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  )44-51   (1390  سال  مهر   84شماره  بیست و یکم  دوره 
 

44  1390مهر  ، 84 ، شماره بیست و یکم دوره                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

  جداسازی و خالص سازی لاکتوفرین از شیر گاو
 

  2 علی برزگر      3 علیرضا رفیعی      2 فاطمه مرادیان      1رمیسا شعربافی
  

  چکیده
 مفیـد زیـادی اسـت کـه کاندیـد مناسـبی جهـت               لاکتوفرین یک پروتئین چند عملکردی بـا خـواص         :سابقه و هدف    

 مشخص شده که تغذیه خوراکی لاکتوفرین اثرات مفیدی از جمله تعدیل عملکـرد              اخیراً. کاربردهای بالینی و تجاری است    
ه ب ـ.  در سلامت نوزادان و بزرگسالان در انسان و حیوانات داشته اسـت             میکروبی و آنتی اکسیدانی    سیستم ایمنی، فعالیت ضد   

ایـن مطالعـه بـا هـدف جداسـازی و           . رود حیوانات بـه کـار مـی       که امروزه لاکتوفرین به عنوان مکمل غذایی انسان و         طوری
  .سازی بهینه لاکتوفرین از شیر گاو انجام گردید خالص

ابتدا چربی شیر جـدا شـد       .  ساعت بعد از زایش اخذ گردید      72کلستروم شیر گاو در فاصله حداکثر        :مواد و روش ها     
دهـی   ابتدا کازئین شیر با رسـوب  . های شیر، جداسازی در دو مرحله انجام گردید        داسازی لاکتوفرین از سایر پروتیئن    برای ج 

ــاتیونی        ــادل ک ــاتوگرافی تب ــتون کروم ــتفاده از س ــا اس ــوفرین ب ــد لاکت ــه بع ــد و در مرحل ــولفات جــدا گردی ــوم س ــا آمونی   ب
CM-Sephadex-C50 با FPLCتیئن بدست آمده از روش برای شناسایی پرو.  جداسازی شدSDS-PAGEاستفاده شد .  

مرتبـه  .  بدسـت آمـد    mg/ml 4/2  بـا غلظـت    KDa80پـروتئین فعـال لاکتـوفرین خـالص بـا وزن مولکـولی               :یافته هـا    
 رسوب دهی بـا نمـک آمونیـوم       ،له اول خالص سازی   حسازی توسط ستون کروماتوگرافی تبادل کاتیونی نسبت به مر         خالص

  .بود 90 است و بازده خالص سازی  مرتبه بوده4سولفات 
 مربـوط بـه   ای و اثرات تنظـیم کننـدگی سیـستم ایمنی            با توجه به اهمیت روز افزون کاربردهای درمانی، تغذیه         :استنتاج  

های این تحقیق نشان داد کـه روش فـوق    یافته. سازی مناسب با بازده بالا اهمیت فراوانی دارد   لاکتوفرین، یافتن روش خالص   
 .تواند باعث استحصال لاکتوفرین با خلوص بالا گردد سادگی و سرعت میعلاوه بر 

  

  کروماتوگرافی تبادل کاتیونی، خالص سازی، جداسازی، لاکتوفرین :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
 80لاکتوفرین یک گلیکوپروتئین با وزن مولکـولی        

کیلو دالتون است کـه تمایـل زیـادی بـه اتـصال بـا آهـن                 
ــض . دارد ــوفرین ع ــسفرین لاکت ــانواده تران ــا و  وی از خ ه

هایی است که توانـایی اتـصال و انتقـال           وابسته به پروتئین  

لاکتوفرین از طبقه بندی قدیمی      نام. باشد آهن را دارا می   
عنوان یک پـروتئین مهـم متـصل شـونده بـه آهـن              ه  آن ب 

بــه عنــوان    لاکتــوفرین بیــشتر . )1(مــشتق شــده اســت  
  یـ درصد از توال60 .)2(شود ه میـرین شناختـلاکتوترنسف

  

 
  .است که توسط معاونت تحقیقات و فناوری دانشگاه علوم پزشکی مازندران تامین شده است 87 -39 این مقاله حاصل طرح تحقیقاتی شماره

