
  
 تهيه داروي بيولوژيكي آلبومين از پلاسماي انساني

 

 
 1390 ، مرداد5  ، شماره69ي تهران، دوره كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

  
  
 

 

  با استفاده از فيلتراسيون فيبري  انسانيتهيه داروي بيولوژيكي آلبومين از پلاسماي

  
  

  
  1امران موسوي حسينيك

  *2مجيد حيدري
  3فاطمه ياري

  

  نولوژيك گروه بيوت-1
   گروه بيوشيمي-2
   گروه ايمونولوژي-3
  
ز تحقيقات موسسه عالي آموزشي و پژوهشي كمر

 خون، تهران، طب انتقال خون، سازمان انتقال
  .ايران

  
  
  
  
ز كمر، بزرگراه شهيد همتتهران، : نويسنده مسئول*

تحقيقات موسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال 
  .سازمان انتقال خون ايران، خون

  021-82052160: تلفن
email: aramhaydari@yahoo.com 

 13/02/1390:     تاريخ پذيرش17/09/1389: تاريخ دريافت مقاله                                                                            

 

استه شده و بر مصرف ك بيماران درامل كطور مداوم از مصرف خون  ههاي اخير ب در سال :زمينه و هدف
دي افزوده تورهاي انعقاكها، و فا هاي دارويي بيولوژيك مشتق از خون از قبيل آلبومين، ايمونوگلوبولين فرآورده

. ولي آلبومين جهت جداسازي آلبومين از پلاسما انساني اهميت فراواني داردكتوجه به ساختمان مول .گرديده است
يل ك آمينواسيد تش585باشد و از حدود   دالتون مي66500ولي كاي با وزن مول  زنجيرهكول آلبومين پروتيين تكمول

دارد،  هاي گوناگوني وجود  براي توليد آلبومين انساني روش.اشدب روي ميكل كش هولي پايدار و بكشده است و مول
بوده است كه با  هايي مورد نظر ولي با توجه به ميزان بالاي نياز به اين ماده بيولوژيكي، در درمان باليني همواره روش

پالايش  بومين ازروش تهيه آل در: روش بررسي .گردد و زمان محدودتر حجم بالايي از آلبومين توليد متركعمليات 
آيد  دست مي هب 5+6 هاي كه پس از جداسازي از مخلوط فراكشن 5 پلاسما به كمك اتانول سرد معمولاً از فراكشن

 Hollow fiber cartridgeكمك  منظور كوتاه نمودن روش كار و كاهش در هزينه، به در اين مطالعه به. گردد استفاده مي
در  :ها يافته . تهيه نماييم6 از فراكشن 5خلوص مناسب بدون جداسازي فراكشن ايم آلبومين را با غلظت و  توانسته

آلبومين .  تهيه گرديدHollow fiber cartridge با استفاده از 5+6اين مطالعه آلبومين انساني از مخلوط فراكشن 
در مطالعه حاضر : گيري  نتيجه.باشد  مي%5/3مر و اگرگيت  پلي و 5/96و منومر % 20 دست آمده داراي غلظت هب
 مقايسه نموديم و با توجه SDS-page كمك هدست آمده پس از جداسازي را با چند نمونه تجاري ب هيفيت آلبومين بك

  .بخش بود  آلبومين تهيه شده، نتايج رضايتدست آمده جهت ه درصد ب5/3مر و اگرگيت  به ميزان پلي

  .ينيسازي پروت ، خالص5+6شن آلبومين انساني، پالايش پلاسما، فراك: ليديكلمات ك
 

  
 Biological) هاي مهمي در زمينه توليد داروهاي بيولوژيك پيشرفت

drugs)اين . حاصل گرديده است پنجاه سال اخير  مشتق از خون در
 آغاز 1920سال  سيستم گروه خوني در پيشرفت از شناسايي اوليه در

