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و غشاء خارجي هاي پري بررسي الگوي الكتروفورتيك پروتئين پلاسمي

جدا آبورتوس اويس سرووار انتريكا تحت گونه سالمونلا انتريكاهاي سويه

 شده از ايران

*2.ت،زهرايي صالحي،2.ح، تاج بخش،1.ر.ح، ايوبي

 21/3/1389: پذيرش 13/8/1388: دريافت

: خلاصه
و پري دف از اين تحقيق بررسي الگوي پروتئينه از سالمونلا آبورتوس اويسهاي پلاسمي در سويه هاي غشاء خارجي جدا شده

و مطالعه تفاوت از سالمونلا آبورتوس اويسهاي جهت استخراج پروتئين غشاء خارجي سويه. هاي الگوي پروتئيني آنهاست ايران جدا شده
شد X-100و تريتون ايران، از روش سونيكه كردن  و روش 500پلاسمي با استفاده از سوكروز هاي پري پروتئين. استفاده ميلي مـولار
و رنـگ SDS-PAGEها از روش جهت مشاهده اين پروتئين. شوك اسمزي استخراج گرديد آميـزي نيتـرات نقـره در شرايط احيـائي

بسـيار متفـاوت سالمونلا آبورتـوس اويـس هاي مختلف پلاسمي در سويه نتايج نشان داد الگوي الكتروفورتيك پروتئين پري. استفاده شد
باتوجه به يكسان بودن شرايط رشـد بـاكتري،. ها مشاهده گرديدهاي غشاء خارجي اين سويه هاي اندكي در الگوي پروتئينتفاوت. است
و غشاء خارجي نشان دهندة وجود يكس پري هاي موجود در الگوي پروتئين تفاوت مي ري اختلافات ژنوتيپي در اين سويهپلاسمي . باشد ها

.هاي اپيدميولوژي مولكولي قابل ارزيابي هستند ها بعنوان يك شاخص جهت بررسي اين تفاوت

.، ايرانSDS-PAGEپلاسمي، پروتئين غشاء خارجي،، پروتئين پريسالمونلا آبورتوس اويس:هاي كليدي واژه

.كرمانشاه، ايران دانشگاه كرمانشاه، دانشكده علوم،-1
.انشكده دامپزشكي، دانشگاه تهران، تهران، ايراند گروه ميكروبيولوژي-2
    tsalehi@ut.ac.ir:لنويسنده مسؤو*
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:مقدمه
و، تحت گونه سالمونلاانتريكا با آبورتوس اويس سرووار انتريكا
Bمتعلق به گروه سرمي c:1,6[27]4,12ساختار پادگني

و ). 1378زهرائي،(باشد مي اين سرووار عادت يافته به ميزبان
و. زا استعمدتاً در گوسفند بيماري اين سرووار در اروپا

و خسارت اقتصادي  و باعث سقط جنين خاورميانه اشاعه دارد
در گردد، به طوري فراوان در صنعت پرورش گوسفند مي كه

هاي آبستن، سقط درصد ميش50تا30مناطق اندميك 
؛ 1980و همكاران، Pardon؛ Jack ،1968(كنند مي

Pardon ،سقط جنين معمولاً در طي ). 1988و همكاران
و در آبستني آبستني اول رخ مي هاي بعدي به علت ايجاد دهد

و ايمني نسبي عليه بيماري، كمتر اتفاق مي پس مقاومت افتد
داً جمعيت ايمن جاي خود را به از يك دوره محدود، مجد

و در نتيجه ممكن است سقط جنين  جمعيت حساس داده
 Pardon؛ 1994و همكاران، Berthon(ناگهاني رخ دهد 
مي بعضي ميش). 1980و همكاران، شوند ها پس از سقط، تلف
ميو بره و گاهي نيز از اين هاي زنده متولد شده نيز ميرند
ا بره و اسهال ها به عوارض مختلفي ز قبيل پنوموني، لنگش

