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 چکیده
و استفاده از داروهای  بوده اند لیپوپلی ساکاریدناشی از حال بررسی پاتوژنز اصلی درگیر در شوک سپتیک در  پژوهشگران در سال های اخیر :مقدمه

 HSP 70کننده  ءالقابه عنوان تامین گلو البررسی اثر ابن هدف از این مطالعه،  بر بنا مناسب در جهت مداخله با پاتوزنز، دغدغه اصلی آن ها بوده است.
ر موش های تحت تجویز د CD 40ان تولید نیتریک اکساید و بی واسطه های موثر در شوک سپتیک از جمله و های پیش التهابی در کاهش سیتوکاین

 می باشد. LPSبا 

گروه گروه کنترل،  ایA (5n= ) شامل گروه ،گروه تقسیم شدند  3به طور تصادفی به  swiss albino سر موش نر نژاد 25 مواد و روش ها:

B (n=10 دریافت کننده )LPS  به صورت داخل صفاقی و گروه میلی گرم به ازای هر حیوان  75/0با دوزC (n=10دریافت )  کننده ال گلوتامین با
یک روز  سپس می باشد.  به صورت داخل صفاقی ( LPSق یدقیقه بعد تزر 30ساعت  24دز هر  3)کیلوگرم وزن حیوانمیلی گرم به ازای هر  50دوز 

 .پرداخته شد نیتریک اکساید و α-TNF، γ-IFN، 4-IL، 10-IL، 70HSP ،40CDبه بررسی سایتوکاین های بعد از تجویز دارو 

نشان داد   SPSS vol.19نرم افزار توسط Scheffe test روش آنالیز واریانس یک طرفه باتحلیل داده ها  تجزیه و :یافته های پژوهش

تحت درمان با دارو)گروه ه گرودر  CD 40معنی دار سطح سرمی سایتوکاین پیش التهابی، نیتریک اکساید و بیان  کاهشباعث  ال گلوتامین می تواند
C)  نسبت به گروه تحت تجویزLPS گروه( B) شود(P<0.05.) 

 اشد.ببه واسطه کاهش سطح واسطه های التهابی می تواند گزینه ای مناسب برای درمان گلوتامین  ال نتیجه گیری:بحث و 
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 مقدمه
، یک اندوتوکسین (LPS)لیپوپلی ساکارید باکتریایی

ضدالتهابی است که در پوشش بیرونی همه باکتری های 
هنگامی که باکتری های گرم  و داردگرم منفی وجود 

می شوند،  تکثیرمنفی به بدن راه می یابند و در میزبان 
LPS  آن ها به داخل گردش خون آزاد می شود و در

خون توسط انواع مختلفی از سلول های در گردش 
تشخیص داده می شود که موجب القاء سیتوکاین های 

 nuclear factor of kappa)پیش التهابی وابسته به

binding) NF-κB  مانندTNF(tumor necrosis 

factor)-α ،IL(interleukin)-1و ن ها، پروستاگلاندی ،
این سیتوکاین ها و کموکاین ها  .اکسید نیتریک می شود

 با پاسخ میزبان به عفونت باکتریایی را تقویت می کنند.
 وند،ـــش آزاد دــح از بیش ها سیتوکاین اگر حال، این
. باشند داشته بدن برای را آوری زیان عواقب توانند می
باعث تولید  LPS از ناشی سپتیک شوک مثال، عنوان به

( و اختلال عملکرد ROSگونه های واکنش گر اکسیژن)
چندین ارگان می شود که اختلال عملکرد در میوکارد 

در مطالعاتی  این موارد است. قلب علت اصلی مرگ و میر
اولین سیتوکاین تولید  TNF-αنشان داده شده است که 

است و این علت  LPSمقادیر زیاد، در پاسخ به  بهشده 
. مطالعات اخیر می باشد LPSاصلی بسیاری از اثرات 

نشان داده است که در طی شوک سپتیک و آسیب های 
مرتبط با آن، مقدار زیادی از سیتوکاین ها، به ویژه 

TNF-α ،IL-1β ،IFN(interferon)-γ ،(MCP1) 

macrophage-chemoattractant protein-1  و
(Cox-2) cyclooxygenase-2   (.1)شوندتولید می 

با وجود پیشرفت های قابل توجه در درمان ضد 
شدید  LPSمیکروبی، مرگ و میر در سپسیس ناشی از 

نده منعکس کن و است، درصد 40چنان در حدود  هم
امروزه مطالعات  می باشد البتهگزینه های محدود درمان 

 درمان شوک سپتک صورت گرفته است مختلفی در مورد
مطالعات نشان داده شده است که از در تعدادی  که

( می تواند در HSP 70) 70پروتئین شوک حرارتی 
 نقش داشته باشد. بیکاهش سیتوکاین های التها

( خانواده ای از HSPsپروتئین های شوک گرمایی)
پروتئین های نگهدارنده درون سلولی هستند که عملکرد 

ها در ارائه آنتی ژن،  نقش آن و سلولی را حفظ می کنند

ال شدن و بلوغ فع  ل سازی لنفوسیت ها و ماکروفاژها،فعا
به عنوان  ها چنین نقش آن و هم سلول های دندریتیک

تهابی ـــش الــمحرک کاهش تولید سیتوکاین های پی
ها  HSPاین پیشنهاد شده است که  بر بنا می باشد،

ی ذاتی و اکتسابی را فراهم ــستم ایمنـــارتباط بین سی
، یکی از اعضای خانواده پروتئین HSP 70می کنند. 

