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  چكيده 

 ـاز ا. باشند ي مي متفاوتيي اثرات دارويکه داراباشد  ي مي متفاوت يها ميها و آنز   ني منشا پروتئ  ي انسان ي پلاسما : و هدف  نهيزم تـوان   ين داروهـا م ـ ي
ن يآلبـوم . باشـد  يد م ـينـو اس ـ يآم ۵۸۵  بايا رهي زنجي مولکولين دارايآلبوم. ن را نام برديها، و آلبوم نيمونوگلوبولي هشت و نه، اي انعقاديفاکتورها

 ۸۰باشد که حدود  ي دالتون م۶۶۵۰۰ن حدود ي آلبوميوزن مولکول. دينما يدار مي پاين کرويک پروتئيجاد يباشد که ا ي ميدي سولفي پل د۱۷ يدارا
   .ن بوده استيي پاي با استفاده از اتانول و دماي انسانين از پلاسماي آلبومي هين مطالعه، تهيهدف از ا. شود يک خون را سبب مي فشار انکوتدرصد

 ييايميمـواد ش ـ . دوب  درصد ۹۶ تا ۹۴ با خلوص ي از نوع تجاري و اتانول مصرفFFPوع  مورد استفاده از ن  ين مطالعه پلاسما  ي در ا  :يروش بررس 
ن از ي آلبومين مطالعه جداسازيدر ا.  و از شرکت مرک بودAnalytical Gradeد يک اسيد، اکتانوئيم کلرايد، سديدروکسايم هي شامل سديمصرف

 ، درجه حرارت، و درصد غلظـت الکـل در   pHل ي از قب  ييم پارامترها يبا تنظ . رفتيپذن صورت   يي پا ي با استفاده از اتانول در دما      ي انسان يپلاسما
 جهـت  يتواند منبع خـوب  ين اجزا ميهر کدام از ا. دوب ک تا پنج ي يها د که شامل قسمت ي از پلاسما جدا گرد    ي مختلف خون  يط مختلف اجزا  يشرا

 ي هي تهي جزء دوم مناسب برا،ينوژن و فاکتور هشت انعقاديبري في براي منبع خوب  اول ءجز.  باشد يها در مراحل بعد    ميها و آنز   ني پروتئ يجداساز
  .دوب ن ي آلبومي هيار مناسب جهت تهيت جزء پنجم منبع بسيها و در نها نيمونوگلوبوليا
  درصد۹۵ش از يبت از خلوص يت در دو غلظت حکايفي کي سهيد و مقايه گرديست درصد تهي پنج و بتظ با دو غلنين مطالعه آلبومي در ا :ها افتهي

  .دست آمد ه ب درصد۵/۷۵ راندمان  درصد۲۰ن با غلظت ي آلبومي هي و در ته درصد۷۱ راندمان  درصد۵ن با غلظت ي آلبومي هيدر ته. شتدا
توان از  ي م درصد۵ن يبوم آلي هيدر ته . بود درصد۵مر آن کمتر از يزان پليداد و م  را نشان درصد۹۵ش از يه شده خلوص بين تهيآلبوم :يريگ جهينت

 ۷/۴ حـدود pHتوان با  يه را ميند تهيون نشان داده شده که فرآين در فرمولاسيلات استفاده نمود و همچن    يم کاپر ي سد ي  دار کننده يتر پا  نييغلظت پا 
  .  ابدي ي کاهش ميرا امکان آلودگي شروع نمود، ز۵/۶ يجا هب

  نين، آلبوميوتئ، پري انساني، پلاسمايخالص ساز: يديواژگان کل
  

  مقدمه
 اثـرات   يباشـد کـه دارا     يها م  ني انواع پروتئ  يخون حاو       
 ني ـش پلاسـما ا   يدر اثـر پـالا    ). ۱-۵( هـستند    ي متنوع ييدارو
  تـرين نقـش   مهم). ۶-۹( نمود   يتوان جداساز  يها را م   نيپروتئ

  
  
  
  

  
هـاي     تنظيم حجم پلاسما و نقل و انتقـال مولكـول           خون سرم

هــا و   هورمـون  وروهــا، اسـيدهاي چــرب كوچـك، برخـي دا  
  يهـا  نين پـروتئ يتـر   از مهـم يکي). ۱۰و ۱۱(باشد    ها مي   آنزيم

  
  
  
  

