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Abstract 
Objective: Aflatoxin is important in the food industry, in animal husbandry and the 
medical area; there are enormous negative economic impacts due to this toxin. Numerous 
studies have researched extracts and plant compounds with the intent to reduce the growth 
of aflatoxin-producing organisms, inhibit toxin production and suppress the major toxin 
encoded genes (i.e., aflR) in these organisms. Licorice is an important plant in traditional 
medicine that possesses numerous antimicrobial activities. There is no report regarding 
the effects of licorice or its mechanism of action on the aflatoxin-producing Aspergillus 
species. The present study focuses on the inhibitory effects of licorice extract on aflR gene 
expression and the growth and survival of Aspergillus parasiticus (A. parasiticus).  
Methods: After the culture of A. parasiticus in toxin-inducer medium, we measured the 
minimal inhibitory concentration (MIC) for licorice extract. The aflatoxin concentration 
in the control and treated media was determined by HPLC. After harvesting the fungi 
from the toxin-inducing medium, its mRNA was extracted and cDNA synthesized by 
universal primers. The quantitative change in the aflR expression was analyzed via real-
time PCR. Statistical analysis was performed by SPSS (v16). 
Results: The production of fungal mycelium decreased with increasing concentrations of 
licorice extract. The highest inhibitory concentration observed was 500 mg/ml of the 
extract. HPLC analyses revealed that the 10 mg/ml concentration of licorice extract 
inhibited toxin production by 99.9%. At this concentration, aflR gene expression was 
suppressed up to 40% as documented by quantitative RT-PCR analysis. 
Conclusion: Overall we concluded that the Licorice extract could inhibit the aflR gene 
expression and consequently the aflatoxin production efficiently in the A. parasiticus.  
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 و روند توليد aflRبررسي اثر عصاره گياه شيرين بيان بر روند تنظيم ژن 
 Real Time PCRآفلاتوكسين در قارچ آسپرژيلوس پارازيتيكوس به روش 
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  10/08/91 :پذيرش مقاله  26/05/91 :دريافت مقاله
  چكيده

هـاي اقتـصادي فراوانـي را سـبب           آفلاتوكسين در صنايع غذايي، دامپروري و حوزة پزشكي اهميـت دارد و آسـيب              :هدف
هاي مولـد آفلاتوكـسين، عـدم        ها و تركيبات گياهي براي كاهش رشد ميكروارگانيسم         زيادي روي عصاره   مطالعات. شود مي

از گياهـاني   .  در جريـان اسـت     aflRها و سركوب نمودن ژن اصلي مولد اين توكسين يعنـي             توليد سم توسط اين ارگانيسم    
هنـوز گزارشـي از آثـار يـا         . يرين بيـان اسـت    داراي اهميت در طب سنتي ما كه آثار ضد ميكروبي از خـود نـشان داده، ش ـ                

مطالعة كنوني به بررسي اثر عصاره شيرين بيان     . هاي آسپرژيلوس مولد آفلاتوكسين وجود ندارد      هاي اثر آن بر قارچ     مكانيسم
 . پردازد  توسط اين ارگانيسم ميalfRبر مهار رشد آسپرژيلوس پارازيتيكوس و بيان ژن 

در محيط محرك توليد آفلاتوكسين، حداقل غلظت بازدارندگي از         پرژيلوس پارازيتيكوس   آسپس از كشت     :ها مواد و روش  
هـاي كنتـرل و تيمـار شـده بـه            غلظـت آفلاتوكـسين در محـيط      . گيـري شـد    رشد قارچ تحت اثر عصارة شيرين بيان اندازه       

 سپس با استفاده .استخراج شد  آنmRNAهمچنين اين قارچ از محيط محرك توكسين جدا و .  سنجيده شد HPLCروش
 در زمان واقعي بررسـي      PCRكمي و با استفاده از      طور    به aflRو تغيير در بيان ژن       آن سنتز    cDNA عمومياز آغازگرهاي   

  .  صورت گرفت14 نسخه SPSSدر نهايت تجزيه و تحليل آماري توسط  .شد
بيشترين ميزان مهـار كننـدگي از رشـد         . يافت با افزايش غلظت عصاره شيرين بيان ميزان توليد ميسليوم قارچ كاهش             :نتايج

 نشان داد كه مؤثرترين غلظت عصاره       HPLCتجزيه و تحليل نتايج     . ليتر مشاهده شد   گرم بر ميلي    ميلي 500قارچ در غلظت    
ن سنجش كمي بيا.  درصد شد99/99ليتر بود كه باعث مهار توليد توكسين به ميزان  گرم بر ميلي  ميلي10شيرين بيان، غلظت 

  . درصد مهار شده است40شيرين بيان نشان داد كه بيان اين ژن تا ميزان   تحت تأثير عصارهaflRژن 
 و توليـد    aflRطور چـشمگيري تـأثيرات مهاركننـدگي بـر بيـان ژن              تواند به   طور كلي عصاره شيرين بيان مي       به :گيري نتيجه

  . آفلاتوكسين در قارچ آسپرژيلوس پارازيتيكوس داشته باشد
  
  ، عصاره شيرين بيانaflRآفلاتوكسين، آسپرژيلوس پارازيتيكوس، بيان ژن، ژن  :يدواژگانكل
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  آسپرژيلوس پارازيتيكوسaflRاثر عصاره شيرين بيان بر بيان ژن 
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  همقدم
طور وسيع    به )Aspergillus (هاي جنس آسپرژيلوس   قارچ

هـا نـسبت بـه حـرارت         كليه اين گونـه   . در محيط منتشر هستند   
 مقاوم بوده و قادرند به راحتي خود را با محيط و بافت سـازگار             

هـا جزئـي از ميكروفلـور        اين قارچ . و بيماري ايجاد نمايند    كنند
هاي مختلـف و حـرارت        در محيط  هستند و طبيعي آب و خاك     

 واجد بهترين    درصد 85 و رطوبت بيش از      گراد درجه سانتي  25
 توليـد   )Mycotoxins (شرايط رشـد هـستند و مايكوتوكـسين       

توليـد   هاي بـسيار متنـوع     ها متابوليت  مايكوتوكسين ]1[ كنند مي
 كـه موجـب مـسموميت مـصرف          اسـت  هـا   قارچ وسيله شده به 

هـا   هاي مولد يا محـصولات آلـوده بـه آن          كنندگان مستقيم قارچ  
) Aflatoxins(ها    ها آفلاتوكسين  در ميان مايكوتوكسين  . شود مي

. اســتهــا مطــرح  بــه عنــوان سردســته تمــامي مايكوتوكــسين
ســط يت بــالا اســت كــه اغلــب تو بــا ســمســميآفلاتوكــسين 

 و آسـپرژيلوس  )Aspergillus flavus (آسپرژيلوس فـلاووس 
شود و به   توليد مي)Aspergillus parasiticus (پارازيتيكوس

ترين آلوده كننـدگان محـصولات كـشاورزي         عنوان يكي از مهم   
 مسموميت و   )Aflatoxicosis ( آفلاتوكسيكوزيس .استمطرح  

ي يذاعوارض حاصل از خوردن سم آفلاتوكسين روي مـواد غ ـ         
تواند  هاي مختلف حيوانات و انسان مي       در گونه  سماست و اين    

ــان  ــار زي ــود ســبب آث ــار ش ــار.ب ــي  ســم  آث ، )Toxigenic(زاي
، )Mutagenic(زايـي    جهـش ،  )Carcinogenic(زايـي    سرطان

زايــي  نــاقص و )Immunosuppressive(گــر ايمنــي  ســركوب
)Teratogenic(   2[تـرين ايـن عـوارض اسـت          از جمله مهم[. 

