
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

35

جرجانىحکیم سید اسماعیلحکیم سید اسماعیلحکیم سید اسماعیلحکیم سید اسماعیل

توليد آنتى بادى بر ضد IgG انسانى در خرگوش: مقايسه دو روش تزريق داخل ماهيچه اى 
و زير جلدى 

وحيد حبيب زاده عمران1، هادى رستگار پور1، وحيد فتاحى2، دكتر مريم ميترا علمى3، دكتر حميد رضا نورى4،
دكتر امراله مصطفى زاده5*

1. دانشجوی علوم آزمایشگاهی، عضو کمیته تحقیقات دانشجویی دانشگاه علوم پزشکی بابل

2.عضو کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی بابل

٣.عضو هیئت علمی گروه بیوفیزیک، دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی بابل

4.عضو هیئت علمی گروه  میکروبیولوژی و ایمونولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابل

5. عضو هیئت علمی گروه میکروبیولوژی و ایمونولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بابل 

چكيده
زمينه و هدف: آنتى هيومنIgG  آنتى بادى است كه عليه IgG انسان در حيوانات آزمايشگاهى مختلف توليد مى شود. در اين تحقيق 
سعى شده است تا علاوه بر ساخت آنتى هيومنIgG ، روش هاى مختلف تزريق آنتى ژن كه منجر به توليد بهينه آنتى هيومن گلوبولين 

مى شود مورد بررسى قرار گيرد.
روش بررسى: آنتى بادى توسط روش رسوب دهى با سديم سولفات از سرم انسان جدا گرديد و سپس توسط كروماتوگرافى تعويض 
يونى با ستون حاوى ژل DEAE Sepharose CL-6B  تخليص گرديد. IgG تخليص شده با ادجوانت كامل فروند مخلوط شد و به 
يك گروه سه تايى از خرگوش ها از طريق داخل ماهيچه اى (.I.M) تزريق گرديد. گروه ديگرى از خرگوش ها آنتى ژن را بصورت 
زير جلدى (.S.C) دريافت كردند. بعد از تزريق اول، هر هفته آنتى ژن همراه ادجوانت ناقص فروند نيز به حيوانات تزريق شد. ميزان 
آنتى ژن تزريقى 1/2 ميلى ليتر از IgG تخليص شده با غلظت  511µg/ml بود. خونگيرى از وريد خرگوش ها بعمل آمد و  ميزان آنتى 

هيومن گلوبولين توليد شده توسط روش SRID مورد بررسى قرار گرفت.
يافته ها: نتايج حاصل از آزمايش SRID  نشان داد كه قطر هاله ايجاد شده توسط كمپلكس آنتى ژن - آنتى بادى در پليت حاوى 
آنتى هيومن GgI كه آنتى ژن آن به روش داخل ماهيچه اى به خرگوش ها تزريق شده بود نسبت به روش زير جلدى بطور معنى دارى 
(P<0/05) بيشتر مى باشد. غلظت آنتى بادى بادى توليد شده بر ضدIgG در روشI.M . معادل83/4  ميكروگرم بر ميلى ليتر و در روش 

C.S. معادل 72/28 ميكروگرم بر ميلى ليتر ارزيابى شد.
نتيجه گيرى : نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مى دهد كه روش تزريق داخل ماهيچه اىIgG  انسانى براى توليد آنتى بادى ضد آن 

نسبت به روش زير جلدى بسيار موثرتر است.
.(SRID) ايمونوديفيوژن شعاعى يك طرفه ، SCتزريق ،IM تزريق ،IgGكليد واژه ها: آنتى هيومن
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مقدمه:

