
  

  595          آسمی بیماران خلط و محیطی خون نمونه  درIL-17ژن  بیان              

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2014 December;72(9):595-600 

  

  
  آسمی بیماران خلط و محیطی خون نمونه در IL-17 ژن گیري میزان بیان اندازه

  

  

  

  1یزدانی رضا

  *2حاکمی خانی گنجعلی مزدك

  1رضایی عباس، 3شرکت رویا

  4بیرانوند بهروز، 1فراهانی رحیم
  

 ی،کپزش دهکدانش شناسی، ایمنی  گروه-1

  .ایراناصفهان،  اصفهان، یکپزش علوم دانشگاه

 و سلولی ایمونولوژي تحقیقات زکرم -2

 علوم دانشگاه ی،کپزش دهکدانش ولی،کمول

  .ایراناصفهان،  اصفهان، یکپزش

 ایمنی نقص هاي بیماري تحقیقات زکمر -3

اصفهان،  اصفهان، یکپزش علوم دانشگاه تسابی،کا

  .ایران

 علوم دانشگاه اپیدمیولوژي، و آمار  گروه-4

  .نایراکرمانشاه،  رمانشاه،ک یکپزش

  

  
*

 یدانشگاه علوم پزشکاصفهان، : مسئولنویسنده 

 اصفهان ي،مونولوژی گروه ا،یکپزش دهکدانش ،اصفهان

  031-37922482: تلفن                   73461-81746

E-mail: mghakemi@med.mui.ac.ir 

  

هـا بـه    ه ناي و نایژهک شبدهی صورت افزایش پاسخ ه بهکهاي هوایی است   بیماري مربوط به راهکآسم ی: زمینه و هدف 

ایمیـون و   هـاي اتـو   در التهاب و بیماري نقش مهمی IL-17 با تولید Th17 سلول. شود ات مشخص میکگروهی از تحری

  . در پاتوژنز آسم و آلرژي دارد زیاداحتمال به

فهان بخـش   اص ـ )س(الزهـرا   بـه بیمارسـتان     ننـده   ک  ه بـر روي بیمـاران مراجعـه        ک در این مطالعه مقطعی   : روش بررسی 

 mRNA ، پس از اسـتخراج دی اصفهان به انجام رسی در دانشگاه علوم پزشک1392از خرداد تا اسفند    هاي عفونی  بیماري

 سنجیده  qPCR با   IL-17 آنها ساخته شد و میزان بیان ژن         cDNA فرد سالم،    23 بیمار آسمی و     23امل  کاز خلط و خون     

یدي تا سه هفتـه  ی خروج بیماران استفاده از هرگونه داروي استرو و معیارGINAمعیار بیماران بر اساس معیار ورود   . شد

  .هی زمانی بوددهاي هوایی زبرین در همین باز راهگیري و ابتلا به هرگونه عفونت  پیش از نمونه

بـر   در برا64±28(و هـم در خلـط بیمـاران      ) 18/1±13/0 در برابر    287±79( هم در خون     IL-17 میزان بیان ژن   :ها  یافته

 ـ      ک ـنترل افزایش یافـت     کنسبت به افراد    ) 1/0±9/0 . )=029/0P و >001/0P ترتیـب  بـه (دار بـود    اه از لحـاظ آمـاري معن

ر وط به )64±28(میزان بیان این ژن در خلط بیماران         نسبت به ) 287±79( در خون بیماران     IL-17همچنین میزان بیان ژن     

 ـ  ) 18/1±13/0(در خون افراد سالم     ن ژن    ولی میزان بیان ای    )>001/0P(  بیشتر بود  داريامعن داري بـا میـزان     اتفـاوت معن

  .نداشت) 9/0±1/0(بیان این ژن در خلط این افراد 

توانـد افـزایش    در خون و خلط بیمـاران آسـمی مـی    IL-17 ه افزایش میزان بیان ژنکهاي ما نشان داد    یافته: گیري  نتیجه

  .ي را توجیه کندهاي ریو ها و فعال شدن نوتروفیل جمعیت نوتروفیل

  .Th17 ،IL-17 ،mRNAآسم،  :لیديک لماتک

 

  
 از هک است هوایی هاي راه به مربوط التهابی بیماري کی آسم

 برخی به پاسخ در ها نایژه و ناي هکشب حد از بیش پاسخ طریق

 نیبالی  علایم2و1.شود می هاي هوایی شناسایی ی راهگو گرفت ها كمحر

 این ریشه. باشد می سینه خس خس و سرفه نفس، تنگی شامل بیماري

 ژنتیکی عوامل و است کودکی دوران در افراد، بیشتر در بیماري

  شغلی  برخوردهاي ها و ، آلرژن)ها روسـوی (طیـمحی عوامل ،)آتوپی(

  

