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 چکیده
بـا وزن واحـدی  زیـر 24یک پروتئین فریتین(مقدمھ:         
کیلودالتون) از زنجیره ھای سبک و سنگین تشکیل  450مولکولی 

آھن دارد بھ طوری کھ ساسی در ذخیره ا شده است و نقش مھم و
را در درون ساختار خـود  (+Fe3)یون فریک 4500می تواند حداکثر 

فریتین از  لیص  یق، تخ ین تحق جام ا ھدف از ان ند.  یره ک ذخ
کبد(بافتی کھ حاوی مقدار زیادی فریتین می باشد) با بازده 

 و خلوص بالا و بررسی فعالیت پراکسیدازی احتمالی آن بود.
ھا: مواد و رو          فریتین ش  فق  سازی مو سازی  ھت جدا ج

) را C80°ویژگی بارز آن(مقاومت حرارتی بالا تا دمـای حـدود 
در دو مرحلھ تیمار حرارتی ھمراه را برگزیدیم و خالص سازی 

عویض  ماتوگرافی ت یوم و کرو سولفات آمون با  ھی  سوب د با ر
 سلولز) تکمیل گردید.  -DEAEآنیونی(

یتین بھ طور موفق و با خلوص فر یافتھ ھای پژوھش:         
 (SDS-PAGE)د کـھ الکتروفـورز ـــص شــخال درصــد 95تقریبا 

چنین در مطالعھ  موفقیت این خالص سازی را تایید نمود. ھم
ھیم مپلکس  سیدازی ک یت پراک ضر فعال لین -حا برای او فریتین 

 بارگزارش شده است. 
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 مقدمھ
فریتین، پروتئین داخل 
سلولی مھمی است کھ ذخیره 

سازی آھن را بھ آن  و رھا
نسبت می دھند. این 

بھ پروتئین می تواند 
وزن  درصد 20حدود اندازه 

ذب ـــخود، آھن ج
جایی  از آن. )1،2،(ندـــک

ھای ایندرـف ن درـــکھ آھ
ولی، ــحیاتی نظیر تنفس سل

ا، ــورون ھــعھ نــتوس
تز ــازی، سنــین ســیلــم

و کاتابولیسم 
نوروترانسمیترھا، انتقال 
الکترون، تثبیت نیتروژن، 

چنین سنتز  ھم و DNAسنتز 
و گروه  گوگرد-مراکز آھن

 ھیم مورد نیاز می باشد،
برانگیز نیست کھ تعجب 

فریتین در ھمھ انواع سلول 
  )1،3.(ھا بیان شود

 طبیعيبدن انسان بھ طور 
 گرم آھن است. 2-5 ويحا

گرم آن در  3/2 حدود
- 20ھموگلوبین حضور دارد و

در  مانده باقي درصد 15
فریتین یا ھموسیدرین 
ذخیره می شود(فریتین 
پاسخگوی ذخیره میزان 
نرمال آھن است در صورتی 

ھموسیدرین محصول تخریب کھ 
فریتین در شرایطی است کھ 
میزان آھن بدن زیاد 

ن بدن ــآھ مابقيباشد). 
  یوگلوبین ــا در مــاســاس

ماھیچھ ھا و در آنزیم ھای 
حاوی آھن حضور دارد. با 
جمیع شرایط بالا، فقط حدود 

میلی گرم آھن بھ صورت  1
روزانھ جدب و دفع می 

 . فریتین مشابھ با)4(،گردد
دیگر پروتئین ھا کھ در 

موستازی آھن در بدن شرکت ھ
(نظیر می کنند

رین و ــتوفــلاک

فرین) می تواند ھم ــترانس
بھ عنوان دھنده و ھم بھ 
عنوان گیرنده آھن در نظر 

اگرچھ بر خلاف  .گرفتھ شود
لاکتوفرین و ترانسفرین، 
فریتین توانایی بسیار 
بالاتری در گرفتن، ذخیره و 

