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 مرغتولید و تخلیص ایمونوگلوبین علیه اشرشیاکلاي در زرده تخم
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  چکیده

یابـد و در زرده  مرغ  از مرغ به تخم مرغ انتقال میایمونوگلوبین زرده تخم. باشدبادي جایگزین براي پستانداران میآنتی مرغ به عنوان یک منبعتخم
هـدف از ایـن تحقیـق تولیـد و تخلـیص      . ها مطرح استبیوتیکبه عنوان کاندیدایی براي جایگزینی با آنتیYایمونوگلوبین. یابددر مقادیر زیاد تجمع می

ژل  -بـادي ضـد ایکـلاي در زرده بـا اسـتفاده از روش سـدیم دودسـیل سـولفات        بررسی حضور آنتی مرغ ولوبین علیه اشرشیاکلاي در زرده تخمایمونوگ
 ـ  گذار در سه دوره ایمنی زایی با آنتیهاي تخممرغ. باشداکریل آمیدمیالکتروفورز پلی ت ژن کامل اشرشیاکلی که توسط فرمالین کشته و همـراه بـا ادجون

براساس روش  IgYتخلیص  آوري وها جهت تخلیص جمعمرغتخم. کامل فروند در نوبت اول و دوم و با ادجونت ناقص فروند در نوبت سوم ایمن شدند
مـرغ بـا   رده تخـم از ز IgY. بادي را نشان دادیـم در نهایت با انجام الکتروفورز حضور این آنتی. انجام شد 6000اتیلن گلیکول پولسون و با استفاده از پلی

 IgYهـاي سـبک و سـنگین    کیلودالتونی که موید حضور زنجیـره  67و  27حضور باندهاي پروتئینی  SDS-PAGEنتایج . سازي گردیدموفقیت خالص
در آب  ساعت قبل تزریق داخل صفاقی باکتري، بـه صـورت خـوراکی   72را  IgYهایی که ها نشان دادند، موشبر موش IgYاثرات . است را نشان دادند

ها تزریق شدند، ساعت انکوبه شده و به موش 24با باکتري به مدت  IgYهمچنین هنگامی که  آشامیدنی دریافت کردند در برابر باکتري مصون ماندند و
بـع ایجـاد ایمنـی غیرفعـال      تواند به عنـوان من گذار ایمن شده میهاي تخمنتایج نشان دادند زرده تخم مرغ از مرغ. ها در برابر باکتري مقاوم ماندندموش

 .مورد استفاده قرار گیرد
  

 .گذار لگهورن، مرغ تخمYایمونوگلوبین، بادينتیآ، O157:H7اشرشیاکلی: کلیديهاي  واژه
  

    1 مقدمه
تخم مرغ به عنوان ماده مغذي شناسایی شـده اسـت کـه شـامل     

. باشـد در زرده میY مقدار زیادي آنتی بادي ها از جمله ایمونوگلوبین 
امروزه تکنولوژي نوین استفاده از آنتی بادي هاي زرده تخم مـرغ بـه   

آنتـی  . منظور کاربردهاي تشخیص و درمانی در حال توسعه می باشـد 
ایمونوگلــوبین غالــب زرده تخــم مــرغ ) IgY(بـادي زرده تخــم مــرغ  

ــاي )8( باشــد مــی ــروزه در پســتانداران مــی IgGو همت باشــد کــه ام

                                                             
  مشهد، فردوسی دانشگاه دامی علوم گروه استاد -1
  مشهد، فردوسی دانشگاه دامپزشکی دانشکده پاتولوژي گروه دانشیار - 2
 فردوسی دانشگاه دامپزشکی دانشکده آبزیان و غذایی مواد بهداشت گروه دانشیار -3

  مشهد،
  مشهد، سیفردو دانشگاه دامی علوم گروه استاد 4-
 فردوسـی  دانشگاه )ژنتیک مولکولی( دام نژاد اصلاح دکتري دانشجوي - 7 و 6 ،5

  . مشهد
  )Email: nassiryr@um.ac.ir                          : مسئول نویسنده -(*

زرده تخـم   Yایمونوگلـوبین  .  کرده است کاربردهاي گسترده اي پیدا
مرغ باعث ایجاد ایمنی غیرفعال در جنین مـی شـود و اسـتخراج ایـن     

بادي ها ارزان تر بادي ها از زرده تخم مرغ در مقایسه با سایر آنتیآنتی
یکی از مهمتـرین   IgYخواص ضد باکتریایی  ).7( تر می باشدو آسان

