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 چکیده

ها از منابع طبیعی فاقد اثرات اکسیدانتآنتیاستخراج لذا ، استدارای اثرات جانبی  ،های سنتزیاکسیدانتاز آنجاکه آنتی :زمینه و هدف

 .استکازئین شیر شتر با پپسین و پانکراتین -βشناسایی پپتید حاصل از هیدرولیز آنزیمی  ،هدف از این تحقیق. است جانبی مورد نیاز

ها بااستفاده سپس فرکشن .شدانجامپپسین و پانکراتین های آنزیماز با استفاده کازئین شیر شتر -βهیدرولیز آنزیمی پروتئین  ها:مواد و روش

اکسیدانتی پپتید جداشده با فعالیت آنتی. شدشناساییMALD-TOF و توالی پپتید با استفاده از اسپکتروفتومتری جداشدندRP-HPLC از

  شد.اسید سنجش، هیدروکسیل و سوپراکسید و مهار اکسیداسیون لینولئیک DPPH ،ABTSهای های جذب رادیکالروش

. این استدالتون  11/309وزن ملکولی و RGLHPVPQتوالی دارای  RQ-8با نام شده پپتید خالصداد که نتایج تعیین توالی نشان ها:یافته

 IC50 = 0.046)(DPPH)هیدرازیل ـ  پیکریل -2-دیفنیل -1،1رادیکال  یکنندهعنوان جذبمهار و به ،پپتید اکسیداسیون لینولئیک اسید را

mg/ml) سلفونیک اسید( -6اتیل بنزوتیازولین -9آزینو بیس)-2،2و(ABTS)(IC50 = 0.085 mg/ ml)سوپراکسید ،(O2º−)(IC50= 

0.156 mg/ml) و هیدروکسیل ،(OHº−) (IC50 = 0.021 mg/ml)  که دادنشان های فعالیت سلولیسنجش ،. علاوه برآنه استکردعمل 

 .ندارد  A549های سرطانی ریهتی بر روی سلولهیچ سمیّ ،شدهشناساییRQ-8 این پپتید

 .است اکسیدانتییت آنتیلدارای فعاجداشده از پروتئین کازئین شیر شتر، RQ-8داد که پپتید این نتایج نشان گیری:نتیجه

 شیر شتر، پپتید، فعالیت آنتی اکسیدانت :کلیدیایواژه

 

 مقدمه
علت عدم تعادل بین تولید استرس اکسیداتیو به

شود. های متابولیسمی ایجادمیهای آزاد و واکنشرادیکال

های واکنشی ها، ترکیبات اکسیدانت یا گونهدر سلول

سازوکارهای حفاظتی  یوسیلههباید ب (ROS)اکسیژن 

تحت اکسیدانتی، دفاعی آنتیهای سیستم شوند. حذف

-ههای فعال واکنشی را بد گونهنتوانشرایط طبیعی می

روش آنزیماتیک )مانند سوپراکسید دیسموتاز  یواسطه

 مقاله پژوهشی
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سیتوزولی و میتوکندریایی، گلوتاتیون ردوکتاز، گلوتاتیون 

های غیرآنزیمی اکسیدانتپراکسیداز و کاتالاز( و آنتی

ها و کوآنزیم -Eو  A، Cدانتی اکسیهای آنتی)مانند ویتامین

بنابراین، سیستم دفاعی آندوژن، . دنکنکوفاکتورها( خنثی

کند. در های واکنشی حفظ میبدن را در مقابل رادیکال

های واکنشی با شرایط استرس اکسیداتیو تولید ملکول

های واکنشی اکسیژن(، )گونه ROSقدرت بالایی مانند: 

(، (·OOR رادیکال پروکسیل، ·OH)رادیکال هیدروکسیل )

های واکنشی )گونه RNS( و ·-O2آنیون سوپر اکسید)

یابد می( افزایشONOO-نیتروژن( مانند پراکسید نیترید )

(. در انسان استرس اکسیداتیو معمولاً در شروع 2و1)

