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 خلاصه

و باعث كنترل ترشـح      شود  هاي گرانولوزا و سرتولي ترشح مي       وسط سلول  ت FSH پروتئيني است كه در پاسخ به اثر         Inhibin :سابقه و هدف  
FSH   يابـتلا  آگهـي از  همچنين پيش  و زنانگاهي از وضعيت باروري در      اي در آ      ارزيابي اين پروتئين نقش ارزنده    . دگرد  امي مي  از هيپوفيز قد 

كنون  تا .باشد ارزيابي وضعيت باروري مردان نيز داراي اهميت مي درInhibinگيري غلظت اندازه. دارداكلامپسي  پرهجنين به سندروم داون و  
بـا    از مـايع فوليكـولي   Inhibinسـازي دف از اين تحقيق خالصه. معرفي گرديده است Inhibin براي تخليص اي مختلف و طولانيهروش

 .باشدروش ايمونوافينيتي مي
محلـول سـولفات   ، پس از فيلتراسـيون توسـط   سيناكننده به مركز درماني ابنجعه مرازنانآوري شده از  جمعايع فوليكوليم :هـا مواد و روش 
-تـك بـادي   آنتي  بر روي ستون كروماتوگرافي جذبي به كمك       ، از روش ايمونوافينيتي   Inhibinجهت جداسازي    .تغليظ گرديد  ،آمونيوم اشباع 

دست آمده به كمك روش     ه  ، محلول پروتئيني ب   كروماتوگرافي جذبي از ستون   پس از عبور مايع فوليكولي      . استفاده شد  Inhibin  عليه دودماني
SDS-PAGEو وسترن بلات ارزيابي شد  . 

ي ي شناسـا يدهنده آزمون وسترن بلات نشانينتيجه.  بودInhibinيد حضور وآميزي نقره م  كيلودالتوني بعد از رنگ32وجود تك باند     :نتـايج 
  درصـد 92كروماتوگرافي افينيتـي   روش   با استفاده از     Inhibinدر جداسازي   راندمان ستون   . باشد   مي Inhibinبادي عليه   توپ توسط آنتي  اپي
 .باشدمي

 با اين حال به دليل عدم دسترسـي         .باشد  از راندمان بالايي برخوردار مي    بيوشيميايي   هاي  روشبسياري از   در مقايسه با    اين روش    :گيرينتيجه
 توسط روش ذكر شده در اين مقاله بيشتر براي كاربردهاي آزمايشگاهي در مقادير كم Inhibin وه، تخليصبه مايع فوليكولي انسان در حجم انب

 .شود  نوتركيب توصيه ميInhibinبوده و در مقادير انبوه توليد 

 دودمانيتكبادي تخليص، آنتي ، مايع فوليكولي،Inhibin :كليدياژگان و
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 ابن سيناجهاددانشگاهي هاي نوين علوم پزشكي آوريفن پژوهشكده، كلونالنوبادي موآنتيبادي مونوكلونال مركز تحقيقات  مربي گروه آنتي-7
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 مقدمه
Inhibin كـــوپروتئيني هترودايمـــر متشـــكل از دوليگ 

 B و   A به دو نـوع      βباشد كه بر اساس رشته         مي β و   α زيرواحد
هاي گرانولوزاي تخمدان،  اين پروتئين توسط سلول .گردد تقسيم مي

 FSHها سرتولي بيضه و جفت، در پاسخ بـه اثـر هورمـون                سلول
علاوه بر اين مايعـات بـدن انسـان محتـوي           . ]2 ،1[ شود     مي توليد
فاقـد فعاليـت    كـه    اين پـروتئين هسـتند       αهاي آزاد زيرواحد      فرم

ترين نقش اين گليكـوپروتئين مهـار         شناخته شده . ]3[  است زيستي
 1نورد منفـي     از هيپوفيز قدامي به صورت پس      FSH ترشح توليد و 

  توسط1933 براي اولين بار در سال Inhibin يواژه. ]4[ دباش مي
McCullaghــارانش ــود در  ، و همك ــاكتور فرضــي موج  روي ف

 مـذكور   يتزريـق عصـاره   . گذاري گرديـد  نام آبي بيضه    يعصاره
 خـون    FSHباعث مهار هيپرتروفي هيپوفيز از طريق كاهش سطح         