انسان  خون  در  ايمونوگلوبولين  ترين  فراوان   IgG
تشكيل  را  سرم  هاى  بادى  آنتى  درصد   75 تقريبا  و  است 
معمول  بسيار  اوليه  منبع  بعنوان  تواند  مى  سرم  بنابراين  دهند.  مى 
گليكوپروتئين  يك  انسانى   IgG باشد.   IgGجداسازى براى 
براى  تواند  مى  كه  است   160  kDa تقريبا  مولكولى  وزن  با 
محسوب  ژن  آنتى  خرگوش  جمله  از  حيوانى  هاى  گونه  ساير 
 kDa از  بيشتر  مولكولى  وزن  با  ژنهايى  آنتى  معمولا  شود. 
خوبى  كه  شوند  مى  گرفته  نظر  در  قوى  بسيار  ژنهاى  آنتى   100
مى توانند سيستم ايمنى را درجهت پاسخ هاى اختصاصى تحريك 
 IgGآنتى بادى است كه بر ضد IgG كنند (1-2). آنتى هيومن
انسان در حيوانات آزمايشگاهى مختلف ساخته مى شود. اين آنتى 
بادى كاربردهاى گسترده اى در آزمايشگاه هاى تشخيص طبى از 
جمله تست كومبس رايت، كومبس مستقيم و غيرمستقيم، الايزا، 
تكنيك هاى ايمونوفلورسنس و غيره دارد (3-4). معمولا اين آنتى 
از  استفاده مى شوند.  از شركت هاى خارجى خريدارى و  باديها 
آنجايى كه آنتى بادى هاى بدست آمده از جمعيت هاى مختلف 
در شاخص هاى آلوتايپى با هم متفاوت مى باشند (5-6)، لذا دور 
آلوتايپى  هاى  داراى شاخص  ايرانى  نيست كه جمعيت  انتطار  از 
هاى  واكنش  نظر  از  بنابراين  باشد.  ها  جمعيت  ساير  با  متفاوتى 
مورد   IgG هيومن  آنتى  كه  است  ارزشمند  بسيار  ايمونولوژيك 
عليه  بر  بالايى  اختصاصيت  آزمايشگاهى  هاى  تست  در  استفاده 
اين  بر  علاوه  باشد.  داشته  ايرانى  آلوتايپى جمعيت  هاى  شاخص 
از نظر اقتصادى بسيار با اهميت خواهد بود كه روش هاى مختلف 
توليد اين آنتى بادى ها در كشور مورد بررسى و مطالعه بيشتر قرار 
گيرد كه در نهايت بتواند منجر به توليد وسيع اين آنتى باديها در 

داخل كشور شود.

بالاتر  سطوح  آوردن  بدست  جهت  پيشنهادى  هاى  روش  از 
آنتى بادى، تزريق زير جلدى و داخل ماهيچه اى آنتى ژن است 
(7). در روش تزريق داخل ماهيچه اى، آنتى ژن به سرعت توسط 
پاسخ  انتشار  باعث  لنفاوى جذب مى شود  جريان خون و سيستم 
هاى التهابى مى شود بنابراين روشى مناسب براى ورود داروهايى 
با وزن مولكولى پائين به حساب مى آيد. در اين روش مولكول 
هاى بزرگتر به صورت اوليه توسط سيستم لنفاوى جذب مى شوند.

مزيت اين روش نسبت به ساير روش هاى تزريق آنتى ژن اين 
است كه ميزان بيشترى از آنتى ژن را مى توان به داخل ماهيچه

تزريق كرد كه باعث دوام پروسه جذب و انتشار فرآورده آنتى 
ژن- ادجوانت مى شود. روش تزريق زير جلدى به علت سهولت 
در تزريق بيشتر مورد استفاده قرار مى گيرد. در اين روش، ميزان 
جذب آنتى ژن توسط سيستم لنفاوى در تزريق اوليه كمتر است و 
ميزان جذب بستگى به جريان خون ناحيه تزريق و فعاليت ماهيچه 
افزايش  وسيله  به  سست  پوست  داراى  نواحى  دارد.  زيرين  هاى 
سطح تماس، موجب انتشار بيش تر كمپلكس ادجوانت-آنتى ژن 
به داخل گردش خون جذب  آنتى ژن  مى شود. در صورتى كه 
شود احتمال تحريك واكنش هاى آنافيلاكتيك وجود دارد. يكى 
از نقاط ضعف اين روش اين است كه واكنش هاى التهابى در بدن 

پخش مى شوند و معمولا در مكان تزريق باقى نمى ماند (9-8).

