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  استفاده  با هاي سطحي كانديدا  ينپروتئ مقايسه مقادير
  رنگ  كوماسي بلو و مخلوط هر دو،از رنگ آميزي نقره

  SDS-PAGEو مشاهده باندهاي مربوطه با استفاده از روش  
  

  ،2سيده شهرزاد مهدوي نظارتي ،1دكتر سيد امير يزدان پرست
  4، زهره زارعي4، سميرا جهانگيري3فريبا حشمتي

 
 چكيده
كانديدا . هاي كانديدا بعنوان شايعترين عوامل بيماريهاي عفوني و قارچي فرصت طلب مطرح هستند گونه :هدف و زمينه

سيس بعلت تشابه بسيار با قارچ كانديدا آلبيكنس حائز ينكانديدا دابلين. آلبيكنس بعنوان نوعي قارچ پلي مورف مطرح است
اين پروتئينها بعلت نقش در چسبندگي . ره وجود داشته باشندتوانند در ساختار ديوا هاي ديواره نيز مي پروتئين. اهميت است

هاي پاتوژن و  لذا شناخت اين پروتئينها در قارچ. زايي مورد تاكيد مطالعات بوده است و اتصال به سلولهاي ميزبان و بيماري
  .رسد مي استخراج و جدا سازي و تعيين اجزاي آنها ضروري به نظر

 سيس با استفاده ازينهاي سطحي كانديدا آلبيكنس و كانديدا دابلين  پروتئين مقاديررسيهدف از اين طرح بر :روش بررسي

منظور   ه ب(SDS-PAGE)كريل آميدپلي آ -مشاهده باند احتمالي آنها با روش سديم دودسيل سولفات سه رنگ آميزي و
آمونيوم كه شامل بتامركاپتواتانول است استفاده از بافركربنات  همچنين با .باشد شناخت بيشتر اين قارچهاي بيماريزا مي
  .پس از استخراج انجام دياليز نيز ضروري است شوند و پروتئينهاي سطحي كانديدا استخراج مي

و در رنگ آميزي با نقره kDa  200 و2/66 و 42با رنگ آميزي كوماسي بلو پروتئينهايي با وزن مولكولي :ها يافته
 هايي با پروتئين  و با استفاده از رنگ آميزي توام كوماسي بلو و نقرهkDa 37و 5/28  و5/21هايي با وزن مولكولي  پروتئين

  . تشخيص داده شد 97kDaو  80 و 52 و45  و40 و35 و 27وزن مولكولي 
 با رنگ آميزي كوماسي بلو پروتئينهايي با وزن مولكولي بالا و در رنگ آميزي با نقره پروتئينهايي با وزن :گيري نتيجه

 .                                                                 كولي پايين و با مخلوط هر دو رنگ بيشتر باندهاي پروتئين مشاهده شدندمول

 SDS-PAGEسيس، استخراج پروتئين، ين كانديدا آلبيكنس، كانديدا دابلين:هاي كليدي واژه
 

  
  1390دي : ش مقاله   پذير-        1390مهر   :  دريافت مقاله -

  

  

  مقدمه
كانديدا آلبيكنس يك قارچ فرصت طلب است كه به 

باشد و شايعترين عامل  صورت چند شكلي مي
 . كانديديازيس است

 
 

  دانشيار گروه علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 1
  شمالده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران كارشناس ارشد ميكروبيولوژي گروه ميكروبيولوژي دانشك 2

  دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهرانعلوم آزمايشگاهي كارشناس ارشد ميكروبيولوژي گروه  3

 كارشناس علوم آزمايشگاهي دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران 4

 
ط  توس1995سيس اولين بار در سال ينكانديدا دابلين

ه طور عمده از ـب.  شرح داده شد(Sullivan)سوليوان
شود  جدا مي  HIVحفره دهاني افراد مبتلا به ويروس

و از نظر خصوصيات مرفولوژيكي و فيزيولوژيكي 
  ).1-2(باشد شبيه كانديدا آلبيكنس مي

   :               نويسنده مسئول * 

  دكتر سيد امير يزدان پرست ؛ 
   وم                 دانــشگاه علــدانــشكده پيراپزشــكي

          تهران       پزشكي 
  Email :  
 Syazdanparast@tums.ac.ir 
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  و همكاران  ست دكتر سيد امير يزدان پر
 

 
1390 آذر و دي 4 شماره 5دوره) پياورد سلامت(مجله دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران    

شان  پروتئينهاي ديواره سلولي به دليل نقش چسبندگي
ش در نگهداري اين پروتئينها نق. حائز اهميت هستند

