
 
 

  
  

  چندگانه جهت تکثیر  هاي پلیمراز زنجیرسازي واکنش  طراحی و بهینه
  بادي انسانی علیه توکسوئید کزاز هاي آنتی  ژن

  

  *4، جلیل فلاح مهرآبادي3، سید حمیدرضا خاتمی3زاده ، رامین فلاح2نژاد ، حمیده روحانی1معصومه بزاز

  

   
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  
  
  
    

دانشجوي کارشناس ارشد بیوتکنولوژي 1
مولکولی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، 

  .تهران، ایران
  

شناسی،  دانشجوي دکتري میکروب2
  .دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهران، ایران

  
کارشناس ارشد بیوتکنولوژي، دانشگاه 3

  .صنعتی مالک اشتر، تهران، ایران
  

پژوهشکده  ،شناسی میکروب استادیار4
علوم و فناوري زیستی، دانشگاه صنعتی 

 .مالک اشتر، تهران، ایران
  

  

  

  

  : نویسنده مسئول مکاتبات*
   ده ـپژوهشک ادي،ـرآبـلاح مهـل فـلیـج

صنعتی  دانشگاه علوم و فناوري زیستی،
  مالک اشتر، تهران، ایران؛

  
  :آدرس پست الکترونیکی

jalil.fallah@gmail.com  
  

  19/1/92: تاریخ دریافت
  

 3/5/92: تاریخ پذیرش

  چکیده
هاي تشخیص و درمان مورد استفاده قرار   ها در بسیاري از حوزه  بادي آنتی :زمینه و هدف

هاي کاملاً انسانی به دلیل عدم برانگیختن پاسخ ایمنی در بدن بسیار مورد   بادي آنتی. گیرند می
چندگانه  هاي پلیمراز زنجیرسازي واکنش  طراحی و بهینه مطالعه با هدف این. توجه قرار دارند
 .بادي انسانی علیه توکسوئید کزاز انجام شد هاي آنتی  جهت تکثیر ژن

ها،   شده با توکسوئید کزاز و جداسازي لمفوسیت پس از خونگیري از انسان ایمن :روش بررسی
RNA  استخراج وcDNA طی دو واکنش . ساخته شدPCR  جفت  14چندگانه و با استفاده از

. بادي تکثیر شد و سنگین آنتی) کاپا(هاي سبک   هاي ناحیه متغیر زنجیره  پرایمر، همه تنوع ژن
 Semi Nested PCR و واکنش   ScFvصورت به VLو  VHقطعات  جهت اتصال PCRواکنش 

  . جهت افزودن جایگاه برش آنزیم محدودالاثر به دو انتهاي قطعه انجام شد
هاي  به ترتیب به اندازه VLو  VH، دو قطعه  Multiplex PCRدر انجام دو واکنش  :ها  یافته

bp410  با واکنش. تکثیر شد 680وOverlap Extension PCRدو قطعه ،VH  و VL صورت  به
ScFv هم متصل و قطعه  بهbp1070 در نتیجه انجام واکنش. دست آمد  به Semi Nested PCR ،

 .اضافه شد  ScFvجایگاه برش به دو انتهاي

، Multiplex PCRسازي عوامل موثر در  با انتخاب مجموعه پرایمر مناسب و بهینه :گیري نتیجه
هاي  ، همه تنوعUniplexبه جاي چند واکنش  جداگانه  Multiplex PCRتوان با دو واکنش می
تام لمفوسیت انسانی را تکثیر و جداسازي نمود،  cDNAدست آمده از میان   بادي به هاي آنتی ژن

بادي  هاي ژنتیکی آنتی  تنوع  ، تمامیMultiplex PCRتوان تنها با استفاده از دو واکنش  لذا می
  .شده با توکسوئید کزاز تکثیر کرد از خون فرد ایمن VLو  VHصورت قطعات  به را انسانی

  .هاي پلیمراز چندگانه بادي نوترکیب؛ توکسوئید کزاز؛ واکنش زنجیر آنتی: ها  کلید واژه
  

  مجله دانشگاه علوم پزشکی قم
  93 اردیبهشت ـ فروردین، اول، شماره هشتمدوره 

  9الی  1صفحه 

 
  مقاله پژوهشیمقاله پژوهشی

(Original Article) 
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J. Designing and optimizing of multiplex polymerase chain reaction for 
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  معصومه بزاز و همکاران                                        بادي انسانی علیه توکسوئید کزاز هاي آنتی  چندگانه جهت تکثیر ژن هاي پلیمراز زنجیرسازي واکنش  طراحی و بهینه
 

