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 چكيده

گرم در  2- 3 غلظت متوسط آن حدوداًگردد كه مهمترين پروتئين آب پنير شير گاو محسوب مي) BLG(وگلوبولين بتالاكت
. باشدزاهاي شير گاو ميترين حساسيتو يكي از اصلي هاي ليپوكالينپروتئين اين پروتئين متعلق به خانواده. ليتر است

BLG  160(سولفيدي كه داراي دو پيوند دياست ) دالتون 18400(اسيدآمينه  162يك پروتئين كروي كوچك باCys -
66Cys  119وCys - 106Cys ( سيستئين آزاد نقش مهمي در متراكم . باشدمي 121و يك سيستئين آزاد در موقعيت

 121Cys در يك نوع نوتركيب اين پروتئين. كندايفا مي BLGشدن القا شده توسط گرما و احتمالاً پايداري ساختاري 
اي بر روي اين مطالعات گسترده. كندراكم شدن پروتئين جلوگيري ميسرين جايگزين شده كه در نتيجه از مت توسط

- ها متصل ميگاوي به ليگاندهاي كوچكي نظير اسيدهاي چرب و ويتامين BLGدهد پروتئين انجام شده كه نشان مي

ه، اما عملكرد زيستي آن هنوز به طور كامل گاوي به خوبي مشخص گرديد BLGاگرچه خواص فيزيكي و شيميايي . شود
  .شناخته نشده است

با استفاده از مخمر پيشياپاستوريس توليد  Ser121Cys يافتهو جهش) WT(نوع وحشي   BLGدر اين پژوهش در ابتدا 
ليگاندهاي آن در حمل  شير و عملكرد ويژههاي ترين پروتئينبه عنوان يكي از اصلي BLGسپس با توجه به اهميت . شد

هاي طبيعي، آبگريز به خصوص رتينول، با استفاده از تكنيك فلورسانس، اتصال رتينول به هر يك از بتالاكتوگلوبولين
WT يافتهو جهش S121C دهد كه اتصال رتينول به هر يك از نتايج به دست آمده نشان مي. مقايسه شدBLG هاي

برابري را در اتصال به رتينول نشان  5افزايش  S121C يافتهنوع جهشبا يكديگر مشابه است ولي  كاملاً WTطبيعي و 
افزار اتوداك استفاده شد كه نتايج حاصل از آن نشان داد، محل به منظور بررسي محل اتصال رتينول از نرم. دهدمي

و مارپيچ آلفا  ، حفره آبگريز بين كاليكسS121Cيافته جهش BLGطبيعي، حفره كاليكس و در  BLG دراتصال رتينول 
  . است

هاي خطي و توپشود كه اپيهاي غذايي محسوب ميترين حساسيتشير گاو يكي از مهم BLGجايي كه همچنين از آن
هاي اين پروتئين با استفاده از توپهاي ايمني هستند، بنابراين شناسايي اپيغيرخطي موجود در ساختار آن مسؤل واكنش

هاي آزمايشگاهي مقايسه هاي شناسايي شده توسط روشتوپشد و نتايج حاصل از آن با اپي هاي كامپيوتري انجامپايگاه
را    LIVTQTMKGLDIQK،IRLSFNPTQLEEQCHI ,VEELKPTPEGDLEILها سه توالي بررسي. گرديد

  .شناسايي كردند BLGهاي توپاپي به عنوان
  

توپبيني اپيفلورسانس، رتينول، پيشبتالاكتوگلوبولين، مخمر پيشياپاستوريس، : هاي كليديواژه  
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 1 ................................................................................................................... شير -1-1
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  هاست شكلفهر

  

  صفحه                           عنوان                                                                                                          
 

 A )www.pdb.org, code 1BEB( ........... 6 نوع گاوي وگلوبولينبتالاكت اياسيدآمينه هايدنباله ،1-1 شكل

 غيرموازي بتاي رشته 8 آن در كه مونومر گاوي BLG ساختار) الفBLG.  ديمر و مونومر ساختار ،2-1شكل
)A-H (پذيرانعطاف يهاحلقه آن اطراف كه دهند،مي تشكيل آبگريز حفره يك AB، CD، EF و GH قرار 

 طريق از هيدروژني پيوند تشكيل با مونومر پروتئين دو آن در كه ديمر گاوي BLG ساختار) ب .دارند
 Vetri and Militello 2005( .......................... 8( دهدمي تشكيل را BLG ديمر 146-150هاياسيدآمينه

