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 چکیده  
زمینــه مطالعــه: نوتروفیل های گاو پپتیدهای یاخته کشــی تولید می کنند که باعث از بین بردن میکروارگانیســم های قارچی و باکتریایی 
از جمله عامل ماســتیت می شــوند. هدف: اســتخراج و تخلیص پروتئین P23/P7 گاوی و بررســی فعالیت ضد باکتریایی آن علیه باکتری های 
Staphylococcus aureus، Aeromonas hydrophila و Yersinia ruckeri بود. روش کار: ابتدا یاخته های نوتروفیل گاو توســط 
روش رسوب دهی با دکستران و سانتریفیوژ روی فایکول از سایر یاخته های خون سالم جداسازی گردیدند. سپس زنده مانی آنها با کمک تریپان بلو 
تعیین و پس از خرد کردن آنها با سونیکاتور مقدار پروتیئن های تام سیتوزولی توسط سانتریفیوژ جداسازی شد. در مرحله بعد، پس از جداسازی به 
منظور تخلیص ابتدا دیالیز و سپس کروماتوگرافی تعویض یونی دو مرحله ای صورت گرفت. بررسی فعالیت ضد یاخته ای آن ، با روش های تعیین 
حداقل غلظت مهار کنندگی، حداقل غلظت کشندگی و آزمون انتشار در آگار بررسی شد. نتایج: یاخته های نوتروفیل  با زنده مانی بیشتر از %95 
جداسازی شدند. نتایج کروماتوگرافی و الکتروفورز ژل پروتئین نشان داد که پروتئین هترودیمر P23/P7 با موفقیت طی دو مرحله تخلیص شده 
است )مرحله اول حدود 60% و در مرحله دوم با خلوص بیشتر از 95%(. وزن مولکولی هر کدام از منومرهای کوچک و بزرگ به ترتیب kDa  7 و 
23 تعیین شد. پروتئین تخلیص شده دارای فعالیت باکتری کشی بوده و تأثیر آن بر یرسینیا روکری )µg/ml 64( بیش تر از دو باکتری دیگر بود. 
نتیجه گیری نهایی: پروتئین تخلیص شده در طی فرایند تخلیص فعالیت خود را حفظ می کند. به علاوه فعالیت ضد باکتریایی نوتروفیل می تواند 

ناشی از پروتئین P23/P7  باشد.

واژه های کلیدی: ضد یاخته، کال پروتکتین، جداسازی، نوتروفیل

مقدمه
پستانداران دارای انواع پپتیدهای ضد میکروبی هستند که به عنوان سدی 

در برابرهای عفونت های میکروبی عمل می کنند. آنها در بسیاری از سلول ها 

از جمله نوتروفیل ها، ماکروفاژها، و ســلول های اپیتلیال بیان می شوند. به 

طور کلی آنها به دفنســین ها و کاتلیســیدین معروف هستند و پپتیدهایی 

کاتیونی با فعالیت وســیع ضد میکروبی هستند )12(. تحقیقات نشان داده 

است که نوتروفیل های گاو دارای پپتیدها و پروتئین هایی می باشند که اثر 

ضدیاخته ای داشــته و باعث از بین بردن میکروارگانیسم ها از جمله قارچ ها 

و باکتری ها می شوند. 

 S100A8/9 و همکاران در ســال 2002 نشــان دادند کــه Vignais

گاوی و انســانی در ســاختار اول هومولوژی بسیار بالایی دارند و آنتی بادی 

مونوکلونال اولیه ویژه S100A8/9 انسانی با گاوی واکنش متقاطع دارد )3(. 

به هترودیمر S100A8/9 کال پروتکتین )CP( نیز می گویند زیرا مشــاهده 

شــده اســت که این پروتئین توانایی اتصال به یون کلســیم و فعالیت ضد 

باکتریایی را دارد. ساختار این پروتئین همانند سایر اعضای خانواده S100 از 

دو موتیف اتصال شونده به کلسیم بنام EF-hand تشکیل شده که در واقع 

یک هلیکس-لوپ-هلیکس می باشــد که کلسیم را در بر می گیرد و وجود 

کلسیم برای فعالیت آن ضروری می باشد )4(.

SDS- که در ژل P23 بررســی ها نشان داده اســت که پروتئین به نام

PAGE وزن مولکولــی ظاهری آن 23 کیلودالتون اســت به مقدار فراوان 

در ســیتوزول نوتروفیل هــای گاو حضور دارد )3(. به عــلاوه، این پروتئین 

به صورت متصل به اســکلت ســلولی نیــز اســت. P23 در حین تخلیص 

بــه پروتئینــی کوچک به نام P7 بــا وزن مولکولی kDa 7  متصل اســت. 

