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ژن آنتی علیه scFV ایکلونال نوترکیب تک زنجیرهونوبادی مآنتی کلون و بیان

carcinoembryonic 
 

 * 1فرمریم صلواتی 

 چکیده

های فناوری ها را متحول و برخی محدودیتبادیآنتیاین نوع تولید و کاربرد  ،های نوترکیببادیفناوری آنتی مقدمه:

درمانی و به ویژه هدف قراردادن  ،عنوان عوامل تشخیصیهای مونوکلونال توانایی بالایی بهبادید. آنتینموهیبریدوما را مرتفع 

 بادیساختار نواحی آنتی است. مواجههایی بزرگشان با محدودیت یاندازه یواسطهه ها باما کاربرد آن دارند،های سرطانی سلول

توانند با ترکیب شدن و اتصالات مختلف، ها میسازد که این بخشها را به زیر واحدهای کارا فراهم میامکان تقسیم بندی آن

 بسیاری دلیل کاهش اندازه، مزایایبه ،اولیه بادینسبت به آنتیscFv   های. مولکولایجاد نمایند ی راهای جدید کارآمدمولکول

 ها:روشاست.  ثابت هایبخش فقدان به واسطه موشی لبادی کامنسبت به آنتی های ایمنیها، کاهش پاسخدارند که مهمترین آن

ساخته شد و در ناقل  scFVبه صورت  کارسینوامریونیک توموری مارکر ضد مونوکلونال بادیآنتی متغیر نواحی ژن تحقیق این در

بررسی شد. نتایج: طبق نتایج حاصله، توسط آزمون وسترن بلاتینگ  اختصاصیت آن فاژمیدی کلون و سپس بیان گردید. همچنین

مارکر توموری با موفقیت ساخته شد. سپس کلونینگ و بیان آن انجام پذیرفت. در نهایت، اختصاصی بودن آن نسبت به  scfvژن 

رغم کاهش بیان شده در این پژوهش، علی scFVبادی نوترکیب : آنتیبحث تأیید گردید. وسترن بلاتینگکارسینوامریونیک، با 

ها استفاده نمود. توان از آن در تشخیص و پایش برخی سرطانرو میژن بود و از اینطور اختصاصی قادر به شناسی آنتیاندازه، به

 تشخیصی مختلف هایها و تستژنآنتی سایر علیه scFV نوع نوترکیب هایبادیآنتی سنتز برای توانمی روش این از در مجموع،

 .نمود استفاده هابیماری درمانی و

 

 های کلیدی: کلونینگ، مارکر توموری،هیبریدوما.واژه
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 مقدمه

زا سرطان یا هاسلول طبیعی ها، رشدسنجش آندارد و  بالایی ها ارزشسرطان تشخیص و غربالگری در مارکرهای توموری

 و هاساختار مارکرهای توموری اغلب از پروتئین. ((Loud & Murphy, 2017نماید را تعیین می مختلف مراحل بودن در

 :CEA) امبریونیککارسینو  ژنآنتی ،1965 سال در هاآن توصیف اولین زمان از لیپیدهای متصل به قند است و

Carcinoembryonic antigen)  ژن یکی از این آنتی است. گرفته قرار مطالعه مورد کامل طوربه عنوان یک مارکر توموری، به

-200و وزن مولکولی آن  شودمیغشا متصل  به نوعی گلیکوپروتئین است که از طریق لیپیدو ترین مارکرهای توموری رایج

و به  نین در حال رشدهای اپیتلیال کولون جدر سلول فراوانبه مقدار  Hammarström, 1999).) CEAکیلو دالتون است  180

 (Homotypic)ی هموتایپیک تواند به عنوان یک مولکول چسبندهو می وجود دارد بالغ طبیعی افراد کولونمیزان اندکی در 

ژن در برخی گردد. الگوی تجمع و میزان این آنتیمی CEAهای بیان کننده عمل نمایدکه این مورد منجر به تجمع سلول

رود که تمامی رحم و شش بسیار بالا می، تخمدان ،پستان ،کبد ،پانکراس ،رکتوم ،کولون ،روده کوچک، معده ها مانندسرطان

 بر نظارت افتراقی، تشخیص در زیادی اهمیت CEA تشخیص و ارزیابی میزان براین،ند. بنادار یاپیتلیال ءاین تومورها منشا

 (.(Sahlmann  et al., 2017; Spindler et al., 2018دارد  برخی از انواع تومورها درمانی ارزیابی و وضعیت

های پیشرفته مانند حسگرهای زیستی آپتامر نوری و الکتروشیمیایی با تکنیکها سرطان تشخیص و ردیابیدر حال حاضر 

ت وجود پس زمینه از مهمترین مشکلا .(Xiang et al., 2020)هاست در پایش سرطانترین بخش مهمها، ژنتشخیص آنتیبرای 

  .گرددمختلف ایجاد می هایسلول در هابادیآنتی Fc بخش برای گیرنده وجود دلیلبه که باشدمی تشخیصی هایتصویر برداری

انواع  به که در پاسخ هستندسیستم ایمنی  B های لنفوسیتپروتئینی ساخته شده توسط سلولگلیکوهای ها مولکولبادیآنتی

