
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1383، زمستان 21 الی 14، صفحه )25درپی  پی (1مجلۀ دانشگاه علوم پزشکی بابل، سال هفتم، شمارۀ 

 2/11/82: ، پذیرش25/4/82: دریافت
 
 
 
 

  استخراج و تخلیص فریتین از بافت کبد  
 
 

 4دی تهرانی، دکتر محمود ج3، علی احمد بیات1، رویا قدس 2 دکتر محمدرضا صادقی،∗1دکتر رضا بهجتی اردکانی
  کارشناس زیست شناسی مرکز تحقیقات -3 استادیار گروه غدد و تولید مثل پژوهشکده ابن سینا -2عضو هیأت علمی پژوهشکده ابن سینا  -1

  استادیار گروه ایمونولوژی پژوهشکده ابن سینا-4آنتی بادی منوکلونال  
 

 
 24باشد که از   پروتئین اصلی ذخیره کننده آهن می کیلودالتون،450کول فریتین با وزن مولکولی مول: سابقه و هدف

 اتم آهن فریک را در خود 4500تواند  های سبک و سنگین تشکیل شده است و هر مولکول آن می زیرواحد شامل زنجیره
 و های تشخیصی تخلیص فریتین با درجه خلوص بالا جهت استفاده در سیستمتعیین هدف این مطالعه، . ذخیره نماید

 .می بلشد یتحقیقات
 رسوب ، درجه سانتیگراد75در این مطالعه با استفاده از حرارت دادن بافت هموژنیزه شده کبد در دمای  :مواد و روشها

 تخلیص  و، فریتین از این بافت استخراجG-200فیلتراسیون با سفادکس  روماتوگرافی ژلک  ودادن با سولفات آمونیوم
پروتئین حاصل، در . مورد استفاده قرار گرفتریتین کروماتوگرافی چرخشی  افزایش درجه خلوص ف به منظور.گردید
آمیزی   از آزمون الایزا و رنگ.(SDS-PAGE) آکریلامید در مجاورت سدیم دودسیل سولفات الکتروفورز گردید ژل پلی

ت اطمینان از درجۀ  جهآمیزی ژل با نیترات نقره  و از رنگفریتیناز حصول اطمینان برای  سیانید با پتاسیم فری ژل
در  حاصله در شرایط احیاء  فریتین کیلودالتون،21 و 19واحدهای  جهت تائید وجود زیر .خلوص فریتین استفاده شد

 . شد مرکاپتو اتانول الکتروفورز-2حضور 
 م بافت میکروگرم فریتین به ازای هر گر100 خالص بدست آمد و بازده این روش کاملاًفریتین  این روشدر  :ها یافته
 21 و 19واحدهای  وجود زیر ، مرکاپتو اتانول-2در حضور  در شرایط احیاء فریتین الکتروفورز. بود کبد تازه

 .کیلودالتون را در این پروتئین تائید نمود
لوص خ با درجه فریتین منجر به تولید استخراج و تخلیص فریتین از بافت کبدروش مورد استفاده جهت  :گیری نتیجه

نسبت به  روش  اینبازده مناسب بوده و های تشخیصی و تحقیقاتی در زمینهالا گردید که برای استفاده بسیار ب
 .باشد مطالعات دیگر قابل قبول می

 .فیلتراسیون، کروماتوگرافی چرخشی فریتین، تخلیص، کروماتوگرافی ژل :های کلیدی هواژ
     

 مقدمه
 رون سلول کننده آهن در د فریتین پروتئین اصلی ذخیره

 جدا 1937 در سال Laufbergerبرای اولین بار توسط می باشد که 
 نقشی کلیدی در متابولیسم این این پروتئین ). 1 (و کریستالیزه شد

 توانایی فریتین در ذخیره آهن نقشی دوگانه . کند عنصر بازی می
 . هد د زدایی آهن و ذخیره آن را به این مولکول می شامل مسمومیت

