
   مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان ــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 

١٤

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ   
 كارشناس ارشد زيست شناسي سلولي و مولكولي مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه  *

 تاديار گروه ايمونولوژي مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه  اس**
  استاديار گروه واكسن هاي باكتريايي انستيتو پاستور ايران***

 كارشناس ارشد ميكروب شناسي مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه  ****
  تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه كارشناس ارشد بيوشيمي مركز *****

 

 
 

 مقاله پژوهشي
 

مقايسه واكنش پروتئين هاي طبيعي و واسرشته پيكره بروسلا 
با آنتي باديهاي سرم بيماران با روش ) S19سويه (آبورتوس 

 كروماتوگرافي جذبي و وسترن بلات
   

 ****يداالله بهرامي،  *** دكتر بهمن تبرايي ، ** يعلي مصطفايدكتر  ، *رامين كريمي
 *****جلال عبدالعلي زاده 
 

 :چكيده
 ژن مورد استفاده قرار بادي و آنتي   ايمونوبلات از روشهايي است كه بطور معمول براي مطالعه واكنش بين آنتي                     

در ايـن   . تواند تأثير اساسي روي اين واكنش بگـذارد         ها در ايمونوبلاتينگ مي     شدن برخي از پروتئين      واسرشته .دگير  مي
بـز مبـتلا بـه       و   هـاي انسـان      با سـرم جـدا شـده از گونـه          (S19)آبورتوس   پيكره بروسلا هاي    پروتئينواكنش  پژوهش  

 .جذبي مورد بررسي قرار گرفتند با روش ايمونوبلاتينگ و كروماتوگرافيشده با بروسلا  و خرگوش ايمنسلوز وبر
 انجـام    و ليزوزيم  ٣-١٤ترجنت  ا زوي بهاي پيكرة بروسلا آبورتوس       ژن  باكتري، استخراج آنتي  انبوه   كشت   پس از             
هـاي    پـروتئين . شـد    رسـوب داده   سـولفات   انسان، بز و خرگوش توسط آمونيوم     گاماگلوبولين سرم    فراكسيون   .گرفت

 انسـان،   گاماگلوبولينجذبي كه ليگاند مورد استفاده در آن فراكسيون        كروماتوگرافياز ستون   پيكرة بروسلا آبورتوس    
 و  SDS-PAGEهـا از دو روش        هاي باكتري بـا سـرم        براي بررسي واكنش پروتئين     .شد ، عبور داده   خرگوش بود  يا  بز  

 . شد ينگ استفاده ايمونوبلات
           SDS-PAGE  ليگانـد    حاويجذبيكروماتوگرافي هاي نشده به ستون شده و جذب هاي جذب و ايمونوبلات پروتئين

بادي مي توان بـه       هاي پيكرة بروسلا را از نظر واكنش با آنتي         ژن  آنتي نشان داد كه     بز و خرگوش   انسان،  گاماگلوبولين  
 . دهنـد   بـادي واكـنش مـي       حالـت طبيعـي و واسرشـته بـا آنتـي          هـر دو    هـايي كـه در        ژن  آنتـي : چهار دسته تقسيم كرد   

 . نـد ده  نمـي بادي دهند اما در حالت واسرشته واكنشي با آنتي بادي واكنش مي هايي كه در حالت طبيعي با آنتي        ژن  آنتي
  .دهنـد   مـي  بادي واكنش   دهند اما در حالت واسرشته با آنتي        بادي واكنش نمي    هايي كه در حالت طبيعي با آنتي        ژن  آنتي
 .دهند بادي واكنش نمي هايي كه نه در حالت طبيعي و نه در حالت واسرشته با آنتي ژن آنتي

 ـ    بطوركلي نتـايج نشـان داد كـه بررسـي واكـنش آنتـي                        بـادي بـا دو روش كرومـاتوگرافي جـذبي و             يژن و آنت
هـا چنـدان    اي دارند و تفسير نتايج ايمونوبلاتينگ در خصوص بخشـي از پـروتئين      هاي قابل ملاحظه    ايمونوبلاتينگ تفاوت 
 .قابل اعتماد نيست

  

  كروماتوگرافي جذبي /بروسلا آبورتوس / ايمونوبلات  : كليد واژه ها
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 :مقدمه 
لوز يك بيماري مشترك بـين انسـان ودام اسـت           بروس      
هـاي    معمـولاً ازحيوانـات آلـوده ويـا فـرآورده         عامل آن   كه  

بروسـلاها انگـل    ). ١(شود  حيواني آلوده به انسان منتقل مي     
هــاي گــرم منفــي  ســلولي و جــزء بــاكتري اختيــاري درون

ــاكتريدر ). ٢(هســتند هــاي  ژن انــواعي از آنتــيهــا  ايــن ب
ي خــارجي، غشــاي ريدي در غشــاســاكا پروتئينــي و پلــي

پلاسميك مشـخص شـده    داخلي، سيتوپلاسم و فضاي پري  
هـاي الكتروفـورز      عمده بـا روش   بطور  ها    ژن  اين آنتي . است

، الكتروفــورز دوبعــدي، ايمونــوبلات و SDS-PAGEماننــد 
 در  ها  ژن  آنتيتعدادي از اين     ). ۳-۶(اند  الايزا شناسائي شده  

بعضـي  . روند  نات بكار مي  تشخيص بيماري در انسان و حيوا     
عنـوان كانديـد تشـخيص طبـي در روشـهاي             ديگر نيز بـه   

انـد    تر همچون الايزا يا طراحي واكسن مطرح شده        حساس
)۹-۶.( 

 است يهاي وسترن بلاتينگ يا ايمونوبلاتينگ از روش      
ژني تشخيص  كه بطور وسيع در شناخت كانديدهاي آنتي

