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Abstract 
Introduction: Leishmania (L.) infantum is the etiologic cause of visceral 
leishmaniasis in Iran. Efficient vaccines and diagnosis methods are required to 
control leishmaniasis.  The aim of this study is produce and optimize monoclonal 
antibodies against promastigotes forms of L. infantum antigen. 
Materials and Methods: The mice were vaccinated with the L. infantum antigen 
and their antibody titers were determined by the ELISA method. Spleen cells of the 
most immune mouse were fused with SP2/0 in the presence of Poly Ethylene 
Glycol.The effect of supernatant of SP2/0 and mice peritoneum macrophage cells 
culture (SSMCC) on hybridoma cell proliferation was studied. 
Results: Among the 12 fusion, a total of 26 monoclonal were positive.12 of which 
had acceptable optical absorbance in OD 450 nm. Finally, 4 clones, designated as 
8D2 FVI6, 8D2 FVI3, 6G2 FV4 and 6G2 FV3. From these hybrids, anti-
promastigotes L. infantum monoclonal antibodies were obtained. SSMCC was 
shown to play a key role in hybridoma proliferation and of mAb production. It 
seemed that SSMCC is rich of growth factors. 
Conclusion: It seems in the near future, this SCCSM can be used as a growth factor 
for cancerous and non-cancerous cells in research centers at a wider level. 
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Introduction  

Trypanosomatid protozoans belonging to the 
genus Leishmania are obligate parasites of 
mammalian macrophages. Thelife cycle of these 
organisms goes through two morphologically 
different stages: the amastigote, which is found in 
the parasitophorous vacuoles of host macrophages 
and dendritic cells, and the promastigote, which is 
an extracellular flagellated formfound in the gut of 
the sandfly vector. At least, 15 Leishmania species 
are infectious for humans and cause a wide 
spectrum of diseases, including cutaneous, 
mucocutaneous, and visceral leishmaniasis, as well 
as asymptomatic infections. Intermediatemforms 
may be encountered, and the same parasite species 
may cause different forms of disease. 
Leishmaniases are prevalenton four continents, and 
the World Health Organization con-siders 
leishmaniases to be among the ajor infectious 
diseases in the world. Leishmania infantum   is the 
causative agent of infantile visceral leishmaniasis 
in the Mediterraneanregion. Leishmania causes 
several different diseases such as cutaneous 
leishmaniasis that is self-limiting, and Kala-azar. 
Due to importance of the disease there is a need for 
an effective Diagnosis.  

 Leishmania  infantum is the etiologic cause of 
Visceral leishmaniasis in Iran. Efficient vaccines 
and diagnosis methods are required to control 
leishmaniasis. Three forms of this disease have 
been identified in humans in which visceral 
leishmaniasis is the most threatening form; visceral 
leishmaniasis is endemic in 62 countries as well as 
in the Mediterranean region and Iran. Previous 
studies showed that the etiological cause of kala-
azar in Iran (Ardabil, Fars, East Azarbaijan, North 
Khorasan, Qom and Bushehr) is the L. infantum 
strainThe aim of this study is produce and optimize 
monoclonal antibodies against promastigotes 
forms of L. infantum antigen.There are millions of 
people throughout the world as well as in Iran 
suffering from Leishmaniasis. Antibodies have 
been used as therapeutics already in the late 19th 
century in the form of patient or animal derived 
sera to treat infectious diseases. With the invention 
in the 1970’s of the method to produce monoclonal 
antibodies (mAbs), the idea of a magic bul- let, in 
particular against tumour specific antigens in 
addition to infectious diseases, started to take a 
strong hold. 

 Monoclonal Antibodies are highly beneficial 
tools for the diagnosis, biochemical and 

immunopathological identification of Leishmania 
parasites.Leishmaniasis is endemic in 88 countries. 
Amastigote forms of Leishmania are experts at 
exploiting host cell processes to establish infection. 
So far, control of these diseases by hygienic 
methods has not been successful. So treating the 
disease is the current solution to fight the disease. 

The first step in treating the disease is to 
diagnose the disease early and differentiate it from 
other diseases. Although there are good practical 
methods for diagnosis, the sensitivity of these 
methods is different and some of them do not have 
high sensitivity and specificity. 

Monoclonal antibodies are used in the 
identification of antigens of various 
microorganisms as a suitable tool for use in 
diagnostic, therapeutic and research tests. 
Monoclonal antibodies are key reagents used in the 
diagnosis of infectious and non-infectious 
diseases.Leishmaniasis is widely distributed 
around the world and is greatly important for 
humans as a leading cause of serious infectious 
diseases. Leishmaniasis is one of the most 
important contagious diseases caused by parasites 
of the genus Leishmania, a common parasite 
throughout the world and Iran. 

Monoclonal antibodies (mAbs) are important 
for the identification of species determinants on 
promastigotes types of Leishmania antigens. These 
parasites have a relatively simple digenetic life 
cycle, existing in the sandfly vector as 
promastigotes and in suitable host macrophages as 
intracellular amastigotes. 

Methodology 
First, standard strains were cultured and 

promastigote antigens of L. infantum were 
obtained. 

Promastigote culture:A standard Iranian strain 
of Leishmania infantum (MHOM/IR/04/IPI-
UN10) (obtained from Pasteure Institute of Iran) 
and reference strain of WHO 
(MHOM/TN/80/IPT1) was used in this study. At 
first, promastigotes of these strains were cultured 
in NNN (Novy-Ma.cNeal-Nicolle) special media. 
Then, the parasites were transferred to RPMI-1640 
medium (Gibco, Frankfurt, Germany) 
supplemented with fetal bovine serum (FBS) 10% 
(Biosera, South America), L-glutamine (2 mM)1% 
(Gibco), antibiotics penicillin (100u/ml) and 
streptomycin (100μg/ml ) 1% (Merck, 
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Germany).They were incubated in 24˚C to reach 
appropriate concentration. After that, the cultured 
promastigotes were used to obtain amastigotes 
antigens. 
Preparation of L. infantum antigens:Harvested 
amastigotes were counted (4×109 parasite cells) 
and their antigens were extracted using the freeze 
(five times at liquid nitrogen) and thaw at 37º C. 
For preparation of antigens, different dilutions 
were prepared in several vials. promastigotes 
antigens were collected and stored at -70 °C until 
use.Since then, BALB/c smice were immunized 
and antibody titers were determined. 

Immunization of mice:Four female BALB/c (6-8 
weeks old) mice were injected intraperitoneally, 
and subcutaneously (at tail base) with 40 μg of 
soluble L. infantum antigens preparation in 
complete Freund adjuvant and 2 weeks later were 
boosted with the same amount of antigen in 
incomplete Freund adjuvant. Then the serum 
antibody titers of mice 30 days after injection were 
measured. When 1/1000 dilution of sera had 
positive reaction with antigen in ELISA, the mouse 
with highest OD in ELISA was selected for fusion. 
Three days before fusion, selected mouse was 
boosted with 40 μg antigen intravenous through the 
tail. 

 Cell fusion 
Sp2/0-Ag14 cells (IBRC C10106) were used 

for fusion and cultured in special mediums. Several 
cultures of these cells were prepared and their 
growth rate was assessed precisely, and cultures 
with live cells higher than 90% were selected for 
fusion. The cells were kept in exponential growth 
phase and retained at this phase for fusion. Isolated 
lymphocytes from spleen of immunized mice and 
myeloma cells were fused at a ratio of 10 to 1 in the 
presence of PEG (polyethylene glycol; MW 1450, 
Sigma) and then fused cells were transferred to the 
complete culture medium containing HAT 
(Hypoxanthine-aminopterin-thymidine), 2% 
(Sigma, St. Louis, Missouri, USA) L-glutamine (2 
mM), 20% FBS, 5% CO2, 1% penicillin (100 U/ml) 
with streptomycin (100μg/ml) and were incubated 
at37˚C. After 1 week HAT, medium were replaced 
with HT (Hypoxanthine and thymidine) medium 
(Sigma). Hybridoma cell presence and the colonies 
were identified using an invert microscope. Part of 
these cells were suspended in a special freezing 
medium and reserved in liquid nitrogen for future 
tests. Also, some parts of them were used for 
subsequent analyses. 

