
  
  درماني شهيد صدوقي يزد -مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

  33، ص 1383سال دوازدهم ، شماره دوم ، تابستان 

  
  

  هاي كيست هيداتيك با  ژن هاي توليد شده عليه آنتي بادي بررسي آنتي
  

  استفاده از روش ايمونوبلات
  

  4، فاطمه جالوسيان 3حسيني ، دكتر احمد زواران 2اصل ، دكتر عبدالحسين دليمي 1فر دكتر فاطمه غفاري

  
  چكيده

لا اسـت كـه بـراي تشـخيص بيمـاري كيسـت هيـداتيك بكـار         ايمونوبلات يكي از روشهاي سرولوژي با حساسيت و ويژگي با :مقدمه 
ب   ژن در اين روش سرم بيمـاران هيداتيـدي بـا زيـر واحـدهاي دو آنتـي ژن اصـلي اكينوكوكـوس گرانولـوزوس يعنـي آنتـي           . رود مي

  .باشند كند و پاسخهاي ايجاد شده قابل تجزيه و تحليل مي واكنش ايجاد مي 5ژن  وآنتي
باشد كـه بيمـاري    مورد مربوط به بيماران هيداتيدي مي 40سرم مورد آزمايش قرار گرفتند كه  100سي تعداد در اين برر :روش بررسي 

مـورد   20مورد مربوط به افراد مبتلا به بيماريهـاي انگلـي بـه غيـر از كيسـت هيـداتيك ،       20آنها توسط عمل جراحي اثبات شده است ، 
  .باشد مورد مربوط به افراد سالم مي 20و  مربوط به بيماران مبتلا به بيماريهاي غيرانگلي

و  5/84،  5/92بـه ترتيـب   )  كيلو دالتون 20و  16،  12با وزنهاي ملكولي  (حساسيت بدست آمده براي سه زير واحد آنتي ژن ب  :نتايج 
بـا وزنهـاي   ( 5 ژن حساسيت بدسـت آمـده بـراي دو زيـر واحـد آنتـي      . بدست آمد % 100درصد و ويژگي براي هر سه زير واحد  5/87

  . باشد  درصد مي 90و  100و ويژگي به ترتيب % 100، ) كيلو دالتون 65و  55ملكولي 
كيلـو دالتـوني    55دهد كه بهترين زير واحـد بـراي تشـخيص كيسـت هيـداتيك ، زيـر واحـد         نتايج بدست آمده نشان مي :نتيجه گيري 

  .مي باشد 5ژن  آنتي
  

  مونوبلات ، سرولوژيكيست هيداتيك ، اي :هاي كليدي  واژه
  

  مقدمه
ــان و     ــين انس ــترك ب ــت مش ــك عفون ــدوزيس ي   هيداتي

ــات اســت  ــام    . حيوان ــه ن ــده ب ــانواده تني ــتودي از خ ــل آن سس عام
ميزبان نهايي اين انگل سگ و . اكينوكوكوس گرانولوزوس است 

سانان و ميزبانهاي واسط آن دامهايي نظيـر گوسـفند ، گـاو و     سگ
  اشــكال لاروي. شود  رم نوزادي مبتلا ميانسان نيز به ف. بز هستند 

  
  استاديار گروه انگل شناسي  -1

  استاد گروه انگل شناسي  -2

  دانشيار گروه ايمني شناسي -3

  گروه انگل شناسي PhDدانشجوي  -4

  تهران -دانشگاه تربيت مدرس 

  
انگل در ميزبانان واسط به صورت كيستهاي بزرگـي در انـدامهاي   

اين بيماري علامت . )1(شوند و ريه ظاهر ميداخلي مخصوصا كبد 
باليني خاصـي نـدارد بنـابراين جهـت تشـخيص بيمـاري، ارزيـابي        

براي تشـخيص ايـن بيمـاري بهتـر اسـت از      .باليني آن كافي نيست 
ايـن روشـها شـامل اسـتفاده از     . چند روش تشخيصي استفاده كرد 

