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  چکیده 
این خانواده   صد عضو از میان بیش از یک . باشدها می ویبریوناسه  اي و عامل آن از خانواده وبا یک بیماري حاد روده: ا هداف زمینه و

هاي سطحی این باکتري عامل  پروتئین. باشند زا می براي انسان و بعضی از آب زیان بیماري O139ویبریو کلرا  و O1تنها ویبریو کلرا 
و بررسی  ompWژن نوترکیب  کلونال علیه آنتی بادي پلی هدف از انجام این تحقیق، تولید آنتی. کلونیزاسیون بوده و ایمونوژن هستند

  .باشدصی میعنوان یک هدف تشخیاختصاصی بودن آن به
پس از چهار مرتبه تزریق زیر جلدي، . تزریق شد) رت(ژن نوترکیب به حیوان آزمایشگاهی  آنتی  از نمونه در این مطالعه، :روش بررسی

بادي با استفاده از واکنش الایزا مورد بررسی قرار  تخلیص شده و کارایی آنتی Gآوري و با استفاده از ستون پروتئین  ها جمع سرم رت
  .فتگر

در واکنش الایزا پاسخ سرم رت به پروتئین . گیري شد اندازه µg/ml9/0غظت پروتئین نوترکیب به روش برادفورد حدود : ها یافته
واکنش . برآورد شد µg/ml78/0بادي تخلیص شده با استفاده از برادفورد حدود  غلظت آنتی. مثبت بود 25000/1نوترکیب تا رقت 

مثبت بود و  25000/1تا رقت   =5/0OD640 با  O1در برخورد با سوسپانسیون باکتریاي ویبریو کلرا  ompW  بادي علیه الایزاي آنتی
  .اي واکنش نشان نداد هاي روده با سایر با کتري

یو ي آن قادر به شناسایی سلول کامل باکتري ویبر تولید شده علیه  بادي ایمونوژن بوده و آنتی ompWپروتئین نوترکیب : گیري نتیجه
  .هاي مشابه دیگر واکنش متقاظع ندارد باشد و با گروه می O1کلرا 

  کلونال بادي پلی، آنتی)omp(هاي سطحی  پروتئین ویبریو کلرا،: واژگان کلیدي
  
  

  مقدمه
از . باشدها می اي است که عامل آن از خانواده ویبریوناسه وبا یک بیماري حاد روده

 O139 کلرا ویبریوو  O1 کلرا ویبریوده تنها این خانوا صد عضو میان بیش از یک
هاي  ژن در بین آنتی). 1-3(باشند زا می براي انسان و بعضی از آب زیان بیماري

هاي سطحی  ها و پروتئین ساکارید پلی ، سموم ترشحی، لیپوO1باکتري ویبریو کلرا 
  ).6-4(بسیار حائز اهمیت هستند

ایمونوژن  Outer Membrane Protein (omp)هاي سطحی یا  پروتئین
ها عامل کلونیزاسیون بوده و چنان چه باکتري فاقد آن باشد،  این پروتئین. هستند

تاکنون پروتئین هاي ). 7-9(ي روده را نخواهد داشتتوانایی اتصال به دیواره
)  43و  K Da 22، 30، 38 ،42(هاي مولکولی متفاوت سطحی مختلف با وزن

و   K Da 22پروتئینی است با وزن مولکولی  ompW).  8(اندشناسایی شده
توالی ژنی ). 10(داده شد  گزارش 1990بسیار ایمونوژن که براي اولین بار در سال 

ها و که در کروموزوم کوچک باکتري قرار گرفته، بین بیوتیپ OmpWمربوط به 
این توالی با وجودي .  بسیار حفاظت شده است ویبریو کلراهاي مختلف سروتایپ

مشترك است، کاملاً اختصاصی بوده و  کلرا ویبریوهاي مختلف ه بین  بیوتیپک
با ). 3و2(گیردزاي ویبریو مورد استفاده قرار میهاي بیماريبراي شناسایی سویه

 کلی اشرشیاموجود در  با توالی پروتئین هاي سطحی   که توالی آنوجود این
با  کلرا ویبریوسرم علیه  لی آنتیو) درصد 60درحدود (بیشترین همگونی را داراست 

