
  1382، زمستان 13 الی 7، صفحه )21درپی پی (1مجلۀ دانشگاه علوم پزشکی بابل، سال ششم، شمارۀ 
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  از خرگوشYتهیه و تخلیص آنتی بادی آنتی ایمونوگلوبولین 

 
 

 2، دکتر قربان ملیجی  1دکتر سلیمان محجوب، ∗1دکتر مهدی پورامیر
  استادیار گروه میکروبیولوژی ـ ایمونولوژی دانشگاه علوم پزشکی بابل-2گروه بیوشیمی و بیوفیزیک دانشگاه علوم پزشکی بابل  استادیار -1

 
 

 نقش فزاینده ای به عنوان جایگزین آنتی بادیهای پلی کلونال                (IgY)آنتی بادیهای زرده تخم مرغ         :دف ه  و   سابقه
آنتی . می گیرند بادیها در پیشگیری، تشخیص و درمان بیماریها مورد استفاده قرار            این آنتی   . کنند پستانداران ایفاء می  

هدف از این تحقیق تهیه و تخلیص آنتی ایمونوگلوبولین         .  در سنجشهای ایمنی و درمان کاربرد دارند       IgYآنتی  بادیهای  
Yاز سرم خرگوش و تایید فعالیت آن بود . 

با اسید و کلروفرم استخراج تخم مرغ با استفاده از ر پروتئینهای محلول در آب و سای IgYدر این مطالعه :روشهاو    مواد
دو سر خرگوش ماده    ، سپس    استفاده گردید  IgY برای خالص سازی     (T-gel) و سپس کروماتوگرافی تیوفیلیک      ندشد

نگیری در زمانهای   زریقهای بوستر و خو   ، ت  به همراه ادجوانت فروند ایمونیزه شدند       ، تخلیص شد  Yبا ایمونوگلوبولین   
 جهت  T-gel رسوبدهی توسط آمونیوم سولفات و بعد کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون یا کروماتوگرافی             .معین انجام شد  

یید أ برای ت  ELISAاز الکتروفورز استات سلولز و ایمونودیفوزیون دو طرفه و           . گردیدانجام   IgYخالص سازی آنتی  
 .تفاده شد اسIgYماهیت و فعالیت آنتی بادی علیه 

آنتی بادیهای خالص شده از      .  در ناحیه گاما گلوبولین مشاهده شد       (IgY)خالص شده   محصول  الکتروفورز   :ها یافته
 واکنش داده و تیتر آنتی      IgYسرم خرگوش در ناحیه گاماگلوبولین ظاهر شدند که در ایمونودیفوزیون دو طرفه علیه                

 .بدست آمد یک ده هزارم  ELISAبادی در 
توانند در سنجشهای ایمنی برای شناسایی و سنجش انواع مولکولها به عنوان معرف                 این آنتی بادیها می    :گیری نتیجه

 . کاربرد داشته باشندYآنتی ایمونوگلوبولین 
 .  ، خرگوش، خالص سازیIgY، آنتی بادی آنتیY ایمونوگلوبولین :کلیدی های واژه

 

 مقدمه 
 مرغهای ایمونیزه شده      ،(IgY)مرغ   بادیهای زرده تخم    آنتی

  فعال در طراحی انواع       IgY. کاربردهای تشخیصی و درمانی دارند     
 ، وسترن بلاتینگ    ELISAروشهای ایمونوشیمیایی مانند تکنیکهای     

 نیز در ایمونوتراپی برای پیشگیری و درمان عفونتهای               و) 1و2(
  ، ایمونیزاسیون غیرفعال برای پیشگیری و درمان پوسیدگی       )3(ای روده

 

 پادزهر ، به عنوان    )5( به عنوان حامل داروهای ضدسرطانی     ،)4(دندان

(Antidote)     و نیز ) 6(در مسمومیتهای با سمومIgYهای   علیه گونه
 مورد استفاده قرار   ) 8 (E.Coliو توکسین   ) 7(مختلف ویروس آنفلونزا    

رات  از اعتبا  138011هزینه انجام این پژوهش در قالب طرح تحقیقاتی شماره           
 .معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی بابل تأمین شده است
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مطالعات اسپکترومتری و الکتروفورزی نشان می دهد         . گرفته است 
  پستانداران IgG با   IgY ایزوالکتریک    PHکه مشخصات مولکولی و   

 به دلیل فاصله فیلوژنتیک پرندگان و پستانداران،         .)9و10(تفاوت دارد 
نهای پستانداران در مرغها آسانتر از خرگوشها        بادی علیه پروتئی   آنتی

