
 

 علوم و فنون شیلاتمجله 

   369تا  355 صفحات، 1400 تابستان ،3شماره  10 دوره
 

 

 یهایژگیو و RAW264.7ماکروفاژ  یهاسلول کیتحر تیبر قابل یدیاس زیدرولیه ریتاث

 Azolla filiculoides اهیگالاکتوفوکان گ یشیضداکسا
 *1طبرسا  ی، مهد1یشمام یرمضان هیمرض

 .رانیمدرس، نور، ا تیدانشگاه ترب ،ییایعلوم درمنابع طبیعی و دانشکده  ،یلاتیمحصولات ش یگروه فرآور -1

 چکـــیده  نوع مقـاله

یایی ی فیزیکوشیمهای زیستی هستند که علاوه بر ویژگیهاپلی ساکاریدها از جمله ماکرومولکول  مقاله پژوهشی اصیل

ود دارند. با توجه به ساختار شیمیایی خ ایمنحصر به فرد، توانایی بروز خواص زیست فعالی امیدوارکننده

هدف از مطالعه حاضر ارزیابی تاثیر وزن مولکولی پلی ساکارید گالاکتوفوکان استخراج شده از گیاه آب 

و  RAW264.7ی ماکروفاژ هابر قابلیت آن در تحریک سلول Azolla filiculoidesشیرین 

درجه سلسیوس به  65ید گالاکتوفوکان در دمای باشد. پلی ساکارمیممانعت از واکنش ضداکسایشی 

درصد اتانول انجام شد. هیدرولیز  70ساعت در آب مقطر استخراج و بازیابی پلیمرها با استفاده از  2مدت 

و  10، 5درجه سلسیوس به مدت  100نرمال اسید هیدروکلرید در دمای  01/0پلی ساکاریدها توسط 

-46/67خام و هیدرولیزات به طور عمده از قندهای خنثی ) دقیقه صورت پذیرفت. پلی ساکارید 15

درصد( تشکیل شده و در محدوده وزن  53/4-48/4درصد( و مقادیر کمتری یورونیک اسید ) 02/68

ی خام و هیدرولیزات فاقد سمیت هاگرم/مول قرار داشتند. پلی ساکارید 99/783-4/0×  310مولکولی

سبب  RAW264.7ی هاین تحریک پاسخ پیش التهابی در سلولبا بیشتر 15سلولی بوده و هیدرولیز 

 15میکرومول( به محیط کشت شد. هیدرولیز  6/55رهاسازی میزان قابل توجهی از نیتریک اکسید )

 Fe+3درصد( و کاهش یون آهن  2/65) DPPHتوانست منجر به بالاترین سطح از مهار رادیکال آزاد 

ین مطالعه نشان داد که پلی ساکاریدهای گالاکتوفوکان دارای ( شود. به طور کلی، نتایج ا5/0)جذب 

ی اکسایشی هستند و کاهش وزن مولکولی تا محدوده هاقابلیت تقویت سیستم ایمنی و مهار واکنش

 تواند سبب افزایش قابل توجه فعالیت زیستی شود. میمشخص 

 

  

  12/12/1399تاریخ دریافت: 

  04/03/1400تاریخ پذیرش: 
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 مسول: نویسنده*
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 تیتقو ش،ی، ضد اکساA. filiculoidesگالاکتوفوکان،  د،یساکار یپل ها:کــلید واژه  

  یمنیا ستمیکننده س

 

 مقدمه

 به نیز آبزی گیاهان میان این در .باشندمی مطرح انسان ایتغذیه نیازهای تامین جهت مهم منبع یک عنوان به وسیع گسترش دلیل به آبی منابع

 ساکاریدهاپلی .نداگرفته قرار پژوهشگران نظر مد اخیرا باشندمی دارا را فراوانی درمانی مزایای که فعال زیست ترکیبات از غنی بسیار منبعی عنوان

 خود مسیر اندوانستهت شوند ومی یافت آبزی گیاهان و دریایی هایجلبک سلولی دیواره در فراوانی به که باشندمی فعال زیست ترکیبات این از یکی

 توجه هاآن یستیز هایفعالیت و شیمیایی ساختار تعیین و آبزیان از ساکاریدهااین پلی استخراج. نمایند باز دارویی و غذایی مختلف صنایع به را

 ینان وکاراگ ای،قهوه هایجلبک فوکوئیدان منابع آبزی عبارتند از ساکاریدهایپلی شناخته شده ترین .[1,2] است نموده معطوف خود به را بسیاری
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 و یسرطان ضد التهابی، ضد جمله از متنوعی ی زیستیهاساکاریدها ویژگیپلی تا کنون، این .[3,4,5] سبز هایجلبک اولون و قرمز هایجلبک آگار

 .[6,7]نشان داده اند  را ایمنی سیستم تقویت کنندگی

زایش ی ایمنی به منظور افهای درمان مکمل، استفاده از تنظیم کنندههای مختلف خصوصا انواع سرطان، یکی از مهمترین شیوههادرمان بیماریدر 

ر توی پستانداران نظیر اینترفرون گاما ، فاکها. تا کنون، چندین نوع تنظیم کننده سیستم ایمنی شامل پروتئین[8]باشد میپاسخ دفاعی میزبان 

ی اخیر، پلی ساکاریدهای به دست آمده از منابع ها. در سال[9]مشخص شده است  هاو فاکتور محرک کلونی ماکروفاژها محرک کلونی گرانولوسیت

