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 ۸۲ تابستان، ۲، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد          
 

۱۳۹

  و تخليص شاخصهاي آنتي ژني هليكو باكتر پيلوريشناسايي
  فومني، عباس هاشمي ،دكتراحمدزاده دكتر*** مهرداد غلامزاد،**دكتر مهرانگيز خواجه كرم الديني، *

 ابراهيمي پور اقربدكترمحمد
 گروه ميكروبشناسي ،دانشكده پزشكي ،دانشگاه علوم پزشكي مشهد*

 اهي ،دانشكده پيراپزشكي و بهداشت،دانشگاه علوم پزشكي مشهدگروه تكنولوژي علوم آزمايشگ**
  مشهد، شهريور۱۷بيمارستان ***

 
 خلاصه

 .سرطان معده در انسان است زخمهاي پپتيك و هليكوباكتر پيلوري يك عامل مهم در ايجاد عفونت مزمن مخاط معده، گاستريت مزمن،
پس از ورود به معده به سطوح  .يل بوده داراي آنزيم اوره آز قوي مي باشد و ميكروائروفSاين ميكروارگانيسم گرم منفي به شكل 

روشهاي مختلفي   .دنبال آن آسيبهاي فيزيولوژيك و سيتولوژيك عارض مي گردده ب شود و تليوم مخاط معده چسبيده وكلونيزه مي اپي
روشهاي سرولوژيك به واسطه  .روشهاي سرولوژيك ي اين باكتري وجود دارد از جمله كشت باكتري ، اوره آز تنفسي ويبراي شناسا

 .سهولت در انجام آن و سرعت در پاسخدهي از اهميت ويژه اي برخوردار است 
 .ي و تخليص شوديدر اين تحقيق سعي شد تا با جداسازي باكتري از بيوپسي افراد آلوده آنتي ژاي اختصاصي اين باكتري شناسا

پس  .به كمك امواج اولتراسونيك ديواره باكتري ليز شد وسپانسيون كلني هاي خالص آن يه وس ين منظور پس از كشت باكتري،ه اب
 ، با تكنيك كروماتوگرافي پروتئينهاي موجود در سوسپانسيون SDS-PAGEاز تعيين الگوي الكتروفورزي پروتئينهاي آن به روش 

پس از تعيين وزن مولكولي اين  .دست آمده  فراكشن ب۱۱ه باكتري ليز شده بر اساس وزن مولكولي از يكديگر تفكيك و در نتيج
دست ه نتايج ب .سي شدر برDOT-Blotting  واكنش آا با سرم افراد كشت مثبت به روش SDS-PAGEفراكشنها به كمك روش 

همچنين سرم افراد   مثبت ودست آمده از باكتري با آنتي باديهاي موجود در نمونه سرم افراد كشته آمده نشان داد كه تمام فراكشنهاي ب
همچنين مقايسه الگوي پاسخ فراكشنها در اين دو گروه . دهد وتنها شدت پاسخ در اين دو گروه متفاوت است كشت منفي واكنش مي

ولي يكي از اين فراكشنها حاوي پروتئيني با وزن مولك .نشان داد كه دو فراكشن پاسخ متمايزي نسبت به ساير فراكشنها ايجاد مي نمايد
استفاده  از اين دو فراكشن در  رسد دست آمده به نظر ميه ب با توجه به نتايج  . كيلو دالتون بود۱۴از  ديگري كمتر  و۱/۲۸حدود 

كه در آن از  تمامي را  بتواند تا حدود زيادي مشكل جوااي غير اختصاصي حاصل از كيتهاي موجود ELISAيه كيتهاي 
 .مرتفع نمايد، ص آنتي بادي ضد آن استفاده مي شودنهاي باكتري جهت تشخييپروتئ

   .Dot-Blotting ,روشهاي سرولوژيك ,آنتي ژن ,هليكوباكتر پيلوري:كلمات كليدي
  

 مقدمه
ه  دانشمندي ب۱۸۹۳اولين بار در سال  را هليكوباكترپيلوري 

 و در  نمود معرفيجداسازي و بدن سگها از Bizzozeroنام  
 باكتري مشاي Krientzنام ه يگري ب دانشمند د۱۹۰۶سال 

 سال وجود ۳۰مدت به سپس . )۱۸(را در بدن انسان نشان داد
هاي گرم منفي و ميكروآئروفيل در معده مبتلايان  به   ويبريون

طور پراكنده ه هاي مختلف جهان ب اولسر پپتيك از قسمت
 .)۱۹(گزارش گرديد

نقشه ساختمان ديواره سلولي هليكوباكترپيلوري داراي 
اسيدهاي چرب موجود در . عمومي باكتريهاي گرم منفي است

خصوصيات . آن مشخص و با طرح كامپيلوباكتر متفاوت است
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الديني  كرم دكتر مهرانگيز خواجه  

۸۲تابستان ، ۲، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                            ۱۴۰

ه ديواره سلولي توسط اسيدهاي چرب با زنجيــره طــولاني ب
 سيكلوپروپان ۱۹آيد كـه شامـل تتــرادكـانـوئيك و  وجود مي

 هگزادكانوئيك، اُكتا اسيدهاي چرب با مقادير كمتر شامل. باشد مي
دكانوئيك، لينولئيك، اُكتادكنوئيك بوده و فسفوليپيدهاي با سرقطبي 

