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 هاي قرمز گوسفند  توليد آنتي بادي عليه گلبولهاي  ارزيابي روش

 جهت به كارگيري در سنجش فعاليت سيستم كمپلمان 
 
  2لطيف حميدپور زارع ، 1دكتر فاطمه ياري

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
 CH50ز روش ا اًغالب ،بردن به نقصان احتمالي در عملكرد اين سيستم سيستم كمپلمان و پي فعاليت در ارزيابي

بادي اختصاصي پوشانيده شده و قابليت سيستم  هاي قرمز گوسفند با آنتي در اين روش گلبول. شود  ستفاده ميا
 . گيرد  مورد ارزيابي قرار مي ،ها  كمپلمان در تكميل ليز اين سلول

،  CH50شنجام آزمايبراي ا (SRBC)هاي قرمز گوسفند بادي اختصاصي گلبول دليل نياز به آنتي به،اين مطالعه در
 هاي توليدشده و آنتي بادي حيوان خرگوش گرديد درSRBC اقدام به توليد آنتي بادي پلي كلونال ويژه

  .ندتهاي مختلف مورد ارزيابي قرار گرف به روش آمبوسپتور
 ها و روش دامو 

ل كامل گوسفند يا تزريق گلبو ،براي انجام اين پژوهش . د بو (experimental)اين مطالعه از نوع تجربي 
با  ،آنتي بادي به دست آمده. هاي غشايي آن با چند الگوي متفاوت به حيوان خرگوش صورت گرفت  ژن آنتي

در ( كنندگان خون نفر از اهدا 18مربوط به حداقل )نرمال به عنوان منبع كمپلمان فعال  پولداستفاده از سرم 
هاي مختلف با  ها در روش مربوط به ميزان ليزگلبول(OD) نهايت مقدار جذب نوري ربررسي و د CH50 روش

با استفاده از  CH50آزمايش در   OD541ر ها و مقايسه ميانگين مقادي در نهايت آناليز داده .شديكديگر مقايسه 
 . انجام گرفت  t (One-Sample) آزمون

  ها يافته
از الگوهاي تزريقي و به طريق داخل  تزريق گلبول كامل گوسفند به حيوان خرگوش به دفعات متعدد با هر يك

مرگ زودهنگام  سبباما  ه،منجر به تشكيل تيتـر مطلوبـي از آنتي بادي در اين حيوان شد ،صفاقي و يا وريدي 
شده و يا حرارت ديـده   يكهنسو هاي در حالي كه استفاده از سلول. گردد مينيز به علت شوك آنافيلاكتيك   آن

هاي مورد  بقاي حيوان ،يد آنتي سرم هايـي مي گردد كه ضمن داشتن ويژگي مطلوبمنجر به تول ،در اين راستا
 . نمايد  نظر را تهديد نمي

 نتيجه گيري 
با اين حـال ايـن   . ميسر مي باشد  ،هاي مختلف با استفاده از روش SRBCكلونال بر عليه  تي بادي پلينتوليد آ

هاي مقاوم به  لبول قرمز با روش سونيكاسيون و يا آنتي ژنهاي غشايي گ ژن چنانچه آنتي ،دهد  مطالعه نشان مي
و   گراد به دست آمده و جهت تزريق درجه سانتي 103با به كارگيري حرارت  (Forssman)حرارت گلبول قرمز 

اقدام بـه توليـد    ، حيوان يتوان بدون به مخاطره انداختن بقا مي ،مصون سازي حيوان مورد استفاده قرار گيرند
 . م با تيتر مطلوب نمودآنتي سر

 CH50 ، SRBC ،ژن فورسمن نتيآ : كليدي كلمات

 
 
 
 
 

 48/ 31/6: تاريخ دريافت 
 02/30/48: تاريخ پذيرش 

 
 38661-3311ـ صندوق پستي ايمونولوژي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران   PhD: ول ؤمؤلف مس -3
 پژوهش و پالايش خون  شركتـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران و خون كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك  -0
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 مقدمه
هاي  پاسخ ،اجزاي سيستم كمپلمان با چندين مكانيسم    

بديهي است سنجش . ايمني را تقويت كرده و پيش مي برند
اهميت خاصي درجهت بررسي نحوه  فعاليت اين سيستم از
روش سنجش  رد .است برخوردار  فعاليت سيستم ايمني

