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از جمله سموم خطرناك قارچی است که داراي اثرات سمی بر سیستم عصبی، سیستم ایمنی، ایجاد جهش ژنتیکی، نقص در  آفلاتوکسین: چکنده

-هاي قارچی جدا شده از نمونهدر این پژوهش، ایزوله. لودگی مواد غذایی از جمله کشمش گرددآب باین سم قادر است س. باشدزایی میجنین و سرطان

آفلاتوکسین د هاي مولّبه منظور شناسایی قارچ PCR Multiplexبا استفاده از روش مولکولی  ، (پلویی، پیکامی و تیفی)خراسان رضوي  هاي کشمش

ایزوله  45از میان  .بررسی گردید آفلاتوکسینکننده  هاي تولیدقارچ DNAبه لحاظ حضور  ،نمونه کشمش 54همچنین  .مورد ارزیابی قرار گرفت

این در حالی . هاي دخیل در مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین را نشان دادهاي کشمش، تنها دو نمونه باندهاي مربوط به تکثیر ژنقارچی جدا شده از نمونه

نتایج حاصل از اندازه گیري میزان . آفلاتوکسین مشاهده نشدهاي مسیر بیوسنتز هاي مربوط به ژنهاي کشمش بانددر هیج یک از نمونه است که

 . هاي کشمش آلوده به سم آفلاتوکسین نبودیک از نمونهنتایج روش مولکولی را تایید کرد به طوري که هیچ  HPLCآفلاتوکسین به روش 
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 :مقدمه

هاي پخت دهنده مواد غذایی در محصولاتی نظیر فراوردهشده انگور است که به صورت خام یا به عنوان یکی از اجزاي تشکیلخشک کشمش میوه

گردد؛ شود و کشمش ایران به کشورهاي مختلفی صادر میهاي اخیر محسوب میایران یکی از صادر کنندگان اصلی کشمش در سال. شوداستفاده می

 (.3و1) .استبرخوردار ن از کیفیت میکروبی و ایمنی این محصول از اهمیت زیادي ازاین رو اطمینا

-و شامل دو گروه دي شدهتولید  2کتید پلیکه توسط روش  شوند محسوب می 1ها از نقطه نظر شیمیایی مشتقات فورانو کومارین آفلاتوکسین

 (G1 ,G2) فوروکومارو لاکتونو دي (M1 ,B2 ,B1) 3فوروکومارو سیکلوپنتانن
این  .اند زا طبقه بندي شدهکه در گروه یک ترکیبات سرطان باشند می 5

، B1وزن مولکولی پایینی داشته و براساس منشأ اولیه، و نور فلورسانسی که در حضور اشعه فرابنفش دارند به چهار گروه اصلی  4ترکیبات هتروسیکلیک

B2 ،G1  وG2 هاي  آفلاتوکسین. دشون تقسیم میB1  وB2  نانومتر و  524در طول موجG1  وG2  نانومتر اشعه فرابنفش به ترتیب  545در طول موج

 (.2)کنند  رنگ آبی و سبزـ زرد فلورسانس تولید می

شوند و قادرند سبب تولید می رژیلوسآسپهاي جنس ها نظیر گونهکپکگروهی از  توسط که هستند قارچی خطرناك سموم از آفلاتوکسین

این  کلی طور به. باشدعامل اصلی تولید آفلاتوکسین می  آسپرژیلوس فلاووس   آن ايههوردافر و انگور در. آلودگی مواد غذایی از جمله کشمش گردند

  (.15و11،12) شندبایم یزاینسرطا و ، نقص در جنینژنتیکی جهش ایجاد ایمنی، سیستم عصبی، سیستم بر سمی اثرات داراي سموم

 PCRمولکولی  با استفاده از روش ،(پلویی، پیکامی و تیفی)خراسان رضوي  هاي کشمشهاي قارچی جدا شده از نمونهدر این پژوهش، ایزوله

Multiplex نمونه کشمش، به لحاظ حضور  54همچنین  .مورد ارزیابی قرار گرفتآفلاتوکسین د هاي مولّبه منظور شناسایی قارچDNA هاي تولیدقارچ 

 .گردید کننده آفلاتوکسین بررسی

 

