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 موجود میلازیآ های ها و اثرات مهارکننده مطالعه ویژگی
 L.  Phaseolus vulgaris ,قرمزلوبیای در بذر 

 
 2وند ، فریبا حسن*1زاده مسعود حیدری

3/2/92تاریخ دریافت:          
3/8/93تاریخ تصویب:                                                                                                           

 یدهچک

در برابتر  های آنزیمی ترکیباتی پروتئینی هستنند کتگ ایاهتا      مهارکننده
هتا  در بترر  غالباً هااین پروتئین .کنند تولید میزا ها و عوامل بیماری آفت

در  .دارنتد  نقت  دفتاعی   ایی برای ایاهتغریگ ایبازدارندا یافت شده و ب
Phaseolusی صیاد  وارینگ های برر لوبیای قرمزاین پژوه  پروتئین

vulgaris, L.  فعالیت آلفا آمتیزز   آنها بربگ منظور ارزیابی بازدارندای
Aspergillusقارچ  oryzae, S. ستازی و ویژاتی    ، ختال  جداسازی

بتا درصتدهای اشتبا      های استنررا  شتده  پروتئین مطالعگ اردید. هاآن
( از نمت  آمونیتتوو ستتولفاب رستتو   60-100( و %)60-30(، %)%30-0)

دیالیز انجاو شد.منظور برداشنگ شد  آمونیوو سولفاب   داده شدند. بگ
بر فعالیت آلفتاآمیزز   پروتئینی حاصلگی ها مهارکنندای هر ی  از نمونگ
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oryzae Aspergillus  و با  استنفاده   اسناندارد شده  اساس روش بر
هتای رستو    پتروتئین تنهتا   . ننایج نشتا  داد شدانجاو   معرف لوالاز 

دارای فعالیتت   آمونیتوو ستولفاب   از اشتبا   (30-60%)  یافنگ در غلظتت  
آلفاآمیزز مورد مطالعگ هسنند. مهارکننتدای ایتن    ابربردر  مهارکنندای 

ایتن   های. بگ منظور تعیین ویژایاردیدمحاسبگ درصد   32/89فرکشن 
. با سنج  اثر اردیدانجاو  SDS-PAGEو  HPLCها آنالیز  مهارکننده

پانکراستی شتاید بنتوا  از     ها بر روی آلفاآمیزز بزاقی و این مهارکننده
هتای آلفاالوکوزیتدازی آکتاربوز و     مهارکننتده  ها همچو  این مهارکننده

میگلینول برای درما  دیابت نو  دو غیر وابستنگ بتگ انستولین استنفاده     
تتتوا  بتتا ایجتتاد ایاهتتا  تراریرنتتگ کتتگ    کتترد. در کشتتاورزی نیتتز متتی 

کنند، ایاهتا  مقتاوو بتگ آفتت تولیتد       های آمیززی را بیا  می مهارکننده
 کرد.

 
هتای  پتروتئین   ،آمیزز قارچ آستییرییلوس اریتزا  آلفا  های کلیدی: واژه
  های آلفاآمیززی مهارکننده سازی نسبی، لوبیای قرمز، ، خال برر

 
 مقدمه

زا هتا و عوامتل بیمتاری    ایاها  در برابر آفتت 
بتتا نقتت  دفتتاعی  ترکیبتتاب شتتیمیایی مرنلفتتی

 تتوا  بتگ  یکننتد. از ایتن ترکیبتاب مت     تولید می
هتتتای آنزیمتتتی اشتتتاره نمتتتود    مهارکننتتتده

(Pelegrini. et al., 2005). هتتای  مهارکننتتده
آمتتیززی و پروتئینتتازی بتتا مهتتار فعالیتتت     

ختوارا   ها و علف آفت در های اوارشی آنزیم
عمل برای ایاه  دفاعیصورب ی  مکانیسم بگ
در فرایند  های آلفاآمیززی کنند. مهارکننده می

