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مقدمه
توانند در هر شرایطی، حتی در تقریباً میها قارچ

محدوده دمایی غیر فیزیولوژیک رشد کنند و باعث 
. )1(هاي مختلف از جمله آلرژي شوند بروز بیماري

اسپورهاي قارچی در تمـام طـول سـال بـه مقـدار      
هـا  زیادي در هواي آزاد وجـود دارنـد و غلظـت آن   

.)2(تواند متغیر باشـد  بسته به شرایط محیطی می
دهـد کـه رابطـه    مطالعه نوزادان آلرژیک نشان مـی 

مستقیمی بین تعداد اسـپورهاي قـارچی معلـق در    

.)3(ها بر سلامت انسان وجـود دارد  هوا و تاثیر آن
در ی تنفس ـزايآلـرژي هـاي  تراکم قـارچ به علاوه

بسته تحت تاثیر عواملی چون رطوبـت،  هاي محیط
یگیـاه پوشـش  حیوانـات خـانگی و   حضورتهویه، 
هـا عامـل طیـف    . آسپرژیلوس)4(قرار داردمنطقه 

هـاي ریـوي از قبیـل مایسـتوما،     وسیعی از بیماري
ــپرژیلوزیس    ــاجم، آســـ ــپرژیلوزیس مهـــ آســـ

ــاد برونکوپولمــونري آلرژیــک و واکــنش هــاي ازدی
شـیوع . )5(باشـند  حساسیت تیپ یک تنفسی می
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آلرژي تنفسی به قارچ ها در مناطق گرم و مرطوب 
درصـد و در افـراد   20-30ک حدود در افراد آتوپی

درصد تخمین زده شده است6غیر آتوپیک حدود 
هـاي  . آلرژي تنفسی می توانـد بـر تمـام گـروه    )4(

سنی تاثیر بگذارد ولـی ایـن تـاثیرات در کودکـان     
. اسپور قارچ هاي فرصت طلب به )6(شدیدتر است 

نظیــر آســپرژیلوسمختلــفگونــه هــايخصــوص 
و فـلاووس آسـپرژیلوس ،فومیگـاتوس آسپرژیلوس

بـــه عنـــوان شـــایع تـــرین نـــایجرآســـپرژیلوس
. )7(هاي قارچی در نظر گرفته می شوندآئروآلرژن

نوع شکل و دفعات تماس با ارگانیسم و همین طور 
پاسخ ایمنی میزبان در بروز ازدیـاد حساسـیت بـه    

در بـین  . هـر چنـد   )9و8(موثرنـد هاآسپرژیلوس
فراوانـی  آسپرژیلوس فـلاووس ، گونه هاآسپرژیلوس

هـا  عامل اغلب عفونتولی ،بیشتري در محیط دارد
و آلرژي به آسپرژیلوس ها، گونه فومیگاتوس اسـت 

. اطلاعات آزمایشگاهی نشان مـی دهنـد   )10و9(
کــه بیمــاري زایــی گونــه فــلاووس بیشــتر از      
فومیگاتوس است ولی بزرگ تـر بـودن اسـپورهاي    

فومیگـاتوس موجـب   گونه فلاووس در مقایسـه بـا   
باقی ماندن آن ها در مجراي تنفسـی فوقـانی مـی    

ــود  ــالاي   )11(ش ــی ب ــاري زای ــپرژیلوس . بیم آس
به عوامـل متعـددي از جملـه سـاختار     فومیگاتوس

کونیــدي هــاي آن، ظرفیــت آن بــراي رشــد و     
سازگاري با شرایط نامطلوب محیط رشد، مکانیسم 

دن فرار از سیستم ایمنی و توانایی آن در آسـیب ز 
. در بـین قـارچ هـاي    )10(به میزبان بستگی دارد 

آلرژي زا گونه هاي آسـپرژیلوس بـه علـت وفـور و     
آلرژنیسیته بـالا اهمیـت بیشـتري در ایجـاد آسـم      

یتحساسازدیاد . به طوري که)12(آلرژیک دارند 
آلرژیـک آسـم مـوارد ٪80به کپک ها در بیش از 

30. تـاکنون حـدود   )14و13(گزارش شده اسـت 
آلرژن مختلف با وزن هـاي مولکـولی در محـدوده    

کیلودالتون در آسـپرژیلوس هـا   90الی 11عمدتاً 
در این مطالعه میانکنش . )15(شناسایی شده است 

بین سه گونه رایج آسپرژیلوس با اسـتفاده از سـرم   
بیماران حساس به مخلوط آسپرژیلوس ها مقایسـه  

گردید.

کارروش
تهیه لیزات قارچی و بررسی کیفـی و  -2-1

کمی پروتئینی آن
هاکشت میسلیوم آسپرژیلوس-2-1-1

Czapek Brothحجم هاي مساوي از دو محیط 
به مخلوط شد و AOAC Brothمحیط سنتتیکو

ــوان  هــامحــیط کشــت انتخــابی آســپرژیلوس عن
آسـپرژیلوس  استفاده گردید. سوش هاي استاندارد 

ــاتوس ــماره  فومیگــ ــه شــ و ATCC204305بــ
و CBS625/66آســپرژیلوس فــلاووس بــه شــماره 
ــماره   ــه ش ــایجر ب ــپرژیلوس ن در ATCC1105آس

تلقیح شد و فلاسک ها به مدت مایعمحیط کشت 
سانتی گـراد قـرار   درجه37یک هفته در انکوباتور 

