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  چكيده

استفاده از آن در صنايع دارويي و غذايي  ،ي است كه عليرغم خواص دارويي ثابت شدهآبگريزكوركومين تركيب پلي فنولي 

  . به دليل عدم حلاليت در محلولهاي آبي به شدت محدود شده است

سي زيستي كوركومين بررسي دسترانحلال و هاي بتاكازئين بدست آمده از شير شتر را بر ميزان  در اين مطالعه تاثير ميسل

درجه سانتيگراد با استفاده از فلورسانس  37و  30، 25اين پليمر در سه دماي  CACپس از تخليص بتاكازئين،  .كرديم

منحني هاي اتصال هم دماي مربوط به ميانكنش بين پروتئين و كوركومين در سه دماي مذكور با . پايرن بررسي شد

مولكولهاي كوركومين با %  20اين نمودارها نشان ميدهند كه تقريباً  .بنفش رسم گرديداستفاده از طيف سنجي ماوراي 

 با پروتئين ميانكنش ميكنند و جايگاههاي اتصالي نيز به صورت تعاوني اين ليگاند را در آبگريزهاي غير استفاده از ميانكنش

 .و استفاده از معادله وانت هوف تاييد گرديد اين مطلب با بررسي بيشتر از طريق طيف سنجي فلورسانس .خود ميپذيرند

 يز فلورسانس ذاتيو ن كنديشتر ميبنيز را ولمر، ميزان ثابتهاي اتصال  -همچنين افزايش دما علاوه بر افزايش ثابتهاي استرن

كه  يسيتي سطحي بتاكازئين در دماهاي مختلف حاكي از آنستهيدروفوببررسي ميزان . دينماين را خاموش ميخود پروتئ

بررسي هاي انجام گرفته با استفاده از دورنگ نمايي  .قرار ميگيرند ليگاندبيشتري در دسترس  آبگريزبا افزايش دما بخشهاي 

بدون هيچ گونه ز ين نيبه علاوه كوركومو دهد ير نمييرا تغاين پروتئين  هيش دما ساختار ثانويافزاد ندوراني نشان ميده

بهبود بار  2578به ميزان حلاليت كوركومين را اين پليمر زيستي  .ميانكنش ميكند ن با آنيپروتئتغييري در ساختار ثانويه 

 نيبتاكازئهاي  حضور و عدم حضور ميسل، در  K562بر روي رده سلول سرطاني نيكوركومبررسي سميت  .بخشد يم

به . ميكرومولار كاسته ميشود 17 ميكرومولار به ميزان 26اين تركيب در حضور ميسل بتاكازئين از  IC50نشان ميدهد كه 

شده در  مخلوط بتاكازئين و كوركومين نيز به ميزان قابل توجهي نسبت به كوركومين حل علاوه خواص آنتي اكسيداني

 تركيببين اين دو  نشانه اي از افزايش ميزان حلاليت و نيز احتمالاً ميانكنش موضوع، اين محيط آبي افزوده ميشود

آنتي  بدست آمده اند آنزيمهاي تريپسين و كيموتريپسينبا بتاكازئين پروتئين كه از هيدروليز ي يدهاپپتي اكثر .ميباشد

  .دارد بارز يميانكنشبا كوركومين تنها يكي از آنها و اكسيداني بيشتري نسبت به پروتئين هيدروليز نشده نشان ميدهند 
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  داروهاي گياهي و اهميت آن در داروسازي نوين 1-1

. از ابتدا تاكنون توليدات طبيعي گياهي به دلايل مختلف مورد استفاده قرار گرفته اند ،در طول تاريخ بشر
دهها هزار مورد از آنها متابوليتهاي ثانويه اي هستند كه در گياهان به منظور مقابله با بيماري و عفونتها ساخته 

مولكول كوچك دارويي در كل جهان معرفي شدندكه  877تقريباً  2002تا  1981در طي سالهاي . 1]  [ ميشوند
اين امر چندان تعجب برانگيز نيست زيرا داروهاي . به محصولات طبيعي باز ميگردد%) 61(منشا بيشتر آنها 

مردم كشورهاي در % 80. دگياهي براي انسان حداقل از نظر بيوشيميايي سودمندتر از داروهاي سنتزي هستن
دارويي خود را از اين تركيبات تامين ميكنند، اين استفاده در كشورهاي توسعه -حال توسعه نيازهاي بهداشتي

تن زردچوبه  2400يافته نيز رونق دارد به گونه اي كه مطابق گزارشات سازمان غذا و داروي آمريكا سالانه 
 . [2]به اين كشور وارد ميشود

ن از تركيبات گياهي، استفاده از آنها در فرمولاسيونهاي دارويي و انتقال دانش پزشكي از تجارب الهام گرفت
  .]3[مينامند  1"داروسازي معكوس"قديمي درماني به سمت آزمايشگاهها را 

  زردچوبه و تركيبات آن 1-2

مدتهاي  ود وتخليص ميش ،Curcuma longa 3در طبقه بندي لينه ،Turmericگياه  2از ريزومزردچوبه 
سياي جنوب شرقي است كه در طب سنتي كشورهاي چين و هند و آ )هزار سال پيش از ميلاد 2از (مديدي 

 تاكسونومي اين گياه به صورت زير جايگاه. براي درمان بيماريهاي مختلف به كار ميرود به طور گسترده اي
  .[4] است

Class         Liliopsida 
Subclass    Commelinids 
Order        Zingiberales 
Family      Zingiberaceae 
Genus       Curcuma 
Species      Curcuma longa 

بيس  ، )IIكوركومين (مهمترين كوركومينوئيدهاي موجود در زردچوبه عبارتند از متوكسي كوركومين 
به  اتي از اين تركيببه طور سنت). 1-1شكل (و سيكلو كوركومين ) IIIكوركومين (دمتوكسي كوركومين 

د در طب سنتي ناسنادي وجود دارد كه نشان ميده. آرايشي و دارويي استفاده مي شود ،غذايي وادعنوان م

                                                 
١ Reverse pharmacology 
٢ Rhizome 
٣ Linnaeus 
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 ،)و آلرژي 2بيش فعالي برونشيت ها ،مثل آسم(از اين ماده براي درمان بيماريهاي تنفسي  1كشور هند
استفاده ميشده  4سرفه و سينوزيت ،آبريزش بيني ،زخمهاي ديابتي ،مسروماتي ،3اشتهايي كم ،بيماريهاي كبدي

به كار  5اين ماده در طب سنتي كشور چين نيز براي درمان بيماريهاي مرتبط با دردهاي شكمي.  [3]است
ضد انعقاد  ،6ضد آرتريت روماتيسمي از قبيلامروزه در طب مدرن اثرات ديگري از اين تركيب  .ميرفته است

ضد رگزايي نيز و  8ضد التهاب لوزالمعده ،كاهش دهنده كلسترول ،ضد سرطاني ،كم كننده قند خون ،7خون
عدم  ،مهمترين عاملي كه جهان امروز را به استفاده از اين تركيب ترغيب مي نمايد. نيز شناسايي شده است

  .[5]ناميده اند نيز  Curecuminبه دليل اثرات فراوان و مفيد كوركومين گاهي آن را  .سميت آن است

 

 

  

  

  

  . [1]ساختار كوركومينوئيدهاي طبيعي :  1 -1شكل 

  

  

                                                 
١ Ayurvedic 
٢ Bronchial –Hyper Activity 
٣ Anorexia 
٤ Sinusitis 
٥ Abdominal Pain 
٦ Anti Arthritic 
٧ Thrombo Suppressive 
٨ Pancreatitis 
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  ويژگيهاي فيزيكي و شيميايي كوركومين 1-2-1

يك تركيب پلي فنولي است كه نام ) دي فروئوليل متان( كوركومين .كوركومين مهمترين كوركومينوئيد است
IUPAC  ن -6و1-)توكسي فنيلم 3 -هيدروكسي 4( بيس -7و1آندي اُن مي باشد و  -5و 3 -هپا دي ا

محلولهاي اسيدي و خنثي به شكل كتو و در اين مولكول در كتو نشان ميدهد بطوريكه -تاتومري انول
دي فروئوليل % 77كوركومين تجاري تقريباً ). 2-1شكل (محلولهاي قليايي عمدتاً به صورت انول وجود دارد 

كوركومين در تعادل بين اشكال . بيس دي متوكسي كوركومين دارد% 6كوركومين و دي متوكسي % 17 ،متان
اين تركيب دو فنولي آنقدر ساده . انول به دليل پيوند هيدروژني درون مولكولي پايدارتر است-دي كتو و كتو

  . [6]است كه مي توان آنرا در طي يك واكنش منفرد ساخت 

 

  .هاي قليايي فرم انولي غالب است pHاسيدي و خنثي شكل دي كتوني و در  pHدر . لولتاتومري كوركومين در مح:  -12شكل 

  

و  IIكوركومين % I ،20كوركومين % 77عمده ترين تركيباتي كه در كوركومين تجاري وجود دارند عبارتند از 
اطلاق  زرد نيز gingerگاهي به مجموعه كوركومينوئيدها زعفران هندي و يا . IIIكوركومين % 3حدود 
تهيه ) بلوري(به حالت كريستالي  1870تخليص و در سال  1815نخستين بار كوركومين در سال ]. 7[ميشود 

در سال  .تعيين شده بود Roughleyو  Whitingتوسط  1973شد ولي ساختار شيميايي آن در سال 
1920 ،Lampe حلول ولي در اين تركيب در آب و اتر نام. اسكلت فروئيل متان كوركومين را ساخت
درجه سانتيگراد، فرمول  176-177نقطه ذوب آن . دي متيل سولفوكسيد و استون قابل حل ميباشد ،اتانول

 طول موج در ،جذب اين تركيب در متانول ينهبيش. است 37/369و وزن مولكولي اش   C21H20O6مولكولي
زرد درخشان و در  5/2-7بين  pH كوركومين در .نانومتر مي باشد 415-430نانومتر و در استون بين  426
pH  حلاليت كوركومين در محيط مائي با . قرمز رنگ است 7بالاتر ازpH  در . افزايش مي يابد 7/11بيش از

 اتانول و يا استون بيشتر حل ميگردد ولي در آب حداكثر به ميزان  ،DMSOحلالهاي آلي از قبيل 
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ng/ml11 ) اين تركيب در . ]8[حل ميشود ) ميكرومولار 03/0معادلpH  هاي اسيدي پايدار ولي درpH 
هاي خنثي و يا قليايي ناپايدار است در اينحالت كوركومين به فرولوئيك اسيد و فروئوليل متان و وانيلين 

 2/7 با ،دقيقه ماندن در بافر فسفات 30سريعاً در طي  %)90بيش از ( قسمت عمده كوركومين .تجزيه ميشود
pH، نتي اكسيدان هايي مثل آسكوربيك اسيدآ .تجزيه ميگردد،N  -  استيل سيستئين(NAC)  و گلوتاتيون از

مشاهده حاكي از آنست كه مكانيسم هايي اكسيداتيو در اين شرايط دخيل  ايناين فرايند ممانعت ميكنند، 
از يكي  ،THCدر مقابل تترا هيدروكوركومين يا . بسيار اندك است pH 1-6تجزيه كوركومين در . هستند

هاي خنثي و قليايي پايدار مي باشد و همچنان ويژگي آنتي اكسيداني  pHدر  ،متابوليتهاي مهم كوركومين
در خون نيز سرم جنيني گوساله و % 10حاوي  ،كوركومين در محيطهاي كشت سلولي. خود را حفظ ميكند

  4'(- 6-ترانس. يگرددساعت تجزيه م 8آن در مدت % 50آن در طي يك ساعت وتقريباً % 20پايدار است و 
هگزانال تركيب عمده حاصل از تجزيه كوركومين است و  5 -داكسي- 4،2 -)متوكسي فنيل - 3'-هيدروكسي-

  .فروليك اسيد و فرولوئيل متان تركيبات ديگري هستند كه به ميزان اندك بدست مي آيند ،1وانيلين
  
  اثرات دارويي كوركومين 1-2-2

  ي خاصيت آنتي اكسيدان 1-2-2-1

 ،هموراژي ،قلبي و مغزيهاي تنش اكسيداتيو نقش مهمي در بيماريزايي دارد به گونه اي كه در سكته 
تحقيقات نشان . هيپوكسيا و سرطان ميتوان همواره ردپايي از اين عامل اساسي را ديد ،آسيبهاي عصبي ،شوك

 2ري دارد و يك به دام اندازخواص آنتي اكسيداني بيشت Cو  Eميدهند كه كوركومين نسبت به ويتامينهاي 
  .از قبيل راديكالهاي آنيون سوپراكسيد و راديكالهاي هيدروكسيد ميباشد 3بالقوه براي گونه هاي فعال اكسيژن

 (LLC-PK1)اين تركيب اكسيداسيون چربيها را در مدلهاي مختلف حيواني مهار كرده و سلولهاي كليوي 
سلولهاي اندوتليال عروقي كه با كوركومين تيمار شده . ظت ميكندرا از آسيبهاي ناشي از تخريب چربيها محاف
  .از آسيبهاي اكسيداتيو محافظت ميشوند ،بوده اند از طريق افزايش توليد همواكسيژناز

        و IL-1αميزان سيتوكينهاي كبدي ،مطالعات آزمايشگاهي نشان داده اند كه تيمار قبلي با كوركومين
IL-1β،IL-2 ،IL-6   وIL-10  را به سطح اوليه باز ميگرداند و ميزانNF-κB وAP-1   را كه به ترتيب
ميزان آسپارتات ترانس آميناز در حيواناتي كه با كوركومين . ساعت فعال ميشوند، مهار ميكند 24و  2پس از 

بيانگر  اين مطالب. آنها كاسته شده است در نشان ميدهد كه آسيبهاي ناشي از هموراژي كبد ،تيمار شده اند
                                                 
١ Vanillin 
٢ Scavenger 
٣ Reactive oxygen speices (ROS) 
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 ،آنست كه كوركومين از طريق غيرفعال ساختن فاكتورهاي رونويسي و تنظيم ميزان سيتوكينها به سطح مكفي
مصرف روزانه اين تركيب در وعده هاي غذايي از ابتلا به بيماريهاي . از آسيبهاي هموراژي ممانعت ميكند

يون چربيها را مهار كرده و آنزيمهاي آنتي تحليل برنده عصبي مثل آلزايمر پيشگيري مينمايد زيرا پراكسيداس
  .[10 , 9] اكسيداني دفاعي و كاهش تشكيل پراكسي نيترات را افزايش ميدهد

-گزارشات ضد و نقيضي در مورد اساس الكترونيكي. كوركومين يك دي انول دي فنولي متقارن است
گهايي كه حلقه فنولي را در ساختار بسياري از آنالو. ساختاري فعاليت آنتي اكسيداني كوركومين وجود دارد

فعاليت آنتي اكسيداني مشابهي از خود بروز ميدهند اما برخي از آنالوگهايي كه اين حلقه را  ،خود دارند
 .ندارند نيز از نظر آنتي اكسيداني فعال هستند و قادرند راديكالهاي پايداري از كربن سه گانه بوجود آورند

اينكه هيدروژنهاي متصل به گروه هاي متيلن وسطي و حلقه هاي فنولي سبب گزارشاتي وجود دارد مبني بر 
تعداد كربنهاي مياني و تقارن  به البته آنتي اكسيداني اين تركيب. ويژگي آنتي اكسيداني اين تركيب ميگردند

وگهاي اين مطالعات نشان داده اند كه حتي اگر گروه هاي فنولي از آنال .موجود در اين ساختار مرتبط است
حذف شوند باز هم خاصيت آنتي اكسيداني آن حفظ ميگردد، اين امر به دليل تشكيل راديكالهاي  كوركومين

در مقابل  ،يكي از آنالوگهاي كوركومين است كه عليرغم نداشتن گروه هاي فنولي EF-24. كربني است
اين امر نشاندهنده آنست . دارد تنشهاي اكسيداتيو فعال بوده و در سلولهاي سرطاني اثراتي مشابه كوركومين

راههاي ديگري براي ظهور اين طيف وسيع از ويژگيها وجود  1كه بجز مسيرهاي وابسته به اكسايش و احيا
  .[11] دارد

  ترميم زخمها  1-2-2-2

. ندايجاد گرانولها و تغيير بافتي را به همراه دار ،ترميم زخمها و بافتها فرايندهاي پيچيده اي هستند كه التهاب
بيماريهاي پوستي و آبله  ،عنوان مرهم در محل گزش حشرات كوركومين به طور موضعي به در طب سنتي از

 ،وجود سلولهاي فراوان فيبروبلاست در محل زخمهايي كه با كوركومين مرهم شده اند. مرغان استفاده ميشود
مهاجرت كرده و منبعي از سلولهاي مختلف سريعاً . نشان ميدهد كه زخم به سرعت در حال بهبود است

كوركومين بيان فيبرونكتين و كلاژن را افزايش ميدهد به علاوه اين . فاكتورهاي رشدي را فراهم مي آورند
به اين ترتيب رگزايي و تشكيل . و گيرنده آن و نيتريك اكسيد سنتاز را افزايش ميدهد TGF-81ماده بيان 

دچار  2كه در اثر ضربه ،در سلولهاي ماهيچه اي NF-κBليت ميزان فعا.سلولهاي اپيتليال را تسريع ميكند 
  ].13  ,12[ افزايش يافته و در نتيجه بازسازي اين سلولها شدت ميابد ،آسيب شده اند

                                                 
١ Redox-dependent process 
٢ Trauma 
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كوركومين تشكيل اين سلولها را . و نيترات را افزايش ميدهد DNAهگزوآمين،  ،كوركومين توليد كلاژن
ه زخمهاي دستگاه هاضمه را به گونه اي وابسته به دوز مهار ميكند بهبود ميبخشد و مصرف خوراكي اين ماد

اين مطالعات . را افزايش ميدهد  MMP-2را كاهش داده و فعاليت  MMP-9زيرا كوركومين فعاليت
همگي بيانگر آنند كه كوركومين از مسيرهاي مختلفي فعاليتهاي خود را انجام ميدهد و بررسي هاي بيشتر 

 .[16 , 15 , 14] اين ماده را در فورمولاسيون داروهاي پوستي فراهم خواهد نمودامكان به كارگيري 

 اثرات ضدسرطاني كوركومين 1-2-2-3

به عنوان عاملي مهم در ابتلا به  1سرطان يك بيماري با نيمه عمر طولاني است و هم اكنون شيوه زندگي
ه توسط طبيعت برگزيده شده و باقي مانده فرمولاسيون هاي دارويي ك .بسياري از سرطانها شناخته شده است

بيماري ديرينه اي  .برتري دارند) هدف درماني ،راديو تراپي ،شيمي درماني(همواره بر درمانهاي كنوني  ،اند
بيماريهاي انساني ناشي از % 5-10مطالعات نشان داده اند كه تنها . 2نياز دارد"كهنه كار"مثل سرطان به درماني 
عليرغم جستجوي درمانهاي موثر و ايمن . و باقي در اثر شيوه زندگي كسب ميگردند عوامل ژنتيكي است

شيمي  ،ها Masturdبراي سرطان، هم اكنون از مواد خطرناكي استفاده ميشود كه از آن جمله ميتوان به 
 پيشرفتهاي. معرفي شدند 1991و  1971، 1940نام برد كه به ترتيب در سالهاي  3درماني و هدف درماني

انجام گرفته در زمينه سرطان را ميتوان تا حدودي از طريق تعداد داروهايي متوجه شد كه مورد تاييد سازمان 
در سال  ،بسيار اندك بود 1970به طوريكه اين تعداد در سال  .قرار گرفته اند (FDA)4غذا و داروي آمريكا 

ريشه . بوده است 2006دد در سال ع 28عدد و  24 1998در سال  ،عدد 16 1996در سال  ،هفت عدد 1987
پذيرفته شده اند به محصولاتي برميگردد كه به طور سنتي به  FDAاز داروهايي كه توسط % 70بيش از 

و ) vicna roseaاز گياه (از جمله آنها ميتوان به وينبلاستين  .عنوان مرهم از آنها استفاده ميشده است
palitaxal ) از گياه چينيyew ([18 , 17] اشاره كرد.  

