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Objectives: Development of azole resistance in opportunistic fungi is the most problematic reason in 
immunocompromised patients and at present time, there is an increased awareness of the morbidity and mortality 
associated with fungal infections caused by resistant fungi to imidazole. This research was carried out for cloning 
and sequencing of Fluconazole resistance gene. Methods: Using genomic DNA of Aspergilus fumigatus (ATCC 
strain 90254) a primary 800 bp PCR product and then a secondary 1750 bp inverse PCR product were obtained. The 
1750 bp PCR product was gel purified and cloned into E. coli using the suitable plasmid. Plasmid was extracted 
from transformed E. coli and the presence of expected insert into plasmid, was confirmed by digestion of plasmid 
using Eco R1 restriction enzyme. Also southern analysis using standard protocol was carried out for investigation of 
gene expression. Results: Gel purified 1750 bp band was sequenced and after deletion of extra nucleotides from both 
side of residue a 1703 bp motif submitted at NCBI gene bank with accession No.: AY848856. Conclusion: In 
conclusion considering (resistant to fluconazole) A. fumigatus resistance gene to this compound was cloned and 
sequenced successfully in our lab. Since A. fumigatus is increasingly resistant to the widely used fluconazole, we 
emphasize for future additional studies for expression of this gene and its mRNA transcription to understand the 
effective and inhibitor factors for expression of gene. 
Key words: Fluconazole resistance, Gene, Sequencing, Aspergillus  fumigatus.  
 

گزارشاتي از مشاهده مقاومت به فلوكونازول در قارچ هاي بيماري زا در بيماران مبتلا به ميكوز هاي مخاطي و احشايي وجود دارد و بعضي  :زمينه و هدف
ولها شامل بيان زياد تعدادي از ژنهاي پمپ مكانيسم هاي مولكولي مقاومت دارويي به آز.  به آزولهاي ديگر نيز مقاومت متقاطع دارند"از اين قارچ ها، ظاهرا

درگير در بيوسنتز  آنزيم هاي موتاسيون در اين ژن و تغييرات در ديگر اثر ايجاد بر ERG11مواد به خارج، ژن تسهيل كننده ماژور، بيان بيش از اندازه ژن 
اين پژوهش با توجه به اهميت مقاومت دارويي به . مقاوم مي شودارگوسترول مي باشد؛ كه اين عملكرد، منجر به كاهش تجمع دارو در سلولهاي سوشهاي 

فلوكونازول به وسيله عوامل ميكوز هاي عمقي و زير جلدي انجام گرفت زيرا اين ميكوزها در صورت عدم درمان صحيح و سريع پيش آگهي وخيمي 
 دژنراتيو و برگشتي، قطعه PCR هدف با روش DNA كثير قطعهاستخراج گرديده و پس از ت آسپرژيلوس فوميگاتوس ژنومي كپك DNA :روش ها .دارند

 E.coli)زبان حساس ــــمي  بهمقاومت دارويي به فلوكونازولو براي انجام مراحل شناسايي توالي ژن   وارد شدهpGEMT-Easy vectorتكثير شده به حامل
Top 10 F')ي حاصل از نوكلئوتيد 1750از قطعه  :يافته ها .  منتقل گرديدPCR دژنراتيو و PCR فلوكونازول شناسايي مقاومت دارويي به  برگشتي، توالي ژن

 را نشان ي قارچيهمساني بسيار بالايي با توالي نوكلئوتيدهاي ژن مشابه در ساير ميكروارگانيسمها نوكلئوتيد، 1703توس به طول نهايي فوميگا . آ  شده در
  ژن هاتواليتعيين  مطالعات مربوط به: نتيجه گيري . مي باشدفوميگاتوس. آچند نسخه از اين ژن در ژنوم نتيجه ساترن بلاتينگ نيز بيانكر وجود . مي دهد
 ژن حاصل از بيانيزيولوژيك ف اعمال بيوشيميايي و ويژگي هاي شناسايي ميكروارگانيسم؛ بيماري زايي در يژنمحصولات  دخالت تعيين ميزان به منظور

 توضيح شرايط ايمني  ژن و يا براير واكسن، دارو و يا بلوكهدف اين گونه مطالعات توليد محصولاتي مانند. ام مي گيردانج بنيادي اطلاعات دركبراي 
 ژن  و كلونينگاست … تشخيص عفونت و  و ياميكروارگانيسمشاخص شناسايي  از محصول ژن بعنوان بهره برداري ژن، ت حاصل از بيانبخشي محصولا

 .به موارد فوق كاربرد خواهد داشت رسيدنمقاومت دارويي به براي 
 .ژن، مقاومت دارويي، فلوكونازول، ويرولانس، قارچ :واژه هاي كليدي
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 ۸۷تابستان                                              علوم داروئي،                و همكاران     عبدالحسن كاظمي                                                                                                    ٢٨
 

  مقدمه-1
 است يي آزول دوتايك تريب سنتتيركك تيفلوكونازول 

م يون آنزيلاسي با ممانعت در مرحله دمتكه) شكل يك(
رول است(ل ارگوسترول ي در تشكP-450توكروم يوابسته به س

