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١٩٤       ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                           

 به ٤ نوتركيب و آنتي بادي ضد اينترلوكين ٤تخليص و تعيين خصوصيات اينترلوكين
  و هيبريدوماي ٤ انتقال يافته با ژن اينترلوكين CHOترتيب از رده سلولي 

 ترشح كننده آنتي بادي ضد آن
 عليرضا زماني*** ،مهرداد غلامزاد** ،دكتر جليل توكل افشاري*

 شگاه علوم پزشكي مشهد دان،لوژينوايمو مركز تحقيقات*
  دانشگاه علوم پزشكي مشهد، دانشكده پيراپزشكي،روه علوم آزمايشگاهيگ**

 دانشگاه علوم پزشكي همدان،  دانشكده پزشكي،لوژي و هماتولوژينو  گروه ايمو***
 خلاصه

 T helper(مــك كننده  كTايني با فعاليت پلئوتروپيك بوده و عمــدتاً توسـط لنفوسيتهاي كسايتو) IL-4 (٤ينكينترلوا
lymphocyte (از جمله مهمترين اثرات آن بر سلولهاي مختلف مي توان از القاء لنفوسيتهاي . سنتز مي شودB انسان در جهت توليد 

IgE و IgG4 و افزايش ملكولهاي سطحي سلول از جمله MHC بر روي لنفوسيتهاي B و ماكروفاژها نام برد كه اين پديده منجر به 
 به تنهايي و يا با ديگر T همچنين به عنوان يك فاكتور رشد لنفوسيتهاي  IL-4 . ظرفيت عـــرضه آنتي ژن در آا مي شودافزايش
منبع يه اوليه .   در كشت سلولي كاربرد قابل توجهي داردT در رشد و نگهداري رده هاي سلولهاي لنفوسيتي IL-2ها مانند  اينكسيتو

 در سيستمهاي بيان cDNA و بيان IL-4تحقيقات متعددي در مورد استخراج ژن .  تحريك شده مي باشدT  لنفوسيتهايكايناين سايتو
 ، مخمر و اخيراً سلول پستانداران انجام پذيرفته است و در نتيجه با تكثير هركدام از اين سيستمهاي بيان E.coliژني مختلفي از قبيل 

 انساني نوتركيب كه در رده سلولي ٤نترلوكين ياستخراج و تعيين مشخصات ا. ست آوردده مي توان سايتوكاين نوتركيب مورد نظر را ب
CHOلذا در اين تحقيق سعي شد تا با استفاده از سلول پستانداران .  بيان شده باشد، تاكنون گزارش نشده است)CHO ( حاوي ژن
IL-4) و رشد آن در ) عنوان سيستم بيانه بin vitro  ،IL-4يه و پس از خالص سازي،  تعيين خصوصيت گردد انساني نوترك يب .

 ژن cDNAبود كه با استفاده از ) Chines Hamster Overy(سيستم بيان مورد استفاده در اين مطالعه، سلول تخمدان هامستر چيني 
hIL-4يه آنتي بادي نيز از سلول هيبريدوماي ترشح كنند.  به داخل آن ترانسفكت شده بود ه آنتي بادي ضدهمچنين براي IL-4 

 خالص و به ژل فعال Aوسيله پروتئين ه  كشت هيبريدوما بمحلول رويي از IL-4پس از كشت اين سلولها، آنتي بادي ضد . استفاده شد
 ي روش كروماتوگرافي ميل تركيبي براي جدا سازييسپس كارآ. شده سفاروز متصل گرديد و ژل كروماتوگرافي ميل تركيبي ساخته شد

IL-4 از اين ستون كروماتوگرافي با ميل تركيبي و داراي . نوتركيب از روئين كشت حاوي پروتئينهاي مختلف مورد ارزيابي قرار گرفت
دست آمده از روش ه  نوتركيب بIL-4ي يبراي بررسي خلوص و شناسا.  استفاده شدrhIL-4 جهت خالص سازي IL-4ليگاند آنتي 

SDS-PAGEدر . د و وسترن بلاتينگ استفاده شSDS-PAGE كيلودالتون را ٢٧ نمونه خالص شده باندي با وزن مولكولي حدود 
 HRP متصل به anti-mouse و كونژوگه IL-4سپس با انتقال اين باند به كاغذ نيتروسلولز و با استفاده از آنتي بادي ضد . نشان داد

