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22/1/91: ، پذیرش مقاله23/11/90: دریافت مقاله
 ـ يد. باشـد ینامناسب غذاها م   يم در ارتباط با نگهدار    یطور مستق ه  ن ب یستامیت با ه  یمسموم:مقدمه   ـیداز، دآم ین اکـس  یآم ون یناس
 ـيد. کندیز م ین را کاتال  ین و پوترس  یگر مانند کاداور  یک د یوژنیب يهانین و آم  یستامیو ه یداتیاکس  ـگ يدازهاین اکـس  یآم یپراکنـدگ  یاهی

 ـینتیو خـواص ک يسـاز ن مطالعه انجام گرفت تا خـالص یل، این دلیبه ا . نه مانند نخود، خلر و ماش دارند      یدر خانواده لگوم   يادیز  ـیک م یزآن
.ش گرددیخلر آزمايهاناز از جوانهیستامیه
   طور کوتاه، با اسـتفاده  ه ب. بودراتییتغيکو و همکاران با یکسر    یله روش انجام شده فدر    یم بوس یآنز يسازخالص: هامواد و روش

 ـله کیظ بوسیت، تغلساع18مدت ه ب=7pHمولار  یلیم 50م  یه بافر پتاس  یز عل یالیوم، د یله سولفات آمون  یاز رسوب دادن بوس    يهـا سهی
=5/5pHمولار و    یلیم 15م  یسفادکس که قبلاً با بافر فسفات پتاس       DEAE-52ستون   يکول، گذاشتن رو  یلن گل یات یپل يز بر رو  یالید

م یته آنـز یهموژنوس. دیخارج گردM2/0ب نمک در یش شیم با افزایت آنزیو در نهاCuCl2کرومول ییک ميده بود حاویبه تعادل رس
.دیله اسپکتروفتومتر مشخص گردیداز بوسین اکسیآميت دید شد و فعالیدر هر مرحله تائSDS-PAGEک یله تکنیبوس
 ن یادداشـت شـد و   یگـرم پـروتئ  یلیواحد در م50ن یستامیهيسوبسترايخالص شده برا ییم نها یژه آنز یت و یفعال: هایافته

 ـ  یآنزیتیژنوسو همو) Vmax ،5/2=Km=05/3(م یآنزکینتیکیخواص  ـدر ناحSDS-PAGEله یم خـالص شـده بوس لـو  یک72ه ی
.ن نشان داده شدودالت
  ـد در پ  یم جد یبه عنوان یک آنز    یاهیناز گ یستامیم ه یدر مجموع آنز  : گیريبحث و نتیجه   ـت بـا ه   یاز مـسموم   يریشگی ن یستامی

.دوار کننده استیام

یمیآنزکینتیکناز، یستامیه: هاي کلیديواژه ،Lathyrus sativus

چکیده
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مقدمه
هاي بیوژنیک بازهـاي آلـی هـستند کـه پراکنـدگی             آمین

هـا و  وسیعی در ارگانیسم هاي زنده، حیوانات، گیاهان، بـاکتري     
این ترکیبات شـامل گروهـی از آمـین هـا           ). 1(ها دارند   ویروس

هستند که در بسیاري از پروسه هاي بیولوژیک درگیر بـوده و از   
ي و پلی آمین، هیـستامین، آگمـاتین و کـاتکول       این ترکیبات د  

اکسیداسیون آمین هـاي بیوژنیـک      . آمین ها را می توان نام برد      
به آمین هاي مربوطه بوسیله دو کلاس اصلی از آنزیم ها کاتالیز            

میایی کوفاکتورشـان گـروه    یگردد که براسـاس طبیعـت ش ـ      می
آمین اکسیدازهاي حـاوي مـس کـه ویژگـی          -1. شوندبندي می 

آمین اکسیدازهاي حـاوي     -2لایی براي آمین هاي اولیه دارند       با
فلاوین که آمین هاي اولیه، ثانویه و حتی آمین هاي نـوع سـوم              

در هر دو مورد مولکول اکسیژن گیرنـده  . را هم کاتالیز می کنند   
الکترون است در حالیکه پراکسید هیدروژن به عنـوان محـصول         

).3،2(واکنش می باشد
که همان هیستامیناز است یک آمین       1دازن اکسی یدي آم 

,Cu-AOs(اکـسیداز همـودیمر اسـت     E.C. کـه  ) 1.4.3.6
). 4(ن وزن دارنـد وکیلودالت70-90هرکدام از زیرواحدهاي آن 

این آنزیم حاوي یک یون مس اسـت و در بعـضی مـوارد واجـد                
). 5(تري هیدروکسی فنیل آلانین کوئینـون مـی باشـد           -2،4،5

هایی هستند که پراکنـدگی وسـیعی      ا آنزیم دي آمین اکسیدازه  
در پـــستانداران دارنـــد و پوترســـین، کـــاداورین، اگمـــاتین و 

دي آمــین اکــسیدازها،  . هیــستامین را اکــسید مــی کننــد   
دآمیناسیون اکسیداتیو بسیاري از آمین هاي بیوژنیـک اولیـه را           

دي آمین اکسیداز در لایه سطح بالایی از).6(کاتالیز می کنند 
ی روده دیده شده است که گفتـه مـی شـود بـه عنـوان                موکوس

حفاظت علیه هیستامین تولیدي ناشـی از مـسمومیت غـذایی و     
). 7-9(همچنین هیستامین تولیدي در بدن عمل می کند 

ــوك     ــه ش ــخ ب ــین در پاس ــسیدازها همچن ــین اک دي آم
و ) 10(آنافیلاکسی در خوکچه هنـدي هـم اسـتفاده شـده انـد              