 دو و آزاد تيول گروه سولفيدي،دي پيوندهاي محل. A نوع بتالاكتوگلوبين ديمر از شمايي ،3-1 شكل
 Sakai et al. 2000( .................................................. 11( است شده داده نشان تريپتوفان اسيدآمينه

 Kontopidis et al. 2002( ............................ 19( رتينول به شونده متصل پروتئين از شمايي ،4-1شكل 

 Cho et al. 1994( ............................................................. 20( رتينول مولكولي ساختار ،5-1شكل

 44 .................................................................................... سانتريكون يك از نمايي ،1-2 شكل

 50 .............. است گرفته قرار آن در ليگاند و پروتئين كه اتصال جعبه و اتوداك افزارنرم از نمايي ،2-2 شكل

 53 ......................................... گارآ- YPD محيط روي بر پيشياپاستوريس مخمر هايكلوني ،1-3 شكل

 BLG معرف 4،3،2 هايشماره طبيعي، BLG معرف 1 شماره. %12 كاهشي SDS-PAGE نتايج ،2-3 شكل
 53 ........................................ .باشندمي C121S يافتهجهش BLG معرف 8،7،6،5 هايشماره و وحشي

 2 شماره طبيعي، BLG 1 شماره. سانتريكون با سازيخالص% 12 كاهشي SDS-PAGE نتايج ،3-3 شكل
BLG يافتهجهش S121C 3 شماره و BLG 54..................................دهدمي نشان را وحشي نوتركيب  

  55.........................................................................، منحني استاندارد تست برادفورد 4- 3شكل  
-ميلي 5/0مولار در حضور مقادير مختلف از رتينول ميكرو 5با غلظت  طبيعي BLG، طيف نشري 5-3شكل 

 400تا  300وج نانومتر بوده و از طول م 280طول موج برانگيختگي برابر . C˚ 25در دماي  pH  7/6مولار در 
  57...........................................................................................گرديده است تر پيمايش نانوم

در دماي  pH  7/6مولار در ميكرو 5 طبيعي BLGنانومتر محلول  330، تغييرات نشر در طول موج 6-3شكل 
C˚ 25  در مقابل نسبت مولي[Retinol]/[BLG] ....................................................................58  



 

 و 
 

R° نسبت به હ °۾، نمودار 7-3شكل 

ଵି
  BLGبه دست آمده توسط روش كوگان حاصل از نتايج فلورسانس  

 C˚20و دماي  pH 7/6مولار ميلي 50هاي متفاوت رتينول در بافر فسفاتدر حضور غلظت طبيعي
...............................................................................................................................58  

 رتينول از مختلف مقادير حضور در ميكرومولار 5 غلظت با وحشي نوتركيب BLG نشري طيف ،8-3 شكل
  C˚ 25. ......................................................................... 59 دماي در pH  7/6 رد مولارميلي 5/0

 pH  7/6مولار در ميكرو 5 نوتركيب وحشي BLGنانومتر محلول  330، تغييرات نشر در طول موج 9- 3 شكل
 59 ........................................................ [BLG]/[Retinol]در مقابل نسبت مولي  C˚ 25در دماي 

R° نسبت به હ °۾نمودار  ،10- 3 شكل
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ଵି
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  فصل اول

  بر منابع يمقدمه و مرور
  
  
  
  
  
  
 

 شير -1-1

  ريش يعمومخواص  -1-1-1
د ينوزادانشان تول يازهايبه منظور رفع ن )گونه 4500( انپستاندارتمام در است كه توسط جنس ماده  يعير مايش
، )شودين ميمازاد تأم يهانيو پروتئ ها، قندهايكه توسط چرب( ين انرژيتأمازها شامل، ين نيترياصل. شوديم
، )شودين ميها تأمنيكه توسط پروتئ( يضرور يهانهيدآمياساز  يضرورريغ يهانهيدآمياس يستيوسنتز زيب

زان ينوزاد به م ييغذا يازهاينكه نيل ايبه دل. باشديو آب م يها، عناصر معدننيتامي، ويچرب ضرور يدهاياس
ر در يش يب اصليرو تركنيوابسته است، از ا يازش به انرژيزان نيبلوغ آن در هنگام تولد، سرعت رشد نوزاد و م

، هاياز چرب ير متفاوتير شامل مقاديشن يچنهم. )Fox and McSweeney 1998( مختلف متفاوت است يهاهگون
 يهاها، مهاركنندهميرشد، آنز يها، فاكتورهاتي، لوكوسيضرور يهانيتامي، همه ويها، مواد معدننيقندها، پروتئ

