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هـاي جديـد      باشند كـه بـا روش        مي مونوكلونالهاي    بادي  هاي نوتركيب نسل جديدي از آنتي       بادي  آنتي :زمينه و هدف  
هـاي    آوري نمايش بر روي سطح فاژ از كتابخانه        ها معمولاً توسط فن     بادي  اين آنتي . شوند  بيولوژي مولكولي ساخته مي   

هـا    گردند و از آنها جهت تشخيص و درمان برخي از بيماري            ژن مورد نظر جدا مي      ايمن بر عليه آنتي      ايمن يا غير   فاژي
ژن  آنتي بادي در موارد تشخيصي، تشكيل كمپلكس آنتي. شود ها استفاده مي ژن و همچنين شناسايي تعداد زيادي از آنتي

 هدف از انجـام ايـن   .شود ي جهت آشكارسازي آنها استفاده ميهاي گوناگون بايستي به نحوي رديابي شود كه از روش     
هـا و   ينيآميـزي پـروت   توسط دو رنگ مخصوص رنگ     K99ژن    بادي نوتركيب ضد آنتي     آميزي يك فاژ آنتي     تحقيق رنگ 

 وكتور حامل ژن فاژميد: روش بررسي. باشد  ميK99آميزي شده در تشخيص مستقيم فيمبريه  سنجش فعاليت فاژ رنگ
بـادي   انتقـال داده تـا ايـن آنتـي     TG1 سـويه  E. coliسـازي بـه سـلول     را پـس از خـالص   K99ادي ضد فيمبريـه  ب آنتي
 Coomassieهـاي   بادي فوق و خالص نمودن آن، با استفاده از رنـگ  پس از بيان آنتي.  بيان گردد Phage- scFvشكل به

brilliant blue و Disperse Red dye 60آميـزي شـده    بادي رنـگ  موده و توانايي شناسايي آنتيآميزي آن ن  اقدام به رنگ
بادي با هـر دو رنـگ فـوق قابـل      آميزي فاژ آنتي    رنگ: ها  يافته. خالص مورد بررسي قرار گرفت     K99ژن    نسبت به آنتي  

تـوان از      مـي  :گيـري   نتيجـه . اشـد ب مـي  K99ژن    آميزي قادر به شناسايي آنتي      بادي مذكور بعد از رنگ      انجام بوده و آنتي   
شـوند در     هـا نمـي     ها را دارنـد و همچنـين باعـث تخريـب سـاختار آن               آميزي پروتيين   هاي فوق كه قابليت رنگ      رنگ
  .دنموژن مربوطه استفاده  ها بهره جست و از آنها در جهت شناسايي آنتي بادي آميزي فاژ آنتي رنگ

  
  .K99 ،ميزيآ  رنگ، فاژ،بادي نوتركيب آنتي :كليدي كلمات

 

  

  
 اجزايي از سيستم ايمني بدن هستند كه        (Antibodies) ها اديب آنتي

. عهــده دارنــد هبخــشي از دفــاع بــدن در مقابــل عوامــل مهــاجم را بــ
توانند با ايـن عوامـل اتـصال          اختصاصي مي  ها به شكل كاملاً    بادي آنتي

دار كـردن، آنهـا را بـراي حملـه توسـط سـاير اجـزاي                يافته و با نشان   
هـاي بـسيار     توانند واكـنش   ها مي  بادي  آنتي 1.ندسيستم ايمني آماده ساز   

همچنين  ها و  ينها، گليكو پروتي    ينياختصاصي با انواع مختلفي از پروت     
مــين جهــت از آنهــا ه بــه. ماركرهــاي ســطحي ســلولي داشــته باشــند

هاي زيادي جهـت كارهـاي تحقيقـاتي، تشخيـصي و درمـاني              استفاده
ها در بدن حيوانات، آنهـا را        يباد  امروزه علاوه بر توليد آنتي     2.شود مي

هـاي    ديگـر بـا روش     (Recombinant)هـاي نوتركيـب      ينيمانند پـروت  

هــاي بــاكتري، مخمــر، گياهــان و  مهندســي ژنتيــك در داخــل ســلول
هاي كشت سلولي با استفاده از وكتورهـاي خـاص و بـا كمـك                محيط

آوري توجـه    در اين فـن   . كنند هاي بيولوژي مولكولي تهيه مي     آوري فن
) نـواحي متغيـر   (ژن   ها بـا آنتـي     بادي صلي به جايگاه محل اتصال آنتي     ا

