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  چکيده 
 مـدت  کوتـاه پژوهـشگران بـا کـشت    . باشد يدوز ميداتيک هيص سرولوژي تشخ ي  نهيمناسب از موضوعات مهم در زم      ژن يه آنت ي ته :نه و هدف  يزم

 در خـصوص  يا سهي ـحال تاکنون مقا نيبا ا. دا کنندي پي دسترسيترشح -ي دفعي ها ژن ياند به آنت ه مختلف توانست طي مح ها در چند   پروتواسکولکس
ق ياز طر ي ترشح-ي دفع)يها ژن يآنت (يها نيپروتئد يزان توليپژوهش، من يادر .  مختلف انجام نشده است يها طيها در مح    ژن  ين آنت يد ا يزان تول يم

 .شده با گلوکز مورد مطالعه قرار گرفتند ي غنPBS  وRPMI  ،DMEMيها طيها در مح کشت کوتاه مدت پروتواسکولکس
شده با   غني PBS وRPMI، DMEM يها در محيطنوکوکوس ي اکيها  ترشحي، پروتواسکولکس-هاي دفعي  نيپروتئ ي هي تهي برا:يروش بررس

هـا، بـا روش     مختلـف آن ي اجـزا ييد شده، به منظور شناساي توليها ني پروتئ و سنجشظيپس از تغل. ه شدند  ساعت کشت داد   ۷۲گلوکز به مدت    
SDS-PAGE ل شدنديه و تحلي تجزيطرفه و توک کيانس يز واري آنالي آماريها ق آزمونيها از طر داده. الکتروفورز شدند.  

 RPMIنـسبت بـه    )ليتر  ميكروگرم در ميليPBS)۸/۱۶   کشت در محيطي  ساعته۲۴ ترشحي در زمان -هاي دفعي نيپروتئ ميانگين غلظت :ها افتهي
کـه ايـن تفـاوت بـين      ، در حـالي >P)۰۵/۰(داري بيشتر بود  طور معني به )ليتر  ميكروگرم در ميلي۳/۱۰( DMEM و   )ليتر   ميكروگرم در ميلي   ۴/۷(

   بـه PBSط يدسـت آمـده از مح ـ   ه ترشحي ب- دفعيهاي نيپروتئ.  مشاهده نشد  DMEM و   RPMI ترشحي در محيط     - دفعي هاي نيپروتئغلظت  
  . ک شدنديلودالتون تفکي ک۶۷ تا ۱۶ ي وزن ملکولي  در محدودهي باند اصل۱۴ هر کدام به DMEMو  RPMI يها طي و محي باند اصل۱۲
. تـر اسـت   مناسبگر يط ديسبت به دو محشده با گلوکز ن يغن PBSط يمح پروتواسکولکس،  ترشحي-هاي دفعي ني پروتئي  هي ته يبرا :يريگ  جهينت

  .باشد يها م ه پروتواسکولکسي ساعت بعد از کشت اول۴۸ها، تا  نيپروتئن يد اي توليحداکثر زمان مناسب برا
   ي ترشح-ي دفعيها ژن ينوکوکوس گرانولوزوس، پروتواسکولکس، آنتياک: يدي کلواژگان

  

 
  مقدمه

ن انگلي است که  مزمک يک عفونتبيماري کيست هيداتي     
ــه  ــط مرحل  ــي توس ــستودي ب ــوس ه  لاروي س ــام اکينوکوک  ن
  ايجـــاد) Echinococcus granulosus( گرانولـــوزوس

  
  
  
  

  
ع در ياي پر از ما هاي تک حفره در اين عفونت کيست   . شود مي

هـا   کيـست . شـوند  اعضاي داخلي به ويژه کبد و ريه ايجاد مي        
   داخلــيزايــاي ي هيــ و لا مطبــق خــارجيي لايــه متــشکل از

  
  
  
  

  شناسي، دانشيار دانشگاه علوم پزشکي زنجان  دکتراي تخصصي انگل-۱
  شناسي، دانشکده پزشکي دانشگاه علوم پزشکي زنجان  کارشناس ارشد انگل-۲



  ترشحي پروتواسکولکس در محيط کشت- هاي دفعي ارزيابي پروتئين
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زايـا  هاي حاوي پروتواسکولکس از غـشاي        کپسول. باشند  يم
 مهـم  از منـابع  يک ـي مايع کيست هيداتيک ).۱( گيرند منشا مي 

 بـه شـمار     ژنيک براي تـشخيص سـرولوژيک هيداتيـدوز         آنتي
  ميزبـان بـات ي ترکهـاي انگـل و   ژن   مخلوطي از آنتي   کهد  يآ  يم

هـاي    تکنيـک ي سـعه  امـروزه بـا تو   ).۲( باشد  ين م ير آلبوم ينظ
بلاتينـگ،   مختلف تشخيص سرولوژيک نظير الايـزا و وسـترن        

