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 براي تشخيص و شناسايي پروتئين پسته درمواد غذايي ELISAايشات سازي آزم   بهينه
 

  2و مايكل مورگان 1محمد قرباني*
  دانشگاه ليدز انگلستان ،استاد گروه علوم غذايي 2،دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان ،گروه علوم و صنايع غذايي استاديار1

 2/6/87 :؛ تاريخ پذيرش 9/10/86: تاريخ دريافت

  
  

  چكيده

ظهور عوارض آلرژي غذايي در برخي افراد حساس  سببهايي هستند كه  هاي آجيلي از جمله پسته داراي پروتئين ميوه

هاي دقيق تشخيص و شناسايي  كارگيري روش همستلزم ب ،موجود هاي نظارتي گذاري و روش  مقررات جديد برچسب. شوند مي

 ، آبPBS وسيله سه محلول  ههاي پسته ب  پروتئين در تحقيق حاضر .باشد  ميام   پي  پيح زا در سط  هاي آلرژي  مانده پروتئين باقي

با توجه به نتايج . و بافر تريس استخراج شدند تا بهترين محيط استخراج براي يك پروتئين خاص انتخاب شوددرصد 10نمك 

 90تا  20(صورت تدريجي  هسازي سولفات آمونيوم ب اعهاي استخراج شده، در مرحله بعد، از اشب  الكتروفورز و پروفيل پروتئين

از پروتئين خالص شده  ،سوم بخشدر . شداستفاده سازي پروتئين   خالصروماتوگرافي فيلتراسيون ژل براي و ك) درصد

يزان ارزيابي م بادي و نتيپس ازتوليد آ .گرديددر بدن خرگوش استفاده  بادي ويژه ژن براي توليد آنتي  عنوان آنتي  هب

نمونه  12هاي مربوطه در  حساس و ويژه براي بازيافت و شناسايي پروتئين  ELISهاي  روشآنها،  ي و ويژه بودنپذير  واكنش

ميزان بيشتر پروتئين استخراج شده در يك محيط خاص همواره كه  نتايج نشان دادند. مواد غذايي مورد استفاده قرار گرفتند

وسيله  همانده پروتئين پسته ب گيري باقي  نتايج اندازه. ي معين نيستپروتئين يك باندي جدا كردن برا محيط نشانه كاراتر بودن آن

اقل يك حد براي غذاهاي مورد مطالعه و انواع مشابه كه نشان دادند همچنين ،بادي چهار محيط استخراج و سه سطح رقت آنتي

دقيق و طور  همانده پروتئين پسته را ب  باقي توان  اده از آنها ميكه با استفبادي وجود دارد  روش استخراج و يك سطح رقت آنتي

  .گيري نمود  و اندازهقابل اعتمادي تشخيص داده 

  

  سازي پروتئين، سولفات آمونيوم زايي، خالص  يژپسته، آليزا، آنتي بادي، آلر :كليدي هاي  واژه

  

  1مقدمه

بالاي پسته، وجود ارزش غذايي  و كيفيت رغم به

به همراه  اين ميوهزا باعث شده تا   هاي آلرژي پروتئين

هاي خشك نظير فندق جزو غذاهاي   ميوهبرخي ديگر از 

                                                
  moghorbani@yahoo.com: مسئول مكاتبه -*

مطالعات زيادي روي علل و عوامل  .ردزا قرارگي  آلرژي

هايي نظير پسته انجام شده   بروز آلرژي پس از مصرف ميوه

هاي فرد   بادي  اند كه آنتي  ن به اين نتيجه رسيدهاو محقق

ان يك جسم عنو  ها را به  ، پروتئين اين نوع ميوهحساس

اي  اين مقابله، تركيبات واسطه خارجي شناخته و بر اثر

ير اگزما، آلرژي نظ نظير هيستامين ترشح شده و عوارض
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 ،ارشاد( آيد  وجود مي  هب... ريزش از بيني و آسم، آب