جاد ــــــياختلال ا)  حساسي قارچي غشا سلولهاياصل
نقصان ارگوسترول و تجمع ل و يتقلن، يبنابرا. دي نمايم

 ي سلولي عملكردهاير برخييلات منجر به تغي متياسترولها
ت ضد ين فعاليشتري .)1-5(  شودي م قارچ هامرتبط با غشاء

وس پتوكوكيدا، كريكاند ي گونه هاي فلوكونازول رويقارچ
فلوكونازول .  استسيتيميدس ايوئيديكوكس و نئوفورمنس

دس، يتيس درماتيسسيه بلاستومايعل بر يت محدودتريفعال
 داشته يسكس شنكئياسپوروتر، و هيستوپلاسما كپسولاتوم

ن قارچها ي از اي ناشيو به عنوان عامل خط دوم در عفونتها
  هادرماتوفيته يفلوكونازول بر عل. )4-7(  شودياستفاده م

) تونيدرموفياپ و كروسپوروميم، تونيكوفايترا يگونه ها(
گر شامل ي دي اغلب كپكهاي رو"فعال بوده اما ظاهرا

 و 9(  اثر استيست بيگوميلوس و زاي آسپرژيه هاـــگون
دا به يد كاني گونه هايت برخيبا وجود حساس. )1 و 5 و 8

اوم  به آن مقيعي به طور طبييدا كروزه ايكاندفلوكونازول، 
 به فلوكونازول دا گلابراتايكاند يزوله هايا. )10(است 
زوله ي اياز گونه ها% 10 " داشته و حدودايت كميحساس

. )10 و 11( ان خون، نسبت آن مقاومنديشده از جر
ا ي كنسيدا آلبيكاندجاد مقاومت ي از ايگزارشات اندك

ن درمان كوتاه مدت با فلوكونازول ي حسيكاليدا تروپيكاند
س يازيدي كانديي و احشايماران مبتلا به اشكال مخاطيدر ب

 مقاوم ي، سوشهامبتلا به ايدزماران يدر ب. )12(دارد وجود 
 ي درمانيكنس به دنبال مصرف متناوب دوزهايدا آلبيكاند

.  ظاهر شده اندي و مري دهانياندك فلوكونازول در عفونتها
 مقاوم به كنسيدا آلبيكاند ين سوشهاي از ايبعض
ز مقاومت متقاطع يگر ني دي به آزولهاكونازول، ظاهراًفلو

است  يادرـن موضوع مشكل نيدر حال حاضر ا. دارند
 ي گزارش در مورد سوشهاياندكتعداد ). 2 و 17-12(

ماران يده از بـــ جدا شپتوكوكوس نئوفورمنسيكرمقاوم 
 عود كننده به دنبال درمان يها با عفونت (مبتلا به ايدز
 17 و 18( وجود دارد) ل المدت فلوكونازولينگهدارنده طو

  .)2 و 12و 
 ييجاد مقاومت داروي اي مولكوليسم هايچند مورد از مكان

سمها ين مكانيا. كنس روشن شده استيدا آلبيآزولها در كاند
به ) مواد( پمپ ي از ژنهايش از اندازه تعداديان بيشامل، ب
، )8 و 16 و ABC) 21-19 منتقل كننده يشامل ژنها(خارج 
CDR1 ،CDR2) 24-22(ل كننده ماژور، ي ژن تسهMDR1 (

ن عملكرد، منجر به ي باشد، كه اي م)8 و 15 و 27-25(

شود  ي مقاوم ميها  سوشيكاهش تجمع دارو در سلولها
ون نقطه ي، موتاسايجاد مقاومتسم ين مكانيدوم. )12 و 28(
م هدف را به صورت رمز ي است كه آنزERG11 در ژن يا

ن يا. )29-30()  لانونسترول-α-14لاز ي متيد(آورد  يدر م
م باعث كاهش اتصال به ي آنزير ساختمانييونها با تغيموتاس
  .)1 و 30(  گردندي مي ضد قارچ آزوليداروها
 ـ ي ـجـاد مقاومـت، ب    يسم ا ين مكان يسوم ش از انـدازه ژن     يان ب

ERG11     م هـدف   يش از انـدازه آنـز     يد ب ي شده كه منجر به تول
نهـا، مـستندات گـرد      يعـلاوه بـر ا    . )9 و   29 و   30(  شود يم

مهـا  يگـر آنز  يرات در د  يي ـ دهـد كـه تغ     ي شده نشان م   يآور
ــدرگ ــترول ير در بي ــنتز ارگوس ــنظ(وس  C5, C6 stero1)ر ي

desaturase, FCY2, AtrB, Fcrp1, CYP51 )33-31  و  24و
.   باشـد  نقـش داشـته  ي تواند در مقاومت آزول  يم) 11 و   19

 نيـز   آسپرژيلوس فوميگاتوس توسط  مقاومت به فلوكونازول    
  گزارش   CYP51 دخالت   "بر  اثر مكانيسم هاي مختلفي مثلا      

