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هاي دريافت كننده الگوي سايتوكايني در ماكروفاژهاي رت
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ايران–تهران ، مركز تحقيقات بيولوژي مولكولي، )عج(دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله :آدرس مكاتبه

دهـچكي
. فرايند التهاب مزمن و حاد ازجمله التهاب ناشي از گاز خردل دارند سايتو كاينها نقش مهمي در مقدمه،

: رتهاي دريافت كننده سولفور موستارد از لحاظ سايتو كاينهايدر اين مطالعه پاسخ ماكروفاژهاي بدست آمده از: روش

و فاكتور ) TNF-α(نده تومور ، فاكتور نكروز كن)IL-12 (12- ، اينترلوكين)IL-6 (6- ، اينترلوكين)IL-1β( بتا 1-اينترلوكين 

 سر رت ار طريق استنشاقي درمعرض يك دوز سولفور موستارد قرار گرفت و با 12. بررسي شد) TGF-β(تغيير دهنده رشد 

 ماه پس از آلودگي با گاز خردل رتها از طريق بيهوشي كشته و ماكروفازهاي 6 و 4و 2در فواصل . گروه كنترل مقايسه شدند

ماكروفاژهاي بدست آمده پس از سه بار شستن، شمارش و به تعداد يك ميليون سلول در . ها بدست آمدصفاقي و ريوي آن

پس از مدت مذكور .  كشت داده شدندCO2% 5 درجه سانتي گراد و 37 ساعت در 24 خانه بمدت 24چاهك در ميكروپليتهاي 

. مايع رويي را برداشته و بروش الايزا سايتوكاينها اندازه گيري شدند

 ماه اختلاف معني داري در 4پس از . در مقايسه با گروه كنترل معني دار نبود) IL-6 )P<0/01 ماه بجز2نتايج پس از :نتايج

بيشترين افزايش در مقدار . P<0/001)( در مقايسه با گروه كنترل مشاهده شدTGF-β, IL-6, IL-12, IL-1βسايتو كاينهاي 

IL-6براي ماكروفاژهاي ريوي % 29/64فاژهاي صفاقي و براي ماكرو% 6/54(  مشاهده شد)P<0/001.( نتايج حاصل پس از

). TNF-αبراي P<0/05(نشان داد ) P<0/001( ماه اختلاف معني داري را درترشح تمام سايتو كاين هاي صفاقي و ريوي 6

بود % 83/69 و براي نوع ريوي %3/84 بدست آمد كه براي نوع صفاقي اين افزايش برابر با IL-6بيشترين افزايش در مورد

)P<0/001 .(د متفاوت از گروه كنترل مي باشدبحث، درمجموع مقادير سايتو كايني در گروه دريافت كننده سولفور موستار.

 بنابر اين مي توان نتيجه گرفت كه بخشي از اثرات طولاني مدت گاز خردل مي تواند ناشي از تغيير در مقدار :نتيجه گيري

. و كاين ها باشدترشح سايت

.TGF-β, TNF-α IL-1β, IL-6, IL-8 سولفور موستارد، ماكروفاژ ، :گل واژگان
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مقدمه
سولفور موستارد يك عامل آلكيله كننده الكتروفيليك با 

خواص موتاژنيك كارسينوژنيك سايتوتوكسيك و تاول 

اثرات سايتو توكسيكي عوامل آلكيله كننده بر روي . زاست

DNA, RNA پروتئين ها مي تواند منجر به آسيب هاي  و

با اين وجود اثر ).1- 3(موتاژنيك و نهايتا مرگ سلولي شود 

سولفور موستارد بر پاسخ هاي ايمني كمتر مورد مطالعه قرار 
اخيرا مطا لعات پراكنده اي بر روي پارامترهاي .گرفته است

ايمونولوژيك شامل نقش سايتو كاينها در آسيب هاي ريوي، 

). 4(يجاد نقص ايمني مزمن انجام گرفته است و ا
تحقيقات همچنين نشان داده كه سايتوكاينهاي پيش التهابي 

