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  مجله پزشكي كوثر
  1386 زمستان، 4، شماره 12دوره 

 307- 312: صفحات

  ايران –شناسي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس، تهران  گروه آموزشي قارچ: ئولمس نويسنده 
  ايران –پزشكي دانشگاه تربيت مدرس، تهران   شناسي دانشكده علوم گروه آموزشي ايمني *

  ايران –شناسي دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران، تهران  گروه آموزشي قارچ** 
  ايران - شناسي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس، تهران  گروه آموزشي قارچ*** 

  ايران –شناسي دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس، تهران  قارچفارغ التحصيل  ****
  ايران -دانشگاه تربيت مدرس، تهران  پزشكي دانشكده علومانگل شناسي گروه آموزشي ***** 

  
ارزيابي ايمنولوژيك اثر عصاره ميسليومي ، كونيدي و آنزيم 
كاتالاز قارچ آسپرژيلوس فوميگاتوس بر ميزان توليد نيتريك 

 اكسايد در مدل موشي
  

   **، عليرضا خسروي *، احمد زواران حسينيشهلا رودبار محمدي
   *****فاطمه غفاري،  ****محمدرضا شكوه اميري،  ***محمدحسين يادگاري 

  
   چكيـده

يكي از بيماريهاي مهلك و پراهميت قـارچي در افـراد دچـار ضـعف سيسـتم ايمنـي،        (IA)آسپرژيلوز مهاجم  :زمينه و هدف
سلول هاي هاي ضدميكروبي  نيتريك اكسايد يكي از فراورده .باشد ديابتيك، گيرندگان مغز استخوان و بيماران مبتلا به ايدز مي

فـرد مبـتلا بـه     از آنجاييكـه سيسـتم دفـاعي     .اختصاصـي داراي اهميـت ويـژه اي اسـت    كـه در دفـاع غيـر    فاگوسيتي  است 
اثـر تحريكـي عصـاره    ، لـذا در ايـن تحقيـق    باشـد  ارچ مواجه مـي ميسليومي وكونيدي وفراورده هاي ق با اشكال آسپرژيلوزيس 

هـا و   از نوتروفيـل  (No) اكسـايد   ميسليومي، كونيدي و آنزيم كاتالاز قارچ آسپرژيلوس فوميگـاتوس بـر ميـزان توليـد نيتريـك     
  .بررسي گرديد ماكروفاژهاي مدل موش

سپس سوسپانسـيون قـارچي   . ابتدا آنزيم كاتالاز براساس تكنيك كروماتوگرافي تعويض يوني تخليص گرديد :ها مواد و روش
اتالاز، عصـاره ميسـليومي،   از آنزيم ك μg 300، به چهار گروه تقسيم و با  Balb/cسر موش  40كونيدي آماده و  1×103حاوي 

 هاي هـر گـروه    ماكروفاژهاي صفاقي و همچنين نوتروفيل. طور مجزا و به طرز داخل صفاقي تلقيح شدند كونيدي و ادجوانت به
ميـزان توليـد نيتريـك    . قرار گرفتنـد  mg/ml 5/0كاتالاز تخليص شده به مقدار نزيم ]تحت شرايط استريل  جدا و در معرض  

  . گيري شد لها با استفاده از روش گريس و در مايع رويي محيط كشت سلولي اندازهاكسايد اين سلو
گروه  نوتروفيل ها وماكروفاژهاي نشان داد ميزان توليد نيتريك اكسايد (Anova)ها با تست آنوا  آناليز يافته :ها نتايج و يافته

كاتالاز بـا افـزايش توليـد نيتريـك اكسـايد و در      ) P ≥ 05/0(طور معناداري بيش از ساير گروهها بود  حساس شده با كاتالاز به
هـاي قـارچي از   تواند در تحريك سيستم ايمنـي ميزبـان عليـه عفونت    ها مي نتيجه افزايش توان كشندگي ماكروفاژها و نوتروفيل

يـدي، عصـاره   در حاليكـه فـرم كون  . طراحي يك مدل واكسن استفاده گردد دروميتواند موثر باشدآسپرژيلوس فوميگاتوس  جمله
  .ميسليومي چنين تأثيري نداشت

