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  اختصاصي كيست هيداتيک توسط روش وسترن بلاتينگ  ژنيشناسايي آنت

  يصيبه منظور کاربرد تشخ
  ۲ دكتر بهنام مشكي۱ن فکوريشاهدكتر 

  Fakours@yahoo.com   ۳۲۸۹۴۳۰: تلفن تماس) مؤلف مسؤول (، سنندج، ايران سنندجي دانشگاه آزاد اسلاميني دانشکده دامپزشکياستاديارگروه علوم بال -۱

   ، تهران، ايران  دانشگاه تهرانيدانشيار گروه پاتوبيولوژي دانشکده دامپزشک -۲

  

  دهيچک

 ژن ي آنتيي حاضر با هدف شناساي بررس،ي و دامي انسانيها تيدوز در جمعيداتي هيماريت بيبا توجه به اهم :نه و هدفيزم

  . نگ انجام گرفتيمونوبلاتيک با استفاده از روش ايداتيست هي کيصيتشخ

 ژن يع جوشانده، آنتيع خام، مايما ژن ي چهار نوع آنت،يک گوسفنديداتيست هيه کين منظور بعد از تهيبد :ش بررسيرو

 ي در بازرسي از آلودگي مثبت و عاري سرميها نمونه. ديه گرديک تهيداتيست هيواره کيد ژن يزه پروتواسکولکس و آنتيهموژن

با استفاده از سيستم ژل ناپيوسته با ژل جداكننده به غلظت ) SDS-PAGE(ط روش ها توس  الكتروفورز پادگن.ه شدي تهيکشتارگاه

 از روش وسترن در استفاده. ص صورت گرفتدر مجاورت نشاندار با وزن مولكولي مشخ% ٥كننده به غلظت  و ژل متراكم% ١٢

بعد . قرار گرفت الكتروفورز  تحتافت وي  يك ورقه از غشا نيتروسلولز بر روي ژل انتقال،ي پادگن اختصاصيي شناساينگ برايبلات

ه يه و ثانوي اوليباد يب از آنتيبعنوان بافر مسدودکننده و سپس بترتشير خشك بدون چربي از ها به غشا نيتروسلولز  از انتقال پروتئين

   .استفاده شد ياختصاص يسوبستراي دي آمينو بنزيدين جهت مشخص شدن باندهاو از 

 ۹ست يع کيژن خام ما يک نشان داد در آنتيداتيست هيه شده از کيژن ته يک چهار آنتي الکتروفورتي الگوجي نتايبررس :ها يافته

لو دالتون ي ک۶۴ و ۴۰، ۲۳، ۱۸ ين آنها چهار باند با وزن مولکوليلو دالتون وجود دارد که در بي ک۱۱۶ش از ي تا ب۱۴ از ينيباند پروتئ

لو دالتون و در ي ک۱۱۶ش از ي تا ب۱۴ باند از ۹واره يژن د يدر الکتروفورز آنت. هستندع جوشانده يتر و مشترک با پادگن ما مشخص

  . لو دالتون وجود داشتي ک۳۵شتر از ي بي با وزن مولکوليني باند پروتئ۱۰پروتواسکولکس 

، ۳۰ باند ۳ست يواره کيدژن  ي و در آنت۳۵ ي با وزن مولکولينيک باند پروتئيع خام يژن ما ينگ آنتيمونوبلاتيدر ا  :گيری نتيجه

