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  آنتي باديهاي فلورسنت نوتركيبمناسب براي توليد  طراحي و ساخت ناقل
  *2و مهدي گلچين 1علي اكبر خليلي يزدي

  گروه بيوتكنولوژي ،كرمان، مركز بين المللي علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي 1
  لوژيونيوبخش ايم ،كرمان، دانشگاه شهيد باهنر، دانشكدة دامپزشكي 2

  25/5/88: تاريخ پذيرش   17/11/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

با . به اشكال مختلف ساخته مي شوند و ي مهندسي ژنتيكروشهاكه به وسيلة  هاي نوتركيب مولكولهاي جديدي هستندآنتي بادي
يق هدف از انجام اين تحقتوجه به اينكه اين آنتي باديها امروزه استفاده هاي زيادي در تشخيص آنتي ژنهاي مختلف دارند، 

كه بتوان با قرار دادن ژن  گونه ايه است، ب بوده ي نوتركيبباديهابا توانايي بيان آنتي فاژميد  وكتور يكژنتيكي  دستكاري 
EGFP  با انجام بدين منظور، . آنتي بادي نوتركيب فلورسنت توليد نمود شكلدر آن، اين دسته از آنتي باديها را به آساني به

دست آمده به سلول ه وكتور نوتركيب ب. گرديد آنتي بادي كلون بيان كنندهدر وكتور  تكثير و EGFP دستكاريهاي لازم، ژن
توسط ميكروسكوپ  ي حاوي آنمشاهدة سلولهابا  نوتركيبفعاليت وكتور  منتقل شد و HB2151سوية  E. coliي باكتر

در داخل وكتور  با موفقيتداد كه ژن فوق نتايج اين تحقيق نشان . مورد بررسي قرار گرفت ELISA آزمونفلورسنت و انجام 
آنتي باديهاي فلورسنت نوتركيب توليد . ي توليد آنتي باديهاي فلورسنت نوتركيب را دارا مي باشديقرار گرفته و وكتور جديد توانا

  .ندآنتي ژن را دار شناساييي يتواناعلاوه بر فلورسنت بودن، شده در قسمت سيتوپلاسم باكتري قرار داشته و 

  ، آنتي بادي فلورسنت نوتركيبGFPآنتي بادي نوتركيب،  :واژه هاي كليدي
   golchin@mail.uk.ac.ir: ، پست الكترونيك0341- 3222047: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
ي با ماهيت پروتئيني هستند كه با ميل يمولكولها باديهاآنتي 

ان تحت عنو هدف خود كه مولكولبالا به  ويژگيجذبي و 
اين  .د، متصل مي گردندآنتي ژن شناخته مي شو

خصوصيت بارز، آنها را به ابزارهاي تشخيصي غير قابل 
هي و اجتنابي در زمينه هاي تحقيقاتي، پزشكي، علوم گيا

با پيشرفتهاي تدريجي علم، . ل ساخته استصنعتي مبد
توسط بشر مورد استفاده قرار  باديهاتاكنون سه نسل از آنتي 

متشكل از آنتي  باديهانسلهاي اول و دوم آنتي . دگرفته ان
كه اين آنتي  هاي پلي كلونال و منوكلونال مي باشندبادي

توليد  حيوانات آزمايشگاهي عمدتاً در بدن بادي هاي كامل
مي شوند و ساخت آنها نيازمند صرف هزينه و يا وقت 

 باديهادر دهة گذشته نسل سوم آنتي . نسبتاً زيادي مي باشد

، به طور فزاينده اي هاي نوتركيبنتي باديعنوان آ تحت
اين . )18( گسترش يافته و مورد استفاده قرار گرفته اند

نواحي متغيير  مشتمل بربطور عمده مولكولهاي جديد كه 
، مي باشند )محل اتصال آنتي باديها با آنتي ژن( باديهاآنتي 

و درون ميزبانهاي  توسط انسان طراحي و ساخته شده
، سلولهاي )24(، گياهان )14(گوني از جمله باكتريها گونا

. ندگردو غيره توليد مي ) 23(مخمرها ، )23(پستانداران 
اين مولكولهاي نوتركيب تقريباً از مزاياي آنتي باديهاي 

ن مي توان آنها را با در ضممنوكلونال برخوردار بوده و 
صرف هزينه هاي بسيار كمتر در مدت زمان اندكي در 

علاوه اين مولكولها به . )13 ، 11( ير زياد توليد نمودمقاد
به طور ژنتيكي به طيف گسترده اي از مولكولهاي پروتئيني 
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كه علاوه  خلق شوندمتصل شده اند تا مولكولهاي شيمري 
قادر به انجام فعاليتهاي ديگري به بر اتصال به آنتي ژن 

 هي كه بياز جمله پروتئينها. صورت همزمان نيز باشند
ده اند ي به آنتي باديهاي نوتركيب متصل گرديصورت ژنتيك

پپتيدهاي ضد ، )9(آنزيم آلكالين فسفاتاز  از مي توان
نام  )GFP ()15(پروتئين فلورسنت سبز و ) 16( قارچي

