
 
 

 
 

 
 

 
 مقاله پژوهشی

 وبیولوژی دامپزشکینشریه میکر

، 0011دوم، پاییز و زمستان شماره هفدهم، دوره 

 43-00:  04پیاپی 

 خالص سازی لاکتوفرین جداشده  از شیرگاو بوسیله کرماتوگرافی تمایل
 

 2*، سعید زیبائی1محدثه فرهنگ

 ، ایرانمشهد ،96آموزگار ، دانش آموخته فوق لیسانس ،دانشگاه پیام نور مشهد-1

سازمان  ،دانشیار موسسه تحقیقات واکسن وسرم سازی رازی شعبه شمال شرق ، بخش تحقیق و توسعه فرآورده های بیولوژیک-2

 ایران  ،، مشهد، آموزش و ترویج کشاورزیتحقیقات

 61/12/1066تاریخ پذیرش:    69/60/1066تاریخ دریافت: 

 چکیده

جهت  مناسبی کاندید تواندمی متنوع و شگفت آوری داردو ضدمیکروبی است که خواصخاصیت  لاکتوفرین یک پروتئین چند عملکردی با

-CM Sephadex Cکروماتوگرافی تعویض یونی با استفاده از توسط   تجاری باشد. دربررسی حاضر، ابتدا لاکتوفرین و بالینی هایکاربرد

م ایجاد رنگ در حضور تترامتیل بنزدین استفاده گردید. در و نیز عد SDS-PAGEخالص و جهت تایید خالص سازی ، از آزمایش های  50

وپس از  شد هفته ، ایمن 9ادجوانت کامل و ناقص فروند به مدت و با استفاده از  لاکتوفرین µg/ml126  خرگوش سفید نر نیوزلندی با ادامه

جدا سازی سرم با آزمایش های دات بلات و الایزا  آنتی بادی اختصاصی تایید گردید.  جهت خالص سازی آنتی بادی اختصاصی از روش 

یری آغوز قسمت آب پن گردید،درصد استفاده گردیدکه پس از تایید به سفارز فعال شده با سیانوژن متصل  06رسوب دهی با سولفات آمونیوم 

 ستون کروماتوگرافی تمایلی عبورداده شد.بمنظور خالص نمودن لاکتوفرین، برای تشکیل کمپلکسی از آنتی ژن آنتی بادی واکنش دادهگاو  از 

اند شسته وخارج شدند.خالص سازی لاکتوفرین تایید و غلظت آن با آزمایش برادفورد محاسبه و در نهایت سایر ترکیباتی که اتصال نیافته

ق نشان داد که روش ایمن نمودن، جهت تولید آنتی بادی اختصاصی بر علیه لاکتوفرین روشی مناسب بوده و خالص سازی گردید.نتایج تحقی

 درصد می باشد.  90لاکتوفرین ازشیرگاو با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی دارای بازده 

 لاکتوفرین، کروماتوگرافی تمایلی: کلیدی کلمات

 زیبائیسعید مسئول:  نویسنده *

 بخش تحقیق و توسعه فرآورده های بیولوژیک، موسسه تحقیقات واکسن وسرم سازی رازی شعبه شمال شرق ، مشهد ،ایرانآدرس: 
S.zibaee@rvsri.ac.ir پست الکترونیک:
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 مقدمه

شیر بعنوان کامل ترین غذایی است که جدای از نقش 

معمولی آن در تغذذذیذذه انسذذذان، می توانذذد بعنوان غذذذای 

فراسذودمند باشذدکه برای  سذلا مت انسذان بسیار اهمیت     

.شذذیر دارای ترکیبات فعال زیسذذتی و بیو اکتیو ها    دارد 

ر گروه عمده زیمهمی اسذت. بیو اکتیو های شیر به چهار  

 تقسیم می شوند:

بیو اکتیو هذذایی کذذه موجذذب فعذذالیذذت بهتر سذذذیسذذذتم  -1

 -β گوارشذذذی بخصذذذوص در بمه ها می شذذذوند. نظیر: 

