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بكارگیری تكنیک های نوين مهندسی تثبیت جهت افزايش كارآمدي 
تثبیت آنتي بادي بر روی سطح بستر های نیترو سلولز و نايلون برای 
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چكیده
سابقه و هدف: تثبيت بيومولكول ها بر روي بسترهاي مختلف به گونه اي كه خاصيت آن حفظ گردد و بازدهي افزایش یابد اساسي ترین 
پيش نياز براي طراحي و ساخت حسگرهاي زیستي مي باشد. آنتي بادي ها از دسته مهم ترین مولكول هاي كارا براي نيل به این منظور 

مي باشد. این مطالعه با هدف افزایش كار آمدي تثبيت آنتي بادي بر روي بسترهاي نيترو سلولز و نایلون انجام پذیرفت.
مواد و روش ها: در این تحقيق جهت پردازش )فعال سازی و بلاكينگ( سطح بسترهای نيتروسلولز و نایلون از مواد و لایه هاي پليمري  
مختلف نظير PEI و MAMEC استفاده گردید. افزایش تعداد گروه های عاملی در بستر نيتروسلولز و ایجاد گروه فعال جدید بر سطح 
نایلون از مهم ترین تغييرات انجام شده بر روي بسترها بودند. پس از تثبيت آنتي بادي بر روي بسترها، كارامدی فرایند مورد  سنجش قرار 

گرفت و با نمونه های كنترل مقایسه گردید.
يافته ها: نتایج نشان داد كه تغييرات اعمال شده روی سطح بسترها، باعث افزایش ظرفيت تقریبی 2 و 3 برابری تثبيت آنتی بادی به 

ترتيب بر روی بستر های نيتروسلولز و نایلون شده است. 
نتیجه گیری: بسته به نوع بستر نوع پردازش ممكن است متفاوت باشد، همچنين این امكان وجود دارد كه خواص فيزیک و شيميایی 

بستر نظير خاصيت موئينگي، انعطاف پذیري، بارهای سطحی و غيره دچار تغيير شده و بر روی كيفيت تثبيت اثرات منفی بگذارد. 
كلمات كلیدي: آنتي بادي، بلاكينگ، تثبيت، فعال سازي، نایلون، نيتروسلولز

 مقدمه
سامانه هاي تشخيصي نواري كه بر اساس فرایند ایمونوكروماتوگرافي 
طراحي مي شوند كاربردهاي زیادي در تشخيص گستره وسيعي از 
عوامل بيولوژیک و شيميایي دارند. در طراحي این گونه سيستم ها 
پارامتر ها  این  جمله  از  دارند.  وجود  كليدي  شاخصه  چندین 
دقت  تباین(،  )قدرت  اختصاصيت  تشخيص(،  )حدود  حساسيت 
دیگر  شاخصه  چندین  و  عملكرد  بالا،  سرعت  پذیري(  )تكرار 
مي باشد. یكي از مهم ترین فرایندهاي تأثيرگذار بر شاخصه هاي 

