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 چکیده
امل ع نیدوم 2018در سال  یامروزه سرطان بر اساس گزارش سازمان بهداشت جهان

 یاه هاراز  یکی یقارچ یها دیساکار ی. استفاده از پلباشدیدرجهان م ریمرگ و م

ان سرط و درمان یریشگیدر پ دتریکمتر و جد یارزانتر، کم خطرترو با عوارض جانب

 خاک از یبوم  ومیقارچ فوزار ییاو شناس یجداساز قیتحق نیباشد. هدف از ا یم

 اروشآن ب ییایمیش یها یگژیو نییگلوکان وتع دیساکار یکرج و استخراج پل یها

 (LCL) یدییلنفو یها نیسل لا یآن بررو یو نقش ضد سرطان HPLCو   FT-IRیها

قه کرج از خاک  منط  ومیمطالعه نمونه قارچ فوزار نیباشد. درا یم (Hela) و هلا

درحد جنس   یکیو ژنت  یوماکروسکوپ یکروسکوپیوبه روش  م دیگرد یجداساز

ار مقد نیشتریب دیتول یبرا  یانتخاب عیکشت ما طیدر محشد . وسپس قارچ  ییشناسا

ش .گلوکان قارچ به روش آب جودیاستخراج گلوکان کشت گرد یبرا یتوده قارچ

 یشتهاک بهازگلوکان استخراج شده  را  یمختلف ریمورد استخراج قرارگرفت .مقاد

 شتک جیشد.نتا  یآن بررس تهیسیتوتوکسیاضافه شد واثرات سا HelaوLCL یسلول

ت داش یدییلنفو یسلول ها یبر رو یگلوکان نقش ضد سرطان دیساکار ینشان داد پل

 یلپ تهیسیتوتوکسینداشت. اثرات سا یهلا اثر ضدسرطان یسلول ها یاما بر رو

 نشان داده شد.   (MTT)یمتریگلوکان با روش کالر دیساکار

 .FT-IR,HPLCاستخراج گلوکان، کشت سلول، وم،یفوزار :واژگان کلیدی

 11/12/1398تاریخ پذیرش:   19/7/1398: تاریخ دریافت
 

 مقدمه
سرطان بیماری است که درآ ن سلولها بطور غیر عادی و 

بدون کنترل تقسیم می شوند رشد می کنند و توده سلولی 

و محدود به  (Benign) ایجاد میکنندکه می تواندخوش خیم

و    ندک (Metastasis)یک بافت باشدو نیز میتواند مهاجرت

 مدخیببافتهای دیگر را سرطانی نماید که در این حالت به آن 

(Malignant )( 1می گویند) .یادیز یبروز سرطان علتها 

 به: ژنهای سرطان زا میتوان یم انیدارد که  ازآن م

(oncogenes) ،،رداختلال  اختلال در ژنهای مهارکننده تومور 
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 رانیاواحد کرج،کرج، ی،دانشگاه ازاداسلام هی، دانشکده علوم پا یولوژیکروبیگروه م-2

 رانیا ران،تهران،یپاستورا تویانست-3

وتاسیون (، م Aging، مایتوژنها، پیری سلولها) p53 ژن 

نقص درکنترل مرگ برنامه ریزی  درژنها،

(، کوتاه شدن تلومر، عوامل شیمیایی، Apoptosisشده)

عوامل فیزیکی،ویروسها وباکتریها، رژیم غذایی وعوامل 

شیوع وفراوانی مرگ ومیر دراثر (2, 1)داخلی اشاره کرد. 

میلیون نفر  6/9به  2018جهان در سال سرطان در

یکصدوده هزارمبتلا  1397- 1396ودر ایران درسال.(3)رسید

به سرطان شناسایی گردید که ازاین میان پنجاه و شش هزار 

پیشگیری مهمتر از درمان است،  (4) نفر فوت کردند.

