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Abstract 

Background: Aflatoxins, especially aflatoxin B1, have lethal effects on human and animal 
health. This study is intended to present a specific, sensitive, and relatively fast method for 
measurement, detection, and isolation of aflatoxin-albumin (Af-Alb) adducts in serum.  

Materials and Methods: In this experimental-trial, three groups of rats were selected and used 
as positive control (treated with aflatoxin B1), negative control (without treatment) and standard 
(treated with radioactive aflatoxin B1). After drawing blood samples from the rats, blood serum and 
then, serum albumin were isolated. Albumin was hydrolyzed by pronase and eventually, was injected 
into HPLC system. The sample was then identified and measured by fluorescence detector. 

Results: Electrophoresis on PAGE revealed albumin isolated from serum to be perfectly pure. 
In HPLC method, detection limit for the measurement of Af-Alb adduct was determined to be 60 
pg/ml. The mean of aflatoxin positive control rats serum was 19.2 ng/mg albumin. In inter- and intra-
group experiments, a remarkable level of reproducibility was seen for this method.  

Conclusion: The amount of Af-Alb adduct is proportionate to the amount of aflatoxin 
received. This project was conducted with rat serum sample, but since albumin is hydrolyzed and can 
be isolated from aflatoxin, this method is applicable to the measurement of Af-Alb adducts in human 
serum samples. 
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  علوم پزشکی اراك                                                                                                مجله علمی پژوهشی دانشگاه               مقاله پژوهشی

  44-52، 1389، زمستان )53شماره پیاپی  (4، شماره 13                                                                                                                           سال 
  

  رم جداسازي، شناسایی و اندازه گیري افلاتوکسین متصل به آلبومین در س
 B1رات هاي تیمار شده با افلاتوکسین 

 
   ،4افشین محسنی فردکتر  ،2عبدالامیر علامهدکتر ، 3دکتر کاووس فلامکی، *2عباس صاحبقدم لطفیدکتر  ،1فریبا فرجی

  1 علی مطاع،5بتول اعتمادي کیا

  
  بیوشیمی بالینی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران يادکتر  دانشجوي-1
  ،گروه بیوشیمی بالینی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایرانتخصصی بیوشیمی اي، دکتر استاد-2
   دانشیار، دکتراي تخصصی شیمی، گروه شیمی، دانشگاه صنعتی امیرکبیر، تهران، ایران -3
 گروه سم شناسی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایراندکتراي تخصصی سم شناسی، استادیار،  -4

  یمی بالینی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایرانگروه بیوش  کارشناس،-5
  

 6/5/89 ، تاریخ پذیرش 25/3/89تاریخ دریافت 
 چکیده
، اثرات مرگ بار و جبران ناپذیري روي سلامت انسان و B1خصوص افلاتوکسین ه ها و ب  افلاتوکسین: هدفزمینه و

 سریع براي جداسازي، شناسایی و صاصی و نسبتاًه یک روش حساس، اختیهدف از انجام این تحقیق، ارا. حیوانات دارند
 .باشد میدر سرم افلاتوکسین متصل به آلبومین گیري  اندازه

تیمار شده با ( سه گروه رات انتخاب و به عنوان کنترل مثبت  آزمایشگاهی- تجربی در این تحقیق:ها مواد و روش
مورد استفاده قرار )  رادیواکتیوB1شده با افلاتوکسین تیمار (و استاندارد ) بدون تیمار خاص(، منفی B1)افلاتوکسین 

 و  گردیدآلبومین توسط پروناز هیدرولیز. ها، سرم خون و سپس آلبومین سرم جداسازي شد گیري از رات پس از خون. گرفتند
رگر فلورسانس مورد شکاآتزریق و با کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا در نهایت افلاتوکسین جدا شده از آلبومین به سیستم 

  .گیري قرار گرفت شناسایی و اندازه
. باشد می به کمک الکتروفورز روي ژل پلی اکریلامید نشان داده شد که آلبومین جدا شده از سرم کاملا خالص :ها یافته