  :moradi_f@yahoo.com Email             گروه علوم پایه،دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری -فاطمه مرادیان :مولف مسئول
  دانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان ،گروه میکروبیولوژی. 1
 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری  ،گروه علوم پایه. 2
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                            رمیسا شعربافی و همکاران              هشی   پژو  
  

45  1390مهر  ، 84 ، شماره بیست و یکم دوره                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

لاکتوفرین و ترانسفرین مشابه یکدیگر است و بـه همـین           
 ــ ــوفرین ب ــل لاکت ــانواده   ه دلی ــن خ ــضوی از ای ــوان ع عن

این پروتئین در اکثـر ترشـحات از        . )3(شود بندی می  طبقه
طـور بـه میـزان زیـاد در           و همـین   جمله شیر، اشک، بزاق   

. )4(شـود  هـا یافـت مـی      های اختصاصی نوتروفیـل    گرانول
ــوژیکی آن شــامل تنظــیم جــذب آهــن در    خــواص بیول

هـای حیـوانی، خـواص ضـد         روده، محرک رشـد سـلول     
التهابی، تعدیل کننده فعالیت سیستم ایمنی بدن و فعالیت         

 .)6،7(باشــد ، ویروسـی و تومـوری مـی   )5(ضـد باکتریـایی  
لاکتوفرین به عنوان جزئی از سیستم ایمنی ذاتـی معرفـی           

ــنش    ــال در واک ــین ح ــت و در ع ــده اس ــی   ش ــای ایمن ه
بـه  . )8(کنـد  اختصاصی نیز به طور غیر مستقیم دخالت می       

 ،علت موقعیت استراتژیک لاکتـوفرین در سـطح مخـاط         
های دفاعی است که از ورود عوامل   از اولین سیستم  یکی  

 )9(کنـد  مخـاط جلـوگیری مـی     تهاجمی میکروبـی از راه      
لاکتوفرین بر روی رشد و تکثیر عوامل عفـونی مختلـف           

های گرم منفـی، گـرم مثبـت، تـک یاختـه،             مانند باکتری 
لاکتـوفرین  . )10(گذارد ها تاثیر می   ویروس، انگل و قارچ   

کنـد   با جذب آهن آزاد محیط را عاری از این عنصر می          
رای زنـدگی   هـایی کـه ب ـ     ها و پـاتوژن    و در نتیجه باکتری   

رشــد و تکثیــر خــود بــه آهــن نیــاز دارنــد از آن محــروم 
شوند و بدین ترتیـب      زندگی نمی  ادامه به قادر و مانند می

  .)11(کند لاکتوفرین به طور غیرمستقیم عفونت را مهار می
 689لاکتوفرین از یک رشته پلـی پپتیـدی بـه طـول             

ساختمان پروتئینـی آن  . )12(تشکیل شده است  اسید آمینه   
وکربوکـسیلی  ) N-lobe(، آمینـی  )lobe(امل دو بخش    ش
)lobe-c (است)که هر کدام قابلیت اتـصال بـه آهـن           )13 

در واقـع لاکتـوفرین یـک       . )14-16(باشند آزاد را دارا می   
های آزاد را جـستجو و اخـذ         اکسیدان است که آهن    آنتی
. )3(شود های آزاد می  های رادیکال  کند و مانع واکنش    می

خـوراکی  مـصرف   در مـورد    یی بـالینی    در یک کارآزمـا   
 ه شـد لاکتوفرین در هموستاز آهن زنان بـاردار نـشان داد         

 کم خونی حاصل از کـاهش      کمبود آهن و  لاکتوفرین  که  
تحقیقات پایه صورت گرفتـه     . )17(کند آهن را جبران می   

ــوفریندر مــورد  ــادر و ،لاکت ســودمندی   اهمیــت شــیر م
ــوفرینوجــود  ــذایی کودکــان  لاکت ــول غ ــشان  در فرم را ن

کننـده سـودمندی      شواهد دیگری کـه تعیـین      .)18(دهد می
باشد از جمله بهبود فلور      لاکتوفرین در فرمول غذایی می    

 افــزایش ســطح  ، افــزایش فــریتین ســرم  ،طبیعــی روده
. باشــد هــای تنفــسی مــی هماتوکریــت و کــاهش بیمــاری

 مــانع اکــسیداسیون لیپیــد در  لاکتــوفرینعــلاوه بــر ایــن
ایـن پـروتئین بـا اثـر         .)19(شود ان می فرمول غذایی کودک  