 به  ،)۳-۵ (ها اهميت زيادي پيدا کرده است       ژن  آنتياين    کاربرد
هـاي اصـلي    ژن نحوي که براي تهيه، تخلـيص و تغلـيظ آنتـي         

  انـد   هـا و فنـون مختلفـي ابـداع شـده            کيست هيداتيک، روش  
تـر در مقـادير       ژن خـالص    نتيبا اين حال دستيابي به آ     ). ۶،  ۲(

ــع پــيش  روي  مــورد نيــاز، هميــشه يکــي از مــشکلات و موان
چراکه از يک سو با بکارگيري مواد و        . پژوهشگران بوده است  

 و از سـوي      ژن   تخلـيص آنتـي    ي  تجهيزات پيچيده و پرهزينـه    
ها از نظر کيفـي و   ژن ديگر با موضوع استاندارد کردن اين آنتي      

هـا از    ي که پروتواسـکولکس   ياز آنجا  ).۶( کمي روبرو هستند  
 ـژن  آنتـي  گـر يدمنابع    ـ و باعـث تول    نـد يآ  يبـه شـمار م ـ    ک  ي   دي
پژوهـشگران در    .)۷ و ۸(ند  شـو  زبـان مـي   يبادي در بدن م    آنتي
ــهيــکــردي جديرو ــييــ تهي هــا  روشد ب ــا کــشت  ،ژن ه آنت ب

انـد    هاي مختلف توانـسته     طيدر مح  هاي انگل   پروتواسکولکس
 (Excretory/Secretory Ags) رشـحي  ت- دفعي هاي ژن  آنتيهب

 ـو در مـواردي ن ) ۹ و۱۰(دا کننـد  يدسترسي پ   ـا ييز کـارآ ي ن ي
 در  را روتواسـکولکس پ ي  کـره يپهاي   ژن و ساير آنتي   ها  ژن آنتي
در  .)۴،  ۷،  ۸ و۱۱(ابي کنند   يماري ارز يک ب يص سرولوژ يتشخ
 - دفعـي  هـاي  ژن  آنتـي   بـه  يابي جداگانه جهت دست   پژوهشدو  

نوکوکـوس  يهـاي اک   ، پروتواسـکولکس )E/S Ags( ترشـحي 
 PBS  )(Phosphate Buffered Salineطيگرانولوزوس در مح

بعـد  .  ساعت کشت داده شدند۵۰شده با گلوکز به مدت       غني
ر قابل يبه مقاد ترشحي، - دفعيباتيظ ترکيو تغلآوري  از جمع

دا کردنـد   ي ـدست پ ) ليتر  گرم در ميلي     ميلي ۲/۰(ن  ي پروتئ توجه
هـا را    توانستند، پروتواسـکولکس يگري دي  در تجربه ).۹و۱۰(

  )RPMI) Roswell Park Memorial Institute Medium در محيط

هـا زنـده     درصـد آن ۱۰ روز حداقل ۵۶کشت دهند که بعد از    
کـشت  رسد محـيط مـذکور نيـز بـراي      به نظر مي). ۱۲(بودند  

ــدت   ــاه م ــهکوت ــروتئ ي و تهي ــا نيپ ــييه ــحي - دفع  ترش
بـا   و همکـارانش كارمنـا  اخيرا   . مناسب باشد   کسپروتواسکول

شده با گلـوکز     ي غن PBSط  يها در مح    کشت پروتواسکولکس 
 ۳۰۰ تــا ۹ ترکيــب پروتئينــي بـا اوزان ملکــولي  ۲۰توانـستند  

   ).۱۳ (کنند ييشناساترشحي  - دفعيباتيلودالتون را در ترکيک
از همـان   هـا     پروتواسکولکس ي  کرهي پ يها  ژن  يآنت در مجموع 

 امـا  ،دوز مطرح بوده استيداتيک هيص سرولوژيتدا در تشخ اب
ــدت آن ــاه م ــشت کوت ــا در محــ ک ــرا کــشتطيه ــ تولي ب د ي

 ـ موضـوع جد   ي ترشح -يدفع) يها  ژن  يآنت (يها  نيپروتئ  يدي
ــاز آن جهــت کــه ا. اســت ــا منــشا يهمگــ هــا نيپــروتئ ني  ب

 زبـان ي م ي  بات آلوده کننده  ي فاقد ترک   هستند و  پروتواسکولکس
 مـورد توجـه قـرار     يماريک ب يص سرولوژ ير تشخ دباشند،    يم

 ـ   يکيبا اين حال    . اند  گرفته  ـ در ا  ي از مشکلات عمل نـه  ين زم ي
. باشد يم ها ژن يآنتها و  نين پروتئيا از  ير کاف ي به مقاد  يابيدست
 ـ مختلـف بـر متابول    يها  طي مح ييايمي و ش  يکيزيط ف يشرا سم ي

