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و بررسي اثر ضد تكثيري  ]Ipomoea Batatas (L.) Lam[زميني شيرين  سازي تخليص اسپورامين سيب بهينه

  MCF-7ي  ردههاي سرطان پستان،  آن بر سلول
  

  4آزاده كبيري ،3ايرج نيكوكار ،2مريم اميدي اسكويي ،1عادله علي هاشمي ،1مرضيه قيوميان
  
  

  چكيده
اين كه با توجه به مورد توجه بوده است. ي نظير سرطان يها ارزان براي بيماري روش استخراج راحت و گياهي و أبا منش يهاي يافتن درماناز گذشته تا به امروز،  مقدمه:

از  ،اسپورامين. اي براي درمان در نظر گرفت توان به عنوان گزينه كنندگان پروتئازي را مي مهارهاي سرطاني دخيل هستند،  پروتئازها در روند ايجاد و گسترش سلول
اثر آن بر تكثير  و براي اولين بار،پورامين بهينه شد روش استخراج اس ،در اين مطالعه .زميني شيرين وجود دارد سيب ي كنندگان تريپسيني است كه در ريشه جمله مهار

  .بررسي گرديد )Michigan cancer foundation-7 )MCF-7ي  هاي سرطان پستان رده سلول

   Diethylaminoethanol-Sepharose محلول شفاف شده وارد ستون كروماتوگرافي ،هاي شيرين استخراج شده زميني آبي از سيب ي عصاره ها: روش
)DEAE-Sepharose(  .روش  از استخراج شدهپروتئين  خلوصييد أراي تند. بجداسازي شد هاي خالص شده بخش ،شيب نمكي پيوسته پس از شستشو باگرديد

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis )PAGE-SSD (.از  با استفادهفعاليت مهاري اسپورامين خالص شده،  استفاده گرديد
، )2,5-diphenyltetrazolium bromide )MTT-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3 گيري گرديد و در انتها از روش اندازه Laskowaski-Takanaraروش 

 .گرديداستفاده  براي بررسي اثر ضد تكثيري اسپورامين

دست آمد. ه گرم در دقيقه ب واحد مهاري در ميلي 800فعاليت مهاري آن نيز  .بود، نمايانگر اسپورامين SDS-PAGEكيلودالتوني پس از انجام  25تك باند  ها: يافته
 .)P > 010/0( ي بوددار ساعت داراي تفاوت معني 48 و 24براي ) Inhibitory concentration50 )IC50 ، ميزانMTTنتايج روش 

هاي  آميز بود و با توجه به اثر ضد تكثيري آن بر روي سلول سازي اسپورامين موفقيت روش تك ستوني تعويض يوني و شيب نمكي پيوسته براي خالص گيري: نتيجه
MCF-7اميد است بتوان در آينده از اين روش براي تخليص و استفاده در درمان بهره برد ،.  

  اكريل آميد، سرطان پستان كروماتوگرافي، الكتروفورز پليسازي،  خالص ،Ipomoea batatas واژگان كليدي:

  
 زميني شيرين سازي تخليص اسپورامين سيب بهينه .كبيري آزاده ،نيكوكار ايرج ،اميدي اسكويي مريم ،علي هاشمي عادله ،قيوميان مرضيه ارجاع:

]Ipomoea Batatas (L.) Lam[ ي  ردههاي سرطان پستان،  و بررسي اثر ضد تكثيري آن بر سلولMCF-7 . مجله دانشكده پزشكي
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  مقدمه

ــاز و پيشــرفت    ــه آغ ــاوتي از جمل ــدهاي متف ــاد فراين ــا در ايج پروتئازه
سرين،  نظيرپروتئازهاي متفاوتي . سرطان دخالت دارنديي مانند ها بيماري

كنند و  سيستئين و متالوپروتئينازها، در متاستاز سرطان نقش كليدي ايفا مي
. تعادل ميان ميزان پروتئاز و )1( بايد به شدت كنترل گردند ،همين دليلبه 