 :موار و روش ها

 نمونه برراری -1

شهرهاي قوچان، )در استان خراسان رضوي  پیکامی و تیفی از شهرهاي عمده تولید کننده کشمشبرداري از سه نوع کشمش پلویی،  نمونه

از هر نوع کشمش پنج نمونه . ها به سه روش آفتابی، تیزابی و گوگردي خشک شده بودندکشمش. انجام گردید( کاشمر، بردسکن، خلیل آباد و مشهد

 . ندي در شرایط استریل تا زمان انجام آزمایش در یخچال نگهداري شدندبهاي خریداري شده پس از بسته نمونه. انتخاب شد

  هاسازی قارچجداسازی و خالص -2

  هاي قارچی از روش سینگل اسپورسازي ایزولهبه منظور خالص .انجام شد PDAمحیط کشت  با استفاده ازهاي قارچی جداسازي ایزوله

ریف میزان کمی از اسپور قارچی به لوله محتوي آب مقطر استریل منتقل شد و سپس توسط لام بدین صورت که توسط آنس سوزنی ظ. استفاده گردید

الی  12پس از گذشت . پس از تهیه رقتی مناسب، قطره اي از سوسپانسیون حاصل به محیط کشت واتر آگار انتقال یافت. توما رقت آن محاسبه گردید

نقطه انتقال داده  3که قبلا در پلیت استریل ریخته و سرد شده بوده در  PDAار، به محیط کشت ساعت، از کلنی رشد یافته بر روي محیط واترآگ 25

 (.4)د گذاري گردی گرمخانه C 24°روز در دماي   تا  4شد و به مدت 

 های ایزوله شده از سپكقارچ  DNAاستخراج  -3

جدا گردید و به  PDAشده از محیط کشت اي از ایزوله خالصهاي ایزوله شده، به کمک بیستوري استریل قطعهاز کپک DNAستخراج براي ا

در این . گراد قرار گرفتدرجه سانتی 24روز در دماي   ها به انکوباتور شیکردار منتقل شده و به مدت ارلن. انتقال یافت PDBارلن حاوي محیط کشت 

در پایان . ها تکثیر گرددها جلوگیري شده و تنها میسلیوم آنجدایه دور در دقیقه انجام شد تا از تولید اسپور توسط 155همزدن با سرعت  مدت عمل

ها به پس از نگهداري آن. ها با کمک کاغذ صافی واتمن در شرایط کاملاً استریل جدا شده و به پلیت استریل انتقال یافتهفتمین روز، میسلیوم کپک

در مرحله بعد، با کمک نیتروژن مایع نمونه خشک شده . توسط دستگاه فریز درایر خشک گردیدگراد، درجه سانتی -11روز در دماي شبانهمدت یک

 Mm155Tris ،M 54/5 EDTA ،W/V %1)سپس به میسلیوم قارچی پودر شده در ازت مایع، بافر لیز کننده . خرد و پودر یکنواختی از آن تهیه شد

SDS ،M 9/5 NaCl  وM 1/5Na2So3)  و پروتئینازk درجه سانتی 4 به منظور ایجاد شوك حرارتی نمونه به مدت یک ساعت در دماي . افزوده شد-

 4 سوسپانسیون حاصل به مدت. ها ورتکس شد تا لیز شدن دیواره سلولی به خوبی انجام شودنمونهیکبار دقیقه  15در این مدت هر . گراد قرار گرفت

استخراج ( 1به  25به نسبت )الکل ایزوآمیل/سوپرناتانت حاصل به میکروتیوب جدید منتقل گردید و با کلروفرم. سانتریفوژ شد g 2555دقیقه با دور 

صل به سوپرناتانت حا. سانتریفوژ شد g 2555دقیقه با  14دقیقه در یخ قرار گرفت و به دنبال آن به مدت  35پس ازآن محلول به مدت . گردید

ساعت در  25، به مدت DNAبه منظور رسوب بهتر و ظهور کلاف . با حجم مساوي از ایزوپروپانول رسوب داده شد DNAمیکروتیوب جدید منتقل و 
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درصد براي  5 پس از آن شستشو با الکل . سانتریفوژ گردید g 2555دقیقه با  4رسوب حاصل به مدت . گراد نگهداري شددرجه سانتی -11دماي 

میکرولیتر آب مقطر دیونیزه مجدداً سوسپانس شد و تا انجام  155مانده در سپس سوپرناتانت حذف شده و رسوب باقی. انجام شد DNAشک کردن خ