  .  شدنديي شناساي اختصاصيژنها يلو دالتون بعنوان آنتي ک۴۶ و ۳۳

  .ژن، وسترن بلاتينگ ي كيست هيداتيک، آنت:ها واژهکليد 

  ۱۹/۶/۸۸ :      پذيرش مقاله۱۵/۶/۸۸ :      اصلاح نهايی۱/۵/۸۸ :وصول مقاله
  

  مقدمه

 که يي در کشورهاي و انسانيوانيدوز حيداتيه

 يشتريوع بي نشخوارکنندگان رونق دارد از شيدامپرور

ا ي از دني مختلفيها  که بخشي به طور،برخوردار است

در حال حاضر ). ۱(شود  يانه را شامل مير خاورمينظ

  ون يناسي، هماگلوت١زايالا: ري نظي متعدد سرميها روش

                                                 
1. Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

، ٤يمونواسيو اي، راد٣مونوبلاتي، ا٢مير مستقيغ

و  ٦مير مستقيمونوفلورسانت غيا، ٥مونوالکتروفورزيا

دوز يداتيص موارد هي جهت تشخ٧ونيناسيلاتکس آگلوت

ن روشها بر اساس يا). ۲- ۶(رد يگ يمورد استفاده قرار م

                                                 
2. Indirect Haemaglutination Test (IHT) 

3. Immuno Blotting (IB) 

4. Radio Immuno Assay (RIA)  

5. Immuno Elctrophorese (IE) 

6. Indirect Fluorescent Antibody (IFA) 

7. Latex Aglutination Test (LA)  [
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 ١٥دکتر شاهين فکور      

 ۱۳۸۸تابستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

ست ي کي اختصاصيباد يا آنتيو  ژن ي آنتييشناسا

 يمارين بيص اي در تشخياند ول  شدهيک طراحيداتيه

ژن مورد  يت موجود نوع آنيعلاوه بر تنوع و تعدد روشها

 يبيو معاا ي از مزاياستفاده سبب شده است تا هر روش

 يها هيد وجود سويالبته با. مختص به خود برخوردار باشد

 ييايک را در مناطق مختلف جغرافيداتيست هيمختلف ک

ص ي تشخيج روشهاي بر نتادر نظر داشت چرا که مسلماً

   ).۷(رگذار است يثأ تيسرم

ست ي با کي آلودگيص سرمي تشخين روشهايدر ب

 ي انتخابي از آزمونهايکي تنوبلاومياک روش يداتيه

ن روش در يالوت و همکاران از ا. شوند يمحسوب م

). ۸( انسان استفاده کردند يويدوز ريداتيص هيتشخ

ت و ين روش را با توجه به حساسياستفاده از از ين زيدوئ

کند  يه مي توصي انسانيها تي آن در جمعي بالايژگيو

ن روش بعد از الکتروفورز ي از ايريگ اگرچه بهره. )٦(

-يش ميتر کردن آزمادهيچيشتر و پيباعث صرف وقت ب

آن دارد کاربرد  که يد فراواني به علت فوايگردد ول

ق دو ين روش به خاطر تلفيت اياهم. ار با ارزش استيبس

ها و ني پروتئي الکتروفورزيروش حساس جداساز

ن ي در اژن يآنتدار قم. ها است آنيکينولوژومي اييشناسا

در . باشد يص ميک نانوگرم قابل تشخيروش تا حدود 

نوکوکوس يبا اک واکنش متقاطع ٥ ژن يآنتاستفاده از 

 با ني و همچنينوکوکوس فولگياک س ويلوکولاريمولت

 ،شوديده ميها دگر انگلي و دسرکوس سلولوزهيستيس

 يي زايمنيم ا رغي علB ژن يآنت که استفاده از يدر حال

-ينوکوکوس مولتيتنها با اک دارد و يي بالايژگين، وييپا

 واکنش متقاطع ينوکوکوس فوگليس و اکيلوکولار

ر ي که زيلو دالتوني ک١٦و  ٨ يباندها. دهدينشان م

و % ١٠٠ يژگي هستند با وB ژن يآنت از ييواحدها

ر يماران غيبدون واکنش متقاطع با سرم ب% ٨٠ت يحساس

 يص افتراقي در تشخييز ارزش بالاک ايداتيه

ن يتري اختصاصيلو دالتوني ک٨ر واحد ي ز.برخوردارند

نوبلات وميا. داردت يحساس% ٧٨ يي و به تنهابودهآنها 

 به ي آلودگيد قطعييتواند به عنوان روشي جهت تايم

 در ژن يآنت يسازخالص. ک استفاده شوديداتيست هيک

، سيز سرکويستياسن آزمون احتمال واکنش متقاطع بيا

گر يس و ديس، توکسوپلاسموزيازيلريس، فيزايشمانيل

 حاضر يدر بررس ).۹(هد ديها را کاهش ميماريب

اختصاصي كيست هيداتيک توسط روش وسترن  ژن يآنت

 يي مورد شناسايماري بيص سرميبلاتينگ با هدف تشخ

  .قرار گرفت

  