ها، آن عات منتصب بهقط و های نوترکیببادی. آنتیگرددژن یاد میها به عنوان آنتیاز آن شوند وساخته میهای بیگانه مولکول

. اندنموده جلب خود را به زیادی توجه های اخیر،سال در و دارند را هدف هایژنآنتی به انتخابی اتصال فرد منحصر به ویژگی

 هایجراحی و رادیوتراپی شیمی درمانی، یا ترکیبی در جایگزین روش تشخیصی و درمانی یک ها به عنوانامروزه از این مولکول

 تولید مونوکلونال هایبادیآنتی .(Borghaei et al., 2006; Pucca et al., 2011)گردد می استفاده بالینی انکولوژی در مرسوم

زایی  ان انسان به علت خاصیت ایمنیدرم در محدودی کاربرد هستند و موشی دارای منشاء شده برای مقاصد ذکر شده، اغلب

 .شودهای هدف میژناز آنتی ها به بعضیهای کامل موجب محدودیت دسترسی آنبادیبزرگ آنتی یهانداز علاوه،دارند. به

. یکی قرار گرفته است اقبالکوچکتر در مطالعات مختلف مورد ی های انسانی با اندازهبادیدلیل وجود این مشکلات تولید آنتیبه

ل بادی کامهستند که دارای مزایای چندی نسبت به آنتی بادیها، قطعات آنتیبادیهای آنتیاز پرکاربردترین زیر مجموعه

ی کوچکتری دارند و دارای قدرت نفوذ پذیری ژن هدف، اندازهرغم حفظ قدرت اتصال به آنتیها علیبادیباشند. این آنتیمی

های بادییک دسته از این آنتی (Single chain FV: scFV)بادی تک زنجیره های توموری جامد هستند. آنتیبیشتری در بافت

 .(Kriangkum et al., 2001; Pucca et al., 2011)نوترکیب هستند 

ی اتصال دهنده ( از طریق قطعهVLو  VH)بادی های متغیر آنتی، از اتصال بخشscFVهای نوترکیب با ساختار بادیآنتی

(Linker) کارگیری بادی کامل است و از این رو سنتز و بهشوند. از نظر وزن مولکولی بسیار کمتر از آنتیبه یکدیگر ساخته می

های کامل ادیبهای ایمونوژنیک انسانی نسبت به آنتیها، کاهش پاسخبادیباشد. مزیت دیگر این آنتیصرفه میبهها مقرونآن
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با  نوترکیب scFVی قطعههدف از این تحقیق تولید . (Mohr et al., 2004)بادی است های ثابت آنتیدلیل حذف بخشموشی به

یان ب ی بعد،در مرحله بود.با استفاده از کلونینگ ژن در باکتری  CEA مارکر تومریعلیه  ی بسیار کمتر و مقرون به صرفهاندازه

 ژن مربوطه بررسی گردید.آن القا گشت و اختصاصی بودن آن به آنتی

 

 هامواد و روش

بودند از پژوهشگاه  CEAژن آنتی علیه اختصاصی بادیرشح آنتیکه قادر به تومای موشی های هیبریددر این پژوهش سلول

 .فناوری دریافت گردیدملی مهندسی ژنتیک و زیست

 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

ها به تعداد رسیدن سلولدرصد سرم جنین گاو و  10همراه به RPMIها در محیط کشت سلولپس از کشت ابتدایی 

به طبق دستورالعمل شرکت سازنده  TRIZOL (Gibco BRL, Life Technologies)محلول ها توسط تام از آن RNA ،مناسب

به افزوده و وما سلول هیبرید 2×610حدود به  TRIZOL لیتر از محلولابتدا یک میلی منظور،این. بهشرح ذیل استخراج گردید

. در دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد 5آمد و محلول به صورت سوسپانسیون در  ،سپس به کمک سرنگ شدت ورتکس گردید.

لوله به مدت دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت.  3ثانیه ورتکس گشت و  15میکرولیتر کلروفرم به لوله اضافه و  200ی بعد مرحله

ه جدید منتقل فاز آبی که در بالا قرار داشت به لول. سپس سانتریفیوژ گردید g 16.000 با گرادسانتی درجه 4دقیقه در دمای  15

دقیقه در  10به مدت  ی بعد،. در مرحلهدقیقه در دمای اتاق قرار گرفت 7به آن اضافه شد و مدت  ایزوپروپانلمیکرولیتر  500و 

 .سانتریفیوژ گردید g 16.000 با گرادسانتی درجه 4دمای 

 4دقیقه در دمای  5سپس به مدت  .درصد شستشو داده شد 75لیتر اتانول و رسوب با یک میلی دور ریخته یمحلول روی

 30تا خشک شدن رسوب قرار گرفت و در پایان،  شد. لوله با درب باز در دمای اتاقسانتریفیوژ  g 14.000درجه سانتی گراد با 

ی ظروف و مواد مصرفی در این مرحله به صورت عاری از آنزیم دوبار تقطیر استریل به آن اضافه گردید. کلیه لیتر آبمیکرو

