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Abstract 
Objective: This study attempted to generate monospecific antibodies through immunization 
with recombinant proteins and subsequent purification by synthetic peptides (the PrIPeP 
model). 
Methods: The SRY gene was cloned on a pet-28a vector and the recombinant protein was 
expressed in the Escherichia coli (E.coli) BL21 strain. The purified antigen was 
emulsified in Freund’s adjuvant and injected into rabbits according to a standard time 
table. Then, a specific peptide was designed, synthesized, and conjugated to sepharose 4B 
to generate an affinity purification column. As a control, the peptide was conjugated to 
KLH and used for immunization, as above. Antisera against the conjugated peptide (Pep-
antisera) and SRY recombinant protein (Pro-antisera) were evaluated by ELISA and 
subsequently subjected to the affinity purification column. Sensitivity and specificity of 
the purified antibodies against SRY recombinant protein as well as negative controls 
(recombinant HSFY, RBMY, and RPSFY) were assessed by Western blot analysis.  
Results : Titration by ELISA confirmed proper immunization and specificity of both 
antigens. Western blot analysis validated the specificity and sensitivity of the IgG class 
purified antibodies. 
Conclusion: By applying the PrIPeP model, it is possible to develop antibodies against 
the native structure of a protein whilst avoiding challenges of peptide-carrier protein 
conjugation. 
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 اصیلمقبله 

ديرٌآسیب هایپژيهش 43  34 8934،زمستان4،شمارٌ81شىاسیزیستی،

 

از  یبیبب استفبده ترت یاختصبص یببد یآنت دیدر تول نینو یروش هیارا

 (PrIPeP)مدل  دیو پپت بینوترک نیپروتئ

*5انیمرجان صثاغ ،4یطاهره مذرس ،3مهیاتوالفضل خ ،1یولذ رشاهیشهاب م ،2ةیسمانه اد ،1یخانیعل یمهذ
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 16/12/64پذیزش مقبله:  22/24/64دریبفت مقبله: 

 چكيدٌ
 یهلاٌَػ  ذیا ثاِ کواپ دذش   یػابص  ٍ خابصق  تیًَسشک يیسَػظ دشٍسئ یػبص ويیثب ا یاخشلبك یثبد یدػز آٍسدى آًش ثِ َدف
 (.PrIPePل )هذ ذیخذ یػٌَاى سٍؿ ثِ

اًد ي ريش َ  تیا ًَسشک يیداشٍسئ  بىیٍ ث pET28aًبقل  یسٍ SRYطى کبهل  یػبص ثب ّوؼبًِ یٌیدشٍسئ طى یآًش َب: م  ِیآى دس ػا
Bl21 ػابخز ػاشَى    یٍ داغ اص ػاٌشض ثاشا    یعشاحا  ضیا ً يیداشٍسئ  يیا اص ا یاخشلبكا  یذیا ؿذ. دذش ذیسَص یکل بیـیاؿش یثبکشش
 یاػشبًذاسد ثاشا  یدس آهذ ٍ عجق خذٍل صهبً َىیاهَصؼ سركَ دس ادخَاًز فشًٍذ ثِ تیکًَسش يیاػشفبدُ ؿذ. دشٍسئ یػبص خبصق

 تیا ًَسشک يیکًَظٍگِ ٍ هبًٌذ دشٍسئ KLHحبهل  يیػٌشض ؿذُ ثِ دشٍسئ ذدذشی ؿبّذ، ػٌَاى ثِ. سفز کبس دس خشگَؽ ثِ یػبص ويیا
حبكال   ػشم یؿذ. ػذغ آًش یثشسػ ضایسٍؽ الا لِیٍػ ثِ یػبص ويیا یاثشذا دسػش ح،یًشب یثشسػ یاػشفبدُ ؿذ. ثشا یػبص ويیا یثشا

ُ اص ػشَى خبصقPro-antisera) تیًَسشک يیدشٍسئ قیاص سضس ؿذ )هذل  یػبص کًَظٍگِ ثِ ػفبسص خبصق ذیؿبهل دذش یػبص ( ثب اػشفبد
PrIPePکًَظٍگِ ثِ  ذیدذش قیحبكل اص سضس ػشم ی(. آًشKLH (Pep-antiseraً )ز،یؿذ. دس ًْب یصػب ػشَى خبصق يیثب ّو ضی 
 يی)داشٍسئ  یچٌاذ ؿابّذ هٌفا    يیٍ ّوچٌ SRY تیًَسشک يیخبصق ؿذُ ًؼجز ثِ دشٍسئ یّب یثبد یآًش زیحؼبػ ٍ زیاخشلبك
 ؿذ. یٍػششى ثشسػ یگزاس ( ثب اػشفبدُ اص سٍؽ صکHSFY ،RBMY  ٍRPS4Yِ تیًَسشک
 يیاًدبم ؿذ. ّوچٌا  یعَس اخشلبك ٍ ثِ یخَث ثِ طى یآًش ًَع 2ّش  یثشا یػبص ويیًـبى داد کِ ا ضایثب سٍؽ الا َىیششاػیس: وتبیج
 یثابد  یآًشا  زیٍ حؼبػا  زیٍػششى ًـبى داد کِ اخشلبك یگزاس ثب سٍؽ صکِ IgGخبصق کلاع  یّب یثبد یآًش لیٍ سحل ِیسدض

 دس ّش دٍ گشٍُ هٌبػت اػز.
ُ اص هذل  یثشسػ حیًشب گيزی: وتيجٍ ِ ثب اػشفبد اى یه PrIPePحبضش ًـبى داد ک ِ آًش پیص ا سَ َ ث ِ  بفزیدػز  یاخشلبك یّب یثبد یػ ک
 حبهل اخشٌبة کشد. يیثِ دشٍسئ ذیدذش َىیکًَظٍگبػ یّب اص چبصؾ گشید یاًذ ٍ اص ػَ ؿذُ ذیسَص يیدشٍسئ یؼیػبخشبس عج ِیػل
 

 PrIPePهذل  ،یاخشلبك یثبد یآًش ذیسَص ت،یًَسشک يیٍ دشٍسئ یذیدذش یّب طى یآًش طى، یآًش یعشاح: کليدياصگبن
 

 

 99-44،صفحات:8934،زمستان4رٌشما،81هایآسیبشىاسیزیستی،ديرٌپژيهش
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 یاختصاصیبادیآوتذیدرتًلهیوًیشري
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 مقدمٍ
ثَیي  ّوبى ّب ثبدی آًشی ِ   ػاشم  ایوًََگلا  سَػاظ  اػاز کا

 اسلابل  قبثلیاز  ٍ ؿاًَذ  های  سشؿا   B ًَع ایوٌی ّبی ػلَل

 سا دذشیذّب ٍ ّب دشٍسئیي ٍیظُ ثِ خبف هَصکَل یپ ثِ اخشلبكی

 داسای ّاب  ثبدی آًشی فشد، ثِ هٌحلش ٍیظگی ّویي دصیل ثِ داسد.

 حاَصُ  سحقیقابسی  ّبی ـگبُآصهبی دس ای ٍیظُ اّویز ٍ خبیگبُ

ِ  ّاب  ثابدی  آًشی. [1اػز ] دضؿکی ؿٌبػی ٍ صیؼز  ًاَع  دٍ ثا

 ّب آى اص کذام ّش کِ ؿًَذ هی سقؼین هًََکلًَبل ٍ کلًَبل دلی

ِ . داسًذ سا خَد ثِ هشثَط ّبی ٍیظگی اَى  ثا  احشوابل  هثابل  ػٌا

 ثاِ دصیال   کلًَابل  دلی ثبدی آًشی اص اػشفبدُ ثب طى آًشی ؿٌبػبیی

اٍى ّبی سَح ادی ؿٌبػبیی  اػاز.  ثابلاسش  طى، آًشای  یاپ  اص فشا

اًَب هخشلا    سَح یاد یيدس اسلبل ثِ چٌذ ّب ثبدی یآًش یيا ییس

 ؿاذى  دَؿایذُ  هـاکل  ؿاذُ  ثبػثخبف  یيدشٍسئ یپ یسٍ

 دس ساَح  هـکل دَؿایذُ ؿاذى ادای   . ؿَد کوشًگ ّب سَح ادی

دیاذُ   (Immunohistochemistryایوًََّیؼشَؿایوی )  سٍؽ

ِ   هـکل سغییش ادای  کِ ؿَد. ضوي ایي هی  گازاسی  ساَح دس صکا

اٍػشؿااز ؿااذى   (Western Blotting) ٍػااششى ثااِ دصیاال 

(Denaturationدشٍسئیي ) دغ اص  ّبSDS-PAGE (Sodium 

dodecyl sulphate-Polyacrylamide gel electrophoresis) 