وجود آمده  ه  هيپرتروفي ب  .]5[ گرديد   آزمايشگاهي مي  هايموشدر  
 بر بيضه ايجاد شـده      X يهاي مذكور به دنبال تابش اشعه     در موش 

 در مـايع    Inhibinهاي بعد، حضـور گليكـوپروتئين         در سال . بود
بدين ترتيب مايع فوليكـولي     . به اثبات رسيد  نيز  فوليكولي تخمدان   

 1985در سال   .  معرفي شد  Inhibinحاوي  ترين منبع   به عنوان مهم  
از مــايع  kDa58   بــا وزن مولكــولي Inhibinاي اولــين بــار بــر

 به دليل تنـوع تعـداد     . ]6[  گرديد   استخراج و خالص   گاوفوليكولي  
ن انـواعي از     در ساختار اين گليكوپروتئين تـاكنو      واحدهاي قندي 

Inhibin            7[  با اوزان مولكـولي مختلـف شناسـايي شـده اسـت[ .
 kDa32  ترين فرم فعال اين هورمون گليكـوپروتئيني نـوع        كوچك
 و  A نوع   Inhibin غلظت   مختلف،مطالعات  بر اساس    .باشد  آن مي 

B      دچـار   در زنان، طي دوران نوزادي، بلوغ، حـاملگي و يائسـگي
گردد كه در روند فيزيولـوژي توليـد مثـل بـا            ميتغييرات فراواني   

ليــل فعــال شــدن محــور پــس از تولــد بــه د. باشــداهميــت مــي
هـا،    و شروع فعاليت و رشد فوليكول   هاگناد  ،هيپوفيز،  هيپوتالاموس

در . شـود  دچار تغييرات فراواني مـي     B و   A نوع   Inhibinغلظت  
 B  نوع Inhibinغلظت   زمان بلوغ به دليل رشد و فعاليت گنادها،       

 A نـوع   Inhibinو پس از آن با شروع فعاليت جسم زرد غلظـت 
توانـد    مـي  Inhibinگيـري غلظـت       بنابراين اندازه . يابدافزايش مي 

جهت بررسي وضعيت بلوغ گنادها در دختران مورد استفاده قـرار           
در روز سوم سيكل قاعدگي بـه عنـوان    Inhibin غلظت. ]8[ گيرد

بر . شود   ذخيره تخمداني قلمداد مي    يكننده  يك فاكتور نسبي تعيين   
، ميزان ايـن گليكـوپروتئين در سـرم مـادران           اساس نتايج موجود  

اكلامپسـي افـزايش       و پـره   21باردار، داراي جنين مبتلا به تريزومي     
ي غلظـت ايـن گليكـوپروتئين       گير  لذا اندازه داشته و   قابل توجهي   

                                                 
1- Negative Fedback 

 مـادر بـه   ييا ابتلا  جنين به سندروم داون و     يابتلاجهت تشخيص   
گيـري    انـدازه  .]9-11[ اكلامپسي بسيار ارزشـمند خواهـد بـود         پره

كه  ه طوري  ب .باشد  ز اهميت مي  يغلظت اين فاكتور در مردان نيز حا      
امروزه جهت بررسي اسپرماتوژنز در افـراد مبـتلا بـه آزواسـپرمي             

 ،12[ رود  شـمار مـي   ه   ب FSHتري نسبت به هورمون       شاخص دقيق 
، فيزيولوژي توليد مثل   در   Inhibinبا توجه به اهميت و نقش        .]13

 تشخيصـي در  آزمـون گيـري آن بـه عنـوان يـك        ارزيابي و اندازه  
در تمـامي ايـن     . باشـد    اهميـت مـي    دارايمطالعات باليني بسـيار     

 . فرم خالص اين پروتئين همواره وجود دارديمطالعات نياز به تهيه
Inhibin    و پلي كلنـال    دودماني  تكهاي  باديتيخالص در تهيه آن

ي هاي تشخيصي و به طور كلي تهيـه       ، تهيه استاندارد كيت   آنعليه  
همچنـين دسترسـي    .هاي آزمايشـگاهي بسـيار كـاربرد دارد   كيت
 خالص در مطالعات تحقيقاتي در ارتبـاط بـا خـواص     Inhibinبه