های رایج رامیتوان با پرهیز  درصد سرطان 30-50تقریبا

عدم استفاده از سیگار و تنباکو و  ازعوامل خطر مهار نمود:

عدم استفاده ازالکل، رژیم غذایی  حتی تنباکوی بدون دود،

جلوگیری از  از میوه و سبزیجات،  استفاده زیاد سالم مثل:

جلوگیری از  های فیزیکی، ،انجام فعالیتافزایش وزن وچاقی

پرتو های ماورای بنفش و یونیزان،  کاهش آلودگی هوای 

شهری، پرهیز ازسوخت های فسیلی در خانه،  عدم آمیزش 

(، HPVجنسی با افراد مبتلا به ویروس پاپیلومای انسانی)

،  واکسیناسیون در برابر ویروس  C،  هپاتیتBهپاتیت

درمان سرطان ها به . B  (5)پاتیتپاپیلومای انسانی و ه

روش های مختلفی انجام می شود: جراحی، شیمی درمانی، 

پرتو درمانی، هورمون درمانی، ژن درمانی، ایمونوتراپی، 

یوند سلول های بنیادی ، استفاده درمان هدف گیری شده، پ

از برخی ویروس ها مانند: ادنوویروس ها و پاپیلوما ویروس 

هزینه درمانی بالا، عوارض  .(6, 2)ها می توان اشاره کرد.

جانبی زیاد ، از بین رفتن سلولهای سالم بدن ، طولانی بودن 

درمان از جمله معایب این روشها است.یافتن راههای جدید 
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کم خطرتر، ارزانتر ، با عوارض جانبی کمتر و موثرتر از 

گلوکان یک پلی ساکارید است  ضروریات این تحقیق است.

لوکز تشکیل شده است که که ازواحد های منومری گ

بیشترین پلی ساکارید تشکیل دهنده قسمت بیرونی دیواره 

سلولی در اکثر قارچها می باشد ومعمولا از طریق پیوندهای 

گلوکز  6و  3و4باکربن شماره 1گلیکوزیدی بین کربن شماره

بعدی ارتباط برقرار می کند.استفاده از گلوگان قارچهای 

ی ذاتی و حذف سلوهای خوراکی درتقویت سیستم ایمن

نقش . (7, 6)سرطانی در برخی مقالات اشاره شده است.

تحریک کنندگی گلوکان قارچی بر روی سلولهای 

NKcells،Bcells   وTcells .برخی . (8)نیز مشاهده گردید

فعالیتهای ضد توموری گلوکان تولید سایتوکاین و نیتریک 

ز کاهش دهنده گلوکز و کلسترول و نی .(9)اکسید است.

خی دیگر از پلی گلوکان و بر.(10)خون می باشد.

ساکاریدهای قارچی از طریق اتصال به گیرند هایی 

سیستم  می توانند TLRS,Dectin,Mannose,CR3,CD4نظیر:

یز ماکروفاژها و سلولهای دندریتیک ایمنی را با تکثیروتما

. از این رو با فعال کردن مسیر های مختلف تحریک نمایند 

ن، انفجار سیستم ایمنی نظیر :فاگوسیتوز،سیستم کمپلما

تنفسی ، بروز التهاب، آپوپتوزیس ، فعال کردن سلولهای 

موثر ضد توموری ، فعال کردن سلولهای عرضه کننده آنتی 

ژن منجر به اغاز پاسخهای ایمنی سلولار وهومورال 

قارچ فوزاریوم یک جنس بزرگ ازقارچهای . (9و8میگردند.)

شاخه آسکومایکوتا وزیرشاخه پزیزومایکوتینا ورده 

ورداریومیست ها وراسته هیپو سرال ها وخانواده نتریاسه س

قارچ فوزاریوم یک قارچ ساپروفیت و بیماریزای  می باشد.