 کازئین ولاکتو فرین -κ –کازئین -α –کازئین 

بیو اکتیو هایی که سذذبب رشذذد نوزاد می گردند. نظیر -2

:α-      لاکذتذو گذذلذوبذولذذیذن– β-     لاکذتذذوگذلذوبذذولذیذذن– 

الیکو -لاکتو فرین -هورمون رشذذذذدو  Pپذذاراتذورمون 

 ساکارید ها

بیو اکتیو هایی که سذبب تقویت سیستم ایمنی شده و   -3

نقش ایمونولویکی مهمی دارنذذد. نظیر: ایمونوگلوبولین 

 ین ها  سایتوکائ–پرولاکتین -لاکتو فرین – AوGهای 

بیو اکتیو هایی که نقش ضذذذد میکروبی داشذذذته و نیز  -0

 -رینعمل نمایند. نظیر:لاکتوف قادرند بعنوان پروبیوتیک

   .0،6لاکتوپراکسیداز   و -لیزوزیم-الیکو ساکارید ها

لاکتوفرین یذک گلیکوپروتئین بذاند شذذذونده به آهن از   

اعضذای خانواده ترانسذفرین است که وزن مولکولی آن   

 کیلودالتون میباشد . 06حدوداً 

 خواص بذذا عملکردی لاکتوفرین یذذک پروتئین چنذذد

 کاندید تواندکذه می  آوری اسذذذت متنوع و شذذذگفذت 

 اخیراً .تجاری باشذذد و بالینی هایجهت کاربرد مناسذذبی

 اثرات لاکتوفرین خوراکی تغذیه که شذذده  مشذذخص

 فعالیت ایمنی، عملکرد سذذیسذذتم تعدیل جمله از مفیدی

 و نوزادان سلامت در اکسذیدانی  آنتی و میکروبی ضذد 

 . از 16،11استو داشته حیوانات و انسان در بزرگسالان

این محصذذذول فراوری شذذذده کذاربردهای  صذذذنعتی در   

 فراورده های غذایی؛ دارویی؛ بهداشذذذتی و آرایشذذذی را  

 امروزه کذذه می توان تولیذذد و تجذذاری نمود. بذذه  وری

 به حیوانات و انسذذان غذایی مکمل عنوان به لاکتوفرین

 رود.می کار

 در سذذودمندی لاکتوفرین  کننده تعیین که شذذواهدی 

 فلور  بیعی بهبود جمله از باشذذذد می غذذایی  فرمول

 سطح هماتوکریت افزایش سذرم،  فریتین افزایش روده،

 این بر وجود دارد علاوه  تنفسذذی هایبیماری کاهش و

 غذایی در فرمول لیپید اکسذذیداسذذیون  مانع لاکتوفرین

از  ترشذذذحات اکثر در پروتئین این .گرددمی کودکان

 های در گرانول زیاد میزان به و بزاق اشک، شیر، جمله

 شذذذود خواصمی یذذافذذت هذذانوتروفیذذل اختصذذذاصذذذی 

 در روده، آهن جذذذب تنظیم شذذذامذذل  آن بیولوژیکی

 ضد التهابی، خواص حیوانی، هایسذلول  رشذد  محرک

 فعالیت ضذذد و بدن ایمنی سذذیسذذتم فعالیت کننده تعدیل

 به باشذذد لاکتوفرینمی توموری و باکتریایی، ویروسذذی

 و است معرفی شده ذاتی ایمنی سذیستم  از جزئی عنوان

 به نیز ایمنی اختصذذاصذذی  هایواکنش در حال عین در

 موقعیت کند. به علتمی دخذالذت   مسذذذتقیم غیر  ور

 اولین از مخاط یکی سذذطح در لاکتوفرین اسذذتراتکیک

 عوامل تهاجمی ورود از که اسذذت دفاعی هایسذذیسذذتم

لاکتوفرین کند.  . می جلوگیری مخاط راه از میکروبی

دارای خواصذذذی ویکه ای هممون خذذاصذذذیذذت  ضذذذذد  

باکتریایی؛ ضذد ویروسذی؛ ضد انگلی و ضد سر ان می   

باشد ؛ بعلاوه سبب  افزایش فعالیت سیستم ایمنی در بدن 

 نیز می گردد.

