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Title: Extraction, purification and detoxification of Brucella abortus lipopolysaccharide and biological 
activities evaluation. 
Authors: Pakzad I,(PhD); Rezaee A,(PhD); Rasaee MJ,(PhD); Zavaran HA,(PhD); Kazemnegad 
A,(PhD); Tabaraee B,(PhD); Raivandi S,(MSc). 
Introduction: Lipopolysaccharide(LPS) of Brucella abortus is important in brucellosis diagnosis and as 
one of the components for developing a subunit vaccine against brucellosis. Comparision  of LPS extraction 
methods and evaluation of B. abortus LPS toxicity have been considered as the goal of this research. 
Methods: Brucella abortus LPS was extracted by n-butanol and hot phenol method ,in E.coli by hot 
phenol, then they were purified by ultracentrifugation. B. abortus LPS was detoxified by alkaline treatment. 
LPS SDS-PAGE was performed with polyacrylamide gels and stained with silver stain.  
Results: Purified LPS from B.abortus by butanol extraction was shown to have less than 2%(wt/wt) 
contamination by protein and less than 1%(wt/wt) contamination by nucleic acids. In addition, purified LPS 
from B.abortus and E.coli extracted by phenol was shown to have below 4% (wt/wt) contamination by 
protein and below 1.5% contamination by nucleic acids.The electrophoresis pattern of B.abortus LPS and 
E.coli LPS was the same as the former studies. Pyrogenicity test of B.abortus LPS(10 µg/ml) and E.coli LPS 
(0.5 µg/ml) was positive, but D-LPS (10, 50µg/ml)was negative. In LAL test, 10 ng/ml of D-LPS was 
negative, but 0.04ng/ml of B.abortus LPS was positive and endotoxin unit of B.abortus LPS was less than 
E.coli LPS.  
Conclusion: Results show that the amount of LPS of extracted by phenol method is higher ,and protein, 
nucleic acids contamination rate in butanol method is very low. In addition, D-LPS toxicity is severly 
decreased, hence, we can use several as many as B.abortus LPS for stimulating immune system.Besides, 
ability of B.abortus LPS is likely much less  than the LPS from E.coli to evoke endotoxic shock, and it can be 
used as immunogen directly. 
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 : چکیده
و بعنوان یکی از اجزای واکسن      ) بروسلوزیس( بروسلا آبورتوس در تشخیص بیماری تب مالت         (LPS)لیپوپلی ساکارید    :مقدمه

 بررسی    بروسلاآبورتوس و  LPSمقایسه دو روش فنلی و بوتانلی در استخراج         . همیت است زیر واحدی برعلیه این بیماری حائز ا      
 . میزان سمیت آن هدف این تحقیق است

 با روش فنل داغ استخراج و با روش        E.coli بوتانل و فنل داغ و لیپوپلی ساکارید        -با روش ان     بروسلاآبورتوس LPS : روش کار
لیپوپلی ساکاریدهای تخلیص شده در ژل     . وپلی ساکارید بروسلا با تیمار قلیائی سم زدایی شد       لیپ. اولتراسانتریفوژ خالص گردید  

 . آکریل آمید الکتروفورز نموده و با روش نیترات نقره رنگ آمیزی گردید
و در روش   % 1و  % 2کمتر از    نتایج نشان داد که مقدار آلودگی پروتئینی واسیدهای نوکلئیک در روش بوتانلی به ترتیب             : یافته ها

 با تحقیقات   E.coli الگوی الکتروفورزی لیپوپلی ساکارید بروسلا و        .بود% 5/1و   % 4فنلی برای هر دو باکتری به ترتیب کمتر از          
 E.coli لیپوپلی ساکارید    µg/ml 5/0ساکارید بروسلا آبورتوس و     لیپوپلی  µg/ml 10آزمایش تب زایی با  . قبلی مطابقت داشت  

 (Limulus Amoebocyte lysateآزمایش   . منفی بود  )D-LPS( لیپوپلی ساکارید سم زدایی شده      50 و µg/ml10مثبت و در مقادیر   

LAL  ( با ng/ml 10   از  D-LPS  با     منفی و ng/ml 04/0              لیپوپلی ساکارید بروسلا آبورتوس مثبت شد، و از طرف دیگر 
 .  واحد سمی کمتری داشتE.coliلیپوپلی ساکارید بروسلا آبورتوس نسبت به لیپوپلی ساکارید 