ر يها تاث   تي متابول  و دفع  جه بر ترشح  يها و در نت     سميکروارگانيم
 ـ هـا در   پروتواسـکولکس امکـان دارد  ن يبنـابرا .  داردييسـزا  هب

  ترشـح  ن  يپـروتئ  ير متفـاوت  يمقـاد ،   مختلف کـشت   يها  طيمح
 ـ در ا  يبه لحاظ فقدان اطلاعات کـاف     . کنند  ـادر  نـه،   ين زم ي ن ي

هـاي   نيپـروتئ  ي  ل دهنده ي تشک يزان توليد، و اجزا   يپژوهش م 
ــي ــيط -دفع ــه مح ــکولکس در س ــحي پروتواس ــشت ترش   ک

DMEM) Dulbecco’s Modified Eagle Medium( ،
RPMI   و PBS    ـ و مقايبررس ـ غني شده با گلوکز مورد   سهي

  .اند قرار گرفته
  

  ي بررسروش
كبدهاي آلوده بـه  : ها تهيه پروتواسکولکس و  آوري   جمع     

كيست هيداتيك از گوسـفندان تـازه كـشتار شـده انتخـاب و              
هاي  با پونکسيون کيست در شرايط آسپتيک ها پروتواسكولكس



 مكاران هدكتر علي هانيلو و
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 بـا بـافر     هـا   سـپس پروتواسـكولكس   . وري شدند آ  جمع بارور
ــالين  ــسفات س ــسين )PBS, pH= ۲/۷ (ف ــاوي جنتاماي     ح

زنـده  ). ۱۴( بار شستشو شدند     ۳ )ليتر   در ميلي  گرم ميكرو ۴۰(
وزين و فعاليـت  ئها از طريق تست دفع ا   بودن پروتواسکولکس 

هايي که بـيش از      نمونه .)۱۵(گرديد  اي تعيين     هاي شعله   سلول
، جهت کـشت مـورد      سکولکس زنده داشتند   درصد پروتوا  ۹۰

  .استفاده قرار گرفتند
:  ترشحي- هاي دفعي نيپروتئ ي و تهيه پروتواسکولکس کشت

  ،پروتواسـکولکس  ترشـحي    -هاي دفعـي    نيپروتئ ي  هي ته يراب
   و محــيط RPMI1640، DMEM کــشت يهــا  از محــيط

PBS      کـشت  .  اسـتفاده شـد    صـد  در ۱۰  غني شده بـا گلـوکز
) ۱۰( و همکـارانش   كارمناها بر اساس روش       پروتواسکولکس

  در فلاسـک به طور خلاصه، .  اصلاحات انجام گرفت  يبا اندک 
 ۵/۹ بـا   ليتر از پروتواسـکولکس      ميلي ۵/۰کشت سلولي مقدار    

ي  درجـه  ۳۷ در دمـاي   ومخلـوط محـيط کـشت   از ليتـر     ميلي
 ـ CO2  درصـد  ۵با فشار   گراد    سانتي  سـاعت در    ۷۲ه مـدت    ب

بـار محـيط      ساعت يـک   ۲۴هر  . ه شد داخل انکوباتور قرار داد   
و معادل  آوري  ترشحي جمع -هاي دفعي    نيپروتئکشت حاوي   

ــازه اضــافه شــد  ــان . آن محــيط ت ــودن همزم ــده ب درصــد زن
  هـا  کـشت پروتواسـکولکس   . شـد   بـرآورد   ها   پروتواسکولکس

کـسان  يط ينوبت بـا شـرا   ۱۰ هر محيط به طور جداگانه       يبرا
 ـ ستوسـط   ترشـحي -هـاي دفعـي    نيپـروتئ  .شـد  تکـرار   ستم ي
 (Amicon® Ultra, UFC900324, Millipore) ونيلتراس ـياولتراف

طبق دستورالعمل    دقيقه ۷۰به مدت حداکثر     g ۵۰۰۰ با نيروي 
هاي تهيه شده بـه       نيپروتئ غلظت. تغليظ شدند شرکت سازنده   

ــرار گرفـــت      ــورد ســـنجش قـ ــورد مـ    ).۱۶(روش برادفـ
 بـه منظـور     : ترشـحي  -هاي دفعـي     نيپروتئ ياجزاشناسايي  

اسـتفاده   SDS-PAGE از روش  ها  نيپروتئشناسايي اجزاي   
ا ي ـط اح يظ شده تحت شرا   ي تغل يها نيپروتئدر اين روش    . شد

و با روش   آميد الکتروفورز    آکريل ي پل  درصد ۵/۱۲ ژل   يبر رو 
 زيک نيداتيع ه يما همزمان   ).۱۶(شدند   يزيآم بلو رنگ   يکوماس

