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است که باعث هضم کم شير می گاو بزرگترین آلرژن های شير  یکی از ( BLGبتالاکتوگلوبولين )

. به نظر می رسد استسولفيدی هضم این پروتئين را کاهش داده شود. وجود دو پيوند دی

ين را احياء هایی که بتوانند باندهای دی سولفيدی موجود در این پروتئکنندهاستفاده از احيا

کنند، هضم پذیری این پروتئين را افزایش می دهند. بدین منظور در این مطالعه از سيستم 

ها استفاده شد. تيوردوکسين  BLGگلوتاتيون/ تيوردوکسين گياهی برای افزایش هضم پذیری

(Trxsدی ،) ه ک دخالت دارند سلولی اکسيداسيون/ احياءتنظيم  در کهسولفيدردوکتازهای هستند

 در این مطالعه با در دست داشتن باکتری . ( احياء می شوندGSHخود توسط گلوتاتيون )

از  BLGتراریخته مقدار قابل توجهی از این پروتئين ها توليد و خالص سازی شد. برای احياء 

استفاده شد.  GSH/OsTrx20 نوترکيب تيوردوکسين/ گلوتاتيون گياه برنج به نام سيستم سيستم

درجه  37و 25، 4در دماهای مختلف  GSHهمراه با  ابتدا با اجزای این سيستم BLGور بدین منظ

با تریپسين مورد هضم آنزیمی قرار گرفت. ميزان هضم  BLGسانتيگراد پيش تيمار شد. سپس 

پيش  که بررسی شد. نتایج نشان داد RP-HPLCو  SDS-PAGEبا استفاده از ژل  BLGپذیری 

به طور قابل توجهی بر هضم پذیری آن با آنزیم  GSH/OsTrx20 از سيستمبا استفاده  BLGتيمار 

 تریپسين مؤثر بوده است. 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

های ( نقش انتقال دهندۀ مولکولBLGبتالاکتوگلوبولین )

ل رتینوئیدها، اسیدهای چرب، داروها و هیدروفوب کوچک از قبی

 BLG. در ساختار (Powis et al. 2000)ها را بر عهده دارد ویتامین

 121سولفیدی و یک سیستئین آزاد در موقعیت دو پیوند دی

دلیل هضم  BLGوجود دارد. وجود باندهای دی سولفیدی در 

پذیری کم این پروتئین در سیستمهای گوارشی جانوران و 

 Creamer et)ن حساسیت زایی این پروتئین است همچنی

al.2004)هایی که بتوانند کننده. به نظر می رسد استفاده از احیا

باندهای دی سولفیدی موجود در این پروتئین را احیاء کنند، هضم 

پذیری این پروتئین را افزایش داده و باعث کاهش حساسیت زایی 

اکننده مانند دایتیوتریتول آن شود. استفاده از عوامل شیمیایی احی

(DTT می تواند هضم پذیری این پروتئین را افزایش )

. با این حال به دلیل سمی بودن این  (Patanaude et al.2004)دهد

مادۀ شیمیایی، استفاده از آنزیم های طبیعی می تواند جایگزین 

( / Trxمناسبی باشد. در مطالعات گذشته از سیستم تیوردوکسین )

با منشأ  NADPH ( (NTRسین ردوکتاز وابسته به تیوردوک

 Val)استفاده شده است BLGجانوری برای افزایش هضم پذیری 

et al.1999) . 

سولفیدردوکتازهای کوچک و فراوانی (، دیTrxsها )تیوردوکسین

-ها تا یوکاریوتهستند که در تمام موجودات زنده از پروکاریوت

م ردوکس سلولی دخالت دارند اند و در تنظیهای عالی یافت شده

(Alberse 1997)های . آنزیمTrx  با توالی آمینواسیدیWCG 

(A/P) PC ها به شوند. این آنزیمدر جایگاه فعال خود شناخته می

های موجود در جایگاه فعال و از طریق احیاء کمک سیستئین

سولفیدی در فرآیندهای متعدد پذیر باندهای دیبرگشت

کنند. بر خلاف جانوران در گیاهان یاء شرکت میاکسیداسیون/ اح

ایزوفرم های متعددی از این پروتئین وجود دارد که بر اساس 

 ,f, m, h, o, xمحل قرار گیری و نحوه احیاء به چند دسته اصلی)

y تقسیم می شوند )(Nuruzzaman et al.2008) ،بزرگترین دسته .