 .يد مي كندي شده را تا در باند خالصrIL-4اين آزمايش حضور. آزمايش وسترن بلاتينگ انجام شد
 .، هيبريدوماCHO، سلول T، رده سلولي٤اينترلوكين: كلمات كليدي

 قدمهم
ه  محلولي هستند كه بيسايتوكاينها، پروتئينها يا گليكوپروتئينها

وسيله لكوسيتها و در بعضي از موارد توسط ساير انواع سلولها 
 ل ي بين سلولها عميتوليد شده و به عنوان رابطين شيميا

) effector(ي مولكول عمل كننده يكنند ولي خود به تنها مي
اغلب آا ترشحي هستند اما بعضي مي توانند بر ). ۱۴(نيستند

روي غشاء سلول عرضه شده و يا درون مخزني در ماتريكس 
 سايتوكاينها به گيرنده هاي . خارج سلولي نگهداري شوند

 اين طريق ويژه اي بر روي سطح سلول هدف متصل شده و از
 باعث انتقال پيام و فعال شدن مسيرهاي پيامبر ثانويه 

در ايمني اختصاصي بيشتر سايتوكاينها را ). ۱۵، ۱۴(مي شوند
لذا اين مولكولها را .  فعال شده توليد مي كنندTلنفوسيتهاي 
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  نوتركيب۴تعيين خصوصيات اينترلوكين 

١٩٥        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦ مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد   

 سايتوكاينهاي گوناگوني را Tسلولهاي . لنفوكاين نيز مي نامند
جمعيتهاي ) تمايز(رشد و دگرگوني ترشح مي كنند كه در تنظيم 

مختلف لنفوسيتي موثر هستند و نقش بسيار مهمي در مرحله 
 .  دارندTفعال شدن پاسخهاي ايمني وابسته به سلول 

ي براي پژوهشهاي ي را بايستي دوران طلا١٩٨٠دهه 
 زيرا در اين دوره بود كه به كمك كلون ،سايتوكاينها نام برد

 لهاي هر سايتوكاين و توليد كردن ملكولي و بروز ملكو
) نوكلونالوم(باديهاي خنثي كننده كاملاً اختصاصي   آنتي

در دسترس بودن سايتوكاينهاي . مشخصات آا تعيين شد
نوتركيب و باز دارنده آا از اين نظر مهم است كه شرايطي را 
براي محققين پديد مي آورد تا با كاربرد آا پاسخهاي ايمني و 

 تعديل نمايند و با ديدي پيش بين، بر دوره بيماري التهابي را
 ).۱۸، ۱۷(تاثير گذارند

تا به امروز دسته بنديهاي مختلفي براي سايتوكاينها 
 و Mossmanجمله دسته بندي ن  از آ كهتوصيف شده است

ي يهمكارانش مي باشد، آا دو گروه از سايتوكاينها را شناسا
 كمك كننده مختلفي Tتهاي وسيله لنفوسيه كردند كه هر گروه ب

يك گروه كه باعث تقويت ايمني سلولي و ايمني .  شوند توليد مي
توسط سلولهاي كه  IL-2 و IFN-γباشند نظير  التهابي مي

Th1لولهاي سوسيله ه شوند و دسته اي ديگر كه ب  ترشح مي
Th2باعث تقويت ايمني همــورال با واسطه و شوند   ترشح مي

  )IL-13، و IL-4 ،IL-5 ،IL-6 ،IL-10نظير (شوند آنتي بادي مي
)۱۵ ،۱۷ .( 

IL-4 كه توسط سلولهاي Th2نيسايتوكاي  ترشح مي شود 
 Bطور مستقيم اثرات زيادي بر روي سلولهاي ه باست كه 
 مولكولافزايش بيان و طوري كه باعث افزايش بقا ه دارد، ب

MHC-II و گيرنده IL-4 افزايش آنتي ژن ،CD40 و زنجيره 
P75  گيرندهIL-2 بر سطح سلول Bدر توضيح ). ۱۸،۱۷( مي شود

 در ساخت آنتي بادي، اين نكته را بايد ذكر كرد كه IL-4نقش 
IL-4 در تبديل سلولهاي ترشح كننده ايمونوگلبولين موثر بوده و 