Cloning of hybridoma cells by Limiting Dilution 
Assay 

Positive clones were selected. Each colon was 
suspended in culture medium using limiting 
dilution and split into 96-well plates to reach a 
uniform suspension so that approximately one cell 
was placed in each well and incubated at 
37˚C.They were cultured in complete culture 
medium plates with feeder layer and supplements 
such asoxalate, pyruvate, and insulin (OPI) , 
(Merck) growth factor. Consequently, mAb 
producing monocolones were isolated. 

Production of Ascitic Fluids  
Hybridoma cells with (the highest OD) 

producing mAbs were grown in RPMI-1640 
(Gibco) supplemented with 10% FBS, harvested 
and washed twice in phosphate-buffered saline 
(PBS), (Sigma). Eight days after pristane injection, 
BALB/c mice were injected intra-peritoneally with 
2×106 hybridoma cells suspended in 0.5 ml PBS. 
Fluid was collected from the peritoneal cavity 10 
days after the injection of the cells. Ascitic fluid 
was kept at 4 °C for 1 h and centrifuged at (4000× 
g, 20 min). Supernatant was collected and stored at 
-70 °C until use. 

 Preparation of cell culture supernatant      
SP2/0 and peritoneum macrophage cells were 

separately cultured in complete culture medium 
containing RPMI-1640 (Gibco Co. UK), penicillin 
(100U/ml) and streptomycin (100μg/ml). This was 
conducted in the presence of FBS 10% (Gibco Co. 
UK) and 5% CO2 in the incubator at 37˚C. After 
proliferation and covering much parts of the flask 
by cells, the supernatant was discarded and 
incubated cells were washed twice using centrifuge 
(8 min, 800 rpm). After 24 h, cells were obtained 
from the stationary phase and centrifuged for 8 min 
with 3000 rpm. Subsequently, supernatant was 
harvested and filtered using 22 μm filters. 

Comparison of the effects of cell supernatant 
and growth factors on hybridoma  

Before using the supernatants of sp2/0 and 
peritoneum macrophage cells, the addition amount 
to complete medium was analyzed and optimized 
.The content of the sixth fusion hybridoma was 
divided between 21 plates and 2.5 ×105 ml cells 
were positioned in one well of 6-well plates. In the 
first three plates, complete culture medium 
containing 10% of sp2/0 cells supernatant was 
added. In the second set of three plates, complete 
culture medium containing 10% peritoneum 
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macrophage cell supernatant was added. In the 
third three plates, supernatant of SP2/0 and mice 
peritoneum macrophage cell culture (SSMCC) 
were added to the complete culture medium 
equally (10%). In the fourth three plates, only 1% 
sodium pyruvate was added to the complete culture 
medium as growth factors. In the fifth three plates, 
only feeder layer (2000 cells/well) was used and in 
the sixth three plates, OPI was applied as a growth 
factor. Finally, three plates that only contained 
complete culture medium were used as controls. 
All plates were incubated in an incubator with 5% 
CO2, 37˚C temperature and 90% humidity. After 1 
week, cells in wells were counted and their average 
number was calculated. 

For hybridoma cell formation, lymphocytes 
isolated from spleen of immunized mice and 
myeloma cells were fused at a ratio of 10 to 1 in the 
presence of polyethylene glycol, followed by 
limiting dilution for the isolation of monoclones. 
Subsequently, antibody isotypes were determined 
by using the isotyping kit. The best clone was 
injected intraperitoneally to pristane-primed mice 
for large scale production of monoclonal 
antibodies. The specificity of antibody was 
determined with Western blotting. The mice were 
vaccinated with the L. infantum antigen and their 
antibody titers were determined by the ELISA 
method. Spleen cells of the most immune mouse 
were fused with SP2/0 in the presence of Poly 
Ethylene Glycol.The effect of supernatant of SP2/0 
and mice peritoneum macrophage cells culture on 
hybridoma cell proliferation was studied. 

Results 

Among the 12 fusion, a total of 26 monoclonal 
were positive.12 of which had acceptable optical 
absorbance in OD 450 nm. Finally, 4 clones, 
designated as 8D2 FVI6, 8D2 FVI3, 6G2 FV4 and 
6G2 FV3. From these hybrids, anti-promastigotes 
L. infantum monoclonal antibodies were obtained. 
SSMCC was shown to play a key role in hybridoma 
proliferation and of mAb production. It seemed 
that SSMCC is rich of growth factors. 

Conclusion 
Since 1975, when Kohler and Milestein 

discovered monoclonal antibodies, rapid advances 
in hybridoma technology and the application of 
monoclonal antibodies have been made.Pan and 
McMahon-Pratt also developed monoclonal 
antibodies against Leishmania pipanoi amastigotes 

in 1988. In 2004, Froes and colleagues developed 
monoclonal antibodies against Leishmania shagasi 
amastigotes. 

To date, monoclonal antibodies specific to the 
species of Leishmania mexicana, Brasiliensis and 
Tropica complex and Donovani have been 
produced for use in the immune diagnosis and 
taxonomic classification of Leishmania 
species.According to various studies on antigens of 
different species of Leishmania, little information 
is available about Leishmania infantum. 

However, according to the information 
available in the network, no specific monoclonal 
antibody against the pro-mastigot form of 
Leishmania infantum has been prepared in Iran. 

Therefore, preparation of a specific monoclonal 
antibody against the promastigotic form of 
Leishmania infantum of Iranian strain seems to be 
very necessary. In this study, 12 monoclons had the 
desired antibody. Compared to the work of other 
researchers, our results differ in terms of the 
number of monoclones obtained, and this 
significant difference can be due to the use of our 
new applied strategies as well as its breadth. 
Methods the development of monoclonal 
antibodies against Leishmania infantum 
promastigotes is important in that it is useful in 
determining the species of Leishmania, its direct 
diagnosis in the wound. In cell fusion, one of the 
most essential factors for hybrid production is the 
presence of a strong growth factor, in the absence 
of which hybridoma production is difficult. 
Hybridoma cells usually grow better in a rich 
culture medium. Growth factors that are imported 
from abroad, such as OPI and sodium pyruvate, are 
firstly very expensive and secondly, they are 
difficult and time consuming to obtain from 
abroad.To make monoclonal antibodies cost-
effective, biological growth factors can be 
substituted for chemical growth factors. The use of 
this material as a growth factor is low cost, easy 
and practical method and secure. 