ذاتي اين فلورسنت  ،GFPمهمترين خصوصيت  .برد
پروتئين فلورسنت سبز براي اولين بار . مي باشدپروتئين 

از نوعي  1962در سال  و همكارانش Shimomuraتوسط 
ژن  1992و در سال ) 21(عروس دريائي جداسازي شد 

 و همكارانش كلون گرديد Prasherاين مولكول توسط 
ون ساير موجودات زنده در سالهاي بعد اين ژن در. )17(

بيان شد و پروتئين حاصله خصوصيات فلورسنتي خود را 
 اتنتايج اين تحقيق .)12 ،4( به طور كامل نمايان نمود

كه اين ژن به طور كامل داراي تمامي اطلاعات نشان داد 

و جهت فعاليت هيچ  بودهلازم جهت ساخت كروموفور 
ژن . عروس دريائي نداردساختارهاي سلولي نيازي به 

GFP   به طور گسترده به عنوان ژن گزارشگر و نشانگر
 سلولي مورد استفاده قرار گرفته و همچنين خصوصيات

منجر  in vitroفلورسنتي برتر و پايداري بالاي آن در محيط 
شيمريك با كاربرد ي پروتئينهااز آن در ساخت  ده كهش

با  GFPاتصال ژنتيكي . )22 ، 1 ، 2( دوگانه استفاده شود
از  گروه جديديپديد آمدن  موجبهاي نوتركيب آنتي بادي
 ي فلورسنتباديهاي شيمريك تحت عنوان آنتي پروتئينها

اين مولكولها تقريباً در تمامي . ده استگردينوتركيب 
آزمايشات اوليه اي كه آنتي باديهاي فلورسنت به صورت 
مرسوم استفاده مي شوند، از جمله ايمونوهيستوشيمي، 

بررسي  و مشاهدة مكان حضور پاتوژنها در بافتهاي مختلف
ساختار سلولي با استفاده از تكنيك ايمونوفلورسنت قابل 

  .)3( اده مي باشنداستف

  
كـه ژن   pGK-29مكانهاي ژنـي اضـافه شـده در وكتـور      ،)B( pGK-29نقشة وكتور ، )pIT2 )Aنقشة وكتور  -1تصوير 

EGFP در آن با رنگ سبز نمايش داده شده است )C(  رها بر روي وكتور جديد و وكتور آغازگمحل قرار گيري وpIT2  كه
  .(D) ر جديد مي باشدووكت بخشي از و نقشة پائين متعلق به pIT2وكتور بخشي از  نقشة بالا متعلق به
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 EGFP (Enhancedقرار دادن ژن  هدف از اين تحقيق

Green Fluorescent Protein)  در كنار ساير عناصر وكتور
pIT2 ايجاد كرد  يجديدوكتور  بتوان بود كه از طريق آن

يب به منظور تهية آنتي باديهاي فلورسنت نوترككه از آن 
طراحي به گونه اي وكتور جديد در ضمن . ودنماستفاده 

ن ژن مربوط به آنتي با جايگزين نمودكه بتوان  گردد
آنتي هاي فلورسنتي را بر عليه ، آنتي بادينوتركيب هايبادي
     .ودتوليد نم هاي مختلفژن

  مواد و روشها
ي فلورسنت باديهامنظور ساخت وكتور توليد كنندة آنتي ه ب

 قرار گرفته بر روي وكتور   EGFPكنندة رمزژن  نوتركيب،

pET33bEGFPPLY) اهدايي توسط آقاي دكترGraeme 

Cowan جفت دو توسط ) اسكاتلند ،از دانشگاه گلاسگو
با استفاده از آزمون واكنش  P2 ،P3و  P1 ،P4هاي آغازگر

 Pfu DNAو به كمك آنزيم ) PCR(زنجيره اي پليمراز 

polymerase )Bioneer, Korea ( بهينه سازي پس از
و  NcoI جهت حذف جايگاه آنزيمي ،)PCR )5شرايط 

 به صورت دو قطعة ،تعبيه دو جايگاه جديد در دو سر آن
  :رها به شرح زير مي باشدآغازگتوالي . جداگانه تكثير شد

P1=5'ATAGCGGCCGCAGGTGGAGGTGGAATGAGTA
AAGGAGAAGAACTTTTC -3' 

P2=5' ATATGGGCCCCTTTGTATAGTTCATCCATGC 
-3' 

P3= 5'- CTGTTCCTTGGCCAAC -3' 

P4= 5'- GTTGGCCAAGGAACAGG -3' 

در زير آن (، NotIحامل جايگاه برش آنزيم  P1ر آغازگ
رمز كننده توالي و در بر گيرنده ) خط كشيده شده است

به صورت ايتاليك به نمايش در (چهار اسيدآمينة گلاسين 
حامل  P2ر غازگآ. است EGFPژن  5′انتهايو ) آمده است

