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Title: Characterization of HS80 monoclonal antibody for detection of its antigen on the surface of 
human sperm 
Authors: Torkabadi E, (MSc); Akhoondi MM, (PhD); Pakzad P, (PhD); Mahmoodi SAR, (MSc); 
Bayat A, (BS); Sadeghi MR, (PhD); Jeddi Tehrani M, (PhD). 
Introduction: Since interaction between sperm and ovum results in fertilization, determination of 
molecular events and glycoproteins involved in this interaction may clear the cause of infertilitiy due to 
molecular defects or immunologic reasons. Thus we studied the properties of mentioned antigens in 
views of antigenic site and determination of its molecular weight and cross reactivity with other antigens 
by antisperm monoclonal antibody (HS80). 
Methods: Surface sperm antigens were extracted by NaCl and Lithium diiodosalicylate (LIS) 
separately. At the next stage, the location of mentioned antigen was determined by indirect 
immunofluorescence using HS80 monoclonal antibody. Meanwhile, molecular weight of mentioned 
antigen was measured by immunoblotting. Finally, ELISA was used to study the cross reactivity of 
monoclonal antibody with human peripheral blood leukocytes, semen proteins and other mammalian 
sperms (from rat and mouse). 
Results: Sub-equatorial and collar regions of all sperms had shiny fluorescence after 
immunofluorescence staining. Likewise, molecular weight range of the antigen was 80±4. Meanwhile, 
there was not any cross-reactivity among the antibody and other antigens except a 80 kD human 
leukocyte surface antigen.  
Conclusion: The presence of the antigen with 80 kD on sub-equatorial region may increase the 
possibility of its role in vital processes of sperm such as sperm/oocyte membrane fusion and fertilization. 
Thus,it is recommended to study the role of this antigen in fertilization, in the presence and absence of 
HS80 monoclonal antibody, sperm interaction with zona pellucida and Oolema using sperm functional 
studies. 
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 چکیده
ها و لیگاندهای مستقر در غشای دو سـلول اسـپرم و           وقوع یک لقاح موفق نتیجه برهم کنش مناسب گیرنده         که  از آنجایی  :مقدمه

بـادی   های دخیل در ایـن بـرهم کـنش، بـا اسـتفاده از آنتـی               ع مولکولی و گلیکوپروتئین   باشد، بنابراین شناسایی وقای     تخمک می 
هـای    های دخیل در لقاح را افزایش داده و از طرف دیگر علت نابـاروری               تواند اطلاعات موجود در زمینه مکانیسم      منوکلونال می 

  .سازد  های با علت ایمونولوژیک را روشن ناشی از نقایص مولکولی و یا ناباروری
بادی با   جهت تولید انبوه آنتی،ی انسانیاهای سطحی اسپرماتوزو ژن های منوکلونال علیه آنتی بادی بعد از تولید آنتی :کارروش 

های نرمال  های سطحی اسپرم ژن آنتی. بادی تولید گردید کشت سلول هیبریدوم در صفاق موش و ایجاد آسیت، مقادیر زیادی آنتی
ژن مورد نظر، آزمون ایمونوفلورسانس  جهت تعیین محل آنتی. طور جداگانه استخراج شد  به  LISو NaClکیب با استفاده از دو تر

ژن مورد نظر، آزمون  منظور تعیین وزن مولکولی آنتی در ضمن به. صورت گرفت HS80بادی  غیرمستقیم با استفاده از آنتی
  .های استخراجی انجام شد ایمونوبلاتینگ پروتئین

. دست آمد هبادی ازمجموع پنج موش ب  آنتیmg 5/13به صفاق هر موش حدود  HS80بعد از تزریق سلول هیبریدوم  :اه یافته
 فلورسانس درخشانی بین تمام ،آمیزی ایمونوفلورسانس در ناحیه آکروزومی و در قسمت کوچکی از ناحیه گردن دنبال رنگ هب

 کیلو دالتون 80± 4عد از آزمون ایمونوبلاتینگ، وزنی در محدوده در عین حال ب. های اسپرمی مشخص گردید جمعیت سلول
  . محاسبه شد(HS80)ژن مورد نظر آنتی برای
 احتمال داشتن نقشی در فرایندهای حیاتی اسپرم از جمله          ،ژن مزبور در ناحیه تحت استوایی سر اسپرم         حضور آنتی  :گیری نتیجه

بادی به اسپرم بتوانـد       دهد و امکان دارد اتصال این آنتی        ژن افزایش می    آنتی اتصال به غشای سیتوپلاسمی تخمک را در مورد این        
  .تواند این امر موضوع تحقیقات بعدی قرار گیرد در شرایط فیزیولوژیک بر روند لقاح تأثیر محسوسی داشته باشد که می

  

  .های سطحی اسپرم انسان ژن بادی منوکلونال، آنتی آنتی :واژگان گل
  

  مقدمه
سپرماتوزوای انسانی حاوی انواع مختلفی از ساختارهای       سلول ا 

هـای   صـورت موزاییـک    همولکولی در غشای سیتوپلاسمی خود ب     
پروتیینی، اولیگو ساکاریدی و لیپیدی بوده که نقش بعضی از آنها           

ول لقـاح شـناخته     ؤدر قالب گیرنده، لیگاند یا آنزیم در وقایع مـس         
تـا   1شای اسـپرم  بلـوغ غ ـ  این وقـایع شـامل مراحـل        . شده است 

رویارویی بـا تخمـک، واکـنش آکروزومـی و الحـاق دو غـشای               
در این ارتباط یک    ). 1- 4( باشد  می 2اوولماسیتوپلاسمی اسپرم و    

های غشای اسپرم در باروری، استفاده        شیوه مطالعه نقش مولکول   
باشد که جهـت      تولید شده علیه اسپرم می     بادی منوکلونال   از آنتی 

بـا اسـتفاده از ویژگـی مهـاری     ( و عملکردی   مطالعات توپوگرافی 
mAb (            و نیز تخلیص پروتئین مورد نظر جهـت تعیـین سـکانس

 در ضـمن  .یـات مولکـولی کـاربرد دارد   ئهـای جز   پپتید و بررسـی   

                                                      
1 Spermatozoa 
2 Oolema 

  ثیرهـای مختلفـی    أدنبال تحقیقـات انجـام شـده، بـه ت          هتاکنون ب 
  

  

 های منوکلونال در حضور اسپرم از جمله بررسـی اثـر       بادی از آنتی 
تعیـین وزن    های توپـوگرافی و     بررسی ،)5 (3توقف حرکت اسپرم  

هـا   ژن ، تخلیص آنتی  )6- 9( های مربوط در سطح اسپرم     ژن آنتی
هـای کرومـاتوگرافی جـذبی فعـال شـده بـا             با استفاده از سـتون    

هـای مـشابه در      ژن ردیابی حضور آنتی   ،)10(بادی منوکلونال  آنتی
های  های دیگر و بررسی    ها در یک گونه و گونه      سطح سایر سلول  

های منوکلونـال    بادی و نیز اثرات مهاری آنتی    ) 12 و   11(فیلوژنی  
را ) 13(بر عملکردهای فیزیولوژیک اسپرم و جلوگیری از باروری         

هـای   ژن که شناسایی آنتی   در ضمن از آنجایی   . توان اشاره کرد   می
انـد  تو بادی می ها توسط آنتی ژن دخیل در باروری و مهار این آنتی 

های جدیدی در امر جلوگیری از بارداری به شکل          گشای شیوه  راه
له، ســازمان جهــانی أ، همــین مــس)14( ایمونوکنتراســپتیو باشــد

                                                      
3 Immobilizing Effect 
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67  آبادی و همکارانابراهیم ترک
را بـر آن داشـته اسـت تـا بخـشی از تحقیقـات را بـر                   1بهداشت
منظـور ایـن      بدین .کننده باروری معطوف سازد    های تنظیم  واکسن

