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ها در تولید آفلاتوکسین و اثرات احتمالی آن بر  ای بر روی نان سنتی تبریز: نقش کپکمطالعه

 سلامت انسان 

 آمنه بهشت پسند

 

 چکیده: 

به اصلی نان  از  یکی  آفلاتوکسین عنوان  به  آلودگی  انسان، در معرض خطر  روزانه  رژیم  غذایی در  مواد  داردترین  قرار    . ها 

شوند. هدف  تولید می A. parasiticusو     Aspergillus flavusها مانندهای خاصی از قارچترکیباتی سمی که توسط گونه

ها در تولید آفلاتوکسین در زنجیره تولید نان و تحلیل اثرات این سموم بر سلامت انسان بود.  این مطالعه، بررسی نقش کپک

های الایزا  روش( و  HPLCاستفاده از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا ) آوری و با  های نان سنتی از مناطق مختلف جمع نمونه 

با استفاده از تست رنگ سنجی  B₁   سمیت و اثرات بیولوژیکی آفلاتوکسینو همچنین بررسی   B₁ از نظر میزان آفلاتوکسین و

پنج ایزوله قارچی از  نتایج نشان داد  .  گردیدبررسی    تومتری به منظور سنجش میزان آپوپتوزای آزمون فلوسو     MTTسنجش   

نان سنتی جمعنمونه  با کدهایآوری های  و  تبریز جداسازی  مختلف  مناطق  از  ،  گذاری شدندنام TAF-5 تا TAF-1 شده 

. در  کلنی بودندهای پشتتوجهی در رنگ، بافت و ویژگیهای قابلها دارای تفاوتهای ماکروسکوپی نشان داد که ایزولهبررسی

 آفلاتوکسینپیک مربوط به    مشاهده شد، که   B₁ و   G1  ،G2  ،B₂ های  آفلاتوکسینکروماتوگرافی مایع با کارایی بالا چهار پیک  

B₁   های پاییندر غلظتنتایج الایزا نشان داد  داشت.  بیشترین شدت فلورسانس و سطح زیر منحنی (۱۰و   ۵ppb)  درصد بازیابی ،

با افزایش  نشان داد   MTT آزمون  است.  محدوده  این  در  روش  مناسب  کارایی   و   دقت  بیانگر  که  بود  %۱۰۰بسیار بالا و نزدیک به  

آفلاتوکسین،   سمیتغلظت  زمان  درصد  طولانیدر  )های  غلظت  ۷۲و    ۴۸تر  در  و  بوده  شدیدتر  )ساعت(  بالاتر    ۵و    ۱های 

با کیت فلوسایتومتری  است.  رسیده  خود  مقدار  بیشترین  به  داد     Annexin V-FITC/PIمیکرومولار(  غلظت  نشان   ۵در 

های آپوپتوتیک و نکروتیک مشاهده شد که بیانگر فعال شدن مسیرهای مرگ  توجهی در درصد سلولمیکرومولار افزایش قابل

دهند که شرایط نامناسب نگهداری آرد و  ها نشان مییافته .است  میکرومولار ۵غلظت در  B₁ سلولی و سمیت مؤثر آفلاتوکسین 

می باشد. این مطالعه بر ضرورت پایش های مولد آفلاتوکسین و تهدیدی جدی برای سلامت عموساز رشد قارچتواند زمینهنان می

 .مستمر، آموزش تولیدکنندگان، و بهبود شرایط بهداشتی در زنجیره تولید نان تأکید دارد

 

 نان سنتی، کپک، آفلاتوکسین، سلامت  کلمات کلیدی:
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 مقدمه .  1

ای انسان است که از دیرباز نقش کلیدی در تأمین انرژی و  های تغذیههای غذایی پایه در رژیمترین فرآوردهنان یکی از مهم

سازی و ژلاتینه  ای مانند تخمیر، گلوتنمواد مغذی ایفا کرده است. این محصول حاصل فرآیندهای بیوشیمیایی و فیزیکی پیچیده

. ترکیب اصلی نان شامل  (۱)  شودطعم میشدن نشاسته است که در نهایت منجر به تولید ساختاری متخلخل، قابل هضم و خوش

آرد غلات )عمدتاً گندم(، آب، نمک و در برخی موارد مخمر یا مواد بهبوددهنده است که هر یک در کیفیت نهایی محصول تأثیر  

ها  تواند حاوی ویتامینسازی میی است، بلکه در صورت غنیها و فیبر غذایتنها منبعی غنی از کربوهیدرات بسزایی دارند. نان نه

نیز باشد از منظر تغذیه(۲)   و مواد معدنی ضروری  نان  تولید، زمینه . بررسی علمی  ارتقای ای، میکروبیولوژیکی و فناوری  ساز 

پرمصرف در جوامع مختلف است از مایکوتوکسینآفلاتوکسین.  سلامت عمومی و بهبود کیفیت این ماده غذایی  ها  ها گروهی 

  شوند تولید می  Aspergillus parasiticusو   Aspergillus flavus ویژه  ها، بههای خاصی از کپکهستند که توسط گونه

ها قادرند در شرایط محیطی خاصی مانند دمای بالا، رطوبت زیاد، تهویه ضعیف و وجود مواد آلی، رشد کرده و  . این کپک(3)

ی نامناسب  عنوان ماده اولیه اصلی در تهیه نان، در صورت نگهدار. آرد گندم، به( ۴)  ترکیبات سمی آفلاتوکسینی را تولید کنند

فرآیند تولید نان شامل مراحل متعددی  .  (۵)  شودها و تولید آفلاتوکسین میدر انبارهای مرطوب و گرم، مستعد رشد این کپک

. در هر یک از این مراحل،  ( 6)  ونقل، خمیرگیری، پخت و نگهداری نهایی استسازی، آسیاب، حملاز جمله برداشت گندم، ذخیره

های سنتی که  ویژه در نانها و تولید آفلاتوکسین وجود دارد. بهاگر شرایط بهداشتی و محیطی کنترل نشود، امکان رشد کپک 

توانند در سطح  ها می. کپک(۷)  شوند، احتمال آلودگی قارچی بیشتر استبدون مواد نگهدارنده و در شرایط غیرصنعتی تولید می

