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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 9/12/88: شتاريخ پذير            5/12/87: تاريخ دريافت  1389 خرداد /106شماره  /بيست و هشتمسال 
  

  

 و Th1هاي سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكنس بر روي الگوي ترشحي  بررسي اثرات پروتئين

Th2 در موش Balb/C  
  

 1، مريم رودباري2، دكتر شهلا رودبار محمدي2، دكتر محمد حسين يادگاري1رزيتا حيدري
  

  خلاصه

چنانچـه هـر    .گيري پيدا كرده اسـت   افراد ديابتيك شيوع چشم ودر افراد دچار ضعف سيستم ايمني، گيرندگان مغز استخوان       هاي قارچي  عفونت: مقدمه

هـاي مـدل واكـسن مـورد       سيستم دفاعي و در طراحـي   ي  تواند به عنوان عوامل تقويت كننده      هاي ايمني گردد، مي    عاملي موجب افزايش تحريك سلول    

  .هاي لنفوسيتي استفاده شد هت تحريك سلوللبيكنس جآهاي سيتوپلاسمي كانديدا  در اين تحقيق از پروتئين. استفاده قرار گيرد

سپس مخمرها به طور جداگانه از محـيط كـشت جمـع آوري و بـا     .  كشت داده شد GYEPسوش مخمري كانديدا آلبيكنس بر روي محيط         :ها روش

 ي  مـايع رويـي حـاوي عـصاره     به مدت يـك سـاعت سـانتريفيوژ و   g × 100.000سوسپانسيون حاصل با دور    . اي ريز خرد شد     شيشه ي  استفاده از گلوله  

 قطعـات سيتوپلاسـمي از ژل   ي هـا از الكتروفـورز و بـه منظـور خـالص سـازي بيـشتر و تهيـه            براي تعيين وزن مولكولي پروتئين    . سيتوپلاسمي جدا شد  

هر دو گره همـراه بـا   ( فعال هاي فعال و غير دو گروه به ترتيب با سلول:  به پنج گروه تقسيم شدند Balb/cهاي   موش.  استفاده شد  G200فيلتراسيون  

ها كشته و    هفت روز پس از آخرين تزريق، موش      . و سه گروه ديگر به ترتيب با ادجوانت كامل، ادجوانت ناقص و سرم فيزيولوژي حساس شدند               ) ادجوانت

 72بعد از .  از ژل فيلتراسيون مجاور شدهاي به دست آمده ژن اي با آنتي  خانه96هاي  سپس سوسپانسيون لنفوسيتي تهيه و در پليت. ها جدا شد طحال آن 

به منظـور   . گيري شد   اندازه IL-4 و   -γINF مقادير   ELISAآوري و با تست      ها، جهت بررسي الگوي ترشحي جمع      ساعت، مايع رويي كشت لنفوسيت    

  . نيز استفاده شدMTTها از تست  سنجش تحريك لنفوسيت

هـاي فعـال    هاي حساس شده با سلول ا سوش كانديدا تحريك لنفوسيتي صورت پذيرفت و گروههاي آزمون ب در گروه  ،MTTبر اساس تست     :ها يافته

)Active (   بر اساس تست    . شاخص تحريكي بالايي داشتELISA هـاي ايمنـي      كانديدا آلبيكنس پاسـخ    ي  هاي سيتوپلاسمي استخراج شده     پروتئين

  .نمايد  متمايل ميTh1سلولي را به سمت 

 پيشنهادي جهت ي تواند به عنوان يك ماده هاي سيتوپلاسمي استخراج شده مي رسد كه پروتئين ه نتايج به دست آمده به نظر ميبا توجه ب :گيري نتيجه

هاي كانديدايي، به ويژه     گيري از عفونت    مواد براي تأمين سيستم ايمني مقاوم همراه با مصونيت يا پيش           ي  هاي تهيه  هاي كامل در خصوص روش     بررسي

  .ايدزي و سرطاني مورد بهره برداري قرار گيرددر بيماران 

  .ها هاي سيتوپلاسمي، الگوي ترشحي سايتوكاين كانديدا، پروتئين: واژگان كليدي
  

 

  مقدمه

هـاي قـارچي     ترين عامل عفونت   كانديدا آلبيكنس شايع  

هاي ناشـي از آن در   باشد و بيماري    مخاطي مي  -جلدي

 ي ا در ردهجنس كانديـد  .  نقاط جهان شيوع دارد    ي  همه

اين رده، مخمرهايي هـستند  . ها قرار دارد  بلاستومايست

از نظـر  . يابنـد   عمل جوانه زدن تكثير ميي كه به وسيله 

اي در دسته آسكومايكوتا قرار دارند       تكثير جنسي، عده  

 جنسي شـناخته نـشده      ي  و براي برخي تا كنون مرحله     

هاي مختلف كانديدا به صـورت همزيـست       گونه. است

ري گوارشي و يا ساير نواحي بدن وجود دارند         در مجا 
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و در شرايطي كه مقاومت ميزبان به صورت موضعي يا          

