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 ABSTRACT 
 

 Background:  Septicemia is the most important cause of mortality, especially in hospitalized patients, due to the influence 
of the immune response by infection. NLRP1 (Nod-like receptor P1) is an intracellular receptor that recognizes microbial-
dependent molecular patterns. The main intracellular mechanism of anti-septicemia is still being investigated. The purpose 
of this study was to evaluate the expression of NLRP1 genes in patients with septicemia compared to healthy controls. 

 Materials & Methods:   This cross-sectional study was done on 40 blood samples in patient with septicemia and 40 healthy 
controls using quota sampling. Bacterial species were identified by microbial culture. NLRP1 gene expression was evaluated 
using Real Time PCR technique. 

Results:   Four bacteria such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii and Pseudomonas 
aeruginosa reported for causes of septicemia. The results also showed that the expression of NLRP1 inflammasome at mRNA 
level was significantly increased in patients with septicemia compared to healthy controls. NLRP1 gene expression was not 
different among patients with different bacterial infections. 

Conclusion:   NLRP1 appears to be an important receptor against bacteria during bacterial bloodstream infection, and further 
research, particularly in reducing the expression level of NLRP1 molecules, may play a key role in blood decontamination. 
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Introduction

Blood is one of the body's fluids that must be free of 
any microorganisms in a healthy state. However, under 
certain conditions, it may change and microorganisms 
may be transferred to the circulatory system and cause a 
blood infection. Currently, septicemia is one of the 
leading causes of death in critically ill patients in the 
intensive care unit (1,26). Gram-negative bacteria are 
among the most important causes of toxic septicemia, 
which has been on the rise in the last 20 years (2). The 
severity of the disease to some extent determines the 

outcome of disease. In fact, mortality might occur in 
septicemia in up to 30%, severe septicemia in 50% and 
septic shock in 80% (3). At least part of the mortality in 
septicemia is due to a lack of specific warning clinical 
signs in its early diagnosis. In addition, the lack of a 
specific infection marker to diagnose the disease has led 
to problems in distinguishing infectious agents from non-
infectious ones. For this reason, many studies have been 
conducted in recent decades to access markers that can 
be used to detect early toxic septicemia. Some recent 
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studies have reported an increase in serum pro-
calcitonin levels in this group of patients (4). Cytokines 
play a major role in causing septicemia (5). The 
mechanism of induction of cytokine production in 
patients with septicemia has not yet been established. 
The gene expression of NLRP1 and NLRP3 inflamasomes 
following septicemia is one of the causes of inflammation 
and induction of cytokine production in this group of 
patients. Inflamasomes are a group of cytoplasmic 
receptors as multi-protein complexes of the innate 
immune system that are activated in parenchymal and 
non-parenchymal liver cells and include AIM2, NLRP3, 
NLRP1 and NLRC4 (6). Stimulation of each of these 
molecules activates Caspase 1 by the ASC molecule, 
followed by Caspase 1 leading to activation of Pro-IL-1 
and Pro-IL-18 inflammatory cytokines (7). Some studies 
have suggested that NLRPs may be important regulators 
of inflammation in microbial infections. The present 
study was performed to compare the expression of 
NLRP1 gene expression in patients with toxic bacterial 
septicemia. Attempts are being made to use the Real 
time PCR method as a new assay in diagnosing 
comparisons between NLRP1 gene expression in patients 
with septicemia and the control group with a general 
understanding of the human immune system, especially 
inflammatory cytokines and the NLRP1 gene rely on the 
background of the research to be presented. 

 

Materials and Methods 

Blood Sampling and Culture 

This cross-descriptive study was performed in 2018 
during 6 months on 40 blood samples of patients with 
septicemia and 40 blood samples from healthy control 
individuals in Afzalipour Hospital in Kerman, as an 
available sample. Sampling was performed based on 
the hospital's routine treatment of patients and no 
blood sampling was performed solely for the present 
study. In addition, these patients were in the middle age 
group and did not have underlying diseases such as 
diabetes. 5 to 10 mL of blood from people with 
symptoms of septicemia was confirmed on a liquid 
blood culture medium with the approval of a specialist 
doctor, and blood culture glasses were incubated for 48 
hours at 37°C (8). Then, blood culture was performed in 
aseptic conditions on Blood Agar and Mc-Conkey agar 
culture medium by streak method. From the grown and 
positive samples, bacteriological diagnostic tests 
including Gram staining, biochemical and diagnostic 
tests were performed to identify the bacterium causing 
infection (8). 

 

 

RNA Extraction and cDNA Synthesis 

Buffy coat from a blood sample, 40 patients with 
septicemia and 40 healthy controls were obtained. The 
RNA extraction was performed using the based RNX-Plus 
kit (Cinaclon, Iran) protocol (9). After extracting RNA, the 
quantity and quality of RNA were evaluated by UV 
spectrophotometry and agarose gel electrophoresis. In 
the spectrophotometric method, the concentration of 
RNA sample was measured using 260 nm wavelength 
absorption determination. The ratio of A260 / A280 was 
used to determine the purity of RNA. Samples with the 
appropriate OD (range 1.8 to 2) were selected for the 
next steps. In the electrophoresis method, 3 microliters 
of RNA dissolved in deionized water were used on 1% 
agarose gel. The presence of two 18S and 28S ribosomal 
bands indicated that RNA was purity. After extracting the 
appropriate quality RNA, it is necessary to convert it to 
cDNA to start RT-PCR. This was performed using the 
reversal transcriptase. For cDNA synthesize Pars Toos kit 
(Iran) was used. Thus, the cDNA generated was 
maintained at -20°C until the real time PCR was 
performed and expression of the NLRP1 gene was 
assessed (10). 

