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  :مقدمه. 3-1

در اوايل سرمهاي درماني كه توسط پادزهر اسب تهيه مي شد به صـورت خـام بـه    

بدين ترتيب كه پس از تزريـق دزهـاي معينـي از زهـر بـه بـدن       . مصرف مي رسيد

حيوان و اندازه گيري ميزان پادزهر توليد شده، عمل خون گيري از اسب انجام مـي  

  .گرفت

هاي شيشه اي كه داخل سرپوش فلـزي آنهـا    سپس خونهاي گرفته شده در استوانه

  .گرفت وزنه سربي آويزان شده بود، قرار مي

رامي رهـا مـي گرديـد و خونابـه بـه       چند ساعت پس از خونگيري وزنه سربي به آ

تدريج در مدت يك تا دو روز جدا مي شد و اين وزنه با فشـار روي لختـه مقـدار    

عاري از گويچه ها را بـه كمـك   بيشتري سرم را جدا مي كرد، سپس سرم شفاف و 

سيفون خارج كرده و با افزودن مقداري فنل محلول در اتر، سرم را براي چند ماه تا 

در اين مدت مقدار زيادي آلبومين و پـروتئين  . يك سال در سردخانه رها مي كردند

كرد و پس از حذف رسوبات، سرم شـفاف را پـس    هاي غير اختصاصي رسوب مي

واحد بين المللي تقسيم نموده  1000تا  500حجم هاي حدودي از تعيين عيار به 

و پس از تأييد با آزمايش هاي لازم ستروني و بي ضـرري و حسـن اثـر، محصـول     

  .گرديد نهايي آماده عرضه و مصرف پزشكي مي
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چنين سرمي طبعاً داراي آلبومين ها و پروتئين هاي غير اختصاصي سرم اسـب بـود   

تزريق نسبت به تمامي پـروتئين هـاي موجـود در سـرم      و ناگزير بدن بيمار پس از

اسب حساس مي شد و استفاده از سرم اسبي براي بار دوم معمـولا بـا عـوارض و    

از اين رو در دهه هاي قبل از جنگ جهاني دوم مسئله تصفيه سرم . آلرژي توأم بود

 روش هاي متعددي براي تصفيه سرم بـه كـار  . و تخليص آن بسيار مورد توجه بود

  .گرفته شده بود كه در زير به پاره اي از آن ها به طور اختصار اشاره مي شود

مسئله تصفيه سرم با آنزيم هـا را مطـرح كـرد     1در انگلستان ايمري 1903در سال 

چرا كه به ازاي از بين رفتن پـروتئين هـاي غيـر    . ولي از كار او استقبال زيادي نشد

در سـال هـاي   . صي هم از بـين ميـر فـت   اي از پروتئين هاي اختصا اختصاصي پاره

دانشمند لهستاني بررسي هاي جالبي در ضـميمه تصـفيه    2پارفنچف 1939-1936

  .سرم به كمك پپسين و سولفاتها در آمريكا به ثبت رساند

و همكاران آنها از اتر به عنوان رسوب دهنده  3در انگلستان ككويك 1954در سال 

  .پروتئين ها استفاده نمودند

كـار   Salting outنيز روشي را ارائه كرد كه با دناتوراسـيون حرارتـي و    1بنزهاف

  . تصفيه صورت مي گرفت

                                                           
1
 - Imray 

2
 - Parfentjev 

3
 - Kekwik 
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كه با افـزايش تـدريجي غلظـت سـولفات سـديم در       2سيستم سولفات سديم هاوو

  .پلاسما بود نيز يكي از روش  هاي تصفيه بود

سرد يكي از  هم تا قبل از سيستم تصفيه با اتانل 3سيستم سولفات آمونيوم وودورث

  .كارآمدترين روش هاي تصفيه سرم درماني بود

بعدها كوهن روش اتانل سرد را ابداع كرد كه جامع ترين روش در آمريكا بـود، در  

اين روش با تغيير غلظت الكل اتيليك در سرما پروتئين هاي پلاسما بـه پـنج جـزء    

آسـاني مـي   مزيت استفاده از ايـن روش ايـن بـود كـه بـه      . اصلي تقسيم مي شدند

