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  چكيده

ت سمي طولاني مدتي به جاي جنگ افزار شيميايي اثرابه عنوان سولفورموستارد  استفاده گسترده از: مقدمه

ونه حمله شيميايي مشابه را گدانش كافي و آمادگي مقابله با هربنابراين تمام متخصصان سلامت بايد . است گذاشته

از جمله فرايند تغيير هوايي،  راههاي مزمن  نقش مهمي در بيماري )TGF-β(ي رشد  فاكتور تغييردهنده. باشند داشته

هوايي با  غييرات مورفولوژيك در ديواره راهتاين . كند شود، ايفا مي هوايي مي هوايي كه منجر به انسداد راه ساختار راه

. گيرد هوايي صورت مي هوايي و رسوب در ديواره راه هاي راه افزايش سنتز ماتريكس خارج سلولي توسط فيبروبلاست

β-TGF مطالعه حاضرهدف از . هوايي دارد ها در جهت تغيير ساختار راه فيبروبلاستجهي در تغيير فعاليت نقش قابل تو 

هوايي  راههاي بيوپسي  هوايي به صورت مستقيم از نمونه هاي فيبروبلاست اوليه راه يابي به سلول جداسازي و دست

 ،فيبروبلاست جداسازي شدههاي  در سلول TGF-β2و  TGF-β1بيان ژن و بررسي  هاي كنترل مصدومين شيميايي و نمونه

هاي  درك مكانيسم هاي مولكولي آسيب اثرات مخرب گاز سولفوموستارد بر مجاري هوايي و in vitroبه منظور مطالعه 

 .باشد ها مي ظور درمان و پيشگيري از اين آسيبناشي از سولفوموستارد با هدف توسعه اقدامات پزشكي به من

جدا و هوايي  راههاي فيبروبلاست از بافت بيوپسي  هاي كشت سلولي سلول اين مطالعه با كمك تكنيك در: ها مواد و روش

در  TGF-β2و  TGF-β1، بيان ژن هاي cDNAسنتز  هاي فيبروبلاست و از سلول RNAپس از استخراج . شدند كشت داده

  .مورد بررسي قرارگرفت RT- PCR، در دو گروه مصدومين شيميايي و افراد كنترل، توسط روش mRNAسطح 

ست اوليه در هر دو گروه بيان هاي فيبروبلا در سلول ،TGF-β2و  TGF-β1هاي  دادند كه ايزوفروم نتايج نشان: ها يافته

هاي مصدومين  در نمونهداري  به طور معني TGF-β2و  TGF-β1هاي  دهد كه بيان ژن هاي آماري نشان مي بررسي. شوند مي

  .يابد افزايش مي هاي كنترل نمونهشيميايي به نسبت 

هاي  هاي فيبروبلاست از نمونه جداسازي سلول در توانمندي روشدر اين مطالعه  شده به كار گرفته روش: گيري نتيجه

، از هاي مزمن ريوي مصدومين شيميايي نقش مهمي در بيماري TGF-β2و  TGF-β1 نتايج نشان داد كهباشد و  بيوپسي مي

  .كند بازي ميهوايي  راهجمله در تغيير ساختار 

 

 .موستارد سولفور، TGF-βفيبروبلاست،  : واژه كليد

 

 

  28/1/1390 :تاريخ دريافت

  3/5/1390:تاريخ پذيرش

  

