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 ،يك، ميكروآئروفيلشكل، مارپيچي  باكتري گرم منفي Helicobacter pylori (H.pylori) :زمينه و هدف

خصات اين باكتري ليپوپلي  از مش.باشد مي هاي اسيدي مقاوم pH كه به بودهكننده اوره آز و متحرك  توليد
 اين باكتري مسئول مقاومت زياد LPS. فرد آن است همنحصر ب )LPS) Lipopolysaccharids  ياهاي ساكاريد

 كه آن را هدفي مهم براي اهداف ،باشد  ايمني بدن ميآن در پايداري به اسيد معده و فرار آن از سيستم
 از LPSعات نياز به استخراج و جدا سازي براي انجام اين قبيل مطال. طالعاتي يا تشخيصي قرار داده استم

  .باشد غشاء خارجي مي
 حاصل از كشت نمونه معده بيماران مبتلا به H .pylori از غشاء خارجي يا پوشش LPS :روش بررسي

 در اين تحقيق با استفاده از دو روش LPSاستخراج . ريت، زخم معده و سرطان معده استخراج گرديدگاست
Proteinase K و Hot-Phenolفورتيكي آن بوسيله وگوي الكترل انجام شده و اSDS-PAGE آميزي  و با رنگ

 ش و سالمونلاسوO111: B4 ش سوE.coli نمونه LPSفورتيكي وگوي الكترلبدست آمد و بالاخره با انقره 
ATCL 14028مقايسه گرديد .  

 در سه دسـته     هاي بدست آمده  باند. باني را نشان داد    استخراج شده يك الگوي نرد     LPS الكتروفورز :ها يافته
  .متوسط و پايين قرار گرفتند ،با وزن مولكولي بالا

 متفاوت يل تعداددل به. آن است LPSيكي از عوامل مهم در بيماري زائي اين باكتري  :گيري نتيجه
باندهاي با وزن  . استآمده بصورت نردباني دست هاي اوليگوساكاريدي، الگوي الكتروفورزي به زنجيره

  .هدد  را نشان مي)انبيبدون زنجيره ج (R-LPSوزن مولكولي پايين   و باندهاي باS-LPSمولكولي بالا 
  

  .Proteinase K، H.pylori، SDS-PAGE، LPS :كلمات كليدي
  
  

  

  
اي از گليكو  ها، خانواده  يا آندوتوكسين)LPS( ها ليپوپلي ساكاريد

گرم منفي از   پوشش باكتريهايدر    كهدناشب ميليپيدهاي فسفريله 
ژن   آنتيLPS.  وجود دارندHelicobacter pylori  (H.pylori) ،جمله

  رد ـيكي و عملكچگي فيزارـاصلي سطح اين باكتريها بوده و براي يكپ

  

  
از سه قسمت از نظر ساختاري  LPS 1.باشند غشاء خارجي لازم مي

هاي  كاريد ز خارج به داخل عبارتند از پلي سا كه اتشكيل شده است
حدهاي تكراري هفت قندي تشكيل  كه از وا)o-chain(خارجي 

 )core( هسته مركزي ند،سيته باكتري دخالت دارنيدر آنتي ژ  وندا شده
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 و باشد ميپذيري غشاء مهم  نفوذ قند تشكيل شده و در 10- 15كه از 
ده و داراي خصوصيت  روي غشاء بوLPS لنگر كه Aليپيد بالاخره 

  2.باشد نولوژيك ميوايم
بيان شده و سطح  توسط تمام باكتريهاي گرم منفي LPSبطور معمول 

سيستم ه ، كه بعنوان يكي از اهداف اوليپوشاند غشاء خارجي را مي
 توسط سلولهايي LPSشناسايي وجود  .نمايد ايمني پستانداران عمل مي

ها و ماكروفاژها سبب شناسايي سريع و واكنش ايمني  مانند مونوسيت
 داراي جايگاه LPS 3و4.شود نت باكتريهاي گرم منفي ميبر عليه عفو
ها،  سازي لنفوسيت ي آنتي بادي بوده و توانايي فعالاتصال بر رو