از پروتئينهاي . ساختار و چسبندگي غيرمستقيم دارند
 Vitronectinتوان  سطحي در ديواره قارچها مي

binding proteins و fibronectin binding proteins 
 Entactinو Laminin binding proteinsو همچنين 

binding proteins  و نيزProtein-presumed protein 
 پروتئين شوك حرارتي از پروتيئنهاي .را اشاره كرد

كه قادرند با اتصال و نگهداري  مهم در قارچها است
از ديگر پروتئينهاي مهم حيات سلولها را نجات 

شناخت اين   ، هدف از اين كار تحقيقاتي).3-4(دهند
 جداسازي ،هاي پاتوژن و استخراج ها در قارچ پروتئين

  .و تعيين اجزاي آنهاست
  

 بررسي روش
هاي كانديدا آلبيكنس و   گونه،عه و نمونه پژوهشجام

ند كه باتوجه به اينكه از ينسيس بودكانديدا دابلين
، نيازي به انجام نمونه هاي استاندارد استفاده شد گونه

گيري نبوده است و حجم نمونه در اين تحقيق، گونه 
 و كانديدا آلبيكنس CBS 562كانديدا آلبيكنس سويه 

 CBSسويه  نديدا دابلينسيس و كاPTCC 6027سويه

 .بوده است  7987

 هـري سويـاي مخمـدا سلولهـابت: كشت ارگانيسم
CBS 562 6027 و سويه PTCC  در محيط پايه

به همراه سه اسيد امينه تريپتوفان و (YNB) نيتروژن
سپس اين دو . متيونين و هيستيدين كشت داده شد

ولار   م3/0همراه گالاكتوز   به(YNB)سويه يكبار در
 درجه 37 ساعت در دماي 24برده شد و به مدت 

 قرار  150rpmسانتيگراد در انكوباتور شيكردار بادور
 1/0 به همراه YNBداده شد و بار ديگر آنها در محيط 

 ساعت 24 مولار گالاكتوز به مدت 3/0مولار گلوكز و 
بعد .  درجه سانتيگراد قرار داده شد25 -23در دماي 

+ هاي فالكن حاوي گالاكتوز   در لولهاز يك شبانه روز

هاي حاوي گالاكتوز سانتريفوژ انجام  گلوكز و لوله
مشابه همين عمل در مورد كانديدا دابلينسيس  . گرفت

 ).5(صورت گرفت

پروتئين به روش   استخراج:استخراج پروتئين
در دور  بتامركاپتواتانول بدين صورت كه محيط كشت

g2000  ريفوژ گرديد و مايع  دقيقه سانت20به مدت
رويي دور ريخته شد سپس رسوب  دو نوبت با آب 
مقطر استريل شستشو داده شد و سلولهاي شسته شده 

 گرم بر ليتر و 89/1را در محلول كربنات آمونيوم 
 دقيقه 30معلق گرديد و به مدت % 1بتامركاپتو اتانول 

بعد از سانتريفوژ مايع .  درجه انكوبه شد37در دماي 
به دقت جمع آوري شد و عصاره ) سوپرناتانت(رويي

  -ر تريسـافـر بـرابـدر ب) 2/0رـا فيلتـب(استخراج شده
HCL درجه سانتيگراد 4 ساعت در دماي 24 به مدت 

سنجش ميزان غلظت پروتئين در هر ). 6(دياليز شد
 ). 7(نمونه با بكارگيري آزمون بردفورد انجام شد

 SDS-PAGE :استفاده از  ني بابررسي باندهاي پروتئي
 انجام شد و با تعيين  SDS-PAGEروش الكتروفورز

وزن مولكولي تغييرات مربوط به هريك از كانديداها 
اين روش در ). 8(مطالعه قرار گرفت سي ورمورد بر

 و سپس توسط كازانوا 1970ابتدا توسط لاملي در سال
 در  SDS-PAGE). 6و8( انجام شد1989در سال 

 و در W/V درصد 5/12به ميزان   separatingژلوز
 با ولتاژ ثابت  W/V درصد4 به ميزان stackingژلوز 

v65سه ، هر كانديدا  براي الكتروفورز. انجام گرفت 
 از mg20 هر ستون ژل  و درسازي شدژل آماده 

  . پروتئينهاي سطحي استخراج شد
ه ـدام از سـركـ ه،بعد از الكتروفورز: رنگ آميزي
داگانه تحت رنگ ـور جـ طهـارچ بـسري ژل ق