  مقدمه 
، با این دارند ياریبس یو درمان یصیتشخ يها کاربرد ها  بادي آنتی

هاي مونوکلونال موشی و کایمریک در   بادي حال استفاده از آنتی
توان  رو است که از جمله می هایی روبه  موارد درمانی با محدودیت

ی، کارآیی نامناسب و نیمه عمر کم آنها به برانگیختن پاسخ ایمن
هاي مونوکلونال   بادي هاي تهیه آنتی  رو تکنیک از این. اشاره نمود

هاي درمانی   بادي درمانی در حال پیشروي به سمت تولید آنتی
و تاکنون نیز چندین محصول تجاري از این  )1(کاملاً انسانی است 

هاي مختلفی نیز جهت ساخت   نوع وارد بازار شده و تکنیک
در این میان . )2(ابداع گردیده است  بادي کاملاً انسانی آنتی

هاي   هاي تراریخت، موش  توان به تکنولوژي تولید موش می
، )Severe Combined Immunodeficient )3ترنسکروموزوم و 

ادي از ـب یـه آنتـ، تهی)4(ی ـانـاي انسـریدومـه هیبـاي تهیـه  نیکتک
          ار ـن بـایـتـروس اپشـده با ویـش ورمـرنسفـت Bاي ـه  ولـسل

)Epshtein Bar Virus, EBV ()5 ( و در نهایت تکنیک نمایش
انسانی،   بادي هاي تهیه آنتی  از میان روش). 7،6(فاژ اشاره نمود 

در این . )8( فاژي بسیار مورد توجه قرار گرفته استروش نمایش 
بادي انسانی توسط واکنش  هاي آنتی  روش، ابتدا همه تنوع ژن

RT-PCR، بادي ذخیره  صورت یک کتابخانه آنتی تکثیر و به
ژن  بادي اختصاصی آنتی شود، سپس با واکنش الایزا، آنتی می

بادي  کتابخانه آنتیجهت تهیه یک . گردد موردنظر غربالگري می
علت این امر، تنوع ). 9(انسانی، تعداد زیادي پرایمر نیاز است 

رو  از این. هاي انسانی است  بادي آنتی هاي  موجود در ژن
آن، از اهمیت بالایی برخوردار است  PCRسازي شرایط  بهینه

اي طراحی و انتخاب  گونه ها به بنابراین، لازم است پرایمر. )10(
بادي را در برگیرند؛ بدین  هاي ممکن آنتی  که همه تنوع ،شوند

دسته اول : گیرد منظور، دو دسته پرایمر مورد استفاده قرار می
 ن ـره سنگیـر زنجیـه متغیـی ناحیـاي اختصاصـه رـل پرایمـامـش
)Variable Heavy (VH هاي اختصاصی ناحیه   و دسته دوم پرایمر

باشد  میVariable Light(  VL(بادي  متغیر زنجیره سبک آنتی
که عامل  بودهعفونت حاصل از سم  یکزاز نوع يماریب ).11(
 نیا. باشد یتتانی م دیومیکلستر يهواز یب يباکتر ،آن جادیا

که مسئول بروز کند  مینام تتانوس ترشح  به نیتوکس ینوع يباکتر
  . کزاز است يماریعلائم ویژه ب

  

سبب انقباض تواند  می یک نوروتوکسین قدرتمند عنوان به تتانوس
 ماریموجب مرگ ب صورت عدم درمان، شدید عضلات و در

گزارش شده % 25-50حدود  يماریب نیا يآور مرگ زانیم. گردد
کنترل  قابل وسیله واکسن کزاز کاملاً هکزاز ببیماري . )12( است

هزار نفر در اثر ابتلا  400-800 تعداد انهیاما همچنان سال باشد، می
 نیبهتر. )13( دهند یجان خود را از دست م یعفون يماریب نیبه ا

از اتصال آن به  شیپ نیتوکس يساز یخنث ي،ماریباین  يدرمان برا
، خون در حال گردش است که در یزمان یعنی؛ یسلول يها  رندهیگ