  بررسیروش 

 و با هدف يفيق حاضر به صورت توصيحقت

اختصاصي در تشخيص كيست  ژن يسايي آنتشنا

  :رفتي سه مرحله به شرح زير انجام پذيهيداتيك ط
  ژن يه آنتيته) ۱

ک به يداتيست هي بعد از انتقال اندام آلوده به ک

 درجه ۴د و در يست استخراج گرديع کيشگاه مايآزما

فوژ ي دور سانتر۰۰۰/۱۵قه در ي دق۳۰گراد به مدت  يسانت

ه و استخراج يته). ۱(ها جدا شوند  سشد تا پرتو اسکولک

ر يع و پرتواسکولکس به شرح زيپادگن از دو منبع ما

  :صورت گرفت

ه يته ژن يک دو نوع آنتيداتيست هيع کي ماأبا منش

  . مورد استفاده قرار گرفتيشد و در مراحل بعد

  کيداتيست هيع کيخام ما ژن ي آنت-

ست يع کيز ماياليست بعد از ديع کيخام ما ژن يآنت

  .ديه گرديته

  ع يجوشانده ما ژن ي آنت-

 [
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 صی    شناسايي آنتی ژن اختصا١٦

 ۱۳۸۸تابستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

بر اساس روش روگان و همکاران پادگن جوشانده 

 درجه ۶۰ع در حرارت يست، پس از قرار دادن مايع کيما

  .)۱۰(ه شد يقه تهي دق۱۵گراد به مدت  يسانت

  زه پرتواسکولکس يپادگن هموژن-

ز و ذوب يزه پرتواسکولکس با فريپادگن هموژن

که کردن پرتواسکولکس و يکردن و سپس سون

  .ه شديفوژ نمونه تهيسانتر

  ستيواره کي د-

 يک بعد از جداسازيداتيست هيواره کيپادگن د

ن با ي آن در فسفات بافر ساليواره و شست و شويد

ه يفوژ نمونه تهيون و سانتريکاسيزه کردن، سونيهموژن

ن غلظت توسط روش ييها بعد از تع  همه نمونه.ديگرد

وب در يکروتيتر در هر ميکرولي م۵۰ زاني به ميلور

گراد تا زمان استفاده تحت  ي درجه سانت-۲۰زيفر

  ).۱۱(  قرار گرفتينگهدار
  ه سرميته) ۲

  ي و مساعدت سازمان دامپزشکيه سرم با همکاريته

)  نوبت۸-۱۰در مجموع (در هر بار مراجعه . انجام گرفت

  به عمل آمديريگ قبل از ذبح هر راس گاو، از آن خون

 شد و در يگذار و هر نمونه همراه با دام مربوطه شماره

 مختلف هر نوع يها  انداميچرخه کشتار ضمن بازرس

ه يا ريد و چنانچه در دو اندام کبد و ي ثبت گرديآلودگ

 يک وجود داشت، نمونه سرميداتيست هي به کيآلودگ

   .ک در نظر گرفته شديداتيبه عنوان سرم مثبت ه

ها با   نمونه،ي کشتارگاهي هر بار بازرسيدر ط

افت و يشگاه انتقال ي به آزمايحفظ شماره و نوع آلودگ

ن يبد. ثبت شد ي بسته به نوع آلودگ،ه سرميبعد از ته

 نمونه ۵ک و يداتي هي نمونه مثبت سرم۵ب تعداد يترت

ه يته) به عنوان کنترل (ي از آلودگي و عاريسرم منف

 بت از نظر مثي سرميها ن نمونهيد، علاوه بر ايگرد

 ۵( واکنش متقاطع يوم جهت بررسيکروسليولا و ديفاس

 حجم  بهيها وبيها به ت همه نمونه. ه شديز تهين) نمونه

-۲۰افت و در برودت يمتر مکعب انتقال  يک سانتي

  . شديگراد تا زمان استفاده نگهدار يدرجه سانت
 نگيتعيين الگوي الكتروفورتيك و ايمونوبلات) ۳

ه يهاي تهژن ي آنتي الكتروفورتيك تعيين الگويبرا

 قرار گرفت و در SDS-PAGEها تحت  شده، نمونه

 اختصاصي يژنها ي آنتمرحله بعد به منظور شناسايي

  .توسط ايمونوبلاتينگ و به شرح ذيل تعيين هويت شدند
سديم دو دسيل سولفات پلي اكريلاميد  -