نان رشد کرده و در صورت مصرف، سلامت مصرف اندازندکنندیا داخل  را به خطر  ها دارای ساختار شیمیایی  آفلاتوکسین.  ه 

. از منظر اپیدمیولوژیک، کشورهای در  (۸)  کند پذیر و سمی تبدیل میها را به ترکیباتی بسیار واکنشای هستند که آنپیچیده

اند  حال توسعه با اقلیم گرم و مرطوب، مانند ایران، بیشتر در معرض خطر آلودگی نان به آفلاتوکسین هستند. مطالعات نشان داده

 المللی فراتر رفته استهای بینشده توسط سازمانهای سنتی از حد مجاز تعیینکه در برخی مناطق، میزان آفلاتوکسین در نان

تواند مانعی برای صادرات محصولات غذایی و کاهش اعتماد  کند، بلکه میتنها سلامت عمومی را تهدید می. این موضوع نه(9)

ها هستند  شده در میان مایکوتوکسینترین ترکیبات شناخته، از جمله سمیB₁  ویژه نوعها، بهآفلاتوکسین.  کنندگان باشد مصرف

جهی بر سلامت انسان دارند. این ترکیبات پس از ورود به بدن از طریق مصرف مواد غذایی آلوده مانند  که اثرات جدی و چندو

های  سلولی واکنش داده و جهش DNA شوند که باسرعت در کبد متابولیزه شده و منجر به تولید اپوکسیدهای فعال مینان، به

های کبدی )هپاتوسلولار کارسینوما( است و به همین دلیل،  ساز بروز سرطان سلول. این فرآیند زمینه (۱۰)  کنند ژنتیکی ایجاد می

  بندی کرده استزای انسانی طبقه مواد سرطان  ۱را در گروه     B₁ آفلاتوکسین (IARC)  المللی تحقیقات سرطانآژانس بین 

(۱۱). 
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توانند عملکرد سیستم ایمنی بدن ها دارای خاصیت ایمونوتوکسیسیته هستند و میزایی، آفلاتوکسینعلاوه بر اثرات سرطان 

ها، بدن را در های ایمنی و کاهش فعالیت فاگوسیتطور قابل توجهی تضعیف کنند. این سموم با اختلال در تولید سلول را به 

تواند  ها می. در کودکان، مواجهه مزمن با آفلاتوکسین(۱۲) سازند پذیرتر میهای ویروسی، باکتریایی و قارچی آسیببرابر عفونت

، آهن، روی و سلنیوم، و در نهایت بروز سوءتغذیه Dو A هایمنجر به اختلالات رشد، کاهش جذب مواد مغذی مانند ویتامین

تنها سلامت جسمی، بلکه رشد شناختی و عملکرد ذهنی کودک را نیز تحت تأثیر  شود. این وضعیت نه کواشیورکورپروتئینی یا 

آفلاتوکسین.  (۱3)  دهد قرار می به  آلوده  غذایی  نان سنتی تهیهدر بزرگسالان، مصرف مداوم مواد  آلوده،  ها مانند  آرد  از  شده 

  های مزمن شودتواند موجب بروز مشکلات مزمن کبدی، کاهش باروری، اختلالات گوارشی، و افزایش خطر ابتلا به بیماریمی

خودی یا تولد  های جنینی، سقط خودبه . همچنین، در زنان باردار، مواجهه با این سموم ممکن است منجر به ناهنجاری(۱۴)

برای سلامت فردی است، بلکه  تنها تهدیدی  ها نهنوزادان با وزن پایین شود. از منظر بهداشت عمومی، آلودگی نان به آفلاتوکسین

ای های صادراتی، پیامدهای اقتصادی و اجتماعی گستردهوری نیروی کار، و محدودیتهای درمانی، کاهش بهرهبا افزایش هزینه

ویژه در مناطق گرم و مرطوب، یک ضرورت حیاتی ها در زنجیره تولید نان، به. کنترل دقیق این آلودگی(۱۵)  همراه داردنیز به 

برای کاهش خطر تولید آفلاتوکسین در نان، رعایت اصول بهداشتی در تمام   .(۱6)  شودبرای حفظ سلامت جامعه محسوب می

مراحل زنجیره تولید ضروری است. استفاده از آرد با کیفیت و نگهداری صحیح آن، کنترل رطوبت و دما در انبارها، نظارت بر  

  و تولیدکنندگان از جمله راهکارهای مؤثر در پیشگیری از آلودگی قارچی هستند بندی، و آموزش نانوایان  شرایط پخت و بسته

از نظر آلودگی میکروبی و سم. همچنین، پایش مستمر نان(۱۷) ارتقای سلامت شناسی، میهای سنتی  تواند نقش مهمی در 

ها در تولید آفلاتوکسین در زنجیره تولید نان و  بر همین اساس، هدف اصلی این پژوهش بررسی نقش کپک  .عمومی ایفا کند 

کوشد با ارائه شواهد علمی، اهمیت کنترل آلودگی  . این مطالعه می( ۱۸)  تحلیل اثرات احتمالی این سموم بر سلامت انسان است

ها پیشنهاد دهد. دستیابی  قارچی در فرآیند تولید نان را برجسته کرده و راهکارهایی برای کاهش خطرات ناشی از آفلاتوکسین 

های مزمن  ای، بلکه گامی مؤثر در ارتقای سلامت جامعه و کاهش بار بیماریتنها یک ضرورت تغذیهه نانی سالم و ایمن، نهب

 .خواهد بود

 روش تحقیق.  2

طراحی شده   ها در تولید آفلاتوکسین و تحلیل اثرات احتمالی آن بر سلامت انساناین پژوهش با هدف بررسی نقش کپک

. مراحل اجرایی پژوهش به  گردیدانجام    گیری از رویکرد آزمایشگاهی هرهتحلیلی و با ب  -صورت توصیفیاست. روش تحقیق به

 : شرح زیر است

 

 های سنتی  برداری از ناننمونه.  1-2

ها شامل انواع نان در  های تبریز، انجام شد. نمونههای سنتی در مناطق مختلف شهری و روستایی نانواییبرداری از نان نمونه 

