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 GH3/B6گلوكان بر تحريك ترشح پرولاكتين و مورفولوژي  سلولهاي -βاثر 

  2، سميده خويي1، ياسمن رسولي1، حوري سپهري1لادن دلفي
 دانشگاه تهران، پرديس علوم ، دانشكده زيست شناسي1

 دانشگاه تهران، مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك2

  03/02/85: تاريخ پذيرش   03/07/84: تاريخ دريافت

  چكيده 

لكول پلي ساكاريدي هستند و اين دو،  ماكرومو. دار شدگلوكان دو بخش جدا شده از عصاره گياهان لاكتوژن -βاسيد پكتيك و 
در اين   . نشان داده استدر آنهاقطعات هيپوفيز گوسفند با افزايش ترشح پرولاكتين بر هاي قبلي اثر لاكتوژنيك آنها را پژوهش

 ترشح پرولاكتين و هورمون با خصوصيتتنها سلولهاي لاكتوتروپ  هيپوفيز قدامي ،  GH3/B6لولي مطالعه كشت دودمان س
 روش اگلوكان ب-βهاي مختلف اين سلولها در تراكممترشحه از اندازه گيري مقدار پرولاكتين . قرار گرفت استفاده موردرشد 

يعني سلولهاي گلوكان با نمونه هاي شاهد -β ثيرأتحت تاي نمونه ه.  وسترن بلات و سپس دانسيتومتري باندها انجام شده است
 -Thyrotropine)هورمون رها كننده تيروتروپين ثير أتحت ت يسلولهايعني تنها انكوبه شده در محيط كشت و نيزكنترل مثبت 

Releasing Hormone) با تراكم nM 50 هاي ترشح ه تيروتروپين يكي از بهترين محركهورمون رها كنند. د، مقايسه ش
ار ترشح پرولاكتين  ساعت، افزايش معني د24انكوباسيون سلولها بمدت   .استپرولاكتين در سلولهاي لاكتوتروپ هيپوفيز قدامي 

 ساعت افزايش 48انكوباسيون سلولها بمدت حاليكه در . گلوكان نسبت به محيط شاهد را نشان مي دهد-βهاي در تمام تراكم
. نشان مي دهد µg/ml 200 (p<0.01) و µg/ml 100 300 (p<0.05)هاي در تراكمرا فقط لولها ترشح پرولاكتين سمعني دار 

ن تغيير در مهمتري. در اين پژوهش سلولها از نظر مورفولوژي نبز بوسيله ميكروسكوپ فاز كنتراست مورد بررسي قرار گرفتند
  .ردثيري نداألوژيكي آنها در محيط كشت ت، اما اين افزايش در وضعيت بيواستهاي  ترشحي سلولها افزايش گرانول

  ، پرولاكتينGH3/B6گلوكان، سلولهاي -βپلي ساكاريد، اسيد پكتيك ، : واژه هاي كليدي

  مقدمه
خواص درماني پلي سكاريد ها از سالها قبل شـناخته شـده            

 3000است، بطوريكه اولين گزارش از خواص اين مواد به          
پـس  اوايل قرن بيستم    در  . سال قبل از ميلاد مسيح مي رسد      

 توانـايي قارچهـا در غيـر فعـال كـردن سيـستم               از شناخت 
، توجه به پليمرهاي قنـدي  (Complement System)مكمل 

در . موجود در اين گياهان از جمله گلوكانها جلـب گرديـد          
 اين زمان خانواده اي از اجزاي ديواره قارچها بنام زيمـوزان        

(Zymosan)   اد كـه تزريـق     مطالعـات نـشان د    . معرفي شـد
مستقيم داخل وريدي اين مواد منجر به فعال شدن سيـستم           

هـا،  گلوكان(موزان شامل اجزاي مختلفي     زي .ايمني مي گردد  

 گلوكـان   -βمي باشد امـا     ) مانازها، كيتين، پروتئين و چربي    
  ).2 (ه استبعنوان بخش فعال زيستي آن معرفي شد