در زير آن خط كشيده ( Bsp120Iجايگاه برشي آنزيمي 
مي  خاتمه كدون بدون  EGFPژن  3′يانتهاو ) شده است

 اي بكارگيري دربر P4و  P3ر آغازگهمچنين دو  .باشد
 منظورب، )SOE (Spliced Overlap Extension) )10روش 

 EGFPاز روي ژن  NcoIحذف جايگاه برش آنزيمي 
جايگاه اتصال آغازگرها به صورت  .نددديگرطراحي 

 α)200  قطعاتابتدا . آمده است 1(D)شماتيك در تصوير 
با استفاده از  ترتيبه ب) جفت باز 565( βو ) جفت باز

شرايط . ايجاد شدند P3/  P2 و  P4/ P1  جفت آغازگر
 شامل سيكل βو α ي اعمال شده جهت تكثير قطعات يدما

درجه  52دقيقه، يك به مدت د گرا درجه سانتي 94 دمايي
 15دقيقه و سه گراد  درجه سانتي 72دقيقه، دو گراد  سانتي

درجه  52ثانيه،  چهل و پنجگراد  درجه سانتي 94سيكل 
. بوددقيقه دو گراد  درجه سانتي 72 و ثانيه پنجاهسانتيگراد 

بر روي با استفاده از الكتروفورز سپس قطعات تكثير شده 
با استفاده از و  هز يكديگر تفكيك شدا درصد 1ژل آگارز 

خالص ) Bioneer, Korea(از ژل  DNAكيت استخراج 
 جهش EGFPدر مرحلة بعد قطعة كامل  .ندگرديدسازي 
بر طبق روش  βو  αقطعات استخراج شدة  از اتصال ،يافته

SOE مرحله  ةي به كار رفته مشابيشرايط دما .گرديد ايجاد
سيكل انجام  25در آن  يربود با اين تفاوت كه تكث قبل

   .پذيرفت

  
ژن  2ستون .  EGFPبر روي ژن  تغييراتمراحل انجام  -2تصوير 

EGFP  قطعة  3، ستون جهشقبل از عملα  قطعة  4، ستونβ  و
تكثير شده توسط دو قطعة كوچك را نشان مي  EGFPژن   6ستون 

قبل و  EGFPبه ترتيب كنترل منفي براي ژن  5و 1ستونهاي . دنده
 GeneRulerTMماركر : Mستون . مي باشند جهشبعد از انجام 

50bp DNA Ladder (Fermentas).  
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از  NcoIكه محل برش  EGFPپس از تكثير قطعة كامل ژن 
 شده و روي آن حذف شده بود، اين قطعه خالص سازي

به صورت مجزا  NotIو  Bsp120Iبه ترتيب با آنزيمهاي 
اشتن جايگاه م درغ علي  Bsp120Iآنزيم ( يافت برش

با  مشابهبه ايجاد انتهاي چسبنده  متفاوت، قادر شناسايي
متعلق ( pIT2وكتور  از سوي ديگر .)مي باشد NotIآنزيم 

 Tomlinson I and Jكتابخانه هاي فاژي آنتي بادي به 

ساخت مركز مهندسي پروتئين شهر كمبريج انگلستان كه 
ادي به صورت نوع آنتي ب 8×  10 8هر كدام از آنها شامل 

scFv (Single chain Fv) توسط آنزيم ) باشند ميNotI 
برش خورده و پس از خالص سازي توسط آنزيم آلكالين 

العمل شركت سازنده  بر طبق دستور ييفسفاتاز ميگو
)Promega, USA (در نهايت قطعة بريده . دفسفريله گرديد

در مجاورت آنزيم  ،و دفسفريلهبرش يافته شده و وكتور 
T4 ligase جهت انتقال وكتور  .به يكديگر متصل گرديدند

ابتدا با استفاده از روش  ،E. coliدستكاري شده به سلول 
ه و بـا بـ) 6(كلريد كلسيم سلولهاي مستعد ساخته شـده 

، وكتورهـا بـه درون )19(ي يكارگيري روش شوك دما
منتقل  HB2151سوية  E. coliسلولهاي مستعد شدة 

محيط بر روي انتخاب باكتريهاي نوتركيب از پس . گرديدند
 درصد 1آمپي سيلين و  µg/ml100حاوي  LBكشت جامد 

) Colony-PCR )8با استفاده از چند مرحله عمل گلوكز، 
) P2و  EGFP )P1رهاي اختصاصي ژن آغازگبه كمك 

در بودند جداسازي شده و  EGFPي كه حامل ژن يكلونيها
و  EGFPرهاي داخلي ژن گآغازمرحلة بعد با استفاده از 

 -'5 با توالي( pelBر آغازگ

ATGAAATACCTATTGCCTACGGCAGC -3' ( واقع
ژن  (Orientation) قرارگيري جهت،  pIT2 بر روي وكتور

از چند نمونه در نهايت . بر روي وكتور مشخص گرديد
را در جهت صحيح دريافت   EGFPي كه ژن يوكتورها

-TAGبه شركت  DNAكرده بودند جهت توالي يابي 

Copenhagen واقع در كشور دانمارك، ارسال گرديدند.  