. این )5(،داردرھاسازی آھن 
توانایی ھای فریتین 
وابستھ بھ ساختمان آن می 

 24باشد. ھر مولکول فریتین 
زیرواحد دارد کھ با 

یک یکدیگر چیزی شبیھ بھ 
ظرف تو خالی را ایجاد می 

). این 1 شماره (شکلکنند،
حفره دارای قطری در حدود 

Å80 این  . در)6،7،(می باشد
حفره داخلی، فریتین ظرفیت 
پذیرش میزان متغیری از 

را دارد. زمانی کھ  Fe+3یون
بھ طور کامل اشباع می شود 

را ذخیره  Fe+3 یون  4500تا 
می کند اما در شرایط 

 2000معمولی این میزان بھ 
  )6،8.(است نزدیک  Fe+3یون 

در آب كھ مولکول فریتین 
 ای رقیقــو محلول ھ

یعی از نمکی در محدوده وس
pH در مھره  ،تــمحلول اس

داران دارای دو نوع 
. یکی )9(،زیرواحد است

زنجیره سنگین با وزن 
 21مولکولی 

اسید  178کیلودالتون(دارای 
آمینھ) و دیگری زنجیره 

 19سبک با وزن مولکولی 
 171کیلو دالتون(دارای 

. ھر )6،8،(اسید آمینھ)
زنجیره استوانھ ای شکل و 

نانومتر و  5/5دارای طول 
نانومتر می  7/2عرض 

. در پستانداران )1(،باشد
زنجیره ھای سبک و سنگین 

تشابھ دارند  درصد 54حدود 
در حالی کھ زنجیره ھای 
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و زنجیره  درصد 90سنگین 
با ھم  درصد 85ھای سبک 

). این دو 10(،تشابھ دارند
کردھای نوع زنجیره عمل

مختلفی را بر عھده دارند. 
ی زنجیره سنگین دارا

پتانسیل فعالیت 
فراکسیدازی است کھ 
 اکسیداسیون آھن فروس(دو

ظرفیتی) را کاتالیز می 
کند در حالی کھ زنجیره 

تمركز و سبک نقش مھمی در 
نیز آھن و  ذخیره سازي

پایداری پروتئین بازی می 
کند. این خصوصیات باعث 
شده کھ برای فریتین نقش 

میت زدایی نیز سھایی نظیر 
د. مولکول در نظر گرفتھ شو

ھای فریتین موجود در 
ھای  تیموس و گلبول عضلات،

قرمز بیشتر حاوی زنجیره 
ھای سنگین ھستند در حالی 
کھ فریتین کبد و طحال 
بیشتر حاوی زنجیره ھای 

خصوصیت و  سبک می باشد
بافت ھای موجود در فریتین 

 قلب، مغز و لنفوسیت ما
بین این دو است. با ظھور 

و روش ھای بسیار حساس 
پیشرفتھ وجود این پروتئین 
در سرم و جریان خون(البتھ 
در غلظت بسیار پایین) بھ 
 اثبات رسیده است. از آن

جایی کھ فریتین با غلظت 
بالا در کبد و طحال وجود 

این دو بافت  دارد، عمدتا 
فریتین مورد  تخلیصبرای 

استفاده قرار می 
فریتین  ).11-13،(گیرند

اولین بار بھ وسیلھ 
از  1937لافبرگر در سال 

طحال اسب جداسازی و بھ 
کمک نمک کادمیوم 

 ).9(،کریستالیزه شد
ساختمان بسیار منظم 

چنین وجود  فریتین و ھم
پیوندھای ھیدروژنی و پل 

ھای نمکی متعدد در درون و 
بین زیر واحدھا، پایداری 
حرارتی بالایی بھ آن 

کھ بخشیده است طوری 
  C80° حدودفریتین تا دمای 

پایدار می باشد. از این 
بھ  ویژگی فریتین عموما 

ت در ــعنوان گام نخس
ت ــآن از باف یصــتخل

اده می ــا استفــھ
در نون ـتاک. )2،11(،شود

 روش ھای تخلیص بیشتر
کرماتوگرافی  فریتین، از

در فیلتراسیون ژلی و 
از ترکیب  نیز مواردی

کروماتوگرافی فیلتراسیون 
ژلی و تعویض یونی استفاده 

 .است شده
 اھمیت با عنایت بھ

 تشخیص و بررسی در یتینفر
 و عصبی تخریب ھاي بیماري
 سرطان نظیر مختلف ھاي سرطان
نیز  و پستان خون، کبد،

 صورت گسترده بھ كاربرد آن
 بھ نانوبیوتکنولوژي در

- 16(،ناقل دارو نانو عنوان
تخلیص فریتین می ، )14

سزایی در ھ کمک ب تواند
پیشبرد این اھداف داشتھ 

با توجھ بھ كاربرد  باشد.
وسیع این پروتئین در 
زمینھ ھاي تشخیصي و 
تحقیقاتي و نیز ھزینھ 
بالاي محصول عرضھ شده توسط 
شركت ھاي خارجي، این سوال 
 مطرح مي شود كھ آیا مي

توان فریتین را با ھزینھ 
پایین، بازده و خلوص 
بالا(و در زمان كمتر) خالص 

علاوه  در این پژوھش،نمود. 
بر کوشش در تخلیص فریتین 

راندمان  و با درجھ خلوص
قابل توجھ، شواھدی از 
فعالیت پراکسیدازی این 
پروتئین در حضور گروه ھیم 

