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در مقابل  گاتوسیفوم لوسیآسپرژ یها زولهیا CYP51Aژن  انیب سهیمقا

  فلوکونازول و نانو فلوکونازول

 1اتی، منصور ب2یی، ساسان رضا* 2هزاوه یجمال هاشم دی، س1محمد رضا صرافها

 

 چکیده
. بیماری باشدمیآسپرژیلوزیس عفونت قارچی فرصت طلب در انسان و حیوان 

 افتد.است ولی سایر تظاهرات بیماری نیز اتفاق میتنفسی  در طیور عمدتاً

را، های آسپرژیلوس در گونه افزایش مقاومت دارویی یکی از علل محققین

 CYP51Aهدف از این مطالعه مقایسه بیان ژن  دانند.می CYP51Aبیان ژن افزایش 

های آسپرژیلوس فومیگاتوس جدا شده از طیور در مقابل فلوکونازول و ایزوله

به روش هیدراسیون لایه  فلوکونازول نانوذرات لیپوزومی فلوکونازول بود.ونان

لیتر آب میلی 1گرم از پودر فلوکونازول را در میلی 12/5مقدار نازک تهیه شد. 

متانول حل کردیم و -لیتر حلال آلی کلروفرممیلی 6مقطر استریل و سپس در 

انوذرات لیپوزومی فلوکونازول اندازه ن. لسیتین و کلسترول به آن اضافه نمودیم

ولت میلی -12/20±88/1نانومتر و بار سطحی این نانوذرات  1/12±9/88

از میکروسکوپ  ذراتبه منظور بررسی ساختار نانو همچنین بدست آمد.

های فومیگاتوس از ندول نمونه آسپرژیلوس 30. الکترونی روبشی استفاده کردیم

 Broth به روش استاندارد ساسیت داروییتست حگردید.  آوریریه طیور جمع

microdilution  طبقNCCLS-M38A2  جهت بررسیMIC   فلوکونازول و

-های نشانها انجام شد. تعداد دو عدد از ایزولهنانوفلوکونازول در مقابل ایزوله

دهنده مقاومت بالا به داروی فلوکونازول را انتخاب و برای بررسی بیان ژن 

CYP51A  به روشReal-time PCR  نشان داداستفاده کردیم. نتایج ،

در  تری نسبت به فلوکونازول بود وپایین MICنانوفلوکونازول دارای مقادیر 

های آسپرژیلوس فومیگاتوس تری باعث مهار رشد ایزولههای پایینغلظت

های تحت تیمار با فلوکونازول و در ایزوله CYP51Aبیان ژن  گردید.

و همچنین یک روند  ت به حالت بدون تیمار افزایش پیدا کردنانوفلوکونازول نسب

در مواجهه با نانودارو در مقایسه با داروی نرمال  CYP51Aکاهشی در بیان ژن 
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های متنوعی است که انسان و باشد. این جنس دارای گونهمی