قابله با مطالعات بيشتر، نقش اين پلي ساكاريدها را در م
 و حضور اين مواد در خون هعفونتهاي ميكروبي نشان داد

 ، ناشي از ترشح آنها توسط غشاي ميكروبها،افراد بيمار
گلوكان توسط -3βو 1مولكول. ه استمشخص گرديد

 ساير گونه ها اماميكروارگانيزمها بوفور ساخته  مي شود 
فعاليت اين مولكول ).   10( قادر به سنتز آن نمي باشند

بستگي به انشعابات جانبي، طول پليمر و نيز ساختار سوم 
 گلوكانهاي با وزن مولكولي بالاتر -βآن دارد، بطوريكه  

  ).6 و 2(فعاليت بيشتري نشان مي دهند 
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 گلوكان مي -β نشان مي دهد كه "in vitro"مطالعات 
 هاي ايمني را در زمان رشد و نمو تومورتواند پاسخ

(Tumor Development) ،هاي قارچي، ويروسي و گيآلود
 گلوكان بمدت -βممكن است فعاليت . باكتريايي القا كند

زمان حضور آن در سلولهاي پستانداران بستگي داشته 
 گلوكاناز را ندارند، -1β→3باشد، زيرا اين سلولها آنزيم 

بنابراين نمي توانند آن را  به سرعت تجزيه كتند و 
رامي از طريق اكسيداسيون متابوليسم اين مواد در بدن به آ

  ).2(صورت مي گيرد 

گلوكان از طريق فعال كردن -βمهمترين عملكرد 
ماكروفاژها، سلولهاي دندريتي، اندوتليالي، نوتروفيلها و 

باشد، همانطور كه لنفوسيتها و سلولهاي  منوسيتها مي
اين پلي ساكاريدها . كشنده طبيعي را نيز فعال مي كنند

 نمي توانند از غشاي سلول بگذرند بجهت بزرگي مولكول 
گيرنده . و تنها به گيرنده هاي غشايي خود پيوند مي شوند

 گلوكانها بطور دقيق شناخته نشده اند، اما اتصال -βهاي 
β-هايي مانند ماكروفاژها و نوتروفيلها  گلوكان روي سلول

  ).12(ثابت شده است 

فاژها،  گلوكان روي لوكوسيتها  شامل ماكرو-βگيرنده هاي 
نوتروفيلها و نيز سلولهاي غير ايمني شامل سلولهاي 

، (Alveolar Epithelial Cells)الوئولار  سلولهاي اندوتليالي،
ها و حتي سلولهاي هيپوفيز قدامي گزارش شده فيبروبلاست

 گلوكان -βشناخته شده ترين گيرنده ). 10و  2(است 
. اشد مي ب(Dectin-1- Receptors) 1گيرنده هاي دكتين 

 شناسايي كننده (Domain)اين گيرنده ها داراي يك ناحيه
-C (Nonclassical Cكربوهيدراتي غير كلاسيك تيپ 

Type Carbohydrate)مي باشند كه به ناحيه تراغشايي  

(Transmembrane) آن يك پايه متصل شده و حاوي يك 
 دنباله سيتوپلاسمي بهمراه عامل فعال كننده تيروزين

Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif 
(ITAM)  اين گيرنده در همه جمعيتهاي ماكروفاژ و .  است

بافتهاي كبدي، ششها و . نيز بيشتر بافتها بيان مي شود
اين . تيموس بالاترين ميزان بيان گيرنده را نشان مي دهند

نوع گيرنده هم در موش و هم در انسان مشخص شده 
آنها بر اساس فقدان پايه خارج است و تفاوت مولكولي 

 گلوكان به گيرنده سبب -βاتصال . سلولي آن  مي باشد
دنبال آن ارسال پيام به  و بITAMفسفريله شدن عامل 

 -βگيرنده هاي ديگري نيز براي ). 2 و 1(سلول است 
 در CR3گلوكان مشخص شده است كه شامل گيرنده هاي 

