
    Original Article                                                                                 JQUMS, Vol.17, No.4, 2013, pp. 11-16 
 

Frequency of NRAMP-1 Gene Polymorphism at INT4, D543 and 3'UTR loci  
in Tuberculosis patients and control group in Zahedan  

 
T. Naserpour Farivar*                  M. Naderi**                    P. Johari*** 

 

*Professor of Microbiology, Cellular and Molecular Research Center, Qazvin University of Medical Sciences, Qazvin, 
Iran 
**Associate Professor of Infectious Diseases, Zahedan University of Medical Sciences, Zahedan, Iran 
***B.Sc. of Nursing, Cellular and Molecular Research Center, Qazvin University of Medical Sciences, Qazvin, Iran 
 

Abstract  
Background: The natural resistance-associated macrophage protein 1 (NRAMP-1) gene encodes a 
protein which finally kills Mycobacterium tuberculosis. Susceptibility to tuberculosis may be 
influenced by mutations in this gene.  
Objective: The aim of this study was to compare the frequency of NRAMP-1 gene polymorphisms 
among tuberculosis patients and control group in Zahedan.  
Methods: This molecular epidemiologic study was conducted on 82 tuberculosis patients and 150 
healthy controls referred to Booali Hospital in Zahedan, during 2012. After Polymerase chain 
reaction (PCR), PCR products were treated by AvaII, FokI and ApaI restriction enzymes and were 
evaluated by restriction fragment length polymorphism (RFLP) to determine the NRAMP-1 gene 
polymorphisms at INT4, D543 and 3' UTR loci. Data were analyzed by Fisher Exact test and 
descriptive statistics. 
Findings: The heterozygote patterns at INT4 (G/C), D543 (G/A) and 3'UTR (+/del) loci were more 
prevalent in the controls than in patients while the homozygous patterns at these loci were more 
prevalent in patients.  
Conclusion: This study showed that individuals with homozygous type mutation have an increased 
risk of developing tuberculosis compared to heterozygote ones. 
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   NRAMPـ1ژن   UTR’3و INT4، D543 هاي جايگاه در مورفيسمپلي فراواني
  و سالم زاهدان افراد مسلول
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اسـتعداد  تاسـيون در ايـن ژن رخ دهـد    وقتي مو. شودميلوزيس ركمرگ مايكوباكتريوم توبباعث كند كه را كد ميپروتئيني  NRAMP-1ژن :زمينه
  .هاي اين ژن قرار گيردتواند تحت تأثير موتاسيونفرد به سل مي ابتلاي
  .در افراد مسلول و سالم شهر زاهدان انجام شد NRAMP-1مورفيسم ژنالعه به منظورمقايسه فراواني پليمط :هدف

انجـام  نفر از افراد سالم  150و) نفر 82( ييد شدهتأ مسلول انبيماربر روي تمام  1391مولكولي در سال گيرشناسي همهاين مطالعه  :هامواد و روش
هـاي بـا اثـر محـدود     آنزيم محصولات حاصله با ،PCR پس از انجام. بيماري سل به بيمارستان بوعلي زاهدان مراجعه كردند كه به دليلي غير ازشد 

AvaII , FokI , ApaI حاصله هايهمورفيسم طولي قطعپلي و از تيمار شدند (RFLP) مورفيسم ژنبراي تعيين پليNRAMP-1  استفاده شـد .
  .ستفاده شدا توصيفي هاي فيشر و آمارمونآزبراي تجزيه تحليل آماري از 

از تـر  ايعن ش ـاموزيگوت اين نـواحي در بيمـار  تر از بيماران و الگوي هافراد سالم شايع UTR’3و   INT4،D543لگوي هتروزيگوت در ا: هايافته
  .بودافراد سالم 

  .تري براي ابتلا به سل دارندشانس بيش ،اد هتروزيگوتوزيگوت نسبت به افربا موتاسيون نوع هم اين مطالعه نشان داد افراد :گيرينتيجه
  

  NRAMP-1 مورفيسم ،سل، پلي :هاواژهكليد
  

  
  :مقدمه 
 است كـه  هاي شايع عفوني سل ريوي يكي از بيماري     

   بـيش از سـه ميليـون نفـر در جهـان      مـرگ باعث ساليانه 
د فست ، باسيلي اسيعامل ايجادكننده اين بيماري .دوشمي
اجـراي  رغـم  علي. استكلوزيس نام مايكوباكتريوم توبر به

، اين بيماري هاي كنترلي گسترده در دو دهه گذشتهبرنامه
 خطـر محسـوب   رهـاي عفـوني پ  بيماريچنان يكي از هم
هاي مقاوم بـه  از طرفي با ظهور و گسترش سويه .شودمي