شرایط نگهداری متفاوت )تازه، مانده، مرطوب، خشک( بودند و اطلاعات مربوط به نوع نان، تاریخ تولید، محل عرضه و شرایط 
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شده به آوری شده و در دمای کنترلهای استریل جمعبندیها با رعایت اصول بهداشتی و در بستهنگهداری ثبت گردید. نمونه

 .آزمایشگاه منتقل شدند 

 هاکپکجداسازی و شناسایی  .  2-2

از رشد قارچجهت حذف آلودگی ابعاد تقریبی  های سطحی و جلوگیری  نان )در    ۲×۲های محیطی غیراختصاصی، قطعات 

  %۱  سدیم  هیپوکلریت  محلول  در  دقیقه  ۱  مدتبه  سپس  و  شده   ورغوطه   %۷۰ثانیه در محلول اتانول    3۰مدت  متر( ابتدا بهسانتی

وشو داده شده و با استفاده از کاغذ صافی استریل خشک طور کامل شستها با آب مقطر استریل به . پس از آن، نمونهگرفتند  قرار

 Potato Dextrose Agar تایی و در سه تکرار مستقل روی محیط کشت عمومیصورت سه شده بههای آمادهشدند. نمونه

(PDA)   روز در انکوباتور نگهداری شدند. پس از پایان    ۷تا    ۵مدت  گراد بهدرجه سانتی  ۲۸تا    ۲۵کشت داده شدند و در دمای

های ماکروسکوپی )شکل، رنگ، بافت و سرعت رشد( و میکروسکوپی  های قارچی ظاهرشده از نظر ویژگیدوره انکوباسیون، کلنی

قرار گرفتند. کلنی بررسی  نوری مورد  میکروسکوپ  از  استفاده  با  و کونیدیا(  کونیدیوفور  نظر مورفولوژیک )هیف،  از  هایی که 

 Czapek’s Yeast Extract های تکمیلی روی محیط کشت اختصاصی، برای بررسیدمشکوک به تولید مایکوتوکسین بودن

Agar (CYA)  ها ارزیابی گرددزایی آن های فنوتیپی و پتانسیل توکسینمجدداً کشت داده شدند تا ویژگی . 

 

  (HPLC) کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاسنجش  .  3-2

 های نان سنتی تبریز، از روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالادر نمونه های تولید شده  برای تعیین غلظت آفلاتوکسین

با اصلاحاتی متناسب با شرایط آزمایشگاه طراحی Sinha (2007) (۱9  )  استفاده شد. این روش بر اساس پروتکل استاندارد

سازی سازی، مشتقهای اجرایی کاهش یابد. مراحل آنالیز شامل استخراج، پاکگردید تا ضمن حفظ دقت و صحت نتایج، هزینه

 .بود HPLC و تزریق به دستگاه

 

 استخراج نمونه .  1-3-2

لیتر میلی  ۲۰کشی شد. به هر لوله،  لیتری وزنمیلی  ۵۰های سانتریفیوژ پلاستیکی  شده در لولهگرم از نمونه نان آسیاب  ۵ابتدا  

  و   شدند  زدههم  ورتکس  دستگاه  با  دقیقه  ۱۰  مدتبه  هامخلوط .  گردید  افزوده  9۰:۱۰  حجمی  نسبت   با  آب -  محلول استونیتریل

فیلتر    ۱دقیقه سانتریفیوژ شدند. لایه فوقانی هر نمونه از طریق کاغذ صافی واتمن شماره    ۵مدت  به  g ۱۸9۵  سرعت  در  سپس

 . خورده منتقل گردیدهای تمیز و برچسبشده و به لوله
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 حذف ترکیبات اضافی.  2-3-2

صورت ثقلی عبور داده  به  SPE شده از هر نمونه از طریق ستونلیتر از محلول استخراج میلی  6،  اضافی برای حذف ترکیبات  

بود که بین دو دیسک فیلتری قرار  C18 )وزنی/وزنی( آلومینا خنثی و  ۵۰:۵۰گرم ترکیب    ۵/۱  سازی شاملشد. ستون پاک

لیتر از آن تحت جریان ملایم نیتروژن در دمای  میلی  ۴آوری شد و  لیتری جمعمیلی  ۷های  گرفته بود. محلول خروجی در ویال

 . اتاق خشک گردید 

 

 سازی مشتق.  3-3-2

فلوئورواستیک و اسید ساز شامل آب، اسید تریمیکرولیتر محلول مشتق  ۴۰۰شده حاصل از مرحله قبل در  رسوب خشک 

  6۵ثانیه ورتکس گردید و سپس در دمای    ۱۰مدت  حل شد. محلول به  (v/v/v) 3۵:۱۰:۵استیک گلاسیال به نسبت حجمی  

ساعت در دمای اتاق انکوبه  ۲۰مدت  های حاصل حداقل بهدقیقه در بلاک حرارتی گرم شد. محلول  ۱۵مدت  گراد به درجه سانتی

 . سازی کامل گرددشدند تا واکنش مشتق

 

 HPLC   شرایط دستگاه.  4-3-2

انجام شد که مجهز به پمپ چهارگانه، دگازر خلأ،   Waters 2695 مدل HPLC با استفاده از دستگاه  هاآنالیز آفلاتوکسین

میکرولیتر تعیین شد و فاز   ۲۰بود. حجم تزریق نمونه   (Waters 2475)  موجانژکتور خودکار و آشکارساز فلورسانس چندطول

دقیقه    33در دقیقه به ستون تزریق گردید. زمان کل اجرای آنالیز    لیترمیلی  ۱متحرک شامل آب و استونیتریل با نرخ جریان  

 . افزار اختصاصی دستگاه ثبت و تحلیل شدندها با استفاده از نرمبود. داده

 

 (  ELISA) الایزا  . سنجش 4-2

آفلاتوکسین  غلظت  سنجش  نمونه  B₁ برای  تجاریدر  کیت  از  استفاده  با  رقابتی  الایزا  روش  از  تبریز،  سنتی  نان   های 

Aflatoxin ELISA   ساخت شرکتr-biopharm AG   (  بهره گرفته شد. این روش بر اساس واکنش )دارمشتات، آلمان

بادی اختصاصی طراحی شده  شده با آنزیم، برای اتصال به آنتیرقابتی میان آفلاتوکسین موجود در نمونه و آفلاتوکسین کونژوگه