 ليزوفسفاتيديل اتانل آمين% ۱۶فسفاتيديل اتانل آمين، % ۷۹شامل 
 . )۲۱، ۱۹ (باشد فسفاتيديل كولين مي% ۲ و

% ۴۷ واسيد فسفوتيديك% ۵۳اسيدهاي فسفوليپيد شامل 
 هليكوباكترپيلوري درون .)۲۱، ۱۹(فسفاتيديل سرين است 

. هاي كامپيلوباكتر ندارد خود ترموپلاسماكونيون مشابه گونه
 ۶۷ تا ۴۸هاي مولكولي  غشاي خارجي چهار پروتئين با وزن

كيلو دالتون دارد كه موجب ايجاد منافذي در سطح باكتري 
در الكتروفورز نقشه ديواره سلولي و پروتئين غشاء . شوند مي
 و Campilobacter Fetus ازمتفاوت   ارجيخ

Campylobacter jejuni   ١٩( است(. 
هاي قابـل تشخـيص ديگري بـين  هر چنـد تفاوت

در بين اين سه گونه . هـاي هـليكوبـاكتـر وجـود دارد گونـه
باندهاي پروتئيني مشترك وجود دارد كه اين پروتئينها در 

 كيلو ۶۲ها با وزن مولكولي  اين پروتئين. باشند فلاژل مي
 C. jejuniدست آمده عليه فلاژل ه ب دالتون با آنتي ســرم 

چندين قطعه ويژه پروتئين غشاء  .)۱۹، ۵(دهند واكنش مي
 كيلو ۲۶ كيلو دالتون و يك قطعه ۱۹خارجي شامل يك قطعه 

 كيلو دالتون وجود ۲۹دالتون و يك قطعه از غلاف ژل با وزن 
 ۸۰ا وزن مولكولي ب زآنزيم فومارات ردوكتا .)۵،۱۹(دارد 

 .)۳( عنوان پروتئين ايمونوژن معرفي شده استه كيلو دالتون ب
  يك ساختمان غير معمول با  H. pyloriليپوپلي ساكاريد
 Aاين اسيدهاي چرب شامل ليپيد . اسيدهاي چرب دارد

اين . باشند هيدروكسي اكتادكانوئيك اسيد مي-۳هيدروفوب و 
و اكتينوباكتر مشاهده شده اسيد چرب در بروسلا وفرانسيزلا 

  ديگر  LPS  نسبت به LPS موجود در A ليپيد. است
بعضي از . تري دارد ينياي فعاليت بيولوژيكي پا باكتريهاي روده

  با زنجيره جانبي نردباني شكل  LPS  دارايH. pyloriانواع 
هاي   صاف بوده ولي گونهLPSهاي با  مشابه انتروباكترياسه

C. jeiuniابه باكتريهاي با  تيپ مشLPS ه ب.  خشن دارند
نمايد و    تغيير مي LPSطور كلي پس از كشت در محيط جامد 

 .)۸،۱۹(ليكن در محيط كشت مايع اين تغيير قابل برگشت است 
آنتي ژاي  تر بوده ولي   عمومي LPSآنتي ژاي هسته 

  در  LPSتوزيع  آنتي ژن . باشند زنجيره جانبي ويژه نوع مي
 اختلافات . ها متفاوت از آنتي ژاي پروتئيني است گونه
وسيله آزمون ه هاي مختلف ب   گونه LPSژنيك  آنتي
باعث  H. pylori، بدن در .شود يمنوبلاتينگ شناسايي ميا

 كه با موكوس معده انسان مي شودآنتي باديهايي  توليد
مانند تست اوره  روشهاي مختلفي .)۴(دهند  واكنشي متقاطع مي

كشت بيوپسي به دست آمده از معده فرد و همچنين ,تنفسيآز 
جهت تشخيص آلودگي افراد با اين  روشهاي سرولوژيك
 تستهاي سرولوژيك به واسطه سهولت در .باكتري وجود دارد

 انجام آزمايش و همچنين زمان كوتاه پاسخدهي از اهميت 
پايه آزمايشات سرولوژيك رديابي  .ويژه اي برخوردار است

 .باديهاي ضد باكتري در سرم افراد آلوده مي باشدآنتي 
  IgG غالباً از نوع H. pyloriآنتي بادي سيستميك عليه 

 بيشتري در IgG2عشر  است كه در بيماران مبتلا به زخم  اثني
عشر  مقايسه با بيماران گاستريت فعال مزمن بدون زخم اثني

كمتر    IgA پاسخ ايمني از نوع ،در سطح مخاط. وجود دارد
افتد ولي در صورت مشاهده شدت التهاب را نشان  اتفاق مي

شود و  ندرت در سرم اين بيماران يافت ميه  ب  IgM .دهد مي
 .)۱۴(برخوردار باشد رسد كه از اهميت كمتري  نظر ميه ب

 مهمترين H. pyloriهاي  آز،تاژك و پروتئين ژن اوره آنتي
 باديهاي ويژه اين آنتي .)۲۰(باشند هاي ايمونوژن آن مي قسمت

 :)۶،۲۴،۲۳(شوند باكتري توسط روشهاي زير شناسايي مي
Agglutination - ELISA – Complement Fixation - 

Immunoblot - EIA - IF – Pyloriset - Malakit  

test - GAP IgG -Passive hemagglutination  
 آنتي ژاي اختصاصي شناساييهدف از اين تحقيق 

