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و گلوكز سرم خون موش صحرايي  بر ميزان نيتريك اكسايد دساكاري بررسي اثر ليپوپلي
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  مقدمه
تـروژن و يـك اتـم اكـسيژن         نيتريك اكـسايد از يـك اتـم ني            

نيتريك اكسايد داراي نيمـه عمـر كمتـري        )1(.تشكيل شده است  
  ورــباشد و نيمه عمر آن در محيط بيولوژيكي و در حضـ مي

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

ژن ــا آب و اكـسي    ـب NO. دــباش   ثانيه مي  4اكسيژن در حدود    
تركيب شده و مطـابق معـادلات زيـر در نهايـت بـه نيتريـت و        

  )3و 2(.شود يل مينيترات تبد

  
  

 چكيده
 آنـزيم نيتريـك اكـسايد سـنتاز    توسـط  نيتريك اكـسايد يكـي از ده مولكـول كوچـك ليپـوفيلي اسـت كـه                : دفزمينه و ه      

)NOS=Nitric oxide synthasis (   از اسـيد آمينـهL-Arginine ،O2  وNADPH)Reduced form of Nicotinamide-

adenine-dinucleotide phosphate (نيتريـك اكـسايد  . شود سنتز مي)NO=Nitric oxide ( هـاي گـسترده    داراي فعاليـت
 هم نقش محافظتي و هم نقـش سيتوتوكـسيك          ،عنوان مثال در سيستم ايمني    ه   ب باشد،  هاي مختلف مي    بيولوژيكي در سيستم  

يكـي از  . عنوان يك ميانجي فيزيولوژيـك و كنتـرل تونيـسيته عـروق نقـش مهمـي دارد      ه دارد و در سيستم قلبي ـ عروقي ب 
توســـــط محركهـــــاي مختلفـــــي از جملـــــه ) iNOS)Inducible NOSام  بنـــــNOSهـــــاي آنـــــزيم  ايزوفـــــرم

هاي گـرم منفـي اسـت، تحريـك شـده كـه در               غشاي باكتري از  كه بخشي   ) LPS=Lipopolysaccharides(ساكاريد  ليپوپلي
هر دو مولكول گلوكز و نيتريك اكسايد در سيـستم          از آنجايي كه    . شود   در مدت زمان طولاني مي     NOنهايت منجر به توليد     

 و گلـوكز در سـرم       NOاثر ليپوپلي ساكاريد بر ميزان توليد       هميت هستند، در مطالعه حاضر سعي شد تا         بيولوژيك داراي ا  
    .بررسي شود) Sprague Dawley(SDنژاد ) رت(خون موش صحرايي

رتهـا  . شـدند  گرم انتخـاب     300 تا   250 داراي وزن متوسط     SD عدد رت نر نژاد      50در اين مطالعه تعداد     :     روش بررسي 
گـرم بـه ازاي هـر كيلـوگرم از وزن             ميلـي  8/0 و   4/0،  2/0 بـه ترتيـب      3هاي يك تا      تايي تقسيم شدند؛ گروه     در پنچ گروه ده   

بـه ازاي هـر كيلـوگرم از     سالين  ليتر    ميلي 8/0 مليپوپلي ساكاريد از طريق تزريق داخل صفاقي دريافت كردند و گروه چهار           
 سـاعت از    24پس از گذشـت     . نشدتزريق  اي    پنجم هيچ ماده  گروه  به   دريافت كردند و     صورت تزريق داخل صفاقي   ه  بوزن  

 و  )Griess( روش گـريس  بـه    ،مقدار نيتريك اكسايد  سپس  آوري و سرمها جدا شدند و          جمع ،هاي خوني   زمان تزريق، نمونه  
  .گيري شد ه روش كاليمتري اندازه ب،مقدار گلوكز

 3و2،  1 مقدار نيتريك اكـسايد توليـد شـده در گروههـاي             ،LPSشان داد كه با افزايش غلظت       نتايج اين مطالعه ن   : ها  يافته    
و ) >05/0P(بوده اسـت   3ين مقدار آن مربوط به گروه       تر  بيش ه كه اي داشت    افزايش قابل ملاحظه   ،هاي كنترل  نسبت به گروه  

