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 چکیده:

( شده که خود باعث سنتز اکسید نیتریک در iNOSآرژنین به عنوان یک سوبسترا سبب تحریک آنزیم اکسید نیتریک سنتاز القاکننده ) -ال مقدمه:

شود. مطالعه حاضر با هدف ارزیابی تاثیر ای تک سلولی مشترک بین انسان و حیوان به نام بلاستوسیستیس میهای اپیتلیال روده و حذف انگل رودهسلول
 بلاستوسیستیس در شرایط آزمایشگاهی انجام شد.  3آرژنین بر زیر گروه  -ال

 3، زیر گروه (PCR) ای پلیمراز فاقد آرژنین کشت داده شد و سپس زیر گروه آن با واکنش زنجیره DMEM-F12ل در محیط کشت انگ روش کار:

-پس از مواجهه با ال CaCO2های و فلوسایتومتری به ترتیب برای سنجش میزان سمیت و مرگ سلولی در سلول MTTهای شناسایی شد. آزمایش
میکروگرم بر  16و  8، 4، 2، 1آرژنین و غلظت های -مول ماده المیلی 6/1و  8/0، 4/0، 2/0، 1/0های جام شد. تاثیر غلظتآرژنین و مترونیدازول ان

های زنده با رنگ آمیزی ساعتی بررسی شد. در نهایت تعداد سلول 48و  24های بلاستوسیستیس در دو دوره لیتر داروی مترونیدازول بر تروفوزوئیتمیلی
 دارو و ماده مورد استفاده مشخص شد.   IC50 لو و به وسیله لام نئوبار شمارش و غلظت تریپان ب

آرژنین به طور چشمگیری کاهش یافت. همچنین میزان  -های زنده بلاستوسیستیس با افزایش غلظت الساعت، تعداد تروفوزوئیت 48بعد از  ها:یافته

 (.P <05/0درصد تعیین شد ) 83/33مول میلی 6/1های زنده در غلظت  تروفوزوئیت

  های بلاستوسیستیس در شرایط آزمایشگاهی است.های بالا قادر به مهار رشد تروفوزوئیتآرژنین در غلظت -ال گیری:نتیجه

 

 بلاستوسیستیس، آرژنین، فلوسایتومتری، شرایط آزمایشگاهی واژگان کلیدی:

 

 مقدمه:
ای، یاخته( یک انگل تکBlastocystisبلاستوسیستیس )

غیرمهاجم و خارج سلولی روده انسان و طیف وسیعی از حیوانات 
است. این انگل انتشار جهانی داشته و یکی از شایع ترین 

شود که شیوع آن در ای انسان محسوب میهای رودهانگل
درصد و در کشورهای توسعه یافته  50کشورهای در حال توسعه 

. این انگل از نظر تاکسونومی [1]شود درصد تخمین زده می 10
قرار دارد و از نظر ژنتیکی بسیار متغیر  Stramenopileدر گروه 

  Small Sub Unit (SSU) rRNAاست. بر اساس تحلیل ژن 
های زیر گروه برای آن شناسایی شده که زیر گروه 22تاکنون 

 ترینشایع 3. زیر گروه [2]ست ادر انسان گزارش شده 12و  9،1
. زیر [3]زیر گروه بر اساس مطالعات اپیدمیولوژیک است 

های شگفت انگیزی های مختلف از نظر بیولوژیکی تفاوتگروه
زایی دارند، ولی از نظر مقاومت دارویی، پاسخ ایمنی و بیماری

و  . انتقال انگل بلاستوسیستیس در انسان[2]متفاوت هستند 
زایی ی بوده و بیماریدهان –حیوانات معمولاً به صورت مدفوعی 

گونه علایم آن بسیار بحث برانگیز است. در برخی افراد آلوده، هیچ
های شود، در حالی که در بعضی دیگر، نشانهبالینی مشاهده نمی
ای از قبیل درد شکمی، استفراغ، نفخ، اسهال شایع عفونت روده
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روده است. مشکلات پوستی و سندروم شدهآبکی و موکوسی دیده 
های بلاستوسیستیس در ارتباطند پذیر به شدت با عفونتریکتح

های . مترونیدازول داروی انتخابی برای درمان عفونت[5و  4]
بلاستوسیستیس است، ولی عوارضی از قبیل سردرد، التهاب زبان، 
کهیر، خارش، سرگیجه، حالت تهوع، خشکی دهان و استفراغ 

