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هاي سرینوپروتئیناز تریپسین و  تأثیر برخی از عوامل شیمیایی بر فعالیت آنزیم

 (Salmo trutta caspius)کیموتریپسین در بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر 

  

    عباس زمانی

  منابع طبیعی و محیط زیست، دانشگاه ملایر، ملایر، همدان، ایراناستادیار گروه شیلات، دانشکده 

  
  09/1394/ 17پذیرش :   05/06/1394دریافت :   

  

  a.zamani@malayeru.ac.ir مقاله: نویسنده مسئول

 

  :چکیده

هـاي   هاي آنزیمی بـر فعالیـت آنـزیم    ها، عوامل اکسیدکننده و مهارکننده هاي فلزي، سورفاکتانت اثر یون

نسـبت بـه    +Naو +Kهـاي  تریپسین و کیموتریپسین بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر بررسی شد. یون

). <05/0pو کیموتریپسـین نداشـت(   فعالیـت آنـزیم تریپسـین   داري بـر کـاهش    نمونه شـاهد اثـر معنـا   

 +Al3و +Mn2+،Cu2+،Ba2+،Co2+،Zn2+،Fe2هـاي  یـون  دار و سـبب افـزایش معنـا   +Mg2و+Ca2هاي یون

 ساپونین هاي ). سورفاکتانتp>05/0دار فعالیت آنزیم تریپسین و کیموتریپسین شدند( باعث کاهش معنا

دار در فعالیت آنزیم تریپسین و کیموتریپسـین نسـبت بـه شـاهد      باعث افزایش معناو اسید تاروکولیک 

کیموتریپسین نشان داري را بر فعالیت آنزیم تریپسین و  افزایش معناسدیم کولات )، ولی p>05/0شدند(

دار فعالیـت   ). عوامل اکسیدکننده پراکسیدهیدروژن و سدیم پربورات باعث کـاهش معنـا  p<05/0نداد (

و کیموتریپسـین نسـبت بـه    فعالیت آنـزیم تریپسـین   ). p>05/0آنزیم تریپسین و کیموتریپسین گردید (

ــاهد در حضــور ــ ش ــاي  دهمهارکنن ــاهش  SBTI ،PMSFه ــدین ک ــو پاراآمینوبنزآمی  داشــت داري امعن

)05/0<p( .هاي  مهارکنندهTPCKپپاستاتین ،A ،  ،یدواستیک اسـیدEDTA    و بتامرکپتواتـانول بـر روي

). فعالیــت آنــزیم p<05/0(ندشـت داري ندا فعالیـت آنــزیم تریپسـین در مقایســه بــا شـاهد کــاهش معنــا   

اهش و بتامرکپتواتـانول ک ـ  EDTAیدواسـتیک اسـید،   ، TPCKهاي  در حضور مهارکننده تریپسینکیمو

 نشـان داد  دار ایمعناهش ـکTLCK. فعالیت آنزیم تریپسین در حضور مهارکننـده  )p>05/0( شتدادار امعن

)05/0<p( هاي  مهارکننده. اثرTLCK و پپاستاتینA       روي فعالیـت آنـزیم کیموتریپسـین در مقایسـه بـا

هاي تریپسـین و کیموتریپسـین    نتایج نشان داد فعالیت آنزیم ).p<05/0( شتشاهد کاهش معناداري ندا

  شان بود. تأثیر عوامل شیمیایی ارزیابی شده در حداقل غلظت در بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر تحت

  

 کیموتریپسینبچه ماهی نورس، آزاد دریاي خزر، عوامل شیمیایی،  کلید واژگان:

  



  مقدمه

هـا   آبی همواره با مشکلات ناشی از آلاینده هاي زیست بوم

هـاي   مواجه هستند کـه از منـابع مختلفـی ماننـد فاضـلاب     

در بیشـتر  صنعتی، پسـاب کشـاورزي و فاضـلاب شـهري     

شـوند. ایـن    هـا رهـا مـی    اي به آب بدون هیچ تصفیه مواقع

هاي سطحی آب مانع ایجاد  ها در تبادل اکسیژن لایه آلاینده

باعث بروز اختلال در موجـودات آبـزي از جملـه     کرده و

 ;Naji et al.,)Shahsavani et al., 2003شـوند  ماهیـان مـی  

هاي سـطحی و زیرزمینـی یکـی از     که آب ییاز آنجا.2009)