بررســی های ساختاری نشان داده اســت که این دو پروتئین هومولوگ دو 

پروتئین انسانی به نام های S100A8 و S100A9 هستند. این پروتئین ها در 

سیتوزول نوتروفیل ها و ماکروفاژهای انسانی به خصوص در شرایط التهابی 

به مقدار بیشتر یافت می شوند. همچنین، P23 و P7 با آنتی بادی های ویژه 

S100A8 و S100A9 واکنش متقاطع می دهند )18(. 

تاکنون مطالعات زیادی پیرامون پروتئین هترودیمر S100A8/9 انسانی 

انجام شده است بطوری که فعالیت یاخته کشی S100A8/A9 انسانی علیه 

باکتری ها، قارچ ها و یاخته های یوکاریوتی بررسی شده است )21(. مکانیسم 

فعالیت یاخته  کشــی آن به واسطه القا آپوپتوزیس و تا حدودی حبس یون 

روی می باشد )11(. اما در مورد همتای گاوی آن و سایر حیوانات مطالعات 

زیادی صورت نگرفته است. قابل ذکر است که فعالیت ضد باکتریایی عضوی 

از خانواده S100، به نام S100A7 یا پسوریازین در آماس غدد پستانی گاوی 

مطالعه شــده اســت )13(. با وجود این، گزارشــی از فعالیت ضد باکتریایی 
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P23/P7 گاوی وجود ندارد. تاکنون مطالعات عملکردی، پروتئومیکســی و 

ژنومیکســی متعددی پیرامون نوتروفیل های انسانی انجام گرفته است اما 

در ارتباط با نوتروفیل های سایر موجودات زنده مطالعات موردی می باشد. 

از آن جایــی که پروتئین هترودیمــر P23/P7 گاوی همتای پروتئین

S100A8/A9 انســانی می باشــد ویژگی یاخته کشــی قوی دارد. به همین 

دلیل هدف از مطالعه حاضر استخراج و تخلیص P23/P7 یا کال پروتکتین 

گاوی و بررسی فعالیت ضد باکتریایی آن علیه باکتری های عامل ماستیت 

و   Staphylococcus aureus ،Aeromonas hydrophila

Yersinia ruckeri بــود. در واقــع پژوهش حاضــر روی فعالیت یکی از 

مولکول های پروتئینی نوتروفیل های گاوی متمرکز شده است.  

مواد و روش  کار
 )S1799(و Q-Sepharose )Q1126( مــواد مورد نیــاز: ســتون های

 ،)A2153( آلبومین ســرم گاوی ،)T5816( تریســین ،Sp-Sepharose

 ،)D2272( کیســه دیالیز ،)P7626(رPMSF ،)31392( T500 دکســتران

فایکول هایپــک )F5415( و دی-تیوتریتول )DTT( )D9779( از شــرکت 

ســیگما )آمریکا(، و ســایر مواد لازم برای الکترفورز ژل پروتئین از شرکت 

مِرک )آلمان( خریداری شد.

جداسازی نوتروفیل: جداسازی نوتروفیل ها بر اساس روش Skoog و 

همکاران در ســال 1956 با کمی تغییرات انجام شد )17(. به طور خلاصه، 

ml 400 خــون تــازه از گاو نر دو ســاله ســالم نژاد هولشــتاین از کلینیک 

دامپزشکی دانشگاه ارومیه تهیه و به آزمایشگاه بیوشیمی منتقل شد. برای 

حذف گلبول های قرمز از روش رسوب دهی با دکستران T500 استفاده شد، 

برای این کار خون به نسبت 1 به 1 در  فالکون هایml  50 با دکستران 6 % 

دارای NaCl %0/9 مخلوط و به مدت 1 ســاعت در دمای آزمایشــگاه قرار 

داده شد تا گلبول های قرمز کاملاًً ته نشین شوند. فاز شفاف بالایی که شامل 

پلاسما و گلبول های سفید می باشد جمع آوری و با دور g× 150 به مدت 10 

دقیقه سانتریفوژ گردید تا پلاسمای آن حذف شود. در مرحله بعد به منظور 

جدا کردن نوتروفیل ها از سایر گلبول های سفید از روش سانتریفوژ بر روی 

فایکول استفاده شد. 

رســوب دهی با دکســتران همــه گلبول های قرمز را حــذف نمی کند 

بنابراین به منظور حذف باقیمانده آنها در این مرحله از روش لیز هیپوتونیک 

استفاده گردید به این صورت که به مدت 30 ثانیه آب مقطر سرد به مخلوط 

 PBS گلبول های قرمز و نوتروفیل ها اضافه شد و بعد از 30 ثانیه با افزودن

محیط به حالت ایزوتونیک اولیه برگشت این عمل تا حذف کامل گلبول های 

قرمز ادامه یافت. گلبول های قرمز به دلیل نداشتن اسکلت یاخته ای در برابر 

محیط هیپوتونیک سریعاً متلاشی می گردند در حالی که نوتروفیل ها مقاوم 

هســتند. بعد از جداسازی نوتروفیل ها زنده مانی آنها با استفاده از تریپان بلو 

0/4% در زیر میکروسکوپ نوری بررسی شد.

