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  چكيده
قـارچ كانديـدا    . باشد بيوتيكي مي  ترين آنها آليسين با خواص آنتي      سير، گياهي علفي با تركيبات متنوعي است كه يكي از مهم           :مقدمه

منـي در  هـاي اي  مكانيسم. شود زايي محسوب مي طلب است كه در صورت نقص سيستم ايمني، عامل بيماري          آلبيكنس، مخمري فرصت  
كه مكانيـسم وابـسته      طوريه  كنند ب  وابسته به اكسيژن عمل مي    شندگي وابسته و غير   برابر اين قارچ، ماكروفاژها هستند كه با مكانيسم ك        

شـوند و از ايـن طريـق         هاي فعال اكسيژني و نيتروژني اسـت كـه توسـط ماكروفاژهـاي توليـد مـي                 به اكسيژن، شامل توليد واسطه    
  .برند از بين ميها را  ميكروارگانيسم

تاثير آليسين سير بـر ميـزان       قارچي ماكروفاژها    روي فعاليت ضد   بر ليسين سير آاحتمالي   اثرات مفيد  و با توجه به خواص سير     :هدف
 بيماران داراي نقص سيستم ايمنـي مبـتلا بـه            در درمان  سير  تا شد بررسي    كانديدا آلبيكنس  تريك اكسايد ماكروفاژها در برابر    توليد ني 
  . استفاده قرار گيردديديازيس موركاند

سازي نيتريك اكسايد در برابر كانديـدا آلبيكـنس         فعاليت ماكروفاژها در ميزان آزاد    در اين تحقيق اثر آليسين سير بر         :روش بررسي 
نر بـا   از جنس  Balb/cدست آمد و بر روي ماكروفاژهاي موشه منظور آليسين سير به روش عصاره كلروفرمي ب شود بدين بررسي مي

دار و بدون آليسين با ماكروفاژهـا همـراه           هفته در شرايط آزمايشگاهي اثر داه شد و كانديداآلبيكنس را در دو گروه آليسين              6 - 8سن  
  .دشهاي كنترل مثبت و منفي، ميزان فعاليت ماكروفاژها از طريق توليد نيتريك اكسايد بررسي  كرده و نهايتاً پس از مقايسه با نمونه

پس از بررسي ميزان نيتريك اكسايد توليدي توسط ماكروفاژها، نتايج نشان داد كه آليسين به عنوان يـك مـاده طبيعـي باعـث                :نتايج
كه ماكروفاژهاي همراه شده بـا آليـسين، ميـزان نيتريـك اكـسايد توليـدي                 طوريه  شود ب  تحريك سيستم ايمني در برابر اين قارچ مي       

  .دست آمده هاي كنترل، ب سين، داشتند و اين با مقايسه نتايج به دست آمده از اين دو گروه و گروهبيشتري در مقايسه با گروه بدون آلي
با توجه به اهميت اثر عامل كانديدا آلبينكس در ايجاد كانديد يازيس و احتمال استفاده اين قارچ از مواد مهـاري خـود            :گيري نتيجه

يك اكسايد، همچنين با مقايسه مقالات و نتايج ديگران، به اين نتيجه رسـيديم كـه                جهت جلوگيري از فعاليت ماكروفاژها و توليد نيتر       
 در برابر عوامل كانديـديازيس داشـته   NOثيرات بالايي بر روي فعاليت ماكروفاژها در توليد      اتواند ت  دست آمده از سير، مي    ه  آليسين ب 

  .باشد
  فاژكانديداآلبيكنس، آليسين، نيتريك اكسايد، ماكرو :واژگان گل
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  هشتم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1387بيست و نهم، زمستان  شماره مسلسل

 

. ..ر برتاثير آليسين سيبررسي   

 

  مقدمه
، از خانواده زنبق است كه واجد خواص 1سير

شماري از جمله اثرات ضدويروسي، باكتري،  بيوتيكي بي آنتي
  . ]2،1 [باشد انگلي و قارچي مي

، اسيدهاي )آلئين، آليسين(از تركيبات سير، ارگانوسولفور 
ترين  توان نام برد كه مهم ها را مي آلي، كربوهيدرات و ويتامين