كار  ي بهـهاي عفون ماريي از بيـــــطبي و واكسن در انواع
با  در اين روش ابتدا اجزاي پيكره ميكروب ).۹-۱۳(رود مي

 )SDS-PAGEمعمول بطور(آميد اكريل ژل پلي در الكتروفورز
 راحل ــــــشده در م اجزاي تفكيك. گردد ك ميـــــتفكي

فلورايد  وينيليدن دي بعد به صفحات نيتروسلولز يا پلي
بادي يا سرم بيمار  ها با آنتييابد و واكنش آن انتقال مي

كننده  حضور عوامل واسرشته. گيرد مورد مطالعه قرار مي
كننده و حرارت در مرحله ء  احيا ، ماده SDSون ـــــهمچ

هاي  دها در پروتئينــــــواح الكتروفورز به جداسازي زير
اي از  دي بخش عمدهـــبع چندواحدي و تغيير ساختار سه

رسد بررسي  نظر مي بنابراين، به. انجامد ها مي پروتيئن
بادي در چنين شرايطي با حالت  ژن و آنتي واكنش آنتي

براين اساس در اين مطالعه، . متفاوت باشد يـــــطبيع
 دل ـــروشي معتا بژنهاي پيكرة بروسلا آبورتوس  يــــآنت
د و ـــاستخراج گردي)  و ليزوزيم٣-١٤زويترجنت شامل (

ژنها با  بادي ضد اين آنتي وي آنتيواكنش آنها  با سرم حا
دو روش متفاوت وسترن بلات و كروماتوگرافي جذبي 

ژن  بررسي گرديد تا تفاوت اين واكنش در حالتي كه آنتي
تر است، مشخص  متحمل تغييرات كمتري شده و طبيعي

ژني  هدف ديگر اين مطالعه مقايسه كانديدهاي آنتي. گردد
همچون  حساسي روش بهقابل استفاده در تشخيص بروسلوز 

 .باشد الايزا مي

 
 :روش كار

آبورتـوس    بروسـلا  S19 سويه صاف    :تهيه وكشت باكتري        
 از انستيتو پاسـتور ايـران       ،كه در اين مطالعه مورد نياز بود      

 بـراي   محـيط كشـت مـورد اسـتفاده       . تهيه و تكثير گرديد   
، بروسـلا بـراث و   ترتيـب  تكثير بـاكتري و كشـت انبـوه بـه         

بــاكتري پــس از .  بــود)بكتــون ديكينســون (آگــاربروســلا 
 ) PBS(نمكــي  آوري و ســانتريفيوژ بــا بــافر فســفات جمــع

شـدن بـا اسـتن        پـس از كشـته     شد و   استريل شستشو داده  
 .به محل آزمايش منتقل گرديدشرايط سرد ، در  سرد
بيماران مبـتلا بـه       نمونه سرم انساني از    ١٤ :هاي سرم  نمونه

ني و آزمايشگاهي آنها توسط پزشك       كه علايم بالي   بروسلوز
 نمونـه سـرمي از      ٣٤ همچنـين    بـود،   متخصص تاييد شـده   

 اداره كل دامپزشـكي       آزمايشگاه مبتلا به بروسلوز از   بزهاي  
هـا داراي تيتـر       اين نمونـه  . آوري شد   استان كرمانشاه جمع  

 ١٦٠/١ حـداقل    2ME وتيتـر    ٣٢٠/١اي حـداقل    رايت لولـه  
نيوزيلنـدي  از خرگـوش   نيـز نمونه سرمي خرگـوش    . بودند
 .شد  شده تهيه ايمن
 بر اسـاس منحنـي      :شده سازي خرگوش با بروسلاي خرد      ايمن

شـده شـامل      كشتهبروسلاي  فارلن تعليقي از      استاندارد مك 
. شـد     اسـتريل تهيـه    PBSليتر     سلول در هر ميلي     ٩*٨١٠

صـوت بـا فركـانس         تحت اثر امـواج مـاوراي       باكتريتعليق  
ليتـر از ايـن       يـك ميلـي   .  خُـرد شـد    كيلوهرتز ۲۰ خروجي

عضلاني و زيرجلدي در چند نقطه از بدن          تعليق بطور درون  
چهار تزريق . به يك راس خرگوش نيوزيلندي تزريق گرديد    

فاصله دو هفته و بقيه به فواصل يك هفتـه              اولي به  ،يادآور
 حـداقل به  اي    پس از رسيدن تيتر رايت لوله     . صورت گرفت 

 ـ  ME-2  وتيتر ٦٤٠/١ ليتـر     ميلـي  ٢٠،  ٣٢٠/١داقل  ه ح ـ   ب
 .گرديد شد و سرم آن جدا  خون از قلب حيوان گرفته

 بـه  :آمونيـوم    با سـولفات   ها  تهيه فراكسيون گاماگلوبولين سرم   
آمونيـوم در    سولفات  PBS)بار با ۲حداقل   (شده  سرم رقيق 

 g*۵٠٠٠محلـول در    . شـد   رصـد اضـافه    د ۵۰ت نهايي   ظغل
جه سـانتيگراد سـانتريفيوژ   در٤دقيقه در دماي  ٣٠مدت    به

بـار شستشـو بـا محلـول سـولفات          ۲پس از   رسوب  . گرديد
  يك شـب      و  فسفات نمكي حل   در بافر  درصد،   ۵۰آمونيوم  

 . د گردي در مقابل اين بافر دياليز
 :٣-١٤هاي باكتري با ليزوزيم و زويترجنـت          استخراج پروتئين 

