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Abstract 
 

Background and purpose: Lactoferrin is found in mucus, milk, and colostrum secretions and 

has antimicrobial activities, improves iron absorption, and enhances immune responses. Lactoferrin has 

the ability to degrade starch. The aim of this study was to investigate the preservation of milk lactoferrin 

enzymatic activity after purification by ion exchange chromatography. 

Materials and methods: In this experimental research, fat and casein were removed from 

camel milk and lactoferrin was purified by ion exchange chromatography using CM-Sephadex-C-50. Km 

and Vmax values of lactoferrin amylase activity, pH, and optimum reaction temperature were determined. 

For this purpose, 0.5% solution of cornstarch was used as a substrate and iodine activity test was used to 

determine the unused amounts. The optimum temperature for amylase activity was determined by paper 

chromatography. 

Results: The presence of lactoferrin was seen at about 73 KD and its average concentration was 

60 µg/ml. Km and Vmax values were 2mg.ml-1 and 0.2 mg.ml-1.min-1, respectively. Lactoferrin also 

showed extensive amylase activity in pH 4-7 and had the highest activity at pH 5. The amylase activity of 

lactoferrin reached its maximum at 40°C. Enzymatic digestion caused hydrolysis of starch and its 

conversion to maltose and glucose. 

Conclusion: According to the present study, ion exchange chromatography could isolate high 

purity lactoferrin. High amylase activity of lactoferrin showed that its protein structure was preserved 

after passing through the chromatographic column. 
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 گزارش کوتاه
 

  آن يلازیآم تیفعال یبررس واز شیر شتر  نیلاکتوفر صیتخل و استخراج
  

        1سعید زیبائی
        2یبخشان سیان

  3پور یمشک دیب یعل

  چکیده
 ،یکروبیضدم يهاتیفعالداراي  شود ومی افتی کلستروم و ریش ی،موکوس حاتترش در لاکتوفرین و هدف: سابقه

هدف از این مطالعه، . داراست را ATP و نشاسته هیتجز تیقابل نیلاکتوفر باشد.می یمنیا يهاپاسخ افزایش و آهن جذب
  یونی بود. تبادل یکروماتوگراف آنزیمی لاکتوفرین شیرشتر پس از خالص سازي توسطبررسی حفظ فعالیت 

 توســط نیلاکتــوفر و حــذف ی و کــازئینچربــ شیر شــتر،از گرفتن  تحقیق آزمایشگاهی پسدر این  ها:مواد و روش
 يلازیآمــ تیــفعال maxV و mK ریمقــاد. گردیــد خــالص C-Sephadex-CM-50 از اســتفاده بــا یــونی تبــادل یکرومــاتوگراف

 از و سوبســترا عنــوانبــه ذرت نشاســته درصــد 5/0 محلول از منظور نیبد. دش مشخص واکنش نهیبه يدما و pH ن،یلاکتوفر
 یکرومــاتوگراف توســط يلازیآمــ تیــفعال نــهیبه يدمــا .شــد اســتفاده نشده مصرف ریمقاد نییتع يبرا يدی تیفعال آزمایش

  تعیین شد. يکاغذ
 µg/ml60  متوســط طــورهبــرا  آن غلظــت و لودالتونیک73 در محدوده را نیلاکتوفر حضور ی،بررس از حاصل جینتا ها:یافته

 گســترده يلازیآمــ تیــفعال نیلاکتــوفر همچنین. دش نییتع min1-.mlmg 2/0.-1 و mg.ml2-1 بیترت به maxV و mK ریمقاد. نشان داد
 يدمــا در نیلاکتــوفر يلازیآمــ تیــفعال .را بــوددا 5برابــر  pHب در را تیــفعال نیتــر شیب و داشت 7 تا 4 يها pH محدوده در يا

C˚40 دش گلوکز و مالتوز يقندها به آن لیتبد و نشاسته زیدرولیه سبب یمیآنز هضم .رسید خود مقدار اکثرحد به.  
 بــا نیلاکتــوفر يجداســاز ســبب توانــدیم یونی تبادل یکروماتوگراف روش هاي مطالعه حاضربر اساس یافته استنتاج:

 یکروماتوگراف ستون از عبور از پس آن ینیپروتئ ارساخت که داد نشان نیلاکتوفر يبالا يلازیآم تیفعال .گردد بالا خلوص
  .است دهش حفظ

  

  یونی تبادل یکروماتوگراف شتر، ریش ن،یلاکتوفر واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 نـیکازئ عمده شـبخ دو به رـشت رـیش ياـهنیپروتئ

هــاي نیپــروتئ. دنشــویمــ میتقســ ریپنآب يهانیپروتئ و
 یســتیز فعــال يدهایــپپت یاصــل منــابع از ي یکیریپنآب

