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 ٢/١١/٨٢: ، پذيرش٢٥/٤/٨٢: دريافت
 
 
 
 

  استخراج و تخليص فريتين از بافت كبد  
 
 

 ٤دي تهراني، دكتر محمود ج٣، علي احمد بيات١، رويا قدس ٢ دكتر محمدرضا صادقي،∗١دكتر رضا بهجتي اردكاني
  كارشناس زيست شناسي مركز تحقيقات -٣ استاديار گروه غدد و توليد مثل پژوهشكده ابن سينا -٢عضو هيأت علمي پژوهشكده ابن سينا  -١

  استاديار گروه ايمونولوژي پژوهشكده ابن سينا-٤آنتي بادي منوكلونال  
 

 
 ۲۴ پروتئين اصلي ذخيره كننده آهن مي باشد كه از             كيلودالتون، ۴۵۰كول فريتين با وزن مولكولي       مول: سابقه و هدف  

 اتم آهن فريك را در خود    ۴۵۰۰زيرواحد شامل زنجيره هاي سبك و سنگين تشكيل شده است و هر مولكول آن مي تواند               
 و  تخليص فريتين با درجه خلوص بالا جهت استفاده در سيستم هاي تشخيصي            تعيين  هدف اين مطالعه،    . ذخيره نمايد 

 .مي بلشد يتحقيقات
 رسوب  ، درجه سانتيگراد  ۷۵در اين مطالعه با استفاده از حرارت دادن بافت هموژنيزه شده كبد در دماي                :مواد و روشها  

 تخليص   و ، فريتين از اين بافت استخراج     G-200روماتوگرافي ژل فيلتراسيون با سفادكس     ك  و دادن با سولفات آمونيوم   
پروتئين حاصل، در   . مورد استفاده قرار گرفت   ريتين كروماتوگرافي چرخشي     افزايش درجه خلوص ف     به منظور  .گرديد

 از آزمون الايزا و رنگ آميزي .(SDS-PAGE) ژل پلي آكريلاميد در مجاورت سديم دودسيل سولفات الكتروفورز گرديد
ت اطمينان از درجة     جه  و از رنگ آميزي ژل با نيترات نقره         فريتيناز حصول   اطمينان  براي   با پتاسيم فري سيانيد   ژل

در  حاصله در شرايط احياء        فريتين  كيلودالتون، ۲۱ و   ۱۹جهت تائيد وجود زير واحدهاي       .خلوص فريتين استفاده شد   
 . شد مركاپتو اتانول الكتروفورز-۲حضور 
 م بافت  ميكروگرم فريتين به ازاي هر گر       ۱۰۰ خالص بدست آمد و بازده اين روش          كاملاًفريتين   اين روش در   :يافته ها

 ۲۱ و    ۱۹وجود زير واحدهاي     ، مركاپتو اتانول   -۲در حضور     در شرايط احياء       فريتين الكتروفورز. بود كبد    تازه
 .كيلودالتون را در اين پروتئين تائيد نمود

لوص خ با درجه    فريتين منجر به توليد     استخراج و تخليص فريتين از بافت كبد       روش مورد استفاده جهت      :نتيجه گيري
نسبت به   روش     اين بازده مناسب بوده و       در زمينه هاي تشخيصي و تحقيقاتي      الا گرديد كه براي استفاده        بسيار ب 

 .مطالعات ديگر قابل قبول مي باشد
 .فريتين، تخليص، كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون، كروماتوگرافي چرخشي :ه هاي كليديواژ

     
 مقدمه

 رون سلول  فريتين پروتئين اصلي ذخيره كننده آهن در د           

 جدا  ۱۹۳۷ در سال    Laufbergerبراي اولين بار توسط     مي باشد كه    
 نقشي كليدي در متابوليسم اين      اين پروتئين   ). ۱ (و كريستاليزه شد  

 توانايي فريتين در ذخيره آهن نقشي دوگانه          . كند عنصر بازي مي   

 . هد زدايي آهن و ذخيره آن را به اين مولكول مي د            شامل مسموميت 

 

 زيرواحد دارد كه با يكديگر پوششي توخالي را  ۲۴لكول فريتين   هر مو 
 اتم آهن سه    ۴۵۰۰تواند حداكثر تا      مولكول مي  اين. كنند ايجاد مي 
 مولكول . را به صورت تركيب غير آلي در خود جاي دهد             ظرفيتي