یسکمی در قلب موش صحرایی نیز نقش       برعلیه آسیب ناشی از ا    
به همین دلیل دي آمـین اکـسیدازها        ). 11(حفاظتی داشته اند    

جهت درمان ایـسکمی میوکـارد در حـال حاضـر اسـتفاده مـی               
ــد  ــی  ). 12(گردنــــ ــت دارویــــ ــک پتنــــ ــرا یــــ اخیــــ

)N.PCT/EP01/13770 (   ــه ــرده ک ــشنهاد ک ــا پی در امریک
ی دارنـد در  داروهایی که حاوي هیستامیناز بـوده و منـشا گیـاه    

درمان شوك آنافیلاکسی در قلب، آسم آلرژیک، شوك آلرژیـک          
هـا بواسـطه هیـستامین      طور کلی در تمام عفونت    ه  و عفونی و ب   

مانند رنیت آلرژیک و التهـاب ملتحمـه و درماتیـت مـی تواننـد             
1).12(استفاده گردند 

در مقایسه با پستانداران مشخص شده است که دي آمین          
میـزان  -1که شرایط بهتري دارند از جمله این   اکسیداز گیاهان 

کاتالیزوري این آنزیم بسیار بیشتر اسـت و         2و اصطلاحاً فرکانس  
تمایل بیـشتري بـراي بانـد شـدن بـه      -2. فعالیت بیشتري دارد 

همچنین مشخص شـده    . بسیار پایدار است   -3.هیستامین دارد 
است که دي آمین اکسیدازهاي گیاهی در جوانـه هـاي درحـال    

از کل محتوي پروتئینـی آن      % 4رشد خلر با غلظت هایی حدود       
هاي کروماتوگرافیـک آن را     وجود دارند و می توان توسط روش      

بنابراین هـدف از انجـام ایـن مطالعـه خـالص      ). 12(خالص کرد  
سازي و بررسـی برخـی خـواص کینتیکـی آنـزیم هیـستامیناز              

ــک      ــتفاده از تکنی ــا اس ــر ب ــه خل ــده از گون ــالص ش ــاي خ ه
پلـی  –و سـدیم دودسـیل سـولفات   3وماتوگرافی تعویض یـون  کر

. می باشد4اکریل آمید ژل الکتروفورز

1. Diamine oxidase (DAOs)

2. Turnover

3. Ion-exchange chromatography

4. Sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel Electerophoresis (SDS-PAGE)
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هامواد و روش
د ی، اس 1سید تر یل آم یس آکر یل ب یمت–N،Nد،  یل آم یآکر

وم پرســولفات، یــ، آمون2ل ســولفاتیدودســســدیمک، یدریــکلر
N،N-سرول، یفسفات، گل  می، منوسد 3نیلن دي آم  یلن ات یتترامت
ال، یک گلاس ـ یداستی، اس 4انت بلو یلیبر یتوتانل، کوماس مرکاپ -2

، 5ل سـفادکس  ی ـنواتیل آم یات ين د ی، مارکر، رز  ٪1متانول، آگار   
یدروکــسیه-2کلــرو يد3،5ن، یریــپینــوآنتین، آمیستامیــه

گما یداز از شـرکت س ـ    یم پراکـس  ید و آنـز   یک اس ـ یبنزن سـولفون  
و وم، کلـرور مـس خـشک      ی ـسـولفات آمون  . دیه گرد یته) کایامر(

ه ی ـته) آلمـان (دروژن فـسفات از شـرکت مـرك         یه يم د یپتاس
يت از جهاد کـشاورز  یکولایبذر اصلاح شده خلر و ورم     . دندیگرد

. ه شـدند  ی ـه مواد از نـوع خـالص ته       یدند و بق  یه گرد یلرستان ته 
از ) cm30×5(بـه ابعـاد      يشه ا ی ـعـدد سـتون ش     2ن  یهمچن

.دندیفراهم گرد) رانیا-ش طبیپو(یداخليشرکت ها
سـاعت، در    18خلـر بمـدت      يساندن دانـه هـا    یپس از خ  

ت کـشت   یکولایله ورم یبوس) شانه نشاء (ظروف مخصوص کشت    
گراد در  یدرجـه سـانت    23يروز در دمـا    7مـدت   ه  داده شده و ب   

,Lab Tech(نـاتور  یداخـل دسـتگاه ژرم   Korea (  قـرار داده
بـا یـک   ) 12(یم بر اسـاس روش قبل ـ     یآنز يخالص ساز . شدند

طور خلاصه، پس از برداشـت      ه  ب. رفتیرات صورت پذ  ییتغ يسر
=7pHمـولار  یل ـیم50گرم جوانه با محلول بافر فسفات     400

محلـول  . زه شـدند  یهموژن یع بصورت دست  یبا استفاده از ازت ما    
کمک  يبرا +cu2ن  یجهت تام  CuCl2کرومول  یم 1يبافر حاو 

از حجـم 4یک حجم از جوانه بـا     . م بود یآنز يزوریبه عمل کاتال  
زه شده و از پارچه عبور داده شده سـپس          یبافر فوق کاملاً هموژن   

20بـه مـدت      RPM5000هـا در     ین بردن ناخالـص   یاز ب  يبرا
Centrifuge(د یفوژ گردیقه سانتریدق 5415 R;Rotofix

32A, Germany ( با اسـتفاده از  . برداشته شدییمحلول روو

صـفر   يدر دمـا  اشباع  % 70وم  یر محلول سولفات آمون   یفرمول ز 
1).13(د یه گردیگراد تهیدرجه سانت

)x27/0-100) /(x-x0 (5/5 =ml100)/گرم ) ومیسولفات آمون
ه است  یدرصد اشباع اول   x0درصد اشباع مورد نظر و       xکه  
وم بـه محلـول   یگرم از سولفات آمون 45/44ن فرمول   یو مطابق ا  

