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Abstract 

Background and Objective: Mycobacterium tuberculosis is an intracellular 

pathogen, and the main target of this bacterium is the lungs, upper respiratory 

system, and their mucous membranes leading to acute or chronic infection 

of the respiratory tract. The purpose of this study was to investigate the 

microRNA 21 (miR-21) expression levels in the patients suspected of 

Mycobacterium tuberculosis. 

Materials and Methods: The present study was a case-by-case study, and 

the results were compared between the two groups of patients and healthy 

individuals. The serum samples were collected from 200 patients suspected 

of Mycobacterium tuberculosis during a 3-year period in the hospitals of 

Kerman, Iran. The expression level of the extracted miR-21 was analyzed 

using real-time polymerase chain reaction. 

Results: There was no significant difference in the serum miR-21 gene 

expression in the symptomatic patients with negative smear and negative 

purified protein derivative (PPD) skin test. However, the patients with 

positive smear and negative PPD, positive PPD and negative smear, and 

positive smear and positive PPD showed a significant increase in the miR-

21 gene expression (P<0.05). 

Conclusion: The obtained results confirmed the need for more accurate 

diagnostic methods, especially molecular techniques, for the detection of M. 

tuberculosis infection as late detection of infection can eliminate the 

possibility of effective treatment and endanger the lives of individuals. Due 

to the correlation between miR-21 and this infection, the miR-21 inhibitors 

can also be used for the treatment of the disease. 
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  چکیده

ها، ی است که موضع و هدف اصلی آن ریهسلولدرونپاتوژنی  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس سابقه و هدف:

. شودهاست که به عفونت حاد یا مزمن دستگاه تنفسی منجر میسیستم تنفسی فوقانی و غشای مخاطی آن

 است. بوده مایکوباکتریوم توبرکلوزیسدر افراد مشکوک به عفونت  miR-21هدف مطالعه حاضر بیان 

 این مطالعه از نوع مورد شاهدی بود و نتایج حاصل بین دو گروه بیمار و سالم مقایسه شد. ها:مواد و روش

طی دوره سه ساله از  مایکوباکتریوم توبرکلوزیسفرد مشکوک به عفونت  200های سرمی از نمونه

، میزان بیان آن با استفاده از روش miR-21ی شدند و پس از استخراج آورجمعهای شهر کرمان بیمارستان

Real time PCR .بررسی شد 

منفی دارای علامت  PPDافراد اسمیر منفی و در  miR-21بیان سرمی ژن  درداری تفاوت معنی ها:یافته

مثبت،  PPDاسمیر مثبت و مثبت و اسمیر منفی،  PPD، منفی PPDافراد اسمیر مثبت و در  اما ،وجود نداشت

 .(>05/0Pوجود داشت ) miR-21در بیان ژن داری معنی افزایش

 های مولکولی را در تشخیص عفونتتر نیاز دارد و روشهای تشخیصی دقیقین نتایج به روشا گیری:نتیجه

ؤثر را از تواند فرصت درمان متشخیص دیرهنگام عفونت می چراکهکند؛ میتأیید  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

توان از و این عفونت، می miR-21. همچنین با توجه به ارتباط میان ندازدیببین ببرد و جان افراد را به خطر 

 نیز برای درمان بیماری استفاده کرد. miR-21ی هامهارکننده

 

 RNAs، میکرو مایکوباکتریوم توبرکلوز توبرکولین، آزمون اسمیر، آزمون واژگان کلیدی:

 علوم دانشگاه یبرا نشر حقوق یتمام

 .است محفوظ همدان یپزشک

مقدمه
یکی از معضلات بهداشتی ایران و  عنوانبهبیماری سل هنوز 

ین که روزانه هزاران نفر در اثر ابتلا به ا رودیشممممار مه جهان ب

سل نوعی بیماری عفونی . دهندیجان خود را از دست م بیماری

های سممملی شمممامل اسمممت کمه در اثر مجموعمه مایکوباکتریوم  

و  مممایکوبمماکتریوم بوویس، مممایمکموبمماکمتمریموم توبرکلوزیس     

شمممود، اما در بیشمممتر موارد ایجاد می ممایکوباکتریوم افریکانوم 

انی ، یعنی نوع انسمممایکوباکتریوم توبرکلوزیسبیماری ناشممی از 

ی لولسممدرونپاتوژنی  مایکوباکتریوم توبرکلوزیس[. 1] اسممتآن 

شمود. موضمع و هدف اصلی این   اسمت و از طریق هوا منتقل می 

هاست ها، سیستم تنفسی فوقانی و غشای مخاطی آنباکتری ریه

؛ شمممودکه به عفونت حاد یا مزمن دسمممتگاه تنفسمممی منجر می

ونت، پاسخ ایمنی مخاطی و سلولی ین، در دفاع علیه این عفبنابرا

رسد بهترین راه پیشگیری از این بسیار اهمیت دارند. به نظر می

بیماری، تقویت سمیسمتم ایمنی ناحیه مخاطی دسممتگاه تنفسی   

در سمممراسمممر جهان،  [.2محل هدف باکتری اسمممت ] عنوانبه

گری، وبی دیبیش از هر عامل میکر ممایکوبماکتریوم توبرکلوزیس  

شممود. این باکتری نوعی باسممیل هوازی ها میباعث مرگ انسممان

اجباری و اسمید فاسمت است؛ بدین معنی که نه گرم مثبت و نه   

آمیزی شناسایی آن با استفاده از رنگ جهیدرنتگرم منفی است و 

 [. 1] ستینپذیر گرم امکان

توان به این موارد میسل  یصتشمخ  مشمکلات  ینتراز عمده

 هاییشممگاهآزما رد یریتی جامعمد یسممتمنبود سمماشمماره کرد: 