Gene Expression 

To investigate gene expression, Cyber-Green real time PCR 
was used. To design the primers, the site 
www.ncbi.nlm.nich.gov and the Primer Blast software were 
used to evaluate the capabilities of these primers based on 
their physical and chemical properties, the specificity of the 
primers, and the possibility of their compatibility with other 
organisms. The Oligo and Nucleotid Blast programs were then 
used for more accurate primer verification. Primers designed 
by Iran Takapozist Company were synthesized. The sequence 
of primers used for NLRP1: F: 5̀ - ACTCTCCCTCATTCTCCCCTAC -3̀ , 
R: 5̀ - GCTGTCTCAAAACACCCTTCTC -3̀ , and for beta actin: F: F:5̀ -
GGCACCCAGCACAATGAAG-3̀ , R: 5̀ -CCGATCCACACGGAGTACTTG-
3̀ . A suitable amount of deionized distilled water was added 
to the primers to obtain a 100 pmol/µL concentration. A 
certain volume was separated from the original solution and 
the residue was stored at -20°C. Before examining the gene 
expression, to evaluate the quality of the genes studied and 
also to determine the optimal value of the primer and the 
connection temperature of the primer, the molecular 
method of PCR with temperature gradient was used. 
Therefore, in each reaction, different concentrations of 
primer (5 and 10 picomoles) were used and the thermocycler 
system temperature gradient program was used to 
determine the optimal connection temperature. To perform 
PCR in a 0.2 mL sterile microtubule, the following ingredients 
were added (Table 1) and then the microtubes were placed in 
a thermocycler and the system was set up in accordance with 
Table 2 protocol. For gene expression, SYBR Premix Ex Taq II 
Kit (Takara, Japan) using the design and optimized primers 
according to the kit instructions was used (11).

 

http://www.ncbi.nlm.nich.gov/
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Table 1. PCR protocol for NLRP1 and β-Actin 

Concentration (µl) Materials 

1X 2.5 Buffer 10X PCR 

0.2 mM 0.5 dNTP 10nM 

1.5 mM 0.75 Mgcl2 50mM 

1.5 unit 0.25 Taq DNA Polymerase 5unit/μL 

1 μM 0.5 Forward primers 10μM 

1 μM 0.5 Revrese primers 10μM 

--- 15 Distilled water 

--- 5 cDNA 

--- 25 Final volume 

 

Table 2. Time program of thermal cycler for NLRP1 and β-Actin 

No. of Cycles Time Tem(°C) Stage 

1 5 min 94 Pre-denaturation 

 
35 

1 min 

55 Sec 

1 min 

94 

55-63 

72 

Denaturation 

Annealing 

Extension 

1 5 min 72 Final extension 

 

Melt Curve Analysis 

By analyzing the melting curve, the existence of non-
specific bonds and dimmer primers can be detected. In 
the real-time PCR method, in addition to controlling 
DNA synthesis during the reaction and drawing the 
multiplication diagram, the melting point of the product 
was determined at the end of the reaction and the 
melting curve was drawn. This was done after the PCR 
process was completed. All PCR products produced by 
a particular pair of primers have the same melting 
point, as Cybergreen is unable to distinguish between 
target DNA and other long-distance DNAs. Using the 
melting curve, the variety of products in the PCR 
process can be examined. The melting diagram was 
drawn for each sample by measuring the fluorescence 
changes at different temperatures. The sudden 
decrease in the intensity of the fluorescence that occurs 
with the opening of the DNA strand can be seen as a 
peak in this curve. Each peak represents Tm, a PCR 
product. 

Data Analysis and Statistical Methods 

The differences between patients with septicemia 
and healthy controls and female compared to male 
were calculated using Mann–Whitney U test, and the 
differences among the patients infected with various 
bacteria were examined using Kruskal–Wallis test using 
SPSS software version 18. P-value was considered 
significant at <0.05. Measurement of gene expression 
was measured using the conventional Livak method 

and with the evaluation of 2- CT. 

 

Results 

The results of blood culture were determined by 
observing the growth of bacteria. Escherichia coli: 7, 
Staphylococcus aureus: 10, Acinetobacter baumannii: 17 
and Pseudomonas aeruginosa: 6 cases were responsible 
for septicemia in patients. The results of primer 
temperature optimization showed that the best 
temperature for connecting primer for NLRP1, beta-actin 
were 57°C and 58°C, respectively. The melting curve also 
confirmed the accuracy and specificity of the NLRP1 gene 
expression (Figure 1). Based on the obtained diagram, it 
was observed that these genes had only one peak in the 
temperature range of 85 to 90°C, which indicates that 
they are single-band and the specificity of the related 
reaction and non-contamination. 

 

Figure 1. Melting curve of NLRP1 gene 
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Results of Inflamazome NLRP1 Gene Expression in 
Septicemia Patients and Control Group 

Inflamasome NLRP1 had a significant increase in 
expression in people with septicemia compared to 
healthy controls, as shown in Figure 2. As shown in 
Figure 3, the expression of the NLRP1 gene in men was 
higher than women. Figure 4 shows that there is no 
significant difference in the expression of NLRP1 gene 
expression in relation to the bacteria causing the 
infection isolated from septicemia samples such as 
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter 
baumannii and Pseudomonas aeruginosa. 

 

Figure 2. Expression levels of NLRP1 in septicemia 
patients and healthy controls. The figure illustrates 

that the mRNA levels of NLRP1 was significantly 
increased in septicemia patients compared to healthy 

ones. 

 

Figure 3. NLRP1 expression levels in male and 
female patients with septicemia. The results show 

that NLRP1 at the mRNA level significantly increased 
in male patients (28.06 ±6.76) compared to women 

(2.82 ±2.86) in septicemia patients (p = 0.011). 

 

Figure 4. Expression levels of NLRP1 in septicemia 
patients infected with various bacteria. The figure 

illustrates that the mRNA levels of MDA5 and RIG-1 
did not significantly differ among groups. 

 

