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 مقاله اصيل پژوهشي

 رزبنگاليالتهاب ضدتأثيريبررس

ل فعاليدر ماكروفاژها غديساكاريپلپويشده با  نورابي در

4يحمود محمودمدكتر-3زهرا سيادت-2زاده رابع شهرزاد زماني تقي-1ي موسوي هادديسدكتر

 چكيده
آبيونيآنيني رنگ گزانتكيرزبنگال:و هدفزمينه بياست كه سابقه طولان محلول در آني استفاده دهنده اثرات نشان،خطر از
ماريبسيجانب ا. باشدي كم آن تع. است نشدهي آن بررسي التهاب ضدتأثير حال تاكنوننيبا  رزبنگال بر تأثيرنييمطالعه حاضر با هدف

بكيتريناكسيددي با واسطه توليپاسخ التهاب با فعاليدر مدل ماكروفاژها) iNOS(ييز القا سنتادياكساكيترينمي آنزانيو شده
شديكي در تار(LPS)ديساكاريپوپليل .انجام

خرتوي از انستJ774A.1 ردهيماكروفاژها،تجربيدر اين مطالعه:تحقيقروش بايهاو با غلظتيداري پاستور اي متفاوت رزبنگال
تي.تي.ام با استفاده از آزمونبودن ماكروفاژهاف رزبنگال بر درصد زنده مختليها غلظتتأثير. شدندماريتيكي در تارLPSبدون

(MTT) تعهب.شديبررس م(كيتريناكسيددي تولزانيمنييمنظور يابيارزو برايسيگريسنج از روش رنگ) كروموليبر حسب
شدگذاري وسترن لكه از روش،يي سنتاز القادياكساكيترينمي آنزانيبزانيم  در سطحتيي آمار ها با استفاده از آزمون داده. استفاده

. قرار گرفتندليو تحلهيمورد تجز >05/0Pيداريمعن
ازجيطبق نتا:ها يافته ،1،10،50( مختلف رزبنگاليها شده با غلظت ماريتيبودن ماكروفاژها، درصد زندهMTT آزمون حاصل
 زانمي. بوددرصد80±57/0و81±88،88/0±90،57/0±97،88/0±99،20/1±66/0بيبه ترت) ميكرومول 300و 200، 100
بيبه ترت) ميكرومول 300و 200، 1،10،50،100( مختلف رزبنگاليها توسط غلظت) ميكرومولبر حسب(كيتريناكسيدديتول
. بوديكرومولم4/21±21/0 شاهدو در گروه صفر،و17/0±1/17،17/0±3/14،09/0±16/13،32/0±9/8،09/0±16/6

بيها غلظت . شدندiNOSمي آنزاني مختلف رزبنگال سبب كاهش
اجينتا:گيري نتيجه بني حاصل از نكيترين اكسيددي تول،طور وابسته به دوزه مطالعه نشان داد كه رزبنگال  را iNOS آنزيمانيبزيو

مي التهابيدر ماكروفاژها ا؛دهدي كاهش ازيها در غلظت(ها سلول بر درصد زنده بودنكهني بدون  تأثير) ميكرومول 200 كمتر
طري التهاب ضدتأثير يندافرنيچنهم؛داشته باشديقابل توجه بقي رزبنگال از  مطالعهنيا.شد نشان دادهiNOS آنزيماني مهار
ب جديبي التهاب ماده ضدكيعنوانه رزبنگال را و .دينمايمي معرفتني در شرايط دروني جهت بررسديخطر

يي سنتاز القادياكساكيترينمي آنزك؛يتريناكسيد؛ التهاب؛ J774A.1 ردهيرزبنگال؛ ماكروفاژها:هاي كليدي واژه
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 مقدمه
 مهم است فعال طبيعي يك عامل*(NO) نيتريكاكسيد

 (EC NO 1.14.13.39)†اكسايدسنتازو توسط آنزيم نيتريك
و از سلول هاي مختلف از جمله ماكروفاژها در بدن توليد شده

و پاتوفيزيولوژيك مختلفي را ميانجي  وقايع فيزيولوژيك
).1(كند مي

ازاكسايد سنت به وسيله آنزيم نيتريك نيتريكاكسيدسنتز
(NOS)م آن.رديگي صورت در،(iNOS)ايزوفرم القايي