داده شدند. سپس لایـه قـارچی تشـکیل شـده بـا      
پـس از شستشـو بـا بـافر     سانتریفیوژ جدا گردید و

ــی (  ــفات نمک -Phosphat Buffered Salineفس
PBS مـورد براي تهیه لیزات سلولی)، توزین شد و

. )9قرار گرفت (استفاده 
هالیز کردن میسلیوم-2-1-2

pH=8میلی مولار 50بافر تریس میسلیوم ها در 
میلی مـولار  100و EDTAمیلی مولار10حاوي 
NaCl درصد وزنی 5وSDS درصد حجمی 5/1و

Tween20 2درصد حجمی 1وMEمقدار کافی و
شـدند.  در هاون سـاییده  هاآنتی پروتئازاز مخلوط

جهت تشـدید شکسـته شـدن دیـواره سـلولی بـه       
پـرل شیشـه   درصد وزنی 10سوسپانسیون سلولی 

ــر   ــه قط ــرون) 50-100اي (ب ــد و  میک ــافه ش اض
منجمد گردید ازت مایعمحتویات به دفعات توسط 

ه بـا هـاون سـائیده شـد تـا      و محتواي منجمد شد
دیواره میسلیوم ها شکسته شـده و پـروتئین هـاي    
داخل سلولی و سطح سلولی آزاد شوند. این فرآیند 

بـار تکـرار شـد تـا از     10فریز و دفریـز و سـائیدن   
اطمینان حاصـل شـود.  میسیلوم ها نسبیتخریب

ــا     ــا ب ــلیوم ه ــل میس ــدن کام ــرد ش ــت خ در نهای
دسـت  ه صـاره ب ـ عمیکروسکوپ نوري بررسی شـد.  

سـاعت روي شـیکر بـا سـرعت     3-4آمده به مدت 
ســپس ،دور در دقیقــه مخلــوط گردیــد  1000

دور در 12000دقیقه با دور10محتویات به مدت 
بـه  وشـد سانتریفوژ شد. مـایع رویـی جـدا    دقیقه 

بـه کیسـه   هـا و ناخالصـی هـا   منظور حذف نمک
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در مقابل کیلودالتون منتقل شد و4دیالیز با منافذ 
بـه  pH=8با میلی مولار) 10(بافر فسفات پتاسیم

درجـه سـانتی گـراد    4ساعت در دمـاي  16ت مد
. )17و 16(دگردیروي شیکر مغناطیسی دیالیز 

سنجش غلظت پروتئینی و بررسی -2-1-3
هامحتواي پروتئینی عصاره

ــالیز شــدهمیــزان پــروتئین  ــا روش عصــاره دی ب
و از آلبومین سرم گـاوي برادفورد اندازه گیري شد

)BSA  ــروتئین اســتفاده ــتاندارد پ ــوان اس ــه عن ) ب
گردیــد. از الکتروفــورز پــروتئین هــا روي ژل پلــی 

اکریل آمید جهت تعیـین وزن مولکـولی ظـاهري   
پروتئین هاي قارچی و بررسـی الگـوي الکتروفـورز    

ها استفاده شد. در نهایت پروتئین هاي تفکیک آن
شده با استفاده از کوماسی بلو رنگ آمیزي شدند و 

بین لایه هـاي سـلوفان قـرار    رنگ آمیزي شده ژل 
.)18(گرفت و اسکن شد

انتخاب افراد حساس و غیر حسـاس  -2-2
ها به آسپرژیلوس

ــاري مخلـــوط      ــاره تجـ ــتفاده از عصـ ــا اسـ بـ
از افـراد  )Greer(محصـول شـرکت   هاآسپرژیلوس

ــک     ــه کلینی ــده ب ــه کنن ــک مراجع ــرژي آلرژی آل
و کلینیک آلرژي خورشـید  بیمارستان فیروزآبادي

تاریخچـه  بـا افـراد بـالغ  .آزمون پریک انجـام شـد  
میلـی  3حساسیت به قارچ ها و برآمدگی بـیش از  

متر در آزمون پریک بـه عنـوان افـراد حسـاس بـه      
فاقد هرگونه علائم آلـرژي  آسپرژیلوس و افراد بالغ

آزمون پریـک منفـی در مقابـل    باتنفسی و غذایی 
عصاره تجاري آسـپرژیلوس هـا بـه عنـوان کنتـرل      

از کلیــه داوطلبــین .ندمنفــی در نظــر گرفتــه شــد
نامه کتبـی  شرکت کننده در این طرح فرم رضایت

اخذ گردید و مطالعه توسط کمیته اخلاق پزشـکی  
ات بهداشتی و درمانی دانشگاه علوم پزشکی و خدم

). 17ایران مورد بررسی و تایید قرار گرفت (
ــرم  -2-2-1 ــه س ــی ایمونوراکتیویت بررس

بیماران
ــت  ــرم  جهـ ــه سـ ــی ایمونوراکتیویتـ ــا بررسـ بـ
الایـزا و الایـزاي   دیسکدو روشازها آسپرژیلوس

طراحی شده با عصاره هاي تولید شده استفاده شد. 
ان بـا وسـترن بـلات    به علاوه ایمونوراکتیویته بیمار

).19مقایسه شد (

بررسی ایمونوراکتیویته با دیسک -2-2-2
الایزا

هـاي از قبـل   جهت انجام دیسک الایـزا از پلیـت  
مسدود شده استفاده گردیـد. بـدین منظـور ابتـدا     