RNase  .تهیه شده بودند 

 ,cDNA: Complementary DNA) )(Takaraمکمل  DNAمکمل توسط کیت سنتز  RNA ،DNAپس از استخراج 

Clontech)  میکرولیتر از  11 ابتدا منظور،این. بهدش ساختهبه شرح ذیل طبق دستورالعمل شرکت سازندهRNA جداسازی و  تام

به آن افزوده گردیدند.  (Reverse Transcriptase)، بافر مربوطه و آنزیم نسخه بردار معکوس Oligo dTوارد لوله شد. سپس پرایمر 

 درجه 85دمای  در ثانیه 5مدت  به سپس و گرفت قرار گراددرجه سانتی 37دمای  در دقیقه 15مدت  به ی بعد، لولهدر مرحله

 متوقف گردد.  واکنش تا شد داده قرار گرادسانتی

 

 PCR (Polymerase Chain Reaction)آزمون 

مخصوص این  مخلوط پرایمری وشی،م بادیخانواده آنتی های سبک و سنگینمتغیر زنجیرههای بخشتکثیر  منظوربه

 . آمده است 1توالی پرایمرها در جدول  گردید.خریداری  MWG (Ebersberg, Germany) ارائه شده توسط شرکت فرایند
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 کار رفتهی بهمشخصات پرایمرها -1جدول 

Table 1. Specifications of the used primers 
 Primer name Number of 

nucleotides 
Primer sequence 

1 VH1FOR-2 (A) 32 5́ TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC 3´ 

2 VH1BACK(Á) 22 5́ AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG3´ 

3 MJK1FONX(B1) 24 5́ CCGTTTGATTTCCAGCTTGGTGCC3´ 

4 MJK2FONX(B2) 24 5́ CCGTTTTATTTCCAGCTTGGTCCC 3´ 

5 MJK4FONX(B3) 24 5́ CCGTTTTATTTCCAACTTTGTCCC3´ 

6 MJK4FONX(B4) 24 5́ CCGTTTCAGCTCCAGCTTGGTCCC3´ 

7 VK2BACK(B́) 24 5́ GACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA3´ 

8 LINKFOR(D2) 24 5́ TGGAGACTGGGTGAGCTCAATGTC3´ 

9 LINKFOR(D1) 24 5́ GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA3´ 

10 VH1BACKSfi(C) 56 5́ GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGCCGGCCATCGCC 

CAGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG 3´ 

11 JK1NOT10(Ć1) 42 5́ GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTGATTTCCAGCT 

TGGTGCC3´ 

12 JK1NOT10(Ć 

2) 

42 5́ GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAGCT 

TGGTCCC 3´ 

13 JK1NOT10(Ć́ 

3) 

42 5́ GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAACT 

TTGTCCC3´ 

14 JK1NOT10(Ć 

4) 

42 5́GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTCAGCTGCAGCTT 

GGTCCC3´ 

15 LINKBACK(D) 69 5́ GGGACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGAGGCG 

GTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGAGTCG3´ 

16 LINKFOR(D́) 69 5́ TGGAGACTGGGTGAGCTCAATGTCCGATCCGCCA 

CCGCCAGAGCCACCTCCGCCTGAACCGCCTCCACC3´ 

17 URP 22 5́ ACAGGAAACAGCTATGACCATG3´ 

 M= A or C; R= A or G; S= G or C; W= A or T. 

 

 ´Aعنوان پرایمر بالادست و از پرایمر به Áاز پرایمر  (متغیر زنجیره سنگینقسمت ) VH تکثیر بخشبرای  مرحلهدر این 

 B1 ،B2 ،B3 مخلوط پرایمرهای(، بخش متغیر زنجیر سبک) VL یمنظور تکثیر قطعهبه .دست استفاده شدعنوان پرایمر پایینبه

 نیز از پرایمر اتصال دهنده یهتکثیر قطع برای رفت.کار عنوان پرایمر بالادست بهبه B́عنوان پرایمر پایین دست و به B4 (B)و 

D1 از  و عنوان پرایمر بالادستبهD2 عنوان پرایمر فرودست و ازبه D  وD́ عنوان الگو استفاده گردید چرا که بهLinker  یک

عنوان پرایمر پایین به Cعنوان پرایمر بالادست و پرایمر به C´4 (C´)و  Ć1 ،Ć2 ،C´3. پرایمرهای پلی پپتید ساختگی است

ی جفت باز بالادست قطعه 180)اتصال در  PCRنیز برای کلونی  URPکار رفتند. پرایمر به scFVی دست برای تکثیر قطعه

scFV .ها برنامهدر این واکنش( استفاده گردیدند PCR  انجام شدبه شرح ذیل : 

 گرادیسانتدرجه  55 قه،یدق1به مدت  گرادیسانتدرجه  94شامل  کلیس 35سپس  قه،یدق 1به مدت  گرادیسانتدرجه  94

 یباق درجه 72 یدما در قهیدق 10مخلوط واکنش به مدت  تی. در نهاقهیدق1به مدت  گرادیسانتدرجه  72 و قهیدق1به مدت 

سازی شدند: میکرولیتر با ترکیب زیر آماده 50در حجم نهایی  PCRهای تمامی واکنش. شد انجام یینها شدن لیطو عمل تا ماند
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واحد بین الملل از  2MgCl ،1مولار میلی5/1ها،  dNTPمولار از هر یک از میلی 200پیکومول از پرایمرها،  1/0غلظت نهایی 

نتایج تکثیر، بر روی ژل آگارز  ،PCRسنتز شده در مرحله قبل. در پایان فرایند  cDNAمیکرولیتر از  5/0مراز و پلی DNAآنزیم 

 یک درصد به کمک مارکر وزن مولکولی تأیید گردیدند.