گی نندی تقویت کهاو گیاهان عالی توانسته اند به میزان زیادی توجه محققان را به ویژگی ها، باکتریها، جلبکهاخشکی و دریایی شامل قارچ

باشد، می. در حالی که همچنان دانش و فهم محققان از چگونگی مکانیسم اثر این پلی ساکاریدها در حال توسعه [8]سیستم ایمنی خود جلب نمایند 

م . در واقع، مکانیزم اصلی تحریک کنندگی سیست[8]باشد میی اولیه تحریک غیراختصاصی سیستم ایمنی هارسد که یکی از مکانیزممیبه نظر 

. اخیرا، علاوه بر پلی [11]ی ماکروفاژی است هاایمنی انسان، فعالیت ضد سرطانی و ضد باکتریایی پلی ساکاریدها از طریق تحریک و تنظیم سلول

ز ا ، توجه پژوهشگران به پلی ساکاریدهای به دست آمده از آبزیان نیز جهت تقویت سیستم ایمنیهاساکاریدهای با منشأ گیاهان دارویی و قارچ

Leiکه  ایتوان از مطالعهمی. در این راستا، [12,13]ی ماکروفاژ نیز جلب شده است هاطریق فعال سازی سلول ro  بر روی پلی  [14]و همکاران

انجام دادند نام برد. پلی ساکارید بدست آمده در این بررسی دارای دی ساکاریدهای گلوکرونیک  Ulva rigidaساکاریدهای استخراج شده از جلبک 

توانند سبب تحریک سلولی و در نتیجه می RAW264.7ی ماکروفاژ موش رده هااسید و رامنوز بوده و نشان دادند که در صورت تماس با سلول

ی بدست آمده، پلی ساکاریدهای آبزیان نه تنها قادر به مقابله با سرطان از هابر اساس یافتهشوند.  2Eرهاسازی نیتریک اکسید و پروستاگلاندین 

 های آزاد واکنش داده و با غیر فعال کردن آنهاتوانند با رادیکالمیطریق القای آپوپتوز، جلوگیری از متاستاز و تقویت سیستم ایمنی هستند، بلکه 

وپراکسید، ی هیدروکسیل، سهای مختلف در غیر فعال کردن یونهای به دست آمده از جلبکهانایی فوکوئیداناز بروز سرطان پیشگیری نمایند. توا

DPPH ی مرتبط حاکی از آن است که میزان سولفات، نسبت ها. بررسی گزارش[15,16]ی آهن گزارش شده است هاو همچنین شلاته کردن یون

میزان قند کل و وزن مولکولی فوکوئیدان عوامل تعیین کننده در قدرت و نوع فعالیت زیستی آن  مولی سولفات به فوکوز، نسبت مولی سولفات به

 .[17]است 

 معروف که آزولا. است شده توجه کمتر (Azolla filiculoides) آزولا به ترکیبات زیست فعال آبزی گیاهان مختلف هایگونه بین در کنون، تا

 و سازگاری از و بوده متر سانتی 5 تا 2 کوچک هایبرگ منشعب، ریزومی هایساقه با Azollaceae خانواده به است متعلق آبی سرخس به

 زمان مدت در. [18] کندمی رشد شالیزارها و هاکانال ها،برکه ها،رودخانه مانند راکد هایآب آزولا در. [18] باشدمی برخوردار بالایی تکثیر سرعت

 موجب بآ زیرین هایلایه به نور نفوذ عدم. نیست اعماق به نفوذ به قادر خورشید نور که پوشاندمی نحوی به را آب سطح استقرار از پس کوتاه

 و نابارور هایخاک سازی غنی برای آزولا از کنونتا .[19] گرددمی آبگیر بوم زیست در تغییر نتیجه در و ور غوطه گیاهان رشد کاهش یا و توقف

در مطالعه  .است شده استفاده [22] پایدار کشاورزی سطح بهبود و [21] هافاضلاب تصفیه ،[20] آبزیان و طیور دام، غذایی مکمل عنوان به همچنین

ی ماکروفاژ هاحاوی یک گالاکتوفوکان اسیدی است که قادر به تحریک سلول A. filiculoidesی گروه حاضر نشان داد که هاپیشین، یافته

RAW264.7  از طریق مسیرهای سیگنالینگNF-κB  وMAPKs باشند. در این مطالعه، میی پیش التهابی هاو در نتیجه رهاسازی سیتوکین

 بیشترین قابلیت تحریک سلولی در فراکسیون پلی ساکاریدی مشاهده شد که پس از تخلیص به دست آمده و دارای کمترین وزن مولکولی بود.

 مطالعه از هدف باشد. لذامیمولکولی در بهبود فعالیت زیست فعالی نیازمند انجام تحقیقات بیشتر جهت تایید اگرچه فرضیه تاثیر کاهش وزن 

امکان بهبود قابلیت آن در تحریک  و بررسی A. filiculoidesی مولکولی متفاوت از پلی ساکارید خام هاحاضر، تولید هیدرولیزات با وزن

 رمانید و ایتغذیه یهاویژگی با افزودنی یک عنوان به غذایی صنایع در استفاده ی اکسایشی به منظورهای ماکروفاژ و مهار واکنشهاسلول

 .باشدمی
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 هاو روش مواد

 سازی نمونهآوری و آمادهجمع

دریایی دانشگاه تربیت آوری شده و به آزمایشگاه فرآوری دانشکده علوم جمع 1395اردیبهشت  در شهر نور از شالیزارهای A. filiculoidesگونه 

