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چکیده
سابقه و هدف: پراکسیداز یکی از مهم ترین آنزیم های فیزیولوژیکی در گیاهان می باشد. زعفران یک گیاه با ارزش از زمان های 
باستان محسوب می شود. اما اطلاعات کافی درمورد رشد و پیشرفت زعفران و آنزیم های مهم آن وجود ندارد. پراکسیداز یک شاخص 

فیزیولوژی محسوب می شود به گونه ای که در مطالعات آزمایشگاهی مورد بررسی قرار می گیرد.
عنوان به  ترتیب  به  آبان  و  تیر  ماه های  در   )Crocus sativus( مزروعی  زعفران  ها(  )بنه  ریزومی  پیازهای   مواد و روش ها: 

نمونه های خواب و بیداری جمع آوری شدند. بنه ها به عنوان منبع عصاره آنزیمی مورد استفاده قرار گرفتند. این عصاره برای مطالعات 
بیشتر استفاده شد.

یافته ها: محتوای پروتئین کل بنه های زعفران مزروعی در دو مرحله خواب و بیداری، در کلیه مراحل مختلف خالص سازی سنجش 
شد. نتایج بیانگر آن است که مرحله بیداری دارای مقدار پروتئین کل بیشتری نسبت مرحله خواب است.

نتیجه گیری: این اختلاف می تواند مربوط به الگوهای متفاوت گلیکوزیلاسیون آنزیم ها و بارهای الکترواستاتیکی سطحی می باشند. 
کلمات کلیدی: زعفران، خالص سازی، پراکسیداز، خواب، بیداری

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولكولي
دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391 

مقدمه
زعفران گیاهی علفی و چند ساله از تیره زنبق است که بنه ی 
به حالت خواب  را در خاک  قادر است یک مرحله خشکی  آن 
بگذراند )2(. زعفران از گذشته های بسیار دور شناخته شده بود. 
اولین زعفرانی که بشر اقدام به کشت آن کرد زعفران مزروعی 
یا  Crocus sativus L می باشد که مصرف عمده ای در صنایع 
تغذیه ای، پزشکی، نساجی و نظایر آن دارد )1،2(. کشت زعفران 
در ايران از سابقه اي طولانی برخوردار است، بطوري که يکی از 
خاستگاه های عمده و اصيل اين گياه را کشور ايران می دانند 
)1(. گیاهان در معرض تنش های گوناگون زیستی و غیر زیستی 

در  باشد.  می  اکسایشی  تنش  ها،  تنش  این  جمله  از  هستند. 
مجموع صدماتی را که از گونه های فعال اکسيژن  )ROS( به 
گياهان مي رسد تنش اکسايشي گويند. اين تنـش برای گياهان 
نسـبت به ساير موجودات به خاطـر شيوه زندگي و عدم تحـرک 
آن ها خطـرناک تراست )3،16(. ميزان آنزیم های ضد اکسايشي 
در حالت عادي براي پاکسازی  ROSکافي است، ولي در شرايط 
تنشي که مقادير ROS  افزايش مي يابد، سازگان هاي دفاعي 
ضد اکسايشي در گياهان فعال مي شود.  پراکسیدازهای گیاهی 
در چرخه فعالیت معمول خود، کاتالیز کننده احیا H2O2 هستند 
)5،17(. فعالیت پراکسیداز را به آسانی می توان در تمام طول 
عمر گیاهان مختلف از مراحل اولیه جوانه زنی تا مرحله پیری 
یاخته ای، مکانیسم های دفاع و  از طریق کنترل طویل شدن 
چندین عملکرد دیگر تشخیص داد. پراکسیدازها در بسیاری از 
اکسین، تشکیل چوب،  متابولیسم  قبیل  از  فرآیند های سلولی 
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های  تنش  به  پاسخ  گیاهی،  سلول  دیواره  در  عرضی  اتصالات 
پیرامون  مطالعات   .)11( کند  می  آن شرکت  نظایر  و  محیطی 
این آنزیم به طور قابل ملاحظه ای انجام شده و در حال حاضر 
نقش  تعیین  در  موفقیت  عدم  دلایل  است.  انجام  حال  در  نیز 
دقیق پراکسیدازها را می توان در وجود تعداد زیاد ایزوفرم ها 
در گیاهان، اختصاصی نبودن گهرمایه های مختلف برای هر یک 
از این ایزوفرم ها دانست )17(. در این پژوهش سعی گردید تا 
پراکسیداز از بنه های زعفران مزروعی در دو مرحله  فیزیولوژیکی 
خواب و بیداری با استفاده از روش های متداول خالص سازی از 
قبیل رسوب دهی پروتئین ها به کمک نمک آمونیوم سولفات و 