 متصل   FC به کمپلمان پستانداران و رسپتورهای     IgY ،شود تولید می 
مقدار  ).11(دهد نمی شود و با فاکتورهای روماتوئیدی واکنش نمی          

آید،  ی که از یک مرغ تخم گذار در طی یکسال بدست می           یبادیها آنتی
بادی تولید شده توسط      آنتی گرم است که چندین برابر         20بیش از   

 علیه  IgYبرای تایید فعالیت     ). 12(خرگوش در زمان مشابه است      
ژنی خاص نیاز به انجام روشهای ایمونوشیمیایی نظیر          مولکول آنتی 

ELISA  و RIA  بادی علیه  منظور آنتی   باشد که بدین    میIgY   مورد  
 . نیاز است

  IgYی علیه   باد به منظور تهیه و تخلیص آنتی     مطالعه  لذا این   
ورده برای طراحی و      آ که این فر     ،از سرم خرگوش انجام گردید       

اندازی سیستمهای ایمونوشیمیایی به عنوان معرف آنتی                   راه
 .ایمونوگلوبولین کاربرد خواهد داشت 

 

 مواد و روشها 
، دی وینیل سولفون، ژل       CL-4Bسفاروز   :مواد و دستگاهها   
  و ناکامل فروند، سفادکس      ، ادجوانت کامل    Sاستات سلولز، پانسو     

G-25           آگاروز، رنگ کوماسی آبی درخشان، ژلاتین، آنتی بادی علیه ،
IgG     خرگوش متصل به HRP       از شرکتهای مرک، فارماسیا و  بیوژن  

های  ، میکروپلیت (Suntex) متر   PH،  (Clements-2000)سانتریفوژ 
(Nunc) ELISA       اسپکتروفتومتر) الفور(، مش نایلونی، الکتروفورز 

(Cecil –1020)UV-Vis  

  از زرده تخم مرغY(IgY)خالص سازی ایمونوگلوبولین 

 امرغ های لاین ب   مرغ،   تخم    زرده :روش اسیدی کردن و کلروفرم    
  .عبور از مش نایلونی جدا شده و مراحل زیر به ترتیب انجام گردید

  افزوده شد  mM 3 اسیدکلریدریک   ml 25 زرده   ml 5به  ) 1

) PH    ساعت در  4و به مدت    )  رسید 5به  % 10  با اسید استیک ºc4 
 .انکوبه شد

 دقیقه در دمای آزمایشگاه     10سوسپانسیون حاصل به مدت     ) 2
رسوب را دور ریخته و به اندازه         .  سانتریفوژ شد  rpm 3500و در   

 12پس از   . لروفرم افزوده شد  ـ ک  با همزدن مداوم     ـحجم مایع رویی    
 دقیقه، دمای   rpm3500  ،15(، سانتریفوژ   ºc4ساعت انکوباسیون در  

 ورد ـراحل بعد مـده و در مـمایع فوقانی جدا ش. انجام شد) آزمایشگاه

 .استفاده قرار گرفت

در   :(T-gel)سولفات سدیم و کروماتوگرافی تیوفیلیک     رسوبدهی با 
 از مایع جدا شده در      ml18 سولفات سدیم به     g6/3دمای آزمایشگاه   

مایع )  دقیقه rpm 3500  ،15(تریفوژ  بعد از سان  . مرحله قبل افزوده شد   
 TBS از بافر        ml4رویی را دور ریخته و رسوب را در                    

)mM 10  ،3/7 pH (  دارایNaCl) M 15/0 (  وNaN3 ) 05/0 (%
بعد از  . به آن افزوده شد    % 36 سولفات سدیم     ml2حل کرده و     

حل ) M 5/0دارای سولفات سدیم     (ml2 TBSسانتریفوژ، رسوب در    
با ) Scops,Scoble) 13 بر اساس روش      T-gelفی  کروماتوگرا .شد

ژل تیوفیلیک آماده شده در آزمایشگاه را در        . کمی تغییرات انجام شد   
ژل .  شد ml 6/1 ریخته و حجم نهایی ژل       cm55/0×5ستون با ابعاد    

 به تعادل رسید و جذب نوری       Na2SO4    M5/0 دارای   TBSبافر   با
عبور بافر  . )280A( شد  خوانده nm280محلول خروجی در طول موج      

محلول بدست آمده در پایان مرحله           . ادامه یافت   280A=0تا
رسوبدهی با سولفات سدیم از ستون عبور داده شد و در مراحل بعدی             