HSP  اثرات نظارتی بر سیستم ایمنی دارد و از  کهاست
طریق جلوگیری از آپوپتوز و مرگ سلولی، محافظت 

یزیولوژیکی، ــــامین می کند. در شرایط فسلولی را ت
HSP 70  در پلاسمای افراد سالم قابل تشخیص است و

د که در طی زمان هوموستازی، ـــاین نشان می ده
HSP 70 نمی کند و عملکردهای  ءواکنش التهابی را القا

 رگولاتوری/التهابی ایمنی آن به شدت کنترل می شود.
در مدل های مختلف التهابی در موش نشان داده شده 

دارای اثرات ضد التهابی و محافظتی  HSP 70است که 
می تواند  HSP 70به عنوان مثال، درمان با  ،دمی باش

ته ـــورت وابســبه ص مدل های حیوانیاز آرتریت در 
 هم HSP 70. مل آوردـــ، ممانعت به عIL-10به 
اد پیوند و مدل های تومور ین می تواند در رد حــچن

تاخیر ایجاد کند و موش ها را در برابر کولیت ناشی از 
در هنگام  .کند( محافظت DSSدکستران سولفات سدیم)

برای درمان بیماران مبتلا به HSP 70  استفاده از
 IL-10باعث القای تولید  HSp 70  آرتریت، نه تنها

منجر به که ـــد بلوـــشمی ول ها ـــتوسط این سل
 TNF-αو  IFN-γ لــــمث ییمهار تولید سایتوکاین ها

مشخص شده  نینـــچ ، هممی شود در این سلول ها

می تواند از تولید سایتوکاین های  HSP 70 است که
از طریق دخالت در  LPSالتهابی القا شده توسط 

  (.2)نمایدجلوگیری  NF-kBرونویسی وابسته به 
ین های مختلف در سطح ـــگمان می رود پروتئ

سلول های ایمنی نقش مهمی در القای پاسخ سلولی به 
پروتئین های شوک حرارتی داشته باشند و برخی از 

و  TLR(toll like recepror)2پروتئین ها از جمله 
TLR4 ورــبا کوفاکتCD 14   وCD 36ء، باعث القا 

. می شوند HSP 70ترشح سیتوکاین در مسیر وابسته به 
وجود  CD 40با  HSP 70در کل تعامل مستقیمی بین 

از طرف دیگر مولکول های کمک تحریکی مانند  دارد.
CD 40  که بخشی از پاسخ های سیستم ایمنی اکتسابی
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می باشند در پیشبرد فرآیند شوک سپتیک بسیار موثر 
 CD 40هستند و مشخص شده است در موش هایی که 

زنده مانی موش ها در ها مهار شده است میزان  در آن
 (.3شوک سپتیک افزایش یافته است)

از جمله مولکول های واسط موثر دیگر تولید نیتریک 
اکساید توسط نیتریک اکساید سنتتاز می باشد که در 

و  شرایط پاتولوژیک از جمله اندوتوکسمی ایجاد می شود
 باعث عوارض مختلف از جمله نقص گردش خون،

 .سپتیک را می تواند پیش بردوک خون و شکاهش فشار
به نظر می رسد که گلوتامین یک مولکول تعدیل کننده 

 (. 4)می باشدمهم در مسیر سنتز نیتریک اکساید 
از یک مدل سپسیس نشان داده  دیگریدر مطالعه 

شد که افزودن گلوتامین به طور قابل توجهی باعث 
پیش  های و افزایش پاسخ HSP 70افزایش سطح 

 (. 2التهابی اولیه می شود)
ترین  است و فراوان اسید آمینه-αگلوتامین یک 

است به طوری که  in vivoاسید آمینه خارج سلولی 
 7/0زی در حدود ــغلظت خارج سلولی گلوتامین چی

. میزان بالای جذب گلوتامین مول می باشدمیلی 
مشخصه سلول هایی با سرعت تقسیم بالا، مانند 

 ها، فیبروبلاست ها و لنفوسیت ها می باشد. انتروسیت
گلوتامین در مسیرهای مختلف بیوشیمیایی دخیل است. 

، رژیـــها به عنوان فراهم کننده بستر ان بعضی از آن
پیش ساز سنتز اسید آمینه، اهدا کننده نیتروژن در تشکیل 
اسیدهای نوکلئیک، کمک به سنتز پروتئین های درون 

و باز، نقش دارند. گلوتامین یک سلولی و تعادل اسید 
ها از جمله  لولــسوخت اصلی برای بسیاری از س

اژها، فیبروبلاست ها در محیط ــلنفوسیت ها، ماکروف
ارتباط نزدیکی بین  و کشت و سلول های بدخیم است

وش و غلظت ــــمیزان فاگوسیتوز در ماکروفاژهای م
ابولیکی . ماکروفاژها از دیدگاه متوجود دارندگلوتامین 

های فعالی هستند که میزان بالای ترشحات  سلول
ای آن ــــصه هـــاز مشخ ییغشا بازیافتو  یپروتئین

بر این اساس، ماکروفاژها به منابع خارج  و می باشد
 .(5وابسته هستند)سلولی گلوتامین 

سلول های سیستم ایمنی در شرایط التهابی مانند 
سپسیس و آسیب، نیاز به گلوتامین بالاتری دارند. به 
عنوان نتیجه افزایش نیاز، تقاضا برای این مواد مغذی 

ممکن است بیش از تولید، منجر به عدم تعادل شود. در 
نتیجه، غلظت آن در جریان خون و بافت کاهش می یابد. 