ل سرطان زایی و است. این دارو پتانسیبرای آن گزارش شده
جهش زایی دارد. همچنین مترونیدازول روی جنین تاثیر زیان 
باری داشته و مقاومت دارویی آن درحال افزایش است. با توجه به 
این موارد، مطالعات گوناگونی در راستای یافتن درمان مناسب 

. [6]است های بلاستوسیستیس انجام شدهجایگزین برای عفونت
نه نیمه ضروری و چندوجهی است که در آرژنین یک اسیدآمی

است. این ای را به خود جلب کردههای گذشته توجه فزایندهدهه
ماده علاوه بر داشتن نقش در بسیاری از فرایندهای فیزیولوژیک 

ها، در افراد در حال ها، اوره و پلی آمینمهم از جمله سنتز پروتئین
تابولیک در روده های کارشد و بزرگسالان سالم از طریق واکنش

شود. آرژنین در وضعیت بیماری و کلیه به اندازه کافی ساخته می
عروقی و دیابت اثرات  –های قلبی و در مراحل مختلف بیماری

. این دارو سوبسترای اصلی برای [7]دهد متفاوتی از خود نشان می
و  (iNOSدو آنزیم مهم یعنی اکسیدنیتریک سنتتاز القاکننده )

ت. بسته به نوع سایتوکاین تولیدی توسط سیستم ایمنی، آرژیناز اس
 -تواند توسط آرژیناز استفاده شده و باعث تولید الآرژنین می -ال

ها به عنوان آمینشود. پلیها آمیناورنیتین و در نهایت پلی
های مهم سلولی های کاتیونیکی ریز در بسیاری از فعالیتمولکول

 iNOSلی دخالت دارند و یا توسط آنزیم از جمله تکثیر و انتقال سلو
 کنند.( میNOمورد استفاده قرار گرفته، تولید اکسید نیتریک )

اکسید نیتریک یک مولکول مهم بیولوژیک و تنظیم کننده 
عروقی و عصبی است. این ماده یک  –های ایمنی، قلبی سیستم

محرک قوی سیستم ایمنی و یک مدیاتور سیتوتوکسیک در مسیر 
 شود که در التهاب، عفونت و دفع پیوند نقشایمنی محسوب می

کند. اکسید نیتریک همچنین فعالیت ضدمیکروبی مهمی بازی می
، DNAها همچون بسیار قوی داشته و با طیف وسیعی از مولکول

های ها و انگلها، پروتوزواها، قارچها و لیپیدهای باکترینپروتئی
. در برابر [8]شود ها میکرمی واکنش داده و موجب تخریب آن

بلاستوسیستیس موجود در مجرای روده، پاسخ ایمنی ذاتی سبب 
های اپیتلیال روده میزبان و تخریب سنتز اکسید نیتریک در سلول

یس، آرژنین را از طریق آنزیم . بلاستوسیست[9]شود پاتوژن می
آرژیناز خود مصرف کرده و میزان تولید اکسید نیتریک میزبان را 

دهد که به نفع رشد و بقای کاهش و سنتز پلی آمین را افزایش می
ای روی ژیاردیا نشان داد زمانی که . نتایج مطالعه[1]انگل است 

بدن آرژنین به صورت اگزوژن و در غالب مکمل یا دارو وارد 
ها و تولید بیشتر اکسید شود، باعث معکوس شدن واکنشمی

. نکته [10]بود شود که تهدیدی برای بقا انگل خواهدنیتریک می
قابل توجه این است که چون اکسید نیتریک، سیستئین پروتئاز را 

هایی که به مترونیدازول مقاوم کند، بلاستوسیستیسخنثی می
کنند در برابر اکسید ری تولید میهستند و سیستئین پروتئاز بیشت

. هدف اصلی [1]شوند تر بوده و به خوبی حذف مینیتریک حساس
آرژنین روی رشد بلاستوسیستیس  -مطالعه حاضر بررسی تاثیر ال

ممانعت از رشد  و تعیین درصد حیات به وسیله آزمایش
ها با استفاده از رنگ تریپان بلو، بررسی میزان سمیت تروفوزوئیت

و تعیین  MTTبا آزمایش  CaCO2های آرژنین روی سلول -ال
با استفاده از آزمایش  CaCO2های میزان آپوپتوز و نکروز سلول

 فلوسایتومتری بود. 
 