 از  Na2SO4 بدون   TBSو  ) Na2SO4) M5/0 دارای   TBSبه ترتیب   
 nm280ستون عبور داده شد و جذب محلول خروجی در طول موج             

 دقیقه  40 به مدت    pH =6/8وفورز استات سلولز در     الکتر .خوانده شد 
یید تخلیص  أ با سیستم الفور برای ت         V 240و با ولتاژ ثابت        

 . انجام شدYایمونوگلوبین

دو سر خرگوش جوان     :Yایمونیزاسیون خرگوشها با ایمونوگلوبولین     
بخشی از موهای پشت حیوان      .  ماهه انتخاب گردید    3دوچ حدوداً   

به همراه ادجوانت   )  IgY(نوژن تهیه شده    وایم µg 500اصلاح شد و    
بعد از یکماه   . کامل فروند از طریق زیرپوستی به هر حیوان تزریق شد         

 ایمونوژن به همراه ادجوانت ناکامل فروند به        µg250به هر خرگوش    
 امولسیون دارای (تزریقات بعدی    . طریق عضلانی تزریق گردید     

µg250      دو هفته ای   واصل  در ف )  ایمونوژن و ادجوانت ناکامل فروند
 .به طریق عضلانی انجام شد

یک هفته بعد از دومین بوستر،          :خونگیری و تهیه آنتی سرم      
 ابتدا با . خرگوش انجام شد  ) کناری(ونگیری از رگهای مارژینال      خ
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زایلین رگهای گوش را تحریک کرده تا خون زیادی در این رگها                
ناری داده و   جمع شود سپس با تیغی تیز شکاف عرضی به رگ ک             

پس از خونگیری   . خون در لوله های شیشه ای تمیز جمع آوری شد          
.  قرار داده تا سرم از لخته جدا شودºc4 ساعت در 12خون را به مدت     

 15سپس با اپلیکاتور چوبی لخته  از دیواره لوله جدا شده و به مدت                
را جدا کرده   ) سرم  ( مایع رویی   .  سانتریفوژ شد  rpm 3000دقیقه در   

 . ذخیره شدºc4در  %)  1/0( و با افزودن سدیم آزید 

از خرگوش نرمال که به آن ایمونوژن          :تهیه سرم خرگوش نرمال    
 سرم جدا شده و با      ،پس از سانتریفوژ  .  خونگیری شد  ،تزریق نشده بود  

 .  ذخیره گردیدºc20در %) 1/0( افزودن سدیم آزید 

  IgGتهیه و تخلیص 

ml 3 نمک سولفات آمونیوم به      g2/1 :مرسوبدهی با سولفات آمونیو   
 ظرف حاوی سرم در حمام یخ و          ،)اشباع% 40( سرم افزوده شد      5/

نمک طعام به دمای صفر درجه رسیده و با همزدن متوالی، سولفات              
آمونیوم به سرم افزوده شد تا حدی که کف تولید نشده و پروتئینها                

 rpm 3500دقیقه در   20مدت   مخلوط حاصله به  . کم کم رسوب کنند   
 .سانتریفوژ شده و رسوب برای آزمایشات بعد نگهداری شد

ژل  : G-25 کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون با سفادکس       
 ریخته و حجم     cm 25×1/1 را در ستونی با ابعاد         -25Gسفادکس  
به ) PBS) 4/7= PHژل داخل ستون بابافر      .  شد ml20نهایی ژل   

بعد از حل شدن در      رسوبدهی   تعادل رسید و رسوب حاصل از مرحله      
مایع خروجی از ستون     . بر روی ستون مذکور قرار داده شد       PBSبافر  

  و فراکسیونهای   ml/hr10کروماتوگرافی با سرعت جریان حدود         

ml5/1               جمع آوری شده و جذب نوری آنها در طول موج nm280 
 .خوانده شد

  دارای حدود   T-gelاز ستون     :(T-gel)کروماتوگرافی تیوفیلیک    

ml6/1    رسوب حاصل از مرحله رسوبدهی     . ژل تیوفیلیک استفاده شد
  حل   M5/0 دارای سولفات سدیم     TBSبا سولفات آمونیوم را در بافر       

کرده و بعد از به تعادل رسیدن ستون با بافر مذکور، از ستون عبور                 
 دارای سولفات سدیم و      TBSداده شد و در مراحل بعد به ترتیب            

TBS      ن عبور داده شد و جذب محلول         بدون سولفات سدیم از ستو
 . خوانده شدnm280خروجی در طول موج 