ایین گلوتامین، توانایی بافت های ـــاین غلظت های پ
مختلف، به ویژه بافت های ایمنی بدن را برای رسیدن 

غلظت گلوتامین  محدود می کند. به عملکرد مطلوب،
هایی از غدد لنفاوی یا طحال را که  پلاسما، تنها سلول
 ها قرار دارند، تامین می کند. همان در مجاورت مویرگ

سلولی استخراج می شود،  طور که گلوتامین از مایع خارج
سلول هایی که فاصله بیشتری از مویرگ ها قرار دارند، 
در معرض میزان کمتری گلوتامین نسبت به پلاسما قرار 

این، بر اساس دانش موجود، بافت های  بر دارند. بنا
وتامین مواجه ــن گلــی پاییایمونولوژیک با غلظت ها

 (.5می شوند)

گلوتامین به عنوان یک  بسیاری از مطالعات از ال 
های شوک حرارتی نام  ی پروتئینــغیرسم القاء کننده

اند که این اسید آمینه دارای اثرات  اند و نشان داده برده
های  سیستم ایمنی در بسیاری از بیماری تعدیل کننده
گلوتامین موجب غیر فعال کردن  .باشد خودایمن می

برخی مسیر های پیام رسانی داخلی سلول های ایمنی 
می شود و اثر محافظتی را در برابر شوک اندوتوکسیک 

 (.6ایجاد می کند) LPSپس از تزریق 
ال گلوتامین لذا هدف از تحقیق حاضر، بررسی اثر 

های پیش التهابی و کاهش تولید  در کاهش سیتوکاین
اید و واسطه های موثر در شوک ستیک از نیتریک اکس

 70پروتئین شوک حرارتی  ءازطریق القا CD 40جمله 
 می باشد. ،LPSدر موش های تحت تجویز با 

 مواد و روش ها
وش های نر نژاد ـــشامل م مورد مطالعه، جمعیت

swiss albino  موش های  گرم می باشد. 25-30با وزن
 گروه تقسیم شد. 3در  به طور تصادفی خریداری شده
عدد موش  5شامل  ،نامگذاری شد  Aگروه یک گروه که 

ها تجویز  اند که فقط نرمال سالین به آنه بود یسالم
عدد موش هایی بودند که فقط  10شامل  Bگروه  شد.

 75/0با دوز LPS  (Sigma, Germany) تحت تجویز
به صورت داخل صفاقی  (7)میلی گرم به ازای هر حیوان

عدد موش هایی بودند که 10شامل  Cگروه  ر گرفتند.قرا
 50لوتامین با دوز ـــال گ ،LPSدقیقه بعد تزرق  30

به صورت  (8)گرم وزن بدنکیلومیلی گرم به ازای هر
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به  (روز 3ساعت به مدت  24دز هر  3در )داخل صفاقی
 ها تجویز شد. آن

شماره کمیته اخالق )ق دانشگاهاخلامطالعه در کمیته 
مورد ( IR.TABRIZU.REC.1398.003 :گاهشـــدان

 .تایید قرار گرفت
تحلیل داده ها از روش آنالیز واریانس  جهت تجزیه و

 One-way Analysis of varianceرفه ــیک ط

Scheffe test (ANOVA) نرم افزارSPSS  نسخه 
به  (P<0.05)تمام بررسی ها مقدار استفاده گردید. 19

تمام داده ها به  .عنوان سطح معنی دار در نظر گرفته شد

سطح  ت ویان شده اســـب SEM ±صورت میانگین 
در نظر گرفته  P<0.05معنی داری آماری در این مطالعه 

تمامی آزمایشات یک روز بعد از آخرین دز  شده است.
 تجویزی ال گلوتامین صورت گرفت.

گیری از ورید دمی خون  :هااندازه گیری سیتوکاین 
یک های مقید شده با استفاده از سرنگ انسولینی،  موش

انجام شد و  گلوتامین ال یتجویزآخرین دز  روز بعد از
  TNF-α،IFN-γ ،IL-4 ،IL-10میزان سایتوکاین های 

نه های سرم خون موش ها با استفاده مـــوموجود در ن
 ( بهBender Med Co.,Austriaکیت تجربی الایزا) از

روش الایزای ساندویچی اندازه گیری شد به طور 
خانه توسط آنتی بادی اختصاصی  96پلیت  خلاصه،
  TNF-α، IFN-γ، IL-4،IL-10این های ــــسایتوک

به مدت یک شب درجه سانتی گراد  4و در  پوشیده شد
دقیقه توسط بافر  1بار به مدت  5سپس پلیت  .انکوبه شد

PBS 01/0  و  مولار شسته شد 05/0، 20مولار و توئین
ود جبعد آن مرحله بلاک سازی پلیت ها توسط محلول مو

و بعد آن دوباره  ساعت انجام شد 1در کیت ها به مدت 
شو به روش فوق انجام شد سپس ـــمرحله شست

صورت دوتایی اضافه شدند و ه استانداردها و نمونه ها ب
بعد آن آنتی بادی  .به شدندساعت در دمای اتاق انکو 2

ساعت انکوبه شدند و پلیت ها دوباره  1ثانویه اضافه شد و 
 30افزوده شده و  Avidin-HRPسپس  .شسته شدند

و دوباره مرحله شستشو  دقیقه در دمای اتاق انکوبه شدند
دقیقه  15اضافه شد و  TMBداشته و سپس سوبسترای 

اضافه کردن واکنش توسط  بعد در تاریکی انکوبه شد و
 یجادشدت رنگ ا .نرمال متوقف شد 2 اسیدسولفوریک

شده  یابینگار ارز یزاتوسط الا nm620در طول موج  شده

در  ی، جذب نور1استاندارد شماره  که ینو به محض ا
را نشان داد، ادامه واکنش توسط  95/0 یال 9/0حد 

 یکفسفر یدمولار اس یکاز محلول  μl100  افزودن
نگار  یزاتوسط دستگاه الا ها یتمتوقف شد و بلافاصله پل

و جذب نوری  خوانده شد. nm450ول موج ـــو با ط
ح ــو سط دــــی شـــراندازه گی nm450 نمونه ها در

 تاندارد سنجیده شد.سایتوکاین ها نسبت به منحنی اس
استاندارد  یدست آمده محاسبه و منحنه ب ODمتوسط 

 یرسم شد. به کمک منحن یتمیکاغذ لگار یبر رو
 های از سایتوکین یکشده مقدار هر  یماستاندارد ترس