  . )2( ر هموستاز سلول نقش حياتي داردآن، د ي كننده مهار

باشـد   مـي ها  ها در خانم ترين سرطان سرطان پستان از جمله شايع
 ،با دز بـالا   درماني شيميهاي متداول درمان، مانند استفاده از  كه روش

به  ،هاي هنگفتي كه به دنبال دارد پس از برداشت توده علاوه بر هزينه
معمول داراي عوارض مختلف و ناخوشايندي همچون مقاومـت  طور 

هـاي سـاده و    محققان به دنبال يافتن راه حل ،رو از اين .است به دارو
  .)3( ياهي هستندگ أاغلب با منش تر و ارزان

 مقاله پژوهشي
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گياهان براي دفاع از خود در برابر آفات (حشـرات) بـه سـرعت    
 . مهـار )4(كننـد  مي شروع به ساخت انواعي از مهار كنندگان پروتئازي

تواننـد بـا    ها هستند كه مي گروه بزرگي از پروتئين ،كنندگان پروتئازي
هـا مقاومـت كننـد.     نآها، در برابر  پپتيدي آنزيم هاي پلي شكستن رشته

ي از جملـه  تـوان از منـابع مختلف ـ   اي پروتئـازي را مـي  ه ـ كننـده  مهار
  . )4-5( هاي مختلف گياهان جداسازي كرد بخش

 ]L.Lam (batatas Ipomoea([زميني شيرين با نام علمي  سيب
است كه به صورت گسترده در نواحي آسياي جنـوب   اي گياهي دولپه

و به عنوان غـذاي انسـان،    )6( شود شرقي (مناطق استوايي) كشت مي
اند  . تحقيقات نشان داده)7( خوراك دام و مصارف صنعتي كاربرد دارد

زمينـي   سـيب  ي درصد پـروتئين محلـول در بخـش ريشـه     60-80كه 
. )8( دهـد  تريپسين (اسـپورامين) تشـكيل مـي    ي كننده شيرين را مهار

در چند و القا كنندگي آپوپتوز را در  خاصيت ضد تكثيري ،اسپورامين
 ...) از خود نشان داده است سلولي سرطاني (زبان، كولون و ي نوع رده

)10-9.(  
زميني شيرين  هاي مختلفي براي جداسازي اسپورامين سيب روش

 .مورد استفاده قرار گرفته استكنندگي تريپسين  ت مهارو تعيين فعالي
هاي دو ستوني كروماتوگرافي تعويض يوني و سپس  روش براي مثال،

ــاتوگرافي  ــايلي   )10-11(ژل كروم ــاتوگرافي تم ــا كروم از  )12(و ي
ي  اي هسـتند و سـبب افـزايش هزينـه     هاي چند مرحله ي روش جمله

ــد.  اســتخراج مــي از روش تــك ســتوني  ،حاضــر ي در مطالعــهگردن
 ي سازي اسپورامين از ريشـه  خالصكروماتوگرافي تعويض يوني براي 

كننـدگي آن بـه روش    زميني شيرين اسـتفاده شـد و فعاليـت مهـار     سيب
Laskowaski-Takanara اثر ضد تكثيـري  ،در پايانگرديد. گيري  اندازه 

  .شدهاي سرطاني پستان بررسي  بر سلول براي اولين باراسپورامين 
  

  ها روش
 ينيزمبيس يتعداد: شيرينزميني  سازي اسپورامين از سيب خالص

 ـخر تهران در يمحل فروشگاه از نيريش  ـگرد يداري شـه ير از. دي
 خـرد  و پوسـت  گـرفتن  شستشو، از پس نيريش ينيزمبيس يها

. عصارهديگرد هيته يآب ي عصاره ،يريگوهيمآب دستگاه با كردن
ــ ي ــام يآب ــا   ،خ ــله ب ــافر   4بلافاص ــم ب ــيم 50حج ــولاريل    م

Trisaminomethane- Hydrogen chloride )Tris-HCL (  
)6/7  =pH ( مولار ميلي 1كه حاوي Ethylenediaminetetraacetic acid 
)EDTA( ،1/0  مــولارSodium chloride )NaCl(  درصــد 1/0و
)W/V  ياWeight/Volume (   از  آسكوربيك اسـيد مخلـوط گرديـد)

