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چکیده
در تحقیــق حاضــر از جدايــه هــای بومــی ويــروس بــرگ بادبزنــی مــو 
(Grapevine fan leaf virus )GFLV( بــرای تهیــه آنتــی بــادی 
نوتركیــب اســتفاده شــد، بديــن ترتیــب ژن هــای پروتئیــن پوششــی و 
حركتــی ويــروس تکثیــر و در پلاســمید pET21a همســانه ســازی و به 
ــان ژن  ــس از بی ــدند. پ ــل ش ــری Escherichia coli (BL21) منتق باكت
هــای مذكــور پروتئیــن هــای بیــان شــده تخلیــص و بــرای ايمنــی زايی 
ــن- ــط پروتیئ ــی توس ــی زاي ــس از ايمن ــدند.  پ ــتفاده ش ــوش اس خرگ
هــای پوششــی و حركتــی، ســرم ايمــن شــده اســتخراج گرديــد. خالــص 
ــلولزی  ــتون DEAE س ــتفاده از س ــا اس ــن G ب ــازی ايمنوگلوبولی س
  IgG  صــورت گرفــت. ســپس آزمــون الايــزای غیــر مســتقیم  توســط
هــای تخلیــص شــده در رقــت هــای 1: 500، 1: 1000 و 1: 2000 انجام شــد 
ــت 1:500 و 1:1000  ــن پوششــی در رق ــج نشــان داد IgG پروتئی و نتاي
و IgG پروتئیــن حركتــی در رقــت 1:500 بهتريــن واكنــش را بــا آنتــی 
ژن مربوطــه نشــان مــی دهــد. آزمــون لکــه گــذاری نقطــه ای در رقــت 
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ــه  ــادر ب ــا غشــا نیتروســلولزی ق ــا اســتفاده از هــر دو IgG ب 1:500 ب
رديابــی آنتــی ژن بــود. نتايــج نشــان داد آنتــی بــادی هــای تولید شــده 

بصــورت اختصاصــی توانايــی رديابــی GFLV را داراســت.

واژه هــای كلیــدی: آنتــی بــادی،  پروتئیــن پوششــی،  پروتئیــن حركتی، 
ويــروس بــرگ بادبزنــی مو

کــه توســط ويــروس بــرگ بادبزنــی مــوGrapevine fan leaf virus GFLV  ايجــاد مــی شــود 
(Martelli, 2012(. ايــن ويــروس دارای دو قطعــه RNA تــک رشــته ای بــا قطبيــت مثبــت اســت 

ــا اســتفاده  ــی از روی آران ای شــماره دو ب ــن حرکت ــن پوششــی و پروتئي ــه ژن هــای پروتئي ک
ــز مــی شــوند )Andret-Link et al., 2004(.  خســارت  ــن رم ــی پروتئي ــد پل از اســتراتژی تولي
بيمــاری بــرگ بادبزنــی مــو در برخــی از ارقــام تــا حــدود 80% نيــز گــزارش شــده اســت. دامنــه 
ــران  ــا و اي ــب مناطــق انگــور کاری دني ــروس بســيار گســترده اســت و در اغل ــن وي ــش اي پراکن
ــتگاه  ــع خاس ــی از مناب ــود )Andret-Link et al., 2004(. برخ ــی ش ــاری م ــاد بيم ــبب  ايج س
ويــروس عامــل ايــن بيمــاری را بــا توجــه بــه آناليــز مولکولــی انگورهــای کشــت شــده، ايــران 
باســتان مــی داننــد. بنابرايــن مديريــت ايــن بيمــاری يکــی از مــوارد اجتنــاب ناپذيــر بــرای مناطــق 
ــی  ــای ويروس ــاری ه ــی بيم ــای مديريت ــی از روش ه ــک يک ــدون ش ــد. ب ــور کاری می-باش انگ
شناســايی ســريع و بــه هنــگام ويــروس هــای عامــل بيمــاری بــه منظــور انجــام اقدامــات لازم 
مــی باشــد. عــلاوه بــر ايــن شناســايی دقيــق و ســريع ويــروس بــرگ بادبزنــی مــو در مناطــق 
قرنطينــه، بررســی پايــه هــای عــاری از ويــروس و رديابــی ويــروس در مناطــق آلــوده مــی توانــد 

از اهــداف مهــم برنامــه هــای مديريتــی ايــن بيمارگــر مهــم باشــد. 
ــروس شناســی ضــروری اســت  ــات وي ــرای انجــام بســياری از مطالع ــا ب ــروس ه ســنجش وي
چنديــن روش بــرای رســيدن بــه تشــخيص دقيــق و درســت بيمــاری هــای گياهــی ايجــاد شــده 
 Astier et al., 2001; Lima et al., 2012; Mulholland,( توســط ويــروس هــا وجــود دارد
ــرای  ــرولوژی ب ــای س ــر روش ه ــی ب ــای مبتن ــک ه Naidu & Hughes, 2003 ;2009(. تکني

شناســايی و تعييــن مشــخصات ويــروس هــای گياهــی توســعه يافتــه اســت و روش هــای الايــزا 
 Flint et( بــرای شناســايی ويــروس هــا در مقيــاس خيلــی بــزرگ مورد اســتفاده قــرار مــی گيــرد
 .)al., 2009; Hampton et al., 1990; Naidu, Hughes, 2003; Nascimento et al., 2010;

بــا ايــن حــال، محدوديــت هــای عمــده در اســتفاده از روش هــای ســرولوژی بــرای شناســايی 
ويــروس هــای گياهــی شــامل مشــکلات توليــد عيــار بــالای ويــروس هــا بــه منظــور بــه دســت 
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ــی از  ــت در برخ ــدم اختصاصي ــروس و ع ــی وي ــرم اختصاص ــی س ــب آنت ــار مناس آوردن عي
 .)Lima et al., 2012) ــد ــی باش ــده م ــد ش ــای تولي ــرم ه ــی س ــوارد از آنت م