 ـ مهم هـاي   کننـده آب مـورد نیـاز سیسـتم     مینأترین منابع ت

توانـد   آلودگی این منابع می رو از اینپرورش ماهی هستند، 

جدي براي آینده تکثیر و پرورش آبزیان در ایـران  تهدیدي 

 وشـرایط  ماهیـان  محیطزیست. (Banaee et al., 2012)باشد

 وصـیدبرمقادیر  نظیرفصـل،مواد غـذایی،آلودگی   برآن حاکم

امروزه بـا  . (Heydari et al., 2013)گذارد هاتأثیرمی متابولیت

ها به انواع ترکیبات شـیمیایی و نقـش    توجه به آلودگی آب

ــزي ــ آنهــا در آب ــر أپــروري، بررســی ت ثیر ایــن ترکیبــات ب

هاي  فیزیولوژیک از جمله آنزیم بیوشیمیایی و هاي شاخص

 ـ ،شود گوارشی مهم ارزیابی می تـرین   متـداول کـه   طـوري  هب

 درمطالعــــات بیوشــــیمیایی موردبررســــی  عوامــــل

این  زدایی درگیردرمتابولیسمسم هاي هاوپروتئین آبزیان،آنزیم

 ,.Ghovati et al., 2012;Shokohi et al)ترکیبـات هسـتند  

هاي فلـزي،   توان به یون ترین این ترکیبات می .از مهم(2013

ــورفاکتانت ــا سـ ــین ، 1هـ ــیدکننده و همچنـ ــل اکسـ  عوامـ

تواننـد   هاي فلزي مـی  یوند.کرهاي آنزیمی اشاره  مهارکننده

عنـوان الکتروفیـل یـا نوکلئوفیـل و از طریـق پیونـدهاي        به

 ـنزدیک کئوردینانس، آنزیم و سوبسترا را به یکدیگر   ،دکنن

در اصـلاح   هابستگی به توانایی آن بیشترها  ویژگی یون ولی

                                                
1. Surfactant : surface active agent 

توانـد محـیط هیدراتاسـیون     و می ردها دا ساختار آبی آنزیم

 ــ   ــت ت ــالیزوري آن را تح ــت کات ــزیم و فعالی ــرار أآن ثیر ق

ز ا خروجــی ســابپاغلــب .(Glusker et al., 1999)دهــد 

 مخلوطی نفتی،حاوي هاي یآلودگو خانگی صنایع،فاضلاب

. وغیرهاست سنگین هايازموادآلی،معدنی،کربوهیدرات،فلز

 اثرسـمی  دلیـل  بـه  سنگین هايآلاینده،فلز منابع انواع ازمیان

ــده ــع درمحیطوایجادپدی ــتی تجم ــان زیس ــف درآبزی  مختل

 اي ویـژه  آبزیان،ازاهمیت غذایی آنهادرزنجیرهرثیأت ودرنتیجه

یا  ها سورفاکتانت.(Faslebahar et al., 2009)برخورداراست

 2معمـولاً ترکیبـاتی آلـی و آمفیفیلیـک    سطحی  عوامل فعال

توانند  باعث کاهش کشش سطحی آب شده و میهستند که 

ها مانند سـاختار دوم و سـوم را بـا     هاي ذاتی آنزیم ویژگی

ثیر قرار داده و در نتیجه بر توانـایی  أآنزیم تحت تاتصال به 

 ,.Rosen and Kunjappu)کاتالیزوري آنها تأثیرگذار باشـند 

شوند که  ها استفاده می این ترکیبات بیشتر در شوینده.(2012

 Heydari)هاي آنیونی، کاتیونی و خنثی هستند شامل شوینده

et al., 2013) .     عوامـل اکسـیدکننده ترکیبـاتی هسـتند کــه

داده و نشان ها واکنش  هاي تیول در آنزیم توانند با گروه می

با جذب الکترون باعث اکسیدشدن آنها شـوند. بسـیاري از   

