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  هچكيد
. باشـند   شتري به صورت يك تك دومـن مـي  )VHH( هاي زنجيره سنگين بادي ژن از آنتي  قطعه متصل شونده به آنتي :هدف

 نـانومتر طـول     4 نانومتر قطر و كمتر از       5/2  خالص نشان داده است كه اين مولكول در حدود         VHHساختار كريستالي يك    
 انـساني  VHهـا بـه    شباهت زيـاد ايـن مولكـول     . شود   گفته مي  )Nanobody(نانوبادي  به همين علت به اين مولكول،       . دارد

يكي از مواد مورد نيـاز     . درماني داشته باشد    هاي ايمني و نيز ايمني      شود كه اين مولكول كاربرد بالقوه در تشخيص         موجب مي 
انوبـادي كونژوگـه بـه     ها در تشخيص، مولكـول آنتـي ن         كليدي در توليد و تعيين خصوصيات نانوبادي و نيز كاربرد نانوبادي          

HRPباشد  مي.  
بـه منظـور بيـان بـالا،     .  انجـام شـد  نشانگرهاي تومور در اين تحقيق بيان بالا و تخليص چند نانوبادي ويژه  :ها  مواد و روش  

كلون شدند كه در نتيجه قطعه نانوبادي به صورت ادغام شده با چنـد دنبالـه نـشانگر         ساب pSJF9 ناقلهاي نانوبادي در      ژن
هاي بيان شـده بـا اسـتفاده از سـتون كرومـاتوگرافي تمـايلي نيكـل                   نانوبادي. شود   بيان مي  TG1  نوع اشرشياكليكتري  در با 

 HRPهـا، كـه بـه صـورت متـصل بـه           بادي عليه نانوبـادي     در اينجا تهيه، تخليص و تعيين خصوصيات آنتي       . تخليص شدند 
  . باشد، توضيح داده شده است مي

. باشـد  هاي تخليص شده، خالص و بدون شكـستگي مـي      دهد كه نانوبادي    بلات نشان مي   و وسترن  SDS-PAGEآناليز با    :نتايج
 توليـد شـده در ايـن تحقيـق، حـساسيت و      HRPبـادي كونژوگـه بـه     هاي خاص بيوشيمي، آنتي  ضمناً به علت استفاده از روش     

  .هاي تشخيص نانوبادي است ر سيستمبادي كونژوگه توليد شده قابل استفاده د بنابراين آنتي. ويژگي مناسبي دارد
لكـول نوتركيـب   و از م) مطالعـات مـشابه  ادر مقايسه ب( ميزان قابل توجهي  در اينجا با تنظيم كردن دما و زمان و القاكننده،          :گيري  نتيجه

 مـشخص  يمـي بادي عليه آن و كونژوگاسيون به مولكـول آنز  دوم با توليد آنتيه است؛ ضمن آنكه در مرحله     دشبيان وسپس تخليص    
  .هاي تشخيصي با دقت و حساسيت بالا دارد ها را در انواع روش شد كه مولكول حاصل، قابليت تشخيص نانوبادي

  

  .يان، كونژوگاسيونيش بب ،VHH،  نانوبادي:كليد واژگان
  

  مقدمه - 1

 كـه   ، سرم انواع شترهاي يك كوهانه و لامـا        1993در سال   
هاي فاقد رشته سـبك   بادي حاوي نوع منحصر به فردي از آنتي     

  هـاي    بـادي   رشته سنگين از اين آنتي    . ]1 [هستند، شناسايي شد  
  

  

هاي زنجيره سنگين معـروف شـده اسـت،           بادي   كه به آنتي   ،شتري
هاي معمولي، به علـت غيـاب         بادي  نسبت به همتاي خود در آنتي     

چون رشـته سـبك حـذف       . ، وزن كمتري دارد   CH1اولين دومن   
    زنجيره سنگين فقط از طريق تك دومن       هاي  بادي  شده است، آنتي  
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١٨  

VHشان (Variable domain conventional antibodies) 
 VHHعمولي ـ مــVHاوت نــسبت بــه  ـراي تفـــكــه بـ ـ(

(Variable domain of heavy chain antibodies)  گفتـه 
 سـاختار كريـستالي يـك       .شـوند   ژن وصل مي    به آنتي ) شود  مي

VHH       5/2ل در حـدود      خالص نشان داده است كه اين مولكو 
 نانومتر طول دارد؛ به همين علـت بـه          4نانومتر قطر و كمتر از      

 به اين ترتيـب تـك دومـن         شود  اين مولكول نانوبادي گفته مي    
VHH )بادي متصل شونده به       كوچكترين قطعه آنتي   )نانوبادي
 15-12ژن اســت كـه قطعــه كامـل آن وزنــي در حــدود    آنتـي 

 بـادي  آنتي دارد و از يك     متر و ابعادي در حدود نانو     كيلودالتون
  ].2،3 [داراي قدرت اتصال مشتق شده است

  نمـايش فـاژ    (vector)ناقـل   كلون كردن نانوبادي در يك      
(phage display)وسيله   ژن به ، انتخاب قطعه اتصالي به آنتي

ها به عنـوان      سازي و بيان نانوبادي انتخاب شده در باكتري         غني
 آوردن مولكول   دست  بهاي  يك جايگزين جذاب و ارزشمند بر     

 آمده از شـترهاي   دست  بههاي    نانوبادي. كوچك شناساگر است  
 Fab ايمـن شـده در مقايـسه بـا     ييا لاماها و  كوهانه   و دو  يك

(Fragment antigen binding)  وFv (Fragment variable) 

 كـه از سـاير   scFv (single chain Fragment variable) و
 زيـرا   ؛هـاي درخـشان دارد       برتري ،ندا  دست آمده   پستانداران به 

دومـن    علاوه بر اينكه با كلون كـردن و بيـان فقـط يـك تـك               
 ويـوو   ايـن را درژن  توان قطعة كامل متصل شونده بـه آنتـي       مي

(in vivo) توليـد كـرد،   ، بالغ شـده VHH  شـتري نوتركيـب ، 
 اين خـصوصيات   . دارد يخصوصيات جالب و منحصر به فرد     

بادي  توليد قطعه آنتي  ،  لا و آساني تخليص    بيان با بازده با    :شامل
توليد ،   كامل، بسيار محلول و بسيار پايدار      پيچشتك دومني با    