سيستميك دچار اختلال شده باشد، به صورت پـاتوژن         

هـا بـه عنـوان عوامـل         در واقع اين قارچ   . كنند عمل مي 

  ).1(شوند  قارچي فرصت طلب در انسان محسوب مي

اي اسـت كـه      كانديديازيس عفونت اوليه يـا ثانويـه      

هاي جنس كانديدا و به طور اعم، كانديـدا          توسط گونه 

سـير بـاليني ايـن عارضـه بـه          . گردد آلبيكنس ايجاد مي  

اشكال حاد، تحت حاد يـا مـزمن و اسـپوراديك ديـده             

عفونت ممكن است منحصر بـه دهـان، گلـو،          . شود مي

ها، ناي، ريـه يـا دسـتگاه         پوست، واژن، انگشتان، ناخن   

 ـ    ا بـه صـورت سيـستميك همـراه بـا           گوارش باشد و ي

. ســمي، انــدوكارديت و مننژيــت مــشاهده شــود ســپتي

واكنش پاتولوژيك نيز به اشكال مختلف وجـود دارد و        

ــنش     ــك واك ــا ي ــاده ت ــاب س ــك و الته ــك تحري از ي

  ).1(گرانولومايي حاد يا مزمن متغير است 

هـاي متنـوعي در      ژن كانديدا آلبيكـنس داراي آنتـي     

ــواره ــلولي و سيي دي ــي  س ــم م ــان،   توپلاس ــد؛ مان باش

ژن ديواره سـلولي اسـت كـه شـكل           ترين آنتي  شاخص

 سلولي وجود نـدارد و      ي  منفرد آن در ساختمان ديواره    

). 2(شـود    هـا ديـده مـي      در اتصال كووالان با پـروتئين     

هـاي ترشـحي در      ژن هـاي سـاختاري يـا آنتـي        ژن آنتي

 از  In-vitroهايي هستند كه در شـرايط        محيط، پروتئين 

. شـوند  لول كانديدا به درون محيط كشت ترشح مـي        س

ها به طـور معمـول از مـايع رويـي كـشت        اين پروتئين 

 پروتئينازهـا،   آسپارتيل. آيند سلولي كانديدا به دست مي    

 ي  هاي شوك حرارتـي از جملـه       فسفوليپازها و پروتئين  

  .باشند هاي ترشحي مي ژن آنتي

يي هنگامي كه مخمرها به طريق مكانيكي يـا شـيميا    

 سـلولي،   ي  شكسته و بقاياي غير محلول ماننـد ديـواره        

شـوند،    سانتريفيوژ جدا مي   ي  به وسيله ... ميتوكندري و   

ايـن  . باشـد  مايع حاصل حـاوي بـسياري از اجـزا مـي          

باشد كه حـاوي     عصاره به عنوان سوپرناتانت مطرح مي     

 و همكـار    Manning. هاي سيتوپلاسمي اسـت    ژن آنتي

هاي شكـسته     سلول ي  يك عصاره ژن تعداد تركيبات آنتي  

انـولاز و متـالو   ). 3( عدد گـزارش كردنـد       168شده را   

هـايي از     كيلـو دالتـوني و مثـال       47هاي   ژن پپتيداز آنتي 

  .هاي سيتوپلاسمي هستند ژن آنتي

ايمني سلولي، مهمتـرين سـاز و كـار دفـاعي ضـد             

 Th1هـــاي  پاســـخ. هـــاي قـــارچي اســـت عفونـــت

بـار   اي ميزبان زيـان    بر Th2هاي   بخش و پاسخ   مصونيت

ــت ــيت . اس ــلي لنفوس ــل اص ــاي  عم ــت Tه  در عفون

ها است كه باعـث افـزايش       كانديدايي، توليد سايتوكاين  

ــيت كــشندگي كانديــدا توســط ســلول     هــاي  خاص

هـاي   سـلول . شـود  مورفـونكلئر مـي    مونونوكلئر و پلـي   

 2 با توليـد اينترفـرون گامـا و اينترلـوكين            Th1كمكي  

نديـدا دارنـد؛ در حـالي كـه         نقش محافظتي در برابر كا    

 بـا   10 و اينترلـوكين     4 با توليد اينترلوكين     Th2هاي   سلول

  ).4(باشد  ايجاد بيماري و بروز آثار پاتولوژيك همراه مي

 سلولي و سيتوپلاسمي    ي  هاي قارچي ديواره   ژن آنتي

هاي اختصاصي ايمني سلولي و همورال       توانند پاسخ  مي

ــد  ــك كنن  ــ. را تحري ــق ني ــن تحقي ــرات  در اي ــا اث ز م

هاي سيتوپلاسـمي كانديـدا آلبيكـنس بـر روي          پروتئين

  .ها را مورد ارزيابي قرار داديم لنفوسيت

  

  ها روش

 سوش استاندارد كانديدا آلبيكنس     :مخمر مورد استفاده  

 تهيــه شــده از ســازمان ATCC 1032بــا مشخــصات 

  هاي علمي و صنعتي ايران پژوهش

 كـشت    بـراي توليـد انبـوه از محـيط         :كشت انبـوه  

GYEP  درصــد، عــصاره مخمــر  2 شــامل گلــوكز   
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هاي  بيوتيك  درصد حاوي آنتي   1/0 درصد و پپتون     3/0

ــي ــيلين  پنـــ ــسين)IU/ml 100(ســـ   ، استرپتومايـــ

)µg/ml 100 (   و كلرامفنيكل)mg/ml 50 ( استفاده شد .