 با وزن مولكولي 2ير مربوط به آليسين يا روغن سيرخواص س
ميكروارگانيسمي را به آن نسبت باشد و خواص ضد  مي3/162

اي از خواص  اين تركيب بخش عمده. ]3[دهند  مي
بيوتيكي خود را از طريق مهار اختصاصي آنزيم استيل  آنتي

كه با مهار اين آنزيم،  طوريه كند ب  سنتتاز ايفا ميAكولين 
و اسيدهاي چرب شده و در نهايت   مهار بيوسنتز ليپيدموجب

  ].3[د شو باعث اختلال در قابليت زيستي سلول مي
يكي از خصوصيات مهم آليسين، قابليت نفوذپذيري و 
عبور از طريق فسفوليپيدهاي غشاء است كه آزادانه از غشاء 

  ].4[شود  عبور كرده و باعث اثر خود مي
لي از مسير، نقش مهمي در آليسين به عنوان يك جزء اص

كند  مهار مرگ سلولي ماكروفاژها در موارد سوء تغذيه، ايفا مي
سازي ماكروفاژها  كه اين تركيب باعث تحريك و فعال طوريه ب

چنين اثرات ايمنومد و لاتوري و   هم].5 [دشو در اين شرايط مي
تنظيمي آليسين روي ماكروفاژهاي پريتوئن موش، نشان از 

 آليسين با اثر تحريكي ]6 [باشد ليت ماكروفاژها ميافزايش فعا
روي ماكروفاژها، باعث افزايش سنتز نيتريك اكسايد ايجادي 

  ].7 [دشو توسط ماكروفاژها مي
 از خواص مهم اين ماده طور كه مطرح شد، يكي همان

ميكروبي و قارچي روغني زردرنگ، مربوط به اثرات ضد
خصوص كانديد ه ها ب باشد و باعث مهار رشد قارچ مي

طلبي   كانديدا آلبيكنس، قارچ فرصت]2،1[شود   آلبيكنس مي
است كه به طور طبيعي در سطح مخاطي افراد سالم وجود دارد 

تضعيف سيستم ايمني، ديابت مليتوس، (و در شرايط مستعد 
بيوتيك  سوء تغذيه، تروما، سرطان خون، استفاده آنتي

  ل شده و باعث يژن تبدبه فرم پاتو) الطيف، نقش كليوي وسيع
  

                                           
1 Allium sativum L.    2 Diallyl thiosulfinate 

  

 ماكروفاژها در برابر كانديدا ]9[د شو هاي مختلف مي بيماري
آلبيكنس نقش اصلي را بر عهده دارند و از طريق توليد نيتريك 

توان ماكروفاژها را كه   مي]10 [كنند اكسايد در دفاع شركت مي
نقش مهمي در جلوگيري از ايجاد كانديد يازيس دارند، فعال 

خواري و  ر اثر فعال شدن ماكروفاژها، اثر بيگانهنمود و د
هاي وابسته به اكسيژن را افزايش داد و به اين ترتيب  مكانيسم

قدرت انهدام كانديد آلبيكنس را در آنها بالا برد بنابراين با 
بخشي بر روي هميت نقش سير و تركيبات آن و اثرتوجه به ا
 در زمينه اثر كروارگانيسمي مختلف، بررسي و تحقيقيعوامل م

آليسين بر روي فعاليت ماكروفاژها و افزايش فعاليت آنها از 
طريق توليد نيتريك اكسايد در نابودي آلبيكنس بسيار حائز 

  .اهميت است

  
  ها مواد و روش

  در]9 [عصارة آبي سير، از قراردادن نيم كيلو سير
دست ه كردن از صافي، ب كن همراه با آب مقطر و رد مخلوط
وفروم و قراردادن در قيف س از همراه كردن كلرآمد و پ
ا اتصال به دستگاه د كه بشعصاره كلروفرمي جدا  ،دكانتور

) آليسين(، عصاره غليظ روغني زرد تا سبز تقطير در خلاء
  .]8[حاصل شد 

مقدار كمي آليسين به روش كروماتوگرافي با كارايي بالا 
HPLC توسط شركت داروسازي كوثر محاسبه شد و   

