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Abstract 

 

Background & Objectives: Targeting transgene carriers and vectors to individual cells and tissues is one of the 

most important goals of gene therapy. Bacteriophages are of appropriate transgene carriers and there are different 

methods for their targeting to target cells. Present study reports preparation of targeted M13-based bacteriophage 

particles by a chemical coupling strategy. 

Materials and Methods: First, the pCMV-Script-GFP construct was produced via in vivo excision protocol 

fromGFP Phage particles using ExAssist helper phage and XLOLR as specific host. Then, M13 phage particles 

bearing GFP (M13-GFP) were obtained by single stranded rescue using R408 helper phage. The human 

holotransferrin molecules were then coupled to the surface of phage particles by reductive amination chemistry.  

Transferrin molecules bind to the surface of phage particles were studied by phage-ELISA. 

Results: Phage-ELISA tests showed that holotransferrin molecules were coupled to the surface of M13 phage 

particles in a correct way and the transferrin-targgeted M13 phage particles were prepared. Further analysis showed 

that about 485 transferrin molecules coupled per phage particle. 

Conclusion: The results show that chemical coupling might be considered as a suitable strategy for targeting of 

M13 particles via coupling of targeting molecules in high density to the phage surface. 
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 مقاله پژوهشی
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 20/10/93پريسش:      25/7/93دزيبفت: 

 چكیدٌ
داف: بلل شمیىٍ ي اَ تًمبل ّذفوٌذً  ی اػت. ّبی طىّبی خبف یىی اص هْوتشیي هؼبئل دس آصهبیؾّب ٍ ثبفتّبی طًی ثِ ػلَلّب ٍ حبهلا دسهبً

فبطّب حبهل ذ ٍ سٍؽثبوتشیَ تًمبل ّذفوٌذ آىّبی طًی هٌبػجی ّؼتٌ ظش ٍخَد داسد. دس ایي هغّب ثِ ػلَلّبی هختلفی ثشای ا یِْ رسات فبطی ّبی هَسدً  بلؼِ ت
 ؿَد. ثِ سٍؽ اتلبل ؿیویبیی اسائِ هی M13ّذفوٌذ ؿذُ ثش پبیِ فبط 

لَی ثب  ExAssistتَػظ فبط ووىی  GFPاص رسات فبطی  pCMV-Script-GFPاثتذا ػبصُ فبطهیذی  َب:مًاد ي زيش ثِ سٍؽ ثشؽ دسٍى ػل
یَِ هیضثبى اختلبكی  لیذ ؿذًذ. ػپغ GFP (M13-GFPحبٍی طى M13رسات فبطی R408ثشؽ ٍ ثب اػتفبدُ اص فبط ووىی  XLOLRاػتفبدُ اص ػ (تَ

بػیَى هلىَل ی ثب سٍؽ اتلبل ؿیویبیی آهیٌ ؼبً ؼفشیي اً تشاً لََ ّبی حیبیی ثِ ػغح رسات فبطی حبكل اتلبل دادُ ؿذًذ. اتلبل هلىَلاّبی پشٍتئیي ّ
ؼفشیي ثِ ػغح رسات فبطی ثب سٍؽ   ثشسػی ؿذ.  phage-ELISAتشاً

دبم گشفتِ ٍ رسات فبطی phage-ELISAآصهبیـبت : َبيبفتٍ ؼفشیي ثِ ػغح رسات فبطی ثِ دسػتی اً بی تشاً لَْ بى داد وِ اتلبل هلى ّذفگیشی  M13ًـ
یِْ ؿذُ اػت. ثشسػی ؼفشیي ت بى داد وِ تمشیجبً ؿذُ ثب تشاً تـش ًـ ؼفشیي ثِ ّش رسُ فبطی ه 485ّبی ثی  تلل ؿذُ اػت.هَلىَل تشاً

ـبى هی گیسی:وتیجٍ ٌّذ وِ سٍؽ اتلبلات ؿیویبیی هیًتبیح حبكلً  اَى ساّىبسی هٌبػت دس ّذفوٌذػبصی رسات فبطی د ذ ثِ ػٌ اًَ ثب اتلبل  M13ت
لَىَل  ّب هَسد اػتفبدُ لشاس گیشد. ّبی ّذفگیشی ثِ تؼذاد صیبد ثِ ػغح آىه

 
ؼفشیي، ّذفگیشی M13اتلبل ؿیویبیی، فبط : َبکلید ياضٌ تشاً لََ ّ ، 
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  مقدمٍ

ّبی طًی دسهبًی دػتیبثی ثِ حبهلیىی اص هْوتشیي هؼبئل طى
ّبی طًی هٌبػت خغش ٍ ّذفوٌذ اػت. اص خولِ حبهلوبسآهذ، ثی

فب ّب ًؼجت ثِ طّب ّؼتٌذ وِ ثِ دلیل اهىبى ّذفوٌذػبصی آىثبوتشیَ
ّبی پؼتبًذاساى ّب ٍ ًیض ػذم توبیل ثِ ػلَلسدُ خبكی اص ػلَل

اَى حبهل ؼغبفّبی طًی ایوي هغشح هیثِ ػٌ -ثبؿٌذ. ػلاٍُ ثش اً

پزیشی طًتیىی، اهىبى حفبظت اص تشاًؼظى دس دسٍى پَؿؾ 

ّب ثبػث ذاسی فیضیىی آىّضیٌِ ٍ پبیپشٍتئیٌی، تىثیش آػبى ٍ ون
اَى حبهل ّبی طًی خزاثی هَسد ؿذُ اػت تب رسات فبطی ثِ ػٌ

ّبی هختلفی ثشای ّذفوٌذػبصی ٍ سٍؽ (.1) تَخِ لشاس گیشًذ
-ّب هیّبی ّذف ٍخَد داسد وِ اص خولِ آىّب ثِ ػلَلاسػبل آى

ذ فبطًوبیی اَى ثِ فشآیٌ ٍ ًیض اتلبل ؿیویبیی  (Phage display) ت
ًَذ ّبی اؿبسُ وشد. سٍؽ اتلبل ؿیویبیی اص عشیك ثشلشاسی پی
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ّبی ّبی فؼبل لیگبًذ هَسد ًظش ثب خبیگبُػشضی پبیذاس هیبى گشٍُ
دبم هیاتلبل دس ػغح پشٍتئیي پزیشد. ّبی پَؿـی رسات فبطی اً

