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مجله دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی - درمانی شهید صدوقی یزد 

سال دوازدهم ، شماره دوم ، تابستان 1383، ص 33 

٣٣

 
 

بررسی آنتیبادیهای تولید شده علیه آنتیژنهای کیست هیداتیک با  
 

استفاده از روش ایمونوبلات 
 

دکتر فاطمه غفاریفر1 ، دکتر عبدالحسین دلیمیاصل2 ، دکتر احمد زوارانحسینی3 ، فاطمه جالوسیان4 

 
چکیده 

ــت کـه بـرای تشـخیص بیمـاری کیسـت هیداتیـک بکـار  مقدمه : ایمونوبلات یکی از روشهای سرولوژی با حساسیت و ویژگی بالا اس
ــاران هیداتیـدی بـا زیـر واحدهـای دو آنتـی ژن اصلـی اکینوکوکـوس گرانولـوزوس یعنـی آنتـیژن ب  میرود. در این روش سرم بیم

وآنتیژن 5 واکنش ایجاد میکند و پاسخهای ایجاد شده قابل تجزیه و تحلیل میباشند. 
روش بررسی : در این بررسی تعداد 100 سرم مورد آزمایش قرار گرفتند که 40 مورد مربوط به بیماران هیداتیدی میباشد کــه بیمـاری 
آنها توسط عمل جراحی اثبات شده است ، 20 مورد مربوط به افراد مبتلا به بیماریــهای انگلـی بـه غـیر از کیسـت هیداتیـک ،20 مـورد 

مربوط به بیماران مبتلا به بیماریهای غیرانگلی و 20 مورد مربوط به افراد سالم میباشد. 
نتایج : حساسیت بدست آمده برای سه زیر واحد آنتی ژن ب (با وزنهای ملکولی 12 ، 16 و 20 کیلو دالتون) بــه ترتیـب 92/5 ، 84/5 و 
87/5 درصد و ویژگی برای هر سه زیر واحد 100% بدست آمد . حساسیت بدســت آمـده بـرای دو زیـر واحـد آنتـیژن 5 (بـا وزنـهای 

ملکولی 55 و 65 کیلو دالتون) ، 100% و ویژگی به ترتیب 100 و 90 درصد میباشد .  
نتیجه گیری : نتایج بدست آمده نشان میدهد که بهترین زیر واحــد بـرای تشـخیص کیسـت هیداتیـک ، زیـر واحـد 55 کیلـو دالتونـی 

آنتیژن 5 می باشد. 
 

واژههای کلیدی : کیست هیداتیک ، ایمونوبلات ، سرولوژی  
 

مقدمه 
هیداتیدوزیـس یـک عفونـت مشـــترک بیــن انســان و  

حیوانـات اسـت. عـامل آن سسـتودی از خـــانواده تنیــده بــه نــام 
اکینوکوکوس گرانولوزوس است . میزبان نهایی این انگل سگ و 
سگسانان و میزبانهای واسط آن دامهایی نظــیر گوسـفند ، گـاو و 
بز هستند . انسان نیز به فرم نوزادی مبتلا میشود . اشــکال لاروی 

 
1- استادیار گروه انگل شناسی  

2- استاد گروه انگل شناسی  

3- دانشیار گروه ایمنی شناسی 

4- دانشجوی PhD گروه انگل شناسی 

دانشگاه تربیت مدرس - تهران 

 
ــی در اندامـهای  انگل در میزبانان واسط به صورت کیستهای بزرگ
داخلی مخصوصا کبد و ریه ظاهر میشوند(1). این بیماری علامت 
ــاصی نـدارد بنـابراین جـهت تشـخیص بیمـاری، ارزیـابی  بالینی خ
بالینی آن کافی نیست .برای تشــخیص ایـن بیمـاری بـهتر اسـت از 
چند روش تشخیصی استفاده کرد . ایــن روشـها شـامل اسـتفاده از 
رادیوگرافی ، اولتراسونوگرافی، توموگرافی، همراه با تکنیکهای 
ــــد. آنتیبادیهـــای اختصـــاصی برعلیـــه  ایمنیشناســی میباش
ــهبود بـاقی میمـانند بـه  آنتیژنهای این انگل تاچند سال پس از ب
همین جهت بسیاری از تستهای سرولوژی برای یافتن آنتیبادیهای 
 IgGو IgE در سرم بیماران در طی بیماری و حتــی پـس از عمـل 

