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 بذر گندم در آميلازي فعاليت مهاركننده پروتئين يك شناسايي

 حسنوند بايفر و *زاده يدريمسعود ح

  يستيگروه علوم ز ه،يدانشگاه كردستان، دانشكده علوم پا، سنندج

  18/7/97 :تاريخ پذيرش    4/2/97 :تاريخ دريافت

  دهيچك

 ن،يپروتئ يميدام، ش هيانسان، تغذ هيتغذ مانند يمتنوع يهاهنيدر زم از گياهان ياربسي دانه در موجود ايذخيره هايپروتئين
، اثرات ايهيمشكلات تغذ جاديا يبرا باتيترك نيا ييتوانا. رنديگ يمورد مطالعه قرار م يو پزشك ياهگي يميوشيب ،يداروساز

 گياهان در هاكندگي آنپرا ٔ◌ نهيزم درباعث گرديده كه  شوند يممصرف  ياهيگ هايغذا عنوان به كه يهنگام ييدارو و يسم
 با موردنظر نيپروتئ يساز خالصاستخراج و  نيزر تهيوار بذر گندم يهانيپروتئ پژوهش دراين. انجام شود متعددي مطالعات

 با روش سازياز خالص بعد. ديگرد و كروماتوگرافي تعويض يوني انجام زيالي، دآمونيوم سولفاتبا  جزء بهروش رسوب جزء
سولفات  ليدو دس ميالكتروفورز ژل سد با روش نيپروتئ نيا الكتروفوزي يهايژگي، وعيفاز ما با نيپروتئ عيسر يكروماتوگراف

 سانيو بزاق ان) باكتريايي منشأ با( استاندارد آميلازدر برابر فعاليت آلفا مورد نظر نيپروتئ يمهاركنندگ. شد يبررس ديآم ليآكر يپل
الگوي . مورد نظر را نشان داد نيپروتئ يآور جمعو  يساز خالص اگراميد. رار گرفتبا استفاده از روش برنفلد مورد سنجش ق

 آميلازفعاليت آلفا. باشديپروتئين م يساز بر فرايند خالص يدييتأ 60/0و  59/0 يبا حركت نسب نپروتئي اينالكتروفورزي 
به  نپروتئي اين توسطوليتيك بزاق انساني و همچنين فعاليت هيدردرصد  97/89به ميزان ) با منشأ باكتريايي(استاندارد 

شده از بذر  پروتئين استخراج يلازيآلفا آم يكنندگو مهار يساز خالص ،يجداساز يطوركل به. كاهش نشان داددرصد  07/97ميزان
و ابزارهاي  نينو يبا استفاده از روشها نپروتئي اين توسط باكتريايي آميلازمهار آلفا. ديگرد دييتأپژوهش  نيدرا زرينگندم 

 نيا. رديگمحققين كشاورزي قرار موردتوجه تواندمي گياهي آفات و هاطبيعي بيماري در كنترلبيوتكنولوژي و مهندسي ژنتيك 
 وزن منظور كاهش به غذايي يها ميرژ اصلاح و گوارشي يها يينارساتواند در درمان ديابت و يم نيهمچن آميلازمهاركننده آلفا

  .باشد داشته كاربرد

  آميلازآلفا ،هاي آنزيميمهاركنندهگندم،  :ي كليديهاواژه

  m.haidarizadeh@uok.ac.ir:  ، پست الكترونيكي09183780543: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هاي هاي مهم پروتئينيكي از گروه آنزيمي ندارندگاباز

گستره در  اين تركيبات. باشندها ميبذر در ايذخيره
 تغذيه ،غذيه انسانتدر زمينه تحقيقاتي  يها امهبرنوسيعي از 

پزشكي گياهي و داروسازي، بيوشيمي شيمي پروتئين، دام،
مرتبط با  هايافتهاين  اي ازهبخش عمد. )20( رنديگ يم قرار

 .باشدها ميذرهاي آنزيمي بمهاركننده نقش فيزيولوژيك
ر كيبات پايداهاي هيدروليتيك ترها با آنزيماين پروتئين

 ).16( شوندمي هاكرده و باعث مهار عملكرد آن ايجاد

اي ايجاد مشكلات تغذيه درآنزيمي  هايتوانايي مهاركننده
هاي گياهي مصرف غذا عنوان به كه يهنگامو اثرات سمي 

ها دانه ردآنها يكي از دلايل عمده توجه ويژه به شوند مي
باعث  زيادهاي در غلظت پروتئينازهاي مهاركننده. باشدمي

 ايحجم بافت  شيافزا( تروفي پانكراتيككندي رشد، هيپر
و  )موجود در آن يها اختهياندام در اثر بزرگ شدن 

 ايبهنجار در بافت  يها اختهيتعداد  شيافزا( هيپرپلازيا
  .دنشومي) عضو
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 ژهيو بهود در غذاهاي گياهي آميلاز موجهاي آلفاكنندهمهار
- توانند آنزيمت و حبوبات ميهاي موجود در غلاكنندهمهار

-شناخته .فعال سازنداتيك انساني را غيركرنهاي بزاقي و پا

كننده، مهارهابذر گان آنزيمي موجود درترين بازدارندشده
پسين و كيموتري، نپسيتريهايي مانند تئينازهاي سرين پرو
هاي اخير توجه ويژه بر روي در دهه. باشندسوبتيليسين مي

 .متمركز شده است )EC 3.2.1.1(آميلاز آلفا ندارندگاباز
هايي با منشأ گياهي پروتئين لهيوس بهكه  ي ديگرهاآنزيم
به اخيراً  .)20( شده اند گزارش پيوسته نيز ،شوندميمهار 

كننده دو عملكردي جو اثبات رسيده است كه وقتي مهار
)Barley( شود، بنيان متصل ميگياه  دخوآميلاز فابه آل

اصي تريپتوفاني آنزيم را كه براي واكنش پيوندي اختص
را فرايند ير داده و اين سوبسترا ضروري است، تغي -آنزيم

ها ممكن است اين احتمال كه اين پروتئين. مايدنمختل مي
سلامت و تندرستي انسان را به مخاطره بيندازند باعث 

 ويژه درهها در گياهان و بگرديده كه در زمينه پراكندگي آن
غذا  عنوان بهي گياهي كه هاها در بافتمورد وجود آن