 پیکوگرم در 60 گیري براي افلاتوکسین متصل به آلبومین در روش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، کمترین میزان اندازه
گرم آلبومین   نانوگرم بر میلی2/19هاي کنترل مثبت،  میانگین میزان افلاتوکسین در سرم رات. گردیدلیتر تعیین  میلی

  .سنجشی و بین سنجشی تکرار پذیري بسیار خوبی براي این روش مشاهده گردید-زمایشات درونآطی . محاسبه شد
این تحقیق با استفاده از . آلبومین با میزان دریافت افلاتوکسین متناسب است میزان افلاتوکسین متصل به :نتیجه گیري

شود روش فوق قابل استفاده  که آلبومین هیدرولیز شده و از افلاتوکسین جدا می نمونه سرم رات طراحی شده اما از آنجایی
  . باشد می  نیزگیري افلاتوکسین متصل به آلبومین در نمونه سرم انسانی براي اندازه

 آلبومین، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا، B1افلاتوکسین  ،افلاتوکسین: واژگان کلیدي
  
  
  
  
   14115-331: صندوق پستی ، تهران، دانشگاه تربیت مدرس، دانشکده علوم پزشکی، گروه بیوشیمی بالینی:نویسنده مسئول*

Email: Lotfi_ab@ modares.ac.ir  
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  مقدمه
هاي ثانویه  ز متابولیتها گروهی ا افلاتوکسین

زا  قارچی هستند که براي انسان و حیوانات سمی و سرطان
توانند گستره وسیعی از مواد  این سموم می. )1(باشند می

هاي روغنی، خشکبار، شیر،  غذایی از جمله غلات، دانه
ها نشان  بررسی. )2(لوده کنندآهاي خشک را  گوشت و میوه

غذایی در کشورهاي در هاي کنترل مواد  داده است سیستم
حال توسعه قادر به کنترل آلودگی مواد غذایی با 

 میلیارد انسانی که در این 5 و بیش از )3(افلاتوکسین نبوده
کنند در معرض مقادیر زیاد و کنترل  کشورها زندگی می

مطالعات اپیدمیولوژیک ارتباط . )2(باشند  میاین سمومنشده 
طر ابتلا به سرطان کبد از مواجهه با افلاتوکسین و افزایش خ

همچنین . )5 ،4(نوع هپاتوسلولار را به اثبات رسانده است
هاي انسانی و حیوانی  مطالعات روي حیوانات و کشت سلول

نشان داده است که افلاتوکسین سبب سرکوب سیستم ایمنی 
، B1افلاتوکسین . )6(شود هاي ایمنی سلولی می ویژه پاسخه ب

 و به عنوان )7، 3(توکسین هاستبیشترین و سمی ترین افلا
این پس از ورود . )8( شناخته شده است1سرطانزاي کلاس 

هاي سیتوکروم  به دستگاه گوارش ابتدا توسط آنزیمماده 
P450شود که نتیجه آن تولید   کبدي متابولیزه می

اپوکسید است که قابلیت واکنش و -B1-8،9افلاتوکسین 
. گوانین را دارد- و ایجاد افلاتوکسینDNAاتصال به 

تواند به عنوان یک شاخص مهم میزان  ترکیب اخیر می
 اما )8، 7(مواجهه با افلاتوکسین مورد استفاده قرار گیرد

برداري بافتی با محدودیت  دلیل نیاز به نمونهه ن بآاستفاده از 
گوانین نیز در هنگام -بخشی از افلاتوکسین. روبروست

 RNA و DNAایی از ترمیم نوسازي و یا هیدرولیز شیمی
همچنین متابولیسم . شود جدا شده و به درون ادرار ترشح می

شود که  هایی می  منجر به تولید متابولیتB1افلاتوکسین 
تواند  آزمایش ادرار می. شوند آنها هم از طریق ادرار دفع می

براي بررسی میزان مواجهه با افلاتوکسین به صورت حاد 
 وضعیت در معرض بودن به مورد استفاده قرار گیرد اما

