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Introduction: Staphylococcus aureus is an important microorganism that causes the 
development of various diseases in humans by secretion of factors that are known as supra-
antigen of s taphylococci. Enterotoxin B of Staphylococcus aureus is a bacterial antigen 
responsible for food poisoning in humans. To produce the corresponding polyclonal antibody, 
an antigen is injected into a susceptible animal and the serum of antibody content is extracted. 
Bacterial superantigens are potent T cell activators that can have acute or chronic effects 
on the central nervous sys tem. This s tudy aimed to develop a mouse polyclonal antibody 

agains tenterotoxin B of Staphylococcus aureus. Materials and Methods: The Bradford 
method was used to determine protein concentration. For evaluation and identification of 
the antigen, the samples were transferred onto a nitrocellulose membrane by SDS-PAEG 
gel and analyzed by wes tern blot analysis. Mice immunization was performed at intervals 
of zero, two, and four weeks using intraperitoneal injection. Antibody titer was measured in 

antisera isolated from the animal by the ELISA method. Results: Different concentrations 
of protein (0-32 μg) with different adsorption were calculated with the formula y = 0.0279x 
+ 0.1222. There was no excess protein in the acrylamide gel. In the wes tern blot analysis, 
the resulting bands represent complete conformance with the s tandard sample and are 
free from any unwanted protein. The results of the ELISA tes t were significant for the 
secretion of the second time at p <0.05. In the double diffusion tes  t, there was a bond 

between the control and the antigen. Conclusion: Prepared toxoid has completely los t 
its fecundity and therefore could be used to immunize and produce polyclonal antibodies 
agains t enterotoxin B of Staphylococci.
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چــــــــكيد  ه

کليد   واژه ها:
1. استافيلوکوکوس

2. آنتی  بادی
3. سيستم عصبی مرکزی

مقدمه: استافيلوکوک اورئوس يك ميكروارگانيسم مهم است که با ترشح فاکتورهايي که به عنوان سوپر 
آنتی ژن استافيلوکوک شناخته می شوند، باعث ايجاد بيماری های مختلف در انسان می شود. انتروتوکسين

B استافيلوکوکوس اورئوس يك آنتی ژن باکتريايی است که مسئول مسموميت غذايی در انسان مي باشد. 
برای توليد آنتی بادی هاي پلی کلونال، آنتی ژن مربوطه به يك حيوان حساس تزريق مي شود و سرم محتوی 
هستند  قوي   T سلول های  فعال کنندة  که  باکتری  آنتی ژن های  سوپر  می شود.  استخراج  آن  از  آنتی بادی 
می توانند بر روی سيستم عصبی مرکزی اثرات حاد يا مزمن داشته باشند. اين تحقيق با هدف توليد آنتی بادی 
پلی کلونال موشی عليه انتروتوکسين B استافيلوکوکوس اورئوس انجام شده است. مواد وروش ها: برای 
SDS- تعيين غلظت پروتئين از روش بردفورد استفاده شد. برای ارزيابی و شناسايی آنتي ژن، نمونه ها از ژل

PAEG بر روی غشاء نيترو سلولزی انتقال داده شد و توسط وسترن بلات آناليز صورت گرفت. ايمن سازی 
موش ها در فواصل صفر، دو هفته و چهار هفته به صورت تزريق داخل صفاقي انجام شد. تيتر آنتي بادي در 
آنتی سرم جدا شده از حيوان به روش الايزا اندازه گيری شد. يافته ها: غلظت های مختلف پروتئين )0-32 
ميكروگرم( با جذب های مختلف با فرمول y=0/0279 x + 0/1222 محاسبه شد. در ژل آکريل آميد پروتئين 
باند اضافه ديده نشد. در تجزيه و تحليل وسترن بلات باندهای حاصل همگی بيانگر تطابق کامل با نمونه 
 P>0/05 استاندارد بوده و عاری از هر گونه پروتئين  ناخواسته بود. نتايج آزمايش الايزا در نوبت دوم در
معني دار بود. در آزمايش دابل ديفيوژن بين نمونة شاهد و آنتی ژن باند وجود داشت. نتيجه گيري:  توکسوئيد 
تهيه شده خاصيت کشندگی خود را به طور کامل از دست داده و بنابراين مي تواند برای ايمن سازی و توليد 

آنتی بادی پلی کلونال عليه انتروتوکسين B استافيلوکوکوس استفاده شود.
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ــگام  ــت )12(. در هن ــار اس ــل انتش ــز قاب ــل ني ــورت آئروس ص
ــرم  ــرED50=0/0004 11 ميكروگرم/کيلوگ ــاق، دوز مؤث استنش
از SEB در انســان ناتوان کننــده اســت، در حالــی کــه دوز 
ــنده  ــد کش ــرم از SEB می توان LD50=0/02 ميكروگرم/کيلوگ
باشــد. SEB پــس از استنشــاق يــك واکنــش تقريبــاً فــوری در 
ــه را آغــاز می کنــد کــه توســط نفــوذ نوتروفيل هــا، انتشــار  ري
ــده  ــخص ش ــك مش ــرات پاتولوژي ــايتوکاين و تغيي ــم س عظي

ــت )13(. اس
ــامل: 1-  ــين ش ــن توکس ــرد اي ــه ف ــر ب ــات منحص خصوصي
ــل  ــكيل ذرات آئروس ــوا 2- تش ــدن در ه ــش ش ــت پخ قابلي
3- عــدم شناســائي آن در فــرد آلــوده )تــا قبــل از بــروز علايــم 
ــودن در شــرايط محيطــي 5- امــكان  کلينيكــي( 4- مقــاوم ب
ــد در  ــكان تولي ــراد 6- ام ــادي از اف ــف زي ــازي طي ناتوان س
مقاديــر انبــوه 7- کوتــاه بــودن مــدت زمــان بــروز )طــي 3 و 
گاهــي 24-8 ســاعت( 8- زمين گيــر کــردن افــراد بــه مــدت 
2 هفتــه 9- عــدم وجــود واکســن و يــا آنتي ســرم مؤثــر 10- 