ی سـطحی اسـپرم را      هـا  ینئسازمان، مطالعات سیـستمیک پـروت     
هـای کنتراسـپتیو     هـای کاندیـد واکـسن      جهت شناسایی مولکول  

  ).16 و 15( های اسپرمی پیشنهاد کرده است ژن عنوان آنتی هب
های سطحی تخلیص شـده یـا نوترکیـب           در این مسیر پروتئین   

هـای مولکـولی      کننـده مکانیـسم     ممکن است در مطالعـات بیـان      
هـای بـالینی جهـت       ررسـی عملکرد اسپرم و بـاروری و نیـز در ب         

بنـابراین در   . های ایمونولوژیک مناسـب باشـد       شناسایی ناباروری 
هـای منوکلونـال     بـادی   کـارگیری یکـی از آنتـی       هاین تحقیق با ب   

بـادی منوکلونـال      ضداسپرم تولید شده در مرکـز پژوهـشی آنتـی         
ژن اختصاصی آن هدف اصلی       سینا، شناسایی آنتی    پژوهشکده ابن 

های مـستقر     ژن  رو با شناسایی آنتی    از این . رفتاین تحقیق قرار گ   
در سطح اسپرم و بررسی نقش آنها در عملکردهای فیزیولوژیـک           

هـای    این سلول، ضمن افزایش دانش خـود در زمینـه مکانیـسم           
توانیم اطلاعات خود را در ردیابی نقـایص مولکـولی یـا             لقاح، می 

ال در عـین ح ـ   . ول نابـاروری افـزایش دهـیم      ؤایمونولوژیکی مس 
های مؤثر در لقـاح، تحقیقـاتی را در           ژن  توان با شناسایی آنتی     می

های ایمونوکنتراسـپتیو    کارگیری روش  هزمینه القای ناباروری، با ب    
های شناسایی شـده و یـا    ژن هر چند با استفاده از آنتی .انجام داد

تـوان بـه تولیـد       کلونال آنهـا مـی      های منوکلونال و پلی    بادی  آنتی
ی تشخیص آزمایـشگاهی در زمینـه شناسـایی         های تخصص   کیت

  .ناباروری مبادرت ورزید
  

  روش کار
 مـورد نیـاز جهـت انجـام         2مـایع منـی   های    نمونه :تهیه اسپرم 

هـای اسـپرم انـسانی، از افـراد          مطالعه و تحقیق بـر روی سـلول       
 سـاعت بعـد از      48- 72سـینا،     کننده به مرکز درمانی ابن      مراجعه

هایی کـه از لحـاظ        آن دسته از نمونه   دست آمد و     هآخرین انزال ب  
هـای متحـرک      حجم، شمارش اسپرم، مورفولوژی و درصد اسپرم      

بعد از  .  انتخاب شدند  ،بودند) WHO )17مطابق با استانداردهای    
، جهـت   C˚37 دقیقـه در انکوبـاتور     30ها به مدت      نگهداری نمونه 

هـای متحـرک بـه      ، جداسازی اسـپرم   3تبدیل حالت لخته به مایع    
  ).18( نتریفوژ بر روی گرادیان غلظت انجام گردیدروش سا

با ) 4نیداکون سوئد(Pure Sperm در این روش محلول ذخیره 
 درون لوله، در دو فاز هـر        %80 و   %40دانسیته بالا در دو غلظت      

                                                      
1 World Health Organization ( WHO) 
2 Semen 
3 Liquefaction 
4 Nidacon-Sweden 

ترتیـب کـه در لایـه زیـرین          بدین.  تهیه شد  ml2 کدام به حجم  
 انتها نیز   در.  قرار گرفت  %40 و در لایه رویی غلظت       %80غلظت  

ml2    عنوان لایه سوم بـه آرامـی ریختـه          ، به 5 از سیمن مایع شده
 دقیقه سـانتریفوژ    10- 20مدت    به g600شده و مجموعه در دور      

های متحرک در ته لوله جمع شد که با           ترتیب اسپرم  بدین. گردید
خارج کردن مایع رویی، رسوب اسپرم بعـد از مخلـوط شـدن بـا               

ml2محیط   ازHam’s F10 )بار شستشو داده شد دو) یگماس.  
جهـت بررسـی     :هـای غـشای اسـپرم       استخراج پروتئین 

بـادی منوکلونـال تحـت مطالعـه،          ژن ویژه آنتی    خصوصیات آنتی 
 ـ        ژن  آنتی کـارگیری دو تکنیـک      ههای سطحی اسپرم انسانی بـا ب

و  مـولار    1) مِـرک، آلمـان   ( NaCl ملایم استخراج، با استفاده از    
 مـولار انجـام     3/0) سـیگما ( 6یـسیلات  دی یـدو سال    5 و   3لیتیم  
هـای      پـروتئین   7مکانیسم این دو روش محلـول نمـودن       . گردید

  . غشایی در بافر استخراجی بوده است
های غشای اسـپرم بـا اسـتفاده از           محلول نمودن پروتئین  ) الف

NaCl 1های غشایی با اسـتفاده از        پروتئین 8استخراج آرام : مولار
NaCl 1    مولار در بافرPBS اوی یک مهارکننده پروتئاز به نام     ح 

) SERVA Company- PMSF (9فنیل متیل سولفونیل فلوراید
  . انجام گردیدmM2با غلظت 

لیتر از بـافر      هر میلی   سلول اسپرم در   5×108در این روش تعداد     
طـور یکنواخـت مخلـوط       ه ب  دقیقه 30مدت    به C˚4فوق در دمای    

 g10000نتریفوژ بـا دور     در انتهای این مرحله با انجام سا      . گردید
، ذرات غیرمحلـول از بـافر فـوق جـدا و            C˚4 دقیقه در  30مدت   به

رونـد دیـالیز بـا      . محلول رویی جهت انجام دیالیز تفکیک گردید      
هـای بـا وزن    مولکول 10هایی با قدرت جداسازی استفاده از کیسه

 PBS کیلودالتون، علیه بـافر      10مولکولی بالاتر از وزن مولکولی      
 ساعت همراه 24مدت    به C˚4در دمای  )pH= 2/7لار و    مو 15/0(

 بعـد از پایـان دیـالیز،        .)19(انجـام شـد      PBS بار تعـویض   با دو 
غلظـت  . دسـت آمـده، لیـوفیلیزه گردیـد        ههای پروتئینی ب    محلول

روش برادفورد در مقایـسه بـا        ینی محتوای پودر لیوفیلیزه به    ئپروت
  .گیری شد کار رفته، اندازه هوزن پودر ب

 3/0اسـتفاده از بـافر     های غشایی با    محلول نمودن پروتئین  ) ب
های سـطح اسـپرم بـه ایـن          ینئجهت استخراج پروت   :LISر  مولا

 مولار  3/0 از محلول    ml10 از رسوب اسپرم،     ml2ازای   روش، به 
LIS    در بافرTris    با غلظتmM10   2/7 و =pH   از   اضافه و بعد

                                                      
5 Liquefied 
6 Lithium 3,5 diiodosalicylate (LIS) 
7 Solubilization  
8 Gentle  
9 Phenylmethylsulfonylfluride 
10 Cut off 
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  ... HS80بادی منوکلونال استفاده از آنتی68
 30مـدت   حاصل بهمخلوط نمودن با رسوب اسپرم، سوسپانسیون   

بعد از انجام   .  گردید طور یکنواخت مخلوط   ه ب C˚4دقیقه در دمای    
 دقیقـه   20مدت    به g10000روند اخیر سوسپانسیون فوق در دور       

    سانتریفوژ شـده و محلـول رویـی جهـت دیـالیز در بـافر               C˚4در
 سـاعت در دمـای      24 به مدت    pH= 2/7با   Tris مولار   میلی 10

