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مقدمه

سان به عنوان فلور طبیعی میکروبیوم بدن ان کاندیداآلبیکانسپلی مورف قارچ

ولی درشرایطی که سیستم ایمنی میزبان کاهش یابد، قادربه ایجاد  باشدیم

متعددی  یهاتی. عوامل و فعال[1] بود بدن خواهد بیماری درهر ناحیه از

دخیل هستند. از مهمترین کاندیداآلبیکانس در پتانسیل بیماریزایی 

هستند که در اتصال و تهاجم قارچ به  ییهالفاکتورهای بیماریزایی مولکو

هیدرولیز  یهامیبدن انسان نقش دارند. همچنین ترشح آنز یهاسلول

، احساس تماسی و تیگموتروپیسم، یاسهیکننده، تبدیل فرم مخمری به ر

 متناسب یهایژگیتشکیل بیوفیلم، تعویض فنوتیپی و طیف وسیعی از و

پس از  .[2, 1] نقش دارندکاندیداآلبیکانس در پتانسیل بیماریزای  دیگر نیز

 یاسهیبدن، فرم مخمری به ر یهابه سطوح سلول کاندیدا آلبیکانساتصال 

، سپس برای کسب مواد غذایی خارج سلولی، فرم ریسه گرددیتبدیل م

. فعالیت [3] ندینمایهیدرولیز کننده ترشح م یهامیآنز کاندیداآلبیکانس

 داردبیکانس کاندیداآل پروتئولیتیک خارج سلولی نقش بسزایی در بیماریزایی
ط و توس گرددیز ترشحی انجام مآنزیم آسپارتیل پروتئینا 19توسط که 

آنزیم آسپارتیل خانواده  19. از میان شوندیکد م SAPژنی  19خانواده 

 کاندیدا آلبیکانسبه طور کامل از سلول  1-8 یهامیپروتئیناز ترشحی، آنز

به غشاء سلولی  19و  0 یهامیولی آنز گرددیبه محیط خارج سلول ترشح م

ناز آسپارتیل پروتئی یهامیداده شده که آنز. همچنین نشان مانندیمتصل م

 به سطوح و ایجاد آسیب بافتیکاندیدا آلبیکانسموجب اتصال  1-3ترشحی 

منتشره  یهادر عفونت 4-6 یهامیدر محل عفونت می گردددر حالی که آنز

آسپارتیل پروتئیناز  یهامیاطلاعات کمی از نقش آنز. [5, 4] دخالت دارند

 یهامیدر بیماریزایی در دسترس هست. همچنین آنز 8-7 ترشحی

ا کاندیدمرتبط با سطح سلولی  یهامیآنز 19-0 سپارتیل پروتئیناز ترشحیآ
یکنواختی دیواره سلولی، جدا سازی سلول و اتصال در  ،آلبیکانس

 مقاله پژوهشی

 22/95/1306 تاریخ دریافت:

 29/19/1306 :پذیرش تاریخ

 واژگان کلیدی:

SAP1 

 چویل

 آلبیکانس کاندیدا

 ریسه

 چکیده
  مطالعه. است داشته وسیعی کاربرد پزشکی در قدیم هایزمان از و است چتریان خانواده از دارویی گیاهی چویل :مقدمه

  ترشحی ازپروتئین آسپارتیل آنزیم بر چویل گیاه ساقه و برگ اتانولی و آبی هایعصاره مهاری تأثیر ارزیابی منظور به حاضر

 .شد انجام آلبیکانس کاندیدا

 و جدا یاسوج در ایمنی سیستم ضعف دچار بیماران از آلبیکانس کاندیدا جدایه 19 مقطعی، مطالعه این در: کار روش

  استفاده با ساعت 24 تیمار درزمان چویل گیاه ساقه و برگ اتانولی و آبی هایعصاره ضدکاندیدیایی تأثیر. گردید شناسایی

  ضدکاندیدیایی تأثیر ارزیابی برای این، بر علاوه. گرفت انجام CLSI دستورالعمل مطابق براث میکرودایلوشن روش از

  آنزیم فعالیت ریسه، تشکیل مهاری تأثیر همچنین. شد انجام سلول مرگ زمان سنجش مطالعه، مورد گیاه هایعصاره

 .شد انجام عصاره موثرترین SAP1 ژن بیان میزان آنالیز و پروتئیناز آسپارتیل

  ایهملاحظ قابل تأثیر چویل برگ اتانولی عصاره مطالعه مورد هایعصاره میان از که داد نشان آمده بدست هایداده ها:یافته

(95/9 > P )فنص معادل هایغلظت در چویل گیاه برگ اتانولی عصاره قارچی ضد تأثیر. داشت آلبیکانس کاندیدا علیه  

MIC برابر و MIC آسپارتیل آنزیم فعالیت کاهش و ریسه فرم به مخمری هایسلول تبدیل کاهش ها،سلول کاهش با  

(  بار 68/1) دار معنا کاهش موجب MIC برابر غلظت در چویل گیاه برگ اتانولی عصاره نهایت در. است بوده پروتئیناز

 .شد مشاهده شده آزمایش پارامترهای همه در دوز تأثیر. شد SAP1 ژن بیان

  آسپارتیل آنزیم کننده مهار تواندمی چویل برگ اتانولی عصاره که داد نشان هاآزمایش از حاصل نتایج نتیجه گیری:

  بیان کاهش در چشمگیری طوربه تواندمی چویل برگ اتانولی عصاره این، بر علاوه. باشد آلبیکانس کاندیدا پروتیئناز