ّبی هتٌَع ٍ ػبدُ ؿیویبیی دس ایي سٍؽ ثب اًدبم یه ػشی ٍاوٌؾ
دبم دػتىبسیتهی ّبی اَى ثِ كَست هؼتمین ٍ ثذٍى ًیبص ثِ اً

(. 2) وشد پیچیذُ طًتیىی، حبهل طًی ّذفوٌذی سا عشاحی
 (Targeting molecules) ّبی ّذفگیشیتشاًؼفشیي یىی اص هلىَل

-ّب ٍ ثبفتهٌبػت ثشای اًتمبل ّذفوٌذ داسٍ ٍ طى دسهبًگش ثِ ػلَل

ثشای تأهیي آّي هَسد  ّبی ػشعبًیّبی ػشعبًی اػت. صیشا ػلَل
ًیبص خَد ثشای سؿذ ٍ تىثیش ػشیغ، گیشًذُ تشاًؼفشیي سا دس ػغح 

ّبی عجیؼی ٍ توبیض وٌٌذ دس كَستی وِ ػلَلخَد ثیـتش ثیبى هی
ذن ثیبى هی (. تشاًؼفشیي 3) وٌٌذیبفتِ ایي گیشًذُ سا دس حذ ثؼیبس اً

صٍمرسات هختلف اص  داسٍّب، ًبًَ ثشای اًتمبل ّذفوٌذ ًبًَ -لجیل لیپَ

اَى هثبل ثب  (.4) ّب ٍ ًیض فبطّب هَسد اػتفبدُ لشاس گشفتِ اػت ثِ ػٌ
ى صٍهی ّذفگیشی ؿذُ ثب تشاًؼفشیي،  فشهَلاػیَ رسات لیپَ ًبًَ

ّب ٍ ثبفت تَهَسی اهىبى اسػبل اختلبكی ایي رسات ثِ ػلَل
( فشاّن In vivoتٌی)ٍ دسٍى (In vitroتٌی)خبهذ ثِ كَست ثشٍى

ًَظٍگِ آستیویؼیي ّوچٌیي اص هحلَل .(5) ؿذُ اػت -و
ّبی ػشعبًی پشٍػتبت ثْشُ تشاًؼفشیي خْت هْبس سؿذ ػلَل

ذثشدُ  دس اػیذ –SHاص ػَی دیگش ثب ّذف لشاس دادى دٍهیي  (.6) اً
دس اػیذآهیٌِ لیضیي هَخَد دس  –NH2آهیٌِ ػیؼتئیي ٍ دٍهیي 

ّیذساصیذی، تَػظ تشویجبت  HK97پَؿؾ پشٍتئیٌی ثبوتشیَفبط 
ؼفشیي ٍ هبل ایویذی ٍ اػتشی هَفك ثِ اتلبل رسات پشٍتئیي تشاً

(. هغبلؼِ حبضش 5) رسات فلئَسػٌتی دس ػغح رسات فبطی ؿذًذ
-ثب ّذف اسصیبثی وبسآیی سٍؽ اتلبل ؿیویبیی دس ًوبیؾ هَلىَل

تشاًؼفشیي اًؼبًی دس ػغح رسات فبطی  M13ّبی ّذفگیشی َّلَ
دبم گشفت. ثذیي  M13 فبطیهٌظَس اثتذا رسات  ًَتشویت اً

اَلی طى  لیذ ٍ تىثیش ؿذًذ. GFP (M13-GFPًَتشویت حبٍی ت ( تَ
تشاًؼفشیي اًؼبًی ثب سٍؽ اتلبل ؿیویبیی ػپغ هلىَل ّبی َّلَ

ثِ ػغح رسات فبطی حبكل اتلبل دادُ ؿذًذ. دس ًْبیت وبسآیی 
 ّبی ّذفگیشی هَسد ثشسػی لشاس گشفت.اتلبل ٍ ًوبیؾ هلىَل

 
 َبزيشمًاد ي 
E.Coli XL1-Blue MRF` (Stratagene )ّبی ثبوتشی ػلَل

 W/V %2/0) هبیغ حبٍی هىول LBسؿذ یبفتِ دس هحیظ وـت 
لَفبت mM10هبلتَص ٍ   λ-GFPهٌیضین(، ثب رسات فبطی هحلَل ػ

دُ ٍ تب هـبّذُ لیض ثبوتشی دسخِ ػبًتیگشاد ثب ؿذت  37ّب دس آلَ
ثَِ ؿذًذ. تْیِ رسات rpm200تىبى  ى ػظ  λ-GFP فبطی اً لجلاً تَ

khalaj-kondori ( ایي رسات 7ٍ ّوىبساى گضاسؽ ؿذُ اػت ٍ )
ذاء ؿذُ اػت. خْت  تَػظ آى گشٍُ پظٍّـی ثشای ایي هغبلؼِ اّ

اص هحلَل  l200تْیِ پلان ٍ تأییذ رسات فبطی تىثیش یبفتِ، همذاس 
اص  10-4، ثب سلت OD600;1تبصُ ثب  `XL1-Blue MRFثبوتشی 

ػبًتیگشاد دسخِ  37دلیمِ دس  15رسات فبطی تىثیش ؿذُ هخلَط ٍ 
رٍة ٍ  NZY Top agarّب ثب ثذٍى تىبى اًىَثِ ؿذًذ. ػپغ آى

دسخِ ػبًتیگشاد هخلَط ٍ ثلافبكلِ ثش سٍی  48خٌه ؿذُ تب 
سیختِ ؿذًذ. پغ اص حذٍد  NZY agarوـت پلیت حبٍی هحیظ

ى دس دهبی  10 ّب ظبّش ػبًتیگشاد پلانخِدس 37ػبػت اًىَثبػیَ

ثذیي هٌظَس  تأییذ ؿذًذ. plaque-PCRّب ثِ سٍؽ ؿذًذ. پلان
یٍبل DNAؿبهل توبهی اخضاء ثِ خض  PCRهخلَط   ّبیالگَ دس 

ml2/0 ّبی اػتشیل سا ثِ ثِ تؼذاد وبفی تَصیغ ؿذ. ػپغ تیپ
اَى پلان دبم  DNAّبی هَسد ًظش توبع دادُ تب ثِ ػٌ الگَ ثشای اً

