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  دهيچک
هاي مهم  ترين عامل درماتوفيتوزيس در پوست و ناخن انسان و ميکروسپوروم کانيس يکي از درماتوفيت ترايکوفايتون روبروم شايع:  و هدفزمينه

  بهاين مطالعهاست که در  ها  در قارچدالتوني  کيلو٧٠ حرارتيين شوک  يک پروتئ،HSP70  وباشد حيوان دوست و قابل انتقال به انسان مي
  .پرداخته شده است مزبور هاي در قارچ ن ژنيا بيان در  CO2  مختلفهاي تاثير غلظتبررسي 

ي  ها ارد اسپور نمونههاي استاند  پوستي و ناخن بيماران مبتلا به کچلي ناخن جدا سازي و طبق روشهاي از تراشه هاي قارچي نمونه:  بررسيروش
  هاي زماني در فاصله)  درصد١٠ و ٥، ٣(CO2   مختلفهاي غلظت کشت داده شده و تحت تاثير مزبور ايزوله و در محيط سابورودکستروز مايع

 در HSP70ن  بيان ژ.گراد انکوبه شدند  درجه سانتي٢٥روزه در دماي ثابت  ٧زماني  در فاصله CO2بدون ، هاي کنترل و کشت روزه ٧و  ٤، ٢
  .دست آمده با ژن بتا اكتين مقايسه شدند ه مورد بررسي قرار گرفت و نتايج بmRNA در سطح RT-PCRروش  هب مِيسليومي حاصل هاي توده
 ) روزه٧(زماني در حداکثر فاصله  ) درصد١٠ و ٥، ٣(CO2  مختلف هاي حداکثر تغييرات تحت غلظت نتايج اين پژوهش نشان داد كه :ها يافته

   .باشد ميهاي مزبور   تغييرات متفاوتي در قارچي  تحت شرايط گفته شده نشان دهندهHSP70وده است و بيان ژن ب
در ترايکوفايتون روبروم نسبت به کنترل CO2  مختلف هاي  تحت تاثير غلظتHSP70 نتايج حاصل از اين مطالعه نشان داد، بيان ژن :گيري نتيجه

   .داشته است )مثبت (ي ميکروسپوروم کانيس نسبت به کنترل اثر افزايندهو در ) منفي( ي اثر کاهش دهنده
  HSP70درماتوفيت، ترايکوفايتون روبروم، ميکروسپوروم کانيس، ژن : واژگان کليدي

  
  مقدمه

 تـرين انـواع     شـايع   از يک ـي  جلـدي   قـارچي  يها عفونت     
ها نيز درماتوفيتوزيس از شـيوع       باشد و در بين آن      مي کوزهايم

درمــاتوفيتوزيس عفونــت جلــدي . بيــشتري برخــوردار اســت
ي جلدي كراتينوفيليكي است كه تحـت نـام    ها قارچحاصل از   

   از هـا،  درماتوفيـت ). ۱-۳(شـوند   درماتوفيت شناخته مـي  كلي
  
  
  
  

  
  جلـدي  قـارچي  هـاي  بيمـاري  عوامـل  تـرين  شايع و ترين مهم
ل شـايع   ترايکوفايتون روبروم يکي از عوام     ،ها آن بين در،  بوده

و  پـا  دست،  ران،ي  کشاله،خصوص کچلي هکچلي در انسان ب
هـاي   تـرين درماتوفيـت    ز مهـم  ا ميکروسپوروم کانيس  ناخن و 
   گربه، بـا ايجـاد کچلـي        و در سگ  زاي حيوان دوست   بيماري
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)Ring Worm (    و قابل انتقال به انسان با ايجـاد کچلـي سـر
)Tinea Capitis (  ــدن ــي ب   و)Tinea Corporis(و کچل

ــ ــاخن يکچل گــاز  ).۳-۶(باشــد  مــي )Tinea Unguium( ن
يكي از فاكتورهـاي مهـم اكولـوژيكي    ) CO2(اكسيد كربن    دي

هاي وابسته به تنفس، فتوسـنتز    بوده كه نقش حياتي در واكنش     
در  CO2 ميـزان    .هاي قارچي و باكتريايي دارد     و پاتوژنز سلول  

ن  در بــدآن غلظــت  و)درصــد ۰۳۶/۰(اتمــسفر هــوا حــدود 
ــه  ــک ب ــستانداران نزدي ــد۵( پ ــي)  درص ــد م از ). ۷-۱۱ (باش

 موجودات در برخورد با عوامـل اسـترس زا          ي  هکه هم  ييآنجا
 مقاومـت كننـد،     ،بايد بتوانند براي حفظ بقاي خود بـه نـوعي         

 ـ   بسياري از موجودات در برخورد با ايـن اسـترس          ويـژه   ههـا ب
اي ه ـ هايي موسـوم بـه پـروتئين       هاي حرارتي، پروتئين   استرس

هـا در    ايـن پـروتئين   . كننـد  توليد مـي  ) HSPs ( شوك حرارتي 
هـاي   و حفظ ويژگي) Folding( گيري، انتقال، خميدگي شكل