نتایج نشان می دهدکه میزان لیپوپلی ساکارید استخراجی در روش فنلی بیشتر ومقدار آلودگی پروتئینی و اسیدهای                : نتیجه گیری
 بروسلا آبورتوس بشدت کاهش یافته می توان چندین برابر لیپوپلی             D-LPSنوکلئیک روش بوتانلی کمتر می باشد وسمیت         

همچنین توانایی لیپوپلی ساکارید بروسلا آبورتوس نسبت       .  آبرتوس از آن، جهت تحریک سیستم ایمنی بکار برد         ساکارید بروسلا 
 .  درایجاد شوک سپتیک بسیار ضعیف تر است و می توان بطور مستقیم از آن بعنوان ایمنوژن استفاده کردE.coliبه لیپوپلی ساکارید

 
 . ، آزمایش تب زاییLALتوس، سم زدایی،  لیپوپلی ساکارید، بروسلا آبور:واژگان گل

 
 

 :قدمهم
بروسـلاها باکـتری هـای گـرم منفـی کوچـک، داخل سلولی              
اختیاری،شــدیداً هــوازی و ســخت رشــدی هســتند کــه در گــاو،  

بیماری مشترک بین   (گوسـفند، بـز و انسـان ایجـاد بروسـلوزیس            
 باکتری مولد   (Bruce) بروس 1887در سال   . می کنند ) انسان و دام  

 بیماری را از طحال یکی از مبتلایان که به علت تب مالت در              این
 مــیکروکوکوسگذشــته بــود، جــدا نمــود و نــام ایــن باکــتری را 

بروسلاها بر اساس تفاوت در میزبان اصلی       .  گذاشت ملـی تنسیس  
بروسلاآبورتوس . و بیماری زایی به شش گونه طبقه بندی می شوند         
ن ایجاد تب مواج    عـامل تـب مالـت گـاوی مـی باشـد که در انسا              

بروسلا مـی نمـاید، البـته این بیماری توسط گونه های            ) بروسـلوز (
  هم ایجاد می شود     بروسلاکانیس و   وسلاسویس، بـر  ملـی تنسـیس   

)3-1.( 
 ، ترکیـب عمـده دیوارۀ سلولی همه        )LPS(لیپوپلـی سـاکارید     

 وزن غشاء خارجی   % 40باکـتری هـای گرم منفی می باشد و حدود           
 

لیپوپلی ساکارید از سه    . ر اسـتحکام آن نقش دارد     تشـکیل داده و د    
 تشکیل شده است    O، بخـش مرکـزی و زنجیره        Aبخـش لیپـید     

خصوصـیات اصـلی لیپوپلـی ساکارید، یعنی فعالیت اندوتوکسیک،          
 ).4-7و2(ایمنومدولاتوری و تب زایی کاملاً شناخته شده می باشد 

واســطه هــای مــتعددی از ) ســپتیک(در شــوک اندوتوکســین 
و سلول های   ) منوسـیت هـا و ماکروفاژها     (ل هـای فاگوسـیتی      سـلو 

 آزاد می شود که منجر به شوک        IL-1β  ،TNF-αاندوتلـیال بویـژه     
همین واسطه ها با تأثیر بر روی سیستم های کنترل          ). 8(مـی گردد    

به منظور  ). 9(حرارتـی بـدن منجر به افزایش دما و تب می گردند             
آزمایش ، بـه مـواد تب زا     بررسـی آلودگـی مـواد دارویـی تزریقـی           

به دلیل محدویت های این     . تـب زایـی در خـرگوش انجام می شود         
 ،که بر اساس لخته     LAL1آزمـایش در سـال های اخیر از آزمایش          

ــی شــکل     توســط 2شــدن ســلول هــای آمبوســیت خرچــنگ نعل
 

                                                           
1 - limulus amoebocyte lysate 
2 - Limulus polyphemus 
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 ).9(لیپوپلی ساکارید است، استفاده می شود 
 

یر باکتری های گرم     مانند سا  بروسلا آبورتوس لیپوپلـی ساکارید    
منفـی از سـه قسـمت تشکیل شده و هفت ژن در سنتز آن نقش                

