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   علمی پژوهشی فیزیولوژي و تکوین جانوري فصلنامه
  7 تا 1صفحه ، 93، پائیز4، شماره 7، جلد 27شماره پیاپی 

 
  

  
  تک پلاسماسل انسانی RNAاز منبع  VL و VHهاي بررسی تکثیر ژن

  نژاد، معصومه بزاز، حمیده روحانیجلیل فلاح مهرآباديلعیا عصمتی، 
  jalil.fallah@gmail.comپژوهشکدة علوم و فناوري زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران

  10/8/93تاریخ پذیرش:             25/6/93تاریخ دریافت:
 

  چکیده
نولوژیکی در بدن وانگیختن پاسخ ایمهاي درمانی منوکلونال با منشا موشی موجب بربادينخستین نسل آنتی هدف: مقدمه و

هد داشت. بادي درمانی کاملاً انسانی علاوه بر کاهش ایمونوژنیسیته، بیشترین کارایی را به دنبال خواد. استفاده از آنتیشوانسان می
، مورد توجه قرار گرفته است. Bهاي مبتنی بر تک سلول نمایش فاژي و روش  بادي انسانی تکنیک هايامروزه جهت تهیه آنتی

  پلاسماسل انسانی می باشد. RNAاز منبع  VLو  VHهاي هدف از این پژوهش تکثیر ژن
 علیه شده غربالگري پلاسماسل تک از VL و VH ژن قطعات تکثیر و جداسازي منظور به RT-PCR از واکنش روش کار:

 استفاده cDNA ساخت جهت و لیز هاسلول، پلاسماسل يکنندهلیز بافر از استفاده با در ابتدا .شد استفاده نظر مورد ژنآنتی
شش  تکثیر وبادي هاي آنتیپرایمر حاصل از یک پلاسماسل و مجموعه cDNAبادي انسانی با استفاده از هاي آنتیژن .گردیدند

ها جایگاه برش ) مورد استفاده قرار گرفتند. در این پرایمرVL) و سبک (VHجفت پرایمر جهت تکثیر نواحی متغیر زنجیره سنگین (
 قرار داده شد.  VLو  VHهاي محدودالاثر جهت کلون نمودن در وکتور مربوطه و توالی لینکر جهت اتصال نواحی آنزیم

به طور جداگانه تکثیر  bp400به طول حدود  VLو  VHقطعات  مشخص نموده که PCRواکنشطی  الکتروفورز ها:یافته
  درصدي نشان داد. 97مشابهت  NCBIهاي موجود در پایگاه بادي با سایر توالیهاي آنتیدست آمده از ژنههاي باند. توالییافته

و  ScFvحی شدند که داراي توالی لینکر جهت تهیه اي طراپرایمرهاي مورد استفاده در این پژوهش به گونه گیري:نتیجه
  هستند. VLو  VHجهت کلونینگ قطعات  NotIو  NcoIهاي جایگاه برش آنزیم

  ، پلاسماسل.ScFvبادي مونوکلونال انسانی، آنتی هاي کلیدي:واژه
 مقدمه

 در مونوکلونال هاي بادي آنتی از استفاده ضرورت
 به. می باشد بسیار مهم تشخیصی و درمانی مباحث

 زیادي هاي تلاش جهان سرتاسر در تاکنون دلیل، همین
 بادي آنتی تهیه هاي تکنولوژي به دستیابی براي

امروزه انواع  .)15(است گرفته صورت مونوکلونال
هاي مونوکلونال ازجمله موشی، کایمریک و  بادي آنتی

هاي مختلف تهیه و تجاري ژن بر علیه آنتی ،شدهانسانی
هاي  بادي آنتیدر موارد درمانی،  .است سازي شده

انواع موشی، کایمریک و به میزان کمتر مونوکلونال 
ها شده داراي معایبی است که ازمیان آن نوع انسانی

توان به برانگیختن پاسخ ایمنی در انسان و کارایی  می
هاي تهیه از میان روش .ها در بدن اشاره کردپایین آن

سانی، روش نمایش فاژي بسیار ان مونوکلونال باديآنتی
در این روش ابتدا  .)13(استمورد توجه قرار گرفته

-RTبادي انسانی توسط واکنش هاي آنتیهمه تنوع ژن

PCRبادي ، تکثیر و به صورت یک کتابخانه آنتی
-شود، سپس با استفاده از واکنش الایزا، آنتیذخیره می