هاي محيطي نقـش   ها و استرس ها در زمان بروز شوك     پروتئين
هـاي كـد     توالي نوكلئوتيـدي ژن   ). ۱۲و۱۳(بسيار مهمي دارند    
در ) HSP70(ني  كيلو دالتو۷۰ ي  ها از دسته   كننده اين پروتئين  

ــروم   ــاتيون روبـ    (Tri Chophyton Rubrum)ترايكوفـ
مـشخص   (Microsporom Canis)و ميكروسپوروم كـانيس  

تحـت  كـه     اسـت   مطالعات انجام شده نـشان داده      . است هشد
ماوراي بنفش   ي  ههاي محيطي مانند افزايش دما و اشع       استرس

B،     شـوك    منجر به سنتز پروتئين    ،بيان ژن مزبور افزايش يافته 
ي مزبـور   هـا  قـارچ هـاي    حرارتي و ايجاد مقاومـت در سـلول       

 متعـدد در رابطـه بـا        يهـا  بررسيبا وجود    ).۱۴-۱۶( شود مي
هـاي    ميکروبي و سلولي هاي زنده در تودهCO2  نقش حياتي

هـاي   لکـول و م  مهـم  با توجه به نقش    و ها قارچي و پاتوژنز آن   
در برابـر  به عنوان يک عامل مقاومت سلولي     ) HSPs( گرمايي

 يهـا  غلظـت  هنوز شواهدي از تاثير       ولي ،ذکر شده هاي   شوک
 دسـترس   درهـا  قـارچ  بيـان ژن مزبـور در   درCO2  مختلـف 

 لذا با وجود گسترش جهاني عفونت بـا      .)۱۰،۷و۱۷ (باشد نمي
هـا وجـود    ، اطلاعات مولکولي اندکي در مـورد آن      ها قارچاين  

اي مهم و حياتي نيز يكي از فاكتوره CO2دارد و از آنجايي كه 
توانـد    اين مطالعه و نتايج حاصـل از آن مـي      ،باشد ها مي  سلول

ي هـا  غلظـت بررسي تأثير   علاوه بر بررسي هدف اصلي يعني       
ي درماتوفيـت  هـا  قـارچ در HSP70 ر بيان ژن د CO2 مختلف

ترايکوفايتون روبروم و ميکروسپوروم کانيس ايزولـه شـده از           
 نقـش   ي  بعـدي در زمينـه    بيماران، زير بنايي بـراي تحقيقـات        

HSPs   دستيابي بر اطلاعات و دانش بيـشتر بـراي سـنجش        و
ي درماتوفيـت و  ها قارچ درفيزيولوژي و پاتوژنز CO2عملکرد  

  .ها باشد  عملكرد آني هنحو
  

  روش بررسي
  تجربـي ي در اين مطالعه: ها قارچ كشت انبوه از ي تهيه     

)Experimental(  ترايکوفـايتون   يها قارچ كشت   ي  براي تهيه
 )(M.Canis و ميکروسـپوروم کـانيس    ) T.Rubrum(روبروم  

هاي جدا شـده از بيمـاران مراجعـه كننـده بـه بخـش        از نمونه 
 بهداشـت دانـشگاه علـوم       ي  شناسـي پزشـكي دانـشكده      قارچ

هاي پوستي و ناخن      تراشه ي  نمونه. پزشكي تهران استفاده شد   
روزآگار سـاده   هاي سابورودكست  در محيط جدا شده از بيماران     

)SDA ــرک آلمـــان ــستروزآگار)  مـ   حـــاويو سابورودكـ
ــيکلوهگزاميد  ــي۵۰۰(س ــرم در  ميل ــر گ ــلو ) ليت   كلرامفنيك

بـار مـصرف و       در پليـت يـك     (SCC) )ليتر گرم در   ميلي ۴۰(
 ـ  هاي آزمايش شيـشه    لوله صـورت نـشاكاري كـشت داده        هاي ب
 انکوبـه  گـراد   ي سانتي   درجه ۲۵  و به مدت يک هفته در      ،هشد
) ماکروسکپي( ظاهر بيني ها از نظر لوله ها و  پليت سپس   .دندش

 با روش ،)ميکروسکپي( ريز بيني ي  مطالعهجهت ،شده بررسي
جهـت بررسـي   . لام تهيه شـد  )كشت روي لام ( اسلايد كالچر 

هاي روي ژلوزها را با اسـتفاده از پـنس         لامل،  اسلايد كالچرها 
 يـك قطـره     هـاي تميـز حـاوي      استريل برداشته و بـرروي لام     

 هـا  قـارچ  همچنين ژلوزهاي حاوي  ،لاكتوفنل كاتن بلو گذاشته   
ها يك قطره لاكتوفنل   به لام،ها توسط پنس برداشته از روي لام

 ،ها يـك لامـل تميـز قرارگرفتـه      روي آن،كاتن بلو اضافه شده  



   رانسيما دارابيان و همكا
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بعـد از حـصول     . سپس از نظر ميكروسـكوپي مطالعـه شـدند        
آوري  ر جهـت جمـع    ي مـذکو  هـا  قـارچ سازي   اطمينان از جدا  

، SCCها در چنـد پليـت حـاوي محـيط کـشت              اسپور نمونه 
   .صورت نشاکاري مجددا کشت داده شدند هب

