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دهيچك
ازيراحتبهو است رحم دهانه سرطانياصل عامل،يانسانيلومايپاپ روسيو:هدفو مقدمه

-زودصيتشخبهازين روس،يونيا انتشارازيريجلوگيبرا. شوديم منتقلگريد فردبهيفرد
يسازيغن مطالعه،نيااز هدف. شوديم احساسيخوببه رحم دهانه سرطان حساسو هنگام

يلومايپاپ روسيو1Lنيپروتئهيعلياختصاصيهاينانوباديجداساز منظوربهيفاژ كتابخانه
 سرطانيبرا بالاتيحساسبايصيتشخيهاتيكدر توانيمهاينانوبادنيااز. استيانسان
.كرداستفاده رحم دهانه

شدانجام Escherichia coliيباكتردرينانوباد كتابخانهيحاويفاژهاريتكث:هاروشو مواد
غنيمنظور اطمبه.گرفتصورتيفاژيسازانينما روش كمكبه كتابخانهيسازيغنو -ينان از

غني، تعداد فاژهايساز و محصولات حاصل از هر مرحله -ي حاصل از هر مرحله شمرده شد
الايپل به كمك روشيساز ازن كلونيگرفتند؛ سپس بهتر قراريزا مورد بررسي كلونال فاژ ها
الايطر تعيزا جداسازيق روش مونوكلونال فاژ و با كمك .شددييتأ آنها صحتيژنين تواليي شدند

شيافزاويسازيغنيخروجدرهاكلون تعدادشيافزاقيطرازيسازيغننديفرا صحت:هاافتهي
4 انتها،دروديرساثباتبه نانومتر 450 موج طولدر زا،يالا فاژ روش كمكباينور جذب اختلاف

.شدندانتخابهاكلوننيبهتر عنوانبه كلون

هيسو چهار1Lنيپروتئهيعليديفاژم كتابخانه،يسازيغن مرحلهسهازپس:يريگجهينت
.شديسازيغنيانسانيلومايپاپ روسيو

1Lنيپروتئ،يفاژيسازانينما،يانسانيلومايپاپ روسيو،ينانوباد:يديكل واژگان
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 مقدمه

