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  اورئوس استافیلوکوکوس باکتری علیه بر شده تولید بادی نانو سازی خالص

یونی تعویض کروماتوگرافی از استفاده با

سؼیذ زیببیی* 3،  درببى2،  رضب ػػبراى هرین سبدات هَسَی پبرسب 1

دا٘ؾ آٔٛختٝ وبسؿٙبػی اسؿذ دا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی ٚاحذ ٔـٟذ،دا٘ـىذٜ ػّْٛ،ٌشٜٚ صیؼت ؿٙبػی،ٔـٟذ،ایشاٖ-1

اػتبدیبس دا٘ـٍبٜ آصاد اػلأی ٚاحذ ٔـٟذ،دا٘ـىذٜ ػّْٛ،ٌشٜٚ صیؼت ؿٙبػی،ٔـٟذ،ایشاٖ-2

ؿٕبَ ؿشق ، ثخؾ تحمیك ٚ تٛػؼٝ فشآٚسدٜ ٞبی ثیِٛٛطیه ، ػبصٔبٖ تحمیمبت ، آٔٛصؽ ٚ تشٚیج وـبٚسصی ، ٔـٟذدا٘ـیبس ٔٛػؼٝ تحمیمبت ٚاوؼٗ ٚػشْ ػبصی ساصی ؿؼجٝ -3

چکیذُ:

ٍ از ػَاهل ػفًَت ّبی بیوبرستبًی هی ببضذ .ببتَجِ بِ هقبٍهت ایي استبفیلَکَکَض اٍرئَض یک پبتَشى فرغت طلب

ببکتری در برابر اغلب آًتی بیَتیک ّب، هقببلِ بب آى بب استفبدُ از هٌببغ هختلف ٍ کن ّسیٌِ بسیبر بب اّویت است.در 

دلیل اًذازُ کَچک  ضترسبًبى ػلاٍُ برآًتی ببدی ّبی هؼوَلی ،آًتی ببدی ّبیی فبقذ زًجیرُ سبک ٍجَد دارد کِ بِ

ٍ ٍزى هلکَلی پبییي ٍّوچٌیي تفبٍت در سبختبر ، اثر بخطی بیطتری دارد. بب تَجِ بِ ایٌکِ ًبًَ ببدی پرٍتئیٌی ببردار 

ٍ PHاست در ایي پرٍشُ از کرٍهبتَگرافی تؼَیض یًَی جْت خبلع سبزی ًبًَ ببدی استفبدُ گردیذ. برای تؼییي 

ّب ٍضیب ّبی غلظتی PHبب   CM-Sephadex-C50 ٍDEAEْتر از دًٍَع رزیي غلظت ًوکی هٌبسب جْت استخراج ب

هختلف جْت خبلع سبزی استفبدُ ضذ. ّوچٌیي دٍ ًبًَببدی بب هٌطبء هتفبٍت ًبضی از دٍ ادجَاًت کیتَزاى ٍ آلصیٌبت 

ض یًَی بِ ٍسیلِ ًطبى داد کِ بب کرٍهبتَگرافی تؼَیSDS-PAGEکلسین استفبدُ گردیذ. ًتبیج حبغل از الکترٍفَرز 

برای ًبًَببدی تْیِ ضذُ ببادجًَت NaCl ٍPH=6هیلی گرم  5/0در فراکسیَى بب غلظت CM-Sephadex-C50رزیي 

برای ًبًَببدی تْیِ ضذُ بب ادجَاًت آلصیٌبت کلسین ، جْت PH=7کیتَزاى ٍ ًیسدر فراکسیَى بب ّوبى غلظت ًوک در 

خبلع سبزی هٌبسب هی ببضذ.
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 :هقذهِ-1

