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 خلاصه

های زیستي را دارد. لاکتوفرین ترکیب اصلي شیر است و در ترشحات خارجي طیف متنوعي از فعالیتلاکتوفرین یک گلیكوپروتئین متصل به آهن است که  سابقه و هدف:

گرم منفي و مثبت و ضد ویروسي را دارد.  یتوانایي فعالیت ضد میكروبي علیه طیف گسترده ای از باکتریها شته ووجود دانیز همانند اشک، بزاق، صفرا و گرانولهای نوتروفیلي 

 .مي باشدمقاومت دارویي با طالعه بررسي اثر این پروتئین بر رشد سویه پسودوموناس آئروژینوزا در بیماران مبتلا به سوختگي هدف از این م

 گرفتت.  ضتد پستودوموناس آئروژینتوزا متورد بررستي  ترار، این مطالعه فعالیت ضد باکتریایي لاکتوفرین پس از جداسازی و خالص سازی از کلستتروم گتاو درها: مواد و روش

جهتت  TSIکاتالاز و کشتت در محتی   ،های باکتریایي از بیماران مبتلا به سوختگي )بیمارستان شهید زارع( جداسازی شدند و پس از انجام تست های تائیدی نظیر اکسیدازنمونه

های پسودموناس توس  دستگاه شتمار  استفاده شدند. کلني 744و  044و  µg/ml 444 ،144غلظت  4های میكروبي مورد استفاده  رار گرفتند. لاکتوفرین خالص شده با فعالیت

 . عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته شده ب DH5αسویه  E.coliهمچنین  .لاکتوفرین( مقایسه شدند حضور و با کنترل منفي )بدونه کلني شمار  شد

مهار کنندگي و بیشتترین درصتد مهتار کننتدگي لاکتتوفرین مربتوط بته  %23و  %91 با g/mlµ 444نتایج نشان داد که کمترین غلظت مهار کنندگي مربوط به غلظت  ها:یافته

 .مهار کنندگي در سودوموناس و اشرشیاکولي بودند %00و  %60با  g/mlµ 744غلظت 

بیشترین مهار کنندگي را علیه پسودوموناس  µg/ml744  در غلظت امانتایج نشان داد که تمامي غلظت های لاکتوفرین دارای فعالیت مهارکنندگي هستند  گیری: نتیجه

 .لي داردو اشرشیاک آئروژینوزا

 .اشرشیاکلی، سودوموناس آئروژینوزا، فعالیت ضد میکروبی، لاکتوفرین: های کلیدیواژه
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 مقدمه 
کیلو دالتوني است که  ابلیت اتصال به آهن را  64لاکتوفرین گلیكو پروتئین 

( به PMNSاشک، بزاق، گرانولهای اختصاصي )دارد. این پروتئین در شیر، 

خصوص نوتروفیل ها یافت مي شود. خواص بیولوژیكي آن شامل تنظیم جذب 

آهن در روده، خواص ضد التهابي، تنظیم کننده سیستم ایمني بدن و فعالیت ضد 

(. اثر لاکتوفرین در کاهش التهاب و از 5باکتریایي، ویروسي و توموری مي باشد)

های بالیني مثل کنترل عفونت، اختلال های گرم منفي پیامدکتریبین بردن با

ساختمان پروتئیني  (.2عملكرد ارگانهای متعدد و تهاجم باکتریایي را به دنبال دارد)

( است که هر کدام lobe-c( وکربوکسیلي) N-lobeآن شامل دو بخش، آمیني)

ضي موا ع لاکتوفرین به در بع (.9و4) ابلیت اتصال به آهن آزاد را دارا مي باشند 

شود که همین امر مانع تكثیر باکتریها آهن آزاد شده از ترنسفرین ها متصل مي

 (. تمایل لاکتوفرین برای جذب آهن به عنوان یک ترکیب اصلي 1شود )مي

 

شماری در نظر گرفته های بيسیستم دفاعي غیر اختصاصي میزبان علیه پاتوژن

کند و آهن آزاد محی  را عاری از این عنصر مي لاکتوفرین با جذب(. 0مي شود)

هایي که برای زندگي رشد و تكثیر خود به آهن نیاز ها و پاتوژندر نتیجه باکتری

شوند و بدین ترتیب مانند و  ادر به ادامه زندگي نميدارند از آن محروم مي

ه بر (. لاکتوفرین علاو7کند)لاکتوفرین به طور غیرمستقیم عفونت را مهار مي

تواند از طریق ممانعت جذب آهن و دورنگه داشتن آن از دسترس میكروب ها مي

ها و یا ها، بي ثبات کردن دیواره سلولي باکتریاز متابولیسم میكروبي کربوهیدرات

استفاده از  (.6از طریق اتصال به کلسیم و منیزیم فعالیت ضد میكروبي داشته باشد)

