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 ياهکارهــاراز  یکــیعنوان آن بــه یــیفــرآورده دارو قیــدر بدن، تزر نیآلبوممتعدد  يهابا توجه به نقش :زمینه و هدف

 کیــتیهمول يهــايماریو ب يکبــد يهایینارســا ها،یســوختگ د،یشد يهايزیخونر رینظ یطیدر شرا یتیریمد ای یدرمان

ســما پلا نییپــروت نیتــرفراوان ن،یکــه آلبــوم وضــوعم نی. با در نظر گرفتن اردیگینوزادان در دستور کار پزشکان قرار م

ه رو، بــ شیبرخوردار اســت. مطالعــه پــ ياژهیو تیآن از اهم صیتخل يروش مناسب برا کی یطراح شود،یمحسوب م

 ســهیاو مق یانســان ياز پلاســما نیآلبــوم صیدر تخلــ یونیــ ضیتعــو یکروماتوگراف یقیو تلف میدو روش مستق یبررس

  .پردازدیم حاصل شده به هر دو روش ییهان يهافرآورده تیفیک

. در رفتیپــذ انجــام رانیسازمان انتقال خون ا قاتیدر مرکز تحق 1398تا مهر  1397مطالعه از بهمن  نیا :روش بررسی

 بــا نیآلبــوم نییپــروت صیتخلــ يو بــرا يآورگــرد یصــورت تصــادفبه یانســان يپلاسما يحاو سهیک 10پژوهش،  نیا

ســطه انجــام بــه وا ،یینهــا يهاکار گرفته شد و خلوص فرآوردهبه ینویتبادل  یکروماتوگراف یقیو تلف میمستق يهاروش

بــه  وشــد  زهیپاســتور ،یقی. نمونه حاصل از روش تلفدیگرد سهیمقا SDS-PAGEالکتروفورز استات سلولز و  يهاتست

  آن انجام گرفت. يبررو HPLC زیآنال ،يمریتجمعات پل یمنظور بررس

لــوص از خ میبــرخلاف روش مســتق یونیــ ضیتعــو یکروماتوگراف یقیروش تلفحاصل شده با  ییفرآورده نها ها:یافته

بــرآورد  %5ز کمتــر ا HPLC زیتوســط آنــال زیــموجود در آن ن مریپل زانیو م %95حدود  نیانگیبرخوردار بود با م یمناسب

  .)>05/0P( دیگرد

از دو مرحلــه  يریــگنهــا بــا بهرهت تــوانیم ،یونیــنمودن پلاسما و متعاقبــا کــاهش قــدرت  قیبه واسطه رق گیري:نتیجه

 نمود. يجداساز یانسان يرا با درجه خلوص مناسب از پلاسما نیآلبوم ،یونی ضیتعو یکروماتوگراف

  .پلاسما ،یونی ضیتعو یکروماتوگراف ن،یآلبوم :لیديک لماتک

 

  
که  چرا ،اي حیاتی و منحصر به فرد استپلاسماي انسانی، ماده

د و علیرغم آن که اهمیت باشها میینیانواع مختلفی از پروت يحاو

    ها مشخص گردیده، هنوز هم بسیاري از آنهابالینی برخی از آن

  هاي مشتق از پلاسما، قسمت روزه فرآوردهـام 1اند.کاملا شناخته نشده

  

به  2- 4.دهنداي از داروهاي مورد مصرف انسان را تشکیل میعمده

، پالایش واحد هیماده اول کیمحصول از  چند دیتول قابلیت دلیل

 يبرا کیوتکنولوژیب مهمترین رویکردهنوز هم  ی،انسان يپلاسما

در تهیه داروهاي مشتق از  5شود.ها محسوب میاین فرآورده تولید

هاي پلاسماي اولیه تاثیر بسزایی در کیفیت محصولات پلاسما، ویژگی

 هاي پلاسما، آلبومینینیرین پروتیکی از مهمت 6نهایی دارد.

  مقدمه
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(Albumin) باشد که با غلظت تقریبیمی g/dl 5 -5/3 عنوان ،

ین موجود در پلاسماي افراد سالم را به خود یترین پروتنافراو

ین که سنتز آن را کبد بر عهده دارد، یاختصاص داده است. این پروت

سوب مح (Oncotic pressure)کننده اصلی فشار انکوتیک تنظیم

رو به منظور بازگرداندن و حفظ حجم جریان خون در از این 7شود.می

ها، اعمال جراحی، خونریزي و تعویض مواردي نظیر سوختگی

یابد و نیز در شرایطی مانند سندرم پلاسما که حجم خون کاهش می

نفروتیک، سیروز کبدي، هیپوآلبومینمی و سندرم زجر تنفسی حاد 

براین، باتوجه به نقشی که در اتصال افزون 8.یردگمورد استفاده قرار می

روبین و انتقال آن به محل دفع دارد، استفاده از آن در مراحل به بیلی

هاي همولیتیک نوزادان در دستور کار پزشکان قرار درمان بیماري

از سوي دیگر، در عرصه تحقیقات نیز آلبومین از جایگاه  5گیرد.می

عنوان مکمل در محیط کشت ن بهخاصی برخوردار است و از آ

 7شود.هاي جانوري، پایدارکننده و بیوکروماتوگرافی استفاده میسلول

شمار آلبومین در بالین و نیز تحقیقات و با در باتوجه به کاربردهاي بی

نظرگرفتن این موضوع که جایگزین مناسب دیگري براي آن توصیه 

شود نیاز جهانی به این فرآورده دارویی بینی میپیش 9نشده است.

