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چکید ه 

آفلاتوكسین ها تركیبات شیمیائی سمی مشتق از قارچ هستند که توسط سویه هایی از قارچ آسپرژیلوس تولید می شوند. این مطالعه با هدف 
جداسازی آفلاتوكسین های ناشی از آسپرژیلوس های مولد آفلاتوكسین جداشده ازخوراك دام و بررسی سمیت سلولی )سایتوتوكسیسیتی( 
و   )Aspergillus flavus( فلاووس  آسپرژیلوس  قارچ های  از  تحقیق  این  در  است.  انجام شده  موش   T لنفوسیت  سلولی  رده  برروی  آن ها 
توسط  آفلاتوكسین  تولید  قابلیت  استفاده شد.  دام  از خوراک  و جدا شده  استاندارد   )Aspergillus parasiticus(پارازیتیکوس آسپرژیلوس 
این سویه ها به روش های کیفی )TLC( و کمی )HPLC( مورد بررسی قرارگرفت. سپس رده سلولی لنفوسیت T موش )EL4( درمواجهه 
با غلظت های مختلف آفلاتوکسین قرار گرفت و میزان توکسیسیتی آن به روش MTT اندازه گیری شد. میزان سلول های کشته شده نیز به 
روش فلوسایتومتری ارزیابی شد. بیشترین میزان تولید آفلاتوکسین G1 و  B1  در  سویه استاندارد آ. پارازیتیکوس و آ. فلاووس جدا شده از 
خوراک دام و بیشترین میزان توکسی سیتی آفلاتوکسین های فوق در رقت 0/1 از آفلاتوكسین مشتق از آ. پارازیتیکوس مشاهده شد. نتایج به 
دست آمده در این تحقیق نشان داد که سویه های آسپرژیلوس جدا شده از خوراک دام قابلیت تولید آفلاتوکسین های G1 و  B1 رادارند که 
اثر کشندگی قابل ملاحظه ای بر روی رده لنفوسیتی T موش نشان دادند که این امر می تواند بیانگر اهمیت حفظ سلامت و بهداشت غذای 

دام باشد.

T كلمات كلیدی: آسپرژیلوس،  آفلاتوكسین، سایتوتوكسیسیتی، خوراك دام، لنفوسیت

• نازنین كیخا 
گروه بیوشیمی، دانشگاه پیام نور، اصفهان، ایران

• نوشین سهرابی )نویسنده مسئول(
گروه زیست شناسی، دانشگاه پیام نور، تهران، ایران

• مرتضی تقی زاده 
ترویج  و  آموزش  تحقیقات،  سازمان  رازی،  سازی  و سرم  واکسن  تحقیقات  موسسه 

کشاورزی، کرج، ایران

تاریخ دریافت: 01-05-1398 تاریخ پذیرش: 1398-06-16

Email: : nsohrabi75@yahoo.com

بررسی آزمایشگاهی اثر سایتوتوکسیسیتی آفلاتوکسین های
B1  و G1 برروی لنفوسیت های T موشی 

DOI: 10.22092/vj.2019.126931.1596 شماره 128 پاییز 1399



شماره 128، نشريه د امپزشكی، پاییز 1399

141

•  Veterinary Researches & Biological Products No 128 PP: 140-148
The In-vitro Cytotoxicity Effect of Aflatoxins B1 and G1 on Mice T lymphocyte  
By: Keikha, N., Department of Biochemistry, Payame Noor University, Tehran, Iran. Sohrabi, N., (Corresponding Au-
thor) Department of Biology, Payame Noor University, Tehran, Iran. and Taghizadeh, M., Razi Vaccine and Serum 
Research Institute, Agricultural Research, Education and Extention Organization (AREEO), Karaj, Iran. 
Received: 2019-07-23              Accepted: 2019-09-07

Email: : nsohrabi75@yahoo.com
Aflatoxins are chemical toxic metabolites which are produced by Aspergillus species. This study was designed to inves-
tigate the aflatoxines cytotoxicity effects on mice T lymphocyte. In this work, four different standard and feed derived 
strains of A. parasiticus and A. flavus were selected. The levels of G1 and B1 aflatoxins were determined by TLC and 
HPLC methods. For evaluation of cytotoxity effect, the different concentration of aflatoxins were mixed by mice T cell 
line (EL4) on different time and the percentage of cell death were been evaluated by MTT assay and flowcytometry 
(FCM) method. Among different strains, the standard A. parasiticus and feed derived A. flavus have highest levels of 
G1 and B1. The most cytotoxity effect were seen on 1/10 concentration of A. parasiticus extracted aflatoxins. These 
results shown feed derived Aspergillus could produce G1 and B1 aflatoxins which have considerable cytotoxicity effect 
on mice T lymphocytes.