-B1-8،9افلاتوکسین . کند صورت مزمن را منعکس نمی
دي -B1-8،9اپوکسید پس از تبدیل به افلاتوکسین 

ترین  مهم. )8( را داردDNAهیدرودیول قابلیت اتصال به 
شود،   به آن متصل میB1پروتئین خون که افلاتوکسین 

ا واحدهاي  که از طریق پیوند کووالان ب)8-10(آلبومین است
مطالعات نشان داده . )11(گیرد لیزین آلبومین صورت می

 افلاتوکسین  درصد1-3 است که در انسان و رات حدود
B1از . )11 ،8(یابد  خورده شده به آلبومین خون اتصال می

 روز است، شناسایی 20که نیمه عمر آلبومین حدود  آنجایی
ص خوبی گیري افلاتوکسین متصل به آلبومین شاخ و اندازه

 ،8(براي میزان مواجهه با افلاتوکسین به صورت مزمن است 
9، 11(.  

مردم کشورهاي در حال توسعه به صورت مزمن 
باشند و کشور ما نیز  در معرض مقادیر زیاد افلاتوکسین می

خصوص در برخی از مناطق ه از این معضل مستثنی نیست، ب
ثرات  با توجه به ا.کشور که خشکبار مصرف بالایی دارد

کشنده افلاتوکسین بر سلامت انسان، در این تحقیق یک 
روش حساس، اختصاصی و در عین حال سریع براي 

گیري افلاتوکسین متصل به آلبومین، به  شناسایی و اندازه
 در معرض بودن به افلاتوکسین عنوان یک شاخص مهم

 .ه شده استارای

  
  ها مواد و روش

گاهی است این مطالعه یک مطالعه تجربی آزمایش
که انجام آن به تایید کمیته اخلاق پزشکی دانشگاه تربیت 

 نر با ویستار رات 30این مطالعه از در . مدرس رسیده است
 3ها به  این رات . استفاده شد گرم250 تا 200وزن تقریبی 

هاي کنترل مثبت، گروه  گروه اول رات. گروه تقسیم شدند
هایی که براي  تهاي کنترل منفی و گروه سوم را دوم رات

  . تهیه استاندارد مورد استفاده قرار گرفتند
شرکت  (B1ها، افلاتوکسین  به گروه اول رات

 گرم بر کیلوگرم  میلی5/0 به میزان) آلدریچ، آلمان-سیگما

 دي متیل  میلی لیتر5/0به صورت محلول در 
 از طریق  (Dimethyl Sulfoxide-DMSO)سولفوکساید

  .داخل صفاقی تزریق شد
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و به  ها هیچ افلاتوکسینی دریافت نکردند گروه دوم رات
 رادیولیبل با ترتیتوم B1 نها، افلاتوکسی راتبه سوم  گروه

گرم   میلی4/0ن به میزا) موراوك، کالیفرنیا، آمریکاشرکت (
 و داخل صفاقی DMSO به شکل محلول در بر کیلوگرم

، میکروکوري 10رات حدود رکه ه  طوري بهدگردیترزیق 
 علت تیمار گروه . رادیواکتیو دریافت کردB1لاتوکسین اف

، تهیه استاندارد براي  رادیواکتیوB1 افلاتوکسین اخیر با
 High) کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاروش

Performance Liquid Chromatography-HPLC) 
ط یکسان از نظر محل یها در شرا همه رات .باشد می

   . نگهداري شدند آب و غذاي مصرفینگهداري،
ها   ساعت از تمامی رات24پس از مدت 

از . دگردیسرم آنها جداسازي  گیري شد و با سانتریفوژ خون
ید آ دست میه نجایی که حجم خونی که از هر رات بآ

  در هر گروه از چندین رات استفاده شد و،محدود است
در  هاي هر گروه با هم مخلوط و سپس سرم رات

 -70و در فریزر میلی لیتري تقسیم  5/0 هاي میکروتیوب
  . تا زمان استفاده نگهداري شدگراد  درجه سانتی

