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که قادر به افزایش  رود فعال بشمار می ترین ترکیبات زیست لاکتوفرین یکی از مهم

هاي  باشد. اما این ترکیب نسبت به استرس سازي می فعالیت سیستم ایمنی و استخوان
شده  لاکتوفرین ریزپوشانی تولید نوشیدنی فراسودمند از ،رو حساس است. ازاینمحیطی 

) در پژوهش WPI/HMP( پنیر پروتئین آب ۀهاي حاوي پکتین/ایزول توسط نانوکمپلکس
) w/w( حاضر موردبررسی قرار گرفت. تشکیل نانوکمپلکس در غلظت کلی بیوپلیمر

 سازي قبل از اختلاط روش اسیدي ) با دو4 و 5/3 ،3هاي اسیدي (pHدرصد در  4/0
)Pr-A( سازي بعد از اختلاط ) و اسیديPo-Aمنظور ریزپوشانی   ) انجام گرفت. به

 2:1) با نسبت Pr-Aکه در روش ( WPI/HMPلاکتوفرین این ترکیب به کمپلکس 
افزوده شد. نتایج ارزیابی پتانسیل زتا و بررسی قطر ذرات نشان داد که  ،شده بود تشکیل

نانوذرات افزایش یافت.  ةانداز با افزایش نسبت پکتین میزان بار منفی بیشتر شده و
شده توسط نانوکمپلکس بر ازدیاد سلول استئوبلاست  لاکتوفرین ریزپوشانی بررسی اثر

MG63 با استفاده از آزمایش MTT شده با غلظت  که لاکتوفرین ریزپوشانی ادنشان د
 ۀدلیل اینکه نمون هرشدي معادل کنترل مثبت داشته و بلیتر  میکروگرم در میلی 50

درصد افزایش رشد  16داراي لیتر  میکروگرم در میلی 50لاکتوفرین خالص با غلظت 
تمامی لاکتوفرین در  توان نتیجه گرفت که تقریباً نسبت به کنترل مثبت بوده است می

شده و یا با اتصال به کمپلکس از دسترس سلول دور مانده  ترکیب یادشده ریزپوشانی
توسط لیتر  میکروگرم در میلی 100 شده با غلظت لاکتوفرین ریزپوشانی است.

درصد دارد و ازنظر آماري در سطح لاکتوفرین خالص  113رشدي معادل  ،نانوکمپلکس
  گیرد.  قرار میلیتر  در میلیمیکروگرم  50با غلظت 
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ن آ ۀمشخص و بوده استخوان یک بیماري شایع پوکی
��García-Montoya �H�W(استخوانی است  ةکاهش تود

�D�O��, 201150 زنان و درصد 70 از بیش ایران ). در 

استخوان مبتلا  به پوکی سال 50 بالاي مرداندرصد 
��Aala �H�Wهستند ( �D�O��, 2009عللیکی از  1). استئوپروز 

مرگ در جمعیت  نگهداري و نیز ايه اصلی هزینه

                                                
1 Osteoporosis 
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) Cummings & Melton, 2002باشد ( کهنسال می
 ها، استئوسیت از هاي بافت استخوانی سلول

 اند شده تشکیل ها استئوکلاست ها و استئوبلاست
)Garnero �H�W���D�O., 2002(.  

��Tate �H�W(اند  شکل اي ستاره 1ها  استئوسیت �D�O��, 

 این هستند چندضلعی 2ها . استئوبلاست)2004
 استخوان زیاد سازندگی فعالیت محلی که در ها سلول
 .)Arnett, 2003( به مقدار فراوان حضور دارند است

 استخوان ۀزمین ةماد ۀتجزی مسئول 3ها استئوکلاست
 ها نقش استئوکلاست. هستندسازي  استخوان هنگام در
 Wang & Mc( باشند میها     س استئوبلاستعک

Cauley, 2011( .  
عدم تعادل بین  ۀکاهش حجم استخوان درنتیج

باشد  سازي استئوبلاست و استئوکلاست می فعال
 سازي داده که لاکتوفرین در استخوان نشان ها تحقیق

مؤثر است، هرچند مکانیسم عمل آن دقیقاً معلوم 
است که  حاکی از این ها همطالعنتایج نشده، ولی 

ها   باعث افزایش تکثیر و تمایز استئوبلاست 4لاکتوفرین
 ,��Plotkin �H�W���D�O(گردد  ها می  و مهار رشد استئوکلاست

1999; Jeney, 2017; Bharadwaj �H�W�� �D�O., 2009( .
عنوان یک فاکتور رشد استخوان و  لاکتوفرین بالقوه به

باندشوندة به آهن از اعضاي  5گلیکوپروتئینیک 
 80وزن مولکولی آن حدود  .است 6ترانسفرین ةخانواد

��Kanwar, �H�Wکیلودالتون است ( �D�O., 2015 غلظت .(
 لیتر، گرم بر میلی میلی 2-6 لاکتوفرین در شیر شتر

 و شیر گاو لیتر) گرم بر میلی میلی 1- 5(شیر انسان 
��Du���H�Wباشد ( می لیتر) گرم بر میلی میلی 10/0- 40/0(

�D�O., 2017هاي زیستی مهم  ). لاکتوفرین داراي فعالیت
اکسیدانی، ضدسرطانی،  هاي آنتی ازجمله فعالیت

ی، افزایش فعالیت یای، ضدباکتریضدقارچ، ضدویروس
 ,.Du �H�W���D�Oباشد ( سازي می  سیستم ایمنی و استخوان

 دنیا لاکتوفرین در زه استفاده از). امرو2017
 مقیاس در آن کارگیري به مکان و بوده افزایش وبهر

  ).Tomita �H�W���D�O��, 2009دارد ( وجود تجاري

                                                
1 Osteocyte  
2 Osteoblast 
3 Osteoclast 
4 Lactoferrin 
5 Glycoprotein 
6 Transferrin 

دلیل مزایاي زیاد لاکتوفرین استفاده از آن براي  به
جلوگیري از استئوپرز ناشی از افزایش سن در یک 