 .باشد داشته تأثیر SAP1 جمله از آلبیکانس کاندیدا زایی بیماری هایژن

 ترشحی نازپروتئی آسپارتیل آنزیم مهار بر چویل گیاه ساقه و برگ اتانولی و آبی های تاثیرعصاره

 آلبیکانس کاندیدا

 3 زاده حکیمی سعیده، *،2 علیزاده فهیمه ،1 خداوندی علیرضا
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ا پوششی و نوتروفیل ه یهاغیرمستقیم نقش دارند. علاوه براین، با سلول

وجود محدودیتهایی از قبیل تعداد کم داروهای  .[7, 6] تعامل دارند

ا وکاهش حساسیت و ی یبودن برای سلولهای انسانی، گران یضدقارچی، سم

به داروهای رایج، همواره به عنوان معضلات کاندیدااز  ییهاهیمقاومت سو

. باشندیمطرح م کاندیداایجاد شده توسط  یهایماریان بعدیده دردرم

مطالعات نشان داده که مصرف طولانی مدت گیاهان دارویی در دوز های 

لذا توجه به گیاهان دارویی معطوف معمول عوارض جانبی نخواهند داشت، 

 که به صورت استشده است. گیاه چویل یکی از گیاهان دارویی طبیعی 

داروی آرام بخش، تونیک، ضد انگل و داروی گوارشی از آنها عنوان سنتی به 

 یهاهگون و آنتی اکسیدانی است. خاصیت ضد میکروبی شدهیاستفاده م

مطالعات  ،. علاوه بر این[0, 8] مختلف گیاه چویل به اثبات رسیده است

داشته  کاندیدا یهانشان داده که گیاه چویل دارای اثر مهاری علیه گونه

فنلی است به همین حاوی ترکیبات  چویل عصاره گیاه .[11, 19] است

ه در مطالع .[12] باشدیدلیل دارای خواص آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی م

ل آبی و اتانولی برگ و ساقه گیاه چوی یهاعصارهضد کاندیدیایی  ریتأثحاضر 

 یهاارهعصضد کاندیدیایی  ریسنجیده شد. علاوه بر این، برای ارزیابی تأث

 ریسنجش زمان مرگ سلول انجام شد. همچنین تأث گیاه مورد مطالعه،

آنالیز  وتشکیل ریسه، سنجش فعالیت آنزیم آسپارتیل پروتئیناز  مهاری

تیمار شده با عصاره اتانولی  کاندیدا آلبیکانسدر  SAP1میزان بیان ژن 

 مورد سنجش قرارگرفت.برگ گیاه چویل 

 روش کار

 Ferulago carduchorum)آبی و اتانولی گیاه چویل:  یهاعصارهتهیه 

Boiss)  باکسب اطلاعات از اداره کل جهادکشاورزی استان کهگیلویه و بویر

 اناست ارتفاعات ازاحمددرموردمحل رویش طبیعی گیاه چویل در فصل بهار 

 اورزیکش دانشکده توسط سپس گردید، آوری جمع احمد بویر و کهگیلویه

گیاهی بلافاصله به آزمایشگاه  یهانمونه .شدعلمی  تایید دانشگاه یاسوج

وشستوشو با آب مقطر  پس از تمیزکردن .میکروبیولوژی انتقال یافت

را قطعه قطعه نموده و درشرایط سایه  گیاهبرگ و ساقه  یهااستریل، اندام

گیاه  برگ و ساقه( 89خشک گردید. یک گرم پودر الک شده )الک شماره 

درصد( به روش خیساندن  06ول )میلی لیتر آب مقطر و یا اتان 5چویل با 

ها، از کاغذ صافی واتمن پس از سوکسیله کردن عصارهعصاره گیری شد. 

 رها از میلی پور فیلتعبور داده شد. برای استریل نمودن عصاره 42شماره 

تهیه رقت  .[13] استفاده شد ((Durapore, Millipore) میکرون 22/9

اه گیبرگ و ساقه  های اندام اتانولی و آبی های عصارهها: دامنه رقت از عصاره

گیاهان مورد  یهاعصارهمیلی گرم/میلی لیتر بود.  940/9-199چویل 

درجه سلیسیوس در ظروف تیره  4مطالعه در یخچال و در دمای منهای 

امهای اند اتانولی و عصارهای آبینگه داری گردید. اسیدیته  یاشهیرنگ ش

ها گرفته شد. شایان ذکر است که از عصارهر نظرد 7گیاه چویل برگ و ساقه 

–Sigmaبه صورت تازه استفاده شد. علاوه بر این، از فلوکونازول )

Aldrich, St. Louis, MOمیکرو گرم/میلی  931/9-64دامنه رقت  ( با

نمونه گیری، جداسازی،  لیتر به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید.

