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 با الكتروفورز (S19ررسي ايمونوژن هاي بروسلا آبورتوس)سويهب 

 دو بعدي و وسترن بلات 
  **حميد نعماني؛  *بيژن نعمان پور؛ **هادي خرازي ؛*علي مصطفايي ؛*جلال عبدالعلي زاده

 چكيده :

هاي   لودگي با باكتريراثر آبدام است كه  هاي عفوني مشترك بين انسان و ترين بيماري : بروسلوز از مهمسابقه و هدف

وزولي تهاي غشاي خارجي و چندين نوع پروتئين ريبوزومي و سي ساكاريدها، پروتئين آيد. ليپوپلي وجود مي هجنس بروسلا ب

هاي بروسلا آبورتوس و  هدف شناسايي ايمونوژن ااند. اين مطالعه ب عنوان اجزاي ايمونوژنيك مهم در بروسلا مطرح شده به

  ها در سه گونه انسان ، بز و خرگوش انجام گرفت. وژنمقايسه اين ايمون

صورت  بروسلا آبورتوس از انستيتو پاستور ايران تهيه و در آنجا كشت انبوه داده شد و به  S19سويه  ها: مواد و روش

وش ر به و استخراج  CHAPSهاي پيكره باكتري با كمك ليزوزيم، اوره و  شده به اين مركز منتقل گرديد. پروتئين كشته

ها  ها به غشاي نيتروسلولز منتقل و واكنش آن پروتئين ،بعد از الكتروفورز دوبعدي .الكتروفورز دوبعدي تفكيك گرديد

 هاي  سرم انساني، بزي و خرگوشي بررسي گرديد. روش ايمونوبلاتينگ در مقابل  نمونه به

 01-011در دامنه وزنيرند و اسيدي دا pI عمدتاً سويهاين هاي  نتايج الكتروفورز دوبعدي نشان داد كه پروتئينها:  يافته

-7/5و دالتون كيلو 43- 43پروتئيني با وزن  5-6ترين پروتئين پيكره اين سويه يك گروه  كيلودالتون قرار دارند. فراوان

5/3 pI   قابل در سرم م ها ديده نشد. در ولي در سرم انسان واكنشي درمقابل آن ،كه در خرگوش و بز ايمونوژن بودندبود

وزن آنتي  و چندين پروتئين كم   5/3– 5/5معادل  pI كيلو دالتون و 33پروتئيني با وزن  3-5انسان بيمار عليه يك مجموعه 

 مشابه بود.   هاي پيكره بروسلا ژن علاوه واكنش سرم انسان، بز و خرگوش با تعدادي از آنتي بادي وجود داشت. به

 نامزد ژن، ظاهراً شود،  اين آنتي ه انسان، بز و خرگوش يك ايمونوژن قوي محسوب ميدر هر سه گون LPSاگرچه بحث : 

كيلو  01-31و دو پروتئين   pI  5/3-7/5كيلو دالتوني با  43-43يك گروه پروتئيني ،مناسبي براي تشخيص نيست. در مقابل

از جمله گاو  دامي  هاي در بـز  و حتي ساير گونهپروتئيني در تشخيص بيماري  نامزدعنوان  توانند به مي pI  6 -7دالتوني با 

و چند پروتئين با اوزان    5/3pI– 5/5با التون دكيلو 35مدنظر قرار گيرند. در مقابل، در انسان گروه پروتئيني موقعيت وزني 

( IgMو IgGبادي) هاي آنتي لاسك تر، سنجش ژني در تشخيص دقيق توانند به عنوان نامزد آنتي دالتون مي كيلو 31از  كمتر

 فعال مطرح باشند. وحتي تمايز بروسلوز فعال از غير

 بروسلا آبورتوس ، الكتروفورز دو بعدي ، وسترن بلات ، ايمونوژن .ها :  كليدواژه
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 مقدمه:
هاي عفوني مشترك  ترين بيماري از مهميكي بروسلوز 

هاي  راثر آلودگي با باكتريبدام است كه  بين انسان و

آيد. بروسلا آبورتوس و  ميوجود  هجنس بروسلا ب

ل ـامـاي عـه هـرين گونـت دهـتنسيس عم بروسلاملي

(. بروسلاها 1و2بروسلوز در انسان و دام  هستند)