استخراج پروتئین تام سیتوزولی نوتروفیل های گاو: بعد از جدا کردن 

نوتروفیل های گاو از خون محیطی و شستشــوی آنهــا با PBS، لیز آنها با 

 )1mmol(رDTTر،)1mmol( EDTA ،0/2 سوکروز mol محلول شامل

و PMSFر)0/5mmol( انجام گرفت. در مرحله بعد خرد کردن نوتروفیل ها 

در حضور یخ ســه بار و هر بار به مدت 30 ثانیه به کمک ســونیکاتور انجام 

گرفت. بعد از اتمام سونیکاسیون به منظور حذف قطعات یاخته ای به مدت 

15 دقیقه با دور g× 12000 سانتریفوژ گردید و عصاره سیتوزولی برداشته و 

رسوبات قطعات یاخته ای دور ریخته شد. در این مرحله غلظت پروتئین تام 

بدســت آمده به روش برادفورد ســنجیده شد. در این روش از آلبومین سرم 

گاوی به عنوان پروتئین استاندارد استفاده شد )1(.

تخلیص پروتئین هترودیمر P23/P7 از عصاره ســیتوزولی: تخلیص 

پروتئین هترودیمر P23/P7 طی دو مرحله با روش کروماتوگرافی تعویض 

یونــی انجــام شــد. در مرحلــه اول کروماتوگرافی تعوض کننــده آنیونی 

Q-Sepharose اســتفاده شــد. ایــن رزین در ســطح خــود دارای گروه 

عاملی CH2N+ )CH3(3 می باشــد که به آن بار مثبت می بخشد. بنابراین 

پروتئین های دارای بار منفی به آن خواهند چســبید. قبل ازکروماتوگرافی، 

محتویات سیتوزولی توسط کیسه دیالیز با منافذ Da 1200 با شماره کاتالوگ 

D2272 در بافر1 یعنی تریس با pH=8 دیالیز شدند تا نمک ها و سایر املاح 

از محلول پروتئینی حذف شوند. 

کروماتوگرافی: ابتدا ســتون کروماتوگرافی با سه برابر حجم ستون با 

آب مقطر شســته شــد تا الکل آن حذف گردد. سپس ســتون با بافر دیالیز 

به تعادل رســانده شــد و نمونه پروتئینی روی آن بارگذاری گردید. سرعت 

خروجی ستون، ml/min 1 و بعد از بارگذاری و اتصال پروتئین ها، ستون با 

بافر دیالیز  شسته شد تا پروتئین های که به صورت سست و ضعیف متصل 

شــده اند شسته و حذف شــوند. برای خارج کردن پروتئین های چسبیده به 

ستون از شیب نمک NaCl 0-0/5 mmol  استفاده شد. حجم فراکش های 

جمع آوری شــده ml 3 بود. بعد از جمع آوری فراکشن ها، کروماتوگرام آنها 

رسم گردید. به منظور تعیین حضور پروتئین در فراکشن ها و تعیین خلوص 

 C=3 و T=16/5( Tricin-SDS PAGE آنهــا از ژل الکتروفورز پروتئیــن

%( استفاده شــد )15(. فراکشــن های حاوی پروتئین  برای تخلیص بیشتر 

توســط ستون بعدی یعنی SP-sepharose انتخاب شدند. بعد از انتخاب 

فراکشن ها، آنها در بافر 2 یعنی استات سدیم با pH برابر با 4/5 دیالیز شدند 

و همانند روش ذکر شده برای ستون Q-sepharose تحت کروماتوگرافی 

قرار گرفتند. بعد از هر مرحله از الکتروفورز درصد خلوص پروتئین توســط 

نرم افزار توتال لب بصورت دانسیتومتری آنالیز می شد.

منحنی اســتاندارد با مارکرهای پروتئینی دارای وزن مولکولی پایین: 

بــرای تعیین وزن مولکولی نســبی پروتئین تخلیص شــده، ابتدا منحنی 

کالیبراســیون از روی تحــرک الکتروفورتیکی پروتئین اســتاندارد با وزن 

مولکولی پایین بر اساس لگاریتم آنها در مقابل میزان حرکت نسبی آنها در 
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ژل ترسیم گردید. سپس به کمک معادله خطی بدست آمده وزن مولکولی 

نسبی آنها محاسبه گردید.