 

 و  کلونینگ ژن PCRتخلیص محصول 

 ,Roche)بر روی ژل آگارز یک درصد بارگذاری شد و باند مربوطه توسط کیت  scFVی مربوط به قطعه PCRتمام محصول 

CAT Number: 11696505001) Agarose Gel DNA extraction kit  .مطابق با دستورالعمل شرکت سازنده تخلیص گردید

ها برش زده شد. به صورت در دما و زمان مناسب برای آنزیم NotI  (Roche)و  SfiIهای محدودکننده سپس قطعه توسط آنزیم

ی فوق برش نیز با دو آنزیم محدودکننده pCANTAB 5 E (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)موازی، پلاسمید 

 T4 DNA Ligase (Fermentas, USA)تخلیص شدند و توسط آنزیم  scFVی خورد و در یک واکنش اتصالی، پلاسمید و قطعه

های مستعد خلوط حاصل پس از مدت زمان لازم برای اتصال، با دستگاه الکتروپوریتور به داخل سلولبه یکدیگر متصل گردیدند. م

E. coli HB2151  کشت وارد گشت و سپس در محیط(Luria-Bertani) LB  مایع منتقل شد. پس از یک ساعت رشد در دمای

جامد واجد  SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression)گراد، بر روی پلیت حاوی محیط کشت درجه سانتی 37

گراد نگهداری شد. برای درجه سانتی 37لیتر( به مدت یک شب در دمای میکروگرم در هر میلی 100سیلین )بیوتیک آمپیآنتی

ذیرفت. به این انجام پ PCRهای رشد نموده، کلونی بادی نوترکیب، از کلونیهای واجد آنتیتأیید کلونینگ و جدا نمودن کلونی

( استفاده گردید. 1)جدول  Ć 4و  URPبه کمک پرایمرهای  PCRصورت که از هر کلونی به صورت مستقیم، به عنوان الگوی 

های محدودکننده یعنی های مثبت، استخراج پلاسمید انجام پذیرفت و هضم آنزیمی با همان آنزیمبرای تأیید نهایی، از کلونی

SfiI  وNotI .انجام شد 

  

https://www.sigmaaldrich.com/DE/en/product/roche/11696505001
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  scFVبررسی و اثبات بیان پروتئین نوترکیب 

یک ها وارد مرحله بیان پروتئین شدند. به این صورت که ، این کلونscFVی های نوترکیب واجد قطعهپس از انتخاب کلون

لیتر( به مدت یک شب در میکروگرم در هر میلی 100سیلین )بیوتیک آمپیمایع واجد آنتی LBتک در محیط کشت  کلونی

میکروگرم  100سیلین )بیوتیک آمپیحاوی آنتی 2XTYگراد کشت داده شد. در روز بعد به محیط کشت درجه سانتی 37مای د

و گـراد درجــه ســانتی 37در دمــای (. نگهداری 1:100درصد گلوکز، از کشت شبانه  تلقیح شد )نسبت  1لیتر( و در هر میلی

)در طول  6/0پس از رسیدن جذب نوری محیط کشت به حدود  ودور در دقیقه انجام شد  120-150هوادهی در شیکر با سرعت 

( بیان پروتئین القا گردید. دی گالاکتوزیـد -ایزوپروپیل تیو بتا) IPTGمولار نانومتر(، با استفاده از غلظت یک میلی 600موج 

گراد همراه با هوادهی قرار گرفت و در روز بعد رسوب سلولی توسط سانتریفیوژ  ه سانتیدرج 28کشت به مدت یک شب در دمای 

های نوترکیب در گراد جمع آوری شد. با توجه به قرارگیری پروتئیندرجه سانتی 4در دمای  g 1.000دقیقه با  10به مدت 

، به میزان یک درصد محیط کشت  pH=8ا ، ساکارز، بTES(Tris-HCl ،EDTA پلاسمیک، رسوب سلولی در بافر فضای پری

های دقیقه بر روی یخ قرار داده شد و چندین بار مخلوط گردید تا پروتئین 20اولیه( به صورت سوسپانسیون درآمد و لوله به مدت 

ام شد گراد  انجدرجه سانتی 4در دمای   g 18.000دقیقه با  30نوترکیب به صورت محلول درآیند. سپس سانتریفیوژ به مدت 

بارگذاری  (SDS-PAGE)درصد  12بیان پروتئین با روش الکتروفورز روی ژل آکریل آمید آنالیز آوری و برای و محلول رویی جمع