ترين توليدكننده   ها بدون رقيب، عمده  ايران قرن .)2005

حاضر كشورهاي ديگر در جهان بود؛ اما در حال  پسته

اند؛   زمينه توليد و تجارت پسته به رقابت با ايران پرداخته

در يكصد سال پيش در  كه و آمريكا كه تركيه طوري به

هاي اخير توليد   ، در سالندزمره مشتريان ايران بود

مبدل  به رقيبي براي ايرانو  همحصول خود را بالا برد

تبليغات منفي عليه پسته ايران به بهانه آلوده بودن  .اند  شده

بندي آن   و بسته ، انبارداري پستههمچنينبه افلاتوكسين و 

 در ايران مشكلات پيش روي اين محصولها و   از چالش

  .)2008، ايران وزارت جهاد كشاورزي( است

هاي  جدا از مسائل اقتصادي و سياسي، وجود پروتئين

و اثرات آن روي  هاي مشابه  هوو مي زا در پسته  آلرژي

سلامت افراد حساس به آن به موضوعي مهم در اروپا و 

ت جديد آمريكا تبديل شده است تا جايي كه مقررا

 ملزمكنندگان را اتحاديه اروپا تمام توليدكنندگان و وارد

و يا  "may contain nut"هاي   كند برچسب مي

"contains nut" حاوي روي محصولاتي كه بر را

زميني باشند  و يا بادام هاغزممقاديري هر چند ناچيز از 

درباره مواد  اتحاديه اروپا مقررات دتشدي. دالصاق كنن

 بيماري در افراد حساس بروزنحوي عامل   غذايي كه به

روي عوامل سبب شده تا انجام تحقيقات برباشند   يم

 طبيعي موجود در غذاها كه به نوعي در اين زمينه ارتباط

هاي  گزارش .بيشتري پيدا كند و گستردگي دارند سرعت

دست است كه حاكي از خطرناك بودن پسته  متعددي در

در . استها  به پروتئينافراد خردسال حساس  برخي براي

پس از خوردن پسته،  1ي بروز شوك ناگهانيبسيارموارد 

گزارش شده ... و بادام هندي، 3و پاين نات 2فندق، ماكادميا

 ؛1998هوريهان،  ؛1995همكاران،  ناندز وفر(است 

                                                
1- Anaphylaxis 
2- Macadamia 
3- Pine Nut 

 ؛2000، گارسيا و همكاران ؛1999و همكاران  ساترلند

  ).2003 ،ايبانز و همكاران

هاي خشك  ها از ميوه سازي پروتئين  استخراج و خالص

زميني براي مقاصد  درختي نظير پسته، بادام، فندق و بادام

 ت، ازن بوده اساموضوع تحقيق بسياري از محقق ،مختلف

با استفاده از بافرهاي  )2004(و همكاران  پومزجمله 

، بافر همراه نمك سيترات، بافر تريس به بافر(مختلف 

و بافر كربنات  مولار 6اوره  محلولهمراه نمك،  فسفات به

گراد  درجه سانتي 4(و زمان و شرايط مختلف دما ) سديم

 20مدت   به گراد درجه سانتي 60مدت يك شب و  به

هاي  پروتئين 25به  1و نسبت پودر به بافر  )هدقيق

تئين محلول را در پروزميني را استخراج و ميزان  بادام

) 2000(پاسيني و همكاران . شرايط مختلف مقايسه كردند

مولار نمك طعام و نسبت  5/0نيز با استفاده از محلول 

هاي بادام را استخراج و  پروتئين 100به  1پودر به محلول 

گيري   ستفاده از استون محلول حاصل را چربيسپس با ا

 )2002(در تحقيقي مشابه توسط باير و همكاران  .نمودند

گيري با استون يك باند  و چربي PBS4با استفاده از 

هاي آن را   پروتئيني خاص را از فندق استخراج و ويژگي

  .مورد مطالعه قرار دادند

هاي مختلف استخراج   در اين تحقيق روش

هاي پسته از نظر كارايي استخراج با يكديگر  ينپروتئ

مقايسه شده و پس از انتخاب بهترين روش، يكي از 

و  صورت خالص ايزوله ههاي آن ب  ترين پروتئين  كوچك

خرگوش توليد  عليه آن در خونكلونال بر  بادي پلي آنتي

بادي نسبت   فعاليت و ويژه بودن آنتي پس از آزمون. گرديد

لص شده، با استفاده از روش اليزا ميزان به پروتئين خا

 نوع ماده غذايي مختلف با، 12مانده اين پروتئين در  باقي

 دفه .بدون و يا مجهول از نظر وجود پسته تعيين گرديد

هاي  بهينه كردن شرايط آزمايش حاضر از تحقيق اصلي

پروتئين پسته مانده  گيري باقي ايمونوشيميايي براي اندازه

                                                
4- Phosphate Buffered Saline 
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هاي   كارگيري روش هب .ها بودلف غذادر انواع مخت

و سطوح متفاوت رقت كار گرفته شده  بهاستخراج پروتئين 

ن اراهنماي مفيدي در اختيار محقق در اين تحقيق بادي آنتي

ترين  مناسب دهد تا بهترين روش استخراج و  قرار مي ديگر

بهترين نتيجه  ندست آورد  هبجهت بادي   سطح رقت آنتي

  .را انتخاب كنند

  

 ها  مواد و روش
شوند كليه  ذكر مي مشخصطور  بهاستثناي موادي كه  هب

پسته . شدند خريداري 1مواد شيميايي از شركت فيشر

از بازار محلي تهيه كه ايران  ليدوتبدون نمك  خشك و

گيري تركيبات اصلي پسته شامل پروتئين،  اندازه. گرديد

ن انجمد هاي استاندار آب، چربي و كربوهيدرات به روش

. انجام گرفت )2005هورويتز، ( 2زيهجدانان ت رسمي شيمي

  :انجام شدند صورت زير   هدر چهار بخش و ب ها آزمايش

 از آنجا كه روش مشخص و: استخراج پروتئين -الف

ثري كه همه محققان بر آن اتفاق نظر داشته باشند ؤم

 درصد، 10 نمك آب(مختلف  محلولسه  از وجود ندارد

براي استخراج  )سفات و بافر نمكي تريسبافر نمكي ف

ها  استخراج در همه روش مراحل. استفاده شد پروتئين

  :ندصورت زير انجام شد هبيكسان و 

گرم پسته با استفاده از  500گيري،  پس از پوست

استخراج صورت پودر درآمد و سپس  هخردكن خانگي ب

 در همان روز با استفاده از با استفاده از هگزان، روغن

پس از  .شد ساعت انجام 16مدت  هدستگاه سوكسله ب

مانده حاصل در سيني با عمق كم   ، باقيروغنخارج كردن 

ان زساعت در زير هود قرار داده شد تا هگ 24مدت  هب

پسته  پودرئين موجود در تسپس پرو وهمراه آن تبخير 

 .ندشوهاي فوق استخراج  بدون روغن با استفاده از محلول

                                                
1- Fisher Scientific, UK 
2-Association of Official Analytical Chemists  
(AOAC) 

