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:چكيده
 يك انگل داخل سلولي اجباري است كه به طيف وسيعي از سـلول هـا از جملـه ماكروفاژهـا                     وپلاسما گوندي توكس:مقدمه

 كه در ساز و كارگريز آن از سيستم ايمنـي و دفـاع              توكسوپلاسماجزئي از   . حمله كرده و در آن ها به صورت زنده مي ماند          
توكـسوپلاسما و پروتئين   DNAمطالعه تاثير جزء    در اين   .  شركت مي كند به طور كامل مشخص نشده است         توكسوپلاسما

.بر روي توانايي تكثير و توليد نيتريك اكسايد از ماكروفاژهاي صفاقي بررسي شد
:روش كار

 دي فنيـل تترازوليـوم   -5 و 2) يل-2- دي متيل تترازول-5 و 4 (-3 زنده بودن ماكروفاژها به كمك آزمون توانايي احياء      
.وليد نيتريت با استفاده از روش گريس ارزيابي شدميزان ت و )MTT(برمايد 

:يافته ها
كنتـرل   نانوگرم در ميلي ليتر به طور معني داري كم تر از             200و در نتيجه ميزان رشد و فعاليت در دوز          MTT ميزان احياء   

وزهـاي  بـه عـلاوه د  . )P<05/0( در مورد ساير دوزهاي پروتئيني از نظـر آمـاري معنـي دار نبـود      ولي،)P=022/0(بود  منفي  
 و توليد   MTTميزان احياء   . )P<05/0( بر ميزان توليد نيتريك اكسايد تاثيري نداشتند         توكسوپلاسمامختلف از جزء پروتئيني     

. )P<05/0( تفاوتي نداشتند DNAنيتريك اكسايد در دوزهاي مختلف جزء 
:بحث و نتيجه گيري

 اثر مهاركنندگي وابسته به دوز بر روي حيـات و فعاليـت   توكسوپلاسماتئيني مطابق با نتايج حاصل از اين مطالعه، جزء پرو  
 تخلـيص شـده از توكـسوپلاسما        DNAجزء  . ماكروفاژها دارد ولي بر ميزان توليد نيتريك اكسايد از ماكروفاژ تاثيري ندارد           
 از گونديتوكسوپلاسما توانايي گريز بنابراين. ميزان توليد نيتريك اكسايد و حيات ماركروفاژها را تحت تاثير قرار نمي دهد  
.ساز و كارهاي دفاعي ماكروفاژ وابسته به جزئي از تركيب پروتئيني آن است

:واژگان كليدي
MTT، ماكروفاژ، نيتريك اكسايد، آزمونتوكسوپلاسما گوندي

:مقدمه
 انگلي داخل سلولي از شاخه اپي كمپلكسا توكسوپلاسما گوندي

(Apicomplexa)ست كه به صورت يك پاتوژن فرصت طلب  ا
.]1[مهم ايجاد توكسوپلاسموزيس مي كند

 انگل به سرعت تكثير مي يابند هايتاكي زوآيت درفاز حاد بيماري
ايمني  سيستم  تحريكتكثير با آغازاين عفونت و معمولاً كه 

به طور معمول پاسخ هاي ايمني ايجاد شده. بيمار همراه است
 شدن  بر مزمن همراهند كه نشانه اي زوايت ها براديوز بربا

 در افراد با نقص ايمني و توكسوپلاسماعفونت با . بيماري است
I مطالعات اهميت پاسخ هاي تيپ .]2[ايدز قابل توجه است 

(IFN-γ) اينترفرون گاماو نقش مشخص (Th1)سايتوكايني 

.]3[ نشان داده اندا گونديتوكسوپلاسمرا در مقاومت به عفونت 
IN VITROand (آزمايشگاهبرخي مطالعات در محيط زنده و 

VIVOIN (نيز نقش اينترفرون گاما و فاكتور نكروز توموري آلفا
(TNF - α) به نيتريك  ضد انگلي وابسته پاسخ هايالقاءدر 
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.]5 و 4[اكسايد را بيان كرده اند
ي تواند طيف وسيعي از سلول هاي  متوكسوپلاسما گوندي