 نیز ارائھ شده است.
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و با استفاده   spdbviewerپروتئین فریتین کھ بھ کمک نرم افزار .1شماره  شکل

 ه استرسم شد 3HX7ا کدب PDB از فایل

 
 مواد و روش ھا

در مرحلھ نخست بافت کبد 
صورت ھ بگوسفند نر بالغ 

با  و شدهتازه تھیھ 
 نرمال استفاده از محلول

) شستشو NaCl ددرص 9/0سالین(
داده و قطعھ قطعھ شد. سپس 

آن جدا  ھای عروق و کپسول
گردید و در دستگاه 

-Mikroھموژنایزر مدل 
Dismembrator  دقیقھ   25بھ مدت

. در مرحلھ گردیدھموژنیزه 
بعد بھ ھر حجم کبد 

سالین حجم  4ھموژنیزه شده، 
) PBSفسفات( بای شده بافر

افزوده شد. محلول فوق را 
دقیقھ در حمام  10بھ مدت 

حرارت  C75°آب گرم دمای 
 ایــدم تاپس ــسداده و 

°C20 ردید تا ــگ ردــس
آنزیم ھا و پروتئین ھای 
دناتوره شده رسوب کنند. 

دقیقھ  10سپس محلول بھ مدت 
سانتریفیوژ شد.  g×2500در 

محلول رویی پس از 
 کاغذ ھ کمکسانتریفیوژ ب

فیلتر  3واتمن شماره 
گردید. در مرحلھ بعد برای 
رسوب دادن فریتین از روش 
رسوب دھی با آمونیوم 

 ک گرفتھ ـــات کمــسولف
 

عصاره فیلتر شده  ).17(،شد
مرحلھ قبل بر روی استیرر 
قرار داده شد و بھ آرامی 

سولفات خشک آمونیوم بھ آن 
اضافھ گردید تا بھ غلظت 

رسید. در  درصد 50 نھایی
این غلظت از سولفات 
آمونیوم، فریتین بھ ھمراه 

 ی دیگربرخی پروتئین ھا
رسوب می کند. پس از حل 

سولفات آمونیوم،  کامل شدن
عصاره بھ مدت یک شب در 

د ــقرار داده ش  C4°دمای 
قھ در ــدقی 15و پس از آن 

g×3500 در دماي °C4 
رسوب  سانتریفیوژ گردید.

اوی ــح دست آمده کھھ ب
 5ریتین ناخالص بود در ــف

میلی لیتر بافر فسفات 
 :pH 2/7مولار با  01/0سدیم 

داخل کیسھ نمونھ حل شد. 
دیالیز(داراي شعاع برش 

كیلودالتون) ریختھ  10حدود 
ساعت در  24شد و بھ مدت 

مقابل بافر فسفات سدیم 
 :pH 2/7مولار با  01/0

دیالیز شد. لازم بھ ذکر مي 
 و باشد کھ در طول این مدت

خارج شدن ھمھ  بھ ھدف
سولفات آمونیوم از محلول 
داخل كیسھ دیالیز، بافر 
فسفات سدیم سھ بار تعویض 
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بعد از انجام  .)10(،گردید
 15دیالیز محلول بھ مدت 

 g×10000 دقیقھ در
سانتریفیوژ شد. در ھر 
مرحلھ برای بررسی مراحل 

از الکتروفورز ژل  صتخلی
پلی آکریل آمید در حضور 

SDS  و برای رنگ آمیزی ژل
 R-250 از رنگ کماسی بلو

). جھت 18(،استفاده شد
م ــین ھــتعیین غلظت فریت
ورد بھره ــاز روش برادف

آنالیز ). 19(،گرفتھ شد
الکتروفورتیک در این 
مرحلھ حاکی از این بود کھ 
فریتین خالص نیست و ھنوز 

مقدار بسیار زیادی از ھم 
پروتئین ھای کبدی در 

 بر عصاره وجود دارد. بنا
این عصاره مرحلھ قبل 

دقیقھ در  10بھ مدت  مجددا 
حرارت  C80°حمام آب گرم 

 g×10000داده شد و سپس در 
 دقیقھ 15بھ مدت 

سانتریفیوژ شد و محلول 
میکرون  22/0فیلتر  ازرویی 

شد. در این  عبور داده
سیار ـــمرحھ مقدار ب

ین ھا و ــزیادی از پروتئ
آنزیم ھای کبدی حذف شده 

نھایی  تخلیصبودند. برای 
ون ـــفریتین از ست

وگرافي تعویض ــاتــــكروم
سلولز) - (DEAEآنیوني

 )20(.استفاده گردید
ابتدا در این مرحلھ، 

 سلولز- DEAEستون حاوي 
)cm50× cm3 توسط بافر (

مولار با  01/0فسفات سدیم 
6pH:   بھ تعادل رسید. عصاره

ناخالصي كھ در مرحلھ قبل 
با ھمین بافر بھ تعادل 

درون ستون از رسیده بود، 
عبور داده شد. سپس ستون 
با ھمان بافري كھ نمونھ 
با آن بھ تعادل رسیده 

