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  اكسايد نيتريك
  

 .Ph.D *، مجيد رياضي پور.Ph.D كاظم احمدي

  
   چكيـده

  .در طب گياهي بعنوان تقويت كننده سيستم ايمني شهرت دارد)لوسيدوم. گ(گانودرمالوسيدوم قارچ  :مقدمه
هدف اين  نيتريك اكسايد توسط ماكروفاژهاي صفاقي موش لوسيدم بر بقاء سلولي وتوليد. بررسي اثر قارچ گ

  .مقاله است
سرد بـه داخـل حفـره شـكمي و      PBSبا تزريق  سلول هاي ماكروفاژي از صفاق موش ها :هامواد و روش

پـس از سـه بـار شستشـو ماكروفاژهـا شـمارش و       . شـد  سپس مكش آن به كمـك پيپـت پلاسـتيكي تهيـه    
به هر چاهك پليـت هـاي    RPMIمحيط  سلول در حجم يك ميلي ليتر 1x106سوسپانسيون سلولي به تعداد 

. مـايع رويـي كشـت سـلولي آن خـارج شـد       ،Co2% 5از دوسـاعت انكوباسـيون در    پـس . خانه اضافه شد 24
سـاعت انكوباسـيون در    24لوسيدم تيمار و پـس از  . ماكروفاژهاي چسبيده به ته پليت با غلظتهاي مختلف گ

ول ها با روش رنگ آميزي با تريپان بلو و ميزان نيتريك اكسايد موجـود در مـايع   شرايط فوق درصد مرگ سل
  .اندازه گيري شد ،رويي كشت با روش گريس

ميكروگرم در ميلي ليتر تاثير قابل توجهي بر قابليت حيـات   160لوسيدوم در غلظت هاي كمتر از . گ :نتايج
ر بـه تـدريج اثـرات سايتوتوكسـيك نشـان داد      ماكروفاژهاي صفاقي موش نداشت اما در غلظـت هـاي بـالات   

)001/0p<  ،025/0p< .(ميكروگرم در ميلـي ليتـر بـه طـور      320تا  5لوسيدوم در غلظت هاي . همچنين گ
  .)>001/0p<  ،005/0p(وابسته به دوز ترشح نيتريك اكسايد توسط ماكروفاژها را افزايش داده است 

و اسـت  روگرم در ميلي ليتر اثـر ايمونومـدولاتوري داشـته    ميك 160-5در غلظتهاي بين  لوسيدوم. گ :بحث
بدون آنكه حيات سلول را تحت تاثير قرار دهد باعث افـزايش ترشـح نيتريـك اكسـايد توسـط ماكروفاژهـاي       

افزايش مرگ سلولي در غلظت هاي بالاتر ايـن مـاده ممكـن اسـت ناشـي از اثـرات       . صفاقي موش مي شود
اثر سايتو توكسيكي نيتريك اكسـايد بـر خـود سـلول      لي احتمالو باشد يدمگانودرما لوسسايتوتوكسيك قارچ 

  . وجود دارد نيز توليد كننده آن
  .ماكروفاژ، گانودرما لوسيدوم و نيتريك اكسايدسلولي،  مرگ: هاي كليديواژه 
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  هـمقدم
 كـه از قـارچ هـاي    (Ganoderma lucidum) لوسيدوم. گقارچ 

در كشـورهاي   ،تا محسوب مي شودشاخه بازيديوميكو كلاهك دار
) Mannentake(، مانتتاك )Reishi(آسياي شرقي بنامهاي ريشي 

اين قارچ در طب سنتي برخي . معروف است) Lingzhi(و لينگزي 
از كشورها از جمله چين و ژاپن اهميت زيادي دارد و فوايد درمـاني  

تقويت سيسـتم ايمنـي از   ). 1-5(متعددي را به آن نسبت مي دهند
مله خواصي است كه براي اين قارچ ذكر شده اسـت و مطالعـات   ج

در طـب سـنتي چـين از ايـن     ). 6-9(متعدد آن را تائيد نموده است
قارچ در پيشگيري و درمان بيماريهاي مختلفي نظيـر فشـار خـون،    
برونشيت، آرتريـت، بيماريهـاي كبـدي، هپاتيـت مـزمن، افـزايش       

