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Abstract 
Background: Purified mouse IgG2a (a product that could be used in medical research) subclass could be used for animal 

immunization to production of polyclonal Antibody and to obtain hybridomas in Monoclonal Antibody Production Procedures. 

The goal of this study was to purify the mouse IgG2a.  
Methods: In one step, Ion exchange chromatography was carried out for purification of mouse IgG and then in second step, 

ProA affinity chromatography was used for IgG2a purification .The chosen method for determination of purity was reduced and 

non-reduced SDS-PAGE. ELISA method was used for titer and isotype determination. 

Results: Mouse Igs with a protein concentration of 27mg/ml (volume: 3CC) was applied on Ion exchange column. 

Purification by Ion exchange chromatography yielded about 28mg of mouse IgG. Eight mg mouse IgG2a was obtained by ProA 

affinity chromatography. In reduced SDS-PAGE analysis of purified antibody, two bands were seen in 25& 50 KDa MW 

positions. Isotype determination of purified mouse IgG2a with mouse isotyping Kit showed the presence of mouse IgG2a isotype 

with a kappa light chain in related fraction. 
Conclusion: Purified mouse IgG2a subclass was obtained with purity more than 95%. Due to the obtained high purity we 

concluded that Ion exchange chromatography following by ProA affinity chromatography could be a suitable method for 

purification of mouse IgG subclasses with high quality. Our product is an economical and suitable product that takes a step 

towards self-sufficiency of the country. 

 

Keywords: Affinity chromatography, IgG, MouseIgG2a, ProA, Ion exchange chromatography 

 

How to cite this article: Moradi Nebrin Z, Majidi J, Aghebati Maleki L, Kazemi T, Abdolalizadeh J, Dadashi S, Eivazi S, 

Ahmadi M, Majidi Zolbanin N. [A simple method for purification of mouse igg2a by ion exchange and affinity 

chromatography]. Med J Tabriz Uni Med Sciences Health Services. 2018 February-March;39(6):74-80. Persian. 

 
 
 
 

mailto:Majidij@Tbzmed.ac.ir


 75 /                                                                1396 بُمه ي اسفىذ  6شمارٌ  39مجلٍ پسشکی داوشگاٌ علًم پسشکی ي خذمات بُذاشتی ـ درماوی تبریس ديرٌ 

 

 
 

 
 

 مقالٍ پژيَشی
 

افیىیتی کريماتًگرافی تعًیض یًوی ي مًشی با کمک  IgG2aريشی سادٌ برای تخلیص ساب کلاس 
 کريماتًگرافی

 
ٍ داداشی ،3جلال عبذالعلی زادٌ ،2تًحیذ کاظمی ،2، لیلی عاقبتی ملکی 2جعفر مجیذی ،1زَرا مرادی وبریه  ، 2، مجیذ احمذی2صادق عیًضی ،2سمی

 4وعیمٍ مجیذی ريالبىیه
 

ٌ علًم پششکی تبزیش، تبزیش، ایزان 1 ٍ ارس داوشگا  شعب
ٌ علًم پششکی تبزیش، تبزیش، ایزان 2 ٌ پششکی، داوشگا لًصی، داوشکد ٌ ایمًوً  گزي
ٌ علًم پششکی تبزیش،  3  تبزیش، ایزانآسمایشگاٌ ایمًوًلًصی مزکش تحقبقات داريیی کاربزدی، داوشگا
ٌ داريساسی، داوشگاٌ علًم پششکی تبزیش، تبزیش، ایزان 4 ٌ فارماکًلًصی، داوشکد  گزي

یسىدٌایمیل؛ *    Majidij@Tbzmed.ac.ir  :رابط وً

 
 18/9/1396اوتشار بزخط:      13/8/1394پذیزش:      11/5/1394دریافت: 

 ٍ  ـدرماوی تبزیش. بهمه ي اسفىدمجل  80-74 (:6)39؛ 1396 پششکی داوشگاٌ علًم پششکی ي خدمات بهداشتی 
 

 چکیذٌ
لَی وِ  هَؽ هی IgG2aّذف اص ایي هٌبلؼِ تخلیق ػبة ولاع  :زمینه بت دیگش خْتثبؿذ هحل یًضاػیَى حیَاً لیذ ثشای ایوَ هبّب دس ّیجشیذٍ تَ