  آنزيم كاتالاز.عصاره ميسليوميآسپرژيلوس فوميگاتوس، نيتريك اكسايد،  :ها كليد واژه
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  هـمقدم
هـاي مهلـك و پراهميـت     يكي از بيمـاري  (IA)آسپرژيلوز مهاجم 

قارچي در افراد دچار ضعف سيستم ايمني، ديابتيك، گيرندگان مغـز  
مكانيسم دفاعي ميزبـان  . باشد ان مبتلا به ايدز مياستخوان و بيمار

عليه آسپرژيلوس فوميگاتوس عمدتاً از دفـاع غيراختصاصـي بهـره    
] برد مي ]131211 ماكروفاژهاي آلوئولار نخستين خـط دفـاعي   . ,,

باشد كه چنانچه  ميزبان در كنار ساير اجزاي سيستم ايمني ذاتي مي
، قادر به هضم كونيدي نباشـند، سـاير   دليل ضعف سيستم ايمني به

ــفاقي و     ــاي ص ــل ماكروفاژه ــده از قبي ــيت كنن ــلولهاي فاگوس س
]آينـد  ها درصـدد هضـم عناصـر قـارچي برمـي      نوتروفيل ]1615 ,  .

ماكروفاژها فعاليت ضدميكروبي خود را عمدتاً از دو طريق وابسته و 
كسـايد يكـي از   كننـد نيتريـك ا   غيروابسته بـه اكسـيژن آغـاز مـي    

ــراورده ــه اكســيژن    ف هــاي ضــدميكروبي و ضــدالتهابي وابســته ب
ماكروفاژها بسياري از عملكردهاي اجرائي خـود را  . ماكروفاژهاست

هـا   ها و يا سـاير محـرك   فقط هنگامي كه با ميكروب و سايتوكاين
هـا ماننـد توليـد     دهند يك نوع از ايـن فعاليـت   فعال شوند بروز مي
. گيرد دنبال محرك خارجي پس از القا صورت مي نيتريك اكسايد به

چنانچه هـر عـاملي بتوانـد در تحريـك توليـد نيتريـك اكسـايد و        
افزايش توان ضد پاتوژني ماكروفاژهـاي آلوئـولار و صـفاقي مـؤثر     

مـي  باشد دفاع ميزبان را عليـه آسـپرژيلوس فوميگـاتوس تقويـت     
]نمايد ]876 دفـاعي ميزبـان بـا اشـكال     از آنجاييكه سيسـتم  .  ,,

باشد  هاي مختلف قارچ مواجه مي مختلف كونيدي، ميسليوم و آنزيم
لذا در اين بررسي اثر كونيدي، عصاره ميسـليومي و آنـزيم كاتـالاز    

طور مجزا به روي ميـزان توليـد نيتريـك اكسـايد در سـلولهاي       به
] فاگوسيت كننده سنجش شد ]109 ,.  

   
  روش بررسي 

  تهيه سوسپانسيون حاوي كونيدي
قارچ آسپرژيلوس فوميگاتوس در محيط كشت جامد چابكس كشت 

نرمال سالين اسـتريل   ml 100پس از گذشت يك هفته، . داده شد
روي محـيط كشـت ريختـه و     (Tween 20) 20به همراه تـويين  

سـپس  . محتواي سوسپانسيون حاصل از گاز استريل عبور داده شد
سـانتريفوژ و از   C4°در دماي  g  ×1300با دور   به مدت ده دقيقه

ليتـر   كونيـدي قـارچ در هـر ميلـي     1×  106رسوب حاصل ميـزان  
از كونيدي قـارچ جهـت تزريـق بـه حيـوان اسـتفاده       . برداشت شد

  . گرديد
  مدل حيواني

 23-25اي بـا وزن تقريبـي    هفته 6-8ماده  Balb/cسر موش  40
گروههاي پنج تايي تقسيم، و  طور تصادفي و غيرانتخابي به گرم به

از آنزيم كاتالاز، كونيـدي،   μgr 300طور مجزا با مقدار  هر گروه به
  . عصاره ميسليومي و ادجوانت تلقيح شدند