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

w
ph

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             1 / 10

http://ijwph.ir/article-1-127-en.html


 7             هوايي  وبلاست راههاي فيبر در سلول TGF-βبيان ژن 

 )1390پاييز ( سال چهارم، شماره سيزدهم          پژوهشي طب جانباز -ي علمي مجله

  مقدمه

افزار  به عنوان جنگسولفورموستارد  استفاده گسترده از

گذشته اثرات سمي طولاني مدتي  شيميايي در قرن

جدد از اين است، بعلاوه امكان استفاده م جاي گذاشته به

تركيب سيتوتوكسيك به عنوان عامل تروريستي و سلاح 

بنابراين، تمام متخصصان سلامت . شيميايي وجوددارد

آمادگي مقابله با هرگونه حمله  بايد دانش كافي و

سولفورموستارد  ).1( باشند شيميايي مشابه را داشته

زايي است كه استفاده از آن به عنوان جنگ  عامل تاول

مترين كاربرد اين تركيب محسوب ميايي، مهافزار شي

آخرين استفاده نظامي از آن در جنگ عراق  ).2( شود مي

عثي بود كه توسط رژيم ب) 1988-1980(عليه ايران 

عراق عليه افراد نظامي و غيرنظامي مورد استفاده 

 هزار 100شدن حدود  قرارگرفت و سبب مصدوم

 عوارض زا ها آن سوم يك حدود اكنون هم .نفرگرديد

 تنفسي، سيستم چشم، پوست،. برند  رنج م آن ريوي مزمن

 مهمترين از استخوان و مغز مركزي عصبي سيستم

 گاز مدت كوتاه درگير عوارض كه هستند هايي اندام

 و پوست سيستم تنفسي، ضايعات اما شوند، مي خردل

 ).3-7( باشند مي آن مزمن عوارض از چشم

هاي  يكي از زير خانواده بتا ي رشد فاكتور تغييردهنده

تقريبا تمام انواع . باشد مي TGFي  خانواده تيپيك

تليال،  هاي اندوتليال، اپي هاي بدن از جمله سلول سلول

و  β-TGFعصبي، بافت پيوندي و هماتوپويتيك، 

به صورت   β-TGF). 8( كنند هاي آن را سنتز مي گيرنده

 د وكن اتوكرين، پاراكرين و گاهي اندوكرين عمل مي

مسئول تنظيم فرايندهاي مختلفي از جمله تكثير 

سلولي، تمايز، آپوپتوز، هموستاز ماتريكس خارج سلولي، 

- 10(باشد  ميها و آنژيوژنز  تكوين جنيني، ترميم زخم

اين سايتوكاين نقش مهمي در ريه بيماران مبتلا به ). 8

هاي هوايي، به ويژه در  هاي مزمن راه برخي از بيماري

تغييرات ). 11( كند ايفا ميهوايي  راهازسازي فرايند ب

عمده در ساختار ديواره برونش، در بسياري از بيماران 

است كه منجر به انسداد  داده شده مبتلا به آسم تشخيص

). 12(است  قابل برگشت شده صورت غير بههوايي  راه

اعتقاد بر اين است كه اين تغييرات مورفولوژيك با 

توسط ) نوع اول، سوم و پنجم(افزايش سنتز كلاژن 

هوايي  راهو رسوب در ديواره هوايي  راههاي  فيبروبلاست

در ميان فاكتورهاي رشد متعددي . )13(گيرد  صورت مي

و ترميم بافت فعال هوايي  راهكه در فرايند التهاب 

اي در تغيير فعاليت  نقش برجسته β-TGFهستند، 

شود،  ميوايي ه راهها، كه منجر به بازسازي  فيبروبلاست

  ).14( دارد

با تجمع غيرطبيعي ماتريكس خارج هوايي  راهبازسازي 

به عنوان يك مولكول  β-TGF. شود سلولي مشخص مي

ميانجيگر كليدي در تحريك تجمع ماتريكس خارج 

دهد كه  شواهد نشان مي. است شناخته شده سلولي

ها منبع اصلي رسوب ماتريكس خارج سلولي  فيبروبلاست

فنوتيپ غيرطبيعي فيبروبلاست در ). 15(د باشن مي

مشاهده ) 16( هاي ريوي اختلالات فيبروتيك در بيماري

رسد اين فنوتيپ  است كه به نظر مي و گزارش شده

هاي  طبيعي در پاسخ به يكي از مهمترين مولكولغير

، β–TGFسيگنالينگ در اختلالات فيبروتيك يعني 

  .)17( باشد بوجود آمده

هاي اپيتليال،  وايي، نظير سلوله هاي راه سلول

توانند از  اي صاف مي هاي ماهيچه فيبروبلاست و سلول

هاي اوليه  بافت مجاري هوايي جداشده و به عنوان سلول

بر روي خصوصيات و واكنش  in vitroبه منظور مطالعات 

گي  ديده ها به دنبال آسيب هر يك از اين سلول

عه بيشتر ارتباط هايي به مطال چنين مدل. شوند استفاده

  .)18( كند ها و پاسخ شان به آسيب كمك مي اين سلول

  

  ها مواد و روش

 مطالعه مورد جامعه .بود تجربي نوع از شده انجام مطالعه

 مواجهه سابقه داراي شيميائي گروه مصدومين دو شامل

 مصدومين گروه .بود كنترل افراد و سولفورموستارد با

 ناشي ريوي هاي ناراحتي لدلي به كه افرادي بودند شامل

 جنگ درسولفورموستارد  با قبلي مسموميت مستند از

 انتخاب ريه تخصص فوق پزشكان با تاييد و تحميلي

 دليل به كه بودند افرادي شامل كنترل نيز گروه .دشدن

 عمل تحت متخصص پزشك به دستور و ريوي ناراحتي

 هاي عكس براساس ولي گرفتند، ميقرار برونكوسكوپي

 شناخته عارضه گونه هيچ برونكوسكوپي هاي و داده ويري

 بيماران سيگاري، افراد .دادند نمي نشان را ي ريوي شده

 ما مطالعه از مسن افراد و سل آسم، ريه، به سرطان مبتلا

هاي ريوي اين تحقيق از  هاي بافت نمونه .حذف شدند

لاعظم االله ا ونكوسكوپي مجتمع بيمارستاني بقيهبخش بر

در  هاي هوايي گيري از ديواره راه نمونه .ري شدندآو جمع

. شد انجام 1389تا آبان  1389ي خرداد فاصله زمان

هاي مورد نظر تحت نظارت مستقيم پزشكان  نمونه
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 8                  سادات ميرزماني و همكاران منيره

 )1390پاييز ( سال چهارم، شماره سيزدهم          پژوهشي طب جانباز -ي علمي مجله

اي مخصوص در حين ه تخصص ريه و با پنس فوق

براي رعايت مسائل . آوري شدند برونكوسكوپي جمع

گيري هم  ل نمونهه، دلايل و علگرفتن نموناز اخلاقي، قبل

شده و با  ار و هم افراد كنترل كاملا تشريحبراي افراد بيم

رضايت نامه كتبي اقدام به  جلب رضايت اين افراد و اخذ

 و شيمايي مصدوم بيوپسي نمونه 5 تعداد. گيري شد نمونه

هاي فالكن استريل  در لوله و آوري نمونه كنترل جمع 5

پس از  شد و رار دادهق DMEMحاوي محيط كشت 

كشت بافت به منظور  انتقال به آزمايشگاه، مراحل

هاي  هاي فيبروبلاست بروي نمونه جداسازي سلول

ها  ميانگين سني افرادي كه از آن. شد بيوپسي انجام

  .است آوره شده 1شد در جدول  نمونه دريافت

  

  .شد ها نمونه گرفته ميانگين سني افرادي كه از آن :1جدول

P-value 
 رلگروه كنت

5=N 

 گروه مواجهه

5=N 

 

 دامنه سن 54- 42 55- 43 0,67

 )انحراف معيار±ميانگين(سن  5±47,8 5,6±49,4

  

