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  چكيده
گيـري    بـر سـلامتي انـسان، انـدازه    B1خـصوص آفلاتوكـسين    ها و بـه    آفلاتوكسينبار مرگ آثار با توجه به    :هدف

نظـر   ك شاخص مهم ميزان در معرض بودن به آفلاتوكسين ضـروري بـه            عنوان ي  آفلاتوكسين متصل به آلبومين، به    
منظور  سازي روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا و آشكارگر فلورسانس به  هدف از اين پژوهش، بهينه    . رسد  مي

  .استگيري اين شاخص در خون  اندازه
تيمار شده با آفلاتوكـسين     ( مثبت    ن كنترل عنوا  در اين مطالعه، از نمونه سرم خون سه گروه رت به           :ها مواد وروش 

B1(   كنترل ،)  تيمار شده با ميـزان معينـي آفلاتوكـسين          (و استاندارد   ) بدون تيمار خاصB1  ومي ـتريت بـا    دار نـشان( 
پس از جداسازي آلبومين از نمونه سرم با استفاده از آمونيوم سولفات و اسيد استيك، خلوص آلبومين . استفاده شد

سپس آلبـومين تحـت تـأثير       . دشگيري    بررسي و غلظت آن به روش برادفورد اندازه        SDS-PAGE با الكتروفورز 
سپس آنزيم پرونـاز  . شود ليزين آزاد -صورت آفلاتوكسين پروناز هيدروليز شد تا آفلاتوكسين متصل به آلبومين به        

را بـا   حجم محلـول رويـي   .رسوب داده و جدا شدو باقيمانده حاصل از هيدروليز آلبومين توسط استون در سرما       
 تزريق و مقدار آفلاتوكـسين موجـود      HPLC دراير تقليل داده و سپس نمونه تغليظ شده به دستگاه            -دستگاه فريز 

  .گيري شد هاي گروه استاندارد، اندازه  حاصل از رتدر آن در مقايسه با نمونه مشابه
هاي كنترل مثبـت،      د و غلظت آن در نمونه     ش ، خلوص آلبومين جدا شده اثبات     SDS-PAGE با الكتروفورز    :نتايج

 حـداقل ميـزان     HPLCدر روش   . دسـت آمـد    ليتر به  گرم در ميلي    ميلي 13 و   5/12،  10ترتيب   منفي و استاندارد به   
گـرم    پيكـوگرم در هـر ميلـي   20 ،گيري آفلاتوكسين متصل بـه آلبـومين    براي اندازه(Detection limit)تشخيص 

ميانگين ميزان آفلاتوكسين متـصل     .  درصد تعيين شد   100 ، درصد و حساسيت آن    92 ،آلبومين، اختصاصيت روش  
د و تكرارپـذيري روش     ش ـگرم آلبومين محاسبه     رم در هر ميلي   نانوگ 10هاي كنترل مثبت،     به آلبومين در سرم رت    

  . بسيار خوب ارزيابي شد،طي بارها تكرار
 فـاز  تغييراتـي در     HPLCين متصل بـه آلبـومين بـه روش          گيري آفلاتوكس   اندازه براي در اين تحقيق     :گيري نتيجه

  HPLC قبل از انجام     ميل تركيبي ها و زمان هر آزمايش ايجاد شد و همچنين كروماتوگرافي             متحرك، درصد حلال  
سازي  عنوان يك روش دقيق، حساس و اختصاصي و با بهينه           به HPLC-Fluorescenceبر اين اساس    . دشحذف  
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   و همكارانفريبا فرجي  فلاتوكسين متصل به آلبومينآگيري  اندازه
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 B1گيري آفلاتوكسين    تواند براي اندازه     تكرارپذيري بالاتر و هزينه كمتر مي      ،سهولت بيشتر ايجاد شده با سرعت و      
  .دشودر سرم استفاده 

  

  B1 فلورسانس، آفلاتوكسين  آشكارگر و آلبومين، كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا- آفلاتوكسين:نكليدواژگا
 

   مقدمه-1
 هـا  كوتوكـسين گروهي از ماي   (Aflatoxins)ها   آفلاتوكسين
(Mycotoxins) توســط دو گونــه قــارچي اغلــب هــستند كــه 

 و آسـپرژيلوس  (Aspergillus flavus) آسپرژيلوس فـلاووس 
ايـن  ] 2، 1[شـوند    توليـد مـي  (A. parasticus) پاراسيتيكوس

هـاي معمـول مـواد       هاي ثانويه قارچي از آلـوده كننـده        متابوليت
 درجــه 35ا  تــ24غــذايي هــستند و عمومــاً در شــرايط دمــاي 

