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  خاویاری ماهی غضروف از سولفات کندروئیتین استخراج

(Acipenser stellatus) تکثیر بر آن القایی اثر بررسی و 

 انسانی فیبروبلاست
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 چكيده
 دارند. ضورح ماهيان اين غضروف در که باشندمي خاوياری ماهيان در موجود هایآمينوگليكان گليكوز ترينمهم از هاسولفات کندروئيتين :زمينه

  تند.هس برخوردارنيز  زخم ترميم و آرتروز درمان در باليني اهميت از بهداشتي، و آرايشي غذايي، صنايع در اهميت بر علاوه ترکيبات اين

 در ماهي غضروف پودر گرم ۲9/۰) برون ازون ماهي غضروف از (CS) سولفات کندروتين استخراج حاضر تحقيق در :هاروش و مواد

 ومپيريوني ستيل کاتيوني نمک از استفاده با و ساعت 38 و 3۲ هایزمان در وپپسين تريپسين آنزيمي هضم توسط (PBS1X بافر ليترميلي 3۰

 از انسان وستپ از شده جدا هایفيبروبلاست تكثير القای بر سولفات کندروتين ثيرأت بررسي منظور به شد. انجام (CPC )روش کلرايد

 رتيما توسط آنزيمي هضم ترينمناسب و زمان بهترين گرديد. استفاده ساعت ۲۲ و 48 ،۲4 زماني هایدوره در MTT سنجيرنگ روش

 نوع شناسايي جهت FT-IR آناليز و شده انتخاب SDS-PAGE الكتروفورز الگوی روی از وپپسين تريپسين هایآنزيم با حرارتي

  رفت. بكار شده تخليص سولفات کندروئيتين

ساعت بيشترين هضم پروتئيني را نشان داد. در اين شرايط  38به الگوی الكتروفورز، تيمار آنزيمي تريپسين با مدت زمان با توجه  :هايافته

 ( توسط آناليزC4Sيتين سولفات از نوع چهارم )ئدرصد تخمين زده شد. حضور کندرو ۲6/4بازده توليد کندروئيتين سولفات برابر 

FT-IR های های استخراجي از غضروف تأثير افزايشي وابسته به غلظت بر ميزان تكثير سلولمشخص گرديد. کندروئيتين سولفات

درصد، نسبت به کنترل در  36۲ليتر بيشترين افزايش تكثير برابر با ميكروگرم بر ميلي 3۰که در غلظت  طوری هفيبروبلاست را نشان داد، ب

 ده گرديد.های فيبروبلاست مشاهسلول

 لذا ،باشدمي تفيبرويلاس هایسلول رشد بر تحريكي اثر دارای دوز به وابسته صورت به شده تخليص سولفات کندروتين :گيرینتيجه

  شود. واقع ثرؤم فيبروبلاست هایسلول تكثير القای و زخم ترميم و التيام فرايندهای در تواندمي

 برون ازون ماهي سولفات، کندرويتين غضروف، سلولي، تكثير :کليدی واژگان
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 مقدمه
 ساکاریدهایپلی (GAGs) هاگلیکوزآمینوگلیکان

 ید ذرات از متشکل که هستند زنجیری راست آنیونی

 ای آمین )گلوکز هگزوزآمین شونده تکرار ساکاریدی

 سیدا )گلوکورونیک اسید یورونیک و آمین( گالاکتوز

 فات(سول کراتان )در گالاکتوز یا اسید( ایدورونیک یا

 دموجو رایج هایگلیکوزآمینوگلیکان (.۱-۴) باشندمی

 ینکندروئیت شامل پرندگان و پستانداران هایگونه در

 هیالورونان (،DS) سولفات درماتان (،CS) سولفات

 هپارین و سولفات هپاران اسید(، هیالورونیک )یا

 بجز (GAGs) هاگلیکوزآمینوگلیکان تمامی باشند.می

 هانپروتئوگلیکا گلیکان ةزنجیر عنوان به هیالورونان

 سماتریک در سولفات کندروئیتین (.۵) شوندمی سنتز

 مختلف هایبافت سلولی سطح و سلولی خارج

 گلیکوز این (.۱-۴) دارد وجود پرندگان و پستانداران

 خونی، هایرگ ها،تاندون استخوان، در آمینوگلیکان

 این در (.۶-۸) دارد حضور غضروف و عصبی بافت

 که غضروفی هایبافت در CS حضور بیشترین میان

 ةمینز ماده در کلاژن ةشد تنیده مه به ةشبک از متشکل

 و هیالورونان ها،گلیکوپروتئین از شکلیبی

 دستگاه در CS ةزنجیر شود.می یافت هاپروتئوگلیکان

  توالی اصلاح توسط گلژی

(Sequental modification) مریزاسیونپلی از پس 

 گلوکورونیک شونده تکرار ساکاریدی دی واحدهای

 گالاکتوزآمین استیل -ان و (GlcUA) اسید

(GAlNAc) تشکیل به منتهی که شودمی سنتز 

 ودشمی ساکاریدها پلی این در متنوع هتروژن ساختار

 اویح گالاکتوزآمینی سولفات کندروئیتین (.۴-۱)

