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چکيد‌ه 

    در این مطالعه جداسازی، خالص‌سازی و غیرفعال نمودن پلی‌ساکارید باکتری اشرشیا کولی با هدف بررسی اثر لیپوپلی‌ساکارید )LPS( فعال و 

غیرفعال در تحریک پاسخ هومورال ماکیان انجام شده است. همچنین امکان استفاده از این قسمت دیواره خارجی در تحریک اختصاصی سیستم 

 )EDTA( ایمنی هومورال نسبت به باکتری منبع آن ارزیابی شده است. جداسازی لیپوپلی ساکارید با استفاده از اتیلن دی آمین تترا استیک اسید

 20 )SRBC( فعال و غیر فعال شامل 10، 25، 50 و 100 میکروگرم به همراه 100 میکرولیتر از گلبول قرمز گوسفند LPS انجام شد. چهار دوز از

درصد به هشت گروه شامل چهار قطعه مرغ تزریق شد. پاسخ ایمنی هومورال در روزهای ۵ و 10 پس از تیمار، با روش معمول هماگلوتیناسیون 

بررسی شد.  اثر LPS در ایجاد پاسخ ایمنی هومورال نسبت به باکتری منبع با روش الیزای خانگی ارزیابی شد. تزریق دوزهای 10 و 25 میکروگرم 

از لیپوپلی‌ساکارید باکتری اشرشیا کولی به صورت معناداری )p > 0/05( سبب تحریک پاسخ ایمنی هومورال شد. لیپوپلی‌ساکارید غیر فعال 

10 روز پس از تزریق میزان 100 میکروگرم، سبب افزایش غیر معنادار عیار آنتی بادی شد. همچنین تفاوت معناداری )p > 0/05( در تغییر 

عیار آنتی‌بادی نسبت به باکتری اشرشیا کولی در گروه‌های مختلف وجود نداشت. امکان بهره‌مندی از لیپوپلی‌ساکارید باکتری اشرشیا کولی در 

ایمن‌سازی ماکیان‌ وجود دارد؛ همچنین بررسی اثرات جانبی و تغییر روش‌های غیرفعال‌سازی می‌تواند زمینه استفاده از LPS را در ایمن‌سازی 

حیوانات فراهم کند. علاوه بر این استفاده از LPS اشریشیا کولی قادر به تحریک سیستم ایمنی علیه این باکتری نبود.
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In this research, extraction, purification and inactivation of Escherichia coli (E. coli) lipopolysaccharide (LPS) were 
performed with the aim of investigating the effects of inactivated and intact form of LPS on chicken humoral im-
mune response stimulation. Also, the possibility of application of this outer part of cell wall for specific induction of 
humoral immune response to its reference bacteria was evaluated. The LPS was extracted using Ethylene diamine 
tetraacetic acid (EDTA). Four doses (10, 25, 50 and 100 µg) of inactivated and intact form of LPS and 100 µL of 
%20 sheep red blood cell (SRBC) were injected to eight groups of broiler chickens (N=4). The humoral immune 
responses were evaluated five and 10 days after treatment by haemagglutination assay. The effects of LPS on induc-
tion of humoral immune response to the reference bacteria were measured using in-house ELISA. Injection of 10 
and 25 µg of LPS significantly (P<0.05) induced the humoral immune response. The inactivated LPS only induced 
immune responses 10 days after the injection of 100 µg. No significant difference existed between the various groups 
in antibody titer against E. coli (P<0.05). It is possible to take advantage from Escherichia coli lipopolysaccharide 
in poultry immunization. Also, evaluation of the side effects and changes of inactivation methods may show the ca-
pability of LPS application in animal immunization. In addition, using LPS as a vaccine for E. coli is not suggested.
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مقدمه