الیکوزیتدی در   α(1و4)شکسنگ شتد  پیونتد   
پلی ساکاریدهایی همچتو  نشاستنگ و تبتدیل    

 نمایند می اخنزل آنها بگ الیگوساکاریدها ایجاد

(Terashima and Katoh, 1996).   بیشتنر
هتایی هستنند    نیپروتئ ،های آنزیمی مهارکننده

ویتتژه تشتتکیل کمتتیلک  داده  یکتتگ بتتا آنزیمتت
جایگاه فعال آنزیم و یتا ستاخنار آنترا تغییتر     
داده و در نهایتتت عملکتترد کاتالیستتنی آنتترا     

 .(Shamkhy. et al., 2011)دهنتد کتاه  متی  
شتده و بتگ    هتا یافتت  ها غالبا در برر مهارکننده

ایی نق  دفتاعی بترای    عنوا  بازدارنده تغریگ
 . ایاه دارند

ستتتگ ایزوفتتترو  معمتتتولیدر بتتترر لوبیتتتای 
اند کتگ  مهارکننده آلفا آمیززی شناسایی شده

آفتت  حشتراب   ،های مرنلف ختو  آلفا آمیزز
بصتتورب را  آفتتت لوبیتتا   حشتتراب نرتتود و

 ,.Kasahara et al) کنندمی مهاراخنصاصی 

اثتتتتر  (2004 ) همکتتتتارا  کلتتتتود و .(1996
نتو  یت  ختال      یآلفا آمیزز های مهارکننده

سازی شده از برر لوبیتا را بتر  فعالیتت آلفتا     
 ،هتای مرنلفتی از حشتراب    اونتگ  در آمیززی

 گها مطالعقارچ اونگ از 30مهراا  و حدود بی
صابری و قدو  .(Kluh et al., 2005) نمودند
های آلفا آمیززی اثر مهارکننده (2012 ) یاری

 شتده از لوبیتا و نرتود را بتر آلفتا      جداسازی
آمتتیزز جداستتازی شتتده از روده و همولنتتف 
حشتتره ستترخر ومی حنتتایی خرمتتا مطالعتتگ  

 .(Saberi et al., 2012) کردند

از بترر لوبیتای   نیتز    (2005) دیلر و همکارا 
 بتا  مهارکننده آلفتا آمتیززی جدیتدی    وحشی 

 Dayler) کردنتد  فعالیت کینینازی جداستازی 

et  al., 2005 ).              
در انستتتا  پتتتنج ی  آلفتتتاآمیززی بتتتر روی 

، واقت   q1کروموزوو شماره ی ، در موقعیت 
دیگتر   ی ی  در بتزا  و دو  سگ  کگ شده اند؛

 Shamkhy et)شتوند   در پانکراس بیتا  متی  

al., 2011).   کننتتدهای  بتتگ کتتارایری مهتتار
آمیززی در رییم غرایی کاه  وز  و رییتم  

اردیتده استت.   غرایی بیمارا  دیابنی پیشنهاد 
های آمیززی ممکن است در رییتم  مهارکننده

غتترایی خردستتا   و یتتا در بیمتتارا  دارای   
مشتتکزب اوارشتتی ایجتتاد اختتنزل نماینتتد.    

صتورب  گ ویتژه لوبیتا  بت   گ مصرف حبوباب ب

بگ دلیتل وجتود    خاو یا نیمگ پرنگ ممکن است
اخنز ب اوارشی موقت بتگ   هااین مهارکننده

عصتاره   1980در دهتگ  . همراه داشتنگ باشتد  
خاو لوبیای معمولی بگ عنوا  بازدارنده هضم 
نشاستتنگ بتترای کننتترل دیابتتت ملینتتوس غیتتر 
وابسنگ بگ آنسولین و چاقی بگ کار رفنگ است. 
ی  اروه تحقیقاتی در کلینی  مایو از لوبیتای  
ستتفید پروتئینتتی را ختتال  ستتازی کتترده و  
نشا  دادند  کگ این پروتئین فعالیت آمتیززی  

