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بررسي  و GH3/B6 ياخته هايدر  پرولاكتين سنتزگلوكان بر -βتراكمهاي مختلف  تأثير
  در اين ياخته ها گلوكان -βگيرنده 

  1رسوليياسمن  و 1دلفيلادن ، 2گلياييبهرام ، 1حسينقمرتاج ، *1سپهريحوري ، 1شاعرزادهفاطمه 
  دانشكده زيست شناسي ،پرديس علوم ،دانشگاه تهران ،تهران 1

  بيوشيمي - مركز تحقيقات بيوفيزيك ،دانشگاه تهران ،نتهرا 2

  14/11/88: تاريخ پذيرش   26/6/86: تاريخ دريافت

  چكيده

) لاكتاسيون(شيرسنتز تحريك  ،اصلي آن كردعمل ترشح مي شود و ي پپتيدي است كه از هيپوفيز پيشينهورموني پلپرولاكتين 
 - βاثر  ،اين مطالعهبخش اول در . ژوهشگران را به خود جلب كرده استتوجه پ تم ايمنيسنقش پرولاكتين در سي ◌ً اخيرا .است

در نيز در تحريك سيستم ايمني  استپليمر گلوكز يك كه  گلوكان  -βنقش  .پرولاكتين بررسي شده است  گلوكان بر سنتز
ترشح مي سنتز و شد را كه هورمونهاي پرولاكتين و ر GH3/B6سلولهاي از  بررسيدر اين . است همطالعات متعددي گزارش شد

گيرنده  .بوده است سلولهااين  ، در1-، دكتينگيرنده اين پلي ساكاريدهاشناسايي هدف  در بخش دوم،. گرديده است كنند استفاده
پرولاكتين داخل سلولي با استفاده از ليز سلولها و  مقدار. ي ايمني و غير ايمني بيان مي شودسلولهادر انواع مختلفي از  1- دكتين
ساعت تيمار  48گلوكان به مدت  -β ميكروگرم بر ميلي ليتر 250و 150 ،5 سلولها با غلظتهاي .كيت اليزا سنجيده شد توسط
كنترل منفي استفاده  به عنوان )ميكروگرم بر ميلي ليتر 150(دكستران و كنترل مثبت  به عنوان) نانومولارTRH )50از . شدند
از بافت طحال كه . استخراج شد محرك و بدون محرك تأثيرتحت  GH3/B6ي سلولها RNAشناسايي گيرنده،  به منظور .گرديد
با استفاده از  سلولهادر اين  1-بيان گيرنده دكتين .بافت كنترل استفاده گرديد به عنوانن گيرنده در آن گزارش شده است بيان اي
 -β ميكروگرم بر ميلي ليتر 250و 150ظتهاي كه غل آمده نشانگر آن است به دستنتايج  .مطالعه شد PCRو  RT-PCRروش 

 نتايج .)P<0/05وP<0/001 (نسبت به نمونه كنترل افزايش مي دهند معني داري به طوررا  داخل سلولي پرولاكتين ميزانگلوكان 
ي سلولهااثر تحريكي خود را بر  1-دكتين اختصاصي خود، گلوكان از طريق گيرنده -βهمچنين نشان مي دهند كه  حاصل

GH3/B6 گونه اي كه بيان اين گيرنده در حضور ه ب اعمال مي كندβ- افزايش مي يابد  چشمگيريبه ميزان  گلوكان.  

  1-دكتين ،گلوكان -β ، پرولاكتين ،GH3/B6 سلولهاي: كليدي ه هايواژ
 hsepehri@khayam.ut.ac.ir :يپست الكترونيك،  61112626: نويسندة مسئول، تلفن تماس*

  مقدمه
 80پپتيدي است كه نزديك به  پلي كتين هورمونيپرولا

 در انسان اين هورمون. زمان شناسايي آن مي گذرد سال از
تشكيل شده  آمينهاسيد 197 ازو در موش صحرايي  199از 

منفرد بر روي  به صورت پرولاكتينژن كد كننده  .است
هورمون در ابتدا . )9( قرار گرفته است 6كروموزوم شماره 

 بر اساس خصوصيات لاكتوژنيك و تحريكپرولاكتين 

بر نامگذاري (رشد غدد پستاني خرگوش شناسايي گرديد 
پس از آن اعمال و اثرات متنوعي ). اين اساس بوده است