 و  Chaffinاده از روشـا استفـره بـا نقـزي بـآمي
 و (Bio-Rad Labratories,Hercules ,CA)مكارانـه

 R-250 )(CBB;Sigmaدرصد 1/0با كوماسي بلو 
 و همكاران با مخلوطي از رنگ نقره Leeبرطبق روش 
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 Josebaبه همراه كوماسي بلو با استفاده از مشاهدات 

,Chaffin سپس در محلول رنگ و آميزي شدند رنگ 
اسيد استيك به مدت يك % 7متانول و  % 40بر حاوي

  . )4-5و9(ندشبانه روز قرار گرفت
انتقال الكتروفورزي پروتئينها به  ن مراحلپس از آ

% 3سپس كاغذ با . كاغذ نيتروسلولزي انجام شد
 ساعت مسدود شد و 2 به مدت TBSشيرخشك در 

 كاغذ. شستشو داده شد  TBS+0.05 %Tween-20در  

  IgG-2aلاسـوش كـبا آنتي بادي مونوكلونال م
ي ـرارتـوك حـروتئين شـاز پ .دـوبه شـانك
70)Stressgen Biotechnologies, Victoria, BC, Canada (

همچنين .  به عنوان شاهد استفاده شد 1:500در رقت 
 Anti-IgG  Boehringerبا  از كونژوگه پراكسيداز

(Mannheim, Biochemicals, Indianapolis,IN)  به عنوان
از  ).8( استفاده شد1:1000دومين آنتي بادي در رقت

جهت تعيين موقعيت (استفاده شد Bio-Rad ماركر 
  . )ماركر هاي بيوتينه شده در غشا

ب ـبه ترتي kDa الا به پايين برحسبـر از بـن ماركـاي
 و )200(ولكوليـا وزن مـن بـميوزي: شامل

و ) 4/97(bو فسفوريلاز) 116(دازـبتاگالاكتوزي
و كربونيك ) 45(اوالبومين) 2/66(آلبومين سرم گاوي

  .است) 5/21(و مهار كننده تريپسين) 31(انهيدراز
 

  ها يافته
 كانديدا در در رنگ آميزي با كوماسي برليانت بلو

 با وزن پروتئينيPTCC 6027 آلبيكنس سويه 
 در كانديدا ،)C-1شكل(kDa 2/66حدود مولكولي بالا

پروتئيني با وزن مولكولي CBS 562 آلبيكنس سويه 
 در كانديدا دابلينسيس  )C-2شكل(kDa 42بالا حدود

 kDaپروتئيني با وزن مولكولي بالا  CBS 7987سويه 
 در رنگ آميزي نقره در كانديدا ،)B-3شكل(200

    نـي پاييـمولكول  پروتئين با وزن6027آلبيكنس سويه 
kDa 5/28)شكلA-1(،ويه ـس سـدا آلبيكنـ در كاندي  

-Aشكل(kDa 37  پروتئين با وزن مولكولي پايين562
 سيس سويهينكانديدا دابيلين  همچنين در و)2

 A-3شكل(kDa 5/21پروتئين  با وزن مولكولي 7987
در رنگ آميزي . مشاهده شدند) 8و7و6و5و4ستون  

ودركانديدا با مخلوطي از نقره و كوماسي برليانت بل
 80 پروتئينهايي با وزن مولكولي6027آلبيكنس سويه 

در كانديدا آلبيكنس سويه  ،)B-1شكل(27kDa و 45و
 52 و40 و35 پروتئينهايي با وزن مولكولي 562
kDa)شكلB -2(  7987و در كانديدا دابيلينسيس سويه 

شكل (kDa 97 و45 و35پروتئينهايي با وزن مولكولي 
A-3 رسد  به نظر مي. هده شدندمشا )3و2و1 ستون

رنگ آميزي مضاعف سبب بهبود در رديابي باندهاي 
هاي اسيدي نسبت به ساير  پروتئين. پروتئيني شد

پروتئينها سريعتر رنگ شدند كه تنها به فراواني اين 
باشد بلكه ممكن است به  ها مربوط نمي پروتئين

اي با وزن ـپروتئينه. ساختمان پروتئين مرتبط باشد
هاي  ژه پروتئينـبوي kDa  206-30ن ـلي بيمولكو

. شوند اسيدي با رنگ آميزي نقره شناسايي نمي
نهاي بسياري با رنگ آميزي كوماسي به يهمچنين پروتئ

اما تركيب دو رنگ آميزي . شوند تنهايي رديابي نمي
سه  .ها گشت سبب افزايش باندهاي پروتئين در ژل