 موجب IgEهاي وابسته به   پاسخ4و3.دارند نقش بیماري ایجاد در

 به توجه با. شود ی در بیماران آسمی میکلوژیتظاهرات عمده پاتو

 شده شناخته که است زیادي مدت آلرژي و آسم میان ارتباط هکاین

  .نیست روشن کاملطور  به هنوز ارتباط این مکانیسم اما است،

 آلرژیک التهاب تعریف و شناسایی در هایی پیشرفت تازگی به

. است شده حاصل مآس بالینی تظاهرات با آن ارتباط و هوایی هاي راه

 هاي نمونه در توجهی قابل ه التهابک دهد می نشان مطالعات این

 وجود خفیف موارد در حتی آسم به مبتلا بیماران برونشیال بیوپسی

  مقدمه

 
  

 

  600 تا 595هاي  ، صفحه9 شماره ،72دوره ، 1393آذر ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  له اصیلمقا

 

  20/9/1393:        آنلاین04/09/1393:        پذیرش04/08/1393: دریافت                     چکیده
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 محیطی و مرکزي ییهوا هاي راه سرتاسر التهابی تغییرات این و دارد

 دلیل همین  به6و5.ندک می تغییر بیماري شدت با اغلب نموده و درگیر را

 ائوزینوفیلی غیر و ائوزینوفیلی آسم گروه دو به را آسم بیماري

 مجموعه زیر سومین 2005 سال  در7.اند کرده تقسیم) نوتروفیلیک(

 این اصلی  سایتوکین9و8.شد شناخته Th17 نام به T helper هاي سلول

 Th1 هاي سلول که مواردي در رسد می نظر به و است IL-17 اه سلول

 مانند (ها میکروب از بعضی مقابل در را کاملی یایمن Th2و 

 نقش اند، نکرده ایجاد) ها قارچ برخی و سلولی خارج هاي باکتري

   10.باشند داشته

 هاي بیماري و 11التهاب در Th17 هاي سلول مهم نقش

 پاتوژنز در IL-17احتمالی سایتوکین  نقش همچنین  و12ایمنی خود

 نظر به 13.است شده داده نشان اخیر هاي بررسی در آسم و آلرژي

 دارد، نقش آلرژیک آسم ایجاد در اینکه بر علاوه IL-17 رسد می

 هاي سلول هکاین جمله از باشد، داشته ریه در عملکرد چندین

 در IL-17 با تحریک به پاسخ در انسان برونشیال فیبروبلاست

 زبرو  افزایش14.کنند می تولید را GRO-α و IL-6، IL-8 آزمایشگاه،

IL-17 فعال و جمعیت افزایش است ممکن آسم جریان در ها ریه در 

هدف از انجام مطالعه  15.کند توجیه را ریوي هاي نوتروفیل شدن

 در Th17 عنوان سایتوکین اصلی  بهIL-17میزان بیان ژن  بررسی

. التهاب دارند ایجاد ه نقش مهمی درک بود آسم به مبتلا بیماران

 در شده ایجاد التهاب در Th17 هاي لسلو نقش و حضور چنانچه

 یا ها سلول این فعالیت در تداخل با شود، اثبات آسم بیماري

 بیماري براي را جدیدي درمانی هاي جنبه توان می آنها محصولات

  .کرد ایجاد آسم

  

  
کننده به  ی انجام شده بر روي بیماران مراجعه مطالعه مقطعیکدر 

 پس از استخراج، 1392ارستان الزهراي اصفهان از خرداد تا اسفند بیم

mRNA  فرد سالم، 23 بیمار آسمی و 23امل کاز خلط و خون 

cDNA آنها ساخته شد و میزان بیان ژن IL-17 با qPCRسنجیده شد .  