 خصوص به. )۱(نقش مهمي در تغيير كلاس ايمنوگلبولينها دارد
IL-4 باعث مي شود كه سلولهاي Bل شده در موش مقادير  فعا

 در انسان باعث IL-4همچنين .  توليد كنندIgE و IgG1زيادي 
  از سلول فعال شده IgE و IgG4توليد 
 ). ۸ ، ۳(مي گردد

از آنجا كه اين سايتوكاين باعث تقويت ايمني همورال و 
 مي توان تصور كرد كه نقش ،شود كاهش قدرت ايمني سلولي مي
لرژيك و همچنين جلوگيري از دفع مهمي در بروز بيماريهاي آ

گيري آن در بدن انسان،  توان با اندازه رو مي از اين. پيوند دارد
شاخص خوبي براي پيش بيني و پيشگيري از بيماريها معرفي 

 در رشد و نگهداري IL-4يكي از كاربردهاي مهم ). ٨(نمود
در كشت ). ۱۳ ، ۱۲( مي باشدTرده هاي سلـولي لنفوسيت 

طور ه  بIL-2ها نظير   به همراه ديگر سايتوكاينIL-4سلولي، 
 در محلول IL-4اولين بار . روتين مورد استفاده قرار مي گيرد

عنوان ه  گزارش شد و بEL-4سلولهاي فعال شده كشت  ييرو
 Tعامل تحريك كننده و نگهدارنده رده هاي سلولي لنفوسيت 

)T-cell lines (مورد استفاده قرار گرفت)۲۲ .( 
از ) rhIL-4( انساني نوتركيب ٤نترلوكين ي ا١٩٩٨ل در سا
) Cos-7 monkey cells( رده سلولي كليه ميمون ييمحلول رو

 hIL-4 cDNA كه ترانسفكت شده با L929و سلولهاي 
 فيلتراسيون لژهاي كروماتوگرافي   به روش،بودند

) gel filtration chromatography ( وHPLC استخراج 
 در IL-4وزه با توجه به كاربرد وسيع امر). ۲۰،  ۱۶(شدند

زمينه هاي درمان، تشخيص و تحقيق، يه اين سيتوكاين به 
روش نوتركيب و استفاده از سيستم هاي مختلف اكسپرسيون 

تاكنون استخراج و تعيين مشخصات ). ۲۲ ،۱۶(انجام مي شود 
rhIL-4 كه در رده سلولهاي پستانداران بيان شده باشد، انجام 
 .ه استنپذيرفت

ه  نوتركيب بIL-4لذا، هدف از اين تحقيق نيز، تخليص 
وسيله ه  كه بCHO كشت سلول محلول روييدست آمده از 

hIL-4 cDNAاند و تعيين خصوصيات آن با   ترانسفكت شده
هيبريدوماي ترشح كننده آنتي محلول رويي كشت استفاده از 

IL-4مي باشد . 
  كارمواد و روش
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 ل افشاريل توكيدكتر جل

١٩٦        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                         

ي از ياهدا (CHOسلول  :دوما و هيبريCHOكشت سلول 
طرف پروفسور هاچينسون، دپارتمان ايمونولوژي، دانشگاه 

  در محيط كشتrhIL-4ترشح كننده ) منچستر، انگلستان
 Hams’F10 (Gibco-BRL,Scotland) ،  حاوي

BRL,Scotland) FCS10% (Gibco- ،دكمپلمانه شده 
 ١٠٠و ) اناير، حيان جابربن(سيلين  ليتر پني واحد در ميلي ١٠٠

در ) ايران، جابربن حيان(ليتر استرپتومايسين  ميكروگرم در ميلي
. رشد داده شد% CO2 ۵گراد حاوي   درجه سانتي٣٧ گرمخانه
 آن براي خالص سازيهاي مراحل بعد جمع محلول روييمحيط 

 ). ۲۱(آوري گرديد
 نيز در محيط IL-4بادي  كننده آنتي هيبريدوماي ترشح

RPMI1640) Gibco-BRL, Scotland( ۱۰ حاوي% FCS 
  unit/ml ۱۰۰ استرپتومايسين و  µg/ml ۱۰۰دكمپلمانه، 

بر اساس پروتكل پيشنهادي ( سيلين كشت داده شد پني
ECACC .( هيبريدوماي فوق با شمارهECACC92020517 