 It seems in the near future, this SCCSM can be 
used as a growth factor for cancerous and non-
cancerous cells in research centers at a wider level. 
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 مقدمه
 و  Phlebotomus جنس   خاکی   هاي پشـه   نیش   توسـط   لیشـمانیوز 

Lutzomyia  که   جهان   کشـور   98  در   بیماري   این  شـود. می   منتقل  
  تأثیر .  اسـت   بومی   هسـتند   عفونت   خطر   معرض   در   نفر   میلیون   350
.  ] 1  [  اســت   جهان   ســطح   در   فقیر   جمعیت   بر   عمدتاً  بیماري   این 

لی   میزبان  مانیوز   اصـ گ   اهلی،   حیوانات   در بین   لیشـ تند   ها سـ   و   هسـ
  دارند. در میان اشـکال   اسـاسـی   نقش   بیماري   این   اپیدمیولوژي   در 

  . ] 2  [ ترین بیماري اســت  شــایع  احشــایی   لیشــمانیوز   لیشــمانیوز، 
دین  امـل  چنـ ه   از   خطر  عـ اجرت   جملـ   شـــکـل  تغییر  گســـترده،   مهـ

ینی،  هرنشـ رکوب   شـ تم   سـ یسـ وءتغذیه   و   ایمنی   سـ   موفق نبودن   و   سـ
 . ] 2،1[ دهد  می   افزایش   جهان   در   را   لیشمانیوز   شیوع   درمان، 
  آندمیک  مناطق   مورد در   4500 از  بیش   حاضر سالانه  حال  در 
  بیماري،   این   شده   شناخته   بالینی   اشکال   میان   است. در   شده   گزارش 
  صورت   در   زیرا   است؛   شکل   ترین رونده پیش   و   شدیدترین   کالاآزار 

  ویژه به   جهان،   نقاط   بسیاري از  . در ] 1[ است   کشنده  درمان نشدن، 
و   قفقاز،   خاورمیانه،   میانه،   آسیاي   چین،   در    آمریکاي   مدیترانه 

طریق   خطرناکی   بیماري   جنوبی،  از  که  انسان    حیوانات   است  به 
 . ] 3[ شود  می   منتقل 

عزت   :مسئولة  نویسند*  
 زاده نوري

محقق   نشانی:  دانشگاه  اردبیل، 
گروه   علوم،  دانشکده  اردبیلی، 

 میکروبیولوژي 
 09144543481  : تلفن 
  ه:امرایان 

nourizade@ut.ac.ir 
-ORCID  :0000شناسه   

0001-8933-5787 
 
 

 ها:کلیدواژه
لیشمانیا   بادي آنتی    مونوکلونال، 

 سلولی   کشت   اینفانتوم، 

 چکیده
 

  هاي روش   و  مؤثر  هايواکسن .  است  ایران  در  احشایی  لیشمانیوز  اتیولوژیک   عامل  ،اینفانتوم  لیشمانیا:  زمینه و هدف
تشخیص، درمان و تعیین    براي هاي مونوکلونال ابزاري باارزش  باديآنتی  است.  لازم   لیشمانیوز   کنترل  براي  تشخیصی

شرایط رشد هیبریدهاي مولد    سازيبهینه   مطالعه،  این  از  هدفاند.  گرفته  مورد استفاده قرارها  ژنی انگلویژگی آنتی
 است.  لیشمانیا اینفنتوم  پروماستیگوت ژنبادي مونوکلنال علیه آنتی آنتی

هاي آنان توسط روش  باديآنتی  تیتر  و   شدند  واکسینه  لیشمانیا اینفنتومژن  آنتیها توسط  موش   : هامواد و روش
تعیین سلول   الایزا  به موش   طحال   هايشدند.  که  توسط  هایی  اینفنتومژن  آنتی خوبی  با    لیشمانیا  بودند  شده  ایمن 

  ماکروفاژ   هايسلول  و  SP2/0هاي  سلول  شدند. تأثیر سوپرناتانت  ادغام  گلیکول  اتیلنپلی   حضور  در   SP2/0هاي  سلول 
   .شدند بررسی هیبریدوما هايسلول  بر تکثیر هاموش  صفاقی
 قبولی قابل  )ODنوري ( مونوکلون جذب  12که    بودند  مثبت  مونوکلون  26  فیوژن درمجموع  12در میان    :هایافته

  هیبریدها، مونوکلونال   این  شدند. از  تعیین   6G2 FV3و   D2 FVI6   8  ،8D2 FVI3    ،  6G2 FV4  عنوانبه   کلون  4  داشتند.
  و   SP2/0هايمایع رویی (سلول   که  داد  نشان  مطالعه  این  همچنین  .آمد  دستبه  لیشمانیا اینفانتومعلیه    هاباديآنتی

  از   سرشاردارد که   مونوکلونال  هايباديآنتی تولید  و  هیبریدوما  تکثیر  در  کلیدي  صفاقی) نقش  ماکروفاژ  هايسلول 
 است.  رشد فاکتورهاي

  هاي براي سلول   رشد   فاکتور  یک   عنوانبه  تواندمذکور می  مایع رویی  نزدیک   آینده  در  رسدمی  نظر  به  :گیرينتیجه 
 گیرد.   قرار  استفاده  مورد تريوسیع  سطح  در تحقیقاتی مراکز   در غیرسرطانی  و  سرطانی
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  لیشمانیوز   از   ناشی   انگلی   هاي بیماري   اخیر،   هاي زمان   در 
  به   منجر   و   آمده   پدید   جغرافیایی   مناطق   از   بسیاري   در 

  است. وضعیت   شده   جهانی   اقتصادي   و   بهداشتی   هاي نگرانی 
نیز   ضعیف   اقتصادي    این   شیوع   در   اي عمده   نقش   خانوارها 
طبق ] 4[ دارند    بیماري    جهانی،   بهداشت   سازمان   اعلام   . 

  براي   جدي   که مشکل   است   هاي مهمی بیماري   از   لیشمانیوز 
و در صورت درمان نشدن به مرگ منجر    است  جهان  سلامتی 

 .  ] 5[ شود  می 
می  نشان  جهانی  بهداشت  سازمان  تحقیقات  دهد  نتایج 

احشایی   بیماري  کلمبیا،    لیشمانیوز  کشورهاي  در  جهان  در 
  لادي می   2008  هاي اتیوپی، کنیا، سومالی و سودان در سال 

است.   2016تا   افزایش   ترین مهم  از   لیشمانیوز   درحال 
که    هاي بیماري  است  در    ویژه به جهان   سراسر  در واگیري 

انتشار  گسترده  سطح  در  ایران  لیشمانیوز   کشور  دارد. 
 مشکلات   از  یکى   هنوز  شده   انجام  هاى تلاش  تمام  رغم على 

 .  ] 6-8[   باشد مى  منطقه   و   جهان  بهداشتى 
کنترل  تا  بیماري کنون  روش این  با  بهداشتی  ها  هاي 

نبوده  موفقیت  راه   است؛ آمیز  بیماري  درمان  حل  بنابراین 
براي   قدم  اولین  است.  بیماري  این  با  مبارزه  براي  کنونی 

بیماري  به   ، درمان  از  تشخیص  آن  افتراق  و  بیماري  موقع 
هاي عملی خوبی  هاي دیگر است. با وجود اینکه روش بیماري 

ها متفاوت  وجود دارد اما حساسیت این روش براي تشخیص  
بالا  ی برخوردار  ی است و برخی از آنها از حساسیت و ویژگی 

آنتی  در بادي نیستند.  مونوکلنال  هاي  ژن آنتی  شناخت  هاي 
میکروارگانیسم  براي   مناسب  ي ابزار   عنوان به ها  مختلف 

تحقیقاتی   امور  و  درمانی  تشخیصی،   هاي آزمون   در  استفاده 
تولید   روند. می   کار به  مونوکلنال بادي آنتی   براي  ،  هاي 

قبیل  از  رشد  انسولین   فاکتورهاي  پیروات    1(OPI)اگزالات 
گران  معمولاً  رشد  فاکتورهاي  است.  هستند.  ضروري  قیمت 

تحقیق  این  از  کاربردي تکنیک   طراحی   ، هدف    هاي 
هاي  بادي آنتی بیشتر  تولید    منظور به صرفه  به مقرون 

اشکال    مونوکلنال  خطرناك  پرو علیه  گونه  ماستیگوتی 
 باشد. لیشمانیاها یعنی لیشمانیا اینفنتوم می 

