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چکیده

 Lentinula edodes)یکی خودفردساکاریدي و عطر منحصربهپلیدلیل محتواي بالاي پروتئینی، به)تاکهیش

رد. است که از نظر کشت و مصرف دومین رتبه جهانی را داهاي محبوب قارچ خوراکی/دارویی از گونه

درشود.میهاي شیمیایی استفاده درمانعنوان درمان کمکی در کنار کاربردي آن بهوامروزه ترکیبات مؤثر

شد.تعیینLentinula edodes(TMU340)میسلیومرشدبهینهدمايواسیدیتهکشت،محیطمطالعهاین

با استفاده از لنتینان.دست آمدهلیوفیلیزه شد و نسبت وزن تر به خشک بمیسلیوم، جسم بارده و کل قارچ

استخراج c◦4گیري با اتانول خالص در رسوبو Sevageبا روش زداییپروتئینc◦60 روش آب گرم در

سولفوریک -تست فنولبا استفاده از وسیله کروماتوگرافی تعویض یونی تخلیص شد. غلظت لنتینان بهو 

pH،5/5و c◦25، دماي PDBو PDAهاي کشت محیط، شرایط بهینه شاملدرنتیجهدست آمد. هاسید ب

بود. غلظت لنتینان بعد از استخراج و 1به 10ها نمونهزن تر به خشک در همه . نسبت وشدتعیین 

این قارچ آنکه،دست آمد. نتیجههلیتر بمیلیگرم بر میلی148/0و  0/ 103، 243/0ترتیب بهسازي خالص

عنوان بهلنتینانساکاریدپلینظیر عوارضبدونطبیعیها و ترکیباتمتابولیتتواند در تولید انواع می

سیستم ایمنی مفید باشد.ء عاملی در ارتقا

ساکارید، قارچ کلاهدار، کروماتوگرافی تعویض یونیپلیسولفوریک اسید، - فنول،تاکهیش: گانکلید واژ

مقدمه

صورتبهی هاي طبیعاکوسیستمها در بسیاري از قارچاکثر 

فـرد  ه این حالـت منحصـربه  کنند کمیفی زندگی وهتروتر

)1(کنـد مـی را مناسب امور تکنولوژیکی ها ي، قارچاتغذیه

Lentinula edodes(Berk)Pegler .  دومین قارچ خـوراکی

هاي قارچ یکی از قارچاین.محبوب در بازار جهانی است

ویـژه در تغذیـه کشـورهاي   بـه در جهان مشهور خوراکی 

دلیـل  بهو اخیراً در غذاهاي غربی شودمیمحسوب شرقی
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.پیدا کرده استویژهین طعم و عطر مطبوع جایگاهداشت