افراد تواند به کاهش خطر در  نوشیدنی فراسودمند می
دلیل داشتن  پنیر به کهنسال کمک نماید. آب

اي بالایی  فعال، داراي ارزش تغذیه هاي زیست پروتئین
��Ferreira �H�Wاست ( �D�O., 2006ها در  ). این پروتئین

صورت ایزوله یا کنسانترة پروتئین  مقیاس صنعتی به
گیرند  تولیدشده و مورداستفاده قرار می پنیر، آب

).(Smithers, 2008 دلیل خصوصیات مهم صمغ  به
 ةعنوان پایدارکنند پکتین، از این هیدروکلوئید به

��Jensen �H�Wگردد ( ها استفاده می  نوشیدنی �D�O., 2015; 
Sejersen �H�W�� �D�O., 2007; Surh �H�W�� �D�O., 2006; Tromp 

�H�W���D�O., 2004 .( 
رغم  فعالی است که علی زیست ةلاکتوفرین ماد

در برابر هاي مهم و چندگانه،  تمامی فعالیت
هاي محیطی حساس بوده و نیاز به ریزپوشانی  استرس

هاي مواد غذایی و دارویی، ریزپوشانی  در بخش دارد.
یک روش مطلوب براي حفاظت و انتقال ترکیبات 

 ,��Jafari�����H�W���D�Oگردد ( فعال حساس محسوب می  زیست

2008 .(  
 هاي مختلف فیزیکی ریزپوشانی شامل روش

کردن پاششی،  مکانیکی (خشک(کواسرواسیون) و 
دهی بستر سیال و  سردکردن پاششی، لیپوزوم، پوشش

 باشد. روش کواسرواسیون تکنیک نسبتاً  اکستروژن) می
الکترواستاتیک بین  ۀاي است که ازطریق جاذب ساده

 ةترکیبات با بار الکتریکی مخالف باعث ایجاد دیوار
مقاوم ها شده و آنها را  چندلایه در اطراف ریزکپسول

فعال  نماید. جهت ریزپوشانی ترکیبات زیست می
  توان از بیوپلیمرها استفاده نمود. می

نانوذرات بیوپلیمري یا به تنهایی ازطریق تجمع و 
پیوستگی زنجیرهاي یک نوع بیوپلیمر (پروتئین  به هم

ساکارید) و یا ازطریق کنترل اتصال و  یا پلی
ساکارید،  هاي پروتئین و پلی شدن مولکول کمپلکس

 ;Esfanjani & Jafari, 2016( تولید گردند، توانند   می

Katouzian & Jafari, 2016( .  
عنوان یک امولسیفایر طبیعی و  پنیر به پروتئین آب

کننده با توانایی تولید سیستم جنبشی پایدار و  تثبیت
ساکاریدها  خواص ترمودینامیکی و تجمع آن با پلی

 ةشد رفتارهاي تثبیت و تر ایجاد یک کمپلکس غلیظ
). پکتین یکی از Dickinson, 2008نماید ( فضایی می
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 وسیعی در طور بهساکاریدهاست که  ترین پلی معروف
پنیر براي تولید  هاي آب تشکیل کمپلکس با پروتئین

پوشانی مورداستفاده قرار  درون ۀهاي چندلای سیستم
 ,.Esfanjani, �H�W���D�O., 2015; Esfanjani, �H�W���D�Oگیرد (  می

2017; Mohammadi �H�W�� �D�O., 2016 پکتین .(
 ،ساکارید غنی از اسیدگالاکتورنیک پلی

و گالاکتارانان، هولو گالاکتورونان رامانو
 pHدر  .)Mohnen, 2008باشد (  گزیلوگالاکتارونان می

ها، داراي بار مثبت  پروتئین )pI( ایزوالکتریک ۀنقط زیر
ساکاریدها که داراي بار  هاي آنیونی پلی بوده و با گروه
ها تحت  دهند. این واکنش واکنش می منفی هستند،

، قدرت یونی، pHثیر فاکتورهاي زیادي ازقبیل میزان أت
بار و غلظت  ۀافزودن بیوپلیمر، تغییر شکل، دانسیت

  ).Ye, 2008د (نباش ساکاریدها می ها و پلی  پروتئین
مند در دمنظور بررسی عملکرد نوشیدنی فراسو به 

سلول استئوبلاست  درآن  ارزیابی اثراتآزمایشگاه، از 
در بررسی مدل رشد استئوبلاست در  گردد. استفاده می

، MG-63 آزمایشگاه چندین دودمان سلولی نظیر
Saos-2  وU-2 OS .وجود دارد  

ها در محیط  هاي بررسی تعداد سلول یکی از روش
یو سلولی گیري متابولیسم اکسیدات کشت سلولی، اندازه

نمک تترازولیوم محلول  MTTاست. ) MTT1(به روش 
باشد. زمانی که این ترکیب در محلول نمکی  در آب می
سازي شود محلول زرد رنگی تولید  رد آماده فاقد فنل

هاي زنده  نماید. این ترکیب در میتوکندري سلول می
  توسط آنزیم دهیدروژناز تبدیل به ترکیب نامحلولی 

  گردد که این محصول  می 2فورمازانبه نام 
اسیدي یا  هایی مانند ایزوپروپانول توسط حلال

بنفش –شده و رنگ ارغوانی حل 3سولفوکساید متیل دي
 570سازد. جذب این رنگ در طول موج   را ظاهر می

گیري  وفتومتر اندازهرنانومتر توسط دستگاه اسپکت
  ).Mosmann, 1983شود (  می

پوشانی لاکتوفرین ریز پژوهش پس ازاین در 
پنیر و  پروتئین آب ۀایزول-توسط نانوکمپلکس پکتین

منظور بررسی اثر  هارزیابی تشکیل نانوکمپلکس، ب
 ةمانی رد شده بر رشد و زنده لاکتوفرین ریزپوشانی

                                                
1 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide 
2 Formazan 
3 Dimethylsulfoxide 

استفاده  MTTاز آزمایش  MG63سلولی استئوبلاست 
   گردید.
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پروتئین  ۀایزول شد. شیر شتر از استان گلستان تهیه
المللی  از (شرکت بین )درصد 2/96 (پروتئین پنیر آب