 بنـابراين   .شوند  درصد توليد مي   7گراد و رطوبت بيش از       سانتي
ها ممكن است هنگام توليـد، برداشـت، ذخيـره يـا             آفلاتوكسين

]. 3،  1[ها را آلوده كنند      عمل آوردن محصولات كشاورزي آن     به
محصولاتي مثل برنج، ذرت، انواع مغزهاي خوراكي مثل پسته و          

تواننـد بـه ايـن       جـات مـي    و ادويـه  فندق، بـادام زمينـي، فلفـل        
هاي  همچنين شير انسان و دام    ]. 1[ها آلوده باشند     مايكوتوكسين

تواند به مشتقات اين سـم آلـوده         در معرض آفلاتوكسين نيز مي    
، AFB1 (Aflatoxin B1)مل هــا شــا آفلاتوكــسين]. 4[باشــد 
AFB2 و  AFG1   و AFG2 هاي گروه    ند آفلاتوكسين هستB  در 

 در  G و گـروه     (Blue) آبـي    نتفش داراي فلورس  زير نور فرابن  
 AFB1 ].5[ دارنـد    (Green) سـبز    نتزير نور فرابنفش فلورس   

 آن  بـار  مـرگ  آثـار هاست كـه     ترين آفلاتوكسين  بيشترين و سمي  
هـا ايجـاد     تـرين آن   ي انسان به اثبات رسيده اسـت كـه مهـم          ابر

سرطان كبد، تضعيف سيستم ايمني و ايجاد اشكالاتي در جذب          
 مهمـي كـه    آثـار بـا توجـه بـه       ]. 1 [اسـت ي از مواد غذايي     برخ

 سـلامتي انـسان دارد،      بـر  AFB1خـصوص    ها و به   آفلاتوكسين
تعيين ميزان در معرض قرار گرفتن انسان بـه ايـن سـم اهميـت       

  .كند زيادي پيدا مي
 بـراي  (Biomarkers)به اين منظور از نشانگرهاي زيستي       

  :شـود   اسـتفاده مـي  بررسي ميزان در معرض بودن بـه ايـن سـم         

  
–AFB1) آميدوپريميـدين   متصل بـه فـرم     B1آفلاتوكسين  ) 1

formamidopyrmidine adducts):  تبـديل   پـس ازAFB1 
 در  (AFB1-8,9-epoxide)  اپوكسيد -B1-8  ،9 آفلاتوكسين   به

  گـوانين اتـصال يابـد      -7توانـد بـه ازت       كبد، ايـن تركيـب مـي      
ــابراين ــرمAFB1 و بن ــه ف ــ  متــصل ب ــهدينآميدوپريمي ــوان   ب   عن

امـا بـه هـر      .  مطرح است  AFB1يك شاخص در معرض بودن      
بــرداري بــافتي  حــال اســتفاده از آن بــه دليــل مــشكلات نمونــه

  .محدوديت دارد
 AFB1–Guanine)  متصل به گوانينB1آفلاتوكسين ) 2

adducts)  هاي    و متابوليتAFB1  بخـشي از     : در ادرار AFB1 
ــه   ــصل ب ــهDNAمت ــورت  ب ــه AFB1 ص ــصل ب ــوانين مت     گ

(AFB1–Guanine adducts)   از ...  هنگام تـرميم، نوسـازي و
DNA و RNA  شـــود  آزاد شــده و درون ادرار ترشـــح مــي .

 نيز از طريق ادرار دفع      AFB1هاي ديگري از     همچنين متابوليت 
 AFB1عنوان نـشانگرهاي در معـرض        ها به  شوند كه همه آن    مي

ضـعيت ميـزان در     توانند و  اين نشانگرها مي  . ند هست بودن مطرح 
گيـري نـشان     معرض بودن فرد را طي چنـد روز قبـل از نمونـه            

صـورت مـزمن را      دهند اما به هيچ وجـه ميـزان مـسموميت بـه           
  .كنند منعكس نمي

3 (AFB1ــومين ــه آلبـ ــصل بـ ــسين  : متـ   -B1آفلاتوكـ
ــسيد-9، 8 ــه    اپوكـ ــديل بـ ــس از تبـ ــسين  پـ   -B1آفلاتوكـ
تواند به    مي (AFB1–8,9-dihydrodiol)هيدروديول    دي -9،  8

 در خون به    AFB1ترين پروتئيني كه     مهم. ها اتصال يابد   پروتئين
 ].7، 6[شود آلبومين است  آن متصل مي

عنـوان يـك      متصل به آلبومين خـون بـه       AFB1گيري   اندازه
 بـه دلايـل زيـر      نشانگر زيستي در معرض بودن به آفلاتوكسين      