ب حالت طبيعي در و توليد آن نيازمندينمانيماكروفاژها شود
 ساكاريد باكتريايي ليپوپلي. تحريك يك عامل القاكننده است

(LPS)‡از مهمترين القاكنندگان iNOS4-1(باشد مي(.
§دگي فعاليت كشندرثرؤم يك مولكول نيتريكاكسيد

مهاژماكروفا و حذفي محسوب و در دفاع ميزبان عوامل شود
و سلول، ويروسزا بيماري ).7-5( نقش داردي توموريها ها

يعني، مشتقاتشو نيتريكاكسيداديزديماكروفاژها با تول
،iNOSمي آنز توسط††تيترينيو پراكس**تروژنيندياكسيد

9،8(كنندميايفا هابي در ايجاد التنقش بسيار مهم(.
فر اكسيداديزديتول زين‡‡زايي سرطانيندا نيتريك در

به)10(نقش داشته از،هاي التهابي بيماري§§زايي بيماريو
ميعفونيله شوك جم در؛)11(كندو سكته قلبي كمك

 درiNOS توسط آنزيم نيتريكاكسيد طرفي توليد واقع، از
و حذفتيها ماكروفاژها، سبب مهار رشد سلول وموري

دشودميهاي مختلف پاتوژن  توليد بيش از حدگريو از طرف
و ساير سلولهو ناب و،ها جاي آن توسط ماكروفاژها  پيامدها

و شوك هبعفونيعوارض نامطلوبي از جمله التهاب شديد
. دنبال دارد
 روزافزون علم داروسازي به تركيبات خالصشيگرا

* Nitric Oxide 
† Nitric Oxide Synthase 
‡ Bacterial Lipopolysaccharide 
§ Cytotoxicity 
** Nitrogen dioxide 
†† Peroxynitrite 
‡‡ Carcinogenesis 
§§ Pathogenesis 

 لزوم، جديدهايكشف دارومختلف به عنوان منبعي براي
ميباتيشناسايي خواص ترك به. كند مختلف را آشكار با توجه

آنزيم نقش مهم iNOS هاي مختلف التهابي، بيماري ايجاددر
بسركوب بيش از حد ميه بيان آن امري ضروري ،رسد نظر

يديراستروئيغي التهاب ضديولي مهار آن توسط داروها
تلا؛د داري مختلفيعوارض جانب  براي يافتنش بنابراين
مؤثر با حداقل عوارض جانبي ادامه داردي التهابتركيبات ضد .
-7و6و5و4با تركيب شيميايي ***(RB) رزبنگال

دي-7'و5'و4'و2'-تتراكلرو ،†††سديم تترايدوفلئورسين
يك رنگ گزانتيني آنيوني محلول در آب است كه با تشعشع

و از طريق  تسهيل در تغيير(‡‡‡رايند فتوكاتاليتيكفنور سبز
، اكسيژن مولكولي را به اكسيژن)ها در مجاورت نور مولكول

بي؛)13،12(كند منفرد تبديل مي خطر سابقه طولاني استفاده
ب و)15،14(عنوان يك سيستم تشخيصي عملكرد كبده از آن

مي)17،16( §§§نيز تشخيص بينايي توپيكال كه نشان دهد
ا ).18(ثرات جانبي بسيار كمي دارد رزبنگال

و تغييرات تأثير،در يك مطالعه  رزبنگال بر القاي آپوپتوز
 نشان (Hela)هاي سرطان رحم سلول ردهميتوكندري در

هاي ملانوما همچنين رزبنگال تكثير رده سلول؛)19(شد داده
كند مهار مي****تني را با واسطه القاي آپوپتوز در شرايط برون

 تزريق زيرجلدي رزبنگال در بهبود تأثيرر يك بررسيد).20(
،در اين بررسي. است بيماران مبتلا به ملانوما نشان داده شده

استفاده از رزبنگال سبب بهبود ضايعات ملانوما در بيماران
كه تزريق رزبنگال در محل از آنجا.)21(مبتلا به ملانوما شد