ــژه آنتــي  ــا  قطعــه اتــصالي وي ــالاتمايــلژن و ب ــوژي وه،  ب مول

(Homology)      بسيار نزديك به قطعه VH    توانـايي  و   انـساني
  طويـل آن   CDR3وسـيله     توپهاي فضايي ويژه بـه      شناخت اپي 

  ].7-4[باشد  مي
، بـاكتري   (Prokaryotic) هاي پروكاريوتي   در ميان سيستم  

هاي نوتركيـب     از جاذبه خاصي براي توليد پروتئين      اشرشياكلي
توانــايي رشــد ســريع بــا تــراكم بــالا و در . برخــوردار اســت

هاي ساده و ارزان، اطلاعات ژنتيكي كاملاً شناخته شده،           محيط
ــادي از    ــداد زي ــودن تع ــترس ب ــلدر دس ــا ناق ــگيه   كلونين

(Cloning)     جهـش يافتـه ميزبـان، كنتـرل       هاي  گونه و بياني و 
آسان و امكان توليد انبوه پروتئين نوتركيب از مـواردي اسـت             

  ].12-8[توان به آن اشاره كرد  كه مي
 هـاي  ناقـل ، اشرشياكليبه منظور بيان پروتئين نوتركيب در       

 عناصــر ،هــا ناقــلدر ايــن . انــد بيــاني متعــددي طراحــي شــده
: كننده ژنتيكي، كـه در مراحـل مختلـف بيـان ژن شـامل              كنترل

رونويسي، ترجمه، پايداري پروتئين، ترشح از سـلول و ميـزان           
ترين عوامل  عمده. اند  شدهجايگذاري ،اكسيژن لازم نقش دارند

 شـامل   اشرشـياكلي دستيابي به بيان بالاي پروتئين نوتركيب در        
ــر اســت  ــوارد زي ــه :م ــگون ــ، يزبانـ م ــداد كپ ــميدتع ، ي پلاس

خاتمـه دهنـده    ،  (Promoter)پروموتـور   ،  بيوتيك انتخـابي    آنتي
ج ـدون راي ـ ـك،  مهـ ترج لائمـع،  mRNAداري  ـپاي،  رونويسي

(Codon usage) ،شـرايط  (كشت   شرايط كشت و محيط، دما
 و نوع فرمانتور    )رشد، ميزان اكسيژن، سرعت رشد، منبع كربن      

  .]12-8[ نقش مهمي در ميزان بيان دارد
هـاي نوتركيـب و       بادي  از مهمترين عوامل لازم درحوزه توليد آنتي      

  در ،هـا  لكـول و تعيـين خـصوصيات ايـن م       هـاي   آزمايشهمچنين  
 جهـت   ،لكول شناساگر مناسب  و يا م  نشانگر لكولودست داشتن م  

در اين راستا در ابتدا بايد ميزان قابـل         . ستها ا   اين مولكول رديابي  
 در  .سـپس تخلـيص نمـود      ن و لكول نوتركيب را بيا   وتوجهي از م  

ــه ــي  مرحل ــد آنت ــا تولي ــيون    دوم ب ــه آن و كونژوگاس ــادي علي  ب
(Conjugation)   به مولكول شناساگري     نهايتاً ، به مولكول آنزيمي 

هـاي    اژ وانـواع روش   ـ نمايش ف  روشكه در تحقيقات بنيادي مثل      
ل ث ـم( صيي ـخـ تشايه ـ آزمـون  ،ها اديـب  يات آنتي ـوصـتعيين خص 

ــايم يـمي  و (Immunohistochemistry) ستوشيمينوهي ايمنوسايتوشـ
(Immunocytochemistry)     شـود    مي پيداكاربرد دارد، دسترسي. 

بـراي توليـد و تعيـين       ي  دار  مطالعـات دامنـه     به اينكـه   با توجه 
هـاي سـرطاني     نـشانه  انواع هدف گيرنده خصوصيات نانوبادي 
ها   ياهميت روزافزون نانوباد    و نيز به دليل    در حال انجام است   

 و قابليـت  ،(Immunotherapy) درمـاني  ايمنـي در تحقيقـات  
هـا،   ريـزذرات بالقوه اين مولكول بـراي اسـتفاده در درمـان بـا          
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١٩ 

هاي شناساگر اين عوامل، ضروري       تلاش براي ساخت مولكول   

روش توليـد،    در اين مقاله گـزارش كـاملي از       . رسد  به نظر مي  

هـا     نانوبـادي  بـادي ثانويـه عليـه       تخليص و كونژوگاسيون آنتي   

  ].13،14 [شرح داده شده است 
  

  ها  مواد و روش-2

   مواد-2-1

، (Bovine Serum Albumin: BSA)سرم آلبومين گاوي 

ــ ـــ، س(Arlacel) لـآرلاس ـــولفات آمـ ـــونيم، نمـ ــاي  كـ ه

ريد منيزيم،  ـد، كل ـديم آزي ـديم، س ـريد س ـديم، كل ـسفاته س ـف

HRP (Horseradish Peroxidase)ــ  G-25 فادكسـ، ســـ

(Sephadex G-25)    ،ژل فعـال شـده سـيانوژن برمايـد ، TMB 

(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine) وآمـــين اتيــل  ، تــري  

PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) از شــركت 

Sigmaهاي آنزيم.  تهيه شد Taq  پليمـراز ،T4 DNA ليگـاز ، 

، آگـارز، انـواع پودرهـاي       dNTPs ،گر محدود   هاي برش   آنزيم

 (Ethidium bromide)  اتيديوم برمايد وكشت باكتري  يطمح

  .  تهيه گرديدFermentas و Roche از شركت

  

 مقادير زياد نانوبادي محلول به عنـوان        توليد -2-2

 (Immunogen)ايمنوژن 

  و بيــانيهـاي  ناقــل بـه  نانوبــاديانتقـال ژن   -2-2-1

  بررسي شرايط بهينه توليد انبوه 

هار كلـون   ــ ـ، چ قياس انبوه ـ در م  اديــبانوـنتوليد  نظور  ـبه م 

را، كه قـبلاً  ) RRD41 و RRB71،RRB12  ،RRD5(نانوبادي 

 (sub-cloning) انتقـال ژن  اب و   ـده بودند، انتخ  ـوالي ش ــتعيين ت 

به اين   . صورت گرفت  pSJF9 بياني   ناقلبه  هاي مذكور     نانوبادي

 جديد كه بـا داشـتن جايگـاه         (Primer) آغازگرجفت  منظور،  

 مناسـب كلونينـگ قطعــه   BbsI (BpuAI)و  BamHIرش ب ـ

VHH   ناقل در pSJF9  و   بـا تـوالي زيـر طراحـي        ،باشـد    مـي 

  : شدخريداري 

Vp-Bam: 5′-GTGGCCGCGTGGACTGGATCCTGAGGAGACGGTGAC-3′ 

Vp-Bbs: 5′-TATGAAGACACCAGGCCGTGCAGCTGCAGGCGTCTG-3′ 

  

