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Abstract 
BACKGROUND: Hydatid cyst is an infection with global distribution that is caused by the larval stage of the 

tapeworm of Echinococcus. The long-term survival of the hydatid in the host shows the parasite has advanced highly 

effective strategies for escaping the host defense. Deaths are caused by parasitic infections which are often due to tissue 

damages that result in host cell death, this is known as apoptosis. So it is important to know the process and the role of 

apoptosis that is created or controlled by a parasite. 

OBJECTIVES: Investigation of cytotoxicity effect, induction of apoptosis and mechanism of induction of apoptosis 

of cattle hydatid fluid on bovine lymphocyte cells as efficient cells of immunity were studied. 

METHODS: In this study, the cytotoxicity effect of bovine hydatid fluid (HF) on lymphocyte cells was investigated 

as effective immune cells against Echinococcus granulosus by MTS method. Then the mean of the expression of 

caspase-3, Bax and Bcl-2 genes in bovine lymphocytes treated/untreated was determined with fertile and infertile 

hydatid cyst fluid using Real Time PCR method. 

RESULTS: The viability mean of lymphocytes was significantly lower in the fertile HF treated lymphocytes compared 

to both infertile HF-treated lymphocytes and cell control. Bax gene expression was significantly (P=0.046) higher in 

the fertile HF-treated lymphocytes compared to both infertile HF-treated lymphocytes and cell control. Although 

Caspase 3 was higher in this group, the difference was not significant. Also, expression of Bcl-2 gene in fertile fluid 

treated lymphocytes was found to be lower than that of infertile and control. 

CONCLUSIONS: Present study indicates that hydatid cyst fluid molecules can probably induce apoptosis in immune 

cells in vitro and the parasite’s ability to stay alive for a long time in the host by controlling the host immune response 

from the apoptosis pathway. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1.Designed primers.    
Table 2. Time and temperatures related to the Real Time PCR reaction. 

Fig. 1. Comparison of viability (Mean ± SD) of fertile HF-treated lymphocytes with the control group in different concentration (100%). 

***: P = 0.001 

Fig. 2. Comparison of viability (Mean ± SD) of infertile HF-treated lymphocytes with the control group in different concentration (100%). 

***: P = 0.002 

Fig. 3. A: Comparison of mean Bax gene expression in lymphocytes treated with fertile and infertile hydatid fluid and control group. B: 

Comparison of the mean expression of Caspase 3 gene in lymphocytes treated with fertile and infertile hydatid fluid and control group. C: 

Comparison of Bcl-2 gene expression in lymphocytes treated with fertile and infertile hydatid fluid and control group. *: P <0.05 
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  دیدات یه  ستیک  ع یدر پاسخ به ما ی گاو یهات ی آپوپتوز در لنفوس یهاژن  ان یب
 

 1آبادیزهرا غیور نجف،  2، محمد علیان1، حسین یوسفی دارانی1سپیده طلوعی،  1مریم رحمانی دهاقانی

 
  ، اصفهان، ایرانده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اصفهاندانشکشناسی،  گروه انگل و قارچ  1

 اصفهان، ایران   ، دانشگاه آزاد خوراسگان،گروه فیزیولوژی دام  2

 

 1398شهریورماه  1 تاریخ انتشار آنلاین:  1398ماه  اردیبهشت 21 :تاریخ پذیرش  1397 ماه  بهمن 6تاریخ دریافت: 

 چکیده 
 

ماندن انگل به مدت طولانی در میزبان شود. توانایی زنده  هیداتیدوز عفونتی با انتشار جهانی است که توسط سستودهای جنس اکینوکوکوس ایجاد می    :زمینۀ مطالعه

های غلب در اثر آسیبهای انگلی اهای ایجاد شده توسط عفونتهایی برای فرار از سیستم دفاعی میزبان است. مرگدهنده آن است که انگل دارای استراتژینشان 

انگل ایجاد و یا  بافتی است که نتیجه یک نوع مرگ سلول میزبان است که تحت عنوان آپوپتوز شناخته شده است. بنابراین مهم است که نقش آپوپتوز را که توسط

 شود را کشف و بشناسیم. کنترل می

های کارآمد ایمنی علیه گاو به عنوان سلول هایلنفوسیتوپتوز مایع هیداتید گاوی بر روی اثر سیتوتوکسیسیتی، القاء آپوپتوز و سازوکار القاء آپ بررسی :هدف

 باشد.اکینوکوکوس گرانولوزوس می

آپوپتوتیک های آنتی بررسی شد. سپس میانگین بیان ژن   MTSدر این پژوهش ابتدا اثر سیتوتوکسیسیتی مایع هیداتید گاوی بر روی لنفوسیت های گاو با روش    :کارروش

