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چکیده:

دهایباشد. یکی از مهمترین سیس است و شکل اصلی بیماری زایی آن تاکی زوئیت میتوکسوپلاسموز یماریبعامل  توکسوپلاسماگوندیانگل   مقدمه:

کمک  انگلحذف به  P2X7R رندهیگه توکسوپلاسماگوندی از طریق فعال شدن آلوده ب یماکروفاژها دفاعی در مقابل این انگل ماکروفاژها هستند.
ژن محلول مجاور شده با غلظت های مختلف آنتی THP-1های رده منوسیت / ماکروفاژی درسلول P2X7R هدف مطالعه حاضر بررسی بیان ژن کنند.می

بود. توکسوپلاسماگوندیتاکی زوئیت 

تزوئیآنتی ژن محلول تاکی میکروگرم بر میلی لیتر 50و  10، 00، 00، 500با غلظت های  THP-1های رده ماکروفاژی در مطالعه اخیر سلول روش کار:

ارزیابی  ژناین بیان  Real time PCRبه روش  cDNAکلی و سنتز  RNAمجاور شدند. پس از استخراج  ساعت  چهار به مدت توکسوپلاسماگوندی
.شد

لولی تیماردر کشت س تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندیژن محلول آنتی هایغلظت نتایج به دست آمده نشان داد که پس از چهار ساعت همه ها:یافته

لیتر مشاهده شد. همچنین کاهش بیان ژن میکروگرم در میلی 00شوند. بیشترین کاهش بیان این ژن در غلظت می P2X7Rسبب کاهش بیان ژن شده 
 مذکور با غلظت آنتی ژن درگروه ها ارتباط معناداری نداشت.

و  P2X7Rمی تواند سبب کاهش بیان ژن  RHژن محلول تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندی سویهنتایج این مطالعه نشان داد که آنتی گیری:نتیجه

 احتمالاً کمک به فرار انگل از سیستم ایمنی شود.

P2X7، گیرنده THP-1(، سلول رده ماکروفاژST-Ag) توکسوپلاسماگوندیتوکسوپلاسماگوندی، آنتی ژن محلول تاکی زوئیت  واژگان کلیدی:

 مقدمه:
ای است یک انگل تک یاخته (T. gondiiتوکسوپلاسماگوندی )

است. این انگل ها گزارش شده که از طیف وسیعی از میزبان
در  داده واز جمعیت جهان را تحت تأثیر قرار  درصد 00 نزدیک به

شود محسوب میبیماران دچار نقص ایمنی تهدیدی برای زندگی 
رم گ همه پستانداران خون وگربه سانان تنها میزبان قطعی . [5]

زای . شکل بیماریاین انگل هستنداز جمله انسان میزبان میانی 
سرعت  ها بهزوئیتاصلی انگل در مرحله تاکی زوئیت است. تاکی

ه در شود  کمی تکثیرمیانی دار میزبان های هستهدر تمام سلول
توانایی ایجاد یک پاسخ ایمنی سریع برای مهار این وضعیت، 

 [.0 ،1]تکثیر تاکی زوئیت ضروری است 
ماکروفاژها  این انگلدر برابر  دفاعییکی از مهمترین عوامل 

رسد که توکسوپلاسماگوندی از هستند. علاوه بر این، به نظر می
 های دندریتیکهای ایمنی ذاتی مانند ماکروفاژها و سلولسلول

 همچونهای عفونت و اندام های هدف برای مهاجرت به مکان
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مر کند و عفونت مزمن مادام العسیستم عصبی مرکزی استفاده می
 های ضد میکروبیسازوکارن انگل با غلبه بر . ای[0] کندایجاد می
و اتصال فاگوزوم به لیزوزوم )به  NO و  ROSتولید بامیزبان 

های واکوئل انگلی(، القای مرگ سلول میزبان و ترشح سیتوکین
  .[9] ماندهای میزبان زنده میدر داخل سلول ،التهابیپیش
سئول ماصلی زندگی توکسوپلاسما است که  زوئیت مرحلهتاکی