هاي خوني ديگر  تدريج شناسايي گروه هل ب سا20و سپس در خلال 
در آن زمان تنها خون كامل، پلاسما و گلبول قرمز . ميسر گرديد

 1و2.گرفت عنوان عامل درماني براي بيماران مورد استفاده قرار مي هب
هاي   امكان تهيه فرآورده(Plasma fractionation) پالايش پلاسما

  درEdwin Cohn 3-6.ازدس دارويي بيولوژيكي مختلف را فراهم مي
را در دهه پنجاه  ها آوري پالايش پلاسما موثرترين گام زمينه فن

تر گرديده و  آوري پيچيده اين فن هاي اخير برداشتند در خلال سال
  -ايمونوقادي، ـها مانند فاكتورهاي انع عي از فرآوردهـاكنون طيف وسي

  

ين با يوتهاي رسوب دادن پر ها و آلبومين توسط روش گلوبولين
 و 8و9هاي كروماتوگرافي تبادل يوني يا روش  يا اتانول و7افزودن نمك
ي از اهداف سازمان كي. گردد  توليد مي10و11 ميل تركيبيكروماتوگرافي

 يمصرف اجزا هاي مختلف پلاسمايي و انتقال خون توليد فرآورده
رويه و  باشد تا از مصرف بي ضروري آن براي بيماران مي مختلف و

 اين امر به دو دليل 12.عمل آيد ه خون كامل جلوگيري بي ضرورغير
حجم  ي دريهاي پلاسما كه غلظت بالاتر فرآورده اول اين. باشد مي

كه  دوم اين تواند قدرت اثر بخشي بالاتري داشته باشد و كمتر مي
تواند آلودگي بسيار كمتري نسبت به خون  هاي پلاسمايي مي فرآورده
ها  اين فرآورده ه و مسئله سازگاري خوني نيز درهمراه داشت هكامل ب

 مصرف آلبومين حاصل از پلاسماي انساني در. باشد كمتر مطرح مي
كشور  براي مثال مصرف آلبومين در. باشد جهان رو به افزايش مي

مقدمه
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     و همكاران حسينيكامران موسوي      

 

 
 1390، مرداد5 شماره ،69ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

 كيلوگرم براي يك ميليون نفر جمعيت به 55  از1976سال  ژاپن در
 البته ميزان مصرف 13. رسيده است1986 سال يلوگرم درك 814

مصرف آن در  باشد و كشورهاي مختلف متفاوت مي آلبومين در
در   كيلوگرم و200كانادا حدود  در  كيلوگرم و400آمريكا حدود 

ازاي يك ميليون نفر جمعيت  انگلستان حدود يك صد كيلوگرم به
گرم  كيلو200نياز را   كميته بهداشت عمومي اروپا ميزان مورد.باشد مي
در حال حاضر ميزان  اي يك ميليون نفر جمعيت در نظر گرفته واز به

چه   چنان14.اروپا تقريباً ثابت باقي مانده است مصرف آلبومين در
نظر بگيريم با يك   گرم در25را  بازيابي آلبومين از يك ليتر پلاسما

پلاسما سالانه  برد كه چه حجم عظيمي از  توان پي محاسبه ساده مي
لذا كوتاه نمودن مراحل روش توليد . ست پالايش گرددباي جهان مي در
در روش جداسازي . منظور پالايش بيشتر پلاسما بسيار اهميت دارد به

 5تا  1 مختلف اجزايكمك اتانول سرد ابتدا  هاي پلاسما به ينيپروت
سپس فرمولاسيون آن براي تهيه داروهاي  و 15و16آيد دست مي هب

ها را  يني توزيع پروت1ضميمه . ذيردپ  صورت مياجزامختلف از اين 
گردد  گونه كه مشاهده مي  همان.دهد  مختلف نشان مياجزاي در

، pHباشد، اما با تنظيم دقيق   موجود مياجزاها در اكثر  گلوبولين
ها را  توان گلوبولين مي قدرت يوني، درجه حرارت و غلظت الكل 