هاي  يكراديوگرافي ، اولتراسونوگرافي، توموگرافي، همراه با تكن
ــي ــي  ايمن ــي م ــد شناس ــي. باش ــادي آنت ــه    ب ــي برعلي ــاي اختصاص ه
ماننـد بـه    هاي اين انگل تاچند سال پس از بهبود بـاقي مـي   ژن آنتي

باديهاي  همين جهت بسياري از تستهاي سرولوژي براي يافتن آنتي
IgG  وIgE     در سرم بيماران در طي بيماري و حتـي پـس از عمـل

بـيش  .  )3،2(استفاده قرار مي گيرند جراحي يا درمان دارويي مورد 
ــافتن    50از  ــراي ي ســال اســت كــه تســتهاي ســرولوژي متنــوعي ب
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  هاي كيست هيداتيك با استفاده از روش ايمونوبلات ژن هاي توليد شده عليه آنتي بادي بررسي آنتي

كه در اثر بيماري كيسـت   IgG , IgM , IgA , IgEهاي  بادي آنتي
از تستهايي كـه هـم   . هيداتيك در بيماران توليد شده بكار مي رود

 تـوان از تسـت الايـزا و    حساسيت و هم ويژگي بـالايي دارنـد مـي   
بطور كلـي مفهـوم عملـي بـلات اشـاره بـه       .  )4(ايمونوبلات نام برد

و  RNAهايي دارد كه در آنها باندهاي جدا شده پروتئين ، تكنيك
هاي نازكي مثل كاغـذ نيتـرو سـلولز منتقـل      از ژل به ورقه DNA يا
گرچه استفاده از اين تكنيك بعد از الكتـرو فـورز باعـث    .شود  مي

گـردد   تـر كـردن كـل آزمـايش مـي      صرف وقت بيشـتر و پيچيـده  
ليكن به علت فوايـد فراوانـي كـه ايـن روش دارد بكـاربردن آن      و

روشهاي مختلفي براي انتقال از ژل به كاغـذ  . بسيار با ارزش است 
نيتروســلولز وجــود دارد كــه متــداولترين آنهــا اســتفاده از جريــان  

. منـد  نا الكتريسيته است كه اين روش انتقال را الكترو ترانسفر مـي 
در اين روش جريان الكتريكي به صورت عمودي بر سطح باعـث  
حركت پروتئينها به خارج از ژل و انتقال آنها به كاغذ نيترو سلولز 

پروتئينها به وسيله نيروي غيركووالانت محكـم بـه كاغـذ    . شود مي
نيترو سلولز متصـل مـي شـوند و نـوع واكـنش غيرقابـل بازگشـت        

تـوان از پلـي كلونـال و مونوكلونـال     در ايـن روش مـي   . باشـد   مي
ــي ــود    آنت ــتفاده نم ــد و   . بــادي اس ايمونــوبلات روش بســيار مفي

در . ژنهاي اختصاصي است اي براي مشخص نمودن آنتي تأييدشده
.  باشند ژنها تا حدود يك نانوگرم قابل تشخيص مي اين روش آنتي

ژن  با استفاده از اين روش تشخيص واكنش متقاطع بين يـك آنتـي  
هدف از ايـن  .   )6،5(گردد پذير مي ژنهاي مشابه ديگر امكان آنتي و

هـاي اختصاصـي توليـد شـده بـر عليـه        بـادي  مطالعه ، ارزيابي آنتي
هاي مختلف كيست هيداتيك در بدن انسان بـا اسـتفاده از    ژن آنتي

  .روش ايمونوبلاتينگ است
  

  روش بررسي 
ك ، پس از جداسازي مـايع كيسـت هيـداتي    :ژن  تهيه آنتي

و ب  5ژنهـاي   ژنهاي نسبتاً خالص را كه حـاوي آنتـي   محلول آنتي
  . )7(باشد تهيه گرديد  مي

