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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 17/10/90: تاريخ پذيرش         12/7/90: تاريخ دريافت  1390هفته دوم اسفند ماه/170شماره/نهمسال بيست و 

  
هاي  اثرات تزريق داخل وريدي كانديدا آلبيكنس بر شمارش مطلق و افتراقي سلول

  BALB/cهاي  ها در موش طحالي و الگوي الكتروفورتيكي ليزات آن
  

  3دكتر زهير محمد حسن ،2دكتر محمد حسين يادگاري، 1محمدرضا شكوه اميري
  
  

  چكيده
جديدي از تحقيقات علوم پزشكي را  ي صهعر ،)HSPsيا  Heat shock proteins(وك حرارتي هاي ش هاي مبتني بر پروتئين استفاده از واكسن :مقدمه
 ي در اين تحقيق به منظور تهيه. وجود آورده استه هاي عفوني و تومورهاي سرطاني ب گيري و درمان بيماري و اميدهاي جديدي را براي پيش است رقم زده

اي ايمن شده با كانديدا، ارزيابي اثر شوك ناشي از تزريق كانديدا آلبيكنس زنده بر تركيب جمعيتي و ه هاي طحالي موش از سلول HSPsليزات غني از 
 .مد نظر قرار گرفت HSPsكيد بر تغييرات أهاي طحالي با ت الگوي پروتئيني ليزات سلول

، پس از مداخلهگروه در . تقسيم شدند شاهدو  مداخلهپس از عادت دادن به محيط نگهداري، به دو گروه  BALB/cسر موش  30تعداد  :ها روش
روز  7. تزريق شدهر موش از طريق وريد دمي در عدد كانديدا آلبيكنس زنده  4×  106صورت   دوز نهايي به دا،يكاند يكننده تقويتتزريق   چندين مرحله

ميزان كل . ها به صورت خالص تهيه گرديد طحالي آنهاي  و سلول نداز طريق قطع نخاع كشته شد شاهدو  مداخلههاي  بعد از تزريق نهايي، موش
 ELISAبا روش  HSP70ها تعيين شد و سپس ليزات تهيه شده از تعداد معيني سلول طحالي براي تعيين ميزان  هاي طحال و درصد افتراقي آن سلول

 .مورد سنجش قرار گرفت SDS-PAGEو الگوي پروتئيني با روش الكتروفورز 

. دكرداري پيدا  ها افزايش معني از نظر شمارش افتراقي نيز درصد ماكروفاژ .هاي طحال شد نديدا منجر به افزايش تعداد مطلق سلولتزريق كا :ها يافته
. )P > 001/0( ددانشان  شاهدگروه  را نسبت بهها  برابري اين پروتئين 13افزايش  ،مداخلهگروه  درهاي طحالي  سلول HSP70ميزان  ي مقايسه

و  HSP70برابري را به ترتيب در ميزان  3/7و  11افزايش ) SDS-PAGE+Western(الگوي الكتروفورتيكي دو گروه  ي ايسههمچنين، مق
HSP90  نشان داد شاهد نسبت به مداخلهدر گروه. 

ي هر سلول نيز افزايش به ازارا  HSPsتزريق وريدي كانديدا آلبيكنس ضمن افزايش جمعيت منوسيت و ماكروفاژها در طحال، ميزان  :گيري نتيجه
  .باشد مي HSP90و  HSP70، كه بيشترين افزايش مربوط به دهد ميچشمگيري 

  BALB/cهاي طحال، موش  كانديدا آلبيكنس، الگوي الكتروفورتيك، سلول :واژگان كليدي
 

  مقدمه
طلبي است كـه   قارچ مخمري فرصت ،كانديدا آلبيكنس

 بتلا بـه ايـدز  مدر افراد داراي نقص ايمني، مثل بيماران 
مبتلا و بيماران ) 4-5(يا دريافت كنندگان پيوند ) 3-1(

عفونـت بـا   . كنـد  ، ايجـاد كانديـديازيس مـي   به ديابت
كانديدا يا به صورت سيستميك، همراه با انتشار وسيع 

هـاي مخـاطي در    قارچ در بدن و يا به صورت عفونت

هر دو پاسخ . باشد مري و واژن مي ،دهان، گلو ي ناحيه
ــا واســطه(نــي هومــورال ايم ــا (و ســلولي ) Th2 ي ب ب

ــطه ــدايي  ) Th1 ي واس ــت كاندي ــل عفون ــادر مقاب  الق
بـراي مقابلـه بـا     Th2كـه پاسـخ     حـالي  در. شـوند  مي

هـاي مترشـحه از    سايتوكاين .كننده است  كانديدا كمك
هــاي  باعــث تضــعيف مكــانيزم   Th2هــاي  ســلول
) نوتروفيـل و ماكروفـاژ  (هـا   كشي فاگوسـيت  بوميكر
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كننـد،   كني بيماري را با مشكل مواجه مـي  شده و ريشه
ــايتوكاين  ــا س ــلول  ام ــحه از س ــاي مترش ــاي  ه  Th1ه

و سـبب   كننـد  مـي ها را تحريـك و تقويـت    فاگوسيت
  ).6( شوند كني عفونت مي ريشه

طحال يكـي از اعضـاي سيسـتم رتيكولوانـدوتليال     
دام انـداختن عوامـل     است كـه نقـش مهمـي را در بـه    

. كنـد  ارد شده به گـردش خـون ايفـا مـي    زاي و بيماري
خـون از   ي كننـده   طحال علاوه بر اين كه عضـو پـاك  

هاي قرمز و سفيد فرسوده است، همچنين محـل   گلبول
هاي توانمند ايمني از جمله ماكروفاژها و  استقرار سلول

اي  هر جـرم بيگانـه   .باشد نيز مي) T & B(ها  لنفوسيت
ز طريـق تزريـق   ابه طور مثـال  (كه به صورت مستقيم 

و يا از طريق سيستم لنفاوي، به گردش خـون  ) وريدي
هاي ماكروفاژي  راه پيدا كند در اين عضو توسط سلول

