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جوش با پروتئین متصل شونده به مالتوز هم Aواکنش پروتئین  يمطالعه
)MBP-Protein A (هاي حیوانیبا ایمونوگلوبولین برخی گونه

،4محموديپژمان، 3یعقوبیسارا،1قربانپورمسعود،2غریبیداریوش،*1آبادشاپوريصیفیمسعودرضا
6مهرآورنداو 5رشنومحمد،3رضاییالهام

2/9/93: تاریخ پذیرش7/11/92:  تاریخ دریافت

چکیده
ی با یهاي باکتریاسلولی این باکتري قرار دارد، متعلق به گروهی از پروتئین يکه در دیواره رئوساواستافیلوکوکوس Aپروتئین 

جوش با پروتئین متصل شونده به مالتوز همصورت ه برا  Aما با موفقیت پروتئین  اخیراً. باشدمی IgGویژگی اتصال به ملکول 
)MBP-Protein A ( درE.coli واکنش این حاضر ارزیابی  يهدف از مطالعه .دار کردیمسپس آن را با پراکسیداز نشان ،بیان نموده

دار نشان Aپروتئین  ،هاي الیزا یا ایمونوداتاساس آزمایشبر. استهاي حیوانی هاي برخی گونهنوترکیب با ایمونوگلوبولین Aپروتئین 
. گوسفند بسیار ضعیف بود IgGگاو و اسب ضعیف و با  IgGواکنش این پروتئین با . گربه و سگ بود IgGخوبی قادر به شناسایی ه ب

در الیزاي غیرمستقیم براي جستجوي  Aچنین قابلیت استفاده از پروتئین در این تحقیق هم. مرغ نداشت IgGاین پروتئین هیچ واکنشی با 
تواند حداقل است و می از نظر بیولوژیکی فعالبنابراین، این پروتئین نوترکیب  .در سرم گربه و سگ نشان داده شد E.coliپادتن ضد 

.شناسی استفاده گرددهاي ایمنیهاي حیوانی در آزمایشونهگبراي برخی 

IgG، پراکسیداز، A،E.coliپروتئین : کلمات کلیدي

مقدمه
پروتئینی با وزن  استافیلوکوکوس اورئوسAپروتئین .

سلولی  يکیلودالتون است که در دیواره 42ملکولی حدود 
 ,Duggleby and Jones 1983(این باکتري قرار دارد 

Langone 1987, Uhlen et al. 1984( . این پروتئین متعلق
با ویژگی اتصال به  یهاي باکتریایبه گروهی از پروتئین

هاي دیگر برخی استافیلوکوك ظاهراً. استIgGملکول 
داراي پروتئینی مشابه نیزهایکوس  استافیلوکوکوسمانند 

پروتئین ). Rosander et al. 2011(باشند می Aبا پروتئین 
A عنوان یک فاکتور حدت براي ه در واقع ب

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز استاد گروه پاتوبیولوژي، دانشکده *1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستادیار گروه پاتوبیولوژي، دانشکده 2
چمران اهوازي دامپزشکی، دانشگاه شهیداي دامپزشکی، دانشکدهدکتراي حرفه يآموختهدانش3
ي پیرادامپزشکی، دانشگاه بوعلی سینا، همداناستادیار گروه پاتوبیولوژي، دانشکده 4
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازشناسی، دانشکدهتخصصی میکروب دکتراي دانشجوي5
ي علوم، دانشگاه شهیدچمران اهوازشناسی، دانشکدهآموخته کارشناسی ارشد میکروبدانش6

گردد، زیرا با محسوب می استافیلوکوکوس اورئوس
 IgGهاي ملکول استاستفاده از این پروتئین، باکتري قادر 

به خود  FCحیوانی را از طریق قسمت  يچندین گونه
جذب کرده و ضمن فرار از پاسخ ایمنی، در برابر 

. فاگوسیتوز نیز مقاومت نماید
به  Aتوانایی بالقوه و اتصال اختصاصی و انتخابی پروتئین 