-ضرورت ،روکند و ازاینهای مزمن نقش بازی میبیماری

طبیعی تولیدشوند که های سنتزی و اکسیدانتدارد تا آنتی

 هاآن آوربتواند از استرس اکسیداتیو و اثرات زیان

سنتزی برای های اکسیدانتآنتیاستفاده از  د.نکنجلوگیری

 ،است موثرترهای آزاد رایکال بارجلوگیری از اثرات زیان

رویکرد دیگر  .هستندهمراه اثرات جانبی  با بروز اما

است  طبیعیبا منشاء اکسیدانتی پپتیدهای آنتی استفاده از

 (.3)دهندمیی ازخود نشاناثرات جانبی کمترکه 

 یشدهپپتیدهای فعال زیستی، پپتیدهای مشتق

شان اثرات غذایی هستند که فراتر از ارزش غذایی

هورمونی در بدن دارند. این گونه فیزیولوژیک و شبه

در ها و همچنین مرغ، گوشت و ماهیپپتیدها در شیر، تخم

(. پپتیدهای فعال زیستی در توالی 4شوند)میهگیاهان یافت

پروتئین والد خود غیرفعال هستند )پپتیدهای فعال زیستی 

-های پروتئینی خاص غیرفعال با توالی پروتئین پیشقطعه

هیدرولیز آنزیمی  یوسیلهبه توانندساز هستند( و می

ای یا درطی پردازش غذایی درطی هضم معدی روده

شدن پنیر و تخمیر شیر(. پپتیدهای دشوند )همانند کاملآزا

(. 5باشند)اسید آمینه می 22تا  2زیستی معمولا دارای فعال

توانند ازطریق زیستی میدنبال هضم، پپتیدهای فعالبه

وارد گردش خون شوند و اثر سیستماتیک خود را  ،روده

ای رودهی کنند، یا اثری موضعی در مجرای معداعمال

جادکنند. خصوصیت ساختاری و ترکیب آمینواسید و ای

شامل:  ،های متنوعی رااست نقشممکن ،توالی این پپتیدها

افیونی، اتصال مواد معدنی، تعدیل ایمنی، ضد -شبه

 یدهندهاکسیدانت، ضد انعقادی، کاهشمیکروبی، آنتی

بسیاری  کنند.بازی فشار خون یدهندهکلسترول و کاهش

چند عملکردی  ،شدهزیستی شناختهاز پپتیدهای فعال

حتی توانند بیش ازیک اثر  زیستی داشته و هستند و می

ی مورداستفاده عنوان ترکیبات غذاهای فعال یا مواد مغذّبه

-توانند به، میهای شیر شترهرحال، پروتئینقرارگیرند. به

د نکنزیستی عملمنبع اصلی برخی از پپتیدهای فعالعنوان 

است. هدف از نشدهکه تاکنون تحقیقی دراین زمینه انجام

اکسیدانتی حاصل از شناسایی پپتیدآنتی ،این تحقیق

کازئین شیر شتر با پپسین و پانکراتین -βهیدرولیز آنزیمی 

 (.6،7،8و  9است)

 

 هامواد و روش
آنزیم شامل  ،دراین پژوهش مواد مورد استفاده

 l-Dipheny-2,2(DPPH)- ترکیب پانکراتین،پپسین و 

picrylhydrazyl ،احیاءشده، گلوتاتیون ،لینورتفنان 

ethylbenzothiazoline-bis(3-azino-2,2'ABTS-محلول

)sulphonic acid-6 ،BHA)(Butylated hydroxyanisole، 

 EDTA،اتانول، کلرواستیکاسیدترینیز  و 2FeClکلریدآهن 

های سیگما ـ شرکت ترتیب ازبوده که به زاستونیتریلاو 

 .ندشد خریداریمرک آلمان آلدریش آمریکا و 

پـروتئین در : برای این منظور، هیدرولیزات یتهیه

β- هـای پپسـین و آنـزیماز کازئین شـیر شـتر بـا اسـتفاده

-βپـروتئین  یعصـاره .(12)شـدانجـام هضـم ،پانکراتین

ی بهینـه pHدر و کازئین شیر شتردر بـافر سـدیم فسـفات 

-شده بهسپس به پروتئین رقیق .شدسازیبار رقیق 5آنزیم 

( آنزیم پپسین وزنی /، وزنیآنزیم به سوبسترا) 22/1نسبت 

درایــن لحظــه، هیــدرولیز  .شــداضــافه 5/2اپتــیمم  pHدر 

در  دقیقـه 122مـدت شد و بهشروع پپسینپروتئین توسط 

گراد قرارگرفـت تـا درجه سانتی Cº 37نکوباتور در دمایا
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سپس به مخلـو  شود. پروتئین به هیدرولیزات خود تبدیل

) 22/1نسـبت بـه واکنش برای هضم بیشتر آنزیم پانکراتین

شـد ولـی قبـل از وزنی آنزیم به سوبسـترا( اضـافه /وزنی

 شد.رسانده 5/7مخلو  به  pHکردن این آنزیم، اضافه

دقیقه در آب  15پس ازاتمام زمان هیدرولیز، محلول برای 

شود. سپس جوش قرارگرفت تا فعالیت آنزیم متوقف

برای (rpm)  دور در دقیقه 6222سوسپانسیون حاصل در 

عنوان دقیقه سانتریفوژ شد. محلول رویی به 15

شد. سپس با کمک دستگاه هیدرولیزات جداسازی

دالتون، پپتیدهای  3222با غشائ و اولترافیلتراسیون 

جداسازی پپتیدها  فرایند شد.تهیه محدودهکوچکتر از این 

برای انجام  ،. در هر مرحلهگرفتصورتطی چند مرحله 

 C-18فرایند کروماتوگرافی بر روی هیدرولیزات، از ستون 

شد. برای این کمی استفادهنیمه مخصوص جداسازی 

تری  %1/2که حاویدو حلال آب و استونیتریل  ،منظور

موزد استفاده  ،بودندلال فلوئورو استیک اسید در هر ح

گرم میلی 32همچنین نمونه هر بار با غلظت قرارگرفت. 

