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هاي مـؤثر   ژن ويژه فرآيند لقاح، در حال حاضر تعداد اندكي از آنتي        همثل و ناباروري و ب     با وجود پيشرفت و گسترش تحقيقات در زمينه توليد        : مقدمه
ها و بررسي خصوصيات بيوشـيميايي، بيـوفيزيكي و فيزيولـوژيكي        اين مولكول  ة مطالع . است شدهدر فرآيند لقاح در سطح اسپرم و تخمك، شناسائي          

كـه ناشـي از وجـود    بـا علـت نامـشخص    هاي  گذشته از آن، علت اصلي درصد بالايي از ناباروري. كند  مي را تسهيل آنها، درك هرچه بهتر فرآيند لقاح       
بادي منوكلونال  ژن مورد شناسائي توسط آنتي  تعيين خصوصيات آنتيلذا هدف اين مطالعهباشند،  ميهاي دخيل در عمل لقاح  ژن لكولي آنتيوص ماينق

HS56باشد  مي .  
 هفتـه   6-8هاي نـر بـالغ        ژن سطحي اسپرم انسان به صفاق موش         عليه آنتي  HS56بادي منوكلونال     مولد آنتي يبريدوماي  ههاي     سلول :مواد و روشها  

و ، تخلـيص    Gبادي مـذكور توسـط سـتون افينيتـي كرومـاتوگرافي پـروتئين                آنتي. دست آيد  هبادي از مايع آسيت، ب      تزريق شدند تا مقادير زياد آنتي     
 اسـتخراج و    (LIS)يدوساليـسيلات     دي   ميـو هاي سـطحي اسـپرم انـسان توسـط ليت           ژن  آنتي. بادي توسط آزمون الايزا تعيين گرديد       ايزوتيپ اين آنتي  

ژن مـورد نظـر،    به منظور تعيين وزن مولكولي و برخـي خـصوصيات بيوشـيميايي آنتـي              .ها انجام گرفت    ژن   روي اين آنتي   SDS-PAGEالكتروفورز  
ژن در سطح اسپرم انسان به كمـك آزمـون ايمنوفلورسـانس غيرمـستقيم بررسـي شـده و در             وسترن بلاتينگ انجام شد و محل قرارگيري اين آنتي        

هاي زوج شـده و آزمـون         ها بر اساس مقايسه داده      تحليل داده  .ي قرار گرفت  ژن در واكنش آكروزومي مورد بررس       نهايت تأثير يا عدم تأثير اين آنتي      
Wilcoxon Signed Ranks Testدر نظر گرفته شد05/0 ،داري  انجام و سطح معني  .  

 ژن   كه آنتـي   ، مشاهده شد و با آزمون الايزا مشخص شد        LISهاي استخراج شده با نمك        ژن   الگوي الكتروفورتيك آنتي   SDS-PAGE   با تكنيك  :نتايج
ايزوتيـپ  . وجـود دارد  ،  LISبـا اسـتفاده از      ژني استخراج شده از سطح اسـپرم          در مجموعه آنتي  ،  HS56بادي منوكلونال     شناسايي توسط آنتي  مورد  
  ژن مـورد نظـر حـدود        پـس از انجـام وسـترن بلاتينـگ، مـشخص شـد كـه وزن مولكـولي آنتـي                   .  تعيين شد  IgG1از نوع  HS56 بادي منوكلونال   آنتي

 kDa2±56      كـه محـل   نـشان داد  آزمون ايمنوفلورسـانس غيرمـستقيم     . سولفيدي وجود دارد     مورد نظر، باند دي    مولكول پروتئين  است و در ساختار
بادي منوكلونـال بـا اسـپرم و القـاء واكـنش آكروزومـي،                آنتينمودن  با مجاور   . باشد  ژن در ناحية آكروزومي و گردن اسپرم مي         قرارگيري اين آنتي  

  ).P =11/0(، تأثيري در واكنش آكروزومي ندارد HS56بادي منوكلونال  توپ با آنتي  شد كه بلوكه كردن اين اپيمشخص
كروزومـي و سراسـپرم قـرار دارد ولـي نقـش اساسـي در فرآينـد                 آ در ناحيه    HS56ژن    هرچند آنتي انجام شده،   اي  ه براساس بررسي  :گيري  نتيجه

ژن بوسيله تخليص و بررسي ساختار مولكـولي آن و نيـز نقـش آن در اتـصال اسـپرم و                       ي بيشتر اين آنتي   بررس. باشد  كروزومي دارا نمي  آواكنش  
  .بادي را مشخص خواهد نمود تخمك، ارزش اين آنتي

  

  .باروريو منوكلونال، واكنش آكروزومي،  بادي ژن سطحي اسپرم، آنتي آنتياسپرم،  :گل واژگان
  

سـينا، اويـن، صـندوق        بادي منوكلونال، پژوهشكده ابـن      ، مركز تحقيقات آنتي   بادي منوكلونال   آنتيوه  ، گر دكتر محمدرضا صادقي   :آدرس مكاتبه 
  .، تهران، ايران19835 -177: پستي

 sadeghi@avesina.ac.ir: پست الكترونيك
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 مقدمه

توان   اي است كه مي     اسپرم پستانداران سلول تمايز يافته    
ســطح آن را از نظــر شــكل و نــوع عملكــرد، بــه منــاطق 

اسپرم انـسان بـه سـه قـسمت         . بندي كرد   مختلفي تقسيم 
سر اسـپرم بـه     . شود  مجزاي سر، گردن و دم تقسيم مي      

ــسة       ــپرم و كي ــي اس ــواد ژنتيك ــاوي م ــده ح ــور عم ط
ردن اسـپرم تعـداد زيـادي       در گ ـ . باشـد    مي 1آكروزومي