سوسپانسيون از سـوش اسـتاندارد كانديـدا تهيـه و بـه             

به انكوبـاتور   ها   سپس ارلن . ها اضافه گرديد   داخل ارلن 

 دور در دقيقه و حـرارت       g × 100شيكردار منتقل و با     

 سـاعت نگهـداري     48گراد به مدت      سانتي ي   درجه 28

ــد ــد از . ش ــه48بع ــاعت، نمون ــانتريفيوژ    س ــا س ــا ب ه

 g × 800بـا دور    ) گـراد   سـانتي  ي   درجـه  4(دار   يخچال

 مرتبه با آب مقطر استريل با همـان دور  3آوري و    جمع

 رسوب به دست آمده به فريزر منتقل        شسته شد؛ سپس  

  .شد

ــلول   ــدن س ــرد ش ــه  خ ــا و تهي ــصارهي ه  ي  ع

 سلولي مخمـر از  ي  به منظور تفكيك ديواره    :سيتوپلاسمي

اي    با پـاره   Elorzaمحتويات درون سيتوپلاسمي، از روش      

 40سوسپانـسيوني بـه ميـزان       ). 5(از تغييرات استفاده شد     

هـاي   يـه و حجـم     مولاريتـه ته   PMSF 001/0ليتر در    ميلي

متـر    ميلـي 5/0اي با قطـر   هاي شيشه مساوي از آن و گلوله 

 ي  هاي آزمايشگاهي قرار گرفت تا به وسـيله         در داخل لوله  

هـاي    ها به كمـك دسـتگاه ورتكـس سـلول           هم زدن لوله  

هـا،   بعد از شكسته شدن كامل سـلول . مخمري خرد شدند  

ــواره  ــوب دادن دي ــت رس ــانتريفيوژ  ي جه ــلولي از س  س

 دقيقــه 10بــه مــدت ) g × 1200 درجــه و 4(دار  يخچــال

ي  مايع رويـي حاصـل جهـت تهيـه عـصاره          . استفاده شد 

 1سيتوپلاســمي بــه دســتگاه اولتراســانتريفيوژ بــه مــدت  

 انتقال داده شد و مايع رويي       g × 100000 ساعت در دور  

هـاي    سيتوپلاسمي بود، به درون لولـه      ي  كه حاوي عصاره  

 دياليز عمل ديـاليز     ي  ه از كيسه  مجزا ريخته شد و با استفاد     

  .صورت گرفت

سيتوپلاسـمي   ميـزان پـروتئين    :ها سنجش پروتئين 

گيري   اندازه Bradfordبعد از دياليز با استفاده از روش        

  .شد

 :هـاي سيتوپلاسـمي    تعيين وزن مولكولي پروتئين   

  . استفاده شدSDS-PAGEبدين منظور از روش 

ر تخلـيص   به منظـو  : كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون  

هاي سيتوپلاسـمي از كرومـاتوگرافي بـاژل         بيشتر پروتئين 

بعـد از قـرار گـرفتن ژل در         .  استفاده شد  G200سفادكس  

 1 × 80، به آرامي درون سـتون كرومـاتوگرافي         PBSبافر  

 تغلـيظ شـده   ي  گرم از نمونـه    5/1. متر منتقل گرديد   سانتي

 ده PBSبــه آرامــي بــه ســطح ژل اضــافه و ســپس بــافر  

ولار توسط پمپ پريستالتيك به ستون اضافه گرديد        م ميلي

 از هـر لولـه      ml 1هاي ستون بـه ميـزان        و سپس خروجي  

هاي سـتون بـا      آوري گرديد و جذب نوري خروجي      جمع

 nmاســتفاده از دســتگاه اســپكتروفوتومتر در طــول مــوج 

  . خوانده شد280

مقـدار غلظـت    : هـاي سـتون    الكتروفورز خروجي 

ــه ــت ي قطعـ ــمي اسـ ــده از روش  سيتوپلاسـ خراج شـ

Bradford          سنجيده شد و جهت تعيـين وزن مولكـولي 

  . استفاده گرديدSDS-PAGEها از  خروجي

BALB سـر مـوش      15 :حيوانات مورد مطالعه   /C  از 

اي از انيستيتو پاسـتور ايـران     هفته 8 تا   6جنس ماده با سن     

خريداري و به مدت يك هفته جهت تطابق بـا محـيط در             

  . تربيت مدرس نگهداري شد دانشگاهي حيوانخانه

هـاي فعـال     سوسپانسيون مخمـري سـلول     ي  تهيه

)Active (  ــال ــر فع ــسيون ):Inactive(و غي  سوسپان

ــده   ــه ش ــارچي تهي ــري در 4 × 104(ق ــلول مخم  1 س

هاي غير فعـال بـه مـدت          سلول ي  جهت تهيه ) ليتر ميلي

 درجـه قـرار داده شـد و بـه           56مـاري     دقيقه در بن   60

  .يوان تزريق گرديدهمراه ادجوانت به ح

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


  رزيتا حيدري و همكاران   ...هاي سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكنس بر روي بررسي اثرات پروتئين

 1389خرداد / 106شماره /  سال بيست و هشتم –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  152

