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کليه حقوق مادي مترتب بر نتايج مطالعات، ابتکارات و 
نوآوري هاي ناشي از تحقيق موضوع اين پايان نامه متعلق 
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  :ن هايم با بوسه بر دستان بهتريتقد

  

 گفته امم باز هم کم يگوبهر چه  اواز م که نيبه مادر نازن

  زم کرد از شوقيد و لبريکش ها نازم را يديفتم و در ناامجان گر شا ييشد و از روشنا يديخورش

  تم شديرمز موفق شاکنون حاصل دستان خسته ا

  ندارد را اوش مثل يا با همه بزرگيرا دارم و دن اوم که يگو يک ميبه خودم تبر

  

  است ام يروح مهربان هستو  دنينفس کش يبايشوق زپدر بزرگوارم که  به

  د تا توانست طعم خوشيجان خر ها را به يخستگ يعمراو که 

   درا به من بچشان يروزيپ

  

م يرا تجربه نما يستادگيا يعالمانه به من آموخت تا چگونه در عرصه زندگه ام که يبه پدر بزرگ گرانما
  .اورم استيار و يشه و همه جا يهماوکه 

  

  م ير زندگه سايسا شيه مهربانيساو  است بر سرم يتاج افتخار شکه بودنبه خاله مهربانم 

  ه گاه من در مواجهه با مشکلاتيتک و ل متحمل زحماتم بوديهمواره در طول تحصاو که 

  

  م استه آرامشيما شيبخش و صفا يشاد دشوجو زم کهيبه برادر عز

است يام در زندگ يشگياو که دوست و همراه هم



  ايخدا

ام  ياق بندگين اندک را با تمام عشق و اشتيا. ا نمايفراوانت گو يشکر نعمت هار و زبان قاصر مرا در يسپاس مرا بپذ
با من  يت تو توان برداشتن گاميلطف و عنا يگذارم که ب يکنم و سر بر سجده م يم ميعت تقديبه بارگاه مقدس و رف

  .يبه من عطا فرمود و توان مقابله با مشکلات را يمن قرار داد يش روير را پين مسيکران که ايسپاس ب. نبود

  

  :با سپاس فراوان از

ن يحدشان مجال انجام ا يها و الطاف ب ييت، راهنمايه عنايکه در سا يد زرکش اصفهانيد حميدکتر س يجناب آقا
  .م محقق گشتيان نامه برايپا

نامه به ثمر ان ين پايشان ايارزنده ا يها ييغ و راهنمايدر يزاده که با زحمات ب يسرکار خانم دکتر فاطمه رهبر
  .نشست

ن يدکتر محمد حس يو جناب آقا يد بوذريدکتر مج يان، جناب آقايدکتر رسول روغن ياستادان محترم جناب آقا
  .ان نامه را بر عهده داشتندين پايا يکه زحمت داور ينصر اصفهان

  .غشانيدر يها و الطاف ب يجهت همکار يست شناسير محترم گروه زيد افشارزاده مديدکتر سع يجناب آقا

  .است يم افتخار بزرگيشان برايکه افتخار شاگرد يولوژيکروبيژه بخش ميبه و يست شناسيد گروه زياسات يتمام

 يجهت همکار يو خانم قربان يدريح ي، ،آقاي، خانم باقريانتشار يژه آقايبه و يست شناسيکارکنان گروه ز يتمام
  .   حدشان يب يغ و محبت هايدر يب يها

 يکسان يان، اخوان، شمس و تمامي، عرب، فخريماني، نريري، شي، شبسترييايف زاده، کيخانم ها شر ژه ازيتشکر و
  .نمودند ياريان نامه مرا ين پايکه در انجام ا



 

  دهچکي

 يپر خطر ويروس پاپيلوما يپايدار با تيپ ها عفونت. باشد يسرطان دهانه رحم م يعامل اصل يانسان يروس پاپيلومايو
سرطان دهانه رحم پس از  .گردد ياينترا اپيتليال م يها يو نئو پلاز منجر به سرطان دهانه رحم يطولان به مدت يانسان

 يدر حال توسعه از شيوع بيشتر يمتاسفانه اين سرطان در کشورها. باشد يسرطان سينه دومين عامل مرگ و مير در زنان م
مطالعات انجام . کند يبه فرد ديگر انتقال پيدا م ياز فرد يندارد و به راحت يابتلا به اين ويروس علايم خاص. برخوردار است
تواند منجر به کاهش شيوع و مرگ  يم يانسان ياز عفونت ويروس پاپيلوما يموثر در پيشگير يدهد روش ها يشده نشان م
مونوکلونال صورت گرفته  يها يباد يکه در زمينه ساخت آنت ياخيرا با پيشرفت هاي .از سرطان دهانه رحم گردد يو مير ناش

