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Abstract 
 

Background and purpose: Collagen has widespread applications across diverse fields, including 

tissue engineering, pharmaceutics, and the food industry. In recent years, the extraction of collagen from 

marine sources, particularly fish skin, has attracted increasing attention due to advantages such as 

biocompatibility and accessibility. Given the broad applications of collagen, its growing economic value 

in the global market, and the country’s reliance on imported sources of this protein, this study utilised 

modern extraction approaches, including homogenisation and protocol optimisation, to extract and purify 

type I collagen from minced rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) skin. 

Materials and methods: This experimental study compared nine different extraction protocols for 

obtaining acid-soluble collagen (ASC) and pepsin-soluble collagen (PSC) from minced rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) skin. The principal procedures included alkaline pretreatment with 0.1 M NaOH, 

defatting with 10% (v/v) butanol, extraction using 0.5 M acetic acid with or without pepsin, salting-out 

precipitation with 2 M NaCl, and centrifugation for precipitate recovery. Selected protocols incorporated 

homogenisation to enhance extraction yield. Collagen yield was calculated as the ratio of dry collagen 

weight to dry skin weight. In addition, sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE) was performed to characterise the extracted collagens following spray drying. 

Results: The highest extraction yield (47.95%) was achieved using the optimised protocol 

incorporating homogenisation and pepsin treatment. The resulting collagen precipitates ranged in colour 

from white to light brown. SDS–PAGE analysis of both ASC and PSC revealed characteristic bands 

corresponding to α1 and α2 chains (approximately 110 kDa), β components (approximately 210 kDa), 

and low-molecular-weight smears below 25 kDa, consistent with type I collagen. 

Conclusion: Type I collagen and its peptides were successfully extracted and purified from minced 

rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) skin using nine different protocols, including both homogenised 

and non-homogenised approaches. The optimised method incorporating homogenisation and pepsin 

treatment produced the highest extraction yield. 
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 پژوهشی

 استخراج و جداسازی کلاژن از پوست ماهی
 با مقایسه چند روش فرآوری

 

 1حسین مهبودی

 2انی یصالح نیرحسیام

 4، 3زینب صادقی قادی
 

 چكیده
های متنوعی مانند  منن یدی فا،ددا دسرزیدازی ز عدناای  داسای کدارف.د دسردً س ید.س  کلاژن در زمینه سابقه و هدف:

پاا.یا مدورد ووهده یدازااری ز دیت.یدیا فه زاژه پوید ماهیا فده دییدم میسادای زا دسیتخ.سج کلاژن سز منافی درااای

پژزهشگ.سن ق.سر ا.،ته سیدً فا ووهه فده کارف.دهدای ا دت.ده کدلاژنا سرزت سقت دادی رززس،دیزن بن در فدازسر هندانی ز 

سیتخ.سج سز همله هموژنییسییون  های نوانکارای.ی رزتفهمطایعه حاض. فا ه ف زسف تگی کشور فه زسردست سان پ.زوئینا 

 Oncorhynchus) بلاسز پویدد  .ددد ه مداهی قدی  I یدازی کدلاژن ندو هاا فه سیتخ.سج ز  ایصیازی پ.زوکمز فنینه

mykiss )ًپ.دس ته سید 

 ز پپ دین( ASC) محلدو  رزت مختلف سیتخ.سج کدلاژن سیدی  ۹بزمااشگاهیا -در سان مطایعه وج.فی ها: مواد و روش

قبدم سز ب داز ،.باند  سیدتخ.سجا مهاا ده دد ً ( Oncorhynchus mykiss) بلادد ه مداهی قدی  سز پوید  د.د( PSC) و محل

مولار )فدا ز  ۰/۵حجمیا سیتخ.سج فا سیی  سیتیک درع   ۱۰مولار ز فووانو   NaOH ۰/۱ و فیه فا های سعلی دامم پیشرزت

هدا ا ز یدانت.افیوژ فد.سی ه سیدازی ریدوفات فدودً ف. دی رزت(salting-out) مدولار NaCl ۲ دهی فداف زن پپ دین(ا ریدو 

هموژنییسییون رس ف.سی فنبود فازده فه کار ف.دن ً فازده سیتخ.سج ف. سیاس ن دبد ززن  شدک ریدو  فده ززن  شدک پویدد 

 هند ف.ریی ریوفات پس سز  شک د ن وویط سیپ.ی درسا. سیتفاده د ً SDS-PAG همچنین سز رزت .ماهی محایبه د 

د ه فا هموژنییسییون ز پپ ین مشاه ه د ً ریوفات فا  در رزت فنینه( درع  ۷۴/۹۵فالاو.ان فازده سیتخ.سج ) ها:یافته

حد زد  α2 ز α1 فاند های PSC ز ASC فد.سی SDS-PAGE سی رزددن فده دیدد بم ند ً سیگوهدایرند  یدفی  ودا قندوه

(kDa۱۱۰ ) β  ح زد(210 kDaز سیمی.های کوچک ) رس نشان دسد که فا کلاژن نو و دسیتون کیل ۲۵و. سز I یازاار سید. 