تزريق داخل صفاقي مدل حيواني طي سه مرحله دوره بيسـت روزه  
ابتدا به همراه ادجوانت كامل فرونـد و سـپس بـا ادجوانـت نـاقص      

  . تفروند انجام پذيرف
جهت بررسـي ميـزان توليـد نيتريـك اكسـايد نيـاز بـه جداسـازي         

  .ها از هر گروه مورد آزمايش بود ماكروفاژهاي صفاقي و نوتروفيل
  مراحل جداسازي ماكروفاژهاي صفاقي

ر بيهـوش شـده پوسـت شـكم را     تهاي هر گروه ابتدا توسط ا موش
ــدود      ــرده، حـــ ــاز كـــ ــتريل بـــ ــرايط اســـ ــت شـــ   تحـــ

سـپس  به صفاق موش تزريق نمـوده،  ا ر RPMIليتر  ميلي 15-10
دار استريل  هاي درپيچ آوري كرده و در لوله مايع تزريق شده را جمع
واحد هپـارين   5ليتر سوسپانسيون سلولي  كه قبلاً به ازاي هر ميلي
  .ريخته بوديم اضافه گرديد

سانتريفوژ و دو بار با بافر  g ×200دقيقه در دور  15ها به مدت  لوله
، شستشـو داده   RPMI-1640خر سلولها بـا محـيط   هنكس و در آ

ليتر رسانده و تعـداد   سلولهاي شسته شده را به حجم يك ميلي. شد
در هـر   2×105تعداد سلولها بـه  . آنها توسط لام نئوبار شمارش شد

تعداد و درصـد  % 2/0ليتر رسانده با استفاده از رنگ تريپان بلو  ميلي
  .سلولهاي زنده كنترل گرديد

  آوري مايع رويي شت ماكروفاژ و جمعمراحل ك
ــدا چاهــك ــه 96ي ميكروپليــت هــا ابت ــا  خان ــر  100اي ب ميكروليت

ميكروپليـت  . پر شـد  2×105سوسپانسيون سلول ماكروفاژ به تعداد 
قـرار   C37°دار و در دمـاي   Co2سـاعت در انكوبـاتور    2به مدت 

گرفت در اين حالت ماكروفاژها به كف پليت چسـبيده و سـلولهاي   
گيرنـد كـه بـدور ريختـه      رچسبنده در مايع رويي چاهك قرار ميغي
سپس ماكروفاژهاي جدا شده از گروههاي مختلف مـدل  . شوند مي
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كاتالاز قرار گرفته و چاهك كنترل  mg/ml 5/0حيواني در معرض 
 نمثبت و كنترل منفي نيز در كنار چاهك تست به قـرار زيـر تعيـي   

 25سـلول ماكروفـاژ،    2×105چاهك كنترل مثبت حاوي . گردد مي
ــا    ــرون گامـ ــر اينترفـ ــر  50و ) Iu/ml 100(ميكروليتـ ميكروليتـ

بود و چاهك كنتـرل منفـي حـاوي    ) ng/ml 100(ساكاريد  ليپوپلي
 Iu/ml(ميكروليتــر اينترفــرون گامــا  25سـلول ماكروفــاژ،   2×105
   NMMAميكروليتــر مهاركننــده نيتريــك اكســايد     50و ) 100

(N-monomethyl-arginine) ساعت  24سپس ميكروپليت . بود
نگهدارش شده و مايع رويي  C37°دار در دماي  Co2در انكوباتور 
گيري ميزان نيتريك اكسايد  طور جداگانه جهت اندازه هر چاهك به

 -C70°آوري و در  جمـــع ml 5/0توليـــد شـــده در ميكروتيـــوب 
  .نگهداري شد

  ها  مراحل جداسازي نوتروفيل
آوري  ده و سپس تمام خون قلـب جمـع  موشها توسط اتر بيهوش ش

هيدروكسي اتيـل  % 6خون به نسبت يك به يك به محلول . گرديد
دقيقـه   25-30اين مخلوط بـه مـدت زمـاني    . استارچ اضافه گرديد

ساكن مانده، سپس مايع رويي با سمپلر جدا شده و به نسـبت يـك   
 آنگاه. به يك به فايكولي كه در دماي اتاق قرار گرفته اضافه گشت