شده  گرم از نمونه نان آسیاب ۵ابتدا مقدار  .  سازدهای پایین را فراهم میگیری دقیق آفلاتوکسین در غلظتاست و امکان اندازه

در نظر گرفته شد و   (0ppb) عنوان کنترل منفیکشی شد. لوله اول بهلیتری وزنمیلی  ۵۰در پنج لوله سانتریفیوژ پلاستیکی  

  % ۷۰لیتر متانول  میلی ۲۵اسپایک شدند. به هر لوله   B₁ از آفلاتوکسین ppb 3۰و   ۲۰،  ۱۰،  ۵های  چهار لوله دیگر با غلظت

زده شدند. محلول حاصل از استخراج از طریق  شدت همای بهدقیقه با استفاده از شیکر چندلوله  ۵مدت  ها بهافزوده شد و مخلوط
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شده رقیق  یونیزهلیتر آب مقطر دیمیلی ۱لیتر برداشته و با  میلی ۱شده،  از محلول صاف.  فیلتر گردید  ۱کاغذ صافی واتمن شماره  

های جداگانه،  در صفحه میکروپلیت منتقل گردید. در چاهک (well)  شده به هر چاهکمیکرولیتر از محلول رقیق ۵۰شد. سپس  

میکرولیتر  ۵۰شده با آفلاتوکسین افزوده شد. پس از آن،  میکرولیتر از آنزیم کونژوگه ۵۰های استاندارد و  میکرولیتر از محلول  ۵۰

صورت دستی آرامی بهبه هر چاهک اضافه گردید. صفحه به  ، AF6با کلون B₁ بادی مونوکلونال ضد آفلاتوکسینآنتیاز محلول 

پس از انکوباسیون، مایع داخل  .  دقیقه در دمای اتاق انکوبه شد ۱۰مدت  خوبی مخلوط شوند و بهها بهتکان داده شد تا محلول

مانده مایع حذف شود. سپس هر  صورت وارونه روی حوله صافی تمیز ضربه زده شد تا باقیها تخلیه گردید و صفحه بهچاهک

میکرولیتر سوبسترا به هر چاهک  ۱۰۰وشو پر شده و مجدداً تخلیه گردید. در ادامه،  میکرولیتر محلول شست  ۲۵۰چاهک با  

 ۱۰۰دقیقه در دمای اتاق و در تاریکی انجام شد. سپس   ۵مدت  آرامی تکان داده شد. انکوباسیون دوم بهافزوده شد و صفحه به 

هر چاهک   در پایان، جذب نوری.  آرامی تکان داده شد میکرولیتر محلول توقف واکنش به هر چاهک اضافه شد و صفحه مجدداً به

 گیری شد.  خوان اندازهنانومتر با استفاده از دستگاه میکروپلیت ۴۵۰در طول موج 

 B₁  سمیت و اثرات بیولوژیکی آفلاتوکسینبررسی  .  5-2

 HepG2 سازی رده سلولیآماده. 1-5-2

که از   ،استفاده شد  HepG2 (Human hepatocellular carcinoma cell line) در این مطالعه از رده سلولی انسانی

 Dulbecco’s ها در محیط کشتفناوری ایران تهیه گردید. سلولدرمانی پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیستمؤسسه سلول 

Modified Eagle Medium (DMEM)   گاوی  جنین  سرم  %۱۰حاوی (Fetal Bovine Serum, FBS)   ۱۰و% 

کشت داده شدند. محیط کشت در شرایط استریل   (µg/mL 100)  و استرپتومایسین (IU/mL 100)  سیلینپنی  بیوتیکآنتی

درجه   3۷قرار داده شده و در انکوباتور با دمای   T-75 های کشت سلولیها در فلاسکسلول  .سازی شدو تحت هود لامینار آماده

  رشد .  گردد  فراهم   انسان  بدن  مشابه  فیزیولوژیک  شرایط  تا   شدند   نگهداری  بالا   نسبی  رطوبت  و   کربن  اکسیددی  %۵گراد،  سانتی

- ۷۰و تراکم حدود    لگاریتمی رشد  مرحله  به  هاسلول   که  زمانی   و  شد  بررسی  معکوس  میکروسکوپ  با  روزانه  صورتبه  هاسلول 

مصرف.  شد   اقدام  سلولی  پاساژ  جهت  رسیدند،   ۸۰% کشت  محیط  ابتدا  پاساژ،  سلولبرای  و  گردید  خارج  باشده   PBS ها 

(Phosphate Buffered Saline)   وشو داده شدند. سپس محلول تریپسینشست-EDTA    (۲۵/۰    )%  به فلاسک اضافه

 شدن  جدا  از  پس.  شود  قطع  کشت  ظرف  سطح  به  هاآن  اتصال  تا  گرفتند  قرار  انکوباتور  در  دقیقه  3–۲ها به مدت  شده و سلول

  این.  گردید  منتقل  جدید   های فلاسک  به  سلولی  سوسپانسیون  و   شده  خنثی  تریپسین  تازه،  کشت  محیط  افزودن  با  ها،سلول 

 . ادامه یافت  B₁ آفلاتوکسین با تیمار برای مناسب سلول تعداد به رسیدن تا  فرآیند

 

 B₁ با آفلاتوکسین HepG2 هایتیمار سلول.  2-5-2

های نان سنتی آلوده از نمونه B₁ های کبدی انسانی، ابتدا آفلاتوکسینبر سلول  B₁ جهت بررسی اثرات سمی آفلاتوکسین

سازی با  سازی گردید. پس از تغلیظ عصاره متانولی و خالصهای سطح شهر تبریز استخراج و خالص شده از نانواییآوری جمع 
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حل شد تا   (DMSO)  سولفوکساید متیلمانده خشک حاصل از تبخیر در حجم مشخصی از دیهای ایمونوافینیتی، باقیستون 

سازی رقیق DMEM ها، محلول مادر در محیط کشتتهیه گردد. برای تیمار سلول  مولارمیلی  ۱۰محلول مادر با غلظت تقریبی  

که در مرحله لگاریتمی رشد قرار داشتند،  HepG2 هایحاصل گردد. سلول  میکرومولار  ۵و    ۱،  ۵/۰،  ۱/۰های نهایی  شد تا غلظت