 یفیتک ینو تضم یفیک های کنترلیستمس نبودسل،  یصتشمخ 

از  برخیبر بودن زمان یص سممل،تشممخ یهاشیانجام آزما هنگام

 ریگخلط و د آزمایشگاهی مانند کشت یصیهای تشمخ روش ینا

 یازهفته وقت ن 12تا  ۴که به  یماره از بشممدحاصممل یهانمونه

 سینا ابن  پزشکی بالینیمجله  912تا  984 صفحات ،9311 پاییز ،3شماره  ،27دوره              
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 سیمایکوباکتریوم توبرکلوزعفونت در  miR-21 بیان سرمی                   

سل مانند  یماریب یمی تشخیصهای قداستفاده از روش یادارد 

 ی،یصعنوان تنها روش تشخبه یکروسکوپیم یراسمتفاده از اسمم  

ظهور  همچنین و یشمممگاهکارکنان آزما یدانش کماف  نمداشمممتن 

که  طلبفرصتی هاعنوان پاتوژنبه یرسملی غ هاییکوباکتریومما

و در  نندکمی یجادا مایکوباکتریوم توبرکلوزیسمشابه با  یماریب

افتراق با  یشمممگاهی قابلهای مرسممموم آزمابا روش یصتشمممخ

 . [3] نیستند مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

سل، سازمان  بیماری متعدد یصمی های تشمخ وجود روش با

عنوان راه به خلط را یکروسمممکوپیم یراسمممم یبهداشمممت جهان

باً بر غال ریوی سل شناسد؛ بنابراین،یم یماریب یاصمل  یصتشمخ 

 جیو نتا سممینه قفسممه یوگرافیراد ینی،اسممام مجموعه علا م بال

 حساسیت .[3]شود یداده م یصخلط تشخ یکروسکوپیم یراسم

در  یل نلسمممونز یزیآمخلط بما رنگ  یکروسمممکوپیم یراسمممم

است و وجود یر درصمد مت   00تا  20 ینگوناگون ب هاییبررسم 

شممدن آن ی مثبتخلط برا لیتریلیدر هر م یلباسمم 510حداقل 

افراد و مواد  ها،روش یدبا یتحساس ینا یشافزا یبرا. لازم است

  .[۴]داد  یفیتی ارتقارا به سطح باک شدهاستفاده

 تمانتوتسمم عنوانکه معمولاً به ینتوبرکول یپوسممت آزمایش

 سل است. یصتشخ یبرا یشآزما یشمترین ب، شمود یشمناخته م 

 ینمشمممتقات پروت  یپوسمممتدرون یقشمممامل تزر یشآزما ینا

که  است( PPD: Purified Protein Derivativeشمده ) خالص

سمماعت به حداکثر  02در  وشممود یمنجر م یقمحل تزر تورمبه 

اسمممت که در  یمتعمدد  یهما ژنیآنت یحماو  PPD رسمممد.یم

رسمملی یغ یهایکوباکتریما یرو سمما مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

های کوچکی هسممتند ها مولکولmiRNA .[5 ،2] اسممتموجود 

 زایی، آپوپتوز وکمه در فراینمدهای فیزیولوژیک، پاتولوژیک، رگ  

 عنوانبممه miRNAسمممرطممان نقش مهمی دارنممد. امروزه از 

ها با بیومارکرهایی برای تشممخیص و درمان بسممیاری از بیماری 

هدف جلوگیری از مراحل سمممخت درمانی در بیماران اسمممتفاده 

ها عناصممر تنظیمی پس از رونویسممی  miRNA[. 0شممود ]می

 شوندهدف متصل می miRNAهستند که به توالی مکمل روی 

و ژن خاموش  شدههیتجزرونویسمی سرکو  یا هدف   جهیدرنتو 

 شود. می

کند را کد می miRNA نوع 1000ژنوم انسمممانی بیش از 

هممای تنظیمی RNAهمما گروهی از miRNAبنممابراین، ؛ [8]

نوکل وتید هسمممتند که در کنترل بیان ژن در  22تا  11دارای 

ل مولکو عنوانبه جهیدرنتسطح پس از رونویسی دخالت دارند. 

یرگروه ز miRNAکنند. ( عمل میRNAi) RNAگر مداخله

نوکل وتید و  25تا  18همای غیر کمدکننمده با    RNAبزرگی از 

های miRNAمیان  از. [1]تکاملی هستند  نظر ازشده حفاظت

 miR-29a ،miR-155 ،miR-125b ،miR-3179aمختلف، 

ممکن اسمت نشمانگر زیستی بالقوه برای تشخیص    miR-147و 

 سل باشند. 