هـای سـرطانی     ممانعت شیمیایی موجب مهار رشد سـلول      
اثـرات  . )20(در حلق، ریه، زبان، مثانه و کبد گـشته اسـت       

هـا   های سرطان کولون در تغدیـه رت   ممانعتی رشد سلول  
کـه لاکتـوفرین    طوریه  ب. مشخص شده است  با لاکتوفرین   

. )20( نیــز دارنــد  اثــرات ضــد متاســتاز  لاکتوفریــسین و
 خـوراکی    لاکتوفرین متابولیسم و مکانیسم عمل درمان با     

تحقیق شده و نشان داد که لاکتوفرین خوراکی بـه طـور            
صـورت  ه  شود و ب ـ   کامل در مجرای گوارشی تجزیه نمی     

ماند که به طور معمول جذب       پپتید لاکتوفریسین باقی می   
ــستم ایمنــی روده و  خــون نمــی ــر سی ــا ب ــستم  شــود ام سی

با توجه به ارزش    . )21(گذارد افظتی سیستمیک اثر می   مح
دارویی لاکتوفرین، گـسترگی اثـرات      -پروتئین خوراکی 

 ارزش   آن، همچنـین   تنظیم کنندگی سیستم ایمنی توسط    
سبب شـده    استفاده جهانی آن     لاکتوفرین و سازی   خالص
صــورت  مطالعــات گــسترده در مــورد ایــن پــروتئین کــه

روتئین فــوق در مطالعــه ســازی پــ خــالصبنــابراین . گیــرد
 فرصتی برای بدسـت آوردن کاربردهـای جدیـد          ،حاضر

لاکتوفرین علاوه بر انجام مطالعات ضد میکروبی و ضـد          
 نتیجـه حاصـل   .سرطانی آن در حوزه پزشکی خواهد بود      

از این تحقیق این است که پروتئین خالص شده به لحـاظ        
هـای ضـد      متناسـب کـاربرد در تـست       ،خلوص و غلظـت   

  .باشد  و ضد سرطانی میمیکروبی
  

  مواد و روش ها
  :جداسازی لاکتوفرین از شیر گاو 
  در مرکز   1389تا   1388این مطالعه در فاصله زمانی      
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46  1390مهر  ، 84 ، شماره بیست و یکم دوره                                                                 لوم پزشکی مازندران                      مجله دانشگاه ع 

تحقیقــات بیولــوژی ســلولی و مولکــولی دانــشگاه علــوم 
ــدران و پژوهــشکده ــوژی و ژنتیــک پزشــکی مازن  تکنول

کلـستروم شـیر    . طبرستان انجام گردید   کشاورزی زیستی
 راس گاو در    10 ساعت پس از زایمان از       72در طی   گاو  

 4آوری گردید و در شرایط دمـایی         ظروف استریل جمع  
درجه سانتیگراد به مرکز تحقیقات بیولـوژی سـلولی          6تا  

دقیقـه در دمـای      20سپس به مدت  . و مولکولی منتقل شد   
 ســانتریفیوژ گردیــد تــا xg 10000 درجــه ســانتیگراد و 4

از جداسـازی خامـه، بـه منظـور         بعـد   . خامه آن جدا شود   
 )Skim milk( شیر پس چـرب  ،جداسازی پروتئین کازئین

 pH = 6/4 نرمال به    HCl 2دست آمده را با استفاده از       ه  ب
 دقیقه در داخل انکوباتور بـا دمـای         30رسانده و به مدت     

رسـوب کـازئین بـا      .  درجه سـانتیگراد قـرار داده شـد        40
 آب پنیــر اســیدی .ســانتریفیوژ از نمونــه هــا جــدا گردیــد

whey) (Acid   ــده توســط ــال دو  NaOHبدســت آم نرم
جهــت جداســازی .  رســید8/6 آن بــه pH خنثــی شــده و

 گرم آمونیـوم سـولفات بـه        267ها از آب پنیر،      گلوبولین
آرامی به یک لیتر از آب پنیر بدست آمده افزوده شـد و             

ــدت   ــه م ــه در20ســپس ب  درجــه 4 در g × 10000  دقیق
رسوب حاصـل از پـروتئین      . ریفیوژ گردید سانتیگراد سانت 