ت مجاور نيز سبب بهبود ضايعا،يك ضايعه ملانومايي
مي اين،شود مي كننده تنظيمتأثيرشود كه رزبنگال طور فرض

 تأثير در اين مطالعه؛ بنابراينباشد بر سيستم ايمني نيز داشته
تني ماكروفاژهاي التهابي در شرايط برون رويربرزبنگال

 
*** Rose Bengal 
††† 4,5,6,7-tetrachloro-2',4',5',7'-tetraiodofluorescein disodium 
(C20H2Cl4I4Na2O5)
‡‡‡ Photocatalytic 
§§§ Topical Ophthalmic Diagnosis 
**** In-vitro 
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 التهابي ضدتأثيرمطالعه حاضر با هدف تعيين. بررسي شد
ن و برزبنگال در تاريكي يكهه به ماده حساسعنوان ساز

. انجام شد*نور

 تحقيقروش
ا بننيدر ژماكروفا/نوسيتومي، رده سلوليادي مطالعه

 سسهؤمي از بانك سلولJ774A.1 (NCBI C483)يموش
شد پاستور  محيطيها در فلاسك حاو سلولاز. ايران تهيه
باي غن†DMEMكشت ‡(FCS) سرم جنيني گاوي شده

10%،U/mL100 سيلين،يپنµg100 و استرپتومايسين
mM2در37و دماينيگلوتام-ال  نكوباتورا درجه سانتيگراد
، مختلفيها آزمايش انجاميبرا.شدينگهدارCO2 حاوي
 در فلاسك كشت به حالتژماكروفا%70 كه حداقليزمان

Confluentو، رسيدند  انجاميبرا از ته پليت جدا
در غلظتيتمام. فاده شدند مختلف استيها آزمايش ها
هري بررسييتا پنجيها گروه و  بارسهحداقل آزمون شدند

.تكرار شد
بودن رزبنگال بر درصد زندهتأثيريمنظور بررسهب
اساس اين).22( استفاده شد§تي.تي.امروشاز،يسلول

 توسط آنزيم سوكسينات نمك تترازوليوم شكستن آزمون،
نتيجه اين. زنده استهاي سلول**ياييدهيدروژناز ميتوكندر

مي ارغواني††بلورهاي فورمازانفعاليت ايجاد  كهبا رنگ شد
س توسط دي به صورت محلول (DMSO)‡‡ولفوكسايدمتيل

و تعدادشان بيشتر باشد ها فعال هر چه سلول. آيندميدر ،تر
بر. ميزان رنگ ايجادشده بيشتر است  آزموناين روش

ميكه با مو §§تي.تي.ال ؛ مزيت دارد،كند اد راديواكتيو كار
هاي مختلف عدد سلول به صورت گروه12×104بدين منظور

 
* Photosensitizer 
† Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
‡ Fetal Calf Serum 
§ MTT [3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium 
bromide] Assay 
** Mitochondrial Succinate Dehydrogenase 
†† Formazan Crystals 
‡‡ Dimethyl Sulfoxide 
§§ Lymphocyte Transformation Test 

ر خانه96در هر چاهك ميكروپليت به مدت از آنهاو يختهاي
شد،هاي مختلف رزبنگال ساعت با غلظت24 از. تيمار 24بعد

در5(تي.تي.ام ميكروليتر از محلول25ساعت، ميليگرم
پل)رليت ميلي و  ساعت3 به مدتتيبه هر چاهك افزوده شد

 200 سپس؛شدتيماريكي درجه سانتيگراد در تار37در دماي
. گرديد به هر چاهك اضافه متيل سولفوكسايدديميكروليتر

و سپس30پليت به مدت  دقيقه در دماي اتاق قرار داده شد
از جذب نمونه  طول در*** اليزادستگاه خواننده ها با استفاده

و (DMSO) نانومتر در مقابل بلانك 545موج  قرائت شد
ازمورديها گروهيها بودن سلول درصد زنده ، با استفاده

.دگرديمحاسبه) موردOD/ شاهدOD(×100فرمول
وكيتريناكسيددي رزبنگال بر تولتأثيريمنظور بررسهب

ت،يي سنتاز القادياكساكيترينمي آنزانيب يكيار ماكروفاژها در
: قرار گرفتندي مورد بررسريزيها صورت گروههب

