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 4شماره  2 دوره  84 بستانتا

 
 

 انعقادي با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي هپارين  IXسازي خلوص فاكتور  بهينه
 و مقايسه آن با كروماتوگرافي تعويض يوني

 
 4دكتر ميركامران موسوي حسيني،  3الله اكبر پورفتح دكتر علي،  2دكتر حوري رضوان ، 1الدين موسوي مطلق سيدشهاب

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
روش درمان انتخابي براي اين . باشد انعقادي مي  IXعلت كاهش يا عدم وجود فاكتور  ، به Bيلي بيماري هموف

 دد تفكيك وـمحققين درص لذا ،باشد دهـان خالص شـامك دـحاست كه تا  IX ورـفاكتاده از ـ، استفارانـبيم
توان استفاده از  مي IXور هاي رايج جهت تخليص فاكت از روش .دان هاي پلاسمايي برآمده سازي پروتئين خالص

كار گرفته  تدريج كروماتوگرافي تمايلي نيز به ولي از دو دهه قبل به. كروماتوگرافي تعويض يوني را نام برد
 .شده است

با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي  IXسازي فاكتور  هدف از اين تحقيق در مرحله اول يافتن ميزان خالص
 DEAEيوني با استفاده از  و سپس مقايسه آن با سيستم كروماتوگرافي تعويض( يعنوان روش تكميل به)هپارين 

 .بوده است
 ها و روش دامو 

 اي ــه و ژل XK-16ادي از ستون ـانعق IXورـور تهيه فاكتـمنظ به. ي بودـوع تجربـام شده از نـة انجـمطالع
DEAE- فعاليت انعقادي، كيت پلاسمايي فاقد  گيري براي اندازه. استفاده گرديد سفاروز -هپارينو  سفاروز
 .ژن، كيت اليزا مورد استفاده قرارگرفت گيري ميزان آنتي و براي اندازه IXفاكتور 

  ها يافته
سازي آن نسبت به پلاسما در كليـه مراحـل كـار م ـخص      و در نهايت ميزان خالص IXفاكتور فعاليت ويژه 

ميـزان   ،IXبه روش تهيه فاكتور  (سفاروز -هپارين)تمايلي گرديد كه با اضافه شدن يك مرحله كروماتوگرافي 
و ميزان خلوص آن در مقايسه بـا پلاسـما    فتافزايش يا IU/mg 22به  IU/mg 1/3از  IXفعاليت ويژه فاكتور 

، خلـوص  (سفاروز -DEAE)كه در استفاده تنها از كروماتوگرافي تعويض يوني  درحالي .شد برابر 1441حدود
 .باشد برابر پلاسما مي 144حدود  IXفاكتور 

 نتيجه گيري 
در  ،اسـتفاده از هپـارين   بـا  دهد كه اضافه نمودن يك مرحله كروماتوگرافي تمايلي نتايج اين بررسي ن ان مي

 .ين پلاسمايي نقش چ مگيري داشته استئافزايش درجه خلوص و فعاليت ويژه اين پروت
 ، كروماتوگرافي تعويض يونيB، هموفيلي انعقادي IXور كروماتوگرافي تمايلي هپارين، فاكت  :كليدي كلمات

 
 

 61/61/38  :تاريخ دريافت 
 38/ 8 /66: تاريخ پذيرش 

 
 
 68661-666صندوق پستي  -دانشگاه تربيت مدرس -لوژيهماتولوكارشناس  :مؤلف مسؤول  -9
2- PhD دانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران -بيوشيمي 
8- PhD دانشيار دانشگاه تربيت مدرس و مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران -لوژيايمونو 
8- PhD تقال خون ايراناستاديار مركز تحقيقات سازمان ان -شيمي دارويي 
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1- Isoelecteric Point 

2- Prothrombin Complex Concentrate 

3- Di Ethyl Amino Ethyl 

4- Cryo Precipitate Supernatant 

 مقدمه
فاكتورهاي انعقادي وابسته بهه ويتهامين    وجز IXفاكتور     
K هماننههد سههاير . شههود باشههد و در ك ههد سههنتز مههي  مههي

، حهاوي يه    IXترشحي، ترجمه اوليه فاكتور هاي  ينئپروت
پپتيهد   قسمت آميني گسترش يافته است كه در آن ي  پلهي 