 ]:10 -6، 1[بسيار ارزشمند است 
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 خورده شده   AFB1ت درصد مهمي از      در انسان و ر    –الف
شـود   طور كووالان به آلبومين خون متصل مـي        به)  درصد 3 -1(
]9 ،10.[  

 كه منجـر   روز است    20عمر آلبومين انسان حدود       نيمه –ب
ــي  ــزايش تجمع ــه اف ــسين ب ــومين B1 آفلاتوك ــه آلب ــصل ب     مت

(AFB1–Alb adducts)فتن مزمن  به دنبال در معرض قرار گر
توانـد   استفاده از ايـن نـشانگر زيـستي مـي         . دشو  مي ،AFB1به  

 مـاه   3 -2وضعيت در معرض آفلاتوكسين بـودن فـرد را طـي            
  .اخير نشان دهد

  متصل به آلبـومين    AFB1دهد ميزان     مطالعات نشان مي   –ج
هـاي    سـلول  DNA متصل به    AFB1خون منعكس كننده سطح     

 ].10، 9، 7، 6[هاست  كبدي و ميزان آسيب وارده به هپاتوسيت

ــدازه ــا      انـ ــرم بـ ــم در سـ ــاخص مهـ ــن شـ ــري ايـ   گيـ
ــت     روش ــام اس ــل انج ــف قاب ــاي مختل ــده ــاي روش مانن  ه

 IDMS ،(Radio Immuno Assay: RIA)راديوايمنواســي 
(Isotope Dilution Mass Spectrometry)، الايــــزا 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)  و
اـلا         همچنين اـرايي ب اـ ك اـيع ب اـنس    و كروماتوگرافي م     آشـكارگر فلورس

.(High Performance Liquid Chromatography- fluorescence: 

HPLC-fluorescence).  ــن روش ــين ايـ ــه در بـ ــا  كـ -HPLCهـ

fluorescence 13-11، 9[عنوان روش مرجع مورد توجه است  به .[  
گيري اين شاخص مهـم از روش        در اين تحقيق براي اندازه    

HPLC- fluorescence شده است و تـلاش بـر ايـن     استفاده
 بهينه شده و با سرعت و سـهولت بيـشتر و            ، اين روش  بوده كه 

  .هزينه كمتر قابل انجام باشد
  

  ها مواد و روش -2
 نــر بــا وزن (Wistar)ويــستار  رت 12در ايــن مطالعــه از 

 گروه تقسيم 3ها به   اين رت  . استفاده شد   گرم 250-200تقريبي  
هـاي     رت :مثبـت، گـروه دوم    هاي كنتـرل      رت: گروه اول . شدند

هـايي كـه بـراي تهيـه اسـتاندارد            رت :كنترل منفي و گروه سوم    
 :تيمار) 1 مراحل انجام تحقيق شـامل . مورد استفاده قرار گرفتند  

به ) Sigma خريداري شده از شركت    (AFB1ها،    به گروه اول رت   
 ليتر  ميلي 5/0 صورت محلول در    به گرم در كيلوگرم    ميلي 5/0 ميزان
 از (Dimethyl Sulfoxide: DMSO) تيــل سولفوكــسايددي م

  .طريق داخل صفاقي تزريق شد
 و به گروه   فلاتوكسيني دريافت نكردند  آها هيچ    گروه دوم رت  

وم ي ـبـا تريت  (Radio label AFB1)دار  نشان AFB1ها،  سوم رت
گـرم    ميلـي  4/0 به ميزان ) Moravekخريداري شده از شركت     (

 و داخل صفاقي    DMSOمحلول در   به همان شكل    در كيلوگرم   
 AFB1،  ميكروكـوري 10رت حدود ر كه ه    طوري  به ترزيق شد 

 AFB1  علـت تيمـار گـروه اخيـر بـا          .راديواكتيو دريافـت كـرد    
  .است HPLCروش ، تهيه استاندارد براي راديواكتيو

 آب و   نگهداري،سان از نظر محل     ط يك يها در شرا    همه رت 
  .غذاي مصرفي نگهداري شدند

ــونگ) 2 ــدت  :يريخ ــامي ر24پــس از م ــا  ت ســاعت از تم ه
سـپس  . جداسازي شد ،  با سانتريفوژ  ها سرم آن خونگيري شد و    

  هـاي   هاي هر گروه با هـم مخلـوط و در ميكروتيـوب             سرم رت 

تـا  گـراد     درجـه سـانتي    -70و در فريزر    تقسيم   ليتري  ميلي 5/0
  .زمان استفاده نگهداري شد