و پـس از برداشـته شـدن توسـط ايـن       افتـد  مـي دام  به
هاي بيگانه در سـطح   ژن آنتي .شود ميها پردازش  سلول

به  HLA1 ،HLA2هاي  ها و در كنار مولكول اين سلول
عرضـه   Tو  Bاختصاصـي ايمنـي از نـوع    هـاي   سلول
شوند تا ايمني اكتسابي از نوع هومورال و سلولي را  مي
بــدين ترتيــب، در صــورت رخ دادن . راه بيندازنــد  بــه

عليه همـان   تري را بر عفونت مجدد، پاسخ ايمني قوي
كنـي عفونـت را    و ريشـه  كننـد  مـي عامل بيگانه ايجـاد  

  ).7(نمايند  ممكن مي
س تزريق شده از طريق وريدي پـس  كانديدا آلبيكن

 دگـرد  مياز دو ساعت به طور كامل از خون پاكسازي 
آن توسـط ماكروفاژهـاي مسـتقر در     ي و قسمت عمده

يـا   LD50( ي  دوز كشـنده ). 8(شـود   طحال برداشت مي
Lethal dose 50 ( كانديــدا آلبيكــنس زنــده از طريــق

واحد تشـكيل  ) 4/1-6/1(×  104تزريق وريدي، تعداد 
و ) CFUيـا   Colony forming unit(ي كلنـي   هنـده د

 ي كلنـي در  واحد تشكيل دهنده 107آن  LD90-100دوز 
هـاي   همچنين روش). 9(است   هر موش گزارش شده

مختلفي براي بالا بـردن تحمـل حيـوان در مقابـل دوز     
سـاكاريد   استفاده از ليپـوپلي . است  كشنده گزارش شده

فروند و يـا عفونـت بـا     استفاده از ادجوانت، باكتريايي
مدي تحمل حيـوان را  اصورت كار  دوز خيلي پايين، به

هـا افـزايش    در قبال تزريق سيستميك ميكروارگانيسـم 
 اين دو ماده از طريق افزايش تـوان غيـر  ). 10( دهد مي

اختصاصي ايمني در مقابله با عفونت، منجر به افزايش 
بـدين معنـي كـه هـر دو مـاده      . شوند تحمل حيوان مي

هـاي ايمنـي    منجر به افزايش توليد و ترشح سايتوكاين
. گردند مي) بازوي سلولي ايمني ي تقويت كنندهاغلب (

اما نوع ديگري از مقاومت نيز به صـورت اختصاصـي   
ه زا از طريق عفونت با دوز پايين ب عليه عامل بيماري بر

ژني بـا دوز   كلي هر تحريك آنتي طور  به .آيد وجود مي
بدن حيـوان   ي تواند توان مقابله كشنده مي پايين و غير

 ي را براي دوزهاي بالاتري از همان محرك در مواجهه
در ايـن تحقيـق از هـر دو روش    . بعدي افـزايش دهـد  

افزايش مقاومت براي بالا بردن تحمل حيـوان اسـتفاده   
شده است، با اين هدف كه بتوان اثـر شـوك ناشـي از    

ــداي   ــالاترين دوز ممكــن تزريــق كاندي ــر ب ــده را ب زن
  .هاي طحالي ارزيابي نمود سلول

بخشي از مقاومـت ايجـاد شـده در مقابـل تزريـق      
كانديـدا آلبيكـنس بـه دليـل      ي سيستميك دوز كشـنده 

در قبـال كانديـدا    Bو  Tهاي اختصاصي  افزايش سلول
هـاي كانديـدايي را    ژن آنتي Tو  Bهاي  سلول. باشد مي

و ضـمن   بر سطح ماكروفاژهاي طحالي شناسايي كرده
هـاي اختصاصـي    بسط كلني منجر بـه افـزايش سـلول   

بخش ديگري از مقاومت ايجاد شده . گردند كانديدا مي
اي طحال ناشي  تواند به دليل افزايش پتانسيل تصفيه مي
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بـا بـزرگ شـدن     اغلـب كـه  (هاي قبلي باشد  از تزريق
 )طحـال و افــزايش تعــداد سـلول در آن همــراه اســت  

تحقيـق بـه دنبـال مشـخص     به همين دليل ايـن   .)11(
هـاي سـفيد و تركيـب     كردن تغييرات تعداد كل گلبول

منوسيت، لنفوسيت، نوتروفيل، ائوزينوفيـل و  (جمعيتي 
. بـود ناشي از مراحل مقاوم سازي در طحـال  ) بازوفيل

يابي كانديدا آلبيكنس به درون ماكروفاژهاي طحالي  راه
هـاي شـوك حرارتـي     منجر به افـزايش بيـان پـروتئين   

)Heat shock proteins  ياHSPs ( هم از طرف كانديدا
 ايـن  بـر ). 12-16(گردد  و هم از طرف ماكروفاژها مي

ايـن فرضـيه را نيـز     شـت اساس، اين تحقيق در نظر دا 
آزمون كند كه آيا ورود حجـم عظيمـي از كانديـدا بـه     
درون ماكروفاژهــاي طحــالي، از طريــق تزريــق مكــرر 

كانديدا آلبيكنس زنده،  ي سيستميك و با دوز بالا رونده
هـاي   سـلول  HSPsتواند منجر به تغيير در محتـوي   مي

  طحالي گردد؟
ــازگي  ــه ت ــرطان و   HSPsاز  ب ــوتراپي س در ايمون

و نتـايج خـوبي    است هاي عفوني استفاده شده بيماري
هاي مختلف سلولي  در قسمت HSPs. نشان داده است
ي هـاي زيسـت   ها حضور دارند و نقش و در انواع سلول
در اثـر  ). 17-18(عهده دارنـد    ها به مهمي را در سلول

ها، نظير حـرارت، محروميـت از گلـوكز،     انواع استرس
ها، بيان  ها، تابش اشعه و توكسين يتوكايناها، س عفونت