Viability = ١٠٠ × 

 حـساس   :حساس سازي حيوانات مـورد مطالعـه      

 1سازي حيوانات در پنج گروه مجـزا و طبـق جـدول             

ها در روز بيست و يكم بـا روش          تمام گروه . انجام شد 

  .قطع نخاعي كشته شدند

: هاي لنفوسيتي از طحـال مـوش   جداسازي سلول 

هاي نخاعي شـده تحـت شـرايط اسـتريل           طحال موش 

متـري    سانتي 6هاي    هود خارج و به پليت     كامل در زير  

بافـت طحـال توسـط      .  استريل منتقل شـد    PBSحاوي  

ــپس     ــد؛ س ــديل ش ــز تب ــات ري ــه قطع ــز ب قيچــي تمي

سوسپانسيون سلولي به دست آمده از مـش عبـور داده           

 PBSشد و با سوسپانسيون سـلولي حاصـل از تزريـق            

 ي  درجـه 4 در دمـاي  g 300مخلوط گرديـد و در دور     

دو بار  .  دقيقه سانتريفيوژ گرديد   10د به مدت    گرا سانتي

 سرد انجام شـد و سوسپانـسيون        PBSعمل شستشو با    

 10 درجه به مـدت  4 در دماي g 300بار ديگر در دور    

هاي رسـوب داده شـده،    به سلول. دقيقه سانتريفيوژ شد 

ml 5ي  بـــافر ليـــز كننـــده RBC افـــزوده و ســـپس 

. تكان داده شـد  دقيقه به آرامي    5سوسپانسيون به مدت    

 سرد افـزوده    ml 10 PBSسپس به سوسپانسيون مقدار     

هـا   سلول. ها از شوك اسمزي خارج شوند      شد تا سلول  

 g 300 شـسته شـد و سـپس در دور           PBSسه بـار بـا      

ــاي  ــدت   ســانتيي  درجــه4دم ــه م ــراد ب ــه 10گ  دقيق

ســپس مــايع رويــي جــدا و    . ســانتريفيوژ گرديــد 

 RPMIط كـشت  هاي جمع آوري شده با محي      لنفوسيت

  . درصد بود، مخلوط گرديدFCS 5كه حاوي 

ها بـا كمـك لام       سلول: ها شمارش تعداد لنفوسيت  

 سـلول در هـر      1 × 106نئوبار شمارش شد و به تعداد       

 .ليتر رسيد ميلي

 بـا   ):Viability(هـاي زنـده      تعيين درصد سلول  

استفاده از رنگ تريپان بلو طبـق فرمـول زيـر محاسـبه             

  :شد
  

  
  

  ي حساس سازي حيوانات در پنج گروه مورد مطالعه نحوه. 1جدول 

 ها گروه 0روز  7روز  14روز 

  Inactiveهاي  سلول

IV 

  آدجوانت ناقص+سلول

SC 

  آدجوانت كامل+ سلول 

SC 

  Iگروه 

  سر موش4

  Activeهاي  سلول

IV 

  آدجوانت ناقص+سلول

SC 

  آدجوانت كامل+ سلول 

SC 

  II گروه

  سر موش4

  آدجوانت كامل

IV 

  آدجوانت كامل

SC 

  آدجوانت كامل

SC 

  IIIگروه 

  سر موش2

  آدجوانت ناقص

IV 

  آدجوانت ناقص

SC 

  آدجوانت ناقص

SC 

  IVگروه 

  سر موش2

  سرم فيزيولوژي

IV 

  سرم فيزيولوژي

SC 

  سرم فيزيولوژي

SC 
 Vگروه 
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 به هر چاهك    :MTTسنجش تكثير لنفوسيتي با روش      