 .باشـد  ضروري مي  فيزيكوشيميايي، ساختاري و عملكردي پروتئين    
تـوان   خـالص، مـي  Inhibinبا در دسـت داشـتن مقـادير كـافي        

 Site با گيرنده و مطالعات گيرندهاتصال  مطالعات بيوانفورماتيك،

directed mutagenesisدر مورد  Inhibinد انجام دا. Inhibin 
از مايع فوليكـولي خـوك تخلـيص         1985براي اولين بار در سال      

 و جهت تخليص از سـه روش كرومـاتوگرافي شـامل            ]14[ گرديد
بـه  . د استفاده ش ـ  HPLC كروماتوگرافي افينيتي، ژل فيلتراسيون و    

 Inhibinهاي معرفي شـده جهـت تخلـيص         طور كلي اكثر روش   
هـاي خـاص و     بسيار طولاني بوده و نياز بـه اسـتفاده از دسـتگاه           

 از  Inhibin سازي لذا هدف از اين تحقيق خالص      .باشدپرهزينه مي 
بـه منظـور     كرومـاتوگرافي،    يطـي يـك مرحلـه     مايع فوليكـولي    

هـاي تحقيقـاتي، توليـدي و سـاير     كاربردهاي بعدي در آزمايشگاه  
 .باشدميكاربردهاي احتمالي آن 

 
 هامواد و روش

 Inhibinترين منبـع    با توجه به اينكه مايع فوليكولي مهم      
)ng/ml10 (    مـايع  ر ايـن تحقيـق از        د باشـد جهت تخلـيص مـي

. سينا استفاده شـد   كننده به مركز درماني ابن    مراجعه زنانفوليكولي  
كه به دلايل مشكلات مردانـه يـا زنانـه          زناني  براي اين منظور در     

هـاي  دچار ناباروري بوده و جهت درمان نيـاز بـه يكـي از روش             
بـدين  .  گرديـد  گذاري انجام داشتند، تحريك تخمك  باروري  كمك

هـاي مخصـوص، بـا      ي از طريق سـوزن    گذارطريق قبل از تخمك   
هاي بـالغ حـاوي تخمـك       هدايت سونوگرافي، محتويات فوليكول   

به طور معمول پس از برداشت تخمك مـايع فوليكـول           . دتخليه ش 
لذا در اين تحقيـق از مـايع        . شودريخته مي دور   وآوري شده   جمع

پس از دريافت مايع فوليكـولي      . فوليكولي اين افراد استفاده گرديد    
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هاي گرانولوزا و ساير ذرات، مايع فوليكولي بـا         ت حذف سلول  جه
 دقيقـه سـانتريفيوژ   15 براي مدت c˚4   در دمايrpm4000  دور

  -c˚20آوري و تا زمان  بررسي در دماي         مايع رويي جمع   گرديد و 
ماهـه از    زمـاني شـش    ي در مجموع طي يـك دوره      .نگهداري شد 

مايع فوليكولي از  ml 2000ن ميزا ،1383ابتداي مهر تا پايان اسفند 
آوري سينا، جمـع   تحت درمان در مركز درماني ابن      خانم 50 حدود
 . گرديد

 روش تغلــيظ مــايع فوليكــولي بــا اســتفاده از) الــف
Salting out: در اين مرحله Inhibin  سـاير  به طـور احتمـال  و 

 در مايع فوليكولي به كمك سـولفات آمونيـوم          دهاي موجو پروتئين
 پس از ذوب و فيلتـر نمـودن         بدين منظور . ليظ گرديد رسوب و تغ  

به حجم ، )Whatman No. 1(كاغذ صافيمايع فوليكولي توسط 
ml500   از مايع مذكور ، ml 650       محلول سولفات آمونيـوم اشـباع 

افزودن محلول نمكي سولفات آمونيوم اشباع به تـدريج       . اضافه شد 
 ـ    (زدن مـداوم     ساعت همراه بـا هـم      2در عرض    زن مبـه كمـك ه
پس از اتمام افزودن نمك، سوسپانسـيون        .انجام گرفت ) مغناطيسي

مرحلـه  در   . دماي اتاق مخلوط گرديد    در دقيقه   30 حاصل به مدت  
 بـا   ml 50هـاي   ، در حجـم    دقيقه 20بعد محلول پروتئيني به مدت    