 آن بـا خانواده انتروباکتریاسه متفاوت       Aترکیـب لیپـید     ). 23(دارد  
  زیر واحد  100 تا   96 یک هموپلی مر خطی از       Oمـی باشد، زنجیره     

 ).10-12(بخش مرکزی کاملاً شناخته شده نیست . است
 در جلوگیری از لیزباکتری     آبورتوسبروسـلا   لیپوپلـی سـاکارید     

 MHCتوسط سیستم کمپلمان، اختلال در عرضه آنتی ژن توسط          
 سیکلو اکسیژناز، القاء تولید     ء، القا TCD4 بـه سـلولهای      2کـلاس   

فعال ) MCP1(نیتریک اکساید، تولید کموکاین جاذب منوسیت ها         
لیپوپلی ). 14 و 13،  1( و تولـید گرانولوما نقش دارد        NF-κβشـدن   

 قادر  E.coli برخلاف لیپوپلی ساکارید     بروسـلا آبورتوس  سـاکارید   
 انسانی می باشد که ممکن است ناشی از         Bبـه تحریک سلولهای     

لیپوپلی ). 15 و 8( آن باشد    Aتفـاوت در ماهیـت شـیمیایی لیپـید          
 مانند جسم کشته شده باکتری مستقل       بروسلا آبورتوس سـاکارید   

 تزریق .)16 و8(ک می کند سیستم ایمنی را تحری ، Tاز سـلولهای 
 به موش   (OPS-BSA) آلبومین سرم گاوی     -Oکونـژوگه زنجیره    

Balb/C             موجـب القـاء تولید آنتی بادی و محافظت در برابر چالش 
آنتی بادی های   ). 17(با سویه بیماری زایی بروسلا آبورتوس می شود       

 در برابر چالش با سویه      Balb/Cاختصاصی لیپوپلی ساکارید موش     
  حفاظـت بخش بوده است      544 بروسـلا آبورتـوس   ی زایـی    بـیمار 

بدلـیل ایـنکه تـزریق لیپوپلـی سـاکارید باکتریهای گرم            ) 19و18(
منفـی در بـدن پسـتانداران ایجـاد شـوک سـپتیک می کند جهت                

سم زدایی از   . تحـریک سیسـتم ایمنـی آن را بـاید سم زدایی نمود            
واخیر اً با   لیپوپلـی سـاکارید بـا روش هـای تیمار اسیدی و قلیایی              

بروسلا لیپوپلی ساکارید   ). 8و  2(آلکالیـن فسفاتاز صورت می گیرد       
 جهت  )آزمایش رایت ( در روش های سرولوژیک مرسوم       آبورتـوس 

تشـخیص بـیماری بروسـلوز در انسـان و دام اسـتفاده مـی شود و          
از . مهمتریـن سـاختار محـرک سیسـتم ایمنـی همـورال می باشد             

 ـ       وس بعـنوان یکـی از اجزاء یک        لیپوپلـی سـاکارید بروسـلا آبورت
هدف ). 21-22(واکسـن زیر واحدی بر علیه بروسلوز نا م می برند            

ایـن تحقـیق مقایسـه دو روش اسـتخراج فنلی و بوتانلی لیپوپلی              
 . و ارزیابی فعالیت بیولوژیکی آن می باشدبروسلا آبورتوسساکارید 

ی  با دو روش بوتانل    بروسلا آبورتوس استخراج لیپوپلی ساکارید    
 با روش فنلی انجام     E.coliو فنلـی، همچنیـن لیپوپلـی سـاکارید          

گرفته وبا فرایند هضم آنزیمی و رسوب دهی متوالی با متانول سرد            
بروسلا لیپوپلی ساکارید   .  تخلیص شدند  1و اولتراسـانتریفوژ متوالی   

 
1 - sequential ultracentrifugation 
 

لیپوپلی ساکارید این   .  با روش تیمار قلیایی سم زدایی شد       آبورتوس
زدایی شده آن در مقایسه با لیپوپلی ساکارید        باکـتری و شـکل سم       

E.coli            بـا آزمایشـات تـب زایی در خرگوش و LAL   مورد بررسی 
 .قرار گرفت