يلوري جهت استفاده در طراحي تستهاي پ هليكوباكتر
 . اين باكتري مي باشدشناساييسرولوژيك براي 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
 شاخصهاي آنتي ژني هليكو باكتر پيلوري

 

۱۴۱   ۸۲تابستان ، ۲، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد    

 وش كارر
  طبقهاي بيوپسي معده نمونه :آوري باكتري معج

  جهت انجام كشت و رنگ آميزي توسط محيط)۱(دستورالعمل
  استوارت به آزمايشگاه ارسال و  بلافاصله در دمايانتقالي

  C ْ۴هر نمونه بيوپسي يك نمونه خون  همراه. نگهداري شد 
. نگهداري شد ر فريزدر  كه سرم آن جدا شده ودش ارسال 

از بيوپسي بافت معده  براي آماده سازي نمونه مورد آزمايش، 
سرم در توسط تيغ بيستوري استريل يك سوسپانسيون هموژن 

آز   مقداري از بافت هموژن جهت آزمون اوره.شدسالين يه 
ر محيط استريل اوره قرار گرفت و در گرمخانه در يك ميلي ليت

Cْ ۳۷ جهت مشاهده تغيير رنگ از زرد به ارغواني نگهداري  
 از.  ساعت بررسي شد۲۴ دقيقه تا ۳۰تغيير رنگ طي . شد

پس   يه و هموژن بر روي لام استريل گسترشسوسپانسيون
نگ آميزي  به روش گرم روسيله حرارت ه   باز ثابت كردن

رايط استريل مقداري از سوسپانسيون بافت هموژن در ش .شد
 BHI (Brain-Heart و محيط كشت كلمبيا آگاربروي 

Infusion Media)  خون تازه گوسفند يا انسان، %۵حاوي 
  ،B آمفوتريسين توپريم،مسرم جنين گاو، سيستين، تري 

.  كشت شد Bوانكومايسين، پلي ميكيسن سيكلو دكسترين،
 درجه ۳۷ئروفيليك و در دماي آط ميكرونكوباسيون در شرايا

  ).۱( روز انجام شد۷ تا ۵به مدت سانتي گراد 
ها تست هاي   و مشاهده كلني اين مدت پس از گذشت

اين تستها شامل تست كاتالاز ،  . شديدي روي آا انجاميتا
تست اوره آز و همچنين بررسي لام رنگ  تست اكسيداز،
  .)۲۷ (آميزي شده بود

 پس H. pyloriهاي خالص  كلني :انسيون باكتري سوسپتهيه 
 استريل PBS بافر درو يدي شناسايي يهاي تا از انجام تست

  و  مرحله۴ر طي سوسپانسيون حاصل د. سوسپانسيون گرديد
  امواج  با ثانيه۳۰ ثانيه با فواصل ۱۵مدت به هر بار 

 .سونيكيت شد اولترا سونيك 
براي شناسايي  :ينهاي باكتريشناسايي و تفكيك پروتئ

پروتئينهاي موجود از نظر وزن مولكولي و خلوص، 

با سيستم ناپيوسته % ۵/۱۲الكتروفورز روي ژل آكريل آميد 
جهت   و انجام شد(SDS-PAGE)تحت شرايط دناتوره كننده

مشاهده باندها از روش نيترات نقره و كوماسي برليانت بلو 
 .)۱۲(جهت رنگ آميزي استفاده شد

 از پروتئنهاي موجود در سوسپانسيون حاصل،جهت تفكيك 
 وcm ۱۴۵طول  به 4B ستون كروماتوگرافي حاوي ژل سفارز

 .استفاده شد ليتر ميلي ۵/۲۹۱ حجم ستون با cm ۶/۱قطر 
 به ليتر ميلي ۳سوسپانسيون سونيكيت شده باكتري به حجم

 PBS(  ۱۲۵/۰بافر(  سرعت عبور حلال.ستون تلقيح شد
ميلي ليتر  ۳و حجم فراكشنهاي جمع آوري شده در دقيقه  ليترميلي
 ۲۸۰پس از جمع آوري  فراكشنها جذب آا در طول موج .بود

 .نانومتر اندازه  گيري شد
براي رديابي و شناسايي دقيق  پس از تغليظ فراكشنها

و جهت رويت  SDS-PAGE الكتروفورزروش از  ها نمونه
پس  .تفاده شدباندها از رنگ آميزي به روش  نيترات نقره اس

از محاسبه ميزان حركت پروتئينهاي موجود در استاندارد وزن 
 در برابر لگاريتم وزن مولكولي براي RFنمودار عدد ,مولكولي

 RFاين ماركرهاي وزن مولكولي رسم و پس از محاسبه 
به كمك  دست آمده وه پروتئينهاي موجود در فراكشنهاي ب

ه نهاي خالص شده بوزن مولكولي پروتئي ,نمودار رسم شده
 ).۲منحني( دست آمد

دست آمده با آنتي بادي ه نهاي بيبررسي واكنش پروتئ
 جهت بررسي :موجود در نمونه سرم افراد كشت مثبت

واكنش آنتي باديهاي موجود در نمونه سرم افرادي كه كشت 
دست آمده در هر فراكشن ه نهاي بيآا مثبت شده بود با پروتئ

آنتي ژن روي  براي اين كار .استفاده شدلاتينگ باز روش دات 
 نقاط خالي كاغذ باو نمونه گذاري شد كاغذ نيترو سلولز 

 serum)سپس مخلوط سرمي . شد اشباع)BSA(آلبومين گاوي

pool) آنتي درمرحله بعد. شدبا آن مجاوركشت مثبت  افراد 
 IgGآنزيم  متصل به HRP (Horse Radish Peroxidase) 