کمـک  ه  بم ساعت   یمدت ن ه  فوژ اضافه و ب   یاز مرحله سانتر   ییرو
RPMآن گـاه در     د و   ی ـر در کنار یخ کـاملاً مخلـوط گرد        یاستر

و رسـوب آن بـا       دی ـفوژ گرد یقه سانتر یدق 10به مدت    000,10
ه ی ـساعت بر عل   18مدت  ه  د و پس از حل شدن ب      یبافر حل گرد  

ز یالی ـسه دیمولار و با استفاده از ک     یلیم 50م  یبافر فسفات پتاس  
10cut offظ یگـاه جهـت تغل ـ  آنرفت و یز صـورت پـذ  یالی ـد

کول صـورت   یلن گل یات یبا استفاده از پل    يریگم، آب یکردن آنز 
. دیظ گردیم تغلیآنزيو محلول حاو) م ساعتیبمدت ن(گرفت 

)ستون یک(یآماده کردن ستون کروماتوگراف
ل سـفادکس   ی ـنواتیل آم یات ين د یستون شماره یک از رز    

ــافر فــسفات   ــا اســتفاده از ب ک یــيحــاو=pH 7و mM15ب
مـدت یـک شـبانه روز       ه  د و ب  یبه تعادل رس   CuCl2کرومول  یم

ظ شده بر   یکاملاً با بافر فوق شستشو داده شده و آنگاه نمونه تغل          
هـر   یصـورت دسـت   ه  خته شده و ب   یر یستون کروماتوگراف  يرو

ml/min1 با سرعت یاز ستون کروماتوگرافcc3يبخش حاو
نانومتر  280وج  خارج شدند و جذب لوله ها بلافاصله در طول م         

;S2000 UV model( له یکدستگاه اسـپکتروفتو متـر  یبوس

WPA, Cambridge, UK (شتر یبيجذب ها. خوانده شد
بـا هـم   1/0شتر از  یب يشده و همه جذب ها     يجمع آور  1/0از  

آن بـه    pHبـود کـه      cc150حجم بدست آمده    . دیمخلوط گرد 
). 1کل ش(د یستون دوم آماده گرديرسانده شد و برا5/5

1. Tris base

2. Sodium dodecyl sulfate (SDS)

3. Tetra methyl ethylene diamine (TEMED)

4. Coomassie brilliant blue

5. DEAE-sephadex A-52
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نانومتر مربـوط بـه   280رات جذب در طول موج  ییتغ -1شماره شکل
.1بدست آمده از ستون يونهایفراکس

)ستون دو(یآماده کردن ستون کروماتوگراف
ل سفادکس که قـبلاً     ینواتیل آم یات ين د یستون دوم از رز   

ه شـده بـود فـراهم    ی ـته=pH 5/5و mM50با بافر فـسفات  
ک شبانه روز به کمک بافر فوق شستشو داده         مدت ی ه  د و ب  یگرد
pHبدست آمده از ستون یک کـه         يهاونیآنگاه از فراکس  . شد

دوم  یسـتون کرومـاتوگراف    يسانده شده بود بر رو    ر 5/5به  آنها  
يها به کمک لوله ها    بخش ml/min1خته شده و با سرعت      یر

دنـد و همزمـان     یگرد يجمـع آور   cc3يش در حجم هـا    یآزما
ک شـدن  یون خوانده شد و تا زمان به صفر نزد  یاکسجذب هر فر  

مـولار   0–2/0ب نمـک    یسـپس از ش ـ   . جذب هـا ادامـه داشـت      
م از سـتون خـارج      ینمـک آنـز    يد و در غلظت بالا    یاستفاده گرد 

ونیم در فراکـس   یت آنـز  ی ـفعال یپس از بررس ـ  ). 2شکل  (د  یگرد
ها در حضور مـارکر و بـا      ن بخش یک به هم، خالص تر    ینزد يها

د ژل یل آمیاکریپل-ل سولفات یم دو دس  یک سد یاز تکن استفاده  
. دیالکتروفورز مشخص گرد

نانومتر مربوط بـه     280رات جذب در طول موج      ییتغ -2شماره شکل
.2بدست آمده از ستون يونهایفراکس

 ـم ه یت آنـز  یفعال يریگاندازه ناز بـا اسـتفاده از      یستامی
نیستامیهيسوبسترا

کی ـبـا    یبا استفاده از روش قبل    م  یت آنز یفعال يریگاندازه
ن یستامین از ه  یپوترس يجاه  رفت و ب  یرات صورت پذ  ییتغ يسر

بــه طــور خلاصــه ). 12(دیــبــه عنــوان سوبــسترا اســتفاده گرد
یب خاموشــیم بــا اســتفاده از ضــریآنــزتیــفعاليریــگانــدازه
صــورت  nm515و در طــول مــوج   M.cm/104×6/2یمــول 

. دیگردیبایر ارزیرفت و مطابق با واکنش زیپذ
RCHO + NH3 +H2O2R-CH2-NH2 + O2 +H2O

ن یریپیبا آنت ) ژنهیآب اکس (ن روش محصول واکنش     یدر ا 
د و بـه کمـک      یک اس یبنزن سولفون  یدروکسیکلرو ه  يد-3،5و  
کنـد کـه در   یرنـگ م ـ   یجاد کمپلکس صورت  یداز ا یم پراکس یآنز

.ن جذب را داردیشتریبnm515طول موج 
میت آنزیاز جهت فعالیمورد نيهامحلول

.ه شدیته=7pHمولار 1/0بافر فسفات : Aمحلول -1
ن بـا غلظـت     یستامی ـن یـا ه   یپوترس ـ) : سوبـسترا (Bمحلول  -2

mM4 با استفاده از محلولAدیآماده گرد.
Aدر محلـول  mM2/0ن با غلظت یریپیآنت: Cمحلول -3

