيـق         

دست آمـده در حيوانـات       و عدم رشد سركرهاي به    عمليات صحرايي   

تواند بـه     و اين مطالعه مي    بودآزمايشگاهي براي تعيين دقيق نوع انگل       

.  كمك كنـد ها در استان مازندران  روشن شدن چرخه زندگي اين انگل     

 (Diplostomum spathaceum)جا كه ديپلوستوموم اسپاتاكوم  از آن

شود نيز از همـين حلـزون     ناميده مي(Eye fluke)كه فلوك چشم 

 و از سـويي در      ]18[كنـد    براي تكميل سير تكاملي خود استفاده مي      

اي وجود داشـته     طور گسترده  استان مازندران مراكز پرورش ماهي به     

يابند، توجـه بـه نتـايج ايـن تحقيـق            وز بيشتر توسعه مي   و روز به ر   

در . تواند براي پيشگيري احتمـالي از بيمـاري فـوق مفيـد باشـد              مي

توانـد راهنمـايي بـراي انتخـاب         صورت لزوم، نتايج اين تحقيق مي     

بهترين مكان از لحاظ اقليمي يا اولويت بخشي مكاني براي تأسيس           

  .كز پرورش ماهي باشدمزارع توليد اردك و بوقلمون يا مرا

  

   تشكر و قدرداني-5

 اسـتاد  (Mario Fuentes) آقاي پروفسور مـاريو فـوئنتس   

گشاي  شناسي دانشگاه والنسيا در انجام اين تحقيق راه گروه انگل

 تـشكر   GISوسيله از ايشان و تيم تحقيقاتي         بدين  كه اند ما بوده 

اد  اسـت  (Mobedi)گردد، همچنين آقاي دكتر ايـرج موبـدي          مي

دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهران نيز در تشخيص         

وسـيله از همكـاري و       ها مشاور علمي ما بوده است، بدين       نمونه

  .دشو كرامت ايشان نيز قدرداني مي
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  GRA7 (Granular Antigen7)  ژنيابي  و تواليكلونينگ

  اي توكسوپلاسما گونده

  6نيكو ، سكينه قاسمي5، شهلا رودبارمحمدي4، عبدالحسين دليمي3، زهره شريفي2، رحمه نوردين*1فر فاطمه غفاري

  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  دانشيار، گروه انگل-1
  ، پنانگ، مالزيUSM استاد، مركز تحقيقات پزشكي مولكولي، دانشگاه -2
  شناسي، سازمان انتقال خون ايران، تهران، ايران  استاديار، مركز تحقيقات ويروس-3
  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  استاد، گروه انگل-4
  نشناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايرا  استاديار، گروه قارچ-5
  شناسي، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران  كارشناس ارشد، گروه انگل-6

  

  21/12/87: پذيرش مقاله  11/9/87: دريافت مقاله

  كيدهچ

 انتـشار جهـاني   دارايبـوده و  داخل سلولي و عامل ايجاد توكسوپلاسموزيس      اي     تك ياخته  اي  هتوكسوپلاسما گوند : هدف
كننده شده    هاي محافظت   ه كه منجر به ايجاد پاسخ     تهايي در زمينه تهيه واكسن صورت گرف        اي اخير پيشرفت  ه   در سال  .است
هـاي     فشرده است كه به وسيله سـلول       يژن ترشحي گرانول    يك آنتي   كيلودالتون 29لكولي  و با وزن م   GRA7ژن   آنتي. است

 تجمـع پيـدا   زوفروت كيلو دالتوني در واكوئل پارازي29پروتئين زوئيت،  هاي آلوده به تاكي   در سلول . شود  آلوده ميزبان آزاد مي   
  .رود كار مي  در تشخيص نيز به و كانديداي تهيه واكسنن ايمونوژن بودعلاوه بر .كند مي

اي با روش فنل كلروفرم استخراج شده سپس با استفاده از             توكسوپلاسما گونده  DNAبراي اين كار ابتدا     : ها  مواد و روش  
پلاسميد كلون شـده در     .  كلون شد  TOPOناقل  در    تكثير و  PCR اين قطعه با استفاده      GRA7اختصاصي ژن   رهاي  آغازگ
  .ييد شدأ كلون مورد نظر تيابي  تواليهضم آنزيمي و، PCRبا استفاده از  . ترانسفورم شدTOP10 يباكتر

در ايـن   بـازي      جفـت  749اي   كـه قطعـه   نـشان داد     TOPO كلون شده در پلاسميد    GRA7تعيين توالي ژن    : نتايج

فقط در يـك بـاز تفـاوت        ازنظر توالي نوكلئوتيدي    موجود در بانك ژني      RHپلاسميد كلون شده است و با سويه        
  .داشت
كلون كردن در پلاسـميدهاي بيـاني    دست آمده براي ساب دهد كه كلون به دست آمده نشان مي    نتايج به : گيري نتيجه

