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Abstract: 
 
Background: Human chorionic gonadotropin (hCG), containing 30% sugar by molecular 
weight, is an important glycoprotein in pregnancy to keep the fetus. Nowadays, hCG has 
been used as the basis for the contraceptive vaccines. This study aimed to increase the 
hormone purity and shorten its purification time.  
Materials and Methods: For hCG purification, urine samples of 2-3 month pregnant 
women were collected and precipitated using sodium benzoat, acetic acid and acetone. The 
concentrated hCG was run on Concanavalin A column (Con-A) and eluted using D-Glucose 
and D-Mannose. To isolate the purified α and β subunits of hCG, the Con-A column was run 
on DEAE-Sepharose 4B column. The purity of hCG and its subunits was confirmed by SDS-
PAGE and validated by ELISA and Immunoblotting.  
Results: The concentrated urine sample and purified hCG sample were compared with the 
standard hCG control sample from Organon company, in terms of molecular weight and 
purity, using SDS-PAGE method and silver nitrate staining. Concentrated sample was 
identical to standard sample in number of additional bands, in which additional bands were 
removed after hCG purification. hCG hormone and its subunits were approved using the 
monoclonal antibodies against the α and β chains using ELISA and Western blot. 
Conclusion: According to the results of this study, hCG can be isolated from other parts of 
hCG and other glycoproteins using D-Glucose before D-Mannose. 
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  زيرواحدهاي آنجداسازي و  زنان باردار از ادرار hCGتخليص هورمون 
  

علي مرادي
1

، منوچهر ميرشاهي
٭2

  

    

  مقدمه
ــادوتروپين انســاني ــا هورمــون كوريونيــك گن  hCGي

(Human chorionic gonadotropin)،  گليكوپروتئيني با وزن
درصـد وزن مولكـولي ايـن     30دالتون بوده كـه   36700مولكولي 

 هق به خانوادلمتع  hCGهورمون. دهند تشكيل مي قندها را نهورمو
امـا   ،باشـد  مـي LH  وTSH،  FSHگليكـوپروتئيني   هايهورمون

  hCGشـوند  ترشح مـي    برخلاف اين سه هورمون كه توسط هيپوفيز
جفـت   هاي سنسيتيوتروفوبلاستسلول توسط بارداري     دوران  طول        در
هــاي ورمــون بــا تشــكيل ســلولميــزان ايــن ه. شــود رشــح مــيت

دهـم   هكه در هفتطوريبه ؛كند سيتيوتروفوبلاست افزايش پيدا مي سن
بارداري به حداكثر ميزان خود رسيده و بعد از آن ميزان اين هورمون 

حداكثر  يابد تا اينكه در هفته بيست و يكم به يك پانزدهم كاهش مي
ت خيلـي كـم    نوسانارسد و تا پايان دوران بارداري با  ميزان خود مي

   .]1- 3[ ماند در همين سطح باقي مي
  

  ، دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد پزشكيگروه بيوشيمي، دانشكده  ،استاديار 1
   گروه بيوشيمي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه تربيت مدرس ،دانشيار 2
  :نشاني نويسنده مسئول*

  گروه بيوشيمي يه،دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پا تهران،
   021 82884717 :دورنويس            0912 3274065 :تلفن

  Mirshahi@modares.ac.ir  :پست الكترونيك

  15/9/91 :تاريخ پذيرش نهايي         28/5/91: تاريخ دريافت

كيل شـده اسـت كـه    بتا تش ـ لفا وآدو زيرواحد  از hCG هورمون
. اندهم متصلهب ني و هيدروفوبژكوالان هيدروتوسط باندهاي غير 

روتئيني ايـن خـانواده   پليكـو گهاي در تمام هورمون زيرواحد آلفا
اسيد آمينه بـا وزن مولكـولي    92واحد شامل  اين زير .مشابه است

ــون 14700 ــندالت ــج ، پ ــانبي  ل ديپ ــره ج ــولفيد و دو زنجي   س
 52در موقعيت آمينو اسيدي  N-linkصورت به   وساكاريديگيلاو
هــاي خــانواده ايــن هورمــون رواحــد بتــا درزي .باشــدمــي 78 و
يكي هـر  ژبنابراين فعاليت بيولـو  ؛كندروتئيني با هم فرق ميپليكوگ

ايـن زيرواحـد    .شودآن مشخص ميبتاي هورمون توسط زيرواحد 
شـش بانـد   ، دالتون 23000اسيد آمينه با وزن مولكولي  146شامل 

