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  چکیده 
. کاربردهاي متنوعی در صنعت و پزشکی داردحاد در گیاهان است که ز هاي فا آنزیم اگزالات اکسیداز از پروتئین :سابقه و هدف

  .ریشه جو خالص شد و بخشی از خصوصیات آن مورد بررسی قرار گرفت ازآنزیم در این مطالعه، این 
 3گراد به مدت  درجه سانتی 80(دهی  ل حرارتمراحپس از کشت جو و تهیه عصاره ریشه آن، آنزیم طی  :مواد و روش ها

 باوزن آنزیم تعیین و بررسی خلوص . دو مرحله کروماتوگرافی تعویض یون خالص شددر دهی با سولفات آمونیوم و  ، رسوب)دقیقه
تعیین فعالیت آنزیم با روش  .انجام گرفت ییی و غیراحیایدر شرایط احیا (SDS-PAGE)اکریل آمید  الکتروفورز در ژل پلی

براي تعیین نقطه ایزوالکتریک از دو روش ایزوالکتریک فوکوسینگ و . انجام گرفتآمیزي اختصاصی در ژل  رنگسنجی و  رنگ
ر در چند دترجنت تأثیو هاي مختلف اوره  اگزالات، غلظت هاي مختلف ثیر غلظتأتافزون بر این . تفاده شدکروماتوفوکوسینگ اس

  .  فعالیت آنزیم بررسی گردید
ترتیب  ی بهیی و غیراحیایاحیا SDS-PAGEدر بار از ریشه جو خالص شد،  668وزن آنزیم اگزالات اکسیداز که بیش از : یافته ها

واحدي آنزیم فعالیتی در ژل نداشت و تنها در صورت حفظ ساختمان کامل،  شکل تک. بوددالتون  کیلو 115-120و   25-26 معادل
این    pI.مختلف با فعالیت اگزالات اکسیدازي در ریشه جو مشاهده شد  (pI)حداقل دو بخش با نقاط ایزوالکتریک. آنزیم فعال بود

شده در مقابل  آنزیم خالص. شد تخمین زده 6-2/6و  8/6ترتیب  یده نشده، بهدو د دو ایزوآنزیم که گزارشی در مورد یکی از آن 
  . ها مقاوم بود اوره و انواعی از دترجنتهاي پایین  غلظتهمچون گرما،  ها کننده انواعی از عوامل واسرشته

اندازه گیري اگزالات  با اطلاعات بدست آمده از روش تخلیص آنزیم و خصوصیات آن، امکان استفاده از این آنزیم در :بحث
  .فراهم شده است

  لات اکسیداز، تخلیص، جو، خصوصیاتاگزا: ها کلیدواژه
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  مقدمه
ــزیم ــاري     آن ــام اختص ــا ن ــیداز ب ــزالات اکس  oxoاگ

(EC.1,2,3,4) حاد در گیاهان است که ز هاي فا از پروتئین
در حضور اکسیژن مولکولی، اگزالات را به آب اکسـیژنه  

بســیاري از ). 2و1(نمایــد مــی لیبــداکســیدکربن ت و دي
عنوان مـاده   کردن گیاه، اگزالات را به ها پس از آلوده قارچ

گیاه نیز در پاسخ با اسـتفاده از ایـن   . دکنن سمی تولید می
کند و از محصـولات عمـل،    آنزیم، اگزالات را تجزیه می

استفاده قارچی ماده ضدچرخه کربن و تولید ترتیب در  به
گیاهـان   ازآنزیم اگزالات اکسیداز تاکنون . )2-4( کند می

مختلفی از جمله گندم، جو، برنج، ذرت، چغنـدر قنـد و   
تفـاوت انـواع   . اسایی شـده اسـت  شنجدا و  علف تلخه
در تعـداد  مختلـف   هاي این آنـزیم در گیاهـان   ایزوآنزیم

ساختمان کلـی آنـزیم و    ،اسیدهاي آمینه، شرایط واکنش
   ).6و5(باشد واحدهاي آن می تعداد زیر

هاي متنوع و متعددي  استفاده آنزیم اگزالات اکسیداز 
-16(دارد پزشـکی  ، دامی وکشاورزيغذایی،  عایصندر 