گر  اكنش و،ن مناسب و شستشووكوباسيو پس از اناضافه 
.   در دو مقطع اين آزمايش انجام گرديد.شد رنگ زا افزوده 
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الديني  كرم دكتر مهرانگيز خواجه  

۸۲تابستان ، ۲، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                            ۱۴۲

يكبار با استفاده از باكتري كامل و نمونه شاهد منفي و يكبار 
دست آمده از ه ب  نمونه۱۱ديگر پس از كروماتوگرافي كه 

 و باكتري كامل در مجاورت كنترل منفي و ستون كروماتوگرافي
ه دقت در اندازه مناسب به نيترو سلولز ب .ل مثبت انجام شدكنتر

از هر نمونه . وسيله قيچي و بدون تماس پوست دست بريده  شد
 ميكروليتر برداشته و قطرات ۵هاميلتون   به كمك ميكروسرنگ

اضافه بر روي آن تدريج پس از خشك شدن قطره قبلي ه ب
شناور % BSA  ۱ كاغذ در محلول ،پس از نمونه گذاري. ديگرد 
كاغذ سپس .  داده شدتكان  دقيقه به آرامي۴۵مدت به و ده ش

 .شد  شناور H. pyloriدر سرم بيماران مبتلا به عفونت 
هاي موجود در سرم به آنتي ژاي   بنابراين آنتي بادي

 دقيقه ۹۰اين مرحله . چسبند ايمونوژن مستقر روي كاغذ مي
ين هر ي حاوي توPBS سپس كاغذ سه بار با.  بودهمراه تكان

 . شد  دقيقه شسته ۵مدت به بار 
 (HRP) از حيوان بز متصل به آنزيم پراكسيداز IgGآنتي 

 سه سپس . داده شدتكان  دقيقه به آرامي۶۰به كاغذ افزوده و 
. شد  دقيقه شستشو۵مدت به ين هر بار ي حاوي توPBSبار با 
ل كرده و عنوان سوبستراي اين آنزيم عمه گر رنگ زا ب واكنش

 آلفانفتول    ۱  كلرو۴ ليتر  ميلي۱/۰ :گرديدطريقه زير آماده ه ب
 افزوده pH= ۶/۷   مولار با۰۵/۰ بافرتريس ليتر ميلي ۱۰به 

  بـه آن۱پس از صاف كردن با كاغذ صافي واتمن شماره 
ml  ۰۱/۰ ۳۰گذشت  بعد از . اضافه شد%۳۰ آب اكسيژنه 

 .ه آن آب مقطر اضافه شددقيقه در تاريكي جهت توقف واكنش ب
 نتايج 

 تهيه سوسپانسيون باكتري و سونيكيت كردن آن
توان از محلول  آوري باكتري از سطح پليت مي براي جمع

NP4oمحلول  از   يا PBS  در صورت مصرف . كرداستفاده
NP4oدر اين تحقيق . گيرد ماً انجام مياباكتري تو  عمل ليز

  شدوش سونيكيت انتخاب و ليز كردن به رPBSآوري با  جمع
ضعيف باكتري شكسته و ليز   بدنه حساس وكه تحت تاثير آن

، زمان موج، شدت امواج: سه نكته در اينجا مهم است. شد
 .تعداد تكرار موجها

حاصل از  و تجربه )۹،۱۶، ۷( مطابق آنچه در مقالات آمده
. عنوان ترين روش انتخاب شده الگوي زير بمطالعات مشابه 

 ثانيه كه ۱۵زمان هر موج ، Multitoud۵۰ موج  شدت هر
اگر فاكتورهاي فوق افزايش يابند درجه  . بار تكرار شد۴براي 

رود كه باعث دناتوره شدن  حرارت در محيط بالا مي
الكتروفورز سوسپانسيون حاصل  .گردد هاي موجود مي پروتئين
دهنده شكستن پروتئينهاي بزرگ سازنده باكتري  نشان
  .)۲شكل(بود

 نتايج ژل فيلتراسيون
شد باكتري سونيكيت شده داراي  از آنجا كه پيش بيني مي

هاي زيادي باشد، سعي شد تا حد ممكن ارتفاع ستون  فراكشن
بود چون  بلندتر انتخاب شود، از طرفي  قطر آن نيز مسئله مهمي

. آورد قطر بيشتر ستون امكان نمونه گذاري بيشتر را فراهم مي
ها به حداقل ممكن تقليل داده شد تا  فراكشنآوري  سرعت جمع

در ايت پس  .جداسازي باندها از يكديگر تر صورت گيرد
 فراكشن از ستون،  غلظت پروتئين نمونه ها  ۱۱۵آوري  از جمع

 . نانومتر اندازه گيري شد۲۶۰ و ۲۸۰به روش جذب  نوري در 
 ۲۸۰ پيك افزايش جذب در ۱۱پس از رسم نمودار حدود 

. تر را نشان داد كه در بعضي موارد پيكها نزديك هم بودندنانوم
سعي شد تا حد امكان قلــه پـيكها بـراي كارهاي بعدي 

هاي مجاور را داشته  انتخاب شود تا حداقل آلودگي با پروتئين
آوري شده از قله پيكها جهت   نمونه جمع۱۱ ). ۱نمودار(باشند

