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زمینه و هدف: جمع آوری میعانات هوای بازدمی، روش��ی غیرتهاجمی، ایمن و آس��ان است که 
جهت نمونه برداری از ریه ها و تحقیقات علمی و همچنین برآورد اثرات آلودگی هوا در انس��ان 
مورد اس��تفاده قرار می گیرد. ترکیبات موجود در میعانات هوای بازدمی اکثرا شامل مولکول های 
موجود در مس��یرهای تنفسی اس��ت که توسط بخارات آب رقیق شده اند و شامل یون های ساده، 
هیدروژن پراکسید، پروتئین ها، سایتوکاین ها، دزوکسی ریبونوکلئیک اسید، کراتین، الکترولیت ها، 
عناصر جزئی و فلزات س��می هس��تند. هدف از این مطالعه سنجش نش��انگر زیستی اینترلوکین 

شش (IL-6)ا با استفاده از دستگاه طراحی شده جهت جمع آوری میعانات بازدمی است.
روش بررسی: در این مطالعه دستگاهی جهت جمع آوري و متراکم کردن هواي بازدمی طراحی 
و ساخته شد. این دستگاه دماي هواي بازدمي را تا °C 20- کاهش داده و هواي بازدمي از طریق 
میعان به مخلوط مایع و جامد تبدیل شده و متعاقب آن نشانگر زیستی اینترلوکین شش با استفاده 
از روش 96 چاهکی ELISA و با استفاده از کیت تجاری HS600B R&D Kit اندازه گیری 
شد. در این مطالعه، میعانات هوای بازدمی 36 فرد جوان سالم جمع آوری گردید. میعانات هوای 
بازدمی افراد جوان سالم پس از min 15-10 تنفس بصورت پیوسته در ویال جمع آوری گردید.
یافته ها: در این مطالعه غلظت اینترلوکین ش��ش در نمونه های گرفته ش��ده توس��ط کیت مذکور 
pg/mL 1/08 مش��اهده ش��د. انحراف معیار غلظت نش��انگر زیس��تی اینترلوکین ش��ش 0/47 
اندازه گیری ش��د. حجم میعانات هوای بازدمی در مطالعه حاضر بین  1/2 تا mL 3/5 و میانگین 

آن mL 2/3 برای هر فرد اندازه گیری شد.
نتیجه گی��ری: نتایج این مطالعه نش��ان داد که حج��م میعانات هوای بازدمی جمع آوری ش��ده با 
اس��تفاده از دستگاه طراحی ش��ده در این مطالعه، با حجم جمع آوری ش��ده با استفاده از وسایل 
مش��ابه خارجی قابل مقایسه است . همچنین میانگین غلظت اینترلوکین شش سنجش شده مشابه 
مقادیری بود که توسط سایر جمع آورنده ها در مطالعات مختلف گزارش شده است. نتایج نشانگر 
این اس��ت که می توان دس��تگاه ساخته شده را بعنوان یک ابزار مناسب جهت سنجش اینترلوکین 

شش در میعانات هوای بازدمی به محققین معرفی نمود.