ــادي از مــردم می باشــند. حساســيت طيــف زي
آنتی بادی هــای پلی کلونــال بــا ايمونيــزه کــردن حيوانــات 
ــراه  ــه هم ــر ب ــورد نظ ــی ژن م ــوند و آنت ــد می ش مناســب تولي
ادجوانــت12 مناســب بــه حيــوان تزريــق می شــود )14(. 
ــوان  ــدن حي ــی ژن در ب ــه آنت ــاي کلاس IgG علي آنتی بادی ه
می شــوند،  توليــد  اختصاصــی   B لنفوســيت های  توســط 
ايــن آنتی بادی هــا از ســرم حيــوان جــدا می شــوند )15(. 
ــی  ــيت های B اختصاص ــده، از لنفوس ــد ش ــای تولي آنتی بادی ه
عليــه اپی توپ هــای متفــاوت توليــد می شــوند )17 ،16(. 
آنتی بادی هــای  از  مخلوطــی  پلی کلونــال  آنتی بادی هــای 
مونوکلونــال می باشــند کــه عليــه اپی توپ هــای مختلــف 
آنتــي ژن توليــد مي کننــد و بــا تمايــل13 بــالا بــه مولكول هــاي 
آنتــي ژن اتصــال مي يابنــد کــه احتمــالاً بــه دليــل وجــود انــواع 
مختلــف آنتي بــادي عليــه اپي توپ هــاي مختلــف آنتــي ژن 
ــادی  ــد آنتی ب ــن گام در تولي ــن و مهم تري ــد )18(. اولي می باش

ــه آنتــی ژن مناســب اســت.  تهي
ــای  ــش عفونت ه ــی در خصــوص نق ــات مختلف ــون مطالع تاکن
التهابــات  در   SEB توکســين  و  اورئــوس  اســتافيلوکوکوس 
سيســتم عصبــی مرکــزی و بيماری هــای خــود ايمنــی و 
عصبــی  سيســتم  ضعيف کننــدة  بيماری هــای  همچنيــن 
ــوپر  ــش س ــال نق ــوان مث ــت. به عن ــده اس ــام ش ــزی انج مرک
ــی  ــود ايمن ــای خ ــتافيلوکوکی در بيماری ه ــای اس آنتی ژن ه
ماننــد مالتيپــل اســكلروز )MS(14، گرانولوماتــوز وگنــر15 و 
روماتيســم مفصلــی (RA(16 در مطالعــات مختلفــی مــورد 
ــاری  ــك بيم ــت )MS .)19، 20 ي ــه اس ــرار گرفت ــی ق بررس

مقدمه
شــايع ترين  از  يكــی  اورئــوس  اســتافيلوکوکوس  باکتــري 
اســتافيلوکوکوس  اســت.  غذايــی  مســموميت   علت هــای 
و  اگزوپروتئين هــا  از  گســترده ای  طيــف  اورئــوس 
در  کــه  می نمايــد  توليــد  را  پروتئينــی  توکســين های 
ــر  ــوی ديگ ــد. از س ــر می باش ــری مؤث ــی باکت ــد بيماريزاي رون
عفونت هــای  مهــم  عوامــل  از  اورئــوس  اســتافيلوکوکوس 
پوســت، بافت هــای نــرم و همچنيــن باکتريمــی می باشــد کــه 
ــوند  ــب می ش ــه کس ــا جامع ــتانی ي ــط بيمارس ــق محي از طري
از  مختلفــی  توکســين هاي  داراي  باکتــري  ايــن   .)1،  2(
جملــه لوکوســيدين، هموليزيــن و انتروتوکســين مي باشــد 
ــادي  ــيار زي ــت بس ــين از اهمي ــا انتروتوکس ــن آن ه ــه در بي ک
انتروتوکســين هاي اســتافيلوکوکوس  برخــوردار اســت )3(. 
بــا  کــه  هســتند   2)SAgs( آنتي ژن ها يــی  ســوپر   1)SEs(
قابليــت تحريــك جمعيت هــاي بزرگــي از لنفوســيت هاي 
ــون  ــوند )4(. تاکن ــايتوکاين ها می ش ــد س ــه تولي ــر ب T منج
ــايي  ــتافيلوکوکوس شناس ــي ژن اس ــوپر آنت ــت س ــداد بيس تع
شــده  اســت کــه شــامل انتروتوکســين های  A-V و توکســين 
ــروزه  ــد )5(. ام ــمی-TSST-1( 1(3 می باش ــوک س ــندرم ش س
بيــش از 18 نــوع انتروتوکســين اســتافيلوکوکی شــناخته 
 E) ــيك ــين هاي کلاس ــان، انتروتوکس ــن مي ــه در اي ــده ک ش
، A، B، C،D( نقــش بيشــتري در مســموميت هاي غذايــی 
 B و A دارنــد )6( کــه مهم تريــن آن هــا انتروتوکســين های
هســتند زيــرا باکتــری توليدکننــدة توکســين در دســت افــراد 
بــه صــورت فلــور طبيعــی وجــود دارد و اگــر مســائل بهداشــتی 
رعايــت نشــود، ايــن باکتــری فرصــت رشــد و توليــد توکســين 
ــود. از  ــد می ش ــرارت تولي ــه ح ــاوم ب ــين مق ــه و توکس يافت
مهم تريــن ســموم توليــد شــده توســط اســتافيلوکوک ها، ســم 
انتروتوکســين می باشــد )7(. انتروتوکســين اســتافيلوکوک 
خانــواده ای از پروتئين های ترشــح شــده توســط اســتافيلوکوک 
اورئوس هــا می باشــد کــه در غلظت هــای بســيار کــم، ســمی4 
ــی  ــتافيلوکوک )SEB(5 يك ــين B اس ــتند )8(. انتروتوکس هس
ــل  ــه عام ــد ک ــا مي باش ــوپر آنتی ژن ه ــوادة س ــای خان از اعض
ــت و  ــز مديري ــط مراک ــن توس ــد، بنابراي ــموميت مي باش مس
پيشــگيری بيمــاری )CDC(6 و مؤسســة ملــی بهداشــت ايــالات 
متحــده به عنــوان يــك پاتــوژن ردة B دســته بندی شــده 
ــال  ــث فع ــی، باع ــای معمول ــلاف آنتی ژن ه ــت. SEB برخ اس
شــدن T cell  هــاي پلی کلونــال می شــود کــه تحــت پــردازش 
 8)APC( ــدة آنتــی ژن ــا ســلول های عرضه کنن پروتئوليتيــك7 ب
ــد  ــود )10 ،9(. پيون ــه می ش ــوان MHC9 ارائ ــورد و به عن برخ
ــا،   ــوپر آنتی ژن ه ــط س ــن MHC-II و 10TCR توس ــل بي متقاب
APC هــا و T cell را می توانــد فعــال  کنــد )SEB .)11 بــه 