Discussion 

 Septicemia is the third leading cause of death after 
lung infection and AIDS, and is the most common 
cause of death in the intensive care unit, given the 
growing trend and subsequent problems, including 
septic shock and in the last 20 years; the trend has 
been increasing (12). Septicemia caused by gram-
negative bacteria is more deadly than other bacteria, 
but gram-positive bacteria, anaerobes, fungi, and 
even viruses can be among the etiologies of these 
bacteria (13, 14). At least part of the cause of death 
due to septicemia is due to a lack of specific clinical 
signs for early diagnosis. In addition, the absence of 
specific markers of infection in this disease has led to 
problems in differentiating the syndrome of systemic 
inflammatory response caused by infectious agents 
from non-infectious, which in turn leads to low 
consumption or in some cases high consumption of 
antimicrobial agents (15). The presence of clinical 
symptoms alone is not enough to diagnose septicemia 
and a prompt and appropriate diagnosis of toxic sepsis 
should be a daily challenge for the emergency 
department and the intensive care unit. Today, 
various treatments have improved the survival of 
patients with septicemia, so a prompt and correct 
diagnosis is essential. Septicemia has no specific 
symptoms, microbial culture requires time, and does 
not show a systemic inflammatory response. At the 
same time, it does not show a defect in the function of 
organs and may not yield positive results in some 
patients with septicemia for various reasons. 
Septicemia is a systemic reaction of the body to 
invasive microorganisms, including bacteria and fungi 
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(16). About two-thirds of septicemia occurs in 
hospitalized patients, with a number of factors such as 
increasing population age, increasing duration of 
chronic disease, use of antibiotics and corticosteroids, 
and mechanical and intravascular devices to increase 
its incidence (1). Septicemia usually occurs in people 
with weakened immune systems (17). In the present 
study, similar to previous studies, the prevalence of 
toxic sepsis was determined, especially in hospitalized 
individuals, and this could be due to nosocomial 
infections, the use of catheters, and contaminated 
instruments. The highest levels of contamination in 
the present study were related to gram-negative 
bacteria, and 42.5% of the infections were caused by 
Acinetobacter baumannii. This bacterium is also one 
of the major causes of nosocomial infections, 
especially in the intensive care unit, and has a wide 
range of antibiotic resistance (27). Primary and innate 
immune responses play a key role in eradicating 
infections from tissues, including blood (18) and since 
NLRP1 and NLRP3, as intracellular receptors, play an 
important role in inducing primary immune responses; 
these molecules appear to play an important role in 
inducing primary immune responses against 
septicemia-causing bacteria (19). NLRP1 is one of the 
first known inflamasomes. In some bacterial 
infections, the path of pyroptosis is activated. ATP 
leakage from inflammatory macrophages and its entry 
into the cell through the canexin canal and ATP 
binding to the P2X7 receptor lead to NLRP1 activation. 
Decreased cellular ATP activates NLRP1. The two anti-
apoptotic proteins Bcl-2 and Bcl-XL prevent the 
activation of NLRP1. NLRP1 ability to detect cellular 
energy levels may establish a link between 
metabolism and the immune system. Some studies 
have suggested that NLRP1 may be a sensor for 
hematopoietic stress and an important regulator of 
inflammation (6, 20). In the present study, NLRP1 also 
had a significant increase in expression in patients 
with septicemia compared with the control group. 

Investigations have shown that 3NLRP molecules play 
an important role in identifying and responding 
appropriately against intracellular infections (21). 
Other studies suggest that Inflamazom NLRP3 acts as 
part of the host defense against a large group of 
activated bacterial, fungal, and viral pathogens, 
producing IL-18 and IL-1 (22). Another study found 
that the innate immune system produces a set of 
cytoplasmic sensors that are activated against viral 
infections. Activation of these sensors leads to the 
production of interferon type 1, inflamasome activity, 
and the production of inflammatory IL-1 and IL-18 
cytokines (23). Another study showed that 
inflamasomes play an important role in causing 
cirrhosis as well as liver cancer following liver 
inflammation (24). A study of patients with hepatitis C 
also found that NLRP3, as one of the inflamasomes, 
played an important role in activating IL-1 by 
identifying components of the hepatitis C virus (25). 

 

Conclusion 

NLRP1 appears to be an important receptor for 
bacteria during bacterial bloodstream infection, and 
further research, especially in reducing the expression 
of NLRP1 molecules, could play a key role in purifying 
the blood. Determine the cause of infection. 
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 مبتلا به   مارانی در ب Nod-like receptor P1  نفلامازومیا کدکننده   ژن  انیببررسی  

 1397 کرمان در سال پوریافضل مارستان ی در ب ی بستر یی ایباکتر   یسمی سپت
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 موضوع:
 ی پزشک  یشناس  یباکتر

 

 

 یمن یپاسخ ا  ریتحت تأث  و  بوده   یبستر  مارانیب  در  ژه یوبه  افراد  ریعوامل مرگ و م  نیمهمتر  یسمیسپتو اهداف:    نهیزم

  وابسته  یمولکول یالگوها که  است یداخل سلول ۀ رندیگ Nod-like receptor P1(  NLRP1) .دیآیتوسط عفونت به وجود م

حاضر   ی. مطالعهاست  یدر حال بررس  زهنو  یسمیسپت  هیبر عل  یاصل  یداخل سلول  سمی. مکاندهدیم  صیتشخ  را  هاکروبیم  به

 با افراد سالم گروه کنترل بوده است. سهیدر مقا یسمیسپتافراد مبتلا به  در NLRP1 نفلامازومیا انیب زانیم یابیبا هدف ارز

گرفته    خون  ۀ نمون  40و    یسمیسپت فرد مبتلا به    خون  ۀنمون  40  یبر رو  یف یتوص-یمطالعه مقطع  نیا  :کار  روش  و  مواد

  کشت  ۀل یوسبه  مارانیموجود در خون ب  ییایباکتر  عوامل  .گرفت  انجام  ،   دسترس  در  ی ریگنمونه  صورتبهشده از افراد کنترل سالم  

 .شد یابی ارز آر یس یپ میتا لیر کیتکن از استفاده  با ، NLRP1 یژن انیب زان یم .شدند مشخص یکروبیم

 یسمیسپتاز علل    نوزایآئرژ  سودوموناس  و  یبومان  نتوباکتر ی، اساورئوس  لوکوکوسیاستاف  ، یکل  ایاشرش  یباکتر  چهار :هاافتهی

 یسمیسپتمبتلا به    مارانیب  در  mRNA  سطح  در  NLRP1  نفلامازومیا  انینشان داد که ب  جینتا  نیگزارش شدند. همچن  مارانیدر ب

  ی هاعفونت  با  مارانیب  انیم  در  NLRP1  ژن  ان یب  زانی بوده است. م  یداریمعن  شیافزا   یبا افراد سالم گروه کنترل دارا  سهیدر مقا

 .نداشت یتفاوت مختلف ییایباکتر

  شتر، ی ب   قات ی تحق   و   باشد   یی ا ی باکتر - ی عفونت خون   در   ها ی باکتر در برابر    ی مهم   ۀ رند ی گ    NLRP1که   رسد ی م نظر    به   : ی ر ی گ جه ی نت 