بيمار مبتلا بـه كيسـت    40براي تهيه سرم مثبت از  :تهيه نمونه سرم 
هيداتيك كه بيماري آنها به وسيله عمل جراحي تاييد شده است ، 

فرد مبـتلا   20فرد سالم به عنوان گروه شاهد سالم ،  20همچنين از 

به ساير آلودگيهاي انگلي به عنوان گروه شاهد داراي آلودگيهاي 
مـورد   4مـورد تنيـا سـاژيناتا ،     3(انگلي غيـر از كيسـت هيـداتيك    

مـورد آسـكاريس ،    3لا هپاتيكـا ،  مورد فاسـيو  3هايمنولپيس نانا ، 
 20و ) مـورد ژيارديـا   4مورد اسـترونژيلوئيدس اسـتركوراليس و   3

بيماريهاي غيرانگلي به عنوان گروه شاهد بيمـار بـدون    فرد مبتلا به
سرطان كبد ، سرطان ريه ، سرطان ناحيـه شـكم ،   (آلودگي انگلي 

نمونه سرم تهيه ) كوليت روده ، سرطان خون و عفونتهاي باكتريال
علـت انتخـاب ايـن گروههـا بررسـي واكنشـهاي متقـاطع بـا         . شد 
اكنشـهاي متقـاطع بـا    ژنهاي ساير انگلها و همچنـين بررسـي و   آنتي

ساير بيماراني است كه از لحاظ علايم باليني ممكن است مشابه بـا  
باشند است اين سرمها تا زمان بررسـي   علايم كيست هيداتيك مي

  .درجه سانتيگراد نگهداري شدند  -20در فريزر با دماي 
ــوبلات   ــايش ايمون ــي  :آزم ــدا آنت ــا روش   ابت ــالص ب ــبتا خ   ژن نس

 SDS-PAGE ز شد ، پـس از پايـان الكتروفـورز ژل را    الكتروفور
دقيقـه در   30به دقت از ميان دو شيشه الكتروفورز خـارج كـرده و   

اي از كاغذ نيترو سلولز كه به اندازه  قطعه. بافر انتقال قرار داده شد 
بريم ، براي آماده سازي كاغذ نيترو سلولز ابتـدا   باشد را مي ژل مي

سـاعت در بـافر    1بـه مـدت   آن را در آب مقطر خيسانده و سـپس  
عدد كاغذ صافي را بـه ابعـاد بزرگتـر از     6انتقال قرار داده و تعداد 

سـپس يـك   .كاغذ نيتروسلولز بريـده و در بـافر انتقـال خيسـانديم     
كاغـذ   3سـپس بـه ترتيـب     اي را بـا متـانول تميزكـرده    سطح شيشه

كاغذ صافي را طوري بـرروي   3صافي ، كاغذ نيترو سلولز ، ژل و 
سـپس   .چينيم كه هيچ حباب هوايي بين آنها تشكيل نگردد يهم م

اين لايه ها را بين دو اسفنج قرار داده و اين مجموعه را بـه داخـل   
تانك وسترن بلات كه محتوي بافر انتقال است قرار داده و جريان 

پس از اتمـام  . ساعت برقرار گرديد  2ولت به مدت  100-80برق 
سپس قسمت مربوط به  را در آورده مدت انتقال كاغذ نيترو سلولز

. رنـگ گرديـد    S پروتئينهاي استاندارد را بريده و در رنگ پونسو
پس از اطمينان از انتقال پروتئينهـا كاغـذ نيتـرو سـلولز در محلـول      

سپس كاغذ را به صورت نوارهـايي بـه   . كننده قرار داده شد  بلوكه
رقـت  ا شـاهد بـا   ميليمتر بريده و هر نوار را بـا سـرم بيمـار ي ـ    3قطر 

سپس كاغذهاي نيترو سـلولز در مجـاورت   . مجاور گرديد  1:800
بـا  ) تهيه شده از شـركت سـيگما  ( HRPكنژوگه با IgGهيومن آنتي
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  درماني شهيد صدوقي يزد -مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

