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Abstract 
 

Background and purpose: Osteoporosis is a common disease characterized by low bone mass that 

can harm health. Lactoferrin increase osteogenesis. PerFlourooctyl Bromide is a neutral particle that used 

as a drug carier. 

Materials and methods: In this study, lactoferrin (LF) of Camel milk were isolated. PFOB-NEP 

was prepared using an oil-in-water emulsion method (O/W). and then evaluated by The zeta potential 

measurement methods and tryptophan fluorescence spectroscopy before and after loaded by lactoferrin. 

The concentrations of 25, 50 and 100 µg/mL of  LF were loaded on perflourooctylbromide -NEPs. The 

effects of standard LF, the LF, and LF loaded on PFOB-NEPs on growth of osteoblasts Cell Line (MG-

63) was studied using MTT assay. 

Results: The results showed that the LF and the LF loaded on PFOB-NEPs significantly increased 

Osteoblast cells proliferation. But there was no significant difference between the LF and LF uploaded on 

PFOB-NEPs (α<1%). But there were significant differences of growth in different concentrations of 

lactoferrin relative to each other in both lactoferrin and lactoferrin loaded on nanoparticles (α<5%). 

Conclusion: The results proved that LF of camel milk causes the growth of osteoblasts cells in 

MG-63 cell lines. It is also possible to load LF on PFOB-NEPs and this nanoparticle could be used as 

carriers of lactoferrin. 

 

Keywords: osteoporesis, osteoblast, lactoferrin, nanoparticles, PerFlourooctyl Bromide 

 
 

J Mazandaran Univ Med Sci 2017; 27 (148): 22- 31 (Persian). 

  



 
  پژوهشي          

  
  
  ـدرانـــازنــــي مـكــــــزشــــوم پــــلـــشـــگاه عــه دانــــلـــمج

  )22 - 31   (1396  سال   ارديبهشت  148بيست و هفتم   شماره دوره 

23  1396 ، ارديبهشت 148                     دوره بيست و هفتم، شماره                                             مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران            

بارگذاري لاكتوفرين شير شتر بر روي نانو ذرات پر فلوئورو اكتيل 
 M G-63برمايد و بررسي اثر آن بر رشد سلول هاي استئوبلاست 

  
        1بهناز شادان
        2سعيدزيبائي

  3نوشا ضياء جهرمي
  

  هچكيد
ســيب آ اســتخوان توانــد بــه ســلامت ســاختاري كه مــيباشــد مــياســتخوان بيمــاري بــسيارشايع   پــوكي: و هــدفســابقه

به عنوان نانوذره خنثي و حامـل دارو   ديبرما ليپرفلوئورو اكت  .زايي دارد      سزايي در افزايش استخوان    لاكتوفرين نقش به  .درسانب
هدف از تحقيق حاضر، بارگذاري لاكتوفرين شير شتر بر روي اين نانوذره و بررسـي اثـر آن بـر                    . گيرد  مورد استفاده قرار مي   

  .باشد  ميM G-63ستئوبلاست هاي ا رشد سلول
 بـا اسـتفاده از روش   دي ـبرما لي ـپرفلوئورواكتنـانوذرات  .  شير شتر،نيلاكتوفرپس ازخالص سازي    :ها مواد و روش  

 زتا و طيـف سـنجي تريپتوفـان فلورسـانس          پتانسيل گيري،   اندازه هاي  تهيه و با روش    (O/W)ساخت امولسيون روغن در آب      
 نانو  ي رو  ميكروگرم بر ميلي ليتر لاكتوفرين بر      25 و   50،  100هاي    غلظت.  بررسي قرار گرفت   قبل و بعد از بار گذاري مورد      

هــاي  شــد و اثــر لاكتــوفرين بارگــذاري شــده و بــدون بارگــذاري ولاكتــوفرين اســتاندارد بــرروي ســلول  يبارگــذار ذرات
  . مورد بررسي قرار گرفتMTTاستئوبلاست با استفاده از آزمايش 

هاي استئوبلاست در مجاورت بـا لاكتـوفرين بارگـذاري نـشده و لاكتـوفرين پـس از                    نشان داد كه سلول   نتايج   :ها يافته
به طور كلي در هر سه غلظـت نـسبت   (، افزايش رشد داشته اند و اين افزايش رشد در مقايسه با هم         PFOBبارگذاري توسط   

 مختلف لاكتوفرين نسبت به هم در هـر دو مـورد   هاي  ندارد، اما افزايش رشد در غلظت)(α<1%داري   اختلاف معني ) به هم 
اخـتلاف  ) هاي مختلـف نـسبت بـه هـم        اثر غلظت (لاكتوفرين بارگذاري شده بر روي نانوذره و لاكتوفرين بدون بار گذاري            

  .دارد) (α<5%داري  معني
آن بـر روي نـانو    ريشود و امكان بارگـذا   ميMG-63هاي استئوبلاست رده  لاكتوفرين شير شتر باعث رشد سلول   :استنتاج

  .  استفاده نمودتوان به عنوان حامل لاكتوفرين دواز اين نانو ذرات مي وجود دارPFOBذارات 
  