yunesian@tums.ac.ir
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مقدمه
هم��ان  ی��ا   Exhaled Breath Condensate (EBC)
میعانات بازدمی، روش��ی غیرتهاجمی، مناس��ب و ارزان اس��ت 
که جهت تحقیق��ات علمی و همچنین تش��خیص بیماری های 
تنفس��ی مورد اس��تفاده قرار می گیرد. یکی از روش های برآورد 
اثرات آلودگی هوا در انسان بررسی نشانگرهای زیستی موجود 
در نمونه ه��ای خون و ادرار اس��ت. اما اخی��را روش جدیدی 
بن��ام جمع آوری میعانات بازدمی جه��ت برآورد اثرات آلودگی 
هوا م��ورد توجه ق��رار گرفته اس��ت )1، 2(. همچنین می توان 
از طریق جم��ع آوری میعانات ه��وای بازدم��ی و اندازه گیری 
تغییرات نش��انگرهای زیس��تی، برخی اثرات را تش��خیص داد 
)3، 4(. بیماری های آس��م و انسداد ریوی، بیماری هایی التهابی 
رایجی هس��تند که باع��ث التهاب در ریه و افزایش ترش��حات 
در راه های هوایی می ش��وند. با اندازه گیری نشانگرهای زیستی 
موجود در خون و جم��ع آوری میعانات هوای بازدمی می توان 
حالت و پیش��رفت بیماری را نشان داد.  EBC ترکیب مایعات 
مس��یرهای تنفس��ی را مش��خص کرده و از این طریق به نحوه 
 EBC شناسایی و تشخیص بیماری کمک می کند. اجزای اولیه
ش��امل آئروس��ل های جمع آوری ش��ده در مس��یرهای تنفسی، 
بخارات تقطیر شده اطرف آئروسل ها و گازهای فرار حل شده 
در بخارات آب تقطیر ش��ده در مس��یرهای تنفس��ی است )5(. 
ترکیبات موجود در EBC اکثرا شامل مولکول های موجود در 
مس��یرهای تنفسی است که توسط بخارات آب رقیق شده اند و 
ش��امل یون های ساده، یون هیدروژن مثبت، هیدروژن پراکسید، 
پروتئین ها، سایتوکاین ها، Eicosanoids و ماکرومولکول هایی 
مثل موس��ین، فسفولیپید و DNA اس��ت. ترکیباتی دیگری که 
در EBC یافت می شوند ش��امل کراتین، الکترولیت ها، عناصر 
جزئی و فلزات س��می اس��ت. پروتئین ها و نشانگرهای زیستی 
خاص در س��لول های آلوئول ریه و نش��انگرهای زیس��تی غیر 
ف��رار در س��لول های اپیتلیوم تولید و در ذرات آئروس��لی آزاد 
می ش��وند. در حین نفس کشیدن طبیعی، میزان ذرات آئروسلی 
بین particle/cm3 0/4-0/1 اس��ت، متوس��ط قطر این ذرات 
در ح��دود µm 0/3 اس��ت و از طری��ق این ذرات آئروس��لی 

نشانگرهای زیستی جمع آوری می شوند )EBC .)7 ،6 همچنین 
جه��ت آنالیز هوای بازدمی مورد اس��تفاده قرار می گیرد بعنوان 
مثال برای تخمین گلوکز خون و تش��خیص بیماری های ریوی 
مثل سرطان ریه استفاده شده است )8، 9(. مطالعات نشان داده 
اس��ت که غلظت مارکرهای موجود در EBC در هنگام برخی 
بیماری ها از حالت عادی بیش��تر است. تشخیص این ترکیبات 
به تکنولوژی در دس��ترس جهت آنالیز بستگی دارد )10-14(. 
اخیرا مطالعاتی که جهت بررس��ی نشانگرهای زیستی میعانات 
بازدمی انجام می شود، پیشرفت چشمگیری داشته است. از این 
رو در مطالع��ات مختلف، ماکرومولکول های جدیدی در هوای 
بازدمی مورد شناسایی قرار گرفته است. جدول 1 خلاصه ای از 
ترکیباتی اس��ت که در مطالعات گذشته، با استفاده از EBC در 
افراد با وضعیت مختلف جمع آوری و س��پس سنجش شده اند 
)15(. اگرچه در س��ال های اخیر دس��تگاه ها و وسایل مختلفی 
با قابلیت های مش��ابه در برخی کش��ورهای پیشرفته تولید شده 
اس��ت، اما دستگاه حاضر با صرف هزینه به مراتب کمتر نسبت 
به معادل خارجی و نیز با س��هولت بیشتر در دسترس محققین 
داخلی قرار می گیرد. همچنین این دس��تگاه نسبت به دستگاه ها 
و وسایل خارجی حجم کمتر و در برخی موارد قابلیت بالاتری 

جهت سنجش نشانگرهای زیستی دارد.