كه  يبه طورهورمون شناسايي گرديد  در رابطه با اين
 300امروزه مجموع اعمال بيولوژيك پرولاكتين به بيش از 

تنظيم : شامل  گروه 6ر ملكرد مختلف مي رسد كه دع
اندوكرين و  ، رشد ونمو، تعادل آب و الكتروليتها
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و تنظيم ايمني و  توليد مثل متابوليسم، رفتار و مغز، 
   ).11( طبقه بندي مي شود محافظت

ي اخير عملكرد اين ابررسيهاي انجام گرفته در ساله
كه  يبه طوريمني را نشان مي دهند، هورمون در سيستم ا

ي سلولهار بر را با اث ايمني مختلفپاسخهاي  پرولاكتين
سلولهاي  ،Bسلولهاي  ،Tسلولهاي سيستم ايمني نظير 

سلولهاي  ،نوتروفيلها ،ماكروفاژها،)  NK(كشنده طبيعي 
و سلولهاي دندريتيك ارائه دهنده  +CD34هماتوپويتيك 

افزايش ترشح اين هورمون . ميانجي گري مي كندآنتي ژن 
لوپوس ( SLEخودايمن از جمله  در اغلب بيماريهاي

روماتوئيد و ) مالتيپل اسكلروزيس( MS، )سيستميك
همچنين پرولاكتين و  .)18( گزارش شده استآرتريت 

به شمار  التهابمهم حفاظتي در مقابل  فاكتوراستروژن دو 
  .)8( مي روند

موجود در هيپوفيز پيشين مهمترين  سلولهاي لاكتوتروف
كتين مي باشند، اما اين هورمون سنتز هورمون پرولا أمنش
، دسيدوآ ،نواحي ديگربدن نظير هيپوتالاموس مغز در

 ،سلولهاي اپيتليالي غدد پستاني ،جفت ،ميومتريوم رحم
  ).6(دساخته مي شو تيموس و لنفوسيتها نيز ،طحال

 سلولهاي  لاكتوتروف عوامل متعددي ترشح پرولاكتين در
گلوكان مي  -β اردثر مي كنند كه از جمله اين موأرا مت
گلوكانها تركيبات اصلي ديواره سلولي . )14،13( باشد

اين . گياهان و برخي باكتريها را تشكيل مي دهند ،قارچها
ايمني قادر به فعال فعاليت پليمرهاي قندي علاوه بر تنظيم 

توليد  تحريك و وفاژها و نوتروفيلهاماكر كردن
يك ( NF-κBن سيتوكاينهاي التهابي را از طريق فعال كرد

گلوكان براي ايجاد -βحضور . مي باشند) فاكتور هسته اي
پاسخهاي ميزبان در مقابل طيف وسيعي از شرايط شامل 

باكتريايي و  ،ويروسي، عفونتهاي قارچي ،نمو تومورها
  . )3( پاتوژنهاي پروتوزوآيي الزامي است

  :گيرنده براي اين پلي ساكاريدها شناسايي شده است چهار
كه اولين گيرنده اختصاصي  CR3يا   3ه كمپلمان نوعگيرند

،لاكتوزيل سراميد ) 4( 1-، دكتين)17(شناسايي شده است 
 چهاراز ميان اين ). 10( و گيرنده هاي زباله خوار)20(

بيان وسيع در بافتهاي  داراي 1-گيرنده، گيرنده دكتين
  .مي باشدمختلف 

 كه به مي باشد كيلو دالتوني 28 يك پروتئين 1-دكتين
در ساختار اين گيرنده  . تعلق دارد 2ي نوعئهاي غشا گيرنده

يك موتيف فعال شونده (سيتوپلاسمي شامل يك ناحيه
 ئي،يك ناحيه تراغشا ،)تيروزين گيرنده هاي ايمني توسط

 حاوي كه احتمالاً Cيك پايه و يك دمين شبيه لكتيني نوع 
 دمي باش  N نوع دو محل اتصال براي گليكوزيلاسيون

فاقد توالي لازم براي  1-لكتيني دكتين ناحيه. وجود دارد
 ،طبيعيبه طور  اين ساختار . با كلسيم است همكاري

