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  چكيده
 تواند يشگاه مي در آزماي کشت سلوليطهاي و چه در محي پلاسمايش غلظت قندها، چه در داخل بدن و فضايافزا :سابقه و هدف

 ير به توقف اعمال دفاعجن اختلال، منيا، اي گالاکتوزمابت ويدر د. ات و عملکرد سلولها داشته باشديند حي در فرآيرات مخربيتاث
ق، مطالعه اثرات ين تحقيهدف از انجام ا.  باشديان بار آن ميج زي مختلف، از جمه نتايده و ابتلاء به عفونتهاين گردد بيمنيستم ايس

  .  استيط کشت سلوليافته گلوکز و گالاکتوز در محيش يغلظت افزا
 استفاده يهفتگ) Balb/c) ۶-۴تونئال موش خالص نژاد ي پرياز ماکروفاژها.  انجام گرفتي بصورت تجربن پژوهشيا:  مواد و روشها

ا هر دو ي ييبه تنها)  مولاريلي م۳۰ ي مولار اليلي م۵(افته گلوکز و گالاکتوز، يش ي افزايط مختلف حضور غلظتهايسلولها در شرا. شد
از . ط کشت بوديگروه کنترل فاقد هرگونه قند در مح. ديات سلولها استفاده گرديمه ح ادايط کامل کشت سلول براياز مح. دقرار گرفتن
 سلولها توسط آزمون يو و انفجار تنفسيداتيت اکسيفعال. دي استفاده گردLPS و FmlP و PMA منجمله يستم ماکروفاژي سيمحرکها

NBTزان ي را بلع نمودند مي که باکترين درصد سلولهائيا و همچن بلع شده در سلولهيبا شمارش تعداد باکتر.  قرار گرفتيابي مورد ارز
 مک يط کشت به دو روش لوله هايها در محين تعداد باکترييتها توسط تعي فاگوسيقدرت کشندگ. دين گردييک تعيت فاگوستيفعال

  .سه شدي کانت، محاسبه و مقاين کلنيفارلند و همچن
ز گروه کنترل کاهش يط و نير شرايسه با ساي مولار گالاکتوز در مقايلي م۳۰ و ۱۵ر ي تحت کشت در حضور مقاديسلولها: يافته ها
ط کشت همراه با يتها در محين فاگوسيهمچن.  دار بوديرات کاملاً معنيين تغيا. ک را نشان دادنديتي و مورفوژنز فاگوسيچسبندگ
 يقدرت کشندگ.  را با گروه کنترل نشان دادندي داريمعنرات يي بلع شده تغيهاين تعداد باکتريانگيث مي مولار از حيلي م۳۰ يغلظتها

ط، نشان داد يمانده در محي باقيهايث باکتري را از حيتونئال، کاهش محسوسي پريت هايط کشت توسط فاگوسيها از محيحذف باکتر و
 يتهاير در وقوع فعاليدر به تاثط کشت، قايش غلظت قند در محيافزا. ر بوديات چشمگييرن تغيکه با افزاش غلظت گلوکز و گالاکتوز، ا

  .ديو نگرديداتياکس
 گردد يط مختل ميش قند محي، در اثر افزايجمله بلع و قدرت چسبندگاز ک، ي فاگوستي سلولهايي غشايتهايفعال: ينتيجه گير

 ياپرگالاکتوزميابت و هي مکرر در دي وقوع عفونتها. باشديرات نميين تغي تابع اي وقوع انفجار تنفسي برايام رساني پيستمهايکن سيل
  .توز باشديند فاگوسيل اختلال در فرآي تواند به دليم

  .يتونئال، بلع، انفجار تنفسي پريط کشت، ماکروفاژهايون محيکاسگلي :واژگان كليدي
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 تاثير گليکاسيون بر عملکرد فاگوسيتيک ماکروفاژ                                                                           يمجله پژوهش در پزشک/ ٣٠٨

  مقدمه
تركيبات موجود در بدن جانداران، بويژه مولكولها و موادي كه          

  تفاده قـرار  به عنـوان منـابع انـرژي و حيـات سـلول مـورد اس ـ       
مي گيرند، داراي نقش و وظيفـه مشخصـي بـوده و بـالطبع از               

حضور اين مواد در مايعات  . غلظتهاي معين و ثابتي برخوردارند    
در گردش بدن و نيز آب ميان بافتي، نقش مهمي را در حفـظ              

از جملـه مهمتـرين ايـن       . تعادل و عملكرد بافت ايفا مي نمايد      
اس فعاليتهـاي متـابوليكي را      تركيبات، قندها مي باشند كه اس     

 عمده تـرين اخـتلالات مـرتبط بـا     .در سلول تشكيل مي دهند  
تغييــرات غلظــت قنــد، افــزايش گلــوكز در بيمــاري ديابــت و 

  ). ۱،۲(هيپرگالاكتوزميا در نوزادان مي باشد 
كـه عملكـرد   اسـت  مطالعات باليني و آزمايشگاهي نشـان داده    

راد، در هـر دو سيسـتم       بيگانه خواري و دفاع ايمني در اين اف ـ       
بررسـيهاي  ). ۳-۶(اختلال عمده دارد       ماكروفاژي و نوتروفيلي،  

in vitro     فعاليـت  بـر   نيز تأثير قنـدي شـدن محـيط كشـت را
اثر افزايش غلظت . دفاعي سلولهاي فوق به اثبات رسانيده است 

