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ABSTRACT 

Background and Aim: Enterotoxigenic Escherichia coli is one of the most common bacterial 

causes of diarrhea worldwide. One of the most important ETEC colonization factors is B 

subunit of the heat labile enterotoxin, which forms the connecting part of the toxin. In the 

present study, egg yolk immunoglobulin (IgY) against recombinant LTB protein was produced 

and its protective effect was evalutated in the animal model. 

Material and methods: Hens were injected intramuscularly with 100 μg of recombinant LTB 

protein. Antibody titers of the sera were estimated and the eggs were collected. IgYs were 

purified from egg yolk and the antibody titers were subsequently estimated by ELISA method. 

Effecacy of different concentrations of IgY against the effect of LT toxin on Y1 cells was also 

studied. In order to investigate the effect of IgY-treated bacteria on intestinal epithelial cells we 

used standard Ileal loop technique. 

Results: Induction of protein expression led to the production of recombinant LTB with 

molecular weight of about 14 kDa. Concentration of purified protein was 4.5mg/ml. 

Immunization of the hens induced serum antibody rise. IgY against LTB was purified from egg 

yolk at a concentration of 12mg/ml. 125 μg per ml of IgY against LTB prevented the effects of 

heat labile enterotoxin on Y1. In the Ileal loop test, 1.5 mg / ml of IgY neutralized the toxin 

effect of LTB   on the intestine. Accumulation of fluid in the test loops decreased by 74.8% 

compared to that in the untreated control loops. 

Conclusion: The results obtained indicated that specific egg yolk immunoglobulin was 

effective against recombinant LTB protein and can be used as a preventive antibody to inhibit 

the heat labile enterotoxin function of ETEC bacteria. 

Keywords: Enterotoxigenic Escherichia coli, Heat labile enterotoxin, Passive immunity, Egg 

yolk immunoglobulin,Virulance factor 
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 107-1400/123  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 
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 چکیده

 ینتراز مهم. اسرررتباکتریایی مولد اسرررهار در جهان عوامل  ترینیجرایکی از  اشررررشررریاکلی انتروتوکسررریژنیک :زمینه و هدف

ساس به حرارت  Bواحد  به زیر توانیم، (ETEC) Enterotoxigenic Escherichia coliزا فاکتورهای حدت سین ح توک

علیرره پروتنین  مرغی بررادیپیش رو آنتیمطررال رره  در. دهرردیماشرررراره کرد کرره تسرررمررت اتصررررالی توکسرررین را شرررکررل 

 .در مدر حیوانی مورد آزمایش ترار گرفتاثر محافظتی آن  و تولید  Lymphotoxin Beta (LTB)نوترکیب

ضلانی داخل صورت به LTB نوترکیب پروتنین میکروگرم 100: هامواد و روش  سرم در بادیآنتی تیتر. شد تزریق هامرغ به ع

ندازه هامرغ  یدکلرا یمسرررد کمک با مرغتخم زرده از ها  Immunoglobulin Y (IgY)و آوریجمع هامرغو تخم گیریا

در  Y1هایبر سررلورتوکسررین  LTدر ممان ت از عملکرد IgYتوانایی . شررد بررسرری ELISA روش با بادیآنتی تیتر و تخلیص

شد IgYهای متفاوت رتت شده با . سنجیده  سلور IgYبه منظور بررسی اثر باکتری تیمار  ستاندارد بر  های اپیتلیار روده، از روش ا

 .لوپ ایلنار استفاده گردید

 5/4غلظت پروتنین تخلیص شرررده  .شرررد کیلو دالتون 14 وزن تقریبی با نوترکیب LTB تولید به منجر پروتنین القاء بیان :هایافته

 12 با غلظت LTBمرغی علیه پروتنین  بادیافزایش یافت. آنتیسرمی  یبادیآنتها تیتر مرغ یسازمنیاگرم بر میلی لیتر بود. با میلی

شد. میلی گرم بر میلی  اثرات لیترمیلی بر میکروگرم 125 رتت در LTB نوترکیب پروتنین علیه IgYلیتر از زرده تخم مرغ تخلیص 

 بر گرممیلی 5/1 رتت با توکسین سازی خنثی ایلنار لوپ تست در .را خنثی کرد Y1 هایبر سلور LT حرارت به حساس توکسین

درصررد در مقایسرره با لوپ های کنترر کاهش  8/74 لوپ درون مایع تجمع. شررد روده در توکسررین عملکرد از مانع ،IgYلیترمیلی

 .یافت

به عنوان  LTB نوترکیب علیه پروتنیناختصاصی بادی مرغی توان از آنتییمکه  آن استآمده بیانگر  به دستنتایج : گیرییجهنت

 .استفاده نمود ETECباکتری توکسین حساس به حرارت بادی پیشگیرانه جهت جلوگیری از عملکرد آنتی

یدی: مات کل یاکلییاشرررکل یک رشررر به حرارت ،انتروتوکسررریژن ، ایمنوگلوبولین، ایمنی غیرف ار، انتروتوکسرررین حسرررراس 

 زاییفاکتوربیماری

 22/10/99پذیرش: 11/10/99اصلاحیه نهایی: 1/2/99وصور مقاله:
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 109سید لطیف موسوی گرگری   

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 مقدمه

 از یکیهم  هنوز اسهالی هایبیماری و ایروده هایتعفون

جام ه  بهداشتی-درمانی م ضلات و ترین مشکلاتیاساس

 شمار به توس ه حار در کشورهای در ویژه به جهانی

 هایبیماری از پس جهانی، آمارهای اساس بر .آیندمی

 علل ینترمهم از یکی هابیماری این عروتی،-تلبی وسرطان 

 عفونی اسهار چنانچه (،1)آیندمیحساب  به هاانسان مرگ

را در سراسر  میلیون کودک 5/2-6/1یباً تقردر سار جان  حاد

باکتری اشیرشیاکلی انتروتوکسیژنیک  .(3, 2)گیردجهان می

(ETEC) املع همچنینو  انترین علت اسهار مسافررایج 

 .ها استها و خوکها و گوسالهاسهار در بره رایج نسبتاً

ETECها آن جمله از که است زاحدت عوامل دارای

 به مقاوم توکسین کلونیزاسیون، فاکتورهای به توانیم

 طریق از  ETEC .نمود اشاره حرارت به و حساس حرارت

 روده اپیتلیار های سلور سطح به کلونیزاسیون فاکتورهای

  (LT حرارت به حساس توکسین ترشح با و کرده پیدا اتصار

 (4)شودمی بیماری ایجاد باعث ) (ST حرارت به و مقاوم)