جراحی یا درمان دارویی مورد استفاده قرار می گیرند (2،3) . بیــش 
ـــرای یــافتن   از 50 سـال اسـت کـه تسـتهای سـرولوژی متنوعـی ب
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آنتیبادیهای  IgG , IgM , IgA , IgEکه در اثر بیماری کیســت 
هیداتیک در بیماران تولید شده بکار می رود. از تستهایی کــه هـم 
حساسیت و هم ویژگــی بـالایی دارنـد میتـوان از تسـت الایـزا و 
ایمونوبلات نام برد(4).  بطور کلــی مفـهوم عملـی بـلات اشـاره بـه 
تکنیکهایی دارد که در آنها باندهای جدا شده پروتئین ، RNAو 
یاDNA  از ژل به ورقههای نازکی مثل کاغذ نیــترو سـلولز منتقـل 
ــترو فـورز بـاعث  میشود .گرچه استفاده از این تکنیک بعد از الک
ــت بیشـتر و پیچیدهتـر کـردن کـل آزمـایش مـیگـردد  صرف وق
ولیکن به علـت فوایـد فراوانـی کـه ایـن روش دارد بکـاربردن آن 
بسیار با ارزش است . روشهای مختلفی برای انتقال از ژل به کــاغذ 
ـــان  نیتروسـلولز وجـود دارد کـه متداولـترین آنـها اسـتفاده از جری
الکتریسیته است که این روش انتقال را الکترو ترانســفر مینـامند . 
در این روش جریان الکتریکی به صورت عمودی بر سطح بــاعث 
حرکت پروتئینها به خارج از ژل و انتقال آنها به کاغذ نیترو سلولز 
میشود. پروتئینها به وسیله نیروی غیرکووالانت محکــم بـه کـاغذ 
نیترو سلولز متصل مــی شـوند و نـوع واکنـش غیرقـابل بـازگشـت 
میباشـد . در ایـن روش مـی تـوان از پلـی کلونـال و مونوکلونــال 
آنتیبــادی اســتفاده نمــود . ایمونوبــلات روش بســیار مفیـــد و 
تأییدشدهای برای مشخص نمودن آنتیژنهای اختصاصی است. در 
این روش آنتیژنها تا حدود یک نانوگرم قابل تشخیص میباشند. 
با استفاده از این روش تشخیص واکنش متقاطع بین یک آنتــیژن 
ــن  و آنتیژنهای مشابه دیگر امکانپذیر میگردد(5،6) .  هدف از ای
ــابی آنتیبادیهـای اختصـاصی تولیـد شـده بـر علیـه  مطالعه ، ارزی
ــا اسـتفاده از  آنتیژنهای مختلف کیست هیداتیک در بدن انسان ب

روش ایمونوبلاتینگ است. 
 

روش بررسی  
تهیه آنتیژن : پس از جداسازی مــایع کیسـت هیداتـیک ، 
ــاوی آنتـیژنـهای 5 و ب  محلول آنتیژنهای نسبتاً خالص را که ح

میباشد تهیه گردید (7) . 
ــه کیسـت  تهیه نمونه سرم : برای تهیه سرم مثبت از 40 بیمار مبتلا ب
هیداتیک که بیماری آنها به وسیله عمل جراحی تایید شده است ، 
همچنین از 20 فرد سالم به عنوان گروه شاهد سالم ، 20 فرد مبتــلا 

به سایر آلودگیهای انگلی به عنوان گروه شاهد دارای آلودگیهای 
انگلی غیر از کیسـت هیداتیـک (3 مـورد تنیـا سـاژیناتـا ، 4 مـورد 
هایمنولپیس نانا ، 3 مورد فاســیولا هپاتیکـا ، 3 مـورد آسـکاریس ، 
ــترونژیلوئیدس اسـترکورالیس و 4 مـورد ژیاردیـا) و 20  3مورد اس
فرد مبتلا به بیماریهای غیرانگلی به عنوان گروه شاهد بیمــار بـدون 
ــه شـکم ،  آلودگی انگلی (سرطان کبد ، سرطان ریه ، سرطان ناحی
کولیت روده ، سرطان خون و عفونتهای باکتریال) نمونه سرم تهیه 
شد . علــت انتخـاب ایـن گروهـها بررسـی واکنشـهای متقـاطع بـا 
ــن بررسـی واکنشـهای متقـاطع بـا  آنتیژنهای سایر انگلها و همچنی
ــا  سایر بیمارانی است که از لحاظ علایم بالینی ممکن است مشابه ب
علایم کیست هیداتیک میباشند است این سرمها تا زمان بررســی 

در فریزر با دمای 20- درجه سانتیگراد نگهداری شدند . 
ـــدا آنتــیژن نســبتا خــالص بــا روش  آزمـایش ایمونوبـلات : ابت