ضروري مي  Cاتصال كربوهيدراتها در لكتينهاي نوع جهت 
و  1- رغم شباهتهاي ساختاري زياد ميان دكتين علي. باشد

- دكتين. متفاوت است عملكرد آنها كاملاً ، Cلكتينهاي نوع 
 ،كه متعلق به خانواده گيرنده هاي شناساگر الگوست 1

را از هر  β)1→3(و  β)1→6(گلوكان هاي با اتصالات 
   .) 7(منبعي شناسايي مي كند 

دو گروه عمده دودمان سلولي ترشح كننده  هورمونهاي 
در  GHيكي گروه سلولهاي هيپوفيزي در موش وجود دارد 

كتين را به موش صحرايي كه هورمونهاي رشد و پرولا
نسبتهاي مختلف ترشح مي كنند و گروه دوم سلولهاي 

ACT20/D16  موش سوري كه هورمونهاي
تاشجيان در سال . پرواپيوملانوكورتين راترشح مي كنند

 ،GH1را معرفي كرد  GHسه كلون از سلولهاي  1970
GH2C1  وGH3  . از هر يك از اين كلونها چندين زير

سلولهاي در اين مطالعه، ). 15( كلون تهيه شده است
GH3/B6  هورمون پرولاكتين و هورمون  كه زير كلونيك

مورد استفاده قرار  دترشح مي كن 1به  5به نسبت  را رشد
بر سنتز  گلوكان-βاثر غلظتهاي مختلف  گرفته است و

مورد بررسي  1-يان گيرنده دكتينآن بر ب تأثيرپرولاكتين و 
    .قرار گرفته است
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  مواد و روشها
) Ham’s F12 )Gibco در محيط كشت ،GH3/B6سلولهاي 

درصد  5/2و  )HIMEDIA(درصد سرم اسب 15 حاوي
يط شراغير فعال در  )HIMEDIA( سرم جنين گوساله
درجه حرارت  ،درصد 95شامل رطوبت اتمسفري مناسب

 .كشت داده شدند Co2درصد  5و درجه سانتي گراد  37
لايه به سطح  اين سلولها در اين شرايط به صورت تك

  .فلاسك مي چسبند وتكثير مي يابند

β - گلوكان)Sigma( استخراج جو دانه از استفاده  مورد
ميلي  90  در گلوكان-β درصد 1محلول . شده است

تهيه گرديد و   درصد 96اتانل ميلي ليتر  6و  آب مقطرليتر
درجه سانتي گراد  100 به دماي محلول حاصل سپس

 محلول .گلوكان در آن حل شد- β كه يبه طور رسانده شد
ميلي ليتر  100در دماي اتاق سرد و به حجم  حاصل

ميكروگرم برميلي ليتر  250 و 150، 5 غلظتهاي. رسانده شد
β - در اين بررسي مورد استفاده قرار گرفتگلوكان.  

ميلي ليتر محيط كشت كامل به  5/1سلول در  1061تعداد 
به كشت داده شد ) زمان پيش انكوباسيون (ساعت 24مدت 
يك لايه به كف ظرف مي  به صورتسلولها  كه يطور

زير  به صورتو  48در زمان  سلولهاوباسيون انك .چسبند
   :انجام گرفت

سلولها فقط در  ،در اين نمونه): كنترل(نمونه شاهد -1
  .محيط كشت كامل قرار داده شدند

سلولها در محيط كشت حاوي : نمونه كنترل مثبت -2
 50با غلظت ) TRH(ا كننده تيروتروپينهورمون ره

اين هورمون اثر تحريكي بر ترشح . قرار گرفتند نانومولار
  .)5(هورمون پرولاكتين دارد

سلولها در محيط كشت حاوي : نمونه كنترل منفي -3
ميكروگرم بر  150 با غلظت) يك پليمر قندي(دكستران 
  .قرار گرفتند ميلي ليتر

سلولها در محيطهاي كشت : نمونه هاي مورد آزمايش -4
ميكروگرم برميلي  250 و 150، 5 غلظتهاي مختلفحاوي 

  .گلوكان قرار گرفتند-βليتر 

با استفاده از  سلولها ،زمان انكوباسيون پس از پايان
 با ،جدا وپس از شمارش و تعيين درصد زيستايي تريپسين
شدند  با استفاده از بافر ليز كننده ليز شسته و PBS محلول
براي  .نگهداري شدنددرجه سانتي گراد  - 70 دماي و در

