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Abstract  

Background & Objectives: Aflatoxins are produced as toxic secondary metabolites by some       

Aspergillus species. Since these fungal species can contaminate food and animal feed, microbial 

contamination monitoring and control is important. In the current study, the correlation between 

expression of two aflatoxin biosynthetic pathway genes aflO and aflQ and was investigated. 

Materials & Methods: Sixty-seven different isolates of aflatoxin-producing Aspergillus species 

selected and the presence. expression of aflO and aflQ gene sequences were assayed by PCR and 

quantitative Real-Time RT-PCR methods, respectively. In addition, the amount of aflatoxin B1 by 

high-performance reverse chromatography (RP-HPLC) using a fluorescent detector. 

Results: Forthy one, out of 67 isolated species had both aflO and aflQ genes. Seventeen samples 

out of 26 (65%) had aflatoxin B1 levels higher than 5 ng/g and 6 samples (23%) produced high 

levels of this toxin (more than 100 ng / g) as well.  

Conclusion: Considering the relative correlation between the expression of selected aflatoxin 

genes and AFB1 produced in feedstuffs, it seems that the investigation of other                           

aflatoxin-producing genes can lead to a better correlation and complete the results of this study. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 2041( تابستان 55سال شانزدهم شماره دوم )پیاپی 

 231-201صفحات 

های آسپرژیلوس جدا از گونه  B1با میزان آفلاتوکسین  aflQو  aflOهایارتباط بین بیان ژن

 شده از خوراک دام
 1، مرتضی تقی زاده *2نوشین سهرابی

 استادیار، گروه زیست شناسی، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران.1 
 استادیار، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران.2

 چکیده

شوند. از آنجاا کاه های آسپرژیلوس تولید میهای ثانویه سمی، توسط برخی از گونهعنوان متابولیتها بهآفلاتوکسینسابقه و هدف: 

ها اهمیات  های میکروبی آن یابی و کنترل آلاینده توانند باعث آلودگی مواد غذایی و خوراک دام شوند، لذا ردهای قارچی میاین گونه

هاای  تولید شده توسط گاوناه B1فراوانی دارند. در مطالعه حاضر ضمن بررسی آلودگی خوراک دام، ارتباط بین میزان آفلاتوکسین 

 بررسی گردید.  aflQو aflOهای قارچ آسپرژیلوس مولد آفلاتوکسین و میزان بیان ژن

های مختلف آسپرژیلوس مولد آفلاتوکسین جداسازی و انتخاب شدند. ضمن بررسی وجاود نمونه از گونه 76تعداد ها: مواد و روش

کمی بررسی شاد. عالاوه   Real Time RT-PCRروشها به ، میزان بیان آنPCRروش به  aflQو  aflOهایهای مربوط به ژنتوالی

( و با استفاده از دتاکاتاور فالاورسانات (RP - HPLCروش کروماتوگرافی معکوس با کارآیی بالا به  B1براین، میزان آفلاتوکسین

 گیری شد. اندازه

درصاد(  76گونه بررسی شده ) 27نمونه از  16بودند.   aflQو aflOنمونه دارای هر دو ژن  11گونه جدا شده،  76درمیان ها: یافته

 111درصد( نیز مقادیر بسیار بالایی از این توکسایان )بایا  از  22نمونه ) 7و   B1نانوگرم بر گرم آفلاتوکسین 6مقادیر بالاتر از 

 نانوگرم بر گرم( را تولید کرده بودند.

های خوراک دام،  باه در نمونه  B1های مولد آفلاتوکسین و تولید آفلاتوکسینبا توجه به ارتباط نسبی بین میزان بیان ژنگیری: نتیجه

های ماولاد تواند منجر به تکمیل این مطالعه و تقویت ارتباط بین بیان ژنهای مولد آفلاتوکسین میرسد که بررسی سایر ژننظر می

 آفلاتوکسین و میزان توکسین تولید شده شود.

 .Real-Time RT-PCR ،aflO ،aflQآسپرژیلوس فلاووس، آفلاتوکسین، واژگان کلیدی: 

 111206026پذیرش مقاله:                                  111202021ویرای  مقاله:                                111201022دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: گروه زیست شناسی، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران.

  Nsohrabi75@pnu.ac.irپست الکترونیک:     15123121767تلفن: 

 مقدمه     

ها از عوامل بیولوژیک مه  آلوده کننده خوراک دام بوده و                                                        قارچ    

توانند باعث فساد و                     های مختلف می             ها و متابولیت              با ترش  آنزی              

  از بین بردن غلات و مواد غذایی شوند. آلودگی ماحا اولات                                                

  هاای    متااباولایات            تواند با تولید              می      به عوامل قارچی                  کشاورزی       

  مهامای        عنوان خطر         همراه شود که به                   مایکوتوکسین               نام       به      سمی   

  ( 2و 1)   شوند    انسان محسوب می                سلامتی       برای    

هاا    ترین مایکاوتاوکسایان                یکی از سمی          عنوان       به  ها    آفلاتوکسین         

باشند که اثرات زیان باری بروی سلامت  انسان و دام دارند.                                                         می  

از دستاه فالاوی شاامال                     آسپرژیلوس         های جن           برخی گونه         