 
 : روش کار

  بروسلا آبورتوساستخراج لیپوپلی ساکارید 
  بــه S19 ،S99باکــتری بروســلا آبورتــوس :  روش بوتانلــی-الــف

کشته % 5/0صورت انبوه کشت گردید سپس با حرارت و فرمالین          
 بوتانل اشباع شده با     -استخراج لیپوپلی ساکارید توسط ان    . شـدند 

ــه روش   و Phillips کــه اخــیرآً توســط Levis و Morrisonآب ب
این روش بدلیل عدم    ). 8و  3(همکـارانش بهینه شده انجام گرفت       

آسـیب به سلولهای باکتریایی و عدم تخریب آنها بعنوان استخراج           
گرم توده سلولی   10بطور خلاصه   . استملایـم درنظر گرفته شده      

 80 حل کرده سپس با      PBS میلـی لیـتر      80 در   بروسـلا آبورتـوس   
 استخراج C 4° بوتـانل اشباع شده با آب در دمای          -میلـی لیـتر ان    

 دقیقه در   20 بمـدت    g9630بـا سانتریفوگاسـیون در دور       . گـردید 
 با لیو فیلیزاسیون حجم آن      . فـاز آبـی جمع آوری شد       C 4°دمـای   

% 2 حاوی   pH 8مولار با   / 1ته نشین در بافر تریس      ، قلـیل یافته  ت
SDS   دقیقه در   5مرکاپـتو اتـانل حـل گـردید و بمدت           -2%  2 و 
 C 37° ساعت در دمای4 حرارت داده شد و بمدت C  100°دمای

 ساعت در   2سـپس بمـدت     .  انکوبـه گـردید    DNase و RNaseبـا   
 بمدت  g9630دور  در  .  انکوبه گردید  K با پروتئیناز    C 56°دمـای   

 4(لیپو پلی ساکارید با متانول سرد       .  دقـیقه سـانتریفوژ گـردید      20
در . رسـوب داده شـد، دوبار با متانول سرد شستشو گردید          ) حجـم 

 بـا اولـترا سـانتیریفوژ رسـوب داده شد و لیوفلیزه             g 100000دور  
 ).24 و 23، 8، 3(گردید 

 E.coli  وبروســلا آبورتــوسلیپوپلــی ســاکارید :  روش فنلــی-ب
(O157)     بـا روش Westphal  سلول های باکتری   .  استخراج گردید

 25 گرم باکتری در     5. کشـته شدند  % 5/0بـا حـرارت و فرمالیـن        
 حاوی  pH 7 میلـی مولار با      50میلـی لیـتر بافـر فسـفات سـدیم           

EDTA              میلـی مولار حل کرده و بمدت یک دقیقه در دور بالا بهم 
ــاو    ــز ت ــار فری ــن ب ــال(زده و چندی ــاری آب  -70 یخچ ــن م ، ب

 میلـی گـرم لـیزوزیم افزوده و به بطور شبانه            100. گـردید )جـوش 
 سپس در دمای   .  انکوبـه شد   C 4°همـراه بـا بهـم  زدن در دمـای          

°C37   با بهم زن    .  دقیقه انکوبه گردید   20 بمدت(Vortex)  بمدت 
 50 دقـیقه بهم زده، سپس حجم سوسپانسیون با سدیم فسفات            3

 100 میلی مولار به     20اوی کلرورمنیزیوم    ح pH 7میلـی مـولار با      
  با غلظت نهایی    DNase و   RNaseمیلی لیتر رسانده شد آنزیم های       
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 دقیقه در   60یـک مـیکروگرم بـر میلـی لیـتر اضافه شده و بمدت               
 انکوبه گردید به منظور غیرفعال سازی آنزیم ها محلول          C37°دمای

سپانسیون سو.  دقیقه انکوبه شد   60 بمدت   C60°مذکـور در دمـای    
با دمای  % 90 رسانده و هم حجمش فنل       C70°باکـتری بـه دمای    

°C70        دقیقه بهم زده، سپس در حمام       15 اضـافه گـردید و بمدت 
 دقـیقه سانتریفوژ    15 بمـدت    g20000در دور   . آب یـخ سـرد شـد      