Wu  پروفایل بیانی مشمممتقات  2012و همکاران در سمممال

با  اشممدهالق توبرکلوزیسمایکوباکتریوم از  شممدهخالصپروت ینی 

miRNA  را برای تعیینmiRNA های اختصممماصمممی درگیر در

در سال  و همکاران Zhang. [10]بررسمی کردند   ATBپاتوژنز 

عنوان بیومارکرهای ترکیبی سرمی را به miRNAشمش   2013

بالقوه جدید برای تشمخیص سممل ریوی، غربالگری و شممناسایی  

 miRNAهای این مطالعه نشممان داد ترکیب شممش یافتهکردند. 

سمممل ریوی به کار  یرتهاجمیعنوان بیومارکرهای غسمممرمی به

نشممان  2015و همکاران در سممال  Kim. [11]شممود میگرفته 

های اتوفماژی و پاسمممخ  یسممماز، فعمال miRNA-125aدادنمد  

در این  .کنندهار میضدمیکروبی را طی عفونت مایکوباکتریایی م

مایکوباکتریوم  مطالعه نشمممان داده شمممد ماکروفاژهای آلوده با
را افزایش  miRNA-125a-3p(miR-125a)بیان ، توبرکلوزیس

دهنممد کممه ژن مرتبط بمما مقمماومممت بممه تممابش فرابنفش  می

(UVRAG: UV Resistance-Associated Gene را برای )

 ضمممدمیکروبی بههای اتوفماژی و پماسمممخ   یسمممازمهمار فعمال  
و  Lv .[12]دهممد هممدف قرار می مممایکوبمماکتریوم توبرکلوزیس

 miRNA-144در چین، میزان بیان  2012همکاران در سمممال 

سرمی و خلط را قبل و بعد از درمان بیماران مبتلابه سل بررسی 

سمممرمی و  miR-144میزان بیان نشمممان داد  آنان نتایجکردند. 

 شیافزا درمان از قبل ،توجهی در بیماران مبتلاور قابلطخلط به

توجهی کاهش ، اما بعد از درمان ضمد سل به میزان قابل ابدییم

 . [13] یابدمی

Cui  پنممل جممدیممدی از  2010و همکمماران در سممممال

miRNA پلاسممممما را شمممنماسمممایی کردنمد کمه عفونت       همای

دهد. در را از افراد سالم تشخیص می مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

 miR-22-3pو  miR-769-5p ،miR-320aایممن بممررسممممی 

شناسایی شدند.  TBعنوان بیومارکرهای مبتنی بر خون برای به

 TBممکن اسمممت یمک بیومارکر برای   miR-320aبراین، علاوه

در سمممال  و همکاران Liang. [1۴] مقاوم در برابر دارو باشمممد

پاسممخ التهابی و آپوپتوز را  miRNA-27bنشممان دادند  2018

این  .کنممدتنظیم می مممایکوبمماکتریوم توبرکلوزیسطی عفونممت 

 TLR-2/MyD88/NF-κBمسیر سیگنالینگ  دادبررسی نشان 

که تولید فاکتورهای  شمممودمیمنجر  miR-27bبمه القای بیان  

این طریق از را سمممرکو  و از  NF-κB التهمابی و فعالیت پیش

 مممایکوبمماکتریوم توبرکلوزیسطی عفونممت  ازحممدشیالتهمما  ب
های پزشمممکی و بما وجود پیشمممرفت . [15]کنمد  جلوگیری می

، چالش بزرگی برای سلامت 21تشمخیصمی مدرن سمل در قرن    

تعامل بین مایکوباکتریوم  اگرچهعمومی جهانی باقی مانده است. 

گسترده بررسی شده است، دانش ما در سطح  رطوبهو محیط آن 

RNA  .مطالعه در  اخیراً نکهیباوجوداهنوز بسممیار محدود اسممت

های مایکوباکتریال در بیماری miRNAزمینه رمزگشممایی نقش 

آغاز شمده اسمت، برخی از حقایق انگیزشی و جالب را ارا ه داده   

است که در مطالعات آینده برای شناخت بهتر بیولوژی بیماری و 

در . [0]شود می اسمتفاده های کارآمد کنترل طراحی اسمتراتیی 
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 انو همکار مقدم دلزنده 
 

ها در مراحل miRNA یانب یلحاضممر تلاش شممد پروفا  مطالعه

 .شود یبررس یستوبرکلوز مایکوباکتریوممختلف عفونت 
 

 هامواد و روش

حاضمر از نوع مورد شماهدی بود و نتایج حاصل بین   مطالعه 

دو گروه بیمار و سممالم مقایسممه شممد. معیارهای ورود به مطالعه  

افراد  اسمممیر مثبت، و مثبت PPDافراد ، ماریب تیرضمماشممامل 

PPD   مثبت و اسممیر مثبت و افرادPPD  منفی و اسمیر منفی

ی خروج افراد در مطالعه حاضمر شامل  ارهایمع دارای علا م بود.