توليــد آنتــی ســرم بــرای برخــی از ويــروس هــای گياهــی کــه خالــص ســازی آن هــا از پروتئيــن 
ــائل  ــی از مس ــد يک ــی باش ــکل م ــب از آن مش ــت مناس ــت آوردن غلظ ــه دس ــی و ب ــای گياه ه
عمــده و مهــم در توليــد آنتــی بــادی هــای اختصاصــی عليــه ويــروس هــای گياهــی اســت. بــه 
هميــن منظــور روش هــای مناســبی بــرای بــه دســت آوردن غلظــت مناســب از ويــروس هــای 
گياهــی و فاقــد پروتئيــن هــای گياهــی توســعه يافتــه اســت کــه از ايــن روش هــا مــی تــوان بــه 
ــن  ــا پروتئي ــن پوششــی ي ــا اســتفاده از ژن پروتئي ــی ب ترانسفورماســيون ســلول هــای باکترياي
هــای غيــر ســاختاری اشــاره نمــود و اســتفاده از چينيــن پروتئيــن هــای در ايمنــی زايــی و توليــد 

.)Lima et al., 2012) آنتــی ســرم و آنتــی بــادی مــی باشــد
ــه  ــنگين ب ــره س ــت  )C( زنجي ــی ثاب ــاختمان نواح ــاوت در س ــاس تف ــا براس ــن ه ايمونوگلوبولي
کلاس هــا و زيــر کلاس-هــای مختلفــی دســته بنــدی ميشــوند. کلاس هــای مولکــول هــای آنتــی 
ــواع  ــولًا دارای ان ــده معم ــن ش ــون ايم ــرم خ ــد از  IgA ،IgD، IgE ،IgG ،.IgM. س ــادی عبارتن ب
ــا IgG فراوانتريــن و مهــم تريــن  مختلفــی از ايمنوگلوبوليــن مــی باشــد کــه ايمنوگلوبوليــن G ي
کلاس ايمنوگلوبوليــن هــا در پاســخ هــای ثانويــه ايمنــی ســرم اســت. در حقيقــت، ايمنوگلوبوليــن 
ــای  ــون ه ــاً در آزم ــه غالب ــد ک ــی باش ــدی م ــای تولي ــن ه ــوع از ايمنوگلوبولي ــن ن G معمولتري
ســرولوژيکی بــرای شناســايی ويــروس هــای گياهــی و اهــداف مختلفــی اســتفاده مــی شــوند. 
ايــن نــوع آنتــی بــادی هــا از چهــار زنجيــره ی پپتيــدی متصــل بــه هــم تشــکيل شــده انــد کــه 
دارای دو زنجيــره ســنگين و دو زنجيــره ســبک پلــی پپتيــدی مشــابه مــی باشــند و تقريبــاً 150 

 .)Lima et al., 2012(  ــد ــون وزن دارن کيلودالت
معمــولًا اوليــن قــدم بــرای خالــص ســازی پروتئيــن، رســوب دهــی بــا نمــک هــا مــی باشــد. نمــک 
هايــی کــه عمومــاً بــرای ايــن منظــور اســتفاده مــی شــوند ســولفات آمونيــوم و ســولفات ســديم 

مــی باشــند. 
انتخــاب روش خالــص کــردن بــه مــوارد مصــرف آنتــی بــادی، حيوانــی کــه آنتــی بــادی از آن 
ــص  ــف خال ــای مختل ــتگی دارد. روش ه ــادی بس ــی ب ــر کلاس آنت ــده و کلاس و زي ــل ش حاص
 ،G، HPLC و يــا پروتئيــن A ســازی آنتــی بــادی عيارتنــد از کروماتوگرافــی تمايلــی بــا پروتئيــن

رســوب بــا اســتفاده از ســولفات آمونيــوم، PEG  ، اســيد کاپريليــک و غيــره.
 DEAE ــا ســتون ــی ب ــص IgG اســتفاده از کروماتوگراف ــای تخلي ــن روش ه ــی از ســاده تري يک
مــی باشــد کــه همــه ناخالصــی هــای مهــم بــه جــز ترانســفرين را از محلــول حــاوی آنتــی بــادی 
جــدا مــی کنــد و اگــر بــا شستشــوی شــيبی عمــل شــود درجــه خلــوص حتــی بيشــتر از %90 
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 HPLC نيــز بســيار ســريع اســت امــا دســتگاه HPLC خواهــد شــد. خالــص کــردن آنتــی بــادی بــا
و ســتون هــای آن بســيار گــران قيمــت هســتند. بــرای تخليــص بهتــر اســت ابتــدا از ســاده تريــن 
روش هــا شــروع کــرد بنابرايــن، اوليــن مرحلــه رســوب ايمنوگلوبوليــن هــا اســتفاده از ســولفات 

.)Abbas et al., 2005( آمونيــوم اســت
ايــن روش بــرای خالــص ســازی بــا درصــد زيــاد کافــی نيســت و بايــد همــراه تکنيــک هــای ديگــر 
بــه کار رود. پروتئيــن هــا در حالــت محلــول بــه علــت داشــتن گــروه هــای آزاد قطبــی و بــاردار، 
بــا آب اتصــالات هيدروژنــی مــی دهنــد. وقتــی غلظــت زيــاد مولکــول هــای کوچــک بــاردار مثــل 
آمونيــوم ســولفات بــه محلــول پروتئينــی اضافــه شــود ايــن مولکــول هــای کوچــک بــرای اتصــال 
بــه آب بــا پروتئيــن رقابــت مــی کننــد. در نتيجــه وقتــی مولکــول هــای آب از مولکــول پروتئيــن 
جــدا شــوند، حلاليــت پروتئيــن هــا کــم شــده و باعــث رســوب آنهــا مــی شــود. رســوب پروتئيــن 
بــه تعــداد و محــل گــروه هــای قطبــی، وزن مولکولــی پروتئيــن، pH و حــرارت محلــول بســتگی 
دارد. بــرای رســوب ايمنوگلوبوليــن ســرم خــون خرگــوش از محلــول 33 درصــد اشــباع آمونيــوم 