  ژل الكتروفورزيس

 ناپيوسته با ها از سيستم ژلژن يآنتجهت الكتروفورز 

كننده به  و ژل متراكم% ١٢ژل جداكننده به غلظت 

 بر (SDS)حاوي سديم دو دسيل سولفات % ٥غلظت 

 پس از اطمينان از .استفاده شد). ١٢( ياساس روش لامل

هاي تهيه شده را كه با  انعقاد ژل پلي اكريلاميد، نمونه

 دقيقه ٥- ١٠اضافه كردن يك حجم بافر نمونه به مدت 

-٣٠گراد قرار گرفته بودند، به ميزان  درجه سانتي ٩٥در 

كننده منتقل  هاي ژل متراكم  ميكروليتر به چاهك٢٠

پس از استقرار صفحات حاوي ژل در تانك . شدند

 و سپس ٨٠ها در ولتاژ  مربوطه اقدام به الكتروفورز نمونه

 ولت در مجاورت نشاندار با وزن مولكولي مشخص ١١٠

ها با استفاده از  لكتروفورز ژلبعد از اتمام ا. ديگرد

آميزي شد و توسط محلول رنگ بر  كوماسي بلو رنگ

  .باندهاي پروتئيني آشكار شدند
  وسترن بلاتينگ -

 يژنها يا آنتيژن  يآنتي يبه منظور شناسا

اختصاصي، بعد از الكتروفورز نمونه بر روي ژل پلي 

يده اكريلاميد يك ورقه از غشا نيتروسلولز به اندازه ژل بر

افت و پس از قرار گرفتن يشد و بر روي ژل انتقال 
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 ١٧دکتر شاهين فکور      

 ۱۳۸۸تابستان / دوره چهاردهم/ مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان

 ١٢چندين لايه كاغذ واتمن در دو طرف آنها، به مدت 

 بعنوان .دي ولت الكتروفورز گرد٣٠ساعت در ولتاژ 

شير خشك بدون  از) بافر مسدودکننده(نگ بافر يبلوک

/% ٥در فسفات بافر سالين حاوي % ٣چربي با غلظت 

 بار شستشوي غشا آن را ٣ پس از . استفاده شد٢٠توئين 

 نوبت ٣بادي اوليه و بعد از   ساعت در آنتي١بمدت 

بادي كونژوگه با  آنتي(بادي ثانويه  شستشو به آنتي

انتقال داده و از سوبستراي دي آمينو بنزيدين ) پراكسيداز

جهت % ٣٠ ميكروليتر پراكسيد هيدروژن ١٠به همراه 

ده شد و در پايان  مورد نظر استفايمشخص شدن باندها

  ).١٢( دي اسكن تهيه گرد،از كاغذ حاوي باند

  

  

  ها يافته

 يح داده شد الگويهمانطور که در روش کار توض

ع جوشانده، يع خام، ماي مايژنها يک آنتيالکتروفورت

ک گوسفند يداتيست هيواره و پروتواسکولکس کيد

ن يج اينتا. ت شدين هويي تعSDS-PAGEتوسط روش 

شود وجود  ي ملاحظه م۱ر ي که در تصويقسمت از بررس

لو دالتون را در ي ک۱۱۶ش از ي تا ب۱۴ از يني باند پروتئ۹

دهد که در  ينشان م) ۱ستون (ک يداتيست هيع خام کيما

 ۶۴ و ۴۰، ۲۳، ۱۸ ين آنها چهار باند با وزن مولکوليب

ع يتر و مشترک با پادگن ما لو دالتون مشخصيک

  . هستند) ۲ستون (جوشانده 

  
  

  ژن تهيه شده از کيست هيداتيک الگوي الکتروفورتيک چهار آنتي: ۱ تصوير

ع، ي ژن جوشانده مايآنت: ۲ع، ستون ي ژن خام مايآنت: ۱ستون ) ۱ر يک بر اساس تصوي الکتروفورتي الگوي مورد استفاده در بررسيها ژن يآنت