تعيين درصد زيستايي، سلولها توسط رنگ تريپان بلو 
)Trypan Blue ( رنگ آميزي شدند و با  9به  1به نسبت

توجه به نفوذ اين رنگ در سلولهاي مرده، درصد سلولهاي 
 ،بافر ليزكننده .زنده با استفاده از لام توما محاسبه گرديد

 14/0 كلريد كلسيمميلي مولار،  5/1ريد منيزيمكل شامل
فنيل متان ( PMSF و ميكرومولار Tris-HCl 10و   مولار

مصرف به آن اضافه مي  در زمانكه ) سولفونيد فلورايد
  .گردد، مي باشد

براي سنجش مقدار پرولاكتين داخل سلولي از كيت 
ELISA)MD Biosciences (سنجش  اساس. استفاده گرديد

يت رقابت بين پرولاكتين موش نشان دار در اين ك
متصل ) AchE(و استيل كولين استراز) پرولاكتين آزاد(نشده

ديواره چاهكها با آنتي . است) ردياب(به پرولاكتين موش 
  ضد خرگوش توليد شده در موش بادي مونوكلونال

پرولاكتين آزاد و پرولاكتين ردياب . شده استپوشيده 
 انمعرف الم. نتي بادي را دارندتمايل به اتصال با اين آ

)Ellman’s Reagent (براي  كروموژن يك ماده آنزيماتيك
تركيب  استيل كولين استراز است كه با استيل كولين استراز

شدت رنگ مناسب با مقدار . زرد رنگي را توليد مي كند
AchE  متصل شده به ديواره چاهك يا مقدار پرولاكتين آزاد

شسته شدند و به  ،حلول شستشوچاهكها با م. موش است
بافر  همراه با ،ي تستنمونه ها و آنها محلولهاي استاندارد

ELISA،  ردياب و آنتي سرم اضافه و به مدت يك شب در
ساعت محلول  16- 20پس از . انكوبه شدنددماي اتاق 

سپس معرف . رويي خارج و چاهكها شستشو داده شدند
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 5/1 مدت و پس از در اتاق تاريك به چاهكها اضافهان الم
جذب نمونه   ELISA readerبا استفاده از دستگاه  ، ساعت

 ANOVAتست آماري حاصل توسط  نتايج .خوانده شدها 
  .يك طرفه آناليز شدند

 سلولهااين  در 1-مطالعه، بيان گيرنده دكتين دومدربخش 
به اين منظور از طحال موش صحرايي كه . بررسي شد

ان كننده گيرنده بيي دندريتيك اسلولهحاوي مقادير بالاي 
توالي . گرديدكنترل مثبت استفاده  به عنواناست  1-دكتين

بر اساس توالي ژني پيش بيني  ي مورد استفادهپرايمرها
 NCBIدر سايت  موجود در موش صحرايي 1- شده دكتين

 به صورت و تشابه ژنوم موش صحرايي و موش سوري
  :طراحي شد زير

Dectin Forward Primer: 5'  GGA TGG ATC AGC 
ATT TAC CC  3' 

Dectin Reverse Primer: 5'  TCT  GCA  TCC  AAC  
TTC  TCA  GC  3' 

ي سلولهاو  GH3/B6ي سلولها ،طحال RNAابتدا 
GH3/B6  تأثيرتحت β-  ميكروگرم  250گلوكان با غلظت

 واستخراج ) گلوكان - βثر ؤز مبالاترين د(بر ميلي ليتر 
آگارز مشاهده گرديد  درصد 8/0ي ژل بر رو RNAصحت 

با استفاده از  .)برروي ژل برده شد RNAميكروگرم  1(
به . آن ساخته شد cDNA) ژن فن آوران( RT-PCRكيت 

درجه  72دقيقه در دماي  5به مدت  RNAاين صورت كه 
در مرحله . در دستگاه ترموسايكلر انكوبه شدسانتي گراد 

ميكروتيوپها به مدت  ،RNA بعد، به منظور اتصال پرايمر به
دقيقه  5مرحله آخر  ودردرجه سانتي گراد  42ساعت در  1