جهت  در  بيشتر  گامى  برداشتن  طرح  اين  انجام  از  هدف 
جهت  در  اقتصادى  هزينه  كمترين  صرف  با  كشور  خودكفايى 
توليد آنتى هيومن آنتى بادى است. لذا در اين تحقيق سعى شده 
IgG، روش هاى مختلف  بر ساخت آنتى هيومن  تا علاوه  است 
تزريق آنتى ژن كه مى تواند منجر به توليد كارآمدتر آنتى هيومن 

گلوبولين شود مورد بررسى قرار گيرند.

روش بررسى:

1- جداسازى آنتى بادى از سرم انسان به روش رسوب دهى

بعمل آمد و سرم  فرد سالم خونگيرى  نفر  از حداقل 10  ابتدا 
آنها جدا شد. پس از آن، حداقل 5 ميلى ليتر(ml)  از سرم هر فرد 
برداشته شد و با هم مخلوط گرديد تا يك مخزن سرمى براى ادامه 
كار تهيه شود. IgG از سرم انسان به روش رسوب دهى با سديم 
دنبال شد  ذيل  مراحل  اين جداسازى  براى  سولفات جدا شد كه 
(10). ابتدا سرم مورد نظر به دماى 25 درجه سانتى گراد رسانده 
 (w/v)  شد و به آن 9 گرم سديم سولفات اضافه شدكه محلول
18درصد حاصل شد. محلول حاصله به مدت 30 دقيقه در دماى 
 3000×g 25 درجه سانتى گراد انكوبه شد و سپس 30 دقيقه با دور
سانتريفيوژ گرديد. رسوب حاصله در ml 25 آب مقطر حل شد 
و دماى آن نيز به 25 درجه سانتى گراد رسانده شد و سپس به آن 
 (w/v)  2/2 گرم سديم سولفات اضافه شد كه محلول 14درصد
به دست مى آمد. محلول بدست آمده به مدت 30 دقيقه در دماى 
اتاق انكوبه شد و سپس با شرايط قبلى سانتريفيوژ گرديد. رسوب 
بدست آمده از اين مرحله اين بار در ml 15 آب مقطر حل گرديد 

انسانى  انسانى   انسانى    IgGIgGIgG آنتى بادى بر ضد  آنتى بادى بر ضد توليد  آنتى بادى بر ضد توليد  توليد 
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و در پايان براى حذف نمك و املاح اضافى از محلول پروتئينى 
دياليز  مولار  ميلى   15  (PBS) سالين  فسفات  توسط  نظر،  مورد 
 Cut o�صورت گرفت. پروسه دياليز با استفاده كيسه دياليزى با 
حدود kDa 12شركت Millipore  و بكار بردن ml 1500 از 

بافر PBS هر 4 ساعت يكبار حداقل 4 مرتبه تكرار شد.

2- تخليص IgG با استفاده ازكروماتوگرافى تعويض يونى

رسوب  روش  از  حاصل  هاى   IgG تخليص  براى 
ژل  از  استفاده   با  يونى  تعويض  كروماتوگرافى  دهى، 
آمريكا)   – سيگما  (شركت    DEAE Sepharose CL-B
كروماتوگرافى  ستون  ابتدا  كار  اين  انجام  براى  گرفت.  صورت 
 DEAE Sepharose ژل  از  استفاده  با  متر  سانتى   20 طول  با 
 pH بافر فسفات 0/07 مولار و  با  6B-CL  آماده شد و  سپس 
مرحله  دياليز  از  حاصل  نمونه  بعد  مرحله  در  شد.  كاليببره   6/3
با حداقل  از آن ستون  و پس  اضافه شد  به ستون  تدريج  به  قبلى 
داده  شستشو  كننده  شروع  بافر  كمك  به  خودش  حجم  برابر  دو 
جمع  بودند   IgG شامل  كه  آن  خروجى  هاى  فراكسيون  و  شد 
فراكسيون  در   IgG حضور  بررسى  براى  پايان  در  شدند.  آورى 
هاى مذكور، جذب نورى آنها در 280 نانومتر قرائت گرديد (11).