 .اسيد آمينهه اسهت وجهود دارد   ( 83يا  86يا ) 81كه حاوي 
 861پپتيهدي حهاوي    پلهي انساني از ي  زنجيهره   IXفاكتور 

 10111اسيد آمينه تشهكي  شهده و وزن مولكهولي حهدود     
 . (6) آن كربوهيدرات استاز % 21دالتون دارد كه 

است و نيمهه   µg/ml1-8غلظت پلاسمايي آن در حدود     
pI=6/8ساعت و  28تا  63عمري حدود 

 . (2) دارد 6
، Bيا هموفيلي  Xوابسته به كروموزوم  IXكم ود فاكتور     

 61كه معادل حهدود  دارد % 21شيوع  Aنس ت به هموفيلي 
 . (8) رد استمنفر در هر ميليون 

صورت گسهترده   به ،2هاي كمپلكس پروتروم ين كنسانتره    
ايهن  . روند كار مي به Bخونريزي افراد هموفيلي  براي درمان

محصولات حاوي مخلوطي از فاكتورهاي انعقهادي وابسهته   
. انهد  صورت نس ي تخليص شهده  هستند كه به Kبه ويتامين 
حاوي مقادير كمي از  IXهاي بسيار خالص فاكتور  كنسانتره

بازيافهت و به هود ابتهدايي    . اكتورهاي آلوده كننده هسهتند ف
 IXدر مقايسه با فاكتور )نوتركيب در درون بدن  IXفاكتور 

  .يابد كاهش مي% 23تا حدود ( مشتق از پلاسما
ههاي وابسهته بهه     ينئچندين روش براي جداسازي پروت    

از پلاسما شهر  داده شهده اسهت كهه براسهاس       Kويتامين 
هها   بار الكتريكهي يها حالهت كربوكسيلاسهيون آن    استفاده از 

 . (8) باشد مي
هاي  ينئطور انتخابي پروت هاي باريم كه به استفاده از نم    

ممنهوع شهده    ،كننهد  را جذب مي اماگلوتامي  اسيدگحاوي 
 . (1) است و علت آن خطر سميت باريم است

DEAEههاي   هاي آنيوني همانند گروه كننده تعويض    
بهه   8

( همانند آگاروز، دكستران و سهلولز )هاي پايداري  يكسماتر
هاي جديد براي تهيهه   متص  شده و قادر به گسترش روش

براساس شارژ )از پلاسما  Kهاي وابسته به ويتامين  ينئپروت
تهرين ابهزار در    ها هنهوز مههم   اين روش. باشند مي( ينئپروت

عمهولا   ماده اوليه براي شروع كار م. ها هستند توليد كنسانتره
است كه حاوي قسمت عمده اين  8رسوب كرايومايع رويي 

تهوان   بها اسهتفاده از ايهن روش مهي    . باشهد  هها مهي   ينئپروت
كهه ممكهن   )چنين مقهداري از في رينهوژن    و هم VIIIفاكتور

رسهوب  را در ابتهدا در  ( است با كروماتوگرافي تداخ  كند
ا ر Kههاي وابسهته بهه ويتهامين      ينئپروت. كرايوبرداشت كرد

توان با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي از يكديگر جهدا   مي
 چهون  هها شهام  اسهتفاده از مهوادي ههم      نمود و ايهن روش 

فلهزي   ههاي  كننهده  شهلات و  بهادي، دكسهتران   هپارين، آنتي
ههاي زيهاد، آمهاده     را براي مقياس ها توان آن د كه مينباش مي

 (. 1)نمود 
 گهردد   نفهي اسهتفاده مهي   مرهاي داراي بار م معمولا  از پلي   

 ههها هپههارين و سههولفات دكسههتران    تههرين آن كههه عمههده 
 (.1)ند هست
 

 ها مواد و روش

نوع مطالعه تجربي آزمايشگاهي بود و در مراح  زير به     
 .انجام رسيد

  IXجداسازي فاكتور 
ليتههر از پلاسههماي تههازه  ميلههي DEAE : 311  جههذب بههه    

 .گراد قرار گرفهت  تيدرجه سان 2-1منجمد شده در يخچال 
 در ( آلمان) ولابوژدار  ساعت با سانتريفوژ يخچال 63بعد از 
 سههپس  ،دقيقههه سههانتريفوژ گرديههد  61بههراي  g8111دور 
 6-8ليتر از مايع رويي آن برداشته شده و در دماي ميلي 211