د يه نوزاد توليتغذ يابر ًر اصولاياگرچه ش. باشديم يضد باكتر يهانيدها و پروتئيپپتها، نيمونوگلوبولي، ايميآنز
و  يهورمونرشد و  يها، پاسخيمنيستم ايم سيمثل تنظ يمهم يكيولوژيزيف ير عملكردهايبات شيشود، تركيم

د نداشته باش ييسزابه ريثنوزاد و مادر تأ يسلامت يروبر  تواندين ميبنابرا ند،دهيانجام م ييايضدباكتر يهاتيفعال
)Farrell and Thompson 1990, Meisel 1997(. ار يمختلف بس يهان گونهيب ريش يبات اصليغلظت ترك

ر يمتغدرصد  0-10ن يو قندها ب درصد 1-20ن يها بنيدرصد، پروتئ 2-55ن يها بيكه چرب ينحومتفاوت است، به 
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 يوزن در ط يش دو برابريافزا( تر استيليليم 100گرم در هر  9/0 ر انسانيشن يزان پروتئيممثال  يبرا .باشنديم
 باشديمتر يليليم 100گرم در هر  1/8ن مقدار ير موش ايكه در ش ي، در حال)نسبت به هنگام تولد روز 180-120

  ). Hambraeus and Lonnerdal 2003( )نسبت به هنگام تولد روز 2 يوزن در ط يش دو برابريافزا(
  

  1ور گايش يهانيپروتئ -1-1-2
ل يلر به ديش يهانيپروتئ. ن موجود در آن استير مقدار پروتئيشتر تحت تاثيب ير و اكثر محصولات لبنيص شخوا

ر يش يهانيپروتئ يق بر رويتحق .اندقرار گرفته ياريتحت مطالعات بسشان يآورت فريفرد و اهم به خواص منحصر
بر  يلاديم 1818در  3شوبلر و يلاديم 1814در  2وسين كارها توسط برزلينخست. آغاز شد يلاديم 19ل قرن ياز اوا
در  5كونوتتوسط بار 4نين بار كلمه كازئياول يبرا. ر انجام شديش يهانيپروتئ يكيزيو ف ييايميخواص ش يرو

دا يت پينامحلول هستند، عموم pH 6/4ر كه در يش يهانيپروتئ ين برايكار رفت و عبارت كازئبه يلاديم 1830
 ديبه چاپ رس 6ردتوسط مول 1938در  يدياس يدهوه رسوبير به شين از شيپروتئ جدا كردن يراك روش بي. كرد

ن يك كازئيزوالكتريا يدهكه بعد از رسوب 7ريپن ع آبيما .)Fox 1992( ن استفاده شديكه در آن از عبارت پروتئ
- ، لاكتوز، نمك)درصد 7/0(ها نيئاز پروت يق شامل مخلوطيك محلول رقي ،مانديم ير باقيا كل شير يش از خامه

 8نير توسط سبليپنآب يهانيپروتئتفكيك . گر استيبات دياز ترك يزير ناچيها و مقادنيتامي، ويو آل يمعدن يها
) 10نيگلوبول( و نامحلول) 9نيآلبوم( محلول يبه اجزا 1885در سال  ميزيسولفات منبا  ييزدابا استفاده از نمك

  .صورت گرفت
كردن متبلور  يديوم و اسيآمونله سولفاتير را بوسيپن ن آبين از اجزاء آلبوميك پروتئي 11چمنيو 1889در سال 

با استفاده از  .شده است يمسرم خون استفاده  12نين و اوالبوميمتبلور كردن آلبوم ين روش براياز ا ًكرد، كه قبلا
ه به اجزاء موجود يار شبير بسيپنر آب موجود د يهانيپروتئش، مشخص شد كه يسال پ 100موجود در  يهاروش

 .شوندير منتقل ميم از خون به شيطور مستقها بهنين پروتئيها نشان دادند كه ايبررس. خون هستند يهانيدر پروتئ

                                                            
1 Cow’s milk proteins 
2 Berzelius 
3 Schubler 
4 Casein 
5 Barconnot 
6 Mulder 
7 Whey 
8 Sbelein 
9 Albumin 
10 Globulin 
11 Wichmann 
12 Ovalbumin 
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و  1هاپپتونپروتئوز ،ينير از مواد شبه پروتئگير شامل دو گروه ديپن آب يهانين و پروتئيكازئ ر علاوه بريب شيترك
او مشاهده كرد كه بعد از  .كشف شدند 3توسط راولند 1938ز هستند كه در سال ين ،2ينير پروتئيغ يهاژنتروين