 يوزن مولکـول   .شتر، الکتروفـورز شـد    ي ـصرفا جهت کنتـرل ب    
ر ژل يز کننده تـصاو  يافزار آنال  توسط نرم ک شده   ي تفک يباندها

(FireReader 1D Software, UVItec, Cambridge)ن يـي  تع
   .ديگرد

ــاري  ــاليز آم ــانگين: آن ــا مي ــاخصيو س ــا ر ش ــاريه    ي آم
ط کـشت    ترشحي در هر سه محـي      -هاي دفعي  نيپروتئغلظت  

 ي  مقايـسه  ها، جهت  با توجه به توزيع نرمال داده     . محاسبه شد 
ــت  ــانگين غلظ ــا مي ــانس    ازه ــاليز واري ــون آن ــه  آزم   يکطرف

)One-way ANOVA ( تــوکيو )Tukey-HSD( 
فاده گرد ست   .ديا

  
  ها افتهي

:  ترشحي- هاي دفعي نيپروتئ غلظت ي سهي مقاارزيابي و     
اــ ني پــروتئغلظــت اــن  ترشــحي در -  دفعــييه اــعته۲۴ زم    کــشتي  س
داري   به طور معني   DMEM و   RPMIنسبت به    PBS در محيط 

 -هـاي دفعـي   ني پـروتئ  غلظتن  يچن   هم .)>۰۵/۰P(بيشتر بود   
اـعته ۴۸ ترشـحي در زمـان   يـط  ي  س نـسبت بــه    PBS کـشت در مح

RPMI   ۰۵/۰(داري بيشتر بود     به طور معنيP<(کـه   ، در حالي
 ـ    و PBS يهـا  محـيط در  هـا  نيپـروتئ ن غلظـت  ياين تفاوت ب

DMEM  ن  ين ب ي و همچنRPMI   و DMEM   مشاهده نشد  . 
 ترشـحي در  -هاي دفعي  نيپروتئداري بين غلظت   تفاوت معني 

ــان  ــاعته۷۲زم ــشت در محـيـط  ي  س ــا ک  و  PBS،RPMI يه
DMEM  ۱جدول(مشاهده نشد.(  
ــروتئ غلظــت ي  مقايــسه در  ترشــحي -هــاي دفعــي  نيپ

ميزان ي  روند نزولي هدنده نشان گرچه مختلف  يها زمان
دار توليـد   اما کـاهش معنـي   ،ودب آن در هر سه محيط       توليد

ــروتئين ــيط   پ ــط در مح ــا فق ــاي  ه ــاقRPMI و PBSه    اتف
   از PBSکـه در محـيط       بـه طـوري    .)>٠٥/٠P(افتاده بود   

 ـ  ۸/۱۶    سـاعته بـه  ۲۴ليتـر در زمـان    ي ميکروگرم بـر ميل
در )  ميـزان اوليـه    درصد ۳۶( ليتر ي ميکروگرم بر ميل   ۱/۶

  . کاهش پيدا کرد ساعته ۷۲زمان 
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ترشحي پروتواسکولکس  - هاي دفعي  ني پروتئ غلظت:۱ جدول
  .کشت  زمان بر حسب  مختلفيها در محيط

   يها نيغلظت پروتئار يخطاي مع± ميانگين 
 )ليتر گرم بر ميلي ميكرو (ي ترشح- يدفع

  زمان کشت
  )ساعت(

PBS DMEM RPMI 
۲۴  ۹/۱  ۸/۱۶* ۳/۱  ۳/۱۰ ۱/۱  ۴/۷ 
۴۸  ۵/۲  ۹/۱۰** ۱/۲  ۹/۶ ۵/۱  ۳ 
۷۲  ۳/۲  ۱/۶ ۹/۱  ۹/۳ ۹/۰  ۷/۱ 

  
بـه طـور   گـر  ي د محـيط دو  نسبت به  PBSدر محيط    ها نيپروتئغلظت   *

  .)>۰۵/۰P( است بيشتردار  يمعن
بـه طـور    RPMI نسبت به محـيط  PBSدر محيط  ها نيپروتئغلظت   **
  .)>۰۵/۰P( استبيشتر  دار يمعن

  

   سـاعته  ٢٤داري بـين کـشت        در همين محـيط کـاهش معنـي       
ــشد ٤٨و  ــده ن ــاعته دي ــيط .  س ــد  RPMIدر مح ــزان تولي    مي
  

 ساعته ٢٤ ساعته نسبت به زمان ٧٢ و   ٤٨ هاي  پروتئين در زمان  
 به طوري کـه در زمـان       .)>٠٥/٠P(داراي بيشترين کاهش بود     