هاي آزاد باعـث   عوامل اکسیدکننده قوي با تشکیل رادیکال

شوند که این واکنش ابتدا با جـذب   ها می اکسیدشدن آنزیم

ن موجود در کربن آلفا صورت گرفته و منجر به اتم هیدروژ

 Rubingh, 1996;Finnegan)شود دناتوره شدن پروتئین می

et al., 2010) .هایی هستند  مولکول نیز ها آنزیمی مهارکننده

داده و مـانع عملکـرد طبیعـی آن    نشان که با آنزیم واکنش 

هـاي آبـی و در برخـی مـواد غـذایی       شوند و در محیط می

، هـاي گوارشـی بـدن ماهیـان     در بـین آنـزیم  دارنـد. وجود 

ین ویژه تریپسین و کیموتریپس ـ هروده ب 3زهايیناسرینوپروتئ

                                                
2.Amphiphilic 
1. Serinoproteinases  
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و هضم آنها  ترکیبات پروتئینیثرتري در گوارش ؤنقش ماز 

ها اسید آمینه سرین  در جایگاه فعال این آنزیمبرخوردارند. 

به همراه اسید آمینه هیسـتیدین و آسـپارتیک نقـش اصـلی     

ــده دارد   ــر عهــ ــالیزوري را بــ ــت کاتــ -Garcia)فعالیــ

Carenno,1992) .تواند تحت  ها می میزان فعالیت این آنزیم

و بــر میــزان گــوارش  دریــتــأثیر عوامــل شــیمیایی قــرار گ

  ثیرگذار باشد.تأ ها پروتئین

از جملــه (S. trutta caspius)مـاهی آزاد دریــاي خـزر  

ریـزي بـه    تخـم  برايکه  است1ماهیان مهاجر به آب شیرین

ــه ــردابه   رودخان ــابن و س ــد تنک ــایی مانن ــاجرت  ه رود مه

از  ي. امـروزه دلایـل متعـدد   (Zamani et al., 2009)کند می

هاي آبـی و   ش میزان ترکیبات شیمیایی در محیطافزایجمله 

آزاد پـرورش مـاهی   تکثیـر و  استفاده از این منابع آبـی در  

پسین و تریهاي  تواند بر میزان فعالیت آنزیم میدریاي خزر 

 ـکیموتریپسین و قابلیت گوارش مواد پروتئینـی   ویـژه در   هب

گونـه مهـم و نـادر دریـاي خـزر      این مراحل آغازین رشد 

هاي  هدف از این مطالعه، بررسی نقش یون .ثیرگذار باشدتأ

هـاي   ها، عوامل اکسیدکننده و مهارکننده فلزي، سورفاکتانت

در هاي تریپسـین و کیموتریپسـین    بر فعالیت آنزیم آنزیمی

اسـیت  کـه حس  اسـت آزاد دریـاي خزر بچه ماهیان نـورس  

  دارند. بیشتري به این ترکیبات

  

  ها مواد و روش

  نمونه ماهی

آزاد نـورس  سـالم  بچه مـاهی  عدد 60تعداد  در این تحقیق

که کیسه زرده آنها کـاملاً  گرم  میلی 100با وزن دریاي خزر

د. بچـه  ش ـتهیـه   تنکـابن جـاده دوهـزار   از ،بود هجذب شد

از کـه   از تفریخ در تراف پرورش یافته و زمانی پسماهیان 

                                                
2.Anadromous 

براي ،دریافت غذا و هضم آن بودنـد  آمادهنظر فیزیولوژیک 

بـراي جداسـازي بچـه    ند. شـد استفاده تهیه عصاره آنزیمی 

معیوب از استریومیکروسـکوپ  بچه ماهیان سالم از ماهیان 

 استفاده گردید.