3- بررسى حضور IgG با روش الكتروفورز

براى بررسى حضور IgG و درصد خلوص آن در فراكسيون 
معرفى  روش  با  ها  نمونه  الكتروفورز  شده،  آورى  جمع  هاى 
بطور   .(12) شد  انجام  همكارانش  و   Laemmli توسط  شده 
 Separating) جداكننده  ژل  از  كه  شود  ذكر  بايد  خلاصه 
نمونه  بافر  همچنين  و  شد  استفاده  آمايد  آكريل  درصد   15(gel
الكتروفورز حاوى سديم دو دسيل  �Sample bu)  جهت er)
به را  نظر  مورد  الكتروفورز  روش  كه  بود    (SDS)سولفات
SDS-PAGE تبديل مى كرد. پس از الكتروفورز، ژل حاوى   
آكريل آمايد- بيسآكريل آمايد توسط نيترات نقره براى مشاهده 

بانده هاى پروتئينى مورد نظر رنگ آميزى شد.

4- فرايند ايمونيزاسيون حيوانات 

پس از الكتروفورز، فراكسيون هايى كه داراى خلوص بالايى 
براى  تعيين گرديد.  آنها  غلظت  و  انتخاب شدند  بودند،   IgG از 
IgG آماده  از   115  µg/ml حساس كردن خرگوش ها غلظت 
شد و با حجم مشابهى از ادجوانت كامل فروند به خوبى مخلوط 

گرديد.

براى اين مطالعه شش راس خرگوش نر (5/2-1/5 كليوگرم) 
و از نژاد سفيد نيوزيلندى انتخاب شدند و به صورت تصادفى به 
دو گروه سه تايى تقسيم شدند. گروه اول دوز ابتدايى 1/2  ميلى 
ليترى از آنتى ژن تهيه شده با غلظت µg/ml  115همراه ادجوانت 
(هر  به هم  نزديك  ناحيه  I.M در شش  را بصورت  فروند  كامل 
ناحيه 200 ميكروليتر) در ماهيچه پا دريافت كردند. گروه دوم نيز 
S.C  شش ناحيه نزديك به  همين مقدار از آنتى ژن را بصورت 
هم در پشت گردن دريافت كردند. در مرحله بعدى ايمونيزاسيون، 
هركدام از گروه هاى حساس شده همان مقدار از آنتى ژن كه با 
به  هفتگى  بصورت  را  بود  شده  مخلوط  فروند  ناقص  ادجوانت  
مدت 4 هفته ديگر نيز دريافت كردند. يك هفته پس از هر تزريق، 
خونگيرى از وريد گوش خرگوش بعمل  آمده و جدا سازى سرم 
نيز صورت گرفت. سرم تهيه شده از حيوانات در دماى 20 درجه 

سانتى گراد تا مراحل بعدى آزمايشات ذخيره شد.   

         

5- بررسى توليد آنتى بادى توليد شده بر ضد IgG  با روش 
SRID

 IgG عليه  بر  شده  توليد  بادى  آنتى  ميزان  گيرى  اندازه  براى 
 SRID روش  از  شده  حساس  هاى  خرگوش  سرم  در  انسانى 
(Single Radial Immunodefussion) كه يك روش نيمه 
كمى است استفاده شد (13). براى اين كار در ابتدا محلول آگاروز 
2 درصد با استفاده از بافر PBS در شرايط دمايى بالا تهيه شد و 
سپس دما را به حدود  40 درجه سانتى گراد كاهش داديم و در 
مرحله بعدى IgG تخليص شده به پليت حاوى آگاروز افزوده شد. 
پليت مورد نظر را در يك مكان كاملا مسطح و در شرايط دمايى 
آگارز، چندين  پليمريزه شدن  از  پس  دهيم.  مى  قرار  پائين  نسبتا 
حفره با قطر مشابه در پليت ايجاد شد. در پايان، به تعدادى از اين 
حفرات آنتى هيومن گلوبولين انسانى استاندارد با غلظت مشخص 
در كنار نمونه هاى سرم جدا شده از خرگوش هاى حساس افزوده 
شد. پليت مورد نظر  به مدت 24 ساعت در دماى 25 درجه سانتى 
اساس  بر  بادى  ژن-آنتى  آنتى  بين  واكنش  تا  گرفت  قرار  گراد 
واكنش هاى پرسيپيتاسيون انجام گيرد. پس از مشاهده حلقه هاى 
رسوبى اطراف هركدام از حفرات موجود در ژل، قطرهاى مربوطه 
قطر حلقه  و  استاندارد  نمونه هاى  اساس غلظت  بر  و  خوانده شد 
هاى رسوبى ايجاد شده يك نمودار استاندارد تهيه شد تا براساس 
آن غلظت آنتى بادى توليد شده در سرم خرگوشى مشخص گردد.
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يافته ها: 