 هاي يـاد شـده و     آغازگربا استفاده از     PCRسپس واكنش   

 (Denaturation)  پليمراز و بـا دمـاي واسرشـتگي    Pfuآنزيم  

 55معـادل  (Annealing)، جفـت شـدن     ) ثانيـه  20( درجه   94

 50(  درجـه  72 (Extension) و طويل شدن  )  ثانيه 30(درجه  

 بـراي   در ادامه  . تكثير قطعات انجام گرديد    چرخه 30، با   )ثانيه

 ،حـصولات تكثيـر شـده   ـ از بـين م   VHHاي  ـه  جدا كردن ژن  

 را از ژل خارج كـرده و بـا اسـتفاده از             bp 450-300باندهاي  

اقدام به جداسازي   آلمان   MN از شركت  DNAكيت استخراج   

 و آماده pSJF9ناقل   پس از استخراج     .قطعات موردنظر گرديد  

هاي كمـي بـر روي ايـن دو           و انجام بررسي   نانوباديشدن ژن   

ر  دBbsI و BamHIهــاي   هــضم آنزيمــي بــا آنــزيم،مرحلــه

. انجـام گرفـت   ژن نانوبادي نيز     و   ناقلهاي جداگانه براي      لهلو

 تعيـين نـسبت مـولي     اسـتخراج از ژل و    پس از  در مرحله بعد  

بـا كمـك   pSJF9 ناقل درج ژن نانوبادي در  نانوبادي، و ناقل

T4 DNAانتقال الكتريكي به  با روش  انجام شد و نهايتاً ليگاز

  ].15[منتقل گرديد ) TG1( ميزبان باكتري

ــاوي آمپـــيTB (Tris-borate) محـــيط در ــيلين  حـ  سـ

(Ampicillin)، باكتريTG1  بعـد از  سـازه يـاد شـده،    حاوي

 600 ((Optical Density)جـذب نـوري   رشد و رسيدن بـه  

 ، در شرايط مختلـف دمـا، زمـان و غلظـت           7/0معادل   )نانومتر

IPTG (Isopropyl-1-thio-β-D-galactoside) ــا و ، القـــ

بهتـرين  پـس از مقايـسه نتـايج،         شـد كـه      آوري محصول   جمع

  ].16[دست آمد  شرايط براي بيان در مقياس انبوه به

  

  نانوباديآوري   جمع-2-2-2

در حـاوي سـازه      در بـاكتري     )نانوبادي(يني  ئمحصول پروت 

 100ml رسـوب     از كه يابد   تجمع مي  (Periplasm) پريپلاسم

بـه  رسـوب   انتقـال (شوك اسـمزي  كشت باكتري با استفاده از 
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  ده و همكارانزا فاطمه رهبري     ... هاي نوتركيب و تهيه يان و تخليص نانوبادييش بب

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٢٠  

غليظ قند سوكروز و بلافاصله انتقال رسوب به غلظت          محلول
محتويـات پريپلاسـم خـارج      )  كلريد منيزيم  10mM-5( پايين
 بهترين  دست آمده در     به هاي  نانوبادي براي هر يك از      .شود  مي

حالـت   (ME (2-Mercapto-ethanol)-2حضور   شرايط در 
 شـد و    امـانج ـ% 12 در ژل    SDS-PAGEورز  ـتروفـ الك )احيا

 وماسي بريليانـــت بلـــوـيزي كــــآمـــ ال آن رنـــگـبـــه دنبـــ
(Coomassie brilliant blue)با بلات وسترنآزمايش  و نيز 

  ].17 [ انجام گرديدHRP متصل به C-myc    آنتياستفاده از
  

  IMACتخليص با ستون  -2-2-3

(Immobilized Metal Affinity Chromatography)   
ورت ادغـام شـده بـه مولكـول          به ص  ها  نانوبادي  اين چون

بـا اسـتفاده از    تخلـيص ، ايـن   دنشـو   يان مي ب (His-tag)نشانه  
 )Nickel-nitrilo-triacetic acidيا  Ni+-NTA(ستون نيكل
ــا غلظــت  بــوميدر شــرايط  مــولار ايميــدازول  ميلــي150 و ب

(Imidazole)  محـصول بـر روي ژل        انجام وPAGE SDS- 
  ].15،17[الكتروفورز گرديد 

  

  نانوبادي بعد از تخليص بررسي واكنش اتصال -2-2-3
 ه سـاخت  هـاي   نانوبـادي هاي     مولكول اييبه منظور تأييد كار   

 دو شده در مقياس بالا، بعد از مراحل تخليص، توانايي اتـصال    
 سـنتز شـده   هـاي     ژن  ي بيان شـده بـه آنتـي       ها  مورد از نانوبادي  

 بـا  )MUC1 (MUCI mimetic peptide)پپتيدهاي مقلـد  (
 (Enzyme Linked Immunosorbent Assay: ELISA) الايـزا روش 

  . ثابت گرديد
  

   در خرگوشنانوباديبادي ثانويه عليه  ساخت آنتي -2-3
  ها  ايمن كردن خرگوش-2-3-1

 هاي تخلـيص شـده، بـه    مخلوط نانوبادي محلول حاوياز 
  نانوبـادي   ميكروگـرم  500حجـم حـاوي      ازاي هر خرگـوش،   

  كامـل  (Adjuvant) از ادجوانـت  با حجم مـساوي     و   برداشته
 سـه   و  خرگوش، سفيد نيوزيلنـدي    چهار به   (Fround) فروند
 ) محل در پـشت حيـوان در زيـر پوسـت           10-7( تزريق   ،ماهه

 ميكروگـرم و همـراه بـا        250در تزريقات بعدي    . انجام گرفت 
هاي يادآور،    تزريق. ادجوانت ناقص به هر خرگوش تزريق شد      

د بعدي هر دو هفته يكبار صـورت  بار اول، يك ماه بعد و موار  
   ].18 [گرفت مي

  

  سرم خرگوشي   تيتر كردن آنتي-2-3-2
 به ترتيـب مراحـل ذيـل انجـام شـد            ،در يك آزمون الايزا   