از دیرباز  پژوهشگرانرو، رو به افزایش باشد. از این طور مداومبه

کار ینی بهیکارهاي مختلفی را براي تهیه این فرآورده پروتتاکنون راه

 Cold) روش اتانول سرد .اندو یا طراحی و ابداع نموده گرفته

Ethanol process) ها در جداسازي یکی از پرکاربردترین روش

مبتنی بر  هايروش 11و10و8باشد.هاي پلاسما میماکرومولکول

کار ها بهسازي بیشتر پروتیینمعمولا جهت خالص کروماتوگرافی

هاي جداسازي از دیگر روش ترسیبیهاي روش 12- 15رود.می

نیز هاي مبتنی بر مهندسی ژنتیک روش تازگیبه 16د.نباشمی هاپروتیین

حتی امروزه از  17ها کاربرد پیدا نموده است.جهت تهیه پروتیین

   18گردد.ها استفاده میینییادي مزانشیمی در تهیه پروتهاي بنسلول

از ابتداي پیدایش صنعت پالایش پلاسما تاکنون، تولید آلبومین 

تجاري عمدتا با فرآیند اتانول سرد صورت گرفته و ضمنا 

یابی به خلوص بالاتر، هاي زیادي با تمرکز بر روي دستپیشرفت

ها حاصل شده است.  ینیپروت بازدهی بیشتر، پایداري و بازیابی سایر

پالایش پلاسما با رویکرد اتانول سرد محاسن متعددي دارد که یکی از 

زیرا این روش در  ،باشدآنها، ایمنی مناسب محصولات تولید شده می

 pH(غلظت بالاي اتانول و  (Bacteriostatic) شرایط باکتریواستاتیک

هاي جانبی، بار اکشنواسطه جداسازي فرپذیرد و بهپایین) انجام می

بر این، روشی مناسب براي تولید افزونیابد. ویروسی نیز کاهش می

هاي دارویی در مقیاس صنعتی است و فرآیند تولید و فرآورده

باشند. از سوي دیگر، لزوم محصولات تهیه شده نیز مورد تایید می

ي در نیاز به تجهیزات سرمایشی که غالبا فراهم نمودن آنها هزینه زیاد

بر دارد و نیز لزوم بازیابی اتانول مصرفی، از معایب این روش 

ضمن این رویکرد، براي جداسازي در شود. محسوب می

هایی که به مقادیر اندك در پلاسما حضور دارند و نیز ینیپروت

باتوجه به این امر که در  20و19و5.هاي حساس مناسب نیستینیپروت

ها و ا براي ایمونوگلوبولیندلیل افزایش تقاضحال حاضر، به

فاکتورهاي انعقادي، صنعت پالایش پلاسما از نظر اقتصادي به تولید 

ها) وابسته گشته ایمونوگلوبولین ویژهبهاین دو محصول ارزشمند (

زمان این کارگیري یک روش مناسب براي تهیه همبه رواز ایناست، 

  9.دباشمشتقات پلاسمایی از اهمیت خاصی برخوردار می

توجهی که در تجهیزات هاي اخیر، با تغییرات قابلدر سال

فرآیندهاي بیولوژیکی صورت پذیرفت، روش کروماتوگرافی براي 

تهیه محصولات دارویی مشتق از پلاسما مورد توجه واقع شد و به 

منظور توسعه رویکرد اتانول سرد مورد استفاده قرار گرفت. هم اکنون 

 Column) روماتوگرافی ستونینیز امکان جایگزین شدن روش ک

chromatography method)  به جاي فرآیند اتانول سرد در صنعت

اي نزدیک، امکانات و تجهیزات پلاسما وجود دارد و احتمالا در آینده

کروماتوگرافی شکل غالب این صنعت را تشکیل خواهد داد. از 

 یابی به خلوص بالا،توان دستمزایاي تکنیک کروماتوگرافی می

اجراي شرایط ملایم و عدم وجود مراحل جداسازي جامد از مایع را 

رود بازدهی فرآیند جداسازي نام برد که در این حالت انتظار می

براي تولید در مقیاس  بیان شدهبراین، رویکرد افزونکاهش نیابد. 

   9و5.باشدصنعتی نیز مناسب می

نظر بر است، بهاز آنجایی که فرآیند پالایش پلاسما طولانی و زمان

هاي خونی مدنظر نباشد، بتوان رسید هنگامی که تهیه دیگر فرآوردهمی

تنها با تکیه بر رویکرد کروماتوگرافی تعویض یونی آلبومین را با 

خلوص مناسب از پلاسماي انسانی جداسازي نمود، بدون آنکه 

دف یابی به این هها از دست بروند. اما آیا براي دستایمونوگلوبولین

وجود تنها یک مرحله کروماتوگرافی (روش مستقیم) کافی بود؟ 

هاي بنابراین، ما در مطالعه پیش رو بر آن شدیم تا با استفاده از رزین
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تعویض یونی، اقدام به جداسازي و تخلیص آلبومین از پلاسماي 

هاي انسانی به دو صورت مستقیم و تلفیقی نماییم و خلوص فرآورده

مچنین بازدهی هر دو رویکرد را با هم مقایسه کنیم. نهایی حاصله و ه

نیز از دست  هااست که درطی این فرآیند ایمونوگلوبولین بیانلازم به 

رسد که بعدا بتوان با طراحی یک روش مبتنی بر نظر مینرفتند و به

  ها را نیز تخلیص نمود. کروماتوگرافی آن

  

