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                          مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراك                                                                       مقاله پژوهشی               
 35-42، 1391، فروردین و اردیبهشت  )60شماره پیاپی  (1، شماره15                                                                                                      سال 

 

 انتروتوکسیژنیک و اشریشیا کلیساس به حرارت باکتري تولید و تخلیص توکسین ح
 GM1شناسایی آن با روش الایزاي مبتنی بر گیرنده گانگلیوزیدي 

  
  4، سید محمد مؤذنی1، نفیسه امینی3، علی اصغر رحیمی1، زهرا احصائی1، شهرام نظریان*2، جعفر سلیمیان1راضیه خالصی

  
  ، تهران، ایران)ع(لکولی، گروه زیست شناسی، دانشگاه امام حسین  مو- ارشد زیست شناسی علوم سلولیکارشناس -1
  ، تهران، ایران)ع(استادیار، دکتراي ایمونولوژي، گروه زیست شناسی، دانشگاه امام حسین  -2
  ، تهران، ایران)ع(دکتراي بیوتکنولوژي مولکولی، گروه زیست شناسی، دانشگاه امام حسین  -3
  ، گروه علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایراناستاد، دکتراي ایمونولوژي -4
  

 25/12/89:  تاریخ پذیرش26/10/89:  تاریخ دریافت  
 

 چکیده
عوامل حدت . ترین عامل باکتریایی ایجاد کننده اسهال است  انتروتوکسیژنیک مهماشریشیا کلی باکتري :زمینه و هدف

در . کند  متمایز میکلی. ايهاي  ونیزاسیون، این باکتري را از سایر گروه کلعواملها و  زاي اختصاصی مانند انتروتوکسین
توان جهت سنجش آنتی توکسین در روش الایزاي مبتنی   و از آن میهاین مطالعه توکسین حساس به حرارت تخلیص شد

  .  و شناسایی باکتري مولد توکسین استفاده کردGM1بر گیرنده گانگلیوزیدي 
جهت تولید و تخلیص توکسین، ابتدا سویه باکتري مولد توکسین . مطالعه از نوع تجربی است این :ها مواد و روش

 توکسین با استفاده از آمونیوم ترسیب وهاي محلول در مایع رویی با سولفات  پروتئین. حساس به حرارت کشت داده شد
دیالیز و نمونه بر روي ژل  pH=8ر  مولار د02/0 پروتئین تخلیص شده علیه تریس  وهاي بیوشیمیایی تخلیص شد روش

 جهت شناسایی و سنجش میزان توکسین GM1از روش الایزاي مبتنی بر گیرنده گانگلیوزیدي . الکتروفورز بررسی گردید
 روي توکسین حساس به حرارت نیز به این روش  Bتخلیص شده استفاده شد و اثر خنثی کنندگی آنتی بادي ضد زیر واحد

 . فتمورد بررسی قرار گر
 نشان داد که آنتی بادي ضد زیر مطالعه این . گر تخلیص توکسین بود  کیلودالتونی نشان12 و 28 وجود باندهاي :ها یافته
آنتی بادي ضد .  را داراستGM1 نوترکیب، توانایی شناسایی توکسین تخلیص شده و مهار اتصال آن به گیرنده  Bواحد

  .  جلوگیري نمایدGM1 از اتصال توکسین به گیرنده  درصد80تواند تا   نوترکیب می Bزیر واحد
 که GM1تخلیص توکسین حساس به حرارت و راه اندازي روش الایزاي مبتنی بر گیرنده گانگلیوزیدي  :نتیجه گیري

  .هاي کلینیکی مورد استفاده واقع شود تواند در شناسایی دقیق و بررسی اپیدمیولوژیک جدایه می
 انتروتوکسیژنیک، روش الایزاي مبتنـی بـر گیرنـده    اشریشیا کلی  نوترکیب،B ضد زیرواحد    آنتی بادي : واژگان کلیدي 

 انتروتوکسین حساس به حرارت ،GM1گانگلیوزیدي 
  
  
  

  
  ، تهران، ایران)ع(گروه زیست شناسی، دانشگاه امام حسین  :نویسنده مسئول*

Email: salimian@modares.ac.ir 
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  مقدمه
) ETEC(توکسیژنیک  انترواشریشیا کلیباکتري 