 از اعتبارات   ٢٠٠٢٥هزينه انجام اين پژوهش در قالب طرح تحقيقاتي شماره            

 . و برنامه ريزي كشور تأمين شده استسازمان مديريت
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يكي زنجيره  . داران داراي دو نوع زيرواحد  مي باشد         فريتين مهره 
 كيلودالتون و ديگري      ۲۱با وزن مولكولي      ) H-chain (سنگين

در .  كيلودالتون ۱۹با وزن مولكولي      ) L-chain (زنجيره سبك 
ند در  با هم تشابه دار    % ۵۴ حدوداً   H و   Lهاي   پستانداران زنجيره 

% ۸۵ درحدود   Lهاي   و زنجيره % ۹۰ درحدود   Hهاي   حالي كه زنجيره  
فريتين عضلات، تيموس و گلبول هاي قرمز خون       . با هم تشابه دارند   

. تشكيل شده است    زنجيره سبك  ۴ زنجيره سنگين و      ۲۰انسان از   
 زنجيره  ۲۱-۲۲ زنجيره سنگين و      ۲-۳فريتين كبد و طحال داراي       

.  مغز و لنفوسيت ها بين اين دو است        ،قلبباشد و فريتين      سبك مي 
به علت تشابه   . تشكيل شده است   فريتين سرم تماماً از زنجيره سبك     

بيشتر فريتين كبد و طحال با فريتين سرم و ذخاير بالاي فريتين در              
 ).۱ (شود اين دو عضو، از آنها براي استخراج فريتين استفاده مي

 در درون و بين      و پل هاي نمكي متعدد    باندهاي هيدروژني   
 و   شده است   در برابر حرارت   زيرواحدها باعث پايداري فريتين   

روش معمول تهيه فريتين حرارت دادن بافت هموژنيزه شده كبد در            
 فريتين را مي توان با       .)۲ ( درجه سانتيگراد مي باشد    ۷۰-۷۵دماي  

 ،)۳(روش هاي مختلفي مثل كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون                
بافت هموژنيزه شده   و حرارت دادن    ) ۴(ض يوني   كروماتوگرافي تعوي 

 نقطه ايزوالكتريك فريتين     .تخليص نمود ) ۵(در مجاورت متانول     
  كيلودالتون و ضريب رسوب آن       ۴۵۰آن   ، وزن مولكولي  ۸/۴برابر  

s۱۸-۱۷ و گياهاني  ) ۷( فريتين را در ميكرو ارگانيسم ها       .)۶(باشد  مي
 .نيز مي توان پيدا نمود) ۸(مانند سويا 

فريتين سرم قابل اعتماد ترين شاخص  ذخاير تام آهن بدن             
لذا اندازه گيري آن به طور معمول توسط پزشكان             . )۹ (مي باشد

علاوه بر اين فريتين در تهيه آنتي بادي هاي           . درخواست مي شود 
، تهيه استانداردهاي     )۱۰( ضد فريتين       منوكلونال و پلي كلونال    

ل هاي كوچك در      ، حامل مولكو     )۱۱ (كيت هاي تشخيصي  
، ايجاد بار منفي بر سطح سلول جهت مطالعه             )۱۲ (ايمونيزاسيون
 و ماركر پروتئيني در ميكروسكوپ الكتروني به          )۱۳ (غشاء سلولي 

با توجه به كاربرد وسيع     . كاربرد دارد ) ۱۴(علت دانسيته الكتروني بالا     
 و هزينه بسيار بالاي      فريتين در زمينه هاي تشخيصي و تحقيقاتي       

يتين عرضه شده توسط شركت هاي خارجي، اين سوال مطرح              فر
است كه آيا مي توان فريتين را با هزينه پايين و بازده و خلوص بالا                

تخليص نمود؟ اين تحقيق براي پاسخ به اين سوال طراحي و اجرا               
 . گرديده است

 

 مواد و روشها
ابتدا :  و انساناستخراج و تخليص فريتين از بافت كبد گوسفند      

) G-200) Pharmacia, Lot#: 8024 استفاده از پودر سفادكس       با
 سانتي متر و    ۷/۱×۸۵ با ابعاد       كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون   ستون

 .)۱۵(ميلي ليتر تهيه شد  ۴۰معادل )Void volume(حجم فضاي مرده  
با توجه به محدوديت تهيه كبد انسان و نظر به تشابه ساختماني                 