بـا   .سـتفاده مـي شـود   و اختلالات ايمونولوژيكي ا كلسترول خون،
توجه به اينكه ماكروفاژها بعنوان مهمترين سلول در كشتن پاتوژنها 
شناخته شده اند، تحقيقات نشان داده كه اثرات ضد توموري،؛ ضـد  
ميكروبـي وضـد التهــابي ايـن قــارچ مـي توانـد از طريــق اثـر بــر       

 -پلي ساكاريدها و بخصوص بتا). 10(ماكروفاژها اعمال شده باشد 
ــاي دي گلو ــارچ گ)D-glucansβ-(كانه ــيدوم . حاصــل از ق لوس

تحريك كننده هاي بالقوه ماكروفاژهاي موش و انساني مي باشـند  
موجـود در سـطح    CR3دي گلوكانهـا بـه رسـپتورهاي     -بتا). 11(

ماكروفاژها متصل و پس از ورود بـداخل سـلول باعـث برانگيختـه     
لـي  عصـاره پ . شدن يك سري از وقايع داخـل سـلولي مـي شـوند    

ساكاريدي اين قارچ توليد و ترشح سايتوكاين توسط ماكروفاژهـاي  
شده است كـه ايـن سـايتو     انساني را افزايش مي دهد و نشان داده

-Uو  HL-60كاينها باعث توقف تكثير و تمايز سـلولهاي لوسـمي  

  ). 11-13( و القاء آپوپتوزيس در آن ها مي گردند  937
Wany Sy ه اثرات ضـد تومـوري گ  و همكاران نشان داده اند ك .

لوســيدوم از طريــق ســايتوكاينهاي مترشــحه از ماكروفاژهــا و     
و  Zhangهمچنـين  ). 10(فعال شده اعمال مي شـود   لنفوسيتهاي

و  IL-1βسايتو كاينهاي التهابي نظيـر   همكاران نشان داده اند كه
TNF-α       ترشح نيتريـك اكسـايد توسـط سـلولهاي هپاتوسـيتها را

ند ولـي نقـش دقيـق نيتريـك اكسـايد در      دركشت تحريك مي كن
 Zhang). 14(فرآيند آسيب ايمني بطور دقيق مشخص نشده است 
لوسـيدوم از  . و همكاران در مطالعه ديگري نشان داده انـد كـه گ  

جلوگيري نموده و بيان داشـته   BCGآسيب كبدي پس از دريافت 
 لوسيدوم از طريق كاهش نيتريك اكسايد اعمال. اند كه اين اثر گ

  ). 15(مي شود 
بـر   لوسـيدوم . گمطالعه حاضر به منظور بررسي اثر قارچ دارويـي  

مرگ سلول هاي ماكروفاژ و ترشح نيتريك اكسايد توسـط آن هـا   
   .بعنوان يكي ازمكانيزمهاي دفاعي انجام شد

   
  هامواد و روش

سرد به داخل حفره شـكمي   PBSبا تزريق سلول هاي ماكروفاژي 
از صفاق موش هـاي   پيپت پلاستيكي و سپس مكش آن به كمك

و به داخل لوله آزمايش در شرايط روي يخ منتقـل   سوري استخراج
درجـه سـانتيگراد شستشـو و در     PBS 4سلول ها سه بـار بـا   . شد

1500g  96حـدود  (سـپس سـلولها شـمارش    . سانتريفيوژ شـدند %
 در هر ميلي ليتر 1×106و سوسپانسيون سلولي به تعداد)سلول زنده

خانـه   24به هـر چاهـك پليـت هـاي      1640RPMIكشت محيط 
سـپس  . انكوبه شـدند  Co2% 5ساعت در شرايط  2اضافه و بمدت 

درجـه   37(گـرم  PBSمايع رويي آن خارج و چاهك ها سه بـار بـا   
. شسته شدند تا سلول هاي غير ماكروفاژي حذف گردند) سانتيگراد

محـيط   ميلـي ليتـر   1به ماكروفاژهاي چسبيده به ته پليـت مقـدار   
 Fetal -% 10بدون فنول رد و حاوي مقـدار   RPMIكشت كامل 

Calf Serum- FCS كروگــــرم يم 50(و آنتــــي بيوتيــــك
بـه  . اضافه شد )تريلي لين در ميليپني س واحد 50ن و يسياسترپتوما

يك رديف از چاهك ها بعنوان گـروه كنتـرل هيچگونـه مـاده اي     
 لوسـيدوم . از گبه ساير چاهك ها غلظتهاي مختلفـي  . اضافه نشد