  17و18.دست آورد ه ب2+3 اجزايعمدتاً از 
 6 الي 1 اجزايروش اتانول سرد از  هاي پلاسما به پروتيينجداسازي 

تهيه .  نشان داده شده است1صورت نمودار در شكل  طور خلاصه به به
 ه لازمه ب19.گيرد  صورت مي5 از فراكشن 1 شكلآلبومين با توجه به 

   باشد    مي5+6اجزاي ات مجدد بر روي ـ، عملي5دست آوردن فراكشن 
  

 هاي مختلف حاصل از هاي پلاسماي انساني در فراكشن ينيوتتوزيع پر :1-ضميمه
   اتانول سرداپالايش ب
  تركيبات  فراكشن

  

I  فاكتور -فيبرينوژن VIIIانعقادي   
  

II+III ها گلوبولين :IgG ،IgA ،IgM  
  II ،VII، IX ،Xو فاكتورهاي انعقادي 

  ها بتا گلوبولين
  

VI-1 سين، تريپ ها، آلفا آنتي آلفا و بتا گلوبولينIgMترومبين   و آنتيIII 
  

IV-4 ها و ترانسفرين ها، سرولوپلاسمين، هاپتوگلوبولين آلفا و بتا گلوبولين  
  

V  ها  گلوبولين-و بتا -آلبومين و آلفا  

Plasma

centrifugation

paste (FVIII)

supernatant

120 l/h
4 C
pH 6.9

paste

supernatant
centrifugation

Fraction I supernatant
60 l/h
-5 C
pH6.8

25% C2H5OH

fraction II+IIIsupernatant 
     II+III

fractin IV

supernatant
       IV

30 l/h
-8 C
pH4.8

C2H5OH
   40%

Fraction
  V+VI

Supernatant

60 l/h
-1 C

C2H5OH
    10%

fraction
   VI

supernatant

30 l/h
-10 C
pH 4.65

C2H5OH
   30%

supernatant

fraction V Albumin formulation  
  

  كمك اتانول سرد فلوچارت پالايش پلاسما به: 1-شكل

  
در صورت امكان تهيه . باشد ينه ميبر و همراه با هز كه كاري زمان

ها توليد  جويي در زمان و هزينه ، ضمن صرفه5+6 اجزايآلبومين از 
در اين مطالعه . بسيار حايز اهميت استهمراه دارد كه  بيشتر را نيز به

 در مقياس 5+6 اجزاياز % 20سعي گرديده است آلبومين غليظ 
  .آزمايشگاهي تهيه گردد

  

  
يك اسيد، سديم هيدروكسايد و يي مصرفي شامل اكتانويمواد شيميا

 ,Merck)  از كمپانيAnalytical gradeنوع  سديم كلرايد تمامي از

Germany)هاي  شركت خارجي از% 20 هاي آلبومين نمونه. باشد  مي
Bio test ،آلمان Sclavo ايتاليا و KGCCكليه .  كره جنوبي تهيه شد

الكتروفورز روي . ها با آب مقطر ديونيزه انجام پذيرفت يمحلول ساز
 درصد پلي اكريل آميد در حضور سديم دودسيل سولفات 10ژل 

 Pellican)تغليظ آلبومين توسط پليكان كاست . صورت گرفته است

cassett)  با فيلترOMEG 30Kنيز   وHollow fiber cartridge با 
 صورت Romicon  از شركتMembrane type: PM10مشخصات 
 و Heidolphاستفاده از نوع  پمپ پريستالتيك مورد. گرفته است

 Seitz از شركت EKSاستفاده از نوع فيلترهاي ديسكي  فيلترهاي مورد
. تهيه گرديد پور  از شركت ميليTwin 90 Fiter unitبوده است و 