ها مونهندر مطالعه مقطعی حاضر،  آلبیکانس:کاندیدا شناسایی و نگه داری 

بیماران دچار ضعف سیستم ایمنی  از نقاط مختلف بدنبه طور تصادفی 

ط توسیاسوج  یهامارستانیبستری در ب( )افراد مبتلا به سرطان و ایدز

سواب آغشته به سرم فیزیولوژی جمع آوری و بلافاصله بر روی محیط کشت 

حاوی  (SDA: Sabouraud Dextrose Agar) سابوراد دکستروز آگار

کشت  (Difco Laboratories, Detroit, Michigan)کلرامفنیکل 

یدا کاندمرفولوژی و بیوشیمیایی استاندارد  یهابا توجه به روشداده شد. 
. با استفاده از مرفولوژی میکروسکپی و [14] شناسایی گردید آلبیکانس

ماکروسکپی، تولید لوله زایا، هیدرولیز اوره و کشت بر روی محیط کشت 

( CHROMagar Company, France) ــدایکاندکــروم آگــار 

ر محیط دکاندیدا آلبیکانسشناسایی گردید. جدایه های  کاندیدا آلبیکانس

 29حاوی کلرامفنیکل و ( SDB, Difco) عیکشت سابوراد دکستروز ما

درجه سیلسیوس نگه داری شدند.  29منهای درصد گلیسرول در دمای 

به  ATCC 14053 کانسیآلبکاندیدا علاوه بر این، از سویه استاندارد 

ی ضد کاندیدیای ریعنوان کنترل کیفیت استفاده گردید. ارزیابی تأث

مطابق دستورالعمل استاندارد تست آبی و اتانولی گیاه چویل:  یهاعصاره

از فاز (،  ,3A–27MCLSIا )حساسیت سنجی دایلوشن براث برای مخمره

یون سوسپانسو سویه استاندارد  کاندیدا آلبیکانسلگاریتمی جدایه های 

 ( درسرمCFU/ml 619×1-5)به کدورت معادل نیم مک فارلند  میکروبی

ویبل  با روشتهیه شده  گردید. سوسپانسیون میکروبی هیته یولوژیزیف

قرار گرفت.  دییسلول مخمری در میلی لیتر مورد تأ 1-5×619کانت حدود 

نموده و در مرحله بعد به با سرم فیزیولوژی رقیق  1:199سپس به میزان 

رقیق گردید و در نهایت  SDBدر محیط کشت استریل  1:29میزان 

سلول مخمر در میلی لیتر بود  5/9-5/2×319 یسوسپانسیون حاصل دارا

صاره ها ع غلظت مهارکنندگی نکمتریگردید.  دییکه با روش ویبل کانت تأ

(MIC )یچاهک 06کروپلیت های در می (Brand 781660, 

Wertheim, Germany ) [15] شد ساعت تعیین 24بعد از. 

برای سنجش زمان مرگ  کاندیدا آلبیکانس: یهامرگ سلولسنجش زمان 

سلول/ میلی  1-5×619 کاندیدا آلبیکانس،میلی لیتر ماده تلقیحی  5سلول، 

آبی و اتانولی برگ  یهامیلی لیتر عصاره 5لیتر در لوله فالکون تهیه گردید. 

استفاده  MICبرابر  و MICمعادل نصف  یهادر غلظتو ساقه گیاه چویل 

ساعت گرمخانه  24درجه سیلسیوس به مدت  35در دمای شد. سپس 

ساعت  48و  24، 12، 8، 6، 4، 2، 9گذاری شد و در فواصل زمانی متوالی 

کشت چمنی داده  SDAمیکرولیتر بر روی محیط کشت  199ها از نمونه

درجه سیلسیوس تعداد  35 یساعت گرمخانه گذاری در دما 24شد. پس از 

عدد قابل شمارش  39-399 یهایشمارش شدند. تعداد کلن هایکلن

مخمری در میلی لیتر برابر تعداد کلنی ضربدر  یها. تعداد سلولباشندیم

 ≥قارچ به ترتیب  رشدقارچ کشی یا توقف  ریتأث .[13] باشدیعکس رقت م

 /میلی لیتر از ماده تلقیحی اولیه در نظر گرفته شد.0/00CFU <و  0/00

 ا آلبیکانسکاندید ارزیابی تشکیل ریسه کاندیدا آلبیکانس: تشکیل ریسه

)موثرترین عصاره بر اساس  لیتیمار شده با عصاره اتانولی برگ گیاه چو

MIC ) کاندیدا میلی لیتر  4استفاده شد.  [16] و همکارن خداوندیاز روش
میکرولیتر  199سلول/ میلی لیتر به  1-5×619باتراکم سلولی آلبیکانس 

برابر  و MICمعادل نصف  یهادر غلظتعصاره اتانولی برگ گیاه چویل 

MIC  که در کف پلیت کاور اسلیپ چاهکی کشت سلولی  6به میکروپلیت

به  سلیسیوسدرجه  39اضافه گردید. سپس در  استریل قرار داده شده،

 16دقیقه گرمخانه گذاری شد. مرحله بعد مخلوط را به مدت  09مدت 

همراه با تکان دادن گرمخانه گذاری  سلیسیوسدرجه  35ساعت در دمای 

استفاده شد. در نهایت  RNAشد. محلول رویی برای انجام استخراج 

شده روی کاور اسلیپ شستشو داده شده با سرم  تشکیل یهاسهیر

عالیت سنجش ف فیزیولوژی با استفاده از میکروسکوپ نوری مشاهده گردید.