آفلاتوكسين اغلب توسط آسپرژيلوس فلاووس و آسـپرژيلوس        
ــارازيتيكوس ــدگان محــصولات   از مهــم كــهپ ــوده كنن ــرين آل ت
شـود   توليـد مـي    ،هستندويژه غلات، گندم و ذرت       كشاورزي به 

واكـنش آنزيمـى در مـسير سـنتز آفلاتوكـسين            23حداقل   .]3[
هــاى   طــى يــك ســرى واكــنشايــن ســمســنتز دخالــت دارد 
در مسير بيوسنتز اين مـاده  . گيرد صورت مي  و احيااكسيداسيون

 دخالـت    كيلوبـازي  75 ژن مـستقر در خوشـه ژنـي          23بيش از   
  متصل ها توسط مسير اختصاصي پروتئين  اغلب اين ژن .دكن مي

شـود    توليـد مـي    aflRكه توسـط ژن     ) DNA) AflR شونده به 
ــي  ــيم م ــد تنظ ــروتئين. گردن ــه aflR پ ــوالي ب ــدروميت   پالين

)Palindromic Sequence(  ــسياري از ــوتر ب ــع در پروم  واق
هاي دخيل در بيوسنتز متصل شده و باعث افزايش رونويسي           ژن

 آسـپرژيلوس   وآسـپرژيلوس فـلاووس     در  و سنتز آفلاتوكسين    
 هاي مداخله كننده در    گروه ژن  aflRيعني   دشو پارازيتيكوس مي 

هــاي  بــرداري و توليــد پــروتئين آفلاتوكــسين در قــارچ نــسخه
هاي اخيـر مطالعـه روي       در سال  .]6-4[  نقش دارد  سپرژيلوسآ

هـاي   از جملـه روغـن    هـا    ها و تركيبـات آن     گياهان و عصاره  اثر  
 ـ            طبيعي بر  ثير بـر   أ مـواردي چـون كـاهش رشـد ميكروبـي و ت

علـت  . ها به نحو چشمگيري افزايش يافته است       ميكروارگانيسم
 نبـود   تـوان برخـورداري از منـشأ طبيعـي و          اين رويكرد را مـي    

مطلـوب در انـسان و نيـز در محـيط            تقريبي عوارض جانبي نـا    
در ساليان اخير خصوصيات ضد قـارچي و         .زيست عنوان نمود  

. هاي گياهي اثبات شـده اسـت       ضد ميكروبي بسياري از عصاره    
هـاي قـارچي يـا تحـت هجـوم آن            در افرادي كه داراي عفونت    
المي بـه   ثر و س ـ  ؤتواند جـايگزين م ـ    هستند اين مواد طبيعي مي    

ايـن  . ثيرات مشابه باشد  تأجاي برخي مواد شيميايي و داروها با        
تواند هم بـه صـورت مـستقل و هـم بـه صـورت                ها مي  عصاره

ز جمله گياهان دارويـي  ا. ]9-7[شود مخلوط با سايرين استفاده  
شـيرين   گياه آن به اثبات رسيده     ضد ميكروبي و قارچي     آثار كه
 از تيـره  گياه شـيرين بيـان  . است) Glycyrrhiza glabra( بيان

در است كـه     هزاران سال     است و  )Leguminosae( لگومينوزه
قسمت مورد اسـتفاده  . شود ميهاي پزشكي استفاده    غذا و درمان  

 دسـته سـاپونين     ءثر آن جـز   ؤريشه و ريزوم گياه است و مواد م       
طــور كلــي  بــه.  اســت)Saponin Glycosides (گليكوزيــدها

 ، فلاوونوئيـد  )Triterpene (تـرپن  تـري توان به وجود مـواد       مي
)Flavonoids( فلاوونوئيد ، ايزو) Isoflavonoids(  و كومارين  
)Coumarin(در عــصاره شــيرين بيــان ) Licorice extract( 

 تنگي نفـس و     ،شيرين بيان هنوز براي سرفه    . ]10[اشاره داشت   
مشكلات تنفـسي و همچنـين بـراي اگزمـا و سـاير مـشكلات               

 .شـود  هاي كبدي پيشنهاد مـي     ردگي تا بيماري  پوستي و سرماخو  
  كند و باعث  هاي بدن كمك مي اين عصاره به سركوب عفونت
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. شـود  زا مـي   بالا بردن سيستم ايمني در مبارزه با عامـل بيمـاري          
 ضد ويروسـي و ، شيرين بيان داراي خصوصيات ضد باكتريايي

 كه عصاره شيرين بيـان     ييجا از آن . ]12،  11[ ضد قارچي است  
توانـد رشـد آسـپرژيلوس       داراي خواص ضد قارچي است مـي      

طــور مخمــر كانديــدا   و همــين)Aspergillus niger (نــايجر
مكانيسم اثر اين  . را مهار كند)Candida albicans (آلبيكانس

 ــ ــق ت ــصاره از طري ــشاأع ــر غ ــرات ، سيتوپلاســمييثير ب  تغيي
  ممانعــت از ســنتز ليپيــد و،)Morphologic(شــناختي  ريخــت

كـه مـواد موجـود در        جـايي  از آن . استب ديواره سلولي    تخري
بيوتيـك   تواند به عنوان آنتي    مياست،  شيرين بيان ضد ميكروبي     

نحوه اثر عصاره شـيرين بيـان بـر مهـار رشـد              اما. نيز عمل كند  
 مـشخص    كـاملاً  سـم در كـاهش توليـد       ها و عملكـرد آن     قارچ
 بيان مؤثر   تواند در تعيين اثر عصاره شيرين      اين روش مي   .نيست

 به موارد گفته شده بالا، كاوش عـواملي كـه           با توجه . واقع شود 
بتواند روي توليد مايكوتوكسين اثر گذاشته و باعث كـاهش آن           

 ـ؛  د، همواره مورد توجه محققين بـوده اسـت        شو همـين دليـل     هب
ضر با توجه به خصوصيات ذكر شـده، ضـمن          محققان بررسي حا  

ده ايـن گيـاه دارويـي روي         ميزان تأثير عصاره تغلـيظ ش ـ      بررسي
ثير ايـن عـصاره را در       أميزان ت ،  ميزان رشد قارچ مولد آفلاتوكسين    

حـداقل غلظـت      مختلـف  هـاي   و در غلظت   آزمايشگاهيشرايط  
 )Minimum InhibitoryConcentration: MIC( مهار كننـده 

 Flaviهـاي خـانواده     ژنترين ترين و كليدي بر بيان يكي از مهم

Section يعني ژن     پارازيتيكوس آسپرژيلوس aflR صـورت  ه   ب
ي و با استفاده ازكم PCRدر زمان واقعي  )Real time PCR: 