 قرار ارزیابی مورد نانو دراپ  دستگاه و درصد 1 الکترفورز ژل توسط استخراجی کیفیت (.13) گردیدگراد نگهداري درجه سانتی -11آزمایشات در 

 .گرفت

 های سشمشسپك از نمونه DNAاستخراج  -4

هاي کپک از نمونه DNAهاي کشمش با روش فوق به سادگی مسیر نبود، به منظور استخراج نمونهاز  DNAکه جداسازي با توجه به آن

کشمش خرد شده به ارلن حاوي محیط کشت م نمونهگر 155ابتدا . معرفی نمودند، استفاده شد 2555و همکاران در  1کشمش از روشی که هانانیا

PDB ها با کمک کاغذ صافی استریل سپس نمونه. گراد قرار گرفتدرجه سانتی 24ساعت در انکوباتور شیکردار با دماي  1ها به مدت ارلن. انتقال یافت

 M 4/5)ابتدا از بافر هموژنیزه  DNAبه منظور استخراج . مدصاف شده و به هاون چینی انتقال یافت و با کمک ازت مایع به صورت پودر یکنواختی درآ

پس از . استفاده شد( بتا مرکاپتواتانول x-100 ،Mm 4تریتون  %4/5  (v/v)کلرید منیزیم،  pH ،Mm 15 = /4با  تریس Mm 15هگزیلن گلیکول، 

هگزیلن  M 1)شستشو پس پلت تشکیل شده با بافر س. انجام شددقیقه  15به مدت  g 5555مخلوط شدن کامل نمونه با بافر هموژنیزه، سانتریفوژ با 

. و مجدداً سانتریفوژ شدمخلوط ( بتا مرکاپتواتانول x-100 ،Mm 4تریتون  %4/5  (v/v)کلرید منیزیم،  pH ،Mm 15 = /4با  تریس Mm 15گلیکول، 

بافر  (سولفیت سدیمبی pH ،Mm 4  EDTA  ، %5/5 = /4با  تریس M 1/5سوربیتول،  M 34/5)ایجاد شده بافر استخراج  در مرحله بعد به پلت

پس از . درصد اضافه گردید 4و سارکوزیل ( PVP 1% کلرید سدیم،  pH ،%2 CTAB ،Mm 4  EDTA ،M 5 = /4با  تریس M 2/5 )لیزکننده 

( 1به  25به نسبت )الکل ایزوآمیل/ول کلروفرم، ابتدا از محلDNAدقیقه، به منظور رسوب  35گراد به مدت  سانتی درجه 5 انکوباسیون در دماي 

-25دقیقه در دماي  35ها به مدت میکروتیوب. داده شد استفاده شد و سپس به سوپرناتانت حاصل ایزوپروپانول افزوده شده و چند بار به آهستگی تکان

درصد شستشو شد و در نهایت  15ترسیب شده با الکل  DNAپس از خارج نمودن سوپرناتانت، . گراد قرار داده و سپس سانتریفوژ شدنددرجه سانتی

 .(9)استفاده شد  RNaseاز  RNAبا  DNAدر انتها به منظور جلوگیري از آلودگی . پس از خشک نمودن آن، با آب مقطر استریل رقیق گردید

درصد  1/5، بر روي ژل آگارز DNAحاصل از عملیات استخراج  هاي کشمش، نتیجهاز نمونه DNAجهت اطمینان یافتن از استخراج همچنین 

 . الکتروفورز گردید

 با استفاره از الکتروفورز ژل آگارز PCRبررسی محصول های مولّد آفلاتووسین  به منظور شناسایی قارچ PCRانجام واسنش  -5

. انجام شد Multiplex PCRآفلاتوکسین و بر اساس روش جفت آغازگر مسیر بیوسنتز  5د آفلاتوکسین با استفاده از هاي مولّشناسایی قارچ

ها، براي اطمینان از تکثیر بهینه قطعات واکنش پس از اتمام .( و ) لیست گردیده است 1هاي آغازگرهاي رفت و برگشت هر جفت در جدول توالی

به مدت یک ساعت الکتروفورز  15، تحت ولتاژ بر روي ژل یک درصد آگارز PCRمیکرولیتر از هر محصول  4مورد نظور و جهت رویت قطعات، مقدار 