سلولي اختياري هستند كه   هاي داخل كوكوباسيل

خوار)نظير نوتروفيل و ماكروفاژ( و  هاي بيگانه سلول

ها  (. اين باكتري8سازند) خوار را آلوده مي بيگانه غير

فاقد اسپور، پلاسميد، تاژك، پيلي و اگزوتوكسين 

(، LPS)اساكاريده (. تاكنون ليپوپلي4هستند) مشخص

هاي غشاي خارجي و چندين نوع پروتئين  پروتئين

عنوان اجزاي ايمونوژن مهم  ريبوزومي و سيتوزولي به

ها از  ساكاريد اند. ليپو پلي در بروسلا مطرح شده

غشاي خارجي بروسلاها  هاي ژن ترين آنتي فراوان

اي از پاسخ هومورال بدن  هستند كـــه بخش عمده

(. 5دهند) خود اختصاص مي ها به عليه اين باكتريرا 

رايج سرولوژيك كه درتشخيص بروسلوز ي  ها آزمون

 گيرد، عمدتاً مي در انسان و دام مورد استفاده قرار

سنجند. اين  ساكاريد را مي هاي ضد ليپوپلي بادي آنتي

توجهي با ليپو  ها واكنش متقابل قابل بادي آنتي

منفي ديگر  هاي گرم باكتري ساكاريد بعضي از پلي

همچون ايشريشياكولي و يرسينيا دارند. از طرف 

ديگر در بسياري از موارد حتي  بعد از بهبود 

علاوه  (. به6مانند) بروسلوز، درتيتر بالايــي باقي مي

ند دام آلوده به توان نمي LPSهاي ضد  بادي آنتي

(. 7بروسلا را از دام واكسينه متمايز نمايند)

 برايهاي زيادي  ها پيش تلاش لحاظ از مدت بدين

هايي كه مشكلات فوق را نداشته  يافتن پروتئين

يابي  براي دستهمچنين است.  د، معطوف شدهنباش

واحد عليه بيماري بروسلوز كه  به واكسن زير

داشته باشد نيز هاي فعلي را ن مشكلات واكسن

 است. ها صورت گرفته مطالعات مختلفي روي پروتئين

ابتدا با  استفاده از روش  ،در اين مطالعه

ها  ترين تكنيك الكتروفورز دوبعدي  كه از پيشرفتـه

هاي پيكره  است، پروتئين در تحقيقات مولكولي

( تفكيك گرديد. سپس S19)سوش  بروسلا آبورتوس

هاي  نوژنيسيته پروتئينبلات، ايمو با كمك وسترن

بيمار  بيمار، بز نپيكره اين باكتري درمقابل سرم انسا

شده، مورد  شده با بروسلاي كشته و خرگوش ايمن

هاي عمده  بررسي قرارگرفت. يافتن ايمونوژن

ها درسه  پروتئيني بروسلا و مقايسه اين ايمونوژن

هدف يافتن نامزدهاي   اگونه انسان، بز و خرگوش ب

ها در تشخيص بروسلوز  جهت استفاده از آن ژني آنتي

هاي  الايزا و يا طراحي واكسن روشي همچون با 

 است. واحد از اهداف عمده اين مطالعه بوده زير

 :ها مواد و روش
 : سويه  تهيه باكتريS19  بروسلا آبورتوس از انستيتو

شد.  پاستور ايران تهيه و در آنجا كشت انبوه داده

وري با سانتريفوژ و شستشو با آ باكتري پس از جمع

( استريل، با استون سرد PBS) نمكي بافرفسفات

درجه سانتيگراد به محل  4شد و در دماي  كشته

 آزمايش منتقل گرديد.

 گرم  15/0مقدار  :سازي نمونه براي الكتروفورز دوبعدي آماده

 بامولار  ميلي 10باكتري، پس ازشستشو با بافرتريس

1/7pH تعليق درآمد.  ر از اين بافر بهليت ، دريك ميلي

)مرك( هريك با غلظت  EDTAو  PMSFسپس 

گرم  ميلي 2مولار و  ليزوزيم)مرك( ) نهايي يك ميلي
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گرم وزن خشك باكتري( اضافه  ميلي 200به ازاي 