دارویذذذی -بذذذا تذذذوجذذذه بذذذه ارزش خذذذوراکذذذی    

لاکتوفرین،گسذذذتردگی اثرات تنظیم کنندگی سذذذیسذذذتم 

نی، مطالعات گسترده ای ایمنی توسذط آن و استفاده جها 

  16،11،2در مورد لاکتوفرین صورت گرفته استو
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 بنذابراین بذا توجذه بذه اهمیت فراوان بیو اکتیو مهم شذذذیر    

ولاکتوفرین  و لزوم اسذذتفاده از آن برای افزایش سذذطح  

خالص سذذذازی مناسذذذب این   هاایمنی و مبارزه با پاتوژن

 .پروتئین زیست فعال مهم اهمیت ویکهای دارد

 هامواد و روش

 مواد

شذذذیر از گاو داری صذذذنعتی مشذذذهد تهیه گردید. کلرور 

تریپسین، سفادکس، سولفات آمونیوم، پراکسید  سذدیم، 

و NaH2PO4 2H2O ، تترامتیل بنزیدین، %3هیدروژن 

Na2HPO4 12H2O ، Na2co3 ،NaHco3 ،Kcl 

،اسذذتونیتریل ، تریس، اسذذتات سذذدیم، گلیسذذین، سذذدیم   

ز ات نقره، کربنات سدیم، متانول ادودسیل سولفات، نیتر

شذذذرکذت مرک وآلمذان  تهیذذه گردیذذد. آلبومین سذذذرم    

 BSA ،  CM Sephadex C-50،Sepharoseگوساله و

6B آمید از شذذرکت سیگما وآکریلآمید، بیس، آکریل 

کونکوکه خرگوش از شرکت بیو تک و ادجوانت ناقص 

 و کامل فروند ، از شرکت بیوژن  خریداری شدند.

 اروش ه

 خالص سازی لاکتوفرین  

جهذت کرومذاتوگرافی تمذایلی نیذاز بذه تهیذه آنتی بادی       

اختصذذذاصذذذی بر علیه لاکتوفرین می باشذذذد لذا در ابتدا  

لاکتوفرین خالص گردید .خالص سذذذازی لاکتوفرین بر 

   Raei et al., 2015اسذذذاس روش راعی و همکذذاران و

 وروش تغییر یافته یوشیدا 

. جهت انجام  11،13و انجام گرفت Yoshida .,1991) و

تحقیق،آغوز شذذیر گاو از گاوداری معتبر ا رام مشذذهد  

  تهیه گردید.

 g3666-36پس از چربی زدایی توسذذذط سذذذذانتریفوژ و

، کازئین شذذذیر  (N 7)دقیقه  وعبور دادن از کاغذ واتمن

دقیقه  از آب  g36666-156توسذط سانتریفوژ دور بالا و 

ر از صذذذذافی توسذذذط  پنیر جذذدا شذذذذده و پس از عبو 

 CMیونی بذا اسذذذتفاده از رزین کرومذاتوگرافی تعویض 

Sephadex C-50 های حاصل خالص گردید. فراکسیون

از شستشوی رزین توسط بافر فسفات حاوی غلظت های 

مولار   و  سپس اندازه گیری  6/6تا  3/6مختلف نمکی و

هذذا بذذا اسذذذتفذذاده از  میزان پروتئین در این فراکسذذذیون

انجام گرفت،  nm 296ومتری با  ول موج اسذذذپکتروفوت

 PHاز آنذجذذا کذذه لاکذتذوفذریذن پروتئین کذذاتیونی بذذا       

ایزوالکتریک  PHباشد. می 6ایزوالکتریک مثبت حدود 

خنثی  PHبذالا در لاکتوفرین بذاعذی ایجذاد بار مثبت در     

تند های شیر اسیدی هسگردد حال آنکه اکثر پروتئینمی

خنثی روشی معمول  PH بنابراین ستون تبادل کاتیونی در

برای جداسذذازی لاکتوفرین از آب پنیر حاصذذل از شذذیر  

 است.

وزن مولکولی و  SDS- PAGEدر ادامذه با اسذذذتفاده از  

 06وجود تذذک بذذانذذد بذذا وزن مولکولی در محذذدوده  

ها مشذذخص شذذد. سذذپس با اسذذتفاده از  کیلودالتون در آن

از  فادهها تعیین و با استآزمایش برادفورد غلظت پروتئین

آزمذذایذذش تذذولذذیذذد رنذذگ در حضذذذذور تذذتذذرا مذذتذذیذذل    

  وجود لاکتوفرین و یا لاکتو پراکسیداز TMBبنزیدینو

های جمع آوری شذذده مورد بررسذذی قرار در فراکسذذیون

 گرفت. 