سپس با  .دست آمده گرم در هر گرم سير ب  ميلي70/1 ± 05/0
هاي   به صفاق موشRPMI-1640 ميكروليتر، 10تزريق 

سازي  د و پس از خارجش تزريق Balb/cآزمايشگاهي 
  اي به ميزان   خانه96ميكروپليت  ماكروفاژها از صفاق، در

  دار  co2ور  ميكروليتر، كشت داده شد و در انكوبات100
  ].9 [دشساعت نگهداري  2 - 6 به مدت گراد  درجه سانتي37

ه ، آزمايش ببررسي اثر آليسين روي ماكروفاژهابه منظور 
   ها، در تمامي چاهك.  انجام شدTriplicateصورت 

، ماكروفاژ، 2×105ميكروليتر از سوسپانسيون اوليه حاوي  100
 ساعت مايع 2به مدت ريخته و پس از قرار دادن در انكوباتور 

هاي ماكروفاژ غيرچسبنده  رويي به منظور جدا كردن سلول
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 ان و همكارسلطاني

 

   ميكروليتر و پس از 10) تست( چاهك اول 3به . دشخارج 
 ساعت قرار دادن در انكوباتور، كانديدا آلبيكنس در 24

  .دشهاي اول و چهارم اضافه  چاهك
جهت تهيه سوسپانسيون قارچ، تعداد قارچ به ميزان 

 تهيه شد و سپس به RMI در يك سي سي 4/1×107
 LPS و γ−INFهاي كنترل مثبت و منفي به ترتيب  چاهك

 ساعت در 24 پس از .دش ميكروليتر اضافه 50به ميزان 
آوري و در فريزر جهت  ها جمع انكوباتور، مايع رويي چاهك

، به آنكه غلظت نيتريت .د شآزمايش نيتريك اكسايد نگهداري 
باشد و ميزان آن توسط  نوان شاخص توليد نيتريك اكسايد ميع

 1/0جهت تهية اين معرف . دشو رنگ سنجي گريس تعيين مي
 100گرم از نفتيل اتيلن دي آمين دي هيدروكلرايد به حجم 

  سي سي رسانده و يك گرم سولفانيل آميد در 
از نيتريت . دش درصد حل 5 سي سي اسيد فسفريك 100

 تهيه منحني استاندارد  به منظور69ولكولي سديم با وزن م
 ميكرومولار تهيه و از 10000هاي   بنابراين غلظت.دش استفاده

 ميكرو مولار تهيه 1000 سي سي برداشته غلظت 1اين غلظت 
  .دش ميكرومولار تهيه 50 رقيق كرده و غلظت 2/1و سپس 

هاي مختلف نيتريت  اساس غلظت سپس منحني استاندارد بر
د كه براي رسم آن خط رگرسيون و معادله خط از شسيم سديم تر

 معادله خطي رگرسيون در سنجش .د استفاده شExcelافزار  نرم
  :غلظت نيتريك اكسايد ماكروفاژ به قرار زير است

 C=98/131 X-0/1338 × OD 

هاي  گيري نيتريك اكسايد تمام ميكروتيوپ براي اندازه
 - 700در دور ي كشت سلولي يك دقيقه يحاوي محيط رو

هاي و مايع رويي كشت  سپس از غلظت. دش سانتريفوژ 600
ها ريخته   ميكروليتر از هر كدام در چاهك100سلولي به ميزان 

 ميكروليتر معرف گريس اضافه كرده و پس از ده دقيقه 100و 
هاي ارغواني بر اساس  انكوباسيون در دماي اتاق، طيفي از رنگ

 نانومتر و فيلتر 540با طول موج ميزان نيتريت ايجاد شد كه 
  توسط دستگاه ) OD( نانومتر ميزان جذب 630مرجع 

ELISA reader خوانده شد و منحني استاندارد بر اساس 
  ها با استفاده از عدد  هاي نيتريت موجود در نمونه غلظت

OD در معادله خطي رگرسيون محاسبه و به صورت 
  ].11 [دشبيان ميكرومولار 

  

  نتايج
هاي آزمايش  هر يك از نمونه) جذب (OD دادنرار با ق

د شها محاسبه  در معادله خط رگرسيون غلظت نيتريت نمونه
نتايج در  .كه به عنوان شاخصي از نيتريك اكسايد هر نمونه بود

