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هاي استخراج شده از غضروف کوسه ماهي بر بررسي تأثير ضد رگزايي پروتئين

 غشاء کوريوآلانتوئيک جنين جوجه
 

    ۲*عذرا رباني چادگانيدكتر ،  ۱افشار بارگاهيدكتر 

  

  بوشهر، مركز تحقيقات طب گرمسيري و عفوني خليج فارسدكتراي بيوشيمي، پژوهشگر  ١
  ، دانشگاه تهرانبخش بيوشيمي ،ت بيوشيمي و بيوفيزيکمرکز تحقيقا، بيوشيمي استاد ٢

  

  چکيده 

عنوان يک ماده ضد رگزاي طبيعي در طب سنتي مطرح بوده و جهت آن خواصي از جمله مهار  ها پيش غضروف کوسه ماهي بهاز مدت :زمينه

لذا به دليل کاربرد درماني وسيع . شده استهاي اندوتليال و هضم وتجزيه ماتريکس خارج سلولي گزارش چسبندگي، تکثير، مهاجرت سلول

  . باشدهاي فعال و ضد رگزاي مربوطه ميبررسي خواص پروتئين ،تحقيق حاضر هدفآن در کنترل رگزايي، 

مولار و در  ۴حاوي گوانيدين هيدروکلرايد   pH=۸/۴مولار با ميلي ۱۰۰سديم هاي بافت غضروف در بافر استات پروتئين :ها مواد و روش

 ها پروتئين نمونه بر روي ستون هاي تعويض آنيون و کاتيون،کروماتوگرافي پس از  .رکنندگان آنزيمي استخراج گرديدضور مخلوطي از مهاح

در مدل  )هاي فرعي و رنگ غير طبيعي غشاء شامل ضخامت و تعداد عروق، تعداد و شدت خمش شاخه( تفکيک و جهت ارزيابي رگزايي

  .ين تخم مرغ به کار گرفته شدندغشاء کوريوآلانتوئيک جن

هاي مورد  نيز ساير گروه و شاهدنسبت به گروه   شده از غضروف كوسه ماهي استخراج 1A در نمونهضد رگزايي  بيشترين فعاليت : ها يافته

 ۱۴  ‐ ۱۶لکولي هايي با وزن مو وجود پروتئين ،ژل الکتروفورزبر روي  A1بررسي محتواي پروتئيني نمونه فعال . مشاهده شدآزمايش 

  .دادکيلودالتون را نشان 

لذا با توجه به اهميت و ضرورت تحقيق در . دنباشداراي اثرات ضدرگزايي مي خليج فارس غضروف کوسه ماهياز  هايي پروتئين :گيري نتيجه

هاي  طراحي دارويي در درمان بيماري ها جهت انجام مطالعات مولکولي بيشتر و کاربرد وهاي ناشي از رگزايي، اين پروتئينزمينه درمان بيماري

  .دنريگ بايست مورد توجه قرار مي ,ذيربط
  

    سرطان, رگزايي، غضروف، کوسه ماهي :واژگان کليدي

 ۲۳/۱۰/۱۳۸۶: پذيرش مقاله ‐  ۳/۱۳۸۶/ ۴:دريافت مقاله
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 ۲/  ماهیغضروف كوسه  پروتئينضد رگزايي  تأثير                                   بارگاهی و همکاران                                            دكتر 