RT-PCR(  شناخت مكانيسم اثر    اين مطالعه با     .ارزيابي نمودند
استفاده ساز مطالعات تكميلي به منظور       عصاره شيرين بيان زمينه   

 طراحـي و سـاخت داروهـاي       ژن در  هاي بيان  از ممانعت كننده  
  .استجديد ضد قارچ و ضد آفلاتوكسين 

  

  ها مواد و روش
بـه مـدت پـانزده        كه استاين پژوهش يك مطالعه تحليلي      

شناسـي    در آزمايـشگاه قـارچ    1/3/91 الي   1/12/89ماه از تاريخ    

 انجـام   مراحـل  .دانشكده بهداشت دانشگاه تهران به انجام رسيد      
  .بود زيركار به ترتيب 

  

  تهيه عصاره
 هاي شـيرين بيـان     ريشهره به روش صعنتي،     براي تهيه عصا  

 بـار و در دمـاي       2در مجاورت حلال آبي و در فشار        تهيه شده   
و ده شـد   سـاعت جوشـان  3 تـا  2گراد به مدت   درجه سانتي 90

بـه روش حـرارت       حاصـل آن   ةهيدراسـيون شـير    عمل   پس از 
عـصاره    درصد 10 الي   7 پس از رساندن رطوبت آن به        .شدتغليظ  

بـا توجـه بـه       .و اسـتفاده شـد    لب يا پودر درآورده     را به صورت قا   
  رطوبـت  محيط اسـتريل و      ،كه تمامي شرايط فوق در دماي بالا       اين

هاي مضر در    مس امكان رشد ميكروارگاني   انجام شد،  درصد   10 تا   8
 رقيق شد و پـس از        مذكور با آب مجدداً    ةعصار .داشتنآن وجود   

ي مختلف به محـيط     ها تهيه يك سوسپانسيون مايع از آن در غلظت       
  .]13[شد كشت قارچي مايع اضافه 

  

  تهيه سوش قارچي
يـك سـويه اسـتاندارد آسـپرژيلوس        براي انجـام آزمـايش      

ايـن  . شـد اسـتفاده    )ATCC15517(زا   پارازيتيكوس توكـسين  
 سـويه اين  . بود G2 و   B1  ،B2  ،G1هاي   سويه مولد آفلاتوكسين  

  Sabourad Dextrose(  دكـستروز آگـار  د سابوروروي محيط
Agar: SDA( )شركت Merckو بـه  شـد   كـشت داده  )، آلمان

انكوبه و در دمـاي     گراد    درجه سانتي  30مدت سه روز در دماي      
براي انجام مطالعات بعدي از     .  نگهداري شد  گراد  درجه سانتي  4

  Sabourad Dextrose( دكستروز بـراث  د سابورومحيط كشت
Broth) (  شركتMerck زمينـي و    بمحيط ژلوز سـي   و  ) ، آلمان

شـركت  ) (Potato Dextrose Agar: PDA(دكـستروز آگـار   
Merckشداستفاده ) ، آلمان.  

  

  تهيه سوسپانسيون قارچي
هاي يكنواخت يا همگـن      دست آوردن سوسپانسيون   براي به 

سـنجي بـه نـام اسـتاندارد         از غلظت قارچي يك معيار كـدورت      
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وي كـار گرفتـه شـد كـه تركيبـي حـا             به 5/0فارلند با درجه     مك
سوسپانسيون تهيـه شـده     . بودباريوم كلرايد و اسيد سولفوريك      

  . سلول تخمين زده شد5/1×108حاوي 
  

  هاي سريالي از عصاره آبي شيرين بيان تهيه رقت
هاي مختلـف از عـصاره شـيرين بيـان در            براي تهيه غلظت  

ليتر محيط كشت مايع سابورود      هاي حاوي يك ميلي    ميكروپليت
   اوليه عصاره شيرين بيان كـه بـا تـوزين           دكستروز براث از رقت   

د ش ـليتر آب مقطـر اسـتريل ايجـاد           ميلي 1 گرم از عصاره در      1
پليـت اضـافه شـد و بـا          به اولين ميكـرو   ) ليتر يك گرم در ميلي   (

ليتر از هر ميكروپليت بـه ميكروپليـت بعـدي و            انتقال يك ميلي  
ل هاي سـريا   ليتر از ميكروپليت آخر، رقت     دور ريختن يك ميلي   

  .]15، 14[شد ها فراهم  كاهنده مورد نظر در ميكروپليت
  

بــا هــاي قــارچي  ســازي سوسپانــسيون مجــاور
  هاي عصاره رقت

هاي   به هر ميكروتيوپ حاوي رقت     كاملاً استريل در شرايط   
ــا 100مختلــف عــصاره   ميكروليتــر از سوسپانــسيون قــارچي ب

ــتاندارد  ــدورت اس ــزوده شــد   مــك5/0ك ــد اف ــين .فارلن    همچن
ليتر محـيط كـشت سـابورود         ميلي 2يكروپليت نيز با افزودن      م 2

و   ميكروليتر اسپور قـارچي    100حاوي   دكستروز براث كه يكي   
هـاي مثبـت و    ديگري فاقد اسپور قارچي بود بـه عنـوان كنتـرل        

  .منفي در نظر گرفته شد
  

  MICتعيين 
هـا از نظـر رشـد         ساعته ميكروتيوپ  48پس از انكوباسيون    

بـدين ترتيـب كـه رشـد        . شـد رچي بررسـي    هـاي قـا    ميسيليوم
 بـيش از رشـد ميـسيليوم        آزمـون هاي قـارچي نمونـه       ميسيليوم

م و در نتيجـه عـدم       سقارچي نمونه كنترل به عنوان رشد ارگاني ـ      
در مقابل عدم رشـد     . ثير عصاره شيرين بيان در نظر گرفته شد       أت

هاي قارچي در ميكروپليت نـشان دهنـده عـدم رشـد              ميسيليوم

  .ير مثبت مهاركنندگي عصاره در رقت مورد نظر بودثأقارچ و ت
  

استخراج و جداسازي آفلاتوكسين توسط روش      
  High (كرومــاتوگرافي مــايع بــا كــارآيي بــالا

.Performance Liquid Chromatography: 

HPLC(  
سازي شـده بـا       ميكروليتر از سوسپانسيون قارچي معادل     50

عـصاره شـيرين     10،  5،  5/2،  5/0هاي   در غلظت  فارلند  مك 5/0
ــاتور  و كــشتشــد  تلقــيح PDAبيــان در محــيط    هــا در انكوب

همچنـين  . گراد به مدت يك هفته نگهداري شد        درجه سانتي  32
 ميكروليتر اسپور قـارچي و  50 يكي به همراه PDAمحيط  2از 

 ميكروليتر آفلاتوكسين استاندارد خالص بـه       250ديگري حاوي   
 كنتـرل منفـي   . ارد استفاده شد  و كنترل استاند   عنوان كنترل مثبت  

)Blank (     نيز شامل محيط كشتPDA    پـس از    .بـود  به تنهايي
 و  آزمـون هـاي نمونـه       گرم از محيط كـشت     25يك هفته مقدار    

گـرم   5/2  سپس بـه آن    .ني قارچ توزين شد   وكنترل به همراه كل   
NaClحـلال   بـه عنـوان   ليتر متانول  ميلي100  با خلوص بالا و