 بلاددد ه مدداهی قددی  ز پپتیدد های بن سز پویددد  دد.د I یددازی مو،ددژ کددلاژن نددو سیددتخ.سج ز  ایص استتتنتا :

(Oncorhynchus mykiss ) های هموژنییه ز  ی.همدوژنییها سنجداش دد  ز فدالاو.ان فدازده رزت مختلفا دامم پ.زوکم ۹فا

  د ه فا هموژنییسییون ز پپ ین مشاه ه د ً زت فنینهدر ر سیتخ.سج
 

 کلاژنا رزت سیتخ.سجا پوید ماهی واژه های کلیدی:
 

 Email: Sadeghi.g.zaynab@gmail.com            دسنشک ه دسرزیازیا دسنشگاه علوش پیدکی مازن رسنا مازن رسنا یاریا سا.سن یاری: -یقاد یصادق نبیزمولف مسئول: 

 .سناسیب.زا ک.جا س یدسنشگاه علوش پیدک ایدسنشک ه دسرزیاز ایووکنویوژیا.زه ف اراادسیتاً ۱

 .سناسیب.زا ک.جا س یدسنشگاه علوش پیدک ایدسنشک ه دسرزیاز ایووکنویوژیا.زه ف .سناسیب.زا ک.جا س یدسنشگاه علوش پیدک ایدسنشک ه دسرزیاز اایدسنشجو هاتیوحه تهیکمً ۲

 .سناس ایمازن رسنا یار یدسنشگاه علوش پیدک ایدسنشک ه دسرزیاز کسایوویایا.زه ،ارم ارااسیتادً 3

 م.کی وحهیهات علوش دسرزایا دسنشگاه علوش پیدکی مازن رسنا یاریا سا.سنً ۷

  : ۵/۱۱/۱۷۰۷ واراخ و واب :             ۲۴/۴/۱۷۰۷ واراخ سرها  هند سعلاحات :              ۱1/۴/۱۷۰۷ واراخ دراا،د 
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 مهمقد
و.ان پ.زوئین یا تاری پ.زوئین کلاژن فه عنوسن ،.سزسن

دددود کدده نهددش پشددتیبانی در فدد ن حیوسنددات دددنا ته می

 ً(۱)کن های مختلف رس سافا مییا تاری ز مکانیکی سز فا،د

و.ان هیء ماو.اکس  ارج یلویی سیدد سان پ.زوئینا سعلی

های ف ن سن ان ز یه چندارش ز ح زد اک یوش کم پ.زوئین

فا ووهه فده وماادم  ً(۲)ده ن  شک پوید رس وشکیم میزز

رززس،ددیزن عددناای مختلددف فدده هددااگیانی مددوسد یددنتیی فددا 

منظدوره بنا  یدازاار ز چند  کلاژن فه دییم  وسص زا د

فازسر هنانی سان پ.زوئین رد  چشدمگی.ی دسددته سیددر فد. 

ا سرزت فددازسر Global Market Insights سیدداس اددیسرت

میلیارد دلار ،.سو. ر،دد  3/1سز  ۲۰۲۰ا  هنانی کلاژن در ی

میلیدارد  1/3۷فده حد زد  ۲۰۲۴دود ودا یدا  فینی میز پیش

نیددی  Grand View Research دلار ف.ید ا در حددایی کدده

میلیارد دلار وخمین  1/13فیش سز  ۲۰۲۵سرزت بن رس وا یا  

   (3ً)زده سید

در حدا  حاضدد.ا نیداز هنددانی فده کددلاژن عمدد وا  سز 

دددودا سمددا ادداز ز  ددوم وددیمین میضددااعات حفدد  

های ماهبی )مانن  ع ش م د.ف مح دولات مح زداد

 وکی در کشورهای م لمان ز انودی(ا را ک سنتهدا  

 های پ.اونی مانند  بن دفایوپاوی سیدفنجی ادازیفیماری

(BSE )های سنتها  بنفلوسنیسی پ.ن اان سز اازا ز نگ.سنی

ی سز ضددااعات ویددورا پژزهشددگ.سن رس فدده یددمد مندداف

هددااگیان مانندد  ضددااعات مدداهی ز بفیاددان یددو  دسده 

هددای های مکممً در سادد.سن نیددیا بمارنامدده(۷ – ۴)سیددد

دد ه  منتشد.) ۱3۹۹ودا  ۱3۹۰سی ز زسردسوی سز یا  وغااه

هددای رژامددی وویددط یددن اکای وویی کنندد اان مکمم

دهند ه ردد  ،یساند ه سرزت فدازسر دس لدی   اسای( نشان

شور فده زسردست رس ف.ه دته کلاژن سیدا که زسف تگی ک

یازدً فا زهود مطایعات متع د ف. سیتخ.سج کدلاژن سز می

د ه فا فدازده فدالا ز  های فنینهپوید ماهیا نیاز فه رزت

هیانه کم ف.سی وویی  عنعتیا فه زاژه فا ووهه فه دیت.یی 

 همچنددان،دد.سزسن فدده ضددااعات عددناای دددیلاوی در سادد.سن 

 ً(8)زهود دسرد

رزت مختلف سیدتخ.سج  ۹مهاا ه  ه ف سان پژزهشا

سز ( PSC) محلددو  ز پپ ددین (ASC) محلددو  کددلاژن سیددی 

( Oncorhynchus mykiss) بلاپوید  .دد ه مداهی قدی 

هدا سز و.ادژ هموژنییسیدیونا یازی پ.زوکمفا وم.کی ف. فنینه

حاف م.سحم پ.هیانه ز دیتیافی فه فالاو.ان فازده سیدتخ.سج 

ن دبد ززن  شدک ریدو  فده  ای.ی ف. سیاس)قافم سن سزه

 .ززن  شک پوید( سید

 

 هامواد و روش

بزمااشگاهیا پوید ماهی -در سان پژزهش وج.فی

قی  بلا رنگین کمان سز د.کد بفیی سک ی. کوث. ونیده 

هی رزکل.اک سیدی ا بندیام پپ دینا ا ی ام کل.سا  د ً

ید ام دزدیدیم ا ید ام هی رزک داا رااا سیتیک سیی 

ودانو  ز ود.اس فدیس سز دد.کد فوودانو ا س-۱یویفاتا 

نمونده ی سیدتان سرد کددلاژن  مد.م بیمدان سیدتفاده ددد ً

 Xiamen( سز دد.کد Grade A) هی رزییی دد ه مداهی

Gelken ً رزت سیتخ.سج کلاژن  ۹کارسای  چین ونیه د

سز پویدد ( PSC) محلدو  ز پپ ین( ASC) محلو  سیی 

فدا ( Oncorhynchus mykiss) بلاد ه مداهی قدی   .د

( n=  3) وکدد.سر م ددتهم فدد.سی هدد. رزت 3فاده سز سیددت

ا.سد درهده یدانتی ۲۵سرزاافی د ً همه م.سحم در دمای 

 وویدط pH دد ه( ز فدا کنتد.  )مگ. موسرد  اص حکد.