  مقدمه

کلارک  نز با مطالعات ابتداييژيوژآنشناخت فرايند رگزايي يا 

)Clark (غاز گرديدآ و همکارانش )به صورترگزايي ). ۱ 

اء زايي از منشو عروق جديد به روش شاخهها رگرشد 

و ارتباطات بين عروقي ها کانالم با ايجاد وأقبلي ت هايرگ

در از جمله مواقعي، ايجاد رگزايي در ). ۲(شود  تعريف مي

در پاسخ يا رشد و نمو، بخصوص در دوران جنيني و حين 

و مواد ي له كمبود اكسيژن بافتبه شرايط موضعي از جم

 آن كنترل نشده غير طبيعي و دهد، ولي نوع رخ ميغذايي 

تومورها مهاجرت نظير آنژيوما،  هاييبيماري اغلب در شرايط

هاي نارساييساير رتينوپاتي چشمي و هاي بيماريو انواع 

لذا با شناخت فرايند رگزايي و . گرددعروقي مشاهده مي

مرتبط هاي از بيماريتوان طيف وسيعي عوامل ايجاد آن مي

تا کنون تحقيقات ). ۳( درمان نموديا  با رگزايي را کنترل و

يي مصنوعي رگزا ضدتوليد مواد  شناخت و جهت زيادي در

- روشطراحي  از منابع طبيعي و رگزاضد موادو يا استخراج 

در ). ۴(  استانجام شده اين مواد  جهت انتقال ويژههاي 

شناخت افزايش سريع الذكر منجر به ات فوقمجموع تجربي

لذا از . است رگزايي گرديده کننده مهارطبيعي  عوامل مواد و

عنوان يك منبع طبيعي غني ه غضروف ببافت  ها پيش،مدت

توان  که مي) ۵(بوده است از مواد مهارکننده رگزايي مطرح 

جهت درمان که  ماهي كوسه حيواناتي نظير غضروفبه 

- در طب سنتي مطرح بوده سال پيش تاكنون  ۳۵سرطان، از 

دود حيکي از م غضروف کوسه ماهي). ۶(، اشاره کرد است

هايي است که حاوي مواد مهارکننده رگزايي با فعاليت  بافت

فقدان عروق خوني در غضروف منجر به اين نظريه  .بالاست

يك يا چند ماده ضد  يغضروفهاي سلوله گرديد كه اولي

كه تشكيل عروق  كنند ميس خود ترشح ماتري رگزا در

پيشنهاد  بر اساس اين نظريهلذا ). ۷(نمايد خوني را مهار مي

- د و يا سرطانونش ميها دچار سرطان نماهي  کوسه شد که

زيرا بيشترين درصد . باشدنادر مي نهاهاي بدخيم در آ

 ۱۶(اسكلت کوسه ماهي ازجنس بافت غضروفي است 

درصد در  ۶/۰در مقايسه با  درصد از وزن كل بدن آنها

ي از يهاداراي فعاليتماهي غضروف كوسه ). ۸() گوساله

مي، ليزوزرگزايي، فعاليت شبه   التهابي، ضد  قبيل فعاليت ضد

الاستاز و مهار ، IVو  I نوعهاي كلاژناز مهار فعاليت آنزيم

 ساير پروتئازها مثل تريپسين، كيموتريپسين و پلاسمين

غضروفي جهت درمان  اوليه هاي دهفرآور). ۹(  باشد مي

سرطان، پسوريازيس، آرتريت، ترميم زخم، پوكي استخوان، 

التهاب موضعي، هموروئيد و درماتيت مورد مطالعه قرار 

 غضروف کوسه درمانيمهمترين کاربرد ). ۱۰(اند گرفته

 درضد سرطاني  ضد رگزايي و اثرات ماهي به دليل داشتن

با توجه به ارزش دارويي،  ).۱۲و  ۱۱( درمان تومورهاست

هاي صنعتي و وفور طبيعي غضروف کوسه ماهي در آب

گرم ايران، مطالعات تجربي بيشتري در اين زمينه ضروري 

لذا هدف از اين تحقيق استخراج و جداسازي  ؛باشدمي

هاي غضروف کوسه ماهي و ارزيابي اثر ضد رگزايي پروتئين

جهت درمان  آنها به منظور طراحي يک داروي پپتيدي

  .هاي مرتبط با رگزايي است بيماري

  

  کار مواد و روش

    I استخراج کلاژن نوع

ــدون ــوشاز تانـ ــاي دم مـ ــادههـ ــحرايي مـ ــاي صـ   هـ

Sprague-Dawely  هفته استفاده گرديـد  ۸  ‐ ۱۲به سن .