 ATCC( تهیــه باکتری و کشــت آنها: در این مطالعــه از باکتری های

 Aeromonasر)BCC/LMGر،Staphylococcus aureus6538(،ر

 Yersinia ruckeriر)BCC/LMG  3279 و  hydrophilaر)3740 

استفاده شد. ابتدا باکتری ها در محیط کشت آبگوشت BHI )مرک، آلمان( 

و در شرایط هوازی، دمای oC 37 به مدت 24 ساعت کشت داده شدند. پس 

از رشــد هر کدام از باکتری ها به کمک ســرم فیزیولوژی استریل دو مرتبه 

شستشــو داده شــده و در نهایت تراکم ثابتی از آنها برابر با نیم مک فارلند 

تهیه گردید.

تست های تعیین حساسیت میکروبی: از آزمون های زیر جهت ارزیابی 

خاصیت ضد میکروبی پروتئین تخلیص شده استفاده گردید:

الف( آزمون رقیق سازی در محیط آبگوشت: با این آزمون حداقل غلظت 

مهارکنندگی پروتئیــن )Minimal Inhibition Concentration( و 

 )Minimal Bactericidal Concentration( حداقل غلظت کشندگی

تخلیص شــده سنجیده شد )14(. به طور خلاصه، ابتدا رقت های سریال از 

پروتئین تخلیص شده در مبنای 2 )1:2 تا 1:8192( در محیط کشت آبگوشت 

مولــر هینتون و پلیت 96 خانه ای تهیه گردید. در مرحله بعد تراکم ثابتی از 

باکتری معادل نیم مک فارلنــد )CFU/ml 108×1/5( به همه چاهک های 

میکروپلیت افزوده شــده تا در نهایت تراکــم باکتری در هر چاهک برابر با 

  37  oC 105 تنظیم و پلیت به مدت 24 تا 48 ســاعت در دمای CFU/well

و شــرایط هوازی گرمخانه گذاری گردید. لازم به ذکر است که این آزمون 

سه بار تکرار گردید و از جنتامایسین و سرم فیزیولوژی به عنوان شاهد دارو 

 )MBC( و حلال اســتفاده گردید. جهت محاسبه حداقل غلظت کشندگی

محتویات چاهکی که در آن هیچگونه رشدی مشاهده نشد، بر روی محیط 

آگار خوندار و در شرایط هوازی و دمای oC  37 کشت داده شد. 

ب( آزمون انتشــار در آگار: به کمک این آزمون قطر منطقه مهار رشد 

)Zone of Inhibition( پروتئین تخلیص شده برای هر کدام از باکتری ها 

به طور جداگانه تعیین گردید. برای این کار ابتدا ml 10 محیط کشت مولر 

هینتون آگار )مرک، آلمان( مذاب با دمای oC   55-50 با µl  100 کشــت 24 

ساعته باکتری-ها با تراکم نیم مک فارلند مخلوط و در یک پلیت استریل 

cm 10 ریخته شد. سپس توسط پانچر استریل حفراتی )mm 6( به فاصله 

cm  3 از یکدیگر در آگار ایجاد و مقدار µl 50 از پروتئین تخلیص شده پس 

از رقیق سازی به آنها افزوده شد، سپس پلیت ها با همان شرایط ذکر شده 

گرمخانه گذاری شدند. در نهایت پس از گذشت 48-24 ساعت قطر منطقه 

مهار رشد با استفاده از خط کش اندازه گیری شدند )9(.

تجزیــه و تحلیل داده ها: جهت تجزیــه و تحلیل داده ها از روش آنالیز 

واریانــس یک طرفــه )ANOVA(، نرم افزار SPSS )نســخه 19( و آزمون 

توکــی )آزمون اختلاف حقیقی که به طور مخفف HSD نامیده می شــود( 

اســتفاده شد. در تمام بررسی ها سطح معنی دار بودن آزمون ها p>0/05 در 

نظر گرفته شد. همچنین ترسیم نمودارها در فضای نرم افزار Excel )نسخه 

2010( انجام گرفت.

