
1382، زمستان 13 الي 7، صفحه )21درپيپي (1مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل، سال ششم، شمارة ����

30/2/82: ، پذيرش21/7/81: دريافت

 از خرگوشYتهيه و تخليص آنتي بادي آنتي ايمونوگلوبولين 

2، دكتر قربان مليجي1دكتر سليمان محجوب، ∗1دكتر مهدي پورامير

 استاديار گروه ميكروبيولوژي ـ ايمونولوژي دانشگاه علوم پزشكي بابل-2گروه بيوشيمي و بيوفيزيك دانشگاه علوم پزشكي بابل  استاديار -1

 نقش فزاينده اي به عنوان جايگزين آنتي باديهاي پلي كلونال پستانداران ايفاء (IgY)آنتي باديهاي زرده تخم مرغ :دف هوسابقه

 در سنجشهاي IgYآنتي آنتي باديهاي . مي گيرندباديها در پيشگيري، تشخيص و درمان بيماريها مورد استفاده قرار اين آنتي . كنندمي

. از سرم خرگوش و تاييد فعاليت آن بودYهدف از اين تحقيق تهيه و تخليص آنتي ايمونوگلوبولين . ايمني و درمان كاربرد دارند

 و ندبا اسيد و كلروفرم استخراج شدتخم مرغ با استفاده از ر پروتئينهاي محلول در آب و سايIgYدر اين مطالعه:روشهاو مواد

Yدو سر خرگوش ماده با ايمونوگلوبولين ، سپس  استفاده گرديدIgY براي خالص سازي (T-gel)سپس كروماتوگرافي تيوفيليك 
 رسوبدهي توسط .نگيري در زمانهاي معين انجام شدزريقهاي بوستر و خو، ت به همراه ادجوانت فروند ايمونيزه شدند،تخليص شد

از . گرديدانجام IgY جهت خالص سازي آنتيT-gelآمونيوم سولفات و بعد كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون يا كروماتوگرافي 

.تفاده شد اسIgYييد ماهيت و فعاليت آنتي بادي عليه أ براي تELISAالكتروفورز استات سلولز و ايمونوديفوزيون دو طرفه و 

آنتي باديهاي خالص شده از سرم خرگوش .  در ناحيه گاما گلوبولين مشاهده شد(IgY)خالص شده محصول الكتروفورز :هايافته

 يك ده ELISA واكنش داده و تيتر آنتي بادي در IgYدر ناحيه گاماگلوبولين ظاهر شدند كه در ايمونوديفوزيون دو طرفه عليه 

.بدست آمدهزارم 

توانند در سنجشهاي ايمني براي شناسايي و سنجش انواع مولكولها به عنوان معرف آنتي اين آنتي باديها مي:گيرينتيجه

. كاربرد داشته باشندYايمونوگلوبولين 

.  ، خرگوش، خالص سازيIgY، آنتي بادي آنتيY ايمونوگلوبولين :كليديهايواژه

مقدمه 

 مرغهاي ايمونيزه ،(IgY)مرغ باديهاي زرده تخمآنتي

  فعال در IgY. شده كاربردهاي تشخيصي و درماني دارند

ELISAطراحي انواع روشهاي ايمونوشيميايي مانند تكنيكهاي 

 نيز در ايمونوتراپي براي پيشگيري و) 1و2(، وسترن بلاتينگ 

، ايمونيزاسيون غيرفعال براي )3(ايو درمان عفونتهاي روده

 به عنوان حامل ،)4(دندانپيشگيري و درمان پوسيدگي

در (Antidote)پادزهر ، به عنوان )5(داروهاي ضدسرطاني

هاي مختلف  عليه گونهIgYو نيز ) 6(مسموميتهاي با سموم 

مورد استفاده قرار ) 8 (E.Coliو توكسين ) 7(ويروس آنفلونزا 
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 از 138011هزينه انجام اين پژوهش در قالب طرح تحقيقاتي شماره �

.رات معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي بابل تأمين شده استاعتبا