 ).7و 6( مطالعات متعددي آغاز گردد ،گردندمصرف مي

هاي  ي خام لوبياي معمولي حاوي مهاركننده عصاره
هاي  بازدارنده عنوان بهباشد و  آلفاآميلازي شبه لكتين مي

براي كنترل ديابت  1980ي  هضم نشاسته، در اوايل دهه
 رفته است ولين و چاقي به كار يروابسته به انسمليتوس غ

ها به خاطر داشتن  اخيراً اين گروه از مهاركننده. )5(
محافظت از بذرها در برابر  منظور بهكشي هاي حشره ويژگي

يك گروه  ).13( اند قرارگرفته مورداستفادهحشرات آفت 
از لوبياي تركيبي  )Mayo Clinic( تحقيقاتي در كلينيك مايو

كه  دادند ه و نشانسازي كرد نسبي خالص طور بهرا د سفي
 دئودنال فعاليت آميلاز بزاقي، درون بيتركاين 

)intraduodenal( ايلئال و درون )intraileal( ) دو بخش
را در ) ي دوازدهه ابتدايي روده كوچك واقع در ناحيه

 .)12و 1( كند غيرفعال مي )In vitro( شرايط آزمايشگاهي

  مهار) 2015(كريشنان و همكاران يوني گردر پژوهشي دي

معرفي  منظور بهگلوكوزيداز را آميلاز و آلفاآلفا يها كننده
 داروي طبيعي ديابت در چهار جلبك سبز شناسايي كردند

)25(  

 ي آلفا مهاركننده) 2004( همكارانو  داهيروشي اونه
كه طبق روش  را 19/0با حركت نسبي  آميلازي

هاي  مهاركننده شامل و) 1996( نهمكاراچوودهوري و 
هاي  و ديگر مهاركننده 53/0، 38/0، 36/0، 28/0، 19/0

  ).16( كردندو معرفي  سازي آلفاآميلازي گندم بود خالص

  ي مهاركننده نجپ، )2000(همكاران  و اوكتاويو لوييز فرانكو
 ،19/0(و حركت نسبي  با ويژگيهاي ساختاريآلفاآميلازي 

را از كيلو دالتوني  27و  26 ، 25لي و وزن مولكو )53/0
و فعاليت مهاركنندگي  هسازي كرد بذرهاي گندم خالص

 و هاي آلفاآميلاز پانكراسي خوك آنزيم ابربر در ها را آن
، Callosobruchus maculatus سه حشره آلفاآميلاز

Zabrotes subfasciatus  وAcanthoscelides obtectus  با
 قراردادندمورد سنجش  )Bernfeld( استفاده از روش برنفلد

)4.(  

اثر ) 2004(و همكاران  )Ivan Kluh( ايوان كلوه
پس از ا ربذر لوبيا  α-AI-1 - ي آلفاآميلازي مهاركننده

هاي اصلي  ردهگونه از  سيتخليص، بر آلفاآميلازهاي 
مورد  زاي گياهيآسيبهاي  مهرگان و قارچ حشرات، بي

  ).8( قراردادندمطالعه 

آنزيم آلفاآميلاز را از روده و ) 2012( ياري قدمصابري و 
 Rhynchophorus ferrugineusدو حشره  همولنف

Olivieri ماش آلفاآميلازي را از  اي مهاركننده جداسازي و
)Vigna radiate L( لوبيا و )Phaseolus vulgaris L.( 

  ).22( جداسازي كردند

، شوند ته ميها نيز شناخ گاماتيونين عنوان بهكه  ها ديفنسين
ابزارهاي بيوتكنولوژيكي در كشاورزي براي كنترل  عنوان به

و  پاتريشيا پيليگريني .روند ها به كار مي ها و پاتوژن آفت
كه يك ديفنسين غيرمعمول  را VuD1، )2008(همكاران 
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از را باشد،  حشرات مي آلفاآميلازهاي مهاركنندگي يتقابل با
ي  وسيله به وازي جداس Vigna unguiculataبذر نخود 

فعاليت  ه وسازي كرد كروماتوگرافي ميل تركيبي خالص
را با استفاده از روش  آمده دست بهي  بازدارندگي مهاركننده

برنفلد در برابر آلفاآميلاز بزاقي انسان، آلفاآميلاز پانكراسي 
، آلفاآميلاز Acanthoscelides obtectusخوك، آلفاآميلاز 

Aspergillus fumigates  و آلفاآميلازCallosobruchus 

maculates  18( قراردادندمورد سنجش.(  

ي آلفاآميلازي  مهاركننده )2005(همكاران  و چارلز ديلر
ي لوبياي وحشي يتينازي از بذرهاكجديدي با فعاليت 

 اين مهاركننده مشخص شد كه .جداسازي كردند
در مقابل  يتوجه قابلشده فعاليت بازدارندگي  يساز خالص

دارد اما تقريباً هيچ  Z. subfasciatus لفاآميلازهاي لاروآ
  ).2( هاي پستانداران ندارد فعاليتي در مقابل آنزيم

در بذر گندم  موجود آميلازآلفا مهاركننده دراين تحقيق
 هايويژگي ،گرديد تخليصجداسازي و واريته زرين 
يتيك آميلازي فعاليت هيدرول ميزان كاهش و الكتروفورزي

آميلاز باكتريايي در اثر افزودن اين انساني و آلفا بزاق
 .قرارگرفت مطالعه موردمهاركننده به محيط واكنش آنزيم 

محصولات  گياهي در أهاي آنزيمي با منشمطالعه مهاركننده
ايران بالاست  ويژه گندم كه سرانه مصرفي آن درهزراعي ب

 گونهاينكه هيچبه  توجهبا .باشدمي هدف اين تحقيق
گي و ميزان بازدارندگي اطلاعاتي در مورد پراكند

محصولات زراعي عمده ايران  موجود در بذر هامهاركننده
- و واريته ها در گونهها هاركنندهبررسي اين موجود ندارد، 

 .رسد يمبه نظر  ضروريهاي زراعي ايران 

 هاروش مواد و

وزن گندم رقم زرين را  شده يگواهبذر  پنج: استخراج
بار  دو آب مكعب متر يسانت دودر هاون با افزودن و  كرده
استخراج . )w: v 1:10()16 با نسبت( گرديدآسياب  تقطير

