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Abstract
Introduction: Separation of molecules and cells using magnetic force is very simple, fast, 

efficient and low cost method in medical laboratory and research activities. The usage of this 
separation contributes to the quality of studies and related calculations in the field of laboratory 
sciences and researches.

Methods and Materials: In the present study, we managed to make an optimal device for 
biological separations and cell sorting activities based on magnetic field. Two strong permanent 
magnets were devised inside a fiber glass body in a certain distance. Several spaces were 
created around the magnets for different kinds of sample containers such as injection syringes 
with different capacities from 2 to 20 ml in each container. The ability of isolation, concentration 
and purification of materials, and the ability of detection or study of molecular and cellular 
interaction has been provided by applying a magnetic field about 1.5 Tesela. Small iron beads 
covered by an inert polyester coating were prepared to be replaced in the containers for more 
efficient separation in very low concentrations.

Results: To evaluate the performance and demonstrate the neutrality of veneer, a certain 
weight of the coating material were placed in usual solvents vicinity. Moreover, the coating 
material was evaluated in terms of weight changes. Increasing or decreasing of weight and 
changing in the veneer material were not observed in test conditions. TLC test was used for 
determining the possibility of remaining materials from the veneer to the fluid environment. 
This test proved that the veneer materials cannot penetrate to the testing environment. Various 
activities were taken to evaluate the efficiency of nanoparticles separation. First, very low 
concentrations of magnetic nanoparticles have been isolated by using this device frequently. 
Second, accumulative weight of nanoparticles was separated by measurement. Finally, the 
accuracy of separation was confirmed. Cell separation device performance was performed 
by isolating Lymphocytes from monocytes in peripheral blood using super paramagnetic iron 
nanoparticles conjugated with anti-CD14 antibody. Moreover, the accuracy of operations were 
determined and proven by identifying Lymphocytes and cell viability using Trypan blue.

Discussion and Conclusion: This equipment is qualified for various separation activities 
in biological samples such as biomarkers from blood or serum in the medical diagnosis 
laboratories and research units.
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چكيد ه
مقدمه: جدا سازی ذرات بر اساس میدان مغناطیسی یکی از روش های بسیار آسان، سریع، ارزان و با بازده بالا می باشد. کاربرد 

این روش جداسازی، در حیطه علوم آزمایشگاهی و تحقیقاتی، کمک شایانی به کیفیت مطالعات و محاسبات مربوطه می نماید.
مواد و روش ها: در طرح حاضر، دستگاهی با کیفیت و ارزان جهت استفاده آسان در آزمایشگاه های تشخیصی و تحقیقاتی 

علوم پزشکی و شیمی طراحی و تهیه گردید. این دستگاه شامل بدنه اصلی از جنس فایبرگلاس است که دو آهن ربای قوی 
در آن تعبیه شده است. شکاف هایی جهت قراردادن 14 ظرف نمونه با اندازه و اشکال متنوع از جمله سرنگ های تزریق دارو 
با ظرفیت حدود 2 تا 20 میلی لیتر در هر ظرف در گرداگرد و مابین آهن رباها ایجاد گردیده و با به کارگیری میدان مغناطیسی 
در حدود 1/5 تسلا، امکان جداسازی، تغلیظ و تخلیص مواد و نیز تشخیص و مطالعه برهم کنش های بیوملکولی و سلولی 
فراهم گردیده است. جهت افزایش کارایی و انتخابی بودن جداسازی در غلظت های بسیار پایین نمونه، گلوله های آهنی با 

روکشی از جنس پلی استر که واکنش پذیری ناچیزی با مایعات بیولوژیکی دارد، طراحی و تهیه گردید.
يافته ها: جهت بررسی کارایی و اثبات خنثی بودن روکش وزن معینی از ماده روکش، در شرایط معین در مجاورت حلال های 