C˚4    بعـد از پایـان     ). 20( ویض بافر جـدا گردیـد      بار تع  2 همراه با
 ـ     ههای پروتئینی ب    دیالیز مراحل فوق محلول    طـور   هدسـت آمـده ب

  .جداگانه لیوفیلیزه شدند
 ـ   :HS80بادی منوکلونـال     تولید انبوه آنتی   دسـت   هجهـت ب

بعـد از تولیـد      (HS80بادی منوکلونـال      آوردن مقادیر بالای آنتی   
بـادی    کننـده ایـن آنتـی     ، شـرایط رشـد کلـون تولید       )کلون مولـد  

.  فـراهم گردیـد    Balb/cدرون صـفاق مـوش       واسطه تزریق بـه    هب
 روز قبـل جهـت      10 کـه از     Balb/cهـای     ترتیب که مـوش    بدین

تضعیف سیستم ایمنی و فراهم آمـدن رشـد مناسـب هیبریـدوم             
 ـ) سـیگما ( 1 پریستان  از ماده  ml5/0تحت تزریق    طـور داخـل     هب

ــداد 2صــفاقی ــد، تع ــه بودن ــرار گرفت ــدوم 5×106 ق  ســلول هیبری
 ـ HS80بادی منوکلونال     تولیدکننده آنتی  طـور داخـل صـفاقی       هب

های هیبریدوم به ازای هر موش       در نتیجه رشد سلول   . تزریق شد 
 مایع آسیتی تـشکیل     ml3 -2 روز حدود    10بعد از گذشت حدود     

بعد از آسپیراسـیون مـایع آسـیتی، فیلتراسـیون آن بـرای             . گردید
  ).21( میکرومترصورت گرفت 2/0تر از  ذرات بزرگ

دسـت آمـده     هبررسی واکنش سریال رقت مایع آسیت ب      
های استخراجی با استفاده      ژن  های اسپرمی و آنتی    با سلول 

در ایــن مرحلــه جهــت شناســایی واکــنش   :از آزمــون الایــزا
اختصاصی مایع آسیت تولید شده علیه اسـپرم و بررسـی میـزان             

 ـ      غلظت نـسبی آنتـی     روش الایـزای    ستی بـه  بـادی منوکلونـال، ت
با استفاده از    Coatingدر مرحله اول،    . غیرمستقیم طراحی گردید  

بـا   LISو   NaClژن استخراج شده بـه دو روش          دو محلول آنتی  
 ـ µg/ml10غلظت   طـور جداگانـه و اسـتفاده از سوسپانـسیون           ه ب

 سـاعت در    2مدت   سلول در هر چاهک به     106اسپرمی با غلظت    
ها  بعد از پایان زمان اخیر تمامی چاهک.  انجام گردیدC˚37 دمای

شستشو شده و جهت پوشـاندن       PBS-Twean -20 بار با بافر     3
 %2 4 از محلول شیرخشک بدون چربی     3فضاهای خالی کف پلیت   

بعد از پایان زمان    .  استفاده شد  C˚37ساعت در دمای     مدت یک  به
  بار شستشو، لایه دوم الایزا شـامل سـریال رقـت   3اخیر و انجام   

 به میزان   1:64000 تا 1:1000 ،1:5000 های  مایع آسیت از رقت   

                                                      
1 Pristane 
2 Intrapritoneal (IP) 
3 Blocking 
4 Skim milk 

µl100     سـاعت در دمـای       یـک مدت    به ازای هر چاهک بهC˚37 
  .استفاده شد

ــی   ــی آنت ــه ســوم یعن ــزودن لای ــد شــامل اف ــه بع ــادی مرحل   ب
Rabbit anti mouse Ig کونژوگه با HRP)    تولیـد پژوهـشکده

 1:4000  بـا رقـت    µl100میزان   به) ARC-901شماره   -سینا ابن
در مرحله آخر بعد از انجام سه بار        .  بار شستشو بود   3بعد از انجام    

 فنیــل دیــامین - ارتــوزای ای رنــگ  از سوبــسترµl100شستــشو 
 Na2HPO4 بـافر    ml 5/6رد mg5 OPD کـه شـامل      5)سیگما(
 µl5 H2O2 مولار و    1/0سیتریک     اسید  ml6 مولار، حاوی    2/0

 دقیقه در شرایط دور     10مدت   و به ازای هر چاهک اضافه      به 30%
 M50بعد از زمان اخیر با افزودن      . از نور در دمای اتاق انکوبه شد      

زایـی متوقـف گردیـد و      نرمال واکـنش رنـگ     1اسید سولفوریک   
  .دست آمد ه بnm490ها در طول موج  جذب نوری چاهک

دست آمـده در محتـوای       هبادی منوکلونال ب    تخلیص آنتی 
بـادی منوکلونـال       با توجه به کلاس آنتـی      در این مرحله   :آسیت
HS80   کهIgG1             مـشخص شـده اسـت، جهـت تخلـیص ایـن 
بادی از محتوای مایع آسیت، از ستون افینیتی کرمـاتوگرافی            آنتی

 22( استفاده شـد     ) سوئد 6فارماسیا، آمرشام بیوساینس  ( Gپروتئین
ترتیب که بعد از عبـور مـایع آسـیت فیلتـر شـده بـا                 بدین). 23و  

ــرعت  ــت   ml50س ــتون جه ــشوی س ــه شست ــاعت، مرحل  در س
هـا تحـت      های باند نـشده و دیگـر پـروتئین         بادی  جداسازی آنتی 
 در . قــرار گرفــت)pH= 2/7 مــولار و PBS )15/0جریــان بــافر 

هـای بانـد شـده بـا عبـور           بـادی   مرحله بعد جهت جداسازی آنتی    
 ml24میـزان    بـه ) pH= 5/2مـولار و    HCl Glycine- )1/0بافر

آوری   هـر لولـه جمـع       در ml2هـای     جـی در تفکیـک    جریان خرو 
های دارای بیشترین جذب نـوری در طـول    سپس تفکیک . گردید
بـادی    سرعت جهت جلـوگیری از تخریـب آنتـی          به nm280 موج

 بـار   3 ساعت همـراه بـا       24مدت   به PBSتحت دیالیز علیه بافر     
  Cut offکیسه دیـالیز بـا   (  قرار گرفتC˚4تعویض بافر در دمای

بعـد از انجـام دیـالیز،       ).  کیلودالتون انتخاب شد   10مولکولی  وزن  
بادی منوکلونال با استفاده از جـذب نـوری در طـول              غلظت آنتی 

دست آمده ضمن    ههای ب  بادی  آنتی. گیری شد    اندازه nm280موج  
 . نگهداری گردید-C˚20های کوچک در تقسیم در حجم

 در HS80بـادی     ژن ویـژه آنتـی      بررسی محل حضور آنتی   
های خون محیطی انسان و      سطح اسپرم انسان، لکوسیت   

جهـت بررسـی     :8 و رت   7 موش سـوری   های دو گونه   اسپرم

                                                      
5 Ortho-phenylenediamine-Sigma (OPD) 
6 Pharmacia Amersham Biosciences 
7 Mouse 
8 Rat 
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، دوره نهم، شماره چهارم85زمستان   

69  آبادی و همکارانابراهیم ترک
آمیـزی    از تکنیـک رنـگ     در سطح اسپرم     HS80ژن   جایگاه آنتی 

منظـور تهیـه     به. ایمونوفلورسانس غیرمستقیم استفاده شده است    
هـای خـون     لکوسـیت  شده با اسـپرم انـسانی،       های کوت   اسلاید
در مورد    موش سوری و رت    گونه های دو  طی انسان و اسپرم   محی

 اشـاره    تهیه اسپرم  مطابق آنچه که در قسمت    های اسپرمی    سلول
هـای جـدا     های انسانی استفاده از سـلول      شد و در مورد لکوسیت    