قــرار داده شــد و پــس از اتمــام زمــان انكوباســيون  1:6000رقــت 
پـس از  . قـرار داده شـد   DAB 1 كاغذها در مجاورت سوبسـتراي 

وارها را به داخـل ظـرف آب مقطـر    اي ، ن ظاهر شدن باندهي قهوه
  .)7(منتقل كرده سپس بين دو كاغذ صافي خشك گرديد

  
  نتايج 

نتايج بدست آمده از ايـن تحقيـق نشـان مـي دهـد كـه        
شدت و ضعف رنگهاي بدسـت آمـده بـراي هـر بانـد در بيمـاران       

 55و  65قــويترين بانــدها در ناحيــه . مختلــف متفــاوت مــي باشــد 
مشـاهده گرديـد كـه     5ژن  مربوط بـه آنتـي  كيلودالتون يعني ناحيه 

سپس مهمترين ) . 1تصوير (براي همه بيماران هيداتيدي مثبت بود 
كيلو دالتون مشاهده گرديد ، ايـن ناحيـه    24واكنش در ناحيه زير 

ــد      ــه بان ــوده و داراي س ــي ژن ب ب ــه آنت ــوط ب  20و  16،  12مرب
% 100ود و افراد هر سه باند مثبت ب ـ% 50دالتون است كه براي كيلو

بـراي سـاير     ).1تصـوير  (افراد داراي حداقل يك باند مثبت بودند
ــدين ترتيــب مــي   ــايج بدســت آمــده ب ــدها نت ــد  بان  116باشــد ، بان

مثبت % 50كيلودالتون  60و % 45كيلودالتون  52، % 30دالتون  كيلو
بـا اسـتفاده   . آمده اسـت  ) 1(ساير اطلاعات در جدول . بوده است 

انگلـي   راد سـالم و افـراد مبـتلا بـه بيماريهـاي غيـر      از اين روش ، اف
امـا در  . ژنهاي كيسـت هيـداتيك نشـان ندادنـد      واكنشي را با آنتي

يك (مورد  20مورد افراد مبتلا به بيماريهاي انگلي در دو مورد از 
 كيلودالتون 65در ناحيه ) مورد تنيازيس و يك مورد فاسيوليازيس

  ) . 1تصوير (نتايج مثبت مشاهده گرديد 

نتايج بدست آمده بـراي آزمـايش ايمونـو بـلات در افـراد      
) 2(مبتلا به كيست هيداتيك بر حسب موقعيت كيست در جـدول  

بيشـترين مـوارد مثبـت بـراي افـراد مبـتلا بـه كيسـت         .آمده اسـت  
هيداتيك كبدي و كمترين موارد مثبت براي افراد مبتلا به كيسـت  

  .هيداتيك ريوي بدست آمد 
  
  
  
  
  
  
  
  
  هاي استاندارد پروتئين -1
  بيماران هيداتيدي -7-2
  بيمار مبتلا به سرطان كبد -8
  بيمار مبتلا به ژيارديا -9

  بيمار مبتلا به فاسيولاهپاتيكا -10
  بيمار مبتلا به آسكاريس لومبريكوئيدس -11
  بيمار مبتلا به تنياساژنياتا -12
  بيمار مبتلا به استرونژيلوئيدس استركوراسيس -13
  مار مبتلا به كرم قلابداربي -14
  بيمار مبتلا به هايمنولپيس نانا -15
  فرد سالم  -16

نوارهاي نيتروسلولز بدست آمده در روش ايمونوبلات :  1شكل 
  براي بيماران هيداتيدي و بيماران غيرهيداتيدي و افراد سالم

  
  رحسب باندهاي بدست آمدهساسيت و ويژگي بدست آمده و سترن بلات در گروههاي مورد مطالعه بح: 1جدول 

  
  كليودالتوني 65باند   كليودالتوني 55باند   كليودالتوني20باند كليودالتوني16باند كليودالتوني14باند باندهاي مثبت مشاهده شده