ميتوكندري وجود دارد كه تأمين كنندة انرژي تحرك دم         
 عامـل  خودساختار تاژكي  بانيز دم اسپرم  . اسپرم است 

 .)1(باشد اصلي تحرك اسپرم مي

 تمايز يافته مانند اسپرم، توانايي انجـام        هاي  سطح سلول 
هاي منحصر به فردي را دارد كه ايفاي هر يك از  عملكرد
ــن ا ــه حــضور و نحــوة  اي ــسته ب ــال، واب ــري  عم  قرارگي

نـوع  . باشـد   مـي ايـن سـلولها     هاي ويژة سـطحي       مولكول
هـا از جملـه       تركيب مولكولي در سطح بسياري از سلول      

ژن تمـايزي      آنتي  اسپرم مورد مطالعه قرار گرفته و واژة      
هــاي  هــاي ايمونــوژن مخــتص بــه بافــت بــراي مولكــول

 دخالــتوجــه بــه بــا ت). 2(مختلــف، ابــداع گرديــده اســت
 يدر عملكردهـاي اختـصاص    هاي سطحي سلول      ژن  آنتي

  ها در مطالعه فعاليت  ژن  يك بافت، شناسايي اين نوع آنتي     
تفاوت در محـل    . استها، بسيار حايز اهميت        سلول انواع

تواند شاخص مهـم      ژن خاص نيز مي     قرارگيري يك آنتي  
. هـا باشـد     هـاي خـاص سـطح سـلول         ديگري در فعاليـت   

يـادي كـه در ايـن نـوع تحقيقـات وجـود دارد،              جذابيت ز 
 يعني مطالعه تكاملي دو يا چنـد گونـه          2مطالعات انتوژني 

 يعنـي   3متفاوت در مقايسه با يكديگر و مطالعات فيلوژني       
باشـد    مطالعه تكاملي يك گونه خاص به خودي خود مـي         

توان پـروتئين خاصـي را        كه براساس نتايج تحقيقات مي    
تص به يك گونه و يا مـشترك        به عنوان يك پروتئين مخ    

تـوان عملكـرد      بين چند گونه، شناسايي كـرد و نيـز مـي          
هـاي مختلـف را       منحصر به فرد يا مشترك آن در گونـه        

                                                 
1- Acrosome envelope 
2- Ontogeny 
3- Phylogeny 

با اين تفاسير،   ). 3(رسيدمطالعه و به نتايج جالب توجهي       
هاي سطحي اسـپرم اهميـت بـسيار          ژن  به دليل آنكه آنتي   

هـاي    عملكـرد  تخمك و نيز ساير      -زيادي در لقاح اسپرم   
گــشاي بــسياري از   اســپرم دارنــد، مطالعــه آنهــا راه   

تـوان    همچنين مي . ها در فرآيند لقاح خواهد بود       ناشناخته
هــاي   ناشــي از نقــصيهــا علــت بــسياري از نابــاروري

بـه همـين دليـل در       . دنمـو مولكولي را رديابي و درمـان       
هاي جلوگيري    حال حاضر، تحقيقات زيادي روي واكسن     

ــارداري ــد . اســتانجــام در حــال ، 4از ب ــال چن ــراي مث ب
كانديد استفاده   SP-10و FA-1ژن اسپرمي از جمله،     آنتي

تـوان افـراد را بـه     هـا هـستند كـه مـي      در اينگونه واكسن  
 توجه   صورت فعال يا غيرفعال با آنها ايمونيزه كرد و با         

 مزبور، در يكي از مراحل عملكـردي        هاژن  به عملكرد آنتي  
 .)4(  علمكرد آن شداسپرم مانع از انجام

بــا توجــه بــه نكــات فــوق، ضــرورت مطالعــه روي       
اين مطالعـات از    . هاي اسپرم بسيار واضح است      ژن  آنتي

كنون طيـف وسـيعي از      ا  هم ميلادي شروع و     1965سال  
ــن موضــوع متمركــز  ــين روي اي يكــي از . ند هــستمحقق

ابزارهــاي بــسيار كارآمــد بــراي شناســايي بــسياري از 
بادي منوكلونال اسـت كـه بـا توجـه بـه               آنتي ،ها  ژن  آنتي

در مطالعـات ايمونوشـيمي،   آن كاربردهاي بـسيار زيـاد     
ــيمي و   ــستوشيمي، سيتوش ــه  ،...هي ــورد توج ــسيار م  ب

 .)3(باشد مي

زيـادي در سـطح اسـپرم مـورد         هـاي     ژن  آنتـي تا كنـون    
 P34H پـروتئين  به عنوان مثال .اند شناسائي قرار گرفته

ر اتصال و نفوذ اسپرم به كه د kDa 34 با وزن مولكولي
ــا وزن  HE4 پـــروتئين). 5و6(تخمـــك نقـــش دارد بـ

پروتئازي اسـت     كه داراي خاصيت آنتي    kDa10مولكولي
ــروتئين). 7و8( ــاي پـ ــه در  HSP-70.2 و HSP-705هـ كـ

 بـسياري    و )9(نـد اهـاي اسـپرم مؤثر      باروري و عملكـرد   
مطالعه بـر روي    يا  هاي ديگر كه شناخته شده و         پروتئين
بــادي  در مطالعــه حاضــر نيــز از آنتــي. مــه داردآنهــا ادا

                                                 
4- Contraceptive vaccines 
5- Human Sperm Protein-70 
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هـاي سـطحي      ژن  منوكلونال براي شناسايي يكي از آنتي     
  .اسپرم انسان استفاده شده است