 ها روش مواد و  .  2

ــتاندارد   : هاي لیشـمانیا اینفنتوم سـوش .  1،2 ــوش اس س
ده از  (MHOM/IR/04/IPI-UN10) لیشـمانیا اینفنتوم   جداشـ

ــی  ــت  محیط   در   یـک بیمـار در ایران در این بررسـ هـاي کشـ
ها اسـتفاده  ایمونیزاسـیون موش   براي سـلولی تکثیرگردید و  

د  گاه   اخلاق   این تحقیق مطابق با کد   . شـ   اردبیلی   محقق   دانشـ
 )IR.UMA.REC.1400.007 (   .انجام پذیرفت 

براي  :  وتهیه آنتی ژن    کشت سوش هاي استاندارد .  2،2
 کشـت   محیط  از  لیشـمانیا اینفنتوم نخسـت   هاي سـوش   کشـت 

تفاده   NNN  (Novy-MacNeal-Nicolle)فازي   دو  د  اسـ   و   شـ
  RPMI  1640مایع   کشـــت  محیط  در  انگل  کشـــت  ســـپس 

 L-glutamine، ســرم جنین گوســاله  FBS درصــد   10حاوي 
 )3mg/ml (   پنی بیوتیک شـامل  و آنتی ) 100سـیلین u/ml  و (

ــین  ــترپتومایسـ هاي  انگل از  .  گرفت  ) انجام μg/ml 100(   اسـ
 بدین ترتیب ژن اسـتفاده شـد.  کشـت شـده براي تهیه آنتی 

دند و انگل  مارش شـ ل شـ ط روش  ژن آنها  آنتی   هاي حاصـ توسـ
 ]. 9[ شد    استخراج   ذوب   - انجماد 

ــلول   ژن: روش تهیه آنتی .  3،2 ــت   هاي س ــده   داده   کش   ش
شـمارش، در چند ویال کرایو تقسـیم شـدند.    ها پس از انگل 

پس درون یک فالکون   طح  میلی   50سـ لیتري که روي کل سـ
ــوراخ آن   ــده بود قرار  سـ هایی براي ورود ازت مایع تعبیه شـ

ه  ــد. نمونـ ه مـدت  داده شـ ا بـ انـک ازت قرار    10هـ ه در تـ دقیقـ
ل بن  ه داخـ ت و پس از فریز شـــدن بـ اري  گرفـ ه    37مـ درجـ

مرتبه    5گراد منتقل گردید. این عمل براي هر نمونه  ســانتی 
اي ژن تکرار شــــد. آنتی  اصــــل در   هـ اي   حـ ه   - 70  دمـ   درجـ

 . شدند   نگهداري   استفاده   زمان   ا ت   گراد سانتی 
ــازي موش ایمن    BALB/c  5 -6  ماده موش    20تعداد    : ها س
بـدن    مختلف بـا تزریق بـه نقـاط    گرمی) 20(در حـدود    اي هفتـه 

،  موش شامل: داخل صفاقی، قائده دم، زیرکتفی و زیر جلدي 
ــوش ژن آنتی از   ــده از سـ ــتیگوت پرو هاي  هاي تهیه شـ   ماسـ

دار  ه مقـ ا اینفنتوم بـ انیـ ــمـ اور    انگـل   30  ×610لیشـ ه همراه یـ بـ
ایمنی  در  کــامــل  نــا ی زا فرونــد  فرونــد  یــاور  اول،  در    قص ی 

ــل دو هفته تحت  ی زا ایمنی  ــوم هرکدام به فواصـ ی دوم و سـ
ها از  یمونیزاســیون قرار گرفتند. پس از بررســی ســرم موش ا 

ل آنتی  ــکیـ ا روش الایزا، آنتی نظر تشـ بـ ادي  اور  بـ دون یـ ژن بـ
ــتر نها به    2دم   داخل ورید   ، روز قبل از فیوژن   3ی  ی عنوان بوس

د  ل    ]. 10[   تزریق گردیـ ــکـ ــیون موش   1شـ اي  ایمونیزاسـ هـ
BALB/c   دن موش و تزریق آنتی اط مختلف بـ ه نقـ ا را  ژن بـ هـ
. دهد نشان می 

 
1 Oxalate Pyruvate Insulin 2 Intravenous Injection 
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 تزریق زیر کتفی   - ج                        تزریق زیر جلدي                      - ب                       تزریق صفاقی                         - لف ا                     
 ها ژن به نقاط مختلف بدن موش و تزریق آنتی   BALB/cهاي  . ایمونیزاسیون موش 1شکل  

 
منظور پوشاندن  به   :ها بادي سرمی موش روش تعیین تیتر آنتی 

میکروگرم در    35آماده شده به مقدار   Agهاي پلیت الایزا از  چاهک 
حل شد و از    ) (PBS  Phosphate buffered salineمیکرولیتر    100

سوسپانسیون حاصل بر هر چاهک در پلیت الایزا اضافه شد و به  
گراد انکوبه گردید. سپس  درجه سانتی   4ساعت در    16- 20مدت  

) یک بار  20درصد توین    0/ 05حاوي    PBSستشو ( توسط بافر ش 
بعد چاهک  مرحله  در  از    200ها شستشو شدند.    PBSمیکرولیتر 
) در هر چاهک اضافه  BSAدرصد آلبومین سرم گاوي (   2حاوي  

در    2گردید طی   انکوباسیون  گراد عمل  درجه سانتی   37ساعت 
گرفت.   انجام  شستشو  عمل  سپس  گرفت.  صورت  مسدودسازي 

بادي ضدایمونوگلوبولین موشی (کونژوگه)  یتر از آنتی میکرول   100
انجام   عمل شستشو  و  گردید  انکوبه  و  شد  اضافه  چاهک  هر  در 

سوبستراي   توسط  سپس  بنزیدین گرفت.  در    ) TMB(   تترامتیل 
مولار  میلی   2محل تاریک انکوبه گردید. به کمک اسیدسولفوریک  
نانومتر    450واکنش متوقف گردید و جذب چاهک ها در طول موج  

 و با دستگاه الایزا ریدر خوانده شد. 
از    : ادغام سـلولی   براي   SP2/0هاي  سـازي سـلول آماده . 4،2

  Bلنفوسـیت    أ که منشـ  ) Sp2/0-Ag14   )IBRC C10106هاي  سـلول 
از این    بادي هســتند اســتفاده شــد. با ویژگی غیرتولیدکننده آنتی 

طور  و به   صــورت انبوه با توجه به نیاز کشــت داده شــد ها به ســلول 
مداوم میزان رشـــد آنها بررســـی گردید تا در شـــرایط مطلوب از  

براي فیوژن    ود ب   90هاي زنده بیش از  ی که درصـد سـلول ی ها کشـت 
   استفاده شد. 