جهت بررسي فعاليت  ،يد نتايج توالي يابيأياز ت بعد
كلوني مورد نظر به همراه  ،مولكول نوتركيب توليد شده

در ) به عنوان كنترل منفي( pIT2باكتري حاوي وكتور 
 1آمپي سيلين و  µg/ml100كه با  )YT )19.2محيط كشت 

گلوكز تكميل شده بود به مدت يك شب درون  رصدد
. قرار گرفتنددرجه سانتي گراد  37شيكر انكوباتور در دماي 

به  100به  1سپس باكتريهاي رشد داده شده به نسبت 
آمپي سيلين  µg/ml100 تازه كه حاوي YT.2محيط كشت 

تا رسيدن به باكتريها . ندگلوكز بود افزوده شد درصد 1/0و 
درجه  37در دماي )  600OD=9/0(مناسب  رشديمرحله 

به  در اين مرحله. يافتندكشت  rpm200با دور  سانتي گراد
افزوده  )mM1ي يغلظت نها( IPTGمحيط كشت مادة 

گرديد و باكتريها به مدت يك شب جهت بيان پروتئين 
قرار  درجه سانتي گراد 28درون شيكر انكوباتور با دماي 

ي يياان پروتئين، سلولهاي باكترپس از القاي بي. داده شدند
با ) Zeiss, Germany( توسط ميكروسكوپ اپي فلورسنت

 FITC )Fluoresceinفيلترهاي مربوط به رنگ 

isothiocyanate (مشاهده  1000تا  100ي يو با درشت نما
  .شدو از آنها تصوير برداري  هگرديد

، جهت بررسي فعاليت پروتئين نوتركيب توليد شده
موجود در فضاهاي مختلف سلولي باكتري بر  يپروتئينها

بدين . استخراج گرديد )19(اساس پروتكولهاي موجود 
 10به مدت  درجه سانتي گراد 4 منظور سلولها در دماي

جهت تغليظ . رسوب داده شدند rpm3000دقيقه با دور 
باكتري، با استفاده از  ي موجود در محيط كشتپروتئينها

 ®Amiconبا استفاده از فيلتـرهـاي تكنيك اولترافيلتراسيون 

Ultra-15  باCut-off  بـرابـر بـاkDa10 )Millipore, 

USA( همچنين  .برابر تغليظ گرديد 20، محيط كشت
-mM Tris(سرد  TESدرون بافر  سلولهاي ته نشين شده

HCl50 ،mM EDTA2  وSucrose20 با حجمي )  درصد
ي، يـاحجم اوليه محيـط كشت باكتري درصد 5معادل 

سـاعت بر روي يخ  1سـوسپانسيون شده و به مدت 
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دقيقه در  15سپس سلولها به مدت  .نگهداري گرديدند
دور در دقيقه  6000و با  درجه سانتي گراد 4دماي

رونشين كه حاوي پروتئينهاي  .سانتريفيوژ شدند
پريپلاسميك بود، به آرامي با كمك پيپت به يك لولة 

به مادة ته نشين شده به ميزان سپس . استريل منتقل گرديد
 mM(يك پنجم حجم اولية محيط كشت، از بافر استخراج 

Tris-HCl50 ،mM EDTA2( انجام  افزوده گرديد و با
 15شوك  5با درجه سانتي گراد  4سونيكاسيون در دماي 

سلولهاي ثانيه وقفه بود  30ثانيه اي كه بين هر كدام 
به دست آمده به سوسپانسيون . ي متلاشي شدنديباكتريا
درجه  4دور در دقيقه در دماي  16000دقيقه با  15مدت 

ي كه حاوي ي، سانتريفيوژ گرديده و مايع روسانتي گراد
سيتوپلاسميك بود به آرامي به يك لولة محلول پروتئينهاي 

  .استريل منتقل شد

از  µl100كف چاهكها با افزودن جهت آزمون الايزا 
پوشانيده ) PBS در بافر  µg/ml100 BSA(محلول آنتي ژن 

از محلول  µl100 ،در مورد كنترل منفي آنتي ژن. شد
µg/ml100 بافر  لايزوزيم درPBS سپس با  .استفاده گرديد

 درصد 1حاوي  PBSبافر( MPBSاستفاده از مخلوط 
Dried skimmed milk (Maravel) ( مسدود كردنعمل 

ئيني از عصاره هاي پروت µl100در ادامه  .صورت گرفت
سيتوپلاسم، ( E.coliسلول مختلف حاصل از بخشهاي 

نسبت به حجم اولية محيط  كه )پريپلاسم و محيط كشت
به چاهك ها  ه بودندكشت، به حجم يكسان رسانيده شد

كه به همراه  BSAضد  scFv ازهمچنين  .اضافه گرديد
ارسال   Tomlinson I and Jآنتي باديفاژي كتابخانه هاي 

 scFv-C9 آنتي بادي و از كنترل مثبتعنوان  بهگرديده بود 
سپس به هر چاهك  .دشاستفاده  كنترل منفيبه عنوان  )7(