%  95. بیش از(1)باشند ها میدام در مواجه مدام با آن

سه گونه آسپرژسیلوس  های آسپرژیلوسی به حضورعفونت

فومیگاتوس، آسپرژیلوس فلاووس و آسپرژیلوس نایجر 

پرندگان نسبت به این عفونت حساس  .(2)باشد مربوط می

باشند و تقریبا هر اندامی در پرنده ممکن است گرفتار می

شود و اختلالات گوارشی، عصبی و یا تنفسی بوجود آورد 

. فرم دستگاه تنفسی مورد تهاجم استاما در غالب موارد 

دهد که در کالبد مزمن بیشتر در پرندگان مسن رخ می

های ها و کیسهچی بر روی ریههای قارگشایی اغلب ندول

ها به دلیل سمیت امروزه آزول .(4, 3)شود هوایی دیده می

درمان انواع آسپرژیلوزیس دارند و ر کمتر کاربرد بیشتری د

سطح پایینی از سمیت  ها فلوکونازول دارایدر بین آزول

است و غلظت بالایی از دارو در بزاق و مایع مغزی نخاعی 

شود. با این حال جدیداً این نگرانی ایجاد شده که ایجاد می

استفاده وسیع از فلوکونازول در درمان و همچنین در امور 

تواند موجب مقاومت به این دارو زراعت و کشاورزی می

نسبت به آن افزایش یافته شود، بطوری که شیوع مقاومت 

 آلفا14ها از طریق مهار آنزیم لانسترولآزول .(7-5)است 

دمتیلاز از تبدیل لانسترول به ارگوسترول جلوگیری کرده و 

ند و سرانجام شودر نتیجه موجب توقف رشد قارچ می

دمتیلاز در قارچ توسط  آلفا 14میرد. آنزیم لانسترولسلول می

شود. در مطالعات انجام شده، در کد می CYP51Aژن 

های مقاومت به های آسپرژیلوس یکی از مکانیسمگونه

که  باشدمی CYP51Aها، بیان بیش از اندازه ژن آزول
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ها موجب افزایش آنزیم و عدم مهار آنها توسط آزول

های متنوع در چند دهه اخیر سیستم .(10-8)گردد می

دارورسانی مانند نانوذرات به عنوان ابزار فیزیکی برای تغییر 

-های فارماکوکینتیک انواع مختلف مولکولو بهبود ویژگی

اند. همچنین پلیمرهای مختلفی در دارویی استفاده شدههای 

های درمان و فرمولاسیون نانوذرات برای افزایش ویژگی

از جمله این اند کاهش اثرات جانبی مورد استفاده قرار گرفته

توانند به عنوان حامل برای ها هستند که میپلیمرها، لیپوزوم

استفاده  هر دوگروه داروهای هیدروفیلیک و هیدروفوبیک

. هدف از این تحقیق بررسی اثرات ضد (13-11)شوند 

قارچی نانولیپوزوم حاوی فلوکونازول و تأثیر آن در بیان ژن 

CYP51A های آسرژیلوس فومیگاتوس در مقایسه با ایزوله

رم رایج فلوکونازول بود و اینکه بتواند مقاومت دارویی را ف

 نسبت به فلوکونازول کاهش دهد.

 کارمواد و روش

 جداسازی قارچ

های سفید ریه طیور ها یا پلاکنمونه از ندول 30تعداد 

صنعتی مبتلا به علائم تنفسی و مشکوک به آسپرژیلوزیس 

و کشت،  ابتدا به کمک آزمایش مستقیم جمع آوری گردید.

های مشکوک به آسپرژیلوزیس تشخیص و کشت

آسپرژیلوس فومیگاتوس جهت تعیین قطعی گونه در محیط 

( کشت مجدد داده شد. سپس SDAسابورو دکستروز آگار )

های خالص از نظر مورفولوژی کلنی بررسی و ایزوله

کل شاسلاید کالچر مورفولوژی کنیدیا و  همچنین با تکنینک

فور به روش میکروسکوپیک شناسایی و ساختار کنیدیو

شدند و در نهایت هویت آنها به روش سکانس ژن بتا 

 توبولین مورد تایید قرار گرفت.

 تهیه فرمولاسیون نانو لیپوزوم فلوکونازول

 ,Sigma- Aldrich, Steinheim)پودر خام فلوکونازول 

Germany)  در اختیار شرکت زیست شیمی آزما رشد

ده شد و نانو لیپوزوم فلوکونازول و نانو )نانوزینو( قرار دا

لیپوزوم بلانک )بدون اضافه کردن فلوکونازول( به روش 

هیدراسیون لایه نازک توسط این شرکت تهیه گردید. جهت 

میلی گرم از پودر  12/5تهیه لایه یا فیلم نازک، ابتدا مقدار 

لیتر آب مقطر استریل حل میلی 1فلوکونازول وزن و در 

متانول )به -لیتر حلال آلی کلروفرممیلی 6پس در نموده و س

میلی  5میلی گرم لسیتین و  51( حل کردیم سپس 1:1نسبت 

گرم کلسترول را وزن و به محلول حاوی حلال آلی فوق که 

دارو را در آن حل کرده بودیم اضافه نمودیم و روی همزن 

مغناطیسی قرار دادیم تا محلول یکنواخت و همگنی به دست 

 50مرحله بعد این محلول را در داخل بالن گلابی شکل  آمد.

