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 مقاله پژوهشي 

 

  Duffy aژن  سازی گلبول قرمز متراکم جهت دستیابی به آنتی شرایط محلول

 آزمایشگاه در
 

 3، سعیده میلانی0، فاطمه یاری1کوثر عابدینی
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 خونی گروه سیستم. است مختلف های زیرگروه شامل که باشد می  Duffyخونی، گروه فرعی های ژن  آنتی از یکی
Duffy  ،دارد سزایی  به اهمیت ژن آنتی این دقیق شناسایی لذا است، برخوردار بالینی اهمیت از خون، انتقال نظر از .
 .شد بررسی ژن آنتی سازی خالص و قرمز گلبول غشای سازی محلول فرآیند مطالعه، دراین

 ها مواد و روش
با  تهیه شده واز پایگاه انتقال خون استان تهران،  +Fya و -O گلبول قرمز متراکم با ویژگی کیسهدر این مطالعه تجربی، 
استفاده از با  Fyaژن  آنتی ،شد. در مرحله بعد ها آنسازی غشای  اقدام به محلول ،Nonidet P-40به کارگیری دترژانت 

سازی شد. ویژگی پروتئین خالص  خالصژن  بادی اختصاصی این آنتی و به کارگیری آنتیروش کروماتوگرافی تمایلی 
 بررسی شد.  ELISAروش شده با

 ها يافته
 ژن تخلیص شده ویژگی آنتیشد. به علاوه، تایید با روش آگلوتیناسیون  RBCهای قرمز کیسه  گلبول در +Fya ویژگی

 با ELISA روش در شده صیتخل ژن یآنت  OD 450 nmینور جذب تایید شد. ELISA  از کیسه یاد شده، با روش
 . بود( =n 0) 791/0 ± 210/2و  250/1 ± 131/2 بیترت به، Fyb و Fya های یباد یآنت

 ينتيجه گير
قابل  ،Nonidet P-40 با استفاده از دترژانت غیر یونی  سازی غشای گلبول قرمز محلول ،Fyaژن  آنتی دستیابی بهجهت 

تولید  وزایی  های مختلف از جمله ایمنی در زمینهبه دست آمده، ژن  از آنتی های بعدی در مطالعه توان انجام بوده و می
 بادی بهره برد. آنتی

 دافیگروه خونی سیستم  ،گلبول قرمزکروماتوگرافی تمایلی،  :ات كليديكلم
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  مقدمه 
و  ABOنظـر بـالینی پـز از     های مهم از ژن  يکی از آنتی    
Rhژن ، آنتی Duffy 1512ژن در سـال   باشـد  ايـآ آنتـی    می 

هـای متتفـ     گـروه  دارای زير Duffy ژن شناسايی شد  آنتی
ــالینی  اســت کــه هــر کــداب بــه نوبــه خــود دارای اهمیــت ب

متعـددی مننـی بـر اي ـاد آنمـی       هـای  گزارش  (1)باشند می
( و اي اد ناسـازگاری یـیآ انتقـال    HDNهمولیتیک نوزادان)
در مقالات متتف  ذکـر شـده    Duffyژن  خون به واسطه آنتی
ژن اهمیت به سزايی  ايآ آنتی بادی عفیه است و شناسايی آنتی

   (0)انتقال خون دارد چرخهدر طی 
های قرمـز نیـاز بـه     گفنول یژن از غشا سازی آنتی خالص    

توان از مواد دترژانت  سازی دارد و برای ايآ منظور می محفول
یل شدن غشـاهای بیولـوژيکی توسـو مـواد     کمک گرفت  
 ـ   ا ها دترژانت سال ه اسـت   ست که مـورد بررسـی قـرار گرفت

ها و لیپیدهای غشـايی   هستند که پروتئیآ یها ترکینات دترژانت
کننــد و من ــر بــه تتريــب غشــای ســفولی در  را یــل مــی

 و یهای فیزيک شوند  با توجه به ويژگی های مناسب می غفظت
:  CMC)غفظـت بحرانـی میسـل    و ها ماننـد بـار   آن شیمیايی

Critical micelle Concentration )متفـاوتی  هـای   برهمکنش
های غشـايی دنـاتوره مـی شـوند  در      دهد و پروتئیآ رخ می
های جديدی برای بهنـود یللیـت    های گذشته، دترژانت دهه

ــروتئیآ ــت هــای غشــايی طرایــی شــده  پ ــد  دترژان هــای  ان
)آلکیـل   ASB-16و  zwitteronic ASB-14آمیدوسولفوبتائیآ 
( بـا  های خطی متیل آمینو پروپانوسولفونات آمیدو پروپیل دی