  )SM0431فرمنتاز  (ينيمارکر پروتئ: M ژن پروتواسکولکس، يآنت: ۴واره، ستون ي ژن ديآنت: ۳ستون 

  

در ) ۳ستون (واره يژن د يدر الکتروفورز آنت

 باند و در ۷لو دالتون ي ک۱۱۶ تا ۱۵محدوده 

 ي باند با وزن مولکول۱۰) ۴ستون (پروتواسکولکس 

  .لو دالتون وجود داشتي ک۳۵شتر از يب
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ع خام يژن ما ي توان از آنتيقابل ذکر است که م

ظ شده استفاده کرد که يا تغليص و ست بصورت خاليک

 يج بهتريز با نتاياليسه ديظ شده توسط کيژن تغل يآنت

 مختلف در يژنها ينگ آنتيوسترن بلات. همراه بود

 در ي اختصاصي باندها. شودي مشاهده م۲ر يتصو

) ۳ستون (ست يواره کيو د) ۱ستون (ع يژن ما يآنت

  .  شده استييشناسا

 شود در يشاهده م م۲ر يهمانگونه که در تصو

 ۳۵ ي با وزن مولکولينيک باند پروتئيع خام يژن ما يآنت

 ۴۶ و ۳۳، ۳۰ باند مشخص ۳ست يواره کيژن د يو در آنت

  .اند  شدهييلو دالتون شناسايک

  

  
  

  ژنهاي مختلف کيست هيداتيک وسترن بلاتينگ آنتي: ۲تصوير

واره، ي ژن ديآنت: ۳ع، ستون ي ژن جوشانده مايآنت: ۲ع، ستون ي ژن خام مايآنت: ۱ستون ) ۲رينگ تصوي در وسترن بلاتي اختصاصيها  ژنيآنت

  )SM0441وSM0671فرمنتاز  (ينيمارکر پروتئ: M2وM1 ژن پروتواسکولکس، يآنت: ۴ستون 

  

  بحث

 ينيک فاقد علائم باليداتيست هي ابتلا به کمعمولاً

ر ير نوع اندام درگي نظيعوامل. زبان استي در ميمشخص

ست يست، محل استقرار کيست، تعداد و اندازه کيبا ک

ر از چند ماه تا ي متغ،ي دوره نهفتگيدر اندام و از طرف

 ي است که بر لزوم روشهايچند سال از جمله موارد

 برخوردار يي بالاييت و کاراي که از کفايص سرميتشخ

عتقدند با وجود ممورو و شانتز ). ۶( د دارديباشند تاک

نه ير در زميه بخصوص در دهه اخ کيادي زياه شرفتيپ

 ،ک انجام گرفته استيداتيست هيص و کنترل کيتشخ

ل ضک معينوکوکوز بعنوان ياک-دوزيداتي هيمارياما ب

 باشد ي از کشورها مطرح مياري در بسيبزرگ بهداشت

دوز بر اساس وجود يداتي هيصيت تشخي کينوع).  ۱۳(

 و همکاران  يهي توسط سبي اختصاصيها يباد يآنت

 يژگي، و%)۸۷/۹۴(ت ي شد که از حساسيطراح

 انجام ي بر خوردار بوده و براييو سرعت بالا%) ۷۱/۸۵(

  ).۱۴( ستيزات خاص ني به تجهيازيآن ن

ع خام يژن ما ي حاضر اگرچه در آنتيدر بررس

 چهار ي وجود داشت وليني باند پروتئ۹ک يداتيست هيک

تون لو دالي ک۶۴ و ۴۰، ۲۳، ۱۸ يباند با وزن مولکول
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تر  فيلو دالتون ضعي ک۶۶  ازشي بيتر و باندها مشخص