سی سی استریل ریخته و به وسیله دستگاه تبخیر روتاری ، 

لایه نازکی بر اثر تبخیر حلال آلی تحت شرایط خلاء تشکیل 

شد. در نهایت برای تهیه فرمولاسیون نهایی و تولید 

میکروامولسیون، تدریجا و مرحله مرحله مقدار کمی 

در محیط  هارا اضافه کرده و بهم زدیم، که لیپوزوم سوکروز

غلیظ تشکیل شوند و بارگیری دارو بالا رود و روی شیکر 

سعی کردیم فیلم لیپیدی کاملا هیدراته شود و پس از اضافه 

کردن همه سوکروز بالن را دوباره در دستگاه روتاری قرار 

درجه  50تا  45و در دمای  rpm  170دادیم که با دور

دقیقه هیدراته شود و میکروامولسیون  30سانتیگراد به مدت 

تهیه گردد. سپس محلول حاصله را به وسیله هموژنایزر 

کاهش سایز داده و در ادامه برای کاهش سایز بیشتر 

فرمولاسیون، از دستگاه پروب سونیکاتور یا همان 

دقیقه روشن و  10دقیقه به صورت  20اولتراسونیک به مدت 

. برای به دست (15, 14)خاموش استفاده گردیددقیقه  10

ای، نانو ذرات لیپوزومی تهیه شده به وسیله آوردن اندازه ذره

 Photon (PCS)و با استفاده از تکنیک  Malvernدستگاه 

correlation spectroscopy   .مورد ارزیابی قرار گرفتند

نانوذرات تهیه  (Zeta potential)جهت بررسی پتانسیل زتا 

لیتر بافر میلی 5میکرولیتر از فرمولاسیون به  1000شده، 
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بار سطحی، در دمای  Malvernبا دستگاه  فسفات اضافه و

به منظور بررسی . سانتی گراد بررسی گردید درجه 25

لیپوزومی از دستگاه میکروسکوپ  ساختار نانوذرات

استفاده  (Scaning electron microscope) الکترونی روبشی

برابر تصویر برداری  40000و  20000و با بزرگنمایی  شد

 انجام شد.

 تست حساسیت دارویی

-NCCLSجهت بررسی حساسیت دارویی طبق پروتکل 

M38A2  از آب مقطر برای حل شدن پودر خام فلوکونازول

استفاده شد. پس از انجام یک پیش آزمون با استفاده از 

 µg/ml2تا  µg/ml1024رقت سریال از  RPMI1640محیط 

در این  .(16)تهیه شد  از فلوکونازول و نانو فلوکونازول

 Brothمطالعه تست حساسیت دارویی به روش استاندارد 

Microdilution  مطابق آنچه که درNCCLS-M38A2  آمده

 Minimum Inhibitoryجهت بررسی و ارزیابی 

Concentration (MIC)  داروی ضد قارچی فلوکونازول و

های آسپرژیلوس نانو فلوکونازول در مقابل ایزوله

به  (ATCC 6258)فومیگاتوس و همچنین کاندیدا کروزئی 

طبق پروتکل  (.13عنوان کنترل استاندارد استفاده گردید )

 96های میکروپلت استاندارد غلظت نهایی داروها به چاهک

سپس سوسپانسیون قارچی که طبق ای اضافه شد. خانه

تهیه شده بود  CFU/ml 410×5 - 410×4/0پروتکل، به میزان 

اضافه گردید. چاهک یازدهم شامل محیط کشت 

1640RPMI  ولی بدون دارو و سوسپانسیون قارچی به عنوان

کنترل منفی در نظر گرفته شد. چاهک دوازدهم شامل محیط 

ی بدون داروها و سوسپانسیون قارچی ول RPMI1640کشت 

ها پس از به عنوان کنترل مثبت انتخاب شد. میکروپلیت

درجه  35ساعت در دمای  48مخلوط کردن ملایم به مدت 

ها به صورت سری انکوبه شدند. هر یک از ایزولهسانتیگراد 

ساعت  48سه تایی مورد بررسی قرار گرفتند. بعد از 

داقل یا ح MICها جهت تعیین انکوباسیون، میکروپلیت

غلظت دارویی فلوکونازول و نانولیپوزوم فلوکونازول که 

ای نداشته باشد مورد بررسی قارچ در آن رشد قابل مشاهده

جهت اطمینان از عدم  قرار گرفت و نتایج قرائت گردید.

