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  چكيده 
. باشد مي P. aeruginosa عفونتهاي مزمن ريوي در بيماران فيبروز سيستيك غالبا ناشي از سويه هاي مو كوئيدي :سابقه و هدف

با اينكه بيماران مبتلا به فيبروز . محسوب مي شود   Pseudomonas aeruginosa فاكتور كليدي در بيماريزايي  آلژينات
سيستيك ، پاسخ هاي آنتي بادي عليه آلژينات توليد مي كنند اما چنين آنتي بادي هايي در پاكسازي ريه ها از باكتري 

Pseudomonas aeruginosa  ند و و از آنجاييكه عصاره سير و فراكشن ايمونومدولاتور آن ، قادر به تحريك پاسخ ايمني بي تاثير
بررسي  Balb/cدر مدل موشي هستند، لذا،در اين مطالعه ، تاثير آلژينات و فراكشن ايمونومدولاتور سير بر ايمني هومورال موش هاي 

  .شد
،  Mian`s تغيير يافتهپس از كشت باكتريها در محيط . يص شد تخل ATCC  ،8821Mآلژينات از سويه موكوئيدي  :روش كار

در نهايت ، .اضافه شد  RNase Aو  Proteinase K و DNase Iآلژينات با افزودن اتانول سرد رسوب داده شد ، سپس انزيمهاي  
بررسي ميزان يورونيك اسيد  فراكشنهاي بدست امده ، براي.تخليص شد S400 ستون كروماتوگرافي با ژل سفاكريل  به كمكآلژينات 

هفته تحت تزريق با عصاره سير ،  8تا Balb/c 6موشهاي ماده . سنجش شدخانه اي  96پليتهاي ميكروتيتر  با روش كاربازول ، در 
د قرار گرفتن  R10 –، مخلوط آلژينات ) R10(و در عين حال ، فراكشن ايمونومدولاتور سيرآلژينات  –آلژينات ، مخلوط عصاره سير 

  .enzyme-linked   immunosorbent assay در موش هاي ايمن شده ، توسط روش  IgGدر نهايت توليد آنتي بادي .
)(ELISA  مورد سنجش قرار گرفت.  

 µg/ml 5/0پـروتئين ،  µg/ml 45/1 يورونيـك اسـيد و   µg/ml 38حـاوي  P.aeruginosa   ازآلژينـات تخلـيص شـده     :يافته ها
DNA وµg/ml 08/0 LPS و آلژينات ايمونوژن ضـعيفي در مـوش هـاي     عصاره سيرمخلو ط  اگرچه  مده،آبر طبق نتايج بدست  .بود

Balb/c  بود ،اما غلظت كمتر فراكشن ايمونومدولاتور سير)R10(-  آلژينات توانست ميزان آنتي باديIgG  را به طور قابل ملاحظه اي
  .افزايش دهد 
ن مي دهد كه فراكشن ايمونومدولاتور سير همراه با آلژينات ،با افزايش آنتي بادي هاي نتايج به دست آمده ، نشا :نتيجه گيري

لذا، به نظر مي رسد بتوان ، از فراكشن ايمونومدولاتور سير به عنوان . شده است P.aeruginosaاپسونيزان موجب ايمني زايي به  
استفاده كرد ، البته لازم است مطالعات   P.aeruginosaعليه حامل براي آلژينات تخليص شده جهت تهيه و توليد واكسن كونژوگه 

 .بيشتري در مورد زير كلاس هاي ايمونوگلوبين صورت گيرد
  ، آلژينات، عصاره سير P.aeruginosa: واژگان كليدي
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  مقدمه 
عامل مهم عفونت و مرگ  P.aeruginosaاستقرار سويه هاي موكوئيدي 

مشخصات بارز اين . )2و1(است) CF(فيبروز سيستيك  و مير در بيماران
يا همان ) MEP(ي سويه ها ترشح ميزان زيادي از پلي ساكاريد موكوئيد

يا آلژينات ، پليمري متشكل از واحدهاي تكرار  MEP.آلژينات است 
است ، كه L.Guluoronic acid  و   D.mannuronic acidشونده 

آلژينات يك ). 3-5(  به يكديگر اتصال مي يا بندB 1-4با پيوندهاي  
در  .aeruginosa Pفاكتور كليدي در عفونتهاي ريوي  مزمن ناشي از 

