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 ودراسة بعض خصائصه الجزيئية وتنقية وتوصيف بروتين اللاكتوفيرين من شرش الجبن عزل
 كفاح سعيد دوشو  محمد صبحي خطاب

 جامعة بغداد /كمية الزراعة – الأغذيةقسم عموم 
 الخلاصة

كت رززاملبعشززنمببراسزز امكمبكلأازنة املبرززسزز امكمب يةازربفينشززا نفيك  بكت ارنبرعزللبرززين انبكتوف ززن ايانبشزنبجززي بكت زز
كتزززمبنبرزززاتميمبكتشيفزززل بكتشرزززيمببرفزززيلنذتزززكبرتزززمب لارزززربكتجزززي ببCM–Sephadex C-50كتشن زززلبكتجززز ةرببكلأازززنة 

عشزززنمببراسززز امكمفينشزززا نفيك  بكت يجزززامبكتلوشززز ببكسززز امكم رزززلبذتزززكبب؛كتزززماملمبراسززز امكمنكتسزززفيببكلأشزززوىنكتززز امنبشزززنب
Sephadex G-100فاةزنبكت صزامربكترين اةازربنعزممبشزيكنبكت ةيازربتامزنمبتم صنلبعمىبمي ربعاتاربشزنبكتةيزانمبن زمبب

(بعمززىبكت ززنكت بفشزاب ززمبكت  فززمبشززنب57.58نب46.13(بن %55.86نب%66.89كت رزاملبكياززنة بنكت يجززامبكتلوشز ببزز ب 
ينب لشزرب ازهبهلزب SDSفياوشاازمبرن زنمبكتتنكشزلبكتشاسزاركيبزومبةيانمبكترين انبر  يكءبكت ي البكتفليرزار بر سز امكمب

بكت يجزامبكتلوشز رامزنمبفامزنبمكت زننبب79كت لارز بب ثمبميسنبرتضبشنبصزفا  ب ازهبرمززبنلةزب؛ اةاربنك ممبتمرين انرينب
راةشزززابرمنزززنبةسزززرربب%11.08كتش  زززنلبكتفايرنبازززميك  بتمرزززين انببفزززانب.فامزززنبمكت زززننبرامزززنمبكت ي ازززلبكتفليرزززار ب79.5ن
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protein and study some of its molecule characteristics 
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Abstract 
Lactoferrin isolated from whey cheese by using Ion exchange chromatography through 

CM-Sephadex C-50 before this stage the whey was skimmed by Cooling centrifugation and 

demineralized against distilled water using dialysis bag, after this stage gel filtration 

chromatography was used to purified lactoferrin in a high degree of purification. The purity 

of lactoferrin to homogeneity was examined by polyacrylamide gel electrophoresis under 

denaturing conditions (SDS-PAGE) with single band. The purification fold and yield were 

(55.86% time and 66.89%) and (57.58 and 46.13) respectively. Some biochemical 

characteristics of the purified Lactoferrin were determined. The molecular weight of LF 

were 79 and 79.5 KD as determined by gel filtration and SDS-PAGE respectively. The 

percentage of carbohydrate content in bovine Lactoferrin was 11.08% mean while the Iron 

percentage was 169.3 ppm and as a saturated percent 12.09%. 
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 لمقدمةا
كت ز ب جزفلبكتتصزلبكت ازن ب ز بةهزامببكلأغذازرشنك زلبش صزميمب ز بكتتزاتمبف  زمبأبزمببكلأترانأ  لبكت مالبنشة  انب

نكت ز ب متزلببنكترر ازمكنبكتفتاتزرب انازا ببرتشنذازكبكتتةاصزيي  نكر بعمىبكتتمامبشزنبكتنذكر بر شالبكتشيك لبكتتشيارببكلإةسان
سزز اونببززذ بكأسزز شينبكتر ززنهبتتززممبأعززنكمب زز بفافاززرببذإ برجززفلبش ززنكلن؛ب زز بكت فززاهبعمززىبكتشسزز نلبكتصزز بشلززمبمني

  صامارب تزنمبكنك لبكت  اي بنكتص  بنر  لبفمفربرفشاانب يض بمشنىبكتكتشن نممب  بكت مالبنبنب اناابكترر امكنبكتفتاترب
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تشيضزاربككتش ليازرببلأ ازاءكنكسلبكت  ثايبعمزىبكتتمازمبشزنببرانتن  ب ش مكببذ بكترر امكنب تل اهب؛بيفانبكت صةالجبإتى
،ب1 برزانببزذ بكترر ازمكنبكتفتاتززربش صزميبكتجزارتربن زمبأ  ززلبرزين انبكتوف زن ايانبشن زلبلأشزيكضككتتمازمبشزنببشةزلب زمنهنب
بImmunoglobulinنب Lactoferrinكتثاةنازززربنكت ززز ب جزززشلكت مازززلباتزززمبرزززين انبكتوف زززن ايانبأ زززمبرين اةزززانبب.(2
نعمزززىبكتزززيغمبشزززنبن زززنمبكتوف زززن ايانبب(؛3 رلزززابغةززز بنكتزززذ باتزززمبكتجزززي بشصزززميبLactoperoxidaseنبLysozymeن

شيفرززانبكت ماززلبنشززنبأبشلززابمبززنبت زز بكت فززاهبعمززىبةهززامبش ززنكلنببشلززمبيبأةزز بامتززلبمنيإرب زز بكت ماززلبضززر يكفاززلبشةاف
تمتمازمبشزنبشضزامببن مبهلبرين انبكتوف ن ايانبش مبأةهايبكتتمشاءبتسةانبعماممبتشزاباش مفز بشزنب تزلب؛نكت مالبنكترين ا