 .)Abbas et al., 2005( ســولفات اســتفاده مــی شــود
در تحقيــق حاضــر از ســتون DEAE ســلولزی بــرای خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن G از ســرم 
ــو  ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب ــی وي ــن حرکت ــی و پروتئي ــن پوشش ــه پروتئي ــده علي ــه ش ــای تهي ه
اســتفاده شــد و ســپس کارايــی ايمنوگلوبوليــن هــای تخليــص شــده در آزمــون هــای ســرولوژيک 

بــه منظــور غربالگــری آلودگــی بــه ويــروس بــرگ بادبزنــی انجــام شــد.
مواد و روش ها

تهیه سازه و آنتی سرم حیوان ايمن شده
 Sokhandan-Bashir( 3-5-4-KH بــرای جداســازی و تکثيــر ژن پروتئيــن پوششــی از جدايــه
 Kh4 )Sokhandan-Bashir et al., 2009) و ژن پروتئيــن حرکتــی از جدايــه )et al., 2011

اســتفاده شــد. ســپس، پلاســميدهای نوترکيــب  pET21aGFLVCP و pET21aGFLVMP  دارای 
ــری  ــه باکت ــد 1392( ب ــو )کوليون ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب ــی وي ــی و حرکت ــن پوشش ژن پروتئي

ــل شــدند. E.coli ســويه (BL21 )DE3 منتق

خالص سازی پروتئین های بیان شده در باكتری 
ــب  ــميدهای نوترکي ــاوی پلاس ــری                                    ح ــه باکت ــک پرگن ــانه ي ــر همس از ه
pET21aGFLVCP و pET21aGFLVMP  در 5 ميلــی ليتــر محيــط کشــت LB حــاوی آنتــی 

ــق ســازی  ــان کشــت داده شــد و رقي ــه منظــور بي ــه ب ــی ســيلين بصــورت جداگان ــک آمپ بيوتي
کشــت شــبانه در 100ميلــی ليتــر محيــط LB  مايــع انجــام شــد و ســپس چهــار ســاعت پــس از 

)E. koulivand2014)
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تلقيــح توســط IPTG ، رســوب باکتريايــی پــس از ســانتريفوژ در g 6000  بــه مــدت 15 دقيقــه جمــع 
آوری شــد. ســپس مطابــق دســتورالعمل شــرکت ســازنده کيــت بــه ازای رســوب حاصــل از هــر 50 
ميلــی ليتــر سوسپانســيون باکتريايــی دو ميلــی ليتــر بافــر اتصــال  بــه رســوب ته نشــين اضافه شــد 
و بخوبــی سوسپانســيون شــد. ســپس ليزوزيــم بــا غلظــت نهايــی يــک ميکــرو گــرم در ميلــی ليتــر 
بــه سوسپانســيون حاصــل اضافــه شــد و بــه مــدت 15 دقيقــه در دمــای 30 درجــه ســانتيگراد قــرار 
داده شــد. پــس از ســپری شــدن مــدت زمــان مذکــور سوسپانســيون تهيــه شــده درون لولــه هــای 
دو ميلــی ليتــری ريختــه شــده و در 14000 دور در دقيقــه بــه مــدت 20 دقيقــه ســانتريفوژ شــدند و 
فــاز رويــی بــرای اســتفاده در ســتون  (His.bind )Novagen, Madison, WI, USA شــارژ شــده 
توســط بافــر شــارژ کننــده  Charge Bufferبــه کار بــرده شــدند.  ســپس بافــر رهاســازی طــی 
پنــج مرحلــه درون ســتون ريختــه شــد و فــاز محلــول خــارج شــده از قســمت پايينــی ســتون در 

انــدازه هــای 500 ميکروليتــری جمــع آوری شــدند.
پــس از تعييــن غلظــت بــا اســتفاده از روش برادفــورد پروتئيــن هــای تخليــص شــده در مراحــل 
قبــل غلظــت مناســب از پروتئيــن تخليــص شــده )100ميکروگــرم در ميلــی ليتــر( بــه عنــوان آنتــی 
ژن بــرای ايمنــی زايــی اســتفاده شــدند. در هميــن راســتا بــرای هــر پروتئيــن تخليــص شــده از دو 
عــدد خرگــوش مــاده بــرای ايمنــی زايــی اســتفاده شــد. تزريــق بــه فواصــل دو هفتــه و بصــورت 
زيــر جلــدی انجــام شــد. در تزريــق اول 100 ميکــرو گــرم در ميلــی ليتــر از پروتئيــن نوترکيــب 
ــن  ــم پروتئي ــر حج ــل (Sigma-Aldrich, USA( براب ــت کام ــا ادجوان ــراه ب ــده هم ــص ش تخلي
نوترکيــب تخليــص شــده اســتفاده شــد و در دو تزريــق بعــدی از 100 ميکروگــرم در ميلــی ليتــر 
ــه پــس از  ــا هــم حجــم آن ادجوانــت ناقــص اســتفاده شــد. دو هفت پروتئيــن نوترکيــب همــراه ب
آخريــن تزريــق مقــدار کمــی خونگيــری از گــوش خرگــوش انجــام گرفــت و پــس از اطمينــان از 
ايمــن شــدن حيــوان، خونگيــری کامــل از قلــب خرگــوش انجــام شــد. بــرای جــدا ســازی ســرم، 
خــون خرگــوش ايمــن شــده در دمــای 37 درجــه ســانتيگراد بــه مــدت 1/5 ســاعت قــرار داده شــد 
و پــس از آن يــک شــب در دمــای يخچــال قــرار داده شــد. پــس از ســپری شــدن زمــان مــورد 
ــه مــدت 20 دقيقــه انجــام و ســرم خــون جــدا شــد و بــرای  نظــر ســانتريفوژ در دورg 3500 ب
 )PBS ( بررســی ايمنــی زايــی از ســرم تهيــه شــده رقــت هــای مختلــف در بافــر  فســفات ســالين
)1:512 تــا 1:65536( آمــاده شــد و آزمــون PTA-ELISA بــا رقــت هــای مختلــف انجــام گرفــت 