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خالاقااناه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در ف لنامه دنیای میکروب
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آسپرژیلوس             و آسپرژیلوس پارازیتیکوس                         ، آسپرژیلوس فلاووس               
به همایان دلایال،               مولدین بالقوه آفلاتوکسین هستند.                                نومیوس        

هاای ماولاد          موق  گاوناه         گیری زودرس و به               تشخی  و اندازه              

آفلاتوکسین برای تا ید صحت و سلامت خوراک دام و انساان                                                   

  از      نکته حا ز اهمیت این است کاه بسایااری                                 (.      1و 2)   مه  است         

  و     ، منابا  کاربان            pHدما،          قبیل        از      محیطی         و     غذایی         فاکتورهای         

  م ارف        ک       فلزی        های    لیپیدها و نمک                 تن        فاکتورهای             نیتروژن،        

  هاای    آساپارژیالاوس             از      شاده       تولید         آفلاتوکسین             میزان       بر روی      

 (.    1گذارند )         می    ت ثیر       زا    توکسین      

های مولد آفلاتاوکسایان بار اسااس صافاات                                  شناسایی گونه            

گیر است و همیشه به نتایاجاه                           مورفولوژیک و بیوشیمیایی وقت                           

هاای ماولاکاولای              رسد. در این خ او  روش                     مطلوب نمی         

(.    7و 6تر کماک کاناناد )              تر و آسان          توانند به شناسایی دقی                        می  

هاای                         برهمین اساس، تولید آفلاتوکسایان و تاماایاز ساویاه                                         

تاوان باه وسایالاه باررسای بایاان                                            مولد آفلاتوکسین را می                    

  هاایای ناظایار                               های آفلاتوکسین و با اساتافااده از روش                                  ژن  

Real time PCR: RT-PCR                                    نیز انجام داد. با استافااده از ایان

های ساختاری و تنظیمی مسیر بیاوساناتاز                                    روش، میزان بیان ژن                  

آساپارژیالاوس           و یاا      آسپرژیلوس فالاووس                 آفلاتوکسین در              

های      مورد بررسی قرار گرفته است. از جمله مزیت                                       پارازیتیکوس             

 (.  3و 6این روش افتراقی، حساسیت و سرعت بالای آن است )                                            

  13ای است که در آن حداقل                       بیوسنتز آفلاتوکسین مسیر پی یده                             

  26شاود.      مرحله آنزیمی وجود دارد و از استیل کوآ شروع مای                                             

    و   aflP (omt) ،aflD (nor 1)  ،    aflO   ،aflQژن مختلف نظیر               

aflR                           جفت       66اند که  در یک ناحیه                     در این فرایند شناسایی شده

 (.      11و 11و 5اند )     بازی در یک سوم کروموزوم قارچ قرار گرفته                                       

های دخیل در سنتز آفلاتوکسین، ردیاابای                                    با توجه به اهمیت ژن                   

عنوان یک هدف بالاقاوه در تشاخایا                               تواند به        ها می     این ژن      

مولد آفلاتوکسین در نظر گرفاتاه شاود.                                    آسپرژیلوس         های      گونه    

هاا بارای         برهمین اساس مطالعات مختلفی برای بررسی این ژن                                            

های مولد آفلاتوکسین صاورت گارفاتاه اسات.                                    افتراق سویه           

 aflO (omtB), aflQهاای   مح ولات آنزیمی مارباوط باه ژن                         

(ordA)            های ساختاری هستند که دارای اهامایات                                  از جمله ژن

هاا    باشند و وجاود آن               خاصی در فرایند ساخت آفلاتوکسین می                                

 .     ( 11)   برای این فرایند ضرورت دارد                          

هاای قاارچای و             با توجه به اهمیت تشخی  سری  آلاودگای                                  

دام         در خوراک          آسپرژیلوس         های     آفلاتوکسین تولید شده از گونه                           

برای مدیریت آلودگی آفلاتوکسین و رعایت باهاداشات ماواد                                                  

هاای مسایار          رسد که بررسی ارتباط بین ژن                          غذایی، به نظر می                

تواند در  راحی یک روش قابل اعتمااد                                   بیوسنتز آفلاتوکسین می                    

های قارچی ماناجار باه تاولایاد                         و سری  در ردیابی آلودگی                       

آفلاتوکسین موثر باشد. به همین منظور دراین مطالعه با انتخاب                                                           

های مسایار بایاوساناتاز                  از مجموعه ژن               aflQو    aflOهای   ژن  

هاای     هاا باا ساویاه          آفلاتوکسین، ارتباط بین میزان بیان این ژن                                       

اناد،      مولد آفلاتوکسین که از خوراک دام جدا شاده                                        آسپرژیلوس         

 بررسی شده است.                
 