را در سطح جهاني ايجـاد كـرده    هاي جديديدارو، نگراني
كـه حساسـيت بـه ايـن     انـد  دادهها نشـان  ررسيب )1(.است

، در ميـان افـراد مختلـف   و حتـي دوره و سـير آن   بيماري 

و هر فردي كه در معرض اين باكتري قـرار   استمتفاوت 
 توانـد ها مياين تفاوت .شودبه سل مبتلا نمي لزوماً ،گيرد

خصوص حساسيت ژنتيكي افراد  به ميزبانبه دليل عوامل 
  )2(.اري باشدمختلف به اين بيم

هايي ك مكانيسم دفاعي عليه ميكروبي ايمني سلولي     
اند بقا يافته ،هاكه درون بيگانه خوارها يا ديگر سلول است
بيمـاري سـل    يسم اصلي دفاعي بدن در مقابلـه بـا  و مكان
اصلي ايمنـي سـلولي    ياجزا از T هايلنفوسيت )3(.هستند

هـا  سايتو كاينز نقش خود را با ترشح هستند كه قسمتي ا
)4(.كننداعمال مي

در  يند دفاع ميزبـان اها در فركاين سايتو 
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)5(.نـد دارنقـش   ييهاي مايكوباكتريـا برابر عفونت
از ميـان   

ــاري ســل  ژن ــا بيم ــرتبط ب ــد م ــاط ژن ،هــاي كاندي    ارتب
(Natural Resistance-Associated Macrophage Protein) 

NRAMP1 6-11(.است هشد گزارش مختلف ياههمطالع در( 

 ها سـبب حساسـيت  آن كه موتاسيون در هاييشناخت ژن
توانـد بـه شـناخت    مـي  ،شـود مـي  سل يا مقاومت در برابر

اجزاي ضـروري سيسـتم ايمنـي در برابـر مايكوبـاكتريوم      
  )6(.كمك نمايد

 ـ اندوزوم در NRAMP-1 پروتئين      ليـزوزوم   و يخيرأت
ــا ــرار ماكروفاژه ــال حاضــر اردد ق ــزء  و در ح ــانواده ج خ

slc11a1 پـروتئين . شـود بنـدي مـي  طبقه /SLC11A1-

NRAMP-1 ه ي ـفاگوزوم ارادر هاي دو ظرفيتي را كاتيون
و زنجيـره تنفسـي     DNAكنند كه بـه كـاهش تكثيـر   مي

 )8و7(.شودميها منجر ميكروارگانيسم
 نداگزارش شده NRAMP-1در ژنهايي مورفيسمپلي     

تغييـر در  : رد زير اشاره كـرد مواتوان به كه از آن جمله مي
گزيني تك بـازي  جاي ،4 اينترون در G/Cتك نوكلئوتيد 

 منجـر  كه به تغييرآسپارتيك بـه آسـپارژين   543 كدون در
اي در ناحيه غير ترجمـه  TGTGشود و حذف سكانس مي

)10و9(.3
شود كـه بـر   اين ژن باعث كد كردن پروتئيني مي 

ث مهـار رشـد و   باع Fe .كنداثر مي ++Feهاي كانال روي
وقتي  .شودلوزيس ميركتوبباكتريوم در نهايت مرگ مايكو

پــروتئين حاصــل از آن ، موتاســيون در ايــن ژن رخ دهــد
شود و مايكوباكتريوم آزادانه در ماكروفاژ تكثير تخريب مي

 ،با توجه به شايع بودن سل تنفسي در ايران لذا )11(.يابدمي
 ـبا هـدف مقايسـه   اين مطالعه  مورفيسـم ژن  ي پلـي فراوان

NRAMP-1 كـه  (شـهر زاهـدان   سالم  در افراد مسلول و
  . انجام شد )شيوع سل در آن بالاست

  
  :هامواد و روش 
بر  1391گيرشناسي مولكولي در سال همهاين مطالعه      

ييـد  أت مسلول انتمام بيمار -الف: دو گروه انجام شدروي 
از زاهـدان   كننده به بيمارسـتان بـوعلي شـهر   شده مراجعه

نفر  150 -ب ،)نفر 82( 1387تابستان سال تا  1386سال 
غيـر از ابـتلا بـه     يكه به دلايلاز افراد سالم شهر زاهدان 

هـاي  بوعلي مراجعه كرده بودند و نمونهسل به بيمارستان 
در افـراد   E در طـرح بررسـي آپوليپـو پـروتئين    قبلاً ها آن

هـا اصـل   ونـه در انتخـاب نم . ه بودشدآوري جمع مسلول،
و افــراد دو گــروه از نظــر  هــاردي واينبــرگ رعايــت شــد