 3در گـروه    كـه     بطـوري  ؛افزايش نـشان داد   ،  3و  2،  1هاي    در گروه  LPSهمچنين غلظت گلوكز نيز همگام با افزايش تزريق         
  ). >05/0P(اي در مقايسه با گروه كنترل داشت افزايش قابل ملاحظه

يش نيتريـك    كه افـزا    شده، NO و توليد    iNOS موجب تحريك ايزو آنزيم      LPSرسد كه     نظر مي ه  بنابراين ب : گيري      نتيجه
   .وجب افزايش گلوكز گرديده است متعاقباً م،NO و افزايش  بودهLPS دوز اكسايد وابسته به

             
  گلوكز – 3         نيتريك اكسايد–2    ليپوپلي ساكاريد–1   :هاكليدواژه

  22/12/84:تاريخ پذيرش، 1/6/84:تاريخ دريافت

I(ه بيوشيمي، دانشكده علوم پايه، تقاطع بزرگراه همت و چمران، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايراناستاديار گرو)*مؤلف مسؤول.(  
II (دانشجوي كارشناسي ارشد بيوشيمي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  

III (شيمي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايراندانشيار گروه بيو.  
IV (استاديار گروه فيزيولوژي، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي ـ درماني ايران، تهران، ايران.  
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NO+O2

-                ONO2
-+H+               NO3

-+H+    
2NO+O2                N2O4+H2O              NO2

-+NO3
- 

NO+NO2               N2O3+H2O              2NO3
-   

 كــه توســط NO ي مقــدار كمــ،    تحــت شــرايط طبيعــي بــدن
 در بـسياري    ،شود   سنتز مي  III و   I نيتريك اكسايد سنتاز نوع   

 ــاز ا ــال فيزيولوژي ــي عم ــركت م ــدن ش ــد ك ب ــرايط .كن  در ش
 توســط نيتريــك اكــسايد NO مقــدار زيــادي از ،پــاتولوژيكي

 توليد شده و در سيـستم دفـاعي بـدن شـركت             IIوع  ـسنتاز ن 
  ) 5و 4(.كند مي

يـك آنـزيم همـودايمر      ) NOS(ك اكسايد سـنتاز   ـآنزيم نيتري     
ــي ــوده و عل ــسايد،   ب ــك اك ــول نيتري ــم ســادگي ملك  داراي رغ

) NOS(آنزيم نيتريك اكسايد سـنتاز . اي است   ساختمان پيچيده 
 nNOS)Neuronal Nitric Oxideباشد،  داراي سه ايزوفرم مي

Synthase( ــا  iNOS)Inducible Nitric Oxide و NOSI ي

Synthase(   يـاNOSII  وeNOS)Endothelial Nitric Oxide 

Synthase( يا NOSIII .  
د ســنتاز مطــابق واكــنش زيــر بــا ــآنــزيم نيتريــك اكــساي    

ــيدآمينه   ــتفاده از اس ــنش  NADPHو  L-Arginine،O2اس واك
 Citrullineانجام داده و در نهايت مولكول نيتريـك اكـسايد و            

   )7و 6(.كند را طي چند مرحله سنتز مي

  
  
  
  
  
  
  
  

    NO هاي    حوزه  از اي در بدن دارد كه      ه فعاليت گسترده   دامن
توان به مـوارد زيـر اشـاره          فعاليت نيتريك اكسايد در بدن مي     

  : نمود
تناسـلي، مجـراي   ـ     سيستم قلبي و عروقي، سيستم ادراري  

 سيـستم تنفـسي،   ،اي، سيـستم عـصبي مركـزي    معدي ـ روده 
  ....سيستم غددي، سيستم ايمني و 

    LPS) م هاي گر  در غشاي بيروني باكتري   ) ليپوپلي ساكاريد
ــل   ــي مث ، Salmonella، E.coli، Haemophilus ،Neisseriaمنف

Pseudomonas ،Shigella ــسمت ...  و ــود دارد و از دو قـ وجـ
ساكاريدي تشكيل شده است و نام ديگرش         عمده ليپيدي و پلي   

