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Abstract 
Objective : Cholera is an endemic disease in Iran. Early detection, especially in times of 
disease outbreaks, is of vital importance. The antibody against the lipopolysaccharide 
(LPS) is an important method for bacterial detection. This study intends to extract and 
purify the LPS of Vibrio cholerae and evaluate the cholera antibody for detection 
purposes. 
Methods: Vibrio cholerae was cultured in tryptone extract medium. LPS was extracted by 
the hot phenol water method, purified, and dialyzed. We measured the LPS protein and 
sugar content, purity, and biological activity. Antibodies were produced by injection of 
the killed bacteria with Freund's complete adjuvant into rabbits and then the LPS was 
injected three times with Freund's incomplete adjuvant. After the last booster, blood 
samples were taken. We used ELISA to determine the antibody titers against the Inaba 
and Ogawa serotypes, the LPS of these serotypes, and several other similar bacteria.  
Results : The amount of protein in the purified LPS was approximately zero and sugar 
was 0.5 mg/ml. The LPS had a titer activity of 1024, and consisted of three bands (5.2, 4, 
and 5.14 KD). Antibodies produced by the rabbits identified the bacterial Inaba and 
Ogawa serotypes, and the purified LPS. Ogawa and Inaba serotypes cross-react with each 
other but not with other species of Vibrio and other bacteria. The LPS antibody titer 
against the Ogawa serotype was 1:32000, whereas for Inaba it was 1:16000. 
Conclusion: Due to the low cost of production, high sensitivity, and importance of 
cholera diagnosis in Iran, the antiserum produced in this study can be used as a tool for 
early screening of cholera and discrimination of O1 strains from non-O1 strains in 
immunologic tests. 
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 اصیلمقاله 
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 چكيده
داسد. اػ فابدُ   یبتی  ح تی  اّو ،یبسو  یث بىیدس هَاقغ طغ ظُیٍ ثِ غیػش قیٍثب ثَدُ ٍ تـخ یثَه یّب اص کبًَى یکی شاىیا: هدف

هطبلؼ ِ، اػ فخشاو ٍ    يی  اػ ت. ّ ذا ا   یث بکفش  قیهْ ن تـ خ   یّ ب  اص سٍؽ یک  ی ذیػبکبس یپل پَیل یاجضا ِیػل یثبد یاص آًف

 اػت. ٍثب  قیآى ثِ هٌظَس تـخ ِیؿذُ ػل ذیتَل کلًَبل یپل یثبد یآًف یبثیکلشا ٍ اسص َیجشیٍ ذیػبکبس یپل پَیل قیتخل

آة، اػفخشاو، -ثِ سٍؽ فٌل داؽ ذیػبکبس یپل پَیکـت دادُ ؿذ. ل پفَىیػلبسُ تش طیٍ دس هح ِیکلشا تْ َیجشیٍ ب:ه مواد و روش

ٍ فؼبل ي،یپشٍتئ ضاىیؿذ ٍ ه ضیبلیٍ د قیتخل کـفِ ؿذُ  یاثفذا ثبکفش ،یثبد یآًف ذیتَل یؿذ. ثشا یشیگ آى اًذاصُ یؼفیص تیقٌذ، خلَف، 

ِ خشگَؽ ُ ثب ادجَاًت کبهل ث ؿذ.  قیّوشاُ ثب ادجَاًت ًبقق فشًٍذ تضس ذیػبکبس یپل پَیػِ ًَثت، ل یؿذ ٍ ػپغ ط قیستض ّوشا

ٍ ه یشیگ ، خَىیبدآٍس يیآخش قیپغ اص تضس ِ ػول آهذ   ذیػبکبس یپل پَیلِ یػل ،یاگبٍا ثبکفش ٌبثب،یا یّب پیػشٍت کشیپِ یػل یثبد یآًف ضاىیث

 ؿذ. يییتؼ ضایثب سٍؽ الا گشید بثِهـ یثبکفش يیچٌذ ِیٍ اگبٍا ٍ ػل ٌبثبیا یّب پیػشٍت

ٍ  1024آى  تی  فؼبل ف ش یت ف ش، یل یلی/ هگشم یلیه 5/0ؿذُ دس حذ كاش، قٌذ آى  قیتخل ذیػبکبس یپل پَیدس ل يیپشٍتئ ضاىیه :نتبیج

اگ بٍا ٍ   پیٍتػ ش  یثبکفش ییؿذُ دس خشگَؽ، قبدس ثِ ؿٌبػب ِیتْ یّب یثبد یثَد. آًف یلَدالفًَیک 14/5ٍ  4، 2/5ػِ ثبًذ  یداسا

ثَدًذ اه ب   گشیکذی ِیقبدس ثِ ٍاکٌؾ هفقبطغ ػل ٌبثبیاگبٍا ٍ ا پیػشٍت ِیػل ػشم یخبلق ثَد. آًف ذیػبکبس یپل پَیل يیٍ ّوچٌ ٌبثبیا

َ یل ِی  ػل یث بد  یآًف فشیٍاکٌؾ ًـبى ًذادًذ. ت ّب یثبکفش شیػب ضیٍ ً َیجشیٍ یّب گًَِ شیثب ػب اگ بٍا   پیػ شٍت  یث شا  ذیػ بکبس  یپل   پ 

 ثَد. 1:16000 ٌبثبیا پیػشٍت یٍ ثشا 1:32000

اص  ت َاى  یٍث ب دس کـ َس، ه     یو بس یث قیٍ لضٍم تـ خ  تیثبلا ٍ ًظش ثِ اّو تیٍ حؼبػ ذیکن تَل ٌِیثب تَجِ ثِ ّض گيری: نتيجه