پليـت هـا   ). n=3(ميكروگرم اضـافه شـد    640ميكروگرم تا  5بين 
سـپس  . انكوبـه شـدند   Co2% 5در شرايط ساعت ديگر  24بمدت 

مايع رويي كشت سلولي براي اندازه گيري نيتريـك اكسـايد جمـع    
  .ميلي ليتري انتقال يافت 5/1و به لوله هاي اپندورف  شد

د سـازي ماكروفاژهـاي   بـراي آزا  :شمارش سـلولهاي زنـده  
راه اول اينكـه مقـدار   . چسبيده به ته پليت به دو طريق اقـدام شـد  

به سلولهاي چسبيده ) درجه سانتيگراد 4(سرد PBSميكروليتر  100
به ته پليت اضافه و با تكان دادن ملايم آن نمونه اي از سلول هـا  

راه دوم اينكـه پليتهـا بـراي    . ميكروليتر برداشـت شـد   10در حجم 
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در هر دوحالت مقدار . دقيقه بر روي يخ نگه داري شدند 3-5ت مد
ميكرو ليتـر تـرپن    10ميكرو ليتر سوسپانسيون سلولي با مقدار  10
ــا   4/0بلــو درصــد مخلــوط و تعــداد ســلول هــاي زنــده و مــرده ب

با تقسيم تعداد سلولهاي زنده بـر   .ميكروسكوپ نوري شمارش شد
نسبت  ،100ل در عدد مجموع سلولهاي زنده و مرده و ضرب حاص

  . (n=3) سلول هاي زنده محاسبه شد
نيتريك اكسايد ماده اي  ):NO(اندازه گيري نيتريك اكسايد 

. است بسيار نا پايدار و بزودي به نيترات و نيتريت تبديل مـي شـود  
لذا مقدار نيتريت بعنوان انـديكاتوري از نيتريـك اكسـايد و بـروش     

ميكروليتـر از مـايع    50اينكار مقـدار   براي. گريس اندازه گيري شد
 %1)(رويــي هــر چاهــك بــا هــم حجــم خــود از مــاده گــريس 

Sulphanilamid, 0.1% N-1-Naphtylethylenediamine 

hydrochloride, 2.5 و% PO4H3(  سـپس رنـگ   . مخلوط شـد
ودر طـول مـوج   ) micro plate multiscan(توليدي در دسـتگاه  

ي مختلف نيتريت سـديم تهيـه و   غلظتها .نانو متر قرائت شد 540
پس از مخلوط نمودن با هم حجـم خـود از مـاده گـريس بعنـوان      

  ). 16(استاندارد استفاده شد 
 Anovaو روش  Mynovaبا استفاده از نرم افزار  :روش آماري

  .دست آمده آناليز شدند هداده هاي ب 1مدل 
  

   نتايج
ت لوسـيدوم و قابليـت حيـا   .رابطه بـين غلظـت هـاي مختلـف گ    

. ارائـه شـده اسـت    1ماكروفاژهاي صفاقي موش در شكل شـماره  
نتايج بدست آمـده نشـان داد كـه ميـزان مـرگ سـلولي ناشـي از        

ميكروگرم در ميلي ليتـر   160 گانودرما لوسيدم فقط در غلظت هاي
ــي دار دارد     ــتلاف معنـ ــرل اخـ ــروه كنتـ ــا گـ ــالاتر از آن بـ   و بـ

)001/0p<  ،025/0p<( ) لوسـيدوم  .ظت گرابطه بين غل). 1شكل
نشـان   2و ميزان ترشح نيتريك اكسايد توسط ماكروفاژها در شكل 

لوسـيدوم  . نتايج نشان داد كه در مجموع قـارچ گ . داده شده است
به حالت وابسته به دوز باعث افزايش توليـد نيتريـك اكسـايد مـي     

 320حـداكثر افـزايش توليـد نيتريـك اكسـايد در پاسـخ بـه        . شود
يتر گانودرمالوسـيدم بدسـت آمـد و در غلظـت     ميكروگرم در ميلي ل

ترشـح نيتريـك اكسـايد رو بـه كـاهش      ) و بـالاتر (ميكروگرم 640

گذاشت كه شايد علت آن مرگ سلولي و كـاهش تعـداد سـلولهاي    
  ).1جدول (زنده باشد 

  
  بحث 

در موشـها نشـان داده اسـت كـه      In vivoو  In vitroمطالعـات  
داروي مهار كننده سيسـتم  لوسيدوم در حضور .عصاره آبي قارچ گ