تهیه و به دستگاه تزریق شد. فرایند  ،لیتر در آببر میلی

حلال نسبت  وتفکیک پپتیدها در شیب غلظت متغیری از د

ای که درصد ترکیب دو گونهگرفت. بهبه زمان صورت

 95پنجم، شامل % یدقیقهحلال در زمان شروع فرایند تا 

دقیقه  42استونیتریل بود. این ترکیب طی مدت  5آب و %

 15استونیتریل رسید و سپس طی مدت  42آب  % 82به %

 5آب و % 95یعنی % ؛به وضعیت اول دقیقه مجدداً

استونیتریل بازگشت. طی این مدت سرعت جریان حلال 

-فراکشن د.میلی لیتر بر دقیقه بو 2برابر با  ،مورد استفاده

آوری با فریز درایر خشک های مختلف پس از جمع

 شدند.

این  DPPH:بررسی قابلیت حذف رادیکال

آزمایش با کمی تغییرات در روش وو و همکاران 

 DPPH 1/2میلی لیتر محلول  5/2. (11)گرفتصورت

میکرولیتر  122با  95شده در اتانول %میلی مولار تهیه

 شدهشد. محلول حاصلمخلو محلول پپتید یا استاندارد 

-سانتی یدرجه 37دقیقه در تاریکی و دمای  32مدت به

 517ها درطول موج قرارگرفت. سپس جذب نمونه گراد

 ازلیت پپتید فعا یمنظور مقایسهشد. بهنانومتر خوانده

عنوان یک به( GSHگلوتاتیون احیاء) ،رداترکیب استاند

برای تعیین مقدار شد. استفادهاکسیدان استاندارد آنتی

50IC(50IC  درصد فعالیت  52غلظت مورد نیاز برای مهار

برای پپتید و ترکیب  شود(.میاکسیدانتی تعریفآنتی

غلظت مختلف از محلول هشت استاندارد، آزمایش در 

، نوبت سههر آزمایش در  گرفت.صورتپپتید و استاندارد 

قرارگرفت. و مقادیر میانگین ملاک محاسبات انجام شد 

 ذیل یدرصد فعالیت رادیکال زدایی ازطریق رابطه

 :شد محاسبه

 جذببلانک.-جذبواکنش.
 =درصد جذب رادیکال122×

 جذببلانک.

جذب محلول  یدهندهنشان، بلانک جذب ،در این رابطه

 DPPH 1/2لیتر محلول میلی 5/2ی اکه محتو است شاهد

جای محلول به 95میکرولیتر اتانول % 122میلی مولار و

محلول  جذب یدهندهنشان، واکنشجذب پپتید است و 

 پپتید است. یی نمونهامحتو

این روش  :ABTSبررسی قابلیت حذف رادیکال 

هم برای ترکیبات هیدروفیل و هم برای ترکیبات لیپوفیل 

از روش ری و  ،استفاده است. برای انجام این آزمایشقابل

محلول رادیکال  یمنظور تهیه. به(12)شداستفاده همکاران

ABTS،2لیتر میلیABTS 7  لیتر میلی 1میلی مولار  و

-میلی مولار با یکدیگر مخلو  45/2پتاسیم پرسولفات 

درجه  25ساعت در تاریکی و دمای  18مدت گردید و به

افزودن آب، تا شد. محلول حاصل با گراد قراردادهسانتی

نانومتر رقیق  743درطول موج  758/2رسیدن به جذب 

میلی مولار  514/2شده حدود شد. غلظت محلول رقیق

رادیکال  یشدهمیلی لیتر از محلول رقیق 1بود. سپس

ABTS  شد و جذب میکرولیتر محلول پپتید مخلو  122با

یعنی تا زمانی که  ؛هفتم یمحلول واکنش تا حدود دقیقه

شد. پیگیری ،خود برسد یمقدار بیشینهالیت نمونه بهفع
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غلظت  هشتدر  50ICآوردن دستاین آزمایش برای به

 ترکیبگرفت. مختلف از پپتید و ترکیب استاندارد صورت

گلوتاتیون بود.  ترکیب در اینجا، استاندارد یشدهاستفاده

میکرولیتر آب مقطر به جای  122ی امحلول شاهد محتو

نوبت  سهمحلول پپتید یا استاندارد بود. این آزمایش در 

ملاک محاسبات قرارگرفت.  ،شد و مقادیر میانگینانجام

 :آمددستهب ذیل یدرصد فعالیت حذف رادیکال از رابطه

 جذببلانک.-جذبواکنش.
 =درصد جذب رادیکال122×

 جذببلانک.