 ها  مواد و رو           

ماولاد        آساپارژیالاوس         های مختلاف           نمونه از گونه               76تعداد       

آفلاتوکسین که  ی مطالعات قبلی از خوراک دام ) رت( جادا                                                     

آساپارژیالاوس           های استانادارد               همراه نمونه           ( به    12شده بودند )           

آسااپاارژیاالااوس           و     (   ,PFCC    PFCC 5004    9643)       فاالاووس     

بانک زیستی            ،که از            PFCC 5286 , PFCC 5018() پارازیتیکوس             

زای ایران )انستیتو پاستور ایران( تهایاه شاده                                           های بیماری          قارچ    

 ، برای انجام این مطالعه انتخاب شدند.                                      بودند     

تمامی       های مورد مطالعه:                  از نمونه           DNAالف( کشت و استخراج                  

ابتدا بر روی محیط سابورو دکساتاروز                                    آسپرژیلوس         های     جدایه     

درجاه        21روز در دماای               1برا  کشت داده شدند و به مدت                             

های میسیلیومی هر نمونه پ                             سلسیوس گرماگذاری شدند. توده                           

( باه      PBS( بافر فسفات سالین )                    10xغلی  )       محلول     از شستشو با             

های شسته شده، با                  دقیقه سانتریفوژ شدند و از میسیلیوم                                    6مدت     

استفاده از نیتروژن مای  پودر تهیه شد .در ادامه با اساتافااده از                                                              

میکروگرم از پاودر مایاسایالایاوم و باا کایات                                                        111حدود      

DNeasy PlantMaxi Kit (Qiagen)                     براساس دساتاورالاعامال ،

ژنومی استخراج شد. درصد خلو  ایان                                   DNA    شرکت سازنده           

DNA                   اسااتاافاااده از دسااتااگاااهNanodrop-ND1000                     
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)Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)              و بااراساااس

ماحااساباه          A230/A260    و     A280/A260نسبت جذب نوری               

 گردید.      

با استفاده از واکنا                          aflQو         aflOهای     وجود ژن       ب( بررسی          

وجود        PCRابتدا با استفاده از واکن                            (:      PCRای پلیمراز )            زنجیره      

و قطعه            )aflO (omtB)   ،aflQ )ordAهای مربوط به دو ژن                    توالی     

  ITSهای مورد مطالعه ارزیابی شد. ناحیه ژنی                                       در سویه         ITSژنی     

شود که تا حدود زیادی از ت ییر                               عنوان قطعه ژنی محسوب می                       به  

ای برخوردار است و در ردیابای                             ای و ثبات درون گونه                   بین گونه        

گایارد.       مورد استفاده قارار مای                      آسپرژیلوس         های مختلف           گونه    

تمامی پرایمرها با توجه به سکان  مرج  ثبت شده در بانک ژن                                                         

  1 اراحای شادناد. جادول                    OLI O7و توسط نرم افزار                  

 دهد.      های هدف را نشان می                  های پرایمرها و ژن                   وی گی     

درجاه        62و سپ   ویل شدن نهایی                        (   aflOدر مورد           ثانیه       21)   

 .دقیقه انجام شد                6سلسیوس در           

درصد( الکتروفورز و                      1بر روی ژل آگاروز )                    PCRمح ولات        

  UVبا رن  اتیدیوم بروماید رن  آمیزی شدند، سپ  زیر نور                                                    

 ,el documentation system    ) el Doc 2000 با استفاده از               

Bio –Rad, Hercules, CA)                           .مورد ارزیابی قرار گرفتند 

با اساتافااده از روش                       aflQو         aflOهای     ج( بررسی بیان ژن                
Real Time PCR     :             هاای     میزان بیان ژنaflO (omtB)   وaflQ 

(ordA)          که واجد هاردو ژن فاوق                       آسپرژیلوس         های     در نمونه

با استفاده از پرایمرهای بررسی شده در مطالعات قبلی و                                                     بودند       

 گردید.          بررسی       Real-time PCR  وسیله روش         به    

برای این منظور ابتدا با استفاده از استاندارد مک فارلند، نسابات                                                              

  21های قارچی تهیه و تعداد اساپاورهاا در                                    یکسانی از غلظت              

با استفاده از                   mRNAمیکرولیتر شمارش گردید. سپ  محتوای                                   

و     RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, CA, USA)کاایاات     

در دماای                       سازنده استخراج گاردیاد و                          برمبنای دستورالعمل                  

  RNAدرجه سلسیوس  خیره شد. غلظات و خالاو                                      -31

های       وسیله روش اسپکتروفتومتری در  ول موج                                   تخلی  شده به            

 نانومتر مورد ارزیابی قرار گرفت.                                 231و     271

  RT-PCRهای مورد مطالعه به وسیلاه واکانا                                 میزان بیان ژن             

کایات                                   و باا اساتافااده از                   S BER  reenکمی به روش            

   (Invitrogen   )SuperScript  III Platinum  One-Step qRT

-PCR Kits                                                انجام شد. در ابتدای واکن  با استفاده از پارایامار  

Oligo-dT     بارداری ماعاکاوس            آنزی  نساخاه          وMMLV-RT   ،

استخراج شاده، سااخاتاه و                         mRNAاز روی        cDNAمولکول        

.   استفاده شاد             Real-Time PCRعنوان الگو برای انجام واکن                              به  

برای بررسی بازده واکن  و شرایط حااکا  بار آن، ناماودار                                                   

استاندارد رس  شد. میزان مح ول توالی هدف به روش انادازه                                                       

گیری میزان بیان ژن مورد نظاررا                               گیری نسبی بود و در آن اندازه                            

ژن کنترل داخلی                های ساختاری سلول تحت عنوان                            نسبت به ژن          

   (housekeeping gene         بیان می )                             کنند که در این تحقی  از باتاا

