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 مشتق سازي،استخراج و تخليص اسيدهاي مايكوليك با وزن مولكولي

 HPLCبه روش  BCGدر  M.Bovis بالا از 
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  مقدمه  

 مايكوباكتريومها بطور            تشخيص افتراقي گونه هاي مختلف     
 مــرســوم بــراســاس واكنــش هـاي بيوشيميائـي آنهـا صــورت

زمان لازم براي انجام اين تستها طولاني بوده و               )1(.گيرد  مي
شناسائي تاكسونوميك معمول را فرايندي وقت گير مي نمايد و           
نياز به روشهاي سريعتري بــراي تشخيص افتراقي گـــونه هاي            

 )2(.ايكوباكتريوم ها كاملاً ملموس مي باشدمختلف م

آناليز شيميائي اسيدهاي چرب سلولي و بخصوص اسيدهاي         
اسيدهاي مايكوليكي كه داراي       (چرب با وزن مولكولي بالا،        

بعنوان )   هيدروكسيله مي باشند   ß بوده و در موقعيت       αانشعاب    
روشي سريع در طبقه بندي مايكوباكتريومها بكار برده شده                

 از طرفي اين اسيدهاي مايكوليك كه توزيع ناهمگني             )3(.است
دارند، ارزش زياد خود را هم در طبقه بندي و هم در شناسائي و               

استفاده از   )  4(.تشخيص مايكوباكتريومها به اثبات رسانده اند         
اسيدهاي مايكوليك در تفكيك جنس هاي باكتريائي ديگري           

ند، قبلاً گزارش   نيز كه واجد اين نوع از اسيدهاي چرب مي باش          
 )5(.گرديده است

 چكيده 

سائياز مشكلات موجود در شناسائي مايكوباكتريومها پس از كشت اوليه، وقت گير بودن تست هاي بيوشيميائي معمول است كه فرآيند شنا                     
از. مي باشد (HPLC)يكي از راههاي برطرف كردن اين مشكل استفاده از كروماتوگرافي مايع با كارائي بالا         .  مايكوباكتريومها را سخت مي نمايد

ده قرار ميمهمترين مواد لازم براي انجام اين روش، مشتق فناسيل اسيدهاي مايكوليك با وزن مولكولي بالا است كه بعنوان استاندارد مورد استفا                     
لذا اين بررسي جهت.  اين استاندارد منحصراً توسط يك شركت آمريكائي توليد مي شود و همواره به سهولت در دسترس نمي باشد                       .  گيرد

يبعنوان استاندارد در شناسائ     BCGمشتق سازي، استخراج و تخليص اسيدهاي مايكوليك با وزن مولكولي بالا از مايكوباكتريوم بويس موجود در
 .مايكوباكتريومها صورت گرفته است

 بوده و اسيدهاي مايكوليك با وزن مولكولي بالاي آن توسط پارابروموفناسيل برومايد و تركيبM.bovis BCGباكتري مورد استفاده     
18-crow  مشتق سازي شده و با ستون  Lich.RP  ت  كلروفورم استخراج گرديده اس–و با استفاده از يك گراديان متانول. 

كروماتوگرافهاي استاندارد خارجي تهيه شده توسط شركت سازنده و كروماتوگرام استاندارد تهيه شده در اين بررسي مورد مقايسه قرار
تشابه كامل بين كروماتوگرام هاي استاندارد ساخت شركت تجاري و استاندارد تهيه شده در.گرفته و  زمان نگهداري پيك هاي مربوطه ثبت شد

مجله طبيب شرق،    (.لذا از اين استانداردتهيه شده مي توان در شناسائي مايكوباكتريومها استفاده كرد            .  سي مؤيد يكسان بودن آنها است    اين برر 
 )60 تا 53، ص 1382، بهار  1سال پنجم، شماره 

HPLC    مايكوباكتريوم ، اسيد چرب ،:گل واژه ها 
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 اكنون روشهاي يك مرحله اي آناليز شيميائي مشتق استري         

P-              برموفناسيل اسيدهاي مايكوليك استخراج شده از سلول 
صابوني شــده گونه هــاي مختــلف مايكوباكتريومـي ارائه                    

گرديده اند و ثابت شده است كه گونه هاي مختلف داراي                  
 متفاوتي هستند كه قابل      (Fingerprint)گاري  الگوي انگشت ن  

 )6(.استفاده  براي شناسائي آنها مي باشد

شناسائي پيك هاي موجود در كروماتوگرام و بخصوص             
پيكهاي موجود در فينگرپرينت در مقايسه با استاندارد خارجي            
صورت مي گيرد و از مقايسه زمان بازداري يا ارتفاع پيكهاي                

ينت ها با پيك استاندارد ، شناسائي            موجود در اين فينگرپر      
از مايكوباكتريوم هاي گوناگوني      .  باكتري صورت مي گيرد     

جهت تهيه اين استاندارداستفاده شده است كه از آن جمله                       
و)M.Smegmatis)6 و         M.tuberculosisمي توان به         

M.avium)8اشاره كرد)7و . 