 (.(Ghasemi et al., 2004شد 

، از روش وسترن بلاتینگ استفاده گردید. در این CEAژن توموری آنتی علیه scFV نوترکیب پروتئینمنظور تأیید بیان به

ه منظور ردیابی پروتئین نوترکیب استفادبه Anti-Etag HRP (Amersham Pharmacia Biotech)بادی اختصاصی آزمون از آنتی

-SDSهای مورد آزمایش به اضافه کنترل منفی آزمون )محیط کشت حاوی باکتری ولی بدون القا( توسط شد. تمامی نمونه

PAGE طور کامل از یکدیگر تفکیک شد و سپس به غشاء بهPVDF  منتقل گردید. پس از شستشوی غشا و قرارگیری در بافر

 برای ردیابی پروتئین نوترکیب استفاده شد.   Rabbit Anti mouse  HRPی حاوی شیر خشک بدون چربی، مسدود کننده

 نتایج و بحث

دلیل د که نشومعده و پانکراس منجر به مرگ و میر بسیاری از مردم جهان می ، شش، پستان،های روده بزرگانواع سرطان

 در آن سطوح باشد کهمی (Oncofetal)انکوفتال  مارکرهای ترینمهم جزء CEAاست. ها تشخیص دیرهنگام آنی آن، عمده

 در وانفرا مقدار به CEA ژنآنتی .(Agrawal et al., 2020)است  داریمعنی تفاوت دارای سرطانی افراد و سالم افراد میان خون،

-علاوه .تر وجود دارددر حال توسعه و همچنین اپیتلیال طبیعی کولون بالغین در سطوح پایین جنین کولون اپیتلیال هایسلول

 ،کبد ،پانکراس ،رکتوم ،کولون ،روده کوچک ،یم و در برخی تومورهای بدخیم معدهخهای خوشبیان آن در برخی نارسایی ،اینبر

های طبیعی در سلول CEAنقش  د.اپیتلیال دارن ءرود که تمامی این تومورها منشابسیار بالا می شش رحم و، تخمدان ،پستان

ها به نی ایمونوگلوبولینژخانواده  ءبسیاری از اعضا .شناخته شده نیست طور کاملبههای توموری هنوز اپیتلیال کولون و در سلول

. (Xiang et al., 2020) باشدنیز صادق   CEAاین مورد ممکن است در مورد د و نشوعنوان مارکرهای شناساگر در نظر گرفته می

CEA هموتایپیک  یتواند به عنوان یک مولکول چسبندهو میگیرد میها قرار سلولسایر روی سطح سلولی تومورهای کولون و  رب

های در سلول CEAکه بیان علاوه با وجود اینبه .گرددآن می یکنندههای بیانکه این مورد منجر به تجمع سلولعمل نماید 

http://dlib.sbmu.ac.ir/site/catalogue/159018
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ا در کولون ی های توموری کولونالگوی تجمع آن با آنچه که در اغلب سلول ،رسددر بالغین به حداقل می اپیتلیال کولونطبیعی 

گیرد در قرار می سلول سطح لومینال تنها در CEAطبیعی،  در کولون. متفاوت است ،گرددمشاهده می جنین در حال توسعه

از مجموع مطالعات به دست آمده  شود.به صورت نامنظم در سرتاسر غشاء سلول یافت می  CEAهای توموری، حالی که در سلول

دلیل توان اینگونه استنباط کرد که بهع کارسینوماهای ذکر شده میانوا در تشخیصی رژن به عنوان مارکاین آنتیکاربرد در مورد 

در غربالگری اولیه سرطان  قابل اطمینانبه تنهایی به عنوان یک عامل  رتوان از این مارکوجود موارد مثبت و منفی کاذب نمی

 Hall et al., 2019; Yaghoubi) باشدمیبه خوبی قابل شناسایی و کاربرد  راستفاده نمود اما در مراحل پیشرفته سرطان این مارک

et al., 2022) ی قطعه ساخت. هدف از پژوهش حاضرscFV  مارکر تومرینوترکیب علیه CEA منظور کاربرد در تشخیص به

  های بیان کننده آن بود.های سرطانی و انتقال دارو به سلولسلول

 

 RNAنتایج استخراج 

ها به تعداد رسیدن سلولهای هیبریدومای مورد نظر و سلول ابتداییپس از کشت  ،VLو VH منظور تکثیر قطعاتبه

 از استفاده استحصال شده، غلظت آن با RNAتجزیه  عدم از اطمینان سلولی استخراج شد. برای حصول تام RNA ،مناسب

 (. 1آگارز یک درصد مشاهده و ارزیابی شد )شکل  ژل روی بر نیز هانمونه کیفیت اسپکتروفتومتری تعیین و دستگاه

 
 های هیبریدوماکل استخراج شده از سلول RNAبررسی کیفیت  -1شکل 

Figure 1. Evaluation of total RNA quality extracted from hybridoma cells 

 

 هدفبادی آنتی یکد کننده RNA، مربوط به (Messenger RNA)ها  mRNAالب غ ی هیبریدوما،هادر سیتوپلاسم سلول

