
  وم پزشکی زنجـانـشی دانشگاه علـ پژوه،یـ علمي لهـ                                                                              مج
  82 تا ٧٥صفحات , ١٣٨6پايـيـز, 6٠ ي شماره, ١5 ي ره                                                                                دو

  
   به روش رسوب ایمنی گلبول قرمزي  از غشاRhDژن   آنتی و شناساییجداسازي
  ، مريم اماني،زاده ، دكتر ناصر اميريپور ، مهشيد محمدي، راحله حلبيانآرزو اودي

  رودكنار دكتر مهريار حبيبي ،باغيان دكتر احمد قره ،ناصر مسروري
 Roudkenar@ibto.ir تهران، مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران :سئولي م نويسنده

  ۱۱/۱۲/۸۶ :پذيرش        ۳/۱۰/۸۶ :دريافت
  

  چکیده 
باشد كه نقش بسيار مهمي در طب انتقال خـون   هاي گروه خوني انساني مي    ترين سيستم   يكي از پيچيده   Rh سيستم گروه خوني     :سابقه و هدف  

  . مثبت به دست آوريمRhهاي قرمز   گلبولي  از غشاهياول را با حفظ ساختار RhDژن  كه آنتياست عي بر اين در اين مطالعه س. دارد
  كلونـال انـساني جهـت جداسـازي      پلـي D از روش رسوب ايمني و بـا اسـتفاده از آنتـي    .از نوع تجربي بود   انجام شده  ي  مطالعه:  بررسي   روش
وسترن بـلات مـورد    وSDS_PAGE روش با دست آمده   بهن يپروتئ .استفاده شد  مثبتRhاي خوني ه  گروهي  خون تازهي از نمونه Dژن آنتي
 ـثانوبـادي    انـساني و آنتـي  RhD  Antiكلونال بادي پلي  آنتيبا استفاده از  Ghost حاصل ازRhD يژن يات آنتي خصوص، قرار گرفتيبررس ه ي
  . قرارگرفتيبررسمورد  روش اليزا با (Goat anti-human)كلونال  پلي

در روش نظـر   ز موردين با سايو پروتئ  گلبول قرمز جدا شدي  ت از غشا  يموفق با   RhD ،با استفاده از روش رسوب ايمني     در اين مطالعه     :ها يافته
بـلات    وسـترن بادي مونوكلونـال در   اما با آنتييز واكنش دادنكلونال   پلي Dبا آنتي يزا  لادر روش    Ghost حاصل از  RhD .د شد ييأتبلات   وسترن

  .واكنشي نشان نداد
مطالعات آتـي جهـت    در تواند ميكه  و با حفظ ساختار طبيعي به دست آمد دست نخورده     به صورت  RhDژن   در اين مطالعه آنتي   : گيري نتيجه

 مطالعـه گـزارش اوليـه از    لازم به ذكر است كـه ايـن   .داشته باشد كاربردن  ي پروتئ ي ساختار ملکول  يها ي و بررس  يواني در مدل ح   بادي توليد آنتي 
  .باشد و نياز به مطالعات تكميلي دارد مي RhD تخليص نسبي

  رسوب ايمني ، گلبول قرمز،RhD: كليدي واژگان
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  مقدمه
هاي  ترين سيستم  يكي از پيچيدهRhگروه خوني  سيستم        

هـاي   باشد كه بـه دليـل ايجـاد واكـنش     گروه خوني انساني مي 
بيماري هموليتيـك نـوزادان،      قال خون، آلوايميون حاصل از انت   

نقش بسيار مهمـي در طـب انتقـال        آنمي هموليتيك اتوايميون    
كـه بـه عنـوان       Rhهـاي    ژن قد آنتي افافراد   ).۱، ۲( خون دارد 

 ـ انـد،   شـناخته شـده  Rh nullگروه خوني نـادر    ي واسـطه   هب
اشكال در فرم طبيعي گلبول قرمـز، نقـل و انتقـالات كـاتيوني      

آنمـي   اندهي فسفوليپيدهاي غـشا از يـك سـندرم   غشا و سازم 
ــر ــك غي ــي هموليتي ــج م ــون رن ــد ايمي ــاري  .)۳، ۴( برن در بيم