Bcl-2  و پروآپوپتوتیکBax و شاخص آپوپتوزCaspase 3  های گاوی تیمار شده با مایع کیست هیداتید بارور و غیربارور با روش در لنفوسیتReal Time PCR 

 گیری شد. اندازه 

( داشت. میانگین  P<  0/ 05دار ) ه با مایع کیست هیداتید بارور و غیربارور نسبت به یکدیگر و گروه کنترل اختلاف معنی های تیمارشد ها در گروه میانگین زیستی لنفوسیت   :نتایج

( داشت.  P  =0/ 046های تیمار شده با مایع کیست غیربارور و کنترل اختلاف معنی دار ) های تیمار شده با مایع کیست بارور در مقایسه با لنفوسیت در لنفوسیت   Bax  بیان ژن 

های تیمار شده با مایع کیست بارور در مقایسه با  در لنفوسیت   Bcl-2شد ولی اختلاف معنی دار نبود. همچنین بیان ژن    در این گروه بالاتر بیان   Caspase 3اگرچه میانگین  

 دست آمد.  و غیرمعنی دار به   غیربارور و کنترل، پائین 

های ایمنی میزبان در محیط آزمایشگاهی های مایع کیست هیداتید قادر به ایجاد آپوپتوز در سلولکند که مولکولها تعیین میاین بررسی :نهایی گیرینتیجه

 ماندن به مدت طولانی را در بدن میزبان دارد.  باشند و انگل با مهار پاسخ ایمنی میزبان از مسیر آپوپتوز، توانایی زندهمی

 Bax ،Bcl-2 ،Caspase 3کیست هیداتید، آپوپتوز،  :کلمات کلیدی

 

 با ذکر منبع آزاد است.  کامل برداری، توزیع و نشر برای استفاده دسترسی آزاد؛ کپی: تحقیقات دامپزشکی  ©رایت کپی

 شناسی، دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان، اصفهان، ایرانگروه انگل و قارچ  نویسنده مسئول: 
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مهمقد

ی لاروی کرم  هیداتیدوز یک عفونت انگلی است که توسط مرحله 

شود و به عنوان یک بیماری زئونوز  ایجاد می   اکینوکوکوس گرانولوزوس 

مهم در علم پزشکی و دامپزشکی مطرح است. در سیر تکاملی این انگل  

دو میزبان پستاندار وجود دارد. کرم بالغ در روده کوچک سگ و  

کند که حاوی جنین  هایی می )میزبان نهایی( ایجاد تخم سانان سگ 

کننده است. بعد از خوردن تخم توسط میزبان واسط  قلابه آلوده شش 

های داخلی، اساسا کبد و  )انسان و علفخواران( مرحله لاروی در ارگان 

 (. ,176)   کند های پر از مایع می یافته و ایجاد کیسه ریه رشد و تکامل 

اندن کیست هیداتید درون میزبان واسط به متوانایی زنده

هایی دهنده آن است که انگل دارای استراتژی مدت طولانی  نشان

برای فرار از سیستم دفاعی میزبان است. علاوه بر سد فیزیکی لایه 

ژنیک مایع کیست هم در فرار انگل از  فیبروزی کیست، ترکیبات آنتی 

 تحقیقات دامپزشکیمجله 
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های اخیر مطالعات  (. در سال 20) سیستم ایمنی میزبان درگیر است 

های درگیر در استقرار کیست هیداتید انجام  متعددی بر روی مکانیسم 

اند. این  های تنظیم ایمنی را مهم دانسته شده است که نقش مولکول 

های ایمنی را تضعیف  ها یا بطور مستقیم عملکرد بعضی از سلول مولکول 

شوند که زمینه  ها می ول کنند یا سبب تحریک جمعیتی دیگر از سل می 

(. سپس این  10کند ) فرار انگل از سیستم ایمنی میزبان را فراهم می 

سوال طرح شد که انگل برای تعدیل سیستم ایمنی میزبان از چه  

هایی انجام  کند؟ در پاسخ به این سوال پژوهش راهکارهایی استفاده می 

یراتی در الگوی  شد که نتایج نشان داد کیست هیداتید قادر به ایجاد تغی 

های  و نقش مهم سلول   2Thهای تولید شده از میزبان در پاسخ  سیتوکین 

( در تکامل عفونت هیداتید است که ارتباط با بقای انگل  Tregگر ) تنظیم 

(. همچنین نتایج مطالعات نشان داد که  ,145در بدن میزبان دارد ) 