نتایج
جداسازی نوتروفیل ها: جداسازی لوکوسیت ها و زیرمجموعه های آنها 

شــامل لنفوسیت ها، منوســیت ها و نوتروفیل ها از یکدیگر و سایر یاخته ها 

در بســیاری از مطالعات و تحقیقات بالینی و پایه ضروری می باشد. در این 

مطالعه از یک روش ســاده و کارآمد بنام رســوب دهی با دکســتران برای 

جداسازی نوتروفیل ها استفاده شد. اساس این روش حذف گلبول های قرمز 

توسط دکستران T500 و در نهایت جمع آوری لوکوسیت ها توسط فایکول-

هایپک بر مبنای چگالی از یکدیگر است. این شیوه یک روش بسیار کارآمد 

و با راندمان بالا می باشد، طوری که مقادیر بیشتری نوتروفیل از خون بدست 

می آید. بعد از جداسازی نوتروفیل ها تعداد آنها توسط لام هموسیتومتر بعد از 

بررسی زنده مانی در زیر میکروسکوپ نوری 412000 سلول در هر میلی لیتر 

خون برآورد گردید. از آنجایی که مقدار خون مورد اســتفاده ml 400  بود، 

تعداد کل نوتروفیل های جداسازی شده حدود 164 میلیون سلول محاسبه 

گردید. به منظور بررسی وضعیت زنده مانی نوتروفیل های جداسازی شده از 

روش رنگ آمیزی با تریپان بلو استفاده شد. تصویر 1 زنده مانی نوتروفیل های 

جداسازی شده توسط رنگ آمیزی با تریپان بلو در زیر میکروسکوپ معمولی 

را نشان می دهد. سلول های زنده بیرنگ )تصویر 1 الف( و سلول های مرده 

بدلیل جذب رنگ بصورت آبی رنگ مشــاهده می شــوند. تعداد سلول های 

شــمارش شــده 548 عدد بود که تعداد 511 تا از  آنهــا رنگ جذب نکرده 

بودند و به عنوان زنده در نظر گرفته شدند. با تقسیم سلول های زنده به کل 

سلول ها درصد سلول های زنده محاسبه شد. محاسبه زنده مانی نوتروفیل ها 

نشــان داد که حدود 95% ســلول ها بعد از جداســازی زنده مانده اند. بعد از 

سونیکاســیون به منظور حصول اطمینان از عمل سونیکاســیون، سلول ها 

دوباره در زیر میکروسکوپ از نظر زنده مانی بررسی شدند. همان گونه که در 

تصویر 1 ب قابل مشاهده است غشائ سلولی آنها کاملاًً تجزیه شده است 

و رنگ آبی را کاملاًً جذب کرده اند.

جداســازی P23/P7 توســط ســتون Q-Sepharose: بعد از دیالیز  

ml 15 پروتئین تام مســتخرجه از ســلول های نوتروفیل حجم آن به دلیل 

جــذب آب ml 2/5 افزایــش یافته بــود و به ml 17/5 رســیده بود. غلظت 

 1/1 mg/ml پروتئین دیالیز شــده توســط روش برادفورد سنجیده شــد و

محاسبه گردید. برآورد شد. به طور کلی mg 19/25 پروتئین به روی ستون 

اول برده شد. جذب nm 595 فراکشن های جمع آوری شده از ستون تعویض 

کننده آنیونی Q-sepharose  مطابق تصویر 2 ترســیم گردید. همانطور 

که در شــکل ملاحظه می شود حداکثر میزان پروتئین در فراکشن های 16 

و 17 خارج می شــود. محاســبه غلظت پروتئین های حاصله از ستون فوق 

کال پروتکتین گاوی و بررسی خاصیت باکتری کشی آن
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نشان داد که در فراکشن های 16 و 17 در مجموع مقدار mg 5/9 با غلظت 

mg/ml 0/8 پروتئین موجود می باشــد. بعد از استخراج پروتئین مورد نظر 

توسط ستون Q-Sepharose، به منظور رویت پروتئین های خارج شده، 

الکتروفورز ژل پروتئین انجام شد )تصویر 3(. نتایج الکتروفورز ژل پروتئین 

نشــان داد که پروتئین به میزان قابل توجهی تخلیص شده است اما هنوز 

دارای ناخالصی های قابل مشاهده است )تصویر 3(. با محاسبه وزن مولکولی 

نسبی مونومر های تخلیص شده توسط مقایسه با نمودار کالیبراسیون مارکر 

وزن مولکولی )داده ها نمایش داده نشده است(، مشخص شد که دو باند پر 

رنگ و مشخص در موقعیت kDa 7 و 23 وجود دارد. 

تخلیص P23/P7 توسط ستون SP-sepharose: به منظور تخلیص 

بیشتر، فراکشن های 16 و 17 مخلوط شدند و بعد از سه بار دیالیز در بافر 2 

به روی ستون دوم یعنی SP-sepharose منتقل شدند تا بیشتر تخلیص 

 5/9 mg/ml شــدند. مقدار پروتئینی که روی ســتون فوق بارگذاری شــد

بود. جذب nm  595 فراکشــن های جمع آوری شده از ستون تعویض کننده 

آنیونی SP-Sepharose  مطابق تصویر 4 ترسیم گردید. به منظور حصول 

اطمینان از حضور پروتئین در این مرحله، بعد از خوانش جذب فراکشن های 

پروتئین، فراکشن های شماره 3 و 4 به روی ژل الکتروفورز پلی آکریلامید 

برده شدند )تصویر 5(. تصویر 5 نشان می دهد در هر مسیر الکتروفورز، تنها 

دو باند برجسته وجود دارد که با تخمین وزن مولکولی آن بر مبنای منحنی 

کالیبراسیون می توان به وزن مولکولی آنها پی برد که برای زیر واحد بزرگ 

و کوچک به ترتیب kDa  23 و 7 می باشد. محاسبه غلظت و مقدار پروتئین 

بدســت آمده نشــان داد که غلظت پروتئین تخلیص شده mg/ml 0/95 و 

مقدار کل آن mg 1/9 می باشد.