ابتدا سيستم تخليص فريتين از كبد         ،)١( فريتين انسان و گوسفند    
 اجرا و  با كمي تغييرات)۳ ( و همكارانشCrichton گوسفند به روش

كسب موافقت كميته اخلاق    بهينه سازي شد و در مرحله بعد، پس از          
پزشكي، مقداري از بافت كبد انسان، از سازمان پزشكي قانوني كشور           

 HCV و   HIV  ،HBVتهيه شد و قبل از استفاده، از نظر آلودگي با            
 . اطمينان حاصل گردد   آن تا از عدم آلودگي      مورد مطالعه قرار گرفت   

 با آب و جدا نمودن عروق و           بافت كبد پس از شستشوي كامل       
بافت هموژنيزه شده   . ، در هموژنايزر كاملاً هموژنيزه شد      آنكپسول  

اضافه شد و     Phosphate Buffered Saline (PBS)  حجم ۴به  
 دقيقه حرارت   ۱۰ درجه سانتيگراد به مدت       ۷۵سپس در حمام آب      

پس از سرد و ته نشين شدن پروتئين هاي دناتوره شده،             . داده شد 
، محلول روئي .  سانتريفوژ شد  g ۲۵۰۰ دقيقه در    ۱۰محلول به مدت    

 فيلتر شد و با افزودن تدريجي همان حجم          ۳با فيلتر واتمن شماره      
رسيد و در   ) نيمه اشباع % (۵۰سولفات آمونيوم اشباع شده، به اشباع        

با اين عمل،   .  درجه سانتيگراد نگهداري شد     ۴طول شب در دماي      
فريتين و بعضي از پروتئين هاي ديگر به حالت غير محلول در                  

  دقيقه در   ۲۰روز بعد محلول به مدت        . كنند مي آيند و رسوب مي    

g۲۵۰۰    آب دو بار تقطير      ميلي ليتر ۱۰ در    آن  سانتريفوژ شد و رسوب 
  مولار با  ۰۱/۰محلول حاصل در برابر بافر فسفات سديم          . حل شد 

۲/۷pH=    دقيقه  ۱۵ به مدت    و سپس  شبانه روز دياليز شد     ۱ به مدت 
ميكرون  ۲۲/۰ سانتريفوژ شد و محلول روئي با فيلتر            g۱۰۰۰۰در  

  كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون   به ستون  سپس اين محلول  . فيلتر شد 
 به وسيله   =۲/۷pH مولار با    ۱/۰اضافه گرديد و بافر فسفات سديم        

 ميلي ليتر در ساعت از ستون عبور داده        ۸پمپ پريستالتيك با سرعت     
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 از دستگاه   ،بافر خروجي ستون، پس از خروج حجم فضاي مرده         . شد
Uvcord SII) Amersham Pharmacia Biotech  ساخت سوئد ، (

كه كيفيت خروج پروتئين ها از ستون را به صورت منحني رسم                 
  به وسيله دستگاه جمع كننده اتوماتيك            عبور نموده و     ندمي ك

)Fraction collector() Amersham Pharmacia Biotech 

FRAC-200  مجزا جمع آوري شد     هايدر فركشن  ) ، ساخت سوئد  .
لازم به ذكر است كه شرايط بهينه كه در بالا ذكر شد، پس از                    

 .چندين بار كروماتوگرافي در شرايط مختلف بدست آمد

روي ژل   ژل فيلتراسيون    الكتروفورز محصول كروماتوگرافي   
با توجه به اينكه در كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون           : پلي آكريلاميد

مولكول هاي بزرگ مثل فريتين بلافاصله پس از خروج حجم فضاي          
پروتئين هاي موجود در     اول خارج مي شوند،    (peak) با قله      و مرده

كروماتوگرافي، روي ژل        مربوط به قله اول           فركشن هاي
 (SDS)  سديم دودسيل سولفات     در حضور % ۵/۷پلي آكريلاميد  
 .)۱۶(گرديد و رنگ آميزي با كوماسي بلو انجام  ندالكتروفورز شد

الايزا جهت تأييد وجود فريتين در قله اول                  آزمون   
فركشن هاي مربوط به قلة اول          : فيلتراسيون  ژل  كروماتوگرافي