،   Pfaffiاکتین برای این منظور استفاده شد و با استفاده از فرمول                                                       

 دست آمده بررسی گردید.                     نتایج به        

 های هدف و پرایمرهای مورد استفاده.مشخ ات ژن: 1جدول 

 Accession اندازه 
number 

 ژن هدف پرایمر

751 bp AF027863 

F: 5'-   CTTT TCACCC CTCT T -3' 

ITS 

R: 5'- AC ACCATTAT CCA C TCC -3' 

1222 

)56( bp 
HM355030 

F: 5'- TTAC ATTT AT  A CA   -3' aflO 
 (omtB) R : 5'- A  TTCTCTT  CTACA  -3' 

325 
)116( 
bp 

Ay510451 
F: 5'- TC CTCT  CTT AACACC -3' 

aflQ 
(ordA) R: 5'- AACATTCTCT CCTCATCACT -3' 

همراه شرایط بهینه تک ایار                         های مجزا به           هر سه ژن توسط واکن                    

  161توسط اضافه نمودن                    PCRشدند. برای این منظور مخلوط                            

  11مولار و باافار           میلی      DNA   ،Mgcl2    106نانوگرم از الگوی                    

PCR        حاویKcl    61      مولار،       میلیdNTP    1      206ماولار،       مایالای  

پیکومول از هر پارایامار                        102و     Taq polymerase  واحد آنزی           

میکرولیتر رساناده شاد.                        61تهیه و سپ  با آب مقطر به حج                               

برای هر ژن بهینه و اجرا گاردیاد.                                  PCRواکن            چرخه حرارتی           

  2در      سلسایاوس      درجه        56شامل واسرشتگی اولیه                     این چرخه          

درجاه          56بار سیکل واسرشتگی                     26دقیقه و به دنبال آن برای                          

ترتیا        الگو )به         DNA ثانیه، ات ال پرایمرها به                          21سلسیوس در           

،   (   aflQ    و     aflOو     ITSدرجه سلسیوس برای                    66و     6201و     72

ثاانایاه                   16درجه سلسیوس در                  62دمای  ویل شدن رشته الگو                         
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  11نمونه همراه بااا                   RNAدر انجام واکن ، ش  میکرولیتر از                                 

مخلوط شد. رونویسی ماعاکاوس در                               Master Mixمیکرولیتار          

دقیقه انجام شد. چرخه                        21درجه سلسیوس و به مدت                        61دمای      

  2درجه سلسیوس در                  56با دمای واسرشتگی اولیه                           PCRتک یر     

    56بار با دمای دمای واسارشاتاگای                             11دقیقه آغاز و به تعداد                       

ثانیه، ات ال پرایمرها و  اویال شادن                                    16درجه سلسیوس در                

   .ثانیه انجام شد                21درجه سلسیوس در                  71رشته الگو در دمای                   

کروماتوگارافای              به روش           B1د( بررسی میزان تولید آفلاتوکسین                              

هاای     با توجه باه داده               (:      RP - HPLCمعکوس با کارآیی بالا )                       

(، در       12گیری آفلاتوکسین در غالات )                       موجود در زمینه اندازه                     

موجود در ع اره حاصال از                          B1این مطالعه میزان آفلاتوکسین                            

ها به روش کروماتوگرافی معکاوس باا                                 کشت هر کدام از سویه                   

( و با استفاده از دتکتور فالاورسانات                                  RP - HPLCکارآیی بالا )            

هاا    مورد ارزیابی قرار گرفت. فرایند آماده سازی و کشت نموناه                                                     

( انجام گردید.                11)        Lin Taoبر مبنای روش معرفی شده توسط                             

با شارایاط  یال تاناظایا                                   Agilentبرای این منظور دستگاه                       

مقاطار      متانول، استونیتریل، آب                        گردید. درراستای فاز متحرک از                              

درصاد،                 21های حجمای          و اسید استیک با نسبت                    دوبار تقطیر             

درصاد اساتافااده شاد. سارعات                                         1درصد و          65درصد،         21

و  اول ماوج                           لیاتار بار دقایاقاه             جریان به میزان یک میلی                      

          276برای موج باراناگایاخاتاگای                     آشکارساز فلو ورسان  نیز                         

تنظی  شاد. ساتاون                نانومتر           126 ول موج نشر             برای      نانومتر و           

              261          107باا انادازه             C18مورد استفاده در این تاحاقایا                            

 متر بود.          میلی    

                                                PDAبرای نماوناه کاناتارل مانافای از ماحایاط کشات                                   

   (PotatoDextrose Agar     )                                    و برای نمونه م بت نیز از آفلاتوکسین

B1             استاندارد (sigma, St. Louis, MO, USA   )               .استافااده شاد

درنتیجه مقایسه ارتفاع منحنی ناماوناه                                     B1مقادیر آفلاتوکسین                  

های مورد مطالعه با منحنی استاندارد و با احتساب ضری  رقت                                                         

 به دست آمد.           

 raphPad های به دست آمده در نرم افزار                            داده    ه( آنالیز آماری:                  

Prism         ( با استفاده از آنالیز واریان  در سط  ماعانای                                            5)نسخه

 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.                               1016داری کمتر از              