 .بزند   رقم   را   عفونت   علل   از   خون   ی پاکساز   برابر   در   ی اصل   نقش   تواند ی م NLRP1 ی ها مولکول   ان ی ب   زان ی در کاهش م   خصوص به 
 

 ژن انیب ، Nod-like receptor P1 (NLRP1) ،یسمیسپت ها:واژه  کلید

 
 

 . است   آزاد   منبع   ذکر   با   ی رتجار ی غ   استفاده   ی برا   نشر   و   ع ی توز   ، ی بردار   ی کپ   آزاد؛   ی دسترس :  ران ی ا   ی پزشک   ی شناس   کروب ی مجله م   ©   ت ی را ی کپ 

 مسئول: ۀسندینو

  ،   یولوژیکروبیم   گروه   ،کین  یمیکر  اشرف

  واحد   یاسلام  آزاد  دانشگاه   ،  علوم  دانشکده 

 ران یا کرمان، کرمان،

 a.kariminik@iauk.ac.ir   :لیمیا

 مهمقد

که در حالت سلامت شخص   استبدن    عاتی از ما  یک ی   خون 

ممکن   ی ط ی شرا   در   اما  باشد.   سم ی کرواورگانی از هر نوع م   ی عار   ی ستی با 

تغ  دستخوش   ستمی س   به   هاسم ی کرواورگان ی م   و  شود  رات یی است 

حاضر   حال  در  .شود   جادی ا   خون   عفونت  و  ابندی  انتقال  خون   گردش 

در  ی بدحال بستر  داًیشد  ماران ی مرگ در ب  ی از علل اصل  ی سم ی سپت 

گرم   یها ی . باکتر (26،1)  شود ی محسوب م  ژهی و   یها بخش مراقبت 

 سال  ست ی که در ب   هستند   ی سم ی سپت   علل  ن ی تر ازجمله مهم   ی منف 

 تا  ی مار ی . شدت ب (2)بوده است    شیرو به افزا   آنها  به  ابتلا   روند   ر ی اخ 

تع   یمار ی ب   ۀ ج ی نت   یحدود  درواقع    کندی م   ن یی را   ای   یسم ی سپت و 

نوع شوک   % 50  تا  د یشد   ی گندخون   ، %30  تا   یمعمول   ی گندخون و 

از وقوع مرگ  ی. حداقل بخش (3) خطر مرگ دارند   % 80 تا ک ی سپت 

م  بال   یسمی سپت در    ری و  علائم  کمبود  علت   ۀهشداردهند   ین ی به 

تشخ   ی اختصاص  همچن   ص ی در  است.  آن  مارکر   ن ی زودهنگام  نبود 

تشخ   ی اختصاص  جهت  بروز   ی مار ی ب   ن ی ا   ص ی عفونت  به  منجر 

 ن ی هم   به شده است.    ی عفون  ر ی از غ   ی در افتراق عوامل عفون   ی مشکلات

که  یی به مارکرها   یدسترس   ی برا  ر ی اخ   ۀ ده   در  ی اد یز   مطالعات ل ی دل 

استفاده نمود، انجام   یسمی سپت زودرس    صی تشخ   یبتوان از آنها برا 

برخ  اخ   ی شده است. در  پرو   یسرم   یسطح   ش ی افزا   ر ی از مطالعات 

ا   ز ی ن   ن ی تون ی کلس  ب  ن ی در  از  است    ماران ی دسته  شده  . (4) گزارش 

 فای ا  ی سم ی سپتالتهاب متعاقب    جاد ی در ا   ی ا نقش عمده   هان ی توکا ی سا 

 ی پزشکی ایرانشناسکروبیممجله 
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مبتلا به   ماران ی در ب   هان ی توکا ی سا   دی تول   یالقا   سم ی . مکان (5)  کنندی م 

ب   یسم ی سپت  است.  نشده  مشخص   یها نفلامازوم ی ا   یژن   انی هنوز 

NLRP1    وNLRP3    دنبال عوامل   یک یعنوان  به   ی سم ی سپت به  از 

القا   جادکنندهی ا  و  ا   هان ی توکا ی سا  دیتول   یالتهاب  از   نی در  دسته 

است.    ماران ی ب  گ   ی گروه  ها نفلامازوم ی امطرح   ی ها رنده ی از 

 یمن ی ا   ستمی س   ن ی پروتئ   ی مولت   ی هاصورت کمپلکس به   ی توپلاسم ی س 

 مال ی پارانش   ر ی و غ   مال ی پارانش   ی کبد  یها هستند که در سلول   یذات 

م  شامل    شوندی فعال   4NLRC  و  2AIM ،  3NLRP   ،1NLRPو 

ا   ک ی هر    کی . تحر (6)  هستند  فعال شدن مولکول   ن یاز  ها موجب 

1Caspase   مولکول    ۀواسط بهASC   1و به دنبال آن    شودی مCaspase 

-IL– 18و    IL-Pro– 1  ی التهاب  ی هان ی توکا ی منجر به فعال شدن سا 

Pro   1  ی ها ن ی توکا ی سا .  شودی م -IL    18و -IL   به  ه ی عل   نه ی پاسخ 

مس   جادی ا  ی سم ی سپت  و  م  ی التهاب  ی رهای کرده  فعال  . (7)  کند ی را 

 کی عنوان  ممکن است به   ها NLRPاز مطالعات نشان دادند که    ی بعض 

در    کنندهم ی تنظ  التهاب  باش   یکروب ی م   یها عفونت مهم   د.نمطرح 

 NLRP1  نفلامازومی ا   یژن   ان یب   زان ی م   ۀس ی مقا   منظور به حاضر    ق ی تحق 

بر   ی. سع رفتی صورت پذ   یی ا ی باکتر   یسمی سپت مبتلا به    ماران ی ب   در 

-RT) ار    یس   یپ   میتا   لی آن است که بتوان با استفاده از روش ر 

PCR  ) نو   ک ی عنوان  به تشخ   نی روش   انی ب   ن ی ب   سه ی مقا   ص ی در 

شناخت  با و گروه کنترل  یسم ی سپت در افراد مبتلا به    NLRP1ژن 

  و ژن   یالتهاب   یها ن ی توکا ی سا  ژهی و بدن انسان به   یمن ی ا   ستمی از س   یکل 
NLRP1    پژوهش ارائه گردد.  نه ی ش ی بر پ   ه یبا تک  ی مدل مفهوم  کی 