2چاهک ها با آلبومین گاوي یک درصد بـه مـدت   
ساعت در دماي اتاق مسدود شدند سـپس دیسـک   

.Dr(شـرکت  آسـپرژیلوس گونه هايتجاريهاي
Fooke ( چیــده خانــه96در چاهــک هــاي پلیــت
به هر سرم افراد حساس میکرولیتر از 100شدند و

سـاعت در  2به مدت پلیت هاوچاهک اضافه شد
سانتی گراد روي شیکر صفحه اي درجه 37دماي 

بـافر فسـفات   مرتبه بـا  4چاهک ها شد.قرار داده
Phosphate(20د تـوین  درص ـ05/0نمکی حاوي 

Buffered Saline Tween-20- PBST  شستشـو (
250شدند. بدین منظور بر روي دیسـک هـا   داده

20میکرولیتر محلول شستشو اضافه شده و پس از 
ثانیه تکان دادن محتویات با پمپ خلأ تخلیـه شـد  

بـاقی  مربوطـه دیسک ها تا پایان کار در چاهک تا 
محلول شستشو بر روي . پس از تخلیه کامل مانندب

IgEضـد  آنتـی بـادي   میکرولیتـر  100دیسک ها
وشدافزوده(شرکت پادتن علم) HRPکونژوگه با 

درجـه  37دقیقـه در دمـاي   90به مدت پلیت ها
شـدند. سـپس   قرار داده سانتی گراد بر روي شیکر 

شستشو دادهمانند مرحله قبلمرتبه5دیسک ها 
-سوبســترامیکرولیتــر محلــول 100ســپس شــد.

تترامتیــل بنزیــدین) بــه -کرومــوژن (آب اکســیژنه
دقیقـه در  15پلیـت هـا   و شـد اضـافه  چاهک هـا 

شـرایط تــاریکی بــر روي شـیکر قــرار داده شــدند.   
میکرولیتـر  100واکنش به چاهک ها توقف جهت 

ضـافه شـد. سـپس    ااسید سـولفوریک یـک مـولار   
جـذب  ودیسک ها از داخل چاهک ها خـارج شـد  

در طـول  دسـتگاه الایـزا ریـدر    ازادهبا اسـتف نوري
ــوج ــاي م ــل 450ه ــانومتر در مقاب ــانومتر 630ن ن

.)19خوانده شد (
بررسی ایمونوراکتیویته با الایزاي -2-2-3

غیرمستقیم
هـاي تهیـه   عصـاره بررسی ایمونوراکتیویتهجهت 

از آزمون الایزاي غیرمسـتقیم  سرم بیماران شده با
استفاده شد. ابتدا کف چاهک هاي ماکسی سـورب  

) با عصاره هاي تام پوشـیده شـدند.   Nunc(شرکت 
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بـی کربنـات سـدیم    بدین منظور عصاره ها با بـافر  
رقیــق شــدند تــا محلــول    pH=9.0مــولار 2/0

میکروگـرم در میلـی لیتـر    50پروتئینی با غلظـت  
از هر کدام میکرولیتر 50دار. سپس مقبدست آید

اضافه شد و پلیت ها یک شبچاهک هاي الایزا به
. ندشـد نگهـداري  درجـه سـانتی گـراد    4در دماي 

شستشـو داده  PBSTبـا  بـار  سپس چاهک ها سه
آلبومین گاوي میکرولیتر250ند و به هر کدامشد

شـیکر  ساعت در 2پلیت ها دو درصد اضافه شد و 
تـا نـواحی خـالی    گرفتنـد درجه قرار37انکوباتور 

50از دو بار شستشوپس چاهک ها مسدود شوند.
میکرولیتر از سرم بیماران (افراد حساس) و کنترل 
منفی (افراد غیر حساس) به چاهک ها اضافه شد و 

37انکوبـاتور  شـیکر سـاعت در 2پلیت ها مجدداً 
بـار شستشـو   4درجه قرار گرفتند. سپس پلیت ها 

کونژوگـه بـا   Anti IgEولیتـر  میکر50داده شـد و  
ــا رقــت Abcam(شــرکت بیــوتین  بــه 1:1000) ب

چاهک ها اضافه شـد و پلیـت هـا یـک سـاعت در     
پس ســدرجــه قــرار گرفتنــد. 37انکوبــاتور شــیکر

ــار شســته شــد و 5چاهــک هــا  ــر 50ب میکرولیت
-Sigma(شرکت HRPکونژوگه با استرپتوآویدین

Aldrich( افه به چاهـک هـا اض ـ  1:10000با رقت
37انکوبـاتور  شـیکر  دقیقـه در  45شد و پلیت ها 

50بــار شستشــو 6درجــه قــرار گرفتنــد. پــس از 
ــترا  ــر سوبس ــوژن-میکرولیت ــیژنهکروم -(آب اکس

به چاهک ها اضافه شد و بعد از تترامتیل بنزیدین) 
درجـه  37انکوبـاتور  شیکر دقیقه نگهداري در 20

ک اسید سـولفوری میکرولیتر 50مقدارسانتی گراد
چاهک اضافه شـد و جـذب   یک از به هر یک مولار

نـانومتر در مقابـل فیلتـر    450نوري در طول موج 
.)19و 17(نانومتر اندازه گیري شد630مرجع