ظیر مو  و خوک موجب افزایش مقاومت آنها در لاکتوفرین در تغذیه حیواناتي ن

(. جنس سودوموناس 3برابر بیماری های باکتریایي و التهابي گردیده است )

متشكل از بسیاری گونه های باسیل گرم منفي هوازی غیر تخمیری است که در 
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 و همكاران رمیسا شعربافي ؛ضد میكروبي پروتئین لاکتوفرینبررسي فعالیت 

 

خاک و آب سكونت دارند به طور وسیع در طبیعت، در آب، فاضلاب، گرد و غبار، 

یكي از عفونتهای شایع بیمارستاني که توس  پاتوژن  (.54اند)راکندههوا و خاک پ

شود که ناشي از نقص آئروژینوزا ایجاد ميفرصت طلبي از جمله پسودوموناس

که ایمني یا عوامل دیگر است، عفونت پس از سوختگي مي باشد. از آنجایي

ها ع عفونتهای مهم درمان این نومقاومت به انواع آنتي بیوتیک ها از چالش

های تر، از اولویته درمان جایگزین و موثرنمیزمحسوب مي شود تحقیق در 

 پزشكي محسوب مي شود. 

با توجه به سابقه زیاد خواص درماني پروتئین لاکتوفرین در بیماریهای 

در  مختلف و همچنین اثر مهم این پروتئین خوراکي در تقویت سیستم ایمني

در این مطالعه اثر ضدباکتریایي ، هااز جمله باکتریها مقابله با انواع پاتوژن

لاکتوفرین خالص شده از کلسترم شیر گاو با غلظتهای مختلف بر باکتری 

بررسي  های افرادی که دچار سوختگي شده اند،پسودوموناس جدا شده از نمونه

 .گردید

 
 

 هامواد و روش
از محل زخم  در این تحقیق نمونه گیری، جدا سازی و شناسایی باکتری:

شهید زارع شهرستان بیماران مبتلا به سوختگي وا ع در مرکزسوختگي بیمارستان 

ا استفاده از سواپ استریل نمونه برداشته شد و به پلیت حاوی محی  کشت بساری 

انكوبه شدند  C◦97 ساعت در دمای 24آگار خوني منتقل گردید. پلیت ها به مدت 

آز، کاتالاز، های بیوشیمیایي نظیر اوره به منظور شناسایي باکتری ها تست

اکسیداز، اندول و سیترات مطابق با رو  های استاندارد صورت گرفت. همچنین 

  (.55جهت بررسي  ندی کشت داده شدند) KIA TSI ،نمونه ها در محی 

لاکتوفرین از  استخراج، خالص سازی و تعیین غلظت لاکتوفرین:

ز زایمان جدا سازی شد و سپس توس  ساعت پس ا 72کلستروم شیر گاو طي 

ص سازی شد لخا CM-sephadex G50دستگاه کروماتوگرافي تبادل آنیوني 

تایید گردید و غلظت آن توس  رو   SDS-PAGEو خلوص آن توس  ژل 

به عنوان استاندارد اندازه  (BSA)برادفورد با استفاده از پروتئین آلبومین گاوی 

های متفاوتي از استاندارد تهیه شد سپس دو ظتبدین منظور ابتدا غلگیری شد. 

حجم متفاوت از لاکتوفرین تهیه گردید و به میزان یكسان محلول برادفورد به 

نانومتر خوانده شد و غلظت  131ها در جذب نمونهتمامي لوله ها افزوده شد. 

لاکتوفرین خالص شده مطابق با منحني استاندارد رسم شده برای پروتئین آلبومین 

نتایج مربوط به خالص سازی در مطالعات  به دست آمد. μg/µl 1/2گاوی، 

 (.52و همكاران گزار  شده است) Sharbafiپیشین توس  

سودوموناس در  ابتدا کشت میکروبی و بررسی اثر ضد باکتریایی لاکتوفرین:

ml14   از محیLB broth  ساعت کشت داده شد و پس از گذشت  56به مدت

محی  مایع توس  دستگاه اسپكتروفوتومتری خوانده شد. ( OD)این زمان جذب 

که معادل  2/4 ساعت انكوباسیون حدود56یع پس از جذب محی  کشت ما

 52مک فارلن مي باشد، بدست آمد. سپس از محی  کشت مایع اولیه  9استاندارد 

تهیه شده که جذب هر یک از ر ت ها بطور جداگانه خوانده  54-52تا 54-5 ر ت از

میكرولیتر بر روی پلیت حاوی ائوزین متیلن بلو  544د. از هر ر ت میزان ش

(EMB کشت داده شد. پس از انكوباسیون به مدت )ساعت در دمای 56 C◦ 97 

 های رشد یافته شمار  شدند. کلني

این ر ت های  ابل شمار  داشته که تعداد کلني 2/4حدود  ODبا 54-52ر ت 

پلیت از محی  ائوزین  1 ابل شمار  را نشان داد. مناسبترین تعداد کلني های 

اضافه  54-52میكرولیتر از ر ت  544( تهیه شده و به هر پلیت EMBمتیلن بلو)