لیذ تًی ثبدیْبی پشٍػِ تَ ًَبل آ ًََ ول ًَبل  ه لیذ آًتی ثبدیْبی پلی ول  .سٍدهیثِ وبس ٍ تَ
ًَی دس لذم ًخؼت  :کار روش یَن ی یٌتی  IgGثشای تخلیق   (Ion exchange chromatography)وشٍهبتَگشافی تؼ هَؽ ٍ دس هشحلِ ثؼذ افی

گشافی ثب پشٍتئیي سص  .ثشدُ ؿذ سهَؽ ثِ وب IgG2a ثشای تخلیق ػبة ولاع (ProA) A وشٍهبتَ فٍَ  SDS-PAGEثؼذ اص ّش هشحلِ تخلیق سٍؽ الىتش
تٍبیپ كَست گشفت.آدس هشحلِ آخش تبییذ ػبة ولاع  ثشای تبییذ خبلق ػبصی ثِ وبس سفت.  تًی ثبدی خبلق ؿذُ ثب ووه ویت تؼییي ایض

لیي ّبی هَؿی ثب غلظت : یافته ها ثََ ًََگل یٌتی سٍی  ػی ػی 3 همذاس ثِ mg/ml 27سػَة ایو ثشدُ ؿذ.  Ion exchange  وشٍهبتَگشافیػتَى افی
ًَی اص ػتَى IgGهمذاس هحلَل  یَن ی د. ProA ،8 ػتَى IgG2aهحلَل همذاس هیلی گشم ٍ  Ion exchange) ) 28 تؼ فٍَسص دس  هیلی گشم ثَ تًبیح الىتش
SDS-PAGE  لَی ذ دس هَلؼیت ٍصى هَلى  ٍخَدتؼییي ایضٍتبیپ هحلَل ثِ دػت آهذُ  ( هـبّذُ ؿذ.KDa )ویلَدالتَى 50ٍ  25دس حبلت احیب دٍ ثبً

IgG2a  .ثب صًدیشُ ػجه وبپب سا تبییذ وشد 
ـبى هی% ثِ دػت آهذ. 95 ثب خلَف ثبلای IgG2aدس ایي هٌبلؼِ هحلَل  :نتیجه گیری دّذ وِ وشٍهبتَگشافی خلَف ثبلای هحلَل ثِ دػت آهذًُ 

ًَی یَن ی لَیذ ایي  ثبؿذ.هَؽ ثب ویفیت ٍ خلَف ثبلا هی IgGسٍؽ هٌبػجی ثشای تخلیق ػبة ولاػْبی   ProAثب وشٍهبتَگشافی ٍ ثِ دًجبل آى  تؼ ت
 .اػتلذهی ثِ ػَی اػملال وـَس ثب دسخِ خلَف ثبلا هحلَل هٌبػت ٍ التلبدی 

 
گشافیکلید واژه ها  ًَی، A پشٍتئیي  ،هَؿیIgG  ، IgG2a،: افیٌیتی وشٍهبتَ یَن ی  وشٍهبتَگشافی تؼ
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 مقذمٍ
لَی ّؼتٌذ وِ ثشای تحمیك  آًتی ثبدیْب گلیىَپشٍتئیي ّبی هحل

طی ثِ وبس  لَ تىٌَ ثشدُ ٍ آصهبیؾ دس اوثش صهیٌِ ّبی پضؿىی ٍ ثیَ
ذؿذُ دس آًتی ثبدیْب داسای دسخِ خلَف ثبلای هحلَلات  .اً

اَسد طی ثشای حل هـىل هتؼذد ه لََ ًَ ًٍذثِ وبس هی دس صهیٌِ ایو  س
بی ًَلاًی ثشای تخلیق  .(3-1) ًَی ػبلْ یَن ی گشافی تؼ وشٍهبتَ

تًی ثبدی ثِ وبس سفتِ اػتٍ   ًٍی فبص ثبثت دٍ سٍؽ ثؼتِ ثِ ثبسالىآ تش
ًَی یَن ی ًَی  تؼ ًَیٍ  وبتی ایي سٍؽ ثِ خبًش  (.4) ٍخَد داسدآًی