موجودات خونگرم، بويژه ماكروفاژها را آلوده كرده و در آنها زنده 
 توليد شده از ماكروفاژها (NO) نيتريك اكسايد .]6[باقي بماند

توكسوپلاسمايكي از مهم ترين واسطه هاي دفاعي در مقابل 
جهت  و سايتوكاين هاي مختلف ماكروفاژها را در ]8 و 7[بوده

توليد نيتريك اكسايد و واسطه هاي فعال اكسيژن و در نتيجه 
مقابله و از بين بردن انگل هاي زنده درون آن ها تحريك
مي كند به طوري كه ماكروفاژهاي تحريك شده با اينترفرون 

ولي هم در آزمايشگاه و هم در . گاما، انگل را مهار مي كنند
 انگل ها مي توانند در مقابل موجود زنده نشان داده شده است كه

اين سيستم دفاعي ماكروفاژها مقابله كنند و درون سلول ها زنده 
برخي مطالعات نشان .]10 و 9[باقي مانده و حتي تكثير يابند

داده اند كه انگل هاي درون ماكروفاژ، توليد نيتريك اكسايد و 
.]6[ديگر واسطه ها را مهار كرده و كاهش مي دهند 

ژگي هاي توكسوپلاسما گوندي همواره مورد سوال بوده اين وي
است كه كدامين جزء انگل، وظيفه ايجاد قابليت مقاومت در مقابل 

 نقش خنثي توكسوپلاسماپاسخ هاي ايمني و كدام قسمت از 
سازي عملكردهاي ضد انگلي ماكروفاژ را به عهده دارند به گونه 

در . اژ تكثير كنداي كه انگل به راحتي مي تواند درون ماكروف
توكسوپلاسمامطالعه حاضر براي بررسي اين كه كدام جزء 

 سبب مهار پاسخ هاي ايمني و ماكروفاژها مي شود، اجزاء گوندي
 انگل را جدا كرده و تاثير آن ها بر روي بقاء و DNAپروتئيني و 

زنده بودن ماكروفاژهاي صفاقي موش و توانايي توليد نيتريك 
.كروفاژها مورد بررسي قرار گرفته استاكسايد از اين ما

:روش كار
كسوپلاسما گونديتو

 كه به صورت توكسوپلاسما گونديRHدر اين مطالعه از سويه 
. مخزن در صفاق موش ها نگهداري مي شد استفاده شده است

 روز از آلوده كردن موش ها با انگل، ماكروفاژهاي 3- 4پس از 
اي تهيه آنتي ژن، محتويات بر. آلوده از صفاق موش خارج شدند

 عبور داده شد تا ماكروفاژها پاره 27 بار از سرسوزن 8- 10صفاق 
.گردند و تاكي زوآيت ها آزاد شوند

 توكسوپلاسما گونديDNAاستخراج 
 شـركت   DNA از كيت استخراج     DNAبراي جداسازي و تخليص     

به طور خلاصه طبـق     .  استفاده شد  (Cat.no.51304)كياژن آلمان   
 ـبـه پل   مشخص شـده در كيـت        روش 180 مقـدار  ت باكتريـايي  ي

به  ميكروگرم در ميلي ليتر  ليزوزيم افزوده و        20ميكروليتر محلول 
سوسپانسيونبه. داده شد قرارºC37  دمايدردقيقه30مدت

مخلوط سپس آن ها را  و ضافهاK ميكروليتر پروتئيناز20حاصله 
C95 دمايسپس درو ºC56 دماي  دقيقه در30به مدت كرده،

 ميكروليتر  200اين مرحله   بعد از .  دقيقه قرار داده شد    15به مدت   
آن ماده حاصـله بعد از   . به نمونه اضافه شد   در صد   100-96اتانل  