 دیساکاری دی ذرات از متشکل گالاکتوزآمینوگلیکان

 GalNAc β 1→] [→4 GlcUA β1→3 شونده تکرار

 دو از یکی در معمولاً ساکاریدی دی ذرات باشد.می

 اندشده سولفاته GalNAc از C-6 یا C-4 موقعیت

 از غنی A (CS-A) سولفات کندروئیتین (.۵)

[GlcUA-GalNAc (4s)] سولفات کندروئیتین و 

 C (CS-C) از غنی [GlcUA-GalNAc (6s)] 

 دی از مخلوطی تواندمی CS زنجیره هر (.۹) باشدمی

 رو این از (.۱۱) باشد متفاوت طول با ساکاریدهای

 تواندمی طبیعی سولفات کندروئیتین مولکولی وزن

  داشته دالتون( کیلو ۱۱۱ تا ۵۱) متفاوتی ةگستر

  (.۱۱) باشد

GAGاملش مختلف فیزیولوژیکی پاتو فرآیندهای در ها 

 ریتراب و متابولیسم سلول، تمایز و رشد خون، انعقاد

 (signaling) دهیعلامت ویروسی، عفونت لیپیدها،

 و وژنزآنژی التهاب، ماتریکس، به سلول و سلول به سلول

 رنظی مختلف هایپروتئین با تعامل طریق از سرطان

 ددارن نقش هاسایتوکائین و هاآنزیم رشد، فاکتورهای

 رد تا ساخته قادر را آنها مختلف هایقابلیت این (.۱۱)

 نقش بهداشتی و آرایشی و غذایی دارویی، هایزمینه

 کاربردهای سولفات کندروئیتین (.۱۱) باشند داشته

 ویروسی عفونت آرتروز، درمان در دارویی و غذایی

 دارد دکب باززایی و عصبی بافت ترمیم مالاریا، هرپس،

 نیز زخم ترمیم در هاسولفات کندروئیتین همچنین (.۱۱)

 تحریک با ارزش با هایماکرومولکول این ثرند.ؤم

 (MAPK) میتوژن با شده فعال کیناز پروتئین مسیرهای

 مسیرهای (.۱۴) دارند بسزایی نقش زخم ترمیم تسریع در

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) 

 پاسخ برای هاسیگنال سازییکپارچه و تقویت ایستگاه

 هامحرک از متنوعی طیف به مناسب فیزیولوژیک

 کثیر،ت شامل سلولی فیزیولوژیک هایپاسخ باشند.می

 باشدیم پستانداران در آپوپتوز و التهابی پاسخ توسعه،

 هایسلول تحریک باعث هاسولفات کندروئیتین (.۱۵)

 و چسبندگی تکثیر، مهاجرت، به فیبروبلاست

 دیگر مشابه CS (.۱۴) شوندمی ماتریکس گذاریرسوب

 هایروش توسط مختلف جانوری منابع از ساکاریدهاپلی

 تجاری تولید (.۱۵) آیدمی دستهب تخلیص و استخراج

CS مرغ، خوک، گاو، ضایعات در آن حضور به متکی 
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 (.۱۶) باشدمی ماهی سفره و کوسه مانند غضروفی ماهیان