 ۀآمریکا) و پکتین با درج مواد غذایی دیویس،
تریپسین، سفادکس،  سدیم،ورنیز کلر و ،متوکسیل بالا

   3 هیدروژن سولفات آمونیوم، پراکسید
 تترازولیوم، TMB(4( بنزیدین تترامتیل ،درصد

 اسیدکلریدریک، آنتی بیوتیکسولفوکساید،  متیل دي(
X liquid 100، NaH2PO4 2H2O  و
Na2HPO412H2O ،تریس، استات سدیم، گلیسین ،

 و سدیم دودسیل سولفات، نیترات نقره، کربنات سدیم
. آلبومین گردیدتهیه  متانول از شرکت مرك (آلمان)

، BSA5،( CM Sephadex C-50سرم گوساله (
 RPMIآمید از شرکت سیگما و  آکریل آمید، بیس آکریل

، تیوسولفات سدیم از شرکت روش آلمان 1640
  خریداري شد.
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و همکاران  Raeiسازي لاکتوفرین براساس روش  خالص

طور خلاصه  . مراحل استخراج بهپذیرفتانجام ) 2015(
ی توسط یزدا باشد. پس از چربی به قرار ذیل می

 دقیقه) کازئین شیر شتر g 3000-15وژ (یسانتریف
دقیقه) از  g 25000-20وژ دور بالا (یتوسط سانتریف

پنیر جداشده و پس از عبور از صافی توسط  آب
 CMیونی با استفاده از رزین کروماتوگرافی تعویض

Sephadex C-50 هاي حاصل  خالص گردید. فراکسیون
شوي رزین توسط بافر فسفات حاوي و تساز ش
) و سپس درصد 9/0تا  4/0( مختلف نمکیهاي  غلظت
ها با  گیري میزان پروتئین در این فراکسیون اندازه

 260 تومتري در طول موجواستفاده از اسپکتروف
-SDSدر ادامه با استفاده از  ،پذیرفت انجامنانومتر 

PAGE باند با وزن مولکولی  وزن مولکولی و وجود تک
سپس  ص شد.کیلودالتون در آنها مشخ 80 ةدر محدود

ها  با استفاده از تست برادفورد غلظت این پروتئین
تعیین گردید. آنگاه با استفاده از آزمایش تولید رنگ 

                                                
4 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine 
5 Bovine Serum Albumin 
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وجود لاکتوفرین و یا  بنزیدین  در حضور تترامتیل
 ها موردبررسی قرار لاکتوپراکسیداز در فراکسیون

 ۀشده با استفاده از کیس لاکتوفرین خالص گرفت.
 گراد نگهداري شد. سانتی ۀدرج -70در  دیالیز تغلیظ و

  
�¶�Ì�°�Œ�e���†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿���[�M���€�Ì�À�a�f�°�a�
�¾�Ì������

 ۀایزول) از w/v( درصد 2هاي جداگانه  در ابتدا محلول
 ۀپکتین با درج  و متوکسی WPI(1پنیر ( آبپروتئین 

تهیه شدند. جهت تشکیل  HMP(2متیلاسیون بالا (
براساس  پنیر/پکتین ایزولۀ پروتئین آبنانوکمپلکس 

غلظت کلی بیوپلیمر  )Burgess )1989و  Singhروش 
) با 4و  5/3، 3هاي اسیدي (pH) در w/w(درصد  4/0

) و Pr-A( 3کردن سازي قبل از مخلوط  دو روش اسیدي
) Po-A( 4اختلاطاز  پسسازي  روش اسیدي

به مورداستفاده قرار گرفت. براي تشکیل کمپلکس 
پنیر و  پروتئین آب ةهاي ذخیر )، محلولPo-Aروش (

هاي مشخص  پکتین با متوکسیل بالا در ابتدا با نسبت
 4/0شده تا به غلظت نهایی  سازي رقیق 1:2و  1:1، 2:1

هاي معین  پنیر و با نسبت برسند. پروتئین آبدرصد 
یافته و  به تدریج کاهش 7نهایی از  pHمخلوط و 

رسید.  3و 5/3، 4نرمال به  5/0توسط اسیدکلریدریک 
-Prسازي با روش ( منظور تشکیل کمپلکس اسیدي به

Aةشد هاي رقیق )، محلول WPI  وHMP صورت  به
توسط  3و  5/3، 4شده یعنی  جداگانه در مقادیر تعیین

نرمال تنظیم و سپس با  5/0اسیدکلریدریک 
دقیقه  3هاي معین با یکدیگر ترکیب و به مدت  نسبت

  شدند. در دقیقه) دور 750زده (  هم
  

�•�•�Y�Ê�]�Z�Ë���¶�Ì�°�Œ�e���¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿�†�°���·�Á�‚�Ë�Y�È���X�e�Á�€�a�¾�Ì��

�[�M���€�Ì�À�a�f�°�a�
�¾�Ì����

�Ã�•�Y�|�¿�Y���É�€�Ì�³���€�˜�«���c�Y�•�}���Á���¶�Ì�ˆ�¿�Z�f�a���Z�e�•����

ها و کمپلکس توسط  قطر ذرات و پتانسیل زتاي نمونه
شرکت  ،Malvern 2000مدل ( دستگاه زتاسایز

  گیري شد. انگلستان) اندازهساخت  ن،رمالو
  

�Ê�¿�Z�‹�Â�a�‚�Ë�•���¾�Ë�€�§�Â�f�¯�Ó���–�‡�Â�e���†�°�¸�b�¼�¯��WPI/P������

 درصد 4/0ی یریزپوشانی لاکتوفرین با غلظت نهاجهت 
                                                
1 Whey Protein Isolate 
2 High Methoxyl Pectin 
3 Pre-Blending Acidification 
4 Post-Blending Acidification 

که با استفاده از روش WPI/HMP به کمپلکس 
 2:1ازي قبل از اختلاط و با نسبت س اسیدي
ترتیب محلول  این شده بودند، افزوده شد. به تشکیل