 .كارهاي بعدي انتخاب و جدا شدند
 ي ژل به روش نيترات نقرهرنگ آميز

دست آمده از ستون ه هاي ب عليرغم اينكه فراكشن
اما در %) ۱۰۰حدود (كروماتوگرافي تا حد زيادي تغليظ شد 

 كه ژل به كمك كوماسي بريليانت  SDS-PAGEهاي اوليه  نمونه
. دست نيامده بلو رنگ آميزي شد باند مشخصي براي فراكشنها ب

ز رنگ آميزي نيترات نقره استفاده شد رو در ادامه كار ا از اين
  اين روش رنگ آميزي حساسيت بسيار بالاتري نسبت.)۳شكل(
 پروتئين در باند ng ۱كه حضور  حديبه  كوماسي بلو داشته به

 .)۱۲(نمايد را مشخص مي
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۱۴۳   ۸۲تابستان ، ۲، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد    

حساسيت بسيار بالاي اين روش رنگ آميزي علاوه بر 
 يد در مقدار  با اينكهمزاياي مورد نياز معايبي دارد از جمله

 تفاوت در مقادير  چرا كهگذاري دقت بسيار شود نمونه
هاي موجود در هر فراكشن باعث خواهد شد بافر حاوي  پروتئين

كه فراكشن  پروتئين بيشتر ژل را كاملاً سياه نموده در حالي
دست ه رو براي ب از اين. ديگر لكه مشخصي ايجاد ننموده است
دقت ه ها ب قادير پروتئينآوردن رنگ آميزي مناسب بايد م

شود تا تماس  حساسيت بالاي اين روش باعث مي .كنترل شود
 كوچك پوست بدن انسان يا حتي  ترشحات فرد آزمايش كننده 

اي واضح بر روي   موجب ايجاد لكه)مانند بزاق و عرق بدن(
از طرفي حضور . ژل شود و نتيجه آزمايش را مخدوش نمايد

 در پروتئين جدا شده باعث صيمقادير بسيار جزيي ناخال
گردد لذا رسيدن به يك تك باند از  شمار مي تشكيل باندهاي بي

 پروتئين خالص به كمك روش نيترات نقره كاري دشوار است
 و  خوب در صورت حصول  اين نتيجه نشان دهنده جداسازيو

 .باشد پروتئين جدا شده ميبالاي خلوص 
 شده به روشهاي جدا  تعيين وزن مولكولي پروتئين

PAGE-SDS 
در طي مراحل مختلف براي بررسي خلوص و شناسايي 

هاي جدا شده و همچنين تعيين وزن مولكولي آا از  پروتئين
روش الكتروفورز عمودي روي ژل آكريل آميد با درصدهاي 

براي تعيين وزن . مختلف تحت شرايط دناتوره كننده استفاده شد
ارد وزن مولكولي با دامنه مولكولي باندهاي حاصل از استاند

 ۱۳اين استاندارد وزن مولكولي شامل . گسترده استفاده شد
، ۳۶، ۲۹، ۲۴، ۲۰، ۲/۱۴، ۵/۶پروتئين با وزاي مولكولي 

 .باشد  كيلو دالتون مي۲۰۵، ۱۱۶، ۹۷، ۸۴، ۶۶، ۵۵، ۴۵

PAGE SDS- انجام و % ۵/۱۲ با ژلRFهاي   پروتئين
 : زير محاسبه شداستاندارد وزن مولكولي از رابطه

 RF=    مسافت طي شده توسط پروتئين 
  مسافت طي شده توسط رنگ                

در هر درصد از ژل آكريل آميد، لگاريتم وزن مولكولي در 
 بنابراين منحني . ارتباط خطي داردRFگستره خاصي با 

 براي ژل RFاستاندارد لگاريتم وزن مولكولي در برابر 
طي رسم و با استفاده از آن وزن مولكولي در گستره خ% ۵/۱۲

  ۱جدول. باندهاي مربوط به هر فراكشن پروتئيني  محاسبه شد
RFدهد نشان مي% ۵/۱۲هاي استاندارد را در ژل   پروتئين. 
  RF با محاسبه log MW در برابر  RFس از رسم نمودار پ

باندهاي موجود در فراكشن و به كمك نمودار رسم شده وزن 
 .)۲جدول  ( آا به دست آمدمولكولي

 هميشه -PAGE SDSلازم به توضيح است كه در 
تواند  اين امر به دو دليل مي. شود باندهاي واضح مشاهده نمي

واسطه قند موجود در ه  اول اينكه گليكوپروتئينها ب:باشد
از  .دهد ساختمانشان رفتار متفاوتي را در اين روش نشان مي

كيل باند واضح نقشي اساسي طرفي درصد ژل نيز براي تش
هاي با وزن مولكولي كمتر در ژلهاي با درصد  پروتئين. دارد

وقتي براي همين نمونه درصد . نمايند بالاتر ايجاد باند واضح مي
واسطه پخش شدن ه يابد، آن باند محو شده و ب ژل كاهش مي

نكته مهم ديگر وجود چند باند با  .باشد گاهي قابل مشاهده نمي
باتوجه به مطالب . لكولي متفاوت در يك فراكشن استوزن مو

تئوري ذكر شده قابل پيش بيني است كه در روش ژل 
هم حركت  هاي با وزن مولكولي مشابه، با فيلتراسيون پروتئين

چون تفاوت در وزن مولكولي آا باعث جداسازي و . كنند
بنابراين . گردند اختلاف سرعت در نتيجه دو بانده شدن مي

