
 

602 

 ّم داوشگاٌ مجل ست ديرِ كرمان، پسشكٓ علً  1314 ،602-613ص ،6 شمارِ ،ديم ي بٕ
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گوندی توکسوپلاسما P30 سطحی پروتئين ضد بر scFv نوترکيب بادی آنتی تهيه
ٓ ، سعٕذرضا2مقذم وخعٓ محذثٍ ،1*گلچٕه مُذْ رالُ  3فرد وً

 
 خلاصه

ٛ٘ذ :مقدمه ِٛ ،(Toxoplasma gondii) یتٛوسٛپلاسٕب ٌ ُ داخُ سّ وٝ لابدس   ثبضذ ٔی ٌستشدٜ ضیٛع ثب یاخجبس یاٍ٘
سبٖ ٚ ح یضثب٘بٖاست ٕٞٝ ٔ شْ ضبُٔ ا٘ ٍ٘ٛ بتخ ا٘ٛ ّ ی دٜ وٙذ. ث یاٞ ٌ   یطتشسا آِٛ اٛسد آِاٛد سابٖ ثؼاذ اص    یٔا دس ا٘

ٜ ثٝ و  یٓ٘ یبخٛسدٖ ٌٛضت خبْ  د بثشا یاتفبق ٔ یثبفت یٞب یستپض آِٛ ٛ٘ یٞب سٚش یٗ،افتذ. ثٙ ٛ٘بٌ  ییضٙبسب یثشا یٌ
اٛد غزا یٗا ُ دس ٔ دٜ ثٝ وبس ثشدٜ ضذٜ است.  ییاٍ٘ تشو ٞبی ثبدی آ٘تیآِٛ  ٞابی  ثابدی  آ٘تیاص  یذی٘سُ خذ یتٛ٘

ٛ٘بَ ٔ وّ ٘ٛٛ ب یآٚس تٛسظ فٗ اغّتثبضٙذ وٝ  یٔ ٗ ا یشغ یب یٕٗا یفبط یٞب یجشاسیسغح فبط اص ِ یثش سٚ یصٕ٘  یٕا
ٖ ٔٛسد ٘ظش خذا ٔ یآ٘ت یٝػّ  یدسٔب٘ أٛس ٕٞچٙیٗٞب ٚ  طٖ یاص آ٘ت یبدیتؼذاد ص یعٞب خٟت تطخ ٌشد٘ذ ٚ اص آٖ یط

دبْ ا یاستفبدٜ ٔ تشو ٞبی ثبدی آ٘تی یخذاسبص یك،تحم یٗضٛد. ٞذف اص ا٘ ٛ٘بَ ٛ٘ وّ ٘ٛٛ د. یٗا یٝػّ یتٔ ُ ٟٔٓ ثٛ  اٍ٘
ٛ٘ذ بتٛوسٛپلاسٕ یطٖ سغح یآ٘ت روش: تیٛةسغح ا یسٚ P30خبِع ضذٜ  یٌ ٘ٛٛ اٖٛ   یٕ ٞب پٛضب٘ذٜ ضذ تب ثٝ ػٙا
تخبة آ٘ت یٞذف ثشا یه ع  I  ٚJ یٙسٖٛتبّٔ یفبط یٞب یجشاسیاص ِ ییٞب یثبد یا٘ ٘ٛscFv  ٖ  یٞاب  استفبدٜ ضٛد. وّاٛ
تخابة   scFv ٞبی ثبدی آ٘تی. ضذ خذا تىثیش ٚ خذاسبصی ،تٛسظ سٝ ٔشحّٝ اتػبَ اختػبغی ٞبی ثبدی آ٘تی حبُٔ ا٘
 ٚ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)، Dot blot ٞابی  یصآصٔاب  تٛسظطٖ فٛق  یضٙبخت آ٘ت ثشایضذٜ 

Western blot ٌشفت لشاس سٙدص ٔٛسد . 
تشو ٞبی ثبدی آ٘تی ها: یافته د٘ذ یجیتشو یُثب ٔ P30طٖ  یوٝ لبدس ثٝ ضٙبخت آ٘ت یجیٛ٘  یٚ اختػبغ ضذ٘ذخذا  ،ثبلا ثٛ

دٖ آٖ  .ٌشدیذ أییذٞب ت ثٛ
 تطخیػی ٞبی ویت دس استفبدٜ ثشای ٔٙبسجی ٞبی ٌضیٙٝ ضذٜ، خذا ٔحَّٛ ای ص٘دیشٜ ته ٞبی ثبدی آ٘تی گیری: نتیجه
ُ ضٙبسبیی خٟت ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب اٍ٘ ٛٝ٘ دس ٌ دٜ ٞبی ٕ٘  .ثبضٙذ ٔی آِٛ
تشویت، ثبدی آ٘تی کلیدی: های واژه ٛ٘ذی، تٛوسٛپلاسٕب ٛ٘ ٌ scFv، P30 
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 مقدمه

 ثیٕاابسی ،(Toxoplasmosis) ثیٕاابسی تٛوسٛپلاساإٛص
سبٖ ثیٗ ٔطتشوی  سشاسش دس ٌستشدٜ ثسیبس ضیٛع ثب داْ ٚ ا٘
 تٛوسٛپلاسٕب یبختٝ، ته ثیٕبسی ایٗ ػبُٔ. ثبضذ ٔی خٟبٖ
ٛ٘ذی ٌ ( Toxoplasma gondii  ) است  ٝ اٛ٘اذ  ٔای  وا  ثبػا   ت
دٌی سبٖ آِٛ اٛد استفبدٜ عشیك اص ا٘ دٜ آة ٚ غزایی ٔ  ثٝ آِٛ
ُ، ویست دٜ ٘پختٝ ٞبی ٌٛضت خٛسدٖ اٍ٘ ٗ  ٚ آِٛ  ٕٞچٙای
تمبَ ٖ  اص. ضٛد خٙیٗ ثٝ خفت عشیك اص ا٘ ٗ  ٔیاب اُ،  ایا أٛ  ػ
دٜ ٘پختٝ ٞبی ٌٛضت خٛسدٖ  ثابسداسی،  دٚساٖ عَٛ دس آِٛ
بثشایٗ. ضٛد ٔی ٔحسٛة خغش ػبُٔ تشیٗ ٟٔٓ  تطاخیع  ثب ثٙ
اٛد سشیغ ٚ غحیح دٜ، غزایی ٔ اٖٛ ٔی آِٛ  ٞب آٖ ٔػشف اص ت
ذ خغش ٔؼشؼ دس افشاد تٛسظ  داسای افشاد ٚ ثبسداس ص٘بٖ ٔبٙ٘
اٛد  خّاٌٛیشی  ثیٕابسی  ٚلٛع ٚ ایٕٙی سیستٓ دس ٘مع ٕ٘ .
 ثیٕابسی  تطاخیع  خٟات  یٔختّفا  یػای تطخ ٞبی سٚش

دٌی یب ٚ تٛوسٛپلاسٕٛص ُ ثٝ آِٛ ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب اٍ٘ ٌ 
دبْ ّٕٝ  آٖ اص وٝ است ضذٜ ا٘ ٖ  ٔای  خ اٛ ٝ  تا  ٞابی  سٚش ثا

طی، ِٛٚ ی یه تىثیش سش اِٛ وّئیه اسیذ خبظ ت  سٚش ثب ٛ٘
PCR (Polymerase chain reaction)، ضٙبسی ثبفت ٞبی سٚش ٚ 

ٛٝ٘ اص اسٌب٘یسٓ خذاسبصی (. 1) واشد  اضابسٜ  آِاٛدٜ  ٞبی ٕ٘
 وبسٌیشی ثٝ ثش ٔجتٙیوٝ  آصٔبیطٍبٞی ٞبی سٚش اص استفبدٜ
ٗ  ػّیٝ اختػبغی ٞبی ثبدی آ٘تی ٝ  تاه  ایا ٞساتٙذ،   یبختا
ذ ٔی ا٘ٛ ْ  لبثُ ٚ اسصاٖ سشیغ، سٚضی ت داب  تطاخیع  ثاشای  ا٘
٘ٝٛ دٜ ٞبی ٕ٘  (.2، 3) ثبضذٔختّف  یٞب ٔىبٖ دس آِٛ