َ   قیدس تـخ ِیاٍل قیػٌَاى اثضاس تـخ هطبلؼِ ثِ يیؿذُ دس ا ذیتَل ػشم یآًف س غبل ت  د 01 شی  اص غ 01 یّ ب ِ یٍثب ٍ افف شا  ػ 

 اػفابدُ ًوَد. یوٌَلَطیا یّب آصهَى

 

 غیػش قیتـخ کلًَبل، یپل یثبد یآًف ذیتَل ذ،یػبکبس یپل پَیکلشا، ل َیجشیٍ: کليدواشگبن

 

 

 

 39-98،‏صفحات:‏8934،‏زمستان‏4،‏شماره‏81شناسی‏زیستی،‏دوره‏‏های‏آسیب‏پژوهش
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 وبا‏صیتشخ‏یبرا‏ذیساکار‏یپوپلیل‏هیعل‏یباد‏یآنت
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 مقدمه
ثٍب یکی اص ثیوبسی ّبی ػاًَی هْن دًیب اػت ٍ اص  ثیوبسی 

اَد غزایی آلَدُ ایجبد  ؿَد. ػبهل ایي ثیوبسی  هی طشیق آة ٍ ه

( ٍ هٌـأ آى آػ یبی جٌ َة   Vibrio choleraeکلشا )ٍیجشیَ 

ثٍب تَػط ػَیِ 200ؿشقی اػت. اص ثیي ّبی هَل ذ   ػشٍتبیپ، 

 0139ٍ  01( اص دٍ ػشٍگشٍُ ٍیجشیَ کل شای  Toxigenicػن )

دس  A  ٍB  ٍCّ بی   طى ثش اػبع آًفی 01ؿَد. ًَع  هی ایجبد 

(، Inabaػبکبسیذ، ثِ ػ ِ ػ شٍتبیپ ایٌبث ب )    ػبخفوبى لیپَ پلی

اٍ ) (، ٍ ث  ش اػ  بع  Hikojima( ٍ ّیکَجیو  ب )Ogawaاگ  ب

( تقؼ ین  Eltorثیَتبیپ، ثِ دٍ ًَع کلشا )کلاػ ی(( ٍ الف َس )  

ِ    1ؿَد ] هی  ثٍ ب     [. اگشچ ِ ت بکٌَى ّا ت ّو  گی شی جْ بًی 

(Pandemic cholera    ثٍ ب ( دس دًیب اتاب  اففبدُ ٍل ی اه شٍصُ 

اَى  اى ثِؿَد. ایش هی ثیـفش دس کـَسّبی دس حبل تَػؼِ دیذُ  ػٌ

ثٍب ثEndemicِّبی ثَهی ) یکی اص کبًَى ؿ وبس سفف ِ ٍ دس    ( 

ثٍب سا ؿبّذ ث َدُ   گیشی ّبی گزؿفِ، ّوِ ػبل ّبی هفؼذدی اص 

ٍ افغبًؼفبى یکی اص دلایل  اػت. هجبٍست ایشاى ثب ٌّذ، پبکؼفبى 

ثٍ ب اػ ت ]     [. اٍل یي  2ػوذُ تجذیل ایشاى ثِ ی( ک بًَى ث َهی 

 9ثَدُ ٍ پ غ اص آى   1354یشاى دس ػبل ثٍبی الفَس دس ا اپیذهی 

ثبس ثِ اٍو خَد سػیذُ اػت. اص آى صه بى ت بکٌَى، هطبلؼ بت    

هفؼذدی دس هَسد جذاػبصی ثبکفشی ػبهل ٍ تؼییي خلَكیبت 

ّبی  ػشٍلَطی ٍ هَلکَلی دس ایشاى هٌفـش ؿذُ اػت ٍ دس ػبل

اٍ ث َدُ    ثٍب ثیَتبیپ الفَس ٍ ػشٍتبیپ اگ ب اَسد  اخیش ثیـفشیي ه

، اص سٍؽ WHOّ بی   [. دس ایشاى طجق دػفَسالؼول7-3اػت ]

 Cary-Blairهـبّذُ لام هؼفقین، هح یط اًفق بلی ک شی ثلی ش )    

transport medium هحیط کـت تیَػَلابت ػیفشات ثبیل ٍ  )

 :Thiosulphate-citrate-bile salt-sucrose agarػَکشٍص )