بررسی ایمونوراکتیویته با وسترن -2-2-4
بلات 

بررسی ایمونوراکتیویته سرم ها با بانـدهاي  براي 
از وسـترن بلاتینـگ اسـتفاده شـد. ایـن      پروتئینی

مــی توانــد وزن روش در مقایســه بــا تســت الایــزا 
را نشـان  واکنش و شدتباندهاي واکنشگرظاهري 

دهد. بدین منظور ابتدا پروتئین هـا بـا اسـتفاده از    
SDS-PAGE ندتفکیک شددرصد 5/12روي ژل

بـا اسـتفاده از روش نیمـه خشـک از     پروتئین ها و 

غشاء .ندمنتقل شدPVDFاءوي غشداخل ژل بر ر
در نهایت با پانسو اس رنگ آمیزي شـد و اسـتریپ   
یا نوارهاي حاوي پروتئین بریده شد و هر نوار براي 
بررسی واکنش یک سرم مورد استفاده قرار گرفت.

، نـواحی فاقـد پـروتئین، توسـط     رنگ بـري پس از 
ند. بـدین منظـور   شـد آلبومین سرم گاوي مسـدود 

در قایقک هـاي پلیـت مخصـوص قـرار     ابتدا نوارها
داده شد و به هر کدام یک میلی لیتر آلبـومین دو  

12پلیت هاي حـاوي نوارهـا   ودرصد استفاده شد
درجه سانتی گراد بر روي راکـر  4ساعت در دماي 

PBSTقرار داده شـدند. سـپس نوارهـا دو بـار بـا      
ها یک میلـی لیتـر   بر روي آنشستشو داده شد و

PBSبـا  1:3(سرم هـا بـه نسـبت    سرم رقیق شده
سـاعت بـر روي   4رقیق شدند) اضافه شد و نوارها 

بـار  3درجه قرار گرفتند. پس از 37راکر در دماي 
Antiدقیقه) یـک میلـی لیتـر   5شستشو (هر بار 

IgE شرکت کونژوگه با بیوتین)Abcam   بـا رقـت (
یـک  پلیت هـا  ا اضافه شد ور روي نوارهب1:2000

درجه سانتی گراد بر روي راکر37دماي ساعت در 
پس از سه بار شستشـو (مجموعـاً بـه    قرار گرفتند. 

ــدت  ــر   15م ــی لیت ــک میل ــا ی ــا ب ــه) نواره دقیق
-Sigma(شرکت HRPکونژوگه با استرپتوآویدین

Aldrich( و پلیـت  ندشدمجاور 1:10000با رقت
سـانتی گـراد بـر    درجه37دمايدقیقه در 45ها 

، بــار شستشــو3د. پــس از قــرار گرفتنــروي راکــر
استریپ ها بر روي یک صفحه پلاستیکی قرار داده 
شدند و در اتاق تاریـک بـه مـدت یـک دقیقـه بـا      

ي کمی لومینسانس (شرکت پارس توس) سوبسترا
مجاور شدند. پس از مرتب کـردن نوارهـا، از فـیلم    
هاي حسـاس رادیـوگرافی بـراي مشـخص کـردن      

یت فـیلم هـاي   نواحی واکنشگر استفاده شد. در نها
رادیوگرافی در محلول ظهور و ثبوت قـرار گرفتنـد   

و 19تا باندهاي واکنشـگر قابـل مشـاهده شـوند (    
20 .(

بررسی آماري 
نتایج مطالعه حاضر با استفاده از نرم افزارآمـاري  

SPSS version18قرار گرفت. مورد تجزیه و تحلیل
بدین منظور جهت محاسبه همبستگی بین نتـایج،  

از Cut offاز آزمون پیرسون و جهت تعیین نقطـه  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
31

 ]
 

                             4 / 11

https://rjms.iums.ac.ir/article-1-4235-fa.html


و همکارانی فلاحتمهربان

1395http://rjms.iums.ac.irدي ، 151، شماره 23دوره پزشکی رازيعلوم مجله

14

استفاده شد. همچنین رسم نمودار ها ROCآزمون 
انجام شد. Prism5توسط نرم افزار 

هایافته
ــا روش خــامهــايغلظــت پروتئینــی عصــاره ب

آسپرژیلوس که به ترتیب در برادفورد سنجیده شد
میلی گـرم در میلـی لیتـر، در    1254فومیگاتوس

میلـی گـرم در میلـی    2500آسپرژیلوس فلاووس
میلـی گـرم در   1250آسپرژیلوس نایجرلیتر و در 

میلی لیتر بود. جهت سـهولت انجـام آزمـون هـاي     
میلـی  500ایمونواسی غلظت همه عصاره هـا روي  

ن داد نشا. الکتروفورز تنظیم شدگرم در میلی لیتر
بانـد پروتئینـی در   که یک اسمیر ممتد و تعـدادي  

همـه عصـاره هـا    کیلودالتـون 100تا 11محدوده 
تـا  46در محـدوده  ،و در هر سه گونـه وجود دارد

با وزن هاي مشـابه  یکیلودالتون پروتئین های100
همانطور کـه  .)1(شکل دوشمشاهده میيبیشتر

نشــان مــی دهـد، آزمــون وســترن بــلات  2شـکل  
ــه    ا ــا ایمونوراکتیویتـ ــه بـ ــاتی را در رابطـ ختلافـ