دهد کـه  ها نشان میز گزارشبسیاري ا. است IgYجنبه هاي مطالعه 
IgY تواند داراي عملکرد ایمنی زایی در عفونت هاي باکتریـایی و  می

ــد    ــده باش ــودات زن ــی در موج ــوراکی   ).15(ویروس ــتفاده خ  IgYاس
تواند سـبب محافظـت در   هاي بدن میزبان میاختصاصی علیه پاتوژن

هاي کتريافزایش روزمره با .ها را بوجود آوردبرابر همان دسته پاتوژن
دهـد کـه بتـوان    بیوتیک تحقیقات را به سمتی سوق میمقاوم به آنتی

هـاي میکروبـی   بیوتیک در کنتـرل جمعیـت   اي در تعامل با آنتیماده
توان به عنـوان یـک درمـان جـانبی در     ایمونوتراپی را می. بوجود آورد

هـا قابـل درمـان    بیوتیـک هایی که به راحتی توسط آنتـی برابر پاتوژن
مرغ به عنوان یک ماده غذایی اسـت کـه   تخم. باشند، توصیه کرد نمی

هیچ ریسک مسمومیت و عـوارض جـانبی در مصـرف خـوراکی بـروز      
بادي در سرم پرندگان اسـت   کلاس آنتی نیتر عمده IgY). 9(کند نمی
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ي قابل توجهی با ایمونوگلوبولین سرم ها تفاوتعملکرد داراي  نظرو از 
 ـ IgG پستانداران از جملـه  ي اخیـر اسـتفاده از   هـا  سـال در . باشـد  یم

بادي تولید شده در مرغ جهت شناسایی و مصارف درمانی گزارش  آنتی
به صورت خـوراکی قابـل اسـتفاده    )  IgY(ها  بادي شده است این آنتی
بـادي را تولیـد    زیادي از آنتـی  حجم توان یم IgGبوده و در مقایسه با 

  ).10( کرد
اي از سویه هـاي  به رده O157:H7هاي ایکلاي سروتایپ سویه
ــونی و  ایکــلاي  ــه مســبب اســهال خ ــق دارد ک ــک تعل انتروهموراژی

و  2و سـندروم اورمـی همولیتیـک    1هاي هموراژیـک غیرخونی، کولیت
شـوند و تولیـد توکسـینی    می 3پورپوراي ترومبوتیک ترومبوسیتوپنیک

از گاوهاي شیري  به عنوان منبع اولیه ). 1( کندشبیه شیگاتوکسین می
باشند و اغلب بـاکتري  مورد ملاحظه می E. coli O157:H7باکتري 

شود این باکتري که مسبب بیماري می. کنندرا در مدفوع خود دفع می
ایکلاي انتروهمراژیـک  . باشددر ارتباط با مصرف آلوده گوشت گاو می

در دفعات کم از گاوهاي شیري، گوساله ها، و جوجه ها نیز جداسـازي  
ــد ــداري امــا. گردی ــالایی از احشــام دام  ،، در بعضــی مــوارد، درصــد ب

را پخش می کننـد کـه بعضـی از آنهـا      O157:H7سروتایپ کولاي.ا
به طور قابل توجهی، گوساله ها پس از از شیرگرفتن در  .مقاوم هستند

دفعات بیشتري نسبت به قبـل از از شـیرگرفتن، ارگانیسـم را پخـش     
  .)1( کنند می

IgY  براي درمان عفونتE.coli   در انسان پیشنهاد شـده اسـت .
IgY  هـایی از  در مقابل پـروتئینE. coli O157:H7     کـه مـرتبط بـا

باشند، چسبندگی باکتریایی را در شرایط آزمایشگاهی در  چسبندگی می
پیشنهاد شـده اسـت کـه    ). 5(هاي کشت شده کاهش داده است سلول
IgY       ممکـن بـه طـور بـالقوه کلونیزاسـیونE. Coli O157:H7 ر د

  ).16(هایی مثل گاو و انسان را کاهش دهد  میزبان
IgY  ترکیبــی از دو شــاخه ســنگین)H ( و دو شــاخه ســبک)L (

هاي دي سولفات این دو شاخه پیوند یافتـه انـد و   باشد و توسط پل می
در پسـتانداران   IgGکیلو دالتـون بزرگتـر از    180داراي وزن مولکولی

و یـک  ) VL(مـین متغیـر   شاخه سبک شـامل یـک دو  ). 17(باشند می
شامل یک دومین متغیر و  IgYشاخه سنگین. است) CL(دومین ثابت 