 وجود كمپلمان كه(CH50)قرمز گلبول%12هموليتيك فعاليت
هاي  اريتروسيت ،دهد يـكيفي نشان م صورت كمي و به را

هاي مختلف  با رقت ،بادي اختصاصي نتيپوشيده شده با آ
مواجه شده و پس از ( موجود در سرم انسان مثلًا)كمپلمان 

 با ها سلول ميزان ليز  ،ام سانتريفوژـون و انجـزمان انكوباسي
بررسي هموگلوبين   اسپكتروفتومتريگيري  اندازه استفاده از

چنانچه مقدار كمپلمان كم يا فعاليت آن دچار  .شود مي
هموليز با شدت كم  ،در آزمايش ذكر شده ،اشكال باشد

 كاربرد امروزه درمقايسه باگذشته موارد .شود ده ميهمشا
 ( . 3-1)ان شده است عنو CH50آزمايشتري براي  وسيع
 هاي قرمز گوسفند عليه گلبول بادي بر آنجايي كه آنتي از

(Sheep Red Blood Cell: SRBC) اوليه در به عنوان ابزار 
هاي مختلف سنجش فعاليت سيستم كمپلمان  انجام آزمايش

، لذا شود وثبوت كمپلمان استفاده مي  CH50آزمايشمانند
هاي  ميل سيستمهت تكـبادي ج يـن آنتـد ايـتولي

هاي ذكر شده، از ارزش كاربردي  هموليتيك در آزمايش
بادي به  توليد اين آنتي ،از طرف ديگر .(8-9)برخورداراست
كلونال جهت داشتن كارآيي لازم و استفاده در  صورت پلي

هاي ذكر شده كفايت نموده و نياز به استفاده از  روش
ك ـه تـيابي ب هاي كشت سلولي جهت دست روش
هاي گلبول قرمز  شاخص عليههاي اختصاصي  نولك

 رفـمص واردـم مـرغ يـادي علـب آنتي  نـاي ذاـل .باشد نمي
هاي  اين مطالعه روش. استل تهيه بفراوان آن به آساني قا
هاي قرمز گوسفند  بادي بر عليه گلبول مختلف در توليد آنتي
 . كلونال مورد مقايسه قرار داده است  را به صورت پلي

 
 مواد و روش ها 

 ،در ايـن مطالعـه  . مطالعه انجام شده از نوع تجربي بـود 
حيـوان   0-1كيلـوگرم و   1/0با وزن حـدود  ) خرگوش  31

هـاي   روش. گرفـت   مـورد اسـتفاده قـرار   ( براي هر روش 
 ادي عليه ـب آنتي دـتولي تـه جهـن مطالعـاستفاده شده در اي

  :عبارت است از هاي قرمز گوسفند گلبول
 
بـا   (SRBC)استفاده از گلبول قرمز كامـل گوسـفند    -1

 هاي مكرر  تزريق
 0*  329)هـاي گوسـفند    درصد گلبول 32سوسپانسيون 

تهيـه و جهـت حسـاس نمـودن     ( سلول در هر ميلي ليتـر  
وزن به ازاي هر كيلوگرم . حيوان مورد استفاده قرار گرفت 

يك ميلي ليتر از سوسپانسيون ذكـر شـده بـه     ،بدن حيوان 
جهـت ايـن منرـور از    . ريق داخل وريدي تزريق گرديد ط

ــرر ــق مكــ ــوالي در  32) تزريــ ـــق متــ ( روز 34تزريــ
خـون گيـري    ،روز پـس از تزريـق آخـر    1(. 3)شد ستفادها

 . انجام و تيتراسيون به عمل آمد 
 
 (SRBC) هاي قرمز كامل گوسـفند  گلبول استفاده از -2
 كم به دفعات  تزريق و

اول از تقويـت كننـده ايمنـي    در اين حالـت در تزريـق   
(LPS) ليپوپلي ساكاريد

ميكروگـرم در ميلـي    1غلرـت   در 
 ـ بادي ايجاد شده در ليتر استفاده گرديـده و تيتـر آنتي ن ـاي