اربنشتززللبتتشززلبكتسززيماةكتاواززابتتماززمبشززنبامززنمبشثززرمبتةشززنبكفسززممبنبلأتبشضززامكتشسززررربتوت لارززانبنببكتش لياززربلأ اززاءك
فامزنبب80ذنبنلنب لارز ببglycoproteinانبكتسزفيارباصزةفبرزين انبكتوف زن ايانبف  زمبكترين اةزب(؛4 ب شةاعكت لالبكت
بسزز ثةاراركبعارمززربرين اةززانبكت يكةسززفايانبي  نكرزز بعمززىبكت ماززمب زز ب يفارزز بأذباش مززكب ارماززربإتززىاة شزز بكتوف ززن ايانبمكت ززننب

بمباسزززاب(؛5 كلأشاةازززربلأ شزززاضكشزززنبب708بشزززنبسمسزززمربشفزززيممبشززنبلأريزززايكا ززز تفبرزززين انبيف ززن ايانب؛بكت مازززمعمززىبيرزززمب
تلأفسزممبشضزامببماتربكتتشيبكتالة بتم مالبكتازامبشزنبازولبكتاصزارنبكت ز باش مفلزاب لزنباش مزكب تزلإكتوف ن ايانب  ب
كتش ليازربكتشفزيلمببكلأ ازاءةشزنببكت  مزلبكترين اةز بعزنبميازقبأايزافت ذنيبكت زيمبنشةزلبأفسزممبكتزمبننبنبعنبمياقبأايافبك

بةهزززيك بب(.6 كت ززماث بكتززنيممبكلأمفززالةشززنب مزززنيببكتشسززاعممب زز ب زز منيببتزز فزززذتكبب؛رززين اننكتبمبننةلاشززانبكتش ممززربتمززتلأ
شةز بتفنةز بشزاممببيسز فاممكبشاربكتوف ن ايانبكتص اربنكت صةاتاربنتفننبجي بكت رنبشصزميكبغةازابرزاتوف ن ايانبنرنازربلأ

شفاةازربعزللبن ةيازربإلب زنبشسزريربميكسزربنتتممبن نمبباةلبأترانبكتتيكق  بكتتمامبشنبشصعيضارب ة جبشنبصةاعربكت رنب
نكت يجززامببكلأاززنة فينشزا نفيك  بكت رززاملب يةاززرببنراسزز امكمبكت اتازربكتميكسززر ياززنبأب؛كت ززرنرزين انبكتوف ززن ايانبشززنبجزي ب

ب.تتللبن ةياربكتوف ن ايانبنميكسربرتضباصارص بكت لاراركتلوش ب
 ق العملائمواد وطر ال

بتيسززمبعمززنمبأيغذاززربأرزز بغياززلبنكت ززارلبب/ اشتززربرنززمكمب/عززرترززانبفماززربكتليكك ززمبكت صززنلبعمززىبكتجززي بشززنبشتشززلب
م ايزربتشزممبةصزفبب/منيمب4000كتشيفزل بكتشرزيمبرسزيعربكتزمبنبرزاتميمبب يل مبب؛ةا جبعيض برتمبصةاعربكت رنبكتمي ف

م ايزربب/منيمب10000رسزيعرببم ب4بعمىبمي زرب زيكيمبألالبكتفالانبكتش ري براتميمبكتشيفل بكتشريم؛بم بب4ساعربنمي رب يكيمب
نكتوف زنلب  زا بكتشزاءببلأشزوىكر سز امكمبأفازادبمامزلمبااصزربتمزيمبمامزلمببأ زي بتمجزي بكتش ضزيبامزنمب؛م ايزرب15تشممب

ب.(7 يس امكمك انببإتىساعربنشنبثمب فهبكتجي برات  شامبب24كتشيميبتشممب
سز امكمب يةازربكشةنبكتميايزرب ضز(ب8 بذفزي ب مبعللبن ةيازربرزين انبكتوف زن ايانب سزلبشزاب:عللبن ةياربكتوف ن ايان

 Carboxymethyl Sephadex ( CM- Sephadexبكلأازنة سز امكمبعشزنمبكت رزاملباربكلأازنة فينشا نفيك  بكت رزاملب

C-50) براس امكمنفينشا نفيك  بكت يجامبكتلوش بببSephadex G-100.ب
ب.(9 ب مب يمايبكترين انب سلبميايربريكم نيمب: يمايبكترين ان
نرن زنمبكتتنكشزلب  Polyacrylamide gel electrophoresisراسز امكم مبكت  فمبشنبةيانمبكترين انبب:  نبكتةيانم

ب(.10 بنر سلبشابذفي بSDS-PAGEكتشاسارب
-SDSايبكتزززنلنبكت لارززز بتمرززززين انبرات ي ازززلبكتفليرزززار برلزززومبش تززززممبكيفياوشاازززمبرن زززنمبكتتنكشزززلبكتشاسززززارب يزززم

PAGEنذتززكبر سزز امكمبش شنعززربشززنبكترين اةززانبكتيااسززاربذكنبأنلكنب لاراززربب(11 أ رتززنبكتميايززربكتشنصززن ربشززنب رززل:ب
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كت لارز بترزين انبكتوف زن ايانبعزنبميازقبيسزمبمب زميبكتزنلنبثزبنشزنب.مكت زننب170000بإتزىمكت ننبب15000ب يكن نبشن
ب.بRelative mobility (Rm)كتتو ربرانبتنغايا مبكينلكنبكت لاراربتمرين اةانبكتيااساربشلبكت يفربكتةسرارب

 زززاشضبكتفريا ازززكب ززز ب يزززمايبب-سززز امشنبميايزززربكتفاةزززنلكب:كتفايرنبازززميك  بترزززين انبكتوف زززن ايانش  زززنلبكت يزززمايب
ب(.12 بين انبكتوف ن ايانبنر سلبشابذفي اميك  بتركتش  نلبكتفايرنب

ن زمبب(13 ب مب يمايبش  نلبرين انبكتوف ن ايانبشنبكت مامبرشن لبشزابذفزي ب:ايبش  نلبكتوف ن ايانبشنبكت مام يم
  ب ازادبةسزرربكت مازمبكتفمز ب ز ب  Atomic Absorption Spectrophotometerيش صانبكتذي كأس اممبشماافب