  :)براي هر خرگوش اين عمليات جداگانه انجام شده است(
 ،(Polystyrene) اسـتايرن    پلي ظرفچاهك از    20 در   -1

 تخلـيص   يهـا   بـادي   ونـان  محلول   مخلوط از 100μlهر چاهك   
 ديگـر نيـز   ايي   ت 8 رديف   5/2در  .  اضافه شد  )μg/ml(10ه  شد
   ؛ اضافه شد100μl به هر چاهك BSA 10μg/mlمحلول  از

   ؛يك شب انكوبه شددرجه سانتيگراد  37 در دماي ظرف -2

ــا بــافر فــسفات   -3 مــولار،  ميلــي10ســه بــار شستــشو ب
2/7pH= ؛ روي كاغذ صافي خشك شدظرف و بار آخر  

ميكروگـرم در    200هـا بـا        چاهـك  سـطح  مسدود كـردن   -4
 2 %BSA (Blocking solution) مسدود كننـده  محلول چاهك
  ؛3تكرار مرحله گراد و  درجه سانتي37 ساعت در يك به مدت

رگوشـي  سـرم خ   هاي متوالي از آنتـي      اضافه كردن رقت   -5

)
32000

1 ،
16000

1،
8000

1، 
4000

1، 
2000

1، 
1000

1، 
500
ــه ) 1 بـ

 بـاقي مانـده از بـافر        هاي  چاهك دو تا از   و در    دوتاييصورت  
EIA (Enzyme Immuno Assay) آخـر از  دو چاهك و در 

300
   ؛ايمن اضافه شد م خرگوشي غير سر، رقيق شده1

 درجـه   37 يك سـاعته در      (Incubation) انكوباسيون -6
  ؛3تكرار مرحله سانتيگراد، سپس 

 از محلـول     100μlها هـر كـدام       به تمام چاهك   -7
4000

1 
 IgGبــادي ثانويــه عليــه  آنتــي(بــادي ســوم  رقيــق شــده آنتــي

 و  اضـافه شـد   ) HRPو متصل به     خرگوشي و تهيه شده در بز     
  گراد؛ درجه سانتي37 دريك ساعته انكوباسيون بعد 

شستشو با بافر شستشوي الايزا و خشك كردن         پنج بار    -8
  ؛ بار شستشوپنج در انتهاي ها ظرف
متيـل   تتـرا  (TMB از محلـول  50μl ،بـه هـر چاهـك    -9

 10 تـا    5 از   بعـد  كـه    شـد   اضـافه   ) HRPبنزيدين، سوبستراي   
هاي حـاوي    رنگ آبي در چاهك    ،در تاريكي دقيقه انكوباسيون   

   ؛شد آنزيم ديده 
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره     مجله علوم پزشكي مدرس 
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٢١ 

 بافر متوقف كننده و تبديل رنگ       50µlتوقف رنگ با     -10

هـا در   آبي به زرد و سپس قرائت شدت جذب نـوري چاهـك       

به . گرديدگر الايزا انجام  با دستگاه قرائت،  450nmطول موج 

بـراي   را داشـت  كه بالاترين تيتـر  ،سرم آنتي اين ترتيب بهترين  

  ].18  [شد  انتخاب HRP به كونژوگاسيون
  

 (Polyclonal) كلونال  بادي پلي   تخليص آنتي  -2-3-3

   بالاترين تيتردارايهاي  سرم از آنتي

، %33 نمك آمونيوم سـولفات   بااه پروتئين دادن   بعد از رسوب  

اتيـل آمينـو اتيـل         دي (DEAE رزين مبادله كننده آنيـون    با كمك   

  ].17[ انجام شد ها ها از ساير پروتئين لوبولين جداسازي گ،)سلولز
  

 الايـزا  روش شده به  بادي تخليص   تعيين تيتر آنتي   -2-3-4

   (Checker Board) بورد  چكر با استفاده از منحنيو 

 ؛ عمـل شـد  ،سرم تخليص نشده   براي اين منظور مانند آنتي    

بادي از پودر خـشك   هاي مختلف آنتي با اين تفاوت كه غلظت   

  ].13[د گرديادي تهيه ب آنتي
  

  نانوباديبادي ثانويه عليه   آنتي تعيين خصوصيات-2-3-5

 حني اسـتاندارد  ن تعيين حساسيت با استفاده از رسم م       )الف

 ميكروگرم در 1/0 و 5/0، 1،  2،  4،  8(هاي    و با آزمايش غلظت   

  نانوبادي انجام شد؛از ) چاهك

 ـ        تعيين ويژگي آنتي  ) ب زا بادي تخليص شده بـه روش الاي

مطابق قسمت قبلي؛ با اين تفاوت كه در مرحله اول بـه جـاي              

هــا، از  هــاي مختلــف نانوبــادي در چاهــك اسـتفاده از غلظــت 

  KLH و BSAهـــــاي مختلـــــف، همچـــــون  ژن آنتـــــي

(Keyhole Limpet Hemocyanin)  هـاي    به عنـوان نمونـه

  ؛]19[مربوطه پروتئيني استفاده گرديد  غير

 و همكـاران    (Beatty)  بيتـي   روش بـه  تمايل محاسبه   )ج

  ].20 [محاسبه شد
  

  HRP به آنزيم نانوباديبادي ثانويه عليه  اتصال آنتي -2-3-6

 نانوباديبادي عليه      آنتي يپس از اطمينان از وجود تيتر بالا      

تعـويض يـوني،     كروماتوگرافي   تخليص  و ها در سرم خرگوش  

2 mg/mlكربنـات   بادي خالص شده خرگوشي در بافر بي آنتي

 HRPاز  mg 3 از طرفي. ، دياليز شدpH=2/9مولار،  لي مي100

 HRP ،4/0بــه محلــول .  از همــان بــافر حــل گرديــد4mlدر 

حـل شـده در   (سديم پريـدات   mg/ml 7/1 ليتر از محلول ميلي

بعد از دو ساعت انكوباسيون در تـاريكي، دو         . اضافه شد ) آب

كـل مـواد واكـنش بـه        سپس  لوط شدند و    ياد شده مخ  محلول  

 اضـافه شـد     G25 گرم سفادكس    5/0پت پاستور حاوي    يك پي 

 در ادامـه  . ها از واكنش حذف شوند      هاي اضافي و نمك    تا يون 

كربنات شستـشو داده   بافر بي ml 2/2محتويات پيپت پاستور با 

ــول خــارج شــده،   ــه محل ــول ســديم 100µlشــد و ب  از محل

مـولار بـه     ميلي100 از سود  1mlگرم در   ميلي5(بوروهيدرات 

قـه  از سـي دقي   بعـد   . اضـافه گرديـد   ) ت تازه تهيـه شـده     صور

محلول µl 200 مجدداً ،در تاريكيو انكوباسيون در دماي اتاق 

ــاعت    ــك س ــرده و مجــدداً ي ــدرات اضــافه ك ســديم بوروهي

  ].20 [انكوباسيون در تاريكي اعمال شد

  