. یدگرد یینتع pg/mlو به صورت  یینموجود در نمونه تع
صحت کار عدم اختلاف  ینانملاک مورد نظر جهت اطم

مضاعف با  یها از نمونه یکهر  درصد 20از  یشب
 است از آن. لازم به ذکر باشد یمحاسبه شده م یانگینم

به نسبت  یشکه در مرحله سوم نمونه مورد آزما ییجا
 ها سایتوکین ییشده است، غلظت نها یقبه دو رق یک

 یمنحن یدست آمده از روه با دو برابر کردن اعداد ب
 .گردد یاستاندارد مشخص م

ها  د دمی موشـــاز وری : HSP 70گیری اندازه
گیری به عمل آمد و پس از جداسازی سرم خون  خون

با استفاده ازکیت تجاری  HSP 70اندازه گیری میزان 
 .Stress Gen., Biotechnologiesرکتـــ)شالایزا

Americaکل شرکت سازنده بر روی ـــ( طبق پروت
 یات)جزئنمونه های سرم خون موش ها سنجش شد

 یمنحن. هاست( یتوکینسا ابیـــیانجام کار مشابه ارز
 ینپروتئ لیتر یلینانوگرم در م 2/0-125 یناستاندارد آن ب

 یشآزما یتحساس ( رسم شد.ng/mlموجود در محلول)
ng/ml 09/0 ینت پروتئــبود و غلظ HSP 70  توسط

 شد. یدهاستاندارد سنج یمنحن

میزان تغییرات در بروز مارکر  :CD 40اندازه گیری 
به وسیله فلوسایتومتری سنجیده شد.  CD 40سطحی 

گروه نخاعی شدند و  3های هر  بدین ترتیب موش
ارج و له شد. از طحال موش ها ـــا خـــطحال آن ه

سوسپانسیون تهیه شد و سوسپانسیون حاصل سانتریفیوژ 
های موش با استفاده از بافر لیز کننده  RBC. گردید
ACK ل ـــــامـــــــ)شNH4Cl ،KHCO3  و

EDTA.Na2.2H2O.یک میلیون سلول دو  ( لیز شدند
میکرولیتر  300شسته شد و سرانجام در  PBSبار با 
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PBS  میکرو لیتر آنتی بادی  3حل شد و باanti mouse 

CD 40-FITC (eBioscience Co., Austria در )
آنتی بادی های که  ساعت مجاور شد. 1تاریکی به مدت 

میکرولیتر  500با  و سلول ها همتصل نشدند شسته شد
PBS 1Xطور که در پروتکل اصلاح شده شرح  ، همان

 FACS ( به حجم نهایی رسیدند و در9داده شده است)

caliber  با استفاده از نرم افزارCell Quest Pro  مورد
 (.BD FACS Calibur)بررسی قرار گرفت

از  g 29/8ابتدا  :ACKروش تهیه بافر لیز کننده 
 mg 2/32پتاسم و  ربناتــک یاز ب g1 یوم آمون یدکلر

آب  لیتر یلیم 800به  را ینتوز EDTAاز  گرم یلیم
محلول با  pHمرحله  ین. در ایدافزوده گرد یونیزهد

 یلا 2/7 یبر رو یدکلریدریکنرمال اس 1افزودن محلول 
ن حجم محلول با افزود یتو در نها یدگرد یمتنظ 4/7

شده  شد. محلول آماده یدهرسان یترل یکبه  یونیزهآب د
 رونیکم 2/0 یسر سرنگ یلترتوسط ف ینارهود لام یردر ز
 .شد یشده و در حرارت اتاق نگهدار یلاستر

سطح اکسید نیتریک  اندازه گیری نیتریک اکساید:
با استفاده از پروتکل که در ابتدا  Greissتوسط معرف 

 .(18)شد اندازه گیری، توضیح داده شدتوسط گریس 
به به این شکل که  .ماکروفاژهای صفاقی جمع آوری شد

ها  منظور مطالعه برون تنی ماکروفاژهای پریتوئنی موش
سرد استریل توسط لاواژ  PBSبلافاصله با استفاده از 

کردن یا شستشو دادن محوطه شکمی جداسازی گردید. 
 PBSهای جداسازی شده پس از دو بار شستشو با  سلول

سرم  درصد 10که حاوی  RPMI 1640 در داخل محیط
 U/mL 100و  (GIBCO)جنینی گاوی 

penicillin/100 µg/mL streptomycin  بود کشت
گراد  درجه سانتی 37شده و به مدت دو ساعت در  داده

بعد از و  (10)در انکوباتور قرارگرفته شددرصد  2CO 5و 
ه ای در غلظت ــــخان 96ای ــــت هــــبه پلیآن 

5/0×610 cells/ml  باvivo LPS-ex .این اضافه شد 
درصد  2CO 5 گراد، سانتی درجه 37 دمای در ها پلیت

ساعت انکوبه شدند. پس از انکوباسیون، تولید  48در 
نیتریت توسط سلول ها با معرف گریس تعیین شد. 
غلظت نیتریت در هر نمونه با نمودار استاندارد از غلظت 

( NaNO2دیم)ـــت ستریـ( از نیμMشناخته شده)در 
 .(11)اندازه گیری شد

 یافته های پژوهش
، TNF-αابی سطح سرمی ــل از ارزیـــنتایج حاص

IFN- 𝛄 ،IL-6 ،IL-1 ،SHP 70 ز اندازه گیری یو ن
 Bموش هایی گروه  ، نیتریک اکساید درCD 40سطح 

یقه دق 30که  Cدریافت کرده بودند و گروه  LPSکه تنها 
ت ، ال گلوتامین دریافLPSقبل از تزریق داخل صفاقی 