 ها  یافته     

انتخاب شده برای این مطاالاعاه،                               آسپرژیلوس         جدایه         76در بین        

آساپارژیالاوس           شناسا ی شد که شامال                      آسپرژیلوس         سه گونه         
نمونه( و            25)   آسپرژیلوس پارازیتیکوس                       (،    نمونه       22)   فلاووس       

نمونه( باودناد کاه خ اوصایاات                           6)   آسپرژیلوس نومیوس                  

 ها مورد ارزیابی قرار گرفت.                            ماکروسکوپی ومیکروسکوپی آن                         

شود، باندهای مجزای قطعات                          دیده می           1گونه که در شکل                همان    

جفت باز بار              166و     56ترتی  در مقیاس                به     aflQو      aflOژنی   

وبه  ور واضا  الاگاوی                        مشاهده گردید                    1روی ژل آگاروز               

های م بت ومنفی وجود داشت. از مایاان                                   متفاوتی در بین نمونه                    

را دارا            aflQو      aflOنمونه هر دو ژن                11م بت،          ITSسویه        76

ها الگوی متفاوتی را نشاان دادناد کاه در                                      بودند. سایر جدایه                 

 نشان داده شده است.                    2جدول      

ژنومی اساتاخاراج  DNA( در B)   aflQ( و A)    aflOهایردیابی ژن:  1شکل 

جفات بااز(، در  56)    aflO، باند اخت اصی آسپرژیلوسهای شده از گونه

جافات  aflQ   (116، و باند اخت اصی Aاز شکل  11تا  7و  1تا  2خطوط 

 .6و 6، 2، 1باز( در خطوط 

های مورد مطالعه در جادول با توجه به نتایج بررسی وجود ژن

( باه  aflQو  aflOهای درگیر در بیوسنتز آفلاتوکسیان )، ژن2

دست  نتایج بههای جداشده وجود داشتند. میزان بالایی در نمونه

 درصد( 11051نمونه ) 71در  aflOحضور ژن نشان دهنده آمده 

جادایاه  76درصاد( از  61011نموناه ) 16  در   aflQژنو 

نکته قابل بررسی در این جادول   مورد بررسی بود. آسپرژیلوس

های انتاخاابای های فوق در برخی از نمونهبیان بسیار بالای ژن

باشد. البته لازم به  کر است که ارتباط مستقیمی بین بیان هر می

مشااهاده   B1دو ژن مورد بررسی و قابلیت تولید آفلاتوکسین

زماان های مورد مطالعه، ها ای که برخی از  نمونهنشد. به گونه

را  B1میزان بالایی از آفلاتوکسین ، aflQو   aflOبا بیان بالای
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های دیگر، علیرغا  بایاان تولید کرده بودند در حالی که نمونه

های مورد بررسی، قابلیت تولید توکسین را نداشتند و بالای ژن

های فوق افزایا  داشاتاه در مواردی که فقط بیان یکی از ژن

 افزای  نداشته است.  B1است نیز لزوما تولید آفلاتوکسین 

 HPLCباه روش  B1با توجه به بررسی میزان آفلاتوکسین 

درصد(  76نمونه ) 16بررسی شده، نمونه   27در بین (  2)شکل 

 6بالاتر از حد مجاز تاحامال شاده  B1مقادیر آفلاتوکسین 

 22ناماوناه ) 7  هاابین آندر ( داشتند که 16نانوگرم بر گرم )

 111)بایا  از از این توکسیان درصد( مقادیر قابل توجهی 

هاای تاماامای ناماوناه . بودندرا تولید کرده نانوگرم بر گرم( 

استاندارد مورد استفاده در این مطالعه میزان قابل توجهی از این 

 (.2توکسین را تولید کرده بودند )جدول 

 باشند. های استاندارد می گونه  61تا  73های جداشده از خوراک دام. نمونه آسپرژیلوسهای از گونه B1آفلاتوکسین  ها با میزان و ارتباط آن aflQو  aflOهای ژن ا لاعات: 2جدول 

میزان 
آفلاتوکسین 

B1 
(ng/g) 

 بیان ژن
(Ct-value) 

 وجود ژن

 (PCR) 

 

 آسپرژیلوسگونه 

میزان     
آفلاتوکسین 

B1 

(ng/g) 

 بیان ژن
(Ct-value) 

 وجود ژن

(PCR) 
گونه 

 آسپرژیلوس

  