1 Staphylococcal enterotoxins
2 Superantigen
3 Toxic shock syndrome toxin-1
4 Toxic
5 Staphylococcus B enterotoxin
6 Centers for disease control
7 Proteolytic
8 Antigen presenting cell

9 Major his tocompatibility complex
10 T-cell receptor
11 Effective dose
12 Adjuvant
13 Affinity
14 Multiple sclerosis
15 Wegener’s granulomatosis
16 Rheumatoid arthritis

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sh

ef
a.

8.
2.

82
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
he

fa
ye

kh
at

am
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

04
 ]

 

                             3 / 11

http://dx.doi.org/10.29252/shefa.8.2.82
http://shefayekhatam.ir/article-1-2097-en.html


8585

د وره هشتم، شماره دوم، بهار 1399

ايــن مطالعــه بــا هــدف بررســی توليــد آنتی بــادی پلی کلونــال 
موشــی عليــه انتروتوکســينB  اســتافيلوکوکوس اورئــوس 

انجــام شــده اســت.
مواد و روش ها

ــال  ــا انتق ــر و ب ــه اي ديگ ــب SEB در مطالع ــين نوترکي توکس
ــد و  ــري تولي ــين در باکت ــن توکس ــدة اي ــي کدکنن ــي ژن توال
ــد.  ــظ گردي ــص و تغلي ــي تخلي ــتم کروماتوگراف ــط سيس توس
ــرای تعييــن غلظــت SEB، از روش برادفــورد اســتفاده شــد.  ب
بديــن صــورت کــه غلظــت SEB اســتاندارد )شــرکت ســيگما، 
در  ميكروگــرم(   32-0( مختلــف  رقت هــای  در   )S4881
ــي  ــوان منحن ــری و به عن ــر اندازه گي ــوج 595 نانومت ــول م ط

ــد. ــتفاده ش ــتاندارد اس اس
SDS-PAGE و وسترن بلات

الكتروفــورز پروتئين هــا بــا روش SDS-PAGE در دســتگاه 
الكتروفــورزBio-Rad  انجــام شــد. بــراي مشــاهدة بانــد 
آنتــی ژن SEB ، ژل 12/5 درصــد پلــي آکريــل آميــد اســتفاده 
ــتفاده از  ــا اس ــن SEB ب ــای پروتئي ــان بانده ــزان بي ــد. مي ش
ــه  ــای اولي ــد. آنتی بادی ه ــز گردي ــلات آنالي ــترن ب روش وس
Anti-Rabbit-HRP در رقــت  Rabbit-Anti-SEB و  ثانويــه  و 
 Semi ــا روش ــا از روی ژل ب ــد. نمونه ه ــتفاده ش 1/1000 اس
ــال  ــلولزی انتق ــاء نيتروس ــر روی غش Bio Rad, USA) Dry( ب

ــد. داده ش
B توليد توکسوئيد انتروتوکسين

ــه  ــتفاده ب ــل اس ــاد قاب ــميت زي ــت س ــه عل ــين SEB ب توکس
ــر  ــل در اث ــن دلي ــه همي ــت ب ــتقيم نيس ــق مس ــورت تزري ص
ــت  ــود را از دس ــمي خ ــت س ــد خاصي ــا فرمالدئي ــاورت ب مج
ــه  ــوي ب ــي ژن ق ــك آنت ــان ي ــه همچن ــي ک ــد، در حال مي ده
ــه  شــمار مــي رود. 1 ميلي گــرم از توکســين نوترکيــب SEB ب
ــدت  ــه م ــتيرر ب ــر روي اس ــد ب ــد فرمالدئي ــك درص ــراه ي هم
48 ســاعت در دمــاي 40 درجــه انكوبــه شــد. قبــل از تزريــق 
نمونــة توکســوئيد بــه حيــوان بايســتی از حــذف قــدرت ســمی 
ــذف  ــان از ح ــراي اطمين ــود. ب ــل ش ــان حاص ــه اطمين نمون
خاصيــت ســمي، محصــول ايــن مرحلــه در غلظت هــاي 
مختلــف بــه صــورت درون صفاقــي بــه مــوش تزريــق و تحــت 
بررســي قــرار گرفتــه و بهتريــن دوز بــرای انجــام بقيــة مراحــل 

کار انتخــاب شــد.
تهية آنتی بادی

ــه اي  ــاده Balb/c 10 ،9 هفت ــای م ــه از موش ه ــن مطالع در اي
بــه وزن 22-18 گــرم اســتفاده شــد کــه بــه دو گــروه: آزمــون 
ــدند.  ــيم ش ــوش( تقس ــر م ــرل )3 س ــوش( و کنت ــر م )15 س
ــوان و  ــی حي ــتم ايمن ــتر سيس ــه بيش ــك هرچ ــت تحري جه
افزايــش تيتــر آنتی بــادي توليــدي، از ادجوانــت فروند اســتفاده 
شــد. توکســوئيد حاصــل را بــه نســبت يــك بــه يــك در تزريــق 