 ـ    ابتدا سـرم   :جداسازي آلبومين ) 3    دقيقـه روي    10مـدت    ههـا ب
ــه هــر نديــخ قــرار داده شــد     ســرم،ســي  ســي5/0 و ســپس ب

 محلول آمونيوم سولفات اشباع اضـافه و خـوب           ميكروليتر 750
 دقيقه  15مدت    به گراد صفر درجه سانتي  مخلوط شد و در دماي      

  محلول رويـي كـه حـاوي آلبـومين         . سانتريفوژ شد  g 9000در  
هاسـت دور     مـاگلبولين  حـاوي گا   اغلـب ، جدا و رسوب كه      بود

اسـتيك   اسـيد ميكروليتـر   100يي سپس به محلول رو. ريخته شد 
 صـفر  دمـاي   در،يك مولار اضافه شـد و پـس از مخلـوط شـدن      

.  سانتريفوژ شـد   g 9000  در  دقيقه و  12مدت    به گراد درجه سانتي 
سي   سي 5/0در  ) آلبومين(محلول رويي دور ريخته شد و رسوب        

 مجدداً )PBS (Phosphate Buffered Saline) )4/7=pHبافر 
  .حل شد

ــومين جــدا شــده از ســرم،   )4 ــان از خلــوص آلب ــراي اطمين  ب
  .انجام شد) SDS-PAGE(الكتروفوزر 
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غلظـت   :گيري غلظت آلبومين جـدا شـده از سـرم          اندازه) 5
گيـري    انـدازه  (Bradford) روش برادفورد ه  آلبومين جدا شده ب   

كوماسي بريليانـت بلـو     رنگ   د از براي تهيه معرف برادفور   [ شد
G-250 (Coomassie Brilliant Blue G-250) استفاده شد[. 

  ، 50/1 ســرم بــا رقــتيكروليتــر م 100بــه ايــن ترتيــب كــه بــه 
معرف برادفورد اضافه و مخلوط شد و پـس از نـيم            ليتر    ميلي 5

مـاي آزمايـشگاه، جـذب نـوري آن بـا           دساعت انكوباسيون در    
. قرائـت شـد   نـانومتر    595موج  دستگاه اسپكتروفتومتر در طول     

 BSA (Bovine Serum Albumin)منحني استاندارد نيـز بـا   
ــت ــاي در غلظ ــي1 و 5/0، 25/0، 12/0، 06/0 ه ــرم در   ميل گ

 رسم و به كمك آن غلظت آلبومين جدا شـده از سـرم              ليتر ميلي
  .سه گروه رت محاسبه شد

 (Pronase) پرونازبه اين منظور از آنزيم       :هيدروليز آلبومين ) 6
 به نسبت پروتئين به آنـزيم     ) Rocheخريداري شده از شركت     (

 از  ميكروليتـر 100 آلبـومين،   گـرم   ميلـي  2 بـه  . استفاده شـد   1:2
 هيـدروليز   . آنـزيم اضـافه شـد      ليتر گرم در ميلي    ميلي 10 محلول

 و همـراه بـا   گـراد  جه سـانتي در 37  ساعت در دماي16مدت  به
ــرزش  ــزيم ( انجــام شــد )قيقــه دور در د250( (Shaking)ل آن

مينه ليزين آپروناز سبب هيدروليز آلبومين شده و فقط يك اسيد      
 محلـول رويـي   . )مانـد   فلاتوكسين باقي مي  آصورت متصل به     به

  . جدا شدg 10000پس از سانتريفوژ در 
فلاتوكسين متصل به ليزين از مخلوط حاصل       آجداسازي  ) 7

 منظـور بـه يـك       بـه ايـن    :از هيدروليز آلبومين و آنزيم پروناز     
 2ن اضـافه و     وستا، دو حجم    6حجم از نمونه حاصل از مرحله       

 سـپس   .داده شـد   قـرار گـراد     درجـه سـانتي    4 مـاي دساعت در   
در اين حالت آنزيم پرونـاز  .  انجام گرفتg 1000سانتريفوژ در   

نـشين شـد و محلـول        و مخلوط حاصل از هيدروليز آلبومين ته      
گاه نمونه   آن.  جدا شد  ،ود ليزين ب  -فلاتوكسينآي كه حاوي    يرو

 كاملاً خـشك شـد و       (Freeze-dryer)  دراير -در دستگاه فريز  
  .ل حل شدو متانوقطر مخلوط آب مليتر   ميلي2/0 درمجدداً 

8 (HPLC: فلاتوكسين پس از جداسازي از     آگيري    اندازه براي
 فـاز كروماتوگرافي   (HPLC (Shimadzu)آلبومين، از دستگاه    