طول عفونت با  در بیماری توکسوپلاسموزیس است.
ند. ایمنی کنالتهاب میایجاد توکسوپلاسماگوندی، تاکی زوئیت ها 

ست که اذاتی به عنوان اولین دیواره دفاعی در برابر توکسوپلاسما 
 تایدر راسهای التهابی به ویژه در ماکروفاژها باعث تحریک پاسخ

 .[2] شودمید عفونت محدود کردن بار انگل و ایجا
یک فعال کننده  P2X7Rگیرنده اند که داده نشانمطالعات قبلی 

پیش التهابی ضد انگلی است که در اوایل آلودگی  مهم پاسخ
 دشوهای اتوفاژی را فعال کرده و باعث حذف سلول آلوده میژن

 با استفاده از غلظت های مختلف  ژناین در این مطالعه بیان . [7]
لولی در رده س توکسوپلاسماگوندیزوئیت ژن محلول تاکیآنتی

THP-1 .بررسی شد 

 روش کار:
 دیتوکسوپلاسماگونزوئیت تاکي محلول ژنتهیه آنتي

توکسوپلاسماگوندی از آزمایشگاه های تاکی زوئیت RHسویه 
هیه تفاطمه غفاری فر )دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران( دکتر 

BALB/cهای آزمایشگاهی سفید حفره صفاقی موشو سپس در 

 PBSاب شده و ههای برداشتزوئیتتاکیسپس شد.  تکثیرآلوده 

(pH =7.4) با استفاده ازها زنده ماندن آنوضعیت  .شسته شدند 
ول آنتی ژن محلآمیزی تریپان بلو ارزیابی شد. برای تهیه رنگ
به تاکی زوئیت تازه  2/5  × 750زوئیت توکسوپلاسماگوندی تاکی

-Mini, EDTA)استریل حاوی بازدارنده پروتئاز  PBSلیتر میلی 7

free Protease Inhibitor Cocktail, Roche)  اضافه شد. به منظور
دستگاه اولتراسونیک  ژن محلول خام با استفاده ازتهیه آنتی

(UPS400) چرخهدرصد و  70پالس در دامنه  00) عمل سونیکه 
 0-7روی  pHحالی که  درای یک دقیقه چرخهسه  ( برای7/0

های برای حذف مهارکننده سپس انجام شد. ه بود،نگه داشته شد
مونه در ، نژن محلول توکسوپلاسماگوندیتغلیظ آنتیپروتئاز و 

 10کیلو دالتون ریخته و به مدت  57کیسه دیالیز با کات آف 
گراد روی درجه سانتی 0در دمای  PBSساعت در ظرف حاوی 

ژن محلول آنتیصفحه گردان مغناطیسی غوطه ور شد. 
 پلی اتر سولفون صافی به کمکباقی مانده  توکسوپلاسماگوندی

(PES)  های میکرومتر استریل و به لوله 11/0با اندازه منافذ
لیتری منتقل شد. غلظت پروتئین با استفاده از میلی 1استریل 

مورد ارزیابی قرار  (LOT2046)با کیت پارس طوس  BCAروش 

 به دست آمده . آنتی ژن محلول توکسوپلاسماگوندی[0] گرفت
بعدی  هایآزمایشانجام تا  گراددرجه سانتی -70در دمای 

 .نگهداری شد

THP-1کشت سلول 

 انی:مونوسیت انس لوسمی برای انجام سنجش سلولی، رده سلولی

(THP-1) Cell line (ATCC: TIB- 202)  بانک تهیه شده از
ت کامل محیط کش ها درسلول انستیتو پاستور استفاده شد. سلول

 ،(FBS)درصد سرم جنینی گاوی  RPMI-1640 ،50سلولی حاوی 
لت متحده سیگما آلدریچ، ایاا) استرپتومایسینپنیسیلین و درصد 5

حاوی  دار صافی 2cm-25در ادامه فلاسک تکمیل شد.  (آمریکا
 50گراد با رطوبت درجه سانتی 07به انکوباتور  THP-1ها سلول