ــی  ــتم عصب ــی در سيس ــدة التهاب ــه کنن ــی دميلين خودايمن
ــی  ــوپر آنتی ژن هاي ــن س ــت )21(. اولي ــزی (CNS(17 اس مرک
کــه به خصــوص در فعــال شــدن ســلول T مشــخص می شــوند 
 B،A( ــوس انتروتوکســين ها ــد از: اســتافيلوکوکوس اورئ عبارتن
شــوک  ســندرم  )توکســين  اگزوتوکســين  و   )E و   D  ،C  ،
ــه  ــتند ک ــين ها )A وB ( هس ــان انتروتوکس ــه هم ــمی( ک س
ــد  ــا می توانن ــوپر آنتی ژن ه ــد )22(. س ــل بوده ان در MS دخي
ــت در  ــن اس ــن ممك ــد و بنابراي ــال کنن ــلول های T را فع س
ــد MS نقــش داشــته  ــی مانن پيشــرفت بيماری هــای خودايمن
باشــد )24 ،23(. برخــی از فاکتورهــای منتشــر شــده توســط 
باکتری هــا تأثيــر بــر التهــاب خــود ايمنــی در سيســتم عصبــی 
 MS ــاری ــم بيم ــی علاي ــای باکترياي ــد. عفونت ه ــزی دارن مرک
ــل  ــاي تحلي ــش بيماري ه ــه افزاي ــر ب ــد و منج ــر می کن را بدت
 Kumar برنــدة عصبــي18 می شــود. در مقابــل، در مطالعــة
ــان داده  ــار نش ــن ب ــرای اولي ــال 2015 ب ــش در س و همكاران
شــد کــه عفونــت مزمــن بــا اســتافيلوکوکوس اورئــوس 
التهــاب سيســتميك محيطــی شــديد را القــا می کنــد. عــلاوه 
ــش  ــث کاه ــوس باع ــتافيلوکوکوس اورئ ــت اس ــن، عفون ــر اي ب
 opticالتهــاب خــود ايمنــی سيســتم عصبــی مرکــزی و شــدت
neuritis  خــود ايمنــی شــده اســت )25(. ارتبــاط بيــن ســوپر 
آنتی ژن هــای باکتريايــی و MS ابتــدا بــر اســاس آزمايشــات بــا 
ــی  ــود ايمن ــدل آزمايشــگاهی آنســفالوميليت خ ــتفاده از م اس
اتيولــوژی20  در   SEB نقــش   .)26( شــد  انجــام   19)EAE(
ــه ای  ــت )27(. در مطالع ــناخته اس ــر ناش ــال حاض MS در ح
  in vivoــرايط ــی در ش ــت عصب ــش فعالي Doenlen و همكاران
ــردازش  ــه پ ــوط ب ــك مرب ــر ليمبي ــاص قش ــة خ در دو ناحي
پيام رســاني های  ديگــر  بــا  مرتبــط  مســيرهای  و  ورودی 
ــن  ــد. در اي ــت ش ــدال ثب ــة آميگ ــن ناحي ــی و همچني حس
ــای  ــز موش ه ــی در مغ ــك قطب ــغ ت ــای بال ــه الكتروده مطالع
ــه صــورت يكطرفــه  ــغ کاشــته شــد و فعاليــت الكتريكــی ب بال
قبــل و پــس از در معــرض قــرار گرفتــن دو ايميــوژن مختلــف 
ــتقل از T-cell و  ــی ژن مس ــوان آنت ــد، LPS به عن ــی ش بررس
ــی  ــه T-cell. فعاليــت عصب ــی ژن وابســته ب ــوان آنت SEB به عن
 SEB پــس از تكــرار تجويــز آنتی ژن هــا بررســی شــد، آنتــی ژن
باعــث تضعيــف پاســخ ايمنــی شــد )28(. در مطالعــه ای ديگــر 
ــوس  ــتافيلوکوکوس اورئ ــای اس ــه عفونت ه نشــان داده شــد ک
مغــز ممكــن اســت منجــر بــه تشــنج شــود کــه نشــان دهندة 
تداخــل در انتقــال طبيعــی ناقليــن عصبــي21  مغــز اســت. در 
ــه درون اســترياتوم  ــوس ب ــن مطالعــه اســتافيلوکوکوس اورئ اي
مغــز مــوش تزريــق شــد کــه بــه دنبــال آن ســطح گلوتامــات 
ــه  ــن مطالع ــت. در اي ــش ياف ــد کاه ــلولی 76 درص ــارج س خ
ــت  ــمگير غلظ ــش چش ــه افزاي ــد ک ــری ش ــن نتيجه گي چني
اســيدهای آمينــه خــارج ســلولی می توانــد بــا انتقــال عصبــی 
ــال آن  ــه دنب ــد و ب ــته باش ــل داش ــز تداخ ــراف مغ ــت اط باف
ــذب  ــر ج ــی ب ــددی مبن ــای متع ــد. گزارش ه ــنج رخ ده تش
ــان  SEB توســط مكانيســم های دفاعــی سيســتم عصبــی ميزب

ــود دارد )29(. وج

17 Central nervous sys tem
18 Neurodegeneration
19 Experimental autoimmune encephalomyelitis

20 Etiology
21 Neurotransmitters
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ايمونوديفيــوژن تســت کيفــي جهــت مشــاهدة تيتــر آنتي بــادي 
ــتفاده  ــوژن اس ــل ديفي ــق از روش داب ــن تحقي ــد. در اي مي باش
ــاي  ــه مبن ــت ک ــی اس ــه کم ــوژن روش نيم ــل ديفي ــد. داب ش
ــه طــرف هــم  ــادي ب آن حرکــت اختصاصــي آنتــي ژن و آنتي ب
ــكيل  ــي از تش ــت ناش ــدون حرک ــت و ب ــوب ثاب ــاد رس و ايج
ــد.  ــي مي باش ــتر ژل ــادي در بس ــي ژن و آنتي ب ــس آنت کمپلك
بــراي بررســی آنتی بــادی بــه روش ايمونوديفيــوژن، درون 
ــد. درون  ــاد ش ــك ايج ــار چاه ــاوی ژل آگارز، چه ــت ح پلي
 50( توکســوئيد  زيــر  ترتيــب  بــه  مختلــف  چاهك هــاي 
 50(  SEB خالــص  توکســين  ميلي ليتــر(،  بــر  ميكروگــرم 
ــن  ــوش ايم ــرم م ــر(، PBS و آنتي س ــر ميلي ليت ــرم ب ميكروگ