آسپرژیلوس ها با سرم هاي مختلف نشان می دهد. 
با وجود این، همانطور که دیده می شود تشـابهاتی  
نیز بین ایمونوراکتیویته هر یک از بیماران با لیزات 

هر سه گونه مورد مطالعه دیده می شود. 
در روش الایزا نیز اختلاف چشمگیري در جـذب  

وري ســرم هــاي افــراد حســاس و غیــر حســاس نــ
در جدولهر یک از بیماران مشاهده شد که نتایج 

عصـاره  -1کیلودالتـون،  100تـا  11: استاندارد یا شاخص وزن مولکـولی  . به ترتیب از چپ به راستگونه هاي آسپرژیلوسالکتروفورز عصاره خام پروتئینی -1شکل 
عصاره آسپرژیلوس فلاووس-3عصاره آسپرژیلوس نایجر -2آسپرژیلوس فومیگاتوس 

30الـی  21آسـپرژیلوس فـلاووس و   20الـی  11آسپرژیلوس نـایجر،  10تا 1پروتئین هاي واکنشگر در سه گونه آسپرژیلوس در وسترن بلات؛ به ترتیب -2شکل 
آسپرژیلوس فومیگاتوس هستند.
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نتایج دموگرافیک سنجش .ستنشان داده شده ا1
ــام    ــاره خ ــا عص ــاران ب ــرم بیم ــه س ایمونوراکتیویت
آسپرژیلوس ها بـا اسـتفاده از روش هـاي دیسـک     

آورده شده 2الایزا و الایزاي غیرمستقیم در جدول 
مشـاهده  3وه همان طور کـه در جـدول   است. بعلا

می شود، آنالیز آماري نتـایج الایـزا بـا اسـتفاده از     
آزمون همبستگی پیرسون، با فرض استقلال نتـایج  
نمونه هاي مثبت در هر سه گونه آسپرژیلوس مورد 

خاصــی بــین (Correlation)مطالعــه، همبســتگی 
جذب نوري سرم بیماران بـا نتـایج آزمـون پریـک     

)متـر میلـی بـه مدگی حاصـل از واکـنش  برآ(قطر
ها نشان نداد. آن

ــین    ــه اي تعی ــایج نقط Cutنت off ــه و مقایس
هاي دیسک الایزا و الایزا با عصاره خام در هر روش

آورده شده است. 1سه گونه آسپرژیلوس در نمودار 
نتایج دیسـک الایـزا را   1تصویر سمت چپ نمودار 

کنار کنتـرل هـا   براي هر سه قارچ مطالعه شده در 

نشان می دهد. همان طور کـه خـط تمـایز نشـان     
6/0دهـد در ایـن روش جـذب نـوري بـالاتر از      می

منفـی محسـوب مـی شـود.     6/0مثبت و کمتـر از  
نمودار سمت راست نتـایج الایـزا بـا عصـاره تـام را      
براي هر سه قارچ مـورد مطالعـه در کنـار کنتـرل     

مـایز  منفی ها نشان می دهد. همان طور که خط ت
مثبـت و  2/0دهد جذب نـوري بـالاتر از   نشان می
منفی محسـوب مـی شـوند. البتـه در     2/0کمتر از 

در 4/0آسپرژیلوس فلاووس یک مورد جذب نوري 
مورد کنترل منفی مشاهده شد که به نظر می رسد 

مثبت کاذب باشد.
میزان حساسـیت و اختصاصـیت نتـایج    2نمودار 

وش هـاي مـورد   حاصل از الایزا بـا عصـاره تـام س ـ   
آنها را نشـان  ROCمطالعه و محدوده زیر منحنی 

نایجرو آسپرژیلوس فومیگاتوسمی دهد. در مورد 
قرابت صد درصد بین نتایج الایزاي غیر مستقیم با 

آســپرژیلوس دیســک الایــزا دیــده شــد. در مــورد 

ی از نتایج دیسک الایزا و الایزاي غیرمستقیم با عصاره خام براي بیماران حساس به آسپرژیلوس ها همـراه بـا نتـایج آزمـون پریـک بـا عصـاره مخلـوط        -1جدول 
)Greerآسپرژیلوس ها (شرکت 

مخلوط تجاري 
آسپرژیلوس ها

فلاووسآسپرژیلوسفومیگاتوسآسپرژیلوسنایجرآسپرژیلوس 

سرم 
بیماران

آزمون پریک (قطر نتیجه
برآمدگی به میلی متر)

الایزا با عصاره دیسک الایزا
خام

الایزا با عصاره دیسک الایزا
خام

الایزا با دیسک الایزا
عصاره خام

153/2467/0923/1305/0232/2327/0نمونه 
25786/1418/0878/1422/0321/2381/0نمونه 
34421/2342/0145/2305/0985/1433/0نمونه 
46142/1896/0259/1788/0188/2875/0نمونه 
56399/26/0561/199/0988/2475/0نمونه 
63488/3323/0269/2398/077/2288/0نمونه 
78312/3861/085/21128/2497/0نمونه 
84406/3387/027/2358/0833/2428/0نمونه 
94398/3407/0218/3362/0624/2410/0نمونه 
104876/2482/0894/2407/0966/2405/0نمونه 
112202/2350/0806/2319/0798/2377/0نمونه 
125296/2825/0688/1743/0517/2446/0نمونه 
134564/2434/0704/1446/0551/2479/0نمونه 
144542/2378/0474/2353/0872/2311/0نمونه 
155932/2857/0576/1575/019/2502/0نمونه 
163837/2462/0168/2382/0541/2438/0نمونه 
175933/2765/0528/2656/0503/2768/0نمونه 
186989/2865/0082/25/0852/2665/0نمونه 
193172/3344/0687/2394/0807/2380/0نمونه 
203313/1374/0558/1343/0951/1328/0نمونه 
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درصد داده هـاي حاصـل از الایـزا در    92فلاووس
ه نشان دهنـده  محدوده زیر منحنی قرار داشتند ک