 
 مواد و روشها

 نـژاد (هـاي نـر بـالغ          رت :حيوانـات مـورد اسـتفاده     ) الف
)  Balb/cنژاد(هاي نر  موش و هفته8-10با سن ) ويستار
 انـستيتوپاستور ايـران      كـه از    بودنـد   هفتـه  6-8با سـن    

ها در شـرايط مناسـب از    ها و رت   موش. خريداري شدند 
 ساعته 12سيكل (نظر بهداشت، دما، رطوبت و روشنايي    

نگهــداري بــدون محــدوديت غــذائي ) روشــنايي-تــاريكي
هـاي تجربـي مـورد اسـتفاده در ايـن             تمـام روش  . شدند

سـينا    مطالعه توسط كميته اخلاق پزشكي پژوهشكدة ابن      
 . بررسي و تصويب قرار گرفتمورد

ــا مـــواد و دســـتگاه) ب  يدوساليـــسيلات  دي  ليتيـــوم:هـ

(LIS)  ،Tris  ،Pristane  ،HSA 1      ،رنگ بيـسمارك بـراون ،
ــسيم  ــور كلـ ــسايد  ، ديA23187يونوفـ ــل سولفوكـ   متيـ

(DMSO)،ــد   Goat Anti-Mouse Isotypeو  گلوتارآلدئيـ
(Sigma,USA)        ،اسيد كلريدريك، استن، رنـگ رزبنگـال ،

   PVDF 2كاغــــــــذ ، (Merck, Germany)تــــــــانولا
(Roche, Germany)   ــد ــولفونيل فلوراي ــان س ــل مت  ، فني

(Fluka, USA)(PMSF) كيسه ديـاليز ،(Biogene, Iran) ،
ــروتئين    ــاتوگرافي پـــ ــي كرومـــ ــتون افينيتـــ    Gســـ

(Pharmacia, Sweden)محــــــيط كــــــشت ،BWW 3 ،  
(Gibco, USA) ،ــگ ــان رن ــو  تريپ  CARLO ERBA)بل

Italy)ادي منوكلونــــال ضــــد اســــپرم   بــــ ، آنتــــي  
  هـــاي آنزيمـــي و فلورســـانس ، كنژوگـــهHS56انـــسان

 HRP-Sheep Anti-Mouse Ig ، FITC-Sheep Anti-

Mouse Ig )دستگاه)بادي منوكلونال آنتي مركز تحقيقات ، 
Shandon Cytospin 4) Shandon, Uk( ــك ، تانــــــ

 .)اختريان، ايران(لكتروفورز، تانك بلاتينگ ا

                                                 
1- Human Serum Albumin 
2- Polyvinylidene difluoride 
3- Biggers- Whitten- Whittingham 

به منظور توليـد   :بادي منوكلونال   ص آنتي توليد و تخلي  ) ج
بــادي منوكلونــال در مقــادير زيــاد، از روش القــاء  آنتــي

 مــوش 5بــدين صــورت كــه بــه  . آســيت اســتفاده شــد
به صـورت   µl500 Pristane ، هفته 6-8 با سن Balb/cنر

 ده روز پــس از تزريــق . درون صــفاقي تزريــق شــد  
Pristane ــداد ــه تع ــدوماي 5×106، ب ــد  ســلول هيبري مول

، به صورت درون صفاقي به      HS56بادي منوكلونال   آنتي
پـس از آن    . هـاي فـوق تزريـق گرديـد         هر يـك از مـوش     

ها به صورت روزانـه و چنـدين بـار در هـر روز،                موش
بررسي شدند و هنگـامي كـه شـكم مـوش متـورم و در               

شـد،    نتيجه قدرت و ميزان حركت حيوان بسيار محـدود          
   سـپس . رج گرديـد  خـا موشـها   آسيت از حفـرة صـفاقي       

ml 2/3  با1:3 به نسبت ،حاصلآسيت  PBS،   رقيق و بـا
بــراي بــادي منوكلونــال،  توجــه بــه نــوع ايزوتيــپ آنتــي

از ســتون افينيتــي كرومــاتوگرافي بــادي  تخلــيص آنتــي
 سـتون، از    ي بـراي شستـشو    .عبور داده شد  ،  Gپروتئين

و به عنوان بافر جدا كننـده        PBS  ،M15/0، 2/7=pH بافر
ــافر ــتفاده شـــد Gly-HCl، M2/0، 5/2= pH از بـ . ، اسـ
 ml 3-2 هـاي   سـتون بـه حجـم     از  هـاي خروجـي       محلول
هـاي حـاوي       تعيـين غلظـت شـدند و بخـش          و آوري  جمع
 .، دياليز گرديدند  PBSبادي با هم مخلوط و در برابر        آنتي

بـادي منوكلونـال، تـست        به منظور تعيين ايزوتيـپ آنتـي      
ــزا بـــه صـــورت زيـــر طراحـــي شـــد  : اوللايـــه . الايـ

: ، لايه دومGoat Anti-Mouse Isotypeهاي ايزوتيپ آنتي
هـاي هيبريـدوماي      سوپرناتانت حاصل از كـشت سـلول      

  كنژوگـه : و لايـه سـوم   HS56 بادي منوكلونال آنتي مولد
HRP-Sheep Anti-Mouse  هـدف از تعيـين   . ريخته شـد

بادي منوكلونال، طراحي روش مناسبي بـه         ايزوتيپ آنتي 
بادي منوكلونال از مايع آسيتي بـود         يمنظور تخليص آنت  

 .كه پس از اين مرحله انجام گرفت

تركيبـي   LIS نمـك : هاي سطح اسپرم ژن استخراج آنتي) د
كائوتروپ است كه باعث تضعيف پيوندهاي هيدروفوبي       