ها بـه   اين مولكول. رود ها در سلول بالا مي اين مولكول
و  نماينـد  مـي هاي اصـلي سـلول عمـل     عنوان چاپرون
 N ي ولي را به صـورت متصـل بـه ناحيـه    پپتيدهاي سل

ژني بـا ايـن    پيوند پپتيدهاي آنتي. خود، به همراه دارند
و حتـي در رونـد تخلـيص ايـن      اسـت مولكول مقاوم 

حـال بـه كـار رفتـه       بـه  هايي كـه تـا   با روش(پروتئين 
  ).19(شوند  ، از آن جدا نمي)است

HSPخودي يا (ژني  در هر سلول، پپتيدهاي آنتي ها
. موجود در آن سلول را به همـراه خـود دارنـد    )بيگانه

 بـر ) CD91(اختصاصي  ي ها داراي گيرنده اين پروتئين
هاي دندريتيك هسـتند و پـس از برداشـت     روي سلول

هـا پپتيـدهاي همـراه     گيرنده، اين مولكـول  ي واسطه با
در سطح همان سـلول   MHC-Iخود را از طريق مسير 

ــان ن ــيبي ــد م ــلول نماين ــاي  و س ــال  +TCD8ه را فع
عليه  بدين ترتيب سايتوتوكسيسيته سلولي بر. سازند مي
). 20-21(دهنـد   ژن همـراه خـود را افـزايش مـي     آنتي

عنوان ادجوانت اندوژن نيز   ها به همچنين، اين مولكول
ها توسـط   بيان سايتوكاين يالقاو  دارندعملكرد خوبي 

و سايتوتوكسيسيته  دهند ميهاي ايمني را افزايش  سلول
  ).22-24( كنند مي القاسبي را منا

انتقـال   ي هاي قديمي و اثبـات شـده   يكي از روش
 ،زا مقاومت اختصاصـي در مقابـل يـك عامـل عفونـت     

هاي طحالي از حيوان ايمن شده به حيوان  انتقال سلول
هـاي اخيـر،    با توجه بـه پيشـرفت  . باشد ايمن نشده مي

هـاي   اسـت كـه انتقـال ليـزات سـلول       نشان داده شـده 
هـاي حـاوي    يا فراكسيون(لي از حيوان ايمن شده طحا

HSPs (ثري مقاومت اختصاصي را ؤطور م  تواند به مي
در واقـع  . آن افـزايش دهـد   ي كننده  در حيوان دريافت

ــر  اســتفاده از واكســن  ي هعرصــ HSPsهــاي مبتنــي ب
اميدهاي جديدي و جديدي از تحقيقات علوم پزشكي 

عفــوني و  هــاي گيــري و درمــان بيمــاري بــراي پــيش
در ). 17-18(وجود آورده است ه تومورهاي سرطاني ب

از  HSPsليـزات غنـي از    ي اين تحقيق به منظور تهيـه 
هاي ايمـن شـده بـا كانديـدا،      هاي طحالي موش سلول

ارزيابي اثر شوك ناشي از تزريق كانديدا آلبيكنس زنده 
هاي  بر تركيب جمعيتي و الگوي پروتئيني ليزات سلول

 .مد نظر قرار گرفت HSPsكيد بر تغييرات أطحالي با ت
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 ي بر ايـن اسـاس، يكـي از اهـداف ايـن تحقيـق تهيـه       
و  HSPsليــزات غنــي از نظــر (فرمولاســيون مناســب 

هـاي طحـالي    HSPحـاوي  ) براي ايمونـوتراپي  كارامد
   .دبوبعدي در ايمونوتراپي كانديدا  ي براي استفاده

  
  ها روش
تـا   6، داراي BALB/cسر موش نژاد خالص  30تعداد 

و  ندهفته سن، از انستيتو پاستور ايران خريداري شد 8
خانه، به دو گـروه   پس از يك هفته نگهداري در حيوان

براي بـالا بـردن تحمـل    . تقسيم شدند مداخله و شاهد
هاي گروه مداخله در مقابـل تزريـق سيسـتميك     موش

بــه منظــور افــزايش دوز تزريــق در (كانديــداي زنــده 
از روش ) گيري از مرگ حيـوان  ي و پيشنهاي ي مرحله
هفت روز پـس از آخـرين   . سازي استفاده گرديد مقاوم

هاي مداخله و شاهد از طريق قطع نخـاع   تزريق، موش
هــا از طريــق  هــاي طحــالي آن كشــته شــدند و ســلول

هاي طحال و تعيين درصد افتراقـي   شمارش كل سلول
 محتـواي . هاي سفيد مورد ارزيابي قـرار گرفـت   گلبول

HSP70 ها با روش سلول ELISA  گيـري شـد   انـدازه .
هـاي   همچنين، ليزات حاصل از تعداد معيني از سـلول 

طحالي نيز بـراي بررسـي الگـوي پروتئينـي از طريـق      
آن بـين دو گـروه    ي و مقايسه SDS-PAGEالكتروفورز 

هـاي   مورد اسـتفاده قـرار گرفـت و در نهايـت پـروتئين     
HSP70  وHSP90  ــق روش  Western blotاز طريــ

  .تعيين مقدار شد و ميزان آن بين دو گروه مقايسه گرديد
سازي در مـورد گـروه مداخلـه انجـام      روش مقاوم

 ي گرفت و هدف از آن بالا بردن دوز كانديـداي زنـده  
گيري از مـرگ   آخر و پيش ي دريافتي در تزريق مرحله

تزريق اول بـا اسـتفاده از ادجوانـت كامـل     . حيوان بود
 50(و كانديـداي كشـته شـده    ) كروليتـر مي 50(فروند 

ــادل  ــر مع ــدا 105ميكروليت ــلول كاندي ــق ) س و از طري
هـاي بعـدي بـه صـورت      تزريق. عضلاني انجام گرديد

كـار بـردن     افزايش يابنده، با كانديداي زنده و بدون به
) دو مرحله تزريـق (ادجوانت و از طريق داخل صفاقي 