Trx h  ها می باشند که به سه زیر گروهI ،II  وIII  تقسیم می

بوده و بوسیله  NADPHوابسته به  IIو Iشوند. دو زیرگروه  

NTR   که وابسته به کوآنزیمNADPH  است احیا می شوند. بر

که برای اولین بار در  IIIخلاف این دو زیر گروه، زیر گروه 

مسیر وابسته به  درخت سپیدار مورد شناسایی قرار گرفت در 

. در Geha et al. 2003)شوند ) ( احیا میGSHگلوتاتیون )

از گیاه برنج به نام های  NTRمطالعات قبلی ما دو ژن کد کننده 

NTR A  وNTR B  و همچنین سه ژن کد کنندهTrxh   از این گیاه

در باکتری اشرشیاکلی مورد همسانه سازی قرار گرفت و شکل 

 تولید و  Escherichia coli باکتریهای نوترکیب این پروتئین در 

. مطالعات بعدی  (Eslampanah et al. 2014) خالص سازی شد

با دو هر دو  OsTrx23و  OsTrx1نشان داد که ایزوفرم های 

احیا شدند. در حالی که ایزوفرم  OsNTRBو A  OsNTRایزوفرم 

OsTrx20  ، با این دو ایزوفرم احیا نشد بلکه با گلوتاتیون احیا

جایگاه  دارای IIIیرگروه ز زیرا اعضای .( احیا گردیدGSHشده )

 . )et alaeda M.2003(هستند  57WCTPC53غیرمعمول 

 BLGبا توجه به گزارش های قبلی مبنی بر افزایش هضم پذیری 

و  NTRهای وابسته به  Trxبا استفاده از سیستم های احیا کننده 

NADPH  جانوران، هدف این تحقیق ارزیابی تأثیرTrx h با منشأ 

. بدین منظور از شکل است BLGم پذیری گیاهی بر روی هض

 استفاده شد. این ایزوفرم با  IIIاز گروه  OsTrx20نوترکیب 

بدون نیاز به آنزیم تیوردوکسین ردوکتاز و  GSHحضور 

NADPH احیا می شود. 

 

  هاروش و مواد

 های مهندسی شده سویهاستفاده از 

در  استفاده شد. این سویه R-Trx20ی در این تحقیق از سویه 

 OsTrx20کدکننده  حاوی ژن  pET15bبا انتقال پلاسمید  گذشته

ساخته شده بود  Rosetta (DE3) به نام  E.coliبه سویه بیانی 

(Papzan et al., 2012 .)در صورت القاء با  حاصله باکتریIPTG 

 .Papzan et al)بود  His–OsTrx20نوترکیب قادر به تولید پروتئین

2011) . 

 OsTrx20نوترکیب  ئینبیان پروت

فاقد ژن( و  pET15bشاهد )حاوی پلاسمید  های باکتریسلول

میلی  80در  pET15b-OsTrx20)سویه اصلی )حاوی پلاسمید  
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گرم بر میلی 50بیوتیک کانامایسین )حاوی آنتی LB لیتر محیط

گرم بر لیتر( و بر روی انکوباتور میلی 5لیتر( و کلرامفنیکل )