CH3و  CH2میان نواحی در Gایمنوگلوبولین  FCبخش 

)Janeway et al. 2001( باعث شده است که این پروتئین
هاي کیفی و کمی یشدر موارد بسیاري در آزما

E-mail: masoudrs@scu.ac.ir)مسئول ينویسنده(
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از جمله . ایمنولوژیکی مورد توجه محققین قرار گیرد
توان به استفاده از این می Aموارد کاربرد مهم پروتئین 
سازي هاي ایمنی و خالصپروتئین در تشکیل رسوب

. کلونال اشاره نمودهاي مونوکلونال و پلیباديآنتی
گر هاي گزارشتوان به مولکولرا می Aچنین پروتئین هم

گرهاي ، نشان)Aoki et al. 1996(هاي فلورسنت نظیر رنگ
آنزیمی، بیوتین، ذرات کلوییدي طلا و ید رادیواکتیو 

ثیري بر جایگاه اثر أکه تمتصل و از این ترکیب بدون این
در مواردي نظیر ایمنوهیستوشیمی،  ؛داشته باشد باديآنتی

 .Compton et al(وسترن بلاتینگ و الایزا استفاده نمود 

Aکلی موارد کاربردي پروتئین به طور ).1989

هاي به ویژه در آزمایشگاه رئوساواستافیلوکوکوس 
براي مثال، یاماموتو و همکاران. تحقیقاتی فراوان است

)Yamamoto et al. 1985 ( نشان دادند که با استفاده از
سرمی IgGتوان متصل شده به سفاروز می Aپروتئین 

حیواناتی مانند سگ، گربه و خوك را به سهولت و با 
چنین، هم. بالا با کروماتوگرافی افینیتی خالص نمود يبازده

Tuomanen and Powell(الاین و همکاران  با ) 1980
، Aانسان توسط پروتئین  IgGتوجه به خصوصیت جذب 

IgGو به این نتیجه  مادري را از سرم نوزادان جدا کردند
سرم جنینی با استفاده از  IgGرسیدند که جذب سطحی 

، تشخیص سرولوژیکی استافیلوکوکوسAپروتئین 
ردیابی  ،با این روش. کندهاي جنینی را تسهیل میعفونت

IgMولوژیکی هاي سرمانده در سرم جنین با روشباقی
هاي جنینی تسهیل معمول جهت تشخیص عفونت

.گرددمی
با  Aبادي، پروتئین هاي ردیابی آنتیدر آزمایش

دار هایی مانند پراکسیداز یا آلکالاین فسفاتاز نشانآنزیم
با . دشوبادي کنژوگه استفاده میجاي آنتیه شده و ب

دامپزشکی دانشگاه  يدر دانشکده اولیهتوجه به مطالعات 
جوش هم Aشهید چمران اهواز که منجر به بیان پروتئین 

در) MBP-Protein A(با پروتئین متصل شونده به مالتوز 
E.coliدار کردن آن با آنزیم سازي و نشانو سپس خالص

حاضر بررسی فعال  يهدف از مطالعهپراکسیداز گردید،

آنزیم شده بادار نشان MBP-Protein Aبودن پروتئین 
هاي برخی لوبولینگپراکسیداز براي اتصال به ایمونو

.باشدهاي حیوانی میگونه

مواد و روش کار
هاي اسب، گاو، گربه و مرغاز سرم IgGسازي خالص

با استفاده از هاي مورد نظر از سرم IgGسازي خالص
اسید کاپریلیک و سولفات آمونیوم طبق روش 

Bhanushali بدین . دشانجام  1994در سال  و همکاران
 60لیتر بافر استات میلی 40لیتر سرم با میلی 10منظور 

 1آن با استفاده از سود  pHرقیق و  pH4مولار با میلی
سپس اسید کاپریلیک به نسبت ؛تنظیم شد 5/4نرمال روي 

ه لیتر از سرم رقیق شده بازاي هر میلیه میکرولیتر ب 25
دقیقه روي همزن  30مدت ه افزوده و این مخلوط برامی آ