. (1،6)ها بررسي شد نها و نيز ميزان مرگ و مير در آ حيوان
بررسـي تيتـر آنتـي بـادي      ،روز از تزريـق اول   01پس از 

 . ايجاد شده انجام شد 
 
 SRBCدرصد  10تزريق داخل صفاتي سوسپانسيون  -3

 ،تزريـق در روزهـاي اول    1اين نوع تزريق بـا الگـوي   
هاي قرمز  ل و پنجم از سوسپانسيون گلبولهچهاردهم و چ

به ازاي يك ميلي ليتر از ( سلول در هر ميلي ليتر 0*  329)
. انجام شدسوسپانسيون براي هر كيلوگرم وزن بدن حيوان 

گيـري انجـام و تيتراسـيون     خون ،س از تزريق آخرروز پ 1
 . (3)به عمل آمد

 
شاي گلبول قرمـز بـا اسـتفاده از    غهاي  ژن تهيه آنتي -5

(Sonication)سونيكاسيون
  

هـاي مزبـور در    سـلول  ،هاي قرمز گوسفند جهت ليز گلبول
  يشـا غمحلولي با قـدرت يـوني پـايين قـرار داده شـده و      

(ghost) از امـــواا مـــاورا  صـــوت ا بـــا اســـتفاده هـ ـ آن
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هـاي تشـكيل دهنـده آن تجزيـه      ژن به آنتي( سونيكاسيون)
اي ـه ـ ژن آنتـي (. ثانيـه  01كيلو هرتز بـه مـدت    32)گرديد

حاصل به دو صورت داخل عضلاني همـراه بـا ادجوانـت    
كامل و ناقص فروند و ديگري تزريق آنتـي ژن بـه طريـق    

 . مورد استفاده قرار گرفت  داخل وريدي
 
هاي مقاوم به  ژن ال حرارت جهت استخراج آنتياعم -8

 : هاي قرمز گوسفند  حرارت در غشاي گلبول
يـك آنتـي ژن    (Forssman)فورسـمن   با علم به اين كه

از  ،هتروفيــل و مقــاوم بــه حــرارت محســو  مــي گــردد
درجه سـانتي گـراد جهـت بـه دسـت       321حرارت حدود 

يـق اسـيد   با اسـتفاده از محلـول رق  . آوردن آن استفاده شد 
غشـاي   ،( درصد در آ  مقطر خنك  8) استيك گلاسيال 

سلول را ليز نموده و استروما با بافر استات خنك چند بـار  
شستشو و در نهايت در سرم فيزيولوژي همراه با همزن بـه  

آنتـي  . ساعت در حمام آ  جوش قرار داده شـد   3مدت 
تنرـيم و   OD280=0/2ژن به دست آمده در غلرتي معادل 

حيوان خرگوش  0. ت تزريق مورد استفاده قرار گرفت جه
در . جهت تزريـق آنتـي ژن سـونيكه در نرـر گرفتـه شـد       

ميلـي   3/2يك تزريق ) هفته  0تزريق در طول  33مجموع 
چهـار  ( . 6،  1)انجام شد ( ميلي ليتر  1/2پنج تزريق  ،ليتر 

هـا خـون گيـري بـه      از خرگـوش  ،روز پس از تزريق آخر 
اجـزاي   سـازي  فعـال  ها به منرور غير سرم آنعمل آمده و 
درجـه سـانتي    16دقيقـه در دمـاي    12به مدت  ،كمپلمان 

 ،سپس بررسي از نرر تيتر آنتي بـادي  . گراد قرار داده شد 
 ( .3) فتانجام گر CH50 آزمايشدر 
 

سنجش فعاليت آنتي بادي ضد گلبول قرمز گوسـفند در  
 :CH50تست

هـاي بـه    تـي بـادي  جهت سنجش فعاليت هموليتيـك آن 
 سـان و مناسـ    رقت هم ،دست آمده در حيوان خرگوش 

هـا پـس از انجـام چنـد      از آنتي سرم( 3:0222تا  3:3222)
بــه سوسپانســيون ســلولي  قــترآزمــايش انتخــا  و ايــن 

افـزوده  ( سـلول در هـر ميلـي ليتـر      329) ،هاستاندارد شـد 
 ،  زـاي قرمـه كردن گلبول ساعت حساس پس از نيم. گرديد

