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  :سپاسگزاري
رود ممد حياتست و  فرو ميهر نفسي که  .نعمت منت خداي را عز و جل که طاعتش موجب قربتست و به شکر اندرش مزيد

 ست وبر هر نعمتي شکري واجب اپس در هر نفسي دو نعمت موجود. ذات يد مفرحآ چون بر مي

 يدآعهده شکرش بدر  کز                                             يدآاز دست و زبان که بر 

آن را يافتم تا در راه كسب علم و دانش حمد و سپاس بيكران خداوند منان را كه در پناه الطاف خاصه اش توفيق 
  .قدمي هر چند ناچيز بردارم

 زمينه تحصيل ياري ذاري خشت خشت بناي فكريم مرا درنمايم كه با پايه گ ام مي درود بيكران خود را نثار خانواده

ل از هيچ  مهربانم كه در كليه مراحل تحصي و همسر مادراز پدر، . كرده و هر چه دارم از وجود مقدسشان است

  .اند، نهايت سپاس و تشكر را دارم كوششي دريغ ننموده و متحمل زحمات زيادي شده

پروفسور توماس هارتل از مرکز تحقيقات کشاورزی ي خوب و عاليقدر   راهنماانمراتب سپاس خويش را از استاد

هاي بيدريغشان اعلام  راهنماييو ها به خاطر حمايت  از دانشگاه اصفهان  بردبارو پروفسور عبدالخالق نانت فرانسه

  .همواره عزت و سرافرازي هر چه بيشتر ايشان را از خداوند متعال خواستارم. نمايم مي

پروفسور ليندسی سوير از دانشگاه ادينبورگ اسکاتلند، پروفسور  صاحب نظر خارج از گروه انمتخصصاستادان و از 

علی اکبر موسوی موحدی و پروفسور علی اکبر صبوری از مرکز دميتری لويتسکی از دانشگاه نانت فرانسه، پروفسور 

رضا  گروه دكتر ان صاحب نظر داخلمتخصصتحقيقات بيوشيمی و بيوفيزيک دانشگاه تهران و نيز از استادان و 

  . را دارمتشكر و قدرداني اميديان و دکتر مجيد موسوی کمال 
 در مرکز تحقيقات کشاورزی  عزيزم و دوستانها يشگاهيآزما از كليه دوستان عزيزم در كليه مقاطع به خصوص هم

 كاركنان و كارمندان گروه شيمي  نيزاند و نامه مرا ياري نموده  كه در پيشبرد اين پاياننانت فرانسه و دانشگاه اصفهان
مارک - و اساتيد و تکنسين های مرکز تحقيقات کشاورزی نانت فرانسه به خصوص دکتر جاندانشگاه اصفهان

كه در طول مدت تحصيل از ... شارل گودين، ايوان چويست، ميشل دالاگراندا، هانيترا رابينسونا و -ت، دکتر جانچوبر
  .نمايم ام، صميمانه سپاسگزاري مي مند بوده همكاري و مساعدت ايشان بهره
 



  

 

 

 چکيده 

ساختار . می باشدپنير شير گاو آب پروتئين اصلي و ليپوکالين هایپروتئينی از گروه پروتئين (β-Lg)بتالاکتوگلوبولين 

β-Lgهنوز عملکرد بيولوژيکی اين پروتئين .  تشکيل شده است۱۲۱ در موقعيت  آزادسولفيدي و يک سيستئينيوند دي از دو پ
 β-Lg.  بالقوه براي آن درحمل اسيدهاي چرب در داخل دستگاه گوارش پيشنهاد شده استی نيست، ولي نقششناخته شده

هايي است که بشر آوريترين فنحرارت دادن يکي ازمعمول . است گاو حساسيت در شيرايجاد عوامل اصلي همچنين يکي از
و  β-Lgعليرغم استفاده مکرر از حرارت دادن، هنوز هم آثار حرارت بر روي . کندبراي تهيه محصولات لبني استفاده مي

. به طور کامل شناخته نشده است آلرژی به شير گاو، دارای بيماران IgE تشخيص آن توسط  روی چگونگی برساختار آن،
واکنش مايلارد اصلاح   توسط قندهاي کاهشي موجود در شير بر اثر، در طي حرارت دادنβ-Lgازآنجايي که ممکن است 

 توسط هاي اصلاح شدهتوصيف ساختاري پروتئين .های قنددار شده در حضور شش قند کاهشی توليد شدند پروتئينگردد،
ها نشان  و الكتروفورز انجام شد و نتايج قابل قبول حاصل از اين روشCDهاي مختلفي مانند  با روشرت و قنددار شدنحرا

خواهد پذيري ايمني اين پروتئين غذايي مهم ژني يا واكنشداد كه اصلاحات ساختاري، باعث ايجاد تغييراتي در خواص آنتي
گاو حساسيت   بيماراني که به شير حرارت داده شده درβ-Lg قايسه آن با م طبيعي وβ-Lg با IgEتشکيل پيوند  .داشت

 و دوم ساختارهاي  از دست رفتن. مورد ارزيابي قرار گرفتELISA  آزمايشاتوسيلهه  ب٦٥-٩٥ C°داشتند در محدوده دمايي 
البته  که شد IgEتوسط  احتمال شناسايي آن اهش منجر به ک،C ۷۵° تر از بالاهای توسط حرارت دادن در دماβ-Lg سوم