 .آمده است 4-3تا  2-3و مراحل آن در جداول  PCRکلیه مواد لازم جهت انجام واکنش  .شد

 

 های مولّد آفلاتووسین تووالی نوسلئوتوندی جفت آغازگرهای مورر استفاره رر شناسایی قارچ :1جدول 
 گشتتوالی نوکلئوتیدي آغازگرهاي رفت و بر نام توالی

nor1/nor2 nor1: ACCGCTACGCCGGCACTCTCGGCAC 
nor2: GTTGGCCGCCAGCTTCGACACTCCG 

ver1/ver2 ver1: GCCGCAGGCCGCGGAGAAAGTGGT 
ver2: GGGGATATACTCCCGCGACACAGCC 

omt1/omt2 omt1: GTGGACGGACCTAGTCCGACATCAC 
omt2: GTCGGCGCCACGCACTGGGTTGGGG 

aflR1/aflR2 aflR1: TATCTCCCCCCGGGCATCTCCCGG 
aflR2: CCGTCAGACAGCCACTGGACACGG 

 

 های مولّد آفلاتووسین جهت شناسایی قارچ PCRتورسنبات لازم جهت انجام واسنش  :2جدول 
 غلظت (میکرولیتر)حجم  واکنشگرها
-  4/3  آب مقطر

 X 15 2 بافر
MgCl2 1 mM 45 
DNTPs 1 mM 15 

 Pmol 15 4/3 آغازگرهاي رفت
 Pmol 15 4/3 ي برگشتآغازگرها

DNA 15 الگو  -
 u/µl 4 24/5 پلیمراز Taqآنزیم 

  24 حجم نهایی

                                                 
8Hanania 
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 های مولّد آفلاتووسین جهت شناسایی قارچ PCRبرنامه زمانی واسنش  :3جدول 

 تعداد سیکل مدت زمان (گرادسانتی)درجه حرارت  نام مرحله

 1 دقیقه 4 95 واسرشت اولیه

 34 هثانی 35 95 واسرشت سازي

 34 ثانیه 35    اتصال آغازگرها

 34 ثانیه 35 2  سنتز قطعه مورد نظر

 1 دقیقه 15 2  گسترش نهایی

 

 HPLCآفلاتووسین  به روش گنری اندازه -6

. دقیقه به شکل خمیري یکنواخت درآمد 15تا  4مخلوط شد و توسط دستگاه اسلاري به مدت برابر وزن خود با آب  4/1نمونه هاي کشمش با 

% 155میلی لیتر متانول  125گرم نمک کلرید سدیم و  4با ( گرم آب  45+ گرم ماده خشک  24) گرم نمونه اسلاري شده  4 جهت عمل استخراج 

 = pH  /5میلی لیتر بافر فسفاته با  135میلی لیتر از صاف شده برداشته و با  25واتمن صاف گردید؛  1/113کاملاً مخلوط شده و توسط کاغذ صافی 

بادي ویژه از ستون ایمونوافینیتی داراي آنتیمیلی لیتر از صاف شده برداشته و  155و پس از آن . عبور داده شد GFFکاملاً مخلوط و از کاغذ صافی 

پس از آن  .دگردیهاي درون ستون متصل بادي به آنتی (آنتی ژن)با عبور عصاره رقیق شده از ستون، سم موجود در عصاره . شدآفلاتوکسین عبور داده 

تعیین مقدار  .گردیدآوري و با آب رقیق شسته و درون ویال جمع بادي در درون ستون توسط عبور متانول از داخل ستون،سم متصل شده به آنتی

ستون، مشتق ساز پس .گردیدانجام  بودستون، ساز پسکه مجهز به مشتق بالابا استفاده از روش فاز معکوس کروماتوگرافی مایع با کارایی آفلاتوکسین 

. شدندقابل رویت  هالذا پیک ند، تبدیل نمود؛شدت فلورسانس بیشتري را نسبت به سموم دار اتی کهرکیبتها را به ها را برمینه نموده و آنآفلاتوکسین

 (.5)گردید احتساب ضریب رقت محاسبه هاي استاندارد با نمونه مجهول، با از مقایسه سطح زیر منحنی و یا ارتفاع منحنیسم تعیین مقدار در نهایت 
  