TCBS ُؿ َد. تـ خیق ث بکفشی اص طشی ق سٍؽ      هی ( اػفابد

اػ یذی ث ِ    pHؼجفبً هـکل اػت صیشا ٍیجشیَ کلشا ث ِ  کـت ً

ؿذت حؼبع اػت ٍ سؿذ آى دس هح یط کـ ت ث ِ ساحف ی     

ؿَد؛ ثٌبثشایي ًیبص ثِ اػفابدُ اص  هی تَػط هیکشٍفلَس سٍدُ هْبس 

ّبی ثیَؿیویبیی  کٌٌذُ آة پپفًَِ قلیبیی ٍ ًیض آصهَى هحیط غٌی

یًبص هفؼذد ٍجَد داسد. اص طشفی سٍؽ کـت، هذت صهبى صی بدی 

ک ِ   [. ث ب تَج ِ ث ِ ای ي    8طلج ذ ]  هی داؿفِ ٍ تجشثِ ثبلایی ًیض 

تشیي صهبى هوکي، ثؼیبس کلیذی  تـخیق دقیق ثبکفشی دس کَتبُ

ّبی تـخیق ػشیغ ٍ ثذٍى ًیبص ث ِ کـ ت ث ش     اػت، اص کیت

ّ بی ایوٌَلَطی ( ث شای     ّبی هَلک َلی ٍ سٍؽ  هجٌبی سٍؽ

ثٍب اػفابدُ  ّ بی   ج بم آصه َى  [. ث شای اً 9ؿ َد ]  هی تـخیق 

ثبدی، داؿفي ی( کبًذی ذای   تـخیق ایوٌَلَطی( ثش پبیِ آًفی

ِ   آًفی ػ ضایی ثشخ َسداس    طى هٌبػت ٍ اخفلبكی اص اّوی ت ث 

ّ بی هْ ن ٍ    طى ّب، یک ی اص آًف ی   طى اػت. دس کٌبس ػبیش آًفی

ث بدی   ػبکبسیذ اػت ک ِ آًف ی   اخفلبكی ٍیجشیَ کلشا، لیپَ پلی

( ث شای تـ خیق ث بکفشی دس    A ،B ،Cّبی  طى ػلیِ آى )آًفی

ِ ایوٌَفلَسػبًغ  ّبی ثبلیٌی دس سٍؽ ًوًَِ ّبی هخفلف اص جول

(Immunofluorescence( الای     ضا ٍ )Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay: ELISAِ[. 12-10سٍد ] هی کبس  ( ث

ػبکبسیذ ٍیجشیَ  لیپَ پلی قیتخل ٍ اػفخشاوّذا ایي هطبلؼِ، 

 هٌظَسِ ث آى ِیػل ؿذُ ذیتَل کلًَبل پلیی ثبد یآًفی بثیاسصٍ کلشا 

 اػت.  کلشا َیجشیٍ قیتـخ

 

 روش بررسی
 ببکتری مورد استفبده

اٍ ٍ ایٌبث ب اص آصهبیـ گبُ     ػشٍتیپ 01ٍیجشیَ کلشا  ّبی اگ ب

هشجغ تْیِ ٍ ث شای اطویٌ بى اص خ بلق ث َدى، ث ب اػ فابدُ اص       

ّبی اػفبًذاسد ثبکفشیَلَطی( ؿبهل کـ ت سٍی هح یط    سٍؽ

ٍ تؼی یي َّی ت ثیَؿ یویبیی ٍ ػ پغ ث ب       TCBSك ی  اخفلب

 تأییذ ؿذ. 01ػشم اخفلبكی  اػفابدُ اص آًفی

 

 شن تهيه آنتی
 Trptic soyٍیجشیَ کلشا دس هحیط تشیپفی( ػَی ث شا  ) 

broth اَدّی هٌبػت ٍ دس دهبی گ شاد   دسجِ ػ بًفی  37( ثب ّ

ّب  ػبػت کـت دادُ ؿذ. ػپغ ثشای کـفي ثبکفشی 18هذت  ثِ

دسكذ هجبٍس ٍ  5/1ا ثشای هذت ًین ػبػت ثب فشهبلیي ّب س آى

( دٍ ث بس  Phosphate buffered saline) PBSپغ اص آى ث ب  
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 و‏همکاران‏یمحمذرضا‏اکبر

‏

‏دوره‏‏آسیب های‏پژوهش 48  26 8934،‏زمستان‏4،‏شماره‏81شناسی‏زیستی،

دسج ِ   65هذت ی ( ػ بػت دس ده بی     ؿؼفـَ ؿذ. ػپغ ثِ

 گشاد قشاس گشفت.  ػبًفی

 

 سبکبرید تهيه ليپو پلی
ٍ Westphalػبکبسیذاص سٍؽ ٍػفابل ) ثشای تْیِ لیپَ پلی  )

[. ثذیي هٌظَس ث بکفشی ٍیجشی َ کل شا    13دُ ؿذ ]ّوکبساى اػفاب

اٍ ثِ ػشٍتیپ طَس جذاگبًِ دس هح یط ػل بسُ    ّبی ایٌبثب ٍ اگب

اَدّی هٌبػ ت     دسجِ ػبًفی 37تشیپفَى دس دهبی  گشاد ٍ ث ب ّ 

دٍس دس  5000ّ ب ث ب ػ بًفشیاَط     کـت دادُ ؿذ. ػپغ ثبکفشی

دٍ ثبس ؿؼفـَ دادُ ؿ ذ ٍ دس آة   PBSدقیقِ جذاػبصی ٍ ثب 

دسكذ افضٍدُ  90طش ػَػپبًؼِ ؿذ. ػپغ ّن حجن آى، فٌلهق

گ شاد ق شاس    دسجِ ػ بًفی  68دقیقِ دس دهبی  15هذت  ؿذ ٍ ثِ

ّب جذا ٍ دس آة  ػبکبسیذ اص پشٍتئیي گشفت. ػپغ لایِ لیپَ پلی

ػ بکبسیذاص   دّ ی لیپ َ پل ی    هقطش ػَػپبًؼِ ؿذ. ثشای سػَة

هذت ی( ؿت ِ دٍس دس دقیقِ( ث 100000ػبًفشیاَط ثب دٍس ثبلا )

ػبکبسیذ جذا ٍ دس  اػفابدُ ؿذ. آًگبُ سػَة طل هبًٌذ لیپَ پلی

ػ بػت   24ه ذت   آة هقطش حل ؿذ ٍ دس هقبثل آّة هقطش ثِ

بیت ًوًَِ ( ؿ ذ ک ِ   Lyophilizedّب لیَفیلیضُ ) دیبلیض ٍ دس ًْ

 دػت آهذ. پَدس ػایذ سًگ ثِ

 

 سبکبرید سنجص ميسان پروتئين و قند ليپو پلی
ػبکبسیذ دس آة  لیفش اص لیپَ پلی گشم دس هیلی هیلی 1غلظت 

