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  مقاله پژوهشي

  

  )فيكوس كاريكا (تخليص و بررسي فعاليت پروتئوليتيكي آنزيم فيسين انجير 
    

  ****علي مصطفاييدكتر ، ***شهرام پروانه، ** مريم چلبي ،*نغمه ژاله جو
  

                             12/10/91 :  ،  پذيرش    7/6/91  :دريافت 
  

  :چكيده
ايـن آنـزيم    . شـود از خانواده سيستئين پروتئازهاي گياهي است كه در انجير بـه وفـور يافـت مـي                 فيسين عضوي    :مقدمه و هدف  

هدف اين مطالعه تخليص و تعيـين برخـي خـصوصيات ايـن آنـزيم و بررسـي فعاليـت                    . كاربردهاي دارويي و صنعتي فراواني دارد     
 .مي باشدپروتئوليتيكي آن بر روي چندين پروتئين گياهي و حيواني 

دهي با سولفات آمونيم و كروماتوگرافي تعـويض        گيري، رسوب آنزيم فيسين طي مراحل عصاره    در اين مطالعه تجربي      :ركاروش
جهت بررسي فعاليت پروتئوليتيكي آنزيم، فيسين خـالص        . يون در ستون كربوكسي متيل سفارز از ميوه نارس انجير خالص گرديد           

  . ين و ژلاتين اثر داده شدوللبومين، بتا لاكتوگلب لاكتا اي كازئين، آلفاهشده تحت چهار شرايط بافري مختلف بر پروتئين
نتايج حاصل از تـاثير فيـسين بـر         .  كيلودالتون بود  26 و   24 محصول آنزيمي به دست آمده شامل دو باند پروتئيني با اوزان             :نتايج

ين و ژلاتين است   بول هيدرولازي كمتري بر بتا لاكتوگل     ها نشان داد كه اين آنزيم قادر به هضم كازئين بوده و داراي اثرات             پروتئين
  .لبومين اثر بسيار كمتري دارد لاكتا و بر آلفا

 هدف هضم   اتواند يك كانديد مناسب ب     با توجه به اثر نسبتاً انتخابي فيسين بر پروتئينهاي مورد مطالعه، اين آنزيم مي              :نتيجه نهايي 
 .اشدهاي حاصل از آن بكازئين و توليد فرآورده

  

  فيسين / هاپروتئاز/ انجير  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه 
هاي بـا كـاربرد     هاي پروتئاز دسته مهمي از آنزيم     آنزيم     

صنعتي هـستند كـه مـوارد اسـتفاده متعـددي در صـنايع              
و شيره ) fig(انجير ). 1،2(غذايي، دارويي و بهداشتي دارند     

وتئازهـا  غني از گروهي از سيـستئين پر      ) latex(درخت آن   
ــسين   ــام في ــدود  (EC: 3.4.22.3)بن ــا وزن ح  24-26 ب

نــام .  اســت1/9كيلودالتـون و نقطــه ايزوالكتريــك معــادل  
 براي يكسري   1938 در سال    والتيفيسين اولين بار توسط     

اين آنزيم  . هاي موجود در شيرة انجير به كار برده شد        آنزيم
آن  ايزوآنـزيم از     10 اسيدآمينه بوده و تـاكنون       174حاوي  

). 3،4 (سـت ا با نقطه ايزوالكتريك متفاوت شناسايي شـده      
ايــن گــروه از پروتئازهــا از نظــر خــصوصيات ســاختماني،  

هـا، شـباهت زيـادي بـا        مكانيسم كاتاليزوري و مهار كننده    
ــه      ــوه انب ــائين مي ــل پاپ ــاهي مث ــاي گي ــاير پروتئازه   س

  
  
  
  

(EC: 3.4.22.2)   بروملين ميـوه آنانـاس (EC: 3.4.22.4) و 
). 5-7( دارنـد  (EC: 3.4.22.14)نيـدين ميـوه كيـوي    اكتي

پروتئازهاي گياهي از جمله فيسين موارد استفادة متعددي        
) 2(و پنيـر    ) جهت ترد كـردن گوشـت     (در صنعت گوشت    