ستاندارد از آنجائيكه امكان دسترسي مستقيم و آسان به اين ا          
همواره ميسر نمي باشدو تاكنون اقدامي در جهت تهيه آن در                
داخل كشور نشده است، لذا در اين تحقيق اقدام به مشتق سازي ،        

برومو فناسيل اسيدهاي    -Pاستخراج و خالص سازي مشتق استري     
BCGمايكوليك با وزن مولكولي بالا از مايكوباكتريوم بويس          

 .نموده ايم

 روش كار 

، سويه توليد شده توسط انستيتو        BCG در   M.Bovis  سويه
كشت داده  شده  و          Sawtonپاستور بوده كه  بر روي محيط            

 دقيقه سانتريفوژ گرديده و     10  گرم به مدت      10000در     سپس  
 بار شسته و سپس باكتريها در محلول هيدروكسيد پتاسيم          3آنگاه  

ر داده شد    درجه سانتي گراد قرا    100 ساعت در    2اتانلي به مدت    
 ميلي ليتر محلول اسيدكلرئيدريك       2و اسيد مايكوليك آنها با      

 ميلي ليتر كلروفورم     1 و   50  :50و آب  به نسبت          )  37(%غليظ  
پس از استخراج،اين اسيدهاي مايكوليك با         .  استخراج گرديد 

 20مشتق ساز پارا بروموفناسيل برومايد به مدت µL100استفاده از

راد مشتق سازي و تا درجه حرارت         درجه سانتي گ  85دقيقه در   
 ميلي  2سپس نمونه مورد بررسي با افزودن          .اتاق خنك گرديد   

 ميلي  2ليترمحلول اسيدكلريدريك غليظ و آب اسيدي شده و           
لايه كلروفورمي جدا شده و       .  ليتر متانول به آن اضافه گرديد        

كلروفورم حل گرديده و به       µL100نمونه در    .  خشك گرديد 
HPLC    پس از آنكه محل اسيدهاي              )6-8(.تزريق گرديد 

مايكوليك با وزن مولكولي بالا بر روي محور زماني                        
در مقايسه با كروماتوگرام         (كروماتوگرام مشخص گرديد،     

در فاصله زماني خروج اين      )  استاندارد و مقالات ارائه شده قبلي      
جمع آوري گرديد و فاز       HPLCماده، نمونه هاي خروجي از           

 درجه سانتي    85نه باحرارت دادن در       متحرك همراه اين نمو     
از آنجائيكه از   .   دقيقه از محيط خارج گرديد      30گراد به مدت     

ستون آناليتيك در اين تحقيق استفاده گرديده است، عمل تزريق          
در هر بار تزريق و به تعدادچندين بار صورت           µL 100به ميزان   

گرفت تا اسيد مايكوليك با وزن مولكولي بالاي مشتق سازي              
ده به ميزان كافي دردسترس قرار گيرد در حاليكه براي نمونه             ش

بديهي است در    .   تزريق مي گردد     µL  5هاي تشخيصي تنها      
 كه قطر به    Preparative columnصورت استفاده از ستونهاي     

مراتب زيادتري دارند، نيازي به تكرار چندين باره عمل آناليز              
يك به روش    پس از جمع آوري اسيدهاي مايكول        .نخواهد بود 

مذكور براي اطمينان از خلوص آنها اقدام به تزريق اسيدهاي               
) با همان شرايط قبلي انجام كروماتوگرافي     (مايكوليك جدا شده    

گرديد و كروماتوگرام حاصله با كروماتوگرام استاندارد خارجي        
 )7(.مورد مقايسه قرار گرفت

LiRP(reverse phase)18از يك ستون     :  HPLCشرايط 

 و گراديان متانول ـ            25×6/4به ابعاد    Hichromشركت   
در UV و دتكتور       ml/min5/2كلروفورم با سرعت جريان         

مشخصات دستگاه مورد استفاده    .   استفاده گرديد  nm254 جذب
 با دو پمپ    Cecil از شركت    1200مدل    HPLCعبارت است از    

 CE1100/Liquid chromatography pump و دتـكتــــور 
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1200 CEمتغيربا طول موج . 

