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چکیده
در تحقیــق حاضــر از جدایــه هــای بومــی ویــروس بــرگ بادبزنــی مــو 
)Grapevine fan leaf virus (GFLV( بــرای تهیــه آنتــی بــادی 
نوترکیــب اســتفاده شــد، بدیــن ترتیــب ژن هــای پروتئیــن پوششــی و 
حرکتــی ویــروس تکثیــر و در پلاســمید pET21a همســانه ســازی و به 
ــان ژن  ــس از بی ــدند. پ ــل ش ــری Escherichia coli (BL21) منتق باکت
هــای مذکــور پروتئیــن هــای بیــان شــده تخلیــص و بــرای ایمنــی زایی 
ــن- ــط پروتیئ ــی توس ــی زای ــس از ایمن ــدند.  پ ــتفاده ش ــوش اس خرگ
هــای پوششــی و حرکتــی، ســرم ایمــن شــده اســتخراج گردیــد. خالــص 
ــلولزی  ــتون DEAE س ــتفاده از س ــا اس ــن G ب ــازی ایمنوگلوبولی س
  IgG  صــورت گرفــت. ســپس آزمــون الایــزای 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 نتای
و IgG پروتئیــن حرکتــی در رقــت 1:500 بهتریــن واکنــش 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
ردیابــی آنتــی ژن بــود. نتایــج نشــان داد آنتــی بــادی هــای تولید شــده 

بصــورت اختصاصــی توانایــی ردیابــی GFLV را داراســت.

واژه هــای کلیــدی: آنتــی بــادی،  پروتئیــن پوششــی،  پروتئیــن حرکتی، 
ویــروس بــرگ بادبزنــی مو

کــه توســط ویــروس بــرگ بادبزنــی مــوGrapevine fan leaf virus GFLV  ایجــاد مــی شــود 
(Martelli, 2012). ایــن ویــروس دارای دو قطعــه RNA تــک رشــته ای بــا قطبیــت مثبــت اســت 

ــا اســتفاده  ــی از روی آران ای شــماره دو ب ــن حرکت ــن پوششــی و پروتئی ــه ژن هــای پروتئی ک
ــز مــی شــوند )Andret-Link et al., 2004(.  خســارت  ــن رم ــی پروتئی ــد پل از اســتراتژی تولی
بیمــاری بــرگ بادبزنــی مــو در برخــی از ارقــام تــا حــدود 80% نیــز گــزارش شــده اســت. دامنــه 
ــران  ــا و ای ــب مناطــق انگــور کاری دنی ــروس بســیار گســترده اســت و در اغل ــن وی ــش ای پراکن
ــتگاه  ــع خاس ــی از مناب ــود )Andret-Link et al., 2004(. برخ ــی ش ــاری م ــاد بیم ــبب  ایج س
ویــروس عامــل ایــن بیمــاری را بــا توجــه بــه آنالیــز مولکولــی انگورهــای کشــت شــده، ایــران 
باســتان مــی داننــد. بنابرایــن مدیریــت ایــن بیمــاری یکــی از مــوارد اجتنــاب ناپذیــر بــرای مناطــق 
ــی  ــای ویروس ــاری ه ــی بیم ــای مدیریت ــی از روش ه ــک یک ــدون ش ــد. ب ــور کاری می-باش انگ
شناســایی ســریع و بــه هنــگام ویــروس هــای عامــل بیمــاری بــه منظــور انجــام اقدامــات لازم 
مــی باشــد. عــاوه بــر ایــن شناســایی دقیــق و ســریع ویــروس بــرگ بادبزنــی مــو در مناطــق 
قرنطینــه، بررســی پایــه هــای عــاری از ویــروس و ردیابــی ویــروس در مناطــق آلــوده مــی توانــد 

از اهــداف مهــم برنامــه هــای مدیریتــی ایــن بیمارگــر مهــم باشــد. 
ــروس شناســی ضــروری اســت  ــات وی ــرای انجــام بســیاری از مطالع ــا ب ــروس ه ســنجش وی
چندیــن روش بــرای رســیدن بــه تشــخیص دقیــق و درســت بیمــاری هــای گیاهــی ایجــاد شــده 
 Astier et al., 2001; Lima et al., 2012; Mulholland,( توســط ویــروس هــا وجــود دارد
ــرای  ــرولوژی ب ــای س ــر روش ه ــی ب ــای مبتن ــک ه Naidu & Hughes, 2003 ;2009(. تکنی

شناســایی و تعییــن مشــخصات ویــروس هــای گیاهــی توســعه یافتــه اســت و روش هــای الایــزا 
 Flint et( بــرای شناســایی ویــروس هــا در مقیــاس خیلــی بــزرگ مورد اســتفاده قــرار مــی گیــرد
 .)al., 2009; Hampton et al., 1990; Naidu, Hughes, 2003; Nascimento et al., 2010;

بــا ایــن حــال، محدودیــت هــای عمــده در اســتفاده از روش هــای ســرولوژی بــرای شناســایی 
ویــروس هــای گیاهــی شــامل مشــکلات تولیــد عیــار بــالای ویــروس هــا بــه منظــور بــه دســت 
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ــی از  ــت در برخ ــدم اختصاصی ــروس و ع ــی وی ــرم اختصاص ــی س ــب آنت ــار مناس آوردن عی
 .(Lima et al., 2012) ــد ــی باش ــده م ــد ش ــای تولی ــرم ه ــی س ــوارد از آنت م