يكجا جمع آوري شد و با      ) يتين گوسفندي حاوي فر (كروماتوگرافي  
 از نظر وجود     Radio-immuno assay (RIA) استفاده از كيت   

فريتين مورد بررسي قرار گرفت تا مشخص شود كه آيا كيت هاي              
تجاري قادر به شناسايي فريتين گوسفندي هستند يا نه؟ در ضمن              
يك آزمون الايزاي غير مستقيم جهت بررسي وجود فريتين                 

 كه  بدين صورت .  ي در محلول پروتئيني فوق طراحي گرديد      گوسفند
 پروتئين در محلول مذكور به روش            غلظت پس از اندازه گيري   

 ميكروگرم در ميلي ليتر    ۱۰ ، محلول با غلظت پروتئيني    )۱۷(برادفورد  
سپس .  ميكروليتر در هر چاهك پليت الايزا كوت شد           ۵۰به ميزان 

 به علت تشابه بعضي از        . بلاك شد  PBS-Tweenپليت الايزا با     
 براي لايه دوم از سرم        )۱ (اپي توپ هاي فريتين گوسفند و انسان      

از .  استفاده شد  ۱:۲۵۰ا رقت   بموش ايمن شده با فريتين انساني         
 نيز به عنوان لايه       2-Sheep anti Mouse-HRP(Fab)كونژوگه

جهت توليد رنگ از سوبستراي اورتو فنيل           . گرديدسوم استفاده    
در طول موج   ميزان جذب نوري     استفاده شد و      (OPD) دي آمين

، Anthos 2020(  نانومتر با استفاده از دستگاه الايزا ريدر            ۴۹۲

 در مورد فريتين بدست آمده از كبد انسان         .قرائت شد ) ساخت اتريش 
نيز، فركشن هاي مربوط به اولين قله يكجا جمع آوري گرديد و به               

مچنين محاسبه بازده تخليص    منظور تأييد وجود فريتين در آن و ه        
با استفاده از كيت الايزاي فريتين محصول         فريتين با روش فوق،      

  .، غلظت فريتين اندازه گيري شد»پادتن علم«شركت 

كروماتوگرافي افزايش درجه خلوص فريتين با استفاده از             
  درجه جهت افزايش  :)Recycling chromatography (چرخشي

بدين صورت  . )۱۸ ( چرخشي انجام شد   خلوص فريتين، كروماتوگرافي  
تغليظ شده بود، به       ميلي ليتر از فريتين كه قبلاً تخليص و          ۱كه  

 اضافه شد و بافر خروجي ستون         كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون  ستون
 مجدداً  UVcord SIIپس از عبور از پمپ پريستالتيك و دستگاه            

 مرحله عبور   پس از دو  . وارد ستون شد تا روند جداسازي بهبود يابد        
 به وسيله جمع كننده اتوماتيك در       ستون نمونه از ستون، بافر خروجي    

 . فركشن مجزا جمع آوري شد۱۵

 فركشن هاي :الكتروفورز محصول كروماتوگرافي چرخشي      

% ۵-۱۵ با گراديان    SDS در مجاورت     روي ژل پلي آكريلاميد   ۱۲-۱
براي  .)۱۹(و رنگ آميزي با كوماسي بلو انجام شد         الكتروفورز شد 

 تعيين ميزان خلوص فريتين حاصل از اين روش، پس از الكتروفورز            
، از كروماتوگرافي چرخشي    ) فريتينحاوي    (۹فركشن شماره     

در ضمن، براي    . )۲۰ (آميزي ژل با نيترات نقره انجام شد           رنگ
فريتين و    در اين تحقيق   مقايسه ميزان خلوص فريتين تخليص شده     

، )Diagnostic Biotech) Lot#: F212خالص محصول شركت     
 الكتروفورز  SDSحضور   اين دو پروتئين روي ژل پلي آكريلاميد در       

 براي تاييد وجود     . گرفت نگ آميزي با كوماسي بلو انجام    ر  و شدند
 كه يك   رنگ آميزي با پتاسيم فري سيانيد   فريتين، علاوه بر الايزا از       

  هِم   غير اختصاصي براي رنگ آميزي پروتئين هاي حاوي آهن      روش  

)Non–heme iron (   نيز استفاده گرديد   در ژل پلي آكريلاميد است  .
 ميكروگرم  ١٠٠ ، ميكروگرم فريتين   ١قادر است تا      اين روش    