هًََکلًَبل ثاِ   ّبی ثبدی آًشی هقبثل دس. [2اػز ] ؿبیغ ثؼیبس

 ػوال  ساش  اخشلبكای  سَح خبف، یپ ادیػجت ؿٌبػبیی سٌْب 

ِ  ثاشای . [3کٌٌذ ] هی  کلًَابل،  دلای  ثابدی  آًشای  آٍسدى دػاز  ثا

اًَبر  اص اػاشفبدُ  ثاب  خشگاَؽ  ٍ هَؽ هبًٌذ آصهبیـگبّی حی

 اص ػاشم  دغ اص خًَگیشی، آًشی ٍ ؿًَذ هی ػبصی ایوي طى آًشی

 دیچیاذگی  ثاب  ثبدی هًََکلًَابل  آًشی سَصیذ. ؿَد هی خذا خَى

اَى ثبیذ اثشذا هٌظَس ایي ثشای. اػز ّوشاُ ثیـششی  ًظش هَسد حی

 غذد یب ٍ عحبل اص B ًَع ایوٌی ّبی ػلَل ػذغ ػبصی ٍ ایوي

 ثب ؿذُ آٍسی خوغ ّبی ػلَل ثؼذ هشحلِ دس. ؿًَذ خذا صٌفبٍی

ِ ) (Myelomaهیلَهب ) ػلَل . ؿًَذ هی ًبهیشا ٍ (Hybridدٍسگ

بیی هشحلِ شلبكیز اًشخبة کلًَی ػلَصی ثب حؼبػیز ٍ اخ ًْ

 صَصِ آصهبیؾ ػیؼشن دس اًشخبثی ػلَل ػذغ کلًَی ثبلا اػز.

 دادُ سؿاذ  هاَؽ یاب خشگاَؽ(    )كافب   دس هَخَد صًذُ یب

 دس سؿذ كَسر دس ٍ کـز کـز، هحیظ كَسر دس. ؿَد هی

 [.4، 3اػز ] ثبدی آًشی حبٍی آػیشی هبیغ كفب ،

ِ  ثابدی  آًشای  سَصیذ دس گبم سشیي هْن ٍ اٍصیي  طى آًشای  سْیا

. اػاز  اّویاز  داسای ًظاش  چٌذ اص طى آًشی سْیِ. اػز هٌبػت

 اػز، دیگش ّبی دشٍسئیي ٍخَد ػذم ٍ آى ثَدى خبصق ًخؼز

 یاب  ٍ دشٍکبسیَر) ػلَل یب ثبفز اص دشٍسئیي کِ صهبًی ٍیظُ  ثِ

 ثاَدى  اػششیل هَسد دٍهیي. ؿَد هی ػبصی خبصق( یَکبسیَر

ِ  سشسیات  ثذیي. اػز طى آًشی  قاذ فب سضسیاق  آهابدُ  طى آًشای  کا

ثٍی ّبی آصَدگی  ؿاَد  های  آصاَدگی ثبػاث   ٍخاَد . ثبؿذ هیکش

اَهل ثِ سا دبػخ ثیـششیي ایوٌی ػیؼشن ثٍی ػ  دس ٍ ثذّاذ  هیکش

 طى آًشای  ثِ خابی  ؿذُ سَصیذ ّبی ثبدی آًشی ثیـشش ثخؾ ًشیدِ

اَهل ثب ًظش هَسد ثٍی ػ   ّب طى آًشی ّوچٌیي. دّذ هی اٍکٌؾ هیکش

 ٍ آخاشیي  [.4، 1ثبؿذ ] ًشهبل اػیذیشِ داسای ٍ ػوَم فبقذ ثبیذ

ِ  اػاز  طى آًشای  عشاحای  سشیي ثخؾ، هْن  اًشخابة  ؿابهل  کا

اَصی  دشٍسئیي ّوبى هخشق کِ اػز ًظش هَسد دشٍسئیي اص ّبیی س

اَصی چٌبًچِ. ثبؿذ ًذاؿشِ ؿجبّز دیگش ّبی دشٍسئیي ثب ٍ ثبؿذ  س

 ثابدی  آًشای  ثبؿاذ،  ؿاجبّز  داسای ّاب  دشٍسئیي ػبیش ثب اًشخبثی

 ًیاض  دیگاش  ّابی  دشٍسئیي ثب ًظش هَسد ئیيدشٍس ثش فضٍى حبكل

. [1] ؿاَد  های  ًشبیح ؿذى ثی اػشجبس هَخت کِ دّذ هی اٍکٌؾ

اَصی هیضاى . اػز هشفبٍر هخشل  ّبی دشٍسئیي دس اخشلبكی س

اَصی گبّی  سؼاذاد  گابّی  ٍ اػاز  فشد هٌحلش ثِ دشٍسئیي کل س

اَصی  آهیٌِ اػیذ 15 سب 10 اص کوشش دشٍسئیي یپ اخشلبكی ّبی س

 داشٍسئیي  کِ دس هقبیؼاِ ثاب   داسد ٍخَد ًیض ّبیی دشٍسئیي .اػز

ِ  اػیذ دس یپ سٌْب خَد َّهَصَگ  ]هبًٌاذ  اخاشلا  داسد  آهیٌا

 EIF1AY (Eukaryotic translation initation ّبی دشٍسئیي

factor 1A, Y chromosomalٍ ) EIF1AX (EIF1A, X 

chromosomal]) ثبدی اخشلبكای ػلیاِ    کِ اهکبى سَصیذ آًشی

 .[5ًیؼز ] هیؼش ّب یي دشٍسئیيا

 10 اص ثیؾ دشٍسئیٌی اخشلبكی ثخؾ عَل دس كَسسی کِ

اَى هی ثبؿذ کیلَداصشَى ثاب اػاشفبدُ اص    اخشلبكای سا  قؼاوز  س

. کشد اػشفبدُ ػبصی ایوي ثشایٍ  سَصیذ فٌآٍسی دشٍسئیي ًَسشکیت

اَصی اثشااذا کاابس ایااي ثاشای   ثیاابًی ًبقاال سٍی ًظااش هااَسد ساا
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 يهمکارانمهذیعلیخاوی