یستم  فاکتورهای محلول داخل مایع کیست هیداتید ممکن است به س 

  Tregهای کردن سلول  لنفاوی میزبان دسترسی پیدا کرده و با فعال 

    10ILسیتوکین های مهم در تعدیل و سرکوب التهاب مثل 

تولید می گردد. در   ß-TGF (Transforming Growth Factor beta)و 

عملکرد سیستم ایمنی    2Th/1Thاین صورت با توقف تحریک پاسخ 

   (. 24میزبان تنظیم می شود ) 

به طور کلی، انگل با کمک دو مکانیسم، پاسخ ایمنی میزبان را  

کند: اولین مکانیسم، فرار از سیستم ایمنی و تبدیل به کیست  مهار می 

کند و دومین  است که از اثرات آسیب پاسخ ایمنی میزبان جلوگیری می 

های ایمنی است که به طور فعال در کاهش و تعدیل  مکانیسم، واسطه 

های واسط ایمنی موجود  م ایمنی میزبان تاثیر دارد. ملکول پاسخ سیست 

در مایع کیست هیداتید در پاسخ ایمنی ذاتی، پاسخ ایمنی اکتسابی،  

(. اخیرا آپوپتوز  21های ایمنی هومورال و سلولی نقش دارند ) ظهور پاسخ 

ها و  عنوان بخش مهمی از ایمنی ذاتی میزبان در سرکوب انگل  به 

همچنین دفاع انگل در مقابل سیستم دفاعی میزبان و تعدیل آن مورد  

 بررسی قرار گرفته است.  

آپوپتوز یک نوع مرگ برنامه ریزی شده سلول است که توسط  

  2شود. در این مکانیسم  تغییرات مرفولوژیک و بیوشمیایی شناسایی می 

سیر مهم خارجی )رسپتورهای مرگ( و داخلی )میتوکندریال( نقش  م 

دارند که فاکتورهای متعدد در این مسیرها فعالیت دارند. آبشار آنزیمی  

ریزی  دو عضو مهم مرگ برنامه  ، Bcl-2 های خانواده کاسپازها و پروتئین 

Bcl-و در خانواده    Caspase 3باشند. در آبشار آنزیمی،  شده داخلی می 

مهمترین نقش    ، Bcl-2و آنتی آپوپتوتیک     Baxپروآپوپتوتیک   تئین پرو   2

 (.  7کنند ) را در آپوپتوز ایفا می 

های انگلی اغلب در اثر های ایجاد شده توسط عفونت مرگ 

های بافتی است که نتیجه یک نوع مرگ سلول میزبان است که آسیب 

تحقیقات انجام (. با بررسی  3تحت عنوان آپوپتوز شناخته شده است ) 

ها، به های سیستم ایمنی میزبان توسط انگل شده در آپوپتوز سلول 

ها قادر به تعدیل توان دست یافت که تعدادی از انگل این نتیجه می 

های ایمنی بوده و در پاسخ ایمنی میزبان از طریق القای آپوپتوز سلول 

در مورد (. 22،18،8کند )واقع انگل از سیستم ایمنی میزبان فرار می 

بنابراین  انگل اکینوکوکوس کمتر به این مساله پرداخته شده است 

کشف و شناسایی طرز عمل و نقش آپوپتوزی که توسط انگل ایجاد و 

در مطالعه حاضر اثر سیتوتوکسیسیتی،  یا کنترل می شود مهم است 

القاء آپوپتوز و سازوکار القاء آپوپتوز مایع هیداتید گاوی بر روی 

های موثر ایمنی علیه نفوسیت گاو به عنوان سلول های ل سلول 

اکینوکوکوس گرانولوزوس بررسی شد. از آنجایی که مطالعات تاکید 

های مایع هیداتید دارد و این تنوع ممکن است بر تنوع ترکیبات نمونه 

در عملکرد تنظیم سیستم ایمنی علیه کیست موثر باشد، لذا در این 

های بارور و غیربارور در القاء آپوپتوز مطالعه اثر مایع هیداتید کیست 

 نیز مقایسه گردید.

 کارروشمواد و  

فساران با مراجعه به کشتارگاه ها: آوردن کیست دست به 

اصفهان کبدهای آلوده به کیست هیداتید گاوی به آزمایشگاه انگل 

شناسی دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان انتقال داده 

کردن وضعیت آوردن مایع کیست و مشخص  دست  جهت به شد. 