 
 زیرواحد دارد که با یکدیگر پوششی توخالی را 24لکول فریتین هر مو
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 اتم آهن سه 4500تواند حداکثر تا   مولکول میاین. کنند ایجاد می
 مولکول . را به صورت ترکیب غیر آلی در خود جای دهد ظرفیتی

 از اعتبارات 20025هزینه انجام این پژوهش در قالب طرح تحقیقاتی شماره  
 . و برنامه ریزی کشور تأمین شده استسازمان مدیریت
یکی زنجیره . باشد  می داران دارای دو نوع زیرواحد فریتین مهره

 کیلودالتون و دیگری 21با وزن مولکولی ) H-chain (سنگین
در .  کیلودالتون19با وزن مولکولی ) L-chain (زنجیره سبک

ند در با هم تشابه دار% 54 حدوداً H و Lهای  پستانداران زنجیره
% 85 درحدود Lهای  و زنجیره% 90 درحدود Hهای  حالی که زنجیره
های قرمز خون  فریتین عضلات، تیموس و گلبول. با هم تشابه دارند

. تشکیل شده است  زنجیره سبک4 زنجیره سنگین و 20انسان از 
 زنجیره 21-22 زنجیره سنگین و 2-3فریتین کبد و طحال دارای 

. دو است ها بین این  مغز و لنفوسیت،قلبباشد و فریتین  سبک می
به علت تشابه . تشکیل شده است فریتین سرم تماماً از زنجیره سبک

بیشتر فریتین کبد و طحال با فریتین سرم و ذخایر بالای فریتین در 
 ).1 (شود این دو عضو، از آنها برای استخراج فریتین استفاده می

 در درون و بین های نمکی متعدد و پلباندهای هیدروژنی 
 و  شده است در برابر حرارتزیرواحدها باعث پایداری فریتین

روش معمول تهیه فریتین حرارت دادن بافت هموژنیزه شده کبد در 
توان با   فریتین را می.)2 (باشد  درجه سانتیگراد می70-75دمای 
 ،)3(فیلتراسیون  های مختلفی مثل کروماتوگرافی ژل روش

بافت هموژنیزه شده و حرارت دادن ) 4(ض یونی کروماتوگرافی تعوی
 نقطه ایزوالکتریک فریتین .تخلیص نمود) 5(در مجاورت متانول 

  کیلودالتون و ضریب رسوب آن450آن  ، وزن مولکولی8/4برابر 
s18-17و گیاهانی ) 7(ها   فریتین را در میکرو ارگانیسم.)6(باشد  می

 .توان پیدا نمود نیز می) 8(مانند سویا 
 ذخایر تام آهن بدن  ترین شاخص فریتین سرم قابل اعتماد

گیری آن به طور معمول توسط پزشکان  لذا اندازه. )9 (باشد می
های  بادی علاوه بر این فریتین در تهیه آنتی. شود درخواست می

، تهیه استانداردهای )10( ضد فریتین کلونال منوکلونال و پلی
های کوچک در  ل، حامل مولکو)11 (های تشخیصی کیت

، ایجاد بار منفی بر سطح سلول جهت مطالعه )12 (ایمونیزاسیون

 و مارکر پروتئینی در میکروسکوپ الکترونی به )13 (غشاء سلولی
با توجه به کاربرد وسیع . کاربرد دارد) 14(علت دانسیته الکترونی بالا 

 و هزینه بسیار بالای های تشخیصی و تحقیقاتی فریتین در زمینه
های خارجی، این سوال مطرح  یتین عرضه شده توسط شرکتفر

توان فریتین را با هزینه پایین و بازده و خلوص بالا  است که آیا می
تخلیص نمود؟ این تحقیق برای پاسخ به این سوال طراحی و اجرا 

 . گردیده است
 

 مواد و روشها
ابتدا :  و انساناستخراج و تخلیص فریتین از بافت کبد گوسفند

) G-200) Pharmacia, Lot#: 8024 استفاده از پودر سفادکس با
متر و   سانتی7/1×85 با ابعاد فیلتراسیون  کروماتوگرافی ژلستون

 .)15(لیتر تهیه شد میلی40معادل )Void volume(حجم فضای مرده
با توجه به محدودیت تهیه کبد انسان و نظر به تشابه ساختمانی 