Keyword: Aspergillus, Aflatoxin, Cytotoxicity , Cattle feed, T lymphocyte

مقدمه
قارچ های  سمی  ثانویه  متابولیت های   )mycotoxins) مایکوتوکسین ها 
گیاهی  از محصولات  به طور طبیعی طیف وسیعی  که  رشته ای هستند 
،غلات ونهایتا" غذای دام ها را در سراسر جهان آلوده می کنند. شرایط 
آلوده  به همراه رطوبت و دمای مطلوب  در علوفه و غلات   محیطی 
به قارچ های رشته ای می تواند  منجر به تولید این گروه توکسین ها شود 
 4( می دهد  قرار  خود  تاثیر  تحت  را  وحیوان  انسان  غذای  سلامت  که 
,23(.  یکی از مهم ترین انواع مایکوتوکسین ها، آفلاتوکسین ها می باشند 
که توسط قارچ های خانواده آسپرژیلوس تولید می شوند. آفلاتوکسین ها 
گروهی از مواد سرطان زای طبیعی هستند که با آلوده کردن مواد غذائی 
مختلف انسانی وحیوانی باعث اثرات مخرب بر روی اندام ها و سلول های 
مختلف بدن می شوند ودر ایجاد و گسترش بیماری های عفونی و سرطان 
)به خصوص سرطان کبد( نقش مهمی دارند )22, 3 ,11(. آفلاتوکسین های 
B1 ,B2 ,G1 ,G2 مهم ترین گروه توکسین هایی می باشند که تهدید کننده 

سیستم بهداشت غذائی محسوب می شوند )22(.
این  در  متابولیت  ترین  وسمی  ترین  غالب   )AFB1)   B1 آفلاتوکسین 
نظیر  ارگانیسم هائی  به  آلوده  غذاهای  در  معمولا"  و  می باشد  خانواده 
آسپرژیلوس فلاووس و آسپرژیلوس پارازیتیکوس یافت می شود. مواجهه با 
AFB1 باعث ایجاد بیماری هائی نظیر سرطان کبدی، سرکوب  و تضعیف 
سیستم ایمنی، سقط جنین و عوارض شدید در زمان تولد می گردد )22, 
17(. آفلاتوکسین B1 توسط سیتوکروم کبدی P450 3A4 فعال می شود و 

به متابولیت فعال خود ) فرم اکسید( تبدیل می گردد. سپس به سرعت 
به DNA، به ویژه ژن سرکوبگر سرطان (P53( متصل و نقش مستقیم در 
ایجاد سرطان های کبد و کلیه اعمال می کند )17(. فرم فعال آفلاتوکسین 
B1 با باز گوانین پیوند کووالانسی برقرار می کند وهمچنین باعث تبدیل 
گوانین به تیمین وتغییر توالی های DNA و آسیب به DNA یا ایجاد جهش 

و در نهایت تشکیل سلول های سرطانی  )17(.
اغلب اطلاعات مربوط به اثر سمی آفلاتوکسین B1 بر سیستم ایمنی از 
است  داده  نشان  قبلی   است. مطالعات  آمده  بدست  مطالعات حیوانی 
که  آفلاتوکسین B1  باعث سرکوب عملکرد سیستم ایمنی می شود و بر 
روی  پاسخ های  ایمنی سلولی و هومورال تاثیر می گذارد )16, 7(. مصرف 
رژیم غذای حاوی آفلاتوکسین B1 به مدت یک هفته، باعث کاهش درصد 
+T CD8 و سلول های کشنده طبیعی +CD3− CD8a طحال  سلول های 
تعداد  مشخص،  دوز  با   B1 آفلاتوکسین  تجویز  نتیجه  در  می گردد)12(. 
براین  علاوه  داد)21(.  نشان  کاهش  موش  روده ای   TCD3+ سلول های 
، منجر  B1 در جوجه  آفلاتوکسین  رژیم حاوی  گزارش شده که مصرف 
به کاهش در صد لنفوسیت های +TCD4  و CD8+ T در خون محیطی، 