روز کاملا خشک و  4درجه سلسیوس به مدت  60آوری شده با آب شیر شستشو شد و به وسیله آون با دمای های جمعمدرس منتقل شدند. نمونه

 ی شدند. تمامیدرجه سلسیوس نگهدار -20های درب دار تا زمان استخراج گالاکتوفوکان در ها در داخل پلاستیککاملا آسیاب شدند. این نمونه

  .بودند آزمایشگاهی درجه دارای مطالعه این در استفاده مورد شیمیایی مواد

 استخراج پلی ساکارید

ها ها، چربیساعت در دمای اتاق همراه با همزن مکانیکی جهت حذف رنگدانه 12درصد به مدت  85لیتر اتانول میلی 400گرم نمونه در  20ابتدا 

 کامل جداسازی دقیقه ( به منظور 10دور در دقیقه،  9000درجه سلسیوس ، 10مولکولی کم قرار گرفت. پس از سانتریفیوژ )و ترکیبات با وزن 

لیتر آب میلی 400گرم از پودر خشک با  20تازه و استون شستشو و پودر در دمای اتاق خشک گردید. سپس،  اتانول با بار نمونه سه ها،رنگدانه

دقیقه در دمای اتاق سانتریفیوژ  10دور در دقیقه، به مدت  9000ها در ور شد. عصارهساعت غوطه 2ه سلسیوس به مدت درج 65مقطر در دمای 

 70درصد به مایع روماند تا دستیابی به غلظت نهایی  99ساکاریدها با افزودن اتانولدرجه سلسیوس تغلیظ شد. در انتها، پلی 60و مایع روماند در 

درصد و  99دقیقه ( جداسازی و با اتانول  10دور در دقیقه،  9000درجه سلسیوس، 10ساکاریدها پس از سانتریفیوژ ). پلیدرصد رسوب داده شد

 استون چندین مرتبه شسته شد و سپس در دمای اتاق خشک گردید. 

 سازی هیدرولیزات آماده

نرمال اسید  01/0لیتر از میلی 1گرم از پلی ساکارید خام در میلی 20تدا های مولکولی متفاوت، در اببا وزن بمنظور دستیابی به پلی ساکاریدهایی

 1ها بلافاصله خنک و با دهندهدقیقه به صورت ریفلاکس انجام شد. واکنش 15و  10، 5هیدروکلرید حل و سپس هیدرولیز در آب جوش به مدت 

 ,Spectrum Laboratories ,3247027#) میلی لیتر 50دیالیز ها در کیسه نرمال خنثی شدند. تمام محلول 01/0لیتر از سود میلی

Compton, CA, USA) .با آب مقطر دیالیز و در نهایت لیوفیلیزه شد 

 شیمیایی ترکیب تعیین

 -ولینمیزان پروتئین توسط معرف ف .[23]سولفوریک اسید با استفاده از گلوکز به عنوان استاندارد تعیین شد -کربوهیدرات کل توسط روش فنول

 Carpita [25] و Cozzi-Filisetti. میزان یورونیک اسید با روش [24]گیری شد فنول با استفاده از سرم آلبومین گاوی به عنوان استاندارد اندازه

 فنیل با استفاده از گلوکرونیک اسید به عنوان استاندارد اندازه گیری شد.دیهیدروکسیتوسط ام

 تعیین وزن مولکولی 

قرار گرفت تا  مایکروویو در ثانیه 30 به مدت و شد مقطر حل آب در ساکارید خام و هیدرولیزاتپلی میلی گرم/ میلی لیتر 2خلاصه، غلظت  به طور

( MALLSای )زاویه چند ایستا نور لیزر تفرق فیلتر و به سیستم غشای سلولزی یک طریق از بلافاصله هانمونه حداکثر میزان حلالیت حاصل شود.

 ,BioSep-SEC-s2000 (300 × 7.8 mm, BioSep( و ستون کروماتوگرافی RIضریب شکست ) کننده آشکار سیستم ،

Phenomenex, Torrance, CA, USA از  متشکل آبی محلول یک از همچنین .شد استفاده مولکولی تحلیل ویژگیهای و تجزیه ( جهت
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 ASTRA 5.3نرم افزار  استفاده شد. دقیقه بر میلی لیتر 4/0جریان سرعت بابه عنوان فاز متحرک 3NaN درصد 02/0و  3NaNOمولار  15/0

( با استفاده gSV( توزیع چندگانه بکارگرفته شد. حجم مخصوص چرخش )gR( و شعاع چرخش )wMمولکولی ) وزن وزنی میانگین محاسبه برای

 از فرمول زیر محاسبه شد:

SVg = 4/3 × (Rg × 108)3 /(Mw/N) = 2/522 Rg3/Mw 

 باشد.مول و نانومتر می گرم/ گرم، مکعب/ سانتیمتر ترتیب به gRو gSV ،wMواحدهای  و آواگادروو عدد  Nآن در که

 و سنجش میزان نیتریک اکسید RAW264.7تکثیر ماکروفاژها

ای در محیط خانه 96سلول/چاهک در یک میکروپلیت  1×410میکرولیتر با تراکم  100به میزان  ATCC( RAW264.7(رده سلولی ماکروفاژ 

میکرولیتر محلول پلی ساکاریدی در سه غلظت  100ها همراه با ( کشت داده شد. سلولFBSاف بی اس ) % 10حاوی  RPMI-1640کشت 

 72درجه سلسیوس به مدت  37در  2CO % 5لیتر انکوبه شد. انکوباسیون کشت سلولی در اتمسفر مرطوب حاوی میکروگرم/ میلی 50و  25، 10