هـاي بـاكتري      محلول ليزكننـده بـراي اسـتخراج پـروتئين        
 درصــد،١بــا غلظــت ) كلبيــوكم( ٣-١٤وي زويترجنــتحــا

PMSF) يك) مرك(ليزوزيم  ، ولارــــم  يك ميلي)سيگما 
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 ، بـاكتري گـرم پـروتئين   گرم به ازاي هـر صـد ميلـي    ميلي
EDTA )مــولار، يــك ميلــي  )ســيگماRNase  و  DNase 

سيصد ميكروگرم بـه ازاي هـر گـرم وزن خشـك            ) سيگما(
بـافر تـريس    حجم كمـي از     در  رسوب باكتري   . باكتري بود 

 ، PMSF سپس   . آمد تعليق در  به pH=۵/۷مولار با      ميلي ۱۰
  اضــافه شــد و مخلــوط يــك شــب در EDTAليــزوزيم و 

 سـپس   .  قرار گرفت سانتيگراد   درجه   ٣٧با دماي   خانه    گرم
 درجـه قـرار     ٣٧ ساعت در دمـاي      ٢زويترجنت اضافه شد و   

 يـك هر بار    بار   ٣٠تعليق در دماي نزديك به صفر،       . گرفت
 مـاوراي صـوت    در معرض امواج    اي     ثانيه ١٠ثانيه با فواصل    

  RNase  و DNaseسپس  . قرارگرفتكيلوهرتز   ٢٠با قدرت   
.  درجـه قـرار گرفـت      ٣٧ سـاعت در دمـاي       ٢اضافه شـد و     

 درجـه   ٤ در دمـاي     ٥٠٠٠ *g دقيقه در    ٣٠تعليق باكتري   
 دقيقـه   ٣٠محلول روئي جدا و مجـدداً       . سانتريفيوژ گرديد 

محلـول  .  درجه سانتريفيوژ شـد    ٤ در دماي    ٤٠٠٠٠ *gدر  
هاي طبيعي باكتري بـود در   شفاف روئي كه حاوي پروتئين 

 .گراد نگهداري شد  درجه سانتي -٢٠
  آميـد درحضـور سـديم دودسـيل     اكريل الكتروفورز در ژل پلي 

  براساس روش لامليSDS-PAGE  : (SDS – PAGE)سولفات
ه بـه هـدف آزمـايش انجـام         با بعضي تغييـرات، بسـت     ) ۱۴(

درصد و غلظـت ژل      ٣دراين آزمايش غلظت ژل بالا      . گرفت
 تا  ١٣ درصد و در مواردي نيز داراي شيب غلظت          ١٣پايين  

آميزي ژل پـس از الكتروفـورز بـه روش             رنگ .درصد بود ١٨
 .)۱۵(نقره  انجام گرفت
هــا از ژل بــه غشــاي    انتقــال پــروتئين  :ايمونوبلاتينــگ

انجـام  روش تـاوبين      بـه ) فارماسـيا  (فلوريد دي  وينيليدن  پلي
بــادي مــورد اســتفاده، فراكســـيون     آنتــي . )۱۶(گرفــت 

 سرم انسان يا بزمبتلا به بروسلوز       IgGگاماگلوبولين غني از    
 دقيقه  ١٠ ژل   ،پس از الكتروفورز  . و خرگوش ايمن شده بود    

 خـيس    سـپس غشـا بـا متـانول       . انتقال قرار گرفت   در بافر 
مجموعه بلات  . بافر انتقال قرارگرفت  گرديد ودرظرف حاوي    

تانـك بـلات     قالب پلاستيكي مربوطه محكـم شـد و در         در
مدت يك ساعت درشدت جريان ثابـت    حاوي بافر انتقال به  

شدت جريان   ساعت در  مدت دو    آمپر وسپس به     ميلي ١٠٠
بـه  پس از انتقال، غشا     .  الكتروفورز شد  آمپر   ميلي ٣٠٠ثابت  
 ۵/۰يس نمكي حاوي توين بيست  تردربافر دقيقه ۱۵مدت 

 بـار   ٣سپس  ). مسدودسازي (قرارگرفت  (TBS-T1)درصد  
 درصـد   ۰۵/۰ بـافر تـريس نمكـي حـاوي تـوين بيسـت              با  

(TBS-T2) درت ـــــ ساع٥/١مدت   به شد و شستشو داده 

 
  ) خرگوشـي  يـا انساني، بـزي    گاماگلوبولين  (بادي اوليه     آنتي

مـدت     شـد و بـه    ه  ت شس TBS-T2 بار با    ۵غشا  . قرارگرفت  
، كونژوگـه بـا پراكسـيداز   (بـادي ثانويـه      ساعت در آنتي   ٥/١

 ه شسـت  TBS–T2 بار  بـا      ٦غشا  . قرارگرفت) شركت سيگما 
 ي محلـول سوبسـترا    سپس درمعرض مقدار كـافي از      شد و 

گرفـت   قرار و پراكسيد هيدروژن    ) داكو(دي آمينو بنزيدين    
 .ندوباندهاي پروتئيني ظاهر شتا 

 گرم سفارز   مقدار يك    براي هر نمونه،   :في جذبي گرا كروماتو
ليتر اسـيدكلريدريك     ميلي ٢٠٠با  ) فارماسيا( بي فعال    - ٤

ليتر  ميلي ٨متورم شده    به ژل .  گرديد متورممولار     ميلي يك
كلريد  حاوي pH=٩  مولار با  ٢/٠محلول بي كربنات سديم     

 و فراكسيون گاماگلوبولين سرم انسان يـا          مولار ٥/٠سديم  
 ۲بـا غلظـت     (يا خرگوش ايمن شده      مبتلا به بروسلوز و    زب