هاي غشايي    گليكوپروتئينپروتئين و   تواند    شود و مي    مي
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هـاي    مبـراي انجـام كـار، ابتـدا اسـپر         . را جدا كند  اسپرم  
ــاليز اســپرم  بــا توجــه بــه (افــراد طبيعــي اضــافي از آن

تخصصي مراجعه كننده به مركز     ) WHO) (10معيارهاي
جمـع آوري و  ، )درمان ناباروري و سقط مكرر  (سينا  ابن

هـر   (شوداده شـد شست ـ PBS سه مرتبه به وسـيلة بـافر  
سـانتريفوژ   g600  دقيقـه و بـا نيـروي   10مرتبه به مدت 

هـا از سـطح       ژن  ر اسـتخراج آنتـي    بـه منظـو   ). انجام شـد  
 از محلـول  ml5 از رسوب اسپرمي فـوق بـا   ml2اسپرم، 

M 3/0 نمك LIS  در بافر ، Tris-HCl،  mM10  ،4/7=pH ،
 دقيقه در دمـاي اتـاق   30، به مدت mM PMSF  2 حاوي

  دقيقه در دمـاي    30انكوبه و سپس مخلوط فوق به مدت        
C  °4 با قدرت  g15000 رويي جدا مايع . سانتريفوژ شد

پــس از ). 11(ديــاليز گرديــد Tris-HCl و در برابــر بــافر
ــوع      ــتخراج و تن ــه اس ــشاهدة نتيج ــراي م ــتخراج، ب اس

روي ژل  SDS-PAGEهــــاي اســــتخراجي  ژن آنتــــي
 .)12(انجام شد% 10آكريلاميد  پلي
ژن مورد نظـر روي اسـپرم         تعيين محل قرارگيري آنتي   ) هـ

راد طبيعــي، در هــاي حاصــل از افــ ابتــدا اســپرم: انــسان 
 زنده و هاي سپس اسپرم. شدند BWW ،Swim upمحيط

غلظـت  تـا  PBS   حاصل از ايـن تكنيـك بـا   كاملاً متحرك
sperm/ml 106 ×1 از  .رقيـــق شـــدندµl100  مخلـــوط

اســمير  ،لام روي ،Cytospin اســپرمي توســط دســتگاه
 فـيكس  )Ice cold (هـا در اسـتون   لام. مناسب تهيـه شـد  

 TBS  ،M 1/0، 4/7=pHبار با بـافر    3ها     سپس لام  .شدند
ــي  ــه دوم آنتــ ــشو و لايــ ــال  شستــ ــادي منوكلونــ   بــ

ــا ــت بــ ــه   µg/ml10 غلظــ ــوم كونژوگــ ــه ســ   و لايــ
 FITC-Sheep Anti- Mouse Ig  پـس از  . اضافه گرديـد

 برابـر و بوسـيلة      1000هـا بـا بزرگنمـايي         اتمام كار، لام  
 FITC ميكروسكوپ فلورسانس داراي فيلتر مخصوص

  ).13(ندمشاهده گرديد
ــيبررســي) و ــو  واكــنش آنت ــادي من ــال  ب ــا  HS56كلون ب

بـه منظـور   :  LIS هـاي اسـتخراج شـده بـه كمـك      ژن آنتي
ــيبررســي جداســازي ــي   آنت ــه آنت ــوط ب ــادي  ژن مرب ب

 تـست  ، از اسـپرم LIS نمـك بـه كمـك    HS56 منوكلونال
هـاي اسـتخراجي    ژن آنتـي : لايه اول. الايزايي طراحي شد 

بـادي   آنتي: ، لاية دومµg/ml10  با غلظت  LIS  به روش
: و لايـه سـوم   µg/ml 10 بـا غلظـت    HS56  منوكلونـال 
  .HRP-Sheep Anti-Mouse Ig كونژوگه

ــيميايي  بررســي) ز ــولي و خــصوصيات بيوش  وزن مولك
بـادي منوكلونـال      شناسـائي توسـط آنتـي     ژن  مورد      آنتي

HS56 :        ژن، از تكنيـك      براي تعيـين وزن مولكـولي آنتـي
ــلات ــترن بـ ــد) 14(وسـ ــتفاده شـ ــور. اسـ ــدين منظـ   بـ

شده  ژنهاي استخراج   آنتي SDS-PAGE الگوي   -1 شكل  
  ژنهاي  آنتي :2 .ماركرهاي وزن مولكولي: LIS. 1با نمك 

  .LISاستخراج شده با نمك 

ژنهاي اسـتخراج شـده از        بلاتينگ آنتي  الگوي وسترن    -2شكل  
بـادي منوكلونـال      سطح اسپرم انسان و مجاورت آنها با آنتـي        

HS56.  1 :ژنها در حالت غير  آنتي: 2 .ماركرهاي وزن مولكولي  
  .2ME ژنها در حالت احياء با  آنتي :3 .احياء

D
ow

nloaded from
 http://w

w
w

.jri.ir

http://www.jri.ir


 ...محمودي و                                                                                                               بادي منوكلونال   آنتيا استفاده از ژن سطح اسپرم ب آنتيبررسي 

294 83پاييز / فصلنامه باروري و ناباروري

SDS-PAGE   توسـط  هـاي اسـتخراجي       ژن  بر روي آنتي
.  احيـاء و غيـر احيـاء انجـام شـد          روشبـه دو     LIS نمك

  HS56 بادي منوكلونـال     از آنتي  ،ژن  براي شناسايي آنتي  
ــا غلظــت ــة وµg/ml 10 ب  -HRP-Sheep Antiكونژوگ

Mouse Ig در نهايت با توجه به ماركرهاي . استفاده شد
رسـم و حـدود وزن مولكـولي     Rf ن مولكولي، منحنيوز