pH( .متMetrohmسنجاش ا.،دً بماده )یدازی ا یوئیس

 1:۱ا ن دبد درعد  NaCl ۹/۰ د تشدو فداسزییه پویدد )

ف.سی همده ( rpm 150)دقیهها  ۱۵حجمی/ززنیا دیکین  

اد.ش  ۲۵ها اک ان فود ز ززن پوید در هد. وکد.سر رزت

پداا. فادد ً ثافد نگه دسدته د  ودا مهاا ده عادلانده سمکان

پ مان های زا تی وبژ سیتان سردهای سامنی بزمااشگاهی 

)سیتفاده سز دیتکشا عینک ز د،ی در ظ.زف مخ دوص 

م.سحدم سادن پدژزهش پدیش سز  . ط.( مد ا.اد دد ن فی

جاش در کمیته س لا  در پژزهش دسنشگاه علدوش پیددکی سن

سیبدددد.ز مددددورد ف.ریددددی قدددد.سر ا.،ددددد ز فددددا دنایدددده 

IR.ABZUMS.REC.1400.110 ً فه و واب ریی  
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 پژوهشی

 

 

  (۹وا  ۱های سیتخ.سج )رزت
 ۱رزت سیتخ.سج 

 ۱:۲۰ا ن ددبد HCl  (۷/۲  =pH)ادد.ش پویددد فددا ۲۵

درع  حجمی/ززندی(  ۰۱/۰حجمی/ززنی( حازی پپ ین ))

یدپس  (c25°ا rpm 150یداعد ددیک دد  ) ۲۷ت فده مد 

فدا  Salting Out ( سنجاش د ًدقیهه ۷۰ا g 15000یانت.افیوژ )

مدولار سنجداش دد ً  ۹/۰کمک ی ام کل.سا  فا  لظد نناای 

فه منظور ه سیازی ( دقیهه ۷۰ا g 15000یانت.افیوژ مج د )

ریو  ساجاد د ها سنجاش د ً متغی.های مختلدف سادن رزت 

   حک. د ه سیدً ۱ره در ه ز  دما

 

 ۲رزت سیتخ.سج 
کمدی  ز همکدارسنا فدا وان ف. سیاس رزت سیتخ.سج

محلدو  ف ان نحو که پیش و فیه فدا ً (۹)وغیی.ا سنجاش د 

ز ( pH=  ۷/۲)مددولار ز هیدد رزکل.اک سیددی   ۱/۰یددود 

بنیام پپ ین فا کایتفاده سز دیتگاه هموژنداایر فده مد ت 

سنجداش  RPM ۲8۰۰۰دقیهه در دمای سوا  ز فا ی.عد  ۱۰

ین سیدتخ.سج ئپد.زو Salting Outد ً در سدسمه فه منظدور 

د  فه یوپ.ناواند حاعم سز یانت.افیوژ ی ام کل.سا  فدا 

ی مداای فده زیدیله pHمولار سضا،ه ا.دا  ز  1/۲ لظد 

س،یساش اا،دً پدس سز  ۱۱مولار وا ع د  ۱/۰محلو  یود 

 ۲۰ی یل دیوسا درهده ۷یاعدا یانت.افیوژ )دمای  ۲۷

د ً متغی.های مختلف سان رزت ( RCF:15000gدقیهها 

 حک. د ه سیدً ۱در ه ز  دماره 

 

 3رزت سیتخ.سج 
ا پس سز بمداده یدازی نمونده ۱مطافژ ه ز  دماره 

 ۱۰دد فوودانو  )۱پیش و فیه فدا  ۲مطافژ رزت سیتخ.سج 

یداعد ز سیدتخ.سج  ۲۷حجمی/حجمی( فه م ت درع  

بندیام پپ دین )فده  مدولار ز ۵/۰فا محلو  سیدتیک سیدی  

مددولار  ۲کل.ساد  فددا  لظدد یداعد( ز یدد ام  ۷8مد ت 

 pHنمونده فده دز فخدش وه دیم دد  ز  .(۱۰ا ۹)سنجاش د 

مولار( فه  ۲/۰)فا  لظد  Tris-base فخش سز  فه کمک

ی درهدده ۷) دمددای ریددی ً یددپس یددانت.افیوژ  ۲/۴عدد د 

فخدش ً (۱۱)(ا.دا  RCF:15000gدقیهها  ۲۰یل یوسا 

ی درهده ۷) دمدای  یدانت.افیوژ pH ن وع امدزش نیی ف ز

 .( د RCF:15000gدقیهها  ۲۰یل یوسا 

 

 ۵-۱ د.ساط سیتخ.سج ز متغی. های مختلف منظور د ه ف.سی بزمااش های منطبژ فا رزت سیتخ.سج :1جدول شماره 
 

 رزت

 سیتخ.سج

 ززن پوید ماهی

 ( ا.ش)

 زمان ویمار فا یود

 ( یاعد)

  لظد محلو  یود

 ( مولار)

  بد محلو  یود/پوید سزییهن

 ( ززنی/حجمی)

 زمان ویمار فا فووانو 

 ( یاعد)

 ن بد حجم 

 فووانو  فه ززن پوید

  لظد بنیام

 ( )درع 

 م ت زمان سیتخ.سج

 ( یاعد)