 به شرح زیر می باشد: کرده اند،

ان داد خون گرفته شده نش سرم :IL-1ارزیابی سطح 
که  C در موش های گروه IL-1که میزان سایتوکاین 

ین ، ال گلوتامLPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی  30
که  کاهش یافت Bه با گروه دریافت کرده اند، در مقایس
  (.1 شکل شمارهاین تغییرات معنی دار نبود)

رفته ارزیابی سرم خون گ :TNF-αارزیابی سطح 
در  TNF-αایتوکاین ــــشده نشان داد که میزان س

دریافت کرده اند به  LPSکه تنها  Bموش های گروه 
( و در P<0.05نی داری افزایش یافت)ـــصورت مع

دقیقه بعد از تزریق داخل  30که  Cموش های گروه 
یسه ، ال گلوتامین دریافت کرده اند، در مقاLPSصفاقی 

کاهش یافت که این تغییرات معنی دار  Bبا گروه 
  (.1 شکل شماره()P<0.05بود)

بررسی سرم خون گرفته شده  :IL-6ارزیابی سطح 
در موش های گروه  IL-6نشان داد که میزان سایتوکاین 

B  که تنهاLPS  دریافت کرده اند به صورت معنی داری
 30که  C( و در موش های گروه P<0.05افزایش یافت)

، ال گلوتامین LPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی 
کاهش  Bروه ــــایسه با گــــدریافت کرده اند، در مق

 شکل()P<0.05نی دار بود)ـیرات معـــیافت که این تغی
 (.1 شماره
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دقیقه بعد از تزریق  30که  Cموش های گروه سرم در  IL-1میزان سایتوکاین   :IL-6و  IL-1 ،TNF-α تغییرات سطح سرمی .1 شکل شماره

  های سایتوکاین میزان یست.کاهش یافت که این تغییرات معنی دار ن B، ال گلوتامین دریافت کرده اند، در مقایسه با گروه LPSداخل صفاقی 

TNF-α  وIL-6  موش های گروه سرم درB  که تنهاLPS (دریافت کرده اند به صورت معنی داری افزایش یافتP<0.05 و در موش های )

 ( P<0.05کاهش یافت) B، ال گلوتامین دریافت کرده اند، در مقایسه با گروه LPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی  30که  Cگروه 

 گروه  B گروه کنترل سالم، گروه  A.(Cو  B( بین گروه های P<0.05معنی دار در سطح) )*نشان دهنده اختلاف 

 به همراه دارو LPSگروه دریافت کننده  Cتنها و گروه  LPSدریافت کننده 

 
ارزیابی  نیز  IFN-γدر مورد  :IFN-γارزیابی سطح 

سطح سرمی خون گرفته شده نشان داد که میزان 
 LPSکه تنها  Bدر موش های گروه  IFN-γسایتوکاین 

دریافت کرده اند به صورت معنی داری افزایش 

دقیقه  30که  C( و در موش های گروه P<0.05یافت)
، ال گلوتامین دریافت LPSبعد از تزریق داخل صفاقی 

کاهش یافت که این  B کرده اند، در مقایسه با گروه
 (.2 شکل شماره()P<0.05تغییرات معنی دار بود)

 
 

 
د به صورت دریافت کرده ان LPSکه تنها  Bموش های گروه سرم در  IFN-γمیزان سایتوکاین  :IFN-γتغییرات سطح سرمی  .1 شکل شماره

، ال گلوتامین دریافت کرده اند، در LPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی  30که  C( و در موش های گروه P<0.05)معنی داری افزایش یافت

گروه کنترل سالم، A .(Cو  B( بین گروه های P<0.05)اختلاف معنی دار در سطحنشان دهنده *)(P<0.05کاهش یافت) Bمقایسه با گروه 

 به همراه دارو LPSگروه دریافت کننده  Cتنها و گروه  LPSگروه دریافت کننده B گروه 

 
که در  با توجه به این :HSP 70ارزیابی سطح 

مطالعات مختلف نشان داده شده است که ال گلوتامن 
را تغییر دهد در این  HSP 70می تواند سطح سرمی 

 ه شدمطالعه به بررسی سطح سرمی این پروتئین پرداخت
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که سطح این پروتئین درموش های  گردیدو مشاهده 
دریافت کرده بودند دچار افزایش  LPSکه تنها  Bگروه 

)که تنها نرمال سالین   Aمعنی دار نسبت به گروه
نیز افزاش   Cروهـــافت کرده بودند(، شدند. در گــدری

اهده شد که این افزایش ـــئین مشـــطح این پروتـــس
ده در ـــشاهده شــــزایش مــــتر از افـــبسیار بیش

 مارهـــــکل شــــش()P<0.05ود)ـــــب Bروه ـــگ
3) . 

 

 
ش ــدریافت کرده بودند دچار افزای LPSکه تنها  Bموش های گروه  در HSP 70سطح : HSP 70تغییرات سطح سرمی . 2 شکل شماره

 نشان دهنده اختلاف )* .(P<0.05ش سطح این پروتئین مشاهده شد)ینیز افزا  C( شدند. در گروهشاهد)  Aنسبت به گروهمعنی دار 

 تنها  LPSگروه دریافت کننده  Bگروه کنترل سالم، گروه C). Aو  B( بین گروه های P<0.05)معنی دار در سطح 

 به همراه دارو LPSگروه دریافت کننده  Cو گروه 

 
ارزیابی  CD 40در مورد  :CD 40ارزیابی میزان 

میزان بروز این مارکر در سطح سلول های طحالی نشان 
که  Bداد که میزان بروز این مارکر در موش های گروه 

دریافت کرده اند به صورت معنی داری  LPSتنها 

 30که  C( و در موش های گروه P<0.05افزایش یافت)
، ال گلوتامین LPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی 