 دو باند با وزن مولكولي متفاوت در يك فراكشن گمراه وجود
ست كه چند باند در يك  اواقعيت اين. رسد نظر ميه كننده ب

ست مربوط به يك پروتئين بوده كه تحت  افراكشن ممكن
بايد . هاي آن از يكديگر جدا شده است شرايط دناتوران زنجيره

 الكتروفورز تحت شرايط - PAGE SDSبه خاطر داشت كه 
باشد ولي روش كروماتوگرافي بر روي ساختمان  دناتوران مي

رو پروتئين جدا شده از  از اين. فضايي مولكول نقشي ندارد
 به -PAGE SDSست در روش  استون كروماتوگرافي ممكن

د و ايجاد چند وهاي پروتئيني تشكيل دهنده آن تجزيه ش زنجيره
ه احتمال آلودگي فراكشن پروتئيني باند مشخص نمايد كما اينك
 . را نيز بايد درنظر داشت
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 .nm ۲۸۰دست آمده از ستون در طول موج  ه منحني جذب نوري فراكشن هاي ب: ۱نمودار 

 .قيقه ميلي ليتر در د۱۲۵/۰  سرعت عبور نمونه،  ml ۵/۲۹۱ ، حجم ستون cm ۱۴۵ طول ستون   B 4 زژل سفار: مشخصات ستون 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . درصد۵/۱۲ در ژل RFمنحني لگاريتم وزن مولكولي پروتئين هاي استاندارد در مقابل : ۲نحني م
 

 . درصد۵/۱۲ مربوط به آن در ژل RFلگاريتم وزن مولكولي هر پروتئين استاندارد و  : ۱جدول       
وزن 
 مولكولي

۲۰۵ ۱۱۶ ۹۷ ۸۴ ۶۶ ۵۵ ۴۵ ۳۶ ۲۹ ۲۴ ۲۰ ۲/۱۴ ۵/۶ 

تم وزن لگاري
 مولكولي

۱۳/۲ ۰۶/۲ ۹۹/۱ ۲۹/۱ ۸۲/۱ ۷۴/۱ ۶۵/۱ ۵۶/۱ ۴۶/۱ ۳۸/۱ ۳۰/۱ ۱۵/۱ ۸۱/۱ 

RF در ژل 
۵/۱۲% 

۰۹/۰ ۱۴/۰ ۱۹/۰ ۲۱/۰ ۲۷/۰ ۳۸/۰ ۵۲/۰ ۶۰/۰ ۶۸/۰ ۷۳/۰ ۸۴/۰ ۹۵/۰ ۹۸/۰ 

        
 .وزن مولكولي فراكشنهاي بدست آمده از ستون كروماتوگرافي: ۲جدول         

از ژل فراكشن هاي حاصل 
 ۱۱ ۱۰ ۹ ۸ ۷ ۶ ۵ ۴ ۳ ۲ ۱ فيلتراسيون

 ۷/۴۰ - )كيلودالتون( وزن مولكولي 
۲۴ 

۴/۶۵ 
۴/۲۳ ۱/۲۸ ۵/۲۴ ۴/۲۱ ۹/۱۹ ۶/۱۹ - - - 

���!����!����!�\A;/ F0:, 0449-0IF

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 101

�����9-;-0

O
D

28
0n

m

Series1

 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 1 2 3

log MW

R
F Series1

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
 شاخصهاي آنتي ژني هليكو باكتر پيلوري
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 - روي محيط كلمبياخوندارH. pylori كلني هــاي :۱صويرت

 .)عج(بيمــارستان قائم 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

روشهاي  براي بررسي اثر  درصد۵/۱۲ روي ژل SDS-PAGE : ۲تصوير 
 .مختلف تهيه سوسپانسيون باكتري برروي الگوي الكتروفورزي

 NP40 باكتري ليزشده با-PBS ،۲  سوسپانسيون باكتري كامل در -۱
باكتري سونيكيت شده بازمانهاي  -۴، استانداردوزن مولكولي -۳

 لند ب باكتري سونيكيت شده بازمانهاي -۵، كوتاه
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

دست آمده از كروماتوگرافي ژل ه نمونه هاي ب SDS-PAGE -۳تصوير 
استاندارد  = MW ، باكتري كامل  =  H.B. %۵/۱۲فيلتراسيون در ژل  

دست آمده از ه  ب۱۱ تا ۱ترتيب فراكشن هاي به   f ۱۱ تا  ۱f ، وزن مولكولي
  كروماتوگرافيستون

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

دست آمده با ه نتابج حاصل از دات بلاتينگ پروتئين هاي ب  :۴تصوير 
از نمونه  .)پايين(و سرم كنترل هاي منفي  )بالا(سرم كنترل هاي مثبت 

 . در اين تست استفاده نشده است۱۰شماره 
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 دات بلاتينگ 
در ادامه كار جهت شناسايي پروتئينهاي جدا شده از روش 

 كان واكنش بين اين روش ام. دات بلاتينگ استفاده شد
آنتي ژن و آنتي بادي و رديابي آن را با حساسيت بالايي فراهم 

ضمن اينكه سادگي روش كار و امكان برطرف نمودن . آورد مي
تداخلات موجود اين روش را به عنوان يك روش تحقيقاتي مهم 

 .كند مطرح مي
دست آمده با مقادير يكسان بر روي ه هاي ب از فراكشن
دست ه لز نمونه گذاري شد تا شدت پاسخهاي بكاغذ نيترو سلو