ديرٌآسیب هایپژيهش 43  36 8934،زمستان4،شمارٌ81شىاسیزیستی،

 دس ػوذُ عَس ]ثِ ًَسشکیت دشٍسئیي ػذغ ٍ ؿذُ ػبصی ّوؼبًِ

. ؿاَد  های  سَصیاذ  [(Escherichia coliاؿشیـیب کلی ) ثبکششی

اَصی چٌبًچِ  ثب طى آًشی ثبؿذ کیلَداصشَى 10 اص کوشش اخشلبكی س

ثَی ثِ ػبصی ایوي سب ؿَد هی کًَظٍگِ حبهل دشٍسئیٌی  اًدبم خ

 ساب  10 ثیي هؼوَلاً کِ دذشیذّبی هَسد اػشفبدُ اهشٍصُ. [1] ؿَد

ؿَد. ایي سٍؽ  هی ػٌشض هلٌَػی عَس ثِ ّؼشٌذ، آهیٌِ اػیذ 20

 داشٍسئیي  ػابصی  خابصق  ٍ سَصیاذ  ّبی چبصؾ ػجت اخشٌبة اص

 [.8-6ؿَد ] هی گشیض ّبی آة دشٍسئیي ٍیظُ ًَسشکیت، ثِ

اًَبر ػبصی ایوي ثشای دذشیذ  یب دشٍسئیي هیضاى آصهبیـگبّی حی

ػاذم   ؿاَد.  بدُثبیؼشی دس یپ هحذٍدُ خبف اص غلظز اػاشف 

اًَذ هٌدش هی سػبیز ایي ثبصُ اػشبًذاسد ِ  س  ػیؼاشن  ػاشکَة  ثا

 سشؿ  ػذم ٍ ػلَصی دبػخ ثشٍص سٌْب یب ػبصی ایوي ػذم ایوٌی،

 1000 سب 50 خشگَؽ دس طى غلظز آًشی گؼششُ ؿَد. ثبدی آًشی

 .[4، 1اػز ] هیکشٍگشم 200 سب 10 هَؽ دس ٍ هیکشٍگشم

 2 حاذاقل  ثاشای  کیات ًَسش داشٍسئیي  ثاب  ػبصی ایوي ثشای

 ثاب  ػبصی ایوي ثشای ٍ دشٍسئیي گشم هیلی 2-1 حذٍد خشگَؽ

 15 خشگَؽ 2 حذاقل ثشای ػبصی خبصق ػشَى ػبخزٍ  دذشیذ

 ًیابص  هاَسد  دسكذ 75 حذاقل خلَف ثب دذشیذ گشم هیلی 20 سب

ثَی   ًَسشکیات  دشٍسئیي ثب ػبصی ایوي چٌبًچِ. [4اػز ]  ثاِ خا

دس  ٍصای  ًذاسد ٍخَد ػبصی قخبص ثِ ًیبص هؼوَلاً گیشد؛ اًدبم

اَى هی ًیبص كَسر  ػشَى هبًٌذ) ػوَهی ػبصی خبصق ػشَى اص س

 دشٍسئیي ًَسشکیت خَد اص ّوچٌیي. کشد اػشفبدُ( A, G دشٍسئیي

اَى هی ًیض  .[9کشد ] اػشفبدُ ػبصی خبصق ػشَى ػبخز ثشای س

اَى ثِ ًَسشکیت دشٍسئیي یب دذشیذ اًشخبة  ثاشای  طى آًشای  ػٌ

ٍ  هخشلفی ّبی چبصؾ ثب بدیث آًشی سَصیذ ثٍاش  ثاب . [10اػاز ]  س

 فیضیکای  ٍ ؿایویبیی  ّابی  ٍیظگای  دشٍسئیي ّش کِ ایي ثِ سَخِ

 ثبیاذ  طى آًشی ًَع اًشخبة اص داسد، دیؾ سا خَد ثِ هخلَف

عَس کلی ثشای  ثِ. [11گیشد ] قشاس ثشسػی هَسد هخشل  ؿشایظ

ػبصی ثب سَخاِ ثاِ ؿاشایظ ٍ هلاحظابر یاب اص داشٍسئیي        ایوي

دس  هغبصؼِ ایي ؿَد. دس سشکیت یب اص دذشیذ هلٌَػی اػشفبدُ هیًَ

ثبدی ػلیِ  طى ثشای سَصیذ آًشی سٍؿی اثذاػی اص ّش دٍ ًَع آًشی

SRY (Sex-determining region Y protein )دااشٍسئیي  

اًؼبى اػشفبدُ ؿذ. ایي دشٍسئیي، ػبهل سؼییي خٌؼیز هشداًِ دس 

 Yی کَسبُ کشٍهاَصٍم  اًؼبى اػز ٍ طى هشثَط ثِ آى دس ثبصٍ

قشاس داسد. اخشلالار هشثَط ثِ ایي دشٍسئیي هٌدش ثاِ هؼکاَع   

ػابصی ثاب    [. دس ایي سٍؽ اثشذا ایواي 5ؿَد ] ؿذى خٌؼیز هی

اًدبم ؿذ، ػاذغ اص دذشیاذ هلاٌَػی ثاشای      ًَسشکیت دشٍسئیي

ّبی اخشلبكی اػشفبدُ ؿاذ. ایاي کابس     ثبدی ػبصی آًشی خبصق

حبضاش اًدابم ٍ ثاب ًابم هاذل      ثشای اٍصیي ثبس سَػظ هحققبى 

PrIPeP (Protein immunization followed by peptide 

purification ذ هی سحقیق ایي ًشبیح. (1( هؼشفی ؿذ )ؿکل اًَ   س

 خَد سحقیقبر ساػشبی دس کِ گیشد قشاس هحققیٌی اػشفبدُ هَسد

 سدابسی  سلاوین ثاِ سَصیاذ    یاب  داسًاذ  ثبدی آًشی سَصیذ ثِ ًیبص

 .ًذگیش هی ثبدی آًشی

 

 
 

سَشکیت كَسر هی ، اثشذا ایويPrIPeP؛ دس هذل PrIPePثبدی اخشلبكی ثب اػشفبدُ اص دذشیذ ٍ هذل  ؿوبی هشاحل سَصیذ آًشی 1شكل  سٍئیي ً گیشد  ػبصی ثب اػشفبدُ اص دش

 ؿَد. ػبصی ثب اػشفبدُ اص دذشیذ کًَظٍگِ ثِ ػفبسص اًدبم هی ػذغ خبصق
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 َب ريش ي مًاد
 صن آوتی طزاحی
اَ  NeXtProt.org اعلاػابسی  دبیگابُ  اص SRY دشٍسئیي صیس

 ( ّوایي BLAST) ثلاػز اثضاس اص اػشفبدُ ثب ػذغ. ؿذ گشفشِ

 داشٍسئیي،  ثلاػاز ) NCBI دبیگابُ  ثلاػز اثضاس اص ًیض ٍ دبیگبُ

اَى ثِ UniProtKB/SwissProt اًشخبة ٍ اًؼبى: اسگبًیؼن  ػٌ

ُ دادُ اَصی ؿجبّز( هشخغ دبیگب   بّی دشٍسئیي بیشػ ثب دشٍسئیي ایي س

ٍ سحلیل اص دغ. ؿذ ثشسػی اًؼبًی  ِ  ثب دٍػشی، آة ضشیت سدضی

دس ًظش گاشفشي   ٍ innovagen.se اعلاػبسی دبیگبُ اص اػشفبدُ

اَصی، ثَدى اخشلبكی هیضاى  سب 47 ّبی آهیٌِ اػیذ ؿبهل دذشیذی س

ِ  هلاٌَػی  عَس ثِ ٍ اًشخبة ػبصی ایوي ثشای 59  ؿاذ  ػابخش

قشاس  ػیؼشئیي آهیٌِ اػیذ اًشخبثی دذشیذ ػوز آهیي دس(. 1 خذٍل)

ِ ثشای ُ ؿذ. اص ایي اػیذ آهیٌ دبم داد ى اً ًَظٍگبػیَ  اسلبل دٌّذُ ثب ک

MBS (m-Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimide 

ester)  هخشل  هشلل ؿَد ُ ٍ گشٍ ٍ خْز ثب د ِ قبدس اػز اص د ک

(Heterobifunctionalُاػشفبد ) ؿذ. 

 
سٍئیي دذشیذی ؿذُ عشاحی سَاصی 1 جديل  ساب  47 سَاصی ؿبهل اًؼبًی SRY دش

سٍئیي 59  ثاب  کًَظٍگبػایَى  هٌظاَس  ثِ سَاصی اثشذای دس ػیؼشئیي ًظش؛ هَسد دش

 . اػز ؿذُ اضبفِ اسلبل دٌّذُ ثب دٍ ػولکشد هشفبٍر
 

 آميىٍ اسيد شمبرٌ پزيتئيىی تًالی پزيتئيه وبم

SRY CETGENSKGNVQDR 47 59 سب 

 

 
 

 .ؿذ ػبصی ّوؼبًِ +Pet-28a ًبقل دس ٍ خَسدُ ثشؽ BamHI ٍ HindIII ثشؿی ّبی آًضین ثب SRY طى ؿًَذُ کذ ثخؾ ؛SRY طى حبٍی ًبقل طًشیکی ًقـِ 2شكل 

 

 وًتزکيب پزيتئيه تًليد ي سبسی َمسبوٍ
اَصی ثشای Gene Runner افضاس ًشم اص اػشفبدُ ثب اثشذا  طى س

SRY ثاب  ػاذغ (. 2 خاذٍل ) ؿاذ  عشاحی اخشلبكی آغبصگش 

 Pfx (Platinum® Pfx DNA Polymerase) آًضین اص اػشفبدُ

 ثشؿی ّبی آًضین اص اػشفبدُ ثب آى دًجبل ثٍِ  سکثیش ًظش هَسد قغؼِ

BamHI ٍ HindIII اص اػاشفبدُ  ػذغ ثاب  ٍ اًدبم ّضن ػول 

ؿذ )ؿکل  اٍسد pET28aًبقل  دسٍى T4 DNA ligase آًضین

اَصی اص دغ. (2 اَصی ػبصُ ٍ سأییذ یبثی س  طى حبهال  ًبقل طى، س
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SRY ِػَیِ اؿشیـیب کلی ثبکششی ثب اػشفبدُ اص سٍؽ ؿیویبیی ث 