مطالعات اسپكترومتري و الكتروفورزي نشان مي . گرفته است

IgG با IgY ايزوالكتريك  PHدهد كه مشخصات مولكولي و

پستانداران

 به دليل فاصله فيلوژنتيك پرندگان و .)9و10(تفاوت دارد

نهاي پستانداران در مرغها بادي عليه پروتئيپستانداران، آنتي

 به كمپلمان پستانداران IgY،شودآسانتر از خرگوشها توليد مي

 متصل نمي شود و با فاكتورهاي  FCو رسپتورهاي

ي كه از يباديهامقدار آنتي).11(دهدروماتوئيدي واكنش نمي

20آيد، بيش از يك مرغ تخم گذار در طي يكسال بدست مي

بادي توليد شده توسط آنتيگرم است كه چندين برابر 

IgYبراي تاييد فعاليت ). 12(خرگوش در زمان مشابه است

ژني خاص نياز به انجام روشهاي عليه مولكول آنتي

منظور باشد كه بدين مي RIA و ELISAايمونوشيميايي نظير

.   مورد نياز استIgYبادي عليهآنتي

ي عليه بادبه منظور تهيه و تخليص آنتيمطالعه لذا اين 

IgYورده براي آ كه اين فر،  از سرم خرگوش انجام گرديد

اندازي سيستمهاي ايمونوشيميايي به عنوان pطراحي و راه

.ايمونوگلوبولين كاربرد خواهد داشتمعرف آنتي 

مواد و روشها 

، دي وينيل سولفون، ژل CL-4Bسفاروز :مواد و دستگاهها

 و ناكامل فروند،  ، ادجوانت كاملSاستات سلولز، پانسو 

سفادكس

G-25 آگاروز، رنگ كوماسي آبي درخشان، ژلاتين، آنتي بادي ،

 از شركتهاي مرك، HRP خرگوش متصل به IgGعليه 

 متر PH، (Clements-2000)سانتريفوژفارماسيا و  بيوژن

(Suntex)هاي ، ميكروپليت(Nunc) ELISA ،مش نايلوني ،

UV-Vis(Cecil –1020)اسپكتروفتومتر) الفور(الكتروفورز 

 از زرده تخم مرغY(IgY)خالص سازي ايمونوگلوبولين 

امرغ هاي لاين بمرغ،  تخم  زرده:روش اسيدي كردن و كلروفرم

عبور از مش نايلوني جدا شده و مراحل زير به ترتيب انجام 

.گرديد

 افزوده mM3 اسيدكلريدريك ml25 زرده ml5به ) 1

 ساعت 4و به مدت )  رسيد5به % 10 با اسيد استيكPH(شد

. انكوبه شدºc4در

 دقيقه در دماي 10سوسپانسيون حاصل به مدت ) 2

رسوب را دور .  سانتريفوژ شدrpm3500آزمايشگاه و در 

ـ  با همزدن مداوم ـريخته و به اندازه حجم مايع رويي 

، ºc4 ساعت انكوباسيون در12پس از . لروفرم افزوده شدك

. انجام شد)  دقيقه، دماي آزمايشگاهrpm3500 ،15(سانتريفوژ 

ورد ـراحل بعد مـده و در مـمايع فوقاني جدا ش

.استفاده قرار گرفت

در  :(T-gel)سولفات سديم و كروماتوگرافي تيوفيليكرسوبدهي با

 از مايع جدا ml18 سولفات سديم به g6/3دماي آزمايشگاه 

، rpm3500(تريفوژ بعد از سان. شده در مرحله قبل افزوده شد

 از ml4مايع رويي را دور ريخته و رسوب را در )  دقيقه15

و ) M15/0 (NaClداراي ) TBS)mM10 ،3/7pHبافر 

NaN3) 05/0 (% حل كرده وml2 به آن % 36 سولفات سديم

داراي  (ml2TBSبعد از سانتريفوژ، رسوب در . افزوده شد

 بر T-gelفي كروماتوگرا.حل شد) M5/0سولفات سديم 