افت ــکاهش ی Bدریافت کرده اند، در مقایسه با گروه 
  (.4 شکل شماره()P<0.05که این تغییرات معنی دار بود)

 
 

 
دریافت کرده اند به صورت معنی داری  LPSکه تنها  Bدر موش های گروه  CD 40میزان بروز : CD 40تغییرات سطح بروز . 4 شکل شماره

، ال گلوتامین دریافت کرده اند، در مقایسه با LPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی  30که  C( و در موش های گروه P<0.05افزایش یافت)

 گروه کنترل سالم، A .(C و B( بین گروه های P<0.05نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح) )*(P<0.05کاهش یافت) Bگروه 

 به همراه دارو LPSگروه دریافت کننده  Cتنها و گروه  LPSگروه دریافت کننده  Bگروه 
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ارزیابی نیترک اکساید نشان  ارزیابی نیترک اکساید:
که  Bداد که میزان نیتریک اکساید در موش های گروه 

دریافت کرده اند به صورت معنی داری  LPSتنها 
 30که  C( و در موش های گروه P<0.05افزایش یافت)

، ال گلوتامین LPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی 
کاهش یافت که  Bدریافت کرده اند، در مقایسه با گروه 

 ارهــکل شمــــش()P<0.05این تغییرات معنی دار بود)
5.)  

 

 
 ورتـــدریافت کرده اند به ص LPSکه تنها  Bمیزان نیتریک اکساید در موش های گروه : تغییرات میزان نیتریک اکساید. 3 شکل شماره

 ، ال گلوتامین دریافتLPSدقیقه بعد از تزریق داخل صفاقی  30که  C( و در موش های گروه P<0.05معنی داری افزایش یافت) 

  B( بین گروه های P<0.05نشان دهنده اختلاف معنی دار در سطح) )*(P<0.05کاهش یافت) Bکرده اند، در مقایسه با گروه  

 به همراه دارو LPSگروه دریافت کننده  Cتنها و گروه  LPSگروه دریافت کننده  B ، گروه گروه کنترل سالم C).Aو 

 
 

 و نتیجه گیری بحث
در این مطالعه بررسی اثرات ال گلوتامین به عنوان 
 کاهش دهنده سطح سایتوکاین های پیش التهابی،

 swissدر موش  CD 40نیتریک اکساید و میزان بیان 

albino ءمبتلا به شوک سپتیک تحت القا LPS  انجام
می تواند  LPS. نتایج به دست آمده نشان داد که گرفت

توکاین ــرمی سایـــباعث افزایش معنی دار سطح س
نیتریک  TNF-α ،IFN-γ ،IL-6پیش التهابی مانند 

 LPSدر  گروه تحت القاء  CD 40اکساید و افزایش بیان 
( C)گروه  LPSبعد از تجویز  و تجویز ال گلوتامین شود

، TNF-α ،IFN-γمی تواند سایتوکاین پیش التهابی 
IL-6 میزان بیان ،CD 40  و نیتریک اکساید را در

را افزایش  HSP 70کاهش دهد و  Bمقایسه با گروه 
. (P<0.05)دهد که تمامی این تغییرات معنی دار بود

در هر دو گروه معنی دار  IL-1تغییرات برای سایتوکاین 
 نبود.

گسترده ای به عنوان یک مدل جوندگان به طور 
LPS (12 )آزمایشی حیوانی برای شوک سپتیک ناشی از 

رفته اند، که در آن سطوح بالای ــمورد استفاده قرار گ

. گردیدمشاهده  TNF-αسیتوکین های سرم، به ویژه 
فاکتورهای اصلی که اختلال عملکرد چندگانه حاصل از 

LPS  را تحت تاثیر قرار می دهند، شامل سیتوکین هایی
و دیگر واسطه های  IL-6و  TNF-α ،IL-1βنظیر 

تاگلاندین ها، ـــریک، پروســـالتهابی مانند اکسید نیت
از  (.1و لیپید هستند) Cox-2، CD 40متابولیت های 

ای ـــلفی در راستـــتاکنون مطالعات مختاین رو 
ی برای درمان شوک سپتک کاهش سیتوکاین های التهاب

 ت.ـ، انجام گرفته اسLPSناشی از 
ر ـــتاثی HSP 70بر روی القاء از جمله مواردی که 

. در مطالعه حاضر نیز ما می باشدال گلوتامن  می گذارد
استفاده  HSP 70قاگر ــــاز ال گلوتامین به عنوان ال

کرده ایم. و داده های ما حاکی از افزایش معنی دار در 
HSP 70  و کاهش معنی دار در سایتوکان های التهابی
TNF-α ،INF- γ  وIL-6  های درمانی با  هروــــدر گ

نیز مشاهده  IL-1ال گلوتامین بود این کاهش در سطح 
 شد که معنی دار نبود.

د که مکمل های ه انمطالعات تجربی گزارش داد
گلوتامین می توانند از طریق مسدود کردن سیگنال های 
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 NF-κBه برداری ـــی پایین دست فاکتور نسخالتهاب
سلول ها، بافت ها و کل اندام ها را از استرس و آسیب 

ث ایجاد تعادل بین ـــاین باع بر محافظت کنند، بنا
سیتوکاین های پیش التهابی و ضد التهابی می شوند و 
با بهبود بخشیدن به عملکرد سلول های ایمنی، ممکن 

 .(13سلامتی داشته باشد)است مزایای بالقوه برای 
که ادغام  ه استشان داده شدــــدر مطالعه ای ن

نین قادر به کاهش تولید ـــترکیبات گلوتامین و آرژی
سیتوکاین های پیش التهابی در بیماران مبتلا به کرون 
است که این امر با سرکوب مسیرهای التهابی مبتنی بر 

NF-κB  وp38/MAPK  (. 14)می باشدهمراه 
 2018و همکاران در سال  کروزاتکه  مطالعه ایدر 