 باعث افزايش پاسخ هاي بافتي IL-1β, IL-6, TNF-αنظير 

موضعي از قبيل افزايش درجه حرارت، گشادي عروق ، 

بازگشت سلولهاي پيش التهابي و نابودي ميكروارگانيسمها 

نشان دادند ) 5( و همكارانشPapirmeiter).4(مي شوند 

كه اثرات سايتو توكسي سيتي سولفور موستارد وابسته به 

الكيلاسيون در سلول هدف بوده بنابر اين در كنترل فرايند 

در اين فرايند مجاري .سلولهاي عادي اختلال ايجاد مي كند

). 6- 8(تنفسي بيشتر از همه تحت تاثير قرار مي گيرند 

و آزمايشگاهي ) 10و9(كمي در مدل هاي حيواني مطالعات 

در سلولهاي اپي تليال تنفسي بعنوان هدف اصلي سولفور 

تحقيقات در مورد ). 12و11(موستارد انجام گرفته است 
اثرسولفور موستارد روي سلولهاي اپي تليال تراشه نشان داده 

كه دوز كم سولفور موستارد باعث آپوپتوزيس شده در حاليكه 

در ). 13و14(ي بالاتر منحر به نكروز سلولي مي شود دوزها
كارگران ژاپني كارخانجات توليد كننده گازهاي شيميايي 

افزايش مرگ در اثر بيماري هاي ريوي و همچنين افزايش 

 و Manning). 15(برونشيت مزمن گزارش شده است 

همكارانش نشان داده اند كه پنوموني تنها علت مرگ در 

خانجات توليد سولفور موستارد در انگليس كارگران در كار

عده اي از محققين نيز نتايج مشابهي در ).16(بوده است 

). 18و17(مورد اثرات گاز خردل در ريه نشان داده اند 

تحقيقات همچنين نشان داده كه مرگ سلولي ناشي از 

نكروز تاخيري مي باشد سولفور موستارد بدليل آپوپتوزيس سريع و
د مطالعات كمي درمورد اثرات گاز خردل بر سيستم هر چن). 14(

ايمني صورت گرفته است با اين وجود مطالعات آزمايشگاهي روي 

سلولهاي منو نوكلئر نشان داده كه مرگ سلولي وابسته به زمان 
 ثابت كرده كه سولفور موستارد باعث Cowan). 19(مي باشد 

سايت اپي  توسط سلولهاي كراتينو8-افزايش ترشح اينترلوكين

او همچنين نشان داده كه . درمال انساني در محيط كشت مي شود
بر اثر پيش التهابي ) ماركر(اين افزابش مي تواند يك نشانگري 

در معرض قرار دادن كراتينو سايت ). 17(سولفور موستارد باشد 

گاز خردل در محيط  ميكرومولار100هاي اپي درمال انساني به
 شده است، در IL-8 افزايش  ساعت باعث24كشت بمدت 

). 21(صورتيكه در غلظتهاي بالاتر باعث كاهش آن شده است 

) 22(سولفور موستارد همچنين باعث تحريك فاگوسيتوزيس شده 

باعث افزايش درصد مونوسيتها و لنفوسيتهاي و در طولاني مدت

TCD3
CD16 و كاهش درصد سلولهاي +

 در بيماران شده است +

 نشان داده است كه مقدار يك Lardotي ديگر در مطالعه ا). 23(

 توسط IL-8مولار سولفور موستارد باعث افزايش ترشح 

1درحاليكه غلظتهاي كراتينوسايتهاي انساني در محيط كشت شده

 ميكرو مولار تغيير معني داري در مقايسه با گروه كنترل 10و 

). 24(ايجاد نكرده است 

150فاژ با ترشح بيش از از طرف ديگر سيستم مونوسيت ماكرو

ماده ترشحي نقش مهم و مركزي در شروع پاسخ هاي التهابي
بافتي در بيماري داشته و در بعضي از حالات باعث آسيب هاي