یل فعالیت آنزیم آسپارت کاندیدا آلبیکانس:آنزیم آسپارتیل پروتئیناز 
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                                                     xxx                     و همکاران خداوندی 

ر دتیمار شده با عصاره اتانولی برگ گیاه چویل  کاندیدا آلبیکانسپروتئیناز 

مطابق روش مک دونالد و  MICبرابر  و MICل نصف معاد یهاغلظت

میلی لیتر  5در  کاندیدا آلبیکانسنجام شد. ماده تلقیحی تازه ا [17] اودز

گرم/لیتر  BSA (7/11 ( وYCB,Difcoمحیط کشت پایه ییست کربن )

YCB ،19  ،گرم/لیتر آلبومین سرم گاوی فراکشن  5گرم/لیتر گلوکز

V(Sigma–Aldrich کشت داده و در )به مدت  سلیسیوسدرجه  39

فعالیت گرمخانه گذاری شد.  rpm299ه با تکان ملایم ساعت همرا 72

یک اسید کلرواست یترنیز با اندازه گیری افزایش محصولات محلول پروتئولیز

نانومتر در سه بار تکرار بعد از انکوباسیون  289 طول موج جذب شده در

درجه  37در دمای آلبومین سرم گاوی کشت با سوبسترا  محلـــول رویـــی

ب پروتئولیز اختصاصی به عنوان نسبت جذتعیین شد. فعالیت  سیلسیوس

کشت بیان شد. میزان جذب نوری کمتر نانومتر میزان  699نانومتر به  289

 SAP1آنالیز نیمه کمی بیان ژن  به عنوان منفی تلقی گردید. 92/9از 
سوسپانسیون مخمری تیمار شده جمع آوری شده از کاندیدا آلبیکانس: 

دقیقه در دور  19چاهکی به مدت  6یسه در میکروپلیت مرحله تشکیل ر

rpm 3999  سانتریفیوژ شد. سپس پلت ایجاد شده با سرم فیزیولوژی سه

مخصوص  RNeasyMini تیبار شستشو داده شد. با استفاده از ک

مطابق ( Qiagen, Hilden, Germany) یمخمر یهاسلول

انجام  کل RNAاج استخر دستورالعمل شرکت سازنده با اندکی تغییرات

 RNase free DNase setآنزیم ژنومی،  DNAجهت حذف گرفت. 

(Qiagen )کیفیت شد استفاده .RNA  درصد  2/1با الکتروفورز ژل آگارز

دقیقه  45به مدت  79)حجم در وزن( دناتوره شونده با فرمالدهید با ولتاژ 

جهت سنجش خلوص  RNAبررسی شد و غلظتها و نسبت جذب نوری 

RNA ( با استفاده از اسپکتروفوتومترNanoDrop 

TechnologiesInc., Wilmington, DE ) .مورد سنجش قرار گرفت

 239به  269نانومتر و نسبت جذب  289نانومتر به  269نسبت جذب 

RNA  برای گزارش شد.  2استخراج شده درآب عاری از نوکلئاز بالاتر از

کیت سنتز مطابق دستورالعمل شرکت سازنده  cDNAسنتز 

cDNA(Fermentas, USA )5/9  میکروگرم ازRNA  کل با آنزیم

ترانس کریپتاز معکوس و پرایمرهای هگزامر تصادفی واکنش داده شد و از 

cDNA لی مراز پ یارهیسنتز شده به عنوان الگو برای تکثیر در واکنش زنج

  میکرولیتر بافر 5پلی مرازشامل  یارهیواکنش زنج .[18] استفاده گردید

X Taq19 (Fermentas) ،میکرولیتر ا dNTP 10 مولارمیلی 

(Fermentas) ،5/9 از هر یک از پرایمرهای بالادست و پایین  تریکرولیم

 :SAP1 (F(Bioneer, Koreaدست )

5'CTTGTGATAAACCTCGTCCTG3' ،R: 

5'GCATTCTTGGCAATAACTCC3')  اکتین )وF: 

5'ACCGAAGCTCCAATGAATCCAAAATCC3' ،R: 

5'GTTTGGTCAATACCAGCAGCTTCCAAA3' )

 Taq میآنز میکرولیتر 5/9، [16] شده توسط خداوندی و همکاران یطراح

DNA مرازیپل (Fermentas)،1  میکرولیترcDNA  و مقدار مناسب آب

میکرولیتر آماده گردید. شرایط تکثیر  25تا حجم سیناژن، ایران( دیونیزه )

 5به مدت  سلیسیوسدرجه  04، 1(؛ مرحله x1) 1مطابق دستور: چرخه 

 ؛ثانیه 45به مدت  سلیسیوسدرجه  04، 1(؛ مرحله x26) 2 دقیقه؛ چرخه

درجه  72، 3ثانیه؛ مرحله  45به مدت  سلیسیوسدرجه  8/56، 2مرحله 

درجه  72، 1؛ مرحله (x1) 3ثانیه؛ چرخه  59به مدت  سلیسیوس

 ,Techno) ترموسایکلردقیقه در دستگاه  19به مدت  سلیسیوس

Germany) .برای اطمینان از اینکه محصولات واکنش  انجام گرفت

ژنومی نباشد، برای هر نمونه کنترل  DNAپلی مراز ناشی از  یارهیزنج

 اکنشومحصول  منفی داخلی بدون آنزیم ترانس کریپتاز معکوس تهیه شد.

با  درصد الکتروفورز شد و 5/1بر روی ژل آگارز کالیبره  مرازپلی یارهیزنج

 زی( مشاهده گردید. آنالBio-Rad,USAاستفاده از تصویرساز ژل داک )