 درجه سلسیوس انکوبه شد. 37ساعت در  4ها اضافه شد و مجددا به مدت میکرولیتر( به چاهک 20) WST-1ت انجام شد. سپس محلول ساع

 (EL-800; BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)خوانشگر میکروپلیت  نانومتر با استفاده از 450جذب نوری در طول موج 

 گیری شد.اندازه

 100 ×نسبت تکثیر ماکروفاژها )%( = جذب نمونه/ جذب کنترل 

یری شد. گی ماکروفاژ به درون محیط کشت به عنوان شاخص تحریک کنندگی سیستم ایمنی اندازههانیتریک اکسید رها شده توسط سلول

 50و  25، 10ی هاو سپس با غلظت ای کشت داده شدخانه 96سلول/چاهک در یک پلیت  1×410با تراکم  RAW264.7های ماکروفاژ سلول

ساعت انکوبه  18درجه سلسیوس به مدت  37در  (LPS)ساکارید باکتریایی میکروگرم/میلی لیتر لیپوپلی 1لیتر پلی ساکاریدها یا میکروگرم/میلی

میکرومولار در محیط کشت( به عنوان استاندارد  1-200) 2NaNO. از [26]شد. از معرف گریس برای تعیین مقدار تولید نیتریک اکسید استفاده شد 

 برای تعیین مقدار نیتریک اکسید تولید شده توسط ماکروفاژها استفاده شد. 

 DPPHسنجش قابلیت مهار رادیکال 

با کمی تغییر  [72]همکاران  و Williams-Brandبر طبق روش  DPPHپتانسیل پلی ساکاریدهای خام و هیدرولیز شده در مهار رادیکال آزاد 

لیتر( یا اسید میکروگرم/ میلی 400و  200، 100های پلی ساکاریدی )های مختلف نمونهمیکرولیتر از غلظت 100انجام شد. به طور خلاصه، 

اضافه شد. سپس مخلوط حاصل  (DPPH)دی فنیل پیکریل هیدرازیل -2،2میکرولیتر محلول  100لیتر( به میکروگرم/ میلی 100آسکوربیک )

 نانومتر توسط دستگاه خوانشگر میکروپلیت ثبت شد. درصد 517در طور موج  هادقیقه انکوبه شد. جذب نمونه 30درجه سلسیوس به مدت  25در 

  :گردید محاسبه زیر فرمول مطابق DPPH آزاد هایرادیکال کنندگیمهار

 100×  کنترل(/ نمونه – کنترل) = )%( DPPHآزاد  رادیکال کنندگی خنثی فعالیت

 Fe+3قدرت کاهندگی یون آهن 

میکرولیتر  500ابتدا  استفاده شد. Oyaizu [28] از روش Fe+3گیری قابلیت پلی ساکاریدهای خام و هیدرولیزات در کاهش یون آهن جهت اندازه

میکرولیتر بافر فسفات  500لیتر( با میکروگرم/ میلی 100آسکوربیک )لیتر( یا اسید میکروگرم/ میلی 400و  200، 100ی پلی ساکاریدی )هااز نمونه
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درجه  50دقیقه در دمای  20ها به مدت مخلوط شد. انکوباسیون نمونه % 1میکرولیتر از فری سیانات پتاسیم  500( و  6/6pHمولار ) 2/0سدیم 

دور در دقیقه  8000دقیقه در  10ه و مخلوط حاضر به مدت اضاف %10میکرولیتر از تری کلرواستیک اسید  500سلسیوس انجام شد و سپس 

دقیقه انکوبه شد. در  10به مدت  % 1/0میکرولیتر کلرید آهن  200لیتر آب مقطر و میلی 1لیتر از مایع روماند با میلی 1سانتریفیوژ شد. در ادامه، 

 نانومتر ثبت شد. 700نهایت جذب محلول در طول موج 

 هاداده آماری تحلیل و تجزیه

 یکطرفه واریانس تحلیل از استفاده با زیستی فعالیت بر ساکاریدپلی مختلف هایغلظت تاثیر ابتدا در آزمایشات، نتایج آماری تحلیل و تجزیه به منظور

 هایتحلیل انجام جهتشد.  انتخاب غلظت بهترین و استفاده هامیانگین مقایسه به منظور دانکن آزمون بودن، از دارمعنی صورت شد. در بررسی

 بکار گرفته شد. 12Sigmaplotافزار نرم از هانمودار رسم جهت و SPSS 20افزار نرم آماری

 نتایج

 ترکیب شیمیایی 

ارائه شده است. نتایج نشان داد که پلی ساکارید خام به طور  1در جدول  A. filiculoidesساکاریدهای خام و هیدرولیزات ترکیب شیمیایی پلی

درصد( تشکیل شده است. به علاوه، در ساختار عصاره  54/4درصد( به همراه مقادیر کمتری از قندهای اسیدی ) 02/68عمده از قندهای خنثی )

 ساکاریدهای هیدرولیز شدهت. همچنین میزان ترکیبات شیمیایی در پلیدرصد( نیز مشاهده شده اس 7/19استخراج شده مقادیر اندکی از پروتئین )

درصد( و پروتئین  54/4-48/4درصد(، یورونیک اسید ) 74/67-82/66ها نشان داد مقدار قندهای خنثی )مورد سنجش قرار گرفت و بررسی

 .(P > 0.05)داری با ترکیب پلی ساکارید خام ندارند درصد( تفاوت معنی 41/19-58/19)

 A. filiculoidesعصاره خام و هیدرولیزات  شیمیایی ترکیب -1 جدول

 یورونیک اسید )%( پروتئین )%( قندهای خنثی )%( 

 a 17/2±0/68 a07/7±0/19 a 48/54±0/4 پلی ساکارید خام

 a 41/74±0/67 a 1/58±0/19 a 38/53±0/4 5هیدرولیز 

 a 32/082±0/66 a 21/74±0/19 a 39/48±0/4 10هیدرولیز 

 a 16/46±0/67 a 14/410±0/19 a 45/054±0/4 15هیدرولیز 

a, b, c  نشانگر وجود اختلاف معنی درا در بین تیمارهای مختلف است(p < 0.05). 