تغيير ميابند اما اغلب ) درون و برون سلولي(در فرايند تشكيل سرطان بسياري از مسيرهاي پيام رساني سلول 
را هدف قرار ) مسير(داروهايي كه هم اكنون در درمان اين بيماري مورد استفاده قرار گرفته اند تنها يك عامل 

ر به داروهايي علاقمندند كه چندين مسير را هدفگيري ميدهند در نتيجه بسياري از شركتهاي داروسازي بيشت
دارند، ارزان قيمت  5به طور ذاتي چندين هدف) با ويژگي ضدسرطان(بسياري از تركيبات طبيعي . كنند

عليرغم اين ويژگي به دليل آنكه بسياري از . هستند و برخلاف داروهاي سنتزي اثرات جانبي كمتري دارند

                                                 
١ Life Style 
٢ An Old Disease Such As Cancer Requires An Old Age Treatment. 
٣ Target Therapy 
٤ U.S Food And Drug Administration 
٥ Multi Target 
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داروهاي ضدسرطان  ،نند اين ويژگيهاي بالقوه را در فرايند آماده سازي حفظ كنندشركتهاي داروسازي نميتوا
  .ي بر مواد گياهي، هنوز جايگاه خود را در صنايع دارويي بدست نياورده اندتنمب

 ،گيرنده هاي سلولي ،از فاكتورهاي رونويسي ،كوركومين چندين مسير پيام رساني را تحت تاثير قرار ميدهد
اين تركيب در مقابل انواع مختلفي از سرطانها مثل . وكينها و آنزيمها گرفته تا چندين فاكتور رشدسيت ،كينازها

سر و گردن، پوست و دستگاه  ،سرطانهاي سينه و تخمدان ،لوكميا و لنفوما، سرطانهاي دستگاه گوارش
را در هر سه مرحله، ثابت شده است كه كوركومين ميتواند رشد تومور . عصبي ويژگيهاي بالقوه بروز ميدهد

  .[19 , 5] رگزايي و رشد تومور جلوگيري كند ،پيشرفت

  1رگزايي 1-2-2-3-1

 ،اين فرايند در مراحل نموي حيوانات. 2رگزايي عبارتست از رشد كانالهاي عروقي از رگهاي از پيش موجود
ه انجام گيرد يك بسيار دخيل است ولي اگر به صورت كنترل نشد 4و استخوانها 3ترميم زخمها ،بازسازي

آرتريت روماتوئيد و اختلالات شبكه اي ناشي از  ،و اغلب با رشد تومور خواهد بودرويداد بيمارگونه 
تحقيقات انجام گرفته در طي سه . همراه ميباشد 6و رشد غير طبيعي ناشي از پيدايش عروق خوني 5ديابت

 .و متاستاز آنها مي باشنددهه اخير حاكي از نقش مهم رگزايي در گسترش سلولهاي توموري 

تشكيل  ،8اوشيرو اندوتليال ت Matrigelبه سلولهاي  7كوركومين تمايز سلولهاي اندوتليال عروق بطني
مويرگها در انسان و نيز ساخت رگهاي جديد، كه ناشي از القائ فاكتور رشد فيبروبلاستي است، را در موش 

. [20]غذايي موش فراهم باشد قابل مشاهده است اين فرايند وقتي كوركومين در رژيم . مهار ميكند
جوجه و تشكيل مجرا نشان داده اند كه بسياري ديگر  Chorio allantoricغشاي  ، Invasionآزمونهاي

آنالوگهاي كوركومين از اين جنبه با . از مشتقات كوركومين نيز چنين اثر مهاري را از خود بروز ميدهند
آنالوگهاي آروماتيك انون و آروماتيك دي انوني بيشترين خواص ضد  يكديگر متفاوتند به گونه اي كه

منشا   MMP-9و 9فاكتورهاي رشد اندوتليال ،اين اثرات از كاهش بيان ژنهاي رگزايي رگزايي را دارند
  .[21 , 18]ميگيرد 

                                                 
١ Angiogenesis 
٢ Pre Existing 
٣ Wound Healing 
٤ Bone Repair 
٥ Diabetic Retinopathy 
٦ Hemangiomas 
٧ Umbilical 
٨ Infiltration 
٩ Vgef 
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مله ميتوان اساس مولكولي ضدرگزايي كوركومين به دليل تاثير اين ماده بر اهداف متعددي است كه از آن ج
تنظيم كننده  ،، ژنهاي آپوپتوز1مولكولهاي پيوند دهنده بافتي ،تنظيم كننده هاي رشد ،به فاكتورهاي رونويسي

  .)3-1شكل (هاي رگزايي و مولكولهاي كوچك پيام رساني درون سلولي اشاره كرد 

را كاهش  IL-1Bو  (TNF-α)مثل فاكتورهاي نكروز تومور آلفا  2كوركومين توليد سيتوكينهاي پيش التهابي
اين  .را مهار ميكند  Ap-1و κB (NF-κB)كاهش داده و فعال سازي فاكتورهاي رونويسي هسته اي 

اكسيداني محافظتي و حدواسطهاي پيش التهابي را در دستور كار خود آنتي رونويسي تنظيم ژنهاي  ،عوامل
و مهار   I-κβلكس كينازيرا از طريق غيرفعال سازي كمپ  NF-κBكوركومين مهار فعالسازي. دارند

نيز به دليل ميانكنش مستقيم كوركومين با موتيف اتصال به  AP-1مهار . انجام ميدهد I-κβ  ونيفسفريلاس
DNA  اين پروتئين و نيز مهار اجزايc-fos  وc-Jun در اين پروتئين ميباشد.  

و پروتئين تايروزين كيناز را   Cپروتئين كيناز ،كوركومين فعاليت بسياري از آنزيمها مثل سيكلواكسيژناز
و كاهش بيان  (cPLA2)متاثر ميكند و از طريق مسدود كردن فسفريلاسيون فسفوليپاز سيتوزولي 

اين ماده فعاليت . متابوليسم مسير آراشيدونيك اسيد را تحت تاثير قرار ميدهد (COX-2) 2سيكلواكسيژناز
يك متالوپروتئيناز  ،N/CD13ذير آنزيم آمينوپپتيداز ليپواكسيژناز را كاهش داده و با مهار برگشت ناپ -5

  [22].  از رگزايي جلوگيري ميكند ،متصل به غشا

مهار تومورها و فعاليت آنتي  ،3از نظر سميت سلولي ،IIIو  IIكوركومين  ،Iكومينركو ،كوركومينوئيدها
  .از همه موثرتر استIII اكسيداني با يكديگر فرق دارند و كوركومين

  تومورهاي روده كوچك  1-2-2-3-2

يي كه تا به امروز بر روي موشها انجام شده همگي حاكي از آنست كه كوركومين با تغيير  in vivoمطالعات 
. مقاومت به آپوپتوز، تشكيل تومور را مهار كرده و از گسترش آدنوما در طول روده كوچك پيشگيري ميكند

را در اريتروسيتهاي موش كاهش داده و آپوپتوز القا شده از ) يك انكوپروتئين( 4اين تركيب بيان بتا كاتنين
وقوع آدنوماي روده در . ممانعت ميكند phIpرا شدت ميبخشد و از القاي تشكيل تومور توسط  phIpطريق 

به  ،دريافت كرده اند% 5/0و % 2/0هفته در رژيم غذايي خود به ميزان  15موشهايي كه كوركومين را به مدت 
  ]. 17[ كاهش يافته است% 40و % 39ميزان 

                                                 
١ Adhesion Molecules 
٢ Pro-Inflamatory 
٣ Cytotoxicity 
٤ Β-Catenin 
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 1سرطان كبد  1-2-2-3-3

، سرطان وخيمي است كه ميزان وقوع آن در ايالات متحده و 2(HCC)كارسينوماي سلولهاي كبدي 
بر سلولهاي سرطاني كبد  را كوركومينتاثير مطالعات بسياري  .كشورهاي ديگر جهان در حال افزايش است

بسياري از نشانه هاي آپوپتوز از قبيل فشردگي و شكست كروماتين و  نشان داده اند و in vitroدر شرايط 
 ،MMP-9مهار ترشح . در آنها مشاهده شده است 18Sو  28Sهاي  RNAبرش مختص آپوپتوز در 

مهار آنزيم سولفوترانسفراز كبدي  ،مهار چرخه سلولي ،ممانعت از متاستاز ،GSHافزايش سطح 
(SULT1A1) برش ،PARP يپاتوما از ديگر مشاهداتي هستند كه در رده هاي سلولدر سلولهاي ه 

را  UGTكوركومين مصرف شده در رژيم غذايي فعاليت آنزيمهاي . مختلف مورد توجه قرارگرفته اند
  .افزايش ميدهد اين آنزيم مسئول سم زدايي از عوامل سرطانزا است

ومين هستند و هگزاهيدرو محصولات عمده تبديل زيستي كورك ،تركيبات گلوكورونيدي و سولفاته
در بررسي هاي انجام . و هگزاهيدروكوركومين گلوكورونيد به ميزان اندكي يافت ميشوند (HHC)كوركومين

مشخص  VEGFاز راه كاهش ماركرهاي  ،عملكرد ضدرگزايي كوركومين در سلولهاي سرطاني كبد ،گرفته
  ].23 ,17[شده است 

  سرطان لوزالمعده  1-2-2-3-4

مبتلايان به اين  3ساله 5كل مرگ و ميرهاي ناشي از سرطان است و نرخ متوسط بقاي % 6مسئول  اين بيماري
تحقيقات دهه گذشته نشان داده اندكه كوركومين بر انواع رده هاي سلولي پانكراسي اثر . است% 5بيماري 

ا مهاركرده و فارنسيل پروتئين ترانسفراز ر ،Paca-2 MIAاين تركيب در رده سلولي . ضدسرطاني دارد
همچنين از . را در بافتهاي توموري لوزالمعده و سلولهاي سرطاني افزايش مي يابد NF-κBميزان بيان 

اثرات ديگري نيز خواهد Calecoxib اين ماده در تركيب با . ممانعت ميكند IL-8بسياري از فعاليتهاي 
. اشاره كرد Notch-1و  Cox-2،EGFR ، ERK1/2 داشت كه از آن جمله ميتوان به كاهش بيان 
             اثر سينرژيسم خواهد داشتبر اين روند  gemicitabineمشاهده شده است كه همراهي كوركومين با 

[24 , 25 , 26].  

  سرطان راست روده 1-2-2-3-5

                                                 
١ Hepatic Cancer 
٢ Hepato Cellular Carcinoma 
٣ Five-Years Survival Rate 
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و  Wntمتوقف كرده و مسيرهاي  Sو  G2/M فاز كوركومين رشد اين نوع از سلولهاي سرطاني را در
، كاهش سطح 3و كاسپاز  PARPآپوپتوز ناشي از كوركومين به دليل برش  .ها را مسدود ميكنداتصال سلول
BCL-xl  افزايش فعاليت اين كاسپاز مسير . مي باشد 8و افزايش فعاليت كاسپازFas  را در آپوپتوز به راه
ر كوركومين از اثرات ديگ. در اين سلولها كاهش مي يابد NAT1هاي mRNA به علاوه بيان. مي اندازد

آنالوگ  ،EF24مشتقات كوركومين نيز مثل . را در اين سلولها به شدت مهار مينمايد hsp70آنست كه بيان 
. از طريق واكنشهاي وابسته به اكسايش و احيا سبب القاي آپوپتوز ميگردند ،سنتزي كوركومين

ه را در سلولهاي سرطاني كلون تكثير سلولي را هدف قرار ميدهند و مرگ برنامه ريزي شد ،كوركومينوئيدها
ثابت شده است كه برخي از مشتقات كوركومين مثل دمتوكسي كوركومين اثرات مهاري بهتري . القا مينمايند

  ].29 ,28, 27[ دارند HCT116بر رده سلولي 

ه اثرات فارماكوكينتيك و فارماكوديناميكي عصاره كوركومين در بيماران مبتلا به سرطان كلون ارزيابي شد
نتايج . بيمار دچار سرطان بدخيم كلون به مدت چهار ماه عصاره گياه كوركومين را دريافت كردند 15. است

هيچ يك  ،نشان داد مصرف خوراكي اين ماده در دوزهاي بالا سميتي نداشته و كوركومين و متابوليتهاي آن
  .]17[ در خون و ادرار يافت نشدند و در مقابل بيشتر در مدفوع وجود دارند

  سرطانهاي خون و مغز استخوان  1-2-2-3-6

را به شدت كاهش داده و  HL-60تكثير سلولهاي  )ساعت 48به مدت (ميكرومولار  10كوركومين با غلظت 
و آنالوگهاي آن نيز به  D3ويتامين  ،اگر تركيبات ديگري مثل رتينوئيك اسيد. تمايز آنها را شدت ميبخشد

نيز كوركومين با  Rajiدر سلولهاي . ين اثرات چندين برابر خواهد شدا همراه كوركومين تجويز گردند
استيله شده را  H4ميزان بيان هيستون  ،به صورت وابسته به دوز ،G2/Mو  Go/G1مسدود كردن مراحل 

  .]17[ از تكثير آنها جلوگيري ميكند Notch1و  Iκ-Baو با تجزيه  دتشدي

و  STAT3، STAT 5aم تلومراز را از بين برده و بيان فعاليت آنزي K562كوركومين در رده سلولي 
STAT5b  را كاهش داده و اتصالAP-1 وNF-κB   را به پروموتورهايGSTP1-1،  برشPARP  و

                      فعال شدن ،آنالوگهاي كوركومين نيز. را تحت تاثير قرار ميدهد 8و  9القاي پروكاسپازهاي 
NF- κB و تكثير سلولهايKBM-5   را متوقف ميكنند و آنزيمهايCOX-I  وCOX-II  توسط

هفته اي نشان داده است كه تجويز  ششدر موشهاي   in vitroبررسي هاي. كوركومينوئيد ها مهار ميشوند
نفر از  35در . ي سرطانهاي لنفوما و لوكميا ميگردد%53كوركومين در رژيم غذايي منجر به كاهش % 2

  .[32 ,31 ,30 ,17] مورد كاهش داد 35را در تمامي  WT1 كوركومين بيان ژن ،ن مبتلا به لوكمياكودكا
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  .اهداف مولكولي كوركومين :  3 -1شكل 

 

 كوركومين متابوليسم 1-3

قرار ميگيرد كه از آن جمله ميتوان به سولفوردار  conjugationكوركومين پس از جذب تحت واكنشهاي 
كبد مهمترين اندامي است كه در متابوليسم . در بافتهاي مختلف اشاره كرد 2داسيونو گلوكوروني 1شدن

مهمترين متابوليتهاي صفراوي كوركومين گلوكورونيدهاي . كوركومين وارد ميشود
يك متابوليت ناچيز اين ماده اسيد . هستند (HHC) ، و هگزاهيدروكوركومين (THC)تتراهيدروكوركومين

تركيبات  ،علاوه بر گلوكورونيدها. ه با ميزان كمي اسيد فروليك همراه ميباشددي هيدروفروليك است ك
متابوليتهاي كوركومين در % 99. سولفاته نيز در ادرار موشهاي تيمار شده با كوركومين مشاهده شده اند

دي  ،گلوكورونيدها-مطالعات نشان داده اند كه كوركومين. پلاسماي خون به صورت گلوكورونيدي هستند
عمده ترين  (THC)گلوكوزيد و تترا هيدروكوركومين-تترا هيدروكوركومين ،گلوكوزيد-هيدرو كوكورمين

ساعت از زمان مصرف بروز مي  1بالاترين سطح متابوليتهاي پلاسمايي پس از . متابوليتهاي اين تركيب هستند
در قطعات بافت كبد  (OHC)و اكتا هيدروكوركومين   THC،HHCاشكال احيا شده كوركومين مثل  .يابند

  .[6] فراوان هستند THCو در موشهاي ماده  OHCموش يافت شده اند به طوريكه در موشهاي نر 

هنوز . متحمل ميشود )عمدتاً از طريق واكنشهاي الكل دهيدروژناز(كوركومين واكنشهاي احيايي بسياري را 
ه خود آن خواص دارويي داشته باشند زيرا به درستي مشخص نيست كه آيا متابوليتهاي كوركومين نيز به انداز

                                                 
١ Sulfation 
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بررسي ها نتايج متناقضي را نشان ميدهند اين امر به دليل نوع آزمونهايي است كه به كار گرفته ميشود مثلاً 
اثر ضد ديابتي و ضدسرطاني بهتري از كوركومين دارد در حاليكه  THCبرخي آزمايشات بيان ميدارند 
نسبت به كوركومين پايين تر است و  THCيت ضد سرطاني و ضد التهابي گروهي ديگر نشان داده اند فعال

را كاهش دهند   COX-2از سويي ديگر تركيبات احيا شده كوركومين نيز نميتوانند به خوبي كوركومين بيان
 ].33[ )5-1شكل (

 

. يتهاي موشي و انسانيبر روي هپاتوس ex vivoمسيرهاي متابوليسمي كوركومين در جوندگان و در محيط :  4 -1شكل 
و انساني هستند و فلشهاي با خطوط گسسته  (rat)فلشهاي با خطوط پيوسته بيانگر اين مسيرها در هپاتوسيتهاي موشي

  .به اثبات رسيده اند (Mouse)مسيرهايي را نشان ميدهند كه در بدن موش 

  

  ويژگيهاي فارماكوكينتيك و فارموديناميكي كوركومين 1-4

  و عوامل موثر در آن 1زيستيدسترسي  1-4-1

سرعت بالاي متابوليسم، و  ،اندكجذب  ،دسترسي زيستي هر تركيبي به دليل فعاليت اندك آن در درون بدن
 ،مطالعات انجام گرفته. غير فعال بودن محصولات حاصل از متابوليسم و حذف ماده موردنظر از بدن ميباشد

 ،اما بررسيهايي كه در طي سه دهه اخير بر روي جذب اثرات بسيار زياد كوركومين را نشان داده اند
كوركومين بر اثرات مفيد  2متابوليسم، پراكندگي بافتي و دفع اين ماده انجام گرفته اند بيانگر آنند كه اين نقص

مطرح  3از اينرو اين تركيب عليرغم ايمني و كارايي بسيار بالا هنوز به عنوان يك دارو. آن سايه افكنده است
.نيست
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اين امر نشان ميدهد كه كوركومين  ،يكي از مهمترين مشاهدات آنست كه سطح سرمي كوركومين پايين است
 ،تجويز گردد  mg/kg 2وقتي كوركومين از راه خوراكي به ميزان. به ميزان اندكي توسط روده جذب ميگردد

ميلي ليتر از خون  در هر g/mlµ 23/0±35/1 ميزان آن در سرم به مقدار ،ساعت 83/0پس از گذشت 
مطالعات ). پس از يك ساعت g/mlµ 005/0±006/0(اين عدد در انسانها بسيار كمتراست  ،ميرسد

فارماكوكنيتيكي انجام شده بر روي موشها نشان ميدهد كه ميزان حداكثر اين تركيب وقتي از راه خوراكي 
متفاوت است بطوريكه با تجويز  ،مصرف شود با هنگامي كه از راه زيرجلدي مورد استفاده قرار گيرد

) µg/ml 22(سطح پلاسمايي پس از يك ساعت به حداكثر مقدارش ميرسد ) gr/kg 1(خوراكي كوركومين 
          دقيقه به بيشينه مقدارخود ميرسد 15در حاليكه از طريق مصرف زيرجلدي اين ميزان پس از 

)µg/ml 22/2 .(در مطالعه اي كه به تازگي توسطYang  نشان داده شده است كه  ،مكاران انجام گرفتهوه
 g/mlµ 05/0±36/0 سطح اين ماده را درخون به ميزان ،mg/ml 10مصرف درون رگي كوركومين با دوز

         سطح سرمي را به ،برابر بيشتر 50ميرساند اين در حاليست كه تجويز آن از راه دهاني به ميزان 
g/mlµ 01/0±56/0 ديگر چگونگي مصرف كوركومين تاثيري بر سطح سرمي آن نداردبه عبارت . ميرساند.  