 Quantity One 1-D Analysisمیزان بیان ژن با استفاده از نرم افزار 

(Bio-Rad, USA, version 4.6 )ایجاد شده  یاساس حجم باندها رب

میزان بیان ژن هدف/میزان بیان =  و با استفاده از فرمول: تغییر در بیان ژن

تیمار شده/میزان بیان ژن هدف/میزان  یهاژن رفرنس )اکتین( در نمونه

بیان ژن رفرنس در نمونه کنترل بدون تیمار، انجام شد. پس از محاسبات 

داشتند به ترتیب  ≥5/9یا و  ≤2که تغییر در بیان به میزان  ییهاآماری ژن

طرح  .[11] به عنوان افزایش بیان ژن و کاهش بیان ژن در نظر گرفته شد

مطالعه و آنالیز آماری: مطالعه مقطعی حاضر به صورت طرح کاملاً تصادفی 

 تایی انجام گرفت. تحلیل آماری با بررسی 3تکرار  2به صورت  هاشیو آزما

ها با استفاده از آزمون آنالیز واریانس یک طرفه با استفاده نرمال بودن داده

 انجام( SPSSInc., Chicago, IL) 21نسخه  SPSSنرم افزار آماری 

 ها با استفاده از آزمون تعقیبی توکی انجام گرفت.اختلاف درون گروه .شد

 شد. هنظر گرفت در( P < 95/9) میزان اختلاف معنی دار بودن در سطح

 هاافتهی

بالینی جمع آوری شده از بیماران دچار ضعف سیستم ایمنی  یهااز نمونه

با استفاده از مرفولوژی تولید کلنی کرم رنگ  کاندیدا آلبیکانسجدایه  19

هیدرولیز عدم ، تولید لوله زایا، SDAشکل بر روی محیط کشت  یاماهواره

اوره و تولید کلنی سبز رنگ بر روی محیط کشت کــروم آگــار 

(.1 تصویرشناسایی گردید )کاندیــدا

هیدرولیز ، ب: تولید لوله زایا در سرم، ج: عدم SDAکرم رنگ بر روی محیط کشت  یا. الف: تشکیل کلنی ماهوارهکاندیدا آلبیکانسشناسایی  :9 تصویر

 کاندیــدکــروم آگــار ، د: تشکیل کلنی سبز رنگ بر روی محیط کشت کاندیدا آلبیکانستوسط اوره 
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ش به رو ساعت 24تیمار  زمان دراتانولی برگ و ساقه گیاه چویل آبی و  یهاعصارهضد کاندیدیایی  رینتایج حاصل از ارزیابی تأث :9جدول 

 کاندیدا آلبیکانسعلیه میکرودایلوشن براث 

 )میلی گرم/میلی لیتر(*
 )میکروگرم/میلی لیتر(**

 
در آبی و اتانولی برگ گیاه چویل  یهاشده با عصاره ماریت ATCC 14053 کانسیکاندیدا آلبنتایج حاصل از سنجش زمان مرگ سلول های :2 تصویر

 MICبرابر  و MICمعادل نصف  یهاغلظت

 
برابر  و MICمعادل نصف  یهادر غلظتشده با عصاره اتانولی برگ گیاه چویل  ماریت ATCC 14053 کانسیکاندیدا آلبتشکیل ریسه در  :3 تصویر

MIC.  الف: غلظت نصفMIC برابر ، ب: غلظتMIC مشاهده شده توسط میکروسکوپ نوری، بزرگنمایی و ج: نمونه بدون تیمار .X 49 

 MIC مورد آزمایش یهاجدایه ها/ عصاره

 **فلوکونازول *ساقه چویل *برگ چویل 

  عصاره اتانولی عصاره آبی عصاره اتانولی عصاره آبی 

 ATCC 14053 59/12 25/6 99/25 59/12 99/16کاندیدا آلبیکانس 

 99/16 99/25 99/59 5/12 99/59 9جدایه 

 99/32 59/12 99/59 25/6 99/59 2جدایه 

 99/8 25/6 99/25 25/6 59/12 3جدایه 

 99/16 99/25 99/59 59/12 99/25 4جدایه 

 99/16 99/59 99/59 99/25 99/59 5جدایه 

 99/16 99/25 99/25 59/12 99/25 6جدایه 

 99/32 99/59 99/59 99/25 99/59 7جدایه 

 99/32 25/6 99/25 59/12 99/25 8جدایه 

 99/16 99/59 99/59 99/25 99/25 9جدایه 

 99/8 99/25 99/59 59/12 99/25 91جدایه 
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                                                     xxx                     و همکاران خداوندی 

 

شان گیاه چویل ن یهاضد کاندیدیایی عصاره رینتایج حاصل از آزمون تأث

آبی و  یهادر مقایسه با داروی استاندارد فلوکونازول عصارهداد که 

 ATCCبر روی جدایه های بالینی و سویه استاندارد گیاه چویل اتانولی 
آزمون حساسیت حاصل از  جیمؤثر بوده است. نتا آلبیکانس دایکاند

 نشان داد که عصاره آبی سنجی ضد کاندیدیایی میکرودایلوشن براث

میلی گرم/ میلی لیتر،  MIC 59-59/12برگ گیاه چویل دارای 

میلی گرم/  25/6-25ای همچنین عصاره اتانولی برگ گیاه چویل دار

-59عصاره آبی ساقه گیاه چویل  MICمیلی لیتر بود. علاوه بر این، 

-59عصاره اتانولی ساقه گیاه چویل  MICمیلی گرم/ میلی لیتر و  25

نشان  MICمیلی گرم/ میلی لیتر، بوده است. علاوه بر این، نتایج  25/6

رگ ره اتانولی ب، عصاکاندیدا آلبیکانسعصاره علیه  نیداد که مؤثرتر

 (.1جدول چویل بوده است )