 ,Anti-c-myc )Rocheاز آنتي بادي  µl100به ميزان 

Germany ( در بافر  2000به  1كه با نسبتMPBS  رقيق
 37ساعت در دماي  2پليت به مدت . دشده بود اضافه ش
به هر چاهك  و در ادامه گرفتهقرار  درجه سانتي گراد

µl100  از آنتي بادي ثانويةanti-mouse IgG-HRP 
)Sigma, USA ( در بافر 2000به  1كه با نسبت MPBS 

 µl100در نهايت به چاهكها . رقيق شده بود اضافه گرديد
) TMB )Sigma, USAاز محلول تازه تهيه شدة سوبسترا 

ليت آنزيمي عاف ،پس از متوقف كردن واكنش و شدهاضافه 
 nm450در طول موج   ELISA readerبا استفاده از دستگاه

  .مورد ارزيابي قرار گرفت

  نتايج
و  EGFPاز روي ژن  NcoIحذف جايگاه برش آنزيم 

 :نزيمهاي برشي به دو انتهاي آناضافه نمودن جايگاه آ
 Bsp 120Iو  NotIبه منظور افزودن جايگاه برش آنزيمهاي 

بـه ) Gly4(عدد اسيدآمينة گلايسين  4 رمز كننده توالي و
از  NcoIحذف جايگاه برش آنزيم  و EGFP ژن انتهاي
طي  βو  αابتدا شرايط بهينه جهت تكثير قطعات  ،آنروي 

تا در حداقل تعداد سيكلهاي (چندين مرحله به دست آمد 
با حداقل خطاي همانندسازي  DNAممكن حداكثر ميزان 

جهت ايجاد فاصله گلايسين  اسيد آمينه هاي). ساخته شود
و آنتي بادي  GFPو انعطاف پذيري بين دو مولكول 

قطعات تكثير شده در . نوتركيب در نظر گرفته شدند
 ،تصويـراين در  2 ستـون. نمايش داده شده اند 2تصوير 

جهش  تكثير شـده قبـل از انجـام EGFP نشان دهندة ژن
ژن  6تون سو  (Site directed mutation) زايي هدفمند

  .مي باشد SOE روشتكثير شده به كمك  EGFPكامـل 

  :نوتركيببررسي توالي وكتور 

درون وكتور  EGFPبررسي جهت قرار گيري ژن  - الف
به درون   EGFPپس از مرحله كلون كردن ژن   :جديد

 50تعداد حدود  ،E. coliو انتقال آن به سلول  pIT2وكتور 
بيـن كلنيهـاي در . كلني بر روي محيط كشت رشد يافتند

در نتيجة اتصال دو انتهاي  تـعدادياحتمالاً مشاهده شـده 
. حاصل آمده بودند (Self ligation)  وكتور به يكديگر
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را دريافت مورد نظر كه قطعه  ييكلونيهامورد در همچنين 
در جهت درست و  EGFPممكن بود كه ژن  ،كرده بودند

با  بنابراين. باشد گرفته يا در جهت عكس درون وكتور قرار
رهاي آغازگزنجيره اي پليمراز و با كمك استفاده از واكنش 

، كلنيهاي حاصل از )P2و  EGFP )P1اختصاصي 
در مرحلة بعد . قرار گرفتند ارزيابيترانسفورماسيون مورد 

درون  EGFPبه منظور پي بردن به جهت قرار گيري ژن 
و با  Colony-PCRوكتورها، مجدداً با استفاده از تكنيك 

، كلنيهاي مثبت pelBو  P2رهاي آغازگبهره گيري از 
در . شده در مرحلة قبل مورد ارزيابي قرار گرفتند شناسايي

به صورت صحيح درون  EGFPصورت قرارگيري ژن 
و  مورد انتظار بود bp1532وكتور، تكثير قطعه اي با طول  

به صورت معكوس  EGFPدر صورت قرار گرفتن ژن 
ر به صورت آغازگ، به علت اينكه هر دو وكتور درون

Forward  هيچ قطعه اي قابل تكثير نبود بودند در آمده
، 1با شماره هاي  (كلني  4 در نهايت). Dبخش  1تصوير (
  .شدند شناساييبا اين روش ) 29و  23، 5

  
.  با استفاده از آنزيمهاي برشي pIT2برش وكتور جديد و  -3ير تصو

برش خورده  NcoIو  NotIه با آنزيم هاي وكتورهاي مورد مشاهد
و ستون ) كنترل( pIT2وكتور  2، ستون 29وكتور شمارة  1ستون . اند
M  حاوي ماركرGeneRulerTM DNA Ladder mix مي باشد .

 pIT2هاي جدا شده از وكتورهاي جديد و وكتور  scFvمحل قطعة 
  . مشخص مي باشد) ~bp720(در قسمت انتهائي ژل 