ــد. ــرار داده ش ــده ق ش
يافته ها

غلظت  پروتئين
ــف  ــاي مختل ــوج 595 در غلظت ه ــول م ــذب در ط ــزان ج مي
SEB مطابــق جــدول 1 مي باشــد. منحنــي اســتاندارد بــا 
 OD .)1 اســتفاده از غلظت هــاي مختلــف رســم شــد )نمــودار
 OD ــه ــا توجــه ب ــود. ب ــا 0/71 ب ــر ب ــه آنتــی ژن براب 595 نمون
ــر  ــول ذک ــا فرم ــق ب ــی ژن و مطاب ــه آنت ــل از نمون 595 حاص
شــده در مــواد و روش هــا غلظــت SEB برابــر بــا21/06 ، 

ــد. ــن گردي تعيي

اول بــا ادجوانــت کامــل فرونــد22، در تزريقــات دوم و ســوم بــا 
ادجوانــت ناقــص فرونــد23 همگــن کــرده و بــه صــورت داخــل 

ــق شــد. ــا تزري ــه موش ه ــي24 ب صفاق
الايزا

الايــزا به عنــوان يــك روش مفيــد و مناســب در تجزيــه و 
ــراي  ــه کار مــی رود. ب ــادي -آنتــي ژن ب تحليــل فعاليــت آنتي ب
ــال، ايمــن شــدن  ــادي پلی کلون اثبــات پيشــرفت توليــد آنتی ب
ــراي تعييــن تيتــر از روش الايــزاي غيــر  مــوش و همچنيــن ب
مســتقيم اســتفاده شــد. در ايــن بررســي توکســين نوترکيــب 
ــه غلظــت 50 ميكروگــرم  SEB و توکســين SEB اســتاندارد ب
از  پــس  تثبيــت شــدند.  پليــت  ميلي ليتــر در کــف  بــر 
ــرم  ــف س ــاي مختل ــدا رقت ه ــگ )BSA 2 درصــد(، ابت بلاکين
 HRP موشــي نشــاندار بــا IgG و ســپس آنتي بــادي ضــد
اضافــه شــد. ميــزان واکنــش سوبســتراي TMB در طــول مــوج 
450 نانومتــر خوانــش گرديــد. از توکســين SEB اســتاندراد و 
ــرل  ــت کنت ــال ضــد SEB جه ــادي مونوکلون ــن آنتي ب همچني
مثبــت در رونــد الايــزا اســتفاده گرديــد. تيتــر الايــزا، در 
ــوش )1/10، 1/100، 1/1000، 1/10000(  ــرم م ــای س رقت ه
ــدر در طــول  ــزا ري ــدن جــذب )OD(25 در دســتگاه الاي و خوان

ــه دســت آمــد. ــر ب مــوج 450 نانومت
ايمونوديفيوژن

22 Freunds complete adjuvant
23 Freunds incomplete adjuvant

جدول 1- مقادير پروتئين SEB و مقدار جذب آن ها در 595 نانومتر.

نمودار 1- منحني استاندارد معرف برادفورد جهت اندازه گيري غلظت پروتئين.

24 Intraperitoneal
25 Optical density
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تاييد ايمن سازی با الايزا
در راســتای تاييــد حــذف قــدرت ســمی توکســين، موش هــای 
گــروه توکســين فعــال بــا غلظــت 1 ميكروگــرم بــر کيلوگــرم 
ــروه  ــی در گ ــد ول ــه مردن ــك هفت ــی ي ــازة زمان ــر در ب و بالات
ــروه 100  ــی در گ ــد ول ــده بودن ــا زن ــة موش ه توکســوئيد هم
ميكروگــرم بــر کيلوگــرم در هفتــة اول تــب و بی حالــی 
ــس از  ــد. پ ــع گردي ــان رف ــرور زم ــه م ــه ب ــد ک ــاهده ش مش
ــق  ــل، تزري ــوئيد حاص ــميت در توکس ــذف س ــان از ح اطمين
ــر  ــد از ه ــا بع ــی موش ه ــری از رگ دم ــت. خونگي انجــام گرف
بــار تزريــق انجــام شــد. از ســرم های فيلتــر شــده بــرای تاييــد 
ــه  ــا توج ــد. ب ــتفاده ش ــادی اس ــد آنتی ب ــازی و تولي ايمن س
ــزا حاصــل از تزريــق داخــل صفاقــي  ــه نمــودار 3، تيتــر الاي ب
بــه موش هــای Balb/C پــس از تزريــق اول و دوم در حــد 
ــده  ــه دســت آم ــر ب ــه تيت ــی (P>0/05( نســبت ب ــل قبول قاب
در گروه هــای کنتــرل کــه ايمــن نشــده بودنــد می باشــد 
)نمودارهــای حاصــل از ميانگيــن 3 بــار تكــرار در الايــزا ثبــت 

شــده اند(.

      نمودار 2- تيتر الايزای نمونه های سرم خون موش.

ژل ديفيوژن توکسين و توکسوئيد
در ايــن آزمايــش واکنــش متقاطــع بيــن آنتــي ژن و آنتي بــادي 
ــوش  ــده مي شــود. آنتي ســرم م ــه صــورت خــط رســوبي دي ب
 SEB ايمــن شــده بــا نمونه هــاي توکســوئيد و توکســين
ــي  ــواب منف ــفات ج ــر فس ــا باف ــت و ب ــواب مثب ــتاندارد ج اس

نشــان داد.
بحث و نتيجه گيري

ــی  ــال موش ــادی پلی کلون ــی آنتی ب ــر بررس ــة حاض در مطالع
ــا روش  ــوس ب ــتافيلوکوکوس اورئ ــين B اس ــه انتروتوکس علي
الايــزا انجــام شــد. آنتي بادي هــا ابــزاري بــراي تحقيقــات 
ضــروري و تشــخيص هاي بالينــي هســتند. امــروزه ثابــت 
ــات  ــراي تحقيق ــا ب ــتفاده از آنتي بادي ه ــه اس ــت ک ــده اس ش
ــن  ــرای تعيي ــد )30(. ب ــد مي باش ــخيصي مفي ــي و تش درمان
روش  مناســب ترين  الايــزا  پلی کلونــال،  آنتی بــادی  تيتــر 

SEB و وسترن بلات آنتی ژن SDS-PAGE

ــورز و وســترن  ــی ژن ، الكتروف ــت آنت ــان از کيفي ــت اطمين جه
ــد  ــام ش ــت 1/1000 انج ــين SEB در رق ــه توکس ــلات علي ب
ــه  ــون ب ــد 42-29 کيلودالت ــدودة بان ــی ژن در مح ــد آنت و بان

ــر 1(. ــد )تصوي ــاهده ش ــد مش ــك بان ــورت ت ص

                             تصوير PAGE- SDS -1 آنتی ژن استخراج شده. چاهك
SEB تكرار اول، چاهك 2: پروتئين SEB 1: پروتئين                          

                          تكرار دوم، چاهك 3: مارکر پروتئين.