يار قدرتمند برايبسي، روشي فاژيسازانيروش نما

مانينما حتيهاونيليكردن و پروتئياردها پپتيليميا نيد

نيتر از موفقيكي. استي فاژيهامختلف در كتابخانه

ا رياخيهان روش كه در ساليموارد استفاده از

-و ساخت كتابخانهياست، طراح فراوان داشتهيگسترش

و انتخابي، غربالگريباديآنتي حاوي بزرگ فاژيها

وييهايباديهوشمندانه آنت با مورديهايژگي با نظر

ايريگبهره ).1(هاستن كتابخانهي از

پيتازگبه زمييهاشرفتي با آنتي كه در -ينه ساخت

امگرفته مونوكلونال صورتيهايباد  تازهييدهاياست

و تشخ بسص زوديدر درمان هدفمند ازياريهنگام

؛)3و2(است ها حاصل شدهها از جمله سرطانيماريب

،يباديآنتين اهداف مهندسيتر از مهميكيواقع در

پا با اندازه كوچكييهايباديد آنتـيتول  بالاتريداريتر،

آنتيكي. تر استيو قدرت اتصال قو -يبادي از انواع

آنتيها  با منشاءيدومنتكيهايبادي مونوكلونال،

 نيزي هستند كه به دليل اندازه كوچكشان نانوباديشتر

8/2 در حدوديها ضخامتينانوباد. شوندميدهينام

و طول به4/4 معادلينانومتر گر،يدعبارت نانومتر دارند؛

آنتي قطعه اتصالنيترها كوچكنين پروتئيا ژني به

زنجي دومن متغيهستند كه تنها دارا ن بوده،يره سنگير از

بهيدر نبود زنج را يخوبره سبك، قادرند عملكرد خود

يفردبهات منحصريها خصوصينانوباد).4(كنند حفظ

پا)5(ت بالايمانند حلال و  در برابريداريو مقاومت

ژن خود كاملاينتآيآنها برا).6(ط سخت دارنديشرا

افعملياختصاص ميتينيكرده، با چسبند؛ي بالا به آن

دليهمچن بهيال داشتن اندازهين به - كوچك، قادرند

ياي؛ از مزا)7(كنند مختلف نفوذيهاسرعت به بافت

ايد تهيگرشان ايديه كتابخانه فاژمينكه -نين پروتئي از

بهيها دريپذ امكانيآسان كوچك دركيحالر است، ه

تهيح آنتين -ش دومنيج، آرايرايهايباديه كتابخانه از

زنجي متغيها و سنگيهارهير مي سبك زين به ياديزان

).8(كنديمرييتغ

ب ارائهيبر طبق آمارها ،ي قلبيهايماريشده، پس از

ش ميافزون خود، دوموع روزيسرطان با و رين عامل مرگ

پس از سرطانو سرطان دهانه رحم)9(در جهان است

مينه، دوميس و شدهر در زنان گزارشين عامل مرگ

كننده سرطان دهانه رحم، جاديايعامل اصل).10(

ويآلودگ  HPV (Humanايي انسانيلومايروس پاپي با

Papilomavirus) 16هيسو است، كه دوHPV 18وHPV 

ا ميها درصد سرطان70جاديباعث شوند؛ي دهانه رحم

سويهمچن جادياي علت اصل11HPVو 6HPVياههين

-ص زوديامروزه تشخ).11( هستندي تناسليهاليزگ

و برنامه -ي از ضروريكي،ي غربالگريا دورهيهاهنگام

بهيتر -يمشمارن راهكارها در برابر سرطان دهانه رحم

كهيمها نشان از پژوهشيمتأسفانه برخ.نديآ دهند

كميس، حسايشناس مربوط به سلوليهاتست  دارند؛يت

روسيوDNAي مربوط به بررسيهان تستيهمچن

پايز از اختصاصيني انسانيلومايپاپ  برخوردارندينييت

ا پيكه  مانند تكراريضرورريغيهايريگين امر موجب

مشيآزما ).13و12(شوديها

ياروس دو رشتهيوDNAي انسانيلومايروس پاپيو

وين اولي پروتئياست كه تعداد دريري تأخه -يمبررا

- ساختهي ساختاريهاني كه جزء پروتئL1نيپروتئ.رديگ

ي است، قسمت اعظم پوشش سطحيريشده در فاز تأخ

را تشكيو ايمليروس ن در انسانين پروتئيدهد؛

عليا و كنندهي خنثيهايباديه آن، آنتيمونوژن بوده

ميا -مقات انجاي از تحقي، برخيتازگبه).14(شوديجاد

ب اانيشده توانديمL1نين مطلب هستند كه پروتئيكنندة

مفي و ا مشخصيد برايك علامت قدرتمند نكهيكردن

و« يري در مرحله تكثي انسانيلومايروس پاپيعفونت با

به»ا فعال؟ياست رديشود؛ بنابرابردهكار، نيايابين

ميپروتئ ضايص اوليتواند در تشخين پيه -شيعات
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).16و15(رديگاستفاده قرار مورديسرطان

