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سبزجلبكاسيد درآبسيزيكگيرياندازهدركلونالپليايپادتن هكاربرد

Dunaliella salinaسالينا لادوناليهايياختهتك

2محمد جواد رسايي،*،1منصور شريعتي،جنت سرمد

گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه اصفهان،اصفهان–1

يوتكنولوژي پزشكيگروه ب، دانشگاه تربيت مدرستهران، –2

19/3/86: تاريخ پذيرش27/8/85تاريخ دريافت 

چكيده

اخته اي دونا ليه لا و بررسي ير جلبك سبز تك د)ABA(اسيد مون آبسيزيكورري فيتوهيشدن اهميت اندازه گمشخصبدنبال

از نوع رقابتي غيرمستقيم ) يزاالا(تكرارپذيري روش هاي مختلف، روش آزمون ايمني آنزيمي درجه اطمينان وت ميزان حساسي

مناسب من سازسازي اينوان پروتئين حامل در آمادهعب) BSA(ازآلبومين سرم گاوي ، ABAتن بودن ملكولپبعلت ها. دشانتخاب 

پس ازخون گيري . درخرگوش انجام شديسازايمن، مراحل هميوغيارزيابي فرآيند وBSAبه ABAپس از اتصال . استفاده شد

-BSAهميوغدر اليزاي رقابتي، ابتدا . دندشها و اجزاي سرم جدا ها از سايرپروتئينايمونو گلوبولين،ايمن شدهاز خرگوش

ABAپادتن و با استفاده ازپادتندر اتصال به ه، پوشش داده شدپادگنآزاد و با رقابت پادگن. ، برسطح پليت الايزا تثبيت شد

رنگ سنجي ، بطريق )TMB(گهرمايه نتيجه واكنش آنزيمي پس از اضافه نمودن ،HRPنشاندار شده با آنزيم پراكسيدازثانوي

در ABAغلظت، وآزاد رسم ABAغلظت دربرابرنانومتر450منحني استاندارد براساس جذب نوري درطول موج. تعيين شد

نانو گرم 1000يكو گرم تا پ100آزاد در محدوده ABAغلظت هاي نوري جذب . جلبكي خالص شده تعيين شدنمونه هاي

كمتر از (هاي استاندارد، بيانگر مقادير قابل قبول هاي درون و بين آزموني منحنيدرارزيابي%) CV(ضريب تغييرات وبودهخطي

ABAهمچنين درصد بازيافت . باشدمي) 10 (%RC)آزمون توازي . دشابي يارز%) 109(در حد مطلوب درآزمون اليزا

هماهنگي منحني حاصل از نمونه داده هاي دال بر. ت هاي مختلفي از يك نمونه جلبكي استخراج شده، انجام شددررق)پارالليزم(

جمع بندي نتايج حاصل از موارد . ليتر بر مول تعيين گرديد32/0× 109مورد نظر پادتن)Ka(ثابت تمايل .با منحني استاندارد بود

) بدون تنش(شاهد هاي در كليه نمونهABAمقادير بعد در مرحله .باشدحقيق ميفوق نشان دهندة صحت آزمون اليزا دراين ت

در جلبك دونا ليه لا سالينا بعنوان يك تركيب داخلي و ABAنتايج نشان داد كه .هاي تحت تنش شوري اندازه گيري شدونمونه

بوده و توليد آن شش ساعت پس از شوك پاييندرون ياخته ABAغلظت ياخته هاي شاهددر . نيزيك هورمون تنش وجود دارد

نمكمولار5/1محيط بيشتر از مولار نمك همواره 5/3اخته اي در محيط يروندABAهمچنين محتواي . يابدشوري افزايش مي

.مي باشد

: واژه هاي كليدي

mansour_shariati@yahoo.com: ، پست الكترونيك09133159992: ن تماستلفنويسنده مسئول،*  Email:

مقدمه 

اي مقاوم به نمك با دوناليه لايك جلبك سبزتك ياخته

اين جلبك بعلت فقدان .است پراكنش وسيع جغرافيايي

اخته اي يو ساده بودن ساختار ) زيوسلول(اخته اي يديواره 

ان يك سازگان مدل در مطالعات فيزيولوژي مي تواند بعنو

اسيد آبسيزيك بعنوان يك ). 5(گياهي مورد توجه قرار گيرد

با ساختمان سزكويي 1950هورمون بازدارنده رشد در دهه 

اين فيتوهورمون داراي نقش . )1(دترپن شناسايي گردي

كليدي در بسياري ازفرايند هاي رشد و نموي درگياهان 

. وجوانه، پيري، بسته شدن روزنه مي باشدخفتگي دانه مانند

درپاسخ به برخي تنش ها مانند خشكي، شوري ABAنقش 
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و سرما باعث شده است كه آن را بعنوان يك هورمون تنش 