ِٛ شٚصٜ ػلاٜٚ ثش ت اٛ٘ابت، ٞب دس ثاذٖ ح  یثبد یآ٘ت یذأ  ی
ذ سا ٞب آٖ تشویت ٞبی پشٚتئیٗ ٔبٙ٘ ٖ  ٔای  یٍاش د ٛ٘ اٛ ثاب   تا

 اص اسااتفبدٜ ثاابٚ  یااهط٘ت یٟٔٙذساا یٞااب وٕااه سٚش
ِٛاٛطی  ٞبی آٚسی فٗ ٚ خبظ ٚوتٛسٞبی ِٛی،  ثی ِٛىا دس  ٔ
ُ سَّٛ  وطت ٞبی ٔحیظ ٚ ٌیبٞبٖ ٔخٕش، ی،ثبوتش یٞب داخ

ِٛی ٗ  دس اغاّی  تٛخٝ(. 4، 5) وشد تٟیٝ سّ ٗ  ایا  آٚسی، فا
اٛحی) طٖ آ٘تی ثبٞب  یثبد یآ٘ت اتػبَ ٔحُ خبیٍبٜ ( ٔتغیاش  ٘
ِٛ یٗا ی. ثشاثبضذ ٔی ىبٖ ت دس  یثبد یآ٘ت یبدیٔمذاس ص یذوٝ أ

ذ ثبوتش یا ٔٛخٛدات سبدٜ ٝ ثم یاذ، ٞب ثاٝ ٚخاٛد آ   یٔبٙ٘  یا
اٛح یثبد یسبختٕبٖ آ٘ت  دس ٌشدیاذٜ، ثبثت( حازف   یٞب )٘

اٛسد ثیطتش  دٚ ایٗضٛد.  یسبختٝ ٔ Fab ٚ scFv ضىُثٝ دٚ  ٔ
تشو یٞب یثبد ی( آ٘تFab ٚ scFv) ضىُ اٖٛ اص   یسا ٔ یتٛ٘ تا
ِٛ PCRثب استفبدٜ اص سٚش  B یٞب سَّٛ یٞب وّٖٛ یسٚ  یذت
ٛد ٛدٖ تؼذاد ثس یبٚ  ٕ٘ ( طٖ Library) یابدی ص یبسثب وّٖٛ ٕ٘
اٛح ٗ ثٝ ا ،ٚوتٛسٞب یذٞب دس داخُ فبطٔ یثبد یآ٘ت یشٔتغ ی٘  یا

ش ٟٔٓ دست   وٝ ثضسي ثسیبس ٞبی ٔدٕٛػٝ ایٗ(. 6) یبفتأ
ذ، ضذٜ سبختٝ یهسٙتت یب ٚ یؼیعج ٞبی ثٝ غٛست ذ ٔی ا٘ اٛٙ٘  ت

ذ ثبوتشیٛفبطٞبیی سغح سٚی ثش ٛ٘ذ ثیبٖ M13 ٔبٙ٘   .(4، 7) ض
تشو یٞب یثبد یآ٘ت یخذاسبص طٖ اص  یآ٘ت یه یٝػّ یتٛ٘
اٛخٝ وشدٖ ِ یدٚ ٔشحّٝ اغّ ثاب   یثابد  یفابط آ٘تا   یجشاسیٔ

شPanningطٖ ) یآ٘ت ضاذٜ   یُ( تطىScreening) ی( ٚ غشثبٍِ
َ یاست. ع دس ٔدابٚست   یثبد یفبط آ٘ت یجشاسیِ ،ٔشحّٝ اٚ
َ    ضاٛد  ٔیطٖ ٔٛسد ٘ظش لشاس دادٜ  یآ٘ت  ،تاب پاا اص اتػاب

ٔشحّٝ ضستطاٛ   یٗچٙذ یطٖ ع یٝ آ٘تثٔتػُ ٘طذٜ  فبطٞبی
 یٔب٘ذٜ اص ٔشحّاٝ سٞبسابص   یثبل یٚ تٟٙب فبطٞب ٌشد٘ذخبسج 
(Elutionثٚبسٜ ثٝ دست آ فبطٞاب ثاٝ عاٛس     یٗا ثیطتش. یٙذ( د

واٝ   یٚ ٞش سٚض وٙٙذ ٔی پیذا اتػبَطٖ  یثٝ آ٘ت یاختػبغ
ذ فبطٞب ا٘ٛ ٛ٘ذ اص آٖ یػُ ٔتطٖ ٔ یسا وٝ ثٝ آ٘ت ییثت  ییٞب ض
ٛ٘ذ  یوٝ ٔتػُ ٕ٘ بیاذ،  تفىیاه  ،ضا ٕ٘  ٝ ٖ  ثا اٛ  سٚش ػٙا
 ثاب . دس ٔشحّٝ ثؼاذ ٚ  یشدٌ ٔیٔٛسد استفبدٜ لشاس  خذاسبصی
دبْ ش ا٘ اٛظ  ٞبیی آٖ ی،ثبد یآ٘ت یبدیتؼذاد ص یغشثبٍِ وٝ خ

ٛ٘ذ ٔی ییضٙبسب ،داس٘ذ یطتشیٔغّٛة ث  (. 4( )1)ضىُ  ض
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ک ومبْ .1 شکل  (4مًرد وظر ) شن آوتٓ علٍٕ اختصبصٓ َبْ ثبدْ آوتٓ فبش جذاسبزْ مراحل ضمبتٕ

 

ّٔ یٞااب یجااشاسیِ  یااذتشیٗاص خذ یىاای I  ٚJ یٙسااٖٛتب
ٔشواض   یّٝٞستٙذ واٝ ثاٝ ٚسا    یسبختٍ یٕٝ٘ یٞب یجشاسیِ

ٍّستبٖ( تٛص یحضٟش وٕجش یٗپشٚتئ یٟٔٙذس ا٘اذ.   ضذٜ یغ)ا٘
ٖ ٔ 100اص  یصضبُٔ ث یجشاسیٞش ِ ٔتفابٚت   scFvطٖ  یّیاٛ
وٝ  یّیٗس یٚوتٛس ٔمبْٚ ثٝ آٔپ یذفبطٔ یهوٝ دس  ثبضذ ٔی

وّٖٛ  ،ضٛد یٔ یذٜ٘بٔ pIT2ٚ  است pHEN1ٔطتك اص ٚوتٛس 
اٖٛ ثاب اساتفبدٜ اص     یٞب سا ٔا  یجشاسیِ یٗ(. ا8ضذٜ است ) تا

ب یٚسآ فٗ  یٞاب  سٚش یٗساغح فابط ٚ ٕٞچٙا    یسٚ یصٕ٘
ٝ  scFvثاٝ دسات آٚسدٖ    یثشا ی،ٔؼَٕٛ خذاسبص ٞاش   ػّیا
ِٛىَٛ ٞذف  یثاشا  ضاذٜ  خاذا  یٞبscFv اصاستفبدٜ وشد.  یٔ
ٛٛ٘ یٞب یثبد یٔطبثٝ آ٘ت یوبسثشدٞب ٛ٘بَ ٔٔ اذ وّ  ELISA بٙ٘

(Enzyme-linked immunosorbent assay ،)Western blot، 
FACS (Fluorescence-activated cell sorting)، ضیٕی ٘ٛٛ ... ٚ ایٕ
 (.9-11) ٌشدد ٔی استفبدٜ

ّٔ یٞب یجشاسیداضتٗ ِ یبسثب تٛخٝ ثٝ دس اخت  I  ٚJ یٙسٖٛتب
ِٛیذ ػذْٚ  تشو یٞب یبدث یآ٘ت ت ٝ ػّ scFvاص ٘اٛع   یات ٛ٘  یا
ٛ٘اذی  تٛوسٛپلاسإب  P30 سغحیطٖ  یآ٘ت  یٗٚ ٕٞچٙا  ٌ
ع آ٘ت یٗا یبیٔضا دبْ اص ٞذف ،ٞب یثبد یٛ٘  حبضاش  تحمیك ا٘

