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  1383، پاييز 3ه ر، شما17                                                                        جلد مجله زيست شناسي ايران           

آميد،  اكريل هاي اكتينيدين كيوي با الكتروفورز در ژل پلي مطالعه ايزوآنزيم
  ايزوالكتريك فوكوسينگ و الكتروفورز دوبعدي

  ، يداالله بهرامي ، علي مصطفايي مريم چلبي

 مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه

  
  

  چكيده
هاي اكتينيدين،  در اين مطالعه ايزوآنزيم. شود وفور يافت مي   ميوه كيوي بهاكتينيدين يك سيستئين پروتئاز است كه در

 و الكتروفـورز  (IEF)، ايزوالكتريـك فوكوسـينگ   (SDS-PAGE)آميـد    اكريـل    الكتروفورز در ژل پلـي     :جدا و با سه روش    
يب توسـط سـولفات     با روش ترس ـ  ) واريته هيوارد (اكتينيدين از ميوه كيوي       . تعيين خصوصيت گرديد   (2DE)دوبعدي  

. براي سنجش فعاليت آنزيم از هيـدروليز كـازئين اسـتفاده شـد            . آمونيوم و كروماتوگرافي تعويض يون خالص گرديد      
SDS-PAGE    در شرايط احيـايي، غيراحيـايي و اوره انجـام گرفـت  .IEF   5/3-5 در آمفـولين در محـدودهpH  روش     بـه

  .اي انجام گرفت  در ژل صفحهآبگيري مجدد و الكتروفورز دوبعدي در هر دو جهت
-29( در شرايط مختلف نشان داد كه آنزيم اكتينيدين بسته به شرايط الكتروفـورزي وزن متفـاوتي                  SDS-PAGEنتايج  

سولفيدي بـراي بازشـدن       هاي دي   اين نتايج نشان داد كه حرارت و احياي پيوند        . دهد  از خود نشان مي   )   كيلودالتون 20
 6 نـشان داد كـه اكتينيـدين كيـوي حـاوي حـداقل       IEF نتـايج  .  ضـروري اسـت  SDSآن با شدن  كامل مولكول و اشباع

اين نتايج كه متفـاوت از نتـايج        .  است pI 5/3 و يك ايزوآنزيم با      8/3-03/4 در دامنه    )pI(ايزوآنزيم با نقطه ايزوالكتريك     
هاي اكتينيدين در الكتروفـورز  آنزيموحركت ايز. باشد  ها و روش آزمايش مي      مطالعه مشابه بود، ناشي از تفاوت واريته      

 و SDS-PAGE ، داراي رفتار قابل تـوجهي در شـرايط مختلـف         pI  ها علاوه بر تفاوت     اين مولكول دوبعدي نشان داد كه     
  شود  ديده نميSDS-PAGEبعدي هستند كه در روش معمول  الكتروفورز دو

  

  ك فوكوسينگاكتينيدين، كيوي، الكتروفورز، ايزوالكتري:  كليديواژه هاي
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  مقدمه
ميوه كيوي حاوي مقدار زيادي از يك نوع آنزيم پروتئاز 

اكتينيدين ). 10،1( است (EC:3.4.22.14) نام اكتينيدين  به
 كيلودالتون 5/23و وزني معادل آمينه   اسيد220حاوي
 اين آنزيم باآمينه هاي  توالي اسيد 1978 درسال.است

 1980هاي لدرسا. )6(  گرديد ادمن تعيين-دانسيروش 
توالي نوكلئوتيدهاي  ترتيب ساختمان فضايي وب 1989 و

 اكتينيدين يك سيستئين ).12،2(مشخص شد آنزيم ژن 
پروتئاز است كه از نظر خصوصيات كلي مشابه ساير 

باشد و  سيستئين پروتئازهاي گياهي همچون پاپايين مي
آنها است جايگاه فعال نيز مربوط به بيشترين تشابه 

اگرچه نقش بيولوژيك اكتينيدين بطور دقيق ). 8،7،4(
تواند كاربردهاي   است، ولي اين آنزيم مي شناخته نشده

توان از  براي مثال مي. شدبا متنوعي در صنعت داشته 
عنوان يك پروتئاز مناسب در تردكردن گوشت يا آن ب

هضم مواد پروتئيني در بيماران داراي مشكلات 
از  اكتينيدين در اين مطالعه. )3(گوارشي استفاده نمود 

هدف   اسپس ب. خالص گرديد) واريته هيوارد(ميوه كيوي 
تعيين بخشي از خصوصيات ايزوآنزيمهاي آن از سه 