ABAيكي از راههاي بررسي نقش ). 1(معرفي كنندنيز

ABAدرفيزيولوژي تنش، شناسايي واندازه گيري كمي، 

انجام آن با توجه به اندازه اخته اي در گياه است كهيدرون 

نانو گرم درگرم وزن (كوچك اين ملكول وغلظت كم آن 

ازمتداول ترين روش ها در . هميشه كار آساني نيست) تر

-GCا يGC-FDبهمراهHPLCروش ABAاندازه گيري

ECDو گران بوده و نيازبه انجام اين روش وقت گير.است

هنگام استفاده از بعلاوه ) .6(خالص سازي زياد نمونه دارد

اين روش نمي توان چندين نمونه را به طورهمزمان اندازه 

از اينرو امروزه بيشتر از آزمون هاي ايمني . گيري نمود

)Immunoassay ( درشناسايي و اندازه گيريABA استفاده

اين نوع آزمون با توجه به نوع نشان بكاررفته .)19(مي شود

نشانگر (EIAو ) نشانگرراديواكتيو(RIAدر دو گروه

اساس اين نوع آزمون برمبناي ). 18(تقسيم مي شود) آنزيمي

كه محصول پادتن. قرار داردپادتن- اتصال ويژه پادگن

سازگان ايمني هومورال محسوب مي شود با ايمن سازي 

در بهره .مورد نظر توليد مي گرددحيوان مناسب با پادگن

ادي، در اندازه گيري از ويژگيهاي اختصاصي اتصال آنتي ب

"طريق كاملاكه از دو ، دو نوع مختلف پادتنABAگيري 

نوع .مورد استفاده قرار مي گيرد،متفاوت تهيه مي شود

مي باشد كه امروزه بصورت كيت منوكلونال آنتي بادي ،اول

، 11(وجود داردABAآماده و تجارتي براي انداز گيري 

قادير زياد آن در كه علي رغم دقت آن، بعلت نياز به م) 18

استفاده از آن ) درحد ميلي گرم(مراحل آزمون الايزا 

كلونال است پادتنهاي پلي،ديگرنوع .  گرانقيمت مي باشد

بصورت تجاري وجود ندارد و با توجه به مراحل توليد كه 

آن ارزانتر بوده و كاربرد آن در طراحي آزمون الايزا براي 

بهتر مي ) ABAاينجا در(اندازه گيري تركيب مورد نظر 

اي اندازه گيريكلونال برپادتنهاي پلياستفاده از . باشد

ABA ولي در )10،16،17(گزارش شده است در گياهان

.خصوص جلبك دوناليه لا تاكنون توليد و بهينه نشده است

ABAبرايپلي كلونال ، توليد پادتناين بررسيهدف 

درون ABAيري وتعيين خصوصيات آن و همچنين اندازه گ

لا درپاسخ به اخته اي جلبك سبز تك ياخته اي دونا ليهي

طراحي ) اليزا( آزمون ايمني آنزيمي تنش شوري با روش

.شده توسط محققان اين تحقيق بوده است

مواد و روشها

لبك دونا ليه جگونه :كشت جلبك و آماده سازي نمونه ها

از آزمايشگاه پروفسور  MUR-8سالينا  سوشلا

Borowitzka واقع در دانشگاه مورداك استراليا تهيه شد و

در محيط كشت مايع تغييريافته جانسون و همكاران 

كه ) 14(1994ش درهمكاروShariatiط ستو) 1968(

در شرايط است كشت شد، و NaClمولار نمك 5/1حاوي 

3دمايميكرومول فوتون بر مترمربع برثانيه و 160روشنايي

ساعت روشنايي 12ورة نوريدگراد وسانتيدرجه ±25

5/1اعمال تنش شوري از . قرار گرفتساعت تاريكي8و

مولارنمك 5/1به 5/1ازكنترلمولار نمك و براي 5/3به 

روي نمونه هاي جلبكي برداشت شده درابتدا وانتهاي 

.مرحله لگاريتمي رشد انجام شد

مونه دركليه ن: ABAاستخراج، خالص سازي وجدا سازي

منتقل وآزمايشاخته اي به يك لولة يها ابتدا سوسپانسيون 

درجه سانتي گراد به مدت 4در دماي rpm3000در دور

محلول رويي . دش) Ependorf 5810R(دقيقه سانتريفوژ 15

اخته اي حاصل پس يرسوب . تعيين شدخارج، و وزن تر

-RTO(به دستگاه ليوفيليز ازت مايع،درقرار گرفتناز 

Olimann 6360 Friedberg-Germany ( منتقل ،خشك

درمرحله استخراج به هر نمونه جلبكي . وسپس وزن شد

24بمدت درصد افزوده و80ميلي ليترمتانول 3پودرشده، 

rpm80برروي شيكر با دورساغت دريخچال ودر تاريكي

rpmسپس عصاره متانولي حاصل در دور  . قرارداده شد

) Ependorf 5810R(قيقه سانتريفوژ د15به مدت 3000

محلول رويي خارج ورسوب حاصل دو بار، هربار با . شد

درصد استخراج ومحلول هاي 80ميكروليتر متانول 500

حاصل به محلول اوليه اضافه شد، عصاره متانولي حاصل، 

رنگيزه حذف ليپيدها و (و خالص سازي شدن جهت صاف 

C18-reversedاز ستون) ها phase prepacked column 

(SEP-PAK. Waters)آماده سازي ستون، . عبور داده شد

همچنين انتخاب حلال و غلظت هاي مختلف آن جهت 
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و Weilerبر اساس روش پيشنهاد شده ABAاستخراج 

سپس مرحله جداسازي ).  20(همكاران صورت گرفت

ABA با اتيل استات انجام شد ودر انتها اتيل استات، تحت

به رسوب حاصل، يك ). 2(به طوركامل تبخيرشدازت گاز

عصاره متانولي . درصد اضافه شد100ميلي ليترمتانول 

درجه سانتي گراد -20دمايحاصل تا زمان آزمون، در

0نگهداري شد

و تعيين ABAكلونال عليه پليمراحل توليد پادتن

:خصوصيات آن

-ABAطرز تهيه هميوغ  BSAو ارزيابي فرآيند هميوغي :