 و مسئول )1(ترین عامل باکتریایی ایجاد کننده اسهال مهم
ها و مرگ و میر ناشی از اسهال  میزان قابل توجهی از بیماري

در کشورهاي در حال توسعه، )  سال5زیر (در میان کودکان 
حدود . )3، 2(باشد میمسافرین به مناطق گرمسیري و اندمیک 

ي باکتریایی ها عفونته دلیل  درصد موارد اسهال ب70-30
ترین باکتري جدا شده از بیماران،   و شایع)4(بوده

فاکتورهاي . )5(باشد می انتروتوکسیژنیک اشریشیاکلی
ها و فاکتورهاي  ویرولانس اختصاصی مانند انتروتوکسین

  اشریشیاکلیايه  را از سایر گروهETECکلونیزاسیون، 
ین باکتري قادر به تولید ا. سازد میایجاد کننده اسهال متمایز 

و یا مقاوم به حرارت ) LT(هاي حساس به حرارت  توکسین
)ST (باشد می)6(.  

 86 با وزن مولکولی تقریبی LTانتروتوکسین 
کیلودالتون، از نظر ساختاري و عملکردي متعلق به خانواده 

 به وزن A و از یک زیرواحد )7، 6( استAB5هاي  توکسین
 به وزن مولکولی B و پنج زیرواحد  کیلودالتون28مولکولی 

تشکیل شده )  کیلودالتون5/11واحد  هر زیر( کیلودالتون 57
هر کدام از این زیرواحدها به عنوان یک پلی . )8 ،5(است

 و پس از شکست پپتید )9(شوند میپپتید پیش ساز سنتز 
 به وسیله پیوند غیرکووالانسی به Bنشانه، هوموپنتامر 

 و توکسین کامل ایجاد  متصل شدهAزیرواحد 
  داراي فعالیت توکسیک و زیرAزیرواحد . )10(گردد می

 موجود در GM1 مسئول اتصال توکسین به گیرنده Bواحد 
در اتصال توکسین، . )7، 6(باشد میهاي روده  سطح انتروسیت

 سپس .)11(شوند می متصل GM1 گیرنده 5 به B زیرواحد 5
 و گشتهتوز  به درون سلول اندوسیGM1-LTکمپلکس 
 با اثر سمی خود منجر به ترشح آب و Aزیرواحد 
 از (NaCl) هاي نمک  یونها و مهار جذب الکترولیت

  .)5(گردد هاي رأسی ویلی و ایجاد اسهال می سلول
دهد که خالص سازي  گزارشات قبلی نشان می

 چنین هم به منظور کاربرد در تولید واکسن و LTتوکسین 
 در مدل هاي واکسن نثی کنندهخسنجش میزان آنتی بادي 

استراتژي تولید واکسن بر اساس . )12(شود میاستفاده 
 یکی از رویکردهاي توسعه واکسن علیه LTتوکسین 

ETECبر اساس این رویکرد از این توکسین در . )13( است
نوارهاي جذب پوستی جهت ایمن سازي افراد در آزمون 

وگه توکسین با هاي کانژ  واکسنچنین همبالینی استفاده و 
نتایج حاکی از . سایر اجزاي باکتري نیز گزارش شده است

می  سیستمی و موضعی خنثی کنندهتولید آنتی توکسین 
 براي سنجش میزان آنتی LTاز توکسین . )15، 14(باشد
هاي   در الایزا و به چالش کشیدن مدلخنثی کنندههاي  بادي

  ).12(شود میحیوانی واکسینه نیز استفاده 
در مطالعات قبلی تهیه و تخلیص اجزاي ما 

را به عنوان ) LTB, CfaB, CfaE(ایمونوژن باکتري 
در این . )15-17(کاندیداي جزئی از واکسن گزارش کردیم

توان  از این توکسین می.  تخلیص شدLTمطالعه توکسین 
 آمده از حیوان مدل به دستجهت سنجش آنتی توکسین 

تنی بر گیرنده گانگلیوزیدي با استفاده از تکنیک الایزاي مب
GM1 (GM1-ELISA) و شناسایی ETEC مولد توکسین 

  .بهره جست
  

  ها روشمواد و 
  ETEC سویه باکتري در این مطالعه تجربی از

جهت تخلیص توکسین  LT (ATCC 35401) مولد
  .استفاده شد

 در محیط ETECجهت تولید توکسین، باکتري 
 15/0اره مخمر ، عص درصد2 کشت حاوي کازآمینو اسید