جذب محلول شاهد  ینمایندهبلانک در این رابطه 

 .نمونه استجذب محلول  یدهندهنشانواکنش  جذبو 

ی اثرگذاری پپتید در گیری و محاسبهاندازه

دراین آزمایش،  :OH.های هیدروکسیل حذف رادیکال

های هیدروکسیل در سیستم فنانترولین/ رادیکال

EDTA/2O2H، گیریتولید و حذف آن توسط پپتید اندازه-

 :  انجام شد ذیلصورت شد. روش کار به
-+ OH.+ OH 3+ → Fe2O2+ H2+  e 

های هیدروکسیل با استفاده فعالیت حذف رادیکال

این . به(11)گرفتصورت و همکاران Lijunاز روش 

میکرولیتر فنانترولین  822مخلوطی از  ،که در ابتداترتیب

میکرولیتر سولفات آهن با  822مولار، میلی 5با غلظت 

 15با غلظت  EDTAمیکرولیتر  822مولار، میلی 5غلظت 

میکرولیتر بافر سدیم فسفات با غلظت  422مولار و میلی

میکرولیتر از  822شد، سپس آماده =4/7pHمولار و 2/2

لیتر به محلول گرم بر میلیمیلی 1غلظت ی پپتیدی با نمونه

شد. مخلو  نه اضافهژمیکرولیتر آب اکسی 622و درنهایت 

Cساعت در دمای 1مدت شده بهساخته
انکوبه و  ، °37

 538ی درناحیه UVسنجی جذب آن توسط دستگاه طیف

 شد. نتایج حاصل از فعالیت پپتید،گیرینانومتر اندازه

  :(13)شدمحاسبه ذیلتوسط فرمول 

)0A– C) × 100/ (A0A – S= (A فعالیت حذف درصد

 های هیدروکسیلرادیکال

جذب محلول 0Aجذب نمونه،  SAی بالا در رابطه

جذب CAجای نمونه( و شاهد)محلول حاوی آب به

 است. 2O2Hمحلول کنترل در غیاب 

سنجش فعالیت جذب رادیکال سوپر اکسیدبا 

میکرولیتر از  62. (14)شداستفاده از روش پونال انجام

 62پپتید یا آسکوربیک اسید به عنوان استاندارد با 

به داخل =pH 3/6 میلی مولار 52میکرولیتر بافر تریس

میکرولیتر از محلول  42شد.چاهک ریخته 98پلیت 

-میلی مولار به هر چاهک اضافه HCl 12پیروگالول در 

نانومتر  422دقیقه درطول موج  4جذب پس از  گردید.

اکسیدانت در حضور و غیاب شد. فعالیت آنتیخوانده

 .:شدمحاسبه ذیل یپیروگالول و پپتید از رابطه

 جذب.کنترل-جذبواکنش.
 =درصد جذب رادیکال122×

 جذب.کنترل

 مهار اکسیداسیون لینولئیکسنجش فعالیت 

 اسید چرب لینولئیک اسیدمهار اکسیداسیون فعالیت  :اسید

طورخلاصه، پپتید در هب .(15)شدگیریاندازه ،RQ-8پپتید

حل شد و =7pHمولار میلی 52لیتر بافر فسفاتمیلی 5/2

میکرولیتر لینولئیک  5/32درصدو  5/99اتانل لیترمیلی 5/2

و حجم نهایی با استفاده از آب مقطر شد به آن اضافهاسید 

 ،داری در پیچمحلول در یک لوله لیتر رسید.میلی 25/8به 

درجه  82با دمای روز نگهداری  7مدت بهو  ریخته

های شد. سپس در زماندر انکوباتور قرارداده گرادسانتی

 35/2 شد ومیکرولیتر از محلول انتخاب 52مختلف مقدار 

میکرولیترآمونیوم تیوسیانات  52، %75لیتر از اتانول میلی

 22دی کلرید آهن با غلظتمیکرولیتر  52و  32%

-اضافه به آن ،%5/3شده در اسیدکلریک مولار حلمیلی

 522دقیقه جذب محلول در طول موج  5پس از  گردید.

باشد، شد. هرچه پپتید فعالیت بهتری داشتهنانومتر ثبت

از  ،خواهدآمد. دراین آزمایشپیش، افزایش جذب کمتر

استاندارد و از بافر عنوان پپتید به ،جای پپتیدبهگلوتاتیون 

 شد. استفاده عنوان استاندارد منفیبه ،سدیم فسفات

ت با استفاده از سنجش سمیّ  :تسنجش سمیّ

مورد  A549های.سلول(18)شدروش موسمان انجام
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استفاده دراین پژوهش از بانک سلولی انسیتو پاستور 

 RPMI ها در محیط کشتاین سلول شد.خریداری تهران

 12گاوی جنین حاوی پنیسیلین و استرپتومایسین و سرم 

درصد  95و 2CO درصد 5درصد و در انکوباتور حاوی 

-سلول شد.راد نگهداریگدرجه سانتی 37رطوبت و دمای 

خانه  98در میکرو پلیت  cells/ml 51×10ها به میزان 

های متفاوت پپتید صفر ها با غلظتشد. سپس سلولریخته

ساعت  72و 46،24مدت لیتر بهگرم بر میلیتا یک میلی

-عنوان کنترل استفادهمحلول بافر فسفات به شد.انکوبه

شد و . بعد از انکوباسیون محیط کشت دور ریختهگردید

دی متیل  - 5و 4)  - 3میکرولیتر از محلول 22مقدار 

به  MTTدی فنیل تیازولیوم برمید -5و 2ایل(  -2تیازول 

ساعت در انکوباتور  4اضافه و پلیت برای  ،هر چاهک

قرارداده شد.پس از گذشت این زمان، محیط کشت 

شده خارج و بلورهای فورمازان تشکیل ،از چاهک MTTو

میکرولیتر محلول دی متیل  152های زنده در در سلول

و محلول بنفش رنگی با  شدحل (DMSO)سولفواکساید

رنگ این شدت  .گردیددرجات رنگ متفاوت آماده

های زنده در محیط ها که معیاری از تعداد سلولمحلول

نانومتر با استفاده از دستگاه  572در طول موج  ،است

ELISA plate reader شد و میزان حیات سلولی سنجش

 :گردیدمحاسبه ذیل یبا استفاده از معادله

 (=درصد سمیت1-نمونهجذب.کنترل/)جذب.×122

 نانومتر  572=جذب نمونه تیمار شده در نمونهجذب.