ابتدا سیستم تخلیص فریتین از کبد  ،)1( فریتین انسان و گوسفند
 اجرا و  با کمی تغییرات)3 ( و همکارانشCrichton گوسفند به روش

کسب موافقت کمیته اخلاق بهینه سازی شد و در مرحله بعد، پس از 
پزشکی، مقداری از بافت کبد انسان، از سازمان پزشکی قانونی کشور 

 HCV و HIV ،HBVتهیه شد و قبل از استفاده، از نظر آلودگی با 
 . اطمینان حاصل گرددآن تا از عدم آلودگی مورد مطالعه قرار گرفت

 با آب و جدا نمودن عروق و بافت کبدپس از شستشوی کامل 
بافت هموژنیزه شده . ، در هموژنایزر کاملاً هموژنیزه شدآنکپسول 

اضافه شد و   Phosphate Buffered Saline (PBS)  حجم4به 
 دقیقه حرارت 10 درجه سانتیگراد به مدت 75سپس در حمام آب 

های دناتوره شده،  پس از سرد و ته نشین شدن پروتئین. داده شد
، محلول روئی.  سانتریفوژ شدg 2500 دقیقه در 10محلول به مدت 

 فیلتر شد و با افزودن تدریجی همان حجم 3با فیلتر واتمن شماره 
رسید و در ) نیمه اشباع% (50سولفات آمونیوم اشباع شده، به اشباع 

با این عمل، .  درجه سانتیگراد نگهداری شد4طول شب در دمای 
های دیگر به حالت غیر محلول در  فریتین و بعضی از پروتئین

  دقیقه در20روز بعد محلول به مدت . کنند آیند و رسوب می می
g2500آب دو بار تقطیر لیتر  میلی10 در  آن سانتریفوژ شد و رسوب 
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  مولار با01/0محلول حاصل در برابر بافر فسفات سدیم . حل شد

2/7pH= دقیقه 15 به مدت و سپسروز دیالیز شد   شبانه1 به مدت 
میکرون  22/0 سانتریفوژ شد و محلول روئی با فیلتر g10000در 

 فیلتراسیون  کروماتوگرافی ژل به ستونسپس این محلول. فیلتر شد
 به وسیله =2/7pH مولار با 1/0اضافه گردید و بافر فسفات سدیم 

لیتر در ساعت از ستون عبور داده   میلی8پمپ پریستالتیک با سرعت 
 از دستگاه ،بافر خروجی ستون، پس از خروج حجم فضای مرده. شد

Uvcord SII) Amersham Pharmacia Biotechساخت سوئد ، (
ها از ستون را به صورت منحنی رسم  که کیفیت خروج پروتئین

  به وسیله دستگاه جمع کننده اتوماتیک عبور نموده وندک می
)Fraction collector() Amersham Pharmacia Biotech 

FRAC-200آوری شد  مجزا جمعهای  در فرکشن) ، ساخت سوئد .
لازم به ذکر است که شرایط بهینه که در بالا ذکر شد، پس از 

 .چندین بار کروماتوگرافی در شرایط مختلف بدست آمد
روی ژل فیلتراسیون   ژلالکتروفورز محصول کروماتوگرافی

فیلتراسیون  با توجه به اینکه در کروماتوگرافی ژل: آکریلامید پلی
های بزرگ مثل فریتین بلافاصله پس از خروج حجم فضای  مولکول

های موجود در  پروتئین شوند،  اول خارج می(peak) با قله  ومرده
کروماتوگرافی، روی ژل   مربوط به قله اولهای فرکشن

 (SDS)  سدیم دودسیل سولفاتدر حضور% 5/7آکریلامید  پلی
 .)16(گردید بلو انجام  آمیزی با کوماسی و رنگ ندالکتروفورز شد

الایزا جهت تأیید وجود فریتین در قله اول آزمون 
های مربوط به قلۀ اول  فرکشن: فیلتراسیون  ژلکروماتوگرافی