نتایــج بررســی های باکتــری شناســی: به منظــور بررســی فعالیت 

باکتری کشــی پروتئیــن  تخلیص شــده از باکتری های اســتافیلوکوکوس 

اورئوس، یرســینیا روکــری و آئروموناس هیدروفیلا اســتفاده شــد. نتایج 

آزمون تعیین MIC و MBC در جدول 1 آورده شــده اســت. بررسی های 

باکتری کشــی نشان داد که این پروتئین ســبب مهار رشد هر سه باکتری 

می شود، طوریکه حداقل غلظت لازم آن برای مهار رشد استافیلوکوکوس 

µg/ اورئوس، آئروموناس هیدروفیلا و یرســینیا روکــری به ترتیب برابر با

ml 128، 128 و 64 بــود. مقایســه میانگین هــا نشــان داد کــه تأثیر کال 

پروتکتین بر یرســینیا روکری به طور معنــی داری )p>0/05( بیش تر از دو 

باکتری دیگر بود. همچنین بیش ترین منطقه مهار رشد در آزمون انتشار در 

آگار برای باکتری یرسینیا روکری بدست آمد که برابر با mm 23/59 بود و 

دارای اختلاف آماری معنی دار با دو باکتری دیگر و حتی جنتامایسین بود.

بحث
بــا وجود مطالعاتی که در مورد گرانول های نوتروفیل های گاوی انجام 

شده است اما تاکنون مطالعه ای پیرامون پروتئین های سیتوزولی آنها انجام 

نشده است )6(. همچنین، مطالعات بسیاری در مورد S100A8/A9 انسانی 

انجام شده ولی پیرامون همتای گاوی آن و سایر حیوانات تحقیقات چندانی 

صورت نگرفته اســت. شناسایی و مطالعه این پروتئین تنها محدود به چند 

گونه از قبیل انســان )10(، رت )20(، موش )19(، خوک )2(، ســگ )8( و تا 

حدودی گاو )5( بوده اســت، بنابراین، مطالعه حاضر جداسازی، تخلیص و 

مطالعه اولیه فعالیت یاخته کشــی کال  پروتکتین )P23/P7( گاوی را مورد 

بررسی قرار می دهد. 

بیان کال  پروتکتین در نوتروفیل ها به ســیتوزول و گرانول های ثانویه 

محدود شده مشخص شده است که در مراحل اولیه تمایز مونوسیت ها نیز 

جدول 1. بررســی خاصیت باکتری کشــی کال پروتکتین جدا شده از نوتروفیل های 
گاو. )*( داده هــا بــه صــورت میانگین ± انحراف معیار بیان شــده اند. )**( غلظت ها بر 

حسب میکروگرم در میلی لیتر می باشد.

حداقل غلظت 
مهار رشد)**(

حداقل غلظت 
باكتری كشی)**(

منطقه مهار رشد 
)mm(

b256 c17 ± 2/3 c 128استافیلوكوكوس اورئوس

b256 c18 ± 3/12 bc 128آئروموناس هیدروفیلا

a64 b23 ± 2/59 a 64یرسینیا روكری

a 32 a19 ± 3/98 b 64جنتامایسین

تصویــر 1. بررســی زنــده مانی ســلول های نوتروفیل جداســازی شــده بــا رنگ آمیزی 
تریپان بلو. الف( ســلول ها بعد از جداســازی و قبل از شکست غشائ سلولی توسط 

سونیکاسیون ب( سلول ها بعد از سونیکاسیون. 
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این پروتئین در آن یاخته ها بیان می شــود. به علاوه مطالعات انجام گرفته 

نشان داده است که محتویات نوتروفیل های گاوی پس از لیز شدن فعالیت 

ضد باکتریایی قابل ملاحظه ای نسبت به نوتروفیل های انسانی در شرایط 

مشــخص دارد )7(. فاکتورهای ضد باکتریایی موجود در نوتروفیل های گاو 

محدود به گرانول های بزرگ و کوچک و سیتوزول شده است و فعالیت آنها 

در دامنه وســیعی از pH می باشــد ولی pH ایده آل 7 و 8 می باشــد. زمانی 

کــه نوتروفیل های گاو زیــر محرک های محلول یــا ذره ای قرار می گیرند 

گرانول هــای درون آنها محتویات خود را هم به خارج یاخته و هم به درون 

فاگوزوم ها تخلیه می کنند. محتویات واکوئل های فاگوسیتوزی ایزوتونیک 

می باشد که بعد از فاگوسیتوز بازی می شوند. بنابراین فاکتورهای پروتئینی 

موجود در گرانول ها نقش و مکانیسم مهمی در سرکوب رشد باکتری ها بر 

عهده دارند )6(. در این بررســی پروتئین هترودیمر kDa   7 و 23 سیتوزول 

نوتروفیل گاوی بنام P23/P7 با یک روش ساده کروماتوگرافی دو مرحله ای 

تخلیص شــدند و خاصیت آنتی باکتریایی آنها بر علیه باکتری های عامل 

ماستیت مورد ارزیابی قرار گرفت.