 هـاي قـارچي   اسپور نمونه : دارCO2 محيط و شرايط کشت

T.Rubrum وM.Canis ــاي   جــدا ســازي شــده از تراشــه ه
  طبـق روش گفتـه شـده در بـالا،    پوستي و ناخن بيماران مبتلا    

 pHبا  )  مرک آلمان  SDB(دکستروز مايع    وروروي محيط ساب  
ي هـا  غلظـت   تحـت تـاثير  ،کـشت داده شـده   ۶/۵ ±۲/۰برابر 

    زمانيي و هر بار در فاصله )  درصد ۱۰و   CO2) ۳  ،۵مختلف  
  کنتـرل هـاي  و کـشت  دار CO2 در انکوباتور )روزه ۷و ۴، ۲(
بـا  در انکوباتور ساده    روزه   ۷  زماني ي  فاصلهدر   CO2) بدون(

سـپس  . انکوبـه شـدند    گـراد   ي سـانتي    درجـه  ۲۵ بـت دماي ثا 
 جهـت شستـشو   ،يسليومي حاصل جمع آوري شده    مهاي   توده

بـه  ) XPBS۱ ( درصـد  ۱۰توسط محلول فـسفات بافرسـالين       
 بـا اسـتفاده از      ، بـار سـانتريفوژ شـده      ۲  دقيقه و براي   ۵مدت  

ها پودر ميسليوم   از آن تام RNAنيتروژن مايع جهت استخراج     
 . تهيه گرديد

 ـ-اي پليمراز واکنش زنجيره  طـور   ه نسخه برداري معکوس ب
 تـام از پـودر   RNA :RNAاستخراج   (RT-PCR)همزمان

 کشت  M.Canis و   T.Rubrumهاي قارچي    ميسليومي نمونه 
 در ) درصد۱۰  وCO2 ) ۳ ،۵ي مختلف ها غلظت داده شده در

  کنتـرل   هـاي  و کـشت  ) روزه۷  و۴ ،۲( هـاي زمـاني   فاصـله 
 روزه، طبـق روش گوانيـدين ايزوتيوسـيانات    CO2 ۷) بدون(
)MGITC۴ (  بـراي ايـن منظـور بـه طـور          . استخراج گرديـد

هاي مـذکور بـافر گوانيـدين        خلاصه، به پودر ميسليومي نمونه    
 محتويـات حاصـل بـه    ، مولار اضـافه نمـوده   ۴ايزوتيوسيانات  

 تمـام  ،نيزاسـيون ژ هموژنايزر منتقل و با انجام عمل همو ي  لوله
شدند، سپس به محلول طور کامل تخريب  هارچي بهاي ق سلول

 مولار و ۳حجم اوليه، استات سديم     ۱۰به   ۱حاصل به نسبت    
 دقيقـه سـانتريفوژ،     ۵فنل اسيدي و کلروفرم اضافه شـد و بـا           

 به مدت   .گرديدمحلول رويي جدا و به آن ايزوپروپانل اضافه         
 فريـز شـدند، سـپس    گـراد  ي سانتي  درجه-۲۰ يک ساعت در  

 مجـددا بـافر    مانـده  رويي خـالي و بـه رسـوب بـاقي          محلول
 مخلوط  . گرديد گوانيدين ايزوتيوسيانات و ايزوپروپرنل اضافه    

پس .  فريز شد  گراد  ي سانتي   درجه -۲۰ يک ساعت در  حاصل  
 دقيقه سانتريفوژ نهايي، محلـول رويـي خـالي و رسـوب         ۵ از

در .  درصد شستشو و بعد خـشک شـدند        ۱۰۰حاصل با الکل    
 EDTA هاي حاصله در بافر داغ تريس     RNAب  نهايت رسو 

)TE8 ( اســتخراج ي  جهــت اطمينــان از نتيجــه.گرديــدحــل 
 حاوي  درصد۱هاي حاصله، روي ژل آگارز     صحيح از محلول  

  .  الکتروفورز انجام گرديد،اتيديوم برومايد
هــاي  بـراي تکثيـر بخـش   ) مکمـل  cDNA) DNAسـاخت  

 RT-PCR واکـنش  HSP70بررسـي بيـان ژن    مختلف ژن و
در  :باشـد  مـي  اين واکنش شـامل دو مرحلـه      .  انجام شد  يفيک

 هـاي مربوطـه   cDNA هاي تام،  RNA اول از روي     ي  همرحل
 بـا  cDNAساخته شد، کـه بـراي ايـن منظـور ازکيـت سـنتز        

 ،Kit # K1621 (RevertAid TM First Strand cDNA Synthesis) مشخـصات 
بـور   هـاي مز   cDNA ، اسـتفاده شـده    Fermentasاز شرکت   

گـراد نگهـداري     سـانتي ي  درجه-۲۰ بعدي در   ي  براي استفاده 
 دوم توســط پرايمرهــاي طراحــي شــده، ي همرحلــ در. شــدند

  البتــه قبــل از.  تکثيــر گرديــدcDNAهــاي مختلــف  قــسمت
 ــ ــام مرحلـ ــهcDNA دوم از ي هانجـ ــارچي    نمونـ ــاي قـ هـ

T.Ruberum ,M.Canis ــت ــا غلظ ــسب ه ــسان برح  ي يک
 RT-PCRاز نظر کنترل بيـان ژن در        ميکروليتر تهيه گرديد تا     