و ) خشك كردن گلوبولينها بـا تبخيـر آزاد كـرده و برطـرف شـوند     (توانستند موقع 

و عـده  . عيب اين روش هم اين بود كه تمامي اين مراحل بايد در سرما انجام شـود 

اي از پروتئين هاي پلاسما پس از تماس دائم با الكل خاصيت ابتـدايي خـود را از   

  .شوند دست مي دهند و بي ثمر مي

                                                                                                                                                               
1
 - Ban zhaf 

2
 - Howe 

3
 - wadawotrh 
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  :تصفيه و تخليص سرمهاي درماني. 3-2

از ميان تكنيك هاي متعدد تصفيه و و تخلـيص پـروتئين هـا، روش هـاي رسـوبي      

هاي جداسازي پروتئين هاي پلاسما محسوب مي  متداولترين و با سابقه ترين روش

شوند كه در مقياس وسيع جهت توليد فرآورده هاي بيولوژيـك ماننـد سـرم هـاي     

  .اند درماني كاربرد داشته

در جداسازي پروتئين هاي پلاسما با تكنيك هـاي رسـوبي ميـزان حلاليـت داراي     

اهميت مي باشد كه به خصوصيات حـلال و سـاير اجـزا مخلـوط پلاسـما مربـوط       

  .است

، قدرت يوني، دمـا و   PH: مهمترين عوامل موثر بر  حلاليت پروتئين ها عبارتند از

  ثابت دي الكتريك

  :PHيير رسوب دادن با تغ. 3-2-1

محلول  PHيكي از ساده ترين روش هاي جداسازي پروتئين ها به طريقه تنظيم    

  .پروتئين مورد نظر براي ايجاد رسوب مي باشد 1در نقطه ايزوالكتريك

                                                           
� ا��وا�����  -1��)IP ( ،PH �� آ� در �ن ��و��� �#"!  ا�

 .%�,+ ا�!+ �#!'� داراي %�ر #()� و #'&$ %�ا%� #$
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ولي از اين روش براي خارج كردن پروتئين هاي نامطلوب از مخلوط اسـتفاده مـي   

به دليل احتمال دناتوره شدن آنها و براي رسوب دادن پروتئين هاي مورد نياز . شود

  .كاربرد ندارد

  

  :رسوب دادن توسط كاهش قدرت يوني. 3-2-2

برخي از پروتئين ها را مي توان با كاهش قدرت يوني رسوب داد ولي از آنجـا كـه   

براي اين كار بايد به محلول پروتئين ها آب اضـافه شـود، لـذا بـا كـاهش غلظـت       

از ايـن رو ايـن   . يت آنهـا دور از انتظـار نيسـت   پروتئين هاي محلول، افزايش حلال

روش اغلب در مراحل پاياني خالص سازي، كه غلظت پروتئين هـا در محلـول بـه    

  .قدر كافي افزايش يافته، استفاده مي شود

  :رسوب دادن با افزايش قدرت يوني. 3-2-3

شالوده تعدادي از تكنيك هـاي مهـم جداسـازي و تخلـيص      Salting outپديده 

ين هاست كه با ايجاد غلظت بـالايي از نمـك خنثـي در محلـول پروتئينـي و      پروتئ

رسوب دادن بخشي از پروتئين ها موجب تفكيك و خالص سازي و تغليظ آنها مي 

  .گردد و از رايج ترين روش هاي جداسازي به طريقه رسوبگيري به شمار مي رود
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و سـانتريفوژ   پـروتئين هـاي سـرم بـه كمـك آنـاليز       Salting outمطالعه پديـده  