گلوبولین دور ریخته شد و به مایع رویـی بـاقی مانـده بـه               
 گرم سولفات آمونیوم افزوده گردید تا       250لیتر   ازای هر 

ــوفرین ــد  لاکت ــا رســوب نماین ــوفرین. ه ــیله   لاکت ــا بوس ه
به منظور جداسازی   . سانتریفیوژ با شرایط قبلی جدا شدند     

عمل دیالیز با استفاده    ،  ز پروتئین نمک سولفات آمونیوم ا   
   در دمــای KDa 10 شنقطــه بــرهــای دیــالیز بــا  از کیــسه

ــا ســرعت  4    درجــه ســانتیگراد و بــر روی هیتــر اســتیرر ب
rpm/min 200  ــدت ــه م ــسفات   24 ب ــافر ف ــاعت در ب    س

ها جهت تغلـیظ     سپس نمونه .  میلی مولار انجام گرفت    20
ایـر قـرار     سـاعت در دسـتگاه فریـز در        24بیشتر به مـدت     

  .گرفتند تا لاکتوفرین به صورت پودر در آید
  

 و ســتون FPLCخــالص ســازی بــا اســتفاده از دســتگاه 
   :CM-Sephadex-C50کروماتوگرافی 

    ایزوالکتریـک  pH لاکتوفرین یک پروتئین کاتیونی با    
  

 ایزوالکتریـک در فراینـد      pHباشد کـه ایـن        می 9بیشتراز  
ــروتئین ــرهــای آ جداســازی آن از ســایر پ کمــک  ب پنی

 ایزوالکتریـک بـالا در لاکتـوفرین        PH. نمایـد  شایانی می 
ــروتئین PHموجــب ایجــاد شــارژ مثبــت در    خنثــی در پ

هـای   که در این شـرایط بیـشتر پـروتئین        گردد حال آن   می
بنابراین ستون تبـادل کـاتیونی در       . )22(شیر اسیدی هستند  

pH      خنثی روش معمولی بـرای جداسـازی لاکتـوفرین از 
ــ ــیر اســت آب پنی ــالص . ر حاصــل از ش ــرای خ ــازی  ب س

) ، بیـورد آمریکـا    LPمدل   (FPLCلاکتوفرین از دستگاه    
 امکـان   HPLCهای آن در مقایسه بـا        استفاده شد تا ستون   

ــه     ــتفاده از دامن ــروتیئن و اس ــشتر پ ــادیر بی ــارگزاری مق ب
بـرای ایـن منظـور      . تـر از بافرهـا را فـراهم سـازد          گسترده
 مـولار   میلی 20ن در بافر فسفات     های پودر شده پروتئی    نمونه

 برده CM-sephadex-C50حل شده و سپس روی ستون     
مـولار بـه تعـادل        میلـی  20ابتدا ستون با بافر فـسفات        .شد

هــا در شــیب   پــروتئین،رســید ســپس بعــد از ورود نمونــه
 مولار توسـط بـافر خـروج کـه         5/0  صفر تا  غلظت نمکی 

از سـتون   باشـد    می  مولار یک NaClشامل بافر فسفات و     
 MPa 5لیتـر در دقیقـه تحـت فـشار            میلی 75/0با سرعت   

 5/0  تـا  4/0پروتئین لاکتوفرین در مولاریتـه      . خارج گردید 
  . خارج شد،نمک

  
الکتروفورز در ژل پلـی اکریـل آمیـد در حـضور سـدیم              

   ):SDS-PAGE( دودسیل سولفات 
جهت بررسی خلـوص لاکتـوفرین بدسـت آمـده از         

 تانـک الکتروفـورز   ( تفاده شد  اس SDS-PAGEالکتروفورز  
ــورد    ــرکت بیــ ــاخت شــ ــودی، ســ   ژل ). BioRadعمــ

SDS-PAGE  در بـــالا ژل ، بـــه صـــورت دو قـــسمتی 
ــراکم ــده  متـ ــده  درصـــد5کننـ ــایین ژل جداکننـ  و در پـ

Running Gel هـای پروتئینـی    نمونـه . تهیه شـد درصد  .د
در حــضور مــارکر انــدازه پروتئینــی در طــول ژل تحــت  