  . آمده است1جدول شماره 
اكسايد معادله خطي رگرسيون در سنجش غلظت نيتريك 

  :ماكروفاژ به قرار زير است
C = 98/131 X – 0/1338 × OD  

  

  

  دار و بدون آليسين در كشت ماكروفاژ و سنجش ميزان جذب نيتريك اكسايد  مقايسه بين دو گروه آليسين-1  شمارهجدول
  موش

  3  2  1  گروه
193/0  331/0  235/0  
+ آليسين+ ماكروفاژ(ميزان جذب نيتريك اكسايد در نمونه آزمايش   195/0  327/0  230/0

  240/0  335/0  191/0  )كانديدا آلبيكنس
083/0  152/0  092/0  
+ ماكروفاژ(ميزان جذب نيتريك اكسايد در نمونه بدون آليسين   097/0  146/0  095/0

  930/0  149/0  088/0  كانديدا آلبيكنس
220/0  305/0  240/0  
 -LPS+ γ+ ماكروفاژ (ميزان جذب نيتريك اكسايد در كنترل مثبت   210/0  301/0  150/0

rINF(  180/0  303/0  260/0  
092/0  114/0  114/0  
  )ماكروفاژ( ميزان جذب نيتريك  اكسايد در كنترل منفي   108/0  111/0  091/0
093/0  112/0  110/0  
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. ..ر برتاثير آليسين سيبررسي   

 

دار نسبت به گروه بدون   گروه آليسينميزانبراي مقايسه 
استفاده   Kruskal – Wallisآليسين ابتدا از آزمون ناپارامتري

   و با استفاده از 2  شمارهبه جدول با توجه .كنيم مي
0Pvalue =  05/0 و با توجه به اينكه اين مقدار كمتر از 

   .شود  رد ميH0باشد پس فرض  مي
 :  در ذيل آمده است آنهاي كه فرض

       ji

jijiH

H

≠

=≠

===

                          

         43211

43210

,,,,:

:

µµ

µµµµ

 
 نيز انجام ANOVAبراي اثبات درستي آزمون بالا آزمون 

 رد H0 آن، مجدداً فرض Pvalue=0شد كه با استفاده از 
   .)3 و 2جداول شماره  (شود مي

صورت تك تك از روش ه ها ب براي مقايسه بين گروه
bonferroni عنوان مثال ه ب. )4  شمارهجدول (دش استفاده

دست آمد و چون اين ه  ب86/13 اختلاف 2 با گروه 1گروه 
احد  و86/13، 2 از 1اختلاف مثبت است يعني ميانگين گروه 

گيريم كه آليسين داراي اثر تحريكي  بيشتر است پس نتيجه مي
بيشتر در مقايسه با گروه بدون آليسين بر روي ماكروفاژها 

در مقايسه . ، مصداق اين گفتار است=Pvalue 0 داشته است و
د ولي با توجه ش مشاهده 17/1، اختلاف ميانگين 3 با 1گروه 
نگين دو گروه با هم برابر  است، قوياً ميا=Pvalue 1 كه به اين

اينترفرون گاماوليپوپلي ساكاريد باكتري است و اين دليلي بر اثر 
   در حالت كلي گروه .باشد  درگروه كنترل مثبت ميگرم منفي

  . از نظر ميانگين، با هم اختلافي ندارند4 با 2 و گروه 3 با 1
  

  

  
  )ها بندي رتبه( آزمون ناپارامتري - 2جدول شماره 

  تعداد  شاهده شدهگروه م
Mean rank 

  )ميانگين(

1  9  06/28  

2  9  28/9  

3  9  83/36  

4  9  83/9  

    36  كل

 
   ANOVA آزمون- 3جدول شماره 

Sig 
(Pvalue) 

F 
 )آزمون فيشر(

 ها ميانگين
Df 

 )درجه آزادي(
  ها مجموع ميانگين

مشاهدات 

 طرفه يك

 ها بين گروه 197/1672 3 398/557 510/29 000/0

 ها درون گروه 422/604 32 888/18  

 كل 616/2276 35   
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  )مقايسه چندگانه( bonferroni  روش– 4جدول شماره 
   درصد95درصد اطمينان 