است که درهم سـنجی  ) CH1  ،CH2 ،CH3 ،CH4(چهار دومین ثابت 
  hingفاقـد منطقـه    IgYکه داراي سه دومین ثابـت اسـت و    IgGبا 

تولیـد، تخلـیص و   هدف از این پژوهش ). 9( باشدقابل انعطاف نیز می
مـرغ   در کـولاي . ايعلیه ) IgY(مرغ ی ایمونوگلوبین زرده تخمارزیاب

 .گذار استهاي تخم
  

                                                             
1- Hemorrhagic Colitis (HC) 
2- Hemolytic Uremic Syndrome (HUS) 
3- thrombotic thrombocytopenic purpura 

  هامواد و روش
  اشرشیاکلاي براي تزریقژنآماده کردن آنتی

بیمارستان قائم مشـهد دریافـت    از E. coli O157:H7باکتري 
سـاعت جهـت رشـد     24درجه سانتی گراد به مدت  37شد و در دماي 

باکتري به صورت خطی روي محیط کشـت بـلاد    .باکتري انکوبه شد
بعد از اینکه باکتري کشت داده شـده بـه خـوبی    . آگار کشت داده شد

میلی لیتر محـیط   10رشد کرد، یک پرگنه از باکتري برداشته شد و در 
سـاعت کشـت داده شـد و در     24 به مـدت  4برتانی -لوریا کشت مایع

در نهایـت از  . گردید استفاده 5مرحله بعد جهت تهیه رقت هاي سریالی
در ادامـه   . باکتري اشرشیاکلی استفاده گردید cfu/mL109×6/1غلظت

مـایکرولیتر از بـاکتري در محـیط     1200جهت کشتن باکتري، مقـدار  
بـه   rpm10000برداشـته شـد و در دور    ) استوك اصـلی (کشت مایع 

دقیقه سانتریفیوژ گردیدو سپس سوپرناتانت بیرون ریخته شـد   5مدت 
بـاکتري  ) رسـوب (مایکرولیتر آب مقطر استریل بر روي پلـت   1200و 

سـانتریفیوژ   10000دقیقه در دور  5ریخته و ورتکس و سپس به مدت 
و در نهایت روي پلت باکتري مقدار  این عمل سه بار تکرار شد. گردید

 36درجه به مـدت   37درصد ریخته و در دماي  37سی فرمالین سی 2
خطی از باکتري که تحت تیمار فرمالین  یک کشت. ساعت انکوبه شد

بعـد از  . بوده انجام شد تا از کشته شدن باکتري اطمینان حاصل شـود 
اطمینان حاصـل  و  ساعت محیط کشت را مورد بررسی قرار گرفت 24

بنابراین با استفاده از بافر فسـفات  . شد که هیچ باکتري رشد نکرده بود
بـاکتري در محـیط کشـت     هم حجم با مقدار اولیه اي کـه از  6سالین

چهار بار عمل شستشو با بافر فسـفات  ) مایکرولیتر 1200( استفاده شد
سـپس  . دقیقه انجام شـد  5به مدت  10000سالین یک درصد در دور 

سی سی بافر فسفات سـالین حـل گردیـد و در     600پلت حاصل را در 
  .نگهداري شد -80فریزر 
  

  مرغخمآوري تگذار و جمعهاي تخمسازي مرغایمن
اي به عنوان گـروه  هفته 16گذار لگهورن سفیدتخم سه قطعه مرغ

گذار لگهورن سفید به عنـوان گـروه شـاهد    سه قطعه مرغ تخم تیمار و
ایمن سازي در سه نوبت و به فاصـله دو هفتـه صـورت    . انتخاب شدند

 16هاي شـاهد و کنتـرل در   سن شروع ایمن سازي در گروه. پذیرفت
 500اولـین تزریـق در گـروه تیمـار بـه هـر مـرغ        هفتگی بود کـه در  

ژن محلـــول در بـــافر فســـفات ســـالین    مـــایکرولیتر از آنتـــی 
)cfu/mL109×6/1 ( از ادجونت کامل فرونـد   مایکرولیتر 500به همراه

در دو طرف عضله سینه به صورت داخـل عضـلانی تزریـق شـد و در     
                                                             
4- Luria–Bertani (LB) 
5- Serial Dilution 
6- Phosphate Buffer Saline(PBS) 
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 500ه از ادجونت کامـل فرونـد بـه همـرا     مایکرولیتر 500گروه شاهد 
بـه صـورت    بافر فسفات سالین در دو طـرف عضـله سـینه    مایکرولیتر