.[5] قرار داده شد 2CO درصد 9درصد و 
 10 هایبه پلیتسپس  با لام نئوبار شمارش و THP-1های سلول
برای تمایز  منتقل شدند. در هر چاهک( سلول 1×950) کشتخانه 
 Santa)شرکت  ازPMA نانوگرم  90 سلول ها به ماکروفاژاین 

Cruz Biotechnology Cat No. sc-3576) چاهک منتقل  هر به
به مدت  CO2 درصد 9 درجه سانتی گراد و 07در دمای  هاو سلول

. تمایز با میکروسکوپ معکوس تایید شد.ندساعت انکوبه شد 02

آنتي ژن  با غلظت های مختلف THP-1تیمار سلول های 

راج ، استخمحلول تاکي زوئیت توکسوپلاسماگوندی

RNA سنتز ،cDNA، Quantitative Real-Time PCR 
 ژن محلول تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندیآنتی اثر غلظت های
 10، 00، 00، 500های تیمار شده با غلظت THP-1در رده سلولی 

یان بروی ساعت  چهارمدت زمان  میکروگرم بر میلی لیتر در 50و 
کیت شرکت  با RNA سپسمورد ارزیابی قرار گرفت.  P2X7R ژن

 :Total RNA Purification Mini kit, Cat No)یکتا تجهیز آزما

YT9065)   آلودگی منظور حذف  به .دشاستخراجDNA  و بهبود
طبق پروتکل شرکت   DNase  استخراج شده از RNAکیفیت 
سنتز  . برایاستفاده شد(™Thermo Fisher Scientific)  سازنده
cDNA ترین غلظت بر اساس پایینRNA مقدار ،RNA تام مورد

به  cDNAاستخراج شده،  RNAمحاسبه و سپس از روی  نیاز
 (cDNA Synthesis Kit)شرکت یکتا تجهیز آزما کمک کیت

های  RNAلازم به ذکر است که قبل از سنتز، غلظت  .دشسنتز 
 NanoDropها توسط دستگاه آن ODتخلیص شده با خواندن 

(Multi-Mode reader ,SYNERGY/HTX BioTek تعیین )د .ش
 با پرایمر Real-time PCRبا استفاده از  P2X7R بیان ژن

 5ول جد) شدبررسی اختصاصی و با استفاده از شرایط ذکر شده 
( β-actinبا ژن بتا اکتین ) P2X7R(. سطح بیان با مقایسه ژن 0تا 

نسبی هر ژن با  به عنوان ژن داخلی محاسبه شد. سطح بیان
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 تحلیل )(RESTو نرم افزار بیان نسبی ΔΔCt-2استفاده از روش 
 شد.

 تحلیل آماری
از  نمودارها رسمآماری نتایج بیان ژن و همچنین  برای تحلیل

 GraphPadو SPSS 16 (Chicago, IL, USA) افزارهاینرم

Prism Version 8.3.0.538  .ر دبرای مقایسه اختلاف استفاده شد
و  از آزمون های آماری تیپنج گروه مورد مطالعه  دربیان ژن 

به عنوان  value-P ≥ 09/0 .دشاستفاده تحلیل واریانس یک طرفه 
در نظر گرفته شد. ی آماریمعنادارسطح 

 ها:یافته
 هایپنج گروه با غلظت درP2X7R  دست آمده از بیان ژنه نتایج ب

ول آنتی ژن محلاز  میلی لیترمیکروگرم در  50و  10، 00، 00، 500

حاکی  THP-1درکشت سلولی  زوئیت توکسوپلاسماگوندیتاکی
با بیشترین کاهش بیان در غلظت تمام گروه ها از کاهش بیان در 

ه با درگرو ژنمیکروگرم در میلی لیتر بوده است. بیان این  00
میکروگرم در میلی لیتر در مقایسه با  10و  00، 500های  غلظت

 ,0000/0, 0100/0گروه کنترل اختلاف معناداری داشتند )

00005/0 value =-P ) ا بمربوط به گروه که بیشترین اختلاف
تلاف اخها غلظت سایر در  .بودمیکروگرم در میلی لیتر  10غلظت 
در میلی لیتر آنتی  میکروگرم 00در غلظت همچنین  .نبود معنادار