برفرآيند بيگانه خواري، اولـين بـار در        ) گالاكتوز و گلوكز  (قند  
 توســط Ecoli اخــتلال در بلـع بــاكتري   بصــورت۱۹۷۵سـال  

ميلـي   ۵غلظـت   . ماكروفاژهاي خوكچه هندي گزارش گرديـد     
 ميلـي مـولار گـالاكتوز، تـاثير         ۳۰مولار گلوكز بهمراه غلظـت      

يكـي از   ). ۷( معني داري را بر فعاليت فاگوسـيتيك نشـان داد         
 داخل سـلولي  ATP بروز اين اثرات، كاهش ميزان    دلايل عمدة 

ــواد  ــد م ــوزين دي فســفات و  و تولي ــه آدن واســطه اي از جمل
در حضور گالاكتوز، دخول گلوكز . آدنوزين منوفسفات مي باشد

  مسـير گليكـوليز مختــل   . بـه داخـل سـلولها، مهـار مـي شـود      
ــردد ــرد   ). ۲،۸(مــي گ ــه عملك ــق ديگــري نشــان داد ك تحقي

 روزه كه   ۹باكتريسيدي لكوسيتهاي خون محيطي جوجه هاي       
  ). ۹(  كاهش يافته استتشدبه ه اند، رژيم پرگالاكتوزي داشت

 AGE١مطالعات تكميلي در اين زمينه با بررسـي نحـوة توليـد         
قندي شدن آلبـومين بصـورت تـأخيري       . شده است نشان داده   

آنهم در محيط كشت، موجب صدمة فـراوان بـه مكانيسـمهاي            
انفجار تنفسي سلولهاي بيگانه خوار گرديده و وقوع عفونتهـاي          

اتصـال  . بيماران ديابتي توجيه مي نمايـد       را در  مكرر باكتريايي 
AGE بصــورت Scavengerــه ــد O2  ب   ، مســئول توقــف در رون

در چنـين مـواردي، سـلولهاي       . بيگانه خواري سلولها مي باشد    
بيگانه خوار كه تحت تـأثير محركهـاي رايـج ماننـد تركيبـات              
ــاتوان از فعاليــت اكســيداتيو   ــد، ن   فوربوراســتر قــرار مــي گيرن

 در شرايطي كه سلولهاي فوق، تنها بـه دليـل           .)۱۰(ند  مي باش 

                                                 
1 Advanced glycosylation end product 

قندي شدن محيط اطراف و آنهم در طول مدت زمـان كوتـاه،             
 علامتي را دال بر عدم شناسايي عوامل بيگانه  از خود بروز مي            
ــاتوان از   دهنــد، فعاليــت دفــاعي خــويش را از دســت داده و ن

  .)۴( فعاليت باكتريسيدي مي گردند
 بررسي نقش فاكتورهاي قنـدي كننـده   پژوهش حاضر با هدف  

با توجه به حضور غلظتهـاي تحـت        ) گلوكز و گالاكتوز  (محيط  
مولاري آنها كه با همان مقادير پلاسمايي و مايع ميـان بـافتي             

بطوريكه اقدام به كشت . هماهنگي مي نمايد، پايه ريزي گرديد
علاوه بر فعاليتهاي . سلولهاي ماكروفاژي در اين شرايط نموديم 

ــوان كشــندگي و نيــز تغييــرات  ف اگوســيتيك شــامل بلــع و ت
مورفولوژيك سلولهاي تحت آزمـايش، وقـوع انفجـار تنفسـي و        
توان اكسيداتيو سلولها در حضور محركهاي رايج آزمايشـگاهي         

نتايج . ارزيابي گرديد) نيتروبلوتترازوليوم (NBTبه روش آزمون 
 بـا  اين تحقيق گامي است در جهت فهم مكانيسـمهاي مـرتبط    

 وقوع عفونتهـاي مكـرر در بيمـاران ديابتيـك و مبتلايـان بـه      

  .هيپرگالاكتوزميا
  

  مواد و روشها
سـاخت   (RPMI 1640توسـط  : تهيه محيط كشت قندي شده

و مقادير افزاينده از گلوكز و گالاكتوز براساس        ) Gibcoشركت  
ميلي مولار و با محاسـبه وزن مولكـولي قنـد، اقـدام بـه تهيـة                 

محـيط كامـل كشـت     ).۱جدول (ي نموديم  محيط كشت سلول  
ــزاء تكميلــي شــامل    ــواد فــوق و اج  FBS(ســلولي، توســط م

 به دليل بررسي مكانيسمهاي بلـع و        .تهيه گرديد %) ۱۲بميزان
كشــندگي ماكروفاژهــا در مجــاورت بــاكتري از افــزودن آنتــي 

  .بيوتيك به محيط كشت خودداري نموديم
با انجام عمل   : شجداسازي و تخليص ماكروفاژهاي پريتوئن مو     

لاواژ پريتونئال، ماكروفاژهاي محوطه صفاقي موش نژاد خالص        
Balb/C) ۶  بــدين . اخــذ گرديـد )  گـرم ۳۰±۵ هفتـه، بــه وزن

، حيـوان قطـع   Cervical Dislocationصورت كه ابتدا با عمل 
با رعايت شرايط كامل استريليزاسـيون، در زيـر         . حيات گرديد 

 در قطـع ميكروسـرجري،    هود لامينار، توسط وسـايل جراحـي      
مـايع حاصـله از     .  لاواژ گرديـد   ٢ HBSSمحوطه صفاقي با مايع     