ــده در  ــاهده ش ــد مش ــا بان ــلات ب ــترن ب ــل از وس ــد حاص بان
ــدة  ــد تأييدکنن ــه مي توان ــت ک ــی داش SDS-PAGE همخوان
ايــن باشــد کــه نمونــة SEB حاصــل شــده خالــص و صحيــح 
ــدودة  ــد SEB در مح ــه بان ــت ک ــر اس ــه ذک ــد. لازم ب مي باش

ــرار دارد.  ــون ق ــو دالت ــد 25 و 35 کيل ــن بان بي

ــر  ــلات ب ــا اســتفاده از وســترن ب ــن SEB ب ــای پروتئي ــان بانده ــزان بي ــر 2- مي تصوي
.SEB ــن روي پروتئي

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
sh

ef
a.

8.
2.

82
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
he

fa
ye

kh
at

am
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

04
 ]

 

                             6 / 11

http://dx.doi.org/10.29252/shefa.8.2.82
http://shefayekhatam.ir/article-1-2097-en.html


8888

د وره هشتم، شماره دوم، بهار 1399

اندازه گيــری و در 7/3 کنتــرل شــد، بعــد از دورة انكوباســيون 
ــی انجــام شــد )32(. ــد زداي ــز فرمالدهي ــا ديالي ب

فرمالدهيــد بــا اتصــال بــه عوامــل آمينــي و آميــدي در 
ــت  ــي خاصي ــرده ول ــن ب ــميت آن را از بي ــين، س ــن توکس اي
بــا  مقايســه  اســت. در  را حفــظ کــرده  آن  آنتي ژنيســتة 
ــرات  ــه اث ــادی نســبت ب پريمات هــا، موش هــا از حساســيت زي
برخــوردار  اســتافيلوکوکوس  انتروتوکســين های  توکســيك 
پلی ســاکاريد  ليپــو  کمــك  بــا  ادامــه  در   .)33( نيســتند 
حساســيت پاســخ افزايــش داده شــد. توکســين  SEB در 
غلظــت 30 ميكروگــرم و ليپــو پلی ســاکاريد در غلظــت 250-

150 ميكروگــرم بــه تنهايــی بــه مــوش داده شــد، پــس از آن 
ــس از  ــد. پ ــاهده نش ــوش مش ــاري در م ــر مرگب ــه اث هيچ گون
تعييــن دوز معيــن، توکســوئيد بــه موش هــاي Balb/c کــه بــه 
ايــن ســم حســاس هســتند بــه صــورت داخــل صفاقــي تزريــق 
و بــه مــدت يــك هفتــه از موش هــاي تزريقــي نگهــداري شــد. 
عــدم مــرگ و ميــر در ايــن موش هــا نشــان داد کــه توکســوئيد 
حاصــل دقيقــاً خاصيــت ســميت خــود را از دســت داده اســت و 

ــال شــده اســت.  ــی ژن غيرفع آنت
مطالعــات مختلفــي بــا هــدف تهيــه و تخليــص آنتي بادي هــاي 
ــام  ــف انج ــاي مختل ــاي باکتري ه ــه آنتي ژن ه ــال علي پلي کلون
شــده اســت، بــراي مثــال در ســال 2012 بابايــي و همــكاران، 
آنتی بادی هــای  تخليــص  و  تهيــه  هــدف  بــا  مطالعــه اي 
آويــوم  مايكوباکتريــوم  آنتی ژن هــای  عليــه  پلی کلونــال 
ــج  ــد. نتاي ــس )MAP(26 در خرگــوش انجــام دادن پاراتوبرکلوزي
حاصــل از ايــن مطالعــه نشــان داد کــه القــاء پاســخ ايمنــی در 
ــالا  ــر ب ــال در تيت ــای پلی کلون ــد آنتی باد ی ه ــوش و تولي خرگ
ــرد )34(. از  ــورت مي پذي ــا ص ــه آنتی  ژن ه ــت ب ــخ مثب ــا پاس ب
ــزان  ــی مي ــت بررس ــوان جه ــال می ت ــای پلی کلون آنتی بادی ه
ــرد و  ــف اســتفاده ک ــای مختل ــه آنتی ژن ه ــادی ب پاســخ آنتی ب
ــوان در تســت های تشــخيصی  ــه دســت آمــده را مي ت نتايــج ب

ســرولوژيكی نظيــر الايــزا اســتفاده نمــود.
ــال 1385،  ــكاران در س ــرازش و هم ــر، ب ــات ديگ و در مطالع
ــا  ــا لامبلي ــه ژياردي ــال علي ــادي پلی کلون ــد آنتی ب ــرای تولي ب
تحريــك  جهــت  دادنــد.  انجــام  مطالعــه  خرگــوش  در 
ــر  ــش تيت ــوان و افزاي ــی حي ــتم ايمن ــتر سيس ــه بيش هرچ
ــت  ــتفاده از ادجوان ــا اس ــق اول ب ــدي، تزري ــادي تولي آنتی ب
ــص  ــت ناق ــا ادجوان ــدي ب ــادآور بع ــق ي ــد و تزري ــل فرون کام
و تزريق هــاي بعــدي را بــدون ادجوانــت انجــام دادنــد. بــراي 
اثبــات پيشــرفت توليــد آنتی بــادي پلی کلونــال بــا روش 
ــوان  ــدن حي ــن ش ــد .ايم ــام ش ــتقيم انج ــر مس ــزاي غي الاي
ــرمی 1/2000 و  ــر س ــا تيت ــك ب ــالاي ي ــوري ب ــذب ن ــا ج ب
ــد )35( کــه در  ــه دســت آم ــا 1/10000 ب ــت کونژوگــه ت رق
مطالعــة مــا ايمن ســازی مــوش بــا الايــزای غيــر مســتقيم در 
تيتــر 1/100 انجــام شــد. Olad و همــكاران در ســال 2014 
عليــه  پلی کلونــال  آنتی بادی هــای  خالص ســازی  و  توليــد 
ــن از  ــد پروتئي ــرای تايي ــد. ب ــام دادن ــری انج ــين ديفت توکس
ــه  ــد ک ــتفاده کردن ــلات اس ــترن ب روش SDS-PAGE و وس