 ساعت 0 پس از ژن محلول تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندی
شد. THP-1های بیان ژن در سلولبرابری  0099/1 باعث کاهش

داری بین طرفه ارتباط آماری معناآزمون تحلیل واریانس یک
 (.5ها نشان نداد )تصویر گروه

مورد استفاده در مطالعه βactfو  P2X7Rf: پرایمرهای ژن های 5جدول 

مرینام پرا ’3به   ’5 توالی مریطول پرا نام ژن مرجع

P2X7Rf GAAGAAGTGCGAGTCCATTGTG 11 
P2X7R [50] 

P2X7Rr CATCGCAGGTCTTGGGACTT 10 

βactf ATGTGGCCGAGGACTTTGATT 10 
βact [55] 

βactr AGTGGGGTGGCTTTTAGGATG 10 

RT-PCR واکنش انجام برای لازم مواد : 1 جدول

Quantitative Real-time PCR: برنامه دستگاه برای انجام واکنش 0جدول 

مراحل دما زمان چرخه

1
10 

min
95°C

Initial 

Denaturation
اول

40

25 sec 95ºC Denaturation

دوم 30 sec 60ºC Annealing 

20 sec 72ºC Extension

1 5 min 72°C Final extension سوم

مواد)میکرولیتر(  مقدار

7 SYBR Green qPCR Master Mix 2X

2cDNA (10 ng)

0.75 Forward Primer (10 pmol)

0.75 Reverse Primer (10 pmol)

4.5DW

15 Total Volume
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 :بحث
های مونوسیت / ماکروفاژها زنده توکسوپلاسماگوندی در سلول

توکسوپلاسماگوندی در افراد مبتلا به . شوندمانده و تکثیرمی
ر به منج کهشود شناخته می کمبود ایمنی به عنوان بیماری حاد
های اخیر، . در سال[51] دشوالتهاب و آسیب بافتی شدید می

مطالعات جدیدی در ارتباط با مسیر پوریینرژیک در ایجاد پاسخ 
ا ه های داخل سلولی انجام شده و اهمیت آنایمنی علیه پاتوژن

همچنین نشان داده شده  .[50]اند کرده تاییدرا در مقابل عفونت 
یک فعال کننده مهم پاسخ پیش التهابی ضد  P2X7 ه گیرندهک

گیرنده  .[50 ،51] دهدکه در اوایل آلودگی رخ میاست انگلی 
اتوفاژی را فعال کرده و باعث حذف  هایهمچنین ژنمذکور 

 eATPتوسط P2X7 فعالیت گیرنده .[59] دشوسلول آلوده می

 که شده 5سازی کاسپازو فعال NALRP3باعث تشکیل کمپلکس 
IL1β   [52] دکنو التهاب ایجاد می کردهبالغ تبدیل   را بهنابالغ .

التهابی  پدیده هایگیرنده باعث این فعال شدن  ،علاوهه ب
 .[57] دشومرگ سلولی توسط آپوپتوز یا نکروز می همچون

 ATP توسط P2X7R اند که فعال شدن مطالعات اخیر نشان داده
 تاکی زویئت در ماکروفاژهای آلوده به (eATP) خارج سلولی

به حذف انگل از طریق ترشح ترکیبات فعال  توکسوپلاسماگوندی
 ردنفعال ک همچنینو ترکیب لیزوزوم با فاگوزوم ، (ROSاکسیژن )

 .[50 ،7] کندمیکمک های اتوفاژی ژن
برای  P2X7R سازیفعالمرتبط با  ATPکشتن با واسطه 
ست ضروری است و از د توکسوپلاسماگوندی جلوگیری از تکثیر

در جمعیت انسانی باعث ایجاد حساسیت  P2X7Rدادن عملکرد 

ها در آن زیادبه دلیل سهم . [55]شود بالاتر در نتیجه بیماری می
روی نقش مسیر پورینرژیک در  زیادی پاکسازی پاتوژن، مطالعات

 .[10] اندتأثیرگذاری بر عملکرد کشتن ماکروفاژها متمرکز شده
 ATPتوسط  P2X7نشان داده شده است که فعال شدن گیرنده 