سانتريفوژ شـد، رسـوب سـلولي     RPM 2000بيست دقيقه با دور  
و يكبـار  % 8/0جهت حذف گلبولهاي قرمز دوبار با آمونيوم كلرايـد  

هاي زنده پـس   نوتروفيل 2×105تعداد . شستشو داده شد RPMIبا 
هاي محيط كشـت   آميزي با تريپان بلو به چاهك از شمارش و رنگ

  . سلولي وارد شد
  ها لروش كشت نوتروفي

اي اضـافه   خانـه  96هـاي پليـت    نوتروفيل به چاهـك  2×105ابتدا 
عنوان كنترل مثبت در نظـر گرفتـه    گرديد سپس دو چاهك اول به

ميكروليتـر اينترفـرون گامـا     25نوتروفيـل،   2×105شد كه حـاوي  
)Iu/ml 100 (  سـاكاريد   و پنجاه ميكروليتـر ليپـوپلي)ng/ml 100 (

  .بود
نترل منفي در نظر گرفته شد كه حاوي عنوان ك دو چاهك بعدي به

و ) Iu/ml 100(ميكروليتر اينترفرون گامـا   25نوتروفيل و  2×105
ــود (NMMA)ميكروليتــر مهاركننــده نيتريــك اكســايد  50 در . ب

 mg/ml 5/0نوتروفيــل در معــرض  2×105هــاي بعــدي  چاهــك

سـاعت در انكوبـاتور    2كاتالاز قرار گرفته، سپس پليـت بـه مـدت    
Co2  در دماي دار°C37     قرار گرفته و بعد از آن مـايع رويـي هـر

آوري و جهت  جمع ml 5/0هاي  طور مجزا در ميكروتيوپ چاهك به
نگهـداري   -70سنجش ميزان نيتريك اكسايد توليد شده در فريزر 

  .شدند
  گيري نيتريك اكسايد اندازه

ثانيـه   6-10نيتريك اكسايد بسيار ناپايدار بوده و نيمه عمري بـين  
تبـديل   (No2)شته و به سرعت در حضور اكسـيژن بـه نيتريـت    دا

عنـوان   غلظت نيتريـت در مـايع رويـي كشـت سـلول بـه      . شود مي
شود و ميزان آن بـا   شاخص توليد نيتريك اكسايد در نظر گرفته مي

  . گردد واكنش رنگ سنجي گريس تعيين مي
مايع رويي كشتهاي سلولي ماكروفاژي و نوتروفيلي كه در بـرودت  

°C70-  نگهداري شده بود در دماي اتاق قرار گرفته به مدت  يك
سـپس جهـت   . سـانتريفوژ شـد  ) RPMI 700-600(دقيقه در دور 

هاي مختلفي از نيتريت سـديم آمـاده    تهيه منحني استاندارد غلظت
هـاي   ميكروليتـر معـرف گـريس همزمـان بـه غلظـت       100گشت 

كشـت  آوري شـده از   مختلف نيتريـت سـديم و مـايع رويـي جمـع     
پـس از ده  . طـور مجـزا اضـافه گرديـد     ها به ماكروفاژها و نوتروفيل

هـاي ارغـواني بـا     دقيقه انكوباسيون در دماي اتاق، طيفي از رنـگ 
شدتهاي مختلف براساس ميزان نيتريت موجود در آنها ايجـاد شـد   

نـانومتر ميـزان    630نـانومتر و فيلتـر مرجـع     540كه با طول موج 
ــده شــد (OD)جــذب  س منحنــي اســتاندارد براســاس ســپ. خوان

غلظتهاي مختلف نيتريت سديم ترسيم گرديد و با اسـتفاده از خـط   
هـا بـا    رگرسيون و معادله خطي، غلظت نيتريـت موجـود در نمونـه   

صـورت ميكرومـولار    آنها محاسبه و به (OD)استفاده از عدد جذب 
  .نيتريت بيان گرديد

  
  هـا  يافتـه

  يك اكسايدگيري نيتر نتايج حاصل از اندازه
تجزيه و تحليل نتايج بدست آمده بـا اسـتفاده از آزمـون پـارامتري     