 WPI، 13/0 ۀمحلول ایزول درصد 27/0نهایی شامل 
 محلول لاکتوفرین را درصد 1/0و  HMPمحلول درصد 

  گرم از محلول نهایی با شرایط  30شامل بود. میزان 
)g 8000 ،30  ،گراد)  سانتی ۀدرج 22دقیقه

  گردید. 5آمده لیوفلیزه دست هوژشده و رسوب بیسانتریف
  

� �·�Z�˜�»�Ä���É�Z�Å���ƒ�Â�·�Â�§�•�Â�»�Ê�°�Ë����

ها توسط میکروسکوپ الکترونی  شکل ظاهري نمونه
موردبررسی قرار آلمان) ساخت ، (لئو )SEM( روبشی
  .گرفت

  
�Ê�‡�•�€�]���€�i�Y���†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿���[�M���€�Ì�À�a�f�°�a�
�¾�Ì���µ�Â�¸�‡���€�]���Z�Å�É��

�{�•���d�‡�Ô�]�Â�X�f�‡�Y�Ç��MG-63���–�‡�Â�e���Š�Ë�Z�»�•�M��MTT 

 هاي استئوبلاست جهت انجام آزمایش در ابتدا سلول
ساعت در فلاسک کشت سلولی  48رشدیافته به مدت 

مقدار  6بلو تریپان توسطشده پس از تعیین تعداد  آماده
اي منتقل  خانه 96هاي  هزار سلول به پلیت 100

  :. اجزاي آزمایش به قرار ذیل تعریف شدندگردید
هاي   هزار در تمامی چاهک 100سلول به میزان  - الف

  ؛مورد آزمایش
میکرولیتر در تمامی  100محیط کشت به میزان  -ب

  ؛هاي مورد آزمایش  چاهک
میکرولیتر  100هاي مورد آزمایش به میزان  نمونه -ج

  آماده و اضافه گردید.  )1(مطابق جدول شماره 
تکرار مورد آزمایش قرار  7شده  تعریف ۀاز هر نمون

انجام  MTT ساعت آزمایش 24گرفت و پس از 
 PBS هاي موجود در پلیت، توسط پذیرفت. ابتدا سلول

شو داده شدند. سپس به چاهک و مرحله شست 3در 
 4اضافه و پلیت به مدت  MTTمیکرولیتر محلول  20

ساعت در شرایط تاریکی در انکوباتور قرار گرفت. آنگاه 
هاي پلیت  چاهک تمامداخل  DMSOمیکرولیتر  100

دقیقه همزده شد. سپس  15اضافه و پلیت به مدت 
نانومتر  570 هاي میزان جذب نوري در طول موج

   .گیري گردید اندازه

                                                
5 Freeze Dried 
6 Trypan Blue 
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�€�Ì�À�aMTT����
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  زاءجا  نمونه  ردیف  زاءجا  نمونه  ردیف

1  HMP 
کاررفته  هپکتین خالص به میزان ب

 براي تشکیل کمپلکس
8  WPI 

  
کاررفته  همیزان بپنیر خالص به  آب

  براي تشکیل کمپلکس

2  WPI+LF50  

کاررفته  هپنیر خالص به میزان ب آب
براي تشکیل کمپلکس همراه با 

 50 ییلاکتوفرین خالص با غلظت نها
  لیتر  میکروگرم بر میلی

9  LF50  
 50لاکتوفرین خالص با غلظت 

  لیتر میکروگرم بر میلی

3  WPI+LF100  

کاررفته  هپنیر خالص به میزان ب آب
براي تشکیل کمپلکس همراه با 

ی یلاکتوفرین خالص با غلظت نها
  لیتر میکروگرم بر میلی 100

10  WPI+HMP+L
F100  

پنیر همراه با لاکتوفرین با  پکتین وآب
میکروگرم بر  100ی یغلظت نها

شده با  (کمپلکس تشکیل لیتر میلی
  لاکتوفرین) 100غلظت 

4  CO –  
PBS  اثر و در آخر زمان آزمایش
از  MTT ها قبل از آزمایش نمونه

 DMSOها توسط   مرگ سلول
11  LF100  

 100لاکتوفرین خالص با غلظت 
  لیتر  میکروگرم بر میلی

5  WPI+HMP  
بآب آ به میزان  پنیر پکتین و آب

  کاررفته براي تشکیل کمپلکس هب
12  HMP+LF50  

کاررفته براي  هپکتین خالص به میزان ب
لاکتوفرین  تشکیل کمپلکس همراه با

میکروگرم  50 ییخالص با غلظت نها
  لیتر  بر میلی

6  WPI+HMP+
LF50  

پنیر همراه با لاکتوفرین  آب پکتین و
میکروگرم بر  50ی یبا غلظت نها

شده با  (کمپلکس تشکیل لیتر میلی
  لاکتوفرین) 50غلظت 

13  HMP+LF100  

کاررفته براي  هپکتین خالص به میزان ب
لاکتوفرین  تشکیل کمپلکس همراه با

میکروگرم  100ی یخالص با غلظت نها
  لیتر  بر میلی

7  CO+  PBS        
  

�É�•�Z�»�M���É�Z�Å�‚�Ì�·�Z�¿�M����

 ۀو مقایس )ANOVA( هاي حاصل با استفاده داده
و  درصد 95ها ازطریق آزمون دانکن در سطح   میانگین
  آنالیز گردیدند. 21نسخۀ  SPSSازطریق 

����

�l�Ë�Z�f�¿����

�¶�•�Z�u���l�Ë�Z�f�¿���Ž�·�Z�y���•�Y���€�f�‹���€�Ì�‹���¾�Ë�€�§�Â�f�¯�Ó���•�Z�‡����

وزن  ةنظر در محدود نتایج نشان داد که باند مورد
 8/0تا  4/0( هاي گرادیان در کیلودالتون، 80 مولکولی

 ةدهند که نشان شود ) مشاهده میدرصد کلرورسدیم
ها  این فراکسیون در لاکتوفرین و یا لاکتوپراکسیداز