 سـاعت   ٥/٢شد و مـدت        اضافه) ليتر  گرم در هر ميلي     ميلي
 سـپس . قرار گرفـت )  هم خوردن در حال به(در دماي اتاق   

 pH ۸ مـولار بـا      ٢/٠يسـين ساعت با محلـول گل    ٣مدت   به
شـده بـه      ژل آماده ). مسدودسازيمرحله  (شد    شستشو داده 
طـور متنـاوب بـا بـافر اسـتات             بار به  ٤ و    شد ستون منتقل 

) pH ٥/٨ مولار و٢/٠(و بيكربنات سديم ) ٤pHو  مولار١/٠(
 سـپس بـا     .شد   مولار كلريد سديم شستشو داده     ٥/٠حاوي  

PBS   با غلظـت   باكتري هاي پروتئين  نمونه.  به تعادل رسيد
ليتر در بـافر فسـفات    گرم پروتئين در هر ميلي      ميلي ٥ تا   ٢

  بـا سـرعت   pH ٢/٧ مولار با٥/٠ كلريد سديم  نمكي حاوي 
 بـا  سـتون سپس  . ليتر در ساعت وارد ستون گرديد        ميلي ٥

خروجـي بـه     شـد تـا جـذب       شستشو داده  نمكي فسفات بافر
 - رسيد و بـا بـافر شـوينده شـامل گليسـين            ٠١/٠كمتر از   

ــيدكلريدريك ــا  ٢/٠( اس ــولار ب ــد و  ) ٣/٢pH م ــته ش شس
 آوري  ليتــري جمــع  ميلــي٢هــاي  هــا در حجــم فراكســيون

 .گرديد
 :نتايج 

     SDS-PAGEهاي پيكرة بروسلا آبورتوس سويه   پروتئينS19: 
بروسلا  هاي پيكرة   نيالگوي الكتروفورز پروتئ  ) الف (١شكل  

 ٣-١٤كه با ليـزوزيم و زويترجنـت        را   S19آبورتوس سويه   
كـه حـاوي    در اين الگو    . دهد  مي   نشان ،است  استخراج شده 

 ٣٦ و   ٣١  تا ٢٧ باندهاي محدودة    پروتئيني است، ها باند     ده
 كيلودالتون از وضوح و شدت بيشتري برخوردارنـد و          ٤١ تا

  كيلودالتـون  ۸۹ و ۶۰، ۱۸، ۱۶، ۱۴، ۱۲ي موقعيـت   باندها
 .شوند مي  نيز با شدت متوسطي ديده
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هاي پيكرة بروسلا آبورتوس  پروتئن SDS-PAGE :الف۱شكل
استخراج شده با ليزوزيم و زويترجنت ) ۲ن ستو( S19سويه 

٣-١٤. 
 

 شـده وجـذب    هاي جذب   پروتئين SDS-PAGEالگوي        
ــتون   ــه س ــده ب ــاي نش ــاوي   ه ــذبي ح ــاتوگرافي ج  كروم

 ) ب(١ شــكل  درخرگــوش انســان، بــز و گامــاگلوبولين 
هـاي     پـروتئين  ٦و٢ سـتون هـاي    در اين شكل،  . آمده است 
ــاكتري  ــلب ــاوي  متص ــتون ح ــه س ــده ب ــاگلش  وبولين  گام

ــان ــاني را نشـ ــد مـــي انسـ ــد  . دهـ ــو دو بانـ  در ايـــن الگـ
كيلودالتـون، يـك    ١٩و١٨هـاي     درموقعيـت قوي  پروتئيني  

ــه  ــةرنگي ب ــدودة    لك ــگ در مح ــن و كمرن ــورت په  ٢٤ص
ــا ــدود   ٢٨ت ــعيف در ح ــد ض ــه بان ــون، س  ٢٨-٣٠كيلودالت

 ۴۱ تـــا ٣٦در موقعيـــت  كيلودالتـــون، دو بانـــد ضـــعيف
 ٥٧وي درموقعيت حـدود     كيلودالتون، يك باند پروتئيني ق    

ــدود    ــت ح ــعيف در موقعي ــد ض ــك بان ــون، ي  ٦٥كيلودالت
 ٩١ تـا    ٨٥كيلودالتون و سه باند نسبتاً ضعيف در محدودة         

هـاي    پـروتئين   ٣سـتون . كيلودالتون قابل مشـاهده اسـت     
 ســتون دهــد كــه بــدون واكــنش بــا مــي را نشــانبروســلا 

 خـارج حاوي گامـاگلوبولين انسـاني،      كروماتوگرافي تمايلي   
 ١٤شامل يك باند نسبتاً قوي در حدود        اين بخش   . اند  شده

  ٢٠ تـــا ١٤كيلودالتـــون، ســـه بانـــد بســـيار ضـــعيف از 
 ٣١  تـا  ٢٨قـوي در     كيلودالتون، حـداقل سـه بانـد بسـيار        

ــوي در  ــد ق ــك بان ــون، ي ــك  ٣٨كيلودالت ــون و ي  كيلودالت
 كيلودالتـون  ۳۹ -۴۱ه  حـدود مباند پهن و بسـيار قـوي در       

 . باشد مي
 اويــــشده به ستون ح هاي جذب  پروتئين٧ون ست      

 
اين الگـو شـامل دو بانـد        . دهد  مي   بز را نشان  گاماگلوبولين  

 كيلودالتون، يك   ١٩ و ١٨قوي در موقعيت هاي     پروتئيني  
ــن درمحــدودة    ــي په ــا ٢٥گســتردة ضــعيف و خيل  ٢٩ ت

 كيلودالتون،  ٥٧كيلودالتون، يك باند پهن و قوي در حدود         
 كيلودالتون و يك بانـد قـوي        ٦٦ر حدود   يك باند ضعيف د   