فرصت طلب است درخاک به فراوانی وجود دارد ، درگندم 

و جو ایجاد بیماری میکند.که عامل ان فوزاریوم گرامینه روم 

اکسیس نامیده میشود.عامل بیماری پاناما درموز فوزاریوم 

پوروم نامیده میشود. در انسان عفونت 

ایجاد ( keratitis)عفونت قرنیه و (onychomycosis)ناخن

میکند. اما بیماری در افرادیکه نقص سیستم ایمنی دارند ویا 

به طریقی سیستم ایمنی ضعیف شده دارند مثل :نوتروپنی ، 

عفونتهای فوزاریومی  مهاجم بدن وگردش خون را ابتلا می 

د که مربوط است به این گونه ها : فوزاریوم نمای

سولانی،فوزاریوم اکسیسپوروم ،فوزاریوم ورتیلوِییدز  و 

فوزاریوم پرولیفراتوم. در اروپاوآمریکای شمالی ازفوزاریوم 

عرضه ( Quorn)ونناتوم به عنوان غذا تحت عنوان کورن

میشود. از نظر میکروبیولوژی غذایی دارای اهمیت است زیرا 

ولید ت ((Mycotoxinگونه های آن توکسین قارچبرخی 

فومینسین و  (Trichotecen)میکنند، نظیر: تریکوتسین 

(Fumonisin ) :که می تواند از طریق محصولات زراعی مانند

گندم، جو، ذرت،  برنج، بادام زمینی، دانه های روغنی، پنبه 

دانه، وارد رژیم غذایی شده و موجب بیماری 

ردد، که دارای علامت های زیر است: مایکوتوکسیکوزیس گ

دل درد، تهوع، استفراغ، اسهال، خستگی، تب ولرز ، ضعف 

عضلانی، کاهش مغز استخوان ، کاهش گرانولوسیتها، عفونت 

ثانویه، زخم لارنژیت، خونریزی زیرپوستی، مدفوع خونی و 

سیاه ، اسهال خونی ، هماتوری، استفراغ خون ، خونریزی 

انجام  ازهدف  .(11)زخم دستگاه گوارش.بینی و واژینال و 

این تحقیق استخراج گلوکان از قارچ فوزاریوم بومی جدا 

شده ازخاک کرج و تعیین ویژگی های شیمیایی آن با روش 

و شناسایی ژنتیکی قارچ و تعیین  FT-IR,HPLCهای 

خاصیت ضدتوموری آن بر دو رده  سلول های سرطانی 

 .بود Helaو کارسینومای  LCLلنفوییدی

 

 رکامواد و روش
 جداسازی و شناسایی قارچ فوزاریوم

نمونه خاک بطور تصادفی از خاک منطقه کرج نمونه برداری 

شد، وبوسیله سریال دایلوشن ده لوله ای تهیه رقت به عمل 

آمد و از رقتهای بدست امده در پلیت های سا بورودکستروز 

اگار حاوی انتی بیوتیک کلرامفنیکل کشت ایزوله خطی 
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درجه  25روز در دمای  5-3ت بدست امد و به مد

سلسیوس قرارداده شد وکلونیهای تک قارچی از طریق 

میکروسکوپی مورد مشاهده قرار گرفتند وکلونیهای مربوط 

به قارچ فوزاریوم به روش کشت روی لام وکشت درپلیت 

 بطور میکروسکوپی وماکروسکوپی موردشناسایی قرارگرفت.