 درجه 37در دماي و ) CYE(، محیط نمکیدرصد
 ساعت کشت 18و به مدت دور در دقیقه  200گراد با  سانتی

 g16000 دقیقه در 20سپس به مدت . )18(داده شد
 -20سانتریفیوژ گردید و مایع رویی تا زمان استفاده در 

 90اشباع (آمونیوم سولفات  .گراد نگهداري شد درجه سانتی
زدن به  گراد همراه با هم  درجه سانتی4در دماي ) ددرص

 4پس از گذشت یک شب در دماي . مایع رویی افزوده شد
آوري و در تریس  گراد، رسوب حاصل جمع درجه سانتی

 18-20محلول حاصل به مدت .  مولار حل گردید02/0
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 درجه 4 مولار در 02/0 محلول تریسبر رويساعت 
گراد نگهداري   درجه سانتی-20گراد دیالیز و در  سانتی

  .)19، 5(شد
پس از کشت باکتري و انجام مراحل ترسیب و 

آوري پروتئین، غلظت نمونه توکسین حاصل به کمک  جمع
در این روش از پروتئین . روش برادفورد تعیین گردید

به عنوان استاندارد استفاده ) BSA(آلبومین سرم گاوي 
احدهاي آن، سپس جهت بررسی توکسین و زیرو. )22(شد

نمونه توکسین تخلیص شده همراه با مارکر پروتئینی 
)SM067112تحت شرایط دناتوره روي ژل )  فرمنتاز 

 A الکتروفورز گردید و زیر واحدهايSDS-PAGEدرصد 

 این نمونه چنین هم. )20( آن مورد بررسی قرار گرفتB و 
بر روي غشاي نیتروسلولز منتقل شد و ایمونوبلات 

)Biorad (ا استفاده از آنتی بادي ضد بLTBنوترکیب )15 
 توکسین صورت B جهت شناسایی زیر واحد )16،

  .)20(گرفت
 از LTبه منظور شناسایی و سنجش میزان توکسین 

 (DYNEX) (GM1-ELISA)  الایزاGM1 تکنیک
 یک روش استاندارد GM1-ELISAروش . استفاده شد

  بهLTبراي تشخیص و سنجش میزان اتصال توکسین 
در این روش ساختار .  استGM1گیرنده گانگلیوزیدي 

. گیرد  قرار میتأیید توکسین نیز مورد  Bپنتامري زیر واحد
 )1983 (سونرهولم در ابتدا توسط GM1-ELISAروش 

مورد تغییر قرار  (Ma-2006)توسط ما ابداع شد و سپس 
  .)21-23(گرفت

 گانگلیوزید طبق روش استاندارد، سه میکروگرم
GM1) Sigma G-7641 (بافر میکرولیتر 100 در 

میکروپلیت  به هر چاهک )pH=6/9 (کربنات  بی-کربنات
)Nunc, Denmark(  اضافه و به چاهک هاي کنترل منفی

BSA درجه  37انکوباتور  در ساعت 2 افزوده شد و به مدت
 در بین تمامی مراحل الایزا، .گراد قرار داده شد سانتی

) 20 توئین درصد05/0 و PBST) 2/7=pHشستشو با بافر 
سپس مرحله بلوکه کردن با افزودن محلول شیر . انجام شد
 37 ساعت در 1 به مدت PBST در بافر  درصد2خشک 

پس از شستشو و خشک . گراد صورت پذیرفت درجه سانتی
 میکروگرم 2کردن، توکسین تخلیص شده با سریال رقت از 

  ساعت در1ت  نانوگرم به هر چاهک اضافه و به مد125تا 
بقیه مراحل با . نگهداري شدگراد   درجه سانتی37 انکوباتور

 و کانژوگه موشی با 200/1 با رقت rLTBآنتی بادي ضد 
  .  صورت گرفت2000/1رقت 

داراي دو زیر  LTکه توکسین با توجه به این
 LTBتوان از آنتی بادي ضد   لذا میباشد می B و Aواحد 

براي این . سین سود جستنوترکیب در شناسایی این توک
منظور، از این آنتی بادي در مهار اتصال توکسین با گیرنده 

GM1میکروگرم از 2براي این کار ابتدا .  استفاده نمودیم 
 تا 1:2( تخلیص شده به سریال رقت آنتی بادي LTتوکسین 