بـه منظـور جلـوگيري از    . سانتريفيوژ گرديـد  rpm 4000سرعت 
ل تخليص در دمـاي  حمام مرات آسيب و تخريب ساختمان پروتئين، 

c˚4 به  آوري و  جمع  محلول رويي  ز سانتريفيوژ، پس ا .  گرفت  انجام 
دوبـاره  سـولفات آمونيـوم اضـافه گرديـد و          آن  حجـم   هم  ميزان  

روز در مقابـل     مدت يـك شـبانه     حاصل به رسوب  . سانتريفيوژ شد 
 .تحت دياليز قرار گرفت =pH 4/7  در)PBS )M 15/0 بافر

 به روش   در مايع فوليكولي   Inhibinاييد حضور   ت) ب
 ـ ت ايع فوليكـولي  در اين مرحله غلظت م     :الايزاي غيرمستقيم   ظيغل

  و سپس غلظت   ]15[ گيري شد  به كمك روش برادفورد اندازه     ،شده
mg/ml 5  1280/1هـاي سـريال   از محلول حاصل با رقـت،....... 

 .اضـافه گرديـد   الايـزا  آزمونتهيه و به عنوان لايه اول  1/1 ،20/1
-PBS  درصـد 05/0  توسط محلولمراحل شستشو بين هر مرحله 

Tween  ز  ابه منظـور كـاهش واكـنش غيراختصاصـي     .شدانجام
- بـلاك محلـول به عنوان   درصدBSA2 1حاوي PBST  محلول

از  الايـزا     آزمـون   دوم ي لايه در. كننده در هر حفره استفاده گرديد     
-α Inhibin) IgM anti زنجيـره   عليـه دودمـاني تـك بادي تيآن

human Inhibin ()با غلظت  )سينا ابنيپژوهشكدهg/mlµ 10 

 ـكونژوشامل سوم ي لايه .استفاده شد PBSدر بافر   Rabbit- هگ

antimouse IgG 3HRP در پايـان ميـزان    .دبو 1:2000 با رقت

                                                 
2 -Bovine Serum Albumin 
3 -Horse Radish Peroxidase 

 توسط دسـتگاه الايـزا ريـدر        nm 450جذب نوري در طول موج      
 .قرائت گرديد) Antho 2020 اتريش،(

در اين مرحله با استفاده از       :افينيتيكروماتوگرافي  ) ج
سـازي ايـن     اقدام به خـالص    Inhibin عليه   دودمانيتكبادي  آنتي

 ينياز به تهيـه  براي اين منظور     ولي گرديد پروتئين از مايع فوليك   
 2 اين سـتون     ي براي تهيه   .باشد كروماتوگرافي افينيتي مي   ستون

-CNBr activated sepharose-4B )Amersham  رگرم پود

pharmacia,sweden(   ــده ــي شــ ــق روش معرفــ   در طبــ
Amersham-pharmacia    بـا    فعال وmg10  تـك بـادي    آنتـي-

 بـه   )سـينا  ابن يپژوهشكده( انساني   Inhibin عليه IgMدودماني  
 از  Inhibinجهت تخليص پـروتئين . سازي شدآمادهعنوان ليگاند 

  از محلول پروتئيني مذكور    ml50مايع فوليكولي تغليظ شده، حجم      
 تهيـه شـده   CNBr activated Sepharose-4B از ستون جذبي
 و  PBS بافر   ml100 ستون توسط    يپس از شستشو  . عبور داده شد  

، پـروتئين   )=Glycin-HCl )5/2pH بـافر اسـيدي      ml 20ور  عب
آوري  از سـتون جمـع     دودمـاني تكهاي  باديداراي افينيتي به آنتي   

 .اليز و تغليظ گرديد ديPBSدر برابر بافر  و گرديد
ــوص  ) د ــين خلـ ــل Inhibinتعيـ ــتون حاصـ  از سـ

 از روش   Inhibinيـد خلـوص     يبراي تا  : افينيتي كروماتوگرافي
در اين روش جهـت     . ]16[ د ش  استفاده SDS-PAGE الكتروفورز

 ب تركيبادر شرايط احيا ، قسمتي از نمونه  Inhibinيد پروتئينيتا
2-ME4 )Merck,Germany ( ــورز ــدالكتروف ــان . گردي در پاي