  پراكندگي بافتي  1-4-2

  Ravindranath.جذب و پراكندگي كوركومين در بافتهاي بدن با فعاليت زيستي آن رابطه اي مستقيم دارد
تنها  ،يشودميلي گرم به موشها خورانده م 400و همكارانش اثبات كردند كه پس از آنكه كوركومين به ميزان 

آن در % 90دقيقه پس از مصرف،  30. مقدار اندكي از آن به صورت تغيير نيافته در كبد و در كليه حضور دارد
مطالعه اي ديگر . خواهد رسيد% 1ساعت اين ميزان به  24معده و روده كوچك يافت مي شود ولي پس از 

ميلي  10و 80، 400فت، نشان داد كه در دوزهاي كه با استفاده از كوركومين نشاندار شده با تريتيوم انجام گر
ميلي  400ساعت از مصرف دوز  12كبد و كليه قابل مشاهده است و پس از  ،راديواكتيويته در خون ،گرم

اين آزمايشات بيانگر آن بود كه . مقدار قابل توجهي از محصولات راديواكتيو در بافتها يافت ميشوند ،گرمي
اين بررسيها يك . نخواهد شد )دوز مصرفي% 60-66بيشتر از (ه جذب بيشتر تجويز دوزهاي بالا منجر ب

  ].35 ,34 ,33[ محدوديت وابسته به دوز را براي دسترسي زيستي اين ماده اثبات ميكرد

  نيمه عمر كوركومين  1-4-3

. ندعامل مهمي است كه فعاليت زيستي داروها را متاثر ميكن 1حذف يا پاكسازي يك ماده از تمامي بدن
Wahlstorn  كوركومين كه به طريق خوراكي دريافت شده، از راه مدفوع % 75و همكارانش نشان دادند كه

نيمه عمر جذب و حذف . اندك ميباشد ،دفع ميشود و دفع آن از طريق ادرار، به گونه اي غير وابسته به دوز
                                                 
١ Systematic Elimination 
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 7/1 ±5/0و 31/0 ±07/0از ستبه ترتيب عبارت) از راه دهان جذب شود mg/kg 2كه به ميزان (كوركومين 
نيز در موش  gr/kg1 به علاوه دوزهاي كمتر از .البته اين گزارشات در مورد انسان صادق نيست .ساعت

اين امر حاكي از عدم وابستگي نيمه عمر كوركومين به ميزان كوركومين . همين ميزان نيمه عمر را دارند
  ].36[ مصرف شده است

  ل انجامآزمايشات پزشكي در حا 1-4-4

 نداخيراً سه آزمون آغاز شده ا. علاقه بسياري به بررسي بيشتر خواص اثرات درماني كوركومين وجود دارد
اسرائيل و  ،آزمون در ايالات متحده 12به بعد  2008حداقل از سال . كه نتايج آنها تاكنون منتشر نشده است

به تنهايي و در برخي ديگر اين تركيب با هنگ كنگ در حال انجام است كه در تعدادي از آنها كوركومين 
  ].37 ,5[ مورد آزمون قرار دارندSulindac و   Quercetinموادي ديگر مثل

  راهكارهايي كه تاكنون براي افزايش دسترسي زيستي كوركومين پيشنهاد شده اند 5-4-1

ضدالتهابي و  ،كسيدانيبه دليل ويژگيهاي آنتي ا ،در ميان تركيبات مغذي، پلي فنولها و بويژه كوركومين
  .توجه بسياري را از سوي محققين به خود جلب كرده اند ،ضدسرطاني خود

امولوسيون كردن آن در فاز روغني تري گليسرولي قادر  ،حل ميشود% 1كوركومين در روغن سويا به ميزان 
هابي آن را بهبود برساند كه به طور چشمگيري ويژگي ضدالت% 1بوده است نه تنها حلاليت آن را به ميزان 

سيكلودكستران  -γ-كپسوله كردن در يك نوع سيكلودكستران موسوم به هيدروكسي پروپيل]. 38[ بخشد
(HPγCD) 2حلاليت آن را در آب به ميزان  توانسته است mg/ml به علاوه استفاده از  ].40 ,39[ برساند

، پليمرهاي ]41[ وكوركومينو توليد نان N-(NIPAAM) isopropylacrilamid كوپليمرهاي تصادفي
، قرار دادن كوركومين در درون ]43 ,42[ )و متوكسي پلي اتيلن گليكول PEO-b-PCL(سنتزي دوبلوكي 

 SDSو  CTAB، ميسل هاي يوني HSA [46]، ميسل هاي]45[ ، ميسل هاي مخلوط كازئين]44[ليپوزوم 
  .وششها هستنداز ديگر اين ك] 48[، هيدروژلهاي پلي وينيل الكل ]DTAB ]47و 

افزودن گروه . تغييرات شيميايي مثل ساخت آنالوگهاي كوركومين نيز در اين مسير به كار گرفته شده اند
                      بدست آمده 1داروي-گلوكز به كوركومين در محيط كشت گياهي از آن جمله است، پيش

-O-β-D-diagentiobioside)''(curcumin4',4 برابر باي در آب حلاليت  mg/ml240 49[ دارد.[  

                                                 
١ Prodrug 
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هر دو با غلظتهاي (و ميسل هاي مخلوط كازئيني ] 50[ بجز نشاسته هاي تغيير يافته با گروههاي آبگريز
بقيه موارد را نميتوان در صنايع غذايي ) mg/ml 1و % 5/0 (w/v) بحراني ميسلي شدن بسيار زياد به ترتيب

  .به كار برد

  كازئين هاي شير  1-5

  ويژگيهاي توالي و تكاملي 1-5-1

كازئين ها خانواده اي بزرگ از فسفو پروتئينها هستند كه در شير همه پستانداران يافت ميشوند و كلاً به 
اين پروتئينها با استفاده از فرايند . صورت تجمعات يا ميسل هايي از پروتئين و فسفات كلسيم وجود دارند

اخيراً ثابت شده است كه آنها عضوي از . حيط را تنظيم نمايندجذب كلسيم ميتوانند غلظت فسفات كلسيم م
همه اعضاي اين خانواده . خانواده بسيار بزرگ فسفوپروتئينهاي متصل شونده به كلسيم و ترشح شونده هستند

پروتئينهاي  ،از جمله آنها ميتوان به پروتئينهاي ماتريكس مينا و عاج دندان ،از يك جد مشترك منشا ميگيرند
 1ژن همه اين پروتئينها هنوز پس از واگرايي. قي و پروتئينهاي ماتريكس خارج سلولي استخوان اشاره كردبزا

به نظر ميرسد ژن كازئينها سالها پيش از ظهور . ويژگيهاي ساختاري و توالي خود را حفظ كرده است ،بسيار
Monotreme  ينهاي ماتريكس ميناي دندان در دوره ژوراسيك، از ژن پروتئ) نوعي پستاندار تخمگذار(ها

  .اشتقاق يافته باشد

و اين مواد معدني در محيط ميسل هاي كازئيني از خلال  هستنداز كلسيم و فسفات غني كازئين هاي شير 
با در نظر گرفتن اين ميسل ها به عنوان توده اي كلوئيدي، ميتوان بسياري از ويژگي . غدد پستاني عبور ميكنند

 ,51[ را توصيف كرد) ويسكوزيتي و پراكنش نور ،مثل انتشار(وژي ميسل هاي كازئين هاي فيزيكي و تكنول
52.[  

كازئين، همراه با خوشه هاي كلسيم فسفات، از طريق  κو αs1، αs2، βمجموعه اي از چهار پروتئين
براي چنين  .ميانكنشهاي يوني و الكترواستاتيك با يكديگر پيوند مي يابند و اين ميسل ها را بوجود مي آورند

  ].53[ است 2اتصالي چندين مدل پيشنهاد شده است كه معتبرترين آنها مدل اتصال دوگانه

ويژگيهاي ساختاري و توالي  فسفو پروتئينهاي ترشح شونده، كازئين ها نيز مانند ساير پروتئينهاي خانواده
، اين )سيدي ميتواند باشدهر آمينوا Xaa(است  Ser-Xaa-Gluيكي از اين ويژگيها موتيف . مشتركي دارند

در غدد پستاني توسط كازئين كينازها  كهتوالي ها به عنوان يك شاخص فسفريلاسيون پس از ترجمه هستند 

                                                 
١ Divergence 
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. سه و چهارتايي حضور دارند ،ريشه هاي سرين آنها به صورت خوشه هاي سريني دو و فسفريله ميگردند
خوشه هاي سريني و ريشه هاي . ندا كازئين به خوبي حفظ شده βو  αs چنين مجموعه هايي در

اسيدگلوتاميك بعدي سبب ميشوند در نقشه هاي هيدروفوبيسيتي پروتئينهاي كازئين، مناطقي با شيب 
. تراكم بارهاي منفي بر روي اين پروتئينها افزايش مي يابد) 7/6(طبيعي شير  pHدر . مشاهده شود 1سرپاييني

 فسفات به صورت ميسل هايي با قطر حدود-از نانو خوشه هاي كلسيماين پروتئينها در محيط شير با استفاده 
بيشتر سديم كازئينات به صورت  ،نانومتر آرايش مي يابند به گونه اي كه پس از حذف اين ذرات معدني 300

ميزان دقيق تجمع سديم كازئينات به . در ميĤيند) نانومتر 2-10(مخلوطي از منومرها و نانوذرات كازئين 
قدرت يوني و غلظت  ، pH،دما ،امل بستگي دارد كه عبارتند از نسبت كازئينهاي منومري مختلفچندين ع

  ].54[ يون كلسيم

چنين آرايشي از ريشه هاي آبدوست و آبگريز، به كازئين ها طبيعتي دوگانه  ،كازئين ها آبگريز نيز هستند
به  2عنوان شوينده هاي روغن درآباين پروتئينها در عمل به  ويژگيدوست بخشيده است به گونه اي كه 

  .اشاره دارد خصيصهاين 

پراكندگي ريشه هاي باردار، خوشه هاي فسفوسرين، تعداد و پراكندگي ريشه هاي غيرقطبي همگي سبب 
به گونه اي كه ميسل هاي . ميگردند تا اشكال مختلفي از خودتجمعي را در مورد اين كازئين ها شاهد باشيم

مر و ميسل آن تعادل وجود توصيف ميكنند، كه در بين منو 3بتاكازئين را همانند يك ميسل جوجه تيغي مانند
  ].55[ كازئين نيز پليمرهايي خطي و كرمي شكل بوجود مي آيد αs1دارد، از تجمع پروتئين 

اين برهمكنشها  ،دافعه الكترواستاتيك نيز در تجمع اين پروتئينها نقش دارد ،علاوه بر ميانكنشهاي آبگريز
پروتئين اهميت به سزايي -يانكنشهاي پروتئينبعد هستند و در مطالعه م دور ،برخلاف ميانكنشهاي آبگريز

ميانكنشهاي يوني ميزان پليمريزاسيون را تعريف . دارند و در ميانكنش كازئينها نيز به وضوح بروز مي يابند
، از طريق افزايش يا كاهش بار پروتئين،  pHبنابراين تغيير. كرده و از رشد توده پروتئيني جلوگيري مينمايند

افزايش قدرت يوني محلول نيز محدوده دافعه الكترواستاتيك را كاهش داده . تغيير خواهد داد اندازه پليمر را
  ].51[ و امكان تشكيل پليمرهاي بزرگتر را فراهم ميĤورد

و بتاكازئين را كازئين هاي حساس به كلسيم مي نامند زيرا اين پروتئينها در ) αs2و  αs1(كازئين هاي آلفا 
كاهش دما پيوندهاي . ند و شدت حساسيت آنها نيز به ترتيب فوق الذكر استحضور كلسيم رسوب ميكن

                                                 
١ Downward Spike 
٢ Oil In Water 
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آبگريز را كاهش داده و بنابراين انتظار داريم منومرهاي بتاكازئين در دماهاي پايين و تجعات ميسلي آن در 
  .دماي اتاق و بالاتر مشاهده گردند

  ويژگيهاي ساختاري كازئينها 1-5-2

كريستالوگرافي  ،پروتئين به طور آزمايشگاهي از دو راه مختلف بدست ميĤيد اطلاعات ساختار سه بعدي يك
عدد از  12000تاكنون بيش از .  (NMR)1و طيف سنجي رزونانس هسته) و گاهي نوتروني(اشعه ايكس 

قرار داده شده اند كه از ساختار كريستالي  PDBساختارهاي پروتئيني در داده پايگاه هاي پروتئيني مثل 
حاصل شده اند، البته هر يك از اين فايلها مخصوص  NMRمجموعه نيز از طريق  2000مده اند و بدست آ

دما و مواد افزودني  ،pHيك پروتئين نيست و برخي پروتئينها چندين ساختار دارند كه در شرايط مختلف 
  .متفاوت و تواليهاي دچار جهش تعيين گشته اند

پروتئينهاي ديگر شير مجزا ميكند آنست كه كازئين ها ساختاري باز  يكي از شاخصه هايي كه كازئين ها را از
و منعطف دارند و نمي توان برايشان يك دماي دناتوراسيون مشخصي پيشنهاد كرد، ساختار سه بعدي آنها 

چنين . نام ميبرند Rheomophicبرحسب شرايط محيطي متغير است از اين خصيصه با عنوان ساختار 
نيز  4و انتهاي كربوكسيل پروتئين پريون 3تاو ،2از پروتئينهاي ديگر از قبيل سينوكلئين ساختاري در بسياري

ثابت شده است كه چنين ساختاري در بسياري ازتواليهايي كه ريشه هاي محافظت شده با . مشاهده ميگردد
اساساً دو تا از اين . قرار ميگيرند مشاهده ميگردد IIدارند و در ناحيه مارپيچ پلي پروليني  5زواياي في و ساي

يك صفحه بتا با پيچش چپگرد ) از طريق زنجيره اصلي پروتئين(مارپيچها قادرند با تشكيل پيوند هيدروژني 
اما اين رويداد در كازئينها روي نميدهد و اصولاً ساختار آنها منجر به ويژگيهاي . را بوجود آورند

Foaming، مدلهايي تئوري . يداري بسيار آنها به حرارت ميگرددشويندگي، تشكيل شبكه هاي ژل مانند و پا
براي ساختار كازئين ها پيشنهاد شده است ولي نميتوان اين پروتئينها را به درستي جزء پروتئينهاي كروي 

بر عليه كازئين ها آنتي  به علاوه سيستم ايمني نيز به دليل چنين ساختاري به سختي قادر است. بحساب آورد
  ].56[ بادي توليد كند

 )β > κ > αs1 > αs2( ي، هيدروفوبيسيت)αs2 > β > κ αs1 <(كازئين ها از جنبه هاي مختلفي مثل بار 
ساختار ثانويه آنها نيز بالطبع متنوع . با يكديگر متفاوتند) αs2 > αs1 >β > κ(و حساسيت به كلسيم 

همگن است در حاليكه پروتئينهاي  s2و s1 پراكندگي بار در طول رشته هاي كازئين هاي آلفا . خواهد بود
                                                 
١ Nuclear Magnetic Resonance 
٢ Synuclein 
٣ Tau 
٤ Prion protein 
٥ Phi-Psi 
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  اساسي براي طراحي سيستم هاي انتقالي ،1مواد غذايي پروتئيني 1-6

ويژگيهاي عملكردي منحصر به فردي دارندكه از آن جمله  دليل خواص فيزيكوشيميايي خود،پروتئينها به 
از اين قابليت ميتوان براي كپسوله كردن . ميتوان به توانايي شان به تشكيل ژل و امولوسيون ها اشاره كرد

  .ميكرو و نانوذرات بهره برد ،تركيبات زيستي مفيد در قالب هيدروژل ها

براساس تعريف . يكي از جديدترين چشم اندازهاي پيش روي علوم و فناوري غذايي است 2غذاي كاربردي
اين گونه غذاها عبارتند از آنهايي كه فوايدي فراتر از بحث صرفاً   (IFIC)3كميته بين المللي داده هاي غذايي

بسيار موردتوجه  مصرف كنندگان و صنايع غذايي ،در سالهاي اخير از نظر جوامع علمي و دارند 4تغذيه اي
. بي انتها است...)آنتي اكسيدانها و  ،پپتيدهاي فعال زيستي ،5پروبيوتيكها ،ويتامينها(گرفته اند و فهرست آنها 

راهي ساده است تا به اين ترتيب بتوان به طور روزمره از آنها  قرار دادن اين تركيبات در ماتريكسهاي غذايي
تاثير مواد مغذي در جلوگيري از انواع بيماري بستگي به اين دارد كه . در طول حيات افراد جامعه استفاده كرد

اين امر خود چالش بزرگي را برمي انگيزد زيرا تنها تعداد بسيار . دسترسي زيستي اين تركيبات حفظ گردد
اندكي از مولكولها پس از مصرف از طريق خوراكي فعال باقي ميمانند چرا كه زمان باقي ماندن شان در 

دما ،اكسيژن (ناپايداري و شرايط آماده سازي غذا  ،گاه گوارش، نفوذ پذيري و حلاليت كم آنها در رودهدست
. همگي فعاليت آنها را محدود ميكنند) حضور ساير مواد ،آنزيمها ،pH( يا درون دستگاه گوارش )و نور

نه ها نيز بايد مكانيسمهايي را فراهم بنابراين انتقال اين مولكولها نياز به فرمولاسيونهاي غذايي دارند و كارخا
كنند كه شكل فعال مولكول تا زمان مصرف حفظ گردد و به علاوه آن تركيب را به درستي به مكان فعاليت 

در سالهاي اخير كوششهاي فراواني به منظور كشف و طراحي روشها و مواد . هدف فيزيولوژيكي انتقال دهد
براي اين منظور . است آغاز شدهي و قرار دادن آنها در تركيبات غذايي لازم براي كپسوله كردن چنين تركيبات

تغيير شيميايي و قرار دادن آنها در سيستمهاي حامل  ،از راههاي مختلفي استفاده ميشود كه امولوسيون كردن
  ].61[ از آن جمله اند

مولكول مورد نظر در درون شبكه طراحي شده اند كه با به دام اندازي  6مبتني بر پليمرها ،سيستم هايي انتقالي
اين پليمرها را  ،نه تنها از آن محافظت ميكنند بلكه ويژگي هاي منحصربه فردي نيز به آن ميبخشند ،خود

  ).غير سنتزي(ميتوان به دو دسته عمده طبقه بندي كرد؛ پليمرهاي سنتزي و طبيعي 

                                                 
١ Protein-Based Food 
٢ Functional Food 
٣ Internatinal Food Information Council (IFIC) 
٤ Health Benefits Beyond Basic Nutrition 
٥ Probiotic 
٦ Polymer- Based Delivery System  
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اشاره ... نشاسته و  ،ايي مثل سيكلودكستراناز جمله پليمرهاي غيرسنتزي ميتوان به پروتئينها وكربوهيدراته
عليرغم آنكه تعداد پليمرهاي سنتزي فراوان است اما نميتوان از آنها در صنايع غذايي استفاده كرد زيرا . كرد

 2در اين بين اخيراً نشاسته هايي تغييريافته با گروههاي آبگريز .باشند 1لازم است اين تركيبات بسيار ايمن
برابر افزايش دهند و اثرات  1670كه قادر هستند حلاليت كوركومين را به ميزان طراحي شده اند 

. سيتوتوكسيك كوركومين را نيز بهبود بخشند اما غلظت بحراني ميسلي شدن آنها بسيار بالا است
 GRASبيوپليمرهاي غذايي بويژه پروتئينها به طور گسترده اي در فرمولاسيون هاي غذايي به كار ميروند و 

  ].62 ,61[مقالات بسياري به طور برجسته به خواص كاربردي پروتئينهاي غذايي پرداخته اند . يز هستندن

بدون شك هيدروژلهاي پروتئيني مطلوب ترين و پركاربردترين ماتريكسهاي به كار گرفته شده در صنايع 
ازه ماتريكس كوچك گردد اند لازم است 3غذايي اند اما در مورد محصولات غذايي غيرجامد و يا نيمه جامد

در فورمولاسيون جاي بگيرند به علاوه  ،تا به اين ترتيب بدون تحت تاثير قرار دادن مراحل تعيين كيفيت غذا
با كاهش اندازه ماتريكس از ميكرومولار به نانومولار ميتوان پروتئينهاي ناقل جديدي بدست آوردكه 

 ،براي اين منظور دو شيوه به كار گرفته ميشود. يافته باشدويژگيهاي انتقالي و مكانيسم رهايش آنها بهبود 
ساختارهاي موردنظر  ،در روش اول از طريق شكستن مواد اوليه. Bottom upو روش  Top downروش 

از اينرو علاوه بر . هستند 4اما در روش دوم از موادي استفاده ميشود كه قادر به خود تجمعي بدست مي آيند
ي مبتني بر پليمرهاي ذره اي نيز به عنوان ابزارهاي مولكولي انتقالي فعال، بسيار سيستمها ،بر هيدروژلها

 ،ميكرون دارند و تركيبات جامد 1000اين ميكروذرات معمولاً اندازه اي كمتر از . موردتوجه قرار گرفته اند
در گذشته از اين . 5مايع و يا گازي در درون اين ماتريكسها كپسوله شده و يا به سطح آنها جذب گرديده اند

مواد به طور گسترده اي براي پوشاندن مزه يا بوي نامطلوب تركيبات غذايي و يا سهولت تبديل مواد جامد به 
  ].63[ مايع استفاده ميشد

ويژگيهاي فيزيكي شيميايي پروتئينها آنها را به عنوان پوشاننده هايي مطلوب تبديل كرده است به گونه اي كه 
ر علاقه بسياري به استفاده از پروتئينهاي حيواني و گياهي متمركز شده است كه از آن در طي دو دهه اخي

و پروتئينهاي ] 67[ در جانوران Whey، پروتئينهاي ]66[كازئين  ،[65]كلاژن ،]64[جمله ميتوان به ژلاتين 
حاوي  به علاوه ذرات. اشاره كرد] 69[ گندم 6، زئين و گليادين]68[ سويا Glycininگياهي مثل 

نيز ساخته ] 71[ پليمرهاي سنتزي -پروتئين ،]70[ پلي ساكاريد-ازقبيل پروتئين 7ماتريكسهاي چندين تركيبي

                                                 
١ Generally Recognized As Safe (GRAS) 
٢ Hydrophobically Modified Starch 
٣ Semi Solid 
٤ Self- Assambly 
٥ Adsorb 
٦ Gliadin 
٧ Multi- Component 
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همچنين اين پروتئينها را ميتوان با استفاده از گروههاي آميني نوع اول و يا گروههاي . ساخته شده اند
دسترسي زيستي اين تركيبات  ايشهم اكنون محققين به منظور افز .سولفيدي به تركيبات متعددي متصل كرد