ETEC  متفاوتهای بیوتیکآنتی به نسبت م مور طور به 

 استرپتومایسین، اریترومایسین، تتراسایکلین، جمله از

 حساس متوپریمتری و سولفونامیدها ننومایسین، سیلین،آمپی

 تجویز شدید اسهار برای هابیوتیکیآنتاین  اگرچه. باشدمی

 دلیل به مقاوم، هایسویه و بیوتیکیآنتی مقاومت اما شوند؛می

 هر مقاوم، پلاسمیدهای تبادر در باکتری این زیاد توانایی

 79 که دهدیم نشان مطال ات .(6-4 ،1)شوندمی افزوده روزه

در  37تا  28 و سیلینآمپی به ETECهای در صد سویه 90تا 

 مقاوم افلوکساسین به هم ت داد اندکی و متوپریمتری به صد

 برابر در شدن مقاوم حار در هاسویه این همچنین،. (7) هستند

 ها بیوتیک آنتی از حد از بیش استفاده .هستند اریترومایسین

 جدید هایاست که روشجوامع بشری  برای وات ی تهدیدی

 رفتن بالا باعث موضوع شود، اینها آن جایگزین باید درمانی

شده  درمان بودن ناکارآمد جهت به میر و مرگ آمار

 سراسر در هامیکروب افزایش ترین تهدید،اصلی. (8)است

 دنبار به جهانی بهداشت سازمان منظور این به .است نجها

 پرندگان هایبادیآنتی .(8)باشدساخت داروهای جدید می

 کاهش ها برایبیوتیکیآنت ارزشمند توانند جایگزینمی

 . یکی از(9)باشند میکروبی ضد بیوتیکی وآنتی مقاومت

تولید  ، عفونت این درمان و پیشگیری جهت ممکن هایراه

 القای توانایی که است کارآمد( IgY) بادی مرغیآنتی

 د.باش داشته را یاییباکتر هایسویه اغلب برابر در ایمنی

IgYمیزبان هایسلور به اتصاراز  مانع باکتری به اتصار با 

 هدف هایسلور بهه حمل وزاسیون کلونی از مانع نهایت در و

 خوراکی تجویز. (10،11)شودمی غیرف ار ایمنی ایجادو 

IgY باکتری آمیزموفقیت درمان رایبETEC ، شده اثبات 

مانند تولید آسان و ارزان،  IgYهای ژگیوی .(12) است

حفاظت از حقوق حیوانات، عدم واکنش با سیستم کمپلمان و 

های روماتوئیدی، راه را برای استفاده از عدم پاسخ به فاکتور

. استای در پستانداران باز کرده های رودهآن بر علیه عفونت

 استفاده واکسنی کاندیدای هایمولکور ازIgY طراحی برای

 بودن، ضرربی و زایی ایمنی ویژگی بر علاوه که شودمی

 اپی دارای همچنین و داشته هاسویه انواع بین زیادی شیوع

ترین یکی از اصلی .باشند مشترک و محافظت شده های توپ

توکسین  B، ژن زیر واحد ETECکاندیدای واکسنی برای

شکل حساس به حرارت است که تسمت اتصالی توکسین را 

های داده و به گیرنده

monosialotetrahexosylganglioside  (GM1) 
های گزارش. یابدهای اپیتلیالی روده اتصار میسطح سلور

به عنوان کاندید  LTBزیادی مبنی بر استفاده از زیرواحد 

با توجه به نکات ذکر شده در  .(16-13)واکسن وجود دارد

 نوترکیب پروتنین علیه IgY بالا، هدف از این مطال ه تولید

LTB  بخشی حفاظت اثر بادی و بررسیتیتر آنتی ارزیابی و 

IgY  توکسین اثرات و کلونیزاسیون مهار بر شده تولید 

 محیط و حیوانی مدر در ETEC باکتری حرارت به حساس

In vitro است. 

 روش هامواد و 

 نوع مطال ه
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 تولید ایمونوگلولین مرغی...  110