ليتـر   ميلـي  ۳۰۰جهت اسـتخراج، يـک گـرم تانـدون در     

 ـ % ۰/ ۰۰۱استيک محلول اسيد  سـاعت در   ۴۸ه مـدت  ب

گراد به آرامي بهـم زده شـد و پـس     درجه سانتي ۴ي دما

  ).۱۳(  ازسانتريفوژ محلول رويي آن استفاده گرديد

  استخراج پروتئين از بافت غضروف

با وزن تقريبي  Carcharhinus sorrahهاي نوع ماهيکوسه

هــاي ســواحل آب(دو کيلــوگرم از شـيـلات خلـيـج فــارس 
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 ۱۳۸۶ شهريور/ ۱شماره  دهمسال                                                                                                               طب جنوب/ ۳

يشـگاه حمـل   تهيه شد و به صورت  منجمد به آزما) بوشهر

هاي غضروفي باله، دم و ستون فقرات تـوزين،  بخش. گرديد

شستشو، ضدعفوني و سپس توسط دستگاه خردکن برقي به 

تـات    . پودر تبديل شد - جهت استخراج پـروتئين از بـافر اس

ــديم  ــي ۱۰۰س ــا ميل ــولار ب ــدين  pH‐ ۸/۴م ــاوي گواني ح

مولار و در حضور مخلوطي از مهارکننـدگان   ۴هيدروکلرايد 

سـاعت   ۴۸عمل استخراج  به مـدت  . زيمي استفاده گرديدآن

هموژنـاي   ).۱۴( گـراد انجـام شـد    درجه سـانتي  ۴در دماي 

يـم سـاعت در دمـاي       g×۱۵۰۰۰۰ حاصل در  ۴بـه مـدت ن

گراد سانتريفوژ شد و مايع رويي تغليظ وجهـت   درجه سانتي

  .استفاده بعدي نگهداري گرديد

  کروماتوگرافي تعويض آنيوني

هـاي موجـود در هموژنـاي    ي پـروتئين جهت جداساز

اوليه غضروف کوسـه مـاهي از سـتون کرومـاتوگرافي     

 cm ۲/۵(به ابعـاد   Q-Sepharose FFتعويض آنيون 

ميلـي   ۵۰به غلظت   Tris–HClدر شرايط بافر ) ۱۴× 

. مولار استفاده گرديـد  ۶داراي اوره   pH‐ ۱/۸مولار، 

ور بر ستون نمونه پروتئيني پس از دياليز عليه بافر مذک

قرار داده شد و سپس ستون بـا سـرعت جريـان يـک      

پس از خروج پيک . ليتر بر دقيقه شستشو داده شد ميلي

اول کروماتوگرام، جهت تفکيک پيـک دوم از غلظـت   

ميـزان جـذب   . يک مولار استفاده گرديد  NaClنمک 

گيـري شـد و    نانومتر اندازه ۲۲۵ها در طول موج نمونه

ــه ــه حجــم نمون ليتــر از زيــر ســتون  دو ميلــيهــايي ب

  .آوري و منحني کروماتوگرام مربوطه رسم گرديد جمع

  کروماتوگرافي تعويض کاتيوني 

جهت انجام کرومـاتوگرافي تعـويض کـاتيوني از سـتون     

ــاتيون ــويض کـ ــاد  Sp-Sepharose FF تعـ ــه ابعـ بـ

