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  جداسازي و تعيين خواص چهار پروتئاز جداشده از لاتكس 

  (Ficus Carica)درخت انجير بومي خراسان 
 

  3ليلا جهانگيري -3علي براتيان -3جواد داناي باغكي - 2دكتر عبدالرضا وارسته -1دكتر اميد رجبي
  

  چكيده 
مطالعه حاضر با هدف . استفعاليت پروتئازي لاتكس انجير در مقالات متعددي گزارش شده  :زمينه و هدف

هاي مختلف از گونه كاريكا  درخت انجير بومي خراسان با لاتكس زير گونه (Latex)مقايسه پروتئازهاي شيرابه 
(Carica) انجام شد.  

  به كمك روشهاي جداسازي به كمك نمك ) فيسين(تجربي، چهار پروتئاز  مطالعهدر اين  :روش بررسي
(Salt Fractionation) اتوگرافي بر روي ستون مونو و كرومS )از شيرابه استخراج ) نوعي رزين تعويض كاتيون

. گيري شدند هايي چون فعاليت، غلظت، ضريب خاموشي مولي براي هر نمونه حداقل سه بار اندازه كميت. گرديدند
د تحليل مور ANOVAمقايسه بين گروهها از نظر فعاليت و ضريب خاموشي مولي با استفاده از آزمون آماري 

  .داري در نظر گرفته شد به عنوان سطح معني >05/0P. قرار گرفتند
. فعاليت مشابهي نشان دادند ،ضريب خاموشي مولي و ها در خواصي نظير جرم مولكولي اين پروتئاز :ها يافته

تعيين شدند؛ همچنين اين  SDS-Pageدهي كازئين و روش  فعاليت و جرم مولكولي به ترتيب به كمك رسوب
كننده كاتيوني نشان دادند كه احتمالاً به دليل تفاوت  ها رفتار متفاوتي از نظر ماندگاري بر روي ستون تعويض آنزيم

  ميزان پروتئين و فعاليت آنزيمي شيرابه به ترتيب . باشد اندكي در ساختار بنيادين و نقشه پپتيدي آنها مي
mg/ml 110  وIU/ml 242 هاي  آنزيمي بودند در فراكسيون اجزايي كه داراي فعاليت. بودIII-VI يافت شدند .

هاي موجود در  پروتئين% 1محلول  .شد تخمين زده  KDa 5/26حدود  III-VIهاي  جرم مولكولي فيسين
به ترتيب در حدود  (ε280nm)داراي ضريب جذب مولي  M05/0 NH4CO3در محلول  III-VIهاي  فراكسيون

با استفاده از سوبستراي  III-VI)هاي  فراكسيون(ها  ت آنزيماتيك فيسينفعالي. بودند 9/20و  21، 5/21، 22
  .تعيين شد  (Unit/mol)2/67و  4/63، 7/62، 6/61كازئين به ترتيب 

شيرابه انجير بومي خراسان در بين چهار زيرگونه مختلف فيكوس   هاي اين مطالعه، بر اساس يافته :گيري نتيجه
كه در كاليفرنياي آمريكا رشد  Calimyrnaپروتئازي فيسين بسيار به زيرگونه كاريكا از نظر تعداد و فعاليت 

  . كند، شباهت دارد مي
 سازي؛ فعاليت آنزيمي لاتكس انجير؛ فيسين؛ خالص :هاي كليدي واژه

    )1383، سال 3، شماره 11دوره (مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي بيرجند 
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  مقدمه 
ع مختلف از نو 200حدودا  (Ficus)جنس فيكوس 

گيرد و يكي از  درختان مناطق حاره و معتدله را در بر مي
در . است (Moraceae)بزرگترين جنسهاي خانواده موراسه 

 (Carica)ايران يكي از انواع مهم فيكوس، نوع كاريكا 
شيرابه درخت انجير كه ). 1(كند  باشد كه انجير توليد مي مي