مواد و روش ها
در این مطالعه جهت جمع آوری میعانات هوای بازدمی، وسیله 
با عنوان جمع آورنده میعانات بازدمی طراحی و س��اخته ش��د. 
علت طراحی و ساخت این وسیله، عدم دسترسی به تجهیزات 
پیش��رفته س��اخته ش��ده در این زمینه و هزینه بالای آنها جهت 
تامین بوده اس��ت. در ابتدا جهت طراحی و ساخت این وسیله، 
مطالعات انجام ش��ده در این زمینه بررس��ی گردید و س��پس با 
توجه به وس��ایل مورد استفاده در آن مطالعات، الگوی مناسب 
مد نظر قرار گرفت و در نهایت دس��تگاه جمع آورنده میعانات 
بازدمی طراحی و س��اخته شد. این دستگاه دماي هواي بازدمی 
را تا C° 20- کاهش داده و هواي بازدمي را از طریق میعان به 
مخلوط مایع و جامد تبدیل می کند و متعاقب آن نش��انگرهای 
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جدول 1- ترکیباتی که در مطالعات گذشته، در میعانات هوای بازدمی افراد با وضعیت مختلف جمع آوری شده است

  وضعيت افراد  تركيبات

8ايزوپرستان ،(H2O2)هيدروژن پروكسيد
(8-Isoporostane)، نيتريك اكسيد(NO) ،نيتروزوتيولز(RS-NOs)شامل اينترلوكين ها ، سايتوكاين)-

  و تومورنكروزيس فاكتور آلفا) 10،13، 8، 6، 5، 4، 2
  افراد سالم

8، ايزوپرستان(H2O2)هيدروژن پروكسيد
(8-Isoporostane)  

  افراد سيگاري

8ايزوپرستان ،(H2O2)هيدروژن پروكسيد
(8-Isoporostane)1-ها شامل اينترلوكين ، سروتونين، سايتوكاين(IL-1)، رسپتور محلول اينترلوكين -

2(sIL-2R)،  تومورنكروزيس فاكتور آلفا (TNF-alfa)  
بيماري انسداد ريوي 

مزمن
H2O2ها،  ، نيتروتيروزين، تيوباربيتوريك اسيد، لكوترين8، ايزوپرستانPH  افراد آسمي  

  برونشيت مزمنها لكوترين
H2O2برونشيت  

H2O28-، اينترلوكين8، نيتريت، ايزوپرستان)IL-8(  سيستيك فيبروزيس  
 

زیستی هواي بازدمي اندازه گیري می  شود. شماتیک این دستگاه 
در ش��کل 1 نش��ان داده شده است. در س��اخت این دستگاه از 
لوله پروپیلنی، ظروف پلاس��تیکی از جن��س پلی وینیل کلراید 
و فلز گالوانیزه )بعلت ویژگی بارز آن در انتقال س��رما( استفاده 
شده است. بخش اول این وسیله دهاني نام دارد که افراد مورد 
مطالع��ه آن را در ده��ان قرار داده و ه��واي بازدمي خود را به 
آرامی در آن می دمند. در ادامه دهانی، از ش��یر یکطرفه استفاده 
گردید که از ورود بزاق به داخل نمونه ممانعت می کند و سپس 
لول��ه پلی پروپیلنی قرار گرفته اس��ت که ای��ن لوله از مقاومت 
ش��یمیایی بالایی برخوردار ب��وده و درون محفظه حاوی یخ و 
نم��ک )جهت کاهش دما تا C° 20-( قرار داده ش��ده اس��ت 
)تا زمانی که مخلوط یخ و نمک بصورت کریس��تال باشد دمای 
آن در محدوده کمتر و یا مس��اوی ب��ا C° 21- قرار می گیرد(. 

جهت تماس س��طح بیشتري از لوله با یخ و نمک و تسریع در 
میعان هواي بازدمي، لوله پلی پروپیلنی بصورت مارپیچ طراحی 
گردید. در انتهاي این وس��یله ویالی قرار داده ش��ده اس��ت که 
هواي بازدمي متراکم ش��ده در آن ذخیره می ش��ود. همچنین در 
این مطالعه با اس��تفاده از دستگاه جمع آورنده، میعانات بازدمی 
36 فرد جوان س��الم جمع آوری گردید )ش��کل 2(. مشخصات 
دموگرافی��ک و بالین��ی افراد جوان س��الم نظیر س��ن، وضعیت 
کش��یدن سیگار، سابقه بیماری ها و داروهای مصرفی با استفاده 
از پرسش��نامه و از طریق مصاحبه خصوصی توسط پزشک در 
مح��ل و 30 دقیقه قب��ل از جمع آوری میعان��ات هوای بازدمی 
مورد بررسی قرار گرفت. افرادی که در یک هفته مانده به روز 
نمونه گی��ری، دارای بیماری های عفونی بودند از مطالعه حذف 