   باشند از آن جمفه میاتم کربآ در زن یره آسیل  10و  10
 ـ ریغ) NP-40 اي X100 تونيتر دترژانتی شامل مواد     ( یوني
ــونيتریزوئ) CHAPS و ــان در( کی ــادی زم ــای متم ــرا ه  یب

 آيپرکـاربردتر از   (3انـد )  هشـد  استفاده یبعد دو الکتروفورز
 ـغ انواع ،سفولی غشاء نکرد یل یبرا دترژانت مواد  ـ ری ی وني

ــه  NP-40  باشــند مــی NP-40 و Triton X-100 آن شــامل ب
ــتترا     ــرای اس ــز ســفولی ب ــافر لی ــک جــزء در ب ــوان ي عن

های پروتئـازی   های غشاء سفولی به همراه مهارکننده پروتئیآ
 لیتحف و هيت ز یبرا منفرد یهاسفول زیل ( 0شود) استفاده می

 ـ یکيالکتر ،یکیمکان ،ینوت ،ینور یابزارها با توان یم را  اي
 بـه  مربوط ضع  و قوت نقاط کداب هر که ان اب داد يیایمیش

 هـای  ويژگـی  به زیل روش آيترمناسب انتتاب  دارند را خود
و زمان لازب جهت دستیابی بـه   پروتئیآ هدف مورد انتظار از

سـازی   ينـد محفـول  آدر ايـآ مطالعـه، فر   .(1)دارد یبستگآن 
سـپز،   نورت گرفت  به کمک دترژانت، غشای گفنول قرمز

Fyژن  آنتی
a ـ  شـده  سـازی   خالص  ه ـو بررسـی ويژگـی آن ب

 ان اب شد  ELISA روشه ـوسیف
 

  ها روشمواد و 
 ـ مطالعـه  آيا در     تهیـه و یمـل خـون مطـاب  بـا       ،یت رب

نامـه   های سازمان بوده و در ايآ رابطـه، رضـايت   دستورالعمل
استفاده پژوهشی توسـو سـازمان   اهداکنندگان مننی بر م وز 
گیـری بـر مننـای انتتـاب فـرآورده       اخذ گرديد  روش نمونه

Fyژن  کننـده آنتـی   گفنول قرمزکه بیان
a  و فاقـد Fy

b    بـود، بـه
 نورت دسترسی آسان ان اب شد  

 

Fyآگفوتیناسیون جهت بررسـی ويژگـی    آزمايش
a  کیسـه  در

 :گفنول قرمز متراکم
 از درنـد  0-1 سوسپانسـیون پز از تهیه کیسـه خـون،       

بار شسـت   3پز از و تهیه ،  Fyواجد های قرمز کیسه  گفنول
Fyبادی  از آنتی میکرولیتر 122و شو، 

a  ،122و در لوله م زا 
ــادی  از آنتــی میکرولیتــر Fyب

b  ،هــر دو از شــرکت آلمــانی(
 میکرولیتر از سوسپانسیون سفولی 12ايمونودياگنوستیکا(، به 

دقیقـه در   32اضـافه و بـه مـدت     کیسه گفنول قرمز متـراکم 
بـار   3گراد قرار داده شـد  پـز از    درجه سانتی 30ماری  بآ

هیومآ گفوبولیآ ريتته و پز از سانتريفوژ،  شست و شو، آنتی
 مشاهده شد   X12بیآ  با ذره

 

 : RBCسازی غشای محفول

Oبـا گـروه خـونی     متراکم قرمز گفنولکیسه     
- ،Fy

a+ ،Fy
b- 

سازی از بافر  به منظور محفول ،ويژگی آنپز از تايید تهیه و 
 :با فرمول NP-40ژانتو دتر EDTAیاوی 
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25 mM Tris-HCL, 150 mM NaCL, 10 mM EDTA, 
1.0% NP-40, pH 7.5 and 2 mM phenylmethylsulfonyl 
fluoride 

از ايآ بافر درون بشر  mL 102 استفاده شد، به ايآ ترتیب که
 mL 012 بـه ی ـم   بـا گفنـول قرمـز متـراکم    ريتته شده و 

مهارکننـده   بـرای یـذف پروتئازهـا، سـريعا       (0)ه شددیرسان
ساعت با مگنـت   0به آن اضافه شد  سپز   PMSFپروتئازی

شده را  ان اب شود  خون لیز RBCلیز غشای  چرخید تا کامل 
بـه   g 1322 بـا دور  ها لولهبه درون لوله فالکون منتقل کرده، 