 وزن مولکولی

نشان داده شده است. با  1در شکل  BioSep-SEC-s2000نمودار شویش پلی ساکاریدهای خام و هیدرولیزات بر روی ستون کروماتوگرافی 

دقیقه به صورت یک پیک پهن از ستون خارج شد که حضور پلیمرهایی با دامنه وسیع  48تا  25ساکارید خام در فاصله زمانی توجه به نمودار، پلی

نمودار شویش پلیمرهای آن دچار دقیقه تحت هیدرولیز قرار گرفت،  5ساکارید خام به مدت که پلیدهد. پس از آنوزن مولکولی را نشان می

دقیقه در غالب یک پیک باریکتر و با پراکنش محدودتر وزن مولکولی  48تا  32تغییرات معنی داری شد و با حرکت به سمت راست در فاصله زمانی 

وش تغییرات جدی شدند و دقیقه نیز دستخ 15و  10ساکاریدهای هیدرولیز شده به مدت از ستون خارج شد. همچنین، نمودار ضریب شکست پلی

هایی باریکتر از نظر دامنه پراکنش وزن مولکولی بودند. میانگین وزن مولکولی دقیقه از ستون خارج شدند که شامل پیک 41و  40های در زمان

هیدرولیز اسیدی، وزن دقیقه  5(. بعد از 2گیری شد )جدول گرم/ مول اندازه 783×  310به میزان  MALLSساکارید خام توسط سیستم پلی

دقیقه  15و  10. هیدرولیز پلی ساکارید به مدت (p < 0.05)گرم/ مول رسید  5/426×  310مولکولی به مقدار چشمگیری کاهش یافت و به 
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ر . شعاع چرخش مولکولی که بیانگ(p < 0.05)گرم/ مول کاهش یافت  4/99 × 310و  6/319 × 310سبب کاهش قابل توجه وزن مولکولی به 

. حجم (p < 0.05)کاهش یافت  15نانومتر در هیدرولیز  4/39نانومتر در پلی ساکارید خام به  7/45باشد نیز از میاندازه تقریبی یک مولکولی 

 سانتی 55/1دقیقه به  15سانتی متر مربع/گرم محاسبه شد که با گذشت زمان هیدرولیز افزایش و پس از  30/0ویژه چرخش در پلی ساکارید خام 

 . (p < 0.05)مربع/گرم رسید 

 BioSep-SEC-s2000بر روی ستون کروماتوگرافی  A. filiculoidesنمودار شویش پلی ساکاریدهای خام و هیدرولیزات  -1شکل 

 

 

ساکاریدهای خام  پلی )gSV( چرخش ویژه حجم و )gR( چرخش شعاع ، )WM( مولکولی وزن میانگین. 2 جدول

 A. filiculoidesو هیدرولیزات 

 متر مکعب برگرم(حجم ویژه چرخش )سانتی شعاع چرخش )نانومتر( )گرم بر مول( 310×وزن مولکولی نمونه

 a 24/0±4/783 a 56/7±0/45 30/0 پلی ساکارید خام

 b 53/5±3/426 a 42/8±0/44 53/0 5هیدرولیز 

 c 33/6±2/319 b 28/8±0/42 61/0 10هیدرولیز 

 d 42/4±0/99 c 13/4±1/39 55/1 15هیدرولیز 

a, b, c  نشانگر وجود اختلاف معنی درا در بین تیمارهای مختلف است(p < 0.05). 

 ازریابی سمیت سلولی و تحریک رهاسازی نیتریک اکسید 

استفاده شد.  RAW264.7های ماکروفاژ رده سلولی ساکاریدهای خام و هیدرولیزات به دست آمده از سلولبمنظور بررسی سمیت سلولی پلی

میکروگرم/میلی لیتر نسبت به نمونه کنترل فاقد سمیت  50و  25، 10ی هاساکارید خام در غلظتشود پلیمیمشاهده  2همانطور که در شکل 

ی هانهنشان نداد. نه تنها نمو RAW264.7ی هادقیقه نیز هیچگونه سمیتی نسبت به سلول 15و  10سلولی بود. هیدرولیزات به دست آمده پس از 

ی هادقیقه هیدرولیز اسیدی قادر به القای افزایش تکثیر سلول 15تولید شده فاقد سمیت سلولی بودند، بلکه هیدرولیزات به دست آمده پس از 

 لیترمیکروگرم/ میلی 50 و 25 ،10 هایغلظت در خام ساکاریدهاینشان داده شده است پلی 3. همانطور که در شکل (p < 0.05)ماکروفاژ بودند 

میزان رهاسازی  .(p < 0.05)گردید  میکرومول 5/45 به محیط کشت تا اکساید به رهاسازی نیتریک RAW264.7 یهاسبب تحریک سلول

دقیقه با سطحی برابر با پلی ساکارید خام اندازه گیری شد. البته،  10و  5انکوبه شده با هیدرولیزات  RAW264.7ی هانیتریک اکسید در سلول
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میکرومول افزایش دهد  6/55دقیقه توانست به میزان قابل توجهی تحریک سلولی را افزایش داده و سطح ترشح نیتریک اکسید را تا  15 هیدرولیز

(p < 0.05). 