  .يوكاريوتي و پروكاريوتي مناسب است
  

  يابي ، كلونينگ، تواليGRA7اي، ژن  توكسوپلاسما گونده :كليدواژگان
  

   مقدمه-1
اي   ياختـه   توسط تـك   (Toxoplasmosis) توكسوپلاسموزيس

  ايجاد(Toxoplasma gondii) اي انگلي به نام توكسوپلاسما گونده

  اين بيماري بـه علـت عفونـت    .شود و گسترش جهاني دارد مي

  

  

ن در انــسان و حيوانــات اهلــي داراي مــادرزادي و ســقط جنــي

  توكـسوپلاسموزيس . ]2،  1 [اهميت پزشكي و دامپزشكي است    

ــار ــي  آث ــاد م ــان ايج ــاوتي در ميزب ــد  متف ــار . كن ــراد دچ   در اف
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ــدز    ــه ايـ ــتلا بـ ــراد مبـ ــل افـ ــي مثـ ــستم ايمنـ ــعف سيـ   ضـ

(Acquired Immunodeficiency Syndrome: AIDS) ،

هـاي    ي باعـث بيمـاري    هاي پيوند عضو و بيماران سرطان       گيرنده

 آثارخاطر  هدرمان اين بيماري ب. ]3 [شود شديد و مرگ و مير مي

تحت شـرايط حاضـر     . سمي داروهاي در دسترس مشكل است     

ايجاد و گسترش داروهاي جديـد ضـد توكـسوپلاسما يـا يـك           

  .]3 [واكسن، جايگزين بسيار مناسبي خواهد بود

ــسن  ــه واكـ ــورد تهيـ ــران در مـ ــاكنون در ايـ ــهتـ ــر عليـ   بـ

 1980 در سـال     ، شـده اسـت    انجـام  توكسوپلاسموزيس تحقيقـاتي  

ــودي ــاني(Mahmoudi) محم ــشكده (Ghorbani)  و قرب  در دان

  سـويه  بهداشت دانشگاه تهران اثر محافظت كنندگي توكـسوپلاسما       

 در  RH  سـويه  را در برابر  )  تهران سويه ( ايران جدا شده از انسان در    

  .]4[ موش سفيد كوچك آزمايشگاهي بررسي كردند

هـاي   و همكـاران پاسـخ   (Daryani) درياني   2000در سال   

ترشحي  هاي دفعي  ژن هاي حاصل از آنتي    ايمني سلولي فراكشن  

اي را در مـدل       توكسوپلاسما گونده  (Tachyzoite) زوئيت تاكي

 .]5[ موشي مطالعه كردند

 DNAهاي اخير، تكنولوژي پيشرفته واكـسيناسيون         در سال 

هـاي چنـدظرفيتي    سعه و ايجـاد واكـسن  آينده خوبي را براي تو   

 بحث كاملاً جديـدي     DNA واكسيناسيون   ].6 [ارائه كرده است  

هاي ايمني هومـورال       پاسخ ياست و روش قدرتمندي براي القا     

 برهنه به   DNAو سلولي اختصاصي است كه با تزريق پلاسميد         

 كنند  هاي ميزبان پروتئين كد شده را بيان مي         درون ميزبان، سلول  

 و همكـاران واكـسن      (Solhjoo)جـو     صلح 2007در سال   . ]3[

DNA       را با استفاده از ژن SAG1   سـازي در مـوش      براي ايمـن  

اي انجــام دادنــد كــه ميــزان بقــاي  عليــه توكــسوپلاسما گونــده

هاي گروه شاهد بـود و ايـن         هاي ايمن شده بيش از موش      موش

ــي  ــاري معن ــاظ آم ــتلاف از لح ــود  اخ ــسيناسيون]. 7[دار ب   واك

  ءطــولاني مــدتي القــا   ثر وؤهــاي ايمنــي مـ ـ  اســخژنــي پ

هـاي   ژن عنـوان آنتـي    اولين بار بـه   ترشحي  هاي    پروتئين .كنند  مي

شـود   مترشحه توصيف شدند زيرا وقتي انگل با سرم انكوبه مي         

 GRAهـاي گرانـولي يـا        ژن  آنتـي  .]8 [شوند اين مواد ترشح مي   

(Granular antigen) كـه هاي دفعي ترشحي هستند  ژن از آنتي  
  

 ـ   ژن اين آنتي   هـا  زوئيـت  هـا و بـرادي     زوئيـت  وسـيله تـاكي    ههـا ب

(Bradyzoites)   هـاي   ژن از اعـضاي آنتـي    ]. 6 [شـوند   بيان مـي