ســپس ســرم جداســازی شــده در دمــای 20-  همــراه بــا گليســرول نگهــداری شــد.
خالص سازی IgG با استفاده از ستون سلولز

پــس از تهيــه ســرم از حيوانــات ايمــن شــده بــا اســتفاده از پروتئيــن هــای پوششــی و حرکتــی 
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بــه منظــور خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن G از ســرم هــا، مطابــق روش زيــر عمــل شــد:
ابتــدا هشــت ميلــی ليتــر ســولفات آمونيــوم اشــباع شــده را بــه آرامــی بــه 10 ميلــی ليتــر ســرم 
هــای جــدا شــده اضافــه شــد و محلــول بــه مــدت 30 دقيقــه در دمــای 25 درجــه ســانتيگراد روی 
همــزن در دمــای اتــاق بــه هــم زده شــد. محلــول اشــباع يــک شــب )حــدود 12 ســاعت( در دمــای 

4 درجــه ســانتيگراد قــرار داده شــد.
بــه منظــور آمــاده ســازی ســتون ســلولزی،  در يــک ســتون شيشــه ای، محلــول DEAE ســلولز 
ريختــه شــد و پــس از فشــرده شــدن، ســتون بــا اســتفاده از بافــر فســفات ) 0/07 مــولار و  6/3 
pH ( متعــادل شــد ) ظرفيــت ســتون ســلولز اســتفاده شــده 100 ميلــی گــرم بــر ميلــی ليتــر بــود(. 

ســپس محلــول اشــباع شــده ســرم کــه در دمــای 4 درجــه ســانتيگراد بــه مــدت يــک شــب )حــدود 
12 ســاعت( نگهــداری شــده بــود، بــه مــدت 30 دقيقــه در 4000 دور در دقيقــه )rpm( در دمــای 
4 درجــه ســانتيگراد ســانتريفوژ شــد. رســوب تشــکيل شــده در 5 ميلــی ليتــر بافــر فســفات 0/07 
ــه شــده درون کيســه  ــی سوسپانســيون شــد. سوسپانســيون تهي ــه خوب ــولار و pH= 6/3  ب م
دياليــز ريختــه شــد و دو ســر کيســه دياليــز بــه خوبــی مســدود شــد و در بافــر فســفات همــراه 
بــا چرخــش در دمــای 4 درجــه  قــرار داده شــد و بــه تنــاوب بافــر تعويــض گرديــد )کيســه دياليــز 
قبــل از اســتفاده بــه مــدت 10 دقيقــه در   EDTA 0/01% جوشــانده شــد(. بــرای بررســی کارايــی 

دياليــز از معــرف نســلر(HgI2, KI, NaOH(  اســتفاده شــد.
پــس از انجــام عمــل دياليــز، محلــول داخــل کيســه دياليــز بــه مــدت 15 دقيقــه در 4000 دور در 
ــری شــده،  ــدازه گي ــن ان ــه غلظــت پروتئي ــا توجــه ب ــد. ســپس ب ــه )rpm( ســانتريفوژ گردي دقيق
ــه کار  ــت سوسپانســيون در آورده شــد و در ســتون DEAE  ب ــر فســفات بحال ــن در باف پروتئي

بــرده شــد. مايــع خــارج شــده از ســتون جمــع آوری شــد )50 قطــره در 3 دقيقــه(.
 )IgG( محلــول پروتئيــن OD  نهايتــاً بــا اســتفاده از اســپکتروفتومتر  در طــول مــوج 280 نانومتــر
  %12 )SDS-PAGE( ــد ــل آمي ــی آکري ــورز روی ژل پل ــد از الکترف ــرای تايي ــری شــد ب ــدازه گي ان

اســتفاده شــد.
بررسی كارايی ايمنوگلوبولین های تخلیص شده

الايزای غیر مستقیم
بــه منظــور بررســی کارايــی ايمنوگلوبوليــن هــای تخليــص شــده الايــزای غيــر مســتقيم مطابــق 
روش زيــر انجــام شــد: ابتــدا  100 ميکروليتــر از آنتــی ژن مناســب هــر آزمــون در ســه چاهــک 
بــه عنــوان ســه تکــرار ريختــه شــدند. در ايــن آزمــون نيــز از شــاهد مثبــت )نمونــه آلــوده بــه 
ــرای  ــی ب ــک خال ــه چاه ــالم( و س ــاه س ــرگ گي ــه ب ــی )نمون ــو(، منف ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب وي
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ــم،  ــا پارافيل بررســی کيفيــت سوبســترا اســتفاده شــد. تشــتک الايــزا بعــد از پوشــانيده شــدن ب
ــه  ــا دور ريخت ــی ژن ه ــد، آنت ــداری شــد. روز بع ــک شــب درون يخچــال )C°4( نگه ــه مــدت ي ب
  PBST ــر ــتفاده از باف ــا اس ــه ب ــج دقيق ــدت پن ــه م ــار ب ــر ب ــار و ه ــه ب ــا س ــک ه ــدند و چاه ش
ــر مســدود  ــا اســتفاده از باف ــش ب ــای واکن ــک از چاهــک ه ــر ي شستشــو داده شــدند. ســپس ه
کننــده پرگرديدنــد. ســطح تشــتک بــا پارافيلــم پوشــانيده شــده و بــه مــدت 24 ســاعت در دمــای 
ــا  ــک ه ــده و چاه ــه ش ــده دور ريخت ــدود کنن ــپس مس ــد. س ــرار داده ش ــال( ق C°4 )درون يخچ