BL21 چگابصی   سػیذى ٍ ّب ثبکششی سؿذ اص دغ. ؿذ سشاسیضؽ

 اص اػشفبدُ ثب اصقب ،ًبًَهشش 600دس عَل هَج 8/0حذٍد  ثًَِسی 

IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) ( ًاین 

 آٍسی خوغ اصقب اص دغ ػبػز 5 ّب ثبکششی. ؿذ ماًدب( هَلاس هیلی

 اص اػشفبدُ ثب ثَد ًیض ًَسشکیت دشٍسئیي ؿبهل کِ کل دشٍسئیي ٍ

اٍػشؿشِ هَلاس،  1/0ػذین  هَلاس، فؼفبر 8 )اٍسُ ثبفش صیض کٌٌذُ 

 (Sonicationای ػًَیکبػیَى ) دقیقِ 1دبصغ  5ٍ  (8/8 اػیذیشِ

 طل اص شفبدُاػاا ثااب ؿااذُ اػااشخشاج دااشٍسئیي. ؿااذ اػااشخشاج

His-Select ػاابصی خاابصق
®

 Nickel Affinity Gel [12]، 

ثب اػشفبدُ اص  SDS-PAGEدغ اص خذاػبصی ثب  ٍ یػبص خبصق

 MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser سٍؽ

Desorption Ionization-Time of Flight   ٍ اَصی ( سؼیایي سا

 HSFY (Heat-shockػِ دشٍسیئي ًَسشکیت  .ؿذ سأییذ َّیز

transcription factor Y-linked) ،RBMY (RNA-binding 

motif gene on Y chromosom ٍ )RPS4Y (Ribosomal 

protein S4, Y linked ًُیض اص آصهبیـگبُ ًَسشکیت دظٍّـگب )

 سٍیبى دسیبفز ؿذ.

 
ِ  ثاشای  اػاشفبدُ  هَسد آغبصگشّبی سَاصی 2 جديل  ًاَاحی  طى؛ ػابصی  ّوؼابً

ط  .اػز ؿذُ دادُ ًـبى خظ صیش ؿکل ثِ ثشؿی آًضین ثِ هشثَ
 

 آغبسگز تًالی وبم صن

SRY 
F: ATTAGGATCCATGCAATCATATGCTTCTGC. 
R: ATTAAAGCTTCTACAGCTTTGTCCAGTGGC 

 

 KLHحبمل  پزيتئيهبٍ  يدپپت کًوضيگبسيًن
-Sulfo-MBS (m اص کًَظٍگبػاااااااایَى ثااااااااشای

maleimidobenzoyl-N-hydroxysulfosuccinimide ester) 

 ِ ای ثااااب دٍ ػولکااااشد هشفاااابٍر  ل دٌّااااذُاسلااااب کااا

(Heterobifunctional) اسلابل دٌّاذُ   ایي. ؿذ اػشفبدُ اػز 

ِ  آهایي  گشٍُ ثِ اسلبل قبثلیز ػوز یپ اص  اص ٍ (NH2) اٍصیا

 ثشای. داسد سا( SH–) سیَل گشٍُ ثِ اسلبل قبثلیز دیگش عش 

 5 اثشاذا : ؿاذ  اًدابم  صیاش  هشاحل حبهل دشٍسئیي ثِ دذشیذ اسلبل

 :Keyhole limpet hemocyanin) حبهل دشٍسئیي اص گشم هیلی

KLH ) دسPBS (Phosphate Buffered Salineحل )  ؿاذ .

 sulfo-MBS (Thermoاسلابل دٌّاذٓ    گاشم  هیلای  1 ػاذغ 

Scientificحابٍی  هحلاَل . ؿاذ  حل هقغش آة دس( ، آهشیکب 

ِ  حبهال  دشٍسئیي حبٍی هحلَل ثِ اسلبل دٌّذُ ٍ  ؿاذ  اضابف

 دادُ قشاس (Shakerؿیکش ) اسب  سٍی یدهب دس ػبػز 4 هذر ثِ

 )حبهل فؼبل ؿذُ( ثِ sulfo-MBSٍ  حبهل هخلَط ػذغ. ؿذ

 ثااب ٍ هٌشقال ( کیلَداصشاَى  Amicon ،50) صدایای  ًواپ  ػاشَى 

اسلابل دٌّاذٓ    PBS ثبفش ثب خبیگضیٌی ٍ ػبًششیفیَط اص اػشفبدُ

 دذشیاذ  گاشم  هیلی 5 حبكل هحلَل ثِ ػذغ .ؿذ حز  اضبفی

SRY ِدذشیذ ٍ ؿذُ فؼبل حبهل خلَطه. ؿذ اضبف  ِ  6 هاذر  ثا

 ػذغ. گشفز قشاس (Rockerساکش ) اسب  سٍی دهبی دس ػبػز

 اص ّوضهابى  عَس ثِ. ؿذًذ ًگْذاسی -70دهبی  دس ّب کًَظٍگِ

BSA (Bovine Serum Albumin ًیاض )  ِ اَى  ثا  داشٍسئیي  ػٌا

 ؿاذُ  دادُ ؿاش   سٍؽ ثاب  کًَظٍگبػیَى ٍ ؿذ اػشفبدُ حبهل

داسای  KLHخاابیی کااِ دااشٍسئیي     آى اص. [13ؿااذ ]  اًداابم

اٍحذّبی هخشلفی اػز ٍ ّوچٌیي ٍصى هَصکَصی آى ثؼیبس  صیش

ثبلاػز، سأییذ کًَظٍگبػیَى دذشیذ ثاِ ایاي داشٍسئیي ثاب سٍؽ     

SDS-PAGE آى ثاب   دزیش ًیؼز؛ ثاِ ّوایي دصیال سأییاذ     اهکبى

)کِ  BSA ثِ دشٍسئیي SRY دذشیذ ثشسػی ٍ سأییذ کًَظٍگبػیَى

اًدابم ؿاذ( ثاب اػاشفبدُ اص      KLHٍگبػیَى ثِ ّوضهبى ثب کًَظ

 .كَسر گشفز( SDS-PAGE) ػوَدی اصکششٍفَسص

 

 (SDS-PAGE) عمًدی الكتزيفًرس
 10 آهیاذ  اکشیال  طل اص ػواَدی  اصکششٍفاَسص  اًدبم ثشای

 ثابفش  دشٍسئیٌای  ّبی ًوًَِ ثِ کبس ایي ثشای. ؿذ اػشفبدُ دسكذ

 SDS، 50 دسكااذ 2 گلیؼااشٍل، دسكااذ 10 حاابٍی) ًوًَااِ

 DDT (Dichlorodiphenyltrichloroethane،) هااَلاس هیلاای

ثلااَ  ثشٍهَفٌااَل کواای هقااذاس سااشیغ، هااَلاس هیلاای 125

(Bromophenol blueِاػیذیش ،) هحلاَل  ٍ ؿاذ  اضبفِ( 8/6 

 دادُ قشاس گشاد ػبًشی دسخِ 95 دهبی دس دقیقِ 5 هذر ثِ حبكل

ابًگش  ّواشاُ  ثِ ّب ًوًَِ ػذغ. ؿذ  طل سٍی ثاش  دشٍسئیٌای  ًـ
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 ٍصاز  100 ٍصشابط  ثب ػبػز 2 هذر ثِ اصکششٍفَسص ٍ سگزاسیثب

بیز طل. ؿذ اًدبم  Coomassieّب ثب سًگ کَهبػی ثلَ ) دس ًْ

blueاَد ذ. کلیِآهیضی ؿذً (، سًگ )آصوبى(  Sigma ؿشکز اص ه

 .ؿذ سْیِ)آهشیکب(  Bio Rad ؿشکز اص ّب دػشگبُ ٍ

 

 گذاری يستزن لكٍ
ؿاذُ دس قؼاوز   دادُ   یسٍؽ سَضثب  SDS-PAGEاثشذا 

 ثاب سٍؽ اًشقابل هشعاَة    ّاب  يیداشٍسئ قجل اًدبم ؿذ، ػاذغ  

 PVDF یثااِ غـااب ٍصااز 15كااَسر ؿااجبًِ ثااب ٍصشاابط   ثااِ

(Polyvinylidene difluoride) (GEهٌشقال ؿاذًذ.   ، آهشیکب )

 دسكاذ  2ی خـاپ ثاذٍى چشثا    شیدس هشحلِ ثؼذ غـبّب ثب ؿا 

ؿؼشـَ ثاب   قِیدق 5ؿذًذ. دغ اص  دَؿبًذُػبػز  پیهذر  ثِ

 ،TBST (Tris-buffered saline and tween 20)ثاابفش 

هیکشٍگشم دس  1) ؿذُ قیسخل یثبد یآًش ؿبهل ِیاٍص یثبد یآًش

 ػابػز،  1گزؿاز  اص  داغ ثِ غـب اضبفِ ؿاذ.   صیشش( هیلی 10

ؿؼشـاَ   TBST( ثب هحلاَل  قِیدق 20هشسجِ )ّش ثبس  3غـبّب 

ثاض   یبدثا  ی)آًش ِیثبًَ یثبد یآًشهشحلِ  يیاص ا دغدادُ ؿذًذ. 