و  N-linkبـه شـكل    زنجيرهدو  ،سولفيد و شش زنجيره قنديدي
 ،اتصالات قندي در ترشح .باشدمي O-linkبه شكل  زنجيرههار چ

نقش  hCGيك و تصفيه هورمون ژايداري و فعاليت بيولوپ ،تجمع
در داخل سرم و ادرار زنـان بـاردار    .]4-8[ كنند مهمي را بازي مي

 به شـكل كامـل   hCGعلاوه بر هورمون  ،در طول دوران بارداري
 صـورت تجزيـه شـده   هورمـون بـه  اشـكالي از   ،)يگفاقد شكست(
) Nicked-hCG( و شكسته شده) بتاي آزاد زيرواحدهاي آلفا و(

از  48 و 47 يي اكثرا در ناحيـه آمينواسـيد  گشكست. شود يافت مي
لوكوسيت انسـاني كـه    زيرواحد بتا و در اثر آنزيمي به نام الاستاز

ايـن  . ]9-11[ افتـد اتفـاق مـي   ،شـود ها ترشح ميتوسط نوتروفيل

 :خلاصه
 درصد وزن مولكولي اين 30كه تقريبا  است جهت حفظ جنين هاي مهم دوران باردارياز گليكوپروتئين hCGهورمون  :و هدف سابقه

تحقيق در  .شود هاي ضد بارداري استفاده ميچنين ساخت واكسنامروزه از اين هورمون در درمان و هم. دهديل ميهورمون را قند تشك
  . استاين هورمون ص يخلتمسير  كردنافرايش ميزان خلوص و كوتاه  درسعي حاضر 

توسط  آوري شدهنمونه جمع .ه شداز نمونه ادرار زنان باردار دو تا سه ماهه استفاد  hCGجهت تخليص هورمون :هامواد و روش
- و جدا) A )Con-Aاز ستون كانكاناوالين       تغليظ شده  نمونه با عبور .دهي و تغليظ گرديداستون رسوب وبنزوات سديم، اسيد استيك 

 ،DEAE-Sepharose 4Bاز ستون تخليص شده  hCG با عبور نمونه. تخليص گرديد hCG ،مانوزگلوكز و ديهاي دي كننده
يزا و روش الا و صحت آنها با SDS-PAGEوسيله هبها  خلوص نمونه. جداسازي گرديدي هورمون زيرواحدهاي آلفا و بتا
  .ايمونوبلاتينگ بررسي شد

از شركت  hCGبا استاندارد  ،Aاز ستون كانكاناوالين تخليص شده  hCGدست آمده از ادرار و نمونه به نمونه تغليظ شده: نتايج
ه ه تغليظ شده شبينمون. شدندآميزي نيترات نقره مقايسه و رنگSDS-PAGE روش  ار وزن مولكولي و ميزان خلوص بارگانون از نظ

و hCG تاييد هورمون . حذف گرديد hCG بعد از تخليصو داراي تعدادي باند اضافي بود كه باندهاي اضافي نمونه استاندارد 
   .يزا و وسترن بلات انجام گرفتبه روش الا  βو αضد زنجيره نال ووكلهاي مون زيرواحدهاي آن با استفاده از آنتي بادي

  . ها شودو گليكوپروتئين hCGاز ساير قطعات  hCGمانوز توانست باعث جداسازي گلوكز قبل از دياستفاده از قند دي :گيرينتيجه
  كوريونيك گنادوتروپين انساني، خالص سازي، كروماتوگرافي: كليديواژگان
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-و در نتيجه تجزيه سريع hCGايداري مولكول پباعث نا گيستشك

ته و آزاد شكس ـ ي زيرواحد بتايگدر اثر اين شكست .شود تر آن مي
آزاد شكسته در  زيرواحد بتاي .آيد دست ميهزيرواحد آلفاي آزاد ب

 β-Core( كليه تصفيه شده و به قطعه نهـايي بـه نـام هسـته بتـا     

fragment (زيـادي يافـت    مقـدار ادرار به شود كه در  تبديل مي
و قطعات آن امـروزه   hCGيري هورمون گ اندازه. ]12،13[ شود مي

تشخيص اخـتلالات بـارداري از قبيـل     ،]14[ در امر تاييد بارداري
هـاي خـارج    خـودي و بـارداري  به سقط خود، ]15[ داونم وسندر
سرطان كوريون ( هاي تروفوبلاستيكو تشخيص سرطان ]1[ رحمي