سازي تركيب بافر همين موارد به جـز   اين جا به بعد در بخش خالص
از كاغـذ صـافي    ،. مخلـوط حاصـل  آسكوربيك اسيد ذكر شده است)

گراد با شتاب  ي سانتي درجه 40 در دماي ،واتمن عبور داده شد. سپس

x g3000  وژ گرديـد. هـم حجـم محلـول     يدقيقه سـانتريف  10به مدت
  بـا شـتاب    ،درصد اضـافه گرديـد. سـپس    60مونيوم آسولفات  ،رويي

g x 3000  رسوب حاصل در برابـر  شدوژ يدقيقه سانتريف 20به مدت .
ميكروليتـر بـر دقيقـه، وارد     200با سـرعت   ،دياليز گرديد. سپس بافر

 )Diethylaminoethanol-Sepharose )DEAE-Sepharose ستون
)GE Healthcare) (15  ×100 قبل با بـافر  متر مربع) شد كه از  ميلي

   NaCl ي ي پيوسـته نمك ـ شـيب سـتون بـا    آن گـاه، . بـود متعادل شده 
هاي خـارج شـده از سـتون     شستشو داده شد. فراكشنمولار  5/0-1/0

با استفاده از دستگاه اسپكترومتري در طول مـوج   و آوري گرديد جمع
  .شدنانومتر خوانده و كروماتوگرام رسم  280

 :SDS-PAGE به روش شده  استخراجپروتئين  خلوصتعيين 
مختلـف   يهادر نمونه نيخلوص پروتئ ي درجه نييو تع يبررس يبرا

ــاتوگراف  ــل از كروم ــو يحاص ــ ضيتع    PAGE-SSD روش از ون،ي
)Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (

سازي و نصب قطعات دستگاه الكتروفورز  بعد از آماده استفاده گرديد.
)BioRad   مواد ژل پايين (تفكيك كننده) طبـق دسـتورالعمل كيـت ،( 

در  وبــا يكــديگر مخلــوط  درصــد 5/12(ســيتومتين ژن) بــا غلظــت 
بعد از بسـته شـدن كامـل      مخصوص الكتروفورز ريخته شد. ي صفحه

و طبـق   درصـد  5ژل پايين، ژل بالا (رديـف كننـده) نيـز بـا غلظـت      
دستورالعمل كيت ساخته و روي ژل پايين ريخته شد. بعد از ريخـتن  

مربوط به چاهك نيز در ژل فرو برده وزمان داده شـد   ي ژل بالا، شانه
پروتئينـي،  نشـانگر  ي پروتئينـي و   ر نمونهتا ژل ببندد. ميزان لازم از ه

الكتروفورز بـا اخـتلاف پتانسـيل     ،سپس ها ريخته شد و درون چاهك
ژل در محلــول رنــگ كــه حــاوي  ،. ســپسگرديــدوات انجــام  100

Coomassie Blue R-250  قرار داده شد.بودو متانول ،  
بر قرار داده شد. جهت  ژل با آب مقطر شستشو و در محلول رنگ

دايي كامل ژل و هويدا شدن باندهاي پروتئيني مجزا، در طيـف  ز رنگ
  بر تعويض شد. ساعته، چندين مرتبه محلول رنگ 48زماني 

 اسـپورامين  تريپسـين  گيهكنند مهار فعاليت ميزان گيري اندازه
ميزان فعاليت مهاري اسـپورامين اسـتخراج شـده     :شده سازي  خالص

ايـن روش  . گيري شـد  اندازه Laskowaski-Takanaraمطابق روش 
مبتني بر ممانعت از افزايش رنگ حاصل از عمل تريپسين بر محلـول  

Nα-Benzoyl-L-arginine ethyl ester )BAEE (اثـــر . اســـت
بـا افـزايش جـذب همـراه      BAEEاسترازي تريپسين بر سوبسـتراي  

