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 مقاله پژوهشي
 

  اينترفرون گاما mRNAتعيين نيمه كمي ميزان بيان 
 RT-PCRبا استفاده از روش 

   
   **** ، دكتر بهروز شيشه ئيان ***، دكتر جواد بهروان **عليرضا زماني ، *دكتر جليل توكل افشاري

 *****بيتا سيفي
 

 :چكيده
 از سلولهاي سيستم ايمني ترشح شده، و بر سـلولهاي ديگـر يـا خـود     ائي هستند كهي          سايتوكاينها واسطه هاي شيم  

 يـا   Th1از نـوع    (بيان متفاوت ژن سايتوكاينها در بدن مشخص كننده نوع پاسخ ايمنـي             . سلول ترشح كننده اثر مي كنند     
Th2 (                        ن از عمـده تـري    . است كه خود اين پاسـخ متفـاوت مـي توانـد نقـش مهمـي در پـاتوژنز بيماريهـا داشـته باشـد

كه در پاسخهاي ايمني عليه پاتوژنهاي داخـل سـلولي          .  اشاره كرد  IL-2 و   IFN-γ مي توان به     Th1سايتوكاينهاي سلولهاي   
با توجه به اينكه بيان ژن سايتوكاينها منجمله اينترفرون موقتي بوده و در يـك مـدت زمـان محـدود                     . شركت مي كنند  

 RT-PCRتوسط روشهاي حساس و دقيقتـري هماننـد   ) mRNAقدار م(به اين علت لازم است  بيان ژن آنها        ،   مي باشد 
بعلاوه تعيين زمان مورد نياز جهت ماگزيمم بيان ژن مي تواند در مطالعات كلونينگ و  استعداد ابتلا           .اندازه گيري شود    

 .به بيماريها در بعضي ازافراد كاربرد داشته باشد
در زمانهاي متفـاوت     ) 1µg/106cellبا غلظت   ( ) PHA )Phytohaemagglutinin          بعد از كشت لنفوسيتها در حضور       

.   شـد  RT-PCR تك رشته اي اقدام به انجام        cDNA توتال از آنها و سنتز       RNAو استخراج    ) ساعت ٧٢،٠،٤،٨،١٢،٢٤،٤٨(
رقـت  حاصـل بـا ضـريب       cDNA لذا در مرحله بعدي اقدام به تيتراسيون         بودچون در تمام ساعات انكوبه جواب مثبت        

 .مشاهده شد)  273bp(قطعه مورد نظر %)  ٢(بر روي ژل الكترفورز. شد.) …،و٨/١، ٤/١، ٢/١رقتهاي متوالي  (٢/١
 نشان مي دهد بعد از چهار سـاعت انكوباسـيون   Semi-quantitative-RT-PCR و RT-PCR          نتايج بدست آمده از     

 سـاعت مقـدار آن بـه        ٢٤و معمولاً بعـد از گذشـت        ) cDNA=512ر  تيت( ،  بيشترين بيان ژن را دارند       PHAلنفوسيتها با   
 .بر مي گردد) قبل از تحريك(سطح اوليه 

 حساسـترين روش  RT-PCR          با توجه به نتايج فوق  و مقايسه آن با نتايج محققـين ديگـر مـي تـوان گفـت روش           
. هار ساعت انكوبه به مـاكزيمم مـي رسـد   سنجش بيان ژن جهت سايتوكاينهاست و بيان ژن اينترفرون بعد از گذشت چ      

 جهت بررسي  اثر عوامل مختلف بر توليد و بيان ژن اينتر فـرون گامـا زمـان                 PHAبنابر اين مدت زمان انكوباسيون با       
 . ايده آلي است
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 :مقدمه 
امروزه يكي از مباحث نوين بيولوژي ملكولي، ژنتيك و       

پزشكي بررسي ميزان بيان ژنها در شرايط مختلف سـلامت    
ملكولهــاي (بيــان متفــاوت ســايتوكاينها . و بيمــاري اســت

 گليكوپروتئيني كه از سلولهاي سيستم ايمني ترشح شده و  
) يكننـد بر سلولهاي ديگر يا خود سلول ترشح كننده اثـر م          

 يـا  Th1 از نـوع  (در بدن مشخص كننده نوع پاسخ ايمنـي  
Th2 (مي توان اثر اين عوامل را در بدن يا در محيط            .است