  .قرار گرفتنددرجه سانتي گراد  95در 

 ،آب با  RT-PCRاز محصول  PCR ، μl1راي انجام ب 
 ،پلي مراز Taqآنزيم  ،PCR، MgCl2،  dNTPبافر 

ر دستگاه و سپس د مخلوط شد DMSOو  BSA ،پرايمرها
 PCRبرنامه . ر مطابق برنامه زير قرار گرفتترموسايكل

درجه سانتي گراد  94دناتوره اوليه در دماي : مراحل شامل
سيكل به ترتيب با دماي  40دقيقه و سپس  5به مدت 

دقيقه و دماي  1به مدت درجه سانتي گراد  94دناتوره 
دقيقه و دماي  1به مدت درجه سانتي گراد  56چسبيدن 

دقيقه و در انتها،  1به مدت گراد  درجه سانتي 72تكثير 
 10به مدت درجه سانتي گراد  72تكثير نهايي در دماي 

كنترل  به عنوان 18Sريبوزومي   RNAاز . است دقيقه
  ).16( داخلي استفاده شد

cDNA  درصد 10 بر روي ژل پلي آكريل آميدحاصل  
 2با  cDNAميكروليتر از 10 كه يبه طورقرار گرفت 

 هنما مخلوط و در چاهكها ريخته شد ورا بافرميكروليتر 
 به صورتنيترات نقره  ژل توسط ،پس از انجام الكتروفورز

  :زير رنگ آميزي شد

اسيد نيتريك و  ميلي ليتر 500نيترات نقره گرم  0.1به  -1
آن  اتانل اضافه كرده و با آب مقطر حجمميلي ليتر  12.5

 اين محلول دقيقه در 10ژل به مدت  .ديرسميلي ليتر  50 به
  .روي شيكر قرار گرفت

ژل به مدت سه دقيقه در آب مقطر  ،پس از اين مدت -2
  .گذاشته شد

فرمالدئيد در ميلي ليتر  100 كربنات سديم به محلول -3
باندها در اين محلول  ظهور ژل تا. داضافه ش آخرين مرحله
  . قرار داشت

ژل به مدت دو دقيقه در محلول  ،پس از ظهور باندها -4
 )آبميلي ليتر  45+ اسيد استيك ميلي ليتر  5(فيكساتيو

    .ديگرد تثبيت

  نتايج
β - ي سلولهاسنتز پرولاكتين در گلوكان باعث افزايش

GH3/B6 تعيين مقدار پرولاكتين داخل  به منظور :مي شود
 بتدا بر اساس جذبهاي حاصل از نمونه هايسلولي، ا

. گرديدسم استاندارد و غلظت آنها، منحني استاندارد ر
غلظت پرولاكتين در نمونه  ،منحني اين با استفاده ازسپس 

آمده  به دستغلظتهاي . ديگردهاي مورد آزمايش مشخص 
سلولي سلولهاي  ن مي دهد كه مقدار پرولاكتين دروننشا
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GH3/B6  غلظتهاي مختلف  تأثيرتحتβ - گلوكان نسبت به
 نمونه هاي كنترل يعني نمونه هاي فاقد هر نوع ماده

مقدار پرولاكتين پس  ،در اين سلولها. تغيير مي كند محرك،
ميكروگرم بر ميلي  250و 150ساعت در غلظتهاي  48از 

سبت به نمونه شاهد معني داري ن به طورگلوكان - βليتر 
ميزان افزايش . )P<0/05و P<0/001(افزايش داشت

ميكروگرم بر  150غلظت پرولاكتين در نمونه هاي حاوي 
 تأثيرنمونه هاي تحت  قابل مقايسه باگلوكان - βميلي ليتر 

TRH  )( است) نمونه هاي كنترل مثبتP<0/05( در  اين
 250افزايش در نمونه هاي با غلظت  حالي است كه اين

به طور قابل توجهي بيشتر مي ميكروگرم بر ميلي ليتر 
 5غلظت  تأثيردر نمونه هاي تحت . )P<0/001(باشد

گلوكان، ميزان پرولاكتين داخل  -β ميكروگرم بر ميلي ليتر
سلولي نسبت به نمونه شاهد افزايش يافته است اما اين 

غلظت پرولاكتين در نمونه هاي . افزايش معني دار نيست
در حد نمونه هاي شاهد است و  دكستران تقريباً تأثيرتحت 