بر  آنتي بادي ها  به ویژه  بيوكاتاليست ها  مذكور چگونگي تثبيت 
از  یكي  بستر  روي  بر  بيومولكول ها  تثبيت  مي باشد.  بستر  روي 
زیستي  حسگرهاي  ساخت  و  طراحي  در  اساسي  پيش نيازهاي 
مي باشد )7(. تثبيت آنزیم ها و آنتي بادي ها مزایاي ویژه اي دارد، 
از جمله اینكه پایداري آن ها افزایش مي یابد و این قابليت را پيدا 
مي كنند كه چندین بار مورد استفاده قرار گيرند )9(. آنتي بادي ها 
و آنزیم ها معمولاً با فرایند تثبيت پایدار مي شوند و با پيوندهاي 
قوي تري به سطح بستر متصل مي مانند. هر چند تثبيت ناصحيح 
 .)10،2( بيانجامد  آنتي بادي  و  آنزیم  فعاليت  به كاهش  مي تواند 
به  نمود  تثيبت  متنوع  روش هاي  با  مي توان  را  بيوكاتاليست ها 
و  رود  بالا  محيطي  مختلف  شرایط  در  آن ها  عمر  كه  گونه اي 
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آنزیم ها  آنجایي كه  از  از كارایي آن كاسته نشود.  در عين حال 
برخورداند  كمي  پایداري  از  ذاتي  طور  به  و  دارند  بالایي  قيمت 
همچنين دستورزي با آن ها در حالت آزاد نياز به ایجاد شرایط 
از این رو تثبيت آن ها  ویژه اي نظير درجه حرارت و غيره دارد، 
مي تواند راه حلي براي مرتفع نمودن این مشكل باشد )6 ،8(.در 
بحث مهندسي تثبيت چندین شاخصه وجود دارد كه مهم ترین 
آن ها بستر، سوبسترا، فعال كننده ها و بلاكر ها مي باشند. بسترها 
بخش تفكيک ناپذیر مهندسي تثبيت به شمار مي آیند. یكي از 
بستر هاي مناسب در فرایند تثبيت آنتي بادي، نيتروسلولز مي باشد. 
نيتریک در حضور  اسيد  با  بوسيله واكنش سلولز  نيترات سلولز 
اسيد سولفوریک تهيه می گردد )5(. نيترات سلولز در آب، اتانول، 
حل  استونيترل  و  نيتروبنزن  متانول،  در  و  نامحلول  بنزن  و  اتر 
سلولز  نيترات  از جنس  بسترهایي  در حال حاضر   .)5( مي شود 
با عنوان كاغذ نيتروسلولز در دسترس مي باشد كه سطح آن به 
دليل حضور گروه نيترات داراي بار الكتریكي منفي است. شارژ 
منفي نيتروسلولز یكي از اساسي ترین خواص این ماده مي باشد كه 
مي توان از آن به منظور تثبيت ماكرومولكول ها به ویژه آنتي بادي ها 
بهره گرفت. نيترو سلولز با پيوند الكترواستاتيكي بين استرهاي 
با   .)4( مي شود  متصل  پروتئين  به  پپتيدي  باندهاي  و  نيترات 
فعال كردن بستر نيترو سلولز با استفاده از فعال كننده هایي چون 
استونيتریل مي توان بستر را كاملا فعال نمود تا آنجایي ظرفيت 
آن براي اتصال به آنتي بادي چندین برابر شود و بتواند با افزایش 
افزایش  نيز  ميزان آنتي بادي ها، حساسيت سيستم تشخيصي را 
آنتي بادي  تثبيت  جهت  مناسب  بستر هاي  از  دیگر  یكي  دهد. 
نایلون مي باشد. نایلون 6,6 به عنوان یک پلی آميد از دو مونومر 
آدیپيل كلراید و هگزامتيلن دي آميد ساخته شده است. پلی آميدها 
شده  تكرار  آن ها  در   )–CO–NH–( واحد  كه  هستند  تركيباتی 
است. یكی از مهمترین پلی آميدها نایلون 6,6 مي باشد كه بسيار 
نایلون مي توان جهت  بستر  از   .)12،1( نایلون 6 مي باشد  شبيه 
تثبيت آنتي بادي ها بهره جست. اما در ابتدا مي بایست بستر نایلون 
براي  به حداكثر ظرفيت خود  تا  نمود  تيمار  بهترین وجه  به  را 
دریافت بيوكاتاليست برسد. منظور از تيمار مناسب افزایش، تغيير 
كه  مي باشد  بستر  سطح  فعال  هاي  گروه  آرایش  سامان دهي  و 

مي تواند اصول فرایند تثبيت را تأمين نماید. براي رسيدن به این 
منظور مي توان از فعال كننده ها و پليمرهاي دیگر استفاده نمود. 
در فرایند فعال سازي بستر نایلون 6,6، اسيد HCl نقش مهمي را 
ایفا مي نماید بدین ترتيب كه گروه هاي COOH و NH2 بيشتري 
توليد می نماید. این گروه هاي كروبوكسيل و آمين ایجاد شده در 
حقيقت پایه هاي ابتدایي براي ساخت بستر ها و پليمر هاي بعدي 
محسوب مي شوند كه در بخش روش ها به آن پرداخته مي شود. 
نایلون 6/6 پایدار و دارای انعطاف پذیري بالایي است. این الياف 
در برابر پاره شدن، تغيير شكل دادن، سایش و فرسایش مقاومت 
زیادی دارند. اسيدها و قليا های ضعيف و مواد شوینده، روی آن 
ایم كه طي  كرده  گزارش  را  فرایندي  مقاله  این  در  ما  بی اثرند. 
آن آنتي بادي بر روي نایلون و نيتروسلولز با كارایی بالا تثبيت 
مي گردد. این مطالعه قصد دارد تا با مهندسی پردازش سطح و 
بررسي دو بستر متفاوت و پركاربرد، آن ها را با یكدیگر مقایسه 

نموده و مزایاي هر كدام را مورد بررسي قرار دهد.
 مواد و روش ها

 Hi-Flow Plus  ،Hi-Flow Plus HF180 نيتروسلولز كاغذهای 
ميلي پور،  شركت  از  شده  خریداري   Glass fiber و   HF135
PEI ( polyethyleneimine) ،DCC (dicyclohexyl�( ، 6،6 ناایلول
 carbodiimid) MEMAC (Maleic Anhydride Methylvinyl