 ـ ،مثانه ،ريهسرطان ( تروفوبلاستيكو غير )اجمو مول مه ، انكراسپ
اين ر گاز كاربردهاي دي ،نينچهم .]2،16،17[ شود ه ميداستفا )سينه

 ،ذاري دارندگكه مشكل تخمك  افراديدرمان در توان  هورمون مي
و  ]18-22[ بارداري براي كنتـرل جمعيـت  هاي ضدساخت واكسن

بـا توجـه بـه     .]23،24[ بـرد نام را ) ks( وسي ساركوماپدرمان كا
تخلـيص   ،در امرتشخيص و درمـان  hCGكاربرد فراوان هورمون 

 ،هزينه و با بازدهي بـالا هاي كماين هورمون و قطعات آن با روش
 ـتا به امـروز تكن  .رسد نظر ميضروري به هـاي مختلفـي بـراي    كي

 ـ، زhCGجداسازي هورمون  احـدها و قطعـات آن صـورت    و ري
دسـت  ن خلـوص بـه  تريقات بالاين تحقيتمام ااما در  ،گرفته است

هـاي طـولاني و   آمده در حد استاندارد ارگانون اسـت و از روش 
در اين تحقيق سعي شده است  .]25-28[ بر استفاده شده استزمان

 ،در رفع ايـن مهـم  ر مسي ا افزايش درجه خلوص و كوتاه كردنبتا 
   .قدمي برداشته شود

  
  هامواد و روش

هاي مورد استفاده در اين مطالعه از منابع مواد و دستگاه
 ،)hCG )Organon, Netherlandاستاندارد  :باشندزير مي

 (HRP)دار شده با نشان موشي ثانويه ضد  بادي آنتي
)Immunotech, Frances( ،تريپسين، دي بين  بازدارنده سوي -

 DABو OPD O-Phenylenediamineمانوز، گلوكز، دي

3,3´-Diaminobenzidine tetrahydrochloride )Sigma, 

USA(  و ساير مواد از شركتMerck, Germany)(، سانتريفوژ 

)Beckman J2-MI, USA( ،مپ پريستالتيك پ)Watson 

marlow 505S, Germany(ريدر يزا، الا )Anthos 2020, 

Germany.( 
   

 آوري نمونه جمع

 ماهه  باردار دو تا سه پنج فردادرار صبح هاي  نمونه
 جهت درصد سديم آزيد 05/0ف حاوي وي در داخل ظرگحامل

                   رم بر ليترگ و يك ميليجلوگيري از رشد باكتري 
آوري  روتئازها جمعپ سرين كنندهعنوان مهاربه سينپتري بين  سوي
   ].25[ شد

  
 تغليظ نمونه 

آوري شده، ابتدا مواد  جمع ادرار هاي براي تغليظ نمونه
 30مدت به g14000با دور  ريفوژوسيله سانتهنامحلول نمونه ب

گرم نمك  25 بعد از حذف املاح نامحلول،. دقيقه حذف گرديد
نمونه  pH. به نمونه اضافه گرديد به ازاي هر ليتر بنزوات سديم

رسوب شيري رنگ تشكيل شده  .رسانده شد 4به  استيك با اسيد
رسوب  .آوري گرديددقيقه جمع 30مدت به g14000با دور 

و  شدهبه ازاي هر ليتر نمونه حل  ليتر استونميلي 50 حاصل در
- هبرسوب  ،يد و پس از حذف محيط روئيگردسپس سانتريفوژ 

- جايياز آن .دست آمده جهت انجام مراحل بعدي نگهداري شد

- رسوبات به ،شود در آب به راحتي حل مي hCGكه هورمون 

- نه بهليتر آب مقطر به ازاي هر ليتر نموميلي 15دست آمده در 

 30مدت ، بهg18000سپس با دور . ساعت حل گرديدند 8مدت 
 hCGهورمون  محلول رويي كه حاوي. دقيقه سانتريفوژ شدند

دهي توان رسوببراي خلوص بيشتر مي. آوري گرديداست جمع
در اين تحقيق از استون استفاده . را با استون يا اتانول ادامه داد

رابر حجم نمونه، به نمونه بدين صورت كه به ميزان دو ب ؛شد
استون اضافه گرديد رسوب سفيد رنگ تشكيل شده با سانتريفوژ 

دقيقه جدا گرديد، سپس در داخل  30مدت ، بهg18000با دور 
گراد درجه سانتي 4كليه مراحل فوق در ( آب مقطر حل گرديد