 Global Initiative معیار اساس بر که بودند بیمارانی ورود، معیار

for Asthma (GINA) و متوسط بالینی حالت دو از یکی به مبتلا 

 بیماران خروج معیار. داشتند سال 18 بالاتر از سن ه وبود آسم شدید

 از پیش هفته سه تا سیستمیک استروییدي داروي هرگونه از استفاده

 همین در زبرین هوایی هاي راه عفونت هرگونه به ابتلا و گیري نمونه

گونه سابقه  سالم نیز نداشتن هیچمعیار ورود افراد . بود زمانی بازدهی

محاسبه حجم نمونه بر اساس فرمول تعیین حجم . آسم و آلرژي بود

 دو هر مطالعات مشابه شامل مورد استفاده در آماري جامعه نمونه و

جنس  و سن نظر از کنترل گروه و بوده آتوپیک غیر و آتوپیک تیپ

   16.بود مورد گروه با متناسب

انعقاد  ضد حاوي هاي لوله در املک خون ml 5فرد  هر از ابتدا در

EDTAنمونه. شد گرفته استریل ظرف در خلط نمونه همچنین  و 

 بودن خلط از اطمینان جهت 40 عدسی با میکروسکوپ زیر خلط

 تعداد بایست می خلط نمونه در هک صورت بدین. گردید بررسی نمونه

 و وپیمیکروسک میدان هر در عدد 7-10  در حدودWBCهاي  سلول

 شان در هر سلول پنج حدود از بیشتر تلیال اپی هاي سلول تعداد

  .نباشد میکروسکوپ

) EDTAانعقاد  ضد با همراه(افراد  املک خون گیري، نمونه از پس

 آزمایشگاه به) -C 20دماي  (استاندارد شرایط در ایشان خلط و

 خون هاي نمونه RNA و شد منتقل ی اصفهانکپزش دهکدانش زيکمر

 GeneJET Whole Blood RNA Purification Mini یتک از استفاده با

Kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA)پایه بر  و 

 يRNA همچنین شد، استخراج کیت، در شده هیارا ارکدستور

 RNXTM- Plus Solutionکیت  از استفاده با خلط هاي نمونه

(SinaClon BioScience Co., Tehran, Iran)شده هیارا کاردستور  طبق 

  از استفاده با ها نمونه همه RNA همچنین. شد استخراج کیت در

 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo کیت

Fisher Scientific Inc., Wilmington, USA)به  cDNA شد ترجمه. 

 ,.SYBER Premix Ex Taq II (Takara Bio Inc کیت استفاده با

Shiga, Japan) روش به و Real-Time PCR ،)درجه 95 در دقیقه پنج 

 بار ))40( درجه 60 در ثانیه 30 و درجه 95 در ثانیه 10 ،)بار یک(

 ژن بیان برابر در آن بیان و شد گیري اندازه IL-17 ژن بیان میزان

ACTB آماده پرایمرهاي از کار این براي. گردید سازي بهینه 

(QIAGEN, USA) Hs-IL-17-1-SG QuantiTect شد استفاده.  

 با و 16 ویراست SPSS افزار نرم توسط ها داده پژوهش این در

 قرار بررسی مورد Independent sample t-test آماري آزمون کمک

 .گرفت

  بررسی روش 
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  qRT-PCRا روش خون بیماران آسمی و افراد سالم ب خلط ونمونه   درIL-17 گیري بیان ژن اندازه: 1شکل 

(A میزان بیان ژن IL-17 داريااملا معنکصورت  نترل بهکبیماران آسمی در مقایسه با افراد خون  در) 05/0*P<(افزایش داشت . (B  میزان بیان ژنIL-17 بیماران آسمی در مقایسه با افراد نمونه خلط  در

 دار بوده استانمونه خون بیماران آسمی نسبت به نمونه خلط آنها افزایش بیشتري داشته است و این تفاوت معن در IL-17  بیان ژنمیزان C) .افزایش داشت) >P*05/0(داري اصورت کاملا معن نترل بهک

)05/0*P< .((D میزان بیان نسبی صورت لگاریتم  نتایج به. داري نداردانترل نسبت به خلط آنها تفاوت معنکهاي مورد مطالعه در نمونه خون افراد  میزان بیان ژن سایتوکینmRNA± میانگین خطاي معیار 

(SEM)اند  از میانگین سه آزمایش یکسان گزارش شده.  

  

  
  