 سـپس   .شـد منتقل  شت  ليتري قراردا  ميلي 2 كه در لوله     يبه ستون 
سانتريفوژ ) g6000)rpm8000شتاب  درآن را    دقيقه   1به مدت   

 بعــد از  .ه و لولــه حــاوي مــواد فيلتــر شــده دور ريختــه شــدكــرد
-ºC20 محلول تا زمـان انجـام آزمايـشات در دمـاي      فيلتركردن،

ميزان جذب مـاده  بـا دسـتگاه بيوفتـومتر           درضمن. نگهداري شد 
. نانومتر اندازه گيري شد280/260

استخراج اجزاء پروتئين توكسوپلاسما گوندي
وتئين از كيت شركت كياژن آلمان براي جداسازي و تخليص پر

(Cat.no.37900)ميلي ليتر از 10براي  اين كار ابتدا .  استفاده شد 
به پليت انگلي اضافه كرده و ) حاوي ليزوزيم و بنزوناز(بافر ليزات 

سپس . به روش مخلوط كردن سوسپانسيون يكنواخت تهيه شد
اده شد  دقيقه روي يخ قرار د30سوسپانسيون آماده شده به مدت 

 دقيقه روي يخ بهم زده تا محلولي يكنواخت 2- 3و به مدت 
30 به مدت ºC4 در دماي g4000پس از آن با دور . حاصل شود

دقيقه محلول را سانتريفيوژ كرده و قسمت روئي براي ارزيابي 
بعد از فيلتر كردن، غلظت پروتئين . پروتئين جمع آوري شد

به شد و نمونه تا زمان محلول حاصل با اسپكتروفوتومتري محاس
. نگهداري شد- ºC20آزمايش در 

جداسازي، كشت و تحريك ماكروفاژها
 هفته 6-8 جنس ماده BALB/cماكروفاژها از صفاق موش هاي 

. اي كه از انستيتو پاستور ايران خريداري شده بودند، جدا شدند
-RPMI ميلي ليتر محيط كشت 10براي جداسازي ماكروفاژها، 

سرد به درون صفاق موش ها تزريق و سپس ) اسيگم (1640
 حاوي مواد مكملي به RPMIسلول ها در محيط . كشيده شد

- L ميلي مولار 2 گرم در ليتر سديم بي كربنات، 2صورت 
 ميكروگرم در 100 واحد در ميلي ليتر پني سيلين، 100گلوتامين، 

 درصد سرم جنين گاوي به صورت 10ميلي ليتر استرپتومايسين و 
 سلول در ميلي ليتر در آمده و مقدار 5/1×106سپانسيوني از سو

 خانه اي 96 ميكروليتر از اين سوسپانسيون درون هر پليت 200
 درصد كشت داده CO25 و ºC37 ساعت در 4به مدت ) نانك(

 درصد 95(در زمان انكوباسيون، سلول هاي چسبان . شد
 چسبان با سپس سلول هاي غير. به ته پليت چسبيدند) ماكروفاژ

 شستشو ºC37 با دماي RPMIسه بار شستشو به وسيله محلول 
.داده شدند

5/0 و 5، 50، 200، 100براي تحريك ماكروفاژها از غلظت هاي 
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 وگونديتوكسوپلاسمانانوگرم در ميلي ليتر پروتئين هاي 
DNAنانوگرم در ميلي ليتر 1/0، 1، 10، 50، 100غلظت هاي 

هر يك از .  استفاده شدسوپلاسما گونديتوكاستخراج شده از 
غلظت هاي آنتي ژني به صورت سه تايي به چاهك هاي

 سرييك.  شد اضافه ماكروفاژها خانه اي كشت96پليت 
سلول ماكروفاژ تنها بدون تحريك به عنوان گروه كنترل منفي و 

 به عنوان گروه كنترل IFN-γيك سري ماكروفاژ تحريك شده با 
.ت كشت داده شدندمثب

سنجش غلظت نيتريت
 به درون محيط كشت آزاد     NOدر هنگام كشت ماكروفاژها 

اين ماده ناپايدار است و به سرعت به نيتريت و نيترات . مي شود
در نتيجه مي توان ميزان نيتريت در محيط كشت . تبديل مي شود