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

با کد  1398آزمایشگاهی که در سار -در این مطال ه تجربی

سازه ژنی در دانشگاه شاهد انجام شد،  967586400اخلاق 

اهدا شده  LTB کد کنندهواجد ژن   pET28aوکتور بیانی 

 E.coli) اشریشیاکلی ، میزبان بیانی(16)توسط دکتر نظریان 

BL21-DE3) ،هرای طراحی شرده جهرت جفت پرایمرر

بیوتیک های کشت واجد و فاتد آنتییطمحی، تائید سازه ژن

سلولی برای رشد  هرایمحیط کشرتبرای کشت میزبان بیانی، 

بادی کانژوگه برای روش الایزا مورد یآنتو  Y1های سلور

 .استفاده ترار گرفت

 :E.coliانتقار سازه ژنی به میزبان بیانی 

، پلاسمید حاوی ژن (17)با استفاده از روش شوک حرارتی

LTB های مست دبه سلورE.coli BL21(DE3)  منتقل

 نوترکیب بر روی E.coli هایدر نهایت سلور .گردید

بیوتیک کانامایسین با آنتی حاوی آگار LBکشت محیط

 مرحله و داده کشت لیتریلیممیکروگرم بر  80غلظت نهایی

 گرادیسانت درجه 37 دمای در صورت شبانه انکوباسیون به

، ت دادی کلنی آمدهدستبههای از میان کلون .انجام گرفت

  80مایع حاوی  LBانتخاب و به طور جداگانه در محیط 

لیترکانامایسین به مدت یک شب در شیکر میلی بر میکروگرم

و سرعت چرخش  گرادیسانتدرجه  37انکوباتور با دمای 

آوری پس از جمع. دور در دتیقه کشت داده شدند 150

سوسپانسیون سلور استفاده از  با PCR ها، واکنشسلور

اختصاصی های و پرایمرباکتری 

TGTGCAGAATTCGCTCCTCAGTC  و

TTACAAGCTTCTAGTTTCCATACTGA

TTG  رمولامیلی 5/2شامل  یترل یکروم 25در حجم 

2MgCl ،2/0 رمولامیلیdNTPs ،10 مور از هر پیکو

 5/2 و Taq DNA polymeraseواحد آنزیم  2، پرایمر

شرایط چرخه  .انجام شد 10X PCRاز بافر  یترل یکروم

 94دمای در اولیه شدن واسرشته مرحله شاملدمایی واکنش 

با شرایط  یکلس 30با که دتیقه، 5ت مد به گرادیسانت درجه

 ثانیه، 45ت مد به گرادیسانت درجه 94ن شد واسرشته دمای

 ثانیه 30مدت  به گرادیسانت درجه 58ی دما در اتصار مرحله

 40مدت بهگراد یسانت درجه 72در دمای  شدن طویل و مرحله

 72دمای در شدن طویل مرحلهو سیکل پایانی مربوط به  ثانیه

 .اجرا گردید دتیقه 5 مدت بهگراد یسانت رجهد

 :LTBنوترکیب  و تخلیص پروتنین بیان

سازی بیان پروتنین نوترکیب با سه متغیر زمان، دما و ینهبه

انجام گردید. بیان مطلوب  (یرانا کالازیست،) IPTGغلظت 

گرم بر لیتر میلی 70با اضافه کردن  LTBپروتنین نوترکیب 

 به محیط کشت، افزودن ( کالازیست،ایران)کانامایسین

IPTG 600= 6/0مولار درمیلی 1با غلظت نهاییOD و 

ساعت انجام  5گراد به مدت یسانتدرجه  37دمای

 از پروتنین،و خلوص  نبیا بررسی جهت (.18)گرفت

 استفاده( ،امریکاBio-Rad) SDS-PAGEز الکتروفور

از فاز نامحلور  LTBتخلیص پروتنین نوترکیب . (19شد)

درصد در این فاز  90عصاره سلولی به علت خلوص بالای 

بدون نیاز به ستون و تنها از طریق شستشوی 

در  .صورت پذیرفت (inclusion bodies)ایتودهاجسام

 میکرولیتر  80لیتر،یلیم هر ازای به رسوب سلولی این روش به

اضافه  (pH=8 ؛4PO2NaH، HCl -Tris) TE بافر

درصد،  70 )تدرت سونیکاسیون عمل بار 6 گردید، سپس

 استراحت ثانیه 45 با همراه بار هر ثانیه 45 مدت به (5/0پالس 

 مدت به شده لیز هایسلور. گرفت انجام نمونه یخ، روی در

 در دور 13000 سرعت با گراد ویسانت درجه 4 در دتیقه 15

 رسوب. آوری شدشده و محلور رویی جمع سانتریفیوژ دتیقه

 یکنواخت و TE بافر در تبل مرحله مانند دیگر بار حاصل

 ازای به دوم مرحله از آمدهبه دست  رسوب. سانترفیوژ گردید

 حل مولار 8 اوره حاوی B بافر میکرولیتر 80 در لیتر میلی هر

 شیکر روی محیط دمای در دتیقه 45 مدت به سپس و شده

 سانتریفیوژ نهایت در و شد داده ترار (، هندvisionاوربیتار)

 و جدا LTB نوترکیب پروتنین حاوی رویی محلور. گردید

 پروتنین غلظت شد. ت یین منتقل جدید میکروتیوب به

 برادفورد روش با تخلیص، از حاصل های محلور در موجود

 از استاندارد، منحنی رسم منظور به .گرفت صورت

 با( BSAگاوی) آلبومین پروتنین حاوی هایمحلور
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 595موج  طور در هاآن شد. جذب استفاده ی م یّنهاغلظت

گیری شد، اندازه اسپکتروفتومتر دستگاه به کمک نانومتر

 گردیدرسم  استاندارد منحنی آمدهدستبه هایداده سپس از

 در پروتنین ی میزانمحاسبه برای آن از حاصل یم ادله و

برای باز کردن  ترار گرفت. استفاده مورد مجهور هاینمونه

از  ،LTBفولد مجدد پروتنین نوترکیب ای و تودهاجسام

کیسه و  (یرانا کاسپین،)های مختلف محلور اوره غلظت

استفاده شد.  (کالازیست،ایران)کیلودالتون  12 با تطع دیالیز

 بشر دیالیز، درون کیسه داخل پروتنین در این روش محلور

 ساعت 2 مدت به داده شد و ترار مولار 6 محلور اوره حاوی

گرفت، مشابه همین  ترار همزن روی گرادیسانت درجه 4در 

خالص انجام  PBSو  2، 4ی اوره هامحلورعمل به ترتیب در 

 پروتنین و شده جایگزین PBSبا  تدریج به اوره گرفت تا بافر

 .یابد باز خود را اصلی ساختار

 :LTB نوترکیب پروتنین یدتائ

  Anti CTxB پروتنین تخلیص شده از دیتائبرای 

(. پروتنین 17و تکنیک الایزا استفاده شد) (سیگما،آمریکا)

LTB  125میکروگرم تا  5تخلیص شده با سریار رتت 

ساعت در دمای  2های اور تا آخر به مدت نانوگرم بر چاهک

با بافر  هاچاهکگراد تثبیت شد. درجه سانتی 37

( سه مرتبه شستشو 20درصد توئین 5حاوی  PBSشستشو)

 100به میزان  هاچاهکداده شدند. در این مرحله داخل تمام 

درصد شیر خشک بدون چربی(  5بلاکینگ ) بافر تریل کرویم

درجه  37ساعت در  1مدت  و بهدر بافر شستشو ریخته 

از  ی گردید. پس از شستشوی چاهک هاارهدنگ گرادیسانت

 2500/1و رتت  CTxBآنتی بادی ضد  5000/1رتت 

ی کانژوگه موشی در الایزا استفاده گردید. در ادامه بادیآنت

افزوده و  هاچاهکبه  TMBسوبسترای  میکرولیتر از 100

دتیقه مهار واکنش با اسید سولفوریک صورت  15ب د از 

ها پس از توتف کامل واکنش، جذب نوری چاهک گرفت.