شده است  و بروز اين مقاومت دارويي در قارچ ها و بويژه             
در كپك ها به فلوكونازول با توجه بـه پـيش آگهـي وخـيم               

ــي از    ــاي ناش ــر   ميكوزه ــاتوس از نظ ــپرژيلوس فوميگ آس
يز پروتكـل هـاي درمـاني       سلامت بيماران، انتخـاب و تجـو      

حـائز اهميـت فراوانـي اسـت        ... اسب براي بيمـاران و    ـــمن
ن پژوهش بـا توجـه بـه        ي ا  با توجه به اين مباحث     ).35-33(

له ي به فلوكونـازول بـه وس ـ      ييت موضوع مقاومت دارو   ياهم
 ـ و ز  ي عمق ـ يكوز هـا  ي عامل م  يقارچ ها   انجـام   ير جلـد  ي
ح و  ي صـح  كوزها در صورت عدم درمـان     ين م يرا ا يگرفت ز 

  .)2 و 17 و 32-36(  دارنديمي وخيش آگهيع پيسر
  
  ها  مواد و روش-2
 هاي مورد اسـتفاده در مراحـل        سميكروارگانيم 1-2

  :مختلف اين تحقيق عبارت بودند از
ــآسپرژيلوس فوم يقارچ سوش•  )ATCC 90254( يگا توسـ
 FGSC, Department of Microbiology, University ofاز

Kansas Medical Centre, Kansas, USA  
•Plasmid pGEM®-T easy vector Promega, 2800 Woods 

Hollow Rd., Madison,  U.S.A. 
•E. coli Top10F’ Invitrogen, Leek, The Netherlands      
•DNA آسپرژيلوس فوميگاتوس ژنومي كپك. 
مـورد اسـتفاده در مراحـل       زمايـشگاهي   آ  مواد 2-2

  :د ازمختلف اين تحقيق عبارت بودن
مراز، ـــي پلTaq  DNA وPCR  ي برايديمخلوط نوكلئوت •

T4 DNA محلول ، گازي ل,MgCl2شاخص ,DNA 1 kb 

  ناژن،ي شركت س از محدودالاثريمهايآنز
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•DNA Pwo  مرازيپل ،High prime labeling kit ,Expand™ 

high fidelity PCR, DIG detection kit ,DIG high prime 

labeling kit, Nitrocellulose membrane (Boehringer 

Mannheim Lewes, E. Sussex, U.K.)  
•QIAquick PCR purification kit, QIAprep plasmid 

kit,QIAprep maxi plasmid kit,  
•QIAquick gel extraction kit,(Qiagen Inc Valencia, 

California, U.S.A) 
•Wide Mini Sub Cell™ (DNA gel) (Bio-Rad Laboratories 

Ltd., Hemel, Hempstead, Hertfordshire, U.K), RNAase A ، 

IPTG, Blue-Gal, X-Gal, (Gibco BRL, Paisley, 

Renfrewshire, U.K).  
ك از يد مالي، اس20ن يتود، يوم برومايدين، اتيلي سيآمپ•

Sigma chemical company Ltd. Poole, Dorset, U.K. 
  ازپتونـــــــــيك، تريولوژياكترـعــصاره مخمــر، آگــار بــ•

Oxiod Ltd., Basingstoke, Hampshire, U.K. 
 
ل يــ تحلي بــرايكيوانفورمــاتي بي نــرم افزارهــا:3-2

  نهيك و آمي نوكلئيدهاي اسيهايتوال
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (http://blast.genome.ad.jp/)  

(http://au.expasy.org/tools/dna.html) 

(http://dot.imgen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-

align.html) 

(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html) 

(http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects/Utilities/

revcomp.html).  

 (http://www.sequence.neurobio.upr.clu.edu/cap.cgi) 

 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html) 

 (http://darwin.bio.geneseo.edu/~yin/WebGene/RE.html). 

http://www.molecularworkshop.com/programs/lorf100.html 

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/#submission 

 
     مطالعهانجام روش :4-2

 DNAفوميگا توس. آ  ژنومي قارچ بيماريزاي Aspergillus fumigatus 

پرگنه هاي   ابتدا.استخراج گرديدن قارچ ي ا هايپرگنهاز 
 دقيقه در 20قارچي در نيتروژن مايع آسياب شده و بمدت 

C °65 با حجم مساوي از بافر استخراج DNA مخلوط شده 
 از كلروفرم و ايزوميل الكل كسانيقدار  با افزودن مبعدو 
.  دقيقه در يخ قرار داده شد30به مدت ) 24:1نسبت (

 C °4 و در g 12000 دقيقه در 30مخلوط فوق به مدت 
 به لوله استريل جديد منتقل و با ي فوقانسانتريفوژ شده، لايه

مدت ده دقيقه در ه استفاده  از حجم مساوي ايزوپروپانول ب

g4000 ،DNA با شستشو سپسرسوب داده شده و  ژنومي 
 و ddH2O در DNAو حل نمودن رسوب % 70بوسيله اتانول 