برتتت  ابنتتتدایی روده  در بتتتزا  و در دو را
  در شتترایآ آزمایشتتگاهی منوقتتف   چتتکو
 دوازده  نماید. تزریق این پروتئین بگ داختل  می
افتتراد داو لتتب فعالیتتت آمتتیززی   (دئودنتتوو)

 تور کامتل منوقتف    گ مجرای اوارشتی را بت  
  .(Barrett et al., 2011)کرد

هتای بترری وارینتگ    در این پژوه  پتروتئین 
قرمز بگ منظتور ارزیتابی بازدارنتدای    لوبیای 
 oryzaeفعالیتت آلفتا آمتیزز قتتارچ      آنهتا بتر  

Aspergillus  .ایتتن  هتتدف از مطالعتتگ اردیتتد
جداستتتازی و ترلتتتی  نستتتبی    پتتتژوه  

 قرمتز  از برر لوبیتای مهارکننده آلفا آمیززی 
و تعیتتین ویژاتتی هتتای  ایتتن  صتتیاد  وارینتتگ
 قرمتز . با توجگ بگ اینکگ لوبیتای  بود  پروتئین

یکتتی از منتتاب  غتترایی و محصتتو ب زراعتتی  
تواند در زمینگ ننایج این پرویه می استعمده 
 بیوتکنولویی ایاها  زراعتی  درما  و ،تغریگ

                                        . داشنگ باشد اهداف کاربردی
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آفتت  حشتراب   ،های مرنلف ختو  آلفا آمیزز
بصتتورب را  آفتتت لوبیتتا   حشتتراب نرتتود و

 ,.Kasahara et al) کنندمی مهاراخنصاصی 

اثتتتتر  (2004 ) همکتتتتارا  کلتتتتود و .(1996
نتو  یت  ختال      یآلفا آمیزز های مهارکننده

سازی شده از برر لوبیتا را بتر  فعالیتت آلفتا     
 ،هتای مرنلفتی از حشتراب    اونتگ  در آمیززی

 گها مطالعقارچ اونگ از 30مهراا  و حدود بی
صابری و قدو  .(Kluh et al., 2005) نمودند
های آلفا آمیززی اثر مهارکننده (2012 ) یاری

 شتده از لوبیتا و نرتود را بتر آلفتا      جداسازی
آمتتیزز جداستتازی شتتده از روده و همولنتتف 
حشتتره ستترخر ومی حنتتایی خرمتتا مطالعتتگ  

 .(Saberi et al., 2012) کردند

از بترر لوبیتای   نیتز    (2005) دیلر و همکارا 
 بتا  مهارکننده آلفتا آمتیززی جدیتدی    وحشی 

 Dayler) کردنتد  فعالیت کینینازی جداستازی 

et  al., 2005 ).              
در انستتتا  پتتتنج ی  آلفتتتاآمیززی بتتتر روی 

، واقت   q1کروموزوو شماره ی ، در موقعیت 
دیگتر   ی ی  در بتزا  و دو  سگ  کگ شده اند؛

 Shamkhy et)شتوند   در پانکراس بیتا  متی  

al., 2011).   کننتتدهای  بتتگ کتتارایری مهتتار
آمیززی در رییم غرایی کاه  وز  و رییتم  

اردیتده استت.   غرایی بیمارا  دیابنی پیشنهاد 
های آمیززی ممکن است در رییتم  مهارکننده

غتترایی خردستتا   و یتتا در بیمتتارا  دارای   
مشتتکزب اوارشتتی ایجتتاد اختتنزل نماینتتد.    