بـادي در    باشـد و بـراي اينكـه امكـان توليـد مقـدار زيـادي آنتـي                 مي
 ـ   اي ماننـد بـاكتري     موجودات ساده  وجـود آيـد، بقيـه سـاختمان         ههـا ب

 و  scFv بـه دو فـرم       شود و اكثـراً    حذف مي ) نواحي ثابت (ها   بادي آنتي
Fab  توان  هاي نوتركيب را مي    بادي اشكال مذكور آنتي  . ندشو  ساخته مي

 اي با استفاده از روش واكـنش زنجيـره   B هاي هاي سلول از روي كلون 
زيـادي    توليد نموده و يا با كلون نمودن تعـداد بـسيار           (PCR)مراز   پلي

(Library)     ها در داخل فاژميد وكتورهـا و        بادي  از ژن نواحي متغير آنتي
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 3-6.اين مهم دست يافت     بادي اختصاصي به   آنتي اژسپس با جداسازي ف   
 در مونوكلونـال هـاي كامـل    بـادي  هاي نوتركيب مانند آنتي   بادي از آنتي 

 ،Dot blottingهـا در آزمايـشاتي ماننـد     ژن تشخيص بـسياري از آنتـي  
Western blotting ،ELISA    ايميونوفلورسـانس، راديـو ايميونواسـي و ،

 و غيـره  (Immuno labeling)كتروني مطالعات توسط ميكروسكوپ ال
هـا در آزمايـشات فـوق         بادي  جهت رديابي اين آنتي    5.گردد استفاده مي 

هـاي    بادي  ها در انتهاي ژن آنتي      معمولاً از پپتيدهاي كوچكي كه ژن آن      
هـا و   بـادي   و يا آنتيHis-tag  ،c-myc tagاند مانند نوتركيب قرارگرفته

 كه تـوان شناسـايي      L و پروتئين    Aن  ييهاي ديگري مانند پروت    ينپروتي
 .شود  ها را دارند استفاده مي      بادي   آنتي )Framework(قسمت چارچوب   

هاي  ينيهمچنين در مواردي اين رديابي با قراردادن ژن مربوط به پروت          
GFP بـادي ماننـد ژن     ديگري در كنار ژن آنتي    

 و يـا ژن مربـوط بـه         7و8
هـاي   بـادي  ر هنگامي كه آنتي   د. انجام شده است   آنزيم آلكالين فسفاتاز  

انـد، ايـن رديـابي عـلاوه بـر           نوتركيب بر روي سطح فاژ قـرار گرفتـه        
هاي اختـصاصي    بادي تواند با استفاده از آنتي هاي رديابي فوق مي  روش

 9. انجام گيردAnti-PIII وAnti-M13 يني فاژ مانند بر ضد پوشش پروتي
نجـام گرديـده     ا Meissner توسـط    2002در يك تحقيق كـه در سـال         

بادي توسط يك رنگ تجاري كه براي        يني فاژ آنتي  ياست، پوشش پروت  
 محققـين   10.آميزي شده اسـت    گردد رنگ  آميزي پارچه استفاده مي    رنگ

هـاي   بـادي  آميـزي فـاژ آنتـي      اند بـا رنـگ     فوق بيان نمودند كه توانسته    
، آنها را از هـم تفكيـك        Ebolaاختصاصي ضد چهار سويه از ويروس       

اي  ينـي ميلـه   ي سـاختمان پروت   F5 يا   K99فيمبريه  از سوي ديگر     .نمايند
هـاي انتروتوكـسيژنيك    شكلي است كه به تعداد زياد روي سطح سويه        

(ETEC)هاي   باكتريE. coli   هـاي    وجـود دارد و در چـسبيدن بـاكتري
ها نقـش اساسـي داشـته و         هاي فوق به ديواره جدا روده گوساله       سويه

 بتواند در محل چسبيدن شروع بـه كلـونيزه          گردد كه باكتري   باعث مي 
تواند باعث مرگ و     اين عفونت مي  . توكسين توليد نمايد   كردن كرده و  

با توجـه بـه      11.ها در چند روز اوليه بعد از تولد آنها گردد          مير گوساله 
 scFv بـه شـكل      K99بادي نوتركيب اختصاصي ضد فيبريـه        اينكه آنتي 

هيــه گرديــده و همچنــين تحقيــق ت Aitken12و  Golchinقــبلاً توســط 
Meissner     باشـد و    ها مي  بادي آميزي فاژ آنتي   تنها تحقيق در زمينه رنگ