  .)1(شکل  باشد می
  

  
�� �¶�°�‹���������½�Â�Ì�ˆ�¯�Y�€�§�� �•�•�Â�§�Á�€�f�°�·�Y�� �•�Y�� �¶�•�Z�u�� �l�Ë�Z�f�¿�����É�Z�Å

�Ž�·�Z�y�����½�|�Ë�{�� �Ê�¿�Â�Ë�� �’�Ë�Â� �e�� �Ê�§�Y�€�³�Â�e�Z�»�Á�€�¯�� �–�‡�Â�e�� �Ã�|�‹

�Ì�u�Z�¿���•�{���Ž�·�Z�y���É�Z�Å�|�¿�Z�]�È���������½�Â�f�·�Y�{�Â�¸�Ì�¯����

 یون( فراکس 1 ة)، شماریلودالتونک 120( ینمارکر پروتئ 4 شمارة
مولار)،  5/0 یون(فراکس 2 شمارة)، درصد کلرورسدیممولار  4/0

 7/0 فراکسیون(  5 ةمولار)، شمار 6/0 یون(فراکس 3 ةشمار
����مولار) 8/0 یون(فراکس 6 ةمولار) و شمار

  

    6         5        4          3          2           1 
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روش  گیري پروتئین به نتایج حاصل از اندازه
ت پروتئین در ظنشان داد که غلبرادفورد 
ترتیب  به 8/0 و 7/0، 6/0، 5/0، 4/0 هاي  فراکسیون

 لیتر میکروگرم در میلی 164و  204 ،244 ،502، 223
دهد  نشان می TMBبوده است. نتایج حاصل آزمایش 

 در حضور تترامتیل 7/0و  6/0هاي   که فراکسیون
خالص بنزیدین تغییر رنگ نداشته بنابراین لاکتوفرین  

  باشد.   می
  

���†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿�� �¶�Ì�°�Œ�e�� �Ê�]�Z�Ë�•�•�Y�� �•�Y�� �¶�•�Z�u�� �l�Ë�Z�f�¿

�[�M�������¾�Ì�f�°�a�
�€�Ì�À�a����
�Á�� �Z�e�•�� �¶�Ì�ˆ�¿�Z�f�a���•�Y�|�¿�Y�Ç���·�Á�‚�Ë�Y�� �†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿�� �È���¾�Ì�X�e�Á�€�a

�[�M���€�Ì�À�a/���¾�Ì�f�°�a����

 ۀنتایج نشان داد با افزایش نسبت پکتین به ایزول

 که بهمیزان بار منفی بیشتر شده پنیر  پروتئین آب
 شده در پی نانوذرات تشکیلمنفی  افزایش سطح شارژ

  ). 2 شکلگردد ( افزایش پتانسیل بار منفی مربوط می
ها  اي براي فرمولاسیون امولسیون نتایج مشابه

گزارش شده ) 2008و همکاران (  Mirhosseiniتوسط
است. در حقیقت میزان پتانسیل زتاي بالا (مثبت یا 
منفی) با ایجاد شارژ الکتریکی بالاتر روي سطح 

قوي در  ۀامولسیون و ایجاد نیروهاي دافع هاي هقطر
و  مودهاز تجمع آنها در محلول محافظت ن ها هبین قطر

  ).Honary & Zahir, 2013نماید (  سیستم را پایدار می

pH 

�� ��

pH 
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با روش بعد از  سازي اسیدي) بو ( )Pr-Aبا روش قبل از ساخت ( سازي یدياس )(الف .شده است داده  ها با حروف نشان یانگینم ۀمقایس
  )Po-Aساخت (

  
شده ازطریق روش  هاي تشکیل نانوکمپلکسدر 
ترین  پایین (Pr-A) سازي قبل از اختلاط اسیدي

در نسبت  WPI–HMPپتانسیل زتا مربوط به تشکیل 
باشد. همچنین نتایج نشان داد که در  می pH=3و  1:2

 pH=4) در Po-Aسازي بعد از اختلاط (  روش اسیدي

 ثیري بر پتانسیل زتا نداردأت WPI–HMPنسبت 
داري  ثیر معنیأت pH=5/3و  pH=3). اما در >05/0�3(

). کمترین پتانسیل زتا در <005/0�3دیده شد (
و  2:1در نسبت  WPI–HMP ةشد کمپلکس تشکیل

3=pH ) 2 شکلدیده شده است.(  
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WPI/HMP��  

دهد  گیري قطر ذرات نشان می نتایج حاصل از اندازه
 ة)، اندازPo-A) و (Pr-A)، در هر دو روش (2شکل (

نانوذرات با کاهش نسبت پروتئین به پکتین، افزایش 
)، در Pr-Aدر روش ( WPI–HMPیابد. کمپلکس  می

 710( کوچک ةنانوذراتی با انداز pH=3و  2:1نسبت 
 ةترین انداز که بزرگ گردد. درحالی ) تولید مینانومتر

بود  pH=5/3و در  1:2 )، نسبتPo-Aذرات در روش (
  ).الف- 3(شکل 

افزایش شارژ  pHدهد که با کاهش  نتایج نشان می
هاي  لکولوپنیر و بار منفی م پروتئین آب ۀمثبت ایزول

 ةنانوذراتی با انداز ۀافتد که درنتیج پکتین اتفاق می
نانوذرات  ةدیگر، انداز گردد. ازطرف تر ایجاد می کوچک

پنیر افزایش  آب ۀزولبا افزایش نسبت پکتین به ای
افزایش  ۀیابد. این حالت ممکن است درنتیج می

هاي بیشتر  کارگیري غلظت بیرونی با به ۀضخامت لای
  بیوپلیمر باشد.