ِ ون آى ثشای تخلیق  ثِ وبس پشٍتئیي ّب ظشفیت اتلبل ثبلاٍ  ّضیٌ
یٌتی  .(2) هی سٍد تـش ثب سٍؽ افی تًی ثبدی ثی اهشٍصُ تخلیق آ

گشافی كَست  گشافی  .(5-7) گیشدهیوشٍهبتَ افیٌیتی وشٍهبتَ
بی صیبدی داسد تًخبثی ثشای ثِ دػت  . چَىهضیتْ سٍؿی ػشیغ ٍ ا

اَسد دس ٍّ ػت آٍسدى همذاس صیبدی اص پشٍتئیي ّب وبى دس اوثش ه
ل  افیٌیتی  .(8) گیشدلشاس هیهَسد اػتفبدُ تخلیق هشاحل اٍ

سٍؿْب ثشای تخلیق یىی اص ػشیغ تشیي ProA  وشٍهبتَگشافی ثب 
ب  FCػت وِ افیٌیتی ثبلایی ثشای اتلبل ثِ ًَاحی آًتی ثبدیْ

لیي ّب ًَِ ّبی هختلفایوًََگلَثَ  پشٍتئیي ProA  .(9) دداس ی گ
لَی  اَسُ ػل خؼتی Staphylococcus aureus ثبوتشی دی ي اػت وًِ 

ػي  ي ثب هیل ایي پشٍتئی اػتخشاج ؿذ.1940دس ػبل  Verweyثبس تَ
ٍ ثبلای  (10،11)ؿَدهَؽ هتلل هیIgG2a ٍ IgG2bثبلایی ثِ 

یٌْبی هَسد ًظش هَخَد سا اػتخشاج وشدُ ٍ دس یه ئ% اص پشٍت80
گبُ هحل  .وٌذهی% تَلیذ 5/99هشحلِ وبس خلَف ثبلای  دس آصهبیـ

ٍ ّوىبساى  Eivaziٍ  2013ٍ ّوىبساى دس ػبل  Aghebatiوبس هب 
هحلَلی ثب دسخِ خلَف  ProAثؼذ اص تخلیق ثب  2014دس ػبل

ّذف هب اص ایي وبس تخلیق  .(12-14) هٌبػت ثِ دػت آٍسدًذ
ایي هحلَل ثِ ًَس گؼتشدُ  .ثبؿذهَؽ هی IgG2aػبة ولاع 

اًَبت دیگش ٍ ثشای  ى حی طى ثشای ایوًَیضاػیَ اَى ایوًََ ثِ ػٌ
لیذ آًتی ثبدی دس ویت الیضا  ّوچٌیي ایي  وبسثشد داسد.اسصیبثی تَ

افیٌیتی وشٍهبتَگشافی ثب ٍاػٌِ آًتی ثبدیْب ٍ دس هحلَل دس سٍؽ 
ي سٍؽ  ادصٍسثـ ثشای خبسج وشدى آًتی  immunosorbentایوًََ

یتی ث بی داسای وشاع سی اوتیَ  .(5) سٍدهیثِ وبس بدیْ
 

 کار ريش
تحت ثیَْؿی ثب وتبهیي خًَگیشی  Balb/cػذد هَؽ  50اص 

دبم ؿذ. لَذ ػشم  اً بی خوغ آٍسی ؿذُپ خذا ؿذُ ٍ  خًَْ
ت ظدس ّوِ هشاحل وبس غل .گشدیذ (g1500،min15) ػبًتشیفَط

هتش ) ( UV spectrophotometerپشٍتئیي ثِ ووه اػپىتَفتَ
(pharmacia biotech)  ذاصُ گیشی ؿذ. 280دس ثؼذ اص  ًبًَهتش اً

ذاصُ گیشی غلوت پشٍتئیي ػشم ثب ثبفش فؼفبت   : 2/7دس  (PBS)اً

pH لیي ّب ثب ًؼجت  1 ثِ 1 ثِ ًؼجت سلیك ؿذ ٍ ایوًََگلَثَ
لَفبت اؿجبع وِ ثِ كَست لٌشُ لٌشُ سٍی  م ػ ًَیَ هؼبٍی اص آه