 

 پژوهش   روش

 خون   کشت  و یریگنمونه

ماه    6مدت    ی ط  1397  سال  در   یفیتوص-یمقطع  مطالعه  نیا

  خون   ۀنمون  40و    یسمی سپتخون فرد مبتلا به    ۀنمون  40  یبر رو

ب در  سالم  کنترل  افراد  از  شده   شهر   پوریافضل  مارستانیگرفته 

 ی ریگنمونه  .گرفت  انجام  ،  دسترس  در  یریگنمونه   صورتبه  کرمان،

و    شده  گرفته  مارانیب  از  مارستانیب  ی بر اساس روند معمول درمان

  نی. ضمنا اامدیبه عمل ن  حاضر  قی تحق  انجام  یبرا  صرفا  یریگخون 

فاقد    یانسال یم  یسن  ۀرددر    مارانیب و  داشته    ی هایماریبقرار 

از خون از   ی سیس  10تا    5  زانی بودند. م  ابتید  لیاز قب  یانه یزم

  ،پزشک متخصص  د ییبا تا  یسمیسپتبا علائم    کنندهمراجعه افراد  

  کشت  یهاشهیشخون کشت داده شد و    عیکشت ما  طیمح  یبر رو

 وس ی سلس  درجه  37  یدما  در   ساعت  48  مدت  به  خون

 ط یخون در شرا  کشت  ۀشیش. سپس از هر  (8)شد    یگذارگرمخانه

  طیبلاد آگار و مح  هیپا  یهاکشت   طیمح  یکشت بر رو  ک،یاسپت

  یهاانجام شد. از نمونه  کیآگار به روش استر  یمکانک  یکشت افتراق

شامل    یولوژیباکتر  یصیتشخ  یها تسترشد کرده و مثبت شده  

  یی شناسا  یبرا  یصیو تشخ  ییایم یوشیب  یهاتست   گرم،  یزیآمرنگ

 .(8)عامل عفونت انجام گرفت   یباکتر

  cDNAو سنتز   RNA  استخراج

فرد کنترل  40و  یسمیسپتفرد مبتلا به  40 خون  ۀنمون از

-RNX  تیبا استفاده از پروتکل ک  و   شد   هیکوت ته  ی باف  ، سالم

Plus  س شرکت  انجام    RNAاستخراج    ران،یا  ناکلون، یساخت 

  UVآن با روش    تیفیو ک  تیکم  RNA(. پس از استخراج  9شد)

قرار گرفت.    ی ابیو الکتروفورز ژل آگارز مورد ارز  یاسپکتروفتومتر

اسپکتروفتومتر روش  از   با،  RNA  ۀنمونغلظت    یدر  استفاده 

 ی . براشد  یریگنانومتر اندازه  260موج  در طول  یجذب نور  نییتع

استفاده   A260/A280از محاسبه نسبت    RNAخلوص    نییتع

انجام   ی( برا2تا  8/1مناسب )محدوده  OD یدارا ی هانمونهشد. 

انتخاب شدند. و در الکتروفورز    مراحل بعد  از   تریکرولیم  3روش 

RNA  الکتروفورز    %1ژل آگارز    یبر رو  زهیونیحل شده در آب د

باند   سالم بودن    ۀ دهندنشان  یبوزومی ر  s28و  s18شد. وجود دو 

RNA  بوده است. پس از استخراجRNA مناسب لازم    تیفیبا ک

برا که  ا  لیتبد  cDNA  به  RT-PCRشروع    یاست    ن یگردد. 

خاص از  استفاده  با  کر  ورسیر  میآنز  تیعمل   انجام  پتازیترانس 

استفاده   ران،یا  توس،  پارس  تیک   از  ،cDNA  سنتز  یبرا  .شودیم

  می تا  ل یساخته شده تا زمان انجام ر  cDNA  بیترت  نی. به اشد

بررس  یس  یپ  و   ی دما  در  NLRP1  نفلامازومیا  ی ژن  انیب  یار 

C °20- (10)شد   ینگهدار . 

 ژن    انیب

 نی برگر ی ار روش سا  یس   یپ   می تا  لیژن ، از ر   ان یب   یبررس  ی برا 

در نظر   یبه عنوان ژن کنترل داخل   ن ی . ژن بتا اکت (11)استفاده شد  

به   شد.  سایت گرفته  از  پرایمرها،  طراحی  منظور 

www.ncbi.nlm.nich.gov   نرم  Primer Blastافزار  و 

ایی این پرایمرها بر اساس خصوصیات فیزیکی و استفاده شد تا توان 

با  آنان  وجود همولوژی  احتمال  و  پرایمرها  اختصاصیت  شیمیایی، 

ارگانیسم  به سایر  سپس  گیرد.  قرار  بررسی  مورد  تأیید ها  منظور 

استفاده   Nucleotid Blastو    Oligoتر پرایمرها از برنامه  دقیق 

سنتز    ران ی ا  ست ی تکاپوز  شرکت  ۀ ل ی وس به شده  ی طراح  ی مرها ی پرا شد.  

توال  برا   ی مرها ی پرا   ی شد.  استفاده   -`NLRP1  :F: 5  ی مورد 

ACTCTCCCTCATTCCCCTAC -3`, R: 5`- 

GCTGTCTCAAAACCCTTCTC -3`   ن ی بتا اکت   ی ، و برا    : 

F:5`-GGCACCCAGCACAATGAAG-3` و   R:5`-

http://www.ncbi.nlm.nich.gov/
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CCGATCCACACGGAGTACTTG-3`      به است.  بوده 

آب   مرها ی پرا  مناسب  د   مقدار    غلظت   تا   شد اضافه    زه ی ون ی مقطر 

pmol/µL100   و   جدا   ی اصل   محلول   از   ی مشخص   حجم .  د ی آ   دست   به  

ژن،    ان ی ب   زان ی م   ی شد. قبل از بررس   ی نگهدار   - C°20  در   مانده   ی باق 

  مقدار   ۀ ن ی به   ن یی تع   ز ی مورد مطالعه و ن   ی ها ژن   ی ف ی ک   ی اب ی منظور ارز به 