ژن بادی مونوکلونال علیه آنتیمربوط به آنتی mRNAهای هیبریدومای موشی مورد نظر، حاوی هستند. در این مطالعه نیز سلول

CEA باندهای  وجود گرددمی مشاهده 1 شکل در که گونهنبودند. هماS8/5 ،S18  وS28 ی صحت استخراج بود. نشان دهنده

 گیری بود.کارقابل بهاستحصالی با اطمینان در مراحل بعدی مطالعه  RNAادند دحاصله نشاننتایج 

 

  scFVو ساخت  Linkerی با واسطه VL)و  VHبادی )نتایج حاصل از تکثیر و اتصال نواحی متغیر آنتی

های جفت باز( در واکنش 93) Linkerجفت باز( و 320) VLجفت بازVH (340 ، )، قطعات scFVی منظور ساخت قطعهبه

و  VHی قطعه ´3، دارای توالی مشترک با بخش Linkerی (. قطعهA-2مجزایی توسط پرایمرهای مربوطه تکثیر شدند )شکل 
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به هر یک از  Linkerمجزا با کمک پرایمرهای مربوطه، اقدام به اتصال  PCRبود. از این رو در دو واکنش  VLی قطعه ´5بخش 

جفت باز بودیم  410ای به طول با موفقیت انجام شد و شاهد تکثیر قطعه Linkerبه  VHنمودیم که اتصال  VLو VHقطعات 

 (. B-2)شکل 

 

( Linker .Bی : قطعه3و چاهک  VLی : قطعه2، چاهک VHی : قطعه1( چاهک Aبادی. قطعات آنتی PCRنتایج حاصل از  -2شکل 

 VH-Linker .M )100 bp DNA Ladderی : قطعه2و چاهک  VLی : قطعه1چاهک 

Figure 2. PCR results of antibody fragments. A) Lane 1: VH fragment, Lane 2: VL fragment, and Lane 

3: Linker fragment. B) Lane 1: VL fragment, and Lane 2: VH-Linker fragment. M) 100 bp DNA Ladder 

 

، پرایمرهای مربوطه و هر دو قطعه وارد واکنش VLی به قطعه VH-Linkerی اتصال قطعهمنظور بعدی به  PCRدر واکنش

(. این باند از روی ژل آگارز 3بود )شکل  scFVی تکثیر موفق جفت باز، نشان دهنده 800ای با طول حدود ی قطعهشد و مشاهده

 شد.کار گرفته به Ć4و  Cتخلیص و برای تکثیر مجدد آن، با پرایمرهای 

 
  scFVی مربوط به قطعه PCRمحصول  -3شکل 

Figure 3. PCR product of scFV fragment 
های ژنی و نامشخص بودن ماهیت ژنتیکی خانواده یبا در نظر گرفتن مسئله ،هابادیمنظور تکثیر قطعات متغیر این آنتیبه

های نی بخشژتکثیر مخازن  برایکامل پرایمرهای طراحی شده  یاز یک مجموعه ،های مونوکلونال حاصلهبادینواحی متغیر آنتی
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ر دژنره برای ناحیه پرایمپنج  ،VH این مجموعه شامل دو پرایمر دژنره برای ناحیه گردید.های موش استفاده متغیر ایمونوگلوبولین

VL،  ر دژنره برای تکثیر پرایمدوLinker تکثیر مولکول  پنج پرایمر براینهایتا   وscFV  بود. در مورد تکثیر نواحی ذکر نوترکیب

تک تک  ،در مرحله بعد ی ژنی اطلاعاتی در دسترس نبود اماشده، ابتدا از مخلوط پرایمرها استفاده گردید چرا که از نوع خانواده

 های. استراتژیکار رفت و در نهایت، پرایمر مطلوب برای ادامه کار و تکثیر انتخاب گردیدجداگانه به هایدر واکنش رهارایمپ

 VH ،VLیکسان از قطعات  مولی مقادیر کردن مخلوط آن، جمله از که است شده پیشنهاد scFV مولکول ساخت برای متفاوتی

 هم دنبال به 3(Gly4Ser)توالی  صورت به سرین است که و گلیسین آمینه اسید 15 واجد Linkerی باشد. قطعهمی Linkerو 

کاربردن مخلوط این سه به باشد.می VLی قطعهی و ابتدا VHی دارای توالی مکمل با انتهای قطعهآن برو علاوهقرار گرفتند 

 آوریهممنجر به گرد، VLی هپایین دست قطع و VHی به همراه دو پرایمر بالادست قطعه PCR در یک واکنش DNA قطعه

(assembly)  مولکولscFV در  ،است آوری یک عامل اساسی در این گردهم ،یکسانجایی که وجود نسبت مولی از آن گردد.می

گردید به این صورت بنابراین از استراتژی دیگری که شامل دو واکنش بود استفاده  فراهم نگردید. scFVمولکول امکان تکثیر ابتدا 

و  VLبا  آوری نهاییبرای گرد هم  (VH-Linker)اتصال داده شد و سپس از این قطعه  Linkerی با قطعهVHی قطعهابتدا  که