 یا٘ؼب٘ یٞب بصیثشطشف وشدٖ ٘ یؼتیػّْٛ ص یاص جّٕٝ وبسثشدٞب

ٔجبسصٜ  بصٞبی٘ ٗیاػت. اص جّٕٝ ا یؼیٚ ٔٙبثغ طج ؼتیثب اػتفبدٜ اص طج

اص ػٛأُ  اٚسئٛع ّٛوٛوٛعیاػتبف .صا اػت یٕبسیُٔ ثاثب ػٛ

ػجت اػت وٝ  یٕبسػتب٘یث یػفٛ٘ت ٞب ٚخطش٘بن  یصا یٕبسیث

اص پبتٛطٖ ٞبی فشصت طّت  ٕٞچٙیٗ یىی .ٔی ٌشدد شیٔشي ٚ ٔ

اػت وٝ جضء ؿبیغ تشیٗ ػبُٔ ػفٛ٘ت ٞبی صخٓ ٞب اص جّٕٝ صخٓ 

(. 16،17،19) %( دس ثیٕبسػتبٖ ٞب اػت27-30ٞبی ػٛختٍی)

% ثیٕبساٖ ثؼتشی دس ثیٕبسػتبٖ 12-8اػت وٝ  ٘ـبٖ دادٜٔطبِؼبت 

 (3.)ٞب اص ػٛاسض جب٘جی آِٛدٌی ثٝ ایٗ ػفٛ٘ت ٞب س٘ج ٔی ثش٘ذ

 ٍبٜیؿجبٞتـبٖ دس ػبختبس، ثشاػبع جبثش ٞب ػلاٜٚ  یثبد یآ٘ت

ٞب دس  یثبد یآ٘ت(. 8)طٖ ٞب ا٘ٛاع ٔختّف داس٘ذ یاتصبَ ثٝ آ٘ت

 ىؼبٖی ٗیػٍٙ شٜیٚ دٚ ص٘ج ىؼبٖیػجه  شٜیػبختبس خٛد دٚ ص٘ج

ثٟٓ ٔتصُ ٞؼتٙذ   شٜیص٘ج ٗیث یذیػِٛف ید یٞب ٛ٘ذیداس٘ذ وٝ ثب پ

 یٞب یثبد ی( آ٘تته دٚٔیٙی یٞب یثبد یٞب )آ٘ت یب٘ٛثبد(. 6٘)

ػجه ٞؼتٙذ.وٝ  شٜیٚ فبلذ ص٘ج(HCAbs) ٗیػٍٙ شٜیص٘ج

وٛچه آٟ٘ب  یّیٔٙحصش ثٝ فشدؿبٖ اص جّٕٝ ا٘ذاصٜ خ بتیخصٛص

 ٔتذٚاَ ؿذٜ اػت. یٞب یثبد ی٘ؼجت ثٝ آ٘ت ضیثبػث ٚجٝ تٕب

آة  یٞب ٙٝیآٔ ذیاػ(VHH)بس ص٘جیشٜ ػٍٙیٗدس ػبخت ٗیٕچٙٞ

 ٗیؿذٜ ا٘ذ ٚ ا ضیآة ٌش یٞب ٙٝیآٔ ذیػا ٗیٍضیدٚػت جب

طٖ دس  یاتصبَ ثٝ آ٘ت یؿذٖ حّمٝ ٞب شیثبػث ا٘ؼطبف پز ییجبثجب

ٚصٖ ّٔىِٛی ص٘جیشٜ ػٍٙیٗ ٞب ؿذٜ اػت. یثبد ی٘ٛع آ٘ت ٗیا

(. ٘ب٘ٛ ثبدی ٞب ایٗ 4،5)ویّٛداِتٖٛ ٔی ثبؿذ. 15تب  12حذٚد 
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Staphylococcus aureus is an opportunistic pathogen and a cause of nosocomial infections. 

Due to the resistance of this bacterium to most antibiotics, it is very important to control it 

using different sources and at low cost. In camelids, in addition to common antibodies, there 

are antibodies without light chain that are more effective due to their small size and low 

molecular weight as well as differences in structure. Due to the fact that nanobody are 

charge proteins, ion exchange chromatography was used in this project to purify 

nanobodies. To determine the appropriate pH and salt concentration for better extraction, 

two types of resin CM-Sephadex-C50 and DEAE with different PH and concentration 

gradients were used for purification. Also, two nanobodies of different origin due to two 

adjuvants of chitosan and calcium alginate were used. The results of SDS-PAGE 

electrophoresis showed that ion exchange chromatography with CM-Sephadex-C50 resin in 

the fraction with a concentration of 0.5 mg NaCl and PH = 6 for nanobodies prepared with 

chitosan adjuvant and also in the fraction with the same salt concentration in PH = 7 for 

purification of nanobodies prepared with calcium alginate adjuvant are suitable. 
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لبثّیت سا داس٘ذ وٝ دس ثبفت ٘فٛر وشدٜ ٚ آ٘تی طٖ ٞبی ٔختّفی سا 