هاي فيبروبلاست مشتق از بافت  جداسازي و كشت سلول

  برونشيال ريوي

هاي  هاي فيبروبلاست از نمونه سلولبه منظور جداسازي 

از  پس. شد استفاده Explantشده، از روش  بيوپسي گرفته

 PBSنمونه بيوپسي برونش به آزمايشگاه، نمونه با انتقال 

سپس نمونه بافتي با استفاده  .شد به آرامي شستشو داده

متري  ميلي 3تا  2جراحي به قطعات كوچك از تيغ 

اي حاوي محيط  شد و در پليت كشت شش خانه بريده

  HEPESمحلول بافر  DMEM )10٪ FBS ،1٪كشت 

 /سيلين پني ٪1ضروري  و نه غيراسيد آمي ٪1،  مولار1

جه سانتيگراد در در 37در دماي  )استرپتومايسين

اكسيدكربن  دي% 5دار با غلظت  انكوباتور رطوبت

ها با محيط  روز محيط كشت سلول 3هر . ري شدنددا نگه

در طي دو هفته اول اكثريت . شد كشت تازه تعويض

از بين ) اپيتليال و اندوتليال(فيبروبلاست هاي غير سلول

ها به رشد و تقسيم  روند در حالي كه فيبروبلاست مي

هاي غالب  سلولعنوان  دهند در نتيجه به ادامه مي

توان قطعات بافتي  در اين زمان مي. يابند استقرار مي

مانده از ظرف كشت خارج و با استفاده از محلول  باقي

هاي كشت  به فلاسكها را  سلول EDTA-تريپسين

  .كرد متر مربع منتقل سانتي 25سلولي 

 
  RNAاستخراج 

فيبروبلاست، با استفاده از هاي  سلولاز  RNAاستخراج 

 Trepure Isolation reagent (Roch, Germany)محلول

ها  ابتدا محيط كشت سلول. شد طبق دستورالعمل انجام

 5به مدت  و به فلاسك اضافهTrepure كاملا خارج و 

سپس . انكوبه شد درجه سانتيگراد 25دقيقه در دماي 

به هر نمونه اضافه و پس  ماكروليتر كلروفورم 200ميزان 

 4دقيقه در دماي  5گرفتن به مدت دادن و قرار از تكان

درجه  4دقيقه در دماي  15درجه سانتيگراد، به مدت 

فيوژ تريسان (rpm)در دقيقه  12000سانتيگراد در دور 

عاري از  ز رويي توسط سمپلرپس از سانتريفيوژ فا. شدند

به آرامي   RNA (RNase free)كننده هاي تجزيه آنزيم

م آن هاي استريل منتقل و هم حج جدا و به ميكروتيوپ

دقيقه بر  15شد و به مدت  ايزوپروپانل به آرامي مخلوط

 4دقيقه در دماي  15سپس به مدت . روي يخ قرارگرفت

. سانتريفيوژ گرديد rpm 12000درجه سانتيگراد در دور 

درصد  75ليتر اتانول  ميلي 1ب جداسازي و به آن رسو

درجه  4دقيقه در دماي  8گرديد و به مدت  اضافه

در نهايت . سانتريفيوژ شد rpm 7500سانتيگراد در دور 

RNA   در آب تيمار شده باDEPC  حل شد.  

  

  شده استخراج RNAكيفيت  ارزيابي خلوص و

 RNAبه منظور ارزيابي كميت  RNAپس از استخراج 

شده و تعيين غلظت و درجه خلوص آن، از  استخراج

) NanoDrop, USA(دستگاه اسپكتروفتومتر نانو دراپ 

 RNAاين دستگاه به طور اتوماتيك غلظت . استفاده شد

نانومتر،  260را با استفاده از جذب نوري در طول موج 

سازي نمونه و گذاردن آن  پس از آماده. كند محاسبه مي

ي نمونه، دستگاه غلظت نمونه مورد نظر در مكان قرارگير

رادر طول موج مربوطه، بر حسب نانوگرم برماكروليتر، 

  .نمايد محاسبه مي

باشد  داراي كيفيت استاندارد مي RNAاز طرفي نمونة 

حضور . دهد آگارز نشان  اي روي ژل كه الگوي باند ويژه
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 9             هوايي  وبلاست راههاي فيبر در سلول TGF-βبيان ژن 

 )1390پاييز ( سال چهارم، شماره سيزدهم          پژوهشي طب جانباز -ي علمي مجله

دهندة سالم  نشان S28و  S18ريبوزومي  RNAباندهاي 

در اين مطالعه براي . است RNAبودن  وردهو دست نخ

هاي  نمونهشده الكتروفورز  استخراج RNAارزيابي كيفت 

RNA  انجام شد% 1ژل آگارز بروي.  

  

   (cDNA)مكمل  DNAسنتز 

هاي  سلولشده از  استخراج RNAنانوگرم از  500

، مطابق cDNAفيبروبلاست، به عنوان الگو جهت سنتز 

. شد استفاده cDNA   (Bioneer, Korea)با كيت ساخت

 گراددرجه سانتي 25صورت  به دمايي-زماني برنامه سپس

دقيقه،  4د به مدت گرادرجه سانتي 43ثانيه،  30به مدت 

 95و ) سيكل 12(ثانيه  30گراد به مدت درجه سانتي 55

) سازي لدماي غيرفعا(دقيقه  5گراد به مدت درجه سانتي

را  كروتيوپ ها، ميcDNAپس از اتمام سنتز. انجام شد

  .گراد منتقل شددرجه سانتي - 20به فريزر 

  