    لیپوپلی‌ساکارید یا اندوتوکسین از اجزای دیواره سلولی باکتری‌های 
گرم منفی است که در حفظ ساختار و پایداری آن‌ نقش دارد. در دیواره 
 )LPS( هر باکتری اشرشیا کولی حدود دو میلیون مولکول لیپوپلی ساکارید
وجود دارد که آزاد شدن آن از دیواره سلولی در مراحل مرگ سلول‌ها، 
رشد و تقسیم سلولی انجام می‌شود. لیپوپلی‌ساکارید ۵ تا 10 درصد کل 
وزن خشک باکتری را شامل می‌شود و از سه قسمت تشکیل شده است: 
فسفاتی  دارای ساختار دی‌ساکارید  که  آندوتوکسین  یا  و   A لیپید  ناحیه 
متصل به اسید چرب است و ترکیب مهم آن بتاهیدروکسی میریستیک 
اسید است، این قسمت در باکتری‌های گرم منفی مشابه است و یا دارای 
فسفریله  الیگوساکاریدی  که  مرکزی  پلی‌ساکارید  است؛  اندک  تغییرات 
شده است و در محافظت از باکتری‌ها در برابر ترکیبات سمی نقش دارد و 
در طیف وسیعی از باکتری‌ها مشابه است و در مواردی دارای تفاوت‌های 
آنتی‌ژنی  خواص  که سبب   O آنتی‌ژن  یا  جانبی  زنجیره  می‌باشد؛  جزئی 
لیپوپلی‌ساکارید می‌شود و از واحد‌های قندی تکراری تشکیل شده است 
مختلف  سویه‌های  و  گونه  در  و  می‌پوشاند  را  مرکزی  هسته  سطح  که 
باکتری متفاوت است. شرایط محیطی مانند ترکیب هیدروکربنی محیط 
کشت، کشت مکرر باکتری، دما و فضای رشد بر بروز LPS اثر‌گذار هستند 

)25(. در شرایطی که بدن با میزان زیاد LPS مواجه شود و یا به صورت 
عمومی )مانند زمانی که میزان کم LPS وارد جریان خون شود( واکنش 
از  پاتوفیزیولوژیک  چندگانه  عوارض  و  می‌شود  ایجاد  عمومی  التهابی 
قبیل شوک آندوتوکسین، آسیب بافتی و مرگ ممکن است رخ دهد )4(. 
میزان‌های  داخل وریدی  تجویز  متعاقب  پیروژنیک و شوک  واکنش‌های 

اندک LPS )یک نانوگرم در میلی‌لیتر( در پستانداران ایجاد می‌شود )7(.
شناسایی LPS توسط اجزای ایمنی ذاتی پیامی برای پاسخ به عفونت 
با باکتری‌های گرم منفی است )22(. اثرات لیپوپلی - ساکارید در تحریک 
 Toll like(  4 تول  شبه  گیرنده‌های  با  واکنش  طریق  از  ایمنی  سیستم 
)Th( شناخته شده می‌باشد  T کمک‌کننده  receptor 4( تمایز رده سلولی 

)12(. تحریک تکثیر غیر‌اختصاصی لنفوسیت‌های B، ترشح سایتوکاین‌هایی 
اینترلوکین  یک،  اینترلوکین   ،)TNF( تومور  نکروزکننده  فاکتور  قبیل  از 
شش و تولید نیتریک اکسید در ماکروفاژها و سایر بیگانه‌خوارهای تک 
هسته‌ای، از دیگر اثرات قابل ذکر LPS بر سیستم ایمنی می‌باشد )1، 7(. 
با توجه به نیاز به ایجاد ایمنی کافی در استفاده از واکسن‌ها و پیشگیری 
مواد محرک  زمینه  در  ای  بیماری‌ها، مطالعات گسترده  بروز  از  مناسب 
با تقويت سيستم  ايمني  ایمنی صورت گرفته است. مواد محرك  سیستم 
با  برخورد  در  مقاومت  افزایش  به  قادر  اختصاصي  و  دفاع غيراختصاصي 

 اثر لیپوپلی ساکارید باکتری اشریشیا کولی بر ...
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بيماري‌هاي عفوني مي‌باشد. مواد محرك ايمني را مي‌توان همراه واكسن‌ها 
قبل  نوكلئوتيدها(  پلي  آلومينيومي،  نمك‌هاي  باكتري‌ها،  توكسين  )مانند 
استفاده  تنهايي  به  يا  و  )گلوكان‌ها(  واكسن  تجويز  از  بعد  واكسن‌ها،  از 
كرد )16(. ایجاد پاسخ مناسب در مواردی نیازمند تکرار واکسیناسیون و 
صرف وقت و هزینه‌های اضافی می‌باشد. در مورد واکسن‌های کشته این 
مطلب مصداق بیشتری دارد. ایجاد پاسخ مناسب ایمنی هومورال نیازمند 
و  فاگوسیت‌کننده  فعال  ایجاد سلول‌های  و  ذاتی  ایمنی  مناسب  تحریک 
ذاتی  ایمنی  سیستم  سلول‌های  تحریک  می‌باشد.  آنتی‌ژن  عرضه‌کننده 
شامل  سیگنال  انتقال  آبشار  چندین  فعال‌سازی  سبب   LPS به‌وسیله 
سیتوکاین‌های التهابی وابسته به فاکتور هسته‌ای کاپا )NF- kB( می‌شود. 
مولکول CD14 )مونوسیت‌ها( به عنوان گیرنده LPS در سطح سلول است 
ولی توانایی انتقال سیگنال را ندارد، این انتقال سیگنال توسط ملکول‌های 