آوری شد و با  یکجا جمع) یتین گوسفندیحاوی فر(کروماتوگرافی 
 از نظر وجود Radio-immuno assay (RIA) استفاده از کیت

های  فریتین مورد بررسی قرار گرفت تا مشخص شود که آیا کیت
تجاری قادر به شناسایی فریتین گوسفندی هستند یا نه؟ در ضمن 
یک آزمون الایزای غیر مستقیم جهت بررسی وجود فریتین 

 که بدین صورت.  ی در محلول پروتئینی فوق طراحی گردیدگوسفند
 پروتئین در محلول مذکور به روش  غلظتگیری پس از اندازه

لیتر   میکروگرم در میلی10 ، محلول با غلظت پروتئینی)17(برادفورد 
سپس .  میکرولیتر در هر چاهک پلیت الایزا کوت شد50به میزان

 به علت تشابه بعضی از . بلاک شدPBS-Tweenپلیت الایزا با 
 برای لایه دوم از سرم )1 (های فریتین گوسفند و انسان توپ اپی

از .  استفاده شد1:250ا رقت بموش ایمن شده با فریتین انسانی 
 نیز به عنوان لایه 2-Sheep anti Mouse-HRP(Fab)کونژوگه

جهت تولید رنگ از سوبسترای اورتو فنیل . گردیدسوم استفاده 
در طول موج میزان جذب نوری استفاده شد و  (OPD) آمین دی

، Anthos 2020(  نانومتر با استفاده از دستگاه الایزا ریدر492
 در مورد فریتین بدست آمده از کبد انسان .قرائت شد) ساخت اتریش
آوری گردید و به  های مربوط به اولین قله یکجا جمع نیز، فرکشن

مچنین محاسبه بازده تخلیص منظور تأیید وجود فریتین در آن و ه
با استفاده از کیت الایزای فریتین محصول فریتین با روش فوق، 

  .گیری شد ، غلظت فریتین اندازه»پادتن علم«شرکت 

کروماتوگرافی افزایش درجه خلوص فریتین با استفاده از 
  درجهجهت افزایش :)Recycling chromatography (چرخشی

بدین صورت . )18 ( چرخشی انجام شدخلوص فریتین، کروماتوگرافی
تغلیظ شده بود، به  لیتر از فریتین که قبلاً تخلیص و  میلی1که 

 اضافه شد و بافر خروجی ستون فیلتراسیون  کروماتوگرافی ژلستون
 مجدداً UVcord SIIپس از عبور از پمپ پریستالتیک و دستگاه 
 مرحله عبور پس از دو. وارد ستون شد تا روند جداسازی بهبود یابد

 به وسیله جمع کننده اتوماتیک در  ستوننمونه از ستون، بافر خروجی
 .آوری شد  فرکشن مجزا جمع15

 های فرکشن :الکتروفورز محصول کروماتوگرافی چرخشی
% 5-15 با گرادیان SDS در مجاورت آکریلامید  روی ژل پلی12-1

برای  .)19(بلو انجام شد آمیزی با کوماسی و رنگ الکتروفورز شد
 تعیین میزان خلوص فریتین حاصل از این روش، پس از الکتروفورز

، از کروماتوگرافی چرخشی) فریتینحاوی  (9فرکشن شماره 
در ضمن، برای . )20 (آمیزی ژل با نیترات نقره انجام شد رنگ

فریتین و   در این تحقیقمقایسه میزان خلوص فریتین تخلیص شده
، )Diagnostic Biotech) Lot#: F212خالص محصول شرکت 

 الکتروفورز SDSحضور  آکریلامید در این دو پروتئین روی ژل پلی
 برای تایید وجود . گرفتبلو انجام آمیزی با کوماسی نگر  وشدند

 که یک سیانید آمیزی با پتاسیم فری رنگفریتین، علاوه بر الایزا از 
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  همِ  غیرهای حاوی آهن آمیزی پروتئین اختصاصی برای رنگروش 
)Non–heme iron (نیز استفاده گردیدآکریلامید است در ژل پلی  .