دقیقه سانتریفیوژ با  30پس از  .مغناظیسی قرار داده شد
مایع رویی از یک کاغذ صافی عبور ، g10000×قدرت 

 80حاوي (PBS 10Xحجم  10/1داده شد و به نسبت 
 20و  Na2HPO4گرم  KCl ،5/11گرم  NaCl ،2گرم 
به ) pH4/7مولار در هر لیتر با میلی EDTA100لیتر میلی

 4/7محلول روي  pHنرمال  5با سود . آن افزوده شد
تنظیم شد و براي دومین مرحله رسوب دهی سولفات 

لیتر افزوده گرم بازاي هر میلی 277/0آمونیوم به نسبت 
زن دقیقه نگهداري روي هم 30پس از مجدداً. شد

 انجام g10000×دقیقه سانتریفیوژ با قدرت  30مغناطیسی 
مدت ه محلول و ب PBS 1Xلیتر شد و رسوب در یک میلی

، با حداقل دو بار تعویض PBS 1Xیک شبانه روز در بافر 
-میلی 25لوله دیالیز استفاده ازبافر در طی این مدت، با

ساخت شرکت سیگما، (دالتون  cut off14000متري با 
خالص شده جهت بررسی  IgG.دیالیز شد) آمریکا

چنین هم. خلوص مورد آزمایش الکتروفورز قرار گرفت
خالص شده از روش براد فورد IgGبراي سنجش مقدار 

.استفاده شد
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 IgGدار با نشان MBP-Protein Aبررسی واکنش 
اسب، گاو، گربه و مرغ در الیزا

خالص شده از  IgGهاي مختلف از رقت ،در این آزمایش
سرم اسب، گاو، گربه و مرغ در بافر پوشاننده هاي نمونه

و براي پوشاندن حفرات پلیت الیزا در مقادیر  شد الیزا تهیه
پس از یک . مختلف در هر حفره مورد استفاده قرارگرفتند

یخچال، بافر مرطوب در يشب نگهداري در یک محفظه
PBSTبار با 3تخلیه و حفرات  IgGپوشاننده حاوي 

)PBS  در . شستشو داده شدند) درصد توئین 05/0حاوي
 PBSTمیکرولیتر بافر  300تمام حفرات در ،بعد يمرحله

ه ب) ، آلمانMerck(مرغ آلبومین تخمدرصد پودر 1حاوي 
3بلوك به مدت  يمرحله. عنوان بلوك کننده افزوده شد

 پلیت الیزا مجدداً. ساعت و در دماي محیط انجام شد
فوق شسته شد و سپس یک رقت ثابت  يمرحله مانند

، درPBSTدار در بافر نشان MBP-Protein Aاز 5000/1
دقیقه نگهداري در 45پس از . تمام حفرات افزوده شد

شسته  PBSTدماي محیط، حفرات تخلیه و سه بار با 
 50ا ههیک از حفربعد به هر يدر مرحله. شدند

) TMB(کروموژن -)H2O2(میکرولیتر مخلوط سوبسترا
دقیقه در تاریکی  10ا اضافه و پلیت به مدت ههبه حفر

میکرولیتر محلول  50،آخريمرحله در. داده شدقرار
افزوده ) مولار 1/0اسید کلریدریک(متوقف کننده واکنش

الایزا در  يشد و پلیت با استفاده از دستگاه قرائت کننده
. خوانده شدنانومتر  450طول موج 

 IgGدار با نشان MBP-Protein Aبررسی واکنش 
سرمی سگ، گوسفند، گربه و مرغ با آزمایش 

ایمونودات
گوسفند و  ،هاي سرمی تهیه شده از گربه، سگنمونه

 10و  ندرقیق شد PBSدر بافر  10/1مرغ به نسبت 
اي روي یک قطعه میکرولیتر از هر نمونه به صورت لکه

پس . داده شدندیکدیگر قرار غشاي نیتروسلولز در کنار
 ،شدجذب غشا و خشک  از آن که قطرات مایع کاملاً