 ،Bهمای دیمابت، هتاتیت   بیمماری ، ابتلا بمه  بیممار  نمارضمممایتی 

تم سممیس درگیرکننده های نقص ایمنی و هرگونه بیماریبیماری

ممانند دیابت  ی انمه یزمی هما یممار یبافراد شممماهمد   بود.ایمنی 

با های خون نمونه نداشممتند و سممیسممتم ایمنی سممالم داشممتند. 

شهید دادبین و  هایهماهنگی پزشمک متخصمص از بیمارسمتان   

در چهار  نمونه 200 .آوری شممدندجمع کرمانشممهر  پورافضمملی

 مایکوباکتریوم توبرکلوزیسبه عفونت  مشکوکافراد  خون گروه از

عنوان بهبدون علا م  افرادسمممال و همین تعمداد نمونه از   3طی 

ها با توجه به افراد، به چهار نمونمه  .شمممدکنترل نیز تهیمه  گروه 

مثبت و اسمممیر منفی، افراد  PPDگروه تقسممیم شممدند: افراد  

مثبت و اسمیر مثبت و  PPDمنفی، افراد  PPDاسمیر مثبت و 

منفی و  PPDافرادی که علا م بیماری را داشممتند، اما  تیدرنها

  منفی بودند.اسمیر 

دور در  ۴000شده ابتدا با دور گرفتهشمده  لخته یهاخون

. شد یدقیقه سانتریفوژ و سرم خون جداساز 8به مدت  دقیقه

درجه  -80سمممرم تما انجمام مراحمل بعدی آزمایش در دمای    

با استفاده از کیت  RNAاستخراج  گراد نگهداری شمد. یسمانت 

RNX-میکرولیتر محلول 1000[. 12سمممیناژن انجام گرفت ]

PLUS  500داخل میکروتیو  اضممافه شممد )  مدنظربه نمونه 

تکان داده شد  یآرامثانیه به 10 تا 5ستس  میکرولیتر سمرم(. 

میکرولیتر  200 دمای محیط قرار گرفت. ستسدقیقه در  5و 

به آن ازپسثانیه مخلوط شممد.  15به مدت و کلروفرم اضممافه 

دور در دقیقه  12000با و  دقیقه داخل یخ قرار گرفت 5مدت 

و دقیقه سممانتریفوژ  15گراد به مدت درجه سمانتی  8در دمای 

فماز رویی بمه داخمل میکروتیو  جدید انتقال داده شمممد. در    

رویی ایزوپروپانول اضمممافه و یک  مرحلمه بعمد هم حجم فماز   

بعد  قرار داده شد.گراد درجه سمانتی  -20روز در دمای شمبانه 

دور در  12000دقیقه با  15سممماعت به مدت  2۴از گذشممت  

در این مرحله رسممو  دیده، محلول  سممانتریفوژ شممد. دقیقه 

به رسو   درصد 05میکرولیتر الکل  1000رویی دور ریخته و 

درجه  8در دمای دور در دقیقه  0500 باسممتس اضممافه شممد. 

محلول رویی  و ددقیقه سممانتریفوژ شمم 8گراد به مدت سممانتی

. در انتها دور ریخته و اجازه داده شمد میکروتیو  خشک شود 

دقیقه زمان  10 واضافه  DEPC میکرولیتر آ  20به رسمو   

 استخراج شود. RNA داده شد تا
 

 cDNAساخت 

لیتری و با استفاده میلی 2/0های این واکنش در میکروتیو 

طبق جدول برای هر . شد انجام 1جدول  ذکرشده در از مقادیر

میکرولیتر آنزیم  cDNA Synthesis Mix ،1میکرولیتر  ۴نمونه 

 0و  RNAمیکرولیتر  8(، RTase) تتازیکرریورم ترانس 

به  وداخل میکروتیو  ریخته  PCR grade dH2Oمیکرولیتر 

  درجه داخل انکوباتور قرار داده شد. ۴2دقیقه در دمای  30مدت 

 85دقیقه در دمای  RTase 10آنزیم  یسازرفعالیغستس برای 

 .گرفتگراد در دستگاه ترموسایکلر قرار درجه سانتی

 

 PCRواکنش 

 2در جدول  ذکرشدهبا استفاده از پرایمرهای  PCRواکنش 

دقیقه در  ۴انجام شمد. این واکنش با یک دناتوراسممیون به مدت  

 20گراد شمممروع و با آنیلینگ در دمای درجه سمممانتی 1۴دمای 

 02ثانیه و گسمممترش در دمای  30گراد به مدت سمممانتی درجه

با  تیدرنهاثانیه ادامه پیدا کرد.  30گراد به مدت درجه سمممانتی

دقیقه  5گراد به مدت درجه سانتی 02گسترش نهایی در دمای 

برای  عنوان ژن مرجع اسممتفاده شممد. به U6 ژناز خاتمه یافت. 