 تریشانس بسیار بالا PCR این نوع گرد هم آوری توسط ه،قطع دودلیل کاهش تعداد قطعات به به .ردیدگاستفاده  scFVساخت 

 . داشت

 

  scFVکلونینگ ژن 

 یپلاسمید در ناحیهاین  گردید.استفاده  scFVبیان برای  به عنوان ناقل فاژمیدی مناسب pCANTAB 5 E از پلاسمید

با  scFVی قطعه آنزیمی ناقل و هضمبنابراین با روش اشت و د را  NotIو  SfiI های محدودگرجایگاه برش برای آنزیم ونینگ،کل

های مناسب در واکنش اتصال وارد شدند و پس از آن، تراریختی برش خوردند. سپس هر دو بخش در غلظتهای مربوطه آنزیم

 950ی حدودو مشاهده قطعه Ć 4و  URPبا استفاده از پرایمرهای  PCRید. انجام کلونی انجام گرد E. coli HB2151در ناقل 

 (.4جفت بازی، کلونینگ را تأیید نمود )شکل 

  
: 4و  3 یهاچاهک قطعه، واجد مثبت یهاکلون: 5 و 2، 1 یهاچاهک. scFV یقطعه نگیمربوط به کلون PCR یکلون آگارز ژل -4شکل 

 .یمنف یهاکلون

Figure 4. Clony PCR agarose gel  of scFV fragment. Lanes 1, 2 and 5: positive clones with fragment, 

Lanes 3 and 4: negative clones. 
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سپس از چندین کلونی تأیید شده در مرحله قبل، استخراج پلاسمید انجام گردید. هضم مجدد پلاسمیدهای استخراج  

 (.5جفت بازی، تراریختی را ثابت نمود )شکل  800و مشاهده باند حدود   NotIو  SfiI ودگرهای محدآنزیمشده توسط 

 
: کلون 3های مثبت واجد قطعه، چاهک : کلون2و  1های . چاهکPCRهای مثبت در آزمون هضم آنزیمی کلون از حاصل جینتا - 5شکل 

 منفی.

Figure 5. Enzymatic digestion results of positive clones in PCR test. Lanes 1 and 2: positive clones 

with fragment, Lane 3: negative clone. 
 هم که داشت دوگانه کارایی و است scFVمولکول  بیان برای مناسبی ناقل pCANTAB 5 E فاژمیدی ناقل

بیان قادر به  باکتری، مناسب نژاد از و هم با استفاده دهد نمایش فاژ سطح در فیوژن صورت به را scFVتوانست مولکول می

دلیل وجود پیوندهای دی سولفیدی در ه. ب(Ten Haaf et al., 2015)بود به صورت محلول می پلاسپروتئین در فضای پری

ها این امکان را باکتری میپلاسکه فضای پریود پیوندها بتشکیل این  براینیاز به یک فضای مناسب ، VLو  VHقطعات داخل 

این  وپایین تر بود می، پلاسپریبا انتقال به فضای  در سیتوپلاسم باکتری پروتئینتجمع از طرف دیگر میزان  ساخت.فراهم 

باعث مرگ باکتری  دتوانمی سیتوپلاسم سلولی، های خارجی دربالای پروتئینبیان چرا که  ودمزیتی برای رشد باکتری ب مورد

 .(Raivio & Silhavy, 2001)دد گر

 

 های حاصلهبررسی بیان پروتئین نوترکیب در کلون

پلاسمی ها از فضای پریو پروتئینقرار گرفتند  IPTGالقا بیان با ها تحت این کلون ،نوترکیب هایپس از انتخاب کلون

 98آغازی که در  نبا توجه به اینکه ژن مورد نظر از کدو بارگذاری شدند. SDS-PAGEاستخراج و محصولات بر روی ژل 

بود، اسید آمینه  298و در واقع شامل  شتدا نوکلئوتید 894تا کدون خاتمه در اواخر ژن کلونینگ نوکلئوتید بالادست مکان 

-Antiاختصاصی بادی از آنتی ،بیان منظور تأییدهب (.A-6دالتون محاسبه شد )شکل 32780وزن پروتئین بیان شده در حدود 

Etag HRP بادی مونوکلونال نوترکیب علیه ی تولید آنتی. نتایج این آزمون تأیید کنندهاستفاده شد بلاتینگ وسترن در آزمون

 (. B-6بود )شکل  CEAژن توموری آنتی
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: کنترل مثبت واجد باند مورد نظر، 2: نمونه پروتئینی قبل از القا، چاهک 1: چاهک SDS-PAGE( نتایج Aنتایج بیان پروتئین.  -6شکل

: پروتئین تام نمونه قبل از القا، 1( نتایج وسترن بلاتینگ: چاهک B: مارکر پروتئینی. Mهای مثبت، عدد از کلون 4: پروتئین تام 6و  5، 4، 3های چاهک

 های مثبت.از نمونه : پروتئین تام یکی2چاهک 

Figure 6. Protein expression results. A) SDS-PAGE results: Lane 1: protein sample before induction, 

Lane 2: positive control containing the desired band, Lanes 3, 4, 5 and 6: total protein of 4 positive clones, M: 

marker protein B) Western blotting results: Lane 1: total protein of the sample before induction, Lane 2: total 

protein of one of the positive samples. 