درصد  2/0حاوي  PBSساعت در بافر  2مدت ه غشا ب
و  PBSTسپس غشا یک بار با ؛بلوك گردید 20توئین 

پس . شسته شد) دقیقه 5هر بار به مدت (PBSیک بار با 
 PBSTبافر ساعت در 1از این مرحله غشا به مدت 

. داده شددار قرارننشا Aاز پروتئین  200/1حاوي رقت 
شستشو  PBSو یک بار با  PBSTغشا دو بار با  متعاقباً

داده پس از شستشو، غشا در محلول ظهور قرار. داده شد
 IgGدار شده با نشان MBP-Protein Aشد تا واکنش 

محلول . سرمی گربه، سگ، گوسفند و مرغ ظاهر گردد
گرم میلی A)6محلول مخلوط کردن دوظهور از

 20(Bو ) لیتر متانول سردمیلی 2ونفتول در کروموژن کلر
) PBSلیتر میلی 10درصد در  30اکسیژنه میکرولیتر آب 

).Harlow and Lane 1988(قبل از مصرف تهیه شد

 MBP-Protein Aبررسی ممانعت از اتصال پروتئین 
هاي گربه با استفاده از پروتئین IgGدار به نشان

در الیزاي  MBP-Protein Aو  MBPدار غیرنشان
رقابتی

پلیت الیزا  ياههدر این آزمایش ابتدا در هر یک از حفر    
) پوشانندهمیکرولیتر بافر 50در (گربه   IgGگرممیکرو 1

ي افزوده شد و پلیت به مدت یک شبانه روز در محفظه
 هاهي حفرپس از تخلیه. مرطوب در یخچال نگهداري شد

میکرولیتر  300ا با هه، حفرPBSTبار شستشو با  3و 
PBST  مرك(مرغ درصد پودر آلبومین تخم 1داراي- 
. ساعت در دماي محیط بلوك شدند 3به مدت ) آلمان

 PBST ،50پلیت و سه بار شستشو با يپس از تخلیه
)  160/1تا  5/1رقت(متوالی هاي میکرولیتر از رقت

MBP  وMBP-Protein A  درPBST هر رقت در دو ،
حفره نیز به عنوان شاهد تنها  8در . حفره، اضافه گردید

PBST ساعت نگهداري در دماي  1پس از . ریخته شد
دار، با رقت نشان MBP-Protein Aمیکرولیتر  50محیط، 

جز چهار حفره از ه به هر حفره ب،PBSTدر  100/1
ساعت دیگر  1حفرات شاهد افزوده شد و پلیت به مدت 
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با  بار شستشو 4پس از .  در دماي محیط نگهداري شد
PBST قبل  روش مراحل ظهور و توقف واکنش مانند

الیزا در  يبا استفاده از دستگاه قرائت کنندهانجام و نتایج 
.نانومتر مورد قرائت قرار گرفت 450طول موج 

دار در نشان MBP-Protein Aبررسی قابلیت استفاده از 
.Eبادي ضد جوي آنتیتالیزاي غیرمستقیم جهت جس coli 

هاي گربه، سگ و مرغسرمدر
 باکتري يلیتر کشت شبانهمیلی 100ابتدا  ،بدین منظور

E. coli يسویهTG1 با قدرت ،×g4000 سانتریفیوژ شد.  
لیتر بافر پوشاننده میلی 10در هاي رسوب داده شده باکتري
سپس  ؛و مورد سونیکاسیون قرار گرفتند شدند مخلوط
 يدرجه 4در دماي  g12000×سانتریفیوژ با قدرت  مجدداً
-گراد انجام شد و مایع روي رسوب به عنوان آنتیسانتی

.Eهاي محلول ژن coli ياههحفر. شدیزا استفاده در الا 
میکرولیتر از  50شب در یخچال با  1پلیت الیزا به مدت 

ژن در بافر پوشاننده پوشش داده از این آنتی 100/1رقت 
بار با 3ا ههتخلیه و حفر ،بافر پوشانندهسپس . شدند