و همکاران  Peinadoآمده،  دست هیید نتایج بأدر ت
ساکاریدها به  گزارش نمودند که افزودن پلی) 2010(

قطر سوسپانسیون نانوذرات پروتئین سبب افزایش 
گردد که تمایل به ایجاد رسوب دارند و این  ذراتی می

ساکارید اطراف ذرات  پلی ۀخاطر تجمع لای امر به
هاي عرض بین  ایجاد پل دلیل بهنی و یا ئیپروت

  باشد (شکل شده می پروتئینی تشکیل هاي تجمع
) در Po-Aسازي ( کلی روش اسیديطور به). ب-3

هایی با ذرات  مقایسه با روش دیگر ایجاد کمپلکس
گونه  توان این نماید که این مسئله را می تر می بزرگ

نمودن به  توضیح داد که روش تدریجی اسیدي
ی ساختار یمنظور بازآرا ها زمان بیشتر به کمپلکس

 ).Bédié �H�W �D�O���� 2008دهد ( خود می ةفشرد
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���†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿WPI–HMP�����•�{pH�Z�Å�É���¦�¸�f�z�»   
 بازده رسوب کمپلکس در هر دو روش نتایج حاصل از

افزایش و با افزایش  WPIمورداستفاده با افزایش نسبت 
pH  تواند ناشی از  ابد این امر میی کاهش می 4به  3از

ثیر متقابل بهتر ناشی از افزایش بار منفی پکتین و بار أت
 ����Bédié �H�W �D�Oباشد ( pHدر اثر کاهش  WPIمثبت 

یی ریزپوشانی لاکتوفرین انتایج حاصل از کار .)2008

ترین میزان لاکتوفرین در  ینینشان داد که بالاترین و پا
و نیز در هر دو  pH=4) و در Po-Aدر روش ( 2:1نسبت 

  مشاهده شد. pH=3روش در 
نتایج نشان داد که بازده ریزپوشانی در روش 

داري  طور معنی ) بهPr-Aسازي قبل (  اسیدي
باشد.  ) بیشتر از این بازده در روش دیگر می>005/0�3(

شده در  شباهت زیادي در توزیع سایز نانوذرات مشاهده
  ).4گردد (شکل  مشاهده می SEMو  AFMهر دو تصویر 
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����

�� �•�Y�� �¶�•�Z�u�� �l�Ë�Z�f�¿SEM���� �ÁAFM���†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿��HMP����
WPI 
که نانوذرات کمپلکس اشکال  حاکی از این استنتایج 

ذراتی در حد نانو داشته و طیف  ةکروي و انداز
  دهند. ذرات را نشان می ةاي از انداز  گسترده

����

�·�Á�‚�Ë�Y�� �†�°�¸�b�¼�¯�Â�¿�Z�¿�� �€�i�Y�� �Ê�‡�•�€�]�� �•�Y�� �¶�•�Z�u�� �l�Ë�Z�f�¿�È��

�[�M�� �¾�Ì�X�e�Á�€�a�����d�‡�Ô�]�Â�X�f�‡�Y�� �µ�Â�¸�‡�� �É�Á�•�� �¾�Ì�f�°�a�
�€�Ì�À�a

MG63�����Š�Ë�Z�»�•�M���–�‡�Â�eMTT����

 ۀنتایج حاصل از بررسی اثر نانوکمپلکس ایزول
توسط  MG63پنیر/پکتین روي سلول استئوبلاست  آب

هاي  دهد که سلول نشان می MTTآزمایش 
پروتئین  ۀایزول استئوبلاست در مجاورت با لاکتوفرین و

لاکتوفرین  .اند افزایش رشد و تکثیر داشته پنیر آب
لیتر  میکروگرم بر میلی 50شده با غلظت  ریزپوشانی

رشدي معادل کنترل  WPI/HMPتوسط نانوکمپلکس 

لاکتوفرین با  ۀه نمونمثبت داشته است و ازآنجاک
درصد  16لیتر داراي  میکروگرم بر میلی 50غلظت 

 ،افزایش رشد نسبت به کنترل مثبت بوده است
تمامی لاکتوفرین در  توان نتیجه گرفت که تقریباً می

شده و یا با اتصال به  ترکیب یادشده ریزپوشانی
کمپلکس از دسترس سلول دور مانده است، اما نتایج 

 100شده با غلظت  وفرین ریزپوشانیحاصل از لاکت
لیتر توسط نانوکمپلکس  میکروگرم بر میلی

WPI/HMP  درصد را نشان  113رشدي معادل
درصد  13این مطلب است که ة کنند   دهد و بیان می

افزایش رشد نسبت به کنترل مثبت بوده و ازنظر 
میکروگرم بر  50آماري در سطح لاکتوفرین با غلظت 

نتایج  ۀبنابراین با مقایس ).5 (شکل شدبا لیتر می میلی
نیمی از  توان نتیجه گرفت حدود ذکرشده می

شده  ریزپوشانی WPI/HMP+LF100ها در  لاکتوفرین
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ماند تا موجب افزایش رشد  و نیمی آزاد باقی می
  سلولی گردد.

 میزان رشد براي ترکیب لاکتوفرین و پکتین در هر
لیتر  میکروگرم بر میلی 100 و 50دو غلظت 

ي موردبررسی بوده ها تمامی نمونه لاکتوفرین بیشتر از
رغم داشتن تفاوت عددي ازنظر آماري با  است که علی

داري ندارند، اما با سایر  یکدیگر اختلاف معنی
داري  هاي مورد آزمایش اختلاف معنی  نمونه

دلیل این  . این امر شاید بهمشاهده شد) >005/0�3(
کتوفرین به لاکتوفرین بار باشد که ترکیب پکتین با لا

��Bengoechea �H�Wدهد ( منفی می �D�O���� 2011 و (
 تواند بهتر در دسترس سلول قرار گیرد. لاکتوفرین می

هاي حاوي ترکیب لاکتوفرین و  نمونه نتایج حاصل از
میکروگرم بر  100 و 50در هر دو غلظت  پنیر آب

لیتر لاکتوفرین که هیچ رشد سلولی را نشان  میلی
نماید یعنی اینکه  دهد این تحلیل را ثابت می نمی

ترکیب هر دو پروتئین با بارهاي مثبت سبب افزایش 
بار مثبت در محلول شده و از تکثیر سلول 

  استئوبلاست جلوگیري نموده است.
 نیکه لاکتوفردهد  ن نشان مییسایر محقق جینتا

 زیبقا و تماافزایش باعث  یشگاهیآزما طیدر شرا
 ستئوکلاستا لیوبلاست و مهار تشکاستئهاي  سلول