.دیه گردیته
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) دیک اسیسولفون بنزن یدروکسیکلرو ه  يد D)3،5محلول  -4
.دیه گردیتهCدر محلول mM2/0با غلظت 

ه ی ـاز کل  يم خالص تجار  یم خالص شده یا آنز    یآنز: Eمحلول  -5
100واحـد در  18/0با رقـت  ) U/mg protein18/0(خوك 

. شدندهیته0تریکرو لیم
Aدر محلول    mg/ml80با غلظت   ) HRPم  یآنز(Fمحلول  -6

.ساخته شد) بافر فسفات(
یم ـیواکـنش آنز   يم خـالص تجـار    یا با استفاده از آنز    ابتد

ت ی ـفعال یمـول  یب خاموش ـ یبر اسـاس ضـر    م شده سپس    یتنظ
يری ـم خالص شده در هـر مرحلـه بدسـت آمـد و انـدازه گ               یآنز
.                                 رفتیم بر اساس فرمول روبرو صورت پذیت آنزیفعال

2ml B + 2 ml D + 50 µl E + 100 µl F

م یو یـا آنـز    ) يتجـار (نازیستامی ـم خـالص ه   ی، آنـز  Eمحلول  
Eمحلـول  ين مطالعه است و در نمونه بلانک بجایخالص شده در ا  

پـس از اضـافه کـردن       . دی ـتر آب مقطـر اسـتفاده گرد      یکرولیم 50،  
درجه  25يقه در دما  یدق 10مدت  ه  ب يشه ا یها در لوله ش   محلول

دسـتگاه در طـول مـوج       کر قرار گرفتنـد و سـپس        یگراد در ش  یسانت
nm515     گاه جـذب نمونـه هـا بـا      آن .دیبا محلول بلانک صفر گرد

استفاده از دستگاه اسـپکتروفتومتر خوانـده شـدند و بـا اسـتفاده از               
م بر اساس   یت آنز یزان فعال یم) M.cm/104×6/2(یب خاموش یضر

بدست U/mg proteinژه بر اساس یت ویتر و سپس فعالیلیلیم
م اسـت کـه در      یاز آنـز   یزانیم م یک واحد آنز  یش  ن رو یطبق ا . آمد

515ش جــذب در طــول مــوج یواحــد افــزا1/0ش، یط آزمــایشــرا
ن در هـر مرحلـه بـا    یزان پـروتئ ی ـميری ـاندازه گ . جاد کند ینانومتر ا 

 ـ یآلبـوم  يصورت گرفـت و از سوبـسترا       ياستفاده از روش لور    ه ن ب
م در مرحلـه    یزژه آن یت و یفعال .)14(د  یعنوان استاندارد استفاده گرد   

م خـارج   ی، آنـز  E) ز شـده  یالیمحلول د (یقبل از ستون کروماتوگراف   
280در   1/0شتر از   ی ـبـا جـذب ب     يون هـا  یفراکس(1شده از ستون  

ب نمـک   یبعـد از ش ـ    2م خارج شـده از سـتون        یو آنز  E1) نانومتر  
. شديریبا استفاده از روش فوق اندازه گE2تحت عنوان 

Km و Vmaxن ییم و تعیت آنزیاثر غلظت سوبسترا بر فعال

م خالص شـده بـا      یت آنز یغلظت سوبسترا بر فعال    یبررس يبرا
م یت آنـز  ی ـفعال يری ـنکـه غلظـت سوبـسترا در انـدازه گ         یتوجه به ا  

mM2 ن از غلظـت ی، بنابرا)12(ه شده است  یتوصmM5/0،mM

66/0 ،mM1 ،mM5/1 ،mM2 ،mM5/2، mM3 ،mM

5/3 ،mM4هــا لــولد و محیــاســتفاده گردT1 تــاT9 از
ن ساخته شدند و مطابق با هر کدام بلانک آنها ساخته شد            یستامیه
و ) میسوبسترا و بـافر و آب مقطـر بـدون حـضور آنـز          يبلانک حاو (

nm515رات جذب با اسـتفاده از روش فـوق در طـول مـوج               ییتغ
صـورت   یاپی ـتکـرار پ   3هر غلظـت از سوبـسترا،        يبرا .بدست آمد 
). 5شکل (رات جذب در نظر گرفته شد ییتغن یانگیگرفت و م

 ـبـرك مربـوط بـه فعال      -ورینیل یمنحن -5شماره شکل م یت آنـز ی
Lathyrus(خلر يناز خالص شده از جوانه هایستامیه sativus (  در مقابـل

. ن به عنوان سوبسترایستامیمختلف از هيغلظت ها

SDS–PAGEک یتکن

یت دناتوره م ـ  ل سولفا یم دودس ین ها در حضور سد    یپروتئ
ل یم دودس ـ یسـد  یشوند و ثابت شده اسـت کـه دترجنـت یـون           

ن یا. د مناسب است  یل آم یاکر یسولفات جهت الکتروفورز ژل پل    
ن مـاده   ی ـن هـا در حـضور ا      یاست و پـروتئ    یبار منف  يماده دارا 
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ــاده    ــضور م ــده و در ح ــاتوره ش ــد د -2دن ــانول بان يمرکاپتوات
یواحـد هـا و پل ـ    ری ـشود و بـه صـورت ز      یا م یشان اح یدیسولف

–SDSدر روش  . نـد یآ یه در م ـ  ی ـبا سـاختمان اول    یید ها یپپت

PAGE شـده و    ین هـا همـه از نظـر بـار مثبـت خنث ـ            یپروتئ
ر جـرم   یفقط تحـت تـاث     یکیدان الکتر ین ها در م   یک پروتئ یتفک