مهار رشد قارچ توسط ذرات نانولیپوزوم، از نانو ذرات 

ه گردید و لیپوزوم بلانک )فاقد دارو( نیز در این تست استفاد

ها ، با توجه به ماهیت داده هیچ اثر ضد قارچی مشاهده نشد.

 (.>001/0P) برای آنالیز آماری نتایج استفاده شد T-testاز 

 CYP51Aبررسی بیان ژن 

 RNAاستخراج 

 هایداد دو عدد از ایزولهتع CYP51Aبرای بررسی بیان ژن 

 رویآسپرژیلوس فومیگاتوس نشان دهنده مقاومت بالا به دا

ی یا حداقل غلظت داروی MICبا  2و  1فلوکونازول )ایزوله 

لیتر( انتخاب شد و از میکروگرم بر میلی 256بازدارنده 

دو ایزوله مورد نظر در مقابل  sub MICهای غلظت

ز افلوکونازول و نانوفلوکونازول کشت انبوه داده شد. پس 

 رشد قارچ در محیط سابورو دکستروز براث، از روی محیط

جمع آوری شده و به لوله فالکون استریل منتقل شدند. 

شستشو داده شده و در  PBS 10Xها به وسیله سپس کشت

آن  دقیقه سانتریفیوژ شدند. بعد از 5به مدت  و g×3000دور 

ایع های قارچی را درون هاون چینی در داخل نیتروژن متوده

 ود آنقدر کوبیده تا به صورت پودر نرم و یکنواختی درآین

برای  سپس هرکدام وارد لوله فالکون استریل گشتند.

طبق پروتکل  RNAx-plusها از کیت ایزوله RNAاستخراج 

و غلظت آن  RNAکیت استفاده شد. جهت بررسی حضور 

 5و عدم وجود آلودگی به پروتئین، میزان  هادر نمونه

میکرولیتر آب  45استخراج شده را با  RNAمیکرولیتر از 

 رارستریل مخلوط و در دستگاه اسپکتوروفوتومتر قدیونیزه ا

نانومتر مورد  280و  260آن در  (OD)دادیم و جذب نوری 

 سنجش قرار گرفت.
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 c-DNAساخت 

ده، های استخراج شRNAاز روی  c-DNAبه منظور ساخت 

ساخت شرکت  PrimeScript RT reagent Kitاز کیت 

Takara  .استفاده شدc-DNA20 مایهای ساخته شده در د- 

 درجه سانتیگراد نگهداری شدند.

 طراحی پرایمرها

ر و با توجه به سکانس آنها د CYP51Aپرایمرها از روی ژن 

توسط شرکت سینا کلون  و طراحی شدند (NCBI) ژن بانک

به عنوان ژنی با  β-actinاز ژن  )تهران، ایران( ساخته شدند.

ازی و به منظور نرمال س (Housekeeping gene)بیان ثابت 

 استفاده شد. CYP51Aتعیین صحت عملکرد و بیان ژن 

 توالی پرایمرها به شرح زیر است:
Primer Sense (CYP51A-S1): 5´TGC 
GGCAATGGCTGAGATTA 3´ 

Primer Anti sense (CYP51A-As1): 5´ 

AGCAGCATCTCGCTTCTTGT 3´ 

Primer Sense (β-actin -S1):5' 

ACGGTATTGTTTCCAACTGGGAC 3´           

Primer Anti sense (β-actin- As1): 5' 

TGGAGCTTCGGTCAACAAAACTGG 3'  

 