معمول قرار داده شد و ماده روکش از نظر تغییرات وزنی مورد بررسی قرار گرفت. کاهش یا افزایش وزن و تغییر حالت 
در ماده روکش در شرایط آزمایش مشاهده نگردید. آزمایش TLC برای تعیین احتمال نشت مواد از روکش به محیط مایع، 
عدم ورود مواد روکش به محیط آزمایش را اثبات نمود. جهت بررسی کارایی جداسازی نانوذره ای، غلظت های بسیار پایین 
نانوذرات مغناطیسی در دفعات مکرر با دستگاه مورد جداسازی قرارگرفته و با اندازه گیری وزن تجمعی نانوذرات جداشده، 
دقت جداسازی مورد تأیید قرار گرفت. کارایی جداسازی سلولی دستگاه با جداسازی لنفوسیت ها از منوسیت ها در خون 
محیطی با استفاده از نانوذرات سوپر پارامغناطیسی آهن کونژوگه شده با آنتی بادی ضد CD14 انجام و صحت عملیات با 

شناسایی لنفوسیت ها و زنده ماندن سلول ها با روش تریپان بلو تعیین و اثبات گردید.
بحث و نتيجه گيری: بر اساس آزمایشات انجام شده و نتایج حاصله، دستگاه ساخته شده کارایی بالایی را در جداسازی انواع 

ذرات مغناطیسی شده از محیط مایع دارا می باشد که همراه با سادگی و ارزان بودن، کاربردهای متنوعی را نیز معرفی می نماید.
کلمات کليدی: دستگاه جداساز مغناطیسی، جداسازی نانوذرات مغناطیسی، جداسازی بیو مولکول ها، جداسازی سلول ها، 

تخلیص مولکول های زیستی.
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مقدمه
انجام  جهت  بیولوژيك  نمونه های  در  بیوملكول ها  جداسازی 

نیز  و  طبی  تشخیص  آزمايشگاه های  در  تشخیصی  آزمايشات 
و  بر  زمان  بسیار  مقوله،  اين  با  مرتبط  تحقیقاتی  آزمايشگاه های 
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پرهزينه است و نیاز به انجام مراحل متعدد جداسازی با روش های 
معمول و قديمی و يا به کارگیری دستگاه های بسیار پیشرفته و 
گران قیمت مانند کروماتوگرافی گازی، کروماتوگرافی مايع با کارايی 
بالا، الكتروفورز، الايزا، فلوسايتومتری، سانتريفیوژهای با دور بسیار 
بالا و... دارد. انواع تكنولوژی های جداسازی که به منظور آنالیزهای 
مولكولی دقیق و با کیفیت بكار می روند مانند جداسازی و مشاهده 
سلول های فعال شده با فلورسانس (FACS) و جداسازی مغناطیسی 
بر اساس ايجاد کمپلكس های اختصاصی ايمونولوژيكی، نیاز به 
روش های نشان دار کردن و جداسازی پیشرفته بیو مولكول ها را 

مطرح می نمايند )1(.
جداسازی مغناطیسی روشی نسبتاً جديد برای تخلیص سلول ها، 
اجزای سلولی و مواد فعال بیولوژيكی شامل پروتئین ها، اسیدهای 
نانوذرات  از  استفاده  می باشد.  خام  نمونه های  از  و...  نوکلئیك 
مغناطیسی اتصال يافته به يك آنتی بادی يا ساير مولكول هايی که 
قادر به اتصال يافتن اختصاصی به مولكول يا سلول هدف باشند، 
جداسازی جزء مورد نظر را تا حد بسیار زيادی تسهیل و تسريع 
نموده و در مواردی از استفاده از دستگاه های بسیار گران قیمت بی 