مـورد  در کـل جهـان   Lentinulaبه عبارت دیگـر جـنس   

شـده را در  کشـت هـاي  قارچاز 22%حدودتوجه است و 

اسامی دیگري این قارچ با.دهدمیدنیا به خود اختصاص 

ژاپـن، قـارچ   درShiitake ، )2(چـین در xiang gu نظیـر 

یاه در قـارچ بلـوط س ـ  وجنگلی ژاپنی، قارچ سیاه جنگلی

کـی از انـواع   یL.edodes.)3(شـود میانگلیس نیز شناخته 

هـاي  ارزشمند قارچ خوراکی با محتواي بـالاي ریزمغـذي  

يچنـین عطـر  ساکاریدها و همپلیها، پروتئینغذایی نظیر 

کشـورهاي آسـیایی   در بسـیاري از  فرد است که بهرمنحص

در سـطحی گسـترده کشـت    ژاپن و کـره  ویژه در چین، به

ــی ــودم ــارچ.ش ــن ق ــاخۀ ای ــه ش ردة ،Basidiomycotaب

Agaricomycetes و راستۀ Agaricales)4( .از تعلـق دارد

توان بـه اثـرات ضـد تومـوري، ضـد      میاثرات درمانی آن 

ی، ضـد  قارچمیکروبی، ضد ضدباکتریایی، ضد ویروسی،

آنتی اکسیدانی، کاهنـده چربـی   ،ایمنیهکنندتعدیلدیابت، 

قلبی و عروقی و محافظت از کبـد  هاي بیماريضد خون، 

کیبات زیسـت فعـال   رکه این اثرات مربوط به تاشاره کرد

زیستهاي فعالیتساکاریدهاي این قارچ پلی. )5(استآن 

عـدیل  هاي ضد تومـوري و ت فعالیتمحیطی متنوعی نظیر 

براساس شواهد حاصـل از مطالعـات   .سیستم ایمنی دارند

Shiitakeسـاکاریدي قـارچ   پلیهاي قسمت،آزمایشگاهی

مهار رازاسرطانهاي سلولوسیع از یتکثیر طیفتواندمی

شـش  القا کنـد. هاي توموري سلولچنین آپوپتوز در و هم

شود که فقـط  میراج استخL.edodesساکارید از قارچپلی

فعالیت ضد توموري قـوي  Lentinaneبه نام ها آنکی از ی

ساکاریدها یکی از ترکیبات خام مورد استفاده پلی.)6(دارد 

دارویی و غذایی و برخی مواددر صنایع مختلف شیمیایی، 

هــا را مناســب   آنکــه  هســتند از صــنایع دیگــر نیــز    

هـا،  پروبیوتیـک هاي زیستی، چسبنظیر ییهابرداريبهره

کنـد.  ها میکنندهتثبیتهاي زیستی و جاذبها،ندهکنغلیظ

.)7(د ندارهاي مختلف بیولوژیکی لیتفعاهمچنین، 

گلوکـان محلـول در آب   -βساکارید لنتینـان یـک   پلی

،است. درواقعL.edodesجداشده از قارچ خوراکی معمول

بــا کاربردهــاي بــالقوه یمــاکرومولکول بیولــوژیکی فعــال

-β. )8(هاي سیستم ایمنـی اسـت  دپزشکی در قبال عملکر

هــاي کننــدهاصــلاحگلوکــان در اصــطلاح بــه گروهــی از 

اثـرات  بـه  شـود کـه   میهاي بیولوژیک نسبت داده واکنش

اسـخ ایمنــی، در سـلول منجــر   ضـدتوموري بـه واســطه پ  

اتصـالات باگلوکزازپلیمرهاییهاگلوکان-β.)9(شوندمی

جومخمر،رچ،قاسلولیدیوارهدرکههستندگلیکوزیدي

سـطوح بـه ترکیباتاین.وجود دارندوفوربهجوودوسر

متصــلسـرم اختصاصــیهـاي پـروتئین یــاهـا لنفوسـیت 

کمکـی، Tهـاي سـلول یـا ماکروفاژهـا دنبتوانتاشوندمی

کـه کننـد فعـال رادیگـر مؤثرهايسلولوطبیعیکشنده

هــا،بــاديآنتــیدنرهاشــوتولیــدافــزایشبــهنهایــتدر

لنتینـان علیـه   .)10(ندشومنجر میاینترفرونوهالوکیناینتر

(عامـل  Mycobacterium tuberculosisباکترهایی همانند 

Listeria monocytogenes ،Salmonella enteritisسل) 

چنین تعـداد  و همفعال استStaphylococcus aureusو 

Escherichia coliهـاي  کلنیهاي زنده و شمارش باکتري

سـاکارید  پلـی علاوه بهدهد. میها کاهش خوكروده را در

PolioوInfluenzaهـاي  ویـروس ضدویروسی علیـه  اثر

نیـز  HIVعنوان یکـی از داروهـاي ضـد   به،. همچنیندارد

شناخته شده است که سبب تحریـک مقاومـت میزبـان در    

داروهاي متـداول  بودنیو سمشودمیمقابل این ویروس

ینـد سـبب افـزایش    ااین فرکند؛ میاین بیماري را محدود 

اي هسـته تـک هاي سلولآزادسازي اینترفرون گاما و تکثیر 

ی در لنتینـان عامـل مهم ـ  ،. همچنینشودمیخون محیطی 

زیـرا سـطح   ،شـود مینیز محسوب افرادکلسترول کاهش

افـزایش  در خـون  را HDLو کاهش راLDLلیپوپروتئین 

غیر انسانی نیز اثرات در مطالعات بالینی انسانی و.دهدمی

گلوکان قارچی به اثبات رسیده استکاهنده قند خون این 
دلیل فعالیت ضـدتوموري قـوي   بهساکارید لنتینان پلی.)11(
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سـاکارید  پلیعنوان یک بهسیستم ایمنی کردن فعالباخود 

چراکـه در ترکیـب بـا    اسـت؛ فعال شـناخته شـده  زیست

دارد واي گسـترده رد کـارب در درمان تومـور  درمانی شیمی

گلوکز) پلیگلوکان (-βاست. این مولکول یک شدهتأیید 

-β) 1→6(دوشاخه با واحدهاي تکرارشونده است که از

β) 1→6(گلوکوپیرانوزید به ازاي هرپنج اتصـال خطـی   

گلوکوپیرانوزیـد در زنجیـره اصـلی تشـکیل شـده اسـت.       