های  β-Lg  وان دارای آلرژی به شير گاو بيمارIgE شدن پيوند همچنين .يري آن در بيماران مختلف متفاوت بودپذواکنش
نيز مشاهده با درجه بالا،  های قنددار شده بتالاکتوگلوبولين بر رويIgE ن کاهش پيوند شد وگيري شدقنددار شده نيز اندازه

 Pichia مخمر با استفاده از Cys121Serيافته  جهشβ-Lgو  )WT ( نوع وحشيβ-Lg توليد اين تحقيق ولدر ط .گرديد

pastorisجهش  . انجام شدCys121Ser پذير مانع از تجمع برگشتβ-Lgشدنپيوند . شود بر اثر حرارت می IgE بيماران 
گيري  اندازهELISA  آزمايشات نيز توسطCys121Ser و جهش يافته WT  طبيعي،β-Lgداراي حساسيت به شير گاو با 

 β-Lg، با (AA-5HT)يدونيل سروتونين چ آرا، و يکي از مشتقات آنسروتونين برهمکنش ،در بخش آخر اين تحقيق .گرديد
 تمايل  ثابت.مورد بررسی قرار گرفت نسهاي شدت فلورساگيري و اندازه(CD)دورنگ نمايي دوراني های روشبا استفاده از 

 AA-5HT/β-Lgکه براي کمپلکس  است، درحالي ١٠ ٦ M-1و  ۱۰ ۵ بين β-Lg/5-HT براي برهمکنش ی پيوندلتشکي
در  ی پيوند تشکيلهای تمايلثابت. به دست آمد فلورسانس  شدتهايگيري با اندازهاين مقادير.  استM-1 ۵ ۱۰  و۱۰ ۴بين 

 AA-5HT/β-Lg و β-Lg/5-HTهاي بين برهمکنش.  بودبيشتربرای هر دو ليگاند ) اتانول %۲۵(محيط هيدرواتانولي 
بر اساس نتايج حاصل از . توسط ليگاند و نيز پروتئين رقابت کند) تشکيل ميسل( خودي  خود به اجتماعفرآيندممکن است با 

ه  آنها باماد،  ندارنβ-Lg دومدور، اين ليگاندها هيچگونه اثر قابل توجهي بر ساختار  بنفش نزديک وفرا  دورانینمايي دورنگ
هاي  ممكن است يكي از مكانيسمβ-Lg با اين ليگاندهاپيوند شدن . کنندميناپايدار   راسوم بتالاکتوگلوبولينطور ويژه ساختار 

 .جانبي تنظيم مقدار سروتونين و مشتقاتش در حيوانات شير خوار باشد

  .ين، سروتونين بتالاکتوگلوبولين، برهمکنش، آلرژی، اصلاح پروتئ:هاي كليدي واژه
 



  

 

 

  أ

  فهرست مطالب

  صفحه                                                                                                                                      عنوان
  

  ١..........................................................................................................حقيقمقدمه و پيشينه ت: فصل اول

.......................................... مقدمه- ۱- ۱ .................................................................................................1  

  3.................................................................................................................. خواص عمومي شير-۱- ۱- ۱

.......................................... تركيب شير-۲- ۱- ۱ ................................ .....................................................4  

.......................................................................... پروتئين هاي شير گاو-۳- ۱- ۱ ......................................5  

.......................................................................... پروتئين هاي آب پنير-۴- ۱- ۱ ......................................8  

..........................................................................الاكتوگلوبولين شيرگاو بت- ٢- ١ ......................................9  

  10.................................................................................................. گاويβ-Lg ساختار مولكولي -۱- ۲- ۱

.......................................... گاوي در محلول آبيβ-Lg ساختار -٢- ٢- ١ ...................... .... ......................13  

  14.................................................................................................سازي بتالاکتوگلوبولين  خالص-٣- ٢- ١

  15.....................................................................................................در دستگاه گوارش پايداري -٤- ٢- ١

  16...................... ................................................................بتالاکتوگلوبولين گاوي اثر دما بر روي -٥- ٢- ١

  18.................................................................................................. گاويβ-Lg اثر فشار بر روي -۶- ۲- ۱

.......... گاويβ-Lg اثر غيرطبيعي شدن شيميايي بر روي -۷- ۲- ۱ ............................................................20  

  22.......... بررسي تغييرات ساختاري پروتئين حرارت ديده به وسيله الكتروفورز با ژل پلي اكريلاميد-۸- ۲- ۱

..........β-Lg پيوند شدن ليگاند به -۹- ۲- ۱ ................................ ............................................................24  

..........β-Lg انتقال دارو توسط -١-٩- ٢- ١ ................................ ............................................................26  

..........β-Lg آزاد بر ساختار (Cys121) نقش سيستئين - ۱۰- ۲- ۱ ............................................................30  

.......................................... حساسيت- ۳- ۱ ................................ .........................................................31  

  IgE...............................................................................................................................32 توليد -۱- ۳- ۱



  

 

 

  ب

.......... حساسيت غذايي-۲- ۳- ۱ ...........................................................................................................33  

  34.......................................................................................................... مواد غذايي حساسيت زا-۳- ۳- ۱

  34..................................................................................بتالاکتوگلوبولين حساسيت به شير گاو و -۴- ۳- ۱

.......... زايي شير گاو اثر فراوري شير بر روي حساسيت-٥- ٣- ١ ............................................................36  

.......... هدف از اين تحقيق- ۴- ۱ ...........................................................................................................37  

  
  ٤٠.................................................................................................................مواد و روش ها: فصل دوم

..........ورد استفاده مواد م- ۱- ۲ ..............................................................................................................40  