زخـم هـاي    از  درمـان بعـضي     ) 8(تهيه قرص هاي گوارشي   
هـا و همچنـين فعـال       پوستي و فرمولاسـيون بعـضي كـرم       

 ). 9( پزشكي دارند نمودن سيستم انعقاد خون در

با توجه به كاربردهاي متعـدد فيـسين گيـاه انجيـر در               
صنعت و پزشكي و وفور اين گياه در ايران و منـاطق غـرب          

اي در  كشور و همچنين به اين دليل كه تـا كنـون مطالعـه            
اين زمينه در ايران صورت نگرفته است، مطالعه حاضـر بـا            

ن آنـزيم و    هدف تخليص و تعيـين برخـي خـصوصيات اي ـ         
بررسي فعاليت پروتئوليتيكي آن بر روي چندين پـروتئين         

  انجام) ين و ژلاتين  لوبكازئين، آلفالاكتالبومين، بتا لاكتوگل   (
  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  اصفهان دانشگاه علوم پزشكي دانشجوي دوره دكتري بيوشيمي باليني *

  دانشجوي دوره دكتري بيولوژي مولكولي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه **
  كرمانشاهكارشناس آزمايشگاه مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي  ***

  )amostafaie@kums.ac.ir(كرمانشاهمركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم پزشكي  استاد ايمونولوژي ****
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پروتئين كازئين، پروتئين عمدة شير بوده و بررسي        . گرفت
توانـد در تهيـة     فعاليت فيسين بر روي ايـن پـروتئين مـي         

   .ننده باشدكمحصولات هيدروليز شدة شير، كمك

  :روش كار
در اين مطالعه تجربي بـه      : گيريآوري نمونه و عصاره   جمع     

آوري مقدار كافي از ميوة نارس انجير در فـصل بهـار جمـع            
ميوه با مخلوط كن همراه با اضافه كردن مقداري بـافر     . شد

عصارة . ، كاملاً خرد و يكنواخت گرديد     PBS)(فسفات نمكي 
سپس به . اي عبور داده شدارچهچند لايه صافي پ    حاصل از 

 درجه سانتيگراد 4 در دماي g  15000 دقيقه در30مدت 
  .سانتريفوژ و مايع رويي جهت مراحل بعد نگهداري شد

به عصارة تهيه شده سـولفات      : دهي با سولفات آمونيوم   رسوب
 60 و   40،  30اشباع در سه غلظت نهايي      ) سيگما(آمونيوم  

 افـزوده   C  4ر دمـاي  درصد در مدت زمان يـك سـاعت د        
 در g  15000 دقيقـه در 30ها سپس بـه مـدت   نمونه. شد

 سانتريفوژ و رسـوب حاصـله در بـافر فـسفات            C  4دماي
مـولار   ميلـي 10، حـاوي pH 7 ميلـي مـولار  بـا        85سديم  

EDTA) سـيگما (مولار كلريد سـديم      ميلي 40و) سيگما( ،
  .حل و به مدت يك شب در مقابل اين بافر دياليز گرديد

تجربه روي رزين    پس از  : كروماتوگرافي تعويض يون كاتيوني   
كاتيون و آنيون در شرايط بافري مختلف مـشخص گرديـد           

تعــويض كــاتيون كــه تخلــيص عــصاره انجيــر در ســتون  
بـراي ايـن كـار      . كربوكسي متيل سفارز نتيجه بهتري دارد     

به قطر و ارتفاع به ) فارماسيا(ستون كربوكسي متيل سفارز   
كافي با بافر فسفات سديم       سانتيمتر به ميزان   20و 2ترتيب

 40 و EDTAمولار  ميلي10 حاوي pH 7مولار با  ميلي 85
مولار كلريد سديم شـسته شـد تـا بـه تعـادل بـافري               ميلي
 سپس نمونه عصارة انجير دياليز شده به ستون وارد          ،رسيد
) APEL(ستون با اسپكتروفتومتر   خروجي مايع جذب .گرديد

پس از اينكه    .گرفت قرار بررسي  مورد nm280ج  در طول مو  
جذب مايع خروجي از ستون به حدود صفر رسـيد، شـيب            