ا غنيدر  كتابخانهيسازين پژوهش، هدف از

ي نانوبادي حاويها كلوني، جداساز pComb3xيديفاژم

سوي تعدادL1ين پوششيه پروتئيعل روسيويهاهي از

اي انسانيلومايپاپ مين نانوبادي است؛ به كمك توانيها

قويگوكلوناليالينانوباد ويرا با قدرت اتصال تر

ويهاهي سوL1ژنيآنتيتر براياختصاص روسي پرخطر

امدي تولي انسانيلومايپاپ ييدهايكرد كه با استفاده از آن،

و غربالگرص زوديتازه در تشخ  سرطان دهانهيهنگام

م . شوديرحم حاصل

و روش هامواد

:ي نانوبادي حاوpcomb3xيدير كتابخانه فاژميتكث

احيآقا  را pcomb3xيمدوند كتابخانه فاژ دكتر داود

و از باكتراهدا -Biotech(هي سوEscherichia coliيكرد

Pharmacia-Amersham (1TGم زبان كتابخانهي به عنوان

دريباكتر.شد استفادهيفاژ  2XYTطيمحتريليليم10ها

كهيشدند، هنگامداده رشد250و دور C37°يدر دما

4/0 نانومتر به 600 در طول موجيزان جذب نوريم

ذخيكروليم200د،يرس يديره كتابخانه فاژميتر از

pComb3xت بهلي واحد تشك1012تري با دهنده پلاك

بهي فاژمي حاويط كشت باكتريمح و ابتدا د اضافه شد

و سپس در C37°يقه بدون حركت در دمايدق30مدت

و در دوريدق30ن دما به مدتيهم شد؛ كوبهان250قه

نيليسيپس از آن، آمپ محين مورد وياز ط به آن افزوده

ييغلظت نها(شد انكوبهC37°ي در دما250با دور

ميم100ن،يليسيآمپ  100). تر استيليليكروگرم بر

كمكيكروليم تM13KO7يتر از فاژ  واحد 1012تري با

مح1دهنده پلاكليتشك كهي به هقيدق30ط اضافه شد

و سپس  با دور C37°يقه در دمايدق30بدون حركت

1. Pfu/ml 

آنتيسيكاناما. انكوبه گشت250 ك دوميوتيبين به عنوان

محيدق30يدر دو مرحله با فاصله زمان ط افزودهيقه به

ميم75ن،يسي كاناماييغلظت نها(شد تريليليكروگرم بر

محييحجم نها). است -يليم100 تازه به 2XYTطي با

و به مدت تر رسايل ي ساعت در انكوباتور با دما16نده

°C37شد مح. انكوبه  دور در 3700ط با دوريسپس

وي سانترC4°يقه در دمايدق20قه به مدتيدق فوژ شد

رويما  با نسبت PEG/NaClيل حاوي به ظرف استرييع

را به مدت.دي اضافه گرد5به1 1محلول حاصل

محلول به مدت كردند، سپسيخ نگهدارييساعت، رو

دريدق15  محلول.شد فوژيسانتر g×15000 دورقه

5 خشكريشتريليليم1با رسوبوهيتخل،ييرو

بايليم10ني سالفسفات بافردر شدهحل درصد مولار

2/7PH=ونيتراسيتي از محصول برايمقدار.شد شسته

و مقدار بهيذخيز براينيفاژ و-C70°ره  منتقل

.شدينگهدار

لياز واكسن گارداس : L1ژني با آنتيسازيغن

-ژن استفادهي به عنوان آنتMerck & COساخت شركت

ا يهاروسيوL1ني پروتئين واكسن حاويشد؛

تريليليم2. است18و6،11،16ي انسانيلومايپاپ

ميم5/1محلول ليتر واكسن گارداسيليليكروگرم بر

بايليم10نيشده در بافر فسفات سالقيرق مولار

2/7PH= پلي به در خانه اضافه6تيك چاهك از و شد

د  با غلظت2ين گاويتر سرم آلبوميليليم2گريچاهك

ميم5/1 رقيليليكروگرم بر شده در بافر فسفاتقيتر

بايليم10نيسال ي به عنوان كنترل منف=2/7PHمولار

و به مدت شدC4°يك شب در دماياضافه . انكوبه

و سرم آلبومن گاويآنتيچاهك حاو ويتخل،يژن 3ه

بايليم10نيبار بافر فسفات سال - شسته=2/7PH مولار

2. Bovin serum albumin 
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شيليليم3. شد كننده درصد به عنوان بلاك5ر خشكيتر