در  :هضم وكتورهاي جديد با آنزيمهاي برشي -ب
و هاي نوتركيب منظور ارزيابي اندازه وكتوره مرحلة بعد ب

و همچنين جهت بررسي  pIT2مقايسة آنها با وكتور اولية 
اين  ،EGFPدر انتهاي ژن  NotIبلوكه شدن جايگاه 

. برش يافتند NcoIو  NotIوكتورها با استفاده از آنزيمهاي 
پس از هضم آنزيمي  29و وكتور  pIT2وكتور الگوي برش 

كه بيانگر اضافه شدن ژن  نشان داده شده است 3در تصوير 
EGFP  به اين وكتور و همچنين حذف جايگاه برش
  .مي باشد EGFP از روي ژن  NcoIآنزيمي 

با : DNAبررسي وكتورهاي جديد توسط توالي يابي  -ج
ند كلون چ پلاسميدهاي، DNAاستفاده از توالي يابي 

اين عمل به منظور بررسي مكانهاي ژني . ارزيابي شدند
دستكاري شده بر روي وكتور جديد و همچنين اطمينان از 
عدم پديد آمدن جهشهاي ناخواسته در قسمتهاي ذكر شده 

، تواليهاي به دست آمدهپس از بررسي  .انجام گرديد
داراي تمامي موارد  29شمارة وكتور  مشخص گرديد كه

ظر است و از هر نظر توالي آن مطابق با طراحيهاي مورد ن
  NcoIصورت گرفته مي باشد و همچنين مكان برش آنزيم 

 ف گرديده استحذ EGFPنيز با موفقيت از روي ژن 
 اين پس از اطمينان از اينكه. )Cبخش  1 شمارة تصوير(

وكتور كاملاً مطابق موارد پيش بيني شده بود، تحت عنوان 
pGK-29 ي گرديدنامگذار.  

  :pGK-29آناليز پروتئين نوتركيب توليد شده توسط وكتور 

بيان : پروتئين شيمريك يبررسي فعاليت فلورسنت - الف
 بوسيله آنتي بادي فلورسنت نوتركيب توسط وكتور جديد

مورد بررسي قرار گرفت ميكروسكوپ اپي فلورسنت 
مي شود  همانطور كه در تصوير مشاهده. )4تصوير شمارة (

و تجمع پروتئين نوتركيب در سلولهاي حاوي وكتور  بيان
pGK-29  سلولها به طور كامل اين به اندازه اي مي باشد كه

و اين ) Aتصوير (به صورت فلورسنت مشاهده مي گردند 
در اين طول  pIT2در حالي بود كه سلولهاي حاوي وكتور 
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 نشانفلورسنت قابل مشاهده اي از خود نور موجها، هيچ 
  ).Bتصوير (ندادند 

ارزيابي تمايل جذبي پروتئين شيمريك نسبت به  -ب
تصوير  در ELISAنتايج به دست آمده از آزمون : آنتي ژن 

همانطور كه مشاهده مي گردد . نشان داده شده است 5
محلول پروتئيني به دست آمده از سيتوپلاسم سلولهاي 

ا آنتي ژن ر ، ميزان زيادي از تمايل بهنوتركيبداراي وكتور 
و پروتئين توليد شده نسبت به آنتي ژن  دنمايش مي ده
  .واكنشي نداده است) لايزوزيم(غير اختصاصي 

  
توسط  E. coliنتايج حاصل از مشاهدة سلولهاي  - 4تصوير 

مربوط به سلولهاي حامل  Aتصوير . ميكروسكوپ اپي فلورسنت
 pIT2مربوط به سلولهاي حامل وكتور  Bو تصوير  pGK-29وكتور 

سلولها توسط ميكروسكوپ اپي فلورسنت با فيلترهاي متعلق . باشد مي
  .مشاهده شده اند FITCبه رنگ 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

4 20 100
Concentration (µg/ml)

A
bs

or
ba

nc
e 

45
0n

m pIT2 - P
29 - C
29 - P
29 - M
C9 - P

  
قسـمتهاي مختلـف    پروتئينهـاي اسـتخراج شـده از    بررسي -5تصوير 
، پروتئينهـاي   ELISA pIT2-Pبا استفاده از آزمـون   E. coliسلول 

ــوني   ــميك كل ــت ( BSAپريپلاس ــرل مثب ــاي C-29 ;) كنت ، پروتئينه
 ;29، پروتئينهاي پريپلاسميك كلـوني  P-29 ;29سيتوپلاسيمك كلوني 

29-M   ــوني ، C9-Pو  29پروتئينهــاي موجــود در محــيط كشــت كل
  .مي باشند ) C9 )7پروتئينهاي پريپلاسميك كلوني 

  

  بحث

، نشان دار كردن آنها باديهايكي از موارد متعدد كاربرد آنتي 
كسيداز، آنزيم با مولكولهاي مختلف از جمله آنزيم پرو

آلكالين فسفاتاز، طلا و غيره بـه منظور رديابي و بررسي 
از جمله . بافتهـا، سلولها و يـا اجـزاء يك سلول مي باشـد