در  2-باعـث توليـد و ترشـح اينترلـوكين    ) هيـدروكورتيزون (ايمني 
اين قـارچ همچنـين فعـال كننـده      ).17(سلولهاي طحالي مي شود 

و القــاء كننــده تعــدادي از ســايتوكاينها نظيــر  Tبــالقوه ســلولهاي 
ماكروفاژهـا، بخـش   ). 18(در اين سلول ها مي باشد  2-اينترلوكين
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فعـال كـردن   . مسئوليت كشتن پاتوژن ها را بعهده دارنـد  مهمي از
لوسـيدوم مـي توانـد منجـر بـه      .ماكروفاژها بوسيله عصاره قارچ گ

ترشح سايتوكاينها، توليـد نيتريـك اكسـايد و سـاير واسـطه هـاي       
شيمايي از اين سلول ها شود كه تمام اين مـواد بـا خاصـيت ضـد     

وسيدوم مرتبط مـي  ل.توموري، ضد ميكروبي و ضد التهابي قارچ گ
  ). 10(باشد 

  
درصد افزايش مرگ سلولي و نيتريك اكسايد مترشحه . 1جدول

توسط ماكروفاژهاي صفاقي موش در پاسخ به غلظت هاي مختلف 
  .گانودرما لوسيدم در مقايسه با گروه كنترل

  
غلظت گانودرما لوسيدم 

  )ميكروگرم(
درصد افزايش مرگ 

 سلولي
درصد افزايش 

 نيتريت

5  1 12 

10  3 28 

20  3 60 

40  3 4/98 

80  2 140 

160  6 4/170 

320  87/21 260 

640  25 164 

  
 Reishiلوسيدوم با نام تجـارتي  .در اين مطالعه اثر عصاره قارچ گ

. بر مرگ سلولي و ترشح نيتريك اكسايد مورد بررسي قـرار گرفـت  
نتــايج بدســت آمــده نشــان دادكــه مــرگ ســلولي حاصــل از اثــر  

بطوريكه بيشـترين مـرگ    است وابسته به غلظت بوده لوسيدوم.گ
لوسـيدوم  .ميكروگرم گ 160سلولي در پاسخ به غلظتهاي بالاتر از 

از طرفي ترشح نيتريك اكسـايد توسـط ماكروفاژهـاي     .بدست آمد
 320لوسـيدوم نيـز تـا محـدوده غلظـت      .صفاقي در پاسـخ بـه گ  

در پاسـخ  و حداكثر افـزايش   است ميكروگرم وابسته به غلظت بوده
لوسيدوم در غلظتهـاي  .بطوريكه گ. ميكروگرم بدست آمد 320به 
ميكروگرم در مقايسه با گروه كنترل حـداقل افـزايش را در    10و  5

مقايسه نتايج نشان ميدهد . ترشح نيتريك اكسايد ايجاد كرده است
ميكروگـرم در ميلـي ليتـر كـه نيتريـك       160كه در غلظت بالا تـا  

درصد بيشتر از  6شده است، مرگ سلولي نيز اكسايد بيشتري توليد 
بنابر اين مـي تـوان گفـت    . مرگ سلولي در گروه كنترل بوده است

كه شايد بخشي از مرگ سلولي در غلظتهاي بـالا ناشـي از وجـود    
نيتريك اكسايد مترشحه توسط ماكروفاژها و اثـر كشـندگي آن بـر    

  ).19(خود سلول توليد كننده آن باشد 
مطالعات قبلي نشان داده اسـت كـه ايمنـي عليـه عفونـت باسـيل       

، و )20،17(اسـت  منجر به آسيب كبدي شـده ) BCG(كالمت گرين
در ايـن آسـيب كبـدي     γ-IFN, TNF-α, IL-1β سـايتوكاينهاي 

و همكـاران طـي   )24( Zhang).23،22،21،17(دخيل مـي باشـند   
 ـ   ت مطالعه اي بر روي سلول هاي هپاتوسيت در محـيط كشـت ثاب

كرده اند كه سايتوكاين ها احتمالا از طريق تحريك توليد نيتريـك  
  اكســايد توســط ســلولهاي هپاتوســيتي منجــر بــه آســيب كبــدي  