باشـد   ها بسيار سـاده و كـم هزينـه مـي           بادي از آنجا كه توليد فاژ آنتي     
هدف از انجام اين تحقيق اين بوده است كه با انتقال پلاسـميد حامـل               

بـادي را بـه     بتوان اين آنتـي TG1 سويه E. coliبادي به سلول  اين آنتي

را با اسـتفاده     Meissnerبادي توليد نموده و روش ابداعي        فرم فاژ آنتي  
 Coomassie brilliant blue و Disperse red dye 60هــاي  از رنــگ

آميزي شـده نـسبت بـه شـناخت          بادي رنگ  آزموده و فعاليت فاژ آنتي    
  . مورد سنجش قرار گيردK99ژن  آنتي

  
  

  

 در محـل دانـشكده      1386عـه تحقيقـي كـه در سـال          در يك مطال  
 ـدامپزشكي دانشگاه شهيد باهنر كرمان انجام پذيرفت         منظـور توليـد     هب

، ابتدا كلون حـاوي ژن ايـن        K99بادي اختصاصي ضد فيمبريه      قاژ آنتي 
  و سپس يك كلني از آن درTYEبادي بر روي محيط كشت جامد       آنتي

مـدت   هب %1گلوكز    و µg/ml100سيلين    حاوي آمپي  2xTY محيط مايع 
 دور  200 بـا چـرخش      oC37يك شب در انكوباتور شيكردار در دماي        

بـادي ضـد     سـپس پلاسـميد حامـل ژن آنتـي        . در دقيقه رشد داده شد    
 Tomlinson I & Jهـاي فـاژي     كه قـبلا از ميـان كتابخانـه   K99فيمبريه 

) Qiagen, Germany( بـا اسـتفاده از كيـت    12،اسـتخراج گرديـده بـود   
QlAprep Spin Miniprep kit  ــاكتري ــويه E. coliاز ب  HB2151 س

بادي از    مربوط به ژن آنتي    DNAجهت اطمينان نيز قطعه     . استخراج شد 
 و (PCR) پليمـراز  اي  با روش واكنش زنجيره(pIT2)روي اين پلاسميد  

 ـ  (BioRad, USA)با استفاده از دسـتگاه ترموسـيكلر    كـارگيري   هو بـا ب
   . تكثير گرديدgIII و pelBآغازگرهاي 

)'ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGC -3 -'5( pelB  
- CCCTCATAGTTAGCGTAACG -3')'5( gIII .ي يط دمــايشــرا

بـراي سـه     C°94كل  يك س ـ يشامل  ه   قطع  اين رياعمال شده جهت تكث   
 ـ ثان 30براي   C°94كل  ي س 30  و قهيدق  ـ ثان 50  بـراي  C°52ه،  ي  C°72  و هي

اسـتفاده شـد و     قـه   يدقهفت  براي   C°72كل  يك س  و ي  قهيدق يكبراي  
 مـورد مـشاهده     %1 تكثير يافته بـر روي ژل آگـاروز          DNAسپس باند   
   .قرارگرفت

قبل از : E. coliداخل سلول  بادي به  انتقال پلاسميد حامل ژن آنتي
هاي مستعد از روش شيميايي استفاده        انتقال پلاسميد جهت تهيه سلول    

بـر روي محـيط    TG1 سويه E. coli بدين منظور ابتدا باكتري 13.گرديد
كشت داده شده و يك كلوني از باكتري تازه رشد يافته بـه              TYE جامد
 %1گلـوكز    وµg/ml100سيلين   حاوي آمپي2xTYمحيط  ليتر  ميليپنج

مدت يك شب در انكوباتور شيكردار در        هكشت باكتري ب  . انتقال يافت 
 ـ   200 با چرخش    oC37دماي   روز بعـد  . د دور در دقيقه نگهداري گردي

 روش بررسي



  
 K99          823 هيمبريب ضد فيبادي نوترك  آنتي فاژزييآم رنگ          

 

 
 1388اسفند ، 12شماره ، 67 تهران، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي

ليتـر محـيط      ميلـي  100ليتر از باكتري رشد يافته به         ميلي يكبا افزودن   
طول مـوج    ، باكتري مجددا رشد داده شد تا كدورت آن در         2xTYتازه  
ليتر از كشت فوق سانتريفوژ       ميلي 10.  رسيد 4/0 نانومتر به حدود   600