ي فيكوس كاريكا ها اي از برگ و ميوه نوعي ترشح شيرابه
(Ficus carica) اثرات درماني نظير اثرات باشد،  مي
كننده  سركوب) 3(ميك لهيپوكلسترو) 2(هيپوگليسيميك 

دارد؛ ) 6(و ضد كرم ) 5(هيپوتري گليسيريدميك ) 4(سرطان 
هاي پروتئوليتيك، اسيدهاي آمينه،  همچنين به دليل آنزيم
ي آلي موجود در آن ها و اسيدها ترپن مواد معدني، قندها، تري

بررسي شيرابه درخت ). 8،7(مورد توجه محققان بوده است 
جرم  اهاي ب وجود پروتئين SDS-Pageانجير به كمك 

كيلودالتون به نسبت بيشتر و به نسبت  48و  25مولكولي 
و بيشتر از  10هايي با جرم مولكولي كمتر از  كمتر پروتئين

  ).9(را نشان داده است  100
هاي پروتئوليتيك فعال شيرابه  ه آنزيمب »فيسين«

اطلاعات موجود درباره . شود درختهاي جنس فيكوس گفته مي
هاي اختصاصي بودن سوبسترا،  دهد كه در زمينه آن نشان مي

شدن  هاي ترانس پپتيداسيون و فعال فعاليت استرازي، واكنش
 (Papain)با عوامل كاهنده، خواص بسيار مشابه به پاپاين 

ئين پروتئاز مهم حاصل از گياه خربزه درختي يا نام سيت(
(Carica Papaja دهد  از خود نشان مي)در بسياري از ). 10

انواع فيكوس كاريكا تعدادي از انواع سولفيدريل آندو پپتيدازها 
  ).11(گزارش شده است 

توان به انجير سياه  از بين زير گروههاي مختلف انجير مي
 Calimyrnaو  Black Mission ،Stamforal ،Kingيا 

لازم . كنند اشاره كرد كه در نقاط مختلف جهان رشد و نمو مي
به ذكر است كه شيرابه خشك انجير وحشي جنگلهاي حاره 

با نام فيسين خام  (Ficus Glabrata)قاره آمريكاي جنوبي 

(Crude Ficin) از اين ماده . شود در بازار داد و ستد مي
شود كه  سازي مي و خالص چندين پروتئاز قوي استخراج

توان به موارد زير  كاربرد فراواني در صنايع دارند از جمله مي
  :اشاره كرد

  ) 12(صنايع دارويي  -1
  استفاده در فرمولاسيون بر طرف كننده زگيل و ميخچه  -
كردن  ها جهت لطيف هاي كرم استفاده در فرمولاسيون -

  پوست 
  ) 14،13(صنايع غذايي  -2
هاي  ر صنايع گوشت، جهت تردكردن گوشتاستفاده د -

  ديرپز و تهيه كالباس و سوسيس
  استفاده در صنعت پنيرسازي  -
  ) 15(صنايع پزشكي و آزمايشگاهي  -3
  در بانك خون  Rhهاي تعيين  استفاده در ساخت كيت -

شناخت انواع پروتئازهاي موجود در لاتكس درخت انجير 
ولوژيكي آنها تاكنون بردن به فعاليت بي بومي خراسان و پي

تواند  مورد تحقيق قرار نگرفته است و اطلاعات حاصل مي
  .محققان صنايع فوق را ياري دهد

مطالعه حاضر با هدف مقايسه پروتئازهاي شيرابه 
(Latex) هاي  درخت انجير بومي خراسان با لاتكس زير گونه

  .انجام شد Caricaمختلف از گونه 
  

  روش بررسي
شيرابه انجير مورد استفاده به ربي، در اين مطالعه تج

صورت تازه از درختان انجير اطراف دانشكده داروسازي در 
آوري و از آن براي مدت كوتاهي در  جمع) 1382ايران (مشهد 
  . درجه سانتيگراد نگهداري شد -20دماي 