در تخلیص پروتئیــن مورد نظر توســط کروماتوگرافی تعویض یونی 

Q-sepharose مشــخص شــد که آن در مقایســه با سایر پروتئین های 

نوتروفیل به صورت محکم به ستون چسبیده است به طوری که در غلظت 

نمکی بالا از ستون جدا می شود )تصویر 2 فراکشن 16 و 17(. در مرحله دوم 

 SP-sepharose تخلیص، از روش کروماتوگرافی تعویض یونی کاتیونی

استفاده شد به طوری که طی آن پروتئین با خلوص بیشتر از 95% بدست آمد 

)تصویر 5(. نتایج حاصل از تخلیص پروتئین P23/P7 از سلول های نوتروفیل 

گاو سالم نژاد هولشتاین نشان داد که الگوی الکتروفورتیکی پروتئین مورد 

نظر با الگوی پروتئین تخلیص شــده توسط Vignais و همکاران در سال 

2001 سازگار است به طوری که با محاسبه وزن مولکولی نسبی مونومر های 

تخلیص شده توسط مقایسه با نمودار کالیبراسیون مارکر وزن مولکولی )داده 

نمایش داده نشــده اســت(، مشخص شد که دو باند پر رنگ و مشخص در 

موقعیت kDa    7 و 23 وجود دارد که کاملاًً با مطالعات قبلی )5( سازگار است 

کال پروتکتین گاوی و بررسی خاصیت باکتری کشی آن

تصویر 2. کروماتوگرام حاصل از ستون Q- Sepharose )ستون اول(. فلش ها جذب 
nm 595 پروتئین های فراکش های 16 و 17 را نشان می دهند.

تصویر 3. ژل تریســین SDS-PAGE پروتئین های جدا شده از ستون کروماتوگرافی 
تعویــض کننــده آنیونی. در هر مســیر حرکت پروتئین ها، فلش هــای بالا باند پروتئینی 

kDa 23 و فلش های پایینی باند پروتئینی kDa 7 را نشان می دهد.

تصویــر 4. کروماتوگــرام حاصــل از ســتون SP- Sepharose )ســتون دوم(. فلش هــا 
جذب nm 595 پروتئین های فراکش های 3 و 4 را نشان می دهند.

تصویــر 5. آنالیــز محتویــات پروتئینــی فراکشــن های 3 و 4 بــا ژل الکتروفــورز پلــی 
آکریلامید. در هر مسیر، فلش های بالا باند پروتئینی kDa 23 و فلش های پایینی باند 

پروتئینی kDa 7 را نشان می دهد.
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و حاکی از این اســت کــه در نوتروفیل های گاو مورد مطالعه پروتئین مورد 

نظر به مقدار زیاد یافت می شود )تصویر 3،5(. نتایج تخلیص پروتئین نشان 

داد کــه تخلیص پروتئین P23/P7 توســط دو نوع کروماتوگرافی فوق یک 

روش ساده و سریع برای بدست آوردن مقادیر کافی پروتئین برای تحقیقات 

بیشتر می باشد. 

 فعالیت یاخته کشــی پروتئین حاصل از استخراج نوتروفیل های سگ 

بر روی باکتریE. coli BL21 انجام شــده است و نتایج حاصله نشان داده 

اســت که آن به طور مؤثری فعالیت ضد باکتری دارد )8(. علاوه بر این، در 

مطالعه مذکور نشان داده شده است که فعالیت ضد باکتری کال پروتکتین 

نوتروفیلی ســگ بــا افزودن یون  روی معکوس می شــود. در این بررســی 

فعالیت ضد باکتری پروتئین مورد نظر بر علیه باکتری های استافیلوكوكوس 

اورئوس )عامل ماســتیت گاوی(، آئروموناس هیدروفیلا و یرسینیا روكری 

بررسی گردید.

نتایــج موجود در جدول 1 نشــان می دهد کــه حداقل غلظت لازم آن 

برای مهار رشد اســتافیلوكوكوس اورئوس و آئروموناس هیدروفیلا 128 و 

یرسینیا روكری µg/ml  64 می باشد. مقایسه میانگین ها نشان داد که تأثیر 

کال پروتکتین بر یرســینیا روكری به طور معنی داری بیش تر از دو باکتری 

دیگر می باشد. 