:شاهدگروه
ماكروفاژهاي تيمار نشده كه تنها در مجاورت محيط-

.كشت قرار داده شدند
:موردهاي گروه

ياساكاريد ماكروفاژهايي كه با محيط حاوي ليپوپلي-
LPS )Escherichia coli serotype B4: 0111 محصول

.تيمار شدندµg/ml1ا غلظتب،)شركت سيگما
بايكماكروفاژهايي كه ابتدا به مدت-  ساعت
 300و 200، 1،10،50،100(هاي مختلف رزبنگال غلظت

با) ميكرومول .تيمار شدندµg/mL1با غلظت LPSو سپس
 براي سنجش ميزان توليد †††سنجي گريس روش رنگاز
زان تجمعمي روش،در اين).23(نيتريك استفاده شد اكسيد
NO2به عنوان شاخص ميزان توليد NOمايع رويي در
و استفاده از بافر توسط شده هاي كشت داده سلول گريس

.شدسديم تعيين منحني استاندارد نيتريت
هاي شده در گروه كشت دادهJ774A.1ماكروفاژهاي

24 عدد در هر چاهك پليت8×105 به تعداد شاهدو مورد
*** Elisa reader 
††† Colorimetric Griess Assay 
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.داي ريخته شدن خانه
مايع رويي ماكروفاژها با محلول حاوي، ساعت18 از پس

دي اتيلن)نفتيل( ان  اسيدو†آميد، سولفانيل*هيدروكلرايد آميد
سپس،شده تيمارو آب مقطر در دماي اتاق%5‡فسفوريك
 545 طول موجدراليزا دستگاه خواننده توسطها جذب نمونه

د شده توسط غلظت نيتريت تولي.شدر قرائت نانومت
 بر اساس منحني استاندارد موردو شاهدماكروفاژهاي گروه

 افزار با استفاده از نرم) ميكرومولبر حسب(سديم نيتريت
.اكسل تعيين شد

بريها غلظتتأثيريمنظور بررسهب  مختلف رزبنگال
گذاري لكه از روشيي سنتاز القادياكساكيترينمي آنزانيب

شده كشت دادهJ774A.1كروفاژهايما. استفاده شد§وسترن
هر5/1×106 به تعداد شاهدو مورديها در گروه  عدد در
از. اي ريخته شدند خانه6چاهك  ون،ي ساعت انكوباس24بعد
و (PBS)**نيسال با بافر فسفات دو باراه سلول  سرد شستشو

ل . شدندتجزيهريزنگيزيدر محلول
Tris-HCl (20mM, pH 7.5), NaF (10mM), NaCl 
(150mM), Nonidet P40 (1%), 
phenylmethylsulphonyl fluoride (1mM), 
Na3VO4 (1mM), protease inhibitor cocktail. 

15 به مدتي سلول محلول ليزشده ساعت،يك از پس
گرادي درجه سانت4ي در دماrpm14000 با دورقهيدق

روازوگرديد فوژيسانتر سهبيي محلول يتوزوليعنوان عصاره
سنيغلظت پروتئ. استفاده شد ازيتوزولي عصاره  با استفاده

نييتعي گاوني استاندارد سرم آلبوميو منحن ††روش برادفورد
س(زاتيلني پروتئكروگرميم50. شد يتوزوليموجود در عصاره
سديميحاو(‡‡يهمراه بافر لامل) شاهدو مورديها گروه

 
* N-(naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride 
† Sulfanilamide 
‡ Phosphoric Acid 
§ Western Blotting Protocol 
** Phosphate Buffered Saline 
†† Bradford Protein Assay 
‡‡ Laemmli Buffer 

ا-2،§§(SDS) سولفات دودسيل و ***(ME-2) تانولمركاپتو
سد ‡‡‡آميل آكريل پلي%8 بر روي ژل †††برموفنلبلو ميهمراه

.دشسولفات الكتروفورزليدودس
روني پروتئوسترن با انتقالگذاري لكه يها از ژل بر

 300وقهيدق15 به مدت §§§دي فلورادنيلينيويپليغشا
ردهب. اتاق صورت گرفتيآمپر در دمايليم يابيمنظور