مدت يك شب درگرمخانه  گرديد. تعليق باكتري به

 9گرفت. سپس اوره با غلظت نهايي  درجه قرار 87

 3/0درصد، آمفوليت  4با غلظت  CHAPSمولار، 

نسبت  به 5- 3و فارماليت  4-6درصد )آمفولين 

مولار  ميلي 65با غلظت نهايي  DTTمساوي( و

 1اضافه شد و حجم نهايي آن با بافر تريس  به 

ساعت در  1مدت  شد. محلول به ليتر رسانده ميلي

 g×50000 دماي آزمايشگاه قرارگرفت. سپس با دور

هاي  كوچك  رويي در حجم  ايعسانتريفوژ شد. م

 گراد  نگهداري گرديد. درجه سانتي – 10تقسيم ودر 

 نمونه سرم انساني شامل مخلوطي از  هاي سرم: نمونه

سرم بيمار مبتلا به تب مالت با تيتر حداقل  24

 هاي رايت و براي آزمون 2:260و  2:810

بود. نمونه سرم بز شامل (ME-2) مركاپتواتانل -1

سرم بز مبتلا به بروسلوز با تيتر  84مخلوطي از 

 هاي رايت و براي آزمون 2:260و  2:810حداقل 

2-ME   بود. نمونه خرگوشي شامل سرم دو سر

خرگوش نيوزيلندي بود كه با تزريق زيرجلدي و 

اي بروسلا آبورتوس خردشده )طي  ماهيچه درون

   ME-2بود و تيتر  بار تزريق( ايمن شده 4دوماه و

 بود.  2:810آن حداقل

 :ل ـتروفورز شامـاول الك دـبع الكتروفورز دوبعدي

( بود كه به روش  (IEFايزوالكتريك فوكوسينگ

(. 3گيري مجدد با كمي تغييرات صورت گرفت) آب

 05/4آميد با غلظت  كار ابتدا ژل پلي آكريل براي اين

( Gel Bondدرصد روي طلق قابل اتصال به ژل) 

يون،  تشو در آب بدون)فارماسيا( تهيه و پس از شس

خشك و در فريزر نگهداري شد. در زمان استفاده 

مولار،  3در بافر حاوي: اوره  IEFاندازه معيني از ژل

و  4-6درصد )آمفولين 6درصد، آمفوليت  1 چپس

مولار  ميلي DTT 23ساوي(، م نسبت به 5-3 فارماليت

شب متورم يك درصد در طول  5/7و اتيلن گليكول 

كننده  پروتئيني نيز به محلول متورم گرديد. نمونه

گراد در  درجه سانتي 26در دماي  IEFشد.  اضافه

)فارماسيا ( انجام گرفت. مراحل  IIفور دستگاه مالتي

IEF دقيقه  10مدت  فوكوسينگ به شامل مرحله پيش

 500ولت، مرحله نفوذپذيري در شيب ولتاژ 700در

ولت به مدت يك ساعت، مرحله جداسازي در  0–

ولت به  0-1500 و مرحله، ابتدا در شيب ولتاژد

ولت به  1500سپس در ولتاژ ثابت  دقيقه و 25مدت 

شدن  مدت شش ساعت انجام گرفت. مرحله نازك

 25مدت  ولت به 8000باندها نيز در ولتاژ ثابت 

دقيقه انجام گرفت. پس از اتمام ايزوالكتريك 

 5-3فوكوسينگ، ژل به نوارهايي به عرض  

دقيقه در داخل بافر  15مدت  شد و به ر بريدهمت ميلي

 3/3مولار با  ميلي HCl50-كننده )شامل تريس متعادل

pH درصد،  80، گليسرولSDS   دو درصد، برموفنل

گرم به  ميلي 200به مقدار  DTTدرصد و  02/0بلو

سپس ليتر محلول( قرارگرفت.  ميلي 20ازاي هر

شد.  هقرار داد  SDS-PAGEروي ژلنوارهاي مزبور 

SDS-PAGE درصد به روش  28كننده  در ژل جدا

( انجام گرديد. پس از الكتروفورز بسته به 9لاملي )

ر د لاتينگ( ژلـآميزي يا ب گـهدف آزمايش )رن

گرفت.  انتقال قرار آميزي يا بافر لول رنگـل محـخدا

گرفت  آميزي ژل با روش نقره آمونياكي انجام رنگ

 ( بود.   20وش هوكستراسر)اي از ر يافته كه شكل تغيير

 :ت بلاتينگ با روش انتقال درتانك صور وسترن بلات 
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(. اين مرحله شامل الكتروفورز به مدت 22رفت)گ