، ماده ژنتيكي حاصله براي مصارف آتي RNAase Aافزودن 
 ژنومي DNAكميت سنجي .  نگهداري گرديد-C °20در 

استخراج شده از ميكروارگانيسم مورد نظر و شاهد مثبت با 
 رنگ آميزي DNAغلظت  مقايسه -1استفاده از دو تكنيك 

 DNAشده با اتيديوم برومايد در ژل الكتروفورز با غلظت 
 غلظت -GIBCO BRL, 1kb (2 شاخص DNA(استاندارد 

 OD 260=1 در محلول تهيه شده با استفاده از DNAسنجي 
 كه در تكنيك اول با مقايسه در اسپكتروفتومتر انجام گرفت

 دژنراتيو با PCRشدت رنگ و ميزان وضوح باند حاصل از 
 موجود در باند DNA شاخص، ميزان DNAشدت رنگ 

د و در تكنيك دوم، ميزان  تخمين زده مي شوPCRحاصل از 
در A280  و A260  اساس بر (OD)   جذب نور

 DNAاسپكتروفتومتر در طول موج معين بوسيله محلول 
 در باند حاصل از DNAداراي رقت مشخص، محاسبه ميزان 

PCRير مي سازدپذ  را امكان  .  
 
  PCRدژنراتيو  :2- 5

 به ييمقاومت دارو محفوظ براي ژن يكيژنت يتوالاز 
فيلو  .C. albicans كانديدا آلبيكانسدر ) frg( فلوكونازول

، Filobasidiella neoformanseنئوفرمنس بازيديلا 
، Saccharomyces cereviciaeساكارومايسس سرويسيه

 .flavous A   فلاووس.آ، A. nidulans دولانسيآسپرژيلوس ن
،  pomb Shizosaccharomyces سس پومبهيزوساكرومايو ش

 (GCY GTI TCI  TCR TAR ACY TCC AT) پرايمرهاي
براي طراحي و   (CRI ACI GTR CCT TGY ACY CC)و

.   شداستفاده bp800 تخميني به طول  هدفتكثير قطعه
 DNA دژنراتيو از PCRتكثير قطعه مورد نظر با تكنيك 

 براي C °94 در هي ثان150ژنومي در ترموسايكلر با شرايط 
 70 و C °50، يك دقيقه در C °94يك سيكل، يك دقيقه در 

، C °94 سيكل و نهايتاً يك دقيقه در 29 براي C °72ثانيه در 
 براي يك سيكل C °72 دقيقه در پنج و C °50يك دقيقه در 

گارز  در ژل آPCRبا موفقيت انجام گرديد و محصول 
 و با استفاده از اتيديوم TBEالكتروفورز تهيه شده با بافر 

 تهيه  لازم و تصويرصورت گرفتهبرومايد رنگ آميزي 
 .)دوشكل (گرديد 

  توالي كلونينگ و تعيين :2- 6
ul50از محصول  PCR  ژل الكتروفورز تهيه شده استفاده از با
وي از رقطعه هدف  دني آناليز شده و پس از برTAEبافر با 
از ژل  QIAquick gel extraction kit  با قطعهن يا DNA ژل،

 استخراج شده به bp800  باند.استخراج و تلخيص گرديد
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با استفاده از روش استاندارد  pGEMT-Easy vector حامل
 و حامل PCR استخراجbp800  باندتهيه مخلوط واكنش از (

pGEMT-Easy vectorفر و  به نسبت سه به يك همراه  با با
 16و سپس انكوباسيون به مدت حدود  ATP مولكول هاي

  بهبعدو  پيوند زده شده  ساعت در چهار درجه سانتي گراد

د كلسيم ـــسلول تيمار شده با كلري(حساس  سلول ميزبان
د قابليت نفوذ پذيري به حامل ـــغشا واجاراي و د

pGEMT-Easy vector (عنيــــــفاده يــــورد استــــــــم  
(E.coli Top 10 F') غربالگري كلني هاي آبي با . منتقل شد_ 

 LB در محيط كشت 'E.coli Top 10 F حاصل از رشد سفيد
 گالاكتو –دي–بتا–ليلايندو–3–كلرو –4–برومو5–حاوي

  تيوگالاتو– دي – بتا – و ايزوپروپيل (X-gal)پيرانوزيد 
 يـكلنپس از تعدادي س انجام شده و (IPTG)پيرانوزيد 

 .دي انتخاب گرد ترانسفورم شدهحاملحاوي ) 13-6(
 مايع كشت LB   (Luria-Burtani) در محيطمنتخبكلنيهاي 

 از PCR ر شده باي تكث حاوي قطعهحامل سپسداده شده و 
 بيتخر مايع با LBمجموعه باكتريهاي تك تك محيط هاي 
 از PCRبرش قطعه . سلولي و مراحل بعدي آن جدا گرديد

 با استفاده از حامل Multi Cloning Site (MCS)ناحيه 
انجام گرديده و پس از تاثير  Eco RIاندونوكلئاز محدودالاثر 

، محصول حامل بر روي C °37دو ساعته آنزيم فوق در 
 آناليز گشته و باند TAEحاصله در ژل آگاروز حاوي بافر 