گيري  اندازه ]StuehrNathan,(]11(را با روش استور و ناتان 
بدين نحو . در اين روش از معرف گريس استفاده مي شود. نمود

 ساعت از كشت ماكروفاژها، سوپ روئي كشت 48كه پس از 
 خانه 96 با معرف گريس و در پليت 1 به 1برداشته و به ميزان 

 تايي انجام 3آزمايش نمونه ها به صورت (اي مخلوط مي شود 
 در طول موج (OD) دقيقه ميزان جذب 15بعد از ). مي گرفت

 نانومتر به كمك دستگاه ميكروپليت ريدر مولتي اسكن 540
(Microplate reader Multi Skan)براي .  اندازه گيري شد

)  ميكرو مولار1- 200(محاسبه غلظت نيتريت از نمودار استاندارد 
.استفاده شد)NaNO2(از محلول سديم نيتريت

MTTآزمون

-2-  دي متيل تترازول-5و4(- 3 بر اساس احياء MTTآزمون 
مي باشد كه نشان ) MTT( دي فنيل تترازوليوم برمايد- 5و2)يل

هر چقدر تعداد . دهنده فعاليت متابوليك داخل سلولي است
 بيشتر خواهد بود و MTTسلول ها بيش تر باشند ميزان احياء 

20 ساعت از كشت ماكروفاژها، 48 پس از گذشت .]12[بالعكس
) شركت مرك PBS(MTT) ميلي گرم در ميلي ليتر 5(ميكرو ليتر 

.  انكوبه شدºC37 ساعت در 4به چاهك ها اضافه و به مدت 
پس از انكوباسيون محيط روئي كشت به آرامي برداشته شد و 

به چاهك ها ) سيگما (HCl درصد5 ميكرو ليتر ايزوپروپانول 100
شده، سبب اضافه شد تا كريستال هاي فرمازان تشكيل شده حل 

 نانومتر 540درطول موج ميزان جذب چاهك ها. جاد رنگ شونداي

نتايج بدست آمده بر حسب ايندكس تحريك . خوانده شد
(Stimulation Index: SI) محاسبه شد كه SI 540 ميزان جذب

. مي باشدمنفيكنترل540جذببهتستهر

تحليل هاي آماري
داده ها به صورت . شاهدي بوده است- داين مطالعه از نوع مور

 انحراف معيار گزارش شده  و تحليل هاي آماري روي ±ميانگين 
 و DNAداده هاي آزمون ها در غلظت هاي مختلف آنتي ژني 

 و (ANOVA)پروتئين با استفاده از آزمون آناليز واريانس يكطرفه 
 از  كمترPارزش .  انجام  شدند)Tukey (به دنبال آن آزمون توكي

. به عنوان  سطح معني داري آماري در نظر گرفته شد05/0

:يافته ها
 و سنجش نيتريك اكسايد ماكروفاژهاي MTTنتايج آزمون 

توكسوپلاسمامواجهه شده با پروتئين هاي تخليص شده از 
مقايسه ايندكس .  نشان داده شده است1 در شكل گوندي

هاي مختلف غلظت ) شاخصي از تعداد سلول ها ()SI(تحريك 
آنتي ژنيك پروتئيني در برابر گروه كنترل منفي نشان مي دهد كه 
ايندكس تحريك در گروه هاي مختلف با گروه كنترل منفي 

 نانوگرم در 200، اما در گروه )P<05/0(تفاوت معني داري ندارد 
كاهش يافته است آمارينظرازميلي ليتر به طور قابل توجهي 

)022/0=P .(نيتريك اكسايد در غلظت هاي مختلف ميزان توليد 
.)P<05/0 (پروتئيني نيز تفاوتي نشان نداده است