نوكلونال از نوع وآنتي بادي م) بانك سلولي اروپا، انگلستان(
IgG1درجه ٣٧ سلولها در دماي انكوباسيون. كند  ترشح مي 

 .انجام شد% CO2 ۵سانتيگراد در حضور 
محلول بعد از جمع آوري  :٤تخليص آنتي بادي ضد اينترلوكين

كشت سلول هيبريدوما از ستواي كروماتوگرافي ميل رويي 
 براي تخليص ايمنوگلوبولينها Aتركيبي حاوي ليگاند و پروتئين 

ايل زيادش براي اتصال به ناحيه  به واسطه تمAپروتئين . استفاده شد
Fc٥/١حدود ). ١٩، ۷ ، ۶( لين به آن متصل مي گرددبوگلونو ايمو 

 ١٠در  A (Sigma,USA)گرم ژل سفاروز حاوي پروتئين 
 به مدت يك ساعت قرار داده شد تا ژل متورم PBSميلي ليتر 

از سرنگ ( سپس اين ژل درون يك ستون كروماتوگرافي . شود
كه از قبل آماده شده ) تون استفاده شده سي سي جهت س٥٠

 ١/٠ستون كروماتوگرافي با بافر فسفات . بود، پك گرديد
 ميلي ليتر از بافر ٢ متعادل شد و حدود =۸pH مولار با

 كشت اضافه و مايع روييليتر   ميلي٤ به  =pH ۸ت با فسفا
pH آن به كمك بافر  Tris-HCl ۹مولار با ١pH=  ١/٨ به 

 بر روي ستون قرار داده شد و با محلول روييونه نم. رسانده شد

به ستون اضافه  =۸/۲pH با NaCl-Gly ميلي ليتر بافر ٣٠
 يك NaOHبا به سرعت دست آمده ه فراكسيواي ب pH. شد

 در ادامه كار جذب فراكسيواي . مولار خنثي گرديد
 نانومتر خوانده و نمودار ٢٨٠ در طول موج ،جمع آوري شده

ابر حجم فراكسيواي پيك دوم با هم مخلوط و به جذب در بر
 . تغليظ شدPEG20000 (Merck)كمك 

 :Anti-IL-4 تهيه ژل كروماتوگرافي ميل تركيبي حاوي ليگاند
 فعال شده با سيانوژن 4Bبه عنوان بستر از ژل سفاروز 

 گرم ١مقدار . استفاده شد )Pharmacia, Sweeden(برومايد 
.  ميلي مولار قرار داده شد١ HClول از ژل ليوفيليزه در محل

 ١ HCl دقيقه با ١٥سپس ژل به كمك قيف بوخنر به مدت 
 ميلي ليتر ٥ در Anti-IL-4  ليگاند. ميلي مولار شسته شد

بافر اتصالي حل و به ژل اضافه گرديد و مخلوط ژل و ليگاند به 
براي حذف .  ساعت به كمك يك شيكر مخلوط شد٢٤مدت 

شده، ژل با بافر اتصالي شسته شد و جهت ليگاندهاي متصل ن
در ( ساعت ١٦اشغال گروهاي فعال باقي مانده ژل به مدت 

 =۹pH  مولار با ١درون بافر اتانل آمين )  درجه٤حرارت 
. شسته شد PBS  سپس ژل با سه دوره متفاوت. قرار داده شد

 و بافر =۷pH داراي PBSهر سيكل شامل شستشو با 
 NaCl-Gly ۸/۲ باpH= ٥پس از متعادل كردن ستون .  بود 

بافر آغازگر بافر فسفات . ميلي ليتر نمونه گذاري انجام شد
 مول ٢/٠ و بافر جداكننده گلايسين  =۸pHميلي مولار با ٢٠

 ميلي ١حجم فراكسيوا حدود . بود  =۸pH كلريد سديم با 
فراكسيواي پيك دوم با هم مخلوط و پس از خنثي . ليتر بود
دياليز و  =۷pHميلي مولار با ٢٠ برابر بافر فسفات سازي در

 ).۱۱،  ۴( برابر تغليظ شد٢٠ در حدود PEG20000با 
 ٧٢ تا ٤٨ براي مدت CHOسلولهاي  : rhIL-4تخليص 