 8مورد نرر تـا زمـان اسـتفاده در همـان روز در    هاي  سلول
 . ندشد نگهداريگراد  درجه سانتي

ليـز مربـوب بـه يـك       ،ماير در اين مطالعه مطابق روش
در  SRBCهـاي   درصد سـلول  1ميلي ليتر از سوسپانسيون 

سرم نرمـال  . (1،6) ميلي ليتر سنجيده شد 1/1حجم نهايي 
درجـه   -12تهيـه و در   هـاي خـون   كننـده  كه از اهدا پولد

سانتي گراد نگهداري شده بود بـه عنـوان منبـع مناسـبي از     
 ،در هـر بـار آزمـايش   . كمپلمان مورد استفاده قرار گرفـت  

 12شد كه در نهايت موجـ    رقت سرمي به گونه اي تهيه
هـاي حسـاس شـده گلبـول قرمـز       درصد هموليز در سلول

ه شد اسحس SRBCهاي حاوي يك ميلي ليتر از  لوله. شود
 بـا  (GVB) ژلاتـين ورونـال   ميلي ليتر از بافر 1/1به همراه 

8/1=pH ( گـرم   239/3عبارت است از بافر ژلاتين ورونال
 HClميلي ليتر از  NaCl ، 11/1گرم  1/1 ،از سديم باربيتال
Mgميلـي مـولار    1/2 ،يك گـرم ژلاتـين    ،يك نرمال 

و  2+
Caميلي مولار  31/2

هاي مختلـف   و يك ميلي ليتر رقت (2+
دقيقه قـرار   92به مدت گراد  درجه سانتي 11سرم انسان در

ها به حالـت   شدند تا سلول داده شده و به فاصله تكان داده
 . سوسپانسيون باقي بمانند 
سانتريفوژ انجام و مايع رويـي   ،پس از پايان اين مرحله 

مـورد   (OD541)هر لوله از نرر ميزان ليز با آناليز فتومتري 
لوله  ،در مورد هر سوسپانسيون سلولي .قرار گرفتبررسي 
 322و لولـه بـا ليـز    ( بدون كمپلمان SRBCشامل )بلانك 
هاي قرمـز و   يك ميلي ليتر از سوسپانسيون گلبول) درصد 

 (.6،  4)نيزمورداستفاده قرارگرفت  (ميلي ليترآ  مقطر1/6
هاي حسـاس شـده و    ا به كارگيري گلبولـت بـر نهايد
 183ي و قرائـت ميـزان جـذ  نـوري در     هاي سـرم  رقت

منحنـي هموليتيـك    ،نانومتر بـراي مـايع رويـي هـر لولـه      
با و ترسيم گرديد ( هاي مختلف كمپلمان وابسته به غلرت)

در  OD541مقايســه ميــانگين مقــادير ، tاســتفاده از آزمــون
 . شدنجام ا CH50آزمايش

 
 ها يافته

 اين مطالعـه نشـان مـي دهـد بـا تزريـق گلبـول كامـل        
 بـادي نتيعلي رغم كس  نتيجه مطلو  در تيتر آگوسفند ،
 ول ـگلب مدت بقاي حيواناتي كه به طـور مكـرر ،مورد نرر
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 وتاهـك ـ رده اندـوريدي دريافت ك ريق داخلـطبه قرمز را 
حيوانات پس از دو ماه به علت واسكوليت ناشي  .گردد مي

. شـوند  دچـار مـرگ مـي    ،هاي ايمنـي  ساز تشكيـل كمپلك
 11-12منجر به مـرگ   LPSيافت گلبول كامل به همراه در

 . گردد ماه مي 0درصـد از حيوانات در زمان كمتر از 
بادي به روش داخل صفاقي مطابق الگوي  در توليد آنتي

معلـوم شـد    ،ها  توضيح داده شده در قسمت مواد و روش
البتـه  . كه تيتر آنتي بادي در يك روند رو به ا فزايش است 

ايش تيتر در مقايسه با تزريق داخل وريدي كنـدتر  روند افز
بالا رفتـه   ًتيتر آنتي بادي كاملا ،با انجام تزريق سوم . است 
هـاي مكـرر از طريـق داخـل      لگويي منطبق با تزريقاو در 