 دقیقه روي یخ قرار داده 10ها به مدت  ابتدا سرم
 محلول  میکرولیتر750  سرم،لیتر  میلی5/0 شد و سپس به هر

آمونیوم سولفات اشباع اضافه و خوب مخلوط شد و در 
 g9000 دقیقه در 15  به مدتگراد صفر درجه سانتیدماي 

 جدا  بود محلول رویی که حاوي آلبومین.دگردیسانتریفوژ 
 دور ،هاست شد و رسوب که عمدتاً حاوي گاماگلبولین

 اسیدمیکرولیتر  100یی سپس به محلول رو. ریخته شد
  در،استیک یک مولار اضافه شد و پس از مخلوط شدن

 g9000  در دقیقه و12 به مدت گراد  درجه سانتی37دماي
محلول رویی دور ریخته شد و رسوب . گردیدسانتریفوژ 
مجدداً ) 4/7 برابر PBS )pHبافر  میلی لیتر 5/0 آلبومین در

  .دگردیحل 
براي اطمینان از خلوص آلبومین جدا شده از سرم، 

 Sodium Dodecyl Sulfate)الکتروفوزر
Polyacrylamide gel electrophrosis-SDS-

PAGE) دگردی انجام.  
روش برادفورد ه لظت آلبومین جدا شده بغ

سرم با میکرولیتر  100به این ترتیب که به . گیري شد اندازه

 معرف برادفورد اضافه و مخلوط لیتر  میلی5 ،50 به 1رقت 
ماي آزمایشگاه، د و پس از نیم ساعت انکوباسیون در گردید

 595جذب نوري آن با دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 
 Bovine Serum)منحنی استاندارد نیز با .  قرائت شدنانومتر

Albumin-BSA)5/0، 25/0، 12/0، 06/0 هاي  در غلظت 
 رسم و به کمک آن غلظت گرم در میلی لیتر  میلی1و 

  .گردیدآلبومین جدا شده از سرم سه گروه رات محاسبه 
شرکت ( آنزیم پروناز هیدرولیز آلبومینبه منظور 

به کار گرفته  1به  2پروتئین به آنزیم به نسبت ) روش، آلمان
 10از محلول  میکرولیتر 100  آلبومین، میلی گرم2به  .شد

 16 هیدرولیز به مدت .آنزیم اضافه شدلیتر  گرم بر میلی میلی
  هم زدن و همراه باگراد درجه سانتی 37ساعت در دماي

 آنزیم پروناز سبب .دگردی انجام ) دور در دقیقه250(
بومین شده و فقط یک اسید امینه لیزین به هیدرولیز آل

 پس از سانتریفوژ .ماند صورت متصل به افلاتوکسین باقی می
  . محلول رویی جدا شدg10000در 

جداسازي افلاتوکسین متصل به لیزین از به منظور 
مخلوط حاصل از هیدرولیز آلبومین و آنزیم پروناز به یک 

 2ستن اضافه و ا، دو حجم 6حجم از نمونه حاصل از مرحله 
 سپس ه وقرارداده شدگراد   درجه سانتی4 مايدساعت در 

 در این حالت آنزیم ؛ انجام گرفتg1000سانتریفوژ در 
پروناز و مخلوط حاصل از هیدرولیز آلبومین ته نشین شد و 

 ؛دگردیلیزین بود جدا -ی که حاوي افلاتوکسینیمحلول رو
 2/0  خشک و درآنگاه نمونه در دستگاه فریز درایر کاملاً

مجدداً حل ) متانل و آب مقطریک به یک مخلوط (لیتر  میلی
  .شد

جهت اندازه گیري افلاتوکسین پس از جداسازي 
به  )LC-4Aشیمادزو، ( HPLCاز آلبومین، از دستگاه 

 18Cستون با استفاده از کروماتوگرافی فاز معکوس و روش 
ی و یجهت شناسا  مورد استفادهشکارگرآده شد و ااستف

در این آزمون تهییج در . فلورسانس بود نوعگیري  اندازه
 نانومتر 470و نشر درطول موج انجام  نانومتر 405طول موج 