 لاكتوزيل سراميدسلولهاي ميلوئيدي و لنفوسيتها، گيرنده 

(Lactosylceramide) در غشاي پلاسمايي اكثر سلولها و 
، 1(گيرنده نكروفاژ در مورد سلولهاي ماكروفاژي مي باشد 

  ).12 و 2

 گلوكان انجام -βپژوهشهايي نيز در زمينه اثرات لاكتوژني  
 تحقيقات در اين مورد بسيار 1981تا سال . شده است

بوط به مصرف آب جو در اندك است و تنها گزارشات مر
در اين گزارشات الكل موجود در آب جو . اروپا مي باشد

ادامه بررسيها ). 14 و7( سبب افزايش شير دانسته اندرا 
 كه اين افزايش بدليل الكل موجود در ه استمشخص نمود

 تركيباتي است كه در بخاطرآب جو نمي باشد، بلكه 
 دامهايي كه با افزايش شير در. ساختن آب جو بكار مي رود

ند، اتفاله هاي كارخانجات سازنده آب جو تغذيه شده 
ادامه مطالعات ).  5(د اينممي ييد أصحت مطلب فوق را ت

روي عصاره گياهان سازنده آب جو و برخي گياهاني كه 
اثر لاكتوژني و در ساختن آب جو بكار مي روند انجام شد 

هاني نشان اين عصاره ها با تزريق داخل وريدي و تجويز د
پس از استخراج  بخش فعال عصاره اين . ه استداده شد

گياهان دو دسته مولكول بطور عمده در آنها ديده شد كه 
 گلوكان و پكتين -βهر دو از جنس پلي ساكاريد، از جمله 

ثير اين پلي أآزمايشها با ت). 17 و16 و 15(مي باشد
ز  در قطعات بافت هيپوفي"in vitro"ساكاريدها بصورت 

نتايج اين پژوهشها نشان داد كه اين مواد در . ادامه پيدا كرد
مقادير مختلف مي تواند روي سلولهاي هيپوفيز قدامي اثر 
كرده و سبب افزايش ترشح پرولاكتين در اين سلولها شود 

گلوكان روي -βدر اين پژوهش خواص لاكتوژني ). 18(
ي ، يك دودمان سلولي از هيپوفيز قدامGH3/B6سلولهاي 
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موش كه ويژه ترشح دو هورمون رشد و پرولاكتين مي 
  .  مورد توجه قرار گرفته است"in vitro"باشد، بصورت 

  مواد و روشها
 است كه به Ham's F12محيط كشت اين دودمان سلولي ، 

 سرم جنين گوساله  درصد5/2 سرم اسب و درصد15آن 
شرايط اتمسفري مناسب براي . دوشمي غير فعال اضافه 

درجه  37 ، دماي   درصد95سلولها شامل رطوبت رشد 
تحت اين شرايط .  مي باشدCO2 درصد 5 و سانتي گراد

سلولها در محيط شروع به رشد نموده و بصورت تك لايه 
  ).9(به سطح فلاسك چسبيده و تكثير مي شوند 

β- گلوكان با منشاء جو از شركت سيگما(Sigma-

Cat.G6513)مادري با  خريداري شد و از آن محلول 
براي اين منظور از محلول . تهيه گرديد mg/ml1 غلظت 

 2/7 محلول در حد pH استفاده شد و  NaCl درصد 07/0
 و 100،200، 50هاي  غلظتپس از آماده شدن. يدتنظيم گرد

 سلولها گلوكان اثر آن بر-β ميكروگرم بر ميلي ليتر 300
 4در سلول  1×106 براي انجام آزمايش، تعداد .بررسي شد

پس از .  روز كشت شد3ميلي ليتر محيط كشت بمدت 
تشكيل لايه سلولي، محيط رويي سلولها جمع آوري و 

  :سلولها به نمونه هاي زير تقسيم شدند

در اين نمونه ها به سلولها تنها : نمونه هاي شاهد .1
 .محيط كشت اضافه شد

: (Positive Control) نمونه هاي كنترل مثبت .2
  حاوي هورمون رها كنندهسلولها در محيط كشت