ٛ٘بَ) اختػبغی ٞبی ثبدی آ٘تی یخذاسبص وّ ٘ٛٛ ُ  ثٝ( ٔ  ضاى
scFv ِ یٞب یجشاسیاص ّٔ  ساغحی طٖ  یآ٘ت یٝػّ I  ٚJ یٙسٖٛتب
P30 ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب اص  یتؼاذاد  یات فؼبِ اسصیابثی ٚ  ٌ
دطٖ  یآ٘ت ایٗ یٝخذا ضذٜ ػّ یٞب وّٖٛ اٖٛ   یٙذٜتب دس آ ثٛ ثتا
اٛ  خٟتخذا ضذٜ  یاحتٕبِ یاختػبغ یٞب یثبد یاص آ٘ت سد ٔا
اٛد غزا یػیتطخ دٜ ثٝ ا ییٔ ٛد. یٗآِٛ ُ استفبدٜ ٕ٘  اٍ٘

 

 یروش بررس
طىذٜ  1390-91ایٗ ٔغبِؼٝ تحمیمی دس سبَ  دس ٔحُ دا٘

طٍبٜ ضٟ یپضضى داْ  دس. ٌشفات  غٛستثبٞٙش وشٔبٖ  یذدا٘
 تٛوسٛپلاسٕب یبختٝ ته P30 خبِع طٖ آ٘تی اص تحمیك ایٗ

ٛ٘ذی ٌ (Serotec, UK )ٜاص ٔختّف ٞبی سلت. ٌشدیذ استفبد 
 ثاب  ثاٛد،  ضاذٜ  اسسبَ ِیٛفیّیضٜ غٛست ثٝ وٝ پشٚتئیٗ ایٗ

 ضذ تٟیٝPBS (Phosphate buffered saline ) ٔحَّٛ اص استفبدٜ
 .ٌشفت لشاس استفبدٜ ٔٛسد ٚ

ّٔیٙسٖٛ ثبدی آ٘تی scFv ٞبی ِیجشاسی اص ط I ٚ J تب ثٝ  ٔشثٛ
 Medical) پضضىی تحمیمبت ضٛسای پشٚتئیٗ ٟٔٙذسی ٔشوض

Research Counci یب MRC )ٍّستبٖ وٕجشیح ْ  ٞش وٝ ا٘  واذا
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 فبطٔیاذ  دس ٞاب  آٖ طٖ ٚ داضات  تٙٛع ٔیّیٖٛ 100 اص ثیص
د، ضذٜ وّٖٛ pIT2 ٚوتٛس ٗ  ٕٞشاٜ ثٝ. ٌشدیذ استفبدٜ ثٛ  ایا
ٝ  اضشیطایبوّی  ثبوتشیبیی ٞبی سَّٛ ٞب، ِیجشاسی  TG1 ساٛی
ِٛیاذ  ثشای HB2151 سٛیٝ ٚ( ثبدی آ٘تی فبط تىثیش)خٟت   ت

scFvوٕىای  فابط  ٕٞچٙیٗ، ٚ ٔحَّٛ ٞبی KM13 ٚ  یاه 
ؼُٕ اص ٘سخٝ ط دستٛساِ د ضذٜ اسسبَ ٔشثٛ  (.8) ثٛ

ؼُٕ ٔغبثك ط دستٛساِ ( ٚ 8) ٞب ِیجشاسی اص استفبدٜ ثٝ ٔشثٛ
 ٞاش  اص اختػبغای  ٞابی  ثبدی آ٘تی فبط خذاسبصی ٔٙظٛس ثٝ

تیٛة ِیجشاسی، ٘ٛٛ  ِیتاش  ٔیّای  4 ثاب ( Nunc, Denmark) ٞب ایٕ
 ٔذت ثٝ( ِیتش ٔیّی دس ٔیىشٌٚشْ 5/0 غّظت) P30 طٖ آ٘تی
 پا. ضذ٘ذ پٛضب٘ذٜ ٌشاد سب٘تی دسخٝ 4 دٔبی دس ضت یه
تیٛة ضستطٛی اص ٘ٛٛ  ثش خبِی فضبٞبی ،PBS ٔحَّٛ ثب ٞب ایٕ

 وٙٙااذٜ ٔسااذٚد ثاابفش افااضٚدٖ ثااب ٞااب آٖ سااغح سٚی

 Milk Phosphate-Buffered Saline (MPBS( )Maravel, UK )4 
 ٞاش  اص ثابدی  آ٘تای  فبط 1013 سپا. ٌشدیذ ٔسذٚد دسغذ
 ٔذت ثٝ ٚ ٔخّٛط وٙٙذٜ ٔسذٚد ثبفش ثب لجُ اص وٝ) ِیجشاسی
ٟذاسی آصٔبیطٍبٜ دٔبی دس سبػت یه ٝ ( ثاٛد  ضاذٜ  ٍ٘  ثا

تیٛة ٘ٛٛ ط ایٕ ِٛٝ. ضذ اضبفٝ ٔشثٛ  20 سابػت،  2 اص ثؼذ ٞب ِ
ٛ  PBS/Tween20 ٔحَّٛ ثب ٔشتجٝ  فابط  تاب  ٘اذ ٌشدیذ ضستطا
ستٙذ یٕ٘ وٝ ٞبیی ثبدی آ٘تی ا٘ٛ اذ،  اتػبَ طٖ آ٘تی ثٝ ت  اص یبثٙ
تیٛة ٔحیظ ٘ٛٛ  . ضٛد خبسج ٞب ایٕ
 ثب یبفتٝ اتػبَ ٞبی ثبدی آ٘تی فبط سٞبسبصی ثؼذ، ٔشحّٝ دس
 ِیتاش  ٔیّای  دس ٌشْ ٔیّی 1 غّظت ثٝ تشیپسیٗ آ٘ضیٓ افضٚدٖ
دبْ  ثاب  TG1 سٛیٝ ثبوتشیبیی ٞبی سَّٛد٘جبَ آٖ  ثٝ ٚ ضذ ا٘
دٜ فبطٞب ایٗ  ضذٜ سٞبسبصی فبطٞبی تىثیش خٟت. ٌشدیذ آِٛ
 فبط ٚضذ  اضبفٝ KM13 وٕىی فبط ثبوتشی، سَّٛ داخُ دس
ٔاٛسد   خذاسبصی ثؼذی دٚس ثشای ضذٜ تىثیش ٞبی ثبدی آ٘تی
ٝ  ثاشای  ٔدٕاٛع  دس. ٌشفت لشاس استفبدٜ  آٚسدٖ دسات  ثا
ٝ   ٚ ثابلا  تشویجی ٔیُ داسای ٞبی ثبدی آ٘تی  اختػبغای، سا
دبْ خذاسبصی ٔشحّٝ ٝ  فبطٞابی  تیتاش . ضاذ  ا٘  ٚ ضاذٜ  اضابف

ٖ  آِاٛدٜ  ثاب  خذاسبصی اص دٚس ٞش دس ضذٜ سٞبسبصی  واشد

 ثش ٞب وّٙی تؼذاد ضٕبسش ٚ TG1 سٛیٝ ثبوتشیبیی ٞبی سَّٛ
دبْ TYE داس ثیٛتیه آ٘تی ٔحیظ سٚی  ٌشفت. ا٘

 فاابط اص( فاابط)ثااذٖٚ  ٔحّااَٛ ٞاابیscFv تٟیااٝ ثااشای
ٝ  ٞبی ثبدی آ٘تی  ساْٛ  ٚ دْٚ دٚسٞابی  اص آٔاذٜ  دسات  ثا

 ٔاٛسد  HB2151 سٛیٝ اضشیطیبوّی ثبوتشی سَّٛ خذاسبصی،
 طٖ اص ثؼذ ثبوتشیبیی سٛیٝ ایٗ دس(. 8ٌشفت ) لشاس استفبدٜ
اٖٛ ثٝ TAG وذٖٚ ثبدی، آ٘تی ٖ  ػٙ ٝ  واذٚ ٝ  خبتٕا  ضاٙبخت
بثشایٗ ٚ ضٛد ٔی دبْ فبط سبخت ثٙ ی ا٘  ٔٙظاٛس  ثذیٗ. ٌیشد ٕ٘
ِٚیتش 200  سضذ ٔشحّٝ دس وٝ HB2151 ثبوتشی سٛیٝ اص ٔیىش