تیموس و طحال می شود )25(. 
آفلاتوكسین G1 نیز كه به دلیل ایجاد رنگ سبز در زیرنور UV، به این نام 
خوانده می شود، از جمله مهم ترین آفلاتوكسین های بیماری زا برای انسان 
و حیوانات شناخته می شود كه قارچ های مولد آن برروی غلات و مواد 

غذایی یافت می شوند )8(.
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بررسی سمیت مواد شیمیایی برروی رده های سلولی به وسیله روش های 
مختلف كمی وكیفی صورت می گیرد كه ازجمله معمول ترین این روش ها 
احیای  برمبنای  آزمون  این  اساس  نمود.  اشاره   MTT روش  به  می توان 
 diphenyltetrazolium-2,5-)2-dimethylthiazolyl  -5 ,4)-3[  MTT رنگ 
bromide[ به فورمازان می باشد. استفاده از روش فلوسایتومتری و بررسی 
به  نیز  شیمیائی  مواد  با  مجاورشده  سلول های  اندازه  تغییر  و  فنوتایپ 
عنوان یكی از روش های معرفی شده برای تغییرات سلولی معرفی شده 

است. 
به دلیل اهمیت زیاد سموم مختلف آفلاتوکسین  و آسیب هایی که بر روی 
سیستم ایمنی موجودات مختلف وارد می کند  و باتوجه به مطالعات قبلی 
از  مستخرج  آفلاتوكسین  مولد  آسپرژیلوس  سویه های  جداسازی  درزمینه 
خورام، هدف از این مطالعه بررسی اثرات سایتوتوکسیسیته آفلاتوکسین های 

استخراج شده از خوراک دام برروی رده سلولی T موش می باشد. 

مواد و روش کار
جداسازی و کشت گونه های آسپرژیلوس از خوراک دام

آسپرژیلوس  و  فلاووس  آسپرژیلوس  سویه های  از  تحقیق  این  در 
مطالعه  در  که  دام)ذرت(  خوراک  نمونه های  از  شده  جدا  پارازیتیکوس 
قبلی جداسازی و مورد بررسی های مولكولی قرار گرفته بودند، استفاده 
ابتدا   ، قبلی  ازمطالعه  آمده  دست  به  نتایج  به  توجه  با   .)20 شد.)15, 
از بین 60 نمونه آسپرژیلوس، 9 نمونه آسپرژیوس فلاووس و آسپرژیلوس 
پارازیتیکوس مولد آفلاتوکسین جدا شد و  نمونه های قارچی جدا شده در 
محیط كشت اختصاصی عصاره مخمرساکروز آگار (YES( و عصاره سیب 
زمینی دکستروز آگار (PDA( به مدت یک هفته قرارگرفتند. کشت های 
از نظر ویژگی های ماکروسکوپی کلنی شامل شکل، رنگ، میزان  مذکور 

رشد، حالت کلنی  مورد بررسی قرار گرفتند.

استخراج آفلاتوکسین از سویه های قارچی و بررسی کمی و کیفی آنها
نمونه هایی كشت اختصاصی عصاره مخمرساکروز آگار (YES( و عصاره 

سیب زمینی دکستروز آگار (PDA( كشت داده شد و در دمای 25 درجه 
كه در غربالگری اولیه شناسایی شده بودنـد در لوله های آزمایش حـاوی 
محـیط PDA بـه صـورت شـیب دار كشت و بـه مـدت 10 روز در دمـای 
25 درجـه سـانتی گـراد نگهداری شدند تا كاملًا اسپورزایی صورت گیرد. 

برای استخراج آفلاتوکسین از روش شیمیایی با کمی تغییرات استفاده شد 
و سپس بوسیله روش کروماتوگرافی لایه نازک (TLC( مورد ارزیابی اولیه 
تلید شده  آفلاتوکسین  میزان  بررسی کمی  منظور  به   .)15( قرار گرفت 
با کارایی بالا  توسط سویه های مورد ارزیابی، روش کروماتوگرافی مایع 
(HPLC( مورد استفاده قرار گرفت. برای این منظور هر یک از نمونه های 
استخراج شده به همراه نمونه کنترل منفی به اینژکتور تزریق شده و سطح 
زیر منحنی مربوط به توكسین های B1 و G1 با دستگاه محاسبه گردید. 
از طریق مقایسه سطح زیر منحنی نمونه های تزریق شده و استانداردها با 

احتساب ضریب رقت، مقدار توکسین هر نمونه تعیین  شد.

