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کــه در  باشــدیم يدهنده روانتقال نییپروت کی LIV-1 ای SLC39A6 (solute carrier family 39) نییپروت :زمینه و هدف

محــرك  توانــدیم ياز حــد غلظــت رو شیبــ شیدارد. افزا ازحدشیب انیب نهیاستروژن مثبت مانند سرطان س يهاسرطان

ن مــوثر در درمــان ســرطا تواندیم يرو یتقالان يهانییمهار پروت نینامنظم و سرطان و متاستاز شود. بنابرا یسلول میتقس

د مــور یشــگاهیآزما يهــادر روش زیــمناســب ســرطان ن یصــینشانگر تشخ کیعنوان به تواندیم LIV-1 نییباشد. پروت

ســطح ســلول  در LIV-1 نییپــروت ییشناسا يبرا يشتر باديیآنت کلونالیپل هی. مطالعه حاضر جهت تهردیاستفاده قرار گ

  .است گرفتهصورت 

ر ابتــدا ســازه د .انجــام شــد 1398اسفند  تا 1397مهر از  ران،یا پاستور تویحاضر در انست یمطالعه پژوهش :روش بررسی

القــا شــد و  IPTGبــا  نییپــروت نیا انیانتقال داده شد و ب E.coli BL21 يو به باکتر هیته یانسان LIV-1 يحاو یانیب یژن

 نیــز اااســتفاده  ایــشــتر  وانیــ. ســپس حدیــگرد صیتخل بینوترک نییوترپ ،یلیتما یستون کروماتوگراف لهیوسسپس به

 یصــیتشخ يهادر تســت يبــادیکلونــال آنتیو عملکــرد پل دیــشده جدا گرد منیا وانیشد. سرم ح يسازمنیا نییپروت

  قرار گرفت. یابیمورد ارز LIV-1 نییپروت ییدر شناسا يتومتریوسترن بلات و فلوس زایالا

ده اســت. بــا شــ مــنیا نییپروت نیا هیشده است و شتر عل صیتخل یخوببه LIV-1 نیینشان دادند که پروت جینتا ها:یافته

 LIV-1 نییپــروت ییاتصــال و شناســا تیسرم قابل نیا نشان داده شد يتومتریو فلوسا زایوسترن بلات، الا ج،یتوجه به نتا

  .باشدیرا دارا م

 را یشــگاهیآزما يهــااستفاده در روش تیقابل يکلونال شتریپل يبادینتپژوهش نشان داده شد که آ نیدر ا گیري:نتیجه

 .ردیمورد توجه قرار گ یدرمان يو کاربردها يمونولوژیا هايتست يتواند برایدارد و م

   .يدهنده روانتقال نییپروت ،يبادیکلونال آنتیپل ن،یسنگ رهیزنج يبادیآنت ،شتر :لیديک لماتک

 

  
ین یباشد که به نام پروتمی Zipمتعلق به خانواده  LIV-1ین یپروت

در انسان شناخته  Irt-Likeو  ZIP6  ،Zrtتنظیم شونده با استروژن،

          عنصر  LIV-1 پروتییننام دارد.  SLC36A6شود، و در موش می

  در  1.کندق غشا پلاسمایی به داخل سیتوزول منتقل میـروي را از طری

  
هایی مانند سینه، شرایط فیزیولوژیک این ناقل به فراوانی در اندام

 LIV-1 2و1.شوداي بیان میپروستات، جفت، کلیه، هیپوفیز و جسم پینه

عنوان ژن و به ZR-75-1سرطانی سینه به نام  اولین بار در رده سلول

ین یپروتشود که این تصور می 3وسیله استروژن شناسایی شد.القایی به

هاي غنی از هورمون، ازجمله سرطان سینه و رحم تحت تأثیر در بافت

  هاي سلولی سبب توسعه تومور و متاستاز شود که این موضوع محرك

  مقدمه

 
  

 

  280تا  274هاي ، صفحه4شماره  ،79دوره ، 1400تیر ی تهران، کاه علوم پزشی، دانشگکده پزشکمجله دانش  اصیلمقاله 

 

  01/04/1400آنلاین:      23/03/1400پذیرش:      22/11/1399: ویرایش     15/11/1399دریافت:          چکیده
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Tehran Univ Med J (TUMJ) 2021 July;79(4):274-80 