  شي و پژوهشي طب انتقال خونزدانشيار مرکز تحقيقات انتقال خون، موسسه عالي آمودكتراي تخصصي شيمي دارويي،  -۱
  شي و پژوهشي طب انتقال خونزمواستاديار مرکز تحقيقات انتقال خون، موسسه عالي آدكتراي تخصصي بيوتكنولوژي،  -۲
 شي و پژوهشي طب انتقال خونزمرکز تحقيقات انتقال خون، موسسه عالي آمومربي  ايمونولوژي،كارشناس ارشد  -۳
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 درصد پروتئين پلاسـما را      ۶۰  تا ۵۰باشد که    ين م يخون آلبوم 
 آمينواسيد تشكيل ۵۸۵اي با  آلبومين از زنجيره .دهد تشكيل مي
  پل دي سولفيد ايجاد يك پروتئين كـروي نـسبتاً      ۱۷شده و با    
 ۶۶۵۰۰توجه به وزن مولكولي حدود       با). ۱۲( نمايد  پايدار مي 

يـدي خـون را   ي درصـد فـشار انكوتيـك كلو       ۸۰دالتون حدود   
آلبومين علاوه بر افزايش حجـم پلاسـما        ). ۱۳( شود  سبب مي 

  هـا، جراحـي، خـونريزي و يـا سـاير            توانـد در سـوختگي      مي
د، مصرف شود،   گرد  ب كاهش حجم خون مي    مواردي كه موج  

نمي، نين درسـندرم نفروتيـك، سـيروزكبدي، هيپوآلبـومي        همچ
). ۱۴( تواند مصرف گـردد   ميارس نهيپربيليروبينمي و نوزادان  

باشد و     مي  درصد ۲۰از آلبومين      بيش  درصد ۵مصرف آلبومين   
تواند مورد استفاده قـرار    نيز مي درصد۵ثر موارد آلبومين  در اك 
آلبـومين در پلاسـما      مشابه ميزان    ظت تقريباً  زيرا اين غل   ؛گيرد
در حـالات خاصـي     )  درصـد  ۲۰(باشد و غلظت بالاتر آن        مي

 ي واسطه همانند سيروزكبدي و سندرم نفروتيك و بيماراني كه ب 
 و توانند افزايش بار عـروق را تحمـل كننـد    ي قلبي نمي ينارسا

نوزادان نارس و بيماران دياليزي كـه بايـد آلبـومين بـا ميـزان               
مـواردي   لـذا در  ). ۱۵( گردد مصرف مي كار برند،    هسديم كم ب  
توانـد مـصرف شـود بهتـر اسـت از              مـي   درصد ۵كه آلبومين   

 استفاده نشود، در غيـر ايـن صـورت بايـد             درصد ۲۰آلبومين  
 ـ.  تزريقي رقيـق گـردد      درصد ۲۰آلبومين   ن نـشان داده    يهمچن

 يمـار يتواند خطر ب ين در سرم م   ين آلبوم ييشده است سطح پا   
هاي متعددي جهـت      روش ).۱۶( دهد   شيعروق کرونر را افزا   

پلاسماي انساني پيشنهاد گرديده است سازي آلبومين از  خالص
ي و بيولوژيكي يها مبتني بر خواص فيزيكو شميا     كه اين روش  

ترين خواص آلبومين از نظر خـالص        از مهم . )۱۷( باشد  آن مي 
 فيزيولوژيكي و هيـدروفيل  pHتوان بار منفي آن در   سازي مي 

 از. بخشد يـاد نمـود      لاليت زيادي در آب به آن مي      بودن كه ح  
 آمونيــوم -ز ريوانــولهــاي پيــشنهادي اســتفاده ا جملــه روش

اسـاس  ). ۱۸( باشـد   سولفات جهت رسوب دادن آلبومين مـي      
 ـ        اضـافه   ريوانـول و  ي وسـيله  هروش مبتني بـر رسـوب دادن ب

 ـ و بازيابي ريوانـول       درصد ۵نمودن سديم كلرايد      ي  وسـيله  هب
 ي  وسيله هص سازي آلبومين ب    بعدي خال  ي   و مرحله  ذغال فعال 

روش . باشـد   هاي آمونيم سـولفات مـي       رسوب دادن با محلول   
ين ي پـروت  ي  عنوان رسوب دهنده   هاتيل اتر ب    ديگر استفاده از دي   

گير بودن ايـن تركيـب از ايـن         آتش اعلت شديد  هباشد كه ب   مي
 بـه   تـوان   هاي ديگر مـي     از روش . شود  روش زياد استفاده نمي   

 ؛)۱۹( اشاره نمود PEG (Polyethylene Glycol)استفاده از 
به همراه استفاده از اتانول سرد مـورد  بيشتر  اگر چه اين روش     

 مـورد اسـتفاده   اروش ديگري كـه اخيـر  . گيرد استفاده قرار مي 
 PEGقرار گرفته كروماتوگرافي تبادل يوني و رسوب دادن با          

 سـفاروز اسـتفاده    وPEG 6000ايـن روش از   در. باشـد  مي
هاي گونـاگوني جهـت       همانگونه كه اشاره شد روش    . شود  مي