 چون پستاندارانی بافت از CS ةعمد تولید حال این با

 به توجه با اما (.۱۱ و ۱۵) گیردمی صورت گاو و خوک

 لشک اسفنجی انسفالوپاتی چون هاییبیماری وجود

 توجه غذایی هایبحران سایر همچنین و (BSE) گاوی

 و هامیکروارگانیسم اکتشاف به مطالعات افزون روز

 از جدید منابع یافتن برای دریایی هایارگانیسم

 شده معطوف (Glycoconjugates) هاگلیکوکانژوگه

 منبعی حیات، أمنش عنوان به دریاها (.۱۸-۱۱) است

 ینا اند.داده جای خود در را طبیعی محصولات از نظیربی

 ها،اسفنج ها،ماهی چون موجوداتی بدن در ارزش با مواد

 تنان، نرم ها،بریوزوان ها،تونیکات ها،جلبک

 توجه با حال (.۱۱) اندنهفته آبزیان سایر و هاسیانوباکتری

 همچنین و دریا از جدید داروهای یافتن اهمیت به

 یوانیح منابع از شده تخلیص هایگلیکوکانژوگه خطرات

 هایژگیوی با سولفاتی کندروئیتین یافتن منظور به و

 فاوتمت دیسپرسیتیپلی و مولکولی جرم چون جدیدی

 اتسولف گروه اتصال متفاوت هایجایگاه واسطه به که

 و خاص هایبافت به مرتبط بیوسنتز فرآیندهای در

 ،(۱۱) شوندمی ایجاد مختلف موجودات در هاگونه

  برون ازون ماهی روی بر را حاضر تحقیق

(Acipenser stellatus) ترینارزش با از یکی که 

 این کردیم. اجرایی باشدمی خزر دریای خاویاری ماهیان

 لحاظ از جنسی بلوغ بودن زودرس دلیل به ماهی

 هب تواندمی و بوده ارزشمند فیله و خاویار استحصال

 ۱۱) باشد مطرح سودآور پرورشی آبزیان از یکی عنوان

 از زیادی ضایعات آن فراوری طی در بنابراین (.۱۴ و

 منبع که شودمی تولید سر و پوست غضروف، جمله

 لذا .سازندمی فراهم را فعال زیست ترکیبات از مناسبی

 کندروئیتین شناسایی و جداسازی ضمن مطالعه این در

 Acipenser برون ازون ماهی غضروف از سولفات

stellatus، هایسلول تکثیر روی بر آن اثرات 

  ارزیابی مورد انسان پوست از شده جدا فیبروبلاست

 گرفت. قرار

 هاروش و مواد
 

 هامهره ستون سازیآماده

 به و شده تهیه لاهیجان محلی بازار از هامهره ستون

 لوژیبیو تحقیقات مرکز به یخ همراه به و ایمن صورت

 در و منتقل کرمانشاه پزشکی علوم دانشکده پزشکی

 زمان در شدند. نگهداری استفاده زمان تا -۱۱ فریزر

 روش اساس بر هاغضروف سازی آماده آزمایش،

 ابتدا .شد انجام همکاران و( Maccari) ماکاری

 جداسازی منظور به قیچی توسط اولیه هایپاکسازی

 اهمهره ستون از اضافه پیوندی هایبافت و گوشت

 بافر و مقطر آب با سپس ،یخ( روی )بر گرفت صورت

PBS 1X ( ۱/۱ مولار PH ۶/۱ برابر) داده شستشو 

 دهش ریز کاملاً کاتر با غضروفی بافت ادامه در شدند.

 -۵۱ فریزر در درایر فریز دستگاه به ورود برای و

 با دمایی هم جهت دقیقه ۱۱ مدت به سلسیوس درجه

 ورمنظ به شدن خشک از پس شدند. نگهداری دستگاه

 پودر د.ش استفاده صنعتی آسیاب از مناسب پودرة تهی

 -۱۱ فریزر در آزمایش شروع زمان تا غضروفی

 (.۱۱) شد نگهداری
 

 روش به سولفات کندروئيتين تخليص

(Cetyl pyridinium chloride :CPC) 

 از CPC روش به سولفات کندروئیتین تخلیص در

 پودر گرم ۱۵/۱ .شد استفاده همکاران و (Im) ایم روش

 دش زداییچربی استون توسط خاویاری ماهی غضروف

 نگهداری استون حذف برای اتاق دمای در سپس و

 و گردید حل PBS1X بافر لیترمیلی ۱۱ در و گردید

 )وزنی آنزیم ۱۱ به ۱ نسبت به آنزیمی تیمار انجام برای

 مارتی انجام جهت شد. استفاده سوبسترا به حجمی( -

 ایهبازه در پپسین و تریپسین هایآنزیم از آنزیمی

 گردید استفاده C° ۱۱ دمای در ساعت ۱۸ و ۱۱ زمانی

 شدند جوشانده تیمارها دقیقه ۱۱ مدت به سپس (.۱۵)

 نهایی حجم تا M ۱/۶ اسید کلرواستیک تری فیلترا به و

 هایپروتئین شد. اضافه حجمی -حجمیدرصد  ۵
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 ۱۱ زمان مدت در rpm ۱۱۱۱ دور با پلیت در موجود