تـخیص دٞٙذ. اص جّٕٝ ٚیظٌی ٞبی دیٍش ٘ب٘ٛ ثبدی ٞب،ٔمبٚٔت 

PH  . (2ٔی ثبؿذ )  دس ثشاثش حشاست، پبیذاسی دسثشاثش پشٚتئبص ٚ

ا٘حلاَ  تیچٖٛ لبثّ یاص ٘ظشخٛاص ٟٙبیپشٚتئ شیٔب٘ٙذ ػب ٟبیثبد یآ٘ت

 یٚ آ٘ت یٚصٖ ِٔٛىِٛ ،یىیثبس اِىتش ظ،یغّ یٕ٘ى یدس ٔحِّٟٛب

 یثبد یآ٘ت یجٟت خبِص ػبص ٗیٞؼتٙذ. ثٙبثشا یلبثُ ثشسػ ؼتٝیٙیط

 ْٛیثب ٕ٘ه)آٔٛ٘ یثبد یسػٛة آ٘ت یتٛاٖ اص سٚؽ ٞب یٞب ٔ

اػتفبدٜ  ٖٛیّتشاػیٚ طَ ف یٛ٘ی دَتجب یػِٛفبت( ٚ وشٚٔبتٌٛشاف

اجضا دس اثؼبد  صیثشای تـخ یسٚؿ یوشٚٔبتٌٛشاف(. 1ٕ٘ٛد)

اػبع وبس  اػت. یدس حذ ٚ ا٘ذاصٜ ی ِٔٛىِٛ ی٘ب٘ٛٔتشی، ثب دلت

جذاػبصی اجضای ٔخّٛط ثب اػتفبدٜ اص ػشػت  یوشٚٔبتٌٛشاف

ٚ ثب ا٘شطی  ىؼبٖی طیٔتفبٚت حشوت ِٔٛىِٟٛبی ٔختّف دس ٔح

ثش  یٛ٘یتؼٛیط  یوشٚٔبتٌٛشاف یجذاػبص .ٔـبثٝ اػت ی ٝیاِٚ

 یٞب تیآ٘بِ ٗی( ثهیاِىتشٚاػتبت بی) یٛ٘ی یاػبع ثشٕٞىٙؾ ٞب

 ٗیاص ٟٕٔتش یىی یوشٚٔبتٌٛشاف ٗیا .ثبؿذ یٔ یٚ لطج یٛ٘ی

،  ٟٙبی، پشٚتئ ذٞبیپپت یجزة اػت وٝ دس جذاػبص یٞب هیتىٙ

 ؿٛد یٔشتجط ثب آٖ اػتفبدٜ ٔ یٕشٞبیٛپّیٚ ث هی٘ٛوّئ یذٞبیاػ

(7 .) 

 :ّبهَاد ٍ رٍش-2 

 :هَاد-1-2

ٔٛؿٟبی  ٚ (ATCC=25923) اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛعثبوتشی 