گیرنده‌ی شبه تول )TLR(‌های 2 و 4 انجام می‌شود )22(.  
نمودن  غیرفعال  و  خالص‌سازی  جداسازی،  با  مطالعه  این  در 
پلی‌ساکارید باکتری اشرشیا کولی، بررسی امکان استفاده از LPS فعال و 
غیر‌فعال به عنوان ادجوانت در تحریک پاسخ هومورال ماکیان انجام شده 
است. همچنین امکان استفاده از این قسمت دیواره خارجی در تحریک 

اختصاصی سیستم ایمنی نسبت به باکتری منبع آن ارزیابی شده است. 

مواد و روش‌ها
جدایه باکتریایی

 H7:O157 در این مطالعه از سویه استاندارد اشرشیا کولی سروتایپ       
 PCR با شماره‌ي 43894 )اشرشیا کولی 1( و سویه جداسازی و تاييد‌شده با

در دانشکده دامپزشکی دانشگاه شیراز )اشرشیا کولی2( استفاده شد.

جداسازی پلی ساکارید

      جداسازی پلی‌ساکارید دیواره سلولی سویه O157H7 باکتری اشرشیا 
کولی با استفاده از EDTA )3( و به اختصار به شرح ذیل انجام شد. ابتدا 
 )BHI( باكتري‌هاي مورد مطالعه در محيط كشت آبگوشت مغز و قلب
حاوي یک درصد سوكروز كشت و به مدت يك شب در دماي 37 درجه 
سانتي‌گراد انكوبه شدند. پس از آن، سه بار  شست و شوی نمونه‌های حاوی 
 0/15 M NaCl 4000 به مدت 15 دقیقه در  g باکتری، سانتریفیوژ در سرعت
انجام شد. جداسازی دیواره پلی‌ساکاریدی با مجاور نمودن باکتری‌ها با بافر 
فوق به اضافه EDTA 0/05مولار  به مدت 15 دقیقه در دمای 37 درجه 
سانتی‌گراد انجام شد. جداسازی باقیمانده پروتئین با تغییراتی در روش 
لیو و همکاران )9( و با استفاده از گرادیان سوکروز کوشین خالص‌سازی 
 0/15  NaCl محلول  در  درصدی سوکروز  محلول شش  روش  این  در  شد. 
مولار تهیه شد و به میزان  0/06 مولار تریتون-114 و 0/01 مولار تریس 
به بافر اضافه شد و 15 دقیقه در دمای 37 درجه سانتی‌گراد نگهداری شد. 
پس از سانتیریفیوژ در g 8000  قسمت رویی جدا  شد و به باقیمانده آن 
به میزان نه برابر حجم استون سرد اضافه شد و 24 ساعت در دمای 20- 
درجه سانتی‌گراد قرار داده شد. پروتئین‌های نمونه به کمک سانتریفیوژ 
رسوب داده شدند و قسمت رویی به عنوان محلول حاوی کربوهیدرات 
 NaOH با دو ساعت مجاورت در LPS خالص برداشت شد. غیرفعال‌سازی
0/1 مولار انجام شد )15(. نمونه‌ها در کیسه دیالیز با حد MWCO 10000 و 

در آب دوبار تقطیر و به مدت 48 ساعت دیالیز شدند. 