کروماتوگرافی تعویض یونی خالص گردد.

مواد و روش ها
تهيه نمونه 

شده  کاشته   )Crocus sativus( مزروعی  زعفران  های  بنه 
ماه  دو  در  تهران  دانشگاه  علوم  دانشکده  تحقیقاتی  مزرعه  در 
مذکور  های  بنه  بیداری  و  خواب  دوران  نماد  که  آبان  و  تیر 
در  ها  بنه  کامل،  از شستشوی  آوری شدند پس   هستند جمع 
مقیاس های 10گرمی وزن شدند و در دمای20- درجه سانتی 
گراد نگهداری شدند تا در مراحل بعدی آزمایشات مورد استفاده 

قرار گیرند.
عصاره گیری و استخراج پروتئين ها 

استخراج  بافر  از  زعفران،  های  بنه  از  پروتئين  استخراج  جهت 
درصد   10 گلیسرول  حاوي   pH  7 با  تریس  مولار  میلی   50
 Ethylenediamine tetraaacetic(  ،  X-100 تریتون   ،)w/v(
PHenylmethanesulfonyl flu�(،یک میلی مولار EDTA )acidd

Polyvinyl polypyrroli�( یک میلی مولار و PMSF  )oridee

PVPP )done دو درصد وزن به حجم استفاده شد. عصاره گیری 

با نسبت 1 به 4 )1 میلی لیتر بافر با 4 گرم بنه زعفران( انجام 
 شد. به اين منظور ابتدا مقدار 30 گرم از هر دو نمونه بنه ای 
)بنه های خواب و بنه های بیداری( به مدت 15 دقيقه در هاون 
استخراج  بافر  نمونه  هر  به  کار  ادامه  در  شدند.  ساييده  سرد 
اضافه و نمونه‌ها به مدت30 دقيقه مجدداً ساييده شدند. عمل 
سانتريفوژ نمونه‌ها 3 بار و هر بار به مدت 1 ساعت با دستگاه 
 4 oC  13000 در دماي g با  Beckman J2-21M سانتریفوژ

انجام شد.

به این صورت که بعد از پایان یافتن دور اول سانتریفوژ و پس 
پارچه  لایه   4 با  را  روشناور  محلول  ها،  لوله  کردن  خارج  از 
گذاشته  کنار  رسوبات  مرحله  این  در  شد. سپس  صاف  تنزیب 
انجام کارهای بعدی نگه داشته شد )12(.  شد. روشناور جهت 

روش هاي متعددي براي سنجش ميزان پروتئين موجود مي‌باشد. 
در پژوهش حاضر از روش برادفورد استفاده شده است )6(. در 
اين تحقيق براي ترسيم منحني استاندارد از آلبومين سرم گاوي 
به عنوان پروتئين استاندارد استفاده شد. سنجش پروتئین کل 
در دو مرحله صورت گرفت. مرحله اول روی عصاره خام، پس از 
50 و 80 درصد نمک زنی به عصاره و مرحله دوم پس از بردن 
عصاره آنزیمی روی ستون و جمع آوری نمونه آنزیمی می باشد. 
در اين پژوهش، طی دو مرحله نمک زنی به عصاره انجام شد. 
مرحله اول به محلول روشناور نمک 50 درصد آمونیوم سولفات 
به  محلول  شد،  حل  خوبی  به  نمک  اینکه  از  پس  شد.  اضافه 
مدت 1 ساعت در g 13000 و دمای چهار درجه سانتی گراد 
سانتریفوژ شد. در مرحله دوم به محلول روشناور نمک آمونیوم 
سولفات 85 درصد اضافه شد )9(. سپس مانند مرحله قبل پس 
از حل شدن نمک و رسوب دهی، محلول به مدت یک ساعت 
لازم  شد.  سانتریفوژ  گراد  سانتی  درجه  چهار  و   13000  g در 
بافر  از هر مرحله رسوب در مقدار کمی  به ذکر است که پس 
تریس pH 7 ،0/02M حل شد. پس از هر مرحله نمک زدن و 
سانتريفوژ، غلظت پروتئين و فعاليت پراکسیداز بررسی شد )7(.