هدف از انجام اين كار . آمده با يكديگر قابل مقايسه باشد
دست ه مشخص نمودن تفاوت پاسخ آنتي بادي به آنتي ژاي ب

وسيله به آنتي ژني دست يافت كه در  آمده بود تا بتوان بدين
 .ايدموارد كشت مثبت باكتري پاسخ آنتي بادي با ارزشي ايجاد نم

 مثبت و (serum pool)مخلوط سرمي ين منظور از دوه اب
مثبت از نمونه افرادي كه  در كنترل سرمي. منفي استفاده گرديد

در سرم .  استفاده گرديد،كشت باكتري آا مثبت شده بود
 انتخاب ،كنترل منفي افرادي كه كشت باكتري منفي داشتند

روش ذكر شده پس از طي مراحل مختلف آزمايش مطابق .شدند
در روش كار، نتايج حاصله نشان دهنده تفاوت جزيي پاسخ 

 .)۴  شكل( ايجاد شده در هر دو نمونه سرم بود
دست آمده آزمايش چند ه براي حصول اطمينان از نتايج  ب
همانطور كه . دست آمده ب بار تكرار شده و هر بار همين نتايج 

 شدت پاسخ ۱۱ و ۴ تنها در فراكشن ،شود  ديده مي ۴شكلدر
 .هاي ديگر تفاوت دارند ايجاد شده با فراكشن

اولين نتيجه اين آزمايش بيان كننده مشكل موجود 
اين . باشد  ميH. pylori در تشخيص ELISAهاي  كيت
ها در افراد مثبت و منفي از نظر كشت پاسخهاي مثبت  كيت

رو در مواردي كه از باكتري كامل جهت  دهد از اين مشابه مي
 اين مشكل به نحو بارزي خود را ،شود  كيت استفاده ميطراحي

 كه براي رسيدن به ي نتيجه مهم ديگر، از طرفي .دهد نشان مي
توان  كه مي ست اآن فرضيات اين تحقيق طراحي شده بود اين

هاي باكتري جهت تشخيص سرولوژيك آن  از بعضي قسمت

يده د) ۴شكل(همانطور كه در تصوير دات بلات . استفاده نمود
 به واسطه تفاوت بارزي كه در پاسخ ۱۱ و ۴شود فراكشن  مي

 .توانند كانديد مناسبي براي اين منظور باشند  مي،دارند
ها پروتئيني از باكتري وجود دارد  احتمالاً در اين فراكشن

كه تنها در موارد حضور باكتري در بدن پاسخ آنتي بادي عليه 
توان براي تشخيص  ها مي شود و از اين آنتي بادي آن ايجاد مي

با مراجعه مجدد به . عفونت حاد و مزمن از يكديگر استفاده نمود
توان مشاهده  اي مي طور مقايسهه بSDS – PAGE تصوير 

نمود كه اين دو فراكشن از لحاظ مقدار پروتئيني نسبت به 
حال  باشد ولي با اين بعضي از باندهاي ديگر بسيار كمتر مي

 .باشد طور واضحي قابل تمايز ميه پاسخ ايجاد شده ب
 بحث

 Bهليكوباكترپيلوري عامل ايجاد كننده گاستريتهاي نوع
نت با اين باكتري و گاستريتهاي وبوده و ارتباط قوي بين عف

بنابراين  ).۱۶(ودئودنيت و زخمهاي دئودنال وجود دارد B نوع
با تشخيص اين باكتري در اين نوع از عفونتها مي توان به 

رو  از اين .دام به درمان آن باكمك آنتي بيوتيكها نمودراحتي اق
روشهاي مختلفي براي بررسي عفونت با اين باكتري معرفي شده 

كشت ,)۲۷(روش استفاده از اوره نشاندار به كه از آن جمله 
 ,)۲۷( دست آمده از ناحيه آزرده در معده فرد مبتلاه بيوپسي ب

و  )۹(لوژيكروشهاي سرو ,)۲۵(كشت مدفوع افراد آلوده
 در بين .مي توان اشاره كرد) PCR )۱۳ استفاده از تكنيك

روشهاي ياد شده روش استفاده از اوره آز تنفسي تكنيكي با 
و روش كشت بيوپسي نيز داراي   )۲۷( حساسيت بالا مي باشد

اما به علت اينكه در بسياري از  .اختصاصيت بسيار خوبي است
يوپسي يه شده از معده عدم رشد باكتري موجود در ب موارد

اين روش نسبت به ساير روشها  ,گزارش گرديده است
كه شرايط انتقال بيوپسي و همچنين  چرا ,حساسيت كمتري دارد

 ).۱۱(وي رشد باكتري اثر بگذارد رشرايط كشت  مي تواند بر
ولي نكته اساسي در روشهاي اوره نشاندار و يه بيوپسي 

 اين روشها آزاررسان بوده   اين است كهPCR براي كشت  و
 تحمل شرايط آزمايش براي بيمار بسيار دشوار" و بعضا
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رو روشهاي سرولوژيك به عنوان روشي سريع  از اين .باشد مي
 .و از لحاظ تكنيكي ساده مورد بررسي فراوان قرار گرفته است

زيرا عمده افرادي كه با اين باكتري آلوده مي شوند پاسخ ايمني 
توان از  رو مي از اين .نمايند يه آن ايجاد ميقوي عل" نسبتا