. با كمي تغييرات انجام شد) Scops,Scoble) 13اساس روش 

ژل تيوفيليك آماده شده در آزمايشگاه را در ستون با ابعاد 

cm55/0×5 ريخته و حجم نهايي ژل ml6/1بافر ژل با.  شد

TBS داراي Na2SO4M5/0 به تعادل رسيد و جذب نوري 

. )280A( شد خواندهnm280محلول خروجي در طول موج 

محلول بدست آمده در پايان . ادامه يافت280A=0عبور بافر تا

مرحله رسوبدهي با سولفات سديم از ستون عبور داده شد و 

و ) Na2SO4) M5/0 داراي TBSدر مراحل بعدي به ترتيب 

TBS بدون Na2SO4 از ستون عبور داده شد و جذب محلول 

وفورز الكتر. خوانده شدnm280خروجي در طول موج 

 دقيقه و با ولتاژ ثابت 40 به مدت pH=6/8استات سلولز در 
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V240ييد تخليص ايمونوگلوبينأ با سيستم الفور براي تY

.انجام شد

دو سر خرگوش جوان :Yايمونيزاسيون خرگوشها با ايمونوگلوبولين 

بخشي از موهاي پشت .  ماهه انتخاب گرديد3دوچ حدوداً 

 به )IgY(نوژن تهيه شده وايمµg500حيوان اصلاح شد و 

همراه ادجوانت كامل فروند از طريق زيرپوستي به هر حيوان 

 ايمونوژن به µg250بعد از يكماه به هر خرگوش . تزريق شد

. همراه ادجوانت ناكامل فروند به طريق عضلاني تزريق گرديد

 ايمونوژن و ادجوانت µg250امولسيون داراي(تزريقات بعدي 

دو هفته اي به طريق عضلاني انجام واصل در ف) ناكامل فروند

.شد

يك هفته بعد از دومين بوستر، :خونگيري و تهيه آنتي سرم

. خرگوش انجام شد) كناري(ونگيري از رگهاي مارژينال خ

زايلين رگهاي گوش را تحريك كرده تا خون زيادي در ابتدا با

اين رگها جمع شود سپس با تيغي تيز شكاف عرضي به رگ 

ناري داده و خون در لوله هاي شيشه اي تميز جمع آوري ك

 قرار ºc4 ساعت در 12پس از خونگيري خون را به مدت . شد

سپس با اپليكاتور چوبي لخته  . داده تا سرم از لخته جدا شود

rpm3000 دقيقه در 15از ديواره لوله جدا شده و به مدت 

و با افزودن را جدا كرده ) سرم ( مايع رويي . سانتريفوژ شد

. ذخيره شدºc4 در  %)1/0( سديم آزيد 

از خرگوش نرمال كه به آن ايمونوژن :تهيه سرم خرگوش نرمال

 سرم جدا ،پس از سانتريفوژ.  خونگيري شد،تزريق نشده بود

.  ذخيره گرديدºc20در %) 1/0( شده و با افزودن سديم آزيد 

IgGتهيه و تخليص 

ml نمك سولفات آمونيوم به g2/1:مرسوبدهي با سولفات آمونيو

 ظرف حاوي سرم در حمام ،)اشباع% 40( سرم افزوده شد 3/5

يخ و نمك طعام به دماي صفر درجه رسيده و با همزدن 

متوالي، سولفات آمونيوم به سرم افزوده شد تا حدي كه كف 

مخلوط حاصله به. توليد نشده و پروتئينها كم كم رسوب كنند

 سانتريفوژ شده و رسوب براي rpm3500دقيقه در 20مدت 

.آزمايشات بعد نگهداري شد

ژل سفادكس :G-25كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون با سفادكس