ه  هم ب ـ  LPS ايمونوژن بودن    .باشد  اندوتوكسين باكتريايي مي  
   )8(.باشد ساكاريدي آن مي علت بخش پلي

بر توليد نيتريـك  ) LPS(ليپوپلي ساكاريد اين طرح اثرات   در    
ــژاد    ــهاي صــحرايي ن ــوكز در موش ــسايد و گل ــورد SDاك  م

  .بررسي قرار گرفت
 و همكارانش پي بردند كه توليد Bedard S ،1997    در سال 

نكـروز  هـاي فـاكتور      نيتريك اكـسايد در مجـاورت سـيتوكين       
ــاتومــور  اكاريد افــزايش  اينترفــرون گامــا و ليپــوپلي س ــ،آلف

 RT-PCR)Real time-polymerase chain از طريـق  .يابـد  مي

Reaction(         معلوم شد كه منبع توليد نيتريك اكسايد، سلولهاي 
شـود و    در آنها زياد مـي   iNOSباشد و بيان ژن       ماكروفاژ مي 

 بـا   هاهـا و ليپـوپلي سـاكاريد       در نهايت پي بردند كه سيتوكين     
 باعث افـزايش انتقـال گلـوكز در         افزايش توليد نيتريك اكسايد   

   )9(.دنگرد  ميL6هاي  ميوسيت
هاي مختلـف     د تا با تزريق غلظت    ــي ش ــرح سع ــدر اين ط      

  ، تغييرات SDه موشهاي صحرايي نژاد ـد بــي ساكاريــليپوپل
  
  
  
  
  
  
  
  

 24د از گذشــت ــــبعنيتريــــك اكــسايــد و گلوكــــز ســــرم 
   .دزمان تزريق بررسي شونساعت از 

    Dwairi QEL و )1998( و همكـارانش Zhang C و Ranina 
د كــه ليپــو پلــي ســاكاريد ــــ پــي بردن)2000( و همكارانــشان

هـا و نيتريـك       يتوكيند س ـ ــهاي گرم منفي موجب تولي      باكتري
  )10-12(.دشو اكسايد مي

                        H2N    NH2
+                              H2N    N-OH                                  H2N      O 

 
                                 
                              NH                NADPH              NH                    NADPH                NH 
                                                                                                                                                              +N=O 
                                                         O2                                                  O2 
 
                 
                   H3N+      COO¯                         H3N+      COO¯                                H3N+      COO¯                              
 
                     L-Arginine                         N-Hydroxyarginine                                   Citulline           Nitric Oxide 
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  روش بررسي
و از مـدل    بـود   ) Experimental(مطالعه از نوع تجربـي    اين      

  .  استفاده شدRatحيواني 
 )SD)Sprague Dawley  عدد موش صحرايي نژاد50تعداد     

راي  ب ـ، گـرم بودنـد  300 تا 250ر كه داراي وزنهاي  س ن از جن 
بنـدي   ايي گـروه  ت ـ  ج گروه ده  اب شدند و در پن    ه انتخ ن مطالع اي

 LPS تزريـق شـد كـه        LPS ،هاي اول تا سوم     به گروه  .دـشدن
 Lipopolysaccharide. Eوعد استفاده در اين مطالعه از نمور

Coli-Serotype 055:85. ALEXIS USA بـــود و بـــراي 
فيزيولـوژي اسـتريل بـه آن        سرم   ليتر  ميلي20سازي آن     آماده

  . هاي مورد نظر تزريق شد و سپس به گروهاضافه 
، Cod: MDI 040گيري نيتريك اكسايد از كيـت   هبراي انداز    

Colorimetric Nitric Oxide Assay Kit  كـه بـر   استفاده شد
   .باشد  سنجي ميمبناي روش گريس و براساس طيف

گيـري گلـوكز از كيـت گلـوكز پـارس آزمـون               انـدازه براي      
گيـري بـر مبنـاي طيـف سـنجي            استفاده شد و اسـاس انـدازه      