هفتگی از  18زایی در دومین دوره ایمنی. تزریق گردید داخل عضلانی
 مـایکرولیتر  500هـا صـورت گرفـت و جهـت تزریـق دوم،      سن مـرغ 
ژن محلـول در بـافر   آنتـی  مـایکرولیتر  500را بـا  فروند  کاملادجونت 

در مورد گـروه شـاهد تزریقـات مشـابه     . ردیدفسفات سالین مخلوط گ
و فقـط   بودکولاي . اي ژنبود ولی محلول تزریق فاقد آنتیتیمارگروه 

فرونـد و   کامـل ادجونت  ایکرولیترم 500.حاوي بافر فسفات سالین بود
بافر فسفات سالین مخلوط گردید و بـه گـروه شـاهد     ایکرولیترم 500

اي هفتـه  20ها در سن ر مرغسازي دسومین دوره ایمن. تزریق گردید
ادجوانت ناقص فرونـد و   ایکرولیترم 500صورت گرفت و جهت تزریق 

سالین مخلوط گردید و  تمحلول در بافر فسفا ژنآنتیایکرولیترم 500
در مورد گروه شـاهد تزریقـات مشـابه گـروه     . به مرغ ها تزریق گردید

د و فقط حاوي بو کولاي. ايژن بود ولی محلول تزریق فاقد آنتیتیمار
ادجونت نـاقص فرونـد مخلـوط     ایکرولیترم 500بافر فسفات سالین و 

مرغ بـود  بادي در تخماز آنجایی که هدف ما بررسی تولید آنتی .گردید
روزانـه  ) هفتگـی  24(هفتـه بعـد از آخـرین تزریـق      2هـا در  مرغتخم
در یخچـال در   Yسازي ایمونوگلـوبین  آوري شدند و براي خالص جمع

و )تیمـار (گـراد بـا ثبـت تـاریخ و گـروه مثبـت       درجه سـانتی  4دماي 
  .آوري و ذخیره گردیدجمع) شاهد(منفی

  
   Yتخلیص ایمونوگلوبین 

اسـتفاده گردیـد   1پولسـون شده براي خالص سازي از روش اصلاح
). 12( هـا بهتـر بـود   آن از بقیه روش IgYتر و درصد بازیابی که سریع

مـرغ از زرده  ه ابتدا سفیده تخـم مراحل تخلیص به این صورت بوده ک
هاي دیگر حـذف  جدا گردیده که با این روش مقدار انبوهی از پروتئین

سپس زرده را با یک پنس گرفته، در یک استوانه مـدرج آنـرا   . شودمی
زرده داخـل سـتون   سوراخ کرده، غشاي زرده را بیرون انداخته و حجم 

دوبرابر حجم اولیه  .دها باهم مخلوط گردیمرغتخم زرده. یادداشت شد
به زرده افـزوده و  PH=7.6, 100mM زرده به آن بافر فسفات سالین 
زده تا محلول کاملاً یکنواخت مـات   همبه خوبی در همزن مغناطیسی 

 6000پلی اتیلن گلیکـول  ) W/V% (5/3سپس . زرد رنگی بدست آمد
ت افزوده شد و تا ناپدید شدن پلی اتیلن گلیکول همزده شد و بـه مـد  

ــه در دور  20 ــانتریفیوژ rpm 4500دقیق ــرف   س ــی در ظ ــایع روی و م
حذف چربـی بـه کمـک    . دیگري براي جداسازي چربی نگهداري شد

به . صورت گرفت )این مرحله دو بار تکرار می شود(از پنبه  فیلتراسیون
یک تکه پنبه بهداشتی با قابلیت جذب رطوبت را در داخـل  این منظور 

اده و مایع رویی را دور ریخته و مایع بدسـت  اي قرار دیک قیف شیشه
.  مایع فیلتر شده را سنجیده و ثبت شـد گردید و حجم  آوريآمده  جمع

                                                             
1-Polson 

رسـانیده  ) W/V% (12در مرحله بعد غلظت پلی اتیلن گلیکـول را بـه   
زده شد تا هیچ اثري از پلـی  آنقدر محلول با همزن مغناطیسی هم. شد

که پلی اتیلن پس از آن. باقی نماند اتیلن گلیکول در ته و اطراف ظرف
بـه مـدت    rpm12000 گلیکول به خوبی حل گردید، محلـول در دور  

 10دقیقه سانتریفیوژ و محلول رویی دور ریخته شـد و رسـوب در    20
رسوب بدست آمـده مجـدداً در   . میلی لیتر از بافر فسفات سالینحل شد