و عمل  انتخاب شد 10به  1ه محلول نسبت پودر ب

ساعت  2مدت  هبگراد  درجه سانتي 4 استخراج در دماي

 ،شد زده مي هم همغناطيسي ب زن رامي با همكه به آ در حالي

محلول ابتدا توسط پارچه و غير مواد جامد .انجام گرفت

. جدا شدند) دور در دقيقه 1400(در سانتريفوژ  سپس

 به متري ميلي 2اي پلاستيكي ه در لوله رويي مايع زلال

 براي استفاده در مراحل بعد در فريزر تعداد لازم تقسيم و

در مرحله بعد  .نگهداري شدندگراد  درجه سانتي - 20

ها به روش كوماسي  غلظت پروتئين در همه نمونه

 )1976 ،4با اندكي تغيير در روش برادفورد( 3بريليانت بلو

  .گيري شد اندازه

: هاي پروتئيني توسط الكتروفورزندكردن با مشخص -ب

در هر سه روش  پسته الگوي پراكنش باندهاي پروتئيني

اكريل  پلي - وسيله الكتروفورز ژل اس دي اس هاستخراج ب

در روش . انجام شد طبيعيدو روش طبيعي و غيربه  5آميد

ني يباندهاي پروتئاز حرارت براي شكستن  طبيعي تنها

 ،بر حرارت طبيعي علاوهيرشود ولي در روش غ استفاده مي

DTT6 سولفيدي   شود تا پيوندهاي دي مي اضافه هم

ها تا اندازه ممكن   صورت پروتئين در اين .شكسته شوند

الگوي . شوند  تر شكسته مي  كوچك 7زير واحدهايبه 

راهنماي مفيدي براي  الكتروفورز باندهاي پروتئيني

نه ماده هاي موجود در نمو  بررسي كمي و كيفي پروتئين

پروتئين  استخراج يكغذايي و انتخاب نوع محلول براي 

  .باشد  خاص مي

سازي پروتئين با استفاده از سولفات   خالص -ج

ترين باند پروتئيني پسته با توجه به  كوچك: آمونيوم

در محلول  آنالگوي الكتروفورز باندهاي پروتئيني 

سازي با   كننده انتخاب و با استفاده از روش اشباع استخراج

                                                
3- Coomasee Brilliant Blue 
4- Bradford method 
5- SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
6- Dithietriol 
7- Subunits 
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انتخاب نوع محلول  .شدسازي   سولفات آمونيوم خالص