 ،صفر μg/ml معادلگردید سپس به هر پلیت غلظت های مختلف لاکتوفرین 

شدند.  انكوبه C°97ساعت در دمای  56افزوده و به مدت  744و 044، 144، 444

پس از  به عنوان کنترل مثبت انجام شد. E.coliبرای سویه  همین کار

ها تعداد کلني ها شمار  و میزان باکتری زنده انكوباسیون و رشد باکتری

(CFU) .مشخص گردید 

تصادفي انجام شد و  "این تحقیق در  الب طرح کاملا: تجزیه و تحلیل آماری

 One Sample با استفاده از هاپس از اطمینان از نرمال بودن داده

Kolmogorov-Smirnov Testهای حاصل از اثر ، تجزیه و تحلیل داده

 SPSS 53های مختلف لاکتوفرین بر رشد باکتری با استفاده از نرم افزار غلظت

( و مقایسه میانگین با One way ANOVAو آنالیز واریانس یک طرفه )

  >41/4p و تای دانكن بین تیمارهای مختلف صورت گرفآزمون چند دامنه

 معني دار در نظر گرفته شد.

 

 

 یافته ها
نتایج نشان داد که لاکتوفرین بطور موثری موجب کاهش رشد پسودموناس 

درصد بوده  60و  91،16،71که درصد مهارکنندگي به ترتیب آئروژینوزا مي شود 

مهار کنندگي و  %91دارای کمترین اثر مهار کنندگي با  g/mlµ 444غلظت  که

µg/ml 744  موجب مهار رشد باکتریهای  %60دارای بیشترین اثر مهارکنندگي تا

(. لاکتوفرین موجب کاهش تعداد کلني 5پسودوموناس آئروژینوزا شده است )شكل

 00و  23،97،12که درصد مهرکنندگي به ترتیب  نیز گردید E. coliها در 

 %23با  g/mlµ 444کمترین اثر مهار کنندگي مربوط به غلظت بوده که  درصد

 µg/ml744 اثر مهار کنندگي وبیشترین درصد مهارکنندگي مربوط به غلظت

نتایج نشان دادند که اثر مهارکنندگي  (.2اثر مهار کنندگي بوده است )شكل %00با

به عنوان کنترل  E.coliلاکتوفرین بر روی پسودوموناس آئروژینوزا بیشتر از 

 (.9مثبت مي باشد)شكل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بررسی اثر غلظت های متفاوت لاکتوفرین بر روی رشد . 1شکل

 سودوموناس آئروژینوزا
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Evaluation of Antimicrobial Activity of Lactoferrin; R. Sharbafi, et al 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 E.coli. بررسی اثر غلظت های متفاوت لاکتوفرین بر روی رشد  2شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. مقایسه درصد مهارکنندگی لاکتوفرین علیه سودوموناس ائروژینوزا 3شکل

 E. coliو 

 

 نتیجه گیریبحث و 
یک پروتئین چند عملكردی است که یكي از نقشهای آن فعالیت لاکتوفرین 

ضد باکتریای است و بر روی طیف گسترده ای از گونه های گرم مثبت و منفي 

باشد. تفاوت در اثر این پروتئین نسبت به نتایج گذشته در میزان تاثیر گذار مي

یت فعالدر بررسي و همكاران  Woan-sub غلظت مهارکنندگي آن بوده است.

 P. syringaeضدمیكروبي لاکتوفرین علیه گونه های مختلفي از پسودوموناس

گزار  کردند که بیشترین اثر مهارکنندگي لاکتوفرین  P. fluorescensو 

بوده است. آنها همچنین اعلام کردند که  mg/ml 3/5مربوط به غلظت 

P.syringae  نسبت بهp.flurcens  دارای حساسیت بیشتری نسبت به

و همكارانش تأثیر ضد میكروبي لاکتوفرین  Takase(. 59مي باشد)توفرین لاک

 .Kو E.coli  ،S.aureus  ،P.aeruginosaرا بر روی سویه های 

pneumonia گاو جدا شده بود بررسي کردند. در این آزمایشات  که از پستان

استفاده کردند. نتایج نشان داد که  mg/ml 07/2و  07/5و  07/4آنها از غلظت 

دارای بیشترین اثرمهارکنندگي مي باشد و بیشترین تأثیر  mg/ml 07/2 غلظت

بود. این  P. aeruginosaو  E.coliلاکتوفرین در مهار رشد باکتریهای 

ان همچنین اعلام کردند که لاکتوفرین از طریق آسیب زدن به غشاء دانشمند

خارجي باکتری های گرم منفي وتغییر در نفوذ پذیری غشا موجب مهار رشد آنها 

و همكاران گزار  کردند که لاکتوفرین با غلظت  Dionysius. (54مي شود)