 

نشانگر وجود  A, B, Cحروف . A. filiculoidesخام و هیدرولیزات  ساکاریدهای پلی توسط ماکروفاژ یهاسلول تکثیر القاء پتانسیل -2شکل 

ی هانشانگر اختلاف معنی دار بین غلظت a, b, c. حروف (p < 0.05)باشد میاختلاف معنی دار پلی ساکارید خام و هیدرولیزات در هر غلظت 

 .(p < 0.05)باشد میپلی ساکارید خام و هیدرولیزات 

 

نشانگر وجود  A, B, C. حروف A. filiculoidesخام و هیدرولیزات  ساکاریدهای پلی توسط ماکروفاژ هایسلول تحریک پتانسیل -3شکل 

ی هانشانگر اختلاف معنی دار بین غلظت a, b, c. حروف (p < 0.05)باشد میاختلاف معنی دار پلی ساکارید خام و هیدرولیزات در هر غلظت 

 .(p < 0.05)باشد میپلی ساکارید خام و هیدرولیزات 

 (+Fe3)و کاهش یون آهن  DPPHکال آزاد توانایی مهارکنندگی رادی

لیتر مورد گرم/ میلیمیکرو 400و  200، 100های در غلظت DPPHساکاریدی خام و مشتقات هیدرولیز شده در مهاررادیکال آزاد پتانسیل پلی

ساکاریدها تابع غلظت آزاد در تمام پلیی هاشود نتایج حاکی از آن است که مهار رادیکالمیمشاهده  4بررسی قرار گرفت. همانطور که در شکل 

ساکارید خام دارای حداقل توانایی مهارکنندگی بود در این بین، پلی .(p < 0.05)بوده، به طوری که در رابطه مستقیمی با غلظت افزایش یافت 

دقیقه عملکردی  5های هیدرولیز شده به مدت ریددرصد بود. همچنین پلی ساکا 4/41لیتر برابر با گرم/ میلیمیکرو 400و بیشینه مقدار آن در غلظت 

دقیقه قدرت مهارکنندگی  درصد( 2/65) 15 درصد( و 6/53) 10 مدت به شده هیدرولیز ساکاریدهایساکاریدهای خام داشتند. اما پلیمشابه پلی
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 ترآسکوربیک کم نسبت به اسید آزاد هایرادیکال مهار در مطالعه مورد ساکاریدهایپلی با این حال توانایی .(p < 0.05)بیشتری را نشان دادند 

 .بود

گرم/ میکرو 400و  200، 100های در غلظت )Fe+2(به آهن دو ظرفیتی  )Fe+3(های آهن سه ظرفیتی ساکاریدها در کاهش یونقابلیت پلی

ساکاریدهای ( در پلی23/0های آهن )جذب کاهش یونشود حداقل توانایی در مشاهده می 5لیتر مورد ارزیابی قرار گرفت. همانطور که در شکل میلی

( را به میزان 5/0ساکاریدها )جذب های متفاوت توانست قابلیت کاهندگی پلیساکاریدها در زمان. هیدرولیز پلی(p < 0.05)خام مشاهده شد 

 زانمی با مقایسه قابل آهن هاییون کاهش در شده هیدرولیز ساکاریدهایپلی . قابلیت(p < 0.05)دقیقه افزایش دهد  15داری در هیدرولیز معنی

 . بود( لیتر میلی میکروگرم/ 100 غلظت) آسکوربیک اسید فعالیت

 

 

نشانگر وجود اختلاف معنی A, B, C . حروفA. filiculoidesخام و هیدرولیزات  ساکاریدهای پلی توسط DPPH آزاد هایرادیکال مهار -4شکل 

ی پلی ساکارید هانشانگر اختلاف معنی دار بین غلظت a, b, c. حروف (p < 0.05)باشد میدار پلی ساکارید خام و هیدرولیزات در هر غلظت 

 . (p < 0.05) باشدمیخام و هیدرولیزات 

 

نشانگر وجود اختلاف معنی دار  A, B, C. حروف A. filiculoidesخام و هیدرولیزات  ساکاریدهای پلی (+Fe3)آهن  کاهندگی قدرت -5شکل 

ی پلی ساکارید خام و هانشانگر اختلاف معنی دار بین غلظت a, b, c. حروف (p < 0.05)باشد میپلی ساکارید خام و هیدرولیزات در هر غلظت 

 . (p < 0.05)باشد میهیدرولیزات 
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 بحث 

و گیاهان آبزی، فوکوئیدان شبیه ترین ساختار شیمیایی را به گالاکتوفوکان استخراج  هادر دیواره سلولی جلبک در میان پلی ساکاریدهای موجود 

 وزکوف یحاو یدهاساکارییپل یبرا عمومی نام کی شود،یافت می ایهای قهوهدر جلبک که دانیفوکوئباشد. میدارا  A. filiculoidesشده از 

ای هتا کنون مقادیر مختلفی از قندهای خنثی در فوکوئیدان جلبک .باشدمی سولفات استر هایگروه گالاکتوز و از یتوجه قابل ریمقاد شامل و است

 Turbinariaدرصد( و 0/50) Padina tetrastromaticaدرصدS. wightii (27/35  ،)درصدS. tenerrimum (27/26  ،)ای قهوه

conoide (0/62  گزارش شده است )ای متفاوت و محتوای یورونیک اسید در های قهوهجلبک میزان قندهای اسیدی نیز در فوکوئیدان .[29]درصد

Fucus vesiculosus ،Saccharina longicruris  وTurbinaria ornate  پلی ساکارید [30,31]درصد اندازه گیری شد  0/22تا  2/3بین .