PBST تمام بعد در يدر مرحله .شستشو داده شدند
درصد توئین  2/0حاوي  PBSمیکرولیتر بافر  300ا ههحفر
ساعت در دماي  3عنوان بلوکر ریخته شد و پلیت ه ب 20

فوق  روش مانند پلیت الیزا مجدداً. محیط نگهداري شد
هاي مورد نظر، هرسرماز 200/1شسته شد و سپس رقت 

.Eژن حفره حاوي آنتیدو(حفره  4یک در  coli  و دو
ساعت  1پس از . ، افزوده شدند)ژنآنتیفاقد يحفره

بار شستشو با  3انکوباسیون در دماي محیط و سپس 
PBST ، پروتئین  400/1رقتA بافر درPBSTتمام ، در

دماي دقیقه نگهداري در 45پس از . حفرات افزوده شد
.  شسته شدند PBSTمحیط، حفرات تخلیه و سه بار با 

ظهور واکنش و قرائت نتایج مانند آزمایش الیزاي قبلی 
.ام شدانج

نتایج
 IgGدار با نشان MBP-Protein Aواکنش  يمقایسه

اسب، گاو، گربه و مرغ در الیزا
 Aحاصل از واکنش یک رقت ثابت پروتئین  ODمیزان 

تصویر(هاي حیوانی مختلف گونه IgGبا مقادیر مختلف 
بر اساس . نمایش داده شده است 2در الیزا در شکل ) 1

ترین واکنش را با بیش Aپروتئین  ،دست آمدهه نتایج ب
IgG گربه نشان داد .IgG هاي اسب و گاو تنها تا میزان

قابل شناسایی  Aمیکروگرم در حفره توسط پروتئین  5/0
میکروگرم قابل  062/0گربه تا  IgGکه در حالی ،بودند

گونه واکنش مشخصی در این آزمایش هیچ. شناسایی بود
. مرغ مشاهده نشد IgGبا 

 SPSS 22افزار ي نرموسیلهدست آمده بهه هاي بداده
مورد تجزیه و  One-Way ANOVAآماري  و آزمون

طرفه نشان داد که آنالیز واریانس یک. تحلیل قرار گرفت
تا مقدار (به ایمونوگلوبولین گربه  Aمیزان جذب پروتئین 

بیش از ) P>05/0(دار شکل معنیه ب) میکروگرم 062/0
هاي جذب این پروتئین به ایمونوگلوبولین سایر گونهمیزان 

. حیوانی بود

، اسب )1(هاي گربه خالص شده از سرم IgG:1تصویر
حاوي دو پروتئین  5ستون ). 4(و گاو ) 3(، مرغ )2(

و پروتئین باند شونده به ) BSA 66kDa(آلبومین سرم گاو 
MBP 42.5(مالتوز  kDa (باشدعنوان استاندارد میه ب.HC 

گر زنجیرهاي سنگین و سبک ترتیب نشانه ب LCو 
.باشندایمونوگلوبولین می
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غلظت برحسب میکروگرم

اسب،  IgGدار با نشان Aواکنش پروتئین  يمقایسه :2تصویر
ه عمودي بمحورهاي افقی و. گاو، گربه و مرغ در الیزا

حفره پوشش داده شده در هر IgGگر میزان ترتیب نشان
.باشندنانومتر می 450طول موج پلیت الیزا و میزان جذب در

سرمی سگ و  IgGدار با نشان Aواکنش پروتئین 
گوسفند با آزمایش ایمونودات

هاي سگ و از سرم IgGسازي با توجه به عدم خالص
هاي حیوانی این گونه IgGبا  Aگوسفند، واکنش پروتئین 

هاي سرمی این حیوانات و آزمایش با استفاده از نمونه
هاي سرمی تهیه نمونهبنابراین شد،ایمونودات بررسی 

گذاري سازي براي لکهشده از این حیوانات پس از رقیق
-این آزمایش از سرمدر. ندشدنیتروسلولز استفاده  يغشا

عنوان شاهد مثبت و ه ترتیب به هاي گربه و مرغ نیز ب
بر اساس نتایج این آزمایش  .شاهد منفی استفاده شد