مـولار   1/0ليتر محلول     ميلي 50گرديد و به باكتري ته نشين شده ابتدا         
  دقيقه بر روي يخ و     30كلريد منيزيم سرد و پس از نگهداري به مدت          

 1/0ليتـر از محلـول كلريـد كلـسيم           ميلي 10ميزان   ه ب ،سانتريفوژ كردن 
هــاي مــستعد شــده جهــت  از ايــن ســلول. مــولار ســرد اضــافه شــد

ترانسفورماسيون پلاسميد استخراج شده بـا روش شـوك حرارتـي در            
  13. ثانيه استفاده شد90مدت  ه بoC42دماي 

 به شكل   K99بادي ضد فيبريه     جهت بيان آنتي  : بادي تكثير فاژ آنتي  
 حامـل   TG1، يك پرگنه از باكتري سـويه        TG1 بادي در سلول   فاژ آنتي 
 و µg/ml100 سـيلين  آمپـي  حـاوي  2xTYبادي ابتدا در محيط      ژن آنتي 
ي  حـاو  2xTY  رشد داده و روز بعد مجددا در محـيط تـازه           %1گلوكز  
 درصد اين باكتري رشد يافت تا اينكه ميزان كدرت ايجـاد            1/0گلوكز  

در ايـن زمـان بـه       .  رسـيد  4/0 نـانومتر برابـر      600شده در طول موج     
 يسيناكانام و   KM13 فاژ كمكي    5×1010ميزان   ههاي رشد يافته ب    باكتري
µg/ml50               ـ  مـدت   ه اضافه گرديد و بـه بـاكتري اجـازه داده شـد كـه ب

فـاژ  ( در داخل انكوباتور شيكردار رشد كنـد         oC 30 شب در دماي   يك
در صـورت ورود بـه       كمكي داراي ژن مقاومت به كاناميسين بـوده و        

 روز بعـد  14.)شـود  باكتري اين مقاومت به سلول باكتري انتقال داده مي   
 از مـايع رويـي جـدا        ليتر ميلي 40به   كردن محيط كشت،   سانتريفيوژبا  

اتـيلن   محلـول پلـي   (سرد   NaCl6000 PEG/ تركيب   ليتر ميلي 10شده،  
اضافه شد و ايـن مخلـوط بـه         )  مولار 5/2كلريدسديم    و %20گليكول  

بـادي توليـد     فاژ آنتـي  . مدت يك ساعت بر روي يخ نگهداري گرديد       
 از محيط كـشت ترسـيب داده شـده و پـس از         PEG/NaClشده توسط   

. بـه حالـت محلـول در آمـد         PBSسانتريفوژ كردن مجدداً در محلـول       
 دقيقه سانتريفيوژ شـد  10 دور به مدت 11000خلوط فوق با سرعت  م

 .بادي خـالص شـده اسـتفاده گرديـد         عنوان فاژ آنتي   هو از مايع رويي ب    
 بـراي : بـادي    جهت اطمينـان از بيـان فـاژ آنتـي          blotting Dotآزمايش  

 بـا  Dot blotting بادي و فعاليت آن، آزمايش اطمينان از توليد فاژ آنتي
ــتفاده از ــياس ــالص  آنت ــK99 ژن خ ــارگيري   ه و ب  Protein-L HRPك

(Sigma, USA) اي از يـك    بـدين جهـت روي گوشـه   13و15. انجام شـد
  خالص شـده و در سـمت       K99 فيمبريه   μl3قطعه غشاء نيتروسلولزي    

 BSA  (Merck, Germany)ينيپروت% 3مقابل آن همين مقدار از محلول 

اجـازه داده شـد تـا در        به عنوان كنترل منفـي ريختـه شـد و            PBS در
% 3سپس سطح غشاء فـوق توسـط محلـول          . معرض هوا خشك شود   

 مـسدود گرديـده و پـس از     (Maravel, UK)شير خشك بدون چربـي 
كننـده    كه در بافر بلوك    K99 بادي ضد  ، فاژ آنتي  PBSشستشو با محول    

 سـاعت در دمـاي      غشاء به مدت يك   . ريخته شد ) 5:1(رقيق شده بود    
ي روتاتور قرار گرفت و بعد از طي اين مدت غـشاء            آزمايشگاه بر رو  

در .  شـسته شـد   PBS/Tweenنيتروسلولزي سه مرتبـه توسـط محلـول         
 كـه در  Protein L-HRP از ليتـر  ميلـي   سهمرحله بعد به غشاء به ميزان