کشت داده شدند.  C °37دور در دقیقه و در دمای 180شیکردار با 

IPTG (-D-β-Isopropyl رسید، 7/0به  600OD هنگامی که

Thiogalactopyranoside )گر به غلظت نهایی ی القابه عنوان ماده

اضافه شد. به منظور تایید  های کشتمولار به محیطمیلی 1/0

ی مختلف نمونه برداری از تولید پروتئین نوترکیب در فواصل زمان

لیتری میلی 5/1های اپندورف سوسپانسیون باکتریایی در ویال

دور  12000در دقیقه  10ها به مدت سپس ویال .صورت گرفت

سانتریفوژ شدند. بعد از آن، محلول  C °4دمایدر دقیقه و در 

میکرولیتر  200ها دور ریخته شد و رسوب حاصل در رویی ویال

(  8pHمولار )میلی 10اسید کلریدریک -از محلول تریس

های محلول، سوسپانسیون گردید. به منظور استخراج پروتئین

با استفاده از دستگاه اولتراسونیک های باکتری دیواره سلول

(Hielscher, UP50H تخریب )ها به مدت شد. سانتریفیوژ نمونه

صورت پذیرفت  C°4دمای دور در دقیقه و  12000در دقیقه  10

و فاز رویی آن جهت بررسی میزان بیان پروتئین محلول بر روی 

بارگذاری گردید. به منظورتولید پروتئین   SDS-PAGE 12%ژل 

ساعت  4در مقیاس بالاتر کل محیط کشت باقی مانده بعد از 

رسوب داده شد. جهت استخراج پروتئین محلول به روش بالا از 

 C°4دمای  در Hielscher, UP50H) دستگاه اولتراسونیک )

 استفاده شد. 

 خالص سازی پروتئین ها

خالص سازی پروتئین ها با استفاده از کروماتوگرافی جذبی انجام 

-Hisشد. بدین منظور پروتئین محلول استخراج شده از ستونهای 

Trap HP ساخت شرکت(GE Healthcare که از قبل با استفاده )

 500مولار، کلرید سدیم  میلی 1/0بارگذاری )ایمیدازول  A از بافر

( به pH 8اسید کلریدریک ، -میلی مولار تریس  3/0میلی مولار و 

تعادل رسیده بودند، عبورداده شدند. جهت شستشوی پروتئین 

میلی لیتر از مخلوط بافر  1/0های باند شده غیر اخنصاصی میزان 

B  میلی مولار، کلرید سدیم  400فیلتر شده سرد شامل )ایمیدازول

 8اسید کلریدریک ، -میلی مولار تریس  3/0میلی مولار و  500

pH) و بافرA   بافر %10فیلتر شده سرد با نسبتB  بافر %90و A 

بر روی ستون بارگذاری شد و اجازه داده شد تا از ستون خارج 

میلی لیتر بافری  1/0شود. سپس جهت جداسازی پروتئین هدف 

تون بارگذاری شد و بر روی س A% بافر 60و Bبافر  %40حاوی 

میلی  5/1خروجی ستون در لوله های اپندورف  هر میلی لیتر

 C° 4بر روی یخ در دمای  ریختهلیتری لوله های اپندورف 

نگهداری شدند. کیفیت خلوص پروتئین خارج شده در ویالها با 

مورد ارزیابی قرار گرفت. غلظت  SDS-PAGEاستفاده از 

از روش تعیین جذب در طول  نوترکیب با استفاده هایپروتئین

 لمبرت تعیین شد.  -نانومتر و قانون بیر 280موج 

  GSHدر حضور OsTrx20بررسی قابلیت احیای 

در حضور  OsTrx20وترکیب پروتئین ن جهت بررسی فعالیت

GSH  300به حجم از انسولین به عنوان سوبسترا در واکنشی 

 pH،2/0 7 فاتمولار بافر پتاسیم فسمیلی 100میکرولیتر حاوی 

-یلیم 20لیتر انسولین و گرم بر میلیمیلیEDTA  ،1مولارمیلی

شروع  Trxمیکرومولار  5تهیه شد. واکنش با غلظت   GSHمولار

 دقیقه 100نانومتر به مدت  650شد. میزان جذب در طول موج 

 ثبت شد و نمودار مربوطه رسم شد. قابل ذکر است که واکنشی

کنش به عنوان وا Trxبه غیر از پروتئین حاوی تمام اجزاء واکنش 

 کنترل در نظر گرفته شد.