 37  انکوباتور ساعت در1اضافه گردید و به مدت ) 1:64
 سپس این مخلوط به ،دنگهداري شگراد  درجه سانتی

.  افزوده شدGM1هاي حاوي سه میکروگرم از  میکروپلیت
  . بودGM1-ELISAبقیه مراحل همانند 

  
   یافته ها

پس از رشد باکتري در محیط کشت مناسب، ابتدا 
 دیالیز -ي رسوب دهیها روش با استفاده از LTتوکسین 

-SDS درصد 12تخلیص و میزان خلوص آن بر روي ژل 

PAGE28 و 5/11، دو باند 1شکل . سی گردید برر 
دهد که به ترتیب مربوط به زیرواحد  کیلودالتونی را نشان می

B و A توکسین LT تکنیک . باشد می تخلیص شده
  نشان دهنده حضور Anti-rLTBایمونوبلات با استفاده از 

  .  توکسین استBزیر واحد 
، پیوند GM1-ELISAبا استفاده از روش 

 GM1لیص شده با گیرنده گانگلوزیدي هولوتوکسین تخ
 LT نمایانگر پیوند توکسین 1نمودار . بررسی گردید

 نانوگرم 125 میکروگرم تا 2تخلیص شده به گیرنده خود از 
  .  باشد می

 LTBدهد که آنتی بادي ضد   نشان می2نمودار 
نوترکیب، توانایی شناسایی توکسین تخلیص شده و مهار 

 حاکی از 2نمودار .  را داراستGM1اتصال آن به گیرنده 
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 80تواند تا   نوترکیب میLTBآن است که آنتی بادي ضد 
 متصل به GM1 از اتصال توکسین به گیرنده درصد

ي غیرایمن به ها موشهاي  سرم. میکروپلیت جلوگیري نماید
ها به هیچ عنوان  عنوان کنترل منفی استفاده شد، این سرم

  . ممانعتی را نشان ندادند
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

-SDS تخلیص شده روي ژل LT الکتروفورز توکسین .1شکل 
PAGEدوازده درصد   

  SM0671نشانگر پروتئینی : 1ردیف 
 به ترتیب با وزن LT توکسین B و Aزیرواحد هاي : 2ردیف 

   کیلودالتون12 و 28مولکولی تقریبی 
  

  
با تکنیک  LT شناسایی و سنجش میزان توکسین .1نمودار 

  M1الایزاي مبتنی بر گیرنده گانگلیوزیدي 
  
  

  
 نوترکیب بر LTB بررسی اثر مهاري آنتی بادي ضد .2نمودار 

 با تکنیک الایزاي مبتنی بر گیرنده  LTروي توکسین
 M1گانگلیوزیدي 

  
 بحث

ترین اصول در مدیریت بیماري اسهال  از رایج
آنتی . ست، تامین مایعات و دارو درمانی اETECناشی از 
 علایمها یکی از عوامل مورد استفاده براي کنترل  بیوتیک

 اما توکسین را شوند میها  هستند و باعث از بین بردن باکتري
علاوه بر آن مقاومت روز افزون باکتري به . کنند میمهار ن

ي بر لزوم تحقیق در تأییدآنتی بیوتیک در مناطق اندمیک 
بدین . ه این بیماري استاین زمینه و تهیه واکسن موثر علی

گیري از اسهال ناشی از این باکتري، به  منظور جهت پیش
تواند حائز اهمیت  کارگیري عوامل مهار کننده توکسین می

براي تولید واکسن عوامل ایمونوژن متعددي وجود . باشد
 و B، زیر واحد Aتوان به زیر واحد  دارد که از جمله می

اگر چه در مقالات متعدد . )23(توکسوئید کامل اشاره نمود

  
٣۴KD  

  
  
  
  

٢۶KD  
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 به عنوان ایمونوژن و ادجوان قوي Bبر نقش مهم زیرواحد 
اند که آنتی بادي علیه این   و نشان داده)24(تأکید شده است

تواند از اتصال سم به گیرنده جلوگیري  واحد می زیر
 اما برخی مقالات بر این تأکید دارند که آنتی )11، 6، 5(نماید

 Aهاي زیر واحد  توپ تواند اپی  کامل میبادي علیه توکسین
هاي مشترك میان این دو زیر واحد را شناسایی و  توپ و اپی