بود، شستشو داده شد تا 
 ،ھاي با اتصال سست پروتئین

از ستون جدا شوند. شستشو 
  تا زماني كھ جذب نمونھ

ي خارج شده از ستون در ھا
نانومتر بھ  280طول موج 

صفر نزدیك شود(سرعت جریان 
میلي لیتر در دقیقھ)  4

ادامھ پیدا كرد. پس از 
خارج شدن پروتئین ھایي کھ 
بھ صورت سست بھ ستون متصل 
شده بودند، بھ کمک نمک 

مولار در بافر  1کلرید سدیم 
مولار با  01/0فسفات سدیم 

6pH:  ر عنوان باف(بھ
شستشو)، فریتین از ستون 
شستشو داده شد. این بافر 
بھ علت افزایش مرحلھ ای 
قدرت یوني مي تواند 

را كھ ) :pI 8/4(فریتین با
بھ واسطھ نیروي جاذبھ 
الكتروستاتیك بھ رزین 
چسبیده است، جدا و از 
ستون خارج کند. در این 

خروجي ستون در  ،مرحلھ
فرکشن ھای جداگانھ و با 

آوري  لیتر جمع   میلي 3حجم 
ھا در   نمونھجذب شد و 

nm280 قرائت گردید . 
 ھای گزارشمطابق با 

، موجود در منابع متعدد
گروه ھیم می تواند بھ 
پروتئین فریتین متصل 

برخی گزارش ھا  .)21،22(،شود
وجود ھیم متصل بھ فریتین 
در شرایط طبیعی بدن را 

 ھم ).21(،تائید کرده اند
- 17کھ چنین مشخص شده است 

گروه ھیم می توانند بھ  15
یک پروتئین فریتین متصل 

برای آزمودن  .)21(،شوند
این احتمال و بررسی عمیق 
تر فعالیت آنزیمی این دو 

فعالیت پراکسیدازی سیستم، 
فریتین در غیاب و حضور 

مورد ارزیابی قرار ھیم 
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. بھ این منظور از گرفت
TMB)ترای ــک سوبسی
ای یک برای آنزیم ھـــکلاس

پراکسید  پراکسیداز) و
(بھ عنوان H2O2)ھیدروژن(

اکسیدکننده) استفاده شد. 
TMB  بعد از اکسید شدن از

محلول بیرنگ بھ یک محلول 
کھ در سبز،  متمابل بھآبی 

nm 652  دارای حداکثر جذب
سنجش  .تبدیل می شود ،است

ھیم بھ  فعالیت پراکسیدازی
تنھایی، فریتین بھ تنھایی 

در  فریتین-و مجموعھ ھیم
 20بافر فسفات پتاسیم 

 در و  :7pHمولار با  میلي
 دمای اتاق انجام شد. 

برای بررسی فعالیت 
پراکسیدازی ابتدا فعالیت 
پراکسیدازی ھیم تنھا، 

میکرومولار ھیم بھ  1مقدار 
و  TMB میکرومولار 600 ھمراه

بھ ھمراه  H2O2میلی مولار  3
میلی مولار  20بافر فسفات 

ریختھ كوارتز  کووتدرون 
دقیقھ  2شد. سپس در خلال 

اول کھ تغییرات جذب در 
 ، جذبمقابل زمان خطی است

نانومتر  652طول موج در 
اندازه گیری شد. در ادامھ 

ترتیب فعالیت  بھ ھمین
تنھا  پراکسیدازی فریتین

مجموعھ  mg/ml 045/0 با غلظت
 - کرومولار)ـمی 1/0 م(ـــھی

 1فریتین و مجموعھ ھیم(
انجام  فریتین - میکرومولار)

ھاي  تمام آزمایش شد.
  مربوط سھ بار تكرار شدند.