دلیل حضـور پیونـدهاي هیـدروژنی داخـل و     به،همچنین

توانـد سـاختارهاي مـارپیچی    مـی ارج مولکولی، لنتینان خ

. )12(دهـد  گانه را در محلول آبی تشکیل ویژه مارپیچ سهبه

گـرد  ساکارید راستپلیگانه این سهجهت ساختار مارپیچ 

،همچنـین . )13(اسـت در آب درجـه  + 29با چـرخش  و 

مشخص شده است کـه وزن مولکـولی، میـزان انشـعاب،     

ت درون مولکــــولی در زنجیــــره ترکیــــب و اتصــــالا

هاي بیولوژیکی آن حیاتی اسـت  پاسخساکاریدي براي پلی

درواقـع  گلوکـان، -β-D)1→3(و میزان حلالیت لنتینان،

است. فرمـول مولکـولی ایـن    وابسته به وزن مولکولی آن 

کیلـو دالتـون برابـر    500ترکیب با میانگین وزن مولکولی 

n(C6H10O5(است با
ن در محلول آبی انـدازه  همچنی. )14(

.)15(میکرومتر است200تا 100ذرات لنتینان تقریباً

اجـزاي  و خـوراکی/دارویی ارزشمندقارچاینکشت

رشـد و  بهینهشرایطیافتنهدفباآن مانند میسلیومفعال 

گرفـت.  انجامقارچاینبالايداروییخواصازوريبهره

آنثر ؤتوان مواد م ـمیاین قارچ، با کشت و پرورش بهینه

صـورت  بـه هـاي دارویـی و خـوراکی    مکمـل را در تولید 

کـه بـا تعیـین    شدکار برد. در این مطالعه تلاش بهصنعتی 

شرایط رشد میسـلیوم  کردنمناسب و بهینهشرایط محیطی 

اثر انواع ،در مراحل مختلف کشتL.edodesقارچ دارویی

چراکه ؛شودبررسی pHمحیط کشت جامد و مایع، دما و 

آوردن دسـت بـه ،کشت بهتر ایـن قـارچ فراسـودمند   براي

در . شرایط استاندارد رشـد بسـیار ارزشـمند خواهـد بـود     

خشـک  بهوزن تر  نسبت آوردن دستهببرايمرحله بعد 

سـاکارید  پلـی .از تکنیک لیوفیلیزاسیون کمک گرفتـه شـد  

اندام،ها میسلیومدارویی لنتینان با اثرات بسیار سودمند از 

صـرفه  بـه مقـرون با استفاده از روشـی  کاملبارده و قارچ

مقایسه آن تعیین وو درنهایت غلظتتخلیص،جداسازي

وري براي کاربردهاي دارویی این قارچ بهرهتا شرایط شد

.شودفراهم 

هاروشمواد و 

L.edodesتهیه سوش و کشت میسلیوم قارچ

TMU340شـماره شناسـایی   بـا L.edodesمیسلیوم قارچ

کاملقارچتازه وجسم باردهصورت پلیت کشت فعال،به

بـراي . )1شـکل  (شـد  از شرکت قارچ ایران زمـین تهیـه  

اثـر بعضـی از عوامـل    ،ترین شرایط محیطیمناسبتعیین 

در رشد نظیر انواع محیط کشت جامد، مایع، تغییرات مؤثر

تکرار) بررسی 4صورت مجزا در به(pHدمایی و تغییرات 

محـیط مـایع   دو ابتدا اثرات سه محیط کشت جامد و .شد

.شدبررسی 
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.(ج)قارچ کاملو )ب(اندام بارده؛ )فال(میسلیومL.edodes.فاشکال مختل.1شکل

هاي کشت جامدمحیط

کشت میسلیوم این سویه قارچی از سه محیط کشت براي 

و Potato Dextrose Agar ،Malt Extract Agar جامد

Sabouraud Dextrose Agar ترکیبات محیط .شداستفاده

زمینی تازه سیبگرم 200حاوي مقدار PDAکشت 

دکستروز و گرم 20زمینی)، سیبگرم عصاره 4(معادل 

نیز حاوي MEA، محیط کشت )16(گرم آگار15مقدار 

گرم15گرم پپتون و 5گرم عصاره مالت، 20ترکیبات 

گرم دکستروز، 40داراي SDAو محیط کشت )17(آگار

هاي (تمامی محیطبودند گرم آگار 15گرم پپتون و 10

بعد از .، آلمان خریداري شدند)Merkکشت از شرکت 

،pHهاي کشت، استریلیزاسیون و تنظیم محیطکردنآماده

ز هریک ا،،کره)CHC biolus(زیر هود لامیناردر 

،مسیلیوم فعال قارچي هادیسکسیله وبههاي کشت محیط

شد. انکوبه روز 14به مدت c◦25تلقیح و در دماي

با هم مقایسه ،هامحیطرشد میسلیومی هریک از ،درنهایت

براي مقاصد بهینه عنوان محیط بهPDAو محیط کشت 

بعدي پژوهش انتخاب شد.

بررسی تغییرات دمایی

تلف بر دماهاي مخ،تعیین دماي بهینه رشدبراي

براي بررسی شرایط چراکه؛شداعمالPDAمحیط

. هستندتر مناسبهاي کشت جامدمحیطمحیطی،

و که میزان رشد میسلیوم قارچ بعد از تلقیح صورتبدین

هاي بازهدر آلمان) ،Memmert(گرماگذاري در انکوباتور

شدن کاملمدت زمان پس از c◦21و 23◦،25◦،27◦دمایی

.)18(شدررسی بمیسلیوم رشد 

هاي کشت مایعمحیط

محیطدوازL.edodesدر کشت مایع میسلیوم قارچ

ترکیبیمحیطوPotato Dextrose Brothمایعکشت

شاملترکیبیمحیطدرموجودياجزاکهشد استفاده

درگرم3لیتر پپتون،درگرم2گلوکز،لیتردرگرم30

FeSo4.7H2O،5/1لیتر درگرم5/0مخمر،لیتر عصاره

مقداربهوMgSo4لیتر درگرمKH2Po4،1 لیتردرگرم

تنظیمازبعد.)19(بودB1ویتامینلیتردرگرم002/0

pHقارچیسویهکشت، تلقیحهايمحیطازهریک

کرده متر مربع از قارچ رشدمیلی5×5وسیله قطعات به

) 20(صورت گرفتPDBدر محیط کشت PDAدر پلیت 

انکوباتور(شیکردرc◦25دمايدرروز14مدتبهو

Iran Khodsaz(دقیقهدردور110سرعتبا، ایران)21 (

ارزیابی قارچمیسیلیومتراکموبیومسسپس.شدانکوبه

شرکتتمامی مواد شیمیایی و ترکیبات محیط از(شد

Merk،شدندخریداريآلمان(.

pHبررسی تغییرات 

با هدف دستیابی بهpHترینمناسبتعیینبراي

pH~5/1،~pHهاي بازهازمیسیلیومتراکمبالاترین

5/2،pH~5/3،pH~5/4 ،pH~5/5 ،pH~5/6 و

الفبج
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pH~5/7کشتصورت که محیطیناهب. استفاده شد

خنکو استریلزاسیون،کردنآمادهازبعدPDBمایع

،ارلامینهودزیر،استریلشرایطدر،سپس.شد

حجم هماستریلهايارلندرمایعکشتهايمحیط

تنظیم، سپسpHهاارلنازهریکدروشدندتقسیم

هاي کشت محیط(دماي انجام شدانکوباسیونوتلقیح

تا کمترین شدتنظیمpHخنک و بعد c◦25تا دماي

کلریدریک ازpHتنظیمبراي. خطا وجود داشته باشد)

