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  چكيده
دهنده تـاثير    مطالعات ما و سايرين نشان    . خواص دارويي گوناگوني براي سير و تركيبات جداشده از آن گزارش شده است            : مقدمه

اي  ونومدولاتوري سير مربوط بـه مـاده مـوثره   كه خواص ايمه شد  در مطالعات قبلي نشان داد.هاي سيستم ايمني است   پاسخ برسير  
  .  جدا شده استR10است كه در فراكشن 

 استفاده شده  HPLC ايمونومدولاتور مورد نظر از تخليص به روشسازي تركيبات فراكشن خالصدر اين تحقيق به هدف  :هدف
  .است

دالتـون از     كيلـو  50الـي    10هـاي بـين     پـروتئين  بـه منظـور جداسـازي     . دش ـ تهيـه سير همدان   عصاره خام آبي     :بررسيروش  
 - روي ستون سـمي HPLCآوري شده به كمك كروماتوگرافي فاز معكوس  جمعR10  فراكشن اجزاي. دشاستفاده اولترافيلترسيون 

بـراي تخمـين   . سازي شـدند از يكديگر جدا ت، اسC8 كه يك ستون فاز معكوس cm 25 × 1( 10TPV  208 Vydac(پرپاراتيو 
آميزي از محلول كوماسي بلـو       براي رنگ . استفاده شد  SDS-PAGE نتريسي از روش    RP-HPLC جدا شده با     هاي وتئيناندازه پر 

R250آميزي نيترات نقره استفاده شد  از رنگ،شوند ي با كوماسي بلو مشخص نميآميز هاي كم كه با رنگ  و براي نمونه.  
 در مدت   ليتر بر دقيقه     ميلي 1 و سرعت ) Bحلال  /دقيقه  ( درصد   25/0در شيب    C8 فاز معكوس    HPLCبا استفاده از ستون      :نتايج

 بانـدهايي را در     3 و 1 و 0هـاي    از ايـن ميـان فراكـشن      . آوري شـدند    جمع 6  الي -1هاي   فراكشن عمده با نام    6 دقيقه، تعداد    60
   .هاي بعدي نگهداري شدند  كيلو دالتون نشان دادند و براي بررسي12محدوده 

دالتـون دسـت     كيلـو 15 الـي  10توان به سرعت به تركيبات پروتئيني با وزن بين   مك سيستم اولترفيلتراسيون مي   با ك : گيري يجهتن
سه فراكشن در محدوده وزن     . شوند  اين فراكشن به راحتي از هم جدا مي         اجزاي C8 با استفاده از كروماتوگرافي فاز معكوس        .يافت

تر جهت ارزيابي خواص ايمونومدولاتوري تركيبـات جداشـده بـا اسـتفاده از     هاي بيش بررسي .آيند  به دست مي 12KDمولكولي 
  .هاي بيولوژيك ضروري است آزمون

  HPLC سير، فراكشن ايمونومدولاتور، تخليص،: گل واژگان
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. ..سازي تركيبات فراكشن خالص  

 

  مقدمه
 خواص دارويي .است  Liliaceae متعلق به خانواده1سير

ه عنوان الايام مورد توجه بوده و استفاده از سير ب سير از قديم
 در .هاي مختلف رايج بوده است يك گياه دارويي در بيماري

ن نسبت داده شده آهاي مختلف خواص گوناگوني به  فرهنگ
در طب سنتي ايران اثرات متنوعي براي سير ذكر شده . است

 ور،آ عفوني، اشتها توان به اثر ضد است از جمله اين اثرات مي
دهنده  ودهنده، كاهش، نيرآور كننده غذا، صفرابر، خلط هضم

ه كرد ردر درمان بيماري قند اشا موثر سرطان و ضد فشارخون و
 در چنين در طب سنتي ايران آمده است كه سير هم. ]1،2[

 التيام دهنده زخم و استعمال خارجي، اثر از بين برنده التهاب و
هاي ساده، ديسانتري ورم  براي درمان اسهال. جراحت دارد
 هاضمه، اتساع معده اثر سودمندي ء، سو عصبيءروده با منشا

روي  اثري كه بر ها و مويرگ طرفي با اتساع شرائين و از. دارد
  .]1،2[شود  انقباضات قلب دارد باعث كاهش فشار خون مي