اص ٔٛػؼٝ ٌشْ 20ػٛسی اص ٘ظاد ثبِجؼی ،جٙغ ٘ش ثب ٚصٖ تمشیجی 

تحمیمبت ٚاوؼٗ ٚ ػشْ ػبصی ساصی ؿؼجٝ ؿٕبَ ؿشق  تٟیٝ 

ؿذ.ٔٛاد ٚدػتٍبٜ ٞبی ٔٛسد اػتفبدٜ ؿذٜ دس آصٔبیـبت ؿبُٔ 

 ٗی( ، فٛؿMerck، ٌُِٛ ، اِىُ اػتٖٛ) ِٛٝیٚ ؼتبَیوش

(Fluka) 1،اػیذ وّشیذ سیهCM -٘شٔبَ ،ثٛتبُ٘ ، سصیٗ

sephdex-C50 G ،ػذیٓ دٚ دػیُ 250، سً٘ وٛٔبػی ثّٛ 

ػِٛفبت ،وّشیذ ػذیٓ ، ػِٛفبت آٔٛ٘یْٛ، ٌلایؼیٗ ٚ ٔتبَ٘ٛ 

)ٔحصٛلات ؿشوت ٔشن إِٓبٖ (آِجٛٔیٗ ػشْ ٌبٚی، اوشیُ 

 تٛصاٖیٚ و ٓیوّؼ ٙبتیآِظ،DEAEآٔیذ، ثیغ اوشیُ آٔیذ ،

)ٔحصٛلات ؿشوت ػیٍٕب آِذسیچ( ٔی ثبؿذ.

 :ّبرٍش -2-2

 آزهبیص ّب اًجبم ضذُ  بر رٍی ببکتری :-1-2-2

وبتبلاص ،وٛآٌبلاص ، اوؼیذاص ،  سً٘ آٔیضی ٌشْ ٚ تؼت ٞبی

 DNase ٚ ا٘جبْ ٌشدیذ. تخٕیش ٔب٘یتَٛ ،٘ٛوّئبص 

هَش سَری از آزهبیص ّب اًجبم ضذُ  بر رٍی -2-2-2

 ًصاد ببلبسی :

)ٔشي LD50 ٚ ػٙجؾ ثشای تـخیص ٔیضاٖ لاصْ جٟت تضسیك

ٚ اص سلت 1-  ثبوتشی ػٙجیذٜ ؿذ CFU (تیاص جٕؼ یٕی٘ شدسیٚٔ

L تؼییٗ ٕٞشاٜ ثب ٕ٘ٛ٘ٝ خبِص جٟت 10 -2ٚ  10 ػش  9ثٝ D50ٔیضاٖ 

ذ، د٘ؿبُٔ ػٝ ٔٛؽ ثٛ ٌشٜٚٔٛؽ ػٛسی اص ٘ظاد ثبِجؼی وٝ ٞش 

 ٌشدیذ.تضسیك 

 ایوي سبزی ضتر-3-2-2

ٕٞشاٜ ثب ادجٛا٘ت ثبوتشی غیش فؼبَ ؿذٜ  اصؿتش  یػبصجٟت ایٕٗ 
فبصّٝ دٚ ثٝ  تضسیك دس ػٝ ٘ٛثتوّؼیٓ  ویتٛصاٖ ٚ آِظیٙبت ٞبی

 ٌشفت.  ا٘جبْؿتش یىؼبِٝ  دسٞفتٝ 

کرٍهبتَگرافی تؼَیض خبلع سبزی بَسیلِ -4-2-2

  :یًَی

سبزی ًبًَ  آهبدُ سبزی سرم جْت خبلع -1 -4-2-2

 :ببدی

ٞب ثٝ ٔٙظٛس خبِص جذا وشدٖ ػشْ  ی اص ؿتشٞب ٚشیپغ اص خٍٛ٘

ٔخّٛط سا ثٝ افضٚدٜ ٚ ػبصی ٘ب٘ٛ ثبدی ػِٛفبت آِٛٔیٙیْٛ اؿجبع 

ػب٘تشیفیٛط وشدٜ ٚ ٔبیغ سٚیی خبسج  g 4000دلیمٝ ثب دٚس20ٔذت 

 اظبفٝ ؿذ. PBSؿذ. ثٝ سػٛة، 

CMکرٍهبتَگرافی تؼَیض یًَی بب -2 -4-2-2 -رزیي 

sephadex-C50:  
 PH CM ثشای دػت یبثی ثٝ -ٔٙبػت جٟت خبِص ػبصی ثٟتش اص 

Sephadex-C50 ٌٜشدیذثٝ ٕٞشاٜ ثبفش تشیغ اػتفبد.  