 .ميزي نقره مشخص گرديدآباندهاي پروتئيني به كمك روش رنگ
به  :Western Blotبه روش  Inhibin  خلوصيدي تا)ز

 اتصـال   يو نحـوه   سـازي شـده   پروتئين خالص يد بيشتر   يمنظور تا 
تينگ اسـتفاده   ، از روش ايمونوبلا   دودمانيتكبادي  پروتئين به آنتي  

-SDSدر اين روش پس از الكتروفورز بر روي ژل          . ]18 ،17[ شد

PAGE            باندهاي پروتئيني تحـت جريـان الكتريكـي روي كاغـذ 
5PVDF  جهـت تعيـين محـل بانـد       .  منتقل گرديد Inhibin  روي

بـا غلظـت     Inhibin موش عليـه     دودمانيتكبادي  از آنتي كاغذ،  
g/mlµ10ــه  و  Rabbit Anti Mouse-HRP كونژوگــــــــ

 .استفاده شد 1:2000با رقت ) سينا ابنيپژوهشكده(
 

 تايجن
در  :Salting out تغليظ مايع فوليكولي با اسـتفاده از روش 

 از    گرديـد و پـس      تقسـيم  ml500هـاي    نمونه به حجم   اين مطالعه 
 حجـم   و ديـاليز،  اشـباع   توسط سـولفات آمونيـوم       مراحل رسوب 

                                                 
4 - Mercaptoethanol 
5 -  Polyvinylidene Difluoride 
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 غلظـت   .گيري شـد   اندازه ml 120دست آمده   ه  وتئيني ب محلول پر 
 نتايج آن در     بود كه  mg/ml 5/5روش برادفورد   با  پروتئين  محلول  
  .ه گرديده استي ارا1 ي شمارهجدول

 
فوليكولي پس از رسوب پروتئين تغليظ شده از مايع   مقدار-1جدول 

 توسط سولفات آمونيوم
مقدار پروتئين 

)mg( 

حجم 
)mg( 

 غلظت پروتئين
)mg/ml( 

نمونه مورد 
 آزمايش

 مايع فوليكولي 5/5 120 660
 
 الايزاي ه روش ب در مايع فوليكولي Inhibinاييد حضور   ت
  و در  در مايع فوليكـولي    Inhibinحضور  يد  يجهت تا  :غيرمستقيم

 آزمـون  هاي مربوط به ايـن پـروتئين      توپجود اپي حقيقت اثبات و  
طراحي گرديد كه از مايع فوليكولي هاي سريال رقتالايزا با كمك  

-نشـان  ،دست آمده در مقايسه با كنترل منفي      ه  جذب نوري ب  نتايج  

اين آزمايش   در. بودInhibinپروتئين بادي با واكنش آنتي يدهنده
بـا رقيـق شـدن مـايع         و بـه ترتيـب       34/1 جذب نـوري     بالاترين

 )2ي شمارهجدول( .تر مشاهده گرديدفوليكولي جذب نوري پايين
 پس از تهيه ستون افينيتي حاوي :يافينيتكروماتوگرافي 

محاسـبات لازم جهـت تعيـين تقريبـي         ،Inhibinبادي عليـه    آنتي
 صـورت   Inhibinظرفيت ستون كرومـاتوگرافي بـراي تخلـيص         

ز اkDa (IgM MW)/ 32 kDa (Inhibin MW)= 28  900  .گرفت
 برابر يك مولكـول  28 وزن مولكولي معادل    IgMآنجا كه مولكول    

Inhibin بـه هـر مولكـول        هرگاه  .  دارد IgM      بـه طـور فرضـي 

 mg 10 متصل گردد و با توجه به اينكه         Inhibinتنها دو مولكول    
بادي در ساخت ستون به كار گرفته شده بنابراين قابليت جذب نتيآ

مربـوط بـه    1 ي شـماره شـكل  .بود خواهد gµ 700ون تقريبي ست
تغليظ شده   محلول پروتئيني    پس از عبور   هايفراكسيونآوري  جمع

  .باشدميمايع فوليكولي 
 

0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 45 49

شماره فراكانسها

 (n
m

 ) ي  
ــور

ذب ن
جــ

serles1

 
 CNBr  بر روي ژل  Inhibin كروماتوگرافي  -1نمودار 

activated sepharose-4B 
 

 glycin-Hcl mM 1/0بـافر   : فـاز متحـرك    ،مايع فوليكولي  :نمونه
)pH=2/5( ،  فـاز سـاكن:  CNBr activated sepharose-4B 