شدند. مشخصات افراد داوطلب در جدول 2 ذکر شده است.
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جه��ت نمونه گیری، افراد روی صندلی نشس��ته بودند، در این حالت 
دم از طریق بینی و بازدم از طریق دهان انجام گرفت و بازدم ازبخش 
 10-15 min افراد پ��س از EBC .دهان��ی وارد جمع آورن��ده ش��د
 1-3 mL دمش در دس��تگاه، بصورت پیوس��ته و مداوم، به می��زان
مخلوط مایع و جامد جمع آوری گردید. دس��تگاه طراحی شده جهت 
جمع آوری نش��انگرهای زیستی اینترلوکین ش��ش مورد استفاده قرار 
گرفت که پس از جمع آوری، در دمای 80- و در ویال های پروپیلنی 
ذخیره گردید، سپس نشانگرهای زیستی مورد نظر  با استفاده از کیت 
تجاری HS600B R&D Kit س��نجش ش��دند. مراحل س��نجش 

نشانگر زیستی اینترلوکین شش در شکل 2 بیان شده است.

شکل 1- شماتیکی از دستگاه جمع آورنده میعانات بازدمی

جدول 2- مشخصات افراد جوان سالم داوطلب*

  يخ و نمك

ه كننده 
 بازدمي

  

ظرف

ويال ذخيره
ميعانات با

ي 
  ي

ت جمع آوري 
 

  

 

قسمت 
 دهاني

لوله جمع آوري
بازدميميعانات 

ميعانات
شده

  مرد  جنس
  16±1  )سال( سن
  kg(  )45 -65(55( وزن
  cm(  )160 -180(171( قد

  همه افراد غير سيگاري بودند  سيگاري
  نفر است. 36تعداد افراد شركت كننده *

 

محفظه
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یافته ها
 در این مطالعه پس از جمع آوری میعانات بازدمی، نشانگرهای 
زیس��تی اینترلوکین شش با اس��تفاده از کیت ذکر شده سنجش 
ش��دند. نتایج اندازه گی��ری اینترلوکین ش��ش در جدول 3 و 4 
آورده ش��ده اس��ت. همچنان که در جدول 3 مشاهده می شود، 
غلظت نش��انگر زیس��تی اینترلوکین ش��ش بی��ن 0/3 تا 2/3 و 
میانگی��ن pg/mL 1/08 بوده اس��ت. همچنی��ن صدک 0/25، 

شکل 2- مراحل کلی سنجش نشانگرهای زیستی با استفاده از 
 ELISA (Enzyme -linked immunosorbentروش

assay)
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شکل 3- شمایی از نمونه های کدگذاری شده

  

 

شکل 4- شمایی از سنجش نشانگرها زمانی که آنتی ژن با 
تشکیل شدن فرآورده های رنگی، مشخص می شود

0/5 و 0/75 بترتیب برابر با 0/76، 0/96 و 1/33 ش��د. انحراف 
معیار غلظت نشانگر زیستی اینترلوکین شش 0/47 اندازه گیری 
 3/5 mL 1/2 تا mLدر مطالعه حاضر بین EBC ش��د. حجم
و میانگی��ن آن mL 2/3 ب��رای هر فرد اندازه گیری ش��د )7(. 
یافته های این مطالعه همچنین نش��ان دادند که نسبت نمونه های 
مثبت به منفی و نمونه های از دست رفته به کل نمونه ها بترتیب 

برابر با 36/2 و 0/38 بوده است.

 

P-value  اسكريناكو   اي اصلاح شده شيشه  اي شيشه  سيليكوني  دستگاه حاضر  پارامتر

-12/4912/3712/112/10  38/0  ها هاي از دست رفته به تعداد كل نمونه نمونه
IL-6  )3/3 -2/0(08/1)4/1 -4/0(9/0)6/1 -4/0(9/0)9/1 -3/0(7/0)5/1 -4/0(6/029/0 (ml/pg ) غلظت

  5/2 -3/1(3/2)5/9 -2/0(7/1)4/2 -2/1(9/1)5/6 -2/1(025/2)7/5 -2/1(01/263/0(  (mL) حجم ميعانات
2/363/4138/4571/4867/4382/0  هاي مثبت به منفي نسبت نمونه