واکنش ... و شیگلا، کلبسیلا، کلی اشرشیااي از قبیل  هاي روده هیچ یک از گونه
 omp Aو  کلرا ویبریو omp Uدر حالی که  میان ). 7و6(دهد متقاطع انجام نمی

  ). 11(واکنش متقاطع مشاهده شده است کلی اشرشیا
 O1لیه پروتئین سطحی باکتري ویبریو کلرا بادي ع این مطالعه با هدف ایجاد آنتی

OmpW ژن نوترکیب به بدن میزبان رت انجام شد با تزریق آنتی .  
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  روش کار 

که در تحقیق قبلی توسط تیم تحقیق  ompW نمونه پروتئین نوترکیب
به . کنونی تهیه شده بود، با استفاده از روش برادفورد پروتئین سنجی شد

سازي حیوانات آزمایشگاهی، طی چهار مرحله به صورت زیر  منظور ایمن
روز از  20ه تزریق دوم به فاصل. هاي رت تزریق گردید جلدي به موش

در تزریق اول . روز صورت گرفت 18تزریق اول و تزریق بعدي به فواصل 
هاي بعدي ادجوانت ناقص فروند استفاده  ادجوانت کامل فروند و در تزریق

 µg پروتئین و در مراحل بعدي از µg 50 از  ي اول تزریق در مرحله. شد
  ). 13و 12(پروتئین، براي هر موش استفاده شد 100
گیري بادي در بدن میزبان رت، اقدام به خون ز اطمینان از تولید آنتیپس ا

پاستور، و از   ها توسط پیپت گیري از موشخون. ها شد و تخلیص سرم آن
ها در داخل  قطرات خون موش. ها صورت گرفت ي چشم آنگوشه

ها به مدت یک  آوري، و سپس میکروتیوپ هاي جداگانه جمع میکروتیوپ
 10ها به مدت  سپس میکروتیوپ. گرماگذاري شد ºC 37ساعت در دماي
مایع شفاف . سانتریوفیوژ شدrpm 1500 ، و با سرعتºC4دقیقه در دماي

هاي جدید منتقل و به منظور استفاده در  به میکروتیوپ) سرم(رویی 
  ). 14(نگهداري شد ºC 4مراحل بعدي در دماي

ابتدا ستون . فاده شداست G از ستون پروتئین IgG بادي براي تخلیص آنتی
مولار تریس  میلی 100و  10هاي  با محلول) ml 5 هر نوبت(در سه نوبت 

)8 pH=  (حجم سرم، محلول یک 1/0سپس، معادل . شستشو داده شد  
به آن افزوده، و پس از ورتکس به ستون منتقل )  =pH 8(مولار تریس  

تعین غلظت براي ). 15(آوري شد گردید، و در نهایت خروجی ستون جمع
ي قبل را  آوري شده، در مرحله هاي جمع بادي با روش برادفورد نمونه آنتی

 10نموده و جهت حصول اطمینان با استفاده از ژل ) 13(پروتئین سنجی
این عمل در دو مرحله یکی با . الکتروفورز گردید SDS-PAGE درصد
در . انجام شد ME2بافر داراي  ، و یکی با سمپلME2بافر بدون  سمپل
گذاري و جهت  به میزان مطلوب علامت IgG ي واجد ها ي آخر نمونه مرحله

  . منتقل شد - ºC  20هاي بعدي به دماي استفاده
ي  ژن موجود در دیواره بادي نسبت به آنتی پذیري آنتی براي ارزیابی گزینش

% 5/0، ابتدا سوسپانسیون میکروبی در فرمالین کلرا ویبریوسلولی باکتري 
ساعت در یخچال انکوبه، سپس سوسپانسیون حاصله  18الی  12 به مدت

بادي  پس از افزودن آنتی. همراه بافر کوتینگ در کف پلیت الایزا تثبیت شد
دار ثانویه افزوده و با  بادي نشان ها آنتی و گرما گذاري مجدد، به چاهک

 ها نانومتر جذب نمونه 450استفاده از دستگاه الایزا ریدر در طول موج 
  ).17و 16(بررسی شد

نیز تکرار، و  شیگلا، اشرشیا کلی و سالمونلاهاي  این آزمایش براي باکتري
  .بادي ارزیابی شد ژن توسط آنتی صحت شناسائی آنتی