سـلولهاي  .  دقيقه سانتريفوژ گرديد   ۱۰ بمدت   g ۴۰۰×لاواژ در   
ته نشين شـده، يكبـار توسـط هـنكس شستشـو و سـانتريفوژ               

سپس اقدام به شمارش سلولها و تعيين وايابيليتي به         . گرديدند
سلولها بايد زنـده    % ۹۵حداقل  ( .يمكمك رنگ تريپان بلو نمود    

 )۱ شماره شکل( ).۱۱( )باشند

                                                 
2 Hanks Buffer Sault Solution 
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•۴ شماره •۲۸سال   ٣٠٩/ دکتر نريمان مصفا و همکاران                                                                                            ٨۳ زمستان  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

با رعايت كامل شرايط    : كشت ماكروفاژها در محيط قندي شده     
ــوص     ــلول، در ظـــروف مخصـ ــت سـ   ) خانـــه اي۲۴(كشـ

Multiplate Tissue Culture Dish   سـاخت شـركت Falcon 
 در هـر  ۳*۱۰۵ تعداد سلولها را در محيط كشت تهيه  شده  به        

 ميلـي ليتـري محـيط    ۲۰۰هـر گـوده بـا       ( گوده، قرار داديـم     
 در اين مرحله سلولها براي انجام مرحله آزمـون، مـورد    .)كشت

در گـوده هـاي مختلـف       . بنـدي قـرار گرفتنـد      تفكيك و گروه  
  .غلظتهاي مختلف قند در نظر گرفته شده بود

  : آزمون تعيين خصوصيات چسبندگي سلولها •
 روش آزمايشگاهي،سلولها تحت تاثير محركهاي مختلف    در اين 

 FLMP: اين محرکها عبارت بودند از    . آزمايشگاهي قرار گرفتند  
 ):ساخت شركت زيگمـا   ،  فورميل ميتونين لوسين فنيل آلانين    (

سـاخت  ،  فوربول ميريستات اسـتات    (PMA؛   ml/۱۰-۶بمقدار  
–دليپو پلي سـاكاري    (LPS؛  ng/ml۲۵۰ بمقدار   ):شركت زيگما 
   .µg/ml ۱۵ بمقدار ):ساخت شركت زيگما، اندوتوكسين

عـاري از هرگونـه محـرك بـوده و             گروه كنترل در اين آزمون،    
براي هر چهار گروه كنتـرل و آزمـايش شـرايط عـاري از قنـد              

  .اضافي نيز در نظر گرفته شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 درجـه   ۳۷ دماي  در  ساعت ۳به مدت  پس ازانكوباسيون سلولها  
ــانتيگرا ــان دس ــتگاه % CO2 ۵، جري  و CO2-Incubatorدر دس

، مايع رويي كشت سلولها كه حاوي محيط %۷۰رطوبت حداقل 
سلولهاي غيرچسبنده بود از ظروف خارج و با شستشو          كشت و 
بطـور     گرم، سلولهاي باقيمانده و غير چسـبنده،         RPMIتوسط  

بـه كمـك ميكروسـكوپ فـاز        . كامل از محيط خارج گرديدنـد     
 فيلد ميكروسكوپي   ۱۰ولهاي چسبنده در حداقل     كنتراست سل 

ميـانگين اعـداد بدسـت      . ، شمارش گرديدنـد   ۴۰با بزرگنمايي   
  ). ۱( محاسبه و ثبت گرديد) چند نوبتدر  (آمده

 
  آزمون برآورد تغييرات مورفولوژيك سلولها •

سلولهاي چسبنده به سطح پلاستيكي محيط كشـت، نشـان از           
  بـا روش   . تيك دارنـد  ظهور خصوصيات ماكروفـاژي و فاگوسـي      

تغييـرات     هـاي زيـر،   معياررنگ آميزي گيمسا و با اسـتفاده از         
  :مورفولوژيك سلولها بررسي شد

 ظهور پاهاي كاذب در سطح بـدن ، تغيير شكل هندسي سلولها   
  . ظهور گرانولهاي سيتوپلاسميك و واكوئولهاي فاگوسيتيكو 

هاي  فيلد ميكروسكوپي براي امتياز بندي بـه سـلول         ۱۰حداقل  
ماكروفاژي كشت شده در سيستمهاي مختلـف مـورد بررسـي           

اخذ نتايج ايـن مرحلـه بـا روش سـيتولوژيك زيـر             . قرار گرفت 
  :امكان پذير گرديد

تغييرات مورفولوژيك فوق را نشان   ،hpfكل سلولهاي % ۲۰ اگر
 كـل  %۸۰و  % ۶۰،  %۴۰ چنانچـه     و  تلقـي گرديدنـد    (+) ،دادند

بـه  وژيك فـوق را نشـان دادنـد         تغييرات مورفول    ، hpfسلولهاي  
  ). ۱۲(  تلقي گرديدند(++++) و (+++)، (++)ترتيب 

ابتـدا پـودر    : تعيين فعاليت اكسيداتيو و انفجار تنفسي سـلولها       
NBT)   با غلظت  ) ساخت شركت زيگماmg۵ ميلـي ليتـر   ۵ در 

سلولهاي ماكروفاژي طبق   . محلول گرديد ) %۹/۰(نرمال سالين   
در . كوباســيون قــرار گرفتنــدبنــدهاي فــوق تحــت كشــت و ان

 مولار از گلوکز و يلي م۰-۳۰ ي مختلف  و در حضور غلظتهايدر مجاورت محرکها Balb/Cتونئال موش ي پري ماکروفاژها-۱جدول 
  . نشان داده شده استده ي چسبين تعداد  سلولهايانگي و ميدرجات تکامل. ديگالاکتوز، کشت گرد