 .شودژن مورد نظر غربالگري میبادي اختصاصی آنتی
گردد که فاژي این امکان فراهم می با روش نمایش

بادي نوترکیب به منظور تهیه یک کتابخانه قطعات آنتی
. این )7(بادي انسانی با پرایمرهاي متنوع ایجاد شودآنتی

باشد بادي میهاي آنتیدر ژن امر به دلیل تنوع موجود
مهم آن، بسیار  PCRسازي شرایط به همین سبب بهینه

اي طراحی و ها باید به گونه. بنابراین پرایمر)1(است
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بادي را هاي ممکن ژن آنتیانتخاب شوند که همه تنوع
در برگیرند. براي دستیابی به این امر، دو مجموعه 

گیرد: مجموعه نخست پرایمر مورد استفاده قرار می
متغیر زنجیره  هاي اختصاصی ناحیهشامل پرایمر

-و مجموعه دوم پرایمر VH(Variable Heavy)سنگین

بادي هاي اختصاصی ناحیه متغیر زنجیره سبک آنتی
VL(Variable Light) هاي طراحی پرایمر ).2(باشدمی

ها شده بر اساس توالی آمینواسیدي ایمونوگلوبولین
هاي ها طیف وسیعی از ژنکه به سبب آن است

امروزه . )20(ایمونوگلوبولین بازآراسته تکثیر شدند
، این امکان را Bایه تک سلول پ هایی بر يتکنولوژ

فراهم آورده است که توالی آنتی بادي از تک سلول 
آنتی ژن مورد نظر  ،ترشح کننده آنتی بادي اختصاصی

. البته در این روش نیز )9(دست آیدبهبه صورت طبیعی 
از میان  ).19(بادي بسیار مهم است تنوع پرایمرهاي آنتی

به دلایلی که در ادامه  ScFv ،هاي نوترکیبباديآنتی
باشد. قطعات تري میشود انتخاب مناسباشاره می

)، یک قالب رایج در ScFvاي ناحیه متغیر(زنجیرهتک
با یک اتصال  که بادي نوترکیبمیان قطعات آنتی

اتصال نواحی پذیر از گسستگی ي پپتیدي انعطافدهنده
VH  وVL ر دیگبه یک و آن ها نمایدجلوگیري می

-هاي این اتصالیکی از ویژگی ).8شوند(متصل می

 ).14(باشددهنده عدم تمایل به تشکیل ساختار ثانویه می
باشد و در نتیجه ها می Fabها نصف  ScFvي اندازه

داشته و هاي غیر هدف کمتري در بافت زمان پایداري
و نفوذ بهتري سازي و سریع ترعبور داده از خون پاك

 نداشتن دلیل و به  ري خواهند داشتهاي توموبه بافت
 نظر از ScFv. )10(دارد کمتري زاییایمنی FC قطعه

 کشت به نیاز آن تولید براي و بوده پایدارتر ژنتیکی
 آزمایشگاهی حیوانات یا و گسترده سطح در سلول

. هدف از این پژوهش بهینه سازي شرایط )6(باشدنمی
PCR  هاي جهت تکثیر ژنVH   وVL از منبعRNA  

علیه تک پلاسماسل ترشح کننده آنتی بادي اختصاصی 
اي که این قطعات به گونهآنتی ژن مورد نظر بوده است 

 را طی یک واکنش ScFvقابلیت تبدیل شدن به 
Overlap Extension PCR .داشته باشند   

 هامواد و روش
ها به روش  پلاسماسل در این مطالعه ابتدا

سلول از خون محیطی فلوسایتومتري و به صورت تک 
فرد واکسینه شده جدا شدند. سپس از تک 

ژن مورد بادي اختصاصی آنتیهایی که آنتی پلاسماسل
د. براي گردیاستخراج  RNAکردند،  نظر را ترشح می

ي سلول  ابتدا با استفاده از بافر لیزکننده این منظور
ها در شرایطی که  ، پلاسماسلSignosis)(شرکت 

RNA ز شدند، به این صورت که ابتدا حفظ شود، لی
اي حاوي پلاسماسل سانتریفوژ شده و  خانه 96پلیت 

مایع رویی محیط کشت دور ریخته شد. سپس بافر 
لیزکننده سلول به هر چاهک حاوي پلاسماسل اضافه و 

دقیقه روي یخ قرار گرفت. محتوي  10پلیت به مدت 
 منتقل و به مدتمیکرولیتري  5/0پلیت به میکروتیوپ 