ها )بارور یا استریل بودن(، مایع کیست از نظر وجود یا عدم کیست 

عدد  3(. مایع 1ها بررسی گردید ) قلاب وجود پروتواسکولکس و 

عدد کیست غیربارور جهت انجام آزمایشات انتخاب  3کیست بارور و 

، ها و باقیمانده لایه  هاپروتواسکولکس شدن نشین ته شدند. به منظور 

، لیتر میلی 50های فالکون استریل آوری شده در لوله مایع کیست جمع 

فیوژ گردید. مایع رویی در دقیقه سانتری  5به مدت   g  2000×در دور 

آوری و برای انجام مطالعات بعدی های فالکون جدید استریل جمع لوله 

 نگه داری شد. گراد  درجه سانتی   - 20در  

آوردن نمونه خون گاو غیرآلوده به کیست  دست به   

و  Bax ،2-Bclهای آپوپتوز  منظور بررسی بیان ژن به هیداتید: 

Caspase 3   های گاو توسط مایع کیست هیداتید القا شده در لنفوسیت

 10بارور و غیربارور، با مراجعه به کشتارگاه فساران، از ورید گردن 

آغشته به هپارین خونگیری انجام  لیترمیلی  50 عدد گاو  با سرنگ 

شد. طی مرحله کشتار و بررسی اعضا و احشای داخلی )کبد، ریه، 

رآلوده به کیست هیداتید شناسایی و نمونه طحال و ...( گاو، دام غی 
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شناسی دانشکده خون آن به آزمایشگاه کشت سلولی گروه انگل 

 پزشکی انتقال داده شد. 

از  لیتر میلی  20 های گاوی: جداسازی و کشت لنفوسیت 

 ca+2فاقد  HBSSبافر  ml20خون کامل گاو آغشته به هپارین با 

Mg  (, 0.35M 4Hpo28M NaCl, 0.4M KCl, 0.12M Na+2و 

Glucose-, 1M D3NaHco ها با استفاده از روش ( مخلوط و لنفوسیت

Ficoll train, H9L6095)-(Lymphodex, inno  با سرعت×g1500 ،

دقیقه سانتریفیوژ و  30، به مدت گراد درجه سانتی  18- 20 در دمای 

های به دست آمده پس از شستشو، شمارش شده جداسازی شد. سلول 

  های بلو از نظر زنده بودن بررسی و در پلیت ی تریپان و با رنگ حیات 

 (.4مغذی تقسیم شد )   RPMIحاوی محیط متر  سانتی   3/ 5

منظور بررسی اثر سیتوتوکسیسیتی مایع کیست بر روی به 

یک روش رنگ   MTSاستفاده شد. آزمون    MTSها از آزمون  لنفوسیت 

 با فرمول شیمیایی که در زیر آمده است :  سنجی است 

3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2 

(4-sulfophenyl)2H-tetrazolium inner salt 

ای  های چند خانه های زنده را در پلیت این روش تعداد سلول 

کند که بر اساس احیای رنگ توسط آنزیم ردوکتاز  شمارش می 

استفاده از نمک زردرنگ  های زنده استوار است که با  میتوکندری در سلول 

های زنده جذب و  وسیله سلول شود. این ماده به  تترازولیوم شناسایی می 

گردد. میزان این  های بنفش رنگ محلول فورمازان تشکیل می کریستال 

 شود. ترکیب رنگی توسط اسپکتروفتومتر خوانش می 

میکرولیتر   100سلول در حجم    510تعداد  :  MTSروش انجام  

 صاف تقسیم شد. به تایی ته  96هر چاهک پلیت  محیط مغذی در

ها در انکوباتور ها در محیط تازه، پلیت منظور سازگارشدن لنفوسیت 

 2به مدت    درصد95و رطوبت   2CO درصد  5با   گراددرجه سانتی   37

های بارور و غیربارور داری شدند. سپس از مایع کیست ساعت نگه 

های های مربوطه اضافه و از سلول به چاهک  درصد 15و  درصد 10

عنوان کنترل منفی استفاده شد. آزمایش بدون تیمار با مایع کیست به  

ساعت در  24ها به مدت بار تکرار گردید و سلول  3برای هر غلظت 

داری شدند. پس از گذشت مدت زمان تیمار، پلیت نگه شرایط کشت 

به مدت   rpm1500×از انکوباتور خارج و با سیتوسانتریفیوژ با سرعت  

آرامی از کنار هر چاهک به  دقیقه سانتریفیوژ شد. مایع رویی به  5

خالص    lµ80RPMIآوری و دور ریخته شد. سپس کمک سمپلر جمع 

هک اضافه و مخلوط شد، به هر چا  MTSمعرف میکرولیتر  20و 

 گراد درجه سانتی   37ساعت در    3ها با فویل پوشانده و به مدت پلیت 

ساعت انکوباسیون با  3ها پس از انکوبه گردید. جذب نوری چاهک 

 (.23خوانش شد )نانومتر   490   در طول موج  Elisa Readerدستگاه  

:   Real Time PCRهای آپوپتوز به روشبررسی بیان ژن 

در  Caspase 3و  Bcl2, Baxهای آپوپتوز ان ژن بررسی بی 

های تیمار شده با مایع هیداتید بارور و غیربارور طبق مراحل لنفوسیت 

 زیر انجام گردید. 