تولیــد آنتــی ســرم بــرای برخــی از ویــروس هــای گیاهــی کــه خالــص ســازی آن هــا از پروتئیــن 
ــائل  ــی از مس ــد یک ــی باش ــکل م ــب از آن مش ــت مناس ــت آوردن غلظ ــه دس ــی و ب ــای گیاه ه
عمــده و مهــم در تولیــد آنتــی بــادی هــای اختصاصــی علیــه ویــروس هــای گیاهــی اســت. بــه 
همیــن منظــور روش هــای مناســبی بــرای بــه دســت آوردن غلظــت مناســب از ویــروس هــای 
گیاهــی و فاقــد پروتئیــن هــای گیاهــی توســعه یافتــه اســت کــه از ایــن روش هــا مــی تــوان بــه 
ــن  ــا پروتئی ــن پوششــی ی ــا اســتفاده از ژن پروتئی ــی ب ترانسفورماســیون ســلول هــای باکتریای
هــای غیــر ســاختاری اشــاره نمــود و اســتفاده از چینیــن پروتئیــن هــای در ایمنــی زایــی و تولیــد 

.(Lima et al., 2012) آنتــی ســرم و آنتــی بــادی مــی باشــد
ــه  ــنگین ب ــره س ــت  )C( زنجی ــی ثاب ــاختمان نواح ــاوت در س ــاس تف ــا براس ــن ه ایمونوگلوبولی
کلاس هــا و زیــر کلاس-هــای مختلفــی دســته بنــدی میشــوند. کلاس هــای مولکــول هــای آنتــی 
ــواع  ــولًا دارای ان ــده معم ــن ش ــون ایم ــرم خ ــد از  IgA ،IgD، IgE ،IgG ،.IgM. س ــادی عبارتن ب
ــا IgG فراوانتریــن و مهــم تریــن  مختلفــی از ایمنوگلوبولیــن مــی باشــد کــه ایمنوگلوبولیــن G ی
کلاس ایمنوگلوبولیــن هــا در پاســخ هــای ثانویــه ایمنــی ســرم اســت. در حقیقــت، ایمنوگلوبولیــن 
ــای  ــون ه ــاً در آزم ــه غالب ــد ک ــی باش ــدی م ــای تولی ــن ه ــوع از ایمنوگلوبولی ــن ن G معمولتری
ســرولوژیکی بــرای شناســایی ویــروس هــای گیاهــی و اهــداف مختلفــی اســتفاده مــی شــوند. 
ایــن نــوع آنتــی بــادی هــا از چهــار زنجیــره ی پپتیــدی متصــل بــه هــم تشــکیل شــده انــد کــه 
دارای دو زنجیــره ســنگین و دو زنجیــره ســبک پلــی پپتیــدی مشــابه مــی باشــند و تقریبــاً 150 

 .)Lima et al., 2012(  ــد ــون وزن دارن کیلودالت
معمــولًا اولیــن قــدم بــرای خالــص ســازی پروتئیــن، رســوب دهــی بــا نمــک هــا مــی باشــد. نمــک 
هایــی کــه عمومــاً بــرای ایــن منظــور اســتفاده مــی شــوند ســولفات آمونیــوم و ســولفات ســدیم 

مــی باشــند. 
انتخــاب روش خالــص کــردن بــه مــوارد مصــرف آنتــی بــادی، حیوانــی 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 زی ــل ش حاص
 ،G، HPLC و یــا پروتئیــن A ســازی آنتــی بــادی عیارتنــد از کروماتوگرافــی تمایلــی بــا پروتئیــن

رســوب بــا اســتفاده از ســولفات آمونیــوم، PEG  ، اســید کاپریلیــک و غیــره.
 DEAE ــا ســتون ــی ب ــص IgG اســتفاده از کروماتوگراف ــای تخلی ــن روش ه ــی از ســاده تری یک
مــی باشــد کــه همــه ناخالصــی هــای مهــم بــه جــز ترانســفرین را از محلــول حــاوی آنتــی بــادی 
جــدا مــی کنــد و اگــر بــا شستشــوی شــیبی عمــل شــود درجــه خلــوص حتــی بیشــتر از %90 
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 HPLC نیــز بســیار ســریع اســت امــا دســتگاه HPLC خواهــد شــد. خالــص کــردن آنتــی بــادی بــا
و ســتون هــای آن بســیار گــران قیمــت هســتند. بــرای تخلیــص بهتــر اســت ابتــدا از ســاده تریــن 
روش هــا شــروع کــرد بنابرایــن، اولیــن مرحلــه رســوب ایمنوگلوبولیــن هــا اســتفاده از ســولفات 

.)Abbas et al., 2005( آمونیــوم اســت
ایــن روش بــرای خالــص ســازی بــا درصــد زیــاد کافــی نیســت و بایــد همــراه تکنیــک هــای دیگــر 
بــه کار رود. پروتئیــن هــا در حالــت محلــول بــه علــت داشــتن گــروه هــای آزاد قطبــی و بــاردار، 
بــا آب اتصــالات هیدروژنــی مــی دهنــد. وقتــی غلظــت زیــاد مولکــول هــای کوچــک بــاردار مثــل 
آمونیــوم ســولفات بــه محلــول پروتئینــی اضافــه شــود ایــن مولکــول هــای کوچــک بــرای اتصــال 
بــه آب بــا پروتئیــن رقابــت مــی کننــد. در نتیجــه وقتــی مولکــول هــای آب از مولکــول پروتئیــن 
جــدا شــوند، حلالیــت پروتئیــن هــا کــم شــده و باعــث رســوب آنهــا مــی شــود. رســوب پروتئیــن 
بــه تعــداد و محــل گــروه هــای قطبــی، وزن مولکولــی پروتئیــن، pH و حــرارت محلــول بســتگی 
دارد. بــرای رســوب ایمنوگلوبولیــن ســرم خــون خرگــوش از محلــول 33 درصــد اشــباع آمونیــوم 