و به مدت   انكوبه C37°ي ساعت در دما1به آن اضافه

نيسرم آلبوم(كنترليهاكننده از چاهكبافر بلاك. شد

و محلول فاژيتخل)يگاو بههيتهيه شده در مرحله قبل

و به مدت   اتاق انكوبهيك ساعت در دمايآنها اضافه

بهين گاوي از چاهك سرم آلبوميشد؛ سپس محلول فاژ

و به مدتيژن انتقاليآنتيچاهك حاو  ساعت1افت

ط.شد انكوبهC37°يدر دما ن مرحله،يايپس از

رومح و چاهكي تخلييلول  بار با بافر شستشو10ه

-يليم10 بار با بافر فسفات10و)20نيتوئ-فسفات(

-شدن چاهكشد؛ پس از خشك شسته=2/7PHمولار با

تريكروليم50ها هريآماتانليتر از محلول ن داخل

ر و به مدت ختهيچاهك  اتاقيقه در دمايدق10شد

ط بيانكوبه شد؛ پس از  تر از بافريكروليم25الا مراحل

Tris-HCl 5/7 باPH=و محلول چندچاهك به -ها افزوده

پ ها، داخل ات چاهكيپتاژ شد، سپس محتويبار

جمعيوپ استريكروتيم  از محصوليو مقداريآورل

دريذخي برايون، مقداريتراسيتيبرا بق-C70°ره هيو

ري كلونال تكثيپليسازيغني مرحله بعدي وروديبرا

و بار انجام3 مراحل بالايص شدند؛ تماميو تخل گرفت

1، 0,5بي به ترت20نيدر هر مرحله شستشو، غلظت توئ

غل2و شدظي درصد .تر

تييتع  مراحليو خروجي وروديتر فاژهاين

يسازيغن

 مراحليهايو خروجهايتر از وروديكروليم100

بهيسازيمختلف غن طيمحتريكروليم900 برداشته،

 در فاز افتهي رشد1TGي باكتري حاوLBكشت

و به مدتيتميلگار قه بدون حركتيدق30 اضافه شد

 با C37°ي ساعت در دما1و به مدت C37°يدر دما

 دور 4000ها با دوري انكوبه شد؛ سپس باكتر250دور

فوژيقه سانتريدق5 به مدتC4°يقه در دمايدر دق

مايرشدند؛ پس از دور رويختن روييع تيپلي رسوب

LBميم100ي آگار حاو نيليسيتر آمپيليليكروگرم بر

طكشت شبانه داده و بعد از يهان زمان، كلونيايشد

ت و شديو خروجيتر وروديحاصل شمارش . مشخص

غنيبررس كي توسط تكنيسازي محصولات

الايپل زاي كلونال فاژ

غني اطميبرا يدهاي فاژميشدن كتابخانه براينان از

تموردنظر علاوه الايتراسيبر نيون فاژ، از روش فاژ زيزا

غن.شداستفاده  هر محصول،ي برايسازيبه تعداد مراحل

الايي به صورت دوتايو خروجيورود زاي، در هر چاهك

ميم5/1محلول يهاروسيوL1ژنيتر آنتيليليكروگرم بر

ه در بافر فسفاتشدقيرق18و6،11،16ي انسانيلومايپاپ

بايليم10نيسال د=2/7PHمولار گر، سرميو در چاهك

ميم5/1 با غلظتين گاويآلبوم رقيليليكروگرم بر -قيتر

بايليم10نيشده در بافر فسفات سال  به =2/7PHمولار

و به مدتيعنوان كنترل منف C4°يك شب در دماي اضافه

10با بافر فسفات بار3هيها پس از تخلچاهك. انكوبه شد

بايليم ش شسته=2/7PHمولار 5ر خشكيشده، سپس با

از. درصد بلاك شدند و1پس -قه انكوبهيدق30 ساعت

يتر از محصولات فاژيكروليمC37 ،50°يشدن در دما

غنيو خروجيورود ري بعد از تكثيسازي، مراحل مختلف

دهنده پلاكليواحد تشك 1012تر فاژهايت(يسازو خالص

شديتنظ -يليم10تر بافر فسفاتيكروليم50به همراه)م

30ها اضافه شد كه در ابتدا به چاهك=2/7PHمولار با

و سپس C37°يقه در دمايدق دريدق30 با حركت آرام قه

طيهم نياين دما بدون حركت انكوبه شدند؛ پس از

 با مولاريليم10 بار با بافر فسفات3ها مرحله چاهك

2/7PH=و پس از خشك شسته هي ثانويباديشدن آنتشدند

به13Mه فاژيعل  با Horseradish peroxidase) (HRP متصل

و به مدت به چاهك2500/1نسبت در1ها اضافه  ساعت

3ها با حركت آرام انكوبه شد؛ سپس چاهكC37°يدما
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با1و)20نيتوئ-فسفات(بار با بافر شستشو  بار