بنابر اين اثر سولفور موستارد بطور . هاي خود ايمني مي شود

مستقيم يا غير مستقيم بر روي ماكروفاژها مي تواند باعث تغييراتي 
هاي ايمني شود و همين موضوع انگيزه اي بر مطالعه اثر در پاسخ 

گاز خردل بر سايتو كاينهاي مترشحه توسط ماكروفاژهاي صفاقي 

. و ريوي در اين تحقيق بود

هامواد و روش
 تايي 12 گرم وزن در دو گروه 150 هفته سن و 8 سر رت نر با 24

ته بعد از بدست آوردن نظر كمي. كنترل و تست انتخاب شدند

دانشگاهي براي حفاظت حيوانات آزمايشگاهي، رت ها در قفس 
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12. هاي بدون گرد و غبار و با بستر مناسب نگه داري شدند
 دقيقه30سر رت در گروه تست در جعبه هاي كوچك بمدت 

 گاز خردل در mg/m33/42بصورت استنشاقي در معرض

30 سر رت گروه كنترل بمدت 12). 25(استون قرار گرفتند 
بدليل ادامه مرگ . دقيقه فقط در معرض استون قرار گرفتند

رت ). 26( ماه متوقف شد 6 ماه مطالعه پس از 6حيوان بعد از 

با گاز خردل با استفاده از اتر  ماه پس از آلودگي6، و 4، 2ها 
. كشته و ماكروفاژهاي آنها بروش معمول تهيه شد

روش تهيه ماكروفاژ

 ميلي ليتر محلول 50 مقدار:ماكروفاژهاي صفاقي

PBS سرد را بداخل صفاق رت تزريق كرده و پس از ماساژ 

سطح پريتوان به منظور آزاد سازي هرچه بيشتر ماكروفاژهاي 

صفاقي به كمك پيپت پلاستيكي مايع داخل صفاق جمع 

 درجه سانتي 4(آوري و به لوله هاي سانتريفيوژ در شرايط يخ 

g1500 سرد با دور PBSار با  ب3سلول ها . انتقال يافت) گراد

در مرحله آخر مايع رويي را دور ريخته و . سانتريفيوژ شدند

RPMI1640رسوب سلولي ته لوله را در محيط كشت 

 و مقدار مناسب آنتي بيوتيك معلق FCS % 10حاوي 

پس از آن سوسپانسيون سلولي تهيه و درصد سلول .نموديم

. رش شدزنده بروش محلول رنگي ترپان بلو شما

 سرد PBS ميلي ليتر 10مقدار :ماكروفاژهاي ريوي

 بار 6را بĤرامي از طريق تراشه بداخل ريه تزريق كرده و با 

مايع لاواژ تهيه و به لوله تكرار و مكش مايع تزريقي

 سرد و PBSمايع لاواژ را سه بار با .سانتريفوژ انتقال يافت

ه و نهايتا  دقيقه شست5 بمدت g1500سانتريفوژ در دور 
 % 10 حاوي RPMI1640رسوب سلولي را در محيط كشت 

FCSپس از آن .  و مقدار مناسب آنتي بيوتيك معلق نموديم

سوسپانسيون سلولي تهيه و درصد سلول زنده بروش محلول 
. رنگي ترپان بلو شمارش شد

سلولهاي هر حيوان در دوگروه را جداگانه :كشت سلولي

 يك ميليون سلول در يك ميلي شمارش نموده و به تعداد
24ليتر محيط كشت كامل به هر چاهك ميكرو پليت هاي 

 درجه 37 ساعت در 2سلولها بمدت . خانه انتقال داده شدند

 ساعت به 2پس از . انكوبه شد ندCO2% 5سانتي گراد در حضور 
مايع رويي هر ) غير ماكروفاژ(منظور حذف سلولهاي غير چسبنده 

برداشت و بيرون ريخته و چاهك ها سه بار با چاهك را بĤرامي 

PBSبه سلولهاي چسبيده به ته پليت .  گرم شسته شد ند
10يك ميلي ليتر محيط كشت كامل حاوي ) ماكروفاژها(

 ساعت در شرايط فوق انكوبه 24 اضافه و بمدت LPSميكروگرم 

 ساعت مايع رويي هر چاهك را جداگانه برداشت 24پس از .شدند
ه هاي اپندورف انتقال داده و مقادير سايتو كاين هر نمونه و به لول

 Bender Med Systemبروش الايزا و با استفاده از كيت

Company, USAاندازه گيري شد .
 و روش Mynova با استفاده از نرم افزار :روش آماري

Anova داده هاي بدست آمده آناليز شدند1 مدل .