Ether Copolymer(، خریداری شده از شركت Sigma، آنتي بادي 

شركت  از  شده  خریداری   anti�Beta HCG مونوكلونال  موشی 
DCN، آنتی ژن Beta�HCG خریداری شده از Abcam، آنتی بادی 

آنزیم  با  شده  كانژوگه   anti�Beta HCG خرگوشی  پلی كلونال 
از   20 توئين   ،BSA فرميک،  اسيد  استونيتریل،   ،HRP، HCL

 IpaD (Invasion شركت مرك خریداري شدند، پروتئين نوتركيب
plasmid antigen D (توليد شده در پژوهشگاه علوم پزشكي بقيه 

ا...)عج(
1- روش تثبیت بر روي نوار نیتروسلولز

براي این منظور از دو روش متفاوت استفاده گردید
فرایند فعال سازي بستر نيترو سلولز و در پي آن تثبيت آنتي بادي 

بر روي بستر فعال. 
 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، بکارگیری تکنیک های نوین مهندسی....
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تهیه نوار ها
از   40mm  ×  5  mm ابعاد  به  باریكي  نوارهاي  مطالعه  این  در 
از دستگاه كاتر برش داده  شدند.  استفاده  با  نيتروسلولز  جنس 
بخش كوچكي از انتهاي هر نوار جهت آماده سازي براي تثبيت 
آنتي بادي معين گردید و فرایند فعال سازي و بلاكينگ روي آن 

اعمال شد.
فعال سازي بستر ها

براي فعال سازي بستر از استونيتریل به عنوان یكي از مواد فعال 
كننده بسترهاي نيتروسلولز استفاده گردید. براي بدست آوردن 
غلظت بحراني استونيتریل یک سریال رقت از استونيتریل تهيه 
گردید بدین منظور غلظت هاي 5، 10، 15، 20 و 25 و30 درصد 
از استونيتریل خالص در 1X PBS  تهيه گردید و نواحي انتهایي 
نوارها به مدت 1 ساعت درون هركدام از رقت ها غوطه ور شدند. 
از آغاز واكنش فعال سازي نوارهاي موجود در محلول 30  پس 
درصد استونيتریل شروع به واپاشي نموده و نوارهاي موجود در 
محلول 25 درصد استونيتریل به عنوان بهترین نوار فعال سازي 
شده انتخاب و سایر فعاليت ها بر روي آن انجام گردید. سپس 
نوارها شستشو داده شدند و مابين دو صفحه شيشه اي در دماي 

محيط خشک شدند.
تثبیت آنتي بادي بر روي نوار ها

براي ارزیابي كم و كيف تثبيت آنتي بادي روي بخش فعال شده 
نيترو سلولز، نوارها به صورت كامل در محلول آنتي بادي موشی 
  1X PBS 0/1 در mg/mlبا غلظت anti�Beta HCG مونوكلونال
به مدت 3 ساعت در دماي 4 درجه سانتي گراد غوطه ور گردیدند. 
 0/5 X PBST سپس نوارها 2 مرتبه هر بار به مدت 10 دقيقه با
نشده  فعال  بخش هاي  از  مرحله  این  در  شدند.  داده  شستشو 
نوار نيترو سلولزي به عنوان كنترل منفي براي بخش  فعال شده 

استفاده گردید.
بلاكینگ بسترها

از  باقي  مانده  بستر  فعال  نمودن جایگاه هاي  به منظور مسدود 
محلول   با  ساعت   1 مدت  به  نوار ها  بادي،  آنتي  تثبيت  مرحله 
بار   2 از  و پس  بلوكه شدند.   1  X PBS در   BSA  ./1  mg/ml

شستشو 10 دقيقه اي با XPBST 0/5، مابين دو لایه شيشه اي 

خشک شدند.
روي  بر  آنتي بادي  تثبیت  و  سازي  فعال  همزمان  فرايند 

بستر نیتروسلولز
از  مي باشد پس  تثبيت  همراه  به  فعال سازي  كه  دوم  روش  در 
ابعاد 40mm × 5 mm آن ها در  تهيه نوار هاي نيتروسلولز در 
محلول آنتي بادي موشی مونوكلونال anti�Beta HCG با غلظت 
1/. ميلي گرم در ميلي ليتر در محلول  25 درصد از استونيتریل  در 
بافر XPBST 1 به مدت 3 ساعت در دماي 4 درجه سانتي گراد 
غوطه ور گردیدند. پس از شستشوي نوار ها با XPBST 0/5 ،مرحله 