در ماکروفاژهای آلوده به  (eATPخارج سلولی )
و ادغام  ROSبه حذف انگل توسط تولید  توکسوپلاسماگوندی

  .[15] دکنلیزوزوم با واکوئل پارازیتوفور کمک می
خوبی برای بررسی نقش این  مدل توکسوپلاسماگوندی

های داخل سلولی در های پورینرژیک در کنترل عفونتواسطه
ژن آنتیتحریک با اوبرایان نشان داد . استمرحله حاد بیماری 

اهش باعث ک تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندی در موش محلول
شده و افزایش بقا را  9N1میزان تیتر ویروس آنفولانزای پرندگان 

د دهکند که نشان میویروس ایجاد میاین های آلوده به در موش
 های غیرتواند ایمنی را علیه پاتوژنمی ژنآنتیاین درمان با 

رسد . بنابر این، به نظر می[11] مرتبط تحریک کند
می تواند سبب تحریک  P2X7Rتوکسوپلاسماگوندی از طریق 

رده  در P2X7Rبیان ژن این مطالعه سیستم ایمنی شود. در 
محلول ژن های مختلف آنتیغلظت تیمارشده باTHP1سلولی 

به دست  نتایجبررسی شد که  تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندی
میکروگرم  50و  10، 00، 00، 500 هایآمده از پنج گروه با غلظت

به مدت  THP-1کشت سلولی  درژن  آنتیاین  از لیتردر میلی
بود. تمام گروه ها چهار ساعت حاکی از کاهش بیان ژن در 

و غلظت  P2X7Rمشخص شد ارتباطی بین بیان ژن  همچنین
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مورد نظر وجود ندارد. بر اساس نتایج مطالعه حاضر، می آنتی ژن  
توان گفت در مراحل ابتدایی ورود انگل توکسوپلاسما، احتمالاً 

های ترشحی خود سبب سرکوب پروتئین طریقاین انگل از 
P2X7R .شده تا بتواند در سلول تکثیر شود 

 نتیجه گیری:
زایی توکسوپلاسما می تواند به شناخت نقش این مطالعه ایمنی

 و یا تحریک کننده ایمنی کمک زیادی ادجوانتانگل به عنوان 
 بعد THP-1درکشت سلولی  P2X7R این مطالعه بیان ژن در کند.

ه ب محلول تاکی زوئیت توکسوپلاسماگوندیآنتی ژن   از تیمار با
ی آتپیشنهاد می شود در مطالعات . ساعت بررسی شدچهار مدت 

محلول تاکی آنتی ژن  بعد از تیمار با  THP-1به کشت سلول
 یان ژنب و علاوه بر نیز افزوده شود زوئیت توکسوپلاسماگوندی

P2X7R، بررسی شود نیز بار انگلی توکسوپلاسماگوندی. 
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Abstract: 
Introduction: 

Toxoplasma gondii is the causative agent of toxoplasmosis. Macrophages are one of the most important 

immune cells against toxoplasmosis. Activation of P2X7R plays a critical role during immune response 

through macrophages. This study aimed to evaluate the expression of P2X7R gene in THP-1 cell line 

treated by T. gondii soluble total antigen (STAg).  

Materials and methods:  

STAg was extracted from T. gondii tachyzoites strain RH. Upon transforming THP-1 cell line to 

macrophage M0, the cells were treated by different concentrations of STAg including 100, 80, 40, 20, 

and 10 µg for 4 h. Total RNA was extracted from cells, cDNA was synthesized, and relative quantitative 

real-time PCR was performed to evaluate the expression of P2X7R gene.  

Results: 

Results of real-time PCR revealed that except concentrations 10 and 40 µg, the other concentrations of 

T. gondii STAg significantly decreased the expression of P2X7R gene. The highest downregulation of 

P2X7R gene was observed in THP-1 sensed by the concentration 80 µg.  

Conclusion:  

In addition, there was no statistically correlation between the P2X7R gene expression and the 

concentration of T. gondii STAg. This study showed that T. gondii STAg may affect the expression of 

P2X7R to help the parasite to escape from immune responses leading by macrophages. 
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