 ٤ســتون  .باشــد  مــي كيلودالتــون٩٠ تــا ٨٥در محــدودة 
 حاوي هائي كه جذب ستون كروماتوگرافي تمايلي         پروتئين
اين الگو  . دهد  مي   اند را نشان    نشدهي  بزگاماگلوبولين  ليگاند

 ١٤ كيلودالتـوني ضـعيف، يـك بانـد          ١٢شامل يـك بانـد      
 و ١٨ كيلودالتوني قوي، دو بانـد       ١٦كيلودالتوني، يك باند    

قوي و چنـد بانـد        كيلودالتوني نسبتاً ضعيف، چهار باند     ١٩
 كيلودالتون، يك بانـد قـوي       ٣١ تا  ٢٧ضعيف در محدودة    

 ٤٠ تـا   ٣٦پهن و يك باند نازك نسبتاً ضـعيف در حـدود            
 ٩٤ تـا    ٤٢كيلودالتون، چند باند بسيار ضعيف در محدودة        

 ١١٠د نســبتاً قــوي در حـــــدود كيلودالتــون و چهــار بانــ
 .باشد  ميكيلودالتون و بالاتر

 شده به سـتون بـا ليگانـد    هاي جذب  پروتئين ٨ستون        
 شـامل   ايـن الگـو   . دهد  مي   خرگوشي را نشان     گاماگلوبولين

تـر    دو باند ضـعيف    و  كيلودالتون ١٦يك باند قوي در حدود      
لتون، يك  كيلودا ١٨در بالا و پائين آن،  يك باند در حدود           

كيلودالتون، يك باند ضعيف و پهن       ١٩باند قوي در حدود     
 كيلودالتون ، يك باند نسبتاً قوي در        ٢٥  تا ٢٢در محدودة   

 تـا   ٢٦ كيلودالتون، چند باند ضعيف در محدودة        ٢٧حدود  
 ٤٠ كيلودالتــون، يــك بانــد خيلــي ضــعيف در حــدود ٣١

 بانـد   ٥ تا   ٤ كيلودالتون،   ٥٧كيلودالتون،  يك باند قوي در       
 كيلودالتون، يـك بانـد      ٨٠ تا حدود    ٥٨ محدوده   ضعيف در 

 باند ضـعيف    ٧ كيلودالتون، حدود    ٨٥نسبتاً قوي در حدود     
  كيلودالتون ١١٠ تا بيش از     ٩٠و يك باند قوي در محدودة       

دهد كه جـذب      مي  هائي را نشان     پروتئين ٥ستون  . باشد  مي
ي  خرگوش ـ  گامـاگلوبولين  ستون كرومـاتوگرافي بـا ليگانـد      

: باشـد   اين الگو شامل باندهاي پروتئيني زيـر مـي        . اند  نشده
 بانــد ضــعيف در  ٣ تــا ٢ كيلودالتــوني، ١٤يــك بانــد  

 كيلودالتون، يـك گـروه پروتئينـي        ١٧ تا ١٥هاي    موقغيت
 شــامل ســه بانــد قــوي و چنــد بانــد ضــعيف در موقعيــت 

 باند  ٢-٣ كيلودالتون، يك گروه پروتئيني شامل       ٣١ تا   ٢٧
  چنـــدين  و كيلودالتـــون٤١ تـــا ٣٦دة قـــوي در محـــدو

ــدود    ــعيف در ح ــيار ض ــد بس ــا ٥٧بان ــون٦٧ ت    كيلودالت
 ). ب١شكل (
 

٢          ١
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  آبورتــوس هــاي بروســلا پــروتئين SDS-PAGE :ب ١شــكل 
  )۳سـتون (و جـذب نشـده      ) ٦و٢ سـتون هـاي      (جذب شـده    

  گامــاگلوبولين  بــا ليگانــد تمــايليبــه ســتون كرومــاتوگرافي
 ) ۴  و٧ســتونهايترتيــب  بــه(ب شــده و نشــده جــذ ، انســان

ــد  ــا ليگان ــاتوگرافي ب ــه ســتون كروم ــاگلوبولين  ب ــز و گام   ب
بـه سـتون بـا    ) ۵ و   ۸هاي      ترتيب ستون   به(شده و نشده      جذب

ي  ماركرهـا  ١سـتون . خرگوش مـي باشـد    ليگاند گاماگلوبولين   
  كيلودالتون را نشـان   ۹۷ و   ۶۶،  ۴۵،  ۳۰،  ۲۰،  ۱۴با اوزان پروتئين  

 .هدد مي
 

 هــاي پيكــره  نمــودار كرومــاتوگرافي تمــايلي پــروتئين      
 گامـاگلوبولين بـي حـاوي      -٤بروسلا بر روي ستون سفارز      

ــز و خرگــوش    جــذب . آمــده اســت۲در شــكل انســان، ب
  نـــانومتردر ســـمت ٢٨٠ در(OD)لولـــه هـــاي مختلـــف 

انـد در   شده هايي كه از ستون عبور داده  محلولpHراست و   
 خطــوط پررنــگ . اســت  درج شــدهاهــســمت چــپ نمودار
ــا   ــن نموداره ــر    در اي ــوط كمرنگت ــذب و خط ــرف ج  مع

 سـطح زيـر منحنـي    . باشـد  مـي محـيط عمـل     pHمعـرف 
هرچـه تيتـر    . دهـد   شده را نشان مـي      ميزان پروتئين جذب  

 شــده بــه ســتون بيشــتر باشــد، چــون  بــادي متصــل آنتــي
ــت  ــي  IgGجمعي ــد آنت ــاي ض ــلا در  ژن ه ــاي بروس  آن  ه