Stirr ًذ. ثؼذ اص ػبًتشیفَط،ثِ هحلَل اهبفِ ؿذ سػَة دادُ ؿذ 

لَفبت  م ػ % ؿؼت ٍ 50سػَة حبكل دٍ ثبس ثب هحلَل آهًَیَ
 PBSاص ثبفشCC5/1 سػَة ًْبیی دس ؿذ. طؿَ دادُ  ٍ ػبًتشیفَ

ثٍبسُ ػلیِ ثبفش دبم ( دیبلیض 2/7pH) PBS حل ؿذُ ٍ د  .(15) ؿذاً
ى  ثِػپغ سػَة پشٍتئیٌی دیبلیض ؿذُ ثشای خبلق ػبصی  ػتَ

ًَی وشٍهبتَگشافی یَن ی  .ؿذ اٍسد ml 5 حدنثب (pharmacia) تؼ
ى ثب ثؼتش  دس  diethylaminoethyl (DEAE)-Sepharoseایي ػتَ

ٍ همذاس هحلَل ػجَس وٌٌذُ اص ػتَى دس  آصهبیـگبُ ػبختِ ؿذ.
د. 25/0 (ml/min) ،(Flow-rate) ػشم یه دلیمِ ثبفش  ثَ

Equilibration  ِى ثِ ًَسیى هحلَل  pH)ثِ تؼبدل سػبًذى ػتَ
ى ثب  ثبفش تشیغ  هحلَل خشٍخی ثشاثش ثبؿذ( pHٍسٍدی ثِ ػتَ

د. pH: 8.1 فؼفبت ى Washing ثَ )ؿؼتي آًتی ثبدیْبی هتلل  ػتَ
ى(  ذُ ثِ ػتَ ل ثب ثبفش ًـ دس دٍ هشحلِ كَست گشفت وِ هشحلِ اٍ
ٍ هشحلِ دٍم ثب ثبفش تشیغ فؼفبت حبٍی  pH: 8.1تشیغ فؼفبت 

mM 100 دبم ؿذ. ػذین ولشیذ ى  آٍسی هحلَل خوغاً ؿذُ اص ػتَ
ثب ّن هخلَى ؿذ. سٍؽ اًتخبة  ml  5فشاوـي ّبیی ثِ حدن دس 

ى سٍؽ الىتشٍفَسص ػذین  ؿذُ ثشای تبییذ خلَف هحلَل ػتَ
لَفبت دس حبلت احیب  (SDS-PAGE)پلی آوشیل آهیذ  -دٍدػیل ػ

د لِ ّب  .)دس یه اتبله ثِ كَست ػوَدی( ثَ ػپغ هحلَل ّوِ لَ
لَفبت اؿجبع سػَة دادُ ؿذ. م ػ سػَة  هخلَى ٍ ثب آهًَیَ

 اٍسد حل ؿذُ ٍ ثؼذ اص دیبلیض  PBSاص هحلَل  CC5/1  دس حبكل
ى وشٍهبتَگشافی ثب  ى ثب .گشدیذProA (pharmacia) ػتَ  اثتذا ػتَ

ٍ ػپغ سػَة  ؿؼت ٍ ؿَ دادُ ؿذُ :2/7pHثب  PBS هحلَل 
د ؿذ. دس لذم ًخؼت  ى لَ ثب  IgG1آًتی ثبدی تْیِ ؿذُ دس ػتَ

ثب ثبفش  IgG2a، ػپغ :pH 6دس  M 1/0هحلَل ػذین فؼفبت 
ى خذا ؿذًذ.   pH: 5/4دس  M 1/0ػیتشات   ثِ Flow-rateاص ػتَ

د. ثِ ایي تشتیت  ml/min 5/0وبس سفتِ دس ایي هشحلِ اص  IgG2aثَ
ى سٍؽ  ثمیِ آًتی ثبدیْب خذا ؿذ. ثشای تبییذ خلَف هحلَل ػتَ

 وِدس حبلت احیب دٍثبسُ ثِ وبس سفت  SDS-PAGEالىتشٍفَسص 
ل ذ هشحلِ اٍ وبس % ثِ 12هحلَل پلی آوشیل آهیذ ثبغلظت  ّوبًٌ

 (Merck, Germany) ثبًوًَِ ّبی آًتی ثبدی آهبدُ ؿذُ  .ثشدُ ؿذ
2 % SDS  ل ثِ  10ثِ هذت دلیمِ خَؿبًذُ ؿذُ ٍ ػپغ دس ّشٍ 