.......... پروتئين بتالاكتوگلوبولين از شير گاوی خالص ساز-۱- ۱- ۲ .........................................................41  

.......................................... آماده سازي پروتئين هاي حرارت داده شده-۲- ۱- ۲ ....................................41  

  42...................... ................................................................ آماده سازي پروتئين هاي قند دار شده-۳- ۱- ۲

..........................................هاي جهش يافته  آماده سازي پروتئين-٤- ١- ٢ ...................... . ......................43  

  44.............................................................................................. طراحي جهش و تكثير كلوني-١-۴- ١- ٢

  P. Pastoris................................................................ ......................46 وارد كردن پروتئين به -٢-٤- ١- ٢

  47............................................................................................................. خالص سازي پروتئين-٥- ١- ٢

  47.................................................................................................... كروماتوگرافي تبادل يوني-١-٥- ١- ٢

  48................................................................................................. كروماتوگرافي اندازه طردي-۵-۲- ۱- ۲

  48.............................................................................................................................. هضم پپتيد-۶- ۱- ۲

  48..................................................................................................................................... روش ها- ۲- ۲

.......... الكتروفورز ی آزمايش ها-۱- ۲- ۲ ...............................................................................................49  

.......................................... اندازه گيري هاي دورنگ نمايي دوراني-۲- ۲- ۲ ..........................................51  

..........HPLC آزمايش هاي -۳- ۲- ۲ .....................................................................................................52  



  

 

 

  ت

  53...................... ................................نوتركيب جرمي بتالاكتوگلوبولين ی طيف سنجی آزمايش ها-٤- ٢- ٢

.......... نسبت به شير گاوی آلرژی تهيه سرم بيماران دارا-۵- ۲- ۲ ............................................................53  

  ELISA...............................................................................................54 آزمايشات رنگ سنجي -۶- ۲- ۲

  ELISA.................................................................................................55 یآزمايشات فلوريمتر -٧- ٢- ٢

۲ -۲ -۸- ELISAرقابتي .......................................................................... ...................... . ......................56  

  58.................................................................................................... پيوند شدن ليگاندی آزمايش ها- ۳- ۲

.......................................... اندازه گيري هاي فلورسانس حالت پايا-١- ٣- ٢ ..........................................58  

  59........................................................................................... طيف سنجي دورنگ نمايي دوراني-۲- ۳- ۲

  59...............................................................................................ی اندازه گيري ثابت تمايل پيوند-۳- ۳- ۲

  60................................................................................................................ی رقابتی آزمايش ها-۴- ۳- ۲

  61.................................................................................................. اولترافيلتراسيونی آزمايش ها-٥- ٣- ٢

  
  ٦٢....................................................................................................................نتايج و بحث: فصل سوم

  62................................................................................ تهيه بتالاكتوگلوبولين قنددار شده از شير گاو- ۱- ۳

.......................................... تعيين درصد پيشرفت واكنش قنددارشدن-۱- ۱- ۳ .......................................64  

  Cys121Ser.......................................66 جهش يافتة β-Lg و WT/β-Lg تهية پروتئين هاي نوتركيب - ۲- ۳

.......... تخليص پروتئين هاي نوتركيب-۱- ۲- ۳ ................................ ......................................................67  

  68.................................................................................................... كروماتوگرافي تبادل يوني-۱-۱- ۲- ۳

  69...................... ................................................................(SEC) ی كروماتوگرافي اندازه طرد-۱-۲- ۲- ۳

  71......................  بررسي خواص بتالاكتوگلوبولين حرارت ديده و قنددار شده با استفاده از الكتروفورز- ۳- ۳

  71......................................كريلاميد طبيعي نتايج الكتروفورز بتالاكتوگلوبولين حرارت ديده با ژل ا-۱- ۳- ۳

  73........................................................ پروتئين بتالاكتوگلوبولين حرارت ديدهSDS-PAGE نتايج -۲- ۳- ۳



  

 

 

  ث

  75........................................................................ بتالاكتوگلوبولين قنددارشدهSDS-PAGE نتايج -۳- ۳- ۳

رنگ نمايي  روش دو استفاده از  بررسي خواص بتالاكتوگلوبولين حرارت ديده و قنددار شده با- ۴- ۳

..........................................................................................................دوراني .......................................77  

  78............وراني ناحية فرابنفش دور براي بتالاكتوگلوبولين حرارت داده شده نتايج دو رنگ نمايي د-۱- ۴- ۳

  81......... نتايج دورنگ نمايي دوراني ناحيه فرابنفش نزديك براي بتالاکتوگلوبولين حرارت داده شده-۲- ۴- ۳

  83.....................بنفش دور براي بتالاكتو گلوبولين قنددار شدهفرا نتايج دورنگ نمايي دوراني ناحيه -٣- ٤- ٢

  CYS121SER.....................................85 و جهش يافته WT بررسي خواص پروتئين هاي نوتركيب - ٥- ٣

..........β-Lg پروتئين هاي نوتركيب HPLC و SDS-PAGE نتايج -١- ٥- ٣ ...................... . ......................85  

  86.................................................................. جرمي بتالاكتوگلوبولين نوتركيبی نتايج طيف سنج-٢- ٥- ٣

  89............................................... نوتركيبی ها دورنگ نمايي دوراني پروتئينی نتايج آزمايش ها-٣- ٥- ٣

.......................................... اثر هضم پپتيدي بر بتالاكتوگلوبولين نوتركيب-٤- ٥- ٣ .................................90  

  91..................................................... بر روي پروتئين هاي بتالاكتوگلوبولينELISAنتايج آزمايشات  - ٦- ٣