pHدستگاهکمکبانیزpHودهاستفامولار)1(اسید

محیطدر.شدتعیین، سوئیس)Mettler Toledoمتر(

به این ؛انجام شدpHتنظیم نیز PDAجامدکشت

تشکیلازممانعتبرايآگارافزودنازقبلصورت که 

در.شداضافهآنبهآگارسپسوانجام pHتنظیم توده

فعالمیسیلیومحاويهايدیسکتوسطآسپتیکشرایط

.)18(گرفتانجامانکوباسیونوتلقیحL.edodesقارچ

روي لامهاقارچاسلاید کالچر یا کشت 

بررسی ساختمان و شناسایی قارچ براي ین آزمون ا

در آمیزي انجام گرفت. رنگاز طریق و روي لام و لامل

وسیله اسکالپل از محیط کشت بهاین تکنیک ابتدا 

متر مربع در شرایط تیسان1×1به ابعاد PDAاستریل 

محیط کشت در مرکز لام وکاملاً استریل برش زده 

شکل داخل پلیت قرار داده Uاستریل موجود روي لوله 

به کمک یک آنس استریل مقداري از قارچ، سپس.شد

و شد در مرکز هریک از اضلاع محیط کشت تلقیح

لامل با کمک یک پنس استریل روي محیط کشت 

شدن خشکپیشگیري از براي .رفتشده قرار گتلقیح

10قطعات محیط کشت در زمان انکوباسیون مقدار 

لیتر آب مقطر استریل با کمک پی پیت به داخل میلی

هاي بررسیمنظور به.شکل و پلیت انتقال یافتU لوله

میکروسکوپی بعد از مدت زمان لازم که رشد 

هریک از ،ها روي لام و لامل انجام گرفتمیسلیوم

- به کمک رنگ لاکتوفنل،ها جداسازيلاملها و لام

نوري آمیزي و با میکروسکوپرنگکاتن بلو 

)Nikon(شدبررسی ،ژاپن)22(.

و قارچلیوفیلزاسیون میسیلیوم، جسم بارده

L.edodesکامل

،میسلیومکردنانجام مراحل بعدي مطالعه خشکبراي

از دلیلهمین. بهبودلازم کاملجسم بارده و قارچ

چراکه تکینک؛شدتکنیک لیوفیلزاسیون استفاده 

اي بسیار خاص در حذف پروسهکن انجمادي خشک

این است که شآب و هرگونه رطوبت است و هدف

بردن آب عمر مفید مواد ضروري و خوراکی را با ازبین

در این مرحله از دستگاه .تر گرداندطولانیو رطوبت 

) اسپانیا) ،Telstar Lyo Questفریز درایر آزمایشگاهی 

اندام بارده و قارچ کامل در لیوفیلیزاسیون از میسلیوم،و

ابتدا میسلیوم منظور یناهشد. بهاستفادL.edodesتازه

شدن خارجبا هدف با آب مقطربار سهشده دادهکشت

، شدنقبل از خشکشد.وشو دادهشستمحیط کشت 

میسلیوم بعد از،سپس.شدوزن خیس هریک ثبت 

.شدیند اآماده انجام فر- c◦20فریزکردن در دماي

ساعت در فشار 24یند کلی لیوفیلزاسیون به مدت افر

. )23(گرفت انجام c◦30و - c◦60بار در دماي 65

کاملکردن اندام بارده و قارچخشکبرايهمچنین،

% 70اتانول با،وشوشستحذف ضایعات برايهریک

متر مربع تقسیم و سانتی1×1به ابعاد ،در سطح استریل

وزن خیس نسبتدرنهایت شدند. شرایط خشک با این 

.محاسبه شدخشک به 

لیوفیلیزاسیون، پارامترهاي ترین شرایط مناسبیافتنبراي

دما و مدت زمان مربوط به هر دستگاهی شامل فشار،

با.شدهاي مختلف بررسی و تکرار بازهدر مرحله،

ترین پارامترهاي دستگاهی اسبمن،هاي گوناگونبررسی

است.آمده 1که در جدول شد تعیینلازم 
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یند لیوفیلیزاسیونافرهر مرحله در فشار و زمانبهینه پارامترهاي دما،.1جدول

مراحلزمان(دقیقه)فشار(میلی بار)دما(درجه سانتی گراد)

لا
خ

و
کردن

ک
خن

60-85/0301

40-75/0302

20-65/0303

065/0304

مراحلزمان(ساعت)فشار(میلی بار)دما(درجه سانتی گراد)

ی
گرماده

1065/061

1565/052

2065/063

2565/044

3065/035

فمراحلزمان(دقیقه)فشار(میلی بار)دما(درجه سانتی گراد)
توق 30031

L.edodesقارچساکارید لنتینان ازپلیاستخراج 

مایعکشتمحیطدرL.edodesقارچیبعد از کشت سویه

لیوفیلزاسیون ،آوردن تراکم بالایی از میسلیومدستبهو 

شد. کامل انجام ها، اندام بارده و قارچمیسلیوم

از روش استخراج آب گرم با استفاده ساکارید لنتینان، پلی

ها، اندام ممیسلیواز اتانول خالصوسیله بهگیري رسوبو 

براي.شداستخراج شدهلیوفیلزهبارده و قارچ کامل 

نمونهگرم از هر10ساکارید لنتینان مقدار پلیاستخراج 

لیتر آب مقطر دیونیزه به 1با صورت مجزا بهتوزین و 

بن ماريدرc◦60دقیقه با دماي 170مدت 

این مرحله با سه تکرار (استخراج شد،آلمان)ممرت(

، Hettich(سانتریفیوژ وسیلهبهدر ادامه  نیز . رفت)انجام گ

) دقیقه10دقیقه در مدت زماندردور2500(آلمان)

دوارتبخیرکنندهدستگاهباوجداسازيسوپرناتانت

)Strike202(دمايدراولیهحجم% 30به، ایتالیاc◦60

Sevagیک حجم از معرف باشدهغلیظمایع.شدغلیظ

حذفمنظوربه) 1به5نسبت،بابوتانول- 1:(کلروفرم

سانتریفیوژبا،شدیدزدن و بعد از همرتیماهاپروتئین

تا شدفیوژ دقیقه سانتری5در دقیقه) به مدت دور 2500(

حاوي پروتئین لایه میانی سفیدرنگ د.وسه لایه تشکیل ش

شده لنتینان استخراجساکاردید پلیحاوي زیرین لایه و 

مانده دو لایه خارجی، مایع باقیاشتبردبا بود.