شده با مایع   تیمار های از لنفوسیت  RNAاستخراج 

 2× 610تعداد  /cellهای بارور و غیربارور: هیداتید کیست 

( درصد  10)  میکرولیتر 200دست آمده با روش فایکول، با  لنفوسیت به  

با   RNAهای بارور و غیربارور تیمار شد. مراحل استخراج  مایع کیست 

 cDNAسنتز  و سپس    210S)-(Jena Bioscience PPکیت استخراج  

طبق دستورالعمل  Fermentas, #k1621)فرمنتاز ( cDNAبا کیت 

 انجام گردید.ها  کیت 

  PCR-Real Time : های مورد نظر از سایت توالی ژن

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene  گرفته و با استفاده از

ی پرایمر اختصاصی طراح   Oligo Analyzerو   gene runnerهای برنامه 

پرایمرها به منظور بررسی   NCBIسپس با استفاده از سایت    .انجام شد 

 GAPDHشدند. ژن  BLASTهای غیراختصاصی عدم اتصال به توالی 

مورد استفاده   housekeepingمرجع و یا  در این مطالعه به عنوان ژن 

(.1قرار گرفت )جدول  

 

 شده یطراح یمرهایپرا. 1جدول 

 طول ترادف برگشت ترادف رفت  نام ژن

Bax TTTGCTTCAGGGTTTCATCC CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA bp 174 

BCL2 GTCATGTGTGTGGAGAGCGTC TCCACAAAGGCGTCCCAG bp 134 

CASP3 AGAACTGGACTGTGGTATTGAGAC TCGCCAGGAAAAGTAACCAG bp 124 

GAPDH TCGGAGTGAACGGATTCG CATGTAGTGAAGGTCAATGAAGG bp 113 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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 ,Syber green Ampliqonبرای انجام آزمایش از کیت 

A325402) )  استفاده شد. مقدارµl 10Master Mix   وµl  5 /1 

cDNA  میکرولیتر  6/ 5از پرایمرهای رفت و برگشت با  میکرولیتر 1و 

 Real time PCRآب مقطر مخلوط و داخل دستگاه ترموسیکلر 

ساخت آمریکا( قرار داده شد. در این مرحله برای هر - ABI)شرکت 

های بدون تیمار به عنوان لنفوسیت  cDNAبار تکرار و از  3نمونه 

 کنترل منفی استفاده شد. پس از انجام واکنش میزان سیکل آستانه 

 (CT نمونه ) گیری ه صورت مقادیر کمی اندازه ها توسط دستگاه ب

آمده   2و دماهای مربوطه در جدول    بندی دستگاهبرنامه زمان   .شد می 

 است. 

 Real time PCRزمان و دماهای مربوط به واکنش  .2 جدول

 تعداد سیکل دما زمان مرحله

 1 95 دقیقه  10 واسرشتگی اولیه

 40 95 ثانیه  15 واسرشتگی

 40 60 ثانیه  60 اتصال و گسترش نهایی

 

با  MTSآنالیز نتایج حاصل از آزمون های آماری: بررسی 

 ای و آنالیز نتایج حاصل از واکنش تک نمونه  Tاستفاده از آزمون 

Time PCR-Real با استفاده از فرمول ،CTΔΔ-2  (9 که در زیر آمده )

 SPSSو  REST (version2.0.13,2009)افزارهای است و نرم 

(version 20)   طرفه با آزمون آنالیز واریانس یکANOVA    .انجام شد

 معنی دار تلقی گردید.  P> 0/ 05در این مطالعه  

2-ΔΔCT=2-ΔCT(Treated Group) - ΔCT(Untreated Group) 

ΔCT=CT Gene – CT Housekeeping Gene 

 