 مـورد اسـتفاده     آشكارگرده شد و    ا استف )C18معكوس و ستون    
تهيـيج  (  بـود  فلورسانسآشكارگر   ،گيري و اندازه  يي شناسا براي

(Excitation) :405     نانومتر، نـشر (Emision) :470  فـاز  .) نـانومتر 
 سـديم   بـافر   درصـد  60ل و   و متـان   درصـد  40( متحرك حـاوي  

 ايزوكراتيــكصــورت   بــهو pH=2/7 ومــولار  لــي مي5 فــسفات
(Isocreatic)   جريـان  سـرعت    دقيقـه و بـا     15مـدت    و بـه  بود
(Flow rate) 9/0مـورد اسـتفاده قـرار    ليتر در هـر دقيقـه    ميلي 

 تزريق شـد و     HPLCاز نمونه به دستگاه      ميكروليتر   10 .گرفت
فلاتوكـسين متـصل بـه      آدقيقـه    9/11 پس از مدت زمان حدود    

  .ليزين از ستون خارج و شناسايي شد
  گــر بتــا  شــمارشبــا دســتگاه شــمارش تشعــشعات بتــا ) 9

(Beta counter):  
از به استاندارد نياز داريم و HPLC كه در روش  جايي از آن

 ، در نمونه سرم پس از تخلـيص آلبـومين و هيـدروليز آن             طرفي
مانـد و در واقـع مـاده         يك ليزين به آفلاتوكسين متصل باقي مي      

يـن  گيري ما آفلاتوكسين متصل به ليـزين اسـت و ا           مورد اندازه 
 به ناچار بايد    ،يستنصورت تجاري و آماده موجود       كمپلكس به 

طـور كـه      همان ،به اين منظور  . شود استاندارد تهيه    در آزمايشگاه 
آفلاتوكـسين   ،ها نيز اشـاره شـد       مواد و روش   1در مورد شماره    

 به تعدادي رت تزريق شد كـه پـس از خـونگيري و              راديواكتيو
خليص و سـپس هيـدروليز       آلبومين سرم ت   ،ها جداسازي سرم آن  

 ، پــس از رســوب مخلــوط حاصــل از هيــدروليز آلبــومين؛شــد
عنـوان   دست آمد كه به    آفلاتوكسين راديواكتيو متصل به ليزين به     

 و  شـده بـراي تعيـين غلظـت اسـتاندارد         . شداستاندارد استفاده   
هـاي مختلفـي از       غلظـت  ابتـدا    ،همچنين رسم منحني استاندارد   

خريـداري شـده از شـركت        (ترتيتـوم  بـا    دار نـشان فلاتوكسين  آ
Moravek(     و  شـد شـمارش   ،  گـر بتـا    شمارشدستگاه   تهيه و با 
غلظــت در برابــر  (1 رســم منحنــي اســتاندارد بــراينتــايج آن 

ن سيفلاتوك ـآونه حاوي   م ن آنگاه .شداستفاده  ) شمارش در دقيقه  
ن سيفلاتوك ـآهـايي كـه      متصل به ليزين تهيه شـده از سـرم رت         

 با دسـتگاه    هاي مختلف   در رقت  ، كرده بودند  راديواكتيو دريافت 
هـا    غلظت آن  1و با استفاده از منحني استاندارد       مذكور شمارش   
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 نيز آناليز و سـطح      HPLCها به روش     همين نمونه  .دشمحاسبه  
هـا محاسـبه      آن  آفلاتوكسين (Peak)زير منحني مربوط به پيك      

طح زيـر  س ـ (2 منحني اسـتاندارد   و با استفاده از نتايج اخير     .شد
مـك آن غلظـت     رسـم شـد كـه بـه ك        ) منحني در برابر غلظـت    

 و HPLCآفلاتوكسين در نمونه مثبت پس ازتزريق بـه سيـستم    
  .دست آمد محاسبه سطح زير منحني پيك مربوط به

  

  جنتاي -3
ــوزر  ــا روش الكتروف ــشان داده شــد(SDS-PAGE)ب ــه ن   ك

  ).1شكل  (استها كاملاً خالص  آلبومين تخليص شده از سرم رت
  

  
  
 قبل و بعـد از تخلـيص آلبـومين سـرم؛ بـراي              SDS-PAGE الكتروفورز   1شكل  

 آلبومين تخليص )2، 1. مقايسه از سرم آلبومين گاوي تجاري نيز استفاده شده است
  ها هاي سرم رت  پروتئين)4، )تجاري( آلبومين سرم گاوي)3ها،  شده از سرم رت