د ؿذ. ثؼذ اص اتوبم  هیىشٍگشم 2/0همذاس  ذ لَ  الىتشٍفَسص ٍفشایٌ
ب  ) وَهبػی ثلَسًگ طل ثب  ی، پشٍتئیي ّبی سٍخذاػبصی آًتی ثبدیْ

Coomassie Brilliant Blue G 250 ثؼذ اص  .گشدیذ( سًگ آهیضی
تبییذ خلَف آًتی ثبدی ثبیذ حوَس ػبة ولاع هَسد ًظش دس 

ووه ویت ایي هشحلِ ثِ  وِ هحلَل ثِ دػت آهذُ تبییذ ؿَد
دبم ؿذ. دس ایي ویت(Thermo, USA)  تؼییي ایضٍتبیپ الیضا  اً

 ELISA: Enzyme linked) چبّه ّبی پلیت الیضا

Immunosorbent Assay)  بی  ّ اص لجل ثب آًتی ثبدی ػلیِ صًدیشُ
 IgG3, IgG2b, IgG2a, IgG1  ، IgA , IgM ػٌگیي آًتی ثبدیْبی

 (lambda)( ٍ لاهجذا kappaٍ آًتی ثبدی ػلیِ صًدیشُ ػجه وبپب )
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د. هَؿی  IgG2aاص ( μl) هیىشٍلیتش 50اثتذا همذاس  پَؿبًذُ ؿذُ ثَ
ًَظٍگِ ثب  μl  50تخلیق ؿذُ ٍ ػپغ اصآًتی ثبدی هذ هَؿی و

( ثِ تشتیت    ( HRP HRP conjugated anti-mouse IgG آًضین
ثِ ّش ٍل اهبفِ ؿذُ ٍ پلیت دس دهبی اتبق ثِ هذت یه ػبػت 

ىَثِ ؿذ. ثؼذ اص ػِ ثبس ؿؼت ٍ ؿَ ػَثؼتشای تتشا  اص μl 75 اً
ب اهبفِ گشدی TMBهتیل ثٌضیذیي  دلیمِ  10ٍ پلیت ثِ هذت ذ ثِ ٍلْ

ذ ثب اهبفِ وشدى دس یه اتبله تبسیه اًىَثِ ؿذ.  μl 75ػپغ فشایٌ
لَفَسیه اػیذ هتَلف ؿذ.5حلَل هاص  سی ّش همذاس خز % ػ ة ًَ

ب ثب  دس ًَل  ELISA Reader (STAT FAX 303+)یه اص ٍلْ
 .(16) ؿذ ثجت nm 450هَج 

 
 یافتٍ َا

د وِ دس ایي هٌبلؼِ هٌجغ اػتخشاج آًتی ثبدی ػشم هَؿی        ثَ
ًَی ًی وشٍهبتَگشافی یَن ی گشافی ػپغ ٍ  تؼ  افیٌیتی وشٍهبتَ

ت پشٍتئیي ػشم غلظ اص آى خذا ؿذ. IgG2aػبة ولاع ، ProAثب 
ػی ػی  3( ٍ حدن آى mg/ml) لیتشهیلی گشم ثش هیلی 30هَؽ 

لَفبت همذاس  م ػ د وِ ثؼذ اص سػَة ثب آهًَیَ ػی ػی ثب  3ثَ
ى اٍسد  mg/ml 27ت پشٍتئیي ظغل ؿذ وِ دس   Ion exchangeػتَ

د.  IgGاص  mg 28ػتَى  تخلیق ثب ایي ًْبیت هحلَل هَؿی ثَ
بـى  1دس ؿىل   Ion exchange ػتَى الگَی وشٍهبتَگشافی ثب ً

ػي  IgG دادُ ؿذُ اػت. دس لذم ًخؼت   ثبفش تشیغ فؼفبت تَ
(8.1 :pHُى خبسج ؿذ ػبیش پشٍتئیي ّب ثب ٍ ػپغ   )آ( ( اص ػتَ