 12000وژدر دور حل گردید و پس ازسانتریفی%  12پلی اتیلن گلیکول 
دقیقه محلول رویی دور ریخته شدو رسوب دو تا سه بار با  10به مدت 

لیتر بـافر فسـفات   میلی 5بافر فسفات سالین شستشو داده شد ومعادل 
  . تا زمان استفاده نگهداري گردید-20سالین اضافه شد و در دماي

  
  SDS-PAGEبه روش  IgYبررسی 

-ز سدیم دودسیل سولفات پلیالکترفور lamliبا استفاده از روش 
بـه  . درصـد اسـتفاده شـد    10آکریل امید ژل الکترفورز انجام و از ژل 

مرغ بـه مـدت   تخلیص شده از زرده تخم IgYمنظور انجام الکترفورز، 
درصد  10الکترفورز بوسیله ژل . دقیقه در بافر نمونه جوشانیده شد 10

کترفورز با کوماسی ولت انجام و پس از اتمام ال 100و در شدت جریان 
 .آمیزي شدبلو رنگ

  
  )MLD(تلقیح داخل صفاقی براي تعیین حداقل دوز کشنده
کـه بـه    بود هدف از این آزمایش تعیین کمترین میزانی از باکتري

روش داخل صفاقی قادر به از بین بردن تمام موش هـا اسـت کـه در    
وزن  موش بـا 18تعداد . نتیجه قادر به بررسی حدت باکتري می باشیم

لیتـر بـا رقـت هـاي زیـر مـورد       میلی  5/0گرم، هر یک  22تا 20بین 
موش هم به عنوان شاهد بـا   3تعداد . تزریق داخل صفاقی قرار گرفتند

موش هـا   همه. میلی لیتر محلول فسفات سالین بافر تزریق شدند 5/0
  .میلی لیتر صورت گرفت 1تزریق با سرنگ انسولینی . ماده بودند
 1+  6/1×106میلی لیتـر بـا رقـت     5/0ه مقدار موش ب 5: 1گروه

  موش شاهد
 1+  6/1×105میلی لیتـر بـا رقـت     5/0موش به مقدار  5:2گروه 

  موش شاهد
 1+  6/1×104میلی لیتـر بـا رقـت     5/0موش به مقدار  5: 3گروه 

 موش شاهد
  

  هابر روي موش IgYبررسی اثرات 
لـف قـرار   تحت تیمارهاي مخت هاموش IgYبه منظور بررسی اثر 

سـاعت   72: 1گـروه   .موش مـاده قـرار داشـت    6در هر گروه . گرفتند
ساعت قبـل تزریـق    72را  IgYها موش(انکوبه شدند IgYها با موش

داخل صفاقی باکتري، به صورت خـوراکی در آب آشـامیدنی دریافـت    
میلـی لیتـر بـاکتري     5/0و سپس از طریق داخل صـفاقی بـا    ) کردند
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E.coli O157:H7  سـاعت   72: 2گـروه   .تزریـق قـرار گرفتنـد   مورد
 5/0و سپس از طریق داخـل صـفاقی بـا    انکوبه شدندIgY ها با موش

 5/0سـاعت   24: 3گروه  .میلی لیتر آب مقطر مورد تزریق قرار گرفتند
 انکوبـه  IgYمیلی لیتـر   5/0مقدار  با   E. coli O157:H7میلی لیتر

شـده جهـت تزریـق    میلی لیتر از محلـول انکوبـه    5/0و سپس  کرده
جهت تزریـق داخـل    IgYمیلی لیتر  5/0: 4گروه .ها استفاده شدموش

 E. coliمیلـی لیتـر بـاکتري    5/0:  5گـروه   .صـفاقی اسـتفاده شـد   
O157:H7 تزریق داخل صفاقی استفاده شد جهت. 

  
 نتایج و بحث

اتـیلن  سـازي بـا اسـتفاده از پلـی    نتایج حاصـل از خـالص  
  SDS-PAGEو الکترفورز  6000گلیکول 

سـازي  مرغ با موفقیـت خـالص  از زرده تخم IgY نتایج نشان دادند
حضور باندهاي پروتئینـی   SDS-PAGEگردید و نتایج بدست آمده از 

هـاي سـبک و سـنگین    کیلودالتونی که مؤید حضور زنجیـره  67و  27
IgY 1شکل ( است را نشان داد .( 