 زا پس شدند. سانتریفیوژ C°۴ منهای دمای در و دقیقه

 ۸۱ اتانول کمک به مرحله این رویی مایع دادن رسوب

 پلیت .قبل( شرایط )مطابق شد سانتریفیوژاً مجدد درصد

 محلول با و حل آب در سپس و خشک مرحله این در

 ۱ نهایی حجم با( CPC) کلراید پیریدینیوم ستیل

 ساعت یک مدت به و مخلوط حجمی - وزنی درصد

 رایطش با سانتریفیوژ مجدداً شد. نگهداری اتاق دمای در

 تپلی گردید. نگهداری رسوب و گرفت صورت قبلی

 اتانول توسط و حل سدیم کلرید مولار ۵/۱ محلول در

 مجدداً و شد داده رسوب حجمی - حجمی درصد ۸۱

 و حل آب در نهایی رسوب گرفت. صورت سانترفیوژ

 دالتونی کیلو ۵/۱ دیالیز کیسه با روز ۱ مدت به سپس

 د.ش دیالیز گرادسانتی درجه ۴ دمای در آلدریچ( )سیگما

 (.۱۶) شد لیوفیلیزه نهایی رسوب نهایت در
 

 SDS-PAGE الكتروفورز

 آکریل ژل از (SDS-PAGE) الکتروفورز انجام جهت

 لدسی دو سدیم -تریس بافر در درصد ۵/۱۱ غلظت با آمید

 -تریس بافر در هانمونه .شد استفاده ،pH، ۸/۸ با سولفات

 در دقیقه ۱۱ مدت به (الکترود بافر) pH ۸/۱ با گلایسین

 دقیقه ۹۱ مدت به ولت ۱۵۱ در سپس و ولت ۵۱ ولتاژ

 به -۱۵۱R آبی کوماسی رنگ با ژل .گردید الکتروفورز

 برای ادمه در شد. آمیزیرنگ شیکر روی ساعت ۱ مدت

 بریرنگ بار چندین آن از پس و آب با شستشو بریرنگ

 و الگلاسی استیک اسید )متانول، بر رنگ محلول توسط

 از پس گرفت. صورت حجمی( ۸:۱:۱نسبت به مقطر آب

 سیدا در بیشتر هایبررسی برای ژل ،زمینه شدن شفاف

 (.۱۱) شد نگهداری استیک
 

 PAGE الكتروفورز

 غظت با هاییژل از (PAGE) الکتروفورز انجام جهت

 شد. استفاده ،pH ۸/۸ با -HCL Tris در درصد ۵/۱

  pH ۱/۸ گلایسین -تریس بافر در هانمونه

 و ولت ۵۱ ولتاژ در دقیقه ۱۱ مدت به الکترود( )بافر

 الکتروفورز دقیقه ۹۱ مدت به ولت ۱۵۱ در سپس

 سپس و دقیقه ۵۱ مدت به بلو آلسیان رنگ با ژل گردید.

 برای دقیقه ۱۵ مدت به درصد ۱ استیک اسید با رنگبری

 .(۱۸) شد آماده بررسی
 

 انسان پوست از فيبروبلاست جداسازی

 تپوس از انسانی فیبروبلاست آوردن بدست برای

 محیط در پوست گردید. استفاده نوزاد گاه ختنه

DMEM و سیلین)پنی بیوتیکآنتی حاوی 

 زمایشگاهآ به استریل شرایط تحت و استرپتومایسین(

 پزشکی بیولوژی تحقیقات مرکز سلولی کشت

 محلول هاسلول جداسازی برای شد. منتقل کرمانشاه

DMEM با و خارج پوست محیط از FBS شستشو 

 تیمار با مرحله چند طی در اپیدرم سپس شد. داده

 طعاتق به درم شد. جدا تریپسین و اکتینیدین آنزیمی

 در و تقسیم قیچی وسیلهه ب مترمیلی ۱ از ترکوچک

 هافلاسک شد. داده کشت لیتریمیلی ۵۱ هایفلاسک

 اکسید دی درصد ۵ و C ۱۱° )دمای انکوباتور به

 تویمح کامل کشت محیط سپس شدند. منتقل کربن(

DMEM گاوی جنین سرم درصد ۱۱ با  

(Fetal bovine serum،) L-gluamine، سیلینپنی 

 ۱۱۱ استرپتومایسین لیتر،میلی هر در واحد ۱۱۱

 پس د.ش اضافه فلاسک به لیترمیلی هر در میکروگرم

 یکبار روز سه هر شده داده کشت هایسلول آن از

 اب هاکلونی پیوستگی هم به از پس شدند. تغذیه

 هاروبلاستفیب اکتینیدین و تریپسین آنزیم از استفاده

 ونسوسپانسی ةتهی از پس و شدند جدا هاسلول سایر از

 دیگر فلاسکی در و جمع هافیبروبلاست سانتریفیوژ و

 (.۱۶) شدند داده کشت
 

 فيبروبلاست هایسلول کشت

 ۵ ،هوادرصد  c°۱۱ ،۹۵ دمای در هافیبروبلاست

 نگهداری ساعت ۱۴ مدت به کربن اکسید دیدرصد 
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 DMEM کشت محیط از آنها کشت برای شدند.

 گاوی جنین سرم درصد ۱۱ با آلدریچ( )سیگما

(FBS) مولارمیلی ۱۵ حاوی HEPES،  ۱۱۱ واحد 

 تریلیلیم بر کروگرمیم ۱۱۱  و نیلیسیپن مول بر

 (.۱۶) شدند داده رشد استرپتومایسین
 

 MTT سنجش

  فیبروبلاست هایسلول از cells/well ۱۱۱×۵ ابتدا

 کشت محیط همراه به ایخانه ۹۶ پلیت درون

DMEM درصد ۱ و FBS به حداقل( کشت )محیط 

 کشت اولیه چسبندگی و رشد برای ساعت ۱۴ مدت

 زا شده تخلیص هاینمونه با را هاسلول سپس شدند.

 ۱۱و ۵ )کنترل(، صفر مختلف هایغلظت در غضروف

 ایدم در اًمجدد و شده تیمار لیترمیلی بر میکروگرم

c°۱۱ گذشت از پس سمیت میزان گردیدند. انکوبه 

 کشت محیط سپس شد. سنجیده ساعت ۱۱ و ۴۸ ،۱۴

 از تریکرولیم۱۱۱  چاهک هر به و ریخته دور قدیمی

MTT (۵/۱ بافر در تریلیلیم بر گرمیلیم PBS) اضافه 

 ۵ و c°۱۱ دمای در ساعت ۴ تا ۱ مدت به و شده

 ردنک خارج از پس شد. انکوبه کربن اکسید دیدرصد 

MTT چاهک هر به DMSO جذب میزان و اضافه 

 قرائت نانومتر ۶۱۱ در خوان میکروپلیت با آنها

 (.۱۶) گردیدند

 