 نانومتر 572سلول بدون تیمار در  =جذب نمونه کنترلجذب.

-RQ فعالیت همولیز پپتیدسنجش فعالیت همولیز: 

فردی از  یهای قرمز خونی تازهبا استفاده از سلول 8

لیتر از خون میلی5شد. مطالعه O)+( انسان با گروه خونی

 12مدت به rpm 4522در دور  EDTAمیکرولیتر  52در

 دور ،شد. سپس محلول رویی )پلاسما( دقیقه سانتریفیوژ

-بار شسته 3های قرمز خون با بافر فسفات و سلول ریخته

-ها بهتا اریتروسیت گردیدسانتریفیوژ rpm4522 شد و در

لتیک با وسپس فعالیت هم طور کامل از پلاسما جدا شود.

لیتر میلی 22سرانجام  شد.روش اسپکتروفتومتری انجام

 12، درانتها .شداضافه قرمز خونهای سلولبه  بافر فسفات

 ،52،25، 1225هایدر غلظت RQ-8میکرولیتر از پپتید 

میکرولیتر از  192لیتر به میکروگرم بر میلی 222و 122

دقیقه در  32. مخلو  برای شداضافه سلولی نسوسپانسیو

ها در سپس نمونه شد.نگهداریگراد درجه سانتی 32دمای 

میکرو  122 .دقیقه سانتریفیوژشد 5برای  rpm 4222دور 

-لیتر از بافر فسفات رقیقلیتر از محلول رویی با یک میلی

نانومتر با  582و هموگلوبین در محلول رویی در گردید 

عنوان شد. بافر فسفات بهگیریاسپکتروفتومتری اندازه

 .(17)شدکنترل منفی استفاده

درصد : هاروش تجزیه و تحلیل آماری داده

-محاسبه افزار اکسلها، با استفاده از نرمماندن سلولزنده

-گردید. همچنین انحراف معیار و انحراف از میانگین داده

-نرم یوسیلهها بهروش تجزیه و تحلیل آماری دادهو ها 

های ی بقاع سلولمنظور مقایسهشد. بهمحاسبه SPSSافزار

دار در اشده با پپتید و بررسی وجود اختلاف معن تیمار

آزمون آنالیز  وSPSS افزار، از نرمشده نتایج حاصل

 Tukey( و تست one-way ANOVAطرفه)واریانس یک

 شد. ادهاستف

 

 ها یافته
با استفاده  های شیر شترپروتئین ،پژوهش این در

ها هیدرولیزاتاز دو آنزیم پپسینو پانکراتین هیدرولیز شد. 

 RP-HPLC های اولترافیلتراسیونوبا استفاده از روش

سطح  با بیشترین مقدار فراکشن یک شدند. جداسازی

-به .(1)شکل. شد دیده RP-HPLC پیک در کروماتوگرام

شده از جمع ینمونه، لوص بیشتریابی به خمنظور دست

با همان شرایط  RP-HPLCمجدداً با روش  پیک اصلی،

خالص با دستگاه  پپتیدشدند.  سازی خالص

. تعیین توالی شد MALDI-TOF/TOF اسپکتروفتومتری

 RGLHPVPQ پپتید ،توالیسنجی جرمی آنالیز نتایج طیف

برای پپتید را  باشد(می دالتون 41/923وزن ملکولی آن)که 
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 شدگذارینام RQ-8اختصار هداد. این پپتید بنشانجداشده 

 .(2)شکل.

 GL" یموسسه یوسیلههبتوالی پپتید مورد نظر 

Biochem"  شد.سنتزواقع در شهر شانگهای چین 

هیدرولیز  جداشده ازاکسیدانتی پپتید آنتی خصوصیات

ت فعالیّ ،دراین مطالعه .شدکازوئین ارزیابی-βپروتئین 

هیدروکسیل و  DPPH،ABTSهای جذب رادیکال

فعالیت جذب . (الف.3شکل )گردیدسوپراکسید بررسی

-را در مقایسه با گلوتاتیون بهRQ-8 پپتیدDPPHرادیکال 

دهد. فعالیت جذب رادیکال عنوان استاندارد نشان می

DPPH یابد. فعالیت میپپتید با زیادشدن غلظت افزایش

و هیدروکسیل و سوپر اکسید  ABTSهای جذب رادیکال

با افزایش  DPPH با آزمایش شد و مشابهگیریاندازه

 یافتبور افزایشزهای مذف رادیکالحپپتید میزان  غلظت

 
 72هيدروليزات پروتئين کازوئين شير شتر با آنزیم هاي پپسين و پانکراتين. پيک اصلی خارج شده در دقيقه RP-HPLCکروماتوگرام هاي  :1شکل

 )مشخص شده با ستاره( جمع آوري و پس از خالص سازي مجدد، توالی پپتيد آن با کمک طيف سنجی جرمی تعيين شد.