حجٕی ثشاثش ػشْ ثب پغ اص خبسج وشدٖ ثبفش تشیغ اص ػفبدوغ ، 

پغ اص اظبفٝ ٌشدیذ.  7،6ٚ8ٞبی  ثبفش تشیغ ثب PH ٚ ٘یض

ٚ اص دلیمٝ ٔبیغ سٚیی خبسج  5ثٝ ٔذت 1000ثب دٚس   ػب٘تشیفیٛط

جٟت جذا ػبصی  8/0تب  3/0فشوؼیٖٛ ٞبیی ثب غّظت ٕ٘ىی 

 ٘ب٘ٛثبدی اػتفبدٜ ٌشدیذ.

ٔٙبػت ثشای خبِص ػبصی  ٕ٘ٛ٘ٝ PHجٟت تؼییٗ غّظت ٕ٘ىی ٚ 
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 پغ اص اِىتشٚفٛسصطَ ٞبی ثذػت آٔذٜ  ،ٞبی جٕغ آٚسی ؿذٜ

SDS-PAGEثب اػتفبدٜ اص وٛٔب ، G250 سً٘ آٔیضی  ػی ثّٛ

 .٘ذؿذ

:DEAE يیبب رز یًَی ضیتؼَ یکرٍهبتَگراف-3 -4-2-2

DEAE ثب حجٕی  .خبسج ٌشدیذ پغ اص خبسج وشدٖ ثبفش تشیغ اص

پغ اص اظبفٝ ٌشدیذ.  8،7ٚ9ٞبی  ثبفش تشیغ ثب PH ثشاثش ػشْ ٚ ٘یض

ٚ اص دلیمٝ ٔبیغ سٚیی خبسج  5ثٝ ٔذت 1000ثب دٚس   ػب٘تشیفیٛط

جٟت جذا ػبصی  8/0تب  3/0ٞبیی ثب غّظت ٕ٘ىی  فشاوؼیٖٛ

 ٘ب٘ٛثبدی اػتفبدٜ ٌشدیذ.

طَ ٔٙبػت ثشای خبِص ػبصی ، PHتؼییٗ غّظت ٕ٘ىی ٚ  ثٕٙظٛس

، ثب اػتفبدٜ اص SDS-PAGE ٞبی ثذػت آٔذٜ پغ اص اِىتشٚفٛسص

G250 ّٛسً٘ آٔیضی ؿذ٘ذ. وٛٔبػی ث 

 :پرٍتئیي سٌجی بِ رٍش برادفَرد-4 -4-2-2 

ٔیضاٖ ٘ب٘ٛ ثبدی خبِص ؿذٜ ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ پشٚتئیٗ ػٙجی ثٝ 

  ؿذ٘ذ. غّظت تؼییٗ ٚسٚؽ ثشادفٛسد ا٘ذاصٜ ٌیشی 

 :ًتبیج -3
آزهبیص ّب اًجبم ضذُ  بر رٍی  حبغل از ًتبیج-1-3

 ببکتری :

اػتبفیّٛوٛوٛع   ثبوتشیٚجٛد ٚ ػذْ آِٛدٌی  آصٔبیؾ ٞب ٘تبیج
ثبتٛجٝ  ٔیبٍ٘یٗ سؿذ وّٙی ٞب CFUٔیضاٖ . سا تبییذ ٕ٘ٛد اٚسئٛع

 ٔحبػجٝ ٌشدیذ.2× 1011دس سلت ای وـت دادٜ ؿذٜ ، 

آزهبیص ّب اًجبم ضذُ  بر رٍی ًتبیج حبغل از -2-3

ٔیضاٖ ٔشي دس ٔٛؿٟبی ػٛسی  هَش سَری از ًصاد ببلبسی :

BALB/c ٔیضاٖ ٔشي دس ٔٛؽ اص ػٝ ٔٛؽ ثٛد 3دس ٕ٘ٛ٘ٝ خبِص.

2-  ٜ ٚ ثٛدٔٛؽ اص ػٝ ٔٛؽ  1٘یض  10 -1سلت   یٔشٌ 10دس سلت

 ٔـبٞذٜ ٘ـذ.