و بازيافت  باند اساس وضوحبر )تريس(كننده   استخراج

براي . در الگوي الكتروفورز بود 2S بيشترين پروتئين نوع

ترين درصد اشباع سولفات آمونيوم از   كردن مناسبپيدا 

بار  كه در نوع خود براي اولين ،اي سازي پله روش اشباع

گرم  50در اين روش مقدار . دشاستفاده  ،شد انجام مي

 PBSليتر از محلول   ميلي 500با  بدون روغنپودر پسته 

و گراد  درجه سانتي 4 ساعت در دماي 2مدت  همخلوط و ب

مخلوط حاصل توسط . شد هزد همپايين  با سرعت

سانتريفوژ صاف و بلافاصله با سولفات آمونيوم كريستال 

پس از . صورت تدريجي اشباع شد هب درصد 20تا حد 

با استفاده از سانتريفوژ مايع رويي و رسوب  ،سازي اشباع

اي جهت بررسي  از يكديگر تفكيك و از هر بخش نمونه

 همين به دوبارهمايع رويي  والگوي الكتروفورز برداشته 

هايي از مايه رويي و  اشباع و نمونه درصد 30روش تا مرز 

 90اي تا  سازي پله عمليات اشباع. رسوب تهيه گرديد

و به روش ) در هر مرحله درصد 10افزايش ( درصد

نمونه از  8نمونه از رسوب و  8مشابه انجام و در مجموع 

. برداشته شد جهت بررسي الگوي الكتروفورز مايع رويي

راي حذف نمك از ب (3500MWCO) هاي دياليز  از لوله

 كن انجمادي  خشك توسطها  نمونه استفاده شد و ها  نمونه

با  .غلظت قبل از دياليز غليظ شدند غليظ شدن به اندازهتا 

نداشتن ضور ححضور يا استفاده از الگوي الكتروفورز 

يك پروتئين خاص در مايع رويي يا رسوب حاصل از 

  .مشخص گرديدمعين يك اشباعيت 

پس از مشخص شدن : ماتوگرافي فيلتراسيون ژلوكر -د

نظر، در اين  ني موردياوي باند پروتئشباعيت حدرصد ا

 PBSوسيله  همرحله مقدار بيشتري از پودر پسته ب

استخراج و ميزان اشباعيت سولفات آمونيوم در دو مرحله 

مايع رويي و رسوب . به درصد مورد نظر رسانده شد

توسط سانتريفوژ از هم جدا و جزء حاوي پروتئين هدف 

هاي  ستفاده ازلولهبا ا) درصد 80مايع رويي اشباعيت (

در مقابل مقادير زياد آب بدون  (3500MWCO) دياليز

كن  و تمام محلول حاصل توسط خشك يون دياليز

. صورت پودري سفيد رنگ درآمد هب و انجمادي خشك

دهنده بيش  دليل آنكه الگوي الكتروفورز اين جزء نشان  هب

 از يك باند پروتئين بود از دستگاه كروماتوگرافي ستوني

از رزين  .سازي بيشتر استفاده شد براي خالص 1گراديفراگ

Sephacryl S-200 HR 96×6/1ي با ابعاد ستون در 

اساس اندازه براي تفكيك باندهاي پروتئيني بر متر  سانتي

 رزين پس از پر كردن ستون با. مولكولي استفاده گرديد

د مطابق دستورالعمل شركت سازنده با عبوردادن بافر اسي

كلريد  درصد 3/0مولار حاوي  1/0تريس  - يككلريدر

حجم ستون رزين به تعادل رسيده و آماده  4سديم باندازه 

شده حاصل از مرحله  خشكپودر  از .تزريق نمونه بود

ليتر   گرم در ميلي  ميلي 10ت ظمحلولي با غل سازي  اشباع

 با استفاده از سانتريفوژ كاملاً لامتهيه و پس از انحلال ك

متري اپندورف توزيع و براي  ميلي 2لوله  20 صاف و در

. در كروماتوگرافي در فريزر نگهداري شدند بعدي استفاده

ابتدا  ،جهت تزريق نمونه پروتئيني تا حدي خالص شده

ليتر در دقيقه   ميلي 2لوله حاوي آن از يخ باز شده و با دبي 

بافر  ليتر  ميلي 300سپس با استفاده از. شد تزريقبه ستون 

حاوي  )pH=5/7 مولار، 1/0(تريس  - سيد كلريدريكا

ليتر در دقيقه  ميلي 2با دبي  كلريد سديم و درصد 3/0

ليتري پس از گذشتن از يك  ميلي 6شستشو و اجزاء 

ر يك د UV-1تك مسير  گر ماوراي بنفش نمايان

هاي مربوط   زمان منحني هم. ي شدندآور  جمعكننده   جمع

كاغذ گراف توسط يك روي به هر پروتئين نيز بر

اين ترتيب با توجه به ه ب .گرديد  كننده رسم مي ثبت

ت آمده و تفكيك خروجي بافر دس ههاي ب منحني

 50هاي حاوي پروتئين از ميان  دهنده فراكسيونشستشو

نتايج . ندآوري شده قابل تشخيص بود لوله جمع

هاي مربوط به    روي لولهجانبي الكتروفورز بر هاي آزمايش

                                                
1- Gradifrac Pharmacia UKB, Upsala, Sweden 
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 21دست آمده نشان داد كه لوله شماره  ههاي ب  يمنحن

آوري پروتئين در  ترين فراكسيون براي جمع مناسب

اين ترتيب عمليات ه ب. ترين شكل ممكن بود خالص

و فراكسيون  تكرارمرتبه  20كروماتوگرافي به تعداد 

آوري و  تر جمع در ظرفي بزرگ 21مربوط به لوله شماره 

از اتمام عمليات پس . در فريزر نگهداري شد

از بكروماتوگرافي ظرف حاوي فراكسيون مورد نظر از يخ 

يك لوله  زهاي اضافي ا براي خارج كردن نمك شده و

دياليز در مقابل آب بدون يون دياليز و بلافاصله توسط 

ودري سفيد رنگ پصورت  هخشك و ب كن انجمادي  خشك

درجه  - 20شده در دماي  پودر پروتئيني خالص. درآمد

 .براي استفاده در مرحله بعد نگهداري گرديد گراد انتيس

جهت  :1(ELISA)ايمونوشيميايي  هاي آزمايش -ه

مانده پروتئين پسته به روش  تعيين باقي هاي انجام آزمايش

ELISA هاي ويژه  بادي در مواد غذايي لازم بود ابتدا آنتي

. آوري گردد اين پروتئين در بدن يك حيوان توليد و جمع

گرم از پروتئين پسته  ميلي 10مقدار  اين كار براي

تحت شرايط يخچال به شركت  (PS70S) شده خالص

بادي مورد نياز جهت   آنتي فرستاده شد تا 2هارلان

 200(ليتر   ميلي 5/0 .اليزا توليد شود هاي آزمايش

 400 صورت محلول  به) شده پروتئين خالص ميكروگرم

ليتر ماده   ميلي 5/0مراه ه هب PBS ليتر در گرم در ميلي ميلي

برنامه و با كاربرد يك تزريق  دو خرگوشبه بدن  3همراه

با  هاي مربوطه توليد و  اديب آنتي روزه 77 آزمايشي

 5گيري در قبل از تزريق در مجموع  بار خون احتساب يك

تحت شرايط  ها تهيه و هاي سرم خرگوش مرتبه نمونه

بدو ورود به  در. به آزمايشگاه ارسال شدند يخچال

ها از طريق  روي سرمبر ريپذي  آزمايش واكنش ،آزمايشگاه

با  هاي استاندارد  منحني و سپسانجام  4رسم منحني تيتر

                                                
1- Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
2- Harlan Sera-Lab (Hillcrest, UK) 
3- Adjuvant 
4- Titre Curve 