ــي   ــوزادان، آنت ــك ن ــاي  نژ هموليتي ــر روي  RhDه ــع ب  واق
 منفـي ايجـاد حـساسيت    Rhنـوزاد در مـادر     هاي قرمز  گلبول

 ۳IgGهـاي ايجـاد شـده از كـلاس           بـادي  نموده و سپس آنتي   
هـاي   ه و موجـب تخريـب گلبـول       از جفت عبور كرد    ۱IgGو

شود كه به منظور جلوگيري از ايجاد حـساسيت   قرمز نوزاد مي 
هاي   انساني در زمانكلونال  پليRhD آنتي   ، منفي Rhدر مادر   

بـادي   امروزه استفاده از آنتـي     .شود مشخص به مادر تجويز مي    
 قادر به پاكـسازي   كهمنوكلونال توليد شده به روش هيبريدوما       

، باشـد   مثبـت در بـدن مـادر مـي     RhDهاي قرمز سريع گلبول
ي يلـذا شناسـا   ). ۵، ۶(افزون واقع شده اسـت       مورد توجه روز  

  گــروههــاي سيــستم  پــروتئينژنــي آنتــيســاختار و خــواص 
ترين سيـستم   ترين و ايمنوژن رفيكوم  به عنوان پلي Rhخوني

ژن تعريف شده از نظـر    آنتي۴۵با بيش از   انساني  گروه خوني   
هـاي   بـادي  ي جهـت توليـد آنتـي      يبالااهميت   ي، از سرولوژيك

 ياز غـشا RhD سـازي  جـدا  .)۱( منوكلونال برخوردار اسـت 
است اما در   ) Ghost(گلبول قرمز مستلزم جداسازي غشا آن       

 دسـتخوش تغييـر شـده و    Dژن  اثر تيمار با مواد مختلف آنتي    
در ايـن  . ژني خود را از دست بدهد    ممكن است خاصيت آنتي   

حـد    تا ،استفاده از رسوب ايمنيي بر اين بود كه با     مطالعه سع 
نخـورده و بـا حفـظ     صورت دست   ه را ب  RhDژن   ممكن آنتي 

هـاي   گلبـول ي ژني اوليـه از غـشا      ساختار طبيعي و شكل آنتي    

 و ايـن روش را بـا روش          مثبـت بـه دسـت آوريـم        Rhقرمز  
 به عنوان يك RhD.  مقايسه كنيمGhostاز RhD جداسازي

 Rhهـاي سيـستم    ص و مجـزا از سـاير پـروتئين    ژن خـال   آنتي
 آنتـي  كلونال و منوكلونال هاي پلي بادي  توليد آنتيتواند در مي

D   ،كنتـرل مثبـت  ي رت يك نمونهبه صودر حيوانات مناسب  
ــب  در توليــد آنتــي ــين RhDژن نوتركي  مطالعــات و هــم چن

كـاربرد داشـته     گلبـول قرمـز      ي  ژن پروتئيني غشا   ساختار آنتي 
   .  باشد

  
  روش بررسی

   . انجـــام شـــده از نـــوع تجربـــي بـــود    ي مطالعـــه     
به منظور جدا كردن غشا گلبول  : گلبول قرمزيسازي غشا جدا

 از  EDTA خـون كامـل حـاوي        ي   نمونه ازليتر    ميلي ۵ قرمز،
 جهت -Rh و گروه خوني   +Rh هاي خوني  افراد سالم با گروه   

بول قرمـز   گل ي   ساعت غشا  ۶ كنترل تهيه و در عرض       ي  نمونه
)Ghost(     خـون   ي  ابتدا نمونه  :شد  طي انجام مراحل زير جدا 

، پلاسما و لايه هسانتريفوژ شد ۲۰۰۰ دقيقه در دور ۵به مدت 
  كوت آن جدا شـد و گلبـول قرمـز آن بـا بـافر ايزوتـون                 بافي

PBS) ۴/۷ pH=، ۲۰ دور  ۱۵۰۰و با  مرحله ۳در ) مول   ميلي
سـپس   .شـسته شـد    دقيقـه سـانتريفوژ و  ۳به مـدت   در دقيقه   