 
  ها نتایج حاصل از تلقیح داخل صفاقی به موش

داخل صفاقی با سه غلظت متوالی صورت گرفـت و تلفـات    تزریق

مـرگ  (ساعت اولیه محسوب نشد 12تلفات . روز بررسی گردید 3آن تا 
سـاعت اول   12هیچ کدام از موش هـا در طـی   ). ناشی از تزریق غلط

و  6/1×104تلف نشده و تمامی موش هـاي مـورد تزریـق در غلظـت     
مه ي آنها سالم بودند و هیچ روز بعد ه 10سالم ماندند و تا   6/1×105

 6/1×106با رقت که  1ولی تمامی موش ها در گروه . تلفاتی دیده نشد
 48تـا   24مورد تزریق داخل صفاقی قرار گرفته بودند در فاصله زمانی 

 .ساعت بعد مردند و فقط دو موش شاهد زنده ماند
 

  هابر روي موش IgYنتایج بررسی اثرات 
ها در گـره اول،  مانی موشدرصد زندهبر روي  IgYبررسی اثرات 

ها بـوده اسـت و   ماندن تمامی موش،  سوم  و چهارم حاکی از زندهدوم
ها در گروه تمامی موش. ها مشاهده نشده بودهیچ تلفاتی در این گروه

. داخل صفاقی باکتري مردند ساعت بعداز تزریق 48تا  24بلافاصله  5
ساعت قبل تزریق داخل  72را   IgYهایی که موشنشان دادند  نتایج

صفاقی باکتري، به صورت خوراکی در آب آشامیدنی دریافت کردند در 
با این بـاکتري   IgYهمچنین هنگامی که  .برابر باکتري مصون ماندند

هـا بـه صـورت داخـل     ساعت انکوبه شده و سپس مـوش  24به مدت 
 E. coli O157:H7ها در برابـر بـاکتري   موش صفاقی تزریق شدند،

 .مصون ماندند

 

  
 IgY: ، لاین دوم  و سوم  kDa 200مارکر وزن پروتینی : لاین اول . باشدمی IgYکیلودالتونی که موید حضور زنجیره سبک و سنگین  67و  27باندهاي پروتئینی  -1شکل

 .مرغتخلیص شده از زرده تخم
Figure 1- 27 kDa and 67 kDa protein bands that have confirmed the presence of light chain and heavy chain of IgY. 

Line 1: protein marker (200kDa), line 2 and 3: purified IgY from egg yolk. 
 

Light chain  
 زنجیره سبک

Heavy chain  
  زنجیره سنگین
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زایـی غیرفعـال توسـط تجـویز     ایمنـی  اند کـه مطالعات نشان داده
خوراکی آنتی بادي هاي اختصاصی از منابع مختلف بـه عنـوان مثـال    

توانـد  می) IgY(نوگلوبین زرده تخم مرغ وشده یا ایم کلستروم مصون
استراتژي هاي اقتصادي و کارایی براي مهار عفونت هاي روده اي در 

تخم مرغ به عنوان مـاده مغـذي شناسـایی شـده     . )11( حیوانات باشد
در زرده تخـم   IgYبادي ها از جمله است که شامل مقدار زیادي آنتی

از حجـم   IgYگرم میلی 100 -150املمرغ شزرده تخم. باشدمرغ می
-آنتـی  .)13(اختصاصـی اسـت   IgYاز آن %  10باشد که کل زرده می

بـادي ایجـاد   هاي موجود در زرده تخم مرغ به عنوان یـک آنتـی  بادي
کننده ایمنی غیر فعال، ارزان و تولید آسان تشخیص داده شده و مورد 

 ).6و  2( باشـد یشگیري میاند و مؤثر براي درمان و پتوجه قرار گرفته
بـادي،  مرغ به عنوان منبـع تولیـد آنتـی   از مزایاي استفاده از زرده تخم

ها قادرند به دلیل اینکه مرغ. باشدکاهش موارد استفاده از حیوانات می
بـادي تولیـد   در مقایسه با حیوانات آزمایشگاهی مقادیر بالاتري از آنتی

ناسبی براي حیوانات آزمایشـگاهی  توانند در آینده جایگزین مکنند، می
هاي جایگزین در اروپا اسـتفاده  مرکز اعتبار سنجی روش. به شمار آید

 آسـایش حیـوان،  بادي زرده را به دلیل عدم بـرهم زدن رفـاه و   از آنتی
 و Chae). 13(کند بادي پستانداران توصیه میجهت جایگزینی با آنتی