 میکروگرم 100 ، میکروگرم فریتین1قادر است تا این روش 
در این روش، .  میکروگرم فردوکسین را ردیابی کند3ترانسفرین و 

به رنگ آبی در  non-heme های حاوی آهن باند مربوط به پروتئین
تر است   اختصاصیFerene Sآمیزی   رنگاین روش از روش. آید می

فرمول  .)21 (کند آمیزی نمی را رنگ (BSA) و آلبومین سرم گاوی
 :واکنش به این صورت است

Fe2++ K3Fe(CN)6  KFe[Fe(CN)6] (Royal Blue)+2K +  
پس از الکتروفورز این ، سیانید آمیزی با پتاسیم فری برای رنگ

 دقیقه در محلول 10 به مدت آکریلامید، ژل پروتئین روی ژل پلی
 ,0.1M K3Fe(CN)6, 0.05M Tris–HCl(سیانید  پتاسیم فری

0.1M NaCl, pH 7.5 (سپس ژل در . در تاریکی حرکت داده شد
 Methanol, 10% Trichloroacetic %10(محلول ظهور رنگ 

Acid ( که بلافاصله قبل از استفاده تهیه شده بود، قرار داده شد تا
این محلول چند بار عوض شد تا . فریتین ظاهر شودرنگ آبی باند 
رنگ  مانده کاملاً خارج شود و زمینه ژل بی سیانید باقی پتاسیم فری

به منظور ارزیابی وزن مولکولی زیرواحدهای فریتین  .)21 (شود
 مرکاپتو -2تخلیص شده، این پروتئین در شرایط احیاء در حضور 

  .اتانول الکتروفورز شد
 
 ها یافته
 :ستخراج و تخلیص فریتین از بافت کبد گوسفند و انسانا

 وجود دو قله را در UVcord SIIمنحنی رسم شده توسط دستگاه 
نتایج آورده (فیلتراسیون تخلیص فریتین نشان داد  کروماتوگرافی ژل

روی فیلتراسیون   ژل الکتروفورز محصول کروماتوگرافی.)نشده است
 نیز نشان داد که SDS-PAGEز نتایج حاصل ا: آکریلامید ژل پلی
های مربوط به قله اول حاصل از کروماتوگرافی  فرکشن

فیلتراسیون، دارای پروتئینی هستند که از نظر اندازه با مولکول  ژل
: نتایج آزمون الایزا). نتایج آورده نشده است(فریتین مطابقت دارد 

را  فریتین گوسفندی (RIA)گیری فریتین سرم انسانی  کیت اندازه
 طراحی شده در این نتیجه الایزای اما مورد شناسایی قرار نداد

د که سرم موش ایمن شده با فریتین انسانی قادر به دا نشان تحقیق
گیری فریتین  نتیجه اندازه .باشد  میشناسایی فریتین گوسفندی

پادتن «انسانی با استفاده از کیت الایزای فریتین محصول شرکت 
 کیت قادر به شناسایی فریتین تخلیص شده ن ای، نشان داد که»علم

 100 بازده تخلیص فریتین در این روش تقریباً .باشد  میانسانی
افزایش  .بودمیکروگرم فریتین به ازای هر گرم بافت تازه کبد انسان 

نمودار  :درجه خلوص فریتین با استفاده از کروماتوگرافی چرخشی
منحنی . شود هده می مشا1مربوط به این کروماتوگرافی در شکل 

 مربوط به مرحله اول عبور نمونه از ستون کروماتوگرافی (A)اول 
باشد که در طی آن فریتین از ستون خارج شده و مجدداً از سمت  می

در مرحله دوم عبور نمونه از ستون . دیگر وارد ستون شده است
 تفکیک شده است 2و1کروماتوگرافی، منحنی مربوطه به دو بخش 

(B)دهد همراه با فریتین، یک پروتئین  ین مسئله نشان می که ا
 .دیگر نیز وجود داشته است که در مرحله دوم از آن جدا شده است

 
 
 
 
 
 
 
 