 سـاعت   2 ولت و به مـدت     100لتاژ  جریان الکتریسیته با و   
حرکت نموده و پـس از پایـان الکتروفـورز ژل بـا رنـگ               

 رنگ آمیزی شده و پس از رنگ بری   R250کماسی بلو   

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
                            رمیسا شعربافی و همکاران              هشی   پژو  
  

47  1390مهر  ، 84 ، شماره بیست و یکم دوره                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

بانــدهای ) اســید اســتیک+ اتــانول( بــا محلــول رنــگ بــر
  .پروتئین آشکار گردیدند

  
  :  با روش براد فوردتعیین غلظت پروتئین

ه از روش بـراد     های خـالص شـده بـا اسـتفاد         پروتئین
هـای    ابتـدا غلظـت    بدین منظور . فورد تعیین غلظت شدند   

 پروتئین آلبومین گـاوی در      (BSA)متفاوتی از استاندارد    
 900ابتـدا در هـر لولـه        :  لوله به صورت ذیـل تهیـه شـد         6

 ریختــه و (Brad ford)میکرولیتــر از محلــول برادفــورد 
 30  و25، 20، 15، 10، 5، 0هـــا مقـــادیر   ســـپس بـــه آن 

 لولـه   2.  اضافه شـد   BSA از پروتئین استاندارد     گرممیکرو
های پروتئین خالص شده با دو حجم به ترتیـب           از غلظت 

هــا   حجــم تمــام لولــه ســپس میکرولیتــر تهیــه شــد30 و 5
هـا بـه    لیتر رسـانده شـد و لولـه     میلی1توسط آب مقطر به    

هـا از    خوانـدن جـذب نمونـه     . مخلوط شـدند   طور یکسان 
  و  انجام گرفت   نانومتر 595 در    ساعت 1ا   دقیقه ت  10زمان  

ــا اســتفاده از منحنــی غلظــت لاکتــوفرین خــالص شــده  ب
  . به دست آمدµg/µl 5/2 استاندارد

  

  یافته ها
به منظور خالص سازی لاکتوفرین ابتدا چربی شیر با        

 سـپس اسـتخراج      و سانتریفیوژ جداسـازی شـد    استفاده از   
بتـدا بـا    های شیر طی دو مرحله صـورت گرفـت ا          پروتئین

هـای شــیر   رسـوب آمونیـوم ســولفات بخـشی از پــروتئین   
هـای   سـپس پـروتئین   ). 1تصویر شـماره    (جداسازی شدند 

باقی مانده تغلیظ شده حاوی لاکتوفرین را دیـالیز نمـوده           
سازی بیشتر برروی ستون کروماتوگرافی      و جهت خالص  
فـاز   . بـرده شـدند  CM- Sephadex-C50تبادل کـاتیونی  

  پیک اصلی است که پیک اول خـروج        استخراج شامل دو  
دهـد کـه در غلظـت نمکـی      لاکتوپراکسیداز را نشان مـی   

 مربـوط بـه لاکتـوفرین        صورت گرفته و پیـک دوم      پائین
 خارج شده ) درصد50 (باشد که در غلظت نمکی بالا      می

 باشند که این دو پروتئین هم وزن می       با توجه به این   . است
)KDa80 (   ًدارنـد امـا در       مـشابهی  و خصوصیات تقریبـا 

این نوع ستون کروماتوگرافی در غلظت نمکـی متفـاوت          
  هـای شـیر      پـروتئین  .به راحتی از هـم قابـل تمـایز هـستند          

ــاوت از     ــدهای متف ــا درص ــب ب ــه ترتی ــک  ب ــت نم   غلظ
 5/0 تـا    4/0 خارج گشته که در مولاریته    )  NaCl ر مولا 1(

 تـصویر ( پروتئین لاکتوفرین از ستون خارج گردیـد         ،نمک
سـازی   مراحل خالص سـازی و میـزان خـالص        ). 2 شماره

جهـت تائیـد پـروتئین    ). 1 شـماره   جـدول (تعیین گردیـد    
 10 با ژل آکریل آمیـد  SDS-PAGEفوق از الکتروفورز    

ــد  ــولی و    درص ــارکر وزن مولک ــود م ــد وج ــتفاده ش اس
نظـر را تائیـد       باند لاکتوفرین مورد   ،لاکتوفرین استاندارد 