با هضم آنزیمی و GSH/OsTrx20با سیستم   BLGپیش تیمار 

 تریپسین

لیتر گرم بر میلیمیلی 2/0میکرولیتر حاوی  150واکنشی به حجم 

BLG ،20 مولار میلیGSH ،100 با مولار بافر پتاسیم فسفاتمیلی 

7 pH  .میکرومولار پروتئین 5واکنش با افزودن تهیه شدOsTrx20 

 C°37و  C°25شروع شد. سپس به مدت یک ساعت در دماهای  

دور در دقیقه پیش  150با تکانه  C°4و به صورت شبانه در دمای 

 002/0. در نهایت آنزیم تریپسین با غلظت نهایی ندتیمار شد

واکنش ( به 1:100ین به آنزیم گرم بر میلی لیتر )نسبت پروتئمیلی

قرار گرفت. این  C°37ساعت در دمای  6افزوده شد و به مدت 

میکرولیتر از هر  3تکرار متوالی انجام شد. مقدار  3آزمایش در 

. قابل ذکر است ندشدبارگذاری  SDS-PAGE واکنش روی ژل 

به عنوان  GSHو  OsTrx20به غیر از  ءکه واکنشی با تمام اجزا

 ته شد.واکنش کنترل در نظر گرف
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 image Jافزاربا استفاده از نرم BLG بررسی

 Image J/FIJI 1.46 افزاربه منظور مقایسه شدت باندها از نرم

با  های تیمار شدهاستفاده شد. میانگین شدت نسبی باند نمونه

بدون هر  BLGبا میانگین شدت نسبی باند  GSH/Trxسیستم 

د با بو Trxسیستم  درصد( و نمونه شاهد که فاقد 100گونه تیمار )

 مورد مقایسه قرار گرفت. SASافزار در نرم LSDآزمون 

با استفاده از کروماتوگرافی مایع با  BLGپذیریبررسی هضم

 کارایی بالا

( استفاده RP- HPLCفاز معکوس ) HPLCها، از تکنیک وتئینرپ

 تیمار شده با سیستم  BLG شد. بدین منظور هضم پذیری 

GSH/OsTrx20 ی دمادرC°37  به همراه نمونه شاهد که حاوی

. ندبود ارزیابی شد  Trxتمام اجزای واکنش به غیر از سیستم

 20میکرون عبور داده شدند.  45/0ها از فیلتر با منافذ نمونه

و اندازه ذرات  C18 (mm6/4×150میکرولیتر از آنها روی ستون 

گرادیانت با -( با روش خطی Pico. Tag, Watersمیکرون، 5

درجه سانتیگراد انجام  20لیتر در دقیقه در دمایمیلی 3/0سرعت 

درصد  A(10 شد. بدین صورت که فاز متحرک شامل حلال 

فلورو استیک اسید( درصد حجمی تری 1/0حجمی استونیتریل و 

درصد حجمی  1/0درصد حجمی استونیتریل و  B (90و حلال 

از متحرک به فلورو استیک اسید( بود. در روش گرادیانت، فتری

درصد حلال  100دقیقه  45و  Aدرصد حلال  100دقیقه  3مدت 

A  درصد حلال  50تاB ،5  درصد حلال  50دقیقه B درصد  70تا

درصد حلال  70دقیقه  5 و Bدرصد حلال  70دقیقه  5و  Bحلال 

B  درصد حلال  100تاA .روی ستون بارگذاری شد 

 

  و بحث نتایج

 OsTrx20  پروتئین نوترکیب خالص سازیبیان و 

ها  ، فاز محلول پروتئین از باکتریIPTGها با  لقای باکتریا

-SDSاستخراج شد و آنالیز کل پروتئین محلول بر روی ژل 

PAGE با توجه به وجود منطقه کد کننده پلی . صورت گرفت

در بالا دست جایگاه کلون سازی در  (His-Tag)هیستیدین 

صل دارای دنباله پلی های نوترکیب حا پروتئین pET15bپلاسمید 

وزن مولکولی پیش بینی شده . هیستیدین در انتهای آمینو هستند

کیلودالتون بود.  54/17نوترکیب   His-OsTrx20برای پروتئین 

وجود باندهای پلی پپتیدی با وزن مولکولی مورد نظر بر روی ژل، 

در مقایسه با سویه  His-OsTrx20های نوترکیب  پروتئین تولید

ساعت  4. شدت این باند با گذشت زمان تا تأیید کرد کنترل را

 (A 1شکل)پس از القا افزایش پیدا کرد 

افی توگرستخراج شده از باکتری با استفاده از کروماپروتئین های ا

خالص ، (Ni+2)جذبی بر روی ستون های حاوی رزین نیکل 

شد و سپس به منظور ارزیابی کیفیت خالص سازی سازی 

رگذاری شد باSDS-PAGE الص سازی بر رویپروتئین پس از خ

ی (. عدم وجود باندهای اضافی نشان دهنده کیفیت بالاB 1 )شکل

 خالص سازی است.