آبی و اتانولی برگ گیاه چویل  یهاضد کاندیدیایی عصاره ریتأث

با استفاده از مطالعه زمان مرگ  ATCC 14053 کانسیکاندیدا آلبعلیه

 MICمعادل نصف  یها/میلی لیتر در غلظتCFUها با شمارش سلول

شد. نتایج نشان داد که فلوکونازول در غلظت برابر  دهیسنج MICبرابر  و

MIC  و نصفMIC کاهش  0/00 ≥قارچ کشی ) ریبه ترتیب دارای تأث

 ساعت 48و  24/میلی لیتر از ماده تلقیحی اولیه( پس از CFUدر تعداد 

 آبی و اتانولی یهابوده است. در حالی که در بازه زمانی مورد مطالعه عصاره

کاهش در تعداد  0/00 <)برگ گیاه چویل دارای اثر توقف رشد 

CFU کانسیکاندیدا آلب/میلی لیتر از ماده تلقیحی اولیه( علیه ATCC 

کاندیدا  یها(. مطالعه زمان مرگ سلول2 تصویربودند ) 14053
آبی و اتانولی ساقه  یهاعصارهتیمار شده با  ATCC 14053 کانسیآلب

نشان دهنده  MICبرابر  و MICمعادل نصف  یهادر غلظتگیاه چویل 

 ها نشان داده نشده است(.توقف رشد بوده است )داده

کاندیدا با استفاده از میکرسکوپ نوری تولید ریسه در سلول های
شده با عصاره اتانولی برگ گیاه  ماریت ATCC 14053 کانسیآلب

مورد مطالعه  MICبرابر  و MICمعادل نصف  یهادر غلظتچویل 

ساعت انکوباسیون کاهش تولید ریسه به وضوح  16قرار گرفت. پس از 

 (.3 تصویرمشاهده گردید )

 کانسیکاندیدا آلبمقاسیه تولید آنزیم آسپارتیل پروتئیناز در  2جدول 
ATCC 14053 شده با عصاره اتانولی برگ گیاه چویل و داروی  ماریت

 MICبرابر  و MICمعادل نصف  یهادر غلظتاستاندارد فلوکونازول 

در مقایسه با  گرددینمایش داده است. همان گونه که مشاهده مرا 

برگ  عصاره اتانولیتیمار شده باکاندیدا آلبیکانس کنترل بدون تیمار

آنزیم آسپارتیل پروتئیناز شده م گیاه چویل موجب کاهش تولید آنزی

 .که با افزایش غلظت عصاره کاهش بیشتری مشاهده گردید

و  SAP1جفت بازی ژن  325نتایج حاصل از تکثیر قطعه  4 تصویر

 کانسیکاندیدا آلبجفت بازی را برای ژن مرجع اکتیندر  516قطعه 
ATCC 14053 شده با عصاره اتانولی برگ گیاه چویل و داروی  ماریت

 SAP1نشان داده است. آنالیز نیمه کمی بیان ژن استاندارد فلوکونازول 

نشان داد که داروی استاندارد فلوکونازول در هر دو غلظت مورد آزمایش 

 وده است، به ترتیب در سطوح معنی دارب MICو نصف  MICبرابر که 

991/9 ≥ P 95/9 و ≥ P  با کنترل بدون تیمار اختلاف داشته است و

به عبارت دقیقتر در این دو غلظت بکار رفته بیان ژن مولد آنزیم 

آسپارتیل پروتئیناز به طور محسوس و معنی داری تغییر یافته است. با 

مشخص گردید که در رقت بالاتر، داروی فلوکونازول  ترقیمحاسبات دق

 51/2ولد آنزیم آسپارتیل پروتئیناز را به میزان توانسته است بیان ژن م

برابر نسبت به کنترل بدون تیمار کاهش دهد، در صورتی که غلظت 

به  کاندیدا( بیان ژن ذکر شده را در MICدارو )معادل نصف  ترقیرق

برابر کاهش داده است. در خصوص اثر عصاره اتانولی برگ  29/1میزان 

ژن مشاهده شده است ولی این عصاره چویل نیز تا حدودی کاهش بیان 

نتوانسته است در حد داروی استاندارد فلوکونازول از بیان ژن مولد آنزیم 

نتایج  ممانعت کند با توجه به کاندیدا آلبیکانسآسپارتیل پروتئیناز در 

در غلظت بیشتر )برابر مذکور حاصل مشاهده شده است که عصاره 

MIC ) برابر  68/1توانسته است میزان بیان ژن ذکر شده را به میزان

نسبت به کنترل بدون تیمار کاهش دهد و این روال کاهشی در سطح 

95/9 ≥ P  نصف( معنی دار بوده است، اما در غلظت کمترMIC ) قادر

.(P > 95/9) به کاهش بیان ژن نبوده است

 

 

در  شده با عصاره اتانولی برگ گیاه چویل ماریت ATCC 14053 کانسیکاندیدا آلبتایج حاصل از سنجش آنزیم آسپارتیل پروتئیناز در ن :2جدول 

 MICبرابر  و MICمعادل نصف  یهاغلظت

 نانومتر 611نانومتر به  281جذب انحراف معیار  ±میانگین  غلظت عوامل ضد قارچی

 فلوکونازول عصاره اتانولی برگ گیاه چویل 

 MIC 98/9 ± 95/9a 93/9 ± 93/9 aنصف 

 MIC 94/9 ± 94/9b 91/9 ± 93/9aبرابر 

 96/9c 96/9 ± 96/9b ± 96/9 کنترل بدون تیمار
c-a  مقادیر با حروف غیرمشابه در هر ستون وجود اختلاف معنی دار در در سطح انحراف معیار در هر تیمار،  ±میانگینP<0.05  تایی  3تکرار  2در