رین خـالص شـده در      هـای حـاوی لاکتـوف      نمونـه . نمودند
ها به روش بـراد     دستگاه لیوفیلیزه تغلیظ شده و غلظت آن      

  ).3 تصویر شماره(د فورد تعیین گردی
  

  جمع آوری نمونه کلستروم شیرگاوی

   ساعت پس از زایمان72طی 
  
  

Skimmed milk 
  
  

Acid whey 
  
  

Neutralized acid whey 
  
  

Supernatant 
  

  سازیجدا                        
  آلبومین ها                                                                                  

Precipitate 
  

  جداسازی                        
  آلبومین ها                                                                                  

  

   ساعت سپس 24سفات به مدت دیالیز در بافر ف
  پروتئین توسط دستگاه فریز درایرتغلیظ 

  
  فلوچارت جداسازی لاکتوفرین از کلستروم گاو  :1 شماره تصویر

  
 سرعت خروج بافر برای شستشوی ستون و اسـتخراج        

 و لاکتـوفرین در غلظـت       بود ml/min 75/0لاکتوفرین  
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طـور کلـی   ه  مولار از ستون خارج گردید و ب ـ    5/0نمکی  
  .بود ساعت 3مدت زمان خالص سازی 

  

  
 کلستروم شیرگاو با    سازی لاکتوفرین   خالص منحنی : 2تصویر شماره   

  استفاده از ستون تبادل کاتیونی
  

 از کلستروم سازی پروتئین لاکتوفرین  خالصمراحل : 1جدول شماره 
  شیر گاو

  حجم اولیه  مرحله خالص سازی
ml 

  غلظت پروتیئن
Mg/ml  

  مرتبه
  یساز خالص

  1  53/9  1000  سولفات آمونیم
CM-Sephadex-C50 35     4/2  4  

  

  
  

 مربــوط بــه لاکتــوفرین SDS-PAGEتــصویر ژل   :3تــصویر شــماره 
  سازی شده از کلستروم شیر گاو خالص

  

  بحث
مطالعه حاضر با هدف جداسازی و افزایش خلـوص         
و غلظت لاکتوفرین از کلستروم شیر گاو جهـت اهـدافی    

نظیر ارزیابی خصوصیات ضد میکروبی و ضـد تومـوری          
امروزه غـذای کودکـان بـا فرمـول حـاوی           . انجام گردید 

 کـره وانـدونزی     ،لاکتوفرین گاوی در کـشورهای ژاپـن      
 امل لاکتـوفرین  محصولات دیگری که ش   . شود فروخته می 

ــی  ــاوی م ــه  گ ــند از جمل ــر چــرب ،ماســت: باش ــیر پ  ، ش
  کودکان و محـصولات    ، غذای حیوانات  ،های مکمل  قرص

تخمین زده شـده کـه تولیـد لاکتـوفرین          . آرایشی هستند 
 تـن  79 حـدود  2003تنها توسـط یـک کمپـانی در سـال          

ــد   ــت تولی ــه اهمی ــوده اســت ک ــشان   ب ــروتئین را ن ــن پ ای
از سازی لاکتوفرین با استفاده     مراحل خالص . )23(دهد می

 های کرومـاتوگرافی متنـوع از جملـه کرومـاتوگرافی        ستون
قابـل   )(Ion exchangeو تبادل یونی ) Affinity(تمایلی 

صـورت  ه  توانـد ب ـ   باشد که تنها در نوع اول مـی        انجام می 
سـازی صـورت گیـرد و در سـایر           ای خـالص   تک مرحله 

استفاده از سـتون    سازی به مراحل دوم یعنی       موارد خالص 
هر چند خـالص سـازی      . ژل فیلتراسیون منجر خواهد شد    

 بـه صـورت   کروماتوگرافی تمـایلی    لاکتوفرین با استفاده از     
باشـد امـا عـدم مزیـت         ای قابل جداسازی می    تک مرحله 

 پروتئین خـالص شـده      این روش در این است که معمولاً      
سـازی   هـای فعـال    باشد که باید توسط روش     غیر فعال می  

هـای تمـایلی     از جمله کروماتوگرافی   . فعال گردد  جدداًم
 همچنـین و  و هپارین    DNA ،سازی لاکتوفرین  برای خالص 

 کروماتوگرافی تمایلی است که بعـد از آن نیـاز       ) مس( متال
سازی نهـایی    به کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون برای خالص     