  91............................... به بتالاكتوگلوبولين حرارت ديدهCMA ی پاسخ و واكنش سرم بيماران دارا-١- ٦- ٣

  96.................................، به بتالاكتوگلوبولين قنددار شدهCMA ی پاسخ و واكنش سرم بيماران دارا-٢- ٦- ٣

  Cys121Ser .........................102 و WT پاسخ و واكنش سرم بيماران به بتالاكتوگلوبولين نوتركيب -٣- ٦- ٣

  103................................................ برهمكنش بتالاكتوگلوبولين با سروتونين و آراچيدونيل سروتونين- ٧- ٣

  CMC...........................103آبي و تعيين  یها رفتار سروتونين و آراچيدونيل سروتونين در محلول -١- ٧- ٣

  108............................................. ليگاند بر ساختار بتالاكتوگلوبولين – اثر برهمكنش هاي پروتئين -۲- ۷- ۳

 بــه AA-5HT و HT-5د پيونــد شــده و جايگــاه پيونــدي  ثابــت تمايــل پيونــدي، تعــداد ليگانــ-۳-۷-۳

  111..................................................................................................................................بتالاكتوگلوبولين

  116.............................. پيوند شدن رتينول و سروتونين به بتالاکتوگلوبولينی نتايج آزمايشات رقابت-۴- ۷- ۳

  117..........................  اولترافيلتراسيون پيوند شدن سروتونين به بتالاکتوگلوبولينی نتايج آزمايش ها-۵- ۷- ۳



  

 

 

  ج

..........نتايج پيوند شدن ساير داروها به بتالاکتوگلوبولين -٦- ٧- ٣ ..........................................................120  

  121......................... ................................................................ نتايج و نتيجه گيري نهاييی جمع بند- ۸- ۳

  ١٢٦....................................................................................................................................منابع و مأخذ



  

 

 

  ح

 

  ها فهرست شكل

                                                                          صفحه                                          عنوان                

  

  ١١.....................................................................................A نوع β-Lgدنباله های آمينواسيدی پروتئين ) ۱-۱شكل 

 يک حفره هيدروفوب )A-H( غيرموازیβ رشته ٨ گاوی مونومر که در آن β-Lgختار سا) A() ٢-١شكل 

ساختار   ) B. ( قرار دارندGH و AB ،CD ،EF تشکيل می دهند که اطراف آن حلقه های انعطاف پذير

β-Lg ١٤٦ گاوی ديمر که در آن دو پروتئين مونومر با تشکيل پيوند هيدروژنی از طريق آمينواسيدهای-

  ١٢.................................................................................................... را ايجاد می کنندβ-Lgجمع يافته و ديمر ، ت١٥٠

حفره كاليكس پروتئين که جايگاه متعارف آن ) A(جايگاه هاي پيوندي بتالاکتوگلوبولين؛ ) ٣-١شكل 

 جايگاه های دوم و سوم پيوندی که جايگاه دوم شامل) B. (برای طيف وسيعی از ليگاندهای آبگريز است

 و Trp19 ،Tyr20 ،Tyr42 ،Glu44 ،Gln59 ،Gln68 ،Leu156 ،Glu157 ،Glu158هاي  اغتشاشات دنباله

161His 102هاي جايگاه سوم شامل دنباله است وTyr، 104Leu 129 وAsp ٢٧.............................. .باشد¬مي 

   ٢٩....................................................... .تونينآراچيدونيل سرو) B(سروتونين و ) A(ساختار مولکولی ) ٤-١شكل 

 ٣٤.................................................................................يک شمای کلی از مکانيسم آلرژی در بدن انسان) ٥-١شكل 

  ٦٣.............  خالص شده از شيرگاو با استفاده از روش مايلاردA بتالاکتوگلوبولين نوع HPLCطيف ) ١-٣شكل 

   ٦٤................................................. .ساختار مولکولي قندهاي استفاده شده در آزمايشات قنددار شدن )٢-٣شكل 

 مولار جهت استفاده در ۰۰/۲ – ۲۵/۰منحني استاندارد به دست آمده با استفاده از لوسين ) ٣-٣شكل 

  ٦٥..............................................................................................................نددار شدن و تعيين درجه قOPAآزمايشات 

 Ser121Cys و WTهاي نوتركيب های توليد کننده پروتئين کلونیPAGE-SDSالكتروفورز ) ٤-٣شكل 

در اين شکل، . کنندهايي كه بيشترين پروتئين را توليد می جهت انتخاب بهترين كلونيME-βدر حضور 

ودند که برای توليد پروتئين نوترکيب در مقياس بزرگ از آنها استفاده  ب۶ و ۴، ۳ها شماره بهترين كلوني

  ٦٧.......................................................................................................................................................................................شد
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آناليز .  شستشوی كروماتوگرافي تبادل آنيوني پروتئين بتالاكتوگلوبولين نوتركيبنمودار) ٥-٣شكل 

  ٦٨............. ................................رفت انجام گ PAGE–SDS  روشهاي مختلف مربوط به هر پيك توسط پروتئين

. های نوترکيبهاي مختلف كروماتوگرافي تبادل آنيوني پروتئين بخش PAGE–SDS آناليز ) ٦-٣شكل 

های بيشتری پس از انجام كروماتوگرافي تبادل آنيوني در نمونه پروتئين بر اساس اين شکل، ناخالصی

های مولکولی استاندارد را نشان ستون اول جرم. شتری نياز استسازی بينوترکيب وجود دارد و لذا خالص