اده از ها با اسذذذتفتذایید وجود لاکتوفرین در فراکسذذذیون 

 .(TMB)واکنش رنگی با تترا متیل بنزیدین 

 TMB 88صذذد، در H2O236 مخلوط واکنش شذذامل 

mM   10و بذافر سذذذیترات mM ،PH=6 های به نسذذذبت

باشذذذد. شذذذروع واکنش در حضذذذور آنزیم می 1:16:166

لاکتوپراکسیداز و پر اکسید هیدروژن سبب اکسیداسیون 

ای هتترامتیل بنزیدین و ظهور رنگ آبی در فراکسذذذیون

 . 0وشودحاوی این آنزیم می

لاکتوفرین خالص شده با استفاده از کیسه دیالیز تغلیظ و 

 گراد نگهداری شد.درجه سانتی -06در 
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خااالااص ساااازی لاکااتااوفااریاان بااه روش   

 کروماتوگرافی تمایلی:

کتوفرین در لابدلیل نیاز به آنتی بادی اختصاصی بر علیه 

ابتذدا آنتی بذادی در خرگوش نهیذه گردیذد بدین منظور     

انجام  ایمن سذذذازی با اسذذذتفاده از روش تغیر یافته پوارتا

 .بدین منظوربه خرگوش سفید نیوزلندی دو ماهه 1شذدو 

نر دو کیلو گرمی یذذک میلی لیتر آنتی ژنولاکتوفرین 

هراه با یک میلی لیتر  µg/ml126خالص شذذده  به میزان 

دجوانت کامل فروند مخلوط و  به روش زیر جلدی در ا

چهذذار نقطذذه از زیر پوسذذذذت نذذاحیذذه پشذذذذت، تزریق   

گردید.سپس سه تزریق یادآور به فاصله دو هفته انجام و 

در هفته هشذذتم پس از خونگیری، سذذرم جدا گردید. در  

تزریق اول از ادجوانذت کذامذل فرونذد و در تزریق های     

امل فروند از ادجوانت دوم و  سذذذوم به جای ادجوانت ک

ای های تاییدی برناقص فروند اسذذتفاده گردید.  آزمایش

ه تولید آنتی بادی اختصاصی بر علیه لاکتوفرین با استفاد

از روش هذای دات بلات وانتقال بر روی صذذذفحه کاغذ  

نیتروسذذلولزی و واکنش با آنتی ژن لاکتوفرین   و الایزا  

 انجام شدند. 

 PBSسرم خرگوش با  ی ،جهت خالص سذازی آنتی باد 

 %06رقیق و جهت رسذذذوب پروتئین، آمونیوم سذذذولفات 

تایید خالص  اضذذذافه شذذذد .جهت قطره قطره بذه محلول  

سازی و تعیین میزان خلوص آنتی بادی از الکتروفورز به 

 استفاده گردید. SDS-PAGEروش 

پس از آمذذاده سذذذذازی بیذذدوبذذه یذذک میلی لیتر از بیذذد  

Sepharose 6B  ،ml5/12 دیونذذایز اضذذذذافذذه و   آب

درجه سنتی گراد نگهداری شد    25ساعت در 20بمدت

بیکربنات -محلول کربنات ml5/12 پنج بذار متنذاوبذا بذا     

-کربنات ml0/0شذذسذذتشذذو و خشذذک گردید. و سذذپس  

  36بیکربنات سرد اضافه وروی یخ قرار گرفته و به مدت

میکرولیتر از سذذذیذانوژن بروماید   13دقیقذه هم زده شذذذد  

دراسذذذتونیتریل افزوده وروی یخ قرار گرفته و به محلول 

از کربنات  ml5/12دقیقه هم زده ،و در ادامه با   36مدت

از آب دیونذذایز  ml5/12بیکربنذات سذذذرد سذذذه بذار بذا     –

 شتشوانجام و خشک گردید.