ها، و وزن ملكولي بسيار كم هاپتنABAبدليل هاپتن بودن 

آمادهدربعنوان پروتئين حامل ) BSA(از آلبومين سرم گاوي 

براي تزريق به حيوان ) ABA-BSA(من زاسازي اي

ABA-BSAبمنظورتهيه هميوغ . آزمايشگاهي استفاده شد

4/0را در ABA) ميلي گرم3/15(ميكرو مول 58ابتدا 

حل نموده و به آن ) DMF(دي متيل فرم آميد ميلي ليتر

ميلي گرم 50مقدار . ميكروليتر آب مقطر اضافه شد200

BSA ميلي ليتر آب مقطر حل نموده و به مخلوط 2را در

محلول حاصل باسديم هيدروكسيد pH. قبلي اضافه شد

-اتيل-1ميلي گرم 40سپس . تنظيم شد8يك نرمال روي 

) كربو دي ايميد هيدرو كلريد-روپيلدي متيل آمينوپ- 3(3

)EDC ( به آرامي طي دو ساعت، در دماي اتاق به مخلوط

پس از آن . قرار داشت اضافه شدهمزن حاصل كه برروي 

دردرجه سانتي گراد و4ساعت در دماي 24بمدت 

روز 4و سپس به مدت همزن قرار داده شدتاريكي برروي 

محتواي كيسه . رديددرآب مقطر تحت همان شرايط دياليزگ

براي ارزيابي فرآيند . دياليز پس ازانجماد ليوفيليزه شد

فتراقي بر اساس اUVروش اسپكتروسكپيهميوغي از

). 18(استفاده شدWeilerمتد

خرگوش نر سفيد نيوزيلندي، حدود 8: من سازيروش اي

ميلي گرم از 2به ازاي هر خرگوش . ماهه، انتخاب شد4

ودر . حل شدPBSميلي ليتربافر 3ر دABA-BSAهميوغ، 

) FCA(ادجوانت كامل فرونددر،يك حجم مساوي با بافر

4بصورت زير جلدي، حداقل در بخوبي مخلوط شد و

به دو خرگوش بعنوان . نقطه در پشت خرگوش تزريق شد

يك ماه پس از تزريق اول، . تزريق شدBSAكنترل فقط

ه به ازاي هر در اين مرحل. تزريق ياد آور انجام شد

PBSميلي ليتر بافر 3در زاايمنميلي گرم از1خرگوش 

) FIA(ادجوانت ناقص فروند ميلي ليتر3باحل شد و

اين بارتزريق به داخل عضله انجام شد . بخوبي مخلوط شد

)3.(

خون گيري و جداسازي سرم از خرگوش هاي ايمن 

د خون گيري ازخرگوش ها يك ماه پس از تزريق يا:شده

. آور و با اطمينان ازايمن شدن خرگوش ها انجام شد

گوش حاشيه ايعمليات خون گيري از طريق وريد 

ها انجام و با استفاده ازسانتريفوژسرم ازلخته جدا خرگوش

. شد

بمنظورجداسازي ايمونوگلوبولين ها ازساير : پادتنتخليص 

بواسطه Salting outپروتئين ها و اجزاء سرم از روش 

محلول حاصل پس ). 9(وم سولفات اشباع استفاده شد آموني

پودرحاوي ايمونو گلوبولين . منجمد و ليوفيليزه شددياليزاز

. ها تا زمان آزمايش دريخچال نگهداري شد

يا چكربورد با استفاده ازروش وپادگنتيتراسيون پادتن

با تهيه رقت و پادگندراين مرحله تيتر مناسب پادتن: اليزا

. الي به شرح زير تعيين شدهاي متو

وبه ) ABA-BSA(ساز ايمنغلظت هاي متفاوت از -الف

بمنظوربررسي BSAموازات آن غلظت هاي مشابه از

100بميزان و سپس تهيه شدPBSبافراتصالات غيرويژه در

رديف هاي مربوطه در كف از چاهك هرميكرو ليتر در

37دمايبمدت يك شب در و، پوشش داده شدپليت اليزا

.قرار داده شددرجه سانتي گراد 

جاهاي خالي روي ) Blocking(مسدود كردن بمنظور-ب

) Blocker(ديواره چاهكها، تمامي آنها با مسدود كننده 

درصد شيرخشك بدون چربي در 3محلول (مخصوص 

37دمايپر شد و به مدت يك ساعت در ) PBSبافر 

.شدقرار دادهدرجه سانتي گراد 
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پليت تخليه شده را پنج مرتبه با بافر فسفات شستشو -ج

شستشو زير شير آببا روشداده و بافر باقيمانده،

)Tapping (بدقت خارج شد.