مراحل آماده سازی ستون کروماتوگرافی 
تعویض یونی

A25 تهیه رزین) ژل( سفادکس
میلی   25 در  پودر  این  از  گرم  یک  ستون،  حجم  به  توجه  با   
تریس  قسمت،  این  در  استفاده  مورد  )بافر  شد  حل  بافر  لیتر 
50 میلی مولار با pH 7 می باشد(. سپس ظرف حاوی ژل را 
در دمای 100 درجه سانتی گراد به مدت یک ساعت )و یا در 
این مدت  قرار داده شد. در  به مدت دو روز(  آزمایشگاه  دمای 
ژل آبگیری کرده و ذرات آن به اصطلاح باد می کنند. پرکردن 
ستون و باردارکردن ستون، قرار دادن نمونه )عصاره دیالیز شده( 
روی ستون، شستشوی ستون جهت خارج شدن پروتئین های 
متصل نشده به رزین، شیب نمک برای رها سازی آنزیم از رزین، 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391خالص سازی نسبی....
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تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم ، عباس رحمانی و همکاران

مانده  باقی  ترکیبات  کلیه  کردن  خارج  برای  شستشوی ستون 
این  از  اطلاعات حاصل  آنالیز  بعدی است.  مراحل  از  بروی ژل 
مدل با استفاده از نرم افزار fitting بنام Sigmaplot ver 11 انجام 
شد. برای سنجش پروتئین کل از روش برادفورد استفاده شد که 
به این منظور، یک منحنی استاندارد با استفاده از آلبومین سرم 
گاوی )BSA( در محدوده صفر تا 2000 میکرو گرم در میلی 

لیتر رسم گردید.
یافته ها

نتایج حاصل از بررسی محتوی پروتئین کل 
مرحله  دو  در  مزروعی  زعفران  های  بنه  کل  پروتئین  محتوی 
خواب و بیداری، در کلیه مراحل مختلف خالص سازی سنجش 
شد. نتایج حاصل از این بررسی در جدول )1( نشان شده است. 
پروتئین  مقدار  دارای  بیداری  مرحله  که  است  آن  بیانگر  نتایج 
تغییرات  چنین  هم  است،  خواب  مرحله  نسبت  بیشتری  کل 
قابل  نیز  پروتئین در مراحل مختلف خالص سازی  در محتوی 

مشاهده است.
جدول 1- نتایج حاصل از سنجش کمی محتوی پروتئین در مراحل مختلف 

خالص سازی.

پروتئین کل )mg/ml( نمونه خواب

نمونه 
بیداری 
mg/(
)ml

عصاره خام 6/53 12/72

نمک 50 درصد 6/01 11/64

نمک 85 درصد 4/95 5/83

DEAE-SpHadex ستون 0/1147 0/1896

نتایج حاصل از خالص سازی نسبی آنزیم پراکسیداز از 
بنه های زعفران مزروعی

نتایج حاصل از خالص سازی نسبی آنزیم پراکسیداز نمونه 

بیداری

سازی  خالص  جهت  زعفران،  بنه  از  عصاره  استخراج  از  پس 
طی دو مرحله به آن نمک زنی شد )50 و 85 درصد(. سپس 
ستون  روی  بر  شده  دیالیز  نمونه  بیشتر،  سازی  خالص  جهت 
گرفت.  قرار   DEAE-SepHadex یونی   تعویض  کروماتوگرافی 
و  پروتئینی  مقدار  نظر  از  اجزاء  تمامی  کروماتوگرافی،  از  پس 

فعالیت پراکسیدازی مورد بررسی قرار گرفتند. بررسی ها نشان 
داد که فراکشن های 14 الی 31 دارای پروتئین بودند. هم چنین 
از میان این فراکشن ها، فراکشن های 17 الی 20 از خود فعالیت 
پراکسیدازی نشان دادند. نتایج حاصله بر روی شکل1 نشان داده 

شده است.