، 15، 14(اثرات توکسیک آن را با کارایی بالاتري مهار نماید
توان این طور بیان داشت که تخلیص  بنابراین می. )25

 اشریشیا کلیتوکسین حساس به حرارت باکتري 
  . هداف این تحقیق استانتروتوکسیژنیک از ا

 کانکلو ) 19(اوانسبا استفاده از روش بهینه شده 
، توکسین حساس به حرارت تخلیص و دو باند با وزن )20(

 کیلو دالتون بر روي ژل 12 و 28مولکولی تقریبی 
 پیزاالکتروفورز در شرایط دناتوره دیده شد که با نتایج 

 و Aزیر واحد خوانی دارد و نشان دهنده دو  نیز هم) 2006(
B26( این توکسین است(.  

 GM1-ELISAروش  )23( ما و )22( سونرهولم
را به عنوان یک روش کارا و اقتصادي براي ردیابی و 

گذاري کردند و  تشخیص توکسین حساس به حرارت پایه
توان از آن براي اثبات وجود توکسین و  نشان دادند که می

با استفاده از . ره بردهاي مولد انتروتوکسین به شناسایی سویه
  این روش نشان دادیم که پروتئین خالص شده از باکتري

 GM1همانند توکسین توانایی اتصال به گیرنده کلی ایاشریش
ي بر وجود تأییدتواند  این مطلب می. را داراست

انتروتوکسین حساس به حرارت و صحت خالص سازي آن 
دم وجود تواند دال بر ع  این آزمایش میچنین هم. باشد

تغییرات اساسی در ساختار و فولدینگ توکسین حساس به 
 باشد، زیرا توکسین تنها در حالت فولدینگ (AB5)حرارت 

  . مناسب توانایی اتصال به این گیرنده را دارد
تواند به   نوترکیب میBواحد  آنتی بادي ضد زیر

 پیوند A پنتامر در حالت اتصال به زیرواحد Bواحد  زیر
 این طریق مانع اتصال هولوتوکسین به گیرنده یابد و از

GM1آناین مطالعه حاکی از .  در واکنش الایزا گردد 
 rLTBاست که توکسین تخلیص شده با آنتی بادي ضد 

 را از GM1وارد واکنش شده و توانایی اتصال به گیرنده 
آنتی بادي پلی ) 2006( و همکاران منز. دست داده است

و آنتی بادي مونوکلونال  LTBکلونال خرگوشی ضد 
موشی را تولید و از آن در واکنش الایزا براي تشخیص 
توکسین استفاده نمودند و اذعان داشتند که آنتی بادي قادر 
است توکسین را در شکل فضایی خود مورد شناسایی قرار 

  . )6(دهد
  

 نتیجه گیري
هاي شناسایی باکتري اشریشیاکلی  یکی از راه

ي تشخیص ژنتیک ها روشفاده از انتروتوکسیژنیک است
توان تنها حضور   میها روشبا استفاده از این . مولکولی است

توان فعال بودن ژن را   کرد اما نمیتأییدژن در باکتري را 
توان با طراحی یک  براي مثال می. مورد بررسی قرار داد

 را با یک LT، باکتري مولد LTجفت پرایمر براي توکسین 
 اشریشیاکلیاز آنجایی که . یی نمود شناساPCRواکنش 

هاي تولید شده مورد  انتروتوکسیژنیک به وسیله انتروتوکسین
-GM1گیرد، در این مطالعه روش  شناسایی قرار می

ELISAتأییداین روش علاوه بر .  مورد استفاده قرار گرفت 
. دهد وجود ژن، فعال بودن و بیانی بودن ژن را نیز نشان می

تواند در شناسایی   میGM1-ELISAوش اندازي ر لذا راه
هاي کلینیکی مورد  دقیق و بررسی اپیدمیولوژیک جدایه

، بر اساس نتایج حاصل از بررسی چنین هم. استفاده واقع شود
 نوترکیب بر روي LTBاثر خنثی کنندگی آنتی بادي ضد 

 LTتوان از توکسین   که میشود می پیشنهاد LTتوکسین 
ی از کاندیداي واکسن استفاده تخلیص شده به عنوان جزی

  .نمود
  تشکر و قدردانی

بدینوسیله از زحمات جناب آقاي دکتر سلمانیان 
  .گردد تشکر و قدردانی می
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