 

 ( تفسير نتایج جرمی b، ) RQ-8( جرم قطعاتایجاد شده از پپتيد اوليهaطيف اسپکتروفتومتري جرمی پپتيد خالص شده. )  :7شکل 

 ..RQ-8و تعيين توالی پپتيد   
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گرم )برحسب میلی50ICمیزان .(.ب، پ، ت9های )شکل

-در تست پپتید اکسیدانیآنتیفعالیت ر( تیلبر میلی

، 265/2 برابر با ABTS، 248/2برابر با  DPPHهای

 2158/2برابر با  سوپراکسید و 221/2 برابر با هیدروکسیل

 آمد.دستهب

 را اسید لینولئیکمهار اکسیداسیون  (4 شکل)

 تشکیل محصول اکسیداسیوناز RQ-8پپتید  .دهدمینشان

اکسیداسیون  مهار ی. دورهاستکرده لیپیدی جلوگیری

فعالیت میزان شد. مقایسه BHAاکسیدانتلیپید با آنتی

 .شدمشاهده بیشتر از پپتید BHAمهاری

های بر روی سلول  RQ-8ت پپتیدتاثیر سمیّ

A549 :شده بر ت پپتید خالصتاثیر سمیّ و فعالیت همولیز

-میشان، نالف.5شکل. .شدانجام A549های روی سلول

درصد  22تنها  ،لیترگرم بر میلیمیلی 1که در غلظت  دهد

-است. در غلطت حداقل آزمایششدهاز حیات سلولی کم

های درصد سلول 92لیتر(میکروگرم بر میلی 327) شده

حفظ حیات سلولی  کردند. سرطانی حیات خود را حفظ

تواند به علت این می ،های مختلف پپتیدیدر مقابل غلظت

 مانند شیر منبع طبیعی غذایییک  باشد که این پپتید از

 RQ-8پپتید  ،فعالیت همولیز .(ب.4شکل.)استمشتق شده

-یج نشانا. نتدهدمینشان های خوناریتروسیتبر روی را 

های قرمز اثر همولتیک بر روی سلول RQ-8داد که پپتید 

 .ندارد خون

 

 بحث
اکسیدانت قادر به عمل طورکل، پپتیدهای آنتیبه

 

 
( و اسيد آسکوربيک به عنوان GSH.گلوتاتيون )ABTS، )ب( هيدروکسيل، )پ( سوپراکسيد، )ت( DPPH: فعاليت جذب رادیکالهاي )الف( 3شکل

 استفاده شدند.کنترل مثبت 
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 یکنندهپروتون و شلاته یعنوان جاذب رادیکالی، دهندهبه

در کننده فاکتور تعیین پپتیدهای زیستی،یون هستند. توالی 

های اسید ست. حضور ریشههااکسیدانتفعالیت آنتی

مخصوص هیستیدین، تیروزین، بهای مشخص، آمینه

داری با اطور معنتریپتوفان، میتونین، سیستئین و پرولین، به

 .(19و16)دارند کنندگی پپتیدها همبستگی فعالیت خاموش

پراکسیداسیون لیپید یک مورد اصلی در پیدایش کیفیت 

. ستتغییر و زوال و بدترشدن فرایند مزه و طعم غذاها

 
 به عنوان کنترل مثبت و بافر به عنوان کنترل منفی استفاده شد. RQ-8 ،BHA: سنجش مهار اکسيداسيون اسيد لينولئيک پپتيد 4شکل

 

 

هاي انسانی سنجش شد.  -در مقابل اریتروسيت RQ-8..)ب( فعاليت هموليز پپتيد A549بر قابليت زیستی سلولهاي  RQ-8:)الف( تاثير پپتيد 5شکل

 بار تکرار انجام شد.  3سنجش براي همه آزمایشات بصورت 
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پراکسیداسیون همچنین در ارزش مغذی غذاها و در 

ها موثر است. در توالی پپتید اریپیدایش تعدادی از بیم

RQ-8 غیرقطبی شامل لوسین و گلایسین  یدو اسید آمینه

اکسیدانتی پپتید سهیم وجود دارد که در خصوصیت آنتی

با استفاده از اسیدهای چرب غیراشباع دارای چند  هستند.