 اختلاف معناداري میان Independent sample t-testبر اساس آنالیز 

سن و جنس دو گروه مشاهده نشد و دو گروه از این نظر با هم هماهنگ 

 در سرم خون IL-17ه میزان بیان ژن کین مطالعه نشان داده شد در ا .بودند

 بیشتر )>001/0P( داريار معنوط به) 287±79(محیطی بیماران دچار آسم 

بود ) 18/1±13/0(از میزان بیان این ژن در سرم خون محیطی افراد سالم 

  ).A1ل کش(

ر نیز بیشت) 64±28( در خلط بیماران دچار آسم IL-17میزان بیان ژن 

 )=029/0P( بود) 9/0±1/0(از میزان بیان این ژن در خلط افراد سالم 

 در سرم خون IL-17ه میزان بیان ژن کهمچنین نشان دادیم ). B1ل کش(

 نسبت )>001/0P(داري ار معنوط به) 287±79(محیطی بیماران دچار آسم 

ل کش(بیشتر بود ) 64±28(به میزان بیان این ژن در خلط این بیماران 

C1( . در این پژوهش، میزان بیان ژنIL-17 در سرم خون محیطی افراد 

داري با میزان بیان این ژن در خلط این اتفاوت معن) 18/1±13/0(سالم 

  ).D1ل کش(نداشت ) 9/0±1/0(افراد 

  
  اي مربوط به افراد بیمار و افراد سالم هناطلاعات متغیر زمی :1 جدول

  دو جنسفراوانی   میانگین سن  ها تعداد نمونه  

  زن  مرد      

 13 10 32 23 بیماران آسمی

 12 11 31 23 نترلکافراد 

  .باشند دو گروه از نظر سن و جنس با هم هماهنگ می

  ها یافته
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 در هک باشند می یاور T هاي سلول از گروهی زیر Th17 هاي سلول