 بـادي منوكلونـال   شناسايي توسـط آنتـي  مورد ژن  آنتي

HS56 ،تعيين گرديد . 
ــي ) ح ــوپ  بررســي وجــود اپ ــورد ت شناســايي توســط م

 به ايـن  :در اسپرم رت و موش HS56 بادي منوكلونال آنتي
از ) اي   هفتـه  8-10(منظور ابتدا اسپرم رت و موش بـالغ         

به . تست الايزاي طراحي شد   ديديم استخراج و      اپيناحية  
بـادي     آنتي ،به عنوان لايه اول    sperm/well 106×1 تعداد

دوم و لايه  به عنوان µg/ml10با غلظت HS56 منوكلونال
بـه عنـوان لايـة     HRP-Sheep Anti-Mouse Ig كونژوگة

 .ريخته شدسوم 
 لبادي منوكلونا   توپ اختصاصي آنتي    بررسي نقش اپي  ) ط

HS56    بـه منظـور بررسـي نقـش         :در واكنش آكروزومـي 
تــوپ مــورد مطالعــه در واكــنش آكروزومــي، ابتــدا  اپــي

بـه   از افـراد طبيعـي    صـل   امتحرك و سالم ح   هاي    اسپرم
هـاي زنـده و     سـپس اسـپرم  .شـد جـدا   Swim upروش 

هـاي هـر سـه        اسـپرم . متحرك در سه لوله تقسيم شدند     
و بـه   BWW  را در محـيط 1پـذيري  لوله مراحـل ظرفيـت  

  در مرحله بعد به لولـه     . سر گذاشتند    ساعت پشت  3مدت  
و  µg/ml20 به غلظـت  HS56 بادي منوكلونال تست، آنتي

 به لولة ديگر ايمونوگلوبولين مـوش غيـرايمن بـا غلظـت           
µg/ml20       اضافه گرديد و به لولة كنترل مثبـت نيـز هـيچ
اين مرحله به مـدت يـك سـاعت در          . اي اضافه نشد    ماده
پس از آن، مرحلـة القـاء   . سپري گرديد C37 ° اتورانكوب

واكــــنش آكروزومــــي بــــا اســــتفاده از كلــــسيم     
، در هر سه  DMSOدر mM10با غلظت  A23187يونوفور

بـه منظـور تعيـين      . لوله به مدت يك ساعت انجام گرفـت       
انـد،    هايي كه واكنش آكروزومي انجام داده       درصد اسپرم 

بـه ايـن   . فت گرها انجام آميزي سه گانه روي اسپرم   رنگ
 سـه   ،PBSهاي هر لولـه بـا بـافر         صورت كه ابتدا اسپرم   

سپس سوسپانـسيون اسـپرمي هـر       . ندمرتبه شسته شد  
، در %2با رنگ تريپـان بلـو       ) 1:1(لوله، به نسبت مساوي     

پـس از آن  .  دقيقه انكوبه گرديد15، به مدت C37 °دماي
بـه منظـور    . انجـام گرفـت    PBS سه بار شستشو با بافر    

 دقيقـه در گلوتـار      30هـا بـه مـدت         ردن، اسـپرم   ك فيكس
ــد  ــسفات % (5/2آلدئيـ ــافر فـ در ) M 1/0، 4/7=pH در بـ

از سـه بـار شستـشوي    پـس  . ندانكوبـه شـد   C4 °دماي
آب  µl500 بـه رسـوب هـر لولـه     PBS ها با بـافر  اسپرم

مقطر ديونيزه اضافه شد و رسوب اسـپرمي مجـدداً بـه            
ره از هـر    پس از آن يك قط ـ    . حالت سوسپانسيون درآمد  

 قرار گرفـت  سوسپانسيون اسپرمي برداشته و روي لام       
سپس .  ساعت در دماي اتاق خشك شوند      12تا در مدت    

) در آب مقطـر   % (8/0روي هر لام رنگ بيسمارك براون       
. ريخته و نگهداري شد C37 ° دقيقه در دماي15به مدت 

هاي رنگ شده، با آب مقطر ديونيزه شستـشو           لامسپس  
تهيـه  % (8/0 رنگ رزبنگـال     باها  لامبعد   در مرحله . شدند

در دماي اتاق   ) Tris-HCl، M1/0، 4/7=pH شده در بافر  
هـا بـا آب       سـپس لام  .  شـد  آميزي  رنگ دقيقه   40به مدت   

                                                 
1- Capacitation 

 عكس مربوط به رنگاميزي ايمونوفلورسانس -3شكل 
   و كنژوگه HS56دي منوكلونال با  با آنتياسپرم انسان

FITC.گردن:آكروزوم، ب:  الف. 
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ردن هـر لام    بفرو   مرتبه   10با  و   شومقطر ديونيزه شست  
 پس از . ، عمل دهيدراتاسيون انجام گرفت    %90در اتانول   

 برابـر، حـداقل     1000گنمـايي   هـا، بـا بزر      آماده شدن لام  
 اسپرم در هر لام به صورت تـصادفي مـشاهده و          1200

هايي با رنگ صورتي در جلوي سر         اسپرم. شمارش شد 
هـاي    اسپرم به عنوان واكنش آكروزومي منفي و اسـپرم        

ــوان اســپرم   ــه عن ــن بخــش ب ــد اي ــا واكــنش   فاق هــايي ب
هاي مـرده نيـز       اسپرم. آكروزومي مثبت شناسايي شدند   

يل جذب رنـگ تريپـان بلـو، بـه رنـگ آبـي پررنـگ                به دل 
ها، به منظور آناليز      پس از شمارش نمونه   ). 14( درآمدند  