 ي در انجـام مرحلـه   . داشته باشـند cDNAغلظت يکساني از 
.  ميکروليتـر سـاخته شـد   ۵۰  در حجمRT-PCRدوم واکنش   

  ميکروليتـر ۲ و X۱۰ ميکروليتـر از بـافر   ۵اين واکنش شامل 

 ميکروليتـر از جفـت پرايمرهـاي     ۵/۲کلريدمنيزيم بـه همـراه      
  :با توالي سنتز و ضد سنتز اختصاصي

  

Sense: 5`ATGGCTCCCGCAGTTGGTATC3`     
 

Antisense: 3`CACCTCCATCACCCGTGCTCG5`  
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 Taq DNA ميکروليتـر از  ۱و dNTP Mix  ميکروليتر از۱و 
  بـود کـه در   اسـتريل   و آب مقطـر ) ژن ايـران  سـينا ( پلي مراز

 تـر از يکرولي نـانو گـرم بـر م   ۵۰۰  ميـزان بهانتها به هر واکنش    
cDNA   واکـنش  . مذکور اضافه شد  هايPCR   جهـت تکثيـر 

بـراي  ) آلماني (Termal Cyclerتوسط دستگاه  HSP70 ژن
ي   درجـه  ۹۴ ،هر سيکل شامل سه حرارت    .  دور انجام شد   ۳۵

   بـراي ي سـانتي گـراد      درجـه  ۵۸  دقيقـه،  ۱  بـراي  گـراد  سانتي
بـراي  . بـود   دقيقـه    ۲گراد بـراي     ي سانتي   درجه ۷۲ ثانيه و    ۳۰

  هـا بـه مـدت      ، نمونـه  )Denaturation(وليه  واسرشته سازي ا  
گراد قرار  ي سانتي  درجه۹۴ در حرارت     براي يک دور    دقيقه ۵

 دقيقـه  ۵ها براي يک دور به مـدت   انتها نمونه و در شدند داده  
  .گراد قرار گرفتند ي سانتي  درجه۷۲در حرارت 

 در  HSP70بـه منظـور سـنجش بيـان ژن          : HSP70 بيان ژن 
 RT-PCR کـه ازطريـق      M.Canis و   T.Rubrum يها قارچ

 ميکروليتــر از ۵ انجــام پذيرفتــه بــود، بــه ميــزان     يفــيک
 bpDNA Ladder Plus 100  درکنار سايز مارکر PCRمحصولات

 حـاوي اتيـديوم      درصـد  ۱، روي ژل آگـارز      )شرکت فرمنتاز (
  برومايـد الکتروفـورز شـدند و سـپس بـا اسـتفاده از دســتگاه       

Tran Illuminator) UK, Syngene(  ــشاهده و ــدها م  بان
  مزبـور  يهـا  نمونـه  ها در  ان ژن ي ب برداري شدند و ميزان    عکس

 ـ   ي ا رنگشدت  ميزان  (ي  يبراساس قدرت روشنا   ن يجاد شـده ب
  بانـدهاي حاصـل در الکتروفـورز،        )DNAو  د  يوم بروما يديات

ثبات بيان  يا به عنوان معياري جهت سنجش افزايش، کاهش و
  . مورد استفاده قرارگرفت   ،شده ي ذکر ها قارچ در   HSP70ژن  

ي مزبـور،   هـا  قارچ  در HSP70به منظور کنترل عمل بيان ژن       
  تحت شرايط و براساس روش گفته شده در بالا، ازيک ژن بـا         

   (House Keeping Gene)قابليت  ثبات در شرايط مختلـف  
 بود T.Rubrum درقارچ  Beta-Actinاين ژن. استفاده گرديد

شماره  ه بGen Bankژن موجود در که طراحي پرايمر از روي 
 ژني بـه بزرگـي      ي   و براي تکثير قطعه    AY525329دسترسي  

 پرايمرهـا توسـط شـرکت    ، جفت باز، انجام گرفته ۳۰۰حدود  
  :ژن ايران و به شرح توالي زيرسنتزگرديد سينا

Primr Dar-S1: 5' ACT ACA GCT CCG GAA 
TGT GC 3'Nt: 20                       OD:12  

Primer Dar-As1: 5' TCG CAG GGT TAAG GAT 
ACC AC 3'NT: 20                       OD: 12 

 نمونـه   cDNAو Beta-Actin اسـتفاده ازپرايمرهـاي ژن   بـا 
 ي يکسان، دقيقا طبق پروتکـل در      ها غلظتي مزبور با    ها قارچ

  جهـت اطمينـان از     ،، تمام مراحل انجـام شـده      RT-PCR بند
ــار، محــصولات ي نتيجــه   درصــد۱ روي ژل آگــارز PCR ک

  .الکتروفورز شدند حاوي اتيديوم برومايد درکنار سايز مارکر
  

 ها  يافته
 T.Rubrumهاي ايزوله شده از بيمـاران،   در بررسي نمونه      

 داراي كلنـي، كركـي،      SCCاز نظر ظـاهر بينـي روي محـيط          
و در ) A ۱شکل (دار  پرزي، سفيد رنگ با مركز برآمده و چين