 میزان تولید IL-1β, IL-6, IL-21 مانند التهابی هاي سایتوکین به پاسخ

 در مهم سایتوکین کی عنوان به IL-17 18و17.نندک می IL-17 زیادي

 ترشح افزایش کتحری با هک است مطرح تاخیري التهابی هاي نشکوا

 التهاب محل به ها نوتروفیل و ها مونوسیت فراخوانی زمینه ها، کموکین

 و اژهاماکروف هک است قادر اینترلوکین این همچنین. آورد می فراهم را

 ,GM-CSF ترشح به وادار را ها نوتروفیل حتی و ها فیبرویلاست

TNF-α, IL-1β, and IL-6 18.ندک IL-17 در تواند می هک نقشی خاطر به 

 روماتویید، لوپوس آرتریت مانند مزمن التهابی هاي بیماري از بسیاري

 این هک آنجایی از و است گرفته قرار توجه مورد باشد داشته و آسم

. گیرد قرار دارویی هدف مورد تواند می دارد التهابی نقش توکینسای

 آرسنیک تیروکسید هک دادند نشان ارانشکهم و Zhang نمونه عنوان به

 در هوایی مجاري التهاب و IL-17 بیان اهشک باعث تواند می

   19.شود آسم به مبتلا هاي موش

 لطخ و محیطی خون در IL-17 ژن بیان میزان حاضر، در مطالعه

 افزایش و گرفت قرار سنجش مورد سالم افراد و آسم به مبتلا بیماران

 به نسبت بیماران خلط و خون در ژن این بیان میزان در چشمگیري

 و A1ل کش ()=029/0P و =000/0P ترتیب به(شد  دیده نترلک افراد

مطالعه  در. بود دارامعن آماري لحاظ از افزایش این هک) B1ل کش

Bullensشد، داده نشان رانشاک و هم IL-17 نمونه در معناداري طرز به 

 20.داد نشان افزایش سالم افراد با مقایسه در آسمی بیماران خلط

 ه اینکارانش نشان دادند ک و همMolet دیگر بررسی کی همچنین طی

در  آسمی بیماران برونش هاي حبابچه لاواژ و خلط نمونه در سایتوکین

 اي مطالعه در  همچنین14.داشت معناداري زایشاف نترلکمقایسه با افراد 

 خون در IL-17 ژن بیان میزان شد، دیده گرفت صورت تازگی به هک

 آسم متوسط و خفیف فرم با مقایسه در آسم شدید فرم به مبتلا انکودک

حاضر  مطالعه در آمده دست هب هاي یافته 21.است داشته معناداري افزایش

  .بود مطالعات این با راستا هم املکطور  به زمینه این در

 در IL-17 ژن بیان در داريامعن تفاوت مطالعه حاضر همچنین در

 متوسط آسم به مبتلا بیماران به نسبت شدید آسم به مبتلا بیماران

نتایج نشان (بود  دارامعن آماري نظر از تفاوت این هکگردید  مشاهده

 هک شد داده نشان ارانشکهم  وBullens بررسی در).  استداده نشده

 آلرژیک غیر و آلرژیک فرم به مبتلا افراد در IL-17 به مربوط ژن

 تفاوتی فرم دو این بین اما دارد، معناداري افزایش آسم بیماري

داشت با  همخوانی حاضر مطالعه نتایج  نتایج ما نیز با20.نشد مشاهده

 حاضر مقایسه بین آن دو فرم نیز انجام مطالعه ه درکاین تفاوت 

تواند نقش   میIL-17 دهد که افزایش بیان این نتایج نشان می. گردید

هاي التهابی داشته  مهمی را در بروز آسم همانند نقش در دیگر بیماري

  .باشد

 در خون و خلط IL-17همچنین در مطالعه حاضر میزان بیان ژن 

.  بررسی شدD1ل ک و خون و خلط افراد نرمال شC1ل کبیماران ش

 در خون IL-17ه میزان بیان ژن کالعه حاضر نشان داد هاي مط یافته

، هر )C1ل کش ()>05/0P*( بیماران نسبت به خلط آنها بیشتر بود

ه این تفاوت در مقایسه خون و خلط افراد سالم دیده نشد کچند 

 در خون بیماران IL-17دهد سنجش  این مسئله نشان می). D1ل کش(

تواند   دلیل این افزایش می.نسبت به خلط آنها ارزش بیشتري دارد

 در IL-17ننده ک هاي تولید میزان بیشتر سلول: علل زیر مربوط گردد به

 این سایتوکین در خلط و mRNAخون نسبت به خلط بیماران، تجزیه 

  .هاي التهابی در خلط باشد علت شرایط نامناسب حیات سلول یا به

 گیري نتیجه توان می مختلف لعاتامط اساس بر ترتیب این به

 بیماري بروز در مهم نقشی تواند می IL-17 ژن بیان افزایش هک نمود

 در هک است نقشی همان با مشابهزیاد  احتمال به هک باشد داشته آسم

 به نیاز یافته این چند هر. ندک می ایفا التهابی هاي بیماري سایر

 نقش و حضور  از طرفی چنانچه.دارد تر اختصاصی هاي بررسی

 با شود، اثبات آسم بیماري در شده ایجاد التهاب در Th17 هاي سلول

 هاي جنبه توان می آنها محصولات یا ها سلول این فعالیت در تداخل

  .کرد ایجاد آسم بیماري براي را جدیدي درمانی

 بـا   طـرح تحقیقـاتی    از  بخـشی  نتـایج  حاصل مطالعه این :سپاسگزاري

 يها  سلول نی نو يها روهرگی ز يها نیکتوی ژن سا  انی ب زانی م یبررس"عنوان  

T يهـا  شمارش سلول   در نمونه خلط و خون بیماران مبتلا به آسم و          اوری 

ILC2 مـصوب دانـشگاه علـوم پزشـکی و          "نمونه خون آنها، اصـفهان      در

باشـد    مـی 188084د ک با 1392خدمات بهداشتی درمانی اصفهان در سال      

نی اصـفهان   ی و خدمات بهداشتی درمـا     که با حمایت دانشگاه علوم پزش     ک

 بیمارسـتان  گرامـی  پرسنل و کلیه همکاران  از نویسندگان. اجرا شده است  

 انجـام  مختلـف  مراحـل  در کـه  نـوین اصـفهان    آزمایـشگاه و )س(الزهرا  

  .نمایند می و قدردانی تشکر اند داده یاري را ما پژوهش

  بحث
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Background: Asthma as an airway disease is identified by increase network respon-

siveness of the trachea and bronchus to a specific stimulus. Th17 cells through produc-

tion of IL-17 have important role in inflammation and autoimmune diseases. In some 

studies has been shown which IL-17 as major cytokine of Th17 probably has important 

role in the pathogenesis of allergy and asthma. 

Methods: Total mRNA extracted from whole blood samples and sputum of 23 asthma 

patients and 23 normal controls. Then, total RNA was converted into cDNA according 

to the manufacturer’s instructions. Finally, the transcript levels of IL-17 were quantified 

by the real-time quantitative PCR. Twenty-three patients with asthma were diagnosed 

and selected according to the global initiative for asthma (GINA) and none of the pa-

tients had taken the medication at least three week before sampling. Healthy individuals 

did not have any history of allergy, asthma and other inflammatory diseases at the time 

of sampling. All of experiments have done in Isfahan University of Medical Sciences, 

Iran during May to February, 2013. 

Results: This study showed a significant increase in transcript levels of IL-17 in the blood 

(287±79 versus 1/18±0/13) and sputum samples of the patients (64±28 versus 0/9±0/1) in 

comparison with normal individuals (P= 0.000, P= 0.029 respectively). It also revealed 

that the expression levels of the cytokines in the serum samples of the asthmatics were 

significantly more than their levels in patient’s sputum samples (P= 0.000). However, 

there was no significant difference between the cytokines expression levels in serum sam-

ples and sputum samples of the controls (P> 0.05). 

Conclusion: In this study, we showed which the expression of IL-17 was increased in 

serum and sputum of asthmatic patients compared to healthy controls, this could result 

in elevation of neutrophils population and activation of pulmonary neutrophil. 
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