آمپر و دو  ميلي 200شدت جريان  يك ساعت در

آمپر بود. پس از  ميلي 800ساعت در شدت جريان 

دقيقه  20انتقال، غشاي نيتروسلولز )فارماسيا( مدت 

درصد قرار  5/0حاوي توين  ،س نمكيبافر تري در

دقيقه با بافر  5مدت  بار، هر بار به 8گرفت. سپس 

(  TBS-Tدرصد) 05/0تريس نمكي حاوي توين 

بادي اوليه  ساعت در آنتي 5/2مدت  شسته شد و به

، 2:50)انساني، بزي يا خرگوشي، به ترتيب با رقت 

 5بار و هربار  4( قرار گرفت. غشا 2:100و  2:80

ساعت در  5/2مدت  شسته شد و به TBS-Tقه با دقي

انساني، بزي يا  IgGبادي ضد  بادي ثانويه )آنتي آنتي

ترتيب با رقت  خرگوشي كونژوگه با پراكسيداز به

بار  5-6گرفت. غشا  ( قرار2:8000و  2:500، 2:500

شسته شد و سپس در  TBS – Tدقيقه با 5وهر بار 

 ترايـسـبلول سوـمح ي ازـافـكر داـرض مقـمع

دروژن ـيد هيـو( و پراكسـ)داك زيدينـبن نوـآمي دي

 هاي پروتئيني در شد. پس از ظهور نقطه قرارداده

مقطر زياد شسته   دقيقه غشاها درآب 5– 20عرض 

 شدند. 

 :ها   يافته
بروسلا   S19هاي سويه ( پروتئينpIايزوالكتريك) نقطه

ها در  آبورتوس عمدتا اسيدي بود و اغلب آن

(. 2شكل ،قرارداشت)قسمت الفpH  5/4-6ده محدو

 هاي اين سويه كه از نظر وزني در دامنه پروتئين

داراي مقادير   دالتون قرارداشنند، كيلو 200-20

ها  توجهي از اين پروتئين متفاوتي بودند. درصد قابل

 هاي صورت چند گروه پروتئيني با تفاوت به

– 6ه يك گرو ،شدند. براي مثال ديده مي  pIمحسوس

  pIدالتون و  كيلو 81– 84پروتئيني با وزن مشابه  5

هاي  از پرمقدارترين پروتئين 7/5تا  5/4متفاوت از 

 پيكره اين سويه بود.

ها توضيح  گونه كه در بخش مواد و روش همان

هاي پيكره بروسلا  شد، پس از تفكيك پروتئين داده

ها به  روش الكتروفورز دوبعدي و انتقال آن به

ها با  سرم  ژن نيتروسلولز، واكنش اين آنتي صفحات

گرفت.  سه گونه پستاندار، مورد آزمون و مقايسه قرار

هاي پيكره  ژن در واكنش سرم بيماران انساني  با آنتي

( حداقل يك 2شكل ،بروسلا آبورتوس )قسمت ب

كيلودالتون  60-65لكه پروتئيني در محدوده وزني 

 44وزني حدود  لكه در محدوده  pI  ،6-5  4-5با 

محدوده  ر، يك لكه د pI 5/4-5/5كيلو دالتـون بـا 

لكه در محدوده  pI ،1 3/4كيلودالتون با  81وزني 

 8، حدودpI 5/4– 5/5كيلودالتون با  13-80وزني 

و   pI 5/4-7كيلو دالتون با  23 لكه درمحدوده وزني

 24وكمتر از 24لكه در محدوده وزني  7حداقل 

گرديد. در اين ميان  ظاهر  pI 5/4-7كيلودالتون با 

 44لكه پروتئيني محدوده وزني  5پذيري  شدت رنگ

و  24لكه پروتئيني محدوده وزني  5كيلودالتون و 

 كيلودالتون بيشتر بود. 24كمتراز 

هاي  شده با پروتئين واكنش سرم خرگوش ايمن 

است.  آمده 2پيكره بروسلا در قسمت ج شكل

لكه در  4مشخص است، گونه كه در اين شكل  همان

 5/4-5/5دالتون با  كيلو 50-55محدوده وزني  حدود 

pIكيلو  81-84لكه در محدوده وزني  5-6، حداقل

، دو لكه در محدوده pI 5/4-7/5با دالتــون 

لكه  1، حداقل 5pI-5/5كيلودالتون و  16-13وزني

در
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ماركرهاي وزني از بالا  Mستون  ،4pH-3هاي پيكره بروسلاآبورتوس در دامنه  دوبعدي پروتئين ( الگوي الكتروفورزالف) -2شكل