 ، حجـم  ml/h 12: سرعت فـاز متحـرك     يوبي كوئيتين،     حاوي ليگاند، 
 6 :، حجم ستونml1 :  جمع آوري شدههايفراكسيون

 
 

 
  تخليص شده با روش كروماتوگرافي افينيتيInhibin پروتئين SDS-PAGE الگوي -1شكل 

در  (Inhibinهاي آلفا و بتا مولكول   زنجيره-3، )ME-2در عدم حضور (  تخليص شدهInhibin-2،  مولكولي مختلفاستانداردها با اوزان-1
 )ME-2حضور 
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 Inhibinالگوي ايمونوبلاتينگ  -2شكل 

 )ME-2در حضور  (Inhibinهاي آلفا و بتا مولكول   زنجيره4و3  ،)ME-2در عدم حضور (  تخليص شدهInhibin -2و1
 

  با رقت سريال مايع فوليكوليدودمانيتكبادي  واكنش آنتي-2جدول
 كنترل منفي

 )بدون لايه دوم(
 كنترل منفي

 )بدون لايه اول(
 رقتهاي مايع فوليكولي 10/1 20/1 40/1 80/1 160/1 320/1 640/1 1280/1

 )OD (450 *جذب نوري 34/1 13/1 07/1 85/0 68/0 51/0 23/0 161/0 022/0 013/0

   ميزان جذب نوري بر حسب نانومتر مي باشد*              
 

  مقدار پروتئين تخليص و تغليظ شده بعد از عبور مايع فوليكولي از ستون كروماتوگرافي افينيتي-3جدول 
 نمونه مورد آزمايش )µg/ml (غلظت پروتئين )ml ( حجم )µg (مقدار پروتئين تخليص شده

   از ستون افينيتينمونه پروتئيني حاصل  3/3 4/1 62/4

 
كـه    بـود  µg 62/4 از ستون    مقدار پروتئين تخليص شده   

 از آنجا كه غلظت     .ه گرديده است  ي ارا 2  شماره آن در جدول  نتايج  
Inhibin  در مايع فوليكوليng/ml 10 باشد، ميـزان ميInhibin  

مايع فوليكولي مورد استفاده در تحقيق حاضـر   ml500 موجود در 
gµ 5  با توجه بـه مقـدار نهـايي          . خواهد بود gµ 62/4   رانـدمان ،

نتـايج بررسـي     .باشـد  مي  درصد 92روش تخليص در اين مطالعه      
روتئينـي   حاكي از خالص بودن بانـد پ SDS PAGE زالكتروفور

 2ME حاصل از اثر     ي نتيجه )2 ي شماره شكل( استخراج شده بود  
 .يـد ظـاهر گرد دو باند پروتئيني بر روي ژل الكتروفورز به صورت  

 بادي اختصاصي عليـه     كه آنتي  دهدبلات نشان مي    آزمايش وسترن  نتايج
Inhibin ياحيـا  پـس از  . باشد مي توپ مربوط   ي اپي ي به شناسا   قادر 
 در مولكول، α وß  زيرواحدسولفيد و جداسازي دوهاي ديزنجيره
 .  ايمونوبلات به صورت تك باند مشخص گرديدآزموننتايج 

 بحث
حور بسياري از تحقيقات باليني و پايـه        م Inhibinامروزه  

در حيطه باروري و نابـاروري قرارگرفتـه اسـت و تـلاش جهـت               
 هـاي  آن در تشـخيص    هاي آن و كاربرد     شناسايي هرچه بيشتر نقش   

اكنـون در كشـور مـا نيـز           هـم  .اي يافته اسـت     باليني اهميت ويژه  
در . اسـت ايي روي اين هورمون درحـال انجـام           تحقيقات گسترده 

ــيا ــك  بس ــات از تكني ــن تحقيق ــزا،    ري از اي ــر الاي ــايي نظي ه
، راديوايمونواســــي، فلوســــايتومتري و  ايمونوفلورســــانس
ه وجـود   نياز ب در آنها   شود كه     استفاده مي ... .ايمونوهيستوشيمي و   