)cm   ۸/۱×۱۵ ( ميلـي  ۵۰در شرايط بافر فسفات پتاسيم -

مـولار اسـتفاده    ۵ي اوره حـاو  pH‐ ۸/۵مولار به ميـزان  

هاي پروتئيني پس از دياليز عليه بافر فـوق،  نمونه. گرديد

بر ستون قرار داده شد و پس از شستشوي ستون توسـط  

، )A0پيـک  (بافر مذکور و خروج پيک اول کروماتوگرام 

هاي جذب شده به سـتون، از   جهت خروج ساير پروتئين

‐ ۸/۵مـولار،   ۵مـولار، اوره  ميلي ۵۰بافر فسفات پتاسيم 

pH  و  ۲۰۰،  ۱۰۰، ۵۰حــاوي گراديــان ناپيوســته نمــک

اســتفاده شــد و کرومــاتوگرام  NaClمــولار  ميلــي  ۴۰۰

 ۲۲۵گيري ميزان جـذب در طـول مـوج    مربوطه با اندازه

  .نانومتر رسم گرديد

  سنجش پروتئين

جهت تعيين غلظت پروتئين روش اصلاح شده لوري به کار 

) BSA(ين آلبومين سـرم گـاوي   از محلول پروتئ. گرفته شد

   ).۱۵(  استفاده گرديد جهت تهيه محلول استاندارد پروتئيني

  ) SDS–PAGE(الكتروفورز ژل پلي آكريل آميد 

درصد  ۱۲الکتروفورز براساس روش لاملي بر روي ژل 

و  ولـت  ۱۰۰در ولتاژ   SDS ‐ ناپيوسته پلي اکريل آميد

توسـط   سپس ژل). ۱۶(شدت جريان ثابت انجام گرديد 

  . آميزي شد  رنگR-250 محلول رنگ كوماسي 

  سنجش رگزايي توسط غشاء کوريوآلانتوئيک جوجه 

) Lohman(  لومان هايي از نژاددر اين آزمايش ابتدا تخم مرغ

جهـت  . توسط گاز فرمالين ضدعفوني و گـازدهي گرديدنـد  

شاهد، تعداد پنج عـدد تخـم    هر گروه آزمايشي و نيز گروه

کشي در ته شد و سپس در انکوباتور جوجهمرغ به کار گرف

 ۵۵  ‐ ۶۰گـراد و رطوبـت   درجـه سـانتي   ۳۷شرايط دمايي 

در روز هشتم ناحيه پوسـته هـوايي   . درصد قرار داده شدند

هــا بــرش داده شــد تــا ســطح فوقــاني غشــاء تخــم مــرغ

مخلوط ژل متيل سلولز . کوريوآلانتوئيک جنين نمايان گردد

ست آمـده، از اخـتلاط يـک    هاي پروتئين به دحاوي نمونه

 )پـواز سـانتي  ۴۰۰۰ويسکوزيته (متيل سلولز  %۱حجم ژل 

بگونـه اي مخلـوط    يک حجم از محلول نمونه پروتئيني با

 ۲درصد و غلظـت نهـايي    ۵/۰با ويسکوزيته نهايي  شد كه

آنگـاه  ). ۱۷( حاصل گـردد ميکروگرم بر ميکروليتر پروتئين 
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 ۴/  ماهیغضروف كوسه  پروتئينضد رگزايي  تأثير                                   بارگاهی و همکاران                                            دكتر 