با  cDNAهاي مورد نظر از روي  ، تكثير ژنPCRواكنش 

  استفاده از پرايمرهاي اختصاصي

پس از انجام واكنش رونويسي معكوس، به منظور تكثير 

 PCRشده، زسنت cDNAقطعة مورد نظر واكنش، از روي 

 2,5تز شده با سن cDNAماكروليتر از  1. انجام شد

، dNTPماكروليتر مخلوط X10 ،1 ماكروليتر بافر تكثير

، Taq DNA polymeraseماكروليتر آنزيم  0,3

پرايمر بالا دست و  ماكروليتر 2MgCl ،1 ماكروليتر1

ماكروليتر،  25پايين دست و آب دو بار تقطير تا حجم 

 ,Eppendorf) توسط دستگاه  PCRمراحل . مخلوط شد

Hamburg, Germany) asterCycler توالي . انجام شد

برنامه زماني و دماهاي لازم جهت انجام پرايمرها و 

  .ذكر شده است 3و 2در جداول  PCRواكنش 

  

  بر روي ژل آگارز PCRالكتروفورز محصول 

درصد  1,5، بر روي ژل آگارز PCRشده محصولات تكثير

سپس با رنگ اتيديوم  .الكتروفورزو از هم جدا شدند

آميزي و با تاباندن نور ماوراء بنفش توسط  ايد رنگبروم

شده  باندهاي ايجاد UV Transluminatorدستگاه 

  .مشاهده و تفسير گرديد

  

  

  توالي و اطلاعات مربوط به پرايمرها. 2جدول

 طول قطعه مورد نظر
bp 

 اتصال دماي
Cº 

  نام ژن نوع پرايمر توالي پرايمر

242  59  
5’TGTGACAGCAGGGATAACAC3’ F 

TGF-β1 
5’TGAAGCAATAGTTGGTGTCC3’ R 

220  57 
5’TTGACGTCTCAGCAATGGAG3' F 

TGF-β2 
5’TCAGTTACATCGAAGGAGAGC3’ R 

190  59 
5’TCATGAAGATCCTCACCGAG3 F 

β-actin 
5’TTGCCAATGGTGATGACCTG3’ R 

  

  

  PCRدمايي لازم جهت انجام واكنش -برنامه زماني .3جدول

  هاي واكنش سيكل  )گراددرجه سانتي(دما   نزما  تعدادسيكل

 Initiation  95  دقيقه 3 1

33 

  ثانيه 30

  ثانيه 30

  دقيقه 1

95  

61-51  

72  

Denaturation  
Annealing  
Extension  

 End terminal extension 72 دقيقه 5 1
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  ها يافته

هاي  سلولجداسازي و كشت اوليه (كشت سلولي 

  )ييهاي هوا فيبروبلاست از بافت راه

فيبروبلاست از هاي  سلوليك هفته پس از كشت بافت 

انفرادي در محيط هاي  سلولشده و به صورت بافت جدا

فته دو ه. كشت سلول، در اطراف بافت مشاهده شدند

ها به صورت چشمگيري  بعد از كشت، شمار فيبروبلاست

ها به تراكم مناسب،  پس از رسيدن سلول. يافت يشافزا

احل رشد و شت منتقل شدند و مرها به فلاسك ك سلول

ها  سلول. كردند هاي كشت طي تكثير خود را در فلاسك

، پس از رسيدن به تراكم مناسب و در 5تا  3در پاساژ 

  .شرايط مناسب، براي مطالعات مولكولي استفاده شدند

  

 
 

 
 

  

 

   

 
 

  

روز پس از كشت اوليه، مشاهده  5در . هوايي هاي جدا شده از بافت راه سلول. تي از كشت اوليه فيبروبلاسشماي ميكروسكوپ. 1شكل 

در ده روز پس از ). A,B(كردند  هاي فيبروبلاستي شكل از بافت كشت داده شده جداشده و به اطراف مهاجرت شود تعداد كمي سلول مي

رشد و . )C,D,E(اند  ها تشكيل كلوني داده ضي از آنهاي فيبروبلاستي شكل قابل مشاهده بيشترشده و بع كشت اوليه، تعداد سلول

قابل  .)H(و روز چهاردهم ) G(، روز پنجم )F(ساعت پس از انتقال به فلاسك 24: فيبروبلاست پس از انتقال به فلاسكهاي  سلولتكثير 

پس از انتقال به فلاسك ). C,D,E(رسند و به تراكم مي) A,B(كنند ها از لبه هاي بافت به خارج مهاجرت مي ذكر است كه فيبروبلاست

 ).H(رسند و به تراكم مي) G(شوند شوند و پراكنده مي ، تكثير مي)F(چسبند ها به كف فلاسك مي فيبروبلاست

  

هاي  سلولدر  TGF-β2و  TGF-β1هاي  ميزان بيان ژن

  هوايي راهفيبروبلاست 

هاي  سلولشده از  استخراج  RNAهاي از نمونه

شد و با  ساخته  cDNAهوايي،  هاي فيبروبلاست راه

A B 

C D E 

G F H 
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سنتز شده به عنوان الگو، واكنش  cDNAاستفاده از 

PCR هم زمان با انجام  .انجام شدPCR هاي  براي ژن

ي كه به صورت ژن(هدف، پرايمرهاي ژن بتااكتين 

اي به  هم كه قطعه) جودداردها و عمومي در تمام سلول

. شد كرد، استفاده بازي را سنتز مي جفت 190طول 

به ترتيب  TGF-β2و  TGF-β1پرايمر طراحي شده براي 

جفت باز  220و  242به طول  هايي توانايي سنتز قطعه

نتايج حاصل از  2شكل . هاي مورد نظر را داشتند از ژن

RT-PCR  ژن هايTGF-β1  وTGF-β2 هاي نمونه 

هاي شيميايي را نشان  كنترل در مقايسه با نمونه

و  TGF-β1ژن هاي  5تا  1هاي شماره  چاهك .دهد مي

TGF-β2 10تا  6هاي  هاي كنترل و چاهك نمونه 

همانطور . دهد هاي مصدومين شيميايي را نشان مي نمونه

ر مصدومين شيميايي شود بيان اين ژن د كه مشاهده مي

 قسمت. است يافته افزايشهاي كنترل  نسبت به نمونه

ايي هاي كنترل و شيمي ، ژن بتااكتين نمونه2پائين شكل 

جفت باز  190د شامل بان 5تا  1چاهك . دهد را نشان مي

 10تا  6هاي  هاي كنترل و چاهك ژن بتااكتين نمونه

نتايج . باشد هاي مصدومين شيميايي مي شامل نمونه

بين دو  داد كه تغييري در ميزان بيان اين ژن در نشان

  .نداردگروه كنترل و بيمار وجود

  