 ي   ميـزان اوليـه     درصد ٢٢ کشت مقدار پروتئين به      ي   ساعته ٧٢
  .ن کاهش پيدا کردآ

نتايج حاصل از  :  ترشحي -اي دفعي هنيپروتئ ياجزاارزيابي  
 ترشحي تهيه شـده از سـه محـيط          -هاي دفعي نيپروتئتفکيک  

کشت و ترکيبات پروتئيني موجود در مـايع کيـست هيـداتيک     
(HCF) ـ هـا     باندهاي بـارز و مـشخص آن       ي  دهنده  نشان  . دوب

رـ شود،    ديده مي  ۱ گونه که در شکل    همان  -هـاي دفعـي   نيوتئپ
در شرايط  شده با گلوکز     ي غن PBSترشحي حاصل از محيط     

رـوتئ  و   ي باند اصـل   ۱۲احياي الکتروفورز به      -هـاي دفعـي   نيپ
 هـر   DMEM و   RPMIترشحي موجود در محـيط کـشت        

 ۶۷ تـا    ۱۶ ي اوزان ملکـول   ي   در دامنـه   ي باند اصـل   ۱۴ به   کدام
  .کيلودالتون تفکيک شدند

 

                   *HCF        PBS    DMEM   RPMI      M  
                                                                           

  
  
  
  
  

  
  
  
  

 
 
 
  
  

  .SDS-PAGEاحيا شده  يطآميد در شرا  آکريل درصد۵/۱۲بر روي ژل  )HCF(مايع هيداتيک هاي  پروتئينو پروتواسکولکس  ترشحي - هاي دفعي پروتئين تفکيک :۱شکل 
  مارکر  ميکروليتر۲۰ و  کشتهاي  ترشحي محيط-هاي دفعي پروتئين ميکروگرم از ۲۰ ،(HCF) ايع هيداتيک م ميکروگرم۳۰به ترتيب مقادير  *

(M=Sigma Marker, M3913) اند بارگذاري شده .       

-66 

( (KDa) 

-45 

-36 
-29 

-24 

-20 

-14 

-6.5 
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 فاقـد   PBSط  ي حاصـل از مح ـ    ي ترشـح  -ي دفع ـ يهانيپروتئ
  ن نظــر يـ ـ و از ابــود يلودالتــون ي ک۴۸  و۳۰، ۲۲ يبانــدها

گـر  يط دي حاصـل از دو مح ـ   ي ترشـح  -ي دفع ـ يهـا نيپروتئبا  
  يلودالتــون ي ک۳۶گــر بانــد  ياز طــرف د. ندشــت تفــاوت دا

  گـــر مـــشاهده يط دي در دو محـــPBSط يموجـــود در محـــ
رـوتئ   مختلـف  يوزن ملکولي اجـزا   . دينگرد   -هـاي دفعـي   ني پ

   ۲ جــدول  در مــايع هيــداتيک بــه تفکيــک    ترشــحي و
  .آمده است

  
  هيداتيکستي ک کشت و مايعيها محيط  ترشحي در- هاي دفعي  نيپروتئ ياجزا (KDa)لکولي و وزن م:۲ جدول

   کشت محيط
RPMI  DMEM  PBS 

  مايع کيست هيداتيک
(HCF) 

- - -  ۶۹  
٦٧ ٦٧ ۶۷  -  
٦٦ ٦٦ ۶۶  ۶۶  
٥٦ ٥٦ ۵۶  ۵۶  
٤٩ ٤٩ ۴۹  -  
٤٨ ٤٨ -  -  
٣٨ ٣٨ ٣٨ ۳۸  
- - ٣٦ -  
٣٤ ٣٤ ٣٤ -  
٣٠ ٣٠ - -  
٢٨ ٢٨ ٢٨ -  
٢٦ ٢٦ ٢٦ -  
٢٢ ٢٢ - ۲۲  
٢١ ٢١ ٢١ -  
١٨ ١٨ ١٨ ۱۸  
١٦ ١٦ ١٦ -  
- - - ۱۰  

  
نتايج : ها ارزيابي و سنجش درصد زنده بودن پروتواسکولکس

 صـفر   يهـا   بودن پروتواسکولکس در زمـان      آناليز درصد زنده  
ــشت ( ــروع ک ــشت در   ۷۲ و۴۸، ۲۴، )ش ــد از ک ــاعت بع  س

ــيط ــا محـ ــدول RPMI و PBS ،DMEM يهـ  ۳در جـ
 ـ  .ه شده است  يبندي و ارا   جمع  در ميـانگين  يدار يتفـاوت معن

در   مختلـف  يهـا  درصد زنده بودن پروتواسکولکس در محيط     
ميزان درصد زنده بودن ن يچن هم . مشاهده نشد  مشابه يها زمان