 60 متانل و  درصد40 فاز متحرك حاوي. گیري شد اندازه
بود  2/7برابر   pH ومیلی مولار  5  فسفاتسدیم  بافردرصد

 سرعت با دقیقه و 15به صورت ایزوکراتیک و به مدت که 
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 10.مورد استفاده قرار گرفت میلی لیتر در دقیقه 9/0جریان 
 تزریق و پس از مدت HPLCاز نمونه به دستگاه میکرولیتر 

دقیقه افلاتوکسین متصل به لیزین از ستون  11 زمان حدود
  .خارج و شناسایی شد

 در نمونه .به استاندارد نیاز استHPLC در روش
 یک لیزین به ،نآدرولیز سرم پس از تخلیص آلبومین وهی

در واقع ماده مورد  ماند و افلاتوکسین متصل باقی می
از آنجایی . گیري ما افلاتوکسین متصل به لیزین است اندازه

کمپلکس به صورت تجاري و آماده موجود که این 
 ،به این منظور. شد ناچار باید استاندارد تهیه میه  ب،باشد مین

ادیواکتیو تزریق شد که پس  افلاتوکسین ر،به تعدادي رات
 آلبومین سرم تخلیص و ،گیري وجداسازي سرم آنها از خون

سپس هیدرولیز شد و پس از رسوب مخلوط حاصل از 
ه  افلاتوکسین رادیواکتیو متصل به لیزین ب،هیدرولیز آلبومین

. دست آمد که به عنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت
را تهیه نمودیم  ارد که خود آنبراي تعیین غلظت این استاند

هاي مختلفی از  غلظت ابتدا ،و همچنین رسم منحنی استاندارد
تهیه و با دستگاه بتاکانتر،  افلاتوکسین لیبل شده با ترتیتوم

 و نتایج آن جهت رسم منحنی مورد شمارش قرار گرفت
مورد استفاده ) غلظت در برابر شمارش در دقیقه (1استاندارد 

ونه حاوي افلاتوکسین متصل به لیزین م ننگاهآ .قرار گرفت
تهیه شده از سرم راتهایی که افلاتوکسین رادیواکتیو دریافت 

، با دستگاه مذکور شمارش  در رقتهاي مختلفکرده بودند
 محاسبه 1با استفاده از منحنی استاندارد غلظت آنها  و شد

نالیز و سطح زیر آنیز  HPLCروش ه ها ب  همین نمونه.گردید
با استفاده از . محاسبه شدنحنی مربوط به پیک افلاتوکسین م

سطح زیر منحنی در برابر  (2 منحنی استاندارد ،نتایج اخیر
 که به کمک آن غلظت افلاتوکسین در گردیدرسم ) غلظت

 و محاسبه سطح HPLCنمونه مثبت پس از تزریق به سیستم 
 . دست آمده زیرمنحنی پیک مربوطه ب

 
 یافته ها

 نشان داده (SDS-PAGE)الکتروفوزر با روش 
ها کاملاً خالص   آلبومین تخلیص شده از سرم رات کهشد
  .)1شکل(باشد می

 
لبومین آ قبل و بعد از تخلیص SDS-PAGE الکتروفورز .1شکل 

سرم، براي مقایسه از سرم البومین گاوي تجاري نیز استفاده شده 
لبومین سرم آ :3لبومین تخلیص شده از سرم راتها، آ 2 و 1. است
  راتها  پروتئینهاي سرم:4  و)تجاري(گاوي

  
بر اساس روش برادفورد، غلظت آلبومین تخلیص 

هاي کنترل مثبت، منفی و استاندارد به  شده از سرم رات
  .آمددست ه ب  میلی گرم در میلی لیتر9 و 2/9 و1/9 ترتیب

اندازه گیري میزان افلاتوکسین متصل به  در
رولیز آلبومین و با استفاده از روش آلبومین، پس از هید

HPLC درمورد نمونه منفی پس فلورسانس، شکارگر آ و با
هایی مشاهده   دقیقه پیکHPLC 2-6از تزریق به دستگاه 