 .سازي شدندجنسيت يكسان
 50و  محلول ليز بافت  ليترميكرو 200 با هانمونهتدا اب     

ه درج 55دماي  ساعت در يكو  مخلوط k پروتئيناز ميكرو
 200 سپس .دوكوت حل ش تا بافي ندگرفت قرارگراد سانتي
 4 و )Binding Buffer(كننـده  تصلر محلول مليتميكرو
ــي ميكرو ــول پل ــر محل ــازليترميكرو 50 و A ليت  K پروتيئن
دقيقـه   10به مدت گراد سانتي درجه 70دماي  در و اضافه
شـركت  طبق دستورالعمل كيت سپس  )13و12(.ه شدداد قرار
شر ،DNA زيـر   با جفت پرايمرهـاي  وها استخراج نمونه

  )10و7( :دش  PCRطبق برنامه
  , D543: PF: 5'-GCATCTCCCCAATTCATGGT-
3' , PR: 5'-AACTGTCCCCACCTATCCTG-3' 
 , 3’UTR; PF: 5'-GCATCTCCCCAATTCATGGT-
3', PR: 5'-AACTGTCCCCACCTATCCTG-3' 
INT-4; PF: 5'-CTCTGGCTGAAGGCTCTCC-3' , 
PR: 5'-CTCTGGCTGAAGGCTCTCC-3' 

    

اي كه ير يافتهقطعه تكث ، D543پلي مورفيسم ناحيه      
آنـزيم    تحـت اثـر   ت،داش ـ جفت بـاز  244 طولي در حدود

Ava ΙΙ  543گزيني تك بازي در كدون جاي(گرفت  قرار 
پلـي   ).شـود مـي منجر  كه به تغيير آسپارتيك به آسپارژين

اي كه طـولي  قطعه تكثير يافته،  UTR'3مورفيسم ناحيه 
قرار  Ι  Fokتحت اثر آنزيم ت،داش جفت باز 244 در حدود
اي كـه  قطعـه تكثيـر يافتـه   INT-4 پلي مورفيسم  .گرفت

داشـت تحـت اثـر آنـزيم       جفت بـاز  623 طولي در حدود
ApaΙ  تغيير در تك نوكلوتيد(قرار گرفت G/C  در اينترون

  جفت باز 623هايحضور باند ييدأبراي ت ).گيردانجام مي 4
در  جفـت بـاز  244 و D543در  جفت بـاز  INT4  ،244در

3'UTR انجام س ازپPCR  ،  2 بـا ژل آگـارز   الكتروفـورز 
  .شددرصد انجام 

  
  

  :هايافته 
تفـاوت آمـاري    مورد مطالعه از نظر جنسـيت ه دو گرو     
  .داري با يكديگر نداشتندمعني
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تايپ هر هاي هضم شده و ژنونمونه 1 در شكل شماره     
  .شده استمشخص   ناحيه

  
  NRAMP-1 نژنوتايپينگ ژ - 1ل شك

 

در D543  موتاسـيون  لگوي هموزيگـوتي بـراي  اهيچ      
 0/7 كـه در اسـت   حـالي اين در . مشاهده نشد سالمگروه 
افراد  درصد 3/1 و INT-4 در افراد واجد موتاسيون درصد

. ديده شـد الگوي هموزيگوتي UTR'3  در واجد موتاسيون
افـراد  و مسـلول  ن داري بين بيمـارا ارتباط معنيهمچنين 

و   D543ايـن ارتبـاط در  لي و ،دديده نش  UTR'3درسالم 
INT 4   1جدول شماره (قابل مشاهده بود(.  

  
 افراد مسلول در Nramp-1 هاي ژنفراواني آلل -1لجدو

  سالم و
  

  گروه                   
 ژنوتايپ

 مسلول
 )نفر 82(

 سالم
 )نفر150(

 سطح
 داريمعني

  
INT4 

G/G (Uncut) 
 G/C) هتروزيگوت(
   C/C )هموزيگوت(

  
)6/64 (%53  
)6/25 (%21  

)8/9 (%8 

 
)6/64 (%96  
)3/35 (%53  

)7/0 (%1 

5/0  

  

D543 
G/G (Wild) 

 G/C )هتروزيگوت(
   A/A )هموزيگوت(

 
)2/51 (%42  
)3/46 (%38  

)5/2 (%2  

 
 )7/14 (%22  
)3/85 (%128  

)0(%0 
001/0 

 

3’UTR 
TGTG +/+(Wild) 