 یجانت

اولین گام در بررسی آپوپتوز بررسی : MTSنتایج آزمون 

میزان   MTSسیتوتوکسیسیتی است که در این مطالعه با روش 

سیتوتوکسیسیتی مایع کیست هیداتید بارور و غیربارور بر روی 

های به های گاو مورد ارزیابی قرار گرفت. از مقایسه داده لنفوسیت 

ی ها دست آمده از سنجش درصد حیات و فعالیت متابولیکی سلول 

های بارور و غیربارور با لنفوسیت تیمار شده با مایع هیداتید کیست 

ای مشخص شد که تفاوت میانگین درصد حیات تک نمونه  Tآزمون 

ساعت در  24در زمان  درصد15و  درصد10های ها در غلظت سلول 

گروه تیمار با مایع کیست هیداتید بارور و غیربارور به ترتیب در سطح 

001 /0= P  0/ 002و= P  دار بود. در نسبت به گروه کنترل معنی

ساعته درصد مرگ سلولی با افزایش غلظت مایع   24زمان انکوباسیون  

ها افزایش یافته است هیداتید بارور و غیربارور در لنفوسیت 

ها در (. همچنین میانگین زیستی لنفوسیت 2و  1)نمودارهای 

غیربارور نسبت به   های تیمارشده با مایع کیست هیداتید بارور و گروه 

 ( داشت. P<  0/ 05دار ) یکدیگر اختلاف معنی 

 
های تیمار شده با مایع  انحراف معیار(  لنفوسیت  ±مقایسه درصد حیات )میانگین  . 1 نمودار 

 ( % 100هیداتیک به تفکیک غلظت در گروه بارور با گروه کنترل ) 

 

های تیمار شده با مایع  انحراف معیار( لنفوسیت  ±مقایسه درصد حیات )میانگین  . 2 نمودار 

 P = 0/ 002  ***:   ( درصد 100تفکیک غلظت در گروه غیربارور با گروه کنترل )  هیداتیک به  

ها با نتایج تیمار لنفوسیت :  Real time PCRنتایج تست 

( مایع کیست بارور و غیربارور نشان داد l/mlµ100)   درصد10غلظت  

های تیمار شده با مایع کیست بارور در لنفوسیت  Baxکه بیان ژن 

دار های تیمار شده با مایع کیست غیربارور معنی نسبت به لنفوسیت 

 (046 /0P= 3( بود )نمودار -A اگرچه بیان ژن .)Caspase 3  در

های تیمار شده با مایع کیست بارور در مقایسه با لنفوسیت 

لاتر نشان داده شد ولی از های تیمار شده با مایع غیربارور با لنفوسیت 

(. همچنین گرچه B- 3داری نداشت )نمودار نظر آماری تفاوت معنی 

های تیمار شده با در لنفوسیت  Bcl-2آپوپتوز افزایش بیان ژن آنتی 

های تیمار شده با مایع مایع کیست غیربارور در مقایسه با لنفوسیت 

 (. C-3ر دار نبود )نمودا بارور مشاهده گردید ولی تفاوت معنی 
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های تیمار شده با مایع کیست  در لنفوسیت   Caspase 3مقایسه میانگین بیان ژن    Bهای تیمار شده با مایع کیست بارور و غیربارور وگروه کنترل.  در لنفوسیت   Baxمقایسه میانگین بیان ژن    A. 3نمودار 

 P<  0/ 05*:  غیربارور و گروه کنترل.  های تیمار شده با مایع کیست بارور و در لنفوسیت   Bcl-2مقایسه میانگین بیان ژن    Cبارور و غیربارور و گروه کنترل.  

 بحث  

  هایی برای فرار از سیستم ایمنی میزباندارای استراتژی ها  انگل 
نیز دارای  اکینوکوکوس گرانولوزوسباشند. مرحله لاروی کرم می 