  محرکهاي محيط کشت  محتويات کربوهيدراتي
Control FMLP PMA Endotoxin 

Plate يتعداد سلولها  زگالاکتو  گلوکز 
 M  دهيچسب

 يتعداد سلولها
 M  دهيچسب

 يتعداد سلولها
 M  دهيچسب

 يتعداد سلولها
 M  دهيچسب

۱  ۵  ۵  ۷/۳۷  <+ ۶۴  ++++  ۹۱  ++  ۷۸  +++  
۲  ۵  ۱۵  ۳۹  ++  ۵۳  ++  ۲۹  ++  ۹۳  +  
۳  ۵  ۳۰  ۷۶  +  ۷/۷۷  <+  ۳/۱۰۰  ++  ۱۱۲  +++  
۴  ۰  ۰  ۱۰۸  ++  ۵/۷۳  ++++  ۸۷  ++  ۵/۹۰  +++  
۵  ۵  ۰  ۹۲  + ۵/۶۴  +  ۵/۱۱۳  +++  ۶/۱۰۷  +++  
۶  ۱۵  ۰  ۱۰۰  + ۶/۸۸  +++  ۷/۷۵  +++  ۳۰  ++  
۷  ۳۰  ۰  ۶۸  +  ۷/۴۷  ++  ۳/۷۲  ++  ۴۲  ++  

 
 

  
 حاصل از لاواژ و کشت ي ماکروفاژيسلولها= ۱ شکل

ک و ي علائم تحري که به خوبBalb/C ل موشنئاتويپر
 ونيرسميا) × ۱۰۰( دهند ي را نشان ميچسبندگ
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سيستم مربوط به ارزيابي فعاليت اكسيداتيو، مايع رويي كشت          
 گرم RPMIسلولهاي چسبنده باقيمانده با . سلولها برداشته شد

 لانـدا  ۱۰۰و   RPMI لانـدا از    ۱۰۰به هر گوده    . شستشو شدند 
NBTدقيقه در انكوباتور كشت سلول ۲۰.  محلول اضافه گرديد 

 بار با متـانول     ۳ سپس مايع رويي تخليه گرديد و        .قرار گرفتند 
پس به بررسي سلولهايي كه فعاليت اكسيداتيو       س. شستشو شد 

طبـق روش اسـتاندارد، سـلولهايي كـه در     . پـرداختيم داشتند،  
سيتوپلاسم، رسوب آبي رنگ فورمازان را كه نشانه احياء مـاده           

NBT   بـه روش ديفرانسـيون  . مارش گرديدند است داشتند، ش، 
 سـلول   ۳۰۰حـداقل   . سلولهاي مثبت از منفي تعيين گرديدند      

.  مثبت تعيـين گرديـد     NBT درصد سلولهاي     و شمارش شدند 
بدين ترتيب توان اكسيداتيو هريك از سيستمهاي سلولي تحت 

 ).۱۳( گروههاي مختلف مشخص شد كشت و

  
   :٤ و كشندگي٣انجام تست بلع

 :E coliي تهيه سوسپانسـيون زنـده و متحـرك از بـاكتر     -الف
 سـاعت كشـت   ۲۴ در ژلوز خوندار بمـدت      E-coliكلني ايزولة   

براي .  ميلي ليتر تيوگليكولات استريل شناور گرديد۲ در  وشد
حفظ حيات باكتريها و سلولها، استفاده از ايـن محـيط كشـت             

 ميلـي ليتـر   ۲ در ۶*۱۰۸بمقدار    تيترنهائي،. اجتناب ناپذير بود  
عداد براي استفاده از لوله هـاي       اين ت . محيط تيوگليكولات بود  

  .مك فارلند، تعيين و محاسبه گرديد
لوله محتوي باكتري در دور    :برآورد فعاليت بلع ماكروفاژها    -ب
xg۴۰۰   ته نشين به محيطهـاي  .  دقيقه سانتريفوژ شد۳ بمدت

. كشت سلولي حـاوي غلظتهـاي مختلـف قنـد منتقـل گرديـد        
. ت افزوده شـدند   بلافاصله سلولهاي تحت بررسي به محيط كش      

ــا ســاعت در۳انكوباســيون  ــانتيگراد و  ۳۷ ي دم  دردرجــه س
ــاتور  ــدCO2انکوب ــه و  .  انجــام گردي ــي تخلي ــايع روي ســپس م

سلولهاي چسبنده بهمراه باكتريها بمنظور ارزيابي نتايج، توسط 
توسط ميكروسـكوپ نـوري    . ماده گيمسا رنگ آميزي گرديدند    

 سـلولها مشـاهده     باكتريهاي بلع شـده در داخـل سيتوپلاسـم        
تعـداد متوسـط    .  فيلد بررسي گرديدند   ۱۰ .)۲ شکل(گرديدند  

باكتريهاي بلع شـده توسـط ماكروفاژهـا بـا شـمارش، تعيـين              
 سلول مثبت از حيث بلـع بـاكتري، مـورد     ۱۰۰حداقل   .گرديد

  .شمارش تعداد باكتري در سيتوپلاسم هر سلول قرار گرفتند
بـدين ترتيـب،   . يرفت بار عمل برآورد ميـزان بلـع انجـام پـذ         ۳