 رشد داده شده و سپس Ham’s-F10ساعت در محيط كشت 
 سلولها در شرايط استريل جمع آوري  و سانتريفوژ ييمحلول رو

جهت خالص . ) دقيقه۵ به مدت rpm ۵۰۰۰ با سرعت( شدند 
يه شده در  (BSA ، ابتدا از آنتي بادي ضد rhIL-4سازي 

 جهت ) مركز تحقيقات ايمونولوژي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد
سپس با استفاده از .  محيط كشت استفاده شدFCSجدا سازي 
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  نوتركيب۴تعيين خصوصيات اينترلوكين 

١٩٧        ٨٢ پاييز، ۳، شماره ٦ مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد   

 اقدام به anti-IL-4ژل كروماتوگرافي افينيته حاوي ليگاند 
 ).۱۱، ۱۰، ۴(شد  rhIL-4سازي خالص 

در طي مراحل  :تعيين وزن مولكولي پروتئين خالص شده
ي پروتئين مورد نظر يبررسي خلوص و شناسابراي مختلف كار 

از روش الكتروفورز عمودي روي ژل آكريل آميد با 
براي . درصدهاي مختلف، تحت شرايط دناتوره كننده، انجام شد

اي حاصل، از استانداردهاي مشخص كردن وزن مولكولي بانده
استانداردهاي . استفاده شد) Sigma, USA(وزن مولكولي 

، ۲/۱۴، ۵/۶ پروتئين با وزن مولكولي ١٣مورد استفاده شامل 
۲۰ ،۲۴ ،۲۹ ،۳۶ ،٤٥ ،۵۵ ،۶۶ ،۸۴ ،۹۷ ،۱۶۶، ۲۰۵ 

 با درصدهاي مختلف ژل آكريل SDS-PAGE. كيلودالتون بود
 پروتئينهاي استاندارد RFانجام شد و) Sigma, USA(آميد 

 :از رابطه زير محاسبه شد
RF=          مسافت طي شده توسط پروتئين      

مسافت طي شده توسط رنگ                                            
 در هر درصد از آكريل آميد، لگاريتم وزن مولكولي 

بنابراين منحني .  ارتباط خطي داردRFدر گستره خاصي با 
 ٥/١٢ ژل RFدر برابر ) Log MW(اندارد وزن مولكولي است

 درصد در گستره خطي رسم و با استفاده از آن ١٥درصد و 
وزن مولكولي باندهاي مربوط به آنتي بادي موشي خالص شده 

 . نوتركيب خالص شده تعيين شدIL-4و 
 در rhIL-4براي اثبات وجود  :بلاتينگ با رديابي آنزيمي 

براي انجام اين .  روش بلاتينگ استفاده شدنمونه خالص شده از
 SDS-PAGEآزمايش ابتدا اجزاء نمونه با روش الكتروفورز 

 ٥٠جدا و سپس باندهاي پلي پپتيدي تحت ولتاژ % ١٤در ژل 
بعد .  ساعت به كاغذ نيتروسلولز انتقال يافت١٦ولت به مدت 

 ، دقيقه٣٠ به مدت BSA ۱%از اشباع كاغذ نيتروسلولز با 
 نيتروسلولز به مدت يك ساعت درون محلول آنتي بادي ضدكاغذ 
IL-4بعد از گذشت اين زمان و شستشو با.  قرار داده شد 

 BSA ۱ % جهت حذف پروتئينهاي باند نشده، كاغذ نيتروسلولز 
درون محلول آنتي بادي ضد آنتي بادي موشي به مدت يك ساعت 

ستشوي  قرار داده شد در مرحله آخر بعد از شHRPمتصل به 
-١كلرو-٤ به آن محلول سوبسترا كروموژن ، BSA ۱%كاغذ با 

 دقيقه درون تاريكي ٢٠اضافه و به مدت ) Sigma, USA(نفتول 
براي . در اين مرحله به تدريج باند رنگي ظاهر شد. قرار داده شد

 .توقف واكنش به محيط آب مقطر اضافه گرديد
 نتايج

وسيله ژن ه كه ب) CHO(سلولهاي تخمدان هامستر چيني
 ترانسفكت شده بودند، در محيط هاي كشت سلولي ٤اينترلوكين 
در شرايطي كه MEM  و  Ham’s-F10،RPMI مختلف مانند