های ایمنی های دفاعی پیچیده است که با فرار از پاسخ مکانیسم 

شود. اخیرا میزبان و تعدیل آن باعث بقای خود در بدن میزبان می 

دفاع انگل در مقابل سیستم دفاعی  عنوان بخش مهمی از آپوپتوز به 

میزبان و تعدیل آن مورد بررسی قرار گرفته است. در مطالعات 

های متعددی به خواص توکسینی مایع هیداتید و آپوپتوزی آن در رده 

(. در ,2626,24,16,115های ایمنی اشاره شده است ) مختلف سلول 

لقاء آپوپتوز مطالعه حاضر اثر سیتوتوکسیسیتی، آپوپتوز و سازوکار ا 

های های لنفوسیت به عنوان سلول مایع هیداتید گاوی بر روی سلول 

 بررسی شد.   اکینوکوکوس موثر ایمنی علیه انگل  

 بعضی  زیستی  اثر مایع هیداتید بر توان  گذشته  مطالعات  در 

 این  های یافته  سازگار با  که  گرفته  انجام  آپوپتوز  القاء  و  سلولی  های رده 

که بر روی اثر    2014و همکاران در سال    Yinمطالعه    .باشد می  پژوهش 

نشان  انجام گرفت،    BALB/cهای طحال موش مایع هیداتید در سلول 

که سیتوکین کلیدی برای    NKG2Dداد که مایع هیداتید با کاهش بیان  

های  سلول  سیتوتوکسیسیتی اثر های کشنده است، تحریک سلول 

و همکاران در سال    Macintyre(.  24) دهد  کشنده طبیعی را کاهش می 

تیمار شده با مایع هیداتید     p388dنیز توان زیستی ماکروفاژهای   2000

نشان داد مایع هیداتید باعث  بررسی کردند. نتایج آنها    MTTرا با روش  

شود. آنها نتیجه  داری در میزان زنده بودن ماکروفاژها می کاهش معنی 

ها را از طریق  کنترل رشد لنفوسیت  مایع هیداتید پتانسیل گرفتند که 

های ماکروفاژ میزبان  همچنین آپوپتوز سلول   کاهش ماکروفاژها نیز دارد. 

توسط انگل   اکینوکوکوس گرانولوزوس در اطراف کیست هیداتید کرم 

نشان داد      MTSی حاضر نیز نتایج در مطالعه .  ( 11)   مشاهده شده است 

های لنفوسیت تیمار شده با  که درصد حیات و فعالیت متابولیکی سلول 

های بارور و غیربارور نسبت به گروه کنترل در  مایع هیداتید کیست 

داری کاهش یافته است. همچنین میانگین زیستی  سطح معنی 
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های تیمارشده با مایع کیست هیداتید بارور و  ها در گروه لنفوسیت 

 ( داشت.  P<  0/ 05دار ) بت به یکدیگر اختلاف معنی غیربارور نس 

دهد که  الذکر نشان می ی حاضر و مطالعات فوق های مطالعه یافته 

سیستم کشت یک ارزیابی ساده از اثر سیتوتوکسیسیتی از مایع هیداتید  

رسد که در مایع هیداتید  کند. بعلاوه، به نظر می را فراهم می 

شود. ممکن  های ایمنی می هار سلول هایی وجود دارد که سبب م مولکول 

ها که توسط انگل ایجاد شده است به تدریج به نواحی  است این مولکول 

اطراف کیست آزاد شده و سبب مهار و مرگ سلول های ایمنی مانند  

شود که  میزبان  های کشنده طبیعی ها و سلول ماکروفاژها، لنفوسیت 

کنترل ایمنولوژیکی میزبان  تواند توصیفی برای فرار انگل از احتمالا می 

 (. ,2411خود باشد ) 