در تلاشند تا از طريق پوشاندن سطوح آنها با پروتئين زمان گردش شان را در مسير لوله گوارش افزايش 
  ].61[ دهند و به اين ترتيب ويژگيهاي چسبندگي اين ناقلين را شديداً بهبود بخشند

ه بر سطح سلولهاي اپيتليالي جاي گرفته ك ،برخي پروتئينها اختصاصاً به جايگاههاي حاوي ريشه هاي قندي
در . اتصال يافته اند PVM/MAكه به حاملين  متصل ميشوند از جمله آنها ميتوان لكتين ها را نام برد ،اند

ظرفيت بسياري براي اتصال به موكوس معده دارند به علاوه سطوح غني  BSAمقابل ذرات پوشانيده شده با 
ت عمده اي بر جذب اختصاصي يك تركيب به درون جمعيت ويژه اي سلولها ميتوانند اثرا 1شده از پروتئين

داشته باشند و از تاثيرات نامطلوبي كه ممكن است يك تركيب در طول لوله گوارش داشته باشند پيشگيري 
اين . دپوشانيده شده ان (Blg)كه با بتا لاكتاگلوبين  از انواع آنها ميتوان به نانوذرات كيتوزان اشاره كرد ،كنند

پروتئين در حالت طبيعي اجازه رهايش تركيب برموفنل بلو را در محيط اسيدي معده نمي دهد و به علاوه در 
در مقابل اشكال غيرطبيعي . بسيار پايين درون معده مقاوم است pHمقابل فعاليت كاتاليتيكي آنزيم پپسين و 

ط آنزيمهاي پانكراسي تجزيه شده و پليمر در درون روده كوچك توس Blg. اين پروتئين چنين ويژگي ندارد
به تدريج  ،كيتوزان، كه به دليل ويژگيهاي چسبندگي مطلوب پروتئين به جداره سلول نزديك شده است

با اين حال نميتوان به درستي اهميت ]. 73 ,72[ تركيب درون خود را به درون سلول روده منتقل ميكند
مورد ويژگيهاي فيزيكوشيميايي و آرايش سيستم هاي  د زيرا درنانوتكنولوژي را در صنايع غذايي درك كر

از اين رو براي دستيابي به يك روش عملي . نانو و ميانكنش ميان آنها و تركيبات مغذي دانش كافي نداريم
در (تركيبات مغذي  -پروتئين و پروتئين -مبتني بر واقعيت، لازم است درك ما از اصول ميانكنشهاي پروتئين

و تاثير آن بر ويژگيهاي عملكردي پروتئين افزايش يابد تا به اين ترتيب طراحي ناقلين مورد ) كوليسطح مول
  ].61[ استفاده در صنايع غذايي به گونه اي مطلوبي تضمين گردد

  ميسل هاي پليمري  1-7

  اهميت ميسل ها در صنايع دارويي 1-7-1

ت جانبي نامطلوب، افزايش دسترسي زيستي حذف اثرا ،به منظور كاهش تخريب و از دست رفتن داروها
سيستم هاي مختلفي براي انتقال دارو طراحي شده اند كه از  ،آنها، هدف گيري شان به مكاني خاص در بدن

 ،ميكروكپسولها ،ميكروذرات ساخته شده از پليمرهاي طبيعي و ستتزي ،آن جمله ميتوان به پليمرهاي محلول

                                                 
١ Protein-Enriched Surfaces 
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هر يك از اين ناقلين  .و ميسل ها اشاره كرد 3دندروزومها ،2ليپوزومها ،تئينهاليپو پرو ،1اشباح سلولي ،سلولها
عيوب و محاسن ويژه خود را دارند از اينرو براي انتخاب يك حامل دارويي بايد چندين عامل را در نظر 

 ،اندام مورد هدف ،نيمه عمر حامل در درون بدن ،نيمه عمر دارو ،دارو) مصرف(گرفت كه چگونگي تجويز 

  ].75 , 74[ از آن جمله اند... نوع و شيمي داروي مورد نظر و 

داروهاي نامحلول در آب را ) برخلاف دندروزومها و ليپوزومها(آنها قادرند  ،ميسل ها محسنات زيادي دارند
اندازه كوچك ميسل ها امكان تجمعشان را  .حل كرده و حمل نمايند،به خوبي در بخش دروني خود پذيرفته 

ليپوزومها و دندروزومها نيز از اين . فراهم ميĤورد) بويژه بافتهاي سرطاني(اي ظريف بافتهاي بيمار در رگه
نظر حائز اهميت اند اما يافته هاي آزمايشگاهي ثابت كرده اند كه اين حاملين بيشتر توسط سيستم ماكروفاژي 

  ].76[تي حذف خواهند شد مورد حمله قرار ميگيرند و از اينرو سريعتر از ميسل ها از سيستم زيس

  ساختار ميسل ها 1-7-2

ميسل ها اجسامي تك لايه و معمولاً كروي، با منومرهايي دوگانه دوست هستند كه بخش آبدوست آنها در 
عمدتاً (محيط مائي به سمت بيرون قرارگرفته و در درون ميسل قسمتهاي آبگريز از طريق ميانكنش با هم 

اين سيستمهاي كلوئيدي به خانواده اي بزرگ از سيستمهاي . زايش ميدهندآنتروپي محيط را اف) آبگريزي
dispersed سيستمهاي . تعلق دارندdispersion را از نظر اندازه ميتوان به سه دسته تقسيم كرد، 

dispersion  1كمتر از (هاي مولكولي nm(، كلوئيدي )100-50 nm ( وdispersion 4هاي بزرگ ) با
، 5هاي كلوئيدي را از منظر ديگر ميتوان به سه دسته ليوفيلي  disperssion).ميكرون 5/0اندازه اي بيش از 

  ].77[ جاي ميگيرندگروه سوم  درتقسيم بندي كرد كه ميسل ها  7و كلوئيدهاي تجمعي6ليوفوبي

هوا رفته و دمهاي غيرقطبي شان را به سمت  -منومرهاي دوگانه دوست در غلظتهاي پايين به سطح محلول
با افزايش تدريجي غلظت  ،ميدهند تا به اين ترتيب ميزان آنتروپي سيستم را افزايش دهند حيط بيروني قرارم

اين منومرها علاوه بر قرارگيري در سطح، توسط مولكولهاي آب به سمت هم  ،مولكولهاي دوگانه دوست
يرند و اين گونه از كاهش رانده شده و به ناچار از طريق ميانكنشهاي آبگريز در كنار يكديگر قرار ميگ

  .آنتروپي سيستم جلوگيري ميشود

                                                 
١ Cell Ghost 
٢ Liposome 
٣ Micelle 
٤ Coarse Disperssion 
٥ Lyophilic 
٦ Lyophobic 
٧ Associated Colloids 
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تعداد  و 1غلظت بحراني ميسلي شدن را ،كمترين غلظتي از مولكولها كه براي تشكيل اين تجمعات لازم است
نواحي  CMCدر نقطه  ،مينامند) يعدد تجمع( Aggregation numberمولكولهاي سازنده يك ميسل را 

تشكيل اين اجتماعات مولكولي وابسته . دروني محلول از منومر اشباع شده اندهوا و محيط  -حدفاصل سطح
در دماي بيش  ،مينامند 2دمايي كه در آن ميسل ها ايجاد ميشوند را دماي بحراني تشكيل ميسل ،به دما است

  .تجمعات مولكولي و در دماي كمتر از آن منومرها به ميزان بيشتري وجود دارند ،از دماي بحراني

  انحلال پذيري در ميسل ها  1-7-3

مهمترين ويژگي ميسل ها كه اهميت چشمگيري در داروسازي دارد عبارتست از توانايي آنها در حل كردن 
. معمولاً ميسل هاي غيريوني به عنوان ميسل هاي دارو رساني استفاده ميشوند. مواد نامحلول در درون خود

به عبارت بهتر غلظت آب از سمت  ،است Anisotropicپراكندگي آب در طول ساختار اين ميسل ها 
آن به تدريج كاهش مي يابد از اينرو چنين ميسل هايي يك شيب قطبيت ) هسته(سطحي به سمت مركز 

مثل يك تركيب غير (در نتيجه موقعيت فضايي يك ماده محلول. از سطح هيدراته شده تا هسته آبگريز ،دارند
مولكولهاي كاملاً غير قطبي در هسته ميسل حل ميشوند و .ن بستگي دارد در ميسل به قطبيت آ) قطبي دارويي

و موادي با قطبيت متوسط در مكاني حدواسط هسته و سطح  3مولكولهاي غيرقطبي بر سطح ميسل ميچسبند
ظرفيت پذيرش مولكولهاي غيرقطبي در شوينده ها به عوامل بسياري بستگي دارد كه از آن . قرار ميگيرند
... و   pH،دما ،جايگاه قرارگيري دارو ،طبيعت دارو ،4ان به ساختار شيميايي دارو و سورفكتانتجمله ميتو

كاسته مي شود زيرا انحناي  5فشار لاپلاس ،بديهي است با افزايش قطر بخش هسته ميسل. بستگي دارد
  .رد ميگرددسطحي ميسل كاهش مي يابد و به اين ترتيب تركيب غيرقطبي راحتتر به درون بخش مركزي وا

تا همين اواخر از كلوئيدهاي ليوفيلي در فرمولاسيونهاي دارويي استفاده ميشد اما اين كلوئيدها از نظر 
پس از چندي كلوئيدهاي خود تجمع يابنده كه . ترموديناميكي ناپايدارند و تجمعات آنها بسيار بزرگتر است

اندازه كوچك چنين . توجه قرار گرفتندبه صورت طولاني تري پايدار هستند مورد  in vivoدر محيط 
امكان ورودشان را به بافتهاي مختلف فراهم كرده و به علاوه هيچ واكنش زيستي ) nm 1حدود (كلوئيدهايي 

  ].77[ را در بدن تحريك نميكنند

                                                 
١ Critical Micele Concentration (CMC) 
٢ Critical Micelle Temprature (CMT) 
٣ Adsorb 
٤ Surfactant 
٥ Laplas Pressure 
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  دوگانه دوست 1ميسل هاي پليمري 1-7-4

حاوي دو بخش آبدوست و آبگريز ميسل هاي پليمري گروهي مجزا از ميسل ها هستند كه از كوپليمرهاي 
يكسان  2منومرهاي سازنده هموپليمرها. اين پليمرها را ميتوان به چندين گروه طبقه بندي كرد. ساخته ميشوند

از دو نوع منومر ساخته  3در مقابل كوپليمرها ،بوده و به همين دليل قادر به تشكيل تجمعات ميسلي نيستند
 ،گر تفاوت دارند و به چندين حالت ميتوانند در كنار يكديگر قرار بگيرنديكدي شده اند كه از نظر حلاليت با

كوپليمرهاي دوبلوكي  ،4كوپليمرهاي تصادفي .به اين ترتيب پليمرهايي با ويژگي متفاوت را ايجاد ميكنند
شكل (از انواع اين پليمرها هستند  Graftو كوپليمرهاي  )ABAپليمرهاي ( و سه بلوكي) ABپليمرهاي (
1-7.(  

 

  .انواع ميسل هاي پليمري:  7 -1شكل 

هر يك از انواع پليمرهاي ذكر شده براي مصارف خاصي استفاده ميگردند و در اين ميان كوپليمرهاي بلوكي 
زنجيره هاي آبگريزي به طور نسبتاً  ،graftدارند زيرا در پليمرهاي  graftاهميت بيشتري نسبت به نوع 

با يكديگر ميانكنش ميكنند و احتمال آنكه با زنجيره هاي آبگريزي از نوع سست تري به پليمرهاي بلوكي 
كوپليمرهاي . آنها بيشتر ميشود 5از اين رو احتمال توده اي شدن ،خود ميانكنش كنند افزايش مي يابد

. نيز پايين است 6كوچكي ميسازند كه پايداري اندكي دارند و عدد تجمع آنها تصادفي ميسل هاي بسيار
پليمرهاي سه بلوكي از  CMCهاي دو و سه بلوكي از نظر دارورساني اهميت خاصي دارند و معمولاً پليمر

و يا پلي اتيلن  7دو بلوكي ها بيشتر است و در بخش آبدوست آنها غالباً زنجيره هاي پلي اتيلن گليكول

                                                 
١ Polymeric Micelle 
٢ Homo Polymer 
٣ Copolymer 
٤ Random Coplymer 
٥ Aggregation 
٦ Aggregation Number 
٧ Poly Ethylen Glycol (PEG) 
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شوند و قادر هستند چنين رشته هايي بسيار محلول بوده و به خوبي هيدراته مي. قرار مي گيرد 1اوكسايد
  ].78[ ساختار ميسلي را از نظر فضايي در محيط زيستي محافظت نمايند

هستند و در بخش دروني  2كمي بالاتر از آن ميسل ها هنوز سست و شُل در غلظت بحراني تشكيل ميسل و
ندازه آنها ميسل ها پايدارتر و فشرده تر شده و ا ،خود آب دارند با افزايش غلظت پليمرهاي دوگانه دوست

آنها در حد ميكرومولار  CMCميسل هايي مورد توجه هستند كه  ،در مباحث دارورساني. كوچك ميگردد
موجود در بين ميسل و منومرها ، با اندكي رقيق كردن محلولهاي حاوي ميسل به  3باشد زيرا تعادل نسبي
ز آنست كه اين پليمرها در خون مورد ميسل هاي سيكلودكستران حاكي ا گزارشات در. راحتي جابجا ميگردد

رها خواهد شد و در خون رسوب كرده و يا  ،در نتيجه داروي محصور ،برابر رقيق ميگردند 100به ميزان 
 4پوشيدگي اجسام خارجي پديده اوپسونيزه شدن. توسط پروتئينها و سلولهاي خوني پوشيده خواهد شد

 ].77[ خوانده ميشوند 5اوپسون و مولكولهايي كه اين عمل را انجام ميدهندمينامند 

  عوامل موثر درميانكنش دارو و ميسل 1-7-5

  حالت فازي بخش مركزي 1-7-5-1

 .6يكي پوشش آبدوست بيروني و ديگري يك هسته مولتن گلبول مايع ،همه ميسل ها دو بخش مهم دارند
برخي مشاهدات ثابت . دطبيعت مايع هسته ميسلي امكان مخلوط شدن موثر بلوكهاي آبگريز را فراهم ميكنن

دارد و ميتواند در شرايط خاص دچار گذار از حالت  Glassyكرده اند كه بخش مركزي ميسل حالت 
Glassy و توانايي به دام اندازي مولكولهاي آب و يا  7اين دو فاز از نظر ميزان تخلخل. به مايع گردد

به مايع تغيير مي يابند را  glassyمرها از حالت دمايي كه در آن پلي. تركيبات دارويي با يكديگر تفاوت دارند
Tg مينامند اين دما با دماي ذوب تفاوت دارد،Tg  تعريف ميگردد و از  8معمولاً براي پليمرهاي بدون شكل

اينرو معمولاً پليمرهاي به كار رفته در ساختن ميسل ها را از مخلوطي از حالات كريستالي و آمورف طراحي 
  .ميكنند

  

                                                 
١ Poly Ethylen Oxide (PEO) 
٢ Loose 
٣ Quasi Equilibration 
٤ Opsonisation 
٥ Opson 
٦ Liquid Molten Globol 
٧ Porocity 
٨ Amorph 



٢٧ 
 

  نوع ميانكنشهاي دارو و ميسل 1-7-5-2

معمولاً يكسري قواعد ثابت بر پليمرهاي دوگانه دوست دو و سه بلوكي حكمفرما است به گونه اي كه بخش 
PEG  كيلو دالتون وزن دارد و طول قسمت آبگريز آنها نيز تقريباً هم اندازه بخش آبدوست  1-15آنها بين
در ميانكنش دارو و ميسل اهميت بسيار  π – πنكنشهاي و ميا)آبگريز(غير قطبي،پيوندهاي يوني . است
تعدادي از مولكولهاي غيرقطبي را  ،گاهي براي تسهيل ورود دارو يا تركيب غيرقطبي به درون ميسل. دارند

بين  1بين ميسل و دارو افزايش مي يابد و سازگاري π – πبا اين كار ميانكنشهاي . به پليمرها مي چسبانند
ميسل و ميزان  2بالطبع پايداري ترموديناميكي و كينتيكي ،هرچه سازگاري شدت يابد. ميدهندآنها را افزايش 

بنابراين تركيب غيرقطبي كمتر به مناطق نزديك به سطح . نيز افزايش خواهد يافت 3اتصال دارو به ميسل
رتيب امكان رهايش ميسل اتصال يافته و بنابراين امكان رهايش آن در فاز لگاريتمي كاهش مي يابد به اين ت

  .كنترل شده تر آن تركيب فراهم خواهد شد

  پايداري ترموديناميكي و كينتيكي 1-7-5-3

پايداري ترموديناميكي تنها نشاندهنده آنست كه در . پايداري ترموديناميكي و كينتيكي با يكديگر تفاوت دارند
ايداري كنتيكي در مورد زمان دقيق منومر به سمت تشكيل منومر جابجا ميگردد و پ-چه غلظتي تعادل ميسل

از هم پاشيده شدن ميسل و تبديل آن به منومر اطلاعاتي ميدهد به گونه اي كه حتي با ترقيق منومرها به 
نيز ميسل هاي موجود قادرند تا مدت زمان مشخص عملكرد ناقل بودن خود را انجام   CACغلظتي كمتر از

را ميتوان در فاكتور پايداري  CACميسل در غلظتي پايين تر از به عبارت بهتر زمان واقعي پاشيدن . دهند
 ،حضور محلول در بخش مركزي ميزان ،اين عامل به حالت فيزيكي بخش هسته ميسل. كينتيكي جستجو كرد

كيفيت اتصال دارو  ،سازگاري ميسل و دارو ،بزرگي واحدهاي آبگريز و نسبت بخشهاي آبگريز به آبدوست
بستگي داشته و خود مبتني بر ) ت اتصال و تعداد مولكولهاي متصل شده به ميسلبزرگي ثاب(به ميسل 

  .دارو در درون پليمر مي باشد 4بار و حالت فازي  ،آبگريزي ،قطبيت

محاسبه كرد وبه  5امروزه ميتوان فاكتور سازگاري را با استفاده از برنامه هاي كامپيوتري و به صورت مجازي 
  ].80 ,79[ را براي حمل تركيب موردنظر انتخاب نموداين ترتيب بهترين پليمر 

  
                                                 
١ Compatibility 
٢ Thermodynamic And Kenetic Stability 
٣ Loading Capacity 
٤ Phase State 
٥ In Silico 



٢٨ 
 

  پپتيدها و اهميت آنها در صنايع دارويي و غذايي 1-8

  پپتيدهاي آمفي پاتيك و اهميت دارويي آنها 1-8-1

مشخص گرديد كه سومين مارپيچ پروتئين هموئودومين آنتاپديا قادر است از  1994نخستين بار در سال 
پپتيدهاي  نحث استفاده از پپتيدها در انتقال دارو از آن زمان مطرح گرديد و تاكنوب .درون غشاها عبور كند

  .بسياري براي اين منظور طراحي شده اند

برخي از مزاياي استفاده از پپتيدها نسبت به ساير سيستمهاي انتقالي عبارتند از سهولت سنتز آنها، عدم سميت 
  .و عدم تحريك سيستم ايمني

دوگانه دوستي اوليه  .ميتوان به دو گروه حاملين آمفي پاتيك اوليه و ثانويه طبقه بندي كرد حاملين پپتيدي را
از وجود دو ناحيه آبدوست و آبگريز ناشي ميشود بطوريكه ناحيه اول مخصوص حمل ليگاند موردنظر و 

  .بخش دوم براي ميانكنش با غشاي سلول مي باشد

شاهده ميشود مثلاً مارپيچ آلفايي كه گروههاي آبدوست وآبگريز دوگانه دوستي ثانويه در ساختارهاي دوم م
آن به طور دوره اي تكرار ميشوند و به اين ترتيب در يك سمت گروههاي آبگريز و در سمت ديگر 
گروههاي هيدروفيل قرار خواهند گرفت اين حاملين عمدتاً با تغيير پتانسيل غشاي سلول و ايجاد شيب و 

اي يوني ايجاد سميت ميكنند و يا تركيب سمي حمل شونده را به درون سلول انتقال برخي با ايجاد كاناله
  .بين ميزان دوگانه دوستي و ورود به سلول رابطه اي مستقيم وجود دارد .ميدهند

محققين دو مكانيسم را براي ورود پپتيدها پيشنهاد كرده اند اول آنكه انتقال ناقلين پپتيدي با تجمع پپتيدها در 
هم همراه است مثلاً هورمون كلسيتونين انساني با خودتجمعي و تشكيل ساختارهاي ميسل مانند و ايجاد  كنار