 رقيـق  1:1000 درصد شير خشك بدون چربـي بـه نـسبت          دومحلول  
 قـرار   oC37 دماي   شده بود اضافه گرديده و براي مدت يك ساعت در         

جهـت ظـاهر    ،  PBS/Tweenبعد از شستشوي غشاء با محلـول        . گرفت
   chloro-1-naphtol-4ساختن واكنش آنزيمـي از محلـول سوبـستراي   

(Sigma, USA)13. استفاده گرديد  

       بـادي از رنـگ     آميـزي فـاژ آنتـي      بـراي رنـگ   : ها سازي رنگ  آماده
60 Disperse red dye )جواد كارآمد از  محمد  دكتري توسط آقايياهدا

آميـزي   كه از آن جهت رنـگ ) دانشكده هنر دانشگاه شهيد باهنر كرمان 
 ـ   Meissner10شود و قبلا توسـط       پارچه و قالي استفاده مي     كـار   ه نيـز ب

 Coomassie brilliant blue R250گرفته شـده بـود و همچنـين رنـگ     

(Sigma, USA) در دو لولـه  ها سازي اين رنگ جهت آماده. استفاده شد 
 نظر ريختـه و بـا    گرم از پودر رنگ مورد05/0ميكروتيوب جداگانه 

محتويـات  .  رسـيد  ليتـر  ميلـي  يك حجم نهايي هر لوله به       PBSمحلول  
 ـ        لوله  دقيقـه بـا سـرعت       30مـدت    هها با ورتكس به خوبي مخلوط و ب

مجدداً با انجام ورتكس مـايع      .  دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند     13000
نشين شده تا حد امكـان مخلـوط شـده و مخلـوط              قسمت ته رويي و   

 دور در دقيقه سانتريفيوژ     13,000 دقيقه با سرعت     30حاصل به مدت    
هـا   در انتها لولـه   .  مرتبه ديگر تكرار شدند    سهاين مراحل براي    . گرديد

 دور در دقيقـه     10,000ورتكس شده و به مدت يك ساعت با سرعت          
 هر لوله به آرامي به لوله تميز ديگري          مايع رويي  .سانتريفيوژ گرديدند 

  . نشين شده بود، دور ريخته شد منتقل و باقيمانده پودر رنگ كه ته
ها، اقدام بـه رنـگ       سازي رنگ  با آماده : ها بادي آميزي فاژ آنتي   رنگ

 بدين منظور در دو لولـه ميكروتيـوب         10.ها گرديد  بادي آميزي فاژ آنتي  
بادي و رنـگ مـورد نظـر ريختـه و          جداگانه حجم يكساني از فاژ آنتي     

مدت يك ساعت در دماي آزمايشگاه بر روي روتـاتور بـا دور كـم                هب
پس از طي اين مدت، بـه انـدازه يـك پـنجم حجـم               . نگهداري شدند 
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خـشك بـدون چربـي افـزوده        از شير % 30 محتويات هر لوله محلـول    
  دقيقه در دماي آزمايشگاه نگهداري شدند      30ها به مدت     گرديد و لوله  

هـا    اين لولـه متعاقباً. آميزي شده ترسيب يابند هاي رنگ  بادي تا فاژ آنتي  
 دور در دقيقه سانتريفيوژ و پـس از    5000 دقيقه با سرعت     30به مدت   

آميـزي شـده و    هـاي رنـگ   بـادي  دور ريختن مايع رويي، به فـاژ آنتـي     
 اضـافه و از آنهـا بـراي اسـتفاده در            PBS محلول   µl500نشين شده    ته

آميـزي   بـادي رنـگ    فعاليت فاژ آنتـي    .ت بعدي بهره گرفته شد    آزمايشا
 Dot blottingبـا انجـام آزمـايش     K99ژن  شده نسبت به شناسايي آنتي

. آميزي شده مورد بررسي قـرار گرفـت        هاي رنگ  بادي فعاليت فاژ آنتي  
 µl3بدين جهت در يك سـمت از يـك قطعـه غـشاء نيتروسـلولوزي                

 بـه   BSAين  اء همين مقدار از پروتي    ت مقابل غش   و در سم   K99ژن   آنتي
هـاي مـذكور     ژن عنوان كنترل منفي ريخته شده و به همين ترتيب آنتي         

سـپس سـطح    . روي قطعه كاغذ نيتروسلولزي ديگـري ريختـه شـدند         
خـشك بـدون     شـير  ينيپروت% 3عات غشاء نيتروسلولزي با محلول      قط