هـا   رويی لوله سپز محتوی شدند دقیقه سانتريفوژ  11 مدت
سر و تـه   منتقل شد   D 1222 Cut off های ديالیز با به کیسه
داده قرار  PBSهای ديالیز بسته شده و درون بشر یاوی  کیسه
ساعت چرخید، سپز دو بار ديگر ديـالیز   0 و با مگنت شده
 تازه ادامه يافت  PBSدر 

 

Fyساخت ستون 
a : 

 0کربنات به عنوان بافر کنژوگه،  برای تهیه بافر کربنات بی     
از  mL 00مــولار بــا  Na2CO3  ،0/2لیتــر از محفــول  میفــی
میفی  122مولار متفوط و به ی م  NaHCO3  ،0/2محفول 

گرب از پـودر ژل سـفاروز فعـال     میفی 122لیتر رسانیده شد  
نژوگـه،  کشده با سیانوژن برومايد)سیگما، آمريکـا( بـا بـافر    

ساعت روی روتـاتور قـرار داده شـد      3متورب شده و یدود 
 اسیانوژن موجود در ژل نیاز به جفت الکتـرون آزاد دارد  لـذ  

شـود  پـز از خـار      بادی به آن متصل مـی  یآ آنتیگروه آم
 0بادی اضـافه و   میکروگرب آنتی 02کردن محفول رويی ژل، 

 ساعت روی روتاتور قرار داده شد  
ز انتقال ژل به ستون، ابتدا يک دور آن را سـانتريفوژ  قنل ا    
، جدا شد  جذب اضافی بادی و محفول رويی یاوی آنتیکرده 

انش شـد  سـپز روی ژل، بـافر    نوری محفـول رويـی خـو   
( اضافه و به آرامی به ستون منتقل شد  در ادامه، PBSفسفات)

خروجـی برابـر    nm 002 OD تا اضافه شد PBSروی ستون 
مولار از ستون عنور داده شد  0/2نفر شود  سپز گليسیآ 

تا اتصالات سست گسسته شود  در ادامه جهت جفـوگیری از  
هـای خـالی بـا     انی، ظرفیـت های غیر اختص اتصال پروتئیآ

اتانول  دار کوچک پر شد  به ايآ منظور، دی های آمیآ مولکول
به ستون اضافه شد   کنژوگه در ساختار بافر mL/L 0/3آمیآ 

های یانـل از   پز از شستشوی ژل با بافر فسفات، پروتئیآ
برابر رقی   12سازی و ديالیز،  های قرمز پز از محفول گفنول

 PBSشده و از ستون عنور داده شدند  سپز شست و شو بـا  
محفول خروجی برابـر   nm 002 ODای که  ان اب شد به گونه

تصل شده بـه سـتون بـا    ژن م نفر شد  سپز جداسازی آنتی
 ان اب شد   pH 0/0مولار و  1/2استفاده از محفول گليسیآ 

 
 : ELISA سن ش ان اب
 12و ی ـم   µg/mL12 پروتئیآ خالص شده در غفظـت     

يـک  کوت شـد  در   ELISAهای پفیت  میکرولیتر، در چاهک
از بافر فسـفات اسـتفاده    coatingژن در  ردي ، به جای آنتی

 Blocking  ،122پــز از خــالی کــردن پفیــت، جهــت  شــد 
اضافه و به مـدت  درند،  0میکرولیتر محفول آلنومیآ گاوی 

کند تا  آلنومیآ فضاهای خالی را پر میه شد  انکوب ساعت 00
های لايه بعدی، ممانعـت   اختصانی پروتئیآ از چسنیدن غیر

ژن خـالص   که آنتی ELISAبه عمل آيد  در هر چاهک پفیت 
بادی اختصانی اضافه شـد    نتیآ µL 12 شده بود، coatشده 

Fyآنتـــی 
a )آنتـــی  و )ايونودياگنوســـتیکاFy

b  ت ـــاری
دقیقه  31پز از  شد  ها اضافه به چاهک )ايمونودياگنوستیکا(
ها،  و تتفیه چاهک گراد سانتی درجه 30انکوباسیون در دمای 

 هیومآ گفوبولیآ( بادی)آنتی آنتی µL 12 ان اب وشست و شو 
دقیقـه انکوباسـیون،    31اضافه شد  پـز از   HRPکنژوگه با 

دقیقـه   12اضـافه و یـدود    TMBسوبسترا  و شستشو ان اب
در  اضـافه شـد    stopمحفـول   µL 01زمان داده شد، سـپز  