جنس و گونه درخت توسط هرباريوم دانشگاه فردوسي 
ديم دودسيل سولفات، پاپاين، فيسين، س. مشهد تعيين گرديد

 Sigmaآكريل آميد، بيس آكريل آميد، تريس از شركت 
كربنات،  ، كازئين، تري كلرواستيك اسيد، آمونيوم بي)آلمان(
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 Merckسديم كلرايد، سديم فسفات، كلسيم كلرايد از شركت 
استاندارد جرم مولكولي از  (Marker)و نشانگر ) آلمان(

  .ي شدخريدار) آمريكا( Invitrogenشركت 
ميزان پروتئين موجود به روش برادفورد تعيين گرديد 

از پاپاين به عنوان پروتئين استاندارد در تعيين ميزان ). 16(
  .پروتئين استفاده شد

در شرايط احياكننده با  SDS-Pageجهت الكتروفورز، 
% 5و ژل جمع كننده % 5/12استفاده از ژل جداكننده هموژن 

اخص استاندارد جرم مولكولي انجام در ولتاژ ثابت به همراه ش
ها با استفاده از روش نيترات نقره  آميزي ژل رنگ). 13(گرديد 

  .صورت گرفت
  . بود) آمريكا( Bio-Radدستگاه مورد استفاده از نوع 

تخمين  SDS-Pageها به كمك  جرم مولكولي فيسين
منحني استاندارد براي لگاريتم جرم مولكولي . زده شد

  ).17(رسم گرديد  Rfقابل مقادير نشانگرها در م
شركت  =10000Cut Offدياليز توسط كيسه دياليز با 

Sigma )انجام شد) آمريكا.  
شيرابه در  ml15به منظور استخراج و خالص سازي، 

ml25  7بافر فسفات=pH سوسپانسيون . سوسپانسيون شد
درجه سانتيگراد  4 دماي حاصله براي مدت سه ساعت در

نتريفوژ گرديد تا مواد نامحلول آن جدا مخلوط و سپس سا
با اضافه كردن  Salting Outدر مرحله بعد، عمل . گردد

. از محلول شفاف انجام گرديد ml100كلريد سديم به  7/17
درجه سانتيگراد، رسوب  4ساعت در دماي  10بعد از گذشت 

  و  pH= 6(با سانتريفوژ جدا گرديد و دوباره در بافر فسفات 
M 05/0  وml3 (اين مخلوط سپس به مدت . پراكنده شد

 pH= 6(درجه سانتيگراد در مقابل بافر فسفات  4يك شب در 
  . دياليز گرديد) M 05/0و 

  بعد از انجام دياليز، مواد نامحلول موجود در كيسه 
  كه حدود (دياليز به كمك سانتريفوژ جدا شد و بخش محلول 

ml5 بود ( به دستگاهFPLC ) 10/10[مجهز به ستون   

[Mono-S HRكه با فاز )هاي كاتيوني كننده ، از انواع تعويض
به تعادل رسيده )M 05/0و  pH= 6(متحرك بافر فسفات 

  . بود، تزريق شد
) فرانسه( Pharmaciaكار رفته  به FPLCنوع دستگاه 

دستگاهي براي انجام عمل  FPLCلازم به ذكر است كه . بود
د شباهت بسيار زيادي به كروماتوگرافي است و از نظر عملكر

  .دارد HPLCدستگاه 
و  M 005/0و  pH= 8/6(سپس ستون با بافر فسفات 

ml30 ( شسته و شويش با استفاده از گراديان خطي سديم
  و  pH= 2/6تا  M 005/0و  pH= 8/6فسفات از 

M 185/0 گراديان به نحوي تنظيم شده بود كه . ادامه يافت
غلظت سديم فسفات به محلول از ستون  ml100با عبور 