فـاز فنلی و آبی از هم جدا نموده و هر دو فاز را با متانول                . گـردید 
آب مقطر یا تریس حل کرده و با        رسوب در   . سـرد رسوب داده شد    

 g20000 تــیمار شــد ســپس در دورK ،RNase ،DNaseپروتئیــناز
 دیالیز شده و در دور      PBS شب با    2مایع روئی   . سـانتریفوژ گردید  

g10000023و 3( با اولتراسانتریفوژ رسوب داده و لیوفلیزه گردید.( 
 جذب با روش اسپکتروفتومتری

کتروفتومتری در جــذب محصــول اســتخراجی بــه روش اســپ
مـراحل مخـتلف بـرای وجـود لیپوپلـی سـاکارید، تخمیـن مقدار               

 ).8( پروتئین و اسیدهای نوکلئیک گرفته شد
 آنالیز شیمیایی

 بعنوان  BSAمقـدار پروتئیـن بـا روش بـرادفورد با استفاده از             
ــا روش  . اســتاندارد تعییــن گــردید مقــدار اســیدهای نوکلئــیک ب

1 مقدار لیپوپلی ساکارید با ماده       اسپکتروفتومتری تخمین زده شد،   
 دی متـیل متیلن بلو و با استفاده از لیپو پلی ساکارید استاندار              9و  

 نانومتر تعیین   510 در طول موج     -6511L سـالمونلا تیفی موریوم   
 ).23(گردید 

 

SDS-PAGE 
 SDS-PAGE% 14الکــتروفورزیس لیپوپلــی ســاکارید در ژل 

با روش نیترات نقره رنگ      مولار انجام گرفت سپس      4حاوی اوره   
 ). 25 و 8(أمیزی گردید 

 

 :سم زدایی از لیپوپلی ساکارید

 نرمال در دمای   / 1لیپوپلـی سـاکارید تخلـیص شـده بـا سود            
°C100    سـاعت انکوبـه شده سپس        2 بمـدت pH    مخلوط با HCl 

 ).2( رسانده و بدقت فاز رویی جداسازی گردید5/3یک نرمال به 
، شکل  بروسلا آبورتوس لـی سـاکارید      لیپوپ :مطالعـات بـیولوژیک   
 برای  E.coliو لیپوپلـی سـاکارید      ) D-LPS(سـم زدایـی شـده آن        

 LALفعالیـت هـای بـیولوژیک آزمـایش تـب زایی در خرگوش و               
 .ارزیابی شدند

 لیپوپلی ساکارید بعنوان القاء کننده      :آزمایش تب زایی در خرگوش    
 مواد  .تـب در انسـان وحـیوانات آزمایشـگاهی شـناخته شده است            

تزریقـی کـه باعـث افـزایش دمـای بـدن خـرگوش شوند بعنوان                
 در این تحقیق از خرگوش نژاد . ثبت می شوند) تب زا(پیروژن 

آزمایش تب زایی   .  استفاده شد  :NZW)موسسـه رازی  (نیوزیلـندی   
 میکروگرم بر میلی لیتر لیپوپلی      10در خـرگوش بطـور خلاصـه بـا        

، D-LPSرم بر میلی لیتر    میکروگ 10،50 و بروسلا آبورتوس ساکارید  
 در  E.coli نانوگـرم بـر میلـی لیتر لیپوپلی ساکارید           500همچنیـن   

 میلی لیتر بر کیلوگرم تزریق      3گروه های سه تایی خرگوش بصورت       
 دقیقه  30بعد از   . ثبـت گـردید   ) رکـتوم (دمـای اولـیه مقعـد       . شـد 

هر یک ساعت . ترکیـبات فـوق در رگ مارژینال گوش تزریق شد       
وقتی دمای بدن یکی از     . عت دمـا ثبـت گـردید       سـا  3بـه مـدت     

 درجه سانتیگراد افزایش یافت، یا افزایش       6/0خرگوش ها بیش از     
 درجه سانتیگراد رسید    4/1دمای مجموع سه خرگوش هر گروه به        

 ).9و 8(معرف مثبت بودن آزمایش تب زایی است 
ــایش  ــت   : LALآزمـ ــا کیـ ــایش بـ ــن آزمـ   Gel Clot ایـ

(HAEMACHEM U.S.A)دستور موسسات  طبق USP و FAD 
 ، ng/mL 32 ،78/0بــرای اندوتکســین باکــتری هــا بامقادیــر     