ريدر در الايزا نهايت جذب نوری محصول یانل با دستگاه 
 نانومتر قرائت شد  012طول مو  

 

  ها يافته

آگفوتیناسیون جهت بررسی ويژگـی   آزمايشنتايج یانل از 
Fy

a  کیسه خون)گفنول قرمز متراکم(در: 
 نتی ه قسمت روش کار،  مطاب  روش توضیح داده شده در    
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و عدم  Fyaبادی ضد  ژن مورد نظر با آنتی دهی آنتی دهنده واکنش ژن خالص شده، نشان جهت  بررسی ویژگی آنتی الایزا : نتیجه آزمایش1جدول 
 باشد. می Fybدهی آن با آنتی  واکنش

 

 ها جذب نوری نمونه های مصرفی بادی آنتی

OD450nm 
Mean ± SD * CV%  جذب نوریPBS 

 113/1 ت اری Fyaآنتی 
130/2 ± 210/1 50/10 

151/2 

 121/2 515/2 ت اری Fyaآنتی 

 025/2 ت اری Fybآنتی 
210/2 ± 150/2** 10/0 

111/2 

 250/2 100/2 ت اری Fybآنتی 

* CV=coefficient of variation (SD/mean×100)دهد و مقدار ايده  ، بیانگر ضريب تغییرات بوده و میزان تکرارپذيری آزمايش را نشان می
 CVبا اعداد کوچک سرو کار دارد،  ODاستفاده شده است و نه غفظت، و مقدار  OD% و کمتر است  در ايآ مورد، چون تنها مقادير 12آل آن 

 ، به دست آمده است 12بالاتر از در يک مورد 
رسد که  باشد و به نظر می ديک به رنگ زمینه میبه دست آمده است نز Fybکه برای  150/2** لازب به ذکر است که مقادير جذب نوری 

 به دست آمده است  Fybدهد زيرا نمونه مورد نظر از کیسه خون فاقد  اتصال اختصانی را نشان نمی

 
Fyهای ضد  بادی آزمايش آگفوتیناسیون، با به کارگیری آنتی

a 
Fyو 

b ،  ـب منفی شد کـه به ترتیب مثنت و   ـيو انگری Fy یژگ
a+ 

  بود یمصرف خون سهیک بودن
 

 : الايزا آزمايش ژن توسو نتايج یانل از تعییآ ويژگی آنتی
و الايزا روش  ژن به دست آمده از جهت تعییآ ويژگی آنتی    

ــه ــوانش نتی  ــتگاه از ،خ ــدر دس ــزا ري ــتفاده الاي ــده  اس ش
  (1)جدول است

 
 بحث

بـه کمـک    گفنول قرمز ءسازی غشا محفول ،ايآ مطالعه در    
ايآ منظور، از  نورت گرفت  برای NP-40دترژانت غیر يونی 

ــه ــل   کیس ــون کام ــای خ Fyه
a+ ــتفاده ــد   اس ــه،ش  در ادام

Fy ژن سازی آنتی خالص
a
با اسـتفاده از روش کرومـاتوگرافی    

ژن به دسـت آمـده، بررسـی و     ويژگی آنتیشد   تمايفی ان اب
یولوژيکی توسو مواد دترژانت یل شدن غشاهای ب تايید شد 

هـای   های معمول جهت دسـتیابی بـه پـروتئیآ    يکی از روش
Fyغشايی مانند 

a  است  در ايآ رابطه، تاثیر دترژانت و ترکیب
 NP-40غیـر يـونی   دترژانـت   ( 0لیپیدی مشتص شده است)

در شود   مناسب می  تتريب غشای سفولی در غفظت من ر به

نیز مشـابه ايـآ مطالعـه، در دو    و همکاران پرت ، 0220سال 
سازی  های غیر يونی جهت محفول مطالعه مستقل، از دترژانت

استفاده کردند با ايآ تفاوت که نوع دترژانت غیر  RBCغشای 
ها بـه کـار بردنـد، در يـک مطالعـه، از خـانواده        يونی که آن

 Triton X-100اتیفآ آلکیل اتر و در مطالعـه ديگـر،    اکسی پفی
 (  0، 5استفاده شد) NP-40که در ايآ مطالعه از  بود در یالی

هـای   هـای گـروه خـونی بـه روش     ژن سازی آنتـی  خالص   
ــل ان ــاب اســت   ــاتوگرافمتتففــی قاب ــر  ،یفيتمــا یکروم  پ

 ـباز و یسـاز خـالص  یبرا یجداسازروش  آيکاربردتر  یابي
 زيمـاتر  نوع علوه بر  است ارزشمند اریبس یهاومولکولیب