زهـاي  دو. انجـام شـد  ) بـار آخـر  (و داخل وريد دمـي  
 4×  106و  2×  106، 106كانديدا به ترتيـب   ي فزاينده

كانديـداي زنـده بـراي هـر      ي كلني واحد تشكيل دهنده
روز انتخـاب   10هـا   بـين تزريـق   ي موش بود و فاصـله 

 گروه شاهد فقط ادجوانت كامـل فرونـد را يـك   . گرديد
دريافت كردند، امـا بـه جـاي    ) همانند گروه مداخله(بار 

  .دريافت كردند PBSشده يا زنده، فقط كانديداي كشته 
ها از طريق قطع  روز پس از آخرين تزريق، موش 7

شـكم   ي نخاع كشته شدند و پس از باز كردن محوطـه 
در داخل هود ميكروبيولوژي و تحـت شـرايط   (حيوان 
، طحال حيوان با پنس و قيچي جدا شـد و در  )استريل

 RPMI 1640 داخل تشتك پتري حاوي محيط كشـت 
ــي  ــاوي  غن ــا ســرم گ و حــاوي ) درصــد 10(شــده ب
 4سـيلين و جنتامايسـين كـه تـا      هـاي پنـي   بيوتيك آنتي
سـپس  . گراد سرد شده بود، قرار گرفـت  سانتي ي درجه
هـاي   هاي طحـالي از طريـق اسـتفاده از سـرنگ     سلول

هاي پلاستيكي استريل از  پلاستيكي و گذراندن از مش
ــراي حــذف . بافــت پارانشــيم طحــالي جــدا شــدند  ب

هاي تهيـه شـده    هاي درشت سلولي، سوسپانسيون توده
ليتري  ميلي 15هاي  به مدت يك دقيقه در داخل فالكون

هاي  حركت قرار گرفتند و سلول به صورت ساكن و بي
منفــرد رويــي بــه فــالكون اســتريل دوم كــه برچســب 

هـاي قرمـز از    براي حذف گلبول. منتقل شدند ،داشتند
شد و در نهايت تعداد  استفاده LCK ي محلول ليزكننده

اي از  هاي هر طحال پس از شـمارش نمونـه   كل سلول
آن و ضرب كردن در حجم كل سوسپانسيون، محاسـبه  
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نـوع   5تعداد مطلق  ي براي محاسبه. و يادداشت گرديد
هـا   درصد حاصل از شمارش افتراقي آن ،سلول طحالي

  .هاي طحال ضرب گرديد در تعداد كل سلول
هـاي   و تعيين درصد گلبـول  براي شمارش افتراقي

نوتروفيـل، بازوفيـل، ائوزينوفيـل، لنفوسـيت و     (سفيد 
ــيت ــگ) منوس ــده از    از رن ــه ش ــترش تهي ــزي گس آمي

هاي طحـالي بـا رنـگ اختصاصـي همـاتولوژي       سلول
ــا( ــاهده) گيمس ــگ ي و مش ــي    لام رن ــا عدس ــده ب ش

بـار و   هـر لام دو . ايمرسيون ميكروسكوپ استفاده شد
صـد سـلول بـازبيني و     بـه يـك  هر بار تا حد رسـيدن  

  . ها يادداشت گرديد درصد سلول
هــا از كيــت  نمونــه HSP70بــراي ســنجش ميــزان 

DYC1663-2 (R & D Systems)  بـراي  . دش ـاستفاده
 ي هكننـد  هاي طحالي از محلـول ليـز   تهيه ليزات سلول

 ي همـه  .اختصاصي تعبيه شده در كيت استفاده گرديـد 
همچنـين  . گرديـد به صورت سه تـايي انجـام   ها  تست

سـلول   107ها سوسپانسيون حـاوي   نمونه ي براي همه
 ،ELISAپس از قرائت نتايج . مورد استفاده قرار گرفت

 هاي دوتايي ميانگين گرفتـه شـد و سـپس بـر     كنترلاز 
ها محاسبه و عـدد   اساس مقادير استاندارد مقادير نمونه
  .حاصل وارد محاسبات آماري گرديد

هــاي موجــود در ليــزات  نپــروتئيي  هبــراي مقايســ
 107گروه، ابتدا سوسپانسيون دو هاي طحالي بين  سلول

هـا   نمونـه  ي هبـراي هم ـ  PBSليتر از  سلول در هر ميلي
هـا بـا بـافر     پس از حذف بافر فسفات، سلول .دشتهيه 

) 2X SDS-sample buffer(الكتروفــورز  ي نمونــه
دقيقه نگهداري در حـرارت   5مخلوط گرديد و پس از 

ــابتي از آن    د 95 ــم ث ــدن، حج ــرد ش ــه و س  10(رج
ــر ــك ژل   ) ميكروليت ــه چاه ــمپلر ب ــتفاده از س ــا اس   ب

SDS-PAGE الكتروفـورز، بـه صـورت    . منتقل گرديد

درصـد و   12 ي كننـده  دوتايي و با استفاده از ژل جـدا 
درصد، در حضور سـديم دودسـيل    4كننده   ژل متراكم

 Laemmliســولفات و بــا اســتفاده از روش اســتاندارد 
ولت  130كننده، با ولتاژ ثابت  ، تحت شرايط احيا)25(

و به صورت شبانه و با استفاده از تجهيزات اسـتاندارد  
 2ها پس از شستشو، به مدت  يكي از ژل. انجام گرديد

ــو      ــت بل ــي بريليان ــگ كوماس ــل رن ــاعت در داخ س
)Coomassie brilliant blue staining (  قرار گرفـت و

وير تهيـه شـده از آن بـا    بـري كامـل، تص ـ   پس از رنگ
ســازي  بــراي كمــي. آنــاليز گرديــد ImageJافــزار  نــرم
هاي اسـتاندارد پـروتئين    هاي قرائت شده از غلظت داده

، 120كار برده شده   ماركرهاي وزني به. استفاده گرديد
  .كيلودالتون بودند 19و  46، 70، 91