درصـد از سـرم جنین گاوي    SP2/0 :  15هاي  شـت سـلول روش ک 
 )FCS ،(2   ســیلین درصــد پنی   1گلوتامین، به مقدار    - درصــد ال -  

د  افه شـ ین به آنها اضـ ترپتومایسـ ت    .اسـ ط محیط کشـ پس توسـ سـ
RPMI – 1640    حجم محیط کشــت کامل در زیر هود کشــت به

از نظر رشــد و    SP2/0هاي  لیتر رســید. ســپس ســلول میلی   100
ــک کوچـک حـاوي   تکثیر و آلودگی کنترل گردیـد و بـه یـک فلاسـ

هاي انتخابی براي انجام  محیط کشـت کامل منتقل شـدند. فلاسـک 
موقع تعویض محیط و شـــمارش  طور مرتب و به ادغام ســـلولی به 

د بالایی از   لولی در فاز لگاریتمی و با درصـ دند و قبل از ادغام سـ شـ
دن  تفاده  زنده بودن نگهداري شـ لولی مورد اسـ د و در زمان ادغام سـ

 قرار گرفتند. 
ازي   ده جداسـ لول   طحال موش ایمن شـ تخراج سـ هاي  و اسـ

اسـت که    Bلنفوسـیت   هاي سـلول  به  براي ادغام سـلولی نیاز  آن: 
ــده   ایمن   موش   طحـال   در هـا  ســـلول  این  براي این    . دارد   وجود  شـ

  در زیر رعایت شـرایط اسـتریل    طحال موش ایمن شـده با منظور،  
د. هود   ته شـ ط   برداشـ رنگ  توسـ  محیط    حاوي   لیتري میلی  20 سـ

RPMI1640 اسـتخراج   طحال  سـلولی  محتویات   ، 25 سـوزن  سـر  با  و 
بار تکرار  چندین  هاي طحال شــد. این عمل تا تخلیه کلیه ســلول 

  حاصـله  روي سـوسـپانسـیون   بر ها  براي از بین بردن اریتروسـیت   شـد. 
ml5   گردید   سپس سانتریفیوژ   ، کلریدآمونیوم اضافه شد   )mn10 ،g 

  RPMI1640هاي حاصـل سـه بار توسـط محیط  و سـلول   ) 200× 
 شستشو شدند. 

هیبریدسازي:   سلولی فیوژن    روش  و  سلول  و  طحالی  هاي 
Sp2/0    با یکدیگر مخلوط گردید    2به    10پس از شستشو به نسبت

لیتر رسانده  میلی   40) به حجم  RPMIو با محیط کشت شستشو ( 
مایع   سانتریفیوژ گردید.   g300دقیقه در دور    10دت  شد و به م 

هاي آرام به  طور کامل برداشته شد و رسوب ته لوله با تکان رویی به 
تعلیق درآمد. یک میلی  پلی حالت  از  به لیتر  صورت  اتیلن گلیکول 

قطره در یک دقیقه به سوسپانسیون سلولی اضافه شد و در  قطره 
لیتر  میلی   20گرفت. سپس    به مدت یک دقیقه قرار   C37˚ دماي  

به مخلوط سلولی اضافه   دقیقه   4- 5از محیط کشت شستشو در  
 سانتریفیوژ شدند.   g  300دقیقه در    10ها به مدت  گردید و سلول 

سلول  و  شد  ریخته  دور  رویی  حاوي  مایع  کامل  محیط  به  ها 
درصد منتقل شد.    HAT  (2هیپوگزانتین، آمینوپترین، تیمیدین ( 

میکرولیتر از سوسپانسیون    100پلیت به مقدار   هاي سپس به چاهک 
دار  2COکاناله اضافه گردید و در انکوباتور    8سلولی توسط سمپلر  

هایی که زرد شده  قرار گرفت. مایع رویی چاهک   C  37˚در دماي  
بودند برداشته شد تا غربال توسط روش الایزا به شرح مذکور انجام  

 .گیرد 
الم .  5،2 فاق موش سـ تخراج ماکروفاژها از صـ د درصـد قرار داد   70  اتانول   و در   شـد قطع نخاع  موش    : طرز اسـ زیر   سـپس در   .ه شـ
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ریح   تریل تشـ رایط اسـ از محیط    ml  5در حدود    و   گردید هود در شـ
) به داخل صـفاق موش توسـط سـرنگ  C 37˚(دماي   RPMIکشـت  
رنگ    .گردید تزریق   فاق را توسـط سـ ده در صـ پس مایع تجمع شـ سـ

حاوي محیط کامل   به فلاکس کوچک   اســـتریل دیگر کشـــیده و 
د   5  مجاورت   در   C 37˚ریخته ودرانکوباتور  ت داده    2CO   درصـ کشـ

 شد. 
هاي  ) کشـت سـلول supernatantطرز تهیه مایع رویی ( .  6،2

SP2/0   مورداسـتفاده،   هاي سـلول   : و ماکروفاژهاي صـفاقیSP2/0  
اقی  ــفـ اي صـ اژهـ اکروفـ دام  و مـ ه  هرکـ ه بـ انـ داگـ ا  طور جـ  محیط  بـ

  ARPMI-1640  ، U/ml) 100 (Gibco Co. UK)کشـــــت 
یلین پنی  ین   μg/ml  100و   سـ ترپتومایسـ ور  در ) اسـ د    10  حضـ درصـ

FBS   )Gibco Co. UK دماي   در   ) در انکوباتور˚C 37   مجاورت   در  
 دور  ها سـلول  رویی  مایع سـپس  .  ند کشـت داده شـد   2CO درصـد    5

و  بار  دو  از پس    ریخته و  تشـ سـ ط  شـ ت کامل طبق   توسـ محیط کشـ
 سـاعت و در فاز   24انکوبه شـدند. پس ازگذشـت    شـرایط مذکور 

تا   انتریفوژ ایسـ د (  سـ رعت  با  دقیقه  پنج  مدت   به شـ   rpm3000    ,  سـ
ــوب جدا گردید واز فیلتر )  ــل از روس عبور    nm22مایع رویی حاص

 داده شد.  
ام  . 7،2 ابی    Limiting dilutionانجـ اي  کلون منو براي ردیـ هـ

ا  دومـ تکثیر  :  هیبریـ از    براي جـداســــازي هیبریـدومـاهـا پس 
هاي  سـازي شـدند. کلون بادي آماده هاي تولیدکننده آنتی کلون منو 

ــی انتخاب  مثبت از نظر تولید آنتی  ــاص پس از    گردید. بادي اختص
لولی به  یون سـ پانسـ وسـ مارش، سـ حدي رقیق گردید که در یک  شـ

ورت می میلی  د. در این صـ ته باشـ لول وجود داشـ توان  لیتر آن ده سـ
لیتر در هر چاهک در واقع یک ســـلول را به  میکرو   100با افزودن  

ــاس روش نهـایی رقـت را تشـــکیـل   هر چـاهـک انتقـال داد کـه اسـ
ها یک  روز پس از انجام تکثیر سـلولی پلیت   3-   5دهد. سـپس  می 

شد و پس  روز در میان کنترل و در صورت لزوم تعویض محیط می 
روز چنانچه فقط یک ســلول در یک چاهک    10از گذشــت حدود  

داده شــده باشــد یک توده ســلولی در تمام فضــاي چاهک    انتقال 
دیده خواهد شــد ولی چنانچه دو ســلول یا بیشــتر در یک چاهک  
انتقال داده شــده باشــد، دو، ســه یا چند توده ســلولی در فضــاي  

ــد. پس از آنکـه چـاهـک  ــاهـده خواهـد شـ هـاي حـاوي  چـاهـک مشـ
ی  حدي از رشـد رسـیدند که مایع روی منوکلون شـناسـایی شـدند و به 

چاهک زرد گردید نسـبت به غربال آنها توسـط روش مذکور اقدام  
 شد. می 

لول .  8،2 هاي مثبت موردنظر  ســلول :  هاي هیبریدوما تکثیر سـ

دند و به   24خانه به    96هاي  از چاهک  تدریج تکثیر  خانه منتقل شـ
افت  د و یـ ــک   نـ ه فلاسـ د. بـ ــدنـ ل شـ اي کوچـک منتقـ دادي از    هـ تعـ

هاي این مرحله در محیط مخصــوص انجماد ســوســپانســه  ســلول 
بعدي نگهداري    ي ا ه استفاده در آزمایش   براي گردید و در ازت مایع  

 شدند. 
اري: 9،2 ات آمـ ــبـ اس ه   .روش محـ ل داده براي تجزیـ ا از  وتحلیـ هـ
تســت اســتفاده    تی  و از آزمون 18 نســخه  با  SPSS آماري  افزار نرم 
 شد. 