از هر دو ژل با كوماسي بلو و نقره و با مخلوطي 
 مقايسه .رنگ آميزي شدند) نقره و كوماسي بلو(رنگ

رنگ آميزي نشان داد كه تشخيص باندهاي  پروتوكل
موجود در هر نمونه بر اساس وزن مولكولي آنها 

  .باشد مي

  
  

  PTCC  6027سويهكانديدا آلبيكنس : 1شكل 
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  و همكاران  دكتر سيد امير يزدان پرست 
 

 
1390 آذر و دي 4 شماره 5دوره) پياورد سلامت( دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي تهران مجله   

 

  ل رنگ آميزي شده با مخلوطي از هر دو رنگ ژ:  B                  بخش ژل رنگ آميزي شده با نقره : A بخش
  ژل رنگ آميزي شده با كوماسي برليانت بلو :  Cبخش

  
 نشان دهنده C  و Aپيكانهاي بالايي موجود در بخش 

رنگ آميزي ضعيف باندها با استفاده از رنگ آميزي 
 بيانگر رنگ Bپيكان بالايي در بخش . تكي است

نقره و كوماسي (آميزي قوي باندها با مخلوط دورنگ
   .است )برليانت بلو

 

 
  CBS 562كانديدا آلبيكنس سويه : 2شكل 

  رنگ آميزي با كوماسي بلو : Cبخش    ) نقره و كوماسي بلو(مخلوطي از دو رنگ:  Bبخش       رنگ آميزي با نقره :  Aبخش 
  

 بيانگر رديابي باندهاي 2هاي موجود در شكل  ستاره
  . پروتئين است

 با وزن  باندهاي قوي ترBدر بخش ستون دوم 
  .اند مشخص )52 و40 وKDa 35(مولكولي

  

  
 CBS 7987كانديدا دابيلينسيس سويه :  3شكل 

   رنگ آميزي با نقره8و7و6و5و4ستون. رنگ آميزي شده با مخلوطي از هر دو رنگ 3و2و1ستون  : Aبخش
  ها رنگ آميزي شده با كوماسي برليانت بلو همه ستون: B بخش 

   بحث
نتايج حاصل از اين پژوهش در طي استفاده از رنگ 

نشان دادن مقادير و نوع  آميزي كوماسي بلو براي
هاي موجود در قارچ كانديدا، وجود  پروتئين
  را    kDa 42،2/66،200هايي با وزن مولكولي  پروتئين

  
با  )1975(و همكاران  Leeنتايج تحقيقات . نشان داد

يزي، پروتئين با وزن مولكولي استفاده از اين رنگ آم
 A3153 را در كانديدا آلبيكنس سويه  kDa 43 و 42

 در kDa 42وجود پروتئين ). 9(شناسايي كردند
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  همLee هاي مورد استفاده اين تحقيق و تحقيق  سويه
 در سويه 200و 2/66 اما دو پروتئين ،خواني دارد

PTCC 6027  و CBS 562 مشاهده شد كه در تحقيق 
Leeكه رسد   اين تفاوت به نظر ميزارش نشده و گ

رسي با تهيه برو  باشد ها مربوط به تفاوت استرين
 و Casanova. رسد نمونه بيشتر ضروري به نظر مي

با استفاده از كوماسي بلو پروتئينهايي ) 1991(همكاران
در كانديدا  را kDa 140 تا80با وزن مولكولي 

دند كه با  مشاهده نموATCC 26555آلبيكنس سويه 
 ). 10(نتايج اين تحقيق مطابقت دارد

همچنين نتايج به دست آمده از اين تحقيق طي 
استفاده از رنگ آميزي نقره وجود پروتئينهايي با وزن 

 نتايج.  را نشان دادkDa 37 و5/28 و 5/21مولكولي 

Chaffin  با اين رنگ آميزي )1998(و همكاران 
كانديدا   را 25kDa تا 5/21پروتئينهايي با وزن 

كانديدا آلبيكنس  و ATTC 44807آلبيكنس سويه 
   ).5(  نشان دادندNCPF 3153سويه 

هاي مورد استفاده   در سويه5/21kDaوجود پروتئين 
 اما دو ،دارد  هم سوييChaffinتحقيق  اين تحقيق و

 PTCC  6027هـويـدر س   37kDa و5/28ن ـروتئيـپ
 Chaffinيق  شناسايي شدند كه در تحق CBS 562 و