 یافتھ ھای پژوھش
روش ھای بررسی پس از 

فریتین بھ این  تخلیصقبلی 
نکتھ پی بردیم کھ تاکنون 
در بیشتر روش ھای تخلیص 
از کروماتوگرافی 
فیلتراسیون ژلی استفاده 
شده است و استفاده از 

کروماتوگرافی تعویض یونی 
دارای بازده پایینی بوده 

و بازدھی بالای  ،)17(،است
 انیـآن زم

بود کھ با کروماتوگرافی 
فیلتراسیون ژلی ھمراه می 

این با عنایت  بر بناشد. 
بھ پیچیدگی و زمان بر 
بودن استفاده از روش 
فیلتراسیون ژلی بر آن 

با استفاده  شدیم تا صرفا 
از کروماتوگرافی تعویض 
یونی فریتین را با بازدھی 
و خلوص بالا تخلیص کنیم. 

جایی کھ تھیھ  از آن
فریتین از شرکت ھای خارجی 

 ،بسیار ھزینھ بر می باشد
ین با ھزینھ تخلیص فریت

پایین و بازده و خلوص بالا 
دارای ارزش فراوانی است 
کھ ما در این تحقیق بھ آن 

 دست یافتیم.
بھ طور کلی جداسازی 
فریتین از بافت نیازمند 
روش چند مرحلھ ای است کھ 
شامل حرارت دادن، استفاده 
از سولفات آمونیوم، 
سانتریفیوژ و استفاده از 
کروماتوگرافی می باشد. 

بتھ ھر کدام از مراحل ال
دارای محدودیت ھای مخصوص 

بھ عنوان  .بھ خود می باشد
باعث کاھش  pHمثال تغییرات 

میزان خلوص در ھر کدام از 
مراحل می شد و ما شرایط 
بھینھ را پس از چندین بار 

خطا در شرایط  و آزمون
مختلف بھ دست آوردیم. 
ھمان طور کھ در روش تخلیص 
توضیح داده شد ما از 
ویژگی بارز فریتین کھ 
مقاومت حرارتی بالای آن می 

فاکتور  باشد بھ عنوان یک
 برای )در دو مرحلھکلیدی(

اری از ــذف بسیـح
ای کبد ــئین ھــپروت

 استفاده کردیم. 
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طور کھ در نمودار  ھمان
) 2 شماره کروماتوگرافی(شکل

مشاھده می شود در مرحلھ 
شستشوی اول کھ از بافر 

 :pH 6مولار  01/0فسفات سدیم 
استفاده شده پروتئین ھایی 

دارای بار pH کھ در این 
منفی نیستند توانایی 

یدن بھ ستون تعویض ــچسب
 بر آنیونی را نداشتھ، بنا

این از ستون خارج شده 
اند. ولی فریتین کھ دارای 

8/4pI:   6می باشد در pH: 

دارای بار منفی است و بھ 
واسطھ نیروي جاذبھ 

ھ رزین الكتروستاتیك ب
صال می یابد. ولی در ــات

مرحلھ بعد با افزودن قدرت 
 01/0یونی بافر فسفات سدیم 

مولار بھ کمک شیب کلرید 
مولار، فریتین از  1سدیم 

ستون جدا و در 
ن ھای مختلف با ـــرکشـــف

درصد خلوص متفاوت جمع 
 آوری گردید.

 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 280 نمونھ ھا در طول موج جذبكروماتوگرام تخلیص فریتین.  .2 شماره شکل
 نانومتر 

 داده شده است را در مراحل مختلف کروماتوگرافی نمایش
 

برای بررسی میزان خلوص 
فریتین در تمام مراحل 

از الکتروفورز ژل  تخلیص
پلی آکریل آمید در حضور 

SDS شماره  استفاده شد. شکل
ژل الکتروفورز  الف - 3

مربوط بھ مراحل مختلف 
. خط را نشان می دھدتخلیص 

الف، ب، ج و د بھ ترتیب 
مربوط بھ عصاره بافت کبد 
قبل از رسوب با سولفات 
آمونیوم، قبل از تیمار 

، بعد از تیمار C80°حرارتی 
و فرکشن نھم  C80°حرارتی 

شستشوی فریتین از ستون 
ماتوگرافی تعویض کرو

سلولز) می - (DEAEآنیوني
طور کھ در  باشند. ھمان

شکل مشاھده می گردد در 

رجھ این روش فریتین با د
خلوص بالایی خالص گردیده 

الکترفورز پس از  ژلاست. 
رنگ آمیزي بھ دستگاه 

منتقل شد و  دانسیتومتر
ھر سپس توسط دستگاه جذب 

در طول موج پروتئینی  بند
ل موج مکمل (طونانومتر 590

. در قرائت گردید رنگ آبی)
ادامھ دستگاه با تقسیم 
جذب ھر بند بر جذب کل 
بندھاي ژل، معیاري تقریبي 
از غلظت نمونھ مورد نظر 

آورد. این روش بھ دست مي
مقدار جزیي خطا دارد کھ 
ناشي از پراکنش نور توسط 
مولکول ھاي آب موجود در 

ولی در کل  دـــباش ژل مي
بی برای ــمناسیار ـــمع
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ھ ـــتخمین میزان درج
در  .دـــاشــوص می بــخل

ھ خلوص ـــاین روش درج

درصد  95فریتین بیش از 
 تخمین زده شد.