و در زمان کمبود استروژن از کاهش بافت شود  یم
��Naot �H�Wنماید ( استخوان جلوگیري می �D�O., 2012 .(

دهد که  آزمایشگاهی نشان می هاي ههمچنین مطالع
هاي استئوبلاست در مجاورت لاکتوفرین  تکثیر سلول
میکرورم در  10که در غلظت  طوري به ابد،ی  افزایش می

برابر شده و در  2لاکتوفرین، تقسیم هسته لیتر  میلی
برابر خواهد  5 ،لیتر میکروگرم در میلی 1000غلظت 

  ). Cornish �H�W���D�O., 2004( شد
روي تمایز، تکثیر و فعالیت  ها تحقیق

 100دهد که در غلظت   ها نشان می استئوبلاست
ح سط و بالاتر لاکتوفرین،لیتر  میکروگرم در میلی

با میزان ثابت سلول  افزایش داشته و شدن معدنی

ثیر لاکتوفرین بر ساخت ماتریکس أاستئوبلاست نیز ت
و همکاران  Comish. باید  خارج سلولی افزایش می

علاوه  به )2008و همکاران ( Takayama) و 2004(
شده که لاکتوفرین باعث افزایش طول عمر  داده نشان

ها در  آپوپتوز استئوبلاستشود و  ها نیز می استئوبلاست
که در حضور  طوري یابد به حضور لاکتوفرین کاهش می

لاکتوفرین، این لیتر  میکروگرم در میلی 50غلظت 
 مقداررسد و وابسته به  میدرصد  50میزان به کمتر از 

 ,.Cornish �H�W �D�O���� 2004; Grey �H�W �D�Oیابد ( کاهش می

2006.(  
آزمایشگاهی نشان داده است که  هاي همطالع

ها و کاهش  لاکتوفرین ازطریق افزایش استئوبلاست
هاي  پتوز سلولوپتوز آنها و نیز ازطرق افزایش آپوآپ

استئوکلاست سبب افزایش تراکم استخوان گردد 
)Cornish �H�W�� �D�O., 2004ن ی). همچنین نتایج محقق

 ها پتوز استئوبلاستواین مطلب است که آپ ةکنند بیان
لاکتوفرین مهار لیتر  میکروگرم در میلی 10در غلظت 

 ).Hou �H�W���D�O., 2014گردد ( می
ترکیب  هاي کنترل مثبت، نتایج مربوط به نمونه

همراه با WPI و نیز ترکیب پکتین با WPI پکتین با 
دهند  لیتر لاکتوفرین نشان می گرم بر میلی میلی 50

اختلاف ها در یک سطح قرار دارند و  که این نمونه
) این نتایج >05/0�3داري با یکدیگر ندارند ( معنی

تواند بحث مربوط به دخالت بارهاي سطحی در  می
منظور که بارهاي  یید نماید بدینأرشد سلولی را ت

خنثی شده است  WPIبا بارهاي مثبت  HMPمنفی 
عادي رشد نماید. درخصوص  طور بهتا سلول بتواند 

که  WPI+HMP+LF100و  WPI ،LF50هاي   نمونه
باشند. ضریب رشد در  ازنظر آماري در یک سطح می

 116و  113 ،4/112ترتیب  مقایسه با کنترل مثبت به
داراي ضریب رشدي  LF100 ۀباشد. نمون درصد می

درصد بوده که ازنظر آماري با سایر  5/127معادل 
  ).>05/0�3داري دارد ( ها تفاوت معنی  نمونه
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Hou ) و 2015و همکاران (Takaoka و همکاران

در تکثیر و تمایز  به بررسی اثر لاکتوفرین) 2011(
 افزایشی تنظیم ازطریق استئوبلاست موش هاي سلول

رشد پرداختند، نتایج نشان داد  فاکتور بیان انسولین و
اند نتایج  هاي استئوبلاست افزایش یافته که رشد سلول

 ن همخوانی دارد.یتحقیق حاضر با نتایج این محقق
تواند همانند  رسد که لاکتوفرین می نظر می طور به این

ثر باشد و ؤسازي م عوامل رشد دیگر در استخوان
یت ترمیم استخوان را بهبود بخشد. کیفیت و کمّ

مشاهده شده است که لاکتوفرین گاوي در شرایط 
لیتر  میکروگرم در میلی 100آزمایشگاهی در غلظت 

 Cornishید (نما ها را متوقف می  تشکیل استئوکلاست

�H�W���D�O., 2004.(  
��Kim �H�Wتوسط ( لاکتوفرین در بستر تیتانیوم اثر

�D�O., 2014 (منظور افزایش فعالیت سلول  به
و موردبررسی قرار دادند  MG-63 ةرد استئوبلاست

بیان کردند که فعالیت استئوبلاست، باعث فعالیت 
کشت بسترهاي  و کلسیم در شدهآلکالن فسفاتاز

 کشت سلول درم و لاکتوفرین نسبت به وتیتانی
این امر  اند، بیشتر رسوب کرده تنها موبسترهاي تیتانی

حرکت  تیتانیوم و لاکتوفرین بی ۀدهد که لای نشان می
  ه است.ثر بودؤدر افزایش فعالیت استئوبلاست م

طور  هاي جدید نیز به تشکیل استئوکلاست
 100که در غلظت  طوري یابد به داري کاهش می معنی

لاکتوفرین، تشکیل لیتر  میکروگرم در میلی
ثیري أولی لاکتوفرین ت شود. ها متوقف می استئوکلاست

 هاي ههاي بالغ ندارد. در مطالع تبر استئوکلاس

دیده شد که تزریق لاکتوفرین در  1سلولی درون
هاي نر باعث افزایش ضخامت  موش 2کالواریا همی

 ویژه در غلظت شود. به میاستخوان در سمت مورد نظر 
برابر گروه  4این ضخامت لیتر  گرم در میلی میلی 4

  ). Cornish �H�W���D�O., 2004کنترل بوده است (
) نیز 2004و همکاران ( Grey همچنین توسط