، و همكـارانش نشـان   )Zhang)25، در امتداد نتايج فـوق . شوندمي
لوسيدوم باعث حفاظت هپاتوسيت ها در .داده اند كه عصاره آبي گ

بت كرده اند كه اين اثر حفاظتي در موش مي شود و ثا برابر عفونت
  . مي باشد) NO(از طريق مهار نيتريك اكسايد 

در مطالعه حاضـر مـا افـزايش نيتريـك اكسـايد مترشـحه توسـط        
ماكروفاژهاي صفاقي را شاهد بوده ايم كه با نتايج بدست آمـده در  

يكي از دلايل ايـن تفـاوت   .مي باشد متفاوت) Zhang )25مطالعه 
ر نوع سلولهاي اسـتفاده شـده باشـد، بـه دليـل      مي تواند اختلاف د

. گ ، از هپاتوسيتهاي تيمار شـده بـا  )Zhang )25 اينكه در مطالعه
لوسيدوم استفاده شده است كه با ماكروفـاژ هـاي صـفاقي در ايـن     

در مطالعه آنها گروهي از هپاتوسيت ها كه با . مطالعه متفاوت است
BCG ترشـح نيتريـك   لوسيدوم باعث كاهش .تيمار شده بودند گ

 ،تيمارشـده بودنـد   BCGاكسايد در مقايسه با گروهي كه فقـط بـا   
و همكــاران نيــز كــاهش نيتريــك    ) Song )26. شــده اســت 

سـل  ( RAW-264.7 اكسايدمترشحه توسط سلولهاي ماكروفـاژي 
ــن ــاژي-لاي ــا ) ماكروف ــده ب ــار ش ــور  LPS, γ-IFNتيم در حض

زان نيتريـك  مي، Songدر تحقيق .لوسيدوم را گزارش نموده اند.گ
لوسيدوم در مقايسه با گروه كنتـرل  .اكسايد مترشحه تحت تاثير گ

افزايش قابل توجـه اي   ،كه هيچگونه محركي دريافت نكرده بودند
و  Songكه در اين حالت نتايج بدسـت آمـده توسـط    . داشته است
. با نتايج بدست آمده در اين مطالعه همخـواني دارد )26(همكارانش
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تحريك كـرده   LPS+γIFNلولهارا بطور توام با ولي وقتيكه آنها س
لوسيدوم توانسته است با اثر تحريكـي آن دو بطـور كامـل    .اند، گ

لـذا در  . مقابله نموده و باعث كاهش ترشح نيتريـك اكسـايد شـود   
بهتر بود كه در يـك گـروه، سـلولها بـدون حضـور       Songتحقيق 

LPS+γ-IFN يـن  لوسيدوم تيمار مي شـدند كـه در ا  .و فقط با گ
در هر صورت بـا توجـه   .صورت اثر مستقيم آن بهتر نمايان مي شد

به موضوع فوق بعلاوه استفاده از سلولهاي لاين كـه بـا سـلولهاي    
طبيعي تفاوت دارند، اختلاف نتايج ما در اين تحقيق يـك موضـوع   

  .كاملا طبيعي و قابل قبولي مي باشد
  

  نتيجه گيري
ميكروگـرم   5-160ي بين لوسيدوم در غلظتها.با توجه به اينكه گ

ــزايش ترشــح نيتريــك اكســايد توســط    ــر باعــث اف ــي ليت در ميل
ماكروفاژهاي صفاقي موش شده است و از طرفـي نظـر بـه اينكـه     

لوسيدوم را نمي توان بطور .مرگ سلولي در غلظت هاي مختلف گ
قطع ناشي از اثـر مسـتقيم گانودرمـا لوسـيدم دانسـت و شـايد بـه        

توكسيك نيتريك اكسايد بر خود سلول  احتمال ضعيف ناشي از اثر
لوسيدوم مـي  .توليد كننده باشد، بنابر اين مي توان ادعا نمودكه گ

در ايـن رابطـه تحقيقـات    . تواند اثر ايمونومدولاتوري داشـته باشـد  
  ).28،27(ط نويسندگان اين مقاله ادامه داردكاملتر توس

   
  تشكر و قدرداني

كولي و اداره تحقيقات و فـن  با تشكر ازمركز تحقيقات بيولوژي مول
بـه جهـت تصـويب و    ) عـج (آوري دانشگاه علوم پزشكي بقيـه االله  

  .تامين اعتبار لازم در اين پروژه
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