 دقيقه  1درصد شروع شده در مدت        90متانول با   :  گراديان  
 درصد  35 دقيقه به ميزان     20 درصد رسيده سپس به مدت        80به  

 دقيقه به ميزان اوليه خود بر مي گردد         1رسيده و مجدداً در مدت      
 دقيقه كاليبره كردن ستون براي تزريق بعدي انجام            12و سپس   
   )7(.مي گيرد

 يافته ها 

ج اين بررسي نشان مي دهد كه مشتق ساز و مواد همراه               نتاي
دقيقه از ستون خارج    7آن در اين شرايط كروماتوگرافي قبل از         

مي شوند و بعد از اين زمان پيكي كه در ارتباط با مشتق ساز                    
 )1كروماتوگرام.(باشد ، در كروماتوگرام مشاهده نمي گردد

تاندارد از بررسي محور زمان كروماتوگرام مربوط به اس              
محل   Ribiاسيدهاي چرب با وزن مولكولي بالا متعلق به شركت          

اين تعيين مكان از    .خروج پيك مشتق مورد نظر مشخص مي شود       
چرا كه يك فاصله     .روي مقالات قبلي نيز قابل استخراج است         

 دقيقه اي بين زمان خروج آخرين پيك موجود در             2-3زماني  
 و زمان خروج مشتق        فينگرپرينت نمونه هاي مايكوباكتريومي     

استري پارابروموفناسيل اسيدهاي مايكوليك با وزن مولكولي            
 )2كروماتوگرام(.بالاوجود دارد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

محل خروج مشتق استري پارابروموفناسيل برومايد اسيدهاي        
مايكوليك با وزن مولكولي بالا در كروماتوگرام مربوط به آناليز          

كه ارتفاع نسبتاً كمي       M.bovis BCGاسيدهاي مايكوليك     
ومعرف ميزان  (نسبت به سايرپيكهاي موجوددر فينگر پرينت دارد      

با .  مشخص شده است    )كم آن در كروماتوگرام مي باشد           
مشخص شدن زمان خروج اين پيك، فاز متحرك حاوي اين              

C°85اسيدهاي چرب جمع آوري گرديده و با قرار دادن در               

رديده و به اين ترتيب       متانول و كلروفورم همراه آن تبخير گ          
 )4كروماتوگرام.(تغليظ شده است

بررسي كروماتوگرام همان باكتري مورد آزمايش در                
 و پس از افزودن استاندارد تهيه شده نشان دهنده           3كروماتوگرام  

آن است كه اين استاندارد در محل مورد انتظار در كروماتوگرام            
ده و سبب   اسيدهاي مايكوليك باكتري مورد بررسي ظاهر گردي       

 )5كروماتوگرام.(افزايش ارتفاع پيك مربوطه گرديده است

باتوجه به پيك مربوط به اين استاندارد و با مقايسه                        
 مشخص مي شود كه پيك خروجي از          3 و   5كروماتوگرامهاي  

 دقيقه افزايش ارتفاع يافته و اين دو پيك با هم              35 تا   32زمان  
 .همپوشاني نموده اند
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 بحث 

در حال حاضر تقريباً يك سوم جمعيت جهان به                        
 8مايكوباكتريوم توبركولوزيس آلوده هستند و ساليانه حدود             
 3ميليون مورد جديد ابتلا به سل در جهان بروز مي كند و حدود              

 با گسترش و    )8(.ميليون نفر از اين بيماري در هر سال مي ميرند            
داروي مايكوباكتريوم توبركولوزيس ،    پخش سويه هاي مقاوم به      

HIV و AIDS             سل مجدداً به عنوان يكي از معضلات جامعه ،
 از طرفي كنترل مؤثر انتقال و       )9(.انساني در دنيا مطرح گشته است     

  )10(.درمان سل بستگي به شناسائي سريع آن دارد

     تلاشهاي انجام شده در جهت كنترل سل به شدت تحت تاثير           
 براي رشد، شناسائي و تستهاي تعيين حساسيت داروئيزمان لازم 

 
 

 لذا نياز به تكنيكهائي         )11و12(.روشهاي جاري مختل مي شود        
سريعتر و دقيق تر در شناسائي و تعيين هويت باكتري ايزوله شده             

پس از كشت مايكوباكتريوم ها ،      .  لازم و ضروري به نظر مي رسد     
از محيط كشت جدا    قدم بعدي تعيين هويت ميكروبي است كه         

يكي از سريعترين روشهاي تعيين هويت، روش             .  شده است  
استفاده از آناليز شيميائي اسيدهاي مايكوليك ديواره سلولي به            

  Gas Liquid Chromatographyطرق مختلف و ازجمله
(GLC)         وHigh Performance Liquid 