25G- را در ستوني با ابعاد cm25×1/1 ريخته و حجم نهايي 

به ) PBS) 4/7=PHژل داخل ستون بابافر .  شدml20ژل 

بعد از حل  رسوبدهي تعادل رسيد و رسوب حاصل از مرحله

مايع . بر روي ستون مذكور قرار داده شدPBSشدن در بافر 

خروجي از ستون كروماتوگرافي با سرعت جريان حدود 

ml/hr10و فراكسيونهاي ml5/1 جمع آوري شده و جذب 

. خوانده شدnm280نوري آنها در طول موج 

 داراي T-gelاز ستون :(T-gel)كروماتوگرافي تيوفيليك 

رسوب حاصل از . ژل تيوفيليك استفاده شدml6/1حدود

 داراي TBSمرحله رسوبدهي با سولفات آمونيوم را در بافر 

  حل كرده و بعد از به تعادل رسيدن M5/0سولفات سديم 

ستون با بافر مذكور، از ستون عبور داده شد و در مراحل بعد 

 بدون سولفات TBS داراي سولفات سديم و TBSبه ترتيب 

ن عبور داده شد و جذب محلول خروجي در سديم از ستو

. خوانده شدnm280طول موج 

الكتروفورز استات سلولز :تاييد ماهيت مولكولهاي خالص شده

 با V240 دقيقه و با ولتاژ ثابت 40 به مدت PH=6/8در

براي رنگ آميزي پروتئينها از محلول . سيستم الفور انجام شد

ز رنگ آميزي، رنگبري و بعد ا.  استفاده گرديدSرنگي پانسو 

.سازي انجام شدشفاف

تاييد فعاليت آنتي باديهاي خالص شده

-Preدر دو مرحله:(DID)تهيه ژل ايمونوديفوزيون دوطرفه 

coating و Coatingانجام شد :

1(Pre-coating :ml5 از محلول mg/ml1 آگاروز را 

داده و به مدت قرار) mm76 ×26(اي روي اسلايد شيشه

.نكوبه شدا دقيقه در دماي آزمايشگاه 10دود ح

2(Coating :ml5 از محلول mg/ml10 آگاروز را روي 

 ريخته و در دماي (Pre – Coating)اسلايد داراي ژل اوليه 

چاهكهايي در داخل ژل ايجاد شد كه . آزمايشگاه خشك شد

.براي نمونه گذاري استفاده گرديد

در داخل چاهكهاي ژل، :(DID)انجام ايمونوديفوزيون دوطرفه 

 در برابر آنتي بادي خرگوش نرمال و آنتي Yايمونوگلوبولين 
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24-48بادي خرگوشهاي ايمونيزه شده قرار گرفت و بعد از