  ٦٩............. ................................................................................................................................................................ .دهدمی

 شستشوی كروماتوگرافي اندازه طرد مولکولی محلول تغليظ شده پروتئين نمودار) ٧-٣شكل 

 مختلف مربوط به هر پيك هايآناليز بخش. بتالاكتوگلوبولين نوتركيب بعد از كروماتوگرافي تبادل آنيوني

  ٧٠.................................................................................................................... انجام گرفت PAGE–SDS  روشتوسط 

های هاي مختلف كروماتوگرافي اندازه طرد مولکولی پروتئين بخش PAGE–SDS آناليز  )٨-٣شكل 

. ود دارد وج۷، و ۶، ۵، ۴های بر اساس اين شکل، نمونه پروتئين نوترکيب خالص در ستون. نوترکيب

ستون اول، پروتئين بتالاكتوگلوبولين نوتركيب بعد از كروماتوگرافي تبادل آنيوني را به عنوان کنترل 

  ٧١................................................................................................................................................................... .دهدنشان می

 دقيقه در دماهای مختلف در بافر ۲۰ که به مدت A Lg-β پروتئين PAGE–Nativeآناليز ) ٩-٣شكل 

mM ۱۰۰ PBS با pH ۴/۷ستون .  حرارت داده شده استNat مربوط به Lg–β طبيعی است و ستون 

 را C° ۹۵ و ۸۵، ۷۵، ۶۵ به ترتيب بتالاکتوگلوبولين حرارت ديده در دماهای ۹۵ و ۸۵، ۷۵، ۶۵های 

  ٧٢............ ................................................................ . نشان دهنده جرم مولکولی استاندارد استM. نشان می دهند

 A Lg-β، مربوط به پروتئين ME–βبدون حضور عامل کاهنده % PAGE–SDS ۱۲نتايج ) ١٠-٣شكل 

.  حرارت داده شده استpH ۴/۷ با mM ۱۰۰ PBS دقيقه در دماهای مختلف در بافر ۲۰که به مدت 

 به ترتيب بتالاکتوگلوبولين ۹۵ و ۸۵، ۷۵، ۶۵ طبيعی است و ستون های Lg–β مربوط به Natستون 

 نشان دهنده جرم مولکولی M.  را نشان می دهندC° ۹۵ و ۸۵، ۷۵، ۶۵ماهای حرارت ديده در د

  ٧٤........................................................................................................................................است) kDبرحسب (استاندارد 



  

 

 

  د

 که A Lg-β، مربوط به پروتئين ME–βدر حضور عامل کاهنده % PAGE–SDS ۱۲نتايج ) ١١-٣شكل 

ستون .  حرارت داده شده استpH ۴/۷ با mM ۰۱۰ PBS دقيقه در دماهای مختلف در بافر ۲۰به مدت 

Nat مربوط به Lg–β به ترتيب بتالاکتوگلوبولين حرارت ۹۵ و ۸۵، ۷۵، ۶۵ طبيعی است و ستون های 

 نشان دهنده جرم مولکولی استاندارد M.  را نشان می دهندC° ۹۵ و ۸۵، ۷۵، ۶۵ديده در دماهای 

  ٧٥......................... .................................................................................................................................است) kDبرحسب (

 A Lg-β، مربوط به پروتئين ME–βبدون حضور عامل کاهنده % PAGE–SDS ۱۲نتايج ) ١٢-٣شكل 

 مربوط Φ طبيعی و ستون Lg–β مربوط به Natستون . pH ۴/۷ با mM ۱۰۰ PBSقنددار شده در بافر 

، Ri ،Glاست و ستون های ) به عنوان کنترل( بدون حضور قند C° ۶۰ حرارت ديده در دمای Lg–βبه 

Ar ،La ،Ga و Rh ،به ترتيب بتالاکتوگلوبولين قنددار شده در حضور قندهای ريبوز، گلوکز، آرابينوز 

) kDبرحسب ( نشان دهنده جرم مولکولی استاندارد M. لاکتوز، گالاکتوز و رامنوز را نشان می دهند

  ٧٦.....................................................................................................................................................................................است

 A Lg-β، مربوط به پروتئين ME–βدر حضور عامل کاهنده % PAGE–SDS ۱۲نتايج ) ١٣-٣شكل 

 مربوط Φ طبيعی و ستون Lg–β مربوط به Natستون . pH ۴/۷ با mM ۱۰۰ PBSقنددار شده در بافر 

، Ri ،Glاست و ستون های ) به عنوان کنترل( بدون حضور قند C° ۶۰ حرارت ديده در دمای Lg–βبه 

Ar ،La ،Ga و Rhکتوگلوبولين قنددار شده در حضور قندهای ريبوز، گلوکز، آرابينوز،  به ترتيب بتالا

  ٧٧..است) kDبرحسب ( نشان دهنده جرم مولکولی استاندارد M. لاکتوز، گالاکتوز و رامنوز را نشان می دهند

رارت داده شده در  طبيعی و حA Lg–β ناحية فرا بنفش دور پروتئين CDطيف های ) ١٤-٣شكل 

  ٧٩..................................................................................................pH ۴/۷ با mM ۱۰۰ PBSدماهای مختلف در بافر 

 طبيعی و حرارت داده شده در A Lg–β ناحية فرا بنفش نزديک پروتئين CDطيف های ) ١٥-٣شكل 

  ٣٨..................................................................................................pH ۴/۷ با mM ۱۰۰ PBSدماهای مختلف در بافر 
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 طبيعی و حرارت داده شده در A Lg–β ناحية فرا بنفش دور پروتئين CDطيف های ) ١٦-٣شكل 