در BSAحاوي (EIAدربافر رقت هاي متوالي ازپادتن-د

PBS ( چاهك اضافه و ميكروليتر به هر100تهيه و بميزان

.شدقرار دادهدرجه سانتي گراد37يك ساعت در دماي 

.شستشو مطابق بند ج انجام شد-ه

) عليه ايمونوگلوبولين خرگوشر بپادتن(ثانوي پادتن-و

ميكروليتر درهرچاهك 100،به ميزان HRPبا آنزيم ميوغه

درجه سانتي گراد 37اضافه و به مدت يك ساعت در دماي 

.قرار داده شد

.شستشو مطابق بند ج انجام شد-ز

TMBگهرمايهميكروليتر از محلول 100رچاهك دره-ح

قرار گرفتندقيقه 5-10اضافه وپس از) تترا متيل بنزيدين(

درجه سانتي گراد، واكنش آنزيمي با استفاده از 37در دماي 

هردرميكروليتر50(نرمال 2محلول سولفوريك اسيد 

چاهك ها در طول ) OD(شدت رنگ . متوقف شد) چاهك

تر، با دستگاه الايزا ريدرمولتي كانال قرائت نانوم450موج 

.)6(گرديد 

رسم منحني استاندارد آبسيزيك اسيد به روش اليزاي 

بر اساس ورقت مناسب پادتنغلظت مناسب پادگن: رقابتي

هميوغ در غلظت پادگن. روش چكربورد انتخاب شد

دررديف هاي BSAميكروگرم و به موازات آن 015/0

پس از . كوت و بلاك شد، اليزامربوطه، دركف پليت

كه ) استاندارد(آزاد شستشو ابتدا غلظت هاي مختلف پادگن

50استوك متانولي آبسيزيك اسيد تهيه شده بود بميزان از

به (ميكرو ليتر بصورت دوتايي به چاهك ها اضافه شد

، فقط بافر اضافه پادگندوچاهك براي تعيين غلظت صفر 

به 1:250با رقت ادتنميكروليتر پ50سپس . )شد

سپس پليت بمدت يك ساعت در . هرچاهك اضافه شد

rpm180دردر جه سانتي گراد بر روي شيكر37دماي 

. وادامه مراحل مشابه بخش قبل انجام شدقرار گرفت

) binding(%اندازه گيري شده درصد اتصال ODبراساس 

براي ترسيم منحني . درمنحني استاندارد محاسبه شد

Yندارد آبسيزيك اسيد، درصد اتصال روي محور استا

در Xروي منحني ng.well-1آزاد بر حسب وغلظت پادگن

).13(نظر گرفته شد

در نمونه هاي مجهول با روش ABAاندازه گيري غلظت 

در كليه نمونه هاي استخراج شده، ابتدا : اليزاي رقابتي

رسوب باقيمانده ازت خارج ومتانول تحت شرايط گاز

بمدت معادل حجم حلال، حل شد وEIAبافردرحجمي از

موجود ABAسپس. يك شب برروي شيكر قرار داده شد

روش اليزاي رقابتي و بر ادر نمونه ها بهمراه استانداردها ب

اساس رابطه معكوسي كه بين فعاليت آنزيمي باغلظت 

).12(اندازه گيري شد،)استاندارد(آزاد پادگن

:ABAاليزا در اندازه گيريبررسي كارآيي آزمون

حساسيت آزمون براساس منحني ): Sensitivity(حساسيت

اين مقدار در تعريف حداقل . استاندارد محاسبه گرديد

تفاوت ) انحراف معيار(SDاست كه با دو پادگنمقداري از

حساسيت در اين . واضح از استاندارد صفر رانشان مي دهد

. تعيين شدpg.well-1 100بر اساس بميزانآزمون

Ka(ل يامثابت ت:پادتن) Affinity(ثابت تمايل يا افينيتي 

.روش اسكا چارد محاسبه شداب) 

يو بين آزمون) intra assay(يارزيابي درون آزمون

)inter assay : ( سه محلول استانداردABA با غلظت

نانوگرم را انتخاب كرده و سه 1000و 100، 10هاي  

ي هر كدام از غلظت ها به صورت چهار تايي مرتبه و برا

% CVمشاهده شده ميزان ODبا توجه به . آزمون انجام شد

و انحراف معيار براي ارزيابي تكرار پذيري درون و بين 

.محاسبه شديآزمون

بر اساس گونا گوني آزموناين ) : Precision(دقت آزمون 

دودر) intra and inter assay(آزمون هاي دروني و بيروني 

با . انجام شد) مربوط به دو نمونه (ABAغلظت متفاوت 

و انحراف معيار % CVاندازه گيري شده ميزان ODتوجه به 

. مربوطه تعيين شد
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صحت روش اليزا توسط آزمون هاي ) : Accuracy(صحت

به شرح زير ) Recovery(وبازيافت) پارالليزم (توازي 

. بررسي شد

اين آزمايش ازيك نمونه مشخص در : پارالليزمآزمون 

1:8، 1:4، 1:2استخراج شده، رقت هايي به نسبت هاي 

با وجود در اين نمونه ها همراه مABA.تهيه شد

استانداردها به روش اليزا رقابتي اندازه گيري وغلظت هاي 

منحني مشاهده شده باغلظت هاي مورد انتظار مقايسه و

.هاي مربوطه ترسيم شد

Bو Aتكرار پذيري و دقت در درون و بين آزمون ها در دو نمونة, )CV(%ضريب تغييرات ازبررسي دقت در روش اليزا با استفاده : 1هجدول شمار

.اخته اي دوناليه لا ساليناياز جلبك تك 

درون آزمون

CV%
B

CV%
A

دفعات آزمايشتكرار
انحراف معيار ±ميانگين انحراف معيار ±ميانگين 

91 /0±909/02/303 /0±049/141

3/404 /0±950/07/304 /0±13/142

بين آزمون

2/202 /0±929/09/304 /0±08/14×2

.انحراف معيار مي باشد±مقادير ميانگين چهار تكرار 

10كم : مشاهده شده در سه غلظت استانداردODبر اساس) CV(%ده ضريب تغييرات ارزيابي درون آزمون و بين آزمون با استفا: 2دول شمارهج