میلی لیتر آنتی بادی دیالیز  5به بید شسته و خشک شده، 

ت ظذذبیکربنذذات  بذذا غل-شذذذدهو بذذا اسذذذتفذذاده ازکربنذذات 

mg/ml1  20اضذافه گردید و سپس همزده شد وبه مدت 

گراد .جهت تایید اتصال درجه سانتی 0سذاعت در دمای  

حاوی آنتی   280nmآنتی بادی به بید، ول موج محلول 

بذادی قبذل وبعذد از بذارگذاری بر روی بید توسذذذط نانو     

-کربنات ml5/12 دراپ انذدازه گیری شذذذد.آنگذاه بذا    

ایز سذذه بار شذذتشذذو و خشذذک بیکربنات سذذرد و آب دیون

از بافر بلاکینگ  ml5/12های خشک شده گردید به بید

ساعت در  2وگلایسذین و اتانول امین  افزوده و به مدت  

دمای اتاق هم زده شذدومرحله مسدود سازی .در ادامه با  

ml5/12  از محلولPBS/NaN3 5   . بار شذذتشذذو گردید

 0در دمذذای  PBS/NaN3محلول  ml5/12ذخذیره در  

 گراد انجام گرفت.رجه سانتید

 ml5 بدین منظورژل آماده شذذذده، به سذذذتون منتقل و با  

از اسذذید سذذیتریک  ml5و سذذپس با PBS/NaN3 محلول 

به تعادل رسید.  PBSمولار شذسذتسذو داده شذد و با      1/6

نمونه ولاکتوفرین خالص شذذذده با روش کروماتوگرافی 

ا مولار ب Na2HPO4 2/6تعویض یونی  متعادل شذذذده با

0=PH   وارد سذذذتون گردیذد. تا لاکتوفرین به آنتی بادی

کلونذال متصذذذل گردد. در ادامذه جهذذت جذدا کردن    پلی

، 6/0، 0/9، 3/0هذای مختلف و  PHپروتئین مورد نظر بذا  

ها مختلف جمع شذذسذذتشذذو داده و فراکسذذیون    0/1، 3/3

به  PBS10Xاز محلول  ml5 آوری گردید. و در ادامه  

 PBS/NaN3ه و بربا اسذذتفاده ازهمه فراکسذذیون ها اضذذاف

درجه سذذانتیگراد    0سذذاعت در دمای  20دیالیز گردید و

.پس از کرومذذاتوگرافی تمذذایلی بذذه منظور تعیین میزان 
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خذلذوص پذروتذئین و مشذذذخص کردن محذذدوده وزن     

 SDS-PAGEمذولذکذولذی آن، از روش الذکذذتروفورز      

 استفاده گردید.

سذذذپس لاکتوفرین آغوز گذذاو بذذا روش کرومذذاتوگرافی 

تمذایلی خالص گردید .بدین منظو پس  از مراحل چربی  

میلی لیتر از آب پنیر  2زدایی و حذذذم کذذازئین میزان 

 Na2HPO4 0.2M ،(PH = 7حاصذذله ومتعادل شذذده با  

 PBS بافر  ml5و  M 1/6  اسذذید سذذیتریک  ml5همراه 

واردسذذذتون   PBS/NaN3پس از شذذذسذذذتشذذذوسذذذتون با  

کروماتوگرافی تمایلی آماده شذذذده وآماده سذذذازی بید،  

بذذارگذذذاری آنتی بذذادی بر روی بیذذد  گردیذذد. در ادامذذه 

های مختلف به  PHجهذت جذدا کردن پروتئین مورد بذا    

  شذذسذذتشذذو داده شذذد.  0/1، 3/3، 6/0، 0/9، 3/0ترتیب و

های آزمایش مجزا جمع های حاصذذل در لولهفراکسذذیون

از کرومذاتوگرافی تمذایلی به منظور    آوری شذذذدنذد.پس 

تعیین میزان خلوص پروتئین و مشذذذخص کردن محدوده 

و  SDS-PAGEوزن مذولذکذولذی آن، از  الکتروفورز     

 سپس  رنگ آمیزی با نیترات نقره استفاده گردید.

 نتایج

 نتایج حاصل از خالص سازی لاکتوفرین:

، 0/6، 9/6، 5/6، 0/6هاینتایج نشذذان داد که فراکسذذیون 

نانومتر بیشترین جذب را داشته  565در  NaClمولار  0/6

های حاصله، فراکسیون SDS-PAGEو نتایج حاصذل از  

کلیو دالتون  06وجود تذک بذاند با وزن مولکولی حدود   

مولار را نشذذذان داد. 6/6، 0/6، 0/6، 9/6هذذای درغلظذت 

  .1تصویرو

هممنین نتذذایج حذذاصذذذل از تذذاییذذد وجود لاکتوفرین بذذا  

 (TMB)واکنش رنگی با تترا متیل بنزیدین  اسذذذتفذاده از 

، 5/6، 0/6هایتاییدی بر وجود لاکتوفرین در فراکسیون

باشذد.ونیز پروتئین سنجی با استفاده از  می 0/6، 0/6، 9/6

، 0/6هایآزمایش برادفورد نشذذان داد که در فراکسذذیون 

 -61/332بذه ترتیذذب دارای مقذادیر    0/6، 0/6، 9/6، 5/6

میکروگرم بر میلی  61/62–50/566:- 50/509–60/160

 لیتر می باشند.