aflQ aflO aflQ aflO aflQ aflO aflQ aflO 

N.D 35.21 34.28 + + 26 آ. فلاووس N.D 34.68 14.68 + + 1 آ. فلاووس 

N.D N.D N.D - + 23 آ. پارازیتیکوس N.D 28.82 18.82 + + 2 آ. فلاووس 

N.D N.D N.D + - 25 آ. فلاووس N.D N.D N.D + - 2 آ. فلاووس 

 1 آ. نومیوس + + 16.75 19.25 210.85 11 آ. فلاووس + + 17.94 26.14 0.41

 6 آ. فلاووس + + 10.1 15.4 300 11 آ. پارازیتیکوس + + 13.08 11.17 0.13

N.D N.D N.D + - 12 آ. پارازیتیکوس N.D 35.22 15.48 + + 7 آ. فلاووس 

 6 آ. فلاووس + - N.D N.D N.D 12 آ. پارازیتیکوس + + 16.17 30.27 5.6

 3 آ. پارازیتیکوس + - N.D N.D N.D 11 آ. فلاووس + + 16.53 34.13 5.08

N.D N.D N.D - + 16 آ. فلاووس N.D 31.22 33.83 + + 5 آ. فلاووس 

N.D 31.15 16.85 + + 11 آ. پارازیتیکوس + + 20.58 29.58 6.1 17 آ. پارازیتیکوس 

N.D N.D N.D - + 11 آ. پارازیتیکوس + + 28.96 32.16 8.11 16 آ. پارازیتیکوس 

 12 آ. پارازیتیکوس - + N.D N.D N.D 13 آ. فلاووس + + 20.01 34.01 18.21

 12 آ. فلاووس + - N.D N.D N.D 15 آ. پارازیتیکوس + + 17.82 35.12 6.1

 11 آ. فلاووس + + N.D 33.56 22.36 61 آ. فلاووس + + 25.28 33.18 0.52

N.D N.D N.D - + 61 آ. فلاووس N.D N.D N.D - + 16 آ. نومیوس 

N.D N.D N.D - + 62 آ. نومیوس N.D N.D N.D + - 17 آ. پارازیتیکوس 

 16 آ. پارازیتیکوس + + 28.13 29.23 11.58 62 آ. فلاووس + + 20.46 34.48 11.21

 13 آ. فلاووس + - N.D N.D N.D 61 آ. پارازیتیکوس + + 26.42 33.11 0.86

 15 آ. فلاووس + - N.D N.D N.D 66 آ. پارازیتیکوس + + 26.16 33.16 30.62

N.D N.D N.D - + 67 آ. فلاووس N.D 29.23 27.83 + + 21 آ. پارازیتیکوس 

N.D N.D N.D - + 66 آ. پارازیتیکوس N.D N.D N.D - + 21 آ. نومیوس 

 22 آ. نومیوس + + 15.62 12.32 0.4 63 آ. فلاووس + + 29.47 35.57 0.6

N.D N.D N.D + - 65 آ. فلاووس N.D N.D N.D - + 22 آ. پارازیتیکوس 

 21 آ. پارازیتیکوس + + N.D 33.11 36.71 71 آ. فلاووس + + 30.32 34.32 12.36

 26 آ. پارازیتیکوس + - N.D N.D N.D 71 آ. فلاووس + + 36.76 11.36 45.01

 27 آ. پارازیتیکوس + + 13.77 14.17   72 آ. پارازیتیکوس + + 20.08 9.24 102.2

N.D 22.58 34.61 + + 26 آ. فلاووس + + 12.86 16.22 0.5 72 آ. فلاووس 

 23 آ. فلاووس + + 38.38 34.18 0 71 آ. فلاووس + + 6.49 7.42 180

N.D N.D N.D - + 76 آ. فلاووس N.D 21.33 19.31 + + 25 آ. پارازیتیکوس 

 21 آ. پارازیتیکوس + + 12.44 18.31 234 77 آ. پارازیتیکوس + + 7.92 11.52 0.16

N.D N.D N.D - + 76 آ. پارازیتیکوس N.D 32.15 22.29 + + 21 آ. فلاووس 

 22 آ. پارازیتیکوس + + 23.31 3.58 320 73 آ. فلاووس + + 9.65 12.32 707

 22 آ. فلاووس + + 13.32 12.38 0 75 آ. فلاووس + + 9.36 16.22 245

 21 آ. پارازیتیکوس + - N.D N.D N.D 61 آ. پارازیتیکوس + + 8.84 9.22 325

 26 آ. پارازیتیکوس + - N.D N.D N.D 61 آ. پارازیتیکوس + + 12.58 26.12 404
              

N.D 31.4 25.08 + + 27 آ. فلاووس 
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 بح    

باشناد       های قارچی می            ها یکی از انواع مایکوتوکسین                           آفلاتوکسین         

که اثرات مخربی بروی سلامت انسان و دام دارند. لذا تشخی                                                        

های مولد آفلاتوکسایان                    هنگام و به موق  گونه                      گیری زود        و اندازه        

برای تا ید صحت و سلامات خاوراک دام و انساان ماها                                                              

 (.  2است )     

مولد آفلاتاوکسایان باراسااس                       آسپرژیلوس           های      شناسایی گونه            

بر باودن، باا             بر زمان       صفات مورفولوژیک و بیوشیمیایی، علاوه                                  

های مولکولی              دقت کمی نیز همراه است. در این خ و  روش                                      

تر کمک کنند. بر هامایان                       تر و آسان          توانند به شناسایی دقی                        می  

هاا در گاروه             های مولکولی به منظور تمایز گوناه                                اساس، روش         

 (.  17است )        کارگرفته شده            به  آسپرژیلوس فلاووس                 

یاک قاارچ ماولاد                برای        PCRاولین سیست  ردیابی براساس                           

( انتشار یافت کاه                  1552و همکاران )             Tangمایکوتوکسین توسط                  

را در مایا  حااصال از                    آسپرژیلوس فلاووس                 توانست حضور             

ردیابی و تاوصایاف                  nested PCRوسیله       ها به     شستشوی برون             

 (.  16) کند     

هاای      مطالعات متمرکز روی ارزیابی خوا  توکسیانای گاوناه                                            

( و     13)        eisen توسط       PCRدسته فلاوی با آزمون                    آسپرژیلوس         