ب: انبن سلبكتشتامتربكت اتارةشنذوبكترينب
شتاشززلبب×(نلنبكتةشزنذوب غزم /كت  ززمبكتةلزار بتمةشزنذوب×يش صزانبكتزذي بتمروةزك(كب–يش صزانبكتززذي بتمتاةزرك(=ب ppm يفازلبكت مازمبكتفمز ب 

بكت افافب

 النتائج والمناقشة
بلأاززززنة ككت رزززاملب يةازززربفينشززززا نفيك  ببراسزززز امكمبلأنتزززىكامززززن انببراسززز امكمبانعزززللبن ةياززززربرزززين انبكتوف ززززن ايب زززمب     

ب زمبكت  فزمبشزنبةيزانمبكترزين ان) 2 كتشنضز رب ز بجزفلبنكتثاةاربرفينشا نفيك  بكت يجامبكتلوشز بب)1(كتشنض رب  بكتجفلب
تشن لبكبكلأانة مبكتشراملبأس امبذإب(3 بجفلبSDS-PAGE يةاربكت ي البكتفليرار برن نمبكتتنكشلبكتشاسارببراس امكم
صززارنبشلشززربشةلززابسززلنترب زز بعززللبن ةياززربرززين انبكتوف ززن ايانبتشززاباش ززالبرزز بشززنبا  CM-SephadexC-50كتجزز ةر

شزززلوبكتجززي بكتش هزززيبشززلبكتشرزززاملبب(،14 بسزز تشات بتشزززيكنبعماززممبرتزززمبأعززاممب ةجززام بشزززيمبأاززيلكشفاةازززربإ  ضززاي بشززلب
 زمبب؛كلأازنة شزييبكتشزلاجبعرزيبعشزنمبكت رزاملبب؛نءتشممبسزاعربشزلبكت  يازكبرلزمبCM-Sephadex C-50كتشةجمب كلأانة 

ب(ب رزان1 كتجزفلبشزنبنبب (شنييبب0.05ن يفالبشم  ببpH=7.5ذنببTris HCl رفي س يمكمبرين انبكتوف ن ايانبرش منلك
شثمزززززنببزززززذ بكتيشززززربش شنعزززززربكترين اةزززززانبكتنازززززيبشي رمزززززرببWashingهلززززنيب شزززززربنك زززززممبتمرزززززين انب زززز بشي مزززززربكتنسزززززلب

Unbounded proteinsش زانبتمرزين انبنبيب يزمبهلز  بشي مربكيسز يمكمبشابأب؛شثلبكتفايف نكترنشانبنرا ايف نفمنرانتانب 
 ازززهبهلزززيبكترزززين انبرمزززننب(ب شثمزززنبرززز ةلامبكتوف نراينفسزززامالب(109-90شزززنببكلأةارازززلهلزززينب ززز ببp1بلأنتزززىك شثمزززنب

ف ززن ايانبهلززينبرمززننبنيم ب ززا مبفاةززنبترززين انبكتو(بنب165-151شززنب بلأةاراززلكهلززينب زز ببp2اضززيبأشززابكتثاةاززربأ
.بةزاةنشا يبكتازانبررزين انبكتوف زن ايانب465عمزىبمزنلبشزن  ببشم زنهبي فزا ك الاب اشربكيش صاصاربتمرين انببس من
سزاعربتمز امنبشزنبب24  بكتشزاءبكتشيمزيبتشزممببن  بفادبكتماملمبننضتكتوف ن ايانبرين انبكتااصربربلأةارالكبن شت

كت ي ازززلبكتفليرزززار بنرن زززنمبكتتنكشزززلببراسززز امكمب(3 بارزززانبكتجزززفلب.رنكسزززمربكتسزززفينلكترزززين انبكتش مزززنلبكتشم ززز بثزززمبيفزززلب
 لشززرببإتززىشن ززلبششاثززلببإتززىبززذ بكت لشززربب  يفززنذبإرززين انبكتوف ززن ايانبر لشززربنك ززممببيهلززبSDS-PAGEكتشاسززارب

ن ز بفزلبب(9 ين انبرميايزرينبةسزرربكترز زمب-2-ي زمبSigma Aldrichرين انبكتوف زن ايانبكتيااسز بكتش لزلبشزنبجزيفرب
ت ززيب زز بامززنمبب/شززاافينغيكمب81نبكلأاززنة  زز بامززنمبكت رززاملببت ززيب/شززاافينغيكمب97كت ةياززربن ززمبفاةززنبامززنمبشززنبامززنكنب
بكتتمازمبشزنبكترزا ثانب يزمب شفزنب فيزنببزذ بكتة زارجبشزلب زامبرز (.بك15 بشابن زم بإتىفاةنبكتة ارجبشيايرربب؛كت يجامبكتلوش 

سز امكمبعشزنمبا رتلزابامزنمبأازيلبرCM- Toyopearl 650M سز امكمبعشزنمبكتفصزلباايانبرشزنب صزلبكتوف زن (ب16 
ةلامبإرززززززبكلأنتززززززىيسزززززز يمكمب ش ززززززانبتمرززززززين انب شثمززززززنبكامززززززنمبهلززززززينب زززززز ببذإبAF-Heparin Toyopearlكتفصززززززلب

 ب مازززلبشزززنب صزززلبرزززين انبكتوف زززن ايانبشزززنبجزززيب(ب17 بسززز ماعنكب؛كتوف نراينفسزززامالبنكتثاةازززربترزززين انبكتوف زززن ايان
يسز يمكمب شثمزنبكهبهلزينب ش زانبتمرزين انب ز بشي مزرب ازبCM-Sepharoseبس امكمبعشنمبكتفصلانكت اشندبربكلأرياي
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سززز امكمبفينشزززا نفيك  بكت رزززاملبكشزززنبب(18  شفزززنب،Lactoferrinبترزززين اننكتثاةازززرببLactoperoxidaseبةلامإرزززبلأنتزززىك
 ز ب ةيازربفزلبشزنبكتوف نراينفسزامالبنكتوف زن ايانبب Sulfopropyl Sepharose (SP-Sepharose)لعمود بلأازنة ك