يـك از سيسـتمهاي      ميانگين تعداد باكتري بلـع شـده در هـر         
  . قندي شده كشت سلول با سيستم كنترل مقايسه گرديد

                                                 
3 Ingestion 
4 Killing 

ه كمك روش اجرا شـده، درصـد سـلولهاي          بدر همين مرحله،    
.  سلول شمارش گرديـد ۱۰۰مثبت از حيث بلع باكتري در هر        

كنتـرل   سلول براي هـر سيسـتم قنـدي شـده و             ۳۰۰حداقل  
 در اينجا اين نكته را اضافه مي كنيم كه به دليـل   .شمارش شد 

محدوديتهاي آزمايشگاهي و عدم وجود امكانات لازم، تنهـا بـه         
افزدن دو نمونه از غلظت قندها آنهـم بـا مولاريتـه بـالا اقـدام                

 .نموديم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 باكتري  ۶*۱۰۸تعداد   : محاسبه قدرت كشندگي ماكروفاژها    -ج

 .)بند بمشابه (يك ازسيستمهاي محيط كشت گرديد   وارد هر 
بـا اسـتفاده از لولـه هـاي مـك          مايع رويي  ،پس از انكوباسيون  

فارلنــد كــه تعــداد مشخصــي از بــاكتري را در هــر مرحلــه بــا 
 مورد ارزيابي از حيث تعـداد   ،دهد كدورتهاي مختلف نشان مي   

ي، براي اطمينان از خلوص باكتر. فتگرقرار  باكتري بلع نشده    
 EMBاز محــيط كشــت مــك كــانكي و ژلــوز خونــدار و آگــار 

    . استفاده گرديد
براي انجـام مرحلـة تكميلـي بـرآورد خصوصـيت كشـندگي و              
ارزيابي تعداد باكتريهاي زنده در محيط كشت اقدام بـه انجـام            

 ۱۰۷هر كلوني رشد كـرده معـادل        . آزمون كلني كانت نموديم   
داد باكتريهـا، قبـل از      بدين ترتيب تفاوت بين تع    . باكتري است 

آغاز كشت سـلولها و پـس از اختتـام مراحـل آزمـون، تعيـين                
  .گرديد

  

  ها يافته
 نشان مي دهد، سـلولهاي فاگوسـيتيك        ۱همانگونه كه جدول    

پريتونئال، در شرايط كنترل و عـاري از قنـد اضـافي بـالاترين              
درهمين وضعيت محـرك    . ميزان چسبندگي را نشان مي دهند     

FMLP     را در تكامـل و مورفـوژنز سـلولها اعمـال      نقش مهمـي

 

  

ون يکولاسيط گلي ماکروفاژ در شراي سلولها-۲شکل 
قادر به بلع تعداد )  گالاکتوزيغلظت بالا (تط کشيمح

  ملاحظه . ستده ايط گردي محيهاي از باکتريکمتر
 خارج سلولها فراوان ي آزاد در فضايهايشود که باکتري م

  ونيمرسيا) ۱۰۰×(هستند 
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•۴ شماره •۲۸سال   ٣١١/ دکتر نريمان مصفا و همکاران                                                                                            ٨۳ زمستان  

ــدرت PMAنمــوده ســپس اندوتوكســين و در رتبــه بعــد    ، ق
تحريك و ايجاد خصوصيات چسـبندگي را در سـلولها افـزايش       

  . داده است
افزايش غلظت گالاكتوز موجب كاهش تعداد سلولهاي چسبنده 

 ميلي مولار گلوكز ۳۰به سطوح محيط كشت گرديده و غلظت    
ا سلولهاي فاگوسيتيك را فعال ننموده بلكه اثر منفي    نيز نه تنه  

در مجاورت محركهـاي    .  است گذاشتهبرروي مورفوژنز آنها بجا     
، غلظتهـاي مختلـف گلـوكز و گـالاكتوز،       يمختلف آزمايشـگاه  

تغييرات محسوس و چشمگيري را بر مورفوژنز و تكامل سلولها         
 لـيكن . و نيز تعـداد سـلولهاي چسـبنده ايجـاد ننمـوده اسـت             

ملاحظه مي شـود كـه تغييـرات تكامـل سـلولها در مجـاورت               
FMLP             آنهم در غلظتهـاي بـالاي گـالاكتوز و گلـوكز كـاهش 

ستون مربـوط بـه عملكـرد        .نسبتا محسوسي را نشان مي دهد     
اندوتوكسين بر غلظتهاي مختلف قند و نحوة اعمال فعاليتهـاي    

دهد كه افزايش غلظت گلوكز      چسبندگي و مورفوژنز نشان مي    
موجب كاهش تعداد سلولهاي چسبنده   )  ميلي مولار  ۳۰ و   ۱۵(

  . در محيط گرديده است
همانگونه كه در بخش روشـها ذكـر گرديـد، بمنظـور بررسـي              
وضعيت بلع فاگوسـيتها، تعـداد مشخصـي بـاكتري در اختيـار             

دهـد كـه غلظـت       نشـان مـي    ۲جدول  . ماكروفاژها قرار گرفت  
ر پروسـه بلـع     بالاي گلوكز صـدمة عملكـردي محسوسـي را د         

% ۱۹فاگوسيتها در محيط كشت اعمال نمـوده بطوريكـه تنهـا         
در مقايسـه بـا      (بودندسلولهاي فاگوسيت قادر به بلع باكتريها       

 همچنـين    .)محـيط كشـت عـاري از قنـد اضـافي          % ۵/۳۴رقم  
 در مقايسه بـا     ميلي مولار  ۳۰افزايش غلظت گالاكتوز درغلظت   