ّب اص آغبصگشّبی ثِ وبس سٍد. خْت غشثبلگشی پلان PCRٍاوٌؾ 
تشویت اػتفبدُ  GFPاختلبكی طى  هَخَد دس طًَم رسات فبطی ًَ

لی PCRؿذ. ؿشایظ ٍاوٌؾ  د اص: ٍاػشؿت ػبصی اٍ  96ِ ػجبست ثَ
 94تىشاس چشخِ  35دلیمِ ٍ ػپغ  3ػبًتیگشاد ثِ هذت دسخِ 

 30تیگشاد ثِ هذت دسخِ ػبً 58ثبًیِ،  30دسخِ ػبًتیگشاد ثِ هذت 
 5ثبًیِ ٍ گؼتشؽ ًْبیی  45دسخِ ػبًتیگشاد ثِ هذت  72ثبًیِ ٍ 

-pEGFP دسخِ ػبًتیگشاد. دس ایي ٍاوٌؾ اص پلاػویذ 72دلیمِ دس 

N1 (BD- Biosciences Clontech,Heidelberg,Germany ِث )
اَى وٌتشل هثجت ٍ اص هخلَط  اَى  DNAثذٍى  PCRػٌ الگَ ثِ ػٌ

خْت ثذػت آٍسدى ػبصُ فبطهیذی  وٌتشل هٌفی اػتفبدُ ؿذ.
pCMV-Script-GFP ػبصی دسٍى ػلَلی اص سٍؽ ثشؽ ٍ خبسج

(In vivo-excision.اػتفبدُ ؿذ )  ثذیي هٌظَس دس دٍ اسلي حبٍی
ml50 وـت  هحیظLB ّبی ّوشاُ ثب هىول، ثبوتشیXL1-Blue 

MRF’  ًیض ٍXLOLR  ًتیگشاد وـت ؿجبًِ دادُ ػبدسخِ 30دس
دلیمِ ػبًتشیفَط ٍ  10ثِ هذت  g1000×ّب دس ؿذًذ. ثبوتشی

ثِ عَس خذاگبًِ حل  mM10 MgSO4اص  ml 25سػَة حبكل دس
 λ-GFP اص هحلَل فبطی  μl250ثبوتشی ثب  µl 200همذاس  ؿذًذ.

 ExAssistفبط ووىی  μl 1رسُ فبطی ٍ 105حبٍی ثیؾ اص 
(Straragene)  رسُ فبطی دس یه فبلىَى  106حبٍی ثیؾ اص

دسخِ ػبًتیگشاد ثذٍى تىبى اًىَثِ  37دلیمِ دس  15هخلَط ٍ 
ًَذ. ػپغؿذًذ تب فبطّب ثِ ثبوتشی هحیظ وـت  ml 3 ّب هتلل ؿ

LB  ٍ ِدسخِ ػبًتیگشاد ّوشاُ ثب تىبى  37ػبػت دس  3ثِ آى اضبف
ىَثِ ؿذ. پغ اص آى فبلىَى دس حوبم آة گشم  خِ دس 70اً

دلیمِ حشاست دادُ ؿذ تب رسات فبط لاهجذا ٍ  20ػبًتیگشاد ثِ هذت 
ًَذ. اضبفبت ػلَلی ثب ػبًتشیفَط دسػلَل  g×ّبی ثبوتشی لیض ؿ
یٍی حبٍی  دلیمِ سػَة دادُ ؿذًذ. هحلَل 15 ثِ هذت 1000 س

ػبصی ػبصُ اػت وِ اص ثشؽ ٍ خبسج M13-GFPرسات فبطی 
ذی آى ثذػت آهذٍُ ثؼتِ pCMV-Script-GFPفبطهیذی  ذ. ثٌ اً

دسخِ  4هحلَل فبطی حبكل ثِ یه فبلىَى اػتشیل هٌتمل ٍ دس 
 E.Coliهحلَل ثبوتشی اص  l500همذاس ػبًتیگشاد رخیشُ ؿذ. 

XLOLR (Stratagene سؿذ یبفتِ دس هحیظ ) وـتLB  هبیغ ثب
l10 ذ ثشؽ ٍ خبسج اص هحلَل فبطی ػبصی دسٍى حبكل اص فشآیٌ

لَی تلمیح ؿذًذ. ى دس دهبی  1پغ اص  ػل ىَثبػیَ  37ػبػت اً
حبٍی آًتی LB agarاص آى ثش سٍی پلیت  l10ػبًتیگشاد، دسخِ 

وـت چوٌی دادُ  g/ml50( ثب غلظت Sigma) ثیَتیه وبًبهیؼیي
ى دس دهبی  12پغ اص ؿذ.  ثَبػیَ دسخِ ػبًتیگشاد  37ػبػت اًى
غشثبلگشی ؿذًذ. ثذیي  colony-PCRّبی ظبّش ؿذُ ثب سٍؽ ولٌی

ًی ّبی هَسد ًظش تَػظ ػشػوپلشّبی اػتشیل هٌظَس ووی اص وَلَ
اضبفِ ؿذًذ ٍ هغبثك ثب آًچِ دس هَسد  PCRّبی ٍاوٌؾ ثِ هحلَل

plaque-PCR ًَی یىی اص ّب غشثبلگشی ؿذًذ. تَضیح دادُ ؿذ وَل
ًی هحیظ وـت  ml5دس  colony-PCRّبی تأییذ ؿذُ تَػظ وَلَ

LB ٍی هبیغ حبg/ml50 تیه وبًبهبیؼیي تلمیح ؿذ. آًتی ثیَ
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( ثِ هحیظ وـت Straragene) R408رسُ فبط ووىی  108ػپغ 
ى دس دهبی اضبفِ ؿذ. پغ اص یه ؿجبًِ دسخِ  37سٍص اًىَثبػیَ

دلیمِ دس  20ػبًتیگشاد ثب تىبى ؿذیذ، هخلَط ٍاوٌؾ ثِ هذت 
. دسخِ ػبًتیگشاد حشاست دادُ ؿذ 70حوبم آة گشم ثب دهبی 

یٍی  ط سػَة دادُ ؿذ. هحلَل س اضبفبت ػلَلی تَػظ ػبًتشیفیَ
ًْبیت رسات فبطی تَػظ ثِ یه فبلىَى اػتشیل هٌتمل ٍ دس 

سػَة  8000 گلیىَلاتیليپلی 10ػذین ولشیذ ٍ % M1هحلَل 
سی  SMدادُ ؿذًذ. سػَة فبطی حبكل دس ثبفش  حل ٍ خزة ًَ

هتش تَػظ دػتگبُ  269آى دس عَل هَج  ذاصُ Nano Dropًبًَ -اً

 گیشی ؿذ. فشهَل صیش ثشای هحبػجِ تیتش هحلَل فبطی اػتفبدُ ؿذ
(8.) 
 