 در LPSگذشته از اهميت . باشد ها را دارا مي اژ و گرانولوسيتماكروف
 داراي خواص منحصر H.pylori موجود در LPS، سيته باكترييآنتي ژن

 5.باشد  ميغيرهيك پپسينوژن، گاسترين، هيستامين و فردي مانند تحر هب
ش سو H.pylori ،E.coli غشاء خارجي LPSدر مورد ناهمگون بودن 

O111:B4 سوش  لاو سالمونATCL 14028و  ، مطالعات فيزيولوژيك
و اين مطالعات مبتني بر  شيميايي بسياري انجام شده است بيو

 .باشد ازي اين ماده از باكتري ميس صسازي و خال استخراج، جدا
 LPSسازي  سازي و خالص روشهاي مختلفي براي استخراج، جدا

، 7، بوتانلHot –Phenol6توان به روش استخراج با  كه مي وجود دارد
EDTA8، و 9اتر Proteinase K10در بين اين روشها.  اشاره نمود ،

Proteinase Kو  Hot –Phenolباشند  بيشتر مرسوم مي.  
 بكار LPS براي استخراج تجاري و مقادير بالاي Hot –Phenolروش 

واند ت زايي داشته و مي  فنل خاصيت سرطانعلت اينكه  بهو نيز رود مي
شود كه   استفاده ميProteinase K از روش ، گرددباعث مسموميت

 براي بري كم و درصد خلوص بالا علت سادگي نسبي و زمان هب
 استخراج شده توسط LPSبررسي . باشد مقادير كم باكتري مناسب مي

 .آيي اين روش است روفورز حاكي از كاراين روش با استفاده از الكت
  

  
، زخم از بيماران مبتلا به گاستريتگرفته شده پسي هاي بيو نمونه

كه به مركز بيماريهاي گوارش و كبد بيمارستان را معده و سرطان 
 بر روي محيط  بود،شريعتي مراجعه كرده و تست اوره آز آنها مثبت

 انكوباتور درو وارد كشت  Brucella Blood Agarكشت اختصاصي 
، قرار داده شد ساعت 48 به مدت CO2 ،10% و غلظت oC37  دمايبا

براي اطمينان از آلوده نبودن محيط كشت و اينكه محيط تنها حاوي 

H.pyloriيك يا چند لام تهيه و پليت   از قسمتهاي مختلف هر، است
.  ميكروسكوپ مورد بررسي قرار گرفتآميزي گرم در زير بعد از رنگ

هاي اپندورف  ر لولهد از حصول اطمينان از نوع باكتري، باكتريها دبع
  . استون كشته شده و نگهداري گرديدحاوي

 فر باml10، باكتريها در بعد از حذف استون از محيط،LPSاستخراج 
    . هموژنيزه گرديدpH=2/7 با Cold Dulbeco PBS فسفات سالين

ml 5/1ا  دقيقه ب5/1مدت   اين محلول به ازg1000  در دمايoC 4 
       كننده كه حاوي  ليزاز بافر ml 50ر  ته نشست دسانتريفوژ شد،

2 % =SDS، 4 %=2- Mercapo Ethanol   10و گليسرول%، Tris –HC 
 مرحله بعد در . حل گرديد، و بروموفنل بلو بودpH=8/6 با با غلظت

μg 25 از Proteinase K در ml 10 محلول از Lysing Buffer حل 
 oC60ساعت در دماي  مدت يك هشده و به هر لوله اضافه گرديد و ب

 Proteinase K  يك لوله نمونه بدون،ر لوله نمونه هيبازا. انكوبه شد
  10.گرفته شد بعنوان كنترل در نظر

فورز بر روي ژل   استخراج شده از روش الكتروLPSسازي  براي جدا
 تا 12كننده   استفاده شد كه شامل ژل جداSDS11اكريل آميد همراه با 

يك مول كننده حاوي   ژل جدا11.باشد مي% 5نده كن و ژل متراكم% 15
Tris-HCl 8/8 با= pH، سديم ،%10 آمونيوم پرسولفات 