 ســـطح در نتيجـــه ب آنتـــي ژن و بيشـــتر اســـت، جـــذ
 تيتـر  بـا توجـه بـه       .  بيشـتر خواهـد بـود       نيـز  زير منحنـي  

ــه  -٢ ــراي نمونـ ــانول بـ ــان و   مركاپتواتـ ــز، انسـ ــاي بـ  هـ
ــوش  ــب  (خرگـ ــه ترتيـ   ، )١٢٨٠/١ و ٣٢٠/١ ، ١٦٠/١بـ
  نمونـــة خرگوشـــي بيشـــترين جـــذب و  نيـــزدر عمـــل

 ژن هــا را نشــان   نمونــة بــزي كمتــرين جــذب آنتــي    
 .داد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الف
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ب
 
 
 
 
 
 
 
 

 ج
هاي پيكرة  نموداركروماتوگرافي تمايلي پروتئين  :۲شكل 

بي حاوي ليگاند  -٤بروسلا آبورتوس بر روي ستون سفارز
 )ج( و خرگوش) ب( ، بز)الف( انسان گاماگلوبولين

 
 نمونـه پروتئينـي     ٦ ينـگ، ابتـدا     ايمونوبلاتدر آزمون         

جذب شده و نشده به ستون كروماتوگرافي تمايلي در سـه           
 اشــاره شــد و هــاگونــه پســتاندار مــورد مطالعــه كــه بــه آن

-SDS  همينطور كل پروتئين هاي پيكرة بروسـلا پـس از  

PAGE  منتقـل شـدند    فلورايد  وينيليدن دي   ي پلي  به غشا . 
ســپس واكــنش گامــاگلوبولين ســه گونــه مــورد بحــث بــا 

  .شده بررسي گرديد هاي بلات وتئينپر
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هـاي بروسـلا       الگوي ايمونوبلات پروتئين   )الف(۳شكل        
 در اين شكل ستونهاي   .ميدهد را نشان  انسان گاماگلوبولين با
ــه٣ و ۲ ،۱ ــب،  ب ــاي ترتي ــتون  جــذب پروتئينه ــه س  شــده ب

انسان،  و بز خرگوش، گاماگلوبولين ليگاند حاوي كروماتوگرافي
هـاي جـذب نشـده بـه سـتون             پروتئين ٧و ٦ ،٥ستونهاي  

انسان  بز و  خرگوش، گاماگلوبولين ليگاند حاوي كروماتوگرافي
با گاماگلوبولين   ليزوزيم بلات كنترل ٤ ستون ميدهند، نشان را

ايـن آنـزيم در مرحلـه تخريـب         . دده ـ مـي انسان را نشـان     
 .باكتري از براي هضم لايه پپتيدوگليكان اضافه شده است

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الگوي ايمونوبلات پروتئين هاي بروسلا با : الف ٣شكل 
  انسانگاماگلوبولين

 

بـا  هاي بروسلا      الگوي ايمونوبلات پروتئين   )ب(۳شكل        
هاي   در اين شكل ستون   .دده  را نشان مي   بزي   گاماگلوبولين

شـده بـه سـتون        هـاي جـذب     ترتيـب، پـروتئين      به ٤و ٣ ،٢
 بـز و   خرگـوش، لوبولين   گامـاگ  كروماتوگرافي حاوي ليگاند  

نشـده بـه      هـاي جـذب      پروتئين ٧ و ٦ ،٥ ستونهاي    انسان،
  خرگـوش،   گاماگلوبولين ستون كروماتوگرافي حاوي ليگاند   

ايمونـوبلات   ٨و١هـاي     دهند، ستون   انسان را نشان مي    بز و 
 .دهد هاي پيكرة بروسلا را نشان مي كل پروتئين

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 ين هاي بروسلا با الگوي ايمونوبلات پروتئ:ب۳شكل 

 .دهد را نشان مي بز گاماگلوبولين

 
 بـا هاي بروسلا      الگوي ايمونوبلات پروتئين   )ج(۳شكل        

در ايـن شـكل   .دده ـ را نشـان مـي    خرگوشـي    گاماگلوبولين
شـده بـه    هاي جـذب  ترتيب، پروتئين   به ٤و ٣ ،٢هاي    ستون

 خرگـوش،  گاماگلوبولين   ستون كروماتوگرافي حاوي ليگاند   
نشده به    هاي جذب    پروتئين ٧ و ٦ ،٥نسان، ستونهاي   ا بز و 

  خرگـوش،   گاماگلوبولين ستون كروماتوگرافي حاوي ليگاند   
 كـل  نيز ايمونوبلات  ١دهند، ستون  انسان را نشان مي  بز و 

 .دده  را نشان ميهاي پيكرة بروسلا پروتئين
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الگوي ايمونوبلات پروتئين هاي بروسلا با :  ج۳شكل 
 . دهد ش را نشان مي خرگواگلوبولينگام

 

 :بحث
ايمونوبلاتينگ بطـور وسـيع در شـناخت كانديـدهاي                
هاي عفوني از     ژني تشخيص طبي و واكسن در بيماري        آنتي

شـدن    واسرشـته . )۹-۱۳ ،۱۷(رود  كار مـي    جمله بروسلوز به  
ها در طـي انجـام ايـن روش تـاًثير محسوسـي بـر           پروتئين

بادي ضـد آنهـا دارد و       كروب با آنتي  هاي مي   ژن  واكنش آنتي 
ژنـي    هاي آن در تعيين دقيق كانديدهاي آنتي        از محدوديت 

 . محسوب مي گردد
 دهـد كـه      نتـايج ايـن مطالعـه نشـان مـي         كلـي    طور به     