ه  10،2 لول  رویی  ثیرمایع أ ت . مقایسـ ت سـ و    sp2/0ي ( ها کشـ
اژ  اکروفـ ــد بر روي  مـ اي رش اکتورهـ ا فـ اقی) بـ ــفـ اي ص هـ
ل از   هیبریدهاي :  ها هیبریدوما  م به    حاصـ شـ   6پلیت    21فیوژن شـ

سـلول قرار    ml /  510 ×5 /2چاهک  ازاي هر که به   شـد اي تقسـیم  خانه 
ه به    گرفت.  ت کامل حاوي    سـ ت محیط کشـ د  10پلیت نخسـ درصـ

لول  د   150مقدار به     sp2/0هاي  مایع رویی سـ افه شـ   .میکرولیتر اضـ
ه به   ت کامل حاوي    سـ د  10پلیت دوم محیط کشـ مایع رویی  درصـ

پلیت سـوم به    سـه به  شـد.  هاي ماکروفاژي صـفاقی اضـافه  سـلول 
هاي  و سـلول   sp2/0هاي  محیط کامل ترکیبی از مایع رویی (سـلول 

و به    ه شـد ریخت   درصـد 10و به مقدار    ماکروفاژي) به میزان مسـاوي 
ــه  ــت    چهارم پلیت    س ــدیم    1کامل حاوي  محیط کش ــد س درص

د    پیرووات  د. در فاکتور رشـ ه   اضـافه شـ لایه    پنجم فقط از   پلیت   سـ
تفاده  )  2000cell/velفیدرلایر (  د.  اسـ ه  به  شـ م فاکتور  پلیت  سـ شـ شـ

د   د و در نهایت OPI رشـ افه شـ ه به    اضـ محیط  آخري تنها    پلیت   سـ
 شد. اضافه    کامل جهت کنترل (شاهد) کشت  

 ها یافته .  3

یون . 1،3  ایمن  هاي موش  سـرم  تیتراسـیون :  ها موش  ایمونیزاسـ

ــده  ــط   الایزا  روش  به  ش ــت ژن  آنتی و توس ــمان ی ل   گوت ی پروماس   ا ی ش
ــده از یک بیمار در ایران (   نفنتوم ی ا   ها موش  که  داد  ) نشــان جداش

  علیه  مناسـب  تیتر  با  بادي آنتی  ژن، آنتی  دوز  دریافت سـومین  از  پس 
 اند. منحنی کرده  تولید   لیشــمانیا اینفنتوم ماســتیگوتی  پرو اشــکال  

  2شـکل   در  نشـده  ایمن  با موش  مقایسـه  در  ها موش  سـرم  تیتراسـیون 
 است.  شده  داده  نشان 

منحنی  نتایج  به  توجه    عیار ها،  موش  سرم  تیتراسیون  با 
  ایمن شده در چهار   BALB/cهاي  در سرم موش  ) ODبادي ( آنتی 

  در  Cموش   در  ) 1/ 1،4000/ 1،2000/ 1،1000/ 500(  رقت مختلف 
بادي  بود؛ یعنی تیتر آنتی بیشتر    از همه مقایسه با چهار موش دیگر  

 . انتخاب گردید   براي ادغام سلولی C   موش   بود؛ بنابراین   2/ 5
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 هاي ایمن شده با سرم موش سالم بادي در سرم موش . مقایسه عیار آنتی 2شکل  
 ) 1/ 25متوسط (   a) و در موش  0/ 65از همه کمتر (   e) و در موش  2/ 5از همه بیشتر (   cهاي ایمن شده، در موش  هاي مختلف در موش بادي در رقت میانگین تیتر آنتی 

 
اب 2،3 خـ تـ د  .انـ ولـ مـ اي  اهـ دومـ ریـ بـ یـ ی  هـ تـ ادي  آنـ بـ
د  ت ضـ مان ی ل   گوت ی پروماسـ  در  هیبریدهاي  بین  از :  نفنتوم ی ا   ا ی شـ

  ا ی شـــمان ی ل   گوت ی پروماســـت ژن  با آنتی  که هیبرید    16رشـــد   حال 
ــان  قوي  مثبـت  واکنش   نفنتوم ی ا  و عیـار آنتی بـادي   بودنـد   داده  نشـ

ــتند انتخاب  ــدند   بالاتري را داش ــط   ش   Limiting dilutionو توس
 بررسـی  مورد  الایزا  آزمون  با  موردنظر  هاي کلون پ ا سـشـدند.    بررسـی 

 1A4 F III   ،4B4 F III ،  4G1  فیوژن سوم قرار گرفتند که شامل از  
F III   ،8E4 F III   1  از فیوژن چهارم، شاملD6 FIV ،4C9 FIV 

 

 
 ،6C4 FIV ، 7F6 FIV 8  فیوژن پنجم   ازG8 FV   6G2 FV ,8E6 

FV, 8F4 FV ,    م    از شـ  5G6 FVI    ،5H10  هیبریدهاي فیوژن شـ
FVI ،6G2 FVI  ،8D2 FV  خـانـه    96هـاي  از چـاهـک . این هیبریـدهـا

هاي  و به پلیـت   ند تدریج تکثیر یافت خانه منتقـل شـــدند و به   24به  
ــک   هـا از این پلیـت   اي و شـــش خـانـه  هـاي کوچـک منتقـل  بـه فلاسـ

ــدنـد. تعـدادي از ســـلول  ه  شـ انجـام آزمـایش    براي هـاي این مرحلـ
در محیط مخصـوص انجماد سـوسـپانسـه شـده    بقیه   برداشـته شـدند و 

نشــان    1جدول   حاصــل در  نتایج   و در ازت مایع نگهداري شــدند. 
 داده شده است.  

 
دارند   را   ) Ab(   بادي آنتی تیتر   بالاترین حاصل از چهار فیوژن که  هیبریدهاي مثبت  .  1جدول  

 
 
 

             
 
 

 (Ab بادي ( تیترآنتی    , FV:    فیوژن پنجم , FIV:  چهارم   فیوژن  , F III:  فیوژن سوم , FVI: فیوژن ششم 
 
 
 

 فیوژن ششم  فیوژن پنجم  فیوژن چهارم  فیوژن سوم 
 Abتیتر  نام هیبرید  Abتیتر  نام هیبرید  Abتیتر  نام هیبرید  Abتیتر  نام هیبرید 
1A4 F III 719 /0 1D6 FIV 819 /0 6G2 FV 465 /1 5G6 FVI 163 /1 
4B4 F III 745 /0 4C9 FIV 801 /0 8E6 FV 998 /0 5H10 FVI 107 /1 
4G1 F III 748 /0 6C4 FIV 850 /0 8F4 FV 999 /0 6G2 FVI 192 /1 
8E4 F III 692 /0 7F6 FIV 858 /0 8G8 FV 994 /0 8D2 FVI 515 /1 
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ام  . 3،3 ت انجـ ایی رقـ د نهـ ک   1حـ ابی تـ اي  کلون براي ردیـ هـ
ا  دومـ تکثیر براي جـداســــازي    : هیبریـ از  هیبریـدومـاهـا پس 

ســازي شــدند. براي این  بادي آماده هاي تولیدکننده آنتی کلون تک 
از نظر    که شــشــم    و   پنجم   هاي فیوژن   هاي مثبت از کلون ،  منظور 

ایر کلون تولید آنتی  اصـی نسـبت به سـ بادي  آنتی تیتر    ها بادي اختصـ
انتخاب شــدند و پس از تهیه ســوســپانســیون    ي داشــتند بیشــتر 