 الکتروفورز استات سلولز در     :تایید ماهیت مولکولهای خالص شده     

6/8= PH    دقیقه و با ولتاژ ثابت        40 به مدت V240    با سیستم الفور 
 Sبرای رنگ آمیزی پروتئینها از محلول رنگی پانسو             . انجام شد 

 .سازی انجام شد ز رنگ آمیزی، رنگبری و شفافبعد ا. استفاده گردید

 تایید فعالیت آنتی بادیهای خالص شده

 در دو مرحله      : (DID)تهیه ژل ایمونودیفوزیون دوطرفه          

Pre-coating و Coatingانجام شد : 

1(  Pre-coating :ml 5    از محلول mg/ml 1    آگاروز را روی 
 دقیقه  10دود  داده و به مدت ح     قرار) mm 76 ×26(ای   اسلاید شیشه 

 .نکوبه شدادر دمای آزمایشگاه 

2( Coating :ml5      از محلول mg/ml10      آگاروز را روی 
 ریخته و در دمای        (Pre – Coating)اسلاید دارای ژل اولیه        

چاهکهایی در داخل ژل ایجاد شد که برای          . آزمایشگاه خشک شد  
 .نمونه گذاری استفاده گردید

در داخل چاهکهای ژل،      : (DID)انجام ایمونودیفوزیون دوطرفه     
 در برابر آنتی بادی خرگوش نرمال و آنتی بادی             Yایمونوگلوبولین  

 ساعت خطوط   24-48 خرگوشهای ایمونیزه شده قرار گرفت و بعد از       
آبی «خطوط رسوبی با رنگ        . رسوبی مورد بررسی قرار گرفت       

 . رنگ آمیزی شد»درخشان کوماسی

برای  :IgYادی علیه    جهت ارزیابی فعالیت آنتی ب       ELISAطراحی  
 مراحل زیر   IgYتعیین فعالیت و تیتر آنتی بادی خالص شده علیه             

 :انجام شد

1-µL100 IgY) µg2 (       به دو سری چاهک پلیت میکروتیتر
 ساعت در دمای حدود    12به صورت موازی افزوده شده و به مدت           

ºc30  جهت ارزیابی پیوندهای غیر ویژه       .  انکوبه شد(NSB)   به دو 
 بطور جداگانه افزوده شده و در شرایط          BSA و   PBS بافر   ،چاهک

 .مذکور انکوبه گردید

  ژلاتین µl150 (tapping)پس از شستشو و ضربه زدن         -2

به عنوان بلوکر به تمام چاهکها اضافه شده و به مدت                  % 5/0
 . قرار گرفتºc 30یکساعت در دمای حدود 

3- IgG    خرگوش نرمال )µl100 (  10000/1 تا     100/1بارقتهای 
ه یکسری از چاهکها اضافه شده  و در شرایط یکسان به سری دوم               ب

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
14

10
7.

13
82

.6
.1

.1
.7

 ]
 

                               3 / 7

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1382.6.1.1.7


 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

56
14

10
7.

13
82

.6
.1

.1
.7

 ]
 

                               4 / 7

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.15614107.1382.6.1.1.7
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 نتیجه الکتروفورز استات      ،4در شکل  :الکتروفورز استات سلولز   
اسیون و  سلولز سرم خرگوش، محصول کروماتوگرافی ژل فیلتر           

 . نشان داده شده استT-gelمحصول کروماتوگرافی 

 

 

 

 

 

 

 

 

، محصولات )1(الکتروفورزاستات سلولز سرم خرگوش . 4شکل 

و محصولات ) 2وG-25) :3کروماتوگرافی سفادکس 

 )5وT-gel) 6کروماتوگرافی 

 

 نشانگر ایمونودیفوزیون   ،5 شکل :(DID)ایمونودیفوزیون دو طرفه    
 واقع در چاهک مرکزی در برابر آنتی         IgYر آن   دو طرفه است که د    

بادی خرگوش نرمال واکنش نداده ولی آنتی بادیهای خالص شده از            
بعد از رنگ    واکنش داده و خط رسوبی        IgYخرگوشهای ایمونیزه با    

  .مشاهده می شدآمیزی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 بعد از رنگ آمیزی با (DID)ایمونودیفوزیون دو طرفه . 5شکل 

، چاهکهای پایین IgYچاهک مرکزی دارای  : رخشانکوماس آبی د

و بالا بترتیب دارای آنتی بادی سرم خرگوش نرمال و آنتی بادی 

 .سرم خرگوش ایمونیزه باشند

ELISA         جهت ارزیابی فعالیت آنتی بادی علیه IgY :   رنگ زرد
تولید شده در پایان آزمایش تشکیل کمپلکس آنتی بادی و پاسخ               