 ميكروليتر محـيط كـشت      200اي، مقدار     خانه 96پليت  

.  سلول لنفوسيتي بـود، اضـافه شـد        2 × 105كه حاوي   

، µg 8هـاي     خام با غلظـت    ي  هاي عصاره  ژن سپس آنتي 

µg 20 و µg 40ــي ــشن  ژن  و آنتـ ــاي فراكـ ــاي  هـ هـ

ــت   ــا غلظ ــمي ب ــه µg 20 و µg 5 ،µg 10سيتوپلاس  ب

 ـ) فيتوهمـاگلوتينين  (PHA. ها اضافه شد   چاهك رل كنت

هـا بـه      كنترل منفي، حجم تمام چاهك     RPMIمثبت و   

هاي آماده شده    سپس پليت .  ميكروليتر رسانده شد   300

 به  CO2گراد كه حاوي      سانتي ي   درجه 37به انكوباتور   

 ساعت انكوبه   72 درصد بود، منتقل و به مدت        5ميزان  

هـا، كـه در       ساعت، مايع رويي چاهـك     72بعد از   . شد

 سـلولي اسـت، جهـت انـدازه         واقع سوپرناتانت كشت  

 درجـه   -70گيري سيتوكاينها جمع آوري و بـه فريـزر          

 MTT ميكرليتـر از محلـول       20سپس مقدار   . منتقل شد 

 4هـا بـه مـدت        به تمام حفرات اضافه گرديد و پليـت       

 سـاعت،   4پـس از    . ساعت در انكوباتور قرار داده شـد      

ها از انكوباتور خارج شده، با كمك سـمپلر تمـام            پليت

ويات داخل چاهك خارج گرديد و سپس به تمـام          محت

.  اضـافه شـد    DMSO ميكروليتر محلول    100ها   چاهك

 دقيقه در انكوباتور قرار داده شد و        10ها به مدت     پليت

 ثبـت شـد   nm 570ها در طول موج   چاهك ODسپس  

هـاي   هاي تحريك شده به جذب سـلول  و جذب سلول  

يـري  تحريك نشده به عنوان شاخص تحريكي اندازه گ       

  .شد

ــيتوكاين  ــري س ــدازه گي ــاي  ان  از :IFN-γ و IL-4ه

 mouse IL-4 Duosetهـاي الايـزا بـا مشخـصات     كيت

:DY404 وmouse IFN-γ Duoset  -:DY485 استفاده 

  .شد
  

  ها يافته

ــده از عــصاره  ــه دســت آم ــروتئين ب   ي خــام، مقــدار پ

 mg/ml 8/0        ي   و مقدار پروتئين به دست آمده از قطعه

  . بودmg/ml 1/0سيتوپلاسمي 

ي خـام سيتوپلاسـمي و       نتايج الكتروفـورز عـصاره    

ي  هـاي عـصاره    پروتئين: كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون  

، 58، 80، 91، 5/22 باند با وزن مولكـولي     8خام داراي   

ي  بود و قطعه) 1شكل (  كيلودالتون110  و26، 38، 41

سيتوپلاسمي حاصل از ژل فيلتراسيون، وزن مولكـولي        

  ).2شكل (يلودالتون را دارا بود  ك45-66بين 
  

  

  

  

  

  

  

  

  الكتروفورز عصاره خام كانديدا آلبيكانس. 1 شكل

c.alb -باندهاي پروتئيني كانديدا آلبيكانس   

M-باندهاي پروتئيني ماركر   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الكتروفورز فراكشن سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكانس بعد از . 2 شكل

  ژل فيلتراسيون

  ماركرباندهاي پروتئيني  -1

   كانديدا آلبيكانسفراكنش سيتوپلاسمي باندهاي پروتئيني-2
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 نتـايج حاصـل بـا       :MTTنتايج حاصل از آزمـون      

 One ( هاي آناليز واريانس يك طرفـه  استفاده از آزمون

way ANOVA (   مورد تجزيه و تحليـل قـرار گرفـت .

 LSDهـا، از روش      ي دو بـه دوي گـروه       براي مقايـسه  

 صـورت   05/0داري   سطح معني آزمون در   . استفاده شد 

هاي حـساس شـده بـا        ، شامل موش  Iدر گروه   . گرفت

ي شـاخص    ، مقايـسه  )Inactive(هـاي غيرفعـال      سلول

هاي مورد اسـتفاده بـا       ژن هر يك از آنتي   ) SI(تحريكي  

دار آماري بـود   گروه شاهد و منفي داراي اختلاف معني    

)001/0 < P .(  در ايــن گــروه، شــاخص تحريكــي در

ي خـام بيـشتر از       هاي تحريك شده با عصاره     لنفوسيت

هاي  ، شامل موش  IIدر گروه   . ي سيتوپلاسمي بود   قطعه

 SIي   ، مقايـسه  )Active(هاي فعـال     ايمن شده با سلول   

هاي مورد استفاده با گـروه شـاهد و          ژن هر يك از آنتي   

). P > 05/0(دار آماري بـود      منفي داراي اختلاف معني   

ــا   لنفوســيتSIدر ايــن گــروه،  هــاي تحريــك شــده ب

ي خام، تحريك بيشتري را نـسبت بـه فراكـشن          عصاره

سيتوپلاسمي نشان داد و از نظر آماري داراي اخـتلاف          

  ).P > 005/0(داري با آن بود  معني

هـــاي  ، لنفوســـيتII و Iي دو گـــروه  در مقايـــسه

هـاي فعـال      حساس شده بـا سـلول      Balb/cهاي   موش

ي  بـه همـه   هـاي غيرفعـال در پاسـخ         نسبت بـه سـلول    

هاي مورد استفاده شاخص تحريكي بـالاتري از         ژن آنتي

  .خود نشان داد

 هر يـك از  SIي  ، مقايسهV و III  ،IVهاي   در گروه 

 داراي  II و   Iهاي مورد استفاده نسبت به گـروه         ژن آنتي

  .تري بود شاخص تحريكي پايين

: نتايج حاصل از آزمون بررسي ترشح سيتوكايني      

 مترشـحه  IFN-γجش سـايتوكايني  در اين مطالعه از سن   

هــاي طحــالي جهــت بررســي چگــونگي  از لنفوســيت

 جهــت بررســي IL-4 و از ســنجش Th1هــاي  پاســخ

 بـا   IL-4و   IFN-γغلظـت   .  استفاده شد  Th2هاي   پاسخ

نتـايج نـشان    . توجه به منحني استاندارد محاسبه گرديد     

ي سيتوپلاســمي توانــسته اســت مقــادير  داد كــه قطعــه

ي خـام    رفرون گامـا نـسبت بـه عـصاره        بيشتري از اينت  

داري با گروه كنترل     ترشح نمايد و داراي اختلاف معني     

  ).P > 001/0(منفي و شاهد بوده است 

هـاي    در گروه  IL-4نتايج بررسي غلظت سايتوكاين     

هـا    گانه نشان داد كه در هيچ كـدام از گـروه           5مختلف  

  .ميزان آن قابل اندازه گيري نبوده است

  