 مربوط به Aمنحنی .  نمودار کروماتوگرافی چرخشی.1شکل 

 مربوط به مرحله Bمرحله اول عبور نمونه از ستون و منحنی 

 مرحله دوم، منحنی به دو در. باشد دوم عبور نمونه از ستون می

 . تفکیک شده است2 و1بخش 

 

نتیجه الکتروفورز  :الکتروفورز محصول کروماتوگرافی چرخشی
دهد که   آمده است، نشان می2 شده که در شکل Recycleفریتین 
تر  به میزان قابل توجهی از پروتئین سنگین) 6-12های ردیف(فریتین

وص آن نسبت به قبل جدا شده است و درصد خل) 1-5های  ردیف(
آمیزی با نیترات نقره، به جز باند مربوط  در رنگ .افزایش یافته است
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مقایسه ). الف-3شکل( شود نمی به فریتین، باند دیگری مشاهده
 با فریتین Diagnostic Biotechفریتین خالص محصول شرکت 

دهنده برابری خلوص این دو  روش فوق نیز نشانه تخلیص شده ب
سیانید  آمیزی با پتاسیم فری رنگ در ).ب-3شکل(شدبا محصول می

 را ردیابی کند، non-hemeهای حاوی آهن  است پروتئین که قادر
 در ).ج-3 شکل(باند مربوط به فریتین به رنگ آبی درآمده است 

مرکاپتو اتانول، -2 حضور الکتروفورز فریتین در شرایط احیاء در
 کیلودالتون 21 و 19لکولی تر با وزن مو  زیرواحد کوچک2فریتین به 

تجزیه شده است که با وزن مولکولی زیر واحدهای سبک و سنگین 
  ).د-3شکل (فریتین مطابقت دارد 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 از کروماتوگرافی 1-12های   الکتروفورز فرکشن.2شکل 

در حضور %) 5-%15(آکریلامید  چرخشی روی ژل گرادیان پلی

SDS .منحنی 1 مربوط به بخش 1-5های  ردیف B و 1 از شکل 

 .باشد  می1 از شکل B منحنی 2 مربوط به بخش 6-12های  ردیف

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 الکتروفورز فریتین تخلیص شده با کروماتوگرافی .3شکل 

مقایسه با فریتین ) ب. آمیزی با نیترات نقره رنگ) الف. چرخشی

آمیزی  رنگ) ج. Diagnostic Biotechانسانی محصول شرکت 

 الکتروفورز فریتین در حضور) د. سیانید فریبا پتاسیم 

 .واحدهایش و تجزیه فریتین به زیر  مرکاپتو اتانول-2

 
 بحث

های اصلی تخلیص فریتین استفاده از  یکی از پایه
) size exclusion chromatography(فیلتراسیون کروماتوگرافی ژل
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ها براساس  فیلتراسیون، مولکول در کروماتوگرافی ژل. باشد می
های   بدین صورت که مولکول.شوند شان از یکدیگر جدا می اندازه
تر در  های کوچک شوند و مولکول تر زودتر از ستون خارج می بزرگ

های ما نیز نشان داد که فریتین  یافته. شوند مراحل بعدی خارج می
با قله اول خارج )  کیلودالتون450(که وزن مولکولی بالایی دارد 

طور که مشاهده گردید کیت  همانالایزا، یج در نتا. گردیده است
 قادر به شناسایی فریتین (RIA)تشخیص فریتین سرم انسان 

که سیستم الایزای طراحی شده در این  گوسفندی نبود، در حالی
با توجه به اینکه در . تحقیق، فریتین گوسفندی را شناسایی نمود

استفاده بادی منوکلونال  های تشخیص طبی معمولاً از آنتی کیت
شود عدم شناسایی فریتین گوسفندی توسط این کیت قابل توجیه  می
های سبک و سنگین فریتین انسان و گوسفند به  باشد زیرا زنجیره می

بادی منوکلونال مورد  با هم تشابه دارند و آنتی% 93و % 76ترتیب 
باشد  توپی از فریتین انسانی می  بر علیه اپی احتمالاًاستفاده در کیت

توپ در فریتین گوسفندی وجود ندارد اما در الایزای   آن اپیکه
های مشترک بین  توپ طراحی شده در این تحقیق به علت وجود اپی