 تحت شرايط مختلف، ايزوالكتريك SDS-PAGEروش 
  .بعدي استفاده شد فوكوسينگ و الكتروفورز دو

  هامواد و روش
) ته هيواردواري(به عصاره كيوي  :تخليص اكتينيدين

 نهايي آن  سولفات آمونيوم اشباع اضافه گرديد تا غلظت

 در g15000×در  دقيقه 30مخلوط .  درصد رسيد60به 
رسوب  .شد سانتريفوژگراد   درجه سانتي4دماي 

 حل و pH 5/5 مولار با 05/0حاصله در بافر سيترات 
محلول دياليزشده به . يك شب در مقابل آن دياليز گرديد

 و 30ض يون با ارتفاع كروماتوگرافي تعوييك ستون 
  اتيل ستون حاوي رزين دي. متر وارد گرديد سانتي5قطر 

 بود كه با بافر سيترات) فارماسيا(سفارز  آمينو اتيل 
پس از ورود .  به تعادل رسيدpH 5/5 مولار با 05/0

ليتر در   ميلي100ستون، بافر سيترات با جريان  نمونه به 
پس از رسيدن جذب خروجي . رد شدساعت به ستون وا

، شيب خطي 1/0به كمتر از )  نانومتر280موج در طول (
. ون وارد گرديد مولار كلريد سديم در بافر به ست1-0

 .  آوري شد ليتري جمع  ميلي25هاي ممايع خروجي در حج

گيري غلظت  اندازه. غلظت پروتئينگيري   اندازه
در اين روش . د شانجام )5( روش برادفورد باپروتئين 
 گرم كوماسي 1/0شامل ( از معرف برادفورد  با استفاده

 100 درصد و 95ليتر اتانل   ميليG، 50-250آبي 
 ،) در حجم نهايي يك ليتر85ليتر اسيدفسفوريك  ميلي

آلبومين با استفاده از منحني استاندارد غلظت پروتئين 
 منحني در اين. گيري شد اندازه) سيگما(  گاوي  سرم 

 1/0-1 بين  گاوي  سرم هاي مختلف آلبومين  غلظتدامنه
 . مي باشدگرم  ميلي

           :بررسي فعاليت پروتئوليتيكي اكتينيدين

براي بررسي فعاليت پروتئازي اكتينيدين از آزمون  
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كار، آنزيم در براي اين. كازئين شير استفاده شدهضم 
pHه وزن آنزيم ب( نسبت وزني يك درصد ا ب4  معادل

 ساعت 2محلول . به محلول كازئين اضافه شد) سوبسترا
سپس محتواي .  درجه سانتيگراد قرارگرفت37در دماي 

هاي آزمون و شاهد، الكتروفورز و درصد هضم  لوله
سنجي باندهاي پروتئين در ژل تعيين  كازئين با تراكم

 درصد كازئين را هضم 50مقداري از آنزيم كه . گرديد
  .  اليت محسوب مي گرددنمايد، يك واحد فع

   :آميد اكريل الكتروفورز در ژل پلي

حضور سديم  در آميد آكريل  ژل پلي الكتروفورز در 
 بر اساس روش لاملي (SDS-PAGE) سولفات  سيل دود

 4كننده  ژل متراكم  درصد و12ژل جداكننده  در) 9(
. گرفت  درصد تحت شرايط احيايي يا غيراحيايي انجام

 نمونه بدون تيمار حرارتي الكتروفورز در بعضي حالات
در حالتي كه الكتروفورز در حضور اوره انجام . شد
 4 و 8گرفت، نمونه و ژل به ترتيب حاوي غلظت  مي

 10پس از آماده شدن نمونه،. مولار اوره بودند
پايا (ميكروليتر از آن در هر چاهك دستگاه تانك عمودي 

 ولت 150تاژ  شد و در ول قرار داده) پژوهش، ايران
رنگ  اتمام الكتروفورز، ژل با پس از. الكتروفورز گرديد

  .آميزي شد  رنگ)فارماسيا (R-350كوماسي آبي 

   : ايزوالكتريك فوكوسينگ

آنها از   pIي اكتينيدين و تعيين  هابراي بررسي ايزوآنزيم
به روش آبگيري مجدد  (IEF) ايزوالكتريك فوكوسينگ

براي . استفاده شد) Westermeier ) 15بر اساس روش
 درصد بر روي 4ل آميد با غلظت اكري كار ابتدا ژل پلياين
 شركت Gel Bond PAG Film(هاي نگهدارنده طلق