 و نیلاکتــوفر ن،یآلبوم ن،یلفالاکتالبومآ شاملهستند که 
 ینیکوپروتئیگل نیلاکتوفر .)1(باشندیم هانیمونوگلوبولیا

ـــا  ـــول وزنب ـــدود یمولک ـــونیک 80 ح ـــت لودالت  .)2(اس
ــوفرین در ــه مــانیزا از بعــد ســاعت 48 شــتر ریشــ لاکت  ب

 داراي نیکوپروتئیگل نای .)3(رسدیم خود مقدار حداکثر
 ،یضدســرطان ،یدانیاکســیآنتــ ،یکروبیضــدم خاصــیت
  .)2(است یمنیا يهاپاسخ کنندهمیتنظ و یضدالتهاب

  
 E-mail: s.zibaee@mrazi.ac.ir            مشهد: موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي شعبه شمال شرق، بخش تحقیق و توسعه فرآورده هاي بیولوژیک - سعید زیبایی مولف مسئول:

  ایران هاي بیولوژیک، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزي، مشهد،موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازي رازي شعبه شمال شرق، بخش تحقیق و توسعه فرآورده ،دانشیار .1
  ایران کرمانشاه، ،مانشاهکر يراز دانشگاه ی،مولکول یسلولبیولوژي  کارشناسی ارشد .2
  ایران کرمانشاه، ،کرمانشاه يراز دانشگاه ،هیپا علوم دانشکده، گروه زیست شناسی، اریدانش .3
 : 11/2/1401 تاریخ تصویب :             20/11/1400 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            24/9/1400 تاریخ دریافت  
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 گزارش کوتاه
 

ــه ــت ب ــزا عل ــت شیاف ــوفر غلظ ــامه در نیلاکت  نگ
آن  نیمحقق ،یروسیو يهاعفونت و یالتهاب يهاواکنش

قادر است  نیلاکتوفر .)3(نامندیم حاد مرحله نیپروتئ را
 نیترشیب يدارا ریش نیلاکتوفر. نماید عمل میآنز عنوانهب

 نیلاکتوفر یمیآنز يهاتیفعال اساس .است يلازیآم تیفعال
 ســاختمان در وتتفا به هاتیفعال نیا تنوع اما است ناشناخته

 درجــه مختلــف، يهــازوفــرمیا جملــه از نیپــروتئ یعیطب
 ونیزاســیگومریاول درجــه و ســوم ساختمان شدن لهیکوزیگل
هــا ممکــن اســت در برخــی از روش .)4(دارد یبستگ آن

پس از خالص سازي خاصیت آنزیمی لاکتوفرین ازبــین 
برود، لذا هــدف از ایــن مطالعــه، بررســی حفــظ فعالیــت 

 سازي توســطوفرین شیر شتر پس از خالصآنزیمی لاکت
  باشد.یونی می تبادل یکروماتوگراف

  

  ها روش و مواد
  باشد.این مطالعه تجربی (آزمایشگاهی) می

  

  سازي لاکتوفرین و تایید وجود لاکتوفرینخالص-2-1
لاکتوفرین بر اساس روش راعی و همکاران (روش 

از پــس  .) خــالص گردیــدYoshidaتغییر یافته یوشــیدا)(
 ســولفات از ،رســوب دهــی کــازئین چربی زدایی شــیر و

استفاده  میسد فسفات بافر در زیالید و درصد 90 ومیآمون
 نیــرز بــا یونی ضیتعو یکروماتوگرافشد. سپس به کمک 

CM sephadex C-50 شستشــو توســط بــافر فســفات  و
ها مولار)، فراکســیون 1تا  1/0هاي نمکی (حاوي غلظت

 SDS-PAGE الکتروفــورز تایید از برايد. گردیآوري جمع
 اســتفاده) TMB(نیدیــبنز لیــتترامت بــا شیآزمــاو سپس 

 يبرا نداشتند یرنگ واکنش که ییهاونیفراکس .)6،5(شد
 لاکتــوفرین لظــتغ. شــدند اســتفاده يبعــد مراحل انجام

  ).7(دیگرد نییتع برادفورد روش از استفاده با شده خالص
  

  نیلاکتوفر يلازیآم تیفعال  نهیبه pH نییتع -2-2
 يهــا pH بــا فســفات ســدیمبافر -سوبســترا محلــول

 قــهیدق 40 مــدت به و مخلوط یمیآنز نمونه با ،)4- 7(مختلف
 کیدریدکلریاســ واکنش بــا. شد انکوبه C˚40 يدما در