 و   اولیه  کشت  از  ساعت  ۲۴  گذشت  از  پس.  شدند  داده  کشت  خانه  هر  در  سلول  ۲×۵۱۰ای با تراکم اولیه  خانه  6های  در پلیت

های  در غلظت B₁ آفلاتوکسین  حاوی  محیط با  هاسلول  و  شده  خارج  کشت  محیط پلیت،  سطح  به  هاسلول   چسبیدن  از  اطمینان

ساعت تنظیم گردید تا امکان بررسی وابستگی پاسخ سلولی    ۷۲و    ۴۸،  ۲۴مذکور تیمار شدند. مدت زمان تیمار در سه بازه زمانی  

  و   کربن  اکسیددی  %۵گراد،  درجه سانتی  3۷تمامی تیمارها در شرایط استاندارد انکوباسیون شامل دمای  .  به زمان فراهم شود

 .  شد انجام بالا رطوبت

 

  MTTسنجش    ی روش رنگ سنج.  3-5-2

کشت   یخانه ا 96 تیسلول در هر چاهک پل ۱×۴۱۰انجام شد و حدود  تریپان بلوبا استفاده از  یراستا شمارش سلول نیدر ا

  ه یته  یهارقتدر  B₁ آفلاتوکسیناز  شدند. سپس،    بهگراد انکو  یدرجه سانت  3۷  یساعت در دما  ۲۴  –  ۴۸داده شد و به مدت  

در نظر B₁ آفلاتوکسینچاهک از    سههر رقت    یها اضافه و برابه چاهک(  میکرومولار  ۵و    ۱،  ۵/۰،  ۱/۰های صفر،  غلظت) شده  

به عنوان گروه   فیرد  کیانجام گرفت.  ساعت    ۷۲  و  ۴۸  ،۲۴در بازه زمانی  هر رقت    یبار تکرار تست برا  3  نیشد، بنابرا  گرفته  

سپس    . باشد  ی م FBSو   طیها و محگروه فقط شامل سلول نیا  . به آن اضافه نشد  B₁ آفلاتوکسینشد که    گرفتهکنترل در نظر  

اضافه شد.    هاتیبه پل  یکی در تار   MTT  %۱۰رنگ  از     تریکرولیم  ۱۰۰. در ادامه،  شدندها خارج  کشت از چاهکطیها و محسلول

ها  از چاهک   MTT  یحاو  ییرو  طیدرجه انکوبه شد. مح  3۷  یساعت در دما  ۴و به مدت    دهیچیپ   ومینیآلوم  لیدر فو  هاتیپل

به کر باق  ستالیحذف شد و  از    ی فورمازان  پوشاندن    DMSOماده    تریکرولیم  ۱۰۰هر چاهک    MTTمانده  از  بعد  اضافه و 

نانومتر     ۵۷۰جذب در طول موج    تی. در نها ندقرار داده شد  کریش  یرو  دقیقه۲۰نور( به مدت    دنیاز رس   یری)جلوگ  ،ها چاهک

 تعیین شد.  50ICسپس   خوانده شد. الایزاریدرتوسط دستگاه 

Cytotoxicity = (1- ( OD of the test sample)/( OD of the control)( ×100   %  

 

 تومتری به منظور سنجش میزان آپوپتوز ایآزمون فلوس. 4-5-2

در واقع   استفاده شد.  PI/V از آزمون فلوسایتومتری آنکسینB₁ آفلاتوکسینتحت تاثیر  هاه منظور تأیید آپوپتوز در سلولب

( برای شناسایی میزان سلول های    PI)    د یدی   ومیدیپروپ   برای شناسایی میزان سلول های آپوپتوز شده  و از  Annexin Vاز  

استفاده شد.   انکوباتور    FBS   درصد  ۱۰حـاوی   RPMI ها در محـیطابتـدا سلول  نکروز شده  گـراد  درجـه سـانتی  3۷در 

سلول   ۵×  ۵۱۰به  طبـق دستورالعمل کیت برای هر آزمون    .منظور دسترسی به جمعیت مورد نظر کشـت شـدند  2COحـاوی  

  ۴۸میکرومولار( تیمار شده و به مدت    ۵و    ۱،۰/۰  ،۵/۰  ،۱)B₁ آفلاتوکسینهای مختلف  ها در پلیت با غلظتنیاز است. سلول

.  ها به فـالکون منتقـل شـده و سـانتریفیوژ شدند و مایع رویی آن دور ریختـه شـدبعـد از انکوباسیون، سلولساعت انکوبه شدند.  
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به   FITCمیکرولیتر  ۵/۲میکرولیتر بافر باند کننده مواجه شد. در ادامه  ۵۰۰با   PBS سلولی پس از یک بار شستشو بارسوب 

از  نمونه دور دقیقه سانتریفیوژ انجام شد،    3۵۰۰دقیقه    ۵دقیقه در یخچال قرارداده شد. سپس به مدت    ۲۰ها اضافه و پس 

ها به  نمونهاضافه گردید، سپس    PIمیکرو لیتر بافر باند کننده و یک میکرولیتر رنگ    ۱۰۰محلول رویی دور ریخته شد. مجدد  

ها توسط دستگاه فلوسایتومتری های مربوط به فلوسایتومتری منتقل شدند و میزان خروج فسفاتیدیل سرین در سطح سلولویال

 .آنالیز شد  FlowJo .7.6افزار مورد سنجش قرار گرفت و نتایج توسط نرم

 

 تجزیه و تحلیل آماری .  6-2

آنالیز واریانس  با استفاده از  استفاده شد.    ۲6نسخه   SPSS افزارهای تخصصی مانندها، از نرمرای تجزیه و تحلیل آماری دادهب

برای    نتایج به همراه نمودار های مقایسه ای ثبت شد.   انجام شد.   هامقایسه میانگین گروه (One-way ANOVA) طرفهیک

 و نمودارهای هیستوگرام درصد آپوپتوز هر نمونه مشخص شد. flowjoفلوسایتومتری با استفاده از 

 