1- تخليصIgG انسانى

پس از آنكه IgG  به كمك سولفات سديم بخوبى در نمونه 
سرم رسوب داده شد و سپس فرايند دياليز در جهت خارج كردن 
بر  از محلول پروتئينى صورت گرفت، نمونه حاصل  مواد اضافى 
روى ستون ژل DEAE Sepharose CL-B بارگيرى شد و با 
استفاده از بافر فسفات ستون شستشو داده شد و محتويات خروجى 
گرديد.  آورى  جمع   30   ml تا  1حداقل   mlهاى حجم  در  آن 
در  شده  جدا  هاى  فراكسيون  از  كدام  هر    (OD) نورى  جذب 
جدول  در  آن  نتايج  كه  گرديد  قرائت  نانومتر   280 موج  طول 
خالص  بررسى  براى  اين،  بر  علاوه  است.  شده  1 خلاصه  شماره 
فراكشن هاى جمع آورى شده حاصل  IgG جدا شده در  بودن 
آنها  روى  بر   SDS-PAGE يونى،  تعويض  گروماتوگرافى  از 
است.  شده  گنجانده  شكل-1   در  آن  نتايج  كه  گرفت  صورت 
همانطور كه در شكل نيز مشخص شده است دو مورد از فراكشن 
ها داراى IgG با خلوص بالايى نسبت به بقيه فراكشن ها بودند كه 
از آنها بعنوان آنتى ژن براى حساس سازى حيوانات استفاده شد. 
با توجه به جذب هاى نورى به دست آمده، فراكسيون هاى شماره 
7 و 8  با بشترين درجه خلوص با هم مخلوط گرديدند و غلظت 
نهايى IgG درآنها با توجه به ضريب خاموشى 1/36 بدست آمد 

كه معادل g/mlµ 115بود.

از  شده  جدا  هاى  فراكشن  نورى  جذب  جدول-1: 
كروماتوگرافى تعويض يونى

Fraction
No.

OD
٢٨٠nm

Fraction 
No.

OD
٢٨٠nm

Fraction 
No.

OD
٢٨٠nm

١ ٢٠/٠٨ ١١ ٠/٠٩٠ ٢١ ٠/٠٢٠
٢ ٢٠/٠٧ ١٢ ٠/٠٧١ ٢٢ ٠/٠١٨
٣ ٢٠/٠٦ ١٣ ٠/٠٥٤ ٢٣ ٠/٠١٧
٤ ١/٠٧٥ ١٤ ٠/٠٤٧ ٢٤ ٠/٠١٦
٥ ١/٣٨٠ ١٥ ٠/٠٤٦ ٢٥ ٠/٠١٥
٦ ٠/٢٦٠ ١٦ ٠/٠٣٩ ٢٦ ٠/٠١٤
٧ ٠/١٦٢ ١٧ ٠/٠٣٤ ٢٧ ٠/٠١٤
٨ ٠/١٥١ ١٨ ٠/٠٢٧ ٢٨ ٠/٠١٤
٩ ٠/١٢٣ ١٩ ٠/٠٢١ ٢٩ ٠/٠١٣

١٠ ٠/١١٣ ٢٠ ٠/٠٢٠ ٣٠ ٠/٠١٣
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2-توليد آنتى بادى بر ضد IgG انسانى در خرگوش به روش 
تزريق داخل ماهيچه اى