مناسبترين محيط براي رشد . كشت داده شد، قبلاً اشاره شد
 درصد ١٠ حاوي Ham’s-F10، محيط كشت CHOسلولهاي 

FCSمحيط كشت.  بود    Ham’s-F10ديگر در مقايسه با 
 محيطهاي كشت رايج از درصد بالاتري از مواد غذايي، 

طور كلي براي ه ب. آمينو اسيدها و قندها تشكيل شده است
رشد سلولهاي پستانداران از محيطهاي كشت مقوي تر مانند 

Ham’s-F10سلولهاي .  استفاده مي شودCHO كه از نوع 
 ،مي باشند) Anchorage-dependent(سلـــولهاي اتصالي 

 ٢٥ ساعت رشد، سطح فلاسك كشت سلولي ٧٢ تا ٤٨پس از 
پوشانده و رنگ محيط كشت به طور كامل سانتي متر مكعب را 
 IL-4 كه حاوي ييدر اين زمان محيط رو. را اسيدي نمودند

 در شرايط كاملاً استريل جمع آوري شد و ،نوتركيب مي باشد
. ي شدگراد نگهدار  درجه سانتي-٢٠تا زمان تخليص در دماي 

، آلبومين گاوي موجود در BSAبا استفاده از آنتي بادي ضد 
 به محيطهاي كشت باعث FCSمحيط كه به واسطه اضافه نمودن 

 نشان ١شكل .  مي شود، تخليص گرديدrhIL-4ناخالصي در 
از  پس CHO سلولهاي يي مايع روSDS-PAGEدهنده آناليز 

. باشد و جدا سازي آلبومين گاوي مي BSAافزودن آنتي 
كه پس از استفاده ژل افينيتي كروماتوگرافي متصل به  درحالي

 بيانگر باند مشخص SDS- PAGE ، آناليز IL-4ليگاند آنتي 
 ).٢شكل (مي باشد  rhIL-4  كيلو دالتوني مربوط به٢٧
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Molecular weight standard curve
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)  درصد، رنگ آميزي كوماسي بلو١٤ ژل (SDS-PAGEآناليز : ١شكل 
 hIL-4 ترانسفكت شده با CHOسلولي  كشت رده يياز محلول رو

cDNA پس از تخليص با آنتي BSA . استاندارد وزن مولكولي وrIL-4 
 . كيلو دالتون٢٧با وزن مولكولي 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

از ) و رنگ آميزي كوماسي بلو% ١٤ژل  (SDS-PAGEآناليز : ٢شكل 
 hIL-4 cDNA ترانسفكت شده با CHO كشت رده سلولي ييمحلول رو

 پس از تخليص با روش كروماتوگرافي ميل ،)٢و   بدون تخليص)١
 .استاندارد وزن مولكولي) ٣ و IL-4تركيبي متصل به ليگاند آنتي 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

. اتوره كنندهمنحني استاندارد وزن مولكولي با استفاده از روش الكتروفورز عمودي بر روي ژل آكريل آميد با درصدهاي مختلف، تحت شرايط دن: ٥شكل 
 . كيلو دالتون بوده است٢٠٥ تا ٥/٦ن با وزن هاي مولكولي بين ي پروتئ١٣استانداردهاي مورد استفاده شامل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 و سوبسترا كروموژن HRPآناليز دات بلاتينگ با رديابي آنزيمي : ٣شكل 
 .نفتول  -١كلرو -٤
١- negative sampleاده قرار  حاوي محيط كشت قبل از مورد استف

دست آمده پس ه ب  CHO ،۲- rIL-4گرفتن در كشت سلولي سلولهاي 
 hIL-4 cDNAوسيله ه  بCHOاز كشت سلولهاي ترانسفكت شده 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

آناليز وسترن بلاتينگ بر روي كاغذ نيترو سلولز و با رديابي : ۴شكل 
 rIL-4نمونه شامل .  نفتول-۱ كلرو ۴ ن و سوبسترا كروموژHRPآنزيم 

  كشت رده سلولي ترانسفكت شده باييرومحلول تخليص يافته از 
 hIL-4 cDNAآنتي بادي مونوكلونال تخليص يافته از كشت .  مي باشد