از افـزايش   ،تريپسـين  ي كننـده  در صورت اضـافه كـردن مهـار   . است
عمـل  ه عاليت استرازي تريپسين ممانعت بشدن ف جذب به علت مهار

هر واحد مهاري برابر با كاهش جذب بـه   ،در اين روش .)13( يدآ مي
  .باشد نانومتر مي 253در هر دقيقه در طول موج  001/0 ي اندازه

گرم پروتئين خالص  در يك ميليفعاليت مهاري آنزيم مهار كننده 
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  .شده با استفاده از فرمول زير محاسبه شد
  

 
=TIU   
 ]minmg//IU[  

 

  

factor dilution =d.f       
 

ــلول ــلول :كشـــــت ســـ ــرطاني رده ســـ ــاي ســـ   ي  هـــ
Michigan cancer foundation-7 )MCF-7(  اهـــــدايي از)

 سلولي سرطان پستان از نوع ي تهران) جزء رده ،سينا ابن ي پژوهشكده
Estrogen receptor+ )+ER( ها در  سلول. دنباش و متاستاز دهنده مي

   Roswell Park Memorial Institute-1640 محـــيط كشـــت
)RPMI-1640 (ــده ــب)  (ايـ ــت نوتركيـ ــاويزيسـ ــد  10 حـ   درصـ

Fetal bovine serum )FBS( )Gibco( ،1 بيوتيك درصد آنتي Pen-

Strep )Gibcoــرا ــت  طي)، در شـــ ــد 95رطوبـــ ــار درصـــ   ، فشـــ
Carbon dioxide )2CO گراد كشـت  يسانت يدرجه 37 يو دما 5) برابر
  .پاساژ آماده شدند يها براسلولدرصد،  80به تراكم  دنيداده و پس از رس

ها در حضور اسپورامين بـه روش   بررسي وضعيت رشد سلول
MTT: تعيـين غلظـت    و ضد تكثيري اسپورامين براي بررسي اثر

   روش از) IC50يـا   Inhibitory concentration50( كننـدگي  مهار
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide )MTT( استفاده گرديد )12، 14.(  
 ستيزدهيا( تيبود كه مطابق دستورالعمل ك يمراحل انجام به نحو

به منظـور  . ديحل گرد RPMI-1640 طيدر مح MTT، پودر )بينوترك
كامـل   طيسلول در مح ـ 7000 يحاو يونيسوسپانس ،MTT روشانجام 

 ـپـس از گذشـت   . خانه افزوده شـد  96 تيبه هر چاهك پل  شـب،  كي
   شدند. يبند ها گروه سلول

  با محـيط كشـت بـدون سـرم      تنهاانكوباسيون  براي گروه شاهد،
I-1640RPM  مـورد انجـام   در شرايط زماني ومكاني يكسان با گروه

  هــاي  انكوباســيون بــا اســپورامين بــا غلظــت مــورد،گــروه شــد و در 
  محلول در محـيط كشـت بـدون سـرم     ليتر  ميكروگرم/ميلي 2000-20

I-1640RPM   .يـا   24(بعـد از اتمـام زمـان انكوباسـيون     انجام شـد  
  . شدندآماده  MTT انجام روشها براي  چاهك) ساعت 48

دسـتگاه   بـا اسـتفاده از  سـلول  خانه حـاوي   96پليت  ،در نهايت
Enzyme-linked immunosorbent assay reader   

)ELISA reader(  نانومتر و طـول مـوج رفـرنس     490در طول موج
ــك   630 ــل بلان ــانومتر در مقاب ــع. شــد خــوانشن ــس از جم آوري  پ

ساعت طبق فرمول زيـر   48 و 24هاي  ط به گروهمربو IC50 اطلاعات،
  .مدبه دست آ

           OD of treatment  
                                      ×100  =cell viability )%(  

              OD of control  

اسـتفاده    tآزمـون  ها از  داده ي براي آناليز و مقايسه آناليز آماري:
 19 ي نســخه SPSSافــزار  بــا اســتفاده از نــرمهــا  آنــاليز داده گرديــد.