 يکن اتخاذ روش  ي، ول )۲۰( شود  كار گرفته مي   ه آلبومين ب  ي  تهيه
روشي كه در ايـن  . باشد يسر سازد ارجح مي ماد انبوه ر  يکه تول 

 بر اساس استفاده از اتانول سرد جهت جدا   ،كار رفت  همطالعه ب 
سازي  منظور جدا هو استفاده از اولترافيلتر ب) ۲۱(سازي آلبومين  

  .باشد فرمولاسيون ميالكل و تغليظ آلبومين جهت 
  

  يروش بررس
 Fresh Frozen Plasma(FFP)پلاسماي مورد اسـتفاده،       

 درصد، ۹۶ تا ۹۴تانول مصرفي از نوع تجاري با خلوص  ا.دوب 
ي مـصرفي شـامل سـديم اسـتات، اسـتيك اسـيد            يمواد شيميا 

يك اسيد  يسيال، سديم كلرايد، سديم هيدروكسايد و اكتانو      گلا
Analytical Gradeاز كمپاني   وMerckآب مصرفي .  بود

بافر اسـتات طبـق     و  د  وب  در طول روند كار، آب مقطر ديونيزه        
ســديم دودســيل ســولفات ). ۲۱(  تهيــه گرديــدCohnروش 

 ژل روي   (SDS-PAGE) ژل الكتروفـورز   اكريـل آميـد    پلي
 گيـري  انـدازه .  صـورت پـذيرفت   درصـد  ۱۰ل آميـد     اكري يپل

 pHگيـري     انـدازه  .پروتئين با روش بيوره انجـام شـد        غلظت
هاي پروتئيني با سـه برابـر رقـت توسـط سـرم              تمامي محلول 

 pHگيري    فيزيولوژي صورت گرفته است تا از تغييرات اندازه       
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هـا بـا روش       هـا و اگرگيـت      گيـري پليمـر    اندازه. اجتناب شود 
HPLC مــدل KNAUER و ژل كرومــاتوگرافي بــا ســتون 

TSK-GEL G300Wتوسط ن از ستوني پروتئي آزاد ساز و 
آگارز ژل الكتروفـورز  . شد انجام بافر فسفات وسديم سولفات 

 گلوبـولين توسـط دسـتگاه       γ و 1α  ،2α ، βجهت تعين ميـزان     
Corning 10 و اولترافيلتراسيون توسط دستگاه Filtron  بـا 

 ـيتـا  سه سري پنج  و Nova Lok Cassette 559 FC ري فيلت
ــر  ــا فيلتـ ــط فيلترپـــرس بـ ــه توسـ ــيون اوليـ ــاي فيلتراسـ   هـ

Seitz-EKS ,Carlson و Seitz-AKS-4۲۰×۲۰نـدازه   ا با 
 ۲۲/۰ و ۲/۱پور    تريج ميلي ر توسط فيلتر كا   متر و استريل   سانتي

  .انجام گرديد
منجمـد  ) FFP(پلاسماي نرمـال انـساني      :جداسازي آلبومين 

 ـ خم ،رديدهسانتريفوژ گ و  رد و ذوب     خ ،شده در تانك   ر حـد  ي
 رسـوب  ).۲۲-۲۴(د  جدا ش ـ ي انعقاد يواسط جهت فاکتورها  

تهيه Cohn بافر استات طبق روش . دو بFVIIIحاصل شامل 
  اضـافه ۹/۶ حـدود  pHجهـت تنظـيم    يـي ع رويماشد و به 

 ژل سـفادكس اضـافه      FIΧهمچنـين جهـت گـرفتن       . ديگرد
 ـ    محلول pHپس از سانتريفوژ    . ديگرد دسـت آمـده     ه رويـي ب

 درصد ۸د و ميزان الكل محلول به    شتوسط بافر استات تنظيم     
 Iد و فراكشن گرديباز عمل سانتريفوژ انجام    . افزايش داده شد  

 ـگرد    شامل فيبرينـوژن جـدا      pH و   Iميـزان الكـل سـوپر       . دي
 III+IIمدت ده ساعت فراكشن و سوپر  د و به شمحلول تنظيم   

هـا     گاماگلوبولين ي   جهت تهيه  III+IIفراكشن  (د  يگرد  حاصل  
 II و III ســوپر .)۲۵( )توانــد مــورد اســتفاده قــرار گيــرد مــي

سانتريفوژشده و سوپر حاصله توسـط فيلتـر پـرس كارلـسون       
 ـمتر فيلتر     سانتي ۴۰×۴۰  β و   α شـامل    VIد و فراكـشن     گردي

ــولين، سر ــمگلوب ــسفرين و  ولوپلاس ــاپتوگلوبين و تران ين، ه
 فراكـشن   VIاز سانتريفوژ      پس .دش حاصل   VI همچنين سوپر 