-ّب ث ب اػ فابدُ اص سٍؽ فٌ ل    هقطش تْیِ ؿذ. هقذاس قٌذ ًوًَِ

لیف ش   ی ( هیل ی  ث ِ  ػَلاَسی( اػیذ ػٌجؾ ؿذ. ثذیي هٌظَس 

ِ  5لیفش هحلَل  هیلی 1هقذاس  ًوًَِ، ٍ ک بهلاً   دسكذ فٌل اض بف

سا  غلیظػَلاَسی(  لیفش اػیذ هیلی 5هقذاس  . ػپغؿذ هخلَط

كَست ٍجَد قٌذ سًگ ًوًَِ ثِ  دس ؿذ کِ افضٍدُ ّب ثِ ًوًَِ

دقیقِ ٍ ثب تثجیت  45 پغ اصیبفت.  هی  ػوت سًگ ًبسًجی تغییش

ای هبی ل ث ِ صسد، هی ضاى ج زة ً َس ث ب دػ فگبُ         سًگ قَُْ

اًَذًُبًَهفش  485اػپکفشٍففَهفش دس طَل هَو  ؿ ذ. اػ ذاد      خ

ٍ  ؿ ذ هٌفق ل  گلَکض اػفبًذاسد حبكل اص دػفگبُ سٍی هٌحٌی 

دػت ِ ث ،گشم ثش گشم قٌذ ثش حؼت هیلی، ّب غلظت قٌذ هؼبدل آى

[. هیضاى پشٍتئیي ثب اػفابدُ اص سٍؽ ثشادفَسد ػ ٌجیذُ  13] ذهآ  

 100لیف ش اص هحل َل ثشادف َسد ث ِ      ؿذ. ثذیي هٌظَس ی( هیلی

الزکش افضٍدُ ؿذ کِ دس كَست ٍجَد  هیکشٍلیفش اص ًوًَِ فَ 

یبفت. ػپغ هیضاى جزة  هی حلَل ثِ آثی تغییش پشٍتئیي، سًگ ه

اًَذُ  595ًَس ثب دػفگبُ اػپکفشٍففَهفش دس طَل هَو  ًبًَهفش خ

ؿذ. اػذاد حبكل اص دػفگبُ ثش سٍی هٌحٌی اػفبًذاسد آلج َهیي    

گشم  ثش حؼت هیلی هٌفقل ؿذ ٍ غلظت پشٍتئیي هؼبدل ػشم گبٍ

 آهذ.دػت ِ ث لیفش هیلیثش

 

 دیسبکبر پلی پويلبررسی خلوظ 
ف، ثِ َ پلی ًوًَِ هٌظَس ثشسػی خلَ ُ  بّی لیپ ػبکبسیذ ثب اػفابد

 SDS-PAGE (Tricin/Sodium dodecylاص سٍؽ تشیؼ یي/ 

sulphate polyacrylamide gel electrophoresis ثشسػی ؿذ )

[14.] 

 

 سبکبرید بررسی فعبليت زیستی ليپو پلی
ى ) تَیٌبػیَ  ّبی ل( گلجHemagglutinationَاص سٍؽ ّوبگل

 1[. ثذیي هٌظَس غلظ ت  14قشهض خَى خشگَؽ اػفابدُ ؿذ ]

تْیِ ؿذ. ػپغ  PBSػبکبسیذ دس  لیفش اص لیپَ پلی گشم/ هیلی هیلی

 500، داًو بس((  NUNCؿکل هیکشٍپلیت ) Vّبی  دس چبّ(

اَلی سقت هیکشٍلیفش اص لیپَ پلی ّبی دٍ ثشاثش  ػبکبسیذ سیخفِ ٍ ت

هیکشٍلیفش اص  50گبُ  . آىّبی ثؼذی تْیِ ؿذ دس چبّ( PBSدس 

دسكذ گلجَل قشهض خشگَؽ ثِ آى افضٍدُ ؿذ.  1ػَػپبًؼیَى 

اَى تیف ش فؼبلی ت     ػکغ آخشیي چبّ( ّوبگلَتیٌبػیَى ثِ ػٌ 

 هحبػجِ ؿذ. 

 

 سرم تهيه آنتی
اًَ ت    105اثفذا  ثبکفشی کـفِ ؿذُ ثب حشاست ّوشاُ ث ب ادج

ذ ( ثِ صیش جل  Freund’s complete adjuvantکبهل فشًٍذ )

خشگَؽ ػایذ ًیَصلٌذی ثب ٍصى تقشیجی دٍ کیل َگشم تضسی ق   

ثَت ٍ ّ ش ث بس هق ذاس     هیکشٍگ شم اص   100ؿذ. ػپغ دس ػِ ً
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اًَ لیپَ پلی ًبقق فشًٍذ ثِ صی ش جل ذ    تػبکبسیذ ّوشاُ ثب ادج

ّب تضسیق ؿذ. ایي تضسیقبت ثِ فبكلِ دٍ ّافِ اًج بم   خشگَؽ

اَكل تضسیق ٍ دس اًفْبی تضسیقبت خ َى  ِ   ؿذ. دس ف  گی شی ث 

 ػول آهذ.