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی آفلاتوکسین B1 و G1 بر روی 
لنفوسیت های T موش 

 ،T لنفوسیت های  عملکرد  و  فنوتیپ  بررسی  منظور  به  مطالعه  این  در 
تکثیر  از  استفاده شد. پس  لنفومای موش(  )رده سلولی    EL4 از سلول
انجام  FBS )5%( ، شمارش سلولی  RPMI حاوی  لنفوسیت ها در محیط 
شد و میزان 105 از سلول های فوق به  هر کدام از چاهک های پلیت 96 

خانه ای كشت سلول انتقال داده شد.
میگروگرم/   ./001 و   ./01 و   ./1 رقت های  از  میکرولیتر   100 سپس 
و  فلاووس  آسپرژیلوس  نمونه های  از  مستخرج  آفلاتوکسین  از  میلی لیتر 
آسپرژیلوس پارازیتیکوس جدا شده از خوراک دام و رقت های 0/1 ، 0/01 
،0/001 ،0/0001 ، 0/00001 میكروگرم/ میلی لیتر از نمونه های استاندارد 
اضافه  هر چاهک  به  پارازیتیکوس   آسپرژیلوس  و  فلاووس  آسپرژیلوس 
شد. در چاهك هایی كه به منظور كنترل منفی درنظر گرفته شده بود، از 
محیط کشت بدون آفلاتوكسین و برای کنترل مثبت از PHA استفاده شد.
و  سانتی گراد  درجه   37 دمای  در  انکوباسیون  ساعت   48 و   24 از  بعد 

بررسی آزمایشگاهی اثر سایتوتوكسیسیتی آفلاتوکسین های ...

جدول 1- مقادیر حاصل از اندازه گیری آفلاتوکسین های مستخرج از سویه های آسپرژیلوس استاندارد و جدا شده از خوراک دام

میزان آفلاتوکسین تولید شده بر مبنای ppb )یك قسمت در یك بیلیون(

B1 آفلاتوکسین    B2 آفلاتوکسین  G1 آفلاتوکسین G2 افلاتوکسین

57 /8806 /707/94آ. پارازیتیکوس استاندارد

108/8ND1491/3آ. فلاووس استاندارد

0/53ND0/6NDآ. پارازیتیکوس جداشده 

0/85ND1/1NDآ. فلاووس جداشده 
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اتمسفر CO2 )5%(، 20 میکرولیتر از رنگ MTT به هرکدام از چاهک ها 
اضافه شد و مجددا به مدت 2 تا 4 ساعت انکوبه گردید. در ادامه بعد 
از سانتریفوژ پلیت ها به مدت 10 دقیقه در دور 400، مایع رویی خارج 
شد و 100 میکرولیتر از محلول DMSO )1مولار( به هرکدام از چاهک ها 
افزوده شد و در ادامه جذب نوری هرکدام از نمونه ها در طول موج 570 

نانومتر اندازه گیری شد.

بررسی اثر سایتوتوكسیسیتی آفلاتوکسین B1  و G1 بر روی 
لنفوسیت های موشی به روش فلوسایتومتری

برروی   G1 و   B1 آفلاتوکسین  کشندگی  میزان  بررسی  منظور  به 
لنفوسیت های موشی از روش فلوسایتومتری استفاده شد. برای این منظور 
مجاور  آفلاتوکسین  با  که  قبل  مرحله  در  شده  داده  کشت  سلول های 
دستگاه  بوسیله  و  شدند  منتقل  فلوسایتومتری  لوله های  به  بودند  شده 
لنفوسیتی  جمعیت  نوری  پراکنش  نمودار  شد.  خوانده   FACSCalibur

بوسیله نرم افزار Flowjo ترسیم و تفسیر شد.

نتایج
جداسازی و کشت نمونه های آسپرژیلوس فلاووس و آسپرژیلوس 

پارازیتیکوس مولد آفلاتوکسین
آسپرژیلوس  سویه های  از  قارچی  نمونه   9 قبلی  مطالعات  به  توجه  با 
جدا  بودند  آفلاتوکسین  مولد  که  پارازیتیکوس  آسپرژیلوس  و  فلاووس 
 ،PDA و YES شده و پس از یک هفته کشت در محیط های اختصاصی
از  متفرقه  کلنی های  و  شدند  بررسی  ماکروسکوپی  خصوصیات  نظر  از 
مطالعه حذف گردیدند. تمام کلنی های بدست آمده با خصوصیات سویه 
آسپرژیلوس پارازیتیکوس و آسپرژیلوس فلاووس تطا بق داشند)شکل 1(.

