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   مثل موش در اندام هاي توليدD3  دي هيدروكسي ويتامين -25و1اي  گيرنده داخل هستهبيان
  استروسسيكل طي  در

  
، جميله Ph.D.(4 (فروزان كريمي ،1).Ph.D (، عليرضا سالك مقدم6،2،3).D.M.T., Ph.D (، امير حسن زرناني1).B.Sc (مهدي شهبازي
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)Ph.D.(5  
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 و  توليـد مثـل  هاي  بر سيستممهمداراي اثرات ) D3هيدروكسي ويتامين   دي25وD )1 مينفرم فعال ويتا: زمينه و هدف
هاي مختلف از جمله استروژن  هورمون. شود  اعمال مي)VDR(فعاليت اين هورمون از طريق گيرنده آن     . باشد ميايمني  

هـاي مـاده طـي     هاي توليدمثل موش ندامدر ا  D3 در اين مطالعه بيان گيرنده ويتامين.كنند سنتز اين گيرنده را كنترل مي
  . فازهاي مختلف سيكل استروس مورد مطالعه قرار گرفته است

اسـتروس، اسـتروس و       شـامل پرواسـتروس، مـت      Balb/cهـاي مـاده       فازهاي سـيكل اسـتروس مـوش       :روش بررسي 
در هر فاز پس از نخـاعي كـردن حيـوان، بافـت             . از طريق بررسي سيتولوژي اسمير واژينال تعيين گرديد       استروس      دي

 در VDRپـروتئين  همچنين بيـان  .  قرار گرفتمطالعهمورد نيمه كمي  RT-PCR به روش    VDRآندومتر جدا و بيان ژن      
  .بررسي شدي هاي مذكور به روش ايمونوهيستوشيم هاي فالوپ موش آندومتر، تخمدان و لوله

. شـود   در تمام فازهاي سيكل استروس مـوش در آنـدومتر بيـان مـي     VDRنتايج اين پژوهش نشان داد كه ژن: نتايج
ــن ژن  ــان اي ــزان بي ــيمي ــي   ط ــور معن ــه ط ــتروس ب ــاز اس ــود    ف ــا ب ــاير فازه ــشتر از س ــه . )>p/001 (داري بي مطالع

هـاي   ويـژه سـلول    ه و ب ـ  هـاي اسـترومايي     ول شـامل سـل    هـاي آنـدومتر    ايمونوهيستوشيمي نـشان داد كـه اكثـر سـلول         
 Cumulus oophorus، Techa internaهـاي   تليال لوله فالوپ و همچنـين سـلول   هاي اپي لومينال و غددي، سلول تليال اپي

  . كنند بيان ميرا  VDR پروتئين تخمدان  Techa externaو
شـود و همچنـين بـا     گيري فقط در فاز استروس انجام مـي    با توجه به اينكه در جوندگان، نظير موش جفت        : گيري نتيجه

  طـي فـاز سـيكل اسـتروس    نـدومتر آدر بافـت    VDRايمني، افزايش بيـان سيستم تعديل  در  D3ويتامينتوجه به نقش 
  . هاي اسپرم باشد ژن هاي ايمني مادر برعليه آنتي ل پاسختواند يكي از راه كارهاي اصلي در جهت تعدي مي

  
  .، موشسيكل استروسرحم، تخمدان، لوله فالوپ، ، آندومتر، D3ويتامين گيرنده :  واژگانكليد

  
هاي  آوري  فن گروه ايمونولوژي توليد مثل، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي توليد مثل، پژوهشكدهتهراني،  دكتر محمود جدي:مسئول مكاتبه

   .سينا، تهران، ايران  ابنـ نوين علوم پزشكي جهاد دانشگاهي
  mahjed@avicenna.ac.ir :پست الكترونيك
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  زمينه و هدف
) D3 ) 1,25(OH) 2D3سـالها پـيش فـرم فعـال ويتـامين     

عنوان هورمون ضروري در هموستاز مواد معـدني و          هب
اين ويتامين در بعـضي    . متابوليسم استخوان معرفي شد   

بخـش   امـا    ؛شـود   از غذاها مانند روغن مـاهي يافـت مـي         
 نـور   و تحت تأثير اشـعه فـرا بـنفش        پوست  عمده آن در    

ــيد  ــاخته خورش ــيس ــود  م ــ). 1(ش ــأثيرات بي شترين ت
 بوسيله گيرندة آن    D3بيولوژيكي شناخته شده ويتامين     

)VDR ( شود  ميانجيگري مي .VDR    هـاي    يكي از گيرنـده
 D3 متصل شـدن ويتـامين    . باشد اي هورمونها مي    هسته

 و باعــث دهـد  مــي تغييـر  آن را شـكل فــضايي  VDRبـه  
 Xد يــئبــا گيرنــدة رتينو ايــن گيرنــده شــدن  دايمــر هتــرو

)RXR (بــه پرومــوتر   اتــصال ايــن كمــپلكس.شــود مــي
 موجــــب D3 ويتــــامين هدهنــــد هــــاي پاســــخ  ژن

تنظيم . )1(گردد   از ژن مي2 پليمراز  RNAبرداري  نسخه
هـاي هـدف      هاي اصلي سلول     يكي از مكانيزم   VDRبيان  

فعاليــت . باشــد  مــيD3ويتــامين بــراي پاســخگويي بــه 
ه ميـزان بيـان      به طور مـستقيم ب ـ     D3ويتامينبيولوژيك  

VDR      سـاخته شـدن     ). 2،3( در بافت بستگي داردVDR 
 و چند هورمـون ديگـر       D3ويتامين  به نوبه خود توسط     

و ) 2،6(، گلوكوكورتيكوئيـدها    )4(شامل اسيد رتينوئيـك     
 VDRهـاي     تعداد مولكـول  . گردد  تنظيم مي ) 7(استروژن  