 تا رقت   IgYنتایج نشانگر فعالیت آنتی بادی علیه       . دادمثبت را نشان    
 از آنتی   10000/1 و   100/1در چاهکهای دارای رقتهای     .  می باشد  10000/1

 به ترتیب بیشترین و کمترین تغییر رنگ مشاهده            IgYبادی علیه   
 و  PBSدر چاهکهای دارای آنتی بادی خرگوش نرمال، بافر          . گردید

 .گردید تغییر رنگ مشاهده نBSAپروتئین 

 

 بحث 
ایمونوگلوبولین زرده تخم مرغ با ساختمان مولکولی و                
مشخصات منحصر به فرد می تواند به عنوان جایگزین آنتی بادیهای           
پلی کلونال موجود در بسیاری از روشهای ایمونوشیمیایی و نیز                

 برای شناسایی   IgYتولید آنتی بادی علیه       . ایمونوتراپی استفاده شود  
 و نیز طراحی کیت های ایمونوشیمیایی ضروری IgY و تعیین فعالیت 

 IgYدر این تحقیق با استفاده از تجهیزات ارزان و هزینه کم              .است
از زرده تخم مرغ جدا شده و با استفاده از کروماتوگرافی تیوفیلیک               

 به همراه ادجوانت     IgYتزریق های اولیه و بوستر        . خالص گردید 
 شد که با     IgYتی بادی علیه     فروند به خرگوش منجر به تولید آن        

استفاده از روشهای رسوبدهی اولیه و بعد کروماتوگرافی ژل                  
وجود بیش از یک باند در الکتروفورز           . فیلتراسیون خالص گردید   

پس از  . استات سلولز نشانگر ناخالصی در محصول نهایی می باشد          
، الکتروفورز استات سلولز نشانگر محصول          T-gelکروماتوگرافی  

. گاما الکتروفورزی مشاهده گردید      ی باشد که در باند       خالص م 
 توسط ما و سایر      T-gelبا روش   نیز  تخلیص آنتی بادیهای انسان      

 در این تحقیق آنتی بادی از سرم          .)14(محققین گزارش شده است    
روش . یید گردید أ جدا شده و فعالیت آن ت       T-gelخرگوش به روش    

قیق راه اندازی شد که       در این تح   (DID)ایمونودیفوزیون دو طرفه    
می توان از آن برای شناسایی و تعیین فعالیت آنتی بادیها استفاده                

، مورد مطالعه قرار    آبی درخشان نمود و بعد از رنگ آمیزی با کوماسی         
نتایج ایمونودیفوزیون دو طرفه نشانگر خط رسوبی در حد فاصل           . داد

طوط در  باشد که این خ     می IgY و آنتی    IgYچاهکهائی مربوط به    
بادی خرگوش نرمال مشاهده       و آنتی  IgYحد فاصل چاهک های      

  زرده IgYنگردید، لذا واکنش آنتی بادی تولید شده بر علیه                  
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 با روش    IgYفعالیت آنتی بادی علیه         .ید گردید أیتخم مرغ ت   
ELISA  نیز فعالیت آنتی    10000/1 بطوریکه تا رقت      ،ید گردید أی نیز ت 

 می توان   IgY کردن آنتی بادی علیه       با نشاندار . بادی مشاهده شد  
 برای تعیین فعالیت و نیز اندازه گیری               ELISAانواع روشهای  

تهیه و تخلیص آنتی  .مولکولهای مختلف را طراحی و راه اندازی نمود      
 از خرگوش به دلیل فاصله فیلوژنتیک پرندگان و            IgYبادی علیه   

یمونواسی و  پستانداران می تواند منجر به افزایش کارآیی روشهای ا          
 و  IgYبا نگاهی به     . نیز کاهش خطای مثبت در این روشها گردد         

 در آینده ای نزدیک شاهد طراحی روشهای جدید                IgYآنتی   
 .ایمونواسی و ایمونوتراپی با هزینه کمتر و کارآیی بیشتر خواهیم بود

 

 تقدیر و تشکر
بدینوسـیله از شـورای محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی           

ل حمایـت مالـی و نیز از آقایان محمدعلی پاشائی، حسین          بـابل بدلـی   
رجبـی و عزیـز شـیرافکن کـه در مـراحل اجرای این طرح همکاری                

 .نمودند، قدردانی می شود
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