 یکروماتوگراف عمفکرد بر که یگريد مهم عنصر استفاده، مورد
 یمولکـول  که است، ینیترک لیم گاندیل گذارد، یم ریتأث تمايفی
 متصـل  مـاتريز  سـطح  به نتکووالا نورت به ديبا که است
  در ايآ مطالعه، از لیگانـد  باشد داريپا نديفرآ طول در و شود
استفاده شد  Fyژن  بادی اختصانی جهت جداسازی آنتی آنتی

ها نیز از  باشد  آن و همکاران هم راستا می داکور که با مطالعه
هـای   ژن بادی مونوکفونال جهت جداسـازی آنتـی   لیگاند آنتی
Leگروه خونی 

a  وLe
b (12استفاده نمودند ) 

 های  ی در رابطه با گروهـروماتوگرافی تمايفـاده از کـاستف    
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ژن نـورت نگرفتـه    سـازی آنتـی   خونی همواره جهت خالص
ژن  است  بر خلف مطالعه یاضر کـه جداسـازی يـک آنتـی    

و همکاران در تهیه  گربر گروه خونی را هدف قرار داده است،
IVIG   يک مریفه کروماتوگرافی تمايفی گن انیدند تا با بـه ،

های سنتتیک)اولیگوساکاريد های خالص( و  ژن کارگیری آنتی
 هـای خـونی   بادی ضد گروه ها، من ر به کاهش آنتی تثنیت آن

A  وB در محصول ها(  )ايزوآگفوتینیآIVIG  و کاهش ایتمال
و همکاران بر  تورس ( 11همولیز به دننال مصرف دارو شوند)
بـادی اختصانـی ضـد يـک      خلف مطالعه یاضر که از آنتی

ژن گروه خونی اسـتفاده نمـوده اسـت، بـه وسـیفه روش       آنتی
کروماتوگرافی تمايفی با اسـتفاده از يـک لکتـیآ مربـوط بـه      

سـازی گفیکـو    ، اقـداب بـه خـالص   ”Helix pomatia“یفزون 
 (  10اند) ، نموده Aلیپیدهای گروه 

Fyده ـخالص ش ژن یآنت یژگيو صیتشت جهت    
a آـيا در  

 همکـاران  وسوده سـاکی    شد استفاده الايزا روش از مطالعه،
 ، A,B,M,N یخـون  یهاگروه هیعف بر یباد یآنت صیتشت در

 نـورت  به را ژن یآنت هاآن  نمودند استفاده یمشابه روش از
 مطالعه، آيا در کهی یال در کردند ی کوتتیتروسيار یغشاها

 ( 13)شد کوت شده خالص ژن یآنت تر عمل شده و اختصانی

 
گيري نتيجه

ژن  آنتــی دســتیابی بــهجهــت  دادتحقیــ  یاضــر نشــان     
Fy

a، ــول ــز  محف ــول قرم ــای گفن ــازی غش ــتفاده از  س ــا اس ب
و بــه کــارگیری   ،Nonidet P-40دترژانــت غیــر يــونی   

در  تــوان قابــل ان ــاب بــوده و مــی بــادی تثنیــت شــده آنتــی
هـای   در زمینـه بـه دسـت آمـده،    ژن  از آنتی های آتی، مطالعه

 بادی بهره برد   تولید آنتی وزايی  ايمنیمتتف  از جمفه 
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Abstract 
Background and Objectives 

One of the antigens of the blood group is Duffy, which includes different subtypes. This 

system is of clinical importance in terms of blood transfusion, so accurate identification of this 

antigen is very important. In this study, the process of solubilization of the membrane of red 

blood cell (RBC) and purification of the Duffy antigen, were investigated. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, packed RBCs (O- and Fy
a+

) were obtained from the blood donation 

center of Tehran province. The membranes of RBCs were solubilized using Nonidet P-40 

detergent. In the next step, Fy
a
 antigen was purified by affinity chromatography method using 

a specific antibody against this antigen. The specificity of the purified protein was tested by 

ELISA technique  

 

Results 

The Fy
a+

 characteristic of red blood cells of the RBC bag was confirmed. In addition, the 

specificity of the antigen was confirmed by ELISA method. The absorbance levels of the 

purified antigen (OD450nm) in ELISA method were 1.056 ± 0.137 and 0.197 ± 0.016 by 

employing the Fy
a
 and Fy

b
 antibodies, respectively.  

 

Conclusions   

The present research showed that red blood cell membrane solubilization can be done to purify 

Fy antigen and this antigen may be used in various fields including immunization and antibody 

production  
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