 SDS-PAGE الکتروفورز شد ، پس از پایان الکتروفورز ژل را به 

دقت از میان دو شیشه الکتروفورز خارج کرده و 30 دقیقه در بـافر 
انتقال قرار داده شد . قطعهای از کاغذ نیترو سلولز که به انـدازه ژل 
ــدا آن  میباشد را میبریم ، برای آماده سازی کاغذ نیترو سلولز ابت
را در آب مقطر خیسانده و سپس به مدت 1 ساعت در بافر انتقــال 
ــزرگـتر از کـاغذ  قرار داده و تعداد 6 عدد کاغذ صافی را به ابعاد ب
ــافر انتقـال خیسـاندیم .سـپس یـک سـطح  نیتروسلولز بریده و در ب
ــه ترتیـب 3 کـاغذ صـافی ،  شیشهای را با متانول تمیزکرده سپس ب
کاغذ نیــترو سـلولز ، ژل و 3 کـاغذ صـافی را طـوری بـرروی هـم 
میچینیم که هیچ حباب هوایی بین آنها تشکیل نگردد. سپس ایـن 
لایه ها را بین دو اسفنج قرار داده و این مجموعه را به داخل تانک 
وسترن بلات که محتوی بافر انتقال است قرار داده و جریــان بـرق 
ــه مـدت 2 سـاعت برقـرار گردیـد . پـس از اتمـام  80-100 ولت ب
مدت انتقال کاغذ نیترو سلولز را در آورده سپس قسمت مربوط به 
پروتئینهای استاندارد را بریده و در رنگ پونسو S رنــگ گردیـد . 
ــها کـاغذ نیـترو سـلولز در محلـول  پس از اطمینان از انتقال پروتئین
بلوکهکننده قرار داده شد . سپس کاغذ را به صورت نوارهــایی بـه 
قطر 3 میلیمتر بریده و هر نوار را بــا سـرم بیمـار یـا شـاهد بـا رقـت 
1:800 مجاور گردید . سپس کاغذهای نیترو ســلولز در مجـاورت 
آنتیهیومن IgGکنژوگه با HRP(تهیه شده از شرکت ســیگما) بـا 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
35 مجله دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی - درمانی شهید صدوقی یزد 

ــیون  رقـت 1:6000 قـرار داده شـد و پـس از اتمـام زمـان انکوباس
کاغذها در مجاورت سوبسترای DAB 1 قـرار داده شـد. پـس از 
ظاهر شدن باندهی قهوهای ، نوارها را به داخــل ظـرف آب مقطـر 

منتقل کرده سپس بین دو کاغذ صافی خشک گردید(7). 
 

نتایج  
ــن تحقیـق نشـان مـی دهـد کـه   نتایج بدست آمده از ای
شدت و ضعف رنگهای بدســت آمـده بـرای هـر بـاند در بیمـاران 
ــه 65 و 55  مختلـف متفـاوت مـی باشـد . قویـترین باندهـا در ناحی
ــیژن 5 مشـاهده گردیـد کـه  کیلودالتون یعنی ناحیه مربوط به آنت
برای همه بیماران هیداتیدی مثبت بود (تصویر 1) . سپس مهمترین 
واکنش در ناحیه زیر 24 کیلو دالتون مشاهده گردید ، ایــن ناحیـه 
مربـوط بـه آنتـــی ژن ب بــوده و دارای ســه بــاند 12 ، 16 و 20 
ــود و %100  کیلودالتون است که برای50% افراد هر سه باند مثبت ب
افراد دارای حداقل یک باند مثبت بودند(تصویر 1).  بـرای سـایر 
باندهـا نتـایج بدسـت آمـده بدیـــن ترتیــب میباشــد ، بــاند 116 
کیلودالتون 30% ، 52 کیلودالتون 45% و 60 کیلودالتون 50% مثبت 
بوده است . سایر اطلاعات در جدول (1) آمده اســت . بـا اسـتفاده 
ــراد سـالم و افـراد مبتـلا بـه بیماریـهای غـیرانگلی  از این روش ، اف
واکنشی را با آنتیژنهای کیســت هیداتیـک نشـان ندادنـد . امـا در 
مورد افراد مبتلا به بیماریهای انگلی در دو مورد از 20 مورد (یک 
مورد تنیازیس و یک مورد فاسیولیازیس) در ناحیه 65 کیلودالتون 

نتایج مثبت مشاهده گردید (تصویر 1) .  