روش اليزاي  .بادي تهيه گرديدند ترين آنتي استفاده از فعال

از دستگاه  اجرا و 6اي خانه 96هاي   ميكروپليت در 5رقابتي

ها  رائت ميزان جذب نمونهبراي ق 7زاالي پليتي جذب خوان

ايمونولوژي براي  هاي جهت انجام آزمايش .استفاده شد

مانده پروتئين پسته در مواد غذايي چهار  گيري باقي اندازه

عبارت  ها اين روش. كار گرفته شد  هروش استخراج ب

  :بودند از

 30در اين روش مقدار  :PBSوسيله محلول  هاستخراج ب

ردكن خانگي خرد و در يك گرم نمونه غذايي در يك خ

مدت  هب PBSليتر محلول   ميلي 100كن وارينگ با  مخلوط

و سپس مايع رويي آن در سانتريفوژ  ثانيه استخراج 45

ليتري در   ميلي 5هاي  جدا و در لوله) دقيقه 30، جي9000(

 .فريزر نگهداري شدند

در اين روش از محلول  :وسيله محلول اوره هاستخراج ب

براي استخراج پروتئين ) pH=10مولار،  8(اوره غليظ 

مشابه  عملچگونگي . هاي مواد غذايي استفاده شد نمونه

دليل خطرات اوره  هب روش قبل بود تنها با اين تفاوت كه

 .غليظ احتياط و مراقبت بيشتري لازم بود

اين روش با  :PBSمحلول  ووسيله استون  هاستخراج ب

وكا و همكاران، هي(مقداري تغيير مشابه روش مولر 

استون بسيار سرد از طريق فرو بردن  .اجرا گرديد) 2000

يك بالن محتوي استون در ظرفي حاوي مخلوط استون و 

گرم نمونه  60مقدار . تهيه شدخشك كربن اكسيد دي

ليتر  ميلي 150غذايي تا حد امكان خرد شده به همراه 

مدت  هريخته و ب كن وارينگ استون سرد در يك مخلوط

حاصل توسط مخلوط . زده شد هم ثانيه با دور كند 45

مانده جامد نيز دو  قيف بوخنر و تحت خلا صاف و باقي

ماده جامد . كشي شد ليتر استون سرد آب ميلي 100 بار با

ساعت قرار داده شد تا  2مدت  هدر زير هود بمانده  باقي

                                                
5- Competitive ELISA 
6- Nunc, Maxisorp, Neerijse, Belgium 
7- Labsystems, Uxbridge, UK 
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 20پودر خشك بدون چربي در  گرم 5/1 .خشك شود

 4 يساعت در دما 1مدت  هخلوط و بم PBS ليتر  ميلي

حاصل مايع استخراجي . استخراج گرديدگراد  درجه سانتي

ليتري تقسيم و براي   ميلي 5هاي    پس از سانتريفوژ در لوله

 .بعدي در فريزر نگهداري شدند هاي آزمايش

اين  :همراه محلول اورهه وسيله استون ب هاستخراج ب

با اين تفاوت كه  ودب مطابق روش قبل دقيقطور  بهروش 

 .استفاده شد PBSجاي   مولار به 8از اوره 

  

 نتايج و بحث
 غلظت پروتئين در سه روش استخراج :استخراج پروتئين

PBSترتيب  به درصد و بافر تريس 10نمك  ، آب 

گرم در  ميلي 84/27±2/32و  1/64±89/16، 0/75±6/7

سه بار  ميانگين ،دست آمده  هبارقام . برآورد شد ليتر ميلي

از آنجا كه عمليات استخراج در سه . باشند گيري مي   اندازه

وجود اختلاف ول فوق در شرايط يكسان انجام شد محل

نده اثرات متفاوت ده  نشانتوانست   ميدر غلظت پروتئين 

همچنين الگوي  .باشدبافرها بر ميزان استخراج پروتئين 

در  )1كل ش( شده پسته هاي استخراج  پروتئين الكتروفورز

هايي در محل قرارگيري   اين سه محيط با يكديگر تفاوت

وجود تفاوت در آرايش  از. داشتباندها و كميت آنها 

براي انتخاب نوع محلول  توان   ميباندهاي پروتئيني 

اين معني كه محيطي براي ه كننده استفاده نمود ب  استخراج

تر است كه باند   استخراج يك پروتئين خاص مناسب

از ديگر باندها و در  صورت مشخص، مجزا  هربوطه بم

. بالاتري در الگوي الكتروفورز ظاهر گردد مقدار به نسبت

ترين پروتئين  اين كه در اين تحقيق كوچكه با توجه ب

تريس قابل انتخاب  و PBS مورد نظر بود محيط ،پسته

از آن  ،در مراحل بعدي اليزا PBSدليل كاربرد   هبودند كه ب

  .هاي كوچك در پسته استفاده شد نياستخراج پروتئبراي 

سازي  نتايج عمليات خالص :سازي پروتئين خالص

صورت  هسازي تدريجي ب  پروتئين در پسته به روش اشباع

. نشان داده شده است 2 آرايش باندهاي پروتئيني در شكل

يك باند پروتئيني كه  شود  گونه كه در شكل ديده مي همان

درصد با علامت دايره مشخص شده  70در محل اشباعيت 

درصد ناپديد شده است و اين  80است در اشباعيت 

. به مايع رويي منتقل شده باشد ددهنده اين بود كه باي نشان

هاي موجود درمايع رويي  الگوي الكتروفورز پروتئين

دهنده وجود  درصد نيز نشان 90و 70مربوط به اشباعيت 

  .باشد تمايز ميم نسبتبه هاي كوچك و  پروتئين

  

 
  شده   هاي پسته استخراج  براي پروتئينطبيعي غير و طبيعيالگوي الكتروفورز به روش  -1شكل 

  .و بافر تريس درصد10نمك  ، آبPBSدر 
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  . اند  طبيعي از يكديگر جدا شدهو تحت شرايط غير) درصد 15(روي ژل اكريل آميد آرايش باندهاي پروتئيني كه بر -2شكل 

  .باشد مي در بخش رسوب درصد 90تا  20ده درصد اشباعيت سولفات آمونيوم از نده  روي شكل نشانارقام 

  