 Thyrotropin Releasing تيروتروپين

Hormone(TRH) (Fluka-Cat.831777)  با
 بعنوان يكي اين ماده. قرارگرفتند nM 50غلظت 

از بهترين هورمونهاي تحريك كننده سلولهاي 
لاكتوتروپ جهت ترشح پرولاكتين شناخته شده 

 ).8(است 

 محيط سلولها در: نمونه هاي مورد آزمايش  .3
، µg/ml  50 ،100كشت حاوي مقادير مختلف 

 .گلوكان قرارگرفتند-β 300 و200

هاي فوق انكوبه  ساعت در محيط48 و 24مدت بنمونه ها 
پس از پايان زمان انكوباسيون، محيط رويي سلولها . شدند

براي تعيين مقدار پرولاكتين ترشح شده  توسط آنها مورد 
  .بررسي قرار گرفت

 ولاكتين در محيط روش وسترن بلاتبراي سنجش پر

Western Blotting وسپس دانسيتومتري باندهاي حاصل
ر از براي اين كا.  انجام شدTotal labتوسط نرم افزار 

ها در سيستم بافري غير الكتروفورز يك بعدي پروتئين
آماده سازي ژل .  استفاده شدDiscontinuousپيوسته 
بر اساس مقادير ) درصد 12(و تحتاني ) درصد 5(فوقاني 
 چاهكهاي بهنمونه هر پس از تزريق .  انجام شد1جدول 

 ولت 150 ولت براي ژل فوقاني و 80ژل  فوقاني جريان 
س از انجام الكتروفورز پ. براي ژل تحتاني ايجاد گرديد

براي Coomasi Blue ها توسط كوماسي بلويكي از ژل
وم از ژل د. مشاهده باندهاي پروتئيني رنگ آميزي شد

جهت انتقال باندهاي پروتئيني آن به كاغذ نيتروسلولز به 
پس از .  استفاده شدSemidry روش انتقال نيمه خشك

 يك لايه كاغذ نيتروسلولز اندازه گيري طول و عرض ژل
چند لايه دستمال كاغذي و كاغذ واتمن با اين طول و 

 گلايسين g9/2  ( (Transfer buffer) عرض در بافر انتقال
g 8/5 تريس باز g 37/0 سديم دودوسيل سولفات (SDS) 

خيسانده شد و بصورت ساندويچ )  ميلي ليتر متانول200و 
براي انتقال باندها از . روي هم در تانك انتقال قرار گرفت

مراحل . استفاده شد mA/Cm2 5/1ژل به كاغذ از جريان 
  سرم آلبومين بابعدي شامل بلوكه كردن زمينه كاغذ 

Bovine Serum Albumin (BSA) و انكوباسيون در آنتي
 هفته اي پرولاكتين خالص 10 تزريق حاصل ازبادي اول 

 ، خرگوش سفيد آزمايشگاهي و جداسازي سرم آنبهموش 
در نهايت انكوباسيون در آنتي بادي . صورت گرفت) 11(
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.  انجام شدanti rabbit IgG (Sigma-Cat.A4914)ثانويه 
ي آنزيم متصل شده به آنتي بادي  سوبستراباظهور باندها 

 Horse Radish ثانويه آنزيم هورس رديش پراكسيداز

Peroxidaseنرم باتصوير حاصل از باندها .  انجام گرفت 
در اين نرم افزار شدت و . شد بررسي Total labافزار 

وسعت باندهاي تشكيل شده بصورت سطح زير منحني 
در نظر Level of Prolactin محاسبه بعنوان سطح پرولاكتين

  .گرفته مي شود

  
  هاي آماده سازي ژل الكتروفورز محلول– 1جدول 

  ژل فوقاني
  )درصد5 (

ژل تحتاني 
  )درصد12(

  مقادير بر اساس ميلي ليتر

4/1  3/3  H2O 
33/0  4  30% Acrylamid mix  
-  5/2  1.5M Tris PH  8.8  
25/0  -  1.0M Tris PH 6.8 
02/0  1/0  10% SDS  
02/0  1/0  10% Ammonium 

persulfate  
002/0  004/0  TEMED  

  