Virions/ml= A269 ×6 ×10
16

/ number of nucleotides in the 
genome 

 
تشاًؼفشیي اًؼبًی) لََ ( ثب غلظت Sigma-Aldrichپشٍتئیي ّ

mg/ml1  5/5اػتبت ثب هَلاس ػذین 1/0دس هحلَل; PH  .حل ؿذ
ثِ آى اضبفِ  mM10هتبپشیذات ثب غلظت ًْبیی هحلَل ػذین

م پیچبًذُ  هیٌیَ س دٍس آى وبغز آلَ گشدیذ ٍ ثشای دٍس ًگْذاؿتي اص ًَ
ّبی دلیمِ دس دهبی اتبق لشاس دادُ ؿذ تب صًدیشُ 30ثِ هذت  ؿذ.

ؼفشیي، اوؼیذ ؿذُ ٍ گشٍُ تشاً ّبی لٌذی دس ػبختبس پشٍتئیي َّلَ
ذ. هحلَل ٍاوٌؾ تَػظ ویؼِفؼبل آلذّیذی ث دیبلیض  ذػت آیٌ

 ;2/7فؼفبت ثب هَلاس ػذین PBS 1/0تخلیق ٍ ثبفش آى ثب ثبفش 
PH  اَی آّي پشٍتئیي یَض ؿذ. ثشای اسصیبثی هحت تؼ

تشاًؼفشیي، خزة آى دس عَل هَج ّبی   470ًبًَهتش ٍ  280َّلَ
ذاصُ ى اً گیشی ٍ ًؼجت ًبًَهتش لجل ٍ ثؼذ اص ٍاوٌؾ اوؼیذاػیَ

A470/A280  .همذاس  ثب ّن همبیؼِ ؿذml5  اص رسات فبطی-

GFP   1×1011ثب تیتش cfu/ml   هَخَد دس ثبفشSM  ُاص سا ثب اػتفبد
150K MWCO concentrator(Thermo Scientific- Pierce, 

Rockford, IL, USA) تغلیظ ٍ ثبفش آى ثب ثبفش  PBS1/0  هَلاس
یَض ٍ ثِ حدن ًْبیی  pH ;2/7فؼفبت ثب ػذین سػبًذُ  ml5تؼ

سی هحلَل دس عَل هَج  هتش، ثب  269ؿذ. ػپغ خزة ًَ ًبًَ
ػٌدیذُ ؿذ ٍ تیتش رسات فبطی ثب اػتفبدُ اص  Nano Dropدػتگبُ 

تشاًؼفشیي اوؼیذ  فشهَل هزوَس دس ثبلا تؼییي ؿذ. پشٍتئیي َّلَ
سلیك ؿذ. همذاس  PBSدس ثبفش  mg/ml125/0 ؿذُ تب غلظت ًْبیی

ml2  اص آى ثبml5  رسُ فبطیM13-GFP  رسُ  5×1011حبٍی حذٍد
-هحلَل ػذین l70فبطی هخلَط ؿذ. ػپغ همذاس 

ثشٍّیذسیذ اضبفِ  mM50تب غلظت ًْبیی  M (NaCNBH3)5ػیبًَ
دسخِ ػبًتیگشاد لشاس دادُ ؿذ. ثشای هتَلف  4سٍص دس ٍ یه ؿجبًِ

ثِ آى اضبفِ   pH;4/7ثب  Tris-Hclاص هحلَل  l200وشدى ٍاوٌؾ 
 K MWCOؿذ. هحلَل ٍاوٌؾ ثِ ٍػیلِ تغلیظ وٌٌذُ 

concentrator150  تب حدنml1 هبًذُ دس تغلیظ ؿذ. هحلَل ثبلی
ّذفگیشی  M13-GFPوٌٌذُ وِ حبٍی رسات فبطی داخل تغلیظ

ثب  PBSثبفش  ml5اػت، دس )هتلل ؿذُ( ثب تشاًؼفشیي  ؿذُ
4/7;pH 260ّبی سلیك ؿذ. خزة هحلَل ًْبیی دس عَل هَج ،

ذاصُ 280ٍ  269  M13-GFPگیشی ٍ تیتش رسات فبطی ًبًَهتش اً
تشاًؼفشیي هحبػجِ ؿذ.  M13-GFPّذفگیشی ؿذُ ثب َّلَ

تشاًؼفشیي هحبػجِ ؿذ. همذاس   l100ّذفگیشی ؿذُ ثب َّلَ
ثِ ّش چبّه پلیت   PBSدس ثبفش  ml /μl100ثب غلظت M13آًتی

 4سٍص دس ( اضبفِ ٍ یه ؿجبNunc, Roskilde, Denmarkًِیضا )ال
ثَِ ؿذ. چبّه ى ّب پغ اص تخلیِ ثب ثبفش ؿؼتـَ دسخِ ػبًتیگشاد اً

(Tween20 in PBS 05/0%ؿؼتـَ ؿذًذ ٍ ثب ثبفش ثلان ) ُوٌٌذ
(milk in PBS 3% ثِ هذت )ثَِ ؿذًذ.  30 دلیمِ دس دهبی اتبق اًى

 رسُ فبطی 109ّش وذام حذٍد ّب تخلیِ، ؿؼتـَ ٍ ثِ چبّه
M13-GFP  ّذفگیشی ؿذُ ثب تشاًؼفشیي یبM13-GFP  عجیؼی