. كار برده شد  به Western blotژل دوم براي انجام 
با اسـتفاده   SDS-PAGEپروتئيني جدا شده با  باندهاي

 SDSو در حضور بافر حاوي  Western blotاز روش 
ي غشـا . از جنس نيترات سلولز منتقل گرديد ييغشابه 

ور شدن به مدت  حاوي باندهاي پروتئيني پس از غوطه
در بافر فسفات ) همراه با مخلوط شدن آرام(ساعت  1

 3-5صد تواين و در 5/0حاوي  ي هكنند نمكي مسدود
، شسـته  )Non-fat dry milk(درصد شير بدون چربـي  

موشـي   ي هـاي اوليـه   بادي شد و با محلول حاوي آنتي
سـاعت همـراه بـا     2به مدت  HSP90و  HSP70ضد 

پـس از شسـته شـدن بـه      .مخلوط شدن مجاور گرديد
بادي ثانويه متصـل بـه آنـزيم     ساعت با آنتي  مدت يك

در نهايـت پـس از شستشـو،    . پراكسيداز مجاور گرديد
در تــاريكي در محلــول سوبســتراي حــاوي     غشــا
ور شـد و   آمينوبنزيدين و هيدروژن پراكسيد غوطـه  دي

به محض مشخص شدن باندهاي پروتئيني موجـود در  
  .شسته و تصوير آن تهيه گرديد غشاشاهد،  ي هنمون
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تايي و سـه تـايي ميـانگين گرفتـه      هاي دو تستاز 
هاي حاصل از شـمارش كـل،    ادهد ي براي مقايسه. شد

هاي طحالي و  شمارش مطلق و شمارش افتراقي سلول
حاصل از بانـدهاي پروتئينـي    ي هاي كمي شده نيز داده

ي نيتروســلولز بــين دو غشــاو  SDS-PAGEروي ژل 
   .استفاده گرديد Student-t آزمون گروه از

  
  ها افتهي

اسـتفاده از ادجوانـت فرونـد بـا      :نتايج مقاوم سـازي 
اول تزريق و افزايش  ي انديداي كشته شده در مرحلهك

بعـدي   ي تدريجي دوز كانديـداي زنـده در دو مرحلـه   
كانديدا از  LD50. منجر به افزايش تحمل حيوان گرديد

  هـــا برابـــر طريـــق تزريـــق وريـــدي بـــراي مـــوش
براي هـر  ي كلني  واحد ايجاد كننده) 6/1-4/1(×  104

آخر در ايـن   ي تزريق مرحله. ده استموش گزارش ش
ي  واحد ايجاد كننـده  4×  106تحقيق با استفاده از دوز 

) LD50برابـر دوز   250(كانديداي زنده انجام شد كلني 
ــه ــه    و ب ــي مرحل ــده در ط ــاد ش ــل ايج ــل تحم  ي دلي
ســازي حتــي يــك مــورد تلفــات در جمعيــت   مقــاوم
اثـر دوزهـاي   . مداخله مشـاهده نشـد    هاي گروه موش

  هاي زماني تزريق در مطالعات  متفاوت كانديدا و فاصله

ــود اوليــه مناســب ــين در زمــان . ســازي شــده ب همچن
گيري طحال، آزمايش ميكروسكوپي از گسـترش   نمونه

هــاي  هــاي طحــالي فاقــد ســلول تهيــه شــده از ســلول
كانديدايي خارج و يا داخل سلولي بود و كشت انجـام  

طحال گـروه مداخلـه از نظـر كانديـدا      ي شده از نمونه
  .منفي بود آلبيكنس

تزريق مكرر كانديداي زنده به  :كلنتايج شمارش 
در ايـن تحقيـق   (ها سبب افزايش حجـم طحـال    موش
هـاي طحـال    و افزايش تعداد سـلول ) گيري نشد اندازه

گرديد كـه در مقايسـه بـا گـروه شـاهد ايـن اخـتلاف        
ميـــانگين محتـــواي . )P > 0001/0(دار بـــود  معنـــي
ارائه شـده اسـت    1هاي سفيد طحال در جدول  گلبول

 166هاي گـروه مداخلـه حـدود     كه براي طحال موش
  .ميليون سلول بود 76ميليون سلول و براي گروه شاهد 

نتـايج شـمارش افتراقـي     :شمارش افتراقـي نتايج 
ها به تفكيك  هاي طحالي و شمارش مطلق سلول سلول

دست ه براي ب. است  ارائه شده 1نوع سلول در جدول 
هر سلول در طحال، تعـداد كـل   آوردن شمارش مطلق 

   .درصد افتراقي هر سلول، ضرب شد درسلول طحال 
در ليـزات   HSP70غلظت پروتئين  :ELISA نتايج

   ليتــر از ســلول در ميلــي 107حاصــل از سوسپانســيون 
  

  طحال هاي سلول مطلق و نسبي شمارش. 1جدول 

  نوع سلول
  *طحال ايه سلول مطلقشمارش )درصد(هاي طحالشمارش نسبي سلول

 Pمقدار   مداخله
  ميانگين ±انحراف معيار 

 شاهد
  ميانگين ±انحراف معيار 

 مداخله
  ميانگين ±انحراف معيار 

  شاهد
  ميانگين ±انحراف معيار 

  56/0  558/1 ± 38/0  573/2±5/20 913/0±5/15 5±5/5  نوتروفيل
  > 32/5 05/0 ± 292/10 912/0 ± 70 826/1 ± 62 12 ± 11  لنفوسيت
  > 61/0 0001/0 ± 5856/3 183/0 ± 8 129/1 ± 6/21 4/2 ± 8/6  منوسيت
  076/0 81/0 ± 0996/0 030/0±1 066/0±6/0 4/0±4/0  ائوزينوفيل
  038/0 95/0 ± 0498/0 015/0 ± 5/0 033/0 ± 3/0 2/0 ± 2/0  بازوفيل
    6/7 ± 4/3  6/16±100 5/3±20 100+9/23  جمع