 

ELISA ببدی عليه ببکتری برای تعيين تيتر آنتی 
اٍ، ٍیجشی َ کل شا    اثفذا ثبکفشی ّبی ٍیجشیَ کلشا ػشٍتیپ اگب

(، ٍ NAG) 01ػ شٍتیپ ایٌبث  ب، ٍیجشی َ کل  شا غی ش ػ  شٍتیپ    

(، ؿ  یگلا Salmonellaّ  بی ػ  بلوًَلا )  ّوچٌ  یي ج  ٌغ 

(Shigella( ثٍبکفش یب کل  ی (، ٍ اؿشیـ  Citrobacter(، ػ  یفش

(Escherichia coli   ػَی ث شا  کـ ت )دس هحیط تشیپفی )

 PBS لیف ش دس ث بفش   ػ لَل دس هیل ی   6×105دادُ ؿذُ ٍ غلظت 

(2/7 pH ٍ ِتْی )ّب ثِ ّش چبّ( اضبفِ  هیکشٍلیفش اص آى 100

دسج ِ   4هذت ی( ؿت دس ده بی   ؿذ ٍ ػپغ هیکشٍپلیت ثِ

( Tween 20) 20گشاد قشاس گشفت. ؿؼفـَ ثب ثبفش تَییي  ػبًفی

دس ث  یي ّ  ش هشحل  ِ PBST (PBS-Tween )دسك  ذ(  05/0)

دسكذ طلات یي   3حبٍی  PBSTكَست گشفت. هیکشٍپلیت ثب 

گشاد ق شاس گشف ت.    دسجِ ػبًفی 37دقیقِ دس  30هؼذٍد ؿذ ٍ 

 PBSTدس  1:64000ت ب   1:1000ػپغ ػشم هَسد ًظش اص سقت 

ِ  ٍ دس چبّ( سقیق  ه ذت ً ین   ّب قشاس گشفت ٍ هیکشٍپلیت ث 

گشاد قشاس گشفت. دس هشحل ِ ثؼ ذ،    دسجِ ػبًفی 37ػبػت دس 

ِ ) ( اص آًفی1:12000سقت هٌبػت )  Anti Rabbitثبدی کًَظٍگ

IgG HRP conjugated دس )PBST ٍ هیکشٍلیفش  100تْیِ ؿذ

ثَبػ یَى دس     دسج ِ   37ثِ ّش چبّ( اضبفِ ؿ ذ. پ غ اص اًک

ثَؼ فشا   100ه ذت ً ین ػ بػت،     گشاد ثِ ػبًفی  2] هیکشٍلیف ش ػ

 OPD (o-Phenylenediamine Dihydrochloride)گشم  هیلی

 5/2( ح  بٍی pH 5لیف  ش ث بفش ػ  یفشات فؼ ابت )   هیل ی  5دس 

دسكذ[ ثِ ّش چبّ( اضبفِ ؿذ؛ ث ب   30هیکشٍلیفش آة اکؼیظًِ 

اٍکٌؾ ثب اػیذ ػَلاَسی( ی( هَلاس هفَقف  ایجبد سًگ صسد، 

اًَذُ ؿذ. دس توبهی  490ٍ جزة دس  ّ ب اص   یؾآصهب ًبًَهفش خ

اَى ؿبّذ اػفابدُ ؿذ. ػشم خشگَؽ ػبلن ثِ  ػٌ

ELISA پاو يلبابدی علياه    برای تعيين تيتر آنتی 

 دیسبکبر یپل
ػ بکبسیذ دس   اص لیپَ پلی لیفش هیکشٍگشم/ هیلی 5 اثفذا غلظت

هیکشٍلیفش اص آى دس ّش چبّ ( سیخف ِ    100ٍ  تْیِ PBSثبفش 

دسجِ  37ؿذ. ػپغ دسة پلیت ثشداؿفِ ؿذ ٍ پلیت دس دهبی 

هذت ی( ؿت دس گشهخبًِ قشاس گشفت ت ب ث بفش    گشاد ثِ ػبًفی

کبهلاً تجخیش ؿَد )سٍؽ خـ( کشدى(. ثقیِ هشاحل ّوبًٌذ ثبلا 

 اًجبم گشفت. 

 

 کنترل مثبت
( اص LO383ػبکبسیذ ٍیجشیَ کلشا ػشٍتبیپ ایٌبث ب )  لیپَ پلی

هشاح ل   ه ی   تْیِ ؿذ ٍ اص آى دس تو ب  )آهشیکب( Sigmaؿشکت 

اَى ؿبّذ اػفابدُ ؿذ.  ثِ آصهبیؾ  ػٌ

 

 نتبیج
 دیسبکبر پلی پويل بتيخصوص
 سٍؽ ث ب  ؿ ذُ  قیتخلػبکبسیذ  لیپَ پلی گشم یلیه (ی ّش

 آى يیپشٍتئ ضاىیه ٍ ثَد ذیػبکبس پلیگشم  هیلی 5/0یداساٍػفابل 

 .ذؿ ثشآٍسد( كاش جبًیتقش) ضیًبچ حذ دس

 

 SDS-PAGEتریسين/ 
 ًق  شُ ف شات یً-ذیاػ   (ی  َدیپش ث  بی ضی  آه سً گ  اص پ غ 

(Periodic acid-silver nitrateلیپَ پلی ،)   ػبکبسیذ اػ فخشاو

، Sigmaػبکبسیذ ایٌبثب ؿشکت  )لیپَ پلی کٌفشل ًوًَِ هبًٌذؿذُ 

ِ ی داسا( آهشیکب ِ ی اك ل  ثبً ذ  ػ   5/14 ٍ 4 ،2/5ی ّ ب  ٍصى ث 

 (.1 ؿکل) ثَدکیلَدالفَى 

 

 سبکبرید زیستی ليپو پلی تيفعبل
 قشه ض ی ّ ب  گلج َل  َىیٌبػ  یّوبگلَت سٍؽ اص دُباػ فا  ثب

 ّوبًٌ ذ ػبکبسیذ اػفخشاو ؿذُ  لیپَ پلی تیفؼبل فشیت، خشگَؽ
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 و‏همکاران‏یمحمذرضا‏اکبر

‏

‏دوره‏‏آسیب های‏پژوهش :4  28 8934،‏زمستان‏4،‏شماره‏81شناسی‏زیستی،

 .آهذ دػتِ ث 1024 لکٌفش ًوًَِ

 

 
 