بسیتٕی ِٚیتش 10 ثب داضت، لشاس ٍِ  سٞبسبصی فبطٞبی اص ٔیىش
ط ضذٜ دٜ ِیجشاسی ٞش سْٛ ٚ دْٚ دٚس ثٝ ٔشثٛ  ٚ ٌشدیاذ  آِٛ

 حابٚی  TYE خبٔاذ  ٔحایظ  سٚی ثاش  ٔزوٛس ٞبی ثبوتشی
 . ضذ دادٜ وطت ثیٛتیه آ٘تی

 خذاسبصی سْٛ ٚ دْٚ دٚسٞبی ٞبی وّٖٛ اسصیبثی خٟت
ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب P30 طٖ آ٘تی ضٙبخت دس  آصٔبیص ثب ٌ

ٛ٘بَ وّ ٘ٛٛ ٔ ELISA، 16 ٛ٘ی ٝ  ٔشثاٛط  وّ  31 ٚ دْٚ دٚس ثا
ٛ٘ی ط وّ  دس ِیجاشاسی  ٞاش  اص خذاسابصی  سْٛ دٚسثٝ  ٔشثٛ
 حبٚی استشیُ ای خبٝ٘ 96 سَّٛ وطت پّیت یه ٞبی خبٝ٘
 سسیذٖ اص پا ٚ ضذ دادٜ وطت سیّیٗ آٔپی ٚ 2xTY ٔحیظ
بسیتٕی، سضذ ٔشحّٝ ثٝ ٍِ  َ -IPTG (Isopropyl-beta-D ٔحّاٛ

thiogalactopyranoside )بیی غّظت ثب ٝ  ٔٛلاس ٔیّی 1 ٟ٘  اضابف
ٖ  ٌشاد سب٘تی دسخٝ 30 دٔبی دس ٔحَّٛ ٞبیscFv تب ضذ  ثیاب

 . ٌشد٘ذ
 لاذست  ثب   ELISA پّیت یه اص خبٝ٘ 94 صٔبٖ ٞٓ عٛس ثٝ
 دس ٔیىشٌٚاشْ  5/0 غّظت ٚ( Nunc, Denmark) ثبلا خزة
ٛ٘ذی، تٛوسٛپلاسٕب P30 طٖ آ٘تی ثب ِیتش ٔیّی اص  خبٝ٘ یه ٌ
ٗ  ثاب  یتپّ  ,BSA (Bovine serum albumin( )Merck پاشٚتئی

Germany )ٚ ثب یٍشد خبٝ٘ یه scFv طٖ آ٘تی ضذ K99  ٝ  ثا
اٖٛ  3 ٔحَّٛ ثب سپا ٚ ضذ پٛضب٘ذٜ طٖ آ٘تی ٔٙفی وٙتشَ ػٙ
ٛن BSA دسغذ ِٚیتش 100 ثؼذ ٔشحّٝ دس. ٌشدیذ ثّ  اص ٔیىش
ط خبٝ٘ ثٝ ٔحَّٛ ٞبیscFv اٚخذ وطت ٔحیظ ٔبیغ  ثش ٔشثٛ
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تمبَ ELISA پّیت سٚی َ  ٞابی  ثابدی  آ٘تی. ضذ دادٜ ا٘  اتػاب
 ٚc-myc (Roche, Germany ) ضذ ثبدی آ٘تی اص استفبدٜ ثب یبفتٝ
ِٛیٗ ضذ ثبدی آ٘تی ثٛ ٌّ ٘ٛٛ ٝ  ٔتػُ ٔٛضی ٞبی ایٕ ٓ  ثا  آ٘اضی
HRP (Horseradish peroxidase( )Sigma, USA )1 غّظات  ثب 
ثٛساااااتشای ٚ 2000 دس TMB (Tetramethylbenzidine ) س
(Sigma, USA )ضذ٘ذ دادٜ تطخیع. 

ّٕىشد ثٝ ثشدٖ پی ٔٙظٛس ثٝ ٖ  اختػبغای  ػ  ٞابی  وّاٛ
تخبثی ٚ  دیٍاشی  ELISA آصٔبیص ،فٛق یصد٘جبَ آصٔب ثٝ ا٘

 ثاب  سا اٚوٙص ثیطتشیٗ وٝ ِیجشاسی ٞش اص وّٖٛ 4 سٚی ثش
دبْ داضتٙذ، طٖ آ٘تی  اص اساتفبدٜ  ثاب  آصٔابیص  ایٗ دس. ضذ ا٘
 چشثی ثذٖٚ خطه ضیشدسغذ  2 ٔحَّٛ ،P30 ٞبی طٖ آ٘تی
اٖٛ ثٝ PBS( MPBS) دس  3 ٔحَّٛ ٚ طٖ آ٘تی ٔٙفی وٙتشَ ػٙ

اٖٛ ثٝ BSAدسغذ   غٛست ثٝ یٍش،د طٖ آ٘تی ٔٙفی وٙتشَ ػٙ
دبْ ٔزوٛس سٚش ٔطبثٝ ٚ دٌٚبٝ٘  . ٌشفت ا٘
دبْ ثشای ِٚیتش Dot blot، 3 آصٔبیص ا٘  P30 طٖ آ٘تی ٔیىش

ِٚیتش 3 ٚ ٝ  غٛست ثٝ BSA دسغذ 3 پشٚتئیٗ ٔیىش  ای ٘مغا
ٝ  8 سٚی ثاش  ِٛضی  غطابی  لغؼا  Schleicher and) ٘یتشٚساّ

Schuell, Germany )ٝخٟت. ضذ سیخت  ْ دب  Western آصٔبیصا٘

blot ؼُٕ ٔغبثك  دس P30 طٖ آ٘تی ،(12) آٖ استب٘ذاسد دستٛساِ
-SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate طَ یه اص چبٞه 8

Polyacrylamide gel electrophoresis )ٜذ  ثاب  ساپا  ٚ ضاذ  سا٘
ٝ  Mini-PROTEAN 3( BioRad, USA) دساتٍبٜ  اص استفبدٜ  ثا
ِٛضی٘ یغطب ٝ دس. ٌشدیذ ٔٙتمُ یتشٚسّ ْ  ادأ  غطابٞبی  تٕاب

اٛن  MPBS دسغاذ  2 ٔحَّٛ اص استفبدٜ ثب ِٛضی٘یتشٚسّ  ثّ
ط ٞبی ثبدی آ٘تی scFv ٞب آٖ ثٝ سپا ضذٜ، ٖ  8 ثٝ ٔشثٛ  وّاٛ
ٝ ) خذاسبصی ٔشحّٝ اص ٔختّف ٗ  وا  دس سا اٚواٙص  ثیطاتشی
د٘ذ دادٜ ٘طبٖ طٖ آ٘تی ثب ELISA آصٔبیص ٝ (، ثٛ  غاٛست  ثا
بٝ٘  37 دٔابی  دس سابػت  یاه  ٔذت ثٝ ٚ ضذ اضبفٝ خذاٌ
ٟذاسی ٌشاد سب٘تی دسخٝ ٗ  اٚواٙص  تطاخیع . ضذ٘ذ ٍ٘  ثای
scFvغطابٞبی  سٚی ثاش  ٌشفتٝ لشاس طٖ آ٘تی ثب ٔحَّٛ ٞبی 

ِٛضی  ثبدی آ٘تی ٚ c-myc ضذ ثبدی آ٘تی اص استفبدٜ ثب ٘یتشٚسّ
ِٛیٗ ضذ ثٛ ٌّ ٘ٛٛ ٝ  ٔتػُ ٔٛضی ٞبی ایٕ ٓ  ثا  ثاب  HRP آ٘اضی
ثٛستشای اص استفبدٜ یٗ،ٕٞچٙ ٚ 2000 دس 1 غّظت  ,Sigma) س

USA )4-chlro-1-naphtol ْدب  .ٌشفت ا٘
 ٚ VH لغؼبت) scFv وبُٔ ٞبی طٖ ٚخٛد سٙدص خٟت

VL )تخبة وّٖٛ 8 دس ّٔیٙسٖٛ ٞبی ِیجشاسی اص ضذٜ ا٘  ٚ I تب
J، آصٔبیص PCR ایٗ اص ضذٜ استخشاج پلاسٕیذٞبی سٚی ثش 