 باشدیمآزمایش 
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معادل نصف  یهادر غلظتشده با عصاره اتانولی برگ گیاه چویل  ماریت ATCC 14053 کانسیکاندیدا آلبدر  SAP1الف: میزان بیان ژن  :4 تصویر

MIC برابر  وMIC. مراز ژن پلی یارهیب: الکتروفورز محصول واکنش زنجSAP1  .بر روی ژل آگاروزM ،مارکر :A1 :اکتین در کنترل بدون تیمار ،

S1:SAP1  ،در کنترل بدون تیمارC1 :مراز معکوس، پلی یارهیکنترل داخلی واکنش زنجA2 : نصف  عصارهاکتین در غلظتMIC ،S2:SAP1  در

در غلظت  MIC ،S3:SAP1برابر  عصارهاکتین در غلظت : A3مراز معکوس، پلی یارهیکنترل داخلی واکنش زنج: MIC ،C2نصف  عصارهغلظت 

در غلظت  MIC ،S4:SAP1نصف  فلوکونازولاکتین در غلظت : A4مراز معکوس، پلی یارهیکنترل داخلی واکنش زنج: MIC ،C3برابر  عصاره

در غلظت  MIC ،S5:SAP1برابر  فلوکونازولاکتین در غلظت : A5مراز معکوس، پلی یارهیکنترل داخلی واکنش زنج: MIC ،C4فلوکونازول نصف 

 مرازپلی یارهیواکنش زنج : کنترلCo: مارکر، Mمراز معکوس، پلی یارهیکنترل داخلی واکنش زنج: MIC ،C5فلوکونازول برابر 

 

 بحث

ها به آنتی بیوتیک ها موجب شده تا مقاومت روز افزون قارچ

ضد قارچی با منشاء  پژوهشگران به فکر جایگزین کردن عوامل

تر به جای مواد ضد قارچی گیاهی مؤثر و با عوارض جانبی کم

 یهاشیمیایی با اثر کمتر و عوارض ناخواسته بیشتر باشند، عصاره

هستند که خواص ضد میکروبی  یاگیاهی حاوی ترکیبات مؤثره

را دارند. این اثرات ضد میکروبی  هاسمیکروارگانیعلیه بسیاری از م

مختلفی  یهاها در پژوهشها و قارچ، انگلهاروسی، وهایاکترعلیه ب

گیاه چویل یکی از گیاهان دارویی طبیعی بومی بررسی شده است. 

 مختلف یهاکه خواص ضد میکروبی گونه استمناطق کوهستانی 

مطالعات نشان داده است که  .[11-8] آن به اثبات رسیده است

 کاندیدا آلبیکانسدارای فعالیت ضد قارچی قوی علیه  گیاه چویل

ضد کاندیدیایی  ریه حاضر، تأثدر مطالع .[29, 10, 11, 8] باشدیم

 علیه آبی و اتانولی برگ و ساقه گیاه چویل یهاعصاره
آبی و  یهاعصارهنتایج سنجش سنجش شد.  کاندیداآلبیکانس

وش رکاندیداآلبیکانس به  علیه اتانولی برگ و ساقه گیاه چویل

 یهاتاثیر ضد کاندیدیایی عصاره دهندهنشان میکرودایلوشن براث

 مورد مطالعه بوده است که با مطالعات قبلی همخوانی داشته است

 ریتأث مطالعه زمان مرگ سلول،. همچنین نتایج حاصل از[11, 8]

 آبی و یهاعصارهتوسط  کاندیدا آلبیکانس یهاتوقف رشد سلول

 حاوی شد. گیاه چویل اتانولی برگ و ساقه گیاه چویل نشان داده

فنلی است به همین دلیل دارای خواص آنتی اکسیدانی و ترکیبات 

یکی از فاکتورهای ضروری یرای  .[12] باشدیضد میکروبی م

ه و در بدن انسان توانایی تولید ریس کاندیدا آلبیکانسکلونیزاسیون 

عصاره اتانولی  ری. لذا تأث[2, 1] باشدینفوذ به درون سلول میزبان م

شکیل ( بر تکاندیدا آلبیکانسبرگ گیاه چویل )موثرترین عصاره بر 
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                                                     xxx                     و همکاران خداوندی 

ریسه مورد سنجش قرار داده شد. نتایج نشان داد که با افزایش 

غلظت عصاره میزان تولید ریسه کاهش یافت. نتایج حاصل با مطالعه 

همخوانی دارد. پس از  [16] و همکاران داوندیانجام شده توسط خ

 بدن و نفوذ به درون یهابه سطوح سلول کاندیدا آلبیکانساتصال 

هیدرولیز کننده از قبیل آسپارتیل پروتئیناز ترشح  یهامیسلول آنز

 یمار شده با عصارهتکاندیدا آلبیکانس  یها. سلول[4, 3] ندینمایم

آنزیم آسپارتیل پروتئیناز  اتانولی برگ گیاه چویل موجب کاهش

گردید. لذا با تیمار عصاره مورد مطالعه توانایی بیماریزایی 

 [21] و همکاران نیز کاهش خواهد یافت. ردی کاندیداآلبیکانس

ضد کاندیدیایی عصاره هگزانی دانه سیب فیلی بر مهار تولید  ریتأث

ئیناز مورد سنجش قرار دادند. نتایج نشان آنزیم آسپارتیل پروت

مختلف عصاره مورد مطالعه در آنزیم  یهادهنده نقش مهاری غلظت

تایج به دست آمده در مطالعه حاضر ن آسپارتیل پروتئیناز بوده است.