صتورب  گ ویتژه لوبیتا  بت   گ مصرف حبوباب ب

بگ دلیتل وجتود    خاو یا نیمگ پرنگ ممکن است
اخنز ب اوارشی موقت بتگ   هااین مهارکننده

عصتاره   1980در دهتگ  . همراه داشتنگ باشتد  
خاو لوبیای معمولی بگ عنوا  بازدارنده هضم 
نشاستتنگ بتترای کننتترل دیابتتت ملینتتوس غیتتر 
وابسنگ بگ آنسولین و چاقی بگ کار رفنگ است. 
ی  اروه تحقیقاتی در کلینی  مایو از لوبیتای  
ستتفید پروتئینتتی را ختتال  ستتازی کتترده و  
نشا  دادند  کگ این پروتئین فعالیت آمتیززی  

برتتت  ابنتتتدایی روده  در بتتتزا  و در دو را
  در شتترایآ آزمایشتتگاهی منوقتتف   چتتکو
 دوازده  نماید. تزریق این پروتئین بگ داختل  می
افتتراد داو لتتب فعالیتتت آمتتیززی   (دئودنتتوو)

 تور کامتل منوقتف    گ مجرای اوارشتی را بت  
  .(Barrett et al., 2011)کرد

هتای بترری وارینتگ    در این پژوه  پتروتئین 
قرمز بگ منظتور ارزیتابی بازدارنتدای    لوبیای 
 oryzaeفعالیتت آلفتا آمتیزز قتتارچ      آنهتا بتر  

Aspergillus  .ایتتن  هتتدف از مطالعتتگ اردیتتد
جداستتتازی و ترلتتتی  نستتتبی    پتتتژوه  

 قرمتز  از برر لوبیتای مهارکننده آلفا آمیززی 
و تعیتتین ویژاتتی هتتای  ایتتن  صتتیاد  وارینتتگ
 قرمتز . با توجگ بگ اینکگ لوبیتای  بود  پروتئین

یکتتی از منتتاب  غتترایی و محصتتو ب زراعتتی  
تواند در زمینگ ننایج این پرویه می استعمده 
 بیوتکنولویی ایاها  زراعتی  درما  و ،تغریگ

                                        . داشنگ باشد اهداف کاربردی
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 ها مواد و روش
 L.  Phaseolus vulgarisبرر لوبیای قرمتز 

از مرکتز   90ی صتیاد محصتول ستال     وارینگ
فرایند  تحقیقاب کشاورزی سنند  تهیگ اردید.

هتتای متتورد نظتتر پتت  از استتنررا  پتتروتئین
متتو ر  15/0آستتیا  کتترد  بتتررها در بتتافر  

NaCl  متتو ر  1/0وHCl  5بتتگ  1بتتگ نستتبت 
در دمتتای چهتتار ( وز  آرد بتتگ حجتتم بتتافر )

ی ساننیگراد بگ مدب چهتار ستاعت بتر     درجگ
 ,.Dayler et al)انجتاو اردیتد   1ز  روی هتم 

2005).  
بعتتتتد از استتتتنررا   فراینتتتتد جداستتتتازی  

های هدف  با ستاننریفوی محلتول در    پروتئین
دقیقتگ در دمتای    30بگ متدب   g10000شنا  

ی ستتاننیگراد توستتآ دستتنگاه   چهتتار درجتتگ
دار متتتتتتدل  میکروستتتتتتاننریفوی یرچتتتتتتال

VS_15000CFNII  ستتتاخت کشتتتور کتتتره
بتترای انجتتاو مراحتتل  2متتای  رویتتی وانجتتاو 
 ,.Franco et al) آوری شد سازی جم  خال 

2000).  
هتای هتدف   دهتی پتروتئین   بگ منظتور رستو   

سگ محلول بتا   ،جداسازی شده در مرحلگ قبل
 60-100و  30-60، 0-30درصتتدهای اشتتبا  

و بتا استنفاده    درصد از سولفاب آمونیم تهیگ
   چهار در دمای دار ازمیکروساننریفوی یرچال

ی ستتتتتاننیگراد تنظتتتتتیم و بتتتتتا    درجتتتتتگ
دقیقتتتگ  30بتتتگ متتتدب  3RCF4000ستتترعت

                                                           
1Shaker  
2supernatant 
3 Relative Centrifugal Force(RCF) 

