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Abstract 

Aims: Mustard gas is an Alkalizing agent and inflammatory stimuli that were 

used as chemical weapon. Lung problems in people exposed to mustard gas is 

the major cause of morbidity and mortality in long-term. DNA damage is 

considered as one of the most important clinical lesions. Typically, apoptosis is 

occurred during development and aging and as a hemostatic mechanism for 

maintaining cell populations in tissues and also as a defence mechanism in 

immune system body reactions or when cells are suffered by toxic agents or 

illness. The aim of this study was to compare the rate of apoptosis in blood 

mononuclear cells of chemical victims 25 years after exposure to mustard gas 

and non-exposured people. 

Materials & Methods: This case control study was performed at 2014 on 10 

veterans as case group selected by random sampling and 11 patients as control 

group selected by random sampling. 3mL of peripheral blood collected from 

both groups and gradient Faykl was used to isolation of mononuclear 

peripheral blood cells. After cells preparing, ELISA kit cell death was used to 

measure apoptosis. Data were analysed by student-T test. 

Findings: The mean incidence of apoptosis in control group was 0.533±0.168 

and in case group was 0.345±0.116, which was not different significantly 

(p=0.39). 

Conclusion: Mustard gas in chronic phase (25 years after exposure) has no 

effect on apoptosis of peripheral blood mononuclear cells. 
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  چکيده

 كه است التهاب محرك و كننده آلكيله اي ماده خردل گاز اهداف:

مواجه  ريوي در افراد مشكلات .شد گرفته كار به شيميايي سلاح عنوان به

است. مير در درازمدت  و مرگ ترين عامل ناتواني و ، اصليبا گاز خردل

پتوز وآپ آيد. حساب مي هترين ضايعات باليني ب يکي از مهم DNAآسيب 

هموستاتيک  یعنوان مکانيسم طور معمول هنگام تکامل و پيري و به  به

عنوان مکانيسم  ها و همچنين به براي حفظ جمعيت سلولي در بافت

ها توسط  هاي سيستم دفاعي بدن يا هنگامي که سلول فاعي در واکنشد

. هدف اين مطالعه دهد بينند، رخ مي عوامل سمي يا بيماري آسيب مي

اي خوني مصدومان  هسته هاي تک مقايسه ميزان آپوپتوز در سلول

  سال پس از مواجهه و افراد غيرمواجه با گاز خردل بود. ۲۵شيميايي 

انجام شد و  ١٣٩٣ي در سال شاهد -مورداين مطالعه  ها: مواد و روش

عنوان  بهگيری تصادفي  به روش نمونهنفر  ١٠از ميان جانبازان شيميايی 

گيری تصادفي  به روش نمونهنفر  ١١ از ميان افراد غيرمواجه، گروه مورد و

خون  سي سي۳افراد هر دو گروه از  ند.شدانتخاب گروه شاهد عنوان  به

اي خون محيطي به  هسته هاي تک سلولجداسازي  و يآور جمع محيطي

 کيت ازها،  سازی سلول انجام شد. پس از آماده فايکل روش گراديان

 استفادهبرای سنجش ميزان آپوپتوز  الايزا روش به یسلول مرگ تشخيص

  ها استفاده شد. برای تجزيه و تحليل داده استودنت Tآزمون آماری  از. شد

و در  ۵۳۳/۰±۱۶۸/۰ميانگين ميزان بروز آپوپتوز در گروه کنترل  ها: يافته

داري  بود که از لحاظ آماري تفاوت معني ۳۴۵/۰±۱۱۶/۰گروه مورد 

  ).p=۳۹/۰نداشت (

سال بعد از مواجهه)، تاثيری  ۲۵گاز خردل در فاز مزمن ( گيري: نتيجه

 ای خون محيطی ندارد. هسته های تک بر ميزان آپوپتوز سلول

  گاز خردل؛ آپوپتوز؛ جانبازان ها: کليدواژه
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 مقدمه