بادي  آنتی تیکزاز ماه نیتوکس يها  کننده یخنث ).14(باشد  می
تهیه  یانسان ای یوانیح ونیمیپرایها   يها  سرم از دارند و اغلب

 هیته نهیدر زمي صورت گرفته ها  شرفتیوجود پ با. شوند می
  از سرم ،همچنان جهت درمان کزازی، درمان   يها  بادي آنتی

جداشده از  کلونال یبادي پل آنتی ایو  یوانیح ای یانسان ونیمیپرایها 
جهت  نیبا نام تتابول  ییدارو ،امروزه ).15(شود  یسرم استفاده م

 ونیمیپرایها   که از نوع سرم ردیگ یم اردرمان کزاز مورد استفاده قر
هاي  لازم به ذکر است استفاده از دارو. )14،12( ستا یانسان

گرفته از سرم انسان یا حیوان، علاوه بر اینکه موجب  نشأت
شوند؛ امکان ابتلاي فرد پذیرنده به  برانگیختن پاسخ ایمنی می

 دهند شونده از طریق خون را نیز افزایش می هاي منتقل بیماري
ی جهت هاي مختلف، تحقیقات همین دلیل محققان کشور به. )16(

بادي انسانی اختصاصی توکسین کزاز را آغاز  دستیابی به آنتی
با استفاده از تکنیک  1982و همکاران در سال  Kozbor. کردند

بادي انسانی  ، اقدام به تهیه آنتیBنامیراسازي سلول هیبریدوماي و
با تهیه  2005و همکاران نیز در سال   Meijerدکتر). 17،4(نمودند 

بادي انسانی، برعلیه توکسین کزاز به روش نمایش  کتابخانه آنتی
هاي درمانی   بادي با وجود اینکه آنتی). 18(فاژي غربالگري کردند 

اند  ه انسانی مختلفی به روش نمایش فاژي تهیه و وارد بازار شد
بادي انسانی اختصاصی توکسین کزاز همچنان در  ، اما آنتی)19(

ان نیز روش نمایش فازي براي در ایر. برد فاز تحقیقاتی به سر می
هاي انسانی دیگري به کار گرفته شده است   بادي تهیه آنتی

هاي نواحی   مطالعه حاضر تکثیر تنوع کاملی از ژن در). 21،20(
ها، بدون نیاز به انجام  بادي انسانی با استفاده از پرایمر متغیر آنتی

و تنها طی دو واکنش  Uniplex PCRتعداد زیادي واکنش 
Multiplex PCR صورت گرفت .  
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هاي  ش زنجیرسازي واکن لذا این تحقیق با هدف طراحی و بهینه
بادي  آنتی سازي روش تهیه کتابخانه ژنی وزر  پلیمراز چندگانه و به

بادي ایمن جهت  کتابخانه ژنی آنتیدر ایران، همچنین تهیه یک 
بادي انسانی علیه توکسوئید کزاز  هاي آنتی  غربالگري و تکثیر ژن

 .انجام شد
  

  روش بررسی
شده علیه توکسین کزاز، به میزان  در این مطالعه ابتدا از فرد ایمن

ml5 روز پیش از خونگیري، با  7فرد مذکور . (خون گرفته شد
     ، )22() ز واکسینه شده بودکزا -واکسن دوگانه دیفتري 

اضافه و با استفاده از فایکول،  PBSسپس هم حجم خون، 
(Peripheral Blood Mononuclear Cell) PBMCs  جداسازي

کشور  Roche، از کیت شرکت RNAجهت استخراج . شد
  .آلمان استفاده گردید

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

% 01/0مامی مواد و وسایل مورد استفاده در این مرحله با محلول ت
DEPC )Hypoxanthine Phosphoribosyl Transferase (

نهایت، جهت تعیین  در. غیرفعال گردید RNaseتیمار شدند و 
شده، از روش الکتروفورز ژل آگارز  استخراج  RNAکیفیت

سنتز ، RNAپس از اطمینان از کیفیت مناسب  .استفاده شد
cDNA  با استفاده از کیت شرکتRoche ها  بر روي نمونه  

       شده، از  ساخته cDNAبراي کنترل کیفیت . انجام گرفت
و ) HPRT  )F:cttcctcctcctgagcagtcاختصاصی ژن هاي  پرایمر

R:aacacttcgtggggtccttt) (و روشRT-PCR   استفاده شد)23.(  
نیز به ترتیب پرایمر پیشرو  VLو  VHجهت تکثیر ناحیه 