)version 19, SPSS Inc., Chicago, IL ( ــت و   صــورت گرف
050/0 < P  در نظر گرفته شد. اطلاعات به  يدار معنيبه عنوان سطح

  .ه شده استياراانحراف معيار  ±ميانگين  صورت
  

  ها افتهي
 شيرين:زميني  سيب ي سازي اسپورامين از ريشه استخراج و خالص

 ـ  محلول   هـاي   مـده از سـتون كرومـاتوگرافي در لولـه    آدسـت  ه هـاي ب
و با اسـپكتروفتومتر خوانـده    آوري گرديد ليتري روي يخ جمع ميلي 3

ابتدا يك  ،در كروماتوگرام .)1شكل شدند. كروماتوگرام رسم گرديد (
بـا اضـافه    ،ها هستند و بـه تـدريج   بزرگ قرار دارد كه ناخالصي ي قله

با اسـتفاده از گراديـان    ،پس از آن .شوند كردن بافر شستشو و جدا مي
  . شود نمايش داده مياسپورامين ي دوم مربوط به  قله، خطينمكي 

  

  
زميني شيرين، از  ي خام سيب . كروماتوگرام حاصل از عبور عصاره1شكل 

 Diethylaminoethanol-Sepharoseستون كروماتوگرافي 
)DEAE-Sepharoseي اول مربوط به  گردد. قله )، دو قله مشاهده مي

ي دوم كه پس از شستشوي ستون با شيب نمكي  باشد. قله ها مي ناخالصي
  گردد، مربوط به اسپورامين است. خطي مشاهده مي

  
 : SDS-PAGEشده با روش  اسپورامين استخراج خلوصييد أت

، هتخلـيص شـد   اسـپورامين ميـزان خلـوص    ي براي بررسي و مقايسه
مخلوط و در حضور سديم دودسـيل   ،با حجم برابر از بافراسپورامين 

 ، سـتون 2طبـق شـكل    سولفات در شرايط احيايي الكتروفورز گرديد.
M، ي  اي از عصـاره  معرف نمونـه  ،1ستون  معرف نشانگر پروتئيني و
وجود باندهاي  .زميني شيرين است استخراج شده از سيب ي اوليه خام

 1ي سـتون   نشان از وجـود ناخالصـي در نمونـه    ،بر روي ژلمختلف 
خروجي از سـتون كرومـاتوگرافي    اسپورامين بيانگر ،2و ستون  است
، بيـانگر دسـتيابي بـه    2كيلودالتـوني در سـتون    25تك بانـد  . باشد مي

  .)15( است اسپورامينپروتئين خالص 
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 ژل يالكتروفورز بر رو قياز طر شده استخراج نياسپورام خلوص دييأ. ت2 شكل

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
)SDS-PAGE.( ستون M،  مربوط  1ستون نشانگر پروتئيني، مربوط به

است. وجود خام (پيش از بردن روي ستون كروماتوگرافي)  ي به عصاره
خروجي ستون  ،2باندهاي مختلف، نمايانگر ناخالصي است. ستون 

كروماتوگرافي پس از افزودن شيب نمكي خطي به ستون است كه حاصل 
  كيلودالتوني است. 25تك باند 

  
 اسپورامين خالص شده: و كنندگي تريپسين تعيين فعاليت مهار
خالص شده به روش كينتيك انجام  اسپورامينسنجش فعاليت مهاري 

گـرم در   در ميلـي  تريپسـين  واحد مهـاري  800 ، داراياسپورامين. شد
 بود.دقيقه 

 بـا سـاعت پـس از تيمـار     48و  24اسـپورامين   C50Iتعيـين  
 )Optical density )OD پـس از خوانـدن   :MCF-77هـاي   سـلول 
ن آساعت و قرار دادن  48 و 24شاهد و مورد در هاي  هاي گروه سلول

ــه ترتيــب C50Iمقــادير  در فرمــول،  0/250 ± 7/0و  0/950 ± 5/0 ب
بيـانگر   ). آنـاليز آمـاري  3آمـد (شـكل   بـه دسـت   متر  ميكروگرم/ميلي
  ).P > 010/0باشد ( مي دار ميان اين دو عدد اختلاف معني