و تـست   SPSS(ver.10.0) افزار ها، از نرم و مقايسه داده
ــارامتري  Wilcoxon Signed Ranks Test آمــاري ناپ

 . در نظر گرفته شد05/0 ،داري استفاده و سطح معني
 

 نتايج
به منظور توليـد     :بادي منوكلونال   ليص آنتي توليد و تخ  ) 1

   ، توليــد آســيت بــه طريقــهبــادي منوكلونــال انبــوه آنتــي
 ،Balb/c سـر مـوش    5هاي هيبريدوما به      از تزريق سلول  

توليـد   موش تومور جامد     2موش توليد آسيت كرده و      3
بـــادي موجـــود در آســـيت، از طريـــق   آنتـــي. كردنـــد

. تخليص گرديد) G ستون پروتئين(كروماتوگرافي جذبي 
ــال  آنتـــي  mg53/7 آســـيت، ml2/3  از بـــادي منوكلونـ
 mg 35/2ليتـر آسـيت،       يعنـي در هـر ميلـي      . دست آمد   به

بـادي   تعيـين زيـركلاس آنتـي    .شده بود بادي توليد آنتي
نــشان داد كــه  منوكلونــال بــا اســتفاده از آزمــون الايــزا

 . باشد مي IgG1 بادي مذكور از زيركلاس  زيركلاس آنتي
 :ژن در سطح اسـپرم انـسان        تعيين محل قرارگيري آنتي   ) 2

ايمونوفلورسـانس اسـپرم    آميـزي     براساس نتـايج رنـگ    
 FITC و كنژوگـه  HS56 بادي منوكلونـال  انسان با آنتي

 كاملاً مشخص اسـت      آمده است  3همانطور كه در شكل     
بـادي    كه ناحية آكروزومي و گردن اسپرم توسـط آنتـي         

منوكلونــال شناســايي و در نتيجــه رنــگ فلورســانس از 
ژن مورد نظـر در ايـن        آنتي بنابراين. دهند  خود نشان مي  

  .دو ناحيه واقع شده است

 هاي سطـح اسپـرم انسـان با كمـك       ژن  استخـراج آنتـي ) 3
هـاي   ژن  آنتـي ااي انجام شده ب ـالايزروش در  : LIS نمك

ايجـاد   )OD(  ميـزان جـذب نـوري      ،LIS نمـك حاصل از   
هـاي كنتـرل      در مقايسه با چاهـك    و  بود   3/1 حدود   شده

ژن  آنتـي كـه  مـشخص شـد    )18/0با جذب نـوري     (منفي  
، HS56بــادي منوكلونــال توســط آنتــيمــورد شناســايي 

پـس از آن بـا   . شـود  از سطح اسپرم جدا مي LIS توسط
 حركــــت ، الگـــوي SDS-PAGE ه از تكنيــــكاســـتفاد 

مــشخص هــاي اســتخراج شــده   پــروتئينالكتروفــورزي
 . شده استنشان داده 1كه در شكل گرديد 

تعيين وزن مولكولي و شناسايي برخي از خـصوصيات      ) 4
 :بـادي مونوكلونـال     مورد شناسائي توسـط آنتـي     ژن    آنتي
، به دو صـورت     LIS هاي استخراج شده به كمك      ژن  آنتي
همـانطور كـه در     . ء و غير احياء، الكتروفورز شـدند      احيا

 kDa 94 شود، ماركرهاي وزن مولكولي  ديده مي2شكل 

ــه  kDa67 ،kDa43 ،kDa30 ،kDa1/20، kDa4/14 و بـــ
اند كه پس     هاي وزن مولكولي بكار رفته      عنوان استاندارد 
براي اين ماركرهاي وزن مولكـولي و   Rf از رسم منحني

ژن در حالـت   ند مربوط بـه آنتـي  مقايسه ميزان حركت با  
، محاســبه kDa2±56 غيــر احيــاء، حــدود وزن مولكــولي

 . گرديد
   :توپ مـشابه در اسـپرم رت و مـوش           بررسي وجود اپي  ) 5

 وروي اسپرم موش و رت   انجام روش الايزا    با توجه به    
ــسه  ــزا روي   مقاي ــا روش الاي ــايج ب ــسان نت ــپرم ان  ،اس

م رت و موش توپي در اسپر مشخص گرديد كه چنين اپي
بادي نزديك به   و ميزان رنگ حاصل از آنتي   وجود ندارد 

 . ل منفي بودرهاي بلانك و كنت چاهك
 بادي منوكلونـال  توپ اختصاصي آنتي بررسي نقش اپي ) 6

HS56   3 با مقايسه نتايج ناشـي از        :در واكنش آكروزومي 
 يپذير  كنترل مثبت شامل مراحل ظرفيت     (C.I1نوع تست   

 پـذيري    ظرفيت مراحل( CMI2) يونوفورافزودن  واسپرم  
  و ) بـادي منـوكلـونـال و يونوفور اسپـرم، افـزودن آنتـي

                                                 
1- Capacitation- Inonophore  
2 - Capacitation- Monoclonal Antibody- Ionophore 
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CPI1)   ــت ــل ظرفيـ ــامل مراحـ ــذير شـ ــزودن  يپـ و افـ
ــولين ــصاصي ايمنوگلوب ــر اخت ــور غي ، )موشــي و يونوف

بـر   HS56 بـادي منوكلونـال   مشخص شد كـه اثـر آنتـي   
نش داري را در انجـام واك ـ       اسپرم انـسان، تفـاوت معنـي      

آكروزومي در مقايسه با نمونه كنترل مثبت ايجاد نكرده         
هـاي موشـي نيـز تفـاوت          حضور ايمونوگلوبـولين  . است
داري را در انجام واكنش آكروزومي در مقايسه با           معني