باشد که دارای بار الکتریکی منفی ناشی از وجود گروههای کربوکسیل بوده و میسیدی استخراج شده در مطالعه حاضر نیز در حقیقت یک پلیمر ا

. ترکیب شیمیایی در مشتقات هیدرولیزی تولید شده تغییر معنی داری با پلی ساکارید خام نداشت [32]استرهای سولفات در ساختار آن حضور ندارد 

ساکاریدهایی با ترکیبات شیمیایی مولار قادر به تولید پلی 01/0اده از اسید هیدروکلریدریک و نشان داد که به کارگیری هیدرولیز شیمیایی با استف

باشد. همچنین، نه تنها شرایط هیدرولیز اسیدی حاضر توانست ترکیب شیمیایی هیدرولیزات را بدون تغییر نگهدارد بلکه سبب تولید میمشابه 

د و رابطه عکس با فشردگی مولکولی دار که چرخش ویژه بهتر فعالیت زیستی شود. حجم ی مولکولی مختلف جهت ارزیابیهامشتقاتی با وزن

ی از آن حاصل حاک افزایش زمان هیدرولیز و کاهش وزن مولکولی کاهش یافت. نتایج باشد بامی نشان دهنده صورتبندی فضایی یک مولکول

 پس تولید شده پلیمرهای نحوی که زنجیره به آید،می منبسط بوجود ساختاری و کمتر مولکولی یهاوزن با پلیمرهایی هیدرولیز در طی است که

 .دارا هستند گسترده تری را صورتبندی فضایی و نداشته را تراکم اولیه هیدرولیز دیگر دقیقه 15 از

پیوندهای  کاریدها، چگونگی اتصالی ساختاری شامل نوع مونوساهامطالعات نشان داده است که در پلی ساکاریدها ارتباط تنگاتنگی بین ویژگی 

وجود  هاگلیکوزیدی، خطی یا منشعب بودن پلیمرها، میزان سولفات، حضور گروههای کربوکسیل و وزن مولکولی با نوع و قدرت فعالیت زیستی آن

فراهم کردن امکان مداخله مثبت این در  ای. در این میان، اندازه مولکولی ترکیبات پلی ساکاریدی از جمله فوکوئیدان از اهمیت ویژه[17]دارد 

باشد. البته نتایج نشان داده است که میی شیمیایی و بیوشیمیایی برخوردار بوده و در پلی ساکاریدهای مختلف تعیین کننده هاترکیبات در واکنش

. پیش از [33,34]تواند متفاوت باشد میایی در صورت اثرگذاری، نوع تغییر فعالیت زیستی بسته به ساختار شیمیایی پلی ساکارید و واکنش بیوشیمی

 50-1تواند در غلظت مینشان داده است که  Undaria pinnatifidaکیلودالتون( از  10 >این، فوکوئیدان با وزن مولکولی پایین )

 TNF-αو  6-و در نتیجه رهاسازی نیتریک اکسید، اینترلوکین RAW264.7ی هامیکروگرم/میلی لیتر سبب بروز پاسخ پیش التهابی در سلول

 30دیگری که بر روی دو نوع فوکوئیدان با وزن مولکولی پایین ) ای. در مطالعه[33]شود  MAPKsو  κB-NFاز طریق مسیرهای سیگنالینگ 

ر حالی که پلیمرهای بزرگتر فاقد سمیت سلولی بوده و انجام شد، د U. pinnatifidaکیلو دالتون( از  130کیلو دالتون( و وزن مولکولی بالا )

ی اسپلنوسیت را تحریک به رهاسازی مقادیر قابل توجهی از اینترفرون گاما و نیتریک اکسید نماید، پلیمرهای کوچکتر محرک هاتوانست سلول

یمی به دست آمده از یک گونه جلبکی هاکوئیدانی زیستی متفاوت در فوها. بروز ویژگی[34]سلولی ضعیف تری بوده و دارای سمیت سلولی بود 

ی ساختاری دیگر نظیر بارالکتریکی، ترکیب قندی و صورتبندی فضایی باشد. در مطالعه حاضر، تمامی پلی ساکاریدهای خام هاتواند به دلیل تفاوت

وپلی لکه توانستند به میزانی قابل مقایسه با لیپی مورد آزمایش بودند بهاو مشتقات هیدرولیزی نه تنها فاقد هر گونه سمیت سلولی در غلظت

 × 310به ترشح نیتریک اکسید شوند. نتایج نشان داد که کاهش وزن مولکولی از RAW264.7ی هاساکارید باکتریایی سبب تحریک سلول

×  30مستلزم کاهش اندازه مولکول تاکند و بهبود فعالیت زیستی میتغییر معنی داری در پتانسیل تحریک سلولی ایجاد ن 6/319 × 310به 0/783

  باشد.میگرم/مول  4/99
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تواند متغییر باشد. توانایی میباشد که میزان و نوع آن با توجه به ساختار شیمیایی میهای پلی ساکاریدها فعالیت ضد اکسایشی نیز از جمله ویژگی