  
  یافته ها 
هاي پروتئین نوترکیب با منحنی استاندارد،  میزان جذب نمونه  از مقایسه

پس از . شد تعیین µg/µl9/0 تخلیص شده به میزان OmpW غلظت
ها با روش الایزا مورد آزمایش  ژن نوترکیب، سرم رت چهار مرتبه تزریق آنتی

گر عیار  ارائه شده است، بیان 1نتایج آزمون الایزا که در نمودار . قرار گرفت
   .بود 25000/1بادي تا رقت  آنتی

  
  

  

  
  بادي در سرم رت تیتر آنتی: 1نمودار 

  
، با G ده از ستون تخلیص پروتئینبادي با استفا پس از تخلیص آنتی

بادي در محلول نهایی بررسی  استفاده از ژل الکتروفورز صحت حضور آنتی
 از آنجا که. بادي بود گر حضور و خلوص آنتی بیان .SDS-PAGE ژل. شد

IgG  کیلو دالتون دارد در حضور  150وزنی معادل ME2  تبدیل به چهار
که دو به دو روي هم قرار گرفته، و  کیلو دالتونی تبدیل شده 50و 25قطعه 

سنجی با روش  پروتئین). 1شکل ( عملاً دو باند در ژل مشاهده شد 
مقدار  G بادي تخلیص شده توسط ستون ي آنتی برادفورد از نمونه

  .معین کرد µg/µl 78/0 بادي را به میزان آنتی
  
  

  
  

ک چاه: Gبادي از سرم رت با ستون پروتئین  تخلیص آنتی: 1شکل 
بادي  پروتئین کامل آنتی 8و  6، 4، 2مارکر پروتئینی، چاهک  1

پروتئین شکسته شده  9و  7،  5، 3، چاهک 2ME بدون حضور
  .2ME توسط

  
ژن سطحی باکتري سالم توسط آزمایش الایزا از  قدرت شناسائی آنتی

ي آزمون الایزا در جدول  نتیجه. به عمل آمد  O1ویبریو کلراباکتري سالم 
اشرشیا کلی، ي  ه شده است، آزمایش الایزا از باکتري سالم با سه گونهارائ 1

نتایج آزمون الایزا حاکی از اختصاصیت . به عمل آمد کلبسیلا و شیگلا
اشرشیا در آزمون الایزا با . بود O1 براي ویبریو کلرابادي تولید شده،  آنتی
ر قرابت سرم مثبت بود که این نکته بیانگ 400/1و 200/1هاي  رقت کلی
  .باشد ژنیک این دو گونه می آنتی

  

9     8    7   6   5    4    3   2    1  
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  بادي توسط آنتی O1را ارزیابی قدرت شناسایی باکتري سالم ویبریو کل:  1جدول 

  

 آنتی بادي 
سوسپانسیون 

 باکتریایی
   ODمیزان    کونژوگه

(450nm) 

A1 - - + 0.16 

B1 - - - 0.055 

C1 + - - 0.061 

D1 + - + 0.50 

E1 - + + 0.19 

F1 + +(0.25) + 1.004 

G1 + +1/2(0.25) + 0.961 

H1 + +1/4(0.25) + 0.889 

A2 + +1/8(0.25) + 0.783 

B2 + +1/16(0.25) + 0.668 

2 + +1/32(0.25) + 0.592 

D2 + +1/64(0.25) + 0.548 

E2 + +1/128(0.25) + 0.325 

F2 + +1/256(0.25) + 0.198 

G2 + +1/512(0.25) + 0.076 

H2 + +1/1024(0.25) + 0.056 

  
و بقیه رقت سریالی از  640در طول موج  004/1وسپانسیون میکروبی با جذب رقت نخست از س  F1.کنترل مثبت D1. هاي منفی کنترل C1و  A1 ،B1هاي  چاهک

  .مثبت بود) 25600/1رقت ( F2که تا چاهک .آن 
  

    بحث
هاي  بادي علیه پروتئین بادي علیه سموم ویبریو کلرا، آنتی بر آنتی علاوه 

، 4(نمایند سطحی آن نیز ایجاد ایمنی قابل توجهی در مقابل بیماري می
که هدف غایی این تحقیق، شناسایی باکتري در  با توجه به این). 19، 18