 روش کار:

 کشت انگل
شناسی و در این مطالعه نمونه انگل از آرشیو گروه انگل

-DMEMشناسی دانشگاه تربیت مدرس تهیه و در محیط حشره

F12  عاری از آرژنین کشت داده شد و سپس با آزمایش واکنش
 ( زیر گروه آن تعیین شد.PCRای پلیمراز )زنجیره

 

 گروهبرای تعیین زیر PCRآزمایش 
 QIAهای موجود در محیط کشت به وسیله کیت کیاژن از انگل 

amp DNA Stool mini Kit, Cat.No.51504) و طبق پروتکل )
گراد درجه سانتی -20استخراج و در DNAشرکت سازنده، 

میکرولیتر مسترمیکسر  10نگهداری شد. هر واکنش شامل 
(Master Mix،) 5/0 لیتر پرایمر میکروF ،5/0 لیتر پرایمر میکرو

R ،5 میکرولیتر  4لیتر آب مقطر و میکروDNA  ،استخراج شده
ده هستند، مورد استفا 3بود. پرایمرهای زیر که متعلق به زیرگروه 

  قرار گرفتند.
F: TAGGATTTGGTGTTTGGAGA 

R: TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG 

 
گراد و درجه سانتی 94، ابتدا سه دقیقه در دمای PCRدر واکنش 

گراد برای درجه سانتی 94ثانیه در  30چرخه شامل:  35سپس 
گراد برای درجه سانتی 56ثانیه در دمای  30مرحله دناتوره شدن، 

درجه سانتیگراد  72ثانیه در دمای  Annealing ،30مرحله اتصال 
درجه  72دقیقه در دمای  5برای مرحله طویل شدن و در نهایت 

 (Final Extension)گراد برای مرحله طویل شدن نهایی سانتی
درصد  5/1آمده روی ژل آگارز به دست PCRاجرا شد. محصول 

و از طریق همراه با اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی و الکتروفورز شد 
دستگاه اشعه فرابنفش تحلیل انجام شد. در نهایت باندی به اندازه 

bp 526  بود، مشاهده شد. 3که نشان دهنده زیرگروه 
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 آماده سازی مترونیدازول و آرژنین
میکرولیتر از  128های مورد نظر از مترونیدازول، برای تهیه رقت
 10م استریل به حج PBSدرصد دارو با  5/0سوسپانسیون 

شد و بار دیگر با لیتر( رساندهمیکروگرم برمیلی 64لیتر )میلی
میکروگرم بر میلی لیتر  1، 2، 4، 8، 16های رقت PBSاستفاده از 

گرم از استوک میلی 14مول، میلی 6/1تهیه شد. برای تهیه رقت 
اضافه شد. مجدداً   PBSلیترمیلی 50گرم به  2/174 آرژنین به جرم

میلی مول تهیه  1/0، 2/0، 4/0 ،8/0های رقت  PBSبا استفاده از
 شد.

 

 ها آزمایش مهار رشد تروفوزوئیت
 2/0، 4/0، 8/0، 6/1آرژنین ) –تاثیر غلظت های مختلف ال  
 1و  2، 4، 8، 16میلی مول( و همچنین مترونیدازول ) 1/0،

میکروگرم بر میلی لیتر( روی انگل، پس از انکوبه شدن به مدت 
آمیزی با گراد و رنگدرجه سانتی 37ساعت در دمای  48و  24

تریپان بلو بررسی شد. پس از رنگ آمیزی توسط لام هموسیتومتر 
 IC50ها شمارش و وسکوپ نوری، تعداد نهایی انگلو میکر

 آرژنین محاسبه شد. -مترونیدازول و ال
 

  MTTآزمایش 
با استفاده  MTTبرای تعیین میزان سمیت مواد تهیه شده، آزمایش 

 MTTسازی محلولبرای آمادهانجام شد.  CaCO2های از سلول
)نمک تترازولیوم( در یک  MTTمیکروگرم از پودر  5مقدار 

لیتر از محیط میکرو 100حل شد. سپس  PBSلیتر از محلول میلی
بود به  CaCO2عدد سلول  20000کشت سلولی که تقریباً حاوی 

ها به کف ای اضافه شد. برای چسبیدن سلولخانه 96پلیت 
ساعت در انکوباتور کشت سلولی در  24ها به مدت چاهک، پلیت

گراد انکوبه شدند. در مرحله بعد، به هر انتیدرجه س 37دمای 
میکرولیتر از غلظت های مورد نظر مترونیدازول و  100چاهک 

ساعت  24ها بعد از ساعته، پلیت 24آرژنین اضافه شد. در آزمایش 
ساعته،  48گراد و در آزمایش درجه سانتی 37انکوباسیون در دمای 

خارج شده، مایع رویی ساعت انکوباسیون از انکوباتور  48بعد از 
 90آوری و دور ریخته شد. سپس به آرامی توسط سمپلر جمع