 و بيس %30 اكريل آميد ،SDS 10%، TEMED 1% سولفات سيل دود
 با Tris-HClيك مول كننده حاوي  ژل متراكمو  %8/0اكريل آميد 

8/6=pH، 10 آمونيوم پرسولفات%، SDS 10%، TEMED 1%،يل  اكر
 روي ژل SDS-PAGEدر .  بود%8/0و بيس اكريل آميد % 30آميد 
 ساعت 3-4   بمدتV90-70  كننده جدا براي ژل  وV50كننده  متراكم

  .سازي صورت گرفت عمل جدا
ها با روش نيترات نقره آمونياكي كه اولين بار توسط  آميزي ژل رنگ

Tsai-Frach12. ارائه گرديد انجام گرفت  
 

  
       بر روي ژل LPSشده  سازي  باندهاي جدا1شمارهدر شكل 

SDS-PAGE  كه با روشبا نيترات نقره ،Proteinase Kاستخراج شده  
مختلف ريخته ي ها از نمونه μg 6 در هر چاهك. شود مشاهده مي
  .شده است

  
  

  بررسيروش هايافته
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آميزي   ،رنگSDS-PAGE يلههاي مختلف بوس  گونهLPS شده باندهاي جدا: 1-شكل
 سالمونلاتيفي موريوم 4 باند ،LPS، H.Pylori مربوط به 1و2و3و5باندهاي نقره 
  .باشند  ميماركر، 7  باند،O111:B  سوشE.coli 6، ،باند ATCL 14028 سوش

  

  
 سبب عفونت مزمن مخاط معده در انسان شده و H.pyloriباكتري 
از لحاظ . باشد گاستريت و زخم معده مي ،سرطانصلي عامل ا

 1.بخوبي شناسايي شده است  H.pylori موجود در LPSساختاري 
LPS به دو نوع خشن )Rough (R-LPSچهار اسيد چرب دارد و  كه 

  .شود  اسيد چرب است تقسيم ميششه داراي  كS-LPS يا نوع صاف
تر از  بلندH.pylori در LPSزنجيره اسيدهاي چرب موجود در 

 هستند و E.coli موجود در مقايسه با LPSزنجيره اسيدهاي چرب 
 چهار از موقعيت بعلاوه فسفات.  اتم كربن دارند16-18بطور متوسط 

توان   بنابراين مي1.شود  توسط يك اتانول امين جايگزين ميقند
 اين A LPSشود كه ليپيد  بيني كرد كه اين تغييرات سبب مي پيش

 ساير LPSراي خواص آندوتوكسيك كمتري نسبت به داباكتري 
 نشان داده شده است كه خواص ميتوژنيك ،Moran 1و2.باكتريها باشد

LPS برابر كمتر از 1000 اين باكتري LPSتيفي  باكتري سالمونلا 
 است و  برابر كمتر500 آن در موش موريوم است و مقدار كشندگي

 نشان خود ت كمتري ازبرابر فعالي LAL ،500 -100آزمون  در نيز
تواند   ميO-chain، H.pyloriآنچه بسيار مهم است اين كه  1.دهد مي

.  شباهت داشته باشدLewis x  وyژنهاي گروههاي خوني  به آنتي
 ،هاتوان حدس زد كه اين ساختار بنابراين با وجود اين شباهت مي

ع ساختارهاي موجود بر سطح سلولهاي ميزبان را تقليد نموده و مان

سازي و بررسي  جدا 12.حمله سيستم ايمني ميزبان به باكتري شوند
 S.Mills كه توسط H.P بدست آمده از هفت سويه LPSخصوصيات 
 موجود در ساختمان ،LPS هتروژنيسيته زياد را در 15،انجام پذيرفت

H.pyloriآنان در مطالعه خود .  نشان داده استLPS را با استفاده از 
الگوي بدست .  استخراج كردندK و پروتئيناز Hot-phenolدو روش 

دست آمده  و همكارانش بسيار شبيه به الگوي بS.millsآمده توسط 
 اين هفت سويه الگوي متفاوتي از 15.شدبا در مطالعه انجام شده مي