     M        1         2        3       4        5        6        7        8        9      10  
A 
 

200 bp 
100 bp 

 

 

 
TGF-β1  (242bp) 

 

 

 
B 
 

200 bp 
100 bp  

 

 
TGF-β2 (220bp) 

 

 

 
E 
 

200 bp 
100 bp 

 

 

 
β- actin (190bp) 

شاخص  (M)چاهك  :هوايي راهفيبروبلاست هاي  سلولدر  TGF-β2و  TGF-β1هاي  ژن  RT-PCRالكتروفورز نتايج: الف و ب. 2شكل

هاي كنترل و  نمونه TGF-β2و  TGF-β1هاي  ژن 5تا  1، چاهك شماره )نانوگرم بر ميكروليتر 50غلظت ( 100bpاندازه مولكولي 

الكتروفورز ) ج. است يافته فزايشدو ژن در بيماران شيميايي ابيان هر . دهد هاي بيماران شيميايي را نشان مي نهنمو 10تا  6هاي  چاهك

نانوگرم بر  50غلظت ( 100bpشاخص اندازه ملكولي  (M)چاهك  :هاي هوايي هاي ديواره راه ژن بتااكتين از نمونه RT-PCRنتايج 

يميايي هاي بيماران ش شامل نمونه 10تا  6هاي  هاي كنترل و چاهك ژن بتااكتين نمونه 190bpشامل باند  5تا  1، چاهك )ميكروليتر

 .نداردبين دو گروه كنترل و بيمار وجود داد كه تغييري در ميزان بيان اين ژن در نتايج نشان. باشد مي

  

در  TGF-β2و  TGF-β1هاي  ناليز آماري مقايسه بيان ايزوفرمآ

 دو گروه بيماران شيميايي و كنترل

براي مقايسه بيان اين دو ژن در بين دو گروه از آزمون 

نتايج حاكي از اين بود كه . ل استفاده شدمستق T آزمون

داري در گروه  به طور معنيTGF-β1 و TGF-β2بيان 

   ).>0,05p( مصدومين شيميائي افزايش يافته است

 

 

 بحث

 

هاي  سلولهدف از اين تحقيق جداسازي مستقيم 

به  هاي بيوپسي ريه، از نمونههوايي  راهفيبروبلاست 

ب گاز سولفوموستارد اثرات مخر in vitroمنظور مطالعه 

هاي يك و دو  ميزان بيان ايزوفرمبر مجاري هوايي و 

TGF-β  فيبروبلاست جداسازي شده بودهاي  سلولدر .

بر روي درك  in vitroامروزه تمركز آزمايشات 
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هاي ناشي از  هاي بيوشيميايي آسيب مكانيسم

ظور سولفوموستارد با هدف توسعه اقدامات پزشكي به من

  ).19( اشدب هاي مي يري از اين آسيبدرمان و پيشگ

اي هوايي جانبازان ه در اين مطالعه بيوپسي از راه

هاي كشت سلولي  شد و با كمك تكنيك شيميايي گرفته

بافت بيوپسي جداسازي و  فيبروبلاست ازهاي  سلول

ها استخراج شد و بيان  اين سلول RNAشد،  كشت داده

ومين در دو گروه مصد TGF-β2و  TGF-β1 هاي ژن

جهت . ي و افراد كنترل مورد بررسي قرارگرفتشيمياي

اي مربوطه، پس از ه  ها در گرو بررسي بيان اين ژن

و  RNAهاي بكار رفته جهت استخراج  اطمينان از روش

 mRNAنظر در سطح هاي مورد ، بيان ژنcDNAساخت 

نتايج . مورد بررسي قرارگرفت RT- PCRتوسط روش 

-TGFو  TGF-β1هاي  ايزوفرومدادند كه  ها نشان بررسي

β2،  در سطحmRNA  فيبروبلاست هاي  سلولدر اكثر

از آنجا كه روش . شوند هاي هر دو گروه بيان مي نمونه

استفاده شده در اين مرحله به صورت نيمه كمي بود، 

هاي مختلف فراهم  امكان مقايسه ميزان بيان را بين گروه

ه بيان دهد ك بررسي هاي آماري نشان مي. كند مي

در داري  به طور معني TGF-β2و  TGF-β1هاي  ژن

به نسبت  mRNAجانبازان شيميايي در سطح  هاي نمونه

  .يابد افزايش مي هاي كنترل نمونه

 

  
 

در دو  TGF-β1ميانگين شدت نسبي بيان . هاي كنترل و بيمار در نمونه TGF-β 2و  TGF-β1ميانگين شدت نسبي بيان ژن . 3شكل

در دو گروه نشان  TGF-β2ميانگين شدت نسبي بيان  Bنموادر  و Aدر نمودار ) وه كنترل غيرشيميايي و گروه شيمياييگر(گروه 

مشخص  Tبا استفاده ار آزمون مستقل  .باشد مي β-actinگيري در هر نمونه به صورت نسبت شدت باند ژن مورد نظر به  اندازه .دهد مي