گراد درجه سانتی 4در دماي  12000دقیقه با سرعت  10
سانتریفوژ و پس از انتقال مایع رویی به میکروتیوپ 

 75دقیقه در دماي  10به مدت  تولید شده RNAدیگر، 
 گراد قرار داده و بلافاصله روي یخ خنک ودرجه سانتی

استفاده شد. جهت سنتز  cDNAاز آن جهت ساخت 
cDNA یتر میکرول 6، ابتداRNA  با پرایمرهايoligo 

dT  وRandom Hexamer  5مخلوط شده و به مدت 
گراد، سپس بلافاصله درجه سانتی 65دقیقه در دماي 

به  RT، و آنزیم dNTPروي یخ قرارداده شد. سپس 
به میکروتیوپ اضافه شده و به مدت  RNasinهمراه 

دقیقه در  5گراد و سپس درجه سانتی 42ساعت در  یک
گراد (جهت غیرفعال سازي آنزیم) نگه جه سانتیدر 70

سنتز شده، با  cDNAداشته شد. به منظور تایید کیفیت 
 PCRواکنش  Housekeepingهاي استفاده از پرایمر
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به  2مواد مطابق جدول شماره .)1(جدولانجام گرفت
یک میکروتیوب اضافه شده و نمونه مطابق شرایط 

در مرحله  شد.داده  در ترموسایکلر قرار 3جدول  دمایی
هاي اختصاصی ژن بعد با استفاده از مجموعه پرایمر

در انجام شد.  cDNAبر روي  PCRبادي، واکنش آنتی
این پژوهش پرایمرها به گونه اي در نظر گرفته شدند 

 متغیر دومین 9- 1 آمینواسید براي Forward پرایمر که
 براي Reverse پرایمر و )FR1( ایمونوگلوبولین

 براي و) سنگین زنجیره( 1CH 121- 115 نواسیدآمی
-هم ).16، 20(شود طراحی CLК 116- 109 آمینواسید

 مجموعه این و جایگاه برش آنزیم در لینکر توالی چنین
-پرایمر .شد افزوده نظر مورد وکتور به توجه با هاپرایمر

 VLو  VHهاي پیشرو و پسرو که جهت تکثیر نواحی 
اند. مشخص شده 4د در جدول مورد استفاده قرار گرفتن

-کننده آنتیبه منظور شناسایی تک پلاسماسل ترشح

انجام  PCRواکنش  6ها بادي، بر روي هر یک از نمونه
بهینه غلظت مواد واکنش به صورت نمایان شده در شد. 

باشد. در ادامه، شرایط دمایی واکنش می 5جدول 
PCR  به صورت سیکل  30در در دستگاه ترموسایکلر

و  VLو  VHپس از تکثیر نواحی  .تنظیم شد 6جدول 
وسیله به PCRسازي محصولات واکنش خالص

الکتروفورز بر روي ژل آگارز، تعیین توالی قطعات ژنی 

VH  وVL  توسط شرکت ماکروژن (کره جنوبی) انجام
شد. به  NCBI ،BLASTو نتایج حاصل در پایگاه داده 

، توالی VLو  VHسازي قطعات منظور اتصال و همسانه
ها قرار داده شده لینکر و جایگاه برش آنزیمی در پرایمر

و  VH، لازم است که قطعات ScFvبود. جهت سنتز 
VL  را با استفاده از لینکر مذکور و واکنشOverlap 

Extension PCR به یکدیگر متصل نمود.   
  نتایج

در این مطالعه ابتدا مطابق برنامه دمایی ذکر شده در 
جهت تایید  Housekeeping PCRبل، واکنش بخش ق

پس از  ).1انجام شد (شکل cDNAکیفیت ساخت 
-سنتز شده، با استفاده از پرایمر cDNAتعیین کیفیت 

انجام شد.  PCRبادي واکنش هاي اختصاصی ژن آنتی
پس از چندین مرحله تغییر در غلظت مواد مختلف و 

از  سازي شرایط واکنش، تک باند بودن هر یکبهینه
-پلاسماسل می دهنده حضور تکها نشاننمونه

و  VHپس از تعیین توالی قطعات ژنی  .)2باشد(شکل
VL هاي مذکور در پایگاه بادي، توالیآنتیBLASTn 

-پوشانی میان توالی به% هم97بررسی شد. مشاهده 

 پایگاه در هاي موجودآمده از این پروژه و توالیدست
NCBI می کار مراحل انجام صحت بر تاییدي-