. ABAنانوگرم 1000زياد , نانوگرم100متوسط , نانوگرم

درون آزمون

CV%
زياد

CV%

متوسط
CV%

كم

تكرار
دفعات آزمايش

انحراف معيار±ميانگين انحراف معيار±ميانگين انحراف معيار±ميانگين 

6/608/0±2/18/817/0±9/15/41/0±2/241

8/407/0±5/18/51/0±8/1306/0±1/242

5/408/0±75/18/206/0±3/27/104/0±5/243

بين آزمون

142/0±48/18/817/0±09/718/0±34×3

.انحراف معيار مي باشد±مقادير ميانگين چهار تكرار 

متوسط , نانوگرم10كم : در نمونه هاي جلبكي در سه غلظت استانداردABAپس از حذف  ABA( RC%)ميزان درصد بازيافت: 3جدول شماره

) .  %CV(و ضريب تغييرات ODبه روش اليزا براساس مقدار مشاهده شده ABAنانوگرم 1000زياد , نانوگرم100

افزوده شدهABAغلظتتكرارCV%مشاهده شدهODمقدار )%RC(درصد بازيافت

كم1093/29/712
متوسط10828/812
زياد1124/11412

.انحراف معيار مي باشد±قادير ميانگين سه تكرار م
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دراين مطالعه، مقدار مشخصي ): Recovery(بازيافت 

نانوگرم به 1000و 100، 10سيزيك اسيد  در سه غلظت آب

افزوده شد و عمل بازيافت عصاره جلبكي خالص شده

، مقادير مشاهده شده با مقادير ODبا توجه به . انجام گرفت

.مورد انتظار مقايسه و درصد بازيافت تعيين شد

y = -13.471x + 113.73
R2 = 0.9965
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مقادير . آبسيزيك اسيد با روش اليزاي رقابتيمنحني استاندارد-1شكل 

ميا نگين سه تكرار مي باشد

y = -10.957x + 109.37
R2 = 0.9934

y = -11.9x + 101.53
R2 = 0.9877
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Serial diltuon of ABA extracted from Dunaliella"