  .)>0,05p(است  داري افزايش يافته ور معنيشد كه بيان اين در گروه بيمار به ط

 

 

س با گاز خردل منجر به عوارض زودرس و ديررس تما 

هاي ريوي مهمترين عارضه ثانويه  شود كه نارسائي مي

مصدومين بوده و عامل اصلي ناتواني و مرگ و مير در 

مطالعات ). 20- 22( باشد شده با گاز خردل مي مسموم

فراد، قطور شدن ديواره ين اكه در ا دهد نشان مي

هاي ريوي ناشي از  شدن بافت ها، آمفيزم و فيبروزه برونش

تغيير در  .)23( استسولفورموستارد آسيب وارده توسط 

هاي هوايي به دنبال استنشاق  ساختار مورفولوژيكي راه

گاز خردل در جانبازان شيميايي با عارضه مزمن 

). 24( ودش ديده مي I (COPD)هاي هوايي انسدادي راه

سال پيش  75براي اولين بار هوايي  راهتغيير ساختار 

توصيف آسم كشنده، مورد توسط هوبر در طي مطالعه و 

                                                           
I chronic obstructive pulmonary disease 

در اين بيماري در كنار افزايش . )25( گرفتتوجه قرار

هوايي  راهلايه كلاژن، عروق و بافت الاستيك در ديواره 

عمدتا در ميزان ماتريكس خارج سلولي نيز افزايش قابل 

شود كه احتمالا به علت افزايش  اي مشاهده مي ملاحظه

هاي  سلولسنتز و ترشح و يا كاهش حذف توسط 

هاي هوايي  ساختاري راههاي  سلولفيبروبلاست و ساير 

 ).26( باشد مي

را  TGF-βاست كه  هاي مختلف نشان داده بررسي

توان به عنوان يك هدف درماني موثري در نظر  مي

نشان داده  in vitroر مطالعات طوري كه د گرفت، به

منجر به كاهش تجمع ماتريكس  TGF-βاست مهار  شده

به  TGF-β. شود خارج سلولي و بهبود علائم فيبروز مي

عنوان يك سايتوكاين مهم در پيشرفت فرايند تغيير 

در بيماري هاي مختلف ريوي، شناخته هوايي  راهساختار 

0

0.5

1

1.5

un exposed SM exposed

A
Mean relative expression of TGF-β 1

0

0.5

1

1.5

un exposed SM exposed

B
Mean relative expression of TGF-β 2

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

w
ph

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             7 / 10

http://ijwph.ir/article-1-127-en.html


 13             هوايي  وبلاست راههاي فيبر در سلول TGF-βبيان ژن 

 )1390پاييز ( سال چهارم، شماره سيزدهم          پژوهشي طب جانباز -ي علمي مجله

شده در  در مطالعات مختلف انجام). 27(است  شده

در افزايش  TGF-β1نقش  in vivo و in vitroشرايط 

هاي فيبروتيك مانند كلاژن و فاكتور رشد بافت  بيان ژن

گوناگون نشان داده شده هاي  سلول، در )CTGF( همبند

با روش ) 1998(و همكاران  Bergmann). 28( است

RT-PCR هاي  دادند كه رونوشت نيمه كمي نشان

mRNA  مربوط بهTGF-β1  مايع هاي  سلولدرBAL 

بيماران برونشيوليت انسدادي حاصل از پيوند ريه در 

علاوه بر اين ). 29(يابد  مقايسه با افراد كنترل افزايش مي

Batra  وVignola  و همكارانشان در مطالعات جداگانه

 برونشيو آلوئولي در مايع TGF-βدادند كه افزايش  نشان

)BAL (زايش بيانبيماران مبتلا به آسم و افTGF-β1  

هوايي،  موكوزال ديواره راه تليوم و لايه ساب در سطح اپي

دهنده نقش  وابسته به ضخامت غشاء پايه است و نشان

 باشد ميهوايي  راهدر تغيير ساختار   TGF-β1مستقيم

و همكاران با استفاده از روش  El-Gamel. )31و30(

را در  TGF-βايمونو هيستوشيمي افزايش بيان 

اند  تلايان به همين بيماري نشان دادههاي ريوي مب نهنمو

نشده  يافته مشخص در اين بررسي نوع ايزوفرم افزايشاما 

هاي حيواني  علاوه براين مطالعات، در مدل). 32( است

ادي نيز اهميت مسير بيماري برونشيوليت انسد

  .)34و33( است مشخص شده TGF-βرساني  پيام

را در  TGF-β1ران بيان و همكا Coker در دو مطالعه

اند و در مطالعه دوم  هاي ريه افراد سالم نشان داده نمونه

 TGF-β1شد كه بيان  شده توسط اين گروه مشخص انجام

يافته و در ايجاد بيماري  در بيماران فيبروز ريه افزايش

با نتايج مطالعه ما ها  اين يافته )36و35( باشد دخيل مي

 .همخواني دارند

Anthony   همكاران افزايش ميزان پروتئين وTGF-β1 

بيماران مبتلا به آسم  (BAL)را مايع برونشيو آلوئولي 

در اين بيماري نيز تغيير ساختار . اند گزارش كرده

وسيعي در مجاري هوايي رخ مي دهد كه به نوبه خود 

شدن ديواره هاي مجاري هوايي و تنگي  منجر به ضخيم

ديگري كه توسط  در مطالعه). 37و27(شود  نفس مي

Torrego استفاده از تكنيك  اران باو همك

مشخص شد كه ميزان  شد هيستوشيمي انجامايمونو

درريه بيماران TGF-β1 به همراه  TGF-β2پروتئين 

داري  مبتلا به آسم بعد از مواجه با آلرژن به طور معني

ها در بيماري  يابد كه بيانگر نقش اين ايزوفرم افزايش مي

كند  ، مطالعه ما نيز اين پيشنهاد را مي)38(آسم است 

هاي  نقشي مهمي در بيماري TGF-β2و  TGF-β1كه 

. كند مزمن ريوي مسدومين شيميائي بازي مي

Takizawa و همكاران با استفاده از تكنيك نيمه كمي 

RT-PCR  و ايمونو هيستوشيمي افزايش بيان ژنTGF-

β1 ري و افراد تليالي افراد سيگا هاي اپي را در بيوپسي

نشان دادند ) COPD(مبتلا به بيماري انسداد مزمن ريه 

)39.(  

  