ر با يپنآب  يهانيپروتئ ،pH 6/4نمودن تا  يديقه، بر اثر اسيدق 10به مدت  C 95˚ ير در دمايش يحرارت دادن چرب
 12 4كيكلرواستيتراسيد ،pH 6/4داده شده در ر حرارت يمحلول ش يكه به اجزايزمان. كننديها رسوب منيكازئ

بات يتركن ي، همچنده شدنديكه پروتئوزپپتون نام دار رسوب كردندتروژنيبات نيترك ي، تعداداضافه شد درصد
 Fox and MacSweeney( نام گرفتند ينير پروتئيغ يهاتروژنيمانند، نيم يبه صورت محلول باق كه يتروژنين

2003(. 

تر ين دارد كه در هر ليپروتئنوع  25ر گاو در حدود يش. استبالا  ييارزش غذا با هانياز پروتئ يمهم ر گاو منبعيش
 قسمتدو  pH 6/4ر در يش 7شدن يديا اسي) 6نيرن( 5نيموزيت كيبا فعال. موجود استن يگرم پروتئ 30-35آن 
 يها نياز پروتئ درصد 80در حدود  8بسته شده رير گاو، و شيش يها نياز پروتئ درصد 20در حدود  ريآب پن شامل

د شده ك )κو  s1α ،αs2 ،β(ن يپروتئ 4شامل ر بسته شده، ين شين پروتئيترياصل ،نيكازئ .دنشويجاد مير گاو ايش
  .)Wal 2001( اندك كروموزوم قرار گرفتهي يمتفاوت است كه بر رو يهاله ژنيوسهب

  

  ريپنآب  يهانيپروتئ -1-1-3
هاي آب پروتئين. د استيپيها و لنيشود و شامل لاكتوز، پروتئير جدا ميد پنيتول يدر ط سته شدهر بير از شيآب پن

م يزيا سولفات منيوم ياز سولفات آمون درصد 50ها كه در محلول اشباع نيلاكتالبوم :پنير شامل دو گروه هستند
 هانيلاكتوگلوبول ياجزا. وجود دارندط به صورت نمك نامحلول ين شرايكه در ا هانيند و لاكتوگلوبولا محلول
و  10نيبتالاكتوگلوبول ين اصليها از دو نوع پروتئنيلاكتالبوم .ها هستند9نيمونوگلوبوليا شامل ًعموما

 ل شده استيتشك،  13نيخون و لاكتوفر 12من سريشامل آلبومگر يد ين جزئين پروتئيو چند 11نيآلفالاكتولبوم

                                                            
1 Proteinaceous material proteos peptones 
2 Non-protein nitrogen 
3 Rawland 
4 Trichloroacetic acid 
5 Chymosin 
6 Renin 
7 Acidification 
8 Coagulum 
9 Immunoglobulin 
10 Beta-lactoglobulin(BLG) 
11 α-lactalbumin(ALA) 
12 Serum albumin 
13 Lactoferrin 
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)Imafidon et al. 1997, Fox 2003(. در  شونديسنتز م يريدر غده ش نين و آلفالاكتالبوميبتالاكتوگلوبول
  .)Korhonen 2009( دنريگيت مأاز خون نش ين سرم گاويمثل آلبوم ها نيه پروتئيكه بق يحال

ل يندارند كه به دل يداريپا 1دومن ساختار ينوع كازئ 4 يهستند ول يداريساختار پا ير دارايپنآب  يهانيپروتئ
 209ن از يپرول 35 ين كه داراياست، به خصوص بتاكازئ 2نيساختارشكن پرول نهيآمدياز اس يشتريمقدار بداشتن 
شود كه يز ميپروتئول يبرا مستعد شدن آن ن باعثيكازئساختار  يريپذانعطاف .باشد يمخود  يانهيدآميدنباله اس

در مقابل،  .)Holt and Sawyer 1993( ندكيل مينه تسهيآم يهاديرا به عنوان منبع اسآن  يعيطبعملكرد 
-يق مدفوع نوزادان دفع مياز طر هااز آن يدار هستند و مقداريپا هضمدر برابر  ًكاملار ينپ آب يعيطب يهانيپروتئ
ها در روده از آن ياهيرتغذي، عملكرد غهضمر در برابر ينپ آب يهانيبا توجه به مقاوم بودن اكثر پروتئ. شود
امروزه علاقه فراواني به توليد تجاري  .)Sawyer and Kontopidis 2000( برخوردار است ياهژيت وياهم

هاي متعددي اي و كاربردهاي وابسته وجود دارد و روشهاي اصلي و جزئي آب پنير براي مصارف تغذيهپروتئين
 Mulvihill and Ennis(ست پنير در مقياس صنعتي توسعه يافته اهاي آببراي توليد تعداد زيادي از پروتئين

2003(.  