شده در لایه بافی کوت خون محیطی جهت این بررسی اسـتفاده   
 ـ              این سـلول  . شد   PBSافر  هـا هـر یـک جداگانـه، سـه بـار در ب

ــولار و15/0( ــه) pH= 2/7  مـ ــورت  بـ -Centrifugationصـ
Resuspension    در دورg700    در .  دقیقه شسته شـد    10به مدت

 در  %1هـا در محلـول پارافورمالدهیـد         مرحله بعد رسـوب سـلول     
PBS        اثـر   1جهـت مهـار نمـودن     . در دمای اتـاق فـیکس شـدند 

 شـسته   %2/0ها دو بار با محلول گلایسین        آلدهیدهای آزاد سلول  
نحوی تنظـیم    های سلولی به   بعد از شمارش، سوسپانسیون   . شدند

بعـد بـا اسـتفاده از       . سـلول باشـد    105 حاوی   µl100شد که هر    
 در )Shandon Cytospin 4-Thermo( دسـتگاه سایتواسـپین  

 از هـــر یـــک از µl100 دقیقـــه 5مـــدت   بـــهRPM800دور 
ید کـوت   طور جداگانه بـر روی اسـلا       ههای سلولی ب   سوسپانسیون

 ساعت در شرایط آزمایشگاه اسلایدها کاملاً       6بعد از طی    . گردید
دست آمده به دو صـورت، یـا ادامـه           هاسلایدهای ب . خشک شدند 

ــا آنتــی مراحــل جهــت رنــگ ــادی  آمیــزی ایمونوفلورســانس ب ب
  ).34( قابل استفاده هستند -C˚20مونوکلونال و یا نگهداری در 

رایط یــونی مناســب، در مرحلــه بعــد، جهــت فــراهم آمــدن شــ
 دقیقه قرار گرفته و شـسته       2به مدت    PBSها تحت بافر      اسلاید
 µg/ml10با غلظت    HS80 منوکلونالبادی     از آنتی  µl50. شدند

 ساعت در دمای اتاق و در     2بر روی محل کوتینگ اضافه شده و        
هـا    سـاعت اسـلاید  2بعد از پایان  . محفظه مرطوب انکوبه گردید   

قرار گرفتند و بعد بـر        PBSبار شستشو با بافر      3آرامی  تحت     به
 Sheep Anti Mouse Igبـادی   آنتـی µl50روی هـر اسـلاید   

قـرار داده و  )  سـینا  تولیـد پژوهـشکده ابـن   (FITC کونژوگه بـا  
. ساعت در محفظه مرطوب و تاریـک انکوبـه گردیـد           مدت یک  به

 بار شستشو، بـا قـرار گـرفتن         3ها تحت     ساعت اسلاید  یکبعد از   
بـر روی اسـلاید و      ) V/V( گلیـسرول    -PBSک قطره محلول    ی

استفاده از اسلایدل در زیـر میکروسـکوپ فلورسـانس مـشاهده            
  .شدند

 مـورد نظـر بـا اسـتفاده از          ژن  آنتیتعیین وزن مولکولی    
هـای    ابتدا پـروتئین   :های استخراجی   ایمونوبلاتینگ پروتئین 

 مولکـولی   استخراجی سطح اسپرم در مقایسه با استاندارهای وزن       

                                                      
1 Blocking 

 در شـرایط احیـا و غیراحیـا بـا           SDS-PAGEتحت الکتروفـورز    
بعـد از پایـان عمـل       . آمپـر قـرار گرفتنـد       میلـی  40شدت جریان   

 انتقال داده شـد و      2الکتروفورز ژل حاصل به آرامی بر روی کاغذ       
 12مـدت     ولت به  50بعد از قرار دادن در کاست بلاتینگ با ولتاژ          

ها از ژل بر      لکتروترانسفر پروتئین ساعت در تانک بلاتینگ عمل ا     
بعــد از پایــان عمــل الکتروترانــسفر . روی کاغــذ انجــام گرفــت

آمیـزی پانـسواس قـرار        ها، کاغذ بلات شده تحت رنـگ        پروتئین
 PBSبعد از مشاهده باندهای مورد نظر، شستشو در بـافر           . گرفت

مهـار  جهت پوشاندن فضاهای خالی در سـطح کاغـذ،          . انجام شد 
بعد از انجام .  صورت گرفتSkim milk 5%تفاده از  با اسکردن
بـادی منوکلونـال در غلظـت         نوارهای بلات شده بـا آنتـی       ،مهار

µl/ml10 همراه    بهBSA سـاعت تحـت     5/1مدت   درصد به   یک 
بعـد از انتهـای زمـان اخیـر و          . یکنواخت قرار گرفـت    3های تکان

بـادی    انجام شستشو کاغذهای بلات شده تحت مجـاورت آنتـی         
Rabbit anti Mouse Ig کونژوگه با HRP)   تولید پژوهـشکده

قرار گرفتند و در زمـان مجـاورت        ) ARC-901شماره   -سینا  ابن
ی مورد نظر مشخص گردیـد      پروتئین باند   4زای ای رنگ   با سوبستر 

ــا بانــدهای پروتئینــی اســتاندارد وزن مولکــولی،   و در مقایــسه ب
 و رسم   Rfز محاسبه   ژن مورد نظر با استفاده ا       محدوده وزنی آنتی  

  مورد نظر محاسبه گردیدژن آنتیمنحنی استاندارد، وزن مولکولی 
)25.(  
):d      نظـر   ینی مـورد    ئفاصله طی شده توسط باند پروت:D   فاصـله

 طی شده توسط رنگ نشانه
D
d= Rf(  

 بـادی منوکلونـال   بررسی واکنش متقاطع احتمـالی آنتـی   
HS80  در  :یگر با استفاده از آزمـون الایـزا       های د  ژن   با آنتی

، بـا   HS80بـادی منوکلونـال      این بررسی واکنش متقـاطع آنتـی      
های مستقر در سطح     ژن های موجود در مایع سیمن، آنتی       پروتئین
 مـوش   های اسپرمی دو گونه    سلول های خون محیطی و    لکوسیت

ــت ســوری و رت ــرار گرف ــد نظــر ق ــازی  .  م ــرای جداس ــدا ب ابت
 محیطــی در دو تفکیــک گرانولوســیتی و هــای خــون لکوســیت

کـوت    لایه بافی ،  )مونوسیتی و لنفوسیتی  ( ای هسته های تک  سلول
ــال    م بـــر روی گرادیـــان غلظتـــیخـــون محیطـــی فـــرد سـ

Optiprep )PoC AS,Oslo,Norway Axis-Shield ( ــرده ب
در این روش طی سانتریفوژ لایه بافی کـوت بـر            ).26- 28( شد

و فاز رویی   درg/ml077/1 های  یتهروی گرادیان غلظتی با دانس
g/ml099/1     سرعت  در فاز زیرین، باg800دقیقه در 25مدت   به 

                                                      
2 Poly vinyliden difluoride (PVDF) 
3 Shaking 
4 diaminobenzidine- sigma(DAB) 
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  مجله پژوهشی حکیم

  ... HS80بادی منوکلونال استفاده از آنتی70
ای بر روی  هسته های تک باعث جدا شدن سلول C˚22 -18دمای

های گرانولوسـیتی در بـین دو فـاز           و سلول  g/ml077/1دانسیته  
 مـوش   هـای اسـپرمی دو گونـه       جهت تهیه سلول   .گردد اخیر می 

شستـشو  RPMI  مجرای اپیدیدیم دو گونه اخیر بـا  تسوری و ر
 در  Swim upهـای متحـرک، روش   برای جداسازی اسـپرم . شد