با توجه به  4.شودین نسبت داده مییینازي این پروتیبه نقش متالوپروت

انتظار  ،و الگوي جمعیتی ایران زاتغییر الگوي زندگی عوامل خطر

هاي آینده بروز سرطان سینه در کشور به شدت ود طی دههرمی

نفر در سال به این بیماري مبتلا  10000افزایش یابد. در حال حاضر 

  5.کنندشوند که یک سوم آنها بر اثر این بیماري فوت میمی

هاي درمان صرف سه نوع سرطان سینه، ریه و بیشترین هزینه

ها افزایش یافته و در زینهه بیماي شود که با پیشرفتپروستات می

با توجه به  6.رسدمراحل پایانی بیماري به بالاترین میزان خود می

هاي بالا، بلندمدت بودن طول دوره درمان و عوارض جانبی ناشی هزینه

هاي سینه و پروستات لزوم ها در زمینه درمان سرطاناز این نوع درمان

  باشد. شن میهاي تشخیصی و درمانی جدید روتحقیق در روش

هاي ها استفاده از روشیکی از ابزارهاي تشخیصی در سرطان

باشد. بادي مثل الایزا، وسترن بلات و فلوسیتومتري میمبتنی بر آنتی

بادي زنجیره در سرم شترسانان نوع خاصی از آنتی بادي با عنوان آنتی

وجود دارد که بر خلاف  Heavy-chain antibody(HcAb)سنگین 

هاي معمول پستانداران تنها از دو زنجیره سنگین تشکیل اديبآنتی

ها باديطور طبیعی زنجیره سبک را ندارد. این آنتیشده است و به

هاي معمول باديداراي خصوصیات فیزیولوژیک متفاوتی با آنتی

هاي تواند براي تستاستفاده از آنها می رواز اینباشند، می

هدف از  7.انی مورد توجه قرار گیردایمونولوژي و کاربردهاي درم

 LIV-1 پروتیینبادي شتري علیه کلونال آنتیتحقیق حاضر تهیه پلی

 اشد. بمی

  

  
قطعه ژنی ناحیه خارج : LIV-1 پروتیینبیان نوترکیب و تخلیص 

در  ترپیشکه  LIV-1 (NCBI-Q13433)نوترکیب  پروتیینغشایی 

کلون شده بود (اطلاعات نشان داده نشده است) به  pET-22پلاسمید 

 CaCl2 با روش شوك حرارتی و BL21 Escherichia coli-باکتري 

، ابتدا باکتري پروتیینمولار ترانسفورم گردید. براي تخلیص  1/0

 mmol 1/0 کشت داده شد و با ml 250 واجد سازه ژنی در حجم

Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG)  القا گردید. پس

C ساعت انکوباسیون در12 از
 - ها در بافر تریس، پلت باکتري37 °

و  mol 8 (8M urea, 20mMTris-HCL, 500mM NaCl pH 8.0) اوره

لیز شدند. لیزات سلولی  (Sonicator) با استفاده از سونیکاتور

سانتریفیوژ شد و سپس محلول رویی فیلتر گردید. محلول فیلتر شده 

 ,8M urea)ریخته شد. سپس با بافر شستشو  Ni-NTAبر روي ستون 

20mMTris-HCL, 500mM NaCl pH 6.3)  منظور بهشستشو داده شد

از روي ستون حذف شوند.  تربا اتصال ضعیفهاي پروتیین اینکه

 ,8M urea)نوترکیب از بافر جداکننده  پروتیینبراي جدا کردن 

20mM Tris-HCL, 500mM NaCl pH 4.5)  .پروتییناستفاده شد 

کیلودالتون و  12تخلیص شده با استفاده از کیسه دیالیز با اندازه منافذ 

اوره زدایی  Phosphate-buffered saline (PBS)فسفات -محلول نمک

 -Sodium dodecyl sulfateتوسط  پروتیینشد و خلوص 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) بررسی گردید .