اندازه‌گیری میزان کربوهیدرات و پروتئین 

اسید  فنل-  روش  با  نمونه‌ها  کربوهیدرات  میزان  اندازه‌گیری      
سولفوریک و پروتئین با روش برادفورد انجام شد. برای اندازه‌گیری میزان 
کربوهیدرات، 25 میکرولیتر از نمونه به 75 میکرولیتر از اسیدسولفوریک 
خالص مخلوط شد و بلافاصله 15 میکرولیتر فنل پنج درصد به آن اضافه 
شد و پس از 20 دقیقه قرار دادن در دمای 80 درجه سانتی‌گراد حمام 
آب گرم، جذب نوری در طول موج ٤٩٠ نـترمونا بـا اسـافتده از دسـاگته 
تهج  ادناتسارد  ينحنم  هيهت  براي   .)11( شد  رقاتئ  اسـترکپوترموتف 
هبساحم دقمار يهوبرکــدرات، از لگــزکو استفاده شد. جهت تهیه معرف 
برادفورد 10 ميلي‌گرم كوماسي بريليانت بلو در پنج ميلي ليتر اتانول 95 
درصد حل شد و 10 ميلي‌ليتر اسيد ارتوفسفريك 85 درصد به آن اضافه شد 
حجم با آب مقطر به 100 ميلي‌ليتر رسانده شد و با کاغذ واتمن صاف شد. 
جهت اندازه‌گیری میزان پروتئین، 20 میکرولیتر از نمونه به محلول حاوی 
140 میکرولیتر از آب دوبار تقطیر و 40 میکرولیتر از محلول استاندارد 
اسپکتوفتومتر  با  موج 600  در طول  نوری  و جذب  اضافه شد  برادفورد 
استفاده  استاندارد  تهیه نمودار  در  گاو  آلبومین سرم  از  اندازه‌گیری شد. 

شد )24(.

   SDS-PAGE و Urea SDS-PAGE مراحل انجام

شده  جداسازی   LPS خلوص  و  پروتئینی  الگوی  بررسی  جهت 
الکتروفورز با روش لائملی و همکاران )8( با استفاده از ژل متراکم‌کننده‌ی 
چهار درصد و جداکننده 10 درصد و به صورت معمول انجام شد. آزمون 
Urea SDS-PAGE مشابه با این روش و مطابق با پورکایاسدا و دیسون 
به  روش  این  در  شد.  انجام  پلی‌ساکاریدی  پروفایل  بررسی  جهت   )17(
اوره  مولار  میزان هشت  به  متراکم‌کننده،  و  ژل جداسازی‌کننده  دو  هر 
اضافه شد. الکتروفورز در ولتاژ 90 صورت گرفت. رنگ‌آمیزی ساختارهای 
 - متانول  ترکیب  با  رنگ‌بری  و  بلو  کوماسی  از  استفاده  با  پروتئین 
با  پلی‌ساکاریدی  ترکیبات  رنگ‌آمیزی  شد.  انجام  ادامه  در  اسیداستیک 
روش پریودیک اسید شیف )Periodic acid schiff( و به شرح ذیل انجام 
شد: بعد از شستشو با آب مقطر و یک ساعت ثابت نمودن ژل در محلول 
هفت درصد اسید استیک گلاسیال، ژل به مدت یک ساعت در محلول 0/3 
درصد از پریودیک اسید منتقل شد. در ادامه سه مرحله شست و شوی ژل 
با آب دوبار تقطیر و 30 دقیقه رنگ‌آمیزی با محلول رنگ فوشین بازی 
انجام شد.  رنگ‌بری در محلول 0/1 درصد تیوسولفات سدیم در دمای 50 

درجه سانتی‌گراد انجام شد.

بررسی اثر LPS در تحریک ایمنی هومورال

به  نژاد راس 308 در سن سه هفتگی  ماکیان  از  سی و شش قطعه 
صورت تصادفي در ۹ گروه مساوي شامل چهار قطعه تقسيم شدند. چهار 
دوز از LPS فعال و غیر‌فعال شامل 10، 25، 50 و 100 میکروگرم در حجم 
50 میکرولیتر به صورت داخل عضله سینه در هر گروه تزریق شد و 100 
میکرولیتر از گلبول قرمز گوسفند 20 درصد در سمت مقابل تزریق شد. 
مشابه  روش  و  در حجم  و  استریل  سالین  فسفات  بافر  کنترل،  گروه  در 
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تیمار،  از  پس   10 و   ۵ روزهای  در  شد.  تزریق  آزمون  مورد  گروه‌های 
خون‌گیری از ورید بال، جداسازی سرم و بررسی عیار آنتی‌بادی ضد گلبول 