. دشانجام  ساعت يكبه مدت  C 20 پروتئين در دماي

) RPM( در دقيقه دور 10000محلول رويي با سانتريفوژ 
محلول  اين .گرديدجدا دقيقه  20به مدت  g 11963معادل 
 ml 5/2به حجم  A (Tris – Hcl 20 m M pH=8)با بافر 

  ).3( رسانده شد

: سولفات ومآموني لهيوس بهپروتئين  جزء جزءبهرسوب 
 (F 35 – 50)اشباع  درصد 35ـ  50براي رسيدن به غلظت 

سولفات جامد به محلول پروتئيني  ومگرم آموني485/0
محلول رويي . گرديداضافه  يآرام به و جيتدر بهمرحله قبل 

  (RPM )در دقيقه دور 5000 ژسانتريفيومرحله با  در هر
رسوب  پروتئينجدا و  دقيقه 30به مدت  g2991معادل 

  ).3( گرديد حل A از بافر تريل يليم دو افته دري

محلول و انجام دياليز  كيسه يساز آمادهمراحل : دياليز
 دياليز ).3( گرديدمنتقل  شده فعال دياليز كيسهبه  پروتئيني

 ml زانيمبه  A در حجمي از بافر ساعتت هشبه مدت 
 تنظيمبعد از  .يافتبه مرحله تعادل ادامه  رسيدنبراي  200
pH )8= pH  مانندPH  بافرA (در  دياليزml200  دو از آب
 دياليزنمونه . گرديدساعت تكرار  دوبه مدت  تقطير بار

دقيقه در  15به مدت  دياليز يكيسه   شده بعد از انتقال از
 ژانتريفيوس g2991معادل   (RPM)در دقيقه دور 5000
  .)3( گرديد

 مايعفاز  لهيوس به پروتئين سريع يكروماتوگراف
FPLC(Fast protein liquid chromatography) :

با روش كروماتوگرافي تعويض يوني  پروتئين سازيخالص
بعد از مراحل استخراج،  پروتئينيمحلول . گرديدانجام 
 Hiprep 16/10DEAE آمادهبه ستون  دياليزو  يده رسوب

 A Tris – Hclبافر 100ml ستون ابتدا با. گرديد قيتزر

20mM pH=8   انيجر شدتبا  ml / min5/0 ( با شدت
كه  گرددميكامل  زمانيتعادل . رسيدبه تعادل يوني پايين 

pH  از دستگاه برابر  خروجيبافرpH  بافرA (pH=8) 
نمونه حاصل از مراحل ميكروليتر از  μL 75 سپس .باشد
تزريق انجام و سپس  گرديده گذاريدستگاه بار يبر روقبل 
ستون  رزينهاي موجود با مرحله پروتئين ايندر . شد
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 دقيقه 60مرحله  اين .چسبندبرقرار كرده و به آن مي پيوند
. وداز ستون عبور نم Aافر ب ml 30آن  طيو  يافتهادامه 

يوني و  پيونداتمام مرحله  بيانگرن پيك دستگاه ثابت ماند
جدا  منظور به .باشدمرحله مي ايندر  پروتئينعدم خروج 

 B Tris – HCl 20 mM + NaCl 1 ( بافر هانمودن پروتئين

M, pH=8  ( از ستون عبور داده شدبا شدت يوني بالا .
تمام . گرديداز ستون جدا  85 دقيقهدر  موردنظر پروتئين

 صافيبه دستگاه با كاغذ  زريقتها قبل از و نمونه افرهبا
μm22/0 كاغذ  يجا به جايگزينروش . گرديدند صاف

دقيقه با سرعت  15ها به مدت نمونه ژسانتريفيو صافي
 .باشدمي g 11963معادل ) RPM( در دقيقه دور 10000
با استفاده از  PC-Controller توسط شده ميترس نمودار

متصل به  نهرايابر روي  شده نصب Unicorn افزار نرم
 شده ارائه 1شكلدر بخش نتايج AKTA  FPLC دستگاه 

  .است

آميلاز كننده آلفاالكتروفورزي مهار هايگييژومطالعه 
 SDS-PAGE )Sodium سازي شده با روشخالص

dodecyl-polyacrylamide gel electrophoresis( : بعد
 بذرآميلاز كننده آلفاسازي پروتئين مهاراز اتمام خالص

شده  آوريجمع هاينشكفرا، FPLC روشبا  ندمگ

جداگانه  يها شيآزما لولهدر  نمودار پيك برحسب
 دارينگه - C º4در بعديو براي مطالعات  شده يآور جمع
 هاينكشفراالكتروفوزي  ويژگيبراي مطالعه  .شدند
 نموديماستفاده  SDS-PAGEشده از روش  يآور جمع

)6.(  

  :اين بخش شاملدر  موردمطالعه يها نمونه

هاي شبه آلبوميني محلول در آب پروتئين .1نمونه شماره 
  مقطر با آب شده استخراج

رسوب فرايند رسوب يافته بعد از  پروتئين .2نمونه شماره 
از  شده خارجاول  ناكشفر ،دياليزسولفات و  آمونيومبا 

 پروتئينكه همان  شده ميترس نمودار براساس FPLCستون 
  .باشد يمآميلاز كننده آلفارمها و موردنظر

استاندارد با  يها نيپروتئدو سري از  4و  3نمونه شماره 
وزن مولكولي معلوم براي رسم نمودار استاندارد تعيين 

  ) 5شكل(وزن مولكولي 

محلول در آب بذر  يها نيپروتئدو تكرار از ) 6 و 5( نمونه
 و 2شكل  صورت بهالكتروفوز در ژل  نتايجگندم زرين 

  .است شده دادهنشان  1ول جد

  

  FPLCي با ساز و خالص، جداسازي از استخراجزرين، بعد  بذر گندمپروتئين بازدارنده آلفاآميلاز از  SDS-PAGEنتايج الكتروفورز  -1جدول 
وزن مولكولي 

  kDپروتئين 
 Rmحركت نسبي

(Relative mobility) 