بعد از اينكه پليت  SRID تهيه شد و سرم هاى آماده شده از 
هركدام  از گروه ها كه توسط دو روش متفاوت حساس شده  بوند 
به چاهك هاى ايجاد شده در پليت افزوده شدند، قطر حلقه رسوبى 
ايجاد شده بر حسب ميليمتر بعد از گذشت 24 ساعت اندازه گيرى 
شد. هر چند كه اين آزمايش هر هفته در طول مراحله ايمونيزاسيون 
آورده شده  نيز  الف   -2 در شكل  همانطور كه  اما  مى شد  انجام 
است نشان داده شد كه بيشترين تيتر آنتى بادى در هفته ششم اتفاق 
افتاده است.  نتايج حاصل از SRID نشان داد كه روش I.M مى 
تواند بطور معنى دارى (P<0/05) نسبت به روش S.C در توليد 
IgG انسانى موفق تر عمل كند. شكل 2- ب،  آنتى بادى برعليه 
را  ششم  هفته  پايان  در    SRID پليت  هاى  چاهك  از  يكى  نيز 
به تصوير كشيده است كه در آن بخوبى مشخص شده است كه 
روش I.M ميتواند نسبت به روش S.C در توليد آنتى بادى موفق 

تر عمل كند. 

غلظت آنتى بادى توليد شده بر ضد IgG با توجه نمونه هاى 
استاندارد و رسم منحنى مربوطه سنجيده شد.  با توجه به قطر هاله 
به دست آمده براى 3 رقت متوالى از آنتى هيومن IgG با غلضت 
هاى 200، 100 و 50 ميكروگرم بر ميلى ليتر كه بعنوان استاندارد 
براى نمونه سرم در هفته  ايجاد شده  استفاده شده بود و قطر هاله 
  83/4 معادل   I.M در روش  توليد شده  بادى  آنتى  غلظت  ششم، 
ميكروگرم بر ميلى ليتر و در روش  S.C معادل 72/28 ميكروگرم 

بر ميلى ليتر محاسبه گرديد.

SDS- از  بعد  نقره  نيترات  با  شده  آميزى  رنگ  آمايد  آكريل  پلى  ژل  شكل1) 

كرروماتوگرافى  با  تخليص  فرايند  كه  است  سرمى  نمونه   1 شماره  لاين   .PAGE

شده  جدا  هاى  فراكشن  از  برخى  كنترل).   (نمونه  است  نشده  انجام  آن  روى 

در  كه  همانطور   8 و   7 شماره  فراكش  قبل  از  يونى  تعويض  كروماتوگرافى  از 

بودند. ها  فراكشن  ساير  به  نسبت  بالاترى  خلوص  داراى  است  مشخص  نيز  ژل 
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شكل 2). بررسى حضور آنتى بادى بر عليه IgG در سرم خرگوش هاى شده.

 الف) تزريق آنتى ژن بصورت I.M. در القاى آنتى بادى موثرتر عمل كرده است. در هر گروه ميانگين قطر هاله ايجاد شده براى سه نمونه به همراهSD آمده است  كه 

با استفاده از آزمونt-test  مشخص گرديد كه ميانگين قطر ايجاد شده در دو گروه داراى اختلاف معنى دارى مى باشد(P<0/05).  ب) پليت SRID و مقايسه حلقه 