مرغ تولید شـده در پاسـخ   مبادي زرده تخاثرات آنتی) 2006( همکاران
زا مورد بررسـی   E. coli O157:H7ژنیک هاي مختلف آنتیبه بخش

ژن ها نشان داد که سطح پاسخ ایمنی در برابـر آنتـی  قرار دادند و نتایج
مقـدار   تزریـق بـه  بعد از شروع  E. coliO157:H7باکتري کل سلولی

 Eاختصاصـی ضـد    IgYکردند کـه   گزارش یافت وبیشتري افزایش 
.coli O157:H7 تواند از ضررهاي اقتصادي مربوط به سلامتی در می

و  Cipollaهمچنـین در مطالعـه   ). 3( انسان و حیوان پیشگیري کنـد 
 E. coliدر متوقف کردن فعالیت  IgYتأثیربخشی ) 2001(همکاران 

O157:H7اي اثر مهارکننـدگی در مطالعه .)4( گزارش شده استIgY 
مورد بررسی قرار گرفت و نتـایج نشـان   E. coli O157:H7  بر روي

 E.coli اثـر مهـاري روي رشـد     IgYباندشـوندگی  دادند که فعالیت 
O157:H7 باکتریال دارد و عملکرد آنتیIgY   نتیجه اثر متقابـلIgY 

کـه در آزمایشـات    باشـد مـی  .O157:H7 coli  Eبا اجزاي سطحی 
ر بـا نتـایج   نتایج مطالعـه حاض ـ  ).14( ایمونوفلورسنس ثابت شده است

Chae  ــال ــاران در س ــت دارد 2006و همک ــه در . مطابق ــانطور ک هم

 .Eتوانستند در برابر  IgY ها ایمن شده باآزمایشات مشاهده شد موش
coli O157:H7   تـوان بـه دلیـل    مصون بمانند که این پدیـده را مـی

با باکتري مورد نظر دانست که باعـث مهـار    IgYفعالیت باندشوندگی 
-می کلاي.ايها در برابر بنابراین این مقاومت موش .ودشباکتري می

ها باشد، اما الزاماً به این معنی توسط موش IgYتواند به دلیل دریافت 
 کـلاي . ايهایی باشد کـه بـا   مرغ مرغحتماً از تخم IgYباشد که نمی

ها در محیطـی زنـدگی کننـد کـه     اند چون ممکن است مرغایمن شده
 .باشند وجود داشته باشد و در برابر آن ایمن شدهها جمعیتی از باکتري

  
  کلی گیرينتیجه

هـا، تکنولـوژي جدیـد    بـادي در عرصـه کاربردهـاي متنـوع آنتـی    
ــتخراج  ــت  IgYاس ــال گســترش اس ــرغ در ح ــم م ــن . از زرده تخ ای

ایمونوگلوبولین توسط مرغ تولید شده و به درون زرده  تخم مرغ بـراي  
که می توان با تزریق یابد ین، انتقال میایجاد ایمنی غیر فعال براي جن

ژن بـه مـرغ هـاي    باکتري کشته شده ایکلاي به عنـوان منبـع آنتـی   
اختصاصی دسـت   IgY زایی در مرغ بهتخمگذار و تکمیل دوره ایمنی

هاي مقاوم باکتریـایی،از  توان با توجه به بوجود آمدن سویهیافت و می
ها اسـتفاده کـرد و از آن   یکبیوتیا به جاي آنتی این محصول در کنار 

-هاي تخمایمن سازي مرغ. هاي درمانی استفاده کردبه عنوان مکمل
باشد چرا کـه  گذار روشی عالی براي تولید مقادیر زیادي آنتی بادي می

باشـد و جداسـازي و   تولید آنتی بادي بـا ایـن روش اسـترس زا نمـی     
در ادامـه  ی باشد نسبتاً ساده می باشد و تولید بالا م IgYخالص سازي 

، بهبود پروتکل هاي ایمن سـازي و کمکـی و   IgYتحقیقات فنآوري 
هایی در تکنیک هـاي اسـتخراج و افـزایش تولیـد     همچنین پیشرفت

درمـانی   هاي جدیدي براي ایمنوبادي، بدون شک منجر به برنامهآنتی
IgY در بهبود سلامت انسان و حیوان می شود.  