هاي مورد مطالعه به شرح       ماده تزريق شده به گروه    . باشد  مي
  : زير بود

به ازاي هـر كيلـوگرم       LPSز  اگرم    ميلي 2/0: گروه اول ) 1    
تزريـق  ) IP=Intraperitoneal(صورت داخـل صـفاقي      ه  بوزن  
  .شد
به ازاي هـر كيلـوگرم       LPSاز  گرم    ميلي 4/0: مگروه دو ) 2    

  .تزريق شد) IP(صورت داخل صفاقي ه  بLPSاز وزن 
به ازاي هر كيلـوگرم      LPSاز  گرم    ميلي 8/0: گروه سوم ) 3    

  .تزريق شد) IP(قي صورت داخل صفاه بوزن 
 به هر كـدام از  ،LPSجاي  ه  در اين گروه ب   : مگروه چهار ) 4    

بـه ازاي هـر     سـرم فيزيولـوژي اسـتريل       ليتـر     ميلـي  8/0رتها  
  .تزريق شد) IP(صورت داخل صفاقيه بكيلوگرم از وزن 

  .گونه تزريقي انجام نشد در اين گروه هيچ: مگروه پنج) 5    
هاي   به گروه  LPSز زمان تزريق     ساعت ا  24د از گذشت        بع

 و سپس سـرم آنهـا جـدا         دمورد مطالعه، از آنها خونگيري ش     
  پارامترهـاي نيتريـك اكـسايد    ،هاي بدست آمـده     در نمونه . دش
)NO (  با روش گريس)Griess (    و گلـوكز بـا روش كـالريمتري

  . گيري شد اندازه

ــه و تح      ــراي تجزي ــرم  ب ــه ن ــاري از برنام ــل آم ــزاري لي  اف
)Version 11.5(SPSS )Statistical package for social 

science(  استفاده شد و با روشOne Way ANOVA، Post 

Hoc   و Scheffe            مورد تجزيه و تحليل آمـاري قـرار گرفـت و
 كمتـر   Pvalueها با    ده از مقايسه ميانگين گروه    يج بدست آم  نتا
 در نظـر    ،دار نتـايج حاصـله      عنـوان ارتبـاط معنـي     ه   ب 05/0از  
  .رفته شدگ
  

  ها يافته
گيــري پارامترهــاي نيتريــك      در ايــن مطالعــه بعــد از انــدازه

هاي تهيـه شـده، نتـايج نـشان           و گلوكز در نمونه   ) NO(اكسايد
ميزان نيتريك   ،ساكاريد  داد كه با افزايش غلظت تزريق ليپوپلي      

و ) >05/0P(دار بـود     و اين افزايش معنـي     اكسايد افزايش يافت  
يد، گلـوكز سـرم نيـز افـزايش         نيتريـك اكـسا   همگام با افزايش    

   ).>05/0P(يافت
ــودار شــماره       ــه در نم ــانطور ك ــي1هم ــه م شــود،   ملاحظ

 كـه   ،باشـد   مـي ن مقدار نيتريك اكسايد در گروه سوم        يتر  بيش
 8/0(ين مقدار ليپوپلي ساكاريد را دريافت كـرده بودنـد         تر  بيش
دار و كمتــرين مقــ) گــرم بــه ازاي هــر كيلــوگرم از وزن ميلــي

 گونـه تزريقـي     باشد كه هيچ     مي منيتريك اكسايد در گروه پنج    
داري    ارتبـاط معنـي    NO و افـزايش     LPS بين تزريـق     .نداشتند

  ). >05/0PValue(وجود داشت
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي مورد مطالعه در گروهاكسايد مقايسه غلظت نيتريك  -1نمودار شماره 
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هاي مورد  ن غلظت گلوكز در گروهمقايسه ميانگي -2نمودار شماره 
    مطالعه

  
ــماره        ــودار ش ــه در نم ــانطور ك ــي 2هم ــه م ــود   ملاحظ ش

گـروه  سـوم     ين مقدار افزايش غلظت گلوكز مربوط به        تر  بيش
 8/0( انـد    را دريافـت نمـوده     LPSين مقدار   تر  بيشباشد كه     مي