بَسیلِ  -3-3  سبزی خبلع ًتبیج حبغل از

 : کرٍهبتَگرافی تؼَیض یًَی

3-3-1- CM -ًتبیج حبغل از کرٍهبتَگرافی  

Sephadex-c50: غ اص ا٘جبْ پSDS-PAGE ُٞبی حبص ٕٝ٘ٛ٘

ٚ 7ٚ  6،5ٞبی PHدس، CM-Sephadex-c50اص وشٚٔبتٌٛشافی  

 یّٔىِٛ یٔشثٛط ثٝ ٚصٖ ٞب یثب٘ذ ٞب 3/0 یدس غّظت ٕ٘ى

وٝ ثب٘ذ ٌشدیذٔـبٞذٜ  ّٛداِتٖٛیو 120،100،60،50،40

ثب فشاوؼیٖٛ ٚ ٞبPHٗیتش ثٛد.دس ٕٞ ٚاظح ٝیثم صا ّٛداِتٖٛیو40

 40،60،100 یٔشثٛط ثٝ  ٚصٖ ٞب ییثب٘ذٞب ضی٘ 4/0 یغّظت ٕ٘ىثب

ثٝ ٚصٖ  طثب٘ذ ٔشثٛ ضی٘ فیسد ٗیوٝ دس ا ٌشدیذٔـبٞذٜ  ّٛداِتٖٛیو

 5/0 یغّظت ٕ٘ىفشاوؼیٖٛ ثب .ثٛد ٝیاص ثم ٚاظح تش ّٛداِتٖٛیو 40

ٕٞشاٜ ثب  یثبوتش ٝیػّ ی٘ب٘ٛثبد ثشای ٕ٘ٛ٘ٝ حبٚیPH=6دس 

ویّٛداِتٖٛ 40ته ثب٘ذ ٔشثٛط ثٝ ٚصٖ ّٔىِٛی  تٛصاٖیادجٛ٘ت و

ثشای ٕ٘ٛ٘ٝ PH=7دس ٚ  ٕ٘ىی ٔـبٞذٜ ٌشدیذ.دس ٕٞیٗ غّظت

٘یض  ٓیوّؼ ٙبتیٕٞشاٜ ثب ادجٛ٘ت آِظ یثبوتش ٝیػّ ی٘ب٘ٛثبدحبٚی 

 )تصٛیش ویّٛ داِتٖٛ ٔـبٞذٜ ٌشدیذ 40ته ثب٘ذ ثب ٚصٖ ّٔىِٛی 

 .(1ٚ2 ٞبی

3-3-2-  DEAE  ٘تبیج : ًتبیج حبغل از کرٍهبتَگرافی

پغ اص اِىتشٚفٛسص DEAE ثب اػتفبدٜ اص حبصُ اص وشٚٔبتٌٛشافی

PH  ٘ـبٖ داد وٝ  ٕ٘ىی ، دس غّظت ٞبی ثىبس سفتٝ ٞب  دس ٕٞٝ ی

 4/0ٚ  3/0دس غّظت  ٌشدیذوٝٔـبٞذٜ  یی ثب٘ذ ٞب5/0ٚ 4/0،  3/0

ویّٛداِتٖٛ ٔـبٞذٜ  40ٚ  60،116پشٚتئیٗ ٞبیی ثب ٚصٖ ّٔىِٛی

 .(3ٚ4 ٞبی)تصٛیش تش ثٛد ٚاظح ّٛداِتٖٛیو40ثب٘ذ وٝ ؿذ

ًتبیج حبغل از پرٍتئیي سٌجی بِ رٍش -3-3-3

خبِص ؿذٜ ثب وشٚٔبتٌٛشافی ٔمذاس غّظت ٘ب٘ٛثبدی  : برادفَرد

٘ـبٖ داد وٝ غّظت ٘ب٘ٛثبدی 50C Sephadex-Cثب   تؼٛیط یٛ٘ی

ٔیىشٌٚشْ  52/10ثب ادجٛ٘ت آِظیٙبت وّؼیٓ ،  ٕٞشاٜ ػّیٝ ثبوتشی

ثب ادجٛ٘ت  ٕٞشاٜ ػّیٝ ثبوتشی ٘ب٘ٛ ثبدی غّظت ٚثش ٔیّی ِیتش 

.ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی ِیتش ٔی ثبؿذ 21/84ویتٛصاٖ ، 
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خبِص ؿذٜ ثب  ،ثٝ ػٙٛاٖ ادجٛا٘ت ویتٛصاٖ٘تبیج حبصُ اص اِىتشٚفٛسص ٘ب٘ٛثبدی تٟیٝ ؿذٜ ػّیٝ ثبوتشی اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛع ٕٞشاٜ ثب : 1تصٛیش