.شکل 1- نمودار های مربوط به فراکشن های پروتئینی، آنزیمی و شیب 

نمک نمونه بیداری.

نتایج کلی بدست آمده از خالص سازی نسبی پراکسیداز زعفران 
در جدول 2 نشان داده شده است. با توجه به نتایج حاصل از 
زنی کم  نمک  اول  مرحله  از  آنزیمی حاصل  فعالیت   ،2 جدول 
آنزیمی به  شده است ولی در مرحله بعدی نمک زنی، فعالیت 
طور قابل ملاحظه ای افزایش یافته است. هم چنین پس از عبور 

از ستون فعالیت آنزیمی افزایش یافت.
جدول2- نتایج حاصل از مراحل مختلف خالص سازی در نمونه بیداری.

نمونه بیداری
پروتئین کل فعالیت ویژه

)mg/ml(
 ΔOD/min/mg(

1)protein

عصاره خام 12/72 0/0675

نمک 50 درصد 12/64 0/015

5/83 نمک 85 درصد 0/8504

ستون
0/1896 1/2512

DEAE-SpHadex

نتایج حاصل از خالص سازی نسبی آنزیم پرکسیداز از نمونه 

خواب 

در این مرحله نیز مانند مرحله قبل، به عصاره استخراج شده از 
بنه مرحله خواب زعفران مزروعی طی دو مرحله نمک زنی شد. 
ستون  روی  بر  دیالیز  نمونه  بیشتر  سازی  خالص  سپس جهت 
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گرفت.  قرار   DEAE-SpHadex یونی  تعویض  کروماتوگرافی 
پس از کروماتوگرافی تمامی فراکشن ها از نظر مقدار پروتئین و 
فعالیت پراکسیدازی سنجش شدند. نتایج این بررسی نشان داد 
که فراکشن های 6 الی 20 و 34 الی 37 دارای پروتئین بودند. 
هم چنین فراکشن های 14 الی 19 از خود فعالیت پراکسیدازی 
نشان دادند. نتایج حاصل از این بررسی در شکل 2 نشان داده 

شده است.

شکل 2- نمودار های مربوط به فراکشن های پروتئینی، آنزیمی و شیب 

نمک نمونه خواب.

جدول3- نتایج حاصل از مراحل مختلف خالص سازی در نمونه خواب.

نمونه خواب
پروتئین کل فعالیت ویژه

)mg/ml(
 ΔOD/min/mg(

)protein

عصاره خام 6/53 0/0125

نمک 50 درصد 6/01 0/0072

نمک 85 درصد 4/95 0/1128

DEAE-SpHa�  ستون 
dex

0/1147 0/1964

نتایج کلی بدست آمده از خالص سازی نسبی پراکسیداز زعفران 
 3 جدول  از  که  همانطور  است.  شده  داده  نشان   3 جدول  در 
آنزیمی حاصل  فعالیت  بیداری،  مرحله   همانند  است  مشخص 
بعدی  مرحله  در  ولی  است  شده  کم  زنی  نمک  اول  مرحله  از 
نمک زنی فعالیت آنزیمی به طور قابل ملاحظه ای افزایش یافته 
است. در ضمن، پس از کروماتوگرافی تعویض یونی نیز فعالیت 

پراکسیدازی افزایش یافت.

نتایج حاصل از مطالعات الکتروفورزی
SDS-PAGE نتایج حاصل از مطالعات الکتروفورزی به روش

نمونه  در  و   20،  19،  18، های 17  فراکشن  بیداری  نمونه  در 
بین  از  فراکشن های 14 ،15 ،16 ،17 ،18 ،19   های خواب 
فراکشن های دارای پروتئین، بیشترین فعالیت آنزیم پرکسیداز 
را از خود نشان دادند. ژل های حاصله نمونه بیداری در شکل 3 
و نمونه خواب در شکل 4 نشان داده شده است. همانطور که از 
شکل ها مشاهده می شود تعداد باندها در مراحل مختلف خالص 
سازی تا حد زیادی کاهش یافته است. این کاهش در نمونه های 
خواب مشهود تر است. نشانگر استفاده شده از شرکت فرمنتاز 

خریداری شد. 