از بيماري ها از جمله سرطان ها حاصل  ي، درمان هدفمند و تشخيص زود هنگام بسياريدر پيشگير يتازه ا ياست اميد ها
 يزنجيره سنگين شتر يها يباد يد که از آنتنباش يژن م يها کوچکترين قطعه متصل شونده به آنت ينانوباد. شده است

د که از جمله آنها نده ياز خود نشان م يخواص ويژه ا يمعمول يها يباد يها در مقايسه با آنت ينانوباد. مشتق شده اند
  .باشد يبالا، حلاليت زياد و قابليت توليد انبوه م ياندازه، پايدار يکوچک

صورت  HRPو اتصال آن به آنزيم  يانسان يويروس پاپيلوما L1تئين عليه پرو ياختصاص ياين تحقيق با هدف توليد نانوباد
چهار تيپ ويروس  L1عليه پروتئين  يکتابخانه فاژميددر ابتدا  يبه اين منظور با استفاده از تکنيک نمايش فاژ. گرفت
شدند  يشده جداساز يساز يچندين کلون از کتابخانه غن. شد يساز يغن ۱۸و  ۱۶، ۱۱، ۶ يشامل تيپ ها يانسان يپاپيلوما

سپس بيان . شد يبهترين کلون ها تعيين و بررس يتوال. قرار گرفتند يو با استفاده از تکنيک مونوکلونال فاژ الايزا مورد بررس
پس از اين . قرار گرفت يانجام شد و به کمک تکنيک الايزا مورد ارزياب Rosetta gami 2 يدر باکتر يقطعات نانوباد
توليد  يبرا يدو نانوباد. ، حساسيت و تمايل اتصال تعيين خصوصيت شدنديانتخاب شده از نظر ويژگ يها يمرحله نانوباد

به کمک  يسپس اين دو نانوباد. قرار گرفت يمورد بررس SDS-PAGEانبوه انتخاب شدند که توليد آنها توسط تکنيک 
در پايان بهترين . قرار گرفت يارزياب تخليص شدند و کيفيت تخليص آنها با روش وسترن بلات مورد Ni- NTAستون 
تخليص شده قادر به اتصال  ينانوباد. گرديد يمتصل شد و عملکرد آن به کمک تست الايزا بررس HRPبه آنزيم  ينانوباد

  .باشد يم ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1ژن  يبالا به آنت يو با افينيت ياختصاص

همچنين کاربرد اين . استفاده نمود ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1پروتئين  يتوان جهت شناساي يم ياز اين نانوباد
  . قرار گيرد يبيشتر يها يتواند تحت بررس يم يانسان يو تشخيص عفونت ويروس پاپيلوما يدر زمينه پيشگير ينانوباد

  HRP آنزيم ، L1، پروتئيني، نمايش فاژيانسان ي، ويروس پاپيلوماينانوباد :کليد واژه ها
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  ٨٦  ......................................................................................................................................................................  روشها ٣-٢

  ٨٦  ........................................................................................................................  E.coliتهيه باکتري مستعد  ١-٣-٢
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  ۸۹  ............................................................................حاوي نانوبادي pComb3xتکثير کتابخانه فاژميدي  ٤-٣-٢

  ٩١  ...............................................................................  ژني پس از انتقال به ميزبان ذخيره سازي کتابخانه ٥-٣-٢

  L1   ..........................................................................................................................  ۹۱غني سازي با آنتي ژن  ٦-٣-٢
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  ۱۰۶  ........................................................................................................  منتخب يها تعيين خصوصيات نانوباد ۲-۵
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  ١٣٢  .....................................................................................  بررسي تعداد فاژهاي قبل و بعد از غني سازي ٤-١-۳
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  ۷  .....................................  انساني يلومايروس پاپيو L1ن يپروتئ يو پنتامر يشکل ساختار مونومر ۳-۱شکل 
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  ۴۲  .................................................................................................................  ليزوزيم ياختصاص ينانوباد ۱۰-۱شکل 

  ۴۶  ...........  تشکيل دهنده آن يو پروتئين ها DNAبه همراه  M13شکل شماتيک باکتريوفاژ  ۱۱-۱شکل 

 ۴۷  .............................................................................................  يفاژ در باکتر يفونت زايآغاز مرحله ع ۱۲-۱شکل 