بافت همچنين تحت شـرايط فيزيولوژيـك مختلـف نظيـر           
 و ميزان كلـسيم موجـود در        )9( ، شيردهي )3،8(حاملگي  

  .يابد  تغيير مي)10(مواد غذايي 
هاي اصلي بيـان      كننده  هاي استروئيدي از تنظيم     هورمون

VDR دهنـد كـه    مطالعات انجام شده نشان مي    . باشند   مي
 را بـه نحـو قابـل تـوجهي          VDR ميـزان بيـان      استروژن

) 12(و برداشـتن تخمـدان      ) 11(يائسگي  . دهد  افزايش مي 
هـا همـراه      با كاهش اسـتروژن و جـذب كلـسيم از روده          

از طرف ديگر كاهش جذب كلـسيم فقـط ناشـي از            . است
 نيــست و بــه نظــر D3ويتــامين كــاهش ســطح ســرمي 

رسد كـه يائـسگي و يـا برداشـتن تخمـدان از طريـق                 مي

 D3ويتــامين  بــه مقاومــت در برابــر VDRكــاهش بيــان 
هـا و روده كـه       عـلاوه بـر كليـه     ). 13،14( گردد  منجر مي 

روند، بـسياري      به شمار مي   D3ويتامين  هاي هدف     بافت
 تحـت تـاثير   VDRهاي ديگر بدن بواسـطه بيـان     از بافت 

تـوان بـه      گيرند كه از آن جمله مـي        اين هورمون قرار مي   
هاي پوسـت،     اي پانكراس، كراتينوسيت    هاي جزيره   سلول

ديـديم، بافـت      هـاي اپـي     سـلول تليوم پستان،     تخمدان، اپي 
ــلول  ــد، سـ ــده پاراتيروئيـ ــوس، غـ ــصبي، تيمـ ــاي  عـ هـ

هـاي ايمنـي      اسپرماتوگوني، پروستات، آندومتر و سلول    
  ). 1،15-20(اشاره كرد 

 را در توليـدمثل نـشان    D3ويتـامين مطالعات اخير نقش 
دهـد كـه       و همكاران نشان مـي     Pandaهاي    يافته. اند  داده

  آلفا هيدروكـسيلاز بـه عنـوان تنهـا آنـزيم           -1فقدان ژن   
 با اخـتلالات متعـدد    D3ويتامينمسئول سنتز فرم فعال 

توليد مثلي نظير نابـاروري، فقـدان كورپـوس لوتئـوم و            
 نيـز  VDRفقـدان   . )21(هيپر پـلازي رحـم همـراه اسـت          

كمبــود ). 22(گــردد  ســبب بــروز مــشكلات مــشابه مــي 
ــامين  همچنــين ســبب كــاهش تعــداد جنينهــا در  D3 ويت

 توجه ايـن كـه كـاهش        جالب. )23،24(شود    جوندگان مي 
ويتـامين  باروري به طور اختـصاصي ناشـي از كـاهش           

D3          است و به كمبود سطح خوني كلسيم ارتباطي ندارد؛ 
ويتـامين  هـاي داراي كمبـود    چرا كه تأمين كلسيم مـوش    

D3      از طـرف    ).24( شـود    سبب رفع نقص توليد مثل نمي 
هــاي دچــار كمبــود  ديگــر اخــتلالات بــاروري در مــوش

ــامين  ــا تجــويز  D3ويت ــامين براحتــي ب  اصــلاح D3ويت
   ).24(گردد  مي

 همچنين داراي اثـرات متعـددي بـر سيـستم           D3ويتامين  
باشد و گيرنده اين هورمون در بسياري از  ايمني بدن مي

هاي دنـدريتيك،     هاي ايمني شامل ماكروفاژ، سلول      سلول
ــاي  ســلول ــاي   و لنفوســيتNKه ــيTه ــان م . شــود  بي
 اصلي تنظيم ايمني به وسـيله       هاي دندريتيك هدف    سلول

ايــن هورمــون ســبب باشــند؛ چنانچــه   مــيD3 ويتــامين
ــان     ــده و بي ــلولها ش ــن س ــايز اي ــوغ و تم ــتلال در بل   اخ
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MHC-II هـاي   هاي كمك تحريكي و سـايتوكاين       ، مولكول
مهـار تكثيـر    ). 17(دهد     را كاهش مي   IL-12التهابي نظير   

يني هـاي سـيتوكا     ، شيفت پاسخ  )T) 25،26هاي    لنفوسيت
هـاي كـشنده      و سـركوب سـلول    ) Th2) 25،27به سـمت    

ويتـامين  كنندگي ايمنـي      جمله اثرات تنظيم   از) 28(طبيعي  
D3    هـاي    بـا توجـه بـه نقـش سـلول         . رونـد    به شمار مـي

دندريتيك در اسـتقرار تحمـل ايمونولوژيـك مـادر عليـه            
 NKهـاي    و همچنين افزايش فعاليت سلول )29،30(جنين  

   ،)31،32( در سـقط جنـين       Th1ي  هاي سـيتوكاين    و پاسخ 
تواند از طريق تعـديل    ميD3 ويتامينرسد كه    به نظر مي  

. هاي ايمني به استقرار يك حاملگي موفق كمك كند          پاسخ
 دهـد كـه     شان مي ن )Bubanovic )33مطالعه اخير توسط    

داراي اثرات درماني موثر در زنان مبتلا به         D3ويتامين  
  . باشد سقط مكرر مي

 در باروري،   D3ويتامين  ه نقش غير قابل انكار      با توجه ب  
هــاي اســتروئيدي   از هورمــونVDRتاثيرپــذيري بيــان 