ليز و به شـدت     مقطر سرد    گلبول قرمز شسته شده توسط آب     
 منجمـد  گراد ي سانتي درجه -۳۵ورتكس شد، سپس در دماي     

و در دماي اتاق ذوب شد و بعـد از هـر بـار ذوب شـدن بـه                   
دور  ۱۴۰۰۰با  دقيقه ۲۰سپس به مدت . گرديدشدت ورتكس 

 و  گرديـد وژ  سـانتريف گـراد     سـانتي   ي    درجه ۴و دماي در دقيقه   
مقطر سرد شسته شـد      دست آمده چندين بار با آب       هرسوب ب 

  رسوب به دست آمده در    و  ي شفاف شد    يتا زماني كه مايع رو    
 EDTA/PBS۱۰۰ تريتون /مول   يك ميلي-X )آمريكا-سيگما( 

  .حل شد
جهـت تفكيـك و      : گلبـول قرمـز    ي  تعيين خصوصيات غشا  

بت مـساوي از   گلبول قرمـز، نـس   يهاي غشا  شناسايي پروتئين 
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  ژنــي تهيــه شــده بــا بــافر نمونــه بــه روش هــاي آنتــي نمونــه
SDS-PAGEدر سيستم ناپيوسته ) Laemeli(   تحت شـرايط

     .)۶( شدروفورز تآميد الك آكريل پلي درصد ۱۲احيا در ژل 
بانـدهاي جـدا شـده       ،وسترن بلات  براي انجام  :وسترن بلات 
 )آلمـان _  روش( PVDF ي ميد بـه غـشا  آ اكريل روي ژل پلي  

، هاي اختصاصي بررسي شد بادي منتقل شد و با استفاده از آنتي
 ژل بـرش داده     ي  هم انـدازه   PVDFي  ابتدا غشا ين منظور   ا  هب

مقطر  دقيقه در آب ۲ ثانيه در متانل خالص، ۳۰و به مدت    شد  
 + متانول ليتر ميلي pH= )۱۰۰ ۳/۸ ،ترانسفر بافردقيقه در  ۵ و

قـرار  )  گرم تريس  ۱/۵۱+ رم گليسين  گ ۷ +ليتر آب      ميلي ۳۳۳
 كاغذ صافي آغشته به ترانسفر بافر زيـر ژل          ي   لايه ۶ .داده شد 

 Semi-Dry-Electroblotter الكترود دسـتگاه     ي  روي صفحه 
 ي غـشا ،  ژلزيـر قرار داده شـد و  ) PeQLab -جنوبي ي  كره(

  ديگـر  لايـه كاغـذ صـافي   ۶روي آن و PVDF آمـاده شـده   
  ي جريــــان الكتريكــــيگذاشــــته شــــد و بــــا برقــــرار

mAm/cm2gel ۳- ۸./،   بعد از  .  شد عمل ترانسفرينگ انجام
 را با رنگ پونـسواس      PVDF ي  اتمام عمل ترانسفرينگ غشا   

 .رنگ كرده تا از انتقال باندها به غـشا اطمينـان حاصـل شـود             
در محلـول    سـاعت    ۱۸سپس رنگ را شسته و غشا به مـدت          

 PBS  + ۵يتـر ل ميلـي  ۱۰۰+  ۲۰درصد تـوين   ۵/۰( بلاكينگ
 بار با محلول ۳سپس غشا را  .قرار داده شد )گرم اسكيم ميلك

PBST           دقيقـه  ۱۰ شستشو داده و در هر بار شستشو به مدت 
ســپس .  شــدمخلـوط  بــه آرامــيگـراد   ســانتي ي  درجـه   ۲۲در

 بـا  )Mouse Ab- Santa cruze (منوكلونال Rh بادي آنتي
  اضـافه شـد    ن  آبـه   ليتـر     ميكروگـرم در هـر ميلـي       ۴/۰ غلظت

رامـي  آبـه  گـراد   ي سـانتي  درجـه   ۲۲ سـاعت در    ۲و به مدت    
ــوط ــدمخلـ ــد از  شـ ــا ۴ و بعـ ــشو بـ ــار شستـ ــول بـ   محلـ