ــدنـد بـه   Limiting dilutionیکنواخـت بـا روش   طوري  رقـت داده شـ

ت  ت و در پلیـ ا نیم کلون قرار گرفـ ک یـ ک یـ اهـ ه در هر چـ اي  کـ هـ
ــتر   ــت با بس ــد    هاي و فاکتور   Feeder layerحاوي محیط کش رش

 کشت داده شدند. 
تک  روش  این  آنتی کلون با  تولیدکننده  مونوکلنال  هاي  بادي 

شدند.  هیبریدوماها   2جدول    مجزا  تکثیر  جداسازي    براي   نتایج 
را    حد نهایی رقت روش  بادي توسط  هاي تولیدکننده آنتی کلون تک 

 . دهد نشان می 
   

 هاي هیبریدوما کلون ردیابی تک   براي   حد نهایی رقت روش  نتایج انجام    . 2جدول  
 
 
 
 
 
 
 

ه  نتای  لول  رویی  مایع   ثیر أ ت ج مقایسـ ت سـ و    sp2/0ي ( ها کشـ
اژ  اکروفـ ــد بر روي  مـ اي رش اکتورهـ ا فـ اقی) بـ ــفـ اي ص هـ
  هاي هیبرید سـلول ، درصـد رشـد  3با توجه به شـکل  :  ها هیبریدوما 

دهنده آن  از همه بیشـتر اسـت؛ این نشـان   G6و G3 هاي  در گروه ما   و 
از    هاي ماکروفاژي) و سـلول   sp2/0هاي  مایع رویی (سـلول اسـت که  

 قابل مقایسه هستند.   OPIفاکتور رشد  نظر تأثیر با  

 هاي هیبریدوماها فاکتورهاي مختلف رشد بر روي سلول   ) با SP2/0هاي ماکروفاژهاي صفاقی و  مایع رویی (سلول   مقایسه تأثیر   . 3  شکل 

 
1 Limiting dilution 

 8D2 FVIهیبرید مثبت  6G2 FV  هیبرید مثبت   
 Abتیتر  نام منوکلن  Abتیتر   ن و نام منوکل  Abتیتر  ن و نام منوکل  Abتیتر  ن و نام منوکل 

6G2 FV1 890 /0 6G2 FV6 889 /0 8D2 FVI1 898 /0 8D2 FVI6 510 /1 
6G2 FV2 989 /0 6G2 FV7 900 /0 8D2 FVI2 909 /0 8D2 FVI7 990 /0 
6G2 FV3 112 /1 6G2 FV8 895 /0 8D2 FVI3 123 /1 8D2 FVI8 888 /0 
6G2 FV4 010 /1 6G2 FV9 788 /0 8D2 FVI4 999 /0 8D2 FVI9 769 /0 
6G2 FV5 899 /0 6G2 FV10 777 /0 8D2 FVI5 990 /0 8D2 FVI10 567 /0 

 )G4 (  1   درصد سدیم پیرووات 
 )G5 (   ) 2000لایه فیدرلایرcell/vel ( 
 )G6  (OPI 
 )G7 (کنترل بدون فاکتور رشد) محیط کشت کامل ( 

 )G1 (  10   هاي  درصد مایع رویی سلولSP2/0 
 )G2 (  10   هاي ماکروفاژهاي صفاقی درصد مایع رویی سلول 
 )G3 (  10   لول د مایع رویی سـ فاقی و  درصـ هاي (ماکروفاژهاي صـ

SP2/0 ( 
 اي  خانه   6پلیت    3در هر گروه  

 سلول هیبریدوما   2/ 5×  510در هر چاهک     
 محیط کشت کامل   میکرولیتر 150 در هر چاهک 
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 گیري و نتیجه   بحث .  4

 بادي آنتی   1ملیشـــتاین  و  کوهلر ی که  زمان  یعنی   1975  ســـال   از 
ف کردند    نوکلونال و م  رفت را کشـ ریعی  پیشـ  تکنولوژي  زمینه  در  سـ

ــت.  آمـده  وجود ه ب ـنوکلونـال و م  بـادي آنتی  و کـاربرد  هیبریـدومـا    اسـ
ادي  آنتی   1988در ســـال     McMahon-Prattو  Pan همچنین  بـ

تیگوت   را   نی و کل مونو  مانیا  هاي  علیه آماسـ پیفانوئی تهیه کردند   لیشـ
  را   نی و کل منو بادي  و همکارانش آنتی   Froes  2004در سـال  و    ] 11[ 

 ]. 12[   هاي لیشمانیا شاگاسی تهیه کردند علیه آماستیگوت 
م  اختصاصی آنتی  نوکلونال و تاکنون   لیشمانیا  هاي گونه  بادي 

دونووانی  تروپیکا  کمپلکس  و  برازیلیانسیس  مکزیکانا،   براي  و 
 هاي گونه  تاکسونمی  بندي تقسیم  و  ایمنی  تشخیص  در  استفاده 
 مختلفی  مطالعات  به  توجه  . با ] 13-17[   است  شده  تولید  لیشمانیا 

 گرفته  صورت  لیشمانیا  مختلف  هاي گونه  هاي ژن آنتی  روي  که 
با این   .است  موجود  اینفنتوم  لیشمانیا  مورد  در  اطلاعات کمی  است 

شبکه،   در  موجود  اطلاعات  با  م حال  بادي  ی آنت  نوکلونال و تاکنون 
فرم    اختصاصی  سویه  ماستیگوت پرو علیه  اینفنتوم  لیشمانیا  هاي 

است  نشده  تهیه  تهیه  ایران  بنابراین  بادي  آنتی  نوکلونال و م ؛ 
ی  لیشمانیا اینفنتوم سویه ایران   ی ماستیگوت پرو علیه فرم    اختصاصی 

 رسد. بسیار ضروري به نظر می 
نتایج چهار فیوژن    فیوژن انجام گرفت که   12در این تحقیق  

سلولی    هاي پنجمین و ششمین ادغام چهارمین،    آمیز بود. موفقیت 
  . ردید هاي متعدد گ همراه با موفقیت بود و منجر به دستیابی کلون 

اي حاوي  خانه  96ها مربوط به هر پلیت  از چاهک درصد  10حدود 
هاي با جذب  کلون   هاي مثبت بود که درصد مناسبی است. ن و کل 

آنتی  با  واکنش  در  اینفنتوم  پرو ژن  بالا  لیشمانیا    براي ماستیگوت 
هیبریدهایی که  .  تکثیر به روش حد نهایی رقت انتخاب گردیدند 

،  6G2 FV3(  شناسایی شدند  بالاي یک بود  آنها    هاي بادي تیتر آنتی 
6G2 FV4    ،8D2 FVI3     ،8D2 FVI6    ( هاي بعدي  آزمایش   و براي

   . در تانک ازت نگهداري شدند 
ترتیب  به هاي کاربردي طراحی شده  تکنیک تأثیرات برخی از  

که در   ها تکنیک گیرد. یکی از این  به شرح زیر مورد بحث قرار می 
سلول  تکثیر  تولید تسریع  افزایش  و  هیبریدوما  بادي  آنتی   هاي 

هاي  سلول کشت  مایع رویی  مؤثر است، بررسی نقش    مونوکلونال 
 )sp2/0   روي هیبریدهاي حاصل از فیوژن    ) هاي صفاقی و ماکروفاژي

وما در  هاي هیبرید  سلول دهد که رشد  نشان می   3است. شکل  
ها از همه بیشتر است.  در مقایسه با سایر گروه   G6و  G3 هاي  گروه 