  
شـده از  براساس روش برادفورد، غلظت آلبـومين تخلـيص     

 5/12، 10 ترتيب هاي كنترل مثبت، منفي و استاندارد به      سرم رت 
  .دست آمد هبليتر  گرم در ميلي  ميلي13و 

فلاتوكسين متصل به آلبومين، پس از      آگيري ميزان    اندازهدر  
آشـكارگر   و بـا     HPLCهيدروليز آلبومين و با استفاده از روش        

 HPLCگاه  در نمونه منفي پس از تزريـق بـه دسـت          فلورسانس،  
هـايي مـشاهده شـد كـه مربـوط بـه              دقيقه پيـك   6-2بين زمان   

اسيدهاي آمينه و پپتيدهاي باقيمانده حاصل از هيدروليز آلبومين         

هاي مـذكور در زمـان حـدود         در نمونه مثبت علاوه بر پيك     . است
 پيك مربوط به آفلاتوكسين متصل به ليـزين مـشاهده           ، دقيقه 9/11

 تكرار همواره در نمونه مثبت مشاهده    شد كه اين پيك پس از بارها      
در .  وجود نداشت  در نمونه منفي   گاه اين پيك   كه هيچ  د در حالي  ش

ــه اســتاندارد  هــايي كــه آفلاتوكــسين  حاصــل از رت(مــورد نمون
 هـايي بـين زمـان       نيز علاوه برپيك  ) راديواكتيو دريافت كرده بودند   

 زمـان   ليـزين بـا همـان   - پيك مربوط بـه آفلاتوكـسين     ، دقيقه 2-6
  . دقيقه مشاهده شد9/11بازداري 

هـاي   فلاتوكسين متصل بـه آلبـومين در رت       آميانگين ميزان   
 )2 و   1نمودارهـاي   (د  كنترل مثبت در مقايسه با منحني استاندار      

فلاتوكـسين راديواكتيـو   آهـايي كـه     رت كه با اسـتفاده از نمونـه   
گرم   نانوگرم در هر ميلي    10 شده بود،   رسم ،دريافت كرده بودند  

  .)؛ كروماتوگرام2شكل  (دشتعيين آلبومين 
  

  
  

 AFB1شمارش در دقيقـه در برابـر غلظـت          ( منحني استاندارد    1نمودار  
  )دار با تريتيوم نشان

  

 
  

 HPLCسطح زير منحنـي در كرومـاتوگرام        ( منحني استاندارد    2نمودار  
  )AFB1در برابر غلظت 
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؛ باقيمانده مخلوط حاصل از هيـدروليز آلبـومين در         ) دقيقه 9/11ليزين در نمونه كنترل مثبت با زمان بازداري          -لاتوكسينپيك مربوط به آف    (HPLC كروماتوگرام   2شكل  
  . دقيقه از ستون خارج مي شوند6 تا 2زمان 

  
و  درصـد    92 ،اختـصاصيت  ، درصـد  100حساسيت روش   

 پيكـوگرم در  20 ،(Detection limit)حداقل ميزان تـشخيص  
  .ن شدتعييگرم  ميلي

روز متوالي،   4در  و   بار آزمايش طي يك روز     5 همچنين با 
  .دشتكرارپذيري خوبي براي اين روش مشاهده 

  

  بحث -4
فلاتوكـسين بـر سـلامتي انـسان و         آ بار رگ م آثاربا توجه به    

خــصوص  احتمــال آلــودگي انــواع محــصولات كــشاورزي بــه 
 رنظ ـو  ... سازي و    خشكبار طي مراحل توليد، برداشت و ذخيره      

ــالاي خــشكبار در بعــضي اســتان  ــه مــصرف ب هــاي كــشور،  ب
عنوان يك شاخص    فلاتوكسين متصل به آلبومين به    آگيري   اندازه

 بودن افـراد را    فلاتوكسينآتواند وضعيت در معرض سم        كه مي 
 همچنـين تحقيقـات نـشان داده        .دارد اهميت زيـادي     ،نشان دهد 

 هپاتيـت   هاي   و ويروس  AFB1افزايي بين    است كه يك ويژگي هم    
B   و C      طـوري كـه در افـراد        دارد بـه    در ايجاد سرطان كبد وجـود

HBS-Ag مثبـت  (Positive Hepatitis B Surface-Antigen) 
تر عمل     بار قوي  30زايي    سرطان  در AFB1نسبت به ساير افراد،     

فلاتوكـسين  آگيري   اندازهبا شناسايي روش    بنابراين  . ]1 [كند  مي
عمـر نـسبتاً طـولاني       به دليل نيمـه    كه    در سرم  متصل به آلبومين  