 HRP (Horseradishثااِ  ًظٍگااَِکخشگااَؽ کااِ  ِیااػل

peroxidase) )ػبػز ثاِ   پیهذر  ثِ 1:100000ثب سقز  ثَد

 15هشسجِ ؿؼشـَ )ّش ثابس   3دغ اص  غـبّبغـبّب اضبفِ ؿذ. 

ثِ اسب   یٌیدشٍسئ یظَْس ثبًذّب یثشا TBST( ثب هحلَل قِیدق

 ،ECL (Thermoهحلااَل  شاش یکشٍصیه 250ثاشدُ ؿااذ.   پیا سبس

ِ  لنیف ػذغ ٍ ؿذ خشِیس غـبّب یسٍ ثِ( آهشیکب  کاغ یا اؿاؼ

(Hyperfilm ECL, GE) ٍیکیدلاػاش  دَؿاؾ  ثاب  کِ غـب یس 

ِ یدق 3 سب 2 اص دغ. ؿذ دادُ قشاس ثَد ؿذُ دَؿبًذُ  ّاب  لنیفا  قا

 اص دغ ٍ ؿذ ثشدُ( ، آصوبىGBX ،Sigma) ظَْس هحلَل داخل

، Gs800 ،Bio Radدًؼیشَهشش ) سَػظ ٍ سثجیز ،آة ثب ؿؼشـَ

 سدضیِ ٍ سحلیل ؿذ. ImageJضاس اف سَػظ ًشم ٍ اػکي (آهشیکب

 

 َب خزگًش سبسی ایمه

اَى )ػافیذ    هبدُ ّبی خشگَؽ اص ثبدی آًشی سَصیذ ثشای خا

 کوی هقذاس اثشذا ّب سضسیق ؿشٍع اص دیؾ. ؿذ اػشفبدُ ًیَصصٌذی(

 گَؽ ػیبّشگ عشیق اص کٌششل ػشم آٍسدى دػز ثِ ثشای خَى

 ًَسشکیت دشٍسئیي ثشای سضسیق هشحلِ اٍصیي دس. ؿذ آٍسی خوغ

 دس هیکشٍگااشم 500 کًَظٍگااِ دذشیااذ ثااشای ٍ هیکشٍگاشم  400

اًٍز  (Complete Freund’s adjuvantفشًٍاذ )  کبهال  آخَ

. ؿذ سضسیق صیشخلذی كَسر ثِ ٍ كَسر اهَصؼیَى دس آهذُ ثِ

 طى آًشای  هقاذاس )اٍصیي سضسیق یابدآٍس   هبُ یپ گزؿز اص دغ

اًٍز اص ٍ ؿذ ًل  . ؿذ اًدبم( ؿذ اػشفبدُ فشًٍذ ًبقق آخَ

 یکذیگش اص ّفشِ فبكلِ دٍ ثِ یبدآٍس ًیض دٍهیي ٍ ػَهیي سضسیق

 ٍ اًدابم  خاًَگیشی  سضسیق آخشیي اص دغ سٍص 10. ؿذ اًدبم

 .[4ؿذ ] خذا ػشم

 

 ( بب الایشاTitrationتيتزاسيًن )
 Enzyme-linked immunosorbentػِ آصهاَى الایاضا )  

assay: ELISAّبی اًدبم ؿذ. ػشم ّب ػشم ( ثشای ثشسػی آًشی 

-Pepکًَظٍگِ ) دذشیذ ػلیِ ػشم اص ثَدًذ ػجبسر ثشسػی هَسد

antisera،) ػلیاااِ داااشٍسیئي ًَسشکیااات ػاااشم SRY (Pro-

antiseraٍ ) ػابصی  ایوي اص قجل ػشم (  :کٌشاشلControl .) دس

 اسلاابل ثاابفش دس SRYدااشٍسئیي ًَسشکیاات  اثشااذا آصهااَى اٍل

 ثِ ٍ حل( 6/9 اػیذیشِ هَلاس ثب هیلی 100کشثٌبر  ثی ٍ کشثٌبر)

. ؿذًذ اضبفِ خبًِ 96 دلیز چبّپ ّش دس هیکشٍگشم 3 هیضاى

 PBST ثاب  ػاذغ  ؿذ، دادُ قشاس یخچبل دس ؿجبًِ عَس ثِ دلیز

(Phosphate buffered saline with tween 20)  َ  ؿؼشـا

 هاذر  ثِ دسكذBSA (3 ) ثب ّب چبّپ ثؼذ هشحلِ دس. ؿذ دادُ

 سب 1:20 ًؼجز ّش ػِ ػشم ًبم ثشدُ اص. ؿذًذ هؼذٍد ػبػز دٍ

 ثِ ٍ ؿذًذ سقیق PBST ثب ثشاثش 10 سقز ضشیت ثب 1:200000

 PBST فقظ سدی  ّش آخش چبّپ ثِ. ؿذًذ اضبفِ ّب چبّپ

 هؼشم دس ػبػز 5/1 هذر ثِ ؿذُ سقیق ّبی ػشم. ؿذ اضبفِ

 ًدابم ا اص داغ . ؿذًذ دادُ قشاس چبّپ ثِ هشلل ّبی دشٍسئیي

ِ  آًشی ،PBST ثب ؿؼشـَ ِ  HRP ثبدی کًَظٍگا  خشگاَؽ  ػلیا

(A0545, Sigma )ؿذ اضبفِ ّب چبّپ ثِ 1:30000 ًؼجز ثب .

بیز ؿذ اًدبم ؿؼشـَی دیگشی ػبػز یپ اص دغ  ثِ ٍ دس ًْ

ل هیکشٍصیشش 100 ّب چبّپ  TMB (3,3',5,5' tetramethyl هحلَ
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benzidine) (Sigmaآصوبى ، )اٍکاٌؾ . ؿذ اضبفِ سبسیکی دس 

 ًین ػَصفَسیپ اػیذ هحلَل هیکشٍصیشش 100 ثب دقیقِ 10 اص دغ

گااش هیکشٍدلیااز   ثااب قشا ااز  ًشاابیح ٍ ؿااذ هشَقاا  هااَلاس

(Microplate reader( )Thermoآهشیکب ،) 450 هَج عَل دس 

اًَااذ ثشسػاای اخشلبكاایز  ُ ؿااذ. آصهااَى دٍم ثااِ هٌظااَسخ

اٍکٌؾ ػشم ّبی ػشم آًشی ّبی  سَصیذی اًدبم ؿذ. ثشای ایي کبس 

Pro-antisera  ٍPep-antisera  ًَسشکیات   ًؼجز ثِ داشٍسئیي

HSFY کًَظٍگِ دس آصهَى ػَم، دذشیذ. ػٌدؾ ؿذ  ِ  BSA ثا

هاَسد ًیاض    ایاي  هشلل ؿاذ. دس  ELISAّبی دلیز  ثِ چبّپ

 ثااب Pro-antisera  ٍPep-antiseraّاابی  ػااشم اٍکاٌؾ آًشاای 

ذ ّب ّوبًٌ کلیِ هشاحل ٍ غلظز. ثشسػی ؿذ ؿذُ رکش ّبی سقز

 آصهَى اٍل ثَد. 