با توجه به تحقيقـات     . ]20 ،19[ باشد  مي Inhibin پروتئين خالص 
ع  از منـاب   Inhibinكه تاكنون توسط محققين در جهـت تخلـيص          

تـرين منبـع    مايع فوليكولي گاو غنـي  گوناگون صورت گرفته است     
طـوري كـه غلظـت        بـه . باشـد   مـي  Inhibinشناخته شده بـراي     
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Inhibin      برابر مـايع فوليكـولي در       چندين در مايع فوليكولي گاو 
با اين حال به دليل در دسـترس بـودن مـايع            . ]21[ باشد  نسان مي ا

ــايع فوليكــولي   ــانفوليكــولي انســان در تحقيــق حاضــر از م  زن
ن ناباروري و همچنين افراد تحت درمـان         جهت درما  كننده  مراجعه

بـا توجـه بـه     . اسـتفاده گرديـد    گـذاري به روش تحريك تخمـك    
محاسبات به عمل آمده، ظرفيت ستون كروماتوگرافي افينيتي تهيـه          

موجـود   Inhibinاز آنجا كه غلظت      .باشد   ميكروگرم مي  700شده  
 هر  توان در   باشد، لذا مي     مي ng/ml10در مايع فوليكولي در حدود      

.  مايع فوليكولي تغليظ شده استفاده نمـود       lit70ز  مرتبه استخراج ا  
. دست آمده، يك ظرفيت تئوريك و محاسباتي اسـت        ه  البته مقدار ب  

 نبـوده و    درصـد  100 راندمان   ،بادي به ژل  زيرا اولا در اتصال آنتي    
ثانيـا در  . شوندهاي مورد استفاده به ژل متصل نمي  باديتمامي آنتي 
هاي متصـل شـده بـه سـتون، وضـعيت           باديي از آنتي  مورد بسيار 

هـا جهـت    بادي آنتي Fab اتصال نامناسب بوده به طوري كه ناحيه      
علاوه بـر ايـن بـه       . باشد آزاد نمي  Inhibin هاياتصال به مولكول  

هـا  ، ممانعت فضايي موجود در پروتئين     IgMعلت ماهيت پنتامري    
 همچنـين اتصـال   بـادي بـه ژل و  نيز مانع از اتصال مناسـب آنتـي   

Inhibin  گردد، با در نظر گرفتن تمامي اين موارد،        بادي مي به آنتي
 مايع فوليكولي تغليظ شده از سـتون عبـور          ml500در اين تحقيق    

 ـ  µg62/4 Inhibinداده شد كه در نهايت       . دسـت آمـد   ه  خالص ب
 بـا   Inhibinدر جداسازي   يا راندمان ستون    بنابراين ميزان موفقيت    

كه در   .باشد   مي  درصد 92كروماتوگرافي افينيتي حدودا    استفاده از   
 و همكـاران از  Chari S دست آمده توسـط ه راندمان ببا مقايسه 

 دو روش ژل كرومـاتوگرافي و مايع فوليكـولي انسـان بـه كمـك          
رانـدمان بسـيار بـالايي برخـوردار        كروماتوگرافي تعويض يـوني     

-همچنين نتايج ما راندمان بالاتر و روش سـاده        . ]23 ،22[ باشد  مي

ــايج   ــه نت ــبت ب ــري را نس ــين و  ]River ]23ت  و Knightهمچن
از مايع فوليكولي گاو معرفي     در تخليص    1990در سال    همكارانش

 توسط   درصد 95 با اين حال  نسبت به راندمان تخليص          .]24[ نمود
Leversha    ين محقـق از    در روش ا  . ]25[ بود  كمتر 1987در سال

-در خالص به طور كلي    .  استفاده شده بود   HPLCتكنيك حساس   

 احتمـال حضـور ناخالصـي       هاي پيشـين  فاده از روش  سازي با است  
ــام روش   ــه انج ــاز ب ــه ني ــود دارد و در نتيج ــواره وج ــاي هم ه

از . باشـد  خـالص مـي    Inhibinكروماتوگرافي متعددي براي تهيه     
اندمان تخلـيص كـاهش      ر ،طرفي با افزايش تعداد مراحل تخليص     

توضيح آنكه به دليل وجود چندين جايگاه گليكوزيلاسـيون          .يابدمي
 و تنوع گـزارش وزن مولكـولي        Inhibinدر زيرواحدهاي مولكول    