 شناسایی مولکلی قارچ

: ابتد ا نمونه ایزوله شده قارچ را در قارچ DNAاستخراج

محیط کشت شیبدار سابورودکستروز اگار کشت شد. سپس 

بوسیله پیپت پاستور کل محتویات لوله را به داخل لوله 

 5میلی لیتری منتقل گردید و نمونه را به مدت  15فالکون 

سانتریفوژگردید، وبا استفاده از کیت  g 2000دقیقه در

ارچ به روش زیر استخراج گردید: ق DNAشرکت فرمنتاز 

بعد از سانتریفوژ نمونه رویه دور ریخته شد و سلولها  با 

میلی لیتری  5/1کمک پیپت پاستور به داخل میکروتیوب 

میکرومول لایزیس بافر اضافه  400منتقل شد. به نمونه ها 

درجه سلسیوس قرار داده  65دقیقه در دمای  5شد و بمدت 

میکرومول کلروفرم اضافه شد و سه  600شد. بلافاصله به ان 

تا پنج بار سروته کردن کاملا مخلوط گردید و سپس در دور 

10000 g  دقیقه سانتریفوژ شد تا دو فاز ایجاد  2بمدت

گردد.دراین بین محلول پرسیپیتاسیون تهیه شد و فاز رویی به 

میکرولیتر از  800میکروتیوب جدید منتقل گردید و به ان 

تهیه شده پرسیپیتاسیون اضافه شد وکاملا سروته  محلول تازه

گذاشته شد و میکروتیوب   شد وپنج دقیقه درداخل اتاق

سانتریفوژ گردید.رویه را  g 10000دودقیقه دردوررابه مدت 

میکرومول کلرید  100را در DNAدور ریخته و رسوب 

سدیم حل گردید، چند بار ورتکس کرده تا رسوب کاملا 

میکرومول اتانل سرد و ده دقیقه  300حل گردید، بعد

درجه سلسسیوس قرار داده شد وسپس در  -20دردمای 

به مدت پنج دقیقه سانتریفوژ گردید، اتانل g 10000دور

راتخلیه کرده واجازه داده شد تا باقیمانده اتانل خشک شود 

میکرومول اب مقطر دی یونیزه  100و پس از خشک  شدن 

ل درفریزر نگهداری حاص  DNAاضافه گردید و سپس 

 .(12)گردید

PCR 18برای ناحیه ژنSrRNA وتعیین توالی آن 

راز با استفاده از واکنش زنجیره ای پلیم 18SrRNAثیرژن تک 

هانی پلیمراز و با استفاده از پرایمر های ج Taq DNAوآنزیم 

قارچی فوروارد و ریورس انجام 

 (http://aftol.org/resources.phpشد.)

0817F(5-

TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA-3). 

1196R(5-TCTGGACCTGGTGAGTTTCC-

3) 

اده ازترمو سایکلر ) اپندورف المان( این روش با استف

 DNAنانوگرم بر میکرولیتر  50و میکرولیتر  25درحجم کلی 

 5/2و dNTPsمیکرومول  10میکرو مول ازهر پرایمر، 10و

 Taq DNAواحد از    25/0و  10XPCRبافرمیکرولیتر 

polymerase  از کیت فرمنتاز انجام گردید.شرایط واکنش 

PCR 30درجه سلسیوس بمدت  95ه در، دناتوراسیون اولی 

درجه سلسیوس بمدت  95سیکل دناتوراسیون در  40دقیقه و

درجه سلسیوس بمدت  52ثانیه، دمای اتصال پرایمر در  30

درجه سلسیوس  72دقیقه ودمای گسترش پرایمر در  30

درجه سلسیوس  72ثانیه وگسترش نهایی در  30بمدت 

استفاده از ژل با  PCRدقیقه انجام شد. محصول  10بمدت 

 DNAsafeمیکرولیتر رنگ  15حاوی (  v/w)درصد 1اگارز 

stain)  ) وبا استفاده سیستم فلویورسانسuv   .مشاهده گردید

و سپس جهت تعیین توالی به شرکت ژن فن اوران ارسال 

 گردید.

کشت قارچ فوزاریوم واستخراج پلی ساکارید 

:ابتداقارچ فوزاریوم در پلیت محیط کشت گلوکان
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روز در دمای   3-5سابارودکستروز اگار کشت شد بمدت 