؛ ػفَى اٍل( ذیػبکبس پلی پَیل ًقشُ فشاتیً-ذیاػ (یَدیپشی ضیآه سًگ 1ضكل 
 Sigmaایٌبث ب ؿ شکت    ذیػ بکبس  پل ی  پَیل( دٍم ػفَىایٌبثب،  ذیػبکبس پلی پَیل

 ٍصى( ًـ بًگش  چْ بسم  ػ فَى اگ بٍا،   ذیػبکبس پلی پَیل( ػَم ػفَى، (کبی)آهش
ِ    2/5ی )ثبًذ هَلکَل ك َست ض ؼیف هـ بّذُ     کیلَدالف َى دس ػ فَى اٍل ث 

ثؼ یبس کوشً گ ث َد ٍ دس ػک غ هـ بّذُ       3ٍ 2ّ بی   ؿَد ٍلی دس ػفَى هی 
 ؿَد( ًوی

 

 سرم یآنت
 ٌ  بلیهبسط ذی  ٍس ػ  شم اصگی  شی ٍ تْی  ِ  پ  غ اص خ  َى

(Marginal vein )ثبدی ػلی ِ لیپ َ    یآًف فشیت، خشگَؽ گَؽ

ی ؿ  ذ. ثشسػ   نیهؼ  فق شی  غ ELISA سٍؽ ث  بػ  بکبسیذ  پل ی 

اٍ  پیػشٍتػبکبسیذ  لیپَ پلی ِیػلثبدی تَلیذ ؿذُ  یآًف ِ ، اگ ب  ث 

ثَ دػت  ثِ 64000/1 آى فشیت ٍیی کشد ؿٌبػب سای ثبکفش يیای خ

بکبسیذ ػ   لیپ َ پل ی   ِی  ػلثبدی تَلیذ ؿ ذُ   یآًفّوچٌیي . آهذ

 آى ف ش یت ٍیی ک شد  ؿٌبػ ب  سا ٌبث ب یا پیػشٍت ضیً ٌبثبیا پیػشٍت

بى داد (2ؿکل ) دػت آهذ ثِ 32000/1  ِیػل ػشم یآًف. ًفبیج ًـ

اٍ پیػشٍت اٍک ٌؾ هفق بطغ ٍ      ٌبث ب یا پیػشٍتٍ  اگب ق بدس ث ِ 

 ٍ 12000/1 ف ش یتاص  هفق بطغ  اٍک ٌؾ . ؿٌبػبیی یکذیگش ثَدًذ

. ًـ ذ  ذُی  د ث بلاتش ی فشّ ب یت دس ٍث َد   هـ بّذُ  قبثل تش يییپب

اٍ پیػشٍت ػشم یآًفّوچٌیي  ، 01ٍیجشیَ کلشا غیش  ثب ٌبثبیاٍ  اگب

ثٍبکفشیػ ٍ، اؿشیـیب کَلی گلایؿ بلوًَلا،ػ ی فشّبیت دس كشفبً فش

بى هفقبطغ  اٍکٌؾ( 5000/1) يییپب بسیثؼ ی فشّ ب یت دسداد ٍ   ًـ

ذ. اص طشا دیگش؛ اٍکٌـتش ّیچ ثبلا  ِی  ػل ػ شم  یآًف  ی دیذُ ًـ

اٍ پیػشٍت ػبکبسیذ تخلیق ؿذُ ػشٍتبیپ  ٍ ایٌبثب لیپَ پلی اگب

ثَ ثِ ساهشثَط ثِ خَد  ّبی فشیتتشتیت دس  ثِ ٍیی کشد ؿٌبػبی خ

 ث ب  ػشم یآًف دٍ ّش. (3ؿکل )هثجت ؿذ  1:16000ٍ  1:32000

لیپ  َ  ث  ب ّ ب  آىی دٍ ّ  ش ٍ ً  ذددا هفق بطغ  اٍک  ٌؾ گشیک ذ ی

ٍ دس  ً ذ ادد اٍکٌؾ ب()آهشیک Sigma ؿشکتػبکبسیذ ایٌبثب  پلی

َ ػ بکبسیذ   لیپَ پلی يیا ثب ٌبثبیا ػشم یآًف اٍکٌؾًفیجِ   ت ش  یق 

 .ؿذ  ظبّش

 

 
 

 ٌبثبیا ٍ ٍااگب کلشا جشیٍی ثبکفش ثب ؿذُ ِیتْ ػشم یآًف ELISA جِیًف 2ضكل 

 

 
 

فً ELISA جِیًف 3ضكل   ٌبثبیا ٍ اگبٍا کلشا جشیٍ ذیػبکبس پلی پَیل ثب ؿذُِ یتْ ػشم یآ

 

 ثبح
ثٍ ب ی ( ثیو بسی ث َهی ای شاى       تَجِ ثِ ایي ثب کِ ثیوبسی 

ثٍ ب ق شاس داسد،    هی هحؼَة  ؿَد ٍ دس کٌبس کـَسّبی کبًَى 

ّبی تـخیق ػشیغ ٍ دقیق تـخیق ایي ثبکفشی  ٍجَد سٍؽ

اَسد ّوِ اص اّویت حیبتی ثشخَسداس اػت. اگشچ ِ   گیشی  دس ه
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ّبی هَلکَلی حؼبػیت ٍ اخفلبكیت ثبلایی داسًذ ٍلی  سٍؽ