  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد  گروههاي مورد مطالعه

  100  40  100  40  5/87 35 5/84 33 5/94 37  )نفر40(افراد مبتلا به كيست هيداتيد 
  -  -  -  -  - - - - - -  افراد مبتلا به ساير آلودگيها 

  10  4  -  -  - - - - - -  )نفر20(انگلي
  -  -  -  -  - - - - - - )نفر40(بيماريهاي مبتلا به آلودگيهاي غيرانگلي

  -  -  -  -  - - - - - -  )نفر40(افراد سالم
  100  100  5/87 5/84 5/94 حساسيت
  90  100  100 100 100 ويژگي
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  هاي كيست هيداتيك با استفاده از روش ايمونوبلات ژن هاي توليد شده عليه آنتي بادي بررسي آنتي

  
  عيت كيستقو مو مختلفسب باندهاي حبدست آمده از آزمايش و سترن بلات بر مثبت نتايج :  2جدول 

  
  كليودالتوني 65باند   كليودالتوني 55باند   كليودالتوني 20باند   كليودالتوني 16باند   كليودالتوني 14باند   باندهاي مثبت مشاهده شده

  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  درصد  تعداد  موقعيت كيست

  100  40  100  40  95 19 90 18 95 19  )نفر20(كيست كبدي 

  100  14  100  14  75 9 66 8 83 10  )نفر12(يويكيست ر

  100  8  100  8  5/87 7 5/87 7 100 8  )نفر8( اندامكيست درچند 

  
  

  بحث 
ــالاي روش اي  ــي ب ــيت و ويژگ ــان  حساس ــوبلات در مي مون

تستهاي سرولوژي آن را بـه عنـوان تسـت برتـر و متمـايز از سـاير       
روشها معرفي نموده و مخصوصا در مناطقي كـه سـاير بيماريهـاي    

سيستي سـركوزيس انـدميك هسـتند بـه عنـوان تسـت        كرمي مانن
علــت ديگــر اهميــت ايــن روش ، . انتخــابي برگزيــده شــده اســت

ژنيـك قابـل    ام زير واحدهاي آنتـي بادي به تم الگوهاي پاسخ آنتي
  . بررسي است 

در نتايج بدست آمده از مطالعـه حاضـر حساسـيت بدسـت     
بود ، در مطالعه كـانوار و  % 5/92كيلو دالتوني  12آمده براي قطعه 

، )8(% 100حساسيت بدست آمده براي اين قطعه ) 1992(همكاران 
  ه بــــراي ايـــن قطعـــ) 1992(و در مطالعـــه لگـــات و همـــــكاران 

ــيت  ــاران    )9(% 90حساسـ ــو و همكـ ــه يوپولـ ) 1996(و در مطالعـ
در سـاير مطالعـات حساسـيت    .)10(بدست آمده بود% 80حساسيت 

ژني بدين ترتيب مي باشـد و   بدست آمده براي اين زير واحد آنتي
ــاران  ــتگوي و همكـ ــاران  )11(% 65) 1992(راسـ ــاربو وهمكـ ، خـ

و  )13(% 72) 1994(، پروفيومـــــو وهمكـــــاران  )12(% 58) 1997(
در  .بدسـت آمـده بـود     )14(% 55) 1991(سـيراكوزانو وهمكـاران   

ژن ب ،  مطالعــه حاضــر و ســاير مطالعــات انجــام شــده بــراي آنتــي
كيلـو دالتـوني بـود     12بيشترين حساسيت بدست آمده براي قطعـه  

در . دهنـد  بنابراين نقش ايمنـي غالـب را بـه ايـن قطعـه نسـبت مـي       
كيلـو دالتـوني    16آمده براي قطعه  مطالعه حاضر حساسيت بدست

  ، و % 100مي باشد در مطالعه كانوار و همكاران حساسيت %  5/82

  
  

، %  50) 1997(، خــاربو وهمكــاران % 59راســتگوي و همكــاران 
  .گزارش شده است % 50يوپولو وهمكاران نيز 