ي براي روشن ساختن وضـعيت افـراد از         بآلبومين، شاخص خو  
 3-2 فلاتوكسين طـي  آ به سم     نسبت نظر ميزان در معرض بودن    

 و  آثـار  كـاهش    برايتوان اقدامات پيشگيرانه      ، مي استماه اخير   
تبعات سم از جمله توصيه به كاهش مصرف مـواد غـذايي كـه              

 اين سم را دارند و استفاده از مواد غـذايي و            به احتمال آلودگي 
فلاتوكسين آتواند در متابوليزه كردن و دفع سم          داروهايي كه مي  

ايـن شـاخص مهـم در        گيـري  براي اندازه . ، انجام داد  مؤثر باشد 
هاي مختلفي توسط محققـين مـورد اسـتفاده        سرم، تاكنون روش  
بــراي بررســي مناســب بــودن يــك روش . قــرار گرفتــه اســت

حساس : گيري، چندين ويژگي بايد مورد توجه قرار گيرد        دازهان
 كـافي در    اتپذيري، دادن اطلاع ـ  ربودن، اختصاصي بودن، تكرا   

مـدت نـسبتاً طـولاني، غيرتهـاجمي بـودن        مورد وضعيت فرد به   
  . انجام آن بودنگيري، مقرون به صرفه بودن و آسان نمونه

ــه روش ــراي     از جمل ــف ب ــات مختل ــه در مطالع ــايي ك ه
فلاتوكسين متصل به آلبـومين مـورد اسـتفاده قـرار       آگيري   دازهان

ــت  ــه اسـ ــين RIA، IDMS ،ELISA روش ؛گرفتـ  و همچنـ
HPLC-fluorescence13-11، 9 [ بوده است[.  

 دقت خـوب و قابـل قبـول بـه دليـل             با وجود  RIAروش  
 روشتواند    كند، نمي   كننده را تهديد مي    خطراتي كه فرد آزمايش   

 نيـز روش دقيقـي اسـت امـا بـه            IDMSروش  . مناسبي باشـد  
 كـه   ELISAروش  . اي نياز دارد     زياد و بسيار پرهزينه    تجهيزات
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هاي اخير به دليل سادگي و كم هزينه بودن بسيار مـورد              در سال 
در (توجه قرار گرفته است، فاقد اختصاصيت و حـساسيت لازم          

نتـايج  ميـزان   بوده و   ) HPLC-fluorescenceمقايسه با روش    
 ].10[در اين روش قابل توجه است مثبت كاذب 

اي   ، روش نسبتاً پرهزينه   HPLC-fluorescenceگرچه روش   
 و انجام آن به كارشناس مجرب نياز دارد، امـا در صـورت      است

امكان انجـام، نتـايج آن قابـل اطمينـان و داراي اختـصاصيت و               
ــسيار خــوبي   ــذيري ب ــهاســتحــساسيت و تكرارپ ــوان   و ب عن

ــي   ــتاندارد طلاي ــين روش(Gold Standard)اس ــاي   در ب   ه
گيري آفلاتوكسين متصل به آلبومين، مورد توجـه         مختلف اندازه 

 ].11، 10، 7[است 

 HPLC-fluorescenceدر اين تحقيـق، اختـصاصيت روش        
 درصــد و حــداقل ميــزان 100 درصــد، حــساسيت 90بــيش از 

گرم آلبومين محاسبه شد كـه      پيكوگرم در هر ميلي    20تشخيص،  
افزايش مقـدار آلبـومين، مقـادير كمتـر آفلاتوكـسين           توان با     مي

متصل به آلبومين را نيز در نمونه سرم شناسايي و بدين ترتيـب             
  .حساسيت را افزايش داد

در مطالعه حاضر، براي جداسازي آلبومين از نمونه سرم، از          
به كمك محلول سولفات آمونيوم اشباع و اسـيد         (روش رسوبي   

در ايـن روش گرچـه مقـدار        . اسـتفاده شـد   ) استيك يك مولار  
هـاي ديگـر قـدري        آلبومين حاصل از تخليص نسبت بـه روش       
تأييـد توسـط     (صلكمتر است اما در نهايت آلبومين كـاملاً خـا         

در ديگرمطالعـات   . آيـد   دست مي   به )SDS-PAGEالكتروفورز  
قبيــل  زهــاي ميــل تركيبــي ا كــه آلبــومين بــا اســتفاده از ســتون
Reactive Blue-2 Sepharose   ،عـلاوه بـر   جداسـازي شـده 

تواند به ناپايـداري      داشتن هزينه بيشتر نسبت به روش رسوبي مي       
 ].10، 9[ آلبومين هم منتهي شود -كمپلكس آفلاتوكسين