 ۵۰ء هر پلاک مقدار سلولز به ازاهاي متيلجهت تهيه پلاک

ژل مذکور بـر سـطح نـوار     ‐ ميکروليتر از مخلوط پروتئين

تفلون قرار داده شد و در زير هود بـه مـدت نـيم سـاعت     

هاي متيل سـلولز حـاوي   بدين منظور پلاک. خشک گرديد

- نمونـه پروتئين نسبت به هر يک از  ميکروگرم ۱۰۰غلظت

هـا در  تهيه و بر غشاء کوريوآلانتوئيک جنين Bو   Aهاي 

- پـلاک فقـط   شاهدگروه . هاي آزمايشي قرارداده شدگروه

 مـولار ميلي ۵۰فسفات سديم  بافرهاي متيل سلولز حاوي 

۴/۷=pH ها مجدداً تا روز دهـم بـه   مرغتخم. دريافت نمود

سـپس غشـاء کوريوآلانتوئيـک    . آنکوباتور برگردانده شدند

در درصد گلوتارآلدئيد  ۳توسط محلول تثبيت کننده شامل 

تثبيـت گرديـده و    pH=۴/۷مـولار بـا   ۱/۰بافر کاکوديلات 

آنگـاه توســط استرئوميکروســکوپ مجهــز بــه دوربــين از  

ميزان رگزايي . نواحي تحت تأثير نمونه تصوير برداري شد

ها در مقايسه بـا گـروه شـاهد بـه روش     و گسترش سلول

بـا در نظـر   ) Blinded observer method(اي مشـاهده 

از جمله تعداد عـروق در واحـد سـطح،     گرفتن معيارهايي

هاي فرعي، رنگ طبيعي، قطر ها، تعداد شاخهشدت خمش

درجـه  بشرح زيـر  عروق و ساير فاکتورهاي کمي و کيفي 

  ). ۱۸(بندي گرديد 

 حداکثر مهار رگزايـي : معيار رگزايي بصورت كيفي انجام شد

 فـوق  ، مهار رگزايي قابل ملاحظه ولي کمتر از ميـزان (+++)

  .)±( ثير بر رگزاييأبدون ت و(+)  حداقل مهار رگزايي ،(++)

ن اجهت آناليز نتايج بدست آمـده بـه روش آمـاري م ـ   

و بـا   شـاهد هر گروه مورد آزمايش با گروه  ،يو ويتني

  .مقايسه گرديد) > ۰۵/۰P(در نظر گرفتن 
  

  ها يافته

کروماتوگرام حاصل از عصاره غضروف ) ۱(شکل 

  .دهدماهي را نشان مي کوسه

  

  .عصاره غضروف کوسه ماهي کروماتوگرام حاصل از : ۱شکل

A (کروماتوگرام Q- Sepharose ۸مولار  ۶اوره مولار،ميلي ۵۰ريس نمونه اوليه در بافر ت= pH .گراديان پيوستهNaCl  )....( نانومتر ۲۲۵جذب نمونه در ؛ ) ‐  ◊ ‐ (.  

B ( کروماتوگرامSp-Sepharose نمونه A ۴/۵مولار،  ۵اوره  مولار، ميلي ۵۰ پتاسيمفسفات بافر  در =pH  ۵۰و  ۱۰۰ ,۲۰۰ ,۴۰۰اي  مرحله گرادياندر شرايط 

  .)‐◊‐( نانومتر ۲۲۵نمونه در  جذب ؛)....(  NaClمولارميلي
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شود نمونه مشاهده مي) A1( که در شکل به طوري