ساننریفوی اردید. در صورب وجود پتروتئین  
در هر کداو از سگ بازه فو  پروتئین رستو   

بتر  سی  بگ منظور حترف نمت     .خواهد کرد
انجتاو شتد. ابنتدا    فرایند دیتالیز  ها روی نمونگ

بتتر استتاس دستتنور العمتتل  غشتتای دیتتالیزی 
ها در ونگمنو  سازی فعال ،شرکت تولید کننده

پ  از بسنن غشای  .ندداخل آ  قرار داده شد
در محلتتتول بتتتافری بتتتا  ء، غشتتتادیتتتالیزی 

نمونگ قترار داده  حجم برابر  100-200حجمی
مطالعگ از آ  مقطر بگ عنوا  در این  شود.می

 بافر دیالیزی اسنفاده شد. در  ی مدب زمتا  
 دیالیز سگ بار بافر دیتالیزی تعتویگ اردیتد.   

نمونتتگ داختتل کیستتگ   ،پتت  از پایتتا  دیتتالیز 
برداشتنگ و در  بتگ آرامتی   دیالیزی با ستمیلر  

داری ی ستتاننیگراد نگتتگ چهتتار درجتتگ دمتتای
  .(Alzahrani et al., 2010) اردید

نمونگ هتا بتا استنفاده از     ،پ  از انجاو دیالیز
کتارایی بتا     دسنگاه کروماتوارافی متای  بتا  

HPLC     شرکت کتن آور و ستنوReprosi 

100 C18 .آنالیز اردیدند 
آلفتا   در مرحلگ بعد میزا  مهار فعالیت آنتزیم 

 بق  (Fluka)اریزا قارچ آسییرییلوس ُ آمیزز
معترف   بتا استنفاده از  اسناندارد شتده  روش 
از هفتت عتدد    بگ هر کداو  انجاو اردید.لوال  
ی  لینتتر نشاستتنگ میلتتی 2/0ی آزمتتای   لولتتگ

بافری اضتافگ شتد. ستی  بتگ ترتیتب حجتم       
هتا بتگ شت      مناسبی از هر ی  از مهارکننتده 

لینتر آ    ی هفنم ی  میلی ی اول و بگ لولگ لولگ
ااه  مقطر بگ عنوا  کننرل منفی اضافگ شد. آ 

ی  درجتتگ 37بتتگ متتدب پتتنج دقیقتتگ در دمتتای  
 2/0ستتی   .ستتاننیگراد پتتی  انکوبتتگ شتتدند 

حلول آنزیمی تهیگ شده بتگ هتر   میلی لینر از م
هتا   ی نمونتگ  سی  همگ .هفت لولگ اضافگ شد 

ی  درجتتگ 37دقیقتتگ در دمتتای   15بتتگ متتدب  
تمتاو زمتا    اساننیگراد انکوبگ شتدند. بعتد از   

لینتر لواتل بتگ منظتور      انکوباسیو  ی  میلتی 
منوقف کرد  واکن  هیتدرولیزی آلفتاآمیزز   

ی نتتوری هتتر یتت  از   اضتتافگ شتتد. دانستتینگ 
نتتانومنر بتتگ   540هتتا در  تتول متتو    نمونتتگ

ی دستتتنگاه استتتیکنوفنومنر متتتدل    وستتتیلگ
-2سنجیده و با اسنفاده از معادلگ )1اسییکورد

محاستتتتتتبگ بازدارنتتتتتتدای  ( درصتتتتتتد 1
   .(Subramanian et al., 2008)شد

درصد بازدارندگی % =

((𝑂𝑂𝑂𝑂کنترل −  𝑂𝑂𝑂𝑂نمونه آزمایش) 𝑂𝑂𝑂𝑂کنترل⁄ ) × 100   (2-1  ) 

درصتتد  بتتگ عنتتوا   ستتگ تکتترار  میتتانگین 
 .ای محاسبگ شدبازدارند

در مرحلگ بعد با استنفاده از الکنروفتورز  یل   
 پلتتی اکریتتل آمیتتد ستتدیم دودستتیل ستتولفاب