  .باشد سلول مي 107بوط به شمارش مطلق واحد اعداد مر *
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 گروههاي  در موش ELISA هاي طحال با روش سلول
سلول و در گروه  107در  پيكوگرم 85/349شاهد برابر 

. بـود سـلول   107پيكـوگرم در   35/4548مداخله برابر 
هاي گروه مداخلـه   ميزان متوسط اين پروتئين در سلول

براي رد . دبوشاهد برابر ميزان آن در گروه  13بيش از 
كار بـرده شـده    هاي به بادي احتمال واكنش متقاطع آنتي

هاي كانديدا آلبيكـنس بلـع    HSPبا  ELISAدر سيستم 
شــده توســط ماكروفاژهــاي طحــالي، ليــزات كانديــدا 
آلبيكنس نيز با ايـن روش ارزيـابي گرديـد و واكنشـي     

  . مشاهده نگرديد
وفـورز  الكتر :Western blotنتايج الكتروفورز و 

هايي با تعداد سلول  هاي طحالي به صورت نمونه سلول
و نـه غلظـت پروتئينـي    ) ليتر سلول در ميلي 106(برابر 

بدين معني كه براي هر چاهـك ژل  . برابر انجام گرديد
الكتروفورز، ليـزات حاصـل از تعـداد مسـاوي سـلول      

بنابراين، هر گونـه تغييـر مشـاهده شـده در     . دشمنتقل 
ــدهاي  ــراكم بان ــب  ت ــر تركي ــا از تغيي ــورزي ي الكتروف

جمعيتي و يا از تغيير تركيب پروتئيني هر سلول واحـد  
 هاي برداشـت  كه سلول با توجه به اين. گردد ناشي مي

ــده  ــيت  ي كنن ــده، منوس ــق ش ــداهاي تزري ــا و  كاندي ه
تغيير در تعداد نسبي اين دو سلول  ،ها هستند نوتروفيل

ورزي مربـوط بـه   منجر به تغيير تراكم باندهاي الكتروف
در گـروه مداخلـه كـه    . گـردد  هاي استرس مي پروتئين

هـا افـزايش    شمارش نسبي و شمارش مطلق منوسـيت 
د، افـزايش  داداري در مقايسه با گروه شاهد نشان  معني

كيلودالتـون   27و  44، 70، 90در تراكم باندهاي معادل 
مشاهده گرديد كه بيشترين مقدار افزايش به ترتيب در 

ــدهاي ــادل  بان ــه 44و  27، 90، 70مع ــون و ب  كيلودالت
-1شكل ( ديده شدبرابر  5/1و  1/2، 3/7، 11صورت  

عـددي   ي بـراي بـالا بـردن دقـت مقايسـه، داده     ). الف

قرائت شده بـراي هـر بانـد پروتئينـي موجـود بـر ژل       
اساس غلظت باند پروتئيني اسـتاندارد   آكريلاميد بر پلي

  .سه و محاسبه شدمقاي) از نظر غلظتي(نزديك به آن 
  

  
 Western blotآكريلاميد و  نتايج الكتروفورز روي ژل پلي. 1شكل 

  هاي طحال از ليزات سلول
   نمونه بافر سي سي يك با) رسوب( طحالي سلول 106 -الف

)2x SB (95 دماي در نگهداري دقيقه 5 از پس ،شده مخلوط 
 ميكروليتر 10 رويي محلول از و شد سانتريفوژ گراد، سانتي يدرجه

 طحال هاي سلول به مربوط 1 ستون. گرديد منتقل ژل چاهك هر به
 در پروتئين شديد افزايش. باشد مي نخورده دست و سالم هاي موش

 2 ستون در مداخله گروه به مربوط كيلودالتون 70 و 90 باندهاي
 طحال هاي سلول از شده تهيه ليزات همچنين. شود مي مشاهده
 نيز دالتون 27 و 44 باندهاي در كانديدا ي هكنند دريافت هاي موش

 ژل از Western blot - ب. دهند مي نشان خفيف افزايش
 شناساگر هاي بادي آنتي از استفاده با آكريلاميد پلي الكتروفورز

 نوع از ثانويه بادي آنتي با كه HSP90 و HSP70 هاي پروتئين
 با پسس و شد رديابي پراكسيداز آنزيم با كونژوگه و خرگوشي
 ايجاد رنگي رسوب پراكسيد هيدروژن و آمينوبنزيدين دي سوبستراي

 بادي آنتي نوع دو از كدام هيچ كه داد نشان اوليه ارزيابي. گرديد
 با .ندارند متقاطع واكنش آلبيكنس كانديدا ليزات با ثانويه و اوليه
 محلول به آلبيكنس كانديدا ليزات بيشتر اطمينان براي و حال  اين

  .شد اضافه نيز كننده مسدود
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بـر   HSP90و  HSP70آناليز بانـدهاي مربـوط بـه    
 ImageJافـزار   با استفاده از نـرم  Westernي غشاروي 

برابري را به ترتيـب بـراي دو    8/8و  5/11نيز افزايش 
پروتئين ذكر شده در گروه مداخلـه نشـان داد و چـون    

تراكم  هاي استاندارد براي تعيين امكان استفاده از غلظت
بـه  هـاي قرائـت شـده     داده بنابراينها وجود نداشت،  آن

براي  ).ب- 1شكل ( با هم مقايسه گرديدند ممستقيطور 
 44معـادل  (كردن ماهيت دو باند پروتئيني ديگر  روشن

كـه افـزايش نسـبي را در ژل نشـان     ) كيلودالتون 27و 
ولي به احتمال قوي آن  ؛اقدامي صورت نگرفت ،ندداد

  .ندبودها  HSP ي نيز از خانوادهدو پروتئين 
  
  بحث

در اثـر افـزايش    Ritossaبراي اولين بار محققي به نام 
اتفــاقي دمــاي انكوبــاتور بــه افــزايش چشــمگير      