(J) گروه (I)اختلاف ميانگين    گروه(I-J)  ضريب خطا  Sig  
(Pvalue)  تر از حد پايين  از حدبالاتر 

2  86556/13  04875/2  000/0  6273/19  1038/8  
3  17778/1  04875/2  000/1  9396/6  5840/4-  
4  50778/14  04875/2  000/0  2696/20  7460/8  
1  86556/13-  04875/2  000/0  1038/8-  6273/19-  
3  68778/12-  04875/2  000/0  9260/6-  4496/18-  
4  64222/0  04875/2 000/1  4040/6  1196/5-  
1  17778/1-  04875/2 000/1  5840/4  9396/6-  
2  68778/12  04875/2 000/0  4496/18  9260/6  
4  33000/13  04875/2 000/0  0918/19  5682/7  
1  50778/14-  04875/2 000/0  7460/8-  2696/20-  
2  64222/0-  04875/2 000/1  1196/5  4040/6-  
3  33000/13-  04875/2 0  5682/7-  0918/19-  

  

 بحث

 روي ثير آليسين سير براهدف اصلي اين مطالعه، بررسي ت
امروزه با . ها كروفاژها در برابر كانديدا آلبيكنس است فعاليت

ها به انواع داروهاي  ارگانيسمتوجه به افزايش مقاومت ميكرو
هاي  ها در عفونت ميكروبي و مشكلاتي كه اين سويهضد

 ،كنند افراد دچار ضعف سيستم ايمني ايجاد ميدربيمارستاني و 
يد بيشتر مطرح  جد گياهيلزوم توجه بيشتر به داروهاي

هايي كه در گذشته انجام شده نشان  نتايج پزوهش .دشو مي
قارچي هاي گياهي اثر ضد كه حداقل تعدادي از عصاره دهد مي

توانند خيلي سريع نشان دهد و اين مزيت بسيار  خود را مي
آيد  مهم در استفاده از آنها براي مقاصد درماني به شمار مي

باعث افزايش قدرت انفجار آليسين چنين  هم .]15،14،11[
هاي ماكروفاژها در برابر كانديدا آلبيكنس  اكسيدايتوي و پاسخ

  مثلتوليد فاكتورها و سيتولين هاي ماكروفاژي و شود مي
H2O2 و IL1  تركيبات سير باعث  .]17،18[ دده ميرا افزايش

   با .]19[شود  هاي ايمني مي افزايش قدرت فاگوسيتوزي سلول
  

  

زيرا  شود اثر تقويتي سير و آليسين بيشتر نمايان مياين ديدگاه 
هاي فاگوسيتوري ماكروفاژها و ترشح  باعث تقويت فعاليت

ها نشان داده شده كه  بررسي .شود مي آنها ثروفاكتورهاي م
سازي  توان مواد طبيعي همچون آليسين را جهت فعال مي

 γ−INFماكروفاژها جايگزين عوامل مختلفي هماند 
 نمود، تا در افراد با نقص ]BCG ]18،19و ) اينترفرون گاما(

هاي مختلف و  سيستم ايمني كه احتمال بروز بيماري
طلب از جمله كانديدا آلبيكنس زياد  هاي فرصت عفونت

باشد، لازم است قبل از برخورد با اين عوامل عفوني بدن  مي
عث د و باشوهاي سيستم ايمني تقويت  آنها توسط محرك
چنين نتايج حاصله از   هم.دشوها در افراد مستعد  كاهش اين بيماري
هايي است كه محققين در گذشته   مشابه پژوهشتحقيق حاضر كاملاً

با استفاده از . نها اشاره شدآدر بالا به برخي از  اند و انجام داده
ليسين سير قويا، فعاليت هاي آماري اثبات شد كه آ آزمون
اين كه  شود پيشنهاد مي .دهد را افزايش مي وفاژكانديدايي ماكرضد

 .مورد ارزيابي قرار گيرد نيز in vivoآزمايش به صورت 
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  هشتم، دوره اول، امه گياهان دارويي، سال فصلن
  1387بيست و نهم، زمستان  شماره مسلسل

 

. ..ر برتاثير آليسين سيبررسي   
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