نتايج
ق گاز خردل در بر هم زدن نظم بيشتر نتايج نشان داد كه اسنشا

سايتوكاين هاي مترشحه توسط ماكروفاژهاي صفاقي و ريوي 

 ماهه اختلاف معني داري را در 2نتايج پس از بررسي . دخالت دارد

P<0/01(بين گروه كنترل و گروه تست نشان داد  IL-6ترشح

).  براي ماكروفاژهاي ريويP<0/001براي ماكروفاژهاي صفاقي و 

 ماه مورد آزمايش قرار گرفتند، 4 آن گروه از رتها كه پس از در

اختلاف معني داري بين گروه تست و كنترل از لحاظ ترشح 

TGF-β, IL-6, IL-12,IL-1β توسط هر دو ماكروفاژهاي صفاقي
). 2و1و شكل 1جدول ) (P<0/001(و ريوي مشاهده شد 

ه به ترتيب  مشاهده شدكIL-6بيشترين تغييرات افزايشي در مورد 

براي ماكروفاژهاي صفاقي و ريوي بود  درصد29/64و 67/54برابر 
)P<0/001 .( ماه اختلاف معني داري را در تمام 6نتايج پس از 

سايتو كاين هاي مترشحه توسط ماكروفاژهاي صفاقي و ريوي 

 ماه نشان داد كه بيشترين 6نتايج پس از ). P<0/001(نشان داد 
اصل شده كه اين افزايش براي حIL-6افزايش در مورد 

% 83/69و براي ماكروفاژهاي ريوي % 3/84ماكروفاژهاي صفاقي 

). 2و1 و شكل 1جدول (بود 
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. مترشحه توسط ماكروفاژهاي صفاقي و ريوي در مقايسه با گروه كنترلهايدرصد تغيرات سايتوكاين. 1جدول 
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* P<0.001, ** P<0.01

.گاز خردل  ماه پس از تماس با 6ويا 4و2به ليپو پلي ساكاريد ترشح سايتو كاين ها توسط ماكروفاژهاي صفاقي رت در پاسخ. 1شكل 

*p<0.001 , **p<0.01
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. ماه پس از تماس با گاز خردل 6ويا 4و2به ليپو پلي ساكاريد ترشح سايتو كاين ها توسط ماكروفاژهاي ريوي رت در پاسخ. 2شكل 

*p<0.001 , **p<0.01

بحث
نتايج بدست آمده در اين تحقيق نشان داد كه گاز خردل 

دن سطح سايتو كاين هاي مترشحه توسط باعث بهم خور
در تاييد نتايج بدست . ماكروفاژهاي صفاقي و ريوي مي شود

 ثابت نموده كه سولفور Levitt(27)آمده در اين مطالعه 

 ميكرومولار باعث تحريك 50 تا 25موستارد در دوزهاي 
اوليه سلولهاي بيگانه خوار در توليد و ترشح واسطه هاي 

 تا 50 اكسيژن مي شود ولي در دوزهاي شيميايي وابسته به

. باعث آپوپتوزيس در همين سلولها مي شودميكرومولار100
بنابراين دانستن مكانيزم هايي كه طي آن سولفور موستارد 

باعث فعاليت سلولهاي بيگانه خوار يا عمل آپوپتوزيس مي 

شود در درمان التهاب حاصل از تماس گاز خردل بسيار موثر 
.مي باشد

ا توجه به گزارش ها مبني بر اينكه نيتريك اكسايد مترشحه ب

توسط ماكروفاژها در آسيب هاي ناشي از گاز خردل موثر مي باشد 

)28 (Sawyer و همكارانش )نيز ثابت كرده اند كه )31-29
آنالوگ آرژينين و مهار كننده  ((L-NAME)سلولهاي تيمار شده با 