بنظـر مـي رسـد اينترفـرون        . كشت سـلولي مطالعـه كـرد      
بعنوان خط مقدم ) IIاينترفرون تيپ = اينترفرون ايمن(گاما

ــه    ــدن و ايمنــي ســلولي در ســاعات اولي ســايتوكاينهاي ب
بوسـيله آنتـي ژن، ميتـوژن و يـا          (يك سيستم ايمنـي     تحر

 توسـط لنفوسـيتها ترشـح      ) قسمتهاي ناشناخته ميكروبهـا   
 ).١(مي شود

از نظر ساختماني اينترفرون گاما ملكول همـودايمري              
 كيلو دالتـون وزن     ٢٤ تا   ٢١است كه هر زير واحد آن بين        

ــدان  . دارد ــه ب ــد اتصــال يافت ــا قن ــذا همــودايمر آن ب  ٥٠ل
اين ملكـول توسـط ژن منفـردي بـر          . يلودالتون مي شود  ك

ژن اينترفرون گامـا    .  انسان كد مي شود    ١٢روي كروموزوم   
ــزون  ــار اگ ــاوي چه  و I(114bp) ،II(69bp) ،III(183bp)ح

IV(135bp)           است كـه توسـط سـه اينتـرون A(1239bp) ،
B(95bp) و C(2425bp)٢( از هم جدا شده اند.( 

      PHA )Phytohaemagglutinin( )   نوعي لكتين حاصل
 را  در T يتوانــائي تحريــك لنفوســيتها)  از لوبيــاي قرمــز

محيط كشت  داشته و از دو طريق باعث فعال شـدن آنهـا              
 سـطح  CD2 و TCR  با اتصال بـه ملكولهـاي   -١. مي شود

لنفوسيتها و تجمع آنها در نقطه اي از سطح سلول، بعبارت       
 تقليـد مـي كنـد      در اينجـا عمـل آنتـي ژن را           PHAديگر  

 و با خاصيت ميتوژني خـود بـه    TCRجدا از  از مسيري-٢
 متصل شـده و آنهـا را        Tهاي ميتوژني سطح سلول   ه  گيرند

 ).٣-٥( فعال مي كند
جهت تعيين مقدار سايتوكاينها مي توان به طرق زيـر                

 :عمل كرد
١- Bioassay  :         اين روش بيشتر جهت ارزيـابي عملكـرد و

ــايتوكاين  ــت س ــار   فعالي ــلولي بك ــت س ــيط كش  ها در مح
 ). ٦( مي رود

٢- Protein assay :  در ايــن روش فقــط حضــور فيزيكــي
سايتوكاين و توده پروتئيني آن توسط تستهائي چون  اليزا          

 ).٧(و راديوايمنواسي سنجيده مي شود

 
 امروزه بيشتر از روشهائي استفاده مي شود كـه ميـزان            -٣

 دازه گيـــري حاصـــل از بيـــان ژن را انـــ) mRNA(پيـــام 
يكي از معايب اين سنجش آن اسـت كـه اصـولاً         . مي كنند 

ــراري   ــر تكـ ــود عناصـ ــاطر وجـ ــهAUUUAبخـ  در ناحيـ
 3′(Non-Coding)   ملكول mRNA    سايتوكاينها ناپايدارنـد 
بعلاوه ژن سايتوكاينها بصورت گذرا در سطح كم بيان         ). ٨(

 :اين روشها شامل). ٩(مي شوند
 و cDNAحــل  ســنتز  مراRT-PCRدر : . RT-PCR -الــف

.  بـا همـديگر تركيـب شـده انـد         ) PCR(آمپلي فيكاسـيون    
 را  بصورت الگـو قـرار        mRNA نمي تواند      Taqچون آنزيم   

دهد لذا لازم است نخست توسـط آنزيمهـاي نسـخه بـردار       
ــل    ــهائي مث ــي از ويروس ــوس ناش  AMV و M-Mulvمعك

 PCR تبــديل شــود و ســپس cDNA بــه mRNAملكــول 
 ).١٠(معمولي انجام شود

 كمــــي جهــــت Quantitative-RT-PCR :RT-PCR -ب
ــا DNAبــرآورد ميــزان    موجــود در يــك محلــول RNA ي
 يكــي از روشــهاي ســاده جهــت  ). ١١-١٣(بكــار مــي رود

  كمــــي ايجــــاد رقــــت ســــريال از  RT-PCRانجــــام 
DNA   يا cDNA       اوليه است و سپس انجام PCR    با هريـك 