 . (3جدول) وريدي قرار مي گيرد
 

را به طور  CH50به دست آمده در روش  OD541مقادير  :1جدول 
به روش داخـل وريـدي در هنگـام     SRBCيق مقايسه اي براي تزر
بـر   OD. و به طريق صفاقي نشان مـي دهـد    LPSتزريق همراه با 

 .حسب مقادير رو به افزايش كمپلمان ملاحظه مي گردد 
 

 CH50 آزمايشحاصل از  OD541مقادير

نوع 
 آمبوسپتور

مقدار 
 كمپلمان

58/0(ml)  

 
 مقدار
 كمپلمان

38/0(ml) 
 

 
 مقدار
 كمپلمان

28/0(ml) 
 

 
مقدار 
 كمپلمان

18/0(ml) 
 

آمبوسپتور  030/2 629/2 244/3 838/3
3  

آمبوسپتور  048/2 601/2 288/3 819/3
0 

 
كامل و  SRBCآمبوسپتوري كه در اثر تزريق يك بار : 1سپتور آمبو

(I.V) LPS  ايجاد شده است. 
پـ  از  )آمبوسپتوري كه در اثر تزريق داخل صفاقي : 2سپتور وآمب

 .ايجاد شده است  SRBC( سه بار تزريق
 

بـه   SRBCژن سـونيكه   آنتـي  ،گفتـه شـد  همان طور كه 
صورت داخل عضلاني و داخـل وريـدي جهـت تحريـك     

هاي  نتيجه بررسي تيتر آنتي بادي .ايمني حيوان استفاده شد
مناس  تر در شرايطي بـه  جوا   كه تشكيل شده نشان داد

دست مي آيد كه از آنتـي ژن سونيكه به طريق داخل رگي 
 .  شوداستفاده 

 بار 0222 ،آمبوسپتورهاي استفاده شده جهت اين منرور
رقيق شده و مورد استفاده قرار گرفته اند و به عنـوان منبـع   

 . كمپلمان از سرم پولد نرمال انساني استفاده شده است
مربـوب   CH50 آزمـايش در  OD541مقادير مقايسه ميانگين

آمبوسـپتور  و  8تـا   3 هـاي آمبوسـپتور   به هر يك از نمونـه 
 3:0222در رقـت   ًكـه تمامـا   Behring)) بهرينـ   يـكمپان

نشان دهنده عدم اختلاف معني داري بين  ،استفاده شده اند
دهنـد كـه بـه     اين نتايج نشان مي. مي باشدها  آن ODنتايج 

نتايج نزديك تـري از نرـر تيتـر بـا      8 و 3هاي  ويژه روش
 . (0جدول )دهند آنتي سرم تجاري مورد استفاده نشان مي

(p 3 = 960/2 , p 0  = 123/2  , p 1  = 118/2  , p 8  = 901/2  ) 

 
به  CH 80آزمايشبه دست آمده از  OD 851مقادير  :2جدول 

هاي مختلف  هنگام استفاده از آمبوسپتورهاي توليد شده با روش
 . شده است نشان داده 
 

 شآزمايحاصل از  OD541 مقادير
  CH50 

مقدار كمپلمان آمبوسپتور روش توليد
 

58/
0 

(m
l)

مقداركمپلمان 
 

38/
0 

(m
l)

مقداركمپلمان  
 

28/
0 

(m
l)

مقداركمپلمان 
  

18/
0 

(m
l)

 

622/3 112/3 690/2 341/2 
يك ) LPSگلبول كامل و ( 3

 (بارتزريق داخل وريدي
 

138/3 081/3 124/2 049/2 
 32گلبول كامـل پـس از   ( 0

 تزريق متوالي داخل وريدي
 

166/3 034/3 161/2 028/2 

هاي غشـايي بـه    آنتي ژن( 1
دســـــت آمـــــده بـــــا   

ــرارت ــل )حـ ــق داخـ تزريـ
 (وريدي

 

611/3 131/3 121/2 313/2 

هــاي غشـايي بــه   ژن نتـي آ(8
ــده بـــا روش    ــت آمـ دسـ

تزريق داخـل  )سونيكاسيون 
 (وريدي

 

 آمبوسپتور كمپاني بهرين  023/2 146/2 100/3 612/3
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 OD541چنانچه يك منحني بر حسـ   CH50روش  در
رسـم  (  كمپلمـان  )و مقـدار سـرم   ( متناس  با درصد ليز)