ى خذا  ولشیذ ػذین اص mM 100تشیغ فؼفبت حبٍی ثبفش  ػتَ
 .)ة(ًذؿذ
 

 
گشافیهَؿی ثب  IgGتخلیق :1شکل ًی سٍؽ وشٍهبتَ  تؼَین یَ

 
د ؿذُ دس ػتَى  (OD280) غلظت پشٍتئیي       ًَِ لَ ًو

د وِ ثؼذ اص  CC2ٍ حدن آى  ProA،mg/ml 14وشٍهبتَگشافی  ثَ
دبم وشٍهبتَگشافی حبكل mg/ml4ثب غلظت  IgG2aاص CC 2 اً

ثِ  2دس ؿىل  ProAؿذ. هشاحل خذاػبصی آًتی ثبدیْب اص ػتَى 
بى دادُ ؿذُ اػت. دس ایي ؿىل پیه ًخؼت  كَست ؿوبتیه ًـ

ّبیی اص ػبة ولاع ّبی دیگش  وِ  IgG3   ٍIgGخذاػبصی  )آ(
ذُ اػت سا ًـبى هی ى هتلل ًـ ٍ پیه  )ة(دّذ. پیه دٍم ثِ ػتَ

ثب ثبفش فؼفبت  IgG1ثِ تشتیت ًـبى دٌّذُ خذاػبصی   )ج( ػَم
 ثبؿٌذ.هی pH: 5/4 دس ثب ثبفش ػیتشات ػذین 6pH:  ٍIgG2a دس

 
بی  :2شکل  ى  IgGخذاػبصی هشحلِ ثِ هشحلِ ػبة ولاعّ  هَؿی اص ػتَ

ProA   خذاػبصیالف :IgG3 ِاَد هتلل ًـذُ ث  ػتَى ثب ثبفش  ٍ ه

PBS2/7دس:  pH خذا ػبصی ة : IgG1 ى ثب ثبفش ػذین فؼفبت دس اص ػتَ
6pH:   خذاػبصی : جIgG2a  5/4ثب ثبفش ػذین ػیتشات دس pH 

 

ف SDS-PAGEتًبیح دس       حبكل اص IgG ثشای ثشسػی خلَ
ًَیٍ   یَن ی ى تؼ ى  IgG2aػتَ دس حبلت  ProAتخلیق ؿذُ ثب ػتَ
خق ذ هـ لَی  احیب یه ثبً لَى صى ه لَؼیتٍ  ى  KDa 50دس ه وِ هشثَ

یه ثبًذ  A 3.. دسؿىل(3ٍ4) ؿىل  ثبؿذهی IgGثِ صًدیشُ ػٌگیي 
لَی  لَى صى ه لَؼیتٍ  ى ثِ صًدیشُ ػجه  KD25دس ه  IgGوِ هشثَ

ذُ ؿذ.هی بّـ صى  ثبؿذ ه لَؼیتٍ  ن دس ه  ّ ضدیه ثِ ذ ثؼیبسً  چٌذ ثبً
لَی  لَى ُ ػجه KDa 30-25ه ِ صًدیش ى ث ِ هشثَ  دس ثبؿذهی IgG2aو

دلبثل  A4. ؿىل ذُ ثَ بّـ بّی چٌذگ .ه ذ لَؼیت ًِ دسبٍخَد ثبً ایي ه
ى ثِ دگلیىَصیلاػیَ ی آتًی هوىي اػت هشثَ تٍئیٌ بّی پش ى صًدیشُ 

 .دس هشاحل وبس ثبؿذ ثبدی 

 
ى وشٍهبتَگشافی  SDS-PAGEتًبیح  :3ؿىل تًی ثبدی تخلیق ؿذُ ثب ػتَ آ

ًَی  تؼَین ی

 
تخلیق  IgG2aػبة ولاع   A; دس ؿشایي احیب SDS-PAGEتًبیح  :4شکل

 ُ گشافیؿذ هٍبتَ ى وش لَی پبییي ProA :M  ثب ػتَ لَى صى ه  هبسوش ثبٍ 
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تٍبیپ ػبة ولاع تخلیق ؿذُ دس ًَل هَج 1جدول   nm450: ًتبیح تؼییي ایض
تًی ثبدی اص  آ

-Anti IgG1 Anti IgG2a Anti IgG2b Anti IgG3 Anti IgA Anti IgM Anti پیؾ وَت ؿذُ
Kappa 

Anti-
lambda 

سی  15/0 85/1 13/0 11/0 13/0 16/0 74/1 11/0 خزة ًَ
 

ًتبیح تؼییي ایضٍتبیپ آًتی ثبدی تخلیق ؿذُ وِ ثِ ٍػیلِ      
دبم ؿذ دس خذٍل  ًـبى  1ویت الیضای تؼییي ایضٍتبیپ هَؿی اً

تخلیق  IgG2aدادُ ؿذُ اػت. ًجك آًچِ دس ًتبیح هـخق اػت 
Anti-kappa chain  (85/1 )( ٍ ثب74/1) Anti IgG2aؿذُ ثب 

 ثبلاتشیي خزة سا ًـبى داد.
 