(Forward)  به همراه یک نوع پرایمر پسرو  6و  8نوع
(Reverse)  1 جدول شماره) (11(مورد استفاده قرار گرفت.(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي پیشرو و پسرو جهت تکثیر نواحی متغیر زنجیره سنگین،   توالی پرایمر: 1جدول شماره
  Semi Nested PCRزنجیره سبک کاپا و واکنش 

  نام  الیتو
tattggcgcgccatggccCAGRTGCAGCTGGTGCART  F:VH 41 
tattggcgcgccatggccSAGGTCCAGCTGGTRCAGT F:VH 42 

tattggcgcgccatggccCAGRTCACCTTGAAGGAGT F:VH 43 

tattggcgcgccatggccSAGGTGCAGCTGGTGGAG F:VH 44 

tattggcgcgccatggccCAGGTGCAGCTACAGCAG F:VH 45 

tattggcgcgccatggccCAGSTGCAGCTGCAGGAGT F:VH 46 

tattggcgcgccatggccGARGTGCAGCTGGTGCAGT F:VH 47 

tattggcgcgccatggccCAGGTACAGCTGCAGCAGTC F:VH 48 
GACSGATGGGCCCTTGGTGG  R:CH9 

gccatggcgcgccaatagctagccGACATCCAGWTGACCCAGTCT F:VLk 54 

gccatggcgcgccaatagctagccGATGTTGTGATGACTCAGTCT F:VLk 55 

gccatggcgcgccaatagctagccGAAATTGTGWTGACRCAGTCT F:VLk 56 

gccatggcgcgccaatagctagccGATATTGTGATGACCCACACT F:VLk 57 

gccatggcgcgccaatagctagccGAAACGACACTCACGCAGT F:VLk 58 

gccatggcgcgccaatagctagccGAAATTGTGCTGACTCAGTCT F:VLk 59 
atatatatgcggccgcttaTTAACACTCTCCCCTGTTGAA  R:CLk 60 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCAGGGTGCC F:JH 61 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCATTGTCCC F:JH 62 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCAGGGTTCC F:JH 63 

ggaggcgctcGAGACGGTGACCGTGGTCCC F:JH 64 
accgcctccaccggcggccgcttaTTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT  R:CLk 21 
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انجام  PCRصورت جداگانه، واکنش  با استفاده از هر پرایمر به
تغییر تعداد سیکل، گرادیان (شد و پس از تغییر شرایط از جمله 

، تغییر کمیت dNTP، غلظت MgCl2اتصال، غلظت   دماي
cDNA( واکنش به یک شرایط بهینه رسید و با توجه به شرایط ،

         انجام شد  Multiplex PCRدست آمده، واکنش  به 
، غلظت Multiplex PCRجهت انجام ). 2جدول شماره (
  ک از ـریــبت هـه نسـردید، کـاب گـاي انتخ هـونـگ ا بهـه رـرایمـپ

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در ادامه، . باشد 5به  R ،1به کل غلظت پرایمر  Fهاي  پرایمر
صورت  در دستگاه ترموسایکلر به PCRشرایط دمایی واکنش 

  :زیر تنظیم شد
 ،Denature:94˚C/30s، Annealing:52˚C/30s(سیکل  7

Extension:72˚C/30s ( سیکل  33و)Denature:94˚C/30s، 
Annealing:60˚C/30s، extension:72˚C/30s(،                          

 .(Final Extension:72˚C/10min)  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  شده با شرایط بهینه Multiplex PCRغلظت مواد مورد استفاده جهت انجام دو واکنش : 2جدول شماره

VH 
 PCR Master  نام ماده

mix  
Primers  cDNA MgCl2  H2O  Total  R:CH60  F:VH1-8  

  X1  pM2  pM )8×4/0(  µl3  mM5/1  µl16  µl50  مقدار

VL  
  PCR Master mix Primers cDNA MgCl2  H2O  Total  R:CLK60  F:VL4-9  نام ماده
  X1  pM2  pM)6×4/0(  µl3  mM5/1  µl18  pM50  مقدار

 
و به دست آوردن توالی  VLو  VHمنظور اتصال قطعات  به

ScFv یک واکنش ،Overlap Extenssion PCR  سیکل  30با
 23سیکل بدون پرایمر، سپس  7این واکنش ابتدا با . انجام شد