بلوكه سازي مطابق آنچه بيان شد انجام گردید )10(.
 2- تهیه نمونه كنترل 

خام  نوار  یک  بستر  فعال  غير  و  فعال  حالت  بين  مقایسه  براي 
نيتروسلولز بدون فعال سازي با استونيتریل با آنتي بادي مذكور 
با مدت مشابه مواجه گردید و جایگاه هاي فعال باقي  مانده آن با 
مواد بلاك كننده مسدود گردید و در مرحله تست مورد ارزیابي 

قرار گرفت. 
تثبیت آنتي بادي بر روي بستر نايلون

تهیه بستر نايلون به عنوان اولین پلیمر
نایلون بلورهاي  از  نازك  آوردن یک لایه  فراهم  نخست  مرحله 

و  )پشم   glass fiber جنس  از  نواری  منظور  بدین  باشد.  مي 
شيشه( در ابعادcm  0/5× 5 برش داده شد.  mg 100 از نایلون6 
،6 در یک ميلي ليتر از اسيد فرميک حل شد و بر روي بخش 
معيني از نواحي انتهایي نوار glass fiber پهن گردید و در دماي 
به مدت 1 ساعت خشک گردید. گراد(  اتاق )25درجه سانتي 

فعال سازي بستر نايلون
به مدت 30  نرمال  اسيد هيدروكلریک 2/5  نایلون توسط  لایه 
دقيقه در دماي 30 درجه سانتي گراد فعال  گردید و بدین ترتيب 
تعداد گروه هاي COOH و NH2 بيشتري بر روي بستر نایلوني 

ایجاد  گردید. 
سوار نمودن پلیمر دوم بر روي نايلون

 PEI پليمر  از  پليمر دوم یک محلول 1/25درصد  براي ساخت 
و ماده DCC در متانول 87/5 درصد تهيه شد و لایه نایلون به 
مدت 2/5 ساعت در دماي 25 درجه سانتي گراد با آن مواجه 

- مولکولی دوره دوم، شماره ششم، محمد هيئت و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
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براي  گردید.  لایه شيشه ای خشک  دو  بين  ما  و سپس  گردید 
شد  استفاده   DCC از  نایلون  به   PEI اتصال  فرایند  در  تسریع 
كه نقش یک عامل چگالنده 1 را به منظور آغاز و كاتاليز واكنش 

ایفا مي نماید.
سوار نمودن پلیمر سوم بر روي پلیمر ثانويه

نواحي انتهایي مورد نظر هركدام از بستر ها در محلول 2 درصد 
تهيه   )MAMEC( اتر  ونيل  متيل  انيدرید  مالئيک  كوپليمر 
شده در استون خالص به مدت 12 ساعت در دماي محيط قرار 
گرفتند. پس از آن نوارها خارج شدند و2 بار با 1X PBS شستشو 
داده شدند. نوارها بين دولایه شيشه ای قرار گرفتند و در دماي 
اتاق به مدت 2 ساعت خشک شدند. گرفتند. پس از آن، نوارها 
خارج شدند و 2 بار با 1X PBS شستشو داده شدند. نوارها بين 
دو لایه شيشه ای قرار گرفتند و در دماي اتاق به مدت 2 ساعت 

خشک شدند.
3 - تثبیت آنتي بادي بر روي بستر فعال 

  ./1 mg/ml آنتي بادي، بسترهای فعال در محلول تثبيت  جهت 
در  شده  تهيه   anti�Beta HCG مونوكلونال  موشی  آنتي بادي 
گراد  سانتی  درجه   4 دمای  در  ساعت   3 مدت  به   1X  PBS

اتاق به  غوطه ور شدند و سپس بين دولایه شيشه اي در دماي 
مدت 3 ساعت خشک گردیدند )3(.

5- بلاكینگ بستر
در این مرحله به منظور مسدود نمودن جایگاه هاي فعال پليمر 
سوم كه از مرحله قبل بر جاي مانده اند، بستر هاي خشک شده 
 1X PBS در   BSA  0/1  mg/ml محلول  با  1 ساعت  مدت  به 
مواجه شدند و پس از2 مرتبه شستشو با XPBST 0/5 مابين دو 

لایه شيشه اي خشک شدند.
6- تهیه نمونه كنترل 

جهت مقایسه نمونه هاي تيمار شده با نمونه هاي فاقد هر گونه 
تيمار از یک بستر نایلون كه هيچ گونه فرایند فعال سازي بر روي 
بدین  استفاده شد.  به عنوان كنترل منفي  بود  نشده  انجام  آن 
ترتيب كه بستر خام نایلون با آنتي بادي مذكور با مدت مشابه 
بلاك  مواد  با  آن  مانده  باقي   فعال  جایگاه هاي  و  گردید  مواجه 
كننده مسدود گردید و در مرحله تست مورد ارزیابي قرار گرفت. 