عنوان  محرك التهاب است كه به كننده و آلكيله اي ماده گاز خردل

 نيز توسط ارتش عراق عليه طي جنگ جهاني اول و سلاح شيميايي

گرفته شد.  كار به ۱۹۸۰عراق در دهه  و ايرانيان در جنگ ايران

 موجود اي شده آئروسل مايعات صورت ، بهگاز خردل هاي آنالوگ

 پوست، بر اثر طريق از و مانند مي باقي مصدومان بدن در كه هستند

  .[2 ,1]شوند مي ها ناتواني انواع باعث تنفسي، سيستم و چشم

 جذب چشم قدامي سطح يا پوست استنشاق، طريق از خردل گاز

هاي مختلف  شود. عوارض مواجهه با اين ماده شيميايي در اندام مي

 سيستم گوارش، عصبي، سيستم شامل چشم، ريه، پوست، سيستم

مواجهه با گاز  عوارض زودرس. [3]نمايد بروز مي غيره ايمني و

سال بعد و  ۱۰-۱۵در همان هفته اول و عوارض ديررس  خردل

تر پس از ضايعه اوليه خود را نشان  طولاني هاي الحتي در س

از عوارض  ايران بسياري از مصدومان شيميايي. [5 ,4]دهند مي

ريوي در اين  مشكلات .[3]برند رنج مي ناشي از گاز خردل ديررس

. [6]استمير در درازمدت  و مرگ ترين عامل ناتواني و افراد، اصلي

صورت  پس از مواجهه بهها  اين افراد تا سال چشمي هاي آسيب

است  یماده شيميايي بسيار فعال . گاز خردل[7]رونده ادامه دارد پيش

 DNAدهد. ولي آسيب  با همه ترکيبات سلول واکنش مي که تقريباً

گاز خردل  آيد. حساب مي هترين ضايعات باليني ب يکي از مهم

و  -تکهاي  فرم DNAکننده در واکنش با  عنوان ماده آلکيله به

در موقعيت  ترجيحاً ،کند. اين ترکيبات ميايجاد  عملکرديدو

آدنين،  ۱نيتروژن هاي  ترتيب در موقعيت گوانين و به ۷نيتروژن 

 ۶اکسيژن شوند.  گوانين ايجاد مي ۶اکسيژن آدنين و  ۳نيتروژن 

ضايعه  عنوان وجودآمدن به هصورت ب ولي در ،گوانين بسيار نادر است

در  DNAچراکه مکانيزم ترميم ؛ ودش نظر گرفته مي بحراني در

با  گاز خردل ،. بنابراينيستانسان قادر به شناسايي و حذف آن ن

 يا خطا در همانندسازي جهشگوانين باعث  ۶اکسيژن ايجاد 

"چنگال  اي باعث ايجاد رشته هاي بين لينک کراس همچنين، شود. يم

شده و  (Stalled Replication Fork)همانندسازی متوقف" 

  .[12-8]شود ياي م نهايت منجر به شکست دورشته در

 یعنوان مکانيسم طور معمول هنگام تکامل و پيري و به  پتوز بهوآپ

 ها و همچنين به هموستاتيک براي حفظ جمعيت سلولي در بافت

هاي سيستم دفاعي بدن يا  عنوان مکانيسم دفاعي در واکنش

بينند،  ب ميها توسط عوامل سمي يا بيماري آسي هنگامي که سلول

گاز خردل که روي  ويوو اينو  ويترو اين در مطالعات. [13]دهد رخ مي

گاز خردل است که   مشاهده شده ،و اثر آن بر آپوپتوز صورت گرفته

 نظيرتومور های  کننده سرکوبباعث ايجاد حساسيت به جهش در 

p53 شود که باعث کاهش  ميbcl2 ۳ شدن کاسپاز و فعال 

است که   اي گزارش شده در مطالعه ،همچنين .[14]شود مي ويترو اين

هاي اپيتليالي  مرگ آپوپتوزي در کشت سلول يباعث القاگاز خردل 

هاي اپيتليالي مسيرهاي  و سلول (NHBE)نرمال برونش انساني 

 ،همچنين .[15]است  شده ويترو اين (SAEC)هوايي کوچک 

گاز هايي که در معرض  روي بافت ريه موش ويوو اين مطالعات

هاي مرتبط با آپوپتوز  که بيان ژن دهد میقرار گرفتند، نشان خردل 

  .[14]است  افزايش يافته



 ۳   سال پس از مواجهه با گاز خردل ٢٥اي خون محيطي در مصدومان شيميايي؛  هسته هاي تک آپوپتوز سلولــــ  ــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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PARPs کند. را براي مرگ سلولي تعديل ميگاز خردل  يالقا 