اين . تغيير چنداني در ميزان پرولاكتين مشاهده نمي شود
 به طور مي تواند گلوكان- β نتايج نشان مي دهد كه

اثر  كه محرك سنتز پرولاكتين باشد به طورياختصاصي 
كه يكي از محركهاي  TRHتحريكي غلظتهاي بالاي آن از 

بيشتر مي  نيز شناخته شده سنتز و ترشح  پرولاكتين است
كه  است اين يافته ها همچنين نشانگر آن. )1نمودار(باشد

  . دكستران اثري بر ميزان پرولاكتين داخل سلولي ندارد
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  سلولهاي  در  سلولي داخل  پرولاكتين  ميزان   مقايسه  – 1 نمودار

GH3/B6  تحت تأثير غلظتهاي مختلفβ-  گلوكان در محيط كشت
 250و  150گلوكان در غلظتهاي  -β. و دكسترانTRHكامل، 

ميكروگرم بر ميلي ليتر باعث افزايش معني دار پرولاكتين درون سلولي 
، )P<0.001 ***وP<0.05 * ( .در مقايسه با كنترل مي گردد

)n=3( 

  
تحت تأثير غلظتهاي   GH3/B6درصد زيستايي سلولهاي  -2نمودار 
همان طور . عتسا 48و دكستران به مدت  TRHگلوكان،  -βمختلف 

و دكستران اثري بر  TRHگلوكان،  - βكه در شكل مشخص است 
 .)n=5( درصد زيستايي سلولها ندارند 

به  : GH3/B6ي سلولهابر رشد و تكثير  گلوكان-βاثر 
-βدر حضور  سلولهابررسي درصد زيستايي  منظور

ساعت با غلظتهاي  48به مدت  GH3/B6گلوكان، سلولهاي 
گلوكان  - β) ميكروگرم بر ميلي ليتر 5،150،250 (مختلف 

كشت داده شدند و درصد زيستايي آنها مورد بررسي قرار 
- β د كه غلظتهاي مختلفحاصل نشان دانتايج  .گرفت

ستايي بر درصد زيبررسي شده در اين تحقيق اثري گلوكان 
همچنين بررسي مقدار پروتئين ). 2نمودار(اين سلولها ندارد

يد ؤبه روش برادفورد نيز م حاصل از ليز اين سلولها
گلوكان مي باشد زيرا - βافزايش اين هورمون در حضور 

تغييري در ميزان پروتئينهاي نمونه هاي مختلف مشاهده 
  ).نتايج آورده نشده است(نشد 

β-در  1-بيان گيرنده دكتين يگلوكان موجب القا
بررسي بيان  به منظور :مي شود GH3/B6سلولهاي 

استخراج گرديده از  RNA صحت، ابتدا از 1-دكتين
گلوكان با - βدر حضور يا عدم حضور  GH3/B6سلولهاي 

ساعت و  48به مدت ميكروگرم بر ميلي ليتر  250غلظت 
نشانگر وجود  3شكل شماره . طحال اطمينان حاصل گرديد
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28s  
18S     

a       b       c  

  . استاستخراج شده  RNAو سالم بودن  28Sو  18Sدو باند 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

سلولهاي  - μg/ml250       bگلوكان با غلظت  -βتحت تأثير  GH3/B6سلولهاي  - a:         استخراج شده از  RNAماكروگرم  1 -3شكل
GH3/B6 c – دو باند ). درصد 8/0(طحال        روي ژل آگارزS28 و S18 به خوبي مشخص است. 

، با استفاده از پرايمر طراحي شده cDNAپس از سنتز 
به  اين واكنشز انجام پس ا و شدهانجام  PCRواكنش 
وي بر ر PCR، محصول 1-مشاهده بيان ژن دكتين منظور

با استفاده از نيترات نقره  رانده شد و ژل پلي آكريل آميد
 1- بيان دكتينكه مي دهند نشان  نتايج. ديگرد رنگ آميزي

). bباند -4شكل (در طحال به وضوح ديده مي شود 
مي باشند  1- داراي بيان ضعيف دكتين GH3/B6ي سلولها