 جــذب نیدی محلول افزودن از پس و متوقف نرمال 1/0
  گردید. قرائت nm 600 در ينور

  نیلاکتوفر يلازیآم تیفعال نهیبه يدما نییتع -2-3
 میســد استات بافر در شده حل درصد) 5/0( نشاسته

mM10 )5 =pH(مختلــف يدماها فیط در )تــا 03 C˚06( 
 شــد و متوقــف واکنش و سپس انکوبه قهیدق 40 مدت به

  .گردید قرائت nm 600 در آن جذب و اضافه نیدی محلول
  

  هاي نشاستهتلاکتوفرین در برابر غلظ کینتیک نییتع - 4- 2
 مختلف يهاغلظت ،maxV و mKبراي تعیین مقادیر 

 mg/ml) 1/0 ،3/0 ،5/0 ،1 ،5/1 و 2( درصد 1 نشاسته از
ــافر در ــتات ب ــد اس ــ میس ــپس و هتهی ــه از gµ 25 س  نمون
 مــدت به سوبسترا مختلف يهاغلظت از lµ90 با یمیآنز
 پس و متوقف واکنشو  انکوبه C˚40 يدما در قهیدق 40
 nm 600 در ينــور جــذب نیدی محلول µl10 دنافزو از

  گردید. قرائت
  

  نشاسته زیدرولیه یینها محصولات نییتع -2-5
 شــده حل درصد 5/0 ذرت نشاسته (واکنش مخلوط

 قــهیدق 40 مدت به یمیآنز نمونه و )میسد استات بافر در
 توســط يکاغــذ یکرومــاتوگراف ،انکوبه C˚40 يدما در

ــ يهــاحــلال از یمخلــوط    آب و نیدیــریپ نول،بوتــا یآل
ـــام) 4:  3: 6( ـــط و انج ـــول توس ـــ محل ـــو یرنگ    يمحت
)ml 24 ،اتانول gr 4/0 و دیاس کیفتال gr3/0 نیدیســیآن (

  .)7(گردید يزیآمرنگ
  

  یافته ها و بحث
  نشــان داد کــه تــک بانــد  هــاي مطالعــه حاضــریافتــه

ــونی در غلظــت 75  1و  9/0 ،8/0هــاي نمکــی کیلودالت
در  TMBآزمــایش  براســاسو  )1 شــماره ریتصو( مولار

مــولار لاکتــوفرین وجــود دارد.  1و  9/0هــاي فراکسیون
 5/72 نیلاکتــوفر یمولکــول وزن خــط، معادلــه براســاس

  .شد يریگاندازه لودالتونیک
 مــولار 1و  9/0هاي در فراکسیوننشان داد که  جینتا

 پروتئین وجــود دارد. همچنــین g/mlµ 59و 61 بیترت به
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 بــوده 7 تا 4 يها pH محدوده در نیلاکتوفر يلازیآم تیفعال
  ).1 شماره نموداردارد ( pH = 5 در را تیفعال نیترشیب و

 دو در و هدیرســ مقــدار حــداکثر بــه C˚40 درو نیــز 
  ).2 شماره نمودار( یابدمی کاهش تیفعال دما نیا طرف

 mg/ml 5/1- 1/0 يهاغلظت در که داد نشان جینتا
 نیلاکتــوفر يلازیآمــ تیــفعال زانیــم شیافــزا با نشاسته،

 تیــفعال mg/ml 5/1 از بــالاتر يهــاغلظــت در و شیافزا
 ،mg/ml 5/1 غلظــت در دهــدکاهش یافت،که نشان مــی

 میوآنــز شــده اشــباع سوبســترا از میآنز فعال يهاگاهیجا
 یمنحن ها براساس رسمیافته. داراست را سرعت حداکثر

 مختلف يهاغلظت حضور در که بیان کرد برك -نوریل
 و mg.ml2-1 بــا برابر بیترت به maxV و mK ریمقاد نشاسته

1-.min1-mg.ml 2/0  ) 3 شماره نمودارمی باشد.(  
  
 زیدرولیه یینها محصولات یبررس از حاصل جینتا -3-3

  نشاسته
 بــه منجــر نیلاکتــوفر توســط نشاســته یمیآنز هضم

 تــر نییپــا یمولکــول وزن بــا ییدهایگوســاکاریاول دیــتول
 نیلاکتوفر يلازیآم تیفعال که داد نشان امر نیا .دیگرد

 آن لیتبــد و نشاسته زیدرولیه سبب و بوده داخلی نوع از
 تصــویر. دگردمی  گلوکز و مالتوز کننده ایاح يقندها به

 يکاغذ یکروماتوگراف از حاصل کروماتوگرام 2 شماره
. دهــدیمــ نشــان را نشاســته زیدرولیــه یینهــا محصولات