 Semi Nested PCRهاي  سیکل پس از اضافه کردن پرایمر
همچنین در این روش ابتدا اجازه داده شد تا . صورت گرفت

  ودن ـه نمـافـا اضـس بـل، سپـر متصـدیگـبه یک VLو  VHقطعات 
  

 .هاي موردنظر، قطعه مذکور تکثیر شود پرایمر
  

  ها  یافته
 14در این مطالعه ابتدا مطابق برنامه دمایی ذکرشده در بخش قبل، 

بادي انجام شد  جهت تکثیر قطعات آنتی Uniplex PCRواکنش 
  )1شکل شماره (

  
 15و  14، 13، 11الی 7هاي  و ردیف VLهاي   با پرایمر PCRنتیجه  6الی  1هاي   ردیف. VLو  VHهاي   ، با استفاده از پرایمرPCRانجام واکنش : 1شکل شماره 

ها از دو ژل   به دلیل زیاد بودن تعداد نمونه. (باشند می bp680و  bp410به ترتیب  قطعاتی به طول  VLو  VHناحیه  PCRبا اندازه محصول  PCRنتیجه 
  ).جداگانه استفاده شده و سپس تصویر هر دو ژل به یکدیگر متصل شده است

 Geneاند مربوط به ناحیه  ه هایی که با حروف بزرگ مشخص شد  و بخش Tailاند مربوط به بخش  ه ه با حروف کوچک مشخص شدهایی از پرایمر ک  بخش

Specific باشد می .R پرایمر پسرو و  معرف توالیF معرف توالی پرایمر پیشرو است.  

  .تعیین شد housekeeping PCR، همچنین کیفیت محصول واکنش Rocheبراساس مقدار پیشنهاد شده در کیت شرکت  cDNAحجم *

 

VH = 480 

VL= 610 
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هاي  شود باند مشاهده می 1طورکه در شکل شماره  همان
سازي شرایط  منظور بهینه  بنابراین، به. غیراختصاصی نیز وجود دارند

PCR تتغییراتی در غلظت مواد مورد استفاده و نیز کمی ،cDNA 
انجام  MgCl2با گرادیان  PCRدر همین راستا، واکنش . داده شد

در نتیجه . به دست آید MgCL2ترین غلظت  گرفت تا مناسب
  . بهترین شرایط براي انجام واکنش فراهم شد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

، با توجه به شرایط PCR Uniplexپس از تغییر در شرایط واکنش 
با . طراحی گردید Multiplex PCRبهینه به دست آمده، واکنش 

اعمال تغییرات در غلظت مواد مورد استفاده، براساس بهینه شرایط 
صورت  به VLو  VH، قطعات  Multiplex PCRبراي واکنش

روي ژل استخراج شده و سپس محصولات از . جداگانه تکثیر شد
  .)2شکل شماره (براي مرحله بعد مورد استفاده قرار گرفت 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 bp plus100مارکر  .3، ردیف VL. 2ردیف  VH. 1شده از روي ژل ردیف  سازي خالص  VLو VHالکتروفورز محصولات : 2شکل شماره

  ) سیکل ابتدایی واکنش Overlap Extension PCR )7صورت جداگانه، طی یک واکنش  به VHو  VLپس از تکثیر قطعات 
، طی Semi Nested PCRهاي  سپس با افزودن پرایمر. به دست آمد bp1070به یکدیگر متصل شدند و یک قطعه با طول  5′هر دو قطعه از سمت 

  ).3شکل شماره(نیز به دو سر آن اضافه شد  XhoI  و NotI محدودالاثر هاي  هاي برش آنزیم تکثیر و جایگاه bp1070؛ قطعه PCRسیکل واکنش  23

  
  ، bp plus100مارکر  .2سازي، ردیف  پیش از بهینه PCRمحصول  .1ردیف . Overlap Extension PCRمحصول : 3شکل شماره

  PCRسازي محصول  پس از بهینه PCRمحصول  .3ردیف 
 

  

 

 
 

 

1200 

 

1000  
 
 

VH linker VL= 1070 bp 

۵ 
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 بحث
هاي تشخیصی و درمانی بسیاري دارند؛  ها کاربرد  بادي آنتی

هاي درمانگر از نوع  از دارو% 30امروزه حدود  که طوري به
 هاي مونوکلونال  بادي با وجود اینکه آنتی). 24(بادي هستند  آنتی