ــا   ــوثر آن در الق ــرد م ــين عملك ــسي و همچن ــل ءجن  تحم
ايمونولوژيك مادر بر عليه جنـين، در ايـن مطالعـه بيـان             

VDR      هـاي    هـاي فـالوپ مـوش        در رحم، تخمدان و لولـه
Balb/c  ــتر ــيكل اس ــف س ــاي مختل ــورد  در فازه وس م

  .بررسي قرار گرفت
  

 روش بررسي
هـاي   در ايـن پـژوهش از مـوش    :حيوانات مـورد مطالعـه   

 هفتـــه 8-12 بـــا ســـن Balb/c مـــاده نـــژاد 1همخـــون
 هاي  شاستفاده شد و كليه آزماي    )  ايران ،انستيتوپاستور(

در انجام شده روي اين حيوانـات توسـط كميتـه اخـلاق             
زشـكي  هـاي نـوين علـوم پ       پژوهشكده فنـاوري  پژوهش  

  . ييد گرديدأسينا ت  ابنـ جهاد دانشگاهي
از هر مـوش يـك اسـمير         :تعيين فازهاي سيكل استروس   

 از  µl20براي اين كـار حـدود       . شدتهيه  مرطوب واژينال   
PBS2       بـا  .  شـد  اسـتفاده استريل براي شستـشوي واژن

                     
1- Inbred 
2- Phosphate Buffered Saline 

رفولــوژي ســلولها و نــسبت لوكوســيتها و وتوجــه بــه م
كــي از چهــار فــاز تليــال، موشــها در ي هــاي اپــي ســلول

اسـتروس   اسـتروس و دي  پرواستروس، اسـتروس، مـت    
  . بندي شدند طبقه

 پـس از تعيـين فـاز    :ي از نمونه هـاي بـافت      RNAاستخراج  
هاي رحمي  سيكل استروس و نخاعي كردن موشها، شاخ      

شـاخ رحمـي سـمت      . آنها در شرايط استريل جدا شـدند      
ــپ بـ ـ ــا   هچ ــت ب ــور   PBSدق ــسته و از مح ــتريل ش  اس

بافــت آنــدومتر توســط تيــغ . ومتريــال بــاز شــدمز آنتــي
  بـــه آرامـــي و بـــا دقـــت تراشـــيده و بافـــت  جراحـــي 

هـاي حـاوي     دست آمـده بلافاصـله وارد ميكروتيـوب        هب
شــد و توســط ) RNA-Bee) Biosite, Swedenمحلــول 

Pellet Pestle) Sigma, USA ( ًيكنواخـت گرديـد  كـاملا . 
شـها جـدا     يكي از مو   ة كلي ، به عنوان كنترل مثبت    همچنين

ســپس كلروفــرم و  قــرار داده RNA-Bee و در محلــول
. به آن اضافه و بـه شـدت تكـان داده شـد        )  حجمي 10%(

 در مجـاورت    ه شـدن   دقيقه انكوب ـ  5ميكروتيوبها پس از    
 C4° دقيقـه در دمـاي       10 به مـدت     g18000×يخ، با دور    

فاز بالايي به آرامي جمع آوري شد و . سانتريفيوژ شدند
مخلوط . ل مخلوط گرديد  وز ايزوپروپان با حجم مساوي ا   

   -C20°حاصل حـداقل بـه مـدت يـك سـاعت در فريـزر               
 10 به مدت    g18000×قرار داده شد و پس از آن با دور          

سـپس محلـول    . گرديـد  سانتريفيوژ   C4° دقيقه در دماي  
ه  به هر ميكروتيوب افـزود     %75 اتانل   ml1رويي خارج و    

 RNA و توده    پس از سانتريفيوژ، مايع رويي خارج     . شد
 آب مقطـر    µl50-20پس از اضافه كـردن      . خشك گرديد 

در .  شدند منجمد -C20°استريل، ميكروتيوبها در دماي     
 اســـتخراج شـــده توســـط RNAهـــر مرحلـــه كيفيـــت 

  .الكتروفورز با ژل آگارز بررسي گرديد
 دقيقـه در دمـاي      7 به مـدت     RNA  از cDNA3: µl10تهيه  

°C65 ــد و بلافاصــله رو ــرارت داده ش ــل   ح ــخ منتق ي ي
  Reaction Buffer (5x)سـپس مخلـوطي شـامل   . گرديـد 

                     
3- Complementary DNA 
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)Fermentase, Lithuania( ،mM2مخلـــــوط از dNTP  
)Roche, Germany(    ،mM2       از Random-Hexamer 
)Cybergene, Sweden ( ــسي معكــوس ــزيم رونوي    و آن

M-MuL )Fermentase, Lithuania (  ــايي ــت نه ــا غلظ ب
U/µl20 به  قطرم آب با نهايي حجم و تهيهµl10و رسيد 

 μl20 نهـايي  حجـم بـا   ميكروتيوبها  . اضافه شد  RNA به
بــه ) Eppendorf, Germany(در دســتگاه ترموســايكلر 

 قــرار داده شــدند و در C42° دقيقــه در دمــاي 60مــدت 
ــت ــل  cDNAنهاي ــزرحاص ــاي در فري  -C20°  در دم

  . نگهداري شد
ــره  ــنش زنجي ــراز  واك ــامل  :PCR(1(اي پليم ــوطي ش  مخل

 GAPDH   بــرايPCR (10x) ، 2 MgCl) mM5/2بــافر
 Taqو   dNTP مخلوطاز VDR(، mM4/0 براي mM 2و

DNA Polymerase) (Roche, Germanyغلظت نهايي   با
U/µl04/0زوج پرايمـر سپس  . تهيه گرديد GAPDH   بـا