مولار كلريد سديم در بافر فـسفات        ميلي 300 تا   40غلظت  
خروجي  .گرديد ستون  برابر ستون، وارد   3-6حدود حجمي با

  .آوري گرديد ميلي ليتر جمع5هاي ستون در حجم
غلظـت پـروتئين در     : روش براد فورد  تعيين ميزان پروتئين با     

گيري اندازه) 10(از روش برادفورد  با استفاده    مختلف مراحل
  اويــاستاندارد مورد استفاده شامل محلول آلبومين گ. شد

 1000 و   800،  600،  400،  200هـاي   بـا غلظـت   ) سيگما(
  . ليتر بودميكروگرم در ميلي

  
م دودسـيل   الكترفورز در ژل پلي آكريل آميد در حضور سـدي         

و تعيين   خلوص ميزان بررسي جهت : (SDS-PAGE)سولفات
هاي پروتئينـي مراحـل مختلـف و        وزن مولكولي فراكسيون  

مقايسه محصول آنزيمـي بدسـت آمـده بـا آنـزيم فيـسين              
خالص شركت سيگما، با استفاده از روش الكتروفورز در ژل          

 درصـد و ژل     15در ژل جداكننـده     ) 11(پلي آكريل آميد    
سازي ژل  پس از آماده  .  درصد انجام گرفت   5 كننده   متراكم

 ميكروليتـر از هـر      40و قراردادن آن در تانك الكتروفـورز،        
، مخلـوط و بـه   )X5( ميكروليتر از بـافر نمونـه   10نمونه با  

 درجه سـانتيگراد قـرار داده       100 دقيقه در حرارت     5مدت  
ــد ــه . ش ــپس نمون ــا در س ــدت g12000ه ــه 10 بم  دقيق

گـذاري و تفكيـك     يدند و به دنبال آن نمونه     سانتريفوژ گرد 
 در ولتاژ   Bio-RAD)(پس از انجام الكتروفورز   . انجام گرديد 

) فارماسـيا  (R–250 ولت، ژل با رنگ كوماسـي آبـي          150
  .رنگ آميزي شد و نتايج مورد بررسي قرار گرفت

 :بررسي اثر پروتئوليتيكي فيسين بر سوبـستراهاي پروتئينـي        
هـاي مختلـف شـامل كـازئين،        روتئيناثر اين پروتئاز بر پ ـ    

لبومين و همچنـين ژلاتـين در        بتالاكتوگلبولين، آلفا لاكتا  
مـولار بـا     ميلي 20شرايط بافري مختلف شامل بافر استات       

5/4 pH  5/5مـولار بـا    ميلـي 20، بـافر سـيتراتpH   بـافر ،
مولار  ميلي20 و بافر تريس pH 7مولار با    ميلي 20فسفات  

 ميلي مـولار    50 حاوي كلريد سديم      كه هر يك   pH 5/8با  
انجـام  ) نسبت آنزيم به سوبـسترا     (%1بودند با نسبت وزني     

حاوي  و طبيعي حالت دو سوبستراها در  آنزيم بر روي   اثر .شد
اتـانول   مـولار يـا مركـاپتو      ميلي 10سيستئين(فعال كننده   

و مهار ) هاي آزموننمونه) (مولار يك ميليEDTAهمراه با   
هـاي  نمونه ()اميد يا آنزيم حرارت داده شده     يدواست(كننده  
پـس از اضـافه نمـودن       .  مورد بررسي قـرار گرفـت      )كنترل
ــزيم  ــافري  )فراكــسيون دوم(آن ــه سوبــسترا در شــرايط ب ب

 37 سـاعت در دمـاي       2ها بمدت   بافرهاي ذكر شده، نمونه   
قرار گرفتنـد   ) دماي اپتيمم فعاليت آنزيم   (درجه سانتيگراد   

 قـرار داده شـدند تـا        C 100 دمـاي و سپس بلافاصله در     
هاي كنتـرل و    پس از الكتروفوز نمونه   . آنزيم غيرفعال گردد  

آميزي ژل با رنگ  درصد و رنگ15جداكننده  آزمون در ژل  
. ، نتايج مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد         R-250كوماسي آبي   