جدول 3- مقادیر سنجش شده سایتوکاین ها در سیستم های مختلف جمع آوری میعانات بازدمی
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بحث
یک��ی از جدیدترین روش های برآورد اث��رات آلودگی هوا در 
انسان بررسی نشانگرهای زیس��تی موجود در میعانات بازدمی 
اس��ت )1، 2(. مزیت اصلی این روش، غی��ر تهاجمی، ایمن و 
بدون ضرر بودن آن است که حتی در افراد حساس مثل کودکان 
و افراد دارای بیماری تنفسی نیز ضرری ندارد )7، 16، 17(. از 
محدودیت های اصلی EBC، پایین بودن غلظت نش��انگرهای 
زیس��تی موجود در میعانات بازدمی نسبت به سایر مایعات بدن 
است )17(. در مطالعه حاضر دستگاه جهت جمع آوری میعانات 
بازدمی طراحی و س��اخته شد. در این دستگاه ارتفاع و قطر فلز 
گالوانی��زه به گونه ای انتخاب ش��د که براحتی درون ظرف قرار 
گیرد و انتقال س��رما را تسهیل بخشد. علت استفاده از لوله های 
پلی پروپیلنی، عدم آسیب به نشانگرهای زیستی هوای بازدمی 
اس��ت  و همچنین دلیل استفاده از ظروفی از جنس پلی وینیل 
کلراید قابل حمل و سبک بودن آن و قابلیت استفاده به دفعات 
زیاد اس��ت. در مطالعه حاضر به افراد داوطلب توصیه گردید با 
ن��رخ کم و بصورت طبیعی تنفس کنند که باعث می ش��ود مواد 
غیر فرار مثل پروتئین های موجود در آئروسل ها از طریق هوای 
بازدمی منتقل ش��وند. جهت ذخیره میعان��ات هوای بازدمی از 
ویال های پروپیلنی استفاده شد. توصیه می شود که از ویال های 
پلی استیرن بدلیل خاصیت جذب برخی ترکیبات استفاده نشود 
)15(. حجم EBC جمع آوری شده با استفاده از دستگاه طراحی 
شده بین 1/2mL تا mL 3/5 و میانگین آن 2/3mL است که 
نسبت به حجم EBC جمع آوری شده توسط جمع آورنده های 
شیش��ه ای و س��یکلونی بیش��تر اس��ت. همچنین در مطالعه ای 
که در آن مقایس��ه ای بی��ن حجم میعان��ات بازدمی جمع آوری 
ش��ده توس��ط جمع آورنده شیشه ای بهینه ش��ده با جمع آورنده 

جدول 4- مقادیر سنجش شده اینترلوکین شش در میعانات بازدمی

 