مثــل قبــل شستشــو داده شــدند. آنــگاه 100μl  از آنتــی بــادی تخليــص شــده بــه نســبت 1:500، 
1:1000 و1:2000 در بافــر پوششــی رقيــق شــده بــود و در هــر چاهــک ريختــه شــد و تشــتک 
الايــزا بعــد از پوشــانيده شــدن بــا پارافيلــم، بــه مــدت چهــار ســاعت در دمــای C°73  قــرار داده 
ــل  ــا مث ــک ه ــد و چاه ــع آوری گردي ــده جم ــق ش ــن رقي ــول ايمنوگلوبولي ــال آن، محل ــد. بدنب ش
قبــل مــورد شستشــو قرارگرفتنــد. ســپس 100μl کانجوگيــت عمومــي (detagujnoC-PRH يــا 
(AP-conjugated) )Sigma-AldrichUSA بــه هــر چاهــک افــزوده شــد و تشــتک الايــزا پــس 

ــم در دمــای C°73 بــه مــدت چهــار ســاعت نگهــداري شــد. پــس  ــا پارافيل از پوشــانيده شــدن ب
ــه  ــته ب ــدند و بس ــو داده ش ــوينده، شستش ــر ش ــا باف ــا ب ــک ه ــت چاه ــع آوري کانجوگي از جم
 TMB1  نــوع کانجوگيــت اســتفاده شــده سوبســترای آن کــه شــامل 4-نيتروفنيــل فســفات و يــا
ــرار گرفــت و پــس از توقــف  ــود مــورد اســتفاده ق (Roche Applied Science, Germany( ب

واکنــش يــا اضافــه کــردن محلــول توقــف )NaOH ســه مــولار( ميــزان تغييــر رنــگ چاهــک هــا 
مــورد ســنجش قــرار گرفــت. 

Dot immunobinding assay (DIBA) )آزمون لکه گذاری نقطه ای )ديبا
از آزمــون لکــه گــذاری با اســتفاده از غشــاء نيتروســلولزی بــرای بررســی کارايــی ايمنوگلوبولين 
هــای تخليــص شــده نيــز اســتفاده شــد. در ايــن آزمــون از نمونــه هــای آلــوده بــه ويــروس بــرگ 
بادبزنــی مــو و شــاهد مثبــت و منفــی )گيــاه ســالم( اســتفاده شــد. بــا توجــه بــه آنتــی بــادی هــای 
اســتفاده شــده در ايــن آزمــون، از نتايــج آزمــون مذکــور مــی تــوان در برخــی از  مــوارد عــلاوه 
ــی زايــی و حفــظ  ــه قــدرت ايمن ــوان ب ــان شــده مــی ت ــن بي ــر بررســی خالــص ســازی پروتئي ب
حالــت ايمنــی ســازی پروتئيــن تخليــص شــده نيــز پــی بــرد. ايــن آزمــون مطابــق مراحــل زيــر 

انجــام پذيرفــت:
ــورد  ــای م ــه ه ــداد نمون ــه تع ــه ب ــا توج ــب ب ــدازه مناس ــلولزی را در ان ــرو س ــاء نيت ــدا غش ابت
آزمايــش در هــر بــار آزمــون  بريــده شــد، ســپس کاغــذ بريــده شــده بــه مــدت 10 تــا 15 دقيقــه  
در داخــل آب مقطــر دو بــار اســتريل درون يــک پتــری يــا يــک ظــرف در ابعــاد کاغــذ بريــده شــده 
1-1- 3,3›,5,5›-Tetramethylbenzidine (TMB)
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ــرار داده  ــز ق ــر هــود و روی دســتمال کاغــذی تمي ــرار داده شــد. غشــاء نيتروســلولزی در زي ق
شــد تــا  بخوبــی خشــک شــود.

پــس از اســتخراج پروتئيــن از نمونــه هــای باکتريايــی و پروتئيــن خالــص ســازی شــده و شــاهد 
منفــی از هــر نمونــه بــه انــدازه يــک قطــره بــه ترتيــب روی غشــاء نيتروســلولزی بريــده شــده 
ريختــه شــد و بــه مــدت 15 دقيقــه در دمــای اتــاق قــرار داده شــد تــا محلــول ريختــه شــده روی 
غشــاء خشــک شــود. غشــاء نيتروســلولزی بــه مــدت دو ســاعت در 10 ســی ســی  بافــر مســدود 

کننــده 2%  درون يــک پتــری اســتريل  قــرار داده شــد.
پــس از ســپری شــدن زمــان ذکرشــده کاغــذ نيتروســلولزی  ســه  بــار و هــر بــار بــه مــدت پنــج 
دقيقــه در بافــر مســدود کننــده شستشــو داده شــد. کاغــذ نيتروســلولزی در داخــل يــک پتــری 
تميــز قــرار داده شــد و  بــه مقــدار 2 ســی ســی از ايمنوگلوبوليــن هــای رقيــق شــده )1:1000(  
ــرزان  ــور ل ــاق  روی انکوبات ــای ات ــه مــدت دو ســاعت در دم ــه شــد، و ب ــری ريخت در داخــل پت
قــرار داده شــد. بعــد از 2 ســاعت، آنتــی بــادی درون پتــری بــه دقــت جمــع آوری شــد و کاغــذ 
نيتروســلولزی 4 بــار و هــر بــار بــه مــدت 5 دقيقــه در بافــر مســدود کننــده شستشــو داده شــد.