 .)Abbas et al., 2005( ســولفات اســتفاده مــی شــود
در تحقیــق حاضــر از ســتون DEAE ســلولزی بــرای خالــص ســازی ایمنوگلوبولیــن G از ســرم 
ــو  ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب ــی وی ــن حرکت ــی و پروتئی ــن پوشش ــه پروتئی ــده علی ــه ش ــای تهی ه
اســتفاده شــد و ســپس کارایــی ایمنوگلوبولیــن هــای تخلیــص شــده در آزمــون هــای ســرولوژیک 

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

تهیه سازه و آنتی سرم حیوان ایمن شده
 Sokhandan-Bashir( 3-5-4-KH بــرای جداســازی و تکثیــر ژن پروتئیــن پوششــی از جدایــه
 Kh4 (Sokhandan-Bashir et al., 2009) و ژن پروتئیــن حرکتــی از جدایــه )et al., 2011

اســتفاده شــد. ســپس، پلاســمیدهای نوترکیــب  pET21aGFLVCP و pET21aGFLVMP  دارای 
ــری  ــه باکت ــد 1392( ب ــو )کولیون ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب ــی وی ــی و حرکت ــن پوشش ژن پروتئی

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

خالص سازی پروتئین های بیان شده در باکتری 
ــب  ــمیدهای نوترکی ــاوی پلاس ــری                                    ح ــه باکت ــک پرگن ــانه ی ــر همس از ه
pET21aGFLVCP و pET21aGFLVMP  در 5 میلــی لیتــر محیــط کشــت LB حــاوی آنتــی 

ــق ســازی  ــان کشــت داده شــد و رقی ــه منظــور بی ــه ب ــی ســیلین بصــورت جداگان ــک آمپ بیوتی
کشــت شــبانه در 100میلــی لیتــر محیــط LB  مایــع انجــام شــد و ســپس چهــار ســاعت پــس از 

(E. koulivand2014)
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تلقیــح توســط IPTG ، رســوب باکتریایــی پــس از ســانتریفوژ در g 6000  بــه مــدت 15 دقیقــه جمــع 
آوری شــد. ســپس مطابــق دســتورالعمل شــرکت ســازنده کیــت بــه ازای رســوب حاصــل از هــر 50 
میلــی لیتــر سوسپانســیون باکتریایــی دو میلــی لیتــر بافــر اتصــال  بــه رســوب ته نشــین اضافه شــد 
و بخوبــی سوسپانســیون شــد. ســپس لیزوزیــم بــا غلظــت نهایــی یــک میکــرو گــرم در میلــی لیتــر 
بــه سوسپانســیون حاصــل اضافــه شــد و بــه مــدت 15 دقیقــه در دمــای 30 درجــه ســانتیگراد قــرار 
داده شــد. پــس از ســپری شــدن مــدت زمــان مذکــور سوسپانســیون تهیــه شــده درون لولــه هــای 
دو میلــی لیتــری ریختــه شــده و در 14000 دور در دقیقــه بــه مــدت 20 دقیقــه ســانتریفوژ شــدند و 
فــاز رویــی 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 ریختــه شــد و فــاز محلــول خــارج شــده از قســمت پایینــی ســتون در 

انــدازه هــای 500 میکرولیتــری جمــع آوری شــدند.
پــس از تعییــن غلظــت بــا اســتفاده از روش برادفــورد پروتئیــن هــای تخلیــص شــده در مراحــل 
قبــل غلظــت مناســب از پروتئیــن تخلیــص شــده )100میکروگــرم در میلــی لیتــر( بــه عنــوان آنتــی 
ژن بــرای ایمنــی زایــی اســتفاده شــدند. در همیــن راســتا بــرای هــر پروتئیــن تخلیــص شــده از دو 
عــدد خرگــوش مــاده بــرای ایمنــی زایــی اســتفاده شــد. تزریــق بــه فواصــل دو هفتــه و بصــورت 
زیــر جلــدی انجــام شــد. در تزریــق اول 100 میکــرو گــرم در میلــی لیتــر از پروتئیــن نوترکیــب 
ــن  ــم پروتئی ــر حج ــل (Sigma-Aldrich, USA) براب ــت کام ــا ادجوان ــراه ب ــده هم ــص ش تخلی
نوترکیــب تخلیــص شــده اســتفاده شــد و در دو تزریــق بعــدی از 100 میکروگــرم در میلــی لیتــر 
ــه پــس از  ــا هــم حجــم آن ادجوانــت ناقــص اســتفاده شــد. دو هفت پروتئیــن نوترکیــب همــراه ب
آخریــن تزریــق مقــدار کمــی خونگیــری از گــوش خرگــوش انجــام گرفــت و پــس از اطمینــان از 
ایمــن شــدن حیــوان، خونگیــری کامــل از قلــب خرگــوش انجــام شــد. بــرای جــدا ســازی ســرم، 
خــون خرگــوش ایمــن شــده در دمــای 37 درجــه ســانتیگراد بــه مــدت 1/5 ســاعت قــرار داده شــد 
و پــس از آن یــک شــب در دمــای یخچــال قــرار داده شــد. پــس از ســپری شــدن زمــان مــورد 
ــه مــدت 20 دقیقــه انجــام و ســرم خــون جــدا شــد و بــرای  نظــر ســانتریفوژ در دورg 3500 ب
 )PBS ( بررســی ایمنــی زایــی از ســرم تهیــه شــده رقــت هــای مختلــف در بافــر  فســفات ســالین
)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 گلیســرول نگهــداری شــد.
خالص سازی IgG با استفاده از ستون سلولز