ــرای آزمـایش ایمونـو بـلات در افـراد  نتایج بدست آمده ب
مبتلا به کیست هیداتیک بر حسب موقعیت کیست در جــدول (2) 
آمده اســت .بیشـترین مـوارد مثبـت بـرای افـراد مبتـلا بـه کیسـت 
هیداتیک کبدی و کمترین موارد مثبت برای افراد مبتلا به کیسـت 

هیداتیک ریوی بدست آمد . 
 
 
 
 
 
 
 
 

1- پروتئینهای استاندارد 
7-2- بیماران هیداتیدی 

8- بیمار مبتلا به سرطان کبد 
9- بیمار مبتلا به ژیاردیا 

10- بیمار مبتلا به فاسیولاهپاتیکا 
11- بیمار مبتلا به آسکاریس لومبریکوئیدس 

12- بیمار مبتلا به تنیاساژنیاتا 
13- بیمار مبتلا به استرونژیلوئیدس استرکوراسیس 

14- بیمار مبتلا به کرم قلابدار 
15- بیمار مبتلا به هایمنولپیس نانا 

16- فرد سالم  

شکل 1 : نوارهای نیتروسلولز بدست آمده در روش ایمونوبلات 
برای بیماران هیداتیدی و بیماران غیرهیداتیدی و افراد سالم  

 
جدول 1: حساسیت و ویژگی بدست آمده و سترن بلات در گروههای مورد مطالعه برحسب باندهای بدست آمده 

 
باند 65 کلیودالتونی باند 55 کلیودالتونی باند 20 کلیودالتونی باند 16 کلیودالتونی باند 14 کلیودالتونی باندهای مثبت مشاهده شده 

درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد گروههای مورد مطالعه 

100 40 100 40 87/5 35 84/5 33 94/5 37 افراد مبتلا به کیست هیداتید (40نفر) 
- - - - - - - - - - افراد مبتلا به سایر آلودگیها  

10 4 - - - - - - - - انگلی (20 نفر) 
- - - - - - - - - - بیماریهای مبتلا به آلودگیهای غیرانگلی (40نفر) 

- - - - - - - - - - افراد سالم (40نفر) 
100 100 87/5 84/5 94/5 حساسیت 

90 100 100 100 100 ویژگی 
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جدول 2 : نتایج مثبت بدست آمده از آزمایش و سترن بلات بر حسب باندهای مختلف و موقعیت کیست 

 
باند 65 کلیودالتونی باند 55 کلیودالتونی باند 20 کلیودالتونی باند 16 کلیودالتونی باند 14 کلیودالتونی باندهای مثبت مشاهده شده 

درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد موقعیت کیست 

100 40 100 40 95 19 90 18 95 19 کیست کبدی (20نفر) 

100 14 100 14 75 9 66 8 83 10 کیست ریوی (12نفر) 

100 8 100 8 87/5 7 87/5 7 100 8 کیست درچند اندام (8نفر) 

  
 

بحث  
حساسـیت و ویـژگـی بـالای روش ایمونوبـلات در میـــان 
تستهای سرولوژی آن را بــه عنـوان تسـت برتـر و متمـایز از سـایر 
ــه سـایر بیماریـهای  روشها معرفی نموده و مخصوصا در مناطقی ک
ــرکوزیس اندمیـک هسـتند بـه عنـوان تسـت  کرمی ماننسیستی س
انتخـابی بـرگزیـده شـده اسـت. علـت دیگـر اهمیـت ایــن روش ، 
ــیژنیـک قـابل  الگوهای پاسخ آنتیبادی به تمام زیر واحدهای آنت

بررسی است .  
در نتایج بدست آمده از مطالعــه حـاضر حساسـیت بدسـت 
آمده برای قطعه 12 کیلو دالتونی 92/5% بود ، در مطالعه کــانوار و 
همکاران (1992) حساسیت بدست آمده برای این قطعه %100 (8)، 

ـــه   و در مطالعــه لگــات و همــــکاران (1992) بـــرای ایــن قطع
ـــاران (1996)  حساســیت 90% (9) و در مطالعــه یــوپولــو و همک
ــایر مطالعـات حساسـیت  حساسیت 80% بدست آمده بود(10).در س
بدست آمده برای این زیر واحد آنتیژنی بدین ترتیب می باشــد و 
راســتگوی و همکــاران (1992) 65% (11) ، خــاربو وهمکــــاران 
ـــــاران (1994) 72% (13) و  (1997) 58% (12) ، پروفیومــــو وهمک
سیراکوزانو وهمکــاران (1991) 55% (14) بدسـت آمـده بـود . در 
ــیژن ب ،  مطالعـه حـاضر و سـایر مطالعـات انجـام شـده بـرای آنت
بیشترین حساسیت بدست آمده برای قطعــه 12 کیلـو دالتونـی بـود 
ــش ایمنـی غـالب را بـه ایـن قطعـه نسـبت میدهنـد. در  بنابراین نق
ــو دالتونـی  مطالعه حاضر حساسیت بدست آمده برای قطعه 16 کیل

82/5 % می باشد در مطالعه کانوار و همکاران حساسیت 100% ، و  

 
 

ـــاران (1997) 50 % ،  راسـتگوی و همکـاران 59% ، خـاربو وهمک
یوپولو وهمکاران نیز 50% گزارش شده است . 