 به مدت   18000و اين مواد با بلندر با دور        استخراج افزوده شد    
 از كاغـذ صـافي      شـده  يكنواخت شد و مواد     يكنواخت دقيقه   3

 عبــورداده شــد و داخــل لولــه 1 شــماره )Whatman( واتمــن
ليتر از محلول   ميلي7 سپس به    .ليتري ريخته شد    ميلي 50فالكون  
ــر ــده  فيلت ــي35ش ــر   ميل   PBS) Phosphate Bufferedليت

Saline( د و از كاغـذ صـافي   ش ـفه  اضـاGFF )Glass Filter  
Paper(  500 ليتر از عصاره رقيق شده      ميلي 25 به .عبورداده شد 

ــر ــزودهMeOH-HPLC ميكروليتـ ــپس  افـ ــدداً  سـ  750مجـ
ــر ــزوده و درMeOH-HPLC ميكروليت ــه ســتون اف   چاهــك ب

ــور چاهــكســپس بــه  آوري شــد جمــع    ميكروليتــر 1750 مزب
 مخلوط گرديد   )Vortex (س افزوده و با ورتك    H2O-HPLCظ
 HPLCدست آمده درون دستگاه      ه ميكروليتر از عصاره ب    200و  
)Scanning Fluorescence Detector Water 474(   تزريـق

  .]17، 16[ شد
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  RNAاستخراج 
ــيون 4پــس از  ــه RNA روز انكوباس ــون نمون   حــاوي  (آزم

 ـ    )  عصاره شيرين بيان   ليتر گرم بر ميلي    ميلي 500 ه و نمونه كنتـرل ب
 )Guanidine Isothiocyanate(روش گوانيدين ايزوتيوسيانات 

  .]18[ دشاستخراج 
  

  )Primer (رآغازگطراحي 
  Anti (سـنس   و آنتي  )Sense (ر سنس آغازگطراحي توالي   

Sense(   هدف يعنـي تـوالي ژن       تواليتوجه به     مورد استفاده، با 
aflR    افـزار مخـصوص و بـا رعايـت          سري نرم   با استفاده از يك
رهاي رشته سنس   آغازگتوالي  . دشر، انجام   آغازگل طراحي   اصو

  :سنس مورد استفاده در زير آمده است و رشته آنتي
  :آغازگر سنس

5′-Cgg-AAC-Agg-gAC-TTC-Cgg-C-<g>-3′ 
 :سنس آغازگر آنتي

5′-ggg-Tgg-Cgg-ggg-ACT-CTg-A-<T>-3′ 
  

  RT-PCR و انجام cDNAسنتز رشته 
RT-PCR  

 RT-PCRوان الگـو در واكـنش        به عن ـ  cDNAبراي سنتز   
 استخراج شده به وسـيله دسـتگاه        RNAابتدا غلظت و خلوص     

 هر دو نمونـه     RNAميزان يكساني از    (د  شاسپكتوفتومتر تعيين   
سـپس بـا    )  ميكروليتـر اسـتفاده شـد      20 ميكروگـرم در     1يعني  

 )K1622 ()كانــادا( Fermentasاســتفاده از كيــت شــركت   
cDNA انجـام   بـراي سـازي مـواد       شد و پـس از آمـاده       ساخته   

RT-PCR      واسرشـتگي   شـامل    چرخه 40 مخلوط مواد به ميزان
)Denaturation( 5و گــراد  درجــه ســانتي95  ثانيــه در دمــاي 

و گراد    درجه سانتي  58 ثانيه در دماي     Annealing( 20(اتصال  
 گـراد   درجـه سـانتي    72 ثانيه در دمـاي      Extension( 30(بسط  

به عنـوان يـك سيـستم كنتـرل           نيز اكتين و بتا  شد   حرارت داده 
  .دشداخلي تعيين 

ي RT-PCR انجـام    :quantitative RT-PCR(  كمـ
qRT-PCR(  

 SYBR® Premix Ex Taq TMمواد واكنش توسط كيت 

II    از شركت TakaRa   براي انجام واكـنش بـه      .  ژاپن فراهم شد
 RNA ازميگروگرم 1 از محلول واكنش،  ميكروليتر20هر  ازاي

 برنامه و كنترل، مورد استفاده و طبق        آزمونگروه  استخراج شده   
ژني بـا قابليـت     [اكتين   همچنين بتا .  تبديل شد  cDNAكيت به   

 به منظـور  )House Keeping Gene(در شرايط مختلف  ثبات
بـراي انجـام    . دش ـاسـتفاده   ] بيـان ژن  سنجش درستي   مقايسه و   

qRT-PCR  از دسـتگاه Applied Biosystems Step One 
)ABI-USA (  سـايبر گـرين     بـه روش   روش ايـن    .دشاستفاده  
)Cyber Green( ــور ا ــوان فلوروفـ ــه عنـ ــد و بـ ــام شـ  نجـ
)Fluorophore(    زمينه از Rox   كار گرفته   هبرنامه ب . دش استفاده

ي به اين صورت بود كه مخلوط مواد         كمPCR شده براي انجام    
ــراي  ــه 40ب ــامل چرخ ــه ش ــتگي ك ــاي 5 واسرش ــه در دم    ثاني

درجـه   58 ثانيـه در دمـاي    20 اتـصال  و   گـراد   درجه سـانتي   95
 گـراد  درجـه سـانتي    72 ثانيـه در دمـاي       30 بـسط و  گراد   سانتي

  . شدحرارت داده 
 

  نتايج
بررسي اثر مهاركنندگي رشد عصاره آبي شيرين بيـان روي          

هاي  نتيجه اثردهي رقت  . آسپرژيلوس پارازيتيكوس انجام گرفت   
ن قــارچي بــا مختلــف عــصاره شــيرين بيــان روي سوسپانــسيو

 از دو و هفــت روز فارلنــد پــس  مــك5/0د كــدورت اســتاندار
 نشان داده   1گراد در شكل      درجه سانتي  30انكوباسيون در دماي    

 500 عصاره شيرين بيان در      MICشود   چنانچه ملاحظه مي  . شد
  .تعيين شد ليتر گرم بر ميلي ميلي

ش ها نشان داد كه با افزاي      هاي ماكروسكوپي ميكروپليت   بررسي
غلظت عصاره شيرين بيان ميزان رشد قارچ كاهش يافتـه اسـت و              

ها با كنترل مثبت توانايي مهار رشد قارچ توسط          مقايسه ميكروپليت 
 MICعصاره شيرين بيان را اثبات كرد و پس از انجام چندين بـار              
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 ميكروليتر از عصاره شيرين بيان   500 در ميزان    MICكمترين ميزان   
هـاي   همچنـين بررسـي   . ليتر مشاهده شـد     گرم بر ميلي   1با غلظت   

ها ميزان كاهش رشـد قـارچ را بـا افـزايش             ماكروسكوپي در پليت  
  ).2شكل (اي نشان داد  طور قابل ملاحظه عصاره به

  

                      
 