ي لظت نهاي غبا   VDR  زوج پرايمر   يا mM10 ييغلظت نها 
mM5 پس از اضـافه كـردن   . اضافه شدµl1ز  اcDNA، 

  : زير انجام گرديد در شرايط حرارتيPCRواكنش 
GAPDH: °C94 ــدت ــه م ــه ســپس 2 ب   ســيكل30 دقيق

 ثانيه و   30به مدت   C60° ثانيه،   30 به مدت    C94° :شامل
°C72    ثانيه و به دنبال آن       30 به مدت °C72      7 بـه مـدت 

   .دقيقه
VDR: °C94    شـامل   سـيكل  35 دقيقه سـپس     2 به مدت : 

°C94    انيه،   ث 30 به مدت°C59    ثانيه و    30 به مدت °C72 
 . دقيقـه  7 به مـدت     C72° ثانيه و به دنبال آن       30به مدت   

  ايــن پــژوهش درتــوالي پرايمرهــاي مــورد اســتفاده در
  . آمده است1جدول 

  و پرايمرهـــاي bp155 يـــك قطعـــه VDRپرايمرهـــاي 
GAPDH يــك قطعــه bp309آنــزيم .دهنــد  را تكثيــر مــي 
GAPDH    ي ضروري سـيكل كـربس      ها  كه يكي از آنزيم

به عنوان كنتـرل   2شود است و در تمامي سلولها بيان مي  

                     
1- Polymerase Chain Reaction 
2- House Keeping Gene 

بيـان  به عنـوان كنتـرل مثبـت     . استفاده شد3مثبت داخلي 
VDR   از cDNA       تهيه شده بافت كليه موش استفاده شد  .

 بـا آب غيـر يـونيزه        cDNAهاي كنتـرل منفـي،        در نمونه 
  .جايگزين گرديد

 PCRمحــصول : تريالكتروفــورز ژل آگــارز و دانــسيتوم
طور همزمان به يك چاهك      ه ب VDR و   GAPDHهاي   ژن

ــورز شــد  ــدهاي حاصــل توســط  . اضــافه و الكتروف بان
) U.V Trans illuminator) UVP, USAدســـتگاه 

سپس توسـط نـرم افـزار       . مشاهده و عكسبرداري شدند   
Alpha Ease،نـسيته  انسيته باندها محاسبه و نـسبت د ا د

VDR به GAPDH2جدول (  بدست آمد.( 

هاي رحم، تخمـدان     بافت: رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي  
هر يك از فازهاي سـيكل       از( موش   20هاي فالوپ    و لوله 

) به عنوان كنترل مثبـت    (و كليه موش    )  موش 5استروس  
پـس  . گيري شد قالب) Jung, Denmark(با چسب فروزن 

 و انتقـال بافتهـا بـر        μm5هايي به ضخامت     از تهيه برش  
 خـشك كـردن  :  مراحل زير به ترتيب انجام شد      روي لام، 

ــاق 1( ــاي ات ــت، ) ســاعت در دم ــردنثاب ــه در 2(  ك  دقيق
 Wax، مشخص كـردن محـدوده بافـت بـا     )استون سرد

Pen )Dako, Denmark( 1/0 ، سه بار شستشو با بـافر %
TBS-BSA4      بلاكينگ با سرم بز    دقيقه 3 هر يك به مدت ، 

بلاكينـگ  ،  )قـه  دقي 10 بـه مـدت      TBS رقيق شده با     1:20(
هاي اويدين و بيوتين بـه مـدت          زا با محلول    بيوتين درون 

، ســـه بـــار شستـــشو، )Dako, Denmark( دقيقـــه 20
ــي ــادي آنتـ ــالبـ ــ منوكلونـ ــامين  ضـ ــده ويتـ  Dد گيرنـ

)Neomarkers, Sweden (  با غلظـتμg/ml5/2   بـه مـدت 
 بـه   %3/0  دقيقه، سه بار شستشو، پراكسيد هيدروژن      90

 Goat Antiبادي   ر شستشو، آنتي دقيقه، سه با10مدت 

Rat- Biotin )BD pharmingen, USA (با رقتµg/ml 5 
سـه بـار شستـشو، اضـافه كـردن        دقيقـه، 45بـه مـدت   

 به مدت 500/1 با رقت HRPبا كونژوكه  استرپ اويدين
 DAB )3,3'-diaminobenzideكرومــوژن  ،دقيقــه 30

                     
3- Internal Control Sequence 
4- Tris Buffered Saline-bovine serum albumin 
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tetrahydrochloride) (Roche, Germany( توقـــــف ،
ــ ــگواك ــا آب، رن ــا هماتوكــسيلين   نش ب ــه ب ــزي زمين آمي

هاريس، آبگيري با درجات فزاينده اتانل و مانته كردن با          
هاي كنتـرل   به لام) Enthelan) Merck, Germanyچسب 

  . بادي اوليه اضافه نشد منفي آنتي
 موش 4-6در هر فاز سيكل استروس  :آماري هاي آزمون

 و VDR بانـد  نـسيته اد  نسبت .مورد بررسي قرار گرفت   
GAPDH    آزمـون  از اسـتفاده  بـا  فـاز در هر ANOVA 
 درنظــر دار معنــي اخــتلاف >05/0p. دگرديــ مقايــسه

 گـزارش   Mean±SDصـورت     ميانگين نتايج به  . شد گرفته
  .گرديد

  
  نتايج

بر اساس سـيتولوژي اسـمير      : تعيين فاز سيكل استروس   
واژينــال، موشــها در يكــي از چهــار فــاز پرواســتروس، 

   .استروس و دي استروس قرار گرفتند متاستروس، 
ــر  ــت ژنتكثي ــاي رونوش ــGAPDH  و  VDRه   ه روش ب