سرم ضد فریتین انسانی، فریتین  فریتین انسانی و گوسفندی، آنتی

آمیزی با پتاسیم  در رنگعلاوه بر این  .گوسفندی را شناسایی نمود
دار است مورد  یک پروتئین آهنیتین که فرسیانید نیز وجود   فری

آمیزی با نیترات نقره،  با توجه به حساسیت   در رنگ.تایید قرار گرفت
یابیم که فریتین تخلیص شده، از درجه   در میآنالعاده بالای  فوق

 .خلوص بالایی برخوردار است
تایج حاصل از این مطالعه نشان داد که فریتین بدست آمده ن

ویژه وقتی کروماتوگرافی چرخشی انجام شود از  هاز این روش، ب
میزان خلوص بالایی برخوردار است که با فریتین خالص محصول 

عوامل متعددی در . کند  برابری میDiagnostic Biotechشرکت 
یکی از این عوامل طول ستون . میزان خلوص فریتین دخالت دارند

د و بر همین شو است که هر چه بیشتر باشد تفکیک بهتر انجام می
اساس، در کروماتوگرافی چرخشی، با عبور نمونه از درون ستون برای 

بدیهی است . یابد دو یا چند بار، میزان خلوص محصول افزایش می
. توان درجه تخلیص را بهبود بخشید که با افزایش دفعات چرخش می

سرعت مناسب عبور جریان بافر از ستون نیز از عوامل مؤثر در میزان 
رسد سرعت مناسب بافر، برای ستونی با  نظر می به. باشد ص میتخلی

، )متر  سانتی7/1×85(ابعاد ستون مورد استفاده در این تحقیق 
با استفاده از اولتراسانتریفوژ . لیتر در ساعت باشد میلی  10-8

)g95000 (توان خلوص را افزایش داد نیز می) راه حل دیگر، . )3
روش دیگری . )4 (باشد تعویض یونی میاستفاده از کروماتوگرافی 

شود، استفاده از کروماتوگرافی افینیتی است که در آن  که پیشنهاد می
 .)22 (باشد بادی ضد فریتین به ماتریکس متصل شده  آنتی

مرکز اطلاعات و مدارک «پس از جستجو در سایت اینترنتی 
ن یافت نامه در مورد تخلیص فریتی تنها یک مورد پایان» علمی ایران

شد که تخلیص صرفا از کبد گوسفند انجام شده بود و روش آن 
مشابه روش عمل شده در این مطالعه بود با این تفاوت که از 

بازده  .)23(شده بود  جهت کروماتوگرافی استفاده G-100سفادکس 
به طور مثال . تخلیص در مقالات گوناگون، متفاوت ذکر شده است

های   ازای هر گرم بافت تازه کبد گونهمیزان فریتین تخلیص شده به
، )24 ( میکروگرم12  وهمکارانش Sobhaمختلف حیوانات توسط 

 Suryakala توسط ،)25 ( میکروگرم120 و همکارانش Diezتوسط 
 و همکارانش Geetha توسط و) 26 ( میکروگرم8-52همکارانش و

بازده روشی که در این تحقیق . بوده است) 27 ( میکروگرم26-16
 میکروگرم فریتین به ازای 100  مورد استفاده قرار گرفته است، تقریباً

باشد که در مقایسه با موارد فوق، بازده  هر گرم بافت تازه کبد می
 این بازده بیانگر مناسب بودن شرایط استخراج .باشد قابل قبولی می

در پایان . باشد ها ذکر شد می فریتین که در قسمت مواد و روش
توان به  شود که با استفاده از این روش، می گیری می هچنین نتیج

سادگی و با هزینه مناسب فریتین با درجه خلوص بالا را جهت 
 .های گوناگون از بافت کبد تخلیص نمود مصارف و بررسی

 
 تقدیر و تشکر

بدینوسیله از آقای دکتر باباشمس که در مراحل مختلف این 
. تشکر و قدردانی را داریمپژوهش ما را راهنمائی فرمودند کمال
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