).15(رد یگیقرار میمولکول
بـر اسـاس روش      SDS–PAGEک  ی ـن مطالعه تکن  یدر ا 

ینیه ژل پـائ ی ـتهيطور خلاصه براه ب انجام گرفت و  ) 16(یقبل
د و محلـول   ی ـد اسـتفاده گرد   ی ـل ام یاکر یدرصد پل  5از محلول   

.استفاده شدند) FوA ،B ،C ،D ،E(لازم يها
تـر  یلیل ـیم 3شـامل   ): محلول بـافر نمونـه    ( Aمحلول  

گـرم   یل ـیم 10تر بتامرکاپتواتانول و    یل یلیم 2/0سرول،  یگل
ــل در  ــگ برموفن ــیم10رن ــر یلیل ــرت ــول . آب مقط Bمحل

4/0س،  یگـرم بـافر تـر      165/18شامل  ): ینیمحلول ژل پائ  (
تـر آب مقطـر     یل یل ـیم 100ل سـولفات و     یم دودس یگرم سد 

م یتنظ ـ 8/8يک رو یدری ـد کلر یله اس ـ یبوس ـ pHباشد و   یم
وم پرسولفات یگرم آمونیلیم100شامل C:محلول.دیگرد

): ییمحلـول ژل بـالا    (Dمحلول  . آب مقطر  یس یدر یک س  
ل یم دودس ـ یگـرم سـد    4/0س و   یگرم بافر تـر    05/60شامل  

آن  pHباشـد و     یتر آب مقطـر م ـ    یل یلیم 100سولفات در   
ــاکر% 30محلــول (Eمحلــول . دیــم گردیتنظــ8/6يرو ل ی
گـرم  8/0د و   ی ـل آم ی ـگـرم اکر   30ن محلول شامل    یا): دیآم
محلـول  . تر آب مقطر بـود  یل یلیم 100د در   یل آم یس اکر یب

F) 05/72س، یگرم بافر تر14/15شامل ): بافر تانکمحلول
یلیم500ل سولفات در یم دودسیگرم سد5ن و یسیگرم گل

.دیم گردیتنظ3/8يروpHتر آب مقطر و یل
ینیه ژل پائیته

تـر از محلـول     یل یلیم 5/0: درصد 5جهت ساخت محلول    
B  ،8/2 تر از محلـول     یل یلیمE  ،9/2 و  تـر آب مقطـر    یل یل ـیم

را با هـم مخلـوط و درون بـشر          % 60سرول  یتر گل یل یلیم 55/0
داخـل   وم پرسـولفات  یاز آمون تر  یکرولیم 40خته شد و سپس     یر

بـه آن اضـافه و       TEMEDتر  یکرولیم 10خته و بلافاصله    یربشر  
خته شـد و بخـاطر صـاف شـدن     یر يشه ا یسپس درون قالب ش   

. خته شـد  یسطح ژل ر   يزو پروپانول رو  یالکل ا  ml2سطح ژل،   
شگاهیآزما يد در دما  یل آم یون اکر یمراسییک ساعت، پل   پس از 

گــاه محلــول آن. دیــه گردیــتهینید و ژل پــائیبــه انجــام رســ
.دیگردیزوپروپانول از سطح ژل خالیا

ییه ژل بالایته
D  ،05/1تر از محلول    یل یلیم 8/1ییه ژل بالا  یته يبرا

ــیم ــول یلیل ــر از محل ــیمE ،5/4ت ــر آب مقطــر، یلیل 3/1ت
ــر آمونیلکرویم ــت ــله  ی ــولفات و بلافاص ــر یکرولیم10وم پرس ت

TEMEDــب ش ــاضــافه و در قال ــر رويشه ای ــايب ینییژل پ
فـرو   ییخته و بلافاصله شانه مخـصوص در محلـول ژل بـالا           یر

یـک   ینیکـه فاصـله تـه چاهـک تـا ژل پـائ             يبطور. برده شد 
ز آمـاده   ی ـن ییمانده و بعد از یک ساعت ژل بـالا        یمتر باق یسانت

شد، ژل بدسـت آمـده  جهـت الکتروفـورز در روز بعـد مـورد                 
.دیاستفاده گرد

و الکتروفورزينمونه گذار
کـه در    يلازم در مراحل مختلف خالص سـاز       ينمونه ها 
ق ی ـرق ين به انـدازه ا    یشده بود از نظر پروتئ     يیخچال نگهدار 

ن داشـته باشـند و از هـر       یپروتئ mg/ml1شدند که هر کدام     
حل شـده و   ) Aمحلول  (در بافر نمونه     يه نسبت مساو  نمونه ب 
قـه در  ین ها بـه مـدت یـک دق   یشدن پروتئ  یعیر طب یجهت غ 

م یگراد قـرار گرفتـه و بـه کمـک سـد           یدرجه سانت  100يدما
ل سولفات و بتامرکاپتو اتانول که در بـافر نمونـه اسـت             یدودس
. ه بازگـشتند ی ـشـده و بـه سـاختار اول     یعیر طب ین ها غ  یپروتئ

پـر شـد و بـا       ) Fمحلول  ( حفظه تانک از بافر الکترود      سپس م 
يتـر از نمونـه هـا      یکرولیم 40لتون در هر چاهک     یسرنگ هم 
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قرار داده شد و در یک چاهک از         يمراحل مختلف خالص ساز   
دسـتگاه بـا   . تر به عنوان راهنما گذاشته شد یکرولیم 10مارکر  

2ر بـه مـدت      یی ـآمپر و ولتاژ متغ    یلیم 25ان ثابت   یشدت جر 
ژل از   يپـس از آزاد سـاز     . دیان برق متصل گرد   یساعت به جر  

