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 2، بتول پاک نژاد2صغری اسدالهی دباغ ، ∗1مهدی پورامیردکتر       
  دانشجوی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی بابل  -2 بیوشیمی دانشگاه علوم پزشکی بابل  استادیار گروه-1

 
 

 ، پیشگیری  و درمان  بیماریها کاربرد       بادیهای  انسانی  که  با هزینه  زیاد تهیه  می شود در تشخیص            آنتی :دف ه  و   سابقه
سرم  انسان   های   گلوبولینایمونوهزینه  برای  تخلیص      کم ثر و ؤ ، طراحی  و راه اندازی  روشی  م      هدف  از این  تحقیق   . دارد
 .باشد می

رسوب  داده  شد و به  دنبال  آن            ) اشباع% 50( سرم  انسان  با سولفات  آمونیوم           یایمونوگلوبولین ها :روشهاو    مواد
. ورز استات  سلولز ارزیابی  شد    خلوص  آنتی  بادیها با روش  الکتروف     . سازی  با کروماتوگرافی  تیوفیلیک  انجام  شد      خالص 

  فراکسیونهای  محصول  با روش  ایمونودیفوزیون  شعاعی           Pool  در سرم  و         )IgA و   IgG  ،IgM(بادیها   غلظت  آنتی  
 .اندازه گیری  شد و درصد بازیافت  محاسبه  گردید)  SRID(یکطرفه   

بازیافت  . گر وجود فقط  یک  باند در ناحیه  گاما بود             آنالیز محصولات  در الکتروفورز استات  سلولز نشان           :ها یافته
 .محاسبه  شد%) 17حدود (کمتر بارزی   بطور IgM در حالیکه  میزان  بازیافت   ،بود% G، 75ایمونوگلوبولین   

 پس  نیازی   خنثی  جدا گردید،PH  حدود PHایمونوگلوبولین های  خالص  به  همراه  بافر با غلظت  نمکی  کم  و   :گیری نتیجه
به  پردازش  محصول  نمی باشد، کروماتوگرافی  تیوفیلیک  موجب  سهولت  تخلیص  ایمونوگلوبولینها در یک  مرحله  بعد از                  

ایمونوگلوبولینهای  خالص  شده  در این  تحقیق  برای  روشهای  ایمونوشیمیایی            . رسوبدهی  با سولفات  آمونیوم  می شود     
 .مناسب  است

 .خالص سازی، ایمونوگلوبولین، سرم انسان، ژل تیوفیلیک  :لیدیک های واژه

 

 مقدمه 
)  C(ایمونوگلوبولین ها براساس  تفاوت  در ساختمان  نواحی  ثابت   
بندی   زنجیره  سنگین  به  کلاسها و زیر کلاسهای  مختلفی  دسته              

، IgA  ،IgDکلاسهای  مولکولهای  آنتی  بادی  عبارتند از         . می شوند
IgE  ،IgG  ،IgM .    در انسانهاIgG        و  IgA        به  زیر کلاسهای  

IgG1  ،IgG2  ،IgG3   ، IgG4  ،IgA1   و IgA2 بندی  می شوند   دسته 
از رسوبدهی   عبارتستGسازی ایمونوگلوبولین  روشهای خالص ).1و2(

 ، کروماتوگرافی  )3و4(گزینشی با سولفات آمونیوم یا سولفات سدیم          

 ، )FPLC/HPLC)5ی مبادله یونی         مبادله یونی، کروماتوگراف     

 

، )3و6(کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون       ) L,G) 8-6پروتئینهای   
و ) 9(ژن کروماتوگرافی گرایشی روی ستونهای لیگاند ـ آنتی             

اتیلن  رسوبدهی با پلی  ). 12-10 ((T-gel)کروماتوگرافی تیوفیلیک   
در ) 13(فیلتراسیون و کروماتوگرافی ژل     ) 3 ((PEG)گلیکول   

 از رسوبدهی   IgAبرای خالص سازی    .  کاربرد دارد  IgMسازی   خالص
 با سولفات آمونیوم بهمراه کروماتوگرافی مبادله یونی و کروماتوگرافی