گیـري   از موارد استفاده این آنزیم در پزشکی، انـدازه  ).7
دقیق و کمی سطح سرمی و ادراري اگزالات در بیمـاران  

باشـد   هـاي ادراري مـی   اگزالمیا و بیماران مبتلا به سـنگ 
هـاي کلیـوي    بحث درمان سـنگ افزون بر این ). 16-14(
و هیپراگزالمیاي اولیه بـا ایـن آنـزیم یـا ژن آن، از     ) 17(

هـاي اخیـر مـورد     توجهی است که در سال جالب مباحث
موارد اسـتفاده  ). 19و18(قرار گرفته است  بسیاريتوجه 

متعدد آنـزیم اگـزالات اکسـیداز در صـنایع مختلـف و      
گیري اگزالات سـرم   استفاده از آن در طراحی کیت اندازه

ــین خصوصــیات آن را   ــیص و تعی ــت تخل و ادرار، اهمی
العـه حاضـر هـدف بـر     در مط. سازد وضوح روشن می به
هزینه تخلـیص   آنست که آنزیم با روشی نسبتاً ساده و کم 

. و بخشی از خصوصیات فیزیکوشیمیایی آن بررسی گـردد 
طراحـی کیـت    برايدسترسی به آنزیم خالص، قدم مهمی 

شود که  گیري اگزالات به روش آنزیمی محسوب می اندازه
قابل . شدبا در حال انجام میتحقیقات بیولوژیکی در مرکز 

ذکر است که با توجه به مشکلات تخلیص آنزیم اگزالات 
خـالص توسـط    صورت نیمه اکسیداز، این آنزیم معمولاً به

عرضـه  ) همچـون شـرکت سـیگما   (مربوطـه   هاي شرکت
  .گردد می

   
  ها مواد و روش

مقدار کافی دانه جو بـا  ابتدا  :کشت هیدروپونیک جو
دت ده دقیقه به م  (w/v)درصد  1/0محلول سولفات مس 

سپس در آب شرب بـه مـدت یـک شـب در     .  شسته شد
روز بعد . ور قرار گرفت دماي آزمایشگاه به صورت غوطه

ها در لاي پارچه خیس قـرار گرفـت و در سـبدهاي     دانه
. شـد  هاي ریز، در محـیط تاریـک قـرار داده    داراي روزنه

. روز دو تـا سـه مرتبـه بریـده شـدند      3-6ها طـی   ریشه
قبل از سبز شدن بریده شد و تا زمان آزمایش  ها نیز جوانه

  .نگهداري شدنددر فریزر 
ریشه یا جوانه با یک حجـم آب   :استخراج عصاره جو

یـک   (PMSF)سرد حاوي فنیل متیل سـولفونیل فلورایـد   
عصاره از سه لایـه  . کن همگون شد مولار در مخلوط میلی

دقیقـه   30محلول حاصـل  . شد  اي عبور داده صافی پارچه
گـراد سـانتریفوژ    درجه سـانتی  4در دماي  g 10000×ر د

  .جدا و رسوب دور ریخته شد  آن مایع رویی و گردید
با کمک سولفات آمونیوم و  تفکیک بخش آنزیمی

به مایع رویی حاصـل از سـانتریفوژ، سـولفات     :حرارت
عصـاره  . درصد اضافه گردید 70آمونیوم تا غلظت نهایی 

. درجه سانتریفوژ شد  4اي در دم g  10000×دقیقه در 30
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مولار با  05/0رسوب حاصله در حجم کمی بافر فسفات 
2/7  pH حل و یک شب در مقابل این بافر دیالیز گردید .

دقیقه در حمام آب گـرم بـا    3محلول دیالیزشده به مدت 
سـپس در ظـرف یـخ بـه     . درجه قرار داده شد 80دماي 

  ر دقیقـه د  30محلـول بـه مـدت    . سرعت سـرد گردیـد   
×g 10000  سانتریفوژ و مایع گراد  سانتیدرجه  4در دماي

  .مراحل بعد نگهداري گردید برايرویی 
مراحل نهـایی تخلـیص    :کروماتوگرافی تعویض یون

اتیـل   شامل کروماتوگرافی تعویض یون در دو سـتون دي 
اتیـل سـفارز    اتیـل آمینـو   و دي) واتمن(اتیل سلولز  آمینو