  برومايد پوكي استخوان، استئوبلاست، لاكتوفرين، نانو ذرات، پرفلوئورواكتيل :واژه هاي كليدي    
  

  مقدمه
مشخـصه  است كه    مهمپوكي استخوان يك بيماري     

 استخواني است و زمينـه را       ريزساختار كيفيتكاهش   نآ
 در تحقيقـات    .)1(هـا فـراهم كنـد      شكـستگي  براي ايجـاد  

  زنان درصد 70 از بيش كه است آن از حاكي نيز ايران
  

  E-mail:s.zibaee@mrazi.ac.ir          ، بخش تحقيقات دامپزشكي و بيوتكنولوژيسازمان تحقيقات ، آموزش و ترويج  كشاورزي: مشهد - سعيد زيبايي :مولف مسئول

 نكارشناس ارشد بيوشيمي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي واحد شهركرد ، شهركرد ، ايرا. 1
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بـه پـوكي اسـتخوان       سـال  50 بـالاي  مـردان  درصد 50 و
امروزه شير شتر بـه دليـل داشـتن خـواص         ).2(هستند مبتلا

 خواص درمـاني  . وجه قرار گرفته است   تر مورد ت   ويژه بيش 
هـا مفيـد واقـع شـده      چشمگيري دارد و در درمان بيماري  

 ي بـا وزن مولكـول     نيپـروتئ   كوي گل ك ي نيلاكتوفر. است
 ري شــتــرين بيواكتيوهــاي مهــم از يكــ و يلودالتــوني ك80

 متنـوعي  كاربردهـاي بـاليني و تجـاري    كـه  )3(باشـد  مـي 
ــوفر.)4(دارد ــه كاربردهــاي لاكت ــه  ين مــي از جمل ــوان ب ت

هاي ضد باكتريايي، ضد ويروسي، ضـد قـارچي،           فعاليت
هاي سيـستم ايمنـي،       ضد انگلي، تمايز و فعال شدن سلول      

تقويت پاسخ ايمني و فعاليت ضد توموري اشاره كـرد و           
ــاكتور آنابوليــك ســبب رشــد و تمــايز    ــوان ف ــه عن ــز ب ني

 خواص بيولـوژيكي  . )4- 6(گردد  هاي استئوبلاست مي    سلول
هاي اختـصاصي     فرين از طريق اتصال آن به گيرنده      لاكتو

محققـان بـه بررسـي      . )5(گردد  ها اعمال مي    بر روي سلول  
خــواص ايــن گليكــوپروتئين بــر انــسان و ســاير جــانوران 

  .اند پرداخته
Palmano  ــال ــاران در س ــي  2006 و همك ــه بررس  ب

هـاي   ساختار لاكتوفرين شير گاو و اثر آن بر روي سـلول       
د و بيان كردند كه لاكتوفرين در رشـد         استخوان پرداختن 

چنــين در كــاهش رشــد  هــاي استئوبلاســت و هــم ســلول
  ).7(هاي استئوكلاست استخوان اثر دارد سلول

Naot      در مورد سـاختار و      2012 و همكاران در سال
و اثـر آن بـر اسـتخوان در         شـير گـاو      نيعملكرد لاكتوفر 

بـود   به ي و استفاده از آن بـرا      يشگاهي آزما طيبدن و شرا  
هـا    آن شي آزمـا  جي كردند و نتـا    قيسلامت استخوان تحق  

 طي در اســــتخوان در شــــرانينــــشان داد كــــه لاكتــــوفر
 استئوبلاسـت و   زيبقـا و تمـا    افـزايش    باعـث    يشگاهيآزما

و در زمـان كمبـود      شـود    ي م ـ ستئوكلاسـت  ا ليمهار تشك 
 ).8(كنـد  استروژن از كاهش بافت استخوان جلوگيري مي     

Vandrovcova لاكتوفرين آهن اشباع سطح اثر و همكاران 
 آزمايشگاهي شرايط در استخوان هاي  فعاليت در شيرگاو

بدن را بررسي كردند و بيان كردند كه رشـد           داخل در و
 لاكتوفرين ، در حضور Saos-2هاي استئوبلاست رده      سلول

 نتـايج مطالعـات فـوق نـشان داد كـه       ).9(شـود   تر مـي   بيش
اي استئوبلاسـت   ه ـ لاكتوفرين باعث افزايش رشد سـلول     

  .شود مي
، نـشان   1389تحقيقات پاكنژاد و همكاران در سـال        

دهد كه با افزايش غلظـت لاكتـوفرين گـاوي، ميـزان              مي
 تفـاوت موجـود در      .)10(ها افزايش يافته است     رشد سلول 

تحقيق فوق مي توانـد بـه علـت تفـاوت در نحـوه انجـام                
 از و يا شايد به دليـل اسـتفاده   in vivoآزمايش و شرايط 

لاكتوفرين استخراج شده از شير شـتر در مطالعـه حاضـر            
تر از    برابر بيش  10لاكتوفرين شير شتر حدود      .بوده است 

با لاكتـوفرين   آن شدن گليكوزيله مكانشير گاو بوده و 
در حـال حاضـر    ).11(باشد متفاوت مي حيوانات ديگر در