RT-PCR :  آنزيمGAPDH    هـاي ضـروري      يكي از آنـزيم
سيكل كربس است كه بـراي سـلولها حيـاتي اسـت و در       

به . شود بيان مي ) بجز چند مورد استثناء   (تمامي سلولها   
جهـت   لـي همين دليل از آن بـه عنـوان كنتـرل مثبـت داخ     

، تهيه RNAگيري، استخراج    بررسي صحت مراحل نمونه   
cDNA و واكــنش RT-PCR و همچنــين جهــت مقايــسه 

 در فازهـــاي مختلـــف ســـيكل VDRميـــزان بيـــان ژن 
  . استروس استفاده شد

 و نيـز    GAPDH آنـزيم    mRNA مربوط به  309bp قطعه
 بجز كنترل منفي، در تمام      VDRمربوط به    bp155قطعه  
بـه ايـن ترتيـب      . فـت آنـدومتر تكثيـر يافـت       هاي با  نمونه

هـاي    در بافت آندومتر مـوش     VDRمشخص شد كه ژن     
 در تمامي فازهـاي سـيكل اسـتروس بيـان           Balb/cماده  
 در  GAPDH و   VDRدانـسيتي بانـد      ).1شكل  ( شود مي

گيـري و ميـانگين نـسبت دانـسيتي بانـد             هر موش اندازه  
VDRو GAPDHنــسبت .  در هــر فــاز محاســبه گرديــد

ــد  دا ــسيتي بانــ ــه VDRنــ ــايGAPDH بــ   در فازهــ
 دي اسـتروس    و مت اسـتروس  ،   استروس ،پرواستروس

 48/0±04/0، 73/0±01/0، 42/0±01/0 بـــــه ترتيـــــب 
طـور    اين نسبت در فاز اسـتروس بـه       .  بود 28/0±05/0و

 . نسبت به ساير فازها بيشتر بود)>001/0p(داري  معني
زان  مي بررسيبه منظور    :رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي  

، تخمدان رحمهاي مختلف  در قسمت  VDRپروتئينبيان 
وپ در فازهــاي مختلــف ســيكل      هــاي فــال  و لولــه
. آميزي ايمونوهيستوشيمي انجـام گرفـت       رنگ ،استروس
در تمـامي    VDRپـروتئين دست آمده نشان داد  هنتايج ب
   شامل رحـم،    Balb/cهاي ماده    هاي توليد مثل موش    بافت

  GAPDH و VDR توالي پرايمرهاي مورد استفاده براي ژنهاي - 1 جدول
 توالي نام پرايمر  نام قطعه ژني

VDR   
F1 5-GAG-GTG-TCT-GAA-GCC-TGG-AG-3´  

 R1 5´-ACC-TGC-TTT-CCT-GGG-TAG-GT-3´ 
GAPDH   

F2 5´-CAG-GAG-CGA-GAC-CCC-ACT-A-3´  
R2 5´-GGC-ATG-GAC-TGT-GGT-CAT-GA-3´ 

فاز هاي مختلف سيكل  درGAPDH  به  VDR دانسيتي باندنسبت - 2جدول 
  Balb/c ماده موش استروس

  نام فاز
 در موش هاي GAPDH به VDR دانسيتة نسبت

  مختلف
 ±ميانگين

  انحراف معيار
 42/0±01/0  -- 37/0 43/0 25/0 56/0 5/0  پرواسترس

 73/0±01/0 77/0 65/0 96/0 70/0 6/0 72/0  استروس

 48±04/0  --  -- 53/0 47/0 49/0 43/0  استروس  مت

  28/0±05/0  --  -- 25/0 29/0 24/0 35/0  استروس دي

 طي Balb/cهاي   موش آندومتردرGAPDH  و VDR  بيان-1شكل  
. RT-PCR تكنيـك  از بـا اسـتفاده   اسـتروس  سـيكل  فازهاي مختلـف 
در فازهاي مختاف سيكل استروس Balb/c هاي ماده  آندومتر موش

 RT-PCRبـه روش    ) D) VDRجدا و بيـان نـسبي گيرنـده ويتـامين           
 بـه عنـوان اسـتاندارد داخلـي         GAPDHنيمه كمـي و بـا اسـتفاده از          

   آب غيريونيزه در cDNAنمونه كنترل منفي بجاي  در. بررسـي شـد
  . استفاده شدPCRواكنش
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 طـي فازهـاي مختلـف سـيكل       لوپهاي فـا   تخمدان و لوله  
  ).2شكل (شود   بيان مياستروس

ي ها اكثر سلول  پرواستروس و دي استروس      در فازهاي 

سـتروس  امـت    فـاز     امـا در   بودنـد؛ منفي  متر   پري ناحيه
 اسـتروس   افزايش يافت و در فـاز     هاي مثبت    تعداد سلول 
 الگـوي مـشابهي     .بودنـد  مثبت   ي اين ناحيه  ها اكثر سلول 

در فازهاي Balb/c هاي ماده  هاي فالوپ موش رحم، تخمدان و لوله. هاي ماده به روش ايمونوهيستوشيمي  در ارگانهاي توليدمثل موشD3بررسي بيان گيرنده ويتامين  -2شكل 
آنـدمتر بـه ترتيـب    : A-D. آميزي شدند  به روش ايمونوهيستوشيمي رنگD3گيرنده ويتامين نال ضد ومختلف سيكل استروس پس از برش فروزن با استفاده از آنتي بادي منوكل       