VI +V      آيـد   ت دس هالكل ب  شامل آلبومين و سوپر داراي آب و
 ۵/۶  درVI +Vلذا خمير . ديگرد يابي  بازامجدد كه الكل سوپر

 VI  و فراكـشن رديـد  سانتريفوژ گوبرابر وزني آب مقطر حل     

مورد نيـاز    V د و فراكشن  شسوپرحاصله سانتريفوژ   . دشجدا  
 .آيد دست  هومين، بفرمولاسيون آلب

  فرمولاسيون آلبومين
جهت اجتناب از آلودگي ون يند فرمولاسيفرآ :فيلتراسيون اوليه

 شــروع ۵/۶ يجــا هبــ ۷/۴حــدود  يدياســ pHي در يباكتريــا
 ۲۰×۲۰هـاي    ابتدا محلول توسط فيلتر پـرس بـا فيلتـر    .ديگرد

د و  ش ـ بار فشار فيلتر     ۸/۰ توسط   EKSمتر كارلسون و     سانتي
افيلتر   جهت اولتر   درصد ۱۰وتئيني با غلظت حدود     محلول پر 

  . دمآ دست  هب
دست آمده درتانك   هدماي محلول پروتئيني ب    :لترافيلتراسيوناو
گراد توسط مدار متانول اتـيلن گليكـول           سانتي ي   درجه ۲۰ در

ــزودن    ــا اف ــد و ب ــته ش ــه داش ــت نگ ــر ۶ثاب ــم آب مقط  حج
از   پــس.تفــگر  بــار فــشار صــورت ۵/۰ اولترافيلتراســتون در

ون يراس ـجداسازي الكل و املاح عمل تغليظ توسـط اولترافيلت        
  .فتيا ادامه 

ــ ــام اولترافيلتراس ــس از اتم ــط  يپ ــر توس ون دســتگاه اولترافيلت
 نرمال  ۰/ ۵هاي سرم فيزيولوژي و سديم هيدروكسايد         محلول

 توسـط آب  Back Washعمل د و گردي نرمال شسته ۲/۰و 
  .فتگر ر صورت  بار فشا۳قطر تحت م

 ـپا وني پس ازاتمام اولترافيلتراس   :اوليهفرمولاسيون    دار کننـده  ي
 ـ  لازم كه سديم كـاپريلات       و  د از واكـنش كاپريليـك اسـيد    وب

  درصـد ۲۰آيد و جهـت آلبـومين    دست   هيد ب سديم هيدروكسا 
 ۱۵ غلظـت     درصـد  ۵و جهـت آلبـومين       مـولار    ۰۳/۰غلظت  

له توسط  محلول دراين مرحpHد و  شمولار به آن اضافه      ميلي
  . افزايش داده شد۹/۶سديم هيدروكسايد به 

ل و  گيري ميزان پـروتئين ك ـ      پس از اندازه   :ييفرمولاسيون نها 
 دستگاه هاي اسـپكتروفتومتر     م و پتاسيم توسط   يآلبومين و سد  

و فليم فتومتر، مقدار پروتئين و سديم با افـزودن آب مقطـر و        
  ر آلبـومين  ميـزان سـديم د    . ديگرد  محلول سديم كلرايد تنظيم     

ــد۵ ــاكزيمم  درص ــي۱۴۵ م ــول   ميل ــر و درم ــومين ليت   در آلب
  . گردد مول در ليتر تنظيم مي  ميلي۱۲۰كزيمم ا م درصد۲۰
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 AKS- 4 فيلتراسيون توسط فيلتر ذغالي :فيلتراسيون استريل
هــاي  جهــت جــذب پــروتئين(د وبــ كــه داراي ســطوح فعــال 

 فيلتر گيرد و سپس توسط  صورت ميEKSو فيلتر ) ناخواسته
در نهايــت توســط فيلتــر اســتريل   و۲/۱پــور  تريج ميلــيركــا
  .ديگرد  بار فيلتر ۴/۰ تحت فشار ۲۲/۰پور  تريج ميليركا

 ـولوژي ب يي دارو يها فر آورده  :پاستوريزاسيون د مـورد   ي ـک با ي
ن منظور  يبه ا ). ۲۶-۲۹( فتگر مي قرار   يروسي و يرفعالسازيغ

كابينت هواي گرم كه    ماري و يا     پاستوريزاسيون آلبومين در بن   
بايـد  . فتد، صورت پـذير باي ميگردش  هوا در آن درخوبي   هب

 ي حرارت دقيقا    توجه داشت كه پاستوريزاسيون بايد در درجه      
 ۶۰آلبـومين تهيـه شـده در نهايـت در         . يكنواختي انجام گيـرد   