يماران مبتلا به فيبروز سيستيك محسوب مي شود، اما در انسان ايمونوژن ب
. )6(ضعيفي است و آنتي بادي عليه آن قادر به حذف باكتري نيست

هنگاميكه اين باكتري در ريه هاي افراد مستقر مي گردد ، بندرت امكان 
ريشه كني ان حتي با درمان آنتي بيوتيكي وجود دارد وآلژينات با داشتن 

اصيت آنتي فاگوسيتيك و چسباندن ارگانيسم ها بهم ، باعث مسدود خ
شدن راههاي هوايي دستگاه تنفسي افراد مبتلا به فيبروز سيستيك شده و 

  ). 8و7(در نهايت به پيشرفت بيماري دامن مي زند
كاربرد سير در درمان براي قرنها شناخته شده است  وخواص آنتي بيوتيكي 

اي ضد موتاني ان نيز به اثبات رسيده و اخيرا نقش ، ضد سرطاني و فعاليته
آن و فراكشن ايمونومدولاتور آن در تحريك سيستم ايمني نيز ثابت شده 

  ).10و9(است 
عصاره  -با توجه به ويژگي هاي سير در اين مطالعه ايمني زايي آلژينات 

 IgG  با سنجش ميزان آنتي بادي   R10 -سير و نيزايمني زايي آلژينات 
  . ايسه شده استمق
  

  روش كار 
 ATCC  8821M  Pseudomonas  دي يه موكوئياز سو آلژينات

aeruginosa  طيدرمح دييه موكوئيپس از كشت سو. ص شد يتخل 
گليسرول بكار % 10كه در ان بجاي گلوتامات ،    mian`s   تغيير يافته

 30بمدت  ، 17000(فوژ با دور بالا،يها توسط سانتريباكتر برده شده بود ، 
%) 80(آلژينات توسط اتانول سرد  و.از مايع رويي جدا شدند ) دقيقه 
شده ،در  ، آلژينات جداسازي و پس از دياليز لايوفيليزه گرديدرسوب 

PBS  حاويCaCl2  و   MgCl2   ميلي گرم در ميلي ليتر  2به ميزان 
 µg/ml(اضافه شد  DNase Iو  RNase Aحل شدو به آن آنزيمهاي 

 Proteinaseآنزيم  ºC 37 ساعت انكوباسيون در دماي 24پس از   )100
K )(100µg/ml به آن اضافه و در دماي ºC56  ساعت انكوبه  4بمدت

تيمار گرديد و مجددا با اب ديونيزه  1:1به نسبت  º 96با فنل .شد سپس
در نهايت بعد از حل كردن در . دياليز و سپس لايوفيليزه گرديد 

بر روي ستون كروماتوگرافي با ژل ) گرم در ميلي ليتر 03/0(كلرورآمونيوم 
فراكشنهاي بدست آمده . قرار داده شد ) سانتي متر  70تا  S  )1 400سفاكريل  

براي بررسي ميزان يورونيك اسيد سنجش شدند و فراكشنهاي مثبت كه 
جمع آوري  و يكي ) (void volume زودتر از ستون خارج شده بودند

ايت مجددا ميزان يورونيك اسيد محلول آلژينات بدست امده در نه. شدند 
با روش كاربازول در مقابل آلژينيك اسيد جدا شده از جلبك 

Laminaria hyperborea 96بعنوان استاندارد، درپليت ميكروتيتر 
 Bradfordسپس ميزان پروتئين آن توسط روش . خانه اي سنجش شد 

 260 ,با جذب در طول موج  DNAن بعنوان استاندارد  ، ميزا BSA   با 
 LAL)Limulus amebocyteآن با روش   LPSنانومتر و ميزان 

lysate assay (ن يندو توكسآز يكه در ان نO113 : H10 Ecoli  
  .بعنوان استاندارد در نظر گرفته شده بود ، سنجش شد

ر تازه قطعه همدان ، پس از جدا كردن پوست  خرد شده و پس از يس
ن آن يزان پروتئيد و مين جدا گردآب مقطر ، تفا له هاي آدن با مخلوط كر