و كمترين غلظت گلوكز    ) گرم به ازاي هر كيلوگرم از وزن        ميلي
دريافـت   LPSباشـد كـه        مـي  چهـارم و پـنجم    ه گروه   مربوط ب 
 گلـوكز ارتبـاط      و افـزايش غلظـت     LPS بـين تزريـق      .اند  نكرده
  ). >05/0PValue(دار وجود داشت  معني

  
   بحث

 محركهاي ،كه سلولهاي ميكروبياست ات نشان داده      مطالع
و ) 13(آينـد   شـمار مـي   ه  ي براي توليد نيتريك اكسايد ب     ـپر قدرت 

) LPS( كـه ليپـوپلي سـاكاريد      اند  ت بعدي نشان داده   نيز تحقيقا 
باعث تحريك  هاي گرم منفي      موجود در غشاء خارجي باكتري    

شـود و   ها مي سلولهاي ايمني از جمله ماكروفاژها و نوتروفيل      
محركهايي كه باعث افـزايش      )14(.دده   افزايش مي   را NOغلظت  

  :  عبارتند ازشوند  ميNOS IIبيان آنزيم 
- Lipopolysacchride(LPS) 
- TNF-α(Tumour necrosis factor-α) 
- IFN-γ(Interferon-γ) 
- IL1β 

  

ــه     ــد  حاضــر در مطالع ــراي تولي  در LPSاز محــرك  NO ب
گيـري    دوزهاي مختلف استفاده شد و نيتريـك اكـسايد انـدازه          

 نشان دهنده اين مطلـب بـود        ،هاي مورد مطالعه   شده در گروه  
هـايي كـه      شده و در گـروه     NO  باعث افزايش  LPSكه تزريق   

 افـزايش غلظـت    ، دريافـت كـرده بودنـد      LPSي  تـر   بـيش مقدار  
  .  بودتر بيشنيتريك اكسايد 

 بـا افـزايش    به نتايج بدست آمـده در ايـن مطالعـه،      با توجه     
گرم    ميلي 2/0( اول هاي  مقدار تزريق ليپوپلي ساكاريد در گروه     

LPS     گـرم      ميلي 4/0(م، دو ) به ازاي هر كيلوگرم وزنLPS   بـه 
 بـه ازاي    LPSگـرم      ميلي 8/0(و سوم   ) ازاي هر كيلوگرم وزن   

 مقدار غلظت نيتريك اكسايد افـزايش يافـت         ،)هر كيلوگرم وزن  
 ليپوپلي سـاكاريد همگـام بـود؛        تر  بيشو اين افزايش با تزريق      

 م از گـروه دو    تر  بيش  مقدار افزايش در گروه سوم     كه بطوري
اين نتـايج بـا نتـايج       . بود  اول  از گروه  تر  بيش مو در گروه دو   

Zhang C،و همكاران  Ranina N و همكاران و Dwairi QEL 
 مطابقـت   ، انجـام شـد    2000 تـا    1997كه در فاصـله سـالهاي       

  )10-12(.دارد
 ،بـا افـزايش دوز تزريـق ليپـوپلي سـاكاريد              در اين مطالعه    

افـزايش نيتريـك    همگام با   . افزايش يافت غلظت نيتريك اكسايد    
هاي مورد مطالعه افزايش پيـدا        در گروه  يد، غلظت گلوكز  اكسا

  . كرده بود
ـــه حاضــر       ـــل از مطالعـ ـــه قبـ ـــي كـ ـــه مطالعاتـ  از جملـ

م گلوكز انجام شـده     ــپيرامون اثر نيتريك اكسايد بر متابوليس     
  : توان به مطالعات زير اشاره نمود است، مي

ه بررسـي  و همكارانش ب HS Moeniralam، 2001در سال     
اثر نيتريك اكسايد بر تنظـيم متابوليـسم گلـوكز در پاسـخ بـه         

 پرداختند كـه ايـن دانـشمندان در نهايـت             در سگ  LPSتزريق  
ننـده مهـم گلـوكز در       عنـوان تنظـيم ك    ه   ب NOمتوجه شدند كه    