نیاز می سازد )2(.
شیوه های متعددی برای جداسازی بیومولكولها و سلول ها بر اساس 
میدان مغناطیسی ابداع و با اهداف مختلف مورد استفاده قرار گرفته اند. 
 SK-BR-3 به عنوان مثال، جداسازی سلول های سرطانی سینه از نوع
که فاکتور رشد اپی تلیال انسانی از نوع دوم، در سطح اين سلول ها 
افزايش يافته و به اصطلاح +HER2 هستند، با استفاده از نانوذرات 
مغناطیسی اتصال يافته به آپتامر s6 )قطعه ای از آنتی بادی ضد 
آنتی ژن HER2 می باشد(، يكی از مهم ترين کاربردهای جداسازی 
مغناطیسی در تشخیص زودهنگام سرطان را معرفی می نمايد که 
 DNA کلید اصلی درمان اين بیماری مهلك می باشد )3(. جداسازی
تك رشته ای بیوتینه شده با استفاده از نانوذرات مغناطیسی آهن 
پوشش داده شده با استرپتاويدين بر اساس ايجاد کمپلكس بسیار 
قوی بین استرپتاويدين و بیوتین، يكی ديگر از کاربردهای اين 
روش جداسازی می باشد )4(. بررسی چگونگی و تأثیرات تداخل 
نانوذرات مغناطیسی با پروتئین های خون که يكی از فاکتورهای 
با  مغناطیسی  نانوذرات  ايمنی کاربرد درون تن  بررسی  مهم در 
اهداف دارورسانی و تصوير برداری می باشد نیز نمونه ای ديگر از 

کاربردهای اين روش است )5(.
میدان  اساس  بر  بیولوژيكی  جداسازی های  حاضر  حال  در 
تشخیصی  آزمايشگاه های  در  رايج  و  معمول  امری  مغناطیسی، 
نیست و اين کاربرد مهم جداسازی مغناطیسی فقط به تحقیقات 
در زمینه های مرتبط با شیمی، دارو و درمان خلاصه می گردد. با 
پیشرفت اين تكنیك جداسازی در دنیا، کاربرد اين روش روند 
رو به رشد بالايی خواهد يافت. از آن جا که اين نوع جداسازی ها 
متفاوت  در حجم های  و  دفعات  به  مربوطه  آزمايشگاه های  در 
اندک  بسیار  مقادير  لزوم شناسايی  به  توجه  با  و  انجام می يابد 
مولكول ها در نمونه های زيستی، به کارگیری دستگاهی با قدرت 
میدان مغناطیسی بالا و دارای تعداد ظروف نمونه بیشتر کاملًا 

ضروری به نظر می رسد.

مواد و روش ها
در تهیه دستگاه از دو آهنربای قوی و قطعات فايبرگلاس با اندازه های 

متفاوت و ملزومات معمول کارگاهی استفاده گرديد.

1- تهيه دستگاه
با در نظر گرفتن تمامی موارد ذکر شده و نیاز جدی آزمايشگاه های 
تشخیصی و تحقیقاتی، دستگاهی ساده و ارزان با کاربردهای بسیار 
متعدد، طراحی و ساخته شد. اين دستگاه شامل دو آهن ربای دائمی 
به شكل مكعب مستطیل با ابعاد 3*4*4 است که با فاصله 2 سانتی 
متر از هم درون يك قاب از جنس PLEXIGLASS مات، ثابت و محكم 
گرديده اند. قرار گرفتن به حالت گفته شده باعث ايجاد يك میدان 
مغناطیسی قوی در اطراف دو آهن ربا و يك میدان بسیار قوی در بین 
آن دو می گردد. در قابی که آهن ربا ها را در میان گرفته 14 شكاف 
در اطراف و بین آهن رباها تعبیه شده که محل قرار گرفتن سرنگ ها 
و ظروف حاوی نمونه با اندازه و اشكال متنوع و با ظرفیت حدود 
2 تا 20 میلی لیتر می باشد. با اين روش نانوذرات مغناطیسی که با 
استراتژی ها و اهداف مختلف تهیه شده و در مواجهه با مولكول ها 
يا سلول های هدف قرار گرفته اند، به صورت کاملًا اختصاصی و 
در زمان بسیار کوتاه قابل جداسازی بوده و به آسانی و با سرعت 
بالا، جزء جدا شده را جهت آزمايشات شناسايی و يا تعیین مقدار 