  ].26[ )انجام شد
  

  hCGتخليص هورمون 

شده به  ليظتغنمونه  با عبور hCGتخليص هورمون 
 Aرافي كانكاناوالينگاز ستون كروماتوروش رسوب دهي 

)Con-A(  با اندازهcm5×1 ستون  .رديدگ انجامCon-A  20با 
 ،مولار ميلي 25ن ژكلريد هيدروحجم از بافر تعادل حاوي تريس

 كلريد و مولار ميلي 10 كلسيم كلريد ،مولار ميلي 10منيزيم  كلريد
 تغليظنمونه  .يدبه تعادل رس  4/7pH با مولار ميلي 100سديم  

مدت يك شبانه روز عليه بافر تعادل به دهيروش رسوببهشده 
ليتر در دقيقه از  ليمي 5/0با سرعت و  گرديددياليز  c º4 دماي در

قندهاي گالاكتوز، با  ترتيببه ستونسپس  .ستون عبور داده شد
 مانوزيدمحلول جداكننده  ومولار  نيم گلوكزيد فروكتوز و

ها  هنمون. شد جداسازي در دقيقهليتر  ميلي 5/0با سرعت مولار  نيم
و جذب آنها شده آوري  ليتر جمع در هر مرحله به حجم يك ميلي
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ها نمونه تعداد منحني جذب عليه و خوانده شدنانومتر  280 در
   ].26- 29[ يدرسم گرد

  
 hCGهورمون  يبتا آلفا و زيرواحد جداسازي

 يhCGنمونه  ،بتا واحد آلفا و يرز جداسازي جهت
 DEAE-Sepharose ستون از Con-Aاز ستون  خالص شده

4B اندازه  اب cm5×1 حجم  20ستون مورد نظر با  .عبور داده شد
 5/7با  مولار 8و اوره مولار  04/0 لايسينگاز بافر تعادل حاوي 

pH پس از به تعادل رسانيدن نمونه با بافر فوق، .به تعادل رسيد 
pH مدت و به شدرسانده  5/4 به نرمال 2 نمونه با اسيدكلريدريك

براي جدايي كامل گراد درجه سانتي 40يك ساعت در دماي 
 5/0با سود  نمونه pH سپس .رديدگانكوبه زيرواحدهاي آلفا و بتا 

در دقيقه  ليترميلي 5/0با سرعت اصلاح گرديد و  pH 5/7به  نرمال
ن با بافر تعادل تا رسيدن جذب به ستو شد و از ستون عبور داده

 2/0 لايسينگمحلول از  با استفاده جداسازي .رديدگصفر شستشو 
و   5/7pH مولار با 5/0و كلريد سديم  مولار 8 اوره ،مولار

با حجم ها  نمونه ].30- 32[ انجام شددر دقيقه ليتر ميلي 5/0سرعت 
تر نانوم 280ها در  جذب نمونهو  آوري گرديد ليتر جمع يك ميلي

رسم  )ها عليه تعداد نمونهجذب (نمودار مربوطه خوانده شد و 
   .گرديد

  
  ر واحد آلفا و بتاد واسط زيص باند حجداسازي و تخلي
علاوه بر  Con-Aدست آمده از ستون بهhCG نمونه 

هاي زير واحد آلفا و بتا داراي يك باند اضافي گليكوپروتئيني باند
 -SDS كه درحدهاي آلفا و بتا است بين زير وا در ناحيه حدواسط

PAGE جهت  .]33[ )2شماره  شكل( شودديده ميطور واضح هب
 از جداسازي براي :جداسازي اين باند به روش زير اقدام شد

 ستفادها cm  5×1اندازه اب DEAE-Sepharose 4Bستون 
 0.05( نمونه مورد نظر براي عبور از ستون عليه بافر تعادل .گرديد

M Tris/HCl, pH 8.4 ( مدت به گرادسانتيدرجه  4در دماي
 20ستون با  پس از به تعادل رسيدن .يك شبانه روز دياليز گرديد

گرم بر  مونه دياليز شده با غلظت يك ميلين ،تعادل بافر حجم از
 .بر دقيقه عبور داده شدليتر  ميلي 5/0ليتر از ستون با سرعت  ميلي
يك  صفر تا گراديان نمكي بين لبا اعماباند حد واسط سازي  جدا

ها  نمونه. گرديد انجامليتر بر دقيقه  ميلي 5/0با سرعت  Naclمولار 
متر  نانو 280و جذب آنها در شده آوري  ليتر جمع ميلي يك با حجم

 . دانده شد و نمودار مربوطه رسم گرديخو

  