 های پژوهش یافته.  3

 هاکپکجداسازی و شناسایی  .  1-3

-TAF شده از مناطق مختلف تبریز جداسازی و با کدهایآوریهای نان سنتی جمع در این مطالعه، پنج ایزوله قارچی از نمونه 

  PDA ها بر روی محیط کشتهای ماکروسکوپی کلنی. بررسی( نشان داده است۱)  شکل، در  گذاری شدندنام TAF-5 تا 1

ایزوله  داد که  تفاوتنشان  دارای  قابلها  ویژگیهای  و  بافت  رنگ،  بودند های پشتتوجهی در  اولیه تفاوت  .کلنی  فنوتیپی  های 

گونهمی تنوع  بیانگر  تفاوتتواند  یا  ایزولهای  میان  فیزیولوژیکی  آزمونهای  با  بعدی  مراحل  در  که  باشد  و  ها  مولکولی  های 

 .بیوشیمیایی مورد بررسی قرار گرفتند

 

 هاهای ماکروسکوپی کلنیبررسی ایزوله

 

 

 

 

TAF-1 

 

 

 

 

 کلنی نارنجی کلنی زرد مایل به سبز، پشت

 



 

 https://animal.bcnf.ir 9صفحه  

 

 

 

 

TAF-2 

 

 

ای مایل کلنی قهوهکلنی سبز زیتونی، پشت

 به قرمز 

 
 

 

 

 

TAF-3 

 

 

 کلنی نارنجی کلنی سبز، پشت

 
 

 

 

 

TAF-4 

 

کلنی زرد  کلنی زرد مایل به سبز، پشت

 رنگکم

 
 

 

TAF-5 

 

 

ای مایل کلنی قهوهکلنی سبز زیتونی، پشت

 به قرمز، با حاشیه سفید و زبر 

 
 PDA ها بر روی محیط کشت های ماکروسکوپی کلنیبررسی.  1شکل
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  (HPLC) کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا. سنجش  2-3

، الگوی جداسازی  (FLD1A  ،λex=362 nm  ،λem=455 nm)  با استفاده از روش کروماتوگرافی مایع با آشکارساز فلورسانس

شناسایی   نمونهها  آفلاتوکسینو  تعیین شددر  بررسی  مورد  کروماتوگرام حاصل،  (۲)شکل    های  در  در چهار  .  پیک مشخص 

،  G1 های  آفلاتوکسینترتیب مربوط به  مشاهده گردید که به  دقیقه  ۵/۱3و    ۵/۱۰،  ۵/۸،  ۷به طور تقریبی    های بازداریزمان

G2  ،B₂   و B₁     آفلاتوکسینبودند. پیک مربوط به B₁ توجه، بیانگر غلظت  با بیشترین شدت فلورسانس و سطح زیر منحنی قابل

های  دهنده پتانسیل تولید آفلاتوکسین توسط ایزوله ، نشانB₁  ویژهها، بهآفلاتوکسین بالای این ترکیب در نمونه بود. حضور این  

 .سازدهای سنتی را برجسته میجداشده بوده و ضرورت پایش مستمر ایمنی میکروبی نان

 

 

 ها بر اساس شدت فلورسانس در طول زمان بازداریپروفایل کروماتوگرافی آفلاتوکسین.  2شکل  

 

 الایزا  . سنجش3-3

دهنده عملکرد این روش در شرایط متفاوت بود. های مختلف نشاندر غلظت  B₁ در آزمون الایزا، درصد بازیابی آفلاتوکسین

  در   روش  مناسب  کارایی   و  دقت  بیانگر  که  بود  %۱۰۰، درصد بازیابی بسیار بالا و نزدیک به  (۱۰ppbو   ۵) های پاییندر غلظت

  تواندمی  که  یافت،  کاهش  %۷۰  و    %۵۰ترتیب به حدود  ، درصد بازیابی به 3۰ppbو    ۲۰است. اما با افزایش غلظت به    محدوده  این

  که   بود  صفر  بازیابی   نیز  صفر  غلظت   در.  باشد  بالا   هایغلظت  در  روش  حساسیت  هایمحدودیت  ها یابادیآنتی  اشباع  از  ناشی 

های پایین عملکرد مطلوبی دارد اما در دهند که روش الایزا در غلظت کند. این نتایج نشان میتأیید می  را  آزمون  ایپایه  صحت

 .(۱)نمودار سازی داردهای بالاتر نیاز به بهینهغلظت
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 با استفاده از الایزا B₁ درصد بازیابی آفلاتوکسینمیانگین  .  1نمودار  

 

  MTTسنجش     یروش رنگ سنج.  4- 3

طور قابل توجهی کاهش یافته است که بیانگر افزایش سمیت در هر سه زمان به  درصد سمیتبا افزایش غلظت آفلاتوکسین، 

میکرومولار(    ۵و    ۱های بالاتر )ساعت( شدیدتر بوده و در غلظت  ۷۲و    ۴۸تر )های طولانیباشد. این کاهش در زمانسلولی می

دهنده اثر سمی قوی میکرومولار، افت چشمگیر مشاهده شده که نشان  ۵ویژه در غلظت به بیشترین مقدار خود رسیده است. به

نشان می B₁ آفلاتوکسین نتایج  این  است.  این سطح  غلظتدر  و  بوده  زمان  و  به دوز  وابسته  بالاتر در  دهند که سمیت  های 

 .(۲)نمودار ها دارند تری بر سلولتر اثرات مخربهای طولانیزمان

0

20

40

60

80

100

120

0
5

10
20

30

ی
یاب

از
د ب

ص
در

 B1غلظت آفلاتوکسین 



 

 https://animal.bcnf.ir 12صفحه  

 

ر  د  HepG2  سلولی پاسخ  بر (  میکرومولار  5  و  ۰  ،۰٫1 ،  ۰٫5 ،  1) B₁ های مختلف آفلاتوکسینغلظت. تاثیر  2نمودار

 ساعت  ۷2و    4۸،  24های زمانی  بازه

 

 تومتری به منظور سنجش میزان آپوپتوز ایآزمون فلوس.  5- 3

   B₁ ها با آفلاتوکسیننشان داد که تیمار سلول PI و Annexin V-FITC آمیزینتایج آزمون فلوسایتومتری با رنگ