 پس از انكوباسيون سلولها در ،براي بررسي سلولهاي زنده 
 Trypan ها با تريپان بلوآنگلوكان -βحضور مقادير مختلف 

Blue  با توجه به اينكه رنگ آميزي شد و  9 به 1به نسبت
درصد سلولهاي زنده ، رنگ در سلولهاي مرده نفوذ مي كند

 توسط لام توماسلولهاي زنده و مرده شمارش به با محاس

Tomaو ميكروسكوپ نوري انجام گرفت.  

آناليزهاي آماري با استفاده از روش آنوواي يك طرفه 
  .شد انجام INSTATتوسط نرم افزار 

  نتايج
نتايج اين پژوهش را مي توان در دو بخش مورد بررسي 

  :قرار داد

رصد  روي دگلوكان-βنتايج حاصل از اثر  .1
 هاحيات و مورفولوژي سلول

گلوكان بر ميزان ترشح -βنتايج حاصل از اثر  .2
 پرولاكتين

 روي درصد حيات گلوكان-β نتايج حاصل از اثر -1
ابتدا در صد سلولهاي زنده در :  هاو مورفولوژي سلول

گلوكان -β 300 و µg/ml 50،100 ،200حضور غلظتهاي 
 زيستايي ر درصدبگلوكان اثر مخربي -βد كه دانشان 

 تغييري در كاهش يا افزايش درصد بنابراين ،سلولها ندارد
  .شود زيستايي سلولها مشاهده نمي
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هاي  گلوكان بر درصد زيستايي سلول– β دياگرام اثر – 1شكل 
GH3/B6 

  

  تيماري تغييرات مورفولوژيكي سلولهابهمين دليل سپس
تغييرات . گلوكان مورد بررسي قرار گرفت-β با شده
يله ميكروسكوپ اينورت و فازكنتراست مشخص بوس

 ،گلوكان-βدر شرايط مناسب كشت، بدون افزودن . گرديد
 ساعت به سطح فلاسك 30-24 پس از GH3/B6سلولهاي 

ظاهر در اين شرايط . چسبيده و شروع به تكثير مي نمايند
 سطح فلاسك را 4/3 و قادرند تا شدهسلولها كشيده 

  ).2شكل ) (9( بپوشانند
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 كه بصورت كشيده به GH3/B6 شكل ظاهري سلولهاي – 2شكل 

در اين شكل سلولهاي كروي در حال . سطح فلاسك چسبيده اند
  .(25X)تقسيم نيز مشاهده مي شود 

گلوكان سبب -βانكوباسيون سلولها در محيط حاوي 
يك تا دو ساعت پس از . گرددمي تغييراتي در سلولها 

ا تقريبا كروي شكل شده انكوباسيون دراين محيط سلوله
با افزايش . وبا افزايش حجم وارد فاز ترشحي مي شوند

ر كروي شدن ، علاوه ب)  ساعت48 تا 24(زمان انكوباسيون 
. مشاهده مي شودنيز هاي ترشحي درون سلولها گرانول

 µg/ml 50بالاترين ميزان اين تغييرات ظاهري در غلظت 
β- ساعت و غلظت 24 پس ازگلوكان µg/ml 200 β-

در ). 3شكل  (است ساعت قابل مشاهده 48 پس ازگلوكان 
هاي ترشحي و  نيز ظهور گرانولTRHنمونه هاي حاوي 

از ). 4شكل (مي باشديت ؤافزايش حجم سلول قابل ر
-βفاقد (لحاظ چسبندگي سلولي، مانند نمونه هاي شاهد 

  .دنچسبمي  به سطح فلاسك سلولها كاملاً) گلوكان

  
 

  
                                        a)50 µg/ml β-glucan                         b)200µg/ml β-glucan 

  
                                        c)50 µg/ml β-glucan                         d)200µg/ml β-glucan 

 
كروي .  را نشان مي دهده ساعت48 انكوباسيون d و cهاي  و شكله ساعت24 انكوباسيون bو  a: گلوكان-β سلولهاي تيمار شده با  تغيير شكل :3شكل 