 cDNAی متوالی از هارقتمحاسبه میزان کارایی پرایمرها ابتدا 

 لهیوسمنحنی اسمتاندارد رسم و به  تایم،و پس از انجام ریل تهیه

 .پرایمرها محاسبه شد کارایینمونه هر تخمین شمیب خط برای  

های سمممرم برای همه نمونه Real time آزمون ،یدأیپس از تم 

 و شاهد( صورت گرفت. بیمار)

: Real time PCRبمما روش  miRNAبمررسمممی بیممان  

اطمینان حاصل و در  cDNAشدن ازآنکه از صمحت ساخته پس

 آزمایش، این شدمعمولی باندهای مدنظر مشماهده   PCRروش 

بار تکرار با اسمممتفاده از پرایمر  سمممهصمممورت ها بهبرای نمونمه 

 حلیلتدر پایان تکثیر با کمک دستگاه  .گرفتاختصماصی انجام  

 منحنی ذو  روی محصول تکثیر انجام پذیرفت تا اختصاصیت و

ل، برای این تحلی .شممودهویت محصممول اصمملی تکثیریافته تأیید 

 افزایش داده گرادیسممانتدرجه  15تا  25ی از آرامبهدمای پلیت 

 cDNAساخت  ازیند مورمواد : 9جدول 
Final concentration 20 µl reaction Reagent 

1x 4 µl 
cDNA Synthesis Mix 

(oligo(dt),random hexamers,mgcl2,dNTP,Buffer) 

 1 µl RTase 

 8 µl Total RNA 

 Up to 20 µl final volume O2PCR grade dH 
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 سیمایکوباکتریوم توبرکلوزعفونت در  miR-21 بیان سرمی                   

 شدهتوالی پرایمرهای استفاده: 2جدول 

 ژن توالی منبع

[10] 
F: 5’-CGGCGGTAGCTTATCAGACTGATGT-3’ 

miR-21 
R: 5’-GTGCAGGGTCCGAGGT-3’ 

3’-CTCGCTTCGGCAGCACA-F: 5’ 
U6 

3’-AACGCTTCACGAATTTGCGT-R: 5’ 

 

 طورهبشمد و طی آن سمیگنال فلو ورسانس محصول تکثیریافته   

منحنی یا نمودار  ستس دستگاه پیوسمته با دستگاه خوانده شد. 

ارزیابی پیک  با شممدت فلو ورسممانس در مقابل دما ترسممیم شممد.

 miRNA-21اختصاصی و انحصاری محصول تحت مطالعه یعنی 

 Real-Timeنیز پیک دایمر پرایمر از اختصممماصمممیت تکثیر  و

PCR .اطمینان حاصل شد 
 

 تحلیل آماری

 miRNAها و محاسبه بیان هر داده لیوتحلهیتجزمنظور به

از  05/0کمتر از  Pاستفاده شد. مقدار  REST 2009افزار از نرم

 دار در نظر گرفته شد.یمعنلحاظ آماری 
 

 هایافته

 cDNAبررسی صحت ساخت 
برای  PCRنتایج مربوط به الکتروفورز محصولات واکنش 

 نشان داده شده است. 1در شکل  cDNAبررسی صحت ساخت 

 