خطوط . ساعت خطوط رسوبي مورد بررسي قرار گرفت

. رنگ آميزي شد»آبي درخشان كوماسي«رسوبي با رنگ 

براي :IgYادي عليه  جهت ارزيابي فعاليت آنتي بELISAطراحي 

 مراحل IgYتعيين فعاليت و تيتر آنتي بادي خالص شده عليه 

:زير انجام شد

1-µL100IgY) µg2 ( به دو سري چاهك پليت

ساعت 12ميكروتيتر به صورت موازي افزوده شده و به مدت 

جهت ارزيابي پيوندهاي غير .  انكوبه شدºc30در دماي حدود

 بطور جداگانه BSA و PBS بافر ، به دو چاهك(NSB)ويژه 

.افزوده شده و در شرايط مذكور انكوبه گرديد

µl150(tapping)پس از شستشو و ضربه زدن -2

به عنوان بلوكر به تمام چاهكها اضافه شده و به % 5/0ژلاتين

. قرار گرفتºc30مدت يكساعت در دماي حدود 

3-IgG خرگوش نرمال )µl100 ( تا  100/1بارقتهاي 

ه يكسري از چاهكها اضافه شده  و در شرايط يكسان  ب10000/1

 خالص شده از سرم خرگوش IgGبه سري دوم از چاهكها 

ºc30 افزوده شد و به مدت يكساعت در دماي،ايمونيره شده

.قرار گرفت

HRP خرگوش، متصل به آنزيم IgG آنتي بادي عليه -4

 به همه چاهكها افزوده شده و به مدت 2000/1با رقت 

. انكوبه گرديدºc30در دماي يكساعت 

5-µl100 سوبستراي TMB به چاهكها افزوده شده و 

واكنش % 12 اسيدسولفوريك µl50 دقيقه با افزودن 10پس از 

قبل و .متوقف و رنگهاي ايجاد شده مورد بررسي قرار گرفت

همچنين .  انجام شدtapping شستشو و ،4و3بعد از مراحل 

 و رقيق سازي مورد  براي شستشوpH=3/7با PBSبافر 

.استفاده قرار گرفت

ها يافته

كروماتوگرافي مربوط :IgYكروماتوگرافي تيوفيليك و تخليص 

 در T-gelبه جذب نوري فراكسيونهاي خروجي از ستون 

پيك اول .  رسم شده است 1برابر شماره فراكسيونها در شكل

 داراي نمك TBSمربوط به فراكسيونهاي خروجي همراه بافر 

لفات سديم و پيك دوم مربوط به فراكسيونهاي خروجي سو

. بدون نمك سولفات سديم مي باشدTBSهمراه بافر 

كروماتوگرام مربوط به فراكسيونهاي خروجي از ستون . 1شكل 

جذب نوري در طول موج ): IgYتخليص  (T-gelكروماتوگرافي 

nm280 خوانده شد و هر فراكسيون ml5/1حجم دارد .

،2شكل :-25Gوماتوگرافي ژل فيلتراسيون با سفادكسكر

به فراكسيونهاي خروجي از ستون كروماتوگرام مربوط

.  مربوط به سرم خرگوش نرمال مي باشدG-25سفادكس

روماتوگرامهاي مربوط به خرگوشهاي ايمونيزه شده الگوي ك

. مشابهي داشت

 خروجي از ستون كروماتوگرام مربوط به فراكسيونهاي. 2شكل 

 از سرم خرگوش نرمالIgG جهت تخليص G-25سفادكس 
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،3در شكل:IgYكروماتوگرافي تيوفيليك و تخليص آنتي 

 براي خالص T-gelكروماتوگرام حاصل از كروماتوگرافي 

 نشان  داده  شده است IgYسازي آنتي باديهاي خرگوش عليه 

ديها ظاهر در پيك اول ناخالصي ها و در پيك دوم آنتي با. 

.شده اند

 در برابر شماره فراكسيونهاي nm280جذب نوري در . 3شكل 

در پيك دوم آنتي بادي عليه : T-gelخروجي از ستون كروماتوگرافي 

IgYمشاهده شد .