اســت. تخليــص آنتی بــادی بــرای بســياری از انــواع روش هــای 
ــت. ــد اس ــخيص مفي تش

ــين ها،  ــازی توکس ــر فعالس ــرای غي ــاز ب ــر ب ــد از دي فرمالدئي
بــدون صدمــه زدن بــه خصوصيــات آنتی ژنيــك مــورد اســتفاده 
قــرار گرفتــه اســت. در مطالعــة Abrignani و همكاران در ســال 
ــد  ــين B از فرمالدئي ــازی انتروتوکس ــر فعالس ــرای غي 1994 ب
ــد  ــه SEB در فرمالدهي ــن مطالع ــت. در اي ــده اس ــتفاده ش اس
0/3 درصــد در دمــای 37 درجــة ســانتيگراد بــه مــدت 36-40 
ــن شــرايط  ــه SEB طــی اي ــی ک ــود، در حال ــاوم ب ســاعت مق
پــس از 10 روز غيرفعــال شــد ولــی در غلظــت ذکــر شــده در 
ــود. همچنيــن  ــه مــدت 14-5 مــاه مقــاوم ب دمــای يخچــال ب
نشــان داده شــد کــه SEB بــا فرمالدهيــد 0/7 درصــد در 
PH=8 مي توانــد غيرفعــال شــود. جهــت غيــر فعالســازي 
ــت  ــان لازم جه ــدت زم ــش، م ــای آزماي ــه دم ــته ب SEB، بس
ــای  ــت کار در دم ــلًا جه ــد، مث ــر باش ــد متغي ــاس مي توان تم
ــدت  ــه م ــای C° 37 ب ــاعت و در دم ــدت 24 س ــه م C° 50 ب

ــر اســت توکســوئيد  ــه ذک ــاز اســت. لازم ب ــان ني ــه زم 3 هفت
ــا  ــوش ب ــرری در خرگ ــت بی ض ــن روش در تس ــل از اي حاص
دوز 0/5 ميلی گــرم نتوانســته کاهــش وزنــی بيــش از 50 گــرم 

ــد )31(. ايجــاد نماي
 SEB  1969 ســال  در  همكارانــش  و   Sidney مطالعــة  در 
خالص ســازی شــده فاقــد هموليزين هــا، آپيــراز و ســاير 
 PH=7/3 متابوليت هــا در بافــر فســفات ســالين 0/2 مــولار بــا
ــول حاصــل، 1  محلول ســازی شــد. غلظــت توکســين در محل
ميلی گــرم در هــر ميلی ليتــر بــود و غلظــت فرمالدهيــد از 
0/1 تــا 1/4 درصــد در مــدت زمان هــای مختلــف انكوباســيون 
 PH مــورد مطالعــه قــرار گرفــت. در طــول مــدت انكوباســيون

ــاوی ژل،  ــت ح ــوئيد SEB درون پلي ــين و توکس ــر روی توکس ــوژن ب ــر 3- ژل ديفي تصوي
ــه ترتيــب زيــر )1( توکســوئيد، )2(  چهــار چاهــك ايجــاد شــد. درون چاهك هــاي مختلــف ب

ــد. ــرار داده ش ــده ق ــن ش ــوش ايم ــرم م ــتاندارد، )3( PBS و )4( آنتي س ــين SEB اس توکس

26 Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
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اگرچــه انتروتوکســين ها از نظــر آنتي ژنســيته بــا يكديگــر 
پلی کلونــال  آنتی بادی هــای  امــا  هســتند،  متفــاوت 
دارای  انتروتوکســين ها،  از  يــك  ايجــاد شــده عليــه هــر 
ــه در  ــتند ک ــين ها هس ــر انتروکس ــا ديگ ــع ب ــش متقاط واکن
 .)38( دارد  وجــود  بيشــتر   SEB-SEC انتروتوکســين  های 
ــيد هاي  ــي اس ــن توال ــباهت هايي، در بي ــود ش ــل وج ــه دلي ب
  TSST-1, SEA, C1 B-3 آمينــه انتروتوکســين ها خصوصــاً 
ــاي  ــده از موش ه ــت آم ــه دس ــال ب ــاي پلي کلون آنتي بادي ه
ايمــن شــده بــا هــر يــك از آن هــا، مي توانــد واکنــش متقاطــع 
بــه مقــدار زيــاد تــا کــم را از خــود نشــان دهــد. مقــدار ايــن 
کــه  دارد  وجــود  مقــداری  بــه  مــوش  در  آنتي بادي هــا 
حيــوان ايمــن شــده را هنــگام challenge در برابــر هــر يــك از 

.)39( مي کنــد  محافظــت  فــوق  انتروتوکســين هاي 
ــروری در ســال 2015  ــة م ــك مطالع ــش در ي Jing و همكاران
نقش هــای SEB را در بيماری هــای خودايمنــی مــورد بررســی 
قــرار دادنــد. بــر اســاس آن مطالعــة SEB رفتــاري دوگانــه بــر 
ــل  ــی عم ــود ايمن ــای خ ــی در بيماری ه ــتم ايمن روي سيس
ــرض  ــار در مع ــن ب ــرای اولي ــه ب ــی ک ــد. هنگام نشــان می ده
Th27 در  ايمنــی ســلول های  پاســخ  قــرار گرفتنــد،   SEB
ــود،  ــال می ش ــی فع ــود ايمن ــاری خ ــة بيم ــل اولي ــی مراح ط
در حالــی کــه ســلول های Treg28 فعاليــت ســرکوب کنندة 
سيســتم ايمنــی خــود را از دســت می دهنــد کاهــش عملكــرد 
ــای  ــش عملكرده ــتاي افزاي ــی در راس ــيت های تنظيم لنفوس