  گزاريسپاس
از  24241طــرح تحقیقــاتی بــا شــماره حاصــل  پــژوهش حاضــر

از معاونـت  . باشـد دانشکده کشاورزي دانشـگاه فردوسـی مشـهد مـی    
پژوهشی و فناوري دانشگاه فردوسی که اعتبار انجام ایـن پـژوهش را   

 .شودتأمین نمود صمیمانه تشکر و قدردانی می
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Introduction Chicken is the only avian species in which polyclonal antibodies, like IgG is transported from 
the hen to the egg yolk in a similar manner as the transport of mammalian IgG from the mother to the fetus. 
Immunoglobulin Y in the chicken is transported to the egg and accumulates in the egg yolk in large 
quantities. IgY is an egg yolk antibody that has been used widely for treatment and prevention of infections 
in humans and animal.  IgY is used for passive protection of the pathogen infections such as Escherichia 
coli, bovine and human rotavirus, bovine coronavirus, salmonella, staphylococcus and Pseudomonas. IgY is 
a promising candidate as an alternative to antibiotics. Eschericha coli strains of serotype O157: H7 belongs 
to a family of pathogenic E. coli called enterohemorrhagic E. coli (EHEC) strains responsible for 
hemorrhagic colitis, bloody or non-bloody diarrhea, and hemolytic uremic syndrome in humans. This strain 
of E. coli pathogenises by adhering to host intestinal epithelium and forming bacterial colonies. The purpose 
of this study was to produce and purify immunoglobulin Y against E. coli O157:H7 and develop specific 
polyclonal anti E. coli antibody in the egg yolk. 
Materials and Methods Sixteen-week-old laying hens (Mashhad, Iran) were kept in individual cages with 
food and water ad libitum. Immunization of hens was performed by intramuscularly injecting killed E. coli 
O157: H7 with an equal volume of Freund’s complete adjuvant into two sides of chest area (Sigma, USA) 
for the first immunization. Two booster immunizations followed up using complete and incomplete Freund’s 
adjuvants in two weeks interval. Freund’s adjuvant without antigen was injected to the control group. Two 
weeks after the last injection, the eggs were collected daily for eight weeks, marked and stored at 4 ºC. In 
order to IgY purification, eggs were collected. Purification of IgY from egg yolk was based on Polson and 
using PEG6000. Finally, the presence of antibody IgY was confirmed using SDS-PAGE. Purification of IgY 
was carried out by polyethylene glycol precipitation method using PEG 6000 powder (Merck, Germany) 
based on method of Polson. The purified IgY against E. coli was separated using 10% SDS-PAGE. In order 
to investigate the effect of the specific anti-E. Coli antibody, mice (Razi, Institute of Iran) were randomly 
distributed into five experimental groups (6mice/group). The mice were kept in conventional animal 
facilities and received water and food ad libitum. All animal care and procedures were in accordance with 
institutional policies for animal health and well-being. Experimental groups were including group 1 (mice 
received IgY orally in drinking water 72 hours before intraperitoneal injection of bacteria and then injected 
intraperitoneally with 0.5 ml of bacteria E. coli O157: H7), group 2 (mice received IgY orally in drinking 
water 72 hours before the injection and then injected intraperitoneally with 0.5 ml of deionized water), group 
3 (0.5 ml of  E. coli O157: H7 incubated with 0.5 ml of the specific  anti-E. coli IgY and then 0.5 ml of the 
incubated solution injected to mice intraperitoneally), group 4 (mice injected with 0.5 ml of IgY) and group 
5 (mice received 0.5 ml of E. coli O157: H7). 
Results and Discussion We obtained specific egg yolk antibody against E. coli O157: H7 by immunizing 
hens with the killed E. coli O157: H7 antigen. The results showed that the IgY was successfully purified 
from egg yolk. SDS-PAGE analysis showed presence of protein bands 27kDa and 67 kDa of IgY, which 
correspond to IgY light and heavy chains. Effects of IgY on mice showed that mice received IgY orally in 
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drinking water 72 hours before intraperitoneal injection were protected against bacteria. Also, when specific 
anti-E. coli IgY was incubated with E.coli O157: H7 for 24 hours and then it was injected to mice led to 
mice protected against bacteria. The results of our study were agreement with the results of Chae et al 
(2007). We indicated mice immunized with specific anti-E. coli IgY could be protected against E. coli O157: 
H7. This phenomenon could be due to specific binding activity of IgY with bacteria that led to the inhibition 
of bacterial growth E. coli O157: H7. 
Conclusion The effectiveness of IgY in suppressing the activity of E. coli O157:H7 was indicated in our 
study. This could be inferred from the results of the current study that IgY in the egg yolk could prevent 
greater economic losses due to human and animal health from pathogenic bacteria such as E. coli O157:H7. 
These finding indicated that egg from immunized hens are potentially useful source of passive immunity. 
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