LPS را نشان دادند و دو نوع S-LPS و R-LPS در مطالعه اخير 
 نشان داده H.pylori موجود در LPSدر استخراج  .شناسايي گرديد

ي سري از باندهاي وزن ملكول شده است كه در قسمت بالاي ژل يك
يك   و)O )S-LPS زنجيره  واجد LPSمربوط به زياد بصورت نردباني 

 دنباش مي O فاقد زنجيره LPSيادوباند در قسمت پائين ژل مربوط به 
)R-LPS(. دو بيمار مبتلا ،عدهدر اين مطالعه دو بيمار مبتلا به سرطان م 

به زخم معده و دو بيمار مبتلا به گاستريت مورد بررسي قرار گرفتند 
 باند با حركت سريع با وزن ملكوليو الگوي الكتروفورزي شامل يك 

 يك ، در انتهاپهن با حركت متوسط با وزن ملكولي يك باند ،در انتها
نه ژل و يك  دالتون در مياپهن با حركت متوسط با وزن ملكوليباند 

ند با حركت آهسته با وزن ملكولي دالتون در بالاي ژل مشاهده با
مشاهده  و سالمونلا طرحي نردباني E.coliدر باند مربوط به . گرديد

تر احتمالاً داراي يك واحد  شد كه هريك از خطوط پائين
 LPS كه بيانگر حفظ ساختار 16،اليگوساكاريدي تكراري بيشتر است

 استخراج آن بوده است و باند سريع به احتمال در مراحل مختلف
اهميتي كه علت  به 17.باشد و اليگوساكاريد مركزي مي LPSزياد شامل 

LPS  در پاتوژنز بيماريهاي دستگاه گوارش دارد و روز به روز اهميت
رود كه با تغيير  ، انتظار مييابد آن براي تشخيص و درمان افزايش مي

. ، سريع و ارزان دست يافت روش آساندر روشهاي موجود بتوان به
به همين دليل طرح تحقيقاتي فوق كه عمدتاً روش استخراج و جدا 

 بوده و مورد بررسي و تحقيق قرار گرفته H.pylori از LPSسازي 
 ژل با شرايط متفاوت 50براي رسيدن به اين نتيجه حداقل . است

سازي  ، جداجگذاشته شد تا بتوان يك روش قابل اعتماد براي استخرا
 . بدست آوردH.pylori در نمونه LPSآميزي  و رنگ

، مليحه شكوه فرد و  راضيه آبفت:از سركار خانمها :سپاسگزاري
اند تشكر و قدرداني  ا كه در اين طرح ما را ياري كردهني ساناز ذبيحي

  .گردد مي

حثب
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Background: Helicobacter pylori (H. pylori) is one of the major causes of peptic ulcer, 
gastritis and gastric cancer. This bacterium has a special lipopolysaccharide (LPS), which is 
responsible for its pathogenesis and its high resistance against gastric acid and escape from 
the human immune system. This property makes it a target for further research and 
diagnostic goals. In this study, the extraction of the LPS and separation from the outer 
membrane is required. 
Methods: The LPS was extracted from the outer membrane, or envelope, of H. pylori 
obtained from patients suffering from gastritis, gastric ulcer and gastric cancer. LPS 
extraction was performed using the proteinase K method. SDS-PAGE and silver staining 
were applied to investigate the electrophoretic pattern of the LPS. This pattern was 
compared with that of E. coli serotype O111:B4 and Salmonella serotype ATCC 14028. 
Results: The extracted LPS has a ladder-shaped electrophoretic pattern and the bands are 
located in three groups: high, medium and low molecular weights. 
Conclusion: The distribution of the bands of the ladder-shaped electrophoretic pattern is 
caused by the different number of oligosaccharide chains associated with the LPS. The high 
molecular weight bands represent S-LPS and the low molecular weight bands represent the 
R-LPS, which lacks the O-chain. 
 

Keywords: Proteinase K, H. pylori, SDS-PAGE, LPS. 
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