ــوين  ۵/۰( ــد ت ــيPBS( PBST+  ۲۰ درص ــه   آنت ــادي ثانوي   ب
(Anti Rabbit Anti IgG Mouse-Abcam) ـ   ــلـك يـپل ال ـون

بـه آن  ليتـر   ميكروگرم در هر ميلـي  ۲با رقت HRP متصل به 
بـه  گـراد   سانتي ي  درجه ۲۲ ساعت در   ۱ به مدت    و اضافه شد 

ــي آ ــوطرام ــدمخل ــد از  . ش ــا ۴بع ــدد ب ــشوي مج ــار شست    ب
PBST   سوبستراي ،HRP  ،α به  )آمريكا-سيگما(  كلرونفتول

   ســـاعت در تـــاريكي۳ مـــدت يبـــراافـــزوده شـــد و آن 
ــرار داده  ــدق ــد از .ش ــا بع ــهني ــد   مرحل ــت ش ــه قرائ   .نتيج

از غشا به دست آمـده  كروليتر مي ۵۰ به  ابتدا :)ELISA (يزالا
ميكروليتـر   Rh- ،۵۰ وRh+هاي خوني   گلبول قرمز از گروهاز

، از هـر نمونـه در    )، آمريكـا  R&D كيت اليزا (كننده   بافر رقيق 
 سـاعت در    ۲سه چاهك از پليت اليزا، اضافه شد و به مـدت            

  ها به كف چاهك بچـسبند،   ژن  تا آنتي  گرديددماي اتاق انكوبه    
  هـاي   ژن  شـسته تـا آنتـي   PBS بـار بـا      ۳را  سپس هر چاهك    

  از محلـول   ميكروليتـر  ۲۰۰سـپس   . كوت نشده خارج شـوند    
  

PBSTM ) ۵/۰، ۲۰تــــوين+  درصــــد۵اســــكيم ميلــــك   
ساعت   به هر چاهك اضافه شد و بعد از يك)  PBS +درصد 

ها   خارج شده و چاهك    PBSTMانكوبه شدن در دماي اتاق      
  ميكروليتـر  ۵۰ بعـد    ي در مرحلـه   . شسته شد  PBST بار با    ۳

  

 Anti D (Poly clonal-IgG,CE-Immunodiagnostika)   
  

ــت ــاي  در رقـ ــاعت ۱:۱۰ و ۱:۲هـ ــده و دو سـ ــافه شـ    اضـ
  هــا  بــادي ســپس آنتــي . ديــدر دمــاي اتــاق انكوبــه گرد  

  .  شـسته شـدند  PBST بـار بـا     ۳هـا    را خارج كرده و چاهك    
  بـــادي ثانويـــه آنتـــي  ازميكروليتـــر ۵۰ بعـــد ي در مرحلـــه

  

(Goat anti-human IgG, IgM, IgA - Abcam, UK)   
  

گـرم در     ميلـي  ۲/۱ بـا غلظـت      HRPكلونـال متـصل بـه        پلي
ي   درجـه  ۳۰سـاعت در      به هر چاهك اضافه و يـك      ليتر    ميلي

ــه شــدگــراد  ســانتي  ــه منظــور خــارج شــدن  . انكوب ســپس ب
.  شـسته شـدند    PBS بـار بـا      ۳هـا     چاهك ،هاي آزاد  بادي آنتي

 Bو  ) هيـدروژن     پراكسيد ي  كننده پايدار (Aهاي   سپس محلول 
كيت اليـزا بـه    از)  كروموژني كننده متيل بنزيدين يا پايدار    تترا(

 از آن بـه هـر     ليتـر     ميكرو ۱۰۰د و   يميزان مساوي مخلوط گرد   
 دقيقه در دماي اتاق در تاريكي انكوبه     ۳۰چاهك اضافه شد و     

 ي  نندهك  از محلول متوقف   ليتر  ميكرو ۵۰در آخرين مرحله    . شد
 به محلول فوق اضافه     )N۲ سولفوريك اسيد( واكنش كيت اليزا  
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 دقيقـه در طـول      ۳۰ ي  دست آمـده در فاصـله       هکرده و رنگ ب   
  نتــايج اليــزا بــه صــورت . ديــ نــانومتر قرائــت گرد۴۵۰مــوج 