آميزي لاکتوفنل   هاي اسلايد کالچر با رنگ     ريز بيني لام  بررسي  
ــا تيغــه کــاتن بلــو، داراي ميــسليوم ــازك ب ــاني و ي هــاي ن  مي

هاي كوچك و اشـكي شـكل بـه تعـداد زيـادي            ميكروكونيديا
 داراي ماكروكونيـدياي كـم و     ،ها مشاهده شـده    دركنار ميسلوم 

   .)B۱ شکل (باشد  مدادي شكل و چند خانه مي
 SCCروي محـيط    ،  M.Canisاهر بيني قـارچ     در بررسي ظ  

داراي کلني، كركي با شيارهاي شعاعي، پـرزي سـفيد تـا زرد             
هـاي   و با بررسـي لام ) A۲ شکل (هاي هوايي  روشن با رشته

رنـگ آميــزي شـده طبــق روش بـالا از نظــر ريزبينــي، داراي    
هاي نازك با تيغه مياني و ماكروكونيـديا هـاي دوكـي          ميسليوم

 ـناصاف، خاردار و بـا ز    شكل با جدار      انتهـايي پـستاني   ي هداي
باشند و ميكروكونيديا ها ريز و كمتر         سلول مي  ۱۵تا۳شكل با   

  ).B ۲شکل (شوند  از ماكروكونيديا در كنار ميسليوم ديده مي
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B A 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  SCCحيط کشت در مT.Rubrumسطح كلني :  Aبررسي ظاهر بيني و ريز بيني قارچ ترايكوفايتون روبروم : ۱شکل 
B  :ريزبيني ي منظره T.Rubrum ۴۰۰ با درشت نمايي  

 
 
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

 SCC در محيط کشتM.Canisسطح كلني : A  ميكروسپوروم كانيسبررسي ظاهر بيني و ريز بيني قارچ : ۲شکل 
B                      :ريزبيني قارچ ي منظره M.Canis ۴۰۰ با درشت نمايي  

  

و کشت کنترل بدون  CO2  مختلف يها  تاثير غلظتي، در بررس T.Rubrum در قارچHSP70  در بيان ژن يفي کRT-PCR: ۳شکل 
CO2) C (روزه ۲ ي زماني در فاصله )2d( ،۴ روزه )4d ( روزه ۷و )7d(  

:A  اختصاصي ي  قطعهتکثير )bp ۸۰۰ ( ژنHSP70 در CO2 ۳ % ،در مقايسه با کنترل:Bاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۸۰۰ ( ژنHSP70 در CO2 
   در مقايسه با کنترل% CO2 ۱۰ در HSP70ژن ) bp ۸۰۰( اختصاصي ي  تکثير قطعهC:در مقايسه با کنترل، % ۵

)MW = استاندارديگر وزن مولکول سايز مارکر، نشان (  

A B 
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 کشت کنترل بدون و CO2  مختلف يها  تاثير غلظتي، در بررس M.Canis در قارچHSP70  در بيان ژن يفي کRT-PCR: ۴شکل 
CO2) C (روزه ۲ ي زماني در فاصله )2d( ،۴ روزه )4d ( روزه ۷و)7d(  

:A اختصاصي ي  قطعهتکثير )bp ۸۰۰ ( ژنHSP70 در CO2 ۳ % ،در مقايسه با کنترل:Bاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۸۰۰ ( ژن
HSP70 در  CO2 ۵ % ،در مقايسه با کنترل:Cاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۸۰۰( ژن HSP70 در CO2 ۱۰ %در مقايسه با کنترل  

)MW = استاندارديگر وزن مولکول سايز مارکر، نشان (  
  

 
 
 
  

  
  
  
  

  
  

 ي زماني در فاصله) CO2) Cو کشت کنترل بدون  CO2   با غلظت هاي مختلف T.Rubrum در  Beta-actinسنجش بيان ژن: ۵شکل 
  Dar S1, AS1اده از پرايمرهاي ، با استف)7d(روزه ۷و ) 4d( روزه ۴، )2d( روزه ۲

:A اختصاصي ي  قطعهتکثير )bp ۳۰۰ ( ژنBeta-actin  در CO2 ۳ % ،در مقايسه با کنترل:Bاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۳۰۰ ( ژن
Beta-actin  در CO2 ۵ % ،در مقايسه با کنترل:Cاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۳۰۰ ( ژنBeta-actin  در CO2 ۱۰ %در مقايسه با 

  ) استاندارديسايز مارکر، نشانگر وزن مولکول = MW(کنترل 
  
  

300bp-----  

MW C 2d 4d 7d MW C 2d 4d 7d MW C 2d 4d 7d 

B  C A 



   رانسيما دارابيان و همكا
 

 ٩٠، بهار٧٤ي  ، شماره١٩ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله

٣١

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  

  
 ي زماني در فاصله) CO2) C و کشت کنترل بدون  CO2 با غلظت هاي مختلف M.Canis در  Beta-actinسنجش بيان ژن: ۶شکل 

  Dar S1, AS1، با استفاده از پرايمرهاي )7d(روزه ۷و ) 4d( روزه ۴، )2d( روزه ۲
:A اختصاصي ي  قطعهتکثير )bp ۳۰۰ (ژنBeta-actin  در CO2 ۳ % ،در مقايسه با کنترل:Bاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۳۰۰ ( ژن