  HRP به آنزيم كونژوگهبادي ثانويه  آنتي تخليص -2-3-7

 HRP(ه از غلظت مولي دو بـه يـك    در اين تحقيق با استفاد    

  حجم دهي با   و در مرحله بعد استفاده از رسوب      ) IgGنسبت به   

 سـازي ، جـدا pH=7  بـا   از محلول سولفات آمونيم اشباع     مساوي

   بـــه آنـــزيم (Conjugated) كونژوگـــهبـــادي ثانويـــه  آنتـــي
  

HRP 20[ انجام گرديد.[  

  

 HRPبادي ثانويـه متـصل بـه           آنتي  بررسي تيتر  -2-3-8

  بعد از كونژوگاسيون

 HRPبادي ثانويه متصل بـه        بعد از اتمام كونژوگاسيون بايد آنتي     

هـا، بـا روش     در آزمـون  كونژوگـه   دست آوردن بهترين رقت        به براي

بادي آنـزيم، بـه ترتيـب         بررسي تيتر كونژوگه آنتي   .  شود كنترلالايزا  

 با ايـن تفـاوت      ،شود   انجام مي  2-3-2مراحل انجام شده در قسمت      

 از  ،بـادي ثانويـه خرگوشـي        به جـاي افـزودن آنتـي       5ه در مرحله    ك

هـاي مختلـف بـه        بـه رقـت    HRPبادي خرگوشي متـصل بـه         آنتي

شـود و بعـد از     حذف مـي  8 و   7شود و مرحله      ها افزوده مي   چاهك

 و سـپس بقيـه   صـورت پـذيرد   اسـت كـه بايـد      9، مرحله   6مرحله  

توان بهترين رقـت     به اين ترتيب مي   . شود  مراحل به ترتيب انجام مي    

  ].17 [دست آورد  را بهHRPبادي ثانويه متصل به  براي آنتي

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

5-
06

 ]
 

                             5 / 12

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-10726-en.html


  ده و همكارانزا فاطمه رهبري     ... هاي نوتركيب و تهيه يان و تخليص نانوبادييش بب

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٢٢  

   نتايج-3

  و نتـايج    بيـاني  هاي  ناقل به   نانوبادي انتقال ژن    -3-1
  شرايط بهينه توليد انبوه

  :هاي اوليه حاوي ژن نانوبادي  روي كلونPCRنتيجه  -3-1-1
ب  روي ژل آگارز الكتروفـورز، تكثيـر مناس ـ        PCRمحصول  
  ).1شكل (دهد  ژن را نشان مي

 
 

ــراي% 1الكتروفــورز ژل آگــارز 1لكشــ ــشانگر: M چاهــك .PCRمحــصولات  ب ، ن
هـا از هـر يـك از    در بقيه چاهك  و براي همان آغازگرها   PCRكنترل منفي   : Cچاهك
  .گذاري شده است نمونهD41 و B12 ،B71 ،D5 هايكلون

  

اـم                اـب كلونينـگ و تاييـد آن بعـد از انج هـضم و اتـصال     نتايج س
اـيج تغييـر شـكل     منتقل شد و نTG1 مولكولي، سازه حاصل به باكتري   ت

  .يد ساب كلونينگ موفق استؤم) زياد كلون حاوي ژن نانوبادي تعداد(
  

  :بررسي شرايط بهينه براي توليد در مقياس انبوه -3-1-2
ــق، در  ــن تحقي ــت  اي ــه غلظ ــامل  (IPTG س  2و  1، 5/0ش

و سـه   ) وسي درجـه سيلـس    37 و   30،  25(، سه دمـاي     )مولار  ميلي
مـورد آزمـون   )  سـاعت 48 و  36،  24،  12(طول دورة انكوباسيون    

بـراي دو كلـون، يكـي از منبـع           نتايج شرايط مختلف  . رار گرفت ق
هـاي    شتر يك كوهانه و ديگري از منبع شتر دو كوهانه، در شـكل            

 سـاعت  12ها نتيجـه زمـان       در اين شكل  ( آورده شده است     3 و   2
 سـاعت كـشت در    36،  يـاد شـده   از بين شرايط    ). داده نشده است  

 نـسبت   IPTGمـولار      ميلي 1 درجه سيلسيوس و غلظت      30دماي  
رايط ـهـا، بـه عنـوان ش ـ        كلوناين   شده براي     حالت بررسي  كلبه  

اب بعـد از بررسـي غلظـت بانـد          ـن انتخ ـ ـاي ـ. اب شد ـبهينه انتخ 
قايسة درصد بيـان بانـد      ـ و م  SDS-PAGEروتئين ترشحي در    ـپ
وجود در ليـزات    ـهـاي م ـ    ا كل پـروتئين   ـن تحقيق ب  ـورد نظر اي  ـم

 (Gel Document) با استفاده از دستگاه ژل داكيومنـت و باكتري 
)Pharmacia (صورت گرفت.  