  نشانگرهاي زيستي
 تعداد نمونه

  (عدد)
  مينيمم  ماكزيمم  انحراف معيار  ميانگين

  صدك
25/0  5/0  75/0  

IL-6 هواي بازدمي )pg/mL(36  08/1  47/0  3/2  3/0  73/0  96/0  33/1  

اکواس��کرین، شیشه ای و س��یلیکونی انجام شده است، بهترین 
کارایی را جمع آوری شیش��ه ای اصلاح ش��ده )بهینه ش��ده( و 
کمترین کارایی را جمع آورنده س��یلیکونی داش��ته است )20-
18(. میانگین غلظت نشانگر زیستی اینترلوکین شش در مطالعه 
حاضر pg/mL 1/08 مش��اهده گردید در حالی که در مطالعات 
مختلف برای سایر جمع آورنده ها بین pg/mL 0/1-6/9 بوده 
اس��ت. اگرچه در مطالعات��ی که از جمع آورنده های شیش��ه ای 
استفاده شده است، غلظت نشانگرهای زیستی کمتری نسبت به 
س��ایر جمع آورنده ها مشاهده گردیده است. تغییرات در غلظت 
نشانگرها را می توان به کیفیت تغلیظ شدن، نوع ذخیره کردن و 
یا حساسیت تست ها و آنالیزهای سنجش نسبت داد )21-25(. 
 EBC در مطالعات مختلف گزارش ش��ده است که جمع آوری
در ابتدای روز، وس��ط روز و در وسط هفته تفاوت معنی داری 
از نظر غلظت س��ایتوکاین ها نداشته اس��ت )20(. از آنجایی که 
بیش��تر حجم EBC را بخار آب تش��کیل می دهد، روش های 
متداول س��نجش، برای اندازه گیری نشانگرهای زیستی مناسب 
نیس��تند به این دلی��ل که حج��م میعانات بالایی نیاز اس��ت و 
باعث می ش��ود مایع بیولوژیکی با بخار آب رقیق ش��ود. اخیرا 
از روش های سنجشی اس��تفاده می شود که نیاز به حجم نمونه 
کمتر و دارای حساسیت بالایی )مثل کیت های تجاری( هستند 
که این عوامل باعث افزایش دقت اندازه گیری می شود. بنابراین 
با بهینه ش��دن جمع آورنده و حداقل چس��بندگی نش��انگر های 
زیستی، باعث می شود تکرارپذیری اندازه گیری های مختلف در 
EBC بهبود یابد )11، 26-28(. جمع آوری EBC با اس��تفاده 
از وس��ایل متنوع که طراحی های مختلفی داشته اند موفقیت آمیز 
گزارش ش��ده اند )21، 29، 30(. اس��تفاده از وسایل تجاری در 
دس��ترس ممکن اس��ت به غلبه بر مش��کلات بالقوه استفاده از 
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وسایل مختلف کمک کند اما شواهد نشان نمی دهد که استفاده 
از وس��ایل تج��اری نتایج بهت��ر و تکرارپذیرتری در س��نجش 

نشانگرهای زیستی دارند )7(. 

نتیجه گیری
نتای��ج مطالعه حاضر نش��ان می دهد که با اس��تفاده از دس��تگاه 
طراحی ش��ده حجم بیش��تری از میعانات بازدمی در مقایس��ه 
با وس��ایل استفاده شده در س��ایر مطالعات بدست آمده است. 
همچنین در این مطالعه نش��انگر زیس��تی اینترلوکین ش��ش در 
میعانات بازدمی جمع آوری شده اندازه گیری گردید. از مزایای 
دیگر این دستگاه سبک و کم هزینه بودن آن و همچنین سهولت 
دسترسی و قابلیت استفاده به دفعات زیاد آن است. با توجه به 
این مزایا و مشکلات بالقوه در استفاده از وسایل تجاری موجود 

می توان دس��تگاه ساخته ش��ده را بعنوان یک ابزار مناسب برای 
تحقیق بر روی هوای بازدمی جهت سنجش نشانگرهای زیستی 

به محققین معرفی نمود.
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Background and Objective: The collection of exhaled breath condensate 
(EBC) is a noninvasive, safe and simple technique to obtain direct 
samples from lung and use for estimation of the effects of air pollution on 
human subjects. EBC contains several compounds including simple ions, 
hydrogen peroxide, proteins, cytokines, deoxyribonucleic acid (DNA), 
creatine, Electrolytes, trace elements and toxic metals that are diluted 
by water vapor. The objective of this study was to determine biomarker 
IL-6 in exhaled breath condensate using an exhaled breath condensate 
collector.
Materials and Methods: The collector was designed and built and was 
used for collection and condensation of exhaled breath. EBC was taken 
from 36 young participants. Each person was asked to breathe for 10-15 
min and the condensate was kept in a vial. The samples of exhaled breath 
were cooled down to -20 °C using the collector. The exhaled breath was 
converted to the solid/liquid mixture and then, the biomarker IL-6 was 
measured with ELISA (Enzyme -linked immunosorbent assay) method 
using HS600B R&D Kit. 
Results: The mean concentration of IL-6 was 1.08 pg/mL in collected 
samples. The standard deviation of IL-6 concentration was 0.47. Moreover, 
the average volume of collected EBC was 2.3 mL, ranged between 0.3 
and 3.5 mL.
Conclusion: The results of this study showed that the volume of the exhaled 
breath condensate was comparable with similar commercial devices. The 
average concentration of interlukin-6 was similar to the concentrations 
reported by other studies. Based on the findings, this equipment can 
be used by researchers as a suitable device for measurement of IL-6 in 
exhaled breath condensate.
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