قرار  Q4 ها در ناحیه(، بیشترین درصد سلول الفتوجهی در میزان آپوپتوز و نکروز شد. در گروه کنترل )منجر به تغییرات قابل

ها  هاست. با افزایش غلظت آفلاتوکسین، تغییراتی در توزیع سلولدهنده سلامت و زنده بودن سلول( که نشان%3/۸۸داشتند )

( و افزایش در آپوپتوز اولیه و نهایی مشاهده  %۸3های زنده )(، کاهش جزئی در سلولبمیکرومولار )۱/۰در غلظت  .  مشاهده شد

های زنده حتی  (، درصد سلول پمیکرومولار )  ۵/۰ه سم است. جالب اینکه در غلظت  دهنده شروع پاسخ سلولی بشد که نشان

(،  جمیکرومولار )  ۱در غلظت  .  ( که ممکن است ناشی از پاسخ تطبیقی یا اثرات غیرخطی سم باشد93/%۸بیشتر از کنترل بود )

( و افزایش در آپوپتوز نهایی و نکروز دیده شد که بیانگر سمیت مؤثر آفلاتوکسین  %۷/۷۴های زنده )توجهی در سلولکاهش قابل

های آپوپتوتیک و نکروتیک مشاهده  توجهی در درصد سلول افزایش قابل(،  یمیکرومولار )  ۵در این دوز است. در نهایت، در غلظت  

 .است میکرومولار ۵غلظت در  B₁ شد که بیانگر فعال شدن مسیرهای مرگ سلولی و سمیت مؤثر آفلاتوکسین
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کشت )گروه  ( محیطالف در معرض ) HepG2های بررسی مارکرهای آپوپتوزی و نکروزی برای تعیین رفتار سلول. 3شکل 

میکرومولار  ۵غلظت (  یو ) میکرومولار  ۱میکرومولار، )ج( غلظت  ۵/۰غلظت (  پ، )میکرومولار۱/۰غلظت ( بکنترل(، )

 از طریق سنجش فلوسایتومتری.  B₁ آفلاتوکسین
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 گیری بحث و نتیجه.  4

با توجه به نقش حیاتی نان در تأمین انرژی و تغذیه روزانه انسان، بررسی ایمنی میکروبی و شیمیایی این ماده غذایی از  

 ویژه آفلاتوکسین ها، بههای سنتی به مایکوتوکسینها پیرامون آلودگی نانهای اخیر، نگرانیاهمیت بالایی برخوردار است. در سال

B₁ها مانندهای خاصی از کپک، افزایش یافته است؛ چرا که این ترکیب سمی توسط گونهAspergillus flavus     تولید شده و

آنمی از  شود.  غذایی  زنجیره  وارد  نان،  یا  آرد  نگهداری  نامناسب  شرایط  در  آفلاتوکسین تواند  که  سرطانجا  اثرات  زا، ها 

ها بر  سنجش میزان آلودگی و بررسی اثرات بیولوژیکی آن توجهی دارند، شناسایی منابع تولید،  زای قابلایمونوتوکسیک و جهش 

های حاصل از بررسی شود. در این بخش، یافته های انسانی، گامی ضروری در راستای ارتقای سلامت عمومی محسوب میسلول 

گیرد تا تصویری های قارچی، تحلیل کروماتوگرافی، آزمون الایزا، سنجش سمیت سلولی و فلوسایتومتری مورد بحث قرار میایزوله 

های سنتی  این پژوهش، ابتدا پنج ایزوله قارچی از نان  .های سنتی تبریز ارائه شودجامع از خطرات بالقوه آفلاتوکسین در نان

ها دارای نشان داد که ایزوله PDA ها بر روی محیط کشتهای ماکروسکوپی کلنیتبریز جداسازی و شناسایی شدند. بررسی

های  ای یا تفاوتهای فنوتیپی بیانگر تنوع گونه کلنی بودند. این تفاوتهای پشتجهی در رنگ، بافت و ویژگیتوهای قابلتفاوت

ای مایل به قرمز،  کلنی قهوهبا رنگ سبز زیتونی و پشت TAF-5 و TAF-2 هایویژه ایزولههاست. بهفیزیولوژیکی میان ایزوله

به گونه زیادی  به Aspergillus flavus هایشباهت  پیشین  آفلاتوکسین داشتند که در مطالعات  اصلی  تولیدکننده  عنوان 

 (.  ۲۰) اندشناخته شده

های نان بررسی شد.  ها در نمونه ، الگوی جداسازی آفلاتوکسین(HPLC)  با استفاده از روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا 

دارای بیشترین شدت فلورسانس و سطح زیر منحنی بود   B₁ های حاصل نشان دادند که پیک مربوط به آفلاتوکسینکروماتوگرام

دهنده پتانسیل نشان B₁ و   G₁  ،G₂  ،B₂  هایزمان آفلاتوکسینهاست. حضور همکه بیانگر غلظت بالای این ترکیب در نمونه

راستا هستند که هم رزاقی و همکاران )(  ها با نتایج مطالعههاست. این یافتههای قارچی برای تولید مایکوتوکسینبالای ایزوله

 در آزمون الایزا، درصد بازیابی آفلاتوکسین  . (۲۱)  اند ارش کردههای ایرانی را گززمان چند نوع آفلاتوکسین توسط ایزوله تولید هم

B₁ های پاییندر غلظت (۱۰و   ۵ppb)   در   روش  این   بالای   حساسیت  و   دقت  دهنده نشان  که  بود  %۱۰۰بسیار بالا و نزدیک به  

.  یافت  کاهش  %6۱ و  %۴۲ترتیب به حدود  ، درصد بازیابی به 3۰ppb و  ۲۰ به  غلظت   افزایش با . است غلظتی پایین هایمحدوده

رقابتی در غلظتتمحدودی  یا  هابادیآنتی  اشباع  از  ناشی   تواندمی  افت  این باشد.  های واکنش  بالا  نیز   های  پیشین  مطالعات 

گزارش کردند  Boyacoglu   (۲۰۲۲  ) و   Niluferاند.  ها مورد بررسی قرار دادهکارایی روش الایزا را در سنجش آفلاتوکسین

دهنده حساسیت بالای این  توجهی بین تکرارها بوده و این موضوع نشان که در روش الایزا، درصد بازیابی دارای نوسانات قابل