مورد نظر با برش از ژل و انجام مراحل مربوط به تلخيص 
). شكل سه(از ژل، بصورت خالص بدست آمد  DNAقطعه 

 با استفاده از PCR نياتعيين توالي نوكلئوتيدها در محصول 
 از ژن يقسمت يتوال اتوماتيك انجام گرديد و ABI سيستم

frg  آسپرژيلوس فوميگاتوس fumigatus ،A   به طول bp800 
براي تاييد صحت محصول حاصل از ). 3شكل (بدست آمد 

PCR،حاصله باندهاي يتوال تعيين س ازــــپ  دژنراتيو ،
 .آ frg هايــــــــــ ژني نوكلئوتيديتوالساني ــتعيين هم
س ـــبيكانــــكانديدا آل ،fumigatus ، Aتوس فوميگا

albicans.  C ،هيسيسس سرويساكاروما cerevisiae. S آ ،. 
 F. neoformansلا نئوفرمنس يديلوبازي فو A. flavus فلاووس
ي ساني بالايي را با توالي نوكلئوتيدهم ،BLAST X بوسيله

) جدول يك(داد ژن مشابه در ساير ميكروارگانيسم ها نشان 
 ژن مورد نظر در دهنده توفيق در تكثير بخشي از كه نشان 

و ــ دژنراتيPCR با fumigatus ، Aتوس آسپرژيلوس فوميگا
   . مي باشد

   ساترن بلاتينگ:2- 7
در  frg در مورد وجود يبررسه  ادامضرورتبا توجه به 

 frg وجود  مجدد و تاييدfumigatus ،A  فوميكاتوس. آ ژنوم
، بررسي تعداد كپي ژن در ژنوم و قارچدر ژنوم اين 

همچنين تخمين اندازه مناسب قطعه ژنومي براي كلونينگ و 
  فوميكاتوس.آ ژنومي DNA مرحله بعدي، تعيين توالي

fumigatus،Aونوكلئازهاي محدودالاثر  با سريالي از اند
 و  Xba I و Sal I و Kpn I و  Bji I و Brf Iو  I  Apaاملـش

Xho I هضم و ساترن بلاتينگ Southern blotting با استفاده 
 (DIG) نشاندار شده با ديگوكسي جنين DNAاز پروب 

Digoxigenin انجام و قطعات DNA حاوي تمام يا قسمتي از 
frgخميني  به ترتيب به طولهاي ت kb8/12 و  kb9/8 و 
kb4/5 و  kb1/3 و  kb2/1 و  kb7/0 در شرايط بحراني 

 وجود توجه به نتايج ساترن بلاتينگ،با . شناسايي گرديد
. آدر ژنوم  به فلوكونازول ييمقاومت دارو نسخه از ژن چند
ن ين قطعه ژن حاصله در اي و بنابرا تاييد شدگاتوسيفوم

   ).سهكل ش(ده شد ينام affrg1 يبررس
8-2 PCRبرگشتي   

 از ،affrg1ن توالي طول كامل ژن ييبراي كلون نمودن و تع
 دـ استفاده شPCR Inverse (IPCR) برگشتي PCRروش 

 DNAن روش، قطعات خطي از ي انجام اي برا.)39-37(
 محدودالاثر هاي ژنومي هضم شده با اندونوكلئاز

 ، Xho I و Xba I و Sal I و Kpn I و Brf Iو  I  Apaاملـــــش
 به T4 (T4 DNA Ligase)ليگاز  DNA  ابتدا تحت تاثير آنزيم

 حلقوي تبديل شده و بعد با طراحي پرايمرهاي DNAقطعه 
 حلقوي حاوي DNA، تكثير IPCR انجام ياختصاصي برا

 دقيقه 3  در ترموسيكلر با شرايط affrg1 از ژن يشتريطول ب
، يك دقيقه C95°  براي يك سيكل، يك دقيقه در C95°در 
 سيكل، يك دقيقه 10 براي C69° و سه دقيقه در C66°در 
پنج ثانيه اضافي به + ، سه دقيقه 65 ، يك دقيقه درC95°در 

 سيكل، يك دقيقه 24 براي C69°ازاي انجام هر سيكل در 
 يبرا C71° دقيقه در ده و C66°، يك دقيقه در C95°در 

 انجام Expand™ high fidelityمراز ي پلDNA با يك سيكل
 در الكتروفورز bp 1750 به طول حدود ي و قطعه اگرديد

توالي پرايمرهاي . )چهارشكل ( شد يي شناساIPCRمحصول 
PCRبرگشتي عبارت بودند از  :  

5’ CGTCGAATTCGACGACGTATGTTTCC  3’ 

5’  TGCTGCTGATCTCGCTGTATATCTCG  3’ 

جدد  با انجام مIPCR در فرآورده حاصل از DNAتوالي 
ارسال آنها  با  ژنوميDNA  توالي يابييبرا موارد مشروحه