پــس از تهیــه ســرم از حیوانــات ایمــن شــده بــا اســتفاده از پروتئیــن هــای پوششــی و حرکتــی 
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بــه منظــور خالــص ســازی ایمنوگلوبولیــن G از ســرم هــا، مطابــق روش زیــر عمــل شــد:
ابتــدا هشــت میلــی لیتــر ســولفات آمونیــوم اشــباع شــده را بــه آرامــی بــه 10 میلــی لیتــر ســرم 
هــای جــدا شــده اضافــه شــد و محلــول بــه مــدت 30 دقیقــه در دمــای 25 درجــه ســانتیگراد روی 
همــزن در دمــای اتــاق بــه هــم زده شــد. محلــول اشــباع یــک شــب )حــدود 12 ســاعت( در دمــای 

4 درجــه ســانتیگراد قــرار داده شــد.
بــه منظــور آمــاده ســازی ســتون ســلولزی،  در یــک ســتون شیشــه ای، محلــول DEAE ســلولز 
ریختــه شــد و پــس از فشــرده شــدن، ســتون بــا اســتفاده از بافــر فســفات ) 0/07 مــولار و  6/3 
pH ( متعــادل شــد ) ظرفیــت ســتون ســلولز اســتفاده شــده 100 میلــی گــرم بــر میلــی لیتــر بــود(. 

ســپس محلــول اشــباع شــده ســرم کــه در دمــای 4 درجــه ســانتیگراد بــه مــدت یــک شــب )حــدود 
12 ســاعت( نگهــداری شــده بــود، بــه مــدت 30 دقیقــه در 4000 دور در دقیقــه )rpm( در دمــای 
4 درجــه ســانتیگراد ســانتریفوژ شــد. رســوب تشــکیل شــده در 5 میلــی لیتــر بافــر فســفات 0/07 
ــه شــده درون کیســه  ــی سوسپانســیون شــد. سوسپانســیون تهی ــه خوب ــولار و pH= 6/3  ب م
دیالیــز ریختــه شــد و دو ســر کیســه دیالیــز بــه خوبــی مســدود شــد و در بافــر فســفات همــراه 
بــا چرخــش در دمــای 4 درجــه  قــرار داده شــد و بــه تنــاوب بافــر تعویــض گردیــد )کیســه دیالیــز 
قبــل از اســتفاده بــه مــدت 10 دقیقــه در   EDTA 0/01% جوشــانده شــد(. بــرای بررســی کارایــی 

دیالیــز از معــرف نســلر(HgI2, KI, NaOH)  اســتفاده شــد.
پــس از انجــام عمــل دیالیــز، محلــول داخــل کیســه دیالیــز بــه مــدت 15 دقیقــه در 4000 دور در 
ــری شــده،  ــدازه گی ــن ان ــه غلظــت پروتئی ــا توجــه ب ــد. ســپس ب ــه )rpm( ســانتریفوژ گردی دقیق
ــه کار  ــت سوسپانســیون در آورده شــد و در ســتون DEAE  ب ــر فســفات بحال ــن در باف پروتئی

بــرده شــد. مایــع خــارج شــده از ســتون جمــع آوری شــد )50 قطــره در 3 دقیقــه(.
 )IgG( محلــول پروتئیــن OD  نهایتــاً بــا اســتفاده از اســپکتروفتومتر  در طــول مــوج 280 نانومتــر
  %12 )SDS-PAGE( ــد ــل آمی ــی آکری ــورز روی ژل پل ــد از الکترف ــرای تایی ــری شــد ب ــدازه گی ان

اســتفاده شــد.
بررسی کارایی ایمنوگلوبولین های تخلیص شده

الایزای غیر مستقیم
بــه منظــور بررســی کارایــی ایمنوگلوبولیــن هــای تخلیــص شــده الایــزای غیــر مســتقیم مطابــق 
روش زیــر انجــام شــد: ابتــدا  100 میکرولیتــر از آنتــی ژن مناســب هــر آزمــون در ســه چاهــک 
بــه عنــوان ســه تکــرار ریختــه شــدند. در ایــن آزمــون نیــز از شــاهد مثبــت )نمونــه آلــوده بــه 
ــرای  ــی ب ــک خال ــه چاه ــالم( و س ــاه س ــرگ گی ــه ب ــی )نمون ــو(، منف ــی م ــرگ بادبزن ــروس ب وی



293دوره سی و یکم، شماره 1، بهار 1397مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

ــم،  ــا پارافیل بررســی کیفیــت سوبســترا اســتفاده شــد. تشــتك الايــزا بعــد از پوشــانیده شــدن ب
ــه  ــا دور ریخت ــی ژن ه ــد، آنت ــداری شــد. روز بع ــک شــب درون یخچــال )C°4( نگه ــه مــدت ی ب
  PBST ــر ــتفاده از باف ــا اس ــه ب ــج دقیق 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 ی شستشــو داده شــدند. ســپس ه
کننــده پرگرديدنــد. ســطح تشــتك بــا پارافیلــم پوشــانيده شــده و بــه مــدت 24 ســاعت در دمــای 
ــا  ــک ه ــده و چاه ــه ش ــده دور ریخت ــدود کنن ــپس مس ــد. س ــرار داده ش ــال( ق C°4 )درون یخچ