( انجام گرفت. هر                  15و همکاران )              Shapiraبه موازات آن توسط                 

عنوان نقطه شاروع بارای تشاخایا                             ها به      دوی این پ وه              

های مبتانای بار               های مولد آفلاتوکسین با استفاده از روش                                     قارچ    

PCR                        مطر  هستند. در سنجPCR                    انجام گارفاتاه تاوساط

 eisen                         سه جفت پرایمر به صورتmultiplex PCR          باه کاار

و   آساپارژیالاوس ساوجاای                 گرفته شد و مشخ  گردید که                          

هستند. این دو گونه اسااساا                               nor-1فاقد ژن       آسپرژیلوس اریزا                 

هستند ولای قاادر باه تاولایاد                         آسپرژیلوس فلاووس                 مشابه       

غیر     آسپرژیلوس فلاووس                 های      آفلاتوکسین نیستند و سایر سویه                            

های باه کاار             مولد آفلاتوکسین نیز با یک یا همه جفت پرایمر                                          

رفته باندی ایجاد نکردند. به دنبال مطالعات موجود، قابلیت هار                                                            

هاای      ها نیز برای ردیابی قاارچ                        در این پ وه               PCRدو آزمون          

مولد آفلاتوکسین در غلات،  رت و همین  ور انجیر به اثباات                                                      

 (.  15و 13رسید )      

باا اساتافااده از روش                       و هاماکااران           Buدر مطالعه دیگری                 

Monochrome LightCycler PCR assay                روشای را بارای ،

های ماها           از سایر قارچ            آسپرژیلوس فلاووس                 شناسایی و تمایز                 

های باالایانای،              های خال  و در نمونه                    از نظر پزشکی در کشت                   

توصیف کردند. پرایمرهای به کار رفته در این آزمون، بر پایه ی                                                            

فالاووس       آسپرژیلاوس               rRNAاز ژن         ITSهایی از ناحیه               توالی     
 (.  21بودند )       

تواناد       های مولد آفلاتوکسین می                     تولید آفلاتوکسین و تمایز سویه                            

های آفلاتوکسین در دسته فلاوی با به کارگیری                                           وسیله بیان ژن             به  

 RT-PCRباشد. تاکانایاک           نیز امکان پذیر می                   RT-PCRروش     

های      وسیله ژن        های رونویسی شده به                   mRNAامکان آشکارسازی               

سناتاز        cDNAهای     حدواسط        PCRخا  را با استفاده از تک یر                            

کند. این روش بارای                    شده توسط رونویسی معکوس فراه  می                               

ردیابی تولید آفلاتوکسین و بیان ژنی آفلاتوکسایان بار پاایاه                                                     

های ساختاری و تنظیمی مسیر بیوسنتز آفالاتاوکسایان در                                                 ژن  

باا        ، آسپرژیلاوس پاارازیاتایاکاوس                     و یا      آسپرژیلوس فلاووس                 

های ایان          موفقیت چشمگیری همراه بوده است. از جمله مزیت                                           

 (.  22و 21و 3سیست  افتراقی حساسیت و سرعت بالای آن است )                                         

در         aflPو   aflD   ،aflOردیابی بیان سه ژن                   در مطالعه دیگری با                    

آسپرژیلوس پارازیتایاکاوس                         و آسپرژیلوس فلاووس                 های     گونه    
های فوق با قابلیت تولید آفلاتوکسایان                                   گزارش شده که بیان ژن                    

هاای های تولید شاده تاوساط ساویاهکروماتوگرام آفلاتوکسین:  2شکل 

  .(B)آسپرژیلوس پارازیتیکوس ( و A)آسپرژیلوس فلاووس 
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ها را باه           در این دو گونه ارتباط مستقی  دارد. در نتیجه این ژن                                                  

 .   ( 22) های نشانگر تولید آفلاتوکسین مطر  نمودند                                         عنوان ژن        

و     aflQبا توجه به موارد  کر شده، در مطالعه حاضر دو ژن                                                

aflO    عنوان یک الگو از خوشه ژنی آفلاتوکسیان اناتاخااب                                            ، به

جدا شاده از              آسپرژیلوس         های     ها در نمونه           گردید و حضور آن               

براین باا اساتافااده از آزماون                                       خوراک دام بررسی شد. علاوه                        

Real time -PCR   وHPLC    ،                  های فاوق باا            ارتباط بین بیان ژن

 تولید شده مورد ارزیابی قرار گرفت.                                    B1میزان آفلاتوکسین               

ژن مربوط به نواحی فاصله انداز رونویسای شاوناده داخالای                                                                     

   (ITS     )  هاا    آساپارژیالاوس         عنوان اولین ژن در تعیین هاویات                              به

هاای     شود که حضاور آن در تاماامای ساویاه                            محسوب می        

عنوان یک هدف              تایید شده است و به همین دلیل به                                 آسپرژیلوس         

هاا ماحاساوب          موثر برای تجزیه و تحلیل فیلوژنیک در قاارچ                                        

دست آمده در این مطالعه،                         (. با توجه به نتایج به                      26و 21شود )       می  

مورد بررسی در این مطالعه دارای                                  آسپرژیلوس         های     تمامی نمونه           

بودند که کاملا در تطاب  با سایر مطالعات مشابه باوده                                                      ITSژن  

 است.    