 و بـه    دي ساعت پاستوريزه گرد   ۱۰مدت   هد ب گرا  سانتي ي  درجه
  .ديگراد نگهداري گرد  سانتيي  درجه۳۲مدت دو هفته در 

  
  يافته ها

دسـت آمـد     ه گرم پروتئين از هر ليتر پلاسما ب       ۳/۳۱مقدار       
   و در مورد    دهد  دست مي  ه را ب   درصد ۲/۷۱كه راندماني معادل    

  

پلاسما  گرم پروتئين از هر ليتر       ۲/۳۳مقدار    درصد ۲۰ن  يآلبوم
 ـ  درصـد  ۵/۷۵با راندماني معـادل      كـه   از آنجـا  .دسـت آمـد    هب

ــا   ــت و پ ــالاترين حلالي ــومين داراي ب ــه  ينيآلب ــرين نقط  ي ت
باشـد   هاي اصلي پلاسما مي مقايسه با پروتئين  ايزوالكتريك در 

د كه با افزايش غلظت اتانول از صفر بو  آخرين پروتئيني ،)۳۰(
 ـ   رسوب    درصد ۴۰به   ايـن افـزايش غلظـت همـراه بـا      و د رك

 ـ از خنثـي شـروع      pH اًد كه تقريب  وب  pHكاهش   د و بـه  گردي
 ۱۰ حـرارت تـا منهـاي    ي شـد و همچنـين درجـه      ختم   ۶۵/۴

هـاي ديگـري ماننـد     پروتئين .فتيا گراد كاهش   سانتي ي  درجه
ترتيـب   هـا در مراحـل زودتـر بـه          فيبرينوژن و ايمونوگلوبولين  

ايـن در حـالي   . كننـد  رسوب مـي  III+II و فراكشن Iفراكشن  
در  ومانـد   قي سـوپر بـا   است كه آلبومين در تمـام مراحـل در    

هاي  بسياري از پروتئين. ندديگردشرايط مختلف از خمير جدا    
جدا كـردن آلبـومين   .  جدا مي گردند VI واسته در فراكشن  ناخ
 pI كـه نزديـك      ۶۵/۴ تـا    pH توسط كـاهش     V ي  مرحله در
 و درصـد    pH تنظـيم    ۱ نمـودار . فتپـذير    صـورت    ،باشد مي

  .دهد ل را در طول روند كار نشان ميغلظت الك

  
  و غلظت الكل در طول روند جدا سازي آلبومينpH نمايش گرافيكي تغييرات :۱نمودار 
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جهت جدا سازي آلبومين به روش اتانول سرد بـا تنظـيم سـه           
 كه بالطبع ميزان pH حرارت و ي پارا متر غلظت اتانول، درجه  

رود  پـيش مـي  يابد، روند كار  قدرت يوني با تغيير آن تغيير مي      
از  pH و    درصـد  ۴۰تواند از صـفر تـا         الكل مي  غلظت). ۳۱(

  توانـد  همچنين درجـه حـرارت مـي      .  تغيير يابد  ۶۵/۴خنثي تا   
   تنظـيم   ۱در جـدول    . گـراد كـاهش يابـد       درجه سانتي  -۱۰تا  

 ـ    پارامتر در مقايسه با روش     ۳اين     تمان و كـوهن   ش كيستر و ني
)Kistler and Nistschmann, Cohn()۳۲ (آمده است. 

  
 Kistler & Nitchmann , Cohnهاي  مقايسه با روش  حرارت دري  و درجهpH پارامتر درصد الكل، ۳ تنظيم ي ايسهمق: ۱جدول 

 
 Kistler & Nitschmann Cohn  حاضري مطالعه  

  پلاسما
 ي درجه

  اتانول pH  حرارت
درجه 
  اتانول  pH  حرارت

 ي درجه
  اتانول  pH  حرارت

  Iفراكشن 
  III + IIفراكشن 
  VIفراكشن 

  IV + Vكشن فرا
  Vفراكشن 

۱-  
۵-  
۵-  
۸-  

۱۰-  

۸۰/۶  
۸۰/۶  
۸۵/۵  
۸۰/۴  
۶۵/۴  

   درصد۸
   درصد۲۵
   درصد۴۰
   درصد۴۰
   درصد۳۰

۳-  
۵-  
۸-  
۸-  
۸-  

۲۰/۷  
۸۵/۵  
۸۵/۵  
۸۰/۴  
۲۰/۵  

   درصد۸
   درصد۱۹
   درصد۴۰
   درصد۴۰
   درصد۴۰

۳-  
۵-  
۵-  
۵-  
۵-  

۲۰/۷  
۹۰/۶  
۸۰/۵  
۸۰/۴  
۲۰/۵  

   درصد۸
   درصد۲۵
   درصد۴۰
   درصد۴۰
  د درص۴۰

  
SDS-PAGE  آميـــد  آلبـــومين روي ژل پلـــي آكريـــل  

  باشـد   ، حاكي از خلوص خيلي بـالاي آلبـومين مـي         درصد ۱۰
ــه  ــكل ك ــز۱در ش ــومين  مي ــا آلب ــسه ب ــصي در مقاي   ان ناخال