مینه و پپتیدهاي باقیمانده حاصل آشدکه مربوط به اسیدهاي 
در مورد نمونه مثبت علاوه بر . از هیدرولیز آلبومین است

 دقیقه پیک مربوط به 11 زمان حدود هاي مذکور در پیک
افلاتوکسین متصل به لیزین مشاهده شد که این پیک پس از 
 بارها تکرار همواره در نمونه مثبت مشاهده گردید درحالی

در مورد . که در نمونه منفی هیچگاه این پیک وجود نداشت
هایی که افلاتوکسین  نمونه استاندارد حاصل از رات

 6-2هایی  رده بودند نیز علاوه برپیکرادیواکتیو دریافت ک
لیزین با همان زمان  - پیک مربوط به افلاتوکسین،دقیقه

  . دقیقه مشاهده شد11بازداري 
میانگین میزان افلاتوکسین متصل به آلبومین در 

هاي کنترل مثبت، در مقایسه با منحنی استاندارد  رات
که هایی   رات که با استفاده از نمونه) 2و1نمودارهاي (

شده  افلاتوکسین رادیواکتیو دریافت کرده بودند رسم
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شکل  ( تعیین گردیدگرم آلبومین  نانوگرم بر میلی2/19بود،
2(   
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 سطح زیر منحنی در کروماتوگرام ( منحنی استاندارد .2نمودار 

HPLC در برابر غلظت (AFB1  

  
  

باقیمانده مخلوط حاصل از هیدرولیز . ) دقیقه11لیزین در نمونه کنترل مثبت با زمان بازداري -پیک مربوط به افلاتوکسین (HPLCکروماتوگرام . 2شکل 
 . دقیقه از ستون خارج می شوند6-2البومین در زمان 

 
 92اختصاصیت  ،  درصد100حساسیت روش 

 20 پیکوگرم بر میلی لیتر معادل 60خیص  حد تشو درصد
بار  4 همچنین با ؛ تعیین شدپیکوگرم بر میلی گرم آلبومین

روز متوالی، تکرارپذیري  4در و  آزمایش طی یک روز
 .خوبی براي این روش مشاهده گردید

 
  بحث 

 ،نجایی که در کشورهاي در حال توسعهآاز 
لاتوکسین کنترل مطلوبی روي مواد غذایی از نظر وجود اف

 و در کشورهاي توسعه یافته نیز این )2(شود اعمال نمی
ها و  ها تنها روي برخی از مواد غذایی خاص مثل دانه کنترل

 همواره برخی از مواد ،گیرد مغزهاي خوراکی صورت می
اند و تحت کنترل  غذایی دیگر وجود دارند که آلوده

ین در گیري افلاتوکسین متصل به آلبوم  اندازه.)8(نیستند
 نه تنها وضعیت افراد را از نظر میزان دریافت ،نمونه سرم

کند بلکه امکان انجام مطالعات  افلاتوکسین مشخص می
هایی   در ایجاد بیمارياین مادهاپیدمیولوژیک در مورد نقش 

که از این  همچنان. سازد چون سرطان کبد را فراهم می
وص خصه شاخص در بسیاري از تحقیقات اپیدمیولوژیک ب

، 9، 8، 6(سیایی استفاده شده استآفریقایی و آدر کشورهاي 
گیري یک  روش آزمایشگاهی که براي اندازه. )13، 12

گیرد  مورد استفاده قرار می گونه مطالعات شاخص در این
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تعداد ( ازجمله حساسیت ؛باید چندین ویژگی داشته باشد
تعداد کم موارد مثبت ( اختصاصیت ،)موارد منفی کاذب کم

 دادن اطلاعات در مورد وضعیت فرد ، تکرار پذیري،)کاذب
 مقرون ،گیري غیر تهاجمی  نمونه، طولانیبراي مدت نسبتاً

تاکنون از . )8(به صرفه بودن و ساده بودن انجام روش
گیري این شاخص مهم در  هاي مختلفی براي اندازه روش