  ب ی آر با ش   ی س   ی پ    ی از روش مولکول   مر، ی اتصال پرا   ی و دما   مر ی پرا 

  مختلف   ی ها غلظت منظور در هر واکنش    ن ی . بد شد استفاده    یی دما 

اتصال    نه ی به   ی دما   ن یی تع   ی ( به کار رفت و برا کومول ی پ   10و   5)   مر ی پرا 

  ی انجام پ   ی استفاده شد. برا  کلر ی دستگاه ترموسا   یی دما  ب ی از برنامه ش 

(  1)جدول   ر ی ز   مواد   ، ی تر ی ل ی ل ی م   0/ 2  ل ی استر   وب ی کروت ی م   ک ی ار در    ی س 

  گذاشته   کلر ی سا   ترمال   دستگاه   در   ها وب ی کروت ی م   سپس   و   د ی گرد   اضافه 

  ی بررس   ی برا  . شد   ی انداز راه   ستم ی س   2  جدول   پروتکل   با   مطابق   و   شد 

 SYBR Premix Ex Taq)آر    ی س   ی پ   م ی تا   ل ی ر   ت ی ژن از ک   ان ی ب 

II) ،   شرکت  TAKARA -   و   ی طراح   ی مرها ی پرا   کاربرد   با   ژاپن  

.( 11)   شد استفاده    ت ی ک   العمل ر دستو   مطابق   شده   ی ساز نه ی به 

 

 ACTIN β -و  NLRP1  یهاژن یآر برا ی س یپ مواد هیته پروتکل. 1 جدول

 هیو غلظت اول مواد ( µl) مقدار یینها غلظت

1X 5/2 Buffer 10X PCR 

2/0Mm 5/0 dNTP 10nM 

5/1mM 75/0 Mgcl2 50mM 

5/1 unit 25/0 Taq DNA Polymerase 5unit/μL 

1μM 5/0 Forward primers 10μM 

1μM 5/0 Revrese primers 10μM 

 مقطر  آب 15 ---

--- 5 cDNA 

 یی نها  حجم 25 ---
 

 ACTIN β - و  NLRP1  یهاژن جهت کلریس  ترمال ی زمان  برنامه. 2  جدول

 مرحله ( C0) دما زمان کل یس تعداد

 ه ی اول واسرشت 94 قه یدق 5 1

35 

 قه یدق 1

 ه یثان  55

 قه یدق 1

94 

63- 55 

72 

 واسرشت 

 اتصال

 شدن  لیطو

 یینها  شدن  لیطو 72 قه یدق 5 1

 

 محصولات   بودن   اختصاصی   تعیین   برای   ذوب   منحنی   آنالیز 

  و   یراختصاصیغ   ی باندها  وجود  توانیم  ذوب  ی منحن  زیآنال  با

آر، علاوه    یس  یپ   میتا  لی. در روش رداد  صیتشخ   را  مریدا  مریپرا

  ذوب   ۀنقط  ر،یدر واکنش و رسم نمودار تکث  DNAبر کنترل سنتز  

  که  دی گرد  میترس  ذوب   یمنحن  و  نییتع  واکنش  یانتها  در  محصول

  تمام .  گرفت  انجام  آر  یس  یپ  ندیفرا  اتمام  از  پس   عمل  نیا

  د یتول  خاص   مریپرا  جفت  ک ی  توسط  که  آر  ی س  ی پ   محصولات

قادر به    نیگر  بریازآن جاکه سا  .دارند  یکسانی ذوب  یدما  شوندیم

د  DNA  نیب  زیتما و   ، ستین  یادورشته  یهاDNA  گر یهدف 

  ندیتنوع محصولات را در فرا  ذوب،  یمنحن  از  استفاده   با  توانیم

 له یوسهر نمونه به  ینمود. رسم نمودار ذوب برا  یبررس  آر  یس   یپ 

مختلف صورت گرفت.   یفلورسانس در دماها  راتییتغ  یریگاندازه

از   DNAشدت فلورسانس که با باز شدن دورشته    ی کاهش ناگهان

قابل مشاهده    یمنحن  نیقله در ا  کی  صورتبه  افتد، یهم اتفاق م 

 . استآر    یس  یمحصول پ   کی  Tm  انگرینما  ،  هاقلهاز    کیاست. هر  

  ها داده  لیو تحل  هیتجز

 ،  U یتنیو-نام آزمون ،یناهنجار  یهاداده  عیتوز به توجه با

و گروه    یسمیسپت  مارانیب  نیب  ی هاتفاوت  لیو تحل  هیتجز  منظوربه

-و آزمون کروسکال  هاخانمکنترل سالم و مردان در مقابل موارد  

آلوده به    مارانیب  نیب  یتفاوت ها  لیو تحل  هیتجز  منظوربه  س،یوال

 ,.SPSS Inc)  18  ۀنسخ SPSS تحت  مختلف،  یهایباکتر
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Chicago, IL., USA  ) انی ب  شیافزا  زانیم  یریگاندازه.  گرفت   انجام  

 ،استفاده شد.   CT -2زانیم  یابی و با ارز  Livakژن از روش مرسوم  

 .شد گرفته نظر در دار  یمعن 05/0 در P-value مقدار

 هاافته ی

رو  جینتا خون  افتراق  یها طیمح  یکشت  پا  یکشت    هیو 

 ج یو با توجه به نتا  دیمشخص گرد  هایباکتربا مشاهده رشد    یبررس

  ایاشرش  یهایباکتر  گرفته،  انجام  ییشناسا  و   یصیتشخ  یهاتست
،    10:  اورئوس  لوکوکوسیاستافمورد،    7:  یکل  نتوباکتر یاسمورد 