PARP-1 و PARP-2 وسيله ايجاد استرس ژنوتوکسيک در  به

يکي از اعضاي  PARP-1 .شوند هاي چندسلولي فعال مي اندام

 خانواده

PARP وسيله رشته  دارد و به یاست که فعاليت شديد آنزيم

DNA استرس  يباعث القاگاز خردل  شود. شده فعال مي شکسته

ظرف  PARP متوالیشود که منجر به فعاليت  ژنوتوکسيک مي

). ۱ (شکلشود  هاي انساني مي ساعت در کراتينوسيت مدت يک

را با تخليه سوبستراي  PARP-1قويا گاز خردل غلظت بالاي 

NAD+ پليمرهای و تشکيل ADPکند. فعال مي /ريبوزيل 

PARP-1 آپاپتوز و پروتئازايزومراز در  در فاز ۳ سوبستراي کاسپاز

صورت سريع  به PARP-1واسطه برش  ۳ . کاسپازاستنکروز 

 .استو مصرف انرژي  یاست که نتيجه آن توقف فعاليت آنزيم

. شود يمصرف گلوکز و تشکيل لاکتات را منجر م +NADود کمب

+ساخت مجدد 

NAD  باعث تخليه ذخايرATP سلولي  درون

تواند منجر به مرگ سلولي از طريق  مي ATPشود و کمبود  مي

استرس گاز خردل د. با وجود آنکه ميزان متوسط شونکروز 

اما اثر کمي بر  ،کند را فعال مي PARP-1 ژنوتوکسيک را القا و

حفظ سطح انرژي  ،بنابراين دارد. ATPو  +NADسطح 

بسيار گاز خردل  ه باهپتوز پس از مواجوسلولي براي شروع آپ درون

  .[20-16]مهم است

و در نهايت بر روند مرگ سلولي  DNAبا توجه به اثر گاز خردل بر 

اي  هسته هاي تک هدف اين مطالعه مقايسه ميزان آپوپتوز در سلول

سال پس از مواجهه و افراد غيرمواجه  ۲۵خوني مصدومان شيميايي 

  با گاز خردل بود.

  

 
  (SM)در آسيب ناشي از گاز خردل  PARPنقش  )1 شكل

 

  ها مواد و روش

انجام  ١٣٩٣ي که در سال شاهد - مورداين مطالعه  آماري جامعه

 توسطکه پرونده آنها  خردل گاز با مواجه شيميايي جانبازانشد، 

 رمواجههيغ گروهو  بود شده تاييد ايثارگران امور و شهيد بنياد

 و نداشته خردل گاز با مواجهه شده اثبات سابقه گونه چيه که یافراد

. از ميان دبودن نداشتند یخاص یماريب و بوده سالم ناتيمعا در

عنوان  بهگيری تصادفي  به روش نمونهنفر  ١٠جانبازان شيميايی 

گيری  به روش نمونهنفر  ١١ از ميان افراد غيرمواجه، گروه مورد و

  ها مرد و در  همه نمونه ند.شدانتخاب گروه شاهد عنوان  بهتصادفي 

  