  

  VHHآوري   جمع-3-2
ــورز   ــايج الكتروف ــان، نت ــردن شــرايط بي ــراهم ك   بعــد از ف

 SDS-PAGE و بلاتينگ (Blotting)،     دال بـر بيـان مولكـول 
  ).4 شكل(باشد  نانوبادي مي

  

  IMACتخليص با ستون  -3-3
ــراي كلــون  هــاي مختلــف، محــصول مراحــل تخلــيص ب

 ،5در شـكل  عنـوان نمونـه    بـه (شد SDS-PAGE الكتروفورز
  ). آورده شده استRRB12محصول تخليص كلون 

    

  

  
  

اـل پـروت       2 شكل اـكتري  ئدر اين شكل ميزان بيان نانوبادي بر حسب درصد نسبت به توت ين ب
–C 37–▲–  ،°C 30°( دماهاي مختلـف     و ،mM برحسب   IPTGهاي مختلف     در غلظت 

اـي  در زمان ) –♦–C 25°و   –■ اـعت   24 ه اـعت   36، )الـف (س اـعت   48 و )ب(س  )ج(س
اـيج دال بـر     RRB12براي كلون اـن در    نشان داده شده است كـه نت اـعت  36بيـشترين بي  س

  . باشد مي IPTGمولار   ميلي1 درجه سيلسيوس و غلظت 30كشت در دماي 
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  1386، بهار 1، شماره 10دوره     مجله علوم پزشكي مدرس 
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٢٣ 

    
  
  

  
  
  

  

  
 در اين شكل ميزان بيان نانوبادي بر حسب درصد نـسبت بـه توتـال               3 شكل
 دماهـاي   و ،mM برحـسب    IPTGهـاي مختلـف       ي در غلظـت   ين باكتر ئپروت

ساعت  24 هاي در زمان) –♦–C 25°و  –■–C 37 –▲– ،°C 30°(مختلف 
نشان داده شده  RRD41  براي كلون)ج(ساعت  48 و )ب(ساعت  36، )الف(

 درجـه   30 ساعت كشت در دمـاي       36كه نتايج دال بر بيشترين بيان در         است
 . باشد مي  IPTGرمولا  ميلي1سيلسيوس و غلظت 

  

  
  الف

  

  
  ب

  

 ،4  و3، 2، 1هـاي  در چاهـك ) ب(و بلاتينگ ) الف (SDS-PAGEنتيجه  4 شكل
  .گذاري شده استنمونه D41 و B12 ،B71 ،D5 هايبه ترتيب از كلون

  

  
  

 ؛ بـاكتري همگـن    )1 ؛ نشانه )M ؛.RRB12 محصول مراحل تخليص كلون    5 شكل
 فراكـشني  )4 ؛ به ستون تخليص متصل نـشده  فراكشني كه)3 ؛ مايع رويي كشت )2

  كه به ستون متصل و تخليص شده
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٢٤  

  ييد و تعيين ميزان بازده بيان و بازده تخليص أ ت-3-4

محصول تخليص، قبل و بعد از تخليص بـا سـتون نيكـل بـر               

 الكتروفورز گرديد كه نتايج نشان دهنـده   SDS-PAGEروي ژل

باشـد؛ البتـه    ورد نظر مـي هاي م تخليص با درجه بالا براي نانوبادي   

ايـن تفـاوت در     ). 6شـكل   ( باشـد   ميزان بازده هر يك متفاوت مي     

دست آمده و نيز در درجه خلوص آنهـا           ميزان پروتئين نانوبادي به   

هـاي    به طـوري كـه بـازده بيـان بـراي كلـون            . قابل مشاهده است  

 گـرم در ليتـر   RRB12 ،38/0 گرم در ليتر در مـورد    4/2 ،مختلف

 RRD5، 59/0 گــرم در ليتــر در مــورد RRB71 ،17/0در مــورد 

پروتئين هـاي تخلـيص شـده    .  بود RRD41گرم در ليتر در مورد      

ايـستد و ايـن    كيلودالتـون مـي  16 تـا    14در محدوده وزني حدود     

  .باشند مي  C-mycو  Hisقطعات حاوي دنباله

  

  نانوبادي بعد از تخليص بررسي واكنش اتصال -3-5

ي بيـان   ها   دو مورد از نانوبادي    ي اتصال تواناي با    الايزا نتايج

در  )MUC1پپتيـدهاي مقلـد      (سنتز شـده  هاي    ژن  آنتي با   شده

دهنده حفظ واكـنش مولكـول در ضـمن           آمد كه نشان   7شكل  

  .مراحل تخليص است

 

 

  

 

   كلون4محصول تخليص هر يك از  6 شكل

 
 )چاهك ميكروگرم در    1(هاي تخليص شده    در اين شكل واكنش نانوبادي     7 شكل

  . نشان داده شده استBSAژن يعني پپتيد متصل بهبا آنتي

  (–♦–RRB12, –■–RRD41, –▲–NSB)  
  

  در خرگوشنانوباديبادي ثانويه عليه  ساخت آنتي -3-6

 سرم خرگوشي تيتر كردن آنتي -3-6-1

ميزان ايمن شدن حيوانات سنجيده شـد كـه نتـايج آن بيـانگر              

تعيـين   ضمناً بعد از  . نده بود  حيوان باقي ما   4ايمن شدن خوب هر     

  ).1جدول( بود 4000/1ها، ميزان تيتر بالاتر از  تيتر كلي خون
  

  نانوباديبادي ثانويه عليه   آنتي تعيين خصوصيات-3-6-2

  دربــادي ثانويــه  آنتــينتــايج تعيــين حــساسيت و ويژگــي

همـان طـور كـه در جـداول         . آورده شده اسـت    3 و 2جداول  

بــادي ثانويــه خرگوشــي داراي  ينــشان داده شــده اســت، آنتــ

ژن اصـلي يعنـي       حساسيـت و ويژگي بالايي نـسبت بـه آنتـي         

  .باشد نانوبادي مي
  

  تمايل محاسبه -3-6-3

بـادي خرگوشـي       دال بر تمايـل بـالاي آنتـي        تمايل تعيين   نتايج

بـادي    متوسـط تمايـل آنتـي     . باشـد   تخليص شده عليه نانوبادي مـي     

  .باشد  ميM-1 1010  در حدودها خرگوشي تهيه شده براي نانوبادي
  

 )HRP(آنزيم متصل به بادي ثانويه   آنتي بررسي تيتر-3-7

 در  HRP بـادي ثانويـه متـصل بـه         آنتـي نتيجه تعيين تيتر براي     

  .باشد  مي500/1بر طبق نتايج، بهترين تيتر .  آمده است4جدول 
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٢٥ 

  هاتعيين تيتر سرم 1جدول
  

  ها ژن در كف چاهك آنتي

 