ثَِ ؿذًذ. چبّه ى ّب پغ اص اضبفِ ٍ یه ػبػت دس دهبی اتبق اً
دس  100/1)سلت HRPهتلل ثِ  تشاًؼفشیيآًتی l100ؿؼتـَ ثب 

ثبفش ثلاویٌگ( ثِ هذت یه ػبػت دس دهبی اتبق تیوبس ؿذًذ. ثِ 
 TMBػَثؼتشای l100ثبس ؿؼتـَ،  5ص تخلیِ ٍ ّش چبّه پغ ا

لَفَسیه  l10دلیمِ ٍاوٌؾ ثب افضٍدى  30ٍ پغ اص  اضبفِ اػیذػ
M5/0 لیذ ؿذُ ثب دػتگبُ الیضا -هتَلف ؿذ. خزة سًگ تَ

 ,Bio-Rad Microplate Reader; Bio-Rad, Hercules, CAسیذس)

USA ذاصُ 450( دس عَل هَج ثِ ّش چبّه  گیشی ؿذ.ًبًَهتش اً
تشاًؼفشیي ثب غلظت ّبی  l100پلیت الیضا، همذاس  ، 50، 25َّلَ

 دسخِ 4سٍص دس اضبفِ ٍ یه ؿجبًِ PBSًبًَگشم دس ثبفش  100، 75

ثَِ ؿذ. پغ اص تخلیِ ٍ ؿؼتـَ ثب ثبفش  ، ثِ ّش PBSػبًتیگشاد اًى
اضبفِ ٍ ثِ هذت  milk in PBS 3% وٌٌذُثبفش ثلان l150چبّه 

ثَِ ؿذًذ. چبّهیه ػبػت د ى ّب س دهبی اتبق ثشای ثلاویٌگ اً
)سلت  HRP تشاًؼفشیي هتلل ثِ آًتی l100پغ اص ؿؼتـَ، ثب 

دس ثبفش ثلاویٌگ( ثِ هذت یه ػبػت دس دهبی اتبق تیوبس  1000/1
 l100ثبس ؿؼتـَ،  3ؿذًذ. ثِ ّش چبّه پغ اص تخلیِ ٍ 

ثَؼتشای  دلیمِ، ٍاوٌؾ ثب افضٍدى  30اضبفِ ٍ پغ اص  TMBػ
l10  لَفَسیه لَیذ ؿذُ  M5/0اػیذػ لف ؿذ. خزة سًگ ت هتَ

گیشی ؿذ. ػپغ ًوَداس همبدیش ًبًَهتش اًذاصُ 450سیذس دس -ثب الیضا
ؼفشیي ًؼجت ثِ غلظت  بی تشاً خزة حبكل اص ّش وذام اص غلظتْ

 Excelضاس هَسد اػتفبدُ اص تشاًؼفشیي دس چبّىْب تَػظ ًشم اف
تشػین ٍ هؼبدلِ آى ثذػت آهذ. هؼبدلِ حبكل ثشای هحبػجِ تؼذاد 

بی تشاًؼفشیي هتلل ثِ رسات فبطی اػتفبدُ ؿذ. لَْ  تمشیجی هلى
 

 هايافته

هَسد اػتفبدُ دس پظٍّؾ تىثیش ٍ  M13-GFPاثتذا رسات فبطی 
دبم تأییذ ؿذًذ. تأییذ آى plaque-PCRثِ سٍؽ  ثشای  PCRّب ثب اً

اَلی  ب اًدبم گشفت. پلان GFPًـبى دادى حضَس ت ّبی دس آًْ
ذ ثشؽ ٍ خبسج -ًَتشویت هثجت تىثیش، تؼییي تیتش ٍ ثشای فشآیٌ

لَی اػتفبدُ ؿذًذ. ًَی ػبصی دسٍى ػل ذ وَل ّبی حبكل اص فشآیٌ
ذی ثشؽ ٍ خبسج ػبصی دسٍى ػلَلی وِ ثبیذ داسای ػبصُ فبطهی

pCMV-Script-GFP  ػظ الی  colony-PCRثبؿٌذ تَ ٍ ثب تىثیش تَ
GFP ًَی ّبی هثجت وـت غشثبلگشی ٍ تأییذ ؿذًذ. دس ًْبیت وَل

ّب ثب هَخَد دس آى pCMV-Script-GFPدادُ ؿذًذ ٍ ػبصُ طًی 
ثٌذی ٍ ثِ كَست رسات فبطی ثؼتِ R408اػتفبدُ اص فبط ووىی 

M13-GFP ذًذ. رسات فبطی عجیؼی ثِ هحیظ وـت آصاد ؿM13-

GFP ّب حبكل تىثیش ٍ تیتش آىcfu/ml 1012×4/1 .دس  هحبػجِ ؿذ
تشاًؼفشیي، اػیذآهیٌِ اثش ى پشٍتئیي َّلَ ّبی لیضیي اوؼیذاػیَ
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هَخَد دس خبیگبُ اتلبل آّي تحت تأثیش لشاس گشفتِ ٍ هٌدش ثِ 
ى ذ ثبػث خذا ؿذى یَ اًَ ًَذ وِ ایي أهش هی ت ّبی آّي هی ؿ
اتلبل تشاًؼفشیي ثِ گیشًذُ خَد دس ػغح ػلَل وبّؾ توبیل 

ى ثش هیضاى آّي هَخَد دس 9) ؿَد (. لزا تأثیش ٍاوٌؾ اوؼیذاػیَ
تشاًؼفشیي ثب ثشسػی خزة آى دس عَل هَج ّبی   470ٍ  280َّلَ

ى هَسد ثشسػی لشاس گشفت.  ًبًَهتش لجل ٍ ثؼذ اص ٍاوٌؾ اوؼیذاػیَ
ل ٍ ثؼذ اص ٍاوٌؾ )ثب ػِ ثبس تىشاس( لج A470/A280ثشسػی ًؼجت 

تشاًؼفشیي ثؼذ اص  اوؼیذاػیَى ًـبى داد وِ هیضاى اؿجبع َّلَ
ثبؿذ. % هی64اوؼیذاػیَى دس همبیؼِ ثب لجل اص اوؼیذاػیَى 