از  درصد تفاوتي 90و  70از آنجا كه بين اشباعيت 

نيز  3اين امر در شكل (نظر هدف آزمايش وجود نداشت 

درصد در بخش مايع رويي  70اشباعيت ) مشهود است

پسته انتخاب و  هاي كوچك در براي تفكيك پروتئين

علت . گذاري گرديد نام PS70S شده عنوان جزء تفكيك هب

) درصد 20- درصد 90( استفاده از دامنه وسيع اشباعيت

هاي   تر پروفيل پروتئيني در اشباعيت نمايان ساختن كامل

براي هدف اين پروژه  نتايج حاصل نه تنها. مختلف بود

ي كارگيري آن برا هب بلكه امكان كرد مي كفايت

را نيز فراهم هاي مختلف  ها با اندازه سازي پروتئين  خالص

تر يك پروتئين خاص و انتخاب  رديابي آسان. آورد مي

سازي يك  تر غلظت سولفات آمونيوم براي خالص دقيق

كار گرفته شده در   ههاي روش ب پروتئين خاص از ويژگي

 نسبت مشابهي را قريشي وبه روش . اين تحقيق بود

ني با اندازه يسازي پروتئ براي خالص) 2006(همكاران 

kDa 24  از دانه نخود هندي)Lathyrus sativus (

  .كار گرفتند هب

دادن جزء  نتايج عبور :كروماتوگرافي فيلتراسيون ژل

از ستون  PS70S)(شده  پروتئيني تا حدي خالص

آورده  4پيك مجزا در شكل  3صورت  هكروماتوگرافي ب

دهنده اين  وهله نخست نشان ها در اين پيك. شده است

خالص نبوده و حداقل از سه  كاملاً PS70Sاست كه 

ديگر . مجموعه پروتئيني تشكيل شده استپروتئين يا زير

توان براي   ها مي  كه از وجود تمايز بين منحني اين

 .استفاده نمود PS70Sدهنده  جداسازي اجزاء تشكيل

  

   
ارقام روي شكل . اند  طبيعي از يكديگر جدا شدهو تحت شرايط غير) درصد 15(روي ژل اكريل آميد آرايش باندهاي پروتئيني كه بر -3شكل 

  .باشد  مي و مايع رويي درصد در بخش رسوب 90تا  30ده درصد اشباعيت سولفات آمونيوم از نده نشان

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  
  .)PS70S ء پروتئنينيزج( درصد 70مايع رويي اشباعيت منحني جذب در كروماتوگرافي فيلتراسيون ژل براي  -4شكل 

  

  
  

  هاي  دهنده شماره لوله ارقام نشان. شده در كروماتوگرافي ستوني الگوي الكتروفورز اجزاء تفكيك -5شكل 

  .و بافر بدون نمونه هستند MWهمراه ماركرهاي وزن مولكولي  حاوي هر جزء به

  

هاي جدا شده مربوط  الگوي الكتروفورز بخش جاز نتاي

شود  ديده مي 5ها كه در شكل   ز منحنيبه هر كدام ا

ترين جزء براي  انتخاب مناسب عنوان راهنمايي براي هب

ديده  5 گونه كه در شكل همان. استفاده شد 1جاسازي يك

كه سازنده اولين منحني در  15و 14هاي  شود لوله مي

بودند خود از چندين جزء ديگر تشكيل شده و  4شكل 

سازي جا خالص براي يك ييعنوان جز هتوانستند ب نمي

دليل  هب 21جزء ديگر لوله شماره  واز بين د. كار روند هب

بودن باند انتخاب و عمليات  تر و مشخص تر عرض كم

  .روي آن انجام شدجاسازي بر يك

مرتبه  20حاصل تكرار كروماتوگرافي ستوني به تعداد 

، يك محلول 21آوري جزء مربوط به لوله شماره  و جمع

                                                
1- Pooling 

كردن   ين خاص بود كه پس از دياليز و خشكحاوي پروتئ

به  بادي در بدن خرگوش  تحت انجماد براي توليد آنتي

  .بادي ارسال گرديد  كننده آنتيشركت توليد

 :ايمونولوژي هاي آزمايش

براي مقايسه فعاليت  :بادي تعيين فعاليت آنتي - 1

هاي حيوان پيش و پس از تزريق از منحني  بادي سرم  آنتي

هاي غلظت  منحني 6در شكل . تفاده گرديدتيتر اس

بادي توليد شده در بدن يكي از حيوانات آورده شده   آنتي

  .است

ميزان جذب پايين در قبل از تزريق طبيعي بوده و 

دهنده تغذيه حيوان  چه از حد معيني بيشتر باشد نشان چنان

با استفاده از . باشد با منابع مشابه با پروتئين تزريق شده مي

سرم براي استفاده در  نتايج امكان انتخاب بهترين آنتي اين

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

يعني  2سرم شماره . اليزا فراهم گرديد هاي آزمايش

ترين  فعال ،روز در هر دو حيوان 28گيري پس از   خون

براي . ايمونولوژي بود هاي اجراي آزمايش سرم براي  آنتي

حفظ شرايط يكسان مقايسه، منحني استاندارد با استفاده از 

لازم به ذكر است در عمل از . دست آمد هين سرم با

ها و   براي رسم منحني Ascent Multiscanافزار  نرم

. گيري مقادير معادل پروتئين خالص شده استفاده شد اندازه

افزار يكي از ابزارهاي جانبي دستگاه اليزاي  اين نرم

Labsystem هاي قرائت  جذب راحتي مقاديره بوده و ب

 .كرد دار مي به ارقام معني شده را تبديل

: هاي غذايي پيش از اليزا غلظت پروتئين نمونه - 2

هاي غذايي به چهار روش ذكر  غلظت پروتئين در نمونه

طور كه انتظار  همان. نشان داده شده است 7شده در شكل 

هاي   شده به روش رفت نتايج غلظت پروتئين استخراج مي

ثابت شد كه محلول  ، بنابراينمختلف بسيار متفاوت بودند

 .ها است اوره محيط بسيار قوي براي استخراج پروتئين
  

  
  )PS70S(شده پسته   عليه پروتئين خالص سرم خرگوش بر  دهنده فعاليت آنتي هاي تيتر كه نشان  منحني –6شكل 