  رويـت   آخـرين رقتـي كـه بانـد قابـل         .  از اين رقت هاست   
 . ايجاد كرد بعنـوان تيتـر مـورد نظـر سـنجيده مـي شـود               

 در نظـر  ٥١٢ باشـد تيتـر آن      ٥١٢/١مثلاً اگر آخرين رقت     
  اوليـه   cDNAگرفته مي شـود و نشـان مـي دهـد مقـدار              

ــتر از  ــي بيشـ ــر  cDNAآن خيلـ ــه تيتـ ــت١٦ اوليـ   اسـ
  تعـــداد ســـلولها و " چـــون اكثـــرا"عمومـــا ).١٤،١٠-١٦(

ز بيماران محدود است لـذا بنظـر        نمونه هاي بدست آمده ا    
يك روش حسـاس     (RT-PCRمي رسد كه سنجش توسط      

 و در نهايـت   mRNAبهترين روش تعيـين مقـدار  )و مفيد 
 ).١٨،١٧(باشد بيان يك  ژن

ــان ژن در  : Microarray -ج ــه بي ــن روش جهــت مطالع اي
مقياس وسيع بكار مي رود لذامي توان بيان چنـدين ژن را            

 ).٢٠،١٩(ايسه كردهمزمان با همديگر مق
قبلاً كـاربرد  : RNase protection و Northern blotting-د

زيادي در اندازه گيري مقدار پيام ناشي از بيان ژن داشـته            
ولي امروزه بخاطر وقت گيـر بـودن، سـختي كـار و دقيـق               

 ).١١(نبودن كمتر استفاده مي شود
هدف از اين تحقيـق تعيـين زمـان مـورد نيـاز جهـت                    

 ن بيان ژن اينترفرون گاما توسط لنفوسيتهاي كشت بالاتري
 بدست آوردن اين زمان .  استPHAده در حضور ــداده ش
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مي تواند در مطالعات اثر عوامـل مختلـف مثـل ويروسـها،             
بر بيان اينترفرون گاما در محيط كشـت مفيـد           . . . داروها
بعلاوه در كلونينگ و بيان ژن اينترفرون در سلولهاي         . باشد
 .شته باشداريوت كاربرد زيادي دايوك

 :روش كار
       جداسازي لنفوسـيتهاي خـون محيطـي و تحريـك آنهـا            

 ميلي ليتر   ١٠در شرايط كاملاً استريل مقدار      :  PHAتوسط  
) EDTA%10( ميلي ليتر ماده ضد انعقـاد      ١خون به همراه    

خون حاصل با محلـول شستشـوي       . از فرد سالم گرفته شد    
شده سپس لنفوسيتها با اسـتفاده از       رقيق  ) ٢به  ١( هنكس

لنفوسـيتها را  بـا      . شيب غلظت بر روي  فايكول جدا شدند       
 ميليـون  ٥/٢ بـار شستشـو داده و تعـداد        ٢محلول هنكس   

لنفوسيت وارد هر يك از چاهك هاي  پليت كشت سـلولي            
 ميلـي   ٣به هريك از چاهـك هـا مقـدار          . شش خانه شدند  

 FCs, 100 %20حاوي( كامل RPMI1640ليتر محيط كشت 

u/ml penicillin G 100 و µ/ml Streptomycin ( ٣٠٠و 
 اضافه PHA10 µg/ml)با غلظت  (PHAميكروليتر محلول 

ــيون در زمانهــــاي مختلــــف  . شــــد بعــــد از انكوباســ
 اقـدام  CO2 %5در انكوبـاتور  )  ساعت٧٢،٤،٨،١٢،٢٤،٤٨(

 شده و  در صورتي كـه سـلولهاي          Viabilityبه انجام تست    
 mRNAسـلولهاي مـرده فاقـد    (بودنـد  % ٩٠ از  زنده بـيش  

.  توتـال از سـلولها شـد       RNAاقدام  به جداسازي     ) هستند
 سلولهاي زمان صفر بدون انكوبـه       RNAلازم به ذكر است       

 ).١٧(جدا شدند
بعـد از   :تـك رشـته اي  cDNA  و سـنتز  Total RNAاستخراج 

سپري شدن زمانهاي انكوباسيون، سلولها سانتريفوژ شده و        
سلولها  دو بـار توسـط       .  روئي سلولها دور ريخته شد     محيط

 mRNAشستشو زياد   (محلول هنكس شستشو داده شدند      
 ميلـي   ١پلت حاصـل از سـلولها را بـا          ). را تخريب مي كند   
ــول   ــر از محل ــرده و  Trizolليت ــراه ك ــر ٢٠٠ هم ميكروليت