 . استA پس از خالص سازي با پروتئين IL-4هيبريدوماي ترشح كننده 
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  نوتركيب۴تعيين خصوصيات اينترلوكين 
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تعيين وزن مولكولي پروتئين خالص شده بر اساس روش 
SDS-PAGE دهنده منحني  ن نشا٥ انجام شد و شكل

استاندارد وزن مولكولي با استفاده از پروتئينهاي با وزاي 
همچنين وجود يك باند . مولكولي متفاوت را نشان مي دهد

 را تحت SDS-PAGEغالب كه تمامي الگوي الكتروفورز 
مايع الشعاع قرار داده است، بيانگر ناخالصي هاي موجود در 

تاً مربوط به  مي باشد كه عمدCHO كشت سلول رويي
 IL-4نوكلونال ضد وهمچنين آنتي بادي م. آلبومين گاوي است

 كشت سلولهاي هيبريدوما كه پس از رشد يينيز از محيط رو
ي مرگ سلول جمع آوري شده بود با يكامل و در مراحل ا

 با Aپروتئين .  يه گرديدAاستفاده از ژل حاوي پروتئين 
 ، IgG ايمونوگلوبولين Fc توجه به ميل تركيبي بالا براي بخش

 كشت مايع روييبراي خالص سازي منوكلونال آنتي باديها از 
در مرحله اول، آزمايش . طور وسيع استفاده مي شوده سلولي ب

 CHO در روئين كشت سلول rIL-4دات بلاتينگ وجـود 
در ادامه با ). ٣شكل(يد نمود ي را تا٤ اينترلوكينcDNAحاوي 

 تخليص يافته rhIL-4رن بلاتينگ، وجود استفاده از تكنيك وست
 تخليص IL-4با استفاده از كروماتوگرافي ميل تركيبي و آنتي 

).  ٤شكل( نوتركيب مشخص گرديد IL-4يافته، خصوصيات 
ي ادر طي مراحل مختلف خالص سازي، سعي بر كاهش محتو

كه حاوي مقدار زيادي آلبومين شد  كشت ييپروتئين رو
 براي اين كار از .مي باشد) FCSن به واسطه افزود(گاوي 

دست آمده نشان ه نتايج ب.  استفاده گرديدBSAآنتي بادي ضد 
 كشت قبل از انجام مايع روييداد كه كاهش محتواي پروتئيني 

 كروماتوگرافي ميل تركيبي باعث بود كيفيت جداسازي 
 ).٣و٢شكل( مي گردد
 بحث

rIL-4 رشد و  كاربرد وسيعي در تحقيقات، به ويژه در
براي ). ۱۸، ۱۷، ۱۵، ۱۴، ۱( دارد Tنگهداري رده لنفوسيتهاي 

 از سيستم هاي بيان متفاوتي تاكنون استفاده و rIL-4يه 
كه عملكرد بيولوژيك آا در ) ۲۱، ۷، ۵(گزارش شده است 

. طور كامل تعريف نشده استه مورد كاربردهاي گوناگون ب

 بيان شده CHO كه در سلول rIL-4اما تعيين مشخصات 
استفاده از سيستم ). ۱۳،۲۰(باشد، تاكنون گزارش نشده است

دليل بازده ه  بCHOاكسپرسيون در سلولهاي پستانداران نظير 
در اين . )۲۱، ۲(بالاي پروتئيني از توجه خاصي برخوردار است

 نوتركيب، IL-4 مشخصات IL-4تحقيق، با استفاده از آنتي 
 rhIL-4وسيله ه ده بخالص شده از سلولهاي ترانسفكت ش

cDNA در رده سلول CHOليوزن مولكو. اده شد نشان د 
rIL-4 خالص شده به كمك روش SDS-PAGE ٢٧ حدود 

 و همكاران Leتوضيح اينكه ). ۱۵(كيلودالتون تعيين گرديد
 rIL-4   وزن مولكوليCOS-7با استفاده از سلول ) ۱۳(

د كه اين  كيلودالتون ذكر كرده ان١٨استخراج شده را حدود 
دست آمده به علت استفاده از سلولهاي ه تفاوت وزن مولكولي ب

متفاوت بيان كننده ژن و تفاوت ميزان گليكوزيلاسيون پروتئين 
نوتركيب بوده و هيچ تاثيري در فعاليت بيولوژيك آن 