 Real tima PCRبا روش miRNAبررسی بیان 

ژن کنترل داخلی و  عنوانبه U6نمودار منحنی تکثیر ژن 

miR-21 گیری ت ییرات میزان فلورسنت رسم شد. در با اندازه

پس از انجام آزمایش  cDNAنتایج حاصل از تکثیر  3و  2شکل 

RT-PCR  .در  ،ادشدههای یشکلبا توجه به آورده شده است

کنترل مثبت  U6و هم در منحنی تکثیر  miR-21منحنی تکثیر 

و هم کنترل منفی نشان داده شده است و نتایج با توجه به کنترل 

 های روی منحنی تکثیر تأیید شدند.Ctمثبت و منفی 

 و یرشدهمنظور تأیید صحت قطعه تکثمطالعه به در این

، دایمر پرایمر و آلودگی یراختصاصیمحصول غ نبوداطمینان از 

حنی ذو  استفاده شد. پس از اتمام فرایند تکثیر، من تحلیلاز 

ها را در فواصل زمانی مشخص به مقادیر دستگاه دمای نمونه

شده دهد و در این مدت سیگنال فلورسانت ساطعمعینی ت ییر می

زمان با این عمل نمودار شود. همگیری میدستگاه اندازه بااز نمونه 

د که همان نمودار شویت ییرات فلورسانت برحسب دما ترسیم م

گیری از این نمودار، منحنی درجه دومی ذو  است. با مشتق

ل یک محصو یانگرآید که در این منحنی هر پیک نمادست میبه

مایی واسطه ت ییرات دتکثیریافته است. در تحلیل منحنی ذو  به

 DNAپذیرد، هر قطعه صورت می PCRیند اکه پس از اتمام فر

ی بازهای ادر محصول بر اسام طول و محتو ای موجوددو رشته

GC و این  شودمی یارشتهتک ،در دمای ذو  اختصاصی خود

بدیهی  شود.صورت پیک نمایش داده میسیستم به بات ییر حالت 

دهنده قرار دارند، نشان کمتریهایی که در دمای است پیک

وجودآمده های بهتر هستند. با بررسی پیکقطعات کوچک

ر دمای د شدهیلهای تشکن به این حقیقت پی برد که پیکتوامی

 یراختصاصیارتباط مستقیمی با مقدار محصولات غ کم

گونه که در شکل دارند. همان PCR در انتهای فرایند شدهیلتشک

شود، وجود تنها یک پیک برای هر ژن در دمای ملاحظه می 3و  2

کثیر است. بودن محصول تدهنده اختصاصیذو  وییه آن، نشان

هر ژن منحنی ذو  خاص خود را دارد، بنابراین،  کهییازآنجا

ها باید بر هم منطبق و تمام های یک ژن در تمام نمونهیمنحن

ر مواردی چون تکثی نبودبر این اسام از  .قله باشندها تکیمنحن

 ، دایمر پرایمر و آلودگی اطمینان حاصل شد.یراختصاصیغ

 

 
 
 

 U6و  هاmiRNAبا پرایمرهای اختصاصی  Conventional PCRنتیجه : 9 شکل

 (.bp100): مارکر 3ستون ، U6 ( bp۴0۴)مربوط به  PCR: محصول 2ستون ، miR-21 (bp232)مربوط به  PCR: محصول 1ستون )

U m

232 

۴0۴ 

miRNA U6 
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 انو همکار مقدم دلزنده 
 

 
 

 

 miRNA-21 و منحنی ذو  miRNA-21 ، منحنی تکثیرmiR-21 پرایمرهای ژن منحنی استاندارداز چپ به راست به ترتیب  :2شکل 

 

  
 

 U6منحنی ذو  و  U6منحنی تکثیر  ،U6 پرایمرهای ژن منحنی استاندارد بیبه ترت از چپ به راست: 3شکل 

 

 بیان سرمی ژن  درداری در این مطالعه تفاوت معنی

miR-21  افراد اسمیر منفی و درPPD  منفی دارای علامت

افراد و  منفی PPDافراد اسمیر مثبت، در  اما ،وجود نداشت

در بیان ژن داری معنی افزایشمثبت  PPDاسمیر مثبت و 

miR-21 ( 05/0وجود داشتP<.) و  در افراد اسمیر مثبت

PPD میزان بیان  منفیmiR-21  افزایش معناداری نسبت به

(. با توجه به اینکه مقدار بیان در P<05/0افراد شاهد داشت )

در افراد  miR-21در نظر گرفته شده بود، بیان  1افراد شاهد 

مثبت و  PPDدر افراد برابر افراد شاهد شد.  02/1اسمیر مثبت 

افزایش معناداری را نسبت به  miR-21اسمیر منفی نیز بیان 

برابر افراد  82/1( که مقدار آن P<05/0افراد شاهد نشان داد )

مثبت نیز مقدار بیان  PPDدر افراد اسمیر مثبت و  .شاهد بود

miR-21 معناداری افزایش یافته  طوربه( 05/0بود>P میزان .)

برابر افراد  13/1مثبت  PPDاسمیر مثبت و  افرادبیان ژن در 

 هد محاسبه شد. شا

در افراد  miR-21شده، بیان های بررسیسایر گروه برخلاف

منفی تفاوت معناداری با افراد شاهد  PPDاسمیر منفی و 

 01/1( و مقدار آن نسبت به گروه شاهد تنها P>05/0نداشت )

های مقایسه بهتر گروه منظوربهبرابر افزایش یافته بود. 

 PPD، اسمیر مثبت و منفی PPDشده )اسمیر مثبت، مطالعه

منفی( با گروه شاهد نتایج مربوط  PPDمثبت، اسمیر منفی و 

 نشان داده شده است. ۴در شکل  miR-21به بیان 
 

 
 شده در مقایسه با افراد شاهدچهار گروه مطالعهدر  miR-21مقایسه بیان: 4شکل 

 در گروه اسمیر مثبت و miR-21: ۴مثبت و اسمیر منفی؛  PPDدر گروه  miR-21: 3 منفی؛ PPDدر گروه اسمیر منفی و  miR-21: 2: کنترل؛ 1)

PPD 5منفی؛ :miR-21  در گروه اسمیر مثبت وPPD )مثبت 
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 سیمایکوباکتریوم توبرکلوزعفونت در  miR-21 بیان سرمی                   