اين . تغيير كند M 185/0تا  M 005/0صورت خطي از 
ها با سرعت  عمليات در دماي اتاق انجام شد و فراكسيون

  ).18(آوري شدند  جمع ml/h 60جريان 
ها به كمك روشهاي عيارسنجي كه در ادامه  فراكسيون

هاي داراي  لوله. بررسي شدند  شرح داده خواهد شد،
مخلوط گرديده و با اضافه ) 1شكل ( III-VI هاي فراكسيون
  محلول  ml 100گرم سديم كلريد در  35كردن 

(Salting-Out) هاي رسوب كرده  پروتئين. رسوب داده شدند
) M 005/0و  pH= 8/6(سانتريفوژ شده و در بافر فسفات 

  .ليوفيليزه شدند
  
  
  
  
  
  
  

  كروماتوگرام رسوبات جدا شده از لاتكس  - 1شكل 
   Mono-Sروي ستون ) تفاده از روش جداسازي با نمكبا اس(

  بافر فسفات pHبا گراديان غلظت و 
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هاي ليوفيليزه  جهت تعيين ضريب خاموشي مولي، فيسين
درجه  4شده در آب حل و به مدت يك شب در دماي 

ها مجدداً  اين محلول. سانتيگراد در مقابل آب دياليز شدند
ولي با تهيه محلول ضريب خاموشي م. ليوفيليزه گرديدند

(w/v) 1 %ها  هاي ليوفيليزه شده فيسين از نمونه
كربنات آمونيوم  بي 05/0در محلول ) III-VIهاي  فراكسيون(

به  nm 280 طول موج ها در جذب اين محلول. تعيين گرديد
در  (Shimatzu-Japan CPS-240A)كمك اسپكتروفتومتر 
  ).15(دماي اتاق تعيين شد 

ها به كمك روش  تئوليتيك آنزيمبررسي فعاليت پرو
Kuntiz  مولار بافر سديم  1/0محلول ). 14(انجام شد
داراي غلظتهاي معيني از فيسين به همراه  pH=7فسفات 

NaEDTA M001/0  از كازئين با حجم نهايي % 5/0و  
ml20 درجه سانتيگراد  37دقيقه در دماي  20، براي مدت

  كلرو استيك اسيد  كردن تري با اضافه  واكنش. انكوبه شد
)V/V 5 % وml3 ( متوقف شد و بعد از انجام سانتريفوژ، جذب

هر واحد . قرائت گرديد nm250 طول موج مايع رويي در
گيرد كه بتواند تغيير جذبي  فعاليت به ميزاني از آنزيم تعلق مي

در مايع رويي ايجاد  nm 250واحد در طول موج  1به اندازه 
حت نتايج به دست آمده، جهت افزايش ص ).19(كند 
هايي چون فعاليت، غلظت، ضريب خاموشي مولي براي  كميت

مقايسه بين . گيري شدند هر نمونه حداقل سه بار اندازه
گروهها از نظر فعاليت و ضريب خاموشي مولي با استفاده از 

  .مورد تحليل قرار گرفتند ANOVAآزمون آماري 
  
  ها يافته

  مي شيرابه به ترتيب ميزان پروتئين و فعاليت آنزي
mg/ml 110  وIU/ml 242 كروماتوگرام عصاره شفاف . بود

، نشان 1شيرابه كه به كمك سديم كلرايد جدا شد، در شكل 
   .داده شده است

هاي  اجزايي كه داراي فعاليت آنزيمي بودند، در فراكسيون

III-VI ها  الكتروفورز هر يك از اين فراكسيون. يافت شدند
هايي كه داراي  لوله .را نشان دادتركيب خالصي 

بودند، به طور جداگانه ) 1شكل ( III-VIهاي  فراكسيون
هاي  جرم مولكولي فيسين. مخلوط و سپس ليوفيليزه شدند