رسوبى ايجاد شده به دنبال تزريق عضلانى و زيرجلدى IgG انسانى به خرگوش

بحث و نتيجه گيرى

سرم پلى كلونال را مى توان از حيوانات ايمونيزه شده از قبيل 
خرگوش، بز يا گوسفند به دست آورد كه شامل آنتى باديهايى با 
ويژگيهاى گوناگون براى اپى توپ هاى مختلف آنتى ژن مى باشند 
(14) ولى در گام نخست براى توليد آنتى باديهاى پلى كلونال بر 
عليه IgG انسانى نيازمند تهيه فراكسيون هاى غنى از IgG براى 
مرحله ايمونيزاسيون مى باشيم. به دليل تفاوت pH ايزوالكتريك 
با ساير پروتئين هاى موجود در سرم، استفاده  ايمونوگلوبولين ها 
از تكنيك هاى كروماتوگرافى تعويض يونى روشى مناسب جهت 
پژوهش  اين  در   .(15) باشد  مى  ها  ايمونوگلوبولين  جداسازى 
است  شده  استفاده  سفاروز   DEAE بستر  از  اينكه  دليل  به  نيز 
IgG  محسوب گردد.  تواند روش مناسبى جهت جداسازى  مى 
نتايج حاصل از جداسازى IgG از سرم تائيد كننده اين موضوع 
پروتئين  ساير  از  زيادى  ميزان  به   IgG كه  شد  داده  نشان  و  بود 
هاى سرم قابل جداسازى مى باشد. در اكثر مطالعات جهت بررسى 
خلوص محصول نهايى از SDS-PAGE استفاده مى شود. در اين 
مطالعه نيز بررسى خلوص نمونه هاى حاصل از كروماتوگرافى با 
استفاده از تكنيكSDS-PAGE نشان دادكه IgG در فراكسيون 
هاى 7 و 8 با خلوص بالايى به دست آمده است. همانطور كه در 
شكل 1 نيز مشخص شده بود ايمونوگلوبولين تخليص شده در اين 
فراكسيون ها فقط دو باند با وزن مولكولى 27 و 57 كيلو دالتون را 
ايجاد مى كنند كه مى توان آنها را معادل زنجيره سبك و سنگين 

IgG در نظر گرفت.

پاسخ  افزايش  براى  ها  ادجوانت  از  از 70 سال است كه  بيش 
هاى ايمنى نسبت به آنتى ژن در حيوانات استفاده مى شود (16). 

دارند،  فرم محلول وجود  به  ها  ايمونوگلوبولين  آنجائيكه  از   
لذا براى پايدارى آنها در بدن با ادجوانت مخلوط شده و بصورت 
جهت  گرديدند.  تزريق  خرگوش  به  عضلانى  يا  زيرجلدى 
تحريك هر چه بيشتر سيستم ايمنى خرگوش و افزايش تيتر آنتى 
و  كامل  فروند  ادجوانت  از  استفاده  با  اول  تزريق  توليدى،  بادى 
تزريق هاى يادآور بعدى با ادجوانت فروند ناقص انجام مى شود 
(17). ادجوانت فروند يك امولسيون آب در روغن است كه آنتى 
ژن را در فاز مايع به كمك يك ماده امولسيون ساز وارد روغن 
پارافين سبك وزن مى كند. به هنگام تزريق، اين ماده باعث توليد 
فروند  ادجوانت،  نوع  اين  شود.  مى  قوى  باديهاى  آنتى  دوام  و 
مرده  هاى  مايكوباكتريوم  كردن  اضافه  شود.  مى  ناميده  ناقص 
بوجود  را  كامل  فروند  ادجوانت  روغنى،  فاز  به  شده  خشك  و 
راتحريك كند  و همورال  ايمنى سلولى  تواند  مى  مى آورد كه 
ايمونوگلوبولين،  آنتى  از  غنى  سرم  به  دستيابى  منظور  به   .(16)
آنتى  ارزيابى  جهت  و  آمد  بعمل  ها  خرگوش  از  گيرى  خون 
ايمونوگلوبولين هاى بدست آمده تست انتشار شعاعى يك طرفه 
يا SRID انجام شد كه در آن واكنش ناشى از آنتى ژن و آنتى 
 SRID بادى به صورت حلقه رسوبى نمايان مى شود. نتايج تست
از واكنش آنتى  به تشكيل يك حلقه رسوبى واضح ناشى  منجر 
هيومن IgG توليد شده در خرگوش با IgG انسانى تخليص شده 
گرديد (شكل 2- ب). آناليز نتايج حاصل از تست SRID نشان 
داد كه تزريق IgG انسانى به هر دو روش زيرجلدى و عضلانى 
به خوبى قادر به القاى توليد آنتى باديهاى پلى كلونال مى باشد، 
عضلانى  تزريق  كه  داد  نشان  روش  دو  بين  مقايسه  كه  چند  هر 
مى تواند نسبت به روش تزريق زيرجلدى آنتى ژن روش موثرترى 