  .نمايش داده شده است
 

  
  درصد۱۰ اكريل آميد ي پل الكتروفورز آلبومين روي ژلSDS-PAGE :۱شكل 
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HPLC   بــا ســتونTSK-GEL G300SW و الوشــن 
  نمـودار در . سديم سولفات صورت گرفته استفسفات بافر و  

۱A–۲   منحنيHPLC     بـا ميـزان      درصد ۵ مربوط به آلبومين   
  

  نمـودار  و درصـد ۶/۳مـر اگرگيـت       و پلي   درصد ۴/۹۶منومر  
۲A–۲   ــومين ــه آلب ــوط ب ــد۲۰مرب ــومر  درص ــزان من ــا مي    ب
  .هدد  را نمايش مي درصد۰/۴مر اگرگيت   و پلي درصد۰/۹۶
  

  
A1                                           A2 

  )A2 ( درصد۲۰و  ) A1 ( درصد۵ مربوط به آلبومين HPLC منحني :۲نمودار 
 

  بحث
هـاي پلاسـما      ترين پروتئين    ازآنجا كه آلبومين يكي از مهم        
اين روش سـعي شـده اسـت كـه فـرآورده داراي            باشد در   مي

ل از لحـاظ كلينيكـي باشـد و بتـوان      خلوص قابل قبوي  درجه
همچنـين بتـوان درطـول رونـد     . را در حجم بالا توليد نمود     آن

 و  ΧI و فـاكتور     VIIIهاي ديگر مانند فـاكتور        توليد، پروتئين 
IgG  هـاي   چنانچه هدف جدا سازي پروتئين.  را نيز جدا نمود

آلبـومين    مستقيماً  روشي كه  ي  ارايه امكان   ،ديگر پلاسما نباشد  
استفاده . اردد دنمايد، وجوهاي پلاسما جدا  ز ديگر پروتئينارا  

از اتانول جهت اين جدا سـازي دو ويژگـي خـاص دارد، اول      
 كنـد  اينكه با وجود الكل رشد باكتري بسيار كـاهش پيـدا مـي         

 ـ   و) ۳۳( سـازي   سـهولت بـا تبخيـر قابـل جـدا         ه  ديگر اينكه ب
سـما  پلا معهذا بـه علـت غلظـت بـالاي آلبـومين در           . باشد مي

ترين راه جهت جدا سـازي ايـن پـروتئين پيـدا كـردن               منطقي

 ـ و غلظت اتانول و      pHبهترين شرايط از لحاظ      درت يـوني   ق
با ديگر پروتئين   باشد كه منجر به اختلاف زياد حلاليت آن           مي

كمك رسوب دادن  سازي آن را به  گردد و جدا     پلاسما مي  هاي
 ـ در فرمولاسـيون آلبـومين مـشکل آ   .سـازد  ممكـن مـي   ودگي ل

تنظـيم  توانست  ي مشاهده گرديد كه يكي از عوامل مي      يباكتريا
pH     توانست با توجـه      باشد كه اين عمل مي     ۵/۶ اوليه در حد

. به طولاني بودن روند كار، شرايط رشد باكتري را فراهم سازد     
 در شروع فرمولاسيون و تنظيم ۷/۴ در حدود   pHبا تغيير اين    

pHبا توجه )صله قبل از فيلتراستريلابلاف (۹/۶ي در حد ي نها ،
 محيط در طـول رونـد كـار فرمولاسـيون        pHبه اسيدي بودن    

افـزودن فيلتـر اوليـه      . ي از بـين رفـت     يامكان آلودگي باكتريـا   
SEITZ- AKS- 4     به سيـستم فيلتراسـيون باعـث افـزايش 
از  زيرا بـدون اسـتفاده       ؛ برابر گرديد  ۱۰راندمان فيلتراسيون تا    

 ليتـر محلـول پـروتئين       ۱۰ادر به فيلتر نمودن     اين فيلتر فقط ق   



   موسوي حسيني و همكاراندكتر كامران 

 

  ۹۲، خرداد و تير ۸۵ي  ، شماره۲۱ي  پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دورهي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم  مجله

71

توسط فيلتر كارتريج اسـتريل بـوديم، كـه بـا اسـتفاده از ايـن           
 جـذب   ،اراي سطوح فعـال بـوده      كه د  AKSهاي ذغالي    فيلتر