  با پيمودن طول قطعاتروش  در آلمان باMWGبه شركت 
 ي در توال. شدييشناسا )Primer Walking (پرايمر
 مربوط به يدهاينوكلئوت، با حذف  به دست آمدهيدينوكلئوت

 همچنين حذف  ويتوالپرايمرهاي طراحي شده از طول 
قطعات مشابه در هر كدام از Overlap همپوشان  ي رديف ها

 اوليه و قطعات واقع در دو سمت قطعه bp800شامل قطعه (
www.SID.ir
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bp800  اوليه كه با استفاده از PCR برگشتي به دست  
  با رعايت جهتaffrg1  هاي مربوط به قطعاتيتوال ،)آمدند

 (CAP) نرم افزارا ــا بــــــ بصورت دستي و ي’3→'5
Contig Assembly programme  و ديگر تلفيق شدندكيبا 

شكل  (به دست آمد affrg1 يبرا bp 1703 به طول يقطعه ا
  . )پنج

  
  جي نتا-3

 هـا و در     قـارچ  سـاير    frg ژن   يتـوال  حاصل بـا     يتوالتشابه  
ــوان ژن   .A  فوميگــاتوس.آ در frgنتيجــه شناســايي آن بعن

fumigatus  هاييتوال با يتوالبا مقايسه اين   frg  موجـود در 
Gene bank ايـن مقايـسه بـا اسـتفاده از نـرم      .  انجام گرفـت

در سـايت    BLAST  كامپيوتري موسوم بـا بلاسـت      يهاافزار
(NCBI) National Center for Biotechnology Information و 

يا نرم افزارهاي مركز بيوانفورماتيك دانشگاه توكيو و با ارائه          
 بيوانفورمـاتيكي رم افـزار    به ن  FASTA  فاستا  به فرم  ژن توالي

  affrg1  طول كامل  ين توال يماببالايي را    تشابه و   انجام گرديد 
داد نشان  را   قارچ ها با توالي نوكلئوتيدي ژن مشابه در ساير        

  affrg1 از طـول     ي بخش ي كه با درصد تشابه توال     )جدول دو (
ن ي ماب  بالا  مشابهت يي شناسا . دارد يتفاوت اندك )كيجدول  (

 با توالي نوكلئوتيـدي ژن مـشابه در         affrg1كامل   طول   يتوال
 يكيوانفورمـات ي ب يهـا با اسـتفاده از نـرم افزار      قارچ ها   ساير  
 ـ مجهوا الهو  يدي نوكلئوت ي ها توالي يسه كننده همسان  يمقا ه ي
 ـ هو ي دارا يدي نوكلئوت ي ها تواليه با   يا مشكوك الهو  يو   ت ي

  و معتبر، بـه    ي جهان ي ژن يد شده در بانك ها    ييمشخص و تا  
 ـ شـده در ا    ييت ژن شناسا  ي هو يد كامل و قطع   ييمنزله تا  ن ي
  در   frg  به فلوكونازول  ييمقاومت دارو  به عنوان ژن     يبررس

 وســــفوميكات. آ يعنــيسم مــورد مطالعــه  يــكروارگانيم
fumigatus،A ن با توجـه بـه نتـايج سـاترن          يهمچن.  باشد ي م

، وجود چند نـسخه از ژن       گاتوسيفوم. آ ژنوم   يبلاتينگ برا 
 تاييد  گاتوسيفوم. آ به فلوكونازول در ژنوم      ييقاومت دارو م

 affrg1 ين بررس ـ ــ ـين قطعـه ژن حاصـله در ا       يشد و بنابرا  
 از ژن   يگـر ي د ي نسخه ها  ييده شد تا در صورت شناسا     ينام
frgفوميكاتوس. آژنوم    در fumigatus ،A  ـ   يدر مطالعـات آت
ق مـشخص   ين تحق ي شده در ا   ييت ژن شناسا  ين ژنوم، هو  يا

ــد ــذ    affrg1 ژن .باش ــماره پ ــا ش ــده ب ــت آم ــه دس رش ي ب
848856AYكاـــــــمتحــده امريالات ــــي اي در بانــك ژنــ 

)NCBI gene bank (زشـكي  به نام محققين و دانشگاه علوم پ
 .ديثبت گرد تبريز

  
  

    ساير قارچ هاfrg ژن هاي توالي با فوميگاتوس.   آaffrgدرصد تطابق توالي بخشي از ژن : 1جدول 
  

س و گونهجن  در صد همساني رده بندي 
  %74 همي اسكوميست  آسپرژيلوس نيدولانس
 %69 همي اسكوميست ساكارومايسس سرويسيه

 %68 همي اسكوميست كانديدا آلبيكانس

 %45 )تريكوكوماسه(همي اسكوميست  آسپرژيلوس فلاووس

 %41 )آركئو آسكومايستا(همي اسكوميست  فيلوبازيديلا نئوفرمنس 

  
   ساير قارچها frg با توالي ژن هاي فوميگاتوس. آ  affrg1درصد تطابق توالي بخشي از ژن : 2 جدول

  

  
  
  

 در صد همساني رده بندي جنس و گونه
%71 همي اسكوميست آسپرژيلوس نيدولانس  
%67 همي اسكوميست ساكارومايسس سرويسيه  