 سپس با آب ديونيزه شسته شد و در ومنعقد ) فارماسيا
در هنگام آزمايش مقدار معيني . دماي اتاق خشك گرديد

 بريده و در محلول حاوي چپس يك درصد،را از ژل 
     آمفولين در دامنه( درصد 5 مولار، آمفوليت 8اوره 

5-5/3  pHتيوتريتول  ، دي) ساخت شركت فارماسيا
DTT)( 18درصد متورم 5/7گليكول  مولار و اتيلن  ميلي 
 9هاي پروتئين در محلول حاوي اوره  نمونه. گرديد

مولار و آمفوليت   ميليDTT 85 درصد، 4مولار، چپس 
شرايط . آماده گرديد) 5/3-5 آمفولين( درصد 8/0

 دقيقه در ولتاژ 20(پيش فوكوسينگ : الكتروفورز شامل
 0-500 دقيقه در ولتاژ 60(، نفوذپذيري نمونه ) ولت700
و )  ولت2500 ساعت در ولتاژ 4(، جدا سازي )ولت
. بود)  ولت3500 دقيقه در ولتاژ 30(شدن باندها  نازك

يي به عرض پس از اتمام الكتروفورز ژل به نوارها
بعضي نوارها با كوماسي آبي .  شد دلخواه بريده

نوارهاي ديگر براي الكتروفورز . آميزي گرديد رنگ
  .دوبعدي آماده گرديد
  :الكتروفورز دوبعدي

يي به  به نوارها راپس از ايزوالكتريك فوكوسينگ، ژل 
 دقيقه در بافر 30 و مدت متر بريده  سانتي5/0عرض 
 pH 8/8مولار با   ميليHCl 50-يسكننده شامل تر متعادل
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 يك DTT درصد، 2حاوي سديم دودسيل سولفات 
 01/0 درصد و بروموفنل بلو 30درصد، گليسرول 

 در سطح ژل  آنراسپس. درصد قرار داده شد
 5/0 و با محلول آگارز آميد عمودي قرار داده آكريل ليپ

پس . در محل خود ثابت گرديد) در بافر الكترود(درصد 
 R-350كتروفورز بعد دوم، ژل با رنگ كوماسي آبي از ال

  .آميزي شد رنگ) فارماسيا(
  نتايج

شده از واريته هيوارد كه مسئول تقريباً  اكتينيدين خالص
تمام فعاليت پروتئازي عصاره كيوي بر كازئين بود، در 

 29 احيايي، وزني معادل SDS-PAGEروش متداول 
مقابل، آنزيم در در  ).2 ستون 1شكل (كيلودالتون داشت 

 "شرايط احيايي و بدون تاًثير حرارت آب جوش عمدتا
 1شكل (دالتون قرار گرفت   كيلو20-21در موقعيت 

  غيراحيايي و SDS-PAGE وزن اكتينيدين در ).1ستون 
دالتون و در حالتي   كيلو26- 27تحت اثر حرارت، معادل 

 كيلودالتون 20-21كه به آن حرارت داده نشد، معادل 
وزن   .)3 و4هاي  بترتيب ستون1شكل (مين زده شد تخ

 در حضور شده با الكتروفورز كولي آنزيم خالصمول
 احيايي با دو باند مشخص گرديد،اوره و تحت شرايط 

 و  بخش 20-21وده وزني  در محد آنزيمبخش عمده
 2شكل ( كيلودالتون بود 29 در موقعيت كمي از آن

يدين در شرايط كه آنزيم اكتيناما وقتي ).1ستون 
غيراحيايي و در حضور اوره الكتروفورز گرديد، بخش 

 در موقعيت  و بخش كمتر20-21 آن در محدوده  عمده
البته ). 2 ستون 2شكل (دالتون قرار گرفت    كيلو27-26

در هر يك از دو حالت فوق بخشي از آنزيم هم بصورت 
  .ديده شدضخيم و باريك اسمير در حدفاصل باندهاي 

شده در آمفـولين بـا دامنـه       اكتينيدين تخليص   IEF الگوي
5-5/3 pH    9اين الگو جمعاً شامل     .  آمده است  3 در شكل 

عنـوان  است كه حداقل هفت باند عمده آن ب       باند پروتئيني   
). 4كلش ـ(گـردد   اكتينيدين محسوب مي ) ايزوآنزيم(آنزيم  

ا معـادل   ه ـنقطه ايزوالكتريك تعداد كمي از اين ايزوآنزيم      
نتيجـه    .  تخمـين زده شـد     8/3  تـا  03/4 بـين     و بقيه  5/3