تحقيقات در زمينـه  نـانوذرات، بـه علـت گـسترده بـودن             
 .)12(هاي آن در زمينه پزشكي بسيار اهميـت دارد         كاربرد

ليتـر و      گرم بر ميلي   93/1با دانسيته    ديبرما ليپرفلوئورواكت
 يك تركيب سازگار بـا شـرايط        498 /96جرم مولكولي   

برمايـد در      دو كاربرد مهم پرفلوئورواكتيل    ).13(بدن است 
چنين شواهد قطعي براي     ها و هم    تصويربرداري از بيماري  

 Schmieder .)13(ات رسيده اسـت   ــ دارو، به اثب   ويلــتح
كاران در  ــ ـ و هم  Soman ،2005ال  ــاران در س  ــو همك 
ــال  ــال  Goette و 2008سـ ــاران در سـ  از 2012 و همكـ

داري اي در تـصويربر     هـا بـه عنـوان مـاده         پرفلوئوروكربن
مولكولي و به عنوان حامل برخي از داروهاي خاص يـاد           

ــرده ــد ك ــذاري    .)14-16(ان ــر، بارگ ــق حاض ــدف تحقي ه
لاكتــوفرين خــالص شــده از شــير شــتر بــر روي نــانوذره  

ــو ــر رشــد   پرفلوئ ــر آن ب ــد و بررســي اث ــل بروماي رو اكتي
 بـه عنـوان مـدلي بـراي     M G-63هاي استئوبلاست  سلول

  .باشد افزايش تراكم استخوان مي
  

  مواد و روش ها
، دـباش ـ ربي مـي  ــه تج ــوع مطالع ـاين مطالعه كه از ن    

ــال  ــي س ــاي  ط ــسه تحقيق1395 و 1394ه ـــ در موس ات ـ
سـازي رازي واحـد شـمال شـرق كـشور            واكسن و سـرم   
  .انجام گرفت



     
   و همكارانبهناز شادان     
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 پژوهشي

  جداسازي و خالص كردن لاكتوفرين
  gليتــر از شــير شــتر در دو مرحلــه بــا دور  ميلـي 100

 دقيقه سانتريفيوژ گرديد و از كاغـذ        15 و به مدت     4000
سـپس در اولتـرا     .  عبـور داده شـد     7صافي واتمن شـماره     

 و دمـاي    g 25000 دقيقه و با دور      30سانتريفوژ، به مدت    
سـازي    جهـت خـالص   . گراد قـرار گرفـت      درجه سانتي  4

 . استفاده گرديدCM sephadex C-50لاكتوفرين از رزين 
مـولار     ميلي 10ر فسفات   ها با باف    عمل متعادل سازي رزين   

هـاي    انجام و به منظور رهاسازي از بافرفسفات بـا درصـد          
جهـت  . اسـتفاده شـد  )  مـولار 1 تـا  1/0از  (مختلف نمك   

تعيين خلوص پروتئين و مـشخص كـردن محـدوده وزن           
 )درصـد  15(آميـد     آكريل  مولكولي آن، از الكتروفورز پلي    

ــولفات    ــيل س ــديم دو دس ــا )SDS-PAGE(س ــراه ب   هم
جهـت سـنجش   . گرديد استفاده نقره ميزي نيتراتآ رنگ

ميزان پـروتئين از آزمـايش برادفـورد بـا اسـتفاده از تهيـه               
هاي مختلف سرم آلبومين     منحني استاندارد توسط غلظت   

 نـانومتر اسـتفاده     595گاوي و تعيين جذب در طول موج        
 سپس جهت شناسايي لاكتوفرين و لاكتوپراكسيداز از      . شد

TMBوسط آزمايش رنگ سنجي ت
  ).13( استفاده گرديد1

  
  تهيه نانوذرات

  آماده سازي نانوذرات
2گرم    ميلي 8گرم لسيتين و       ميلي 194

DPPE   7 را در 
 700ميلي ليتر آب ديونايز استريل حل نموده و با سرعت       

 30زن مغناطيـسي بـه مـدت        دور در دقيقه با استفاده از هم      
 شود، پس از بـه دسـت آمـدن مخلـوط            دقيقه هم زده مي   

درجـه قـرار    70يكنواخت، در حمام آب گـرم بـا دمـاي    
ليتر پرفلوئورواكتيل برومايد بـه مخلـوط          ميلي 2. داده شد 

ــزوده شــد و  ســورفاكتانت در حــال هــم  ــه 5زدن اف  دقيق
زدن، حجـم     در ادامـه در حـين هـم       . زدن ادامـه يافـت      هم

ــه   ــايز اســتريل ب ــر   ميلــي10مخلــوط توســط آب ديون ليت
 g12000همزن اولتراتـوركس،    سپس توسط   . رسانده شد 

                                                 
1. Tetrametylbanzidine-3,3',5,5' 
2. 1,2-Bis(diphenylphosphino)ethane   

هـاي    زده شـد و امولـسيون        دقيقه مخلوط هم     10به مدت   
در ادامه توسـط سـونيكاتور بـا        . كوچكي تشكيل گرديد  