-SPشزززززنب صزززززلبأةزززززلامبكتوف نراينفسزززززامالبنرزززززين انبكتوف زززززن ايانبرتشزززززنمبكتفصزززززلبب(19 ب شفزززززنب؛كلأريزززززايشزززززنب مازززززلب

Sepharoseبكلأاززنة سزز امكمبكتشرززاملباترزز بكتشززاعلبرجززي بشززنب ةياززربكتوف ززن ايانبشززنبب(20  شفززنب؛كلأريززايشززنب ماززلبب
CM-Sephadex C-50سز امكماربفينشزا نفيك  بكيتفزربكتتاتازربرن يةازبHi-Trap Heparine HPشزنبب(21 .ب شفةزن
بأةزززلامب ازززهبهلزززيبCM-Sephadex C-50بكلأازززنة سززز امكمبكتشرزززاملباربنكلأغةزززامبكلأريزززاي صزززلبكتوف زززن ايانبشزززنبترززز ب

بش صاصاربعمىبمنلبشن  نب يكءمبكيكتوف ن ايانبرمننبنيم بنكضمب شرين انبكتوف نراينفسامالبرمننبشاضيبنب
465nmسووووم    بانرامززززنمبنك ززززممببكلأريززززايترزززز ببشززززنب ةياززززربكتوف ززززن ايانبشززززنبجززززي (ب22 ب؛براةشززززاب شفةززززنCM– 

SephadexC-502.4نفاةنبةسرربكترين انبب(9 ب مينبةسرربرين انبكتوف ن ايانبرميايربmg/mlنرةيزانمبعاتازربرمنزنبب
ب.%90
ب
ب
ب
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
سززز امكمبعشزززنمبكتفصزززلباتوف زززن ايانبشزززنبجززي بكت زززرنبرانضززمبكتجزززفلب ةيازززربكبكلأازززنة   بكت رزززاملب(بفينشزززا نفيك1فلب جزز

CM-Sephadex C50برش مززنلبرفززيبكلأاززنة  شززنبشنكلةززربكتشرززاملبب(بسززم24×ب2 بر رتززامبTris-HClب0.05ر يفاززلبب
-Tris بكتامزنمبش مزنلبسز اممب ز ببزذك(بE1 ب شثمزنبلأنتزىكيس يمكمبعمزىبشزي م انبك مبب، 7.5نأدببامين اة ب شنييب

HClمزززنبكتامزززنمبراةشزززاب شثب7.5نأدببازززمين اة بب شزززنييبب0.2نكت زززان بعمزززىبفمنيازززمبكتصزززنمانمبب شزززنييبب0.05 يفازززلبب
ب شززنييبب0.5نكت ززان بعمززىبفمنياززمبكتصززنمانمبب شززنييبب0.05ر يفاززلببTris-HClبسزز امكمبش مززنلككتثاةاززربشززنبكيسزز يمكمب

رين اةززانبكتجززي بغاززيببUBباشثززلبشززلبتفززلبأةرنرززرب3نب/بسززاعرشززلب18نب ززمبضززرمبسززيعربكت ياززاب7.5نأدبباززمين اة ب
ب.Unbound proteinsكتشي رمرب
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شزييبرزين انبكتوف زن ايانبذبإكتلوشز بفينشا نفيك  بكت يجامببس امكماانبكتوف ن ايانب  بامنمبثاةاربر مب ةياربرين 
ممبهلزنيب شزربنك زب(2 نارانبكتجفلبSephadex G-100عريبعشنمبكت يجامبكتلوش ببكلأانة كتشيفلبشنبامنمبكت راملب

 ز بكتيزيكءمببشم نهبي فا كةاةنشا يبب465اصاربعمىبمنلبشن  بيش صكراةنب يكءمببذإبتمرين انبنرمننبنيم بنكضمب مك ب
بكلأازنة س امشنب يةاربكت يجامبكتلوش برجفلبنكسلبرتمبامنمبكت راملبكب،(42-25 شنببكلأةارالهليبكترين انب  بن مب

سز امكمببزومبكترزنت بأفياوشاازمبرن زنمبانبةيانمبكترين انبر مبكت  فمبشب،مىبكترين انبر عمىبمي انبكتةيانمم صنلبعنذتكبت
 (.5 ب SDSكتتنكشلبكتشاسار

 
 Sephadexسنتخدام عمنوداش الجنبن بكروماتوكرافي الترشيح الهلامي لتنقية بروتين اللاكتوفيرين منن شنر  (2)شكل

G-100 وتركينننز ممحننني  يمنننو ر  0.5جنننرت موازننننة الهنننلام بمحمنننول بفرالفوسنننفات بتركينننز  سنننم 00×  1.5 بأبعننناد
0.01NaCl  مل لكل أنبوبة 3ساعة و /مل  18وبمعدل جريان 7.4وأس هيدروجيني  يمو ر 

 

شززنبب(23  شفزنراةشززابب؛ Sephadexسزز امكمببزوماربكلإةسزانشزنب ةياززربرزين انبكتوف زن ايانبشززنب مازلبب(5 ب شفزن
 زز ب ةياززربرززين انببSephadex G150بعشززنم(ب21 بسزز امشنكب،Sephadex G100بسزز امكمبعشززنما ةياززربكترززين انبر

ب شفةزن؛بSDS-PAGEبسز امكمكينب زلمبكترزين انبرجزفلبشةفزيمبعةزمب ازهبهلزبنكلأغةزامبكلأريزايكتوف ن ايانبشنب مازلب
أمةزا بةسزررب) 1انضمبكت زمنلب ب.CM- Sephadex C50بكمس اماربكلأريايشنب صلبن ةياربكتوف ن ايانبشنبتر بب(22 