  .نشاندهنده تاثير پيچيده نمك روي پروتئين ها است

مشخص شده است كه بين حلاليت نمك و تاثير آن در رسوب پروتئين هـا رابطـه   

در توجيه پديده مذكور مـي باشـد    1اين ايده مبناي نظريه دباي. مستقيم وجود دارد

  :كه به بيان ساده مي گويد

را به طرف خود جذب كـرده  ) حلال(ي محيط يون هاي نمك اكثر ملكول هاي قطب

و اطراف مولكول هاي پروتئين از آنها خالي مي گردد و متعاقباً بدنبال برخورد هاي 

تصادفي مولكول هاي پروتئين با يكديگر تجمع مولكولي ايجاد و رسـوب تشـكيل   

  .شود مي

بـه  هرگاه نمك به محيط اضافه شود مولكول هاي حلال قطبي از اطـراف پـروتئين   

طرف يون هاي نمك جذب مي شود و مولكول هاي پروتئين به طـور تصـادفي در   

مجاورت يكديگر قرار مي گيرند، در حالي كه لايه آب به شكل موثر وجـود نـدارد   

تا مانع جذب آنها به يكديگر شود، در نتيجه تجمـع يافتـه و تشـكيل رسـوب مـي      

  .دهند

                                                           
1
 - Debye 
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مولكول هايي بـا گروههـاي غيـر    (پروتئين هاي بزرگتر كه سطح بيشتري دارند     

با مقادير نمـك كمتـري رسـوب مـي كننـد و مولكـول هـاي كـوچكتر كـه          ) قطبي

  .گروههاي غير قطبي كمتري دارند در غلظت هاي زيادتر نمك رسوب مي نمايند

رابطـه اي خطـي بـين لگـاريتم      Salting outبه دنبال بررسي هاي كمـي پديـده   

ني محلول در قالب معادلـه خـط بيـان مـي     حلاليت يك پروتئين معين و قدرت يو

  :گردد

)(log µβ
s

KS −′=  

  :در رابطه فوق

S =حلاليت پروتئين      β   عرض از مبداء= ′

µ =قدرت يوني محلول    
s
K  Salting outشـــيب خـــط يـــا =  ′

constant  

s
K βاست ولي  PHبراي يك پروتئين و نمك معين، مستقل از دما و  ′ بـه طـور    ′

  .مشخص، تحت تاثير هر دو عامل ياد شده قرار دارد

معمولا جداسـازي يـك پـروتئين معـين بـه       Salting outدر روش هاي مبتني بر 

ين بـازده را  نزديك نقطه ايزوالكتريـك آن پـروتئين بيشـتر    PHصورت رسوب در 

 PHهمچنين ممكن است در غلظت بالاي نمك پروتئين ها در بـيش از يـك   . دارد
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حداقل حلاليت را نشان دهند كه مي تواند به دليل تشـكيل نمـك هـاي نـامحلول     

  .خاص باشد PHپروتئين در آن  

ميزان تاثير نمك در پديده مـورد بحـث بـه طبيعـت آنيـون و كـاتيون ، حاصـل از        

موثرترين آنيون ها، آنيون . ك خصوصاً به آنيون آن مربوط مي شودتفكيك يوني نم

ميـزان  . هاي چند ظرفيتي و موثرترين كاتيونها، انواع يك ظرفيتـي آنهـا مـي باشـند    

  :كارآيي آنيون ها و كاتيون ها به صورت زير است

−−−−   : آنيون ها >>> ClCOOCHSOPO 3
2
4

2
4

 

+++  : كاتيون ها >> NaKNH
4

 

هاي خنثي كه در اين تكنيك ها مصرف مي شود بايد حتي المقـدور خـالص   نمك 

بوده و از حلاليت بالايي برخوردار باشند، به هنگام حل شدن تغيير قابـل ملاحظـه   

نكتـه آخـر اينكـه چگـالي     . و دماي محلول ايجاد نكنند و ارزان باشـند  PHاي در 

ن نمك به نحوي تغيير نيابد كه سانتريفيوژ را با مشكل مواجـه  محلول پس از افزود

از ميان انواع نمك هايي كه مصـرف آنهـا متـداول اسـت سـولفات آمونيـوم       . نمايد

))((
424

SONH       به دليل ارزاني و حلاليت مناسب بيش از سـاير نمـك هـا بـه كـار

  .گرفته شده است
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ست كه ممكـن اسـت در عمـل پـس از     ا 23/1چگالي محلول اشباع آن در حدود 