كيلودالتــوني در  20حساســيت بدســت آمــده بــراي قطعــه  
، و % 100) 1992(ر و همكـــاران ، كـــانوا% 5/87مطالعـــه حاضـــر 

) 1997(، خــاربو و همكــاران % 55)1992(راســتگوي و همكــاران 
  . بدست آمده بود% 63) 1991(، سيراكوزانو وهمكاران % 50

حساسيت بـالايي را در   5زير واحدهاي مربوط به آنتي ژن 
 65و  55در مطالعـه مـا قطعـات    . روش ايمونوبلات نشان داده انـد  

در تمامي موارد بيماري مثبت بودند يعنـي حساسـيت   كيلو دالتوني 
) 1994(در مطالعــه پروفيومــو وهمكــاران . مــي باشــد % 100آنهــا 

و در % 94مجمــوع حساســيت بدســت آمــده بــراي ايــن دو واحــد 
  . بدست آمده بود% 78) 1997(مطالعه خاربو وهمكاران 

ــاران   ــانوار و همك ــه ك ــه ) 1992(در مطالع ــو  116قطع كيل
ش شده بـود ،  روان مهمترين زير واحد تشخيصي گزاعن دالتوني به

مـوارد مثبـت را توانسـته بـود     % 30در حالي كه در مطالعه ما فقـط  
نيـز ايـن   ) 1994(در مطالعـه پروفيومـو و همكـاران    .تشخيص دهد 

  . قطعه اهميت زيادي را نشان نداده بود 
بـا اسـتفاده از روش   )  2003(در مطالعه ايشيما و همكـاران  

% 100و بلات حساسيت ايـن روش بـراي هيداتيـدوز انسـاني     ايمون
  .بدست آمده بود 

ــاران   ــدالحافظ و همكـ ــه عبـ در روش )  2004( در مطالعـ
،  هيداتيـدوز انسـاني بـا اسـتفاده از روش ايمونـو بـلات       تشـخيص 
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  درماني شهيد صدوقي يزد -مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

حساسيت بدسـت آمـده بـراي زيـر واحـدهاي آنتـي ژن ب يعنـي        
و % 7/35،   %69كيلـو دالتـوني بـه ترتيـب      24و  16،  12 قطعـات 

كيلـو   12، كه بيشترين حساسـيت بـراي قطعـه     بدست آمد% 5/40
كيلـو دالتـوني بدسـت     16دالتوني و كمترين در صـد بـراي قطعـه    

كيلـو   12در مطالعه ما نيز بيشترين حساسيت براي قطعه . آمده بود 
كيلـو دالتـوني بدسـت     16دالتوني و كمترين در صـد بـراي قطعـه    

  .آمده بود 
  

  يري گ نتيجه
روش بســيار حساســي بــراي تشــخيص  روش ايمونــوبلات

نتـايج بدسـت آمـده از ايـن     . بيماري كيست هيـداتيك مـي باشـد    

باشــد ، بــدين ترتيــب كــه اگــر چنانچــه از  روش قابــل تفســير مــي
ژنهاي نسبتاً خالص اسـتفاده شـود وجـود حـداقل چهـار بانـد        آنتي

در مواردي  بودن اين تست مي باشد در حالي كه مثبت نشانه مثبت
كه واكنش متقاطع با سرم افراد آلـوده بـه فاسـيولا و تنيـا سـاژيناتا      

 65نشان داده شد ، واكنش مثبت در يك باند و آن هـم در ناحيـه   
  . كيلو دالتون مشاهده شد

علت تفاوتهاي بدست آمده در مطالعات مختلـف احتمـالاً   
ــوزوس،     ــترينهاي اكينوكوكــوس گرانول ــاوت در اس ــت تف ــه عل ب

يات باليني بيماران ،موقعيت كيست و حتي تأثير بعضـي از  خصوص
داراي كيست هيـداتيك اوليـه يـا    (فاكتورها مانند وضعيت بيماران 

  .مي باشد ) داراي كيست هيداتيك عود كرده
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