    16نمونه تاعاداد               76از تعداد               aflQبه منظور تعیین وجود ژن                      

م بت گزارش شد که بیانگر حضور غال  ایان ژن در                                             جدایه       

منظور تعیایان             چنین به        ها بود. ه           درصد از جدایه               61011بی  از        

، یک قطعه کوچک از این ژن تک یر گردیاد                                      aflOهای      وجود ژن       

نمونه م بت گزارش شد که بایااناگار                                 71نمونه، تعداد                76و از      

ها بود، در نتیجه ایان                       درصدی این ژن در نمونه                       51011فراوانی         

تواند کاندید بسیار خوبی برای مطالعات بیشتر در بررسی                                                     ژن می     

 باشد.       آسپرژیلوس         های     سویه    

های مورد بررسی نشاان داد کاه                            نتایج حاصل از آنالیز بیان ژن                            

هاای      با میزان بیان ژن                  B1قابلیت تولید مقادیر بالای آفلاتوکسین                                    

aflO     وaflQ ،                                 هایی که میزان               مطابقت نسبی دارد. در اغل  نمونه

را تولید کرده بودند، مایازان بایاان                                   B1زیادی از آفلاتوکسین                    

گیری داشتناد کاه ایان                    های مورد بررسی نیز افزای  چش                                ژن  

آسپرژیلاوس           های استاندارد               نمونه     توان به وضو  در                 مورد را می          

. در مواردی             و پارازیتیکوس مورد بررسی مشاهده نمود                                    فلاووس       

مستقیمی بین             که میزان آفلاتوکسین ایجاد شده کمتر بود، ارتباط                                               

وجاود ناداشات و                B1و تولید آفلاتوکسین                     فوق   های     بیان ژن       

های فوق افزای  داشته، لزوما به معنای افازایا                                              هرچه بیان ژن            

نبوده اسات و حاتای در بارخای از                              B1تولید آفلاتوکسین                 

های فوق با افزای  تولید                         های جدا شده، میزان بیان ک  ژن                               نمونه     

 آفلاتوکسین همراه بوده است.                         

هاا از ناظار            در این مطالعه اگرچه امکان بررسی تمام نماوناه                                          

  7ای که مطالعه شد، تاناهاا                       نمونه       21زایی نبود اما از                  توکسین      

تواند بیانگر              نمونه میزان توکسین بسیار زیادی داشتند که این می                                               

های دارای ژن مولد آفلاتوکسیان در                                قدرت ک  برخی از سویه                    

توان برای این موارد                     تولید توکسین باشد. از جمله دلایلی که می                                      

هاای     توان به  حذف یا موتاسیون احتمالای در ژن                                       کر کرد می          

مداخله گر در سنتز آفلاتوکسین و هم نین بارخای شارایاط                                                 

 (.  26و 27فیزیولوژیک موثر بر سنتز آفلاتوکسین اشاره کرد )                                             

 

 گیری    نتیجه     

در مورد هر دو                 RT-PCRمطالعات مربوط به تعیین حساسیت                               

هاای      ژن، به خوبی امکان شناسایی مقادیر بسیار جز ای از ژن                                                 

توان گفت که به  ور                    دادند. در نتیجه می                   مولد توکسین را نشان                     

تاواناد در          بسیار حساس باوده و مای                      RT-PCRروش         کلی   

در مجموع          باشد.        زا مفید          های توکسین           تشخی  وجود و بیان ژن                    

توجه به آلودگی بالای قارچی در خوراک دام، با استافااده از                                                       با    

ضامان شانااساا ای             توان       روش معرفی شده در این مطالعه می                              

های مولد          مولد آفلاتوکسین، با ردیابی ژن                              آسپرژیلوس         های       گونه    

مقادیر بسیار جز ی از آفلاتوکسین را                                   آفلاتوکسین احتمال تولید                        

ها ردیابی کرد و در مراحل ابتدایی جالاوی اناتاشاار                                               در نمونه        

 آلودگی را گرفت.               

هاای ماولاد          برای تکمیل نتایج این مطالعه، بررسی ساایار ژن                                          

آفلاتوکسین نیز باید درنظر گرفته شود تا بتوان روش فاوق را                                                        

ها با         های مولد آفلاتوکسین و ارتباط آن                              برمبنای مناس  ترین ژن                     

 میزان تولید آفلاتوکسین بهینه نمود.                                 

 

 ملا  ات اخلا ی            

نویسندگان این مقاله تمامی نکات اخلاقی از جمله عدم سرقت                                                       
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سازی را در این مقاله                      ها و داده         ادبی، انتشار دوگانه، تحریف داده                               

 اند.      رعایت کرده          
 

 ت کر و  دردانی              

از تمامی محققین و همکارانی شاغل در دانشگاه پایاام ناور و                                                       

سازی رازی که در انجاام ایان                           موسسه تحقیقات واکسن و سرم                         

 آید.    عمل می      تحقی  به ما یاری رساندند، تقدیر و تشکر به                                         
 

 ت ار  م اف            

 وجود ندارد.           
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