در اختیار ما قرار می دهند.
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2- تهيه گلوله های آهنی روکش دار شده با پلی استر
حضور گلوله هايی از جنس آهن در ظروف جداسازی، باعث تقويت 
اثر میدان بر روی ذرات بسیار ريز و افزايش قدرت جداسازی 
می گردد. گلوله های آهنی با قطری در حدود نیم میلی متر به روش های 
مكانیكی تهیه شده و در ديگ های مخصوص روکش دهی با پلیمری از 
جنس پلی استر که قبلًا عدم تخريب يا واکنش پذيری آن با حلال های 
معمول، محلول های اسیدی و قلیايی ضعیف، مواد بیولوژيكی شامل 
اجزای خون و... به اثبات رسیده است، روکش داده شد. اين روکش 
بی اثر باعث می شود ضمن جداسازی بر اساس میدان مغناطیسی، 
ساير مولكول ها و سلول های موجود در محیط جداسازی جذب 
گلوله ها نشده و يا اثر تخريبی بر روی آن نداشته باشند. از سوی 
ديگر اين روکش مانع از اکسید شدن و تخريب گلوله های آهنی 

در استفاده های متعدد می گردد.

3- تهيه روکش پلی استری
اين روکش از نوعی پلی استر صنعتی که به پلی استر پولیشی 
معروف می باشد تهیه گرديد. پلی استر مذکور برای پولیش دادن 
انواع سطوح شامل ديوار، کفپوش و وسايل چوبی بكار می رود و 
به صورت تجاری در بازار موجود می باشد. از ترکیب پلی استر 
ذکرشده با پیروکسن کبالت دار (CaCosi2O6-Co2si2O6) که يكی از 
ترکیبات معدنی تشكیل دهنده سنگ ها و قابل استخراج از آن ها 
می باشد )6(، محلولی تهیه شد که در زمان کوتاه به فرم جامد درآمده 
و بسیار سخت و محكم می گردد. ماده جامد حاصله با حلال های 
معمول آزمايشگاهی مانند آب، اتانول، متانول، DMF و DMSO وارد 
واکنش نمی شود. در مواجهه با محیط های بیولوژيكی هیچ ماده ای 
اعم از پروتئین يا سلول ها را به خود جذب ننموده و جزئی از 
ترکیباتش به درون محلول پیرامون آن نشت نمی کند. اين ويژگی ها 
باعث می شود ماده حاصله از هر نظر مناسب جهت ايجاد روکش 
بر روی گلوله های آهنی گردد. لذا کاربرد گلوله های آهنی روکش 
داده شده با پلی استر اصلاح شده، مانع از هر نوع واکنش ناخواسته 
بین ترکیبات موجود در محلول آزمايش با گلوله های آهنی شده و 
اختصاصی بودن جداسازی ها را تضمین می نمايد. روکش ياد شده 
همچنین با داشتن خصوصیاتی که ذکر شد، از اکسیداسیون سريع 
و زنگ زدن گلوله های آهنی جلوگیری کرده و عمر مصرف آن ها 

را طولانی می نمايد. شستشوهای مكرر با انواع حلال های متداول 
نیز باعث تخريب روکش نمی گردد.

4- آزمايشات انجام شده جهت بررسی کارايی و اثبات خنثی 
بودن روکش

10 میلی گرم از پلی استر جامد شده در ظروف در بسته در معرض 
 ،DMF ،1 میلی لیتر حلال های معمول شامل آب، اتانول، متانول
DMSO، سرم فیزيولوژی، تحت همزن مغناطیسی، به مدت 30 دقیقه 

که حداکثر زمان لازم برای جداسازی مغناطیسی می باشد، قرار داده 
شد و پس از خشك شدن کامل، با ترازوی حساس توزين گرديد.
برای بررسی عدم واکنش پذيری ماده روکش با پروتئین ها و ساير 
اجزای خون و يا جذب سطحی آن ها به ماده روکش که سبب 
خطاهای فاحش در کمیت و کیفیت جداسازی می گردد، 10 میلی 
گرم از ماده روکش، در مجاورت 10 میلی لیتر محیط رقیق شده 
خون با محلول بافر فسفات سالین (PBS) و حاوی ماده ضد انعقاد 
هپارين، تحت همزن مغناطیسی، به مدت 30 دقیقه قرار داده شد 
و پس از شستشوی دقیق و خشك شدن کامل، با ترازوی حساس 

توزين گرديد.