دا نوترکیب خالص شده، ابت های به منظور تعیین غلظت پروتئین

ری نانومتر اندازه گی 280میزان جذب نمونه های پروتئینی در 

با استفاده از نرم افزار  هاو ضریب خاموشی مولی آن نددش

ProtParam  در پایگاه اطلاعاتیExpassy 17085  بر مولار بر

 ادهدلمبرت قرار  -محاسبه شد و در نهایت در فرمول بیر سانتیمتر

میکرومولار  OsTrx20   5/35. غلظت پروتئین نوترکیبندشد

 .تخمین زده شد

 رکیب با گلوتاتیونبرهمکنش پروتئین های نوت

به عنوان منبع احیا کننده اولیه در آزمون  GSHبا استفاده از 

شد.  انسولین احیا OsTrx20انسولین، در واکنش حاوی ایزوفرم 

در حالیکه در واکنش شاهد احیای انسولین مشاهده نشد 

. سرعت واکنش معادل شیب نمودار در ناحیه خطی در (2)شکل

 GSHبا  OsTrx20ب سرعت احیای نظر گرفته شد. بدین ترتی

012/0 Δ650/واکنش اصلی  بود. زمان شروع واکنش برای  دقیقه

دقیقه بود. لازم به ذکر است که بر اساس گزارش های قبلی  23

توانند توسط سیستم می Trxhهای زیرگروه سوم ایزوفرم

، بنابراین با (Geha et al. 2003) گلوتاردوکسین نیز احیا شوند

 Trx hدر زیرگروه سوم از  OsTrx20قرار داشتن ایزوفرم توجه به 

تواند تأییدی بر این موضوع می GSHتوسط  گیاه برنج، احیاء آن

 باشد.
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: پروتئین محلول استخراج 1چاهک: A: مارکر پروتئینی شکل M .SDS-PAGEروی ژل  (Bو خالص سازی آن ) OsTrx20 (A) نوترکیب بیان پروتیئن تأیید -1شکل

 IPTGاعت تلقیح س 4: پروتئین محلول استخراج شده پس از 3چاهک   IPTGساعت تلقیح  2: پروتئین محلول استخراج شده پس از 2چاهک  IPTGلقیح شده بدون ت

 .B :His- OsTrx20شکل

Fig. 1.  SDS–PAGE analysis for verification of expression and purification of recombinant proteins. Total soluble protein extracted from E. 

coli harboring pET15b-OsTrx20 before addition of IPTG and 2 or 4 h after addition of IPTG. b Purified HisOsTrx20. 

 

 GSHدر واکنش با انسولین به عنوان سوبسترا در حضور  OsTrx20فعالیت آنزیمی پروتئین های  -2شکل 

Fig. 2.  Insulin reduction by OsTrx20 in the presence of GSH. 

 

با  BLGپذیری بر هضم GSH/Trxهای اثرپیش تیمار سیستم

 تریپسین

برای هضم  GSH/OsTrx20 ،BLGبا سیستم   BLGپس از تیمار 

در معرض آنزیم تریپسین قرار گرفت. سپس محصول هضم 

ی هضم شده با تریپسین بدون پیش تیمار BLG آنزیمی به همراه 

ی اولیه بدون هضم BLGچنین و هم  GSH/OsTrx20با سیستم 

با   BLGشدند. شدت باند  بارگذاری  SDS-PAGEبر روی ژل 

کمی سازی شد و مورد مقایسه قرار  Image Jاستفاده از نرم افزار 

بر  GSH/OsTrx20های مختلف  تیمار سیستماثر پیشگرفت. 