باشد. رنگ آميزي ژل به روش نقره انجام گرفته است. ايمونو بلاتينگ  كيلودالتون مي 24و  10، 80، 45، 67، 94ترتيب: هپايين ب به

ا سرم انسان مبتلا به بروسلوز)ب(،  خرگوش ايمن شده با باكتري كشته شده و خرد شده)ج( و بز هاي پيكره بروسلا آبورتوس ب پروتئين

 .بود مبتلا به بروسلوز)د(

 

و   pI 5/6-3كيلودالتون با  23-10محدوده وزني 

كيلودالتون  23چندين لكه در محدوده وزني كمتراز 

شود. شدت  ديده مي  5/7pI-3و pI 4-5با 

و دو لكه   81-84ي محدوده وزني ها پذيري لكه رنگ

 .دكيلو دالتون بيشتربو 23و زير  23محدوده وزني در 

هاي  واكنش سرم بزهاي مبتلا به بروسلوز با پروتئين

نمايش  2پيكره بروسلا آبورتوس در قسمت د شكل

داده شده است. در اين شكل يك لــكه پروتئيني در 

 ، pI 5/4-5/5كيلودالتون با  60-65محدوده وزني 

 بكدالتون  كيلو 45لكه درمحدوده وزني حدود 6-5 

 5/5 –5/4 pI ،6-5  81-84لكه در محدوده وزني 

لكه در  4و حدود   pI 5/4-7/5كيلودالتون با 

   pI 5/6-5/7كيلودالتون با  10محدوده وزني كمتراز 

هاي پروتئيني  پذيري لكه شدت رنگ .شود ديده مي

لكه  8لتون و كيلودا 81-84و  45محدوده وزني 

 كيلودالتون بيشتر بود.   10محدوده وزني كمتر از

  LPSبادي عليه  هاي مورد مطالعه، آنتي  در ايمونوبلات

صورت يك لكه بزرگ و مشابه اثر انگشت  بروسلا به

  pH 4-5كيلودالتون و  10در يك دامنه وزني بيش از 

شد. اين الگو در ايمونوبلاتينگ با سرم خرگوش  ديده



 
 

  ) 26  (        ...با الكتروفورز دو بعدي و (S19بررسي ايمونوژن هاي بروسلا آبورتوس)سويه

پذيري بيشتري نسبت به نمونه انسان و  دت رنگاز ش

 بز برخوردار بود. 

 بحث:
هاي پيكره بروسلا آبورتوس كه شامل  درميان پروتئين

صدها نوع پروتئين در الگوي الكتروفورز دوبعدي 

ها  حضور چندگروه پروتئيني كه اجزاي آن ،است

اوزان مشابه و نقاط ايزوالكتريك متفاوتي دارند، قابل 

ترين گروه پروتئيني در الگوي  ست. عمدهتوجه ا

پروتئيني  5-6الكتروفورز دوبعدي يك مجموعه 

 دالتون(، ولي كيلو 81-84است كه اوزاني  مشابه )

pI  ( دارند. اين مجموعه، 7/5تا  5/4متفاوتي)از

پرمقدارترين پروتئين پيكره باكتري در سويه مورد 

ه كه دهد. اين گرو ( را تشكيل مي S19مطالعه)سويه

هاي گروه سوم غشاي خارجي  پروتئين وشايد جز

(، در مطالعات ديگران بر بروسلا 21بروسلا باشد)