-پیوند دوگانه، مهار پراکسیداسیون درحضور ترکیبات آنتی

توانایی حفاظت از  RQ-8شد. پپتید اکسیدانت آزمایش

روزه  7 یدر یک دورهرا پراکسیداسیون لینولئیک اسید 

ها اکسیدانتآنتی هیدروفوبیسیته بالا برایداشت. دارابودن 

 .مهم استبسیاراهداف هیدروفوبیک  به برای دسترسیو 

در توالی هیدروفوب ی هآمیناسیدهای حضور  احتمالاً

است در مهار پراکسیداسیون لیپید ممکن ،شدهپپتید خالص

کنش ت پپتیدها در لیپید و بنابراین برهمافزایش حلالیّ با

-سهیم باشد. باقی های رادیکال آزادتر با گونهآسان

ای آمینواسیدی شامل هیستیدین، پرولین، والین، همانده

 ،داخل توالی پپتید وجود دارنددر گلایسین و لوسین که 

اسیدهای . هستند در فعالیت جذب رادیکال سهیم احتمالاً

پروتون یا  یهتوانند اهداکنندمی ،روماتیکی آهآمین

موثر  کمبود الکترونمراکز دچار  هایالکترون به رادیکال

 در فعالیت جذب رادیکال موثر ،روازاین .باشند

 مستقیماً ،ترکیبات اسید آمینه هیدرولیزات .(21و22)هستند

. هیستیدین یا است آنها در ارتبا زیستی های با فعالیت

انداختن دارای توانایی به دام ،پپتیدهای حاوی هیستیدین

باشند. اسیدهای ایمیدازول می یحلقه دلیلبهرادیکال لیپید 

اکسیدانتی مانند تریپتوفان فعالیت آنتی آروماتیک یآمینه

های لتوانند به آسانی به رادیکامی   زیرا  .دهندبروزمی

فاقد الکترون پروتون اهدانمایند. چندین اسیدآمینه مانند 

-هطور کلی بهبهیستیدین و  والین، پرولین، آرژنین، لوسین

-گفتهشوند. همانطور که اکسیدانت لحاظ میصورت آنتی

-، حاوی اسید آمینهشده در تحقیق ماپپتید استخراج ،شد

فعالیت است دهد ممکنمی باشد که نشانفوق می های

مطالعات  ،تاکنون باشد.اکسیدانتی داشتهآنتی یبالقوه

اکسیدانی منابع گیاهی و فراوانی بر روی نقش آنتی

اثرات حفاظتی  ،ایاست. در مطالعهشدهجانوری انجام

 خوارکیشده از هضم گوارشی صدف پپتید خالص

 هضم گوارشی در شرایط ،گرفت. دراین تحقیقصورت

vitroin اکسیدانتی قوی شد و یک پپتید آنتی گرفته کار به

آمد. این دستههای صدف خوراکی باز هیدرولیز پروتئین

کیلودالتون  3هیدرولیزات از خلال غشاء اولترافیلتراسیون 

-سازیخالص RP-HPLCشد و سپس توسط عبورداده

با وزن EKQELKQELEDLL  گردید. توالی پپتید

آمد. فعالیت بالای مهار  دستهکیلو دالتون ب 82/1ملکولی 

پراکسیداسیون اسیدهای چرب غیراشباع دارای چند پیوند 

-آلفا توکفرول نشان اکسیدانت طبیعیدوگانه بیشتر از آنتی

داد. سنجش جذب رادیکال هیدروکسیل و سوپراکسید 

میکرومولار به  97/76و  50IC 78/26شد و مقدار انجام

هیچ  MTTش آمد. علاوه بر آن سنج دستهترتیب ب

 یهای فیبروبلاست جنینی ریهتی بر روی سلولسمیّ

داد که این پپتید نداشت. این نتایج نشان (MRC-5)انسانی 

 .(22)اکسیدانتی دارد فعالیت قوی آنتی

-بررسی خصوصیات آنتی ،دیگری یدر مطالعه

برای جلوگیری  lunasinاکسیدانتی و ضدالتهابی پپتید 

-صورت RAW 264.7های سرطانی ماکروفاژهای سلول

گرفت. استرس اکسیداتیو و التهاب دو فاکتور حیاتی 

های نابودکننده است. شده در سرطان و بیماریدادهنشان

نشان داده شده که این پپتید چطور اثر ضد  ،دراین مطالعه

ای دانهی اسید آمینه 43شامل  lunasinسرطان دارد. پپتید 

 ،است. این پپتید اکسیداسیون لینولئیک راجدا شده یسویا

کرد. این پپتید عمل ABTSعنوان جذب رادیکال مهار و به

التهاب  یبرندههای پیشهمچنین آزادکردن سیتوکین

TNF-α  وIL-6 پپتیدهای دارای  ،کند. درنتیجهرا مهارمی

توانند از فعالیت بالای آنتی اکسیدانتی و ضد اتهاب می

 . (23) کنندجلوگیری سرطان

-جداسازی و شناسایی پپتیدهای آنتی یمطالعه

اکسیدانتی حاصل از هیدرولیز پروتئین کلاژن خوک 

 ،صورت گرفت. در این مطالعهتوسط لی و همکاران 
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پروتئازهای متفاوت  یوسیلههکلاژن پوست خوک ب

آمد. دستهاکسیدانتی بهیدرولیز شد و پپتید های آنتی

اکسیدانتی که رادیکال دارای فعالیت بالای آنتی چهار پپتید

DPPH  ،و  عمل ،فلزات یکنندهعنوان شلاتهجذب و بهرا

. ، وجودداردکندپراکسیداسیون لینولئیک اسید را مهارمی

م کروماتوگرافی متوالی ابتدا تاین چهار پپتید توسط سیس

وزن  .جداشدند HPLCژل فیلتراسیون، تعویض یونی و 

ملکولی و توالی پپتیدهای جداشده توسط دستگاه 

شد. یک پپتیدی دارای  اسپکترومتری جرمی محاسبه

 شد سنتز RQGAاکسیدانتی با توالی فعالیت بالای آنتی

(24). 