 (ANOVA)و غيرپارامتري آنوا  (LSD)آناليز واريانس يك طرفه 
  . انجام شد SPSSافزاري  و بسته نرم
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 inتوسط ماكروفاژهاي صفاقي موشهاي حساس شده در گروههاي مختلف پس از آخرين تزريق در شرايط  NOميانگين توليد .  1جدول 

vitro  كه در مجاورت القا كننده كاتالاز  
  

  گروههاي حساس 
  شده با

  القا كننده
  كنترل مثبت

 )ميانگين ±خطاي استاندارد(
  كنترل منفي

  )ميانگين ±خطاي استاندارد (
  كاتالاز

  )ميانگين ±دارد خطاي استان(
  49/7 ± 26/0  86/6±25/0 14/20±51/1  ادجوانت
  77/18 ± 88/0  56/7±61/0 33/20±51/1  كاتالاز
  35/8 ± 22/0  95/6±18/0 53/18±06/1  كونيدي
  63/17 ± 380  64/6±31/0 21/18±30/1  عصاره

  
 in vitroده در گروههاي مختلف كه پس آخرين تزريق، در شرايط توسط نوتروفيلهاي موشهاي حساس ش NOميانگين توليد .  2جدول 

  هاي كاتالاز در مجاورت القا كننده
  

  گروههاي حساس 
  شده با

  القا كننده
  كنترل مثبت

 )ميانگين±خطاي استاندارد(
  كنترل منفي

  )ميانگين ±خطاي استاندارد (
  كاتالاز

  )ميانگين  ±خطاي استاندارد(
  30/3 ± 20/0  21/2±24/0 28/13±17/1  ادجوانت
  45/24 ± 21/5  65/2±58/0 39/14±74/1  كاتالاز
  14/12 ± 28/3  42/3±49/0 60/21±88/1  كونيدي
  84/3 ± 26/0  02/5±77/1 63/13±25/1  عصاره

 
 

ميزان نيتريك اكسـايد توليـد شـده در ماكروفاژهـاي     
  صفاقي از گروه حساس شده با كاتالاز

ه ماكروفاژها زمانيكه در معرض  القا كننده كاتالاز قـرار  در اين گرو
نسبت به ساير  μM 88/0±77/18گرفتند نيتريك اكسايد بيشتري 

گروهها توليد كرده بودند اين تفاوت از لحاظ آمـاري معنـادار بـوده    
  ) P ≥05/0(است  

ميزان نيتريك اكسـايد توليـد شـده در ماكروفاژهـاي     
  اره ميسليومي صفاقي از گروه حساس شده عص

در اين گروه نيز ماكروفاژها پس از قرار گرفتن در مقابل القا كننـده  

نسـبت بـه گـروه     63/17±380كاتالاز نيتريـك اكسـايد بيشـتري    
حساس شده با كونيدي داشتند كـه ايـن تفـاوت از لحـاظ آمـاري      

  ).P ≥05/0(معناداري بوده است 
از  هـا  ميزان نيتريك اكسايد توليـد شـده در نوتروفيـل   

  گروه حساس شده با كاتالاز  
هاي اين گروه نيز پس در معرض قرار گرفتن با القا كننده  نوتروفيل

) μM21/5±45/24(كاتالاز داراي ميزان نيتريك اكسايد بيشـتري  
  ).P ≥05/0(اند  نسبت به اثر گروهها بوده
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  بحث 
نيتريك اكسايد عامل مؤثري بر عليه بسياري از عفونتهاي قـارچي  

باشد، مطالعه  سيليوزيس مارنفئي مي پني ود هيستوپلاسموزيس مانن
Bellosi     و همكاران نشان داد كه شكل ميسـليومي قـارچ كانديـدا

آلبيكنس نيز نسبت به عمل نيتريك اكسايد حساس بوده و نيتريك 
صورت مستقيم و چه از طريـق   اكسايد در توقف رشد كانديدا چه به