و؛ تاج1355بخش،؛ تاج1352بخش، تاج(شوند مبتلا مي بخش
و محزونيه،؛ تاج1357نادعليان،  ؛ 1378بخش

Tadjebhche وNadalian ،1980 .(گوسفندان آبستني
هاي هفتگي يا بعد از آن آلوده شوند معمولاًً جنين16كه در 

از. آورند سالم به دنيا مي مي پس توان اين باكتري سقط براحتي
بيماري. را تا چندين هفته از ترشحات واژينال گوسفند جدا كرد

و بيش در همه نقاط مملكت وجود  ناشي از اين باكتري كم
و  دارد كه در اين بين منطقه ورامين، كرج، استان خراسان

 كنترل. اصفهان از نظر آلودگي در رده اول اهميت قرار دارند
مي بيماري  باشد در مناطق آندميك مبتني بر واكسيناسيون

)Pardon ،1980بخش در سال تاج) 1980و همكاران 
و ايمني واكسن غيرفعال شده در اي را تهيه كرد زائي آن را

و نادعليان، تاج(ميش مورد بررسي قرار داد  ;1357بخش
Tadjebhche وNadalian ،1980 ;Tadjebhche و

Touvay ،1979.(
و خسارت  هاي وارد با توجه به اندميك بودن بيماري در ايران

و از طرفي كم اهميت بودن  شده به صنعت پرورش گوسفند
هاي آن در ساير كشورها، انجام مطالعات مولكولي روي سويه

لذا در اين. گردد جدا شده از ايران، امري ضروري تلقي مي
جي باكتريو غشاء خارپلاسمي پري هايوتئينمطالعه پر

و جهت بررسي الگوي الكتروفورتيك اين استخراج گرديد ،
و رنگ آميزي نيترات نقره SDS-PAGEروش پروتئينها از
.استفاده شد

و روش كار :مواد

 هاي باكتري سويه: الف
هاي باكتري مورد استفاده در اين مطالعه، طي يك دورة سويه

و از واگي هاي مختلفريسي ساله از نواحي اندميك در ايران
و به صورت ليوفيليزه نگهداري شده اند جدا گرديده

)Sidurchuk ،30ها تعداد اين نمونه). 1977و همكاران
از موارد سقط 1379تا 1349هاي سويه بود كه طي سال

و كرج، استان خراسان، اصفهان،  ميش از شهرهاي ورامين
و دماوند جدا شده بود .رشت

 پلاسمي پري استخراج پروتئين-1-ب
ليتر ميلي25در سالمونلا آبورتوس اويسيك پرگنه از باكتري

شبLBاز محيط كشت  و پس از يك كشت داده شد
10به مدت) روي شيكر(درجه37نگهداري در گرمخانه 

شد 4000دقيقه در در. دور سانتريفوژ  375رسوب حاصله
ميلي 200(تريس[ميكروليتر از بافري مركب از

 500(و سوكروز) ميلي مولار8PH= (EDTA )5/0مولار
و Clement(به صورت سوسپانسيون درآمد])ميلي مولار
Popescu ،1991 .(ها را به ظرف يخ انتقال داده، سپس لوله

هر. دقيقه روي شيكر قرار داده شدند20به مدت  پس از آن به
 متانميكروليتر آب مقطر سرد حاوي فنيل 560ها يك از لوله

و به مدت نيم) يك ميلي مولار(1سولفونيل فلورايد افزوده
10ها به مدت سپس لوله. ساعت در ظرف يخ قرار داده شدند

را جدا2محلول روئي. دور سانتريفوژ شدند 13000دقيقه در
و با بافر نمونه هم حجم آن شامل  سديم دو دسيل%3[كرده

 
1 - Phenyl methane sulphonil fluoride (pmsf) 
2 - Supernatant 
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گليسرول، درصد10بتا مركاپتواتانل،5%، (SDS)سولفات
(6درصد برم فنل بلو، تريس بازي005/0 %3/7=pH([