افزایش  از طریقنشان داده شد که گلوتامین  انجام دادند،
 که معمولاًای شرایط التهابی می تواند  HSP 70بیان 

تنظیم را ، به تولید بی رویه سایتوکاین ها منجر می شود
 (.15)کند

 یمحققان معتقدند که گلوتامین می تواند نقش مهم
ی تواند تا حد زیادی م و در تنظیم ایمنی بدن داشته باشد

 mRNAتمایز و تکثیر ماکروفاژها و لنفوسیت ها وسنتز 
فسفولیپید را افزایش دهد و مانع از تولید بیش از حد 

TNF-α  شود و به طور موثر عملکرد سیستم ایمنی را
بهبود بخشد علاوه بر این، توانایی محافظت از سد 

سین ها و ـــهاجرت اندوتوکـــیری از ممخاطی، جلوگ
باکتری ها  را دارد که به کاهش سطح اندوتوکسین ها و 

 (.16کاهش آسیب بافتی منتهی می شود)
و همکاران در سال  وانگدر مطالعه ای که توسط 

، سطح IL-10انجام شد نشان دادند که میزان  2018
به طور میلوپراکسیداز  و سطح فعالیت ICAM-1 بیان

یزان ـــمعنی داری در حضور گلوتامین بیشتر بوده و م
IL-15  وIL-18 مانی به طور قابل توجهی در گروه در

، که نشان می دهد گلوتامین پایین تر از گروه کنترل است
پاسخ های التهابی را کاهش  یمی تواند به طور موثر

چنین  دهد و ایمنی بدن را بهبود بخشد. گلوتامین هم
د عوامل التهابی را کاهش داده و سطح می تواند تولی

که نتایج  (17سیتوکین ها را به طور موثری تنظیم کند)
حاصل از تحقیقات فوق با داده های حاصل از مطالعه 

 در سال که در مطالعه ای حاضر هم راستا می باشند.
 ،انجام شد توسط فرات اوساریو و همکاران 2014

خارج سلولی نه تنها باعث  HSP 70 مشخص گردید
در مونوسیت های انسانی نمی شود، بلکه  TNF-αتولید 

در  IL-6و  TNF-αظرفیت مونوسیت را برای تولید 
 در مطالعه ای دیگر .(18کاهش می دهد) LPSپاسخ به 

داخل سلولی  HSP70 دمعلوم گردینیز توسط باراکیورا 
دارای اثر محافظتی سلولی است؛ زیرا تولید مدیاتورهای 

این  التهابی را در هنگام استرس سلولی مهار می کند که
  (.19می باشد) مطالعه ی حاضرمطابق نتایج  یافته نیز

خارج  HSP 70دیگر مطالعات نشان می دهند که 
 اتوئید باعثــریت رومــسلولی در بیماران مبتلا به آرت

شده توسط  ءالقا MCP-1و  IL-6 ،IL-8کاهش تولید 
TNF-α به همین ترتیب گزارش شده است می شود .

( با HSP 70نوترکیب)از اعضای خانواده  HSP 72که، 
سرم، باعث  IL-6و  TNF-αکاهش سطح غلظت 

 شده با کلاژن در موش ها، ءکاهش شدت آرتریت القا
و همکاران در سال  بانجندر مطالعه و  (.20می شود)

انی که سلول های تک ـــنشان داده شد که زم 2007
در حضور  LPSسان با ــی انـــهسته ای خون محیط

70Hsp تولید  ،کشت داده شوندα-TNF  توسط این
 (.21کاهش می یابد) درصد 50سلول ها در حدود 

ختلف سطح ـــروتئین های مـــگمان می رود پ
سلول های ایمنی نقش مهمی در القای پاسخ سلولی به 
پروتئین های شوک حرارتی داشته باشند. گزارش اخیر 

 HSP 70( تعامل مستقیم بین 3اران)ــــو همک وانگ
 و نشان داده شده که را توصیف می کند CD 40با 

در  .می شود،  CD 40موجب افزایش بیان LPSتزریق 
 CD 40لاسم ــانسانی به دمین اگزوپ HSP 70 مقابل

 CD لیگاند اتصال انعــکه این کار م متصل می شود

و  TNF-αمی شود و در نتیجه تولید  CD 40به  40
IFN- γ مشابه  این یافته ها (. که22)کاهش می یابد

 د.نمی باش مطالعه حاضرنتایج 
رداری از پروتئین های شوک افزایش نسخه ب

پاسخ عمومی به استرس های  بخشی از (HSP)حرارتی
غشای پلاسمایی  ها می توانند در HSPسلولی می باشد.

تداخل با گیرنده های سطحی  و یرندـــسلول قرار بگ
 CDو  CD 40 سلول های عرضه کننده آنتی ژن مانند

را تسهیل کنند و باعث انتقال آنتی ژن  LOX1 و 90
ه لول عرضه کنندــپپتیدی از سلول دچار استرس به س
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مانند یندهایی آ. مشخص شده است در فردشونآنتی ژن 
افزایش می یابد می تواند در کاهش  HSP 70که التهاب 
به عنوان یک واسطه مهم در پیشبرد  CD 40بیان 

 (.23باشد) التهاب موثر
 و دالپک توسط 2002ال ـــدر مطالعه ای که در س

همکاران روی مدل شوک سپتیک و درمان از طریق 
CPG DNA  ی که در گروه های گردیدانجام شد معلوم

م آنزی و CD 40شوک سپتیک القاء شده بود میزان بیان 
یتریک نیتریک اکساید سنتتاز و در نتیجه میزان تولید ن

رمانی اکساید افزایش یافته بود در صورتی که در گروه د
 و میزان تولید CD 40بیان  HSP 70با افزایش میزان 

العه مطنیتریک اکساید کاهش یافته بود که مشابه نتایج 
 2008و همکاران در سال  بریک (.24)حاضر می باشد