، از لیپوپلـــــی 003/0، 0975/0،0487/0،0121/0، 39/0،195/0
 از لیپوپلی   ng/mL 4000  ،10  ،5/0 و   بروسـلا آبورتوس  سـاکارید   

 ).8(انجام شد ) D-LPS(ساکارید سم زدایی شده 
 

 : یافته ها
ــاکارید   ــی س ــلابرلیپوپل ــوس وس % 14در ژل  E.coli و آبورت

SDS-PAGE ــاوی اوره ــا روش  4 ح ــتروفورزیس و ب ــولار الک  م
 ). 1شکل (نیترات نقره رنگ آمیزی شد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 و B.abortus، E.coli لیپوپلـی ساکاریدهای   SDS-PAGE-1شـکل  

S.typhi murium .  از ) 4خانه ( میکروگرم 20و )1خانه (10 مقادیـر
 میکروگرم از لیپوپلی    10،  بروسـلا آبورتـوس   ید  لیپوپلـی سـاکار   

اسمیر ). 3خانه  (و سالمونلا تیفی موریوم     )2خانه (E.coliسـاکارید   
 که کندتر حرکت کرده گروهی از باندها هستند که معرف           4و1خانه  

 ،بخش مرکزی و زنجیره     Aلیپید  (لیپوپلی ساکارید دست نخورده     
O (ها نشان دهنده لیپد سریعترین باند در تمام خانه . می باشدA  

 . مارکر می باشد5خانه . به تنهایی است
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  آبورتوس بروسلاالگـوی آن با مطالعات قبلی لیپوپلی ساکارید      
 میکروگرم  20و10 مربوط به    4 و 1خانه  .  مشـابه می باشد    E.coliو  

شمای آن شامل   .  می باشد  بروسلا آبورتوس از لیـپو پلـی ساکارید       
 Aانگر قسمت مرکزی و لیپید      یـک بـاند سـبک مـی باشد که نش          

باند سنگین که .  مـی باشد بروسـلا آبورتـوس   لیپوپلـی سـاکاریدی     
بصـورت اسـمیر دیده می شود نشان دهنده لیپوپلی ساکارید دست            

 موجب  Oنخـورده اسـت کـه تفاوت در تعداد واحد قندی زنجیره             
 . اسمیر شده است

 و  E.coli میکروگرم از لیپوپلی ساکارید      10 مربوط   3 و 2خانـه   
 است که حالت نردبانی دارند سبک ترین        سـالمونلا تیفـی موریـوم     

الگوی نردبانی بخاطر اینست که     .  می باشد  Aبـاند احـتمالاً لیپـید       
 . قند تشکیل شده است4 بجای یک قند از Oواحدهای زنجیره 

مقایسـه مـیزان لیپوپلـی سـاکارید استخراجی در روش بوتانلی و             
 فنلی

 گرم جسم سلولی    15رید استخراجی از    مقدار لیپوپلی پلی ساکا   
 میلی گرم و با     150±10 در روش فنلی     بروسـلا آبورتوس  باکـتری   

مقـدار آلودگـی پروتئینی و      .  میلـی گـرم بـود      30±4روش بوتانلـی    
اسـیدهای نوکلئیک لیپوپلی ساکارید خام در روش بوتانلی با توجه           

 .  پائین تر ازروش فنلی است2 و 1به نمودار 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 طـیف جـذب اسـپکتروفتومتری نمونـه استخراج فنلی           -1مـودار   ن

 نشـان دهـنده پـیک جذب        بروسـلا آبورتـوس   لیپوپلـی سـاکارید     
 تا  260نانومـتر و پیک جذب در     220 تـا    190لیپوپلـی سـاکارید در      

 .  نانومتر مربوط به پروتئین واسیدهای نوکلئیک است280
 

کلئیک روش  بعـد از تخلیص مقدار آلودگی پروتئینی واسیدهای نو        
و مقدار آلودگی پروتئینی واسیدهای % 1/0،%2بوتانلـی بـه ترتیـب    

 .است% 5/1و% 4نوکلئیک در روش فنلی به ترتیب کمتر از 
 آزمایش تب زایی در خرگوش 

 بروسلا  لیپوپلـی سـاکارید      µg/mL10ایـن آزمـایش بـا مقـدار       
 مثبت و با مقادیر    E.coli لیپوپلـی ساکارید     µg/mL5/0،آبورتـوس 
µg/mL 10،50  D-LPSبروسلا آبورتوس منفی بود . 