 Real-time PCRانجام 

به منظور کنترل پرایمرهای طراحی شده، بعد از استخراج 

DNA های آسپرژیلوس، یک آزمایش از ایزولهPCR  با

های سنتز شده انجام و محصول فرایند استفاده از پرایمر

PCR  100آگارز با ولتاژ  %1دقیقه بر روی ژل  30به مدت 

ولت الکتروفورز گردیده و اندازه آن پس از رنگ آمیزی با 

اتیدیوم بروماید مورد بررسی قرار گرفت. با توجه به نتایج به 

دست آمده حساسیت و ویژگی اختصاصی پرایمرها و 

 Real-time PCRپروتکل دمایی مورد استفاده برای انجام 

در نهایت به منظور بررسی بیان ژن ار گرفت. مورد تایید قر

CYP51A  از کیت تهیه شده از شرکتBIOFACT  استفاده

 ، با استفاده از پرایمرهایcDNAگردید. بعد از تهیه 

CYP51A Sense ،CYP51A Antisense  و همچنینβ-actin 

انجام  House Keeping Gene  ،Real-time PCRبه عنوان 

 Real-timeهای مخصوص یکروتیوبشد. به این ترتیب که م

PCR  را روی رک قرار داده و مواد استفاده شده به ازای یک

میکرولیتر،  8/0به میزان  Primer CYP51A-Sنمونه شامل: 

Primer CYP51A-As  میکرولیتر،  8/0به میزانMaster mix 

 c-DNA 2 میکرولیتر و Distilled Water 4/6میکرولیتر،  10

ها اضافه رایط کاملا استریل به میکروتیوبمیکرولیتر تحت ش

نیز پروسه مثل پرایمرهای  β-actinگردید. برای پرایمرهای 

CYP51A .برنامه زمانی و دمایی جهت انجام  طی گردید

Real-time PCR  :به شرح زیر بود 

 
 Real-time PCR رنامه زمانی و دمایی جهت انجامب -1جدول

 راددرجه سانتیگ 95 ثانیه 30 سیکل 1

 سیکل 35

 ثانیه 5

 ثانیه 15

 ثانیه 20

 در جه سانتیگراد 95

 درجه سانتیگراد 60

 درجه سانتیگراد 60

 Real-timeدر این مطالعه برای آنالیز داده ها و ارزیابی نتایج 

PCR  از نرم افزارREST 2009  .استفاده شد 

 نتایج

های آسپرژیلوس فومیگاتوس در ابتدا رنگ سفید کلنی جدایه

شتند و به تدریج رنگ خاکستری مایل به سبز پیدا کردند. دا

دار و منظره مخملی و نمدی داشت. در سطح کلنی چین

بررسی میکروسکوپی کونیدیدفور کوتاه و وزیکول بطری 

شکل و در نصف یا یک سوم قسمت محدب انتهایی واجد 

های کروی شکل دیده یک ردیف فیالید بود و کونیدی

های جدا شده از ایزوله DNAخراج شد. بعد از استمی

به منظور تکثیر و تقویت ژن بتا  PCRآسپرژیلوس و انجام 

های موجود در توبولین، تعیین توالی این ناحیه از ژن با توالی
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 ،BLASTبا کمک نرم افزار  (NCBI)بانک اطلاعات ژنتیکی 

 های آسپرژیلوس فومیگاتوس را مشخص نمود.گونه

 
( جدایه های 2و3( کنترل مثبت )1) PCRول ز محصالکتروفور -1نگاره 

 آسپرژیلوس فومیگاتوس

 9/88±1/12ای، نانو ذرات لیپوزومی فلوکونازول اندازه ذره

یلی م -12/20±88/1نانومتر و پتانسیل زتا این نانو ذرات 

تصویر حاصل از میکروسکوپ  2ولت بدست آمد. نگاره 

ه ازیکنواخت اند الکترونی با بزرگنمایی کمتر است که توزیع

دهد. نشان می حاوی فلوکونازول را هانانولیپوزوم ایذره

تصویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی با  3نگاره 

کل بزرگنمایی بیشتر است که برای مشاهده بهتر ساختار و ش

که کروی هستند تهیه شده است. در این  هانانولیپوزوم

شخص شده که ها متصویر قطر تعدادی از نانولیپوزوم

سایزهای بدست آمده از تصویر حاصل از میکروسکوپ 

 ای است که باالکترونی مؤید نتیجه حاصل از اندازه ذره

 بدست آمد. PCSروش 

 