 بحث
اص آًتی  یالتلبدی ٍ هٌبػج هَؽ ٍ پؼتبًذاساى دیگش هٌجغػشم      

ذاف تـخیق ٍ دسهبى ثِ  بػت وِ ثِ ًَس گؼتشدُ ثشای اّ ثبدیْ
ٍ ّوىبساى  RAYMOND Cet 1979دس ػبل  .(17) سٍدوبس هی

 .1989Jٍ دس ػبل  سا اص ػشم ثض IgGولاع ّبی  ػبة

Rousseaux  ّوىبساى ثب سٍؽ وشٍهبتَگشافی ثب ٍProA  ػبة
اص ٍلتی وِ آًتی ثبدیْب  .(18-19) ولاػْب سا اص ػشم ست خذا وشدًذ

ذاف دسهبًی  ذ ثشای اّ ٌظَس هٌبلؼِ سٍی هَؽ ًیض ثِ هثِ وبس سفتِ اً
هَسد ثیـتش اص لجل  ْب دس دسهبىثشسػی هیضاى تبثیش گزاسی آًتی ثبدی

ػشم هَؽ دس حبلت ػبدی  . (20-22) تَخِ لشاس گشفتِ اػت
 ،IgG1 ، IgG2aداسای همذاس لبثل تَخْی اص ػبة ولاع ّبی 

IgG2b  همذاس ووی اص ٍIgG3 ثبؿذ.هی 
هَؿی ثِ ووه سٍؽ وشٍهبتَگشافی  IgGدس ایي هٌبلؼِ      

ًی ثب دسخِ خلَف ثبلا ثِ دػت آهذ. تخلیق پشٍتئیي  یَن یَ تؼ
ًَی ٍ  pHّب ثب ایي سٍؽ ثِ  فبص  flow rateٍ ًَع ثبفش، لذست ی

هتحشن، ثبس هَخَد دس فبص ثبثت ػتَى ٍ خلَكیبت راتی پشٍتئیي 
اَسد دس هشحلِ   Elutionّب ثؼتگی داسد. ثب تغییش یه یب ّوِ  ایي ه

بی هتلل ؿذُ ثِ فبص ثبثت سا ثِ تشتیت لذست هی اَى پشٍتئیٌْ ت
ى ثِ دػت آٍسد وِ ثْتشیي حبلت تغییش لذست  اتلبل اًْب ثِ ػتَ

ًْبی ثیـتش اػت ًی فبص هتحشن ٍ ایدبد یَ گبُ  .(14) یَ دس آصهبیـ
ثَی پبیِ سیضی ؿذُ اػت   (.16) هحل هٌبلؼِ هب ایي سٍؽ ثِ خ

دػت آٍسدى پشٍتئیي ّبی هَسد ًظش ثب سػذ ثشای ثِ ثِ ًظش هی
دسخِ خلَف ثبلا افیٌیتی وشٍهبتَگشافی سٍؿی ػشیغ، ػبدُ  ٍ اص 

یَی دس صهبى همشٍى ثِ كشفِ ثبؿذ . هب ثب ایي (23-24) ًظش كشفِ خ
هَؿی ثب دسخِ خلَف ثبلا سا ثِ دػت  IgG2a سٍؽ هحلَل

ثشای تخلیق ٍ خذاػبصی  ProAدس هٌبلؼبت هٌتـش ؿذُ  آٍسدین.
 IgGثِ وبس سفتِ اػت اهب دس وبس هب اثتذا  IgGػبة ولاع ّبی 

ًَی ثب تَػي یَن ی ى  وشهبتَگشافی تؼ اص ػبیش   Ion exchangeػتَ
هَسد  IgGخذا ؿذ ٍ ػپغ ػبة ولاع  ولاع ّبی آًتی ثبدی