تفکيک شده  Bو  Aاوليه به دو نمونه منطبق بر پيک 

 ،هاضدرگزايي نمونه أثيرت ارزيابيجهت . است

 )A1( شکل از ستون کروماتوگرام Bو  Aهاي  پيک

غشاء بر  سنجش رگزايي و جهتآوري  جمع

همان طور که . بکار گرفته شدجوجه  کوريوآلانتوئيک

 ت کنندهگروه دريافشود مشاهده مي )۲( شکلدر 

هاي ارزيابي رگزايي ازجمله بر اساس پارامتر A نمونه

عروق، تعداد و شدت خمش  ضخامت و تعداد

بيشترين  هاي فرعي و رنگ غيرطبيعي غشاء، شاخه

را نسبت به گروه شاهد، همچنين فعاليت مهار رگزايي 

لذا جهت تخليص بيشتر . دهدنشان مي  Bگروه 

نمونه ( متناسب با پيک دوم کروماتوگرام هاي نشفراک

A (دياليز  ستونبافر  عليه ,آوري و پس از تغليظجمع

 Sp-Sepharoseتعويض يون سپس بر ستون  ده وگردي

گرديد  شد و کروماتوگرام مربوطه رسم قرار داده

حاصل از کروماتوگرام هاي سپس پيک ).B1 شکل(

تعيين غلظت جهت  پس ازدياليز و  ،تغليظ ،آوريجمع

 کوريوآلانتوئيکغشاء بر ضدرگزايي  فعاليتسنجش 

حي اطراف ميزان رگزايي در نوا. بکار گرفته شدجوجه 

هاي سلولز حامل نمونههاي متيلهر يک از ديسک

شاهد پروتئيني مورد آزمايش در مقايسه با گروه 

 )۳( شکلهمانطور که در . ارزيابي و مقايسه گرديد

در  A1 نمونه ت کنندهگروه دريافگردد مشاهده مي

را رگزايي  ضدبيشترين فعاليت مقايسه با گروه شاهد 

فعال  حاوي پروتئينر واقع د فراکنشاين داشته و 

 که گونههمان .موجود در غضروف کوسه ماهي است

-حاوي پروتئين A نمونه شودميمشاهده  )۴( شکلدر

هاي مولکولي متنوع بوده و قسمت اعظم  هايي با وزن

دهد  هاي با وزن مولکولي بالا تشکيل ميآنرا پروتئين

بيشترين فعاليت ضدرگزايي که  A1نمونه که در حالي

با  سبک و يک جفت باند پروتئيني داشت متشکل ازرا 

کيلودالتون  ۱۴‐۱۶وزن مولکولي پايين و حدود 

  .باشد مي

  

  بحث

در اين تحقيق پس از استخراج بافت غضـروف کوسـه   

 ،ماهي بروش کروماتوگرافي تعويض آنيـون و کـاتيون  

بـه  هاي مربوطه تفکيک گرديـده و سـپس   کل پروتئين

هايي جداگانـه تـاثير ضـد رگزايـي آنهـا      صورت نمونه

توسط مدل سنجش رگزايي آئـورت مـوش صـحرايي    

)Rat (   بـا بررسـي نتـايج    . مورد ارزيـابي قـرار گرفـت

حاصله مشخص گرديد که نمونه فعـال نهـايي شـامل    

کيلودالتون  ۱۴‐۱۶يک جفت پروتئين با وزن مولکولي 

  .باشدمي

 عملکردطبيعي تحت  التاي است که در حپديده رگزايي

هـر چنـد کـه    . اسـت  يسلولطبيعي کنترل هاي مکانيسم

بقـاء  رشـد و  طبيعـي جهـت   در حالـت   رگزاييفعاليت 

منجـر   آن موجود ضروري است ولي حالت کنترل نشـده 

بخصـوص  هاي عروقـي  بيماري بروز طيف وسيعي ازبه 

نتـايج بدسـت آمـده از تحقيقـات     . گرددميانواع سرطان 

نگر رشد سريع و درصد بالاي افراد مبـتلا بـه   کلينيکي بيا

عوامل . هاي مختلف استهاي عروقي در جمعيتبيماري

هـا، در نهايـت در سـطح سـلول     و علل اين گونه بيماري

هـاي انـدوتليال   مطرح بوده و مرتبط بـا عملکـرد سـلول   

لـذا کنتـرل رشـد و    . سازنده عروق بافت مورد نظر است

هـا داراي کـاربرد درمـاني     يتکثير سلولي دراينگونه بيمار

مواد دارويي طبيعـي و مصـنوعي بسـياري جهـت     . است

هـاي انـدوتليال   کنترل رشد بي رويـه رگزايـي در سـلول   

اما امروزه رويکرد ساخت و . اند معرفي و طراحي گرديده

اده از انواع طراحي داروهاي درماني بيشتر در جهت استف

  .)۱۹( با منشاء طبيعي است
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  A   

 

 

 B 

 

 

C 

 

عصاره غضروف کوسه مـاهي  حاصل از BوA هاي تأثير نمونه :۲شکل

ــي ــزان رگزاي غشــاء در B;و A. غشــاء کوريوآلانتوئيــک جوجــه برمي

ترتيـب، پيـک اول و دومميکروگرم پروتئين حاصـل از بـه   ۱۰۰حضور

نمونه کنتـرل در حضـور بـافر C ; . يونآنستون تعويض کروماتوگرام 

باشندهاي متيل سلولز ميبيانگر نواحي قرارگيري پلاک هادايره. فسفات

C A0 

 
A1 A2 

 
A3 A4 

 
 