به كار مي  باديهامـوادي كه جهـت نشانـدار كـردن آنتي 
ي يباديهاروند مواد فلورسنت مي باشند، در نتيجه آنتي 

آنتي ژن،  ناساييتوليد گرديده كه علاوه بر قدرت ش
ي باديهااز روشهاي جديد توليد آنتي  .هستندفلورسنت نيز 
در . مي باشد هاي بيوتكنولوژيكروشتفاده از فلورسنت، اس

طـي چند سال گذشته در چندين تحقيـق جداگانه، 
منظور سـاخت آنتي بـاديهاي فلورسنت ه ب تلاشهائي

 GFP ژن تحقيقاتدر اين . نوتركيب انجـام گرديده است
به صورت ژنتيكي به آنتي باديهاي نوتركيب  EGFP و يا

متصـل شـده و سـاختـار حاصلـه درون سلـول ميزبان 
در سال  همكارانو  Schwalbach . بيـان گرديده است

را در كنـار ژن  GFPژن يـانتهاي مختلفي از روا 2000
scFv  قرار دادند و نحوة بيان و فعـاليت ايـن پروتئينها را

آنها . متهـاي مختلف سلولـي بررسي كردنددر قس
توانستنـد آنتي بـادي فلورسنت نوتركيب فعال را در 
قسمت سيتوپلاسم سلولي بيان كرده و در نهايت از آن به 
صورت موفقيت آميزي در رديابـي آنتـي ژن مـورد نـظر 

ايمونـوفلـورسنت استفـاده  روشهايبـا استفـاده از 
 همكارانو  Caseyديگر  يقدر تحقي). 20(نمـاينـد 

ژن  5′و يا  3′به انتهاي  EGFPتوانستند با اتصال ژن 
در نواحي را ، آنتي بادي فلورسنت فعالي scFvمربوط به 

مختلف سلولي توليد نمايند و از اين آنتي بادي فلورسنت 
 Bنوتركيب توليد شده در رديابي آنتي ژن سطحي هپاتيت 

پس از ساخت  همكارانو Oelschlaeger ). 3( بهره گيرند
در تكنيكي تحت  نتي بادي فلورسنت نوتركيب از آنآ

  ).15( استفاده نمودند FLISAعنوان 
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جهت ساخت وكتور توليد كنندة آنتي باديهاي فلورسنت 
 pIT2نوتركيب طراحي هاي لازم جهت دستكاري وكتور 

در ابتداي ژن مربوط  EGFPقرار دادن ژن . انجام گرديدند
، در هر SfiIو  NcoIر محل مربوط به آنزيمهاي ، دscFvبه 

صورت منجر به ايجاد تغيير و اختلال در توالي سيگنال 
pelB قرار دادن اين ژن  ،تنها گزينة مناسب لذا. ديمي گرد

ژن مربوط به آنتي  3′قسمت در   NotIدر محل برش آنزيم 
با قرار بنابراين ). Aبخش  1تصوير (بادي نوتركيب بود 

و بلوكه كردن توالي  جايگاهدرون اين  EGFP دادن ژن
به اهداف مورد نظر  EGFPژن  3′در قسمت  NotIآنزيم 

اين عمل باعث مي گرديد كه بتوان در . دست يافته مي شد
آينده به راحتي ژن مربوط به آنتي بادي را با ژن ساير آنتي 

تصوير همانطور كه در . باديهاي نوتركيب جايگزين نمود
 3′قسمت جديد در د اين توالي گرداهده مي مش 6شمارة 

پاليندروميك نبوده و قابل شناسايي توسط   EGFPژن 
كه با  EGFPژن  5′بنابراين قسمت . نمي باشد NotIآنزيم 
برش خورده به وكتور متصل شده و در مراحل  NotIآنزيم 

  .)C، بخش 1 تصوير شمارة( بعدي قابل برش خواهد بود

 
آنزيمهاي .  NotIه شدن جايگاه برش آنزيم نحوة بلوك -6تصوير 
. دهند توالي هاي متفاوتي را برش مي Bsp 120Iو  NotIبرشي

انتهاي چسبندة ايجاد شده پس از برش دو آنزيم، كاملاً  مشابه و مكمل 
انتهاي چسبندة به يكديگر،  دويكديگر مي باشند، ولي پس از اتصال 

قرار كدام از دو آنزيم  هيچ مورد شناسايي و برش ايجاد شده كانم
  .گيرد نمي

بر  NcoIآشكار گرديد كه جايگاه برش آنزيم همچنين 
حضور اين جايگاه تمامي . وجود دارد EGFPروي ژن 

درون  EGFPطراحيهاي فوق را كه به منظور ادغام ژن 
ه ب(و قابليت تعويض ژن آنتي بادي بود را  pIT2وكتور 

ژن مربوط به  در هنگام تعويض EGFPدليل برش خوردن 
scFv (جايگاه برش لذا . با مشكل جدي مواجه مي كرد

از جهش زايي هدفمند با استفاده از روش  NcoIآنزيم 
هدف توالي ي كه ياز آنجا. ديحذف گرد EGFPروي ژن 

بوده و اين توالي به ترتيب در  NcoI ،CCATGGآنزيم 
و ) CCA(بردارندة رمز مربوط به اسيدآمينه هاي پرولين 

به رمز  CCAبنابراين رمز  ،مي باشد) TGG(پتوفان تري
CCT تغيير داده شد.   