نـشان  ) 4 شـكل (شده    الكتروفورز دوبعدي آنزيم تخليص   
 بالاتري  نسبت به بقيه باندها pI كه داد كه دو باند باريك

در باريـك   صـورت دو لكـه        دارند، ناخالصي بـوده و بـه      
ــدوده  ــون 15مح ــي  كيلودالت ــوند ديــده م در ميــان . ش

 كمتــري pIهــاي اكتينيــدين، دو ايزوآنــزيم كــه يمايزوآنز
داشتند، هر يك شامل دو لكه پروتئيني بـا تفـاوت وزنـي             

ها كـه بخـش     بقيه ايزوآنزيم . يلودالتون بودند حدود يك ك  
شده و  عـصاره اوليـه را          اعظم محتواي محصول خالص   

هاي پررنگ پروتئينـي در   دادند، به صورت لكه  تشكيل مي 
بخش كمي  . شدند  لودالتون ديده    كي 28-29موقعيت وزني   

تـر در     رنـگ   هاي كـم    صورت لكه   ها نيز به  از اين ايزوآنزيم  
  . كيلودالتون مشهود بود25-27محدوده 
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  اكتينيدين كيوي در حضور اوره،  SDS-PAGE.2 شكل 

). 2ستون (و غير احيايي )  1ستون (تحت شرايط احيايي 
، 30، 45، 66، 96 با اوزان ترتيب ماركرهاي وزني بMستون 

  .   كيلودالتون است4/14، 1/20

 اكتينيدين تحت شرايط احيايي و بدون  SDS-PAGE.1شكل 
احيايي  ، غير)2ستون (، احيايي و حرارت )1ستون (حرارت 

). 4ستون (وحرارت، غير احيايي )3ستون (و بدون حرارت 
، 30، 45، 66، 97 با اوزان ترتيب ماركرهاي وزني بMستون 

  .  كيلودالتون است4/14، 1/20
  

  
    pH 5/3- 5ايزوالكتريك  فوكوسينگ اكتينيدين در آمفولين با دامنه . 3شكل 

  

  
  .شده از ميوه كيوي الگوي الكتروفورز دوبعدي اكتينيدين تخليص. 4شكل 
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 بحث

ها هستند كه كـاربرد وسـيعي       پروتئازها گروهي از آنزيم   
تخلــيص و بــدين لحــاظ ). 14(در صــنايع مختلــف دارنــد 

تعيين خصوصيات مولكولي آنها اهميت قابل تـوجهي در         
ن اكتينيـدين يـك سيــستئي  . شـناخت و كـاربرد آنهــا دارد  

اين . شود وفور يافت ميپروتئاز است كه در ميوه كيوي ب
پروتئاز از نظر خصوصيات كلي مشابه ساير سيـستئين         

). 4،7(پروتئازهاي گياهي همچون فيسين و پاپايين است        
پپتيدي اسـت كـه وزن        ين متشكل از يك رشته پلي     اكتينيد

 5/25-5/26 يــا 5/23مولكــولي آن در مطالعــات مختلــف 
وزن مولكولي  ) . 13،10،4(كيلودالتون گزارش شده است     

آنزيم خالص شده از واريته هيـوارد در مطالعـه حاضـر            
 كيلودالتـون   29 احيايي معادل     SDS-PAGEتحت شرايط   

بيـشتر از اغلـب مطالعـات       ودي  تخمين زده شد كه تا حد     
 .است) 11( پاستورلا و همكاران     مشابه نتايج   ) 13،10،4(

ها و ماركرهاي پروتئيني  اين تفاوتها عمدتاً ناشي از روش     
از نكـات قابـل توجـه       . باشـد   مختلف براي تعيين وزن مي    

شـود،    اين مطالعه كه در مطالعات ديگـران مـشاهده نمـي          
ــدين    ــورزي اكتيني ــت الكتروف ــي حرك ــرايط بررس در ش

بــراي ). 2و1اشــكال ( بــود SDS-PAGEمتعــارف در  غيــر
روفورز مثال در حالتي كه آنزيم تحت شرايط احيايي الكت        

 حـرارت قـرار گرفـت، وزنـي         گرديد و نمونه در معـرض     
ــو29معــادل  ــون از خــود نــشان داد  كيل ــل، . دالت در مقاب

هنگامي كه اكتينيدين تحـت تـاًثير حـرارت و در شـرايط             

 26-27الكتروفــورز گرديــد، وزنــي معــادل احيــايي  غيــر
، حـداقل   در الكتروفـورز  . ود نـشان داد   دالتون  از خ ـ     كيلو