  لع كننده بميزانمحيط قبلي، موجب كاهش درصد سلولهاي ب
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بر اساس . باشد گرديد كه بسيار محسوس و چشمگير مي      % ۸ 
نتايج بالا، ميانگين تعداد باكتريهاي بلـع شـده در هـر سـلول                

 بـالاتر از ميـانگين تعـداد        يطبيع ـماكروفاژي نيـز در شـرايط       
 ميلي مولار گلوكز و گـالاكتوز       ۳۰باكتري بلع شده در شرايط      

  .اق نسبي با فرايند قبلي دارداست كه انطب
ــه فعاليــت كشــندگي  ۳جــدول  ــوط ب ــانگر مشــاهدات مرب  بي

فاگوسيتها در رابطه با تغييرات تعداد باكتري در محيط كشـت        
بدون در نظر گرفتن يك سيستم كنتـرل،   بدون شک است، كه  

محيط كشـت عـاري از ماكروفـاژ        . داشتخواهد  اعتبار لازم را ن   
   بــراي افـزايش تعــداد بــاكتري  موجـب فــراهم نمـودن زمينــه  

ليكن با توجه به سيستم شمارش بـاكتري در محـيط     می شود   
كشت به روش لوله هاي مـك فارلنـد، باكتريهـاي بلـع نشـده               

 ميلـي مـولار   ۳۰غلظـت  شمارش گرديده و مشخص شـد كـه        
گالاكتوز در مقايسه با محيط عاري از هر گونه قند موجب بقاء            

غلظت . محيط كشت گرديده استتعداد بيشتري از باكتري در   
  .دهد  نشان ميبارزی ميلي مولار گلوكز اين تفاوت را بطور ۳۰

  
ت يدر سه وضع لولهای ماکروفاژیسعملکرد بلع  -۲جدول 

ط کشت ي غلظت بالای گلوکز و مح،غلظت بالای گالاکتوز
  بدون قند اضافی

محتويات 
کربوهيدراتي محيط 

  کشت
  پليت
  

  گالاکتوز  گلوکز

 ميانگين تعداد باکتري بلع
شده در هر سلول 

  ) سلول۱۰۰(ماکروفاژي 

درصد سلولهاي 
بلع شده توسط 

  باکتري

۱  ۰  ۰  ۲۳/۳  ۵/۳۴%  

۲  ۳۰  ۰  ۳۸/۲  ۱۹%  

۳  ۰  ۳۰  ۰۶/۲  ۸%  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  تي فاگوسيون و در طول کشت سلولهايها قبل و بعد از انجام انکوباسير تعداد و بقا باکتدر تفاوت -۳جدول 
  محتويات کربوهيدراتي در

  محيط کشت

  گالاکتوز  گلوکز  پليت

سلول 
  ماکروفاژ

هر تعداد باکتري در 
محيط کشت ميلي ليتر 

  قبل از انکوباسيون

شمارش باکتري در محيط 
کشت روش مک فارلند 

(non-ingested)  بعد از
  انکوباسيون

يط شمارش باکتري در مح
کشت روش کلني کانت 

(Killing) بعد از 
  انکوباسيون

۱  ۰  ۰  +  ۱۰۸×۶  ۱۰۸×۵/۱  ۱۰۷×۲  

۲  ۳۰  ۰  +  ۱۰۸×۶  ۱۰۸×۳  ۱۰۷×۱۱  

۳  ۵  ۳۰  +  ۱۰۸×۶  ۱۰۸×۲  ۱۰۷×۶  

۴  ۰  ۰  -  ۱۰۸×۶  ۱۰۸×۶  ۱۰۷×۴۰  
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 تاثير گليکاسيون بر عملکرد فاگوسيتيک ماکروفاژ                                                                           يمجله پژوهش در پزشک/ ٣١٢

  
  
  
  
  
  
  
  
  
 روش كلني كانـت بـاكتري بـراي هـر محـيط باقيمانـده از               در

ت كشـندگي   شـود كـه فعالي ـ     فعاليت فاگوسيتها ملاحظه مـي    
ماكروفاژها در مجاورت مقادير افزاينده قند بشدت كاهش يافته 
و با ملاحظه نتايج حاصله از محيط كشت عاري از سلول، ايـن             

 ميلـي مـولار     ۳۰غلظت  . اثرات مهاري كاملا مشخص مي شود     
گالاكتوز امكان ادامه حيات و رشـد باكتريهـا را در محيطهـاي          

 ميلـي مـولار     ۳۰ مخصوص بـه شـدت افـزايش داده و غلظـت          
گلوكز نيز به ادامة حيات باكتريها و رهايي از فعاليت كشندگي       

  .می رساندماكروفاژها ياري 
بخش تكميلي اين يافته ها مربوط به برآورد فعاليت اكسيداتيو          

 تغييرات احياء   ۴جدول  . و ادامة انفجار تنفسي فاگوسيتي است     
NBT            نـد   را در سيستمهاي مختلف كشـت همـراه يـا بـدون ق

 و PMA كه نشان می دهداين جدول  . دهد اضافي را نشان مي   
FMLP    بالاترين قدرت فعاليت اكسيداتيو را در سـلولها فـراهم 

ساير اعداد مربوط به درصد سلولهاي احيـاء كننـده          . مي آورند 
NBT          تفاوت قابل تـأملي را در سيسـتم هـاي مختلـف كشـت 