هاي مختلف اثرات  هاي اخير توجه زيادي به جنبه در سال
دارويي عصاره سير و جداسازي تركيبات مختلف آن معطوف 

 .اين خصوص وجود دارد  فراواني درهاي ششده و گزار
اشده از آن ا خواص دارويي گوناگوني براي سير و تركيبات جد

بيوتيكي  توان به خواص آنتي از اين ميان مي. گزارش شده است
انگلي و   ضد،ويروسي ضد، باكتريايي شامل اثرات ضد

 –و سيستم قلبي هاي گردش خون   بر نارسايي تاثير،قارچي ضد
 اشاره نمود سرطاني اثرات ضد ،عروقي

چنين مطالعات ما و  هم. ]3،4،5،6،7،8،9،10،11،12،13،14،15[
. هاي سيستم ايمني است دهنده تاثير سير بر پاسخ سايرين نشان

هاي سلولي و   شامل تقويت پاسخ ايمونومدولاتوري سيراثرات
ي سايتوكايني  ها  شيفت پاسخ،افزايش ازدياد حساسيت تاخيري

هاي   افزايش فعاليت سلول، در مدل ليشمانيوزTh1 به سمت
 افزايش ماكروفاژ و تقويت بلع ،كشنده طبيعي در مقابل تومور

و هضم انگل ليشمانيا ماژور است 
]16،17،18،19،20،21،22،23[.  

  
  

                                           
1 Allium sativum L. 

  

براي درك بهتر خواص سير بايد اجزاء و تركيبات آن را 
ركيبات ت ترين تركيبات سير اي از مهم دسته. بررسي كرد
در اغلب موارد اثرات درماني سير را به . آن است ارگانوسولفور

دهند و  نسبت مي مواد ارگانوسولفوره سير مانند آليسين
 زيادي جهت شناسايي، جداسازي و حتي تهيه هاي بررسي

  مواد سولفوره سير صورت گرفته استDNAپروب 
]3،4،5،6،7،8،9،10،11،12،13،14،15[.  

هاي  بات مهم موجود در سير پروتئينتركي  از ديگريكي
بيشتر اين  .هستندها  ها لكتين از جمله اين پروتئين. استآن 

اي كه   مطالعه.ي براي قند مانوز دارنديها ويژگي بالا لكتين
 96د نشان داده است كه ش انجام 1995 در سال 1 ونتوسط
 45هاي  وزن هاي سير را دو پروتئين عمده در پروتئين  ازدرصد

 .]24 [دهند هاي سير تشكيل مي شامل اليناز ولكتين  14KD و
 صورت مونومره در مطالعه ديگري وزن مولكولي لكتين سير ب

KD 11 25[ مده استآدست ه ب[.  
مطالعات قبلي ما نشان داد كه خواص ايمونومدولاتوري سير 

 جدا شده R10اي است كه در فراكشن  مربوط به ماده موثره
هاي بيوشيميايي شامل اولترافيلتراسيون   روشاست با استفاده از

 طي مراحل مختلف اقدام به جداسازي ماده  SDS-pageو
در طي مراحل جداسازي فعاليت . ايمونومدولاتور سير نموديم

ن بر آايمونومدولاتوري ماده موردنظر از طريق بررسي اثر 
 با  in vitro در balb/cهاي طحال موش تكثير لنفوسيت

كه  نشان داد الكتروفورز .شد ارزيابي LTT تست استفاده از
داراي تعداد زيادي باند پروتئيني است كه  عصاره سير

  و KD 52-50ن در دو باند در ناحيهآهاي  ترين پروتئين عمده

 KD14 - 11 خواص ايمونومدولاتوري سير  .اند جدا شده
باشد   ميKD 14مربوط به يك گليكوپروتئين با وزن مولكولي 

 حاصل از اولترافيلتراسيون عصاره سير  R10ر فراكشنكه د
  .]16[موجود است 

به هدف  HPLC در اين تحقيق از تخليص به روش
سازي تركيبات موجود در فراكشن ايمونومدولاتور سير  خالص

ايمونومدولاتور  ايجاد سيستم مناسب جهت توليد بيشتر ماده و

                                           
1 Wen 
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 غضنفري و همكاران

 

هاي  ي و بررسيهاي بالين تر جهت كار آزمايي در زمان كوتاه
  . فارماكولوژيكي استفاده شده است