 درجه4ي ساعت در دما18، غشا به مدت iNOSنيپروتئ
بايسانت بافرو ****خشكريش%5يمحلول حاو گراد

شدنيسال فسفات از200/1 غشا با غلظت سپس؛بلوكه
 اتاقي ساعت در دما2 به مدتي موشiNOSهيعليباديآنت

ا.شدتيمار به بار شستشو داده5 زمان، غشانيازبعد و شده
آيكمدت  10000/1 با غلظت††††هي ثانويبادينت ساعت با
وندشد ها شستشو داده سپس بلات؛شدتيمار اتاقيدر دما

 طبق بر‡‡‡‡نسنتيلوميمشييابيرديها استفاده از معرفبا
و با يدالتونلويك130نددستور شركت سازنده مجاور شده

iNOSيها گناليسابي با استفاده از دستگاه ردECL ظاهر 
.شد

ليو تحلهي تجزSPSSافزار با استفاده از نرمها داده
از. شدند  §§§§رنوفياسم-آزمون كولموگروفبا استفاده

ني بنابرا؛ نرمال هستندعي توزيها دارا مشخص شد كه داده
منظورهبتيي پارامتريها از آزمون آمار دادهبررسييبرا
ب دادهسهيمقا  شده با ماريتيژهاماكروفا(مورديها گروهنيها

LPSصورت جداگانههب) مختلف رزبنگاليهاو غلظت 
)يي به تنهاLPS شده با ماريتيماكروفاژها(شاهدبا گروه

 در نظر گرفته>05/0Pيداريسطح معن.دياستفاده گرد
.شد

§§ Sodium Dodecyl Sulfate  
*** 2-mercaptoethanol 
††† Bromophenol Blue 
‡‡‡ Polyacrylamide Gel 
§§§ Polyvinylidene Fluoride 
**** Skim Milk 
†††† Anti-mouse IgG-HRP Conjugate 
‡‡‡‡ The Amersham Biosciences ECL (Enhanced 
Chemiluminescence) Western Blotting Detection System 
§§§§ Kolmogorov-Smirnov Test 
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ها يافته
1 نموداردركيتريناكسيددي رزبنگال بر تولي مهار تأثير
طور وابـسته بـههبرزبنگال. است نشان داده شده1و جدول

بكيتريناكسيددي تول،دوز  توسـطي قابـل تـوجهه ميـزان را
با فعاليماكروفاژها مLPSشده . كندي مهار

±ميكرومـول بـر حـسب(كيـتريناكـسيدديـ تولزانيـم

،1،10( مختلف رزبنگاليها توسط غلظت)معيار خطا انحراف
،1/17±17/0بيــبــه ترت) ميكرومــول 300و 200، 100، 50
و17/0±3/14،09/0±16/13،32/0±9/8،09/0±16/6
 ميكرومـول4/21±21/0 شـاهدو در گـروه ميكرومـول صفر

با فعاليتوسط ماكروفاژها . بودLPSشده
مجينتا مـي حاصله نشان دي ـتوانـد توليدهند كه رزبنگال
ازجي، طبق نتا؛ همچنيندي را مهار نماكيتريناكسيد  حاصـل
 مختلـفيها زنده بودن توسط غلظت درصد،تي.تي. ام تست

بيبه ترت) ميكرومول 300و 200، 1،10،50،100(رزبنگال
66/0±99 ،20/1±97 ،88/0±90 ،57/0±88 ،88/0±81 ،
. بودد درص57/0±80

ازيهـا نـشان دادنـد كـه غلظـتجي نتاناي  200 كمتـر
 بـري قابـل تـوجهكيتوتوكـسيسا تـأثير رزبنگال ميكرومول

.)2و جدول2ر نمودا( شده نداشتند ماريتيها سلول
وسترن نشان گذاري لكه حاصل از iNOSيظهور باندها

ب ب،طور وابسته به دوزه دادند كه رزبنگال اني سبب كاهش
.)1 شكل(است شدهiNOSميآنز

ي توسط ماكروفاژهاNOدي تولزانيمنيانگيمسهي مقا-1 جدول
J774A.1باكي تحر  تيمار ساعت24 بعد از LPSشده