بودند و برای هر گروه سابقه مواجهه  سال ٦٢ تا ٣٥محدوده سنی 

شهيد و  بنياد در موجود پزشکي هاي پرونده طبقيا عدم مواجهه 

معيارهاي خروج از بود. ده رسي ه اثباتبجانبازان امور ايثارگران و 

 ها نمونه رفتن ازدست و همکاري ادامه به فرد تمايل عدم مطالعه

 شاهد گروه افراد تمام از بودند. نامناسب غلظت يا کم مقدار علت به

. شد گرفته مطالعه اين در شرکت براي کتبي نامه رضايت مورد، و

 نگرش نحوه در تاثيري مطالعه، اين در افراد شرکت عدم يا شرکت

  .نداشت افراد اين درمان و



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  ليلا علمدار  ۴

   ۱۳۹۳ زمستان ،۱، شماره ۷دوره     نامه طب جانباز فصل

گروه مورد  افراد هر دواز  ای: هسته های تک استخراج سلول

هاي  سلولجداسازي  و آوري جمع خون محيطي سي سي۳و شاهد 
 Gradiant) فايکل روش گراديان بهاي خون محيطي  هسته تک

Ficoll)  لولهمايع فايکل در  سي سي۴انجام شد. بدين ترتيب که 

 دوردردقيقه۲۸۰۰و با اضافه آن  بهآرامي  استريل ريخته و خون به

 لوله از دستگاه، کردن . پس از خارجشددقيقه سانترفيوژ ۲۰براي 

 منتقل وجديد  لوله آزمايش بهجدا و  اي هسته تکهاي  لايه سلول

. محيط کشت شد فيوژيدقيقه سانتر۱۰براي  دوردردقيقه۱۵۰۰با 

 برايدوردردقيقه ۱۵۰۰و با  حاصل اضافهخالص روي مايع رويي 

در ازُت و سپس  دونشو شو شستها  سلولتا  شددقيقه سانترفيوژ ۱۰

  مايع تا زمان استفاده نگهداري شدند.

ها  زمان استفاده سلولدر  ها براي سنجش: سازي سلول آماده

 دور ريخته شدسانتريفيوژ و ايع محيط کشت قبلي زدايي شده و م يخ

% ۱۰ (FBS) سرم جنين گاوی و با استفاده از محيط کشت حاوي

)Sigma (با ها  از سلول کروليترايم۱۰. شدمخلوط ؛ ايالات متحده

هاي  هزار سلول در چاهک۲۰۰شمارش و لام نئوبار  استفاده از

هاي  از نسبت هاي کشت سلولي چاهکدر کشت سلولي ريخته شد. 
 نظر اضافه و در ميزان مورد هاي هدف به سلول وکنترل  هاي سلول

- ۴براي  رسانده کروليترايم۲۰۰به  کشت طيمح لهيوس بهنهايت 

. سپس شدانکوبه اکسيدکربن  دی %۵و  C۳۷°ساعت در دماي ۵/۳
طور  به شد و مايع رويیفيوژ يسانترگرم ۲۰۰دقيقه در ۱۰پليت براي 

هاي  کروليتر بافر ليز سلولي به رسوبيما۲۰۰. حذف شدکامل 
دقيقه در ۳۰هاي قبلي اضافه و براي  سلولي باقيمانده در ته چاهک

°C۲۵ -۱۵  شد. انکوبه  

برای سنجش آپوپتوز از کيت  سنجش به روش الايزا:

؛ آلمان) استفاده شد. Rocheتشخيص مرگ سلولی به روش الايزا (
 - هيستون - "آنتی هاي اختصاصي با نام بادي آنتي ،کيتدر اين 

و سپس شده هاي کيت  ها به ته پليتDNAبيوتين" موجب اتصال 

پراکسيداز"، به  - DNA - "آنتی هاي ديگري با نام بادي آنتي
DNAشوند. آنزيم پراکسيداز که  میمتصل بيده به ته پليت های چس

رنگ بادی دوم قرار دارد، با سوبسترای خود  در انتهای ديگر آنتی

با دستگاه الايزا قابل سنجش است. برای اين کند  ايجاد مي یسبز

، محلول ليز سلولي و مايع رويیاز  مايکروليتر۲۰سنجش ابتدا 

شده  هاي کوت يکروپليتادر مرکز م )کيت(موجود در کنترل مثبت 

بافر ( ايمونوريجنتمايکروليتر ۸۰به هر چاهک ، ريخته شد. کيت

 - DNA - بيوتين" و "آنتی - هيستون - "آنتی انکوباسيون،

هاي داخل  ها با برچسب يکروپليتاروي م .شداضافه  پراکسيداز")