  
  ها مواد و روش

  سيرعصاره تهيه 
به طور خلاصه . شدمنظور استفاده   از سير همدان بدين

سير همدان را پس از جداكردن پوست به مدت يك شب در 
هاي  بهحو سپس با ايجاد يك شكاف در  شد فريزر نگه داشته

 آب مقطر ليتر  ميلي1 در  گرم1 سير با مخلوط كن به نسبت
 با كاغذ واتمن شماره يك مخلوط حاصله. شد استريل مخلوط 

 .شد دقيقه سانتريفوژ 20مدت ه  ب8000 سپس با دور وصاف 
در  1و به عنوان عصاره خام آبي سيرشده مايع رويي جدا 

  ].1 [شدداري  يخچال نگه
  

  روش اولترافيلترسيون
ختلف سيستم آميكون اولترافيلترسيون با فيلترهاي م از
ها و  اين فيلترها غيريوني بوده و نسبت به شوينده. شداستفاده 

بسياري از مواد شيميايي مقاوم هستند و قدرت جذبي بسيار 
 فيلترهاي موردنظر به مدت چند ثانيه در ابتدا. يني دارنديپا

تا از تداخل مقادير ناچيز شدند نرمال سودقرارداده  1/0 محلول
ري اتيلن گليكول موجود در ساختار فيلترها با گليسيرين وت

ب مقطر آ را با ها نآ سپس ،زمايش جلوگيري شودآمواد مورد 
ترتيب  بدين  و شدندداده ب فوق قرارآ در ديونيزه شسته و

  .داده شدندب شستشو آ با فيلترها كاملاً
براي جداسازي مواد از عصاره به ترتيب از فيلترهاي 

 ،50، 100هايي با وزن مولكولي  مولكولآميكون با قدرت عبور 
 محلول ،در هر مرحله. شددالتون استفاده   كيلو5 و 10 ،30

 هايي با وزن مولكولي بيشتر از  كه حاوي مولكول2رويي فيلتر
در يخچال  وشده است جدا  نظرمورد ستانه عبور فيلترآ

بر روي فيلتر  (Filtrate)  و محلول زير آنشدنگهداري 
 دقيقه 10به مدت  4000  ريخته و با دورآميكون بعدي

به روي فيلتر  مانده  فراكشن باقي4 بدين ترتيب .شد سانتريفوژ
                                           

1 Crude extract          2 Residue 

در آخر يك   وR100, R30, R10, Residue (R)5هاي  نام
دست آمده تا ه تمامي مواد ب. دست آمده  ب F5فيلتره به نام

  . شدندزمان استفاده بعدي در يخچال نگهداري 
  

شن ايمونومدولاتور با استفاده از سازي فراك خالص
 )RP-HPLC(  فاز معكوسHPLC يكروماتوگراف

آوري شده از فيلتراسيون به كمك  فراكشن جمع
 - روي ستون سميHPLCكروماتوگرافي فاز معكوس 

   cm 25 × 1( 10TPV 208 Vydac(پرپاراتيو 
)Kenoverكه يك ستون فاز معكوس  ) آلمانC8از  ت، اس

   Aسازي با كمك محلول   خالص.يكديگر جدا شدند
 TFA  درصد09/0 (Bو محلول )  در آبTFA  درصد1/0(

  درصد0 از min/ml 1و با سرعت جريان ) در استونيتريل
شدت .  انجام شدmin 60  به مدت درصد15 تا Bمحلول 

. نانومتر بررسي شد 280 و 254، 215هاي  جذب در طول موج
  . اند شخص شدههايي م ها با شماره هر يك از فراكشن

  
  -SDS-PAGE Tricineالكتروفورز 

 RP-HPLCهاي جدا شده با  براي تخمين اندازه پروتئين
   و Schagger به روش SDS-PAGE نتريسياز روش 

 درصد 3 ژل الكتروفورز در .]24 [ شد استفادهژاگو انجام - ون
  . استفاده شد درصد15 و درصد، 10 ، درصد7مختلف 

  
  با كوماسي بلوآميزي  تثبيت و رنگ

در (  انجام شدR250مراحل تثبيت با كمك محلول كوماسي بلو 
ليتر متانول،  ميلي 120  وR250گرم كوماسي بلو  ميلي 250 اين محلول