 و    sp2/0هاي  مایع رویی (سلول دهنده آن است که  این نتایج نشان 

 
1 Kohler and Milestein 

 
ماکروفاژي) سلول  گیرند    هاي  قرار  استفاده  مورد  ترکیبی  اگر 

در    قایسه هستند. قابل م   OPIفاکتور رشد  اثرات بیشتري دارند و با  
پلیت سوم  سه  این است که در  دیگر  این تکنیک نکته قابل توجه  

ترکیبی  حاوي  کامل  محیط  رویی    از   که  هاي  سلول کشت  مایع 
 )sp2/0   در مقایسه با    ) هاي صفاقی و ماکروفاژيG6   که محیط کامل  

ها برعکس حالت عادي که  وما بود هیبرید   OPIحاوي فاکتور رشد  
افزایش نشان دادند    روز   7یافتند طی  روز افزایش می   5طی    معمولاً
از تعداد    دیرتر روز  سه  یعنی   آنها نیز بیشتر  رشد کردند و تعداد 

؛  ) درصد   25در برابر    درصد   35هیبریدها نسبت به حالت عادي بود ( 
هاي  سلول کشت  مایع رویی    ترکیب   توان نتیجه گرفت که پس می 

 )sp2/0   فاکتور رشد  از نظر تأثیر با    ) هاي صفاقی و ماکروفاژيOPI  
در مقایسه با آن    OPIفاکتور رشد  یکسان هستند با این تفاوت که  

نتایج ما با این روش  گردد.  سه روز زودتر سبب تکثیر هیبریدها می 
به  نتایج  مطالعه دست با  از  و     wuآمده  میرجلیلی  و  همکارانش  و 
این تکنیک  ).  59(   باشد سایر محققان قابل مقایسه می   مجیدي و 

  یج ا نت   شد که هیبریدهاي حاصل از عمل فیوژن تکرار    بار روي   سه 
   مشابهی حاصل گردید. 

که    بود   این   کرد می نکته دیگري که در این تکنیک جلب توجه  
رویی   ( سلول کشت  مایع  ماکروفاژي   sp2/0هاي  صفاقی و    ) هاي 

و    بودند ایستا در فاز مذکور   هاي که سلول   ند د بو   ثر ؤ زمانی بیشتر م 
ایستا   هایی که در فاز ر مایع رویی سلول ی ث تأ یید این فرایند  أ براي ت 

سلول  با  فاز بودند  در  که  سلول   ایستا   هایی  روي  بر  هاي  نبودند 
که    گردید مرحله تکرار  نیز سه  و این عمل    شد هیبریدوما مقایسه  

.  ) p˂0.05دار بود ( و از نظر آماري معنی   نتیجه ثمربخشی را داشت 
شود  ی فاکتورهاي رشد ترشح می خ ر ب  ایستا   ز رسد در فا ی به نظر م 

شود.  می   ها و این امر سبب غنی شدن محتویات مایع رویی سلول 
از  استفاده  در  موجود  صفاقی،  ماکروفاژي   هاي سلول   مشکل  هاي 

است که در اصل در حالت عادي تعداد    ها سلول تعداد اندك این  
توان آنها را تهییج کرد  باشد اما توسط گلیکولات می می   آنها کم 

 ]18 [  . 
 رویی  مایع   ثیر أ خصوص ت  در  همکاران   و   Tang  2006در سال  
سلول  گزارش کشت  سلول   رویی  مایع   که   دادند   ها   هاي کشت 

پوست   بلوغ  القاي  باعث  انسان،   ناف  ورید  اندوتلیال  و  اپیتلیال 
نیز  گردند می  مونوسیت   از  مشتق  دندریتیک  هاي سلول   باعث  و 
  گردند می  آزمایشگاهی  شرایط  ها در سلول  عملکرد  و  فنوتیپ  بهبود 

هاي هیبریدوما صورت  که این امر در مطالعه ما روي سلول   ] 19[ 
  گرفته است. از سوي دیگر از آنجا که در کار این محققان بررسی 
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پذیرفته است  انجام   ، مونوسیت   از  مشتق  دندریتیک  هاي سلول روي  
قابل بیان   ها کشت سلول  رویی  مایع   ثیر أ ت فقط از نظر   در این مطالعه 

 باشد. می 
.  مطلوبی را داشتند   بادي تیتر آنتی ن  و منوکل   12در این تحقیق  

محقق  سایر  کار  با  مقایسه  تعداد ا در  نظر  از  ما  نتایج  ن  و کل منو   ن 
این اختلاف چشم دار آمده اختلاف  دست به  به  توان  گیر را می د و 

ب  استراتژي ه دلیل  بردن  هم کار  و  ما  کاربردي  نوین  چنین  هاي 
این    آنها دانست که در مطالعه    ها روش   گستردگی آن    ها روش از 

است.  نشده  آنتی   استفاده  علیه  ساختن  مونوکلونال  بادي 
از ماستیگوت پرو  اینفنتوم  لیشمانیا  که    هاي  است  مهم  نظر  این 

گونه   تعیین  در  مستقیم کاربرد  تشخیص  زخم،    آن   لیشمانیا،  در 
، براي تولید هیبرید  سلولی در فیوژن  .  ] 21،20گردد [ مفید واقع می 

قوي   رشد  فاکتور  وجود  ضروري  بسیار  موارد  از  که    است یکی 
   ]. 23،22[   باشد امري مشکل می   وما هیبرید   تولید آن    ، ود نب درصورت  

ــلول  ــت غنی بهتر ر س ــد  هاي هیبریدوما معمولاً در محیط کش ش
شــوند  فاکتورهاي رشــدي که از خارج از کشــور وارد می   کنند. می 

ثانیاً تهیه آنها    گران هستند و سـدیم پیرووات، اولاً بسـیار    OPIنظیر  
هاي  بادي آنتی بر اســت. براي اینکه تولید  از خارج ســخت و زمان 

توان فاکتورهاي رشـد بیولوژیکی  صـرفه باشـد می به مقرون   منوکلونال 
اســتفاده از این ماده    کتورهاي رشــد شــیمیایی کرد. را جایگزین فا 

 و  ایمن روش آســان و کاربردي،  هزینه،  کم فاکتور رشــد،   عنوان به 

وپرناتانت  بنابراین در این تحقیق بررسـی تأثیر    ؛ باشـد می  مطمئن  سـ
لولی  فاقی   -   SP2/0(   کشـت سـ لول ) بر روي  ماکروفاژهاي صـ هاي  سـ

عنوان فاکتور رشـد،  هاي مونوکلونال به بادي آنتی هیبریدوماي مولد  
   رسد. نظر می ضروري به 

می   تقویت  را  ما  تحقیق  انگیزه  که  نشدن    کند دلایلی  تولید 
ستیگوت لیشمانیا اینفنتوم در  پروما بادي مونوکلونال علیه فرم  آنتی 
هایی از تحقیق و تشخیص  و نیز در حال حاضر زمینه   است   ایران 

بد  که  دارد  آنتی وجود  ممکن  بادي ون  آنها  انجام  مونوکلونال  هاي 
     . نیست 
بر   با  نتایج مطالعه حاضر  به  از  روي سلول   توجه  هاي حاصل 

سلول فیوژن،   کشت  از  شده  تهیه  رویی    و   SP2/0هاي  مایع 
تهیه فاکتور    طراحی و   براي توان  می   ماکروفاژهاي صفاقی موش را 

   . ثر براي تکثیر هیبریدها گام برداشت ؤ رشد م 

 قدردانی  و  تشکر 

مالی    حمایت   با   2454این تحقیق منتج از طرح پژوهشـــی با کد  
ی  گاه   معاونت پژوهشـ یله    محقق   دانشـ د. بدین وسـ اردبیلی انجام شـ

ــگـاه  اردبیلی    محقق   از معـاونـت محترم پژوهشـــی و فنـاوري دانشـ
سپاسگزاریم. 
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