جذب در (    فرمول طبق UVدستگاه اسپكترو فتومتر با استفاده از 
غلظت   ) mg/ml= (55/1) نانومتر 280جذب در + (  77/0) نانومتر 260

  .ري شد يپروتئين     اندازه گ
استفاده از  از عصاره سيربا R10)(فراكشن ايمونومدولاتور سير

طبق روشي كه قبلا توضيح  G75كروماتوگرافي تعويض يوني با سفادكس 
  ).1(داده شد جداسازي و تخليص شد

كه از موسسه پاستور خريد اري شده هفته ،  Balb /c  ،8-6موشهاي ماده 
 آلژينات با دوزهاي مختلفي از قيتزربار 3 ر پوستي تحت يبطور زبودند ،

در   R10-،آلژينات  R10و نيز  ريس – ژيناتآل مخلوط ر ،يس،عصاره 
  . قرار گرفتند 2و  1با مقادير نشان داده شده در جدول  14و7،0روزهاي 

  
 –دوزهاي تزريق شده سير ، آلژينـات و مخلـوط  سـير    .  1جدول 

  آلژينات                  

  
-R10 ،آلژينـات و مخلـوط  R10دوزهـاي تزريـق شـده    .2دولج

  آلژينات

  
  

پس از بدست آوردن خون موشها از ناحيه قلب روز بعد از آخرين تزريق ، 
دقيقه جدا شده  15بمدت  rpm 2500سرم موشها طي  سانتريفوژ با دور 

. و جهت انجام تستهاي الايزا بكارگرفته شد

ميزان آلژينات بر   گروهها
  )µg/ml(حسب

ميزان عصاره سير بر 
 )µg/ml(حسب

  -  -  )PBS(ترلكن
  -  5/2  آلژينات
  10    سير

  10  5/2  سير -آلژينات

  سير
  -  50  

  50  5/2  سير-آلژينات

ميزان آلژينات بر   گروهها
  )µg/ml(حسب

بر R 10ميزان 
  )µg/ml(حسب

  -  -  )PBS(كنترل

  -  3  آلژينات

R10 -  4  

  R10 3  4 –آلژينات 
R10  -  40  
  R10  3  40 –آلژينات 
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غير (  موشي IgGخانه اي با آنتي بادي ضد  96ابتدا ، پليتهاي ميكروتيتر 

براي يك شبانه روز در  PBSدر  g µ10-5ظت در محدوده غل) كونژوگه
حاوي  PBSبا   Blockingپس از. شدند  Coatدرجه سانتيگراد 4دماي 

BSA  2  % درجه سانتيگراد ،سرم موشها ، با  37ساعت در  2به مدت
درجه سانتيگراد  37ساعت در دماي  1اضافه شده و مدت )  1:10(رقت 

با رقت -HRP شي كونژوگه با مو IgGسپس آنتي بادي ضد . انكوبه شدند
درجه سانتيگراد  37ساعت در دماي  1اضافه و مجددا به مدت 1:5000

و جلوگيري از ادامه واكنش ) TMB(پس ازافزودن سوبسترا .  انكوبه شد
نرمال نتايج توسط دستگاه اليزا ريدر در طول  2با افزودن اسيد سولفوريك 

  .نانومتر قرائت شد  450موج 
براي  Balb/cسرم موش  IgGغير مستقيم جهت سنجش روش الايزاي 

 ،آلژيناتR10 هاي مختلف  غلظت سرم گروههايي كه تحت تزريق 
قرار گرفته بودند ،جهت اثبات اينكه افزايش تيتر  آلژينات - R10مخلوطو

در گروهي كه تحت  P.aeruginosaآنتي بادي اختصاصي ضد آلژينات 
قرار گرفته بود  عليه آلژينات  آلژينات - R10تزريق مخلوط

P.aeruginosa  ابتدا ، پليت هاي ميكروتيتر . بوده است بكار گرفته شد
ساعت  24براي  ) PBS  )µg/ml  5 /2 خانه اي با آلژينات محلول در 96

 PBSبا   Blocking پس از. شدند  , Coatدرجه سانتيگراد 37در دماي 
درجه سانتيگراد ،سرم  37ساعت در  2براي مدت %  BSA  2حاوي 