حساسـیت بدسـت آمـده بـرای قطعـه 20 کیلودالتونـــی در 
مطالعــه حــاضر 87/5% ، کــانوار و همکـــاران (1992) 100% ، و 
راسـتگوی و همکـاران (1992)55% ، خـاربو و همکــاران (1997) 

50% ، سیراکوزانو وهمکاران (1991) 63% بدست آمده بود.  
ــالایی را در  زیر واحدهای مربوط به آنتی ژن 5 حساسیت ب
روش ایمونوبلات نشان داده انــد . در مطالعـه مـا قطعـات 55 و 65 
کیلو دالتونی در تمامی موارد بیماری مثبت بودند یعنی حساســیت 
آنـها 100% مـی باشـد . در مطالعـه پروفیومـو وهمکـــاران (1994) 
ــد 94% و در  مجمـوع حساسـیت بدسـت آمـده بـرای ایـن دو واح

مطالعه خاربو وهمکاران (1997) 78% بدست آمده بود.  
ـــه 116 کیلــو  در مطالعـه کـانوار و همکـاران (1992) قطع
دالتونی به عنوان مهمترین زیر واحد تشخیصی گزارش شده بــود ، 
ــط 30% مـوارد مثبـت را توانسـته بـود  در حالی که در مطالعه ما فق
تشخیص دهد .در مطالعــه پروفیومـو و همکـاران (1994) نـیز ایـن 

قطعه اهمیت زیادی را نشان نداده بود .  
در مطالعه ایشیما و همکــاران (2003 ) بـا اسـتفاده از روش 
ــن روش بـرای هیداتیـدوز انسـانی %100  ایمونو بلات حساسیت ای

بدست آمده بود . 
در مطالعــه عبدالحــافظ و همکــــاران ( 2004 ) در روش 
تشخیص هیداتیــدوز انسـانی بـا اسـتفاده از روش ایمونـو بـلات ، 
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حساسیت بدســت آمـده بـرای زیـر واحدهـای آنتـی ژن ب یعنـی 
قطعات 12 ، 16 و 24 کیلـو دالتونـی بـه ترتیـب 69%  ، 35/7% و 
ــرای قطعـه 12 کیلـو  40/5% بدست آمد ، که بیشترین حساسیت ب
دالتونی و کمترین در صــد بـرای قطعـه 16 کیلـو دالتونـی بدسـت 
ــو  آمده بود . در مطالعه ما نیز بیشترین حساسیت برای قطعه 12 کیل
دالتونی و کمترین در صــد بـرای قطعـه 16 کیلـو دالتونـی بدسـت 

آمده بود . 
 

نتیجهگیری  
روش ایمونوبـلات روش بسـیار حساسـی بـرای تشــخیص 
بیماری کیست هیداتیــک مـی باشـد . نتـایج بدسـت آمـده از ایـن 

روش قـابل تفسـیر میباشـد ، بدیـن ترتیـب کـه اگـــر چنانچــه از 
ــتفاده شـود وجـود حداقـل چـهار بـاند  آنتیژنهای نسبتاً خالص اس
مثبت نشانه مثبتبودن این تست می باشد در حالی که در مواردی 
ــه فاسـیولا و تنیـا سـاژیناتـا  که واکنش متقاطع با سرم افراد آلوده ب
ــم در ناحیـه 65  نشان داده شد ، واکنش مثبت در یک باند و آن ه

کیلو دالتون مشاهده شد.  
ــف احتمـالاً  علت تفاوتهای بدست آمده در مطالعات مختل
بـه علـت تفـاوت در اســـترینهای اکینوکوکــوس گرانولــوزوس، 
خصوصیات بالینی بیماران ،موقعیت کیست و حتی تأثیر بعضــی از 
فاکتورها مانند وضعیت بیماران (دارای کیست هیداتیــک اولیـه یـا 

دارای کیست هیداتیک عود کرده) می باشد .  
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