گـرم   1/0بلـو،    یگـرم کوماس ـ   1/0يحـاو (دستگاه از محلول    
د یتر اس ـ یل یلیم 10زوپروپانول،  یتر ا یل یلیم 25استات مس،   

به مـدت یـک     ) تر رسانده شد  یل یلیم 100ک و به حجم     یاست
ل د و ژل درون محلـو     ی ـاسـتفاده گرد   يزیرنگ آم  يساعت برا 

با استفاده از محلول رنگبر      يقرار گرفت و سپس مرحله رنگبر     
د یتـر اس ـ  یل یلیم 140تر متانول خالص،    یل یلیم 600يحاو(

48بـه مـدت     ) تـر رسـانده شـد     یل 2ک خالص به حجـم      یاست
ن بـار بـا محلـول      یژل بدست آمده چنـد    . ساعت صورت گرفت  

ر اسکن بدست آمده در شـکل      یرنگبر شستشو داده شد و تصاو     
.نشان داده شده است4و 3

Lane(خارج شدهيونهایفراکس-3شمارهشکل 1, 2, از ستون ) 3
 ـناز با باند مشخص در ناح     یستامیم ه یآنز يحاو1/0شتر از   یک با جذب ب   ی ه ی

به بانـد مـشخص شـده در        . ن در حضور مارکر هستند    ولودالتیک 72باً  یتقر
 ـن که مربـوط بـه حـضور ز        ولو دالت یک 72محدوده   م یآنـز  ياحـد هـا   ر و ی

Laneناز خالص شده از جوانه خلر در یستامیه 1, 2, . است، دقت شود3

ب نمک یناز خالص شده از ستون دو بعد از ش یستامیم ه یآنز -4شکل
به بانـد مـشخص شـده در محـدوده          . متفاوت در حضور ماکر    يدر غلظتها 

 ـم هیآنـز يرواحدهاین که مربوط به حضور ز    ولو دالت یک 72باٌیتقر ناز یستامی
. خالص شده است، دقت شود

یافته ها
در طـول  هـا   ونیرات جدب فراکس  ییانگر تغ یب -2و1شکل  

1/0شتر از   ی ـبا جـذب ب    يهاونیفراکس. نانومتر است  280موج
ر جـذب در   یش چـشمگ  یمـشخص شـده انـد و افـزا         1در شکل   

م پـس از    یانگر خـروج آنـز    ی ـب 2ستون   35-45يهاونیفراکس
ناز و  یستامیم ه یانگر خروج آنز  یب -3شکل  . باشد یب نمک م  یش

اسـت کـه بانـد مـشخص شـده در            1گر از ستون    ید يهامیآنز
) نولـو دالت ـ  یک 72بـاً   یتقر(ن  ولـو دالت ـ  یک 75تر از   نیه پائ یناح

م در اثـر اسـتفاده از مرکـاپتو        یباز شـده آنـز     يرواحدهایانگر ز یب
ن ودالت ـلو یک75بالاتر از منطقه    يکه باندها یاتانول است در حال   

انگر خـروج   ی ـب–4شـکل . گر است ید يهامیمربوط به حضور آنز   
ب نمـک بـا     یپس از ش ـ   يهاونیم بصورت خالص در فراکس    یآنز

بـاز شـده آن در       يرواحدهایمتفاوت است و وجود ز     يغلظت ها 
مـی  م  ینشان دهنده خلـوص آنـز      دالتونلو  یک 72باً  یمنطقه تقر 

.باشد
, Vmaxانگر غلظت سوبسترا، یب-5شکل  Kmب خط یو ش

, Vmaxزان یاست و م Kmمـشخص  يم تجـار یسه با آنزیدر مقا
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م یآنـز  Kmزان  یشود که م   یمشاهده م  ین منحن یشده است در ا   
دهد که آنـز یـم    یبوده و نشان م    يخالص شده کمتر از نوع تجار     

ــگ ــتمایاهی ــل بی ــرايشتری ــسترا دارديب ــه. سوب در معادل
)Y=ax+b (05/83ب خـط برابـر اسـت بـا          یش)Km/Vmax ( و

ن غلظـت   یمولار که در ا    یلیم 53/2است با    يمساو Kmن  یبنابرا
) 05/3واحـد  ( موم  یاز سوبسترا سرعت برابر با نصف سرعت مـاکز        

یک ـینتیم بـا خـواص ک     ین آنـز  ی ـا یکینتیسه خواص ک  یمقا. است
میلی مولار و سرعت     =3Km: ه خوك   یاز کل  يم خالص تجار  یآنز

 ـ ی ـب یب ـیل ترک ی ـنگر م ایواحد ب ) =35/8Vmax(ماکزیمم   یشتر ول
یب ـیل ترک یعلت م ه  است اما ب   یاهیم گ یحداکثر سرعت کمتر آنز   

دارد و در واحـد زمـان        يشتری ـفرکـانس ب   یاهی ـم گ یشتر، آنـز  یب
7م  یژه آنز یت و یزان فعال یم. کند یه م یرا تجز  يشترین ب یستامیه

ت یزان فعال یبدست آمد، اما م    Eين برا یگرم پروتئ یلیواحد در م  
يهـا محلـول ن دریگـرم پـروتئ  یل ـیواحد در م 5/10م  یآنزژه  یو

ش یش ب یت افزا یو در نها  ) E1(بدست آمد    1خارج شده از ستون     
ب یم خـارج شـده بعـد از ش ـ        یت آنز یدر فعال  يم برابر یاز چهار و ن   

واحـد در    50بـه   ) E2(م  یت آنـز  ی ـزان فعال ینمک بدست آمد و م    
. دین رسیگرم پروتئیلیم