  FT-IR طيف آناليز

 روی عاملی هایگروه شناسایی و مواد ساختار

 مادون سنج طیف طریق از شده استخراج ترکیبات

 محدوده در( USA ،BIO-RAD ،FTS-165) قرمز

 این به گرفت. صورت cm-1 ۴۱۱۱ تا ۴۱۱ موج طول

 صورت به کامل، طور به ماده از مشخصی مقدار منظور

  مخلوط ۱:۱۱۱ وزنی نسبت با KBr با قرصی

  (.۱۱) شد
 

 آماری آناليز

 و ۱۱ ویرایش SPSS افزارنرم توسط حاصل هایداده

 باو  ۱۵/۱خطای  درسطح ANOVA یکطرفه آنالیز

 وسطت نمودارها و ندگردید تحلیل توکی تعقیبی آزمون

 شدند. رسم EXCEL افزارنرم
 

 هايافته
 SDS-PAGE الكتروفورز نتايج

 هایآنزیم از آنزیمی روش با CS استخراج در

 بدین د.ش استفاده پپسین و تریپسین اندوپروتئیناز

 ن)تریپسی مختلف آنزیمی تیمار چهار بین از منظور

h۱۸، ترپسین h۱۱، پپسین h۱۸ پپسین و h۱۱) تیمار 

 الگوی به توجه با تریپسین آنزیم با ساعته ۱۸

 شکل) الکتروفورز الگوی در شد. برگزیده الکتروفورز

 ۱۸ )ترپسین ۱ ستون تفاوت توانمی خوبی به (۱

 تریپسین قوی آنزیمی هضم از ناشی که ساعته(

 تک کرد. مشاهده (۱-۵) هاستون سایر با را باشدمی

 شده داده نشان A حرف با که ۱ ستون در موجود باند

 توجه اب که است تریپسین آنزیم خود به مربوط است

 باشد.یم دارا راkDa ۱۱ حدود در وزنی مارکر، به

 وزن اب ژل در نیپسیتر یمولکول وزن در یاندک تفاوت

اوزان  یهاکاتولوگ در( kDa۱۱) استاندارد یمولکول

 از یناش تواندیم امر نیا که شده مشاهده یمولکول

 اندهاب افزایش .باشد الکتروفورز انجام بر حاکم طیشرا

 هایپروتئین ناقص هضم از ناشی ۵ و ۴ ،۱ ستون در

 است. آنزیم توسط غضروف
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آمیزی ( رنگAcipenser stellatusدرصد( تیمارهای آنزیمی غضروف ماهی خاویاری ازون برون ) ۵/۱۱)  SDS-PAGE( الگوی الکتروفورز۱شکل 

(، h۱۱: غضروف تیمار شده با پپسین )۱(، ستون h۱۸: غضروف تیمار شده با ترپسین )۱: غضروف هضم نشده، ستون ۱. ستون -۱۵۱Rشده با کوماسی آبی

 : شامل مارکرهای وزنی.M(. ستون h۱۸: غضروف تیمار شده با پپسین )۵(، ستون h۱۱: غضروف تیمار شده با تریپسین )۴ستون 
 

 سولفات کندروئيتين PAGE الكتروفورز نتايج

 شده استخراج

 در شده استخراج سولفات کندروئیتین حضور ییدتأ برای

 از نآ تقریبی مولکولی وزن آوردن بدست و نهایی رسوب

 بازده (.۱ شکل) شد استفاده PAGE الکتروفورز روش

 خشک وزن اساس بر CPC روش به سولفات کندروئیتین

 شد. زده تخمین درصد ۱۶/۴ حدود غضروف پودر

 یمولکول وزن با شده استخراج سولفات کندروئیتین

 هایغلظت با ۱و  ۶، ۵ های)ستون دالتون کیلو ۴۵-۴۱

 وزن و لیتر(میلی بر گرممیلی ۱۵/۱ و ۵/۱ ،۱ متفاوت

 ۴۱ با برابر ،(۴ )ستون گلیکوزآمینوگلیکان مولکولی

  گردید. ارزیابی کیلودالتون
 

 
 

آمیزی ( رنگAcipenser stellatus) درصد( کندروئیتین سولفات تخلیص شده از غضروف ماهی خاویاری ازون برون ۵/۱) PAGEالگوی الکتروفورز ( ۱شکل 

 : محتوای۱ستون. لیترمیلیبر  میکروگرم ۵/۱ و ۱ هایبا غلظت به ترتیب (داالتون کیلو ۱۱ مولکولی )وزن هپارین مارکر (۱و۱شده با آلسیان بلو. ستون 

 کل( GAGs) گلیکوزآمینوگلیکانی : محتوای۴ستون  (.کیلودالتون ۶۱ تقریبی وزن)حل شده در تریس ـ باز  برون ازون غضروف کل( GAGs) گلیکوزآمینوگلیکانی

 دالتون کیلو ۴۱-۴۵ مولکولی وزن شده با استخراج سولفات : کندروئیتین۱و  ۶، ۵ هایستون (.دالتون کیلو ۶۱ تقریبی وزن) BS 1X محلول دربافر برون ازون غضروف