 مايع رويي از rhIL-4همچنين نوع ديگري از ). ۲۲، ۱۳(ندارد
 rhIL-4 cDNA با  ترانسفكت شدهL929كشت رده سلولي 
 ٢٢-٢٥پروتئينهايي با وزن مولكولي ). ١١(گزارش شده است 
در اينكه آيا .  گزارش شده استrhIL-4كيلو دالتون براي 

 تاثيري در عملكرد بيولوژيك rIL-4تفاوت در وزن مولكولي 
 و همكاران Todd. اين سيتوكاين دارد، گزارشي وجود ندارد

 كه از رده سلولي rIL-4 نشان دادند كه قابليت رشد) ۲۲(
L929 استخراج و خالص شده است، براي رده لنفوسيت هاي 

T درصد در مقايسه با ٢٥ به ميزان rIL-4 استخراج شده از 
توان  بنابراين به اين نكته مي.  كاهش داردCOS-7رده سلول 

در فعاليتهاي بيولوژيك ذكر شده براي  rIL-4اشاره كرد كه نوع 
همچنين بايد به اين نكته اشاره نمود كه در .  استاين سيتوكاين موثر

 rIL-4تحقيقات مربوط به كشت سلولهاي لنفوسيتي، استفاده از نوع 
 ، رشد نگهداري رده سلولي را داردكه بيشترين قابليت براي

 . ضروري است
دست آمده در اين تحقيق نشان داد كه ه همچنين نتايج ب

ليص پروتئينهاي روش كروماتوگرافي ميل تركيبي جهت تخ
 در ). ۷، ۶(ي مناسب مي باشدينوتركيب داراي كارآ
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  روشهاي متفاوتي، از جمله استفاده rIL-4خالص سازي 
 cation-exchange(از كروماتوگرافي تعويض كاتيوني 

chromatorgraphy ( بر روي ژلS سفاروز )و ) ۲۲، ۱۳
 در مقايسه با . كار رفته استه ب) HPLC) ۲۱روش 
ي ذكر شده، روش كروماتوگرافي ميل تركيبي كه در روش ها

ن داشتن اختصاصيت بالا، بسيار ضمكار رفته، ه اين تحقيق ب
ئين تساده بوده و در طي مراحل جداسازي هيچ آسيبي نيز به پرو

در مقالات و منابع موجود، روشهاي مختلفي براي . نمي رساند
لول  كشت سمايع روييجداسازي پروتئينهاي نوتركيب از 

پستانداران كه با ژن سازنده پروتئين مورد نظر ترانسفكت شد، 
از روشهاي ياد شده مي توان از ترسيب با . ارائه گرديده است

سولفات آمونيوم، كروماتوگرافي تعويض آنيوني يا كاتيوني و 
 HPLC و FPLCهمچنين كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون و حتي 

در اين ). ۵، ۲(م بردنا) reverse phase HPLC(فاز معكوس
، روش IL-4مطالعه سعي شد تا با استفاده از آنتي بادي ضد 

ي جدا كردن اين يساده و يك مرحله اي طراحي شود كه توانا
 كشت، حاوي انواع مختلف پروتئينها را مايع روييماده از 

نتايج بررسي ما نشان مي دهد در صورتي كه از . داشته باشد
 ادير بيشتر ژل، داراي ليگاندستواي بزرگتر حاوي مق

استفاده شود، اين روش ضمن داشتن ) IL-4آنتي بادي ضد (
ي خوبي براي جداسازي اين ياختصاصيت بالا داراي كارآ
اگر چه اين روش قدرت بازيافت . پروتئين نوتركيب مي باشد

 را ،مي رسد% ٩٥ كه گاهي تا HPLCروش همانند  ييبالا
ريع بودن روش و بازيافت مناسب ندارد ولي به لحاظ ساده و س

در مجموع با .  آن، در بسياري از موارد روش مناسبي است
 و استفاده IL-4توجه به دامنه وسيع فعاليتهاي بيولوژيك 

فعاليت روتين آن در نگهداري و رشد رده لنفوسيتها، مقايسه 
 كه در سيستم هاي متفاوت بيان شده rIL-4انواع بيولوژيك 

 .باشد ضروري مي ،اند
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