اضافه كردن به محلول پروتئينـي چگـالي آن را افـزايش دهـد و سـانتريفيوژ را بـا       

كند كه در صورت لزوم  مشكل مواجه نمايد و همچنين اندكي محلول را اسيدي مي

  .مي توان از بافر مناسب استفاده كرد

درصد (غلظت سولفات آمونيوم معمولا به صورت درصد اشباع 
V

V   محلول اشـباع

مقدار نمك سولفات آمونيوم لازم براي دست يابي . بيان مي شود) سولفات آمونيوم

به صورت معادله زيـر   co20به دذثئ اشباع مطلوب در يك ليتر محلول و در دماي 

  .محاسبه مي شود

)S(/

)SS(
g

2222

11112222

33330000100100100100

533533533533

−

−
=  

  :در معادله فوق

g  :مقدار نمك خشك سولفات آمونيوم برحسب گرم  

S1  : غلظت فعلي(غلظت اوليه سولفات آمونيوم(  

S2   : مي باشد) غلظت مطلوبي كه بايد ايجاد شود(غلظت ثانويه سولفات آمونيوم.  

حجمـي سـولفات    -درصـد حجمـي   S2 , S1لازم به ذكر است كه هر دو غلظـت  

در مقايسه بـا سـاير روش هـاي     Salting outتكنيك هاي . آمونيوم اشباع هستند

جداسازي رسوبي پروتئين ها فاقد حساسـيت دسـت و پـا گيـر بـوده و از مزيـت       
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سادگي نسبي برخوردار است، به علاوه پروتئين هاي به دست آمده با اين روش ها 

معمولا دناتوره نمي شوند و فعاليت بيولوژيك خـود را حفـظ مـي كننـد و بـدليل      

پروتئوليز و آلودگي باكتريايي مقاوم بوده و پايداري مناسـبي   حضور نمك نسبت به

  .دارند

. به منظور نمك زدايي رسوبات پروتئيني حاصل مي توان آنهـا را در آب حـل كـرد   

سپس اولترا فيلتراسيون نموده و يا به كمك دياليز در آب، نمك رسوبات را حـذف  

  .كرد كه به صورت مفصل اين روش توضيح داده مي شود
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  :خواص سولفات آمونيوم. 3-3

  .تغيير پذير است c 30-0.انحلال پذيري سولفات آمونيوم از 

به صورت طبيعي در دهانه آتشفشان هاي فعال  [2SO4(NH4) ]سولفات آمونيوم 

  . يافت مي شود

  .در آب به صورت محلول است و در الكل واستون غير قابل حل مي باشد

230نقطه ذوب آن 
.c  اثر گرما در سيستم باز، تركيبات آن شـروع بـه   مي باشد و در

100متلاشي شدن در دماي 
.c مي نمايند.  

وجـود دارد كـه نقطـه ذوب     (NH4HSO4)آمونيوم بي سولفات هـم بـه فرمـول    

146.9
.c را داراست.  

Ammonium Sulfate Property 

Colourless Colour 

Rhombic 

Crystals 

Physical state 

(25
.c
 , 1atm) 

(NH4)2 SO4 Formula 

132.14 Relative molecular 

Mass 

230 Melting point 

(
.c
) 

1.769 (50
.c
) Density 
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754 (20
.c
) Solubility 

in water (gr/Lit) 
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روش تصفيه و تخليص سرم هاي درماني در موسسه رازي مبتني بـر هضـم نسـبي    