 
 

 

   SDS-PAGEاز الکتروفورز به روشهای حاصل از ستون تعویض یونی با استفاده نتایج حاصل از تایید وجود لاکتوفرین در فراکسیون -1تصویر

  – 3/0فراکسیون  -5شماره  -مارکر -4شماره  -5/0فراکسیون -6شماره  -3/0فراکسیون -2 شماره - 3/0فراکسیون  -1شماره 

 3/0فراکسیون  -3شماره 
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نتایج حاصل ازتولید آنتی بادی اختصاصی بر 

 علیه لاکتوفرین:

-نتایج دات بلات  بیانگر اتصذذال اختصذذاصذذی آنتی ژن  

ای با میزان آنتی بذادی بوده و شذذذدت ایجذاد رنگ قهوه  

 آنتی بادی ارتباط دارد.

 

 

 
 

 یه لاکتوفرین گاوتصویر نتایج حاصل از دات بلات تایید آنتی بادی اختصاصی بر عل -2تصویر 

 

آنتی بادی سذذذرم خرگوش تلقیح شذذذده با لاکتوفرین به  

 همراه  ادجوانت کامل و ناقص فروند

نتایج حاصذذله تایید کننده وجود آنتی بادی اختصذذاصذذی  

  1در سرم خرگوش می باشدوجدول 
  های اختصاصی بر علیه  ها وآنتی بادینتایج) دو بار تکرار( پلیت کوت شده با آنتی ژن .1جدول

 رقیق شده است.  1:100لاکتوفرین خالص شده از آغوز گاو که با نسبت 

 

 

 

 

 

آنتی بادی سرم خرگوش تلقیح شده با لاکتوفرین گاوی 

 رقیق شده است. 1:26همراه با اجوانت فروند با نسبت 

نتایج حاصذذذل از الکتروفورز آنتی بادی خالص شذذذده با 

اسذتفاده ازرسذوب دهی با سذولفات آمونیوم نشان دهنده    

  IgGودال بر خلوصکیلو دالتونی  196بذذانذذد پروتئینی 

 می باشد.

 

 

 

 

 

 

 
 

 SDS-PAGEتصویر آنتی بادی خالص شده با سولفات آمونیوم با استفاده از الکتروفورز به روش -6تصویر

 می باشد. IgGکیلو دالتونی است که تایید کننده خلوص  130نشان دهنده باند پروتئینی 

 OD1  OD2 

 1.537 1.677 تلقیح لاکتوفرین با ادجوانت کامل و ناقص  روند 

 0.156 0.144 کنترل منفی

   15µL            10µL             5µL              2µL Ladder 

160 

 

 
85-100 

50 
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پروتئین سنجی با استفاده از آزمایش برادفورد 

 را نشان می دهد µg/ml 50/1011میزان

 نتایج حاصل از کروماتوگرافی تمایلی: 

نتذذایج حذذاصذذذذل از بررسذذذی حضذذذور لاکتوفرین در    

های مختلف به دسذذذت آمده از کروماتوگرافی گرادیان

، وجود  SDS-PAGEتمذذایلی بذذه روش الکتروفورز 

کلیو دالتون را در  06تذک بذانذد با وزن مولکولی حدود    

را  0/1، 6/0،3/3، 0/9، 3/0های PHفراکسذذیون هایی با 

هممنین نتایج حاصذذل ازواکنش رنگی با تترا نشذذان داد. 

تذذاییذذدی بر وجود لاکتوفرین  (TMB) متیذذل بنزیذذدین

درفراکسذذذیون هذایاد شذذذده می باشذذذد. هممنین غلظت   

، PH 3/0 ،0/9 ،6/0،3/3هایی با پروتئین در فراکسذذذیون

  25/5، 19، 5/1163، 25/052،  05/1906بذه ترتیب   0/1

صذذذد محذاسذذذبه   رد 90بوده و بذازده خلوص لاکتوفرین  

 گردید.