حاوی فلوکونازول با بزرگنمایی کم  هایلیپوزوم SEMتصویر  -2نگاره 

(20000)× 

 
رگنمایی زیاد ول با بزحاوی فلوکوناز هایلیپوزوم SEMتصویر  -3نگاره 

(40000)× 

ور داروهای فلوکونازول و نانو فلوکونازول به ط MICمیزان 

ل ایزوله آسپرژیلوس فومیگاتوس در جدو 30مجزا در مقابل 

 نشان داده شده است. 2

ایزوله  30نتایج کلی تست حساسیت دارویی  3جدول 

آسپرژیلوس فومیگاتوس را در برابر فلوکونازول و نانو 

 میانگین و ضریبدهد. نشان می ه صورت مجزاب فلوکونازول

ها فلوکونازول در برابر ایزوله MICانحراف خطای 

 MICمیانگین و ضریب انحراف خطای و  54/12±1/174

ت آمد. بدس 68/71±98/6 هاایزولهنانو فلوکونازول در برابر 

اط رتبها و همچنین ااین نتایج نشان دهنده توزیع نرمال داده

 باشد.می > P 0001/0دو دارو با سطح معناداری معنادار بین 

نانو  MICشود نتایج همان گونه که در جدول مشاهده می

ول تری را در مقایسه با فرم معمفلوکونازول مقادیر پایین

فلوکونازول دارند و این بیانگر میزان حساسیت بیشتر 

های آسپرژیلوس فومیگاتوس مورد بررسی نسبت به ایزوله

ونازول در مقایسه با فلوکونازول در شرایط نانو فلوک

 باشد.آزمایشگاهی می
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 فومیگاتوس های آسپرژیلوسداروهای فلوکونازول و نانو فلوکونازول علیه ایزوله  MIC (µg/ml)میزان -2جدول

شماره 

 ایزوله 

MIC   فلوکونازول

(μg/ml) 

 MIC نانو فلوکونازول 

(μg/ml) 

شماره 

 ایزوله 

MIC  ازول فلوکون

(μg/ml) 

 MIC نانو فلوکونازول 

(μg/ml) 

1 256 64 16 128 64 

2 256 64 17 128 64 

3 256 128 18 128 64 

4 256 128 19 256 128 

5 128 64 20 256 128 

6 128 64 21 256 128 

7 128 64 22 256 64 

8 128 32 23 256 64 

9 256 64 24 128 64 

10 128 32 25 128 64 

11 128 64 26 128 64 

12 128 64 27 128 64 

13 128 32 28 128 32 

14 256 128 29 128 32 

15 128 32 30 128 32 

 
 ایزوله آسپرژیلوس فومیگاتوس در برابر فلوکونازول و نانوفلوکونازول 30تایج نهایی تست حساسیت دارویی ن -3جدول 

 MIC(μg/ml) (μg/ml)05MIC (μg/ml)90MIC GM(μg/ml)دامنه  ترکیب ضد قارچی گونه آسپرژیلوس

 (30فومیگاتوس )تعداد = 
 039/165 256 128 256-128 فلوکونازول

 538/62 128 64 128-32 نانوفلوکونازول

GM (Geometric Mean) = میانگین هندسی 

ن ژتأثیر فلوکونازول و نانولیپوزوم فلوکونازول در بیان 

CYP51A 

 ،3ر نمودار د Real-time PCRنتایج حاصل از 

Threshold Cycle (Ct)  سویه استاندارد آسپرژیلوس

دهد. ایزوله مورد را نشان می 99/15فومیگاتوس سیکل 
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و در  33/12بررسی در مواجهه با نانو فلوکونازول سیکل 

دهند. نتایج را نشان می 10/10مواجهه با فلوکونازول سیکل 

 REST پس از استفاده از نرم افزار CYP51Aبیان ژن 

یک روند کاهشی را در بیان این ژن در مواجهه با نانو دارو 

در مقایسه با داروی رایج نشان داد. در هر دو حالت تیمار 

نسبت به سویه استاندارد  CYP51Aشده، بیان ژن 

آسپرژیلوس فومیگاتوس بدون تیمار روند افزایشی مشاهده 

بیان  بیانگر ثبات β-actinشد. همچنین میزان بیان ثابت ژن 

.باشداین ژن و عدم تاثیر داروها بر بیان آن می

 

 

حت تاثیر ت 1. ایزوله شماره CYP51A   :1)ازچپ به راست : ژن  Real-time PCRپس از  β-actinو ژن  CYP51Aمیزان سیکل ژن  -3نمودار

ه شماره . ایزول5تحت تاثیر فلوکونازول  1. ایزوله شماره β-actin   :4ن ژ  -. سویه استاندارد 3تحت تاثیر نانو فلوکونازول  1. ایزوله شماره 2فلوکونازول 