Chromatography (HPLC)  13و14(.است( 

كه بر مبناي تكثير اسيدهاي نوكلئيك قرار              كاربرد روشهائي   
دارند با مشكلات خاصي روبرو هستند كه از جمله اين اشكالات            
مي توان به عدم اختصاصي بودن هدف تكثير مايكوباكتريومي،           
نبودن هدف تكثير در بعضي از نمونه ها ،آلودگي هاي جانبي و              

ر آن در   موارد مثبت و منفي كاذب، لزوم كارآئي اوپراتور و تاثي          
نتايج حاصله از اين روشها، مشكلات تهيه امكانات مربوطه،                

 …و)  GLC و   HPLCبخصوص در مقايسه  با        (گراني قيمت   
اكنون تلاشهاي براي شناسائي مايكوباكتريومها        )15-20(.اشاره كرد 

 )2(و بطور مستقيم    )21  -23(بعد از كشت اوليه           HPLCتوسط   
) 25( درصد   9/99ش از   صورت گرفته كه به سرعت و با دقتي بي          

 در انتخاب بين. قـــادر به شنــاسائي مـايكوباكتريومها مي بــاشند
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HPLC  وGLC             نيز، در نمونه هاي بيولوژيك حتي الامكان
HPLC    بهGLC       براي استفاده از      )24(. ترجيح داده مي شود 
HPLC          نيز نياز به استفاده از استاندارد داخلي اسيدهاي مولكولي 

 .ي باشدبا وزن بالا م

لذا در طي اين تحقيق مشتق فناسيل اسيدهاي مايكوليك با             
 با استفاده از دستگاه       M.bovis BCGوزن مولكولي بالا از          

HPLC      نتايج حاصله از   .جدا سازي، استخراج و تخليص گرديد
مقايسه كروماتوگرامهاي حاصله از آناليز مواد استخراج شده با            

داري و روش انجام كار     مقالات ارائه شده در خصوص زمان باز       
و همچنين مقايسه اين كروماتوگرام ها با كروماتوگرام استاندارد          

خارجي ، همگي مؤيد تشابه اين مشتق با ماده مشابه خارجي                    
 كه به   Jost و   Butlerاين نتايج با تحقيقات قبلي          .  مي باشند 

ترتيب بر روي جداسازي استاندارد اسيدهاي مايكوليك با وزن           
 و  M.tuberculosis-M.Smegmatis بالا از        مولكولي

M.avium         با توجه به      )25و6،7(. انجام شده نيز همخواني دارد 
موارد فوق الذكر مشخص مي شود كه مي توان از استاندارد تهيه            
شده در اين تحقيق كه مشابه استاندارد خارجي مي باشد در                  

 .شناسائي مايكوباكتريوم ها استفاده كرد

 سپاسگزاري

  از راهنمائيهاي سركار خانم دكتر عسگري و آقاي دكتر                   
كيومرث قاضي سعيدي، از مركز تحقيقات سل و بيماريهاي               
ريوي براي در اختيار قرار دادن نمونه ها و از آقاي دكتر                       
پرودينگر از دانشگاه اينسبورگ براي اهداي استاندارد اسيدهاي         

 . مايكوليك كمال تشكر و امتنان را دارد
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Derivatization, Extraction and Purification of High 
Molecular Weight Mycolic Acid of Mycobacterium bovis 

BCG by HPLC 
 

Naserpour Farivar T. PhD  * , Hawaii A. PhD**, Naderi GH.PhD***, Tamizifar H.PhD** 

 
 

Biochemical identification of Mycobacteria after primary culture is a laborious and time-
consuming procedure. One of the suitable ways for overwhelming meaning this problems is 
using high performance liquid chromatography (HPLC) of their Mycolic acids and one of 
the most important materials for this process is phenacyl derivatives of high molecular 
weight Mycolic acids which is used as standard in this method. This standard is synthesized 
by an American company and is not available every time. So, this study is done for 
extraction, derivatization and purification of high molecular weight Mycolic acids from 
Mycobacterium bovis BCG as standard in the identification of Mycobacteria by means of 
HPLC. 

 Used bacterium in this study was M.bovis BCG and its high molecular weight Mycolic 
acids were derivatized by para bromophenacyl bromide and 18- Crown 6 and extracted by 
Lich. RP 18 column and methanol/chloroform gradient. 

Chromatographs of company synthesized standard and prepared one’s were compared 
and retention time of related peaks were recorded. 

 Complete similarities between chromatographs of commercially produced standard and 
provided standard suggest their uniqueness. So, this prepared standard can be used in 
identification of Mycobacteria. 

 
 

KEY WORDS: HPLC, Mycobacterium, Mycolic acids 
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