بيان گلوكان - βدر حضور تراكم بالاي  اما) cباند -4شكل (
باند  - 4شكل (افزايش مي يابد قابل توجهي  به طورگيرنده 

d .( اختصاصي بودن باند مشاهده شده با حذف پرايمرها در
   ).fباند  -4شكل(ييد گرديده است أواكنش ت

  بحث
گلوكان بر - β ويژه تأثيرنشانگر  حاصل از اين مطالعه نتايج

ي سلولهادر  1-گيرنده دكتين يسنتز پرولاكتين و القا
GH3/B6 نتايج اولين گزارش از حضور اين اين . است

 1-همچنين حضور دكتين. در موش صحرايي استگيرنده 

مشتق از هيپوفيز  لاكتوتروپ يسلولهابراي اولين بار در 
   .گزارش مي شود پيشين

پلي ساكاريدهاي موجود  ند كهه امطالعات اوليه نشان داد
خواص در ديواره سلولي گياهان نظير گلوكانها و پكتينها 

اي كه تزريق مستقيم و داخل دارند به گونه  لاكتوژني
وريدي اين پلي ساكاريدها در حيوانات آزمايشگاهي سبب 

  .)12(تحريك ترشح پرولاكتين و هورمون رشد مي گردد

يش ترشح پرولاكتين اثر مستقيم اين پلي ساكاريدها در افزا
. ثابت گرديد 1990و همكارانش در سال  Sepehriتوسط 

يمرهاي قندي را بر قطعات اين پل تأثيراين پژوهشگران 
 كننده سنتزكه داراي سلولهاي اصلي  پيشين هيپوفيز

مطالعه كردند و نشان دادند كه  مي باشند در بدنپرولاكتين 
β -و زمانهاي  گلوكان و اسيد پكتيك با غلظتهاي مختلف

انكوباسيون متفاوت بر ترشح و سنتز پرولاكتين اثر مستقيم 
دلفي و همكاران افزايش ترشح اين هورمون . )14،13(دارند

گلوكان را در زمانهاي -β تأثيرتحت  GH3/B6ي سلولهااز 
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 اخيراً .)1(اند ساعت گزارش كرده 48و  24انكوباسيون 
Breuel افزايش بيان  رنيز در مطالعه اي ديگ و همكارانش

را در فسفات گلوكان  تأثيرتحت  سلولهاپرولاكتين در اين 
  .)2(ساعت نشان داده اند 72انكوباسيون 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GH3/B6سلولهاي  - cطحال     – a – Ladder       b.        روي ژل پلي آكريل آميد GH3/B6طحال و سلولهاي  PCRمحصول  - 4 شكل

d -  سلولهايGH3/B6 تأثير  تحتβ-      گلوكانe  - 18S      f - طحال و سلولهاي        1- پرايمر دكتينGH3/B6  تحت تأثيرβ-  گلوكان، ژن
بدون حضور محرك، اين ژن را به طور پايه  GH3/B6سلولهاي ) فلش خط چين نشانگر محل باند مورد نظر است(را بيان مي كنند 1-گيرنده دكتين

  ).فلش(است  bp314ل داخلي است كه طول قطعه آن ، كنتر18S. اي بيان مي كنند
  

ييد يافته هاي أدر اين مطالعه علاوه بر تآمده  به دستنتايج 
و  گلوكان  در غلظتهاي بالا -βقبلي نشانگر آن است كه 

علاوه بر ترشح ذخاير پرولاكتين موجود  ساعت 48پس از 
ا در اين سلوله سنتز پرولاكتين در اين سلولها سبب افزايش

و همكارانش همچنين گزارش كرده  Breuel .نيز مي شود
 GH3/B6ي سلولها ياند كه اتصال گلوكان به غشا

آن  تأثيراستفاده از دكستران و عدم  و )2(اختصاصي است
بر  گلوكان-βبر سنتز پرولاكتين نيز ثابت مي كند كه عمل 

سنتز و ترشح پرولاكتين اختصاصي و منحصر به اين پلي 
  . تساكاريد اس

از طريق  ك سيستم ايمنييحرن در تاگلوك- β عملكرد 
و  17، 10، 4(گيرنده هاي اختصاصي مشخص شده است 

 3گيرنده كمپلمان نوع شامل كه اين گيرنده ها  .)20
)CR3( ،،گيرنده هاي زباله خوار و   لاكتوزيل سراميد