سرمی سگ را نیز شناسایی  AIgGپروتئین  ،)3تصویر(
. تر بودگربه ضعیف IgGر مقایسه باداما واکنش آن  ،نمود

در این آزمایش واکنش بسیار ضعیفی نیز با سرم گوسفند 
. مشاهده شد

دار نشان MBP-Protein Aبررسی واکنش پروتئین  :3تصویر
در آزمایش ) 3(و سگ ) 4(سرمی گوسفند  IgGشده با 

هاي مرغ ترتیب حاوي سرمه ب 2و  1هاي لکه. ایمونودات
.اندبوده) شاهد مثبت(و گربه ) شاهد منفی(

-MBPو  MBPدار هاي غیرنشانپروتئینثیر أبررسی ت

Protein A  در جلوگیري از اتصالMBP-Protein A 
گربه IgGدار به نشان

آزمایش که در قالب یک الیزاي رقابتی نتایج این 
بر . نشان داده شده است 4در شکل  ،صورت گرفت

خوبی مشخص گردید که ه ب ،اساس نتایج این آزمایش
هاي دار در تمام رقتغیرنشان MBP-Protein Aپروتئین  

دار به نشان MBP-Protein Aمورد آزمایش مانع از اتصال 
IgG اما  ،گرددگربه میMBP ثیري بودأفاقد چنین ت .

هاي نتایج الیزاي رقابتی با استفاده از پروتئین :4تصویر 
براي جلوگیري از MBP-Protein Aو  MBPدار غیرنشان

. گربه IgGبه  MBP-Protein Aدار اتصال پروتئین نشان
-گر میزان پروتئینترتیب نشانه عمودي بمحورهاي افقی و

و میزان جذب  MBP-Protein Aو  MBPدار غیرنشانهاي 
.باشندنانومتر می 450طول موج در
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در الیزاي غیرمستقیم براي  Aاستفاده از پروتئین 
.Eجستجوي پادتن ضد  coli

.Eبا توجه به پراکندگی وسیع  coli  در محیط و تماس
این بخش از هاي حیوانی مختلف با این باکتري، درگونه

هاي ژنا پلیت الیزا با آنتیههحفرتحقیق پس از پوشاندن 
.Eمحلول  coli بادي عنوان آنتیه هاي گربه و سگ بسرماز

دار استفاده عنوان ردیاب نشانه ب Aاولیه و از پروتئین 
 4در  200/1رقت یک درهاي مورد استفاده هرسرم. شد

.Eژن حفره داراي آنتی2(حفره  coli حفره فاقد  2و
 Aپروتئین  400/1افزوده شدند و سپس از رقت ) ژنآنتی

چنین در این آزمایش هم .عنوان ردیاب استفاده گردیده ب
 ODمقادیر . از سرم مرغ به عنوان شاهد منفی استفاده شد

در این . نشان داده شده است 5ها در شکل واکنش
.Eبادي ضد وجود آنتی Aآزمایش با استفاده از پروتئین 

coli هاي گربه و سگ نشان داده شدسرمدر .

در الیزاي  Aبررسی قابلیت استفاده از پروتئین :5تصویر
هاي در سرم E.coliغیرمستقیم براي جستجوي پادتن ضد 

).شاهد منفی(گربه، سگ و مرغ 

بحث
هاي سرولوژیک یکی از مشکلات در تشخیص

دشوار  ،هاي مختلف حیوانیهاي عفونی در گونهبیماري
هاي کونژوگه اختصاصی براي گلوبولینآنتی يبودن تهیه

هاي در مقابل، پروتئین. باشدهر گونه از حیوانات می
ها از جمله ایمونوگلوبولینباکتریایی متصل شونده به 

هاي در شناسایی ایمونوگلوبولین توانندمی Aپروتئین 
 ديباآنتی آنتیهاي مختلف حیوانات که ممکن است ونهگ

 ،ها وجود نداشته باشداي جهت شناسایی آنکونژوگه
و  Bhideي در مطالعه ،در این زمینه. سودمند واقع شوند