(. 24و28تنسيس گزارش نشده است ) اويس وملي

وجود چنين  گروه پروتئيني پرمقداري در سويه مورد 

دليل خصوصيات اين  ( شايد بهS19ما )سويه   مطالعه

  S19د. سويه سويه و يا سازش با شرايط كشت باش

ها سال است كه به هدف منبع  بروسلا آبورتوس ده

و تهيه واكسن گاوي  پزشكيژني براي تشخيص  آنتي

هاي  (. از ديگر گروه25گيرد) استفاده قرار مي مورد

توان به  پروتئيني در الگوي الكتروفورز دوبعدي مي

 47پروتئيني با وزن حدود  4-5يك مجموعه 

پروتئيني با  8-4 ، يك گروه 7/4pI-1/5كيلودالتون و

 اشاره كرد.   pI 5-5/5كيلودالتون و 49وزن حدود 

نتايج آزمايش ايمونوبلاتينگ كه درآن واكنش 

شده  هاي تفكيك سرم انسان، بز وخرگوش با پروتئين

باكتري با  الكتروفورز دوبعدي مورد مطالعه قرار 

ترين  توجهي بود كه عمده گرفت، حاوي نكات قابل

 است: ذيله قرار ها ب آن

بادي ضد بروسلا در هر سه  اي از آنتي بخش عمده -2

ساكاريدي  گونه مورد مطالعه، عليه بخش ليپو پلي

(LPS) وي ـت. الگـولي اسـلـس ديوارهLPS  در

ايمونوبلاتينگ، شامل يك منطقه وسيع با دامنه وزني 

 كيلودالتون در بخش مياني ژل با دامنه 10بيش از 

5-4pI    .اين الگو كه مشابه اثر انگشت است، است

( 2درايمونوبلاتينگ با سرم خرگوش )قسمت ج شكل

بادي  ضد بروسلا در آن بسيار بالاتر از  آنتي كه تيتر

باشد. الگوي خاص  انسان و بز است، مشهودتر مي

LPS  بار كه ظاهراً تنها در اين  از نظر تنوع وزن و

وت تعداد است، ناشي از تفا مطالعه نشان داده شده

 ساكاريدي انتهايي تكراري است واحدهاي  اليگو

بروسلا آبورتوس در   LPS(. الگوي وزني 26)

(. مصطفايي 6و5مطالعه ديگران نيز آمده است)

شده  خالص  LPSاند كه ( نشان داده5وهمكاران )

 تنسيس در  لا مليـوس و بروسـلا آبورتـبروس

SDS-PAGE   با الگوي خاص نردباني در يك

كيلودالتون( ديده  80دوده وزني پهن )بيش از مح

بروسلا  LPSبادي ضد  رغم وجود آنتي شود. به مي

شده  آبورتوس در انسان و حيوان بيمار و يا واكسينه

با بروسلا كه در نتايج اين مطالعه و مطالعات ساير 

ظاهرا نامزد  LPSاست،  ( آمده5-7و 26محققين )

 ساخت واكسنمناسبي براي تشخيص بروسلوز و يا 

  عليه اين بيماري نيست. شباهت آنتي ژني 

LPSروسلا با بLPS  منفي  هاي گرم انواعي از باكتري

از جمله يرسينيا و ايشريشياكلي از دلايل عمده اين 

 (.23و27موضوع است)
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هاي پيكره  تفاوت عمده ايمونوبلات پروتئين -1

بروسلا آبورتوس با سرم سه گونه پستاندار مورد 

هاي پروتئيني است.  ه، در واكنش سرم با گروهمطالع

بادي در سرم بز  ها، وجود آنتي ترين اين تفاوت عمده

شده، عليه گروه پروتئيني  بيمار وخرگوش ايمن

 pI 5/4-7/5كيلو دالتوني با دامنه 81-84موقعيت 

(. اين مجموعه كه شامل 2است )قسمت ج و د شكل

وتئين  پيكره لكه پروتئيني است، پرمقدارترين پر 6-5

بادي عليه تمام اجزاي اين  باكتري است. وجود آنتي

بادي عليه  عدم وجود آنتي گروه در خرگوش و بز و

نمودن  هيچكدام از اجزاي آن در سرم انسان، مطرح

هاي  رغم تفاوت ها به عنوان يك گروه پروتئيني به آن

سازد. اين گروه كه درصد  را منطقي مي pIتوجه  قابل

هاي پيكره بروسلا را تشكيل  ي از پروتئينتوجه قابل

هاي مهم  عنوان يكي از ايمونوژن تواند به دهد، مي يم

ها  در بز و خرگوش مطرح باشد. قابليت اين پروتئين

ژن تشخيصي در  عنوان آنتي ها به دراستفاده از آن

بروسلوز دام و طراحي واكسن زيرواحد، نيازمند 

  وتئيني كه ظاهراًمطالعات تكميلي است. اين گروه پر

شايد جزء  ها وجودندارد،  اطلاعاتي درمورد آن

 خارجي بروسلا باشند يهاي گروه سوم غشا پروتئين

(21 .) Teixera gomes(نيز در مطالعه 28و همكاران )

 8هاي ايمونوژن بروسلا اويس،  خود روي پروتئين

 pI  1/5و  9/5،  1/6كيلو دالتوني با  81-88پروتئين 

هر حال تعداد اين گروه با نتايج  اند. به كرده را گزارش

پروتئين است، متفاوت  5-6مطالعه حاضر كه شامل 

 است.