 :نتایج و بحث

به لحاظ سرعت در  PCRهاي دیگر جویی در وقت، هزینه و مواد مصرفی را در برداشته و نسبت به روشکه صرفه PCRهاي یکی از روش

در این روش از چند جفت آغازگر به طور . باشدمی Multiplex PCRانجام کار،دقت و یکسان بودن شرایط واکنش براي آغازگرها برتري دارد، روش 

هاي دخیل در مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین به خوبی شناسایی شده است، در منابع مختلف از آغازگرهاي که ژنبا توجه به آن. شودهمزمان استفاده می

هاي مولدّ آفلاتوکسین براي تشخیص قارچ Multiplex PCRش لذا در این پژوهش رو. باشدها ساده میمتفاوتی استفاده شده است که دسترسی به آن

، ژن کد کننده ورسیکلورینا (nor-1) 9کد کننده آنزیم نورسولورینیک اسید ردوکتازهاي حدواسط مسیر بیوسنتز آن شامل ژن بر پایه آنزیم

بر این اساس چهار جفت . انجام شد aflRو ژن تنظیمی ( omt-1) 11متیل ترانسفرازاز-o، ژن کد کننده استریگماتوسیستین (ver-1) 15دهیدروژناز

کپک ایزوله شده  45هاي مولدّ آفلاتوکسین از میان نتایج شناسایی قارچ. بود nor1/nor2 ،ver1/ver2 ،omt1/omt2 ،aflR1/aflR2آغازگر شامل 

لازم به ذکر است که به عنوان . سنتز آفلاتوکسین را نشان دادهاي دخیل در مسیر بیوحاکی از آن است که تنها دو نمونه باندهاي مربوط به تکثیر ژن

 Multiplex PCRتصویر ژل حاصل از الکتروفورز محصول  .استفاده گردید( ATCC 5286)آسپرژیلوس پارازیتیکوس قارچ  DNAکنترل مثبت از 

 . نشان داده شده است 1تکثیر شده با چهار جفت آغازگر مذکور در شکل 

هاي کشمش نیز به منظور استخراج شده از نمونه DNAشده، هاي ایزولهاستخراج شده از کپک DNAبراي  PCRواکنش علاوه بر انجام 

، nor1/nor2 ،ver1/ver2و با استفاده از چهار جفت آغازگر  Multiplex PCR هاي مولدّ آفلاتوکسین به روشها به قارچبررسی آلودگی آن

omt1/omt2 ،aflR1/aflR2 هاي دخیل در مسیر بیوسنتز هاي مربوطه به ژنهاي کشمش باندنتایج نشان داد که در هیج یک از نمونه. یدتکثیر گرد

رسد عدم مشاهده شدند، به نظر میهاي ایزوله شده به عنوان تولید کننده آفلاتوکسین شناسایی هرچند دو نمونه از کپک. آفلاتوکسین مشاهده نشد

-کپک مولّد آفلاتوکسین در نمونه DNAهاي کشمش به دلیل کم بودن میزان استخراج شده از نمونه DNAتکثیر حاصل از  PCRباند از محصولات 

تولید آفلاتوکسین در  HPLCنتایج حاصل از آنالیز .باشدهاي کشمش و نیز اثر بازدارندگی ترکیبات فنلی و کربوهیدرات موجود در بافت کشمش می

 .باشندهاي کشمش آلوده به سم آفلاتوکسین نمییک از نمونههاي کشمش نشان داد که هیچنمونه

هاي مولّد آفلاتوکسین به روش به منظور شناسایی قارچ( aflR)توالی ژن تنظیمی مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین  از( 2554)مانونمانی و همکاران 

PCR زا آلوده شده بودند، باند عی با آسپرژیلوس فلاووس آفلاتوکسیندر این تحقیق در نمونه بادام زمینی و ذرت که به طور مصنو. استفاده نمودند

هاي فاقد قارچ تولید کننده نمونه PCRاین در حالی است که در تصویر ژل الکتروفورز حاصل از تکثیر محصول . مشاهده شد aflRمربوط به تکثیر ژن 

هاي زعفران از هاي تولید کننده آفلاتوکسین در نمونهنیز به منظور شناسایی قارچ( 2559)همکاران  نوربخش و(. 11)باندي مشاهده نشد  آفلاتوکسین