 بـر  A4 و A0 ،A1 ،A2 ،A3پروتئيني هاينمونهمقايسه تاثير : ۳شکل

 ۱۰۰ثابـت   غلظتدر غشاء کوريوآلانتوئيک جوجه در  رگزاييميزان 

د در حضـور بـافر   شـاه  نمونـه . ميکروگرم پروتئين به ازاء هر جنـين 

-هاي متيل سـلولز مـي  ها بيانگر نواحي قرارگيري پلاکدايره. فسفات

 .باشند
  

  
  

 هايمربوط به پروتئين SDS-PAGE الکتروفورز طرح: ۴شکل

 آميد، آکريل صددر ۱۲ ژل بر کوسه ماهي از غضروف استخراج شده

 ؛ استاندارد وزن مولکوليR 250 : M رنگ آميزي شده با کوماسي بلو

و A  پروتئيني هاينمونهمربوط به  ترتيبه؛ ب۲و  ۱ هايرديف. پروتئين

.A0 
  

کـم و   ها احتمال ابتلا به سـرطان بسـيار   در کوسه ماهي 

خصوصـيت   بوده واز طرفـي در حدود يک در ميليون 

غضـروفي   اسـکلت کـاملاً   ها وجودجالب کوسه ماهي

خـواص ضـد    راجع بـه مطالعاتي که  با). ۲۰( آنهاست

دانشمندان  گرفت،ي غضروف کوسه ماهي انجام رگزاي

حـاوي   غضروف کوسه ماهي کهبه اين نتيجه رسيدند 

مختلفـي بخصـوص خاصـيت     هايي با خواصپروتئين

سبب مهار تومورهـاي خـوش    ميتواندبوده وضد رگزا 

 شـدن  مطـرح اين نتايج سـبب   .گرددخيم وبد خيم مي

هـاي  عنـوان يکـي از مکمـل   ه غضروف کوسه ماهي ب

بـا توجـه بـه    . )۲۱( گرديـد  طبيعـي  از منشـاء  وييدار

کاربردهاي کلينيکي و درماني غضروف کوسـه مـاهي،   

هـاي   استخراج مواد موثر آن جهت درمان انواع بيماري

بـر ايـن   ). ۲۲(باشد  عروقي و سرطان حائز اهميت مي
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هـاي  پـروتئين  اساس در اين تحقيق سـعي گرديـد کـه   