  .سلول نشان نمي دهد
  

  بحث
 رشد و تكامل سلولهاي فاگوسيتيك بر تأثير گليكاسيون محيط 

فعاليــت دفــاعي ايــن ســلولها نشــان داده اســت كــه صــدمات 
عملكردي متعاقب افزايش غلظـت قنـد در اطـراف سـلولها، از             

 ، مسئول بروز عفونتهاي مكـرر در        AGEطريق مكانيسم توليد    
اينكـه ايـن صـدمات در       . بيماريها و ناهنجاريهاي مرتبط اسـت     

   فراينــدهاي بيگانــه خــواري بــه وقــوع كــداميك از مـــراحل و
مي پيوندد انگيزه اصلي در ابداع روش تحقيق در اين كوشـش           

 اجـزاء سـطحي بسـياري كـه مسـئول       بـدون شـک   . بوده است 
ــدازي مكانيســمهاي   ــه و ســپس راه ان   شناســايي عوامــل بيگان
بيگانه خواري هستند تحت تاثير تغييرات غلظت قنـد محـيط،           

وز پديـده اي مهـاري در فعاليـت         دگرگون گرديـده امكـان بـر      
  . گيرندگي آنها وجود دارد

  
  
  
  
  
  
  
  
  

با مطالعة نحوه اثر گليكاسيون بر مراحل مختلف بيگانه خواري         
شامل چسبندگي، تكامل مورفولوژيك، توان بلع و كشـندگي و          
فعاليتهاي اكسيداتيو، بر آن شديم تـا عملكـرد مهـاري پديـدة      

. فاگوسيتيك مطالعه نماييم  فوق را در بخشهاي مختلف اعمال       
با مروري بـر يافتـه هـاي ايـن تحقيـق، مشـخص گرديـد كـه              
غلظتهاي بالاي گالاكتوز و گلوكز مانع چسبندگي و مورفـوژنز          

ايـن مراحـل در رونـد تكامـل         . گردنـد  سلولهاي ماكروفاژ مـي   
التهاب و بكارگيري فاگوسيتها در بدن اهميت ويژه اي داشته و 

  .دنفاع غير اختصاصي محسوب مي شواز مهمترين اركانهاي د
اثر محركهاي آزمايشگاهي در فعاليت فاگوسيتهاي تك هسـته         
كه در اين تحقيق نشـان داده شـده اسـت بـا سـاير مقـالات و           

 كه محرك   FMLP. پژوهشهاي مشابه، هماهنگي و تطابق دارد     
قوي سيستم ماكروفاژها است با وجود غلظت افزاينده گلوكز و          

تـوان عملكـردي ايـن سـلولها را در تمـامي         گالاكتوز همچنان   
  . شرايط افزايش داده است

نتايج حاصله از مراحـل وضـعيت بلـع سيسـتم ماكروفـاژي در             
دهد كـه در افـزايش غلظـت گلـوكز و            محيط قندي نشان مي   

)  ميلـي مـولار بسـنده نمـوديم    ۳۰تنهـا بـه غلظـت      (گالاكتوز  
 تـوان   گالاكتوز. شود سيستم بلع باكتريايي بشدت تضعيف مي     

%). ۸(كنترل كاهش داده است % ۲۵بلع ماكروفاژها را به مقدار 
 محـيط   طبيعـی در سيستم كنترل بلع و با توجـه بـه شـرايط             

كشت تعداد باكتري بلع شـده در مقايسـه بـا افـزايش غلظـت              
ــت ــوكز بالاسـ ــال در  . گلـ ــرر باكتريـ ــاي مكـ وقـــوع عفونتهـ

 يافته فـوق  هيپرگالاكتوزميا، الگويي كاملا بيولوژيك و همراه با   
 ميلـي مـولار     ۵ کـردن كه اضافه   شودلازم است ذكر    . مي باشد 

گلوكز به محيط حاوي گالاكتوز با غلظـت بـالا، موجـب عـدم              
 زيـرا  مـی شـود  استفاده سلولها از گالاكتوز براي تامين انـرژي       

چنانچه گلـوكز اضـافي محـيط وجـود نداشـته باشـد، سـلولها         
انرژي استفاده نمـوده و     مقاديري از گالاكتوز را به عنوان منبع        

  .گردد ترتيب افزايش يافته غلظت گالاكتوز مختل مي

  مختلفطهای قندی ي سلولهای کشت شده در محو و انفجار تنفسیيداتيت اکسيبه منظور برآورد فعال NBTآزمون  -۴جدول 
   مثبت در مجاورت محرکهاNBTدرصد سلولهای   محتويات قندی محيط کشت

 Control Endotoxin PMA FMLP  گالاکتوز  گلوکز  پليت
۱  ۵  ۵  ۷۶ ۷۴ ۷۵ ۷۴ 
۲  ۵  ۱۵  ۶۳ ۷۸ ۷۷ ۷۵ 
۳  ۵  ۳۰  ۵۸ ۷۴ ۶۵ ۶۴ 
۴  ۰  ۰  ۶۷ ۸۳ ۷/۸۴ ۵/۸۱ 
۵  ۵  ۰  ۵/۶۷ ۵۶ ۶۴ ۶۶ 
۶  ۱۵  ۰  ۵۹ ۵۸ ۵۶ ۴۵ 
۷  ۳۰  ۰  ۲/۶۹ ۵/۶۰ ۲/۸۴ ۲/۷۹ 
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•۴ شماره •۲۸سال   ٣١٣/ دکتر نريمان مصفا و همکاران                                                                                            ٨۳ زمستان  