 و سنجش نيتريك اكسايد توليدي از ماكروفاژها MTTنتايج آزمون
 آورده شده 2 در شكل توكسوپلاسما ي DNAدر مواجهه با جزء 

مقادير بدست آمده از بررسي آماري حاكي از آن است كه . است
  و غلظت نيتريت توليد شده از  MTT تحريك ميزان ايندكس

 تخليص شده از DNAماكروفاژها در غلظت هاي مختلف 
 در مقايسه با يك ديگر و گروه كنترل تفاوت بارزي توكسوپلاسما
لازم به ذكر است كه ميزان توليد نيتريك . )P<05/0 (نداشته است

 كاهش DNA نانو گرم در ميلي ليتر از 100اكسايد در غلظت 
). P=091/0(يافته بود، اما اين كاهش از نظر آماري معني دار نبود 

 و غلظت نيتريك اكسايد سلول هاي تحريك شده با MTTآزمون 
IFN-γ در مقايسه با گروه كنترل منفي و گروه هاي مختلف آنتي 
 و پروتئين به طور معني داري افزايش يافته بود DNAژني 

)001/0<P.(
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:ه گيريبحث و نتيج
 انگلي فراگير در دنياست كه بسياري از توكسوپلاسما گوندي

. سلول هاي جانوران خونگرم از جمله ماكروفاژها را آلوده مي كند
اين انگل در مقابل پاسخ هاي ايمني مقاومت كرده و مي تواند در 

 از ماكروفاژها توليد نيتريك اكسايد. اين سلول ها زنده باقي بماند
كارهاي دفاعي بسيار با اهميت در مقابل يكي از ساز و

به طوري كه مشاهده شده است توليد نيتريك . ستتوكسوپلاسما
 چشمي همراه  توكسوپلاسموزيساكسايد با محافظت در مقابل

. ]13[است
 مي تواند توليد نيتريك اكسايد را از توكسوپلاسما گونديولي 

مشاهده شده است كه . ]6[ كنترل نمايد iNOSطريق مهار 
 با ساز و كارهايي سبب القاء آپوپتوزيس در توكسوپلاسما

.]14[ماكروفاژهاي غير آلوده مجاور مي شود 
 مي تواند جزء بالقوه توكسوپلاسما گوندي جزء پروتئيني 

شواهد نشان داده است كه . مهاركننده ماكروفاژها باشد
 در ايجاد ماتوكسوپلاساستئوپروتئين هاي گرانول هاي دنس 

گونديتوكسوپلاسما و ]15[ نقش دارند توكسوپلاسموزيس
حاوي پروتئين هاي ترشحي و غشائي است كه موجب مهار 

گزارش شده است پروتئين شبه . ]16[فاگوزوم ها مي شود 
 از تجزيه شدن انگل گونديتوكسوپلاسما)patatin-like(ين تپاتا

. ]17[درون ماكروفاژها جلوگيري مي كند
گونديتوكسوپلاسمايكي از اهداف مطالعه حاضر يافتن جزء 

. عامل بروز خاصيت هاي مقاومت و بقاء در ماكروفاژها بوده است
توكسوپلاسما در مورد جزء پروتئيني MTTنتايج بررسي آزمون 

200(نشان داد كه ميزان بقاء ماكروفاژها درغلظت هاي بالاتر 
ور شاخصي پائين تر از سلول پروتئين بط) نانوگرم در ميلي ليتر

مي توان نتيجه گرفت كه جزء پروتئيني . هاي طبيعي بوده است
است كه موجب مهار ) پروتئين هايي(حاوي تركيب يا تركيباتي 

رشد و فعاليت ماكروفاژها مي شود و احتمالاً جزء موثر انگل در 
. مهار ماكروفاژها جزء موجود در پروتئين هاي انگل است

 بر علاوه. تائيد كرده اند مطلب را ايننيزديگر ي مطالعات

مشاهدات ذكر شده در بالا، نشان داده شده است كه داروهايي 
 كه پروتئين سازي ]19 [ و كليندامايسين]18[نظير آزيتومايسين 