 کلیو دالتون را در  30های حاصله، وجود تک باند با وزن مولکولی حدود فراکسیون SDS-PAGEنتایج حاصل ازالکتروفورز  -4تصویر

 مارکر می باشد. 6دهد.شماره نشان می 3/1، 3/4،6/6، 3/3، 6/3های PH( به ترتیب با 3و5و4و2و1هایی)فراکسیون

 بحث

با توجه به اینکه لاکتوفرین پروتئین زیسذذذت فعال مهمی 

لاکتوفرین از منابع مختلف ازجمله  سذذازی اسذذت خالص

جهت خالص  گیرد.شذذذیر گاو، شذذذتر و انسذذذان انجام می

های متنوعی اسذذذتفاده شذذذده سذذذازی لاکتوفرین از روش

یونی ، ژل  کروماتوگرافی تبادلاسذذذت کذه عبذارتند از:   

فیلتراسذذذیون و کرومذاتوگرافی تمایلی و کروماتوگرافی  

  بیعت به توجه   .با3،5جدیدبا اسذذذتفاده از کیتوزان و

 خذذالص روش ترینرایج از یکی کذذاتیونی لاکتوفرین

 ازجمله کاتیونی تبذادل  سذذذتون اسذذذتفذاده از  سذذذازی

است که مرتبه خالص سازی  متیل سفادکس کربوکسذی 

لاکتوفرین با اسذذتفاده از سذذتون تبادل کاتیونی کم اسذذت 

  . بدین ترتیب پکوهش بمنظور بسذذذدسذذذت آوردن  11و

روشذذی برای جدا سذذازی و خالص سذذازی لاکتوفرین با  

خلوص و عملکرد بالا، انجام شذد که با استفاده از ستون  

بادی ضذذذد لاکتوفرین  ، موفق به  وشذذذامل آنتی تمایلی

 اوی با خلوص بالا گردید.خالص سازی لاکتوفرین گ

بذدین منظور جهذت تهیذه لاکتوفرین ابتذدا لاکتوفرین بذذا     

اسذتفاده از روش کروماتوگرافی تبادل یونی جدا سازی،  

 تایید ،خالص و تعیین غلظت گردید.

در ادامه پس از تهیه آنتی ژن ولاکتوفرین  با اسذذذتفاده از 

کرومذذاتوگرافی تعویض یونی و قبذذل از تهیذذه سذذذتون  
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ی، ایمن سازی با استفاده از روش تغیر یافته آکویلا تمایل

  .1انجام شدو

هذای دات بلات والایزا بمنظور تذاییدحضذذذور   آزمذایش 

کلونذذال اختصذذذذاصذذذی در سذذذرم حیوان  بذذادی پلیآنتی

آزمایشذذگاهی ایمن شذذده انجام گرفت. در تصذذویر دات 

ای بیانگر اتصذذال اختصذذاصذذی های قهوهبلات، ایجاد لکه

بذاشذذذد و شذذذدت ایجذاد رنگ    بذادی می آنتی -آنتی ژن

بذادی ارتباط دارد و نتایج الایزا نیز  ای بذا میزان آنتی قهوه

وان توجود آنتی بادی اختصذذاصذذی را ثابت نمود که می 

هذذای بذذالایی از آنتی بذذادی پس از ایمن گفذذت غلظذذت

حاصذذل شذذده اسذذت . نتیجه به دسذذت     نمودن خرگوش

  .12مایدوآمده، نتایج سایر محققین را تایید می ن

در ادامه خالص سذذذازی آنتی بادی با اسذذذتفاده از روش  

، بر  PBSرسذذذوب با سذذذولفات آمونیوم، دیالیز در بافر  

و نئو و همکاران،  1600اساس مطالعه هدی و سماویک،

  . تذیذتذر بذذالایذی از آنذذتی     2،3انذجذذام گذرفذذتو   1609

برعلیذذه  مذیذکذروگذرم در مذیذلی لیتر        50/1011بذذادیو

مشذذذاهذده بذاند  در محدوده    .لاکتوفرین بذدسذذذت آمذد  

160KD   در آزمذذایذش  الکتروفورز بذذه روشSDS-

PAGE    تذذاییذذدی برای خذذالص سذذذذازی آنتی بذذادی

اختصذاصیو تایید شده با دات بلات و الایزا  می باشد  .  