تشاًؼفشیي ثب ػذین ّبی هتبپشیذات ثِ ایدبد گشٍُاوؼیذاػیَى َّلَ
دبهیذ وِ دس اداهِ آلذّیذی دس صًدیشُ ؼفشیي اً ّبی لٌذی تشاً

-ّبی آهیي هَخَد دس اػیذآهیٌِّبی فؼبل ثب گشٍُگشٍُ ٍاوٌؾ، ایي

-ّبی پَؿـی فبط ٍاوٌؾ دادُ ٍ ػبختبس ؿیفّبی ثبصی پشٍتئیي
ىیل دادًذ. ػبختبسّبی ؿیف ثبص تـىیل ؿذُ، ثب افضٍدى -ثبص تـ

ؼفشیي ػیبًَػذین اٍلاى تشاً ثشّیذسیذ احیبء ؿذُ ٍ ثبػث اتلبل وَ
ٍاوٌؾ، ایدبد رسات فبطی ثِ ػغح رسات فبطی ؿذًذ. ًتیدِ ایي 

M13-GFP هشاحل  1ثبؿذ. ؿىلّذفگیشی ؿذُ ثب تشاًؼفشیي هی
لیذ رسات فبطی   M13-GFPاتلبل ؿیویبیی تشاًؼفشیي ٍ تَ

ّبی تشاًؼفشیي ثِ دّذ. اتلبل هلىَلّذفگیشی ؿذُ سا ًـبى هی
هَسد ثشسػی لشاس گشفت. دس  phage-ELISAػغح رسات فبطی ثب 
مین اػتفبدُ ؿذ. ثِ ػجبستی اثتذا رسات تیشهؼایي سٍؽ اص الیضای غ
ّب ثِ دام ّبی پَؿبًذُ ؿذُ دس ػغح چبّهفبطی تَػظ آًتی ثبدی

ّبی تشاًؼفشیي هتلل ثِ ػغح افتبدًذ ٍ ػپغ حضَس هلىَل

تشاًؼفشیي آؿىبسػبصی ؿذًذ. هیبًگیي خزة رسات فبطی ثب آًتی
لیذ ؿذُ حبكل اص چبّه -Tfسُ ر 109ّبی تیوبس ؿذُ ثب سًگ تَ

targeted M13-GFP  هیبًگیي  781/0)ثب ػِ ثبس تىشاس( ثشاثش ثب ،
لیذ ؿذُ )دس عَل هَج  ًبًَهتش( حبكل اص  450خزة سًگ تَ

)ثب ػِ ثبس تىشاس(  M13-GFPرسُ  109ّبی تیوبس ؿذُ ثب چبّه
لیذ ؿذُ حبكل اص  022/0ثشاثش ثب  ٍ هیبًگیي خزة سًگ تَ

اى وٌتشل ّبی تیوبس ؿذُ ثب ثبفش ثلانچبّه وٌٌذُ ثذٍى فبط ثِ ػٌَ
د. ًتبیح حبكل اص ثشسػی  019/0هٌفی)ثب ػِ ثبس تىشاس( ثشاثش ثب  ثَ

ّبی تشاًؼفشیي ٍ الیضا حبوی اص هَفمیت ٍاوٌؾ اتلبل هلىَل-فبط
لیذ رسات فبطی  -ّذفگیشی ؿذُ ثب تشاًؼفشیي هی M13-GFPتَ

 (.2ًوَداس ) ثبؿذ
ػظ هَلىَ تشاًؼفشیي هتلل ّبی لخْت ثشسػی تؼذاد هتَ

-ؿذُ ثِ اصای ّش رسُ فبطی اص الیضا اػتفبدُ ؿذ. ثذیي هٌظَس چبّه

تشاًؼفشیي ّبی پلیت الیضا تَػظ غلظت ّبی هختلف اص َّلَ
-پَؿبًذُ ؿذًذ ٍ پغ اص ؿؼتـَ ٍ ثلَوِ وشدى تَػظ آًتی

لَیذ ؿذُ دس اثش ٍاوٌؾ ثب  تشاًؼفشیي تیوبس ؿذًذ. خزة سًگ ت
ثَؼتشای  ذاصُ TMBػ ّبی حبكل ثشای تشػین شی ؿذ ٍ دادُگیاً

(. ًوَداس اػتبًذاسد حبكل 3ًوَداس ًوَداس اػتبًذاسد ثِ وبس سفت )
ّبی هتلل ثِ ػغح رسات ٍ هؼبدلِ آى ثشای هحبػجِ تؼذاد هلىَل

بى هی( 1 خذٍل)فبطی اػتفبدُ ؿذ.  دّذ. سٍؽ هحبػجبت سا ًـ
شیي ثِ ّش هَلىَل تشاًؼف 485دّذ وِ تمشیجبً ّب ًـبى هیثشسػی

 رسُ فبطی هتلل ؿذُ اػت.

 
 
 

 
 
 
 

بى دٌّذُ دٍهیي  M13-GFPؿىل ؿوبتیه اص اػتشاتظی اتلبل ؿیویبیی ثشای ػبخت رسات فبطی  :1شکل ش دٍ صًدیشُ -Cّذفگیشی ؿذُ ثب تشاًؼفشیي: دایشُ ػجض سًگ ًـ بٌل وِّ  -Nتشهی
بـى دٌّذُ دٍهیي گلیىَصیذی ثِ آى هتلل ذ. دایشُ لشهض سًگ ً بٌل اػت. صًدیشُ–Nاً ػظ تشهی ٍُ آلذّیذی  NaIO4بّی گلیىَصیذی تَ  -NH2ثذػت آهذُ ثب گشٍُ آهیي  -COHاوؼیذ ؿذُ ٍ گش

تٍئیي  ی فبط  8دس اػیذآهیٌِ لیضیي هَخَد دس پش تٍئیٌ ؿؾ پش لَیذ ػبختبسّبی اٍوٌؾ هی M13پَ بًپبیذاس هی-ؿیفدٌّذ. ایي تؼبهل هٌدش ثِ ت احیبء ؿذٍُ   NaCNBH3ؿَد وِ دس حضَس هبدُ ثبص 
اٍلاًؼی پبیذاسی سا ایدبد هی ًذ وَ  .وٌذپیَ
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لَىَل :2نموداز ی ثش آؿىبسػبصی اتلبل ه اٍوٌؾ الیضا هجٌ بّی ًوَداس حبكل اص ًتبیح 