 اســتفاده از هپــارین ســفاروز کرومــاتوگرافی. )24(باشــد مــی
گـزارش   سازی لاکتوفرین انسانی نیز ی برای خالصتمایل

بار (لاکتوفرین یک پروتئین کاتیونی     . )25-27(شده است 
تواند توسـط کرمـاتوگرافی تعـویض        است که می  ) مثبت

سازی گـردد بـا توجـه بـه طبیعـت کـاتیونی              یونی خالص 
سازی استفاده   ترین روش خالص   لاکتوفرین یکی از رایج   

ز جملــه کربوکــسی متیــل   از ســتون تبــادل کــاتیونی ا  
  ســفادکس اســت کــه در مطالعــه حاضــر مــورد اســتفاده  
  قرار گرفته کـه نتـایج حاصـل از ایـن روش بـا توجـه بـه                  

ــه ــا   ای شــدن خــالص تــک مرحل ــسه ب ــل مقای ــازی قاب س

 لاکتوفرین
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در . باشــد هــای تمــایلی انجــام شــده مــی  کرومــاتوگرافی
از خالص سازی لاکتوفرین با منـشا  (های موجود    گزارش

مرتبـه خـالص سـازی و بـازده آن          ) وی و شـتر   انسانی، گا 
  .)28(ناچیز بوده است

ــه ــوز   یافتـ ــل از الکتروفـ ــای حاصـ  SDS-PAGEهـ
خلــوص بــالای ایــن پــروتئین بعــد از تنهــا یــک مرحلــه   

این یافته با مطالعات سایر     . نماید می سازی را تایید   خالص
نکتـه جالـب در ایـن      . )19،29(باشـد   محققین همراسـتا مـی    

 بـالای فراینـد تخلـیص لاکتـوفرین         نـسبتاً مطالعه راندمان   
که میـزان لاکتـوفرین بدسـت آمـده از           طوریه  باشد ب  می

ایـن در   . باشـد   مـی  mg/ml 4/2یک لیتر شیر گاو حـدود       
حــالی اســت کــه در مطالعــات قبلــی غلظــت لاکتــوفرین 

گـرم    میلـی  4/0تا   1/0 اتحصال شده از کلستروم شیر گاو     
ایـن اخـتلاف    . )31،32(گـزارش شـده اسـت     لیتـر     در میلی 

 سازی تواند مربوط به روش جداسازی و خالص دار می معنی
. همچنین دقـت در عمـل باشـد       و  سازی این روش     و بهینه 

در این مطالعه از کلسترم شیر گاوهایی اسـتفاده شـد کـه             
گذشت کـه خـود      ها می   ساعت از زایمان آن    72حداکثر  

باشـد در    هـای متـراکم شـده مـی        سرشار از انواع پـروتین    

که در سایر مطالعات جداسازی از شیر معمولی گاو      حالی
هـای ایـن مطالعـه     از طـرف دیگـر یافتـه   . انجام شده است 

ســازی   جهــت خــالص FPLCکــه اســتفاده از  نــشان داد
 در مواقعی که محتوای پروتیئنی نمونـه بـسیار           لاکتوفرین

های جداسازی   تواند بر سایر روش     می ،باشد چشمگیر می 
جا  این استنتاج از آن   . )32(اشته باشد دبرتری   HPLCنظیر  

هـای تبـادل کـاتیونی مبتنـی بـر           گیرد کـه سـتون      منشا می 
 ، FPLCبارگذاری مقادیر زیـاد پـروتیئن بکـار رفتـه در             

سازی را به نحـو مطلـوب فـراهم        شرایط لازم برای خاص   
  .خواهد آورد

  

  سپاسگزاری
هـای   محققین لازم می دانند از زحمات و همکـاری        

 زهرا حسینی خواه کارشناس مرکز تحقیقـات        مفید خانم 
 عزیـز   یدارهـا  مابیولوژی سلولی و مولکولی و همچنین د      

کــه امکــان انجــام ایــن مطالعــه را فــراهم آوردنــد تــشکر 
این تحقیق با حمایت مالی دانشگاه علوم پزشـکی         . نمایند

ــابع طبیعــی    ــوم کــشاورزی و من ــشگاه عل ــدران و دان مازن
  .طبرستان انجام گردید
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