 مولکول نوان یکــبه عوتامین ـــکه گلند نشان داد
الت د نیتریک اکساید دخــهم در تولیــتعدیل کننده م

 (.25کند) می
ها را  HSPدر همین راستا دریک بررسی که تاثیر 

ه در التهابات مزمن مطالع Tدر تنظیم لنفوسیت های 
اند این پروتئین ها می تو کردند معلوم گردید افزایش

تایج نیتریک اکساید را کاهش دهد که در راستای نتولید 
 (.26ما بود)

 در مطالعه ای دیگر که نتایج آن شبیه به نتایج
تجویز که مشخص شد  این پژوهش استحاصل از 

ی یرـــگلوتامین به رت های تحت القاء التهاب و درگ
در گروه های تحت  را HSP 70یزان ـــم ،ریوی-قلبی

 را یدو میزان تولید نیتریک اکسا دهدافزایش می  درمان
نتتاز، از طریق کاهش میزان بیان آنزیم نیتریک اکساید س

سازی  از طریق مهار فعال HSP 70 .دهدکاهش می 
ار میزان قب آن مهمتعا و NF-kBری فاکتور نسخه بردا

 در iNOS (nitric oxide synthase)ان ژنــــیــب
مدل های شوک سپتیک در کاهش میزان تولید نیتریک 

 HSP70در مطالعه ای که  (.27اکساید موثر می باشد)
به موش های دچار سپتیک تزریق شد معلوم گردید 

 در این موش ها کاهش CD 40ان ژن ــــزان بیـــمی

 در فعال شدن فاکتور CD 40فعال سازی . (28)می یابد 
و تولید سایتوکاین های پیش  NF-κBبرداری  هنسخ

 TH(T helper)1سایتوکاین های  التهابی مخصوصاً
وثر می باشد و این ـــ( مIL-12) 12ترلوکین ـــمانند این

به این پروتئین  TH1توانایی در تنظیم سایتوکاین های 
 TH1نقش کلیدی در کنترل بیماری های به واسطه 

 (.29لوزیس یا شوک سپتیک می دهد)مانند توبرکو
به ماکروفاژ پس  HSP70گزارش شده است که اتصال 

( به میزان LPSاز تحریک با لیپوپلی ساکارید باکتریایی)
  (.30قابل توجهی افزایش می یابد)

 دهد که می توان ازشان می ـــر نـــمطالعه حاض
ن ش دهنده میزاــــوان کاهــــین به عنــال گلوتام

، به تنهایسایتوکاین های پیش التهابی استفاده کرد. در 
ه بنظر می رسد که درمان شوک سپتیک با ال گلوتامین 

دارای چندین   LPSعلت کاهش عوارض شوک ناشی از 
 از یک طرف مزیت می باشد به طوری که این موش ها

از و  IL-1 و TNF-α ،IFN-γ، IL-6سطح پایینی از 
نسبت به موارد  HSP 70سطح بالایی از طرف دیگر 

ولید تدرمان نشده با ال گلوتامین نشان دادند و میزان 
ی ها ههم در گرو  CD 40نیتریک اکساید و میزان بیان 

هم مدرمانی کاهش یافت که این دو عامل از فاکتورهای 
دید و سپسیس ناشی از ــابات شهـــدر پیشبرد الت

د ـــند به نظر می رســـباکتری های مختلف می باش
د در ال گلوتامین می تواند به عنوان یک استراتژی مفی

باکتری های مختلف  LPSدرمان شوک سپتیک ناشی از 
 در نظر گرفته شود.

 سپاسگزاری
بریز ین مقاله توسط دانشگاه تهزینه های مربوط به ا

تبریز  دانشگاه ن بدین وسیله ازیا بر بناین شده است تام
تشکر خصوص معاونت پژوهشی و فناوری دانشگاه ه و ب

  .و قدر دانی می گردد
شماره کمیته اخالق )ق دانشگاهاخلامطالعه در کمیته 

رد مــو( IR.TABRIZU.REC.1398.003 :دانشگاه
 .تایید قرار گرفت
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Introduction: Researchers have been 

investigating the major pathogens involved 

in septic shock caused by lipopolysaccharide 

in recent years. Moreover, they have been 

concerned about the use of appropriate drugs 

to intervene with the main pathogenesis of 

the disease. This study aimed to investigate 

the effect of L-Glutamine as an HSP70 

inducer in reducing pre-inflammatory 

cytokines and effective intermediaries in 

septic shock, including nitric oxide 

production and CD40 expression in mice 

treated with lipopolysaccharide (LPS). 

 

Materials & Methods: In total, 25 Swiss 

Albino mice were randomly divided into 

three groups of A (control group, n=5), 

(received LPS with a dose of 0.75 mg/animal 

intraperitoneally [IP], (n=10), and (received 

L-glutamine with a dose of 50 mg/kg IP 30 

minutes after the injection of LPS [three 

doses every 24 h], (n=10). Subsequently, 

one day after the final dose of drug 

induction, the number of cytokines, such as 

IFN-γ, IL-4, IL-10, HSP70, CD40, and nitric 

oxide, were evaluated in this study. Ethics 
code: IR.TABRIZU.REC.1398.003 

 

Findings: The data were analyzed in SPSS 

software (version 19) through a one-way 

analysis of variance and Scheffe test. 

According to the results, L-glutamine can 

significantly reduce the serum levels of pre-

inflammatory cytokine, nitric oxide, and 

CD40 expression in the drug-treated group 

(group C), compared to the LPS- treated 

group (group B) (P<0.05).  

 

Discussions & Conclusions: L-glutamine 

could be a good choice for treatment by 

reducing the level of inflammatory 

mediators. 

 

Keywords: Heat shock protein70, L-

glutamine, Lipopolysaccharide, Nitric oxide  
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