قرمز گوسفند با روش معمول هماگلوتیناسیون انجام شد.  
بررسی اثر LPS در ایجاد پاسخ ایمنی نسبت به باکتری منبع با روش 
با  میکروپلیت  پوشانیدن کف حفره‌های  انجام شد:  زیر  به شرح  و  الیزا 
 LPS سه میکروگرم از باکتری سونیکه‌شده اشرشیا کولی به عنوان منبع
در بافر کربنات- بی‌کربنات با pH برابر با 9/6 و در حجم 100 میکرولیتر 
انجام شد و به مدت 24 ساعت در دمای چهار درجه سانتی‌گراد قرار داده 
شد. پس از آن پلیت سه بار با بافر فسفات حاوی توئین 20، شستشو شد. 
از چرخ چهار درصد در حجم  با شیر پس  پلیت  آزاد حفره‌های  نواحی 
250 میکرو‌لیتر و به مدت یک ساعت پوشانیده شد و مشابه قبل شستشو 
انجام شد. هر نمونه سرم از گروه‌های مورد تزریق با LPS فعال با رقت 
از  پس  و  اضافه شد  تکرار  بار  دو  با  و  میکرولیتر   100 در حجم   1/200
آنزیم  با  کنژوگه  ماکیان   IgG آنتی  انجام شد.  و شو  یک ساعت، شست 
پراکسیداز محصول شرکت )Abcam (ab97135 با رقت 20000: 1 و در حجم 
100 میکرولیتر به هر گوده اضافه شد و پس از یک ساعت شستشو انجام 
TMB در حجم 70 میکرولیتر به هر گوده اضافه  شد. سپس سوبسترای 

شد و پس از 15 دقیقه محلول اسید سولفوریک یک نرمال به میزان 70 
میکرولیتر جهت توقف واکنش اضافه شد. جذب نوری در طول موج 450 
 :Accu Reader, Serial No( پلیت  کننده  قرائت  دستگاه  توسط  نانومتر 

96501575( اندازه‌گیری شد.

روش آماری
جهت مقایسه نتایج گروه‌های مورد آزمون از روش‌های آمار توصیفی 
و آزمون t نرم افزار SPSS V.23 استفاده شد. سطح معنی‌دار بودن نتایج 

با فرض )P>۰/۰۵( درنظر گرفته شد.

نتایج
LPS جداسازی و تخلیص

با  بررسی  و  پلی‌ساکارید  و  پروتئین  میزان  اندازه‌گیری  به  توجه  با 
SDS-PAGE در جداسازی با روش EDTA میزان اندکی پروتئین وجود 
داشت که در ادامه با استفاده از سانتریفیوژ در گرادیان سوکروز کوشین 
و رسوب با استون حذف شد. ترکیب این دو روش باهم می‌تواند LPS با 
خلوص بسیار بالا را فراهم آورد. در شکل 1 ژل الکتروفرز پلی‌ساکارید 

شکل 1- رنگ آمیزی با کوماسی بلو و پریودیک اسید شیف جهت بررسی الگوی پروتئینی و پلی‌ساکاریدی سویه استاندارد 
اشریشیا کولی سروتایپ O157:H7. در ژل سمت راست ردیف‌های یک، دو و سه: LPS استخراج شده با روشEDTA در 
سه تکرار با رنگ آمیزی کوماسی بلو نشان داده شده است. باندهای پروتئینی اشرشیا کولی در ژل مرکزی ردیف شماره 

چهار با رنگ آمیزی کوماسی بلو و باند‌های موجود در LPS باکتری اشرشیا کولی با روش رنگ آمیزی PAS در ژل سمت چپ 
 LPS نشان داده شده است؛ باند‌ها با نشانگر مشخص شده‌اند. همان‌گونه که در ژل سمت راست مشخص شده است، استخراج

با روش ETDA دارای مقداری ناخالصی پروتئینی است که در ادامه با استفاده از سانتریفیوژ در گرادیان سوکروز کوشین و 
رسوب با استون این باندها حذف شدند. ردیف پنجم وزن ملكولي باندهاي پروتئيني ماركر را نشان می‌دهد.
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نشان   H7:O157 سروتایپ  کولی  اشرشیا  استاندارد  سویه  پروتئین  و 
داده شده است. 

بررسی اثر بر پاسخ ایمنی هومورال

تزریق  است،  شده  داده  نشان  دو  و  یک  جداول  در  که  همان‌گونه 
دوزهای 10 و 25 میکروگرم از لیپوپلی‌ساکارید باکتری اشرشیا کولی  به صورت 
گلبول  به  نسبت  بادی  آنتی  عیار  افزایش  سبب   )p  >  0/05( معناداری 
قرمز گوسفند شد. لیپوپلی‌ساکارید غیر فعال 10 روز پس از تزریق میزان 

100 میکروگرم، سبب افزایش غیر معنادار عیار آنتی بادی شده است.