 هاي سرم رقت

 نوبادينا

 ميكروگرم در 1

  چاهك

 نانوبادي

 ميكروگرم در 5

 چاهك

 نانوبادي

 ميكروگرم 10

 در چاهك

BSA 

 ميكروگرم در 1

 چاهك

BSA 

 ميكروگرم در 5

 چاهك

BSA 

 ميكروگرم 10

 در چاهك

  6/1 5/1 4/1 52/3 5/3  42/3 100/1)حيوان ايمن(

 25/1 21/1 0/1 49/3 4/3 39/3 200/1)حيوان ايمن(

 3/1 22/1 3/1 32/3 28/3 21/3 400/1)نحيوان ايم(

 89/0 1/1 9/0 31/3 23/3 14/3 800/1)حيوان ايمن(

 86/0 0/1 9/0 30/3 28/3 25/3 600/1)حيوان ايمن(

 6/0 6/0 6/0 19/3 12/3  10/3 3200/1)حيوان ايمن(

 6/0 59/0 57/0 10/3 09/3 08/3 6400/1)حيوان ايمن(

 6/2 1/2 3/2 3/1 42/1 11/1 100/1)حيوان ايمن(

  PBS كنترل منفي

(Phosphate Bufferd Saline)  
08/0 113/0 12/0 15/0 2/0 09/0 

  

   تعيين حساسيت آنتي بادي بعد از تخليص2 جدول

 8  ها ژن در كف چاهك آنتي

ميكروگرم 

 در چاهك

4 

ميكروگرم 

 در چاهك

2 

ميكروگرم 

 در چاهك

1 

ميكروگرم 

 در چاهك

5/0 

ميكروگرم 

 در چاهك

1/0 

ميكروگرم 

 در چاهك

05/0 

ميكروگرم 

 در چاهك

01/0 

ميكروگرم 

 در چاهك

005/0 

ميكروگرم 

   در چاهك

 9/0 5/1 2/2 7/2 8/2 9/2 8/3 7/3 5/3 نانوبادي

*NSB( BSA) 0/1  8/0 6/0 5/0 4/0 4/0 3/0 2/0 2/0 

*NSB: Non Specific Binding = اتصال هاي غير اختصاصي 
 

   بادي بعد از تخليص تعيين ويژگي آنتي3 جدول

  اووآلبومين  پودر شير

(Ovalbumin)  
KLH  BSA VHH  

  ها ژن در كف چاهك آنتي

   ميكروگرم در چاهك1/0بادي خالص شده  آنتي 80/2  50/0  45/0  52/0 40/0

40/0  58/0  55/0  60/0  60/0  EIA بافر 

  

  

  HRPثانويه متصل به  تعيين تيتر آنتي بادي 4 جدول

  اه ژن در كف چاهك آنتي

 
Anti-VHH-HRP 

   نانوبادي

 ميكروگرم در 1

 چاهك

 نانوبادي

 ميكروگرم در 5

 چاهك

  نانوبادي

 ميكروگرم در 10 

 چاهك

BSA 

 ميكروگرم در 1

 چاهك

BSA 

 ميكروگرم در 5

 چاهك

BSA 

 ميكروگرم در 10

 چاهك

125/1 5/3  7/3 8/3 7/1 8/1 9/1  

250/1 6/2 8/2 0/3 0/1 1/1 3/1 

500/1 49/2 6/2 7/2 61/0 58/0 61/0 

1000/1 4/1 7/1 8/1 5/0 58/0 64/0 

2000/1 0/1 2/1 3/1 4/0 48/0 48/0 

EIA 09/0 2/0 15/0 12/0 13/0 18/0 (كنترل منفي) بافر 
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  ده و همكارانزا فاطمه رهبري     ... هاي نوتركيب و تهيه يان و تخليص نانوبادييش بب

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

٢٦  

   بحث-4

ــاخت     ــه س ــلاش در زمين ــرن ت ــع ق ــشتر از رب ــد از بي بع

ها، امروزه ايـن مـواد فراگيرتـرين دسـته از تركيبـات        بادي  آنتي

نتـايج  . باشـند   هاي انساني مي    درمان انواع بيماري  براي  دارويي  

ــاليني نــشان دهنــده محــدوديت  آزمــون هــاي اساســي  هــاي ب

ترين اين    عمده. باشد  مي  هاي موشي در تجويزدرماني       بادي  آنتي

هاي موشي، توزيع     بادي  ايمنوژن بودن آنتي  : ها شامل   محدوديت

. دباش ـ  هاي طبيعي و نفوذ كم به تومورهاي سخت مي          در بافت 

ــا وجــود پيــشرفت ــه مهندســي ژنتيــك   ب ــر در زمين هــاي اخي

اي نيـز بـراي مهندسـي واحـدهاي اتـصالي             هاي عمـده    تلاش

هاي كلاسـيك را حفـظ    بادي كوچكتر، كه ويژگي و تمايل آنتي 

 صورت گرفته ،زايي كمتري داشته باشند     كرده و همچنين ايمني   

  انـدازه  ي همچـون  خـصوصيات هـا بـه واسـطه         نانوبـادي  .است

هـاي    ، پايداري، حلاليت، راحتي كلون كـردن كتابخانـه        ككوچ

 و يـك پـاراتوپ بـا         بـالا  ، بـازده بيـان    ويـوو    ايـن  بالغ شده در  

ــر ــدگي كمت ــژه،پيچي ــراي كاربردهــاي وي ــاني ب   مناســب درم

ا بـه عنـوان واحـدهاي     ه  اين مولكول مزيت  همچنين   .باشند مي

هاي    جاذب ، استفاده در  (Biosensors) سنجش در بيوسنسورها  

هاي آنزيمي رقابتي مورد بررسي قـرار        ايمني و توليد مهاركننده   

ــه اســت  ــاير كاربردهــاي . گرفت ــن شــامل س عوامــل :  ممك

ختـه شـدن داروهـاي     راهـي بـراي سـا     ،  ويوو   اين برداري  تصوير

ــدي ــازه ، پپتي ــراي س ــاختماني ب ــاس س ــاگون اس ــاي گون   وه

  ].8،21-1[باشد   مي(Intrabody) ها اينترابادي

ها نياز به توليد مقادير زيـاد و ارزان           ن مولكول كاربرد زياد اي  

هـاي شـتري، گرچـه        در مورد نانوبـادي   . از آنها را به دنبال دارد     

 ديده شده است، ولي ميزان بيـان        اشرشياكليغالباً بيان خوبي در     

 بستگي به توالي اسـيدهاي آمينـه آن          كاملاً نانوباديدر مورد هر    

 و اسـت  متفاوت لف كاملاًي مخت ها  نانوباديمولكول دارد كه در     

هايي براي افـزايش   به همين دليل تلاش  . باشد  بيني نمي   قابل پيش 

 هـاي يوكـاريوتي     هـاي نوتركيـب در ميزبـان        بادي  بيان انواع آنتي  

(Eukaryotic) 22[ صورت گرفته است .[  

بـادي، پـايين بـودن ميـزان          در مورد برخي از قطعـات آنتـي       

بار ديگر توجه زيـادي را          هاي يوكاريوتي يك  محصول در ميزبان  

   در چنـدين گـزارش بـا      . به سمت منابع پروكاريوتي جلب نمود     

  