] تهمراهي با ساير عوامل، مؤثر اس نتايج در مطالعه حاضر . ,141[
نشان داد زماني كـه سـلولهاي ماكروفـاژ و نوتروفيـل از موشـهاي      
ــالاز      ــده كات ــا كنن ــا الق ــف ب ــاي مختل ــده در گروهه ــاس ش   حس
انكوبه گشتند افزايشي در ميزان توليد نيتريك اكسـايد نسـبت بـه    

  ).77/18 ±88/0و  45/24±21/5(گروه كنترل ايجاد شد 
ــايد   ــك اكســ ــده نيتريــ ــتفاده از مهاركننــ -NMMA (Nاســ

monomethyl-arginine)  به همراه كونژوگه و اينترفرون گاما در
 5هاي كنترل، مقدار توليد نيتريك اكسايد را تا سطح حدود  چاهك

از چنـين كـاهش سـطح نيتريـك اكسـايد      . ميكرومول كاهش داد
هاي حساس شده در گروه NOتوان نتيجه گرفت توليد معنادار  مي
  . بوده است L-argenieاز راه  NOدليل فعاليت مسير توليد  به

مقدار كم نيتريك اكسايد توليده شده از گروه موشهاي تزريق شده 
دليـل وجـود برخـي از مولكولهـايي بـا وزن       با كونيدي احتمالاً بـه 

باشد كه از فاز كونيدال  مولكولي پايين و داراي خواص ساپرسيو مي
رژيلوس توليـد شـده و بـر ارتشـاح آنيـون سوپراكسـيد،       قارچ آسـپ 

اينگونـه مولكولهـا بـه گرمـا     . هيدروژن پراكسيداز اثر مهـاري دارد 
ــا     ــده و ب ــدي ترشــح ش ــه زدن كوني ــل از جوان ــوده و قب ــاوم ب مق

هاي قابل انقباض سيتوپلاسـمي وارد واكـنش شـده،     ميكروفيبريل
-IFNنيز توليد  از سوي ديگر. دهد توانايي فاگوسيتوز را كاهش مي

γ  وIL-6  ــا اســتفاده از فاكتورهــاي ــار  Nf-KBو  AP1را و ب مه
]كند  مي ]18174 ,,.  

گرچه مطالعـات بسـيار محـدودي بـر روي نقـش كونيـدي قـارچ        
آسپرژيلوس بر تحريك سنتز نيتريك اكسايد صورت گرفته ولي در 

ت دهـد، مـد   و همكـاران نشـان مـي    Latge   2003مطالعه سـال  
كار رفتـه نـوع و    انكوباسيون و نوع استرين كونيدي آسپرژيلوس به

محل ماكروفاژها و گونه ميزبان در مقدار تحريك نيتريك اكسـايد  
]باشد مؤثر مي از آنجايي كه سلولهاي مورد آزمون گروههـاي  . 15[

انـد بـه لحـاظ     مختلف كه تحت القاء عصاره ميلسيومي قرار گرفتـه 
يد نيتريك اكسايد نسبت به سلولهايي كه تحت اثر كونيدي قرار تول

اند، اختلاف آماري معنـاداري نداشـت احتمـالاً بتـوان وجـود       گرفته
عوامل تضعيف كننده سيستم ايمنـي را در عصـاره ميسـليومي نيـز     

  .حدس زد
از آنجايي كه ميزان توليد نيتريك اكسايد ماكروفاژهـاي صـفاقي و   

در معرض قرار گرفتن با آنزيم كاتـالاز افـزايش   ها پس از  نوتروفيل
تـوان از منظـر تحريـك و افـزايش دهنـده فعاليـت        لذا مـي . يافت

توان در تحريك و در يك از اين آنـزيم   سلولهاي عملگر ايمني مي
جهت طراحي يك مدل واكسن استفاده كـرد بـا توجـه بـه تأكيـد      

 و انســتيتو عفونــت و آلــرژي (WHO)ســازمان بهداشــت جهــاني 
NIAID   در ايجاد طراحي واكسن درخصوص عفونتهاي مرتبط بـا

]كانديدا، آسپرژيلوزس و كريپتوكوكوس ]532 ، در مطالعه بعـدي  ,,
  .ژن جهت ايجاد يك مدل واكسن بهره گرفته شد از اين آنتي
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