 لیتر.میلی گرم برمیلی ۱۵/۱ و ۵/۱، ۱های غلظتبه ترتیب در (وزنی مارکر و الکتروفورز الگوی اساس بر)

 دالتون کیلو ۴۵-۴۱
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 FT-IR آناليز نتايج

 زا استخراجی سولفات یتینئکندرو ییدأت منظور به

 آنالیز نمودار در شد. استفاده FT-IR آنالیز از غضروف

 یتینئکندرو عاملی هایگروه قرمز مادون اسپکتروسکوپی

 ماهی غضروف شده تخلیص نمونه در موجود سولفات

 ۱ نمودار) اندشده مشخص CPC روش به برون ازون

 گروه که نانومتر ۱۱۱۱ بالایة ناحی حاصله: باندهای (.ب

 آمیدی؛ گروهنانومتر  ۱۱/۱۶۵۱ هیدروکسیل؛ عاملی

 ۱۹/۸۵۶ سولفوکسید؛ عاملی گروه نانومتر ۴۴/۱۱۱۴

 و ۱۱۵۱ ؛C-O-S عاملی گروه کششی ارتعاش نانومتر

 و ۴۱/۱۴۱۱ و کربن -کربن ارتعاش نانومتر۱۱۵۱

 دهند.می نشان را هیدروژن -کربن نانومتر ۱۱/۱۱۱۱

 یتینئکندرو FTIR طیف روی بر شده آشکار نواحی

 یطیف نواحی با مشابه غضروف از استخراجی سولفات

FTIR استاندارد سولفات یتینئکندرو از حاصله  

(C4S: Sigma) باشد.می 
 

         
 )الف(

 

 

 

 

 
 

 

 
 

 

 )ب( 

 
 

 )ج(
 : الف( غضروف هضم نشده ازون برون. ب( کندروئیتین سولفات تخلیص شده از غضروف ماهی خاویاری ازون برون. FT-IR فی( طنمودار ا

 (.۱) (سولفات استاندارد )سیگما -۴ج( کندروئیتین 

Fig 1) FTIR spectrum. A) Undigested cartilage. B) Purified chondroitin sulfate from sturgeon cartilage.C) Chondroitin 4 
sulfate Standard (Sigma). 
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 MTT نتايج

 در CPC روش با شده تخلیص CS از MTT تست در

 یمارت برای لیترمیلی بر میکروگرم ۱۱ و ۵ هایغلظت

 ،MTT سنجش نتایج شد. استفاده هافیبروبلاست

 هایغلظت در هاسلول تکثیر افزایش و نداشتن سمیت

  .(۱ نمودار). داد نشانرا  کنترل به نسبت مختلف

 ۱۱ غلظت در فیبروبلاست هایسلول تکثیر میزان

 ونانکوباسی هایزمان تمام در لیترمیلی بر میکروگرم

 بر میکروگرم ۵ غلظت از بیشتر داریمعنی طوربه

 حروف ،دارنمو در که بود سولفات یتینئکندرو لیترمیلی

 دهندمی نشان را تفاوت این بودن دارمعنی مختلف

(۱۵/۱≥P.) ۱۴ زا پس فیبروبلاست هایسلول تکثیر 

 هایغلظت در ترتیب به درصد ۱۱۱ و ۱۱۱ به ساعت

 به وابسته افزایش رسید. لیتر بر میکروگرم ۱۱ و ۵

 سلولی تکثیر میزان در متفاوت هایزمان در غلظت

 هایسلول تکثیر میزان که طوریه ب گردید مشاهده

  ۱۶۱ مقدار به ساعت ۱۱ از پس فیبروبلاست

 رسید. درصد
 

 
 (الف)

 

 
 )ب(

 Acipenserلیتر( از غضروف ماهی خاویاری ازون برون )یمیکروگرم بر میل ۱۱و  ۵شده )غلظت  ( القای تکثیر سلولی توسط کندروئیتین سولفات تخلیص۱ نمودار

stellatus حروف  .ساعت ۱۱و  ۴۸، ۱۴، ۱ها بر حسب زمان کشت . ب( درصد تگثیر سلول۱۱و  ۴۸، ۱۴، ۱های نانومتر در زمان ۶۱۱( الف( میزان جذب تیمارها در

 .شد گزارش معیار انحراف ± میانگین صورت به و کنترل هاینمونه با مقایسه در تکثیر درصد صورت به دهد، نتایجنشان می P≤۱۵/۱ دار بودن را در سطحمختلف معنی
 

Fig 2) induction of cell proliferation by purified chondroitin sulfate (5 and 10 μg / ml) from the Acipenser stellatus. 