گیريبحث و نتیجه
نی ـن مطالعه نشان داد که با توجـه بـه ا          یج حاصل از ا   یتان
م یجوانـه خلـر، آنـز      ين هـا  یپروتئ ياز کل محتو  % 4زان  یکه م 

تبادل  یکروماتوگراف يهاناز است و با استفاده از روش      یستامیه
ن یم خـالص بدسـت آورد، بنـابرا   یتـوان آنـز  یم ـ یبه آسان  ییون

ناز بـه   یتامسی ـم ه ین آنـز  یجهـت تـام    یجوانه خلر منبع مناسب   
ن یپـائ Kmيم خالص شده دارا  ینکه آنز ید ضمن ا  یآ یحساب م 

و ) ه خـوك بـوده  ی ـه شده از کل   یته(يم تجار ینسبت به آنز   يتر
خود از جملـه     يسوبستراها يبرا يشتریل ب یتما ين دارا یبنابرا

ن اسـت و قـادر اسـت     ین و آگمانت  ین، کاداور ین، پوترس یستامیه
ینیار پـائ  ید یـا بـه حـد بـس        کن ـ يریشگیرا پ  ییفساد مواد غذا  

ين روش خالص ساز   یا يایاز مزا  ین یک یعلاوه بر ا  . کاهش دهد 
ن مطالـه از    ی ـن است که در ا    یا) 12(یم نسبت به روش قبل    یآنز

 ـ HiTrapيهاستون يجـا ه شرکت آمرشام استفاده نـشد و ب
گر استفاده شد و تنهـا باعـث        ید یآن از یک ستون کروماتوگراف    

یم نــسبت بــه روش قبلــیت آنــزیــالدر فعيدرصــد5کــاهش 
.دیگرد)12(

م خـالص   یشـود کـه آنـز      یم مشخص 5شکل  با توجه به    
) یم خـوک  یآنـز (ينسبت بـه نـوع تجـار       يشتریشده فرکانس ب  

ن ها را یآميدیطور کله ن و ب  یستامیه ه یداشته و واکنش تجز   
 ـ  یدهـد ضـمن ا    یانجـام م ـ   يشتریبا سرعت ب   و در ینکـه فراوان

نـاتور قابـل   یدر ژرمیکـه بـه راحت ـ    (خلـر   دسترس بودن جوانه    
يهـا ه خـوك و یـا روش      ی ـه کل ی ـنسبت به ته  ) باشد یکشت م 

ه یشود که ته   یدارد، باعث م   ينه بالاتر یاز به هز  یب که ن  ینوترک
اهـان  یو گ  3، خلـر   2، مـاش   1م خالص از جوانه جوانه نخـود      یآنز

م محـسوب   ین آنـز  ی ـا يد تجار یتول ينه مناسب برا  ینه زم یلگوم
).17(شوند 

مورد اسـتفاده از     يداز تجار ین اکس یآم يدر حال حاضر د   
یژه کم ـی ـت وی ـم فعالین آنـز ی ـشود که ا  یه خوك گرفته م   یکل

کـه   یهنگام یو حت ) نیگرم پروتئ یلیواحد در م  . 18/0(داشته  
ت ی ـاهان فعال یم هموژنوس گ  یسه با آنز  یخالص شده است در مقا    

طالعه نـسبت بـه     ن م یو در ا  ) 12(است نشان داده  يژه کمتر یو
يهااز جوانه) نیگرم پروتئ یلیواحد در م   50(م خالص شده    یآنز

گفتـه  . نـشان داده شـد  ن یار پـائ یبـس یم خوک یت آنز یخلر، فعال 
) 18(هموژنوس اسـت  یمیآنزخلرم خالص شده از     یشود آنز یم

يرواحـدها یمر از ز  یم یک همـود   ین آنز یده که ا  یو مشخص گرد  
یک یون مس بـوده      يهر کدام حاو  ن بوده که    ولودالتیک 90-70
رات پـس   ییاز تغ  یبه یک کوفاکتور که ناش     یطور کووالانس ه  و ب 

1 Cicer arietinum
2 Vigna radiate
3 Lathyrus sativus
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ل منجـر   یروزیشه ت یر در ر  یتغ(گردند   یاز ترجمه است متصل م    
 ـ ی ـفن یدروکـس یه يتـر -2،4،5د  یبه تول  نـون بـه    ین کوئ یل آلان

). گرددیعنوان کوفاکتور م
له یکه بوس  است دالتونلو  یک 150م  ین آنز یا یوزن مولکول 

آن  دالتـون لو  یک 72يرواحدهایمشخص شده و ز    یکروماتوگراف
ص داده شــده اســت و یتــشخSDS-PAGEک یــتوســط تکن

در مطالعـه حاضـر     ). 12،19(باشد   یم م یمر بودن آنز  یانگر دا یب
72بـاً   یه تقر ی ـو وجود بانـد در ناح      SDS-PAGEک  یز تکن ین
بتامرکـاپتو   م را کـه توسـط     یآنـز  يمرهـا یوجود دا  یدالتونلو  یک

کنـد ضـمن   ید م ـیاتانول از هم باز شده اند در حضور مارکر تائ        
زان ضخامت بانـد در     یم يم بر رو  یمختلف آنز  ينکه غلظت ها  یا
).4شکل (ر گذاشته اند یه تاثین ناحیا

کـم   یبا وزن مولکول   یآل يهاک مولکول یوژنیب ين ها یآم
فـراورده  و   یاز جملـه مـاه     ییاز منابع غذا   ياریهستند و در بس   

ن ی ـوجـود دارنـد، اگـر ا       يریتخم ي، گوشت و غذاها   یماه يها
ط نامناســب یره و پروســه شــدن در شــرایــذخیغــذاها در طــ