از نظـر واكـنش بـا       آبورتـوس    آنتي ژن هاي پيكرة بروسـلا     
موجـود در سـرم انسـان بيمـار، بـز مبـتلا بـه               آنتي بـادي    

بـه   دسـته    ٤مي توان به    شده را        خرگوش ايمن  بروسلوز يا 
  :دنموتقسيم شرح زير 

در كروماتوگرافي  (هايي كه هم در حالت طبيعي       ژن   آنتي -١
بــا ) بــلات در وسـترن (و هــم در حالـت واسرشــته  ) يجـذب 
 در واقـع مراحـل الكتروفـورز      . دهنـد   بادي واكنش مي    آنتي

 تغييـرات كـه موجـب     ) و حـرارت   SDS    ،2ME عمدتاً اثر (
 شود، اثر چنداني   ميها ساختمان فضايي پروتئينمحسوس 

       ١     ٢      ٣     ٤    ٥    ٦     ٧      ٨ 

      ١     ٢      ٣      ٤     ٥     ٦       ٧   

 

 

     ١      ٢      ٣     ٤     ٥       ٦        ٧   
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مثال روشن اين   . ها نداشت   ژن  بر واكنش اين دسته از آنتي     
باشد كـه بـا سـرم         دالتوني مي   كيلو ١٨دسته يك پروتئين    

 ،٦ ،٢ ستون هاي    ب،١شكل  ( است  انسان و بز واكنش داده    
ــكل ٨ و ٧ ــف٢ و ش ــاي ،ال ــتون ه ــات ). ٣و٢ س در مطالع

 ١٨بـــائوم و همكـــارانش يـــك پـــروتئين  دگلـــگذشـــته 
كيلودالتوني سيتوپلاسميك را خالص كردند كه ظـاهراً بـه          
عنوان يك ماركر سرولوژيكي در آلودگي انسان و گاو مبتلا          

 در الگـوي ايمونـوبلات بـا      ). ۶(به بروسلوز مطرح شده است    
و همينطـور   ) ج۳شـكل   ( شده  خرگوش ايمن گاماگلوبولين  

شـده بـه سـتون        هـاي جـذب     روتئينالگوي الكتروفورزي پ ـ  
ــا  خرگــوش ايمــن گامــاگلوبولين كرومــاتوگرافي تمــايلي ب

اثر بسيار ضعيفي از ايـن      ) ٦ و ٢هاي  ب ستون  ١شكل(شده
كه ساختمان چندان متاًثر    اين پروتئين   . شود  باند ديده مي  

توانــد بــه عنــوان  مــياز روش اســتخراج پــروتئين نيســت، 
ان و بـز بـا روش       كانديدي براي تشخيص آلـودگي در انس ـ      

 .دقرار گير  مد نظرالايزا 
كرومـاتوگرافي  در  ( هايي كه در حالـت طبيعـي        ژن   آنتي -٢

دهند اما در حالت واسرشته  بادي واكنش مي با آنتي) جذبي
. دهند ويا واكنش ضـعيفي دارنـد        بادي نمي   واكنشي با آنتي  

 پيكرة بروسلا جزو ايـن      هاي  پروتئيناز  خش قابل توجهي    ب
هاي انسان، بز وخرگوش ايـن         در گونه  .گيرند   مي دسته قرار 

پـروتئين محـدودة   . هايي دارنـد  ها و تشابه ها تفاوت  ژن  آنتي
 كيلودالتوني در هـر سـه گونـه جـزو ايـن دسـته قـرار                 ٥٥
 ١٩پروتئين   ). ٨ و ٧ ،٦ ،٢هاي   ستون ،ب١شكل(گيرند  مي

 ،ب١شكل(كيلودالتوني در انسان و خرگوش با شدت بيشتر       
ب ،  ١شـكل (و در بز با شدت كمتري       ) ٨ و ٦ ،٢هاي  ستون
در خرگوش چند پروتئين ديگـر      . دهد  واكنش مي ) ٧ستون

 كيلودالتون  ١١٠  و بالاتر از      ٨٩ ،٢٨هاي وزني     در محدوده 
 ،ب١شكل(هستند  شود كه داراي اين خصوصيات         مي  ديده
بـا  بـز نيـز پروتئينـي       واكنش با سرم    در  ). ٦ و ٢هاي  ستون

التــون وجــود دارد كــه داراي ايــن  كيلود٩٠وزن تقريبــي 
انسـان  بلات  در  ). ٧ ستون ،ب١شكل( خصوصيات مي باشد  

 كيلودالتون يك  لكة پهن ٢٨  تا٢٥و خرگوش در محدودة 
شود كـه احتمـالاً مربـوط بـه موقعيـت             و كمرنگ ديده مي   

. )٨ و ٦ ،٢ ستونهاي ،ب١شكل(باشند  ساكاريدها مي   ليپوپلي
وي ايمونـوبلات ظـاهر    هاي اين دسته چون در الگ ـ       پروتئين

توجه هادر بروسلاها مورد      ژن  شوند كمتر به عنوان آنتي      نمي
بـا مطالعـة بيشـتر بـر روي ايـن           . انـد   قرار گرفتـه  محققين  
 وانـــــ آنها را به عنامكان استفاده ازها مي توان  پروتئين

 
هـاي    يص بروسـلوز بـه روش     يـا تشـخ   واحد   هاي زير   واكسن

 اين كار لازم اسـت ابتـدا      براي .كمي و حساس روشن نمود    
 .ها خالص گردند ژن اين انتي

بادي واكـنش     هايي كه در حالت طبيعي با آنتي        ژن   آنتي -٣
بـادي واكـنش      دهند اما در حالت واسرشـته  بـا آنتـي            نمي
 نشده  هاي جذب  پروتئينSDS-PAGEدر الگوي . دهند مي