آزمون پارالليزم براي نمونه هاي استاندارد و نمونه هاي -2شكل 

ABA اخته اي دوناليه لا سالينا در رقت ياستخراج شده از جلبك تك

.مقادير ميا نگين سه تكرار مي باشد. هاي متوالي

نتايج و بحث

با روش ABA-BSAهميوغيفرآيند ابيارزي

مول 10نشان داد كه بيش از ، UVاسپكتروسكوپي افتراقي 

د وشمي متصل BSAبه هرمول ازملكول ABAاز ملكول 

. را نشان مي دهدهميوغيموثربودن فرآيند ، كه اين نتيجه

يا تعداد گروههاي هاپتني متصل اپي توپيدانسيتة "معمولا

يكي ). 9(باشد 8- 25مي بايستي بين به پروتئين حامل، 

مناسب روش، اتخاذ پادتنديگرازمراحل مهم درفرآيند تهيه 

در مدت زمان ، جهت القاء پاسخ ايمني مطلوبمن سازي، اي

انتخاب گونه مناسب براي ايمن سازي و . كوتاه مي باشد

لحاظ شكل مناسب از(من سازي اتخاذ الگوي مناسب اي

زمان بندي براي انجام تزريقات ئه وآن، راه ارادوزپادتن، 

را امكان پادتنتر چه مطلوبتهيه هر) آورديااوليه و

درمذكوركليه موارددراين تحقيق.)3(پذيرمي سازد 

جهت بدست آوردن بهترين شرايط درآزمون . نظرگرفته شد

غلظت هاي اولين قدم تعيين) ELISA(ايمني آنزيمي 

كه ميزان اتصال تركيب استو پادتنمناسب از پادگن

. باشدبيشينهنزديك به ،به آنها)ABAدراينجا (مورد آزمون 

بر اساس نتايج به دست آمده از آزمايش چكربورد بهترين

درهرچاهك پليت پوشش دادنهميوغ جهت غلظت پادگن

كه بهترين رقتي ازپادتنميكروگرم و015/0اليزا معادل 

1:250ا آشكار سازد محدوده حساسيت و فعاليت آنزيمي ر

ها مورد استفاده زمايشآلذا اين رقت در كليه . تعيين شد

را نشان مي ABAمنحني استاندارد1شكل . قرارگرفت

درسازگان . دهد كه به روش اليزاي رقابتي رسم شده است

رابطه غلظت پادگنو) فعاليت آنزيمي(رقابتي بين سيگنال 

بخوبي 1ر شكلكه در نتايج حاصل دوجود داردمعكوس 

نتايج حاصل ازبررسي منحني استاندارد .مشاهده مي شود

غلظت هاي پادگننوريجذبميزان نشان مي دهد كه 

نانو گرم خطي و 1000تا 1/0درمحدوده ) استاندارد(آزاد 

،مي باشد) پيكو گرم100(نانو گرم 1/0حسا سيت آزمون 

. ر استمنحني استاندارد از تكرارپذيري خوبي برخورداو

آن رهرآزمون ايمني زماني بخوبي قابل انجام است كه د

بالا مورد استفاده )افينيتي(تمايل اختصاصي با پادتن

پادتن پلي كلونال توليد شده در اين تحقيق . . قرارگيرد

پادتن در ) Ka(ثابت تمايل . نشان دادABAتمايل بالايي به 

ليتر بر 32/0× 109اين تحقيق بر اساس روش اسكاچارد  

با غلظت BوAآزمون دقت در دو نمونه . تعيين شدمول

تحت شرايط يكسان در يك روز و ABAهاي مختلف 

وسپس در روز ديگر ) Intra assay(درون آزمونيحالت در

انجام )inter assay(با همان شرايط در حالت بين آزموني 

همچنين . نشان داده شده است1در جدول گرفت كه 

ارزيابي درون آزموني و بين آزموني مربوط 2ة جدول شمار

را نشان ABAمتوسط و زياد استاندارد ،به سه غلظت كم

نشا نگرآن است 2و 1هاينتايج حاصل از جدول. مي دهد

مي باشد 10در محدوده زير ) CV(%كه ضريب تغييرات 

ميزان 3جدول شمارة . كه محدودة قابل قبولي است

با . در آزمون اليزا نشان مي دهدراRC)(ABA%بازيافت
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قابل محدودة110تا90توجه به اينكه در صد بازيافت بين 