آسـپرژيلوس  ني  و سـطح كل ـ   )ب(،   روزه 2 زمـاني    هاي مختلف عصاره شيرين بيان و كنترل در فاصـله          غلظت درآسپرژيلوس پارازيتيكوس   ني  و سطح كل  )الف( 1شكل  
   روزه7هاي مختلف عصاره شيرين بيان و كنترل در فاصله زماني  غلظت درپارازيتيكوس 

  

                      
  

              
  

 5 نمونـه حـاوي      )د(،  عـصاره شـيرين بيـان      كروليتـر مي 5/2 نمونه حاوي    )ج(،  عصاره شيرين بيان   ميكروليتر 5/0 نمونه حاوي    )ب(،  نمونه كنترل مثبت   )الف( 2شكل  
   بيانميكروليتر عصاره شيرين 10نمونه حاوي  )ه(، عصاره شيرين بيان ميكروليتر
  

هاي ماكروسكوپي پس از يك هفته نـشان داد كـه در             بررسي
قارچ آسپرژيلوس پـارازيتيكوس تمـامي      ) كنترل مثبت  (الفپليت  

 ليتـر   ميلي 5/0ا اضافه كردن     ب بسطح پليت را پوشاند و در پليت        
عصاره شيرين بيان رشد قارچ نسبت بـه نمونـه كنتـرل كـاهش              

با افزايش غلظت عصاره شيرين بيـان رونـد كاهـشي در            . يافت

 ليتـر   ميلـي  10كـه در غلظـت       طـوري  رشد قارچ مشاهده شد به    
هاي قارچي به مقدار بسيار كم و به         عصاره شيرين بيان ميسيليوم   

 در حاشيه پليت رشد كردند كه در مقايـسه        صورت نوار باريكي  
اي  طـور قابـل ملاحظـه      با نمونه كنترل كـاهش رشـد قـارچ بـه          

هـاي ميكروسـكوپي، قـارچ       همچنـين در بررسـي     .شدمشاهده  
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سيليوم، ي ـثير عصاره تغييراتي از جملـه كـاهش توليـد م          أتحت ت 
ني وها و تغيير رنـگ كل ـ       زا، كاهش كنيدي    كاهش سرهاي كنيدي  

). 3شـكل   (يد را نسبت به قارچ كنتـرل نـشان داد           از سبز به سف   
 كه توسط آسپرژيلوس پارازيتيكوس در محيط كـشت         سمميزان  

PDA  هاي مختلف عصاره شـيرين بيـان، كنتـرل          حاوي غلظت
 درجـه   30 روزه در انكوبـاتور      7مثبت و منفي در فاصله زماني       

گيـري و    هز انـدا  HPLC توليد شـد توسـط دسـتگاه         گراد سانتي
  ).1جدول ( دشتفكيك 

  

                                               
  

  عصاره شيرين بيان ليتر گرم بر ميلي  ميلي500 قارچ تحت تأثير )ب( قارچ كنترل، )الف( بررسي ميكروسكوپي 3شكل 
  

  هاي كنترل و آزمون حاوي تأثير عصاره روي سم  تجزيه و تحليل نمونه1جدول 
  

  AFL-B1   نمونهاتمشخص  نام نمونه  شماره
  )PPMبرحسب (

AFL-B2  
  )PPMبرحسب (

AFL-G1  
  )PPMبرحسب (

AFL-G2  
  مجموع  )PPMبرحسب (

 - - - - -  A008-320195 كنترل منفي  1
 A009-320915 16/21 -31  34/2-0 71/11- -0  08/2 29/37 -31 حاوي سم استاندارد  2

 A010-320915 168640 -139400 4700 -2050 61120-12020 2020 -950 236480 -154420 كنترل مثبت  3

 A011-320915 3900 -5/3860 0-27 420-113 - 4320 -5/4000 1آزمون   4

 A012320915 202-6/91 - 101-0 - 202-6/191 2آزمون   5

 A013-320915 05/150-5/142 55/4-0 27/4-9/6 - 87/158-4/149 3آزمون   6

 A014-320915 55/8-1/11 - 5/3 -0 - 55/8-6/14 4آزمون   7
  

حـاوي  : 2ليتر عصاره شيرين بيان، نمونه آزمـون    ميلي5/0حاوي : 1، نمونه آزمون قارچ + PDAمحيط كشت :  نمونه كنترل مثبت  ،PDAمحيط كشت   : نمونه كنترل منفي  
  ليتر عصاره شيرين بيان يلي م10حاوي : 4عصاره شيرين بيان، نمونه آزمون  ليتر  ميلي5حاوي : 3ليتر عصاره شيرين بيان، نمونه آزمون   ميلي5/2

  
گونـه آفلاتوكـسيني     هـيچ ) كنترل منفـي   (1در نمونه شماره    

انــواع ) ســم اســتاندارد (2در نمونــه شــماره . جداســازي نــشد
جداسازي شد كه ميزان كـل       B1  ،G1  ،B2  ،G2هاي   آفلاتوكسين

ــسين ــواع آفلاتوك ــا  ان ) PPM) Parts Per Million 29/37ه
) كنترل مثبـت   (3كه در نمونه شماره       در حالي  ؛تخمين زده شد  

ميـزان  بلكـه   ها جداسازي شدند     نه تنها تمامي انواع آفلاتوكسين    
 بـود كـه در      PPM 236480هـاي توليـد شـده        كل آفلاتوكسين 

مقايسه با نمونه استاندارد سم توليدي توسط قارچ آسـپرژيلوس          
 5/0حاوي  كه   4در نمونه شماره    . بودپارازيتيكوس بسيار بيشتر    

جداسازي شـد و     G1 و   B1  تنها ليتر عصاره شيرين بيان بود     ليمي
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 بود كه در مقايسه     PPM 4320ميزان كل آفلاتوكسين توليد شده      
 را به مقـدار قابـل       سم عصاره شيرين بيان توليد      ،با كنترل مثبت  

 ليتـر  ميلـي  5/2 كه حـاوي     5در نمونه شماره    . توجهي مهار كرد  
 جداسـازي شـد و      B1ا آفلاتوكـسين    عصاره شيرين بيان بود تنه    

در نمونـه   . بـود  PPM 202ميزان كل آفلاتوكسين توليـد شـده        
عصاره شيرين بيان بود ميـزان كـل   ليتر  ميلي 5 كه حاوي 6شماره 

 بـود و در نمونـه       PPM 487/158آفلاتوكسين جداسـازي شـده      
 تنهـا   ،عصاره شـيرين بيـان بـود      ليتر  ميلي 10 كه حاوي    7شماره  

ــسين  ــسين  B1آفلاتوك ــل آفلاتوك ــزان ك  جداســازي شــد و مي
 بود كه در مقايسه با كنتـرل مثبـت          PPM 55/8جداسازي شده   

ــدي آن   ــسين تولي ــه آفلاتوك ــودPPM 236480ك ــتلاف ،  ب اخ
 توسـط   سـم در مهار توليد    )  درصد اطمينان  95با  (دار زياد    معني

در نتيجه با    .شد عصاره شيرين بيان مشاهده      ليتر  ميلي 10غلظت  
ه  كاهش يافت ـ  سمغلظت عصاره شيرين بيان ميزان توليد       افزايش  

 عـصاره شـيرين بيـان       ليتـر   ميلـي  10كه در غلظت     طوري  به بود
 كـه ايـن درصـد كـاهش         مهـار شـد    درصـد    99/99 سـم توليد  