  روس و دي ـروس، مت استـروس، استـرواستـتخمدان به ترتيب در فازهاي پ: F-I كنترل منفي آندومتر، E:روس، مت استروس و دي استروس، ـروس، استـرواستـازهاي پـدر ف
 .كنترل مثبت كليه:P  كنترل منفي لوله فالوپO:ه ترتيب در فازهاي پرواستروس، استروس، مت استروس و دي استروس، لوله فالوپ بK-N كنترل منفي تخمدان، J:استروس،
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ــومتر ر ــد در مي ــشاهده گردي ــم م ــر ســلول. ح ــاي  اكث ه
مثبــت رحــم در فازهــاي ســيكل اســتروس   اســتروماي

در فـاز    VDR  بيـان  ميـزان ولـي   ) A-D:2شـكل   ( بودند؛
. بـود  فازها بيشتر    سايرنسبت به   ) B: 2شكل  (استروس  

در  نيــز VDR هــاي بيــان كننــده همچنــين تعــداد ســلول
: 2شـكل   (بـود   فاز استروس بيـشتر     استروماي رحم در    

B(.    تليال لومينال و غـددي       هاي اپي    در تمام فازها، سلول
VDR      كردند؛ ولي شدت بيان در        را به مقدار بالا بيان مي

نكته جالـب اينكـه     . فاز استروس بيش از ساير فازها بود      
ــيت ــي   لنفوس ــين اپ ــاي ب ــالي  ه ــان  تلي ــر بي    VDRاز نظ

   . بودندمنفي
  هـاي   سلولاكثرايمونوهيستوشيمي تخمدان نشان داد كه      

،  Cumulus oophorus،Techa interna ملشـا  دانتخم ـ
Techa externaــلول ــين    و س ــوزا و همچن ــاي گرانول ه

در فازهـــاي  Corpus luteumو اســـتروماي تخمـــدان 
: 2شـكل   (كنند     مي بيانرا   VDRمختلف سيكل استروس    

F-I(.    ــامي ــتروس در تم ــاز اس ــان در ف ــدت بي ــي ش  ول
. هــاي مــورد مطالعــه بــيش از ســاير فازهــا بــود ســلول
  بيـان را بـه شـدت   VDRتليال لوله فـالوپ  هاي اپي سلول
هاي  هاي عضلاني لوله   و سلول ) K-N: 2شكل  ( كردند  مي

تــا حــدي فــالوپ در فازهــاي مختلــف ســيكل اســتروس 
VDR   استروس ان در فاز     ولي ميزان بي   كنند؛ را بيان مي

هـاي مـورد مطالعـه، ميـزان           در تمامي بافـت    .بودبيشتر  
تليال در مقايـسه بـا سـاير          هاي اپي   در سلول  VDRبيان  

الگـوي بيـان    . سلولها به نحو قابـل تـوجهي بيـشتر بـود          
VDR   داخـل   هـاي مـورد مطالعـه عمـدتاً          در تمامي بافت 
  .اي بود هسته

 بـود و    RT-PCRهـا مويـد نتـايج         در مجموع، ايـن يافتـه     
ــان   ــزان بي ــه مي ــشان داد ك ــاز   VDRن ــي ف ــم ط در رح

ــاي ســيكل     ــيش از ســاير فازه ــب ب ــه مرات اســتروس ب
  .باشد استروس مي

  
  

  بحث
تحـت  ) FRT (1ايمني مخـاطي در مجـاري تناسـلي مـاده         

ايـن هورمونهـا انتقـال      . هاي جنسي است    كنترل هورمون 
هــاي ايمنــي و عرضــه  ايمونوگلوبولينهــا، توزيــع ســلول

ــي ــه     آنت ــيكل ماهيان ــي س ــلي را ط ــراي تناس   ژن در مج
 بـر محافظـت در برابـر        عـلاوه . )34-36(كننـد     تنظيم مي 

عوامل عفوني، سيستم مخـاطي مجـراي توليـدمثل مـاده           
گزينــي، حــاملگي و زايمــان نيــز  مــسئول بــاروري، لانــه

تعــادل ايمونولوژيــك در ايــن موضــع جهــت . باشــد مــي
 ءا از يك سو و القامبارزه با باكتريها، قارچها و ويروسه

تحمل ايمونولوژيك در برابر جنين نيمه بيگانه از سـوي          
. شود هاي جنسي انجام مي  از طريق هورمون  ديگر عمدتاً 

 با ساير سطوح مخاطي برخـورد بـا         FRTاختلاف عمده   
هــاي منتقــل شــونده از راه تمــاس  وسباكتريهــا و ويــر

 جنسي، اسپرم آلوژن و همچنين جنين نيمه بيگانه اسـت         
)28-36 .(  

هـــاي  اگـــر چـــه ســـيتوكاينها، كموكاينهـــا و هورمـــون
هاي سيستم    استروئيدي جنسي قسمت اعظم تنظيم كننده     

 نقش ساير   دهند؛ ولي اخيراً     تشكيل مي  FRTايمني را در    
 در تنظيم ايمنـي سيـستم       D3ويژه ويتامين     هورمونها به 

مخاطي توليد مثل مورد توجه محققين قرار گرفته اسـت          
  پـس از اتـصال بـه         D3ويتـامين   رات بيولوژيك   اث). 39(

  . شود گيرنده اختصاصي آن اعمال مي
عنوان يك ايمونومدولاتور قـوي هـر دو         به   D3ويتامين  

دهد  سيستم ايمني ذاتي و اكتسابي را تحت تاثير قرار مي     
مهار و سركوب سيـستم ايمنـي اكتـسابي،         عليرغم   .)16(

ز  ظرفيــــت كموتاكــــسي و فاگوســــيتوD3ويتــــامين 
دهـد   خواري را به نحو قابـل تـوجهي افـزايش مـي             بيگانه

 ســبب D3ويتــامين جالــب توجــه ايــن كــه كمبــود . )40(
افــزايش خطــر ابــتلا بــه باكترهــاي درون ســلولي نظيــر 