درجه سلسیوس  قرار گرفت. از کلنی های رشد کرده در 25

این پلیت به اندازه یک دیسک شش میلیمتری به عنوان 

یکدانه  تلقیح به محیط کشت سابورودکستروز براث به 

میلی لیتر با 1000میلی لیتری درارلن به حجم  250حجم 

روز  5-10صد گلوکز کشت گردید و به مدت در 20مقدار  

 rpm 150درجه سلسیوس در انکوباتور شیکردار) 25در دمای

( قرار داده شدت  و بیشترین توده قارچی بدست امد. بعد از 

طی دوره انکوباسیون توده میسلیوم قارچی از محیط کشت 

جدا گردید و  1مایع با استفاده ازفیلتر های واتمن شماره 

ا آب مقطر استریل و سه بار با بافر نمکی فسفات چند بار ب

شستشو و سانتریفوژ گردید و سپس به روش آب 

 .(13).استخراج گردید (  Mizuno)جوش

درپلی ساکارید استخراج  DNAسنجش پروتئین و 

ستخراج شده به وسیله میزان خلوص پلی ساکارید اشده

 280نانومتر و230اسپکتروفتومتری در طول موج های   

 . ارزیابی شد  DNAپروتئین و وجودنانومتر به ترتیب برای 

نالیز پلی ساکارید گلوکان استخراج شده بوسیله طیف آ

برای بررسی (:FT-IR)سنجی مادون قرمز روش فوریه

بی موجود در ساختار این پلی ساکارید وتعیین گروههای جان

ان ابتدا پلی ساکارید آبگیری شدباقراردادن نمونه دراتاقک 

کوبیده  KBrخلا حاوی پنتوکسید وانادیوم وسپس بانمک 

 شده و دردستگاه  قرارداده شد و در فرکانس محدوده  بین 

 1-cm   4000-500 آن بدست آمد. یفط 

آنالیز پلی ساکارید استخراج شده بوسیله کروماتوگرافی 

 HPLCبااستفاده از دستگاه  (: HPLC)یع با کارایی بالاما

( وبا استفاده از ستون 200سری  Perkin Elmer)مارک 

C18  ودتکتورUV visible) )3/0  گرم  پلی ساکارید

  Aاستخراج شده با استونیتریل مخلوط گردید وفاز تحرک 

 PH3درصد با  1/0بدست آمد و سپس بافر نمکی فسفات

در  A:Bیا  15:85هیه شد و به نسبت حجمی ت Bبعنوان فاز 

میکرولیتر بردقیقه وبا حجم  5/0دمای آزمایشگاه وبا جریان

نانومتر و زمان  200میکرولیتر ودر طول موج  20تزریق 

 .(14)دقیقه انجام گرفت. 5حرکت 

وتست   LCLو Helaکشت سلولهای 

سی میزان سایتوتوکسیسیتی از برای بررسایتوتوکسیسیتی:

استفاده   Helaو ( LCL)سل لاین های دودمان لنفوئیدی 

خانه ای  96گردید.این سلولها درداخل چاهک های  پلیت 

 کشت شدند.

ده درصد  FBS و  RPMIشرایط کشت:    محیط کشت 

درصد به  5درجه سلسیوس و دی اکسید کربن 37دمای 

 ده سلولی معلق هستنندکه ر LCLتعداد صد هزارسلول برای 

 به تعداد هشتاد هزار که یک رده سلولی Helaو سلول های 

میلی 20چسبان هستند   سپس محلول استوک با حل کردن  

 3میلی لیترآب مقطر استریل حل شدو 10گرم گلوکان در

درصد اضافه شد سپس غلظت 10قطره هیدروکسید سدیوم 

ثر به سلولها امیلی گرم برمیلی لیتر گلوکان  4و3و2و1های 

درجه سلسیوس قرار داده  37ساعت در 24داده شد وبمدت

   MTTمیکرولیتر محلول 50شد  و پس از آن به سلول ها 

 37افزوده شد و به مدت سه ساعت درداخل انکوباتور 

 .(16, 15)درجه سلسیوس قرار داده شد.

 

 نتایج
ا بمشاهده اسلاید کالچرهای بدست آمده  باشناسایی قارچ: 

کاتن بلو با میکروسکوپ هیف هایی با دیواره عرضی 

وماکروکنیدی های هلالی و دوکی شکل چهار وپنج قسمتی 

ت با انتهایی کشیده که از ویژگی های  قارچ فوزاریوم اس

 (.1بدست آمد. )نگاره 
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 اختمان میکروسکوپی قارچ فوزاریومس -1نگاره 

 ماکروسکپی قارچ بعد از کشت قارچ در مرکز پلیتساختار 

 درجه 25سابورو دکستروز آگار وقراردادن در انکوباتور 

مد. ویژگیهای سطح آروزبه دست  2-3سلسیوس به مدت

د بو سریعپلیت شامل کلنی های کرکی وپنبه ای سفید بارشد 

و پشت پلیت به رنگ زرد ونارنجی بدست آمدکه 

 وم است.ازاختصاصات قارچ فوزاری

 
 )الف( و)ب(. ویژگی های ماکروسکپی قارچ فوزاریوم الف( 2نگاره 

 نمای پشت پلیت وب( نمای سطح پلیت

قارچ    DNAپس از استخراج شناسایی ژنتیکی قارچ:

درژل  400bpباندی  به طول   18srRNAبرای ژن   PCRو

( سپس بعد از ارسال نمونه 3الکتروفورز  بدست آمد )نگاره

ی یابی و دریافت کروماتوگرام های فوروارد برای توال

مورد ارزیابی قرار   Bioeditوریورس توالی ها با نرم افزار 

مرکز  Blastگرفت و سپس با توالی های موجود در پایگاه 

NCBI  مورد مقایسه قرارگرفت و جنس فوزاریوم  تایید

گردید و با رسم درخت فیلوژنتیکی جایگاه آن در ژن 

18SrRNA :2-6  P -3 S -1 X 88.P S Fusarium  بدست

  .(12)آمد

 
  18srRNAلکتروفورز  ژن ژل ا -3نگاره 

پلی ساکارید      FT-IRنتایج حاصل از کروماتو گرام 

همانطور که کروماتوگرام نشان  گلوکان استخراج شده:

میدهد انواع گروههای جانبی موجود در مولکول عبارتنند از 

مربوط است به ارتعاش  79/3423:نوار جذبی در ناحیه

 07/2923لرزشی گروه هیدروکسیل انتهایی ونوار جذبی در

مربوط است به گروهای متیلن جانبی ونوارجذبی در 

ونوار جذبی H-O-H مربوط است به   64/1629ناحیه

جذبی در  ونوار C-Cمربوط است 61/1437درناحیه

متیل متقارن ونوار  H-Cمربوط است به چرخش   1380ناحیه

  C-Hمربوط است به گروههای  61/1020جذبی در ناحیه 

مربوط است به  22/875داخلی ونوار جذبی در ناحیه

تایید کننده مولکول  که.(17)خارجی است  C-Hگروهای

 (3گلوکان است.)نمودار
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 ب

 

 SrRNA 18کروماتو گرام ریورس ژن - 1نمودار 
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 SrRNA18 کروماتوگرام فوروارد ژن- 2نمودار 

 

ارید پلی ساک   FT-IRنتایج حاصل از کروماتو گرام

 گلوکان استخراج شده

همانطور که کروماتوگرام نشان میدهد انواع گروههای جانبی 

ود در مولکول عبارتنند از :نوار جذبی در موج

مربوط است به ارتعاش لرزشی گروه  79/3423ناحیه

مربوط است به  07/2923هیدروکسیل انتهایی ونوار جذبی در

   64/1629گروهای متیلن جانبی ونوارجذبی در ناحیه

مربوط 61/1437ونوار جذبی درناحیهH-O-H مربوط است به

مربوط است به   1380یهونوار جذبی در ناح C-Cاست 
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 61/1020متیل متقارن ونوار جذبی در ناحیه  H-Cچرخش 

داخلی ونوار جذبی در   C-Hمربوط است به گروههای 

خارجی   C-Hمربوط است به گروهای 22/875ناحیه

 (3گلوکان است.)نمودار که تایید کننده مولکول.(17)است

 

 پلی ساکارید گلوکان قارچ فوزاریوم FT-IRکروماتوگرام  -3نمودار 

 

 HPLCتایج بدست امده ازکروماتوگرام ن

لی پنه پس از انجام کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا ازنمو

بدست امده در محدوده بین   peakساکارید بالا ترین 

بر گلوکان دقیقه به دست آمد که تاییدی 6و5

 (.4()نمودار18است.)

 

 

 پلی ساکارید گلوکان قارچ فوزاریوم HPLCکروماتوگرام  – 4نمودار

،نمک  MTTنتایج حاصل از تست سایتوتوکسیسیتی:

تترازولیوم زردرنگ می باشد که تنها در صورت سلامت 

 ابرمیتوکندریها به فورمازون ارغوانی رنگ تبدیل میشود.بن

غوانی با تعداد سلولهای زنده این تولید فرمازون ار

د ومیتوکندریهای سالم موجود متناسب است.مقدار رنگ ایجا

ده نانومتر خوان 553شده بوسیله الایزا ریدر  درطول موج 

شد.نتایج حاصل نشان داد  گلوکان استخراج شده دارای 

 نمی باشد، Helaتاثیرات سایتو توکسیک بر روی رده سلولی 

تاثیرات سایتوتوکسیک  LCLولی بر روی رده سلولی 

 . (18)(4مشخصی را نشان داد.)نگاره

 

رنگ  Helaو LCLبرای سل لاین های  MTTتست  –4نگاره 

فته رارغوانی سلولهای سرطانی سالم ورنگ زرد سلولهای سرطانی ازبین 

 در واکنش با معرف تترازولیوم

 

 بحث

در این تحقیق جداسازی قارچ از نمونه خاک به روش  

غربالگری اولیه وبدست آوردن کلونیهای تک وشناسایی 

وسکپی وماکروسگپی قارچ انجام گرفت .به منظور میکر

پلیت از آنتی بیوتیک  در جلوگیری از رشد باکتریها

شناسایی ژنتیکی قارچ با استفاده از  کلرامفنیکل استفاده شد.