خواسته را به خود جـذب    هاي نا   ئيندهد و پروت    فعال انجام مي  
  درصـد  ۲۰ و  درصـد  ۵ نمايد امكـان فيلترلـسيون محلـول        مي

در فرمولاسـيون آلبـومين،    . ليتر فـراهم گرديـد  ۱۰۰تا آلبومين  
هاي  سازي حلال و به غلظت رساندن محلول روش    جهت جدا 

   نـازك  ي تون، تبخيـر لايـه     خشك كردن بـا اس ـ     ليوفيليزاسيون،
)Thin Layer Distillation (توانـد   يا اولترافيلتراسيون مـي  و

نول و   در گذشته جهت جدا سازي اتا      .استفاده قرار گيرد   مورد
ــتفاده    ــرم اس ــنتري ت ــتگاه س ــي از دس ــول پروتئين آب از محل

 ي  گرديد كه اين دستگاه امكان تبخيـر اتـانول را در درجـه              مي
گراد و فـشار منفـي ممكـن          سانتي ي   درجه ۶۰حرارت حدود   

ي كــه امكــان يهــا ولــي يكــي از بهتــرين روش. ســاخت مــي
ز سـازد اسـتفاده ا     هاي زياد ممكن مي    سازي را براي حجم    جدا

سازي حلال  باشد كه روشي است كه قادر به جدا اولترافيلتر مي
محلول و معلق را بر اساس اين روش مواد . باشد ها مي و نمك
توان از آن بـه   سازد كه مي هاي بسيار ريز جدا مي    فيلتر عبور از 

هـاي بزرگتـر از    عنوان الك مولكولي نيز ياد نمود كه مولكـول      
جهـت  . باشـند  در بـه عبـور نمـي   هاي فيلتر قـا   سوراخ ي  اندازه

ــشاها  ــومين غ ــت  ياولترافيلتراســيون آلب ــا محــدوديت جه ي ب
ــا وزن مولكــو مولكــول ــاي ب ــا ۵۰۰۰لي ه  مناســب ۳۰۰۰۰ ت

هـاي تخـت      اولترافيلتراسيون توسط كاسـت ممبـران     . باشد  مي
ها امكان انجام اولترافيلتراسـيون را       اين نوع فيلتر  . انجام گرديد 

فقـط  . سـازد   فـراهم مـي    جريان بالا با غلظت بالا و با سرعت       
 و پـس از  باشـد  اشكال اين نوع فيلتر ها قيمت بـالاي آن مـي          

 Back Wash بـا ايجـاد سيـستم   . مدتي بايد تعويض گـردد 
ها فراهم آمـد و   روي دستگاه امكان استفاده مجدد از اين فيلتر       

Back Wash بار فـشار كـاملاً  ۳با آب مقطر تحت  فيلتر ها  
ها گرديد و فشار دستگاه اولترافيلتـر كـه تـا       فيلتر يباعث احيا 

رسيد پس از عمـل    بار مي۵/۵ به Back Washقبل از انجام 
Back Wash و امكان استفاده  بار كاهش يافت۳ به كمتر از 

ــود    ــراهم نم ــه ف ــداقل هزين ــا ح ــتگاه را ب ــدد از دس در . مج
اسـتفاده  . گـردد   استفاده ميدار کنندهيپافرمولاسيون آلبومين از  

منظور جلوگيري از دنـاتوره شـدن حرارتـي          بهدار کننده   يپاز  ا
تواند در حين پاستوريزاسيون    باشد كه اين عمل مي      آلبومين مي 

، Bي ماننـد هپاتيـت      ي فعال نمودن ويروسها   ركه به منظور غي   (
معمـولاُ از  . دهـد  رخ مي ) گيرد   صورت مي  HIV و   Cهپاتيت  

توفانيت با غلظت  استيل تريپ   ان  و سديم  دياسسديم اكتانوئيك   
 ـ  در .)۳۴( نمايند تفاده ميسمساوي ا  كـار رفتـه    هفرمولاسـيون ب
 و   درصـد  ۵ مولار سديم كاپريليت براي آلبومين       ۳۰/۰غلظت  

عنوان استابيلايزر بكار رفته كه مقدار اسـتابيلايزر         ه ب  درصد ۲۰
 ميلي مـولار كـاهش   ۱۵ به نصف يعني      درصد ۵براي آلبومين   

د اين مقدار بخوبي مقاومت حرارتـي      داده شد و مشاهده گردي    
 پاستوريزاسـيون بـه محلـول آلبـومين         ي  لازم را در طول دوره    

از لحاظ كنترل هر چه بهتر روند توليـد بايـد در نظـر      .دهد مي
  افزايش الكل يا استوني وسيله هها ب داشت كه حلاليت پروتئين