 500ليتر اسيد استيك وجود دارد كه با آب به حجم   ميلي25
  درصد40 براي رنگ بري از محلول). ليتر رسانده شده است ميلي

  . اسيد استيك استفاده شدد درص10اتانول، 
  

  آميزي نيترات نقره روش سريع رنگ
هاي كم كه با  آميزي نمونه اين روش براي رنگ

. شوند، مناسب است ي با كوماسي بلو مشخص نمي آميز رنگ
  كلرواستيك   تري درصد50 استن،  درصد50هاي استوك  محلول
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. ..سازي تركيبات فراكشن خالص  

 

  تيوسولفات درصد10 نيترات نقره،  درصد20 و )TCA(اسيد 
 مراحل پروتوكل مربوطهسپس طبق جدول . شدسديم تهيه 

  .]25[ شد آميزي انجام رنگ
  

  نتايج
 ،با استفاده از روش اولترافيلتراسيون در سيستم آميكون

 به مقدار موردنياز تهيه و به صورت ليوفليزه در  R10فراكشن
  . يخچال نگهداري شد

 وجود يك باند پهن در ناحيه SDS-PAGEالكتروفورز 
  .)1  شمارهشكل(دهد   كيلو دالتون را نشان مي15الي  10

   و سرعت) Bحلال /دقيقه  ( درصد25/0در شيب 
فراكشن عمده  6 دقيقه، تعداد 60ليتر بر دقيقه در مدت   ميلي1

 و 2  شمارههاي  شكل( آوري شدند  جمع6  الي-1هاي  با نام
اتوگرافي فاز معكوس دست آمده از كرومه هاي ب فراكشن). 3

C8با شرايط فوق با كمك ستون   مجدداً براي خلوص بشتر

براي تاييد خلوص آن ها نيز از . كروماتوگرافي شدند C8سمي 
  ).4 شماره شكل( استفاده شدC8 ستون آناليتيكال 

  شود فراكشن   ديده مي5گونه كه در شكل شماره  همان
در فراكشن .  كيلودالتون است66 داراي وزن مولكولي تقريباً 1
 صفر و سه داراي هاي فراكشن. شود ، باند پروتئيني ديده نمي2

 به 4فراكشن . كيلودالتون هستند 12وزن مولكولي حدود 
 جزء 6 و 5هاي  فراكشن. دهد صورت اسمير خود را نشان مي
 1، 0 هاي الكتروفورز فراكشن. پروتئيني قابل تشخيصي ندارند

 كه به SDS-PAGE به همراه نمونه اوليه در ژل تريسين 3و 
دهد كه در  آميزي شده است نيز نشان مي نيترات نقره رنگ

كيلودالتون نيز ديده  15، نمونه پروتئيني بالاتر از 1فراكشن 
كيلودالتون و  12 وزن مولكولي حدود 3فراكشن . شود مي

كيلودالتون از خود  10فراكشن صفر، وزن مولكولي حدود 
  .دهد نشان مي

  
  

  
  
  
  
  
  
  

داراي وزن ) R10  ) Crude در مقايسه با ماركر وزن مولكولي، نمونه(crude)  سير R10 از فراكشنSDS-PAGE تصوير ژل تريسين -1شكل شماره 
  است)  كيلودالتون12 حدود( مولكولي پايين

  
RP-HPLC of Galic extraction

0

500

1000

1500

2000

2500

0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00 70.00 80.00 90.00

Time(min)

m
A

U

280nm  mAU
254nm  mAU
215nm  mAU

0
1

2

3
4

5

6

  
  انومتر ن215 و 254، 280هاي   موج در طول  C8 سير بر روي ستون سمي R10 فراكشن C8 RP-HPLC. نمودار -2 شماره شكل
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HPLC Profile of Galic Extraction
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  nm  280  سمي پرپاراتيو در طول موجC8 سير روي ستون R10 از RP-HPLCنمودار  -3 شماره شكل

  

  
  nm  280  در طول موج Aquapore RP300 آناليتيكالC8 روي ستون 3 از فراكشن RP-HPLCنمودار . -4 شماره شكل

  
  
  
  
  
  
  

                                                             ب                             الف                     
  شمارهشكل.  شماره فراكشن هستندهندهها، نشاند اعداد بالاي چاهك. C8هاي مختلف جدا شده از ستون   از فراكشنSDS-PAGEژل  -5شكل شماره 