  .تر بود  چشمگيرB1خصوص در ارتباط با سم  به
  

  
  

 )1چاهـك    آزمـون؛  هاي استخراج شـده از نمونـه كنتـرل و            RNA 4شكل  
محيط كـشت و اسـپور قـارچ آسـپرژيلوس          :  نمونه كنترل  )2چاهك  ،  نشانگر

گرم   ميلي 500اسپور قارچي و غلظت     : آزموننمونه   )3چاهك  ،  پارازيتيكوس
  عصاره شيرين بيانليتر  بر ميلي
  

 ـ   ي اثـر مهـاري عـصاره شـيرين بيـان بـر             براي سنجش كم
 استفاده  qRT-PCR و   RT-PCR روش، از   aflR ژن   رونويسي

 هايي نياز بود كـه خـالص و بـه           RNAن دليل به    به همي . شد
 RNAاسـتخراج   . ميزان فراوان از سلول استخراج شده باشـد       

و ) قارچ آسـپرژيلوس پـارازيتيكوس    ( گروه كنترل مثبت     2در  
 انجـام گرفـت و      ليتـر  گـرم بـر ميلـي       ميلـي  500 حاوي   آزمون

 به طور مشخص قابل مـشاهده       mRNA و   s28  ،s18باندهاي  
 RNAگيري خلوص و ميزان دقيق       راي اندازه ب). 4 شكل (بود

نتايج نشان دهنده وجود    . دشاز روش اسپكتروفتومتري استفاده     
  اســتخراج شــده از هــر گــروه RNA از  ميكروگــرم1بــيش از 

 OD260OD ]OD :Optical Density/280<7/1 نـــسبتبـــا 
را  استخراج شـده     RNAبود كه خلوص بالاي      )]جذب نوري (

  .داد نشان مي
ثير عصاره  أتفبل و بعد از      aflRنتايج ميزان بيان ژن     بررسي  
 باندهاي  مقايسه.  انجام گرديد  RT-PCR  به وسيله  شيرين بيان 

 روي ژل آگارز نـشان       بتا اكتين   و aflRايجاد شده مربوط به ژن      
ثير عـصاره كمتـر از نمونـه        أداد كه ميزان بيان ژن نمونه تحت ت       

 در قـارچ    بتـا اكتـين     و عدم تغيير بيان ژن     است aflRكنترل ژن   
 ـ   آسپرژيلوس پـارازيتيكوس   ثير عـصاره شـيرين بيـان       أتحـت ت
ثير عصاره شيرين بيان بر ميزان بيان       أنمايانگر قابل اعتماد بودن ت    

  ).5شكل ( در قارچ آسپرژيلوس پارازيتيكوس است aflRژن 
  

  
  

، رنـشانگ  )1چاهـك   ؛   الكتروفورز شده در ژل آگارز     RT-PCR محصول   5شكل  
گرم بر   ميلي500ثير أاكتين تحت ت بتا  ژن )3چاهك  ،   نمونه كنترل منفي   )2چاهك  

 aflR ژن   )5چاهك  ،  )كنترل(اكتين    ژن بتا  )4چاهك  ،  عصاره شيرين بيان  ليتر   ميلي
 aflR ژن )6چاهـك  ، عـصاره شـيرين بيـان   ليتر  گرم بر ميلي  ميلي500ثير  أتحت ت 

  )كنترل(
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رها را نشان   آغازگ ذوب منحصر است كه عدم وجود آلودگي و عملكرد اختصاصي            دماي  اين نمودار نشان دهنده يك     ر د انحناوجود   ؛ نمودار منحني دماي ذوب    6شكل  
  .دهد مي

  

  
  

  و نمونه كنترل از عصاره شيرين بيانليتر گرم بر ميلي  ميلي500در حضور  بتا اكتين و aflR مقايسه بيان ژن 7شكل 
  

  
  

  مثبت و منفي  و نمونه كنترلاز عصاره شيرين بيان ليتر گرم بر ميلي  ميلي500 در حضور ينبتا اكت و aflRبيان ژن  مقايسه 8شكل 
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 رهـاي آغازگبا استفاده از برنامه حرارتي و زماني مناسب و          
 سـنجيده   RT-PCR طي عمل    aflR بيان ژن    سنس آنتيو  سنس  

 aflRشد و به منظور اثبات بروز تغييرات ذكر شده در بيـان ژن              
صاره شيرين بيان از يك ژن ثابت در قارچ مزبور          در مجاورت ع  

)House keeping gene(دش ـ اسـتفاده   بتا اكتـين  به نام .RT-

PCR  انجام شـد و بـه عنـوان فلوروفـور            سايبر گرين   به روش 
دسـت آمـده     هـاي بـه    بررسي منحني . دش استفاده   Roxزمينه از   

 هاي اسـتاندارد تحـت تـأثير      در نمونه  aflRمنحني ژن   نشان داد   
در  ؛ از طـرف ديگـر     .اي نبـوده و كامـل بـود        گونه بازدارنده  هيچ
هاي خالص شده كه تحت اثر عـصاره شـيرين بيـان قـرار           نمونه
 aflR ژن   رونويـسي سـطح   . مـشاهده شـد    كاهش بيـان     ،داشت

 عصاره شيرين بيان    ليتر گرم بر ميلي    ميلي 500 ثير غلظت أتحت ت 
 دست آمده از   هاي به  نمودار. ه بود  درصد كاهش يافت   39به ميزان   
 ، نمايـــانگر بتـــا اكتـــين وaflR بـــراي ژن RT-PCRانجـــام 
 مناســب و قابــل )Standard Curve( هــاي اســتاندارد منحنــي

ها  نمودار مربوط به دماي ذوب آن     و   بودقبولي براي اين دو ژن      
از ). 6 شـكل  (خلوص ژن و عدم وجود آلودگي را اثبـات كـرد          

 داشـت  قـرار    35-15حدوده   تكثير ژن بين م    چرخهكه   ييجا آن
) خطوط قرمز رنـگ    (aflR ژن   . واكنش بود  درستيدهنده  ن  نشا
ثير أ تحت ت  aflR در حالي كه ژن      ه است  تكثير شد  28 چرخهاز  

 و ايـن مطلـب   ه بـود شروع به تكثير نمـود    31چرخه  عصاره از   
 .ثير عصاره بـود   أ تحت ت  aflRخود نشان دهنده كاهش بيان ژن       

خطــوط زرد (اكتـين    ژن بتـا )Peaks(نقـاط اوج  كـدام از   هـيچ 
 كـه ايـن     داد  هم در بيان شدن نشان نمي      نسبت به تفاوتي  ) رنگ

ثير عصاره مورد نظر بر     أبيانگر ثبات داشتن بيان اين ژن و عدم ت        
تجزيـه و    در نتايج حاصـل از       ؛از طرف ديگر  . )7شكل  (بود  آن  

داري  ي بـه طـور معن ـ     aflR كاهش بيان نسبي ژن      ΔΔCT تحليل
  ).8شكل ( دشه گروه كنترل مشاهده نسبت ب
  