 .كتوف ن ايانب  بفلبامنمبشنبامنكنبكت ةياربشلبكت صامربكتفماربتمرين انبنعممبشيكنبكت ةيار
 

فني كنل خطنوة منن خطنوات  وعندد منرات التنقينة  ( تركيز اللاكتوفيرين والحصيمة الكمية لبروتين اللاكتوفيرين1جدول )
 التنقية

ببجي بكت رنبكت راملبكيانة بكتلوش كت يجامب
 Lب\بgµبLf يفالبكتزبب145ب97ب81

بكت صامربكترين اةاربشنبجي بكت رن %(ب100 66.89ب55.86

بعممبشيكنبكت ةياربززززززززززززز 46.13 57.58

24 - 42  
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لبفزززانب يفازززب،نبرتزززمبفزززلبامزززنمبشزززنبامزززنكنبكت ةيازززرناو زززهبشزززنبكت زززمنلبأعزززو بأنب يفازززلبكترزززين انبارزززمأبرات ةزززا 
نكت يجزامببكلأازنة كت رزاملب؛بت زيبشزنبامزنمبكتزماملمب/شزاافينبغزيكمب 81ب؛97ب؛145كتوف زن ايانب ز ب شازلبشيك زلبكت ةيازرب

بكلأازنة فاةنبكت صامربكترين اةاربنعممبشيكنبكت ةياربترين انبكتوف ن ايانبشزنبامزنمبكت رزاملب؛براةشابكتلوش بعمىبكت نكت 
نصزنلبكترزين انببإتزىششزاباجزايب؛ب(بعمىبكت نكت 57.58نب46.13كتلوش ب نشنبامنمبكت يجامبب%(55.86ن66.89  

ب(؛7ب-3 كتجززفلب زز بتلززانكتشجززايبب%90بةيززانمبرززين انبكتوف ززن ايانب زز ببززذ بكتميكسززربفاةززنب؛مي ززربعاتاززربشززنبكتةيززانمبإتززى
ب.%90رامنمبنك ممبنرةيانمببن اهب شفةنبشنب صلبكتوف ن اياب(22  نك ينببذ بكتميكسربشلبشابن م  

سز امشنبك: SDS-PAGEبأستخدام البولي أكريلامايد بوجود العوامل الماسنخة نقاوة بروتين اللاكتوفيرين تقدير  -
ن تزمبب؛ا لتزربنر سز امكمبكتتنكشزلبكتشاسزار يةاربكت ي ازلبكتفليرزار بتشتي زربةيزانمبرزين انبكتوف زن ايانب  زنبهزينفبش

مبنفززذتكب سززاعمببززذ بكت يةاززرب زز بشتي ززربةيززانبب؛رةيززانمبعاتاززرباهلززيب الززابكترززين انذبإبززذ بكتامززنمبأ ززمبامززنكنبكت ةياززرب
ذنب يفازلبكتفصزلب يانبرجزفلب لشزربش  اةسزربأعمزىببزومهلزيبرزين انبكتوف زن اب.كترين انبكتشةيىبشنبامنكنبأايل

نك ززممببن ززنمب لشززربرين اةاززربإتززى(ب3 زز ب اشززربكتززنلنبكت لارزز بناجززايبكتجززفلب بشم ززنهبكي فززا  اززهبتززن هبب12.5%
بتلإجزايمبSDS-PAGEكتتنكشزلبكتشاسزاربتمرين اةزانبب(20 بسز اممكتوف ن ايانبكتشةيزىبشزنبجزي بكت زرن.بترين انبك

 CMبكلأاززنة كتشرزاملببراسزز امكم شزنب ةيازرببززذكبكترزين انبب؛Caprineةيزانمبرززين انبكتوف زن ايانبشززنبأريزايبكتزززببإتزى
Sephadex C-50كتشةزلن بكتزمبنبكلأريزايبكتشفصزنلبشزنبترز ب لشربرين اةاربشفيممبترين انبكتوف زن ايانبب(24 .بن م

ت ةيازربرزين انبكتوف زن ايانبشزنبترز ببSDS-PAGE يةاربب(22 بس امشنكب؛SDSب ببومبكترنت بأفياوشاامبرن نم 
 .CM Sephadex C-50بكلأانة كتشراملببنراس امكمبكلأرياي

 ززميبكتززنلنبكت لارزز بترززين انبكتوف ززن ايانبر يةاززربكت ي اززلبب:بالترحيننل الكهربننائيتقنندير الننوزن الجزيئنني لبننروتين اللاكتننوفيرين  -
بإتززىب جززايهلززينب لشززربرين اةاززربشفززيممبأعمززىببززومبكتفصززلببذإ تززممبكيفياوشااززمبنرن ززنمبكتتنكشززلبكتشاسززاربشكتفليرززار برلززومب

كتوف ززن ايانبفشززاببززنببترززين انتمرين اةززانبكتيااسززاربنببRm زز ب اشززربكتززنلنبكت لارزز بنرتززمب سززالب اشززربكت يفززربكتةسززرارببكي فززا 
س اي نب اشربكتنلنبكت لار بتمرين انبشنبكتتو ربرانبكت يفربكتةسراربنتنغايا مبكتنلنبكت لارز بك(ب4نب3 شنصنفب  بكتجفلب

MWب79.5كت يجزامبكتلوشزز بنبم ز بامززنبفامزنبمكت ززننبب79كتة ززارجبأنب اشزربكتززنلنبكت لارز بترززين انبكتوف زن ايانبفاةززنبب رزانب
 .كت ي البكتفليرار امنمببفامنبمكت ننب  

ب
 -KDa(170الجزيئيننة لمبروتينننات القياسننية  الأوزان( يمثننل 5( الترحيننل الكهربننائي بهننلام متعنندد ا كريلاماينند لبننروتين اللاكتننوفيرين)3شننكل )