ؿبًذُ ؿذُتشاًؼفشیي ثِ ػغح رسات فبطی: چبّه تًی ّبی پَ رسُ  109ثب  M13ثبدی ثب آ
Tf-targeted M13-GFP  ٍ109  ُرسM13-GFP ٌٌذُ ثذٍى فبط ثِ ٍ ثبفش ثلان و

اَى وٌتشل هٌفی  ( تیوبس ؿذًذ.No-Phage) ػٌ

 

 
 

لَىَل :3نموداز تَشاًؼفشیي هٌحٌی اػتبًذاسد ثذػت آهذُ خْت هحبػجِ تؼذاد ه لَ ّبی ّ
بى ؿبًذُ ؿذُ دس هتلل ثِ ّش رسُ فبطی: هحَس افمی ًـ ؼفشیي پَ تَشاً لَ دٌّذُ همبدیش ّ

ه گشم بّی پلیت الیضا ثش حؼتچبّ بـى دٌّذُ هیبًگیي همبدیش ng) بًًَ (ٍ  هحَس ػوَدی ً
بٌظش آىخزة  ّبػت.بّی هت

 
لَىَلّ  :1جدول ػظ ه ِ تؼذاد هتَ ُ هحبػج ُ فبطیًحَ ش رس  ِّ  بی تشاًؼفشیي هتلل ث
y = 1115/1 معادله  x + 143/1  

y =8/0 ~ میانگین جرب  

x62 ~ = مقداز تقسیبی نانوگسم های تسانسفسین ng 

109 × 8/7  یک نانوگسم تسانسفسین  molecules 

تعداد کل مولکول های تسانسفسین موجود دز هس 
 چاهک

485 ×109  molecules 

 Tf-targeted تعداد ذزات فاژی هدفمند)

M13-GFP) 
~ 1 × 109  

 485 متصل به هس ذزه فاژی میانگین تعداد مولکول های
 

 بحث 
 ٍ ؿشایظ ثِ ثؼتِ هٌبػت ّذفگیشی هَلىَل یه اًتخبة

ذاف ذهی تحمیك اّ اًَ  ػْن آى هَفمیت ػذم یب ٍ هَفمیت دس ت
اَى ثِ تشاًؼفشیي حبضش هغبلؼِ دس(. 10) ثبؿذ داؿتِ ثؼضایی  ػٌ
 یه اًؼبًی تشاًؼفشیي. گشفت لشاس اػتفبدُ هَسد ّذفگیشی هلىَل

بی دٍهیي ثِ هتلل لٌذی صًدیشُ دٍ ثب گلیىَپشٍتئیي  آى C اًتْ
ؼبعتحت اص اختٌبة خْت(. 11) اػت  ٍ ػبختبس گشفتي لشاس الـ

ؼغبف ثشای لاصم فضبی ایدبد ًیض ٍ ّذفگیشی هَلىَل ػولىشد -اً

ذّبی دس پزیشی لَىَل یه اثتذا هؼوَل عَس ثِ اتلبل فشآیٌ  ه
ذاص فبكلِ  یىی(. 3) سٍدهی وبس ثِ( Linker) ساثظ یب ٍ (Spacer) اً

-صًدیشُ تشاًؼفشیي هَلىَل دس وِ اػت آى تشاًؼفشیي هضایبی اص

ذهی لٌذی ّبی اًٌَ اَى ثِ ت  ثِ. گیشًذ لشاس اػتفبدُ هَسد ساثظ ػٌ
 ّبیصًدیشُ ثِ سا آستیویؼیي داسٍی هحممیي اص گشٍّی وِ عَسی
 ثِ داسٍ ایي ّذفوٌذ اًتمبل ثشای تشاًؼفشیي اص ٍ هتلل لٌذی

لَی  ثشای هختلفی ّبیسٍؽ (.12-14) ثشدًذ ثْشُ ػشعبًی ّبیػل
 ٍ فبطًوبیی ّبآى هْوتشیي خولِ اص وِ داسد ٍخَد فبطّب ّذفگیشی

 رسات ّذفگیشی ثشای هغبلؼِ ایي دس. ثبؿٌذهی ؿیویبیی اتلبل
 ثب .ؿذ اػتفبدُ ؿیویبیی اتلبل سٍؽ اص M13-GFP فبطی

ؼفشیي لٌذی ّبیصًدیشُ اوؼیذاػیَى  آلذّیذی فؼبل ّبیگشٍُ تشاً
 دس هَخَد آهیي ّبیگشٍُ ثب ٍاوٌؾ اثش دس وِ ؿذًذ ایدبد

اٍلاى اتلبل ثبػث پَؿـی ّبیپشٍتئیي  ػغح ثِ تشاًؼفشیي وَ
ى ٍاوٌؾ اهب. ؿذًذ فبطی رسات  آػیت ثبػث حذٍدی تب اوؼیذاػیَ
ؼفشیي دس آّي ثِ اتلبل ًبحیِ  ػبختبس اص آّي ًتیدِ دس ٍ ؿذُ تشاً

 اػت اّویت حبئض خْت آى اص هَضَع ایي(. 9) ؿَدهی خذا آى
 اتلبل توبیل ثب هؼتمیوی ساثغِ آّي اص تشاًؼفشیي اؿجبع هیضاى وِ
 ًؼجت ثشسػی حبضش هغبلؼِ دس(. 12) داسد تشاًؼفشیي گیشًذُ ثِ آى

ى اص ثؼذ ٍ لجل A470/A280 خزة  حذٍد وِ داد ًـبى اوؼیذاػیَ
 دیگش هغبلؼبت ثب تمشیجب وِ اػت یبفتِ وبّؾ آّي اؿجبع هیضاى% 36

 ثِ هتلل تشاًؼفشیي ّبیهَلىَل تؼذاد(. 9ٍ7) داسد ّوبٌّگی
 ثشآٍسد الیضا ووه ثِ داًؼیتَهتشی سٍؽ تَػظ فبطی رسُ ّش ػغح