 داراي وزن 1فراكشن . كيلودالتون است 10 – 15 كه عمدتاً وزن مولكولي آن بين تقبل از تزريق اس  (R10) مويد عصاره فيلتر شده اوليه Crudeسمت چپ، ) الف(
فراكشن . كيلودالتون هستند12هاي صفر و سه داراي وزن مولكولي حدود  فراكشن. شود ، باند پروتئيني ديده نمي2در فراكشن . شود كيلودالتون ديده مي 66مولكولي تقريباً 

 به همراه نمونه اوليه 3و  1، 0هاي الكتروفورز فراكشن) ب(  شمارهشكل.  جزء پروتئيني قابل تشخيصي ندارند6 و 5هاي  فراكشن. دهد مي به صورت اسمير خود را نشان 4
 وزن مولكولي 3 فراكشن. شود كيلودالتون نيز ديده مي15، نمونه پروتئيني بالاتر از 1در فراكشن . آميزي شده است  كه به نيترات نقره رنگSDS-PAGEدر ژل تريسين 

  .دهد كيلودالتون از خود نشان مي10كيلودالتون و فراكشن صفر، وزن مولكولي حدود 12حدود 
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  هشتم، دوره اول، فصلنامه گياهان دارويي، سال 
  1387يست و نهم، زمستان ب شماره مسلسل

 

. ..سازي تركيبات فراكشن خالص  

 

 جزء جداگانه است 4 حاوي R10با توجه به نتايج فوق 
هاي بعدي و   جهت بررسي4 و 3 ،1 ،0هاي  كه در فراكشن

  .دشآوري  مطالعات ايمونولوژي جمع
 

  گيري و بحث نتيجه
سرعت به ه توان ب يستم اولترفيلتراسيون ميبا كمك س

 كيلودالتون دست 15الي  10تركيبات پروتئيني با وزن بين 
 مشخص شده 1  شمارهاين موضوع به روشني در شكل. يافت
 آمده از اين با توجه به پهن بودن قطر باند به دست. است

 و با توجه به اطلاعات موجود در SDS- PAGEفراكشن در 
رسد اين فراكشن  ات پروتئيني سير به نظر ميمورد  تركيب

طبق اطلاعات . باشد حاوي لكتين متصل شونده به مانوز مي
باشد   ايزو لكتين مي3-2موجود اين لكتين به صورت 

]26،27[ .  
 فاز HPLCبا استفاده از تكنيك  در تحقيق حاضر

  R10سازي اجراء پروتئيني موجود در فراكشنمعكوس به جدا
با اعمال شيب . تراسيون عصاره سير پرداخته شدحاصل از فيل
از استونيتريل اجزاء پروتئيني هم )  درصد25/0( بسيار ملايم

هاي  اساس بررسيبر. دندشا راحتي از يكديگر جده وزن ب
رسد كه فراكشن حاصل از فيلتراسيون كه  انجام شده به نظر مي

 رسد، خود از  خالص به نظر ميSDS-PAGEظاهراً با تكنيك 
هاي يك مولكول باشند  چندين تركيب كه ممكن است ايزوتيپ

توان  ، ميHPLCبر اساس كروماتوگرام . تشكيل شده است
كيلودالتون در  12 ايزوتيپ با وزن تقريبي 4گفت كه حداقل 

دهد كه روش  نتايج فوق نشان مي. فراكشن اوليه وجود دارد
ء استفاده شده براي جداسازي و تخليص تركيبات و اجزا

  روش مناسبي است ولي جهت اظهارنظرR10فراكشن 
 هاي درخصوص ميزان اثرات ايمونومدولاتوري انجام آزمايش

هاي بعدي جهت انجام  بررسي. باشد ايمونولوژيك ضروري مي
 ايمونولوژيك بر روي مواد تخليص شده ادامه هاي آزمايش

  . بعدي ارايه خواهد شدهاي داشته و نتايج مربوطه در گزارش

  
   و قدردانيتشكر

 و حمايت مالي مركز تحقيقات باين تحقيق با تصوي
 و توسط آن گياهان دارويي دانشگاه شاهد انجام شده است

ولين محترم ؤوسيله از مس بدين. مركز حمايت مالي شده اسست
  .نمايد آن مركز تشكر و قدرداني مي
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