زي شـده بـا     آمي بادي رنگ  از فاژ آنتي   رليت ميلي 5/0بلوكه شده و     چربي
صورت جداگانه به هر غـشاء اضـافه گرديـد و بـه      ههاي مذكور ب   رنگ

مدت يك سـاعت در دمـاي آزمايـشگاه بـر روي روتـاتور نگهـداري              
سـه مرتبـه     PBS/Tweenهاي نيتروسـلولزي توسـط        غشاء نهايتاً. شدند

  . شسته شدند و مورد مشاهده قرار گرفتند
  

  

  
 از  K99نوتركيب ضد فيمبريـه     بادي   نتايج تكثير ژن كد كننده آنتي     

نشان دهنده وجود ايـن ژن       PCRروي پلاسميد حامل اين ژن با روش        
شـود بـا      مشاهده مي  1 شكلهمانگونه كه در    . در كلون رشد يافته بود    
 تكثيــر bp984طــول  هاي بــ  قطعــهgIII و pelBاســتفاده از پرايمرهــاي 

ن نتـايج   همچنـي . گرديده است كه برابر با طول مورد نظر بـوده اسـت           
 ـ     موفقيـت  TG1اين پلاسميد بـه سـلول        ترانسفورماسيون   هآميـز بـود ب

سـيلين رشـد     كلني بر روي پليـت حـاوي آمپـي     50اي كه حدود     گونه
بـادي مطـابق پروتكـل       رفـت فـاژ آنتـي      همانطور كه انتظار مـي    . يافتند

 تاييـد  Dot blottingاستاندارد توليد گرديده و وجود آنها بـا آزمـايش   
آميـزي فـاژ     رنـگ مـورد اسـتفاده در      هاي   بررسي رنگ ). 2 شكل(شد  
 و Coomassie brilliant blueهـاي   رنـگ كه  نشان داده شد ،بادي آنتي

Disperese red dye 60     بـادي بودنـد   قادر به رنـگ آميـزي فـاژ آنتـي .
 آميزي شده گـرن بادي با فاژ آنتي Dot blottingهمچنين نتايج آزمايش 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  gIII و pelB با پرايمرهاي K99ژن  آنتي بادي ضد ثير ژن آنتيتك: 1 -شكل
  
  
  
  
  
  
ژن  بادي ضد آنتي  جهت تشخيص بيان فاز آنتيDot blottingآزمايش  :2 -شكل
K99 .A:شده  ژن خالص دهنده محل آنتي  نشانK99 .B:ژن   محل آنتيBSA   

  
  
  
  
  
آميـزي شـده بـا     هـاي رنـگ   بـادي   با فاژ آنتـي Dot blottingآزمايش : 3 -شكل

Coomassie brilliant blue )راست ( و رنگDisperse red dye 60) چپ .(A: 
  ) كنترل منفي (BSAژن   محل قرار گرفتن آنتي:K99. Bژن  محل قرار گرفتن آنتي

 
  

كننده اين بود كه آنها      آميزي بيان   ژن بعد از رنگ    نسبت به شناخت آنتي   
  ). 3 شكل(باشند  ي ميصورت اختصاص هب ژن قادر به شناخت آنتي

  
  

       هـايي هـستند كـه در محـيط         بـادي  هاي نوتركيـب آنتـي     بادي آنتي
In vitro هـا، مخمرهـا،    هـاي ميزبـاني ماننـد بـاكتري      در داخل سـلول

 16.گردند هاي كشت سلولي توليد مي     هاي پستانداران و در محيط     سلول
يش بـرروي سـطح    با تكنولوژي نماها را معمولاً  بادي اين دسته از آنتي   

هايافته

بحث

       1,016 bp 

       2,000 bp 

            500 bp 

A B 

  B   A   B   A 
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طبيعي، نيمه سنتتيك   (غيرايمن   هاي فاژي ايمن و    از ميان كتابخانه  (فاژ  
روي سـطح    هاي بيان شـده بـر      بادي  آنتي 5.نمايند جدا مي ) )يا سنتتيك 
هـايي كـه     توان با انتقال پلاسيمد حامـل ژن آنهـا بـه سـلول             فاژ را مي  

ماننـد  (گيرنـد   عهـده    ها را به فرم محلول بـر       بادي توانند توليد آنتي   مي
 ، بدون قرار گرفتن بـر روي سـطح فـاژ   )HB2151  سويهE. coli سلول