 سلول ۱۰۰ميانگين افزايش يافته تعداد باكتريهاي بلع شده در 
نيز در محيط عاري از قند، بيانگر نقش مهاري قندها در اشغال     

   نشـان   ۳جـدول   . گيرنده هاي لكتيني براي بلع باكتري اسـت       
يهاي محـيط كشـت در صـورت عـدم          مي دهد كه تعداد باكتر    

وجود سلولهاي ماكروفاژي، ثابت و زنـده باقيمانـده و حتـي در     
. محيط كشت باكتريايي، تعداد آنها افزايش بسيار يافتـه اسـت          

باكتريهاي بلـع   غلظت بالاي گلوكز سبب بقاء تعداد بيشتري از 
  بلـع آنهـا     نـاتوان از   نيـز  نشده گرديده اسـت زيـرا فاگوسـيتها       

رد فوق را با شمارش بـاكتري بـه روش    اتوان مو   مي .می باشند 
. مك فارلند در محـيط نرمـال كشـت سـلولي، مقايسـه نمـود              

افزايش غلظت گالاكتوز نيز سبب بقـاء باكتريهـاي بلـع نشـده             
  .توسط سلول فاگوسيتيك، در محيط گرديده است

چه دقيقتر نحوة عملكرد مهـاري قنـدها بـر           بمنظور تعيين هر  
تا باكتريهـاي بلـع نشـده بـا روش            لازم بود  فعاليت فاگوسيتها 

امكان . قرار گيرندكلني كانت، مورد بررسي از حيث بقاء حيات    
دارد فعاليتهاي اكسيداتيو ماكروفاژها، بر حيات آنهـا حتـي در           

 یخارج سلول، تاثير بگـذارد زيـرا روش كلنـي كانـت، بـرآورد        
و صحيح از تعداد باكتريهاي زنده موجود در محيط مـي باشـد             

همانگونه كه ذكر شد مكانيسمهاي فاگوسيتيك و خروج عوامل 
چه در داخل واكوئلها و چه خارج سـلولها اثـرات           سيدال  باكتري

  . كشندگي و انهدامي بر حيات باكتريها اعمال مي نمايد
بيانگر اين است كـه    تفاوت بين اعداد كلني كانت،   ۳در جدول   

يات بـاكتري   وار بر حفظ ح    خ قدرت كشندگي سلولهاي بيگانه   
اين . آنهم در مجاورت قندها، كاهش شديدي را نشان مي دهد         

ــابه مطابقـــت دارد    ــالات و پژوهشـــهاي مشـ ــا مقـ ــايج بـ نتـ
)۲،۴،۸،۵،۷،۹(  .  

يكي از روشهاي آزمايشگاهي بـراي تعيـين فعاليـت كشـندگي      
 است كه ما در اين تحقيـق        NBT ماده    فاگوسيتها، تست احياء  

 یپژوهش مشابه    كه   ودوان ادعا نم  ت مي. از آن استفاده نموديم   
مشابه تقريبا   یالبته در تحقيق  . انجام نگرفته است  در اين راستا    

 اكسيداز، كوشش بسيار ارزنـده اي را        NADPHبا اندازه گيري    
براي تعيين توان اكسيداتيو ماكروفاژها در مجـاورت غلظتهـاي     

 كه ما نـاتوان از اجـراي روش         گرفته است  انجام   یقندمختلف  
 نيـز ارزش والايـي در       NBTليكن تسـت    . هشي فوق بوديم  پژو

جـدول  . تعيين روند اكسيداتيو و انفجار تنفسي در سلولها دارد        
دهد كه با وجود تاثير قابـل ملاحظـه و چشـمگير            نشان مي  ۴

غلظت افزاينده قندها بر مكانيسمهاي فاگوسيتيك، چسبندگي       
درون بخصوص بلع و كشندگي، وقايع اكسـيداتيو كـه كـاملا      و

سلولي مي باشند، تغييرات قابل ملاحظـه اي را در مقايسـه بـا         
 بالاترين اثـر مهـاري      بنابراين. سيستم كنترل نشان نمي دهند    

اين قندها بر مكانيسمهاي وابسته بـه گيرنـده و بـرون سـلولي         
 احتمالا سيستمهاي پيام رساني وابسته به اكسيژن تحت         .است

 ـتاثير ايـن تغييـرات قـرار نمـي گير       پژوهشـهاي مشـابه در   .دن
كـه  اسـت   سلولهاي اخذ شده از مبتلايان به ديابت نشان داده          

 برعكس، فعاليت اكسيداتيو در اين بيماران افزايش مـي يابـد و     
 ايجاد جراحات عروقـي و بـافتي شـرايطي     باعثخوداين عامل  

نتايج ما نيز نشان داد كـه       ). ۱۴( می شود    مانند پاي ديابتيك    
و فاگوسـيتها، دراثـر افـزايش غلظـت قنـد           فعاليتهاي اكسيداتي 
  . کندمحيط تغيير نمي 

اميد است با انجام آزمونهاي دقيقتر در برآورد توان چسبندگي          
لكوسيتها و فعاليت كشندگي فاگوسـيتها ماننـد انـدازه گيـري         
مولكولهاي چسبان و گيرنده هـاي كمكـي سـطح فاگوسـيتها،        

ــا  ــايع گامهــاي مــوثرتري در فهــم مكانيســمهاي مــرتبط ب    وق
  .بيگانه خواري در ديابت و هيپرگالاكتوزميا برداريم
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