mg/ml 5  موجب مهار رشدETEC روده  جدا شده از بیماراني که دچار التهاب

شده بودند، گردید. آنها بیان کردند که میزان مهارکنندگي لاکتوفرین به نوع سویه 

  (.51و میزان اولیه باکتریها وابسته است )

های مختلف پسودوموناس توس  فعالیت ضد میكروبي لاکتوفرین علیه گونه

باشد. مكانیسم اول این است که لاکتوفرین یک چندین مكانیسم  ابل شرح مي

باشد. آهن یک عنصر مهم برای تمامي روتئین متصل شونده به آهن ميپ

میكروارگانیسم ها است. کاهش غلظت آهن آزاد در محی  اطراف میكروارگانیسم 

ها منجر به ایجاد شرایطي مي شود که در نهایت به مرگ میكروارگانیسم ها 

توس  گردد. از طرف دیگر کمبود آهن محی  از تشكیل بیوفیلم منتهي مي

P.aeruginosa کند. مكانیسم دوم بیانگر این مسئله است که جلوگیری مي

باعث از هم گسستگي غشاء  A لاکتوفرین از طریق اتصال به بخشي از لیپید

شود. بي ثبات شدن غشاء خارجي در باکتری ها موجب های گرم منفي ميباکتری

منجر به تغییر در نفوذ  ( مي گردد و در نهایتLPSآزاد شدن لیپوپلي ساکاریدها )

پذیری غشاء مي شود. تغییر در نفوذپذیری غشاء، فعالیت ضد میكروبي لاکتوفرین 

 را از طریق اجازه ورود به آنتي بیوتیک ها و سایر عوامل ضد میكروبي، کامل 

(. در تحقیق حاضر، نتایج نشان داد که لاکتوفرین در شرای  50) کندمي

وجب کاهش رشد پسودموناس آئروژینوزا مي شود. آزمایشگاهي به طور موثری م

و پسودوموناس در غلظت پایین تری از  E.coliاثر مهارکنندگي بر دو سویه 

لاکتوفرین نسبت به مطالعات پیشین دیده شد که مي تواند بیانگر خالص تر و 

زمایش های مورد آفعال تربودن لاکتوفرین بدست آمده و حساسیت بیشتر سویه

 نسبت به لاکتوفرین فوق باشد.

 
 

 تقدیر و تشکر
وری طبرستان)ساری( و مرکز اپژوهشكده ژنتیک و زیست فن بدینوسیله از

مولكولي دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي مازندران جهت -تحقیقات سلولي

  د.تقدیر و تشكر مي گرد همكاری در این تحقیق،
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Lactoferrin(LF) is an iron-binding glycoprotein that involves a diverse range 

of biological activities. Lactoferrin is a major component of milk and is present in exocrine secretions such  as tears, 

salvia, bile, and neutrophil granules. Lactoferrin has more potent antimicrobial activities against a wide range of gram 

negative and positive bacteria as well as antivirus activities. The purpose of this study is to evaluate the effect of this 

protein on P.aeruginosa growth in patients with burns that show drug resistance. 

METHODS: In this study, antibacterial activity of Lactoferrin has been scrutinized after isolation and purification of 

bovine colostrum against pseudomonas aeroginosa. Bacteria samples were isolated from scald patients (Shahid Zare 

Hospital); then microbial activity was confirmed with biochemical tests like oxidase, catalase and growth on TSI 

medium. Four concentrations 400,500,600 and 700 µg/ml of lactoferrin were assayed. Pseudomonas colonies counted 

and compared with negative control (without lactoferrin) as well as E.coli (DH5α) as positive control was considered. 

FINDINGS: Our results showed that 400µg/ml concentration of lactoferrin has the least inhibitory effect with 35% and 

29% growth inhibitory and 700µg/ml concentration of lactoferrin has the highest inhibitory effect with 86% and 66% 

on Pseudomonas and E.coli, respectively. 

CONCLUSION: Our result showed that all of lactoferrin concentrations have inhibitory activity which in 700µg/ml 

has the highest inhibition against Pseudomonas aeroginosa and also E.coli. 

KEY WORDS: Antimicrobial activity, E.coli, lactoferrin, Pseudomonas aeroginosa. 
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