بعــد از شستشــو، مجــدداً غشــاء در داخــل پتــری تميــز قــرار داده شــد  و پــس از اضافــه نمــودن 
2 ســی ســی کانجوگيــت عمومــی تهيــه شــده در بــز عليــه بخــش ثابــت پادتــن هــای خرگــوش 
رقيــق شــده بــه نســبت 1:1000 بــه مــدت يــک ســاعت در دمــای اتــاق قــرار داده شــد. بعــد از يــک 
ســاعت آنتــی بــادی درون کيســه پلاســتيکی جمــع آوری شــد و غشــاء 4 بــار، هــر بــار بــه مــدت 
پنــج  دقيقــه در بافــر مســدود کننــده شستشــو داده شــد. پنــج  ســی ســی از بافــر آلکاليــن فســفات 
بــه همــراه 33 ميکروليتــر NBT و 16/5 ميکروليتــر BCIP روی کاغــذ در داخــل کيســه پلاســتيکی 

تميــز ريختــه شــد و تغييــر رنــگ هــای ايجــاد شــده بــر روی لکــه هــای حاصــل ثبــت شــد.
بعــد از حداکثــر 15 دقيقــه غشــاء نيتروســلولزی بــا آب اســتريل شستشــو داده شــد بــرای توقــف 
واکنــش و نگهــداری کاغــذ از محلــول 0/5 مــولار NaOH اســتفاده شــد و غشــاء بــا اســتفاده از  

آب مقطــر شســته شــد تــا واکنــش متوقــف شــود.
نتايج و بحث 

ــن  ــی از ايم ــا حاک ــی ســرم ه ــی و بررســی تيتراســيون آنت ــی زاي ــج حاصــل از تســت ايمن نتاي
شــدن و آزاد شــدن آنتــی بــادی عليــه آنتــی ژن هــای اســتفاده شــده در خــون اســتحصال شــده 

بــود )شــکل 1(.



295دوره سی و یکم، شماره 1، بهار 1397مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

ــد مشــخص  ــل آمي ــی آکري ــص ســازی شــده روی ژل پل ــن هــای خال ــورز ايمنوگلوبولي الکتروف
ــون و 25  ــو دالت ــدازه هــای حــدود 75 کيل ــزرگ و کوچــک در ان ــی ب ــد پروتئين نمــود کــه دو بان
کيلــو دالتــون قابــل مشــاهده اســت. کــه بانــد بزرگتــر مربــوط بــه زنجيــره ســنگين ايمنوگلوبوليــن 
ــکل 2(.   ــود )ش ــده ب ــص ش ــن تخلي ــبک ايمنوگلوبولي ــره س ــه زنجي ــوط ب ــر مرب ــد کوچکت و بان
ــده  ــص ش ــای تخلي ــن ه ــت ايمنوگلوبولي ــه غلظ ــان داد ک ــا نش ــت بانده ــدت و غلظ ــن ش همچني
ــا رقــت هــای  ــه الايــزای غيــر مســتقيم ب مناســب و رضايــت بخــش مــی باشــد.نتايج مربــوط ب
مختلــف مشــخص نمــود کــه ايمنوگلوبوليــن تخليــص شــده در هــر ســه رقــت 1:500، 1:1000 و 
1:2000 بــا آنتــی ژن مربوطــه واکنــش مــی دهــد هــر چنــد کــه شــدت واکنــش در غلظــت هــای 
مختلــف متفــاوت اســت. شــدت واکنــش بــر اســاس ميــزان جــذب نــوری در 405 نانومتــر انــدازه 
گيــری شــد کــه نتايــج نشــان داد ايمنوگلوبوليــن هــای تخليــص شــده عليــه پروتئيــن پوششــی 
در رقــت 1:500 و 1:1000 قابليــت بهتــری در تشــخيص آنتــی ژن هــای مربوطــه دارد )شــکل 3 
و 4( و امــا در مــورد پروتئيــن حرکتــی رقــت 1:500 بهتريــن واکنــش را بــرای تشــخيص آنتــی 
ــوری  ــذب ن ــزان ج ــکل 3 و 4(. مي ــر دارد )ش ــوری در 405 نانومت ــذب ن ــی ج ــس از بررس ژن پ
ــوری در مــورد  ــه گياهــی ســالم انجــام شــد کــه جــذب ن ــا نمون ــر در مقايســه ب در 405 نانومت
هــر دو آنتــی ژن )پروتئيــن حرکتــی و پروتئيــن پوششــی( ميــزان جــذب نــوری حــدود دو برابــر 
نمونــه گياهــی ســالم بــود. همانطــور کــه در نتايــج ديــده مــی شــود رقــت هــای واکنــش در مــورد 
ايمنوگلوبوليــن تهيــه شــده عليــه پروتئيــن پوششــی واکنــش بهتــری نســبت بــه ايمنوگلوبوليــن 
ــی  ــت آنت ــه خاصي ــن امــر ممکــن اســت ب ــه اي ــی نشــان داد ک ــن حرکت ــه پروتئي ــه شــده علي تهي

شــکل 1: نمــودار تعيــن تيتــر آنتــی ســرم هــای تهيــه شــده از خرگــوش هــای ايمــن شــده عليــه 

پروتئيــن پوششــی )A( و پروتئيــن حرکتــی )B( ويــروس بــرگ بادبزنــی مو، Not-immune ســرم 

تهيــه شــده از خرگــوش قبــل از تزريــق
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ــرای  ــن اســتخراج شــده ب ــن غلظــت بيشــتر پروتئي ــن پوششــی و همچني ــی بيشــتر پروتئي ژنيک
تزريــق باشــد.

در آزمــون ديبــا بــا اســتفاده از غلظــت 1:500 ايمنوگلوبوليــن هــای خالــص شــده در مــورد هــر 
دو پروتئيــن پوششــی و حرکتــی پــس از اضافــه نمــودن سوبســترا تغييــر رنــگ در محــل اضافــه 

کــردن آنتــی ژن بــا شــدت هــای مختلــف مشــاهده شــد )شــکل 5(.