بادي محلول از ميان ساير       در مورد اخير نياز است كه آنتي      . توليد نمود 
كنـد جـدا گرديـده و        هايي كه سلول ميزبان آنها را توليـد مـي          نپروتيي

ت  براي مـشاهده فعالي ـ    19.روي آن انجام گيرد    سازي بر  مراحل خالص 
بـادي محلـول از    بادي و يا آنتي هاي نوتركيب به فرم فاژ آنتي      بادي آنتي
كارگيري تركيبات فوق    هب. شود هاي ثانويه ديگري استفاده مي     بادي آنتي

ژن افزايش يافته و زمان انجـام        گردد كه هزينه تشخيص آنتي     باعث مي 
هاي اخير جهـت     در تحقيقاتي كه در سال    . آزمايشات هم طولاني شود   

هاي ثانويه انجام گرديده اسـت، منجـر بـه           بادي استفاده نكردن از آنتي   
ين يهاي نوتركيب شيمريكي شده است كـه ژن پـروت          بادي ساخت آنتي 

جملـه آنهـا     بادي قرار داده شده اسـت كـه از         ديگري در كنار ژن آنتي    
 ژن آنـزيم آلكـالين      17،(HRP) توان به افزودن ژن آنـزيم پراكـسيداز        مي

(AP)فسفاتاز  
در  7. اشـاره نمـود    (GFP)ين سبز درخـشان     و ژن پروتي   18

 ـ    يهمه موارد فوق، پروت    بـادي   صـورت آنتـي    هين شيمريك توليد شده ب
سازي بر روي آن نيز انجـام        باشد كه بايستي مراحل خالص     محلول مي 

هاي نوتركيـب شـيمريك در مقايـسه بـا      بادي هزينه ساخت آنتي . گيرد
يه كمتر بوده و مدت انجام آزمايشات هم        هاي ثانو  بادي استفاده از آنتي  

هـا نـسبت بـه       بـادي  از طرف ديگر توليد فاژ آنتـي       .كاهش يافته است  
. گيـرد  تر انجام مي   هاي محلول نوتركيب بسيار زيادتر و آسان       بادي آنتي

هــا بــا اســتفاده از تركيــب  بــادي همچنــين امكــان ترســيب فــاژ آنتــي
PEG/NaCl ن از مجمـوع مطالـب فـوق        ايبر بنـا  19.راحتي وجود دارد   ه ب

ها و بـدون   بادي طور مستقيم از فاژ آنتي هتوان نتيجه گرفت كه اگر ب   مي
هـا اسـتفاده شـود       ژن هاي ديگر در تشخيص آنتـي      بادي استفاده از آنتي  

هـا و عـدم نيـاز بـه توليـد            بـادي  دليل توليد زيادتر اين دسته از آنتي       هب
جويي زيادي   آنها صرفه سازي   بادي محلول و انجام مراحل خالص      آنتي

 Meissnerدلايل مذكور، اهميـت تحقيـق        به. شود در وقت و هزينه مي    
آميـزي پوشـش    ار اقدام به رنگكه براي اولين ب    ميلادي   2002در سال   

يني فاژ بـا اسـتفاده از يـك نـوع رنـگ صـنعتي پارچـه بـه نـام                     پروتي
Disprese red dyeايـن   با توجه به اينكـه  10.گردد  نمودند مشخص مي

هـا   بـادي  آميزي فاژ آنتي   مقاله تنها تحقيقي بوده است كه در زمينه رنگ        

انجام گرفتـه، در تحقيـق جـاري روش ارائـه شـده توسـط ميـسنر و                  
 بـا   K99بـادي نوتركيـب ضـد فيمبريـه          همكاران بر روي يك فاژ آنتي     

استفاده از دو رنگ مختلف مورد سنجش قرار گرفـت و فعاليـت فـاژ               
 K99ژن خـالص شـده       آميزي شده نسبت بـه آنتـي       هاي رنگ  بادي آنتي

 Coomassie و Disprese red dyeبـا انتخـاب دو رنـگ    . بررسي شـد 

brilliant blue،  آزمايشDot blottingآميزي  هاي رنگ بادي  با فاژ آنتي
  انجام گرفت  BSAژن    و آنتي  K99ژن خالص شده     شده در حضور آنتي   

 هـاي  بـادي  فـاژ آنتـي  اشـت و  آميـزي را بـه همـراه د      كه نتايج موفقيت  
 .ژن بودنـد    آميزي شده با هـر دو رنـگ قـادر بـه شناسـايي آنتـي                 رنگ