Beta-actin  در CO2 ۵ % ،در مقايسه با کنترل:Cاختصاصي ي  تکثير قطعه )bp ۳۰۰ (ژنBeta-actin  در CO2 ۱۰ % در مقايسه با
  ) استانداردين مولکولسايز مارکر، نشانگر وز = MW(کنترل 

  
RT-PCR :   با توجه به اهميت موضوع يعني بررسي بيان ژن

HSP70  ي مختلف ها غلظتهاي قارچي، اثر      در سلولCO2 
در )  روزه۷و  ۴، ۲(هاي زمـاني   در فاصله)  درصد۱۰و  ۵،  ۳(

   زمــانيي در فاصـله ) CO2بـدون  (هـاي کنتـرل    کنـار کـشت  
بـا اسـتفاده از    . معين شـد  روزه در بيان ژن و ميزان تغييرات  ۷

RT-PCR هاي مختلـف ژن     ، مشخص شد تکثير بخش    يفيک
HSP70 ــارچ ــان ژن در ق    تحــت غلظــتT.Rubrum و بي

، روز دوم نسبت به کنترل يک کاهش شديد   CO2 از    درصد ۳
 د، که با اندکي افزايش بيان طي روزهـاي چهـارم و        اد را نشان   

در  ).A ۳ل شـک (هفتم يک روند ثابت در بيان ژن ديـده شـد    
، روز دوم نـسبت بـه   CO2 از    درصـد  ۵انکوباسيون با غلظت    

 بيان ژن از روز چهارم تـا      ،کنترل کاهش بيان ژن مشاهده شده     
در  ).B ۳شـکل   (داد   هفتم يک رونـد صـعودي را نـشان مـي          

، روز دوم   CO2 از    درصـد  ۱۰شرايط انکوباسيون بـا غلظـت       
تـر   لايـم نسبت به کنترل مجددا کـاهش بيـان ژن بـا شـتابي م             

مشاهده گرديد، به نحوي که حداقل ميزان بيان ژن نـسبت بـه           
کنترل در روز چهـارم بـود کـه پـس از آن مـشابه بـا شـرايط          

، افزايش بيان پـس از هفـت         درصد ۵ملاحظه شده در غلظت     
 ).C۳ شکل (اي افزايش را نشان داد  طور قابل ملاحظه هروز ب

 سطوح نسبت   يمان ژن در تما   ي ب رات و کاهش  ييتغبا توجه به    
 در انکوباسـيون بـا      کاهشن  ي حداکثر ا  يطور نسب  ه ب به کنترل، 
ــت ــا غلظ ــد۵ و ۳ يه ــشاهده، CO2 از  درص ــگرد م در . دي

M.Canis از درصـد  ۳ تحت غلظت CO2  بعـد از دو روز ،
نسبت به كنترل افزايش بيان ژن مشاهده شد كه ايـن افـزايش             

هفـت روز   پـس از   ، زماني چهار روز كاهش يافته     ي  هدر فاصل 
در  ).A۴ شـکل (بيان ژن ميزان مشابه بـا كنتـرل را نـشان داد           

، بعد از دو روز نسبت     CO2 از    درصد ۵انکوباسيون با غلظت    
 چهـار روز  ي  در فاصـله   ،به كنترل ميزان بيان ژن افزايش يافته      

 پس از هفت روز، نسبت به .انكوباسيون به حداكثر خود رسيد    
تغييـرات  ). B۴شکل (داد  چهار روز اندكي كاهش را نشان مي   

300bp-----  

A B C 

MW C 2d 4d 7d MW C 2d 4d 7d MW C 2d 4d 7d 
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 نيز مشاهده گرديد، بـه      CO2 از    درصد ۱۰بيان ژن در غلظت     
 نحوي كه بعد از دو روز نسبت به كنترل افزايش بيان ژن و در     

به ميزان کنتـرل     چهار روز انکوباسيون بيان ژن تقريبا      ي  فاصله
 ون مجـددا   سـپس بعـد از هفـت روز انکوباسـي          ،کاهش يافتـه  

بـا توجـه بـه     ).C۴ شـکل  ( ده گرديـد افزايش بيان ژن مشاه
 سـطوح نـسبت بـه     يان ژن در تمـام    ي ـش ب ي و افـزا   مشاهدات

در انکوباسـيون بـا      شيافـزا ن  ي ـحداکثر ا  يطور نسب  هبکنترل،  
 نسبت به   يدر حداکثر فاصله زمان   ،  CO2 از    درصد ۱۰غلظت  

  .  مشاهده گرديدکنترل
 

  بحث 
وي هــاي اخيــر تحقيقــات نــسبتا وســيعي بــر ر در ســال      
 M.Canis و T.Rubrumي  هـا  قـارچ هـاي مولکـولي      جنبه

هاي مربـوط    توان بررسي  انجام گرفته است که از آن جمله مي       
  . را نام بردHSP70هاي شوك حرارتي  به پروتئين

ــد،     ــه تولي ــوط ب ــيعي روي ژن مرب ــات وس ــين، تحقيق همچن
 و عوامــل مــوثر در HSP70هــاي شــوك حرارتــي  پــروتئين