 تشاًؼفشیي هَلىَل 485 تمشیجبً اتلبل اص حبوی حبكل ًتبیح. ؿذ
 ّذفگیشی هلىَل ثبلای تؼذاد اتلبل. اػت فبطی رسُ ّش اصای ثِ
 فبطی رسات ٍسٍد ٍ اًتمبل وبسآیی ثب هؼتمیوی استجبط فبط ػغح ثِ
 ثیـتش دسن خْت(. 15) داسد یَوبسیَت ّبیػلَل دسٍى ثِ

 روش ثِ لاصم فبطًوبیی سٍؽ ثب همبیؼِ ًیض ٍ هَضَع ایي اّویت
 ٍ ضؼف ًمبط داسای صیبد، هضایبی سغن ػلی فبطًوبیی وِ اػت

اَلی فمظ فبطًوبیی تَػظ. اػت ّبییهحذٍدیت  وَتبُ پپتیذی ّبیت
اَىهی سا( اػیذ آهیٌَ 12-8)  ًوبیؾ فبطّب ػغح دس ػَْلت ثِ ت

 فبطی رسات وبسآهذ ػشّوجٌذی ثب هذاخلِ خبعش ثِ احتوبلا وِ داد
 هَسد لیگبًذ ؿذى ثضسگتش ثیي هؼىَػی ساثغِ(. 16-19) ثبؿذهی
لَی ػبختبس ؿذى تشپیچیذُ ٍ ًظش  ّبیولَى سؿذ هیضاى ثب آى هَلى

 تشاون ثب سا ثضسگی ّبیپشٍتئیي وِ فبطّبیی صیشا داسد ٍخَد فبطی
 تَخِ ثب(. 20) ثشًذهی سًح ثیـتشی ضؼف اص دٌّذهی ًوبیؾ ثبلا
 ؿیویبیی اتلبل ثشای هختلف هىبًیؼوْبی ٍخَد ًیض ٍ ػَْلت ثِ
 دس سٍص ثِ سٍص آًْب وبسثشد داهٌِ فبطّب، ًؼجی خغشی ثی عشفی اص ٍ

 ثِ فبطی رسات اتلبل ثب اخیشاً وِ عَسی ثِ. اػت افضایؾ حبل
خیق ثشای وبسآهذ سٍؿی علا، ًبًَرسات  آؿىبسػبصی ٍ تـ
بی  اػت ؿذُ اسائِ ٍسئَعا اػتبفیلَوَوَع لجیل اص ثیوبسیضا ثبوتشیْ

هَسی ّبیایذیَتبیپ ّوىبساى ٍ Roehnisch ّوچٌیي،(. 21)  تَ
ط فَػیت ّبیثذخیوی ثِ هشثَ  ثِ ؿیویبیی كَست ثِ سا B ّبیلٌ
ى ثشای سا آًْب ٍ وشدًذ هتلل M13 فبطی رسات ػغح  ٍاوؼٌبػیَ
 فبطّبیی داد ًـبى آًْب ًتبیح. ًوَدًذ اػتفبدُ تَهَسی هَؿی هذل

ب ػغح ثِ ؿیویبیی سٍؽ ثِ وِ تبیپ آًْ  ؿذُ هتلل تَهَسی ایذیَ
د د دس ثَ ى،یٍاوؼ ٍ ثْجَ  سٍؽ ثِ وِ فبطّبیی ثب همبیؼِ دس ٌبػیَ



ٍ زيش اتصبل شیمیبيي M13گیسی ذزات فبضی َدف  78َمكبزان  /   ي محبًبٍ کبييسي                                                                          بب پسيتئیه ًَلًتساوسفسيه اوسبوي ب

تبیپ هٌْذػی، د ؿذُ دادُ ثشٍص آًْب ػغح دس ایذیَ  عَس ثِ ثَ
 آًْب ًتیدِ، ایي ثِ دػتیبثی ثب(. 22) ّؼتٌذ وبسآهذتش داسیهؼٌی

 ٍاوؼٌْبی تْیِ ثب ٍ وشدًذ ثبلیٌی I ٍ II فبص اٍسد سا خَد هغبلؼِ
تبیپی  هشحلِ دس چٌذگبًِ هیلَهبی ثِ هجتلا ثیوبس 15 فبطی، ایذیَ

 ػولىشد اص ًـبى حبكل ًتبیح(. 23) وشدًذ ٍاوؼیٌِ سا پیـشفتِ
 .ثبؿذهی چٌذگبًِ هیلَهبی دسهبى دس سٍؽ ایي وبسآهذ ٍ هغلَة
 

 گیسیوتیجٍ

اَى ًتیدِ گشفت وِ سٍؽ اتلبل ؿیویبیی ثِ عَس ولی هی ت
ّبی ّذفگیشی ثِ ػغح یه سٍؽ وبسآهذ ثشای اتلبل هلىَل

 رسات فبطی اػت. ثش خلاف فبطًوبیی وِ اص ًظش ػبیض ٍ تؼذاد
ّبی ّذفگیشی ثشای ًوبیؾ دس ػغح رسات فبطی داسای هلىَل

هحذٍدیت اػت دس سٍؽ اتلبل ؿیویبیی هحذٍدیت ػبیض ٍ 
-تش اػت ٍ ثٌبثشایي هیّبی ّذفگیشی ثؼیبس ووشًگتؼذاد هلىَل

اَى اص ایي سٍؽ دس آصهبیـبت هختلف ّذفگیشی ٍ اًتمبل  ت
 ّذفوٌذ داسٍ ٍ طى ثْشُ خؼت. 

 
 تقديس ي تشكس

هؼبًٍت ػلوی ٍ فٌبٍسی سیبػت ایي پظٍّؾ ثب حوبیت هبلی 
خوَْسی، كٌذٍق حوبیت اص پظٍّـگشاى ٍ فٌبٍساى وـَس دس 

دبم ؿذُ اػت.  یَؼٌذگبى اص آلبی دوتش هدیذ داًـگبُ تجشیض اً ً
گبُ تشثیت هذسع ثبثت دس كبدلی صادُ ػضَ ّیأت ػلوی داًـ

ی هیلذسدكویوبًِ  λ-GFPاختیبس لشاس دادى رسات فبطی  ذاً  .ًوبیٌ
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