با  BLGپذیری میانگین شدت نسبی باندها که نشان دهنده هضم

مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج  LSDین بود با آزمون آنزیم تریپس

تیمار شده با  BLGدرصد از  50نشان داد که به طور متوسط 

با  GSH/OsTrx20آنزیم تریپسین بدون استفاده از پیش تیمار 

 BLGهضم شد. با این وجود میزان هضم پذیری آنزیم تریپسین 

د. این درصد رسی 75به  GSH/OsTrx20پس از پیش تیمار با 
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میزان هضم پذیری در اثر تیمار با   کهنتایج نشان می دهد 

GSH/OsTrx20  به طور معنی داری افزایش می یابد که این

موضوع می تواند حاکی از اثر این سیستم در شکستن باندهای 

و در نتیجه افزایش هضم پذیری آن در   BLGدی سولفیدی 

 (.3برابرتریپسین باشد )شکل 

در دماهای مختلف  GSH/OsTrx20با توجه به اینکه اثر احیایی 

ممکن است متفاوت باشد سه دمای مختلف جهت پیش تیمار 

بر اساس شدت باندهای به دست آمده   مورد بررسی قرار گرفت.

به نظر می رسد اختلاف معنی داری بین دماهای مختلف اعمال 

 پیش تیمار وجود ندارد. 

 

که با تریپسین هضم  Trxتیمار نشده با  BLG: 2تیمار نشده و هضم نشده لاین BLG: 1لاین  .SDS-PAGE .: Aبا  BLGبر هضم پذیری  Trxر سیستم احیایی اث -3شکل 

در  Trxار با سیستم تیم بعد از پیش BLG: مقایسه هضم پذیری Bتیمار شده و سپس با تریپسین تیمار شده  C°25در دمای  GSH/OsTrx20با سیستم  BLG: 3شده لاین 

 .دماهای مختلف

Fig. 3. Effect of Trx reduction system on digestibility of BLG determined by SDS (12% SDS–PAGE gels). The percent of intact BLG was determined by 
relative band intensity and shown on vertical axis. a Line 1, BLG (untreated and undigested); line 2, untreated BLG was incubated with trypsin; lines 3, the 

pretreated BLG with GSH/OsTrx20 at 25 °C was incubated with trypsin. b Comparison of trypsin-digestibility of BLG after pretreatment with different 

systems at different temperature. 
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: bضم نشده هتیمار نشده و  a :BLGاست.  BLG. پیکان ها نشانگر پیک مربوط به HPLCبا استفاده از  BLGبر هضم پذیری  GSH/OsTrxاثر سیستم  -4شکل

BLG  تیمار نشده و هضم شدهc :BLG  تیمار شده با سیستمGSH/OsTrx20    و هضم شده با تریپسین.درجه سانتیگراد  25دردمای 

Fig. 4.  Effect of GSH/OsTrx1 on digestibility of BLG determined by HPLC analysis. The arrows show the peack of intact BLG. a BLG (untreated and 

undigested). b Untreated BLG was incubated with trypsin. c The pretreated BLG with GSH/OsTrx20 at 25 °C was incubated with trypsin. 

 

ز با استفاده از کروماتوگرافی مایع فا BLGپذیری بررسی هضم

 معکوس

-بر هضم GSH/OsTrx20تر اثر سیستمبه منظور بررسی دقیق

در  Trxهای تیمار شده با سیستم  BLGپذیری، هضم BLGپذیری

-RPبا روش کروماتوگرافی مایع فاز معکوس ) C°37دمای 

HPLC کروماتوگرام حاصل از نمونه قرار گرفتند( مورد آزمون .

 10ی اولیه بدون هضم آنزیمی( که با غلظت  BLGستاندارد )ا

نشان   A 4میلی گرم بر میلی لیتر به دستگاه تزریق شد، در شکل 

زمان در  BLGدر این شکل پیک مربوط به شده است.  داده

کروماتوگرام مربوط به  B 4دقیقه دیده شد. در شکل  48 بازداری

BLG  استفاده از پیش تیمار ی هضم شده با آنزیم تریپسین بدون

تیمار  یBLG کروماتوگرام حاصل از هیدرولیز C 4 و در شکل

ی  BLGنشان داده شده است.  GSH/OsTrx20شده با سیستم 

سطح زیر پیک را کاهش  درصد 50هضم شده با آنزیم تریپسین 

به  BLGداده و پیک های جدید کوچکی را در کنار پیک اصلی 

 80تیمار شد  GSH/Trx20با سیستم اما وقتی وجود آورده است، 

. این نتایج با نتایج حاصل سطح زیر پیک کاهش یافته است درصد

که تفاوت قابل توجهی  SDS-PAGEاز مقایسه میانگین روی ژل 

وجود  BLGپذیری و نمونه کنترل بر هضم  Trx بین سیستم

 داشت مطابقت داشت.