 از اعتبارات   13806 هزینه انجام این پژوهش در قالب طرح تحقیقاتی شماره             
 .معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی بابل تأمین شده است
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کروماتوگرافی گرایشی  ). 14و15(شود  استفاده می   ثابت Jacalinروی  
برای تائید  ). 16و17( پیشنهاد شده است     IgD و   IgEبرای تخلیص   

ها از انواع روشهای ایمونوشیمیایی نظیر           تخلیص ایمونوگلوبولین 
، ایمونودیفوزیون دو طرفه    (SRID)ایمونودیفوزیون شعاعی یکطرفه    

(DID)   ،ایمونوالکتروفورز ،Western blott       و نیز از انواع روشهای 
 استفاده  1SDS-PAGEالکتروفوز نظیر الکتروفورز استات سلولز و         

 ). 18و19(شود می

های ایمونوگلوبولین سرم انسان در انواع روشهای             فرآورده
های  فرآورده. ایمونوشیمیایی جهت تستهای کیفی و کمی کاربرد دارد       

لادی جهت درمان    می 1950ایمونوگلوبولین برای اولین بار در دهه         
 طراحی  (im)استفاده شد که ابتدا فقط برای تزریق داخل عضلانی            

 و واکنشهای   erraticشده بود و به دلیل درد ناشی از تزریق، جذب            
ایمونوگلوبولین جهت تزریق    . آنافیلاکسی کاربرد محدودی داشت     

 . در آمریکا مجاز شناخته شد1980 در سال (IVIG)درون وریدی 

 توسط  IVIGیکاسیونهای مشخص جهت تجویز         اخیراً اند 
FDA                 تأیید شده است که اختلاف ضعف ایمنی اولیه، لوکمی 

لمفوسیتی مزمن، پورپورای ترومبوسیتوپنی ایدیوپاتیک و بیماری           
 مصارف درمانی دیگری نیز دارد      IVIG. کاواساکی را شامل می شود    

 ).20و21(داردکه تعدادی از آنها در مراحل اولیه آزمایش و تأیید قرار 

 ایمونوگلوبولین برای کاربرد درون وریدی از سرم انسانی             

 )pool نفر اهداء کننده    1000که حاصل خونگیری از حداقل     )  سرم 
خون این افراد از نظر وجود ویروسهای        . گردد خون است، خالص می   

HIV  ،HBV ،HCV  90محصول باید دارای حداقل   . شود  آزمایش می
 %IgG       کلاسهای   سالم و دارای زیرIgG     در غلظت فیزیولوژیک و 

بعلاوه .  باشد  وتوانایی اپسونیزاسیون مناسب    خوب  نیز دارای کمپلمان  
، IgAهای پروتئینی،     های وازواکتیو، مجتمع    آلودگیهایی نظیر آنزیم   

 ها و عوامل عفونی باید در طی روند تولید حذف                    اندوتوکسین

 ). 22و23(شوند

اندازی روشی ساده و با         هاین تحقیق بمنظور طراحی و را        
راندمان زیاد برای تخلیص ایمونوگلوبولینهای سرم انسان در شرایط          
آزمایشگاه با تجهیزات و هزینه کم و در حداقل زمان ممکن، انجام              

 .شده است

                                                           
1.Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel elrctrophoresis 

 مواد و روشها 
 ، دی  وینیل     CL-4B ، سفاروز     تریس ژل  استات  سلولز، پودر   

 ،S، محلول  رنگی  پانسو     )2ME (  مرکاپتواتانول -2،  )DVS(سولفون   
محلولهای  رنگبر و شفاف  ساز، سرم  استاندارد از شرکتهای  سیگما،             

   .مرک  و بیوژن

  IgA  و    IgG  ،IgM برای  اندازه گیری  غلظت      SRIDپلیت های 
 ، سانتریفوژ     )بیوژن (SRIDکش  مخصوص      ، خط     )بیوژن(

)Clements-2000(        استات  سلولز،      ، الکتروفورز الفور برای  ژل 
، همزن   U-Vis (cecil) ، اسپکتروفتومتر    ستونهای  کروماتوگرافی 

 ، ) Suntex( متر  PH،  ) Shaker( ، همزن  چرخشی   مغناطیسی

 رسوبدهی  گزینشی  با سولفات  آمونیوم 

 سرم  انسانی  تهیه  شده  از      ml 4 گرم  سولفات  آمونیوم  به         8/1  
ظرف  حاوی    ) اشباع% 50محلول   (افزوده  شد   یک  فرد ظاهراً سالم       