 ن بد حجم 

 سیی  فه ززن پوید

۱ ۲۵ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰ ۰۱/۰ ۲۷ ۲۰/۱ 

۲ ۵۰ ۲۷ ۱/۰ ۲۰/۱ ۰ ۰ ۰۲/۰ 1 ۲۰/۱ 

3 ۲۵ ۲ ۱/۰ ۱۰/۱ ۲۷ ۲۰/۱ ۲/۰ ۷8 ۷۰/۱ 

۷ ۵/۱۲ ۲ ۱/۰ ۲۰/۱ ۲۰ ۲۰/۱ ۲/۰ 3۲ ۷۰/۱ 

۵-۵ ۱۲ ۲ ۱/۰ ۲۰/۱ ۲۷ ۲۰/۱ ۲/۰ 3۲ ۲۰/۱ 

1-۵ ۵/۴ ۱۲ ۱/۰ ۷۰/۱ ۲۷ 3۰/۱ ۱/۰ 8۰ ۷۰/۱ 

۴-۵ ۵/۴ ۱۲ ۱/۰ ۷۰/۱ ۲۷ 3۰/۱ ۲/۰ 8۰ ۷۰/۱ 

8-۵ ۵/۴ ۲۰ ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۲/۰ ۵1 ۷۰/۱ 

 د د د د د د د د د ۹-۵

۱۰-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۲۷ 3۰/۱ ۲/۰ ۷8 ۷۰/۱ 

۱۱-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۲/۰ ۲۷ ۷۰/۱ 

۱۲-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۲/۰ ۷8 ۷۰/۱ 

۱3-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۲/۰ ۴۲ ۷۰/۱ 

۱۷-۵ ۵/۴ ۷8 ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۰۵/۰ ۴۲ ۷۰/۱ 

۱۵-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۱/۰ ۴۲ ۷۰/۱ 

۱1-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۷/۰ ۴۲ ۷۰/۱ 

۱۴-۵ ۵/۴ ۹1 ۱/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۲/۰ ۷۰ ۷۰/۱ 

۱8-۵ ۵/۴ ۹1 ۲/۰ ۷۰/۱ ۰ ۰ ۲/۰ ۷۰ ۷۰/۱ 

۱۹-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۴۲ 3۰/۱ ۲/۰ ۷۰ ۷۰/۱ 

۲۰-۵ ۵/۴ ۲۷ ۱/۰ ۷۰/۱ ۷8 3۰/۱ ۲/۰ ۷8 ۷۰/۱ 

۲۱-۵ ۵/۴ 31 ۱/۰ ۷۰/۱ ۷8 3۰/۱ ۲/۰ ۷8 ۷۰/۱ 

۲۱-۵* ۲۵/3۱ ۲۷ ۲/۰ 3۰/۱ ۷8 3۰/۱ ۰ ۴۲ ۷۰/۱ 

۲۱- ۵** ۲۵/3۱ ۲۷ ۲/۰ 3۰/۱ ۷8 3۰/۱ ۲/۰ ۴۲ ۲۰/۱ 

 ف زن بنیام ۲۱ -۵رزت سیتخ.سج دماره  *

 فا ن بد حجم سیی  فه ززن پوید کمت. ۲۱ -۵ دماره سیتخ.سج رزت **
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 ۷رزت سیتخ.سج 
فا کمدی  3همانن  رزت سیتخ.سج  ۷رزت سیتخ.سج 

  سنجاش د ً ۱وغیی. مطافژ فا ه ز  دماره 
 

 ۵رزت سیتخ.سج 
همکدارسن فدا متغی.هدای فنینده ف. سیاس رزت ییدو ز 

  ً(۱۰)سنجاش د  ۱ه ز  دماره 
 

 1سیتخ.سج رزت 
دقیهدها  ۱۵های قبم فدا هموژنییسیدیون )مشافه رزت

28000rpm)   قبم ز فع  سز س،یزدن پپ دین مطدافژ هد ز

  سنجاش د ً ۲دماره 
 

 ۴رزت سیتخ.سج 
های پیشین سنجاش د  یازی نمونه همانن  رزتبماده

حکد. دد ه  3ش ،.بان  در هد ز  ددماره )متغی.های سنجا

نت.افیوژ سز د فووانو  ز یا۱پس سز س،یزدن محلو   ًسید(

-SDS یوپ.ناواند ز ریو  حاعله هند سنجداش و دد

PAGE ف.دسری سنجاش د ً پدس سزنمونهSalting Out   سز

،یلت.سیدیون در م.حلده فعد  سز  ای.ی دد  زریو  نمونه

 (Tangential Flow Filtration) (TFF)ه.ادان ممایدی 

سیتفاده ا.دا ً ف.سی سان منظور سفتد س ریدو  فده دیدد 

نمونده  /مولار فا ن دبد محلو ۵/۰بم ه در سیتیک سیی  

حم د ً ،یلت.سییون فا کمک پمپ  )ززنی/حجمی( ۱:3۰

دسیتدون( سنجداش دد ً  کیلدو ۵پ.ا تایتیک )،یلت. فدا یداای 

ی محلو  وغلیظ د ه سن سزه ای. (conductivityه ساد )