به  MTTمیکرولیتر محلول  10لیتر محیط کشت جدید و میکرو
ساعت در انکوباتور  5تا  4ها به مدت هر چاهک اضافه شد. پلیت

ساعت، مایع رویی به  5گراد انکوبه شدند. بعد از درجه سانتی 37
آوری و تخلیه شد. سپس به ها جمعر از چاهکدقت توسط سمپل

دقیقه  15اضافه و پس از  DMSOمیکرولیتر  100هر چاهک 
نانومتر توسط دستگاه الایزا ریدر  570جذب نوری در طول موج 

ساعته و  24برای هر دارو به صورت  MTTخوانده شد. آزمایش 

 ساعته انجام شد و همه مراحل بیان شده سه مرتبه برای هر 48
 .رقت تکرار شد

  

 آزمایش فلوسایتومتری 
ای کشت داده خانه 6های در پلیت CaCO2سلول  500000تعداد 

مترونیدازول و غلظتی از آرژنین که بیشترین  IC50شد. غلظت 
میلی مول( به  6/1داشت ) CaCO2های میزان سمیت بر سلول

ها تریپسینه شده و در ساعت سلول 24ها اضافه شد. پس از سلول
دقیقه  5آوری و به مدت لیتری استریل جمعمیلی 5/1میکروتیوپ 

سانتریفیوژ شدند. محلول رویی دور  دور در دقیقه 3000با سرعت 
میکرولیتر از محلول  500ریخته و طبق دستورالعمل کیت، 

Binding Buffer  میکرولیتر  5به رسوب اضافه شد. سپس
 5ها به مدت ها اضافه شد. نمونهپروپیدیوم یداید به میکروتیوپ

دقیقه در دمای اتاق و در تاریکی نگهداری شدند. شدت رنگ 
Annexin-V ها به وسیله دستگاه جذب شده توسط سلولFACS 

calibur [11]بررسی شد  . 
 

 تجزیه تحلیل آماری
با  25نسخه   SPSSافزارهای حاصل با کمک نرمدر نهایت، داده 

 طرفه تجزیه و تحلیل آماری شدند.      آزمون تحلیل واریانس یک

 

 ها:یافته
ها نشان داد که در نتایج آزمایش ممانعت از رشد تروفوزوئیت

 6/1و  8/0، 4/0، 2/0، 1/0 های  آرژنین در غلظت -مواجهه ال
 24های بلاستوسیستیس پس از گذشت میلی مول با تروفوزوئیت

آرژنین، رشد انگل تحریک شده و  -ساعت با افزایش غلظت ال
 48شود، در حالی که بعد از گذشت درصد حیات انگل بیشتر می
افته، به آرژنین، رشد انگل کاهش ی -ساعت با افزایش غلظت ال

با توجه به نتایج حاصل  .شودتدریج از درصد حیات انگل کاسته می
مول( در مقایسه با میلی 2/0، 1/0های پائین )هر چند در غلظت

و 8/0های بالاتر )گروه کنترل، اختلاف معنادار نبود، ولی در غلظت
 (. 1)جدول  (P<05/0میلی مول( اختلاف معنادار بود ) 6/1

و  8، 4، 2، 1های ترونیدازول )کنترل مثبت( در رقتنتایج تاثیر م
های انگل نشان داد که لیتر بر تروفوزوئیتمیکروگرم بر میلی 16

ها با گذشت زمان و افزایش غلظت دارو از درصد حیات انگل
لیتر میکروگرم بر میلی 16و 8، 4های در غلظت .شودکاسته می

ختلاف معنادار بود در مقایسه با گروه کنترل از نظر آماری ا
(05/0>P)  (.2)جدول 

IC50 مول و میلی 6/1ساعت،  48آرژنین بعد از -الIC50 
لیتر بود. میکروگرم بر میلی 8ساعت،  48و  24مترونیدازول بعد از 

های بلاستوسیستیس نیز همچنین درصد مهار رشد تروفوزوئیت
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ول، درصد و برای مترونیداز 17/66آرژنین،  -به ترتیب برای ال
 درصد محاسبه شد.  76/51

برای محاسبه میزان سمیت )میزان  MTTنتایج آزمایش 
 CaCO2های آرژنین و مترونیدازول روی سلول -کشندگی( ال

 -ساعت و با افزایش غلظت ال 24نشان داد که پس از گذشت 
کاهش یافت، ولی پس  CaCO2های آرژنین، درصد حیات سلول

های ماده مذکور، رشد سلول ساعت و با افزایش غلظت 48از 
CaCO2  تحریک شده و درصد حیات سلولی افزایش یافت. در