 Philips PU 8750 uv/visين با روش بيوره با دستگاه يگيري پروت اندازه

scanning spectrophotometerها با  گيري ميزان الكتروليت     و اندازه
چنين   انجام شد و همCorning 480 flame photometerاستفاده از 

يني با رقيق كردن تا ميزان يك يهاي پروت  تمامي محلولpHگيري  اندازه

  بررسيروش

284 
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 انجام pHگيري  منظور اجتناب از تغييرات اندازه  بهw/vگرم درصد 
 در دو برابر 5+6ين مورد نظر از حل كردن خمير يمحلول پروت .شد

  .وزني آب مقطر ديونيزه حاصل گرديده است
 دو روش مورد استفاده قرار 5+6 اجزايبراي تهيه آلبومين غليظ از 

 فيلتر فيبري ري استفاده ازكارگيري پليكان كاست و ديگ هگرفت يكي ب
در روش پليكان كاست؛ با ، (Hollow fiber cartridge) نوع كارتريج
 ميسر Bar2/1ستالتيك امكان بالا بردن فشار تا يپمپ پر استفاده از

 pHسازي دستگاه پليكان كاست، آب مقطر تا  ابتدا براي خنثي. گرديد
 رسانده شد، شش به 12حدود   ازpHعبارتي  خنثي عبور داده شد به

 و سپس AP از سري فيلتر 5+6يني خمير يسپس محلول پروت
 ون رايسختي عبور داده شد، لذا سيستم فيلتراس  به8/0 و 2/1فيلترهاي 

جاي سري فيلتر قبلي استفاده  ه بEKSفيلتر ديسكي  عوض نموده از
يني اقدام شد با توجه به يگرديد، سپس نسبت به دياليز محلول پروت

ين مورد نظر ي ميسر بود غلظت پروتBar2/1كه حداكثر فشار  اين
ين كل يپروت: دست آمد ه بالا نرفت و نتايج زير بميزان مطلوب به

 6/9ميزان آلبومين از   گرم درصد و14 گرم درصد به 10محلول از 
كه  با توجه به اين.  گرم درصد افزايش يافت5/13گرم درصد به 
جاي پليكان كاست، از  هبود ب آلبومين مورد نظر% 20غلظت حدود 

Hollow fiber cartridgeر استفاده گرديد، اين روند كار  براي ادامه كا
 را سه بار تكرار نموديم كه قابليت تكرارپذيري آن مورد بررسي و

  .تاييد قرار گيرد
 به 12 آن از بالاي pH ابتدا Hollow fiber cartridgeدر روش كار با 

عمل اولترافيلتراسيون محلول  قبل از  رسانده شد وششحدود 
 فيلتر EKSبا فيلتر   گرم درصد10از ين تهيه شده با غلظت كمتر يپروت

توسط ستالتيك يپرسپس عمل اولترافيلتراسيون با كمك پمپ  گرديد و
Hollow fiber cartridgeي پس ي صورت پذيرفت در فرمولاسيون نها

از اولترافيلتراسيون از پايداركننده سديم كاپريلات كه از واكنش 
آيد  دست مي هبروكسايد سديم هيد يك اسيد وياندوترميك اكتانو

 استفاده گرديد تا مقاومت حرارتي لازم جهت mol/l03/0ميزان  به
يني تهيه ينهايت محلول پروت در پاستوريزاسيون آلبومين فراهم آيد و

 10مدت  بن ماري به در  عبور داده شد وTwin-90شده از فيلتر 
پس از اتمام عمل اولترافيلتراسيون، .  قرار داده شدC 60ساعت در 

هاي سرم فيزيولوژي و سديم   با محلولHollow fiber cartridgeيلتر ف
  نرمال شسته شد و2/0 نرمال و سديم هيدروكسايد 5/0هيدروكسايد 

 نرمال در فيلتر 2/0 دقيقه سديم هيدروكسايد 10مدت  نهايت به در
ي گردش داده شد تا يمنظور جلوگيري از آلودگي باكتريا مربوطه به
هاي بعدي استفاده  براي فيلتراسيون Hollow fiber cartridge بتوان از