 طبق دستورات  Gel Clot این آزمایش با کیت :LALآزمـایش  
USP   و FAD          کمترین .  بـرای اندوتکسـین باکـتری هـا انجام شد 

 

 LAL که در آن آزمایش      بروسلا آبورتوس مقـدار لیپوپلی ساکارید     
باتوجه به حساسیت   .  تعییـن گـردید    ng/mL0487/0مثبـت بـود،     

 از لیپوپلی ساکارید    EU 125/0~ ng/mL0487/0خیصـی کیت  تش
ــوس ــدبروســلا آبورت ــی باش ــت  .  م ــن کی ــتورالعمل ای ــبق دس  ط

EU12ng/mL~1 0111 از لیپوپلــی ســاکارید:B4) (E.coli ــر  براب
  برابر E.coliاسـت و بـنابر ایـن یـک میلـی گرم لیپوپلی ساکارید               

EU 12000000  ــی ســاکارید ــرم لیپوپل ــی گ  بروســلا و یــک میل
، ng/mL10،25/0و مقادیر   .  می باشد  EU2500000 برابر   آبورتوس

.  آنها منفی بود   LAL نتیجه آزمایش    بروسـلا آبورتوس   D-LPSاز  
در حالـی کـه همیـن مقادیـر و مقدارهـای بسیار کمتر از لیپوپلی                

این نشان  .  نتیجه آزمایش آنها مثبت بود     بروسلا آبورتوس ساکارید  
 . دی کاهش یافته است تا حد زیاD-LPSمی دهد سمیت 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 طیف جذب اسپکتروفتومتری نمونه استخراج بوتانلی       -2نمـودار   
 نشـان دهـنده پـیک جذب        بروسـلا آبورتـوس   لیپوپلـی سـاکارید     

 تا  260نانومتر  و پیک جذب در     220 تـا    190لیپوپلـی سـاکارید در      
 . نانومتر مربوط به پروتئین واسیدهای نوکلئیک است 280

 
 :بحث

 در تشـخیص تب مالت و       بروسـلا آبورتـوس    لیپوپلـی سـاکارید      از
در این تحقیق   . تحـریک سیسـتم ایمنـی مـی تـوان استفاده نمود           

 بـه دو روش فنلی و بوتانلی   بروسـلا آبورتـوس   لیپوپلـی سـاکارید     
اسـتخراج شـده، کارایـی و خلـوص محصـول مـورد بررسی قرار               

  آبورتوس بروسلاهمچنیـن سـم زدایی از لیپوپلی ساکارید         . گرفـت 
 ،بروســلا آبورتــوس LPSهمــراه بــا ارزیابــی فعالیــت بــیولوژیک 

D-LPS     و لیپوپلی ساکارید E.coli       و مقایسه آنها با هم انجام شد  .
مقـدار لیپوپلـی ساکارید استخراجی در روش بوتانلی، بدلیل ملایم       
بـودن آن و آسـیب ناجـیز بـه سـلولها، همچنیـن مقـدار آلودگی                 

 لئـیک آن پائیـن تـر از روش فنلی بود           پروتئینـی و اسـیدهای نوک     
طبق تحقیقات انجام گرفته توسط موریسون ولیف       ). 2و1نمـودار   (

مشخص شد که روش استخراج فنلی موجب تخریب شدید اجزای         
ــی   ــلولها و حت ــود LPSس ــی ش ــتخراج  .  م ــیکه روش اس  در حال
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 مجله پژوهشی حکیم 

 LPSبوتانلـی بـه مـیزان کمتری موجب تخریب اجزای سلولها و             
گــوی الکــتروفورزی لیپوپلــی ســاکارید بروســلا ال). 8(مــی شــود 

 حالت  E.coliنشـان داد کـه لیپوپلـی ساکارید         E.coliآبورتـوس و    
 از یک باند سبک و چند       بروسلانردبانی دارد ولی لیپوپلی ساکارید      