در اين روش،   .  ميكروگرم فردوكسين را رديابي كند      ٣ترانسفرين و   
به رنگ آبي در     non-heme باند مربوط به پروتئين هاي حاوي آهن     

 اختصاصي تر است   Ferene S رنگ آميزي   اين روش از روش   . مي آيد
فرمول  .)٢١ (را رنگ آميزي نمي كند   (BSA) و آلبومين سرم گاوي   

 :واكنش به اين صورت است
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Fe2++ K3Fe(CN)6  KFe[Fe(CN)6] (Royal Blue)+2K +  

پس از الكتروفورز اين    ،  براي رنگ آميزي با پتاسيم فري سيانيد    
 دقيقه در محلول     ۱۰ به مدت     پروتئين روي ژل پلي آكريلاميد، ژل     

 ,0.1M K3Fe(CN)6, 0.05M Tris–HCl(پتاسيم فري سيانيد   

0.1M NaCl, pH 7.5 (    سپس ژل در   . در تاريكي حركت داده شد
 Methanol, 10% Trichloroacetic %10(محلول ظهور رنگ    

Acid (              كه بلافاصله قبل از استفاده تهيه شده بود، قرار داده شد تا
اين محلول چند بار عوض شد تا        . فريتين ظاهر شود  رنگ آبي باند    

پتاسيم فري سيانيد باقي مانده كاملاً خارج شود و زمينه ژل بي رنگ            
به منظور ارزيابي وزن مولكولي زيرواحدهاي فريتين            .)۲۱ (شود

 مركاپتو  -۲تخليص شده، اين پروتئين در شرايط احياء در حضور             
  .اتانول الكتروفورز شد

 

 يافته ها
 :ستخراج و تخليص فريتين از بافت كبد گوسفند و انسان             ا

 وجود دو قله را در       UVcord SIIمنحني رسم شده توسط دستگاه       
نتايج آورده  (كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون تخليص فريتين نشان داد        

روي  ژل فيلتراسيون    الكتروفورز محصول كروماتوگرافي   .)نشده است 
 نيز نشان داد كه      SDS-PAGEز  نتايج حاصل ا  : ژل پلي آكريلاميد 

فركشن هاي مربوط به قله اول حاصل از كروماتوگرافي                     
ژل فيلتراسيون، داراي پروتئيني هستند كه از نظر اندازه با مولكول             

: نتايج آزمون الايزا  ). نتايج آورده نشده است    (فريتين مطابقت دارد     
را  فريتين گوسفندي     (RIA)كيت اندازه گيري فريتين سرم انساني       

 طراحي شده در اين       نتيجه الايزاي  اما    مورد شناسايي قرار نداد     
د كه سرم موش ايمن شده با فريتين انساني قادر به            دا نشان   تحقيق

نتيجه اندازه گيري فريتين      . مي باشد  شناسايي فريتين گوسفندي    
پادتن «انساني با استفاده از كيت الايزاي فريتين محصول شركت             

 كيت قادر به شناسايي فريتين تخليص شده        ن اي ، نشان داد كه   »علم
 ۱۰۰ بازده تخليص فريتين در اين روش تقريباً              . مي باشد انساني

افزايش  .بودميكروگرم فريتين به ازاي هر گرم بافت تازه كبد انسان           
نمودار  :درجه خلوص فريتين با استفاده از كروماتوگرافي چرخشي          

منحني . هده مي شود  مشا ۱مربوط به اين كروماتوگرافي در شكل         
 مربوط به مرحله اول عبور نمونه از ستون كروماتوگرافي             (A)اول  

مي باشد كه در طي آن فريتين از ستون خارج شده و مجدداً از سمت              
در مرحله دوم عبور نمونه از ستون          . ديگر وارد ستون شده است      

 تفكيك شده است    ۲و۱كروماتوگرافي، منحني مربوطه به دو بخش        
(B)   ين مسئله نشان مي دهد همراه با فريتين، يك پروتئين              كه ا

 .ديگر نيز وجود داشته است كه در مرحله دوم از آن جدا شده است

 

 

 

 

 

 

 

 

 مربوط به Aمنحني .  نمودار كروماتوگرافي چرخشي.۱شكل 
 مربوط به مرحله Bمرحله اول عبور نمونه از ستون و منحني 