 دقيقــه 1دقيقــه بــا دســتور  20وات بــه مــدت  500تــوان 
 دقيقه خاموش مخلوط هم خورده تـا ذرات بـه           1روشن،  

 دقيقـه   10در انتها نانو ذرات به مدت       . سايز نانو درآمدند  
  .)17(در شرايط آزمايشگاه قرار داده شدند

  
لاكتوفرين بر روي نانوذرات پرفلوئورواكتيل  بارگذاري
  برومايد

ــانوذرات    ــر روي ن ــوفرين ب جهــت بارگــذاري لاكت
ليتر نانوذره در ظرفـي       يك ميلي  پرفلوئورواكتيل برومايد، 

لاكتـوفرين شـير شـتر در       . كوچك و استريل ريخته شـد     
ليتـر بـافر     در يـك ميلـي    ) µg/ml100،50،25(هاي   نسبت

.  حــل گرديــد و بــه نــانوذره اضــافه شــدmM10فــسفات 
 دور در دقيقـه     750دقيقـه بـا سـرعت        90سپس به مـدت     
  ).17(شيك گرديد

  
تعيــين بــازده بارگــذاري لاكتــوفرين بــر روي نــانوذرات 

  پرفلوئورواكتيل برومايد
جهت تعيين بـازده بارگـذاري لاكتـوفرين بـر روي           

 نـانوذرات تهيـه شـده بـه         -رات، مخلوط لاكتوفرين  نانوذ
ــدت  ــا دور  10م ــه، ب ــرار    درg1000 دقيق ــانتريفيوژ ق س

گرفت و مايع رويي از روي نانوذرات برداشته شـد تـا بـا             
روش برادفورد تعيين غلظـت گـردد و بـازده بارگـذاري            

براي محاسبه بازده بارگذاري از فرمـول زيـر         . تعيين شود 
  ):17(استفاده شد

 
  
ــد و ذرات   ت ــل بروماي ــدازه ذرات پرفلوئورواكتي ــين ان عي

  بارگذاري شده توسط لاكتوفرين
 ذرات سـايز  و مورفولوژي توپوگرافي، تعيين جهت

   بـا لاكتـوفرين    از بارگذاري  بعد و قبل شده آماده هاي  نمونه
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 .گرديد استفاده روبشي الكتروني ميكروسكوپ دستگاه از 
 يك با و خشك نوذراتنا آزمايش ابتدا  اين انجام جهت

 داده پوشـش  پـالاديوم /طـلا  فلزات تركيب از نازك لايه 
  ).17(گرفت صورت برداري عكس سپس و شدند

  
زتـاي نـانوذرات بارگـذاري شـده         پتانـسيل  گيـري  اندازه

  توسط لاكتوفرين
 و نـانوذرات  بـه  لاكتـوفرين  بارگـذازي  تاييد جهت

 زتـاي  پتانـسيل  آمـده،  بـه دسـت    محلـول  پايـداري  تعيين
 هـاي   نانوامولسيون چنين هم و شده تهيه هاي  نانوامولسيون 

ــا    حامــل ــسيل زت ــين پتان ــوفرين توســط دســتگاه تعي لاكت
)CAD Instruments, France(شد گيري  اندازه)17.(  
  

ذرات پرفلوئورواكتيـل برومايـد قبـل و         نـانو  اندازه تعيين
  بعد از بارگذاري

 رومايـد سايز نانوذرات پرفلوئورواكتيل ب    بررسي جهت 
 نـانوذرات  حـاوي  محلـول   ابتـدا  قبل و بعد از بارگذاري،    

 گيـري   انـدازه  دستگاه توسط سپس و گرديد سازي رقيق
  .آمد به دست ذرات  سايز توزيع ذرات، سايز

  
بررسي طيـف سـنجي تريپتوفـان فلورسـانس لاكتـوفرين           
  بارگذاري شده بر روي نانوذرات پرفلوئورواكتيل برومايد

 درباره بارگذاري لاكتوفرين    جهت كسب اطلاعاتي  
به نانوذرات از طيف سنجي فلورسانس كه روشـي بـسيار        

 به دليل وجود    .حساس و پركاربرد است، استفاده گرديد     
آمينواسيدهاي آروماتيك از جمله تريپتوفـان در سـاختار         

   .لاكتوفرين، اين آزمايش كاربرد زيادي دارد
  

 لاكتوفرين هاي مختلف لاكتوفرين به تنهايي و اثر غلظت
 بارگذاري شده بر روي نانوذرات پرفلوئورواكتيـل برومايـد        

  MTT توسط آزمايش MG-63 هاي استئوبلاست رده  بر سلول 
ــلول    -1 ــدا س ــايش در ابت ــام آزم ــت انج ــاي  جه ه

اي بـه      خانـه  96هـاي    استئوبلاست آمـاده شـده، بـه پليـت        
هـا همـراه       هزار سلول در هر خانه و نيز نمونـه         100مقدار  
  .دهاي مورد نياز افزوده شدندبا شاه