بحث
از  میکروگرم   25 و   10 دوزهای  از  استفاده  مطالعه  این  در 
ایمنی  پاسخ  افزایش معنادار  باکتری اشرشیا کولی سبب  لیپوپلی‌ساکارید 
منجر   LPS از  میکروگرم   100 تجویز  درحالی ‌که  شد؛  ماکیان  هومورال 
در مطالعات  قرمز گوسفند شد.  گلبول  به  نسبت  پاسخ  این  به سرکوب 
لیپوپلی  بردن  کار  به  با  موجودات  سایر  ایمنی  سیستم  تحریک  پیشین 
قرار  بررسی  مورد  متنوع  آنتی‌ژن‌های  و  مختلف  باکتری‌های  ساکارید 
از مطالعه کنونی است. از جمله  نتایج حاصل  با  گرفته است که موافق 

جدول 1- عیار آزمون هماگلوتیناسیون در بررسی اثر LPS فعال بر تحریک پاسخ ایمنی هومورال ماکیان نسبت به گلبول قرمز گوسفند. 
تغییرات معنادار با حروف متفاوت نشان داده شده است )p > 0/05(. در مقادیر ۱۰ و ۲۵ میکروگرم تغییر معنادار در پاسخ ایمنی هومورال 
وجود دارد. با افزایش میزان LPS تجویز شده اثر تحرکیی کاهش یافت و در گروه مورد تجویز با ۱۰۰ میکروگرم اثر ممانعتی مشاهده شد.

LPS 0102550100میزان

10a80b20a15a10aعیار 5 روزگی

20a240 c80b20a10aعیار 10 روزگی

جدول 2- عیار آزمون هماگلوتیناسیون در بررسی اثر LPS غیرفعال بر تحریک پاسخ ایمنی هومورال ماکیان نسبت به گلبول قرمز 
گوسفند. تغییرات معنادار با حروف متفاوت نشان داده شده است )p > 0/05(. تغییر معناداری در پاسخ ایمنی هومورال گروه‌های مختلف 

وجود ندارد؛ هرچند در گروه مورد تجویز با ۱۰۰ میکروگرم افزایش مشخص پاسخ مشاهده شد.

از  متفاوت  میزان  کننده  دریافت  گروه‌های  در  کولی  اشرشیا  باکتری  به  نسبت  آنتی‌بادی  عیار  تغییر  در   )p  >  0/05( معناداری  تفاوت 
لیپوپلی‌ساکارید فعال مشاهده نشد )جدول 3(. 

LPS 0102550100میزان

10a10a10a10a15aعیار 5 روزگی

20a20 aa 1525a40aعیار 10 روزگی

جدول 3- میانگین میزان جذب نوری آزمون الیزا جهت عیار سنجی آنتی بادی نسبت به باکتری اشرشیا کولی در ماکیان تیمار شده با 
چهار دوز از لیپوپلی‌ساکارید فعال. تفاوت معناداری در گروه‌های مختلف وجود ندارد؛ هرچند عیار طبیعی آنتی‌بادی ضد اشرشیا کولی در 

همه گروه‌ها وجود دارد. 

LPS 0102550100میزان

0/6a0/69a0/56a0/64a0/59aعیار 5 روزگی
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این موارد می‌توان به استفاده از LPS در واکسن‌های مالاریا و لیشمانیای 
 .)23  ،20( است  ایمنی شده  پاسخ  بهبود  به  منجر  که  کرد  اشاره  انسان 
همچنین استفاده از LPS باکتری بروسلا ابورتوس سبب ایجاد تیتر بالاتر 
نسبت به توکسوئید کزاز شده است )13(. در تحقیقی دیگر، استفاده از 
 L1 لیپوپلی‌ساکارید سبب افزایش معنادار تیتر آنتی‌بادی نسبت به پروتئین
پاپیلوما ویروس انسانی-16 شده است )19(. کنژوگه کردن LPS باکتری 
پاسخ  معنادار  افزایش  به  منجر  کزاز  توکسوئید  با  مننژايتيديس  نایسریا 
با  همراه  سالمونلا  LPSباکتری  تزریق   .)2( است  شده  هومورال  ایمنی 
ایمنی هومورال و تولید  گاماگلبولین مرغ به موش سبب تحریک بیشتر 
تحریک   .)18( مرکاپتواتانول می‌شود  به  مقاوم  و  آنتی‌بادی‌های حساس 
تولید سایتوکاین‌های محرک سیستم ایمنی را می‌توان مهم‌ترین دلیل این 
افزایش  به  نیز  داخلی  پیشین  تحقیق‌های  در   .)5( دانست  تحریکی  اثر 
معنادار اینترفرون گاما )IFNy( متعاقب تجویز LPS به موش اشاره شده 