  
ها، شرایط ذخیره سازي، معیارهاي ورود به مطالعه دریافت نمونه

 Fresh)حاوي پلاسماي انسانی  عدد کیسه 10: و ملاحظات اخلاقی

Frozen plasma) صورت تصادفی ساده انتخاب و از مرکز نوآوري به

هاي پلاسما به سازمان انتقال خون دریافت گردید. سپس نمونه

 با دماي (Jal tajhiz, Iran)یزر آزمایشگاه مرکز تحقیقات منتقل و در فر

C
ذخیره شدند. معیار ورود به مطالعه در این پروژه، براساس  -20 °

هاي پلاسمایی سازمان هاي کنترل کیفی فرآوردهاصول و استاندارد

هاي سالم محتوي عبارت دیگر کیسهانتقال خون در نظر گرفته شد، به

گان مستمر دریافت پلاسماي شفاف و بدون شکستگی که از اهداءکنند

بررسی شده و  HCVو  HIV ،HBVهاي و از نظر آلودگی با ویروس

منفی بودند و مطابق پروتکل سازمان انتقال خون آزاد شده بودند، 

است که براي انجام این پژوهش  بیانوارد این مطالعه شدند. لازم به 

از اهداءکنندگان مستمر نمونه خون مجددي دریافت نشد، بنابراین 

نامه اخذ شده در مرکز نوآوري سازمان انتقال خون مبنی مان رضایته

هاي اهداءکنندگان در صورت لزوم، مدنظر قرار بر استفاده از نمونه

ضمن نتایج حاصل از این مطالعه ارتباط مستقیمی با در گرفت. 

  هاي مورد استفاده ندارد. اهداءکنندگان نمونه

 پسپلاسماي دریافتی  اويهاي حمحتویات تمام کیسه :CPPتهیه 

منظور از ذوب شدن داخل یک بشر بزرگ مخلوط گردید و به

دقیقه و در دماي  10به مدت  g 4000جداسازي رسوب کرایو، با دور 

C° 1  سانتریفیوژ)Sigma, USA ,Centrifuge(  از  پسشد و

در  (CPP)جداسازي رسوب تشکیل شده، پلاسماي فاقد کرایو 

رد استفاده قرار گرفت. با توجه به این که هدف مراحل بعدي کار مو

 5/5معادل  pHبود،  )=8/4pI(ین آلبومین یاین مطالعه جداسازي پروت

سازي نمونه در نظر گرفته شد. در ادامه، درجات رقت براي آماده

با افزودن آب دیونیزه  CPP ) از نمونه30، 20، 15، 10، 5متفاوتی (

مولار که همان بافر مورد  8/4بافر استات  آنها با استفاده از pHتهیه و 

از انجام  پستنظیم شد.  5/5است روي  Cohnاستفاده در روش 

) و جداسازي رسوب تشکیل C° 1 دقیقه، g5000 ،20سانتریفیوژ (

هاي شده در هر نمونه، مراحل کروماتوگرافی تعویض یونی نمونه

ز رزین رقیق نشده، با استفاده ا CPPمذکور و همچنین نمونه 

DEAE-  سفارز(DEAE -Sepharose  resin, GE healthcare, 

United States)  صورت پذیرفت. سپس بازده جداسازي آلبومین

گیري شد. محاسبه گردید و درباره انتخاب درجه رقت مناسب تصمیم

 20به میزان  mmol 15 و 20با بافر استات  CPPهاي در انتها، نمونه

و جداسازي رسوب حاصله  5/5روي  pHظیم از تن پسبرابر رقیق و 

با انجام سانتریفیوژ، وارد ستون کروماتوگرافی گردیدند و بازده 

  جداسازي آلبومین در مورد آنها نیز محاسبه شد. 

حجم  ،روش مستقیم: مراحل انجام کروماتوگرافی تعویض یونی

– FF )DEAEسفارز  -DEAEمحاسبه شده از محلول رزین 

Separose FF resin, GE healthcare, United States)  در داخل ستون

Pharmacia XK16 با ارتفاع cm 30  قرار گرفت و با استفاده از بافر

 متعادل شد. سپس سوپرناتانت 5/5معادل  pHبا  mmol 15 استات

(Supernatant)  نمونهCPP  رقیق شده با بافر استات)mM 15 ،

5/5pH= (با سرعت ml/m 6 -5 ردید و خروجی ستون وارد ستون گ

توسط بافر آغازین و به منظور خارج  Washingآوري شد. مرحله گرد

هایی که با اتصالات ضعیف به رزین وصل شده بودند، ینینمودن پروت

آلبومین متصل شده به رزین با  Elutionانجام پذیرفت و در مرحله 

یز مولار جدا شد. در نهایت ن 2/0کارگیري محلول سدیم کلراید به

مولار سدیم کلراید و سپس  1رزین استفاده شده با عبور دادن محلول 

  ذخیره گردید. %20آب دیونیزه بازیابی و در محلول اتانول 

 CM-Sepharoseروش تلفیقی: حجم محاسبه شده از محلول ژل 

FF (GE healthcare, United States)  داخل ستونPharmacia XK16 

و مراحل متعادل نمودن ستون، قرار گرفت  cm 30 با ارتفاع

مطابق آن چه که در  Elutionو  Washingنمونه،  Loadسازي و آماده

شد، انجام پذیرفت. سپس خروجی حاصل شده از  بیانروش مستقیم 

Load  نمونه در ستون-CM  سفارز، وارد ستونDEAE-  سفارز

هاي مورد ن، رزیElutionو  Washاز انجام. مراحل  پسگردید و 

  فاده، احیا شدند. است

  بررسیروش 
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ین تام یگیري غلظت پروتبراي اندازه: ن تامیسنجش غلظت پروتی

 ,Total Protein Assay Kit 500-0006, Bio-Rad)ها، از در نمونه

USA) که براساس متد برادفورد (Bradford method)  طراحی شده

است، مطابق دستورالعمل شرکت سازنده استفاده شد. محلول آلبومین 

هاي استاندارد مورد استفاده سازي نمونهنیز براي آماده %5اوي سرم گ

  قرار گرفت.