 permeate ز retentate د  ز یپس مج دس  سز  .زهدی

ین ئپ.زو نمونه ف.دسری سنجاش د ً در ننااد TFFدیتگاه 

 (۱۲ً)سیتخ.سج د ه سیپ.ی درسی د 
 

 8رزت سیتخ.سج 
ف. سیداس رزت همدا ز همکدارسن سنجداش  8سیتخ.سج 

ز  Salting Outبمدداده یددازی نمونددها ،.باندد   ً(۱3)ددد 

 های حک. د ه پیشین سنجاش دد ًیانت.افیوژ همانن  رزت

PH   یوپ.ناواند حاعم سز سان م.حله فده زیدیله محلدو

Tris-base  س،ددیساش اا،ددد ز  ۵مددولار وددا  ۲فددا  لظددد

 Saltingمدولار  ۲یوپ.ناواند مج دس  فدا ید ام کل.ساد  

Out   ا.دادد ً یددانت.افیوژ مجدد دس  سنجدداش ددد ه ز ریددو

عم سز حاعم سز بن فه ریو  قبم سضا،ه د ً کلاژن حا

سز ریدو  فده  نامید ه دد ASCً  فده س ت دار سان م.حله

ای.ی نمونه SDS-PAGE دید بم ه هند سنجاش و د

کلاژن سیدتخ.سج دد ه در م.حلده قبدم در  چنینهم د ً

مددولار فدده ن ددبد محلددو / نموندده  ۵/۰سیددتیک سیددی  

 Conductivity ز pH ً)حجمددی/ ززنددی( حددم ددد ۱:۱۰

لو  فده کمدک ،یلتد. ای.ی ز در ننااد محمحلو  سن سزه

،یلتدد. ا.دادد ً پددس سز  ۴ا KD۱۰۰بمیکددون فددا یدداای 

ییتد. وغلدیظ دد  ز میلدی ۵۰،یلت.سییونا کلاژن در حجم 

فخدش م دازی  ۲ی قبم فه حاعم سز م.حله ASC یپس

 وه یم ا.دا ً
 

 1.سج د.ساط سیتخ.سج ز متغی. های مختلف منظور د ه ف.سی بزمااش های منطبژ فا رزت سیتخ :2جدول شماره 
 

 ززن پوید ماهی دماره بزمااش

 ( ا.ش)
 زمان ویمار فا یود

 ( یاعد)

 م ت زمان هموژنییسییون
 )یاعد(

 زمان ویمار فا فووانو 
 ( یاعد)

  لظد بنیام
 )درع (

 م ت زمان سیتخ.سج

 ( یاعد)
 ن بد حجم

 سیی  فه ززن پوید
 ۱:۷۰ ۲۷ ۱/۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۵/۷ ۲۲-1

 ۱:۷۰ ۲۷ ۲/۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۵/۷ ۲3-1

 ۱:۷۰ ۲۷ ۷/۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۵/۷ ۲۷-1

 ۱:۷۰ ۷8 ۲/۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۵/۷ ۲۵-1

 ۱:۷۰ ۷ ۲/۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۵/۷ ۲1-1

 ۱:۷۰ ۰ ۲/۰ ۷8 دقیهه هم.سه فا بنیام ۱۵ ۲۷ ۵ ۲۴-1

 ۱:۷۰ ۷8 ۲/۰ ۷8 ا بنیامدقیهه هم.سه ف ۱۵ ۲۷ ۵/۲ ۲8-1

 ۱:۷۰ ۴۲ ۲/۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۴۵/3 ۲۹-1

 ۱:۷۰ ۷8 ۰ ۷8 دقیهه ف زن بنیام ۱۵ ۲۷ ۴۵/3 3۰-1

 

   ۴د.ساط سیتخ.سج ز متغی. های مختلف منظور د ه ف.سی بزمااش های منطبژ فا رزت سیتخ.سج :3جدول شماره 
 

 دماره 
 بزمااش

ززن پوید 
 ماهی

 ( ا.ش)

ویمار فا  زمان
 یود

 (یاعد)

 لظد محلو  
 یود

 (مولار)

 ن بد محلو  یود/پوید
 (ززنی/حجمی) سزییه 

 زمان ویمار فا فووانو 
 (یاعد)

 ن بد حجم 
فووانو  فه ززن 

 پوید

  لظد بنیام
 )درع (

م ت زمان 
 سیتخ.سج

 ( یاعد)

ن بد حجم 
 سیی 

 فه ززن پوید

3۱-۴ ۲۵/3۱ ۲۷ ۲/۰ 3۰/۱ ۷8 3۰/۱ ۰ ۴۲ ۷۰/۱ 
3۲-۴ ۲۵/3۱ ۲۷ ۲/۰ 3۰/۱ ۷8 3۰/۱ ۲/۰ ۴۲ ۲۰/۱ 
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 پژوهشی

 

 

درعد   ۲/۰فه فخدش سز  بندیام پپ دین فدا  لظدد 

)ززنی/حجمی( سضا،ه دد ه ز در محلدو  سیدتیک سیدی  

بندیام پ.زوئداز  امولار قد.سر ا.،ددً فده فخدش دزش ۵/۰

درعد  )ززنی/حجمدی(  ۱1/۰ز  ۰۰8/۰عنعتی فا  لظد 

 ۰۱/۰ سضا،ه دد  ز در محلدو  ید ام سیدتات فدا  لظدد

اید.ی دد  ز ه. دز نمونه سند سزه pH مولار ق.سر ا.،دً

  .سنجاش د  SDS-PAGEنمونه ای.ی هند سنجاش و د 

 

 ۹رزت سیتخ.سج 
هدای قبدم سنجداش دد ً یازی نمونه همانند  رزتبماده

 ز ،یلتدد. Glass microfiber ،یلت.سیددیون فددا کمددک ،یلتدد.

Durapore membrane Merck  میک.زمتدد.  ۷۵/۰فددا یدداای

سز ،یلت.سییون ه.اان ممایی  Salting Outسنجاش د ً پس سز 

(TFF)  ً ی فعدد  کدده فدد. مبنددای در م.حلددهسیددتفاده ددد

 ۵۰میدیسن  ً(۱3)هما ز همکارسن عورت ا.،دهای پژزهش

در  Boiling وغلیظ دد ه هندد ،.باند  وئینییت. سز پ.زمیلی

 ۹۰دقیهده در دمدای  3یویه ،دایکون راختده دد  ز فده مد ت 

یل یوس رزی دیتگاه هیت. فدلام حد.سرت داد ً ی درهه

 SDS-PAGE ف.دسری هندد و دددر سان م.حله نیی نمونه

ا Boiling ین وغلددددیظ ددددد ه فدددد زن ،.باندددد ئسز پدددد.زو

ی حد.سرت ین وغلدیظ دد هئپ.زو (supernatant)یوپ.ناواند

ح.سرت دا ه عدورت  یین وغلیظ د هئدا ه ز ریو  پ.زو

مدولار ز بندیام  ۵/۰سیتیک سیدی  فدا  لظدد  ا.،دً یپس

 pHدرعد ززنی/حجمی سضدا،ه دد  ز  ۲/۰پپ ین فا  لظد 

 ۲ای.ی د ً پس سز ،یلت.سییون فا کمک ،یلت. فدا یداای سن سزه

فه رزت مداکور وکد.سر ا.داد  ز  TFF دسیتون ،.بان  کیلو

 SDS-PAGEسز پودر سیپ.ی درسی د ه نمون هند و دد 

 نمونه ای.ی د ً

 