مقايسه با   درSDS-PAGEخلوص آلبومين فرموله شده توسط . نمود
هاي مختلف مورد بررسي  هاي توليد شده تجاري از شركت آلبومين

  .قرار گرفت
  

  
 Hollow fiber  با استفاده از1دست آمده طبق جدول  هنتايج ب

cartridge روش كار . بخش بوده است نسبت به پليكان كاست رضايت
 علت بالا بودن ميزان سديم در. قابليت تكرارپذيري خوبي را نشان داد

 علت افزايش بيشتر هتواند ب سري اول و دوم نسبت به سري سوم مي
دست  هروي فرآورده ب  برSDS-PAGEبا انجام  .سديم كاپريلات باشد

هاي خارجي بيوتست آلمان،  هاي شركت چنين فرآورده آمده و هم
Sclavo ايتاليا و KGCCعمل آمده، ميزان  ه كره جنوبي و مقايسه نتايج ب

  . نشان داده شده است2 مر و اگرگيت در جدول منومر و پلي

  
  فيلتر فيبري نوع كارتريجكمك  به% 20نتايج حاصل از تهيه آلبومين  :1-جدول

  قبل از  
  سيوناولترافيلترا

  پس از
  اولترافيلتراسيون

  g  9/8  2/18%ين كل يپروت  سري اول

  g  2/9  1/18% آلبومين  

  meq/l 33  135سديم   

  meq/l  92/0  09/0 پتاسيم  

  g  2/10  2/21%ين كل يپروت  سري دوم

  g  0/10  0/21% آلبومين  

  meq/l  34  144سديم   

  meq/l  98/0  04/0 پتاسيم  

  g  9/7  6/21%ين كل يپروت  سري سوم
  g  57/7  3/21% آلبومين  
  meq/l  37  119سديم   
  meq/l  07/0  28/0 پتاسيم  

P value قبل از اولترافيلتراسيون و پس از اولترافيلتراسيون جهت پروتيين كل، آلبومين، سديم، و 
  .باشد  مي04/0 و 007/0، 015/0، 013/0ترتيب  پتاسيم به

 هايافته
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ها بـين آلبـومين توليـد شـده از            گيتمر و اگر   مقايسه ميزان منومر، پلي   : 2-جدول
  ها  با آلبومين توليد شده توسط ساير شركتV+VIخمير 

  و اگرگيت مر پلي  منومر  نوع نمونه
  4  96  بيوتست آلمان% 20آلبومين 
  6/5  4/94   ايتالياSclavo% 20آلبومين 
  5  95   كره جنوبيKGCC% 20آلبومين 
  V  6/93  4/6خمير  از% 20آلبومين 
  7/4  3/95  %5آلبومين 
  V+VI 5/96  5/3اين پروژه از خمير % 20آلبومين 

  

  
 Sodium)دست آمده از روش  هين بيجهت بررسي خلوص پروت

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) يا 
هاي دقيق  آميد كه يكي از روش الكتروفورز روي ژل پلي اكريل

ين يآلبومين پروت. باشد، استفاده گرديد ها مي ينيوص پروتبررسي خل
سولفيدي   پل دي17 آمينو اسيد با 585اي است كه شامل  زنجيره تك
 وزن مولكولي آلبومين 20.بخشد باشد كه شكل كروي به آن مي مي

توان درصدهاي   ميبررسي آلبومينبراي  كيلو دالتون است 66500
اين مطالعه  ژل استفاده شده در.  بردكار هر را بذكومختلفي از ژل م

 و تحت شرايط SDSحضور   درصد بوده و الكتروفورز در10ميزان  به
 لذا آلبومين تنها در.  انجام گرفته است(ME -2)احيا با مركاپتواتانول 