گیري غلظت آلبومین در براي اندازهآلبومین:  سنجش غلظت

 ,Albumin quantification kit)ها، از کیت تعیین کمی آلبومین نمونه

Ziest Chem Diagnostics, Tehran, Iran)  که براساس متد

ی شده است، مطابق دستورالعمل شرکت طراح BCGسنجی رنگ

 عنوان نمونهنیز به %5سازنده استفاده شد. محلول آلبومین سرم گاوي 

هاي استاندارد مورد استفاده قرار گرفت. براي ارزیابی خلوص فرآورده

هاي مورد نظر ین تام در فرآوردهینهایی، نسبت مقادیر آلبومین به پروت

ه فرآیند جداسازي، نسبت مقدار آلبومین در براي ارزیابی بازد محاسبه شد.

   فرآورده نهایی به مقدار آلبومین در پلاسماي اولیه محاسبه شد.

: (Cellulose acetate electrophoresis) الکتروفورز استات سلولز

هاي حاصل ینی موجود در نمونهیمنظور بررسی الگوي باندهاي پروتبه

با استفاده از غشاي استات سلولز  از کروماتوگرافی، آنالیز الکتروفورز

در  )mm 76×60(صورت پذیرفت. در این آنالیز، کاغذ استات سلولز 

گذاري برروي خیسانده و سپس نمونه (Barbital buffer) بافر باربیتال

ولت انجام  180دقیقه با ولتاژ  15مدت آن انجام شد. الکتروفورز به

 Ponceau Sمحلول  ینی توسطیگرفت و در نهایت باندهاي پروت

بري، تثبیت و از انجام مراحل رنگ پسآمیزي شدند. رنگ

خشک و با استفاده از  فورسازي، غشاي مورد استفاده در شفاف

 ،(Densitometer, Helena laboratories, France) دستگاه دانسیتومتر

  ینی انجام شد. یاسکن باندهاي پروت

منظور بررسی به: (SDS-PAGE) آمیدآکریلالکتروفورز ژل پلی

هاي حاصل از نمونه ینی، الکتروفورزیتر الگوي باندهاي پروتدقیق

 بافري سیستم در SDS-PAGEروش  از استفاده با کروماتوگرافی

) صورت %10( جداکننده ژل و )%5کننده (متراکم ژل شامل ناپیوسته

   پذیرفت.

 C° 59 دقیقه در دماي ششمدت ها بهبراي این تست، نمونه

 همراهبه هر نمونه از µl 20 حرارت داده شدند. سپس به میزان

گردید و الکتروفورز به  منتقل ژل هايچاهک مولکولی به وزن شاخص

پس ولت انجام شد.  120دقیقه در اختلاف پتانسیل ثابت  180مدت 

و ژل از آن جدا شد.  باز ژل حاوي الکتروفورز، کاست اتمام زمان از

 Coomassie brilliant) زي با استفاده از رنگآمیسپس مراحل رنگ

blue R-250, Merck, Germany)  بري، از رنگ پسانجام پذیرفت و

  ینی مورد بررسی قرار گرفتند. یباندهاي پروت

هاي یکی از مراحل مهم در تهیه فرآورده: پاستوریزاسیون

بیولوژیکی دارویی مشتق از پلاسماي انسانی اعمال مرحله 

موثرترین روش براي  21- 25.باشدی بر روي فرآورده میزدایویروس

باشد. بدین منظور از زدایی آلبومین روش پاستوریزاسیون میویروس

ال استیل ديهاي حرارتی سدیم کاپریلات و سدیم اندهندهمقاومت

از افزودن،  پس 26.مولار استفاده گردید 016/0تریپتوفان با غلظت 

 ,Bain-marie)ماري ساعت در بن 10نمونه تخلیص شده طی مدت 

)Optima, Germany با دماي C° 60 منظور حرارت داده شد. سپس به

، فیلتراسیون با HPLCدیده براي آنالیز آماده ساختن فرآورده حرارت

میکرون، صورت پذیرفت. کروماتوگرافی با  45/0استفاده از فیلتر 

منظور به ده نهایی،پاستوریزاسیون فرآورپس از : (HPLC)عملکرد بالا 

آنالیز ، آنایجاد شده در  ینییپروت و تجمعات پلیمرمیزان بررسی 

HPLC  .این آنالیز، از ستون  درانجام گرفتTSKgel G3000SWXL 

مولار براي متعادل ساختن ستون مذکور استفاده  1/0و بافر فسفات 

        یتا غلظت نهای g/l 9 شد. نمونه موردنظر توسط محلول سدیم کلراید

g 1%  میکرون فیلتر گردید. سپس به  45/0رقیق و با استفاده از فیلتر

 Hamilton) میلتونها سرنگ وسیلههنمونه ب از لاندا 10میزان 

Syringe) به (High-performance liquid chromatography 

(HPLC), Waters, USA) مربوطه در هايدر نهایت پیک و شد تزریق 

  مایان شدند و مورد بررسی قرار گرفتند. کروماتوگرام ن

 