ي طراحی از الیزاامکان استفاده  2004در سال  همکاران
در  بادي، جهت تشخیص آنتیA/Gاساس پروتئینشده بر

هاي شکاري بررسی و چنین سگآهو، قوچ کوهی و هم
یزا، یک ابزار تشخیصی مهم وکه این نوع الامشخص شد 

در  لایمحساس در تشخیص سرولوژیکی بیماري 
هاي ثر در بررسیؤتواند به طور مو می استحیوانات 

. سرولوژیکی در پستانداران وحشی مختلف استفاده شود
ها، دربا توجه به سودمند بودن این نوع پروتئین

دامپزشکی دانشگاه شهید  يمطالعات پیشین در دانشکده
از  استافیلوکوکوس اورئوسAپروتئین  ،چمران اهواز

نوترکیب و با استفاده از پلاسمید  DNAطریق فناوري 
ه ب) pMALc2x)New England biolabs, USAبیانی 

تولید و با آنزیم پراکسیداز  MBPجوش با صورت هم
تحقیق حاضر با  ،این مطالعات يدر ادامه. دار گردیدنشان

 IgGهدف ارزیابی فعالیت این پروتئین براي اتصال به 
. اجرا گردیدهاي مختلف حیوانات طراحی وگونه
اي، چگونگی واکنش این پروتئین در طور مقایسهه ب

گربه، گاو،  IgGبا مقادیر متفاوت  5000/1یک رقت ثابت 
همان. اسب و مرغ از طریق آزمایش الیزا بررسی گردید

 IgGرفت این پروتئین هیچ واکنشی با گونه که انتظار می
گاو، اسب و نیز  IgGبه شناسایی اما قادر ،مرغ نداشت

از میان . )Harlow and Lane 1988(گربه بود
این  ،هاي حیوانی آزمایش شدههاي گونهایمونوگلوبولین
گربه نشان داد  IgGترین تمایل را براي پروتئین بیش

واکنش ). حفره هر در IgGمیکروگرم 062/0شناسایی تا (
گربه پیش از این توسط  IgGبا  Aمطلوب پروتئین 

 Yamamoto(بودیاماموتو و همکاران  نیز نشان داده شده 

et al. 1985( . در این آزمایشIgG هاي تهیه شده از گاو
) رم در حفرهمیکروگ 1تا  5/0(و اسب تنها در مقادیر بالا 

واکنش پروتئین  ،عبارت دیگره ب .قابل شناسایی بودند
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MBP-Protein A  با اینIgGاین . ها بسیار ضعیف بود
در Harlowو  Laneیافته با اطلاعات ارائه شده توسط

ها را درحد IgGبا این  Aکه واکنش پروتئین 1988سال 
این چه اگر. کند کمی متفاوت استذکر می(++) متوسط 

عملکرد بر MBPثیر أتفاوت ممکن است ناشی از ت
اما اطلاعات جدیدتر ارائه شده  ،باشد Aصحیح پروتئین 

ي هاي تجاري تولید کنندهدر کاتالوگ برخی شرکت
-با نتایج این تحقیق هم) Pierceمانند شرکت (Aپروتئین 

. خوانی دارد
خالص شده گوسفند و  IgGاختیار نداشتن دلیل دره ب

سرمی این حیوانات در  IgGبا  Aسگ، واکنش پروتئین 
دست ه اساس نتایج ببر. آزمایش ایمونودات بررسی شد

گوسفند بسیار ضعیف یا تا  IgGبا  Aآمده واکنش پروتئین 
گربه تا  IgGسگ در مقایسه با  IgGاما  ،منفی بود يحد

نتایج . قابل شناسایی بود Aحد مطلوبی توسط پروتئین 
ها با اطلاعات ارائه شده توسط شرکت این آزمایش

Pierce  که پروتئینA تر براي شناسایی را بیشIgG هاي
خوانی داند همانسان و خوك و نیز گربه و سگ مناسب می