 در(. 4)يــك منحنــي ســيگموئيدي اســت  ،گــردد حاصــل
 منحني   8ورت ـبه ص 0اطلاعات موجود در جدول  3شكل

 . سيگموئيدي ترسيم شده است 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نوع آمبوسـپتور بـه دسـت     5مربوط به  5تا  1هاي  نيمنح :1شكل 
مقـدار   xمحـور  . مي باشـند  ( 2مطابق جدول)آمده در اين مطالعه 

حاصل  OD541مقادير  yبه كار رفته و محور ( ميلي ليتر)كمپلمان 
 . مي باشد  CH50 آزمايش از 

 
 حثب

ســنجش فعاليــت سيســتم كمپلمــان از طريــق ســنجش 
روش قديمي  ، (CH50)ول قرمزگلب% 12فعاليت هموليتيك 

و مؤثر براي تشخيص كمپلمان در سـرم يـا سـاير مايعـات     
لازم اسـت از   آزمـايش بـراي انجـام ايـن    . بدن مـي باشـد   

 فـوق  لذا در مطالعه. استفاده شود  SRBCبادي بر عليه  آنتي
 ًهـاي نسـبتا   اقدام به توليد اين آنتي بادي با استفاده از روش

 . با يكديگر گرديد  ها متفاوت و مقايسه آن
هاي اخير تأثير سـويه هـاي حيـواني و نـوع رژيـم       در سال
از موضـوعاتي   SRBCبادي بر عليـه   اي در توليد آنتي تغذيه

در اين (. 32)است كه مورد توجه و مطالعه قرار گرفته است
تنها از نژاد  ،مطالعه جهت حذف عوامل تأثير گذار ذكر شده

يـك رژيـم غـذايي     نيوزلندي خرگوش كـه همگـي تحـت   
  نوع آنتي ژن ،تحت شرايط ذكر شده. شد داشتند استفاده  قرار
 ي در پاسخـكننده اصل اكتورهاي تعيينـف، زريقـوي تـو الگ
 .آيند به شمار مي SRBCحيوان بر عليه ايمني 

 ها با هاي توليد شده و مقايسه آن سرم بررسـي تيتـر آنتي

ه يروش ارا 8هر  اددنشان  ،(بهرين )ي سرم تجار يك آنتي
تيتـر قابـل قبـولي را جهـت اسـتفاده در       ،0شده در جدول 

در اين رابطه از نرر تيتـر آنتـي    .باشند دارا مي CH50 روش
نزديكـي و مشـابهت    ،8و  3هـاي   روش ،توليـد شـده  سرم 

 8p= 901/2)بيشتـري بـا آنتـي سرم تجاري نشان مي دهند 
گلبـول كامـل   هـا بـه ترتيـ      در اين روش(. 3p= 960/2و 

هـاي غشـايي گلبـول بـه      و آنتي ژن LPSگوسفند به همراه 
ــي    ــك ايمن ــيون در تحري ــا روش سونيكاس ــده ب دســت آم

در اين مطالعه اثـر مـايتوژني و   .  شده انداستفاده خرگوش 
تأييد ديگـري   LPSتقويت كننده ايمني مشاهده شده جهت 

است بـر مطالعـات گسـترده ديگـري كـه توسـط محققـان        
 .ام گرفته استمختلف انج

تـوان گفـت از آن    در توجيه نتايج بـه دسـت آمـده مـي    
 Tول لوابسته به س ـ SRBCبادي بر عليه  كه توليد آنتي جايي
ژن  از طــرف ديگــر آنتــي،  (T-cell dependent)باشــد  مــي

واقع بر غشا  گلبول قرمز گوسفند ماهيـت قنـدي   فورسمن 
ها اسـتفاده از   بادي بر عليه اين سلول لذا در توليد آنتي ،دارد
توانــد  نيــز مــي( دنــاتوره)ژن بــا ماهيــت تغييــر يافتــه  آنتــي
ژن  كننده خـو  سيسـتم ايمنـي باشـد ماننـد آنتـي       تحريك