روشهاي سرولوژيك براي تشخيص آلودگي با اين باكتري 
استفاده كرد و همين مسئله باعث شده تا تحقيقات فراواني در 
خصوص رديابي حضور اين باكتري در فرد آلوده با كمك نمونه 

اي بر. ترتيب داده شود) ۲(و حتي نمونه ادرار  )۱۵، ۷، ۶(سرم
بالا بردن اختصاصيت روشهاي سرولوژيك از آنتي ژاي 
مختلفي از اين باكتري جهت كاربرد در روشهاي آزمايشگاهي 

 whole:استفاده شده كه مي توان به موارد ذيل اشاره نمود

cell)۲۳(,Crude bacterial extract)۱۷،۲۲،۲۶(,Outer 

membrane preparation)۲۰(,Partially purified 

antigens )۲،۱۰( يه شده با ليز سلولي باكتري  و ايآنتي ژ
در تحقيق حاضر نيز سعي شده تا با  ).Glass Bead )۲به كمك 

دست آمده از اين باكتري به كمك امواج ه تخليص آنتي ژاي ب
 پاسخ آا در برابر سرم افراد آلوده با باكتري ،اولتراسونيك

H.pyloriبررسي گردد  . 
ود تا از افراد مشكوك به آلودگي به اين ابتدا لازم ب

همزمان از اين افراد مقداري نمونه  ,باكتري بيوپسي يه گردد
خون جمع آوري شد تا سرم آن مورد ارزيابي سرولوژيك قرار 

پس از كشت باكتري و جداسازي كلني آن و اطمينان از  .گيرد
سرم فرد به عنوان , حضور اين باكتري در بيوپسي يه شده

و در مقابل آن از سرم افرادي كه  سرم مثبت در نظر گرفته شد
كشت بيوپسي رشد مشخصي از باكتري نشان نداده بود به 

از آنجا كه احتمال رشد نكردن  .عنوان سرم منفي استفاده شد
باكتري موجود در بيوپسي داده مي شد براي كاهش خطا و بالا 

 آميزي در بردن دقت مراحل كشت نمونه بيوپسي پس از رنگ
روي  زير ميكروسكوپ يررسي و همچنين تست اوره آز نيز بر

آزمايش دات بلاتينگ به كمك نمونه هاي سرمي .آن انجام شد
 H. pyloriمثبت و منفي برروي آنتي ژاي باكتري كامل

دهنده يكسان بودن پاسخ در هر دو گروه بود كه خود  نشان

تي ژاي باكتري جهت مبيين اين امر بود كه استفاده از تمام آن
پس از ليز باكتري به  .ارزيابي سرولوژيك مناسب نمي باشد

كمك امواج اولتراسونيك و جداسازي اجزاي باكتري به كمك 
 فراكشن حاوي اجزاي باكتري ۱۱روش ژل فيلتراسيون تعداد 

پاسخ بيشتر اين فراكشنها در برخورد با سرم  .دست آمده ب
حدودي شدت  سان بود و فقط تايك" مثبت و سرم منفي تقريبا

پاسخ آا متفاوت بود و در اين ميان دو فراكشن يكي با وزن 
ه دالتون ب  كيلو۱۴ و ديگري وزن كمتر از ۱/۲۸مولكولي 

از آنجا كه تفاوت  .طور بارزي در اين دو آزمايش متفاوت بود
افراد سرم مثبت با افراد سرم منفي در جداسازي باكتري از 

رود كه شاخصهاي آنتي ژني   آا بود احتمال مينمونه بيوپسي
فوق در زمان حضور باكتري به ميزان زياد يافت شده و در 

از طرفي  .نتيجه باعث ايجاد آنتي بادي ضد آن در بدن مي گردد
دست آمده شايد دليلي بر واكنش ه پاسخ يكسان فراكشنهاي ب

با اي مشابه از اجزاي آنتي ژني  مطالعهدر  .متقاطع باشد
 كيلودالتون در تست وسترن ۱۲۰  و۸۴، ۵۸، ۶، ۳۰ ،۱۴وزاي

بلاتينگ براي ارزيابي سرم افراد كشت مثبت وكشت منفي 
كه نتايج نشاندهنده پاسخ يكسان بعضي از آنتي )۲(استفاده شد

ژا اشاره شده در واكنش با سرم افراد كشت مثبت و كشت 
ه شد در نكته مهمي كه در اين تحقيق مشاهد .منفي بود

اين آنتي ژن اگرچه در  . بود۳/۶۵خصوص باند حاوي آنتي ژن 
گردد ولي به  مراحل خالص سازي به مقدار زيادي حاصل مي

عنوان يك آنتي ژن مناسب در تشخيص افراد كشت مثبت از 
طور بارزي در هر دو گروه ه ندارد زيرا ب كشت منفي  كاربرد

ه و با توجه به نتايج بر از اين .پاسخ مشابه اي ايجاد مي نمايد
رسد استفاده از دو آنتي ژن موجود در  دست آمده به نظر مي

 بتواند تا حدي ELISA در طراحي تستهاي ۱۱و۴فراكشن 
 .اختصاصيت روشهاي سرولوژيك را افزايش دهد 

 نابع م
انتخاب ترين محيط كشت هليكوباكتر  ,ميترا ,ساروي    .١

يان نامه براي دريافت درجه پا، مشهد,دانشكده داروسازي, پيلوري
 .۲۲-۲۴،   ۱۳۷۶ ,دكتراي داروسازي
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