  ميكروليتـر  100 و   50،  25(هاي مختلف    اثر غلظت  - 2
ــي  ــر ميل ــر ب ــر روي    ) ليت ــده ب ــذاري ش ــوفرين بارگ لاكت

شـير  (هاي پرفلوئورواكتيـل برومايـد و لاكتـوفرين          سلول
لاكتـوفرين شـير    (به تنهايي و لاكتوفرين اسـتاندارد       ) شتر

 تكـرار و از     3در  ) گاو، جهت مقايسه اثر بـر روي سـلول        
ها به طور عادي      كنترل مثبت جهت رشد سلول    (هر شاهد   

در محيط كشت و كنترل نانوذرات جهت كنترل بررسي اثر 
 سه تكرار مـورد آزمـايش قـرار       ) نانوذرات بر كشت سلولي   

  .ديد انجام گرMTT ساعت، آزمايش 24پس از . گرفت
 PBSهاي موجـود در پليـت، توسـط           ابتدا سلول  -3

 20سـپس بـه هـر خانـه         . شستشو داده شـدند    مرحله   3در  
 4 اضافه شـد و پليـت بـه مـدت            MTTميكروليتر محلول   

. ســاعت در شــرايط تــاريكي در انكوبــاتور قــرار گرفــت
ي هـا    داخل همـه چاهـك     DMSO ميكروليتر   100سپس  

.  دقيقـه شـيك گرديـد   15پليت اضافه و پليـت بـه مـدت        
 630 و 490هـاي   سپس ميزان جذب نوري در طول مـوج      

  .گيري شد انو متر اندازهن
  

  ها داده تحليل و تجزيه وشر
نتايج حاصل از بررسي آماري بـه روش آزمايـشات          
فاكتريل در قالب طرح كاملاً تـصادفي در سـه تكـرار بـا              

گرديد و ميـانگين    انجام   MSTATCاستفاده از نرم افزار     
  .تيمارها به روش دانكن مقايسه شدند

  

   يافته ها
  لاكتوفرين سازيخالص  از حاصل نتايج
  تعويض يوني كروماتوگرافي از حاصل نتايج

منظــور   يــوني بــه تعــويض تكنيــك كرومــاتوگرافي 
هـاي    فراكسيون. جداسازي لاكتوفرين شير شتر انجام شد     

، 3/0،  2/0،  1/0( هـاي مختلـف     به دست آمده با گراديان    
هاي آزمايش    در لوله ) 1،  9/0،  8/0،  7/0،  6/0،  5/0،  4/0

  .وري شدندآ استريل جمع
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 پژوهشي

  الكتروفورز بر روي ژل پلي آكريل آميد از حاصل نتايج
الكتروفورز بر روي ژل پلي آكريل  از حاصل نتايج

هـاي    دهـد كـه در گراديـان        درصد نـشان مـي     5/12آميد  
ـــ باندهاي8/0 و 7/0، 6/0، 5/0 ــا وزن مولكــولي ــ  80ي ب

ن اسـت   ـن كه ممك  ـي اي ــود دارد، يعن  ــون وج ـكيلو دالت 
هـــا دو پـــروتئين لاكتـــوفرين و يـــا  ايـــن فراكـــسيوندر 

وجــود داشــته باشــد كــه بايــد بــر اســاس لاكتوپراكــسيداز 
 گــردد كــه در كــدام فراكــسيون   معلــومTMBآزمــايش 

  .)1تصوير شماره  (لاكتوفرين وجود دارد
  

  تايج حاصل از اندازه گيري پروتئينن
ــدازه  ــايج حاصــل از ان ــه روش   نت ــروتئين ب ــري پ گي

ــشا ــورد نــ ــوفرين در  برادفــ ــه غلطــــت لاكتــ ن داد كــ
به ترتيـب   ) M 4/0  ،5/0 ، 6/0  ،7/0  ،8/0(هاي    فراكسيون

ml/µg 814 ،531، 253، 242  باشد  مي283و.   
  

  TMBتايج حاصل از آزمايش ن
 و  7/0هاي    دهد كه فراكسيون    نتايج حاصل نشان مي   

بنزيــدين و پراكــسيد هيــدروژن   در حــضور تترامتيــل8/0
  عـدم تغييـر رنـگ نـشان دهنـده         . تغيير رنگ نداشـته انـد     

  .)2تصوير شماره ( خالص بودن لاكتوفرين مي باشد
  

نتايج حاصل از تهيه نانوذرات قبل و بعـد از بـار گـذاري              
  توسط لاكتوفرين

نتايج حاصل از تعيين بازده بارگذاري لاكتـو فـرين          
  بر روي نانوذرات پرفلوئورواكتيل برومايد

ــر روي  ــوفرين ب ــذاري لاكت ــازده بارگ ــانو ذرات ب  ن
   . درصد به دست آمد91پرفلوئورو اكتيل برمايد 

  
نتــايج حاصــل از بررســي توســط ميكروســكوپ روبــشي 

(SEM)              جهت تاييد ناوذرات قبـل و بعـد از بـار گـذاري 
  توسط لاكتوفرين

ــصاوير حاصــل از   ــانوذرات وSEM3ت ــانوذرات   ن   ن
  

                                                 
1. Scanning Electron Microscope 

  