 

-می القا IPTGبا  است که LacZ ونکار رفت تحت کنترل اپرهای نوترکیب بهسیستمی که در این حامل برای بیان ژن

پلاسمی شود پروتئین نوترکیب پس از بیان به فضای پریکه سبب میاست  PelB leader توالی این ناقل وجود . مزیتشود

 ینگنوبعد از جایگاه کل Etag سید آمینه به ناما 10در ضمن این قطعه شامل  .تر گرددمنتقل شود و کار استخراج پروتئین ساده

بادی مونوکلونال آنتی توسطپروتئین نوترکیب را امکان اتصال و شناسایی و شود میکه به پروتئین خارجی متصل  بوددر حامل 

ی زمانی قابل بیان است که با مولکول پتیدپ یقطعهنماید. لازم به ذکر است که فراهم میدر تست وسترن بلات  آن بر علیه

 . (Albrecht et al., 2004; Choi & Lee, 2004) قرار گیرد برای بیان در یک چارچوب مناسبپپتیدی 

 SDS-PAGE تعیین مشخصات پروتئین بیان شده توسط ژل ، E. coliدر باکتری scFVهای پس از بیان موفق مولکول

گردید که وزن مولکولی پروتئین بیان شده با وزن مولکولی محاسبه شده از لحاظ تئوری و همچنین با  شخصو م گرفتصورت 

البته در بیان این مولکول چندین بار اشکالات پایداری پلاسمید مشاهده . گزارش شده مطابقت دارد scFV هایسایر مولکول

این  C-terminal در بخش E-tag به نام پتید نشانهوجود یک پ شد.ری گذاردید که نهایتا  شرایط پایدار برای این پروتئین پایهگ

زیرا از  تأیید گردیدشده در آزمایش فوق  وناین مولکول کل ماهیتو بنابراین  را ممکن ساخت بلاتینگانجام واکنش  ،پروتئین

پپتیدی قابل بیان است که با مولکول  ی زمانیپتیدپ یاین قطعه . البتهاستفاده شددر ردیابی  E-tagبادی مونوکلونال ضد آنتی

 . (Albrecht et al., 2004) قرار گیرد برای بیان در یک چارچوب مناسب
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 گیری کلینتیجه

، علاوه CEAژن علیه آنتی scFV بادی نوترکیب از طریق ساخت آنتیکه  طور خلاصه نتایج این طرح تحقیقاتی نشان دادبه

بادی کامل، وجود بادی مونوکلونال و اختصاصی کارامد، امکان کاهش اندازه آن به حدود یک پنجم اندازه آنتیبر ساخت یک آنتی

ژن مربوطه در آزمون وسترن بلاتینگ حفظ بادی، قابلیت شناسایی و اتصال به آنتیهای ثابت آنتیرغم حذف بخشدارد و علی

ژن مربوطه است و همچنین نوترکیبی قادر به تشخیص و اتصال اختصاصی به آنتی بادیین رو چنین آنتیگردیده است. از ا

 ژن خاص تحویل دهد. های بیان کننده آنتیتواند داروها و سایر عوامل درمانی را به صورت ویژه به سلولمی

 یسپاسگزار

 آوردن فراهم جهتی ژنتیک و زیست فناوری سپژوهشگاه ملی مهندو خود را از پژوهشگاه هوافضا  یمراتب قدردان بدین وسیله

 . مداریم اعلام یشگاهیآزما امکانات

 منافع تعارض

 وجود ندارد. یتعارض منافع گونه چیه 
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Abstract 

Introduction: Recombinant antibody technology has revolutionized the production and use of these kinds of 

antibodies and removed some of the hybridoma technology limitations. Monoclonal antibodies have high potentials as 

diagnostic and therapeutic agents, especially in targeting cancer cells, but their uses has been limited due to their large 

sizes. The special structure of different regions of antibodies allows them to be divided into efficient subunits, which 

can combine to form new molecules with efficient properties The reduced size of scFv molecules have many 

advantages compared to the primary antibodies. The most important of advantages is the reduction of immune response 

compare to complete mouse antibodies due to the lack of constant fragments. Methods: In this study, the variable 

regions of gene of carcinoembryonic tumor marker monoclonal antibody were constructed as scFV and cloned into 

the phagemid vector. Then its specificity was investigated by the western blotting test. The scFV gene was successfully 

constructed. Then cloning and expression was performed. Finally, its specificity was confirmed by western blotting. 

Results: The recombinant scFV antibody expressed in this study, due to size change, was able to specifically identify 

the carcinoembryonic tumor marker, and therefore it can be used in the diagnosis of some cancers. Discution: This 

recombinant antibody was specifically capable of carcinoembryonic tumor marker recognition. Therefore, it can be 

applied to some cancers diagnosis and monitoring. In addition, this method can be used to synthesize scFV-type 

recombinant antibodies against other antigens. So that they can be used in various diagnostic tests and treatments. 
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