حالت وابسته به غلظت باعث در )آنزيم سنتز كننده نيتريك اكسايد

حفاظت عليه توكسي سيته ناشي از گاز خردل در محيط كشت مي 
. شود

 موثرنرين دارو در ايجاد حفاظت عليه L-NAMEاز طرف ديگر 

توكسي سيته ناشي از گاز خردل شناخته شده است، لذا ماكروفاژ با 
 ماده پروتئيني و غير پروتئيني اصلي ترين 150تو ليد بيش از 

در اين مطالعه ما مقدار . لول در توليد نيتريك اكسايد مي باشدس

نيتريك اكسايد را اندازه گيري نكرديم ولي وقتي ماكروفاژها 

 ,IL-1β, IL-6تحريك مي شوند همرا ه با ترشح سايتو كاين هاي
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IL-12, TNF-α در تاييد .نيتريك اكسايد نيز ترشح مي كنند
 ثابت نموده كه Levittنتايج بدست آمده در اين مطالعه 

سولفور موستارد ماكروفاژها را در توليد و ترشح واسطه هاي 

 IL-6در اين مطالعه . (27)شيمايي تحريك مي كند 
بيشترين افزايش را در پاسخ به سولفور موستارد داشته كه با 

 يك بيو ماركر در IL-6يافته هاي ديگران كه ثابت نموده اند 

). 28(دل مي باشد مطابقت دارد مدل هاي آلودگي با گاز خر
 و Sabourinنتايج بدست آمده در اين تحقيق با يافته هاي 

 را نشان داده IL-1β, IL-6, IL-8همكاران نيز كه افزايش 

 IL-6آنها در گزارش خود نشان داده اند كه. اند مطابقت دارد
مي تواند بيوماركر خوبي در ارزيابي داروهاي ضد التهابي در 

باتوجه به اثر فيد . عات ناشي از گاز خردل باشددرمان ضاي

، مي توان )35(در ترشح نيتريك اكسايد IL-6بك منفي 

گفت كه نيتريك اكسايد احتمالا مسئول بخشي از آسيب 

 با تنظيم منفي توليد IL-6هاي ناشي از گاز خردل بوده و 

نيتريك اكسايد تلاش ميكند كه نقش مخرب سولفور 

د آسيب هاي بافتي از طريق نيتريك موستارد را در ايجا

-ILبعبارتي ماكروفاژها با توليد و ترشح . اكسايد كاهش دهد

 بر ماكروفاژها در IL-1β سعي ميكنند كه اثر تحريكي 6

). تنظيم خود بخودي(توليد نيتريك اكسايد را كنترل كنند 

IL-1β يك محرك قوي در توليد نيتريك اكسايد توسط 

 مشاهده مي شود 1انطور كه در جدول ماكروفاژها بوده و هم

 مترشحه توسط IL-1βكاهش قابل توجه اي در سطح 

ماكروفاژهاي صفاقي و ريوي بوجود آمده كه احتمالا مي 

تواند دليلي بر نقش مهم ماكروفاژها در توليد آسيبهاي بافتي 

. متعاقب آلودگي با گاز خردل باشد

يد  نيز با تولTh1 , Th2از طرف ديگر سلولهاي

در اين .سايتوكاينهايي اعمال ماكروفاژها را كنترل مي كنند

-IL عقيده دارد كه افزايش بيش از حد Qabar(36)رابطه 

-IL-6, IL توليد و ترشح سايتوكاينهاي پيش التهابي نظير10

در اين مطالعه .  را پس از آلودگي با گاز خردل مهار مي كند8

 ,IL-12 مقدار ترشح دو سايتوكاين نتايج نشان ميدهد كه

TGF-β ماه افزايش داشته اند كه دليلي بر 6 و 4بعد از 

از طرفي با . نوتركيبي ژني پس از آلودگي با گاز خردل مي باشد
نقش مهمي در جذب سلولهاي لكوسيتي در  IL-8 توجه به اينكه