 . سویه استاندارد(6تحت تاثیر نانو فلوکونازول  1

 

یز آنال Real-time PCRاجهه  با فوکونازول و نانوفلوکونازول به وسیله در دو ایزوله آسپرژیلوس فومیگاتوس در مو CYP51Aنتایج بیان ژن  -4جدول 

 RESTافزار شده با نرم 

Result P(H1) 95% C.I. Expression Type Gene 

   000/1 REF β-actin 

UP 
0 

298/29 - 294/29 296/29 TRG CYP51A (flu) 

No. 1 

UP 0 953/4 - 947/4 950/4 TRG CYP51A (Nano flu) 

No. 1 

UP 
0 

158/27 - 152/27 155/27 TRG CYP51A (flu) 

No. 2 

UP 0 189/4 - 185/4 187/4 TRG CYP51A (Nano flu) 

No. 2 

 ،UP ، افزایش بیان ژن =TRG، ژن هدف = REF، ژن رفرنس = Nano flu، نانوفلوکونازول = flu، فلوکونازول = Noشماره ایزوله = 

 Expression، بیان ژن = P(H1)احتمال فرضیه متناظر که تفاوت بین گروه نمونه و شاهد فقط به شانس است = 
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 بحث

العه حاضر مشخص شد که نانو فلوکونازول علیه در مط

های آسپرژیلوس فومیگاتوس جدا شده از ریه طیور ایزوله

مبتلا به علائم تنفسی در مقایسه با فرم طبیعی فلوکونازول 

بالایی برای فلوکونازول  MIC، 2موثرتر است. طبق جدول 

مشاهده شد مانند مقاومت بالای آسپرژیلوس به فلوکونازول 

همانطور که  .(19-17)ر مطالعات پیشین یافت شده بود که د

مشاهده می شود استفاده از فرم نانو فلوکونازول  3در جدول 

بر روی ایزوله های آسپرژیلوس  MICباعث کاهش معنادار 

حقیقی و همکاران نیز در ( شد. >0001/0Pفومیگاتوس )