ثانياً خود پپتيد دوگانه دوست ميتواند در درون غشا  .آشفتگي در غشا به اپيتليوم مجاري تنفسي وارد ميشود
ه دوست نبوده ولي به راحتي به با اين حال پپتيدهايي بدست آمده اند كه دوگان). 8-1شكل (جاي بگيرد 

همچنين نميتوان . سلول وارد ميشوند از اين رو به نظر ميرسد دوگانه دوست بودن براي ورود ضروري نيست
يك  متعلق بهبه درستي مكانيسمي براي ورود پپتيدها به درون سلول پيشنهاد كرد و چه بسا پپتيدهايي 

  ].82  ,81[ ستفاده كنندخانواده از مكانيسمهاي متفاوتي براي عبور ا
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  دو مدل فرضي از چگونگي ميانكنش پپتيدهاي دوگانه دوست با غشاي سلول: 8 -1شكل 

  

  پپتيدها در صنايع غذايي 1-8-2

پپتيدهاي بسياري را به عنوان غذاي فعال طراحي كرده اند كه از آن جمله پپتيدهاي جذب كننده كلسيم، 
بتي، يا كنترل كننده سطح كلسترول پلاسما و پپتيدهاي آنتي اكسيدان مورد كاهش دهنده فشارخون، ضد ديا

  ].83[ توجه قرار دارند

اين . از عواقب جدايي ناپذير تنفس موجودات بيهوازي است •OHو  O-2توليد راديكالهاي آزاد مثل 
 بسياري از مواد تركيبات با اكسيداسيون ليپيدها و تجزيه اسيدهاي چرب غيراشباع عمده ترين دليل فساد

غذايي هستند به طوريكه اين گونه تغييرات اكسايشي منجر به تغيير رنگ، بو، طعم، و بافت غذاها خواهند 
، پروتئين و ساير مولكولهاي DNAبسياري از مولكولهاي زيستي مثل  ،به علاوه گونه هاي فعال اكسيژن. شد

عروقي، ديابت و بيماريهاي عصبي - يماريهاي قلبيبه همين دليل در وقوع ب. كوچك سلولي را تغيير ميدهند
آنتي اكسيدانها را به دو دسته سنتزي . به دام اندازهاي اين راديكالها را آنتي اكسيدان مينامند. نقش مهمي دارند

 ،SODسلول مثل اسيد آسكوربيك، گلوتاتيون، آنزيم  1آنتي اكسيدانهاي ذاتي. و طبيعي ميتوان تقسيم كرد
استفاده از اين . اشاره كرد 4PGو   2BHA،3BHTتاتيون پراكسيداز، و از انواع سنتزي ميتوان به گلو كاتالاز،

فراواني براي سلامتي دارند، از اين رو تلاش  آسيبهايتركيبات شيميايي تحت كنترل شديدي است زيرا 
  ].85, 84[گسترده اي براي جستجوي آنتي اكسيدانهاي طبيعي در حال انجام است 

                                                 
١ Endogenous Antioxidant 
٢ Butylated Hydroxy Anisole 
٣ Butylated Hydroxy Toluene 
٤ Propyl Galate 
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اكسيداسيون پروتئينها يكي از دلايل . اين منابع پروتئينها و پپتيدهاي حاصل از هيدروليز آنها هستند يكي از
آنها را تا  ،وقوع فرايند پيري است با اين حال طبيعت با قراردادن اسيدهاي آمينه با خواص آنتي اكسيداني

ين، ليزين، تيروزين و تريپتوفان و اسيدهاي آمينه متيونين، هيستيد. حدودي از اين آسيبها حفظ كرده است
در اين ميان زنجيره هاي جانبي آمنواسيدهاي تيروزين و . فنيل آلانين و پرولين از آن جمله محسوب ميشوند

به عنوان گروههاي ) گروه ايميدازول(و تريپتوفان ) گروه ايميدازول(، هيستيدين )گروه فنولي(فنيل آلانين 
به ذرات راديكالي آنها را پايدار كرده و خود به خاطر  Hاين گروهها با دادن  .دهنده هيدروژن فعاليت ميكنند
  .رزونانسشان پايدار باقي ميمانند

ريشه متيونين را به عنوان آنتي اكسيدان ذاتي پروتئينها ميدانند زيرا بسياري از اكسيدانها به راحتي با اين 
اين محصول توسط آنزيم متيونين سولفيداكسايد . ينداسيدآمينه واكنش داده و توليد متيونين اكسايد مينما

و يا متصل به  ددر حالت آزا(اين امر امكان بازيابي فعاليت متيونين را . ردوكتاز دوباره به متيونين احيا ميگردد
موقعيت دروني ريشه هاي متيونين و ميزان دسترس بودن فيزيكي آنها در مقدار . فراهم مي آورد) پروتئين

  ].86[داني آنها موثر است آنتي اكسي

فعاليت آنتي اكسيداني هيستيدين ميتواند به سه دليل باشد، توانايي اعطاي هيدروژن، به دام اندازي راديكال 
 اين قابليت به دليل گروه ايميدازول اين آمينواسيد. پراكسي ليپيدها و توانايي به دام اندازي يونهاي فلزي

اين گروه . روتئينهاي مختلف به دليل محيط احاطه كننده اين گروه استگاهي عنوان ميشود توانايي پ .است
با  L-Hisمحققين دريافته اند كه جايگزيني . ايميدازولون تبديل ميگردد-2با راديكالهاي آزاد به  هدر مواجه
D-His ق موقعيت فعاليت آنتي اكسيداني پروتئينها را تغيير ميدهد از اينرو ميتوان نتيجه گرفت كه جايگاه دقي

  ].88  ,87[ حلقه ايميدازول در ايجاد اشكال فعال آنتي اكسيداني موثر است

  

  هدف از انجام اين پايان نامه

شيميايي پروتئينها بر آن شديم تا تاثير ميسلهاي  -با توجه به ايمن بودن ، فوايد غذايي و ويژگيهاي فيزيكي
وليز آن را بر افزايش انحلال كوركومين و بنابراين پروتئين بتاكازئين شير شتر و پپتيدهاي حاصل از هيدر

  .افزايش دسترسي زيستي و آنتي اكسيداني اين تركيب مورد مطالعه قرار دهيم

  



  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

روشهامواد و  
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   1SDS-PAGEتهيه ژل پلي اكريلاميد و انجام الكتروفورز 2-1

   Stackingتهيه ژل  2-1-1

بيس اكريلاميد   آب  M5/0(pH 6/8)بافرتريس
30) %8/0(%  TEMED(µl) APS (µl)  

 ml5/2     ml2   0/75 ml 10  50  

  

   2تهيه ژل جداكننده  2-1-2

  

  

  

   3بافر تانك  2-1-3

  

  

  

  

د ياين ميزان بدون استفاده از اس. را مي سنجيم  pH،كردن مقادير مربوطه در آب دوبار تقطيرپس از حل 
  .باشدواحد  3/8 بايد يك مولاركلريدريك 

                      
١ Sodium Dodesyl Sulfate Polyacrylamid Gel Electrophoresis 
٢ Resolving Gel 
٣ Running Buffer 

20%  15%  10%  Acrylamid (%) 

6/66  5  3/33  Acrylamid 
30% (ml) 

2/5  2/5  2/5  Tris 1/5M       
(pH 6/8) (ml)  

/10  /10  /10  10 (ml) %SDS  

/0330  1/5  2/75  Water (ml)  

33  33  33  10 (µl) %APS  

5  5  5  TEMED (µl)  

0/66  /870  1/3  Bis acrylamid 
(ml)  

0/25 M  Tris (base) 
/192 M0  Glycin  

/1 0%  SDS  
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   1تهيه بافر نمونه 2-1-4

2/4 ml  Tris 1 M (pH 6/8) 

3 ml  SDS %20   
3 ml  Glyserol %100   

1/6 ml  Beta-mercapto ethanol  
6 mg  Bromophenol blue 

10 ml حجم نهايي  
  

   2تهيه محلول رنگ آميزي 2-1-5

  

  

  

  

  
   3برتهيه محلول رنگ 2-1-6

75 ml    آب دو بار تقطير  
10 ml  اسيد استيك  
15 ml  متانول  
100 ml حجم نهايي  

  

  تئين سنجش پرو 2-2

  تهيه محلول برادفورد  2-2-1

ميلي ليتر اسيد  20، %95ميلي ليتر اتانول  10را در   G250ميلي گرم آبي كوماسي 20براي اين منظور 
پس از اين محلول  .ميلي ليتر رسانده شد 200حل كرده و سپس حجم آن با آب مقطر به % 85فسفوريك 

  .گهداري گرديدن 4oC در دماي) Wattmannكاغذ (عبور از فيلتر 
                      
١ Sample Buffer 
٢ Staining Solution 
٣ Destainig  

5 gr/0  Coomassi blue R250 
ml 250  متانول  

50 ml   اسيد استيك  
ml 200  آب دوبار تقطير  
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  رسم منحني استاندارد سنجش پروتئين به روش برادفورد  2-2-2

ثابت خاموشي اين پروتئين درطول موج  .رسم كرديم 1خالص شتركازئين بتااين منحني را براساس پروتئين 
  .(ε280 1 mg/ml: 0/302) 302/0برابر است با mg/ml  يك با غلظت ،نانومتر و در آب 280

ميكروليتر از آن  2/12و  6/12 ،8/6، 5، 8/3، 5/2مقادير  ،از اين پروتئين mg/ml 1محلول  پس از تهيه يك
 يك كدامميكروليتر آب مخلوط كرده و به هر  74/8و  87/4 ،95،93/7 ،96/2، 97/5را به ترتيب با ميزان 

ميكروگرم  25/2و  12/6 ،6/3 ،5، 8/3، 5/2به اين ترتيب در هر آزمون . ميلي ليتر محلول برادفورد افزوده شد
  .نانومتر ميخوانيم 595جذب نمونه ها را در طول موج  .از پروتئين مربوطه خواهيم داشت

  .بار تقطير به عنوان شاهد استفاده گرديد ميكروليتر آب دو 100ميلي ليتر برادفورد و  يكاز محلول حاوي 

  آماده سازي كيسه هاي دياليز 2-3

دقيقه، در محلول كربنات سديم  15سانتيمتري بريده و در سه نوبت، هر بار  20اي اين كيسه ها را به اندازه ه
جوشانيده ) EDTA )5%دقيقه در محلول  15جوشانده و پس از آب كشي با آب مقطر، سه بار به مدت % 5

  .در يخچال نگهداري شد% 20شد و مجدداً با آب مقطر آب كشي گرديد و تا زمان استفاده در محلول اتانول 

  كازئين از شير شتراستخراج بتا 2-4

 ،جداسازي مخلوط كازئين ها ،در سه مرحله چربي زدايي ]89[استخراج بتاكازئين از شير شتر مطابق منبع 
  .جداسازي نسبي و در نهايت تخليص كامل بتاكازئين انجام گرفت

  چربي زدايي  2-4-1

 g5000دقيقه با دور  15به مدت  4oCدر دماي  ميلي ليتري ريخته و 250شير تازه تهيه شده را در ظروف 
  .ژ گرديدوسانتريفي

   2جداسازي مخلوط كازئين ها 2-4-2

pH   رسانده  6/4به ميزان  ،يك مولارشير بدون چربي را با استفاده از اسيد كلريدريك)pH  ايزوالكتريك
به منظور حذف  .فيوژ گرديدسانتري g 5840 دور دردقيقه  60به مدت  4oCو سپس در دماي )متوسط كازئينها

ميلي مولار حل و پس از  20رسوبات مرحله قبل سه بار ديگر در بافر فسفات  ،تمامي پروتئينهاي ناخواسته
خشك و در  Freeze drierبدست آمده با استفاده از كازئيني مخلوط . رسوب داده شد، pH 4/6 رساندن به

  .نگهداري شد -oC20دماي 

  

                      
١ Bovine Beta Casein 
٢ Whole Casein 
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  صمرحله دوم تخلي 2-4-3

   1دوم تخليصبافر مرحله  2-4-3-1

 بافر سديم استات
(pH 6/8) 

 EDTA Beta-mercapto  اوره
ethanole  PMSF  

mM 20  3/3 M  35 mM  10 mM  1 mM  
 

با استفاده از اين بافر چندين بار شستشو DEAE- Cellulose ستون  ،2رزينها دنانبه منظور به تعادل رس
  .داده شد

  

  3و جداسازي اجزا آماده سازي نمونه 2-4-3-2

دقيقه در  20حل و سپس به مدت  mM 20ميلي ليتر بافر استات  50گرم از مخلوط كازئين ها را در  يك
  .دگرديژ وسانتريفي g 45000با دور  4oCدماي 

 4oCدر دماي دقيقه آنها را با هم  20رزينهاي ستون را خارج كرده و به مدت  ،با استفاده از اين محلول
  .ستون را دوباره از رزين پر كرده و اجازه ميدهيم ته نشين گرددسپس . مخلوط ميكنيم

جمع آوري ، ميلي ليتر 40 و 30، 30به ميزان به ترتيب ،FT3 و 4FT1، FT2ن اويبا عن ستون هاي خروجي
ميلي  50، هر يك به ميزان W2و W1 5عناوينبا ميلي ليتر بافر شسته و خروجي را  100ستون را با  .شد
شستشو داده شد  يك مولار كلريد سديمميلي ليتر بافر حاوي  50در مرحله آخر ستون با  .مع گرديدج ،ليتر

  .شد آوري جمع WINaCl و خروجي را با نام

  

  نمونه هاي ناخالص مرحله دوم دياليز 2-4-4

) pH 7/3( ميلي مولار 20حاوي مخلوط آلفا و بتاكازئين را در طي سه مرحله با بافر ايميدازول  6فراكشنهاي
  .انجام شدساعت  12هر يك از مراحل دياليز حداقل به مدت  .دياليز ميكنيم

  

                      
١ Batch Purification 
٢ Equilibration 
٣ Fraction 
٤ Flow Throught 
٥ Wash Throught 
٦ Fraction 
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  pH) 3/7( بافر مرحله اول دياليز 2-4-4-1

  

  

  

  

   (pH 7/3)بافر مرحله دوم 2-4-4-2

  

20 mM  Immidazole  
0/01%  Sodium Azid  

  

  

   (pH 7/3)بافر مرحله سوم دياليز  2-4-4-3

  

20 mM  Immidazole 
M3/3  Urea  

10 mM  Beta mercapto ethanole  
  

  

  وم سستون مرحله  2و شستشوي 1بافر تعادل 2-4-5

  

20 mM  Immidazole 
3 M/3  Urea  

10 mM  Beta mercapto ethanole  

                      
١ Equilibration 
٢ Elution 

20 mM  Immidazole 
0/01%  Sodium Azid  

10 mM  Beta mercapto ethanole  
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  آماده سازي ستون مرحله دوم كروماتوگرافي 2-4-6

اين رزينها . است كه با بافر ذكر شده به تعادل رسيده است DEAE –Celluloseن ستون حاوي رزين هاي اي
از اين رو اين نوع . باري منفي دارد pHدر اين ) pI  5/7با(و پروتئين بتاكازئين داراي بار مثبت هستند 

  .كروماتوگرافي را تعويض آنيوني ميناميم

  اسازي اجزاو جد نمونه ها 1قرار دادن 2-4-7

 .ريخته و اجازه مي دهيم به آهستگي از داخل ستون عبور كنند دوم را بر روي ستون دياليز شدهنمونه هاي 
  .در اين حين نمونه هاي پروتئيني مطلوب به ستون ميچسبند و پروتئينهاي ناخواسته از ستون عبور ميكنند

ميلي ليتر بافر شستشوي حاوي  100ستفاده از با ا .شستشو مي دهيم ،ميلي ليتر بافر 300سپس ستون را با 
ساخته و  M 25/0 الي صفرنمكي بين  2شيبي ،ميلي ليتر بافر بدون نمك 100و  M25/0  سديم كلريد

ميلي ليتر در دقيقه  5/0-75/0پروتئينهاي موجود در ستون را با استفاده از پمپ پري استاتيك با سرعت 
شستشو داده و  دو مولارميلي ليتر بافر حاوي كلريد سديم  50با در پايان ستون را  .جمع آوري ميكنيم

  .خروجي را جمع آوري ميكنيم

  

  تعيين غلظت پپتيدها  2-5

  :دبه شرح زير تهيه ش OPA3محلول 

  

40 mg  OPA  

25 ml  
Sodium tetra borate 100 

mM 
(pH 9/7)  

2/5 ml  20 % SDS  
0/1 ml  Beta mercapto ethanole  

50 ml  Total volume  

  

                      
١ Load 
٢ Gradient 
٣O-Phthaldialdehyd  
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OPA  صرف نظر از نوع آمينو اسيدهاي موجود در (تركيبي است كه پس از واكنش با آمين نوع اول پپتيدها
ديگر اين تركيب نسبت به آزمونهاي  و آزمونهاي مبتني بر نانومتر جذب نشان ميدهد 340در طول موج ) آنها

  .استه تر دقيق تر و ساد ،حساستر) ...فلورسامين و ،از قبيل نين هيدرين(

و بتامركاپتواتانول با آمينهاي نوع اول استوار است كه با ادامه واكنش  OPAاين روش براساس واكنش تركيب 
كليه واكنشهاي آنزيمي  SDSدر حضور  .)1-2شكل( ميگردد ايجاد  alkylthio-2-alkylisoindole-1تركيب

پتيدهاي حاصله به خوبي در دسترس واكنشگر قرار ساختار پ ،كاملاً غيرفعال ميشوند و به علاوه ،احتمالاً فعال
   .]90[ ميگيرند

  

  .و آمينهاي نوع اول با يكديگر در حضور بتامركاپتواتانول و سديم دودسيل سولفات OPAميانكنش  : 1- 2شكل

  

  رسم منحني استاندارد تعيين غلظت پپتيدها 2-6

در اينجا از  .دنست كه براي غني كردن محيط كشت باكتريها بكار برده ميشوتريپتون مخلوطي از پپتيدهايي ا
مقادير متفاوتي از اين ماده  .ميلي گرم در ميلي ليتر اين تركيب به عنوان استاندارد استفاده گرديد يك محلول

 .نده شدنانومتر خوا 340مخلوط كرده وپس از يك دقيقه جذب آنها را در  OPAرا با يك ميلي ليتر محلول 
  .به عنوان شاهد استفاده گرديد OPAاز محلول فاقد 

  

  هيدروليز پروتئين بتاكازئين  2-7

محلول آنزيمهاي كيموتريپسين و تريپسين را جداگانه به  كازئين،بتااز  mg/ml 5پس از تهيه يك محلول 
حمام آب جوش قرار دقيقه در  15 سپس .انكوبه گرديد درجه 37دقيقه در دماي  30افزوده و به مدت آنها 

آنزيم به سوبسترا در هر مرحله از هيدروليز يك به  وزني نسبت. تا آنزيم به طور كامل غيرفعال گردد داده شد
  .است 100
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  و جداسازي پپتيدها براساس وزن مولكولي  1اولترافيلتراسيون 2-8

با ، دقيقه 20به مدت  rpm  2500در دورپي در پي  از طريق سانتريفيوژ ،كل هيدروليزات بدست آمده
پپتيدهاي  دالتون،كيلو 5پپتيدهاي بالاي به سه گروه كيلودالتون  3و  Cut off 5داراي  هاياستفاده از غشا

  .ندكيلو دالتون جدا گرديد 5و  3كيلو دالتون و بين  3كمتر از 

درجه نگهداري  -20يزر در فر، به طور جداگانهتا زمان استفاده پپتيدهاي بدست آمده از هر دو نوع هيدروليز، 
  .شد

 ، الكتروفورز گرديد%20براي اطمينان از ميزان هيدروليز شدن، محصولات بدست آمده  با استفاده از ژل 
]91[.  