زا و وسترن يطريق الا از ، زيرواحد آلفا و بتاhCGهاي  ييد نمونهأت
 هاي خالص شده هر يك از نمونه از ،روش اين در: يزاالا لاتب
)hCG، در بافر  )واحد آلفا و بتا زيرPBS  م گرميكرو 5با غلظت

ي پلاك هااهكاز چهر يك به ميكروليتر  100 به ميزان ليتر در ميلي
نمونه عنوان كنترل منفي ها بهاهكچيكي از به  .شداضافه  يزاالا

-36[ بقيه مراحل طبق پروتكل انجام شد ،گرديدافه اضآلبومين 
 و (Anti α-hCG)آلفا  واحدزير عليههاي اوليه  بادي آنتي ].34
، 500 ،1000هاي  غلظتبا  (Anti β-hCG) بتا واحدزير عليه
ها اهكميكروليتر به چ 100ميزان ليتر به  رم در ميليگنانو 125، 250

 492موج و طول  OPDجهت خواندن از سوبستراي  .شدنداضافه 
تمام (] 36[ رديدگو نمودارهاي مربوطه رسم نانومتر استفاده شد 

در  ).گراد انجام گرديددرجه سانتي 25مراحل فوق در دماي اتاق، 
تحت زمان طور همبه hCGو نمونه  بتا ،واحد آلفا زير نرروش وست

 مدت يك، به120 ژولتا ،درصد 5/12ل ژ ،SDS-PAGEشرايط 
 بقيه مراحل طبق پروتكل انجام شد .ورز شدندالكتروف ساعت و نيم

صورت به نيتروسلولز هايغشا بعد از انتقال باند، ].36-34[
هاي  در داخل لوله طور جداگانههر نوار به و هي بريدينوارها
از  هر يك باطور جداگانه بههر لوله  .رفتگدار قرار  درب
بادي به ميزان  نتيلفا، بتا و مخلوطي از هر دو آآ هاي اوليهبادي آنتي
از بعد  .شدمجاور  ليتر رم در ميليگميكرو دوبا غلظت  ليتر ميلي سه

با  نوارهاي بلات شده ،هاي اوليه مجاورت با آنتي بادي يك ساعت
به بادي ثانويه  س آنتيپسو شده  شستشوسه مرتبه  ،محلول شستشو

- نگر .به هر لوله اضافه گرديد 2000/1ليتر با رقت  ميلي سهميزان 

  .]36[انجام شد ) DAB(آمينوبنزيدين  آميزي با استفاده از محلول دي
  

 نتايج
  hCGص هورمون تخلي

در  Con-Aبا عبور نمونه تغليظ شده ادرار از ستون 
موجود هاي تئينگليكوپروساير و  hCGهورمون  ،1 شماره نمودار

هاي غير  كه پروتئيندر حالي ،دهبه ستون متصل شدر نمونه 
 flowعنوانبه ه همراه با عبور نمونه و بافر تعادلگليكوزيل

through  شستشوي  با در ادامه .1 پيك ؛شدنداز ستون خارج
 3 پيك ؛مانوزيد قندبا  و 2 پيك ؛زگلوكيقند د محلول ستون با

 ها ده عليه تعداد نمونهدست آمههاي ب رسم جذب نمونه .گرديد جدا
 Con-A آمده از ستون دستهاي به نمونه .نشان داده شده است

 SDS-PAGE ،5/12شرايط ژل تحت  hCGبا استاندارد همراه 
 الكتروفورز گرديدند ساعت و نيم يكمدت به احياييو غير درصد

 شكل( آميزي شدره رنگروش نيترات نقهب و سپس ژل مربوطه
  ).1شماره 
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با استفاده از ستون  hCGخالص سازي هورمون  -1نمودار شماره 

Con-A .1 پيك :Flow through )هايي كه با عبور نمونه  پروتئين
، يك مولار گلوكزجداسازي با دي: 2 پيك، )اند به ستون متصل نشده
  يك مولارمانوز ديجداسازي با : 3پيك 

  

  
گ ، غير احيايي با رندرصد SDS-PAGE )12ژل  -1شكل شماره 

با استفاده  hCGمربوط به خالص سازي هورمون ) آميزي نيترات نقره
از  1در ژل مربوط به پيك  2و  1هاي  ستون. Con-Aاز ستون 

در  4و  3هاي  ستون، )هاي غير گليكوزيله پروتئين(اشد ب مي 1نمودار 
گلوكز باشد كه توسط قند دي مي 1از نمودار  2ژل مربوط به پيك 