قرابت قابل قبول این دو روش ایمونو اسی بود.
نشان می دهد که روش دیسک الایزا و 4جدول 

الایزا با عصاره خام عملکرد نزدیکی دارنـد ولـی در   
یک مورد در روش الایزا با عصاره تام آسـپرژیلوس  
فلاووس مثبت کاذب مشاهده شد. در وسترن بلات 

س، پـروتئین هـاي   نیز در هر سه گونـه آسـپرژیلو  
واکنش گري با وزن مولکولی متفاوت در محـدوده  

کیلودالتــون مشــاهده شــدند. بــراي 100الــی 11
انجام وسترن بلات از نمونه سرم تعـدادي از افـراد   

مطرح شـده  10تا 1حساس یعنی بیماران شماره 
) استفاده شد.1در جدول الایزا (جدول 

گیريبحث و نتیجه
ارتباط با کشت سوش ها بـا توجـه بـه اینکـه     در

در چـاپکس بـراث بـه    آسپرژیلوسرشد گونه هاي
تنهایی به کندي انجام می شود، بنابراین با افزودن 

اسید آمینه ها و یون هاي ضـروري رشـد، شـرایط    
ها آنبهینه و محیط براي رشد سریع تر تکثیر قارچ 

ماننـد  قـارچ هـا   شـرایط رشـد   به عـلاوه  .مهیا شد
میزان محیط کشت، دما و زمان رشد نیز بـراي بـه   

باید دست آوردن عصاره پروتئینی پایدار و مناسب 
. در دیواره سلولی قارچ هاي رشته اي مد نظر باشد

وجـود  بیشـتري  مخمرها درصـد کیتـین   نسبت به
دارد کـه در اسـتحکام دیـواره نقـش مــؤثري دارد.     
بنابراین شکستن دیواره قارچ هاي رشته اي ماننـد  

. در این )22و 21(آسپرژیلوس ها مشکل تر است
لیز کردن سلول هـاي قـارچی از   بهتر براي مطالعه 

مکانیســم هــاي فیزیکــی و شــیمیاییمخلــوطی از
بـا اسـتفاده از   اولیـه کـار   حـل ار مردد. شاستفاده 

3دفعات محدود فریز کردن و سـائیدن میسـلیوم (  
افـزودن ازت مـایع و پـرل    حتی باومرتبه)4الی 

و غلظت شیشه اي نتیجه دلخواهی به دست نیامد
. بنـابراین بـراي رفـع    پروتئینی عصاره پـایین بـود  

حاوي دترجنت هاي یونی ،افر لیز کنندهمشکل از ب

اطلاعات مربوط به جذب نوري سرم بیماران با روش دیسک الایزا و الایزاي غیرمستقیم با عصاره خام آسپرژیلوس ها -2جدول 
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس نایجر

الایزا با عصاره خامدیسک الایزاالایزا با عصاره خامدیسک الایزاالایزا با عصاره خامدیسک الایزا
142/1323/0259/1305/0951/1288/0کمترین جذب نوري
488/3896/0218/31988/2875/0بیشترین جذب نوري

553/2448/0156/2402/0546/24305/0میانه
570/2541/0176/2502/0530/2460/0میانگین

667/0213/0539/0218/0331/0149/0انحراف معیار
149/0047/0120/0048/0074/0033/0خطاي معیار

میزان همبستگی بین نتایج الایزا با نتایج آزمون پریک-3جدول 
آسپرژیلوس فلاووسآسپرژیلوس فومیگاتوسآسپرژیلوس نایجرآزمون پیرسون

- r0391/0-216/0 -240/0ضریب همبستگی
R2001/0046/0057/0

P value869/0360/0307/0
غیر محسوسغیر محسوسغیر محسوستفاوت آماري

عصاره توتالمقایسه عملکرد دیسک الایزا و الایزاي غیرمستقیم با-4جدول 
تعداد منفی کاذبتعداد مثبت کاذبویژگی آزمایشحساسیت آزمایشهاي آسپرژیلوسگونهروش آزمایش
--٪100٪100نایجردیسک الایزا

--٪100٪100فومیگاتوس
--٪100٪100فلاووس

--٪100٪100نایجرالایزا با عصاره خام
--٪100٪100فومیگاتوس
-1٪100٪33/83فلاووس
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و غیر یونی استفاده شد. بافر لیز کننده حاوي مواد 
به عنـوان عـاملی بـا ظرفیـت     تریس مختلفی نظیر 

بـه عنـوان   EDTAبافري بـالا و مقـادیر جزئـی از   
و مهـار  شلاته کننده یون هـاي دو ظرفیتـی  عامل 

مرکاپتواتانول به عنوان-2،کننده عمومی پروتئازها
ــده و   ــاء کنن ــل احی ــکعام ــدهاي دي پیوننده ش ن

عنوان عامل ایجاد قدرت ه سدیم برسولفیدي، کلرو
از تغییـــر ســـاختار کننـــدهیـــونی و جلـــوگیري