شدهخارجپروتئين
 2ازستون

  استخراج پروتئينهاي
  1 ،6 ،5 با آبشده

فاصله طي 
 cmشده 

شماره 
  باند

85/116 9/0 ـــ11/0   1 
24/111  2 1 ـــ12/0 
73/100 2/1 ـــ 15/0   3 
73/67  4 2 ـــ25/0 
33/61 2/2 ـــ 27/0   5 
13/53 5/2 ـــ31/0   6 
27/32 5/3 ـــ 43/0   7 
75/22 2/4 ـــ52/0   8 
58/17 3/5 ـــ ـــ59/0   9 
96/16  60/0 5/5 ـــ ـــ   10 
32/9  75/0  11 6 ـــ 
27/7  81/0 5/6 ـــ   12 
 پروتئيني در همان موقعيت است وجود باند دهنده نشان -علامت
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گيري اندازه منظور به: آميلازروش سنجش فعاليت آلفا
آميلاز انساني و آلفا كاهش فعاليت آلفاآميلاز در بزاق ميزان

كه مهاركننده  زماني) استاندارد(سوبتيلس اسيلوس ب با منشأ
شود، از روش ضافه ميا ها آنآميلاز به مخلوط واكنش آلفا

استفاده  از روش برنفلد  سنجش فعاليت هيدروليتيك
) زرين( بذر گندممهاركننده آلفا آميلاز موجود در  .نموديم

تا زمان سنجش  FPLCروش با  يساز خالصبعد از مراحل 
داري اپندورف نگهدر  -C° 4  ي فعاليت هيدرولتيك در دما

 4( موردمطالعههاي ليتر از هركدام از نمونهيك ميلي .گرديد
- هب بستر يخ ليتر از محلول استخراج درميلي ششبا ) نمونه

ن از عصاره هموژ براي صاف نمودن. وبي هموژن گرديدخ
به  شده صافعصاره  .گرديدپارچه نخي چندلايه استفاده 

محيط . وژ گرديديسانتريف g 40000در دقيقه  15مدت 
 سهو درصد  2نشاسته  تريل يليم 3شامل واكنش آنزيمي 

ها تهيه گشته به استخراج محتوي نمونه ر از عصارهليتيليم
 يكسپس . داري گرديدنگه C°30دماي دقيقه در  30مدت 
از معرف رنگي  ليترليمي يكاز محيط واكنش با  ليترميلي

مخلوط گرديده و به  يآرام بهسيد ليسيليك ادي نيتروسا
سپس . آب جوش حرارت داده شدحمام  دقيقه در 5مدت 
 دقيقه در دماي اتاق سرد گرديده و 30ها به مدت نمونه

 نانومتر خوانده 546 موج طولدر  ها آنشدت جذب نوري 
استاندارد مالتوز و با استفاده از معادله  ها نمونهغلظت  .شد

 محاسبه گرديد ها آنرقيق نمودن  ميزان نظر گرفتنبا در 
دي  5و  3 ي مادهدر كنار  اكنندهاحي هايگروه). 21(

. ندينما ينتيروساليسيليك اسيد، تركيبات رنگي ايجاد م
 هايبا ميزان گروه جادشدهيميزان تركيبات رنگي ا

حاصل از فعاليت هيدرولازي نسبت مستقيم  اكنندهاحي
گي حاصله در ماكزيمم جذب نوري تركيبات رن. دارند
 كنندگيبراي سنجش مهار. داردرنانومتر قرا 546موج  طول

 مهاركننده عنوان به گندم، بذر از شده يساز خالص پروتئين
 مبناي بر هيدروليتيك فعاليت سنجش روش آلفاآميلاز
 )روش برنفلد( اسيد ساليسيليك تروين دي 5 و 3 از استفاده
 ).21( گرفت عمل مبناي

 باهمليتيك چهار نمونه زير ت هيدرودر اين سنجش فعالي
  :مقايسه گرديد

 Merck Art(سيلسوس سوبتيليس محلول آلفا آميلاز با - 1

 شاهد عنوان به ml / mg 1غلظت  با) 1329

 Merck Art(سيلسوس سوبتيليس آميلاز بامحلول آلفا  - 2

 تريل يليم به همراه يك ml  /mg 1با غلظت  )1329
  FPLC با مراحل شده خالص مهاركننده آلفا آميلاز

تقطير بدون  دو باربا آب ) 3: 1( شده قيرق انساني بزاق –3
  شاهد عنوان بهكننده مهار

تقطير به  دو بار با آب )1:3( شده قيرقانساني  بزاق –4
با  شده خالص مهاركننده آلفا آميلاز تريل يليمهمراه يك 

 FPLCمراحل 

- ج از هريك از نمونهدار بودن نتايمعني و سهيمقا قابلبراي 

  .)2جدول( تكرار در آزمايش لحاظ گرديد 3ها 

 نتايج

نتايج كروماتوگرافي تعويض يوني با استفاده از ستون 
 AKTA FPLCو سيستم  DEAEآنيوني ي كنندهتعويض

TM اين منحني  .است شده دادهنشان  1شكل  صورت به
را در  از ستون شده خارجب نوري پروتئين شدت جذ

مرتبط با دستگاه  UVبا استفاده از لامپ  nm280 موج طول
 pH تر ازبالاتر و يا پايين pHدر ها پروتئين. دهدنشان مي

دار شده و بار مثبت و يا منفي صورت به خود كيالكتر زويا
و  شده اعمالي ستون بر رو) Aبافر (كننده بافر آغاز همراه

رايط با تغيير ش. شونددار ستون متصل ميبه ذرات بار
كه با جايگزيني  pHافزايش غلظت نمك يا تغيير  صورت به

 رديپذ يمصورت ، )بافر جداكننده( Bبافر  توسط Aبافر 
شدت  براساسقبلي  مرحلههاي متصل شده در پروتئين
مجزا همراه بافر  صورت بههاي ستون يوني با ليگاند پيوند

B سازي يك شوند و بدين ترتيب جدااز ستون خارج مي
در اين دستگاه براي . گيردع پروتئين صورت مينو

با  UV توريمان و UV از لامپ شده خارجشناسايي پروتئين 
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 flowدر مسير عبور پروتئين در بخش  نانومتري 280 فيلتر

cell دراين بخش همانند يك  .تعبيه گرديده است
اسپكتروفتومتر، شدت جذب نوري نمونه عبوري در 

 رگيري شده و در بخش مانيتوازهنانومتر اند 280موج  طول
UV  افزار نرمنمايش داده و unicorn آن را به شده نصب -

 نانومتر 280موج  طولصورت منحني شدت جذب در 

نمودار  1شكل . دهدزمان تزريق نمونه نمايش مي برحسب
مرتبط با دستگاه  unicorn افزار نرمتوسط  شده ميترس

AKTA TM FPlC دهدرا نشان مي .  