  

   ABTSتعيين ميزان آنتي اكسيداني به روش  2-9

    ABTSمحلول 2-9-1

7 mM  ABTS 
2/45 mM  Potassium per sulphate  

  

ABTS )2يدر مراديكالي  به شكلدر حضور پتاسيم پرسولفات ) سولفونات-6-اتيل تيازولين-3(بيس - آزينو-2'و 
در حضور آنتي اكسيدانها اين ميزان  و نانومتر جذب نشان ميدهد 650و  734اين ساختار در طول موج  .ديآ

فاده از اين ويژگي به منظور تعيين ميزان آنتي اكسيداني يك تركيب است .جذب به تدريج كاهش مي يابد
  ].92[ ميگردد

  

  . ABTSساختار شيميايي  : 2 - 2شكل

 

  

  
                      
١ Ultrafiltration 

2 2
2 8 4 4

2
4 42 2

− − − +

− − +

+ → +

+ → +

i i

i i

S O ABTS SO SO ABTS
SO ABTS SO ABTS
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از آنجايي كه . ميسنجيم Cو  Eمثل ويتامين  استاندارداين ويژگي را نسبت به يك تركيب آنتي اكسيدان 
 IUPACم نا ،خود در محلول مائي قابل حل نيست از آنالوگ محلول در آب آن استفاده ميشود Eويتامين 

  .تترا متيل كرومانز مي باشد و به طور تجاري آن را ترولوكس مينامند 8و  7 ،5 ،2 ،هيدروكسي 6 اين تركيب

  

   نيرسم منحني استاندارد آنتي اكسيدا 2-9-2

 10 ،سنجش رتهيه كرده و در هر با )µM 125-30(براي اين منظور غلظتهاي مختلفي از ترولوكس 
تغيير جذب محلول بدست آمده را در  .شداضافه  7/0±02/0با جذب اوليه ABTSميكروليتر از آن به محلول 

درصد كاهش جذب اين محلول در مقابل غلظت ترولوكس رسم  .دقيقه به طور دوره اي ميخوانيم ششطي 
  .به اين ترتيب نمودار استاندارد آنتي اكسيداني بدست مي آيد. گرديد

  

  بتاكازئينآماده سازي محلولهاي كوركومين و  2-10

حل كرده و سپس با آب % 96ابتدا ميزان مورد نظر از كوركومين را در اندكي اتانول آزمايشات، در تمامي 
  .است يك درصدبه طوريكه غلظت اتانول در تمامي آزمون ها كمتر از  .مقطر به حجم مي رسانيم

    Na2HPO4  حاوي (pH 7) 1/0در تمامي آزمايشات پروتئين بتاكازئين در بافر فسفات با قدرت يوني
(5/65 mM)، (3/05 mM) NaH2PO4  80  كلريد سديمو نمك mM93[ حل گرديد[.  

  

  37oCو  30 25،رسم منحني اتصال هم دما در دماهاي و  1بنفش يطيف سنجي ماورا 2-11

 مطابق ،3افتراقيطيف سنجي . 2درتمامي آزمونها غلظت پروتئين كمتر از غلظت بحراني ميسلي شدن است
در كووت  از بافر شاهد، Baselineپس از گرفتن  ،به طور خلاصه .انجام گرفت [94] روش ذكر شده در منبع

در دفعات بعدي . نانومتر خوانده شد 200-700آزمون ميزان لازم از پروتئين را ريخته و جذب در محدوده 
 ثبتده و پس از دو دقيقه طيف ميزان مورد نظر از ليگاند را هم به كووت آزمون و هم به كووت شاهد افزو

  .مورد بررسي قرار گرفت 3-3 بخش حاصله با استفاده از معادلات داده هاي .گرديد

  

                      
١ UV-Vis Spectroscopy 
٢ Critical Micelle Concentration (CMC) 
٣ Differential UV-Visible Spectroscopy 
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   1طيف سنجي فلورسانس 2-12

   2فلورسانس ذاتي پروتئين 1- 2-12

نانومتر انجام  280تهييج فقط درطول موج  ،از آنجايي كه پروتئين مورد بررسي فاقد تريپتوفان است
 .فنيل آلانين استو اندكي مربوط به فلورسانس اسيدآمينه تيروزين بيشتر كه   (λex280 nm)گرفت

  .نانومتر انتخاب شد پنجهر دو  3يو نشر يگشودگي دريچه هاي عبور اشعه تهييج

  

   Synchronousفلورسانس  2- 2-12

 لمتر و در طونانو 310-450در محدوده نشري ، در غياب و حضور كوركومين 4طيفهاي فلورسانس همزمان
نانومتر انجام  5با گشودگي دريچه  ،نانومتر ex)λdet-λ =λ∆ (15نانومتر و محدوده اسكن  280موج تهييج 

  ].95[گرفت 

   ANSفلورسانس  3- 2-12

1-anilino naphthalene-8-sulfonate )ANS ( تهييج ميشود نانومتر  390تركيبي است كه در طول موج
نانومتر  400-600نشري در محدوده ، 5و فقط با اتصال به مناطق آبگريز ولي در محيط قطبي نشري ندارد

استفاده شد و گشودگي دريچه هاي ) ميلي مولار 2/0(ميكرومولار  200از اين ماده در غلظت  .نشان ميدهد
  . نانومتر انتخاب گرديد 5نشري و تهييجي هر دو 

  

  .  ANSشيمياييساختار  : 3 - 2شكل

  
   Pyreneفلورسانس  4- 2-12

phenanthrene Benzo  [90] ، است كه از منومر آن به ) 7-10×7 حلاليت در آب(تركيب بسيار آبگريزي
با تهييج محلول مائي اين تركيب ، عنوان نشانگر فلورسانس براي رديابي تغيير محيط آبگريز استفاده ميشود

                      
١ Fluorescence Spectroscopy 
٢ Intrinsic Fluorescence 
٣ Excitation And Emission Slits 
٤ Synchronous 
٥ Hydrophobic Patch 
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طول موجهاي ( 350-600در محدوده نشري  1سه بيشينه نشر ،رنانومت 338در طول موج ) ميكرومولار -21(
قطبيت محيط ) نانومتر 393(و سوم ) نانومتر 373(نسبت بيشينه هاي اول . بروز ميابد )393و  383، 373

به طور گسترده براي  ،به عنوان روشي بسيار حساس و دقيق ،از اين ويژگي .قرارگيري پايرن را نشان ميدهد
  ].96[ اني ميسلي شدن پليمرهاي زيستي و سنتزي استفاده ميشودتعيين غلظت بحر

  

  .  Pyreneساختار شيميايي : 4 - 2شكل

  

 2طيف سنجي دورنگ نمايي دوراني 2-13

     بر ساختارهاي دوم پروتئين القا ميشود از شرايط مختلفكه در  ،به منظور بررسي تغييرات ساختاري
CD-Far طيفهاي حاصله با استفاده از برنامه ]. 97[ نانومتر استفاده گرديد 190-260طول موج  حدودهدر م

CDNN آناليز شد.  

  

  كشت سلول 2-14

  تهيه محيط كشت سلولي 1- 2-14

گرم از محيط و  43/10مقادير . خريداري شد Invirogen (Gibco)از شركت   RPMI 1640محيط كشت
با را محلول حاصل  pH .حل گرديد، ليتر آب دوبار تقطير اتوكلاو شده گرم سديم بي كربنات را در يك 4/0

رسانيده و سپس با استفاده از فيلترهاي ميليپور با قطر منافذ  5/7مولار به  يكاستفاده از اسيد كلريدريك 
  .ميكرومتر فيلتر شد2/0

و سرم جنين % 1ميزان  به Bioseraآنتي بيوتيكهاي استرپتومايسين و پني سيلين خريداري شده از شركت 
و  %95رطوبت  ، Co2%5سلولها در انكوباتور حاوي  و گرديدبه محيطها اضافه % 10 (v/v) به ميزان 3گاوي

  .در فاز لگاريتمي رشد يافتند oC37دماي 

  

                      
١ Fluorescence Intensity Peak  
٢ Circular Dicorism Spectroscopy 
٣ Fetal Bovine Serum(FBS) 
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   K562خصوصيات رده سلولي  2- 2-14

دارند  2وم موسوم به فيلادلفيااين سلولها يك كروموز .است 1مربوط به اريترو لوكمياي انساني ياين رده سلول
در آن با يكديگر  Bcrو  Ab1ازاينرو ژنهاي  .بوجود آمده است 22و  9كروموزومهاي  3كه از ترانسلوكيشن

تركيب اين دو ژن چندين مسير دخيل در سرطانزايي مثل  .را بوجود آورده اند 4تركيب شده و يك ژن مركب
Myc،Ras ، Craf، MAPK/ERK، JNK/SPAK، Stat، Nf-KB، PI-3 و  كينازC-Jun  را فعال
مرگ سلولي در اين سلولها كاهش يافته و در مقابل تكثير سلولي افزايش مي يابد و فقط از طريق مهار  .ميكند

  ].100 ,99 ,98[ميتوان آپوپتوز را مهار كرد  Mycو  Raf، Ras،PI3 K ، AKT، Jun مسيرهاي

  

  5تعيين ميزان سميت سلولي 3- 2-14

ميتوكندريهاي سالم دارند و آنزيم دهيدروژناز  ،سلولهاي زنده .استفاده شد MTT6ن منظور از تست براي اي
هيدروتترا  2-دي فنيل-5و2-)تيازوليل 2-متيل دي -5و4(- 3درنتيجه تركيب ،ميتوكندريايي آنها فعال است

در طول بنفش رنگ تركيب اين  .را احيا و به كريستالهاي فورمازون تبديل ميكنند  (MTT)زوليوم برمايد
  .جذب دارد 595موج 

 سهتايي كشت داده شد و پس از  96در ظروف استريل  104×2 سلولهاي كنترل و تحت تيمار به ميزان
 .كازئين قرار گرفتند-كوركومين كمپلكس در معرض غلظت هاي مختلف كوركومين و ،ساعت

پس از چهار . به هر چاهك افزوده شد MTT (5 mg/ml PBS) ميكروليتر از محلول 10، ساعت 20پس از 
و  SDS% 10غشاي سلولها با استفاده از محلول حاوي  ،CO2)% 5و  oC37 با دماي(رشد در انكوباتور  ساعت

50% DMF  در اين محلول حل و جذب آنها با استفاده از دستگاه  ي فورمازونكريستالها ،شدهتخريب
Elisa Reader  101[ ده شدنانومتر خوان 595در طول موج.[  

  

  كوركومين در درون ميسل ها 7بررسي ميزان حلاليت 2-15

  .استفاده شد 8براي اين منظور از روش تبخير حلال

                      
١ Human Erythroleukemia Cell Line 
٢ Philadelphia Chromosome 
٣ Translocation 
٤ Fusion Gene 
٥ Cell Toxicity 
٦ MTT Assay 
٧ Micelle Solubility 
٨ Solvent Evaporation 
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  .شمايي از روش تبخير حلال: 5 - 2شكل

لول را اندك اندك به درون مح) كه در درون اتانول حل شده است(ميلي مولاري كوركومين  12محلول 
اين مخلوط را به . خواهد بود% 15درصد نهايي الكل در محلول نهايي . مي افزاييم%) 1( پروتئين بتاكازئين

درجه به مدت  30و سپس حلال در دماي  دادهدرجه سانتيگراد قرار  37ساعت در درون حمام آب  دومدت 
مي افزاييم و  (pH 7)سفات به رسوب بدست آمده بافر ف. گرددساعت تحت خلا از اين مخلوط حذف مي شش

مخلوط به دست آمده را در . درجه انكوبه ميكنيم 37ساعت در دماي  12دقيقه ورتكس، به مدت  10پس از 
سانتريفيوژ كرده و محلول رويي را در متانول به ميزان مكفي رقيق ميكنيم و جذب آن را  rpm18000 دور 

               يب خاموشي كوركومين در درون متانولبا دانستن ضر. نانومتر ميخوانيم 426در طول موج 
(48000 cm-1M-1)،  غلظت اين تركيب را در درون بافر فسفات)pH 7 (اندازه ميگيريم.  

افزايش يا كاهش حلاليت را درون ميسل ) M99/2×-810 (با دانستن ميزان حلاليت كوركومين در حلال آبي 
  .]102[ ها برآورد مينماييم
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  شتر شير از بتاكازئين پروتئين استخراج 3-1

 به مربوط پروتئين الكتروفورزي حركت الگوي از اي مقايسه منظور به. شد تخليص مرحله سه طي در پروتئين
  .كرديم بررسي جداگانه ژل يك در را گونه دو اين كازئينهاي مخلوط شتر و گاو شير

 

  .بتاكازئين پروتئين تخليص) ج( سوم و) ب( ،دوم) الف( اول مراحل از SDS-PAGE تصوير:1- 3 شكل

  

  

  

  

)الف(  

  )ب(

)ج(  

Beta 

alpha 
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  .بتاكازئين تخليص سوم مرحله كروماتوگرام: 2- 3 شكل
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  بتاكازئين پليمرهاي به مربوط CAC مقادير تعيين 3-2

 مقابل در نانومتر 373 فلورسانس شدت به نسبت نانومتر 339 موج طول فلورسانس تغييرات منظور اين براي
 ميسلي بحراني غلظت آمده بدست سيگموئيدي منحني عطف نقطه .گرديد رسم پروتئين مختلف غلظتهاي

 به نتيجه و تكرار مذكور دماهاي در بار سه حداقل آزمون اين .كند مي بيان موردنظر دماي در را 1شدن
 و MATLAB افزارهاي نرم از استفاده با آمده بدست نقاط. ميشود بيان معيار انحراف ± ميانگين صورت

Sigma Plot شد تنظيم شده رسم هاي منحني به.  

 

 درجه)  ج( 37 و)  ب( 30،)الف( 25 دماهاي در(B-CN)  بتاكازئين پروتئين CAC تعيين سيگموئيدي نمودار:  3 - 3 شكل
  .سانتيگراد

  

  

  
                                                                 
١ CAC 

  )الف(  

  )ب(

  )ج(
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  .مختلف دماهاي در بتاكازئين پروتئين CAC مقادير تغيير: 4 - 3 شكل
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  كوركومين و بتاكازئين بين ميانكنش بررسي و بنفش ماوراي سنجي طيف 3-3

نانومتر و در محلول حاوي پروتئين، طي  426در اين تئوري اتصال تغييرات جذب  كوركومين را در طول موج 
غلظت پروتئين در تمامي آزمايشات كمتر از غلظت . دفعات متعدد تيتر كردن سل شاهد و آزمون ميسنجيم

با استفاده از روابط زير تعداد كوركومين اتصال يافته به هر مولكول از پروتئين  ).Mµ 5(بحراني انتخاب شد 
  . بررسي گرديد

  

[ ]

[ ]
[ ]
[ ]
( )

[ ]
[ ]
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Δ
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=

Δ = −

=
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 بدست يν مقادير از استفاده با. ندارد تاثيري كوركومين جذبي طيف بر پروتئين جذب بررسي اين در
 آزاد كوركومين غلظت لگاريتم درمقابل را ѵ هاي منحني محلول، در آزاد كوركومين غلظت محاسبه و آمده

  .گرديد رسم) دما هم اتصال همان يا(

 انرژي. كرد محاسبه 1وايمن اتصال پتانسيل انرژي از را ظاهري اتصال ثابت ميتوان منحني اين از استفاده با
  :آمد بدست دما هم اتصال معادله منحني زير سطح محاسبه طريق از را) л( پتانسيل

[ ]
0

ln min
i

i f
i

RT curcu
ν

ν
π ν

=
= ∂∫  

  .استفاده كرديم MATLABبراي اين محاسبات از نرم افزار 

  :رابطه بين ثابت اتصال ظاهري و انرژي پتانسيل به صورت زير است 

[ ]( )ln 1 min= +
i

app fRT K curcu νπ  

 ميتوان را ν و اتصال ثابت بين رابطه 7و 6 روابط از. دما بر حسب كلوين است Tو  2ثابت گازها Rكه در آن 
  .آورد بدست
 ΔGoوΔGν آمد بدست ذيل روابط از استفاده با را:  

                                                                 
١ Wyman Binding Potential Energy 

٢ Gas Constant 

(2-3) 

)3-1(  

(3-3) 

( 3-4 ) 

( 3-5 ) 

(6-3)

(7-3)
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0

0
0

ln
ln

app

app

G RT K
G RT KGν ν ν

Δ = −
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Δ = = −

  

 مورد را جايگاهها تعاوني ميتوان پروتئين در موجود جايگاههاي كل و شده پر جايگاههاي تعداد از استفاده با
  : گرديد استفاده 1هيل رابطه از منظور اين براي. داد قرار بررسي

  [ ]
1

aLog nLog L Log Kθ
θ

⎛ ⎞ = +⎜ ⎟−⎝ ⎠  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                                 
١ Hill Equation 

(3-9)

(3-10)

(3-8)



 

سانتيگراد درجه   .

  .سانتيگراد
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د در ميانكنشها ع

٥٠ 

پروتئين و ومين

نوع بررسي و ѵ ل

كوركو دماي هم ل

مقابل در ∆Gѵ ي

اتصال منحني:  5

منحني:  6‐ 3 كل

5 ‐3 شكل

شك

 

  

 

 

 

 

 



 

 
سانت درجه 25 ي  .تيگراد دماي در بتاكازئين ب روي بر ركومين

٥١ 

كور اتصالي ههاي جايگاه تعاوني سي بررس و هيل حني منح:  7 - 3 شكل

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  



 

سانتيگراد درجه   .

  .سانتيگراد

30 دماي در) 5 

س درجه 30 دماي

Mµ( بتاكازئين

د در ميانكنشها ع

٥٢ 

پروتئين و ومين

نوع بررسي و ѵ ل

كوركو دماي هم ل

مقابل در ∆Gѵ ي

اتصال منحني:  8

منحني:  9 - 3 كل

8 - 3 شكل

شك

  

 

  

 

  

  

  

  



 

 
سا درجه 30 اي  .نتيگراد دما در بتاكازئين،  روي بر وركومين

٥٣ 

كو اتصالي اههاي جايگا تعاوني سي بررس و هيل نحني من:  10 - 3 شكل

  

  

  

  

  

  

ش
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سانت درجه 37 ي  .تيگراد دماي در بتاكازئين  روي بر وركومين

٥٥ 

كو اتصالي ههاي جايگا تعاوني سي بررس و هيل نحني منح: 13 - 3 شكل
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   فلورسانس سنجي طيف 3-4

  كوركومين حضور در پروتئين فلورسانس 3-4-1

 متفاوت غلظتهاي حضور در و مختلف دماهاي در بتاكازئين، پروتئين از برابري غلظتهاي ذاتي فلورسانس
 براي 11-3 رابطه از است جذب داراي مرئي محدوده در كوركومين اينكه به توجه با. شد مطالعه كوركومين

  :گرديد استفاده فلورسانس شدت تصحيح

( )0.510 ex emi
cor obs

A AFI FI − += ×  

 و ميدهند نشان را شده مشاهده ابتدا در و شده تصحيح فلورسانس شدت ترتيب به Fobs و Fcor رابطه اين در
Aex و Aemi 12-3 معادله از استفاده با. ميدهند نشان نشري و تحريكي موجهاي طول در را محلول جذب، 
  :شد مشخص خاموشي مكانيسم طريق اين از و محاسبه دما سه در ولمر-استرن ثابت

[ ]0 1 sv
F k Q
F

= +  

 از مشخص غلظت در خاموشي شدت F كوركومين، حضور عدم در فلورسانس شدت Fo رابطه اين در
  .هستند ولمر-استرن ثابت Ksv و) كوركومين اينجا در( 1كننده خاموش غلظت Q كوركومين،

  .دريافت را خاموشي مكانيسم بودن ديناميك يا استاتيك ميتوان دما به نسبت ولمر-استرن ثابت تغييرات از

 از فلورسانس از استفاده با مختلف دماهاي در كوركومين اتصال ثابت تعيين و جايگاهها تعداد تعيين براي
 نيز 2ولمر-استرن تغييريافته معادله به كه است جمله آن از 13-3 رابطه. كرد استفاده ميتوان متعددي روابط

  :ميباشد معروف

[ ]0
b

F FLog LogK nLog lig
F
−⎛ ⎞= +⎜ ⎟

⎝ ⎠
  

Kb است كوركومين همان ليگاند، آزمايشات تمامي در. ميدهد نشان را پروتئين و ليگاند اتصال ثابت.  