بعد از گذشت 10 روز از کشت نمونه ها برای بررسی وجود یا عدم وجود 
آفلاتوکسین با روش TLC بروی این 9 نمونه انجام شد. لکه های فلورسنت 
ایجاد شده روی کاغذ TLC )سیلیکا ژل( موید حضور آفلاتوکسین می باشد.  
نمونه   2( نمونه   4 شده،   انتخاب  سویه های  بین  از  که  داد  نشان  نتایج 
استاندارد و 2 نمونه جدا شده از خوراک دام( قابلیت تولید لکه فلورسنت 
را دارند که این امر موید قابلیت این نمونه ها در تولید آفلاتوکسین است. 
در ادامه و جهت تعیین نوع توکسین تولید شده آزمون HPLC برروی 
نمونه های مورد نظر انجام شد. برمبنای نتایج بدست آمده، تمام سویه های 
  B1 و G1 آسپرژیلوس مورد مطالعه دارای قدرت تولید آفلاتوکسین های
بودند. در نتیجه سویه استاندارد آسپرژیلوس پارازیتیکوس و آسپرژیلوس 
و   B1 آفلاتوکسین  میزان  بالاترین  که  دام  از خوراک  جدا شده  فلاووس 
G1 را تولید می کردند )به ترتیب  707/9 و ppb 0/85 برای AFB1 و 
806/5 و PPb 1/1 برای AFG1( برای ادامه مطالعه انتخاب شد )شکل 2 

و جدول 1(.

بررسی اثر سیتوتوکسیسیته آفلاتوکسین B1  و G1 برروی 
لنفوسیت های T موش 

برای این منظور پس از مجاورت سلول های کشت داده شده  با غلظت های 
بررسی  برای    MTT روش  از  24 ساعت،  به مدت  آفلاتوکسین  مختلف 

حیات و تکثیر سلول استفاده شد. 

همان گونه كه در  شکل 3  مشخص است، تمامی غلظت های آفلاتوکسین 
 T مستخرج از سویه استاندارد آسپرژیلوس پارازیتیکوس برروی لنفوسیت
اثر سایتوتوکسیسیتی نشان دادند که بیشترین میزان مرگ میر سلول در 
غلظت 0/1 آفلاتوکسین و در عرض 48 ساعت مشاهده شد )0/098 ± 

0/248( که با سایر گروه ها و کنترل منفی اختلاف معنی داری نشان داد.
آسپرژیلوس فلاووس جدا شده  از نمونه  آفلاتوکسین مستخرج  مورد  در 
گروه  با  مقایسه  در  آفلاتوکسین  غلظت های  تمامی  نیز  دام  خوراک  از 
کنترل برروی لنفوسیت ها اثر کشندگی نشان داد که بیشترین میزان مرگ 
میر سلول در غلظت 0/1 و در عرض 24 ساعت مشاهده شد )0/213 ± 

0/334( )شکل 4(.
با آفلاتوکسین  T موشی مواجه شده  لنفوسیت های  نتایج فلوسایتومتری 
نشان داد که در مقایسه با نمونه كنترل منفی كه بیشتر از 90 % سلول ها 
از    %52 حدود  تنها  اند،  قرارگرفته   )Gating) شده  انتخاب  ناحیه  در 
لنفوسیت های فوق در مواجهه با غلظت 0/1 از مخلوط آفلاتوکسین B1 و 
G1 و حدود 67% در مجاورت غلظت 0/01، دارای اندازه و گرانول طبیعی 
موجود  سلول های  تعداد  كه  می دهد  نشان  نتایج  این  بودند.  لنفوسیتی 
در ناحیه انتخاب شده  کاهش یافته است که درصد کاهش نشان دهنده 
انتخاب شده خارج شده اند  ناحیه  از  سلول هایی است که کشته شده و 

)شکل 5(. 