است،  hCG (Organon) مربوط به استاندارد  5ستون جدا گرديد، 
باشد كه  مي 1از نمودار  3در ژل مربوط به پيك  8و  7، 6هاي ستون

 ).hCGمربوط به (مانوز جدا گرديد توسط قند دي

  
  hCGآلفا و بتاي هورمون  جداسازي زير واحد

جهت جداسازي و تخليص زير واحد آلفا و بتاي هورمون 
hCG  ،5/7 ارت وحراز شرايط اورهpH  با توجه . استفاده گرديد

زيرواحد تحت اين شرايط اين ايزوالكتريك زيرواحد آلفا،  pHبه 
مونه از ستون كه همراه با عبور نطوريبه ،داراي بار خنثي بوده

علت بار مثبت به ستون كه زيرواحد بتا بهدر حالي ؛شود خارج مي
 دا گرديدنمكي ج نيم مولارمحكم متصل شده و تحت شرايط 

  .)2شماره نمودار (

  
 و زير واحد بتا) 1 پيك( جداسازي زيرواحد آلفا -2شماره  نمودار

تحت شرايط   DEAE-Sepharoseستون از با استفاده) 2پيك (
  .گراديان نمكي از صفر تا يك مولار

  
  hCGواحد آلفا و بتاي هورمون جداسازي باند حد واسط زير

از  ،كه ماهيت اين باند براي ما مشخص نبودآنجايي از
جداسازي براي گراديان نمكي  و DEAE-Sepharose 4Bستون 

صورت دو دست آمده از اين ستون بهنمودار به. آن استفاده گرديد
كه با غلظت نمكي  1پيك  ؛)3شماره  نمودار( پيك مشاهده شد

هاي  نمونه حاوي كه مولار شروع به جدا شدن كرد 3/0
 پيك دوم در حالي كه ،بودگليكوپروتئيني به غير از باند حد واسط 

نمونه كه حاوي  مولار شروع به جدا شدن كرد 6/0با غلظت نمكي 
  .بودباند حد واسط 

  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
واحد آلفا و بتا با  سازي باند حد واسط زيرجدا -3نمودار شماره 

ط گراديان با اعمال شراي  DEAE-Sepharoseاستفاده از ستون
  .نمكي از صفر تا يك مولار

  
 و باند حدواسط واحد آلفا و بتا، زيرhCG هاي خلوص نمونهتاييد 

  وسيله الكتروفورزهب
-DEAEاز ستون  بتاي خالص شده واحد آلفا ورزي

Sepharose  همراه با استانداردhCG ،hCG ي خالص شده از

١ 
٢ 

١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٨ ٧

١
٢ 

٣ 

١ 
٢ 
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دهي تحت  ي تغليظ شده به روش رسوبhCGو  Con-Aستون 
به مدت  يغير احياي و درصد SDS-PAGE ،5/12ط ژل شراي
-روش نيترات نقره رنگو به دندگرديالكتروفورز  ساعت و نيم يك

  ).2شماره  شكل( آميزي شدند
  

  
درصد، غبر احيايي با رنگ  SDS-PAGE )12ژل  -2شكل شماره 

دست آمده به روش بهجهت مقايسه نمونه هاي ) آميزي نيترات نقره
، نمونه تغليظ شده از ادرار 1ستون  .تغليظ سازي و كروماتوگرافي

زير  3ستون ، Con-Aستون  دست آمده ازبه hCGهورمون  2ستون 
زير واحد  4ستون ،  DEAE-Sepharose 4Bواحد بتا از ستون 

باند حد واسط  5ستون ، DEAE-Sepharose 4Bآلفا از ستون 
 6ستون ، DEAE-Sepharose 4Bبتا از ستون زير واحد آلفا و 

     hCGاستاندارد
  

  زايآلفا و بتا توسط الا ، زير واحدhCG هاي نمونه صحت تاييد
دست آمده به هاي به رسي نمونهش براي برين آزمايادر 

، به رديف سوم و رواحد آلفايزا زيهاي اول و دوم پلاك الارديف
اضافه  hCGهورمون ششم چهارم زيرواحد بتا و به رديف پنجم و 

 اضافهآلبومين  نمونهكنترل منفي عنوان رديف هفتم بهبه . دگردي
 باديهاي اول، سوم و پنجم آنتيفمرحله بعد به رديدر . گرديد