ــولي،  )  كيلودالتــون23 (GRA1)  كيلودالتــونGRA4) 40گران

GRA7) 29 هـاي واكـسن شـناخته       عنوان گزينه  به)  كيلودالتون

 .]9 [اند شده

اي از  سوپلاسما گونــدههــاي دفعــي ترشــحي توكــ ژن آنتــي

كار رفته هم در زمينه واكسن و هـم در           ههاي ب  ژن ترين آنتي  مهم

 ،هـاي دفعـي ترشـحي      ژن از ميـان آنتـي    . ندهستزمينه تشخيص   

در . هاي گرانولي فشرده از اهميت خاصـي برخوردارنـد         ژن آنتي

ــي ــان آنت ــن مي ــولي شــماره  اي ــا 7ژن گران ــه GRA7 ي  از جمل

شوند كه هم در زمينه تشخيص       ب مي هاي مهمي محسو   ژن آنتي

  .شوند كار برده مي هزايي ب و هم ايمني

كند كـه ايـن       كيلودالتوني را كد مي    29 پروتئين   GRA7ژن  

در . شـود  هاي ميزبان اين انگل ترشح مـي       پروتئين توسط سلول  

ها تجمع اين پروتئين در واكوئل       زوئيت هاي آلوده به تاكي    سلول

در . گيـرد   صورت مي(Parasitophorous vacuole) پارازيتوفروز

ها در سيتوپلاسـم سـلولي حـضور         زوئيت هاي آلوده به برادي    سلول

. شناسـايي اسـت   فلورسـانس قابـل       ايمونـو  روشوسـيله    دارد و به  

هاي كشت سلولي حاوي كيست كه فاقـد انگـل           علاوه در محيط   هب

هـاي كـشت     ايـن محـيط   محلـول رويـي     ند، در   هستخارج سلولي   

ــروت  ــلولي پ ــتفاده از   29ئين س ــا اس ــوني ب ــزا الاروش كيلودالت   ي
  

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)   
  

  

اـ وزن م     از طرف ديگر ايـن آنتـي      . استقابل شناسايي     29لكـولي   وژن ب

  .استبسيار ايمونوژن بوده و يكي از كانديداهاي تهيه واكسن كيلودالتون 

لاسميد ناقل براي    در پ  GRA7سازي ژن    هدف از اين كار آماده    

  .كلونينگ در پلاسميدهاي يوكاريوت و پروكاريوت است ساب

  

  ها مواد و روش -2

 توكـسوپلاسما   RHتكثير و نگهداري سويه      -2-1

  اي گونده
متـوالي   (Passage)هاي اين انگل با پاسـاژ        زوئيت تاكي

نگهــداري و تكثيــر هــاي ســوري  داخــل صــفاقي در مــوش
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 مـايع   سـي   سـي  5/0 هر مـوش     براي اين منظور به   . شوند مي

طور داخل صفاقي    هزوئيت زنده ب    تاكي 2×105صفاقي حاوي   

 روز، مـايع صـفاقي      5 الـي    4تلقيح شـد و پـس از گذشـت          

ــ مــوش   يــاســي  ســي 5هــاي  وســيله ســرنگ ههــاي آلــوده ب

  .]10 [دش آوري جمعسي  سي 10

  

  DNA (DNA Extraction)استخراج  -2-2
هـاي تغلـيظ     زوئيت ز تاكي ا) 5×107در حدود   ( ميكروليتر   100

 PBS (Phosphate Buffered Saline)شده و شستشو شده با بافر 

 روش فنـل كلروفـرم      ريخته شد و بـا    سي   سي 5/1درون يك ويال    

DNA   آن استخراج شد . DNA  تـا مرحلـه بعـد در         استخراج شده 

 ].11[ دش نگهداري گراد درجه سانتي -20

  

  لوص آن و تعيين خDNAگيري غلظت  اندازه -2-3

وسيله اسپكتروفتومتري با جذب نور  بهDNA تعيين غلظت 

طور معمـول جـذب      به. شود طور دقيق انجام مي    ماوراء بنفش به  

شود كه در اين طول موج جذب        گيري مي   نانومتر اندازه  260در  

اي در يـك      دو رشـته   DNA ميكروگـرم    50برابر با يك، معادل     

 .]12، 11[ليتر است  ميلي

  

  (Primers) رهاآغازگطراحي  -2-4
ــه ــي   ب ــور طراح ــاي آغازگمنظ ــويي ره   و(Forward)جل