  استفاده شد.  Anti-His tag باديآنتی براي تأیید از وسترن بلات با

تحت شرایط بهینه  کهماهه  6- 7 از یک شتر ماده :سازي شترایمن

و در بخش علوم حیوانات مجتمع تحقیقانی و تولیدي انستیتو پاستور 

سازي . ایمنسازي استفاده شدبراي ایمن ایران (کرج) نگهداري شد

نوترکیب به فواصل هر دو  LIV-1 پروتیینار تزریق ب شششتر با 

همراه به پروتییناز  µg 100 بار انجام شد. در هر بار تزریقهفته یک

استفاده شد. در تزریق اول از  (Freund's adjuvant)ادجوانت فروند 

ها از ادجوانت فروند ناقص ادجوانت کامل فروند و در سایر تزریق

از  پروتیینسازي و پیش از هر بار تزریق استفاده شد. پیش از ایمن

C گیري شد و سرم آن در فریزرشتر خون
  نگهداري شد.  -20 °

از سرم  LIV-1کلونال علیه بادي زنجیره سنگین پلیتخلیص آنتی

کروماتوگرافی  (Affinity) افینیتی از ستون IgGجهت تخلیص : شتر

ستون سفاروز از سرم شتر بر روي  ml 5استفاده شد.  A پروتیین

 -ریخته شد و ستون با بافر نمک A (GE Healthcare) پروتیین

ها  IgGشستشو داده شد. براي جداسازي  pH 7و  mmol 20 فسفات

استفاده  pH 3.5استیک اسید با  %58/0و  mol 15/0از محلول نمکی 

با استفاده از محلول تریس یک مولار خنثی شد.  pHشد و بلافاصله 

مدت یک همراه بافر لودینگ بهتخلیص شده به IgG از µg 4 میزان

و عدم حضور  2MEساعت در دماي اتاق انکوبه شده و در حضور 

2ME در حجم نهایی µl 10  در چاهکSDS-PAGE  ریخته شده

  است.

با  LIV-1بادي شتري در تشخیص کلونال آنتیاستفاده از پلی

ران  SDS-PAGE %15در ژل  LIV-1نوترکیب  پروتیین: وسترن بلات

  بررسیروش 

 
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
3-

13
 ]

 

                               2 / 7

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-11268-fa.html


  

              و همکاراني هاجرالسادات قادر                   276

 
  280تا  274 ،4ه ، شمار79، دوره 1400 تیری تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