مثــل قبــل شستشــو داده شــدند. آنــگاه 100μl  از آنتــی بــادی تخلیــص شــده بــه نســبت 1:500، 
1:1000 و1:2000 در بافــر پوششــی رقیــق شــده بــود و در هــر چاهــک ریختــه شــد و تشــتك 
الايــزا بعــد از پوشــانيده شــدن بــا پارافیلــم، بــه مــدت چهــار ســاعت در دمــای C°73  قــرار داده 
ــل  ــا مث ــک ه ــد و چاه ــع آوری گردی ــده جم ــق ش ــن رقی ــول ایمنوگلوبولی ــال آن، محل ــد. بدنب ش
قبــل مــورد شستشــو قرارگرفتنــد. ســپس 100μl کانجوگیــت عمومــي )detagujnoC-PRH یــا 
AP-conjugated) (Sigma-AldrichUSA) بــه هــر چاهــك افــزوده شــد و تشــتك الايــزا پــس 

ــم در دمــای C°73 بــه مــدت چهــار ســاعت نگهــداري شــد. پــس  ــا پارافیل 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 كانجوگي از جم
 TMB1  نــوع کانجوگیــت اســتفاده شــده سوبســترای آن کــه شــامل 4-نیتروفنیــل فســفات و یــا
ــرار گرفــت و پــس از توقــف  ــود مــورد اســتفاده ق (Roche Applied Science, Germany) ب

واکنــش یــا اضافــه کــردن محلــول توقــف )NaOH ســه مــولار( میــزان تغییــر رنــگ چاهــک هــا 
مــورد ســنجش قــرار گرفــت. 

Dot immunobinding assay (DIBA) )آزمون لکه گذاری نقطه ای )دیبا
از آزمــون لکــه گــذاری با اســتفاده از غشــاء نیتروســلولزی بــرای بررســی کارایــی ایمنوگلوبولین 
هــای تخلیــص شــده نیــز اســتفاده شــد. در ایــن آزمــون از نمونــه هــای آلــوده بــه ویــروس بــرگ 
بادبزنــی مــو و شــاهد مثبــت و منفــی )گیــاه ســالم( اســتفاده شــد. بــا توجــه بــه آنتــی بــادی هــای 
اســتفاده شــده در ایــن آزمــون، از نتایــج آزمــون مذکــور مــی تــوان در برخــی از  مــوارد عــاوه 
ــی زایــی و حفــظ  ــه قــدرت ایمن ــوان ب ــان شــده مــی ت ــن بی ــر بررســی خالــص ســازی پروتئی ب
حالــت ایمنــی ســازی پروتئیــن تخلیــص شــده نیــز پــی بــرد. ایــن آزمــون مطابــق مراحــل زیــر 

انجــام پذیرفــت:
ــورد  ــای م ــه ه ــداد نمون ــه تع ــه ب ــا توج ــب ب ــدازه مناس ــلولزی را در ان ــرو س ــاء نیت ــدا غش ابت
آزمایــش در هــر بــار آزمــون  بریــده شــد، ســپس کاغــذ بریــده شــده بــه مــدت 10 تــا 15 دقیقــه  
در داخــل آب مقطــر دو بــار اســتریل درون یــک پتــری یــا یــک ظــرف در ابعــاد کاغــذ بریــده شــده 
1-1- 3,3›,5,5›-Tetramethylbenzidine (TMB)
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ــرار داده  ــز ق ــر هــود و روی دســتمال کاغــذی تمی ــرار داده شــد. غشــاء نیتروســلولزی در زی ق
شــد تــا  بخوبــی خشــک شــود.

پــس از اســتخراج پروتئیــن از نمونــه هــای باکتریایــی و پروتئیــن خالــص ســازی شــده و شــاهد 
منفــی از هــر نمونــه بــه انــدازه یــک قطــره بــه ترتیــب روی غشــاء نیتروســلولزی بریــده شــده 
ریختــه شــد و بــه مــدت 15 دقیقــه در دمــای اتــاق قــرار داده شــد تــا محلــول ریختــه شــده روی 
غشــاء خشــک شــود. غشــاء نیتروســلولزی بــه مــدت دو ســاعت در 10 ســی ســی  بافــر مســدود 

کننــده 2%  درون یــک پتــری اســتریل  قــرار داده شــد.
پــس از ســپری شــدن زمــان ذکرشــده کاغــذ نیتروســلولزی  ســه  بــار و هــر بــار بــه مــدت پنــج 
دقیقــه در بافــر مســدود کننــده شستشــو داده شــد. کاغــذ نیتروســلولزی در داخــل یــک پتــری 
تمیــز قــرار داده شــد و  بــه مقــدار 2 ســی ســی از ایمنوگلوبولیــن هــای رقیــق شــده )1:1000(  
ــرزان  ــور ل ــاق  روی انکوبات ــای ات ــه مــدت دو ســاعت در دم ــه شــد، و ب ــری ریخت در داخــل پت
قــرار داده شــد. بعــد از 2 ســاعت، آنتــی بــادی درون پتــری بــه دقــت جمــع آوری شــد و کاغــذ 
نیتروســلولزی 4 بــار و هــر بــار بــه مــدت 5 دقیقــه در بافــر مســدود کننــده شستشــو داده شــد.