سـازي و   فعال ضد رگزاي غضروف کوسه ماهي جـدا 

جهت تخلـيص  . فعاليت ضد رگزايي آنها ارزيابي گردد

 Q-Sepharoseاز روش کروماتوگرافي تعويض آنيون 

استفاده شد که با توجه به دقت تفکيک در ايـن گونـه   

 A) و B( کروماتوگرافي، عصاره اوليه کاملاً به دو پيک

با بررسي تأثير ضد رگزايي . )A1 شكل( تفكيك گرديد

بر غشـاء کوريوآلانتوئيـک جوجـه در     رمذکو A  نمونه

هاي موجود در پيک اول نتيجه شد که پروتئين ۲شکل 

شـاهد از  در مقايسه بـا گـروه   ) Aنمونه(کروماتوگرام 

فعاليـــت ضـــد رگزايـــي بيشـــتري برخـــوردار     

لذا نتيجه گرفته شد کـه پـروتئين   ). >۰۱۳/۰P(  است

هـاي موجـود   بوده و پـروتئين  A پيكضدرگزا جزء 

بکـار رفتـه در سـتون جـزء دسـته       pH تحت شرايط

ــروتئين ــار مثبــت مــي پ ــا ب ــاليز ژل . باشــند هــاي ب آن

دودي ــعداد محـبيانگر وجود ت Aالکتروفورز نمونه 

به طور طبيعـي  (با وزن مولکولي پايين است  پروتئين

هاي با وزن مولکـولي پـايين در   درصد ماکرومولکول

بافت غضـروف نسـبت بـه سـايرمواد سـازنده کمتـر       

  ).۴شکل) (ستنده

بـــر ســـتون  Aجهـــت تخلـــيص بيشـــتر، نمونـــه 

قرار  Sp-Sepharose کروماتوگرافي تعويض کاتيون

جمـع  سـتون   زيـر  از )-A4 A0( هايداده شد و پيک

هـا  مجدداً هريـک از نمونـه  ). B۱شکل(آوري گرديد 

غشـاء  در مـدل  ضـدرگزايي   ارزيـابي فعاليـت   جهت

بـه کـار   در مقايسه بـا گـروه شـاهد     کوريوآلانتوئيک

مربوط بـه  ضدرگزايي  فعاليتبيشترين گرفته شد که 

ــه  ــود  A1نمونــ ــاء  ). >۰۱۶/۰P(بــ ــرا غشــ زيــ

هاي تحت تأثير نمونـه کـاهش   کوريوآلانتوئيک جنين

شديد از نظر اندازه، تعـداد و قطـر عـروق در واحـد     

ها نشـان دادنـد   ها، انشعابات رگسطح، تعداد خمش

اره اوليه تهيه بنابراين تأثير ضد رگزايي عص). ۳شکل(

شده در آزمايشگاه در توافق با گزارشات علمي منتشر 

مبني بر تأثير ضد رگزايي عصـاره اوليـه و نيمـه     شده

بـر رگزايـي مجـدداً تأييـد      غضـروف کوسـه  خالص 

محتــوي پروتئينــي  تعيــين جهــت). ۲۳‐ ۲۶( گرديــد

-SDSز ورژل الکتروفآناليز  A1و  Aفعال  هاينمونه

PAGE  نه نموانجام شد کهA1  بيشـترين فعاليـت   با

با وزن يک جفت باند پروتئيني  متشکل ازضدرگزايي 

ــود ۱۴‐ ۱۶مولکــولي  ــون ب ــي  .)۴شــکل(  کيلودالت ول

ــو    ــزارش ش ــرخلاف گ ــال )Sheu(ب و  ۱۹۹۸در س

) Wong(و ونـگ  ) Liang(همچين گزارش ليانـگ  

الگوي ژل الکتروفورز حاصـل از ايـن    ۲۰۰۰در سال 

هـاي سـنجش   آزمايش تحقيق و نتايج بدست آمده از

ــروتئين  رگزايــي مربوطــه ــانگر عــدم وجــود پ  ۱۰بي

کيلودالتوني داراي خواص ضد رگزايي در غضـروف  

  .)۲۷(  کوسه ماهي است

تـوان  با توجه به نتايج به دست آمده از اين تحقيـق مـي  

نتيجه گرفت که غضروف کوسه ماهي يک منبع غنـي و  

روتئيني قوي از فاکتورهاي ضد رگزا از جمله ترکيبات پ

با وزن مولکولي کم بوده که تفکيک بيشتر آنهـا نيازمنـد   

هـاي جـدا سـازي    هاي بيشتر و استفاده از روشبررسي

از مشـکلات تخلـيص بيشـتر ايـن     . تري اسـت پيشرفته

يک بـودن وزن مولکـولي و همچنـين بـا     دها نزپروتئين

توجه به الگو و نتـايج بـه دسـت آمـده از کرومـاتوگرام      

يکسان بودن بار الکتريکـي و قطبيـت    ،تعويض يون آنها

  .ستا آنها

لذا با توجه به خواص ضدرگزايي قوي و نيز وفور 

هاي گرم ايران اين طبيعي و فراوان کوسه ماهي در آب

هاي مهندسي تواند با به کارگيري روشپروتئين مي

ژنتيک جهت طراحي نوعي داروي پپتيدي ضدرگزا 

  .دکار گرفته شوجهت اهداف درماني به
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