اولين از (وسيله ماركر آلبومين  هدهد كه ب يك باند خود را نشان مي
اين  در). 2 لكش(باشد  مياين باند قابل تشخيص ) سمت راست

مطالعه ميزان درجه خلوص آلبومين تهيه شده توسط اين روش در 
 ايتاليا و Sclavoهاي بيوتست آلمان و  هاي شركت مقايسه با آلبومين

KGCC هم نزديك  هبسيار ب) ترتيب از چپ به راست به( كره جنوبي
ايمر ين از لحاظ ميزان منومر و ديبراي بررسي وضعيت پروت. باشد مي

در اين مرحله از سديم .  انجام شدPAGE ها، الكتروفورز  و اگرگيت
  ن روش ـاي در. دـاده نگرديـات و مركاپتو اتانول استفـل سولفـدودسي

  
  
  
  
  
  

هـاي   شده در مقايـسه بـا آلبـومين        آلبومين تهيه  SDS-PAGEالكتروفورز  : 2-شكل
  خارجي

  
  
  
  
  
  
  

  

  هاي خارجي شده در مقايسه با آلبومين  آلبومين تهيهPAGEالكتروفورز : 3-شكل

  
) هـا  مـر و اگرگيـت   پلـي ( اشكال مختلف منومر و غيـر آن   آلبومين در 

دهـد   بار سطحي خود تشكيل مي     هاي مختلفي را براساس اندازه و     باند
ميـزان شـكل منـومر       شـود    ملاحظـه مـي    3شـكل    كه در طور   و همان 

ر كـه مربـوط بـه شـكل         بانـد بـالات    بسيار بالا بوده و   ) ترين باند  ينيپا(
ين را  يچيزي از كـل پـروت     باشـد تنهـا درصـد نـا         ين مـي  يمري پروت  پلي

دهد كه البته ايـن مـسئله بـا انـواع خـارجي قابـل مقايـسه                   تشكيل مي 
توليـد  % 20گردد كه آلبومين       مشاهده مي  2با توجه به جدول     . باشد  مي

دل ي از منـومر، معـا     يبـالا   از درصـد   5+6خمير   اين مطالعه از   شده در 
هاي   قابل رقابت با انواع مشابه شركت      املاكبرخوردار است كه    % 5/96

  .باشد خارجي مي
وسيله از سركار خانم دكتر مهتاب مقصودلو كه ما           بدين :سپاسگزاري

ر و قـدرداني    كانـد صـميمانه تـش      را در محاسبات آماري ياري نمـوده      
  .نماييم مي
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Background: In recent years, consumption of whole-blood for the treatment of patients 
has decreased but use of biological plasma-derived medicines such as albumin, 
immunoglobulin and coagulation factors have increased instead. Paying attention to 
albumin molecular structure is important for its isolation from human plasma. Albumin 
is a single-chain protein consisting of about 585 amino acids and a molecular weight of 
66500 Daltons. Albumin is a stable molecule and it is spherical in shape. There are 
different methods for human albumin preparation. Considering the large consumption 
of this biological drug in clinical settings, methods with fewer steps in production line 
are of big advantage in saving time and manufacturing more products. 
Methods: In this project, we prepared human albumin using hollow fiber cartridges in 
order to omit the rework on fraction V+VI. Human albumin is usually produced by the 
application of cold ethanol method, where albumin is obtained from fraction V by 
doing a rework on fraction V+VI to separate fraction V. 
Results: In the current work, human albumin was prepared from fraction V+VI by the 
help of hollow fiber cartridges. With a concentration of 20%, the obtained albumin had 
96.5% of monomer and 3.5% of polymer and polymer aggregate. 
Conclusion: Comparing the obtained human albumin with a number of commercial 
human albumin samples by the use of SDS-page, the results were satisfactory regarding 
the 3.5 percent polymer and aggregate rate for the prepared albumin. 
 

Keywords: Blood plasma, fraction V+VI, fractionation, human albumin, protein, 
purification. 
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