  

  
   هاي درصد زنده ماندن سلول .3شكل 

Michigan cancer foundation-7 )MCF-7( ،24  ساعت  48و
  هاي متفاوت اسپورامين پس از تيمار با غلظت

  بحث
سـازي تركيبـات    هاي بهينه و كارآمـد در خـالص   يافتن روشامروزه، 

در سـال   گياهي داراي خواص درماني، اهميت زيادي پيدا كرده است.
ــار از عصــاره  ،1985 ــين ب ــراي اول ــول ريشــه اســپورامين ب ي  ي محل
به صـورت   ،SDS-PAGEزميني شيرين تخليص گرديد و روي  سيب

ي حاضر  ) كه با نتايج مطالعه15كيلودالتوني مشاهده شد ( 25تك باند 
 خواني دارد. هم

هماننـد   پـي در پـي   سـتون  دوهـاي   از روش در مطالعات قبلـي، 
 ،و سپس DEAE-Cellulose استفاده از كروماتوگرافي تعويض يوني

) و يــا روش Sephadex-G75 )15 ،11-10فيلتراســيون ژلــي بــا   
شـده   راي استخراج اسـپورامين اسـتفاده   ب )12(كروماتوگرافي تمايلي 

است. روش كروماتوگرافي تمايلي نسبت به كرومـاتوگرافي تعـويض   
سـازي   تر و نيازمند طراحي نشانگر خـاص بـراي خـالص    يوني، گران

توان بـه   . از مزاياي روش كروماتوگرافي تعويض يوني، مي)16(است 
حساسـيت زيـاد نسـبت بـه مـاده در حـد        ،مدت زمـان كوتـاه آنـاليز   

ميكروگرم در ليتر، استفاده از مواد شيميايي ارزان و سالم براي محـيط  
ــرد   ــاره ك ــت و ... اش ــه  .)17(زيس ــپورامين از ريش ــتخراج اس  ي اس

يرين، با تك ستون كروماتوگرافي تعويض يوني با ليگاند زميني ش سيب
DEAE-Sepharose صـورت   ي حاضـر  در مطالعـه  ، براي اولين بـار

ي حاضر، استفاده از  . دليل موفقيت روش تك ستوني در مطالعهگرفت
) بـود؛ در حـالي كـه در    NaClمـولار   1/0-5/0شيب نمكي پيوسته (

مـولار   2/0ماننـد   از يك غلظـت نمكـي مشـخص    ،ي ديگري مطالعه
NaCl )10( مـــولار  0/2ي ديگـــري، از غلظـــت  و يـــا در مطالعـــه

Potassium chloride )KCL ــتفاده ــپس، روش ژل  )15() اس و س
فيلتراسيون به كار گرفته شده بود. استفاده از شيب نمكـي، سـبب اثـر    

ي پروتئين از رزين در كروماتوگرافي تعـويض يـوني    جداسازي كننده
به دليل خاصيت ضعيف جداسـازي   ،NaCl. استفاده از )18(گردد  مي

  .)16(شود  ها ترجيح داده مي كننده به ساير محلول
 ،ي حاضـر  گيري شده در مطالعه نتايج ميزان فعاليت مهاري اندازه

باشـد؛ چـرا كـه بـر اسـاس       ي ديگري قابل مقايسه نمي با هيچ مطالعه
جستجوهاي انجام شده، مشخص گرديد كه سـاير مطالعـات از روش   

تنها  ).9-10، 12(اند  ) استفاده كردهZymographyكيفي زيموگرافي (
ي اسـپورامين بـه    فعاليت مهـاري ويـژه   و همكاران، Sunي  در مطالعه

، امـا در تحقيـق حاضـر، از    )11(صورت درصدي گزارش شده است 
اســتفاده گرديــد. در  Laskowaski-Takanaraروش معتبــر و كمــي 

توان نشان داد كه اسپورامين خاصيت مهـار   روش زيموگرافي، تنها مي
  دهد. تريپسين را دارد، اما عددي را به آن نسبت نمي