ساعت و  48و  24حالی که در مورد مترونیدازول با گذشت زمان  
کاهش  CaCO2های افزایش غلظت دارو، درصد حیات سلول

(. در این مطالعه بیشترین میزان سمیت سلولی 4و  3داشت )جدول 
 6/1های مترونیدازول به ترتیب در غلظت آرژنین و -برای ال

ساعت گزارش  24لیتر بعد از میکروگرم بر میلی 16میلی مول و 
 (.2و 1شد )نمودار 

 تحلیل فلوسایتومتری

در مطالعه حاضر از روش سنجش فلوسایتومتری برای ارزیابی 
های طبیعی های نکروتیک، آپوپتوز شده و سلولنسبت سلول

آرژنین و مترونیدازول که در  -هایی از الاستفاده شد. غلظت
 CaCO2های بیشترین میزان سمیت را بر سلول MTTآزمایش 

پس از انکوبه  ها اضافه شد ونشان دادند، مجدداً به این سلول
ساعت، سنجش  24گراد به مدت درجه سانتی 37شدن در دمای 

ها انجام شد. نتایج نشان داد، وقتی فلوسایتومتری روی آن
میلی  6/1آرژنین با غلظت  -تحت تاثیر ال CaCO2های سلول

های طبیعی، نکروز و آپوپتوز شده گیرند، تعداد سلولمول قرار می
درصد و وقتی تحت تاثیر  12/15و  05/3، 8/81به ترتیب 

گیرند، لیتر قرار میمیکروگرم بر میلی 16مترونیدازول با غلظت 
درصد در مقابل، این وضعیت  03/38و  3/12، 7/49به ترتیب 

ها در درصد بود. یافته 93/0و  17/0، 9/98برای گروه کنترل 
 است.نشان داده شده 1شکل 

 
 آرژنین، -های مختلف الپس از مواجهه با غلظت 3گروه های زنده بلاستوسیستیس زیرمیانگین و درصد تروفوزوئیت :1جدول 

 (410ها ساعت پس از کشت )تعداد اولیه انگل 48و  24 
 

 ساعت 48 ساعت 24 

 میانگین و انحراف  درصد حیات  میانگین و انحراف  درصد حیات  غلظت )میلی مول( 

1/0 (52/117)   24/1 ±33/22 (54/98)   86/2 ±33/22 
2/0 (05/121)   41/1 ±23 (76/86)   47/0 ±66/19 
4/0 (57/138)   49/4 ±33/26 (60/70)   81/0 ±16* 

8/0 (10/156)   05/2 ±66/29* (48/51)   94/0 ±66/11* 

6/1 (15/170)   05/2 ±33/32* (83/33)   69/1 ±66/7* 

 66/22± 47/0   (100) 19± 41/1   (100) گروه کنترل
 

 (P>05/0دارای اختلاف معنادار با گروه کنترل )  *

 
 

 های مختلف مترونیدازول،غلظتپس از مواجهه با  3گروه های زنده بلاستوسیستیس زیرمیانگین و درصد تروفوزوئیت:  2جدول 
 (410ساعت پس از کشت )تعداد اولیه انگل  48و  24 

 

 ساعت 48 ساعت 24 

 غلظت
 )میکرو گرم بر میلی لیتر( 

 میانگین و انحراف  درصد حیات میانگین و انحراف  درصد حیات 

1 (49/98)   47/0 ±33/21 (65/97)   49/2 ±66/27 
2 (02/80)   94/0 ±33/17 (83/78) 88/1 ±33/22 
4 (55/61)   24/1 ±33/13* (60)   63/1 ±17* 

8 (24/49) 24/1 ±66/10* (24/48)   69/1 ±66/13* 

16 (93/36) 41/1 ±8* (12/34)   94/0 ±66/9* 

 33/28± 86/2   (100) 66/21± 69/1   (100) گروه کنترل
 

  )P<05/0)* دارای اختلاف معنادار با گروه کنترل 
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 ساعت انکوباسیون 48و  24آرژنین بعد از  -های مختلف الدر مواجهه با غلظت 2CaCOهای درصد حیات سلول :1نمودار 
 
 
 
 

 
 

 ساعت انکوباسیون 48و  24های مختلف مترونیدازول بعد از در مواجهه با غلظت 2CaCOهای درصد حیات سلول :2نمودار 
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 (MTT)آزمایش  ساعت  24آرژنین و مترونیدازول پس از  -های مختلف الدر مواجهه با غلظت CaCO2های زنده درصد میانگین سلول : 3جدول 
 