  ورادیوایمونوآسی ،سرم استفاده شده است از جمله الایزا
HPLC. هاي مختلف   در میان روشHPLC به عنوان 

ه طی تحقیقاتی که تا ب. استاندارد طلایی مورد توجه است
گیري افلاتوکسین متصل به  حال در این زمینه براي اندازه

 ابتدا آلبومین ، صورت گرفته استHPLCروش ه آلبومین ب
. شود نزیم هیدرولیز میآسرم خون جداسازي و سپس توسط 

ط حاصل از ستون ایمنوافینیتی عبور داده شده و نگاه مخلوآ
گردد و سپس به  افلاتوکسین موجود در آن تخلیص می

 تزریق و با آشکارساز فلورسانس ویا HPLCسیستم 
گیري  آشکارساز اسپکترومتري جرمی شناسایی و اندازه

 جهت HPLCدر این مطالعه روش . )14، 13، 5، 4، 1(شود می
هم بهینه سازي شده و با سرعت و گیري این شاخص م اندازه

. سهولت بیشتر و هزینه کمتر قابل انجام گردیده است
 درصد، 90 فلورسانس بیش از HPLCاختصاصیت روش 

 پیکوگرم بر میلی 20 و حد تشخیص،  درصد100حساسیت 
لیتر محاسبه شد که   پیکوگرم بر میلی60گرم آلبومین معادل 

مقادیر کمتر افلاتوکسین توان با افزایش مقدار آلبومین،  می
متصل به آلبومین را نیز در نمونه سرم شناسایی و بدین ترتیب 

  .حساسیت را افزایش داد
، میزان دهد میهاي حاصل از این تحقیق نشان  یافته

افلاتوکسین متصل به آلبومین با میزان دوز دریافتی 
سطح زیر . ها رابطه مستقیم دارد افلاتوکسین توسط رات

هاي   مربوط به نمونه حاصل از راتHPLC منحنی پیک
 B1گرم بر کیلوگرم افلاتوکسین   میلی5/0کنترل مثبت که 

دریافت کرده بودند، به همان نسبت بیشتر از سطح زیر 
 4/0هاي استاندارد بود که با   نمونه راتHPLCمنحنی پیک 

 رادیواکتیو تیمار شده B1گرم بر کیلوگرم افلاتوکسین میلی
یافته در تایید تحقیقات قبلی است که در این این . بودند

میزان افلاتوکسین  زمینه انجام شده و نشان داده است نمودار
متصل به آلبومین در مقابل دوز دریافتی افلاتوکسین توسط 

 همچنین در مطالعه دیگري ؛)1(باشد میها کاملا خطی  رات
گرم  نانوگرم به ازاي هر کیلو1000 تا 10ها با  که در آن رات

وزن بدن تیمار شده بودند، مشاهده شد که میزان اتصال 
هاي کبدي از جمله پروتئین،  افلاتوکسین به ماکرومولکول

DNA و RNA رابطه مستقیم با دوز دریافت افلاتوکسین 
در مطالعه . )15(داشته و نمودار حاصل کاملا خطی است

حاضر براي جداسازي آلبومین از نمونه سرم، از روش 
به کمک محلول سولفات آمونیوم اشباع و اسید (رسوبی 
در این روش گرچه مقدار . استفاده شده است) استیک

هاي دیگر قدري  آلبومین حاصل از تخلیص نسبت به روش
دست ه کمتر است اما در نهایت آلبومین کاملاً خاص ب

در دیگر مطالعات که ). SDS-PAGEالکتروفوزر (آید  می
هاي میل ترکیبی ازقبیل  تونآلبومین با استفاده از س

Reactive Blue-2 Sepharose جداسازي شده، علاوه 
تواند به  بر داشتن هزینه بیشتر نسبت به روش رسوبی می

 دگردآلبومین هم منتهی -ناپایداري کمپلکس افلاتوکسین
همچنین براي هیدرولیزآلبومین و جدا کردن  ؛)11 ،1(

در .  شده کار گرفتهبافلاتوکسین متصل به آن آنزیم پروناز 
  Kبرخی مطالعات براي هیدرولیز آلبومین از پروتئیناز 