 ريش ياصل يهانيغلظت پروتئ، 1-1جدول

  )g/L(ر گاويغلظت در ش  نيپروتئ
- نين كل پروتئيدر ب يبيدرصد تقر

  ر گاويش يها

  
  نيكازئ

  42  15-19  نيآلفا كازئ
  25  9-11  نيبتا كازئ
  9  3-4  نيكاپا كازئ
  4  1-2  نيگاما كازئ

  
  
  ريپن آب

  9  2-4  نيبتالاكتوگلوبول
  4  1-5/1  نيآلفالاكتالبوم

  4  6/0-8/1  پروتئوز پپتون
  1  1/0-4/0  ين سرم گاويآلبوم
  2  6/0-1  نيمونوگلوبوليا

                                                            
1 Second structure 
2 Proline 
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ر گاوين شيبتالاكتوگلوبول -1-2  
ر گاو را يش يهانياز كل پروتئ درصد 12ر و يآب پن يهانياز پروتئ درصد 50در حدود ) BLG( نيبتالاكتوگلوبول

 يهاتفاوت ياگرچه اندك( ، گوسفند و بز است1ر گاو، بوفالوير در شيپن آب ين اصليپروتئ BLG. ددهيل ميتشك
-هم ير نشخواركنندگان وجود دارد وليفقط در ش BLGدر ابتدا مشخص شد كه . )ز وجود داردين يادرون گونه

 ،، گربهنيدلفش، ي، ماسب، خوك، كانگوروگوزن، : گر شامليد يهااز گونه يارير بسيم كه در شيدانياكنون م
 و ي، موش، خوكچه هندر انسانيدر ش ن حاليبا ا. )Pervaiz and Brew 1986(ز وجود دارد ين و سگنهنگ 
 Sawyer and( باشديها من گونهير در اين آب پنين پروتئيترن عمدهيلاكتالبومآلفا. ده نشده استيشتر د

Kontopidis 2000(.  
BLG تر استيگرم در ل 2-3 اًغلظت متوسط حدودبا ر گاو يشر يپنآب  ين اصليپروتئ )Kontopidis et al. 

ها نيپوكاليل. )Sawyer and Kontopidis 2000( است نيپوكاليل ينيمتعلق به خانواده پروتئ نين پروتئيا ).2004
-يشترك مخواص با هم م يكسريآنها در  ينه هستند كه همگيدآمياس 160-180با  يكوچك يهانيپروتئ ًعموما
 يهابا ماكرومولكول ييهاوند برقرار كنند، كمپلكسيكوچك پ 2زيآبگر يهاتوانند با مولكوليآنها م. باشند

نشان داده شده است ن يهمچن. سطح سلول متصل شوند يرو يخاص يهارندهيند و به گيجاد نمايگر ايمحلول د
 .Kontopidis et al( شوديها متصل منيمتايچرب و و يادهيمانند اس يكوچك يگاندهايبه ل يگاو BLGكه 

آن  يستيز يعملكردها يمشخص شده ول يبه خوب يگاو BLG ييايميش-يكيزيف يهايژگياگرچه و. )2002
 3توسط پالمر 1934ن بار در ياول يكه برا ين به طور گسترده از زمانين پروتئيا .ه استدنشد ييتأو  ييساشنا  ًكاملا
  ).Palmer 1934( مورد مطالعه قرار گرفته است ،شد 4يسازر گاو خالصياز ش

 

  يگاو BLG يساختار مولكول -1-2-1
BLG شوديد ميتول 6ني، تحت كنترل هورمون پرولاكتيغده پستان يترشح 5اليتلياپ يهادر سلول )Larson 

1972( .RNAنه ترجمه يمدآياس 180با  ينيش پروتئيبه پ است يدر غده پستانن ين پروتئيا كردنمسئول كدكه  يا
 .Yoshikawa et al( گردد يمحذف  ،ار محافظت شدهيبس يانهيدآمياس 18 ،رساناميد پيپپتشود و سپس يم

است  ل شدهيلودالتون تشكيك 4/18حدود  ينه با وزن مولكوليدآمياس 162از  BLGساختار  ).1978
                                                            
1 Buffalo 
2 Hydrophobic 
3 Palmer 
4 Purification 
5 Epithelial 
6 Prolactin 