همچنين براي هيدروليز آلبومين و جدا كـردن آفلاتوكـسين        
در برخـي مطالعـات     . متصل به آن از آنزيم پروناز اسـتفاده شـد         

  شـده  شخص م و  استفاده Kبراي هيدروليز آلبومين از پروتئيناز      
در ) مخلـوطي از پروتئازهـا    ( ايـن آنـزيم بـه انـدازه پرونـاز            كه

 ].10[هيدروليز آلبومين، مؤثر نيست 

گيـري آفلاتوكـسين بـه روش      ن تحقيق، قبل از انـدازه     در اي 
HPLC-fluorescence،هــاي  جــاي اســتفاده از ســتون    بــه

، جداسازي آنـزيم    (Immunoaffinity) قيمت ايمنوافينيتي  گران
و مخلوط هيدروليز شده آلبومين از آفلاتوكسين به كمك استون          

 HPLC در كروماتوگرام    در اين حالت  . در سرما صورت گرفت   
 ليزين بـا زمـان بـازداري        - آفلاتوكسين وه بر پيك مربوط به    علا

هاي ديگري كـه مربـوط بـه پپتيـدها و              دقيقه، پيك  9/11حدود  
، استاسيدهاي آمينه باقيمانده حاصل از آلبومين هيدروليز شده         

شـود كـه       دقيقه ابتداي هر آزمايش مشاهده مي      6 تا   2طي زمان   
تداخلي در  ،  مان بازداري ها و اختلاف ز     به دليل فاصله زياد پيك    

توان   بنابراين مي . كند   ايجاد نمي  ، ليزين -گيري آفلاتوكسين  اندازه
 در  ،جـويي در هزينـه     براي سرعت و سـهولت بيـشتر و صـرفه         

 مرحله تخلـيص بـا سـتون ايمنـوافينيتي را حـذف             ،گيري اندازه
گيري  اين در حالي است كه در مطالعات قبلي براي اندازه         . نمود

ــ ــن كونژوگ ــل از انجــام روش اي ، HPLC-fluorescenceه قب
همواره تخليص با كروماتوگرافي ميـل تركيبـي صـورت گرفتـه          

گيـر    علاوه بر مـشكلات پرهزينـه و وقـت         كه] 11،  10،  7[است  
تواند به از دست رفتن مقداري از آفلاتوكسين منتهي شود            بودن مي 

طـور    بـه  HPLCو ميزان آفلاتوكسين متصل به آلبـومين بـا روش           
در ايـن مطالعـه،     ] 7[د  شـو تر از مقدار واقعي بـرآورد         كاذب، پايين 

، HPLC-fluorescence گيري آفلاتوكسين بـه روش      اندازه براي
صورت ايزوكراتيك استفاده شـد و زمـان لازم           متحرك به  فازاز  

 ست كه در   ا اين در حالي  .  دقيقه بود  15براي انجام هر آزمايش     
و با درصدهاي مختلف بافر و      مطالعات قبلي از سيستم گراديان      

 متحـرك اسـتفاده شـده و زمـان انجـام هـر              فـاز عنوان   حلال به 
 ].11، 10، 7[ دقيقه بوده است 50 تا 20آزمايش 

 ـ HPLC-fluorescenceسازي روش    بنابراين با بهينه    رايب
از تغييراتـي   ايجـاد  ،گيري آفلاتوكسين متصل بـه آلبـومين    اندازه

ــاتوگ ــه حــذف كروم ــجمل  و HPLCوافينيتي قبــل از رافي ايمن
جايگزين كردن روش رسوبي به جـاي آن، اسـتفاده از سيـستم             

 گراديان و همچنين كاهش زمان هـر        جاي سيستم  ايزوكراتيك به 
 ؛آزمايش، روش با سرعت و سهولت بيشتري قابل انجـام اسـت          

  .يابد كه هزينه انجام آن نيز تا حدود زيادي كاهش مي ضمن اين
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هـا بـا اسـتفاده از سـرم رت           گيـري  هازدر مطالعه حاضر، اند   
گيري آفلاتوكسين   جا كه در اين روش اندازه      شده اما از آن   انجام  

گيـرد،   متصل به آلبومين پـس از هيـدروليز آلبـومين انجـام مـي             
گيري آفلاتوكـسين متـصل      خوبي براي اندازه   تواند به   بنابراين مي 

  .به آلبومين در سرم انسان مورد استفاده قرار گيرد

   تشكر و قدرداني-5
وسيله از همكاري صميمانه اعضا و كارشناسان محترم         بدين

گروه بيوشيمي باليني دانشكده علـوم پزشـكي دانـشگاه تربيـت            
 .شود مدرس، تشكر و قدرداني مي
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