بعــد از شستشــو، مجــدداً غشــاء در داخــل پتــری تمیــز قــرار داده شــد  و پــس از اضافــه نمــودن 
2 ســی ســی کانجوگیــت عمومــی تهیــه شــده در بــز علیــه بخــش ثابــت پادتــن هــای خرگــوش 
رقیــق شــده بــه نســبت 1:1000 بــه مــدت یــک ســاعت در دمــای اتــاق قــرار داده شــد. بعــد از یــک 
ســاعت آنتــی بــادی درون کیســه پلاســتیکی جمــع آوری شــد و غشــاء 4 بــار، هــر بــار بــه مــدت 
پنــج  دقیقــه در بافــر مســدود کننــده شستشــو داده شــد. پنــج  ســی ســی از بافــر آلکالیــن فســفات 
بــه همــراه 33 میکرولیتــر NBT و 16/5 میکرولیتــر BCIP روی کاغــذ در داخــل کیســه پلاســتیکی 

تمیــز ریختــه شــد و تغییــر رنــگ هــای ایجــاد شــده بــر روی لکــه هــای حاصــل ثبــت شــد.
بعــد از حداکثــر 15 دقیقــه غشــاء نیتروســلولزی بــا آب اســتریل 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.
نتایج و بحث 

ــن  ــی از ایم ــا حاک ــی ســرم ه ــی و بررســی تیتراســیون آنت ــی زای ــج حاصــل از تســت ایمن نتای
شــدن و آزاد شــدن آنتــی بــادی علیــه آنتــی ژن هــای اســتفاده شــده در خــون اســتحصال شــده 

بــود )شــکل 1(.
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ــد مشــخص  ــل آمی ــی آکری ــص ســازی شــده روی ژل پل ــن هــای خال ــورز ایمنوگلوبولی الکتروف
ــون و 25  ــو دالت ــدازه هــای حــدود 75 کیل ــزرگ و کوچــک در ان ــی ب ــد پروتئین نمــود کــه دو بان
کیلــو دالتــون قابــل مشــاهده اســت. کــه بانــد بزرگتــر مربــوط بــه زنجیــره ســنگین ایمنوگلوبولیــن 
ــکل 2(.   ــود )ش ــده ب ــص ش ــن تخلی ــبک ایمنوگلوبولی ــره س ــه زنجی ــوط ب ــر مرب ــد کوچکت و بان
ــده  ــص ش ــای تخلی ــن ه ــت ایمنوگلوبولی ــه غلظ ــان داد ک ــا نش ــت بانده ــدت و غلظ ــن ش همچنی
ــا رقــت هــای  ــه الایــزای غیــر مســتقیم ب مناســب و رضایــت بخــش مــی باشــد.نتایج مربــوط ب
مختلــف مشــخص نمــود کــه ایمنوگلوبولیــن تخلیــص 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 میــزان جــذب نــوری در 405 نانومتــر انــدازه 
گیــری شــد کــه نتایــج نشــان داد ایمنوگلوبولیــن هــای تخلیــص شــده علیــه پروتئیــن پوششــی 
در رقــت 1:500 و 1:1000 قابلیــت بهتــری در تشــخیص آنتــی ژن هــای مربوطــه دارد )شــکل 3 
و 4( و امــا در مــورد پروتئیــن حرکتــی رقــت 1:500 بهتریــن واکنــش را بــرای تشــخیص آنتــی 
ــوری  ــذب ن ــزان ج ــکل 3 و 4(. می ــر دارد )ش ــوری در 405 نانومت ــذب ن ــی ج ــس از بررس ژن پ
ــوری در مــورد  ــه گیاهــی ســالم انجــام شــد کــه جــذب ن ــا نمون ــر در مقایســه ب در 405 نانومت
هــر دو آنتــی ژن )پروتئیــن حرکتــی و پروتئیــن پوششــی( میــزان جــذب نــوری حــدود دو برابــر 
نمونــه گیاهــی ســالم بــود. همانطــور کــه در نتایــج دیــده مــی شــود رقــت هــای واکنــش در مــورد 
ایمنوگلوبولیــن تهیــه شــده علیــه پروتئیــن پوششــی واکنــش بهتــری نســبت بــه ایمنوگلوبولیــن 
ــی  ــت آنت ــه خاصی ــن امــر ممکــن اســت ب ــه ای ــی نشــان داد ک ــن حرکت ــه پروتئی ــه شــده علی تهی

شــکل 1: نمــودار تعیــن تیتــر آنتــی ســرم هــای تهیــه شــده از خرگــوش هــای ایمــن شــده علیــه 

پروتئیــن پوششــی )A( و پروتئیــن حرکتــی )B( ویــروس بــرگ بادبزنــی مو، Not-immune ســرم 

تهیــه شــده از خرگــوش قبــل از تزریــق
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ــرای  ــن اســتخراج شــده ب ــن غلظــت بیشــتر پروتئی ــن پوششــی و همچنی ــی بیشــتر پروتئی ژنیک
تزریــق باشــد.