و در  پراكنش وسيعي در بدن داشته هستند 1-دكتين

طبيعت اين . ايمني بيان مي شوند بافتهاي ايمني و غير
  .است مورد توجه قرار گرفته ها اخيراً گيرنده

را به  1- ي دندريتيك كه گيرنده دكتينسلولهاز آنجا كه ا
ميزان بالايي بيان مي كنند در طحال به وفور يافت مي 

طحال به عنوان كنترل مثبت بافت شوند در اين پژوهش از 
ست آمده نشان دادند كه هاي به د يافته. استفاده گرديد

 و در حالت طبيعي ي طحال موش صحراييسلولها
 1- گيرنده دكتين ،گلوكان-βدر حضور  GH3/B6ي سلولها

بنابراين مي توان نتيجه را به ميزان بالايي بيان مي كنند 
گلوكان تحريك خود بر ترشح پرولاكتين را از - β گرفت كه

ايه اي گيرنده بيان پ. دهد انجام مي 1- طريق گيرنده دكتين
  .يد وجود اين گيرنده مي باشدؤنيز م سلولهادر 

نقش هورمون پرولاكتين در رابطه با سيستم ايمني زماني 
ثابت شد كه مطالعات نشان دادند كاهش مقادير پرولاكتين 

f              e           d          c          b          a 
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ترشح پرولاكتين از  مهار كننده(با استفاده از بروموكريپتين 
ز عفونتهاي ميزان مرگ و مير ناشي ا ،)هيپوفيز پيشين

Listeria monocytogenes كه  دهد در حالي را افزايش مي
 رشده ب ءاستفاده از پرولاكتين خارجي بر حساسيت القا

و همكارانش نشان  Zellweger. بروموكريپتين غلبه مي كند
معني داري درصد  به طوراند كه استفاده از پرولاكتين  داده

  .)19(دهد مي  زنده ماندن موشهاي عفوني شده را افزايش

گلوكان به عنوان يك -βبنابراين مي توان نتيجه گرفت كه .
محرك سيستم ايمني كه تركيب اصلي ديواره قارچها را 

تشكيل مي دهد باعث افزايش سنتز و ترشح پرولاكتين 
مكانيسمهاي ايمني  ،شود و با افزايش ترشح پرولاكتين مي

ي كمك به حفظ و بهبود هموستاز وشوند  ديگر فعال مي
  .مي كنند

اين پژوهش با كمكهاي ارزنده : تشكر و قدرداني
وم هاي محترم پژوهشي دانشگاه تهران و پرديس علمعاونت

  . عمل مي آيده تشكر ب انجام شده است كه از همكاري آنها
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Abstract 

Prolactin is a polypeptide hormone of the anterior pituitary gland that was originally 
named for its ability to promote lactation. Today we know that it has over 300 different 
function in vertebrates including osmoregulation, growth and development, metabolism, 
behavior, reproduction and immunoregulation. Recently, the role of Prolactin in 
immune system is investigated. Glucans are glucose polymers that are major 
constituents of the cell wall of fungi, plant and certain bacteria. In the present study, we 
used GH3/B6 cell line which is known to secrete Prolactin and growth hormone. We 
also studied the expression of β-glucan receptor, dectin-1, on this cells.  Intracellular 
Prolactin levels were assayed by ELISA. Cells were treated with 5,150 and 250μgr/ml 
concentrations of β-glucan for incubation time of 48 hours. TRH (50 nM) was used as 
positive control and dextran (50nM), was our negative control. Therefore, Total RNA 
was extracted from spleen and GH3/B6 cells in the presence of β-glucan (250μgr/ml). 
Then, RT-PCR and PCR methods were done for verifying the expression of Dectin-1. 
Our result showed that 150 and 250 μgr/ml concentrations of β-glucan are capable to 
stimulation Prolactin synthesis significantly from GH3/B6 cells in comparison with 
control(P<0.05). The results showed that spleen, the positive control, expressed Dectin-
1 as expected. Our results also showed that Dectin-1 was expressed in GH3/B6 cells at 
very low level, and this expression was increased under the effect of β-glucan. 
Therefore, β-glucan may induce GH3/B6 cells throughout Dectin-1 which lead 
increasing prolactin secretion from these cells. 
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