 ـ . بود)  فارماسیا( و قطـر   25اي بـه ارتفـاع    هسـتون شیش
 اتیـل سـلولز    اتیـل آمینـو   متر با رزین دي سانتی 2داخلی 

مولار بـا   05/0پر گردید و با حجم زیادي از بافر فسفات 
pH  ــادل ــید    2/7مع ــادل رس ــه تع ــا ب ــد ت ــته ش  . شس

لیتـر   گـرم در میلـی   میلی 10 -15نمونه پروتئین با غلظت 
 25عت سـپس جریـان بـافر بـا سـر     . وارد ستون گردیـد 

پس از رسیدن . لیتر در ساعت بر ستون برقرار گردید میلی
 280در طـول مـوج   (جذب خروجی بـه نزدیـک صـفر    

بافر فسفات حاوي شیب خطـی تـا یـک مـولار     ) نانومتر
هـاي حـاوي    لوله. کلریدسدیم در بافر به ستون وارد شد

 005/0بـافر فسـفات     آنزیم مخلوط گردید و در مقابـل 
سـپس بـه سـتون    . دیـالیز گردیـد   2/7برابر  pHمولار با 

که بـا  ) اتیل سفارز آتیل آمینو ستون دي(تعویض یون دوم 
پـس از  . همان بافر به تعـادل رسـیده بـود، وارد گردیـد    

نزدیک صفر، شـیب   رسیدن جذب مایع خروجی ستون به
 2/7برابـر   pHمولار بافر فسفات  با  05/0-005/0غلظت 

وي آنـزیم مخلـوط و   هاي حا لوله. بر ستون اعمال گردید
 70ی یها با سولفات آمونیـوم در غلظـت نهـا    محتواي آن

ــا  بــهرســوب . درصــد رســوب داده شــد دســت آمــده ب

سانتریفیوژ جدا  و در مقابل آب مقطر یا بافرهـاي مـورد   
  .نظر دیالیز گردید

گیري فعالیـت آنـزیم    اندازه :گیري فعالیت آنزیم اندازه
) 20(و همکاران  Lakerاگزالات اکسیداز بر اساس روش 

براي بررسی فعالیت آنـزیم  . با کمی تغییرات انجام گرفت
میزان پراکسید هیدروژن تولیدشده در واکنش را که باعث 

بنزوتیـــازولینون  2و1متیـــل،  -3تغییـــر رنـــگ مـــاده 
گردد،  در حضور آنزیم پراکسیداز می  (MBTH)هیدرازون

ات محلول واکنش شامل  بـافر سوکسـین  . گیري شد اندازه
 MBTH 003/0حـاوي   8/3معـادل   pHمولار بـا   میلی 50

درصد، پراکسیداز  013 /0(DMA) متیل آنیلین  درصد، دي
مـولار و   میلـی  25/0لیتر، اگزالات پتاسیم  واحد در میلی 2
. لیتـر بـود   میلـی  2/2لیتر نمونه آنزیمی در حجم  میلی 1/0

بـا  گراد  سانتیدرجه  37دقیقه در دماي  10پس از گذشت 
اســید (کننــده  لیتــر محلــول متوقــف افــزودن یــک میلــی

واکـنش، متوقـف و جـذب آن در    ) درصد 5سولفوریک 
  .گیري شد نانومتر اندازه 590طول موج 

گیـري غلظـت    انـدازه  :گیري غلظـت پـروتئین   اندازه
. انجــام گرفــت) 21(پــروتئین براســاس روش برادفــورد 

گـاوي  استاندارد مورد استفاده شامل محلول سرم آلبومین 
 100گـرم در   میکـرو  100و  80، 60، 40، 20هاي با غلظت

  .میکرولیتر بافر بود
آمیـد در حضــور   اکـریل فورز در ژل پلی الکتـرو

این آزمون  :)SDS-PAGE(سولفات  دسیل دو سدیم
به دو شکل احیایی و غیراحیایی بـر اسـاس روش لاملـی    

یک حجـم  .  درصد انجام گرفت 10در ژل جداکننده ) 22(
به چهار حجم نمونه اضافه شد و پـس از  ) x5(بافر نمونه 