نتايج بيانگر آن است كه بازيافت آزمون،مي باشدقبولي

ABAمنحني هاي 2شكل . درسطح مطلوب مي باشد

ABAمربوط به آزمون پارالليزم نمونه هاي استاندارد 

اخته اي دوناليه يبك تك استخراج شده از جلونمونه هاي 

هدف ازاين . رقت هاي متوالي نشان مي دهدرا درلا سالينا

استفاده ازرقت هاي مختلف يك با بررسي آن است كه آيا 

نتا يج نشان دهنده . يا خيراستگيري يكسان نمونه نتيجه

هماهنگي منحني حاصل از نمونه رقيق شده با منحني 

برتا ئيد صحت آزمون اليزا اين نتيجه علاوه. استاندارد است

جريان روند استخراج، خالص نشان دهنده آن است كه در

از نمونه هاي جلبكي، بسياري از ABAسازي وجداسازي 

تركيبات ناخواسته ومشابه حذف شده و لذا اتصال

گزارشها حاكي از آن . رسيده استغيراختصاصي به حداقل 

ايهيك مرحله خالص سازي عصارهدر طي است كه

بيشتر تركيبا Sep-Pak-C18ي ستو ن هااستفاده از با ي جلبك

لذابسيزيك اسيد حذف وآت ناخواسته و مشابه با 

با . )8، 2(مي يابدحساسيت آزمون ايمني الايزا افزايش

توجه به گزارشهاي موجود برخي گونه هاي جلبك دوناليه 

و از طرفي ) 8، 4(مي باشندABAلا داراي متابولسيم 

در اين ABAديگر ما از اين تحقيق بررسي متابوليسم هدف 

ABAتجمع ،لذاجلبك در پاسخ به تنش شوري مي باشد

به 5/1شوك نمكي (ساعت پس ازتنش شوري24و 6در 

) مولار نمك5/1به 5/1(در قياس با شاهد )مولارنمك5/3

نتايج حاكي ازآن است ). 4جدول(مورد بررسي قرار گرفت

) ساعت6(در ساعات اوليه مرحله لگاريتمي، ابتدايكه در

هاي دونا ياخته در ABAمقدار.پس ازاعمال تنش شوري

هاي شاهدنسبت به ياخته) درصد773(ليه لا، چند برابر 

به حدود مقدارساعت، اين24گذشت با . مي يابدافزايش 

مشابه همين روند درانتهاي . درصد كاهش مي يابد345

در ABAمقدار . شد نيزمشاهده مي شودمرحله لگاريتمي ر

1221پس از اعمال تنش شوري) ساعت6(ساعات اوليه 

درصد نسبت به ياخته هاي شاهد افزايش مي يابد و با 

درصد كاهش 280اين مقدار به حدود ساعت،24گذشت 

، دراين جلبك همانند گياهان اين نتايجبر اساس .مي يابد

لي و درنقش يك بعنوان يك تركيب داخABA،عالي

در ).14، 8، 4(وجود داردشوريتنشدر پاسخ به هورمون 

اين جلبك همچنين، تنش شوري به طورچشمگيري بيوسنتز 

ABA اين هورمون در بطوريكه مقداررا فعال مي سازد

كم بوده اما مقدار آن در بسيار) فاقد تنش(ياخته هاي شاهد

افزايش . يابدناگهاني افزايش مي پاسخ به تنش شوري بطور

در شرايط تنش هاي غير زيستي مانند شوري ABAسطوح

اين افزايش در ). 5(مي باشدde novoاز طريق سنتز "اساسا

تغييراتي را در ABAشرايط تنش به نفع موجود است چون 

سطح ياخته ودر كل گياه ايجاد مي كند كه موجب كاهش 

ان بعنوABAبعبارت ديگر.آسيب ناشي از تنش مي گردد

يك ميانجي در تنظيم پاسخ هاي سازشي ياخته به  تنش ها 

در اين آزمايش در انتهاي ). 5، 2(ي محيطي عمل مي كند

مرحلة لگاريتمي بواسطه نامساعد شدن شرايط محيطي 

در قياس ABAدرصد تغييرات ) بويژه كمبود مواد غذايي(

بنظرمي . مي يابدبيشتري افزايش با ابتداي مرحلة لگاريتمي،

رسد، اولين پاسخ جلبك دوناليه لا سالينا به افزايش شوري 

محيط، كاهش سريع حجم بر اساس جريان اسمزي آب به 

سمت خارج ياخته است كه چند دقيقه پس از تنش روي 

در پي كاهش حجم، تغييرات فرا ساختاري و ). 14(مي دهد

بيوشيميايي زود گذري در شامه پلاسمايي رخ مي دهد كه 

غازگر واكنش هاي متابوليسمي متعددي باشد كه مي تواند آ

مي توان از افزايش سنتز گليسرول بعنوان يك محلول 

داخلي و تجمع  بتا ABAسازگار، افزايش موقت مقدار 

بواسطه تنش ABAافزايش سنتز ).15، 4(كاروتن نام برد

اسمزي،  موقتي بوده و پس از آن كه ياخته ها به اندازة 

ظر ميزان آب و پتاسيل آب درون ياخته اولية و عادي از ن

ساعت مقدار اين هورمون كاهش 24اي قرار گرفتند پس از 

نشا ن . مي يابد وتا پايان آزمايش كم وبيش ثابت مي ماند

به شدت تحت تاثير ABAداده شده است كه سطوح 

نتايج . )15(غلظت نمك موجود در محيط كشت قرار دارد

ABAمي دهد كه  محتواي نشان، نيزحاصل از اين تحقيق

همواره بيشتر از NaClمولار نمك 5/3در محيط كشت 

با توجه به نتايج اين تحقيق .مولار است5/1محيط كشت 

مي توان جمع بندي نمود كه اولا متد اليزا با استفاده از 
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داخلي در ABAپادتن هاي پلي كلونال در اندازه گيري 

بعنوان هدف اصلي اين جلبك سبز تك ياخته اي دوناليه لا 

را ABAتحقيق بخوبي عمل نموده و بخوبي تغييرات ميزان 

در اين جلبك اندازه گيري مي نمايد و در قياس با ساير 

ثانيا . يك روش سريع ، حساس و ارزان مي باشد،روش ها

جلبك تك ياخته اي دونا ليه لا سالينا در پاسخ به تنش  

يش و پس از داخلي خود را افزاABAشوري مقدار 

برقراري تعادل پتانسيل اسمزي با محيط بيرون مقدار آن را 

با توجه به ارتباط سنتز بتا كاروتن و مقدار . كاهش مي دهد

ABA، بررسي تغييرات ميزان بتاكاروتن  با مقدارABA

.درون ياخته اي در اين جلبك ضروري به نظر مي رسد

روز 5،ياخته اي دوناليه لا سالينا، آزمايش  درابتداي مرحله لگاريتمي رشدهاي گونه جلبك سبزتكخته ياآزمون آبسيزيك اسيد داخلي در -4جدول 

5/3به  5/1با شوك نمكي از 15×106روز پس از تلقيح با تعداد ياخته 8،و در انتهاي مرحله لگاريتمي رشد11×106پس از تلقيح با تعداد ياخته  

ساعت 8ساعت روشنايي و 12ورة نوريددرجه سانتي گراد و25±3دماييكرو مول فوتون بر متر مربع بر ثانيه و م160مولار نمك تحت روشنايي 

. ساعت پس از شروع آزمايش تعيين شد24و ABA6مقدار  . انجام شد) مولارنمك5/1به  5/1شوك نمكي از (تاريكي در قياس با شاهد 

ه لگاريتميانتهاي مرحلابتداي مرحله لگاريتمي

ساعت پس از شوك نمكي6وزن خشك ) نا نو گرم بر ميلي گرم(ABAميزان 

2/5±0/ 3/719±0/ 39شاهد

7/68±8/ 8/633±8/ 1شوك نمكي

ABA7731221يرات يدرصد تغ

ساعت پس از شوك نمكي24وزن خشك ) نا نوگرم بر ميلي گرم(ABAميزان 

1/5±1/82/0±12/0شاهد

4/19±12/3692/0±53/2شوك نمكي

ABA345280يرات يدرصد تغ

انحراف معيار مي باشد±مقادير ميانگين سه تكرار 

منابع
1-Addicott, F.T., and Carns, H.R. (1983) History and 

introduction. In: Abscisic Acid (Addicott, F.T., 
ed), pp 1-21, Praeger, New York

2-Bopp-Buhler, M.L., Wabra, P. Hartung, W. and 
Gimmler, H. (1991) Evidence for direct ABA 
synthesis in Dunaliella (Volvocales). Crypt. Bot. 
2/3: 192-200

3-Catty, D. (1990) Antibodies: a Practical approach. 
Vol 1, IRL Press. Oxford

4-Cowan, A. K. and Rose, P. D. (1991) Abscisic acid 
metabolism in salt-Stressed cells of Dunaliella
salina. Plant Physiol. 97: 798-803

5-Cowan A.K., Rose, P. D. and Horne, L. G. (1992) 
Dunaliella salina: A model system for studying 
the response of plant cells to stress. J. Exp. Bot. 
43, 1535-1547

6- Dorffling, K. and Dietman, T. (1983) Methods for 
the detection and estimation of abscisic acid and 
related compounds. In: Abscisic Acid (Addicott, 
F.T., ed), pp 23-80 Praeger, New York

7-Hallaj, S., Rasaee, M.J., Haerian, M., Paknejad, 
M., Kashanian, S., Rahbarizadeh, F., Omidfar, K. 
and Malekaneh, M. (2003) A heterologous 

enzyme linked immunosorbent assay of morphine 
using Penicillinase as label. Iranian J. Biotech. 1: 
239-249

8- Hirsch, R., Hartung, W. and Gimmler, H. (1989) 
Abscisic acid content of algae under stress. 
Botanica Acta. 102: 326-334

9-Hurn, B. A. L and Chantler, S. M. (1980) 
Production of reagent antibodies. Methods in 
enzymology; 70: 104-147, Acadamic Press Inc, 