  .)3شکلباشد(
  Housekeepingپرایمرهاي توالی  - 1جدول

  
  
 
  

  
  Housekeeping  PCRغلظت مواد مورد استفاده جهت انجام - 2جدول

  
  
  

Sequence(5’ to 3’) Name 
CTTCCTCCTCCTGAGCAGTC hHPRT  F 

AACACTTCGTGGGGTCCTTT hHPRT  R 

Total آب Templet(cDNA) 
  Taq 2x master mix  پرایمر ها

  کلرید منیزیم
  

 شاخص
HPRT R HPRT F 

  )lµحجم (  5/12  1  1  3  5/7  25
  (mM)غلظت  2   4/0  4/0  -  -  -
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  PCRچرخه هاي حرارتی -3جدول 
 زمان(ثانیه)  دما( سانتی گراد)  چرخه  مرحله

denature 1  94  30  

Annealing 1  58  30  

ٍExtension  1  72  60  

Final extension  1  72  600  
  بادي انسانی هاي اختصاصی تکثیر نواحی متغیر زنجیره سبک و سنگین آنتی پرایمر -4جدول 

 نام توالی
GAATAGGCCATGGCG5AGGTGCAGCTGGTGCAGTCT F:VH1 

GAATAGGCCATGGCGCAGGT(AG)CAGCTGCAG(GC)AGTC F:VH2 
GAATAGGCCATGGCGGAGGTGCAGCTG5TGGAGTCT F:VH3 

CAGTCAAGCTTTGGGCCCTTGGTGGA F:IgG 
TACAGGATCCACGCGTAGACATC(GC)(AT)GATGACCCAGTCTCC F: Kappa1-4 
TACAGGATCCACGCGTAGATATTGTGATGAC(CT)CAG5CTCCA F: Kappa2 

TACAGGATCCACGCGTAGAAATTGT56TGAC7CAGTCTCCA F: Kappa3 
CAGTCAAGCTTTGGGCCCTTGGTGGA R:Kc 

  باديبا مجموعه پرایمرهاي اختصاصی ژن آنتی VLو  VH غلظت مواد مورد استفاده جهت تکثیر قطعات -5جدول 

Total  آب  Template(cDNA)  پرایمر  Taq 2x master mix 
  نام ماده  کلرید منیزیم

IgG/ Kc   VH/VL  
  )lµحجم ( 5/12  1  1  2  5/8  25
  (mM)غلظت 5/1  4/0  4/0  -  -  -

  PCRچرخه هاي حرارتی -6جدول 

 مان(ثانیه)ز  دما( سانتی گراد)  چرخه  مرحله

denature 1  94  30  

Annealing 1  66  30  

ٍExtension  1  72  30  

Final extension  1  72  600  

  
 

 bp plus 100 : مارکر 2، ردیفPCR: محصول 1. ردیف Housekeeping RT-PCRالکتروفورز نتیجه - 1 کلش
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محصول  2، ردیف VHناحیه  PCRمحصولات ، 3َو 1ردیف بادي. قطعات ژن آنتی RT-PCR تصویر الکتروفورز نتیجه -2شکل
PCR ،  ناحیهVL، مارکر4ردیف:bp100 ها ها حاکی از وجود تک پلاسماسل در آنچاهک فاقد باند در هر یک از نمونه 2. وجود

 باشد. می

  
ژوهش انجام شده با توالی % همپوشانی میان توالی حاصل از پNCBI .97 در پایگاه داده VLk توالی BLASTnنتایج  - 3شکل 

  بادي انسانی مشاهده شد.زنجیره سبک ژن آنتی

  

  بحث و نتیجه گیري
-هـاي مونوکلونـال و پلـی   باديکه آنتیبا وجود این

هـاي  چنـان یکـی از عوامـل مهـم در زمینـه     کلونال هـم 
 هـاي تشخیصی و تحقیقاتی هستند، امـا از لحـاظ هزینـه   

اي تولیـــد، تولیـــد و زمـــان طــولانی لازم بـــر گــزاف  
علاوه اندازه روند. بهشمار میگران قیمتی به فاکتورهاي

ــزرگ ایــن آنتــی ــاديب ــراي برخــی کــاربردب هــاي هــا ب

مد آتشخیصی و درمانی مناسب نبوده و سبب نفوذ ناکار
چنین گردد. همها و عدم نفوذ به سد خونی مغزي میآن

هـا نیـز بسـیار    بـادي ورزي ژنتیکی این آنتیامکان دست
-دود است.کلیه موارد فوق منجر بـه توسـعه راهبـرد   مح