شــکل 2  : الکترفــورز ايمنوگلوبوليــن هــای تخليــص شــده در ژل پلی اکريــل آميــد 12% 1: ايمنوگلوبولين 

تخليــص شــده عليه پروتئيــن پوششــی )1( و پروتئيــن حرکتی )2(

شــکل 3 : نتايــج الايــزای غيــر مســتقيم بــا اســتفاده از ايمنوگلوبوليــن تخليــص شــده عليــه پروتئين پوششــی 

ــاهد  ــوده )ش ــی آل ــه برگ ــای 1:500، 1:1000 و A( 1:2000: نمون ــت ه ــو در رق ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب وي

ــيره  ــتخراج ش ــر اس ــالم(، D: باف ــاه س ــی )گي ــاهد منف ــم GFLV، C: ش ــی دارای علائ ــه برگ ــت(، B: نمون مثب

گياهــی، E: بافــر پوششــی، F: سوبســترا
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ــن  ــه دو  پروتئي ــن G  علي ــص ايمنوگلوبولي ــازی و تخلي ــی س ــکان ايمن ــور  ام ــق مذک در تحقي
ــی زا  ــاده ايمن ــوان م ــه عن ــی ب ــن حرکت ــن پوششــی و پروتئي ــه پروتئي ــی ويروســی از جمل اصل
ــاوت  ــادی هــای مناســب جهــت کاربردهــای متف ــد آنتی-ب ــرای تولي در شــرايط آزمايشــگاهی ب
از جملــه رديابــی  مــورد بررســی قــرار گرفــت. مشــابه تحقيــق انجــام شــده از IgG بــه عنــوان 
 Abou-Jawdah, et( آنتــی بــادی در شناســايی ويــروس هــای متفاوتــی اســتفاده شــده اســت
 al. 2004; Cerovska et al., 2006; Cerovska et al., 2003; Korimbocus et al., 2002;

 .)Ling et al., 2000.

پــس از خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن هــای توليــد شــده نيــز قــادر بــه رديابــی آنتــی ژن هــا 
ــد. ميــزان ضريــب جــذب نــوری در  ــه پروتئيــن هــای بيــان شــده و تخليــص شــده بودن از جمل
اســتفاده از آنتــی بــادی هــای نوترکيــب عليــه پروتئيــن پوششــی نســبت بــه آنتــی بــادی توليــد 
شــده عليــه پروتئيــن حرکتــی بيشــتر بــود کــه ايــن اختــلاف ممکــن اســت بــه مربــوط بــه ميــزان 
پروتئيــن هــای توليــد شــده در ويــروس گياهــی باشــد. از طرفــی عيــار آنتــی ســرم تهيــه شــده 
عليــه پروتئيــن حرکتــی کمتــر از پروتئيــن پوششــی بــود کــه ايــن امــر ممکــن اســت در خالــص 
ســازی ايمونوگلوبوليــن هــا تاثيــر گــذار باشــد. پــس از خالــص ســازی آنتی بــادی هــای نوترکيب 
توليــد شــده عليــه پروتئيــن پوششــی در رقــت 1 بــه 1000 و آنتــی بــادی هــای تهيــه شــده عليــه 

شــکل 4 : نتايــج الايــزای غيــر مســتقيم بــا اســتفاده از ايمنوگلوبوليــن تخليص شــده عليــه پروتئين 

حرکتــی ويــروس بــرگ بادبزنــی مــو در رقــت هــای 1:500، 1:1000 و A( 1:2000: نمونــه برگــی 

 :D ،)گيــاه ســالم( شــاهد منفــی :GFLV، C نمونــه برگــی دارای علائــم :B ،)آلــوده )شــاهد مثبــت

بافــر اســتخراج شــيره گياهــی، E: بافــر پوششــی، F: سوبســترا
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ــاير  ــج س ــن نتاي ــا همي ــابه ب ــتند. مش ــبی داش ــی مناس ــت 1:500 کاراي ــی در رق ــن حرکت پروتئي
محققيــن نيــز از آنتــی بــادی هــا نوترکيــب تخليــص شــده بــرای رديابــی و شناســايی ويــروس 
 Afolabi et al., 2009; Alonso-Padilla et al., 2010; Aparicio et( هــا اســتفاده نمــوده انــد

)al., 2009; Bang et al., 2009; Cerovska et al., 2010;  

بــا توجــه بــه اينکــه پروتئيــن پوششــی و حرکتــی ويــروس بــرگ بادبزنــی مــو از روی آران ای 
شــماره ايــن دو ويــروس بصــورت پلــی پروتئيــن رمــز مــی شــود معمــولًا ميــزان توليــد ايــن دو 
پروتئيــن يکســان مــی باشــد امــا توانايــی خاصيــت آنتــی ژنيــک پروتئيــن پوششــی بســيار بالاتــر 
از پوتئيــن حرکتــی مــی باشــد )Andret-Link et al., 2004( و ايــن خاصيــت ســبب مــی شــود 
کــه پروتئيــن پوششــی توانايــی بيشــتری در واکنــش بــا آنتــی بــادی هــای مربوطــه داشــته باشــد 
و تفــاوت واکنــش در تســت هــای انجــام شــده بــا دو پروتئيــن حرکتــی و پوششــی ممکــن اســت 
بــه ايــن نکتــه مرتبــط باشــد. از طــرف ديگــر بــا توجــه بــه نقــش پروتئيــن حرکتــی کــه عمومــاً در 
حرکــت ســلول بــه ســلول ويــروس نقــش دارد، ايــن پروتئيــن بــا ســاير پروتئيــن هــای گياهــی و 
حتــی برخــی از ســاختارهای گياهــی بــرای تســهيل حرکــت ويــروس ارتبــاط برقــرار مــی کنــد 
ايــن نکتــه ممکــن اســت ســبب تغييــر برخــی از ســاختارهای پروتئينــی در سيســتم گياهــی شــود 
و از طــرف ديگــر در واکنــش بــا آنتــی بــادی هــای توليــد شــده در سيســتم پروکاريوتــی تاثيــر 

گــذار باشــد. 

خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن ســرم هــای ايمــن شــده بــه منظــور توليــد آنتــی بــادی معمــولٌا 
بــا تجهيــزات زيــاد و بــا اســتفاده از انــواع روش هــا و کيــت هــای متنوعــی انجــام ميگيــرد کــه 

ــن  ــده پروتئي ــص ش ــای تخلي ــن ه ــتفاده از ايمنوگلوبولي ــا اس ــا ب ــون ديب ــج آزم ــکل  5 : نتاي ش

پوششــی )الــف( و پروتئيــن حرکتــی )ب( 1: پروتئيــن خالــص شــده، 2: پروتئيــن بيــان شــده  3: 

پروتيئــن اســتخراج شــده در زمــان صفــر 4: پروتئيــن اســتخراج شــده از باکتــری دارای پلاســميد 

بــدون قطعــه
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مســتلزم صــرف هزينــه و زمــان زيــاد مــی باشــد. در تحقيــق حاضــر بــا اســتفاده از امکانــات 
موجــود امــکان خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن هــا از ســرم خــون بــا ســتون DEAE ســلولزی 
مــورد بررســی قــرار گرفــت کــه نتايــج نشــان داد روش مذکــور مــی توانــد بــه صــورت کاربردی 
و در حجــم زيــاد بــرای خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن مــورد اســتفاده قــرار بگيــرد. عــلاوه بــر 
ــن هــای تخليــص  ــا اســتفاده از ايمنوگلوبولي ــج حاصــل از تســت هــای ســرولوژيکی ب ــن نتاي اي
شــده حاکــی از کارايــی مناســب آن هــا بــود کــه قابليــت کاربــرد بــرای رديابــی آنتــی ژن هــای 

مربوطــه و طراحــی انــواع کيــت هــای تشــخيصی را دارا مــی باشــند. 
رســوب دهــی بــا اســتفاده از ســولفات آمونيــوم روشــی ارزان و در دســترس مــی باشــد کــه بــه 
منظــور تخليــص ايمنوگلوبوليــن مــورد اســتفاده قــرار گرفــت کــه بــا توجــه بــه وجــود ناخالصــی 
در رســوب دهــی بــا ســولفات آمونيــوم اســتفاده از ســتون ســلولزی DEAE مــی توانــد باعــث 
جــذف ناخالصــی هــا و در عيــن حــال افزايــش کيفيــت ايمنوگلوبوليــن هــای تخليــص شــده شــود. 
اســتفاده از روش هــای کروماتوگرافــی پــس از رســوب دهــی در ســولفات آمونيــوم ســبب حــذف 
ســاير ايمنوگلوبوليــن هــا از ســرم و خالــص شــدن ايمنوگلوبوليــن گامــا بــا درجــه خلــوص بــالا 
می-شــود. ايــن روش بــا وجــود چنــد مرحلــه ای بــودن روشــی ســاده و ارزان مــی باشــد کــه 
ــه مــی  ــه صرف ــرون ب ــان مق ــه و زم ــا از نظــر هزين ــت ه ــرد ســاير کي ــه کارب ــولًا نســبت ب معم

باشــد. 
 G منجــر بــه خالــص ســازی ايمنوگلوبوليــن G يــا A کروماتوگرافــی بــا ســتون هــای پروتئيــن
ــه بالايــی دارد. از طــرف ديگــر معمــولًا بــرای  ــا خلــوص زيــادی می-شــود امــا معمــولًا هزين ب
ــی  ــبتاً بالاي ــی نس ــا قلياي ــيدی ي ــا pH اس ــای ب ــتون از بافره ــا از س ــادی ه ــی ب ــردن آنت جداک
ــر گذاشــته و  ــادی هــا تاثي ــی ب ــت آنت ــر فعالي ــن امــر ممکــن اســت ب اســتفاده مــی شــود کــه اي
ــه رديابــی آنتــی  ســبب کاهــش فعاليــت ايمنوگلوبوليــن G در واکنــش هــای اختصاصــی از جمل

ــوند. ــه ش ژن مربوط
در نهايــت تحقيــق حاضــر نشــان داد پروتئيــن هــای پوششــی و حرکتــی تهيــه شــده بــه صــورت 
بيــان در سيســتم پروکاريوتــی توانايــی ايمنــی زايــی در بــدن يــک حيــوان خونگــرم را دارنــد و 
توانايــی توليــد آنتــی ســرم بــا رقــت مناســب بــه منظــور تخليــص را فراهــم مــی نماينــد. همچنيــن، 
ــن  ــای ايم ــن  G ســرم ه ــوان ايمنوگلوبولي ــی ت ــی م ــه خوب ــا اســتفاده از ســتون ســلولوزی ب ب
شــده را اســتخراج و تخليــص نمــود. نتايــج کارايــی ايمنوگلوبوليــن تخليــص شــده در تســت هــای 
ســرولوژيک نشــان داد ايمنوگلوبوليــن تخليــص شــده بــه خوبــی توانايــی تشــخيص نمونــه هــای 
آلــوده بــه ويــروس بــرگ بادبزنــی مــو را دارنــد هــر چنــد کــه ميــزان پاســخ در ايمنوگلوبوليــن 
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تهيــه شــده عليــه پروتئيــن پوششــی نســبت بــه پروتئيــن حرکتــی بهتــر اســت کــه ايــن امــر کــی 
توانــد بــه علــت برخــی خصوصيــات آنتــی ژنيــک پروتئيــن پوششــی ويــروس هــا باشــد. توليــد 
ايــن پروتئيــن هــا در سيســتم پروکاريوتــی و تخليــص و ارزيابــی آنهــا در مــورد ويــروس بــرگ 
ــد شــده مــی  ــادی هــای تولي ــی ب ــرد و آنت ــار اســت صــورت ميگي ــن ب ــرای اولي ــی مــو ب بادبزن
توانــد در موسســات و مراکــزی کــه بــرای تشــخيص ايــن ويــروس تحقيقــات انجــام مــی دهنــد 
مفيــد باشــد زيــرا آنتــی بــادی توليــد شــده عليــه يــک ايز.لــه بومــی از ايــران تهيــه شــده اســت.
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