و به مدت آن. دقيقه جوشانده شدند5مخلوط نموده بعد از
ژل30مقدار  درصد پلي5/12ميكروليتر از اين مخلوط روي

ميلي30ساعت در شدت جريان ثابت3آكريلاميد به مدت 
ت نقره سپس ژل به روش نيترا. آمپر الكتروفورز گرديد

)Harris وAngal ،1989 (شدرنگ - جهت اندازه. آميزي
گيري غلظت پروتئين از روش برادفورد استفاده شد

)Brandford ،1976 .( 5مقدار پروتئين در هر چاهك معادل
.ميكروگرم بود

هاي غشاء روش استخراج پروتئين-2-ب

 (OMPs)3خارجي
20در اويس سالمونلا آبورتوسابتدا يك پرگنه از باكتري

درLBليتر محيط كشت ميلي و به مدت يك شب كشت داده
شد) روي شيكر(گراد درجه سانتي37انكوباتور  . نگهداري

در10سپس سوسپانسيون باكتري به مدت دور 4000دقيقه
در. سانتريفوژ گرديد ليتر بافر سونيكيشن ميلي5رسوب حاصله

، pH(MgSO4=4/7ميلي مولار50(تريس هيدروكلرايد[
با])ميلي مولار5/0( و مجدداً به صورت سوسپانسيون درآمده

ها دقيقه سانتريفوژ گرديد تا باكتري10به مدت 4000دور 
در. شستشو شوند بافر(ميلي ليتر بافر سونيكيشن3رسوب

به صورت سوسپانسيون) يك ميلي مولار( pmsfحاوي) فوق
و تا مدت سونيكه كردن روي   Isibsi(يخ قرار داده شد درآمد

مدل(سپس با دستگاه سونيكاتور ). 1988و همكاران،
3.75MK2: ساخت شركت ،MSE 2به مدت) فرانسه
).4ppm30با شدت(دقيقه سونيكه شد

3 - Outer membrane proteins 
4 - Peak to peak microns 

و با دور  به 12000سپس نمونه به ظرف يخ منتقل گرديد
شد10مدت در. دقيقه سانتريفوژ از ليتر ميلي5رسوب حاصله

و  حل) درصدX)20-100ميكرليتر تريتون 200بافر فوق
و به مدت شد2گرديد سپس. ساعت روي يخ نگهداري

در15ها به مدت نمونه . دور سانتريفوژ گرديدند 20000دقيقه
سرانجام محلول روئي را جدا كرده با بافر نمونه هم حجم

30دقيقه، ميزان5مخلوط نموده، پس از جوشانيدن به مدت 
درصد پلي آكريلاميد به مدت5/12ميكروليتر از آن روي ژل

ميلي آمپر الكتروفورز30ساعت در شدت جريان ثابت3
.گرديد

:نتايج
 پري پلاسمي هاي پروتئين الكتروفورتيك مقايسه الگوي

هاي سيتوپلاسمي نتايج مربوط به الكتروفورز پروتئين
 SDS-PAGEروشبه سالمونلا آبورتوس اويسهاي سويه

الي12ها تعداد در اين نمونه. نشان داده شده است1در شكل
مي 16 همانطور كه در شكل).1جدول(شود باند مشاهده

مي مشخص شده است در برخي سويه شود ها باندهايي مشاهده
هايي در تعداد همچنين تفاوت. كه در سايرين وجود ندارد
هاي جدا در سويه.د داردها وجو باندهاي پروتئيني اين سويه

يك باند پروتئيني با وزن تقريبي)3و2ستون(شده از ورامين 
ها كيلو دالتون مشاهده گرديد كه اختصاص به اين سويه 44
يك باند)8و1،7ستون(هاي استان خراسان در سويه. دارد

مي66اختصاصي با وزن كمتر از  ضمناً. شود كيلو دالتون ديده
ازيهدر اين سو كيلودالتون نيز17ها يك باند با وزن كمتر
هاي جدا از سويه)5ستون(سويه استاندارد. گردد مشاهده مي