در مگـس سـركه   ) HSPs(هاي شوك حرارتي  پروتئين
)Drodophila (  ــرد ــي ب ــاكنون  ). 26(پ ــان ت از آن زم

و اي توسط دانشمندان در مورد نقش  تحقيقات گسترده
اســت و نتــايج   هــا انجــام شــده اهميــت ايــن پــروتئين

اي  تحقيقات انجام شده حاكي از وجود طيف گسـترده 
هاي متفاوت  از اين نوع پروتئين با عملكردها و جايگاه

هـا اعـم از يوكـاريوت و پروكـاريوت      در درون سلول
در طي تكامل بـين   HSPsهاي  توالي مولكول. باشد مي

ــه  ــودات و گون ــواع موج ــا ان ــده ه ــظ ش اســت و   حف
هـاي اخـذ شـده از انـواع      HSPهومولوژي بالايي بين 

اول بر  ي اين هومولوژي در وهله. ها وجود دارد سلول
هـا بـه    ضرورت وجود و حفظ سـاختار ايـن پـروتئين   

دارد و تأكيـد  منظور حفظ عملكردهاي طبيعي سـلولي  
هـاي   از طرف ديگر، امكانات جديدي را براي اسـتفاده 

  .كند گيرانه فراهم ميدرماني و پيش

هاي ساختاري سلول  پروتئين ءها جز HSPبرخي از 
شوند و به صـورت پايـدار امـا بـا سـطح       محسوب مي

 در شـوند و  هاي فاقد استرس بيـان مـي   پايين در سلول
هــاي  برخــي ديگــر فقــط در هنگــام دريافــت اســترس

. يابد حد چندين برابر افزايش مي ها تا گوناگون بيان آن
هـا عـلاوه بـر ايفـاي نقـش در تخريـب        يناين پـروتئ 

پپتيـدهاي خـودي،    نظير(پپتيدهاي درون سيتوپلاسمي 
سـازي    و آمـاده ) زا عوامـل بيمـاري   أسرطاني يا از منش

ها براي تجزيه توسط پروتئـوزوم، نقـش مهمـي در     آن
هاي  پپتيدهاي تجزيه شده به سلول ي فرآوري و عرضه

و  Zugel. )27-34(دارنـد   Tيـا   Bاختصاصي از نـوع  
هـاي گرفتـه شـده از     gp96كـه  نـد  نشـان داد همكاران 

 ،انـد  هايي كه با باكتري داخل سلولي آلوده شـده  سلول
 ي خـوبي بـراي سايتوتوكسيسـيته    ي كننده القاتواند  مي

ــر  ــي ب ــاكتري باشـ ـ  اختصاص ــه آن ب ــخ نعلي د و پاس
توانـد مبنـايي    د كه مينكن اي را ايجاد مي كننده محافظت

و  Basu). 35(هـاي جديـد باشـد     كسـن براي توليد وا
 HSP96و  HSP90 ،HSP70كـه   ندنشان دادهمكاران 

ــلول ــده از س ــوغ   آزاد ش ــك موجــب بل ــاي نكروتي ه
هـاي   و بيـان مولكـول   شـوند  مـي هاي دندريتيك  سلول
هاي كمك محـرك را   ژن و مولكول آنتي ي كننده عرضه
كه هر كدام  ندنشان داد ها آن. دهند ها افزايش مي در آن

هـا   ها اثر نسبي دارند و بـه كـارگيري تـوأم آن    HSPاز 
  ). 36(گردد  شده مي القاباعث تشديد اثر 

در تحقيق حاضر ما نشان داديم كه شوك ناشـي از  
كانديداي زنـده منجـر بـه     LD50برابر  250تزريق دوز 

توان  گردد و مي هاي طحالي مي در سلول HSPافزايش 
HSP ده را، پـس از  هاي ايمـن ش ـ  هاي طحالي از موش

 ي تهيه، براي روشن شدن اثرات درماني يـا پيشـگيرانه  
  .ها مورد ارزيابي بيشتر قرار داد آن
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، الكتروفـورز روي  ELISAهاي  در اين تحقيق روش
بــراي رديــابي   Western blotآكريلاميــد و  ژل پلــي
اگرچه . هاي طحالي استفاده شد سلول HSPهاي  پروتئين
 Westernاما نتايج  ،داردحساسيت بالايي  ELISAروش 

blot هومولـوژي  بـا وجـود   از طرفي . تر است اختصاصي
 ي بادي واحدي كـه همـه   هاي سلولي، آنتي HSPبالا بين 

در ايـن  . وجـود نـدارد   ،ها را مورد شناسايي قرار دهد آن
تحقيق با استفاده از هر سه روش، افزايش تراكم باندهاي 

روه مداخله نشان هاي طحالي گ پروتئيني در ليزات سلول
ــدهاي معــادل  . داده شــد ــين ماهيــت بان  70و  90همچن

اثبات گرديد و نتـايج   Western blot كيلودالتون از طريق
ELISA  نيز باWestern همخواني داشت .  

در اين تحقيق از ادجوانت فروند و كانديداي كشته 
كانديـدا   ي شده و سپس از دوزهاي پايين و غير كشنده

ه صورت داخل صفاقي براي بالا بـردن  آلبيكنس زنده ب
خوبي نيز گرفتـه   ي ها استفاده شد و نتيجه تحمل موش

 4×  106كه در تزريق بـار آخـر تعـداد      طوري  به ؛شد
كانديـداي زنـده از طريـق    ي كلني  واحد تشكيل دهنده

 ايـن  با وجودها تزريق گرديد و  داخل وريدي به موش
كشـنده بـود بـا     برابـر دوز  250كه اين تعداد كانديـدا  

هاي اين  صورت هماهنگ با يافته  به. تلفاتي همراه نبود
طي مطالعات خـود   Mitchellو  Hasencleverتحقيق، 
كه تزريق داخل صفاقي كانديـدا آلبيكـنس    ندنشان داد

روز قبل از تزريق داخل وريـدي   6در دوزهاي پايين، 
كانديدا موجب ايجـاد تحمـل بـه عـوارض توكسـيك      