بايليم10ات بافرفسف 70. شدند شسته=2/7PHمولار

تريكروليم ريآماتانليتر محلول شد ختهين داخل هر چاهك

ط - واكنش انجامC37°ي در دماي زمان كافيو پس از

اسيكروليم50گرفت؛ سپس واكنش با 2كيدريد كلريتر

و نت نورهان(ELISA readerجه با دستگاهينرمال متوقف

.شد نانومتر خوانده450در طول موج) فجر

 موردنظر با استفادهيها مونوكلوناليغربالگر

الاياز تكن زايك مونوكلونال فاژ

تياز پل -يغن3 مرحلهيدهايون فاژميتراسيت مربوط به

ازيبيساز ويكلون برداشته، پس از تكثتك100ش ر

تكي برايسازخالص كلون با استفاده از روش هر

دريجذب نور) استشدهمراحل در بالا ذكر(زايفاژالا

از نانومتر خوانده450هر چاهك در طول موج و شد

-ي كه جذب نورييها كلوني حاويهاان آنها چاهكيم

ب  داشتندي با چاهك كنترل منفيشتريشان اختلاف

. شدندانتخاب

ي انتخابيها در كلوني وجود ژن نانوباديبررس

ژييتأيبرا ازي انتخابيها در كلونين نانوبادد وجود

زنج(Colony-PCRروش رويپليارهيواكنش يمراز

نيمقاد.شداستفاده)هاكلونتك  انجامياز براير مورد

ازيپليارهيواكنش زنج 5/0: مراز عبارت است

مريپرا(كوموليپ10 با غلظت ompمريتر پرايكروليم

مريتر پرايكروليم5/0و)ي نانوباديمكمل بخش ابتدا

G-Back مر مكمل بخشيپرا(كوموليپ10با غلظت

-به(Master mix 5xتريكروليم5/2با)ي نانوبادييانتها

ويصورت خريك يداريال آماده از شركت فزاپژوه

د) شد و سپس با آب مقطر ز، به حجميونيمخلوط شدند

 واكنشييچرخه دما. شدندتر رساندهيكروليم25

اني گرادPCRمراز كه در دستگاهيلپيارهيزنج

(Biorad)شدهداده شرح1گرفت در جدول شماره انجام-

زنجي نتايابي ارزيبرا. است ،يمرازيپليارهيج واكنش

شد1 ژل آگارزي روPCRمحصول  درصد الكتروفورز

برري تكثيهاو ژن يساز جدايحسب اندازه ملكولشده

.شدند

يمرازيپليارهيزنج واكنشييدما چرخه.1 شماره جدول

چرخه تعداد زمانحرارت مراحل
1قهيدقC94 5°هياول كردندناتوره

هيثانC94 20° كردندناتوره
هيثانC55 30° مرهايپرا شدنجفت
هيثانC72 50° شدنزهيمريپل

30 

1قهيدقC72 10°يينها شدنزهيمريپل
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 450 موج طولدرينور جذب حسببر(كلوناليپليزايالا-فاژويخروج ترفاژيتنييتعاز حاصلجينتا.2 شماره جدول

يسازيغن مختلف مراحلدريانسانيلومايپاپ روسيوهيسوL1 4ژنيآنتهيعل) نانومتر

 فاژتريتزايالا فاژجينتا

تريليليمهر ازاءبه فاژ دهندةليتشك واحد118،16،11،6(HPV L)يگاونيآلبوم سرم
يسازيغن مراحل