 .نمونه كنترل مثبت ايجاد نكرده است
 

 بحث

ــا توجــه بــه   از ســطح اســپرم انــسان پوشــيده شــدنب
عملكرد و نقش   از آنها   ر يك   هاينكه  هاي متنوع و      ژن  آنتي

خاصي در اعمـال اختـصاصي اسـپرم بـه عهـده دارنـد،         
هـا بـه منظـور درك هرچـه بهتـر           ژن  شناسايي اين آنتـي   

ص ايفرآيند لقاح و نيز كمك به بيماران نابارور داراي نق         
ــات     ــرانجام مطالع ــپرم و س ــاختار اس ــولي در س مولك

ارهـاي  از جملـه ابز   . انتوژني و فيلوژني، مفيد خواهد بود     
ــي  ــاتي، آنت ــين مطالع ــد در چن ــسيار كارآم ــادي ب ــاي  ب ه

تـوان هـر يـك از         منوكلونال هستند كه به كمك آنهـا مـي        
هاي سطح سلول را به طور كاملاً مجزا بررسـي            مولكول

 ).3(كرد

   بـادي منوكلونـال     با توجه به كارآيي بسيار بـالاي آنتـي        
ه در مطالعات سلولي و مولكولي، از جمله توانايي استفاد        

                                                 
1- Capacitation- Polyclonal Antibody- Ionophore  

از آن در آزمايشات متنوعي از جمله ايمونوسيتوشيمي،        
هـا، كرومـاتوگرافي،      ژن  ايمونوهيستوشيمي تخليص آنتي  

  هـــاي ايمونوشـــيمي،  ايمونوبلاتينـــگ و ســـاير تكنيـــك
   بـــادي منوكلونـــال در مطالعـــه حاضـــر نيـــز از آنتـــي

 .استفاده گرديد

هـاي مختلـف بـراي اسـتخراج          در اين مطالعه ابتدا روش    
ــي ــد    ژن آنت ــه ش ــار گرفت ــپرم بك ــاي ســطح اس   ،SDS ه

Triton-X100 و LIS    از جمله موادي بودند كـه بـه ايـن 
چون يك مادة دناتوره كننـده   SDS .منظور به كار رفتند

است و نيز با دياليز كردن به طور كامل از محلول خارج            
 و SDS به علاوه. شود، براي ادامة كار استفاده نشد نمي

Triton-X100    ول موج مربـوط بـه سـنجش        هر دو در ط
و باعـث ايجـاد     غلظت با تكنيك برادفـورد، جـذب دارنـد          

 Triton-X100. شوند  تعيين غلظت پروتئين مي   در  اشتباه  
است  g/mol38/250  كه يك دترژنت با وزن مولكولي      نيز

در محلول بـه صـورت پليمـر درآمـده و وزن مولكـولي              
ليز آن را توان بـا ديـا   كند كه در نتيجه نمي      بالايي پيدا مي  

هـاي ديگـري بـراي        از محلول خـارج كـرد و بايـد روش         
 LIS بدين دليـل از ايـن ميـان   . خارج كردن آن بكار برد

 .براي ادامه مطالعه حاضر انتخاب شد

بادي به مقدار زيـاد حاصـل و بـراي            با القاء آسيت، آنتي   
آزمايشات بعدي از جملـه ايمونوبلاتينـگ و تعيـين وزن           

ژن،   يات بيوشـيميايي آنتـي    مولكولي و بررسي خـصوص    
 ژن حـدود    وزن مولكولي آنتي  . مورد استفاده قرار گرفت   

   درصد واكنش آكروزومي مثبت و ميانگين مربوط به سه نمونه بررسي شده براي -1جدول
  هر يك از تستها

CPI CMI C.I 
 تست

  ميانگين-نمونه

34%  20%  32% 1نمونه    
33%  16%  33% 2نمونه    

36%  17%  35% 3نمونه    

5/1%±33/34%  0/2%±66/17%  5/1%±33/33%  M±SDميانگين و انحراف معيار  
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kDa2±56 دو  بـه الكتروفـورز   انجـام   بـا   . دسـت آمـد     به 
 وسـترن   هاحياء و غيراحياء و با توجه بـه نتيج ـ         صورت

 :رسد كه چنين به نظر ميبلاتينگ، 

 بادي منوكلونـال    توپ مورد شناسايي توسط آنتي      اپي) 1
HS56   توپ خطي است؛ زيرا با وجود مجـاورت          اپي، يك

، بـــاز هـــم توســـط SDS-PAGEموجـــود در SDS بـــا
تـوپ    اپـي ) 2. شـود   بادي منوكلونـال شناسـايي مـي        آنتي

ســولفيد در ســاختار خــود  مــورد نظــر داراي پيونــد دي
بــادي  نيــست؛ زيــرا در حالــت احيــاء نيــز توســط آنتــي 

 ژن مـورد نظـر      آنتـي ) 3. منوكلونال شناسايي شده است   
باشـد؛ زيـرا    سولفيد در ساختار خود مي      داراي پيوند دي  

بازتر شـده   ،  2MEژن پس از احياء شدن توسط         كه آنتي 
 پيدا كـرده و در حالـت        كندتريو حركت الكتروفورتيكي    

با توجه ) 4. احياء بالاتر از حالت غير احياء ايستاده است    
به تك باندي بودن بـلات در حالـت احيـاء و غيـر احيـاء                

ژن يك مونومر باشد      اين آنتي آيد كه احتمالاً       مي چنين بر 
زيـر واحـدهاي داراي وزن      با  و يا آنكه يك اوليگومر اما       