بـاند سـنگین تشـکیل شـده کـه مطابق الگوی الکتروفورزی این              
 می باشد   و همکارانش    Goldingلیپوپلـی سـاکاریدها در تحقیقات       

 Oالگـوی نردبانـی بخاطـر اینست که واحدهای زنجیره           ) 24و  8(
باند سبک نشانگر   .  قـند تشکیل شده است     4بجـای یـک قـند از        

 لیپوپلی ساکاریدی بروسلا آبورتوس     Aقسـمت مرکـزی و لیپـید        
باندهـای سـنگین نشان دهنده لیپوپلی ساکارید دست         . مـی باشـد   

 . می باشدOندی زنجیره نخورده با تفاوت در تعداد واحدهای ق
همچنیـن الگـوی جـذب اسـپکتروفتومتری لیپوپلـی ساکارید           

 190 نشان داد که بالاترین جذب در طول موج          بروسـلا آبورتوس  
نانومـتر اسـت در حالیکه جذب لیپوپلی ساکارید باکتری های دیگر       

 نانومتر است که این مطابق تحقیقات مصطفایی        210درطول موج 
 ایـن ناشـی از تفـاوت ترکیب شیمیایی          .و همکـارانش مـی باشـد      

 ).24( با سایر باکتریها است بروسلا آبورتوسلیپوپلی ساکارید 
 و همکـاران مشـخص شد که سمیت         Goldingدر تحقـیقات    
 در آزمایشات کشندگی در موش      بروسلا آبورتوس لیپوپلی ساکارید   

 بسیار کمتر   E.coliو تـب زایـی درخـرگوش از لیپوپلـی سـاکارید             
 تعداد واحد اندوتوکسین یک میلی گرم لیپوپلی ساکارید         اسـت، امـا   

 بیشتر  E.coli از یک میلی گرم لیپوپلی ساکارید        بروسـلا آبورتوس  
در آزمایش تب زایی در خرگوش مشاهده شد که لیپوپلی          . می باشد 

 بروسلا آبورتوس   نسـبت بـه لیـپو پلـی ساکارید           E.coliسـاکارید   
 

 با مقدار مساوی    D-LPS زای   بسیار قوی تر می باشد و آزمایش تب       
این نشان دهنده   . از لیپوپلـی سـاکارید بروسـلا آبرتوس منفی بود         

.  می باشد  (deacylation) با داسیله شدن     Aغـیر سمی شدن لیپید      
ــیمه کمــی تعــداد واحــد اندوتوکســین یــک  LALدر آزمــایش   ن

 از یک میلی گرم     بروسـلا آبورتوس  میلـی گـرم لیپوپلـی سـاکارید         
 بیشتر  D-LPS کمتر و از یک میلی گرم        E.coliرید  لیپوپلـی سـاکا   

 لیپوپلی  Aایـن نـتایج احـتمالاً ناشی از تفاوت ماهیت لیپید            . بـود 
این نشان دهنده این    .  می باشد  E.coli با   بروسلا آبورتوس ساکارید  

 در ایجاد شوک سپتیک     بروسلاآبورتوساست که لیپوپلی ساکارید     
 D-LPS است و شکل     E.coli بسـیار نـاتوان تر از لیپوپلی ساکارید       

بنابراین می توان   .تقریـباً فـاقد قـدرت تـب زایی و سمی می باشد            
جهـت تحـریک سیسـتم ایمنـی و یا بعنوان حامل در واکسنها از               

LPSو D-LPS استفاده کردبروسلا آبورتوس . 
 

 : نتیجه گیری
 در روش   بروسلا آبورتوس مـیزان اسـتخراج لیپوپلـی ساکارید        

شتر از روش بوتانلی است ولی میزان آلودگی        فنلـی جـند برابـر بی      
ــر از روش   ــی بالات ــیک در روش فنل ــن و اســیدهای نوکلئ پروتئی

 قـدرت سـمی آن بشـدت کـاهش یافته،           D-LPS. بوتانلـی اسـت   
 نسـبت بـه لیپوپلی      بروسـلا همچنیـن توانایـی لیپوپلـی سـاکارید         

 و تب زایی در خرگوش بسیار       LAL در آزمایشهای    E.coliساکارید  
مـی باشـد و مـی تـوان از آن بعنوان ایمنوژن بطور مستقیم               کمـتر   
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