، بـا  3بارگذاري شـده بـا لاكتـوفرين، در تـصوير شـماره         
ــ ــين بزرگنم ــا 100000ايي ب ــشان داده شــده 500000 ت  ن
ــه تــصوير شــماره  . اســت ــا توجــه ب ــه وضــوح )B (3ب ، ب

هـا در طـي فرآينـد      مشخص است ساختار نـانو امولـسيون      
توليــد و بارگــذازي لاكتــوفرين بــسيار همگــن بــا توزيــع 

باشـد كـه مورفولـوژي ذرات كـروي         يكنواخت قطر مـي   
  .است و تغيير نكرده است

  

  
  

تصوير ژل پلي آكريل آميد حاصـل الكتروفـورز بـا            :1تصوير شماره   
 حاصل از خالص سازي لاكتو فـرين،  نتايج SDS-PAGEاستفاده از 
 دهـد  مـي هاي مختلف، نتايج نـشان         در فراكسيون  KD 80وجود باند   

 80 داراي باند خالص 8/0 و 7/0، 6/0، 5/0، 4/0كه فراكسيون هاي  
 نشان داده شد TMBون مي باشند كه با استفاده از آزمايش       كيلو دالت 

  .باشند مي لاكتوفرين خالص 8/0 و 7/0كه فراكسيون هاي 
  

  
  

 نشان مي دهد كـه      TMBنتايج حاصل از آزمايش با       :2تصوير شماره   
 بـه رنـگ آبـي       TMB در واكنش با     6/0 و   5/0،  4/0فراكسيون هاي   

 ايــن فراكــسيون هــا لاكتوپراكــسيداز دهــد مــيدر آمــده كــه نــشان 
 در اين آزمايش فاقـد رنـگ        8/0 و   7/0 اما فراكسيون هاي     باشند مي

   .بودند، بنا براين لاكتوفرين خالص مي باشند
  

0.4     0.5   0.6   0.7  0.8   0.8     M      0.9     0.9     
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نتايج حاصل از بررسي توسط ميكروسكوپ روبشي        :3تصوير شماره   
(SEM)      جهت تاييد ناوذرات قبل (A)          و بعد از بـار گـذاري توسـط 

  نشان مي دهد كه    500000 تا   100000 با بزرگنمايي بين     (B)توفرين  لاك
ها در طي فرآيند توليد و بارگذازي لاكتوفرين  ساختار نانو امولسيون

باشـد، مورفولـوژي ذرات       بسيار همگن با توزيع يكنواخت قطـر مـي        
   .كروي است و تغيير نكرده است

  
 ل زتـا در نتايج حاصل از اندازه ذرات و اندازه گيري پتانـسي     

  نانوذرات پرفلوئورواكتيل برومايد، قبل و پس از بارگذاري
   وذراتــ ـجهت بررسـي تغييـرات ميـانگين سـايز نان         

ــا لاكتــوفرين از دســتگاه   قبــل و بعــد از بارگــذاري آن ب
طـور كـه     همـان . گيري سايز ذرات استفاده گرديـد       اندازه

ل و بعـد    ــ ـز ذرات قب  ــدهد، ميانگين ساي    نمودار نشان مي  
ــته  ا   ز بارگــــذاري لاكتــــوفرين تغييــــر زيــــادي نداشــ

ــم. اســت ــانوذرات از   ه ــاي ن ــسيل زت ــين پتان    -43/18چن
لاكتــوفرين بــا غلظــت  (+61/21بــه ) بــدون لاكتــوفرين(

µg/ml 100 (         تغيير كرده است كه اين نتـايج تاييدكننـده
نمــودار  (باشــد بارگــذاري لاكتــوفرين بــه نــانوذرات مــي

  .)1شماره 

  
  

 نمودار حاصل از پتانسيل زتـا و انـدازه ذرات نـانوذرات        :1نمودار شماره   
پرفلوئورواكتيل برمايـد قبـل و بعـد از بارگـذاري بـا لاكتـوفرين در                

 ميانگين سـايز ذرات قبـل و بعـد از بارگـذاري           -هاي مختلف   غلظت
لاكتوفرين تغيير زيادي نداشته اسـت و پتانـسيل زتـاي نـانوذرات از              

 µg/mlلاكتوفرين با غلظت     (+61/21به  ) بدون لاكتوفرين  (-43/18
ــده بارگــذاري   ) 100 ــايج تاييــد كنن ــر كــرده اســت كــه ايــن نت تغيي

   .لاكتوفرين بر نانوذرات مي باشد
  
  حاصل از آزمايش طيف سنجي تريپتوفان فلورسـانس        تايجن

بعـد از   بر روي نانو ذرات پرفلوئورواكتيل برمايـد قبـل و           
   توسط لاكتوفرينبار گذاري

منظور بررسي برهمكنش و الحاق لاكتـوفرين بـه           به  
ــدت   ــودار شـ ــد، نمـ ــل برمايـ ــانوذرات پرفلوئورواكتيـ نـ

 نـانومتر ثبـت     280فلورسانس در طول موج برانگيختگي      
باشـند،    نانوذرات بدون لاكتوفرين فاقد پيك مي     . گرديد