دست آمـده از غشـا  گلبـول قرمـز گوسـفند كـه در اثـر         به
بنابراين . دست آمده است درجه سانتي گراد به 321حرارت 
ر عليــه بــادي بــ توليــد آنتــي ،كــه هــدف نهــايي جــايي از آن

 ،باشـد  مـي  SRBCهاي موجـود بـر غشـا  سـلولي      شاخص
نيازي به تزريق گلبول كامل وجـود نداشـته و كـافي اسـت     

هـاي مـورد نرـر تهيـه و سـپس بـا روش        تنها غشا  سلول
هـاي محلـول    ژن بـه آنتـي   ،كاسيون و يا اعمال حرارتنيسو

بــا  I.Vدر ايــن صــورت اســتفاده از روش . تجزيــه گردنــد
بـادي بـا    جر به تشكيل تيتر مناسـ  آنتـي  الگوي مناس  من

 .شود ويژگي مورد نرر مي
 

 گيري نتيجه
هـاي قرمـز گوسـفند     بـادي بـر عليـه گلبـول     توليد آنتي

(SRBC) پــذير  هــاي متفــاوتي امكــان بــا اســتفاده از روش
هاي  ژن دهد كه استفاده از آنتي اين مطالعه نشان مي. باشد مي

ه ترتي  با اسـتفاده  كه ب SRBCغشايي يا مقاوم به حرارت 
درجـه   321كاسـيون و اعمـال حـرارت    نيهاي سو از روش

  

 (CH50)تيتر آمبوسپتور

2 
0/2 
8/2 
6/2 
4/2 
3 
0/3 
8/3 
6/3 
4/3 

2 3/2 0/2 1/2 8/2 1/2 
(ml) كمپلمان

O
D

5
4

1
 

3 
0 
1 
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هــاي ديگــر  در ميــان روش ،شــوند گــراد تهيــه مــي ســانتي
شده داراي برخي مزايا بوده و جهت تحريك ايمنـي   استفاده

كـارگيري ايـن    با به. باشند حيوان خرگوش كاملًا مناس  مي
 ،شـود  يكـه سـلول كامـل اسـتفاده نم ـ     جايي دو روش از آن

مانند بروز  ،خطرات مربوب به ايجادعوارض ناشي از تزريق
 هاي آنتي سرم داشته و از طرفيـشوك آنافيلاكتيك وجود ن

 ر نهايي و ـر تيتـاز نر ، دهـش  ط ذكرـده در شرايـآم دست هب
 

قابـل مقايسـه   ( بهرينـ  )سرم رفـرانس   ميل تركيبي با آنتي
قابـل مشـاهده    CH50خواني نتايج در آزمـايش  و هم هستند
 . باشد مي
 

 تشكر و قدرداني
به اين وسيله از همكاري صميمانه دكتر علـي سـليماني    

 .شود  در انجام اين مطالعه تشكر و قدرداني مي
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Abstract 

 

Background and Objectives 

CH50 method is used for the evaluation of complement system. In this method, sheep red 

blood cells (SRBCs) are sensitized with specific antibodies. Then, the capability of the 

complement system in the completion of the hemolytic reaction is assessed. In this study 

because of need for anti-SRBC antibody in CH50 test, it was produced in rabbit. This antibody 

is called “Amboceptor”. 

 

Materials and Methods 

In order to perform this study, SRBCs or their membrane antigens were injected into rabbits 

with different methods. Produced antibodies were analyzed in CH50 method using human 

pooled sera (derived from at least 15 blood donors). Finally the optical densities (ODs) related 

to the lysis of SRBCs were compared. It is obvious that the amount of OD is correlated with 

the efficiency of the antibody.  

 

Results 

Intravenous or intraperitoneal injections of SRBCs repeatedly result in the formation of high 

titer antibodies, but the rapid death of the animals due to the anaphylactic shock occurs. While 

the usage of sonicated or heat-treated antigens of SRBCs in the immunization leads to the 

formation of antibodies with high specificity and titer; it does not threaten the life of the 

animals. 

 

Conclusions 
Production of anti-SRBC antibodies is applicable using different methods. This study shows 

that the use of the membrane or heat-stable antigens of SRBCs, which are prepared using 

sonication and heating (103ºC) respectively, has some advantages. These antigens are safe for 

rabbits and the titer of the antibody is high enough to be used  in CH50 test. 
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