 به از توكسوپلاسما گونديانگل را مهار مي كنند سبب تحريك 
نتايج نشان داد كه جزء . ژها مي شوندبين رفتن درون ماكروفا

پروتئيني بر ميزان توليد نيتريك اكسايد از ماكروفاژها تاثير معني 
مطالعه اي بر روي . دار تحريكي يا مهار كنندگي نداشته است

 نشان داده كه آلودگي ماكروفاژها )chicken(ماكروفاژهاي جوجه 
العه اي  و مط]6[سبب كاهش توليد نيتريك اكسايد شده است 

 كاهش توليد نيتريك اكسايد را ديگر بر روي ماكروفاژهاي موشي
.]20[ نشان داده است توكسوپلاسماماكروفاژهاي آلوده شده با در

 و اثر توكسوپلاسماليكن مطالعه مشخصي بر روي اجزاء پروتئيني 
نتايج بررسي اثر . آن بر توليد نيتريك اكسايد صورت نگرفته است

DNA ماكروفاژها حاكي از اين است كه جزء  بر رويDNAجزء 

انگل اثري بر قدرت تكثير و يا توليد نيتريك اكسايد از ماكروفاژها 
ندارد و درنتيجه جزئي كه سبب مهار عملكرد ماكروفاژ و بقاء 
انگل و يا حتي مواردي كه سبب تحريك پاسخ هاي ضد انگلي 

 شايد . انگل نمي باشندDNAماكروفاژ مي شود، ملكول هاي 
 به طور غيرمستقيم و پس از ترجمه DNAبتوان نتيجه گرفت كه 

در . كندمياعمالراخودمهاريباتحريكيشدن اثرات احتمالي
مجموع از نتايج اين مطالعه مي توان گفت كه جزء پروتئيني 

جزء با اهميت در مهار رشد و بقاء توكسوپلاسما گوندي 
ر روي ماكروفاژها  اثر مشخصي بDNAماكروفاژهاست و جزء 

براي مشخص شدن دقيق جزء پروتئيني كه باعث مهار . ندارد
پاسخ ماكروفاژ مي شود، نياز به انجام مطالعات بيش تر بر روي 

.اجزاء خالص و مشخص انگل خواهد بود

در خاتمه از جناب آقاي دكتر علي اكبر پورفتح اله :تقدير و تشكر
 خاطر راهنمايي هاي و جناب آقاي دكتر زهير محمد حسن به

جامع و راهگشاي شان در تدوين مقاله حاضر تشكر و قدرداني 
.مي شود

 .
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Abstract:

Introduction:
Toxoplasma gondii is an obligate intracellular parasite that invades a wide variety of host cells 
including macrophages and survives within it. The parts of Toxoplasma that participate in the 
mechanism of its evasion from immune system and macrophage defenses are not completely defined. 
In this study, we evaluated the effect of protein and DNA Toxoplasma fractions on proliferation and 
nitric oxide production by peritoneal macrophages.
Material and Methods: 
The viability of macrophages was evaluated using3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) reduction assay and the production of nitrite using Griess 
method.
Results: 
MTT reduction and hence the growth and viability of macrophages in a dose of 200 ng/ml was 
significantly lower than those of the negative control (P=0.022); in other lower doses of protein it was 
not statistically significant (P>0.05). Different doses of Toxoplasma protein fraction did not affect NO 
production (P>0.05). MTT assay and NO production in different doses of DNA fraction was not 
different (P>0.05).
Conclusion: 
According to the results of the present study, protein fraction of Toxoplasma has a suppressive effect 
on macrophage viability, but this effect is dose dependent. Protein fraction of Toxoplasma does not 
affect the amount of NO production by macrophage. The isolated DNA fraction of Toxoplasma did not 
influence the viability and NO production of macrophages. So, the ability of evasion of Toxoplasma
gondii from macrophage defense is due to a component of its protein.

Keywords: 
Toxoplasma gondii, Macrophage, Nitric Oxide, MTT assay
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