SDS-PAGE هتتتای موجتتتود در  پتتتروتئین
 ها تعیین ویژای اردیدند.نمونگ

 
 نتایج و بحث
هتتتای  کرومتتتاتواراو پتتتروتئین 1در شتتتکل 

استتنررا  شتتده از بتترر لوبیتتا در ستتگ کستتر  
 60-30 (Bدرصتتد،)  0-30کستتر  (Aاشتتبا ) 

درصتتتتد مشتتتتاهده  100-60 (Cدرصتتتتد، )
                                                           
1 Spicord  

هتای   پیت   مشرصتاب  1در جتدول   شود. می
نشتا    HPLCاصلی ختار  شتده از ستنو     

پروفایتتتتل  2در شتتتتکل داده شتتتتده استتتتت.
های خال  سازی شتده   الکنروفورز پروتئین

 نشا  داده شده است. SDS-PAGEبا روش 
هتای   ننایج سنج  اثر مهارکننده 2در جدول 

 آمیززی خال  سازی شده از  بررهای لوبیا
قتتارچ  آلفتتا آمتتیزز فعالیتتت آنتتزیمبتتر روی 

در  اریتتزا آورده شتتده استتت. آستتییرییلوس ُ
 آلفا آمتیزز  فعالیت آنزیم مهار 2شکل شماره 

اریتتزا نشتتا  داده شتتده قتتارچ آستتییرییلوس ُ
 است.

سازی  ی حاضر خال  هدف اصلی از مطالعگ
های آلفاآمیززی موجتود در   نسبی مهارکننده

تحقیقتاب پیشتین    برر لوبیتای قرمتز بتود. در   
هتای   وارینتگ  دیگرهای آلفاآمیززی  مهارکننده

لوبیتتای قرمتتز و انتتدو جداستتازی و اثتتراب   
آمیززهایی بتا   آلفا ها بر روی مهارکنندای آ 

منشأ بیولوییکی مرنلف بررسی شتده استت.   
با توجگ بگ نبود برخی از تجهیزاب  زو برای 

ها، پت    سازی مهارکننده تکمیل فرآیند خال 
با  رسو  دهیایری،  از انجاو مراحل عصاره

آمونیتتتوو ستتتولفاب و دیتتتالیز، اثتتتر نستتتبی 
های بگ دست آمتده بتر    بازدارندای مهارکننده

مورد  Aspergillus oryzaeآمیزز  لفاروی آ
 مطالعگ قرار ارفت.

، ایتتری تحقیقتتاب پیشتتین پتت  از عصتتاره در
با آمونیوو سولفاب تنهتا در یت     دهی رسو 

غلظت مشتر  انجتاو شتده استت؛ از جملتگ      
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 (2005 )چتتتارلز اس. ای. دیلتتتر و همکتتتارا  
(Dayler et al., 1، ویسسینگ (2005

همکارا   و 
(2010) (Wisessing et al., ، فرانکو  (2010

Franco) (2000 )و همکارا   et al., 2000) 
 (1983 )و همکتتتتتتتتتارا   2وستتتتتتتتتز و 

(Subramanian et al., 2008)،  دهتی  رسو 
با آمونیوو سولفاب را در درصتدهای اشتبا    

(، 40-70( و %)40-20(، %)80-0(، %)%85-0)
ی  انتتد؛ امتتا در مطالعتتگ بتتگ ترتیتتب انجتتاو داده

 با آمونیوو سولفاب در  دهی رسو حاضر، 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

                                                           
1AnussornWisessing 
2 Randall J. Weselake 

( و 30-60(، %)0-30قالتتتب ستتتگ برتتت )%)  
 است. (( انجاو شده%100-60)

مونیوو سولفاب با آ ها پروتئینپ  از رسو  
انجتتاو اردیتتد.  HPLC، ودیتتالیز منعاقتتب آ 