عنوان دارو مورد  موشی، کایمریک و انسانی بوده، اما همچنان به
هاي کاملاً   بادي هاي تهیه آنتی  گیرند، تکنیک استفاده قرار می

سرعت در حال پیشروي  ، به (Fully Human Antibodies)انسانی
بادي مونوکلونال  نوع آنتی 13که امروزه حدود  اي گونه است؛ به

در این دسته از . )25(شود  در بازار عرضه میدرمانی کاملاً انسانی 
ها شامل نواحی متغیر، ثابت و در صورت   ها همه بخش بادي آنتی

برداري شده است که در این  ، از ژنوم انسانی کپیFcوجود ناحیه 
از . ایمنی به حداقل خواهد رسیدصورت، احتمال برانگیختن پاسخ 

ی به روش هیبریدوما، سپس به هاي انسان  بادي تهیه آنتی 1982سال 
با روي کار آمدن  ).4(رواج یافت  Bهاي   روش نامیراسازي سلول

هاي موجود در   ، محدودیت1990تکنیک نمایش فاژي در سال 
یافتن یک جفت مناسب جهت ادغام با (هاي مذکور   روش

) بادي کننده آنتی انسانی، پایداري کم لاین سلولی بیان لمفوسیت
ترین  که امروزه تکنیک نمایش فاژي، رایج اي گونه برطرف شد، به

گردد؛ زیرا علاوه  بادي انسانی محسوب می روش براي تهیه آنتی
توان به توالی  هاي دو روش قبلی، می  بر حذف محدودیت

گردد که هر نوع  اهم بادي دست یافت و این امکان نیز فر آنتی
زنجیره،  بادي کامل، تک شده شامل آنتی بادي مهندسی آنتی

لذا در این تحقیق، ). 3(به دست آید  F(ab)2و یا  Fabقطعات 
بادي علیه توکسوئید  منظور تعیین توالی آنتی روش نمایش فاژي به

نوکلونال علیه توکسین کزاز وبادي م تهیه آنتی. کزاز انتخاب شد
انجام شد  EBVبا روش هیبریدوما و نامیراسازي با  1980در دهه 

اختصاصی  Fabقطعه  1996پس از آن در سال ). 26،17،4(
. )27(توکسین کزاز با استفاده از روش نمایش فاژي به دست آمد 

در ادامه نیز محققان در جهت بهبود تکنیک نمایش فاژي حرکت 
بادي  هیه آنتیهاي ت  در کشور ایران نیز تکنیک). 28،9( کردند

آیت و همکاران ). 4(مونوکلونال انسانی در حال پیشرفت است 
بادي را با هدف جداسازي  کتابخانه آنتی 2005اولین بار در سال 

در این ). 20(بادي مونوکلونال براي سرطان سینه تهیه کردند  آنتی
  رار ـاده قـورد استفـانه مـابخـه کتـجفت پرایمر جهت تهی 36تحقیق 

  

، Uniplexصورت  به PCRهاي   پس از انجام واکنش. گرفت
محصولات آنها را با هم ادغام کرده و توانستند همه تنوع ممکن 

در دانشگاه شیراز نیز در سال . بادي را تکثیر کنند هاي آنتی ژن
هدف از این تحقیق، . بادي انسانی ساخته شد ، کتابخانه آنتی2008

در پژوهش ). 21(بود  P185 بادي اختصاصی غربالگري آنتی
، Uniplex PCRهاي   حاضر، ابتدا شرایط بهینه جهت انجام واکنش

 فراهم شد، سپس طی دو واکنش جداگانه Multiplex PCRسپس 
Multiplex PCRهاي   ژن  ، تمامی تنوعVH وVL   ازcDNA  تام

شده، تکثیر و جداسازي  هاي خون فرد ایمن حاصل از لمفوسیت
هاي مورد  طورکه پیشتر ذکر گردید، مجموعه پرایمر همان. شدند

هاي منتشرشده   استفاده در این تحقیق نیز از میان مقالات و پتنت
منظور ایجاد یک کتابخانه ایمن،  در مطالعه حاضر، به. انتخاب شد

. شده با توکسوئید کزاز استفاده شد هاي فرد واکسینه  از لمفوسیت
درمانی اختصاصی کزاز، بادي  هدف در استفاده از آنتی