وَلاً ًیبص ثِ پشػٌل آهَصؽ دیذُ، دػفگبُ پیـ شففِ ٍ ّضیٌ ِ   هؼ

ّ  بی ایوًََل  َطی ّوبًٌ  ذ    ث  بلا داسً  ذ. دس هقبث  ل، سٍؽ  

آگلَتیٌبػیَى لاتکغ اص حؼبػیت ٍ ٍیظگی هٌبػجی ثشخَسداس 

اػ ت ٍ ث ب ّضیٌ ِ ک  ن، ػ َْلت اًج بم ٍ تاؼ یش ٍ ػ  شػت       

گشی هٌبػت  ّبی غشثبل خلَف ثشای آصهبیؾ دّی ثبلا ثِ پبػخ

طى کبًذیذای تـخیق ی( ػبهل ػاًَی ثبیذ تب  [. آًفی8اػت ]

اٍکٌؾ هفقبطغ سا ث ب   حذ اهکبى هٌحلش ثِ فشد ثبؿذ ٍ کوفشیي 

اَدُ داؿفِ ثبؿ ذ. ث شای    ّبی ّن ٍ ثبکفشی ّب ػبیش ػشٍتیپ خبً

ّ بی اخفلبك ی هَج َد دس     طى تـخیق ٍیجشیَ کلشا اص آًفی

 ِی  ًبح ABC طى یآًف  ػ  بکبسیذ یؼٌ  ی   ػ  بخفبس لیپ  َ پل  ی 

طى  ، آًف  یAطى  ؿ َد ک ِ آًف ی    ه  ی ی اػ فابدُ  ذیػ بکبس  پل ی 

، اخفلبكی ػشٍگشٍُ اػت B  ٍCطى  ٍ آًفی اخفلبكی گشٍُ

طى اخفلبك  ی ی  ب ّو  بى لیپ  َ   [. دس ای  ي هطبلؼ  ِ، آًف  ی15]