در مركز تحقيقات بيولوژي     مطالعه اين انجام مراحل مختلف 
  .زشكي كرمانشاه انجام گرفتپزشكي دانشگاه علوم پ

  :نتايج
  دودــدر عصارة نارس انجير كه محتواي پروتئين آن ح     
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هاي متنـوعي كـه     ليتر بود، پروتئين  گرم در ميلي  يك ميلي 

 كيلودالتون قـرار دارنـد،      40 تا   10عمدتاً در محدوده وزني     
در اين ميان دو باند پروتئينـي در        ). 1شكل  (شود  ديده مي 
ــت ــايموقعي ــدارترين   26 و 24 ه ــر مق ــون پ ــو دالت  كيل

 .پروتئينهاي عصاره بودند

دهي عصاره با سولفات آمونيوم در غلظت       پس از رسوب       
 درصد تقريبـا تمـامي بخـش پروتئـازي عـصاره            60نهايي  

عبور ايـن فراكـسيون از سـتون كربوكـسي     . تفكيك گرديد 
متيل سفارز تحت شرايط ذكر شده نموداري شامل دو قلـه       

 پروتئيني، يكي قبل از اضافه كـردن شـيب نمـك و              عمده
 2ديگـري بعــد از افــزودن آن حاصـل نمــود كــه در شــكل  

هاي مختلـف   الكتروفورز فراكسيون . نمايش داده شده است   
 1-9هاي   درصد، در ستون   15اين دو قله پروتئيني در ژل       

  . نمايش داده شده است1شكل 

  
هاي حاصل سيون الكتروفورز عصارة ميوة انجير و فراك:1شكل

   درصد15از كروماتوگرافي تعويض كاتيون در ژل جدا كننده 
هاي بدست آمـده قبـل از افـزودن كلريـد            فراكسيون 1 -6هاي  ستون 

هاي بدست آمـده بعـد از      مربوط به فراكسيون   7-9هاي  سديم و ستون  
 عصارة ميوة انجيـر     11 ماركر و ستون     10افزودن كلريد سديم، ستون     

  .از ستون كروماتوگرافيقبل از عبور 
  

  
 منحني كروماتوگرافي تعويض كاتيوني عصارة ميوه :2شكل 

  انجير در ستون كربوكسي متيل سفارز
هاي به دست آمده قبل از افزودن نمـك و قلـه دوم             قله اول فراكسيون  

  .هاي بعد از افزودن شيب نمك استمربوط به فراكسيون

  
هـاي حاصـل از     ونبا بررسي فعاليت پروتئازي فراكـسي          

كروماتوگرافي تعويض يون مشخص گرديد كه هـر دو بانـد           
ــت   ــع در موقعي ــت  26 و 24واق ــون داراي فعالي  كيلودالت

. گردنـد پروتئازي هستند و به عنوان فيسين محـسوب مـي    
ــاتوگرام  ــد ) 1-6هــاي ســتون(در بخــش اول كروم  24بان

كيلودالتوني مقدار بيشتري را به خود اختـصاص داده ولـي           
س از افزايش شيب كلريد سديم نسبت اين دو باند مشابه           پ

ــد   ــدار 26و در انتهــاي شــيب نمــك، بان  كيلودالتــوني مق
 مربوط بـه    10دهد ستون   بيشتري را به خود اختصاص مي     

  .باشد كيلو دالتون مي4/14 و 18، 29، 45ماركر با اوزان 
نتايج تأثير آنزيم در شرايط بافري مختلف بـر كـازئين                

ــا( ــولي ب ــون24-36 وزن مولك ــه  ) كيلودالت ــشان داد ك ، ن
فيسين قادر است درهر دو حالـت طبيعـي و فعـال شـده،              

كازئين را در شرايط بافري مختلف بطور كامل تجزيه نمايد          
  هـاي آزمـون، هـيچ بانـدي مـشاهده          و در نتيجه در نمونـه     

  ).3شكل (شودنمي
  

  
  

  )ml/g1( اثر فيسين SDS–PAGE الگوي :3شكل 
  )ml/mg1( كازئين بر

هاي كنترل در شـرايط بـافري        مربوط به نمونه   7 و   5،  3،  1هاي  ستون
 مربـوط بـه     8 و   6،  4،  2هاي  استات، سيترات، فسفات، تريس و ستون     