 موجـب   NOولي در مطالعه اخير افـزايش       ،  )15(باشد  سگها نمي 
  . افزايش غلظت گلوكز در رتها شده بود

ــال      ــه   Hioroki Sugita، 2002در س و همكــارانش متوج
 تـر   بيش ميزان خروجي گلوكز از كبد       LPSشدند كه با تزريق     

بـه همـراه يكـي از مهاركننـدگان          LPSشـود و بـا تزريـق          مي
iNOS)ميـزان گلـوكز خروجـي از كبـد كمتـر            ،)آمينوگوانيدين 
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 و فسفريلاز كبدي    PEPCK دو آنزيم    mRNAشود و بيان      مي
 ترتيب در مسيرهاي گلوكونئوژنز و گليكوژنـوليز نقـش          كه به 

  ) 16(.شود  كمتر مي،اساسي دارند
 و همكـارانش پـي بردنـد كـه در     Won JS، 2003    در سـال  

 ميزان بيان ژن    ،سلولهاي عصبي رتها با افزايش غلظت گلوكز      
iNOS  يابد و در ايـن مطالعـه بـه بررسـي ارتبـاط                افزايش مي

 پرداختــه شــد و  iNOSظــيم ژن متابوليــسم گلــوكز بــا تن  
گيري شد كه با افزايش غلظت گلـوكز خـارج سـلولي در               نتيجه

ــان ژن     ــزان بي ــا، مي ــصبي رته ــلولهاي ع ــزايش iNOSس  اف
  ) 17(.يابد مي

  
  گيري نتيجه

    نتايج بدست آمده از اين مطالعه نـشان داد كـه بـا افـزايش               
يابد   غلظت نيتريك اكسايد افزايش مي     ،تزريق ليپوپلي ساكاريد  

و در نهايت افـزايش غلظـت نيتريـك اكـسايد موجـب افـزايش               
رسـد محركهـا از        به نظـر مـي     ؛ بنابراين گردد  غلظت گلوكز مي  

هاي گرم منفـي از طريـق        باكتري) LPS(ساكاريد  جمله ليپوپلي 
و ) Up take(باعث اخـتلال در برداشـت   iNOSافزايش فعاليت 

  . دنشو يا متابوليسم گلوكز مي
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The Effect of Lipopolysaccharide(LPS) on Nitric Oxide(NO) and Glucose 
Concentration in the Serum of SD Rats(Sprague Dawley) 
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Abstract 
    Background & Aim: Nitric Oxide(NO) is one of the ten smallest lipophilic molecules synthesized from L-Arginine, O2 
and NADPH by nitric oxide synthase enzyme(NOS). NO has various biological activities in different systems. For instance, it 
plays both protective and cytotoxic roles in immune system, while in cardiovascular system it has physiologic role which 
controls vascular tonicity. One of the NOS isoforms known as iNOS(inducible NOS) can be induced by variety of some 
gram negative bacteria membrane that leads to NO production for long period of time. Due to important biological roles of 
glucose and NO, the present study was designed to investigate the effect of LPS on the level of glucose and NO in serum of 
SD rats.   
    Materials & Methods: In this study 50 SD male rats with the average weight of 250-300 gram were chosen. Rats 
were divided into five groups(10 rats in each group). First group received 0.2mg/kg, second group 0.4mg/kg, third group 
0.8 mg/kg LPS, fourth group 0.8ml/kg salin via IP injection and the fifth group did not receive any compound. After blood 
collection and separation of serum, NO level was measured by Griess reagents and glucose by colorimetric method.  
    Results: The obtained results showed that with increased LPS injection, the level of NO increased in group 1, 2 and 3 
respectively. The latter group had the maximum level of NO as compared to control group(P<0.05). Glucose concentration 
increased significantly in third group(P<0.05).  
    Conclusion: It is concluded that increased level of NO production was due to induction of iNOS enzyme by LPS and was 
dose dependent, and increased level of NO led to increased level of glucose concentration.   
 
 
 
 
Key Words:    1) LPS(Lipopolysaccharide)     2) NO(Nitric Oxide)     3) Glucose 
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