   .مشاهده نشد
اين تفاوت نيز ممكن است مرتبط به اختلاف 

ر با استفاده از از سوي ديگ. هاي قارچي باشد سويه
 مخلوطي از رنگ آميزي نقره و(رنگ آميزي مضاعف 

 35و 27هايي با وزن مولكولي  پروتئين )كوماسي بلو
در كانديدا آلبيكنس و kDa  97و 80و 52و 45و 40و

 مشاهده شد و اين نتايج با نتايج دابلينسيس
كه از اين رنگ ) 1998(و همكاران Chaffinتحقيقات

 زيرا آنها نيز ،آميزي استفاده نمودند همخواني دارد
 80و 52و 45و 40و 35پروتئينهايي با وزن مولكولي 

kDa اما دو ). 5( را در كانديدا آلبيكنس نشان دادند

  Joseba, chaffinدر تحقيق  kDa  97و27پروتئين 
رسد مربوط به اختلاف  كه به نظر مي شناسايي نشدند
  همچنين روش رنگ آميزي نقره و.استرين باشد

كوماسي برليانت بلو تعداد پروتئينهاي رديابي شده را 
رسد از دو منبع  اين افزايش به نظر مي. دهد افزايش مي

هاي  پاك سازي رنگ از پروتئين. گرفته شده است
 در رنگ ثانيا.  ر ژل مشابه رديابي شداسيدي د بازي و

  تركيب رنگ.آميزي تكي نقاط رنگ كمتري گرفتند
هاي  آميزي نقره و كوماسي برليانت بلو از پروتئين

هايي كه  رديابي پروتئين: ديواره سلولي دو مزيت دارد
و افزايش رديابي  با رنگ آميزي تكي مشاهده نشدند

يده نشدند و هايي كه با رنگ آميزي تكي د پروتئين
طور ضعيـف ه به ـهايي ك افزايش رديابي پروتئين

ه رنگ ـت كـه گرفـتوان نتيج مي رنگ آميـزي شدند،
هاي  آميزي اصلاح شده در شناسايي بهتر پروتئين

  . )11-12(كند ك ميـي كمـقارچ
 هاي بيشتر بر روي پروتئينهاي موجود و با بررسي

ازيس يا در استفاده از سرم افراد مبتلا به كانديدي
توان به مكانيسم دقيق بيماريزايي  هاي كانديدا مي كلني

و شايد راهكارهايي براي توليد واكسن ضد قارچي 
 ).13-14(دست يافت

  
  تشكر و قدرداني

بدين وسيله نويسندگان مقاله از مساعدت مالي 
معاونت محترم پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي تهران 

 .كمال تشكر را دارندجهت انجام اين پروژه تحقيقاتي 
همچنين از همكاران محترم در مركز تحقيقات 

  د ـر حميـنيز از آقاي دكتمولكولي دانشگاه و  –سلولي
به خاطر اهداي سوش قارچي كانديدا بدلي 
دانشگاه آمستردام سپاسگزاري  سيس ازيندابلين
.نمايند مي
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Abstract 
 

Background and Aim: Candida species are among the most common causes 
of opportunistic fungal diseases. Among Candida species, Candida albicans is 
responsible for most infections. Having many strains, C.albicans is highly 
polymorph. C. dubliniensis is very similar to albicans species both morphologically 
and physiologically. For an infection to occur, cell wall proteins play an important 
role as they enable yeasts to adhere to host cells and begin pathogenesis. Therefore, 
we decided to extract these proteins and examine them through molecular methods 
of protein analysis.  Finally we came up with the idea of a modified staining in our 
analysis. 
Materials and Methods: Initially cell wall proteins of two C. albicansstrains 
(CBS 562 & PTCC6027) and one C. dubliniensis strain (CBS 7987) were extracted 
by using a solution of beta-mercaptoethanol and ammonium carbonate. After 
dialysis, SDS gel electrophoresis was performed on the protein extract. Bands were 
then visualized by using three different staining methods among which one method 
was modified by us. 
Results: By using Coomassie Brilliant Blue staining method, proteins with 
molecular weight of 42, 66.2 and 200 kDa were detected. By using Silver staining 
method, proteins with molecular weight of 21.5, 28.5 and 37 kDa were detected. 
However, using combined staining methods visualized more bands resulting 
improved detection. 
Conclusion: To answer many questions about fungal diseases, fungi cell wall 
proteins are necessary to be examined. A simple method to enhance such molecular 
studies is the use of a modified staining method that combines both Coomassie 
Brilliant Blue and Silver staining. 
Key words: Candida Albicans, C.Dubliniensis, Protein Extraction, SDS- PAGE
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