 در موجودات زنـده مختلـف از جملـه          افزايش بيان ژن مزبور   
رضايي و همكاران مشخص نمـوده  .  انجام گرفته است ها قارچ

ــان ژن    ــزان بي ــه مي ــد ك ــايي HSP70 Trان ــوك دم    در ش
 افـزايش  ماوراي بنفش ي هو تحت اشع  گراد  ي سانتي   درجه ۳۷

 نيز شناسايي و تعيـين تـوالي   Mc HSP70 ژن مربوط ،يافته
دهـد كـه     ت ديگري نشان مـي    تحقيقا). ۱۴-۱۶(گرديده است   

ــان ژن      در كانديـــــدا آلبيكـــــنسHSP70ميـــــزان بيـــ
)Candida Albicans( ــرويزيه  و ساكاروميــــسس ســ
)Saccharomyces Cerevisiae(يهــا  بــر اثــر اســترس 

و پـارك و همكـاران نـشان        ) ۱۸و۱۹(يابـد    دمايي افزايش مي  
 شـوك حرارتـي ميـزان بيـان         ي  اند كـه وقتـي بـه وسـيله         داده

HSP70 سلولي ملانوماي انساني افزايش دهنـد      ي   در رده   را ، 
ــلول  ــن س ــه  اي ــسبت ب ــا ن ــلول  ه ــي س ــرگ طبيع ــد م   رون

)Apoptosis(      القا شده بـا UV  شـوند    مقـاوم مـي)بـا   ).۲۰

و نقـش  CO2 توجـه بـه نقـش حيـاتي ذکـر شـده در مـورد        
 در طـول    CO2ي آن تحقيقـات نـشان داده وجـود          يزا بيماري

 ــ ــاكتري پاتوژنيـــك باسـ ــا بـ ــيسعفونـــت بـ    يلوس آنتراسـ
)Bacillus Anthracis(،را وادار بــه توليــد كپــسول     آن

 )Anti Phagocytose (ســاكاريدي ضــد فاگوســيتوز پلــي
ي پـاتوژن،   ها قارچكند، و همچنين عميقاً رشد و دگرگوني         مي

 و كريپتوكوكـــوس نئـــوفرمنس شـــامل كانديـــدا آلبيكـــنس
)Cryptococcus Neoformans( هد د را تحت تأثير قرار مي
زيمم تشكيل  كها نشان داده كه ما     همچنين بررسي ). ۲۴-۷،۲۱(

ــد  ــت  T. Rubrum در )Arthroconidia(آرتروكوني تح
 روز بـوده اسـت      ۱۰به مدت    CO2 از غلظت     درصد ۱۰تأثير  

هـاي   ، از محلـول يف ـيک RT-PCR ي  با بررسي نتيجـه    ).۲۵(
 bp DNA ladder Plus 100حاصله در كنار سايز مـاركر  

 ، متعلـق بـه يـك    bp ۸۰۰ ي ه باندهايي بـا انـداز    ي و مشاهده 
ــدي در  ي هقطعــ ــاز نوكلئوتي ــا همــين تعــداد جفــت ب ــي ب  ژن
 مربوط به بيان ژن     يباندها  که  شد ه نشان داد  ،هاي مزبور  نمونه

HSP70 ي درماتوفيت ها قارچ درM.Canis, T.Rubrum 
 بـا بررســــي بانـدهاي       ،تحت شرايط ذکر شده يکسان نبوده     

  .ج متفاوتي حاصل گرديدحاصله نتاي
 نــشان داده شــده اســت در ۳هــاي  شــکل همـانطوري کــه در 

T.Rubrum           کاهش نسبي ميزان بيان ژن نسبت به کنتـرل در
توان چنين نتيجه گرفـت کـه        تمامي سطوح مشهود بود که مي     

 CO2تواند تحت شرايط انکوباسيون بـا    ميHSP70بيان ژن   
 سير نسبتا   T.Rubrumتغيير کند که اين تغيير در مورد قارچ         

 مـشاهده   ۴هـاي    اما چنان که در شـکل     . داد نزولي را نشان مي   
ــي ــورد   م ــرات در م ــن تغيي ــلاف M.Canisشــود، اي ــر خ  ب

T.Rubrum              سير تقريبـا صـعودي داشـته اسـت کـه چنـين 
 اول، با توجه به افزايش وکاهش       ي  تواند در درجه   تغييراتي مي 

، CO2اي مختلـف    ه متناوب بيان ژن در انکوباسيون با غلظت      
گوياي بروز تغييراتـي در بيـان ژن و همچنـين نـشان دهنـده                

 در مجـاورت  M.Canis در قـارچ  HSP70افزايش بيان ژن  
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CO2  طوري که ذکر شـد، بـه منظـور اثبـات            همان .بوده باشد
 در مجـاورت  HSP70بروز تغييرات ذکـر شـده در بيـان ژن       

CO2   و نيز اثبات تساوي در ميزانcDNA ده در  اسـتفاده ش ـ
ي هـا  قـارچ ، از يـک ژن ثابـت در         يف ـيک RT-PCR آزمايش
  Beta-Actinبـه نـام  ) House keeping Gene( مزبـور 

  استفاده گرديد و برابر با آنچـه کـه قـبلأ گفتـه شـد آزمـايش                
RT-PCR          براي تمامي شرايط ذکر شـده در انکوباسـيون بـا 