ست يع کي مايز در بررسيک و کوروقلو نيمسيس. بودند

 و ۹۸، ۶۸، ۵۸، ۴۵، ۲۹ ي باند با وزن مولکول۶ک يداتيه

ن مورد يدر ا). ۱۵(  کردندييلو دالتون را شناساي ک۱۱۶

ک در يداتيست هيع کياگر چه اساس استفاده از ما

 شامل يصيژن تشخ يدوز وجود دو آنتيداتيص هيتشخ

سم ي مورفي وجود پليول). ۱۶( است ۵ و Bژن  يآنت

 وجود دارد و تاکنون حداقل Bژن  ي که در آنتييبالا

 شده است يي از آن شناسايدي ترادف نوکلوت۱۰۱

ده يچيدوز پيداتيص هي تشخياستفاده از آن را برا

 در ي و ممکن است عدم وجود باند مشابه)۱۷(سازد  يم

 به )۱۵ (ک و کوروقلويمسي حاضر و گزارش سيبررس

   .ل باشدين دليهم

ست باند يع کينگ مايمونوبلاتين در اين محققيا

 در ين اختصاصيلو دالتون را بعنوان پروتئي ک۱۱۶

سه ي کردند و در مقايدوز گوسفند معرفيداتيص هيتشخ

لو ي ک۳۵ ي با وزن مولکوليني حاضر باند پروتئيبا بررس

 ي معرفيدوز گاويداتي هيع خام برايژن ما يون از آنتدالت

 ۴۲ و ۳۹ن ي دو پروتئي مشابهي در بررسي از طرف.شود يم

 را يک گوسفنديداتيست هيع کيلودالتون در مايک

 در يماريص بي تشخي براي اختصاصيها نيبعنوان پروتئ

 از وجود کياند که حا شنهاد کردهي پي انسانيها تيجمع

 متفاوت يها زباني در مي اختصاصيها نياختلاف پروتئ

ن بر استفاده از روش وسترن ين همچنين محققيدارد، ا

د ي تاکي بعد از عمل جراحيها يريگينگ در پيبلات

تواند به عنوان ينوبلات مومي البته در حال حاضر ا.دارند

ک يداتيست هي به کي آلودگيد قطعييروشي جهت تا

  . )٥( استفاده شود

 ي برايژن ي آنتن منابعيعتري از شايکياگرچه 

ک استفاده از يداتي ضد هيها يباد ي آنتييشناسا

 يابيجا در ارزي سوارنا و پاريع است ولي مايژنها يآنت

ست يواره کيع، پروتواسکولکس و دي مايژنها يآنت

 توسط روش يدوز انسانيداتيص هي تشخيک برايداتيه

و  استفاده از پادگن پروتواسکولکس يا زا نقطهيالا

ن اساس يبر ا). ۶( ست را هم مناسب دانستنديواره کيد

ژن پروتواسکولکس و  يق انجام گرفته دو آنتيدر تحق

در مطالعه . ش قرار گرفتيز تحت آزمايست نيوار کيد

 به ي تجربيجاد آلودگيز با ايقربان پور و همکاران ن

ها و  يباد يک در گوسفند، وجود آنتيداتيست هيک

ک در سرم و ادرار مشخص يداتي هي اختصاصيژنها يآنت

هم با ) ۲۰۰۳(جا ي و پارين مورد دوي در ا.)۱۸( ديگرد

 يک نوعيداتي هي سرميها ژن ي آنتيهدف جستجو

 يدر بررس). ۱۹(  را تحت مطالعه قرار دادنديروش سرم

 يني باند پروتئ۱۰حاضر در الکتروفورز پروتواسکولکس 

ژن  ي و در آنتلو دالتوني ک۳۵شتر از ي بيبا وزن مولکول

لو دالتون وجود ي ک۱۱۶شتر از ي تا ب۱۴ باند از ۱۰واره  يد

 ژن ينگ فقط در آنتيمونوبلاتيج اي در نتايداشت ول

لو دالتون ي ک۴۶ و ۳۳، ۳۰ باند ۳ک يداتيست هيواره کيد

  .ديت گردين هوييتع
  

  گيری نتيجه

شنهاد يج بدست آمده پيق نتاي دقيابيهت ارزج

 شده با دو منشا يي شناساياختصاص يژنها يشود آنت يم

 يک بعد از خالص سازيداتيست هيواره کيع و ديما

 يزا مورد بررسير الاي نظيميمونوآنزيک روش ايتوسط 

  .  رنديقرار گ
  

  يتشکر و قدردان

 و مساعدت معاونت محترم يله از همکارينوسيبد

ن يمأ واحد سنندج جهت تي دانشگاه آزاد اسلاميپژوهش

  .گردد ي مي سپاسگزارمطالعهن يجام ا انجهتاعتبار 
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