ايـن دو محلـول باعـث دنـاتوره       . كلروفورم بدان اضافه شـد    
ــلولها و آزاد   ــدن س ــدن ش ــا  RNA،DNAش   و پروتئينه

 دو فـاز    ١٤٠٠٠سانتريفوژ محلـول فـوق در دور        . مي شود 
 و فـاز    RNAحـاوي   )فـازآبي (فاز بـالائي    . تشكيل مي دهد  

بعد از جدا   .   و پروتئين است   DNAحاوي  ) فاز آلي (پائيني  
 Isopropyl محلـول در آن توسـط   RNAكردن فاز بالائي 

alcoholســوب،  بعــد از ر.  ســرد رســوب داده شــدRNA  
 شستشو داده شد) DEPCبا آب % (٧٠ل ـــط اتانــــتوس

 

 
ــار( ـــ حاصRNAســپس ). يكب ــر آب ١٥ل در ــ  ميكروليت

 در طـول مـوج      RNAجذب  .  حل شد  DEPCمقطر داراي   
 و احتمـال آلـودگي   RNA جهت تعيين مقدار     ٢٨٠ و   ٢٦٠

لازم به ذكر اسـت تمـام مراحـل         . با پروتئينها محاسبه شد   
 درجــه ســانتيگراد انجــام شــده    ٤ در RNAاســتخراج 

 cDNA جهت سـنتز     RNA ميكروگرم توتال    ١  ).١٧(است
لازم )براي هريك از زمانهـاي  انكوباسـيون         (تك رشته اي    

 حـاوي ايـن     RNAلذا  حجم مـورد نيـاز از محلـول           . است
  پرايمـر    RNAسـپس نصـف مقـدار       . مقدار محاسـبه شـد    

Oligo(dT) دقيقـه در   ٥ اضافه شـد و محلـول حاصـل           بدان
 درجه قرار گرفت بعد از سرد كردن آن روي يخ           ٧٠حرارت  

dNTP(1mM) غلظـت نهـائي     (بـافرتريس  وادــــ، مX١( ، 
RNase inhibitor(40 u/20µl)   دقيقـه در  ٥ اضـافه شـد و 

  بـه    M-Mulv از آنـزيم     200u درجه قرار گرفت سپس      ٣٧
)  ميكروليتـر  ٢٠حجم كـل كوكتـل      (ميكرتيوب اضافه شد    

 درجه بمدت يـك سـاعت انكوبـه         ٣٧د نظر در    كوكتل مور 
در آخر نيز جهـت خنثـي شـدن آنـزيم ، محلـول  را                . شد

در صـورتي كـه     ( درجه قرار داديـم    ٧٠ دقيقه در    ١٠بمدت  
 باعث ايجاد بانـدهاي   PCRآنزيم غير فعال نشود در مرحله       

توليـد   cDNAبـراي نگهـداري،  ). غير اختصاصي مي شـود 
 . درجه قرار گرفت-٢٠شده در

PCR:هــر محلــول PCR)ميكروليتــر ٢٠بمقــدار ) كوكتــل 
 Tris(pH=8 in 200C)،MgCL2(2mM) ،dNTPmix:شامل

(0.8mM)) dATP,dTTP,dGTP,dCTP   هر كدام با غلظت 
0.2mM( ،Taq DNA polymerase (o.5 u/20µl) ،cDNA 

(2µl) و جفت پرايمرهاي : 
 

Sence: 5-AAT GCA GGT CAT TCA GAT G-3, 
Anti-sence:5-TTG GAC ATT CAA GTC AGT T-3 

. تهيه شـدند  )  را زياد مي كنند    273bpكه قطعه اي بطول     (
 :شرايط ترمال سايكلر بعد از بهينه سازي شامل

, sec45C 094: cycles40(, ) min5C 094:Start cycle(
) min5C 072: end cycle)( min1C 072,  min1C 055 

لـه هـاي    بعد از اتمـام كـار جهـت افـزايش محلـول لو            . بود
 .اپندورف سانتريفوژ شد

Semi-Quantitatve-PCR: ،ممكــن اســت حــين اســتخراج 
. آيد بدست پليت كشت سلولي    از هر  RNAمقاديرمتفاوتي از 