بحث
مصرف مواد غذایی آلوده به آفلاتوکسین یک مشکل شایع در انسان و 
حیوانات در سراسر جهان به ویژه در کشورهای فقیر است. زیرا دراین 
ضعیف  غذایی،  مواد  ذخیره سازی  و  پردازش  برداشت،  فرایند  كشورها 
است و امکان آلودگی قارچی در آن ها وجود دارد. آفلاتوکسین ها اثرات 
مخرب شناخته شده ای بر روی ارگان های مختلف بدن دارد که از جمله 
آن ها می توان به ایجاد انواع مختلف سرطان، خصوص سرطان کبد، اشاره 
ایمنی  سرکوب  مسئول  آفلاتوکسین  که  شده  گزارش  براین  علاوه  کرد. 
هومورال و سلولی و در نتیجه افزایش احتمال ابتلای افراد به بیماری های 

عفونی است )22,  8( . 
سیستم  برروی  آفلاتوکسین ها  اثرات  ارزیابی  برای  مختلفی  مطالعات 
ایمنی انجام شده است. اغلب این مطالعات نشان داده اند که آفلاتوکسین 
برروی لنفوسیت های T و B اثر می گذارد و ضمن ممانعت  )AFB1) B1
می شود.  سلولی  ایمنی  پاسخ های  مهار  باعث  سلول ها ،  این  تکثیر  از 
علاوه براین اثرات مهاری این توکسین بروی عملکرد سلول های کشنده 
کاهش  ضمن   B1 آفلاتوکسین  است.  شده  گزارش  نیز   )NKC) طبیعی 
تعداد ماکروفاژها، باعث ممانعت از اعمال این سلول ها مانند فاگوسیتوز 

می شود )13(. 
 B1 آفلاتوکسین  اثرات  كه  شده  گزارش  شده،  انجام  مطالعات  برطبق 
برروی سیستم ایمنی وابسته به دوز و زمان تجویز آن است. این توکسین 
بالا  B شود و در دوزهای  و   T لنفوسیت های  به کاهش  می تواند منجر 
می تواند منجر به افزایش تولید IL-1 و IL-6 و پاسخ های التهابی می شود 

.)5(
روی سیستم  بر   AFB1 تاثیر  بیشترین  كه  داده اند  نشان  قبلی  مطالعات 
تكثیر  كاهش  باعث  می تواند  توكسین  این  و  است  بوده  سلولی  ایمنی 
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لــنفوسیت ها و میزان تولید سایتوكاین ها بشود )1, 9, 24(. علاوه براین 
یكی دیگراز قابلیت های آفلاتوكسین B1، القای تولید متابولیت های فعال 
اكسیژن (ROS( می باشدكه برروی فرایندهای رشد، تنظیم و سیگنالینگ 

سلولی اثرات مخربی به جای می گذارد )18, 6(.
مصرف رژیم غذایی حاوی  mg/kg 0.6 از آفلاتوکسین AFB1 در جوجه ها 
بیان  میزان  و  شده   T لنفوسیت  رده های  زیر  از  برخی  کاهش  باعث 
در  را   TNF و   IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-γ سایتوکان های 
عملکرد  نتیجه  در  و  می دهد  کاهش  ایلئوم  و  ژژنوم  دئودونوم،  مخاط 
سیستم ایمنی مخاطی را تحت تاثیر قرار می دهد )7(. در مطالعه مشابه 
دیگری كه برروی آفلاتكسین M1  انجام شده است، گزارش شد که  تجویز 
داخل صفاقی g/kg 50 , 25 از AFM1 به موش های Balb/C، منجر به مهار 

پاسخ های ایمنی ذاتی و اکتسابی می شود )19(.
علاوه براین، گزارش شده كه استفاده مكرر از AFB1 موجب افت تعداد 
لنفوسیت های T CD3 و درنتیجه تضعیف ایمنی سلولی می شود كه این 
بیماری های  به  نسبت  حیوان  مقاومت  سطح  باكاهش  می تواند  مورد 
عفونی همراه باشد)21(. در نتیجه تحریك همزمان ماكروفاژهای صفاقی 
موشی با LPS و مواجهه این سلول ها با AFB1، قدرت كشندگی و میزان 
سلول ها  این  توسط  شده  تولید   IL-1 و   TNF-α، IL-6 سایتوكاین های 
كاهش قابل ملاحظه ای را نشان داد )14(. كشت همزمان ماكروفاژ ها با 
آفلاتوكسین های B1 و B2 و G1 موجب تغییرسایتوكاین های ترشحی شده 
افزایش  التهابی( را  )به عنوان یك سایتوكاین   IL-6 و درعین حال میزان 