بادي سطحی مورد  مراحل قبل از کلونیزاسیون و ترشح سموم بود، آنتی
هاي سطحی با توجه به این که پروتئین ها  ژن از بین آنتی. توجه قرار گرفت

هاي فاقد  ريو باکت) 20(ي کوچک بوده   عامل کلونیزاسیون به پرزهاي روده
omp لذا ) 6(باشند قادر به اتصال به روده نمی ،omp  براي این تحقیق

را از تخلیص  ompژن  ها تحقیقاتی آنتی انتخاب شد اغلب گروه
ژن نوترکیب  آنتی). 22و 21(هاي سطحی باکتري بدست آورده اند پروتئین

ژن  ین آنتیا. تر خواهد بود نواخت آن یک  بادي علیه کاملاً خالص بوده آنتی
تولید شده، ) عج(اله در مرکز نانوبیوتکنولوژي دانشگاه علوم پزشکی بقیه

  ).21(عنوان  نامزد نهائی انتخاب گردید بنابراین به
. بادي به دست آمد ژن به صورت زیرجلدي به بدن رت آنتی با تزریق آنتی

از آنجا . بادي بود یابی به میزان کافی از آنتی دلیل انتخاب میزبان رت دست
بندي تحقیق با  بادي کانجوگه علیه رت در دسترس نبود  زمان که آنتی

هاي تحقیقاتی دیگر یا از میزبان خرگوش استفاده  گروه. مشکل مواجه شد

با توجه به حجم زیاد سرم مورد نیاز و ). 21-24، 8(نموده بودند، یا از موش
ز خرگوش شود ا هاي بعدي پیشنهاد می گیري راحت براي تحقیق خون

از تزریق دوم تا تزریق چهارم به صورت هفتگی با   پس. استفاده گردد
. ژن مورد بررسی قرار گرفت استفاده از الایزا پاسخ ایمنی میزبان به آنتی

ي هشتم پس از اولین تزریق، بهترین  بررسی نتایج الایزا نشان داد که هفته
بادي در  تیتر آنتی باشد زیرا در این زمان، هم گیري می زمان براي خون

ها در این فاز از نوع  بادي بالاترین حد خود بوده و هم بیشترین نوع آنتی
IgG 22(باشد می.(  
. بادي استاندارد است بادي خالص اولین قدم در رسیدن به آنتی آنتی  تهیه
. بادي گزارش شده است هاي مختلفی براي تخلیص آنتی ها و تکنیک روش

ماتوگرافی تعویض یونی، دیالیز و رسوب دهی با کروماتوگرافی، گرو ژل
ریزي  ها پایه غلظت نمکی هر کدام بر یکی از خواص ایمونوگلوبولین

ي  براي تخلیص پروتئین سابقه G استفاده از ستون). 25-28(اند شده
لذا با توجه به مزایا و در دسترس بودن، از طریق ). 29-31، 9(طولانی دارد

 G بی و با استفاده از کرو ماتوگرافی ستونترکی میل  کروماتوگرافی
بادي مربوطه داراي وزن مولکولی حدود  آنتی .بادي خالص بدست آمد آنتی
  .کیلودالتون بود 150
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شکسته و تبدیل به دو  ME 2بادي بر اثر پروتئینی آنتی  از آنجا که زنجیره 

) کیلودالتونی 25(سبک   و دو زنجیره) کیلو دالتونی 50(سنگین   زنجیره
و خالص بودن   (IgG)بادي از این خاصیت جهت تایید نوع آنتی. شود می

  ).6(آن استفاده شد
باکتري ویبریو کلرا به  omp بادي علیه ر منابع اشاره شده بود، که آنتید
دهد در  هاي اشرشیا کلی واکنش نمی رغم تشابه توالی ژنی بالا با سویه 

   .هاي بالاي باکتریایی با آن واکنش نشان داد حالی که در غلظت
  

  نتیجه گیري
ونوژن بوده و ایم ompWنتایج این تحقیق نشان داد که پروتئین نوترکیب 

این . باشد ي باکتري می ژن سطحی موجود در دیواره قادر به اتصال به آنتی
توان از آن  اختصاصی بوده و می O1بادي براي باکتري ویبریو کلرا  آنتی

  .براي شناسائی سریع استفاده نمود
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