  .هاي آزمون در همان شرايط ذكر شدهنمونه
  

، كـازئين   )2 و   1هاي  ستون(در شرايط اسيدي بافر استات      
حـاظ غلظـت پـروتئين در       بدين ل . بخوبي در بافر حل نشد    

  .هاي مربوط به كنترل است كمتر از ساير ستون1ستون 
لبومين بـا وزن     لاكتا نتايج تأثير آنزيم بر پروتئين آلفا           

  ان داد كه درــــ، نش)4شكل ( كيلو دالتون 4/14مولكولي 
، آنـزيم اثـر     )8 و   6هاي  ستون(شرايط بافري خنثي و بازي      
، هر چنـد در شـرايط اسـيدي،         محسوسي بر روي آن ندارد    

لبومين توسط فيسين هضم شده است       لاكتا بخشي از آلفا  
  ).4 و 2هاي ستون(
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  ) ml/g1( اثر فيسين SDS-PAGE الگوي :4شكل 

  )ml/mg1(بر آلفالاكتالبومين 
هاي كنترل در شـرايط بـافري        مربوط به نمونه   7 و   5،  3،  1هاي  ستون

 مربـوط بـه     8 و   6،  4،  2هاي  ستوناستات، سيترات، فسفات، تريس و      
  .هاي آزمون در همان شرايط ذكر شدهنمونه

  
بررسي نتـايج تـأثير فيـسين بـر بتـالاكتوگلبولين بـا وزن              

 كيلودالتون نشان داد، بجز در شـرايط بـافري          18مولكولي  
قليايي بافر تريس، در بقيه شرايط بافري هيدروليز چنداني         

يط بـافري تـريس     در شـرا  ). 5شـكل   (صورت نگرفته است    
قليــايي فيــسين قــادر بــود بخــش قابــل تــوجهي از       
بتالاكتوگلبولين را به انواعي از پپتيدهاي كـوچكتر تجزيـه          

  ).9ستون(نمايد 
  

  
  ) ml/g1( اثر فيسينSDS-PAGE الگوي :5شكل 

  )ml/mg1(روي بتالاكتوگلبولين  بر
هاي ه مربوط به نمون   8 و   6،  4،  2هاي   مربوط به ماركر، ستون    1ستون  

هـاي  كنترل در شرايط بافري استات، سيترات، فسفات، تريس و ستون         
  .هاي آزمون در همان شرايط ذكر شده مربوط به نمونه9 و 7، 5، 3
  

  نتايج اثر آنـزيم روي ژلاتـين هـم نـشان داد كـه فيـسين                
  ي بر رويـــدر شرايط بافري استات و سيترات تأثير چندان

  
ر شـرايط بـافري فـسفات و        ژلاتين ندارد اما قـادر اسـت د       

). 6شــكل (تــريس، پــروتئين مــذكور را هيــدروليز نمايــد 
هـاي كنتـرل و      ، مربوط بـه نمونـه      7 و   5،  3،  1هاي  ستون
هاي تست بترتيـب     مربوط به نمونه   8 و   6،  4،  2هاي  ستون

. باشــنددر بــافر اســتات، ســيترات، فــسفات و تــريس مــي
شرايط بـافري   هاي آزمون با    همانطور كه ذكر شد در نمونه     

، )8ســتون (و شــرايط بــافري تــريس ) 6ســتون (فــسفات 
هيدروليز ژلاتين توسط آنزيم فيسين صـورت گرفتـه و در           

  .شودنتيجه باندي مشاهده نمي
  

  
  

  )ml/g1( اثر فيسين SDS-PAGE الگوي :6شكل 
  ).ml/mg1(بر ژلاتين 

  
آنزيم فيسين هم در حالت طبيعي و هم در مجـاورت                 

مـولار   ميلـي  10مهاركنندة برگشت پذير تتراتيونات سديم      
در هنگـام   . نگهـداري شـد   ) جهت افزايش پايداري آنـزيم    (

بررسي اثر پروتئازي آن بر روي سوبـستراها در حالـت دوم            
به آن فعال كنندة سيستئين اضافه شـد، كـه نتـايج تـأثير              