داده است )2(.
طبق مطالعه انجام شده توسط لونگو و همكارانشان، آفلاتوكسین ها در 
پاسخ های  برروی  خود  بیولوژیكی  اثرات  آستانه،  حد  بالاتراز  مقادیری 
سلولی  رده  مواجهه  نتیجه  در  كه  طوری  می دهند.به  نشان  را  ایمنی 
لنفوسیت T انسانی با آفلاتوكسین B1 و M1، میزان تكثیر این سلول ها 
كاهش داشته ولی تاثیر چندانی برروی میزان بیان mRNA سایتوكاین های  

IL-2 و IFN-γ نداشته است )10(.
 در این تحقیق به بررسی اثر آفلا توکسین در غلظت های مختلف روی 
نتایج حاصل، مشخص شد که  با بررسی  انجام شد که  سلول EL4 موش 
آفلاتوکسین در تمامی غلظت ها ی  0/1 تا 0/00001 اثر کشندگی بر روی 
سلول های T موش )EL4( دارد. ولی چون تحقیق مشابهی در این زمینه 
اینکه  به  توجه  با   . نبود  امکان پذیر  نتایج  مقایسه  بود  نشده  مشاهده 
مطالعه مقادیر ناچیز و یا منفی از آفلاتوکسین های B2 و G2 در نمونه 
آسپرژیلوس فلاووس استاندارد و جدا شده از خوراک دام وجود داشت 
لذا  این گونه نتیجه گرفته شد که در نبود B2 و G2 اثر کشندگی هر دو 

نمونه بسیار قابل توجه بود.
بررسی  مورد  نمونه   4 بین  در  شده  تولید  آفلاتوکسین  مقدار  بالاترین 
مربوط به سویه استاندارد آسپرژیلوس پارازیتیکوس بوده است که میزان 

كل آن  PPb 1526/2 و بیشترین سمیت سلولی آن در غلظت 0/1 بود. 
نتایج به دست امده در این تحقیق نشان داد که سویه های آسپرژیلوس 
فلاووس و آسپرژیلوس پارازیتیکوس جدا شده از خوراک دام قابلیت تولید 
آفلاتوکسین های G1 و B1 را دارند که اثر کشندگی قابل ملاحظه ای بر 
روی سلول های T موش داشتند که این امر می تواند بیانگر اهمیت حفظ 

سلامت و بهداشت غذای دام باشد.
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 )PDA )B و )YESA )A شکل1 - نمای کلنی های آسپرژیلوس پارازیتیکوس )سمت راست( و فلاووس )سمت چپ( جدا شده از خوراک دام بر روی محیط های کشت

شکل 2- نتایج HPLC سویه استاندارد آسپرژیلوس پارازیتیکوس 

شرایط دستگاهHPLC : ستون: )ODS2 C18( 250×6.4 10μm, mm ،فاز متحرك: متانول، استونیتریل، آب و اسید استیك با نسبت های حجمی 20 :20 :59 :1 درصد، دمای 

محیط 27 درجه سانتیگراد، سرعت جریان یك میلیلیتر بر دقیقه، آشكارسازفلئورسنت: طول موج برانگیختگی 365 و طول موج نشر 425 نانومتر ، حجم تزریق 20 میكرولیتر.

بررسی آزمایشگاهی اثر سایتوتوكسیسیتی آفلاتوکسین های ...



شماره 128، نشريه د امپزشكی، پاییز 1399

147

 شکل 3 - نمودارمیانگین جذب نوری لنفوسیت های T موشی )سلول های EL4( تحت تاثیر  رقت های مختلف آفلاتوکسین های B1 و G1 حاصل  از نمونه استاندارد آسپرژیلوس 

پارازیتیکوس پس از 24و 48 ساعت انکوباسیون(
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 )C( 0/01غلظت )B( 0/1 و در مجاورت رقت )A( متعاقب 24 ساعت انکوباسیون سلول در کنار محیط کشت به عنوان كنترل منفی EL4 شکل 5- نتایج فلوسایتومتری سلول های

از آفلاتوکسین های B1 و G1 مستخرج از آسپرژیلوس فلاووس جدا شده از خوراک دام. 

شکل 4- نمودارمیانگین جذب نوری سلول های کشته شده EL4 تحت تاثیر رقت های مختلف آفلاتوکسین های B1 و G1 حاصل از سویه آسپرژیلوس فلاووس جدا شده از خوراک 

دام در مجاورت سلول های EL4 پس از 24و 48 ساعت انکوباسیون(
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