از  GRA7 ژن كدكننده    DNA، ابتدا توالي    (Reverse) برگشتي

 http//www.ncbi.comاطلاعات بانك ژني از سايت اينترنتي       

 بـا شـماره   RH strain’,  bp839: ‘Compelet cds صورت به

13863Y ايـن اطلاعـات و      د، سپس با استفاده از    شآوري    جمع 

صـورت زيـر     رها به آغازگ، جفت   GenRunerافزار   به كمك نرم  

 :طراحي شدند

 
  '3–cg- gcc-atg-aaa-tcc- att-tcc-gga-gcc–'5: F

 BamH1 )باز  جفت26( 

  '3–c-tgg-tac-tcc-ata-ccc-gcc-acc-ggt-ctt–'5: R
  Kpn )باز  جفت28( 

ــازگ ــوييرآغ ــد 26داراي   جل  ــو نوكلئوتي ــامل جايگ اه  ش

داراي  برگشتي   رآغازگ است و    BamH1شناسايي برش آنزيمي    

 Kpn1 شامل جايگاه شناسـايي بـرش آنزيمـي           و  نوكلئوتيد 28

 تـا   70 برابر با توالي نوكلئوتيدهاي شماره       جلويي رآغازگ. است

 برابر با توالي نوكلئوتيـدهاي       برگشتي رآغازگ و   GRA7ژن   86

 .است GRA7ژن  800 تا 782 شماره

 ميكروليتر تهيـه شـد كـه        20 در   PCRكنش  محصول وا 

 اسـتخراج  DNAميكروگـرم   2: اسـت شامل تركيبـات زيـر   

ــده، ــي dNTP 5/2 ش ــولار ميل ــر2، م ــافر  ميكروليت   ،x10 ب

 پليمـراز   DNA  ميكروليتـر  1م،  و كلريد منيزي  مولار ميلي 5/1

Taq (Taq DNA polymerase)) 5/0 ــد  3/11 ،)واح

وليتــر از هريــك از ميكر 1ميكروليتــر آب مقطــر اســتريل، 

  ). پيكومول در ميكروليتر10 (رهاآغازگ

 (Spin)  اسـپين  پـس از   مواد فوق درون ويال ريخته شد و      

 طبـق برنامـه زيـر    در داخل دستگاه ترموسايكلر قرار داده شد و         

PCR واسرشـتگي اوليـه   :  انجام شـد(Initial Denaturation)  

در دقيقـه    1  واسرشتگي ،گراد  درجه سانتي  94در دماي    دقيقه   4

در  ثانيـه    30 (Annealing)  اتـصال  ،گراد  درجه سانتي  94 دماي

در  دقيقـه  1 (Extension)  بـسط  ،گـراد   درجه سـانتي   50 دماي

 تكـرار   چرخـه  5؛ سه مرحلـه اخيـر       گراد درجه سانتي  72دماي  

 ،گـراد  درجه سانتي  94در دماي   دقيقه   1  واسرشتگي  سپس ،شد

 در  دقيقه 1  بسط ،گراد تي درجه سان  60  در دماي   ثانيه 30 اتصال

در   وچرخـه  30سـه مرحلـه اخيـر        .گراد درجه سانتي  72 دماي

ــنش  ــت واك ــاPCRنهاي ــايي  ب ــسط نه ــه 5 ب ــه  72 دقيق درج

  .به اتمام رسيدگراد  سانتي
  

 TOPO در پلاسميد GRA7كلونينگ ژن  -2-5

 از كيــت GRA7منظــور كلونينــگ ژن  در ايــن تحقيــق بــه

 ـ   TOPOپلاسـميد  :شامل( دشاستفاده   كلونينگ صـورت   ه كـه ب

مخلـوطي  ،  (Invitrogen) بريده شده درون كيت موجود اسـت      

محلـول نمـك      ميكروليتـر  PCR  ،5/0 ميكروليتر محـصول     5از  

(salt solution) ناقل  ميكروليتر5/0 و TOPO   با هم مخلـوط

  .دشو در دماي اتاق انكوبه 
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انتقال پلاسميد كلـون شـده بـه بـاكتري         -2-6

TOP10 (Transformation) 
خارج كـرده و    گراد   درجه سانتي  -80باكتري مستعد را از فريزر      

مدت نيم ساعت درون ظرف يخ گذاشته شـد تـا بـه دمـاي صـفر                  به

سپس كل محصول كلونينگ را به آن اضافه         گراد برسد و   درجه سانتي 

 و بـه    (Vortex) كنيم، اين مجموعه را بدون اسـتفاده از ورتكـس          مي

سپس  .كنيم  دقيقه در يخ انكوبه مي     20كنيم و    يآرامي با هم مخلوط م    

  دهـيم سـپس دوبـاره     درجه قرار مـي 42ماري    ثانيه در بن   40مدت   به

 LB  ميكروليتـر از محـيط     350مقـدار    .دهـيم   دقيقه در يخ قرار مي     2

(Luria Bertani) بيوتيك به مخلوط فـوق اضـافه و    مايع بدون آنتي

 در (Shaker incubator) ر دقيقه در انكوبـاتور شـيكردا  45مدت  به

  .قرار داده شدگراد  درجه سانتي 37

  