ين هاینه، آمیآميدهایله شدن اسیشوند از دکربوکس   ينگهدار
د ی ـن تول یزی ـل: عنوان مثال ه  ب. ندیآ یک مربوطه بدست م   یوژنیب

نــه یآميدهاین و اســیستامیــد هیــن تولیدیستیــن، هیکــاداور
ن یآم ـ. کننـد  ین م ـ ید پوترس ین تول ین و آرژن  ین، آگمات یگلوتام

مطرح هستند ییغذايت هایک در ارتباط با مسموم   یوژنیب يها
ره شـدن   ی، ذخ )ریمانند پن (دن  یو در زمان پروسه شدن غذا، رس      

ک یوژنیب ين ها ین جهت آم  یند و از ا   یآ یر غذا بوجود م   یو تخم 
ت غـذاها در زمـان      ی ـفیص از ک  توانند به عنـوان یـک شـاخ        یم

). 20(پروسه شدن در نظر گرفته شوند 
سم بدن مانند آزاد شـدن      یدر متابول  ین نقش مهم  یستامیه

یک مناسـب  ی ـولوژیزیر کـم اثـرات ف     یو در مقـاد    دارد د معـده  یاس
دسـتگاه گـوارش    ). 12(اسـت    یبالاتر سـم   ياما در دوزها   داشته

-Nن  یستامی ـم ه یداز و آنـز   ین اکـس  یآم ـ يم د یآنز يانسان حاو 

ن به محـصولات کـم      یستامیل ه یل ترانسفراز است که در تبد     یمت
ن ی ـتوانند باعث مهار این مین و کاداور  یپوترس. خطرتر نقش دارد  

. کنندیت مین را تقویستامیت هین سمیواکنش ها گردند و بنابرا
ن در اثـر پخـتن، انجمـاد، دود دادن،        یستامی ـه یطور کل ـ هب

 ـ  و کنسرو ک   يبسته بند  زان آن از ی ـرود و اگـر م    ین نم ـ یردن از ب
mg/kg200 غذا)PPM200 (ت یش یافت، باعث مسمومیافزا

یمثل تن مـاه ییشتر در غذاها  یت ب ین مسموم یا). 21(گردد   یم
ت مربـوط بـه وجـود       ین سـم  ی ـاست که ا  دهیاز خانواده اسکومبرئ  

.E يماننــد گونـــه هـــا ییهـــايبــاکتر  coli ،Proteus ،
Klebsiella ن و  یدیستیله شدن ه  یاشد که باعث دکربوکس   ب یم

عـلاوه بـر    . گردنـد  یتن م  یر بالا در ماه   ین با مقاد  یستامید ه یتول
هم به عنوان منبـع      یسیر سوئ یگر از جمله پن   ید یین منابع غذا  یا

).22(شود ین مطرح میستامیت با هیمسموم
اسـتفاده از  1999نکـه از سـال    یبا توجه بـه ا     یطور کل ه  ب

ص یتـشخ  يک بـرا  ی ـآمپرومتر يک و روشها  یولوژیب يسنسورها
یف ـیو داروها جهت کنترل ک     یک، مواد افزودن  یوژنیب ين ها یآم

شـود   یبکار برده م   ییاروپا يدر کشورها  ییو بهداشت مواد غذا   
ن یت آم ـی ـن خصوص لـزوم اسـتفاده از فعال     ین در ا  یبنابرا). 23(

ک و استفاده  یولوژیب يدر ساخت سنسورها   یاهیگ يدازهایاکس
ن و  یستامی ـزان ه یص م یو تشخ  یاهیگ ينازهایستامیم ه یاز آنز 

ن در  یستامی ـد ه یاز تول  يریشگیو مهمتر از آن پ     یزان آلودگ یم
. د باشدیتواند مفیبهداشت و سلامت جامعه در کشورمان م

ــر ا ــعــلاوه ب ــی در يدیــن تولیستامیــعلــت نقــش هه ن ب
ن یستامی ـقلب و نقش مـوثر ه      یسکمیاز ا  یناش يهایدگیچیپ

در ) 12(یلاکـس ین شـوك آناف   یو همچن  یقلب یتمیده آر یدر پد 
جهـت   یاهی ـم خـالص شـده گ     یسندگان از آنـز   ی ـن رابطـه، نو   یا

نده اسـتفاده   یقلب در مطالعات آ    يآن بر رو   یاثر حفاظت  یبررس
ن مطالعـه پـس از      یم خالص شده در ا    ین آنز یبنابرا. خواهند کرد 

در  يات کـاربرد  کول جهت مطالع  یلن گل یات یکانژوگه شدن با پل   
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سندگان ادامـه کـار در   یخواهد داشت و نو یینده استفاده دارو  یآ
.دارندیخود محفوظ نگه مين راستا را برایا

یتشکر و قدردان
معاونــت ن مطالعــه بــه طــور مــشترك از یــایمنــابع مــال

يراز یاهی ـگ يقـات داروهـا   یمرکـز تحق  تحقیقات و فنـاوري و      
و  یمیو مرکز ش  %) 70(تان  لرس یوابسته به دانشگاه علوم پزشک    

ن یتـام %) 30(راز  یش یدانشگاه علوم پزشک   ییدارو يفراورده ها 
يداننـد از جنـاب آقـا       یسندگان بر خود لازم م ـ    ینو. شده است 

يار گـروه زراعـت دانـشکده کـشاورز        یاستاد(يدکتر ناصر اکبر  
دشـان تــشکر و  یمفيهـا یبـه جهـت راهنمائ  ) دانـشگاه لرسـتان  

 ـ یاز زحمات سرکار خـانم سـم       زیند و ن  ینما یقدردان ه را چـاش ب
. گرددیر و تشکر میه طرح تقدیدر مراحل اوليخاطر همکار
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