  
با بافر استات و  CPPسازي نمونه ، نتایج حاصل از رقیق1جدول 

از انجام مراحل روش مستقیم  پسنیز بازده جداسازي آلبومین 

 دهد.کروماتوگرافی تعویض آنیونی را نشان می

و  CPPبا رقیق نمودن داد که هاي حاصل شده نشان میداده

متعاقبا کاهش قدرت یونی و هدایت الکتریکی، بازده جداسازي 

  ه ـیافت و در درجآلبومین در روش مستقیم کروماتوگرافی افزایش می

  هایافته
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سفارز در  -DEAEستون  یخروج نیدوم ینییپروت يباندها ي: الگو1شکل 

  لولزدر الکتروفورز استات س میروش مستق elutionمرحله 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

سفارز در  -DEAEستون  یخروج نیسوم ینییپروت يباندها ي: الگو2شکل 

  در الکتروفورز استات سلولز میروش مستق elutionمرحله 

  
  با بافر استات CPPهاي سازي نمونه: نتایج مربوط به رقیق1جدول 

مولاریته بافر   درجه رقت

  استات 

بازده ستون در   از افزودن بافر پسشخصات نمونه م  از افزودن بافر پیشمشخصات نمونه 

  pH  هدایت الکتریکی pH  هدایت الکتریکی جداسازي آلبومین 

  M 8/4  mS/cm 11/11 62/7 mS/cm 95/13  49/5 %17  صفر

  M 8/4 mS/cm 78/11 58/7  mS/cm 18/5 53/5  %31  پنج

10  M 8/4 mS/cm 59/11 63/7  mS/cm 61/3 50/5  %56  

15  M 8/4 mS/cm 14/12 74/7  mS/cm 47/2 49/5  %72  

20  M 8/4 mS/cm 09/12 71/7  mS/cm 89/1 51/5  %88  

30  M 8/4 mS/cm 65/11 62/7  mS/cm 06/1 48/5  %89  

20  mM 20  mS/cm 80/11 59/7  mS/cm 37/2 53/5  %84  

20  mM 15  mS/cm 05/11 65/7  mS/cm 10/2  56/5  %91  

  
  هاي مربوط به روش مستقیمین تام و آلبومین در نمونهیپروت: نتایج مربوط به مقادیر 2جدول 

  (mL) حجم نمونه  )/100g( غلظت آلبومین  )/100g( ین تامیغلظت پروت  مشخصات نمونه

از  پس mmol 15 رقیق شده با بافر استات CPPسوپرناتانت 

  گیريسانتریفیوژ و رسوب

22/0  143/0  180  

  15  صفر  صفر elutionله سفارز در مرح -DEAEاولین خروجی ستون 

  elution  65/2  85/1  11سفارز در مرحله  -DEAEدومین خروجی ستون 

  elution  197/0  148/0  20سفارز در مرحله  -DEAEسومین خروجی ستون 

05/0P< .معنادار در نظر گرفته شد  
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 elutionسفارز در مرحله  -CMینی خروجی ستون ی: الگوي باندهاي پروت3شکل 

  روش تلفیقی در الکتروفورز استات سلولز

 
 
 
 
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

سفارز در مرحله  -DEAEستون  یخروج ینییپروت يباندها ي: الگو4شکل 

elution در الکتروفورز استات سلولز یقیروش تلف  

  
 Milli) زیمنسمیلی 2و هدایت الکتریکی کمتر از  20رقت 

Siemens)جایی که این د. از آن، بهترین بازده جداسازي حاصل گردی

دست آمد، این بافر نیز به mmol 15 استات نتیجه با به کارگیري بافر

جهت ورود به ستون  CPPسازي نمونه در ادامه کار براي آماده

، نتایج مربوط به 2جدول  کروماتوگرافی مورد استفاده قرار گرفت.

ه روش هاي مربوط بین تام و آلبومین در نمونهیتعیین مقادیر پروت

  . )>05/0P( دهدمستقیم کروماتوگرافی تعویض یونی را نشان می

با توجه به نتایج جدول فوق، خلوص فرآورده نهایی حاوي 

 %55/90و بازده جداسازي آلبومین با این روش  %44/70آلبومین 

ن و ترتیب نتایج الکتروفورز دومیبه 2و  1هاي شکل محاسبه گردید.

 را نشان Elutionسفارز در مرحله  - DEAEسومین خروجی ستون 

 ین تام وی، نتایج مربوط به تعیین مقادیر پروت3جدول  دهند.می

یض هاي مربوط به روش تلفیقی کروماتوگرافی تعوآلبومین در نمونه

باتوجه به نتایج جدول فوق،  .)>05/0P( دهدیونی را نشان می

سازي و بازده جدا %31/96خلوص فرآورده نهایی حاوي آلبومین 

 4و  3هاي محاسبه گردید. شکل %62/24آلبومین با این روش 

سفارز و خروجی  -CMترتیب نتایج الکتروفورز خروجی ستون به

، 5شکل  دهند.نشان می را Elutionسفارز در مرحله  -DEAEستون 

  یـه روش مستقیم و تلفیقـوط بـاي مربـههـنمون SDS-PAGEه ـنتیج

  
 
 
 
  

  

  

 
  

  

هاي مستقیم و مربوط به تخلیص آلبومین با روش SDS-PAGE: الگوي 5شکل 

  تلفیقی کروماتوگرافی تبادل یونی

 دومین خروجی - 2. روش مستقیم elutionسفارز در مرحله  - DEAEسومین خروجی ستون  - 1

بافر  رقیق شده با CPPسوپرناتانت  - 3. روش مستقیم elutionسفارز در مرحله  - DEAEستون 

اتانت سوپرن - 5. ین سایز مارکریپروت - 4 .گیرياز سانتریفیوژ و رسوب پس mmol 15 استات

CPP رقیق شده با بافر استات mmol 15 گیرياز سانتریفیوژ و رسوب پس.  