 ، نمک  به  سرم      با همزدن  متوالی   سرم  را در حمام  یخ  قرار داده  و          
اضافه  شد تا حدی  که  کف  تولید نشده  و پروتئینها بتدریج  رسوب                 

 سانتریفوژ شد   rpm 3500 دقیقه  در    20مخلوط  حاصله  به  مدت      . کنند
 .حل  گردید ) TBS)  3/7=PHو رسوب  در بافر  

 )T-gel(کروماتوگرافی  تیوفیلیک   

   Scoble     ، Scopsکروماتوگرافی  تیوفیلیک  بر اساس  روش          

 CL-4B از ژل  سفاروز ml 7/1:و با کمی  تغییرات  انجام  شد  ) 11و12(
) M 5/0  ،12PH( از محلول  کربنات  سدیم           ml 7/1را در        

 دی  وینیل  سولفون  به  مدت       µl160افزودن    سوسپانسیه  کرده  و بعد از    
ژل  . همزده  شد ) shaker( ساعت  در دمای  آزمایشگاه  با همزن            6

شو داده  و حجم     ستش) M 5/0  ،11PH(فعال  شده  را باکربنات  سدیم       
در مرحله   .  رسید ml 4/3به      ) 11PH(سوسپانسیون  با کربنات  سدیم      

اتانول  به  مدت  یکساعت  در دمای         کاپتومر -µl60 2بعد با افزودن     
×cm 55/0ژل  آماده  شده  را در ستون  با ابعاد         . آزمایشگاه  همزده  شد  

  TBSژل  با بافر      .  شد ml 6/1 ریخته  و حجم  نهایی  ژل  حدود            5
به  تعادل  رسید و جذب  نوری  محلول        ) M 5/0(دارای  سولفات  سدیم     

 280ِِA=0 خوانده  شد، عبور بافر تا        nm 280خروجی  در طول  موج         
  . ادامه  یافت

محلول  بدست  آمده  در پایان  مرحله  رسوبدهی  با سولفات                
 TBSآمونیوم  از ستون  عبور داده  شد و در مراحل  بعدی  به  ترتیب                  
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  خنثی  در     PHمراحل  اضافی  دیالیز نداشته  و محصول  نهایی  در              
 2 وجود باند Porath .فراکسیونهای  مجزا جداسازی  و تخلیص  گردید

α باند(گلوبولین  و ترانسفرین      ماکروβ (  را گزارش  نمود)که  در این    ) 10
 . مطالعه  این  باندها مشاهده  نشد

استفاده  شد و   % 6  از ژل  آگاروز       porathهمچنین  در روش        
ولی  در این  تحقیق      )  ساعت 38(  طولانی  بود     T-gelزمان  فعالسازی    

8(  در زمانی  کوتاه       T-gel   استفاده  شد و ستون        CL-4Bاز سفاروز     
حداکثر ) 11و12 (Scoble    ، Scops در روش      .فعال  شد  )ساعت

 گزارش  گردید که  در     IgG،  mg/ml 3/26ظرفیت  اتصالی  ستون  به      
 IgG      ، mg/ml 5/37مطالعه  حاضر ظرفیت  اتصالی  ستون  به             

 بیشتری   محاسبه  شد که  در مقایسه  با روش  مذکور ظرفیت  اتصالی            

 در این  تحقیق     T-gel  ایمونوگلوبولین های  خالص  شده  با روش       .دارد
را می توان  در سنجشهای  ایمونوشیمیایی  بکار برد ولی  جهت  استفاده            
از این  محصول  در پیشگیری  و درمان  بیماریها باید تستهایی  برای                

HIV    ، HBV      ، HCV      ای  حذف   و نیز روشهایی  بر    داد    انجام
 .عوامل  پاتوژن  و مزاحم  طراحی  شود

 

 تقدیر و تشکر
 ، از شورای  محترم  پژوهشی  و کارکنان  حوزه  پژوهشی  دانشگاه         

 ، بیوفیزیک   ت  علمی  و کارکنان  گروه  بیوشیمی        أاعضاء محترم  هی   
دانشگاه  و نیز از خانم  فاطمه  بنار که  در این  تحقیق  ما را یاری                      

  .ند سپاسگزاریمنموده ا
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