ساعت بر روي  ليتر در ميلي 631گراد با سرعت درجه سانتي
 سهفاروز  - DEAEيتهر  ل ميلهي  0 كهه حهاوي   XK-16ستون 

CL-6B (سهودد  فارماسياشركت  ساخت ) شهده بها   موازنهه 
تزريهق   ،بود (mM1و سيترات  mM1، فسفات =pH 1) بافر

ههاي   سپس ستون با همان بهافر كهه حهاوي غلظهت     .گرديد
 23/1، 28/1، 63/1، 68/1، 6/1، 1/1ترتيب مختلف نم ، به

ر ليتههر د ميلههي 621بهها سههرعت  ،بههود NaClمههولار  81/1 و
، 23/1ههاي   در فراكشن IXفاكتور . دداده شساعت شستشو 

مولار نم  طعهام و   2ستون با . دشجدا  NaClمولار  81/1
 .احيا گرديد NaOH مول 1/1
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1- Sodium Dodecyl Sulfate 

2- Cryo poor plasma 

 سهفاروز  -هپهارين  ليتهر از ژل  ميلي 1: هپارينجذب به     

CL-6B (فارماسيا ساخت شركت ) در ستونXK-16 با بافر 
 گهراد  درجه سهانتي  6-8ايدر دم( pH mM,21=1)سيترات 
بها   ،DEAEاستخراج شده از مرحلهه   IXفاكتور . موازنه شد

 ليتهر  ميلي 631رقيق شد و با سرعت  ي  حجم از بافر فوق
بعد ستون با بافر مشابه كه . درساعت به ستون تزريق گرديد

، 2/1، 13/1،  1/1ترتيب هاي مختلف نم ، به حاوي غلظت
ليتهر در   ميلهي  88سهرعت  بابود  NaCl مول 3/1 ، 1/1، 8/1

 NaCl( M1/1)در فراكشهن   IXفهاكتور  . ساعت شسته شهد 
مهولار نمه     2ستون با بافر مشابه كه حهاوي  . جدا گرديد

 .دشاحيا  NaOH( M1/1)طعام بود و در مرحله بعد با 
 

 IXگيري فعاليت انعقادي فاكتور  اندازه

ش ي  با استفاده از رو IXتعيين فعاليت انعقادي فاكتور     
د كهه  شه فرانسه انجام  STA Compactاي با دستگاه   مرحله

سهاخت شهركت   ) IXبراي اين منظور كيهت فاقهد فهاكتور    
 .تهيه گرديد( فرانسه دياگنوستيكا

 
 IXژن فاكتور  گيري آنتي اندازه

 بههها اسهههتفاده از روش  IXژن فهههاكتور  ميهههزان آنتهههي     
 انگلهههيس و توسههه  كيهههت دايهههنكس و دسهههتگاه اليهههزا

AsserachromFIXAg (فرانسه دياگنوستيكا ساخت شركت )
 .دتعيين ش

 
 ينئگيري پروت اندازه
ين از روش بيهوره و  ئگيري مقادير بالاي پروت براي اندازه    

د شگيري مقادير پايين از روش برادفورد استفاده  براي اندازه
سهاخت  )فيليهپس   PU8750ين بها دسهتگاه   ئكه ميزان پهروت 

 .خوانده شد( تانانگلس
 

SDS-PAGE
1 

 =3/3pHو بافر تريس با %SDS (1/0 )براي اين كار از     
 .آمپههر اسههتفاده شههد ميلههي 81بههراي مههدت سههه سههاعت و 

خالص  IXفاكتور  ،استاندارد با وزن مولكولي بالاي سيگما
و آل ومين سازمان انتقال ( فرانسه دياگنوستيكاساخت )شده 
 .نيز مورد استفاده قرار گرفتخون 

 

 ها افتهي

 سفاروز - DEAEكروماتوگرافي با 
در  IXژن و فعاليهههت انعقهههادي فهههاكتور  ميهههزان آنتهههي    

بها توجهه بهه     .آمده است 6هاي مختلف در جدول  فراكشن
هها، فعاليهت ويه ه     ين در ههر يه  از فراكشهن   ئميزان پهروت 

سهازي آن نسه ت بهه     زان خهالص يه و در نهايت م IXفاكتور
 ،جهدول مربوطهه   گردد كه با توجهه بهه   پلاسما مشخص مي