می باشــد.  T ســلول های 
ــای  ــی ژن ه ــش در ســال 2019 در فراوان Mousavi و همكاران
کدينــگ ســوپر آنتــی ژن جــدا شــده از اســتافيلوکوکوس 
اورئــوس کــه از بيمــاران مبتــلا بــه MS و ناقليــن بينــی 
جمــع آوری شــده اســت. در ايــن مطالعــه، اســتعمار بينــی بــا 
ــن  ــش از ناقلي ــاران MS بي ــوس در بيم ــتافيلوکوکوس اورئ اس
بينــی ســالم بــود )40(. ســوپر آنتی ژن هــا بيــش از 20 درصــد 
ســلول ها را در يــك جمعيــت مشــخص شــدة ســلول T فعــال 
ــف  ــا ضع ــديد ي ــی در تش ــش مهم ــد نق ــد و می توانن می کنن

ــرای  باندشــان در محــدودة 25 کيلودالتــون مشــاهده شــد. ب
ــه  ــد ک ــتفاده کردن ــزا اس ــادی از روش الاي ــيون آنتی ب تيتراس
پــس از هــر تزريــق ســطح آن هــا افزايــش می يافــت کــه در 
ــد )36(.  ــت آوردن ــه دس ــه را ب ــن نتيج ــت 1/500 بهتري رق
ــد و  ــش در ســال 2015 تولي ــدی و همكاران ــة مجي در مطالع
خالص ســازی آنتی بــادی پلی کلونــال عليــه IgG2b مــوش 
ــپ  ــای ايزوتاي ــی کيت ه ــرای طراح ــا ب ــص در خرگوش ه خال
ــر 32000 در  ــن تيت ــد، تعيي ــام دادن ــوش انج ــال م مونوکلون
الايــزا نشــان از کيفيــت بــالای محصــول اســت کــه در الايــزا 
مســتقيم در برابــر IgG2b مــوش، رقــت بهينــة IgG کونژوگــه 

ــود )37(.  ــده 1:10000 ب ــه ش ــده HRP تهي ش
ــت  ــا ادجوان ــرل ب ــروه کنت ــات در گ ــة حاضــر، تزريق در مطالع
آلــوم و گــروه آزمــون بــا نمونــة تزريقــی فرمولــه شــده انجــام 
ــری  ــرای نتيجه گي ــب ب ــالای 1/5 مناس ــزا OD ب ــد، در الاي ش
ــر از  ــة OD پايين ت ــه نتيج ــی ک ــا رقت ــازی ي نيســت و رقت س
ــوان  ــی به عن ــت نهاي ــد و رق ــه مي ياب ــد ادام ــه دســت آي 1/5 ب
نتيجــه اعــلام می گــردد کــه ايمــن شــدن موش  هــا در رقــت 

1/10000 بــه دســت آمــد.

27 T helper cell
28 Regulatory T cells

جدول 2- معرفي انتروتوکسين ها.

جدول 3- ميزان شباهت توالی اسيدهای آمينه در بين انتروتوکسين ها.
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پپتيدرژيــك و TNF می شــود. از طرفــی تزريــق داخــل صفاقــی 
SEB بــه مــوش ســبب القــاء بيــان FOS )کــه يــك فعــال کنندة 
ســلول اســت( در مغــز از طريــق تحريــك عصــب واگ می شــود 
ــی  ــرات عميق ــه SEB دارای اث ــن اســت ک ــه نشــان دهندة اي ک
بــر مغــز اســت )44(. بــه نظــر می رســد شناســايی مكانيســم ها، 
ســاختارها و مســيرهای مغــزی حســاس بــه SEB بتوانــد مبنايی 
بــرای درک اثــرات فيزيولوژيكــی و رفتــاری منتســب بــه ســوپر 

ــد. ــم نماي ــا فراه آنتی ژن ه
توکســوئيد تهيــه شــده خاصيــت کشــندگي خــود را بــه طــور 
ــراي  ــوان از آن ب ــن مي ت ــت و بنابراي ــت داده اس ــل از دس کام
ــه از  ــود. در نتيج ــتفاده نم ــن اس ــة واکس ــازي و تهي ايمن س
بــرای  توليــد شــده می تــوان  پلی کلونــال  آنتی بادی هــای 
مختلــف  آنتی ژن هــای  ايمونولوژيكــی  پاســخ های  بررســی 
انتروتوکســين B اســتافيلوکوکوس اورئــوس در تســت های 

ــرد. ــتفاده ک ــف اس مختل

ــا از ژن هــای  بيمــاری MS داشــته باشــند )42 ،41(. هفــت ت
ســوپر آنتــی ژن (sea, seb, sec, sed, ts t, eta, etb( جــدا شــده 
در اســتافيلوکوکوس اورئــوس شناســايی شــدند. فراوانــی 
ژن هــای sea, seb, sec, sed, eta, etb در بيمــاران MS بالاتــر از 

ــد. ــی بودن ــالم بين ــای س حامل ه
ــة Hu در ســال 2007 ســطح واســطه های  همچنيــن در مطالع
التهابــی ماننــد پروســتاگلاندين ها و لوکوترين هــا بــه طــور 
پــس  پريمات هــا  فزاينــده ای در سيســتم گــردش خــون 
از تزريــق خوراکــی SEB گــزارش کردنــد )43(. همچنيــن 
ــی  ــی ناش ــموميت غذاي ــت در مس ــن اس ــا ممك Mas t cell ه
ــا  ــه تنه ــت ن ــن اس ــه ممك ــند ک ــته باش ــش داش از SEB نق
ــك  ــث تحري ــه باع ــد بلك ــر کنن ــی را درگي ــطه های التهاب واس
توســط نوروپپتيدهــا از نورون هــای حســی نيــز شــوند. در 
ــق  ــوش )تزري ــر SEB در م ــال 2004 اث ــة Wang در س مطالع
داخــل صفاقــی( ســبب کاهــش توليــد فيبرهــای عصبــی حســی 
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