بادي آن  سازي توکسین کزاز در خون بود که ساختار آنتی خنثی
بدین منظور، سه . در نظر گرفته شد ScFvزنجیره  صورت تک به

  :دسته پرایمر مورد استفاده قرار گرفت
، ) Rو یک نوع پرایمر Fنوع پرایمر  VL )6طراحی مجموعه  -1

  جهت تکثیر ناحیه متغیر رشته سبک؛
، )Rو یک نوع پرایمر  Fنوع پرایمر  VH )8حی مجموعه طرا  -2

  بادي؛ جهت تکثیر ناحیه متغیر رشته سنگین آنتی
                      ام ــت انجـهـاز جــورد نیــاي مــه رـرایمـه پـوعـجمـم -3

Semi Nested PCR که از یک نوع پرایمر ،F  و چهار نوع
ه و جهت تکثیر قطعه حاصل از اتصال  تشکیل شد Rپرایمر 

VH وVL گیرند به یکدیگر مورد استفاده قرار می .  
شده جهت به دست آوردن  ها از مطالعات انجام توالی پرایمر

ساختار ). 11(انتخاب شد  2010بادي انسانی در سال  آنتی
: هاي به کار رفته در این تحقیق از دو بخش تشکیل شده بود پرایمر

بادي و  ژن آنتی 5′مسئول اتصال به انتهاي  ؛ناحیه اختصاصی ژن
به  VHو  VLکننده نحوه اتصال قطعات  ، که تعیینTailناحیه 

. یکدیگر، همچنین محل برش آنزیم جهت فرآیند کلونینگ بود
این امکان را فراهم  Fي ها  پرایمر Tailتوالی موجود در بخش 

پس از تکثیر، در یک واکنش  VL و VHکند، که دو قطعه   می
  ه ـب ScFvورت ـص هـب Overlap Extension PCRوان ـا عنـر بـدیگ
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ها داراي بخش  با توجه به اینکه پرایمر. یکدیگر متصل شوند
Overhang  ،هستندTm که تنها به ناحیه اختصاصی ژن  براي زمانی
که هم ناحیه  نسبت به زمانی) 1-7هاي   سیکل(شود  متصل می

، )سیکل هفتم به بعد(گردد  متصل می Tailاختصاصی ژن و هم 
ین در مطالعه حاضر، بنابرا. متفاوت در نظر گرفته شده است

در . متفاوت انجام شد Tmصورت دو لوپ با  به PCRواکنش 
هاي به دست آمده نسبت به  نتیجه، علاوه بر افزایش کیفیت باند

تعریف شده بود، تعداد  PCRکه تنها یک لوپ براي  زمانی
که در   مورد دیگري. هاي غیراختصاصی نیز کاهش یافت  باند

سزایی داشت؛ نسبت  تأثیر به Multiplex PCRتنظیم واکنش 
اعمال  5به  1که نسبت  زمانی. بود Rبه پرایمر  Fهاي  غلظت پرایمر

، از میزان DNAشد، علاوه بر افزایش کیفیت و درخشندگی باند 
هاي دخیل در  از میان پارامتر. دایمر پرایمر نیز کاسته شد

شده و مقدار آن، اهمیت  ساخته cDNAسازي، کیفیت  بهینه
جهت انتخاب مجموعه پرایمر مناسب براي تکثیر . بسیاري داشت

 بادي اختصاصی توکسوئید کزاز، نکات زیر در نظر  ژن آنتی
  :گرفته شد

وکتور بیانی که قطعات در آن  -2بادي؛  ساختار نهایی آنتی -1
سیستم  -4هاي محدودالاثر؛   توالی آنزیم -3گردند؛  کلون می

بادي  ساختار آنتی. بادي در نظر گرفته شد که جهت تهیه آنتی  نیبیا
که  درصورتی. باید پیش از طراحی پرایمر در نظر گرفته شود

لازم  ،بادي تک زنجیره باشد هدف، به دست آوردن یک آنتی
قرار داده   Overhangصورت ها، بخشی به است در ساختار پرایمر

ست که بتواند امکان ترین ویژگی این بخش آن ا شود و مهم
  Overlap Extension PCRاتصال دو قطعه را طی یک واکنش

انتخاب وکتور و سیستم بیانی مناسب در میزان و ). 29(فراهم سازد 
با توجه به اینکه سیتوپلاسم . بادي بسیار اهمیت دارد کارآیی آنتی