مولكولي يكـسان باشـد كـه در نتيجـه در هـر دو حالـت           
   .احياء و غير احياء، يك باند بدست آمده است

 انجـام شـد،     شو همكـاران   Rajeev در تحقيقي كه توسط   
ــا وزن آنتــي ــسان د kDa 57 ژنــي ب ر ســطح اســپرم ان

شناسايي شد كه در ناحيـة سـر اسـپرم بـدون واكـنش              
بـادي    كـردن آن بـا آنتـي         هآكروزومي، قرار دارد و بلوك ـ    

منوكلونال مانع لقاح اسپرم انسان و تخمك بدون زوناي         
ژن   با ادامه تحقيقات روي آنتـي     ). 15(ه است هامستر شد 

شناسايي شده توسط اين گـروه و نيـز ادامـه تحقيقـات             
شناسـايي   kDa56 حدودبا وزن مولكولي    ژن    روي آنتي 

شــده توســط تحقيقــات بــه عمــل آمــده در پژوهــشكده  
توان   ژن را مي    سينا، تشابه يا عدم تشابه اين دو آنتي         ابن

  .بدست آورد
 با انجام تست ايمنوفلورسانس غيرمستقيم با استفاده از

ژن   ، مشخص شد كه محل قرارگيري آنتي      FITC كنژوگة
العه، ناحية آكروزومي و گردن اسـپرم انـسان         مورد مط 

 57ژن  همانطور كه در بالا نيز ذكـر شـد، آنتـي    . باشد  مي
و همكارانش،  Rajeev  شده توسطشناسائيكيلودالتوني 

). 15(نيز در ناحية آكروزومي اسپرم، قرار داشـته اسـت         
و همكـارانش نيـز، بـا اسـتفاده از      Yoshiki در مطالعـة 

ژني در ناحيـة      ، وجود آنتي  HSA-5 بادي منوكلونال   آنتي
). 16(آكروزومي و استواي اسپرم، گـزارش شـده اسـت         

تـوپ موجـود در       توپ شبيه يا يكسان بـا اپـي         وجود اپي 
 بـادي منوكلونـال     سطح اسپرم انـسان كـه توسـط آنتـي         

HS56  شناســايي شــود، در اســپرم رت و مــوش مــورد
بررسي قرار گرفت و نهايتاً پـس از انجـام تـست الايـزا،              

توپي در سطح اسپرم رت و  مشخص گرديد كه چنين اپي    
تــوپ در ميــان  مــوش وجــود نــدارد و ظــاهراً ايــن اپــي 

هــاي انــسان، مــوش و رت، منحــصر بــه اســپرم  اســپرم
و Isahakia در مطالعة انجام شده توسط. باشد انسان مي

بـادي منوكلونـال      همكارش، واكنش متقاطع چندين آنتـي     
هـاي ديگـر       با اسپرم گونه   توليد شده عليه اسپرم انسان،    

مورد بررسي قرار گرفـت و مـشخص شـد كـه يكـي از               
ــي ــادي آنت ــام    ب ــا ن ــال ب ــاي منوكلون ــة ،MAL  ه   ناحي

آكروزومي اسپرم انسان، ميمون، گاو، سـگ، خرگـوش،         
بــادي منوكلونــال   آنتــيشناســد امــا رت و مــوش را مــي

فقـط ناحيـة دم اسـپرم انـسان را          ،  MAbديگري بـه نـام    
نيز فقط ناحيـة   MA5 بادي منوكلونال آنتيشناسد يا  مي

 ).17(استوايي اسپرم انسان را شناسايي كرده است

توپ مورد نظـر در       به منظور بررسي تأثير و دخالت اپي      
انجــام واكــنش آكروزومــي اســپرم، تــست مــورد نظــر  

آيـد   با توجه به نتايج اين تست چنـين برمـي         . طراحي شد 
كروزومي واقـع اسـت   ژن در ناحية آ     با اينكه اين آنتي    كه

بـادي     بـا آنتـي    مطالعـه تـوپ مـورد       اما بلوكه كردن اپـي    
داري در واكــــنش  تــــأثير معنــــي HS56 منوكلونــــال
تـوان    البته اين نظـر را نمـي       .)P=11/0( ندارد آكروزومي

  زيرا ممكن است كه. داق دادـژن مص يـورد كل آنتـدر م
واكنش آكروزومي دخيل باشـد     ژن در     عملكرد كلي آنتي  

. اين فرآيند دخـالتي نداشـته باشـد       توپ مذكور در     اپي اما
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كلونال   پلي  بادي  توان با توليد نتي     البته  اين موضوع را مي     
بادي   ژن با آنتي    ژن و بلوكه كردن كل آنتي       عليه اين آنتي  

تـوان     مـي  بـه عـلاوه   . كلونال، مورد بررسي قـرارداد      پلي
در ژن     آنتـي   كل توپ يا   تحقيق را بر روي دخالت اين اپي      

ديگر عملكردهاي اسپرم از جمله اتصال به زوناپلوسـيدا       
پذيري   يا لقاح با تخمك و نيز نقش آنها در مراحل ظرفيت          

  يا حركت اسـپرم، ادامـه داد و در صـورت امكـان آن را               
   هاي جلوگيري  عنـوان يك كانديدا براي توليد واكسنهـب

 .بارداري در نظر گرفت
 

 تشكر و قدرداني

ن اصغر طالبيان، دكتر سادات هاشمي و       از زحمات آقايا  
ها جميله قاسـمي و دكترپونـه دوكـوهكي قـدرداني             خانم
در ضمن از سركار خـانم پروانـه احمـدي كـه            . گردد  مي

 .شود زحمت تايپ اين مقاله را متحمل شدند، تشكر مي
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