هتای لوبیتای    برای هر ی  از سگ بر  نمونگ
قرمز در نمودار کروماتواراو تنهتا یت  پیت     
تشتتکیل شتتد؛ در حالیکتتگ در کارهتتای دیگتتر   

 است. معمو ً چندین پی  تشکیل شده 

 HPLCهای اصلی خارج شده از ستون  : مشخصات پیک1جدول

Width Height 
% Height Area % Area Retention 

time(min) 
Number of 

fraction 

0.62 100.00 3687 100.00 22636 3.300 A 

0.55 100.00 2390 100.00 22297 3.367 B 

0.55 100.00 2939 100.00 24654 3.300 C 

 
 

 
 

 های استخراج شده از بذر لوبیا کروماتوگرام پروتئین های منحنی :1شکل 
 درصد C: 100-60درصد،  B: 60-30درصد،  0-30کسر  :Aدر سه کسر اشباع 
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 های استخراج شده از بذر لوبیا کروماتوگرام پروتئین های منحنی :1شکل 
 درصد C: 100-60درصد،  B: 60-30درصد،  0-30کسر  :Aدر سه کسر اشباع 
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 :B: پروتئین مارکر و A% ؛ 5/12ها با استفاده از ژل  نمونه    SDS-PAGE :2شکل 

 ( لوبیا.0-30( و %)30-60(، %)60-100%)به ترتیب کسرهای  6و  5، 4 از راست به چپ 
 

 ی قرمزبذر لوبیا موجود در آمیلازی های نتایج سنجش اثر مهارکننده  :2جدول 
 نانومتر 540ها در  و جذب نوری آن

 % مهارکنندای جر  نوری % اشبا  آمونیوو سولفاب

 لوبیا لوبیا

30-0 

7 

7 

7 

0 
0 
0 

60-30 

845./ 

831./ 

825./ 

93/87 

41/90 

63/89 

32/89)04/1( 

100-60 

7 

7 

7 

0 

0 
0 

 

 
 شده خالص سازی های پروتئیندرصد مهارکنندگی  نمودار مقایسه  :3شکل 

 
     

از د یل احنمتالی بترای ایتن مشتاهده شتاید      
 ،ها بگ ستگ برت    بنوا  بگ تقسیم بندی نمونگ

منفاوب بتود  نتو  ستنو  و شترایآ انجتاو      
HPLC  .در کارهتای   مهمنر اینکتگ اشاره کرد

متوارد، ابنتدا کرومتاتوارافی     یشتنر قبلی در ب
فتاز    HPLCتبادل آنیونی انجتاو وستی  از   

سازی بیشنر، استنفاده   برای خال  1معکوس
 است. شده

ها  آوری نمونگ ی حاضر امکا  جم  در مطالعگ
بنتابراین   فتراهم نبتود    HPLCپ  از آنتالیز  

دهنده درسنی مراحتل   نشا این مرحلگ صرفاً 
هتا و  ندهتی پتروتئی   ستازی و رستو    خال 
متوارد  . بتا توجتگ بتگ    باشدکننده آنها میتایید
و آزمو  سنج  میتزا    SDS-PAGE، فو 

ها بعد از دیالیز انجاو شتد.   مهارکنندای نمونگ
با توجگ بگ نو  سنو  مورد استنفاده و عتدو   

                                                           
1 Reversed-phase HPLC 

کرومتتاتوارافی تبتتادل آنیتتونی و استتنفاده از 
HPLC    هتتای فتتاز معکتتوس همتتگ پتتروتئین

پروفایل الکنروفتورز  های موجود در فراکشن
بتتر استتاس جتتر  نتتوری پتتروتئین    2شتتکل 

مشتتاهده  1بصتتورب یتت  پیتت  در شتتکل    
ها در هتر یت  از   یعنی همگ پروتئین شوند. می

هتتتا بتتتگ دلیتتتل انجتتتاو نشتتتد      فراکشتتتن
کروماتوارافی تبادل آنیونی و جربی بصورب 
یکجا از سنو  خار  و بگ صورب ی  پی  در 