بررسی نانو ایتراکونازول )نانو ساختار مزوپوروس( فعالیت 

تر این نانو دارو را در مقابل فومیگاتوس ضد قارچی مناسب

در  CYP51Aاز آنجایی که میزان بیان ژن  .(20)نشان دادند 

آسپرژیلوس فومیگاتوس در حضور داروهای ضد قارچی 

گوناگون، متفاوت است اگر یک دارو باعث افزایش بیان این 

شود. ژن شود منجر به مقاوت به داروی مورد نظر می

بنابراین در این مطالعه پس از بررسی اثرات ضد قارچی 

در دو ایزوله  CYP51Aبیان ژن داروهای مورد نظر، میزان 

آسپرژیلوس فومیگاتوس تیمار شده با فلوکونازول و نانو 

 Real-time PCR داروی آن مورد بررسی قرار گرفت. نتایج

دهد در سویه استاندارد بدون تیمار بیان ژن نشان می

CYP51A  پایین است ولی بیان ژن مورد نظر در ایزوله های

نانو فلوکونازول نسبت به حالت  تحت تیمار با فلوکونازول و

کنترل افزایش پیدا کرده است. همچنین بیان ژن مورد نظر در 

هر دو ایزوله تحت تیمار با نانو فلوکونازول، نسبت به تیمار 

با فلوکونازول کمتر است که نشان از حساس بودن 

های مورد بررسی به نانو فلوکونازول و مقاومت به ایزوله

ای مطالعه Howard 2010در سال است. داروی فلوکونازول 

ها در بیماران مبتلا به جهت بررسی مقاومت آزول

آسپرژیلوزیس برونکوپولمونری آلرژیک انجام داد. در نتایج 

بیمار به داروهای آزولی مقاومت نشان دادند که  2بررسی، 

و افزایش بیان  CYP51Aمکانیسم مقاوت، موتاسیون در ژن 

در  Mellado 2007در سال  .(21)این ژن اعلام شد 

 14بر روی  CYP51Aای برای بررسی میزان بیان ژن مطالعه

ایزوله  2استرین آسپرژیلوس فومیگاتوس اعلام کرد بیان ژن 

با ایزوله استاندارد  مقاوم در مقابل داروهای آزولی در مقایسه

توان ی نوین دارورسانی، میهادر روش .(9)متفاوت بود 

ی مناسب، با هاماده موثره را توسط حامل مقادیر کمی از

ف رساند. حداقل عوارض و حداکثر کارایی به نقطه هد

برای تجویز دارو از  هاو نانولیپوزوم هااستفاده از لیپوزوم

اند طریق خوراکی، پوست، چشم و عروق خونی بررسی شده

مزایای زیادی ها دارای استفاده از نانو لیپوزوم .(23, 22)

است. از جمله بهبود نفوذ و انتشار مواد فعال، انتقال انتخابی 

مواد فعال، افزایش زمان رهاسازی و پایداری بیشتر مواد 

توانند حلالیت و نفوذ . همچنین ذرات نانو می(13)فعال 

. لیپیدها (24)پذیری را افزایش و دوز دارو را کاهش دهند 

سمیت کمی دارند و توانایی لیوفیلیزه شدن دارند. نانوذرات 

لیپید به عنوان یک سیستم انتقال دارو، پایداری شیمیایی 

د ند و اجازه می دهندهداروهای محصور شده را افزایش می

های تا داروها کنترل شده خارج شوند. علاوه بر این، حامل

توانند به راحتی در مقیاس بزرگ تولید ی هستند که میایمن

همکاران اظهار داشتند که  . بعلاوه، گوپتا و(25)شوند 

استفاده از لیپیدها نفوذ فلوکونازول را از طریق پوست 

فلوکونازول در مقابل  MICنتایج  .(26)افزایش می دهد 

آسپرژیلوس فومیگاتوس اعداد بالایی را نشان داد  هایایزوله

همانطور که لئوناردلی مقاومت بالا و ذاتی آسپرژیلوس 
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. (27)فومیگاتوس را در مقابل فلوکونازول مطرح کرد 

همچنین عملکرد بهتر نانو فلوکونازول نسبت به فرم رایج 

 2018ها و همکاران در سال دارو با نتایج پژوهش صراف

های مقاومت دارویی یکی از مکانیسم. (14)مطابقت دارد 

باشد که منجر به می CYP51Aاندازه ژن ها، بیان بیش ازآزول

گردد متیلاز میآلفا د 14انداره آنزیم لانسترولتولید بیش از 

و در نتیجه مقادیر بیشتری از دارو را جهت غیر فعال کردن 

های با بررسی نانو لیپوزوم. طلبدکامل این آنزیم می

فلوکونازول مشاهده شد که تبدیل فرم نرمال فلوکونازول به 

شد باعث  MICابعاد نانو علاوه بر اینکه موجب کاهش 

تواند دلیلی بر نیز گردید که می CYP51Aکاهش بیان ژن 

افزایش حساسیت آسپرژیلوس فومیگاتوس در مقابل نانو 

 CYP51Aدر این مطالعه هدف ما مقایسه بیان ژن  دارو باشد.

های آسپرژیلوس فومیگاتوس جدا شده از طیور در ایزوله

مقابل فلوکونازول و نانو فلوکونازول بود. در این مطالعه 

کاهش بیان ژن  مشاهده شد فرم نانو فلوکونازول باعث

CYP51A  نسبت به فرم رایج فلوکونازول گردید و اثرات

رسد ضد قارچی فلوکونازول را بهبود بخشید. به نظر می

خاصیت نانو ذرات و تغییر ماهیت ماده در ابعاد نانو و در 

فرمولاسیون لیپیدی، انکپسوله شدن فلوکونازول در نانو 

مر فلوکونازول ذرات و ریلیز و رهاسازی کنترل شده و مست

ها در ایزوله CYP51Aبارگیری شده موجب کاهش بیان ژن 

و شکسته شدن سد مقاومتی گردیده و تاثیر بهتری از داروی 

تغییر یافته جدید مشاهده گردید. به منظور اثرات واقعی 

درمانی نانو فلوکونازول و استفاده از این دارو در عفونت 

طالعات در شرایط های ناشی از آسپرژیلوس فومیگاتوس م

in vivo .لازم است 
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