دترجنت هایی نظیـر سـدیم دودسـیل    ها، پروتئین
جهت کاهش میـانکنش بـین   20و توئین سولفات

از پــروتئین هــاتســهیل آزادســازي مولکــول هــا و

ه . باز آنتی پروتئازها بودمخلوطیها در کنار سلول
و سـائیدن  علاوه تعداد دفعات فریز و دفریز کـردن  

مرتبه و زمـان  10اسپورهاي قارچی با ازت مایع تا 
تـا مخلوط شدن شدید عصاره سلول هاي لیز شده

ساعت افزایش داده شد تا بانـدهاي واضـحی در   3
الکتروفورز عصاره پروتئینی مشاهده شود. قارچ هـا  
می توانند فعالیـت پروتئـازي قـوي از خـود نشـان      

کشـت  مـدت زمـان  فعالیت با افزایش دهند و این 
خامدر روند تهیه عصاره بنابراین زایش می یابد، اف

ــد  از  ــا مانن ــده هــاي اختصاصــی پروتئازه مهارکنن
PepstatinوPMSF ــر و ــاي غیـ ــده هـ مهارکننـ

براي بررسی ایمونوراکتیویته سرم بیماران براي گونه هاي مختلف آسپرژیلوس با روش دیسک الایزا (سمت چپ تصـویر) و  cut offنمودار نقطه اي تعین -1نمودار 
الایزاي غیر مستقیم با استفاده از عصاره خام قارچ ها (سمت راست تصویر).

. در مـورد آسـپرژیلوس نـایجر    ROCبررسی میزان حساسیت و اختصاصیت آسپرژیلوس نایجر (سمت چپ) و آسپرژیلوس فلاووس (سمت راست) با منحنی -2نمودار 
با عصاره تام و دیسک الایـزا  صد درصد داده هاي حاصل از الایزا با عصاره توتال در محدوده زیر منحنی قرار گرفته و نشان دهنده قرابت عملکرد الایزاي غیر مستقیم 

درصد داده هاي حاصل از الایزا با عصاره تام در محدوده زیر منحنی قرار گرفته و بازهم نشان دهنـده قرابـت نتـایج    92است. در مورد آسپرژیلوس فلاووس نیز حدود 
الایزاي غیرمستقیم با عصاره تام و دیسک الایزا است.
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خـام در روند تهیه عصاره EDTAاختصاصی مانند 
تا از تخریب پروتئین هـاي آزاد شـده   شداستفاده 

الکتروفورز عصاره خـام نهـایی بـر    د. گردجلوگیري 
روي ژل پلی آکریلامیـد الگـوي الکتروفـورز قابـل     

.)22و 21(مقایسه با مطالعات پیشین را نشان داد 
هـاي  IgEآنتی بادي مورد بررسی در ایـن مطالعـه   

اختصاصی ضد قارچ ها بود. با توجه به اینکـه ایـن  
ــلاس  ــدار   کــ ــرین مقــ ــادي کمتــ ــی بــ آنتــ

،م را تشــکیل مــی دهــدهــاي ســرایمونوگلوبــولین
ــا ــیار یشناس ــکلی آن بس ــر ازمش ــایرت ــی س آنت

تکنیـک هـاي الایـزا و وسـترن     از . لـذا  ستهابادي
استفاده گردیـد. بـا   و حساسیت بالابا ویژگیبلات 

توجه به اینکه پاسخ آلرژیک بـه قـارچ هـا معمـولاً     
ضعیف تر از پاسخ ایمنی به گرده گیاهان می باشد 

پاسخ هـاي ایمونولوژیـک   ر بهتی یجهت شناسا،لذا
. دین و بیـوتین اسـتفاده شـد   سـترپتاوی اسیستم از 

جهت تشدید پاسخ ها زمان انکوباسـیون  همچنین
سرم ها یا بلات ها و جهـت جلـوگیري از واکـنش    
هاي غیر اختصاصی زمان بلاك کردن بلات ها نیـز  
به یک شب افزایش داده شد. با انجام تغییرات فوق 

در روش دیسـک  گردید.پاسخ هاي بهتري حاصل
الایزا و الایزا با عصاره خام تفاوت فاحشی در جذب 
نوري سرم ها مشـاهده شـد کـه بـه علـت غلظـت       
پروتئینی بالاتر دیسـک هـا و همچنـین شسـت و     

تر در دیسک الایزا بـه علـت وجـود    شوهاي ضعیف
ولی نتایج هـر دو روش  ها بوددیسک ها در چاهک

با هم تطابق داشت و نشان دهنده قرابـت عملکـرد   
هر دو روش بود. 