وجود همبستگی مثبت بین نتایج    (۲۰۱۰)  و همکاران   Rossi. همچنین،  (۲۲)  روش به شرایط آزمایشگاهی و نوع نمونه است

و  الایزا  از  نمونه  HPLC حاصل  در  غربرا  برای  الایزا  بالقوه  قابلیت  بیانگر  که  کردند،  تأیید  دام  خوراک  اولیه های  الگری 

نیز از روش   (۲۰۱۱) و همکاران  Dimitrieska-Stojkovic. در همین راستا، (۲3) های غذایی استها در نمونهآفلاتوکسین 

ای بسیار عنوان روش تأییدی استفاده کردند، که این رویکرد در مطالعات چندمرحلهبه   HPLC عنوان ابزار غربالگری و ازالایزا به

 . (۲۴) تصرفه گزارش شده اسبه کاربردی و مقرون
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انجام شد. نتایج نشان داد که سمیت   HepG2 هایبر سلول  B₁ برای بررسی سمیت آفلاتوکسین MTT سنجیآزمون رنگ 

 %۸۲ساعت، درصد سمیت به بیش از    ۷۲میکرومولار و زمان    ۵یابد. در غلظت  صورت وابسته به دوز و زمان افزایش میسلولی به

در این مطالعه نشان داد   IC₅₀ . همچنین، تعیینهاستسلول   متابولیک  فعالیت   بر  سم   این   شدید  مخرب  اثرات  بیانگر  که  رسید

( ۱۴۰۲)  فدوی اردستانی و همکاران.  کنندطور قابل توجهی فعالیت سلولی را مختل میمیکرومولار به  ۱های بالاتر از  که غلظت

آفلاتوکسین  در سایتوتوکسیک  کبدی B₁ اثرات  سلولی  رده  روی  با   HEPG2 بر  مواجهه  که  داد  نشان  نتایج  شد.  بررسی 

ژن بیان  افزایش  باعث  زنده9و    3های کاسپاز  آفلاتوکسین  و کاهش  آپوپتوز  افزایش  و  . وطن(۲۵)  ها شدمانی سلول،  دوست 

بررسی   B₁ کمان در مواجهه با جیره غذایی آلوده به آفلاتوکسینآلای رنگین های بافت کبد ماهی قزلآسیب  (۱39۸)  همکاران

نفوذ سلول کردند و  فیبروز  نکروز،  باعث  آفلاتوکسین  که  دادند  نشان  نتایج  کبد شد .  بافت  در  التهابی  و    Zhang.  ( ۲6)  های 

 (. ۲۷)  اندرا گزارش کرده  B₁ های کبدی در مواجهه با آفلاتوکسینمانی سلولراستا هستند که کاهش زندههم(  ۲۰۱6همکاران )

با رنگ  همچنین آفلاتوکسین PI و Annexin V-FITC آمیزیآزمون فلوسایتومتری  افزایش   B₁ نشان داد که  موجب 

  غلظت  در  و  یافت  کاهش  ۷۴%های زنده به  میکرومولار، درصد سلول   ۱شود. در غلظت  شده میهای تیمارآپوپتوز و نکروز در سلول 

 کنند که آفلاتوکسینمی  تأیید   نتایج  این .  شد   مشاهده   نکروتیک  و   آپوپتوتیک  هایسلول  در   توجهیقابل  افزایش  میکرومولار،   ۵

B₁ مطالعات متعدد نشان  شود.  شده سلولی، موجب تخریب ساختار سلولی میریزیسازی مسیرهای مرگ برنامهاز طریق فعال

های  با القای استرس اکسیداتیو و اختلال در عملکرد میتوکندری، نقش مهمی در القای آپوپتوز سلول  B₁ اند که آفلاتوکسینداده

ایفا می با  نشان داد که مواجهه جوجه  (۲۰۲۱)  و همکاران  Wangای توسط  عنوان مثال، مطالعهکند. بهکبدی  های گوشتی 

های  های فعال اکسیژن، کاهش سطح گلوتاتیون میتوکندری، و افت فعالیت آنزیممنجر به افزایش تولید گونه B₁ آفلاتوکسین

اکسیدانی مانند گلوتاتیون پراکسیداز و سوپراکسید دیسموتاز شد. این تغییرات موجب اختلال در تعادل ردوکس سلولی و  آنتی

نشان داد که   (۱۴۰۰) . همچنین، مطالعه دهقانی و همکاران(۲۸)  های کبدی گردید سازی مسیرهای آپوپتوتیک در سلول فعال

می هیدروژن  پراکسید  از  ناشی  اکسیداتیو  سلولاسترس  در  را  آپوپتوز  پیشتواند  و  کند،  القا  مزانشیمی  بنیادی  با  های  تیمار 

نشان  (  ۲۰۱۸و همکاران )   Liu.  (۲9)  طور معناداری کاهش دهد اکسیدانی مانند جینجرول توانست این اثرات را به ترکیبات آنتی

های فعال اکسیژن، مسیرهای آپوپتوز وابسته به کاسپاز را  گونه ها از طریق آسیب به میتوکندری و افزایشدادند آفلاتوکسین

 . (3۰) شوندشده سلولی در بافت کبد میریزی کنند و موجب مرگ برنامهفعال می

یافتهبنابراین می،  نشان  پژوهش  این  نانهای  که  میدهد  تبریز  سنتی  ایزولههای  حامل  تولیدکننده  توانند  قارچی  های 

 هایهای کبدی انسانی دارد. ترکیب نتایج آزمون های بالا اثرات سمی شدیدی بر سلولآفلاتوکسین باشند و این سم در غلظت

های  دهد. این نتایج اهمیت پایش مستمر نانارائه می B₁ تصویری جامع از خطرات بالقوه آفلاتوکسینانجام شده در این پژوهش  

ها و بررسی  شود در مطالعات آینده، شناسایی مولکولی ایزوله سازد. پیشنهاد میسنتی و کنترل کیفیت آرد مصرفی را برجسته می

 .های زیستی این سم حاصل شودتری از مکانیسمهای مرتبط با تولید آفلاتوکسین انجام گیرد تا درک دقیقبیان ژن
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