شامل  مارکر   M بیداری.  نمونه   SDS-PAGE الکتروفورگرام   -3 شکل 

 KDa( آلبومین سرم گاوی ، ) 116 KDa( پروتئین های بتا گالاکتوزیداز

 ،)35  KDa( دهیدروژناز  لاکتات   ،)45  KDa( جوجه  سرم  66(،آلبومین 

 KDa( لیزوزیم   ،)18/4  KDa( لاکتوگلوبولین  25)بتا   )KDa  R Ease

14/4(. 85 ٪ و 50 ٪ دو مرحله نمک زنی.17 ،18 ،19 ،20 فراکشن های 

دارای بیشترین فعالیت آنزیمی

مارکرشامل   M خواب.  نمونه   SDS-PAGE الکتروفورگرام   -4 شکل 

 KDa( آلبومین سرم گاوی ،) 116 KDa( پروتئین های بتا گالاکتوزیداز

66(، آلبومین سرم جوجه )KDa 45(، لاکتات دهیدروژناز )KDa 35(، بتا 

٪ دو  ٪ و 50   85 .)14/4 KDa( لیزوزیم   ،)18/4 KDa( لاکتوگلوبولین 

مرحله نمک زنی. 14، 15 ،16،17 ،18،19  فراکشن های دارای بیشترین 

فعالیت آنزیمی.
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PAGE نتایج مطالعات الکتروفورزی به روش
و  کروماتوگرافی  ستون  از  ها  فراکشن  آوری  جمع  از  پس 
آنزیمی،  فعالیت  و  کل  پروتئین  مقدار  لحاظ  از  ها  آن   بررسی 
فراکشن های که از خود فعالیت پراکسیدازی نشان دادند برای 
PAGE استفاده شد. در نمونه  الکتروفورز  از ژل  بررسی بیشتر 
بیداری فراکشن های 17 ،18 ،19 ،20 و در نمونه های خواب 
فراکشن های 14 ،15 ،16 ،17 ،18 ،19 از بین فراکشن های 
دارای پروتئین، که بیشترین فعالیت آنزیم پرکسیداز را از خود 
با  ژل  و  شد  استفاده   PAGE ژل  گذاشتن  جهت  دادند،  نشان 
استفاده از سوبستراهای اختصاصی POD )بنزیدین و پراکسید 
هیدروژن( رنگ آمیزی شد. نتایج ژل های حاصله نمونه بیداری 
است.  داده شده  نشان   6 در شکل  نمونه خواب  و   5 در شکل 
و  خواب  مرحله  دو  هر  در  پیداست،  ها  شکل  از  که  همانطور 
بیداری دو باند آنزیمی قابل مشاهده است که بیانگر این است 
که دو ایزوفرم آنزیمی در هر دو مرحله فعال هستند ولی شدت 

باندها در مرحله خواب کمتر از مرحله بیداری است.  

شکل5- الکتروفورگرام PAGE پراکسیداز بطور نسبی خالص شده زعفران 

E عصاره خام، 17 ،18 ،19 ،20  بیداری.  مزروعی در مرحله فیزیولوژیکی 

ایزوفرم  پراکسیدازی..فلش ها نشان دهنده دو  فعالیت  فراکشن های دارای 

آنزیمی پراکسیداز می باشند.