 بحث

عامل آن  سیتوبرکلوز ومیکوباکتریما که باکتری بیماری سل

اسممت که جوامع  یهای عفونبیماری ترینیعاز شمما یکی اسممت،

میلادی در اروپا  18و  10در قرن اند. بوده ریبا آن درگ یبشمممر

در دوران  و مطرح شمممد یرهاوممرگاز  چهارمکیعلمت  سمممل 

در کنار [. 18طاعون سفید بر آن نهادند ] شدن اروپا نامصمنعتی 

شمممناسمممی و یمنیامولکولی، تحقیقات های روشیری از گبهره

ی دستگاه ایمنی در برابر این هاسلولیی که هاپاسخشمناسمایی   

ها و ت ییرات بیان یتوکاینسمممادهند، یمبیماری از خود نشمممان 

در درمان این  هامولکولتواند در شممناسممایی  ی درگیر میهاژن

ی هاپاسخاین  کنندهکنترلبیماری مؤثر باشمد. شناسایی عوامل  

 تواند در شممناسممایی بیماری کمک شممایانی کند.  ایمنی نیز می

 یمنیا یهاکه ظاهراً در کنترل پاسممخ  هایسممممکان نیازجمله ا

قابل  غیر RNA کوچک یهامولکول ،کنندیم فایا ینقش مهم

آنچه  .[11، 20]هسممتند   miRNAیهامولکول یعنی ،ترجمه

ها در بدن miRNA مهم است توجه به نقش تنظیمی و کنترلی

ایمنی و  یهاسمملول یریگتکامل و شممکل در هامهم آن یرو تأث

 سمممت که ظاهراًزایماریها به عوامل بآن یدههمچنین پاسمممخ

می بیان این عوامل تنظی کهدارند را این توانایی  هایکوباکتریومما

ایط را برای بقا و ماندگاری خود شر ن ترتیبیرا ت ییر دهند و بد

 کنند.بهینه 

، با بررسممی نقش شممدهانجامبا توجه به پیشممینه و مطالعات 

miR-21  ی ضدمایکوباکتریایی مشخص شده بود که هاپاسخدر

miR-21 تواند یمIL-12  وBcl-2  را هدف قرار دهد و عفونت

/ NF-κBرا احتمالاً از طریق مسیر  miR-21تواند بیان یمسل 

Erk /TLR    القما کنمد. همچنین در مطالعهDrury  و همکاران

هممای عفونی کمه از روش  بیومممارکر بیممماری 30( از میمان  2010)

ترین یعشممممااسمممتفمماده کرده بودنممد،  miRNAپروفممایلینممگ 

miRNA   مایکوباکتریوم در  شمممدهشمممنماختمه  همای بیوممارکری
 ،miR-122 ،miR-29 ،miR-21 ،miR-146شممامل  توبرکلوزیس

miR-150 ،miR-16 miR-22 ،miR-125 ،miR-134، 

miR-194  وmiR-106  بودند و نشان داده شدmiR-21 طوربه 

ی باکتریایی هاعفونتدر  miRNAی نسممبت به بقیه اگسممترده

 .[21] شودیمبیان 

 miR-21 یان سرمیب ی میزانبررسحاضر مطالعه  یدف کله

بود.  سیتوبرکلوز یکوباکتریومماعفونت  بهبیماران مشمممکوک در 

های مجزای برای اولین بار در گروه miR-21در این مطالعه بیان 

مثبت و اسمیر منفی، اسمیر  PPDمنفی،  PPDاسمیر مثبت و 

 PPDمثبت و افراد دارای علامت اسممیر منفی و   PPDمثبت و 

د منفی و نیز افراد شممماهمد قرار گرفت. نتایج مطالعه نشمممان دا 

تنها در افراد دارای علا م اسممممیر منفی و  miR-21شممماخص 

PPD  منفی تفاوت معناداری نسبت به گروه شاهد نداشت. نتایج

های اسمیر در نمونه miR-21افزایش بیان  دهندهنشانحاصمل  

مثبت و اسممیر منفی، اسمیر مثبت   PPDمنفی،  PPDمثبت و 

 مثبت بود. PPDو 

بیومارکر  30از میان  [21]و همکاران  Druryدر مطمالعمه   

اسمممتفاده  miRNAهای عفونی که از روش پروفایلینگ بیماری

 شدهشممناختههای بیومارکری miRNAترین کرده بودند، شمایع 

-miR-122 ،miR-29 ،miR-21 ،miR-146 ،miRشمممامممل  

150 ،miR-16 ،miR-22 ،miR-125 ،miR-134 ،miR-194 

با کنترل سممیسممتم  miRNAدند. همچنین این بو miR-106 و

، عدرواقهای باکتریایی در ارتباط اسممت. ایمنی در برابر پاتوژن

های سممرطانی معده، در بافت تنهانه miR-21 ازحدشیببیان 

های اپیتلیال معده بلکه در موکوم معده غیرسرطانی و سلول

. [22]نیز مشمماهده شممده اسممت   هلیکوباکتر پیلوریآلوده به 

Wu( نیز بمما بررسمممی نقش 2012و همکمماران )miR-21  در

 miRNAهای ضممدمایکوباکتریایی مشممخص کردند این پاسممخ

را همدف قرار دهمد. عفونت سمممل    Bcl-2و  IL-12توانمد  می

 NF-κBرا احتمالاً از طریق مسمممیر  miR-21توانمد بیان  می

TLR/Erk/ [ 23القا کند.]  