 اول مرحله103×393/0±12/0384/0±10/02

 دوم مرحله104×321/0±11/0623/0±15/02

 سوم مرحله106×330/0±19/0331/1±20/01/6

جينتا

و بررسيتراسيت ازي تعداد فاژهايون و بعد  قبل

يسازيغن

ا غنيدر رفتيپذ در سه مرحله انجاميسازين پژوهش،

هيسوL1 4ني اتصال به پروتئيي كه تواناييهاو كلون

در. شدنديرا داشتند جداسازي انسانيلومايروس پاپيو

طرين اتصالي، فاژهايسازيهر مرحله از غن قيافته از

و فاژهاها خارجاز چاهكشستشو بهي اتصاليشده افته

 E.coliيو در باكترينظر، جداسازژن مورديآنت

 مورديسازيغني مرحله بعديرشدند كه برايتكث

وي وروديمحاسبه تعداد فاژها. گرفتنداستفاده قرار

غنيخروج با نشانيسازي در مراحل مختلف داد كه

 برابر در 100تا10نيبي خروجيش تعداد فاژهايافزا

ايسازيطول سه مرحله غن -ت انجامين روند با موفقي،

-يم مشاهده2كه در جدول شماره طورهمان. استشده

يسازيغني بعد از مراحل متواليهاشوند، تعداد كلون

 تا مرحله1ب از مرحلهيبه ترت)ي خروجيتعداد فاژها(

.اند داشتهير صعوديس3

پليج فاژالاينتا ازيزا  كلونال پس از هر مرحله

يسازيغن

پليج حاصل از فاژالاينتا كلونال بعد از مراحليزا

-يم مشاهده2 كه در جدول شمارهيسازيغنيمتوال

ميدهنده افزاشود، نشان و -زان واكنشيش شدت جذب

پايدهندگ كهيطوربه. استيسازيغنياني در مراحل

باي، اختلاف جذب نوريسازيدر مرحله سوم غن

بيچاهك كنترل منف كه)كي(1ش از عددي، است

غنيموفق .دهديمرا نشانيسازيت مراحل

 مونوكلوناليفاژهايبرازايفاژالاجينتا

غنياز فاژها پليسازي مرحله سوم -ي كه در واكنش

الا بيكلونال ميشتريزا، بهرا نسبتيزان جذب نورين

بيمراحل قبل ازي داشتند به100ش يطور تصادف كلون

شدهصي تخليدهاي از فاژميحجم برابر.شديجداساز

آنتيطيدر شرا ژنيكسان رشد از نظر قدرت اتصال به

L1ي انسانيلومايروس پاپيو18و6،11،16يهاهي سو

آنتيبا روش مونوكلونال فاژالا و با كمك ضديباديزا

١٣Mآنز متصل - قراري مورد بررسHRPميشده به

تما4. گرفتند بي كلون كه آنت نسبتيشتريل ژنيبه

ا طريداشتند از 1شكل شماره. شدنديق جداسازين

را نشانن كلوني از بهتريج تعدادينتا .دهديمها

ي انتخابيها در كلونيد وجود ژن نانوبادييتأ

 Colony-PCRشتوسط رو

شدبرده درصد1ژليرو محصول،PCR انجاماز پس

 كلون4درينانوبادژنيباز جفت 400 باند وجودو

,5يانتخاب SM7, SM8SM9وSMدرنيهمچن شد؛دييتأ

 كنندهانيبكه نشدمشاهدهيباند،)R(يمنف كنترل نمونه

).2 شماره شكل(است  PCRشيآزما انجام صحت
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يسازيغن سوم مرحلهازيانتخابيهاكلوننيبهترازازيتعداديبرازايالا مونوكلونالجينتا.1 شماره شكل

5و2،3،4ستون،يمنف كنترل) NC(چپ سمتاز اول ستون.يژن كتابخانه Colony-PCR الكتروفورزجينتا.2 شماره شكل