هاي دوم، چهارم و ششم فنال ضد آلفا و به رديواوليه مونوكل
ن عنواتم بهرديف هفبه . دبتا اضافه گردي نال ضدوبادي مونوكلآنتي
نال ضد آلفا و به سه خانه ونوكلبادي موآنتي به سه خانه اول ،شاهد
با اضافه در پايان . دبتا اضافه گرديآنتي بادي مونوكلنال ضد  بعدي

 ،هافبادي ثانويه و سوبستراي مربوطه به تمام رديتيكردن آن
و شده ه در خواندري زايدست آمده توسط دستگاه الاهاي بهبجذ

نتايج  .)الف و ب 4نمودار شماره ( دطه رسم گردينمودارهاي مربو
  .در مورد باند حد واسط نشان داده نشده است

  

  

و  ▲، بتا ;■ هاي آلفا، واحد مطالعه شناسايي زير -4شماره  نمودار
hCG ،◊در مقايسه با كنترل منفي ،: BSA ،×رهاي وك توسط آنتي

 ايزضد بتا با روش الا) ضد آلفا و ب) نال الفومونوكل

  
  آلفا و بتا توسط ايمونوبلات ، زيرواحدhCG هاي نمونه صحت تاييد
، واحد آلفا و بتا، زيرhCGهاي  نمونه زمانهم مونوبلاتاز ايبعد 

صورت نوارهايي بريده بهتروسلولزي مربوط به هر كدام نيكاغذ 
نال ضد آلفا، ومونوكل هايبادييكي از آنتيه نوار علي هرو شده 
 .)3شماره  كلش( هر دو مورد بررسي قرار گرفت مخلوطي از بتا و

  .نتايج در مورد باند حد واسط نشان داده نشده است
  

 
 1نوار  .و زير واحدهاي آن hCGايمونوبلات  -3شكل شماره 

ر وكآلفاي خالص شده عليه مخلوطي از آنتي ايمونوبلات زيرواحد
ايمونوبلات زير واحد بتاي خالص  2نوار ، تاب ر ضد وكآلفا و آنتي ضد 

٣ ٢ ١ ۴ ۵ 

α subunit

β subunit

١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶
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 3نوار ، بتا ر ضد وآلفا و آنتي ك ر ضد وشده عليه مخلوطي از آنتي ك
ايمونوبلات  4نوار ، آلفا ر ضدوكي كامل عليه آنتيhCGايمونوبلات 

hCGايمونوبلات  5نوار ، ر ضد بتاوكي كامل عليه آنتيhCG ي
  بتا ر ضد ولفا و آنتي كآ ر ضد وككامل عليه مخلوطي از آنتي

 
  بحث 

آن در تست  اشكالو  hCGگيري اندازهاز امروزه 
بارداري، تشخيص اختلالات بارداري و سرطان هاي تروفوبلاستيك 

رغم استفاده از روش علي. شودو غير تروفوبلاستيك استفاده مي
كيفيت اين سنجش   ،هاطور وسيع در آزمايشگاهايمونواسي به

كاليبراتورهاي تواند استفاده از ت كه دليل آن ميداراي مشكل اس
هاي آناليز تعدادي از فرآورده .]37- 39[ سنجش ناخالص باشد

دهد كه اكثر آنها حاوي اشكال تجزيه شده، نشان مي hCGتجاري 
هستند كه استفاده از اين  hCGزيرواحدها و قطعات شكسته شده 

كه  ،خواسته شدههاي ناباديباعث توليد آنتي hCGهاي نمونه
اولين . ]38،39[ طبع با پايين آمدن كيفيت سنجش همراه استلبا

از ادرار حذف ليپيدها،  hCGسازي هورمون مرحله در خالص
ها و پپتيدهاي كوچك است كه در اين تحقيق با استفاده از نمك

تا اين مرحله در . بنزوات سديم، اسيد استيك و استون انجام شد
 hCGكه هورمون اما از آنجايي ].40[ ده استاكثر مقالات ذكر ش

حلاليت اين هورمون در داخل  ،داراي درصد بالايي از قند است
دست هاي بهه و رسوبشدكه از اين خاصيت استفاده  ستآب بالا

جهت حذف تركيبات نامحلول  ،سپس. آمده در آب حل گرديدند
اراي درصد دست آمده از اين طريق دنمونه به. سانتريفوژ انجام شد

اين نمونه با نمونه  1شماره  بود كه در شكل hCGبالايي از 
ص سازي بيشتر از لجهت خا. كندشركت ارگانون مطابقت مي