 ـ     ي،  مقايسـه   ]26[ و زيرواحدهاي آن     Inhibinبراي   ه  بـين نتـايج ب
 توسط محققـين    Inhibinتخليص    جداسازي و  در مورد دست آمده   

امـروزه كـاربرد    روش كرومـاتوگرافي  .سـازد مختلف را دشوار مي   
 بالا  نماد تحقيقات و توليد داشته و به لحاظ ران        يفراواني در حيطه  

در تحقيـق   . باشـد    بالايي برخـوردار مـي     تو تكرارپذيري از اهمي   
 Inhibin  عليـه  IgM دسـته  دودمـاني تك هاي  بادي   آنتي ازحاضر  

ــه ــراي تهي ــي  يب ــاتوگرافي افينيت ــداســتفاده ســتون كروم . گردي
تـوپ     داراي افينيتي بالايي عليه يك اپي      دودمانيتكهاي    بادي  آنتي

  و ميـل   دسـته  ، سـاب  دستهژن هدف بوده و از نظر         خالص از آنتي  
 يكنواخـت   چنددودمانيهاي  باديژن، نسبت به آنتي   تركيبي به آنتي  
 داراي افينيتـي    IgM يدسـته هـاي   بـادي آنتي. باشندو هموژن مي  

ظرفيتـي بـودن    5جه بـه   بوده ولي با توIgGكمتري نسبت به نوع  
 IgGهـاي نـوع       بادي   از اولويتي بالاتر نسبت به آنتي      IgM يدسته

 در بررســي كــه توســط  .]27[ باشــند دوظرفيتــي برخــوردار مــي
Changhui        و همكارانش جهت تخليص ايمونوگلوبولين به كمك 

 به عنـوان   IgM، از    صورت گرفت  IgMستون افينيتي تهيه شده با      
وگرافي اسـتفاده   ستون افينيتـي كرومـات     يمولكولي مناسب در تهيه   

  بادي  بلات مشخص گرديد كه آنتي    در آزمايش وسترن   . ]28[ گرديد
 تخلـيص شـده و      Inhibin قادر به شناسايي مولكول      دودمانيتك

 اتصال اختصاصي   يدهنده، نشان  kDa 20 با وزن مولكولي     زنجيره
بـادي   آنتـي  هر چند . باشد مي Inhibin در   α يبادي با زنجيره  آنتي

ر انجـام تخلـيص مناسـب       به منظو ،  مورد استفاده در تحقيق حاضر    
 و Inhibin A در هر دو نوع αاست ولي به علت تشابه زيرواحد 

Inhibin B توانـد   مـي  مولكول تخليص شده با توجه به منبـع آن
لذا در مواردي كـه نيـاز   .   باشد Inhibinشامل هر يك از دو نوع

باشد با توجـه بـه    ميInhibin مولكول به تخليص يكي از دو نوع 
دودمـاني  تـك بـادي    بايد از آنتي   β مولكول در زنجيره  اختلاف دو   

در بـين گزارشـات در      .  استفاده نمود  β  زنجيره اختصاصي بر عليه  
، ملاحظـه  گاو از مايع فوليكولي انسان و Inhibin تخليص   يزمينه
شود كه ميزان موفقيت در موارد انساني كمتر بـوده و ايـن بـه               مي

نسان و همچنـين مشـكلات      دليل عدم دسترسي به مايع فوليكولي ا      
از طرفـي بـا توجـه بـه     . باشـد ميآن  حجم انبوه يفراوان در تهيه  

 و امكان كلون نمودن آن      Inhibin كوچك ژن توليدكننده     ياندازه
-هاي باكتريايي، مخمـر و رده     سيستم( در وكتورهاي بياني مختلف   

 نوتركيب همواره از اهميـت      Inhibinتوليد  )  هاي سلولي مختلف  
 . ي برخوردار بوده استبالاتر
 گيرينتيجه

 در ه شدهي توسط روش ارا Inhibin تخليصبه طور كلي
گاهي در مقادير كم توصيه     اين مقاله بيشتر براي كاربردهاي آزمايش     

 Inhibinي  نيمه صنعتي تهيه   شود و براي كاربردهاي توليدي و     مي
 .گرددنوتركيب توصيه مي
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