 SDS-PAGE رزت 

ژ   ً(۱۷)سنجدددداش ددددد  Leammliفدددد. سیدددداس رزت 

ژ   درعدد  ز ۷فددا  لظددد ( Stacking Gelنگن سرندد ه )

ی کدددلاژن فددد.سی نمونددده( Resolving Gelه سکننددد ه )

 درعد  ز فد.سی ۱۷فا  لظدد  (کلاژن)پپتی  هی رزییی د ه 

ASC ز PSC  درعدد  ونیدده ا.دادد ً هنددد  8فددا  لظددد

ز کدلاژن  PSCا ASCی کدلاژن )نمونده یازی نمونهابماده

 pHدر فدا،. ، دفات فدا  mg/ml۲۰ ( فا  لظدی رزییی د هه

ز سزره  w/vدرعد   ۱فا  لظد  SDSا که حازی ۲/۴ف.سف. فا 

) فدا،.  Buffer Sampleمولار فودا حدم دد ً  ۵/3فا  لظد 

Tris-HCl  مدولار ز  ۵/۰فا  لظدpH  حدازی  ا8/1ف.سفد. فدا

SDS  درع  ززنی/حجمی ز الی .ز  فا  لظد  ۷فا  لظد

م.کاپتوسوانو  فدا ن دبد -  حجمی/حجمی نیی فا فتادرع ۲۰

مخلددوش ددد ه ز در ننااددد ساددن درعدد  حجمی/حجمددی  ۲

محلو  فا ن بد ف.سف. فا محلو  نمونه کلاژن مخلوش ا.داد  

درهدده  ۹۰دقیهدده رزی هیتدد.فلام فددا دمددای  ۱۰ز فدده مدد ت 

میک.زییتد.  ۲۰یل یوس ق.سر ا.،دً یپس فلا،اعله مهد سر 

هدای های مختلدف بمداده دد ه در چاهدکسز محلو  نمونه

هدا نیدی نمونده رزی ژ  فارااسری د ً در اکدی سز چاهدک

 Ladder Markerسیددددددتان سرد ز در چدددددداهکی داگدددددد.

(Molecular Weight)   فارادددداسری ا.دادددد ً ،.باندددد

 زید رسن د ه ز پدس سز فداز دد ن ۱1۰سیکت.ز،ورز فا زیتاژ 

Ladder  فده رند دط هبنده  زید وا ریدی ن ۱۰۰فا زیتاژ  

سنتنای ژ  سدسمه اا،دً پس سز پااان ،.باند  سیکت.ز،دورزا ژ  

فدا  Coomassie Brilliant Blue R-250 در محلویی حدازی

ز  v/v درعد  ۵۰ا متانو  فا  لظدد  w/vدرع  ۱/۰ لظد 

 ۲فده مد ت  v/v درع  8/1سیتیک سیی  الاییا  فا  لظد 

یداعد در  ۷یاعد رند  بمیدیی دد  ز یدپس فده مد ت 

 درع   ۵/۴ازی سیتیک سیی  الاییا  فا  لظد محلویی ح

v/v  درعد  ۵ز متانوv/v   یداعد رند  فد.ی  ۵فده مد ت

   ً(۱۰)ا.دا 
 

 محایبه فازده ز وحلیم بماری
فازده سیتخ.سج ه. بزمااش فدا وه دیم ززن  شدک 

ریو  حاعم سز ییو،یلییسییون فد. ززن  شدک پویدد 

 ً ماهی سیتفاده د ه محایبه د  ز فه درع  فیدان ا.داد

-post) و.،ددده ز و دددداک ANOVA هدددا فدددادسده

hoc)Tukey  س،دیسرفدا سیدتفاده سز ن.ش SPSS  ا ۲1ن دخه

  وحلیم د ً( >P ۰۵/۰) دسرییط  معنی
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 هایافته

 رزت مختلدف در هد ز  ۴نتااج سیتخ.سج کدلاژن سز 

 لاعدده ددد ه سیدددً فددالاو.ان فددازده سیددتخ.سج  ۷ دددماره

سیددیونا پپ ددین )هموژنیی 1 -۲۵ در رزت( درعدد  ۷۴/۹۵)