10-Leroux, B., Maldiney, R., Miginiac, E., 
Sossountzov, L. and Sotta, B. (1985) 
Comparative quantitation of abscisic acide in 
plant extracts by gas-liquid chromatography and 
an enzyme-linked immunosorbent assay using the 
avidine-biotine system. Planta. 166.524-529

11-Mertens, R., Deus-Neumann, B., and Weiler, E. 
W. (1983) Monoclonal antibodies for the 
detection and quantitation of the endogenous 
plant growth regulator, abscisic acid. FEBS Lett. 
160: 269-272

12-Malekaneh, M., Rasaee, M.J., Madani, K., and 
Pourfathollah, A. A. (1998) Enzyme-linked 
immunosorbent assay of neopetrin using 

Archive of SID

www.SID.ir



1387بهار، 2، شماره 21جلد مجله زيست شناسي ايران                                                     

penicillinase as label. Med. J. Islamic Rep. Iran 
12: 259-264

13-Mohammadnejad, J., Rasaee, M.J., Saqhafi, B., 
Rajabibazl, M., Rahbarizadeh, F., and Omidfar, 
K. (2006) A new competitive enzyme linked 
immunosorbent assay (MRP83-CA15-3) for 
MUC1 measurement in breast cancer. J. 
Iimmunoas. Immunochem. 27: 139-149

14-Shariati, M., and Lilley, R. McC. (1994) Loss of 
intracellular glycerol from Dunaliella by 
electroporation at constant osmotic pressure: 
subsequent restoration of glycerol content and 
associated volume changes. Plant, Cell and 
Environ. 17:1295-1304.

15-Tominaga, N., Takahata, M.,Tominaga,H.(1993) 
Effects of NaCl and KNO3 concentrations on the 
abscisic acid content of Dunaliella sp. 
(Chlorophyta). Hydrobiologia, 267: 163-168

16- Weiler, E.W. (1979) Radioimmunoassay for 
determination of free and conjugated abscisic 
acid in plant extracts. Planta, 144, 255-263.

17- Weiler, E.W. (1980) Radioimmunoassay for the 
differential and direct analysis of free and 
conjugated abscisic acid in plant extracts. Planta, 
148: 262-272

18- Weiler, E.W. (1982) An Enzyme Immunoassay 
for cis (+)- Abscisic acid. Physiol. Plant. 54: 510-
514

19- Weiler, E.W. (1984) Immunoassay of plant 
growth regulators. Ann. Rev. Plant Physiol. 35, 
85-95 

20- Weiler, E.W., Eberle, J., Mertens, R., 
Atzorn, R., Feyerabend, M., Jourdan, P.S., 
Arnscheidt, A. and Wieczorek, U. (1986) 
Antisera and monoclonal antibody-based 
immunoassay of plant hormones. In: 
Immunology in plant science (Wang, T. L.
ed). Society for Experimental Biology; 
Seminar Series 29: pp27-58 Cambridge 
University Press, Cambridge

Application of polyclonal antibodies for ABA measurement in unicellular 
alga Dunaliella salina

Sarmad J., Shariati M.1, Rasaee M.J.2

1- Biology Dept., University of Isfahan, Isfahan, I.R. of IRAN

2- Medical Biotechnology Dept., University of Tarbiat Modares, Tehran, I.R. of IRAN

Abstract
The measurement of the phytohormone ABA was determined following to study of sensitivity, 
validity and reproducibility of different techniques. An indirect competitive enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) to the quantitative analysis of ABA in Dunaliella salina was 
selected. Because of its small size, ABA is not itself immunogenic. Therefore it counts as a 
Haptenn. The bovine serum albumin (BSA) as a protein carrier can be used for preparation of 
suitable immunogen. The ABA was coupled to bovine serum albumin. The evaluation of 
conjugates was determined by UV-spectroscopic analysis. Then the immunizations of rabbits
were performed. Immune rabbits were bled after booster injection. The immunoglobulin fraction 
was isolated from other proteins of serum. In competitive Elisa, free and coated antigens compete 
for binding sites on the antibody. The second antibody enzyme labeled with peroxidase was 
added. Bound enzyme activity was calorimetrically determined after addition of substrate 
(TMB). The standard curve of Elisa was obtained by plotting absorbance at 450 nm versus the 
log of ABA concentration in the assay. Absorbance was linear between 100 pg and 1000 ng 
ABA concentration. The evaluation of coefficient of variation (%CV) in inter and intra assay of 
standard curves were accepted in the range (below 10). When known amounts of ABA were 
added as internal standard to purified alga extracts, the recovery was evaluated about 109%. This 
high recovery confirms both the specificity and accuracy of the assay. When the parallelism test 
was performed in purified alga extracts and in a serial diluted samples, the parallel pattern to the 
standard curve was observed. The Ka (affinity coefficient) values of antibodies were found to be 
0.32×109 L.mol-.1. In conclusion, our results showed the accuracy of the Elisa assay for 
measurement of ABA content of D.salina. Then the ABA contents of algal samples were 
measured in control (1.5M NaCl) and stressed (3.5M NaCl) Dunaliella cells. Results indicated 
that ABA was found to be as an endogenous compound and also as a stress hormone in D.salina. 
In D. salina cells, the ABA content was low and the rate of ABA production was increased when 
the cells were exposed to 3.5 M NaCl in the medium.

Key words: Dunaliella salina, ELISA, endogenous ABA, polyclonal antibody

Archive of SID

www.SID.ir