  . آن در هر دو حالت مشابه بودپروتئوليتيكي
  :بحث
دهـي عـصاره ميـوه      مطالعه حاضر نشان داد كه رسوب          

 درصـد سـولفات آمـونيم       60نارس انجير در غلظت نهـايي       
نتايج بهتري نـسبت بـه درصـدهاي ديگـر آن در تفكيـك              

نيـز  بعلاوه نتـايج ديگـر مطالعـات        . دهدفيسين بدست مي  
 پـس از عبـور از       نشان داد كه فيـسين رسـوب داده شـده،         

آگارز، دو جـزء پروتئينـي شـامل        -ستون تمايلي مركوريال  
نمايد كه هر دو جزء      فيسين حاصل مي   -فيسين و مركوري  

در ايــن ). 12-14(فعاليــت آنزيمــي از خــود نــشان دادنــد
 تخليص آنزيم با روش كروماتوگرافي تعـويض يـون          مطالعه

ورد كاتيوني و آنيوني دربافرهاي اسيدي، خنثي و بـازي م ـ         
  مــــــآزمون قرار گرفت كه با توجه به قليايي بودن آنزي
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)1/9 pI (مثبت بودن آن در      وpH      اسيدي، نتـايج بهتـري 
در جداسازي و تخليص اين پـروتئين در رزيـن كربوكـسي            

 در شيب غلظتي    pH 7متيل سفارز در حضور بافر فسفات       
  .كلريد سديم بدست آمد

عيـين وزن مولكـولي،     هـاي متفـاوت ت    با توجه به روش        
ــاكنون اوزان مختلفــي در محــدوده   كيلودالتــون 24-28ت

محـصول  ). 14،15(انـد   براي آنزيم فيسين گـزارش نمـوده      
 بانـد پروتئينـي     2تخليص شده در مطالعـه حاضـر شـامل          

 24-26نزديــك بهــم بــود كــه ايــن دو بانــد در محــدودة  
لـف  هـاي مخت   احتمالاً ايزوآنزيم   كه كيلودالتون قرار گرفتند  

تر آنهـا نيازمنـد مطالعـات        شناخت دقيق   و فيسين هستند 
مطالعات  برطبق. است جرمي اسپكتروسكوپي همچون بيشتر

رسد كه حداقل سه جزء فعـال اصـلي و          ديگران به نظر مي   
 و ficus glabrataچندين جزء فعال فرعي آنزيم در شـيرة  

.  وجـود دارد ficus caricaحداقل ده جزء آنزيمي در شيرة 
ر كلي طراحي اجزاء آنزيم فيسين قـراردادي بـوده و از            بطو

  ).6(باشد يك گروه تحقيقاتي به ديگري متفاوت مي
در ارتباط بـا تـأثير پروتئوليتيـك فيـسين، مطالعـات                  

 اما از مقايسه نتايج اين مطالعـه   است معدودي انجام گرفته  
و مطالعــات مــشابه بــر روي پروتئازهــاي گيــاهي، چنــين  

شود كه خصوصيات عملكردي و پروتئازي اين       ياستنباط م 
آنزيم نسبت به اكتينيدين ميوه كيوي شباهت بيشتري به          

نتـايج ايـن مطالعـه نـشان داد كـه           ). 16،17(پاپائين دارد   
فيسين قادر اسـت در شـرايط مختلـف بـافري، كـازئين را              

در طي مطالعات قبـل كـه توسـط همـين           . هيدروليز نمايد 
 ، ميوة كيوي و پاپائين انجـام شـد        گروه بر روي اكتينيدين   

 هـاي   pHمشخص گرديد كه اثر اكتينيدين بر كـازئين در          
  وي تأثير پاپائين برـــقويتر بوده ولي الگ) اسيدي(تر پائين

بـراين  ). نتـايج گـزارش نـشده     (كازئين همانند فيسين بود     
جهت هضم   تريمناسب هايين و فيسين گزينه   ئاساس، پاپا 

ت حاصل از آن نسبت به اكتينيدين       كازئين شير و محصولا   
نتايج مطالعه حاضر همچنين نـشان داد    . شوندمحسوب مي 