ــايي تكــرار ســه ــانگين( ت ــار± مي ــ)  انحــراف معي ــداراي    .ه ش
 ـ تفــاوت بــين گــروه      ا بــا اســتفاده از آزمــون آمــاري    هـ

 Student t-testو گرفت مورد مطالعه قرارvalue –P تر  كم
  .دار در نظر گرفته شد  معني۰۵/۰از 

ابتدا گلبول قرمز  :)Immunopercipitation( رسوب ايمني
هاي   با گروه  EDTAهاي تازه حاوي      شده از نمونه خون    جدا

 ۵۰۰سـپس بـه     شسته شد،PBSبار با  Rh-۵ و  Rh+خوني 
ــر  ــلول ميكروليتـ ــدهاز سـ ــسته شـ ــر۵۰۰ شـ ــرو ليتـ    ميكـ

Anti D ۳۷ دقيقـه در  ۹۰ اضافه شد و به مدت ۱:۱۲۸ ا تيترب 
 PBS بار بـا     ۳ها   سپس سلول  .انكوبه شد گراد    سانتي    ي  درجه

 دور در ۱۵۰۰ بـا  دقيقـه  ۵ و در هـر بـار شستـشو       هشسته شد 
، در اين مرحله ندسانتريفوژ شدگراد  سانتي ي  درجه ۴ در دقيقه
مقطـر سـرد    بادي با استفاده از آب  به آنتي   متصل RBC يغشا

دسـت    ه دقيقه سانتريفوژ در دور بالا جدا شد و رسوب ب          ۲۰و
حـل   X-۱۰۰تريتـون   / مول يك ميليEDTA/PBS آمده در 

 ۳۰ دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد و بعد از   ۳۰شد و به مدت     
 ــ ــه س ــا نتريفوژ ادقيق ــه ۱۳۰۰۰ب ــه ۴در  دور در دقيق  ي درج

 _ نژ ي آن كه حـاوي كمـپلكس آنتـي        ي، محلول رو  ادگر  سانتي  
ميكروليتـر   ۲۰۰ سپس به آن ميزان. شد باشد جدا بادي مي  آنتي

Sepharose Bead )متصل بـه پـروتئين   ) آمريكا-سيگماG 
 بـه   گراد  سانتي  ي    درجه ۸ تا ۲  ساعت در دماي   ۴و  اضافه شد   

 بـار   ۳بعـد از اتمـام زمـان انكوباسـيون          و    شد مخلوطرامي  آ
مقطر سـرد شـسته شـد و در نهايـت        و دو بار با آب PBSبا

 ـمحلول رو     بـافر ، ميكروليتـر ۱۵۰ي دور ريختـه شـد، سـپس    ي
2x Loading ن اضافه شد و بعد به منظور دناتوره شـدن  آ به

 دقيقـه   ۵ و بيدها به مـدت       Gها و جدا شدن پروتئين       پروتئين
  دور ۷۰۰۰ بـا جوشانده شد، سپس    گراد    سانتي  ي    درجه ۹۶در  

 از  ميكروليتـر ۲۵ دقيقه سـانتريفوژ شـد و   ۵ به مدت   در دقيقه 
باشـد   بادي مي  آنتي_ژن ي كه حاوي كمپلكس آنتييمحلول رو 

 يشـاخص وزن ملکـول  در كنـار     -Rh و Rh+از هر دو نمونـه      
  . شدالكتروفورز  SDS-PAGE درصد۱۲روي ژل

  
  ها یافته
ــشاهده      ــده از  ي مـ ــدا شـ ــي جـ ــدهاي پروتئينـ    بانـ
 SDSقرمز روي ژل  ول گلبي غشا

_
 PAGE: گلبول ي غشا 

 جدا شـده  - Rhو گروه خوني   + Rhهاي خوني  گروهقرمز از
 اكريلاميـد  روي ژل پلـي   حل شده بـود X-۱۰۰ تريتون كه در 

 يهـا  پـروتئين مربوط به    و باندهاي     شد الكتروفورز  درصد ۱۲
 ۱/۴ باند ،۴ ، باند۳باند  هاي  گلبول قرمز شامل پروتئيني غشا