 8/0تب  3/0ٚ فشاوؼیٖٛ ٞبیی ثب غّظت ٞبی ٕ٘ىی 7وPH 5،6دس     CM Sephadex-C50وشٚٔبتٌٛشافی 

 ٔـبٞذٜ ٌشدیذ. 5ٚ7ٞبی PHثشای  4/0 3/0ٚٚغّظت ٞبیPH=6دس 5/0ٚ  4/0، 3/0ثب٘ذٞبی ٔشثٛط ثٝ غّظت ٞبی 

 

خبِص ؿذٜ ثب ،ثٝ ػٙٛاٖ ادجٛا٘ت  آِظیٙبت وّؼیٓ٘تبیج حبصُ اص اِىتشٚفٛسص ٘ب٘ٛثبدی تٟیٝ ؿذٜ ػّیٝ ثبوتشی اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛع ٕٞشاٜ ثب : 2تصٛیش

 8/0تب  3/0ٚ فشاوؼیٖٛ ٞبیی ثب غّظت ٞبی ٕ٘ىی  PH6،5ٚ7دس     CM Sephadex-C50وشٚٔبتٌٛشافی 

 ٔـبٞذٜ ٌشدیذ. PH=7دس 5/0ٚ  4/0، 3/0ثب٘ذٞبی ٔشثٛط ثٝ غّظت ٞبی 

خبِص ؿذٜ ثب ،ثٝ ػٙٛاٖ ادجٛا٘ت  آِظیٙبت وّؼیٓ٘تبیج حبصُ اص اِىتشٚفٛسص ٘ب٘ٛثبدی تٟیٝ ؿذٜ ػّیٝ ثبوتشی اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛع ٕٞشاٜ ثب : 3تصٛیش

 8،7 ٞبیPHدس 4/0 3/0ٚثب٘ذٞبی ٔشثٛط ثٝ غّظت ٞبی 8/0تب  3/0ٚ فشاوؼیٖٛ ٞبیی ثب غّظت ٞبی ٕ٘ىی  9ٚ 8،7 ٞبیPHدس DEAEٚٔبتٌٛشافی وش

 ٔـبٞذٜ ٌشدیذ. 9ٚ
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خبِص ؿذٜ ثب ،ثٝ ػٙٛاٖ ادجٛا٘ت  ویتٛصاٖ٘تبیج حبصُ اص اِىتشٚفٛسص ٘ب٘ٛثبدی تٟیٝ ؿذٜ ػّیٝ ثبوتشی اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛع ٕٞشاٜ ثب : 4تصٛیش

 8،7 ٞبیPHدس 4/0 3/0ٚثب٘ذٞبی ٔشثٛط ثٝ غّظت ٞبی  8/0تب  3/0ٚ فشاوؼیٖٛ ٞبیی ثب غّظت ٞبی ٕ٘ىی  9ٚ 8،7 ٞبیPHدس DEAEوشٚٔبتٌٛشافی 

 ٔـبٞذٜ ٌشدیذ. 9ٚ

 :بحث -4
پغ اص تبییذ ثب اػتفبدٜ اص تؼت اػتبفیّٛوٛوٛع  ثٝ إٞیتثب تٛجٝ 

ٞبی تـخیصی  ٚ تِٛیذ ٘ب٘ٛثبدی ثشػّیٝ ایٗ ثبوتشی، خبِص ػبصی 

آٖ ثٝ سٚؽ وشٚٔبتٌٛشافی تؼٛیط یٛ٘ی صٛست ٌشفت. دس ایٗ 

سٚؽ اثتذا ػشْ سا ثب ػِٛفبت آٔٛ٘یْٛ اؿجبع تشویت ٌشدیذ. ثٝ 

-CMٔٙظٛس اص وشٚٔبتٌٛشافی تؼٛیط یٛ٘ی ثب دٚ ثؼتش 

Sephadex-C50  وDEAE اػتفبدٜ ٌشدیذ. 