درصد میانگین و انحراف  غلظت ها شماره نمونه  نوع دارو
 معیار

شماره نمونه هایی که نسبت 
به نمونه مورد نظر اختلاف 

 (>05/0P)معنی داری دارند 

 
 آرژنین )میلی مول(

1 1/0 35/145/97 2،3،4،5،6،7،8،9،10 

2 2/0 95/085/91 1،4،5،6،7،8،9،10،11 

3 4/0 4/175/89 1،5،6،7،8،9،10،11 

4 8/0 05/150/85 1،2،7،8،9،10،11 

5 6/1 05/105/81 1،2،3،8،9،10،11 

 
مترونیدازول )میکروگرم بر 

 میلی لیتر(

6 1 05/145/80 1،2،3،8،9،10،11 

7 2 9/025/75 1،2،3،4،8،9،10،11 

8 4 12/177/66 1،2،3،4،5،6،7،8،9،10،11 

9 8 5/040/58 1،2،3،4،5،6،7،8،10،11 

10 16 85/060/49 1،2،3،4،5،6،7،8،9،11 

 2،3،4،5،6،7،8،9،10 100 0 11 کنترل
 

 
 (MTT)آزمایش   ساعت 48آرژنین و مترونیدازول پس از  -های مختلف الدر مواجهه با غلظت 2CaCOهای زنده درصد میانگین سلول: 4جدول 

 

درصد میانگین و انحراف  غلظت ها شماره نمونه  نوع دارو
 معیار

شماره نمونه هایی که نسبت 
به نمونه مورد نظر اختلاف 

 (>05/0P)معنی داری دارند 

 
 آرژنین )میلی مول(

1 1/0 27/127/110 2،3،4،5،6،7،8،9،10،11 

2 2/0 32/122/117 1،3،4،5،6،7،8،9،10،11 

3 4/0 1/125/126 1،2،4،5،6،7،8،9،10،11 

4 8/0 6/060/142 1،2،3،5،6،7،8،9،10،11 

5 6/1 6/175/150 1،2،3،4،6،7،8،9،10،11 

 
مترونیدازول )میکروگرم بر 

 میلی لیتر(

6 1 31/019/78 1،2،3،4،5،7،8،9،10،11 

7 2 23/021/72 1،2،3،4،5،6،8،9،10،11 

8 4 89/044/60 1،2،3،4،5،6،7،9،10،11 

9 8 4/170/52 1،2،3،4،5،6،7،8،10،11 

10 16 1/190/46 1،2،3،4،5،6،7،8،9،11 

 1،2،3،4،5،6،7،8،9،10 100 0 11 کنترل
 

 
                                                    مترونیدازول                                        آرژنین             کنترل  

 

 ساعت 24پس از  2CaCOهای : نتایج فلوسایتومتری سلول1شکل 
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 بحث:
از زمان شناسایی بلاستوسیستیس تا به امروز مطالعات زیادی در 

است. براساس مطالعات زایی این انگل انجام شدهخصوص بیماری
های گذشته، بلاستوسیستیس به عنوان یک انگل غیرپاتوژن دهه

معرفی شده، در حالی که در مطالعات اخیر وجود انگل در هر دو 
ت دار گزارش شده و علاوه بر نمونه بدون علائم بالینی و علام

آن آنزیمی مترشحه از بلاستوسیستیس به نام سیستئین پروتئاز 
 AntiMicrobialترشحی،  IgAشناسایی شده که با تخریب 

Peptid (AMP) گزینی انگل و فرار از پاسخ ایمنی، سبب بقا و لانه
. هر چند مترونیدازول، داروی [13]شود های روده میدر کریپت

انتخابی در درمان این عفونت انگلی است، اما علاوه بر عوارض و 
به ویژه در  [6]کند مشکلات متعددی که در میزبان ایجاد می

شود. در چنین های پائین سبب مقاومت دارویی انگل میغلظت
شود که در شرایط مساعد شرایطی انگل به فرم گرانولار دیده می

دیل به فرم واکوئلار و در نهایت تبدیل به فرم آمیبوئیدی که تب
شود. سیستئین پروتئاز کند، میسیستئین پروتئاز بیشتری تولید می

های روده نقش زا بوده و در روند سرطانی شدن سلولسرطان
 کند. آنزیم یاد شده بهترین هدف برای اکسیدمهمی ایفا می

تئین پروتئاز سبب حذف نیتریک است که با خنثی کردن سیس
های اخیر به . از این رو، در دهه[12]شود بلاستوسیستیس می