( Bioneer, Korea) پلاسٕیذ استخشاج ویت یّٝٚس ثٝ ٞب وّٖٛ
 LMB3 آغبصٌشٞاااااابی اص اسااااااتفبدٜ ثاااااابٚ 
(5'_CAGGAAACAGCTATGAC-3 )ٚ pHEN seq (5'-

CTATGCGGCCCCATTCA-3'( )8 )ٚ ٜتشٔٛسبیىّش دستٍب 
(BioRad, USA Minicycler )ْدب  .ٌشدیذ ا٘
 

 نتایج
ٖ  اص خذاسابصی  ٔشحّٝ سٝ : پا اصELISA آصٔبیص  ٔیاب
ٖ  ٞبی ِیجشاسی ّٔیٙساٛ ٖ  47 فؼبِیات  ،I ٚ J تب  ٞاش  اص وّاٛ
ِٛیذ دس ِیجشاسی ع ٞبی ثبدی آ٘تی ت ٘ٛ scFv ٝپشٚتئیٗ ػّی P30 
ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب یبختٝ ته . ٌشفت لشاس سٙدص ٔٛسد ٌ
 ٔٛسد ٞبی وّٖٛ اص ٘یٕی حذٚد وٝ داد ٘طبٖ ٔشحّٝ ایٗ ٘تبیح
تخبة تػبدفی غٛست ثٝ وٝ ثشسسی د٘ذ، ضذٜ ا٘ ستٙذ ثٛ ا٘ٛ  ت
دٞٙذ  اٚوٙص ٞب ِیجشاسی اص وذاْ ٞش اص ٘ظش ٔٛسد طٖ آ٘تی ثب
ی اٚوٙص ٚ  ضاؼف  ٚ ضذت ثب سا ELISA یصآصٔب دس سٍ٘

ىبٖ وٝ خب آٖ اص. داد٘ذ ٘طبٖ ٔختّفی دبْ أ  تؼذادیاٚوٙص  ا٘
ٛن)ٔحَّٛ  MPBS پشٚتئیٗ ثب ٞب وّٖٛ ایٗ اص  عی وٙٙذٜ ثّ

 ثب دیٍشی ELISA آصٔبیص داضت، ٚخٛد( خذاسبصی ٔشاحُ
 اص استفبدٜ ثب ٚ( وّٖٛ 8 ٔدٕٛع)دس  ِیجشاسی ٞش اص وّٖٛ 4

ٝ  غاٛست  ثٝ BSA پشٚتئیٗ ٚ P30، MPBS طٖ آ٘تی  دٌٚب٘ا
دبْ  ضاذٜ  ایدابد  اٚواٙص  ضذت 3 ٚ 2 ٞبی ضىُ دس. ضذ ا٘
 .است ضذٜ دادٜ ٘طبٖ ٞب پشٚتئیٗ اص یه ٞش ثٝ ٘سجت
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ترٔه آوت .2 شکل ع  َْب ثبدْٓ ياکىص ثُ ل از وً ٍ آوت ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)ثب آزمبٔص  I ٕجرارْاز ل scFvمحلً شن ٓ علٕ

P30 وًذ کسًپلاسمب گ   BSA  ( Bovine serum albumin )ي پريتئٕه  ٓي ضٕر خطک ثذين چرثْ خبلص تً
BSA: Bovine serum albumin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ترٔه آوت .3 شکل ع  َْب ثبدْٓ ياکىص ثُ ل از وً ْ  scFvمحلً جرار ٍ آوت ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)آزمبٔص  ثب Jاز لٕ شن ٓ علٕ
P30 وًذ کسًپلاسمب گ   BSA  ( Bovine serum albumin )ي پريتئٕه  ٓي ضٕر خطک ثذين چرثْ خبلص تً

BSA: Bovine serum albumin 

 

 تأییااذ ٔٙظااٛس ثااٝ یصآصٔااب : ایااDot blotٗ آصٔاابیص
ٛ٘ی تخبة ٞبی وّ  ضاٙبخت  ٔاٛسد  دس ٞاب  آٖ ثشسسی ضذٜ، ا٘
ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب طٖ آ٘تی  ELISA آصٔابیص  تأییاذ  ٚ ٌ
دبْ ٛٝ٘ ٕٞبٖ. ضذ ا٘ ٝ  ضٛد، ٔی ٔطبٞذٜ 4 ضىُ دس وٝ ٌ  ِىا

ِٛضی وبغز سٚی سً٘ آثی  طٖ آ٘تای  وٝ ٔىب٘ی دس ٘یتشٚسّ
ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب د، ضذٜ سیختٝ ٌ داد  ٘طبٖ ٚ ضذ ایدبد ثٛ

ٛ٘ااذی تٛوسٛپلاساإب طٖ آ٘تاای اٚوااٙص وااٝ  scFv ثااب ٌ
 .ثبضذ ٔی طٖ آ٘تی ایٗ ضذ ٞبی ثبدی آ٘تی
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وًذٓ اوتخبة ضذٌ وسجت ثٍ ضىبخت آوتْ َب ثب کلًن Dot blottingآزمبٔص  .4شکل  کسًپلاسمب گ  ْشن تً

 

واٝ ثاٝ ٔٙظاٛس     یصآصٔاب : ایٗ Western blot آصٔبیص
دبْ  یآ٘ت یٗا ی٘سجت ثٝ فشْ خغٞب  یثبد یآ٘ت ییضٙبسب طٖ ا٘
تخابث  یٞب یثبد ی٘طبٖ داد وٝ تٕبْ آ٘ت ،ٌشفت  یخذا ضذٜ ا٘

ب ییسا ضٙبسب خغی ٞبی تٛح یلبدس ٞستٙذ اپ ابثشایٗ، . یٙذٕ٘  ثٙ
ّٕىشد دس طٖ آ٘تی ثؼذی سٝ سبختبس حفظ  ٞب ثبدی آ٘تی ایٗ ػ
 (.5 ضىُ) ٘ذاسد دخبِت آٖ ضٙبسبیی خٟت

 

 
پًلاسمب ثر ري شن از الکتريفًرز آوتٓوتبٔج حبصل  .5 شکل کس PAGE–SDS  ( Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis  )ْ تً

شٔک)سمت راست( ي  لًً وً م ٓ أ نحبصل از  َبْ ثبدْ آن ثب آوتٓ ردٔبث  Western blot ٔصمختلف در آزمب َبْ کلً
 PageRulerTM Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas, Lithuania) وشاوگر: Mستًن 

 

 یثابد  یطٖ وذ وٙٙاذٜ آ٘تا   یشتىث یح٘تب: PCR آصٔبیص
تشو ٛ٘ذ یسغح یٗضذ پشٚتئ یتٛ٘ ُ تٛوسٛپلاسٕب ٌ  یاٍ٘
ٗ حبُٔ ا یذٞبیپلاسٕ یاص سٚ ٝ  ٔشثاٛط طٖ  یا ٖ  8 ثا  وّاٛ
تخبثی ٗ ٘طبٖ دٞٙذٜ ٚخٛد ا ،PCRثب سٚش  ا٘ ٝ طٖ دس  یا  ٕٞا

د. ٕٞبٖ یبفتٝسضذ  ٞبی وّٖٛ ٛٝ٘ وٝ دس ضىُ  ثٛ ٔطبٞذٜ  6ٌ
، PHENseq ٚ LMB3 یٕشٞابی فبدٜ اص پشاتثاب اسا   ،ضاٛد  یٔ

 .یذٌشد یشثبص تىث خفت 885ثٝ عَٛ  یا لغؼٝ

 

 

   M        A-1      C-8      A-4      G-7       E-9        F-8        B-5       E-5   SDS-PAGE   

15 

25 

35 

 کیلو دالتون
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 PCR (Polymerase chain reaction)ثب ريش  scFvاز لحبظ داضته شن  ٓاوتخبث َْب کلًن ٓثررس .6 شکل

 (Fermentas, Lithuaniaجفت باز ) Plus 100 وشاوگر: Mستًن 

 