كه فيسين اثر هيدرولازي مناسبي بـر آلفـا لاكتـالبومين و           
بتالاكتوگلبولين در شرايط مورد آزمون ندارد و از اين نظـر           

نيدين بر روي ايـن پـروتئين حيـواني      يتقريباً مشابه اثر اكت   
ه تأثير فيسين بر روي ژلاتـين بـه عنـوان      بعلاو). 18(است  

محصول هضم شده كلاژن نشان داد كه در شـرايط بـافري            
  رـــب. باشدمي خنثي و بازي قادر به هيدروليز اين پروتئين

  
كلاژن  هضم براي فيسين از بتوان كه رسدمي نظر به اساس اين

  .زمينه خارج سلولي بافت و جداسازي سلول استفاده نمود
ر كلي از مقايسه اثر پروتئوليتيكي فيسين و ديگـر          بطو     

سيستئن پروتئازهاي گياهي ماننـد پاپـائين و اكتينيـدين          
شــود كــه خــصوصيات عملكــردي و چنــين اســتنباط مــي

باشد، در حالي كـه     پروتئازي اين آنزيم شبيه به پاپائين مي      
ــا حــدودي   اثــر اكتينيــدين روي سوبــستراهاي مختلــف ت

 هاهتابا توجه به بعضي شـب  . آنزيم است تر از اين دو     متفاوت
ــك از     ــر ي ــرد در ه ــصر بف ــصوصيات منح ــين خ و همچن
سيستئين پروتئازهاي گياهي و بـا عنايـت بـه كاربردهـاي            
  بالاي آنها در صـنايع مختلـف، بـا انجـام مطالعـات بيـشتر               

تـري  توان، از مخلوطي از اين پروتئازها در دامنه وسـيع         مي
هداشتي و پزشكي استفاده    براي مصارف صنعتي، دارويي، ب    

  .نمود
  :نتيجه نهايي

 ساده و تكرار   نسبتاً روشي با فيسين آنزيم در اين مطالعه       
پذير از ميوه نارس انجير، تخلـيص و وزن مولكـولي آن بـه              

تـاثير فيـسين خـالص بـر        . روش الكتروفورز تعيين گرديـد    
ها نشان داد كه اين آنزيم قادر بـه هـضم كـازئين             پروتئين

ين لوب و داراي اثرات هيدرولازي كمتري بر بتا لاكتوگل        بوده
. و ژلاتين است و بر آلفالاكتالبومين اثر بسيار كمتـري دارد        

هـاي مـورد    با توجه به اثرات پروتئازي فيسين بر پـروتئين        
تواند به عنوان كانديد مناسبي بـراي       مطالعه، اين آنزيم مي   

شيرهاي  توليد(آن از حاصل هايفرآورده توليد و كازئين هضم
  .گردد مطرح) شيرگاو به آلرژيك براي بيماران شده هيدروليز

  :سپاسگزاري
با تشكر از آقاي سعيد نورمحمدي بـراي جمـع آوري و                

مركـز تحقيقـات    محترم  تهيه ميوه نارس انجير و همكاران       
بيولوژي پزشكي براي كمك علمي و فني در مراحل اجراي          

  .اين مطالعه
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Ficin is a member of plant cystein proteases that is abundant in fig. 
This enzyme has many pharmacological and industrial uses. In the present study, the enzyme 
was purified by a simple procedure and its proteolytic activity was assayed on several plant 
and animal proteins. 
Materials & Methods: Ficin was extracted from unripe fig, precipitated by ammonium sulfate 
and purified using ion-exchange chromatography on a Carboxymethyl Sepharose column. 
Proteolytic activities of the purified enzyme were determined in 4 buffering conditions on 
casein, alpha lactalbumin, beta lactoglobulin and gelatin proteins. 
Results: Purified enzymes include two bands with molecular mass of 24 and 26 KDa. Results 
of proteolytic activity showed that ficin can digest casein. It has moderate hydrolytic activity 
on beta lactoglobulin and gelatin but ficin can not hydrolyze alpha lactalbumin. 
Conclusion: It seems ficin has selective effects on some proteins so it can be a good candidate 
for digestion of casein and making related drugs. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2013; 20 (2):126-132) 
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