   ).41( شود مايكوباكتريوم توبركلوزيس مي

                     
1- Female Reproductive Tract 
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ــده   ــايج حاصــل از ايــن پــژوهش نــشان داد كــه گيرن نت
ــامين  ــاي ســيكل اســت D3ويت ــامي فازه روس در  در تم

 VDRبيان  . شود  بيان مي آندومتر، تخمدان و لوله فالوپ      
دهنـده    در طي فازهاي مختلـف سـيكل اسـتروس نـشان          

هــاي   در بافــتD3ويتــامين اهميــت فعاليــت بيولوژيــك 
ــذكور مــي ــان . باشــد م ــتVDRبي ــذكور   در باف هــاي م

. تواند سبب تقويت ايمني ذاتي موضع بارداري گـردد          مي
هـاي موضـعي رحـم و انتقـال           نـت اين امر در كنترل عفو    

هـاي    عفونـت . كنـد   عفونت از مادر به جنين جلوگيري مي      
هاي شايع زنـان اسـت و         دستگاه تناسلي ماده از بيماري    

هـاي مـرتبط شـامل واژن، سـرويكس، رحـم،             تمام بافت 
  .كند هاي فالوپ و حتي تخمدانها را درگير مي لوله

ي از و اثـرات بيولوژيـك ناش ـ  D3 ويتاميناز سوي ديگر 
آن در فيزيولــوژي بــارداري نيــز حــائز اهميــت فــراوان 

هـاي    دهند كه مـوش     مطالعات انجام شده نشان مي    . است
 در اكثـر مـوارد نقـص در         VDR و يـا     D3ويتـامين فاقد  

 FRT در   VDR بنابراين بيـان   ).22-24( توليد مثل دارند  
  . كند زمينه را براي باروري مهيا مي

 هـم   VDRدهد كه بيـان      هاي اين پژوهش نشان مي      يافته
در سطح ژن و هم در سطح پروتئين در فاز استروس به 

ــي    ــزايش م ــوجهي اف ــل ت ــور قاب ــد ط ــدگان . ياب در جون
شـود و بافـت      گيري فقط در فاز استروس انجام مي        جفت

هـاي    ژن  مخاطي واژن و رحم با طيـف وسـيعي از آنتـي           
 در VDRافـزايش بيـان     . شـوند   بيگانه اسپرم مواجه مـي    

ويتـامين  تواند به واسطه اثرات مهـاري     س مي فاز استرو 
D3      پاسخ ايمني مـادر     ء بر سيستم ايمني اكتسابي از القا 

  .هاي اسپرم جلوگيري نمايد ژن بر عليه آنتي
از طرف ديگر با توجه به اينكه حاملگي در فاز استروس           

 در ايــن فــاز VDRافتــد، بيــان ســطح بــالاي  اتفــاق مــي
منــي مــادر بــر عليــه هــاي اي توانــد بــه تعــديل پاســخ مــي
  .هاي جنين نيمه بيگانه كمك كند ژن آنتي

 ناشــي از احتمــالاًم و تخمــدان  رحــVDRافــزايش بيــان 
سـطح  . باشـد  افزايش سـطح اسـتروژن در ايـن فـاز مـي       

رسد   استروژن در فاز استروس به بالاترين حد خود مي        
و اين در حالي است كـه سـطح پروژسـترون بـه شـدت               

لعـات انجـام شـده نتـايج ايـن          مطا). 42( يابـد   كاهش مـي  
 )43( و همكـاران     Lielمطالعـه   . كنند  پژوهش را تاييد مي   

دهد كه استروژن به طور مستقيم سبب افزايش  نشان مي
و افزايش پاسـخگويي بـه       در مخاط دئودنوم     VDRبيان  

) 44،45( و همكاران    Giladمطالعه  . شود   مي D3ويتامين  
 ايش بيـان  دهد كـه اسـتروژنها سـبب افـز     نيز نشان مي

VDRشود هاي سرطاني كولون مي در سلول.  
جالب توجه اين كه بـا افـزايش سـن جـنس مـاده تعـداد                

از طرف ديگر ) 46،47(يابد   كاهش مي VDRهاي مولكول
 در انـسانها    VDRمورفيـسم     همان گونه كه مطالعات پلي    

 بـه طـور     D3ويتـامين   دهند، اثرات بيولوژيـك       نشان مي 
  بـستگي تـام دارد     VDRهـاي     مستقيم به تعداد مولكـول    

)48،49 .(  
 در رحـم    VDRاستروژنها همچنين سبب افـزايش بيـان        

اگر چه افزايش سطح اسـتروژن در طـي         . گردند  مي) 50(
 VDRفاز استروس به عنوان يكي از دلايل افزايش بيان           

شود؛ ولي كاهش سـطح پروژسـترون در ايـن            مطرح مي 
. راينـد باشـد   تواند يكـي از دلايـل احتمـالي ايـن ف            فاز مي 

 از جملــه پروژســترونبــسياري از اثــرات اســتروژن و 
 عكـس   D3ويتـامين   تاثير آنهـا بـر روي سـطح سـرمي           

جالب توجه اين كـه در طـي فـاز          ). 51( باشند  يكديگر مي 
هاي ايـن پـژوهش بيـان         دي استروس كه مطابق با يافته     

VDR  رسـد، سـطح خـوني        ترين سطح خود مـي       به پايين
  ).42(يابد  ين حد خود افزايش مي به بالاترپروژسترون

مطالعـــات ايمونوهيـــستوشيمي نـــشان داد كـــه تعـــداد 
 در فـاز اسـتروس افـزايش        VDRهاي بيان كننـده       سلول
تعداد زيـادي از    دليل مهاجرت      به اين امر احتمالاً  . يابد  مي