رونـد  گرچـه   سـاعت  ۷۲بعـد از گذشـت     ها  پروتواسکولکس
دار  يها کاهش معن طيک از محيچ يدر ه  اما   ، داشته است  ينزول

  .نبوده است
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   مختلفيها  ساعته کشت در محيط۷۲، ۴۸، ۲۴، )شروع کشت( صفر يها ها در زمان  درصد زنده بودن پروتواسکولکس:۳جدول 

  محيط  ها ار درصد زنده بودن پروتواسکولکسيخطاي مع± ميانگين 
  کشت
  ساعت۷۲  ساعت۴۸  ساعت۲۴ زمان صفر 

PBS ۹/۰ ± ۸/۹۴ ۲/۱ ± ۶/۹۱ ۴/۱ ± ۹/۹۰ ۵/۱ ± ۲/۹۰ 

DMEM ۶/۰ ± ۸/۹۴  ۹/۰ ± ۲/۹۴ ۱ ± ۴/۹۳ ۱ ± ۴/۹۲ 

RPMI ۳/۰ ± ۴/۹۵ ۵/۰ ± ۶/۹۴ ۷/۰ ± ۹/۹۳ ۱ ± ۱/۹۳ 
  

  بحث 
  د با کشت پروتواسکولکس   يکردي جد يپژوهشگران در رو      

انـد    توانسته شده با گلوکز،     ي غن PBS طيدر مح نوکوکوس  ياک
 ـانگـل دسترسـي پ     ترشـحي  - دفعـي   هاي نيروتئپ هب   دا کننـد   ي
 راهـا   نين پروتئ يک ا يژن  آنتي ييز کارآ يو در مواردي ن   ) ۹ و ۱۰(

 ـمـاري ارز  يک ب يص سـرولوژ  يدر تشخ  در  .)۴و۱۳(نـد  ابي کني
، PBS کـشت   محـيط مشخص شد که از هر سـه      ما ي  مطالعه

DMEM و RPMIدســـت آوردن  ه بـــيتـــوان بـــرا ي مـــ
 ـ امـا غلظـت ا     ، اسـتفاده کـرد    ي ترشح -يع دف ي ها  نيپروتئ ن ي

 PBSط ي ساعت اول کـشت در مح ـ ۲۴ژه در يها به و   فرآورده
گر به طور   ي نسبت به دو محيط د     درصد۱۰ شده با گلوکز     يغن

در  هـا  نيپـروتئ ن ي ان غلظتيچن  هم .باشد  يشتر م ي ب يدار  يمعن
 بـه   RPMI نسبت به    PBS ساعته کشت، در محيط      ۴۸زمان  

هـا در کـرم      دراتيسم کربوه ي متابول .شتر بود يداري ب  طور معني 
گلوکز و گـالاکتوز تنهـا      .  است يهواز  يبالغ سستودها عمدتا ب   

ها هستند که توسط سستودها  دراتي کربوه ي  منبع شناخته شده  
ق تگومنـت سـستودها بـه    ين قندها از طريا. شوند يزه م يمتابول

 ي ک منبـع عمـده  ي ـشود و بـه عنـوان    يطور فعال وارد بدن م    
در مــورد ). ۱۷(رد يــگ ي مــورد اســتفاده کــرم قــرار مــيانــرژ

نوکوکوس جذب گلوکز هـم بـه صـورت         يپروتواسکولکس اک 
د باش يم به صورت فعال ميون سدي ي  رفعال و هم با واسطه    يغ
ط کـشت و درصـد زنـده بـودن          يبات مح ـ ين ترک يبنابرا). ۱۸(

سم و ي موثر در متابول يتواند از فاکتورها    يها م   پروتواسکولکس
ــتول ــروتئدي ــا و ني پ ــه ــا ژن ي آنت ــيه ــح -ي دفع  از يترش

 ـبـا توجـه بـه ا   .  گردنـد يپروتواسکولکس تلق  ن کـه درصـد   ي
ط مختلــف در يهــا در ســه محــ بــودن پروتواســکولکس زنــده
رسد   ي نداشتند، به نظر م    ي مشابه اختلاف قابل توجه    يها  زمان

ها و بـالا بـودن آن در          نيپروتئتفاوت مشاهده شده در غلظت      
ــه غلظــت بPBSط يمحــ ــوط ب ــ مرب ــوکز باشــدي در  .شتر گل

  شـده بـا گلـوکز       ي غن PBSط  ي که از مح   يگري د يها  پژوهش
ها اسـتفاده    کشت کوتاه مدت پروتواسکولکسي برا  درصد ۱۰

 )ليتر گرم در ميلي    ميلي ۲/۰( ير قابل توجه  ي به مقاد  ،شده است 
البته ). ۸-۱۰(اند  دا کردهي دست پي ترشحي دفعيها از فرآورده