 نانومتر خوانده شد. 450یزا در طور موج الا گرترائتتوسط 

 ها:ایمنی زایی مرغ

 100مقدار، (پیوند،ایران مادر مرغ) هامرغدر  زایییمنیابرای 

بافر  با مرغ هر ازای به LTBپروتنین نوترکیب یکروگرم م

PBS ،500 با و شد رسانده میکرولیتر 500 حجم به استریل 

 هموژن فرانسه(، ،Seppicمونتاناید) ادجوانت از میکرولیتر

 سینه چهار تسمت از عضله به عضلانی صورت داخل به و

 500 حاوی مخلوطی کنترر گردید. مرغ تزریق مرغ

 ادجوانت از میکرولیتر 500 همراه به PBSبافر  میکرولیتر

تزریق در سه نوبت با فاصله دو هفته . دریافت کرد را مورد نظر

 دوتایی گروه و یک سفید لگهورن مرغدوتایی  گروهیک  در

با فاصله زمانی مرغ آوری تخمانجام گردید. جمع مرغ کنترر

ب د از  روز 45کار تا  ینا .انجام شدتزریق هر  از ب د روز 10

 ادامه پیدا کرد. نیزتزریق آخرین 

 :IgY تخلیص

در این تحقیق از روش ترتیق اسیدی و ترسیب نمکی برای 

. (20تخلیص آنتی بادی مرغی از زرده تخم مرغ استفاده شد)

 آن، بخش خواص تحلیل و تجزیه و IgY تخلیص منظور به

شد،  جدا مرغتخم زرده از آب با روش رتیق سازی در محلور

 (pH=4) اسیدی شرایط در مرغتخم در این روش زرده

 گراد تراریسانتدرجه  -4 در روز 3 و شده رتیق آب توسط

پس از عبور محلور فریز  IgYجداسازی  برای سپس. گرفت

 سدیم توسط IgY مرغ از کاغذ صافی،شده زرده تخم

دتیقه و با دور  20به مدت  و تغلیظ کلراید)کاسپین،ایران(،

3400g خلوص.داده شد رسوب IgY توسط SDS- 

PAGE گردید بررسی. 

 :LTBبررسی تیتر آنتی بادی مرغی علیه پروتنین 

 پروتنین علیه شده تولید IgY اختصاصیت سنجش برای

در این  .(21)گردید استفاده الایزا روش از LTBنوترکیب

 پروتنین میکروگرم 5تست پس از بهینه سازی رتت ها، 

 100 حجم به کننده تثبیت بافر با که LTBنوترکیب 

 اضافه خانه 96چاهک پلیت  هر در بود شده رسانده میکرولیتر

 دمای در شب یک مدت به (کالازیست،ایران)پلیت. گردید

 از جلوگیری انکوبه شد، برای گرادیسانت درجه 4

 مرغی بادیآنتی و مرغی بادیآنتی ناخواسته هایواکنش
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 از خالی مناطق میکروپلیت، هایچاهک کف با کانژوگه

  از میکرولیتر 200 کار، این برای .گردید بلاک ژنآنتی

 درصد شیر خشک بدون چربی 5 بلاکینگ بافر

 2 مدّت به و شد ریخته چاهک هر در( کاسپین،ایران)

در این  .گردید انکوبه گرادیسانت درجه 37 دمای در ساعت

 بادیآنتی 2000/1و رتت  IgYمیکروگرم  5 تست

بادی اولیه و ثانویه به عنوان آنتی (،امریکاSigma)کانژوگه

 چاهک ها در فواصل هر مرحله سه. مورد استفاده ترار گرفت

 شستشو داده شده PBSTبافر  میکرولیتر 400با  بار هر و بار

در  .گردید خشک دستمار روی زدن ضربه با نهایت در و

دتیقه  15افزوده و ب د از  هاچاهکبه  TMBادامه سوبسترای 

پس از  مهار واکنش با اسید سولفوریک صورت گرفت.

 گرترائتها توسط توتف کامل واکنش، جذب نوری چاهک

نانومتر  450در طور موج  (انگلستان ،Perlong)یزا الا

بادی گروه اصلی با گروه نتایج الایزا و تیتر آنتی خوانده شد.

 .ارزیابی و مقایسه ترار گرفتکنترر مورد 

 :Y1ی از عملکرد توکسین بر سلور باد یآنتبررسی ممان ت 

برای سنجش ( انیستیتوپاستور،ایران)Y1روش کشت سلور 

در مهار عملکرد توکسین حساس به حرارت  IgYف الیت 

در این روش (. 22)مورد استفاده ترار گرفت ETECباکتری

       Dulbecco's از محیط کشت Y1برای کشت سلور 

ModifiedEagleMedium(DMEM( )،کالازیست 

سلور 510ت داد . درصد استفاده شد FBS10و ( ایران

پلیت تا . به درون چاهک ها اضافه گردید Y1تریپسینه شده 

دار در  2COسلولی در گرمخانه مدت زمان تشکیل تک لایه

به مدت  گراد نگهداری شد، پس از آنیسانتدرجه  37دمای 

-350-275-200-125-50های ساعت در مجاورت رتت18

 1با  ترار گرفت و سپس IgY لیترمیکروگرم بر میلی 400

در  .به مدت یک ساعت انکوبه شد LTنانوگرم توکسین 

سترون، سه بار شستشو و با یک  PBSنهایت چاهک ها با 

 هاسلور. دتیقه ثابت شدند 5لیتر از الکل متانور به مدت میلی

دتیقه  5به مدت  (کاسپین،ایران)گیمسا رنگ با استفاده از

شکل ظاهری . شسته شدند PBSآمیزی و با بافر رنگ

ایمن و غیر ایمن  مرغهای مجاور شده با نمونه هایسلور

به عنوان کنترر  PBS و LT از توکسین .بررسی گردید

 . مثبت و منفی استفاده شد

 :ایلنارتوکسین در لوپ ی از عملکردباد یآنتبررسی ممان ت 

 عملکرد از ممان ت در بادیآنتی توانایی به منظور سنجش

 رودهدر  ETEC توکسین حساس به حرارت باکتری

( رازی،ایران یسازسرم و واکسن تحقیقاتی موسسه)خرگوش

 ،آزمایش انجام منظور به (.23)ایلنار استفاده شداز روش لوپ

 سفید خرگوش سر یک یغذا جراحی، از تبل ساعت 36

 10 (کاسپین،ایران)گلوکز دارای آب با تنها و نیوزیلندی تطع

 ماکرولیتر 800 و 600 تزریق با خرگوش.شد تغذیه درصد

، (داروخانه دامپزشکی دانشگاه تهران،ایران)کتامین و زایلزین

 ایلیوم بخش از شکم شکافتن از پس .شد بیهوش عضله درون

 به مترسانتی 3 میانگین طور به لوپ 8 حیوان کوچک روده

( تهران،ایران دانشگاه دامپزشکی داروخانه) بخیه نخ وسیله

 از میکرولیتر 200 شده ایجاد هایلوپ به .گردید جدا

 10408ETEC Hکتری با 5×610سوسپانسیون حاوی 

گرم بر میلی 5/1و . /5های رتتساعت انکوبه با 1

ساعت از  18پس از گذشت . تلقیح گردید IgYلیترمیلی

وزن هر ها با دتت از بدن حیوان بیرون آورده و جراحی، لوپ

و در  گیری شدلوپ و میزان ترشحات موجود در آن اندازه

با تقسیم وزن هر لوپ براندازه آن ضریب تجمع مایع نهایت 

 .گردیدمحاسبه 

 :تجزیه و تحلیل آماری

-ها از آزمون کلموکرافبرای ت یین نرمار بودن داده

با استفاده از ها و آنالیز واریانس دادهاستفاده شد وف ایرنوز

 گروه های تست و کنتررو مقایسه میانگین انوای یک طرفه 

کلیه عملیات آماری . با استفاده از آزمون دانکن انجام گرفت

 .انجام شد SPSS 22با استفاده از نرم افزار

 