7- تست نوار ها و سنجش ويژگي آن ها
نوار هاي  و  نایلون  و  نيتروسلولز  )نوار هاي  نوارها  تمامی  ابتدا 
كنترل( در محلول آنتی ژن Beta HCG با غلظت 100 ميكروگرم 
در ميلی ليتر در X PBS 1 به مدت 1 ساعت غوطه ور گردیدند. 
پلی كلونال  آنتی بادی  از   1:5000 محلول  یک  تهيه  از  پس 
خرگوشی anti�Beta HCG كانژوگه شده با آنزیم HRP نوارها 
درون آن غوطه ور شدند و به مدت 3 ساعت در دماي 4 درجه 
در این حالت  باقی ماندند. در ادامه كار پس از خروج نوار ها، سه 
مرتبه با بافر PBST X 0/5 شستشو داده شدند و سپس بين دو 
لایه شيشه اي قرار داده شدند تا كاملًا خشک گردیدند. نوارهاي 
خشک شده براي تست آماده مي باشند.  بر روي نوارها µl 20 از 
سوبستراي آنزیم )TMB( ریخته شد و زمان انجام واكنش یعني 
از لحظه ریخته شدن سوبسترا تا پدیدار شدن رنگ در منطقه 
مقایسه شدند.  یكدیگر  با  نهایت  در  و  گيري  اندازه  نظر   مورد 
با  از طریق اسپكتوفوتومتري  ایجاد شده  همچنين غلظت رنگ 
دستگاه نانودراپ اندازه گيري شد بدین ترتيب كه پس از خاتمه 
واكنش، µl 1 از ماده رنگي ایجاد شده بر روي نوار را به نانو دراپ 
منتقل و ميزان جذب آن در مقایسه با سوبستراي آنزیم محاسبه 
گردید. در كاری مجزا براي سنجش ميزان ویژگي آنتي بادي هاي 
تثبيت شده بر روي نوارهاي فعال شده، از آنتی ژن IpaD )ماژور 
ژن  آنتی  یک  عنوان  به  نوتركيب  دیسانتری(  شيگلا  ژن  آنتی 
جایگزین )به جاي آنتي ژن Beta HCG با غلظت مشابه( استفاده 
گردید و تمامي مراحل تست براي این آنتي ژن نيز تكرار گردید.

8- آزمون آماری
برای تایيد نتایج و اطمينان از صحت فرایند تثبيت، هر كدام از 
آزمایشات  با حفظ شرایط سه بار تكرار شدند و ميانگين نتایج 
آن گزارش گردید. نمونه كنترل نيز در مورد هر كدام از بسترها 

سه بار در شرایط یكسان مورد آزمایش قرار گرفت. 
يافته ها

تثبیت آنتي بادي بر روي نیتروسلولز فعال شده
به  متصل  اكسيژن  اتم  دو  بين  شده  ایجاد  رزونانس  حالت 
مجموع  در  كه  نموده  ایجاد  منفي  جزیي  حالت  نيتروژن  اتم 
نماید.  می  تبدیل  منفي  بار  با  بستري  به  را  نيتروسلولز  بستر 

 1 � Condensing Agent
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در اثر مواجهه بستر نيترو سلولز با غلظت هاي پایين استونيتریل،  
بستر به گونه اي تغيير یافت كه بارهاي سطحي آن افزایش یافته 
و شرایط براي اتصال هر چه بيشتر و قوي تر آنتي بادي ها فراهم 
شيوه  با  و  الكترواستاتيک  پيوند  طریق  از  آنتي بادي ها  گردید. 
شدند.  متصل  نيتروسلولز  شده  فعال  بستر  به  سطحي  جذب 
ميانگين نتایج بدست آمده از سه بار تكرار آزمایش تثبيت، نشان 
داد كه نواحي انتهایي فعال شده بستر نيتروسلولز در مقایسه با 
سایر نواحي غير فعال و  نوارهاي كنترل، مقادیر بسيار بيشتري 
از آنتي بادي موشی مونوكلونال anti�Beta HCG را بر روي سطح 
خود تثبيت نموده است. ارزیابي كمي و كيفي تثبيت آنتي بادي 
در فواصل زماني مختلف صورت پذیرفت كه نتایج بدست آمده 
در محل  آنتي بادي  مولكول  از  بيشتري  تعداد  تثبيت  از  حاكي 

 1 نمودار  در  كه  گونه  همان  مي باشد.  بستر  شده  سازي  فعال 
مشاهده مي گردد به مرور زمان غلظت رنگ افزایش یافته است 
كه در نتيجه آن ميزان جذب نور توسط سوبستراي رنگي شده 
بر روي نوار ها در فواصل زماني مختلف افزایش پيدا كرده است. 
دقيقه هشتم،  تا  آنزیمي  واكنش  آغاز  اول  دقيقه  از  ميزان  این 
ميانگين  گرفت.  قرار  سنجش  مورد  وكنترل  تست  نمونه  براي 
OD450nm نمونه تست در مدل نخست تثبيت در دقيقه هشتم  