های هیدروکسیل، فعال کردن یوندر غیر .Sargassum spو  S. cristaefolium ،S. binderiهای دست آمده از جلبکی بههافوکوئیدان

 [35]و همکاران  Yuan. در طی یک بررسی، [15و16] است های آهن پیش از این گزارش شدهو همچنین شلاته کردن یون DPPHسوپراکسید، 

های مختلف نمودند نتایج بیانگر آن بود که با استفاده از امواج مایکرویو در دما و زمان A. nodosumاقدام به استخراج فوکوئیدان از گونه 

درجه سلسیوس  90های آهن در فوکوئیدان استخراج شده در دمای و کاهش یون DPPHبیشترین فعالیت ضد اکسایشی در مهار رادیکال آزاد 

 3/1به  40ترکیبات شیمیایی نشان داد که با افزایش دمای استخراج میزان وزن مولکولی )های حاصل از آنالیز اتفاق افتاد. در همین راستا، یافته

تر بر روی یشای که پشده کاهش یافت و در نتیجه فعالیت ضد اکسیدانی نیز دچار کاهش شد. البته، در مطالعهکیلو دالتون( پلیمرهای استخراج

ندگان جهت بررسی رابطه متقابل وزن مولکولی و فعالیت ضد اکسایشی اقدام به صورت پذیرفت، نویس L. japonicaفوکوئیدان حاصل از 

. نتایج نشان داد که پلیمرهای [36]ساعت نمودند  3درجه سانتیگراد به مدت  120دست آمده توسط پراکسید هیدروژن در دمای هیدرولیز پلیمرهای به

ه طور معنی ب هاهای مولکولی متفاوت داشتند و فعالیت ضد اکسایشی آنمودند، وزنحاصل از هیدرولیز در عین حال که ساختار کلی خود را حفظ ن

 داری با یکدیگر متفاوت بوده و رابطه بین وزن مولکولی و فعالیت ضد اکسایشی به صورت خطی نبود.

 گیرینتیجه

توان با استفاده از هیدرولیز اسیدی ملایم می A. filiculoidesبمنظور ارزیابی اثر اندازه وزن مولکولی بر قابلیت گالاکتوفوکان استخراج شده از 

ی پلیمریزاسیون مختلف بدون تغییر معنی دار ترکیب شیمیایی نمود. دستکاری شیمیایی این پلی ساکارید سبب هااقدام به تولید مشتقات با درجه

حریک ده به طور قابل توجهی همانند پلی ساکارید خام قادر به تتولید ترکیبات ناخواسته با عوارض سمیت سلولی نشد و تمامی مشتقات به دست آم

ی اکسایشی شدند. کاهش وزن مولکولی در پلی ساکارید هاو مداخله مثبت در واکنش RAW264.7ی هابروز پاسخ پیش التهابی در سلول

لیدی شد. بطور کلی، نتایج حاضر نشان داد که اولا گرم/مول منجر به بهبود عملکرد زیستی مشتقات تو 4/99×  30گالاکتوفوکان تنها در اندازه 

ستند و ثانیا ی ضد اکسایشی ههاپلی ساکاریدهای این گیاه آبزی دارای قابلیت منحصر به فردی در تقویت سیستم ایمنی و جلوگیری از واکنش

هت تولید نی تخلیص و تنها با دستکاری شیمیایی جتوان با کاهش وزن مولکولی اثربخشی گالاکتوفوکان را بدون انجام فرآیند هزینه بر و طولامی

 در مقیاس صنعتی افزایش داد.
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Effect of acidic hydrolysis on RAW264.7 macrophage cells stimulation and 

antioxidant properties of galactofucan from plant Azolla filiculoides 

 

 Marzieh Ramzani Shemami1, Mehdi Tabarsa1*  
 1- Department of Seafood Processing, Faculty of Natural Resources and marine Sciences, Tarbiat Modares 

University, Noor, Iran 
 

A B S T R A C T  ARTICLE TYPE 
Polysaccharides are one of biomacromolecules that, in addition to their peculiar 

physicochemical properties, possess promising biological capabilities 

depending on chemical structure. The objective of the present study was to 

evaluate the effect of molecular weight of galactofucan polysaccharides from 

freshwater plant Azolla filiculoides on its ability to stimulate RAW264.7 

macrophage cells and inhibition of oxidation reactions. Galactofucan 

polysaccharide was extracted by distilled water at 65°C for 2 hours and 

recovered using 70% ethanol. Polysaccharide hydrolysis was performed using 

0.01N HCl at 100°C for 5, 10 and 15 minutes. Crude and hydrolyzed 

polysaccharides were mainly composed of neutral sugars (67.46-68.02%), 

lower amounts of uronic acids (4.48-4.53%) and ranged in the molecular weight 

of 99.4-783.0 × 103 g/ mol. Crude and hydrolyzed polysaccharides were non-

toxic and hydrolysis 15 resulted in the greatest stimulation of proinflammatory 

response in RAW264.7 macrophage cells releasing a considerable amount of 

nitric oxide (55.6 μmol) into culture medium. Hydrolysis 15 led to the highest 

DPPH radical scavenging (65.2%) and Fe3+ reducing power (0.5 Abs). Overall, 

the present findings indicated that galactofucan polysaccharides have the ability 

to boost immune system and inhibit oxidation reactions and that molecular 

weight reduction to specific levels could improve the biological activities. 
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