 این آنزیم به مشخص گردیده است که . استاستفاده شده
در هیدرولیز آلبومین، ) مخلوطی از پروتئازها(اندازه پروناز 
گیري  در این تحقیق، قبل از اندازه. )1(مؤثر نیست
جاي استفاده از ه ب فلورسانس، HPLC روشه افلاتوکسین ب

قیمت ایمنوافینیتی، جداسازي آنزیم و  هاي گران ستون
مخلوط هیدرولیز شده آلبومین از افلاتوکسین به کمک 

در این حالت علاوه بر پیک . استن در سرما صورت گرفت
 11لیزین با زمان بازداري حدود  -مربوط به افلاتوکسین

و اسیدهاي هاي دیگري که مربوط به پپتیدها  دقیقه، پیک
باشد، طی  امینه باقیمانده حاصل از آلبومین هیدرولیز شده می

شود که   دقیقه ابتداي هر آزمایش مشاهده می6 تا 2زمان 
لیزین به دلیل فاصله  -گیري افلاتوکسین تداخلی در اندازه

 بنابراین ؛کند ها و اختلاف زمان بازداري ایجاد نمی زیاد پیک
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ی در ی بیشتر و صرفه جوتوان براي سرعت و سهولت می
گیري مرحله تخلیص با ستون ایمنوافینیتی را  هزینه در اندازه

 این در حالی است که در مطالعات قبلی براي ؛حذف نمود
 HPLCگیري این کونژوگه قبل از انجام روش  اندازه

فلورسانس، همواره تخلیص با کروماتوگرافی میل ترکیبی 
علاوه بر مشکلات  که )14، 8، 5، 1(صورت گرفته است

تواند به از دست رفتن مقداري  پرهزینه و وقت گیر بودن می
 و میزان افلاتوکسین متصل به هاز افلاتوکسین منتهی شد

تر از مقدار  ینیبه طور کاذب، پا HPLCآلبومین با روش 
گیري  در این مطالعه جهت اندازه. )8(واقعی برآورد گردد

 از فاز متحرك به  فلورسانس،HPLCروش ه افلاتوکسین ب
صورت ایزوکراتیک استفاده شد و زمان لازم براي انجام هر 

 این در حالی است که در مطالعات ؛ دقیقه بود15زمایش آ
قبلی از سیستم گرادیان و با درصدهاي مختلف بافر و حلال 

زمایش  آبه عنوان فاز متحرك استفاده شده و زمان انجام هر
 .)14 ،8 ،5، 1( دقیقه بوده است50تا  20

  
  نتیجه گیري 

 فلورسانس جهت HPLCبا بهینه سازي روش 
 گیري افلاتوکسین متصل به آلبومین و تغییرات ایجاد اندازه

شده از جمله حذف کروماتوگرافی ایمنوافینیتی قبل از 
HPLC ،و جایگزین کردن روش رسوبی به جاي آن 

استفاده از سیستم ایزوکراتیک به جاي سیستم گرادیان و 
زمایش، روش با سرعت و آمچنین کاهش زمان هر ه

که هزینه انجام  سهولت بیشتري قابل انجام است ضمن این
در مطالعه حاضر، . یابد آن نیز تا حدود زیادي کاهش می

نجا آها با استفاده از سرم رات انجام شده اما از  گیري اندازه
گیري افلاتوکسین متصل به آلبومین  که در این روش اندازه

تواند به  گیرد، بنابراین می س از هیدرولیز آلبومین انجام میپ
خوبی براي اندازه گیري افلاتوکسین متصل به آلبومین در 

  .سرم انسان مورد استفاده قرار گیرد
  
  
  

  تشکر و قدردانی
این مطالعه قسمتی از رساله دکتري بیوشیمی بالینی 

ساتید بدینوسیله از همکاري ا. باشد میدانشگاه تربیت مدرس 
 دانشگاه تشکر و  اینشیمی بالینیو کارشناسان گروه بیو

  . شود قدردانی می
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