  
  AKTA FPlCمرتبط با دستگاه  unicorn افزار نرمتوسط  شده ميترسپيك  -1كل ش

كروماتوگرافي ستونو با  هآمونيوم سولفات رسوب يافت درصد اشباع 35 -50كه بامحلول ) زرين(گندم از بذر  شده استخراجآميلاز آلفا مهاركننده
شروع به خروج از ستون  80در دقيقه  جداكنندهدرصد بافر  100هنگام اعمال  پروتئين. جداسازي شده است DEAE FF يوني آنيوني آمادهتعويض

 .نموده است

حاصل از كروماتوگرافي تعويض  شده يآور جمعفراكشن 
از خلوص  اطمينان ،تعيين ويژگي ،شناسايي منظور بهيوني 

 فورزالكترو SDS-PAGEروش  با ،هاو ديگر ويژگي

منابع رز نمونه در روش اجرايي كامل الكتروفو. گرديد
صورت نتيجه الكتروفورز به ).6( است شده  دادهتوضيح 

نشان  1در جدول شماره  آني مرتبط با ها دادهو  2شكل 
هاي شبه پروتئينپنجم و ششم   ،ستون اول .است شده داده

با آب مقطر  شده استخراجبذر گندم محلول در آب  يآلبومين
  .دهدرا نشان مي

آميلاز كه فعاليت هيدروليتيك آلفا دهدنشان مي 3شكل 
توسط درصد  97/89 به ميزان) با منشأ باكتريايي(استاندارد 

همچنين فعاليت هيدروليتيك . است افتهي كاهشكننده مهار
) هاكردن مقدار رقيق نمودن نمونهبا لحاظ(بزاق انساني 

سازي و خالص شده استخراجآميلاز كننده آلفاتوسط مهار
 كاهشدرصد  07/97به ميزان) زرين( گندم بذرشده از 

گيري ميزان كاهش اندازهنتايج  2جدول در . است افتهي 
آميلاز با منشأ فعاليت آلفاآميلاز در بزاق انساني و آلفا

روش برنفلد با استفاده از  )استاندارد(سوبتيلس باسيلوس 
 ها آنآميلاز به مخلوط واكنش زماني كه مهاركننده آلفا

با سه تكرار  ها شيآزما، نشان داده شده است شوداضافه مي
 افزار نرمنمودار با رسم انحراف معيار و  محاسبه انجام و
  .گرديدانجام  اكسل

 با روش برنفلد شده ميترسنمودار استاندارد مالتوز  4شكل 
ي وزن مولكولي ريگ اندازهنمودار استاندارد  5و شكل 

  .دهد يمنشان پروتئين براساس حركت نسبي روي ژل را 
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 مالتوز توليد شده  اساس؛ بر  يساز ميزان كاهش فعاليت آلفا آميلاز توسط مهاركننده استخراج شده از بذر گندم بعد از خالص -2جدول 

درصد 
  بازدارندگي

غلظت محاسبه شده مالتوز
  با منحني استاندارد

  ميانگين
 ±Sd 

OD نمونه  تكرار 

 43/27 μm 808/0 + 006/0  

817/0 منشألفاآميلاز استاندارد با آ اول   
aus Bacillus subtilis (MerckArt.1329) 

1mg/1ml 

808/0  دوم 
799/0  سوم 

97/89 % 75/2 μm 580/0 + 016/0  

590/0 منشأآلفاآميلاز استاندارد با  اول   
aus Bacillus subtilis (MerckArt.1329) 

1mg/1ml 
+ 

زرين بعدازخالص سازي مهاركننده آلفاآميلازموجوددر بذر گندم 
 FPLCبا 

557/0  دوم 

595/0   سوم 

 86/129 μm 991/0 + 004/0  

991/0   اول 
985/0 بزاق انساني   دوم 

998/0   سوم 

07/97 % 80/3 μm 823/0 + 016/0  

820/0  
851/0  
800/0  
 
 

1 
2  
3  

  
  

 بزاق انساني
+ 

          مهاركننده آلفاآميلازموجوددر بذر گندم زرين    
 FPLCبعدازخالص سازي با 

  

 
  نمودار استاندارد مالتوز ترسيم شده با روش برنفلد -4شكل 

 
ي وزن مولكولي پروتئين بر اساس ريگ اندازهنمودار استاندارد  -5شكل 

 حركت نسبي بر روي ژل

  گيريو نتيجه ثحب
به دستگاه  Aبافر  62تا  1دقيقه از  دهد كهنشان مي 1شكل 

 Bفر با با Aفر با 62دقيقه  در .است اعمال گرديده
و  بوده جداكنندهفر با Bبافر . جايگزين گرديده است

هاي پروتئين .باشديك مولار مي NaClو  Aفر محتوي با
صورت هفر ببا pHموجود در نمونه با توجه به سيستم و 

كه داراي گروه DEAE دار شده و به ذرات ستونمنفي بار
اتيل آمينو اتيل با بار مثبت  يد N+(C2H5)2 H تبادل كننده

ه علت ب هادر مرحله اول پروتئين. شوندباشد متصل ميمي
داراي بار يزوالكتريك ا  pH  بالاتر از pHدر  نقرارگرفت

به ستون داراي گروه باردار شونده مثبت، شده و منفي 
 كننده با شدت يوني قويبا اعمال بافر جدا. شوندمتصل مي

) Nacl 1M ي هايونCl ها شده و جايگزين پروتئين
 .شوندو همراه بافر خارج مي جداشدهون ها از ستپروتئين

يك  هايتمام مولكول ،يكسان با شدت پيوند يوني علته ب
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و  جداشدهاز ستون  باهممعين  زمان كيپروتئين ويژه در 
اولين پروتئين در  .دينما يماين به فرايند تخليص كمك 

دقيقه بعد از  30باً يق نمونه و تقرياز زمان تزر 90دقيقه 
جذب  ماكزيممو  شده خارجاز ستون  Bفر جايگزيني با
ر طي ده دقيقه اين پروتئين به دهد دشان مينوري را ن

- كامل از ستون خارج مي طور بهاكثر تجمع رسيده و حد

ليتر در دقيقه به ميلي 5/0 جريان شدت بهبا توجه . شود
نيز در فراكشن اول  Bفر با يس يس 5مراه پروتئين تقريباً ه