هاي پيكره  ايمونوبلات پروتئين تفاوت ديگر -8

سرم سه گونه مورد مطالعه، وجود با بروسلا 

بادي درسرم انسان و بـــزعليه گروه پروتئيني  آنتي

عدم  و pI 5/4-5/5كيلودالتوني با دامنه  44موقعيت 

ها در سرم خرگوش  بادي عليه اين پروتئين وجود آنتي

(. اين 2ب، ج و د شكل قسمت  است) ايمن شده

عنوان  تواند به پروتئين است، مي 5-6گروه كه شامل 

بز مطرح باشد.  هاي مهم در انسان و يكي از ايمونوژن

Teixera-Gomes ( نيز وجود 28و همكاران )

 45پروتئين  1گوسفند عليه  بادي در سرم آنتي

از بروسلا اويس را  pI 2/5و  4/5كيلودالتوني با 

متفاوت از  اند. اين گروه پروتئيني ظاهراً گزارش كرده

هاي گروه دوم غشاي خارجي هستند كه  پروتئين

ها را در  بادي عليه اشكال خالص آن وجود آنتي

(. عدم 29اند) هاي پستاندار نشان داده بعضي از گونه

بادي در سرم خرگوش عليه اين گروه  وجود آنتي

اين دليل باشد كه بر خلاف انسان   پروتئيني شايد به

شده بروسلا ايمن  و بز، اين حيوان با شكل كشته

 است.  شده

 هاي پيكره بروسلا با  در ايمونوبلات پروتئين -4

مطالعه، در سرم انسان بيمار  گونه مورد سرم سه

هاي با وزن  در مقابل پروتئينهاي بيشتري  بادي آنتي

كيلودالتون، نسبت به سرم بز بيمار و  10كمتر از

كه در سرم  شده وجود دارد، به طوري خرگوش ايمن

 باكيلودالتوني  10پروتئين زير 21انسان عليه حدود 

 7-5/4 pI  بادي وجود دارد. اين تعداد در مورد  آنتي

و در   pI 6-5/7پروتئين با  4سرم بز بيمار به حدود

 4pI-3پروتئين با  5شده به حدود سرم خرگوش ايمن

 ( يك پروتئين10و همكاران) Zygmuntرسد.  مي

تنسيس  از بروسلا ملي pI 9/4كيلودالتون با  10-23

اند كه در حيوانات ايمونوژن است.  جدانموده



 
 

  ) 23  (        ...با الكتروفورز دو بعدي و (S19بررسي ايمونوژن هاي بروسلا آبورتوس)سويه

( يك پروتئين 12و همكاران ) Goldbaumهمچنين 

وسلا آبورتوس از بر pI 6/5كيلودالتوني با  10-23

خوبي براي تفكيك  نشانه اند كه ظاهراً نموده جدا

( نيز 11) Brickerفعال است.  بروسلوز فعال از غير

از   pI 6/3كيلودالتوني با  23-10يك پروتئين 

بروسلا آبورتوس جدا كرده است كه قادر است 

موش را در برابر بروسلا آبورتوس  ويرولانت 

( يك پروتئين 18ران)و همكا  Rebeccaمحافظت كند.