، )Rib( های قنددار شده در حضور ريبوز pH ۴/۷ .Lg–β با mM ۱۰۰ PBSدماهای مختلف در بافر 

 Lg–β و  طبيعیLg–βبا ) Rha(و رامنوز ) Gal(، گالاکتوز )Lac(، لاکتوز )Ara(، آرابينوز )Glu(گلوکز 

  ٨٤............................................مقايسه شده اند) به عنوان کنترل( بدون حضور قند C° ۶۰حرارت ديده در دمای 

 WT های نوترکيب Lg–β طبيعی و A Lg–β شستشوی کروماتوگرافی فاز معکوس نمودار) ١٧-٣شكل 

وماتوگرافی يکسان است و با استفاده زمان نگهداری هر سه نمونه در اين کر. Ser121Cysو جهش يافته 

  ٨٦.......................................................................محاسبه گرديد% ۹۵از سطح زير پيک، خلوص هر سه نمونه بالای 

 A Lg–β، مربوط به پروتئين ME–βدر حضور عامل کاهنده % PAGE–SDS ۱۲نتايج ) ١٨-٣شكل 

 طبيعی؛ A Lg–β، ۲ و ۱ستون های . Ser121Cys و جهش يافته WT های نوترکيب Lg–βطبيعی و 

 Ser121Cys نوترکيب جهش يافته Lg–β، ۶ و ۵ و ستون های WT نوترکيب Lg–β، ۴ و ۳ستون های 

 نشان M. همان طور که ملاحظه می شود، هر سه نمونه از خلوص بالايي برخوردارند. را نشان می دهند

  ٨٧..................................................................................................است) kDبرحسب (دهنده جرم مولکولی استاندارد 

 و جهش يافته WT های نوترکيب Lg–β طبيعی و A Lg–βنتايج اسپکترومتر جرمی ) ١٩-٣شكل 

Ser121Cys . بر اساس اين طيف ها، جرم های مولکولیA Lg–β ،طبيعی WT و Ser121Cys به ترتيب 

  ٨٨......................................................................................................... دالتون ارزيابی شد۱۸۳۸۹ و ۱۸۳۴۵، ۱۸۳۴۶

 طبيعی A Lg–βنزديک مربوط به پروتئين ) B(دور و  )A( ناحية فرا بنفش CDطيف های ) ٢٠- ٣شكل 

  ٩٠..............................pH ۷/۶ فسفات mM ۱۰ در بافر Ser121Cys و جهش يافته WT های نوترکيب Lg–βو 

 های Lg–β طبيعی و Lg–βپپسينوليز  فاز معکوس که پيشرفت واکنش HPLCنتايج ) ٢١-٣شكل 

 طبيعی؛ Lg–βمثلث، .  بر حسب زمان را مقايسه کرده استSer121Cys و جهش يافته WTنوترکيب 

 ٩١................................... را نشان می دهندSer121Cys جهش يافته Lg–β و مربع، WT نوترکيب Lg–βدايره، 

در اين .  حرارت ديده در دماهای مختلفLg–β طبيعی و gL–β برای ELISA-Cنتايج ) ٢٢-٣شكل 

 Lg–β که با ELISA صفحه بر روی mA ۹۶ و mA ۳۷ ناشی از جذب دو آنتی بادی علامتشکل 

  ٩٢......................................................................................................طبيعی و حرارت ديده پيوند شده است، می باشد
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در اين شکل . رت ديده در دماهای مختلف حراLg–β طبيعی و Lg–β با IgEپيوند شدن ) ٢٣-٣شكل 

 طبيعی Lg–β حرارت ديده در دماهای مختلف، با Lg–β به CMA بيمار دارای ۱۷ سرم IgEپيوند شدن 

 ويژه به صورت يك خط در داخل شكل قرار IgEبراي هر پروتئين، مقدار ميانگين مقايسه شده است و 

  ٩٣......................................................................................................................................................................................دارد

در اين شکل، .  به پروتئين های مختلفM ۸۸ و M ،۹۵ M ٨٦پاسخ و واکنش سه بيمار ) ٢٤- ٣ل شك

، به بتالاکتوگلوبولين طبيعی و حرارت ديده در دماهای CMA سرم اين بيماران دارای IgEپيوند شدن 

  ٩٥..............................................................................................منفرد با يکديگر مقايسه شده استبه صورت مختلف، 

در .  حرارت ديده در دماهای مختلفLg–β طبيعی و Lg–β با IgEآزمايشات مهار پيوندی ) ٢٥- ٣شكل 

 حرارت ديده در Lg–β به CMA بيمار دارای ۱۷ مخلوط سرم IgEاين شکل، مقايسه پيوند شدن 

  ٩٦................................................................................................. طبيعی مقايسه شده استLg–βدماهای مختلف، با 

.  های قنددار شده در حضور قندهای مختلفLg–β طبيعی و Lg–β برای ELISA-Cنتايج ) ٢٦-٣شكل 

– که با ELISA صفحه بر روی mA ۹۶ و mA ۳۷ ناشی از جذب دو آنتی بادی علامتدر اين شکل 

Lgβ٩٧............................................................................................. طبيعی و قنددار شده پيوند شده است، می باشد  

در اين .  قنددار شده در حضور قندهای مختلفLg–β طبيعی و Lg–β با IgE شدن پيوند) ٢٧- ٣شكل 