با سه حجم از اتانول خالص دیالیز و ،زداییپروتئین

c◦4دمايدرساعت12مدتبهوزدههمشدتبه

وسیله سانتریفیوژ با تعداد نیز بهلنتینان خام شد. نگهداري

دقیقه به دست 15دقیقه در مدت زماندور در2500دور

منظور انجام بهویوفیلیزهلبیشترخلوصبرايآمد و

.)19(دي داخل آب مقطر مجدداً حل شدمراحل بع

شدهاستخراجساکارید پلیسازي خالص

از ،شدهاستخراجساکارید لنتینان پلیافزایش خلوصبراي 

ستون کروماتوگرافی تعویض یونی دي اتیل آمینو اتیل 

×5/1با ابعاد ،آلمان)A-25)Sigma-Aldrichسفادکس
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ستون، این کردنپکبراي . )24(شد استفاده متر تیسان10

دي اتیل آمینو اتیل گرم از پودر خشک 5بتدا ا

بافر ردروز شبانهبه مدت یک ونیوزتA-25سفادکس

مدت زمان این از گذشت پس.شدخیساندهدهندهاتصال

نحوي که بهآرامی و بادقت بهها ژل بید،و افزایش حجم

شده روي پایه ثابته داخل ستونحباب ایجاد نشود، ب

یند ارفاین که ذکر است شایان (شدندهدایت دارندهنگه

خروج هواي برايچندین مرحله انجام گرفت و در

پس از حصول . شد)ضرباتی وارد اضافی به دیواره ستون 

برابر حجم4الی 3با ستونصحیح،پکینگاطمینان از 

مان بافر فسفات هلودینگ بافر(لودینگ بافرباخود 

لنتینان ،سپس.شدوشو شست)استpH~5/4سالین با

سازي در خالصبراي،هاي مختلفنمونهاز شده استخراج

شیببا NaClمحلول باستوندرانتها .نداعمال شدستون

لیترمیلی44/0سرعتباجریانیومولار2/0تا0خطی

در هاي خروجیفراکشنشد.شستهدقیقهدر

غلظت هریک وآوريجمعيلیترمیلی2هايکروتیوپمی

.)25، 26(شد تعیین 

شده استخراجساکارید پلیگیري غلظت کل اندازه

از میان ساکارید استخراجی پلیتعیین غلظت براي

سولفوریک -از روش فنولسنجی، هاي دیگر رنگروش

از نیزاین تکنیکياجرابراي .شداسید استفاده 

خانه ته گرد و دستگاه الایزا 96میکروپلیت 

میکرولیتر از 50مقدار استفاده شد. آمریکا)،BioTekریدر(

میکرولیتر 150بلافاصله،ها ریختهچاهکدر نمونه هر 

به وها اضافه چاهکاسید سولفوریک غلیظ به هریک از 

به مخلوط موجود در ،سپس.شددقیقه شیک 30مدت 

در آب % 5از فنول میکرولیتر 30ها چاهکهریک از 

c◦90دقیقه در حمام آب گرم با دماي 5اضافه و 

شدن مجدداً در حمام خنکاندکیبعد از .شدهیدحرارت

درنهایت دقیقه قرار گرفت.5با دماي محیط به مدت آب 

OD در طول موج میکروپلیت درون الایزا ریدرمحتویات

تعیین و نسبت به استاندارد گلوکزخوانده نانومتر490

.)27(شدغلظت 

نتایج

کشت جامدبهینه هاي محیط

شده استفادهSDAو PDA ،MEAاز بین سه محیط کشت 

PDAمحیط کلنی در بیشترین قطر،مطالعهدر این 

این محیط کشت از ه آنکه مشخص شد جنتی. مشاهده شد

ترین محیط کشتمناسب،نظر مواد مغذي و میزان رشد

.استه روز14وره رشد کامل و دc◦25در دماي جامد

طبق نتایج آنالیز واریانس نوع محیط کشت تأثیر معناداري 

.نشان دادبر میزان رشد میسلیوم را >01/0Pدر سطح 

گزارش شده است.1نمودار نتایج حاصل در
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)> 01/0Pمعنادار در سطح روز (14و c◦25مختلف در دماي د کشت جامهاي محیطدر L.edodesاندازه قطر کلنی قارچ .1نمودار

ي بهینهدما

ترین محیط مناسبعنوان بهPDAتعیین محیط بعد از 

یافتن دماي بهینه بر این برايدماهاي مختلف جامدکشت

در دماهاي L.edodesقطر کلنی قارچشد.بررسی محیط 

طبق نتایج .شدتعیینروز 14بعد از c◦21و 23، 27،25

c◦25بیشترین میزان رشد میسلیوم در دماي آمده دستبه

رشد در نظر گرفته ه ینبهعنوان دماي مشاهده و ثبت و به

براساس نتایج آنالیز واریانس تأثیر دما بر .)2(شکلشد 

.ین شدیتع>01/0Pمیزان رشد میسلیوم در سطح معنادار 

ر دL.edodesمیسلیوم قارچمیزان رشد 2نموداردر 

c◦25در دماهاي مختلف و بهینه دماي PDAمحیط کشت 

شده است.نشان داده

روز، بهینه دماي رشد با بیشترین میزان 14در دماهاي مختلف بعد از PDAکشتمحیطبرL.edodesقارچمیزان رشد میسلیوم. 2شکل

c◦25رشد میسلیوم در دماي 
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3
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9

ی
وم

سلی
می

ی
لن

رک
قط

)
تر

یم
انت

س

)>01/0Pمعنادار در سطح (روز14در دماهاي مختلف بعد از PDAکشتمحیطبرL.edodesاندازه قطرکلنی.2نمودار