روي شيکر با  C۲۵ -۱۵°ساعت در دماي ۲و براي پوشانده  کيت

بار با ۳ و تخليه ها کاملاً چاهکسپس  .قرار گرفت ردقيقهدورد۳۰۰

. شدشو و   ن شستوبافر انکوباسي کروليتريما۲۵۰- ۳۰۰

به هر چاهک  (موجود در کيت) ABTSمحلول  کروليتريما۱۰۰

تا  ۱۰براي دوردردقيقه ۲۵۰يکروپليت با ااضافه و روي شيکر م

سپس  .قرار گرفتمحض تشکيل رنگ)  دقيقه (به۲۰
شد. به هر چاهک اضافه  ABTSکروليتر محلول توقف يما۱۰۰

 کروليتر محلوليما۱۰۰" در مقابل نانومتر۴۰۵در  ها جذب چاهک

ABTS + ۱۰۰کروليتر محلول توقف يماABTS" کنترل عنوان  به

   .[21]سنجيده شد

استودنت برای  Tآزمون آماری  و SPSS 18افزار آماری  از نرم
  شد.ها استفاده  تجزيه و تحليل داده

  

 ها يافته

و در  ۵۳۳/۰±۱۶۸/۰ميانگين ميزان بروز آپوپتوز در گروه کنترل 

داري  بود که از لحاظ آماري تفاوت معني ۳۴۵/۰±۱۱۶/۰گروه مورد 

  ). p=۳۹/۰نداشت (

  

  بحث

هاي زيستی  شده سلولی در فعاليت ريزي آپوپتوز يا مرگ برنامه
سازي و بقاي بافتي و نيز در  مختلفي از جمله توسعه، ترميم، پاک

هاي سرطاني دخالت دارد. اختلال در عملکرد آپوپتوز  نابودي سلول

هاي مختلفي در انسان شود.  تواند منجر به پيدايش بيماري مي

اثر موارد مختلفي از جمله مواد اختلال در اين سيستم بر 

کننده  آلکيله پذير است و گاز خردل يکي از مواد کننده امکان آلکيله

-PARPسازي شديد  تواند بر روند مرگ سلولي با فعال است که می

اثر گذاشته و با توجه به دوز مواجهه، باعث پيشرفت سلول  1

ايسه ميزان . هدف اين مطالعه مق[22]سمت آپوپتوز يا نکروز شود به

 ۲۵اي خوني مصدومان شيميايي  هسته هاي تک آپوپتوز در سلول

سال پس از مواجهه و افراد غيرمواجه با گاز خردل بود که تفاوت 

  داري بين آنها ديده نشد. معني

شده توسط گاز خردل در  و همکاران با مطالعه آپوپتوز القا راي

هاي سنجش  هاي اپيتليال ريه انسان با استفاده از تکنيک سلول

فعاليت کاسپازی به روش فلوئورومتری و آناليز ايمونوبلات گزارش 
هاي اپيتليالي ريه  اند که گاز خردل باعث ايجاد آپوپتوز در سلول کرده

شود. همچنين،  شدت فعال می به ۸و  ۳اسپاز انسان شده و مسير ک

دريافتند که مهار  ۸و  ۳با استفاده از مهارکننده تتراپپتيد کاسپاز 
شود  مي ۹و کاسپاز  ۸شدت باعث کاهش فعاليت کاسپاز  به ۳کاسپاز 

و مهار  ۳باعث کاهش فعاليت کاسپاز  ۸و همچنين مهار کاسپاز 
 .[15]شود مي ۹کامل فعاليت کاسپاز 