ايـن  . يابـد   كـاهش مـي   ب  هاي آلي محلول در آ     يا ديگر حلال  
 حلاليـت در حـرارت معمـول باعـث دنـاتوره شـدن              افزايش

توان از اين   حرارت ميي پروتئين مي گردد لذا با كاهش درجه  
به اين منظـور درطـول      . دناتوره شدن پروتئين جلوگيري نمود    
گـراد    سـانتي ي  درجـه ۱۰روند توليد درجه حرارت تا منهـاي     

 تواند در دنـاتوره     عوامل بسيار ديگري مي   . شود كاهش داده مي  
شــدن پــروتئين نقــش داشــته باشــد، از جملــه اضــافه كــردن 

از قبيـل محلـول سـديم       ) ۳۵(ها درحين فرمولاسـيون       محلول
اگــر ايــن . هيدروكــسايد، ســديم كرايــد و ســديم كاپريليــت

 چون دريك   لبومين اضافه گردد  ها روي سطح محلول آ      محلول
 گـردد، باعـث     ي مـي  ينقطه باعث تغييرات شديد شرايط شيميا     

ل از طريـق   و ايـن مـشک  )۳۶( گردد شدن پروتئين ميدناتوره 
لبومين در عمق تانك بر ها در زير محلول آ لاضافه كردن محلو

 ميزان پروتئين دنـاتوره شـده در انتهـاي         رف گرديد و تقريباً   ط
دناتوره  توانند در   ديگر عواملي كه مي   . روند توليد صفر گرديد   

 يكنواخـت و   مخلوط نمـودن   ،شدن پروتئين تاثير داشته باشند    
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ها و شكل ظرف و همـزن و همچنـين      سرعت افزايش محلول  
هـا   مـر اگرگيـت   پليتشكيل  تواند در باشد كه مي ارتعاشات مي 

  .ر داشته باشنديتاث
  
  يريجه گينت

ه ي ـن تهيد با استفاده از اتانول و سرما آلبـوم   يمشخص گرد      
مـر  يلزان پيباشد و م ي م درصد ۹۵ش از   ي خلوص ب  يشده دارا 

 ـدر ته. باشـد  ي م ـ درصد ۵کمتر از   آن       درصـد ۵ن ي آلبـوم ي هي
  

 ـتـر پا  نييتوان از غلظت پا  يم لات يم کـاپر ي سـد ي دار کننـده ي
ون نـشان داده شـده کـه        ين در فرمولاس  ياستفاده نمود و همچن   

 شـروع   ۵/۶ ي بجـا  ۷/۴  حـدود  pHتوان با    يه را م  يند ته يفرآ
 ـ يهمچن. ابدي ي کاهش م  يرا امکان آلودگ  ينمود، ز  ه منظـور  ن ب

ن نـشان داده شـد کـه سـرعت       ياجتناب از دناتوره شدن پروتئ    
ز يون حـا  يافزودن و مخلوط نمـودن بافرهـا هنگـام فرمولاس ـ         

 ـ ا يرا غلظت بـالا   يباشد، ز  يت م ياهم ک نقطـه  ي ـن مـواد در    ي
   .گردد ين ميباعث دناتوره شدن پروتئ
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Background and Objective:  Human plasma is a suitable source for different proteins and enzymes with a 

variety of therapeutic effects.  Examples include coagulation factors VIII and IX, immunoglobulin, and 

albumin, which consists of a 585 amino-acid chain, weighing 66.5 kD.  Albumin molecule also has 17 di-

sulfide bridges which form a stable spherical protein structure, which it cause of 80% of oncotic blood 

pressure.  The aim of this study was to separate albumin from the human plasma by using ethanol at low 

temperature. 

Materials and Methods:  Fresh frozen plasma was used as the starting material.  In this study, albumin was 

separated from human plasma by using ethanol (commercial grade with 94-96% purity) in low temperature.  

By adjustment of different parameters such as pH, temperature, and concentration of alcohol, different 

factions of plasma can be separated which are from fraction I to fraction V.  Fraction I is a good source for 

fibrinogen and coagulation factor VIII preparation, fraction II is suitable for preparation of immunoglobulin, 

and fraction V is a good source for albumin preparation. 

Results:  Albumin was prepared with 5 and 20 percent concentrations.  Quality comparison of the two 

concentrations showed a purity of more than 95%.  The average yields of the 5 % and 20 % albumin 

preparations were 71% and 75.5%, respectively. 

Conclusion:  Our data show that the produced albumin has a purity of higher than 95% and contains less 

than 5% polymer.  In preparation of 5 % albumin, it is possible to use lower concentrations of sodium 

caprylate as stabilizer.  It has also been shown in the formulation that the preparation process can be started 

at the acidic pH of 4.7, instead of 6.5, in order to avoid bacterial contamination. 
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