براى توليد آنتى باديهاى پلى كلونال بر عليه IgG انسانى باشد. 
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پلى  بادى  آنتى  توليد  براى  نيز  ايران  در  كه  ديگرى  مطالعات 
كلونال بر عليه آنتى ژنهاى مختلف از خرگوش استفاده شده بود 
نيز از تزريقات عضلانى يا زير جلدى استفاده كرده بودند ولى در 
هيچكدام از آنها پتانسيل اين دو روش براى تهيه آنتى بادى بر عليه 
آنتى ژنهاى متفاوت مقايسه نشده بود. دكتر مجيدى و همكارانش 
آنتى بادى پلى كلونال بر عليه ايمونوگلوبولين هاى سگ، ژيارديا 
  (ALG)لامبليا و همچنين آنتى بادى بر عليه لنفوسيت هاى انسانى
توليد كرده بودند كه در اين مطالعات نشان داده بودند كه تزريق 
آنتى ژن به صورت عضلانى يا زيرجلدى و يا داخل وريدى مى 

تواند در توليد آنتى بادى موفق باشد (20-18).

هرچند كه نتايج حاصل از توليد آنتى باديهاى پلى كلونال بر 
داخل  تزريق  روش  از  استفاده  به  تشويق  را  ما  انسانى   IgG عليه 
مورد  در  حداقل  بادى  آنتى  هيومن  آنتى  توليد  براى  عضلانى 
توان  مى  نيز  ديگرى  دلايل  اما  كند  مى  خرگوش  مثل  حيواناتى 
در جهت استفاده بيشتر اين روش ذكر كرد.يكى از مزيت روش 
را  ژن  آنتى  از  ترى  بيش  ميزان  كه  است  اين  عضلانى  تزريق 

مى توان به داخل ماهيچه تزريق كرد. 

نشان مى دهد كه روش  مطالعه  اين  از  نتايج حاصل  پايان  در 
تزريق داخل ماهيچه اى  IgG انسانى براى توليد آنتى بادى ضد 

آن نسبت به روش زير جلدى بسيار موثرتر مى باشد. 

تقدير و تشكر

مركز  مصوب  تحقيقاتى  طرح  يك  حاصل  حاضر،  مطالعه 
لذا  است،  بابل  پزشكى  علوم  دانشگاه  دانشجويى  تحقيقات 
و  مديريت  زحمات  از  را  خويش  قدردانى  مراتب  نگارندگان 

كارشناسان آن مركز اعلام مى دارند.
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Abstract
Background and objectives: Anti-human immunoglobulin G (IgG) antibody is produced against hu-
man IgG in various laboratory animals. The present study tried not only to produce anti-human IgG, 
but also to assess different antigen injection techniques leading to optimal production of anti-human 
globulin.
Methods: The antibody was separated from human serum using precipitation method with sodium sul-
fate. It was then purified through diethylaminoethyl Sepharose CL-6B  ion exchange chromatography. 
The purified IgG was mixed with Freund’s complete adjuvant and injected to two trios of rabbits either 
intramuscularly or subcutaneously. After the first injection, the animals received weekly injections of 
antigen with Freund’s incomplete adjuvant. The dose of antigen in each injection was 1.2 ml of puri-
fied IgG with a concentration of 115 µg/ml. Venous blood samples were taken from all rabbits and the 
produced anti-human globulin was evaluated by single radial immunodiffusion (SRID).
Results: According to the results of SRID, the diameter of the halo created by the antigen-antibody 
complex was significantly higher in the plate containing anti-human IgG produced after the intramus-
cular injections than after subcutaneous injections. The concentrations of anti IgG antibody were 83.40 
and 72.28 µg/ml in intramuscular and subcutaneous methods, respectively. 
Conclusion: Our findings suggested that compared to subcutaneous injections, intramuscular injections 
of human IgG are significantly more effective in inducing the production of anti-human IgG antibody.
Keywords: Anti-Human IgG, Intramuscular Injection, Subcutaneous Injection, Single Radial Immu-
nodiffusion (SRID).
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