ــر    ــات دیگ ــد مطالع ــز مانن ــه نی ــن مطالع ،در ای
متفاوتی در وسترن بلات ایمونوژنیکهايپروتئین

85تا 11در محدوده وزنی عمدتاًمشاهده شد که
در یکــی از مطالعــات قــرار داشــتند.کیلودالتــونی 

سپرژیلوس آهاي ه به بررسی واکنش آلرژنمشابه ک
با سرم افراد حسـاس  نایجرسپرژیلوس آوفلاووس 

IgEپروتئین متصل شونده به 11پرداخته بود نیز
ــی  ــدوده وزن ــی 3/13در مح ــون 6/98ال کیلودالت

در عصـــاره حاضـــر در مطالعـــه.مشـــاهده شـــد
پروتئین متصل شونده بـه  5نیز نایجرسپرژیلوس آ

IgE  ــی ــدوده وزن ــا 34در مح ــون 81ت کیلودالت
شناسایی شد، در حـالی کـه در مطالعـه دیگـر در     

پــروتئین متصــل 7فــلاووسســپرژیلوس آعصــاره 
ــه   ــونده ب ــی  IgEش ــدوده وزن ــا 28در مح 65ت

کیلودالتون مشاهده شد و در تحقیقی کـه توسـط   
نـایجر سپرژیلوس آلی و شارما انجام شد در عصاره 

کیلودالتـونی گـزارش   70و 18، 34فقط پروتئین 
شـد. اغلـب محققــین آلکـالاین و واکـوئلار ســرین     

کیلودالتــونی را آلــرژن اصــلی عصــاره 34پروتئــاز 
فلاووس گزارش کرده اند. برخـی نیـز   سپرژیلوس آ

کیلودالتــونی را آلــرژن اصــلی 34ســرین پروتئــاز 
ــایجرســپرژیلوس آ ــابراین  ن ــد. بن معرفــی کــرده ان

سـایی شـده در عصـاره    پروتئین هاي آلرژنیک شنا
خام آسپرژیلوس در مطالعات مختلف متفاوت بوده 
و این تفاوت شاید به علت زمینه ژنتیکـی متفـاوت   
جمعیت بیماران مورد مطالعه، تفاوت سطح مواجـه  
محیطی بیماران و یـا تفـاوت قـدرت آلـرژي زایـی      

و کیفیت و نحوه عصـاره  استفاده عصاره هاي مورد
. از طرفـی ممکـن اسـت    )23(باشـد گیري آن هـا  

آنتی بادي هـاي ضـد کربوهیـدرات هـا در تفـاوت      
). هر چند سـعی شـد   22نتایج نقش داشته باشد (

عصاره تهیه شده استاندارد شود لیکن با توجـه بـه   
عدم دریافـت گـواهی هـاي اعتبارسـنجی، از نظـر      
اخلاقی امکان بررسی توانمندي این عصـاره هـا در   

ان وجود نداشت که آزمون پریک بر روي بدن بیمار
از محدودیت هاي کار محسوب می شود. 

هـاي مـورد   به طور کلی الکتروفورز عصاره گونـه 
ــدد در     ــی متع ــدهاي پروتئین ــور بان ــه حض مطالع
محدوده وسیعی از وزن مولکولی را نشـان داد کـه   

تـر در محـدوده پـروتئین    باندهاي پروتئینی واضـح 
کیلودالتون به بالا 40هاي با وزن متوسط و عمدتاً 

مشاهده می شد. هر چند در مـورد هـر سـه قـارچ     
اخـتلاف  مطالعه شده آزمون الایـزاي غیرمسـتقیم   

بیمـاران  سـرم  اختصاصـی IgEواکـنش  ي در زیاد
امـا نتـایج   آلرژیک و گروه کنترل منفی نشان داد،

گونه هاي مطالعه شده شـبیه  الایزاي بیماران براي 
هم بود. این موضوع نشان می دهد که آلرژن هـاي  
قارچی با هم تشابهاتی دارند که این تشابهات مـی  
توانند در بروز واکنش هاي ایمنی متقاطع اهمیـت  

داشته باشند. 
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تقدیر و تشکر 
این طـرح پژوهشـی بـا حمایـت مـالی معاونـت       
پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ایران (طرح شـماره  

ــز   23406 ــروه و مرک ــیمی گ ــش ایمونوش ) در بخ
ــام   ــوژي دانشــکده پزشــکی انج ــات ایمونول تحقیق
گردیده است. بدین وسـیله از همکـاري هـاي بـی     
دریــغ خــانم معصــومه نجفــی کارشــناس مســئول 

ها ر راه اندازي آزمایشآزمایشگاه ایمونوشیمی که د
نماییم. ما را همراهی کردند، صمیمانه تشکر می
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Abstract
Background: Aspergillus species have crucial role in respiratory allergy. This study was
aimed to evaluate the pattern of IgE-mediated immune response to common aspergillus
species including Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavous, Aspergillus niger in type I
aspergillus-hypersensitive patients’ sera.
Methods: In this experimental study, the prepared protein extract of Aspergillus species were
dialyzed and the protein concentrations were measured by Bradford method. The protein
patterns were checked by SDS-PAGE. The allergic patients and controls were selected based
on their clinical history and skin prick test results. The cross-reactivity of allergens were
determined by ELISA and Western-blotting using allergic patients’ and controls’ sera.
Results: SDS-PAGE showed that the molecular weight of most of aspergillus proteins are
between 11-100 kDa with typical bands between 46-100 kDa. ELISA showed that there is a
significant difference between the serum-immunoreactivity of patients and negative controls
for each of studied species. However, we did not find significant difference between the
immunoreactivity of the patients with the studied fungal species. Western-blotting also
detected various typical IgE-reactive proteins for each of aspergillus species.
Conclusion: The IgE-reactive pattern of aspergillus species showed a slight difference. The
variation of the immunoreactivity of the aspergillus species could be due to the genetic
variations, difference in the environmental predisposition with saprophyte molds or non-
equal allergenic potency of the extracts.

Keywords: Type 1 hyper-sensitivity, Aspergillus species, Western blotting, ELISA
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