 
 
 
 
 

                                          
                              

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                                                            
 

 
 
 
 
 
 
 
 

. الف، ب، ج SDSتروفورز پلی آکریل آمید در حضور ژل الک(الف)  .3 شماره شکل
و د بھ ترتیب نشان دھنده عصاره بافت کبد قبل از رسوب با سولفات آمونیوم، 

و فرکشن نھم  C80°، بعد از تیمار حرارتی C80°قبل از تیمار حرارتی نمونھ 
 سلولز) می باشند.- (DEAEشستشوی فریتین از ستون کروماتوگرافی تعویض آنیوني

(ب) تغییر رنگ پروتئین فریتین در حین شکل گرفتن آپوفریتین بھ دلیل تبدیل 
 )1(فریتین  UV-Visیطیف جذبآھن سھ ظرفیتی بھ دو ظرفیتی و آزاد شدن آن. (ج) 

. غلظت ھر دو pH 0/7میلي مولار  50 فسفات سدیم در بافر )2(وآپوفریتین
 نانومولار است. 100پروتئین 

نمونھ فریتین خالص شده 
 با استفاده از کیت
Immunoradiometric Assay (IRMA) 

کشور  RADIM SPAشرکت 
ایتالیا مورد بررسی قرار 
گرفت تا مشخص شود کھ آیا 
کیت ھای تجاری قادر بھ 
شناسایی فریتین گوسفندی 
ھستند یا خیر؟ نتیجھ نشان 
داد کھ کیت مذکور قادر بھ 
شناسائی فریتین تخلیص شده 

چنین  ھم گوسفندی می باشد.
تیمار نمونھ فریتین با 

تیوگلیکولیک 
 بھ منجر (HSCH2COOH)اسید

تغییر رنگ محلول حاوی 
پروتئین گردید. یون ھای 

Fe3+  موجود در فریتین بھ
واسطھ حضور تیوگلیکولیک 
اسید بھ تدریج ضمن تبدیل 

تولید  (و +Fe2بھ 
از پروتئین آپوفریتین) 
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گردند. در این حین  جدا می
رنگ محلول فریتین از 

قرمز بھ زرد کمرنگ - خرمائی
تا بیرنگ تغییر می 

ب). -3 شماره یابد(شکل
طیف جذبی فریتین در  فا مضا

نانومتر   400حدود طول موج 
ثر جذبی است دارای یک حداک

کھ در صورت خروج آھن از 
ساختار آن، این ناحیھ 
جذبی در طیف آپوفریتین 

 شماره ناپدید می گردد(شکل
ج). جمیع شواھد بالا نشان - 3

می دھد کھ باندھای 
 در شكل پروتئینی خالص شده

مربوط بھ الف -3 شماره
 فریتین می باشند.

گزارش ھایی مبنی بر 
قابلیت اتصال فریتین بھ 
گروه ھیم وجود 

بر این اساس  .)21،22،(دارد

احتمال آن می رود کھ 
مجموعھ مذکور بھ نوعی 
جایگاه فعال پراکسیداز را 
بازسازی و دارای خاصیت 

دازی می باشد. ـپراکسی
برای آزمایش چنین فرضیھ 

فعالیت پراکسیدازی ای، 
فریتین در حضور و عدم 
حضور ھیم بررسی شد. 

 طور کھ در شکل مانــھ
قابل مشاھده است،  4 شماره

دازی ـــالیت پراکسیـــفع
فریتین بسیار - مجموعھ ھیم

بالاتر از ھیم بھ تنھایی 
است کھ میزان این فعالیت 
بھ غلظت ھیم وابستھ می 

فریتین بھ  باشد. ضمنا 
اقد ھرگونھ تنھایی نیز ف

فعالیت پراکسیدازی می 
 باشد.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 توسط فریتین بھ تنھایی، ھیم بھ تنھایی  TMB. سرعت اکسیداسیون 4 شماره شکل
 میکرو مولار ھیم. 1و  1/0فریتین در حضور غلظت ھای  نیز و

 
 نتیجھ گیریبحث و 

فریتین یک پروتئین 
عمومی برای تمام سلول ھا 

ارگانیسم ھا است و بیش  و
سال است کھ تحقیقات  70از 

بھ آن معطوف شده است. اما 
ھنوز بھ عنوان یک مولکول 
جالب ویژگی ھای جدید و 
غیرقابل پیش بینی را بروز 