  .(25X) داده شده استنشان فلش ا بهاي ترشحي و گرانول سلولها شدن
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                                     a) 24 hours                                                                b) 48 hours 

 
  .TRH nM) 50 ((25X) ظهور گرانولهاي ترشحي در سلولهاي تيمار شده با غلظت – 4شكل 

 
 

گلوكان بر ميزان ترشح -β نتايج حاصل از اثر -2
تغيير ترشح بررسي :   GH3/B6پرولاكتين در سلولهاي 

، µg/ml 50پرولاكتين توسط سلولها در حضور مقادير 
فاقد (كان نسبت به نمونه شاهد گلو-β 300 و 200، 100
β-هد كه انكوباسيون سلولها در نشان مي د) گلوكان

.  سبب افزايش ترشح پرولاكتين مي شودهاي فوقمحيط
 µg/ml 50 ،100 ،200هاي غلظتدر  ه ساعت24 انكوباسيون

گلوكان سبب افزايش معني دار پرولاكتين نسبت -β  300و 
ترين ميزان اين و بالا) 5شكل (گرددمي به نمونه شاهد 

گلوكان مي -µg/ml 50 βافزايش مربوط به نمونه حاوي 
هاي تنها غلظت) 6شكل ( ساعت 48 حاليكه پس ازدر . باشد

µg/ml 100،200300 وβ- گلوكان قادر به افزايش تحريك
و حداكثر انكوبه شده است  ي سلولهادرترشح پرولاكتين 

  .دوشمي  اعمال µg/ml 200 غلظت دراين افزايش 

گلوكان -βيد اين نظر است كه ؤنتايج اين پژوهش م
محرك ترشح پرولاكتين توسط اين سلولها مي باشد و در 

ثر ترشح ؤ كه يكي از محركهاي مTRHمقايسه با هورمون 
 اين سلولها است، حداقل همان اثر تحريكي درپرولاكتين 

  .را نشان مي دهد

  

  
  

  a)                                                   

  
b) 

 
c) 

0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000

0 50 10
0

20
0

30
0

TRH (5
0nM

)

(µg/ml)غلظت بتا گلوکان

ين  
لاکت
رو
ѧѧѧѧѧپ 
طح
ѧѧѧѧѧس

* ****
****

 
 تصوير – b.  ساعته24 تصوير ژل الكتروفورز انكوباسيون – a 5شكل 

 منحني تغييرات مقدار ترشح پرولاكتين در – c. غشاي وسترن آن
 و p<0.05* ساعته 24 در انكوباسيون GH3/B6سلولهاي 

**p<0.05)  3 و 1×106= تعداد سلولها = n(  
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a)                                                                                   

 
b) 

 

 
 
c) 

0
1000

2000
3000

4000
5000

6000
7000

0 50 10
0

20
0

30
0

TRH(50
nM

)

(µg/ml)غلظت بتا گلوکان

ين 
لاکت
رو
 پــ
طح
ســ

**
** *

 تصوير – b.  ساعته48 تصوير ژل الكتروفورز انكوباسيون – a 6شكل 
 منحني تغييرات مقدار ترشح پرولاكتين در – c. غشاي وسترن آن

 و p<0.05* ساعته 48 در انكوباسيون GH3/B6سلولهاي 
**p<0.05) 3 و 1×106= لولها تعداد س = n(  

  

  بحث
 از تومور هيپوفيز ماموسوماتوتروپيك GHدودمان سلولي 

MtT/WS Mammosomatotropicاين .   جدا شده است
سلولها بطور ويژه هورمونهاي  رشد و پرولاكتين را ترشح 

بسته به نوع كلونهاي جدا شده از اين سلولها، قادر . مي كند

. بتهاي مختلف مي باشندبه ترشح دو هورمون فوق در نس
هش استفاده شده در اين پژوGH3/B6 سوش سلولي 