 CO2 %5همراه   به C˚37 در انکوباتور  45˚در زاویه  RPMIمحیط  
  .)29( انجام گردید ساعت 2 انکوباسیون و

هـای اسـپرم انـسانی،       های لکوسیتی و سـلول     هر یک از سلول   
 106یه بلافاصله شمارش شـده بـه تعـداد          موشی و رت بعد از ته     

 از غلظـت    µl 100 هزار سلول لکوسیتی و      500سلول اسپرمی و    
هــای مربوطــه جهــت   ســیمن در چاهــکµg/ml20پروتئینــی 
Coatingــد ــزوده گردی ــل.  اف ــردنعم ــار ک ــتفاده از   مه ــا اس   ب

 Skim milk2% در دمایC˚37ساعت انجام گردید یکمدت   به .
) pH= 2/7و   مـولار PBS ) 15/0با بـافر بار  ها سه  چاهکسپس

 µl100لایـه دوم بـا افـزودن      .  شسته شدند  BSA 1/0%همراه   به
هر چاهک   درµg/ml 10با غلظت HS80 بادی منوکلونال  آنتی
بعد از این مرحلـه     .  تکمیل گردید  C˚37 ساعت در دمای   1مدت   به

بعـد از افـزودن لایـه سـوم         . ها شسته شـدند    مطابق قبل چاهک  
 و HRP کونژوگه بـا  Rabbit anti Mouse Igبادی  تیشامل آن

 بـار شستـشو، سوبـسترای      سـاعت و سـه     مدت یک  انکوباسیون به 
OPD    1هـا بعـد از افـزودن محلـول           افزوده جذب نوری چاهک 

نرمال اسید سـولفوریک جهـت توقـف واکـنش، در طـول مـوج               
nm492وانده شد خ .  

  

  نتایج
 از  LIS و   NaClروش  های غشا به دو       بعد از استخراج پروتئین   

 پـودر   mg1/176  سلول اسپرمی برای هر دو روش      6×109حدود  
 بعــد از عمــل LISروش    پــودر بــهmg4/56  وNaClروش  بــه

دسـت آمـد، کـه جهـت انجـام تـست الایـزا و                هلیوفیلیزاسیون ب 
بعد . کار گرفته شد   ه ایمونوبلاتینگ در مراحل بعدی ب     -الکتروفورز

   بخـــشی از ژل، جهـــت SDS-PAGEاز انجـــام الکتروفـــورز 
بلو استفاده گردید که باندهای پروتئینـی بـه           آمیزی کوماسی   رنگ

 در مقایسه بـا اسـتاندارد وزن مولکلـولی          NaCl و   LISدو روش   
  .)1شکل (مشخص شد 

  

  
های استخراجی سـطح   پروتئین SDS-PAGE الکتروفورز   -1شکل  

آمیزی   در شرایط غیر احیا و رنگ      LIS و   NaClاسپرم به دو روش     
  کوماسی بلو

دنبال تزریق داخل    هبعد از آسپیره کردن مایع آسیت تولید شده ب        
 مایع آسیت   ml3 -2 حدود   HS80های هیبریدوم    صفاقی، سلول 

در این مرحله قبل از بـردن مـایع         . دست آمد  هازای هر موش ب    به
، واکـنش   Gآسیت بر روی ستون افینیتی کروماتوگرافی پروتئین        

های اسـتخراجی بـه دو روش         ژن  سیت با آنتی  سریال رقت مایع آ   
LIS   و NaCl  های اسپرمی کوت شـده در پلیـت الایـزا            و سلول

 nm492بررسی گردید، که نتایج جذب نوری آن در طـول مـوج             
طور که   همان. های منفی و مثبت مقایسه شد       در مقایسه با کنترل   

شـود میـانگین و انحـراف معیـار جـذب              مشاهده می  1در جدول   
 1:3200 حـدود رقـت   تـا  1:500 دست آمده از رقت های به نوری

هـای   هـای کـوت شـده و سـلول          ژن  واکنش مثبتی در مورد آنتی    
 .دهد اسپرمی نشان می

دسـت آمـده از    هکه جذب نوری ب شود  در عین حال مشاهده می    
 LISهای تخلیص شـده بـه روش          ژن  واکنش مایع آسیت با آنتی    

های تخلیص شده بـه       ژن  نتیها بیشتر از واکنش با آ       در تمام رقت  
   .باشد  میNaClروش 

 

هـای   و سـلول  LIS،NaCl های استخراجی بـه دو روش  ژن  با آنتی HS80بادی منوکلونال های سریال مایع آسیت آنتی  مقایسه رقت-1جدول 
  دست آمده ههای ب صورت میانگین و انحراف معیار جذب نوری اسپرمی به

 رقت سریال مایع آسیت
بادی  کنترل آنتی کنترل منفی 1:64000 1:32000 1:16000 1:8000 1:4000 1:3000 1:1000 1:500 

کلونال پلی  

LIS ژن استخراج شده به روش   آنتی  36/2  ± 35/0  932/1  ± 29/0  538/1  ± 23/0  234/1  ± 18/0  972/0  ± 15/0  752/0  ± 75/0  532/0  ± 09/0  331/0 ± 05/0  084/0  ± 01/0  304/1  ± 19/0  

NaCl ژن استخراج شده به روش  آنتی   106/2  ± 31/0  762/1  ± 26/0  262/1  ± 19/0  026/1  ± 15/0  772/0  ± 12/0  604/0  ± 09/0  448/0  ± 07/0  208/0  ± 03/0  07/0  ± 01/0  064/1 ± 16/0  

872/1 سلول کامل اسپرماتوزوای انسانی  ± 28/0  436/1  ± 21/0  026/1  ± 15/0  764/1  ± 11/0  572/0  ± 08/0  47/0  ± 07/0  37/0  ± 05/0  102/0  ± 01/0  063/0  ± 01/0  978/1  ± 3/0  
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، دوره نهم، شماره چهارم85زمستان   

71  آبادی و همکارانابراهیم ترک
  
  
  
  

   

 Gly-HClآوری جریان خروجی حاصل از عبور بافر          بعد از جمع  
ــروتئین از ســتون افینیتــی کرومــاتوگرافی  ــر اســاس  کــهGپ  ب

العمل شرکت فارماسیا انجام گردید، جذب نوری هر یک از           دستور
ــسیون  ــن فراک ــوج    ای ــول م ــا در ط ــد nm280ه ــده ش .  خوان

های دارای بیشترین جذب نوری انتخاب و جهت انجام   فراکسیون
بعد از روند دیالیز غلظت نهـایی       . روند دیالیز با هم مخلوط شدند     

بادی منوکلونال با استفاده از دو فاکتور، جذب نوری در طول             آنتی
 6/13 مـساوی    IgG مولکول   1 و ضریب خاموشی   nm 280موج  

 .محاسبه شد
طور متوسط حـدود     هز محاسبه مشخص شد در هر موش ب       بعد ا 

mg092/1مایع آسیت تولید شـده   لیتر ازای هر میلی بادی به  آنتی
 .است

  
رمستقیم بـا  آمیزی ایمونوفلورسانس غی   های حاصل از رنگ    یافته

دهـد موقعیـت      نشان مـی   HS80بادی منوکلونال    استفاده از آنتی  
سـلول   2ژن مـورد نظـر در ناحیـه تحـت اسـتوایی            استقرار آنتـی  

های خـون محیطـی      در عین حال لکوسیت   . اسپرماتوزوا قرار دارد  
باشـند   ژن در سـطح خـود مـی        انسانی نیز دارای استقرار این آنتی     

 ).3 و 2 شکل(
  

  
  

  3شکل                                           2شکل 
 نتیجه آزمون غیرمستقیم ایمونوفلورسانس بـا اسـتفاده         -2شکل

   وسلول اسپرماتوزای انسانیHS80بادی مونوکلونال  از آنتی
نتیجه آزمون غیرمستقیم ایمونوفلورسانس بـا اسـتفاده    -3شکل