یاعد فووانو ( مشاه ه د ا در حدایی کده  ۷8ا درع  ۲/۰

فده و.ویدب  درعد  ۵۹/۰ز  8۱/۱ فدا فدازده ۲ز  ۱هدای رزت

سی رزددن و.ان فازده فودن ً ریوفات عم وا  قندوهکمدسرسی 

ریوفات چ بن ه/ییاه فدا  ۷ز  3 هایوا یفی  فودن ا سما رزت

 .فازده عف. وویی  ک.دن 
 

)دامم زاژادی  های مختلف سیتخ.سجنتااج حاعم سز بزمااش :4جدول شماره 

 های ظاه.ی ریو ا ززن  شک ریو ا ززن و. ریو  ز فازده ،.بان (
 

 دماره 

 بزمااش

 رن  

 ریو 

 ززن و. ریو 

 فه ا.ش  

 ززن  شک ریو 

 فه ا.ش 

 درع  فازده

 )درع (

 8۱/۱ ۷۵/۰ ۲/3 یفی  ماام فه زرد ۱

 ۵۹/۰ ۲۹/۰ ۰8/۲ یفی  ماام فه  اک ت.ی ۲

 د - - یفی  ماام فه  اک ت.ی 3

 - - - چ بن ه ز ییاه رن  ۷

 8۲۵/۰ ۰۹/۰ ۴/۰ قنوه سی ۵-۵

 ۹8/۲ ۲۲/۰ ۵1/۱ قنوه سی رزدن 1-۵

 8/3 ۲8/۰ ۹۹/3 قنوه سی وی.ه ۴-۵

 ۴۷/۵ ۷3/۰ ۰۷/۷ قنوه سی رزدن 8-۵

۱۰-۵ 

۱۱-۵ 

 قنوه سی رزدن

  اک ت.ی وی.ه

88/۵ 

۵/۰ 

33/۰ 

۱۱/۰ 

۵۲/۷ 

۵1/۱ 

 8۷/8 11/۰ 83/3 قنوه سی ۱۲-۵

 ۱8/۰ ۰۱/۰ ۰۷3/۰ دی.ی ۱3-۵

 ۰۵/۹ 1۴/۰ ۲3/۷ قنوه سی وی.ه ۱۷-۵

 81/۱3 ۰۷/۱ ۲۵/۱۰  اک ت.ی ۱۵-۵

 ۱۷/۲3 ۴3/۱ ۲3/3۹ ک.می ۱1-۵

 ۲۷/۱۷ ۰1/۱ 3۷/۱۵ ک.می ۱۴-۵

 ۵1/۱۴ 3۱/۱ 1۹/۲۲ یفی  ماام فه  اک ت.ی ۱8-۵

 3۲/۱۷ ۰۷/۱ ۴۷/۱۷ قنوه سی ۱۹-۵

 ۴3/۱ ۱3/۰ 3/۰ قنوه سی وی.ه ۲۰-۵

 ۷۵/3 ۲۵/۰ ۲۴/۲ یفی  ۲۱-۵

 ۴۵/3 ۱۴/۱ ۱/8 یفی  *۲۱-۵

۲۱-

۵** 

 3۹/۲۷ 1۲/۴ 1۹/۵3 قنوه سی پ. رن 

 8/۲۰ ۹3/۰ ۹۱/3 قنوه سی پ. رن  ۲۲-۵

 ۷/۱۴ ۴8/۰ ۵۱/۷ قنوه سی پ. رن  ۲3-1

 81/۰ ۰3/۰ ۲۵/۰ ییاه رن  ز چ بن ه ۲۷-1

 ۹۵/۷۴ ۱۵/۲ 3۷/۱8 قنوه سی ۲۵-1

 3۱/1 ۲8/۰ ۱۵/3 قنوه سی کم.ن  ۲1-1

 ۴1/۵ ۲8/۰ ۰3/۲ زرد ۲۴-1

 18/۱۰ ۲1/۰ ۰۴/۲ یفی  ماام فه  اک ت.ی ۲8-1

 ۹۰/38 ۷۵/۱ ۹۹/۱۹ قنوه سی ۲۹-1

 31/۵3 ۰۱/۲ ۹/۱8  اک ت.ی 3۰-1

 ۰8/1 ۹/۱ ۹/۱۵ یفی  ماام فه  اک ت.ی 3۱-۴

 ۰8/38 ۹/۱۱ 1/8۵ زرد ماام فه قنوه سی 3۲-۴

 ۵1/8 01/۱ 11.77 یفی  ماام فه ک.ش 8

 18/۷ 14/05 126/7 یفی  ۹

 

 بنیام ف زن ۲۱ -۵ دماره سیتخ.سج رزت*

 ززن فدده سیددی  حجددم ن ددبد فددا ۲۱ -۵  دددماره سیددتخ.سج رزت **

 کمت. پوید

 SDS-PAGEف.ریی سیگوهدای ژ   نتااج حاعم سز

هدای سیدتخ.سج رزت حاعم سز ریو  فه دید بم ه سز

 ا۵فان های فه دیدد بمد ه در هد ز  ددماره  مختلف ز

 ًقافم مشاه ه سید
 

 SDS-PAGE لاعه سیگوهای : 5جدول شماره 
 

 وف ی.
 فان های

  (kDa) سعلی 
 رزت

 ۲ز  ۱رزت  ف زن فان  ع ش سیتخ.سج کلاژن

 3رزت  سیمی. کمت. سز ده کیلودسیتون سزح هی رزییی فیش

 ۷زت ر سیمی. مشافه سیتان سرد  پپتی های کوچک

 ۵-۵سیی  ۵-۲۱رزت  I   (210k Da, α1,α2 ~110 kDa β ~ ) ( ASC/PSC) کلاژن نو 

 1-۲۲سیی  1-3۰رزت  α1,α2 ~110,120 kDa  ایص I کلاژن نو 

 ۴رزت  رن فان های کم TFF (kDa ۵ ) سحتباس در

 یازی مو،ژ ایص
و. سز بمیکون فان های کم پس سز ،یلت.سییون

 دسیتون ع  کیلو
 8رزت 

 ۹رزت  کیلودسیتون ۱۰۰-۱۱پپتی های  هی رزییی هیئی

 

دددد ه  ا فانددد های وشدددکیم۵در رزت سیدددتخ.سج 

زضوح قافم مشداه ه فودند ً سادن فاند ها در یداایهای فه

هدا ووسن بندسیتون وشکیم د ن  ز می کیلو ۱8۰فالاو. سز 

هاای که های فتای کلاژن ن بد دسدر زنجی.هرس فه زنجی.ه

ا رزی ژ  در یدداایهای ASCز  PSC پددس سز سیددتخ.سج

چنینا دون ً همدسیتون ظاه. می کیلو ۲۲۰وا  ۲۰۰ح زد 

ودا  ۱۱۰نیی کده در یداایهای  ۲ز بیفا  ۱های بیفا زنجی.ه

دددون ا در هدد. دز ژ  قافددم دسیتددون ظدداه. می کیلددو ۱۲۰

  ً(۱۵ا ۱۰)مشاه ه ه تن 

های مختلف سیتخ.سج فدا متد  نتااج حاعم سز رزت

فیددان ددد ه سیدددً در ف.ریددی  ۷ دددماره در هدد ز  1

ا دز فاندد  پ.رندد  ز قافددم SDS-PAGEسیگوهددای ژ  

ووسن  متعلدژ فده مشاه ه در ه. دز ژ  مشاه ه د  که می

هاای که پس سز فاد ر زنجی.ه ۲ز بیفا  ۱های بیفا زنجی.ه

ا رزی ژ  در یدداایهای حدد زد ASCز  PSCسیددتخ.سج 

سادن سیگددوا  ددون  زدسیتدون ظدداه. می کیلدو ۱۲۰ودا  ۱۱۰

 ً(۱۵ا ۱۰)فیانگ. کلاژن نو  سز  سید

 