  گيري نتيجه

دهنده  كه نشان ذكرشده مطابق با نتايج مطالعات 

در  TGF-β2و  TGF-β1پروتئين بيان ژن و افزايش ميزان

در مطالعه ما نيز مشخص  ،باشد مصدومين شيميائي مي

-TGF و mRNA TGF-β1هاي  شد كه ميزان رونوشت

β2  يبروبلاست جداسازي شده از فهاي  سلولدر

 مطالعاتاين . يابد هاي ريه مصدومين افزايش مي بيوپسي

علاوه بر نقش بسيار مهمي كه TGF-β دهد كه  نشان مي

ريوي مصدومين نيز  هاي ريه دارد در بيماري در بيماري

توان به عنوان هدف  دخالت دارد و اين سيتوكين را مي

  . اي درمان با مواد ضد سيتوكين درنظر گرفتاي بر بالقوه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

w
ph

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             8 / 10

http://ijwph.ir/article-1-127-en.html


 14                  سادات ميرزماني و همكاران منيره

 )1390پاييز ( سال چهارم، شماره سيزدهم          پژوهشي طب جانباز -ي علمي مجله

  منابع

  
1- Balali-Mood M, et al. Chronic health effects of 

sulphur mustard exposure with special reference 

to Iranian veterans. Emerging Health Threats 

Journal, 2008. 

2. Kehe K and Szinicz L, Medical aspects of 

sulphur mustard poisoning toxicology.  2005. 

214(3):  p. 198-209  

3. Nourani MR, Yazdani S, Habibi Roudkenar M, 

Ebrahimi M, Halabian R, Mirbagheri L, Ghanei 

M and Imani Fooladi A A. HO1 mRNA and 

Protein do not Change in Parallel in Bronchial 

Biopsies of Patients after long term exposure to 

Sulfur Mustard. Gene Regulation and Systems 

Biology, 2010, 4, 83–90. 
4. Nourani MR, Majid Ebrahimi,  Mehryar Habibi 

Roudkenar, Ensieh Vahedi , Mostafa Ghanei, 

Abbas Ali Imani Fooladi. Sulfur Mustard Induces 

the Expression of Metallothionein-1A in Human 

Airway Epithelial Cells.  International Journal of 

General Medicine 2011 (under press) 
5. Ghanei M, et al. Effect of gamma interferon on 

lung function of mustard gas exposed patients, 

after 15 years. Pulm Pharmacol Ther. 2006; 

19(2):148–53. 
6. Aghanouri R, et al, Fibrogenic cytokine levels 

in bronchoalveolar lavage aspirates 15 years after 

exposure to sulfur mustard. Am J Physiol Lung 

Cell Mol Physiol, 2004, 287(6): p. L1160-4. 
7. Khateri S, et al, Incidence of lung, eye and skin 

lesions as late complications in 34,000 Iranians 

with wartime exposure to mustard agent. J Occup 

Environ Med, 2003. 45(11): p. 1136-43. 
8. Blobe, G.C., W.P. Schiemann, and H.F. 

Lodish, Role of transforming growth factor beta 

in human disease. N Engl J Med, 2000. 342(18): 

p. 1350-8. 
9. Bassols, A. and J. Massague, Transforming 

growth factor beta regulates the expression and 

structure of extracellular matrix 

chondroitin/dermatan sulfate proteoglycans. 

J.Biol. Chem, 1988. 263: p. 3039-3045. 
10. Sanford, L., I. Ormsby, and A.G.-d. Groot, 

TGF-β2 knockout mice have multiple 

developmental defects that are nonoverlapping 

with other TGF-β knockout phenotypes. 

Development 1997. 124: p. 2659-70. 
11. Moore B, Murphy RF, Agrawal DK. 

Interaction of tgf-βeta with immune cells in 

airway disease. Curr Mol Med. 2008;8(5):427-36 
12. Hudon C, Turcotte H, Laviolette M, Carrier 

G, Boulet LP. Characteristics of bronchial asthma 

with incomplete reversibility of airflow 

obstruction. Ann Allergy Asthma Immunol 1997; 

78:195-202. 
13. Brewster CEP, Howarth PH, Djukanovic R, 

Wison J, Holgate ST, Roche WR. Myofibroblasts 

and subepithelial fibrosis in asthma. Am J Respir 

Cell Mol Biol 1990; 3:507-11. 

14. Christina C. Lewis, et al. Airway fibroblasts 

exhibit a synthetic phenotype in severe asthma. 

Journal of Allergy and Clinical Immunology. 

Volume 115, Issue 3, Pages 534-540, 2005. 
15. Phan SH. Fibroblast phenotypes in pulmonary 

fibrosis. Am J Respir Cell 

Mol Biol 2003; 29:S87–S92 
16. Ihn H, Yamane K, Kubo M, Tamaki K. 