های حفاظت شده ای  انجام شد.که توالی SrRNA 18ژنهای 
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قرار  ITS1,ITS2که بین توالی های400bpهستنند به طول 

ها در حد جنس استفاده می شود.  ای شناسایی قارچبر دارند 

های  توالی با استفاده از پرایمرهای مذکور  استفاده گردید. و

های موجود در بانک ژنی مورد  این ژن بدست امد وباتوالی

مقایسه قرار گرفتند وجایگاه فیلوژنتیک قارچ در جنس 

برای کشت قارچ فوزاریوم  به  فوزاریوم شناسایی گردید.

نظور تولید بیشرین مقدار  پلی ساکارید گلوکان در محیط م

مایع سابورودکستروز براث با تغییر  مقدار گلوکز بهینه 

سازی برای افزایش میزان گلوکان انجام شد.دراین تحقیق 

چون هدف تولید بیشتر گلوکان است و منومر آن گلوکز 

ی است از این رو مقدارگلوکزدو برابر درنظر گرفته شد.  برا

حذف پلی ساکاریدهای محیط کشت مایع چندین بار توده 

قارچی با آب مقطر استریل وبافرنمکی فسفات شستشو شد 

.برای استخراج گلوکان Mizuno (13)سپس باروش 

 استفاده شد.

است که دررده  فوزاریوم یک قارچ رشته ای وساپروفیت

آسکومیست ها طبقه بندی می گردد ودراین تحقیق استفاده 

 Hsu juشده است اما در  برخی مطالعات انجام شده مانند

 2013وهمکاران در سال  Elainو 2011وهمکاران در سال 

از قارچهای خوراکی  2016وهمکاران درسال  Mengو

. تمایز این تحقیق با سایر (19, 7, 6)مختلفی استفاده  کردند.

در این تحقیق برای آنالیز پلی ساکارید  تحقیقات میباشد.

استفاده شد.  اما  HPLC  , FT-IRقارچی از تکنیک های 

انجام  2013وهمکاران در سال  Elainدرتحقیقی که توسط 

 GC –MSو H –NMR و C-NMRشد از تکنیک های 

بالاترین غلظت  HPLCتکنیک .در (20)ید.استفاده گرد

دقیقه به دست آمد که  6-5بدست آمده گلوکان درمحدوده 

 2014در سال  Limin Gaoهمانند نتیجه بدست آمده توسط 

تعیین گروههای  FT-IRستفاده از روش میباشد. مزیت ا

جانبی در ساختمان ملکول گلو کان  است که با گروههای 

بیانگرخواص  جانبی موجود درمنومر گلوکز مشابه است و

فیزیکوشیمیایی آن  مثل ویسکوزیته وگروههای عامل آن که 

دراین تحقیق از سل . (17دراتصال به سلول نقش دارند.)

استفاده گردید.سل لاین  Helaو LCLلاین های لنفوئیدی 

همان سلول هایی هستنند که در سرطان سیستم  LCLهای

نقش دارند وبه دو گروه لنفومای (  Lymphoma)لنفاوی 

هوچکینی وغیر هوچکینی طبقه بندی میشوند.علت سرطانی 

می  EBV  (Epstein Barr Virus )شدن این سلولها ویروس 

گردن رحم  یسرطان یااز سلوله Hela ایه ینلا سلباشد .