در حالي كـه نـانوذرات حـاوي لاكتـوفرين داراي يـك             
است كه نـشان دهنـده       nm202 طول موج    پيك منفي در  

محتواي ساختاري مـارپيچ آلفـا اسـت و الحـاق پـروتئين             
ايـن در حـالي     . كنـد   لاكتوفرين به نانوذرات را تاييد مـي      

است كه محلول لاكتوفرين نيـز داراي يـك پيـك قـوي             
  .)2نمودار شماره  (باشد مي

  
  و لاكتوفرين بارگذاري   نتايج حاصل ازبررسي اثر لاكتوفرين    

شده بر روي نانوذرات پرفلوئورواكتيـل برمايـد بـر روي           
  MTTبا استفاده از آزمايش  MG-63سلول استئوبلاست 

لاكتوفرين جـدا شـده از شـير شـتر، باعـث افـزايش             
سـپس جـذب در دو      . دـهاي استئوبلاست ش   ولــرشد سل 

ـــوانده شـ خــ630 و 490طــول مــوج  ــه ــــد و نتايـ ج ارائ
  .)1جدول شماره  (گرديد

100 

5

25
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 پژوهشي

  
  

تعامل بين لاكتوفرين و نانوذرات پرفلوئورواكتيل  :2مودار شماره ن
  فلورسانس برمايد توسط تريپتوفان

  
هاي مختلف  مقايسه ميانگين اثر متقابل اثر استفاده از غلضت :1جدول شماره 

هاي مختلف لاكتوفرين  لاكتو فرين خالص شده به تنهايي و استفاده از غلظت
  راتبارگذاري شده بر روي نانوذ

  

  لاكتوفرين  نانوذره
OD به دست آمده   

 MTTاز آزمايش 

     

 c327/0  )كنترل سلولي(  )لاكتوفرين تنها(عدم نانوذره 

 a754/0  )25(  )لاكتوفرين تنها(عدم نانوذره 

 ab628/0  )50(  )لاكتوفرين تنها(عدم نانوذره 

 b498/0  )100(  )لاكتوفرين تنها(عدم نانوذره 

 d319/0  )كنترل نانو پارتيكل بدون لاكتوفرين(  وذرهلاكتوفرين همراه نان

 a743/0  )25(   لاكتوفرين همراه نانوذره

 ab635/0  )50(  لاكتوفرين همراه نانوذره

 b492/0  )100(  لاكتوفرين همراه نانوذره

  
هـاي استئوبلاسـت      نتايج حاصل نشان داد كه سـلول      

ــر      ــد و تكثي ــزايش رش ــوفرين، اف ــا لاكت ــاورت ب در مج
چنين نشان داد كه لاكتـوفرين شـير شـتر در            هم. اند داشته

هـا    مقايسه با لاكتوفرين گاوي بيش تر باعث رشد سـلول         
حاصل از آزمايش   ) (α<1%نتايج آماري   . گرديده است 

MTT           به دست آمده از مقايسه اثر استفاده از لاكتـوفرين 
خالص شده به تنهايي و استفاده از لاكتوفرين بارگذاري         

 MG-63نو ذره بر رشد سلول استئوبلاسـت        شده بر روي نا   
دهد كه بـين سـطوح مختلـف نـانوذره اخـتلاف              نشان مي 

در مقايسه بـين سـطوح مختلـف        . داري وجود ندارد   معني
اثر لاكتوفرين بار گذاري شده بر روي نانوذره در كشت          
سلولي و سـطوح مختلـف اثـر لاكتـوفرين بـه تنهـايي بـر           

، )همرديف خود مقايسه هر سطح با سطح      (كشت سلولي   

بين سه تكـرار اسـتفاده      . داري وجود ندارد   اختلاف معني 
شده از لاكتوفرين استاندارد بر رشد سلول استئوبلاسـت،         

هـاي    امـا بـين غلظـت     . داري وجـود نـدارد     اختلاف معني 
اســتفاده شــده از لاكتــوفرين اســتاندارد بــر رشــد ســلول  

 α<1% داري در سـطح    استئوبلاست اختلاف بسيار معنـي    
ــو ــم. د داردوج ــتفاده از     ه ــر اس ــانگين اث ــين مي ــين ب چن

ــر رشــد ســلول    لاكتــوفرين خــالص شــده از شــير شــتر ب
استئوبلاست با اثر لاكتـوفرين اسـتاندارد حاصـل از شـير            

) خريداري شده و استفاده شده به عنـوان اسـتاندارد        (گاو  
  .وجود دارد) (α<5%داري  به طور كلي اختلاف معني

  

  بحث
بيماري است كـه بـا كـاهش        پوكي استخوان، نوعي    

تــوده اســتخواني و از دســت رفــتن كيفيــت ريــز ســاختار 
شود كه خود منجر به افـزايش خطـر           استخوان شناخته مي  

ــشگيري و درمــان، از  .)18(شــود شكــستگي مــي ــراي پي ب
داروهــاي مختلــف و مــواد بيولوژيــك طبيعــي مختلــف  