معادل 0/53، ميانگين OD450nm نمونه تست مدل ثانویه تثبيت 
در همان زمان، معادل 0,46 و ميانگين OD450nm نمونه كنترل 
در زمان 8 دقيقه معادل 0,24 گزارش گردید. شایان ذكر است 
حداكثر كارامدي تثبيت آنتي بادي تنها در ناحيه اي از نوار كه 
تحت فرایند فعال سازي قرار گرفته بود مشاهده شد، در حالي 
كه در سایر قسمت ها چنين اتفاقي رخ نداد. این نتایج بيانگر كارا 
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نمودار 1-  داده هاي مربوط به تست نوار هاي نيتروسلولز در زمان هاي مختلف بر اساس OD450nm حاصل از پيشرفت واكنش آنزیمي. A- ميانگين 
روند افزایش جذب نور توسط سوبستراي رنگي موجود بر روي نوار نيتروسلولز فعال شده در مدل اول تثبيت در زمان هاي مختلف پس از سه بار 
تكرار آزمایش. B- ميانگين روند افزایش جذب نور توسط سوبستراي رنگي موجود بر روي نوار نيتروسلولز در مدل ثانویه تثبيت در زمان هاي 

مختلف پس از سه مرتبه تكرار آزمایش، C- ميانگين جذب های نوری بدست آمده از نوار نيتروسلولز خام به عنوان نمونه كنترل.
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 تثبیت آنتي بادی روي بستر نايلون فعال شده نوار نايلون 
تحت

از فعال سازي سطحی، جهت  یک فرآیند چهار مرحله اي پس   
تثبيت آنتي بادي آماده گردید )شكل 1(. 

همان گونه كه در شكل مشاهده مي شود در نتيجه فرآیندهاي 
یكدستي  عاملي  گروه هاي  بستر،  روي  بر  شده  انجام  چهارگانه 
شرایط  با  آنتي بادي  اتصال  مناسب  كاملا  كه  است  شده  ایجاد 
مد نظر مي باشد. سنجش هاي مربوط به سرعت واكنش و جذب 
گردید  تكرار  مرتبه  سه  بستر  این  براي  رنگي  سوبسترا  نوري 

ميزان  است.  شده  خلاصه   2 نمودار  در  آن  نتایج  ميانگين  كه 
جذب نوري از دقيقه اول آغاز واكنش آنزیمي تا دقيقه هشتم با 
استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر، براي نمونه تست و كنترل 
در  تست  نمونه   OD450nm ميانگين  گرفت.  قرار  سنجش  مورد 
دقيقه هشتم 1/02و ميانگين OD450nm نمونه كنترل در همان 
كارامدي  نيز  مورد  این  در  گردید.  گزارش  معادل 0/32،  زمان 
تثبيت آنتي بادي تنها در ناحيه اي از نوار كه تحت فرآیند فعال 
سازي قرار گرفته بود مشاهده شد و در قسمت ها دیگر چنين 

اتفاقي رخ نداد.

شكل 1- نمایي از چگونگي  فرایند ساخت پليمر هاي چندگانه بر روي 
یكدیگر براي دستيابي به بستر مناسب جهت تثبيت آنتي بادي.1-استفاده 
از نوار glass fiber كه از آن به عنوان یک تكيه گاه- ساخت لایه نایلون 
بستر  تيمار  فرميک.2-  اسيد  نایلون 6،6 حل شده در  ریختن محلول  با 
نایلون با HCL 2,5 درصد و قرار گيری گروه هاي NH2 پليمر PEI   بر 
روي گروهاي كربوكسيل نایلون.3- ایجاد گروه هاي یكنواخت و متراكم 
هاي  گروه   ،)MAMEC( سوم  پليمر  با  واكنش  براي   PEI پليمر   NH2
مي دهند.4-  تشكيل  را  آنتي بادي  با  درگير  پایه هاي  پليمر  این  انيدرید 
تثبيت آنتي بادي به صورت كووالان بر روي پایه هاي گروه هاي انيدریدی.   
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نمودار 2- داده هاي مربوط به تست نوار هاي نایلون در زمان هاي مختلف بر اساس 
OD450nm حاصل از پيشرفت واكنش آنزیمي، A- روند افزایش جذب نور توسط 
سوبستراي رنگي موجود بر روي نوارنایلون فعال شده و ميانگين ميزان جذب نور 
در زمان هاي مختلف پس از سه بار تكرار آزمای، B- روند افزایش جذب نور توسط 
سوبستراي رنگي موجود بر روي نوار نایلون خام و ميانگين جذب نور در زمان هاي 

مختلف پس از سه مرتبه تكرار آزمایش.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، بکارگیری تکنیک های نوین مهندسی....