 vivoin وvitroinاکسیدانی فعالیت آنتی یمطالعه

 یهای عضلهجداشده از هیدرولیزات پروتئین پپتیدهای

شده دارای داد که پپتید خالصنشان ،وزغ

دالتون است.  8/681و وزن ملکولی   CGRHKTFتوالی

 ،DPPHرادیکال  یکنندهعنوان جذباین پپتید به

را  DNAهیدروکسیل و پراکسیداسیون لیپید و آسیب به 

اکسیدانتی های آنتیکند. این پپتید فعالیت آنزیممهارمی

گلوتاتیون شامل کاتالاز و سوپراکسید دیسموتاز و 

 .(25)افزایش دادرا ت پراکسیداز  در رَ

توسط آلکالاز  آب پنیر یهای جداشدهپروتئین

-ساعت هیدرولیزشد و مشخص 6، تا 5/2های برای زمان

فعالیت  ،ساعت پنجم هیدرولیزاتِ یکه نمونه گردید

توسط  ،هیدرولیزات ساعت پنجم یتری دارد. نمونهقوی

شد ژل کروماتوگرافی جداسازی 12-ستون سفادکس جی

آمد که متشکل از پپتیدهایی با دستو چهار فرکشن به

 42تا  6/2کیلودالتون،  42وزن مولکولی بزرگتر از 

 1/2کیلودالتون و کوچکتر از  6/2تا  1/2کیلودالتون، 

اکسیدانی کیلودالتون بود که فرکشن سوم فعالیت آنتی

نشان داد. درصد فعالیت حذف رادیکال  تری راقوی

DPPH های ساعت پنجم هیدرولیز و فرکشن برای نمونه

های یک تا چهار و همچنین آنتی اکسیدان استاندارد 

و  13/47، %33/25، %33/21ترتیب برابر با %آسکوربات به

بود. همچنین مقادیر فعالیت  33/98و % 73/14، %87/56%

-به مذکور،های برای نمونهحذف رادیکال هیدروکسیل 

، 87/85و % 33/47، %22/35، %33/23ترتیب برابر با %

 RQ-8  پپتیددر تحقیق، . (28)بود 33/75و % %33/23

دارای فعایت  نشان داد که شیر شتر کازئینجداشده از 

 مختلفجداشده از منابع  یپپتیدهابا  اکسیدانتی مشابهآنتی

 .است

از منابع طبیعی  اکسیدانتیترکیبات آنتی یتوسعه

یک  ،وم زیستی و غذایی مهم است. دراین تحقیقلدر ع

شیر شتر با  کازوئین-βپروتئین اکسیدانتی ازپپتید آنتی

پپتید کردیم. شناساییهای پپسین و پانکراتین آنزیم هضم

های با قدرت بالای جذب رادیکال RQ-8اکسیدانتی آنتی

با این اکسیداسیون لیپیدها را نیز مهارکند.  توانست ،آزاد

که این پپتید ممکن است  شودپیشنهادمی ،نتایج

باشد. های غذایی برای مکمل اکسیدانتآنتی ینویددهنده

 .استضروری  in vivoهرچند مطالعات بیشتر در سیستم 
 

 تشکر و قدر دانی
استخراج و  "این مقاله، حاصل طرح تحت عنوان 

با استفاده  شترشیرپپتیدهای فعال زیستی از سازی خالص

بررسی خصوصیات بیوشیمیایی  و های پروتئازاز آنزیم

با حمایت و  هرسیدبه تصویب1392که درسال  ست" آنها

-بدین است.مشهد اجراشدهاسلامی واحد دانشگاه آزاد 

دانشگاه  یپژوهشمحترم  وسیله نویسندگان مقاله از معاون

آوردن امکانات این که در جهت فراهم مشهداسلامی آزاد 

کمال تشکر و  ،مطالعه همکاری لازم را مبذول داشتند

 .دانی را دارندرقد
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Abstract 
Background & objective: Due to the side effects of synthetic 
antioxidants, bioactive agents derived from natural sources are of 
great importance. The purpose of this study was to identify and 
characterize an antioxidant peptide derived from enzymatic 
hydrolysis of β-casein in camel milk, using pepsin and 
pancreatin. 
Materials and Methods: Enzymatic hydrolysis of camel milk had 
accomplished using pepsin and pancreatin. The hydrolysate was 
fractioned using RP-HPLC and the peptide of interest was 
identified with MALD-TOF/TOF technique. Antioxidant activity of 
isolated peptide was measured by the use of radical scavenging 
DPPH, ABTS, hydroxyl and superoxide and inhibition of linoleic 
acid oxidation. 
Results: The results of sequencing showed that a purified 
peptide, called RQ-8, has the sequence of RGLHPVPQ with 
molecular weight of 903.41 Da. This peptide inhibited oxidation of 
linoleic acid and also had scavenging activity against 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) (IC50=0.046 mg/ml), 2,2'-
azinobis (3-ethylbenzothiazo-line-6-sulfonic acid) diammonium 
salt (ABTS) (IC50 = 0.085 mg/ml), superoxide (O2

·-) (IC50 = 0.156 
mg/ml) and hydroxyl (OH ·-) (IC50 = 0.021 mg/ml) radicals. In 
addition, cellular activity assays showed that the RQ-8 peptide 
had no toxicity on A549 lung cancer cell line.  
Conclusion: Results indicated that the peptide RQ-8 isolated 
from camel milk β-casein protein has a strong antioxidant activity.  
Keywords: Camel milk, Peptide, Antioxidant activity 
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