هـاي   كلـون  (Screening)غربال كردن    -2-7

  باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب
 نوتركيب به درون سـلول ميزبـان لازم         DNAپس از انتقال    

هاي حاوي پلاسميد نوتركيب مناسـب، غربـال و          است كه كلون  

  .انتخاب شوند

  X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside)اگر  

همراه با يك القاء كننده آنزيم يعني ايزوپروپيـل تيوگالاكتوپيرانويـد           

(Isopropyl β - D - 1 - thiogalactopyranoside: IPTG) و 

هاي فاقد پلاسميد نوتركيـب      نيوسيلين به آگار اضافه شود، كل      آمپي

كند   را تجزيه مي   X-gal  و شود ميها بتاگالاكتوزيداز سنتز     كه در آن  

شود كه رنگ آن آبي اسـت و كلـوني بـاكتري             و ايندوليل توليد مي   

هاي حاوي پلاسـميد     نيوكه كل  در حالي . كند ميزبان را آبي رنگ مي    

  تواننـد   نمـي  نديـست نوتركيب چون قادر به ساخت بتاگالاكتوزيداز ن      

X-gal سفيد خواهند بودبه رنگ ها  را تجزيه كنند، بنابراين كلوني آن.  

 ميكروليتـر   200 -100در زير هود و شرايط استريل، مقدار        

 X-gal، IPTGهاي ترانسفورم شده به يك پليت حـاوي          سلول

. دش ـاي در تمام نقاط پليت پخش        اضافه و به كمك ميله شيشه     

)  سـاعت  18 -16 (مدت يك شـب    صورت وارونه به   ها به  پليت

سـاعت   مدت چند   سپس به  .انكوبه شد گراد   درجه سانتي  37در  

هاي آبي يـا     نيوقرار داده شد تا كل    گراد   درجه سانتي  4در دماي   

 ].11 [سفيد ظاهر شود

  

  هاي آبي و سفيد استخراج پلاسميد از كلوني -2-8
ــون ــي مطــابق   اســتخراج پلاســميد از كل هــاي ســفيد و آب

بيـونر  دستورالعمل گفته در كيـت اسـتخراج پلاسـميد شـركت            

)Bioneer (انجام شدآلمان .  

  

مقايسه پلاسـميدهاي اسـتخراج شـده از      -2-9

  هاي آبي و سفيد نيوكل
 ـ(هاي سفيد    نيوپلاسميدهاي موجود در كل    علـت وجـود     هب

تـر از پلاسـميدهاي موجـود در         سنگين) قطعه كلون شده در آن    

 براي اين منظور پلاسميدهاي اسـتخراج       ؛هاي آبي هستند   نيوكل

بـي و سـفيد روي ژل آگـارز    هـاي آ  نيوشده از پلاسميدهاي كل 

  .]11 [دندشو مقايسه گذاري  نمونه  درصد8/0

 

ييد و انتخاب  أ براي ت  PCRانجام روش    -2-10

  هاي مناسب نيوكل
 بـدين   ؛ني آبي نمونه تهيـه شـد      و كل 2ني سفيد و    و كل 20از  

 ميكروليتـر   20هـا در     نيوترتيب كه با سمپلر مقاديري از اين كل       

 سـپس از ايـن      .شـانده شـد    دقيقـه جو   2آب مقطر حـل شـد و        

 اسـتفاده   PCRواكـنش     در الگـو عنوان    ميكروليتر به  2جوشانده  

ــنش  R و FM13 رهــايآغازگ از  وشــد ــراي واك ــز ب  PCRني

  .استفاده شد

  

  DNA (Sequencing)تعيين توالي مولكول  -2-11

، TOPOمنظور تعيين توالي قطعه كلون شده در پلاسميد          به

منظـور   ني سفيد به  وهاي كل  اكتريابتدا پلاسميدهاي موجود در ب    

 بيـونر   پيشگيري از هـر گونـه آلـودگي، توسـط كيـت شـركت             

)Bioneer (           آلمان مطابق با دستور كـار شـركت سـازنده كيـت 

  سپس نتيجه تعيين  . تعيين توالي ارسال شد   براي  د و   شاستخراج  
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 ــ  ــده بـ ــون شـ ــوالي ژن كلـ ــي  ه تـ ــايت اينترنتـ ــك سـ كمـ

www.ncbi.nlm.nih.gov/blastاز نظر تشابهات و اختلافات  

  .دشاي مقايسه   توكسوپلاسما گوندهGRA7 با ژن
  

   نتايج-3

  ژنومي DNA كمكه ب PCR نتايج -3-1
، PCRنشان داد كه تحت شرايط مـذكور واكـنش           1 شكل

روي ژل الكتروفـورز     بـازي  جفـت  749 فقط يك بانـد حـدوداً     

 توكــسوپلاسما GRA7شــده اســت كــه هــم انــدازه ژن ايجــاد 

. آن تكثير نـشده اسـت   اي است و هيچ ژن ديگري غير از گونده

رهـاي طراحـي شـده بـراي        آغازگبنابراين شرايط تنظيم شده و      

 . اختصاصي هستندGRA7تكثير ژن 

ــتفاده از آغازگرهـــاي يونيورســـال  PCRنتـــايج  ــا اسـ  بـ

(Universal) دهد  بازي را نشان مي950 قطعه.  
  