( بروتيننات شنرش 1) ينونيالأفيرين منن خطنوة التبنادل (  كتنو 2تنوفيرين منن خطنوة الترشنيح الهلامني )(  ك3(  كتوفيرين قياسي )4) ) 15
 الجبن

5 4 3 2 1 
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بSDS – PAGEستخدام العوامل الماسخة االجزيئي لبروتين اللاكتوفيرين ب ( المنحنى القياسي لتقدير الوزن4شكل )

 ززز ب لارزززربتةزززن بكت ازززنكنبنشيزززمكيبكتش  زززنلبكتفايرنبازززميك  بب لارززز بترزززين انبكتوف زززن ايانب رتزززا ب  رزززاانب اشزززربكتزززنلنبكت
 ززز ب اشزززربكتزززنلنبكت لارززز ببشم زززنهبكترزززين انبنعمزززىبعشزززيبكت ازززنكنبن  زززيمبكت مزززلبنعزززممبشزززيكنبكت مزززلبششزززاباتمززز ب رزززاان

 ازهبفزانبكتزنلنبكت لارز بترزين انبيف زن ايانبب(21 بشزابن م ز بإتزىفاةنبكتة ارجب  ببذ بكتميكسزربشيايرزربب(،25 تمرين ان
؛بفامزنبمكت زننب82بCaprineأنبكتزنلنبكت لارز بترزين انبيف زن ايانب مازلبب(20 بن زمب؛ب اشزافامنبمكت زننب80بكلأريايتر ب
كتزنلنبكت لارز بت مازلبب(26 ب؛ب زمينفامزنبمكت زنن 77بكلأريايترين انبيف ن ايانب مالببكتنلنبكت لار  يمبفانبب(15 أشا

فزززززانبببCarabo`sأنبكتزززززنلنبكت لارززززز بتوف زززززن ايانبب(27 بأفزززززمب.SDS- PAGEسززززز امكمبافامزززززنبمكت زززززننبرب78بكتشزززززاعل
ب76فزانببكلأريزايأنبكتوف زن ايانبكتشفصزنلبشزنب مازلبب(28 بن زمب؛بن زمSDS-PAGEبفامنبمكت زننبشسز تاةا بب77.829

ترزز بكتشززاعلبجززي بأنبكتززنلنبكت لارزز بترززين انبكتوف ززن ايانبشززنبب(29 بن ززمن؛براةشززابSDS - PAGEفامززنبمكت ززننبشيززميك ب
ب.SDS – PAGEفامنبمكت ننبر س امكمبب79فانب
رشن ززلبوف ززن ايانبرززين انبكت:ب ززميبكتززنلنبكت لارزز بتكرومنناتوكرافي الترشننيح الهلامننيتقنيننة بالننوزن الجزيئنني  تقنندير -

ن مبراةنببزذ بب(5 نفشاببنبشنضمبراتجفلببVe/ Voكت لاراربتمرين اةانبكتيااساربشلببلأنلكنككتتو ربرانبتنغايا مب
ا رزاانبكتزنلنبكت لارز ببفامزنبمكت زننب79نبجي بكت رنبفانبكتميكسربأنبكتنلنبكت لار بترين انبكتوف ن ايانبكتشةيىبش

أنبكتزنلنبب(31 ن زمب(.30 (بفامزنبمكت زنن87-76ترين انبكتوف ن ايانب سلبشصامي بكتشا مفربنا يكنىبر منمبشزنب 
أنبكتزنلنبكت لارز بترزين انبكتوف زن ايانبشزنبترز ب (32 براةشزابأنضزمبامزنبمكت زنن؛فب78فزانببلأغةزامككت لارز بت مازلب

نلنبكت لارز ب ز بميكسزربأنبكتز(ب21 بأجزاينب؛Sepharose-4Bبسز امكمبعشزنمافامنبمكت ننبنذتزكبرب82فانببلأريايك
ياززز وفب ززز بكتزززنلنبكأنبب؛فامزززنبمكت زززننبعمزززىبكت زززنكت ب79.25نب81.23فزززانببلأغةزززامنكبكلأريزززايترزززين انبيف زززن ايانب

نعززممبكتش ززاشالبكتفايرنباميك اززربكتشي رمززربرات لارززرببكت لارزز بتزز بعو ززربرززاتش  نلبكتفايرنباززميك  بترززين انبكتوف ززن ايان
ب(.33 شيكنبكت ملنعممب نكننفذتكبشي مرب ملبكت ا
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ب
 ( المنحنى القياسي لتقدير الوزن الجزيئي لبروتين اللاكتوفيرين بكروماتوكرافي الترشيح الهلامي5شكل )

أجززاينبكتة ززارجبكتشس  صززلبعمالززابشززنببززذ بكتميكسززربأنبكتش  ززنلبب:تننوفيرينالمحتننوا الكاربوهينندراتي لبننروتين اللاك -
 زززاءنبكتة زززارجبشيايرزززربشزززلبشزززابأجزززايبن زززمب%ب11.08بكتفايرنبازززميك  بترزززين انبكتوف زززن ايانبشزززنبجزززي بكت زززرنبفزززان

بأنبكتش  ززنلبكتفايرنباززميك  ب(36،ب35 بأنضززمب%،11.5ب-7ب اززهبفززانبكتش  ززنلبكتفايرنباززميك  بر ززمنمب(34 تازز إ
bovine LFنتززب%11.2فزانببhuman LFنتماازنلبب %6.4بhorse LFنتم شزلبب%3.5بCamel LF11%ب؛

أنبب؛عمززززىبكت ززززنكت ب%8.2نب%11.1فززززانببنكلأغةززززامبكلأريززززايأنبكتش  ززززنلبكتفايرنباززززميك  بتوف ززززن ايانبب(21 ن ززززمن
أنبكيا وفب  بعممببSialic acidبكيا وفب  بعممبش اشالبإتىكيا وفب  بةن بكت انكنبكتمرننباؤم برات ات ب