Trxر همه جا حضور داشته و در پروتئین هایی هستند که د  ها

واکنش های تیول دی سولفید بوسیله دو ریشه سیستئین موجود 

وجود ریشه  .( شرکت می کنندWCXXCدر جایگاه فعال خود )

اجازه احیاء باندهای دی سولفیدی پروتئین  Trxبه  های سیستئین

در گیاهان عالی . (Gelhaye et al. 2004هدف را می دهند )

 Chibaniبه شش زیرخانواده تقسیم می شوند ) Trxایزوفرم های 

et al.2011 ایزوفرم های .)Trxh  بزرگترین زیرخانواده را در

گیاهان ایجاد کرده که خود به سه زیر گروه تقسیم می شود. 

می شوند  ءاحیا NTRدر حضور  NADPHبوسیله  IIو  Iزیرگروه 

(Gelhaye et al. 2004)،  در مقابل زیرگروهIII زوفرم شامل ای

( WCXXSاست که دارای جایگاه فعال غیر معمول ) Trxهایی از 

 Gelhaye etی شود )م ءیا گلوتاتیون احیا GSHاست و بوسیله 
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al. 2004 اخیراً در زمینه آنالیزهای پروتئوم برای شناسایی .)

از گونه های مختلف  Trxhتعدادی از پروتئین های هدف 

 Trxhمثال ایزوفرم های پیشرفت هایی صورت گرفته است. برای 

نقش اساسی را در احیاء باندهای دی سولفیدی در پروتئین های 

د که آنها را قابل نذخیره ای دانه در حال جوانه زنی بازی می کن

 Buchanan) می نمایددسترس تر برای هضم آنزیمی  در حل تر و

et al. 2005.) 

، در احیای باندهای دی سولفیدی Trxhثر ؤبر اساس نقش م

باکتری  NTR/Trxنوترکیب سیستم  مختلف کاربرد فرم های

E.Coli  برای بهبود هضم پذیری غذا تا به حال ارزیابی شده است

(Del val et al. 1999; Faris et al. 2008.)  یکی از اصلی ترین

اتصال  شیر گاو است. ساختار این پروتئین BLGآلرژن های غذا 

 Niemi etرا نشان می دهد ) BLGبه دایمر   IgE/Fabدو مولکول 

al. 2007 اپی توپ .)BLG  قطعه کوتاه از زنجیره پلی حاوی شش

است که در زنجیره بتا قرار گرفته و پوشاننده سطحی پپتیدی 

در شرایط  BLGصاف روی سطح آلرژن است. به علت پایداری 

pH  ،اسیدیBLG  به هضم اسیدی مقاوم بوده و با گذر از معده

 Fuquacy et al. 2011; Stanley etقی می ماند )دست نخورده با

al.1999 وقتی پروتئین ها با گرما واسرشت می شوند، ساختار .)

سوم خود را از دست می دهند و باعث می شوند که اپی توپ 

های پروتئین طبیعی که با آنتی بادی ها شناسایی می شوند ناپدید 

ایی هضم پذیری (. بنابراین، تیمار دمSong et al. 2005شوند )

BLG ( را تغییر می دهد و آن را هضم پذیرتر می کندTakagi et 

al. 2003.) 