%65 همي اسكوميست كانديدا آلبيكانس  

)تريكوكوماسه (ميستهمي اسكو آسپرژيلوس فلاووس  44%  

%40 بازيديو ميست فيلوبازيديلا نئوفرمنس  
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  ساختار مولكولي فلوكونازول: 1شكل 
 
 
 
 

 
 

+  
 باندهاي 2- 3 دژنراتيو؛ ستون هاي PCRالكتروفورز محصولات : 2شكل 

 آسپرژيلوس  ژنوميDNA دژنراتيو از PCRمربوط به محصولات 
 نشان مي MgCl2، را با دو غلظت متفاوت  A. fumigatusفوميگاتوس

ستون يك، باندهاي شاخص و ستون چهار و پنج به ترتيب . دهد
 ژنومي و با يك DNA مربوط به نمونه كنترل فاقد PCRمحصولات 

  .جهت رانش را نشان مي دهد+ علامت . پرايمر را نشان مي دهد
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

؛ آسپرژيلوس فوميگاتوس   ژنوميDNAساترن بلاتينگ : 3شكل 
  ژنومي آسپرژيلوس DNAباندهاي حاصل از ساترن بلاتينگ 

 نشاندار شده با ديگوكسي DNAفوميگاتوس با استفاده از پروب 
جهت رانش را نشان مي +  علامت  . Digoxigenin (DIG)جنين 
 مورد استفاده آسپرژيلوس فوميگاتوس  ژنومي DNAميزان . دهد

  .  بودul40براي هر چاهك ژل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 3 و 8 برگشتي؛ ستون هاي PCRالكتروفورز محصولات : 4شكل 
.  آ حلقوي ژنوميDNA برگشتي از قطعات PCRباندهاي محصولات 

 نشان MgCl2، را با غلظت هاي متفاوت  A. fumigatusفوميگاتوس
ستون يك، باندهاي شاخص و دو و چهار الي هفت به . مي دهد

، آب DNA مربوط به نمونه كنترل فاقد PCRت ترتيب محصولا
مقطر،  با هر يك از دو پرايمر و آب مقطر همراه با هر دو پرايمر را 

  .جهت رانش را نشان مي دهد+ علامت  . نشان مي دهد
  
  

    ٣ 

     ٢ 
     ٦/١  

    ٤  
    ٥ 

٦      ٥       ٤       ٣      ٢      ١      
٧ ٨

٦٥٤٣٢١

       ١/٣  

٧/٠

      ۴/۵  

٩/٨

  ٢/١  

٨/١٢

  

١ 

۶/١  
٢ 

   ٣  

۵/٠  

    ٨/٠  

٥٤٣٢١
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ATGGACCACCCAGAGACTTCCACTCTGGACTCGCATTCGCCCAAAGCTTTCGACGATGAC 
CACCATGGCAGCCACCCGCTCGATAGCGCCAGTGACTGTCTCTCGGACGAAACGGTAGAC 
CATCTCGAACCCCTCGAGCTCACCCGCATCAACACCTACCGACTCCAGCAAAAGACCACC 
GTGGGCTCCACACGCGGCCCTGCACCACGCGAGACATGGCTGCCCATGGGCGCCGGCAAG 
GAATACCCTCCCTTACTGCCCGATCCGGAAACATACGTCGTCGAATTCGACGGAGCGGAG 
GATCCCCTACACCCATACAACTGGTCCATGACCCGAAGAATCTTCCTGGTCTGCATCCTC 
TGCTACGGCACCTTCGCCGGCTCCTTCGCCAGTGCCGTCTTCTCCGCGGCCATCGCCTCC 
TCCAGCAAAGAATTCCATATCAGCCAGGAAGTCGGCTCGCTCGGCGTCACGCTGTACGTG 
CTCGGCTTCGCCGCTGGGCCAACCATCTGGGCCCCTGCCTCGGAGCTCATCGGACGGCGC 
TGGCCGCTGTCCCTGGGCCTCCTGGGGTGCGGGATTTTCACCGTGGGCTGCGCAACGGGG 
AAGGACGTTCAGACTCTCATGATCTGTCGGTTCTTTGCGGGCTTGTTCGCCGCGAGCCCG 
ATCTCCGTCGTGCCTGCTGTCTTTGCGGATCTGTTCAACAATGCGCAGCGCGGGATCGTC 
ATGTCGATCTTCTGCATGGCGGTGTTTATCGGTCCGTTTGCGGCGCCGTTTGTAGGCGGG 
TTCATCACGATGAGTGCGCTCGGTTGGCGCTGGACGATGTACATCTCTGCGATAATGGTG 
TTGCTGGGATTTGTGCTTGTTGTGCTGTTCCTGGATGAGACCTATGCGCCTGTTATTCTG 
GTGCGCAAGGCGGCGACGCTGCGGCGGCAGACGCATAATTGGGGTATCCATGCGAAGCAG 
ATGAGGTCGAGGTTGATTTCCATGAACTGGTGCGGAATAATTTCACGAGACCGCTGAAGA 
TGCTGTTCACCGAGCCGATTCTGCTGCTGATCTCGCTGTATATCTCGTTTATCTACGGGC 
TCATCTATGCCCTGCTCGGTGCATACCCTGTCGTCTTCCAGAGGGTGTACGGGATGAACA 
TGGGCGAGGGGGGACTGGCGTTTGTCGGCCTGATCATTGGAGAATTGCTCGGTGGCGTCT 
TCATCCTGTTTCTCCAAGGCTCATACATCAAGAAACTGGCTGCGAATGGAGACGTTCCCG 
TGCCGGAGTGGCGTCTTCCCCCGGCGATTGTGGGAGGAATCACCTTTGCTGCGGGCATGT 
TTTGGTTCGGCTGGACTGGCTATACCTCGTCCATTCACTGGATGGTGCCTATTTCATCTG 
GCGTTCTGACTGGCTTTGGCATCTTCTGCATCTTCCTGCAGTGCTTCAACTACATCGTTG 
ACTGCTATCCTACTTTGGCTGCTTCCACAATCGCAGCCAACACCATCCTCCGTTCCGCAG 
TCGGATGCGCATTTCCCCTGTTCTCTCGGCAGATGATGGAGAACCTTGGCGTACAATGGG 
CTGGGACGATGCTGGGCTGCATTGCAGCAGTAATGGTGCCGATTCCAATTGCATTCATGG 
TGTACGGCCCTTGGCTGAGAAGTAAGAGTCGATCAGCCGGTGCTCCTGTCTATCCGGAGA 