.   دارد
 MBPبه صورت متصل به  Aبا توجه به تولید پروتئین 

جهت اطمینان از این که اتصال این پروتئین نوترکیب به 
IgG  از طریق قسمتProtein A نه وMBP بوده است

-MBPیا  MBPدار هاي غیرنشانبا استفاده از پروتین

Protein A علت  .یک آزمایش الیزاي رقابتی انجام گردید
 MBP-Proteinصورت اتصال این آزمایش این بود که در

A به دار نشانIgG  هدف از طریق بخشProtein A ،
MBP اما  ،شدبه تنهایی مانع از این اتصال نخواهد

دار داراي توانایی غیرنشان MBP-Protein Aساختار 
با توجه . دار خواهد بودنشانجلوگیري از اتصال ساختار

-MBPواکنش پروتئین جلوگیري از(به نتایج این آزمایش 

Protein A دار به نشانIgG  گربه با استفاده از پروتئین
MBP-Protein A خوبی مشخص گردید ه ب) دارغیرنشان

شود و نه انجام می Aکه اتصال از طریق بخش پروتئین 
MBP توان نتیجه گرفت که پروتئین و به این ترتیب میA 

فعال  IgGجوش براي اتصال به صورت همه تولید شده ب
.  است

در ادامه این تحقیق به منظور بررسی قابلیت استفاده از 
شناسی، ایمنی يهاي روزمرهتهیه شده در آزمایش يفرآورده

در این آزمایش با این فرض که . آزمایشی دیگر انجام شد
بادي هاي حیوانی مختلف با احتمال بالا داراي آنتیگونه
.Eضد coli حیوانی هاي از هر یک از گونه ،باشندمی

سگ، گربه و مرغ یک نمونه سرمی تهیه و در آزمایش 
.Eژن الیزاي غیرمستقیم با استفاده از آنتی coli  بررسی

هاي حیوانی دست آمده در خصوص گونهه نتایج ب .ندشد
.Eبادي ضدنشان داد که گربه و سگ داراي آنتی coli 

ژن قابل شناسایی اما واکنش سرم مرغ با این آنتی ،بودند
که  کردگیري گونه نتیجهتوان ایندر پایان می. نبود

متصل   Aپروتئین(ارزیابی شده در این تحقیق  يفرآورده
از قابلیت کافی براي ) به پروتئین باند شونده به مالتوز

شناسی برخوردار هاي ایمنیاستفاده در برخی آزمایش
. لام تجاري گرددتواند جایگرین برخی اقاست و بالقوه می

تر کارایی این حال براي افزایش هر چه بیشبا این
 IgGنمودن قابلیت شناسایی  ویژه گستردهه فرآورده و ب

. تري صورت گیردهاي حیوانی، باید تلاش بیشگونه
هاي ثیر محیطأبررسی چگونگی ت، طرحجهت تکمیل این 

هاي گونه IgGبا  Aبافري متفاوت بر واکنش پروتئین 
 استرپتوکوکوسGحیوانی مختلف و نیز افزودن پروتئین

.ددار مدنظر قرار MBP-Protein Aبه پروتئین نوترکیب 
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Abstract
Staphylococcus aureus protein A, as a cell wall protein of the bacterium, belongs to a group 

of bacterial proteins with binding specificity for the IgG molecule. Recently, we cloned and 
expressed the protein A gene of Staphylococcus aureus in E.coli, as a fusion protein with 
maltose binding protein (MBP-Protein A). After purification, the expressed protein was also 
labeled with peroxidase. The aim of this study was to evaluate the reaction of this 
recombinant protein A with the immunoglobulin of some animal species. Based on the results 
of ELISA and immunodot, the labeled protein A was able to bind cat and dog IgGs. The 
reactivity of the protein with cattle and horse IgGs was weak and it reacted poorly with sheep 
IgG. This protein did not react with chicken IgG. In this study, the ability of the expressed 
protein A labeled with peroxidase, for detection of E.coli specific antibodies in cat and dog 
sera was demonstrated by indirect ELISA. In conclusion, the recombinant MBP-protein A is 
biologically active and could be used in immunological assays at least for certain animal 
species.
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