است )6(. 
پاسخ  ناچیزی در تحریک  اثر  LPS غیرفعال  تجویز  این مطالعه،  در 
از تحقیق‌های  نتایج برخی  با  ایمنی ماکیان داشته است که در موافقت 
 ،T در تحریک لنفوسیت‌های LPS پیشین است که از جمله اثر ماندگارتر
نسبت به مشتقات آن گزارش شده است )21(. تجویز 30 میکروگرم از 
لیپوپلی‌ساکارید فعال و غیرفعال شده بروسلا آبورتوس منجر به افزایش 
این  که  است  شده  موش  در  باکتری  این  به  نسبت  ایمنی  پاسخ  معنادار 
 .)15( است  بوده  بیشتر  فعال   LPS با  شده  تیمار  گروه  در  تیتر  افزایش 
منبع متفاوت  را می‌توان در  با مطالعه کنونی  این تحقیق  نتایج  تفاوت 
LPS و شرایط جداسازی و تخلیص جست‌و‌جو نمود. همان‌گونه که گزارش 
فنل-کلروفرم-  با روش  استخراج شده  - ساکارید  لیپوپلی  که  شده است 
دارای   )Phenol-Chloroform-Petroleum Ether Extraction( اترپترلیوم 
متانول- روش  با  شده  استخراج   LPS به  نسبت  بیشتری  میتوژنی  اثر 

کلروفرم بوده است )20(. از بین رفتن و یا کاهش قدرت آنتی‌ژنی لیپید 
دلیل  مهم‌ترین  می‌توان  را  غیرفعال‌سازی  و  فرآوری  مراحل  طی  در   A
تغییر در روش‌های غیرفعال‌سازی می‌تواند منجر  این مشاهده دانست. 
LPS در حین این  به شناخت راهکارهایی جهت حفظ قدرت آنتی‌ژنی 
فرایند شود. با توجه به این‌که استفاده از لیپوپلی‌ساکارید فعال به عنوان 
تحریک‌کننده پاسخ ایمنی در سطح مزرعه نیازمند بررسی اثرات بالقوه 
مضر و جانبی است؛ در برخی مطالعات به اثرات تب‌زایی آن اشاره شده 

است )10(. 
در مطالعه کنونی، تزریق LPS باکتری اشرشیا کولی تغییری در عیار 
آنتی‌بادی نسبت به این باکتری ایجاد نکرده است، هر چند تجویز سه دوز 
10 میکروگرمی از لیپوپلی‌ساکارید باکتری لژیونلا پنوموفیلا با فاصله دو 
هفته منجر به محافظت در برابر دوز کشنده این باکتری شده است )14(. 
تفاوت  این  دلیل  مهم‌ترین  می‌توان  را  تزریق  دفعات  تعداد  در  تفاوت 
و  آزمون  مورد  حیوانی  گونه  منبع،  باکتری  در  تفاوت  هرچند  دانست؛ 

شرایط آزمایش نیز در این امر تاثیر‌گذار است. 
باکتری اشریشیا   LPS از  استفاده‌شده  میزان  این مطالعه کمترین  در 
کولی 10 میکروگرم بود، که با توجه به نتایج حاصل‌شده دارای بیشترین 
اثر تحریکی در ماکیان بود. با توجه به یک‌بار تجویز دوز‌های 10 تا 100 
میکروگرم از LPS فعال و عدم مشاهده تغییر در عیار آنتی‌بادی باکتری 

منبع، استفاده از LPS به عنوان واکسن اشرشیا کولی پیشنهاد نمی‌شود.

تشکر و قدردانی
با تشکر از حوزه‌ی پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز که از این 

مطالعه در قالب تسهیلات پژوهشی حمایت نمودند.
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