تزريق ادجوانت . گردد يق بعدي كانديدا ميناشي از تزر
ساكاريد نيز تا حدودي نقش محافظتي  فروند يا ليپوپلي

بردن ادجوانت فرونـد يـا    كار  همچنين، به. است  داشته
) Subletal(ساكاريد تـوأم بـا عفونـت خفيـف      ليپوپلي

كانديدا اثر محافظتي بيشتري نسبت به تـك تـك ايـن    

  ).10(است   عوامل ايجاد كرده
هاي طحـالي در گـروه دريافـت     كل سلول  شمارش

كانديدا آلبيكنس سيستميك بـيش از دو برابـر    ي كننده
قسمت اعظم اين افزايش . دبوتعداد آن در گروه شاهد 

به نظـر  . دبوهاي منوسيت و لنفوسيت  مربوط به سلول
ها در طحـال پـس    دار لنفوسيت رسد كه تجمع معني مي

يستميك كانديدا ناشـي از  تزريق س ي از چندين مرحله
   .ها نيست اين سلول ي احتباس ساده

Anderson  از طريق روش الكتروفـورز  و همكاران
 دادنـد هاي سـطحي نشـان    سلولي با استفاده از پروتئين

گـروه   هـاي تجمـع يافتـه در طحـال زيـر      كه لنفوسيت
دهنـد و ايـن    هـا را تشـكيل مـي    مجزايي از اين سـلول 

هـاي   كتروفورزي با لنفوسيتها از نظر حركت ال سلول
با ). 37(باشند  موجود در خون و غدد لنفي متفاوت مي

كه طحال يك عضو ايمنـي اسـت تجمـع     توجه به اين
ها در آن به معنـي وقـوع    زير گروه خاصي از لنفوسيت

ايمني در جهت مقابله بـا عفونـت ايجـاد     ي يك پديده
ه در هاي افزايش يافت از نظر ما، لنفوسيت. باشد شده مي

طحال در كنار افزايش ماكروفاژهاي طحالي به منظـور  
  . باشد مي ،گويي به عفونت كانديدايي ايجاد شده پاسخ

ــه  ــاي ناحي ــال و   ي ماكروفاژه ــال زون طح مارژين
ــه  ــاي ناحي ــاوي،   ي ماكروفاژه ــدد لنف ــولي غ زيركپس

هاي خاصي را براي به دام انداختن كانديدا بيان  گيرنده
ول اتصـال  ؤاست كه مولكول مس ـ  معلوم شده. كنند مي

هـا، پـروتئين مانـان موجـود در سـطح       به اين گيرنـده 
مقاوم به حـرارت  (و بخش كربوهيدراتي  استكانديدا 

. باشد ول اتصال به گيرنده ميؤآن مس) و هضم آنزيمي
د كه كانديـدا بـه هنگـام    دااين مطالعات نشان همچنين 

تزريق داخل وريـدي بلافاصـله در طـي دو سـاعت از     
ــده    ــد ش ــي ناپدي ــون محيط ــردش خ ــي  CFU(گ منف
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زيــر  ي در مارژينــال زون طحــال و ناحيــه ،)شــود مــي
از  CFUآزمـايش  . يابـد  كپسولي غدد لنفاوي تجمع مي
، امـا حضـور   شـود  مـي  طحال نيز بعد از دو روز منفي

روز در طحال نشان داده  94پروتئين مانان حتي پس از 
يــز در تحقيــق حاضــر ن . )8، 38-40(اســت   شــده

آزمايشات اوليه مشخص نمود كه كشت طحال در روز 
گـردد و   سوم بعد از تزريق سيستميك كانديدا منفي مي

  هاي طحـالي در روز   در سلول HSP70بيشترين مقدار 
  .شود هفتم بعد از تزريق مشاهده مي

  گيري نتيجه
سازي قبلي حيـوان، امكـان تزريـق      در صورت مقاوم

آلبيكنس زنده به منظور سيستميك دوز بالاي كانديدا 
هـاي   هاي شـوك حرارتـي در سـلول    افزايش پروتئين

طحال بدون نگراني از ايجاد ضايعات طحالي ناشي از 
اين افزايش در انـواع مختلفـي از   . كانديدا وجود دارد

HSPs اما بارزترين افـزايش در مـورد    ،دهد ها رخ مي
HSP70  و بعـــد از آن در مـــوردHSP90  ــاهده مشـ
  . گرديد
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Abstract 

Background: Developing a new generation of vaccines based on heat shock protein (HSP) is a new 
emerging field of medical researches that makes new promises to effective prevention or eradication 
of infectious diseases and cancers. The current study was designed to evaluate the effects of systemic 
injection of live Candida albicans on counts and compositions of splenocytes. It also surveyed the 
electrophoretic profile of the cells lysates with special focus on HSP molecules.  

Methods: A total number of 30 inbreed BALB/c mice were purchased. After adaptation to the animal 
house, they were divided into 2 groups (a test and a control group). Following booster immunizations 
using the multistep injection protocol, the mice in the test group received a high dose of 4×106 cells of 
live Candida albicans through the tail vein. All of the mice were killed on day 7, and the splenocytes 
suspensions were prepared aseptically.Total and differential counting of cells were performed using 

hematologic staining and microscopic observation. HSP90 contents of the splenocytes were assayed 
using a standard enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit. The cell lysates went under 
electrophoretic and western blot analysis using HSP70 and HSP90 specific antibodies. 

Findings: Systemic Candida injection to mice led to increased total spleen cells and significant 
increment of monocyte differential counts. The splenocytes from the test group showed 13 folds 
increase in HSP70 contents (ELISA, P < 0.001). Electrophoretic analysis followed by western blotting 
of the cells lysates showed 11 and 7.3 folds increments in HSP70 and HSP90 contents, respectively, 
compared to the controls.  
Conclusion: Systemic injection of live Candida albicans leads to accumulation of the macrophages in 
the spleen. It also significantly increases the mean HSP70 and HSP90 contents of each splenocyte. 
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