تا به امروز  1962از سال  .تكنيك كروماتوگرافي استفاده گرديد
در  متفاوت كروماتوگرافي هايتكنيكزيادي با استفاده از كارهاي 

هاي آن و قطعات ، زيرواحدhCGرابطه با تخليص هورمون 
و يا قطعه  46-47زنجيره بتاي شكسته در ناحيه ( آن شده شكسته

در مورد ]. 41،33،31،30،26،25[ ته استصورت گرف) مركزي بتا
تغليظ سازي و هاي شتر از تكنيكبيكارهاي انجام شده، 

 ، تبادل يونيHPLC (Reverse phase)كروماتوگرافي مانند 
)(DEAE-Sepharose  قندها استفاده  نسبت بهو ستون تمايلي

و  بيشتر جنبه آناليتيك HPLCكارهاي انجام شده با  .شده است
صنعتي مورد توجه هاي اسيداشته و كمتر در مق تشخيص كلينيكي

اكثرا براي جداسازي زيرواحد آلفا، HPLC  تكنيكاز  .بوده است
 روفوبيسيتهبا استفاده از خاصيت هيدآن و قطعات شكسته شده بتا 
با استفاده از رزين  1990در سال  ].42[ است گرديدهاستفاده  آنها

C8  و سفادكسG100  زيرواحدهاي هورمونhCG جدا گرديد .
نيز براي جداساز استفاده  C18و  C4هاي در اين تحقيق از رزين

دست آمده هاي بهنمونه. گرديد كه ديده شد كارآيي بالايي ندارند
در مقايسه با نمونه استاندارد و  G100فادكس و س C8از رزين 

خوبي  شدند كه درصد خلوص نسبتاً SDS-PAGEنمونه ادرار 
هاي ستوندر مورد كارهاي انجام شده با  ].25[ دهندرا نشان مي

دست آمده در حد استاندارد هاي بهتبادل يوني و تمايلي جواب
hCG لاوه بر عل كه بر روي ژطوريبه ؛استت ارگانون از شرك
بين دو زير واحد و تعدادي باند  حد واسطباند  ،واحد آلفا و بتازير

 )2 شماره شكل( دوش پائين زيرواحد آلفا ديده ميدر اضافي 
هاي توانند باعث ايجاد پاسخاين باندهاي اضافي مي ].25،30،31[

تواند بنابراين حذف اين باندهاي اضافي مي ؛ايمني در بدن شوند
در  ].25[ فاده از اين هورمون در امر درمان مهم باشددر بهبود است

فقط از  Con-Aكارهاي انجام شده با استفاده از ستون ميل تركيبي 
كه ما در انجام در حالي ،است شدهز استفاده ومانتركيب قندي دي

قبل از  مانند گالاكتوز، فروكتوز و گلوكز اين تحقيق از ساير قندها
علت وجود مانوز استفاده كرديم كه دليل آن نيز بهاستفاده از دي

 ها و قطعات مختلفمتفاوت بودن تركيب قندي در گليكوپروتئين
hCG  در اين ]. 43،26،17،6[ استمانند زيرواحد بتا و هسته بتا

اين قندها بتواند باعث حذف  استفاده از رفت كهتحقيق انتظار مي
- يتنها قند دبين اين قندها در  مشاهده شد كه. اضافي شود باندهاي

 ساير و مانند باند حد وسطگلوكز قادر به جداسازي باندهاي اضافي 
كانات لازم كه امذكر است از آنجائيلازم به .ها استئينپروتگليكو

- نابرب ،ن هورمون موجود نبودايك ژيولوت بيگيري فعاليجهت اندازه

    .وجود نداشت ت مخصوص در حين كارگيري فعالياين امكان اندازه
  

  گيرينتيجه
گلوكز قبل از و جداكننده دي Con-Aاستفاده از ستون 

-و كوتاه شدن مسير خالصبه افزايش خلوص مانوز توانست دي

واحدهاي باند حدواسط بين زير. كمك كند hCGسازي هورمون 
 و DEAE-Sepharoseآلفا و بتا نيز طي يك مرحله توسط ستون 

 بنابر اين باعث خلوص تقريبا صد گراديان نمكي حذف شد و
  . گرديد hCGدرصدي هورمون 

  
  تشكر و قدرداني

دانشگاه تربيت  اجراشده درنامه  پاياناز اين مقاله حاصل 
از سركار خانم زرندي كارشناس آزمايشگاه . باشدميمدرس 

 ،كردند همكاريبيوشيمي كه در تهيه مواد و امكانات آزمايشگاهي 
  .شودقدرداني مي
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