، Lac/Lg-β ،Gal/Lg-β ،Glu/Lg-β ،Rha/Lg-β به CMA بيمار دارای ۱۷ سرم IgEشکل پيوند شدن 

Rib/Lg-β و Ara/Lg-β با ،Lg–βبراي هر پروتئين، مقدار ميانگين .  طبيعی مقايسه شده استIgE ويژه 

  ٩٨...............................................................................................................خط در داخل شكل قرار داردبه صورت يك 

در اين شکل، مقايسه .  قنددار شدهLg–β طبيعی و Lg–β با IgEآزمايشات مهار پيوندی ) ٢٨-٣شكل 

 قنددار شده در حضور لاکتوز و ريبوز، با    Lg–β به CMA بيمار دارای ۱۷ مخلوط سرم IgEپيوند شدن 

Lg–β٩٩....................................................................................................................................يسه شده است کنترل مقا 

در اين . Ser121Cys و WT های نوترکيب Lg–β طبيعی و Lg–β برای ELISA-Cنتايج ) ٢٩-٣شكل 

 Lg–β که با ELISA صفحه بر روی mA ۹۶ و mA ۳۷ ناشی از جذب دو آنتی بادی علامتشکل 

  ١٠٢.........................................................................................................طبيعی و نوترکيب پيوند شده است، می باشد
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. Ser121Cys و WT های نوترکيب Lg–β طبيعی و Lg–β با IgEآزمايشات مهار پيوندی  )٣٠- ٣شكل 

 WT های نوترکيب Lg–β به CMA بيمار دارای ۱۷ مخلوط سرم IgEدر اين شکل، مقايسه پيوند شدن 

  ١٠٣................................................................................................. طبيعی مقايسه شده استLg–β با Ser121Cysو 

در  )B( و آراچيدونيل سروتونين )A( سروتونين ١٠ Mµمحلول طيف های نشر فلورسانس ) ٣١-٣شكل 

 ١٠ mM بافر در) f تا aبه ترتيب از ( درصد اتانول ۵۰ و ۴۰، ۳۰، ۲۰، ۱۰، ۰/۰حضور غلظت های 

  ١٠٥........................هده شده است مشا٠/٢ pH گليسين ١٠ mMطيف های مشابهي در بافر . ٤/٧ pHفسفات 

 ٣٠٠ و ٢٥٠، ١٥٠، ١٠٠، ٨٠، ٥٠، ٢٠، ١٠، ٥ )A(محلول های طيف های نشر فلورسانس ) ٣٢- ٣شكل 

 ميکرومولار ١٥٠ و ١٠٠، ٨٠، ٦٠، ٥٠، ٢٠، ١٠، ٥ )B(و ) i تا aبه ترتيب از (ميکرومولار سروتونين 

طيف هايی با الگوی . ٤/٧ pH فسفات ١٠ mM بافر در، )h تا aز به ترتيب ا(آراچيدونيل سروتونين 

 مشاهده شده است؛ نمودارهای الحاقی در داخل شکل، تغييرات ٠/٢ pH گليسين ١٠ mMمشابه در بافر 

محل تقاطع دو خط راست .  نشان می دهندHT5-AA و HT-5نشر فلورسانس را نسبت به غلظت شدت 

  ١٠٦....................................................................................................................... استCMCدر هر نمودار، بيانگر نقطه 

 و ۴۰، ۲۰، ۱۰، ۵، ۰/۰غلظت های  در حضور Lg-β ١٠ Mµ  فرابنفش دورCDطيف های ) ٣٣-٣شكل 

طيف های . ٤/٧ pH فسفات ١٠ mM بافر در آراچيدونيل سروتونين )B( و سروتونين )A( ميکرومولار ۸۰

  ١٠٩................................................ مشاهده شده است٠/٢ pH  گليسين١٠ mMمشابهي برای هر ليگاند در بافر 

 ۴۰، ۲۰، ۱۰، ۵، ۰/۰غلظت های  در حضور Lg-β ١٠ Mµ  فرابنفش نزديکCDطيف های ) ٣٤-٣شكل 

طيف . ٤/٧ pH فسفات ١٠ mM بافر در آراچيدونيل سروتونين )B( و سروتونين )A( ميکرومولار ۸۰و 

  ١١٠...................................... مشاهده شده است٠/٢ pH گليسين ١٠ mMدر بافر های مشابهي برای هر ليگاند 

 آراچيدونيل سروتونين در ٤٠ B( Mµ( و ١٠ Mµ )A(محلول طيف های نشر فلورسانس ) ٣٥- ٣شكل 

5-طيف هايی با الگوی مشابه برای . ٤/٧ pH فسفات ١٠ mM بافر در Lg-β غلظت های مختلفحضور 

HTدر اين  pH در بافر  و برای هر دو ليگاندmM گليسين ١٠ pH الکل برای % ٢٥ و نيز در شرايط ٠/٢

 بر حسب F/1∆در داخل اين شکل، منحنی های خطی . مشاهده شده است pHهر دو ليگاند در هر دو 

]Lg-β/[1١١٢................................................................................................................................................ رسم شده اند  



  

 

 

  س

 بتالاکتوگلوبولين در حضور غلظت های مختلف ٥ Mµحلول مطيف های نشر فلورسانس  )٣٦- ٣شكل 

)A( سروتونين و )B( بافر در آراچيدونيل سروتونين mM فسفات ١٠ pH طيف هايی با الگوی . ٤/٧

الکل برای هر دو ليگاند % ٢٥ و نيز در شرايط ٠/٢ pH گليسين ١٠ mMدر بافر  هر دو ليگاند مشابه برای