40

زمان (دقیقه)

بخشي  اثر  از  حاكي  فوق  آزمایشات  از  آمده  بدست  نتایج 
تثبيت  نرخ  افزایش  جهت  در  بستر  كننده  فعال  فرایندهاي 
بسترها،  سطح  روی  شده  اعمال  تغييرات  مي باشد.  آنتي بادي 
آنتی بادی  تثبيت  برابری  و 3  تقریبی 2  افزایش ظرفيت  باعث 

به ترتيب بر روی بستر های نيترو سلولز و نایلون شده است به 
این ترتيب مي توان نتيجه گيري نمود كه با فعال سازي  بسترها 
از طریق پردازش سطحي آن ها مي تواند كارآمدي فرایند تثبيت 
سامانه هاي  ساخت  براي  را  آن ها  و  داد  افزایش  را  بادي  آنتي 
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تشخيصي مهيا نمود. تست نوارها با آنتي ژن IpaD نيز به انجام 
رسيد. نتيجه حاصل از این تست بيانگر عدم اتصال آنتی بادی به 
بستر بود. این كار خود می تواند تایيد كننده ویژگی و كيفيت 

تثبيت آنتی بادی های اوليه باشد.
بحث

امروزه استفاده از سامانه های تشخيصی نواری ) استریپ نواری( 
به عنوان یک ابزار كارآمد در تشخيص عوامل بيولوژیک به شدت 
در حال توسعه می باشد. یكی از مهم ترین پارامتر های تأثيرگذار 
بيوكاتاليست روی  اصولی  تثبيت  این سامانه ها،  در كم و كيف 
نيز  استفاده  مورد  بستر  كيفيت  و  نوع  طرفی  از  است.  بستر 
نقش بسزایی در فرآیند مهندسی تثبيت و در نهایت كارآمدی 
سامانه تشخيصی دارد. به همين جهت مهندسی سطح بسترها 
مورد  بسترهای  از  یكی  می باشند.  برخوردار  خاصی  اهميت  از 
مطالعه در این تحقيق نيترو سلولز بود. همانگونه كه از ساختار 
نيتروسلولز مشخص است )شكل 1( حالت رزونانس ایجاد شده 
بين دو اتم اكسيژن متصل به اتم نيتروژن حالت جزیي منفي 
ایجاد نموده كه در مجموع بستر نيتروسلولز را به بستري با بار 
با  نيتروسلولز  بستر  مواجهه  اثر  در  است.  نموده  تبدیل  منفي 
غلظت هاي پایين استونيتریل بستر به گونه اي تغيير مي یابد كه 
بارهاي سطحي آن افزایش یافته و شرایط را براي اتصال هر چه 
بيشتر و قوي تر آنتي بادي ها فراهم مي آورد. آنتي بادي ها از طریق 
پيوند الكترواستاتيک و با شيوه جذب سطحي به بستر فعال شده 
نيترو سلولز متصل مي گردند. عمده تحقيقات انجام شده در این 
زمينه توسط آقای Sun و همكارانش در سال 2001 انجام شده 
است. در تحقيق مذكور صرفاً روش تثبيت همزمان مورد استفاده 
آنتی بادی در غلظت های  قرار گرفته  است بعلاوه ميزان تثبيت 
مختلف استونيتریل نيز مورد ارزیابی قرار نگرفته است. از سوی 
صورت  كنترل  و  تست  نمونه  ميان  مقایسه ای  هيچگونه  دیگر 
نپذیرفته و غلظت های خورنده استونيتریل گزارش نشده است 
)10(. نواقص تحقيق آقای Sun مانع از درك صحيح و تصميمات 
از نيتروسلولز فعال شده در  با نحوه استفاده  ارتباط  درست در 
سيستم های تشخيصی می گردد. بستر دیگری كه در این تحقيق 
مورد استفاده قرار گرفت نایلون 6،6 بود. نایلون به خودي خود 