در تیمارهای مختلف تفاوت  SAP1میزان بیان ژن  نشان داد که

بیان ون تیمار، اشته است و در مقایسه باکنترل بدد یداریمعن

 اتانولیعصاره تیمار شده با  آلبیکانس دایکاند SAP1نسبی ژن 

 کاندیدا آلبیکانس،در  .داده است کاهش نشان برگ گیاه چویل

کد گذاری  SAP1ژن توسط  1آنزیم آسپارتیل پروتئیناز  دیتول

موجب کاهش تولید آنزیم  SAP1. لذا کاهش بیان ژن گرددیم

 کاندیداو در نتیجه مهار توانایی بیماریزایی  1آسپارتیل پروتئیناز 

 SAP یهابیان ژن، [16]و همکاران دی خداون .[5-3] گرددیم

با آلیسین مورد ارزیابی قرار تیمار شده کاندیدا آلبیکانسر د 1-4

دادند. نتایج نشان دهنده نقش مهاری آلیسین در تولید ریسه و 

بیان نسبی بوده است. همچنین  SAP 1-4 یهابیان ژنتغییر 

 ارواکرولبا کتیمار شده کاندیدا آلبیکانسدر  SAP 1-3 یهاژن

در جدایه های مقاوم به فلوکونازول مورد سنجش قرار گرفت. نتایج 

 مورد مطالعه بوده است یهاحاصل نشان دهنده کاهش بیان این ژن

ترکیب فنلی موجود در  اولئوروپین، ضد کاندیدیایی ریتأث .[22]

شده است،  یابی، ارز[23] و همکاران گیاه زیتون توسط زوریک

یل تماده خالص مذکور را بر مهار تولید آنزیم آسپار ریهمچنین تأث

 MICپروتئینازبررسی نموده است. نتایج نشان داده است که 

میلی گرم/ میلی لیتر بوده  5/12کاندیدا آلبیکانس اولئوروپین علیه 

است. علاوه بر این، نتایج مطالعه مذکور نشان دهنده تفییرات 

 تیمار شده باکاندیدا آلبیکانس  یهامورفولوژیکی در سلول

ین اولئوروپین قادر به مهار تولید آنزیم اولئوروپین بوده است. همچن

 است. آسپارتیل پروتئیناز

 نتیجه گیری

حاضر فعالیت ضد قارچی عصاره اتانولی گیاه چویل در مهار  مطالعه

نمود.  دییرا تا حدودی تأ کاندیدا آلبیکانسآنزیم آسپارتیل پروتئیناز 

دخیل در سنتز  یهاگیاه چویل موجب مهار بیان ژن قاًیاین که آیا دق

 ، نیاز به بررسی بیشتر دارد. به هرگرددیآنزیم آسپارتیل پروتئیناز م

ضد کاندیدیایی  ریهدف مولکولی احتمالی تأث تواندیم SAP1حال، 

لکولی مو یهاسمیباشد. آگاهی از مکان کاندیدا آلبیکانسگیاه چویل در 

عه برای توس یاهبه عنوان راهنمای ارزند تواندیعوامل ضد قارچی م ریتأث

 درمانی مدرن استفاده گردد. یهایاستراتژ

 سپاسگزاری

دانشگاه آزاد اسلامی واحد  محترم مسئولین نویسندگان این مقاله از

به دلیل همکاری آزمایشگاه پاتوبیولوژی دنای یاسوج و  یاسوج

دانشکده کشاورزی دانشگاه یاسوج و صمیمانه در اجرای این طرح 

علمی گیاه چویل همکاری نمودند، کمال  دییکه در شناسایی و تأ

 1215169امتنان را دارند. )تصویب علمی پروپوزال با مجوز شماره 

دانشگاه آزاد اسلامی واحد یاسوج انجام گرفت.(
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Abstract 

Introduction: Chavill, Ferulago carduchorum Boiss, a member of Apiaceae family, has 

been extensively used from ancient times. The present study aimed at evaluating the 

inhibitory effect of aqueous and ethanolic extracts of chavill leaf and stem on aspartyl 

proteinase secreted from Candida albicans. 

Methods: The current cross sectional study was conducted on 10 C. albicans species 

isolated from immunocompromised patients in Yasooj, Kohgiluyeh and Boyer-Ahmad 

Province, Iran. The anticandidal activities of the aqueous and ethanolic extracts of chevill 

leaf and stem were evaluated using the 24-hour broth microdilution CLSI (the Clinical 

and Laboratory Standards Institute) method. In addition, time-kill test was carried out to 

evaluate anticandidal activities of the extracts. Also, hyphal formation, Sap enzyme 

activity, and SAP1gene expression were investigated on the best plant extract tested. 

Results: The current study data indicated that ethanolic extract of chavill leaf represented 

the highest antifungal activity compared with those of the other extracts (P < 0.05). The 

antifungal activity of chavill leaf ethanolic extract at 1x MIC and ½x MIC was associated 

with reduced number of yeast form, inhibited yeast-to-hyphal transition, and Sap enzyme 

activity. Finally, ethanolic extract of chavill leaf at 1x MIC displayed a significant down-

regulation of SAP1 (1.68 fold). The dose-response effect was observed in all laboratory 

tested parameters. 

Conclusions: The results of the current study indicated that ethanolic extract of chavill 

leaf has an inhibitory effect on aspartyl proteinase secreted from C. albicans. In addition, 

the ethanolic extract of chavill leaf can significantly reduce the expression of virulence 

genes such as SAP1 in C. albicans. 
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