ُ ثبکفشی ٍیجشیَ کلشا اػفخشاو ٍ تخلیق ؿذ.  پلی اَس ػبکبسیذ دی

 ث ب  ؼِیهقب دسل ٍػفاب سٍؽ ثبؿذُ  اػفخشاو ذیػبکبس پلی پَیل

 Sigma ؿ شکت  ػبکبسیذ ایٌبثب هحلَل ی لیپَ پلیتجبس ًوًَِ

 يیپ شٍتئ  ضاىیه .داسدی کوفش يیپشٍتئ ضاىیه( LO383))آهشیکب( 

 ًوًَِ يیپشٍتئ اهب ؿذُ گضاسؽدسكذ  10-1 يیثی تجبس ًوًَِ

ػ بکبسیذ   . لیپ َ پل ی  اػ ت   ك اش  حذ دسحبضش  ؿذُ قیتخل

ٍ  تَػ ط  ؿذُ قیتخل دسك ذ   1 یداسا (Villeneuve) ٍیلٌ َ

ِ  دس يیپشٍتئ ضاىیه ثَدى يییپب .[16] اػت  يیپشٍتئ ی (   ًوًَ 

ِ یهقب دس يیپ شٍتئ  شایص؛ ؿَد یه هحؼَة تیهض  ٍ ذی  پیل ث ب  ؼ 

اًَ ذ دس   ه ی  تشی اػ ت ٍ   صای قَی ، ایوٌیذیػبکبس پلی  ِی  تْت

 قیتخلّبی  ًوًَِ الکفشٍفَسص دستذاخل ایجبد کٌذ.  ػشم یآًف

ِ  ؿ ذ  ذُید یاكل ثبًذ دٍ ؿذُ، ِ  ث ب  ک   Sigmaی تج بس  ًوًَ 

ػ بکبسیذ   صیؼفی لیپَ پلی تیفؼبل. داسد هطبثقت کبهلاً )آهشیکب(

 ضقشه  ی ّ ب  گلج َل  َىیٌبػیّوبگلَت سٍؽ ثبًیض  ؿذُ قیتخل

Muriral بى جیًفب ٍ[ 17ی ؿذ ]ثشسػ  قیتخل ًوًَِ کِ داد ًـ

 دس ٍ اػ ت صیؼ فی   تی  فؼبلی داسای تجبس ًوًَِ ّوبًٌذ ؿذُ

صیؼ فی   تی  فؼبل ػبخفوبى، ثش ػلاٍُ قیتخل ٍ شاواػفخ يیح

دس ک ِ   . ثب تَجِ ثِ ایياػت ؿذُ حاظػبکبسیذ کبهلاً  لیپَ پلی

، پشٍتئیي ٍجَد ً ذاسد، اهک بى تَلی ذ    ػبکبسیذ لیپَ پلی ػبخفبس

ًیض ٍجَد ًذاسد. ثِ ّویي  LPSػلیِ  IgGاص کلاع آًفی ثبدی 

لیپ َ  ػ پغ  دلیل اثفذا ثبی ذ ث بکفشی کبه ل سا تضسی ق ک شد ٍ      

آًفی ثبدی اص ک لاع  تضسیق ؿَد تب اهکبى ػَئیچ ػبکبسیذ  پلی

IgM  ِثIgG .بى  ّوبى فشاّن ؿَد دّ ذ   ه ی  گًَِ کِ ًفبیج ًـ

اٍ  پیػ شٍت ػبکبسیذ  لیپَ پلی ِیػل ؿذُ ذیتَل ػشم یآًف ، دس اگ ب

اٍ ٍ ایٌبث ب   ELISAآصهَى  قبدس ثِ ؿٌبػبیی ّش دٍ ػشٍتیپ اگب

اٍ سا کٌذ. یکی  هی  ثب تیفش ثبلاتشی ؿٌبػبیی اػت؛ اهب ػشٍتیپ اگب

اٍ داسای ّ ش دٍ      اص دلایل احفوبلی ایي اػت ک ِ ػ شٍتیپ اگ ب

اٍ هخفق A  ٍB (Bطى  آًفی اػت؛ ( گشٍُی اخفلبك A ٍ اگب

اًَؼ فِ اػ ت    ثٌبثشایي ایي آًفی ، Aطى  آًف ی  ث ش  ػ لاٍُ ثبدی ت

 یی ٍ دس ًفیجِ تیفش ثبلاتشی ایجبد کٌ ذ. ؿٌبػبًیض  سا B طى یآًف

اَج ِ   ٌبثبیا پیػشٍتکِ ثب  هی  ثبدی ٌّگب دس هقبثل، ّویي آًفی ه

اػت، ثٌبثشایي فقط  B طى یآًفؿَد، چَى ایي ػشٍتیپ فبقذ  هی 

ؿَد ٍ دس ًفیجِ تیف ش   هی اٍکٌؾ اٍسد Aّبی ضذ  ثبدی ثب آًفی

 ػ شم  یآًف   ه َسد  دس ؿذُ رکش هطلتکٌذ.  هی ی ایجبد تش يییپب

. اػت كبد  ضیً ٌبثبیا پیػشٍتبسیذ ػبک لیپَ پلیِ یػل ؿذُ ذیتَل

 ٍ C طى یآًف   پیػ شٍت  ض ذ ی ث بد  یآًف  اٍج ذ   ػشم یآًف يیا

 ف ش یت ث ب  ٌبث ب یا پیػ شٍت  ثب ٍ اػت A ُػشٍگشٍ ضذی ثبد یآًف

اٍ پیػشٍت ثب ٍ ثبلاتش  دٍ ّش. دّذ یه اٍکٌؾ تش يییپب فشیت ثب اگب

اٍ(  ایٌبثب، آًفی )آًفی ؿذُ ذیتَل ػشم یآًف اًٌَ ذ  یه  اگب لیپ َ   ث ب  ت

. دٌّ ذ  اٍک ٌؾ )آهشیک ب(   Sigmaی تج بست ػبکبسیذ ایٌبث ب   پلی

ف ش ی تج بست ػ بکبسیذ ایٌبث ب    ب لیپَ پلیثایٌبثب  ّوچٌیي آًفی اص  ثْ

اٍ  آًفی  اػفخشاودسػفی  اص تیحکب خَد کِ دّذ یه اٍکٌؾاگب

 ػ شم  یآًف  . داسد ـ گبُ یآصهب دسػ بکبسیذ   لیپَ پل ی  قیتخل ٍ

ِ یهقب دس، 01 کل شا  َی  جشیٍی ثبکفشدػت آهذُ ثب  ثِ لیپ َ   ث ب  ؼ 

فشی داسد.  اکٌؾػبکبسیذ ٍ پلی بى  يیاثْ  هشاح ل  دسدّذ  هی ًـ

 ؼ فن یػثب اػفابدُ اص جؼن ث بکفشی،   شگَؽػبصی خ ایوي ِیاٍل

ی ٌ  یپشٍتئّ بی   طى یآًف   شیػبػبکبسیذ  لیپَ پلی ثش ٍُػلای وٌیا

ی ث بد  یآًف   ضیً ّب آى ِیػل ٍ کشدُیی ؿٌبػب ضسا ًی ػلَل ػطح

 ث ب  فق ط  ث بلا  ف ش یت دسی ذیتَلّبی  ػشم یآًف. اػت کشدُ ذیتَل

اٍ ٍ ٌبثبیا پیػشٍتب کلشا َیجشیٍ  َی  جشیٍ ث ب  ٍِ داؿف اٍکٌؾ اگب
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 و‏همکاران‏یمحمذرضا‏اکبر

‏

‏دوره‏‏آسیب های‏پژوهش 53  30 8934،‏زمستان‏4،‏شماره‏81شناسی‏زیستی،

 بیـ  یاؿش گلایؿ   ػبلوًَلا، شیًظّب  یثبکفش شیػب ٍ 01 غیش کلشا

ثٍبکفشیػ ٍی کَل ٍ فقط  فش  بسیثؼی فشّبیت دساٍکٌؾ ًذادُ اػت 

ّبی تَلی ذ   ثبدی آًفی. اػتقبثل هـبّذُ  هفقبطغ اٍکٌؾ يییپب

کلًَبل اػت ٍ اگشچِ دس هقبیؼِ  ؿذُ دس ایي هطبلؼِ اص ًَع پلی

ّبی هٌَکلًَبل، اخفلبكیت کوف شی داسد؛ اه ب ث ب     ثبدی ثب آًفی

تَجِ ثِ ّضیٌِ کن تَلیذ ٍ حؼبػیت ث بلا سٍؽ، دس ك َست   

اًَذ ثِ هی تَلیذ دس داخل کـَس، اَى اثضاس تـخیق اٍلیِ دس  ت ػٌ

اَسد ّو ثٍب ٍ  گیشی یب ت(ِ ه  اص 01ّبی ِ یػَ يیث اففشا گیشی 

اَدُ ثِ ی ّنّب یثبکفش شیػب ٍ 01 شیغ  کبس گشففِ ؿَد.  خبً

ثٍب دس کـَس،  ثِ تَجِ ثب اّویت ٍ لضٍم تـخیق ثیوبسی 

اَى یه  قیتـ خ ی ث شا تَلیذ ؿذُ دس ایي هطبلؼِ  ػشم یآًفاص  ت

َفلَسػبًغ، ، ایوELISAٌبّی  دس غبلت آصهَى 01ی کلشاَ یجشیٍ

 .ًوَد اػفابدٍُ آگلَتیٌبػیَى ػشیغ 

 

 تطكر و قدردانی
ٍػیلِ اص جٌبة آق بی دکف ش هحو َد ت َلایی ث شای       ثذیي

ُ تـکش ٍ قذسداًی هی فیجبًی دس اجشای پشٍط ٍ پـ  گشدد. ّوکبسی 
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