  .روش تلفیقی elutionسفارز در مرحله  - DEAEخروجی ستون  - 6

  .وناز پاستوریزاسی پسروش تلفیقی  elutionسفارز در مرحله  - DEAEخروجی ستون  - 7

  .CSL Behringنمونه آلبومین کمپانی  - 8
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  HPLC: الگوي باندهاي مربوط به پلیمر، دیمر و مونومر فرآورده آلبومین تهیه شده با روش تلفیقی کروماتوگرافی تبادل یونی در 6شکل 

  
 روش تلفیقی هاي مربوط بهین تام و آلبومین در نمونهی: نتایج مربوط به مقادیر پروت3جدول 

 (mL)حجم نمونه   )/100g(غلظت آلبومین   )/100g(غلظت پروتیین تام   مشخصات نمونه

پس  mmol 15رقیق شده با بافر استات  CPPسوپرناتانت 

  گیرياز سانتریفیوژ و رسوب

217/0  17/0  150  

  elution 150/0  099/0  60سفارز در مرحله  -CMخروجی ستون 

  elution  163/0  157/0  40سفارز در مرحله  -DEAEخروجی ستون 

  
کروماتوگرام  6شکل  دهد.کروماتوگرافی تعویض یونی را نشان می

 پسنمونه آلبومین تهیه شده با روش تلفیقی  HPLCمربوط به آنالیز 

دهد که حاکی از خلوص آلبومین از پاستوریزاسیون را نشان می

  .است %09/96مونومر به میزان 

  
عنوان یک داروي بیولوژیک همواره مدنظر بوده هتهیه آلبومین ب

 هاینیکمک پالایش پلاسما جداسازي اولیه اینگونه پروتهب 28و27.است

  بحث
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کارگیري روش کروماتوگرافی تعویض در به 30و29ممکن گشته است.

 یونی به جهت تخلیص مشتقات پلاسمایی، یکی از مهمترین نکاتی که

باید مورد توجه قرار بگیرد، انتخاب یک درجه رقت مناسب براي 

   باشد.منظور کاهش قدرت یونی مینمونه اولیه به

هاي سدیم، دلیل آنکه پلاسما حاوي غلظت بالایی از یونبه

صورت توان انتظار داشت آن را بهاست، نمی غیرهپتاسیم، کلسیم و 

وارد ستون کروماتوگرافی  سازي با بافر مناسبمستقیم و بدون رقیق

هاي مذکور با اتصال به چرا که یون ،نمود و نتیجه مطلوبی حاصل کرد

  دهند. آن را کاهش می رزین مورد استفاده، ظرفیت

هاي متنوع در ینیاز سوي دیگر، وجود شمار زیادي از پروت

ین مورد نظر به رزین را با اختلال یتواند روند اتصال پروتپلاسما، می

ه سازد که این امر روي خلوص فرآورده نهایی و همچنین مواج

  گذارد. بازدهی ستون تاثیر منفی می

ها و منظور کاهش غلظت یوندر این مطالعه، به رواز این

با بافر  CPPهاي موجود، درجات رقت متفاوتی از نمونه ینیپروت

استات تهیه شد و بازدهی ستون مورد بررسی قرار گرفت. شاید این 

ها در پایداري ساختمان ال پیش بیاید که با توجه به نقش نمکسو

از  پیشهاي محلول از جمله آلبومین، آیا رقیق نمودن پلاسما ینیپروت

ورود به ستون کروماتوگرافی رویکرد قابل قبولی است؟ در جواب 

ین، هنگام نگهداري یاین سوال باید گفت که مساله پایداري این پروت

) مورد توجه قرار %20یا  %5ارویی متداول آن (مدت شکل دطولانی

گیرد. این در حالی است که با توجه به رقیق شدن پلاسما به میزان می

کند و برابر، غلظت آلبومین موجود تا حد زیادي کاهش پیدا می 20

ضمن زمان ماندن نمونه در ستون کروماتوگرافی چندان زیاد در 

که فرآورده آلبومین حاصل از شود بینی میرو، پیشنیست. از این

  کروماتوگرافی مشکلی از لحاظ پایداري نداشته باشد. 