يملكول وزن ماركر) MW(آخر ستونوهايكلونازيتعداديرو PCRجينتا

 بحث

زنجيره سنگيزنجيهايباديبا كشف آنت رهين كه فاقد

و به طبسبك هستند دارند، در شترسانان وجوديعيطور

آنتيد برايجديفرصت بايدومنتكيبادي گسترش

آنت. استفرد فراهم شدهبه منحصريهايژگيو -يقطعه

ا مشتقيدومنتكيباد آنتيشده از هايبادين

پاي، مانند حلاليفردبهات منحصريخصوص و يداريت

بيز بسياد، بيان مار خوب، افيالا بودن ويتينيزان

آنتياختصاص را دارنديبودن در برابر . ژن مرتبط

ويتر از مهميكيخوشبختانه اي نانوباديهايژگين نيها

ا آنتياست كه بهيبادين نوع از ها مشكلات مربوط

تكي نوتركيهايباديآنت ويارشتهب ، مانند تجمع

پيتشك و عدم را كه باعثيل توده عملكرد چش مناسب

ا آنتينامناسب ميبادين دسته از ؛)17(شود ندارنديها

زين خصوصيتر از مهميكينيهمچن اديات آنها شباهت

ي انسانVH3 خانوادهيشان به اعضاي بالايو همولوژ
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ا)18(است آنتي؛ جاي نوتركيهايبادين گاهيب قادرند