با گروه هاي محدود آمين و كربوكسيلي خود توانمندي تثبيت 
آن  تبدیل  بنابراین جهت  ندارد  وسيع  مقياس  در  را  آنتي بادي 
طریق  از  استفاده  از  قبل  كه  است  لازم  ایده آل  بستر  یک  به 
اتصال  آن  را جهت  بار سطحي  وضعيت  فعال سازي،  تيمارهاي 
تثبيت  آنتي بادي  )تعداد  ظرفيت  حداكثر  با  آنتي بادي  صحيح 
مراحل   2 شكل  در  نمود.  مناسب  بستر(  سطح  واحد  در  شده 
نهایت  در  نایلون  بستر  روی  بر  ترتيبی  تيمارهای  و  مختلف 
گروه هایی را فراهم می آورد كه برای تثبيت آنتی بادی از ناحيه 
در سال  و همكاران  مناسب می باشند. هوندا  بسيار  امين  گروه 
1995 برای اولين بار تكنيكی مشابه را پایه گذاری نمودند كه 
چندین تفاوت با مطالعه حاضر دارد )3(. بدین ترتيب كه هيچ 
اشاره ای به نحوه بكارگيری نایلون به منظور ساخت لایه ای آن 
نشده است و حلال مناسب آن مورد بررسی قرار نگرفته است. 
است  نشده  انجام  بستر  اختصاصی  بلاكينگ  هوندا  مطالعه  در 
اختصاصی  غير  واكنش های  مرحله  این  انجام  عدم  پی  در  كه 
بين  به وقوع خواهد پيوست. همچنين مقایسه ای  فوق العاده ای 
حالت فعال شده نایلولن و غير فعال آن صورت نگرفته است. در 
مقاله هوندا و همكارانش  برای سنجش ميزان تثبيت آنتی بادی 
استفاده  با  استفاده شده است. آن ها  آلكالين فسفاتاز  آنزیم  از 
OD450nm معادل 2 گزارش  را در  اليزا ميزان جذب  از تكنيک 
نمودند كه نتایج آن مطالعه به دليل تفاوت در نوع روش، دامنه 
سنجش و آنزیم مورد استفاده با نتایج مطالعه پيش رو مغایرت 
دارد. به دليل استفاده از كاغذ و محدودیت در سنجش OD به 
وسيله دستگاه نانودراپ در رقت های پایين، ميزان حساسيت این 
تكنيک در مرحله استفاده عملی از این سيستم یعنی در سامانه 
قابل  نتایج  و  قرار گرفت  ارزیابی  مورد   LFIA نواری  تشخيصی 
توجهي منطبق بر نتایج مطالعه پيش رو حاصل گردید. ویژگی و 
كيفيت آنتی بادی تثبيت شده بر روی باندها نيز با به كارگيري 
آنتي ژن غير مرتبط IpaD )ماژور آنتی ژن شيگلا دیسانتری( به 
عنوان یک آنتی ژن جایگزین مورد ارزیابي قرار گرفت كه اتصال 
آنتی بادی به آن منفی گزارش گردید )هر چند كه برای بررسی 
ميزان ویژگی یک سيستم بایستی از آنتی ژن های بسيار مشابه 
با آنتی ژن اصلی استفاده نمود(. این تست تا حدود زیادي تایيد 
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توجه  با  باشد.  اوليه  شده  تثبيت  آنتی بادی های  ویژگی  كننده 
به نتایج بدست آمده در این تحقيق می توان نتيجه گيری نمود 
كه ظرفيت پذیرش آنتي بادي توسط نایلون فعال شده بيشتر از 
بستر نيتروسولز فعال مي باشد اما در سوی دیگر حركت موئينه 
در بستر نایلون به شدت افت مي نماید بنابراین استفاده از نایلون 
براي طراحي سيستم هایي كه به نوعي وابسته به حركت مویينه 
و  نيتروسلولز حساسيت  نوار هاي  نمي گردد.  پيشنهاد  مي باشند 
ظرافت بيشتري نسبت به بستر نایلون از خود نشان  مي دهند و 
همچنين كار با بستر نيتروسلولز نياز به صرف مواد، هزینه و وقت 
كمتري نسبت به بستر نایلون دارد. این تحقيق تا حدودی زیادی 
توانسته است علاوه بر شرح تمامی زوایای پنهان تثبيت بر روی 
هر  ضعف  نقاط  و  توانمندی ها  نایلون،  و  نيتروسلولز  بسترهای 
كدام از روش ها را بيان كند و تصویر واقعی از مكانيسم افزایش 

ميزان كارآمدی تثبيت را ارائه نماید.  
تشكر و قدردانی

از كليه دانش پژوهان مراكز تحقيقاتی بيوتكنولوژی كاربردی و 
بيولوژی مولكولی دانشگاه علوم بقيه ا...)عج( كه مارا در انجام این 

تحقيق یاری نموده اند تشكر و قدردانی می شود. 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره ششم، بهار 1391، بکارگیری تکنیک های نوین مهندسی....
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- مولکولی دوره دوم، شماره ششم، محمد هيئت و همکاران... تازه های بیوتکنولوژی سلولی 
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