، 23/1)ي حهاوي  هها  فراكشهن  از IXبهترين خلوص فاكتور 
 .آيد دست مي به  NaCl( مولار 81/1
 

 سفاروز -هپارينكروماتوگرافي با 

ههاي مختلهف    در فراكشن IXسازي فاكتور  ميزان خالص    
كه مشخص شده بهترين  طور همان ،آمده است 2در جدول 

 .باشد م  طعام ميمولار ن 1/1 خلوص در فراكشن حاوي
 

 تهيه شده IXخصوصيات فاكتورهاي 
هههاي اصههلي حههاوي   خصوصههيات فراكشههن 8جههدول     

ايهن   .دههد  را در مراح  مختلف كهار نشهان مهي    IXفاكتور
كهه مرحلهه كرومهاتوگرافي     كند در صهورتي  جدول ثابت مي
تا چهه   ،عنوان روش تكميلي استفاده گردد تمايلي هپارين به

برابر خلهوص   611از )افزايد  مي IXخلوص فاكتور  حد بر
 هپارينبرابر خلوص در مرحله  6811به  DEAEدر مرحله 

ژن فهاكتور   دهد كه مقدار آنتهي  چنين نشان مي هم(. رسد مي
IX  رسهد در   ين مهي ئكه  پهروت  % 26بهه   هپهارين در مرحله

ين را ئاز كهه  پههروت % 111/1كههه در پلاسههما فقهه    حههالي
 جهذب بهه   يزان در مرحلهدهد و اين م تشكي  مي IXفاكتور

DEAE  ضهمن ايهن كهه در مراحه       .باشد مي% 2در حدود
كه فعاليت انعقادي خهون را   IXميزان فاكتورهاي  ،تخليص

جذب  يابد و در مرحله تدريج كاهش مي به ستا حفظ كرده
رسهيده و ايهن مقهدار در پايهان مرحلهه      % 12به   DEAE به

 .باشد مي% 11معادل هپارين 
هها را   ينئبه ساير پروت IXايش نس ت فاكتور افز 6شك      

رود  طور كه انتظار مي همان. نمايد در روند كار مشخص مي
2اكثر 

CPP دهد كه در مراحه  بعهدي    را آل ومين تشكي  مي 
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شهود ولهي در عهور در     ديده نمي هپارينو  DEAEيعني 
DEAE تر از آل ومين است وجهود   ي  باند كه كمي سنگين

 .مطابقت دارد( kD02)ن مولكولي پروتروم يندارد كه با وز
كهاهش   شهدت  بهه  پارينهاين باند در مرحله استخراجي از 

 ه كمهي  يابد و در عور بهه ميهزان يه  بانهد ديگهر كه       مي
 

كهه در واقهع بها    گهردد   تر از آل ومين است اضهافه مهي   س  
خهالص كهه در سهتون     IXدر مقايسه با فاكتور ) IXفاكتور 

وزني معهادل   IXفاكتور  زيرا دمطابقت دار( آخر آمده است
kD11-10 دارد. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ته شده است كه دوبار گذاش DEAE: مراحل مختلف كار SDS-PAGEنتايج الكتروفورز :  1شكل 
 هايي باميزان كم استفاده گرديده است در دومي حجم بي تر از معمول نمونه براي ن ان دادن پروتئين

(CPP=Cryo Poor Plasma, F IX=Factor IX) 

 
 

 فسفات mM4،  (pH=6) ا استفاده از بافرسفاروز ب - DEAEنتايج كروماتوگرافي بر روي :  1جدول 
 ml/h121 (3=n)اي مختلف نمك و شست و با سرعت ه با غلظتسيترات  mM4و 

 

Volume (ml) FIXc: Ag Purity 
Specific 

activity  

(IU/mg) 

FIX: Ag 
(U/ml) 

FIX 
Activity 
(IU/ml) 

Protein 
(mg/ml) 