A) Absorbance of the treatments at 630 nm at 0, 24, 48 and 72 days. B) Percentage of cell proliferation according to 

the culture time of 0, 24, 48 and 72 hours. Different letters show significant at P≤0.05. The results were reported as 

percentage of prolifration in comparison with controls and were reported as mean ± standard deviation. 
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 بحث
 انماهی غضروف از سولفات کندروئیتین تخلیص در

 .است شده استفاده آنزیمی هضم از هاکوسه و خاویاری

 جمله از اگزوپروتئیناز هایآنزیم وبژه به پروتئینازها

 در (.۱۹-۱۱ و ۵) دارند را کاربرد بیشترین پاپایین

 کوسه، ةبال غضروف روی بر شده انجام مطالعه

 جناغ و دنده( و سینه، جناغ )نای، کروکودیل غضروف

 در h۴۸ مدت به پاپائین از آنزیمی تیمار جهت مرغ،

 زا تخلیص بازده بیشترین (.۱) شد استفاده C۶۵° دمای

 غضروف در C۶۱° دمای و h۱۱ مدت به پاپائین آنزیم

 گزارش A. siensis خاویاری ماهی هایمهره ستون و

 واناستخ روی بر پاپائین از نیز ماکاری .(۱۶) است شده

 برای C۶۱° دمای در h۱۴ مدت به خاویاری ماهی

  (.۱۱) کرد استفاده آنزیمی تیمار انجام

 هایآنزیم با توانمی را هاگلیکوزآمینوگلیکان

 هب دارند وجود نیز بافت خود در که اندوپروتئینازی

 (.۱۱) کرد جدا آن به متصل هایپروتئین از اتولیز حالت

 ازاندوپروتئین آنزیم با آنزیمی تیمار حاضر مطالعه در

 با آنزیمی ارتیم بهترین گرفت. انجام تریپسین و پپسین

 شد. حاصل C۱۱° دمای و h۱۸ مدت در تریپسین

 از ینپروتئ حذف به قادر بهینه بطور ساعته ۱۸ تریپسین

 زا ایدسته روش این در بود. شده خرد غضروف بافت

 هایپروتئین شکست از ناشی ترسبک هایپروتئین

 ۱۱ پپسین، ۱۱ ساعت تریپسین تیمارهای در سنگین

 از رودمی انتظار که شدند ایجاد ساعت ۱۸ و ساعت

 (.۱۱) باشند فعال زیست پپتیدهای دسته

 پلی ترکیبات بویژه قندها یبکتر و جداسازی منظور به

 استفاده درصد ۸۱ اتانول از گلیکوزآمینوگلیکان آنیونی

 پیریدنیوم سیتیل از استفاده (.۱۹ و ۱۶) است شده

 تشکیل جهت (Cetyl pyridinium chloride) کلراید

 تینکندروئی سازی خالص در هاآنیون پلی با کمپلکس

  (.۱۸) است گرفته صورت (CS-CPC) سولفات

 بر مطالعه در CPC با تخلیص روش در بازدهی

 گونه خاویاری ماهی هایمهره ستون و غضروف

Acipenser sinensis ۱/۱۱ و درصد ۵/۱۱ ترتیب به 

 ستون بر حاضر مطالعه در است. شده ثبتدرصد 

 آمد. دستهب درصد ۱۶/۴ تکرار سه با بازدهی هامهره

 آنزیم از استفاده علته ب تواندمی اندک بازدهی این

 به سبتن و است اندوپروتئیناز یک که باشد، تریپسین

 زیرا، ند؛کمی ایجاد تریکوچک پپتیدی قطعات پاپایین

 پتیدیپ قطعات این به تواندمی سولفات کندروئیتین

 گردد خارج TCA با رسوب مرحله در و شود متصل

 کیفیت کنترل برای FT-IR اسپکتوفتومتری روش (.۱۱)

CS فطی در گرفت. قرار استفاده مورد شده استخراج 

 سولفات کندروئیتین (FT-IR) قرمز مادون سنج

 در پیک حضور، برون ازون ماهی از شده تخلیص

 کششی ارتعاش دهنده نشان که cm-1 ۱۱۱۱ محدوده

 ناحیه این است. مشهود خوبی به باشد،می OH گروه

 ناغج مانند منابع بسیاری از کندروئیتین استخراج در

  است شده گزارش نیز ماهیان کوسه وغضروف مرغ

 و سولفات -۴ نیتیکندروئ FT-IR فیط (.۱۱ و ۱)

 یشاخص یهاکیپبا استاندارد سولفات -۶ نیتیکندروئ

 آورده نانومتر c۸۱۶ و ۸۵۱ موج طول در ،بیترت به

  .است شده

 شناسایی برای تواندمینانومتر ۸۵۱ پیک اساس این بر

 شناسایی برای نانومتر ۸۱۶ پیک و سولفات -۴ کندروئیتین

 طیف در (.۱) شود استفاده سولفات -۶ کندروئیتین

FT-IR موج طول در پیکی حاضر مطالعه 

 نوع بیانگر که است شده داده نشان نانومتر ۱۹-۸۵۶

 روئیتینکند عنوان به شده تخلیص سولفات کندروئیتین

 مولکولی وزن و است (:kDa ۴۱MW) سولفات -۴

 شده الصخ سولفات کندروئیتین با آمده دستهب تقریبی

 کندروئیتین (.۱۴) دارند مشابهت نهنگ غضروف از

( 4s) [GlcA-Gal NAc] از غنی (CS-A) سولفات -۴
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 و اکسیدانی آنتی هایفعالیت در مهمی نقش که باشدمی