 ۵۱  .....................  از يک شتر ايمن ينانوباد شکل شماتيک از مراحل کلون کردن و انتخاب ژن ۱۳ -۱شکل 
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  SDS-PAGE  ...............  ۱۱۷تکنيک ار کردن دستگاه و قرار دادن آن در تانک الکتروفورز درسو ۲-۲شکل 
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  ١٤٢  ...........................................................................................................................................................  ۱۶ تيپ يانسان

ويروس  L1عليه پروتئين  SM8  يو اختصاصيت نانوباد يويژگ ينتايج بررس ۱۰ -۳ شکل
 ۱۴۳  .........................................................................................................................................  ۱۶ تيپ يانسان يپاپيلوما

ويروس  L1عليه پروتئين  SM9  يو اختصاصيت نانوباد يويژگ ينتايج بررس ۱۱ -۳ شکل
 ۱۴۳  .........................................................................................................................................  ۱۶ تيپ يانسان يپاپيلوما

 يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM10  يو اختصاصيت نانوباد يويژگ ينتايج بررس ۱۲ -۳ شکل
   ۱۴۴  ...........................................................................................................................................................  ۱۶ تيپ يانسان

  ١٤٥  .....  ۱۶ تيپ يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM3 يميزان حساسيت نانوباد ۱۳-۳شکل 
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 ۱۴۶  .....  ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM5 يميزان حساسيت نانوباد ۱۵-۳شکل 

  ۱۴۶  .....  ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM6 ييت نانوبادميزان حساس ۱۶-۳شکل 

  ١٤٧  .....  ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM7 يميزان حساسيت نانوباد ۱۷-۳شکل 

  ۱۴۷  .....  ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM8 يميزان حساسيت نانوباد ۱۸-۳شکل 

 ۱۴۸  .....  ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM9 يت نانوبادميزان حساسي ۱۹-۳شکل 

 ۱۴۸  ..  ۱۶تيپ  يانسان يويروس پاپيلوما L1عليه پروتئين  SM10 يميزان حساسيت نانوباد ۲۰-۳شکل 
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به کمک ستون  )SM5و (SM8ص شده يتخل يدو نانوبادجه وسترن بلات ينت ۲۲-۳ شکل
  ۱۵۱  ....................................................................................................................................  .کلين يليتما يکروماتوگراف

 ياختصاص يمرهايبا استفاده از پرا  SM8يژن نانوباد ين توالييجه تعياز نت ييشما ۲۳-۳شکل 
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 ۶۵  ..................................................................................  ها ينانوباد يدرمان ياز کاربرد ها يمثال هاي ۳-۱جدول 

  ۹۸  .....................................................................................  يمراز يپل يواکنش زنجيره ا يچرخه دماي ۱-۲جدول 

  TAE (10X)  .....................................................................................................................  ۹۹مقادير بافر  ۲-۲جدول 

  ۱۱۴  ......................................................................................................  %)۵(ترکيبات ژل متراکم کننده  ۳-۲جدول 

 ۱۱۵  ....................................................................................................  %)۵/۱۲(ترکيبات ژل جدا کننده  ۴-۲جدول 

 pH  ...........................................................................................................  ۱۲۰=۸ترکيبات بافر اتصال با  ۵-۲جدول 

  pH  .......................................................................................................  ۱۲۰=۸ باترکيبات بافر شستشو  ۶-۲جدول 

  ١٢١  ....................................................................................................  pH=۸ي با ترکيبات بافر رها ساز ۷-۲جدول 

  ۱۳۲  ....  يساز يدر هر سه مرحله از فرايند غن يو ورود ينتايج حاصل از تعيين تيترفاژ خروج ١-٣جدول 

نانومتر  ٤٥٠در طول موج  يبر حسب جذب نور(کلونال  يپل يالايزا -فاژ نتايج حاصل از ٢-٣جدول 
 ۱۳۳  .............................  يساز يدر مراحل مختلف غن يانسان يلومايروس پاپيو تيپ چهار L1ژن  يعليه آنت

  ۱۳۴  .....  يساز ياز مرحله سوم غن يانتخاب ياز کلونها يتعداد ينتايج مونوکلونال فاژ الايزا برا ٣-٣جدول 

  ۱۴۹  ...........  .۱۶ تيپ يويروس پاپيلوما L1منتخب به پروتئين  يهانتايج تمايل اتصال نانوبادي ۴-۳ جدول

HRP  ..........................  ۱۵۶کونژوگه به آنزيم  SM8 يدتيتراسيون نانوبا ينتايج حاصل از بررس ۵ - ۳جدول