بادي مناسب نیست،  یک مکان احیاکننده بوده و براي تجمع آنتی
اي انتخاب شده است، که قطعات به فضاي  گونه ستم بیانی بهلذا سی

توان قطعات را  در این صورت می. هدایت شوند پلاسمی  پري
جهت انجام فرآیند کلونینگ لازم . بیان نمود ScFvصورت  به

ها قرار  هاي محدودالاثر در پرایمر  است تا توالی محل برش آنزیم
هاي محدودالاثر، عدم   آنزیمترین مبنا در انتخاب  مهم. داده شود

  ه ـوط بـربـاي مـه  یـوالـزیم در تـر آنـاگـاحتمال وجود توالی شناس
  

در این تحقیق با عنایت به نکات ذکرشده، . بادي است آنتی
هاي مناسب از میان منابع مختلف انتخاب و شرایط  مجموعه پرایمر

ها   در بخش مواد و روش(به دست آمد  Multiplex PCRبهینه 
سازي واکنش  تحقیقاتی که تاکنون در زمینه بهینه). ذکر شده است

Multiplex PCR هایی غیر از   صورت گرفته، اغلب بر روي ژن
که در این میان وجود دارد این  تفاوت مهمی. بادي بوده است آنتی

هاي   هاي تکثیرشونده در اغلب واکنش است که اندازه ژن
ي در این تحقیق مورد بررسی قرار ساز اي که براي بهینه چندگانه

که بررسی تکثیر  اي گونه گرفت، با یکدیگر بسیار تفاوت داشت؛ به
پذیر بود  و عدم تکثیر یک ژن خاص در اثر تغییر شرایط امکان

بادي، تنوع  هاي آنتی  که هنگام تکثیر ژن ، درصورتی)31،30(
یز تکثیر ه ن اندازه متعلق به یک خانواد هاي هم  اي از ژن گسترده

اي  گونه هاي مورد استفاده در این تحقیق به  بنابراین، روش. یابد می
همچنین در . که ریسک عدم بیان وجود نداشته باشد ،انتخاب شد

، Multiplex PCRسازي  شده، جهت بهینه مطالعات پیشین انجام
در  .)32(مربوط به تغییر غلظت مواد و دماي واکنش بوده است 

تحقیق حاضر نیز علاوه بر تغییر دما و غلظت، تغییر در تعداد لوپ 
ي نمودن واکنش، نتیجه ا ن دو مرحله، همچنیPCRهاي   واکنش

  . بهتري را نشان دادبسیار 
  

  گیري نتیجه
سازي شرایط  طبق نتایج این مطالعه، انتخاب پرایمر مناسب و بهینه

چندگانه، تمام تنوع ژنتیکی  PCRواکنش، طی دو واکنش 
هاي   هاي متغیر زنجیره سبک کاپا و سنگین را از لمفوسیت  بخش

سپس طی یک . دهد شده با توکسوئید کزاز، تکثیر می فرد ایمن
 VLو  VH، قطعات OverlapExtenssion PCRواکنش 

در نهایت، با انجام . شوند به یکدیگر متصل می ScFvصورت  به
با حساسیت بیشتر  ScFvهاي   توالی  Semi Nested PCRواکنش

ضافه هاي محدودالاثر به دو انتهاي آنها ا  تکثیر و محل برش آنزیم
هاي محدودالاثر برش داده   در ادامه، این قطعات با آنزیم. گردد می

لذا استفاده از این مجموعه . شوند شده و وارد وکتور فاژي می
. گردد بادي توصیه می پرایمر جهت تکثیر توالی هر نوع آنتی

و  Multiplex PCRهمچنین با توجه به استفاده از دو واکنش 
    JHیهـاحـی نـاصـاختص Semi Nested PCRاي ــه رـرایمـه پـاینک
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هایی   بادي از وکتور گردد براي بیان آنتی باشند، پیشنهاد می می

. در ساختار آنها موجود باشد  CH1استفاده شود که ناحیه
  اختصاصی توکسوئید کزاز   بادي براي بیان آنتیترین وکتور  مناسب

  
  

هاي مورد استفاده در این تحقیق تکثیر شده است،  که با پرایمر
توان قطعات  نام دارد، که با استفاده از آن می JSK301وکتور 

  . بیان نمود E.coliبادي را در میزبان پروکاریوتی  آنتی
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