اند  كيلودالتوني ازبروسلا آبورتوس گزارش كرده 24

پاسخ هومورال و سلولي در موش  يكه قادر به القا

هاي با اوزان كمتر از  اي از پروتئين است. بخش عمده

هاي  كيلودالتون در پيكره بروسلا، پروتئين 10

ريبوزومي و سيتوزولي هستند كه امكان استفاه از 

تشخيص بروسلوز ويا تشخيص دام آلوده از  ها در آن

 شده نيازمند مطالعات بيشتر است. واكسينه

تاكنون چندين مطالعه مختلف براي شناسايي 

دام به  هاي بروسلا آبورتوس در انسان و ايمونوژن

روش ايمونوبلاتينگ صورت گرفته، ولي در تمام اين 

هاي پيكره اين باكتري به  مطالعات پروتئين

(. مطالعه 14و15اند) تفكيك شده SDS- PAGEروش

اي است كه براي تفكيك  اولين مطالعه  حاضر ظاهراً

هاي پيكره بروسلا آبورتوس و شناسايي  پروتئين

هاي آن از الكتروفورز دوبعدي استفاده  ايمونوژن

است. نتايج  اين مطالعه حاوي اطلاعات  نموده

هاي بروسلا  تري در مورد ايمونوژن جديدتر وكامل

در سه گونه انسان، بز و خرگوش در مقايسه با 

ساز  تواند زمينه مطالعات ديگران است. اين نتايج مي

ژني  هاي آنتي  بستري مناسب براي شناخت پروتئين

تر  شخيص دقيقتها در جهت  بروسلا و استفاده از آن

دام وتشخيص گاوهاي آلوده از  بيماري در انسان و

ري و كنترل بيماري شده باشد كه در پيشگي واكسينه

هاي  ه روشز(. امرو7در دام اهميت بسزايي دارد)

متداول تشخيص بروسلوز عمدتاً بر پايه يافتن 

استوار است كه به دليل تشابه   LPSبادي ضد  آنتي

هاي  ساير گونه  LPSبروسلا با   LPSساختماني 

لي، ومنفي ازجمله يرسينيا و ايشريشياك گرم هاي باكتري

(.  27هاي متعددي دارند) محدوديت و دقيق نبوده

اي ازتحقيقات  براي حل اين مشكلات  بخش عمده

تر  هاي پروتئيني اختصاصي ژن متوجه يافتن آنتي

گونه كه نتايج اين مطالعه  (. همان16-80و  18است)

دالتوني با  كيلو 81-84دهد، گروه پروتئيني  نشان مي

7/5-5/4 pI  وني با دالت كيلو 23-10و يا دو پروتئين

7-6 pI توانند به عنوان نامزد پروتئيني تشخيص  مي

هاي دامي از جمله  بيماري در بـز و حتي ساير گونه

نظر قرار  گاو )درصورت انجام مطالعات مشابه( مد

 81-84مقدار نسبي گروه پروتئيني  يگيرند. فراوان

هاي اين نامزد  دالتوني در پيكره باكتري از مزيت كيلو

كارگيري آن در  هظر تخليص و بژني از ن آنتي

گردد.  تري همچون الايزا محسوب مي هاي دقيق روش

در مقابل، در انسان كه الگوي پاسخ ايمني هومورال 

توجهي با دوگونه حيواني بز  آن تفاوت قابل

كيلودالتون  44وخرگوش دارد، گروه پروتئيني با وزن 

 10و چند پروتئين با اوزان كمتر از   5/4pI– 5/5و 

ژني در  توانند به عنوان نامزد آنتي كيلودالتون مي

تر بيماري بروسلوز، سنجش  تشخيص دقيق

( و حتي IgM و IgGبادي) هاي آنتي اختصاصي كلاس

هرحال  باشند. به غيرفعال مطرح تمايز بروسلوز فعال و

هايي لازم است اولاً تشابه  براي تأييد چنين فرضيه
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هاي  هاي باكتري گونه ها در ساير ژني اين پروتيئن آنتي

زا در انسان مورد بررسي قرار گيرد و ثانياً  بيماري

شده با سرم  ها در اشكال خالص ژن واكنش اين آنتي

تر و  هاي كمي انسان يا دام مبتلا به بروسلوز به روش

گيرد. ذكر  تر همچون الايزا مورد آزمايش قرار دقيق

اين نكته در پايان بحث ضروري است كه انجام 

لكتروفورز دوبعدي برپايه ايزوالكتريك فوكوسينگ ا

گيري مجدد كه ظاهراً در كشور ما براي  روش آب به

و اين پژوهش نيز  اولين بار در اين مركز عملي شده

است،  توجهي در بسط وگسترش آن داشته سهم قابل

تر  تر و كمي ساز انجام مطالعات دقيق تواند زمينه مي

، شناخت عوامل هاي سلول تفكيك پروتئين در

سازي پروتئين  پاتوژن ميكروبي، خالص ايمونوژن و

اي نو و  در مقادير كم و پروتئوميكس به عنوان دريچه

 رهگشا در علوم سلولي و مولكولي باشد.

 

 تشكر و قدرداني:
با تشكر از آقايان دكتر بهمن تبرائي و رامين كريمي 

م محتر كاركنانخاطر تهيه و كشت انبوه باكتري و  هب

مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي در كمك به اجراي 

 اين پروژه .
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