.هاي مشخصي داردشده از ايران تفاوت
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شامل سويه8 الي1ماركر وزن مولكولي، ستونMآميزي نيترات نقره ستون رنگ SDS-PAGEتفكيك اجزاي پروتئين پري پلاسمي به روش-1شكل
و قاسم و سويه استاندارد انگليس، چناران، نيشابور .آبادمشهد، ورامين، ورامين، دماوند

:Mآميزي با نيترات نقره، ستون رنگ SDS-PAGEبه روش سالمونلا آبورتوس اويسهاي سويه (OMPs)هاي غشاء خارجي تفكيك اجزاء پروتئين.2شكل
و كرج به ترتيب شامل سويه8الي1هاي، ستون)كيلودالتون( ماركروزن مولكولي  هاي جدا شده از ورامين، نيشابور، قاسم آباد، چناران، مشهد، اصفهان، دماوند
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 سالمونلا آبورتوس اويسهاي مختلف تعداد باندهاي پروتئيني پري پلاسمي در سويه-1جدول

هاي غشاء مقايسه الگوي الكتروفورزي پروتئين

 خارجي
هاي غشاء خارجي نتايج حاصله از الكتروفورز پروتئين

نشان داده شده2در شكل سالمونلا آبورتوس اويسهاي سويه
 باند پروتئين مشاهده11تا9ها تعداد در اين نمونه. است
97تا26ها بين وزن مولكولي اين پروتئين).2ل جدو(شود مي

مي. كيلودالتون است آيد، همانطور كه از مشاهدة شكل بر
هاي غشاء هاي اندكي در الگوي الكتروفورتيك پروتئينتفاوت

)6ستون(در سويه جدا شده از اصفهان.خارجي وجود دارد
م31يك باند .گردديكيلودالتوني اختصاصي مشاهده

شماره ستون ژل87654321

تعداد باند پروتئيني910101011111210

 سالمونلا آبورتوس اويسهاي مختلف در سويه (OMPs)هاي غشاء خارجي تعداد باندهاي پروتئين-2جدول

 بحث
هاي مورد مطالعه بسيار هاي غشاء خارجي سويه الگوي پروتئين
و لذا به عنوان يك شاخص اپيدميولوژيك تلقي يكنواخت بوده

و).2شكل(گردد نمي تنوع بيشتري در الگوي الكتروفورتيك
شكل(هاي مختلف پلاسمي سويهتعداد باندهاي پروتئيني پري

مي)1 هاي جدا شده از يك ناحيه ضمناً باكتري. گردد مشاهده
 داراي باندهاي اختصاصي هستند كه با پيكان روي تصاوير 

و در ساير سويه ها حضور ندارند؛ بنابراين اين مشخص شده
ها را به عنوان يك شاخص جهت مطالعات اپيدميولوژي تفاوت
.توان به كار برد مي

و همكاران Helmuthدر مطالعات انجام شده توسط
در، مشاهده گرديد كه الگوي پروتئين)1985( هاي غشايي

و هفت سرووار شايع سالمونلا از تشاب ه زيادي برخوردار هستند
در اين دسته از پروتئين ها به عنوان يك ويژگي اپيدميولوژيك
.نظر گرفته نشدند
هاي پري هاي مشاهده شده در الگوي پروتئين باتوجه به تفاوت

شماره ستون ژل87654321

تعداد باند پروتئيني1616141912151513
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، با مقايسه الگوي سالمونلا آبورتوس اويسهاي پلاسمي سويه
د پروتئيني مربوط به سويه ر يك هاي جديدعامل سقط جنين

و منطقه، مي و منشاء آلودگي آگاهي يافت توان از نحوة انتشار
.هاي اپيدميولوژي مولكولي به كار گرفت آن را جهت بررسي