 بحث
ٝ ثیٕبسی شچ  ثذٖٚ اغّت سبِٓ افشاد دس تٛوسٛپلاسٕٛص اٌ

ب ضٛد، ٔی ٔطبٞذٜ ٔضٔٗ غٛست ثٝ ٚ ػلایٓ  ثیٕابسی  ایٗ أ
ذ ٔی ا٘ٛ ٖ  خٙیٗ ثشای ت ٝ  ثابسداسی  ٔابدسا َ  دس وا  دٚسٜ عاٛ

دٜ ثبسداسی ُ ثٝ آِٛ ٛ٘ذ اٍ٘ ٛ٘ذ  ٔای  یتٛوسٛپلاسٕب ٌ  ٚ ضا
 خغش٘ابن  ثسیبس ایٕٙی سیستٓ ٘مع داسای ثیٕبساٖ ٕٞچٙیٗ
اٛسضی ثبػ  ٚ ثبضذ ذ ػ  ٘مابیع  ٚ وٛسی خٙیٗ، سمظ ٔبٙ٘
ٛٝ٘ ٕٞبٖ. ٌشدد ٔغضی ٔختّف  تشیٗ ٟٔٓ ٌشدیذ، روش وٝ ٌ
اٛد ٔػشف ثیٕبسی، ثشٚص دس ػبُٔ ٝ  ٚ آِاٛدٜ  غازایی  ٔ  ثا

دٜ ٘ذیذٜ حشاست خٛة یب ٚ ٘پختٝ ٞبی ٌٛضت خػٛظ  آِٛ
ُ ایٗ ثٝ دبْ تحمیمبت. ثبضذ ٔی اٍ٘ ٝ  دٞذ ٔی ٘طبٖ ضذٜ ا٘  وا

دٌی ٔیضاٖ ٝ  آِٛ ُ  ثا ٍا ٛ٘اذ   ا٘  ضایٛع  یتٛوسٛپلاسإب ٌ
طی تخٕیٗ وٝ عٛسی ثٝ داسد؛ خٟبٖ دس ای ٌستشدٜ ِٛٛ  اپیذٔی
سبٖ دس تٛوسٛپلاسٕٛص ثیٕبسی  دس دسغاذ  11 ٌستشٜ اص ا٘
 ٔتفبٚت ثشصیُ وطٛس دس دسغذ 70 تب آٔشیىب ٔتحذٜ ایبلات
 (. 13) است

دٌی ٔٙجغ ثشسسی  اص اساتفبدٜ  ثب اسٚپب دس ثبسداس ص٘بٖ آِٛ
 IFA (Indirect fluorescent antibody )ٚ ISAGA ٞاابی سٚش

(Immunosorbent agglutination assay )ٖاسات  دادٜ ٘طب  ٝ  وا
ُ أٛ ٝ ص٘بٖ،  یٗتٛوسٛپلاسٕٛص دس ا ثیٕبسی ثشٚص خغش ػ  ثا
 ٞابی  ٔسبفشت ٚ خبن ثب تٕبس ٚ ٘پختٝ ٌٛضت اص استفبدٜ
 وٝ است دادٜ ٘طبٖ ٞب ثشسسی ٕٞچٙیٗ،. داسد استجبط خبسخی
ٝ  ٔشثاٛط  ثابسداس  ص٘بٖ دس ثیٕبسی ایٗ ػبُٔ دسغذ 63-3  ثا

ه ٚ ٘پختٝ ٌٛضت ٔػشف  دسغاذ  6-17 ٚ اسات  صدٜ ٕ٘
دٌی  تحمیمابت (. 14) داسد استجبط خبن ثب تٕبس ثٝ ٞب آِٛ

دبْ ضذٜ  دٌی ثبلای سغح ٘یض ٔب وطٛس دسٔتؼذد ا٘  ٞب داْ آِٛ
ٝ  اص(. 15، 16) دٞذ ٔی ٘طبٖ سا ٔختّف ٘مبط دس ٗ  خّٕا  ایا
اٖٛ ٔی یمبتتحم  ضٕبَ دس ٕٞىبساٖ ٚ ػّی ضیبء ٔغبِؼٝثٝ  ت
ٚخٛد  تأثیش( اضبسٜ وشد وٝ ٌیلاٖ ٚ ٔبص٘ذساٖ  استبٖ) ایشاٖ
ُ ضذ ثبدی آ٘تی  ثضٞب ٌٛسفٙذاٖ، سشْ دسسا  یٕبسیث یٗا اٍ٘
ٛد.  یثشسس ٞب خٛخٝ ٚ  سا صا ثیٕابسی  ػبُٔ ایٗ ضیٛع آ٘بٖٕ٘
ٝ  ٞب خٛخٝ ٚ ثضٞب ٌٛسفٙذاٖ، دس  ٚ 3/14 ،5/32 یات تشت ثا
ٝ  داد٘ذ احتٕبَ ٚ صد٘ذ تخٕیٗ دسغذ 0/51  ثابلای  تیتاش  وا

ثٛت ػّت ثٝ ٞب خٛخٝ دس ثبدی آ٘تی اٛ صیبد سع ٝ  است ٞ  وا
ٚسیست ُ اٚ ذ ٔی اٍ٘ ا٘ٛ ب٘ذ ثبلی ص٘ذٜ ٞب ٔذت تب ت  (. 15) ثٕ

 باز جفت 

 جفت باز 200

 جفت باز 300

 جفت باز 400

 جفت باز 100

 جفت باز 1000
 جفت باز 885
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 ثیٕاابسی ضاایٛع ٔااٛسد دس ٘یااض دیٍااشی ٔغبِؼااٝ
ُ  ٚخاٛد  ٚ تٛوسٛپلاسٕٛص ٍا  ٔختّاف  ٞابی  ثبفات  دس ا٘
دبْ فبسس استبٖ ثضٞبی ٚ ٌٛسفٙذاٖ  اص آٖ دس ٚ ٌشفات  ا٘
 ٚ ساٖ ٔبٞیچٝ ای، د٘ذٜ ثیٗ ٔبٞیچٝ وجذ، صثبٖ، ٔغض، ٞبی ثبفت
ٛٝ٘ ثض ٚ ٌٛسفٙذ ٌشدٖ  اص اساتفبدٜ  ثب. آٔذ ػُٕ ثٝ ٌیشی ٕ٘
 صای یٕبسیث ػبُٔ ٚخٛد ٔیضاٖ وٝ ضذ دادٜ ٘طبٖ PCR سٚش
 دسغاذ  5/37 ٌٛسفٙذ دس ٚ دسغذ 7/22 ثض دس یٕبسیث یٗا
دٌی ٔیضاٖ ثیطتشیٗ ٕٞچٙیٗ،. ثبضذ ٔی  ٔغض ٞبی ثبفت دس آِٛ
 (.16) ضذ یبفت وجذ دس ٔیضاٖ ٚوٕتشیٗ صثبٖ ٚ

 افاشاد  دس ثیٕبسی ایٗ ٚلٛع اص پیطٍیشی ٞذف، چٙب٘چٝ
ٓ  اص یىای  ثبضذ، حسبس ٗ  ٟٔا ىبسٞاب،  تاشی  تطاخیع  ساٞ
٘ٝٛ دٜ غزایی ٞبی ٕ٘ ُ  صای ثیٕبسی ٔختّف اضىبَ ثٝ آِٛ ٍا  ا٘

ٛ٘ذی تٛوسٛپلاسٕب  تٛسظ ٞب آٖ ٔػشف اص خٌّٛیشی ٚ ٌ
 تطخیػای  ٞابی  سٚش تبوٖٙٛ. است خغش ٔؼشؼ دس افشاد
 آصٔبیطٍبٞی غٛست ثٝ ٚ عشاحی ٔٙظٛس ایٗ ثشای ٔختّفی
ٖ  ٔی وٝاست   ٌشفتٝ لشاس استفبدٜ ٔٛسد اٛ  اص اساتفبدٜ  ثاب  تا
ٛٝ٘ ٞب، آٖ دٜ ٚ سبِٓ ٞبی ٕ٘ ٛد. تفىیه ٞٓ اص سا آِٛ  آٖ اص ٕ٘
ّٕٝ اٖٛ ٔی خ  PCR، Nested PCR، Real-Time ٞابی  سٚش ثٝ ت