 ونهـای لکوسـیتی خ ـ      بـا سـلول    HS80بادی مونوکلونال  از آنتی 
 ـ )ای  هـسته   ای و تـک       چند هسته (محیطی انسان   صـورت کـاملاً    ه ب

  .مشابه بوده است

                                                      
1 Extinction Coefficient 
2 Subequatorial 

 و  PVDFهـای مـورد بررسـی بـه کاغـذ            ینئبعد از انتقال پروت   
، مـشخص   HS80بـادی    آمیزی باند اختصاصی توسط آنتـی      رنگ

 کیلودالتـون   80±4ینی را در محدوده     ئبادی دو باند پروت    شد آنتی 
 سـطح سـلول اسـپرماتوزوا شناسـایی         های استخراجی  ینئاز پروت 

بـادی تـک بانـد       ، در عین حال این آنتـی      )4-شکل الف ( کند می
 ـ  ینئینی مشابهی را از مجموعه پروت     ئپروت دسـت آمـده از      ههای ب

های خون محیطی انـسان، در ایـن ناحیـه وزنـی             سطح لکوسیت 
 ). 4-شکل ب( دهد مورد شناسایی قرار می

 
 
 
 
 
 
 
 
  

ــکل  ــی -4ش ــگ آنت ــپرماتوزوا   ژن  ایمونوبلاتین ــطح اس ــای س ه
 های خون محیطی انسان های سطحی لکوسیت ژن وآنتی

های غـشای اسـپرمی      ژن  های حاصل از ایمونوبلاتینگ آنتی      یافته: الف -4
 تـصویر نوارهـای کاغـذ بلاتینـگ در ارتبـاط بـا       :در دو حالت غیر احیا و احیا  

در دو حالـت   NaClروش   ای استخراجی به  ه  ینئپروتو   HS80 منوکلونالبادی    آنتی
هـای   ینئپـروت : 2هـای اسـتاندارد      بانـدهای پروتئینـی وزن    : 1 *: احیا و غیر احیا   

 ـ ژن  آنتـی باند مربوط به    : 3آمیزی شده با پانسواس،      غشایی رنگ  دسـت آمـده     ه ب
 ـ ژن  آنتـی باند مربوط به    : 2ME(  ،4(در شرایط احیا     NaClروش   به دسـت آمـده     ه ب
  . در شرایط غیراحیا NaClروش  به
ــه: ب -4 ــی    یافت ــگ آنت ــل از ایمونوبلاتین ــای حاص ــشای   نژ ه ــای غ ه

بانـد مربـوط    : 5 .های خون محیطی انسانی تنها در حالت غیراحیا        لکوسیت
 HS80هـای انـسانی و     دست آمده از سطح لکوسـیت      ههای ب  ژن حاصل واکنش آنتی  

دلیل عـدم واکـنش آورده        به 2MEتصویر واکنش اخیر در حالت احیا با        . (باشد می
 .)نشده است

های سطحی استخراج شده از سـطح        ینئکه پروت  نکته مهم این  
 ضــمن احیــای (ME-2) مرکاپتواتانــل -2اســپرم در مجــاورت 

بادی منوکلونـال بـا      سولفیدی، همچنان واکنش آنتی    باندهای دی 
ین مـورد نظـر در      ئتوپ مورد نظر حفـظ شـده هرچنـد پـروت           اپی

 کیلودالتون متوقف شـده     95±4در محدوده وزنی    ای بالاتر    ناحیه
ژنـی از سـطح      اما این واکنش در مورد آنتی     ). 4-شکل الف ( است
 رار داشتند اتفاق نیفتاد    ق ME-2های سفید که در مجاورت       گلبول

دلیل عدم واکنش تصاویر ایمنوبلاتینگ آن نـشان داده نـشده      به(
انی که در حالـت     های سفید انس   توپی از گلبول   ن اپی یبنابرا). است

 کیلودالتون واکنش نشان دادنـد      80±4غیراحیا در محدوده وزنی     

OD Total in 280nm =10× 
EC IgG  ) mg/ml(بادی منوکلونال  آنتی غلظت 

338/1    mg/ml 9366/0=10×  6/13 
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  مجله پژوهشی حکیم

  ... HS80بادی منوکلونال استفاده از آنتی72
بـادی   در حالت احیـا فاقـد هرگونـه واکـنش مـشخص بـا آنتـی               

  .منوکلونال تحت مطالعه بودند
هـای    ژن  با آنتی  HS80بادی    جهت بررسی واکنش متقاطع آنتی    

هـای    ژن  های سفید و آنتـی      های سطح گلبول    ژن  دیگر شامل آنتی  
 در مقایـسه بـا       مـوش سـوری و رت      هـای دو گونـه      سطح اسپرم 

هـای اسـتخراجی از      ژن های اسپرماتوزوای انـسانی و آنتـی       سلول
عنوان کنترل مثبت، تـستی      هغشای سیتوپلاسمی اسپرم انسانی ب    

هدف از ایـن تـست تنهـا بررسـی          . روش الایزا طراحی گردید    به

های مثبت    کنترلبادی در مقایسه با       ژن و آنتی    کیفی واکنش آنتی  
های حاصل از این آزمون نشان  یافته). 5شکل( و منفی بوده است

هـای سـفید     داد که واکنش متقاطع قابل توجهی در مورد گلبـول         
در . شـود  دیـده مـی   HS80 بـادی  خون محیطی انسانی بـا آنتـی     

واکـنش متقـاطع    انحراف معیـار     همراه با    OD میانگین   1جدول  
ــی ــادی آنت ــال   ب ــای منوکلون ــیHS80ه ــرل    و آنت ــادی کنت   ب

  .های مذکور ذکر شده است ژن  با آنتی)فریتین آنتی(

  
  
  
  
  

 
  های دیگر ژن  با آنتیHS80منوکلونالبادی   بررسی واکنش متقاطع احتمالی آنتی-5شکل

عنوان کنترل اسـتفاده   باشد که به بادی مونوکلونال ضد فریتین انسانی می    نش آنتی های روشن واک     و ستون  HS80بادی مونوکلونال     های تیره واکنش آنتی     ستون* 
   .شده است

  

  گیری  و نتیجهبحث
کـنش   آنچه که در ارتباط با رویارویی اسپرم و تخمک و بـرهم           

بین آنها در جهت لقاح حایز اهمیت است شناسایی این دو سلول            
است که در سـطح  ها و لیگاندهایی     گامت از طریق اتصال گیرنده    

بنابراین جهت شناسایی ایـن     . غشای اسپرم و تخمک وجود دارد     
های غشای اسپرم و تخمـک        پروتئینها مطالعه بر روی       مکانیسم

منظـور مطالعـه بـر روی         در این تحقیـق، بـه      .استحایز اهمیت   
های   بادی  های سطحی غشای اسپرم انسان، یکی از آنتی         پروتئین

ژنیک سـطح اسـپرم       های آنتی    شاخص منوکلونال تولید شده علیه   
 ـ    انسان در پژوهـشکده ابـن      چـرا کـه    . کـار گرفتـه شـد      هسـینا، ب

های منوکلونال ابزار قدرتمندی در شناسـایی و بررسـی            بادی  آنتی
های نامبرده در عملکردهای فیزیولوژیک اسـپرم و          ژن  نقش آنتی 

البتـه شناسـایی    . باشـند   تعیین خصوصیات بیوشیمیایی آنهـا مـی      
ها مستلزم اسـتخراج آنهـا از غـشا اسـپرم و              پروتئینر این   ت  دقیق

منظــور تعیــین خــصوصیات  هــای اختــصاصی بــه انجــام آزمــون
های غشا،  پروتئیندر ارتباط با استخراج . باشد بیوشیمیایی آنها می