مثبت و منفي مشاهده شـد  هاي خوني   در گروه  طور يكسان   هب
 در گروه خوني Rhولي باند پروتئيني مجزا مربوط به پروتئين   

Rh +در مقايسه با گروه خوني Rh –۱شكل (  مشاهده نشد(.  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 SDS-PAGEالكتروفورز  :۱شكل 

  (MWM) شاخص وزن ملكولي -۱
   +Rhخوني  هاي ي گلبول قرمز گروه  غشا-۴و۳و۲
 ۱۲اكريلاميـد    روي ژل پلـي -Rhخـوني     هاي  ي گلبول قرمز گروه      غشا -۵

، ۳هاي باند  ي گلبول قرمز شامل پروتئين غشا fi هاي مربوط درصد پروتئين
   ۱/۴ و باند ۴باند 

  
 در غـشاي جـدا شـده از       RhDژن   ييد وجود آنتي  أبه منظور ت  

از روش اليـزا بـا     مثبـت، Rhهاي خـوني   گلبول قرمز با گروه 
 ـدر ا. استفاده شدAnti D  کلونال بادي پلي استفاده از آنتي ن ي

 ۵         ۴          ١      ٢          ٣     
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 ـ RhDپپتيد    مربوط به پلي   ي   نمونه يبررس  دسـت آمـده از      ه ب
 ۴۵۰ مثبت در طول موج Rhخوني   گلبول قرمز با گروهي غشا

داشته که در  ۰ /۳۱۶ ± ۱۵۲/۰ ي جذب نور۱:۲ نانومتر در رقت
 گلبول قرمز   ي  دست آمده از غشا     ه ب RhDپپتيد   سه با پلي  يمقا

 ـRhخـوني   با گـروه   ۰۲۳/۰ ± ۰۹۱/۰ ي بـا جـذب نـور   ي منف
   و وجــــود )>۰۰۱/۰P(  مثبــــت را نــــشان دادهي جــــهينت

 يباد ي آنت ۱:۱۰ن در رقت    يچن هم .کند يد م ييأ را ت  Rhن  يپروتئ

 ـ RhDپپتيد   پلي    گلبـول قرمـز بـا       ي  غـشا  دسـت آمـده از      ه ب
ــور مثبــت جــذRhگــروه خــوني    را  ۱۸۶/۰ ± ۱۶۲/۰ يب ن

  دســت آمــده  ه بــRhDپپتيــد  سه بــا پلــييــداشـته کــه در مقا 
 ي با جذب نوري منفRh گلبول قرمز با گروه خوني       ي  از غشا 

 )>۰۰۱/۰P( دهـد  ي مثبت را نشان م ـ    ي  جهي نت ۰۱۵/۰ ± ۰۲۱/۰
  . )۱(جدول 

  

   استخراج شده ازRhDپپتيد  عليه پلي Anti RhDكلونال انساني  بادي پلي يزا با استفاده از آنتيلنتايج ا: ۱جدول 
  )نانومتر ۴۵۰طول موج (هاي قرمز   گلبولي  غشا

  

 گلبول قرمز ي غشا دست آمده از  ه بRhDپلي پپتيد 
دست آمده در   همقادير ب( مثبت Rhبا گروه خوني 

  )نانومتر ۴۵۰طول موج 

   استخراج شده  ازي غشا
  ه در طول دست آمد ه مقادير ب(-Rh  گلبول قرمز 

  )نانومتر ۴۵۰موج 

Anti – RhD  
  )رقت(كلونال انساني پلي

۳۱۶/ ۰  ± ۱۵۲/۰  ۰۹۱/۰  ± ۰۲۳/۰  ۱:۲ 
۱۸۶/  ۰  ± ۱۶۲/۰  ۰۱۵/ ۰  ± ۰۲۱/۰  ۱:۱۰ 

  
 منوكلونال وسترن بـلات     D  با استفاده ازآنتي    بعد ي  در مرحله 

گر اين نكته است  مشاهده نشد كه بيان باندي وليگرديد انجام 
از RhD  هاي توپ  برخي از اپيGhostي جداسازي كه در ط