 نتيجه الكتروفورز استات ،4در شكل:الكتروفورز استات سلولز

اسيون سلولز سرم خرگوش، محصول كروماتوگرافي ژل فيلتر

. نشان داده شده استT-gelو محصول كروماتوگرافي 

، محصولات )1(الكتروفورزاستات سلولز سرم خرگوش . 4شكل 

و محصولات كروماتوگرافي ) 2وG-25) :3كروماتوگرافي سفادكس 

T-gel) 65و(

 نشانگر ،5شكل:(DID)ايمونوديفوزيون دو طرفه 

 واقع در چاهك IgYر آن ايمونوديفوزيون دو طرفه است كه د

مركزي در برابر آنتي بادي خرگوش نرمال واكنش نداده ولي 

IgYآنتي باديهاي خالص شده از خرگوشهاي ايمونيزه با 

مشاهده مي بعد از رنگ آميزي واكنش داده و خط رسوبي 

.شد

 بعد از رنگ آميزي با (DID)ايمونوديفوزيون دو طرفه . 5شكل 

، چاهكهاي پايين و IgYچاهك مركزي داراي  : رخشانكوماس آبي د

آنتي بادي سرم بالا بترتيب داراي آنتي بادي سرم خرگوش نرمال و

.خرگوش ايمونيزه باشند

ELISA جهت ارزيابي فعاليت آنتي بادي عليه IgY: رنگ زرد

توليد شده در پايان آزمايش تشكيل كمپلكس آنتي بادي و 

نتايج نشانگر فعاليت آنتي بادي عليه . دادپاسخ مثبت را نشان 

IgY در چاهكهاي داراي رقتهاي .  مي باشد10000/1 تا رقت

 به ترتيب بيشترين و IgY از آنتي بادي عليه 10000/1 و 100/1

در چاهكهاي داراي آنتي . كمترين تغيير رنگ مشاهده گرديد

 تغيير رنگ BSA و پروتئين PBSبادي خرگوش نرمال، بافر 

.گرديدمشاهده ن

بحث 

ايمونوگلوبولين زرده تخم مرغ با ساختمان مولكولي و 

مشخصات منحصر به فرد مي تواند به عنوان جايگزين آنتي 

باديهاي پلي كلونال موجود در بسياري از روشهاي 
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توليد آنتي . ايمونوشيميايي و نيز ايمونوتراپي استفاده شود

 و نيز IgY براي شناسايي و تعيين فعاليتIgYبادي عليه  

در اين .طراحي كيت هاي ايمونوشيميايي ضروري است

 از زرده IgYتحقيق با استفاده از تجهيزات ارزان و هزينه كم 

تخم مرغ جدا شده و با استفاده از كروماتوگرافي تيوفيليك 

 به همراه IgYتزريق هاي اوليه و بوستر . خالص گرديد

تي بادي عليه ادجوانت فروند به خرگوش منجر به توليد آن

IgY شد كه با استفاده از روشهاي رسوبدهي اوليه و بعد 

وجود بيش از . كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون خالص گرديد

يك باند در الكتروفورز استات سلولز نشانگر ناخالصي در 

، T-gelكروماتوگرافي پس از . محصول نهايي مي باشد

ي باشد كه الكتروفورز استات سلولز نشانگر محصول خالص م

تخليص آنتي . گاما الكتروفورزي مشاهده گرديددر باند

 توسط ما و ساير محققين T-gelبا روش نيز باديهاي انسان 

 در اين تحقيق آنتي بادي از سرم .)14(گزارش شده است

. ييد گرديدأ جدا شده و فعاليت آن تT-gelخرگوش به روش 

قيق راه  در اين تح(DID)روش ايمونوديفوزيون دو طرفه 

اندازي شد كه مي توان از آن براي شناسايي و تعيين فعاليت 

آبي آنتي باديها استفاده نمود و بعد از رنگ آميزي با كوماسي 

نتايج ايمونوديفوزيون دو . ، مورد مطالعه قرار داددرخشان

طرفه نشانگر خط رسوبي در حد فاصل چاهكهائي مربوط به 

IgY و آنتي IgYطوط در حد فاصل چاهك باشد كه اين خ مي

بادي خرگوش نرمال مشاهده نگرديد، لذا  و آنتيIgYهاي 

يد أيتخم مرغ ت زردهIgYواكنش آنتي بادي توليد شده بر عليه 

يد أي نيز تELISA با روش IgYفعاليت آنتي بادي عليه .گرديد

 نيز فعاليت آنتي بادي مشاهده 10000/1 بطوريكه تا رقت ،گرديد

 مي توان انواع IgY كردن آنتي بادي عليه با نشاندار. شد

 براي تعيين فعاليت و نيز اندازه گيري ELISAروشهاي

تهيه و .مولكولهاي مختلف را طراحي و راه اندازي نمود

 از خرگوش به دليل فاصله IgYتخليص آنتي بادي عليه 

فيلوژنتيك پرندگان و پستانداران مي تواند منجر به افزايش 

يمونواسي و نيز كاهش خطاي مثبت در اين كارآيي روشهاي ا

 در آينده اي IgY و آنتي IgYبا نگاهي به . روشها گردد

نزديك شاهد طراحي روشهاي جديد ايمونواسي و 

.ايمونوتراپي با هزينه كمتر و كارآيي بيشتر خواهيم بود

تقدير و تشكر

بدينوسيله از شـوراي محتـرم پژوهشـي دانشـگاه علـوم         

ل حمايت مـالي و نيـز از آقايـان محمـدعلي            پزشكي بابل بدلي  

پاشائي، حسين رجبي و عزيز شيرافكن كه در مراحـل اجـراي            

.اين طرح همكاري نمودند، قدرداني مي شود

���������� 
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