 37ساعت در دماي  1اضافه شده و براي مدت )  1:8(موشها ، با رقت 
موشي كونژوگه  IgGسپس آنتي بادي ضد . درجه سانتيگراد انكوبه شدند

درجه  37ساعت در دماي  1اضافه و مجددا 1:3000با رقت -HRP با 
يري از ادامه و جلوگ) TMB(پس ازافزودن سوبسترا .  سانتيگراد انكوبه شد

نرمال نتايج توسط دستگاه اليزا ريدر  2واكنش با افزودن اسيد سولفوريك 
  .نانومتر قرائت شد  450در طول موج 

  
  يافته ها

 يورونيك µg/ml 38حاوي P.aeruginosa   آلژينات تخليص شده از 
  µg/ml 08/0 LPSو µg/ml 5/0 DNAپروتئين ، µg/ml45/1سيد ا
  .بود پروتئين mg/ml 70عصاره سير حاوي    و

با ضريب اطمينان  t-testمارى آ بر اساس يافته هاى بدست آمده از آناليز
در گروهي كه تحت تزريق مخلوط  IgG، با اينكه تيتر آنتي بادي  , 95%

عصاره سير و آلژينات قرارگرفته بود نسبت به گروه كنترل افزايش معني 
بادي در گروهي كه تحت تزريق  داري را نشان مي داد اما هنوز تيتر آنتي

  ). 1نمودار(عصاره سير قرار گرفته بود بيش از ساير گروههاي ذكر شده بود 
با ضريب اطمينان  t-testمارى آ بر اساس يافته هاى بدست آمده از آناليز

در گروهيكه تحت تزريق مخلوط آلژينات و  IgG، تيتر آنتي بادي , 95%
قرار گرفته بود افزايش ) R10(ور سير غلظت كمتر فراكشن ايمونومدولات

نمودار (چشمگيري را نسبت به گروه كنترل و ساير گروهها نشان مي داد
2.(  

با ضـريب اطمينـان    t-testمارى آ بر اساس يافته هاى بدست آمده از آناليز
در گروهيكه تحـت تزريـق    IgGطي اين روش  هم ،تيتر آنتي بادي , 95%

قـرار  ) R10(فراكشن ايمونومـدولاتور سـير   مخلوط آلژينات و غلظت كمتر 
گرفته بود افزايش قابل ملاحظه اي را نسبت به گروه كنترل و ساير گروهها 

ــي داد   ــان مـــــــــــــــ ــودار (نشـــــــــــــــ ). 3نمـــــــــــــــ
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آلژينات بر تيتر -تاثير دوزهاي مختلف سير ، آلژينات و سير) . 1(نمودار
 نانومتر 450در جذب نوري  IgGآنتي بادي 

 : *001/0  P< 
  مخلوط آلژينات و عصاره سير با غلظت كمتر: عصاره سير -آلژينلت 
  عصاره  سير با غلظت بيشتر: # عصاره سير 

  مخلوط آلژينات و عصاره سير با غلظت بيشتر:  #عصاره سير - آلژينلت
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آلژينات بر بر تيتر - R10، آلژينات و R10تاثير دوزهاي مختلف .  2نمودار 
  جش به روش ساندويچ الايزا در جذب نوريپس از سن IgGآنتي بادي 

  نانومتر 450 
 : *001/0  P< 

: R10#  فراكشن ايمونومدولاتور سير)(R10 با غلظت بيشتر  
با  R10)(مخلوط آلژينات و فراكشن ايمونومدولاتور سير : R10# –آلژينات  

  غلظت بيشتر
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آلژينات بر بر تيتر  - R10، آلژينات و R10تاثير دوزهاي مختلف .  3نمودار 
   پس از سنجش به روش الايزاي غير مستقيم IgGآنتي بادي 

  ومترنان 450در جذب نوري  
 : *001/0  P< 

: R10#  فراكشن ايمونومدولاتور سير)(R10با غلظت بيشتر  
با غلظت  R10)(مخلوط آلژينات و فراكشن ايمونومدولاتور سير : R10# –آلژينات 
  بيشتر

  
  بحث 

شايع ترين پاتوژن مسئول مرگ و مير در بيماران مبتلا به فيبروز 
ت بارز اين باكتري از مشخصا) . 12و11(است P.aeruginosaسيستيك 