هاي کشت مایع محیطسازي بهینه

نتایج آنالیز واریانس اثر نوع محیط کشت بر براساس 

05/0Pغلظت توده میسلیومی در سطح  دار معنی، > 

و محیط ترکیبی، PDBاز بین دو محیط کشت مایع .است

براي کشت میسلیوم و حصول بیومس PDBمحیط کشت 

روز در 14بعد از مدت زمان L.edodesبیشتر از قارچ

شد؛کشت مایع تعیین بهینهعنوان محیطبهc◦25دماي 

مقدارPDBکه در مدت زمان یکسان از محیط کشت اچر

که از محیط کشت درحالیدست آمد.بهمیسلیوم بیشتري

مقدار کمتري میسلیوم ،در همین مدت و شرایطی ترکیب

هاي رشدکرده در محیط میسلیومي از انمونه. حاصل شد

همچنین،.نشان داده شده است3در شکلPDBکشت 

در دو L.edodesمیزان رشد میسلیوم قارچ3در نمودار

صورت مجزا به نمایش گذاشته شده است.بهمحیط کشت 

PDBمحیط کشت درL.edodesقارچمیسلیوم  . 3شکل

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18

PDB محیط ترکیبی

ده
تو

ت
لظ

غ
ی

وم
لی

س
می

)
در

رم
یگ

یل
م

تر
یلی

یل
م

(

)> 05/0Pمعناداربودن در سطح (ترکیبی و PDB در دو محیط کشتL.edodesغلظت توده میسلیومی.3نمودار
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pHمناسب

بر pHات و نتایج آنالیز واریانس اثر براساس محاسب

05/0Pغلظت توده میسلیومی در سطح  معنادار و > 

~pHدرL.edodesین میزان رشد میسلیوم قارچبیشتر

4شکل . در دشتعیین pH~5/4و متعاقب آن 5/5

نشان دادهpHغلظت توده میسلیومی در مقادیر مختلف 

مشاهده pH~5/1و کمترین میزان رشد در استشده 

مناسب رشد این قارچ چراکه شرایط بسیار اسیدي شد؛ 

بر حسب راه میسلیومینیز غلطت تود4نمودار . نیست

.دهدمینشان pHلیتر در مقادیر مختلف میلیگرم بر میلی

pHمختلف مقادیر درL.edodesمیسلیوم رشدکرده قارچ.4شکل

6

8

10

12

14

16

18

ی
وم

سلی
می

ده
تو

ت
لظ

غ
)

تر
لی

ی
میل

بر
رم

یگ
میل

)> 05/0P(معنادار در سطح pHمختلفمقادیردرلیترمیلیبرگرممیلیحسببرمیسلیومیتودهغلظت.4نمودار

اسلاید کالچرمشاهدات حاصل از

هاي قارچ میسلیوممدت زمان لازم براي رشد گذربعد از 

ها لامهاي سالم و کامل موجود بر میسلیوم،آمیزيرنگو 

هاي هایفشد،با میکروسکوپ بررسی و مشخص 

همچنین،.واجد دیواره عرضی هستندL.edodesقارچ

در .شوددیده میقارچ هاي اینهایفاتصالات گیره در

به وضوح Clamp Connectionsدیواره عرضی و 5شکل

قارچ به نمایش گذاشته شده است.در هایف

Clamp
connection
septum

(ب)L.edodesدر میسلیوم قارچClamp connectionدیواره عرضی و (الف)،اسلاید کالچرپلیت.5شکل

الف ب
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اندام بارده،ین اختلاف وزن خیس و خشک میسلیومتعی

و قارچ کامل 

آمده در سه شکل دستبهو نتایج شدههاي انجامبررسیطبق 

نسبتL.edodesمیسلیوم، اندام بارده و قارچ کاملقارچ یعنی

وزن تر و . تعیین شد1به 10خشک به بین وزن خیس 

خشک حاصل از لیوفیلزاسیون هریک از اشکال 

داده شده است.نشان5نمودار درL.edodesرچقا

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Mycelium Fruting body Mushroom

تر
کو

ش
خ

زن
و

)
رم

گ
(

وزن تر

وزن خشک
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L.edodesسنجش غلظت لنتینان موجود در استخراج قارچ

مربوط به از ستون کروماتوگرافی،هاي جداشدهفراکشن

با تست اندام بارده و قارچ کامل،ومها از میسلیاستخراج

. غلظت لنتیان موجود شدسنجش فنول سولفوریک اسید 

استاندارد وL.edodesهاي قارچ استخراجدر هریک از 

استاندارد . نمودارنشان داده شده است2جدول درگلوکز

.به نمایش گذاشته شده است6نموداردر نیز گلوکز 

L. edodesستفاده از تست فنول سولفوریک اسید نسبت به استاندارد گلوکز در هریک از استخراج هاي غلظت لنتیان با ا-2جدول
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بحث

رشد میسلیوم براي در این مطالعه،  شرایط محیطی مختلف 

هاياستخراجدرلنتینانغلظت.شدبهینهL.edodesقارچ

اساس آمد و بردستبهکاملبارده و قارچجسم،میسلیوم

حالت نیزتر به خشک در هر سه وزنلیوفیلزاسیون نسبت

یق اسلاید کالچر علاوه از طربه.شدتعیین 1به 10معادل 

وجود نواحی گیره و دیواره عرضی در میسلیوم این قارچ 

pHشامل (بهینهشرایط محیطی،همچنین.شدنیز تأیید 

ترتیب بهو محیط کشت جامد و مایع c◦25، دما 5/5معادل 

PDA وPDB( روش آب گرم بالنتینان استخراج تعیین و

رده و قارچ جسم با،گیري با اتانول از میسلیومو رسوب

با استفاده از ستون ،سپس.شدانجام L.edodesکامل

دي اتیل آمینو اتیل کروماتوگرافی تعویض یونی 

.گرفتسازي انجام خالصA-25سفادکس

کلاهدار با کلاهک یقارچتاکهیشقارچ دارویی 

اما ،بومی کشور ژاپن استوي و پایه سفید رنگ اقهوه

ویژه بهناطق دیگر خاورمیانهها در ایران و برخی از مقرن

هاي قارچی سویهنواحی شرقی آن کشت شده است. تولید 

شمسی) 1259(میلادي1880و اسپان در ایران از سال 

تنهی ازتقریباً در هر نوعاین قارچ انجام گرفته است. 