  گامـاگلوبولين  به ستون كروماتوگرافي جذبي حاوي ليگاند     
در  ) ٥ و ٤ ،٣ ستون هاي  ،ب١شكل  (ن، بز و خرگوش     انسا

 كيلودالتون يك گروه پروتئيني مشتمل بر       ٤٠ تا   ٣٦ناحية  
گذشـته   مطالعـات   تجـارب   . شود   باند قوي ديده مي    ٤ تا   ٣

شـا خـارجي    غهـاي گـروه دو        دهد كـه پـروتئين      نشان مي 
ــد      ــرار دارن ــي ق ــدودة وزن ــن مح ــلا در اي ) ١٨،١٩(بروس

 SDS-PAGE   در صورتيكه پيش ازهاي اين گروه پروتئين

 تـا   ١١٠تحت تاثير حرارت قرار نگيرد در موقعيـت حـدود           
ــو١١٥ ــي    كيل ــرار م ــون ق ــد دالت ــرارت،  . گيرن ــس از ح پ

گيرنـد     قرار مي  ٤٠ تا   ٣٦هاي گروه دو در موقعيت        پروتئين
هاي اين گـروه بـه        دهد كه پروتئين    و اين موضوع نشان مي    

يـل در ايـن حالـت       شكل چند واحدي هستند به همين دل      
دهنـد،    بادي از خود نشان نمي      واكنش قابل توجهي با آنتي    

هـاي آنهـا در معـرض         تـوپ   شـدن اپـي     اما پس از واسرشته   
 .دهند گيرند و با آنها واكنش مي بادي قرار مي آنتي

هايي كه نه در حالـت طبيعـي و نـه در حالـت               ژن  آنتي -٤
در الگوي  . بادي ندارند   توحهي با آنتي   واسرشته واكنش قابل  

SDS-PGAE  پروتئينهـــاي جـــذب نشـــده بـــه ســـتون 
انســان، بــز و  گامــاگلوبولين    كرومــاتوگرافي حــاوي ليگانــد

ــا ٢٧خرگــوش، در ناحيــهً  يــك گــروه كيلودالتــوني  ٣١ ت
 پروتئيني مشتمل بر سه تا چهار بانـد قـوي ديـده ميشـود          

 ايـن بانـدها در      .)ب١ شـكل  ٥ و ٤ ،٣به ترتيب ستونهاي  ( 
هاي كل پيكرهً باكتري كـه بـا          روفورزي پروتئين الگوي الكت 

 و  دنشـو   زويترجنت استخراج شده نيز به وضوح ديـده مـي         
خـود    هـاي بـاكتري را بـه        بخش قابـل تـوجهي از پـروتئين       

 بررسي مطالعات ديگر محققـين نشـان        .دهند  اختصاص مي 
هاي گـروه سـه غشـا خـارجي كـه جـزو               دهد، پروتئين   مي

ي هسـتند تقريبـاً در ايـن        هاي عمدة غشاء خـارج      پروتئين
سرم بيماران مبـتلا بـه      ). ۱۸،۱۹( محدوده وزني قرار دارند   

هـا    بروسلوز واكنش ضعيف تا متوسطي عليه ايـن پـروتئين         
نشـده بـه     اجزاي جـذب  بلات  ها پس از      اين پروتئين .دارند  

انسان،  گاماگلوبولين   بلات با   ايمونوستون جذبي، در الگوي     
  به طوربنابراين). ۳شكل(ندشو بز وخرگوش نيز ظاهر نمي
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هاي   ها ايمونوژن   شود كه اين پروتئين     كلي نتيجه گرفته مي   
و در حالت طبيعـي يـا واسرشـته واكـنش            ضعيفي هستند 

رم انسـان و بـز آلـوده بـه بروسـلوز و             س ـبسيار ضعيفي بـا     
مزاحمـت  . دندارشده    ي كشته شده با بروسلا   خرگوش ايمن 

ــايي  ــث LPSفضـ ــه باعـ ــت كـ ــي اسـ ــعف   از دلايلـ  ضـ
 ها در القاي پاسخ هاي هومورال  ايمونوژنيسيتة اين پروتئين

 ).۲۰(مي باشد
اي اسـت كـه بـا دو          مطالعه حاضر ظاهراً اولين مطالعه          

ها،   روش متفاوت از نظر تأثير بر ساختمان طبيعي پروتئين        
ــي  ــنش آنت ــه واك ــه مطالع ــوس و   ژن ب ــاي بروســلا آبورت ه

هـا در      استخراج پـروتئين   .بادي ضد آنها پرداخته است      آنتي
اين تحقيق بـه روشـي معتـدل و عمـدتاً بـر پايـه قابليـت                 

) يـك دترجنـت آمفـوتري    (۳-۱۴سازي زويترجنت    محلول
هـا    بوده كه تغيير محسوسي بر ساختمان طبيعـي پـروتين         

روش  حــاكي از آن اســت كــه طــوركلي  بــهنتــايج . نــدارد
وقابل عنوان يك روش متداول، روشي دقيق           بهايمونوبلات  

اعتماد  در شناسـايي بخـش قابـل تـوجهي از كانديـدهاي              
ژنـي مـورد اسـتفاده در تشـخيص بيمـاري و واكسـن               آنتي

هـاي ديگـر      نيست و لازم است نتايج حاصل از آن بـا روش            
دليــل عمــده ايــن ايــن موضــوع  . مقايســه و ارزيــابي شــود

ها در مراحل انجـام ايـن         شدن بسياري از پروتئين     واسرشته
هرحال براي تاييد ايـن موضـوع، لازم اسـت             به .روش است 

 . در اين زمينه انجام گيرديتر بيشتر و متنوع هاي آزمون
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