 15دقیقـه در ظـرف آب جـوش،     5مدت  قراردادن آن به
.  هــا ریختــه شــد میکرولیتــر از هــر نمونــه درون چاهــک
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ولـت تـا رسـیدن رنـگ      150فورز با ولتاژ ثابـت   الکترو
پـس از الکتروفـورز،   . نشانگر به انتهاي ژل انجام گرفت

  ). 23(وماسی آبی انجام گرفت آمیزي ژل با ک رنگ
ــزیم در ژل  ــی آن ــت اختصاص ــی فعالی در  :بررس

طور اختصاصـی در   هحالاتی که لازم بود موقعیت آنزیم ب
در شـرایط غیراحیـایی    SDS-PAGEژل مشخص گردد، 

انجام گرفت و نمونه آنزیم نیز تحت تـأثیرحرارت قـرار   
ل در این حالت، پس از انجام الکتروفـورز،  ژ . نشد  داده

حـاوي   5/7معـادل   pHمولار بـا   میلی 50در بافر تریس 
حجـم  . درصد به مدت یک ساعت قرار داده شد 0اتانول 

شامل  بافر سوکسـینات  (آمیزي   مورد نیاز از محلول رنگ
 MBTH 003/0حـاوي   8/3برابـر   pHمـولار بـا    میلی 50

درصد، پراکسیداز  013/0 (DMA)متیل آنیلین  درصد، دي
) مـولار  میلی 25/0لیتر و اگزالات پتاسیم  یواحد در میل 2

پس از ظاهرشدن باند آنـزیم، ژل  . به سطح ژل افزوده شد
  . دگردیشد و از آن تصویر تهیه  در آب مقطر شسته 

الکتریـک   ایـزو  :)IEF(الکتریـک فوکوسـینگ    ایزو
 3-9فوکوسینگ به روش آبگیري مجدد ژل در آمفـولین  

بـا بعضـی    Budowle وAllen بر اساس روش ) فارماسیا(
پـس از قـراردادن ژل روي   ). 24(تغییرات انجام گرفـت  

ولـت   700دقیقه در  20سینک به مدت  فوکو دستگاه، پیش
میکرولیتر از هر نمونه روي  15 تا 10سپس . انجام گرفت

مرحلـه  . گذاري قرار داده شـد  هاي مخصوص نمونه کاغذ
 0/0 -500نفوذپذیري به مدت یک ساعت در شیب ولتاژ 

ولـت بـه     2500سازي در ولتاژ ثابـت   ولت، مرحله جدا
هـا نیـز در    شـدن بانـد   مدت شش ساعت و  مرحله نازك

. دقیقه انجـام گرفـت   15ولت به مدت  3000ولتاژ ثابت 
آمیـزي   آمیزي غیراختصاصی یا رنـگ  پس ژل  براي رنگ

  .هاي مربوطه منتقل گردید اختصاصی به محلول

ــینگ ــینگ در وککروماتوفو :کروماتوفوکوســـ ســـ
ابتـدا  . انجام گرفـت  74بافر و پلی 94بافر کننده پلی تعویض

 PHمولار با  میلی 25حجم کافی از ژل در بافر ایمیدازول 
ترتیب  شسته شد و در ستونی به ارتفاع و قطر به 4/7برابر 

ستون با حجم کافی از بـافر  . متر ریخته شد سانتی 1و  15
نمونـه  . ي رسـید ایمیدازول شسته شد تا بـه تعـادل بـافر   

پروتئین که یک شـب در مقابـل بـافر ایمیـدازول دیـالیز      
کـه   74بـافر   سپس جریان پلی. بود، وارد ستون گردید شده

 4آن  pHبار با آب مقطر رقیق شده و 9محلول استوك آن 
. لیتر در ساعت بر ستون وارد گردید میلی 25بود، باسرعت 

آوري  مـع کننده فراکسیون ج دستگاه جمعباخروجی ستون 
، میـزان پـروتئین و   pHهـا از نظـر    گردید و محتواي لوله

  .هاي مربوطه بررسی شد فعالیت اختصاصی با روش
براي این کـار، ابتـدا    :ها بر آنزیم ثر اوره و دترجنتا

مـولار و   8یـا   2،4،6هاي  آنزیم در حضور اوره با غلظت
، تــوین بیســت، چــپس و X-100هــاي تریتــون  دترجنــت