رفت، رویکرد مستقیم کروماتوگرافی طور که انتظار میهمان

تعویض یونی کارایی قابل قبولی در جداسازي آلبومین نداشت. اما در 

رویکرد تلفیقی، با انجام یک مرحله کروماتوگرافی تعویض کاتیونی و 

ها (عمدتا توجهی از ناخالصیحذف مقدار قابلدنبال آن به

قبولی حاصل شد. تفاوت چشمگیر این ها)، نتایج قابلایمونوگلوبولین

پژوهش با سایر کارهاي مشابه، استفاده صرف از روش کروماتوگرافی 

باشد، بدون آن که از رویکرد دیگري براي حذف تعویض یونی می

ما مطالعاتی نیز وجود دارند که ها استفاده شود، اناخالصی

عنوان هسته اصلی و یا در مراحل کروماتوگرافی تعویض یونی را به

عنوان مثال طی اند بهنهایی تخلیص آلبومین مورد استفاده قرار داده

صورت  1977همکارانش در سال  و Curlingپژوهشی که توسط 

وگرافی روش کروماتپذیرفت، آلبومین از پلاسماي خون انسانی به

و خلوصی که بالاتر از الزامات  %95تعویض یونی با بازده تقریبا 

) جداسازي گردید. در این روش، نمونه %96حدود در فارماکوپه بود (

Cryosupernatant 4000گلیکول اتیلنطی دو مرحله توسط پلی 

منظور تخلیص آلبومین ابتدا داده شد و رسوب مرحله دوم به رسوب

و سپس با ستون  (DEAE-Sephadex A50)آنیونی با ستون تعویض 

  مواجه گشت.  (SP-Sephadex C50)تعویض کاتیونی 

، pH=8گلیکول در اتیلندر این مطالعه، تیمار اولیه پلاسما با پلی

و همچنین  Gقسمت اعظمی از ایمونوگلوبولین  ترسیبمنجر به 

برینوژن شد و ها و فیینیپروتترکیباتی با وزن مولکولی بالا نظیر لیپو

از مراحل کروماتوگرافی،  پیشهاي مذکور تردید حذف ناخالصیبی

در افزایش خلوص فرآورده نهایی تاثیر زیادي داشته است. از سوي 

و قدرت یونی در مراحل  pHترین دیگر، انتخاب مناسب

کروماتوگرافی تعویض آنیونی میزان از دست رفتن آلبومین را تا حد 

بازده فرآیند تخلیص را افزایش داده و  امهدر ادممکن کاهش و 

ورده نهایی آکروماتوگرافی تعویض کاتیونی در مرحله دوم خلوص فر

   12را به بالاترین حد ممکن رسانده است.

و همکاران انجام  Vasilevaدر یک مطالعه مشابه که توسط 

ک مرحله کروماتوگرافی تعویض تنها یکارگیري پذیرفت، آلبومین با به

از پلاسماي  %95و بازدهی حدودا  %99با خلوص تقریبی  یونی

   13انسانی جداسازي شد.

گلیکول طی دو مرحله اتیلندر این پژوهش نیز ابتدا با افزودن پلی

حذف و  -Gهاي موجود از جمله ایمونوگلوبولین بخشی از ناخالصی

 QAE-Sephadex)سپس رسوب مرحله دوم با ستون تعویض آنیونی 

)50A نظر مقایسه، در مطالعه ما به جاي از نقطه 13گردید. مواجه

ها در مراحل گلیکول براي حذف ناخالصیاتیلناستفاده از پلی

-CM)بالادستی، یک مرحله کروماتوگرافی تعویض کاتیونی 

Sepharose FF)  انجام پذیرفت که نتیجه آن جداسازي قسمت زیادي

خود یک مزیت محسوب  بود و این امر به نوبه Gاز ایمونوگلوبولین 

یابد و از شود، چرا که از یک سو تعداد مراحل تخلیص کاهش میمی

با ترکیب  G ارزشمندي نظیر ایمونوگلوبولین ینیسوي دیگر پروت
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رسد که بتوان در آینده با طراحی نظر میشود و بهدیگري آلوده نمی

سوي را نیز تخلیص نمود. از  یک روش مبتنی بر کروماتوگرافی آن

دیگر، حذف خمیر کرایو در مراحل ابتدایی این پژوهش و انجام یک 

با بافر استات و متعاقبا ترسیب  CPPمرحله سانتریفیوژ بعد از تیمار 

ینی، در بالا بردن خلوص فرآورده نهایی یهاي پروتقسمتی از ناخالصی

  تاثیرگذار بوده است. 

آن بود در مطالعه حاضر حاکی از  SDS-PAGEضمن نتایج در 

و  یونکه متعاقب افزودن سدیم کاپریلات و انجام فرآیند پاستوریزاس

سپس فیلتراسیون، خلوص فرآورده آلبومین نهایی حاصل شده با 

یابد. تنها نکته منفی این پژوهش کاهش روش تلفیقی افزایش می

ه این کیی باشد. از آنجابسیار زیاد بازیابی آلبومین در روش تلفیقی می

رسد که اولین مرحله کروماتوگرافی رقم خورد، به نظر میکاهش در 

د که یا هدایت الکتریکی نمونه اولیه باش pHعلت آن، مناسب نبودن 

ت، و یا کاهش درجه رق pHدر این صورت احتمالا با افزایش میزان 

  گردد. این موضوع برطرف می

 1998و همکارانش در سال  Tanakaطی پژوهشی که توسط 

کارگیري روش اتانول سرد به ، تخلیص آلبومین با بهانجام گرفت

به این صورت که  ،همراه کروماتوگرافی مایع صورت پذیرفت

پلاسماي فاقد کرایو طی دو مرحله با به استفاده از اتانول ترسیب داده 

و حاوي  Gشد و سوپرناتانت مرحله دوم که فاقد ایمونوگلوبولین 

ین یراي جداسازي نهایی این پروتبود ب %70آلبومین با خلوص تقریبی 

) مواجه گشت که DEAE-Sepharose FFبا ستون تعویض آنیونی (

بود. در وهله بعد،  %96نتیجه آن جداسازي آلبومین با خلوص 

منظور ترسیب اسیدهاي چرب خروجی ستون تعویض آنیونی به

منظور جداسازي تجمعات حرارت داده شد و فرآورده حاصله به

) نیز عبور کرد. Sephacryl S-200 HRلیمرها از ستون (ینی و پیپروت

و بازده  %99دست آمده با این روش تقریبا خلوص فرآورده نهایی به

ضمن وجود در پلاسما برآورد گردید.  g/l 25 فرآیند جداسازي

هیچگونه پلیمري در این فرآورده گزارش نشد که علت این امر، انجام 

مطالعه مشابهی نیز  31ند تخلیص بود.ژل فیلتراسیون در انتهاي فرآی

صورت پذیرفت و طی  2018و همکاران در سال  Raoufiniaتوسط 

نتایج قابل قبولی در رابطه با خلوص فرآوده نهایی آلبومین حاصل  آن

هاي در این دو مطالعه نیز، حذف قسمت زیادي از ناخالصی 32گردید.