رشد ؛ البتهدکنمیدرختان چوب سخت بومی ایران رشد 

در ویژهبه.ر استهاي درختان بیشتگونهروي برخی از 

وفور بههاي جنگلی زمین)گیلان و مازندران(شمال ایران 

هاي قارچانواع مختلفی از کهوجود دارند

این بستریا در روي چوب درختان خوراکی/دارویی

وجود این ذخایر بنابراین، . )28(کنندمیرشد ها جنگل

براي کشت رامناسبيبستر،هاي سختعظیم از چوب

فراهم ابعاد وسیعدر L.edodesقارچارزانرشو پرو

شرایط کشت میسلیوم که بهترینیافتن ،روکند. ازاینمی

بسیار ،انبوه این قارچ استترین مرحله در تولید مهم

.استکاربردي 

ترکیباتL.edodesخوراکیماکروسکوپیقارچ

وداروها. دارددرمانیخواصمختلف بادارویی

درL.edodesازآمدهدستبهیگردداروییمحصولات

دلیلبهکه شودمیاستفادهمختلف سرطانانواعدرمان

دهنده سیستم ایمنی، ضد آلترواسکلروزیز،افزایشخواص 

از . آن استياکسیدانی بالاآنتیاثراتوالتهابیضد

جسم بارده موجود درساکاریدهايپلیانواع مختلفی از 

ودرمانیشیمیجانبیوارضعبردناین قارچ براي ازبین

ضدخواصبر علاوهاین قارچ .دشومیرادیوتراپی استفاده 

. داردباکتریایی نیز ضدوویروسیخواص ضد،سرطانی

با خواص مهميدیگردر جسم بارده این قارچ مواد

Lentin ،Lenthiaonine  ،Lentinosinچونبیوتیکیآنتی

از است. هشدشناسایینیزLentinamycin A ,Bو 

و KS-2توان بهمینیز آنداروییترکیبات مؤثر

Lentinacin29،30(کردنیز اشاره(.

قارچایندیگرفعالیزیستوداروییاثراتاز

خاصیت ایمنی،سیستمتعدیلکبد،ازمحافظتبهتوانمی

فشارضدو) 31(هیپوکلسترومیک،یدیابتضد ی وانگلضد

زیستیترکیباتL.edodesهمچنین.کرداشارهخون

اهمیت ایمنیدر سیستمکهداردB12و ویتامینمختلف

هاياسترولوارگسترولاززیاديمقادیرعلاوهبه.دارد

،فعالزیستترکیباتاین. شودمیرا شاملقارچی

تبدیلDویتامینبهراL.edodesدرموجوداسترول

دربدنمتمقاوشود میموجبنیز Dویتامین.کندمی

این.افزایش یابدسرماخوردگینظیرلفتمخامراضبرابر

گالاکتوز،آرابینوز،نظیرمونوساکایدهاییدارايقارچ

قارچاینپروتئینیمحتواي.استگزیلوزومانوزگلوکز،

ضرورياسیدهايآمینوچراکه؛استارزشمندبسیارنیز 

ایندرفیتوکمیکالمواداز.استدادهجايخوددررا

وهاکاروتن- βفلاونوئیدها،ها،فنولپلیبهتوانمیقارچ

قارچایندراتانولیعصاره،همچنین.کرداشارهلیکوپن

.)32(شودمهارآتوپیکدرماتیکشود میسبب
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عواملدربارههمکارانوAminuddinدر پژوهش 