 ترشح مي 5 به 1ميزان هورمون رشد و پرولاكتين را ب
  ).9(كند

 in“هاي قبلي بررسي اثرات لاكتوژن در محيط در پژوهش

vitro”  شده استنجاماز قطعات بافتي هيپوفيز ابا استفاده  .
 در پژوهش حاضر از )18(حاصل با توجه به نتايج مثبت 

گلوكان بطور -βد تا اثر ش استفاده GH3/B6سلولهاي 
در اين . مستقيم بر سلولهاي لاكتوتروف بررسي گردد

 مي باشد كه اثر آن بر ترشح TRHآزمايشها كنترل مثبت 
  ).3(پرولاكتين ثابت شده است

از را  يگلوكان اثرات مختلف-βدن نمودر اين مطالعه اضافه 
نشان ر اين سلولها ب  و ترشح پرولاكتين نظر مورفولوژي

 معني دار ومثبت بر ترشح  نيز TRH  اثرضمناً. دهدمي 
  .است

گلوكان سلولها شكل ترشحي پيدا كرده -βدر محيط حاوي 
اين نتايج .  ترشحي پديدار مي گردديو در آنها وزيكولها

با مشاهدات ساختاري اين سلولها تحت شرايط مختلف 
د و همانطور كه در مطالعات ديگر محيطي مطابفت دار

 به (CB154)نشان داده شده است افزايش ارگو كريپتين 
ها بطور قابل ملاحظه اي مي محيط از تعداد اين گرانول

  ). 13 و 3(كاهد 

ها نشان داد  اندازه گيري ميزان پرولاكتين موجود در نمونه
 روي سلولهاي ”in vitro“ صورتگلوكان ب-βكه 

GH3/B6ت، كه قابل انطباق با نتايج حاصل از اثر ثر اسؤ م
نتايج اين ). 18(اين ماده بر قطعات هيپوفيز گوسفند است 

 GH3/B6پژوهش نشان دهنده اتصال اين ماده به سلولهاي 
و افزايش ميزان ترشح پرولاكتين در اين سلولها است كه با 

 اين سلولها و بهگلوكان فسفاته -βنتايج حاصل از اتصال 
در  ). 13 و 4( انساني مطابقت دارد PDSFلولي دودمان س

گلوكان در -β افزايش ميزان ترشح ه ساعت24انكوباسيون 
گلوكان نسبت -β 200و µg/ml50 ،100نمونه هاي حاوي 
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و كنترل مثبت قابل ) گلوكان-βفاقد (به نمونه شاهد 
اين نتايج نشان مي دهد كه افزايش ترشح . ملاحظه است

ان اثر بيشتري حتي نسبت به گلوك-βدر محيط حاوي 
TRHها براي سنتز و ترشح ثرترين مولكولؤ يكي از م

-βثرترين تراكم ؤدر اين انكوباسيون م.  دارد،پرولاكتين
 . استµg/ml50گلوكان براي افزايش پرولاكتين 

گلوكان -β سلولها در محيط حاوي ه ساعت48انكوباسيون 
 300 و µg/ml100، 200هاي  اكمنشان مي دهد كه در تر

بيشترين مقدار ترشح و قدرت ترشحي سلولها بالا مي رود 
بنابراين مي توان .  ملاحظه مي گرددµg/ml 200در تراكم 

گلوكان با تراكمهاي بالا در -βنتيجه گرفت كه 
ثر مي هاي طولاني مدت بر ترشح سلولها اانكوباسيون

هاي انجام شده در مورد اثر اين نتايج با بررسي. گذارد
 GH3ن فسفات بر ترشح پرولاكتين روي سلولهاي گلوكا

  ).4(مطابقت دارد 

مطالعه اين سلولها نشان مي دهد كه مكانيسمهاي ديگر 
. گلوكان تغيير نمي كند-βنظير تزايد سلولها  با اضافه شدن 
 نشان مي دهد كه DNAزيرا اندازه گيري پروتئين و 
يش افزا در حاليكه ،دوشمي افزايشي در اين مورد مشاهده ن