   .دست رفته است
ــدا ــازي جـ ــروتئين  و سـ ــيص پـ ــشاRhDتخلـ    ي  از غـ

   :گلبول قرمز با روش رسوب ايمني
بـا   گلبول قرمـز    ي  در غشا  RhD پروتئين   ي  مشاهدهبه منظور   

، قبـل از تهيـه و جداسـازي غـشا،       مثبت Rhهاي خوني    گروه
ــي ــدا آنت ــي ابت ــادي پل ــا ب ــول   Anti RhDلكلون   روي گلب

 با روش رسوب ايمنـي جـدا و   RhD و سپس شد  ثابتقرمز  
ــا آنتـــيRhD تـــوپ وجـــود اپـــي ــادي مونوكلونـــال  بـ    بـ

در مقايـسه بـا گـروه     كيلودالتـون  ۳۲تـك بانـد اختـصاصي    (
رسد بانـد    به نظر مي.قرار گرفتييد أمورد ت) منفي  Rhخوني

حتمال ناخالـصي  كيلودالتون است و ا ۳۲از  مذكور كمي بالاتر
ــروت ــا پ ــي  ينئب ــر م ــاي ديگ ــد ه ــد  توان ــر باش ــن ام ــل اي    دلي

  .)۲شكل (

  

  

  
  
  
  
  
  
  

  بلات  وسترن :۲شكل 
  (MWM) شاخص وزن ملكولي-۱
 در روش وسـترن بـلات و بـا     RhDبادي منوكلونال  با استفاده از آنتي-۲

 كلونال  پلي(Anti Rabbit Anti IgG Mouse)بادي ثانويه استفاده از آنتي
 ۳۲ كلرونفتـول تـك بانـد اختـصاصي     α و سوبـستراي  HRPمتـصل بـه   

ي مربوط به رسوب ايمنـي بـه           از نمونه  Rhژن    كيلودالتون مربوط به آنتي   
  .است  مثبت مشاهده شدهRhآمده از گلبول قرمز  دست

 Rhي مربوط به رسوب ايمني به دسـت آمـده از گلبـول قرمـز               نمونه -۳
بلات هيچ باندي  هاي فوق در روش وسترن اديب منفي، كه با استفاده از آنتي

  .مشاهده نشد
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  بحث
ي بـا وزن  يغشا گليكوزيله بين  يك پروتئين غير   RhDپروتئين        

 گـذر، شـش   ي  غـشا ي  حـوزه ۱۲، حـاوي   كيلودالتـون ۳۲ملكولي  
هاي آمينه هيدروفوب فـراوان در بـين    و اسيد خارج سلولي   ي  حلقه
 )۷- ۹( ول قرمز قرار گرفته اسـت  فسفوليپيدي گلبي  دو لايهي  غشا

ي نقش بسيار مهمي در ماهيت      يكه اين شكل خاص فضا      طوري  هب
. )۱۰( كند خواص ايمنوهماتولوژيك اين پروتئين ايفا ميژني و  آنتي

 بدون بروز تغيير در ماهيت   RhDژن   لذا جداسازي و تخليص آنتي    
دف بـه  در اين مطالعـه ه ـ . ژني آن امري دشوار و پيچيده است    آنتي

ي ي با حفظ ساختار طبيعي و شكل فضا    RhDژن   دست آوردن آنتي  
كـه    وجـود آن    بـا  . با استفاده از روش رسوب ايمنـي بـود         اوليه آن 

كلونال در اليزا واكنش  بادي پلي با آنتي  Ghostازژن جدا شده  آنتي
كه   بادي مونوكلونال واكنشي نشان نداد در حالي نشان داد اما با آنتي 

دالتـوني در    كيلـو ۳۲تـك بانـد   رسـوب ايمنـي    ده از روش    با استفا 
 ي گـر ايـن اسـت كـه در مرحلـه      وسترن بلات مشاهده شد و بيـان    

رود امـا   ژن از دست مـي  هاي آنتي توپ  برخي از اپيGhost ي  تهيه
 بـا سـويانا و گولدسـتين       .شـود  در روش رسوب ايمني حفـظ مـي       