ها براي تغليظ نمونه در در برخي روش. گرديد يآور جمع
است در اين كار برده شده هي باي ويژههااين مرحله روش
مدت  با بافر به را همراه شده يآور جمع آزمايش فراكشن

سديم كسيد ساعت در ديسكاتور محتوي هيدرو 24
براي  تغليظ شدهنمونه  .ه شدقراردادآبگيري  منظور به
  .گرفتقرار مورداستفادهطالعات تكميلي م

باند  12ستون  دهد در ايننشان مي 1دول كه ج همچنان
ا ت 11/0از  ها آن حركت نسبيكه  اند شده كيتفكپروتئين 

هاي رسوب ستون دوم شامل پروتئين. باشدمتغير مي 0/ 81
هاي پروتئين باشد يعني از گروهسولفات ميآمونيوميافته با 
 جزء جزءبهبا استفاده از رسوب ) 1ستون (ميني شبه آلبو
درصد اشباع آمونيم سولفات  35 - 50محلول توسط 
كه شامل دو باند  ،هاي ستون دوم رسوب يافتندپروتئين

پروتئين  باشند يم 9،10پروتئين يعني باندهاي شماره 
-ده ميدي 10و  9هاي در باند) هدف(آميلاز آلفا مهاركننده

سازي براي اطمينان و پيگيري دقيق مراحل خالص .شود
  .گرديد نمونه پروتئيني بعد از دياليز الكتروفورز

از دستگاه مطابق پيك  شده خارجو   يآور جمعفراكشن 
 دوستون شماره  صورت بهبعد از مراحل تغليظ  1شكل

ها كه در الگوي الكتروفورزي نمونه. گرديد الكتروفورز
 يساز خالصيدي بر فرايند تأي ،است شده داده نشان 2شكل 
ز آميلايعني پروتئين مهاركننده آلفا نظر موردتئين پرو

 داراي نيپروتئاين . هست بذر گندماز  شده استخراج
بوده و فاصله طي شده توسط  60/0و  59/0 حركت نسبي

. باشداز ابتداي ژل مي متر يسانت 3/5و  5/5وي ژل ، رآن بر
اين مطلب  ندهده نشان 1كل با پيك ش كلش مقايسه اين

  .باشدمي

    
  الف                     ب                   ج       

هاي الكتروفورزي مهاركننده آلفاآميلازبذرگندم مطالعه ويژگي -2شكل 
  AKTA FPLCTM از شده يآور جمعسازي و خالص

ين رسوب يافته پروتئ) 2هاي محلول در آب بذر گندم پروتئين) 1الف 
اشباع آمونيوم سولفات پروتئين موجود در فراكشن  %35-50با محلول 

  .يونيكروماتوگرافي تعويضاز ستون شده يآور جمعاول 
دو سري از پروتئينهاي استاندارد با وزن مولكولي معلوم براي ) 3ب 

  )5شكل (رسم نمودار استاندارد تعيين وزن مولكولي 
تئينهاي محلول در آب بذر گندم زرين تكرار دو تكرار از پرو) 6و5ج 

  1باكيفيت تر ستون 

 ،نمايدوجود تنها يك پروتئين را اثبات مي 1شكل 
طور باند پروتئين را به 2ژل الكتروفورز وجود  كه يدرحال

تفسير اين است كه دو باند . دهدواضح نشان مي
بودن اين پروتئين ديمر دهنده نشاندر حقيقت  شده مشاهده

 صورت به 1باشد يعني پروتئين اصلي كه در شكل ژه ميوي
شود در مراحل مختلف الكتروفورز يك نمودار ديده مي

هايي نظير هنگام استفاده از مواد و معرف ژهيو به
 ليدو دس ميو سد) APS( ، آمونيم پرسولفاتمركاپتواتانول

سولفيدي دو زنجير با احياء باندهاي دي )SDS(سولفات 
دو باند پروتئيني كه  صورت بهو  جداشدههم  ديمر آن از

اين . شوندوزن مولكولي بسيار نزديك به هم دارند ديده مي
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تفسير با نتايج ديگر محققين كه بيانگر شناسايي يك 
 ،11(د خواني دارباشد همها ميمهاركننده ديمر توسط آن

 مهاركننده) 1985(مائده و همكاران ). 23و  21 ،19، 15
كيلو دالتون را  26و وزن مولكولي  62/0ز با فرم آلفاآميلا

 ).11(دايمري بود معرفي و شناسايي كردند  صورت بهكه 
نيز توسط  19/0، 28/0 ،53/0،23/0ديگر فرمهاي دايمري 

  .اند شده يمعرفيي و شناساديگر محققين 

ي شده توسط اين مطالعه ساز خالصآميلاز كننده آلفامهار
همكاران كه توسط مائده و  باشد يمبسيار شبيه پروتئيني 

 ).11( =Rm)66/0گرديده است  گزارش) 1985(

مهار يت هيدروليتيك آنزيم را آميلاز فعالهاي آلفاكنندهمهار
براي . نمايندمتوقف مي آن راو عمل كاتاليتيكي  كرده

استه محلول استفاده كنندگي عموماً از نشسنجش ميزان مهار
و  قرار داشته گليكوزيدازهاگروه اندو آميلاز درآلفا. شود يم

ساكاريدها گليكوزيدي را در پلي 4و  1پيوندهاي آلفا 
 ،نمايدصادفي در قسمت داخلي هيدروليز ميت صورت به

-گلوكز مي مقدار كمواكنش عمدتاً دكسترين و به نتيجه 

كه توسط شكافته شدن  اكنندهياحهاي گروه ).16(باشد 
- كوزيدي بين قندها تشكيل مياي گليهيدروليتيك پيونده

  .گيرندمبناي سنجش فعاليت آنزيم قرار مي ،شوند

 ها آندراين تحقيق فعاليت هيدروليتيك اي كه نمونهچهار 
استاندارد بدون  گرديد، شامل آلفا آميلازمقايسه  باهم

بزاق  كننده،آميلاز استاندارد همراه با مهارمهاركننده، آلفا
 شده قيرقو بزاق انساني  اركنندهبدون مه شده قيرقانساني 

از هر نمونه سه تكرار براي . كننده بودندمهار مراه باه
مبناي مقايسه فعاليت  .بودن نتايج بكار برده شد نانياطم قابل

ل از نمونه فوق، بر اساس ميزان مالتوز حاص 4 آميلازي در
هرچه ميزان فعاليت . باشدفعاليت هيدروليتيك آنزيم مي