 .(35  لارانبكتسفيبكت  ب ي رمبراترين ان
 Atomic لووي  بكيش صززانشماززافببراسزز تشالأجززاينبة ززارجب يززمايبكت ماززمبب:محتننوا اللاكتننوفيرين مننن الحدينند -

absorption spectrophotometerفزانببكلأريزايأنبرزين انبكتوف زن ايانبكتشفصزنلبشزنبجزي ب مازلبامزامبشزنبب
شززاببإتززىكتة ززارجبشيايرززرب؛بفاةززنب ززلءبرززاتشماننب169.3 جززرلبشززنبكت ماززمبنأنبفشاززربكت ماززمب% 12.09 ا  ززن بعمززى

راةشابفاةنبةسررب جزرلبكت مازمبب%13.85رمننببكلأريايأنبةسررب جرلبكت مامب  ب مالببإتىراةنب الابب(17 بن م  
ب-15ا زيكنىبرزانبكلأريزايبيف زن ايانب مازل ز ب أنبةسزررب جزرلبكت مازمبإتزىب(37 أجزايب؛%18.98ت مازلبكت زاشندب

ب%،40ب-30بذبفانبا يكنىبرانإبنكلإةساننكتشاعلببنكلأغةامبكلأريايشنب يمايبش  نلبيف ن ايانبب(38  شفن%،ب20
عمززىبب%11.6نب%14.7فززانببنكلأغةززامبكلأريززايتززىبأنبةسززررب جززرلبكت ماززمب زز بيف ززن ايانبفززلبشززنبإب(21 بأجززاين

ةسززررب جززرلب (29 بن ززمن،ب ززلءبرززاتشماننبعمززىبكت ززنكت ب162.6نب198.4كت ززنكت بنفاةززنبفشاززربكت ماززمبتفززلبشةلشززاب
  لءبراتشمانن.ب123أنبفشاربكت مامبنبب%8.7ببنيف ن ايانبتر بكتشاعلب

 المصادر
1. García-Montoya, I. A.; Cendón, T. S.; Arévalo-Gallegos, S. & Rascón-Cruz, Q. (2012). 

Lactoferrin a multiple bioactive protein: an overview. Biochim. Biophys. Acta., 

1820(3):226-236. 

2. Gobbetti, M.; Minervini, F. & Rizzello, C. G. (2002). Bioactive peptides in Dairy products. 

Handbook of Food products Manufacturing. Y.H. Hui (ed.,), John Wiley and Sones 

Inc., Hoboken, NJ., PP. 489- 517. 

Bovine lactoferrin 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Montoya%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21726601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cend%C3%B3n%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21726601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ar%C3%A9valo-Gallegos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21726601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rasc%C3%B3n-Cruz%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21726601
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21726601


 ISSN:1999-6527                       2017(، 2(، العدد )10مجمة الأنبار لمعموم البيطرية، المجمد )
 

70 

3. Fox, P. F. & McSweeney, P. L. H. (2013). Advanced Dairy Chemistry. Volume 1A: Proteins, 

Basic Aspees, 4
th
 Ed. 

4. Rachman, A. B.; Maheshwari, R. R. A. & Bachroem, M. S. (2015). Composition and Isolation 

of Lactoferrin from Colostrum and Milk of Various Goat breeds. Procedia Food Sci., 

3: 200-210. 

5. Legrand, D.; Pierce, A.; Elass, E.; Carpentier, M.; Mariller, C. & Mazurier, J. (2008). 

Lactoferrin  structure and  functions. Adv. Exp. Med. Biol., 606: 163-194. 

6. Campanella, L.; Martini, E.; Pintore, M. & Tomassetti, M. (2009). Determination of lactoferrin 

and immunoglobulin g in animal milks by new Immunosensors. Sensors(Basel), 9(3): 

2202-2221. 

7. Al-Mashikhi, S. A. & Nakai, S. (1987). Isolation of bovine Immunoglobulins and lactoferrin 

from whey protein by gel filtration techniques. J. Dairy Sci., 70(12): 2486-2492. 

8. Yoshida, S.; Wei, Z.; Shinmura, Y. & Fukunaga, N. (2000). Separation of Lactoferrin- a and -b 

from bovine colostrum. J. Dairy Sci., 83(10): 2211-2215. 

9. Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of Microgram 

quantities of protein utilizing the principle of proteindye binding. Anal. Biochem., 72: 

248-254. 

10. Laemmli, U. K. (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 

bacteriophage T4. Nature, 227: 680-685. 

11. Weber, K. & Osborn, M. (1969). The reliability of molecular weight determination by dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. J. Biol. Chem., 244(16): 4406-4412. 

12. DuBois, M.; Gilles, K. A.; Hamilton, J. K.; Rebers, P. A. & Smith, F. (1956). Colorimetric 

method for determination of sugar and substances. Anal. Chem., 28(3): 350-356. 

13. Lee, K. & Clydesdale, F. M. (1979). Quantitative determination of the elemental, ferrous, ferric, 

soluble, and complexed iron in food. J. Food Sci., 44: 549-554. 

14. Bonner, P. L. R. (2007). Protein purification (the basics). Nottingham Trent University. First 

edition by Taylor and Francis group. 

15. Adam, V.; Zitka, O.; Dolezal, P.; Zeman, L.; Horna, A.; Hubalek, J.; Sileny, J.; Krizkova, S.; 

Trnkova, L. & Kizek, R. (2008). Lactoferrin isolation using monolithic column 

coupled with spectrometric or Micro-Amperometric detector. Sensors (Basel), 8(1): 

464-487. 

16. Nam, M. S.; Shimazaki, K.; Kumura, H.; Lee, K. K. & Yu, D. Y. (1999). Characterization of 

Korean native goat Lactoferrin. Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol. Biol., 

123(2):201-208. 