 ـ   ي مح ي  هيظ حجم اول  ين مقدار بعد از تغل    يا دسـت   هط کـشت ب
ب يزان غلظت متناسب با ضـر   ي است که م   يهيآمده است و بد   

 ـمتاسـفانه غلظـت اول    . کنـد   يدا م ـ ي ـش پ يظ افزا يتغل  ـ ا ي  هي ن ي
بنابر . ان نشده است  يها ب   ن پژوهش يک از ا  يچ  يها در ه   ژن  يآنت
دست  ه ب يها  نيپروتئ غلظت   ي  سهي مقا ي برا يکساني ين مبنا يا

ز يما ن.  وجود نداشتيآمده در پژوهش حاضر با مطالعات قبل      
 برابـر  ۱۰ظ يون با تغليلتراسين مطالعه با استفاده از اولتراف    يدر ا 
ــهر ــي ــا طيک از مح ــاد يه ــه مق ــشت ب ــالاي ک ــت ير ب  غلظ

گـرم در    ميلـي ۲۶/۰ حداکثر تـا  (ي ترشح-ي دفعيها فرآورده
 -هاي دفعي  نيپروتئيک  نتايج تفک  .ميدا کرد يدست پ ) ليتر  ميلي

ــر روي ژل     ــشت ب ــيط ک ــه مح ــده از س ــه ش ــحي تهي   ترش
ــارز و ي دهنــده  آکريــل آميــد نــشان درصــد۵/۱۲  بانــدهاي ب

هـاي   ني پـروتئ   که ي، به طور  )۱ شکل(باشد   يها م  مشخص آن 
 در شـرايط احيـاي      PBS ترشحي موجـود در محـيط        -دفعي
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اما . د و قابل مشاهده تفکيک شدني باند اصل  ۱۲الکتروفورز به   
 و  RPMI يها   ترشحي موجود در محيط    -دفعيهاي    نيپروتئ

DMEM   باند تفکيک شدند که وزن ملکولي باندها در   ۱۴ به 
پيش از اين، در    . کيلودالتون برآورد شد   ۶۷ تا   ۱۶سه محيط از    

 و  ترشـحي -هـاي دفعـي     ژن  آنتياي به منظور شناسايي      مطالعه
ــابي آن ــساني  ارزي ــدوز ان ــشخيص هيداتي ــا در ت ــشت ه ــا ک  ب

 غني شده با گلوکز PBSط ي در محهاي انگل   پروتواسکولکس
 ي عمدهقسمت  SDS-PAGE ،۱۴و سپس استفاده از روش   

، ۳۸، ۳۵، ۳۴،  ۳۱،  ۲۱،۲۹،  ۱۶،  ۱۳ با اوزان مولکولي     ينيپروتئ
) ۱۳( کيلودالتون شناسايي کردنـد      ۹۰ و   ۶۹،  ۶۵،  ۵۵،  ۴۷،  ۴۳

 حاصل يا باندهاق بي به طور دق ۳۸ و   ۳۴،  ۲۱،  ۱۶ يکه باندها 
 و ۵۵، ۴۷، ۳۵، ۳۱، ۲۹ ي ما مطابقت دارد و باندهاي از مطالعه

لودالتون ي ک۶۶ و ۵۶، ۴۸، ۳۶، ۳۰، ۲۸ يب با باندهاي به ترت۶۵
البته اختلاف انـدک مـشاهده      .  دارد يخوان  حاضر هم  ي  مطالعه

ط الکتروفـورز و  ي ممکن است به شـرا   يشده در اوزان مولکول   
رواحدها مربـوط   ين ز ي ا ي وزن مولکول   برآورد ين خطا يچن  هم

 قــسمت ۷ و همکـارانش  كارمنـا  يگـر يدر پـژوهش د . باشـد 
 تـا  ۴۶ ي  در محـدوده ي ترشـح -ي دفعيها ک فرآورده يژن  يآنت

 آلـوده   يها   کردند که با سرم سگ     يي را شناسا   لودالتوني ک ۱۳۳
در  ).۸(نوکوکـوس گرانولـوزوس واکـنش نـشان دادنـد        يبه اک 

 هاي نيپروتئ کيلودالتوني در ۴۸ و ۳۰، ۲۲  ما باندهايي مطالعه
مشاهده شد و بـه      RPMI  و DMEMمحيط  ترشحي   -دفعي

ــ ــور کل ــدهاي  يط ــولي بان ــداد و وزن مولک ــيپروتئ تع  در ين
ا  محـيط  از طـرف  . کـسان بـود  ي RPMIو DMEM  يهـ

 .دي مشاهده گردPBS کيلودالتوني تنها در محيط ۳۶گر باند يد
ر ين ز يتر  ين و اختصاص  يوچکتر به عنوان ک   يلودالتوني ک ۸باند  