CAAAAAAGCAGTATGATGTTTGA 
 

  A. fumigatusفوميگاتوس.   آaffrg1توالي نوكلئوتيدي ژن : 6شكل 
 
  بحث -4

 با ژن affrg1ژن ي  بين توالي نوكلئوتيدتطابقمقايسه 
 بالاي نشانة همساني بسيارر قارچ ها يسامشابه در 

 هايي قارچدر  frgژن  با affrg1  ژنيديوت نوكلئتوالي
در آن ميكروارگانيسم ها  frgژن  توالياست كه 

 مطابق استانداردهاي علمي. يي شده استشناسا
 توالي اسيدهاي تطابقبانكهاي اطلاعات ژنومي، 

، مشابهت زياد %25 نوكلئيك ما بين دو ژن در حد
High identity  لقي ــ تي تكامليندشاويخوو نشانه

ژن % 71 جهت همساني حداكثر و به اينمي گردد 
frg  دولانسي ن.آnidulans  A. ژن  باaffrg1، 

  بين اين بسيار زيادي تكامليشاونديخونشاندهندة 
محافظه كارانه  در ميراث ژنومي و انتقال كپكدو 

 بين گونه هاي گنجينه ژني در مسير تكاملي در
 مي باشد .Aspergillus SP  آسپرژيلوسمختلف جنس

قارچ   frgژن ما بين % 40همچنانكه حداقل همساني 
با توحه به  F. neoformansنئوفرمنس . فمخمري 

ست ها كه يو ميدي به گروه بازين قارچ مخمريتعلق ا
ها ستي اسكوميعنيلوس ها ير گروه آسپرژي غيگروه

زيادتر بوده  %25نيز از استاندارد تشابه  باشد؛ از يم

 مي تواند دلالت بر اين امر داشته باشد كه در مسير و
ها، انتقال ميراث ژني در مورد  تكاملي سلسلة قارچ

، )11 و 21(  هاقارچساختار ژنتيكي اين در  frgژن 
  . استافتهي انجام ت شده محافظبه صورت

  
  يريجه گي نت- 5

تعيين  ي برا ژن هاتواليمطالعات مربوط به تعيين 
يزيولوژيك فيي و عملكرد خصوصيات بيوشيميا

محصول ژن براي خود ميكروارگانيسم و ميزبان مورد 
و استنباط اطلاعات پايه براي ارائه شيوة  تهاجم

مصونيت بخشي، تهيه واكسن، طراحي دارو و يا تهيه 
 براي محصول ژن، استفاده از محصول ژن ربلوك

 …بعنوان شاخص آزمايشگاهي تشخيص عفونت و 
 .صورت مي گيرد

تعداد در ويرولانس  frgژن  توجه به شناسايي نقش با
پژوهشهاي مقدماتي براي استفاده  از قارچ ها ياديز

تشخيص  ،از اين آنزيم براي طراحي و تهيه دارو
 تهيه واكسن انجام گرفته است ،آزمايشگاهي عفونت

 .و لزوم ادامه پژوهش در اين زمينه وجود دارد
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    و قدردانيتشكر -6
 دانـشگاه علـوم     ي معاونت پژوهش  ي مساعدت مال   با ين بررس ـيا

رفت كه  ي مصوب انجام پذ   يقاتيز به عنوان طرح تحق    ي تبر يپزشك

نــه انجــام پــژوهش ين هزيله از تــامينوســين بديمولــف و محققــ
  .ندي نماي ميسپاسگزار
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