و    17:  یبومان مسئول   6:    نوزایآئروژ  سودوموناسمورد   مورد 

مورد نظر بودند. لازم به ذکر است تنها چهار    مارانیدر ب  یسمیسپت

  ق ی در مدت تحق  یخون مورد بررس  یهاذکر شده از نمونه  یباکتر

تنها   قیعامل عفونت به تحق یهایباکترورود  اریآمد و مع دستهب

  نشان  مرهایپرا  یدما  یسازنه یبه  ج یبودند. نتا  یچهار باکتر  نیهم

  به  نیاکت  بتاو     NLRP1یبرا  مریپرا  اتصال  یبرا  دما  نیبهتر  که  داد

  ذوب  یمنحن  رسم   . آمد  دستهب  وسیسلس  درجه  58  و   57  بیترت

مورد تایید قرار گرفت     NLRP1ژن   انیب  تیاختصاص  و  صحت  زین

  ها ژن نیآمده مشاهده شد که ادستاساس نمودار به بر  (.1)شکل 

داشته   وسیدرجه سلس  90تا    85  ییدما   ۀمحدوددر    کیپ   کی  فقط

مربوط به آن   واکنش  تیاختصاص  و  بودن  باند   تک  ۀ دهندنشانکه  

 . است یو عدم آلودگ

 
 NLRP1ذوب ژن   یمنحن. 1شکل 

ب  NLRP1  نفلامازوم یا  یژن  انیب  جینتا  مارانیدر 

 و گروه کنترل   یسمی سپت

در افراد    یداریمعن  انیب  شیافزا  یدارا  NLRP1  نفلامازومیا

نسبت به افراد کنترل سالم بود که در شکل    یسمیسپتمبتلا به  

نشان داده شده    3طور که در شکل  است. همان  دهیمشخص گرد  2

ب از     NLRP1ژن  انیاست  آقایان  است. در  خانمدر  بوده  بالاتر  ها 

 زانینسبت به م  یدارینشان داده شده است که تفاوت معن   4شکل  

عامل عفونت جداشده    یهای تباط با باکتردر ار  NLRP1ژن    انیب

 ا یاشرش  اورئوس، لوکوکوسیاستاف لیاز قب یسمیسپت یهااز نمونه 
 وجود ندارد. نوزایروژیا سودوموناس و  یبومان نتوباکتریاس ، یکل

 
سالم.   و کنترل یسمیسپت  مارانیب  در NLRP1 انیب  سطوح . 2شکل 

مبتلا به   مارانیب  در  mRNA در سطح NLRP1که  دهدیشکل نشان م

 (77/16 ± 4.00با گروه شاهد )  سهی نسبت به شاهد سالم در مقا  یسمیسپت

 (.001/0P <, 21/0±100) است   افتهی   شیافزا 

 
مرد و زن مبتلا به   مارانیدر ب   NLRP1 ان یب   سطوح. 3شکل 

  طور به mRNA در سطح NLRP1که  دهد یم نشان  جی نتا. یسمیسپت

  ± 86/2با زنان )  سهی ( در مقا04/28 ±76/6مرد ) مارانیدر ب  یداریمعن

 (.P=011/0است )  افتهی  ش یافزا  یسمیسپت ماران ی( ب 02/8
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  ی ها ی که آلوده به باکتر   ی سم ی سپت   ماران ی ب   در  NLRP1 ان ی ب   سطوح .  4شکل  

 ی دار ی معن   ر یی تغ   mRNAدر سطح    NLRP1که    دهد ی م   نشان  مختلف هستند.شکل 

 Escherichia coli(. P= 0/ 603)   ندارد   ر ی ز   ی ها ی باکتر   به   آلوده   ماران ی ب   ن ی ب   در 

(19.16 ± 9.43), Staphylococcus aureus (8.15 ± 4.48), 

Acinetobacter baumannii (19.04 ± 6.98) and 

Pseudomonas aeruginosa (26.58 ± 15.79). 
 

  بحث

خون    ی مار ی ب   ک ی   ی سم ی سپت  در  عفونت  وجود  . است با 

علت مرگ  ن ی سوم   دز یا   ی مار ی و ب  ه ی ر   ی ها بعد از عفونت   ی سم ی سپت 

بروز و   شی عفونت بوده و با در نظر گرفتن روند رو به افزا   لی به دل 

علت مرگ   نی تر ع ی شا  کی مشکلات متعاقب آن ازجمله شوک سپت 

آن   روند ابتلا به   ر ی سال اخ   20است و در    ژه ی مراقبت و ی ها در بخش 

گرم  ی ها ی از باکتر  ی ناش ی سم ی سپت. (12)بوده است  شی رو به افزا 

باکتر   ی شتر ی ب   ر ی وم مرگ   ی منف  به  اما   گر ی د  ی ها ی نسبت  دارد 

ب   ی ها ی باکتر  هم   ها روس ی و   یها و حت قارچ   ها، ی هواز ی گرم مثبت، 

 ( 14,  13)   رندی قرار گ   ها ی باکتر   نی ا   یعلت شناس   ۀدر زمر   توانند ی م 

اثر کمبود   یسم ی سپت   یبالا   ر ی وم از علل مرگ   یبخش . حداقل   در 

بال  ب   ص ی تشخ   یبرا   یاختصاص  ین ی علائم  است.   ی مار ی زودهنگام 

عفونت منجر به بروز  ی نبود مارکر اختصاص  ی مار ی ب  ن ی در ا   ن ی همچن 

از عوامل   یناش   کی ستم ی س   یدر افتراق سندرم پاسخ التهاب   ی مشکلات

مصرف شدن   موجب کم   جه ی شده است که در نت   یعفون   ری از غ   یعفون 

 شودی م  یکروبی مصرف شدن عوامل ضد م   ادیموارد ز   یدر برخ   ای 

 ی کاف ی سم ی سپت   ص ی تشخ   ی برا  ییتنهابه  ی ن ی . وجود علائم بال (15)

 یها جزء چالش   یسم ی سپت و مناسب    عی سر   ص ی تشخ   دی و با  ست ی ن 

بخش  و  ی ها روزمره  مراقبت  بخش  و  امروزه باشد   ژه ی اورژانس   .