در محلول  جادشدهياباشد، غلظت مالتوز  آنزيم بيشتر
 شماره دو و چهار يها نمونهدر . د بودش بيشتر خواهواكن

از  شده يآور جمعكننده از مهار تريل يليم يكبه مقدار 
سازي، استخراج، خالص بعد ازدستگاه  شماره يكفراكشن 

- مشاهده مي. محلول واكنش اضافه شد رسوب و دياليز به

ها در گيري شده در اين نمونهوز اندازهظت مالتشود كه غل
كننده اضافه كه مهار شماره يك و دو 1 يها نمونهايسه با مق

-داري كاهش نشان ميكاملاً معني طور به ،نگرديده است

و  مهاركنندهاي در نمونه دار مالتوزبا محاسبه مقادير . دهد
درصد بازدارندگي فعاليت آميلازي  كننده،نمونه بدون مهار

  .)2جدول ( مهاركننده محاسبه گرديد سطتو

آميلاز دهد كه فعاليت هيدروليتيك آلفانشان مي 3شكل 
 توسطدرصد  97/89 به ميزان) با منشأ باكتريايي(استاندارد 

همچنين فعاليت هيدروليتيك  .است افتهي كاهشكننده مهار
) هاكردن مقدار رقيق نمودن نمونهبا لحاظ(بزاق انساني 
سازي و خالص شده استخراجآميلاز كننده آلفاتوسط مهار
درصد  07/97به ميزان) زرين( بذر گندمشده از 

آميلاز با منشأ گياهي هاي آلفاكنندهمهار. است افتهي كاهش
ويژه در بذر غلات و حبوبات به فراواني يافت شده  طور به

زيرا در حفاظت از گياه . اندطور گسترده مطالعه شدهو به
باشند ر حشرات و آفات ميكروبي داراي نقش ميدر براب

عامل ايجاد  عنوان بهها علاوه بر اين آن). 23و  16، 10، 9(
 Baker‘sحساسيت و آلرژن در بيماري آسم نانوايان 

asthma) (شوند شناخته مي)21.(  

آميلاز آلفا شدت بههاي موجود در گندم برخي از مهاركننده
آميلاز پستانداران اثر آلفا حشرات را مهار نموده ولي بر
-ها مينمايد كه مهاركنندهندارند، اين مشاهده پيشنهاد مي

ابزاري براي افزايش مقاومت غلات در  عنوان بهتوانند 
هاي گياهي آفات و پاتوژن. گرفته شوند به كاربرابر آفات 

. عوامل كاهش محصولات كشاورزي مطرح هستند عنوان به
گياه باعث ايجاد صدمه و آسيب در تغذيه مستقيم آفات از 

. نمايدهاي دفاعي گياهي را تحريك ميگياه شده و مكانيسم
ي مانند نيپروتئريغتركيبات دفاعي گياه شامل تركيبات 

ها و تركيبات گليكوزيدي ، آلكالوئيدها، ترپنها كيوتيب يآنت
توان به سيانوژنيك و از گروه تركيبات پروتئيني مي

ها و ها، ويسيلينها، آرسليننازها، لكتينكيتينازها، گلوكا
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هاي آنزيمي كنندهمهار. هاي آنزيمي اشاره نمودكنندهمهار
فرايند هضم را از طريق مهار آلفاآميلاز و پروتئيناز بزاق 

در  ژهيو بهدفاع طبيعي گياهان ). 16(نمايند حشره مختل مي
محصولات زراعي استراتژيك با استفاده از تكنولوژي 

تواند با هاي دفاعي متنوع گياهي ميانسژنيك و سيستمتر

امروزه . ابزارهاي بيوتكنولوژي و مهندسي ژنتيك بهبود يابد
نوعي ( Weevilsبيشترين تحقيقات در اين زمينه بروي 

باشد زيرا براي تأمين انرژي متمركز مي) سوسك مزرعه
  ).17(است آميلازي وابسته  تيو فعالبه نشاسته  داًيشد

مھار فعاليت ھيدروليتيک آلفا آميلاز استاندارد باسيلوس سوبتيليس 
وبزاق انسانی توسط مھار کننده خالص سازی شده از بذر گندم زرين
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سازي شده از بذر گندم زرين به نمودار درصد كاهش فعاليت آلفاآميلاز باسيلوس سوبتيليس و بزاق انساني بعد از افزايش مهاركننده خالص -3شكل 
  محيط واكنش برحسب ميكرومول مالتوز توليد شده در محيط واكنش

 12، 60ي  هاي آلفاآميلازي گندم، به سه خانواده مهاركننده
 60ي  خانواده. شوند توني تقسيم ميكيلودال 24و 

كيلودالتوني  12ي  خانواده. كيلودالتوني هتروتترامرها هستند
اين عدد  (28/0ي آلفاآميلازي  مونومري بوده و مهاركننده
آن بر روي ژل غيردناتوره  زيبراساس حركت الكتروفور

 لويك 24ي  خانواده. دوش ميشامل  )است )native( كننده
و 38/0 ،19/0 هاي آلفاآميلازي مهاركننده، شامل يدالتون

ي  مهاركننده. باشند باشد كه دايمري مي مي 53/0
كيلودالتوني جزء اصلي  24ي  از خانواده 19/0آلفاآميلازي 
اين مهاركننده . هاي آلفاآميلازي گندم است مهاركننده

تواند آلفاآميلازهاي با منشأهاي مختلف شامل  مي
كرم آرد زرد، آفت نخود، ، Bacillus subtilisآلفاآميلازهاي 

آفت لوبياي مكزيكي، آفت لوبيا، پانكراس خوكي، پانكراس 
ي  مهاركننده. مرغي و بزاق و پانكراس انسان را مهار كند

يك همودايمر با وزن مولكولي  صورت به 19/0آلفاآميلازي 
 3/13صورت دو زير واحد  است، كه به دالتون لويك 6/26

ي آمينواسيدي  باقيمانده 124ن متشكل از كيلو دالتوني يكسا
غيركوالانت به هم مرتبط  يها كنش انيمباشد كه با  مي
نوع بازدارندگي اين مهاركننده در مقابل آلفاآميلاز . شوند مي

 شده مشخصچراكه ، باشد رقابتي مي صورت بهپانكراسي 
است مولكول آنزيمي به هومودايمر اين بازدارنده متصل 