  بحث

هـاي كانديـدا بـه عنـوان عوامـل فرصـت             گونهامروزه  

طلب، يكي از دلايل اصلي مرگ و مير در بيماران مبتلا           

مشاهدات بـاليني،   ). 6(باشند   به نقص سيستم ايمني مي    

هاي دفـاع سـلولي را در محافظـت در           اهميت مكانيسم 

كنـد؛ چـرا كـه       هاي قارچي را تأييـد مـي       مقابل عفونت 

يمــاراني ديــده هــاي قــارچي در ب شــديدترين عفونــت

شود كه دچار نقص در سيستم ايمني سـلولي خـود            مي

ــستند ــي. ه ــواره   آنت ــارچي دي ــاي ق ــلولي و  ژنه ي س

هـاي اختـصاصي ايمنـي       توانند پاسـخ   سيتوپلاسمي مي 

مطالعـات متعـددي    . سلولي و همورال را تحريك كنند     

ــي ــأثيرات آنت ــر روي ت ــواره ژن ب ــاي دي ي ســلولي و  ه

 سيستم ايمني انجام شـده      سيتوپلاسمي كانديدا بر روي   

ــأثيرات  . اســت ــق، بررســي ت ــن تحقي ــا از اي هــدف م

هـاي ايمنـي     هاي سيتوپلاسمي بـر روي پاسـخ       پروتئين

  .سلولي بود

ي  ي خـام و قطعـه   به منظور بررسـي تـأثير عـصاره     
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هـاي   هاي لنفوسيتي، ابتـدا گـروه      سيتوپلاسمي بر پاسخ  