 مرحله دوم، منحني به دو در. دوم عبور نمونه از ستون مي باشد
 . تفكيك شده است۲ و۱بخش 

 

نتيجه الكتروفورز   :الكتروفورز محصول كروماتوگرافي چرخشي   
 آمده است، نشان مي دهد كه      ۲ شده كه در شكل      Recycleفريتين  
به ميزان قابل توجهي از پروتئين سنگين تر       ) ۶-۱۲رديف هاي(فريتين

وص آن نسبت به قبل     جدا شده است و درصد خل      ) ۱-۵رديف هاي  (
در رنگ آميزي با نيترات نقره، به جز باند مربوط           .افزايش يافته است  

مقايسه ). الف-۳شكل( نمي شود به فريتين، باند ديگري مشاهده      
 با فريتين   Diagnostic Biotechفريتين خالص محصول شركت      

دهنده برابري خلوص اين دو       روش فوق نيز نشان   ه  تخليص شده ب  
رنگ آميزي با پتاسيم فري سيانيد      در ).ب-۳شكل(شدمحصول مي با 

 را رديابي كند،    non-hemeاست پروتئين هاي حاوي آهن       كه قادر 
 در  ).ج-۳ شكل(باند مربوط به فريتين به رنگ آبي درآمده است             

مركاپتو اتانول،  -۲ حضور الكتروفورز فريتين در شرايط احياء در        
 كيلودالتون  ۲۱ و   ۱۹لكولي   زيرواحد كوچك تر با وزن مو     ۲فريتين به   

تجزيه شده است كه با وزن مولكولي زير واحدهاي سبك و سنگين             
  ).د-۳شكل (فريتين مطابقت دارد 
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 از كروماتوگرافي ۱-۱۲ الكتروفورز فركشن هاي .۲شكل 
در حضور %) ۵-%۱۵(چرخشي روي ژل گراديان پلي آكريلاميد 

SDS . منحني ۱ مربوط به بخش ۱-۵رديف هاي B و ۱ از شكل 
 . مي باشد۱ از شكل B منحني ۲ مربوط به بخش ۶-۱۲رديف هاي 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الكتروفورز فريتين تخليص شده با كروماتوگرافي .۳شكل 
مقايسه با فريتين ) ب. رنگ آميزي با نيترات نقره) الف. چرخشي

رنگ آميزي ) ج. Diagnostic Biotechانساني محصول شركت 
 الكتروفورز فريتين در حضور) د. فري سيانيدبا پتاسيم 

 .و تجزيه فريتين به زير واحدهايش  مركاپتو اتانول-۲

 
 بحث

يكي از پايه هاي اصلي تخليص فريتين استفاده از                   
) size exclusion chromatography(كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون 

در كروماتوگرافي ژل فيلتراسيون، مولكول ها براساس          . مي باشد
هاي   بدين صورت كه مولكول      .اندازه شان از يكديگر جدا مي شوند      

بزرگ تر زودتر از ستون خارج مي شوند و مولكول هاي كوچك تر در            
يافته هاي ما نيز نشان داد كه فريتين        . مراحل بعدي خارج مي شوند   

با قله اول خارج     )  كيلودالتون ٤٥٠(كه وزن مولكولي بالايي دارد        
طور كه مشاهده گرديد كيت       همانالايزا،  يج  در نتا . گرديده است 

 قادر به شناسايي فريتين        (RIA)تشخيص فريتين سرم انسان        
كه سيستم الايزاي طراحي شده در اين          گوسفندي نبود، در حالي    

با توجه به اينكه در      . تحقيق، فريتين گوسفندي را شناسايي نمود       
استفاده كيت هاي تشخيص طبي معمولاً از آنتي بادي منوكلونال             

مي شود عدم شناسايي فريتين گوسفندي توسط اين كيت قابل توجيه          
مي باشد زيرا زنجيره هاي سبك و سنگين فريتين انسان و گوسفند به           

با هم تشابه دارند و آنتي بادي منوكلونال مورد          % ٩٣و  % ٧٦ترتيب  
 بر عليه اپي توپي از فريتين انساني مي باشد          احتمالاً استفاده در كيت  

 آن اپي توپ در فريتين گوسفندي وجود ندارد اما در الايزاي                 كه
طراحي شده در اين تحقيق به علت وجود اپي توپ هاي مشترك بين            
فريتين انساني و گوسفندي، آنتي سرم ضد فريتين انساني، فريتين            