 ابتدا. شدفعاليت وكتور جديد بررسي طي چندين مرحله 
از فلورسنت بودن پروتئين نوتركيب با مشاهده سلولهاي 
باكتري حامل ژن توسط ميكروسكوپ فلورسنت اطمينان 

در مرحلة بعد به منظور بررسي مكان  .حاصل گرديد
فيزيكي حضور آنتي باديهاي فلورسنت نوتركيب درون 

و همچنين ارزيابي نسبي تمايل جذبي آنتي  E. coliسلول 
، پروتئينهاي موجود در ي فورسنت توليد شدهباديها

سيتوپلاسم، پريپلاسم و فضاي (قسمتهاي مختلف سلول 
مورد بررسي  ELISAبا استفاده از آزمون ) خارج سلولي
ستفاده از اين روش تنها مولكولهاي ابا . قرار گرفتند

بودند كه در يك انتهاي آنها آنتي  شناسايينوتركيبي قابل 
حضور  c-myc tagبادي بوده و در انتهاي ديگر پپتيد 

و  ELISA آزمون به دست آمده ازاطلاعات . داشته باشد
بيانگر اين نكته نتايج حاصل از بررسي فلورسنت سلولها 

به آنتي بادي و هم بخش متعلق  هم بخش متعلقكه  ندبود
به پروتئين فلورسنت، در اين مولكول شيمريك داراي 

شمارة همانطور كه در تصوير  .فعاليت قابل قبولي مي باشد
تمايل جذبي آنتي بادي فلورسنت  مي گردد ملاحظه 5

تفاوت چنداني با ) scFv-EGFP(نوتركيب توليد شده 
كه اين  ندارد )scFv(آنتي بادي نوتركيب  تمايل جذبي
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. )3( نيز همخواني دارد همكارانو  Casey يافته با نتايج
ـوط مرب ELISA آزمون تفـاوت مشـاهده شـده در نتـايـج
، احتمالاً به واسطة تفاوت بـه قسمـتهاي مختلـف سلـولي

در ميزان حضور آنتي باديهاي فلورسنت نوتركيب موجود 
كه ميزان  ه گرفتتوان نتيج لذا مي. در اين نواحي مي باشد

آنتي  شناساييآنتي باديهاي فلورسنت نوتركيب كه قادر به 
ژن باشند درون سيتوپلاسم سلولي به مراتب بالاتر از ناحية 

با يافته كه اين نتايج  پريپلاسم و محيط كشت مي باشد
كولي دليل ساختار موله ب و احتمالاً دارد مشابهت قبلي هاي
  .  )20و 3( ن شيمريك جديد مي باشديپروتئ

منجر به  بنابراين نتايج حاصل از مراحل مختلف اين تحقيق
كه مي تواند به صورت  شده استوكتوري ساخت 

ي فلورسنت نوتركيب باديهااختصاصي جهت توليد آنتي 
از مزاياي اين وكتور جديد اين . مورد استفاده قرار گيرد

شكل كاملاً اختصاصي جهت بيان و ه است كه اين وكتور ب
آنتي باديها قابل استفاده بوده و اين نوع وليد انواع مختلف ت

در انتهاي  Tagهمچنين وجود تواليهاي مربوط به دو 
، مي His-tagو  c-mycپروتئين شيمريك كه عبارتند از 

توانند عوامل مناسبي جهت رديابي و همچنين خالص 
  .سازي اين پروتئين نوتركيب باشند
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Abstract 
Green fluorescent protein can be joined to recombinant antibodies to produce 
recombinant fluorescent antibodies. Recombinant fluorescent antibodies are functional 
in different assays in which fluorescent antibodies are traditionally used. Their intrinsic 
fluorescent renders them directly applicable in many fluorescent-based assays currently 
used in a wide range of life science. The aim of this study was to manipulate a phagmid 
antibody vector to produce recombinant fluorescent antibodies by cloning the EGFP 
gene. With this aim the sequence of a linker peptide and two restriction enzyme sites 
were added to the EGFP gene and the NcoI restriction site in this gene was removed by 
means of site-specific mutagenesis. The modified gene was then cloned into pIT2 vector 
which was subsequently transformed into Escherichia coli. After confirming the 
sequencing results, this new vector was called pGK-29. Finally, the activities of the 
recombinant vector were tested by fluorescent microscopy and ELISA experiments. The 
results revealed that the produced chimeric protein has fluorescent activity and is able to 
recognize its corresponding antigen.  

Keywords: Recombinant antibodies, GFP, Recombinant fluorescent antibodies. 
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