 متعاقب IL-8انسان دارد بنابر اين به نظر مي رسد كه افزايش 

. گي با گاز خردل نشان دهنده حوادث التهابي زود رس باشدآلود

Rikimaru et al. (37)Tanaka et al. نيز ترشح واسطه (38)

هاي شيميايي در كشت بافتهاي پوستي در معرض خردل را نشان 

بعضي از محققين نيز در مطالعه اي بر روي جانبازان . داده اند
 در مقايسه با TGF-βشيميايي اختلاف معني داري را در سطح 

آنها همچنين گزارش نموده اند ). 39(گروه كنترل نشان داده اند 

كه تجويز گاما اينترفرون مي تواند در كاهش التهاب بافتي اين 
. گروه از جانبازان مفيد باشد

گزارشاتي نيز مبني بر مهار پاسخ هاي ايمني متعاقب آلودگي با گاز 

لعه نتايج نشان ميدهد كه مقدار در اين مطا). 40(خردل وجود دارد 

TGF-β , IL-12 ماه از آلودگي با گاز خردل افزايش 6 و 4 پس از 

بنابراين با توجه به نتايج بدست آمده . قابل ملاحظه اي داشته است

-TGF-β, IFNساير همكاران مبني بر دخالت در اين تحقيق و

γظر در آسيب هاي بافتي ناشي از گاز خردل در طولاني مدت بن

 و ماكروفاژ وجود Tميرسد كه ارتباط نزديكي بين سلول هاي

-IL نيز نشان داده كهQabar(36)در تاييد اين نظر .داشته باشد

10, TNF-α  مي توانند اجزاء خوبي در درمان آسيب هاي ناشي از

-TNFدر اين مطالعه اثر سولفور موستارد بر ترشح. خردل باشند

α با گروه كنترل معني دار نبودولي  ماه در مقايسه 4 و2بعد از

افزيش در % 75/3( ماه مشاهد ه شده است 6افزايش كمي بعد از 

). در مورد ماكروفاژهاي ريوي% 86/8مورد ماكروفاژهاي صفاقي و 

(34) با يافته هايTNF-αنتايج بدست آمده در مورد  Sabourin

رد و همكارانش همخواني دارد كه آنها نيز افزايش كمي را در مو

TNF-αآنها همچنين نقش سايتو كاينهاي . گزارش نمودندIL-

1β, IL-6, IL-8, TNF-α  را در پيدايش آسيب هاي پوستي ناشي

نيز در يك مطالعه آناليز )Rogers) 41. از خردل گزارش نموده اند

 در كشت پوست موش در معرض micro arrayژن با روش 

بط با اپوپتوزيس، چرخه  ژن مرت19سولفور موستارد، افزايشي را در

.سلولي، التهاب، انكوژن و مهار كننده تومور نشان داده است

 با توجه به نتايج بدست آمده در اين تحقيق و يافته :نتيجه كلي
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)3(9، شماره 1386پاييز نظامي، طب

به نظر مي رسد كه بخشي از ) 42(هاي ساير همكاران 
مجموع حوادثي كه باعث آسيب بافتي و التهاب پس از 

د مي تواند ناشي از تغييرات در آلودگي با گاز خردل مي شو

با . سطح سايتو كاين هاي مترشحه توسط ماكروفاژها باشد
اين وجود هنوز نمي توان دقيقا سايتوكاين مشخصي را 

پيشنهاد مي شود كه با ايجاد يك . مسئول اين التهاب دانست

مدل حيواني و خنثي سازي هر كدام از سايتوكاينها بصورت 
اشي از گاز خردل و نقش مداخله گر انفرادي، سير التهاب ن

.سايتوكاينها را پي گيري نمود

تشكر و تقدير
با تشكر از مركز تحقيقات آسيبهاي شيميايي در تامين بودجه 

لازم براي انجام اين پروژه تحقيقاتي و اداره تحقيقات 

.دانشگاه در تصويب پروزه و ايجاد تسهيلات لازم
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