 بحث
 كه بـه    استها    ها گروه بزرگي از مايكوتوكسين      آفلاتوكسين

هــا و از جملــه عوامــل  عنــوان سردســته تمــامي مايكوتوكــسين

زاي قوي در ميان تركيبات شناخته شـده طبيعـي مطـرح              سرطان
هـا در بـسياري از       يت بـالاي آفلاتوكـسين    علـت سـم   ه   ب .است

غذايي بسيار محدود بـوده و       ها در مواد    مجاز آن  كشورها مقادير 
هـاي تجـارت جهـاني     بر طبق توافقات صورت گرفته، در كميته  

 ميكروگرم  15مقدار مجاز اين سموم در هر كيلو از مواد غذايي           
علت برخـورداري از    امروزه استفاده از گياهان دارويي به        .است

مطلـوب در     و نبود تقريبي عوارض جـانبي نـا        ها  آن منشأ طبيعي 
هـاي اخيـر مطالعـه روي        سال در   . در حال گسترش است    انسان
ها و تركيبات گياهـان در مـواردي چـون كـاهش رشـد                عصاره

 آثـار  سمعدم توليد    در ها ثير روي ميكروارگانيسم  أميكروبي و ت  
  آثـار   از جمله گياهان دارويي كـه      ستا چشمگيري را نشان داده   
تـوان بـه      رسيده است مي   ها به اثبات   آن ضد ميكروبي و قارچي   

حاضـر   از مطالعـه     يهـدف اصـل   . گياه شيرين بيان اشاره نمـود     
 در قـارچ  aflRبـر بيـان ژن    ثير عـصاره شـيرين بيـان    أبررسي ت 

 ـ              ثير أآسپرژيلوس پارازيتيكوس بـوده اسـت كـه در ايـن بـين ت
 نيز  سمهاي مختلف اين گياه بر روي رشد قارچ و توليد             غلظت

اين تحقيق نيز عـصاره شـيرين بيـان     براساس نتايج    .شدبررسي  
هاي مورد مطالعه توانايي مهار رشد قارچ آسپرژيلوس         در غلظت 

همچنين جلوگيري از توليد انـواع آفلاتوكـسين         پارازيتيكوس و 
د كه هر   شهاي انجام شده مشاهده      با بررسي . را نشان داده است   

ليوم كـاهش   ي ميزان توليد ميس   ،دوش  چه بر غلظت عصاره افزوده      
گـرم    ميلـي  500 غلظت    قارچ در  MIC و بيشترين ميزان     يابد يم

  هوجـو  مطالعـه  توان به  ميدر اين باره     . مشاهده شد  ليتر بر ميلي 
)Hojo(      نـشان داد   آنها  نتايج   كه    و همكاران در ژاپن اشاره كرد

 ــ   كـشي بــالايي عليــه  ثير قــارچأعـصاره متــانولي شــيرين بيـان ت
 و )Arthrinium sacchari M001( آرترينيـــوم ســـاكاري
  دارد)Chaetomium funicola M002(چـائتوميوم فونيكـولا   

نتايج  ضد قارچي عصاره است كه با        تأييد كننده آثار  كه احتمالاً   
 و  )Gupta( گاپتـا    مطالعه در   .]19[  مشابهت دارد  حاضرتحقيق  

 فعاليت ضد ميكروبي ريشه شيرين بيـان اشـاره          دربارههمكاران  
 500ي ريشه شيرين بيان در غلظـت         كه عصاره اتانول   شده است 

ــي ــي  ميل ــر ميل ــرم ب ــر گ ــه  ليت ــاري روي دو گون ــر مه  داراي اث
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 )Mycobacterium tuberculosis (مايكوباكتريوم توبركلوزيس
H37Ra   و H37Rv   در اين تحقيق نيز نتيجه مشابهي       .]20[است

 حاصل شد با ايـن تفـاوت        ليتر گرم بر ميلي    ميلي 500در غلظت   
به دليل اهميـت    . اده شده از نوع عصاره آبي بود      كه عصاره استف  

 تجزيه و تحليـل   هاي    كارگيري و تكميل روش    ها، به  آفلاتوكسين
  الايزا هاي  در اين ميان از روش    . شود بررسي مي م  يآن به طور دا   

)Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA( ،
توليد فلورسانس در محيط كشت و كروماتوگرافي بهـره گرفتـه           

اي بـه عنـوان يـك روش           به طـور فزاينـده     HPLC. شده است 
. كـار گرفتـه شـده اسـت        هـا بـه     انتخابي در تعيين آفلاتوكـسين    

هاي كنترل مثبت و منفي       توليد شده در نمونه    سمميزان   همچنين
 10 و   5،  5/2،  5/0هـاي    مختلف هاي هاي حاوي غلظت   و نمونه 

 ـ HPLC روشعصاره مورد آزمـايش توسـط       گرم   ميلي ابي  ارزي
كـه تمـامي    نـشان داده اسـت      دست آمـده     هو نتايج ب  ه است   دش

 را  سـم اي توليـد     هاي مورد مطالعه تا حد قابـل ملاحظـه         غلظت
 توليـد   سـم ميزان  نيز   و با افزايش غلظت عصاره       دهد ميكاهش  

 در ايـن ميـان بيـشترين ميـزان بازدارنـدگي            .شود كمتر مي شده  
تـر عـصاره شـيرين      لي  ميلي 10 مربوط به نمونه حاوي       سم توليد
 درصدي توليد   99/99 روز كاهش    7بود كه پس از گذشت       بيان
كـاهش رشـد و     .  روزه نشان داد   7 را نسبت به نمونه كنترل       سم

ثير عصاره نسبت به نمونه كنتـرل       أتوليد آفلاتوكسين قارچ تحت ت    
كـاهش ميـزان      كـه  بود روز نمايانگر اين مطلب      7پس از گذشت    

 .ثير گذار باشد  أ آن نيز ت   سمان توليد   رشد قارچ ممكن است بر ميز     
 تــأثير 2012و همكــاران در ســال ) El-Nagerabi(نــاگرابي  ال

 Hibiscus(هاي مختلف عصاره هـاي آبـي گـل باميـه      غلظت

sabdariffa ( و اسانس شونيز)Nigella sativa ( بر روي رشد
و توليد آفلاتوكسين آسپرژيلوس هـا را بـا اسـتفاده از تكنيـك               

HPLC هاي ايـن گياهـان       كرده و نشان دادند كه عصاره       بررسي
قادر به مهار توليد آفلاتوكـسين در آسـپرژيلوس فـلاووس بـه              

 درصـد آسـپرژيلوس     3/93-5/87 درصـد و     9/97-5/91ميزان  
 3 و   2 ،1 هـاي   در غلظـت    شـونيز  اسـانس  .پارازيتيكوس بودند 

 سـپرژيلوس  توليـد آفلاتوكـسين توسـط آ       ليتـر  گرم بر ميلي   ميلي

زايـي    و آفلاتوكـسين    درصـد  9/47-3/58 به ميـزان    را فلاووس
  مهار كـرد    درصد 32-48 آسپرژيلوس پارازيتيكوس را به ميزان    

خلاف مطالعه حاضر كه عصاره شيرين بيان توانست از          بر. ]21[
هـاي آسـپرژيلوس پـارازيتيكوس تـا حـد قابـل             رشد ميسيليوم 