  
  

ــورز محــصول  1 شــكل ــتون  ؛ روي ژل آگــارزPCRالكتروف ــشانگر  :1س ن
(Marker) 100 محـصول    :2ستون   بازي؛  جفت PCR ـ  دسـت آمـده از ژن       ه ب

SAG1) محصول :4 و 3هاي  ستون ؛)عنوان كنترل مثبت به PCR ژن GRA7  
  

هــا بــا  نتــايج ترانــسفورماسيون بــاكتري -3-2

  محصول واكنش اتصال
ــ  حــاوي LBهــاي ســفيد و آبــي روي محــيط  نيوظهــور كل

دهنـده    نـشان  IPTG و   X-galسيلين و آغشته بـه       بيوتيك آمپي  آنتي

هـا   نيو كل  درصد 95كه بيش از     طوري هب. ترانسفورماسيون موفق بود  

هاي سـفيد نـشان داد كـه         نيووجود كل . داد تشكيل مي نوع سفيد   را  

ــي حاصــل از  TOPOپلاســميدهاي  ــه ژن ــت PCRقطع  را درياف

  .اند تشكيل شده TOPO-GRA7 اند و پلاسميدهاي نوتركيب ردهك

ــده از كلـ ـ   ــتخراج ش ــميدهاي اس ــسه پلاس ــاي نيومقاي   ه

   بعــد(TOPO-GRA7) هــاي ســفيد نيوو كلــ (TOPO) آبــي

از واكنش اتصال نشان داد كه هر دو پلاسـميد روي ژل آگـارز              

  ترتيب از بالا به پـايين عبارتنـد از حلقـوي           سه باند دارند كه به    

ــ ــي ،(Open Circular) ازبـ ــوپركو (Linear) خطـ   ليو سـ

(Super coil)كـــه در آن بانـــدهاي پلاســـميد طـــوري ه بـــ  

TOPO-GRA7مقايــسه بــا بانــدهاي اســتخراج شــده از       در

. روي ژل آگـارز بـالاتر قـرار داشـتند          (TOPO)هـاي آبـي      نيوكل

ني سفيد از پلاسميدهاي    وبنابراين پلاسميدهاي استخراج شده از كل     

). 2 شـكل (تـر هـستند      هـاي آبـي سـنگين      نيوج شده از كل   استخرا

 در پلاسـميد   GRA7 تـوان نتيجـه گرفـت كـه قطعـه           مـي  بنابراين

TOPO   از كلـوني    نوتركيـب، ييد كلون   أپس از ت   . كلون شده است 

  ).3شكل ( مربوط كشت داده شد و پلاسميدها استخراج شد
  

  
  

 هـاي سـفيد    نيومقايسه باندهاي پلاسميدهاي اسـتخراج شـده از كل ـ         2 شكل

  )سمت چپ( هاي آبي نيوو كل) سمت راست(
  

  
  

ر نـشانگ  :1ستون ؛ روي ژل آگارزcoloni PCRالكتروفورز محصول  3شكل 

هـاي   دست آمده از كلوني    ه ب PCR محصول   :6 -2هاي   ستونبازي؛    جفت 100

   حاوي پلاسميد نوتركيب17 و 16 ،14 ،12، 6شماره 
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فاده از  بـا اسـت    GRA7  قطعـه  PCRنتايج   -3-3

  عنوان الگو ه بTOPO-GRA7 پلاسميد نوتركيب

 بـا پلاسـميد     PCRنتايج حاصـل از الكتروفـورز محـصول         

 يونيورسـال رهاي  آغازگ با استفاده از   TOPO-GRA7 نوتركيب

  ژن  كـه  اسـت  نشان داده شده است و گويـاي ايـن           4در شكل   

GRA7در پلاسميد  TOPO كلون شده است.  