 هاي مختلف رزبنگال با غلظت

رزبنگال
)ميكرومول(

غلظت نيتريت توليدشده
)ميكرومول(

نتيجه آزمون
*آماري

021/0±4/21-
117/0±1/17094/0=P

10 17/0±3/1405/0P< 
50 09/0±16/1305/0P< 
100 32/0±9/805/0P< 
200 09/0±16/605/0P< 
300 005/0P< 

مي ذكرP مقادير* .باشد شده مربوط به مقايسه هر گروه با گروه شاهد

 J774A.1يبودن ماكروفاژها درصد زندهنيانگيم-2 دولج
 مختلف رزبنگاليها با غلظتتيمار ساعت24بعد از

ها بودن سلول درصد زنده)ميكرومول(رزبنگال
166/0±99
10 20/1±97
50 88/0±90
100 57/0±88
200 88/0±81
300 57/0±80

باكي تحرJ774A.1ي توسط ماكروفاژهاNOدي تولزانيمنيانگيمسهي مقا-1 نمودار  LPS شده
 رزبنگالهاي مختلف غلظت با تيمار ساعت24بعد از
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غتيمار ساعت24 بعد از J774A.1يبودن ماكروفاژها درصد زندهنيانگيمسهي مقا-2 نمودار  مختلف رزبنگاليها لظت با

باكي تحرJ774A.1ي مختلف رزبنگال در ماكروفاژهايها توسط غلظتiNOSانيبمي تنظ-1 شكل  LPSشده

 بحث
كننده مهم هموستازمي تنظكيتريناكسيد اندكريمقاد

بآناديزري مقادكهي در حال؛باشديميكيزيف ويماري با ها
با. دارديكي نزد مختلف ارتباطي التهابطيشرا بعد از مواجهه
ليها كننده القا يهاي باكترديساكاريپلپوي مختلف از جمله

 از جمله،ها از سلولياريدر بس iNOSمي سنتز آنز،يگرم منف
و ،ي بافتبيآس،توانايي كشندگي سلوليماكروفاژها القا شده

مي التهابعفونت ني بنابرا؛)25،24(زديانگيو شوك را بر
مسن  جهتيتواند روشيمكيتريناكسيددي تولزانيجش
. مختلف باشديي داروباتي تركي التهاب اثرات ضديابيارز

نكيترين اكسيددي رزبنگال بر تولتأثير مطالعهنيادر زيو
ي بررسJ774A.1 ردهي در ماكروفاژهاiNOSمي آنزانيب

يها با غلظتماريتتي،.تي.ام حاصل از تستجيطبق نتا. شد
 قابلكيتوتوكسيساتأثير رزبنگال ميكرومول 200كمتر از
. بر ماكروفاژها نداشتيتوجه

اهب طي ماكروفاژها در شرا،يالتهاب مدلكي جاديمنظور
ليتن برون  شدند كه ماريت)µg/mL1(ديساكاريپوپلي با

بكيتريناكسيددي توليمحرك قو دياكساكيترينمي آنزانيو
بهيها سپس غلظت؛اشدبيمييسنتاز القا  مختلف رزبنگال
و تولي التهابيماكروفاژها  وسطت(كيتريناكسيددي اضافه شد
ب)سيروش گر  توسط(يي سنتاز القادياكساكيترينمي آنزانيو

 مورديها غلظت.دگردييابيارز) وسترنگذاري لكه روش
يداريدر سطح معن) مولاريليم1جز غلظت(استفاده رزبنگال

با فعالي را توسط ماكروفاژهاكيتريناكسيدديتول  LPSشده
ا و  زانيمهمچنين،؛ مهار وابسته به دوز بودنيمهار كردند

بيي سنتاز القادياكساكيترينمي آنزني پروتئانيب منظوره كه
نNOدي رزبنگال بر تولي مهارتأثيردييتا ي بررسزيو

را مهار وابنيا،شديابي ارزتأثيرنياچگونگي سته به دوز
ازيها غلظتني بنابرا؛ كرددييتا مولاريليم 200 كمتر

م سميالتهاب تواند اثر ضديرزبنگال  قابلتي خوب بدون
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مارهايمعنيا. باشند داشتهماكروفاژهابريتوجه دهندي نشان
م بيكه رزبنگال وديجديالتهاب ماده ضدكيعنوانه تواند