کار گرفتـه شـده،      ههای مختلفی توسط محققین ب      حال روش  هتا ب 

ایی است که کمتـرین     ه  اما آنچه که اهمیت دارد استفاده از روش       
  بنابراین با استفاده   . های آن وارد سازد     پروتئینآسیب را به غشا و      

ــل    از ــونی مث ــات ی ــه ترکیب ــوادی از جمل ــا  NaCl ،KClم و ی
ــت ــه دترژنـ ــایی از جملـ ــهTX-100، TX-114 هـ ــال   بـ   دنبـ

هـای غـشا بـا اعمـال کمتـرین آسـیب،              پـروتئین سـازی     محلول
در ضـمن ایـن     . شـوند  های سطحی از غـشا خـارج مـی         مولکول

ترکیبات بدون نیـاز بـه اسـتفاده از حـرارت و صـدمات فیزیکـی               
هایی کـه    ژن  آنتیبنابراین  . باشند  قابل استفاده می  ) سونیکاسیون(

نه ( آیند اکثراً منشا غشایی خواهند داشت       دست می  هترتیب ب  بدین
  ).درون سلولی

) 19(ن   و همکارا  1 شِتی دنبال تحقیقی که توسط    هدر این ارتباط ب   
های غـشا و اسـتخراج       پروتئینانجام شده، بعد از بیوتینیله کردن       

ــروتئینایــن  ــه پ ــول هــا ب و انجــام بلاتینــگ  2شــدن روش محل
کونژوگـه  » اسـترپتاویدین  «های سـطحی بـا اسـتفاده از         پروتئین

های محلول شـده سـطح غـشا     پروتئیننشان دادند که منشأ این     
                                                      
1 Shetty 
2 Solubilization 

ژن سطحی اسپرم انسان آنتی  های سفید خون محیطی انسانی گلبول اسپرماتوزوآی انسانی  سپرم  موش سوریا   اسپرم رت 

HS80 667/2بادی منوکلونال آنتی ± 131/0  965/1 ± 081/0  721/0 ± 042/0  238/0 ± 033/0  224/0 ± 034/0  
231/0 )فریتین آنتی( بادی منوکلونال کنترل آنتی ± 023/0  208/0 ± 043/0  189/0 ± 042/0  247/0 ± 041/0  245/0 ± 022/0  
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73  آبادی و همکارانابراهیم ترک
های اسـتخراجی،    ژن نتیآاین محققین در آزمون بلاتینگ  .است
ــا بــ  آلفــا توبــولین کــه از پروتئینبــادی ضــد کــارگیری آنتــی هب

اسـت، نـشان دادنـد      ) سایتواسـکلتال (های درون سلولی      پروتئین
 درون سلولی شناسـایی     پروتئینمفهوم حضور     گونه باندی به   هیچ

های مختلفـی    بنابراین در این مطالعه بر اساس روش      . نشده است 
کار  ه مولار ب  NaCl 1ستفاده قرار داده بودند، روش      که آنها مورد ا   

 . های غشا انتخاب شد پروتئین رفته جهت استخراج
 علاوه بر روش فوق از تکنیک دیگـری بـا اسـتفاده از ترکیـب              

LIS    های سـطحی اسـپرم نیـز اسـتفاده           پروتئینجهت استخراج
 ـ      LIS. گردید عنـوان یـک دترژنـت       هترکیبی کائوتروپ بـوده و ب

هـای    پـروتئین  با غلبه بـر پیونـدهای هیـدروفوب بـین            غیریونی
سطحی غشای اسپرم و غشای دو لایه فسفولیپیدی سـبب جـدا            

 LISها از غشا و حل شدن در بافر استخراجی            پروتئینشدن این   
هـای غـشایی      پـروتئین   شدن  ویژگی مهمی که محلول   . گردد می
د، های اسـتخراجی دار     نسبت به سایر روش    LISوسیله ترکیب    هب

در  .باشد های استخراجی می    پروتئینژنیک    حفظ خصوصیات آنتی  
ــه ــن رابط ــومیننای ــارانش 1 س ــه   )20( و همک ــد ک ــشان دادن ن

اکـسیکلات و سـیتل پیریمیـدیوم         های یونی از جمله دی      دترژنت
ها بازدهی بسیار بـالایی       پروتئینسازی    کلراید هر چند، در محلول    

در . دهنـد   ا بسیار کـاهش مـی     ها ر   پروتئینژنیسیته    دارند، اما آنتی  
ثرترین ؤهـای غیریـونی از جملـه م ـ         و دیگر دترژنـت    LISمقابل  
ژنیک آنها     در عین حفظ خصوصیات آنتی     پروتئینسازهای    محلول

  .آیند حساب می به
در . های حاصل از الایزای مایع آسیت بود ید این مطلب یافتهؤم

روش  بـه هـای اسـتخراجی       ژنی  الایزای اخیر مقادیر مساوی آنتی    
LIS   وNaCl     در لایه دوم رقت سریال     . در لایه اول، کوت شدند

هـا  ODمایع آسیت اضافه شد و بعد از افزودن سوبسترا بیشترین           
دست  هژن ب هایی بودند که در لایه اول آنها آنتی   مربوط به چاهک  

در ضـمن ایمونوبلاتینـگ     . کـوت شـده بـود      LISآمده به روش    
 ـ LISروش   هایی که به    پروتئین هـای   دسـت آمدنـد در غلظـت       هب

زایی شـدیدتری نـسبت      بادی منوکلونال، واکنش رنگ    مشابه آنتی 
هر چند کـه    . داشت NaClروش   دست آمده به   ههای ب   پروتئینبه  

ژن  این مشاهدات جهت اثبات این مطلب کافی نیست و باید آنتی 
اختصاصی بـا اسـتفاده از سـتون افینیتـی کرومـاتوگرافی جهـت              

  . یلی تخلیص گرددهای تکم آزمون
، HS80بـادی منوکلونـال       در مرحله بعد جهت تولید انبوه آنتـی       
، چـرا کـه ایـن روش        )31( روش تولید آسیت مد نظر قرار گرفت      

روش کـشت سـلول هیبریـدوم در         بـادی بـه    نسبت به تهیه آنتی   

                                                      
1 Suominen 

بـادی تولیـد     که غلظت آنتی   چندین مزیت دارد اول این     فلاسک،
بسیار بالاتر از روش کـشت       )mg/ml10-1(روش آسیت    شده به 

دوم . خواهـد بـود    )µg/ml10اغلب موارد حـدود      در(در فلاسک   
که امکان آلوده شدن کـه در روش فلاسـک وجـود دارد، در                این

  . رسد روش تهیه آسیت تقریبا به صفر می
دست آمده از آزمون الایـزا نـشان داد کـه میـزان              ههای ب  یافته
هـای   ر غلظت مساوی با سلول    بادی منوکلونال د   کنش آنتی  برهم

ها  های استخراج شده از سطح این سلول       ژن اسپرم انسانی و آنتی   
بـادی   آنتـی (بادی مونوکلونال ضـدفریتین      ثیر آنتی أدر مقایسه با ت   

ارای  د >p 05/0 علیـه یـک شـاخص غیـره مـرتبط بـا              )کنترل
عنـوان یـک واکـنش اختـصاصی در نظـر            هحداکثر جذب نوری ب   

بـادی بـر     کـنش ایـن آنتـی      ر ضـمن بـرهم    د. گرفته شـده اسـت    
هـای سـفید انـسانی در مقایـسه بـا       های سطحی گلبـول   ژن آنتی
دهنده یـک واکـنش مثبـت ولـی در حـد             بادی کنترل نشان   آنتی

بـا  . گـردد  صورت یک واکنش متقاطع مـشاهده مـی        متوسط و به  
هـای تحـت مطالعـه بـا         بـادی  های نـوری آنتـی      جذب pه  مقایس
بـادی    اثـر آنتـی   موش سـوری و رت و    نههای اسپرم دو گو    سلول