 یافته ها 

 LTBبا استفاده از روش شوک حرارتی، پلاسمید حاوی ژن 

. منتقل گردید  E.coli BL21(DE3)های مست دبه سلور
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، LTB کد کنندهبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن 

که در  طورهمان. های رشد یافته باکتری بررسی شدکلونی

جفت باز  323با اندازه  PCRشود محصور دیده می 1شکل 

 .بود pET28a-ltbتائید کننده سازه ژنی 

 
 های نوترکیبکلونتکثیر شده جهت بررسی  PCRالکتروفورز محصولات .  1شکل

 

 DNA(100bp DNA ladderنشانگر اندازه : 3ردیف

plus)، محصور : 2و1های یفردPCR  تکثیر شده ژنltb 

جفت بازی تائید  323تکثیر تط ه ژنی  .های نوترکیباز کلون

در وکتور بیانی  ltbکننده  کدکننده وجود تط ه ژنی 

pET28a بود. 

 14با وزن ملکولی  LTBبهینه سازی بیان پروتنین نوترکیب 

روی ژر بیان و خلوص آن  ،در فاز نامحلورکیلودالتون 

SDS-PAGE 2طور که در شکل همان. گردید بررسی 

بیان پروتنین نوترکیب مربوط به  4و  3شود ستون مشاهده می

LTB وجود نشانگر پروتنینی در کنار  .در فاز نامحلور است

 باشد.بیانگر وزن ملکولی پروتنین بیان شده می 4ستون 

 

 
 .بلوآمیزی کوماسیبا رنگ درصد SDS-PAGE 12بر روی ژل  LTBنوترکیب  و تخلیص پروتئینبررسی بیان . 2شکل 

-pET28aعصاره سلولی واجد پلاسمید نوترکیب : 1ردیف

ltb  میلی مولار  1القاء شده با غلظتIPTG، 2یفرد :

القاء  pET28a-ltbعصاره سلولی فاتد پلاسمید نوترکیب 

عصاره حاصل : 3، ردیفIPTGمیلی مولار  1شده با غلظت 

، TEدر بافر  IPTGهای القاء شده با از لیز رسوب سلور

نشانگر . )تخلیص شده LTBپروتنین نوترکیب : 4ردیف

 (PM2600اندازه پروتنین

بادی ضد برای تائید پروتنین نوترکیب از روش الایزا و آنتی

 LTBدرصد با پروتنین  85کلرا توکسین که بیش از 

که در  همان طور. همخوانی آمینواسیدی دارد استفاده شد

های متوالی غلظت شود با کاهش رتتدیده می 1نمودار 

نانوگرم، جذب  156نانوگرم به  5000ژن نوترکیب از آنتی

. واحد کاهش یافت 95/0واحد به  6/2نوری واکنش الایزا از 

بادی ضد کلرا توکسین توانسته نتایج نشان داد که آنتی

 .را شناسایی و با آن واکنش دهد LTBپروتنین نوترکیب 
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 بادی استاندارد ضد کلرا توکسین.به روش الایزا با استفاده از آنتی LTB. تائید پروتئین نوترکیب 1نمودار

 

 156نانوگرم به  5000ژن نوترکیب از با کاهش غلظت آنتی

ژن بادی اختصاصی و آنتینانوگرم، جذب نوری واکنش آنتی

شود که تائید کننده اتصار یمکم  95/0به  6/2نیز از 

 بادی با پروتنین نوترکیب است.اختصاصی آنتی

های بادی مرغی تولید شده، تخم مرغبه منظور ارزیابی آنتی

پس از تزریق روز  45ده روز پس از هر تزریق و ایمن شده 

ها انجام آوری و فرایند تخلیص از زرده تخم مرغجمع نهایی

ضد پروتنین نوترکیب  IgY الگوی الکتروفورز 3شکل . شد

LTB از زرده تخم مرغ با استفاده از کلرید  تخلیص شده

آمیزی درصد با رنگ SDS PAGE 10سدیم بر روی 

 IgYباند تطور مولکور کامل. دهدبلو را نشان میکوماسی

مرغی علیه  بادیآنتی. خالص شده در شکل دیده می شود

 .لیتر تخلیص شدگرم بر میلیمیلی 12 با غلظت LTBپروتنین 

 

 
 مرغ با استفاده از از زرده تخم تخلیص شده LTBضد پروتئین نوترکیب  IgY الکتروفورز .3شکل 

 .بلوآمیزی کوماسیدرصد با رنگ SDS PAGE 10کلرید سدیم بر روی 

 

 فاتد بافر سمپل تخلیصی تیمار شده با IgYنمونه  :2و1ردیف 

 به صورت تک باند با IgYحالت  این در .مرکاپتواتانور – 2

نشانگر ) .شودکیلودالتون مشاهده می 180در حدود وزنی

 (PM2600مولکولی پروتنین 

های تخلیص شده در واکنش الایزا استفاده بادیاز آنتی

واکنش الایزا مربوط به پروتنین نوترکیب  2نمودار. گردید

ب د از . دهدیرا نشان م مرغیبادی آنتیتخلیص شده و 

تست و شاهد  یهامرغدوم، سوم و تخماور، تجویزهای 

ها، آزمایش الایزا  آن بادیتخلیص آنتیو ب د از  آوریجمع

بر  تجزیه واریانس اثرات ت داد دف ات تجویز. انجام گرفت

بر این اساس طرح آماری برای . انجام شد بادیتیتر آنتی

ابی در این تحقیق، از لحاظ آماری فاکتورهای مورد ارزی

 .(p<0.05)دار بود م نی
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 115سید لطیف موسوی گرگری   