  

 
  

از طـرف    ؛GRA7 پلاسـميد حـاوي ژن       PCRمده از   دست آ  نتايج به  4 شكل

 ژن  PCRمحصول   :3و   2 هاي  ستون بازي؛  جفت 100ر  نشانگ :1ستون  چپ  

GRA7 دست آمده از محصول      ه بPCR       با استفاده از آغازگرهـاي يونيورسـال  

  . استبازي  جفت950 كه با استفاده از اين آغازگر قطعه تكثير شده است

  

  نتايج تعيين توالي -3-4

 از بررسي و مقايسه نتيجه تعيين توالي ژن كلـون شـده             پس

 ـ   توكسوپلاسما گونـده   GRA7 با ژن    TOPO در پلاسميد  ه اي ب

ــايت  ــك سـ ــي كمـ  www.ncbi.nlm.nih.gov/blastاينترنتـ

  در ايـن پلاسـميد    بـازي     جفـت  749 اي د كـه قطعـه    شمشخص  

ــت و ژ  ــده اســ ــون شــ ــده، ژنكلــ ــون شــ   GRA7 ن كلــ

ــ؛)1شــكل ( اي اســت توكــسوپلاسما گونــده ــا طــوري ه ب   كــه ب

ــويه  ــدي  از RH (AY21778401.1)س ــوالي نوكلئوتي ــر ت   نظ

ــاوت    ــاز تف ــك ب ــط در ي ــاز دارد فق ــاز  aو ب ــه ب ــديل ب   g تب

  .شده است
  

Tgatgattgaagtaccctatattggggcttgctaacgttttgtattaaaaggga
ttactgcggcgtctcatttccaaaatggcccgaca(g)cgcaattttttccgcg
ctttgtgttttaggcctggtggcggcggctttgccccagttcgctaccgcggc
caccgcgtcagatgacgaactgatgagtcgaatccgaaattctgactttttcg
atggtcaagcacccgttgacagtctcagaccgacgaacgccggtgtcgact
cgaaagggaccgacgatcacctcaccaccagcatggataaggcatctgta
gagagtcagcttccgagaagagagccattggagacggagccagatgaac
aagaagaagttcatttcaggaagcgaggcgtccgttccgacgctgaagtga
ctgacgacaacatctacgaggagcacactgatcgtaaggtggttccgagga
agtcggagggcaagcgaagcttcaaagacttgctgaagaagctcgcgctg
ccggctgttggtatgggtgcatcgtattttgccgctgatagacttgtgccgga
actaacagaggagcaacagagaggcgacgaacccctaaccaccggcca
gaatgtgggcactgtgttaggcttcgcagcgcttgctgctgccgcagcgttc
cttggcatgggtctcacgaggacgtaccgacatttttccccacgcaaaaaca
gatcacggcagcctgcactcgagcaagaggtgcctgaatcaggcgaagat
ggggaggatgcccgccagtaggatatgggggctaataaaagtgagtagg
agctcgaggacagtgtcccgaa 

  

 كه تنها در يـك      GRA7دست آمده از تعيين توالي ژن        تيجه توالي به   ن 5شكل  
 cgg تبـديل بـه   cga يعني توالي سه تايي  شده است، g تبديل به    aجايگاه باز   

 جايگاه آغازگرها روي    .كنند شده كه هر دو توالي اسيدآمينه آرژينين را كد مي         
  .است ژن مشخص شده

  

 بحث -4

 .يع انــسان اســتهــاي شــا توكــسوپلاسموزيس از عفونــت

تواند منجر به توكسوپلاسموزيس      عفونت طي دوره بارداري مي    

مادرزادي شود كه ميزان عفونت و ابتلاي جنين بستگي به دوره           

. شـود   بارداري دارد كه مادر در آن دوره به اين عفونت مبتلا مي           

 .]2 [شود عفونت در سه ماه اول منجر به عوارض خطير مي

كه توكسوپلاسموزيس در افـرادي     اخيراً مشاهده شده است     

 AIDSكه داراي نقص سيستم ايمني هستند مثل افراد مبتلا بـه            

 يا افرادي كه پيوند قلـب       (Neoplastic) يا بيماران نئوپلاستيك  

بنـابراين تـشخيص     ]2 [اند كشنده اسـت     يا مغز استخوان داشته   

 .تواند حياتي باشد موقع بيماري در اين افراد مي به

هاي مترشـحه    ژن عنوان آنتي  اولين بار به   GRAهاي   پروتئين

شود اين مـواد     توصيف شدند زيرا وقتي انگل با سرم انكوبه مي        

هـا و    زوئيت وسيله تاكي  هها ب  ژن اين آنتي  .]8،  5 [شوند ترشح مي 

 هاي دفعـي   ژن از اعضاي آنتي  . ]6 [شوند ها بيان مي   زوئيت برادي

) يلودالتـون  ك GRA4) 40 .ندهـست  GRAهاي   ترشحي مولكول 

GRA1) 23كيلودالتــون  (GRA7) 29عنــوان  بــه)  كيلودالتــون

  .]14، 13، 6[ اند هاي واكسن شناخته شده گزينه

تـرين   اي از مهم   هاي دفعي ترشحي توكسوپلاسما گونده     ژن آنتي

كار رفته هم در زمينه واكسن و هم در زمينه تشخيص            ههاي ب  ژن آنتي

  باز  جفت100
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هـاي گرانـولي     ژن ترشـحي آنتـي   هاي دفعـي     ژن از ميان آنتي  . ندهست