  بكار رفته براي ساخت    RNAلذا جهت يكسان كردن تمام      
cDNA   ميكروگرم از توتال     ١ مقدار RNA  ١٤(  بكار رفت .(

 رقت هاي متوالي  ٢/١ سنتز شده با ضريب رقت  cDNAاز 
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براي هريـك از    . تهيه شد ).…,1/2,1/4,1/8,16,1/32,1/64(

در .  انجـام شـد  PCRاين رقتهـا در اپنـدورف جداگانـه اي          
 كـه مـي توانسـت بانـد قابـل           cDNAنهايت تيتر نهائي از     

ايجاد كند بعنوان تيتر بدست آمده بـراي        % ٢رويت در ژل    
 ).١٣،٢٠،٢١(آن انكوباسيون لنفوسيت در نظر گرفته شد

 با يـك    PCR ميكروليتر از محصول     ٥ مقدار   :ژل الكتروفورز 
 ,6x buffer:0.25% Bromophenol)ميكروليتر ازبافر نمونه

o.25% xylen  cyanol,15% ficol400)- بر روي ژل آگاروز 
 TAEجهـت تهيـه ژل آگـاروز از بـافر           . بارگذاري شـد  % ٢
)PH=8 Tris glacial acetic acid  and EDTA (سـتفاده  ا

شــده و قبــل از بســته شــدن ژل بــدان اتيــديوم برومايــد  
)1µg/15ml (  بعد از باركـذاري محصـول،      . اضافه شده است

 بود قـرار    TAEژل در تانك الكتروفورز افقي كه حاوي بافر         
 ولـت   ٨٠داده شد و جهـت الكتروفـورز  جريـان مسـتقيم             

 بخاطر دارا بودن DNA.   دقيقه استفاده شد   ٢٥-٣٠بمدت  
نفي بسمت قطب مثبـت حركـت مـي كنـد و بعـد از               بار م 

گذشت  زمان لازم باندهاي حاصل توسط دسـتگاه تـرانس           
جهت عكس برداري از .  بررسي شدندUVلوميناتور و اشعه   

باندها و انتقال آنها به كامپيوتر از  دوربين ديجيتال كداك           
 .استفاده شد

 :نتايج 
 :نتايج بدست آمده شامل      

ــال-١ در (  بدســت آمــده از كشــت لنفوســيتها  RNA توت
 شامل چهار باند است كه   PHAدر حضور   ) ساعات مختلف   

ــامل    ــائين ش ــه پ ــالا ب ــب از ب  و 5Kb ،2Kb ،300bpبترتي
100bp ه جايگاه اين  باند ها  بترتيب نشان دهنـد         .  هستند
RNA 28 هاي S ،18 S ،5 S و tRNA سلولهاي يوكاريوتي 
 S 5 و S 18ه ـــــــر ناحيا بايد دـــ هmRNAاكثر . است
 ).١شكل (باشند

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 توتال استخراج شده در RNAالگوي الكتروفورزي: ١شكل 

 ساعات مختلف انكوباسيون

 
 بدست  RT-PCR نتايج حاصل از الكتروفورز محصولات       -٢

 انكوبه  PHAآمده از لنفوسيتهائي كه در ساعات مختلف با         
نشان مي دهد كه در  ) دبدون آنكه رقت تهيه شو    . (شده اند 

تمام ساعات  حتي در ساعت صفر نيز ژن اينترفرون بيـان             
 .)٢شكل (شده است

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 از ساعات PCRالگوي الكتروفورزي محصولات  : ٢شكل 
 )بدون تهيه رقت(مختلف انكوباسيون
 

 از RT-PCRنتــايج حاصــل از الكتروفــورز محصــولات   -٣
  انكوبـه   PHA بـا    لنفوسيتهائي كه مدت زمانهـاي مختلـف      

شده اند به تفكيك ساعات انكوباسيون مختلف و تهيه رقت          
نشان مي دهـد كـه      cDNAاز  )٢/١با ضريب رقت    ( سريال  

 ٥١٢ ساعت انكوباسيون با تيتـر       ٤بيشترين بيان ژن را در      
، )3aشكل(0h=16تيتر ساعات مختلف بترتيب     . داشته ايم   

4h=512)3شكلb(  ،8h=64)3شكلc(  ،12h=64)3شكلd( ،
24h=64)ــكل ــكل3e( ،48h=32)شـــ  72h=16و ) 3fشـــ