هاي  بادي همچنين مشخص گرديد كه ساختار سه بعدي و فعاليت آنتي         
. رود هـا از بـين نمـي       بيان شده بر روي سطح فـاژ توسـط ايـن رنـگ            

 Meissnerهــاي  بنـابراين تجربيـات حاصـل در ايـن تحقيـق بـا يافتـه       
هـاي صـنعتي جهـت فـاژ      خواني داشته و امكـان اسـتفاده از رنـگ     هم
علاوه تجربيـاتي كـه در ايـن تحقيـق           هب. نمايد ها را تاييد مي    بادي آنتي

دهنده اين بود     نشان هدست آمد  هها ب  بادي آميزي فاژ آنتي   نسبت به رنگ  
باشد اما داراي نكاتي اسـت كـه         كه اين روش اگر چه قابل استفاده مي       

من توجه بـه آنهـا در تحقيقـات آينـده، مـشكلات آن نيـز                بايستي ض 
آميزي فـاژ    از جمله اين موارد اين است كه هنگام رنگ        . برطرف گردد 

نشين شده كه مربوط     همراه رسوب ته   هها، در مراحل انتهايي ب     بادي آنتي
صورت آزاد   آميزي شده است، مقداري از رنگ به       بادي رنگ  به فاژ آنتي  

هايي كه در مرحله     ينگردد كه پروتي    نگ باعث مي  وجود دارد كه اين ر    
اند مقداري از رنـگ را بـه         كردن غشاء نيتروسلولزي استفاده شده     بلوك

اي بـر روي سـطح       خود جذب نموده و باعث پديد آوردن رنگ زمينه        
 PBSدر صورتي كه رسوب فوق توسـط تركيبـاتي ماننـد            . غشاء شوند 

آميـزي شـده     هاي رنگ  بادي يشستشو داده شود مقدار زيادي از فاژ آنت       
همچنين تجربيات انجام اين تكنيك نـشان داد        . از دست خواهند رفت   

هاي مختلف بايـستي غلظـت خاصـي از رنـگ در نظـر               كه براي رنگ  
اي و حداكثر رنگ مربـوط       گرفته شود كه در نتيجه حداقل رنگ زمينه       

يـدا  علاوه مطالعات ديگري براي پ     هب. ژن مشاهده گردد   به شناخت آنتي  
آميــزي  باشــد كــه امكــان رنــگ هــاي جديــد نيــاز مــي نمــودن رنــگ

هـاي ديگـر     ينيآميزي پروت  ها نسبت به رنگ    بادي تر فاژ آنتي   اختصاصي
  . هاي مربوط به مرحله بلوك كردن را داشته باشند ينياز جمله پروت

بدينوسيله از زحمات آقاي دكتر محمد جواد كارآمد         :سپاسگزاري
، آقـاي دكتـر   Disprese red dyeرار دادن رنـگ  خـاطر در اختيـار ق ـ   هب
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Staining of an anti-K99 recombinant phage antibody 
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Background: Recombinant antibodies are new versions of monoclonal antibodies that 
are produced by recent molecular biology techniques. These antibodies can be isolated 
by phage display technology from immune or non-immune libraries. Recombinant 
antibodies are applied to treatment of some diseases and also are increasingly used for 
diagnosis and detection of many antigens. In the latter case, the presence of antigen-
antibody complexes has to be detected by further approaches. The aim of current 
research was to stain an anti-K99 phage antibody with two different protein dyes and to 
apply them directly for detection of E. coli K99 fimbriae. 
Methods: In order to stain above antibody, a phagmid vector carrying the anti-K99 
single-chain Fv (scFv) antibody was isolated, purified and transformed into TG1 strain 
of E. coli. Afterward, the antibody was expressed in this cell as phage-scFv antibody. 
Phage antibodies were subsequently eluted, purified and stained with Disperse Red dye 
60 and Coomassie Brilliant Blue. Finally, the binding activity of coloured phage 
antibodies towards the purified K99 fimbriae was verified by immunoblotting.  
Results: The results showed that anti-K99 phage antibody was stained with both dyes 
and the coloured phages were able to recognize the corresponding antigen.  
Conclusions: These protein stains that they usually do not alter the protein structure can 
be used for staining phage antibodies. The coloured phage antibodies retain their 
binding affinity for the antigens, and therefore can be applied to detection of relevant 
antigens. 
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