در رنگ آميزي با پتاسيم    علاوه بر اين     .گوسفندي را شناسايي نمود   
يك پروتئين آهن دار است مورد      يتين كه   فرفري سيانيد نيز وجود       

 در رنگ آميزي با نيترات نقره،  با توجه به حساسيت           .تاييد قرار گرفت  
 در مي يابيم كه فريتين تخليص شده، از درجه           آنفوق العاده بالاي   

 .خلوص بالايي برخوردار است

تايج حاصل از اين مطالعه نشان داد كه فريتين بدست آمده             ن
ويژه وقتي كروماتوگرافي چرخشي انجام شود از          هاز اين روش، ب    

ميزان خلوص بالايي برخوردار است كه با فريتين خالص محصول             
عوامل متعددي در   .  برابري مي كند  Diagnostic Biotechشركت  

يكي از اين عوامل طول ستون       . ميزان خلوص فريتين دخالت دارند     
د و بر همين    است كه هر چه بيشتر باشد تفكيك بهتر انجام مي شو          

اساس، در كروماتوگرافي چرخشي، با عبور نمونه از درون ستون براي       
بديهي است  . دو يا چند بار، ميزان خلوص محصول افزايش مي يابد         

. كه با افزايش دفعات چرخش مي توان درجه تخليص را بهبود بخشيد          
سرعت مناسب عبور جريان بافر از ستون نيز از عوامل مؤثر در ميزان             

به نظر مي رسد سرعت مناسب بافر، براي ستوني با        . ص مي باشد تخلي
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، ) سانتي متر ۷/۱×۸۵(ابعاد ستون مورد استفاده در اين تحقيق        
g(با استفاده از اولتراسانتريفوژ       .   ميلي ليتر در ساعت باشد      ۱۰-۸

راه حل ديگر،    . )۳ (نيز مي توان خلوص را افزايش داد        ) ۹۵۰۰۰
روش ديگري  . )۴ (تعويض يوني مي باشد  استفاده از كروماتوگرافي     

كه پيشنهاد مي شود، استفاده از كروماتوگرافي افينيتي است كه در آن           
 .)۲۲ (آنتي بادي ضد فريتين به ماتريكس متصل شده  باشد

مركز اطلاعات و مدارك    «پس از جستجو در سايت اينترنتي        
ن يافت  تنها يك مورد پايان نامه در مورد تخليص فريتي       » علمي ايران 

شد كه تخليص صرفا از كبد گوسفند انجام شده بود و روش آن                  
مشابه روش عمل شده در اين مطالعه بود با اين تفاوت كه از                    

بازده  .)۲۳(شده بود    جهت كروماتوگرافي استفاده     G-100سفادكس  
به طور مثال   . تخليص در مقالات گوناگون، متفاوت ذكر شده است        

 ازاي هر گرم بافت تازه كبد گونه هاي        ميزان فريتين تخليص شده به    
، )۲۴ ( ميكروگرم ۱۲  وهمكارانش     Sobhaمختلف حيوانات توسط     

 Suryakala توسط   ،)۲۵ ( ميكروگرم ۱۲۰ و همكارانش    Diezتوسط  
 و همكارانش   Geetha توسط   و) ۲۶ ( ميكروگرم ۸-۵۲همكارانش و

بازده روشي كه در اين تحقيق       . بوده است ) ۲۷ ( ميكروگرم ۲۶-۱۶
 ميكروگرم فريتين به ازاي     ۱۰۰مورد استفاده قرار گرفته است، تقريباً        

هر گرم بافت تازه كبد مي باشد كه در مقايسه با موارد فوق، بازده                 
 اين بازده بيانگر مناسب بودن شرايط استخراج         .قابل قبولي مي باشد  

در پايان  . فريتين كه در قسمت مواد و روش ها ذكر شد مي باشد             
ه گيري مي شود كه با استفاده از اين روش، مي توان به             چنين نتيج 

سادگي و با هزينه مناسب فريتين با درجه خلوص بالا را جهت                  
 .مصارف و بررسي هاي گوناگون از بافت كبد تخليص نمود

 

 تقدير و تشكر
بدينوسيله از آقاي دكتر باباشمس كه در مراحل مختلف اين            

. تشكر و قدرداني را داريم       پژوهش ما را راهنمائي فرمودند كمال       
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