و   Baxبرای تعیین سازوکار آپوپتوز میانگین بیان ژن پروآپوپتوز 

که نقش کلیدی در   Caspase 3و آنزیم  Bcl-2ژن آنتی آپوپتوز 

مکانیسم آپوپتوز را دارند، اندازه گیری شده است. نتایج نشان داد که  

در   Caspase 3و بیان  ( P< 0/ 05) دار به طور معنی  Baxبیان ژن 

های تیمار شده با مایع کیست هیداتید بارور در مقایسه با  لنفوسیت 

های تیمار شده با مایع غیربارور و گروه کنترل بالاتر بوده است.  لنفوسیت 

ها  کننده مسیر داخلی توکسین های فعال یکی از محرک  با توجه به اینکه 

ینی خود  رسد که مایع کیست هیداتید با اثر توکس باشند، به نظر می می 

ها شده  از طریق مسیر میتوکندریال سبب القای آپوپتوز در لنفوسیت 

با   Bcl-2و کاهش بیان ژن آنتی آپوپتوز   Baxاست. افزایش بیان ژن 

کردن آبشار  تغییر و نفوذپذیری غشای میتوکندری و به دنبال آن فعال 

های لنفوسیتی  سبب آپوپتوز سلول   Caspase 3کاسپازی و افزایش بیان  

و   Baxهای پروآپوپتوتیک شده است. قابل ذکر است که بیان ژن 

Caspase 3  های تیمار شده با مایع هیداتید بارور نسبت  در لنفوسیت

آپوپتوتیک  به غیربارور و کنترل بیشتر است. از طرف دیگر بیان ژن آنتی 

2-Bcl   در این گروه در مقایسه با لنفوسیت های تیمار شده با مایع

های مطالعه حاضر با نتایج  بارور و کنترل کمتر  است. یافته هیداتید غیر 

ها را  در  که بیان این ژن   2011در سال    و همکاران   Mokhtariپژوهش  

کیست هیداتید انسان به روش نیمه   های تیمارشده با مایع لنفوسیت 

(. در 15خوانی دارد )ودند، همگیری کرده ب اندازه  PCR-RTکمی 

های تحت یت میتوزی و تغییرات غشا لنفوسیت ای دیگر فعالمطالعه

های مختلف مایع هیداتید در محیط کشت بررسی شد. تاثیر غلظت

نتایج حاکی از اثرات سیتوتوکسیسیتی مایع هیداتید در کاهش 

ها همراه سلولی بود، که با تغییرات در غشا لنفوسیت   Sفعالیت فاز

را   CD28کاهش    و  CD25و  CD38ها، افزایش  بود. نتایج پژوهش آن

یا عدم پاسخ  تواند نمایانگر آپوپتوزها نشان داد که می  Tcellبر سطح  

Tcell ها نشان داد ها در اثر مایع هیداتید باشد. همچنین نتایج آن

که مایع هیداتید غیربارور اثر مهاری کمتری از مایع هیداتید بارور 

(، نتایج پزوهش حاضر هم نشان می دهد مایع هیداتید 13دارد )

غیربارور اثر سیتوتوکسیسیتی و همچنین اثر آپوپتوزی کمتری از  

رد. این نتیجه که مایع کیست غیربارور نیز  مایع هیداتید بارور دا

تواند ها و آپوپتوز آنها شده نمیسبب کاهش توان زیستی لنفوسیت

ثابت کند که باروری شرط لازم برای اثر توکسینی یا آپوپتوزی مایع 

تواند نشان دهد که پتانسیل تعادل و تعدیل هیداتید باشد ولی می

کیست هیداتید ویژگی سیستم ایمنی میزبان توسط ترشحات یک 

محیط داخلی انگل است که ممکن است پاسخ علیه میزبان را 

دهد که توان زیستی دهی کند. از طرف دیگر، نتایج نشان میسازمان

و فعالیت متابولیتی در لنفوسیت تیمار شده با مایع هیداتید غیربارور 

های رسد که مولکولبیشتر و القا آپوپتوز کمتر بوده است. به نظر می

ژن های باشند، احتمالا آنتیموجود در دو نوع کیست متفاوت می

های بارور سبب های موجود در کیستلکس-ترشح شده از پروتواسکو

های میزبان گردیده است. القای بیشتر آپوپتوز در لنفوسیت

های مختلف نشان داده که مایع کیست هیداتید همچنین، پژوهش

های توموری از راه افزایش رشد سلولها بر کاهش  و پروتواسکولکس

 (.,25,122ها نیز اثر دارد ) cell-Tتکثیر  مرگ سلولی و مهار

های مایع کیست مولکول که کندها تعیین میاین بررسی 

های ها قادر به ایجاد آپوپتوز در سلولهیداتید و پروتواسکولکس

کوکوس اکینوایمنی میزبان بوده، بنابراین یکی از دلایل بقای انگل 
های ضروری در در بدن میزبان واسط وجود پروتئین گرانولوزوس

مایع کیست است. در واقع مایع کیست هیداتید در تنظیم پاسخ 

ایمنی ذاتی میزبان علیه انگل دخالت دارد. مایع هیداتید مخلوط 

ای ازترکیبات مشتق از میزبان و ترکیبات مشتق از فعالیت پیچیده

(. بنابراین باید مطالعات بیشتری بر 19شد )بامتابولیکی انگل می

های بارور و های موجود در کیستروی شناسایی مواد و مولکول

 های مختلف انجام شود.غیربارور در میزبان

های این مطالعه نشان داد که مایع  یافته : نهایی گیرینتیجه

تواند باعث کاهش توان زیستی و فعالیت متابولیتی  هیداتید می 

و   Caspase 3و آنزیم  Baxها و همچنین با افزایش بیان ژن لنفوسیت 

ها  سبب القا آپوپتوز در این سلول  Bcl-2کاهش بیان ژن آنتی آپوپتوز 

عنوان مسئول القای   هیداتید به شود. شناسایی و آنالیز ترکیبات مایع 

شدن این مطلب که چگونه این انگل  آپوپتوز ممکن است در روشن 

تواند پاسخ ایمنی میزبان را به نفع خود کنترل و تعدیل کند، کمک  می 

 کننده باشد که البته نیاز به مطالعات بیشتری در این زمینه می باشد. 
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 سپاسگزاری

شناسی  ه کارشناسی ارشد رشته انگل نام این مقاله برگرفته از پایان 

است که با همکاری دانشگاه علوم پزشکی اصفهان   394906به شماره 

انجام شده است. از همکاری معاونت پژوهشی و مسئولان بخش  

شناسی دانشگاه علوم پزشکی و کشتارگاه فساران اصفهان قدردانی  انگل 

 شود. می 
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