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

که در  دهدینشان م یبادیآمده از تیتر آنتدستنتایج به

بالاتر   یداریبه صورت م ن یبادیایمن شده تیتر آنت هایمرغ

در هر مرحله از تزریق شاهد . بود( p <0.01)از گروه کنترر

میزان  نیترشیکه ب بادی بودیم به نحویافزایش تیتر آنتی

بادی در میکروگرم آنتی 5غلظت مربوط به جذب نوری 

بر اساس نتایج به دست آمده  .بود واحد 69/2سوم تزریق 

بادی تجویز اور با دوم و سوم دار تیتر آنتیتفاوت م نی

تیتر آنتی بادی تجویز  که یحال در ،(p<0.01)مشاهده شد

نداد نشان داری را دوم و تجویز سوم تفاوت م نی

(p>0.01).  بادی تیتر آنتی 3همچنین بر اساس نمودار شماره

ژن تفاوت م نی داری روز از تجویز آنتی 45پس از گذشت 

نداشت بادی پس از تجویز دوم و سوم یآنتبا تیتر 

(p>0.01). 

 

 
 

  LTB نوترکیب پروتئین میکروگرم 5 علیه شده تخلیص IgY بادیآنتی رقت . تیتر سریال2نمودار

 .از تزریق و قبل اول،دوم،سوم هایتزریق زمانی فواصل در

 یداریبه صورت م ن یبادیایمن شده تیتر آنت هایمرغدر 

در هر مرحله از تزریق . بود (p <0.01)بالاتر از گروه کنترر 

میزان  نیترشیکه ببه نحوی یافت بادی افزایش تیتر آنتی

بادی در میکروگرم آنتی 5غلظت مربوط به جذب نوری 

 .بود واحد 69/2سوم تزریق 

 

 
  LTB نوترکیب پروتئینمیکروگرم  5علیه تخلیص شده  IgYبادی تیتر آنتی. 3نمودار

 .روز پس از تزریق سوم 45اول،دوم،سوم و  هاییقتزردر فواصل زمانی 

 

 علیه پروتنینتخلیص شده  IgYبادی تیتر آنتیبررسی 

در  طورهماندر گروه ایمن و غیر ایمن.  LTB نوترکیب

بادی به ایمن شده تیتر آنتی هایمرغدر شود نمودار دیده می

 در بود. (p<0.01)صورت م نی داری بالاتر از گروه کنترر 

به  مرغی افزایش یافتبادی تیتر آنتی هر مرحله از تزریق
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 تولید ایمونوگلولین مرغی...  116

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

و به میزان  سوممربوط به تزریق  ODنحوی که بیشترین میزان 

 .بود واحد 6972/2

 توکسین بر از عملکرد ممان ت در IgY بادیآنتی ف الیت

 :Y1سلور

 LTBپروتنین نوترکیب  ایجاد شده بر علیههای بادیآنتی

جلوگیری  LTتوانست از اثرات توکسین حساس به حرارت 

حفظ شکل دوکی و  Y1هاینماید و مانع از گرد شدن سلور

 4های شماره که در شکل طورهمان. ها شودو طبی ی سلور

بادی یکروگرم بر میلی لیتر آنتیم 125 رتتشود میمشاهده 

دارای  LTBتولید شده علیه پروتنین نوترکیب 

توکسین حساس به  نانوگرم 1 بخشی علیه اثراتحفاظت

در حالی  .است Y1بر روی سلور  ETECحرارت باکتری 

 علیه شده تولید بادیآنتی لیتر میلی بر میکروگرم 50که رتت

شکل  یمؤثر نتوانست به صورت LTB نوترکیب پروتنین

 .ها را حفظ کندطبی ی سلور

 

 

 

 
 Y1بر سلول  LTاز عملکرد توکسین  IgYبادی ممانعت آنتیبررسی . 4شکل 
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 117سید لطیف موسوی گرگری   

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 موجود ترکیبات ) PBSطبی ی در مجاورت  Y1سلور : الف

 شدن گرد باعث تخلیص توکسین محیط یا و PBS در

بر اثر مجاورت  Y1شدن سلور  گرد: ب(. شوندینم هاسلور

در مجاورت با  Y1سلور : ج. LTتوکسین نانوگرم1با 

نمونه کنترر  IgYمیکروگرم  425و  LTتوکسین  گرمنانو1

گرد  از مانع تواندینم و ندارد را توکسین اثر مهار که توانایی

 گرمنانو 1در مجاورت با  Y1سلور  :د. شود سلور ها یشدگ

 .LTB تولید شده IgYمیکروگرم  125و  LTتوکسین 

 هابادی از عملکرد توکسین و باتی ماندن سلورممان ت آنتی

 .به شکل دوکی و کشیده در شکل د به وضوح دیده می شود

 :سنجش لوپ روده ای

های روده لوپتجمع مایع در ، برای ارزیابی اثرات محافظتی

گیری ترار گرفت و ضریب خرگوش مورد بررسی و اندازه

تجمع مایع که از تقسیم وزن هر لوپ به گرم به اندازه آن لوپ 

نمودار شماره ) محاسبه شد، آیدمتر به دست مینتیابه س

که رتت  های روده خرگوشیلوپضریب تجمع مایع در (.4

 5×610را ب د یک ساعت انکوبه کردن با  IgYگرم میلی 5/1

cfu  باکتریETEC بود که به  722/0،کرده بودند دریافت

های روده لوپطور چشمگیری کمتر از میزان تجمع مایع در 

 935/1دریافت نکرده بود با ضریب  IgYخرگوشی که هیچ 

بر این  .بود، 575/1مرغ تبل تزریق با ضریب تخم IgYیا 

 65تا حدود  IgYهای حاوی لوپاساس تجمع مایع درون 

(5شکل شماره).کاهش داشته استدرصد 

 

 
 انکوبه شدهو باکتری  IgYتزریق  زای خرگوش بعد اسنجش لوپ روده. 4نمودار 

 

 cfu 5×610حاوی خرگوش لوپ ضریب تجمع مایع در : 1

 خرگوشلوپ ضریب تجمع مایع در : ETEC .2باکتری 

 cfu 5×610 به همراه نمونه کنترر IgY گرممیلی 5/1حاوی 

 خرگوشلوپ ضریب تجمع مایع در  :ETEC .3باکتری

تولید شده علیه پروتنین نوترکیب  IgY گرممیلی5/0حاوی

LTB  +610×5 cfu باکتریETEC .4 : 5/1لوپ حاوی 

به  LTB تولید شده علیه پروتنین نوترکیب IgY گرممیلی

ضریب تجمع مایع در : ETEC .5باکتری cfu 5×610همراه 

 .به عنوان کنترر منفی PBSحاوی  خرگوشلوپ 
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 تولید ایمونوگلولین مرغی...  118