III-VI  حدودKDa5/26  2شكل (شد  تخمين زده.(  
  هاي  هاي موجود در فراكسيون پروتئين% 1محلول 

III-VI  در محلولM05/0 NH4CO3 ايب جذب داراي ضر
 9/20و  21، 5/21، 22به ترتيب در حدود  (ε280nm)مولي 
با  III-VI)هاي  فراكسيون(ها  فعاليت آنزيماتيك فيسين. بودند

و  4/63، 7/62، 6/61استفاده از سوبستراي كازئين به ترتيب 
2/67(Unit/mol)   1جدول (تعيين شد.(  
  

  گيري بحث و نتيجه
ندين جزء پروتئيني شيرابه درخت انجير مخلوطي حاوي چ

جزء پروتئيني در شيرابه  7در اين تحقيق، بيشتر از . است
 Iبه غير از جزء . انجير به روش كروماتوگرافي جداسازي شد

. ساير اجزا در الكتروفورز تنها يك جزء پروتئيني را نشان دادند
  . فعاليت پروتئولتيك نشان ندادند VIIو  IIو  Iاجزاي 

هاي موجود  جود تفاوت در جرم مولكولي فيسيندر عين و
جدا شده از شيرابه انجير  III-VI، اجزاي )1(در گونه گلابراتا 

) KD 5/26(بومي خراسان جرم مولكولي يكساني نشان دادند 
در اين تحقيق تفاوتي در . رسد، فيسين باشند كه به نظر مي
د ها و ضرائب خاموشي مولي آنها مشاهده نش فعاليت فيسين

)05/0P<.(   
  
  
  
  
  
  

  روش  بهتخمين وزن مولكولي فيسين  - 2شكل 
  SDS-Pageالكتروفورز 

y = -0.1732x + 5.5429  
R  2   = 0.9942  
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، چند زيرگونه از فيكوس 1964اي در سال  در مطالعه
 (Stanford, King, Black Mission, Calimyrna)كاريكا 

هاي  در اين تحقيق جداسازي آنزيم مورد مقايسه قرار گرفتند؛
ها از فيكوس كاريكا با استفاده  ونهموجود در شيرابه اين زيرگ

، )11(انجام شد  CM- Celluloseاز ستون كروماتوگرافي 
اجزاي فعال آنزيمي جدا شده به همراه فعاليت آنها ). 3شكل (

  .شود ملاحظه مي 2در جدول  Unit/mgبرحسب 
با مقايسه به دست آمده از الگوي پروتئازي شيرابه انجير 

و  2اي اشاره شده در جدول ه بومي خراسان با زيرگونه
ها، به نظر آيد  همچنين از نظر بزرگي و شكل برگها و ميوه

كه در  Calimyrna اين انجير از نظر ژنوتيپي به زيرگونه
  .رويد، بسيار شبيه است ايالت كاليفرنياي آمريكا مي
و همكاران، به اين  Sagarbieriاز طرفي در تحقيق 

ت در شكل برگها، اندازه مطلب اشاره شده كه با وجود تفاو
هاي چهار زير گونه از فيكوس كاريكا  آنها، رنگ و شكل ميوه

(Common, Smyrna, San Pedro, Caprifig)  تفاوتي
؛ )11(هاي پروتئولتيك ملاحظه نشده است  در تركيبات آنزيم

به هرحال جهت نشان دادن ارتباط بين ژنوتيپ و فنوتيپ اين 
ي پروتئولتيك موجود در آنها نياز به ها گياه از نظر تنوع آنزيم

  . باشد تري مي مطالعات دقيق
هاي جدا شده بر روي  تفاوت در زمان ماندگاري فيسين

ستون تعويض يوني، نشان از تفاوت در ساختار مولكولي آنها 
  . شود ايزوالكتريك منعكس مي pHدارد كه در تفاوت در 