نتایج مطالعات ما نشان داد که کال پروتکتین گاوی نیز همانند پروتئین 

انسانی و سگی توانایی مهار رشد باکتری را دارد. همچنین این یافته ها نشان 

می دهند که پروتئین تخلیص شــده در طی فرایند تخلیص ساختار فضایی 

خود را حفظ کرده است و می تواند خاصیت ضد باکتریایی داشته باشد.

به طــور کلی برای از بیــن بردن عوامل و یاخته های مهاجم توســط 

نوتروفیل ها مکانیســم های متعددی مطرح شده است اما دو مکانیسم رایج 

وجود دارد: مکانیسم اکسیداتیو و غیر اکسیداتیو. در مکانیسم اکسیداتیو یک 

آنزیم چند بخشی به نام NADPH اکسیداز در تولید گونه های فعال اکسیژن 

و در نتیجه از بین بردن میکروارگانیسم ها نقش اساسی دارد در حالی که در 

مکانیسم غیر اکسیداتیو عقیده بر این است پپتیدها و پروتئین های موجود 

در ســیتوزول و گرانول های نوتروفیل ها بــه عنوان عامل یاخته کش عمل 

می کنند و با مکانیسم های متفاوتی باعث از بین بردن میکروارگانیسم ها از 

جمله قارچ ها و باکتری ها می شوند )7(. پروتئین هترودیمر P23/P7 تخلیص 

شده از سیتوزول نوتروفیل های گاوی متعلق به سیستم دفاعی غیراکسیداتیو 

سلول های نوتروفیل می باشد که در از بین بردن عامل مهاجم نقش اساسی 

بــازی می کنــد. نتایج حاصل از این پژوهش نشــان می دهــد که پروتئین                  

P23/P7 تخلیص شــده از نوتروفیل گاوی توانایی یاخته کشی دارد، لذا بر 

اساس یافته های باکتری شناسی در این تحقیق می توان گفت که پروتئین 

مورد مطالعه دارای خواص ضد باکتریای علیه باکتری های استافیلوكوكوس 

اورئوس، آئروموناس هیدروفیلا و یرســینیا روكری است.  برای شناسایی و 

مطالعه پروتئین مذکور از دیدگاه های مختلف مثل ســاختاری و عملکردی 

نیاز به مطالعات بیشــتر می باشد. هنوز فعالیت کامل کال پروتکتین گاوی و 

تنظیم آن توسط یون های فلزی موجود در سرم نیاز به آشکار شدن دارند. 

تشکر و قدردانی
نویســندگان این مطالعه مراتب تقدیر و تشــکر خود را از حمایت های 

مالی معاونت محترم پژوهشی دانشــگاه ارومیه ابراز می دارند )شماره طرح 
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Abstract:
BACKGROUND: It is believed that bovine neutrophils contain several peptides and 

protein which exhibit antimicrobial activity against microorganisms such as fungi and 
bacteria. OBJECTIVES: The purpose of this study was to isolate and purify a potential 
antibacterial protein from bovine neutrophil and test its anti bacterial activity. METHODS: 
Neutrophils were isolated from bovine blood using dextran sedimentation and centrifuga-
tion on Ficoll-Hypaqe. Cell viability is examined by trypan blue dye exclusion method. 
Protein extract was then dialyzed and applied onto ion exchange chromatography for fur-
ther purification, and its potential cytostatic activity was examined against Staphylococ-
cus aureus, Aeromonas hydrophila and Yersinia ruckeri. RESULTS: Viability of isolated 
neutrophil was over 95%, chromatographic results and SDS-PAGE analysis exhibited that 
neutrophil cytosolic proteins were fractionated so that the purification of P7/P23 was al-
most 60% in the first step and purification was completed in the second phase. Using 
calibration curve according to molecular mass markers, the relative molecular mass of 
P7 and P23 determined as 7 kDa and 23 kDa, respectively. Also, results showed that this 
protein has antibacterial activity and has higher bactericidal activity against Y. ruckeri.         
CONCLUSIONS: It could be concluded that purification of P7/P23 sustains its biological 
activity and has wide range antibacterial activity. Moreover, taking all data into account 
may suggest that the cytostatic activity of neutrophil, to some extent, results from P7/P23 
protein which is abundant in the cytosole.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Antibacterial property of Calprotectin isolated from bovine neutrophil.

Figure 1. Examination of neutrophil cell viability by trypan blue exclusion test.

Figure 2. Chromatogram obtained from Q-Sepharose column (First Column).

Figure 3. SDS-PAGE for isolated proteins from ion exchange column.

Figure 4. Chromatogram obtained from Q-Sepharose column (Second Column).
Figure 5. SDS-PAGE analysis of Fractions 3 and 4 eluted from SP-Sepharose.
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