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 
   ،ETEC باکتری اتصال از ممانعت در بادی آنتی فعالیت بررسی و ای خرگوشسنجش لوپ روده. 5شکل 

 خرگوشی هایلوپ درون مایع تجمع و LT توکسین عملکرد

 

 ETEC + 5/1باکتری  cfu 5×610لوپ حاصل از تزریق : 1

لوپ  :2.مرغ تبل از تزریقتخم IgYاز  لیترگرم بر میلیمیلی

لوپ حاصل  :ETEC.3باکتری  cfu 5×610حاصل از تزریق 

گرم بر میلی ETEC + 5/0باکتری  cfu 5×610از تزریق 

 :LTB.4 تولید شده علیه پروتنین نوترکیب IgYاز  لیترمیلی

 ETEC + 5/1باکتری  cfu 5×610لوپ حاصل از تزریق 

. LTB علیه پروتنین نوترکیب IgYاز  لیترگرم بر میلیمیلی

 PBSلوپ حاصل از تزریق : 0

 

 بحث 

های در حار توس ه با آب و هوای گرمسیری جزو کشور

مناطقی هستند که با م ضلات بهداشتی از جمله اسهار ناشی 

به . سار، مواجه است 5در کودکان زیر  خصوصاً  ETECاز 

یکی از  ETECهای همین دلیل، تلاش برای درمان عفونت

 ظهور به توجه با .باشدرشته می اهداف اصلی محققان این

 به ها بادی آنتی از استفاده بیوتیک، آنتی به مقاوم هایسویه

اسهالی  هایعفونت با مقابله و غیرف ار ایمنی ایجاد منظور

های بیوتیکآنتی به نسبت ETEC .است اهمیت حائز

 هایسویه زیاد توانایی علت به واست  حساس بسیاری

مقاوم، مقاومت  هایپلاسمید تبادر در ETECمقاوم

عملکرد  .(6-4, 1) رو به افزایش است هاآنبیوتیکی آنتی

در طی دو مرحله باعث بروز بیماری و  ETECباکتری 

های در مرحله اور با استفاده از فاکتور شودیمعفونت اسهالی 

اتصالی خود را به سطح سلور میزبان نزدیک و به آن متصل 

گردد، در مرحله ب د با تولید و ترشح توکسین، علائم در یم

بدیهی است که اگر بتوان مانع از اتصار و . کندیمفرد بروز 

از بروز بیماری و پاسخ مقاومتی  توانیمولید توکسین شد، ت

 عوامل از یکی LTBپروتنین. علیه باکتری جلوگیری کرد

 هایسویه از بسیاری در و باشدمی باکتری زایحدت اصلی

 یک عنوان به LTB از بسیاری مطال ات در .دارد وجود بالینی

 عوامل علیه ایمنی سیستم تحریک برای مناسب اجوانت

 مؤذنی 2005 سار در .(13-16)است  شده استفاده زابیماری

 سرویزیهساکارومایسس مخمر در را LTB ژن همکاران و

 یک LTB که داد نشان هاآن مطال ات و کردند بیان

 خالصی(. 15)است  تیمت ارزان و مناسب واکسن کاندیدای

 و داده انتقار pET28a وکتور به را LTB ژن همکاران، و

 تخلیص و بیان از پس و کردند سازیهمسانه E.coli درون

 تولید موش در آن علیه بادی آنتی ،(24) نوترکیب پروتنین

 نماید خنثی را LT توکسین توانستیم بادی آنتی این شد،

 تولید سبب اینکه بر علاوه پروتنینی واحد زیر این(. 25)

 خود می شود، LT توکسین علیه محافظت ایجاد و بادیآنتی

 میتواند است که مطرح مهم زیستی ادجوانت یک عنوان به
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 119سید لطیف موسوی گرگری   

 1400  دیو  آذر/  ششمجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان / دوره بیست و 

 شود مخاطی ایمنی جمله از ایمنی هایپاسخ برانگیختن سبب

 در تواندیم LT علیه ایمنی که می دهد نشان نتایج این(. 26)

 و سلیمیان. باشد داشته یمؤثر نقش ETEC علیه محافظت

 با الحاق صورت به LTB پروتنین تولید به اتدام نیز همکاران

CfaB گیاه برگ در را فیوژن این و توانستند نمودند گیاه در 

 با را موش مختلف هایو گروه کنند بیان کلزا دانه و تنباکو

 از حاصل نتایج. نمایند تغذیه تراریخت گیاه دانه و برگ

 سرم در IgG بادیآنتی که داد نشان هاموش این بررسی

 پروتنین فیوژن علیه موش مدفوع و سرم در IgA و موش

CfaB-LTB با چالش در هاموش این. بود شده تولید 

 بررسی محققان سایر مطال ات در .(27)ماندند  زنده باکتری

 ایمونوژن یک عنوان به LTB نوترکیب پروتنین زائی ایمنی

 به حساس توکسین عملکرد از ممان ت ایجاد برای مؤثر

 بررسی مورد انتروتوکسیژنیک اشریشیاکلی باکتری حرارت

 ایمنی ایجاد بر متمرکز تحقیقات این عمده. است گرفته ترار

 کاربرد نتایج به توجه با حاضر تحقیق در. است بوده ف ار

LTB ایمنی ایجاد جهت در آن از استفاده بر ف ار، ایمنی در 

 شده یدتأک پرندگانمنشأ  با بادیآنتی از استفاده با غیرف ار

 نشده ارائه مورد این در گزارشی کشور در کنون تا که است

 جمله از که است بسیاری مزایای دارای IgY از استفاده. است

 آسان، تولید مقرون به صرفه بودن، تخلیص به توانیم هاآن

 نمودن ف ار عدم و روش بودن بالا، غیرتهاجمی مقادیر در

تولیدی در  IgY. (28)کرد  اشاره پستانداران کمپلمان سیستم

وجود . مرغ تابل شناسایی استراحتی در خون و تخممرغ به 

IgY شود بتوان آن را از طریق مرغ باعث میدر زرده تخم

اگرچه این احتمار وجود دارد که . خوراکی مصرف کرد

IgY های م ده مانند پس از ورود به م ده توسط آنزیم

تریپسین، کموتریپسین، پپسین و یا پروتنازها مورد تجزیه ترار 

دهند که مقدار تابل ، با این حار مطال ات نشان می(11)گیرد

ژن توانند به آنتیمانند و میسالم باتی می IgYتوجهی از این 

 IgYمطال ات بسیاری مبنی بر استفاده از . (29)متصل شوند

جهت پیشگیری و درمان به صورت خوراکی یا تزریقی بر 

 جام شده استروی خوک، ماهی و گوساله ان

های بر روی گونه IgY مؤثرهمچنین درمان .(30،4)