از، بعد از ايجاد سقط در يك گله سالمونلا آبورتوس اويس
و ترشحات در مرتع پراكنده مي . شود طريق جنين سقط شده

است به صورت بخش نشان داد كه اين باكتري قادر تاج
و سقط كند  و مجدداً ايجاد آلودگي خاموش در خاك زنده بماند

)Tadjebakhche وNazari ،1974 .(باتوجه به جابه-
جايي ميش در مراتع، رديابي نحوة انتشار باكتري در داخل
مناطق جغرافيايي مشكل است ولي با مطالعه ساختار پروتئيني 

. ولي باكتري پي بردتوان به اپيدميولوژي مولك باكتري مي

سو همانطور كه در اين مطالعه مشاهده مي هاي جدايهگردد،

اي شده از نواحي جغرافيايي خاص داراي اختلاف قابل ملاحظه
و با توجه هاي پري در تعداد باندهاي پروتئين پلاسمي هستند

ها نشان به يكسان بودن شرايط كشت باكتري، اين تفاوت
با. استهااين سوشدهندة اختلاف ژنوتيپي در  بنابراين
ميهاي پري استفاده از الگوي پروتئين توان تا حدودي پلاسمي

در سالمونلا آبورتوس اويسهاي سويه ايجاد كننده سقط
و رديابي كردهاي مختلف را تشخي واگيري .ص

پلاسمي از هاي پري در اين پژوهش جهت استخراج پروتئين
با) 1968و همكاران، Petrichev(و پوپسكو5روش كلمنت

، Popescuو Clement(برخي تغييرات استفاده گرديد
از(در اين روش با استفاده از شوك اسمزي) 1991 با استفاده

را به پروتوپلاست تبديل سلول باكتري) بافر ذكر شده در مقاله
و  نموده، پس از رسوب دادن بقاياي ديوارة سلولي

و پروتئين ها، آنزيم پروتوپلاست پلاسمي در فاز هاي پري ها
كه. مايع روئي استخراج گرديدند در اين بررسي مشاهده شد

14پلاسمي اكثراً در محدوده وزن مولكولي هاي پري پروتئين
هاي غشاء برخلاف پروتئين. دارندكيلودالتون قرار 100الي

به پلاسمي طيف وسيعتري از پروتئينخارجي، فضاي پري ها را
و در اين محدوده وزن مولكولي، پراكندگي  خود اختصاص داده

هاي الگوي الكتروفورتيك پروتئين. انداي داشته قابل ملاحظه
از تنوع OMPهاي پلاسمي در مقايسه با پروتئينپري

 
5 - Clement 

ها با پيكان روي تصوير شكل اين تفاوت. ردار بودبيشتري برخو
باتوجه به حضور برخي از باندهاي. نمايش داده شده است1

هاي جدا شده از يك منطقه جغرافيايي، اختصاصي در سويه
و همكاران، تاج(توان همگام با الگوي پروتئين تام مي بخش

يك پلاسمي نيز به عنوان هاي فضاي پري از پروتئين) 1383
.هاي اپيدميولوژيك استفاده كرد ماركر جهت بررسي
و تريتون OMPsجهت استفاده از روش سونيكه كردن

100-Xهاي الگوي الكتروفورتيك پروتئين. استفاده گرديد
. هاي مورد مطالعه، بسيار مشابه بود غشاء خارجي در سويه

ب بنابراين در مطالعات اپيدميولوژي مولكولي نمي ه توان از آن
(عنوان يك شاخص مولكولي استفاده نمود .Isibsi و

هاي با استفاده از سوئيكه كردن، پروتئين). 1988همكاران،
و تيفي موريوم را استخراج كردند  غشاء خارجي سالمونلا تيفي

)Isibsi ،نامبردگان مشاهده نمودند كه ). 1988و همكاران
 ولي در دو دسته با وزن مولك OMPهاي اصلي پروتئين