Chen,Ch َاػٟبَ  یٕبسیػبُٔ ث یثش سٚ 2017ٚ ٕٞىبساٖ دس ػب

پظٚٞؾ ،  ٗیس اد .( ٔطبِؼٝ وشد٘ذBVD-MD)ٌبٚ  یشٚػیٚ

 داساٌبٚ  یشٚػیاػٟبَ ٚدس ثشاثش  یثبلا یظٌیٚ ٚ ُیوٝ ٔ ی٘ب٘ٛثبد

ٔٛسد ا٘تظبس  ی، ٚصٖ ِٔٛىِٛٚخبِص ٕ٘ٛد٘ذ ثبؿذ سا اػتخشاج  یٔ

 . (4)ثٛد داِتٖٛ  ّٛیو 44

Conrath, K. E  َثب تٛجٝ ثٝ إٞیت  2003ٚ ٕٞىبساٖ دس ػب،

٘ب٘ٛ ثبدی ٞب، طٖ ٞبی اختصب صی سا ٔٛسد ثشسػی لشاس داد٘ذ وٝ 

ٚ  ٘ب٘ٛ ثبدی ٞبٔٙـبء  ثش سٚی ٚ آٟ٘ب سا دس ؿتش سٔضٌزاسی ٔی وٙذ

 . (5) ٘ذؿتش ٔتٕشوض ؿذ ٘ٛع اص آ٘تی ثبدی ٗیتىبُٔ ا یچٍٍٛ٘

جٟت خبِص ػبصی ٘ب٘ٛ ثبدی،  اػتفبدٜ دس ایٗ پظٚٞؾ  

دس CM-sephadex-C50تؼٛیط یٛ٘ی ثب وشٚٔبتٌٛشافی اص

ثشای ٘ب٘ٛثبدی ػّیٝ اػتبفیّٛوٛوٛع   PH=7ثب  3/0غّظت ٕ٘ىی 

ثشای PH=7 ثب 4/0غّظت ٕ٘ىی  اٚسئٛع ثب ادجٛ٘ت ویتٛصاٖ ٚ

ٕٞشاٜ ثب ادجٛ٘ت آِظیٙبت  اػتبفیّٛوٛوٛع اٚسئٛعثبدی ػّیٝ ٛ٘ب٘

 ٔٙبػت تـخیص دادٜ ؿذ.وّؼیٓ ، 

 یتطکر ٍ قذرداً

 ؿؼجٝ ؿٕبَ ؿشقساصی  صیػبْػشٚ   وؼٗٚا تتحمیمب ٔٛػؼٝاص 

  . سا داسیٓتـىش اػت وٕبَ دٜٕ٘ٛ تٔؼبػذ ٚطٜپش یٗا ْ٘جبدس ا وٝ

 :هٌببغ
 .ػیذٔحٕذ ، ػیذیٗ .جّیُ،تٛوُ افـبسی .حؼٗ ،سٚاٖ ػبلاس

تٟیٝ ٚ خبِص ػبصی آ٘تی ثبدی پّی  .1381.ػجذاِشظب، ٚاسػتٝ 

دا٘ـٍبٜ ػّْٛ پضؿىی .٘ـشیٝ ی وّٛ٘بَ ثش ػّیٝ ا٘ؼِٛیٗ ا٘ؼب٘ی

 37اص صفحٝ  ;( 24)ٔؼّؼُ  2, ؿٕبسٜ   9دٚسٜ   .ػجضٚاس )اػشاس(

. 49تب صفحٝ 

( وبسثشد ٘ب٘ٛثبدی ٞبثٝ ػٙٛاٖ اثضاسی ػٛدٔٙذ 1394یىتبػشؿت ،آ.)
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