 

 ببدی آوتی سبسی خبلص ستًن سبخت
 دَدس گشم یپ اخشلبكی ػبصی خبصق ػشَى ػبخز ثشای

ش ( دسCNBR activatedػفبسص )  ؿذ، سیخشِ صیششی هیلی 50 ثـ

لاس هیلی 1 ّیذسٍکلشیذسیپ اػیذ صیشش هیلی 5 ػذغ  اضبفِ آى ثِ هَ

 وگيّ سب ؿذ دادُ سکبى دقیقِ یپ هذر ثِ حبكل هخلَط. ؿذ

  دادُ قشاس اسب  دهبی دس دقیقِ 30 هذر ثِ ؿذُ ّوگي هخلَط .ؿَد

 اػایذ  صیشش هیلی 200 ثب حبكل هشَسم ؿَد. ػفبسص ػفبسص سب ؿذ

 5 ػاذغ . ؿذ دادُ ؿؼشـَ ػشد هَلاس هیلی 1 ّیذسٍکلشیذسیپ

 100) کٌٌاذُ  هشلال  ثبفش صیشش هیلی 2 دس SRY دذشیذ اص گشم هیلی

 صیشش هیلی 2. ؿذ حل( 3/8 اػیذیشِ بث ػذین کشثٌبر ثی هَلاس هیلی

 ثِ دذشیذ هحلَل ثلافبكلِ. ؿذ اضبفِ ًیض ػفبسص ثِ کٌٌذُ هشلل ثبفش

ط ؿذ اضبفِ ػفبسص  دهبی دس ػبػز یپ هذر ثِ حبكل ٍ هخلَ

ؾ . ؿذ دادُ سکبى دػشگبُ ٍػیلِ ثِ اسب  اٍکٌ بٌى اص سکویل  ثشای اعوی

دس  .یبفز اداهِ جبًِؿ عَس ثِ گشاد ػبًشی دسخِ 4 دهبی ایي فشآیٌذ دس

 100 ساشیغ  صیشاش  هیلای  10 ٍ ؿذ خذا ػفبسص اص هبیغ فبص اداهِ

 ثبقیوبًذُ فؼبل هٌبعق سب ؿذ اضبفِ ػفبسص ثِ pH 0/8 ثب هَلاس هیلی

 سکبى اسب  دهبی دس ػبػز 3 هذر ثِ حبكل هخلَط .ؿَد هؼذٍد

 ، آهشیکب( هٌشقلGreenکشٍهبسَگشافی ) ػشَى ثِ ٍ ػذغ ؿذ دادُ

 خبسج اضبفی هبیغ سب ؿذ دادُ قشاس ػوَدی حبصز ثِ ىػشَ. ؿذ

ل هشسجِ 8 اداهِ دس .ؿَد لاس هیلی 50) 1 هحلَ لاس یپٍ  سشیغ هَ   ه

لٍ ( 0/8 اػیذیشِ ثب ًوپ  یپ ٍ گلایؼیي هَلاس هیلی 50) 2 هحلَ

 6 ثابس  ّش هیبى، دس یپ كَسر ثِ( 5/3 اػیذیشِ ثب ًوپ هَلاس

بْیز سد. [14ؿذ ] اضبفِ ػشَى ثِ صیشش هیلی ىَ ً   PBS ثب هشسجِ 8 ػش

 20 اصکل آى ثِ ؿذ ٍ دادُ ؿؼشـَ دسكذ 01/0 آصیذ ػذین حبٍی

 .ؿذ ًگْذاسی یخچبل دس اػشفبدُ صهبى سب ٍ اضبفِ دسكذ

 

 ببدی آوتی سبسی خبلص
ِ  ؿاذُ  ایواي  ػاشم  اص صیشش هیلی 5 ػبصی خبصق ثشای  20 ثا

 ُدػشگب ثِ ػبصی خبصق ػشَى. ؿذ اضبفِ PBS هحلَل صیشش هیلی

 ٍ ؿاااذ هشلاال  (Peristaltic pumpدشیؼااشبصشیپ )  دوااخ 

. ؿذ اًدبم دقیقِ دس صیشش هیلی 1 ػشػز ثب ثبدی آًشی ػبصی خبصق

 ثاب  ػشَى ثِ هشلل ّبی ثبدی آًشی ،PBS ثبفش ثب ؿؼشـَ اص دغ

ِ  ثاب  هَلاس هیلی 100 گلایؼیي اص اػشفبدُ  ػاشَى  اص 8/2 اػایذیش

 200 اثشاذا  دی،ثاب  آًشای  فؼبصیاز  حفظ هٌظَس ثِ. ؿذ فشٍؿَیی

 2 ّابی  ٍیبل ثِ 0/8 اػیذیشِ ثب هَلاس یپ سشیغ ثبفش هیکشٍصیشش

 حبٍی کِ گلایؼیي هحلَل حبصز ایي دس. ؿذ اضبفِ صیششی هیلی

 هحلاَل  ایي ثِ ػشَى اص خشٍج اص دغ ثلافبكلِ ثَد ثبدی آًشی

 هحلَل حبٍی اػیذیشِ سٌظین آًی هَخت اهش ایي کِ ؿذ اضبفِ

 ثاب  ؿاذُ  خبصق ّبی ثبدی آًشی. ؿذ ُثبدی فشٍؿَیی ؿذ آًشی

 .ؿذ غلظز سؼییي BCA (Bicinchoninic acid assay) سٍؽ

 

 وتبیج

 َب صن تًليد ي تأیيد آوتی
اَصی اَصی  ًیاض  ٍ طًاَهی  یبثی س  سٍؽ ثاب  دشٍسئیٌای  یابثی  سا

MALDI TOF/TOF اَصی دسػااشی  ،SRY دااشٍسئیي ٍ طى ساا

ٍ  ػواَدی  اصکششٍفاَسص  ّوچٌایي . کشد سأییذ سا اًؼبًی  سئیيداش

SRY ٍ بى کَهبػی ثب آى آهیضی سًگ دشٍسئیي سَصیذ  داد ثلَ ًـ

 کاابسآیی دیگااش ػااَی اص. (3اػااز )ؿااکل   خاابصق ؿااذُ

 عشیااق اص حبهاال دااشٍسئیي ثااِ SRY دذشیااذ کًَظٍگبػاایَى

 (. 4 ؿکل) سػیذ اثجبر ثِ ػوَدی اصکششٍفَسص
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سَشکیات      اص غلظاز  SDS-PAGEسلاَیش   3شكل  سٍئیي ً ّابی هخشلا  داش
SRYسٍئیي  هخشل  ّبی غلظز اص ؛ ؿیجی  )ثش حؼت هیکشٍگشم( دغ SRYدش

دّاذ ایاي    سلاَیش ًـابى های    .ؿاذ  ثاشدُ  SDS-PAGE طل سٍی سخلیق اص
سَشکیت خبصق اػز.  سٍئیي ً  دش

 

 
 

 ثااِ SRY دذشیااذ کًَظٍگبػاایَى هشاحاال اص SDS-PAGE سلااَیش 4 شککكل
سٍئیي  صىٍ افاضایؾ  کِ ؿذ هشلل اسلبل دٌّذُ ثِ BSA اثشذا ؛BSA حبهل دش

سٍئیي  ثِ ًؼجز آى  دذشیاذ  ثؼاذ  هشحلِ دس. ؿَد هی هـبّذُ ؿکل دس BSA -دش
SRY ِث BSA ٍصى افاضایؾ . ؿاذ  هشلل( اسلبل دٌّذُ ثِ هشلل) ؿذُ فؼبل 
 اسلبل دصیل ثِ ؿکل دس اػویش ٍخَد. اػز کًَظٍگبػیَى اًدبم ثش سأییذی آى

سٍئیي ّش ثِ اسلبل دٌّذُ هشفبٍر سؼذاد  .اػز BSA دش

 

 ELISA تكىيک بب سبسی مهای یيدأت
 سضسیاق  آخاشیي  اص داغ  سٍص دُ ّب خشگَؽ خًَگیشی اص