از دسته (اين از آنجا كه اين آنزيم مانند سرگروه خود، پاپ
، داراي فعاليت زيادي است، جايگاه خاصي )سيتئين پروتئازها

در صنايع مرتبط دارد و اين كه تاكنون هنوز توالي آمينو 
طلبد كه  اسيدهاي آن به طور كامل مشخص نشده است مي

  .در آينده تحقيقات بيشتري روي آنها صورت گيرد
  
  
  
  
  
  
  
  

گروه از فيكوس كاريكا  كروماتوگرام شيرابه چهار زير - 3شكل 
   CM-Celluloseبر روي ستون 

  خلاصه تخليص پروتئازهاي موجود در شيرابه درخت انجير - 1جدول 

فعاليت در واحد حجم  تركيب
)ml±SD(حجم 

پروتئين   غلظت
mg/ml±SD 

 فعاليت  فعاليت كل
Unit±SD

 فعاليت 
Unit/mg 

ضريب خاموشي 
 )4280(مولي 

  .تعيين نشد .تعيين نشد .تعيين نشد  3630  110±3  242±5  15 شده شفاف شيرابه
  III  9  5±41  5/1±7/17  370  1/3±6/61 11/0±32/2 2/0±9/30جزء 
  IV 15  4±1/36  3/1±3/15  543  2/4±7/62 16/0±36/2 3/0±2/21جزء

  V 20  4±31  5/1±9/13  620  1/4±9/63 15/0±41/2 3/0±5/21جزء 
  VI 23  4±37  5/1±6/14  851  4/3±2/67 13/0±53/2 3/0±1/22جزء

 (Unit/mg)هاي مختلف فيكوس كاريكا  فعاليت اجزاي مختلف جدا شده از لاتكس زيرگونه - 2جدول 

  A B C D E F G  H  I  J زيرگونه
Black mission96/3 1/10 0  0  46/2 0  84/6 73/2 0  96/9 

Stanford 81/2 51/5 74/5 98/5 0  71/4 15/6 72/3 0  85/9 
King 0  0  21/7 6  0  53/4 95/6 62/6 1/5 9/3 

Calimyrna 97/2 0  0  0  0  46/4 46/4 96/3 0  0  
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Abstract 
Background and Aim: The protease activity of fig latex has been reported in several articles. This 
study was carried out aiming at a comparison between proteases of the latex of Khorasan native fig 
tree and those of carica subspecies. 
Materials and Methods: In this experimental study, four latex proteases (Ficins) were extracted 
using salt fractionation and chromatography on Mono-S column (Ion exchange media). Parameters 
such as activity, concentration and molar extinction coefficient were determined at least 3 times per 
sample. The different samples were compared according to activity and molar extinction 
coefficient, using ANOVA statistical analysis. P<0.05 was taken as significant.  
Results: These proteases were similar with regard to molar extinction coefficient, activity and 
molecular weight. Activity and molecular weight were determined by cosein perpetration and SDS-
PAGE respectively. Besides, the enzymes showed different properties as to retention time on cation 
exchanging column. This is supposed to be because of little differences in their primary structures 
and peptide maps. Protein concentration and the activity of latex was calculated to be 110 (mg/ml) 
and 242 (IU/ml) respectively. Agents having enzymatic activity were found in fraction III-VI. 
Molecular weight of Ficins III- VI was stimated at about 26.5- 121. A 1% solution of proteins of 
Fractions III- VI in 0.05 M NH4CO3 had a molar absorption coefficient (ε280 nm) of about 22, 21. 
5, 21, 21.9 respectively. Enzymatic activity of Ficins (fractions III-VI) using casein substrate was 
61.6, 62.7, 63.4 and 67.2 (unit/mol) respectively. 
Conclusion: According to this study, latex of Khorasan native Fig tree is relatively similar to 
Calimyrna subspecies growing in California/USA among the four subspecies. 
 
Key Words: Fig latex; Ficin; Purification; Enzymatic activity   
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