ــدون    ــايي ب ــر احي ــايي و غي ــزيم در شــرايط احي وزن آن
وزن آنزيم در اين حالـت معـادل        . حرارت مشاهده گرديد  

اين نتـايج نـشان داد      .  كيلودالتون تخمين زده شد    21-20
نـده تـأثير بـسزايي در       كه حرارت و حضور ماده احيا كن      

شدن ساختمان آنزيم و اشباع شـدن آن بـا دترجنـت              باز
در عــدم حــضور .  دارد)SDS(ســديم دودســيل ســولفات 

ن تـاخورده   ماده احيا كننده و يا حرارت  احتمالاً ساختما        
طور كامل باز نشده و بدين لحاظ وزن كمتري در   آنزيم ب 

SDS-PAGEنتــايج حاصــل از . دهــد  از خــود نــشان مــي
در شرايط احيايي يا    ) 2شكل  (الكتروفورز تحت اثر اوره     

شـده    داد كه محتواي آنزيم تخليص      غيراحيايي نيز نشان    
از نظــر مقاومــت در برابــر ايــن مــاده واسرشــته كننــده  
همگون نيست و بازشدگي بخش قابل توجهي از آن كمتر   

بـدين لحـاظ در ايـن شـرايط بخـش       . از بقيه آنزيم اسـت    
دليل حركـت الكتروفـورزي سـريعتر در       اعظم اكتينيدين ب  

هـاي    در موقعيت  كيلودالتون و بقيه آن    20 حدود   موقعيت
در اين مطالعه نشان    ). 2شكل  (شود    وزني بالاتر ديده مي   

سـولفيدي تـاًثير نـسبي        داده شد كه احياي پيوندهاي دي     
.  دارد SDSدر باز شـدن سـاختمان آنـزيم و اتـصال بـه              

اي   سـولفيدي درون زنجيـره      پيوند دي  3اكتينيدين داراي   
 ).6(است كه تاًثير بـسزايي در سـاختمان سـوم آن دارد          

 ايزوآنزيم براي 6 نشان داد كه حداقل  Sugiyamaمطالعه 
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ها كـه   اين ايزوآنزيم ). 13(ارد  اكتينيدين در كيوي وجود د    
انـــد، وزن مولكـــولي   نامگـــذاري شـــدهKp6 تـــا Kp1از 

نها نيز نزديـك بهـم   اي دارند و نقاط ايزوالكتريك آ   مشابه
ــدوده  ــده 33/3-5/3و در مح ــزارش ش ــت  گ ــايج .  اس نت

 ايزوآنزيم را تاًئيـد     6مطالعه حاضر اگرچه وجود حداقل      
هـا نـشان داد كـه در         ايـن ايزوآنزيم   pIنمود ولي تعيـين     

 قـرار  8/3-03/4 آنها عمدتاً در محدوده   pIواريته هيوارد   
 5/3ديـك    نز pIدارد و تنها بخش كوچكي از آنزيم داراي         

رغم آنكـه در روش معمـول       بعلاوه اين آنزيمهـا ب ـ    . است
SDS-PAGE    وزن مولكــولي مــشابهي دارنــد، الگــوي 

حركت الكتروفورزي آنها  در الكتروفوز دوبعـدي جالـب          
اغلب اين ايزوآنزيمهـا بـه بـيش از يـك لكـه             . توجه است 

ايـن  . شـوند   تقسيم مـي  پروتئيني در بعد دوم الكتروفورز      

حاكي از ناهمگوني هر ايزوآنزيم از نظر        موضوع احتمالا 
ــته   ــل واسرش ــه عوام ــت ب ــورز   مقاوم ــده در الكتروف كنن

ت، ماده احياكننـده و  همچون اوره، سديم دودسيل سولفا  
هر حال اين درجه از تنـوع ايزوآنزيمـي و          ب. حرارت است 

رفتار ناهمگون الكتروفورزي آنزيم اكتينيدين كـه ظـاهرا         
 در شرايط مختلف و     SDS-PAGEتنها در اين مطالعه با      

مـل و  أ بعدي نشان داده شده است، قابل ت الكتروفورز دو 
هــاي كيــوي  در ســاير واريتــهنيازمنــد مطالعــات بيــشتر 

  .  باشد مي
  

ــشكر ــشي       :ت ــي و پژوه ــت آموزش ــوزه معاون از ح

دانشگاه علوم پزشكي كرمانـشاه كـه امكـان انجـام ايـن             
  .شود مطالعه را فراهم نمودند، تشكر مي
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