 5/0و  5/0، 1، 1ترتیـب   هاي به با غلظت 3-14زویترجنت 
. ساعت در دماي اتـاق قـرار گرفـت    2درصد براي مدت 

سپس فعالیت هر لوله آزمون  نسبت به لوله کنترل با روش 
Laker شد،  هاي قبلی توضیح داده و همکاران که در بخش
  .گیري گردید اندازه

  
  یافته ها

 فال -1جو در شکل  ریشهعصاره  SDS-PAGEالگوي 
مقدار  ها باند پروتئینی کم این الگو شامل ده. آمده است

باند مربوط به موقعیت آنزیم اگزالات اکسیداز نیز . است
الگوي . دهد درصد ناچیزي را به خود اختصاص می

هاي ب و ج  شده در قسمت خالصالکتروفورزي آنزیم 
احیایی آمده  ترتیب در شرایط احیایی و غیر به 1شکل 
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م یدهد، وزن آنز ج نشان میینه که این نتاگو همان. است
ط یو در شرا 25-26ی در محدوده یایط احیدر شرا

دالتون تخمین زده  کیلو 115-120ی در محدوده یایاح ریغ
در الگوي الکتروفورز احیایی یک باند . ه استدش

دالتون  کیلو 25-26موقعیت وزنی  در پروتئینی ضعیف نیز
در شرایط  .شود یده مید) واحدي تک میمعادل وزن آنز(

واحدي از  احیایی براي تخمین وزن مولکولی آنزیم تک
چهار پروتئین استاندارد شامل آلبومین سرم گاو، 

ترتیب با  اوآلبومین، بتالاکتوگلوبوبین و آلفا لاکتالبومین به
در . لودالتون استفاده شدیک 4/14و  18، 45، 67اوزان 

مین وزن مولکولی مقابل، در شرایط غیراحیایی براي تخ
کیلودالتون استفاده  150انسانی با وزن  IgGآنزیم فقط از 

هاي  دلیل محدودیت در دسترسی به پروتئین  شد که به
    .استاندارد با وزن مولکولی بالا بود

ها اشاره شد،  گونه که در بخش مواد و روش همان
م اگزالات یشده به عنوان آنز ن خالصید پروتئییبراي تأ

 ی به یایاح ریغ SDS-PAGEز، بخشی از ژل دایاکس

 

ن آزمون یجه اینت. دیزي گردیآم صورت اختصاصی رنگ
 115- 120ت یشده موقع ن خالصینشان داد که پروتئ

  ). د -1شکل( دازي دارد یت اگزالات اکسیدالتون فعال لویک
شه جو و ینگ عصاره ریک فوکوسیزوالکتریج اینتا

نی متفاوت یباند پروتئمی نشان داد که دو یآنز هاي بخش
. شود ده مییدازي دیت اگزالات اکسیبا فعال  pΙظراز ن

شتر در محدوده یت بیک باند داراي فعالیزوالکترینقطه ا
ت کمتر یباند با فعال pΙ .شد ن زدهیتخم 8/6-6/6

گر که یروش د. ن زده شدیتخم 6داز حدود یاگزالات اکس
گ در دامنه نیکار رفت، کروماتوفوکوس هب pΙ نییبراي تع

pH 4  ت یفعالهاي با  لولهکروماتوگرام  2شکل . بود 7الی
ج ینتا. دهد ش میین روش نمایدر ا را دازیاگزالات اکس

متفاوت داراي  pΙبا  بخش ن آزمون نشان داد که دویا
ن دو بخش که از یا. دازي هستندیت اگزالات اکسیفعال

داراي ترتیب  به ،ت تفاوت قابل توجهی داشتندینظر فعال
pΙ  با بخش . بودند 8/6و  2/6معادلpΙ ت یبالاتر، فعال
  .شتري از خود نشان دادیمی بیآنز
  

  
  
  
  
  

  

 

                                                   

ط یراب در شیترت شده به خالصم یآنز SDS-PAGEالگوي  )ب( و) ج(عصاره ریشه جو در شرایط احیایی  SDS-PAGEالگوي ) د( - 1شکل