، حضور دو باند دی سولفیدی در انجام شدهبر اساس مطالعات 

آنها در دسترس بوده و در سطح پروتئین  ز، یکی اBLGساختار 

( و دیگری نزدیک به مرکز پروتئین Cys66-Cys160قرار دارد )

(Cys106-Cys119 )فاکتور مهمی در پایداری است ،BLG  است

(Del val et al. 1999احیا .)باندهای دی سولفیدی ساختار  ء

BLG  هیدرولیز آنزیمی مستعدتر می را ناپایدار کرده و آن را برای

(. یک مدل سازی با رایانه نشان داده که Zhao et al. 2017کند )

ماسیون و ، کونفورBLGشکستن باند دی سولفیدی آشکار 

 .Del val et alانسانی را تغییر می دهد ) IgEدسترسی اپی توپ 

باندهای (. بنابراین یافتن راه های مؤثر و مفید برای احیاء 1999

شیر با  BLGدی سولفیدی می تواند بسیار مؤثر باشد. تیمار 

 ءرا احیا به طور مؤثری باندهای دی سولفیدی NTR/Trxسیستم 

ود هضم پذیری و کاهش حساسیت زایی کرد  که منجر به بهب

BLG ( شدDel val et al. 1999.)  همچنین تیمار پروتئین های

شد و  ءگندم و آرد سویا با این سیستم باندهای دی سولفیدی احیا

 آنها را برای هضم پروتئولیتیک مستعدتر ساخت و حساسیت آن

ر (. بFaris et al. 2008; Buchanan et al. 1997) دادکاهش  را

ء باند های گیاهی در احیا GSH/Trxخلاف، پتانسیل بالای سیستم 

گیاهی  GSH/Trx، تیمار پروتئین های غذا با سیستم دی سولفیدی

تأثیر سیستم است. بنابراین، در تحقیق حاضر،  هنوز آزمایش نشده

GSH/Trx بر هضم پذیری  گیاهیBLG با آنزیم تریپسین بررسی 

است و فقط با  III Trxhرگروه عضو زی OsTrx20ایزوفرم  .شد

(. تولید و Shaykholeslam et al. 2015می شود ) ءگلوتاتیون احیا

ما را بر آن داشت تا  His-OsTrx20خالص سازی فرم نوترکیب 

بررسی  BLGرا بر هضم پذیری  GSH/OsTrx20تأثیر سیستم 

 کنیم.

را  BLGبا این سیستم احیاکننده هضم پذیری  BLGتیمار پیش 

نشان  RP-HPLCو آنالیز  SDS-PAGEد بخشید که با تکنیک بهبو

داده شد. در این مطالعه، ما به این موضوع دست یافتیم که سیستم 

GSH/Trx باندهای دی  ءگیاهی سیستم مؤثر و مفیدی برای احیا

 شیر با این BLGاست. بنابراین، پیش تیمار  BLGسولفیدی 

آن  BLGهضم پذیری سیستم به طور قابل توجهی منجر به بهبود 

 شد.
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Abstract 

Β-lactoglobulin (BLG) is one of the main allergens in cow’s milk that causes it to be 

digested poorly. BLG structure has two intramolecular disulfide bonds and one free 

cysteine in cys121 that disulfide bonds are responsible for its low digestibility. It seems that 

the digestibility of BLG will be increased via the reduction of disulfide bonds. In the 

present work, the aim was to study the effect of plant glutathione/thioredoxin systems on 

the digestibility of milk BLG. Thioredoxins (Trxs) are small and abundant disulfide 

reductase in all organisms. they are reduced with Trx reductase or glutathione reductase or 

glutathione. Previously the genes encoding plant Trx, OsTrx20 was cloned and 

heterologously expressed in E.coli. In this work this protein was produced and purified in 

considerable amounts. The interaction of Trx with glutathione (GSH) was confirmed by 

insulin assay. The result of this assay showed that GSH was able to reduce OsTrx20. 

Therefore, in this work the effect of GSH/OsTrx20 on the digestibility of BLG was studied. 

Finally, BLG was pre-treated by GSH/OsTrx20 at 4, 25 and 37°C and then digested with 

trypsin. The digestibility was studied by using SDS-PAGE and HPLC and allergenicity was 

studied by ELISA. The results revealed that the GSH/Trx system significantly affects on 

the BLG digestibility and allergenicity. 

Key words: glutathione, beta lactoglobulin, digestibility, allergenicity, reverse phase -

liquid chromatography 
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