در آزمــون دیبــا بــا اســتفاده از غلظــت 1:500 ایمنوگلوبولیــن هــای خالــص شــده در مــورد هــر 
دو پروتئیــن پوششــی و حرکتــی پــس از اضافــه نمــودن سوبســترا تغییــر رنــگ در محــل اضافــه 

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

شــکل 2  : الکترفــورز ایمنوگلوبولیــن هــای تخلیــص شــده در ژل پلی اکریــل آمیــد 12% 1: ایمنوگلوبولین 

تخلیــص شــده علیه پروتئیــن پوششــی )1( و پروتئیــن حرکتی )2(

شــکل 3 : نتایــج الایــزای غیــر مســتقیم بــا اســتفاده از ایمنوگلوبولیــن تخلیــص شــده علیــه پروتئین 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 وی

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

گیاهــی، E: بافــر پوششــی، F: سوبســترا
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ــن  ــه دو  پروتئی ــن G  علی ــص ایمنوگلوبولی ــازی و تخلی ــی س ــکان ایمن ــور  ام ــق مذک در تحقی
ــی زا  ــاده ایمن ــوان م ــه عن ــی ب ــن حرکت ــن پوششــی و پروتئی ــه پروتئی ــی ویروســی از جمل اصل
ــاوت  ــادی هــای مناســب جهــت کاربردهــای متف ــد آنتی-ب ــرای تولی در شــرایط آزمایشــگاهی ب
از جملــه ردیابــی  مــورد بررســی قــرار گرفــت. مشــابه تحقیــق انجــام شــده از IgG بــه عنــوان 
 Abou-Jawdah, et( آنتــی بــادی در شناســایی ویــروس 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 ایمنوگلوبولیــن هــای تولیــد شــده نیــز قــادر بــه ردیابــی آنتــی ژن هــا 
ــد. میــزان ضریــب جــذب نــوری در  ــه پروتئیــن هــای بیــان شــده و تخلیــص شــده بودن از جمل
اســتفاده از آنتــی بــادی هــای نوترکیــب علیــه پروتئیــن پوششــی نســبت بــه آنتــی بــادی تولیــد 
شــده علیــه پروتئیــن حرکتــی بیشــتر بــود کــه ایــن اختــاف ممکــن اســت بــه مربــوط بــه میــزان 
پروتئیــن هــای تولیــد شــده در ویــروس گیاهــی باشــد. از طرفــی عیــار آنتــی ســرم تهیــه شــده 
علیــه پروتئیــن حرکتــی کمتــر از پروتئیــن پوششــی بــود کــه ایــن امــر ممکــن اســت در خالــص 
ســازی ایمونوگلوبولیــن هــا تاثیــر گــذار باشــد. پــس از خالــص ســازی آنتی بــادی هــای نوترکیب 
تولیــد شــده علیــه پروتئیــن پوششــی در رقــت 1 بــه 1000 و آنتــی بــادی هــای تهیــه شــده علیــه 

شــکل 4 : نتایــج الایــزای غیــر مســتقیم بــا اســتفاده از ایمنوگلوبولیــن تخلیص شــده علیــه پروتئین 

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

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

بافــر اســتخراج شــیره گیاهــی، E: بافــر پوششــی، F: سوبســترا
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ــایر  ــج س ــن نتای ــا همی ــابه ب ــتند. مش ــبی داش ــی مناس ــت 1:500 کارای ــی در رق ــن حرکت پروتئی
محققیــن نیــز از آنتــی بــادی هــا نوترکیــب تخلیــص شــده بــرای ردیابــی و شناســایی ویــروس 
 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 اینکــه پروتئیــن پوششــی و حرکتــی ویــروس بــرگ بادبزنــی مــو از روی آران ای 
شــماره ایــن دو ویــروس بصــورت پلــی پروتئیــن رمــز مــی شــود معمــولًا میــزان تولیــد ایــن دو 
پروتئیــن یکســان مــی باشــد امــا توانایــی خاصیــت آنتــی ژنیــک پروتئیــن پوششــی بســیار بالاتــر 
از پوتئیــن حرکتــی مــی باشــد )Andret-Link et al., 2004( و ایــن خاصیــت ســبب مــی شــود 
کــه پروتئیــن پوششــی توانایــی بیشــتری در واکنــش بــا آنتــی بــادی هــای مربوطــه داشــته باشــد 
و تفــاوت واکنــش در تســت هــای انجــام شــده بــا دو پروتئیــن حرکتــی و پوششــی ممکــن اســت 
بــه ایــن نکتــه مرتبــط باشــد. از طــرف دیگــر بــا توجــه بــه نقــش پروتئیــن حرکتــی کــه عمومــاً در 
حرکــت ســلول بــه ســلول ویــروس نقــش دارد، ایــن پروتئیــن بــا ســایر پروتئیــن هــای گیاهــی و 
حتــی برخــی از ســاختارهای گیاهــی بــرای تســهیل حرکــت ویــروس ارتبــاط برقــرار مــی کنــد 
ایــن نکتــه ممکــن اســت ســبب تغییــر برخــی از ســاختارهای پروتئینــی در سیســتم گیاهــی شــود 
و از طــرف دیگــر در واکنــش بــا آنتــی بــادی هــای تولیــد شــده در سیســتم پروکاریوتــی تاثیــر 

گــذار باشــد. 