TGTG+/del 
)هتروزيگوت(  

TGTG del/del 
  )گوتوزيهم(

 
)9/93 (%77  

)4/2 (%2  
 

)7/3 (%3  

)92 (%138  
)7/6 (%10  

 
)3/1 (%2  

56/0 

  :گيريبحث و نتيجه 
  ن داد كــه الگــوي هتروزيگــوت در ايــن بررســي نشــا     

INT4 ،D543   3و’UTR   ژنNRAMP-1  افراد سالم
الگـوي هوموزيگـوت    ،در بيمارانيماران بود و تر از بشايع

 .تري داشتاين نواحي شيوع بيش
ــه در ژن          ــي ك ــش طبيع ــت جه ــده اس مشــخص ش

NRAMP-1 افتد، سبب معيوب شـدن سيسـتم   اتفاق مي
داخـل سـلولي    تعداد زيادي از پاتوژن هـاي بر عليه ايمني 

ــاكتريوم مثـــل مايكو ــيبـ ــودمـ ــرد ژن ) 14-16(.شـ عملكـ
NRAMP-1  يعنــي توانــايي اســتدر ســطح ماكروفــاژ ،
هاي همطالع. دفاژ را داردر ماكرو پرايمينگ كنترل عملكرد

در ميان   NRAMP-1جهش ژن كهند ازيادي نشان داده
اختلاف فردي در بروز يـا  ) 17-19(.زياد استمسلول بيماران 

 هـاي همطالعموجب شده است عدم بروز بيماري فعال سل 
ژنتيك ابتلا بـه ايـن   و اي فراواني در خصوص علل زمينه

 ـه مطالع ـاز جملـه  . نجـام شـود  بيماري ا ژن ر روي آنتـي ب
ــده  HLA ،لكوســيتي  انســان ــامينگيرن ، )D )VDRويت

 ژي مـرتبط بـا مقاومـت طبيعـي از نـوع     پروتئين ماكروفـا 
NRAMP-1  ، لكتين متصل شونده به مـانوز )MBL(  و

  )TNF(.)20(نكروز توموريعامل نيز 
ــاران        ــو و همكــــ ــال  در نينــــ            ژن 2007ســــ

NRAMP-1/Slc11a1 ــ  ــوان يك ــه عن ــل ي از را ب عوام
ژنتيكي ميزبان براي افزايش خطر  ابتلا به بيماري سـل و  

و همكـاران در سـال    آب )21(.جزام مورد مطالعه قرار دادند
 يدر اسـتعداد ابـتلا   را UTR'3ثير پلي مورفيسم أت 2003
 )19(.كردنـد مطالعـه  اسمير مثبـت توبركلـوزيس    به ميزبان

تروزيگوت ه وربه حض 2003و همكاران در سال نيشيمورا 
D543  در حالي كه ريو  )22(.در ژاپن پي بردندمسلولين در

بـا   و افـراد   INT4و همكاران ارتباطي بين پلي مورفيسم
 سال بغدادي و همكاران در )10(.اسمير مثبت در كره نيافتند

 D543N و INT4 ، 3'UTR مراكش ارتباطي بين در 2003
چـين   ژاپـن و  در ايمطالعـه امـا    )7(.با بيماري سل نيافتند

بيمـاري سـل    ارتبـاط شـديدي بـا     D543كـه نشـان داد  
   )23(.دارد
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ارتبـاطي   دريافتنـد  2008در سـال   فرنيا و همكـاران       
  )24(.كلوزيس وجود نداردو حساسيت به توبر  UTR'3ميان 
مسلول در بيماران  D543و   UTR'3حاضردر مطالعه      

سـاير   .شـتند داتـري  گونـاگوني كـم  ، نسبت به افراد سالم
 UTR'3 در موتاسـيون اند كـه ميـزان   نشان دادهها همطالع
و در  درصـد  43ايـن رقـم    هـا ييدر آفريقـا  .تر استبيش

فرنيــا و  )26و25و9(.ذكــر شــده اســتدرصــد  11هــا آســيايي
در  سـيون موتامشاهده كردند كه اي همطالعطي  همكاران

D543(G\A)  49و افــراد بيمــار درصــد  82افــراد ســالم 
و   D543و هيچ ارتباطي ميـان پلـي مورفيسـم    د بوددرص

3'UTR 27(.شتو روند بيماري وجود ندا(  
 UTR'3اين بررسي هيچ ارتباطي بين  ردبه طور كلي      

و احتمال ايجـاد بيمـاري    NRAMP-1در ژن 4INT و  
   D543هـاي كه پلي مورفيسم در حالي .سل مشاهده نشد

  .بودند سل و توسعه آن در ارتباطبا بيماري 
  

  :گزاريسپاس 
اين مطالعه با حمايت مـالي دانشـگاه علـوم پزشـكي          

  .قزوين و دانشگاه علوم پزشكي زاهدان انجام شده است
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