تمايل آن براي تبديل به فنوتيپ موكوئيدي است كه منجر به توليد مقادير 
آلژينات . مي شود ) MEP(زياد اگزوپلي ساكاريد موكوئيدي يا آلژينات 

نقش مهمي در بيماريزايي دارد و موجب توقف فاگوسيتوز و خنثي كردن 
يت توليد بيوفيلم در راديكالهاي اكسيژن مي شود و از طرفي به علت ماه

آلژينات بر اعمال لوكوسيتي از ) . 13و12(چسبندگي باكتري نقش دارد 
ماده . جمله انفجار تنفسي موثر بوده و از اپسونيزاسيون جلوگيري مي كند 

مزبور قادر به ايفاي نقش ايمونومدولاتوري از طزيق القاي سايتوكاين هاي 
  ).3(التهابي نيز مي باشد

آنتي ژن آلژيناتي موجب توليد آنتي با ديهايي با فعاليت  ايمني زايي با
موكوئيد از  P.aeruginosaاپسونيك مي شود كه قادر به پاكسازي 

اما اين ماده در انسان ايمونوژن ضعيفي . دستگاه تنفسي موشي مي باشد
بوده و به علت ماهيت پلي ساكاريدي پاسخ ايمني مناسبي خصوصا در 

نمي شود و از آنجايي كه يك آنتي ژن غير وابسته  كودكان عليه آن ايجاد
است خاطره ايمني بر جا نمي ) T cell independent(است  T.cellبه 

لذا ، همراه بودن اين پلي ساكاريد با يك ماده پروتئيني مي ) . 11و4(گذارد
تبديل كرده و پاسخ  T.cellتواند اين آنتي ژن را به آنتي ژن وابسته به 

  . تر برده و خاطره ايمني ايجاد نمايد ايمني را بالا
باعث افزايش  R10مطالعات قبلي نشان دادند كه فراكشن گليكوپروتئين 

و فعاليت سلول هاي  Tازدياد حساسيت تاخيري ، تكثير لمفوسيت هاي 
مي گردد كه بيانگروجود مواد ) NK(كشنده طبيعي 

ط دكتر غضنفري در مطالعات قبلي توس) . 10و9(ايمونومدولاتوردرسيراست
و همكاران ، نشان داده شد كه عصاره سير و  فراكشن گليكوپروتئين آن 
پاسخ ايمني سلولي را افزايش مي دهند و از آنجاييكه پاسخ ايمني هومورال 

مي باشد بنظر مي رسد ، همراه  Tمناسب ، نيازمند همكاري سلول هاي 
ه از كردن ماده ايمونومدولاتور سير با آلژينات تخليص شد

P.aeruginosa   از طريق تحريك ايمني سلولي زمينه القا يك پاسخ
  ) .10و9(ايمني هومورال مناسب را فراهم آورد 

در مطالعه حاضر ، اين فراكشن موجب افزايش ايمني هومورال و بالا بردن 
عليه آلژينات شده است و تزريق آلژينات همراه با فراكشن  IgGميزان 

تور سير توانسته است ايمني زايي نسبت به اين پلي پروتئيني ايمونومدولا
لذا ، با توجه به خواص مفيد سير در . ساكاريد را در موش افزايش دهد

تحريك پاسخ هاي ايمني و نداشتن اثرات جانبي ، به نظر مي رسد بتوان ، 
از فراكشن ايمونومدولاتور سير به عنوان حامل براي آلژينات تخليص شده 

استفاده كرد ،   P.aeruginosaليد واكسن كونژوگه عليه جهت تهيه و تو
البته لازم است مطالعات بيشتري در مورد زير كلاس ايمونوگلوبين و ساير 

 .مكانيزم هاي ايمني مداخله كننده در اين بيماري انجام گيرد 
  

  تشكر و قدرداني
بدين وسيله از همكاري صميمانه سركار خانم دكتر كاشف وسركار خانم 

تر يارايي و پرسنل بخش بيوشيمي دانشگاه تربيت مدرس وبخش دك
  .ايمونولوژي دانشكده پزشكي شاهد در اجراي اين تحقيق تشكر مي شود
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