 (.۱۵) کندمی ایفا شرائین تصلب از پیشگیری

 تکثیر القا روی بر CS تحریکی اثرات تحقیق این در

 زخم ترمیم روند در که داد نشان خوبی به سلول

 دیدج ماتریکس توسط دیده آسیب پوست ماتریکس

 هب مهاجر هایفیبروبلاست توسط که کلاژن از غنی

 شدن جایگزین به قادر ،اندشده سنتز زخم محل

 که MAPK مسیرهای تحریک باعث CS باشند.می

 هایولسل انواع تکثیر و آسیب با معمول طورهبً  احتمالا

 مسیرهای بین در (.۱۱ و ۱۶) شودمی ،اندمرتبط خاص

 در مهمی نقش ERK1/2 مسیر ،MAPK مختلف

 این در (.۱۸ و ۱۶) کندمی ایفا سلولی تمایز و تکثیر

 یکتحر باعث تواندمی سولفات کندروئیتین مطالعه

 وست،پ از شده جدا فیبروبلاست گردد هافیبروبلاست

 بر میکروگرم ۱۱ و ۵) شده برده بکار هایغلظت در

 ار فیبروبلاست هایسلول رشد توانست لیتر(میلی

 رود بوده دوز به وابسته افزایش این که دهد افزایش

 ریدامعنی افرایش لیترمیکروگرم بر میلی۱۱ غلظت

 نتایج (.>۱۵/۱P) گردید مشاهده کنترل به نسبت

 حاکی (MTT) سلولی سمیت آزمون از آمده دستهب

 هب پاسخ در سلولی تکثیر توجه قابل افزایش از

 ثیرأت در مشابهی نتایج که بود سولفات کندروئیتین

 خاویاری ماهی گونه از استخراجی کندروئیتین

Acipenser sinensis رشد و زخم ترمیم روند بر 

 (.۱۶) است شده گزارش فیبروبلاست هایسلول

 یک انعنو به تواندمی سولفات کندروئیتین بنابراین

 یدهد صدمه هایبافت وجایگزینی ترمیم برای بیومواد

 شود. پیشنهاد وپوست استخوانی غضروفی،
 

 گيرینتيجه

 ازون خاویاری ماهی که شد داده نشان مطالعه این در

 سولفات کندروئیتین غنی منبع (A. stellatus) برون

 الکتروفورز الگوی و FT-IR طیف ةنتیج .باشدمی

 عنو از شده استخراج سولفات کندروئیتین حضور

 اساس بر نماید.می آشکار را سولفات -۴ کندروئیتین

 از شده تخلیص سولفات کندروئیتین مطالعه این نتایج

 اردد را پتانسیل این برون ازون خاویاری ماهی غضروف

 ثرؤم مزخ درمان و فیبروبلاست تکثیر بالابردن در که

 در دهش تخلیص سولفات کندروئیتین همچنین باشد.

 CS برای ارزشمندی جایگزین تواندمی مطالعه این

 نهنگ غضروف از عمده طورهب که دسترس در تجاری

 باشد. ،آیدمی بدست خوک و

 

 قدرداني و سپاس

 مصوب ارشد کارشناسی پایانامه حاصل مطالعه این

 حمایت با که بود لاهیجان واحد اسلامی آزاد دانشگاه

 اه،کرمانش پزشکی بیولوژی تحقیقات مرکز و واحد آن

 شد.. انجام کرمانشاه پزشکی علوم دانشگاه
 

 منافع تضاد

  بیان نویسندگان توسط منافع تعارض گونه هیج

 است. نشده
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Abstract 

Background: Chondroitin sulfates (CS) is one of the essential glycosaminoglycan’s which is found in 

sturgeon fishes and exists in the cartilage part of these fishes. In addition to food and cosmetic industries, 

these compounds have significant medical and clinical applications, mainly in the treatment of arthritis and 

wound healing. 

Materials and Methods: In this study, the chondroitin sulfate extraction was performed using pepsin and 

trypsin enzyme digestions in 12 and 18 hours intervals followed by cationic salt, cetyl pyridinium chloride 

(CPC) treatment. To investigate the effect of Chondroitin sulfate on induction of proliferation of fibroblasts 

isolated from human skin, MTT assay method was used, which was applied at different incubation times 

(24, 48 and 72 h). To determine the proper time and enzymatic digestion, after temperature treatment of 

samples using pepsin and trypsin enzymes, the SDS-PAGE electrophoresis was used. Moreover, the FT-IR 

analysis was performed to characterize the type of CS. 

Results: The maximum yield of enzymatic digestion was observed for trypsin digestion at 18h, according 

to electrophoresis patterns. The amount of CS yield was estimated at 4.76% in this situation. FT-IR analysis 

revealed that the CS belongs to the C4S type. Chondroitin sulfates extracting from cartilage showed the 
concentration-dependent effect on fibroblast cell proliferation. This dose-response effect showed 167% 

increase in proliferation at 10 µg/ml dose of CS compared to the control in fibroblast cells. 

Conclusion: Extracted CS has a positive stimulatory effect on fibroblast cells proliferation in a  

dose-dependent manner. So it can be used for fibroblast prolioferation induction for wound healing and 

repairing damaged tissues. 
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