مد آبدست  1941درسال ( Henrieta Lack)کل یتاخانم هنر

مختلف  یقاتاست که در تحق یسلول سرطان ینتر یمیوقد

سلول  ینشدن ا یعلت سرطان ن استفاده شده است.آاز 

 HPV =  Human papiloma.)است یانسان یلومایپاپ یروسو

virus  )ی مختلفی درتحقیقات دیگر ازسل لاین ها.یباشدم

  Hsu etalو2008درسال   Chan etalاستفاده شده است.مثلا 

برای مشاهد   THP-1از سل لاین های  2011در سال

 Yangآپوپتوزیس  سلولهای سرطانی روده استفاده کردند.و

etal  ازسل لاین های  2016درسالS180  برای مشاهده

اثرات ضد سرطانی پلی ساکاریدی قارچی فلینوس پولوس 

بر  چ فوزاریوماثرات گلوکان قار یبا بررساده کردند.     استف

 یدساکار یپل ینکه ا یدمشخص گرد یدو رده سلول ینا یرو

بر  یاست ول یاثر ضد سرطان یدارا LCLی سلولها یبر رو

وقتی که با  بود یفاقد اثر ضد سرطان  Hela یسلولها یرو

مشاهده شد  LCL اینورت میکروسکوپ سل لاین های

سنجش  بسیار زیادی درسلولهای سرطانی  دیده شد.کاهش  

انجام گرفت که با  MTTتوکسیسیته با استفاده ازتست 

تفاوت در عملکرد  ین.علت اسایر تحقیقات همخوانی دارد

تفاوت در  یکیتواند مختلف باشد.مثلا  یم یریگ یجهونت

سلولها دخالت داشته  ینشدن ا یکه درسرطان یروسینوع و
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به گلوکان پاسخ داده اند  LCL یلهاسلو ینکهاست.وا

به گلوکان   Hela سلولهای ین را دارند ولآ یها یرندهوگ

 یدساکار یمشخص شده است  که پلامروزه .  پاسخ نداده اند

 یستمس یسلولها  یکه بر رو ییها یرندهاز گ  یقارچ یها

در می گردد. ایمونولوژیکی یقرار دارند باعث پاسخها یمنیا

انجام  2011وهمکاران درسال  Huangتوسط مطالعه ای که 

گردید معلوم شد که فعال شدن ماکروفاژها  از طریق گیرنده 

انجام می گیرد.ودر مطالعه ای که   Dectin-1 ,  TLR2 های 

انجام شد معلوم شد  2008وهمکا ران درسال  Weisتوسط 

 و Tcellsکه مکانیسم های  ضد توموری شامل  تحریک 

Nkcells  (21 (یان سایتوکاین ها وتولید اکسید نیتریک می ب

وهمکاران  Elaine. ودرمطالعه ای که توسط  (9)باشد.

انجام گرفت نشان داد که سایتو کاین هایی  2013درسال 

 pleuroteusدر اثر بتا گلوکان قارچ TNF-a  و IL-1Bمانند 

sajo-caju (.در مطالعه ای که توسط  .(21)مشاهده گردید

Huang    انجام گرفت نشان داد که  2011وهمکاران در سال

پلی ساکارید های قارچ گانودرما لوسیدوم توانستند سل لاین 

رابه سلولهای دندریتیک القا کنند واگر  THP-1های منوسیتی 

کنند باعث ترشح  اضافهGMCSF و 4انها را با اینتر لوکین 

سایتو کاین ومرگ سلولی در همان دودمان سلولی میگردد 

همکاران در سال و   Carbonero.در مطالعه ای که توسط(8)

انجام گردید نقش بتا گلوکان قارچی بر روی افزایش  2012

مقاومت ایمنی ذاتی در برابر عوامل بیولوژیکی نشان داده 

(. درتحقیق حاضر مشخص گردید که پلی 21شده است.)

اکارید گلوکان  قارچ فوزاریوم دارای اثر ضد سرطانی بر س

چرایی این اثر  و روی سل لاین های لنفوئیدی هستند 

مطالعه نشده است از این پلی ساکارید می توان در درمان 

سرطانهای خونی با منشا لنفوئیدی مورداستفاده قرارداد .علت 

 این خواص را می توان به ویژگی های  فیزیکو شیمیایی

ملکول گلوکان مثل ویسکوزیته ،وزن مولکولی آن ربط داد. 

پی برد که کنفورماسیون مارپیچ سه  2018در سال  Dertliو

گانه وحضور گروههای  هیدروفیلی  درسطح خارجی این 

.ونقش (14)مارپیچ درنقش بیولوزیک گلوکان اهمییت دارد.

 Cheicknaضد سرطانی این گلوکان با تحقیقات 

 2009درسال   Liuو 2007درسال  Demirو  2012درسال

 همسو است.  2011درسال  Chenو
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