                                                 
9Norsolorinic acid reductase 
10Versicolorina dehydrogenase 
11Sterigmatocystin 0-methyl transfrase 
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هاي درصد از آن آلوده به قارچ 9/11نمونه زعفران مورد آزمایش   3نتایج نشان داد که از . استفاده نمودند aflR بر پایه توالی ژن تنظیمی PCRروش 

به منظور تشخیص  nor1/nor2 ،ver1/ver2 ،omt1/omt2 ،aflR1/aflR2جفت پرایمر  5از (  255)ارمی و همکاران  (.13)مولدّ آفلاتوکسین بود 

سویه آسپرژیلوس فلاووس مورد بررسی، در سه نمونه باندهاي مربوط به تکثیر نواحی مختلف مسیر  15از میان . هاي مولّد آفلاتوکسین پرداختندقارچ

هاي آسپرژیلوس فلاووس تولید کننده آفلاتوکسین از نیز به منظور شناسایی سویه( 2551)کرایسئو و همکاران  (. )ز آفلاتوکسین مشاهده شد بیوسنت

جفت آغازگر استفاده  5از با استفاده  omt-Aو  aflR ،nor-1 ،ver-1هاي مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین شامل هاي غیر تولید کننده آن از تکثیر ژنسویه

هاي مسیر بیوسنتز آفلاتوکسین به طور همزمان باند مربوط به حضور ژن 5هاي تولید کننده آفلاتوکسین هر نتایج نشان داد که تنها در سویه. نمودند

ط یک، دو و یا سه باند بر روي ژل هاي غیر تولید کننده آفلاتوکسین باندي مشاهده نشد و یا فقشود؛ این در حالی است که در سویهمشاهده می

  .( ) مشاهده گردید PCRالکتروفورز محصول 
( انجیر خشک شده 19کشمش سفید و  19کشمش سیاه،  25)نمونه میوه خشک شده  2 میزان آفلاتوکسین در (  255)یاماناکا و همکاران 

در هیچ . درصد نمونه انجیر خشک شده تشخیص داده شد 41درصد نمونه کشمش سفید و   1در  آفلاتوکسین. گیري نمودنداندازه HPLCرا به روش 

میکروگرم به ازاي هر کیلوگرم نبود؛ این در حالی است که میزان آلودگی یکی از  2هاي کشمش سفید آلوده، میزان توکسین بیش از یک از نمونه

هاي کشمش سیاه آلودگی به همچنین در هیچ یک از نمونه. دست آمدبه ازاي هر کیلوگرم به B1میکروگرم آفلاتوکسین  1455هاي انجیر خشک نمونه

اي که روي گروهی از مواد غذایی موجود در بازار مجارستان از جمله کشمش به در مطالعه(  255)وارگا و همکاران  (.15)ها مشاهده نشد آفلاتوکسین

کشمش . ها گزارش نمودندترین مواد غذایی به مایکوتوکسینهاي قارچی انجام دادند، کشمش را از آلودهمواد غذایی به توکسینمنظور بررسی آلودگی 

کراتوکسین ها، امیزان شیوع آفلاتوکسین( 2551)قالی و همکاران  (.14)هاي آزمایش شده معرفی شد ترین کشمش در بین نمونهایران به عنوان آلوده

A درصد آلوده به اکراتوکسین  1/49نمونه ماده غذایی مورد آزمایش،  259از . گیري نمودندو زرالنون را در مواد غذایی تونسی به روش الایزا اندازهA ،

ها و ن مواد غذایی به آفلاتوکسینتریهاي خشک و سورگوم آلودهجات، میوهادویه. درصد آلوده به زرالنون بود 14ها و درصد آلوده به آفلاتوکسین 4/45

 (.1)بودند؛ درحالی که برنج کمترین میزان آلودگی را داشت  Aاکراتوکسین 

 

 
های از سپك nor1/nor2 ،ver1/ver2 ،omt1/omt2 ،aflR1/aflR2توکثنر شده با چهار جفت پرایمر  PCRالکتروفورز محصول  :1شکل 

سنترل  8نمونه ها، شماره  PCR باند مربوط به محصول  3و  2، شماره bp 111نشانگر  1شماره . آگارز یك ررصدشده بر روی ژل ایزوله

 .سنترل منفی 9مثبت، شماره 
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