  

  

  

  

                                                                 
١ Quencher 

٢ Modified Stern-Volmer Equation 

(11-3)

(12-3)

(13-3)
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 غلظتهاي حضور در) Mµ 5( بتاكازئين پروتئين) ب( ولمر - استرن يافته تغيير نمودار و) الف( ولمر -استرن نمودار:  14 - 3 شكل

  .سانتيگراد درجه 25 دماي در و) Mµ 8/16 - 0(كوركومين مختلف

  

  

  

  

)الف(   

)ب(   
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 غلظتهاي حضور در) Mµ 5( بتاكازئين پروتئين) ب( ولمر -استرن يافته تغيير نمودار و) الف( ولمر - استرن نمودار:  15 - 3 شكل

  .سانتيگراد درجه 30 دماي در و) Mµ 21- 0( كوركومين مختلف

  

  

  

) الف(

) ب(  



٥٩ 
 

  

 

 غلظتهاي حضور در) Mµ 5( بتاكازئين پروتئين) ب( ولمر - استرن يافته تغيير نمودار و) الف( ولمر -استرن نمودار:  16 - 3 شكل
  .سانتيگراد درجه 37 دماي در و) Mµ 14- 0( كوركومين مختلف

 

  

  

  

  

)الف(  

)ب(  
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 .دما به نسبت كوركومين، حضور در بتاكازئين پروتئين براي آمده بدست ولمر– استرن هاي ثابت تغييرات:  17 - 3 شكل

  

 

 

 درجه 67 و 57، 47، 37 ، 30، 25( مختلف دماهاي در) Mµ 5( بتاكازئين پروتئين ذاتي فلورسانس تغيير: 18 - 3 شكل
  ).سانتيگراد
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  بتاكازئين و كوركومين ميانكنش ترموديناميكي پارامترهاي تعيين 3-4-2

  :شد استفاده 1هوف وانت رابطه از ميانكنشها نوع تاييد براي

b
H SLn K

RT R
Δ Δ

= − +  

 دما T و گازها ثابت  Rميدهند، نشان را آنتروپي و آنتالپي به مربوط تغييرات ترتيب به ∆S و ∆ Hآن در كه
1 مقابل در را Ln Kb نمودار. است كلوين حسب بر

Tاين مبدا از عرض و شيب از استفاده با. ميكنيم رسم را 
  .كرد محاسبه را ∆S و ∆ H ترتيب به ميتوان منحني

  :كرد محاسبه مختلف دماهاي در را G∆ ميتوان 2گيبس رابطه از استفاده با

G H T SΔ = Δ − Δ 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                                 
١ Vant Hoff 

٢ Gibbs Equation 

)3-14( 

)3-15( 
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  . كوركومين و بتاكازئين پروتئين ميانكنش هوف وانت نمودار:  19 - 3 شكل

  

  

  .بتاكازئين و كوركومين بين ميانكنش از شده محاسبه پارامترهاي از تعدادي:  1 ‐3 جدول

 G Kbinding (M-1) Ksv n∆ (K) دما

298 -339/6 (1/8 ± 0/4) ×104  01/048 ± 0/0 0/92 ± 0/1 

303 -345/2 (2/2 ± 0/7) ×105 03/0633 ± 0/0 1/14 ± 0/1 

310 -353/1 (8/3 ± 0/7) ×105  0/01± 076/0 1/23 ± 0/1 

  

  

  

y = - 31292x + 115.01
R2 = 0.9967
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  بتاكازئين پروتئين Synchronous فلورسانس 3-4-3

 از معمولاً دارند كننده نشر گروه چندين كننده تحريك موج طول يك در كه تركيباتي دقيقتر بررسي براي
 مورد گروههاي نشر تنها مشخص ∆λ يك در كه اي گونه به. شود مي استفاده Synchronous فلورسانس

 فلوئوفور هاي ريشه اطراف محيط تغييرات مورد در ميتواند كه ذاتي فلورسانس بر علاوه. ميگردد مطالعه نظر
 و ∆=60λ .كرديم استفاده پروتئين سوم ساختار تغييرات دقيقتر بررسي براي نيز روش اين از دهد، اطلاعاتي

15λ=∆ ميدهند نشان را تايروزين و تريپتوفان هاي ريشه اطراف محيط تغيير ترتيب به.  

  

  

  

  

  

 

 25 دماي در) Mµ 5( بتاكازئين پروتئين تايروزين هاي ريشه محيط تغيير بررسي و  Synchoronous فلورسانس:  20 - 3 شكل
  ).ميكرومولار 56/18 و 28/9( كوركومين حضور عدم و حضور در درجه،
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  كوركومين فلورسانس 3-4-4

 نشري موج طول حداكثر و فلورسانس نشر شدت و شده تحريك نانومتر 420 موج درطول خود كوركومين
)λmax( ميكند تغيير محيط قطبيت تغييرات به نسبت كه است اي گونه به آن.  

 

  .بتاكازئين پروتئين افزايشي غلظتهاي حضور در) Mµ 10( كوركومين فلورسانس طيف:  21 - 3 شكل

  

  
 مختلف غلظتهاي حضور در) ◊) (Mµ 10( كوركومين نشر حداكثر و) ♦( (λmax) موج طول حداكثر تغييرات:  22 - 3 شكل

  .بتاكازئين پروتئين
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  كوركومين حضور عدم و حضور در و مختلف دماهاي در پروتئين ANS فلورسانس 3-4-5

  

 
  

  

  

  

  

  .كوركومين مختلف غلظتهاي حضور در) µM 25( بتاكازئين پروتئين) ميكرومولار ANS )200 فلورسانس:  23 - 3 شكل

  

  

  

  

 

  

  

  

  

  

  

  .سانتيگراد درجه 37 و 30 ،25 دماهاي در) µM 5( بتاكازئين پروتئين) ميكرومولار ANS )200 فلورسانس:  24- 3 شكل

  

  

٢٥ OC 

٣٧ OC 

٠ 

٦٠ μM 
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   دوراني نمايي دورنگ 3-5

  

 

 مختلف غلظتهاي حضور در) Mµ 10( كازئين بتا ثانويه ساختارهاي تغييرات بررسي و دوراني نمايي دورنگ:  25 - 3 شكل
  .كوركومين

  

  

 

  ).سانتيگراد درجه 57 و 47، 37، 30، 25( مختلف دماهاي در) Mµ 10( بتاكازئين پروتئين ثانويه ساختار تغيير: 26 - 3 شكل

 

 

٠ 

٦٠ μM 

٢٥ oC 

٥٧ oC 
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   كوركومين حلاليت 3-6

  كوركومين حضور عدم و حضور در كوركومين جذبي طيف 3-6-1

  .نيست حساس محيط پولاريته تغيير به تركيب اين فلورسانس نشر برخلاف كوركومين جذبي طيف

  

  

  

 

 

  ).چين نقطه( )μM 40( بتاكازئين پروتئين حضور در و) خط( تنهايي به) μM10 ( كوركومين جذبي طيف:  27 - 3 شكل
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   بتاكازئين پروتئين در انحلال از بعد و قبل كوركومين حلاليت 3-6-2

  .شد سنجيده حلال تبخير روش از استفاده با%) w/v1 ( بتاكازئين پليمر درون در كوركومين حلاليت

  

  

  

  

  

  

 

 

  .)b(% 1 بتاكازئين حاوي فسفات بافر و )a( فسفات بافر در كوركومين از برابري مقادير انحلال ميزان:  28 - 3 شكل

  

  

  

  

  

  

  



٦٩ 
 

  كوركومين و پپتيدها ميانكنش 3-7

   پپتيدها غلظت تعيين استاندارد منحني رسم 3-7-1

  

  

  

  

  

 
  .OPA روش از استفاده با پپتيدها غلظت تعيين استاندارد منحني:  29 - 3 شكل

  

  

  

  

  

  

y = 0.021x + 0.08
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  تريپسين آنزيم با هيدروليز از حاصل پپتيدهاي و كوركومين بين ميانكنش 3-7-2

  

  

  

  

  

 
 5 و 3 بين دالتون، كيلو 3 از كمتر پپتيدهاي از) mg/ml 45/0( يكسان غلظتهايي حضور در كوركومين فلورسانس:  30 - 3 شكل

  .اند آمده بدست تريپسين آنزيم با هيدروليز از كه بتاكازئين پروتئين كيلودالتون 5 از بيش و كيلودالتون
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   كيموتريپسين آنزيم با هيدروليز از حاصل پپتيدهاي و كوركومين بين ميانكنش 3-7-3

  

  

  

  

  

  

 
 بين، )الف( دالتون كيلو 3 از كمتر پپتيدهاي از) mg/ml 45/0( يكسان غلظتهاي حضور در كوركومين فلورسانس:  31 - 3 شكل

  .اند آمده بدست كيموتريپسين آنزيم با هيدروليز از كه بتاكازئين پروتئين) ج( دالتون كيلو 5 از بيش و) ب( كيلودالتون 5 و 3
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  اكسيداني آنتي خواص گيري اندازه 3-8

  پپتيدها اكسيداني آنتي خواص 3-8-1

  

  

  

  

  

 
 آنتي صورت به ها داده. تريپسين آنزيم با بتاكازئين پروتئين هيدروليز از حاصل پپتيدهاي اكسيداني آنتي:  32 - 3 شكل

  .است شده بيان) TEAC( 1ترولوكس معادل مقادير اكسيداني

  

                                                                 
١ Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) 
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  .كيموتريپسين آنزيم با بتاكازئين هيدروليز از حاصل پپتيدهاي اكسيداني آنتي:  33 - 3 شكل

  

  

  

  كوركومين و بتاكازئين مخلوط اكسيداني آنتي 3-8-2

  .آنها مخلوط و) ليتر ميلي در گرم ميلي 45/0( بتاكازئين و كوركومين از يكسان مقاديري اكسيداني آنتي مقايسه: 34 - 3 شكل
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   بتاكازئين –كوركومين كمپلكس ورود ميزان بررسي 3-9

  

  

  

  

 

 بتاكازئين ميسلهاي درون در گرفته قرار كوركومين و) خاكستري اي ميله نمودار( كوركومين سلولي سميت:  35 - 3 شكل
 تايي 10 تكرار سه ميانگين ها داده. ميدهند نشان راPvalue > 05/0 و  Pvalue >01/0 ترتيب به * و ** ).سفيد اي ميله نمودار(

  .هستند

  

**
*
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 تركيبات دارويي بسياري وجود دارند كه عليرغم اثرات مطلوب، استفاده از آنها به دليل ويژگيهاي فيزيكي و
در اين مطالعه با توجه به پيشينه تاريخي استفاده از كوركومين در . شيميايي شان محدود شده است

براي درمان زخمها و التهابات كشورهاي آسيايي و بخصوص آنكه در كشور هند اين ماده را به همراه شير 
بر آن شديم تا ميانكنش اين ماده را با ميسلهاي پروتئين بتاكازئين شير شتر بررسي  پوستي استفاده ميكنند،

  .كنيم

در گونه هاي مختلف جانوري شير تركيب تقريباً يكساني دارد اما پروتئينهاي آنها كاملاً مشابه نيستند مثلاً 
الف، قابل مشاهده است، پروتئينهاي كازئيني شير گاو و شير شتر حركت  1-3همانطور كه در شكل 

الكتروفورزي كاملاً متفاوتي دارند اما به طور متوسط وزن مولكولي يكساني را براي مجموعه آنها در نظر 
مثل فسفريلاسيون و  1اصولاً از آنجايي كه پروتئينهاي كازئيني دچار تغييرات پس از ترجمه اي. ميگيرند

علاوه بر تنوع موجود در . گليكوزيلاسيون ميشوند، مكان آنها در روي ژل نشاندهنده وزن واقعي شان نيست
  .توالي پروتئينهاي گونه هاي مختلف، چنين تغييرات پس از ترجمه اي نيز در جانوران مختلف متفاوت است

 βو  αs1 ،αs2 ،κوطي از مخل(مطالعه اي كه در ابتدا بر روي ميانكنش كوركومين با ميسلهاي مخلوط 
به كازئينهاي شير شتر به ) كوركومين(نشان ميداد كه اتصال اين تركيب آبگريز  ،كازئين انجام گرفت) كازئين
كوركومين تركيبي فلورسانس است و از اين رو نشر فلورسانس آن در درون  .برابر بيشتر است 13ميزان 

. نشاني از محيط مركزي و آبگريز ميسلها خواهد بود) مدهو بنابراين ثابت اتصال بدست آ(ميسلهاي مختلف 
تاكنون مطالعات اندكي به منظور بررسي ميسلهاي كازئيني گونه هاي مختلف انجام گرفته است اما همين 

  .بررسي به درستي تفاوت ميسلها را از نظر هيدروفوبيسيتي نشان ميدهد

و هيدروفيل اين پروتئينها، ميزان تغييرات پس پروتئينهاي سازنده يك ميسل، نسبت ريشه هاي آبگريز 
ترجمه اي آنها، جايگاه انجام اين تغييرات بر روي پروتئين و ساختار ثانويه اين پروتئينها همگي بر محيط 

  .ميسلي تاثير گذار خواهد بود

دهند بخش دروني ميسل را تشكيل مي βو  αs1در بخش بيروني ميسلها و پروتئينهاي  κو  αs2پروتئينهاي 
به دليل نحوه توزيع ريشه هاي آبگريز خود ميسلهايي كرمي شكل  αs1 پروتئينهاي). آبگريزترين جايگاه(

  .نانومتر ايجاد ميكنند 13ميسازند در حاليكه پروتئين بتاكازئين ميسلهايي كروي با قطر 

كيلودالتون دارد در  58/23اسيدآمينه و وزني معادل  2a.c Q9TVD (209(پروتئين بتاكازئين گاوي 
كيلو  65/24(اسيد آمينه  217اندكي بزرگتر و حاوي ) a.c P02666( حاليكه اين پروتئين در گونه شتري

تعداد ريشه هاي آبگريز . توالي دارند 4همساني%  2/67و  3شباهت%  5/84اين دو پروتئين . مي باشد) دالتون
عداد گروههاي احتمالي پذيرنده گروه فسفات در بتاكازئين به علاوه ت استاين دو پروتئين نيز تقريباً مشابه 

                                           
١ Post Translation 
٢ Accession Number (A.C) 
٣ Similarity 
٤ Identity 
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مشابهي را به  اين دو پروتئين نقشه هاي هيدروفوبيسيته بسيار. تا است 13عدد و در در نوع شتري  11گاوي 
  [89].نمايش ميگذارند 

بيانگر  اما بررسي مربوط به تغييرات هيدروفوبيسيته سطحي مربوط به اين دو پروتئين در دماهاي مختلف
اين پارامتر در پروتئين گاوي به ميزان قابل توجهي از پروتئين  ن،يپروتئ آنست كه در غلظت هاي يكسان

نكته جالب در مورد . معادل شتري بيشتر است اما روند تغييرات هيدروفوبيسيته در هر دوي آنها يكسان است
وههاي آمينواسيدي مثل ريشه هاي هيدروفوبيسيته موثر اين دو پروتئين آنست كه داشتن برخي از گر

امكان تغيير ساختار سه بعدي و ) برابر بيشتر از گونه شتري است 3كه تعداد آنها در پروتئين گاوي (گلايسين 
گروههاي آبگريز  انعطاف پذيري بيشتر پروتئين گاوي را فراهم ميكند اما هر دو نوع پروتئين با افزايش دما

و از اين رو امكان ميانكنش بيشتر پروتئينها و خودتجمعي آنها افزايش مي  بيشتري را در سطح قرار ميدهند
  .يابد

CAC  1بتا كازئين گاوي با استفاده ازDSC  وITC2 مطالعات ما بر . مورد مطالعه قرار گرفته است
ن از اين رو مقايسه اي. اين پروتئين از گونه شتري با استفاده از فلورسانس پايرن انجام گرفت  CACروي

اين پارامتر در هر دوي اين . اعداد كه با روشهاي مختلف بدست آمده اند چندان صحيح به نظر نمي رسد
  .پروتئينها با افزايش دما به شدت كاهش مي يابد

درجه به صورت دو فازي است،  37و  30، 25منحني اتصال همدماي رسم شده اين پروتئين در سه دماي 
را ميرساند به طوريكه جايگاه اول يك ناحيه اتصالي و جايگاه دوم چهار الي  3اين مطلب وجود دو نوع جايگاه

 13الي  11(دارد اما در هر سه دما تمامي جايگاههاي بالقوه براي اتصال كوركومين  4پنج ناحيه براي اتصال
 cm-1 (آن در حالت آزاد  εكوركومين در هنگام اتصال به پروتئين از  5ضريب خاموشي. پر نمي شوند )گاهيجا

M-119000(  ،كمتر استεb2 و εb1 و 13212 به ترتيب برابرند با cm-1 M-17000 .( اين مقادير بيانگر
اين اعداد در دماهاي مختلف چندان . آنست كه كوركومين به مكاني آبگريزتر از محيط بافري پيوند ميشود

  .تغيير نميكنند

. نانومتر است 426پيوند دوگانه دارد و بيشينه جذب آن در طول موج كوركومين دو حلقه آروماتيك و ده 
در هر سه  ѵدر مقابل ) ∆Gѵ(منحني انرژي آزاد . تغييرات جذبي كوركومين در اين طول موج دو فازي است

دما دوبخشي است و به اين ترتيب تقريباً در هر دما يك پنجم از مولكولهاي كوركومين پيوند شده به پروتئين 
  .طريق ميانكنشهاي غيرآبگريز با آن ميانكنش ميكنند از

ε b1  نسبت بهb2 ε با در نظر . كوچكتر است به عبارت ديگر منطقه اتصال اول آبگريزتر از جايگاه دوم است
داشتن مطالب فوق ميتوان اينگونه جمع بندي كرد كه ابتدا كوركومين ها از طريق ميانكنشهاي غيرآبگريز 

در . به پروتئين نزديك ميشوند اما جايگاهي كه در آن قرار ميگيرند عمدتاً آبگريز است) بعدميانكنشهاي دور (
                                           
١ Differential Scanning Calorimetery 
٢ Isothermal Titration Calerimetery 
٣ Site 
٤ Set 
٥ Extinction Coefficent 
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نمي توان انتظار داشت . هر سه دما ثابت اتصال ظاهري جايگاه اول كوچكتر از ثابت اتصال جايگاه دوم است
علاوه بر گروههاي درون جايگاههاي با هيدروفوبيسيته بيشتر ثابت اتصال بزرگتري نيز داشته باشند چرا كه 

از اين رو بررسي تاثير جايگاهها بر يكديگر . جايگاه، شكل فضايي آنها نيز در ايجاد اتصال محكم موثر است
منحني هيل مربوط به اين ميانكنش نشان ميدهد كه در بين جايگاهها تعاوني مثبت وجود . اهميت مي يابد

  .دارد

چند كمي سست تر از جايگاه دوم است ولي به اتصال مولكولهاي به عبارت ديگر اتصال به جايگاه اول هر 
افزايش دما تعداد ليگاندهاي متصل به ماكرومولكول را تغيير . كوركومين به جايگاه هاي ديگر كمك ميكند

  .نميدهد

ين اتصال كوركوم. ريشه فنيل آلانين دارد 10پروتئين بتاكازئين شتر فاقد تريپتوفان است ولي پنج تيروزين و 
نانومتر پروتئين را افزايش ميدهد، به عبارت بهتر گروههاي آروماتيكي  280به پروتئين در هر سه دما جذب 

. بيشتر در معرض حلال قرار ميگيرند) اسيد هاي آمينه تيروزين و فنيل آلانين(كه در درون پروتئين هستند 
به عنوان يك خاموش (كه كوركومين بررسي بيشتر اين اتصال از طريق طيف سنجي فلورسانس نشان ميدهد 

نشر فلورسانس ) كه در نزديكي گروههاي آروماتيك قرار دارند(با چسبيدن به نواحي آبگريز ) 1كننده خارجي
در اين طول موج گروههاي تيروزين و به . كاهش ميدهد)نانومتر 280در طول موج تهييجي (پروتئين را 

ر نشان ميدهند به عبارت بهتر ريشه هاي فلوئوفور به سطح ميĤيند ميزان بسيار اندكي فنيل آلانين از خود نش
در اين شرايط هيچ گونه جابجايي در بيشينه طول موج نشري پروتئين . و در محيط قطبي تري قرار ميگيرند

  .مشاهده نميشود و ساختار سه بعدي پروتئين تغيير نمي يابد

با ). است 2بنابراين مكانيسم خاموشي از نوع همگن(ولمر در هر سه دما خطي است  -منحني خاموشي استرن
توجه به اينكه با افزايش دما ثابت خاموشي نيز بيشتر ميگردد ميتوان بيان داشت كه اين خاموشي از نوع 

خاموشي ديناميك . است و يا به عبارت بهتر، سهم خاموشي ديناميك در اين ميانكنش بيشتر است 3ديناميك
يگاند مستقيماً با ماكرومولكول برخورد نكرده و از طريق تشكيل حدواسطهايي نشر فرايندي است كه در آن ل

در اين شيوه مولكول خاموش كننده به سمت عامل فلوئوفور ديفيوز ميشود . گروههاي فلوئوفور را متاثر ميكند
ن حركت افزايش دما سبب شديدتر شد. و در فاصله زماني لازم براي نشر، فلورسانس آن را خاموش ميكند

  ].103[مولكولها شده و در نتيجه امكان خاموشي بيشتر فلورسانس گروه فلوئوفور را فراهم مي آورد 

براي اين منظور ثابت اتصال كوركومين . با استفاده از اين پديده ميتوان نوع ميانكنشها را دقيقتر تعيين نمود
با افزايش دما تعداد ليگاندهاي . لمر بررسي شدو - در دماهاي مختلف با استفاده از معادله تغيير يافته استرن

جدول (برابر بيشتر ميگردد  46پيوند شده به ماكرومولكول بدون تغيير مانده و در مقابل ثابت اتصال تقريباً 
  .اين ميانكنش را بدست آورد ∆Sو  ∆Hبا استفاده از رابطه وانت هوف ميتوان ميزان ). 3-1

                                           
١ Extrinsic Flurescence 
٢ Homogenous Quenching 
٣ Dynamic Quenching 
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افزايش مي يابد و ميانكنشهاي آبگريز با افزايش آنتروپي، پيشرفت بيشتري با افزايش دما آنتروپي سيستم 
اين ميانكنش  ∆S .آنها مثبت است ∆Sاين نوع ميانكنشها منفي و  ∆Hو قويتر ميگردند از اين رو  1دارند