Blockade of endogenous transforming growth 

factor  signaling prevents up-regulated collagen 

synthesis in scleroderma fibroblasts: association 

with increased expression of transforming growth 

factor _ receptors. Arthritis Rheum 2001;44:474–

480 
17. Phan SH. The myofibroblast in pulmonary 

fibrosis. Chest 2002; 122:286S–289S. 
18. Bergeron C, Tulic M.K, Hamid Q, Tools used 

to measure airway remodeling in research. Eur 

Respir J 2007; 29: 596-604. 
19. Claudia L, Henemyre-Harris CL, Adkins AL, 

Chuang AH, Graham JS.  Addition of Epidermal 

Growth Factor Improves the Rate of Sulfur 

Mustard Wound Healing in an In Vitro Model. 

Eplasty, 2008 Mar 26; 8:e16. 
20. Ghanei M et al, Tracheobronchomalacia and 

air trapping following mustard gas exposure. Am 

J Respir Crit Care Med, 2006. 173: p. 304-309. 

 

21. Ghanei M, et al, Bronchiolitis obliterans 

following exposure to sulfur mustard: chest high 

resolution computed tomography. Eur J Radiol, 

2004. 52(2): p. 164-9. 
22. Ghanei M, et al, High Resolution 

Computerized Tomography of Chest in Patients 

Exposed to Sulfur Mustard. Iran. J. Radiol, 2003. 
23. Beheshti J, Marka E J, Akbaei H M H, Aslani 

J, Ghanei M, Mustard lung secrets: Long term 

clinicopathological study following mustard gas 

exposure. Pathology. Research and Practice, 202: 

pp. 739–744 2006. 
24. Naghibi MR, Sulfur mustard intoxication, 

oxidative stress, and antioxidants. Mil. Med. Jul; 

167(7):573-5 2002 Review. 
25. Huber H and Koessler K. The pathology of 

bronchial asthma. Arch Intern Med 30: 689–760, 

1922. 
26. Brent E. McParland,1 Peter T. Macklem,2 and 

Peter D. Pare´ 1 Airway Hyperresponsiveness: 

From Molecules to Bedside Invited Review: 

Airway wall remodeling: friend or foe? J Appl 

Physiol 95: 426–434, 2003 
27. Boxall, C., S.T. Holgate, and D.E. Davies, 

The contribution of transforming growth factor-b 

and epidermal growth factor signalling to airway 

remodelling in chronic asthma. European 

Respiratory Journal, 2005. 27: p. 208-229. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

w
ph

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

                             9 / 10

http://ijwph.ir/article-1-127-en.html


 15             هوايي  وبلاست راههاي فيبر در سلول TGF-βبيان ژن 

 )1390پاييز ( سال چهارم، شماره سيزدهم          پژوهشي طب جانباز -ي علمي مجله

28. Leask A, Abraham DJ. TGF-beta signaling 

and the fibrotic response. FASEB J 2004;18:816–

827. 

29. Bertelli, R., et al., Cell-specific regulation of 

alpha1 (III) and alpha2 (V) collagen by TGF- 

beta1 in tubulointerstitial cell models. Nephrol. 

Dial. Transplant, 1998. 13: p. 573-579. 
30. Batra V, Musani AI, Hastie AT, Khurana S, 

Carpenter KA, Zangrilli JG, Peters SP. 

Bronchoalveolar lavage fluid concentrations of 

transforming growth factor (TGF)-beta1, TGF-

beta2, interleukin (IL)-4 and IL-13 after 

segmental allergen challenge and their effects on 
alpha-smooth muscle actin and collagen III 

synthesis by primary human lung fibroblasts. Clin 

Exp Allergy 2004; 34:437–444. 
31. Vignola AM, Chanez P, Chiappara G, 

Merendino A, Pace E, Rizzo A, la Rocca AM, 

Bellia V, Bonsignore G, Bousquet J. 

Transforming growth factor-beta expression in 

mucosal biopsies in asthma and chronic 

bronchitis. Am J Respir Crit Care Med 1997; 

156:591–9. 
32. El-Gamel, A., et al., Transforming growth 

factor beta (TGF-) and obliterative bronchiolitis 

following pulmonary transplantation - 

downregulation of TGF-βeta and procollagen I 

and III gene expression. The Journal of Heart and 

Lung Transplantation, 1999. 18: p. 828-837 
33. Aris, R., et al., Growth factor upregulation 

during obliterative bronchiolitis in the mouse 

model. Am J Respir Crit Care Med 2002. 166: p. 

417-22. 
34. Ramirez, A.M., et al., Smad3 Deficiency 

Ameliorates Experimental Obliterative 

Bronchiolitis in a Heterotopic Tracheal 

Transplantation Model. Am J Pathol, 2004. 165: 

p. 1223-1232. 
35. Coker, R., G. Laurent, and S. Shahzeidi, 

Diverse cellular TGFâ1 and TGFâ3 gene 

expression in normal human and murine lung. Eur 

Respir J, 1996. 9: p. 2501-7. 

36. Coker, R.K., et al., Localisation of 

transforming growth factor beta1 and beta 3 

mRNA transcripts in normal and fibrotic human 

lung. Thorax, 2001. 56: p. 549-556. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
37. Anthony, E., et al., Transforming Growth 

Factorb1 in Asthma. Measurement in 

Bronchoalveolar Lavage Fluid. Am J Respir Crit 

Care Med, 1997. 156: p. 642–647. 
38. Torrego, A., et al., Expression and activation 

of TGF-β isoforms in acute allergeninduced 

remodelling in asthma. Thorax 2007. 62: p. 307-

313. 
39. Hajime, T., et al., Increased Expression of 

Transforming Growth Factorb 1 in Small Airway 

Epithelium from Tobacco Smokers and Patients 

with Chronic Obstructive Pulmonary Disease 

(COPD). Am J Respir Crit Care Med, 2001. 163: 

p. 1476–1483. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

w
ph

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
24

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            10 / 10

http://ijwph.ir/article-1-127-en.html
http://www.tcpdf.org