 وحلیم بماری ز سروباش متغی.ها

دسری فدین نشان دسد وفدازت معندی ANOVA وحلیم

 Tukey ً و دد(>P ۰۰۱/۰) هدا زهدود دسردفازده رزت

فدا درعد  هدای  1-۲۹ز  1 -۲۵ هایمشخص ک.د رزت
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فده درعد   ۹/38 ± ۱/۲ز  ۹۵/۷۴±  ۲/۱فازده فه و.ویدب  

 هموژنییسیددیون( >۰۵/۰P) دسر ف.ودد. فودندد معنددیوددور 

(۰۱/۰ P< )۲/۰ ا  لظددد پپ ددین (  ۰۵/۰درعدد P< ) ز

ودد.ان وددیثی. فددیش (>P ۰۱/۰) ۱:۷۰ن ددبد سیی :پویددد 

 ۱۰ < ) رند  مثبد رس ف. فدازده دسددتن ً ریدوفات وید.ه

حد  ز سک ی سیدیون  سز فدا هید رزییی فدیش( فازدهدرع  

دهند ه  نشدان ات یدفی م.وبط فودن ا در حایی که ریدوف

  . لوص فالاو. فودن 

 

 بحث
واکنون محههان زاادی فه سیتخ.سج کدلاژن سز مندافی 

سندد  ز هددای اونددااون سقدد سش ک.دهمختلددف ز فددا رزت

هدا مبتندی فد. سیدتخ.سج کدلاژن فده ف یاری سز سادن رزت

زاژه پویددد کمددک بنددیام پپ ددین سز منددافی درادداایا فدده

ژزهشا سیتخ.سج کدلاژن فده در سان پ ً(۱1)سن ماهیا فوده

کمک بنیام پپ ین فازدهی فالاو.ی ن بد فده سیدتخ.سج 

زاژه سیی ی ز ف زن د اید بنیام نشان دسدر سادن سمد. فده

در سیدددتخ.سج کدددلاژن هیددد رزییی دددد ه سهمیدددد دسردً 

ددد ه وویددط همددا ز همکددارسنا  فدد. لاف رزت سرسئدده

هددای مدداکور فدده سیددتخ.سج فددا بنددیام پ.زوئدداز در  لظد

بمیی ح  کدلاژن منجد. دد  ز مو،هیدد سز ییی فیشهی رز

ددد ه وویددط فلانکددوا  هددای سرسئددهمشددافه رزتً (۱3)نبددود

بلا ویمار پویدد مداهی قدی ژسن ا ییو ز داگ.سن ا پیش

ها ز فا محلو  ی ام هی رزک اا  )ف.سی حاف رنگ سنده

زدساددی فددا فووددانو  هددای  ی.کلاژنددی( ز چ.فیپ.زوئین

های سادن فاد ً اا،تهنظ. نمیض.زری سید ز قافم ع.ف

پژزهش نشان دسد ،.بان  دیکین  در م.حله سیتخ.سج ز 

چندینا کمبدود ی.عد بن ویثی. ف یسای ف. فازده دسردً هم

حجم سیی  سیتخ.سهی فه س،یساش زا کوزاته ز ددوسری 

مشدافه نتدااج  (۱۴ًا ۱۵ا ۱۰)ددودیازی منج. میدر  ایص

ییسیدیون در کندار یادزیکا ز اویفا سیدتفاده سز هموژن

بنیامیا ضمن حفظ کیفید پد.زوئینا -سیتخ.سج سیی ی

ا ۱8)فازده رس س،دیساش دسد ز کدلاژن ندو  سز  وویید  کد.د

 ا فددازده(RSM) یددازی فددا رزت یددط  پایددخفنینه ً(۱۹

نشدددان دسد کددده فدددا  1 رس فددد.سی رزت درعددد  ۹۵/۵1

در مطایعددات درعدد   1۰-۵۰هددای معتبدد. )مانندد  ایسرت

مهاا ه ز منایب وویی  عنعتی  ( قافمعنعتی پوید ماهی

در مهیاس عدنعتیا حداف یدانت.افیوژ  (۲۰ -۲۲ا ۱1)سید

 اددددا Glass microfiberفددددا ،یلت.هددددای بمیکددددونا 

DURAPORE ندامو،ژ فدودا سمدا TFF  .کیلدو ۵فدا ،یلتد 

هدای ید ام/کل. دسیتون ف.سی وعدوا  فدا،.ا حداف اون

یی یازی کدلاژن هید رزیز  ایص(  salting-out)پس سز

ها رس کداهش دسده د ه کاربم  سیدر سان رزاک.د هیانه

 .کن رس ف.سی وویی  عنعتی وضمین می scalability ز

در سان پژزهش حاف ز هااگیانی م.سحم پ.هیانه 

فدده منظددور ووییدد  عددنعتی کددلاژن فدده منظددور کدداهش 

های سیتخ.سج عنعتی مدورد ف.ریدی قد.سر ا.،ددً هیانه

رزت مبتنی ف. هموژنییسییون فالاو.ان فازده سیتخ.سجا فا 

 حاعم د ً 
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