 .است) 3gشكل(
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3b- 4h incubation 

3a-without incubation 
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 به محيط كشت،  لنفوسيتها    PHA مدتي بعد از افزودن      -٤
فعال شده و شروع به بيـان ژن اينترفـرون مـي كننـد كـه             

 سـاعت   ٤بعد از گذشت    ) mRNAمقدار  (ان ژن   بالاترين بي 
از فعال سازي است و سريعاً مقدار آن بحالـت طبيعـي بـر              

 ).١نمودار(مي گردد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ژن اينترفرون گاما mRNAتغييرات ميزان  بيان : ١نمودار 
 PHAدر لنفوسيتها برحسب زمان انكوباسيون با 

 

 :بحث
فـرون در يـك           همانطور كه  ملاحظـه شـد ژن اينتر        

حتـي  .   بيان شده اسـت    PHAمحدوده وسيعي در حضور   
 اين ژن با استفاده mRNA هم PHAبدون انكوباسيون با 

 ســاعت  ٤.  قابــل انــدازه گيــري اســتRT-PCRاز روش 
 mRNA كافي است تا مقدار      PHAتحريك لنفوسيتها با    

.  برسـاند  ٥١٢سلول را به بالاترين حد خـود يعنـي تيتـر          
 اين تيترسريعاً كاهش يافته     mRNAبودن  بخاطر ناپايدار   

  ساعت وقت ٢٢ولي هنوز تقريباً .  مي رسد٦٤و به مقدار 
لازم دارد به  سطح   اوليه  قبل از تحريك  يعنـي تيتـر                  

 در  PHAچونكه وجود تحريـك مـداوم توسـط         . برسد١٦
 محيط كشت باعث شده است تا بيان مختصري از ژن را

3g-72h incubation 

3f-48h incubation 

3e-24h incubation 

3d-12h incubation 

3c- 8h incubation 
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ست كه  در بدن بعد از بيان        لازم به ذكر ا   .  داشته باشيم 
سريع و برق آسا ژن سايتوكاينها و بعلـت ناپايـدار بـودن             

mRNA             در صورتي كه عامل مهاجم از بدن پـاك شـده  
سريعاً سطح سـايتوكاين    ) عامل تحريك لنفوسيتها  (باشد  

در غير اين صورت ايـن      . به مقدار اوليه خود بر مي گردد      
ــث    ــايتوكاينها باع ــدت ژن س ــولاني م ــان ط ــاد بي  ايج
ــد    ــد ش ــرژي خواهن ــوايمن و آل ــاي ات ــلاو. بيماريه   هبع

نيسـتند و قابليـت     اي  سايتوكاينها ملكول پيش سـاخته      
 ).١(ذخيره شدن در سلول را هم ندارند

 Taniguchi  كهدهد نشان مي گذشته       بررسي متون

 با استفاده از اليزا به همين      ١٩٩٤كه در سال    و همكاران   
 mRNAدر مطالعـه خـود  تيتـر         ولـي   . نتيجه رسيده اند  

. )١٧(بدون انكوباسيون را در حد صفر گزارش كـرده انـد          
روش  اين اختلاف  را مي توان چنين تفسير كرد كـه اولاً    

 حساســـيت كمتـــري نســـبت بـــه روش) Eliza(آنهـــا 
RT-PCR داشــته اســت لــذا نتوانســته انــد مقــادير كــم 

mRNA   بعـلاوه در تعـدادي از افـراد        .   را شناسائي كنند
 توسط لنفوسيتهاي خون محيطي حتي      IFN-γسالم ژن   

 ).٩،١٤،٢٢(بدون انكوباسيون هم بيان مي شود
     بيان ژن سايتوكاينها در لنفوسيتهاي خون محيطـي        
توسط گروههاي ديگري نيز سنجيده شده اند كه  نتـايج           
گاهي با هم متفاوت هسـتند تفاوتهـاي مختصـر در ايـن          

تلـف كشـت و روشـهاي       مورد را مي توان  به شرايط مخ       
لازم به ذكـر اسـت      . اندازه گيري استفاده شده نسبت داد     

-RTكه  هيچكدام از محققـين قبلـي نـامبرده بـا روش              

PCR)             دقيق ترين و حساس تـرين روش موجـود حـال
 در سلولهاي كشت داده     mRNAاقدام به سنجش    )حاضر

 ).١٤-١٨(ه اند نمو نPHAشده در حضور 
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