  زي اختصاصییم با رنگ آمیی آنزیایاح ریغ SDS-PAGEالگوي  )الف( مربوط به مارکرها وزنی است M هاي ستون. ییایاح ریی و غیایاح
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  7تا  pH 4در دامنه  94بافر  کننده پلی ضیداز در تعویم اگزالات اکسیاز آنزغنی ون ینگ فراکسیکروماتوفوکوس -2شکل

  
گرفتن در  داز خالص پس از قراریاکس م اگزالاتیآنز

درصد  50قه تا یدق 5گراد به مدت  یدرجه سانت 80دماي 
درجه  60حرارت . ت خود را از دست دادیفعال
ت یدرصد فعال 20قه کمتر از یدق 10گراد به مدت  یسانت
هاي مختلف سوبستراي  ثر غلظتا. م را کاهش دادیآنز

 حداکثرداد که  م نشانیت آنزیر فعالدم یاگزالات پتاس
مولار  لییک میتا  25/0م در محدوده یت آنزلیفعا

م در یت آنزیشود و فعال ده مییدپتاسیم اگزالات 
کاهش فوق تر از محدوده  نییهاي بالاتر و پا غلظت

  .ابدی می
داز یم اگزالات اکسیت آنزیر فعالدها  تنثر دترجا

ن ویو ت x-100تون یقطبی تر ریهاي غ تننشان داد که دترج
 ترجنت یونی چپس و زویتریهاي زو تنست و دترجیب

م یت آنزیی در فعالمحسوس ریدر دماي اتاق تأث 14-3
هاي فوق  تنم و دترجیدر حالتی که محلول آنز. ندارد

گراد قرار  یدرجه سانت 80ا دماي یقی در آب جوش یدقا
 افزون بر این . دیم متوقف گردیت آنزیداده شد، فعال

م نشان داد که یر آنزدهاي مختلف اوره  ر غلظتیج تأثینتا
مولار اوره براي  2داز در حضور غلظت یاگزالات اکس

طور کامل و حتی در  هت خود را بیساعت فعالچندین 
درصد  30تا براي مدت یک ساعت، مولار اوره  8غلظت 

  .دیت خود را حفظ می نمایفعال
  

  بحث
ل داز، در حایمی با استفاده از اگزالات اکسیروش آنز
در ري اگزالات یگ راي اندازهبن روش یتر قیحاضر دق

تواند در  م میین آنزیعلاوه ا هب). 16(ادرار است و پلاسما 
و  18(ه یاي اولیپراگزالمیو ه) 17(ويیهاي کل درمان سنگ

ت استخراج ین موضوع اهمیا. ردیمورد استفاده قرارگ) 19
در . سازد ص آن را از منابع مناسب روشن مییو تخل

ت یبودن فعال العه حاضر با توجه به سادگی کشت و بالامط
جو به عنوان  ریشهاز  ،دازیم اگزالات اکسیمخصوص آنز

ج نشان داد که ینتا. استفاده شدتخلیص آنزیم اهی یمنبع گ
بار  628ش از یب )1شکل( با درجه خلوص بالااین آنزیم 
محصول خالص . جو خالص شده است ریشهاز عصاره 
 25-26ی وزنی معادل یایاح SDS-PAGEشده در 

 SDS-PAGEو در ) 1قسمت ب شکل (دالتون  لویک
قسمت ج (دالتون  لویک 115-120ی وزنی معادل یایاح ریغ
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در این  مییآنز واحدهايچه وزن  اگر. داشت) 1شکل 
ولی وزن  ،خوانی دارند ر مطالعات همیبا سا مطالعه،

مطالعات  ج بعضییم کامل با نتایشده براي آنز زده نیتخم
ن لحاظ یبد). 25 -27(گر متفاوت استیمشابه و بعضی د

 .واحدي دارد 5م خالص ساختمانی یرسد آنز نظر می به
ن وزن ییبا تع SDS-PAGEد توجه داشت که در یبا
اري از حالات ین کامل، در بسیواحدها و پروتئ ریز

ن موضوع از یا. واحدها پی برد ریتوان به تعداد ز نمی
 6ا ی 5متفاوت مبنی بر  هاي زارشل عمده گیدلا

  . داز استیم اگزالات اکسیبودن آنز واحدي
د که یم در ژل مشخص گردیت آنزیدر بررسی فعال

ج ین نتایا. تی نداردیگونه فعال چیم هیواحدي آنز شکل تک
خوردن ساختمان چهارم و شکستن  هم نشان داد که بر