توانـد لاكتـوفرين      شود و يكي از اين مواد مي       استفاده مي 
لاكتوفرين يكي از تركيبات مهـم موجـود در شـير           . دباش

باشد كه در شير انسان        مي Iron-Boundاست و پروتئيني    
هـدف از    .)20 ،19(داران غلظـت بـالايي دارد     نو ساير پستا  

نـانوذرات   بر روي لاكتوفرين بارگذاري پژوهش حاضر
 پرفلوئورواكتيل برمايد به عنوان حامـل و بررسـي و مقايـسه           

ــا  لاكتــوفرين بــدون بارگــذاري بــر ســلول  خــواص آن ب
 لاكتــوفرين بــا روش كرومــاتوگرافي .استئوبلاســت بــود

 از جلـوگيري  بـراي  .)13(تعويض يـوني، خـالص گرديـد      
 در بيولـوژيكي آن   فعاليـت  حفـظ  و لاكتـوفرين  شكستن

 از پـس  گرمـا،  زدن و   هـم  فراصـوت،  ماننـد  عواملي برابر
 ).17(شـد  هآماده سازي نانوذرات، لاكتوفرين به آن اضاف      

تحقيقــات مختلــف نــشان داده اســت كــه لاكتــوفرين در 
باشد، لاكتوفرين باعـث افـزايش       سازي موثر مي   استخوان

ها  ها و مهار رشد استئوكلاست     تكثير و تمايز استئوبلاست   
رسـد كـه لاكتـوفرين        طور بـه نظـر مـي        اين ).21(دگرد  مي

 پرفلوئورواكتيـل بارگذاري شده و بدون بارگذاري بر روي        



  بارگذاري لاكتوفرين شير شتر بر روي
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تواند همانند عوامل رشد، در اسـتخوان سـازي            مي رمايدب
موثر بوده و كيفيـت و كميـت تـرميم اسـتخوان را بهبـود         

ــشد ــاط   .بخ ــلي ارتب ــل اص ــوثر عام ــين م ــانوذرات ب  و ن
لايـه ليپيـدي     بـين  الكترواسـتاتيك  لاكتوفرين، تعـاملات  

 سـطح لاكتـوفرين    مثبت بار و منفي بار با سطح نانوذرات 
تريپتوفــان و  ا توســط فلورســانسهــ الحــاق آن كــه اســت
ـــاثب بــه ل زتــاــپتانــسي ــ و  تجزيــه).22(رســيد اتـ ل ـتحلي
ــي  داده ــاي ميكروســكوپ الكترون ــانوذرات  از SEM ه ن

 كه دهد  مي برمايد در تحقيق حاضر نشان      پرفلوئورواكتيل
ــا آن ســاختاري تماميــت ــي ه اضــافه كــردن  از پــس حت

نوذرات بالاي نـا   بسيار سطحي كشش به دليل  لاكتوفرين
ــز  ــسته آبگري ــظ و و ه ــانع حف ــانوذرات فروپاشــي از م  ن

ــي ــردد م ــذاري    .گ ــزان بارگ ــانوذرات، مي ــه ن ــد از تهي بع
 91نانوذرات بـا لاكتـوفرين محاسـبه گرديـد كـه معـادل          

حاصــل از بررســي آمــاري بــه روش نتــايج . درصــد بــود
 تصادفي در سـه     آزمايشات فاكتريل در قالب طرح كاملاً     

ــتفاده از  ــا اس ــرار ب ــزار  تك ــرم اف ــسه MSTATC ن  و مقاي
دهـد كـه بـين        نـشان مـي    ميانگين تيمارها به روش دانكن    

 50، 25(هاي مختلف اثر لاكتوفرين اسـتفاده شـده        غلظت
بـر رشـد سـلول اخـتلاف     )  ميكروگرم بر ميلي ليتر100و  

اين نتايج براي لاكتـوفرين     . بسيار معني داري وجود دارد    
ــدون بارگــذاري يكــسا   ــده و ب ــابي بارگــذاري ش ن ارزي

دهـد كـه لاكتـوفرين در غلظـت           نتايج نشان مـي   . گرديد
 سبب رشد بهتر سلول     )ميكروگرم بر ميلي ليتر    25(تر   كم

گيـري نمـود كـه       تـوان نتيجـه     به طور كلي مي   . شده است 
ــانوذرات     ــر روي نـ ــوفرين بـ ــذاري لاكتـ ــان بارگـ امكـ

برمايد وجود داشته و اثر لاكتـوفرين بـار           پرفلوئورواكتيل
ه همانند لاكتوفرين بدون بارگذاري بر روي       گذاري شد 

  .باشد  ميMG-63سلول استئوبلاست 
  

  سپاسگزاري
ــسن و    ــات واكـ ــسه تحقيقـ ــيله از موسـ ــدين وسـ بـ

سازي رازي شعبه شمال شرق كشور و نيز از سـركار            سرم
خانم مهندس نرگس غيور، خانم دكتر حـديث رحمـاني          
و سركار خانم شـنوايي بـه خـاطر كمـك در انجـام ايـن                

  .گردد حقيق تشكر و قدرداني ميت
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