 قشاس یخچبل دس ؿجبًِ عَس ثِ فبکَى صَصِ داخل خَى. ؿذ اًدبم

 هیکشٍهشاش  45/0 فیلشاش  ثب ٍ خذا خَى اص ػشم ػذغ ٍ ؿذ دادُ

ػبصی ٍ سَصیذ  ّبی فیلشش ؿذُ ثشای سأییذ ایوي اص ػشم. ؿذ فیلشش

 آٍسدُ 5 ؿکل دس ELISA آصهَى ؿذ. ًشبیح ثبدی اػشفبدُ آًشی

ِ   ػشم کلیِ اٍکٌؾ ؿکل ایي اص  ثخؾ دس. اػز ؿذُ  ّاب ػلیا

 ػاشم  ًشابیح  عجاق . اػاز  ؿذُ کـیذُ سلَیش ثِ SRY دشٍسئیي

Pro-antisera دشٍسئیي ثِ ثیـششی اٍکٌؾ SRY  ًؼجز ثِ ػشم

Pep-antisera بى  ثاب  اٍکٌـای  کٌششل ػشم کِ ایي ضوي داد. ًـ

-Proّابی   ػشم اٍکٌؾ ة، قؼوز دس. ًذاؿز SRY دشٍسئیي

antisera ٍ Pep-antisera ِػلی SRY  ِکًَظٍگِ ثBSA  ِ  ثا

ِ  ًؼاجز  Pep-antisera ػاشم  دبػاخ . اػز آهذُ دس ًوبیؾ  ثا

Pro-antisera  دس قؼااوز ح، کااِ اخشلبكاایز  .ثااَد ثابلاسش

اٍکٌؾ ػشم ػشم ّب ًؼجز ثِ دشٍسیئي ًَسشکیات   ّب ثشسػی ؿذ، 

HSFY .اسصیبثی ؿذ Pep-antisera داشٍسئیي  ثِ ًؼجز HSFY 

بى اٍکٌـی ِ  ًؼاجز  Pro-antisera ًاذاد.  ًـ  داشٍسئیي  ایاي  ثا

بى ًؼجی اٍکٌـی اَصی ٍخَد ثِ دصیل احشوبلاً اهش ایي کِ داد ًـ  س

( ٍ ًبحیِ سشٍهجیي his tagدشٍسئیٌی ؿبهل ثشچؼت ّیؼشیذیٌی )

(Thrombin) ًبقاال اثشااذای دس pET28a هیاابى کااِ اػااز 

 . اػز هـششک ًبقل ایي اص حبكل ًَسشکیت بیّ دشٍسئیي

 

 
 

 
 

 
 

 ثابدی ّابی سَصیاذ ؿاذُ؛ اصا (      سلَیش ًوَداس خغی سیششاػیَى آًشی 5 شكل
 ّوچٌیي ٍ Pep-antisera، Pro-antisera ّبی هخشل  ػشهی ٍاکٌؾ سقز

ِ  کٌششل ّبی هخشل  ػشم سقز سٍئیي  ػلیا سَشکیات   داش ًSRY)ٍاکاٌؾ  ، ة 
Pep-antisera ٍ Pro-antisera ِثِ کًَظٍگِ دذشیذ ػلی BSAج( ٍاکٌؾ ، 
Pep-antisera  ٍPro-antisera سَشکیت  ًؼجز سٍیئي ً  HSFYثِ دش
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 PrIPePببدی بب ريش  آوتی سبسی خبلص

 ػابصی  خابصق  ػشَى اص Pro-antisera ؿذُ سقیق هحلَل

 ثاب  دقیقِ دس صیشش هیلی یپ ؿذر ثب ػفبسص ثِ هشلل دذشیذ ؿبهل

َ  اص دغ. ؿذ دادُ ػجَس صشیپدشیؼشب دوخ اص اػشفبدُ  ثاب  ؿؼشـا

 هحلَل صیشش هیلی 20 ػشَى، اص PBS هحلَل اص صیشش هیلی 20 ػجَس

 2 ّابی  ٍیابل  دس ّب ثبدی آًشی ٍ ؿذ اضبفِ ػشَى ثِ کٌٌذُ خذا

 آٍسی خوغ هَلاس 1 سشیغ ثبفش هیکشٍصیشش 200 حبٍی صیششی هیلی

بى SDS-PAGE. ؿذ  ششیيثیـ داسای دٍمٍ  اٍل ّبی ٍیبل داد ًـ

 ٍیبل دس ؿذُ آٍسی خوغ ثبدی آًشی هیضاى. ثَدًذ ثبدی آًشی هیضاى

بى کِ ثَد دبییي ثؼیبس دٌدن  اکثاش  سقشیجای  ؿاذى  خذا دٌّذُ ًـ

 . (6ثَد )ؿکل  ػبصی خبصق ػشَى اص ّب ثبدی آًشی

 

 
 

سٍئیي  ثبدی آًشی SDS-PAGEسلَیش  6شكل  ُ ثب ػشَى دش  10؛ Gّبی خبصق ؿذ

ُ اص ّش ٍیبل ثشای اًدبم ثبدی خ هیکشٍصیشش آًشی ُ ؿذ.  SDS-PAGEبصق ؿذ  اػشفبد

 

 Pep-antiseraاس سزم  ببدی آوتی سبسی خبلص

ِ  ًَسشکیات  دشٍسئیي سضسیق اص حبكل ػشم اص صیشش هیلی 5  ثا

 دذشیاذ  ػابصی  خابصق  ػشَى اص ٍ ؿذ اضبفِ PBS صیشش هیلی 20

 ثبدی آًشی خذاػبصی ٍ ؿؼشـَ. ؿذ دادُ ػجَس ػفبسص ثِ هشلل

 اٍل هشاحال  دس ًیاض  سٍؽ ایاي  ثب. ؿذ اًدبم قجل هشاحل هبًٌذ

 هیضاى دٌدن ٍیبل دس ٍ صیبد ّب ثبدی آًشی هیضاى( ٍدٍم اٍل ٍیبل)

بیز آًشی .ثَد کن ثؼیبس ثبدی آًشی  ؿذُ سخلیق ّبی ثبدی دس ًْ

 (،Amicon]آهیکَى ) صدایی ًوپ ّبی ػشَى سَػظ گشٍُ ّش دس

 صیشاش  هیلای  2 حدن ثِ ٍ خبیگضیي PBS ثبفش ثب کیلَداصشَى[، 30

 غلظاز  سؼیایي  BCAکیاز   اص اػاشفبدُ  ثاب  ػاذغ . ؿذ سغلیظ

 .ؿذ اًدبم ّب ثبدی آًشی

 

 ريش بب شدٌ سبسی خبلص َبی ببدی آوتی تأیيد

 گذاری يستزن لكٍ
 سخلیق ّبی ثبدی حؼبػیز ٍ اخشلبكیز آًشی سأییذ ثشای

کبس ًیض دس دٍ  ایي. ؿذ اػشفبدُ گزاسی ٍػششى سٍؽ صکِ اص ؿذُ

ِ اًدبم ؿذ. دس آصهبیؾ ًخؼز،ه  دشٍسئیي هیکشٍگشم ًین اص شحل

ؿابهل   هاشسجظ  غیش ًَسشکیت دشٍسئیي ػِ ًیض ٍ SRY ًَسشکیت

HSFY، RBMY ٍ RPS4Y ُآهاذُ،  دػاز  ثِ ًشبیح. ؿذ اػشفبد 

ثبدی خبصق ؿذُ  ّش دٍ ًَع آًشی ٍ کشد سأییذ سا ELISA ًشبیح

ٍ ة(قؼ 7کشدًذ )ؿکل  ؿٌبػبیی سا SRY دشٍسئیي سٌْب .  وز اص  

م، سئیي غلظز اص ای داهٌِ دس آصهبیؾ دٍ  SRY (100 ًَسشکیت دشٍ

ؽ ثب( ًبًَگشم 100 سب دیکَگشم  هٌشقل PVDF غـبی ثِ ٍػششى سٍ

 یپ ،(ؿذُ هٌشقل دشٍسئیي آى ثِ کِ غـبیی) ثلار ّش ثشای. ؿذ

 اص داغ . ؿذ اضبفِ TBST صیشش هیلی 10 ثِ ثبدی آًشی هیکشٍگشم

 ؿابهل  ؿاذُ  خابصق  ثبدی آًشی ًَع دٍ ّش هشاحل، کلیِ اًدبم

ح(  -7( )ؿکل PrIPeP)هذل  Pro-antisera اص حبكل ثبدی آًشی

 غلظز سب (ر- 7ؿکل ) Pep-antisera اص حبكل ثبدی  آًشیٍ 

 ؿذًذ. ؿٌبػبیی دیکَگشم 100

 

 
 

شًی سلَیش صکِ 7 شكل سَشکیت  ثبدی گزاسی ٍػششى آ سٍئیي ً ِ دش ُ ػلی ّبی سَصیذ ؿذ
SRY اص  ؿذُ خبصق ثبدی آًشی اخشلبكیز؛ سؼییيPro-antisera هذل(PrIPeP) 