ــنج ــواني مــوش توســط ســلول  پ ــه مــدل حي هــاي  گان

كانديدايي غير فعال و فعال حساس گرديد؛ نتايج نشان         

هـاي    كه به ترتيب توسط سلول     II و   Iهاي   داد كه گروه  

غير فعال و فعال كانديدا حساس شده بودند، در برابـر           

ي خـام و فراكـشن سيتوپلاسـمي         هاي عـصاره   ژن آنتي

ي خـام    پاسخ شديد از خود نشان دادند و پاسخ عصاره        

توان اين يافته را به دليـل        يشتر بود؛ مي  نسبت به قطعه ب   

ي خام دانـست؛ چـرا كـه بعـد از            عدم خلوص عصاره  

هـا حـذف شـد و در         انجام كرومـاتوگرافي، ناخالـصي    

هـا   نتيجه تحريك و تكثيـر غيـر اختـصاصي لنفوسـيت          

 و همكــاران نيــز در Torosantacci. مــشاهده نگرديــد

ن اي خو  هاي تك هسته   هايي كه بر روي سلول     آزمايش

 هـاي خـالص شـده از    محيطي انسان توسـط فراكـشن  

مانوپروتئين كانديدا البيكنس انجام دادند، وجـود يـك         

را كــه در آزمايــشات تكثيــر لنفوســيتي ) F2(فراكــشن 

ــصاره  ــد ع ــك    درح ــب تحري ــست موج ــام توان ي خ

  ).7(ها گردد، گزارش نمودند  لنفوسيت

Mencac  هـايي مـشابه،     و همكاران نيز در آزمـايش

هاي مخمري يك استرين از      ي را توسط سلول   هاي موش

زايي ضعيف حساس نموده،     كانديدا آلبيكنس با بيماري   

هاي ايمن   هاي طحال موش   مشاهده كردند كه لنفوسيت   

 پاسخ  )MP-F2( مانو پروتئين    2شده، در برابر فراكشن     

نتايج مـا و    ). 8(دهد   تكثيري شديدي از خود نشان مي     

هـاي   دهد كـه فراكـشن     مطالعات اين محققين نشان مي    

ــواره  ــمي و دي ــايي   سيتوپلاس ــر دو توان ــلولي، ه ي س

 .ها را دارند تحريك لنفوسيت

 Tهـاي    هاي سنجش فعاليـت سـلول      يكي از روش  

هـا از طريـق      تواند ارزيابي ميزان ترشـح سـايتوكاين       مي

الايزا باشد كه روشي حساس و دقيق و در حد نانوگرم           

هـاي   سـيت است؛ بدين منظـور، پـس از تحريـك لنفو         

هـاي ايمـن شـده بــا     اسـتخراج شـده از طحـال مــوش   

هاي به دست آمده از كانديدا آلبيكنس و جمـع           ژن آنتي

 سـاعت، از    72ها بعد از     آوري مايع رويي كشت سلول    

 بـه لحـاظ     IFN-γ و   IL-4هـاي    نظر وجود سـايتوكاين   

 با روش الايزا، مورد مطالعه      Th2 و   Th1تعيين فعاليت   

طالعـه، در مـايع رويـي كـشت         در ايـن م   . قرار گرفـت  

 قابـل   IL-4ها غلظت    ها در هيچ كدام از گروه      لنفوسيت

هـاي   رسـد كـه پـروتئين      اندازه گيري نبود؛ به نظر مـي      

ي سيتوپلاسـمي    ي خـام و قطعـه      سيتوپلاسمي عـصاره  

   نـشده  IL-4كانديدا آلبيكنس موجب تحريك و ترشح       

 به  است كه اين يافته نيز با مطالعات محققيني كه پيشتر         

بررسي الگوي ترشحي سايتوكايني حاصل از تحريـك         

ي ســـلولي و سيتوپلاســـمي  هـــاي ديـــواره پـــروتئين

 و  Urbaniهـاي    انـد، سـازگاري دارد؛ بررسـي       پرداخته

همكاران نشان داد كـه مـانوپروتئين كانديـدا آلبيكـنس         

ــنتز    ــاي س ــث الق ــت باع ــسته اس ILنتوان -10 ،IL-4و   

TGF-β  محيطـي   اي خـون   هـاي تـك هـسته       در سلول 

 و همكاران نيز    Scaringiي   در مطالعه ). 9(انسان گردد   

 نوبت به موش تزريق     5كانديدا البيكنس غير فعال طي      

ي صـفاقي از نظـر بيـان         هاي حفـره   شد و سپس سلول   

ها توسط روش نورترن بلات مورد تجزيه و         سايتوكاين

IL مربوط بـه     mRNAتحليل قرار گرفت كه بيان        و  5-

IL-410(ديد  مشاهده نگر.(  

ــا از   ــرون گامـ ــح اينترفـ ــري ترشـ ــدازه گيـ در انـ

 و نمـودار    2هاي تحريك شده، مطابق جدول       لنفوسيت

ي سيتوپلاسمي مخمر كانديـدا      ي خام و قطعه     عصاره 1

.  شـد  II و   Iهاي    در گروه  IFN-γآلبيكنس باعث ترشح    

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


  رزيتا حيدري و همكاران   ...هاي سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكنس بر روي بررسي اثرات پروتئين

 1389خرداد / 106شماره /  سال بيست و هشتم –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  156

در هر دو گـروه، قطعـات سيتوپلاسـمي باعـث القـاي             

ي خـام شـد كـه     صاره نسبت به ع ـ   IFN-γترشح بيشتر   

تواند به علت خلـوص بيـشتر فراكـشن نـسبت بـه              مي

 و همكـاران  Nisiniي  در مطالعـه . ي خام باشـد    عصاره

 انـساني   Tهـاي لنفوسـيت      نيز بعـد از تحريـك كلـون       

، الگوي سايتوكايني تيـپ  MP-2ي  به وسيلهاختصاصي  

  .)11(يك گزارش گرديد 

  

  براي مخمر كانديدا آلبيكانسBalb/C گانه موش  هاي مختلف پنج هاي مختلف در گروه ژن ا آنتي بMTTهاي  نتايج حاصل از آزمايش. 2 جدول

 ها گروه
 آنتي ژن

I II III IV V 
CE 39/3 ± 88/0  97/4 ± 53/0  15/1 ± 19/0  12/1 ± 15/0  45/0 ± 06/0  

F  89/1 ± 31/0  15/2 ± 33/0  87/0 ± 04/0  82/0 ± 06/0  38/0 ± 12/0  

PHA 43/4 ± 04/1  64/4 ± 51/0  45/2 ± 21/0  17/2 ± 11/0  56/1 ± 25/0  

RPMI  00/1 ± 01/0  00/1 ± 02/0  00/1 ± 01/0  00/1 ± 01/0  00/1 ± 02/0  
  

CE: ديدا آلبيكانس                                         عصاره خام كانF:                       فراكشن سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكانس 

I :حساس شده با سلول هاي غيرفعالگروه                                II: گروه حساس شده با سلول هاي فعال  

III :گروه شاهد ادجوانت كامل                                             IV: گروه شاهد ادجوانت ناقص 

V: كنترل منفي         گروه  

  

I II III IV V

CE F

  
  هاي ايمن شده موش كانديدا آلبيكانس هاي مختلف در گروه ژن ها در مقابل آنتي  نتايج حاصل از بررسي شاخص تحريكي لنفوسيت.1 مودارن

  

CE: اآلبيكانسعصاره خام كانديد   F: فراكشن سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكانس 

:I گروه حساس شده با سلول هاي غيرفعال  :IIگروه حساس شده با سلول هاي فعال   

III :گروه شاهد ادجوانت كامل IV:  گروه شاهد ادجوانت ناقص   

V :گروه كنترل منفي  
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 كه به وسيله Balb/C هاي پنجگانه موش هاي گروه در سوپرناتانت كشت لنفوسيتIFN-γ  (pg/ml) نتايج بررسي غلظت سايتوكاين. 3 جدول

  مخمر كانديدا آلبيكانس هاي بدست آمده تحريك شده اند در ژن آنتي

  ها گروه
 آنتي ژن

I  II III IV V 

CE 04/152 ± 84/2  52/100 ± 01/0  63/20 ± 07/0  02/18 ± 01/0  32/8 ± 01/0  

F 73/180 ± 68/0  30/144 ± 36/1  26/25 ± 35/0  26/17 ± 06/0  15/6 ± 15/0  

PHA 96/209 ± 27/1  56/149 ± 64/0  72/23 ± 71/0  08/16 ± 05/0  02/6 ± 01/0  

RPMI 01/8 ± 01/0  01/8 ± 01/0  01/8 ± 01/0  01/8 ± 01/0  01/8 ± 01/0  

CE :اآلبيكانسعصاره خام كانديد               F :فراكشن سيتوپلاسمي كانديدا آلبيكانس 

I :گروه حساس شده با سلول هاي غيرفعال           II : حساس شده با سلول هاي فعالگروه  

III :گروه شاهد ادجوانت كامل              IV :گروه شاهد ادجوانت ناقص  

V :گروه كنترل منفي  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  مخمر كانديدا البيكانس  درBalb/Cهاي لنفوسيتي موش  هاي مختلف آزمون توسط سلول  درگروهIFN-γ (pg/ml)  ميزان توليد. 2نمودار 