دخیلکشتمحیطترکیباتوpHنظیرمحیطیمختلف

، L.edodesقارچرشدوتولیديبیومسبازدهمیزاندر

جامد و کشتمحیطوpH ~6کشتمحیطوpHبهترین

ازحاصلنتایجشناخته شد.Potato dextroseمایع

بازیاديشباهتمطالعه،ایندرگرفتهانجامهايبررسی

محیطانواعو5/5بهینهpHمیزانچراکه؛داردمطالعهاین

.)33(شدتعیینPotato dextroseنیزمایعوجامدکشت

گلوکان –βمقدار و همکاران، Bakمطالعه اساسبر

سویه 10در L.edodesدر ساقه و کلاهک اندام بارده قارچ

هاي هریک میسلیومترکیب در شده با مقدار این کشت

گیري آنزیمی، اندازهباکهدادنشان مینتایج .مقایسه شد

ده قارچ نسبت به میسلیوم گلوکان در اندام بار–βمقدار 

مطالعه نتایج حاصل این که در درحالی.)10(آن بیشتر است

گیري با اتانول رسوباز استخراج لنتینان با آب گرم و 

غلظت لنتینان در میسلیوم قارچ دهد،نشان میخالص 

هااین اختلافو قارچ کامل است که بیشتر از اندام بارده

ها، شرایط کشت قارچ، یهسوتواند به تفاوت در بین می

ها و قارچبودن میزان بلوغ جسم بارده، خشک یا تازه

(کلاهک یا پایه) چهاي مختلف قارقسمتاستفاده از 

تفاوت این باشد علتممکن است ،چنین. همباشدمربوط 

هایی بازدیومیستبرخی از ترکیبات دیواره اندام بارده که 

وعی و اسپوردهی هاي مصنبرداشتبعد از L.edodesمانند

.)34(شوندمیتخریبی) خوددچار اتولیز (

Chicattoهاي خود نشان دادند بررسیدر ، و همکاران

pHکننده براي عملکرد فعالیت آنزیمی در تعیینيمتغییر

هاي آنزیمفعالیت انواع است. همچنین،L.edodesقارچ

و گلوکوزیداز) -β، اگزوگلوکاناز، و اندوگلوکاناز(سلولاز

متغیر در فعالیت آنزیمی و ددست آوردنبهگزیلاناز را 

بالاترین بیان . انددانستهمهمرا بسیار pHو کردنشیک

و سرعت همزدن 6تا 5/5بین pHآنزیم را در مقادیر 

در مطالعه فعلی که ) 35(گزارش کردنددور در دقیقه 100

با مطالعهو است5/5آمده دستبهبهینه pHمقدار 

attoChicتوان از شرایط مطابقت دارد. میو همکاران

کردنبهینه، برايآمده در این مطالعهدستبهمحیطی بهینه 

هاي مختلف نظیر گزیلاناز و سلولاز که آنزیمشرایط تولید 

هاي زیستی کاربرد دارند، سوختدر تولید بسیاري از 

دلیل تولید بهي ارشتههاي قارچهمچنین،ده کرد. استفا

ییبالااز پتانسیل تکنولوژیکی هاي خارج سلولی،زیمآن

ند. شومیبسیار توجه به آنها رو ازاین،برخوردار هستند

تواند میدلیل محتواي آنزیمی خود بهنیز L.edodesقارچ

اي زیستی  جایگاه هسوختدر صنایع مختلف و تولید 

ي داشته باشد.اویژه

پاندمی ،در جهاناساسی امروزه یکی از مشکلات 

) SARS-CoV-2(سندرم حاد تنفسیوویروسکرونا

نشان و همکارانMurphyجدیدترین تحقیق .است

شامل دو نوع (L.edodesگلوکان حاصل از-βدهدمی

ناشی NF-κBشدنفعالشده است عصاره لنتینان) باعث 

اپیتلیال آلوئولار انسانیA549هاي سلولاز سیتوکین در 

ر دوز ) دIHI(یکی از انواع لنتینان،. همچنینکاهش یابد

درمقابل در ماکروفاژهاي فعال و .استثرتر ؤتر مپایین

) تولید CL(، عصاره لنتینان تجاريTHP-1مشتق از 

-TNF-α, IL-8, IL-2, IL-6,IL(التهابیپیشهاي سیتوکین

طور مؤثرتري بهرا IL-10و TGF-βهمچنینو)22

هاي تفاوتکه دهد نشان میها آنهاي یافتهکرد. تضعیف 

هاي لنتینان وجود عصارهبین بسیاريفیزیکی و شیمیایی 

کننده سیستم تعدیلبه ایجاد اثرات مختلف داشت که

هاي ریوي در سلولکنندگی از محافظتایمنی و اثرات 

هر دو فرآورده لنتینان شد.منجر شرایط آزمایشگاهی 

. )36(شدندر مدل اپیتلیال ریه باعث کاهش التهاب د

کنندگی تعدیلخاصیت بارهبراساس این مطالعه جدید در

ساکارید دارویی پلیاین گفت، توان ایمنی لنتینان می

استفاده از روش استخراج اهمیت زیادي دارد و

ساکارید لنتینان با کمترین هزینه، امکانات و پلی
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یندهایی با کمترین آسیب به ساختار و عملکرد آن افر

در این قارچ ؛ چراکهاستمهمبسیار )ن مطالعهمانند ای(

جایگاه مهمی دارد.سلامت 

گیري نتیجه

محیطترتیببهL.edodesقارچرشدبهینه شرایط 

pHوc◦25دماي،PDBوPDAجامدومایعهايکشت

هاياستخراجدرلنتینانغلظت. شدتعیین5/5بابرابر

،243/0رتیبتبهو قارچ کاملباردهمیسلیوم، جسم

در .آمددستبهلیترمیلیبرگرممیلی148/0و 103/0

در سه مرحله لیوفیلزاسیون نیز نسبت وزن تر به خشک

. نتایج این مطالعه شدتعیین 1به 10معادل شکل قارچ

تواند در تولید انواع ترکیبات زیست فعال از میسلیوم می

ترکیبات ضد ها وآنزیماین قارچ نظیر لنتینان و انواع 

کناردردلیل،همینبه.باشدارزشمندمیکروبی بسیار

بدونطبیعیترکیباتازاستفاده،کنونیدرمانیهايروش

درموجودلنتینانساکاریدپلینظیرعوارض

سیستم ایمنی يعاملی در ارتقاعنوان بهL.edodesقارچ

واستخراججداسازي،همچنین،مفید است.ر بسیا

پذیرامکانراحتیبهقارچاینمؤثرترکیباتزيساخالص

است.

سپاسگزاري

ن مقاله مراتب قدرانی خود را از دریافت نویسندگان ای

آزاد اسلامی واحد تهران شمال هکمک تکنیکی از دانشگا

گونه تعارض منافعی وجود ندارد. . هیچکندمیاعلام 

میزان همکاري 

ها و دادهلی، آنالیز پور ایده و پروتکل اصلاريمحدثه 

مطالعه مفهوم و طراحی نوشتن و بازنگري انتقادي نسخه 

انیه عطااللهی و مینو صدري در حنشده را ارائه داد و چاپ

ها و نگارش متن کمک کردند.دادهانجام پروژه و ارائه 
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Abstract
Due to its high content of protein, polysaccharide and unique aroma,
Lentinula edodes (Shitake) is one of the most popular species of
edible/medicinal fungus, ranked second in the world in terms of cultivation
and consumption. Today, its effective compounds are used as adjunctive
therapy along with chemical treatments. In this study, the culture medium,
acidity and optimum growth temperature of Lentinula edodes (TMU340)
mycelium were determined. Mycelium, fruiting body and whole fungi were
lyophilized and the wet to dry weight ratio was obtained; Lentinan was
extracted using hot water at 60°C, degassing by Sevage method and
precipitation with pure ethanol at 4°C and purified by Ion exchange
chromatography. Lentinan concentration was obtained by phenol-sulfuric
acid test. In result, optimum conditions including PDA and PDB media,
25°C and pH, 5.5 were determined. The wet-to-dry weight ratio was 10 to 1
in all samples. Lentinan concentrations after extraction and purification were
0.243, 0.103 and 0.148 mg/ml, respectively. As a result, this fungus can be
useful in the production of a variety of metabolites and natural compounds
without side effects such as Lentinan polysaccharide as a factor in boosting
the immune system.

Keywords: Shiitake; Phenol-sulfuric acid; Polysaccharide; Mushroom; Ion
Exchange Chromatography