ه آبـي   عـصار نـاگرابي     ال اي جلوگيري نمايد، در مطالعه     ملاحظه
هــاي   نتوانــست رشــد ميــسيليوم شــونيزگــل باميــه و اســانس

را در مقايـسه بـا نمونـه         آسپرژيلوس فلاووس و پـارازيتيكوس    
 و همكــاران روي اثــر )Rajani( راجــاني .كنتــرلش مهــار كنــد

هاي آبي چند گياه بر رشد و توليـد آفلاتوكـسين            مهاري عصاره 
و ميـزان   كار كردنـد  )NCIM 898(آسپرژيلوس پارازيتيكوس 

فعاليـت ضـد قـارچي      . ند سـنجيد  HPLC روش توسـط     را سم
 پونيكا گراناتوم ،)Cassia alata(  كاسيا آلاتا گياه5عصاره آبي 

)Punica granatum(، ــولا ــا لانگيف  Polyanthia(  پوليانتي

longifola(، ــترامونيوم ــورا اس  ،)Datura stramonium(  دات
، 10، 5هاي  ظت در غل)Annona squamosa( آنونا اسكواموزا

 روي آسپرژيلوس پـارازيتيكوس سـنجيده        درصد 25 و   20،  15
 هـاي  شد و بيشترين ميزان مهار رشد مربوط به عصاره آبي برگ          

هـاي   در غلظـت  .  بـود   درصـد  73بـه ميـزان     پوليانتيا لانگيفـولا    
، مهـار    درصـد  5هاي نامبرده به غيـر از غلظـت          مختلف عصاره 

ــورتي  ــت در ص ــود داش ــه  وج ــه در مطالع ــامي  ك ــر تم  حاض
عـصاره شـيرين توسـط      گـرم    ميلـي  10،  5،  2،  5/0هـاي    غلظت

 بيان توانايي مهار رشد و توليد آفلاتوكـسين را          HPLCدستگاه  
اي نشان دادند و ميزان مهـار توكـسين در           به ميزان قابل ملاحظه   

 بـود كـه نـشان        درصـد  99/99در حـدود    گـرم     ميلي 10غلظت  
عـلاوه بـر    . ]22[ بـود  دهنده اثر مهـاري بـالاي عـصاره مزبـور         

 ـ        ثير عـصاره و توليـد      أارتباطي كه بين كاهش رشد قارچ تحت ت
 بيوسـنتز   فرايندبه  سم   وجود دارد ممكن است كاهش توليد        سم

توانـد در نتيجـه      كه اين اثـر مـي     آفلاتوكسين ارتباط داشته باشد     
هـاي دخيـل در مـسير         هاي آنزيمي و يا ژن      مهار يكي از واكنش   
 يك ژن تنظيم كننده مثبت در       aflRژن   .اشدسنتز آفلاتوكسين ب  

 كينينورسولور  و در اولين مرحله كه     استبيوسنتز آفلاتوكسين   
اين . است عملكردي aflRهاى   شود نياز به آلل     تشكيل مى  دياس
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ــسخه ژ ــل ن ــب   ن درعم ــردارى اغل ــاختماني در   نژب ــاى س ه
 سپرژيلوس پارازيتيكوس و آ   سپرژيلوس فلاووس، آ  سپرژيلوسآ

مطالعات  .است  مورد نياز)Aspergillus nidulans (نيدولانس
از .  طي ساليان گذشته انجـام شـده اسـت        aflR روي ژن    زيادي

 و همكـارانش در مـصر       )Yu(  يـو  توان به مطالعـه    آن جمله مي  
بيــان ژن ليپــاز كــه نــشان داد ايــن بررســي نتــايج ؛ اشــاره كــرد

)mRNA (          تحت شرايط القاي سوبسترا بـا توليـد آفلاتوكـسين
ــوده و    آ ــاط ب ــلاووس در ارتب ــارازيتيكوس و ف ــپرژيلوس پ س

سوبستراي ليپيدي باعـث القـا و پيـشرفت توليـد آفلاتوكـسين             
  .]23[ شود مي

 و همكـارانش در آلمـان       )Schmidt-Heydt(اشميت هيد   
هـاي سـنتز     بيـان ژن   اثر تركيبات مختلف آب و دمـا در تنظـيم         

جزيـه و   ت.  كردنـد  آفلاتوكسين آسپرژيلوس فلاووس را بررسي    
اسـتفاده   بـا   و )Microarray(  ميكروآرايه ها از طريق    ژن تحليل

سري  يك و) YES) Yeast Extract Sucroseاز محيط كشت 
هـاي   كه شرايط استرس القـاي ژن      در حالي . انجام شد  پارامترها

 بـا   aflj به   aflrتناسب بيان     كم بود  B1 آفلاتوكسين   ةسنتز كنند 
در تحقيـق حاضـر      .]24[  بـود  افزايش سنتز آفلاتوكسين مرتبط   

آسـپرژيلوس    در قـارچ   aflRنشان داده شد كه ميـزان بيـان ژن          
پارازيتيكوس تحت اثر عصاره شيرين بيان تغييـر نمـوده و ايـن             

 تخمـين زده     درصد 40 در حدود    RT-PCR روشتغيير توسط   
ثيرات أتوانــد تــ بــه طــور كلــي عــصاره شــيرين بيــان مــي. شـد 

  قـارچ  aflRفلاتوكسين و بيـان ژن      مهاركنندگي بر رشد، توليد آ    
جـايي كـه ايـن       و از آن  داشـته باشـد     آسپرژيلوس پارازيتيكوس   

تحقيق در جاي خود به عنوان اولين مطالعه جامع و اساسـي در             
 در قـارچ    aflRثيرگذاري عـصاره شـيرين بيـان بـر بيـان ژن             أت

هـاي     انجام مطالعات و بررسي    است،آسپرژيلوس پارازيتيكوس   
بنابراين فرضيه اين بررسـي بـا عنـوان         . شود د مي تكميلي پيشنها 

 و رونـد    aflRبيان ژن    عصاره شيرين بيان بر روند تنظيم     كه   اين
توليد آفلاتوكـسين در قـارچ آسـپرژيلوس پـارازيتيكوس مـؤثر            

 .است اثبات شده است

  

  تشكر و قدرداني
نامـه كارشناسـي ارشـد رشـته         پايـان  حاصـل    حاضر مطالعه
 آزاد اسلامي واحد تنكابن بوده كـه بـا          شناسي دانشگاه  ميكروب

شناسي پزشكي دانشكده بهداشت دانـشگاه       همكاري مركز قارچ  
هـاي مـالي ايـن طـرح         بخش عمـده هزينـه    . تهران انجام گرفت  

توسط دانشجو و قـسمتي نيـز توسـط دو مركـز فـوق و اسـتاد                 
سـازمان انتـشار مقالـه دانـشگاه آزاد         . راهنما تأمين شـده اسـت     

 و احتــرام مراتــب نويــسندگان. كــابن اســتاســلامي واحــد تن
كاركنـان آزمايـشگاه     و   همكاران كليه به نسبت را خود قدرداني

 در   همكـاري  دليل بهشناسي دانشكده بهداشت مركز گيشا       قارچ
  .دارند  مياعلام تحقيق اين اجراي
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