هـاي   فاصله در ) درصد۱۰  وCO2) ۳ ،۵مختلف ي ها غلظت
در  CO2) بـدون (کنترل  هاي و کشت ) روزه۷  و۴ ،۲( زماني
و با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي )  روزه۷( زماني  ي  فاصله

 تکــرار گرديــد کــه نتــايج آن بــه صــورت Beta-Actinژن 
 عدم تغييـر و تـساوي بيـان ژن    ي  باندهاي يکسان نشان دهنده   

 در شـرايط  M.Canis و  T.Rubrumيهـا  قارچمذکور در 
 بـوده اسـت  نسبت بـه کنتـرل    CO2مختلف از انکوباسيون با    

با توجه به مطالب و نتايج گفته شده در اين           .)۵و۶ يها شکل(
ها براي به دست آوردن  توان از آن آيد که مي بحث چنين بر مي

 در  HSP70 عملکـرد    ي  هاي نحـوه   اطلاعات بيشتر، در زمينه   
هـاي حاصـله      تفـاوت  ي درماتوفيت مختلف و بررسي    ها قارچ

 هـا  قـارچ  بر روي CO2گذاري   تاثير ي  ها، بررسي نحوه   بين آن 
هاي ديگـري نظيـر تـنفس      يا مکانيسمpHمکانيسم از طريق    (

ــلولي ــلول     ) س ــي س ــرگ طبيع ــد م ــروع رون ــال ش و احتم
)Apoptosis (   بر اثرCO2  تواند اساسي براي استفاده      که مي

از . رچي باشـد ي جلدي مزمن قـا ها عفونت تراپي در  CO2از  

 ي ي که، اين تحقيق در جاي خود به عنوان اولين مطالعـه   يآنجا
 CO2ي مختلف گاز    ها غلظتجامع و بنيادي در تاثير گذاري       

هاي  باشد، انجام مطالعات و بررسي مي ي درماتوفيتها قارچبر 
  .گردد تکميلي پيشنهاد مي

  
   گيري نتيجه

ج اين تحقيق نـشان    هاي به دست آمده نتاي     با توجه به داده        
ــي ــد م ــهده ــان ژن   ك ــزان بي ــارچدر HSP70  مي ــا ق ي ه

T.Rubrum   و M.Canis     تحت اثر گازCO2  تغيير نموده ، 
ي مختلف مـورد اسـتفاده   ها غلظتتواند تابعي از   اين تغيير مي  

بـين دو    مـا HSP70باشد و عدم تشابه در تغييرات بيـان ژن      
 يکيولـوژ  مورف هـاي  توانـد بـه علـت تفـاوت        قارچ مذکور مي  

 ،)يشي رويها  ساختمان وها يديسرعت رشد، مشخصات کون(
جاد فلورسـانس، سـوراخ     ياه،  يتغذ( يکيل و متابو  فيزيولوژيکي

ــو، ا  ــردن م ــه يک ــاد رنگدان ــج ــدرت  ي در مح ــشت و ق ط ک
تواننـد   که به نوبه خود مي     ها بوده   اين درماتوفيت  )ييزا يماريب

 دار در   CO2 پذيري و مطابقت بـا شـرايط       بر روي ميزان تاثير   
ها نـشان داد، ميـزان       که بررسي  يي اثر بگذارد و از آنجا     ها قارچ

 تــاثيري مــذکور تحــت هــا قــارچ در  Beta-Actinبيـان ژن 
نمايد و ايـن عـدم تغييـر         تغيير نمي  CO2ي مختلف   ها غلظت

 HSP70گر قابل اعتماد بودن ميـزان بيـان ژن        تواند نمايان  مي
  .ي مذبور باشدها قارچز دست آمده ا همطرح شده در نتايج ب
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Background and Objectivs: Trichophyton rubrum is considered as the most common causes of 

dermatophytosis in human skin and nail tissues. Microsporeum canis is a zoophile dermatophyte which can 

be transmited to human. HSP70 is a 70 KD heat shock protein in fungi. In this study, the effects of variable 

CO2 concentrations were examined on HSP70 expression in T. rubrum and M. canis.  

Materials and Methods: Strains used in this study were obtained from skin scales and nails of the patients 

who were suffering from onychomycosis. Samples were cultured on Sabouraud dextrose broth (SDB) and 

incubated at 25°C for 2, 4 and 7 days under 3%, 5%, and 10% of CO2 concentrations. Control cultures 

maintained for 7 days without CO2 concentrations. Then, RNA was isolated from the harvested mycelia 

mass, and HSP70 gene expression was studied in T. rubrum and M. canis by RT-PCR. The obtained results 

were compared to the Beta actin as a house keeping gene.  
Results: The results of this study revealed the maximum variations under 3%,5%, and 10% of CO2 

concentrations in maximum 7 days incubation period, and the expression of HSP70 gene showed different  

variations  under different CO2 concentrations.  

Conclusion: Our results showed a negative effect of CO2 concentrations in the expression of HSP70 in T. 

Rubrum and a positive effect in M. canis comparing to the controls.  

 

Keywords: Dermatophyte, Trichophyton rubrum, Microsporeum canis, HSP70 Gene 

 