د يا تولي کشت يها  طيک از مح  يچ  يدر ه ) B) ۴ژن    يواحد آنت 
 ـآم  ترشح شد که با روش رنـگ يا ن که به اندازه  يا ا ينشد    يزي

البتــه در .  بلــو ژل الکتروفــورز قابــل مــشاهده نبــوديکوماســ
ــه ــا مطالع ــارانش ي كارمن ــگ ) ۱۳( و همک ــه از رن ــآم ک  يزي
ر واحـد   ي ـن ز ياکماکان  اند،    بهره گرفته ترات نقره   يتر ن   حساس

رواحـد ممکـن    ين ز ي ا ين به اعتقاد و   يبنابرا. ه است ده نشد يد
ن که امکـان دارد  يا ايمدت ترشح شود  ياست در کشت طولان  

گـر  ي ديها ها نباشد و از بخش  آن پروتواسکولکسيمنشا اصل 
 ـبـا ا . شود يا ترشح مي زاي هير لايک نظيداتيست ه يک ن حـال  ي
ر ي ـک نظ يداتي ـست ه ي ک ي اصل يها  ژن  يگر آنت ي د يهارواحديز
 ـ و زBژن  ي آنت۱۶رواحد  يز  کماکـان  ۵ژن  ي آنت ـ۳۸واحـد   ري

  .شوند يط کشت ترشح ميقابل مشاهده بودند و در هر سه مح
  

  گيري نتيجه
 ترشحي در   - دفعي هاي  نيپروتئاين پژوهش نشان داد که           

دو محيط  نسبت به  درصد۱۰ شده با گلوکز ي غنPBSمحيط 
محـيط  رسد کـه      يبه نظر م  بنابراين  . شود  يد م ي تول ديگر بيشتر 
تـر     ترشـحي مناسـب    -هاي دفعـي   ژن  آنتي ي   تهيه يمذکور برا 

نـه بـه علـت    ين گزي بـه عنـوان دوم ـ  DMEMط يو محباشد  
 ـ۷۲ تا زمان   ها  نيپروتئد  ي تول ي نسب يداريپا ژه در ي ـو ه ساعت ب

باشد، مناسب  به پروتواسکولکس محدود ي که دسترسيطيشرا
ر ي تـاث  يبعـد  يهـا   گـردد در پـژوهش      يشنهاد م يپ .خواهد بود 

 ـبـر تول   مختلف گلـوکز     يها  غلظت  -ي دفع ـ هـاي   ني پـروتئ  دي
 ـ مورد مطالعه قـرار گ     يترشح  يين و شناسـا يـي  تعي و بـرا   ردي
مـاران  ي بي بـر رو يا مطالعـه  هـا   نين پروتئ يک ا يژن  ي آنت ياجزا

  .دشوانجام نگ يتمونوبلايک با روش ايداتيست هيمبتلا به ک
  

 ر و تشکريتقد
ــ    نو ــه مراتــب ســپاس و قــدرداني از  خــودرا يسندگان مقال

 ـبـه دل  زنجـان  ي دانـشگاه علـوم پزشـک      يمعاونت پژوهـش   ل ي
 اعــلام  پـژوهش ياجــرامـساعدت در   و ي مــاليهـا  تي ـحما

نامـه   انين مقاله برگرفته از پا ي لازم به ذکر است که ا      .دنينما  يم
  .باشد ي ميشناس د انگل ارشي کارشناسييدانشجو
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Background and Objective: Preparation of proper antigens is an important issue in serology of hydatidosis. 

Investigators have been able to obtain excretory/secretory antigens (E/S Ags) by short-term culture of 

protoscoleces in a couple of culture media. However, no data are available about production rate of such 

antigens in different culture media. The present study was carried out to evaluate the production of E/S Ags 

(proteins) in PBS complemented with glucose, DMEM and RPMI culture media. 

Material and Methods: To obtain E/S proteins, protoscoleces of echinococcus were cultured in PBS 

complemented with 10% glucose, RPMI and DMEM for 72 hours. Proteins secreted in culture media were 

concentrated and assayed. To characterize different components, proteins were electrophoresed on SDS-

PAGE. Data were analyzed using One-way ANOVA and Tukey HSD tests. 

Results: The mean concentration of E/S proteins in PBS medium in 24 hours of culture was significantly 

higher than DMEM and RPMI (P<0.05). However, such a difference was not observed between E/S proteins 

in DMEM and RPMI media. E/S proteins obtained from PBS medium were separated into 12 major bands 

and the two other media into 14 major bands within a range of molecular masses of 16 to 67 kDa. 

Conclusion: PBS complemented with glucose is more appropriate than the two other media for E/S proteins 

production. The best time to obtain E/S proteins is the first 48 hours of culture. 

 

Keywords: Echinococcus granulosus, Protoscoleces, Excretory/Secretory antigens 
 