هاي مختلف از نظر تراكم مفدار ترشح پرولاكتين در محيط
β-ثر براي ؤبنابراين ماده اي م. گلوكان ديده مي شود

مدت زمان . افزايش ترشح در اين سلولها مي تواند باشد

ر اين سلولها با ميزان پايداري بنسبتاً طولاني اثر اين ماده 
  .)1(اين ماده در محيط كشت مرتبط مي باشد

گلوكان در سلولهاي هيپوفيز قدامي مشاهده -βرنده هاي گي
شده است اما وجود اين گيرنده ها روي سلولهاي 
. لاكتوتروپ و مسير فعاليت آن هنوز بخوبي روشن نيست

گلوكان -βنظر به اينكه در سلولهاي سيستم ايمني گيرنده 
 مي باشد كه به گيرنده هاي تيروزين كينازي 1دكتين 

لعات بعدي بايد در سطح سلولي و شباهت دارد مطا
مولكولي وجود اين گيرنده ها شكل مولكولي آنها و 
چگونگي فعال شدن آنها در القا ترشح پرولاكتين را 

  .مشخص نمايند

هاي ارزنده معاونت اين پژوهش با كمك: تشكر و قدرداني
هاي محترم پژوهشي دانشگاه تهران و دانشكده علوم و 

  .شده است كه قدرداني مي شودشوراهاي  مربوطه انجام 
از جناب آقاي كاووس قباديان و خانم هايده قباديان نيز 

از  .بواسطه كمكهاي بي دريغشان تشكر بعمل مي آيد
جناب آقاي دكتر بهرام گليايي جهت فراهم آوردن امكانات 
در استفاده از آزمايشگاه بيوفيزيك سلولي و مولكولي مركز 

يك و نيز خانم كامليا سيامكي تحقيقات بيوشيمي و بيوفيز
در .  جهت همكاري صميمانه شان تشكر بعمل مي آيد

 را GH3/B6هاي از خانم دكتر دانيل گرجي كه سلولنهايت 
ي اهدا نموده اند سپاسگزاري مي ژبه آزمايشگاه فيزيولو

  .شود
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The Stimulating Effect of β-Glucan on Prolactin Secretion and 
morphology in GH3/B6 Cells 

Delphi L.1, Sepehri H.1, Rassouli Y.1, Khoei S.2 

1Biology Dept., Faculty of Science, Tehran University, Tehran, Iran 
2Institute of Biochemistry and Biophysics, Tehran University, Tehran, Iran 

Abstract 
The main active compounds of Lactogen herbal extracts are pectin and β-glucan which 
are polysaccharide structure. Studies on the effect of these substances on hypophysis 
fragments indicated their potential to increase prolactin secretion. In the present study, 
we used GH3/B6 cell line which is known to secret prolactin and growth hormone. 
Western blotting following band densitometry via Total lab software showed prolactin 
amount in the presence of β-glucan. In our study GH3/B6 cells were treated with 
various concentration of β-glucan ranging from 50 to 300 µgr/ml for a time period of 24 
hours or 48 hours. β-glucan effect on prolactin secretion was compared to control cells 
(in the absence of β-glucan) and positive control cells treated with 50 nM of 
Thyrotropine Releasing Hormone (TRH). TRH is one of the best prolactin secretion 
stimulator in anterior hypophysis cells. These results indicate that 24 hours incubation 
of these cells in the presence of  50, 100 ,200 µgr/ml (p<0.01) and 300 µgr/ml (p<0.05) 
of β-glucan can significantly increase prolactin secretion in comparison with control. In 
48 hours incubation with β-glucan, prolactin secretion was significantly increased in 
100, 300 (p<0.05) and 200 µgr/ml (p<0.01) in comparison with the control. In addition, 
phase contrast microscopy showed increased appearance of secretory granules which 
could correlate with increased prolactin secretion.   

Keywords: Polysaccharide, Pectin, β-glucan, GH3/B6 cells, Prolactin 
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