هاي ص فرآوردهینی به کمک روش اتانول سرد در بهبود خلویپروت

نهایی تاثیر بسزایی داشته است اما تعداد مراحل انجام کار در پژوهش 

هاي نهایی تقریبا پیش رو کمتر و نتایج مربوط به خلوص فرآورده

براین، در روش اتانول سرد، به دلیل جداسازي فاز افزونمشابه است. 

متعاقبا  ها وینیجامد (خمیر) از مایع، از دست رفتن مقادیري از پروت

نظر ناپذیر است، اما بهکاهش بازدهی فرآیند تخلیص، امري اجتناب

رسد که استفاده صرف از روش کروماتوگرافی تعویض یونی در می

سازي مسیر انجام فرآیند بتواند این مشکل را برطرف صورت بهینه

 کند.  

ر پلیم یزاندر انتها نیز باید اذعان داشت که اگرچه در این مطالعه م

ما احتمالا ا(مطابق الزامات فارماکوپه) بود،  %5فرآورده نهایی کمتر از 

ین متربا خودکار نمودن مسیر فرآیند کروماتوگرافی، این میزان به ک

نه حد ممکن کاهش پیدا کند؛ چرا که در این حالت زمان ماندن نمو

ورد من ییتر و احتمالا میزان تغییر کانفورماسیون پروتدر ستون کوتاه

به  ومینبراین، تغلیظ نهایی فرآورده آلبافزونگردد. ر نیز کمتر مینظ

از  پیشباشد که شکل دارویی متداول آن می %20و یا  %5میزان 

ه نقش داشت HPLCتواند در بهبود نتایج فرآیند پاستوریزاسیون، می

  باشد.

 CPPسازي نمونه در این مطالعه مشخص شد که به واسطه رقیق

 دوو متعاقبا کاهش قدرت یونی تا حدود کمتر از با بافر استات 

سب زیمنس، جداسازي آلبومین از پلاسماي انسانی با خلوص منامیلی

) آنیونی-طی انجام دو مرحله کروماتوگرافی تعویض یونی (کاتیونی

 یی،گردد. همچنین پس از پاستوریزاسیون فرآورده نهاپذیر میامکان

  د. برآورد ش %3ررسی و کمتر از ب HPLCمیزان پلیمر موجود با روش 

نامه دانشجویی دوره این مقاله حاصل پایان: سپاسگزاري

 سهیمقا"تحت عنوان  یکارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژي پزشک

از  نیآلبوم صیو تخل يحاصل از جداساز يهافرآورده تیفیک

 ضیتعو یکروماتوگراف یقیو تلف میمستق يهابا روش یانسان يپلاسما

انتقال  بمرکز تحقیقات مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی ط "یونی

. باشدیاخلاق در پژوهش م IR.TMI.REC.1397.031خون با شناسه 

بودجه این تحقیق توسط مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب 

انتقال خون تأمین گردیده و همه مراحل عملی پروژه در مرکز 

   ست.تحقیقات سازمان انتقال خون ایران انجام شده ا
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Background: Due to multiple roles of albumin in the body, injection of its medicinal 

product as one of the therapeutic or management strategies under conditions such as 

severe bleeding, burns, liver failure, and neonatal hemolytic diseases is on the 

physicians' agenda. Considering that albumin is the most abundant plasma protein, 

designing an appropriate method to purify it is highly important. There are several 

methods such as human plasma fractionation, chromatographic, or Salting-out methods 

for the isolation and purification of the human albumin. The present study investigates a 

direct and combined ion-exchange chromatography approach for purification of 

albumin from human plasma and compares the quality of the final products obtained by 

both ion-exchange chromatographic methods. 

Methods: This study was carried out from January 2019 to October 2019 at the Blood 

Transfusion Research Center, High institute for research and education in transfusion 

medicine, affiliated with the Iranian Blood Transfusion Organization. For this study, 10 

human plasma bags were randomly collected. After thawing, all 10 human plasma bags 

were pooled, and in order to separate cryo paste, it was centrifuged at 4000 g for 10 

minutes at the temperature of 1 Centigrade degree. Then the obtained cryo poor plasma 

was used to purify the albumin protein by direct and combined methods of ion-

exchange chromatography. The purity of the final products was compared by cellulose 

acetate electrophoresis and SDS-PAGE tests. The sample obtained by the combined 

approach was pasteurized and HPLC analysis was performed to investigate any 

polymer aggregates. 

Results: In contrast to the direct method, the final product obtained by combined ion-

exchange chromatography had a good purity by the average of about 95% and the 

amount of polymer was estimated to be less than 5% by HPLC analysis (P<0.05). 

Conclusion: By diluting the plasma and subsequently reducing the ionic strength, 

albumin can be separated from human plasma with a high degree of purity only by two 

steps of ion-exchange chromatography. 
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