هاي اپيتليالي مسير هوايي انسان  با بررسي آپوپتوز سلول رکيس

را براي مهار  siRNA-FasRالقاشده توسط گاز خردل، کاربرد 
کند که گاز خردل باعث  آپوپتوز مورد مطالعه قرار داده و گزارش می

فعاليت  siRNAشود و  مي Fasالقاي آپوپتوز از طريق پاسخ 

کند؛ همچنين در  ا مهار ميالقاشده توسط گاز خردل ر ۳کاسپاز 

مرگ سلولي که با گاز خردل القا شده، هر دو نوع مرگ آپوپتوز و 



 ۵   سال پس از مواجهه با گاز خردل ٢٥اي خون محيطي در مصدومان شيميايي؛  هسته هاي تک آپوپتوز سلولــــ  ــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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که البته تمامي موارد فوق بر فاز حاد تماس  [23]نکروز دخيل هستند
 ۲۵با گاز خردل متمرکز است، در صورتي که مطالعه حاضر بر موارد 

  سال پس از مواجهه با گاز خردل متمرکز است.

سال  ۲۵جانباز شيميايي ( ۲۵ي DNAهمکاران با مطالعه و  بهروان

را  DNAديدگي  پس از مواجهه با گاز خردل) با روش کامت، آسيب

 . [24]اند در اثر گاز خردل گزارش نموده

 Fas/FasLرسانی  اند که مسير پيام و همکاران گزارش کرده پيرزاد

تحت اثر بيماراني که  BALهاي  شود، در سلول که باعث آپوپتوز مي

تواند يکي از عوامل  اند آسيب ديده که اين مي گاز خردل قرار گرفته

. براساس [14]آغازين در پاتوژنز صدمات ريوي در اين بيماران باشد

در  BCL2و همکاران، بيان پروتئين  ضمير روشننتايج 

های بيوپسي ريه جانبازان شيميايي مواجه با گاز  ماکروفاژهای نمونه

لي تعداد آنها کاهش يافته است؛ همچنين تعداد خردل افزايش و

نسبت به افراد غيرمواجه  BCL2ها افزايش يافته ولي بيان  لنفوسيت

 BCL2ها نه تعداد و نه بيان  تغييري نکرده و در مورد نوتروفيل

هاي اپيتليالي و  تغييري نداشته ولي بيان اين پروتئين در سلول

  . [25]ها افزايش يافته است فيبروبلاست

هاي  ها و مکانيسم دهنده اثر گاز خردل بر سلول مطالعات بالا نشان

عنوان بافتی  هاي ريوي به هاي مختلف در سلول عملکردي مولکول

مشخص است که اثر گاز خردل بر اين سيستم زيستی را نشان 
اي خون  هسته هاي تک دهد. اما در اين مطالعه که روي سلول می

 که جا آن ازداري مشاهده نشد.  محيطي انجام گرفت تفاوت معني

 بودند جنگ در دهيد بيآس افراد از مطالعه نيا در یبررس مورد گروه

 مطالعه ابن یها تيمحدود جمله از یهمکار یبرا آنها تيرضا جلب

شود که مطالعات بيشتري براي بررسي آپوپتوز با  بود. پيشنهاد مي

هاي  هاي فلوسايتومتري و ايمونوهيستوشيمي در بافت روش
  ديده با گاز خردل انجام شود. آسيب

  
  گيری نتيجه

سال بعد از مواجهه)، تاثيری بر ميزان  ۲۵گاز خردل در فاز مزمن (

 ندارد.ای خون محيطی  هسته های تک آپوپتوز سلول

  
 که یمنيا یها پاسخ ميتنظ قاتيتحق مرکز از تشکر و قدردانی:

  .ميينما یم تشکر است نموده تيحما را پژوهش نيا یمال نظر از

بخشي از پروژه کوهورت جانبازان  پژوهشاين  تاييديه اخلاقی:

 ه اخلاقدر کميت SCISپروژه  .است (SCIS)شيميايي سردشت 

  .مهندسي و علوم پزشکي جانبازان تصويب شده است پژوهشکده

  موردي از طرف نويسندگان گزارش نشده است.  تعارض منافع:
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