شد و سپس به کاغذ نیتروسلولز انتقال یافت. کاغذ نیتروسلولز با شیر 

C ساعت در دماي 16مدت و به %2خشک 
انکوبه گردید. پس از  4 °

سازي و فسفات، سرم شتر پیش از ایمن-شستشو کاغذ با بافر نمک

مدت یک در دماي اتاق به 200/1سازي با رقت ایمنآخرین پس 

 Rabbitفسفات - گردید. پس از شستشو با بافر نمکساعت انکوبه 

anti-Camel  اضافه و به مدت یک ساعت در دماي  2000/1با رقت

فسفات،  -اتاق انکوبه شد. درنهایت پس از شستشو با بافر نمک

Horseradish Peroxidase (HRP)-conjugate Anti Rabbit  با رقت

اعت انکوبه شد. در مدت یک ساضافه شد و در دماي اتاق به 1000/1

نفتول  -1 و کلر -4نهایت و پس از شستشو، با محلول حاوي 

  آمیزي گردید.رنگ

 µl 100 :بادي شتريکلونال آنتیدر الایزا با پلی LIV-1تشخیص 

در هر چاهک پلیت  LIV-1نوترکیب  پروتیین µg/ml 1 از غلظت

C ساعت در دماي یکالایزا ریخته شد و به مدت 
ردید. انکوبه گ 37 °

مدت یک ساعت در دماي اتاق به %4براي بلاك کردن از شیرخشک 

روز از  پنجسازي و پس از استفاده شد. از سرم شتر پیش از ایمن

، 1600/1، 800/1، 400/1، 200/1، 100/1هايسازي رقتآخرین ایمن

فسفات تهیه شد و به -با محلول نمک 12800/1، 6400/1، 3200/1

C ه گردید و به مدت یک ساعت درهاي مربوطه اضافچاهک
° 37 

  Rabbit anti-Camelفسفات - انکوبه شد. پس از شستشو با بافر نمک

اضافه و به مدت یک ساعت در دماي اتاق انکوبه  2000/1با رقت 

فسفات رقت -پس از شستشو با بافر نمک، در مرحله بعد شد

 Goat Anti-Rabbit-Horseradish Peroxidase conjugateاز  1000/1

(HRP)  مدت یک ساعت انکوبه شد. درنهایت محلول بهو شد اضافه

اضافه شد و از  TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine)زا رنگ

کننده استفاده گردید و جذب عنوان متوقفنرمال به 2اسیدسولفوریک 

  شد. خواندهنانومتر  450موج نوري در طول

 :بادي شتريکلونال آنتیدر فلوسایتومتري با پلی LIV-1تشخیص 

 باشد در محیطمی که رده سلولی سرطان سینه MCF-7سلول 

DMEM 10همراه به% FBS ،5% 2CO و دماي C
شد.  داده کشت 37 °

سلول در لوله فلوسایتومتري ریخته  3×510براي فلوسایتومتري تعداد 

(در  µg 2 فسفات شستشو گردید. -شد و دو بار با محلول نمک

کلونال تخلیص شده به بادي زنجیره سنگین پلی) از آنتیµl 100 حجم

ها اضافه گردید و به مدت یک ساعت بر روي یخ انکوبه شد. سلول

در حجم  Rabbit anti-Camelبادي از آنتی µg 1 پس از شستشو

ها اضافه شد و بر روي یخ یک ساعت انکوبه به سلول µl 100 نهایی

-Antiبادي از آنتی µg 2 شده وها شسته گردید. در ادامه سلول

Rabbit Fluorescein isothiocyanate conjugate (FITC) ها به سلول

نهایت  شد و انکوباسیون نیم ساعت روي یخ انجام شد. در افزوده

 ,Partec Cyflowفلوسایتومتري ها شسته شده و با دستگاه سلول

Sysmex, Japan .بادي ترل از آنتیعنوان کنبه مورد بررسی قرار گرفتند

  ) استفاده شد. LIV-1 )Sigma, USAتجاري علیه 

 

  
در  پروتیینالف بیان  -1شکل : LIV-1 پروتیینبیان نوترکیب 

 His-tagد با توجه به وجو دهد.مقایسه با باکتري القا نشده را نشان می

 خلیصتی نیکل براي از روش افینیتی کروماتوگراف پروتییندر انتهاي 

تخلیص  پروتیین SDS-PAGEب نتیجه -1استفاده شد. شکل  پروتیین

با خلوص  پروتیینطور که مشخص است دهد. همانشده را نشان می

 پروتیینه کیلودالتون قرارگرفته است. در ادام 36بالایی در موقعیت حدود 

- 1 (شکلدر وسترن بلات تایید شد  Anti-His با استفاده ازتخلیص شده 

   ).2(شکل  دیگرد يسرم شتر جداساز يها IgG نیهمچن ج)

-LIVبادي شتري براي تشخیص کلونال آنتینتایج استفاده از پلی

که در وسترن بلات سرم پیش از با توجه به این: با وسترن بلات 1

تزریق باندي مشاهده نشد و در وسترن بلات سرم آخرین تزریق باند 

بادي توان نتیجه گرفت که پلی کلونال آنتیموردنظر مشاهده شد، می

تواند در روش وسترن بلات می LIV-1ژن شتري براي شناسایی آنتی

  ).   3مورد استفاده قرار گیرد (شکل 

-LIVبادي شتري براي تشخیص کلونال آنتینتایج استفاده از پلی

یی بادي در شناسانتایج الایزا بیانگر توانایی این آنتی: در الایزا 1

 نتایج نشان این . همچنین)1نمودار ( باشددر روش الایزا می پروتیین

ایمن شده است.  پروتیینخوبی در برابر این  که شتر به دهدمی

گردد با کاهش نزولی رقت سرم، میزان جذب همانطور که ملاحظه می

نوري نیز به همان نسبت کاهش داشته و نسبت به سرم پیش از تزریق 

                             هاي مختلف رابرابري در رقت 7تا  1اوت جذب نوري تف

                         بادي شتري کلونال آنتینتایج استفاده از پلی دهد.نشان می

  با توجه به هیستوگرام : به روش فلوسایتومتري LIV-1براي تشخیص 

  هایافته
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با  LIV-1ین تخلیص شده یباکتري القا نشده. ب) پروت ،2و  IPTGباکتري القا شده با  ،1 ین نوترکیبیالف) نتایج بیان پروت نوترکیب. LIV-1ین یپروتبیان، تخلیص و تایید  :1 شکل

  Anti-His تخلیص شده با LIV-1ین یج) وسترن بلات پروت  Ni-NTAکروماتوگرافی تمایلی با استفاده از ستون

  
  

  

  

  

  

  

  

  

تخلیص شده از سرم شتر ایمن  Gهاي ایمنوگلوبولین SDS-PAGEژل  :2 شکل

تخلیص شده  2ME ،3، IgGهمراه تخلیص شده به 2ME ،2، IgGسرم شتر به همراه  ،1شده. 