جداسازی  کارايی  بررسی  جهت  شده  انجام  آزمايشات   -5
نانوذره ای

انواع جداسازی های مغناطیسی با اين دستگاه غالباً به طور چشمی 
قابل مشاهده می باشد. در مواردی که غلظت نمونه مورد نظر درون 
محلول بسیار جزئی باشد، جداسازی بر اساس میدان مغناطیسی 
به خوبی با به کارگیری گلوله های آهنی با روکش مقاوم و خنثی، 
قابل انجام است. حاصل شستشوی نمونه ی اتصال يافته به گلوله ها 
پس از طی زمان جداسازی، خارج نمودن محلول اضافی و بعد از 
حذف میدان مغناطیسی، قابل بررسی از نظر وجود ماده مورد نظر 
با روش های مختلف شناسايی و نیز تعیین مقدار آن می باشد که 

کارايی دستگاه را مشخص می نمايد.
در اين مطالعه از 1000 میلی لیتر محلول نانوذرات سوپر پارامغناطیسی 
اکسید آهن در آب ديونیزه با غلظتی معادل 10µg/ml استفاده شد 
و مرحله جداسازی نانوذرات 100 مرتبه و هر بار 10 میلی لیتر با 

شرايط يكسان انجام گرفت.
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سلولی

پس از جداسازی سلول های تك هسته ای خون محیطی از خون 
تام، سلول ها درون بافر PBS حاوی EDTA و آلبومین نگهداری 
شدند. جهت جداسازی لنفوسیت ها از مونوسیت ها، نانوذرات 
مغناطیسی Fe3O4 با آنتی بادی ضد CD14 کانژوگه شده و به مدت 
20 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی گراد، با سوسپانسیون سلولی مذکور 
انكوبه شدند. پس از طی زمان انكوباسیون، نمونه ها در ظروف يا 
ستونهای مخصوص جداسازی حاوی گلوله های آهنی روکش دار، 
تحت میدان مغناطیسی قرار گرفتند. پس از انجام مرحله جداسازی 
و شستشو، لنفوسیت های CD14 جداشده، مورد شناسايی و تعیین 

کیفیت قرار گرفتند. )7(

يافته ها
در آزمايش تعیین کارايی و اثبات خنثی بودن روکش پلی استری، 
هیچ کاهش وزن و دفورمه شدن در روکش در اثر تماس با حلال ها 
پس از طی زمان مذکور مشاهده نشد. هیچ افزايش وزن ناشی از 
جذب شدن پروتئین ها، سلول های خونی و ساير ترکیبات موجود 
در خون در روکش مشاهده نگرديد. امكان نشت مواد روکش 
به داخل محلول، در هر آزمايش، با انجام کروماتوگرافی با لايه 
نازک (TLC) انجام گرديد که هیچ گونه لكه اضافی بر روی کاغذ 

کروماتوگرافی مشاهده نشد.
در آزمايش بررسی کارايی جداسازی نانوذره ای، صحت روش 

با اندازه گیری مقدار تجمعی وزنی نانوذرات جمع آوری شده با 
ترازوی حساس با دقت 0.0001 گرم پس از انجام عمل جداسازی 

(Recovery) و خشك شدن نمونه تعیین گرديد.

وزن اولیه نانوذرات در 1000 میلی لیتر محلول برای جداسازی: 
0/0100g  = 10000µg =10/000 mg

وزن تجمعی نانوذرات جمع آوری شده طی جداسازی مغناطیسی: 
0/0099g = 9900µg = 9/900 mg

99% :(Accuracy َ ) معادل صحت روش (Recovery) درصد بازيافت
در آزمايش بررسی کارايی جداسازی سلولی، شناسايی و خلوص 
لنفوسیت ها به روش میكروسكوپی و زنده ماندن سلول ها طی 
انجام مراحل جداسازی، با روش رنگ آمیزی تريپان بلو و مشاهده 

میكروسكوپی سلول ها بررسی و اثبات گرديد.