  

زمـان   ، كه قادر به بيان هماشرشياكلي مناسب هاي گونهاستفاده از  

 بودند و يا با بيان قطعه به صـورت          (Chaperons) ها  با چاپرون 

.  فراهم شده است   نها، موجب افزايش بيا     متصل به ساير پروتئين   

براي ترشح بـه ناحيـه       ،ژن در بالادست    علامتهمچنين افزودن   

داراي شـرايط اكـسيدكننده مناسـب بـراي پـيچش           (پريپلاسمي  

  ].14-11[كند  افزايش توليد و بيان را ايجاد مي) ها بادي آنتي

  سـاب  بـا اشرشـياكلي در اين راستا، براي افـزايش بيـان در   

 ـ،  pSJF9ناقـل    در   نانوبـادي  كردن   كلونينگ العـه شـرايط    ه مط ب

 بـه نحـوي     pSJF9 ناقل. مختلف براي افزايش بيان پرداخته شد     

 راهنمـا   علامـت طراحي شده اسـت كـه بـا قـرار گـرفتن يـك               

(OmpA) و در شــرايط نانوبــادي در بالادســت محــل درج ژن 

، موجـب بيـان بـالا از پـروتئين          IPTGاز   1mM القاء با غلظت  

. پريپلاسم گرديـد   و ترشح آن به      اشرشياكلي در باكتري    نانوبادي

 تخليص شده از اين سيـستم بيـاني         نانوباديميزان بازده پروتئين    

 ليتر كشت بـرآورد شـد كـه در    1گرم از   ميلي 25 تا   10با حدود   

 نانوبـادي هاي موجود در مقالات در زمينه بيان       مقايسه با گزارش  

   ].8-3[باشد  اي مي ميزان قابل ملاحظه) mg/l 40-1(در باكتري 

 وسـترن    و هاي مختلف الايـزا     يان شده در آزمون   مولكول ب 

ژن در اشـكال مختلـف    بلات قابليت اتصال مناسبي را به آنتـي   

 .سنتز شده و يا تخليص شده، نشان داد

در بررسي راهكارهاي افزايش بيان، با استفاده از تغييـرات          

ييـد ويژگـي و     أبـراي ت  ... كشت، دما و مواد القا كننـده و         محيط

هـاي   از افـزايش بيـان و تخلـيص، آزمـون          تمايل اتـصال بعـد    

در انتهـا مقـادير بيـان حاصـل از سيـستم            . مختلف انجام شـد   

ايـن نتـايج در     . گرديـد مقايسه   پروكاريوتي در شرايط مختلف   

مقايسه با نتايج تلاش سـاير محققـين در راسـتاي بـيش بيـان               

انجــام شــد و نيــز در اشرشــياكلي ، كــه در )VHH(نانوبــادي 

پديدآوردندگان اين تحقيق بـراي بـيش بيـان         مقايسه با تلاش    

اين مولكول در مخمر، نشان دهنده توليـد و تخلـيص مقـادير             

البتـه گـزارش جـالبي      ]. 3،22،24[باشد    مناسبي از نانوبادي مي   

هــــم از بيـــــان ايـــــن مولكـــــول در ساكارومايـــــسس  

 100بـر توليـد     مبني(Saccharomyces cerevisiae)سرويسيه

  ].23[  داردگرم در ليتر وجود ميلي
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٢٧ 

در ايــن تحقيــق پــس از توليــد مقــادير كــافي از نانوبــادي و  

هـاي تخلـيص      تخليص آن در مرحله بعد، مخلـوطي از نانوبـادي         

باتوجـه بـه اينكـه    . ها استفاده شـد   شده براي ايمن كردن خرگوش    

هاي نوتركيب شتري به سـرعت در حـال         بادي  توليد و كاربرد آنتي   

كارگيري ايـن     زم براي توليد و به    پيشرفت است و يكي از اجزاء لا      

ها در تشخيص و درمـان، يـك مولكـول شناسـاگر و در               بادي  آنتي

بـادي ثانويـه متـصل بـه      كه همان آنتـي (عين حال گزارشگر است  

، تلاش شـد كـه بـا توليـد         )باشد  يا يك شناساگر ديگر مي     آنزيم و 

هــا و تزريــق آن بــه عنــوان ايمنــوژن بــه حيــوان   انبــوه نانوبــادي

بادي ثانويه عليـه ايـن        اقدام به توليد آنتي   ) خرگوش(شگاهي  آزماي

ضمناً پـس از اطمينـان از مناسـب بـودن           . مولكول ارزشمند گردد  

بادي ثانويه سـاخته شـده، بـا      تيتر، حساسيت، تمايل و ويژگي آنتي     

، اتصال اين مـاكرومولكول     (Periodate) استفاده از روش پريدات   

 آنـزيم پراكـسيداز   [ HRPولكـول   بـه م  ) بادي عليه نانوبـادي     آنتي(

(Peroxidase) از منبع [Horseradishانجام شد .  

ــاكرومولكول     روش ــصال م ــراي ات ــي ب ــاي مختلف  هــا ه

(Macromolecules)عنــوان مثــال در روش  بــه.  وجــود دارد

هــاي  پريــدات، از مولكــول قنــدي موجــود در مــاكرومولكول

ول  بــراي اتــصال دو مولكــ(Glycoprotein) گليكــوپروتئيني

شود كه با توجه به تجارب قبلي و اطمينان از اينكه             استفاده مي 

كنـد،    بـادي را غيرفعـال نمـي        اين روش، مولكول آنزيم و آنتي     

  .اتصال دو مولكول انجام شد

، از نظـر    HRPبادي ثانويـه متـصل بـه          نهايتاً مولكول آنتي  

هـاي    در مقايسه با سـاير مولكـول      (اتصال و شناسايي نانوبادي     

دهـد كـه مولكـول       ارزيابي شد كه نتـايج نـشان مـي        ) يپروتئين

 قابـل   500/1كونژوگه در محلول نهايي آماده شـده، بـا رقـت            

 هاي  شيا در ساير آزم   و احتمالاً ( الايزا،   هاي  آزمايشاستفاده در   

هاي توليد نانوبـادي    باشد؛ همچنين در طرح     مي) ايمونولوژيكي

  .ودش استفاده ميها   مختلف نانوباديكاربردهايو 
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