ها نشان داده شده هلیکوباکتر پیلوری، سالمونلا و رتروویروس

توانستند با گاواژ  خانم ویس ملکشاهی و همکاران. (31)است

IgY سازی های دارای زخم م ده ناشی از آلودهبه م ده موش

 سار درCopelan  .(32)با هلیکوباکترپیلوری را در مان کنند

آن  تجزیه به توجه با را مدفوع در IgY محافظتی اثر 1994

 Bellingeri 2013 سار در .(33) داد نشان روده و م ده در

 ETEC مقابله با باکتری در مرغیتخمهای بادیآنتی ف الیت

 ی کههایخوک که کرد مشاهده و بررسی کرد خوک در را

IgY عفونت از کردند دریافت ETEC شدند محافظت 

مرغ حاوی مصرف طولانی مدت و هر روزه زرده تخم  .(34)

IgY  بر ضد باکتریp.aeruginosa بی برای عوارض جان

 مطال ات بر روی دو نژاد مرغ  .(35) بیمار ایجاد نکرده است

LeghornوLohmann   نشان داده است که مرغ نژاد

Leghorn بادی بیشتری دارد، در این توانایی تولید آنتی

 دو. (36)استفاده شده است Leghorn یز از مرغ پژوهش ن

 از عبارت اند مرغی بادیتخلیص آنتی برای متداور روش

 روش از مطال ه این در. نمک و گلیکوراتیلنپلی از استفاده

 IgY جداسازی و تخلیص نمکی برای ترسیب و اسیدی ترتیق

 الایزا در آنجاکه از (.20)است شده استفاده مرغتخم زرده از

 پروتنین و ژنآنتی عنوان به  LTB نوترکیب پروتنین از

 شده استفاده بادیآنتی عنوان به مرغتخم زرده از شده تخلیص

 تخلیص پروتنین با مرغی کانژوگه بادیآنتی اتصار است،

 نیز مرغی بادیتخلیص آنتی کننده تائید مرغتخم زرده از شده

 به شده تخلیص پروتنین از استفاده اینکه مضافا باشد؛ می

 تائید ای نیزروده لوپ تست در مرغتخم زرده از نمکی روش

 پروتنین علیه مرغی بادیآنتی تخلیص و وجود کننده

 توانیمها را پس از تخلیص  IgY. باشد می LTB نوترکیب

لیوفیلیزه کرد و به صورت پودری سفید رنگ درآورد که 

. ها را به شکل ترص یا کپسور مصرف کردتوان آنیم

کردن در اثر سرما  خشک یا زدن و یخ مطال ات نشان داده که

که بر اثر سرما  ییها IgY و بر آن داشته باشد یاثر تواندینم

 ییاند در برابر حرارت از خود مقاومت بالاخشک و پودر شده
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پس از  IgY یداریپا .کنندینم ییریو تغ دهندیرا نشان م

 .(37سار باشد) چند تواند تایم یطآن بسته به شرایص تخل

های شده در مطال ات و روش های تخلیصIgYمیزان 

و  Paulyدر مطال اتی که توسط . مختلف، متفاوت است

گرم از هر میلی  60همکاران انجام شده، توانستند تا مقدار 

همچنین در مطال اتی که . (38)مرغ جداسازی کنندزرده تخم

انجام گرفت،  Bبر روی ویروس آنفولانزای  2012در سار

از  IgYگرم میلی 5/76گلیکور اتیلنتوانستند به کمک پلی

که در این  است یحالدر مرغ تخلیص کنند، این هر زرده تخم

گرم میلی 144مرغ تخلیص شده از هر تخم IgYپژوهش 

است که در مقایسه با مطال ات پیشین از بازده بالایی برخوردار 

ایمنی  رسدیم، به نظر IgYبا توجه به مزایای بسیار . (39)است

 تواندیم ETECهای در برابر عفونت( IgY)غیرف ار 

 مؤثربیوتیک و یک روش ایمونوتراپی مناسب آنتی جایگزین

 یدهندهنشان پژوهش این در الایزاهای تست نتایج .باشد

 همچنین و است بادیآنتی توسط ژنآنتی شناسایی توانایی

 و کلونیزاسیون از ژنآنتی به اتصار با است تادر بادیآنتی

 و you تست نتایج با که نماید جلوگیری باکتری تکثیر

 (.40)دارد خوانیهم 2014 سار در همکاران

 

 گیرییجهنت

 نوترکیب پروتنین علیه اختصاصی IgYدر تحقیق انجام شده 

LTB اثرات از لیترمیلی بر میکروگرم 125 رتت در توانست 

 از مانع و نماید جلوگیری LT حرارت به حساس توکسین

پس  Y1سلور . شود Y1 هایبر سلور LTتوکسین عملکرد

و تغییر  cAMPبه واسطه افزایش  LTاز مواجهه با توکسین 

به صورت  زائد دارو  در اسکلت سلولی، از حالت پهن، صاف

های گرد درآمد، با خنثی سازی توکسین و افزودن آن سلور

ها شکل خود را حفظ کرده و در اکثر سلور Y1های به سلور

ای تست سنجش لوپ روده در. حالت طبی ی باتی ماندند

 ،IgY لیترمیلی بر گرممیلی 5/1 رتت با توکسین سازییخنث

ای به گونه شد، خرگوش عملکرد توکسین در روده از مانع

 IgY که خرگوشی روده هایلوپ در مایع تجمع میزان که

 تجمع میزان از کمتر درصد 65 حدود بود کرده دریافت را

به عنوان . بودند نکرده دریافت IgY که بود هاییلوپ در مایع

 شده تولید IgYجمع بندی، نتایج تحقیق نشان می دهد که 

به عنوان ترکیب  تواندمی LTBنوترکیب پروتنین علیه

 از ناشی پیشگیرانه جهت ایجاد ایمنی غیر ف ار علیه اسهار

 . مورد توجه ترار گیرد ETEC باکتری
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