رخ  SDS-PAGE ولدي که در طیسولف وندي ديیپ
ت یشدن فعال واحدها و متوقف رید، به جداشدن زده می
اند که  نشان داده) Clonis )28و  Kotsira. انجامد م مییآنز
ت خود یدرصد فعال 83شه جو یداز ریم اگزالات اکسیآنز

مولار مرکاپتواتانل  لییک میقه در محلول یدق 5را پس از 
ها معتقدند که ساختمان چهارم و  آن. دهد از دست می

ن یدي بیوندهاي دوسولفیم وابسته به پیآنزت یفعال
-SDS ولاین پیوندها در ط .ن استیستئینه سیدهاي آمیاس

PAGE شوند شکسته می.  
جو ریشه د که در یق مشخص گردین تحقیدر ا

کی ی. داز وجود داردیم اگزالات اکسیزوآنزیحداقل دو ا
است،  8/6ک یزوالکتریم که داراي نقطه این دو آنزیاز ا

شتري را به خود یزان بیت، میلظت و فعالاز نظر غ
در سال  Bornemannو  Requena. دهد اختصاص می

داز جو را معادل یک اگزالات اکسیزوالکترینقطه ا 1999
گر که یم دیزوآنزیدر مورد ا). 29(گزارش نمودند  9/6

دازي را به خود یت اگزالات اکسیبخش کمتري از فعال
 6-2/6ک آن معادل یزوالکتریدهد و نقطه ا اختصاص می

 .ستیدر دست ن یظاهراً گزارش ،شود ن زده مییتخم
سینگ براي یافتن این کواستفاده از روش کروماتوفو

ها در حالت طبیعی و مقایسه نتایج آن با روش  ایزوآنزیم
  . شود ایزوالکتریک فوکوسینگ در مطالعه دیگر دیده نمی

م ید که آنزین معلوم گردین مطالعه همچنیدر ا
توجهی در برابر اوره و  مقاومت قابلالات اکسیداز اگز

. ونی داردیتریقطبی و زو ریهاي غ تنانواعی از دترج
Zhang  ز نشان دادند که اگزالات ین) 30(و همکاران

ل یسدودم یداز جو مقاومت خوبی در مقابل سدیاکس
تواند  م میین خاطر آنزیبه هم. سولفات و اتانل دارد

 هاي ی در حرارتیایاح ریغ SDS-PAGEط بافر نمونه یشرا
د و یگراد را تحمل نما یدرجه سانت 80تر از  نییپا

وجود . ر استیپذ زي اختصاصی آن در ژل امکانیآم رنگ
توجه براي استخراج  هاي قابل تیاتی از مزین خصوصیچن

امروزه . م در صنعت و پزشکی استین آنزیو کاربرد ا
هاي  ، روشاگزالات سنجش هاي تیهاي سازنده ک شرکت

داز جو براي یم اگزالات اکسیمختلفی با استفاده از آنز
ا در حال طراحی آن یاند  ن کار طراحی نمودهیانجام ا
خالص  مهیصورت ن م بهین آنزیا). 31-35و19(هستند 

نه یگما باهزیهاي تجاري همچون شرکت س توسط شرکت
از پژوهش  بااطلاعاتی که. رسد توجه به فروش می قابل

ن یات این خصوصییص و تعیتخل خصوصر حاضر د
ص آن در یامکان تخل ،دست آمده هجو ب ریشهم از یآنز
پژوهش در ادامه . اد فراهم شده استیا زیاس کم یمق

م یم به همراه آنزیشده آنز سعی بر آن است تا شکل خالص
در طراحی  ،)36(ص شده استیداز که قبلاً تخلیاکس پر
  .ردیمورد استفاده قرار گ ري اگزالات ادراریگ ت اندازهیک
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  :نتیجه گیري
در مطالعه حاضر روشی نسبتا ساده براي تخلیص آنزیم 
اگزالات اکسیداز از جوانه جو طراحی گردید و مقاومت 

. آنزیم در برابر انواعی از عوامل واسرشته کننده تعیین شد
درمطالعات بعدي بر آن است که شکل خالص آنزیم در 

  .اگزالات مورداستفاده قرار گیرد طراحی کیت اندازه گیري
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