تفتاوب ستگ    د.انت کروماتواراو نمود پیدا کرده
تفتاوب   1 در شکلC  و   ,A B کروماتواراو 

های رسو  یافنگ در سگ بازه غلظنی پروتئین
 دهد.اشبا  از آمونیوو سولفاب را نشا  می

پتتت  از انجتتتاو آزمتتتو  ستتتنج  میتتتزا    
متتورد مطالعتتگ  هتتاینمونتتگدر مهارکننتتدای 

هتای رستو    پتروتئین تنهتا   مشر  شد کتگ 
( درصتتد اشتتبا  از 30-60در کستتر %)یافنتتگ 
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متوارد  . بتا توجتگ بتگ    باشدکننده آنها میتایید
و آزمو  سنج  میتزا    SDS-PAGE، فو 

ها بعد از دیالیز انجاو شتد.   مهارکنندای نمونگ
با توجگ بگ نو  سنو  مورد استنفاده و عتدو   

                                                           
1 Reversed-phase HPLC 

کرومتتاتوارافی تبتتادل آنیتتونی و استتنفاده از 
HPLC    هتتای فتتاز معکتتوس همتتگ پتتروتئین

پروفایل الکنروفتورز  های موجود در فراکشن
بتتر استتاس جتتر  نتتوری پتتروتئین    2شتتکل 

مشتتاهده  1بصتتورب یتت  پیتت  در شتتکل    
ها در هتر یت  از   یعنی همگ پروتئین شوند. می

هتتتا بتتتگ دلیتتتل انجتتتاو نشتتتد      فراکشتتتن
کروماتوارافی تبادل آنیونی و جربی بصورب 
یکجا از سنو  خار  و بگ صورب ی  پی  در 

تفتاوب ستگ    د.انت کروماتواراو نمود پیدا کرده
تفتاوب   1 در شکلC  و   ,A B کروماتواراو 

های رسو  یافنگ در سگ بازه غلظنی پروتئین
 دهد.اشبا  از آمونیوو سولفاب را نشا  می

پتتت  از انجتتتاو آزمتتتو  ستتتنج  میتتتزا    
متتورد مطالعتتگ  هتتاینمونتتگدر مهارکننتتدای 

هتای رستو    پتروتئین تنهتا   مشر  شد کتگ 
( درصتتد اشتتبا  از 30-60در کستتر %)یافنتتگ 
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  مهارکننتتتتده ویژاتتتی  آمونیتتتوو ستتتولفاب  
همتتانطور کتتگ  . هستتنند آلفتتاآمیززی را دارا

هتا   در تحقیقتاب قبلتی ، مهارکننتده   اشاره شد 
(، 0-80( ، %)0-85معمتتتو ً در کستتترهای %) 

. انتتداتتزارش اردیتتده ( 40-70(و %)%40-20)
ی وجتتود  دهنتتده ننتتایج ایتتن تحقیتتق نشتتا   

کتگ بتا    استت ( 30-60ها در کسر %) همهارکنند
 زمینتتگ هتتای قبلتتی در ایتتن   ننتتایج پتتژوه  

 خوانی دارد. هم
هتای   شود در مطالعاب و پژوه  پیشنهاد می

ستتازی کامتتل  ختتال  ،در ایتتن زمینتتگ آینتتده

ی  وستتیلگ هتتای آلفتتاآمیززی بتتگ   مهارکننتتده
  HPLCکروماتوارافی تبادل آنیونی و سی  

دستت   بتگ هتای  پتروتئین و  انجاو  فاز معکوس
آمتتده از هتتر مرحلتتگ بتترای ستتنج  اثتتر      

اثتر  آوری شوند. همچنتین   جم ای مهارکننده
ها بر روی آلفاآمیززهای بزاقی  این مهارکننده

و پانکراسی انستانی بتگ عنتوا  راهبتردی در     
بررستی   آینده برای درمتا  دیابتت نتو  دوو   

 اردد.
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