 توضيحات

211 38/1  -160/1 11/6 12/1 ± 38/1  6 ± 12 CPP 

211 6  -1111/1 18/1 16/1 ± 18/1 6 ± 83 Filtrate 

88 81/1 6/1 112/1 11/1 16/1 ± 12/1 6 ± 61 NaCl 1 
81  -1 1 1 1 2/1 ± 1/6 NaCl 6/1 
81  -1 1 1 1 121/1 ± 211/1 NaCl 68/1 
11 6 6 12/1 16/1 16/1 121/1 ± 881/1 NaCl 63/1 
611 31/1 22 81/1 22/1 16/1 ± 21/1 181/1 ± 881/1 NaCl 28/1 
13 18/1 611 8 31/6 18/1 ± 12/6 121/1 ± 881/1 NaCl 23/1 
23 03/1 611 8/8 32/6 11/1 ± 12/6 121/1 ± 811/1 NaCl 81/1 
23 66/1 8/1 111/1 13/1 16/1 161/1 ± 611/1 NaCl 2 
21  -1 1 1 1 161/1 ± 111/1 NaOH 
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 ml/h34 (3=n)سرعت و شست و با  mM 21سيترات،  pH=6 با استفاده از سفاروز -هپارين نتايج كروماتوگرافي بر روي:  2جدول 

 

Volume (ml) FIXc: Ag Purity 
Specific 

activity  

(IU/mg) 

FIX: Ag 
(U/ml) 

FIX 
Activity 
(IU/ml) 

Protein 
(mg/ml) 

 توضيحات

1/80 12/1 611 6/8 3/6 18/1 ± 63/6 121/1 ± 831/1 DEAE 
elute 

630 12/1 611 6/8 83/1 16/1 ± 28/1 111/1 ± 101/1 Dilute 

1/6 

630 1 1 1 18/1 1 112/1 ± 181/1 Filtrate 
88 1 1 1 18/1 1 112/1 ± 111/1 NaCl 13/1 
81 6/1 2/1 1 61/1 16/1 ± 16/1 112/1 ± 182/1 NaCl 2/1 
86 66/1 11 6 11/1 16/1 ± 10/1 118/1 ± 101/1 NaCl 8/1 
88 11/1 6811 23 11/6 112/1 ± 13/1 116/1 ± 181/1 NaCl 1/1 
26 1 1 1 13/1 1 161/1 NaCl 3/1 
68 1 1 1 18/1 1 113/1 NaCl 2 
66 1 1 1 16/1 1 161/1 NaOH 1/1 

 
 

 مراحل مختلف تخليص با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي:  3جدول 
 

Product 
Volume 

(ml) 
Load 

Volume 
(ml) 

FIXc/Ag 
FIXAg 

Protein 
(%) Purity 

Specific 
activity  
(IU/mg) 

FIX: 
Ag 

(U/ml) 

FIX 
Activity 
(IU/ml) 

Protein 
(mg/ml) 

 توضيحات

 آزمايشگاهي 12 ± 6 38/1 ± 12/1 6 1603/1 >6 111/1 38/1- - 
CPP 

30 211 12/1 2 611 6/8 3/6 18/1 ± 63/6 121/1 ± 831/1 DEAE 
elute 

26 1/80 11/1 26 6811 23 11/6 112/1± 13/1 116/1 ± 121/1 Heparin 
elute 

 
 

 بحث
شههد كههه در مقيههاس    در تحقيههق حاضههر مشههخص       

در صورتي كهه عهلاوه بهر     IXآزمايشگاهي در تهيه فاكتور 
 بهههها اسههههتفاده از)كرومههههاتوگرافي تعههههويض يههههوني  

DEAE- كهه  )از كرومهاتوگرافي تمهايلي هپهارين    ( سفاروز
فعاليت  ،دگرداستفاده ( كننده كاتيوني هم دارد نقش تعويض
 IU/mg6/8 و از فعاليت ويه ه  يافتهافزايش  IXوي ه فاكتور 

مرحلههه  در IU/mg23 بههه سههفاروز -DEAEمرحلهه   در
سهد كهه خلهوص آن در مقايسهه بها      ر مهي  سفاروز -هپارين

كههه در  در حههالي .برابههر شههده اسههت 6811پلاسههما حههدود 
اسههتفاده تنههها از كرومههاتوگرافي تعههويض يههوني، خلههوص  

ضهمن ايهن كهه    . دبهو برابهر پلاسهما    611حدود  IXفاكتور
 .بود 12/1در پلاسما كمتر از  IXفعاليت وي ه فاكتور 

ن منظههور مشههخص كههرد  اندرسههون و همكههارانش بههه     
در  .ند مرحله استفاده نمودنهد چاز  ،IXخصوصيات فاكتور 

اين در حالي بود  ،استفاده كردندسفادكس  -DEAEابتدا از 
 U/mg3/1در اين مرحله فق  به  IXكه فعاليت وي ه فاكتور 