 ؿذُ خبصق ثبدی دس آًشی ًوبیؾ هیضاى حؼبػیزٍ ( )ة Pep-antiseraٍ  اص ()
 ()ر Pep-antisera ٍ ح() (PrIPeP)هذل  Pro-antiseraاص 
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 بحث
اَف داسای ّب دشٍسئیي کِ عَس ّوبى  فیضیکی ٍ ؿیویبیی خ

ِ  ثابدی  آًشی سَصیذ شٌذ،ّؼ یکذیگش ثِ ًؼجز هشفبٍسی  یاپ  ػلیا

اَف ثش هجشٌی خبف سٍؿی ثِ اًشخبة ًیض خبف دشٍسئیي بًم  خ

اَى ثِ. ًیبص داسد دشٍسئیي آى ؿشایظ ًیض ٍ ثشدُ  ّاش  اكل، یپ ػٌ

اَصی ًظش اص ٍ سش دٍػز آة دشٍسئیٌی چِ ِ  هٌحلاش  س  فشدساش  ثا

اَّذ سش آػبى آى ثشای ثبدی آًشی ػبخز ثبؿذ،  ٍصای . [4ثَد ] خ

یپ  كَسر ثِ آل ایذُ ؿشایظ ایي ّب دشٍسئیي اص ثؼیبسی دهَس دس

اَى ثِ. ًذاسد ٍخَد خب  ضاشیت  غـابیی  ّابی  دشٍسئیي هثبل، ػٌ

 ػضَی کِ ّبیی دشٍسئیي عشفی اص. داسد دبییٌی ثؼیبس دٍػشی آة

اَدُ یپ اص اَصی  ٍ هٌابعق  داسای اػاز،  دشٍسئیٌای  خبً  ّابی  سا

 ثابدی  آًشای  ذسَصیا  ثشای ًشیدِ دس. اػز کوششی فشد ثِ هٌحلش

اَف ٍ ؿشایظ سوبهی ثبیؼشی اثشذا دشٍسئیي، یپ ثشای  ؿاش   خ

 سَصیذ سٍؽ آهذُ ػول ثِ اسصیبثی ثِ سَخِ ثب ٍ ثشسػی ؿذُ دادُ

 طى آًشی ًَع ًیض ٍ کلًَبل دلی یب ٍ ثبؿذ هًََکلًَبل) ثبدی آًشی

 [.13، 6، 4، 3ؿَد ]  هـخق( ًَسشکیت دشٍسئیي یب ثبؿذ دذشیذ

هضایابی دذشیااذ ٍ دااشٍسیئي   سلفیااق کابى ایاي هغبصؼااِ اه  دس

ِ  ؿاذ.  PrIPePؿذ ٍ هٌدش ثِ هؼشفی هذل  ثشسػی ًَسشکیت  ثا

ِ  ًَسشکیت دشٍسئیي اص اػشفبدُ ثب ػشم اثشذا آًشی کِ سشسیت ایي  کا

 دس ٍ ؿاذ  سَصیذ داسد، عجیؼی دشٍسئیي ثب هـبثِ سقشیجبً ػبخشبسی

ِ  ػاشًَی  اص ػجَس ثب اخشلبكی ثبدی آًشی ثؼذ هشحلِ ى دس آ کا

اَصی ِ  SRY داشٍسئیي  اخشلبكی دذشیذ داسای س  ؿاذُ ثاَد،   سؼجیا

هاذل   هَفقیاز ػولای   آهاذُ  دػز ثِ ؿذ. ًشبیح ػبصی خبصق

PrIPeP بى داد کشد سأییذ سا  سَػظ ؿذُ خبصق ثبدی آًشی ٍ ًـ

دػز آهذُ اص دذشیذ کًَظٍگِ ثاِ   ثبدی ثِ سٍؽ ّوبًٌذ آًشی ایي

KLH اػاز  داسثشخَس ًیض هٌبػجی حؼبػیز ٍ اخشلبكیز اص .

شاشیي سٍؽ ثاشای سَصیاذ      ثب ٍخَد ایي کِ ایي سٍؽ ّویـاِ ثْ

ّب کابسثشد ًاذاسد، داسای    ثبدی ًیؼز ٍ ثشای ّوِ دشٍسئیي آًشی

اَصی حبٍی ًبقل اص کِ هضایبی قبثل سَخْی اػز. اص خولِ ایي  س

اَى هی ًظش هَسد طى  سَصیذ ًَسشکیت دشٍسئیي ًبهحذٍد عَس ثِ س

هضیز دیگش ایي . هشؼذد اػشفبدُ کشدّبی  ػبصی کشد ٍ ثشای ایوي

ِ اص هـکل سأییذ کًَظٍگبػیَى ٌّگبم اػشفبدُ اص  سٍؽ ایٌؼز ک

اَى آًشاای دذشیااذ ثااِ اهکاابى سأییااذ  ؿااَد. طى اخشٌاابة هاای ػٌاا

ِ  KLHٍیظُ ٌّگبهی کِ اص  کًَظٍگبػیَى ثِ اَى داشٍسئیي    ثا ػٌا

حبهل اػشفبدُ ؿاَد، ثؼایبس دابییي اػاز. ٍیظگای اػاشفبدُ اص       

 ًَسشکیجی دشٍسئیي کِ ؿَد هی سش ًوبیبى صهبًی شکیتدشٍسئیي ًَس

سشاًؼذاکـي  خولِ اص دیگش ّبی دشٍطُ اًدبم ثشای دس آصهبیـگبُ

(Transduction) اَى ثِ دشٍسئیي اص اػشفبدُ یب دشٍسئیي  ػبهل ػٌ

اَسد ایي دس. سَصیذ ؿَد سٍصهشُ كَسر ثِ سؿذ  كاَسر  دس ه

اَصی ثَدى اخشلبكی اَى هی دشٍسئیي س هؼاشقین   عاَس  ثِ آى اص س

 اخشلبكای  كَسر دس ّوچٌیي. کشد اػشفبدُ ػبصی ثشای ایوي

اَصی، کل ًجَدى اَى هی س هاذل   اص اػشفبدُ ثب ػبصی ایوي دغ اص س

PrIPeP اخشلبكای  ّبی ثبدی آًشی هغبصؼِ، ایي دس ؿذُ هؼشفی 

  .کشد ػبصی خبصق سا

 سشی هشٌَع صیؼشی ّبی فشآٍسدُ سدبسی ّبی ؿشکز اهشٍصُ

اَسد ثؼیبسی دس کِ ٌٌذک هی ػشضِ  حشای  ٍ سؼْیل هَخت اص ه

ِ  اص. ؿَد هی آصهبیـگبّی کبسّبی اًدبم دس خَیی كشفِ  خولا

اَد اَى هی ایي ه  اؿابسُ  (Blue carrier) دشٍسئیي حبهل آثی ثِ س

ِ  سغییاش  ؿکل اٍقغ دس کِ کشد  ثاب  KLH حبهال  داشٍسئیي  یبفشا

اَى ثِ دشٍسئیي ایي اص اػشفبدُ. اػز ثبلاسش دٍػشی آة ضشیت  ػٌ

 سَصیذ ؿبًغ ًشیدِ دس ٍ کًَظٍگبػیَى کبسآیی حبهل دشٍسئیي

 ّوچٌیي. دّذ هی افضایؾ سا ثبلاسش کویز ٍ کیفیز ثب ثبدی آًشی

 ػابصی  خبصق ثشای ػفبسص هشلل ثِ دذشیذ اػز قشاس صهبًی کِ

شش ؿَد، اػشفبدُ ثبدی آًشی  حابٍی  ؿاذُ  فؼبل ػفبسص اص اػز ثْ

شش دذشیذ سب ؿَد اػشفبدُ (Spacerفبكلِ دٌّذُ )  دػاششع  دس ثْ

 .گیشد قشاس ثبدی آًشی

 

 قدرداوی ي تشكز
 دظٍّـاگبُ  هلاَة  سحقیقابسی  عش  اص ثخـی دشٍطُ ایي

اَى ثب سٍیبى  ّابی  داشٍسئیي  ثشای اخشلبكی ثبدی آًشی سَصیذ ػٌ

 دظٍّـاگبُ  ایاي  هؼائَصیي  اص ًَیؼٌذگبى ٍ اػز Y کشٍهَصٍم

 .داسًذ سا قذسداًی کوبل
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