) LRP2) و (LRP1در سطح (که  اند گزارش کرده
هایی وجود دارند که در اثر اتصال لاکتوفرین به  گیرنده

دقیقه اندوسیتوز  30لاکتوفرین پس از ها  این گیرنده
همچنین لاکتوفرین قادر است  گردد. می

را تحریک  p42/44 MAP kinasesفسفوریلاسیون 
طریق سبب تکثیر بیشتر سلول  نموده و ازاین

  استئوبلاست گردد.
که  )1997و همکاران ( Hillگزارش شده است 

هاي استئوبلاست و  رشد و تزاید سلول
ها نیاز به فاکتورهاي رشد اختصاصی  الیگودندروسیت

ها  دارند هنگاهی که این سلول IGF-IIو  IGF-Iنظیر 
رسد  می  نظر هشوند ب از فاکتور رشد محروم می

ها  شود و این سلول مسیرهاي مرگ سلولی فعال می
افتد.  کشند یعنی آپاپتوزیس اتفاق می خودشان را می
و  WPI+LF50، WPI+LF100هاي    اینکه در نمونه

HMP نام براي    تجمع زیاد بارهاي همWPI+LF50  و
WPI+LF100  بار مثبت و برايHMP  بار منفی چگونه

شوند و یا  ریزي سلول می شدن مرگ برنامه سبب فعال
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از سایر مسیرها از رشد سلول استئوبلاست جلوگیري 
  اند باید بیشتر مورد بررسی قرار گیرند. نموده

بیان ) 2006و همکاران ( Grey محقق دیگر
بر مسیر وابسته به  دارد که لاکتوفرین گاوي علاوه می

LPR1 سازي  که سبب فعالPI3 kinase  و مهار
P42/44 MAP kinase  شود با مسیر دیگري سبب  می
هد براي د گردد که نشان می تکثیر استئوبلاست می

هاي  شدن مسیر اثر لاکتوفرین بر سلول روشن
  باشد. نیاز می زیادي مورد هاي یقاستئوبلاست تحق

  
�Ä�n�Ì�f�¿���É�€�Ì�³������

  ریزپوشانی لاکتوفرین توسط نانوکمپلکس پکتین
پنیر و ارزیابی تشکیل  پروتئین آب ۀایزولـ 

شده  اثر لاکتوفرین ریزپوشانیآن با هدف  نانوکمپلکس
 MG63سلولی استئوبلاست  ةمانی رد بر رشد و زنده

میزان  ،پکتینمقدار با افزایش موردبررسی قرار گرفت. 
منفی  بارافزایش سطح  که بهبار منفی بیشتر شده 

کمترین . دشو یاستناط مشده  نانوذرات تشکیل
و  2:1در نسبت  WPI–HMPپتانسیل زتا در کمپلکس 

3=pH  .در هر دو روش (مشاهده شدPr-A) و (Po-

Aنانوذرات با کاهش نسبت پروتئین به  ة)، انداز

 pHکه با کاهش  دادنتایج نشان یافت. پکتین، افزایش 
پنیر و بار منفی  پروتئین آب ۀمثبت ایزول بارافزایش 
 ۀافتد که درنتیج هاي پکتین اتفاق می مولکول

گردد.  تر ایجاد می کوچک ةنانوذراتی با انداز
نانوذرات با افزایش نسبت پکتین به  ةدیگر، انداز ازطرف

 ۀتیج. این حالت درنیافتپنیر افزایش  آب ۀایزول
هاي  کارگیري غلظت بیرونی با به ۀافزایش ضخامت لای

نتایج حاصل از بررسی اثر  .استبیشتر بیوپلیمر 
پنیر/پکتین روي سلول  آب ۀنانوکمپلکس ایزول

 دادنشان  MTTتوسط آزمایش  MG63استئوبلاست 
هاي استئوبلاست در مجاورت با لاکتوفرین و  که سلول

اند.  رشد و تکثیر داشته افزایش پنیر پروتئین آب ۀایزول
میکروگرم بر  50شده با غلظت  لاکتوفرین ریزپوشانی

رشدي  WPI/HMPلیتر توسط نانوکمپلکس  میلی
توان نتیجه  لذا می. معادل کنترل مثبت داشته است
 100شده با غلظت  گرفت که لاکتوفرین ریزپوشانی

لیتر توسط نانوکمپلکس، رشدي  میکروگرم در میلی
درصد دارد و ازنظر آماري در سطح  113معادل 

لیتر  میکروگرم در میلی 50لاکتوفرین خالص با غلظت 
  قرار گرفت.
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Abstract 

Lactoferrin is one of the most important bioactive compounds that can increase the activity of 
the immune system and osteogenicity. However, it is sensitive to environmental stresses. Hence, 
the production of functional beverage including encapsulated lactoferrin by noncomplex of 
WPI/HMP was investigated in the current work. Nanocomplex was prepared by a complexation 
of whey protein isolate (WPI)-high methoxyl pectin (HMP) at total biopolymer concentration of 
0.4% (w/w) at pH values of 3, 3.5 and 4 through post and pre-blending acidification procedures. 
In order to encapsulate lactoferrin, it was inserted to the WPI/HMP complex in which formed 
by the ratio 2:1 and pre-acidification (Pr-A).The results of Zeta-potential and particle sizes 
showed that by increasing HMP, the negative sites of the complex increased as well as the size 
of nano-particles. The effect of entrapped lactoferrin in WPI/HMP nano-particles on 
osteoblastic proliferation by MTT assay showed WPI/HMP+LF50 μg/mL a growth equal to the 
rate of positive control. For example the pure lactoferrin concentration of 50 μg/mL progressed 
16% growth compared to the positive control. Therefore, it can be concluded that almost all 
lactoferrin in WPI/HMP+LF50 μg/mL combined or complexed and the cell access failed. The 
lactoferrin entrapped by WPI/HMP+LF100 μg/mL had a 113% growth and statistically occured 
at level of pure lactoferrin 50 μg/mL. 
Keywords: Beverage, Lactoferrin, Osteoblast, Pectin, Whey Protein Isolate 

  
 