 .(0) (سازي برابر خالص 81)رسيد  مي
 .اي استفاده كردنهد  مرحله مناچ وهمكارانش از روش دو    
كهه  )دنهد  نمواسهتفاده   سهفادكس  -DEAEبتدا از ها در ا آن

را بهه   IXو فعاليت وي ه فهاكتور  ( همراه آن ديافيلتر هم بود
U/mg6/2  سهازي نسه ت    برابر خهالص  611يعني )رساندند
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1- Hydroxyl Amino Propyl 
2- Hydrophobic Interaction Chromatography 

اي  ميچالسكي و برنف، روش يه  مرحلهه  . (3) (به پلاسما
روش اصهلي تهيهه كنسهانتره    )تهيه كمهپلكس پروتهروم ين   

اي  را بها روش دو مرحلهه  ( ههاي گذشهته   تا سال IXفاكتور 
در روش يهه  . مقايسههه كردنههد IXتهيههه كنسههانتره فههاكتور 

تههرين ژل تهيههه  اصههلي) سههفادكس -DEAEاز  ،اي مرحلههه
( در واقع تهيه كمپلكس پروتهروم ين  و IXكنسانتره فاكتور 
در اين مرحله فقه    IXفعاليت وي ه فاكتور  .استفاده كردند

U/mg6/6  از ها سپس آن(. سازي ابر خالصبر 11يعني )بود 
اي اسههتفاده كردنههد كههه در آن ابتههدا از    روش دو مرحلههه

DEAE- فعاليت وي ه فهاكتور   وشد  استفاده مي سفاروزIX 
تهر از   برابهر خهالص   681تقري ها   )رساند  مي U/mg3/2را به 

اي  هههوفر و همكههاران از روش سههه مرحلههه . (3) (پلاسههما
و سهپس از   سفادكس -DEAEز ها ابتدا ا آن .استفاده كردند

DEAE- دنهد كهه خلهوص آن در ايهن     نمواستفاده  سفاروز
ترتيب  يعني به)برابر پلاسما بود  211و  11ترتيب  مراح  به

وجههود  را بههه U/mg8و  U/mg6اي معههادل  فعاليههت ويهه ه
اي  از روش دو مرحلهه  در تحقيق حاضر نيهز  .(61) (آوردند

اسهتفاده   سهفاروز  -DEAE ابتهدا از . استفاده گرديده اسهت 
 U/mg6/8بهه   IXكهه طهي آن فعاليهت ويه ه فهاكتور       شده

اي  ههاي ويه ه   رسيده است و اگر اين فعاليت وي ه با فعاليت
گردد كه نس ت  ميمشخص  ،مقايسه شود شر  داده شدكه 
خلهوص بهتهري    ،اي تعويض يوني هاي ي  مرحله روش به
اي  ههاي دو مرحلهه   روش دست آمده و خلوصي نزدي  به به

 .فراهم شده استتعويض يوني 
اندرسههن و همكههارانش در مرحلههه دوم كههار خههود از       

را  IXاستفاده كردند و فعاليت وي ه فاكتور سفاروز -هپارين
سازي  برابرخالص 881) رساندند U/mg3/1به  U/mg3/1 از

( خلوص نس ت به مرحله ق   برابر 1/3نس ت به پلاسما و 
 -هپارينمجددا  از همين ستون  و بعد از آن در مرحله سوم

بههه  IXاسههتفاده كردنههد و فعاليههت ويهه ه فههاكتور   سههفاروز
U/mg1/28  سهازي نسه ت    برابر خهالص  6601يعني )رسيد

منهاچ  (. برابر خلوص نس ت به مرحله ق   8/8به پلاسما و 
كهه   مرحله دوم از دكستران استفاده كردند و همكارانش در

رسهيد   U/mg8/60بهه   U/mg6/2در نهايت فعاليت وي ه از 
 8/3سازي نس ت به پلاسهما و   برابر خالص 301كه معادل )

ميچالسهكي و برنهف در   (. نس ت به مرحلهه ق ه  بهود   برابر 

 درمرحلهه دوم از ( در مقيهاس توليهدي  )ادامه مقايسه خهود  
 IXاستفاده كردند كه فعاليت ويه ه فهاكتور  سفاروز  -هپارين
برابهر   111تقري ا  )د رسان مي U/mg3/61به  U/mg3/2را از 
(. تر از مرحلهه ق ه    خالصبرابر 01/8تر از پلاسما و  خالص