PCR ٚ ٖٛایضٚلاسی ُ بت دس اٍ٘ ا٘ٛ  اضابسٜ  آصٔبیطاٍبٞی  حی
ٛد شچٝ ٔزوٛس ٞبی سٚش(. 15، 19-17) ٕ٘  حسبسیت اص اٌ
ب ثشخٛسداس٘ذ، تطخیع دس ثبلایی ثسیبس  دس ٞب آٖ اص استفبدٜ أ

اٛسد   ٝ  ٌیاش،  ٚلات اغّت ٔا ىب٘ابت  ٘یبصٔٙاذ  ٚ پشٞضیٙا  أ
بثشایٗ،. ثبضذ ٔی خبظ آصٔبیطٍبٞی ثاب   حبضاش  تحمیاك  ثٙ
دبْ دس  تش یٙٝٞض تش، وٓ سبدٜ سٚضیثٝ  یبثیٞذف دست ٚ لبثُ ا٘
دبْٞب  ٕٞٝ ٔىبٖ  ٌشفت. ا٘
َ  ٞبی ثبدی آ٘تی صیبد اختػبغیت ثٝ تٛخٝ ثب ٛ٘اب وّ ٘ٛٛ ٔ 
اذ  ٞابیی  سٚش دس ٞاب  طٖ آ٘تای  تطخیع ثشای  ،ELISA ٔبٙ٘

ٌّٛتیٙبساااایٖٛ لاتىااااا  ٚ( Latex agglutinasition) آ
ٝ  ٕٞچٙیٗ، ٚ ایٕٙٛوشٚٔبتٌٛشافی ٖ  ثسایبس  تٟیا  ٚ تاش  آساب

ٛ٘بَ ٞبی ثبدی آ٘تی تش اسصاٖ وّ ٘ٛٛ تشویت ٔ  ٘اٛع  ثٝ ٘سجت ٛ٘
بیص تىٙیه اص ٞب، آٖ ٔٛضی  سٚی ثاش  ثبدی آ٘تی لغؼبت ٕ٘
 ثابدی  آ٘تای  آٖ، اص اساتفبدٜ  ثاب  تب ٌشدیذ استفبدٜ فبط سغح

ٛ٘بَ وّ ٘ٛٛ تشویجی ٔ ع ٛ٘ ٘ٛ scFv ٞابی  ِیجشاسی ٔیبٖ اص  ٝ  ٘یٕا
ّٔیٙسٖٛ سٙتتیه  تٛوسٛپلاسٕب سغحی طٖ آ٘تی ػّیٝ I ٚJ تب
ٛ٘ذی  . ٌشدد خذاسبصی( SAG1 یب P30 یٗ)پشٚتئ ٌ
 اص ثؼذ وٝ داد ٘طبٖ حبضش تحمیك اص آٔذٜ دست ثٝ ٘تبیح
ّٔیٙساٖٛ،  ٞبی ِیجشاسی اص وذاْ ٞش اص خذاسبصی ٔشحّٝ سٝ  تب
ِٛیذ خٟت اص وّٙی 47 تؼذاد َ  ٞبی ثبدی آ٘تی ت ٝ  ٔحّاٛ  ػّیا
 ٞابی  ثبدی آ٘تی ٚ ٌشفت لشاس ثشسسی ٔٛسد ٔزوٛس طٖ آ٘تی
 طٖ آ٘تی ضٙبسبیی ثٝ لبدس ٞب وّٖٛ اص ٘یٕی تٛسظ ضذٜ سبختٝ
د٘ذ ELISA آصٔبیص دس  یٞاب  ٘بْ ثب وّٖٛ 8 تؼذاد، ایٗ اص. ثٛ

A-1، C-8، A-4، G-7،E-9، F-8، B-5  ٚE-5 ٝاٚواااٙص وااا 
تخبة داد٘ذ، ٔی ٘طبٖ طٖ آ٘تی ثٝ ٘سجت سا ثیطتشی . ضاذ٘ذ  ا٘
ثٚبسٜٞب  وّٖٛ یٗا ِیتفؼب  ELISA  ٚDot ٞابی  یصدس آصٔب د

blot   یصضاذ. آصٔاب   أییاذ ٔٛسد سٙدص لاشاس ٌشفات ٚ ت 
Western blot  ٝٞاب   یثابد  یآ٘ت ییثشدٖ ثٝ ضٙبسب یپ خٟتو

دبْ ٌشفت یآ٘ت یٗا ی٘سجت ثٝ فشْ خغ ٝ  ٘طبٖ ،طٖ ا٘  دادوا
تخابثی  ضاذٜ  خذا ٞبی ثبدی آ٘تی تٕبْ ٝ  لابدس  ا٘  ضٙبسابیی  ثا
ضذٜ )وٝ  یطٖ خغ یوٝ آ٘ت ٞستٙذ ییٞب تٛح اپی یب تٛح اپی

ٟ  ییسبختبس فضب ٝ آٖ دس ٍٞٙابْ ت ىتشٚفاٛسص ثابص    یا طَ اِ
ٖ )آٖ ،است( یذٌٜشد  دس وٝ ایٗ دِیُ ثٝ. ثبضذ ٔیٞب(  اٚخذ آ
ىبٖ ایٗ ٞب ِیجشاسی تٟیٝ ٚ سبخت ٍٞٙبْ ٝ  داسد ٚخٛد أ  وا
 اعٕیٙبٖ خٟتٚ  ٘طٛد وّٖٛ وبُٔ غٛست ثٝ ثبدی آ٘تی طٖ
 ٚ VH وبُٔ لغؼبت داسای ضذٜ اخذ ٞبی ثبدی آ٘تی وٝ ایٗ اص

VL ،آصٖٔٛ ٞستٙذ PCR ایٗ اص تؼذادی سٚی ثش  ٖ  ٞاب  وّاٛ
دبْ خفت ثابص(   885 ی)داسا لغؼبت ایٗ ٚخٛد وٝ ٌشفت ا٘
تخبة ٞبی وّٖٛ ٔٛسد دس  .ٌشدیذ تأییذ ضذٜ ا٘

بثشایٗ اٖٛ ٔی ثٙ  دس فاٛق  ٞابی  ثبدی آ٘تی اص وذاْ ٞش اص ت
ٛٝ٘ تطخیع دٜ ٞبی ٕ٘ ٝ  آِٛ ٝ  تاه  ثا  تٛوسٛپلاسإب  یبختا
ٛ٘ذی ّٕٝ اص ٌ ٛٝ٘ خ دٜ ٌٛضت ٞبی ٕ٘  ٞابی  آصٔبیص دس آِٛ
ٛد استفبدٜ ٔختّف ّٕٝ سٚشٕ٘  یغساش  یػای تطخ یٞب . اص خ
ٝ  ،طٖ یآ٘ت یٗا یثشا  یٞاب  یات و دس ٞاب  آٖ وابسٌیشی  ثا
ّٕٝ و یػیتطخ ٌّٛت  یٞاب  یات اص خ ٖ لاتىاا آ  ٚ یٙبسایٛ

ٗ  دسثبضذ واٝ تابوٖٙٛ    ٔی ایٕٙٛوشٚٔبتٌٛشافی ٝ  ایا  صٔیٙا
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ذ.  ٘طذٜاستفبدٜ   ٚ اسصاٖ سبدٜ، ٞبی سٚش خضء ٞب سٚش ایٗا٘
ٖ  ٞاش  دس استفبدٜ لبثُ ٖ  ٚ ٔىاب ٝ  ٘یابص  ثاذٚ  تدٟیاضات  ثا

میٕت ِٛیذ یٗ،ثش ا ػلاٜٚ. ثبضٙذ ٔی ٌشا٘  ٞابی  ثابدی  آ٘تای  ت
تشویت ذ ٔی ثبلا غّظت ثب ٛ٘ ا٘ٛ  ٚوتٛسٞابی  اص اساتفبدٜ  ثب ت
ذ لٛی ثیب٘ی  اضشیطایبوّی  ثابوتشی  دس pET ٚوتٛسٞبی ٔبٙ٘
دبْ ِٛیذ ٞضیٙٝ وٝ ضٛد ا٘ ، 21) وٙذ ٔی وٕتش ثسیبس سا ٞب آٖ ت
20.) 