می دھد. در طی این 
تاریخچھ طولانی مشخص شده 

ا کھ این پروتئین ب
نیازھای ویژه ای سازش 
یافتھ است. بھ عنوان مثال 

ریتین ـــتوانایی حرکت ف
 بھ سوی 
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 DNAھستھ برای محافظت از 
در باکتری ھا. البتھ ھنوز 
مکانیسم بسیاری از 
عملکردھای فریتین بھ طور 
کامل روشن نشده است. علاوه 
بر این، مطالعھ ناھنجاری 
ھای وابستھ بھ نقص فریتین 
دریچھ ھای جدیدی در مورد 

ین ــعملکردھای مختلف فریت
بھ ما می دھد. بھ عنوان 
مثال بررسی فریتین 

ک میتوکندریایی می تواند ی
موضوع مورد تحقیق باشد کھ 
پاسخگوی ناھنجاری ھای 
میتوکندریایی، پیری و حتی 

 تخریب نورونی است.
طور کھ قبلا نیز  ھمان

فریتین بھ نقش ذکر شد 
 ،اصلیعنوان یک پروتئین 
شناختھ در ھموستازی آھن 

اما بسیاری از  شده است
جنبھ ھای حیاتی مربوط بھ 

این پروتئین  عملکردھای
ناختھ ــناش ونکنعظیم تا

ممکن  کھباقی مانده است 
است شگفتی ھای فراوانی را 

 . بناباعث شودآینده  در
این برای بررسی بیشتر  بر

 خواص فریتین بھ روش ھایی
است کھ این  احتیاج

پروتئین با درصد خلوص 
بالا، ھزینھ پایین و در 
مدت زمانی کوتاھی خالص 

بھ  گردد. البتھ بدیھی است
ال انواع صاستحدلیل سھولت 

فریتین گاوی، گوسفندی و 
برروی  غیره تحقیقات عمدتا 
ورت می ـاین پروتئین ھا ص

بھ علت تشابھ  گیرد. لکن
ساختار سوم  توالی و بالای

فریتین انسانی و و چھارم 
گوسفندی(مستند بھ نتایج 

Alignment نتایج بھ نوع (
قابل تعمیم  نیز انسانی

 خواھد بود. 
خش طور کھ در ب ھمان

مواد و روش ھا ھم ذکر شد، 

مراحل ابتدایی تخلیص 
کار برده ھ بمشابھ روش 

بھجتی و شده توسط 
می باشد.  )1383(ھمکاران

ولی ما با اندکی تغییرات 
یک مرحلھ تیمار  افزایش و

حرارتی مقدار بسیار زیادی 
از پروتئین ھای کبدی را 

با بھ عبارتی  حذف نمودیم.
این کار(یعنی افزایش یک 

 )مرحلھ تیمار حرارتی
توانستیم راندمان تخلیص 

ی زیادفریتین را بھ میزان 
بھبود ببخشیم(قسمت ج در 

طور کھ  ھمان ).3شماره  شکل
در شکل نیز مشاھده می شود 

این مرحلھ تاثیری افزودن 
بر روی مقدار  چنانی آن

فریتین نداشتھ و فقط 
پروتئین ھای مزاحم را حذف 

در مرحلھ آخر  کرده است.
کار ھ بنیز برخلاف روش 

برده شده در رفرنس شماره 
(کروماتوگرافی 10

فیلتراسیون ژلی چرخشی یا 
از تکرار شونده) 

کروماتوگرافی تعویض 
سلولز) - DEAE(آنیونی

کھ موجب استفاده کردیم 
فریتین با درصد  گردید

خلوص بالا و در زمان بسیار 
تری نسبت بھ  کوتاه

کروماتوگرافی فیلتراسیون 
در  گردد.ژلی خالص 

کروماتوگرافی فیلتراسیون 
ژلی بھ علت لزوم اعمال 

 )Flow rate(بافر جریان
سرعت درصد  10 (حدودا ترکم
ده ـــمال شـــریان اعـــج

در روش کروماتوگرافی 
یونی) زمان  تعویض

برابر) صرف  10حدود زیادی(
بھ یند امی گردد. تکرار فر

چھ  (نظیر آن صورت چرخشی
مورد  10 شماره در رفرنس

استفاده قرار گرفتھ است) 
کھ سبب رقیق  علاوه بر این
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سازی نمونھ می گردد، وقت 
زیادی را طلب می نماید. 
در مقابل کروماتوگرافی 
تعویض یونی علاوه بر تغلیظ 