17. Aziz, R. A. (2001). Study the Lactoferrin isolation from cow and buffalo Colostrum. M.Sc. 

Thesis, Baghdad university. Iraq. 

18. Fee, J. C. & Chand, A. (2006). Capture of lactoferrin and Lactoperoxidase from raw whole milk 

by cation exchange chromatography. Separation and Purification Technology, 48(2): 

143-149. 

19. Lu, R. R.; Xu, S. Y.; Wang, Z. & Yang, R. J. (2007). Isolation of Lactoferrin from bovine 

colostrum by ultrafiltration coupled with strong action exchange chromatography on a 

production scale. J. Membr. Sci., 297:152-161.  

20. Kim, Y.; Kim, M. J.; Han, K. S.; Imm, J. Y.; Oh, S. & Kim, S. H. (2009). Anticancer activity of 

lactoferrin isolated from caprine colostrum on human cancer cell lines. Int. J. Dairy 

Technol., 62(2): 277-281. 

21. Al-Hatim, R. R. (2012). Separation and purification Lactoferrin from bovine and ovine 

colostrum and studying of some its properties and Application. M.Sc. Thesis, College 

of Agaric, University of Basra. 

22. Moradian, F.; Sharbafi, R. & Rafiei, A. (2014). Lactoferrin, Isolation, Purification and 

Antimicrobial Effects. J. Med. Bio-Eng., 3(3): 203-206. 



 ISSN:1999-6527                       2017(، 2(، العدد )10مجمة الأنبار لمعموم البيطرية، المجمد )
 

71 

23. Kim, K. S.; Kim, J. S.; Shin, M. S.; Noh, H. W.; Lim, S. D.; Suvd, D. & Alimaa, J. (2009). 

Purification and characterization of Mongolian Mare Lactoferrin. Korean J. Food Sci. 

Ani. Resour., 29(2): 164-167. 

24. Liang, Y.; Wang, X.; Wu, M. & Zhu, W. (2011). Simultaneous isolation of Lactoferrin and 

Lactoperoxidase from bovine colostrum by SPEC 70 SLS cation exchange resin. Int. J. 

Environ. Res. Public Health, 8(9): 3764-3776. 

25. Lambert, L. A.; Perri, H.; Halbrooks, P. J. & Masson, A. B. (2005). Evolution of the transferrin 

family: conservation of residues associated with iron and anion binding. Comp. 

Biochem. Physiol. B Biochem. Mol. Biol., 142(2): 129-141. 

26. Le Parc, A.; Dallas, D. C.; Duaut, S.; Leonil, J.; Martin, P. & Barile, D. (2014). Characterization 

of goat milk Lactoferrin N-glycans and comparison with the N-glycomes of human and 

bovine milk. Electrophoresis. 35(11): 1560-1570. 

27. Angeles, A. A.; Merca, F. E. & Roxas, N. P. (2008). Isolation and characterization of lactoferrin 

from CARABOS (Bubalus bubalis L) milk whey. Philippine J. Vet. Anim. Sci., 34(1): 

43-54. 

28. Lorenzis, E. D.; Semeraro, C.; Blasi, M. D. D.; Mita, G. & Poltronieri, P. (2008). 

Emulsions based on the interaction between lactoferrin and chitosans. Food 

Biophysics, 3: 169-173. 

29. Abbas, Z. H.; Doosh, K. S. & Yaseen, N. Y. (2015). Isolation, purification and 

Characterization of Lactoferrin from Goat colostrum whey. Pak. J. Nutr.,  

14(8):  517-523. 

30. Welty, F. K.; Smith, K. L. & Schanbacher, F. L. (1998). Lactoferrin concentration 

during involution of the bovine mammary gland. J. Dairy Sci., 59(2): 224-231. 

31. Park, Y. W.; Juarez, M.; Ramos, M. & Haenlein, G. F. W. (2007). Physico-Chemical 

characteristics of goat and sheep milk. Small Rumin. Res., 68(1-2): 88-113.  

32. Franco, I.; Castillo, E.; Perez, M. D.; Calvo, M. & Sanchez, L. (2010). Effect of 

Bovine Lactoferrin addition to milk in yogurt manufacturing. J. Dairy Sci., 

93(10): 4430-4489. 

33. Farrell, H. M. Jr.; Jimenez-Flores, R.; Bleck, G. T.; Brown, E. M.; Butler, J. E.; 

Creamer, L. K.; Hicks, C. L.; Hollar, C. M.; Ng-Kwai-Hang, K. F. & 

Swaisgood, H. E. (2004). Nomenclature of the proteins of cows' Milk-Sixth 

revision. J. Dairy Sci., 87(6): 1641-1674. 

34. Shimazaki, K. (2000). Lactoferrin: a marvelous protein in milk?. Anim. Sci. J., 71(4): 

329-347. 

35. van-Veen, H. A.; Geerts, M. E.; van Berkel, P. H. & Nuijens, J. H. (2004). The role of 

N-linked glycosylation in the protection of Human and bovine lactoferrin 

against tryptic proteolysis. Eur. J. Biochem., 271(4): 678-784. 

36. Brisson, G.; Britten, M. & Pouliot, Y. (2007). Heat-induced aggregation of bovine 

lactoferrine at neutral pH: Effect of iron saturation. Int. Dairy J., 17(6):617-624. 

37. Rebelein, T. W. (2010). The Effect of heat treatment on microbiological qualities of 

bovine colostrums, Pssive immune transfer of Neonatal calves, and future 

animal performance. Ph. D. Dissartation. Der Tieraztlichen Fakulatderludwing- 

maximilians- Universitãt München, P. 109. 

38. Hyvö nen, P. (2010). Lactoferrin in bovine in tramammary infection. Department of 

production Animal. Ph.D. Dissertation. Animal Medicine Faculty of Veterinary 

Medicine. University of Helsinki, P. 78. 