 خلوص SDS-PAGEالکتروفورز  از حاصذذذل نتذایج 

 سازی مرحله خالص یک تنها از بعد پروتئین این بالای

سذذایر محققین   مطالعات  نتایج با این نماید.می تایید را

  مطابقت 1662و مد ،  1600وکذاواکذامی و همکذاران ،    

  .  9،0داردو  

آماده سذذازی سذذتون کروماتوگرافی تمایلی با اسذذتفاده از 

روش تغییر یذافتذه ایوان و همکذاران انجذام گرفت. برای     

شذذذنذذاسذذذایی لاکتوفرین بذذه دسذذذت آمذذده از آزمذذایش   

 Paul اسذذذتفذذاده گردیذذد.  SDS-PAGEالذکتروفورز 

Evan  جهت خالص سذذازی آنتی بادی ضذذد لاکتوفرین

از کرومذاتوگرافی تمذایلی اسذذذتفذاده نمود و آنتی بذادی     

 CL 6Bخذالص شذذذده بذه روش تمایلی، به ماتریکس و  

ز متصذذل و آغو ،فعال شذذده با آمینو کاپروئیک اسذذید   

چربی زدایی شذذده گاو از سذذتون عبور داد شذذد سذذپس با 

KCNS  ،3/6    مولار لاکتوفرین را شذسذتشو داد و میزان

   .0وخلوص لاکتوفرین ارزیابی گردید 

در  پکوهش حاضر آنتی بادی خالص شده، به ماتریکس 

فعال شده با سیانوژن بروماید ، متصل شد، و آغوز  6Bو

چربی زدایی شذده گاو از ستون عبور داده شد و سپس با  

مولار ،  Na2HPO4 2/6 ,و  مولار 1/6 اسذید سیتریک 

میلی لیتر شذیر   0شذسذتشذو گردید .نتایج نشذان داد که از     

میلی گرم لاکتوفرین به دست آمده است بنابراین بازده 1

درصذذذد محاسذذذبه گردید.بایلی و  90خلوص لاکتوفرین 

اعتقاد دارند که با  2610و اورتاسذذذان، 2610همکذاران،  

اسذذتفاده از کروماتوگرافی تمایلی قدرت خالص سذذازی 

  .2،12ایش خواهد یافتوافز

  با اسذذذتفاده از بافر اسذذذتات   1666کاویی و همکاران، 

 16، از =3/0PHمولار  بذذا  Nacl 15/6موار  و 661/6

میلی گرم لاکتوفرین به 0میلی لیتر شیر بدون چربی گاو  

  .9دست آوردندو

به توصذذذیف جدا سذذذازی  1609بروکسذذذیمرو همکاران، 

کذذه بذذا اسذذذتفذذاده از  لاکتوفرین از نوتروفیذذل انسذذذذانی 

کروماتوگرافی تمایلی پرداختند. لاکتوفرین متصذل شده  

، PH=0/2مولار با  1/6بذه آنتی بذادی بذا بذافر فسذذذفات     

  .3شستشو داده شدو

 نتیجه گیری نهایی

به  ور کلی دسذذت آورد پکوهش حاضذذر ،ایمن سذذازی  

خرگوش جهذت تولید آنتی بادی اختصذذذاصذذذی بر علیه   

خذذالص سذذذذازی لاکتوفرین  لاکتوفرین وافزایش بذذازده

اسذذذتخراج شذذذذده از آغوز گذذاو بذذا اسذذذتفذذاده از روش  

 باشد.درصد  می 90کروماتوگرافی تمایلی و
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Abstract 

Lactoferrin is a multifunctional protein that has various and amazing properties with 

antimicrobial properties ,can be a good candidate for clinical and commercial applications. 

Lactoferrin was purified by ion exchange chromatography using CM sephadex C-50 and to 

confirm the purification, SDS-PAGE tests and the absence of dye in the presence of 

tetramethylbenzene were used In this study, in order to isolate lactoferrin, first the whey 

proteins of milk using ion exchange chromatography by Sephadex C-50 was purified and SDS-

PAGE test was performed to confirm the purification as well as no dye in the presence of 

tetramethyl benzidine. New Zealand white male rabbits were immunized with 120 µg / ml 

lactoferrin and using complete and incomplete Freund’s adjuvant for 6 weeks and after serum 

isolation were confirmed specific antibodies by dot blot and ELISA. To purify of the specific 

antibody, the precipitation method with 40% ammonium sulphate was used. After confirmation, 

it was attached to cyanogen-activated Sepharoz. The whey portion of bovine colostrum was 

passed through the affinity chromatographic column. In order to purify lactoferrin, it reacts to 

form a complex of antibody antigens, and eventually other unbound compounds are washed 

and removed. Purification of lactoferrin was confirmed and its concentration was calculated 

by Bradford test. The results showed that the immunization method was used to produce specific 

antibodies against Lactoferrin is a suitable method and purification of lactoferrin from bovine 

milk using affinity chromatography has an efficiency of 64%. 
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