 نشاســته و مثبــت کنترل عنوانبه گلوکز و مالتوز يقندها
  .گرفت قرار استفاده مورد یمنف کنترل عنوانبه

  

  
  

 از استفاده با نیلاکتوفر وجود تأیید از حاصل جینتا :1شماره  تصویر
SDS-PAGE. 8/0 ،9/0 ،1هاي ونیفراکسترتیب از چپ به راست: به، 

  مولار 5/0 و 6/0 ونیفراکس ،مارکر مولار،

   
  

  بهینه فعالیت آمیلازي لاکتوفرین  PHمنحنی تعیین :1شماره  دارنمو
  

  
  

 منحنی تعیین دماي بهینه فعالیت آمیلازي لاکتوفرین :2شماره نمودار

  

  
  

 يهاغلظت حضور در نیلاکتوفر يلازیآم تیفعال :3شماره  نمودار
 mg/ml يهاغلظت در). برك -نوریل نمودار( ذرت نشاسته مختلف

 غلظت در و شیافزا نیلاکتوفر يلازیآم تیفعال شاسته،ن 1/0 -5/1
mg/ml 5/1 از بــالاتر يهاغلظت در ،شد مشاهده تیفعال نیترشیب 

  .افتی کاهش میآنز تیفعال مقدار نیا
  

  
 

- نشاســته یینهــا محصولات يکاغذ کروماتوگرام :2شماره  تصویر
 نشاسته و مثبت کنترل انعنوبه مالتوز و گلوکز) درصد5/0( محلول

 A B document or مالتوز    گلوکز
the summary of 
an interesting 

 نشاسته
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  و همکارانی بائیز دیسع     

  179     1401، خرداد  209ره دوره سی و دوم، شما            مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                      

 گزارش کوتاه
 

 بیترت به (B)آزمایش و )A(آزمایش. باشندمی یمنف کنترل عنوانبه
 .دنباشیم C˚40 يدما در قهیدق 40 و 20 مدت به ونیانکوباس

  
 ي لاکتوفرینسازخالص هايروش نیترازمرسومیکی 

 کــهیجــائآن از. اســت یونیکــات تبــادل ستون از استفاده
 به باشدیم مثبتالکتریکی  بار يدارا نیلاکتوفرمولکول 

 در و شده متصل یمنف بار يدارا لاتیکربوکس يهاگروه
  .)7(نمود جدا را آن توانیم ینمک مختلف يهاغلظت

Raei ونیلتراســیاولتراف يهاروش کمک به همکاران و 
 نیلاکتــوفر، ســفاروز نیــرز از استفاده با و یونی تبادل و

 80 حــــدود را آن یمولکــــول وزن و خــــالص را ریشــــ
ـــونیک ـــد لودالت ـــین نمودن ـــه  ).5(تعی ـــن مطالع  وزندر ای

 ه شــد.تخمــین زد لودالتونیک 5/72 نیلاکتوفر یمولکول
ــا بــا حاضــر مطالعــه یافتــه  راســتا هــم نیمحققــ نیــا جینت

ن یلاکتــوفرو همکــاران  Samar 2017در ســال . باشدیم

ــا وزن مولکــولی  ــا  78ب ــه ب ــون را طــی دو مرحل کیلودالت
 ازاتوگرافی تبادل یونی و ژل فیلتراسیون هاي کرومروش

 مطالعــه دردر حــالی کــه  .)8(تخلــیص نمودنــد شــتر ریشــ
 گردیــد کــه خالص مرحله کی با تنها نیلاکتوفر حاضر

در  .نمایــدیمــ تأییــدرا  نیپروتئ نیا يبالا خلوص ،جینتا
را از شــیر ن یلاکتــوفرو همکــاران  Soboleva 2019سال 

آن را بررســی نمودنــد،  گاو خــالص و فعالیــت آمــیلازي
پــروتئین خــالص شــده توانســت  ،حاضــرمشــابه بررســی 

نتایج این مطالعــه  ).7(اولیگوساکاریدها را هیدرولیز نماید
ـــه  ـــان کردک ـــا نیلاکتـــوفربی ـــ بـــا تنه ـــه کی  مرحل

. همچنــین دگردیــ خــالص یــونی تبــادل یکرومــاتوگراف
ــه ــالا خلــوص الکتروفــورز از اصــلهــاي حیافت ــا يب  نی
 يلازیآمــ تیــفعال عــلاوه بــه. نمایــدیمــ ییدتأرا  نیپروتئ

 از پــس آن ینــیپروتئ ســاختار کــه داد نشــان نیلاکتــوفر
  .است دهش حفظ یکروماتوگراف
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