Abd-El-Fattah ( در مطالعه خود اعلام 2013و همکاران )

مبتلابه  یمصر یمارانها در سرم بmiRNAمتفاوت  یانبکردند 

سطح شمده است. نتایج آنان نشان داد تنها   یبررسم  یویسمل ر 

با افراد  یسممهمبتلابه سممل در مقا یماراندر ب miR-197 یسممرم

و همکاران  Zhou[. 2۴] بود یشمممترداری بطور معنیسمممالم به

miRNA بیومارکرهای سریع تشخیصی  عنوانبههای گردشی را

در عفونممت توبرکلوزیس در کودکممان معرفی کردنممد. در تحقیق 

، miR-29 ،miR-155 ،miR-1 ،miR-10aهای miRNAآنان 

miR-31 ،miR-125b و miR-146a  به ترتیب بیشممترین بیان

. [25]را در افراد آلوده به مایکوباکتریوم توبرکلوزیس داشمممتند 

Wang و همکاران پیشمممنهاد کردند بیانmiR-144  در بیماران

و  Kleinsteuber. [22]یابد آلوده بمه توبرکلوزیس افزایش می 

های  miRNAدر مطالعه خود میزان بیان( 2013همکماران ) 

مختلف را در افراد آلوده به مایکوباکتریوم توبرکلوزیس بررسی 

، 26a-های miRNAکردند. در این مطالعه مشخص شد بیان 

-29a 3-142- وp  29- انیب کماهش و میزانa و miRNA-21 

این مطالعه آمده در دسممتنتایج به .[20] اسممت یافته شیافزا

ی افراد آلوده هاسمملولدر  miRNAبیان  تواند بیانگر افزایشمی

تریوم مایکوباکژنی ناشی از حضور تحریک آنتی به دنبالباشد که 
  .استتوبرکلوزیس 

، 21های miRNAدر مطالعات پیشین افزایش میزان بیان 

مایکوباکتریوم توبرکلوزیس در افراد آلوده به  155، 1۴2، 31
از سوی دیگر مشخص شده است بیان گزارش شده بود. 

miRNA  ی لنفوسیتهاسلولدر T  ی بروز بیماری هازماندر

نجر م ایمنی و التهابی یهاتشدید پاسخیابد که به یمافزایش 

تواند به شناسایی بهتر بیماری کمک شود. همین شاخص میمی

در  هاmiRNA نقش تنظیمی و کنترلیشایانی کند. با توجه به 
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 انو همکار مقدم دلزنده 
 

زا، یماریبگیری پاسخ ایمنی و مواجهه با عوامل کنترل و شکل

 یریگهمههای یماریبتر این عامل در مقابله با یقدقبررسی 

امل تک درها آن مهم یرتأث و بدن نظیر بیماری توبرکلوزیس در

ها به آن یدهایمنی و همچنین پاسخ یهاسلول یریگو شکل

 ،ذکرشدهبر اسام مطالب  اهمیت بسزایی دارد. زایماریامل بعو

miR-21 تواند در تشخیص و علاوه بر بیومارکر تشخیصی، می

 استفاده شود. مایکوباکتریوم توبرکلوزیسدرمان 
 

 گیرینتیجه
در افراد آلوده به  miR-21در مطالعه حاضر سطح بیان 

 افزایش یافته بود. در افراد اسمیر مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

و نیز در افرادی که هم اسمیر مثبت و هم  نفیم PPDمثبت، 

PPD  مثبت بودند، بیانmiR-21  افزایش معناداری را نشان

منفی نیز بیان  PPDداد. در افراد دارای علامت اسمیر منفی و 

miR-21  افزایش یافته بود، اما این افزایش معنادار نبود که

های میکروسکوپی و پوستی در ی دقت کم آزمایشدهندهنشان

ی از این . برخاست مایکوباکتریوم توبرکلوزیستشخیص عفونت 

ده بودند، آلو مایکوباکتریوم توبرکلوزیسافراد احتمالاً به عفونت 

 درواقعها نبود. قادر به تشخیص آن PPDاما تست اسمیر و 

توجه به ارتباط میان ها کاذ  بوده است. با نتایج تست آن

miR-21 ی هامهارکنندهتوان از و این عفونت، میmiR-21  در

شدن درمان بیماری نیز استفاده کرد. جز یات بیشتر و نزدیک

به کاربردهای بالینی نیازمند تحقیقات بیشتر  miRNAاین 

رود در آینده سایر پیوهشگران انجام دهند و است که امید می

در تشخیص و درمان عفونت  miR-21از توانایی بالقوه 

توان طورکلی میبه استفاده شود. مایکوباکتریوم توبرکلوزیس

نوعی مارکر مناسب  عنوانبهتواند می miR-21نتیجه گرفت که 

 استفاده شود. مایکوباکتریوم توبرکلوزیسبرای تشخیص 

  تشکر و قدردانی
دوره دکتری تخصصی  نامهانیپااین مقاله از بخشی از 

ی مصو  دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمان گرفته شناسکرو یم

نویسندگان از کارکنان آزمایشگاه  لهیوسنیبد. استشده 

تحقیقاتی میکروبیولوژی پاسارگاد تهران و دانشگاه آزاد اسلامی 

واحد کرمان به دلیل همکاری صمیمانه ایشان تقدیر و تشکر 

 کنند.می
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