خالــص ســازی ایمنوگلوبولیــن ســرم هــای ایمــن شــده بــه منظــور تولیــد آنتــی بــادی معمــولٌا 
بــا تجهیــزات زیــاد و بــا اســتفاده از انــواع روش هــا و کیــت هــای متنوعــی انجــام میگیــرد کــه 

ــن  ــده پروتئی ــص ش ــای تخلی ــن ه ــتفاده از ایمنوگلوبولی ــا اس ــا ب ــون دیب ــج آزم ــکل  5 : نتای ش

پوششــی )الــف( و پروتئیــن حرکتــی )ب( 1: پروتئیــن خالــص شــده، 2: پروتئیــن بیــان شــده  3: 

پروتیئــن اســتخراج شــده در زمــان صفــر 4: پروتئیــن اســتخراج شــده از باکتــری دارای پلاســمید 

بــدون قطعــه
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مســتلزم صــرف هزینــه و زمــان زیــاد مــی باشــد. در تحقیــق حاضــر بــا اســتفاده از امکانــات 
موجــود امــکان خالــص ســازی ایمنوگلوبولیــن هــا از ســرم خــون بــا ســتون DEAE ســلولزی 
مــورد بررســی قــرار گرفــت کــه نتایــج نشــان داد روش مذکــور مــی توانــد بــه صــورت کاربردی 
و در حجــم زیــاد بــرای خالــص ســازی ایمنوگلوبولیــن مــورد اســتفاده قــرار بگیــرد. عــاوه بــر 
ــن هــای تخلیــص  ــا اســتفاده از ایمنوگلوبولی ــج حاصــل از تســت هــای ســرولوژیکی ب ــن نتای ای
شــده حاکــی از کارایــی مناســب آن هــا بــود کــه قابلیــت کاربــرد بــرای ردیابــی آنتــی ژن هــای 

مربوطــه و طراحــی انــواع کیــت هــای تشــخیصی را دارا مــی باشــند. 
رســوب دهــی بــا اســتفاده از ســولفات آمونیــوم روشــی ارزان و در دســترس مــی باشــد کــه بــه 
منظــور تخلیــص ایمنوگلوبولیــن مــورد اســتفاده قــرار گرفــت کــه بــا توجــه بــه وجــود ناخالصــی 
در رســوب دهــی بــا ســولفات آمونیــوم اســتفاده از ســتون ســلولزی DEAE مــی توانــد باعــث 
جــذف ناخالصــی هــا و در عیــن حــال افزایــش کیفیــت ایمنوگلوبولیــن هــای تخلیــص شــده شــود. 
اســتفاده از روش هــای کروماتوگرافــی پــس از رســوب دهــی در ســولفات آمونیــوم ســبب حــذف 
ســایر ایمنوگلوبولیــن هــا از ســرم و خالــص شــدن ایمنوگلوبولیــن گامــا بــا درجــه خلــوص بــالا 
می-شــود. ایــن 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 هزین ــت ه ــرد ســایر کی ــه کارب ــولًا نســبت ب معم

باشــد. 
 G منجــر بــه خالــص ســازی ایمنوگلوبولیــن G یــا A کروماتوگرافــی بــا ســتون هــای پروتئیــن
ــه بالایــی دارد. از طــرف دیگــر معمــولًا بــرای  ــا خلــوص زیــادی می-شــود امــا معمــولًا هزین ب
ــی  ــبتاً بالای ــی نس ــا قلیای ــیدی ی ــا pH اس ــای ب ــتون از بافره ــا از س ــادی ه ــی ب ــردن آنت جداک
ــر گذاشــته و  ــادی هــا تاثی ــی ب ــت آنت ــر فعالی ــن امــر ممکــن اســت ب اســتفاده مــی شــود کــه ای
ــه ردیابــی آنتــی  ســبب کاهــش فعالیــت ایمنوگلوبولیــن G در واکنــش هــای اختصاصــی از جمل

ــوند. ــه ش ژن مربوط
در نهایــت تحقیــق حاضــر نشــان داد پروتئیــن هــای پوششــی و حرکتــی تهیــه شــده بــه صــورت 
بیــان در سیســتم پروکاریوتــی توانایــی ایمنــی زایــی در بــدن یــک حیــوان خونگــرم را دارنــد و 
توانایــی تولیــد آنتــی ســرم بــا رقــت مناســب بــه منظــور تخلیــص را فراهــم مــی نماینــد. همچنیــن، 
ــن  ــای ایم ــن  G ســرم ه ــوان ایمنوگلوبولی ــی ت ــی م ــه خوب ــا اســتفاده از ســتون ســلولوزی ب ب
شــده را اســتخراج و تخلیــص نمــود. نتایــج کارایــی ایمنوگلوبولیــن تخلیــص شــده در تســت هــای 
ســرولوژیک نشــان داد ایمنوگلوبولیــن تخلیــص شــده بــه خوبــی توانایــی تشــخیص نمونــه هــای 
آلــوده بــه ویــروس بــرگ بادبزنــی مــو را دارنــد هــر چنــد کــه میــزان پاســخ در ایمنوگلوبولیــن 
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تهیــه شــده علیــه پروتئیــن پوششــی نســبت بــه پروتئیــن حرکتــی بهتــر اســت کــه ایــن امــر کــی 
توانــد بــه علــت برخــی خصوصیــات آنتــی ژنیــک پروتئیــن پوششــی ویــروس هــا باشــد. تولیــد 
ایــن پروتئیــن هــا در سیســتم پروکاریوتــی و تخلیــص و ارزیابــی آنهــا در مــورد ویــروس بــرگ 
ــد شــده مــی  ــادی هــای تولی ــی ب ــرد و آنت ــار اســت صــورت میگی ــن ب ــرای اولی ــی مــو ب بادبزن
توانــد در موسســات و مراکــزی کــه بــرای تشــخیص ایــن ویــروس تحقیقــات انجــام مــی دهنــد 
مفیــد باشــد زیــرا آنتــی بــادی تولیــد شــده علیــه یــک ایز.لــه بومــی از ایــران تهیــه شــده اســت.
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