آرژنین و  -های عفونی، استفاده از الخصوص در درمان بیماری
شوند، توجه موادی که در نهایت منجر به تولید اکسید نیتریک می

است. در مطالعه حاضر در آزمایش زیادی را به خود جلب کرده
ساعت اول، درصد حیات  24ها در رشد تروفوزوئیت ممانعت از

های بلاستوسیستیس افزایش داشت، در حالی که با تروفوزوئیت
آرژنین به تدریج از  -ساعت و افزایش غلظت ال  48گذشت 

مول بیشترین میلی 6/1درصد حیات انگل کاسته شد و در غلظت 
 MTTش درصد( دیده شد. بر اساس آزمای 17/66اثر مهارکنندگی )
های میلی مول بر سلول 6/1آرژنین در غلظت  -میزان سمیت ال

CaCO2  است. همچنین درصد گزارش شده 19ساعت،  24پس از
های طبیعی، آپوپتوز بر اساس سنجش فلوسایتومتری درصد سلول

درصد بود. تاثیر  05/3و  93/14، 8/81و نکروز شده به ترتیب 
آزادسازی اکسید نیتریک  که باعث NO-donorآرژنین و داروهای 

های کرمی ها و انگلها، پروتوزواها، قارچشوند بر باکتریمی
و اثرات ضد انگلی آن از انگلی به انگل دیگر  استمشخص شده
میکرومول از  350. برای نمونه، غلظت بالای [8]متفاوت است 

Nitrosoglutathione (GSNO) S-  اثر سیتوتوکسیک بر
.                          [14]انیا ماژور در شرایط آزمایشگاهی دارد های لیشمآماستیگوت

Sodium NitroPrusside (SNP)  مول سبب میلی 2در غلظت
های توکسوپلاسما در شرایط آزمایشگاهی زوئیتمهار کامل تاکی

در غلظتی  S-Nitroso-N-acetyl-Penicillamine (SNAP)و 
ا کروزی در محیط کشت مشابه، سبب مهار کامل تریپانوزوم

اثر نیتریت سدیم  2008. آیدا و همکاران در سال [16و15]شود می
(NaNO2در غلظت ) مول را بر میلی 1و 8/0،  6/0های

های بلاستوسیستیس در شرایط آزمایشگاهی بررسی تروفوزوئیت
ساعت، کمترین میزان کشندگی در  96کردند. بعد از گذشت 

درصد( در  100رین میزان کشندگی )مول و بیشتمیلی 6/0غلظت 
. در همه مطالعات ذکر شده، [17]مول گزارش شد میلی 1غلظت 

داروهای مورد استفاده سبب نابودی کامل انگل شده و در 
های مشابه با غلظت مطالعه حاضر، به صورت غلظت

اند، در حالی که در مطالعه حاضر، سیتوتوکسیک عمل کرده
ساعت و در غلظت  48آرژنین بعد از  -البیشترین اثر مهارکنندگی 

درصد( بود. علت این تفاوت، وجود آنزیم  17/66میلی مول ) 6/1
آرژیناز در بلاستوسیستیس و استفاده از آرژنین به عنوان سوبسترا 

ساعت  24ها است که به خصوص در آمینو تولید اورنیتین و پلی
ساعت و  48شوند، ولی پس از اول سبب رشد و بقای انگل می

شود. آرژنین، از درصد حیات انگل کاسته می -افزایش غلظت ال
 2013و همکاران در سال  نتایج مطالعه حاضر با مطالعه اشتادلمان

با عنوان نقش آرژنین و آنزیم های موثر در متابولیسم آرژنین در 
سلول میزبان در شرایط آزمایشگاهی  -طول تعاملات ژیاردیا

 -میلی مول ال 6/1در مطالعه حاضر، غلظت  .[7]خوانی دارد هم
های آرژنین، خاصیت سیتواستاتیک برای تروفوزوئیت

بلاستوسیستیس داشته و سبب نابودی کامل انگل نشد. برای این 
های آرژنین این خاصیت را از خود نشان دهد، غلظت -که ال

در  2000بالاتری از آن نیاز است. ایکمان و همکاران نیز در سال 

نیتریک و داروهای تولیدکننده  مطالعه تائید کردند که اکسید یک
نیتریک، بدون تاثیر بر قابلیت حیات فقط سبب مهار رشد  اکسید

شود های ژیاردیا لامبلیا در شرایط آزمایشگاهی میتروفوزوئیت
 2002ای که نتایج آن در سال . هاداس و همکاران در مطالعه[18]