مشخص شد كه اثر سميت اسپورامين بـر   ،MTTدر نتايج روش 
اي كـه   باشد؛ به گونه هاي سرطان پستان وابسته به دز و زمان مي سلول
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يابد كـه مطـابق بـا     كاهش مي IC50ساعت،  48به  24با گذر زمان از 
و در خصـوص   )9، 12(نتايج ساير مطالعات انجام شده تاكنون است 

مكانيسم اثر اسپورامين، تأكيد مطالعات قبلي بـر مسـير ميتوكنـدريايي    
. بر اساس مطالعات انجـام گرفتـه بـر    )9-10 ،12(آپوپتوز بوده است 

تيمار با اسپورامين، سبب افـزايش بيـان   ، هاي سرطان زبان روي سلول
Bax كاهش بيان ،B-cell lymphoma-2 )BCL-2(    و تنظـيم منفـي
 Protein kinase B/Glycogen synthase kinase 3ير مســ

)Akt/GSK310(گردد  ) فسفريلاسيون مي(.  
سـازي اسـپورامين از    با توجه به كارايي روش پيشنهادي خـالص 

تـوان اميـدوار بـود كـه در آينـده،       زمينـي شـيرين، مـي    ي سـيب  ريشه

شود و بـا توجـه بـه مـؤثر بـودن       تر تهيه تر و ارزان اسپورامين راحت
توان مطالعات  هاي سرطان پستان، مي اسپورامين در كاهش رشد سلول

  .بيشتري بر روي آن انجام داد
  

  تشكر و قدرداني
ي حاضر، بخشي از طرح پژوهشي مصوب در معاونت تحقيقات  مقاله

ــن ــماره    و ف ــا ش ــيلان ب ــكي گ ــوم پزش ــگاه عل ــت  آوري دانش ي ثب
IR.GUMS.REC.1394.32 بخـش   باشـد. از جنـاب آقـاي فـرح     مي

هـاي فنـي و    كارشناس محترم آزمايشگاه بيوشيمي، به دليـل حمايـت  
 .گردد معنوي، سپاسگزاري مي
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Optimization Sweet Potato [Ipomoea Batats (L.) Lam] Sporamin Extraction and 
Analyzing its Antiproliferative Effect on Breast Cancer Cells, MCF-7 Cell Line 

 
Marzyeh Ghayoumian1, Adeleh Alihashemi1, Maryam Omidioskuie2, Iraj Nikokar3, Azadeh Kabiri4 

 
Abstract 
Background: Finding cures with herbal origins with an easy and cost-effective way of extraction for treatment of 
diseases such as cancer is highly appreciated. Considering that proteases are involved in initiation and spreading of 
cancer cells, proteases inhibitors can be take into account as an option for treatment. Sporamin is belonging to 
trypsine inhibitors group which exists in sweet potato tuber. In this study, the method of sporamin extracting was 
optimized, and for the first time, its effect on proliferation of breast cancer, MCF-7 cell line, was examined.  

Methods: Aqueous extraction was obtained from sweet potato. Transparent extraction was inserted into 
chromatography diethylaminoethanol-Sepharose (DEAE-Sepharose) column. After washing with a linear salt 
gradient, fractions were separated. To determine protein purity, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) was performed. Sporamin inhibitory activity was measured using Laskowaski 
method, and eventually 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT method) was used to 
assess the antiproliferative effect of sporamin. 

Findings: A single band of 25 kDa sporamin was obtained via SDS-PAGE. Its inhibitory effect was measured 
800 units in mg/minute. According to the results of MTT method, the amounts of inhibitory concentration 50 
(IC50) for 24 and 48 hours were significantly different (P < 0.01). 

Conclusion: Using single-column ion exchange and linear salt gradient for sporamin purification was 
successful; and due to its antiproliferative effect on MCF-7 cells, there is hope that this technique could be used 
for the purification of drug and treatment of disease in future. 

Keywords: Ipomoea batatas, Purification, Chromatography, Electrophoresis, Polyacrylamide gel, Breast neoplasms 
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