در مقایسھ با  نمونھ و
کروماتوگرافی فیلتراسیون 

 تاهژلی در مدت زمان کو
تری قابل انجام است. لازم 
بھ ذکر است کھ بازده روش 

کار برده شده در این ھ ب
میکروگرم فریتین  200تحقیق 

بھ ازای ھر گرم بافت تازه 
کبد می باشد کھ در مقایسھ 

 منابعو  10با رفرنس شماره 
ذکره شده در آن قابل توجھ 

 می باشد.
 عمدتا استرس اکسیداتیو 

ناشی از عدم تعادل در 
ھاست وضعیت آنتی اکسیدان 

در اغلب موارد  بوده و
منجر بھ آسیب بافتی می 

چھ استرس  گردد. چنان
اکسیداتیو ملایم باشد 

زایش ــت با افــباف
ولید آنتی اکسیدان ھا ـــت

بھ آن پاسخ می دھد و در 
صورتی کھ استرس اکسیداتیو 
شدید باشد منجر بھ مرگ 

دد. بدن لولی می گرــس
انسان با استفاده از آنتی 
اکسیدان ھای آنزیمی(آنزیم 

 و ھایی نظیر کاتالاز
پراکسیداز) و یا مکانیسم 

(نظیر ھای غیر آنزیمی
بھ تولید گلوتاتیون) 

استرس مقابلھ با 
می پردازد. لازم  اکسیداتیو

بھ ذکر است واکنش ھای 
پراکسیدازی از نظر 
ترمودینامیک مطلوب ھستند 

ن ھا باعث بھبود و تقویت آ
عملکرد اعصاب محیطی، 
عملکرد اندوتلیال و مھار 

تخریب نرونی می گردد کھ 
یند می تواند در ااین فر

ھایی چون درمان بیماری 
ار دیابت اثرگذ

. در این )23،24(،باشد
مطالعھ نشان داده شد کھ 
فریتین بھ تنھایی فاقد 

دازی ـــراکسیـــفعالیت پ
ھایی ــم بھ تنـــو ھی

دارای فعالیت پراکسیدازی 
بسیار پایینی است ولی بعد 
از اتصال بھ یکدیگر و 

- س ھیمــپلکـــایجاد کم
فریتین فعالیت پراکسیدازی 
قابل توجھی را بروز می 

ت یاد شده می یفعال دھند.
تواند در حالت نرمال 
محافظت کننده از استرس 

کن در یاکسیداتیو باشد. ل
 بیماریحاكم در شرایط 

 ،تخریب نورونی ایــھ
ریب ـــان تخــــامک

بھ ھای حیاتی مولکول
ادیر ــل حضور مقــــدلی

-ميافزایش  بالای پراکسید
. این موضوع در یابد

آزمایشگاه بیولوژی 
ساختاری مرکز تحقیقات 
بیولوژی پزشکی کرمانشاه 

  در حال پیگیری است.
 سپاسگزاری
 مقالھ این انـــنویسندگ

قیقات ــــتح رکزـــاز م
وژی ــــبیول
 شگاهــــکی(دانــــپزش

ی ـــپزشک علوم
رمانشاه) بھ ــــک

ایت ـــر حمــــخاط
الی و از ـــــم

 نلـــپرس اریـــــھمک
 و شکرـــرم آن تـــمحت

 می نمایند.  قدردانی
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Abstract 
 
 
Introduction: Ferritin (with molecular 
weight: 450 kDa, 24 subunits) is composed 
of light and heavy chains and has a major 
role in circulating iron storage, so that up to 
4500 ferric iron ions (Fe3+) can be stored 
within its structure. The aim of this study 
was purification of ferritin from liver (the 
tissue that contains large amounts of 
ferritin) with high yield/purity, and evalu-
ation of its possible peroxidase activity. 
 
Materials & Methods: For successful 
purification of ferritin, we employed the 
obvious characteristic of ferritin (high ther-
mal resistance against temperatures over 
80°C) in two steps accompanying with 
ammonium sulfate precipitation and anionic 
exchange chromatography (DEAE-cellul-
ose).  

Findings: Ferritin was successfully purified 
and its purity (~ 95%) was confirmed using 
SDS-PAGE. Also at the present study, the 
peroxidase activity of heme-ferritin com-
plex for the first time is documented. 
 
Discussion & Conclusion: Since ferritin is 
widely used in diagnosis as well as research 
fields, its purification is inevitable prereq-
uisite. Oxidative stress, as the main cause of 
neurodegenerative diseases, may also corre-
late with increased concentrations of ferritin 
in AD brain. 
 
Keywords: ferritin, purification, anion 
exchange chromatography, peroxidase acti-
ity 
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