بـا   Salting out آنزيماتيـك و دناتوراسـيون حرارتـي پـروتئين هـاي پلاسـما و       

  .سولفات آمونيوم مي باشد

اين فرايند در هفت مرحله به شكل زير انجام مي شود كه تـا مرحلـه ششـم عمـل     

تصفيه يكسان مي باشد و فقط در مرحله آخر است كه دستگاه دياليز سـاخته شـده   

را مي تـوان جـايگزين روش سـنتي ديـاليز كـرد و در وقـت و آب صـرفه جـويي         

  .چشمگيري كرد

  :پپتيكيهضم  -1

سه مرتبه با سـرم فيزيولـوژي   ) ضد سم(در اين مرحله ابتدا پلاسماي آنتي توكسين 

دمـاي محلـول در   . رقيق مي شـود ) گرم كلرورسديم در يك ليتر آب 5/8محلول (

Co30  وPH  تنظيم مي گـردد و آنـزيم    2/3آن با اسيد كلريدريك نرمال در حدود

(پپسين به 
V

W (5/0) %  هضـم نسـبي   . اضـافه مـي شـود   ) نسبت به حجـم پلاسـما

  .دقيقه صورت مي گيرد 30آنزيماتيك در شرايط فوق به مدت 

  :دناتوراسيون حرارتي و رسوب پروتئين هاي نامطلوب -2

تنظـيم مـي    2/4مخلوط در  PHبلافاصله پس از خاتمه مدت هضم با سود نرمال 

به نسبت گردد و سولفات آمونيوم 
V

W 14 %   اضافه مي گردد و در ضـمن هـم زدن
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 Co56-55دقيقه دماي مخلوط  10به طوري كه ظرف مدت . حرارت داده مي شود

به ازاي هر ليتر حجم مخلـوط اضـافه مـي     1ميلي ليتر تولوئن 1سپس مقدار . گردد

دقيقـه ادامـه مـي     60به مدت  Co56-55ماي رامي در د هم زدن مخلوط به آ. شود

  .پس از اين مدت مخلوط به كمك صافي پارچه اي تصفيه مي گردد. يابد

  :اولين رسوب پروتئين هاي ضد سم -3

PH  تنظـيم مـي شـود و     2/7محلول به دست آمده از مرحله دوم با سود نرمال در

به نسبت 
V

W 18 %دقيقـه بـه هـم     15ولفات آمونيوم افزوده مي شود و به مدت س

دققـه بـه هـم زده شـده و سـپس       15زده شده و سپس افزوده مي شود و به مدت 

  .رسوبات تشكيل شده با صافي پارچه اي جدا مي شود

  :دياليز اول -4

در  Co4سـاعت در دمـاي    48رسوبات مرحله سوم در كيسه هاي سلفون به مدت 

  برابر آب جاري دياليز مي شود

  :رنگ گيري -5

ميلـي ليتـر ژل    400گـرم فنـل و    5ميلي ليتـر محلـول ديـاليز،     1000به ازاي هر 

. هيدروكسيد آلومينيوم مخلوط مي شود و به محلول حاصل دياليز اضافه مـي شـود  

                                                           
1
';�م 9+ا آ�دن ا8�ودن �567�7 %�اي 34ف ذرات /�%$ ه -  

 .ر�7%�ت ا>�م #$ ,7د
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حـرارت داده   Co50دقيقـه و در دمـاي    60مخلوط حاصل ضمن هم زدن به مدت 

پس از اين مدت مخلوط با صافي پارچه اي تصفيه و محلول صاف شـده  . مي شود

  .نگهداري مي شود

  :دومين رسوب پروتئين هاي ضد سم -6

به محلول صاف شده مرحله قبل به نسبت 
V

V 55 % محلول سولفات آمونيوم اشباع

 50با كاغذ صافي واتمن شـماره  دقيقه همزده و سپس  15اضافه ميشود و به مدت 

حجـم  . رسوبات حاصل پس از پرس شدن جمع آوري مـي گـردد  . تصفيه مي شود

لازم براي ايجاد غلظت 
V

V 55 %   از محلول سولفات آمونيوم اشباع به كمـك رابطـه

  :زير

55100

55

−

×
=
V

X  

حجم محلـول   Vوم اشباع و حجم مورد نظر از محلول سولفات آموني Xكه در آن 

  .هاي حاصل از مرحله قبل است

  :دياليز نهايي -7

در برابر آب جاري به مـدت   Co4رسوبات مرحله ششم در كيسه سلوفان در دماي 

فنـل بـه عنـوان    % 15/0ساعت دياليز مي شود و در پايان ايـن مرحلـه    72حداقل 

  .دمحافظ ميكروبي به محلول اضافه مي گرد
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