  .بار پس از تزريق هستند 4قبل از تزريق و 
 

  
  

استخراج  بدون استوناوره  و استون اوره با، بدون استون  PBSاستون، با PBSروش  4ه نمونه غذايي كه ب 12غلظت پروتئين در  -7شكل 

 ،بري، پسته و ماستحاوي مخلوط بلو فشرده -3 ،مخلوط ميوه و انواع آجيل -2 ،ردوـلايه گ كيك با -1: د ازـارت بودنـها عب نمونه. اند دهـش

بري و  مخلوط كرن -7 ،تخته حاوي انواع ميوه و آجيل-6 ،1فندق، بادام و برزيل نات شكلات حاوي -5 ،تخته حاوي ماكاداميا و انواع ميوه -4

پودري با پايه  -12 ،)آردي حاوي بادام هندي( 2پاوا ايدلي - 11 ،بيسكوئيت پسته و بادام -10 ،حاوي پسته اباقلو -9 ،كلوچه فندق -8 ،ماكاداميا

  .شير ولي نامعلوم از نظر ديگر تركيبات

  

                                                
1- Brazil Nut 
2- Pava Idli 
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 .روش استخراج 4بادي و  وسيله اليزا در سه رقت آنتي هب) گرم ميكروگرم در( PS70Sگيري پروتئين  ندازها -1جدول 

  رقت روش استخراج پروتئين
 بادي آنتي

 نمونه غذايي
 Urea PBS Urea+ استون  PBS+ استون 
015/0±12/0 051/0±48/0 007/0±04/0 4/3±87 1/0 

  01/0 67/98±13/7 07/0±008/0 76/0±07/0 56/0±053/0  كيك با لايه گردو -1

12/1±84/4 06/1±64/2 062/0±75/0 75/11±6/317 001/0  

016/0±12/0 046/0±32/0 007/0±04/0 055/0±60/0 1/0 

  01/0 15/0±016/0 34/4±99/0 52/0±052/0 04/1±28/0  مخلوط ميوه و انواع آجيل –2

16/1±24/5 14/1±12/2 16/1±27/2 > 001/0  
194±3053 < < < 1/0 

  01/0 > > 1693±123 > فشرده حاوي مخلوط بلو بري، پسته و ماست-3
892±18933 201±3147 < < 001/0  
23/2±04/10 24/2±2/10 < > 1/0 

  01/0 5/12±5/2 33/65±55/4  4/4±99/0 88/5±14/1 فشرده حاوي ماكاداميا و انواع ميوه -4
03/1±28/4 08/1±16/2 73/3±82/21 21/6±67/92 001/0  
063/0±84/0 105±1153 52/1±38/6 > 1/0 

  01/0 3/523±52 12/3±05/1 4/15±78/2 92/0±087/0  شكلات حاوي فندق، بادام و برزيل نات -5
33/0±88/1 06/2±68/13 89/0±49/4 203±3333 001/0  
044/0±36/0 33/0±6/1 058/0±59/0 01/4±39/31 1/0 

  01/0 85±23/6 84/0±071/0 52/0±055/0 4/0±041/0  وه و آجيلفشرده حاوي انواع مي -6

01/1±32/2 02/1±28/1 02/1±97/2 48±67/516 001/0  

007/0±04/0 007/0±4/0 007/0±08/0 06/1±08/4 1/0 

  01/0 12/0±015/0 41/0±047/0 52/0±051/0 12/0±015/0  مخلوط كرن بري و ماكاداميا -7
041/0±28/0 16/1±64/2 36/0±06/1 036/0±25/0 001/0  
96/0±52/5 36/22 018/0±19/0 002/0±03/0 1/0 

  01/0 09/0±003/0 51/0±052/0 16/9±86/1 28/4±01/1 كلوچه فندق -8
87/0±92/2 92/1±64/5 45/0±25/1 015/0±12/0 001/0  

< < < < 1/0 

  01/0 > > 492±5/18 96/45±65/4 باقلو حاوي پسته -9
472±9860 133±2347 < 161±2830 001/0  
32±600 < < < 1/0 

  01/0 > 33/963±43/45 68/178±12/14 188±14 بيسكويت پسته و بادام -10
15/23±3/373 18±232 45/9±110 < 001/0  
64/0±92/1 48/2±28/11 38/0±51/1 04/0±24/0 1/0 

  01/0 54/0±048/0 10/2±11/1 52/8±78/1 56/4±12/1 )آردي حاوي بادام هندي( پاوا ايدلي-11
04/2±08/20 12/1±6/6 95/0±31/5 65/2±99/12 001/0  
45/0±56/1 76/0±56/3 88/0±11/4 > 1/0 

  01/0 26/0±044/0 04/3±22/1 64/16±86/1 64/0±058/0 پودري با پايه شير ولي نامعلوم از نظر ديگر تركيبات -12
44/2±24/13 06/1±12/5 76/1±92/7 68/1±50/6 001/0  