بـادي   و آنتي ) ليتر ميلي ۱۰۰( ي از گلبول قرمز   ياستفاده از حجم بالا   
 مـشابهي را انجـام دادنـد و بانـد     ي كلونال با تيتـر بـالا مطالعـه        پلي

كارگيري روش وسترن  هكيلودالتون را با ب ۳۲ ي اختصاصي در ناحيه  
 Rh null هاي قرمز  نمودند، در اين مطالعه از گلبولبلات مشاهده

 کـه در  يصـورت در . )۱۱(  به عنوان كنتـرل منفـي اسـتفاده شـد      نيز
ــه ــتفاده از  ي مطالع ــا اس ــر ب ــم  حاض ــمحج ــز   ک ــول قرم ــر گلب   ت

  

 . جـدا شـد  RhDن ين پروتئييتر پاي با ت  يباد يو آنت ) گرم   ميلي ۵/۰(
 منفــي در زمــان RhD ايمنوگلــوبين بــه مــادران Anti-Dتجــويز 

ثري در جلـوگيري از  ؤبارداري و بعـد از بـارداري روش بـسيار م ـ          
 RhDهـاي قرمـز    گلبـول  ي واسـطه   ه ب Dژن   ايجاد حساسيت آنتي  

 مثبت جنين و در نهايت ايجاد بيمـاري هموليتيـك جنـين و نـوزاد            
 ايمنوگلـوبين از طريـق    Anti-Dدر حـال حاضـر       ).۱۲( باشـد  مي

هـا را   كه بيـشتر آن   Dپلاسمافرز اهداكنندگان داراي تيتر بالاي آنتي     
بـه   دهـد،  اند تشكيل مي   ي كه در اثر حاملگي حساس شده      يها خانم

هاي ناشي   اين روش ضمن در برداشتن خطر عفونت      . يدآ دست مي 
ها و مشكلات متعدد كلينيكي و قـانوني را   پيچيدگي از انتقال خون، 
 منوكلونال توليـد  Anti-Dلذا امروزه استفاده از  ). ۳(به همراه دارد    

ثري قـادر بـه حـذف       ؤشده به روش هيبريدوما كه بـه صـورت م ـ         
باشـند مـورد توجـه      مي مثبت در خون مادر RhDهاي قرمز    گلبول

  ).۱۳(روزافزون قرارگرفته است 
  
   گیري تیجهن

 مـؤثر  هـاي  روشي از   يك تواند به عنوان   رسوب ايمني مي       
حفظ ساختار طبيعي و شكل با  D ژن آنتي  نسبيدر جداسازي

 . در نظر گرفته شـود     هاي قرمز  از غشا گلبول  آن  ژني اوليه    آنتي
RhD   باشـد كـه     شته مختلفي داتواند كاربردهاي   جدا شده مي

ژن پروتئينـي     ساختار آنتي  به مطالعات توان   ها مي   آن ي  ازجمله
اشـاره   هاي پلـي و منوكلونـال      بادي  گلبول و توليد آنتي    ي  غشا
   .كرد
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Background and Objective: Rh (Rhesus) is a highly complex blood group system in man which plays an 

important role in transfusion medicine. The aim of this study was the isolation of RhD protein from the 

membrane of RBCs.  

Materials and Methods: In this experimental study immunoprecipitation method with human anti-RhD 

polyclonal antibody was utilized for the isolation of RhD antigen from Rh+ human blood samples Proteins of 

RBCs were characterized by SDS-PAGE and Western blot analysis. Antigenicity of the RhD protein was 

assessed by ELISA using commercially available human anti-RhD polyclonal antibody with peroxidase 

conjugated goat anti-human as a secondary antibody. 

Results: The results show that RhD protein has successfully been isolated by immunoprecipitation method. 

The expected size of RhD protein was confirmed by Western blot analysis. RhD antibody reacted with RhD 

antigen prepared from ghost with polyclonal antibody in ELISA, but no reaction was observed in Western 

blot analysis with monoclonal antibody: It is necessary to mention that this is the primary report of relative 

purification of RhD and further studies are recommended.  
Conclusion: The RhD may be helpful to further investigate the molecular basis of RhD protein and could be 

applicable for production of anti- D antibody in an animal model. 

 

Key words: Red blood cell, RhD antigen, Immunoprecipitate 