  ینییدر کنار مارکر پروت 2MEبدون 

 
 
 
  

  

  

  

  

  

  
  

  

 يبرا يشتر يبادیکلونال آنتیبا استفاده از پل زایتست الا جینتا :1نمودار 

  .LIV-1 صیتشخ

  

  

  

  

  

  

-LIVین یبادي شتري براي تشخیص پروتکلونال آنتیوسترن بلات با پلی :3 شکل

  سازي پنجم. سرم پس از ایمن - سازي. بنسرم پیش از ایم - الف. 1

  
  

  

  

  

  

  

  

  

بادي کلونال آنتیبا استفاده از پلی MCF7هاي نتایج فلوسایتومتري سلول: 4شکل 

سلول تیمار  ،بادي، هیستوگرام نارنجیسلول تیمار نشده با آنتی ،هیستوگرام آبی. LIV-1شتري علیه 

  .بادي شتريکلونال آنتیسلول تیمار شده با پلی ،بادي تجاري، هیستوگرام قرمزشده با آنتی
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 4ها با دستگاه فلوسایتومتري که در شکل حاصل از بررسی سلول

در است بادي پلی کلونال شتري قاشد که آنتیآمده است، نشان داده 

را در سطح سلول شناسایی نماید. همچنین نشان داده  LIV-1 پروتیین

بادي تجاري بادي شتري نسبت به آنتیکلونال آنتیشد که قابلیت پلی

  بیشتر بوده است. پروتیینمورد استفاده در شناسایی 

  

  
نه ها تحقیقات و همچنین صدها داده در زمیعلیرغم سال

مارکرهاي توموري، تعداد مارکرهاي توموري که براي استفاده در 

باشد. از مزایاي اند ناچیز میمقاصد پزشکی مورد تایید قرار گرفته

توان به جستجوي تومورمارکرها در بین استفاده از تومور مارکرها می

جمعیت انسانی و شناسایی سرطان در مراحل اولیه اشاره کرد، 

هایی که بدون علایم رمارکرها در شناسایی سرطانهمچنین از تومو

  شود.بالینی مشخصی هستند استفاده می

وسیله روش معمول شناسایی سرطان تهیه بیوپسی از بافت به

باشد و تومور مارکر براي شناسایی سرطان استفاده جراحی می

توانند در زمانی که بیماران با علایمی شود اما تومور مارکرها مینمی

جهت بررسی اولیه مفید باشند و نماید مییه سرطان مراجعه شب

  8.کننده باشندتوانند در شناسایی منشا اولیه تومور کمکمی

عنوان یکی از عناصر ضروري بدن در شرایط عنصر روي به

باشد. در مطالعات مختلفی نشان پاتولوژیک داراي تاثیرات دوگانه می

هاي تواند سبب از بین رفتن سلولداده شده است که افزایش روي می

شود، اما این افزایش داراي یک آستانه سرطانی از طریق آپپتوز می

هاي پروتیینباشد، زیرا نشان داده شده است که افزایش بیان تحمل می

که سبب افزایش غلظت روي در داخل  LIV-1انتقال دهنده روي مثل 

ي سرطانی و سپس هاتواند به تکثیر سلولشود میسیتوپلاسم می

شان دادند که در بیماران اي در مطالعهمتاستاز تومور منجر شود. 