+1/12±0/2 KJ mol-1 K-1  وH∆ آن عددي منفي معادلKJ mol-1 4/5±0/8 در تمامي . بدست آمد
عددي منفي است در نتيجه اين اندركنش اگزوترم به طور خود به خودي پيشرفت  ∆Gررسي شده دماهاي ب

اين نتيجه، نتايج بدست آمده از رسم منحني هاي اتصال . ميكند و مشاركت نيروهاي آبگريز در آن غالب است
  .همدما را تاييد ميكند

گروه بسته به  كه اين دو )88/9و  38/8برابر با  pKبا (فنولي دارد  OHكوركومين در ساختار خود دو عامل 
pH در . محيط بين حالتهاي انولي و كتوني تغيير ميكنندpH  از مولكولهاي كوركومين % 10خنثي حدود

باردار هستند از اين رو ميتوان انتظار داشت كه يك پنجم مولكولهاي چسبيده به پروتئين از طريق پيوندهاي 
  .[110] با پروتئين ميانكنش داشته باشند) ، الكتروستاتيكπ-πميانكنشهاي (غيرآبگريز 

نشر . نانومتر نشر دارد 450-700نانومتر تحريك شده و در محدوده  420مولكول كوركومين در طول موج 
فلورسانس كوركومين بسيار به تغييرات محيطي حساس است به طوريكه در محيطهاي آبي اين ميزان بسيار 

يابي طيف نشري كوركومين ميتوان از موقعيت آن در درون ميسلهاي پروتئيني اطلاع از اين رو با رد. كم است
افزوده شده و به علاوه  با افزايش بيشتر پروتئين و اتصال كوركومين به نواحي آبگريز پروتئين شدت نشر. يافت

و نيز   HSA،BSAدر مورد پروتئينهايي مثل ( 2طيف حاصله به سمت طول موجهاي كوتاه تر جابجا ميگردد
اين مشاهدات بيانگر آنند كه كوركومين هرچه ). نشاسته و سيكلودكسترين نيز چنين فرايندي مشاهده ميشود

بيشتر از محيط آبدوست بافري به درون محيطهاي آبگريز جابجا ميگردد تا جايي كه كاملاً در محيط آبگريز 
  .قرار بگيرد

در حضور غلظتهاي افزايشي كوركومين و . افزايش مي يابد هيدروفوبيسيته سطحي بتاكازئين ،با افزايش دما
درجه اين ميزان به تدريج كاسته ميشود به عبارت ديگر كوركومين براي كسب جايگاههاي  25در دماي 
به علاوه با افزايش دما شدت فلورسانس ذاتي كازئين نيز كاهش مي يابد و اين . رقابت ميكند ANSآبگريز با 

از اين رو فرضيه ايجاد ساختار مولتن گلوبول بوجود مي . انويه پروتئين را دگرگون نميكندتغيير ساختارهاي ث
آيدكه براي آزمون اين فرضيه لازم است بررسيهاي بيشتري بر روي تغيير نسبي اندازه اين مولكول در دماهاي 

  .مختلف انجام بگيرد

موقعيت دروني خود خارج شده اند بطوريكه مولتن گلوبول ساختاري است كه در آن نواحي آبگريز اندكي از 
چنين فرايندي عملكرد طبيعي يك آنزيم يا پروتئين . بدون تغيير عناصر ثانويه، ساختار سوم متحول ميشود

داراي فعاليت مشخص را مختل ميكند زيرا جايگاههاي حياتي و مهم يك پروتئين و نيز موقعيت فضايي 
  .ج ميشوندنسبي آنها از حالت طبيعي و صحيح خار

عليرغم تغيير طيف نشري كوركومين نسبت به تغييرات محيطي، طيف جذبي آن وابسته به محيط نيست به 
) افزايشي پروتئيندر غظتهاي (كوركومين آزاد نسبت به كوركومين متصل به پروتئين  λmaxگونه اي كه 

                                           
١ Entropy Driven 
٢ Blue Shift 
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حاكي از آنست كه چنين مشاهده اي . يكسان است ولي اين دو، شدت جذب متفاوتي نشان ميدهند
زيرا ثابت خاموشي . كوركومين قرار گرفته در ميسل نسبت به كوركومين آزاد در محيط بيشتر حل شده است

است در حاليكه نشان داديم در حالت اتصال يافته اين ميزان كمتر  cm-1 M-1 19000كوركومين آزاد در بافر
، فقط در حالتي اين جذب افزايش مي يابد )A=εCl( 1لامبرت-خواهد بود بنابراين با در نظر گرفتن رابطه بير

وقتي . افزايش يافته باشد يعني انحلال كوركومين در درون سيستم افزوده شده باشد) C(كه غلظت 
كوركومين در درون سيكلودكسترين قرار ميگيرد نيز اين تغيير مشاهده ميشود، سيكلودكسترين ها تركيباتي 

بنابراين لازم است بررسي بيشتري بر ). شبيه ميسلها( آبگريز و بروني آبدوست دارندحلقوي هستند كه دروني 
  .روي ميزان انحلال كوركومين در اين پليمر طبيعي انجام بگيرد

با استفاده از روش ) مولار 8-10×3( در نتيجه انحلال كوركومين را در درون ميسل ها نسبت به محيط آبي
برابر افزوده ميشود به  2578تقريباً %) 1( ين ميزان در درون ميسلهاي بتاكازئينا. تبخير حلال مقايسه كرديم

  .مولار است 5-10× 7/7 عبارت ديگر ميزان انحلال در درون محلول حاوي يك درصد بتاكازئين

احتمالاً اين ميزان تغيير در افزايش حلاليت كوركومين، دسترسي زيستي اين تركيب را نيز براي سلولهاي 
K562 به علاوه اين پليمر با دارا بودن ويژگي آنتي اكسيداني خود از كوركومين در مقابل . افزايش ميدهد

اين   pI.تنشهاي اكسيداتيو مراقبت ميكند و در نتيجه خواص آنتي اكسيداني اين تركيب را حفظ خواهد كرد
. باري منفي دارد) pH 7/4±0/1( مربوط به محيط كشت pHواحد و اين پليمر در  7/5پروتئين برابر است با 

به اين . در نتيجه پروتئين حاوي كوركومين، با بار مثبت بيروني غشاي سلول تماس بيشتري خواهد يافت
اين  IC50ترتيب سميت كوركومين قرار گرفته در درون ميسل نسبت به كوركومين رها افزايش يافته و 

اين . كاسته ميشود)ميكرومولار 5/26±4/3(دون حامل نسبت به كوركومين ب) ميكرومولار 7/17±4(كمپلكس 
بدست آمده اند و از نظر آماري اختلاف معني داري بينشان  2داده ها از ميانگين سه آزمون مستقل از هم

% 33به عبارت ديگر سميت سلولي در حضور ميسل به ميزان ). 05/0 و 01/0كمتر از Pvalue(وجود دارد 
  .بهبود يافته است

به ) افزايش يابد CAC(سبب ميگردد خودتجمعي اين پروتئين در غلظتهاي بالاتري روي دهد  كوركومين
تاثير تركيبات دارويي بر پايداري . 3عبارتي ديگر كوركومين ميسلهاي بتاكازئين را ناپايدار ميكند

درجه  37دماي (ترموديناميكي ميسلها از مواردي است كه در هنگام كاربرد آنها بويژه در درون بدن 
به همين دليل غلظت بحراني ميسلي شدن پروتئين را در حضور دو  .اهميت بسياري پيدا ميكند) سانتيگراد

 نتايج حاكي از آنست كه .درجه بررسي كرديم 37و در دماي ) ميكرومولار 30و  15(غلظت از كوركومين 
ميكرومولار به ترتيب برابر است با  30و  15بيشتر ميگردد بطوريكه اين پارامتر در دو غلظت  CAC ميزان

  .ميكرومولار، يعني غلظتهاي بيشتر كوركومين ميسلها را ناپايدارتر ميكنند 20و  16

                                           
١ Beer Lambert Equation  
٢ Independent 
٣ Destablize 
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تاكنون سيستمهاي انتقالي بسياري براي كوركومين پيشنهاد شده است اما بتاكازئين نسبت به ساير ناقلين 
در (بسيار اندكي  CACبا قابليت خودتجمعي بالا و اين پليمر طبيعي و زيست تخريب پذير را . مزايايي دارد

كه دارد به راحتي و با اطمينان ميتوان در صنايع ) دماي بدن درجه سانتيگراد، 37ميكرومولار در دماي  7حد 
تا به امروز فقط نشاسته هاي تغيير يافته با گروههاي آبگريز و كازئينهاي مخلوط شير را . غذايي استفاده كرد

استفاده از كوپليمرهاي  FDAامل براي كوركومين در صنايع غذايي معرفي كرده اند چرا كه به عنوان ح
، سيكلودكسترين و ساير پليمرهاي شيميايي را براي به كارگيري در )هر چند زيست تخريب پذير(سنتزي 

ي مخلوط نسبت به ميسلهاي نشاسته اي و كازئينها 1اين كوپليمر پيچيده. محصولات غذايي مجاز نميداند
CAC  بسيار پاييني دارد و به راحتي دماهاي بالا را تحمل ميكند و انحلال پذيري كوركومين را نيز بيشتر

نشاسته و يك نوع از سيكلودكسترينهاي تغيير يافته با گروههاي آبگريز به ترتيب حلاليت را  ،افزايش ميدهند
  .بار بهبود ميبخشند 1700و  1470

در مسير دهاني و انتقال آنها به روده كوچك چندان ممكن نيست زيرا انتقال موثر به كارگيري اين ميسلها 
محقق شده است چرا كه آنزيم پپسين معده و % 30داروهاي پروتئيني از راه خوراكي تاكنون تنها به ميزان 

وهاي ولي به راحتي ميتوان دار] 104[پروتئينازهاي ابتداي روده كوچك سبب هيدروليز آنها خواهند شد 
  .آبگريزي را در درون اين پليمر حل كرده و فورمولاسينهايي براي استفاده جلدي از كوركومين طراحي كرد

آنزيمهاي تريپسين و كيمو تريپسين سرين پروتئازهايي هستند كه به ترتيب بعد از اسيدآمينه هاي باردار 
برش ) وزين، تريپتوفان و فنيل آلانينتير(و اسيدآمينه هاي بسيار بزرگ آبگريزي ) ليزين و آرژنين(مثبت 

خواص آنتي اكسيداني پپتيدهايي كه از هيدروليز بتاكازئين با اين آنزيمها بدست آمده اند با . ايجاد ميكنند
كيلودالتون  3مثلاً پپتيد كمتر از . يكديگر متفاوت است و همه آنها از اين نظر بهتر از بتاكازئين نيستند

ولي گروههاي ديگر به طور معني داري از پروتئين ) Pvalue<0/05(كمتري دارد  تريپسين، آنتي اكسيداني
اين پپتيدها براساس جرم مولكولي از يكديگر جدا شده اند و تفاوت در آنتي اكسيداني . سالم بيشتر هستند

ن، پرولين، آنها حاكي از تفاوت توالي، اختلاف در تعداد اسيدآمينه هاي آنتي اكسيدان مثل تيروزين، هيستيدي
  .و نيز موقعيت نسبي اين اسيدآمينه ها نسبت به يكديگر و نسبت به ساير ريشه ها مي باشد... متيونين و 

بررسيها بر روي آنتي اكسيداني هيدروليزات ساير پروتئينها نشان داده است كه معمولاً پپتيدهاي كوچكتر از 
يشتر، گروههاي آنتي اكسيداني را بهتر در معرض قرار اين لحاظ قويتر از پپتيدهاي بزرگتر هستند زيرا برش ب

در اين مطالعه نيز اين الگو در مورد هيدروليزات كيموتريپسين مشاهده ميشود ولي در ]. 105[ميدهد 
كيلودالتون به طور معني  5پپتيدهاي تريپسيني چنين نيست و بالعكس آنتي اكسيداني پپتيدهاي بيش از 

اين الگو در مورد تعدادي از پپتيدهايي كه از منابع ديگر . (Pvalue<0/01)تر است داري از دو گروه ديگر بيش
اين گروه ميانكنش خوبي با كوركومين . بدست آمده اند و يا حتي پپتيدهاي سنتزي نيز مشاهده شده است

آبگريزي طبق گزارشات . نشان ميدهد از اينرو به نظر ميرسد هيدروفوبيسيته آن بيش از دو گروه ديگر باشد
نيز يك منبع پايدار و  ABTSراديكال (يك تركيب در به دام اندازي گروههاي راديكالي آبگريز تاثير ميگذارد 

                                           
١ Complex Copolymer 
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و از اين رو به نظر ميرسد در بررسي بيشتر با استفاده از تستهاي آنتي اكسيداني ) آبگريز از راديكالها است
  .ي نسبت به دو گروه ديگر داشته باشدمرتبط با پراكسيداسيون ليپيدها اين گروه نتيجه بهتر

فعاليت آنتي اكسيداني كلي را ميسنجد و در نتيجه ما از آن براي طبقه بندي ميزان فعاليت  ABTSآزمون 
 ORAC، فريك تيوسيانيد و DPPHتستهاي ديگر از قبيل . آنتي اكسيداني پپتيدها استفاده كرديم

  ].106[ هند كردويژگيهاي ديگري از اين پپتيدها را آشكار خوا

نشان ميدهد كه آنتي  )mg/ml 0/45(مقايسه آنتي اكسيداني بتاكازئين و كوركومين با غلظتهاي برابر 
آنتي اكسيداني مخلوط ). Pvalue< 0/01( اكسيداني بتاكازئين به طور معني داري از كوركومين بيشتر است

نيز بررسي شد، همانگونه كه در ) بتاكازئين با همان غلظتهاي قبلي محلول حاوي كوركومين و(اين دو ماده 
مشاهده ميشود اين مقدار به ميزان زيادي از تك تك اين تركيبات بيشتر است به طوري كه  34- 3نمودار 

  .2اثر افزايشيك يدانست و نه  1ميتوان آنرا يك سينرژيسم

كه در تركيب با مواد آنتي اكسيداني ديگر ممكن مطابق گزارشات موجود، پلي فنولها از تركيباتي هستند 
  . ميافزايد است سينرژيسم داشته باشند مثلاً اسيد سيتريك آنتي اكسيداني آنها را

، استفاده از 3مكانيسمهاي مختلفي منجر به اين مشاهده ميشوند از آن جمله ميتوان به فرايند بازسازي
لها و افزايش حلاليت و تركيبي از اين مكانيسمها اشاره كرد مكانيسم هاي مختلف براي به دام اندازي راديكا

آنتي اكسيداني كوركومين حل شده در محلول آبي نسبت به كوركومين حل شده در ]. 109 ,108 ,107[
در حاليكه مخلوط بتاكازئين و كوركومين در محلول آبي اين ويژگي ) Pvalue<0/01(اتانول بسيار كمتر است 

 ).Pvalue<0/05(اين مخلوط نسبت به طور معني داري از كوركومين اتانولي بيشتر است  .اندرا بهبود بخشيده 
بنابراين ميتوان اين ويژگي را نسبت به كوركومين در محلول آبي يك سينرژيسم دانست كه حداقل يكي از 

  . دلايل آن افزايش حلاليت كوركومين در محلول بتاكازئيني مي باشد

ت بسياري در انتقال دارو دارند به گونه اي كه پپتيدهاي طراحي شده از روي ميسلهاي پپتيدي اهمي
علاوه بر حل كردن تركيبات آبگريز در درون خود، ميانكنش و  4تكرارهاي توالي پروتئين الاستين و كراتين

بررسي . مي باشند DNAانتقال آنها را به درون سلول تسهيل ميكنند و ناقلين خوبي نيز براي پلاسميدها و 
  .گذاشتبيشتر بر روي پپتيد ميانكنش كننده با كوركومين اين قابليت را به آزمون خواهد 

  نتيجه گيري كلي

مولكول آبگريز كوركومين بتاكازئين عمدتاً از طريق ميانكنش هاي آبگريز و اندكي يوني با پروتئينهاي 
 در دماي بدن به دليل القاي ساختار بتاكازئين ميانكنش ميكند، اين ميانكنش خودبه خودي است و احتمالاً

. مولتن گلوبول روي ميدهد به علاوه قرار گيري آن در درون ميسلهاي بتاكازئين از طريق فلورسانس اثبات شد

                                           
١ Synergism Effect 
٢ Additive Effect 
٣ Regeneration 
٤ Elastin And Keratin Like Peptides 
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بار بهبود بخشيده، دسترسي زيستي آن را در محيط  2578اين مجموعه حلاليت كوركومين را به ميزان 
از . آبي افزايش ميدهد يكرده و آنتي اكسيداني آن را در محلولها بيشتر K562كشت براي سلولهاي سرطاني

ميان پپتيدهاي حاصل از هيدروليز پروتئين بتاكازئين با آنزيمهاي تريپسين و كيموتريپسين نيز تنها 
الگوي . كيلودالتون بدست آمده از هيدروليز با تريپسين با اين تركيب ميانكنش دارند 5پپتيدهاي بيش از 

توالي آنها مي باشد از اين رو گروه پپتيدي ميانكنش  حاكي از تفاوت يديپپتآنتي اكسيداني اين دو گروه 
  .كننده با كوركومين هيدروفوبيسيتي بالاتري نيز خواهد داشت

  

  چشم اندازي به آينده

با توجه به اثرات اين پليمر طبيعي بر حل نسبي مشكل انحلال كوركومين در سيستم هاي آبي، لازم است 
به علاوه . اين تركيب از درون ميسل بتا كازئين مطالعه شودجايگاه دقيق اين تركيب و سينتيك رهايي 

براساس هيدروفوبيسيتي جدا  HPLCمخلوط پپتيدي با وزن بيش از پنج كيلو دالتون را بايد با استفاده از 
آنها را مورد بررسي قرار داد تا به اين  CACكرد و سپس ميانكنش پپتيدهاي حاصله را با كوركومين و ميزان 

همچنين لازم است . انايي بهترين كمپلكس را در انتقال كوركومين به درون سلول مطالعه كردترتيب تو
  .بتاكازئين انجام بگيرد -بررسي بيشتري بر روي مكانيسم افزايش آنتي اكسيداني مخلوط كوركومين

قطر مولكول در  به منظور تاييد يا رد ساختار مولتن گلوبول اين پروتئين در دماهاي مختلف، لازم است اندازه
  .ي بالاتر مورد بررسي قرار بگيرددماها

به علاوه اين مطالعه و مطالعات ديگر انجام گرفته بر روي تركيبات شير شتر، نويدبخش توسعه پرورش اين 
  .گونه جانوري، صنعتي كردن اين محصول و ترغيب مصرف كنندگان به استفاده از آن مي باشند
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Abstract 

Curcumin is a natural polyphenole that its very low solubility in water-based solutions 

(3×10-8 M) has restricted the usage in pharmaceutical and nutritional industries. 

In this study we investigated the influence of beta casein (B-CN) nano -micelles derived 

from camel milk on the solubility and hence bioavailability of curcumin. 

After purification of β-casein, critical association concentration (CAC) values calculated at 

three temperatures using pyrene fluorescence. Binding isotherm and Hill plots related to 

the interaction between B-CN and curcumin were drawn using UV-vis spectroscopy at the 

aforementioned temperatures. These data revealed that the interaction occurs via two sets 

of binding sites, which show positive cooprativity including hydrophobic and non-

hydrophobic interactions. Increasing the temperatures makes the association constants to 

enhance by the factor of 46; these data are in good accordance with the increased surface 

hydrophobicity as assessed by ANS fluorescence. Intrinsic flurescence and far–CD 

spectroscopies in the presence or absence of curcumin showed that the quenching occured 

via dynamic mechanism and these interactions do not change the secondary and tertiary 

structure of the protein. Along with incorporation of curcumin into B-CN micelles, its 

fluorescence intensity is enhanced and the existed blue shift that is demonstrated the 

insertion into hydrophobic inner core. 

Curcumin solubility was assessed using solvent evaporation method in the presence of 1% 

β-CN solution at phosphate buffer (pH 7). The result implies that curcumin solubility is 

enhanced about 2578-folds. Cytotoxicity of curcumin against human lymphoma cell line 

(K562) was evaluated using MTT assay. In the presence of protein micelle, IC50 value is 

decreased to about 17 µM showing the increased bioavailability of curcumin. 

Antioxidant activity of β-Casein and the obtained peptides (resulted from hydrolysis by 

trypsin and chymotrypsin enzymes and then sequestered using ultrafiltration) showed that 

some hydrolyasates are more potent antioxidant than non-hydrolysed protein but they show 

different pattern. The interaction between the peptides and curcumin was studied by 

fluorescence spectroscopy; trypsin-hydrolysed peptides with weight more than five kDa 

could have the resonable interaction with curcumin. 
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