ي آلفاآميلازي  يت بازدارندگي بالاي مهاركنندهفعال .شود مي
در مقابل آميلاز پانكراسي خوك و پايداري دمايي  19/0

ي پتانسيل بالقوه آن براي پيشگيري و  دهنده بالاي آن نشان
 آلفاآميلاز كنندهمهار ).16(باشد  درمان چاقي و ديابت مي

 24در گروه  توان يمرا  اين مطالعه درشده  سازي خالص
 ،كه دايمريك هستند 53/0و دالتوني و نزديك به كيل

گروه مونومريك گزارش شده است . كرد يبند طبقه
اي آميلازهاي  طور ويژه هاي آميلازي گندم، به مهاركننده

هاي آميلازي  كه مهاركننده كنند، درحالي حشرات را مهار مي
دايمريك گندم، آميلازهاي حشرات و همچنين آميلازهاي 
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كنند  و آميلازهاي پانكراسي خوك را مهار مي بزاق انساني
)24.(  

بزاق نتايج اين تحقيق نشان داد كه فعاليت هيدروليتيك 
سازي شده از بذر گندم انساني توسط مهاركننده خالص

نتايج شناسايي يك پروتئين  .قاطع مهار گرديد طور بهزرين، 
. را تائيد نمود Kd 96/16 و وزن مولكولي تقريبي 60/0با 
ي ديمر بودن اين پروتئين دهندهنشان شده مشاهدهو باند د

با منشأ ( آميلاز استانداردفعاليت هيدروليتيك آلفا .باشدمي
مهار توسط اين پروتئين درصد  97/89به ميزان ) باكتريايي

همچنين فعاليت هيدروليتيك بزاق انساني توسط . ديگرد
  . كاهش يافتدرصد  07/97اين پروتئين به ميزان 

در مورد مهار آلفا آميلاز  يمهاركنندگمكانيسم واكنش 
روشن درك  طور بهپروتئيني گياهي  يها مهاركنندهبوسيله 

مبتني براين كه قندهاي  ييها هيفرضولي  .نشده است
پپتيدي پليكووالانسي به زنجيره  طور بهكه  اكنندهياح

در  يا عمدهممكن است نقش  شوند يممتصل  مهاركننده
و يا  ارائه گرديده استواكنش مهار داشته باشند مكانيسم 

ممكن است باعث تغيير در  مهاركننده يها نيپروتئ كه نيا
اخيراً به . مولكول آنزيم شوند يبعد سهساختار فضايي و 

دو عملكردي جو به  مهاركنندهاثبات رسيده است كه وقتي 
، بنيان اختصاصي شود يمآلفا آميلاز با منشأ دروني متصل 

 -پتوفاني آنزيم را كه براي واكنش پيوندي آنزيمتري
سوبسترا ضروري است، تغيير داده و اين فرايند را مختل 

كه در مورد واكنش سرين پروتئيناز و  ييها داده .دينما يم

 يمهاركنندگدهد كه آن وجود دارد نشان مي يها مهاركننده
 فعاليت آنزيم كاملاً )1:1( نسبت و دركاملاً رقابتي بوده 

مطالعات كريستالوگرافي، رزونانس . گرددمتوقف مي
 مهاركنندهنشان داد كه . . . و ) NMR( يا هستهمغناطيسي 

سوبستراي بسيار اختصاصي آنزيم عمل كرده و به  عنوان به
 قرارگرفتهجايگاه واكنش  دركه  اييگانهپپتيد ويژه و 

سوبسترا و  -برخلاف پيوند معمولي آنزيم. شودمتصل مي
پيوند  شوند يم گسسته ازهم يآسان بهفراورده كه  -زيمآن

  .)5و18، 4( باشد يمبسيار پايدار  مهاركننده -آنزيم

تواند آميلاز باكتريايي توسط اين مهاركننده ميمهار آلفا
 موردتوجهها و آفات گياهي طبيعي بيماري منظور كنترل به

كاربردهاي ويژه  همچنين. رديقرار گمحققين كشاورزي 
هاي آميلاز در درمان ديابت و نارساييهاي آلفاهاركنندهم

وزن كه  منظور كاهش بههاي غذايي گوارشي و اصلاح رژيم
باشند، زمينه امروزه در جمعيت ايران بسيار شايع مي

محققين  موردتوجهتواند تحقيقاتي جديدي است كه مي
در مطالعات  شود يم شنهاديپ .علوم پزشكي كشور قرارگيرد

 يها كامل مهاركننده يساز خالص نده،يآ يها ژوهشو پ
و سپس  يونيتبادل آن يكروماتوگراف ي لهيوس به يلازيآلفاآم

HPLC يدست آمده برا به هاينيفاز معكوس انجام و پروتئ 
 نيا راث نيهمچن. شوند يآور جمع گيسنجش اثر مهاركننده

 يانسان يپانكراس يلازهايآلفاآم يها بر رو مهاركننده
 ينوع دوم بررس ابتيدرمان د يبرا يراهبرد عنوان به
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Abstract 

Storage proteins which found in seeds of many plants are studied in various fields such 
as human and animal nutrition, chemistry of protein, pharmacology, plant biochemistry 
and medicinal plants. The ability of these compounds to cause nutritional problems and 
toxic effects when used as foods has led to several studies on their dispersion in plants. 
In this research, seed proteins of wheat (Zarrin variety) have been extracted. The protein 
of interest was purified by ammonium sulfate precipitation method; dialysis and ion 
exchange chromatography. After purification by Fast protein liquid chromatography 
(FPLC), electrophoretic properties of this protein were investigated by Sodium dodecyl-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method. Inhibitory activity of this 
Protein against Bacterial alpha-amylase and human saliva were measured using the 
Bernfeld method. FPLC diagram illustrates the purification and collection of the desired 
protein. The electrophoretic pattern of this protein with relative mobility of 0.60 and 
0.59 confirmed the purification process. Hydrolytic activity of bacterial and human 
saliva Alpha- amylase decreased by this protein 89.97% and 97.07% respectively. In 
general the isolation, purification and alpha-amylase inhibition property of this protein 
which extracted from wheat seed were confirmed in this study. Inhibition of bacterial 
alpha-amylase by this protein can be considered by agricultural researchers in biological 
control of parasites and pests. This alpha-amylase inhibitor can also be used to treat 
diabetes, digestive deficiencies and modify dietary regimens to reduce weight. 
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