 ماران ی زنده ماندن ب   تی منجر به بهبود وضع   ی مختلف درمان  یها روش 

 ی امر   ح ی و صح   ع ی سر  ص ی لذا تشخ   ،شده است   یسم ی سپتمبتلا به  

است،   ی اختصاص   ی ها فاقد علائم و نشانه   ی سمی سپت است.    ی ضرور 

 ک ی ستم ی س   یالتهاب  پاسخ   و   بوده   وقت  صرف   مستلزم   ی کروبیکشت م 

ها را نقص در عملکرد ارگان   حال  ن ی ع   در.  دهدی نشان نم  را   ماری ب 

دلا  به  است  ممکن  و  نداده  ب   ل ینشان  در  به   ماران ی متفاوت  مبتلا 

نباشد.    یسم ی سپت  س   ی سم ی سپتمثبت  به   ک ی ستم ی واکنش  بدن 

. (16)  است ها  و قارچ   ها ی مهاجم ازجمله باکتر   یها سم ی کروارگان ی م 

 مارستانی در ب   ی بستر   مارانی در ب   یسم ی سپتحدود دو سوم موارد  

عوامل متعدد  و  افتاده  افزا   ی اتفاق   شی افزا   ت، ی سن جمع   شی مثل 

ب مدت  به  ابتلا  آنت  ی ها ی مار ی زمان  از  استفاده  و   ک ی وت ی ب ی مزمن، 

بروز   شی در افزا   یو داخل عروق   ی کی مکان   ل یو وسا   دهای کواستروئ ی کورت 

که دچار   ی معمولًا در افراد   ی سم ی سپت .  (1)آن مشخص شده است  

در مطالعه   (17)  افتدی ، اتفاق م   باشند ی م  ی منی ا   ستم ی ضعف در س 

پ  در   ژهی به و  یسمی سپت   وعی ، ش   ن ی ش ی حاضر هم مشابه مطالعات 

بستر  ب   ی افراد  ا  دی ها مشخص گرد  مارستانی در  به   یم   ن ی و  تواند 

استفاده از کاتترها و ابزار آلوده باشد.   ،یمارستان ی ب  یعفونت ها   لی دل 

 گرم   ی ها ی باکتر حاضر مربوط به    ق ی در تحق   یآلودگ   زان ی م   ن ی شتر ی ب 

 ی بومان  نتوباکتری اس   ی موارد عفونت را باکتر   از   % 42/ 5  و  بوده  ی منف 
 ژهی و به   ی مارستانی ب   یها عفونت   ۀ عمد علل    از   ی باکتر   نی ا   . داد  ل ی تشک 

 یک ی وت ی ب ی آنت مقاومت    ف ی ط   ی بوده و دارا  ژه ی مراقبت و ی ها بخش در  

 ی برا   ی نقش اساس   ی و ذات  ه ی اول   ی منی ا   ی ها پاسخ  .است   ی ا گسترده 

و   ( 18)ها ازجمله خون را برعهده دارند  ها از بافت عفونت   یی زدا شه ی ر 

 یداخل سلول   یبه عنوان رسپتورها   NLRP3  و   NLRP1  کهیی جا ازآن 

مهم پاسخ   ی نقش  القاء  نظر   کنند ی م  فای ا   ه ی اول   ی من یا   ی ها در  به 

 ه ی اول   یمنی ا   یها در القاء پاسخ   ی ها نقش مهم مولکول   ن ی که ا  رسدی م 

باکتر  ضد  باشند    یسم ی سپت   ۀجادکنند ی ا   یها ی بر  . (19) داشته 

NLRP1   از   یشناخته شده است. در بعض  یها نفلامازوم ی ا   نی جزء اول

. نشت شود ی م   روپتوز ی پ   ر ی باعث فعال شدن مس   ییا یباکتر   یها عفونت 

ATP   ماکروفاژها از طر   ی التهاب  ی از  به سلول  آن  ورود  کانال   ق ی و 

اتصال    ن ی کانکس  گ   ATPو  شدن   P2X7  رنده ی به  فعال  به  منجر 

NLRP1  کاهش  شود ی م .ATP   باعث فعال شدن    ی سلولNLRP1 

عال ف   ی جلو   Bcl-XLو    Bcl-2  ک ی آپوپتوت ی آنت  نی . دو پروتئ شودی م 

سطح   صی تشخ   یبرا   NLRP1  یی. توانا رند ی گ ی را م   NLRP1شدن  

 ستم ی و س   سمی متابول   ن ی را ب   ی ارتباط   ک ی ممکن است    ی سلول   ی انرژ 

ممکن   NLRP1از مطالعات نشان دادند که    ی برقرار کند. بعض   ی من ی ا 

به  استرس   کی عنوان  است   کی و    ک ی ت ی هماتوپوئ   یها حسگر 

 ز ی حاضر ن   ق ی . در تحق (20,  6)مهم التهاب مطرح باشد   کننده م ی تنظ 

NLRP1   ب   ی دار   یمعن  انی ب   شی افزا   ی دارا به   مارانی در  مبتلا 

که   دادنشان    قاتی تحق   با گروه کنترل بود.  سه ی در مقا   ی سم ی سپت 
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 ه ی و پاسخ مناسب عل   ییدر شناسا   ینقش مهم   3NLRP  یها مولکول 

 انگری ب   ی گر ی. مطالعات د (21)  کند ی م  فا ی ا   ی سلول  داخل   ی ها عفونت 

ا   زبانی از دفاع م   یعنوان قسمت به   3NLRP  نفلامازومی آن است که 

کث   ه ی عل  پاتوژن   یر ی گروه  قارچ   ییای باکتر   یها از  و  یو   یروس ی و 

 ی گر یدر پژوهش د   (.22)  کند ی م IL- 1و    IL- 18  د ی شده و تول فعال 

س  شد  سنسورها   کی   ی ذات  ی منی ا   ستم ی مشخص  از   ی مجموعه 

تول   یتوپلاسم ی س  عل   کندی م   د یرا  فعال   یروسی و   ی ها عفونت   ه ی که 

و   1  پی ت   نترفرون ی ا   دی سنسورها به تول   نی و فعال شدن ا   شوندی م 

 IL- 18و    IL- 1  ی التهاب  ی ها ن ی توکا ی سا  دی و تول   نفلامازوم ی ا   ت ی فعال 

 هانفلامازوم ی ا نشان داده شد که    یگر ی در مطالعه د   (.23)  انجامد ی م 

 یکبد  ی ها التهاب   دنبال   به   کبد  سرطان  ن ی همچن  و   روز ی س   جادی در ا 

 تی افراد مبتلا به هپات   ی بر رو   مطالعه .  (24)  کنند ی م  فای ا   ینقش مهم 

 ها،نفلامازوم ی ااز    یکی عنوان  به    3NLRPکه    نمود   مشخص   ز ی ن   ی س 

 ،یس   تی هپات   روسی و   ی اجزا   یی شناسا   قی از طر   IL- 1در فعال کردن  

 . (25)دارد    ییسزا ه نقش ب 
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