 Sodium DiethylAmine / Nitric Oxideمنتشر شد از 

(DEA/NO)  به عنوان یک دارو که در نهایت منجر به تولید

های آلوده به لارو شود، برای درمان موشنیتریک می اکسید
های گروه کنترل با موش تریشینلا استفاده کردند که در مقایسه

تر شدن بیماری شد. علت این امر موجب عفونت بیشتر و وخیم
سرکوب پاسخ ایمنی میزبان به علت وجود مقادیر بسیار زیاد اکسید 

تواب و ای که توسط عبدل. در مطالعه[19]نیتریک ذکر شد 
آرژنین در  -است، تاثیر الانجام شده 2022همکاران در سال 

ای آلوده به لارو تریشینلااسپیرالیس سبب افزایش هدرمان موش
درصدی در تعداد لاروها شد، در حالی که در درمان با  8/51
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درصد کاهش و در درمان توامان  5/95آلبندازول میزان لاروها 
است درصد کاهش گزارش شده 6/69آرژنین و آلبندازول  -ال
نیتریک  ید. به هر حال، سمیت سلولی و توانایی درمانی اکس[20]

آرژنین در برابر طیف وسیعی از عوامل میکروبی به  -حاصل از ال
است و نیاز به کنترل دقیق دارد تا آسیب خوبی شناخته شده

های میزبان محدود شود. تولید اکسید سیتوتوکسیک به سلول
نیتریک در مقادیر بسیار زیاد، کنترل نشده و نامنظم منجر به مهار 

.  [22و  21]شود خیم تر شدن عفونت میهای ایمنی و وپاسخ
بنابر این، هر چند طراحی دارویی ایمن، موثر، با سمیت پائین و 

های کم هزینه یک هدف با ارزش برای درمان و کنترل بیماری
عفونی است، با توجه به نتایج مطالعه حاضر و دیگر مطالعات 

همه آرژنین واجد  -مشابه، به خصوص در شرایط آزمایشگاهی، ال
باشد، ولی برای کاندیدا شدن به های ذکر شده بالا میویژگی

کنش های بالا به خاطر برهمعنوان یک دارو به ویژه در غلظت
های مختلف در بدن و تاثیر بسیار مهم سیستم ایمنی و واکنش

های ها و سایتوکاینهای مرتبط با آن به ویژه کموکاینپاسخ

محیط بدن موجود زنده نیاز های بیشتری در مختلف به پژوهش
 است.

 تشکر و قدردانی:
 حاصل طرح تحقیقاتی با کد اخلاق  مقاله این

IR.TMU.REC.1396.571    .وسیله از کلیه کارکنان بدیناست
گروه انگل شناسی دانشگاه تربیت مدرس ایران برای همکاری در 

شود. همچنین از دکتر فاطمه اجرای پژوهش قدردانی و تشکر می
فر از گروه انگل شناسی دانشکده علوم پزشکی دانشگاه غفاری

تربیت مدرس برای مشاوره و ارائه نظرات مفید در نگارش مقاله 
 شود. سپاسگزاری می
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Abstract:  
Introduction: 

Blastocystis is an extracellular and noninvasive unicellular enteric parasite with zoonotic potential.  

Intestinal epithelial cells produce nitric oxide (NO), primarily on the apical side, in order to target 

luminal pathogens. L-arginine acts as a substrate for inducible nitric oxide synthesis (iNOS), which 

leads to the synthesis of nitric oxide. The current study was designed to assess the effect of L-arginine 

on Blastocystis ST3 in vitro conditions. 

Materials and Methods:  
The parasite was cultivated in DMEM F-12`s medium and was then identified by polymerase chain 

reaction (PCR) and the subtype of the parasite was determined which was subtype 3. Then, the methyl 

thiazolyl tetrazolium (MTT) and flow cytometry methods were used to evaluate the cytotoxicity and 

probable apoptosis of the prepared druges /substances on CaCO2 cells. This study investigated the 

concentrations of L-arginine ( 0.1 0.2 0.4, 0.8 and 1.6 mM ) and Metronidazole (1 2 4 8 and 

16 µg/ml), and their effect on 24 and 48 hour time points after exposure to the parasite. Then, the final 

number of parasites was counted after staining with trypan blue by a Neubauer slide and the values of 

IC50 were calculated for each substance. 

Results: 

 It was found that after 48 hours the number of live Blastocystis trophozoites decreases with the 

increase in L-arginine concentration and At the concentration of 1.6 mM the number of live trophozoites 

was 33.83 (P< 0.05). 
Conclusion:  

L-arginine, in high concentrations‚ is capable of inhibiting Blastocystis trophozoites In vitro.  
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