بحث
زعفران  بنه های  از  پراکسیداز  تا  پژوهش سعی گردید  این  در 
مزروعی در دو مرحله  فیزیولوژیکی خواب و بیداری با استفاده 
دهی  رسوب  قبیل  از  سازی  خالص  متداول  های  روش   از 
پروتئین ها به کمک نمک آمونیوم سولفات و کروماتوگرافی تعویض 
 یونی خالص گردد. به طور کلی فرایند خالص سازی آنزیم ها از 
تعداد  زیرا  است  مشکل  بسیار  فرایند  یک  گیاهی  های  بافت 
زیادی از ترکیبات ثانوی در بافت های گیاهی وجود دارند که

شکل6- الکتروفورگرام PAGE پراکسیداز بطور نسبی خالص شده زعفران 

مزروعی در مرحله فیزیولوژیکی خواب E عصاره خام،14، 15 ،16، 17،18 

دو  دهنده  نشان  ها  فلش  پراکسیدازی.  فعالیت  دارای  های  فراکشن   ،19،

ایزوفرم آنزیمی پراکسیداز می باشند.

قادرند با اتصالات محکم به آنزیم ها متصل شده و نشان ویژگی 
آنزیم را تغییر دهند )6،14(. از جمله راه کارهائی که برای غلبه 
بر این مشکل پیشنهاد شده است استفاده از پودرهای استون، 
شویندها  و  محلول  غیر  پلیمرهای  ها،  نمک  سولفات،  آمونیوم 
می باشد. در این پژوهش از تریتون X-100 استفاده شد )4،8(. 
های شکل  در  که  سازی  خالص  از  حاصل  های   کروماتوگرام 

) 5,4,3,2 ( ارائه شده است، نشان دهنده تفاوت در خروج آنزیم 
مرحله  در  باشد.  می  بیداری  و  خواب  مرحله  دو  در  ستون  از 
بیداری از 18 فراکشن پروتئینی، چهار فراکشن از خود، فعالیت 
و یک  پروتئینی  پیک  دو  که  بطوری  دادند  نشان  پراکسیدازی 
از 9  آنزیمی مشاهده شد. در حالی که در مرحله خواب  پیک 
پراکسیدازی  فعالیت  از خود  فراکشن  پروتئینی، شش  فراکشن 
تواند  می  آنزیم  و  پروتئین  خروج  در  تفاوت  این  دادند.  نشان 
گلیکوزیلی  میزان  در  تفاوت  جمله  از  مختلفی  عوامل  از  ناشی 
و  آنزیم )11،10(  الکتریکی سطح  بار  میزان  یا  و  آنزیم   شدن 
دانست.  مرحله   دو  این  ژل طی  با سطح  آن  میانکنش   میزان 
در  پراکسیداز  فعالیت  تعیین  جهت  مختلفی  های  پژوهش 
فعالیت  بهینه  مثال  بطور  است  گرفته  صورت  مختلف  گیاهان 
سوبسترای  حضور  در  هندوانه  میوه  سویا،  در  پراکسیداز 
گایاکول، در گونه ای نخل به نام  Roystonena rega ، صورت 
بدست  نتایج  با  پژوهش  این  از  حاصل  نتایج  است.  گرفته 
 .)15،18  ،1،11( دارد  مطابقت  بالا  های  پژوهش  از  آمده 
بیداری  و  خواب  مرحله  دو  در   SDS-PAGE های  ژل  مقایسه 
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آن  پیرو  و  ها  پروتئین  بیان  میزان  افزایش  دهنده   نشان 
زیرا  است  خواب  مرحله  به  نسبت  بیداری  مرحله  در  ها  آنزیم 
باندها  تعداد  است  مشهود  بخوبی  اشکال  در  که  طور  همان 
از  بسیاری  و حذف  سازی  خالص  رغم  علی  بیداری  مرحله  در 
پروتئین ها نسبت به مرحله خواب بیشتر می باشد. با بررسی ژل 
ایزوفرم پراکسیداز  های آنزیمی PAGE می توان به حضور دو 
نوار  دو  مشاهده  برد.  پی  بیداری  و  خواب  مرحله  دو  هر  در 
الکتروفورزی مشخص با استفاده از گهرمایه های تخصصی آنزیم 
دارای  دو  هر  است  آن  موید  هیدروژن(  پراکسید  و  )بنزیدین 

فعالیت پراکسیدازی هستند )12،13(.
تشکر و قدردانی

از کلیه همکاران در آزمایشگاه فیزیولوژی دانشگاه تهران نهایت 
سپاسگزاری را داریم.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391خالص سازی نسبی....
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