هـای   بـادی  مشخص شد که آنتـی     )<p 05/0 (منوکلونال کنترل 
های اسپرماتوزوآی این دو    گونه ویژگی علیه سلول    منوکلونال هیچ 

  ).30 و 29(گونه ندارد 
ژن ویـژه ایـن     آنتـی 2 خصوصیاتدنبال تحلیل  هدر این مطالعه ب   

ینـی  ئ پروت kD 4±80 حیـه بادی، در آزمون ایمونوبلاتینگ نا     آنتی
بـادی   در ضمن ایـن آنتـی  . بادی شناخته می شود توسط این آنتی 

شناسـایی  ) ME -2مجـاورت بـا   (ژن خود را در شرایط احیا  آنتی
توپ مورد نظـر     دهنده این موضوع است که اپی      نمود و این نشان   

ین طی احیـای پیونـدهای      ئخطی باشد، چرا که تغییر ساختار پروت      
تـوپ نداشـته     ای نقشی در شکل اپـی       خل زنجیره سولفیدی دا  دی
بادی منوکلونال با توالی مورد نظر       کنش آنتی  بنابراین برهم . است

 مـشاهده   6طـور کـه در شـکل         همان. همچنان برقرار بوده است   
ین احیـا شـده     ئبـا پـروت    HS80بـادی    کـنش آنتـی    شود برهم  می

 kD 4±95اسپرمی در آزمون ایمونوبلاتینگ، در محـدوده وزنـی        
ین احیـا نـشده کـه    ئکه در مقایسه با پـروت . صورت پذیرفته است  

اند، بـه انـدازه       را به خود اختصاص داده     kD 4±80محدوده وزنی 
 کیلودالتون بالاتر قرار گرفته است، که ایـن سـنگینی کـاذب             15

ای شدن و از دسـت رفـتن حالـت گلبـولار             دلیل رشته  ه ب احتمالاً
ه داخـل ژل در مقایـسه بـا         ین بوده است که حرکت آن را ب       ئپروت
این یافته وجـود بانـدهای      . ین احیا نشده کندتر نموده است     ئپروت
  . نماید سولفیدی متعدد را در مولکول پیشنهاد می دی

                                                      
2 Characterization 
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  مجله پژوهشی حکیم

  ... HS80بادی منوکلونال استفاده از آنتی74
های سـطحی    ینئطور که در آزمون ایمونوبلاتینگ با پروت       همان

ین ئدو پـروت   HS80بـادی    اسپرماتوزوا مشخص شده است، آنتـی     
رایط احیا و چه در شرایط غیراحیا شناسایی     مجاور هم را چه در ش     

دست آمـده از     ههای ب  ژن دنبال ایمونوبلاتینگ آنتی   هاما ب . کند می
ین را در   ئهای سفید انسان مشخص شد که تنها یک پـروت          گلبول
آنچه که جالـب توجـه اسـت        . شود  شناخته می  kD 4±80 ناحیه

 ME-2ین لکوسـیتی در شـرایط احیـا بـا           ئعدم واکنش این پروت   
  تـوپ موجـود     توپ لکوسیتی با اپـی     بوده، بنابراین تفاوت این اپی    

توپ لکوسیتی به حضور     بر سطح اسپرم، وابسته بودن ساختار اپی      
هــای حاصــل از آزمــون  یافتــه .باشــد ســولفیدی مــی پیونــد دی

هــای مونوکلونــال بــا  بــادی ایمونوفلورســانس غیرمــستقیم آنتــی
فید انسانی و اسپرماتوزوای    های س  های اسپرماتوزوا و گلبول    سلول

هـای حاصـل از      ییدکننـده یافتـه   أ ت  موش سـوری و رت     دو گونه 
طــور کــه در  همــان. باشــد آزمــون ایمونوبلاتینــگ و الایــزا مــی

ــی 3 و 2هــای  شــکل ــامی آنت ــادی  مــشخص اســت تم هــای  ب
طور مـشابه و اختـصاصی گـردن و منطقـه تحـت              همونوکلونال ب 

کنــد و در مــورد  یی مــیســر اســپرم انــسان را شناســا 1اســتوایی
ای و چنــد  هــای تـک هــسته  هــر دوسـلول (هــای سـفید   گلبـول 
فلورسانس مشخصی در ناحیه غشای سیتوپلاسمی این ) ای هسته
ی دو  اهـای اسـپرماتوزو    اما در مورد سـلول    . ها مشاهده شد   سلول
گونه فلورسانس درخشانی مـشاهده     هیچ  موش سوری و رت    گونه

  ).استنتایج آن ارایه نشده ( نگردید
کار رفتـه در ایـن مطالعـه         همزیتی که آزمون ایمونوفلورسانس ب    

های فلورسانس داشته است اعمال کمترین       نسبت به سایر آزمون   
های سـطحی و تخریـب غـشایی هنگـام تهیـه             ژن تغییر در آنتی  

های تهیه شده با این      طوری که نمونه   هباشد ب   می 2اسلاید و ثبوت  
پـذیری   فولوژی و قابلیت واکنش    ماه از لحاظ مور    6روش تا مدت    

هـای تـازه     بادی مونوکلونال تفاوتی را در مقایسه با نمونـه         با آنتی 
   ).نتایج آن ارایه نشده است( نشان نداده اند

 ـ      بدین ثیر أترتیب زمینه برای تحقیقات بعدی از جملـه بررسـی ت
 در رویارویی اسـپرم و تخمـک و عملکـرد لقـاح در              ژن  آنتیاین  

از طرف دیگر   . باشد آماده می  HS80  منوکلونال بادی  حضور آنتی 
بادی اخیر بتواند در مورد عملکرد لقاح ایجاد اخـتلال           که آنتی  این

نماید یا نه جای تحقیق وجود دارد، بنـابراین ایـن تـأثیر بایـد در                
در ایـن رابطـه بـا انتخـاب         . بررسی شود تخمک   حضور اسپرم و  

یابی اسپرم،    ظرفیت حرکت،(های مسؤول در روند باروری        ژن  آنتی
لقاح با اوولمـای   اتصال اسپرم با زوناپلوسیدا، واکنش آکروزومی و  

ــک ــی) تخم ــورد    م ــات در م ــزایش اطلاع ــر اف ــلاوه ب ــوان ع ت
 و  فیلوژنیـک  های مولکـولی لقـاح، در زمینـه مطالعـات           مکانیسم
ای فعالیـت قابـل    گونـه  ، شناسایی ارتباطات تکاملی بـین    اتوژنیک

های تشخیـصی     توان روش   در عین حال می    .توجهی را انجام داد   
هــا بــا علــل  آزمایــشگاهی جدیــدی را جهــت غربــال نابــاروری

هـای دخیـل در      ژن بـا شناسـایی آنتـی     . نامشخص طراحی نمـود   
ــه   ــید آمین ــوالی اس ــین ت ــاروری و تعی ــد  ب ــه تولی ای آن در زمین

 DNAهای نوترکیـب و      ینئهای کنتراسپتیو از جمله پروت     واکسن
 ـ      ها، روش  واکسن  و  32( کـار بـرد    ههایی را جهت کنترل باروری ب

33(.   
  

   تشکر و قدردانی
عنـوان طـرح تحقیقـاتی مـصوب در پژوهـشکده       هاین مطالعه ب 

سینا انجـام    ابن-های نوین علوم پزشکی جهاد دانشگاهی   فناوری
شد و هزینه آن توسط مرکز ملی تحقیقات علوم پزشـکی کـشور             

  . تحقیق تأمین گردیدکننده این  عنوان سازمان حمایت هب
  

 
1 Sub Equatorial 
2 Fixation 
3 Phylogenic 
4 Ontogenic 
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