مثبت بودند میزان بیان  Estrogen receptor (ER)سرطان سینه که 

1-LIV 1اند که مطالعات نشان داده 9.یابدافزایش می-LIV  یک نشانگر

هایی است که گیرنده استروژن مثبت اعتماد در سرطانقابل

این  هاي جدید مشخص شدهاي بعد در بررسیر سالد 11و10.شندابمی

هاي مرتبط با چسبندگی تواند در تنظیم کاهش بیان ژنمی پروتیین

هاي در متاستاز سلول پروتییننقش این  رواز اینسلول مرتبط باشد، 

 7ZIP  )Zinc پروتیینشان دادند که نها بررسی 12.سرطان مشخص شد

Transporter solute carrier7)  روي را از شبکه آندوپلاسمی آزاد

کند و ممکن است براي فعالیت آنزیم تیروزین کیناز ضروري باشد می

 تواندمی ZIP7 پروتیینهاي آنها در این زمینه نشان دادند که و یافته

هایی مانند سرطان از طریق مهار عنوان هدفی در درمان بیماريبه

 پروتیینهمچنین مشخص شده است که  13.تیروزین کیناز مفید باشد

LIV-1  نامزد مناسبی براي روش درمانیAntibody drug conjugate 

(ADC) هاي سرطانی گسترده و در است زیرا بیان آن در سلول

هاي اخیر مطالعات نشان در سالباشد. هاي طبیعی محدود میسلول

بالینی  عنوان ژنی براي تشخیصبه LIV-1توان از می اند کهداده

   14.استفاده کرد Aسرطان سینه لومینال تیپ 

ها جهت شناسایی باديتاکنون بیشتر مطالعاتی که بر روي آنتی

هاي باديگرفته است از آنتیبیومارکرهاي سرطانی و یا درمان انجام

شده هاي اخیر مشخصشده است. در سالموشی یا خرگوشی استفاده

دلیل ي زنجیره سنگین شتري بههابادياست که استفاده از آنتی

  15.تواند مفید باشدخصوصیات فیزیولوژیک منحصر به فرد آن نیز می

در  LIV-1 پروتییندر مطالعه حاضر ژن بخش خارج سلولی 

خالص به وسیله کروماتوگرافی  پروتیینبیان شد و  E.coliباکتري 

دست آمد، سپس به شتر تزریق شده و به Ni-NTAتمایلی با ستون 

وسیله از آخرین تزریق به پسدست آمده سه روز رم شتر بهس

هاي وسترن بلات و الایزا و فلوسایتومتري مورد بررسی قرار تست

 LIV-1 پروتیینگرفت. نتایج این بررسی نشان داد که شتر براي 

سازي شده است. نتایج تست الایزا در خوبی ایمننوترکیب حاصل به

در  16.مشابهت داشتسایر مطالعات  نتایجسازي شتر با ارتباط با ایمن

ژن نوترکیب سازي شتر با آنتیکه ایمن شدهمشخص مطالعات جدید 

در مطالعه  رواز ایننسبت به سلول قابلیت ایمن سازي بیشتري دارد، 

در  17.زایی استفاده شدژن نوترکیب براي ایمنیحاضر از آنتی

لونال آنتی بادي علیه گیرنده کنیز از شتر براي تهیه پلیاي دیگر عهالمط

هاي آندوتلیال عروق خونی استفاده کردند و فاکتور رشد سلول 2

ژن در کلونال قابلیت شناسایی آنتیبادي پلینشان دادند که این آنتی

   18.باشدتست الایزا را دارا می

عنوان نامزد مناسبی به LIV-1هاي اخیر مشخص شد کهدر سال

بادي علیه کلونال آنتیینه است، بنابراین پلییک نشانگر در سرطان س

LIV-1 ی و تشخیص زودهنگام سرطان سینه با ـتواند براي شناسایمی  

  بحث
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  4هاي تشخیصی مختلف استفاده شود.روش
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Background: SLC39A6 Protein (solute carrier family 39) or LIV-1 is a zinc transporter 

protein that is overexpressed in positive estrogen cancers such as breast cancer. The 

LIV-1 protein transfer zinc into the cytoplasm through the plasma membrane. Today it 

is known that just as a decrease in the concentration of zinc in the cell can cause cancer, 

an excessive increase in the concentration of zinc can also stimulate irregular cell 

division and caused cancer. Thus, inhibition of zinc transporter protein may play a role 

in preventing malignancies and metastasis. It can also be used as a diagnostic marker in 

the diagnosis of cancers in various laboratory methods. The present study was 

performed to prepare a polyclonal camel antibody for the detection of LIV-1 protein at 

the cell surface. 

Methods: This study was started in the Pasture Institute of Iran in 2018 September and 

finished in February 2020. An expression construct containing the human LIV-1 gene 

was prepared and transferred to the E.coli BL21 by chemical (CaCl2) and heat shock 

method. The expression of the protein was induced by IPTG and then protein was 

purified by affinity (Ni-NTA) chromatography. After preparing recombinant protein 

one female camel was immunized, 6 times at two weeks intervals with Freund's 

adjuvant. After immunization, the isolated polyclonal antibody was evaluated by 

ELISA, western blotting and flow cytometry in the detection of LIV-1 protein. 

Results: The result showed that LIV-1 protein was well purified and also the camel 

polyclonal antibody was able to detect LIV-1 protein in ELISA, western blot and also it 

can detect LIV-1 on the cell surface as shown by flow cytometry test. 

Conclusion: In recent years, LIV-1 has been shown to be a good candidate as a marker 

in breast cancer, so polyclonal antibodies against LIV-1 can be used for early detection 

of breast cancer by various diagnostic methods. In this study, it has been shown that 

polyclonal camel antibodies can be used in laboratory methods and can be considered 

for immunological tests and therapeutic applications.  
 

Keywords: camel, heavy chain antibody, polyclonal antibody, zinc transporter protein. 
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