ضمناً چند باند. كيلودالتون قرار دارند28-23و41- 36
كيلودالتون در الگوي پروتئيني اين70-17پروتئيني با وزن 

كه. ها مشاهده گرديد سروتيپ در مطالعة ديگري مشخص شد
در الگوي الكتروفورتيك پروتئين سروتيپ7هاي غشاء خارجي

، تريتيديس، دابلينان، سالمونلا تيفي موريوم(سالمونلا شايع 
از تشابه زيادي ) هايدلبرگو پاناما، اينفنيتس، كلراسويس

 سالمونلا تيفيهاي برخوردار هستند به طوري كه تمام سويه
، الگوي يكساني را نشان دادند هايدلبرگو موريوم، پاناما

)Helmuth ،بنابراين بر اساس نتايج ). 1985و همكاران
توان هاي غشاء خارجي نمي وتئينتحقيق حاضر نيز از الگوي پر

مند هاي اپيدميولوژيك بهره به عنوان يك شاخص در بررسي
.شد

Isibsi كه)1988(و همكاران  OMPs، گزارش كردند
كننده در مقابل چالش قادر است ايمني محافظت سالمونلا تيفي

 OMPبا جرم زنده ايجاد نمايد مطالعات انجام شده روي 
 نايسريا گونورهم منفي نظير ساير باكتري هاي گر

)Buchanan يسنايسريا مننژيتيد) 1997و همكاران
)Wang وFrasgm ،1984 (سودوموناس آئروژينوزا 
)Gilleland ،هموفيلوس آنفلوانزا،)1984و همكاران 
)Guling ،شيگلاو شيگلا سونئي،)1982و همكاران
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زايي توانايي ايمني) 1980و همكاران، Adamus( فلكسنري
 زايي بالقوه با توجه به ايمني. ها را نشان داده است اين پروتئين

و همچنين تشابه فراوان الگوي اين اجزاء پروتئيني
از هاي غشاء خارجي سويه الكتروفورتيك پروتئين هاي جدا شده

به OMPsايران، در صورت استخراج مقادير فراوان  مربوط
رو(ها اين سويه )ش توصيه شده در اين پژوهشبا توجه به
هاي تحت واحدي توان قابليت آنها را جهت تهيه واكسن مي

.هاي سالمونلايي ارزيابي كرد جهت پيشگيري از سقط

و قدرداني  تشكر
و قدرداني  ـنگارندگان مراتب تشكر و دانشـكده دامپزشـكي ب تـه خود را از معاونت پژوهشي دانشگاه تهـران اعأخـاطر تبـار طـرح مين

مي 51/2/215 تحقيقاتي شماره .دارندكه اين مقاله مستخرج از آن است ابراز
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The study of periplasmic and outer membrane proteins 

patterns in Salmonella enterica subsp. enterica serovar 

Abortusovis strains isolated from Iran 

*Ayoubi, H.R.1, Tadjbakhsh, H.2, Zahraei Salehi, T.2

Received: 04.11.2009    َ Accepted: 11.06.2010 

Abstract: 

Aim of this study was comparison of periplasmic and outer membrane proteins (OMPs) patterns 
between Salmonella abortus ovis strains isolated from Iran. Outer membrane proteins were 
prepared by sonication in triton X-100. Periplasmic proteins were extracted by 500 Mm Sucrose 
osmotic shock. Periplasmic and OMPs extracted proteins were analyzed by SDS-PAGE and 
silver staining. The results showed that there is considerable difference between periplasmic 
protein profiles of S. abortus ovis strains. The outer membrane proteins patterns were 
approximately similar among the strains. The protein profile differences and number of protein 
bands showed in figure and tables. In fact these variations indicating a certain genotypic 
distance between bacterial strains that isolated from different geographical area of Iran and may 
be useful for describing the epidemiology or at least genetic relatedness of Salmonella abortus 
ovis wild types. 
Key words: Salmonella abortus ovis, Periplasmic protein, Outer membrane protein SDS-
PAGE, Iran. 
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