لٍِ  ProAًظش تَػي ػتَى  . گشدیذاص ػبیش ػبة ولاع ّب ایض

د  IgG2aهیلی گشم اص  8هحلَل تخلیق ثب ایي سٍؽ  هَؿی ثَ
هحلَل دس همبیؼِ ثب هٌبلؼبت هٌتـش هیضاى خلَف همذاس ٍ وِ 

 .اػتثیـتش  ؿذُ،
ثِ  ProAَس تخلیق آًتی ثبدیْب، افیٌیتی وشٍهبتَگشافی ثب ظثِ هٌ     

ى په ، ثبصدّی صیبد ٍ اػػلت ػشػت ثبلا تفبدُ چٌذیي ثبسُ اص ػتَ
 دس ًی دِّ ّبی اخیش ثیـتش هَسد تَخِ لشاس گشفتِ اػت ؿذُ
اَى ػبیش ػبة ولاع ّب  pHدس ایي سٍؽ ثب وبّؾ  (4) اػت هیت

سا ّن ثِ تشتیت اص هحلَل خذا وشد. ثب تَخِ ثِ هٌبلؼبت هٌتـش 
ٌجبق  -ثب دیگش ػبة ولاع IgG2aخذاػبصی  pHؿذُ ثِ خبًش اً

هَخَد  IgG2a ، تخلیق ّوِ آًتی ثبدیْبیIgG1  ٍIgG2bّبی 
 . (24) ثبؿذ هیدس ًوًَِ غیش هوىي 

هَؿی ثب خلَف  IgG2aدس ایي هٌبلؼِ  SDS-PAGEًجك ًتبیح 
ى ثِ  % ثِ دػت آهذ.95ثبلای  ٍخَد  SDS-PAGEدس ًتبیح هشثَ

ى ثِ  A4. ثبًذّبی چٌذگبًِ دس ؿىل هوىي اػت هشثَ
ى صًدیشُ ّبی پشٍتئیٌی آًتی ثبدی  دس هشاحل وبس  دگلیىَصیلاػیَ

ًتبیح ثِ دػت آهذُ دس تؼییي ایضٍتبیپ ًـبى دٌّذُ حوَس  ثبؿذ.
 ثب صًدیشُ ػجه وبپب دس هحلَل IgG2aآًتی ثبدی اص ػبة ولاع 

ى  تخلیق IgG2a .ثبؿذثِ دػت آهذُ هی ؿذُ ثشای ایوًَیضاػیَ
ًَبل  لیذ آًتی ثبدی هًََولًَبل ٍ پلی ول بت دس پشٍػِ ّبی تَ اً حیَ

ّب ثشای ؿٌبػبیی ٍ اسصیبثی ٍ دس هشاحل هختلف ایي پشٍػِ
لیذ ایي هحلَل هٌبػت ٍ  هحلَل ثِ دػت آهذُ وبسثشد داسد. تَ
التلبدی ثب كشف هخبسج ون، لذهی هْن دس ساُ خَدوفبیی وـَس 

 اػت.
 

 گیریوتیجٍ 
ثب تَخِ ثِ ًتبیح ثِ دػت آهذُ ٍ خلَف ثبلای هحلَل      

لیذی هی اى ًتیدِ گشفت وِ ثشای تخلیق ػبة ولاػْبی تَ تَ
IgG ًَی هَؽ سٍؽ وشٍهبتَگشافی یَن ی  ProAٍ ثِ دًجبل آى  تؼ

یظُثبؿذ سٍؽ هٌبػجی هی ى وِ  ثَ ًَیضاػیَ دس هَاسدی ّوچَى ایو
 .خلَف ثبلای هحلَل هشٍسی اػت

 
   داویقذر
طی  هشوض تحمیمبت حبهی هبلی ایي پشٍطُ تحمیمبتی      لَ ایوًََ

ایي همبلِ ثش اػبع پبیبى ًبهِ  ثبؿذ.داًـگبُ ػلَم پضؿىی تجشیض هی
 دٍسُ وبسؿٌبػی اسؿذ ًگبسؽ ؿذُ اػت.

 
 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0161589081900353
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0161589081900353
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0161589081900353
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