  

Mizutani ــاران ــه و همكـ ــر روي  در مطالعـ اي بـ

ــدا    ــشايي كاندي ــشن غ ــسيته فراك ــيت ايمونوژني خاص

 بر روي مدل موشي مبتلا به عفونت        )CMA(آلبيكنس  

ــك    ــه تحري ــد ك ــشاهده نمودن ــستميك، م ــارچي سي ق

 CMAهاي ايمـن شـده بـا         هاي طحالي در موش    سلول

 و در نتيجــه باعــث فعــال شــدن IFN-γباعــث ترشــح 

شود  ها مي  ايد توسط آن  ماكروفاژها و توليد نيتريك اكس    

)12 .(Paulovicova    اي بـر روي      و همكاران در مطالعه

نينـسيس بـر     خواص ايمونوژنتيكي مانان كانديدا دابلـي     

روي مدل حيواني خرگوش مشاهده كردند كه حساس        

ها با مانان كونژوگـه بـا سـرم آلبـومين            كردن خرگوش 

 و  Th1، باعث القاي الگوي سايتوكايني      )HAS(انساني  

؛ در نتيجه با توجه به نتايج       )13(شود    مي IFN-γشح  تر

، )IL-4 و عـدم ترشـح       IFN-γترشـح   (به دست آمـده     

قطعــات سيتوپلاســمي كانديــدا آلبيكــنس قادرنــد     

 نـوع يـك     Thهاي ايمنـي سـلولي را بـه سـمت            پاسخ

)Th1(  هاي   با توجه به القاي پاسخ    .  متمايل نمايندTh1 

در بـروز    Tي  هـا   اين زير گروه از لنفوسـيت      اهميتو  

هاي ايمني سـلولي مناسـب، مطلـوب و كـارا در             پاسخ

هــاي كانديــدايي، شــايد بتــوان قطعــات  برابــر عفونــت
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سيتوپلاسمي را به عنوان يك ترانسفر فاكتور بـا سـاير           

هـاي عملگـر     ي تحريـك سـلول     عوامل افزايش دهنـده   

ايمني به عنوان مدل تأمين سيستم ايمني مقـاوم همـراه           

هاي كانديدايي   گيري بر ضد عفونت    با مصونيت يا پيش   

هاي اخيـر، شـيمي درمـاني بـا          در بررسي . پيشنهاد كرد 

داروهــاي ضــد قــارچي ماننــد فلوكونــازول در انــسان 

هاي مقاوم شده اسـت و       موجب به وجود آمدن استرين    

اين احتمال وجود دارد كه اين مقاومت در مورد سـاير           

اپي بـا   ايمونوتر. داروهاي ضد قارچي هم به وجود آيد      

اجـــزاي داخـــل ســـلولي كانديـــدا، ماننـــد قطعـــات 

تواند به عنوان يـك عامـل پيـشنهادي      سيتوپلاسمي، مي 

هاي مقاوم و    جهت جلوگيري از به وجود آمدن استرين      

به عنوان يـك عامـل پيـشنهادي پروفيلاكـسي قبـل از             

ايجاد عفونت در بيماران مبتلا به نقص سيستم ايمنـي،          

مغز استخوان مـورد اسـتفاده     در دريافت كنندگان پيوند     

  .قرار گيرد
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of Th1 and Th2 in Balb/c Mice 
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Abstract 

Background: The incidence of mortality due to mycoses, particularly those caused by opportunistic 
fungi, has shown a marked increase in recent years. This happens especially in patients whose immune 
defense mechanisms is compromised by antibiotics, immunosuppressive, therapy, or severe underly-
ing disease. In this study‚ the effects of cytoplasmic proteins of candida albicans on lymphocytes were 
examined. 

Methods: Candida Albicans (Atcc 1023) was cultured in GYEP medium. Cells harvested by centeri-
fugations were disrupted with glass beads. Disrupted yeast cells were centrifuged at 100’000 × g for 1 
hour and supernatant was taken as cytoplasmic extract. SDS –PAGE wٍas done to determine molecular 
weight. In order to further purify the cytoplasmic extract‚ gel filtration (G200) was used. Mice were 
divided in five groups: two groups were sensitized with active and inactive cells (both groups with 
adjuvant) and the other three groups were sensitized with complete adjuvant, incomplete adjuvant and 
physiologic serum. After seven days of the last injection‚ spleens were removed and lymphocytes 
were isolated. MTT assay was used in order to measure lymphocytes proliferation. IL4 and IFN-γ cy-
tokines were thereafter measured by ELISA. 

Findings: Among five groups of mice‚ antigens in groups 1 and 2 had the highest stimulation index 
and group 2 showed more stimulation. Studiy of cytokine profile showed that Th1 pattern in cell-
mediated immune responses to the cytoplasmic proteins of candida albicans. 

Conclusion: According to the results‚ cytoplasmic proteins modulate immune responses as inducers 
of lymphocyte proliferation and cytokine produce in vitro. So it can be suggested as a model for vac-
cine. Immunotheapy with interacellular candida constituents as cytoplasmic proteins will help to in-
hibit the emergence of resistant candida strains and to treat fungul infections caused by chemothera-
peutics after infection. 

Keywords: Candida albicans, Cytoplasmic proteins, Cytokine. 
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