بـه آنـدومتر    ) 53(و ماكروفاژ   ) 52( دندريتيكهاي    سلول
 را  VDRيي از   هـاي مـذكور سـطح بـالا         سـلول . باشد  مي

از طرف ديكـر مطالعـات مرفـومتري        ). 16(كنند    بيان مي 
 VDRنشان داد كه در تمام فازهاي مورد مطالعـه بيـان            
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مراتـب بـيش از سـاير سـلولها         تليال به   هاي اپي   در سلول 
هاي ساير محققين نتـايج ايـن پـژوهش را            يافته. باشد  مي

 كـه    و همكاران نـشان داد     Johnsonمطالعه  . كند  تاييد مي 
تليـال و غـددي آنـدومتر بـيش از سـاير              هاي اپـي    سلول
اگرچـه وي  . )15(كننـد   را بيان مي VDRهاي رحم     سلول
 منفـي   VDRهاي استرومايي رحم را از نظر بيـان           سلول

. هاي اين پژوهش آن را تاييدنكرد گزارش كرد؛ ولي يافته 
تري در سيستم ايمنـي       تليال نقش گسترده    هاي اپي   سلول
صـورت     نـه تنهـا بـه      FRT تليـال  هـاي اپـي    لسـلو . دارند

هـاي زيـرين      فيزيكي از تهاجم عوامل ميكروبي بـه بافـت        
كنند؛ بلكـه از طـرق مختلـف نظيـر عرضـه              جلوگيري مي 

ژن، توليد پپتيدهاي ضد ميكروبي، كمك بـه ترشـح            آنتي
IgA     هاي مختلـف      مخاطي، توليد سايتوكاينها و كموكاين

 TLRهــاي  لكــولو شناســايي عوامــل بيگانــه توســط مو
 ايفاي FRT محيط ايمونولوژيك  ريزراردر استق) 54،55(

، با توجه بـه نقـش       VDRبيان سطح بالاي    . كنند  نقش مي 
، نيــز يكــي ديگــر از D3ويتــامين تعــديل كننــدگي ايمنــي 
تليـال در كنتـرل ايمنـي         هـاي اپـي     مصاديق نقـش سـلول    

  .مخاطي دستگاه تناسلي ماده است
ليـد تخمـك نقـش مهمـي در         تخمدان بـه عنـوان منبـع تو       

در اين مطالعـه نـشان داده شـد كـه       . كند  باروري ايفا مي  
، Techaهــاي  هــاي تخمــدان شــامل ســلول  اكثــر ســلول

هاي استروماي تخمدان در      هاي گرانولوزا و سلول     سلول
. كننـد    را بيان مـي    VDRفازهاي مختلف سيكل استروس     

 در تخمـدان بدرســتي روشـن نيـست؛ ولــي    VDRنقـش  
هـاي فيزيولوژيـك       در تنظيم برخي از فعاليت     ممكن است 

ــد    ــته باش ــش داش ــدان نق ــامين . تخم ــايع D3ويت  در م
ممكن است از طريق      و )56(دارد  فوليكولي انسان وجود    

  هاي گرانولوزا در تنظيم فعاليت سلولVDR كنش با ميان
  . آنها نقش داشته باشد

  از طريق D3 ويتامين هاي پوست انسان،  در فيبروبلاست
  

زايش فعاليت آروماتاز موجب افـزايش سـرعت تبـديل          اف
 D3 ويتـامين . )57(شـود    آندرستنديون به استروژن مـي    

 VDRدر تخمدان نيز ممكن است بواسطه ميان كنش بـا           
ــشابهي در ســلول  ــول   نقــش م ــوزاي فوليك ــاي گرانول   ه

هـاي گرانولـوزا داراي فعاليـت آروماتـاز           سلول. ايفا كند 
د استروژن نقـش مهمـي در        تولي طريق و از    )58(هستند  
 در  VDRان  بي ـ). 59( دارندگذاري    زايي و تخمك    فوليكول
  لولــه فــالوپ نظيــر آنچــه كــه در تليــال هــاي اپــي ســلول

اپي تليوم روده وجود دارد ممكن است در تنظيم انتقـال           
جالـب   ).60،61(كلسيم  از اين سلولها نقش داشته باشـد         

وپ تنهـا در    توجه اينكه لقـاح تخمـك در درون لولـه فـال           
پذير  محدوده باريكي از غلظت كلسيم خارج سلولي امكان

، ممكن اسـت    هاي فيزيولوژيك   علاوه بر نقش  ). 62(است  
   توليـد   ءو القـا   VDR از طريق ميان كنش با       D3ويتامين  

هاي ضد التهابي در سركوب ايمني و حفاظت          سايتوكاين
  .ايمونولوژيك تخم  لقاح يافته نقش داشته باشد

  
  ه گيرينتيج

هاي ايـن پـژوهش مبنـي بـر           در مجموع با توجه به يافته     
هـاي مـرتبط بـا         در تمام بافـت    D3ويتامين   گيرنده   بيان

رسد كـه     نظر مي   حاملگي طي فازهاي سيكل استروس به     
. كند   نقش كليدي در فرايند توليد مثل ايفا مي        D3ويتامين  

هــاي مــرتبط  بــا   و همچنــين آنــزيمVDRمطالعــه بيــان 
آلفا هيدروكسيلاز در   -1 از جمله    D3ويتامين  سم  متابولي

تواند نقش اين هورمـون را در بـارداري         طي باروري مي  
  .روشن كند

  
  تشكر وقدرداني

هـاي   اين پژوهش بـا حمايـت مـالي پژوهـشكده فنـاوري         
سـينا انجـام      ــ ابـن     نوين علـوم پزشـكي جهاددانـشگاهي      

  . گرديد
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