 ۰/۰- ۵۰ و ۰/۰- ۴۰ به ترتيب از HT5-AA و HT-5 غلظت های .مشاهده شده است pHدر هر دو 

 log بر حسب  F)/F-0F[(log[ در داخل اين شکل، منحنی های خطی .ميکرومولار تغيير کردند

]Ligand[ ١١٤.......................................................................................................  رسم شده اند۲-۲ بر اساس معادله  

) ۱با نسبت مولی ( Lg-β/HT-5 کمپلکس ٥ Mµمحلول طيف های نشر فلورسانس ) A() ٣٧-٣شكل 

 تا ۰غلظت رتينول در محلول از . ٤/٧ pH فسفات ١٠ mMدر حضور غلظت های مختلف رتينول در بافر 

 ٥طيف هاي مشابهی براي نشر فلورسانس . متفاوت بود) ۲۰نسبت مولي حدود ( ميكرومولار ۱۰۰

در  سروتونينحضور غلظت هاي متفاوت از در ) ١نسبت مولي با ( Lg-β/retinolميكرومولار کمپلکس 

  retinol[log[ بر حسب  log)]F-0F/(F[ منحنی خطی )B. (، به دست آمد٤/٧ pH فسفات ١٠ mMبافر 

 در حضور غلظت های مختلف رتينول در بافر Lg-β/HT-5 کمپلکس ٥ Mµمحلول برای تيتراسيون 

mM فسفات ١٠ pH منحنی هاي مشابهی براي . رسم شده است۲-۲ که بر اساس معادله ٤/٧ 

 ١٠ mMدر بافر  سروتونيندر حضور غلظت هاي متفاوت از  Lg-β/retinolکمپلکس  ٥ Mµتيتراسيون 

  ١١٨....................................................................................................................................، به دست آمد٤/٧ pHفسفات 

 در حضور غلظت های مختلف β-Lg پروتئين ٥ Mµمحلول طيف های نشر فلورسانس ) ٣٨-٣شكل 

نسبت مولي ( ميكرومولار ۵۰۰ تا ۰غلظت دوپامين در محلول از . ٤/٧ pH فسفات ١٠ mMن در بافر دوپامي

در حضور غلظت هاي  β-Lg ميكرومولار ٥طيف هاي مشابهی براي نشر فلورسانس . متفاوت بود) ۱۰۰حدود 

، و ٤/٧ pHسفات  ف١٠ mMدر بافر  آراچيدونيل آمينوبوتيريک اسيد و پروستاگلاندينليگاندهای متفاوت از 

با افزايش غلظت ليگاندها، نظم .  به دست آمد،٠/٢ pH گليسين ١٠ mMدر بافر برای همگی داروها 

در بعضی مواقع کاهش و در ( مشاهده نشد Lg-βس ر فلورسانخاصی در افزايش و يا کاهش شدت نش

 شدن اين ليگاندها که حاکی از عدم پيوند)  مشاهده شدLg-βفلورسانس بعضی مواقع افزايش شدت نشر 

  ١٢٠..................................................................................................................................... استLg-βبه 



  

 

 

  ش

  ها  فهرست جدول
      صفحه                  عنوان                                                                                                            

  ٧..........................................................................................................خصوصات لاکتوپروتئين های اصلی) ١- ١ جدول

  ٩.................................................................................................................غلظت پروتئين های اصلی شير) ٢- ١جدول 

 ١٦......................... ................................ های خالص سازی پروتئين بتالاکتوگلوبولين از شير گاوروش )٣- ١جدول 

 ها و تجمعات پروتئينی که توسط روش های مختلف نامگذاری اشکال مختلف پروتئين) ٤-١جدول 

  ٢٣............. ................................................................................................................................الکتروفورز آناليز شده است

  ٥٠............................................................................................SDS-PAGE ۱۲%ترکيب ژل الکتروفورز ) ١- ٢جدول 

  ٥١.........................................................................Native-PAGE ۱۰%ژل الکتروفورز طبيعی ترکيب  )٢- ٢جدول 

    در حضور قندهای مختلف، به دست آمده با استفاده ازβ-Lgدرجه قنددار شدن ) ١- ٣جدول 

  ٦٦.........................................................................................................................................................................OPAروش 

 در دماهای مختلف بر اساس روش  طبيعی و حرارت داده شدهA –Lgβ دير ساختار دوممقا) ٢-٣جدول 

  ٨٠........................................................................................................................................................................ فسمنچو و

 مختلف بر اساس حضور قندهای شده در قنددار طبيعی و A β–Lg مقادير ساختار دوم) ٣-٣جدول 

  ٨٥.............................................................................................................................................................نروش چو و فسم

 بتالاکتوگلوبولين طبيعی و حرارت ديده IgEپيوندی  حاصل از آزمايشات مهار ۵۰ICمقادير ) ٤-٣جدول 

  ٩٦.......................... ..................................................................................................................................در دماهای مختلف

 های Lgβ– بتالاکتوگلوبولين کنترل و IgE حاصل از آزمايشات مهار پيوندی ۵۰ICمقادير ) ٥-٣جدول 

  ٩٩............................................................................................................................قنددار شده در حضور لاکتوز و ريبوز

پيوند % ۱۰۰نتايج با در نظر گرفتن . IgE و پيوند شدن β-Lgمقايسه بين درجه قنددار شدن) ٦- ٣جدول 

  ١٠٠.................................................... کنترل و مقايسه نمونه های قنددار شده با آن می باشدβ-Lg  بهIgEشدن 