-بادي جایگزین و آنتـی هایی جهت تولید قطعات آنتی

تر شـده اسـت کـه    هاي نوترکیب با اندازه کوچکبادي
-بتوانند به آسانی انتخاب، تولید و با استفاده از تکنیـک 
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ورزي شوند. تاکنون شناسی مولکولی دستهاي زیست
اي نوترکیب گوناگونی پیشـنهاد  هباديهاي آنتیساختار

 VHو  VHH ،ScFvها قطعات است که از میان آنشده
هاي هاي تحقیقاتی و برنامهبیشترین گسترش را در زمینه

هاي نوترکیـب مزایـاي   بادي. آنتی)3(اندکاربردي داشته
اسـاس   .بـادي مونوکلونـال دارنـد   بسیاري نسبت به آنتی

باشـد: توانـایی وارد   ي دو ویژگـی مـی  این مزایا بر پایـه 
و  E.coliبادي بـه ارگانیسـمی ماننـد    آنتی DNAکردن 

-هاي مهندسی ژنتیـک و قطعـات آنتـی   استفاده از روش

ي کامـل، بـه دلیـل انـدازه     IgGبادي به جـاي مولکـول   
کـه اتصـال غیـر     FCتـر و عـدم وجـود ناحیـه     کوچک

سلولی را حذف کـرده و   FCهاي اختصاصی به گیرنده
بـادي  آنتی FCي ناحیه وسیلهاخواسته که بهاز تاثیرات ن

ــی  ــاد م ــل ایج ــی کام ــوگیري م ــود، جل ــدش  ).16(کن

 بـرانگیختن  عـدم  دلیـل  بـه  انسـانی  کـاملاً  هاي بادي آنتی
 قــرار  توجــه  مــورد  بســیار  انســان،  در ایمنــی  پاســخ 
تکنولوژي نمایش فاژي، روشی مناسـب   .)11(اند گرفته

زه بسیار مورد بادي انسانی است که امرو جهت تهیه آنتی
از جمله مشکلاتی که اسـتفاده از   گیرد. استفاده قرار می

هـاي   سـازد حجـم بـالاي نمونـه     این روش را محدود می
ها  مورد غربالگري است. به گونه اي که در این کتابخانه

گردد که غربالگري  اغلب، تعداد زیادي کلون ایجاد می
کیـب  چنـین تر و هم ها حجم کاري بالایی نیاز داردآن

بـادي احتمـال جفـت شـدن غیـر      تصادفی قطعـات آنتـی  
ــی  VLو  VHطبیعــی قطعــات   دهــد. در را افــزایش م

که با اسـتفاده از تکنیـک هـاي مبتنـی بـر تـک       صورتی
-بادي تنها از یک سلول جدا میهاي آنتی، ژنBسلول 

-هاي غیر هـم VLو  VHشوند، در نتیجه احتمال ایجاد 

دي حاصـله داراي  بـا جنس وجود نخواهد داشت و آنتی
کیفیت بالاتري خواهد بـود. نیـز حجـم کـاري در ایـن      

، 17(باشـد روش بسیار کمتر از تکنیک نمایش فاژي می
5 ،4( .Wang  با اسـتفاده از   2000و همکارانش در سال

بـه    VHو VH، قطعات Single cell RT-PCRواکنش 
چنــین هــم ).12(را تکثیــر نمودنـد  bp400طـول حــدود  

Thomas Tiller   ــال ــارانش در سـ ــه  2008و همکـ بـ
و  bp 450 به طـول  VH، قطعه Nested RT-PCRروش

ــات  ــه طــول  VLو  VLقطع ــازي  405و  510ب ــت ب جف
، PCRدر ایــن پــژوهش پــس از انجــام  .تکثیــر کردنــد

بـه صـورت جداگانـه تکثیـر شـدند.       VLو  VHقطعات 
اي در هاي مورد استفاده در این واکنش بـه گونـه  پرایمر

بـا    VLو VHده بودند که دو قطعه یکسان نظر گرفته ش
 PCRنوکلئوتیـد طـی واکـنش     400-420طول حـدود  

لازم  ScFvبـه منظـور تولیـد قطعــه     ).18(تکثیـر گردنـد  
وسـیله تـوالی لینکـر، بـه     به VLو  VHاست که قطعات 

یک دیگر متصل گشته و پس از هضم آنزیمی به درون 
  وکتور بیانی مورد نظر وارد شوند.

.
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