ژن گرانـولي    در اين ميان آنتي   . فشرده از اهميت خاصي برخوردارند    

شـوند   هاي مهمي محسوب مي    ژن  از جمله آنتي   GRA7 يا   7شماره  

 GRA7ژن   .شـوند  كار برده مـي    ه در زمينه تشخيص ب    كه مخصوصاً 

كنـد كـه ايـن پـروتئين توسـط            كيلودالتوني را كـد مـي      29پروتئين  

  .]14 [شود هاي ميزبان اين انگل ترشح مي سلول

وقتــي همــراه بــا    (GRA7)  كيلودالتــوني29پــروتئين 

 ـ  35 و   30هاي   پروتئين كـار رود بـراي شناسـايي        ه كيلودالتوني ب

رود و اين پروتئين وقتـي بـه همـراه           كار مي  ه مثبت ب  IgGموارد  

شود براي تشخيص مـوارد      كار برده مي   ه ب 66 و   35هاي   پروتئين

IgM 16 ،15 [رود كار مي همثبت ب[. 

 تـشخيص از    بـراي  نوتركيـب ژن    براي تهيه آنتـي    GRA7ژن  

.  مـي رود   كار ه ب يس تشخيص توكسوپلاسموز  دركانديداهاي اصلي   

ژن براي تشخيص بيمـاري توكـسوپلاسموزيس        استفاده از اين آنتي   

ــ ــدزي و   هب ــاك كــشنده در بيمــاران اي خــصوص در مــوارد خطرن

  .]15 [زادي بسيار اهميت داردتوكسوپلاسموزيس مادر

كارگيري اين ژن براي تهيه واكسن نيز از مـوارد           ههمچنين ب 

مهم براي تحريك سيستم ايمني ميزبان براي مقابله بـا بيمـاري            

  . استتوكسوپلاسموزيس

 و همكاران نيز با انجام      (Jongert) ژانگرت   2008در سال   

را در   در مـوش آن      GRA7واكسيناسيون با پلاسميد حاوي ژن      

 درصد باعـث    24كاهش توليد كيست در مغز مؤثر دانست و تا          

  ].17[ها شده بود  كاهش كيست

  در اين تحقيـق ژن كلـون شـده تمـامي تـوالي بازهـاي ژن               
  

GRA7           را به جز در يك باز دارد كه باز a     تبديل به باز g   شـده اسـت  .

 شده كه اين تفاوت باز روي       CGG تبديل به    CGAدر توالي سه تايي     

وع اسيدآمينه كد شونده تأثير ندارد و هر دو توالي اسيدآمينه آرژينين را             ن

كنند، بنابراين كلـون انجـام شـده قـادر اسـت دقيقـاً همـان ژن                  كد مي 

GRA7با همان اسيدهاي آمينه را در پلاسميدهاي مناسب بيان كند .  

توانـد چنـدين كـاربرد        مي TOPO-GRA7پلاسميد نوتركب   

هـاي آنزيمـي طراحـي شـده در          كه بـا سـايت     نداشته باشد؛ اولاً اي   

آغازگرها اين ژن مناسب كلون شدن در پلاسميد بياني يوكـاريوتي           

pcDNA3    كلون كردن آن در اين پلاسميد براي         بوده بنابراين با ساب

شود و همچنين با توجه بـه موقعيـت           مناسب مي  DNAتهيه واكسن   

 TOPO-GRA7 در پلاسـميد نوتركيـب       ATGكدون شروع كننده    

كلون كـردن ايـن ژن در پلاسـميد پروكـاريوتي            مناسب براي ساب  

pROXT(b)     ژن نوتركيـب در بـاكتري اسـت و           براي توليـد آنتـي

 .ژن تهيه شده براي تشخيص اين بيماري مناسب خواهد بود آنتي
  

   تشكر و قدرداني-5

يـاري   در اين تحقيق جا دارد كه از كليه كساني كه  اينجانب را            

ل تشكر و تقدير را به عمل آورم، به خصوص از آقاي            اند كما  نموده

دكتر فتح اللهي معاونت محترم پژوهشي دانشگاه تربيت مدرس كه          

وريت تحقيقاتي اينجانب فراهم نمودند و همچنين       أممزمينه را براي    

شناسـي، خـانم دكتـر       آقاي دكتر صدرايي مدير محترم گـروه انگـل        

لكـولي  وقيفاتي پزشكي م  اسماء اسماعيل رياست محترم انستيتو تح     

نيا دانشجوي دكتري انـستيتو تحقيفـاتي        گيتا سعادت  مالزي و خانم  
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