آنزيفعال برخ آنتمي از را كه دور از دسترس -يباديها

بهجيراياه ).19(كننديي شناسايراحتاند،

كننده جادياي، عامل اصلي انسانيلومايروس پاپيو

ش و دريوع آن در كشورهايسرطان دهانه رحم بوده،

-ن لزوم وجود روشي؛ بنابرا)11(حال توسعه بالاست

هنگامص زودي بالاتر در تشخيتر با كارآمدقيدقيها

ستميسيهاتي از اولويكيسرطان دهانه رحم به عنوان 

ايدرمان بهي در ميخوبن كشورها .شودي احساس

يعيوس طوربهيانسانيلومايپاپ روسيو L1نيپروتئ

دركه)20(شوديمانيب روسيونياديكپس سطح در

ينانوبادديتوليبرا هدفژنيآنت عنوانبه پژوهشنيا

-قرار استفاده مورديفاژيسازانينما روشقيطر از

قيتحقنيادركهييهاتيمحدود جملهاز. گرفت

،6يهاهيسو L1نيپروتئبهيدسترس عدم داشت،وجود

 بود خالص صورتبهيانسانيلومايپاپ روسيو18و 11

يحاوليگارداس واكسناز مشكلنيا رفعيبرا كه

 روسيو18و6،11،16هيسو4هر L1نيپروتئ

-يغنعملآنكمكبهوشداستفاده،يانسانيلومايپاپ

 كتابخانه شدنيغناز نانياطميبرا. گرفتانجاميساز

يفاژهاونيتراسيتهمستيبايم خاصژنيآنتكيهيعل

-واكنشزانيمهمويسازيغن مرحلههراز حاصل

تريتشيافزا. شوديبررس مرحلههردر آنهايدهندگ

-يغن مختلف مراحلدر آنهايدهندگواكنشو فاژها

-يغننديفرا شرفتيپ نشانه نظر،موردژنيآنتبايساز

 رفتنبالابه توجهبا مطالعهنيادر).21(استيساز

 جذبزانيمشيافزاو)يخروجيفاژها(فاژهاتريت

يمتوال مرحلهسهدرزايالا واكنشدر آمدهدستبهينور

.ديرساثباتبهيسازيغننديفراتيموفق،يسازيغن

-واكنششيافزا كنندةانيب،ينور جذبزانيمشيافزا

يهاهيسو L1يپوششنيپروتئبا حاصليفاژهايدهندگ

 است؛يانسانيلومايپاپ روسيو18و6،11،16

-تكزايفاژالا مونوكلونال روشاز استفادهبانيهمچن

يانسانيلومايپاپ روسيو L1نيپروتئهيعلييهاكلون

يمرهايپرااز استفادهبا.شديجداسازو غربال

يهاكلونيبرا Colony-PCR،ينانوبادياختصاص

يرويباز جفت 400 باند مشاهدهوشدانجام منتخب

هيعلينانوباديژن كتابخانه وجوددييتأ دهندةنشان ژل

.استيانسانيلومايپاپ روسيو L1نيپروتئ

-انجام)20(همكارانانو كالپكهگريديقيتحق در

 روسيو،L1نيپروتئهيعل كامليباديآنتديتول اند،داده

-صورت دومايبريه روشقيطرازيانسانيلومايپاپ

 Fragment) قطعاتبيترتبهآنازپسو استگرفته

antigen binding) Fab وscFv (Single chain variable 

fragment) ييهاينانوباديجداساز اما اند،شدهديتول

 روشاز استفادهباو بارنياوليبراژنيآنتنياهيعل

-ينانوباد حالبهتا. استشدهانجاميفاژيسازانينما

،)22(آنفولانزا روسيو مانندييهاروسيوهيعلييها

)24(روسيو روتاو)23(يمنيا ستميس نقص روسيو

كيهيعلييهاينانوباديجداساز اما اند،شدهيجداساز

.شوديمگزارشايدندر بارنياوليبرازاسرطان روسيو

همبر طبق مطالعات انجام 3كهييافزاشده، قدرت اثر

آنتيال( مونوكلونال باهميباديآنت )يباديگوكلونال

هر20000،ييتنهادارند، به آنتي برابر قدرت -يباديك از

آنت. مونوكلونال استيها -يباديامروزه با استفاده از

علياليها كهيگوكلونال 4تا3ازيبيتركه سم كزاز

دريسازي مونوكلونال است، قدرت خنثيباديآنت  سم

ني؛ بنابرا)25(است افتهيشي برابر افزاin vivo 200ستميس
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علياليد نانوباديبا تول يهاهي سوL1نيه پروتئيگوكلونال

و بهميخواه قادري انسانيلومايروس پاپيمهم بود از آن

صي بالاتر در تشخيي با كارايعنوان علامت اختصاص

د آسان،يم؛ توليكنهنگام سرطان دهانه رحم استفادهزود

وسيهز و تحمل محدوده  از جملهييع دماينه كم

كيهايژگيو ن نوعياي حاويصي تشخيهاتي مهم

.بود خواهندينانوباد

يقدردانو تشكر

حمايا و كمك مالين مطالعه با لاتي دفتر تحصيت

ويليتكم و ستاد  نانويژه توسعه فناوري دانشگاه اصفهان
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Abstract 

Background and Objective: The human papillomavirus (HPV) is the 
main cause of cervical cancer. The symptoms of the disease are non-
specific and it can be transferred from one person to another one. In 
order to prevent the spread of HPV virus and reducing mortality rate of 
cervical cancer, early detection programs are needed. Accurate and 
highly sensitive test is essential for screening examination. So, in this 
study, our aim was enrichment of nanobody library against HPVs L1 
proteins to isolate clones which produce specific nanobody against L1 
proteins. In the future, these nanobodies can be used in highly sensitive 
diagnostic kits for early detection of cervical cancer. 
 
Materials and Methods: The phagmids of polyclonal library were 
amplified in Escherichia coli strain TG1. Panning of library and selection 
of clones were carried out against HPV L1 protein. The titer of output 
phagmids and optical density in Phage-ELISA were evaluated. The best 
clones were isolated by monoclonal phage ELISA method and checked 
by sequencing and colony PCR.  
 
Results: An increase in the number of output clones in consecutive 
rounds of panning and the rise in the difference of OD450 in phage 
ELISA shows the accuracy of the enrichment process. At last, 4 clones 
were isolated as best ones.  
 
Conclusion: This study proved that after three rounds of panning, the 
phagmid library was enriched for anti HPVs L1 nanobodies and isolation 
of specific clones against this antigen were accomplished. By use of 
these anti HPV L1 nanobodies in laboratory kits, new hopes for early 
diagnosis of precancerous lesions with high reliability can be achieved. 
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