  

وسيله اليزا در جدول  هارقام ثبت شده ميزان پروتئين ب

 4بادي و  هاي مختلف آنتي رقت. خلاصه شده است 1

روش استخراج پروتئين در اين جدول گنجانده شده 

افزار به اين معني است  وسيله نرم هب >درج علامت . است

گيري  اي بود كه قابل اندازه اندازهه كه ميزان ممانعت ب

مانده پروتئين هدف  عبارتي ميزان باقي هوده است و بنب

 <و علامت . بيشتر از حد بالايي تشخيص بوده است

 ترين حد متر بودن ميزان پروتئين از پاييندهنده ك نشان
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 وصـخص هك روش بـي اگر در .تـوده اسـص بـخيـشـت

بادي وجود دارند  براي هر سه رقت آنتي <يا  >لامت ع

بادي بايد افزايش يا  كه رقت آنتياين معني است ه ب

پروتئين در محدوده حساسيت كاهش داده شود تا ميزان 

  .گيري قرار گيرد اندازه

مانده پروتئين  استفاده از روش اليزا براي تعيين باقي

ن نيز سابقه مغزها در مواد غذايي توسط ديگر محققا

 بادي از آنتي) 1996( كالينزداشته است از جمله يونگ و 

ماده  22زميني در  مانده بادام كلونال براي تعيين باقي پلي

  .استفاده نمودند ppb400غذايي با حساسيت 

هاي  دست آمده براي محلول ههمچنين مقايسه ارقام ب

راندمان  گيري در افزايش بدون استون مبين اثر چربي با و

اگرچه محلول اوره باعث . ها بود استخراج پروتئين

شود ولي كار با اوره  دار پروتئين مياستخراج بيشترين مق

و نياز به دقت و مراقبت بيشتري داشته و  بوده مشكل

منجر به افزايش  علاوه اينكه غلظت پروتئين بالا لزوماً هب

گيري شده در روش اليزا  ندازهميزان پروتئين خاص ا

مانده پروتئين پسته در  عنوان مثال مقادير باقي هب. شود نمي

ميكروگرم در  2830روش استخراج با اوره  9نمونه شماره 

 PBS  ،9680+كه رقم مربوط به استون گرم بود در حالي

  .ورد گرديدآرميكروگرم در گرم ب

هاي متفاوت براي  انواع مختلف اليزا با حساسيت

گرفته  كار همانده پروتئين در محصولات مشابه ب تعيين باقي

كه ) 1999(شده است از جمله آكاستا و همكاران 

 1 را تا حساسيت AMP1نام  همانده پروتئين بادام ب باقي

همچنين ويي و . ليتر گزارش كردند نانوگرم در ميلي

بادي  روش اليزايي را بر پايه آنتي) 2003(همكاران 

 Ano a 2نام  يني بهئكلونال بنا نهادند كه قادر بود پروت پلي

تر لي نانوگرم در ميلي 20در بادام هندي را با حساسيت 

نتايج ايمونوشيميايي اين تحقيق نيز نشان داد . اندازه بگيرد

 مانده پروتئين پسته را با حساسيت يك توان باقي كه مي

. گيري نمود و اندازهداده در مواد غذايي تشخيص ام  پي پي

نيز تحقيق مشابهي با استفاده ) 1999( كاپلمن و همكاران

مانده پروتئين  ي باقيگير كلونال براي اندازه بادي پلي از آنتي

  .ام گزارش نمودند پي فندق با حساسيت يك پي

 هاي انجام آزمايش ن امروزه سرگرمابسياري از محقق

زا در  هاي آلرژي مانده پروتئين قيگيري با اليزا براي اندازه

 هاي باشد و نتايج آزمايش هاي مشابه مي پسته و فراورده

سطح رقت  3و روش استخراج  4اليزا در اين تحقيق با 

تواند راهنماي خوبي براي انتخاب روش  بادي مي آنتي

هاي  بادي جهت آزمايش استخراج و غلطت مناسب آنتي

 .هاي مشابه باشد مانده پروتئين پسته و ميوه تعيين باقي

                                                
1- Almond major protein 
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Abstract1 

Like other tree nuts, despite its high nutritional quality, pistachio carries specific proteins that elicit 
food-induced allergy symptoms in certain individuals. In contrast to other tree nuts, little is known 
about the way of detecting pistachio allergenic proteins in foods. New labelling regulations require 
precise detection techniques to trace a specified list of allergenic food residues to the ppm level. In the 
present study pistachios were extracted using three extraction media i.e., (i) saline 10%, (ii) phosphate-
buffered saline, and (iii) Tris buffer at pH 7.5 to find the best solution in order to optimise the 
extraction condition for a particular protein. In the second part, 2S proteins were isolated and purified 
from pistachios. Protein purification was carried out through a multiple stage procedure starting with 
an ammonium sulfate precipitation in which the concentration of the salt was increased step-by-step 
from 20% to 90%. The semi-purified protein fraction obtained was further purified using gel filtration 
chromatography. In the third part, antigens in the form of the purified 2S proteins from pistachio nut 
were used to produce antibodies in rabbits. Sensitive, specific ELISAs were set up and applied to 12 
selected food samples extracted by 4 different methods of extraction (PBS, urea, PBS followed by 
acetone and urea followed by acetone) and 3 levels of antibody dilutions. The results showed that the 
higher total protein yield was not always an indication of an efficient extraction method for a 
particular protein. The results of determination of pistachio protein residues also proved that 
immunochemical techniques can reliably detect traces amounts of pistachios in food samples. 
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