.ردي مورد استفاده قرارگتنيط درون در شراييخطر در بررسيب

 گيري نتيجه
ا ب مطالعه نشان دادهنيدر طور وابستهه شد كه رزبنگال
نكيتريناكسيددي تول،به دوز دياكساكيترينمي آنزانيبزيو

ادهد؛مي كاهشي التهابيسنتاز را در ماكروفاژها نيبدون
غ(ها بودن سلول بر زندهي قابل توجهتأثير كه يها لظتدر

 تأثير چگونگينيهمچن. باشد داشته) ميكرومول 200كمتر از
طري التهابضد بقي رزبنگال از دياكساكيترينمي آنزاني مهار

مجي نتانيا.شد نشان داده) iNOS(ييسنتاز القا دهدي نشان
م ي براديجدي التهاب ضدعاملكيتوانديكه رزبنگال
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Abstract                   Original Article 
 

Study the anti-inflammatory effect of Rose Bengal  

in LPS-activated macrophages in dark 

 
S.A. Mousavi 1, Sh . Zamani TR 2, Z. Siadat 3, M. Mahmoudi 4

Background and Aim: Rose Bengal is a water-soluble, anionic xanthin dye. It has been used as a safe 
compound for many years. But, anti-inflammatory effect of Rose Bengal has not been studied. The aim of 
this study was to determine the effect of Rose Bengal on nitric oxide production and its inflammatory 
induced response and inducible nitric oxide synthase expression in LPS-activated J774A.1 macrophages as 
an inflammatory model in dark.  

Materials and Methods: In an experimental study, J774A.1 macrophages cell line was purchased from 
Pasteur’s institute and the cells were treated with different concentrations of Rose Bengal with or without 
lipopolysaccharide (LPS) in dark. The effect of different concentrations of Rose Bengal on cell viability was 
studied using MTT assay. Griess reagent was used to determine production of nitric oxide (micromolar) in 
test and control groups. Western blotting was applied to evaluate the expression of inducible nitric oxide. 
Data were analyzed at the significant level of P<0.05 using t student-test.   

Results: MTT assay showed that cell viability of treated macrophages (1, 10, 50, 100, 200 and 300 
micromolar) were 99±0.66, 97±1.2, 90±0.88, 88±0.57, 81±0.88, 80±0.57 percent, respectively. The amount 
of nitrite oxide concentration (micromolar)±SEM by different concentrations of Rose Bengal (1, 10, 50, 100, 
200 and 300 micromolar) were 17.1±0.17, 14.3±0.17, 13.1±0.09, 8.9±0.32, 6.1±0.09 and 0 micromolar 
respectively and 21.4±0.21 in control group. Expression of iNOS was decreased in a dose dependent manner 
by Rose Bengal. 

Conclusion: The obtained results showed that Rose Bengal (below 200 micromolar) decreased nitric oxide 
production and iNOS expression in inflammatory macrophages without significant decreasing in their 
viability. Besides, its anti-inflammatory effect is mediated by inhibition of iNOS expression. Thus, Rose 
Bengal could be a new and safe anti-inflammatory agent for in vivo studies. 

Key Words: Rose Bengal; J774A.1 macrophages; Inflammation; Nitric oxide; Inducible nitric oxide 
synthase 

Journal of Birjand University of Medical Sciences. 2009; 16 (2): 10-17. 

Received: 24.1.2008     Last Revised: 25.8.2008     Accepted: 19.11.2008 

 
1 Assistant Professor, Department of Pharmacology, Faculty of Medicine, Mashhad University of Medical Sciences, Mashhad, Iran 
2 M.Sc in Immunology, Bu-Ali Research Institute, Immunology Research Center, Mashhad University of Medical Sciences,  
Mashhad, Iran 
3 M.Sc in Nutrition, Department of Biochemistry and Nutrition, Faculty of Medicine, Mashhad University of Medical Sciences, 
Mashhad, Iran 
4 Corresponding Author; Professor of Immunology and Allergy, Bu-Ali Research Institute, Immunology Research Center.  
Mashhad, Iran.  mahmoudim@mums.ac.ir 