 -هپهارين اي از  هوفر و همكاران در ادامه روش سه مرحلهه 
در اين مرحلهه   IXاستفاده كردند كه خلوص فاكتور سفاروز
يعنهي  )بهود  ( برابر مرحله ق ه   1/62و )برابر پلاسما  2111

در تحقيههق (. رسهيد  U/mg11بههه  U/mg8فعاليهت ويه ه از   
ده شه استفاده  سفاروز -هپارينحاضر نيز در مرحله دوم از 

بهه   U/mg6/8از  IXاست كه در طي آن فعاليت وي ه فاكتور
U/mg23  تههر از  برابههر خههالص 6811يعنههي )رسههيده اسههت

اي  بها مقايسهه  (. مرحله ق  تر از  خالصبرابر  8/3پلاسما و 
 ،ر بهالا گذشهت  بين تحقيق موجود و آن چهه كهه در سهطو   

تهوان فعاليهت ويه ه     شود كه با تغيير شراي  مي مشخص مي
بههه  سههفاروز -هپههارينرا در مرحلههه اسههتفاده از  IXفههاكتور
 .هاي متفاوت افزايش داد نس ت
اسهتفاده  اي  انش نيز از روش دو مرحلهبرانويچ و همكار    

ههاي   و در نهايت از ستون سفاروز -DEAEابتدا از  .كردند
 U/mg23به  IXاستفاده شد و فعاليت وي ه فاكتورمنوليتي  
ههها  آن .(از پلاسههما تههر برابههر خههالص 6811تقري هها  )رسههيد 

 HAPكهه از دو سهتون   چنين نشان دادنهد كهه هنگهامي    هم
6 

HICوسپس از
 IXفعاليت وي ه فاكتور ميزان ،استفاده گردد 2

 (.تر از پلاسما برابرخالص 011)رسد  مي U/mg61به 

 
 گيري نتيجه

در اين مطالعه اضافه نمودن ي  مرحلهه كرومهاتوگرافي       
انعقهادي از   IXتمايلي با استفاده از هپارين در تهيه فهاكتور  

پلاسماي انساني، موجب افزايش درجه خلهوص و فعاليهت   
از  IXميههزان فعاليههت ويهه ه فههاكتور    . ويهه ه آن گرديههد 

IU/mg6/8  بهIU/mg23   و خلوص آن در مقايسه با ميهزان
بها اسهتفاده از كرومهاتوگرافي    ) برابهر  611پلاسما از آن در 

 .برابر افزايش يافت 6811به  (تعويض يوني
 

 تشكر و قدرداني
 از پرسن  محترم بخهش تحقيقهات  بدينوسيله دانيم  لازم مي
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صهديقه   پهي و  هها صهديقه چابه     آقاي بهزاد ادي ي و خانم
د زاده از بخهش انعقها   آقاي دكتر كرباسهي  همچنين نوروزنيا

سازمان كه در ايهن پهروژه مها را يهاري نمودنهد، تشهكر و       
 .قدرداني نماييم
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Abstract 

 
Background and Objectives 

Hemophilia B is a genetic disorder due to deficiency or complete absence of factor IX 

coagulation factor. Treatment of choice for these patients is use of factor IX concentrates. 

Therefore, purification of plasma proteins and seperation of factor IX have been major 

objectives for scientists involved in this field. In this respect, purification procedure using ion 

exchange chromatography is widely used, but in the past decade affinity chromatography was 

also introduced. The objective of the present study has been to apply both techniques for the 

purification of factor IX and compare the quality and yield of the product. 

 

Materials and Methods 

For the purification procedure, chromatography columns (XK-16), containing DEAE 

sepharose and Heparin sepharose were used. Factor IX coagulation activity was measured 

using a one-stage coagulation assay and factor IX antigen was quantified using ELISA 

technique.  

 

Results 

The specific activity and relative increase in purity of factor IX was calculated and it was 

demonstrated that specific activity improved from 3.1 IU/mg using DEAE ion exchange to 29 

IU/mg when affinity chromatography was added and purity was increased from 155 to 1450 

respectively. 

 

Conclusions 

The present study demonstrates that addition of an affinity chromatography step using heparin 

sepharose is a major improvement in the purification of factor IX, where both specific activity 

and purity are increased considerably. 

 

 

Key words:  Heparin affinity chromatography, Factor IX, Hemophilia B, Ion exchange 

chromatography 
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