بحث و نتيجه گيری
سه نوع عمده تكنولوژی جداسازی سلولی با استفاده از میدان 
 MACS مغناطیسی که تا کنون به بهره برداری رسیده اند شامل سیستم
 Mag Sweeper System (Powell et al. سیستم ،(Miltenyi et al. 1990)

 Cell searchTM (Paterlini-Brechot et al. 2007) سیستم  و   2012)

می باشد.
در سیستم MACS، سلول ها با ذرات سوپر پارامغناطیسی نشان دار 
شده و با استفاده از میدان مغناطیسی خارجی، جذب ديواره لوله 
يا ستون حاوی نمونه شده و پس از شستشو و برداشتن میدان، 

جداسازی می گردند.
در سیستم Mag Sweeper، میله های مغناطیسی پوشیده شده با لايه ی 
به طور مستقیم  قرار داده شده و  نمونه  پلاستیكی درون ظرف 

سلول های نشاندارشده را به خود جذب می نمايد.
در سیستم Cell searchTM، که از سوی FDA برای تشخیص کلینیكی 
سرطان های سینه، کولورکتال و ريه مورد تأيید قرار گرفته است، 
جداسازی سلول ها بر اساس روش MACS می باشد. اين سیستم 
همچنین شامل يك ستون نگهدارنده با نام تجاری Cell saveTM و 
کیت های حاوی نانوذرات مغناطیسی و معرف ويژه تشخیصی، با 

نام تجاری Veridex می باشد. )8(
در طرح حاضر که بر اساس تكنولوژی MACS انجام گرديد، با 
بكار گیری دو آهن ربای قوی به جای يك آهنربا، میدان مغناطیسی 

شکل 1- نمايی از دستگاه ساخته شده با عنوان »جداساز سلولی مغناطيسی 
از محيط مايع«
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گلوله های  کاربرد  همراه  به  ويژگی  اين  گرديد.  تشديد  حاصله 
فرومغناطیسی آهن که درون ظرف جداسازی قرارگرفته و خود 
نیز باعث تقويت میدان مغناطیسی بر روی نانو ذرات مغناطیسی 
نشان دار شده می گردند، باعث گرديد جداسازی مقادير بسیار ناچیز 
جسم هدف هر چه بیشتر و بهتر میسر گردد. ايجاد چند موقعیت 
برای قرار دادن ظروف نمونه نیز توانسته ظرفیت جداسازی را تا 

حد قابل توجهی افزايش دهد.
ساير  به  نسبت  حاضر  طرح  مزايای  مهم ترين  طور خلاصه،  به 
روش های جداسازی متداول و نیز نسبت به ساير تكنولوژی های 

جداسازی مغناطیسی ذکر شده در اين است که:
فیلتراسیون،  مانند  جداسازی  روش های  ساير  به  نسبت   -1
کروماتوگرافی، تقطیر و...روشی آسان، سريع، ارزان، تمیز و 

کارآمد است.
قابلیت جداسازی مقادير بسیار اندک مواد از هر نمونه ای را   -2

دارد.
 - لیگاند  به روش  اختصاصی  بسیار  قابلیت جداسازی های   -3

رسپتور و يا آنتی ژن- آنتی بادی وجود دارد.
با طراحی نانوذرات مغناطیسی و انتخاب ظروف يا ستونهای   -4
جداگانه، قابلیت جداسازی چند نوع ماده به صورت همزمان 

وجود دارد.
مهم ترين کاربرد اين دستگاه در آزمايشگاه های تشخیص طبی جهت 
جدا کردن انواع بیومارکرهای زيستی از نمونه های خون يا سرم 
برای تشخیص بیماری ها و يا در آزمايشگاه های تحقیقاتی جهت 

جداسازی و مطالعه انواع مواد از نمونه های ترکیبی می باشد.
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