 سپاسگزاری
 ضُٕذ داوطگبٌ پصيَطٓ معبيوت حًزٌ َمکبرْ ثبحبضر  تحقٕق

ران وخجگبن ملٓ ثىٕبد مبلٓ حمبٔت ي کرمبن ثبَىر ٍ  گرفتت  اوجبم أ  کت

 .آٔذ مٓ عمل ثٍاز آوبن  قذرداوٓ ي تطکر مراتت يسٕلٍ ثذٔه

 

References 

1. Montoya JG. Laboratory diagnosis of 

Toxoplasma gondii infection and 

toxoplasmosis. J Infect Dis 2002; 

185(Suppl 1): S73-S82. 

2. Ogouyemi-Hounto A, Agbayahoun-

Chokki F, Sissinto Savi de TY, Biokou 

BB, Adinsi dS, V, Assogba M, et al. 

[Evaluation of a rapid diagnostic test in 

the diagnosis of toxoplasmosis in 

pregnant women in Cotonou (Benin)]. 

Bull Soc Pathol Exot 2014; 107(2): 85-9. 

3. Chong CK, Jeong W, Kim HY, An DJ, 

Jeoung HY, Ryu JE, et al. Development 

and clinical evaluation of a rapid 

serodiagnostic test for toxoplasmosis of 

cats using recombinant SAG1 antigen. 

Korean J Parasitol 2011; 49(3): 207-12. 

4. Hoogenboom HR, de Bruinea AP, Hufton 

SE, Hoet RM, Arends JW, Roovers RC. 

Antibody phage display technology and 

its applications. Immunotechnology 1998; 

4(1): 1-20. 

5. Geyer CR, McCafferty J, Dubel S, 

Bradbury AR, Sidhu SS. Recombinant 

antibodies and in vitro selection 

technologies. Methods Mol Biol 2012; 

901: 11-32. 

6. Bradbury AR, Marks JD. Antibodies from 

phage antibody libraries. J Immunol 

Methods 2004; 290(1-2): 29-49. 

7. Sommavilla R, Lovato V, Villa A, Sgier 

D, Neri D. Design and construction of a 

naive mouse antibody phage display 

library. J Immunol Methods 2010; 353(1-

2): 31-43. 

8. Tomlinson I&J libraries protocol. 

Available at: 

Http://www.geneservice.co.uk/products/p

roteomic/datasheets/tomlinsonIJ.pdf. 

9. Caravelli A, Luz DE, Andrade FB, 

Moraes CT, Maranhao AQ, Piazza RM. 

Sensitive and specific detection of 

enteropathogenic and enterohemorrhagic 

Escherichia coli using recombinant anti-

intimin antibody by immunofluorescence 

assay. Diagn Microbiol Infect Dis 2013; 

77(4): 301-3. 

10. Hairul Bahara NH, Tye GJ, Choong YS, 

Ong EB, Ismail A, Lim TS. Phage display 

antibodies for diagnostic applications. 

Biologicals 2013; 41(4): 209-16. 

11. Weisser NE, Hall JC. Applications of 

single-chain variable fragment antibodies 



تًرکٕت  آوتٓ ْ و ٍ  scFvثبد پًلاسمب P30علٕ کس مکبران ... تً  گلچٕه يَ 

612 

in therapeutics and diagnostics. 

Biotechnol Adv 2009; 27(4): 502-20. 

12. Sambrook J, Russell DW. Molecular 

cloning: a laboratory manual. New York, 

NY: CSHL Press; 2001. 

13. Munoz-Zanzi CA, Fry P, Lesina B, Hill 

D. Toxoplasma gondii oocyst-specific 

antibodies and source of infection. Emerg 

Infect Dis 2010; 16(10): 1591-3. 

14. Cook AJ, Gilbert RE, Buffolano W, 

Zufferey J, Petersen E, Jenum PA, et al. 

Sources of toxoplasma infection in 

pregnant women: European multicentre 

case-control study. European Research 

Network on Congenital Toxoplasmosis. 

BMJ 2000; 321(7254): 142-7. 

15. Zia-Ali N, Fazaeli A, Khoramizadeh M, 

Ajzenberg D, Darde M, Keshavarz-Valian 

H. Isolation and molecular 

characterization of Toxoplasma gondii 

strains from different hosts in Iran. 

Parasitol Res 2007; 101(1): 111-5. 

16. Asgari Q, Sarnevesht J, Kalantari M, 

Sadat SJ, Motazedian MH, Sarkari B. 

Molecular survey of Toxoplasma 

infection in sheep and goat from Fars 

province, Southern Iran. Trop Anim 

Health Prod 2011; 43(2): 389-92. 

17. Ergin S, Ciftcioglu G, MIdilli K, Issa G, 

Gargili A. Detection of toxoplasma gondii 

from meat and meat products by the 

nested-pcr method and its relationship 

with seroprevalence in slaughtered 

animals. Bull Vet Inst Pulawy 2009; 53: 

657-61. 

18. Aspinall TV, Marlee D, Hyde JE, Sims 

PF. Prevalence of Toxoplasma gondii in 

commercial meat products as monitored 

by polymerase chain reaction--food for 

thought? Int J Parasitol 2002; 32(9): 

1193-9. 

19. Dubey JP, Hill DE, Jones JL, Hightower 

AW, Kirkland E, Roberts JM, et al. 

Prevalence of viable Toxoplasma gondii 

in beef, chicken, and pork from retail 

meat stores in the United States: risk 

assessment to consumers. J Parasitol 

2005; 91(5): 1082-93. 

20. Golchin M, Khalili-Yazdi A, 

Karamouzian M, Abareghi A. Latex 

agglutination test based on single-chain 

Fv recombinant antibody fragment. Scand 

J Immunol 2012; 75(1): 38-45. 

21. Spadiut O, Capone S, Krainer F, Glieder 

A, Herwig C. Microbials for the 

production of monoclonal antibodies and 

antibody fragments. Trends Biotechnol 

2014; 32(1): 54-60. 



ٓ کرمبن م پسضک ٌ علً ّ داوطگب ست مجل ِ ثٕ ِ ديم ي دير  6، ضمبر

613 

Recombinant scFv Antibodies against P30 Surface Protein of Toxoplasma Gondii 

Mehdi Golchin, Ph.D.
1*

, Mohadeseh Nakhaei-Moghadam, D.V.M.
2
, Saeid Reza Nourollahi-Fard, Ph.D.

3
 

1. Associate Professor, Department of Pathobiology, School of Veterinary Medicine, Shahid Bahonar University of Kerman, 

Kerman, Iran 

2. Department of Pathobiology, School of Veterinary Medicine, Shahid Bahonar University of Kerman, Kerman, Iran 

3. Associate Professor, Department of Parasitology, School of Veterinary Medicine, Shahid Bahonar University of Kerman, 

Kerman, Iran 

* Corresponding author; e-mail: golchin@uk.ac.ir 

(Received: 23 May 2014  Accepted: 7 Jan. 2014) 

 

Abstract 

Background & Aims: Toxoplasma gondii is an obligate, intracellular parasite, which is widely spread in the 

world. The parasite is able to infect all warm-blooded hosts including humans and farm animals. The 

infection in humans often occurs after the ingestion of raw or undercooked meat containing tissue cysts. 

Several methods have been applied to detect this parasite in contaminated foods. Recombinant antibodies are 

new generation of monoclonal antibodies, which are isolated via phage display technology from immune or 

non-immune phage libraries against target antigens. These antibodies are used for diagnosis of many 

different antigens and therapeutics proposes. The object of the present study was to isolate recombinant 

monoclonal antibodies against this important parasite. 

Methods: The purified Toxoplasma gondii surface antigen, P30, was coated to immunotubes and used as a 

target for selection of antibodies from the Tomlinson I and J phage display libraries of single-chain fragment 

variable (scFv) antibodies. Clones that were able to recognize antigen were isolated in three rounds of 

binding, elution and amplification. The specificity of scFv antibodies chosen from the resulting panel, were 

confirmed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), dot blotting and western blotting methods. 

Results: Recombinant antibodies capable of recognizing P30 antigen were isolated with high affinity; and 

their specificity was approved. 

Conclusion: Isolated soluble single chain antibodies are good candidates to apply as monoclonal 

recombinant antibodies in diagnostic kits for detection of Toxoplasma gondii in contaminated samples. 
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