 عصاره آنزیمی تهیه

آزاد براي تهیه عصاره آنزیمی، نمونه بچه ماهی نـورس  

 HCl ،5/7 - مـولار تـریس   میلـی  50در بـافر  دریاي خزر

pHمولار  میلی10حاويCaCl2 مولار 5/0وNaCl  با نسبت

یـخ بـا دسـتگاه     بـا وجـود  دقیقـه   1مـدت   بـه  50بـه   1

براي  دست آمده به د وسوسپانسیونشهموژنایرز، همگن 

ــدت  ــاي   45مـــــــــ ــه در دمـــــــــ دقیقـــــــــ

°C4درg14000سـپس محلـول رویـی    .سانتریفیوژگردید 

 هـا  ادامـه آزمـایش   عنوان عصاره خـام آنزیمـی بـراي    هب

 .(Khantaphant and Benjakul, 2010) انتخاب گردید

 و کیموتریپسین سنجش فعالیت آنزیم تریپسین

از و کیموتریپسـین  آنـزیم تریپسـین    براي سنجش فعالیـت 

اسـتفاده گردیـد. بـراي    ) 1961و همکاران( Erlangerروش

ــتراي ســـنجش فعالیـــت آنـــزیم تریپســـین از    سوبسـ

BAPNA(Nα–benzoyl-DL-argenine-ρ-nitroanilide-

HCL)   ــزیم کیموتریپســین از ــت آن ــراي ســنجش فعالی و ب

ــتراي  -SAAPNA(N-Succinyl-AlaAla-Pro-phe-ρسوبس

nitroanilide-HCL).جـذب   استفاده گردیدρ-nitroanilide 

  . شد قرائتنانومتر  410رها شده در طول موج 

 سنجش میزان پروتئین محلول

و   Lowryسـنجش میـزان پـروتئین محلـول از روش    براي 

استفاده گردید. در این روش از آلبـومین  ) 1951همکاران (

عنوان اسـتاندارد اسـتفاده    هب mg / ml1با غلظت سرم گاوي

 .)1(شکل  دش
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  Optical): جذب نوري Y؛محور(µg / 100µl)غلظت پروتئین :X. [محور mg/ml 1با غلظت  BSAمنحنی استاندارد  1شکل 

Density)[  

 

  هاي فلزي اثر یون

ــون ــر ی ــزي اث ــاي فل ــدیم( ه ــد س ــد  ،)NaClکلری کلری

کلریــــد  ،)CaCl2کلریــــد کلســــیم( ،)KClپتاســــیم(

ــزیم( ــس (  ،)MgCl2منیـ ــد مـ ــتات  ،)CuCl2کلریـ اسـ

کلرید  ،)MnCl2کلرید منگنز( ،)Zn(CH3COOH)2روي(

سـولفات آهـن   ، )CoCl2کلریـد کبالـت(   ،)BaCl2باریم(

)FeSO4( و )ســــــولفات آلومینیــــــومAl2(SO4)3در( 

 و کیموتریپسـین  آنزیم تریپسـین  فعالیتبر mM2 غلظت

. (Lu et al., 2008; Jellouli et al., 2009) تعیـین شـد  

ي با فلزهاي  یونآنزیمی با  نمونهبراي این منظور، ابتدا 

دقیقه در دماي اتاق انکوبـه  30مذکور براي مدت  غلظت

از انکوباسیون بـا محلـول    گردید. سپس مخلوط حاصل

ــترا ــافر ( - سوبس ــی1ب ــولار  میل ــافر BAPNAم  50در ب

براي  CaCl2مولار میلی HCl، 8pH 20 - مولار تریس میلی

 50بــافردر  SAAPNAمــولار  میلــی 1/0تریپســین و 

براي  CaCl2مولار میلی HCl، 8pH 20 - مولار تریس میلی

دقیقـه در   20براي مـدت مخلوط شده و  )کیموتریپسین

قرارگرفت. سـپس قرائـت نـوري در طـول      C°37دماي 

روش سنجش نمونه شاهد نیـز  . انجام شد nm410موج 

همانند نمونه آنزیمی بود فقط نمونه شـاهد فاقـد یـون    

ــود. ســپس فعالیــت  ــزیم تریپســیننســبی فلــزي ب و  آن

ــت کیموتریسپســین ــق نســبت فعالی  اختصاصــی از طری

 براسـاس فرمـول زیـر   به فعالیت نمونـه شـاهد    ها آنزیم

  : صورت درصدگزارش گردید هب

فعالیت	نسبی(%) =	
			فعالیت	اختصاصی	یونهاي	فلزي	در	حضوز	آنزیم

فعالیت	اختصاصی	درآنزیم	نمونه	شاهد
	×  100  
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  و عوامل اکسیدکنندهها  سورفاکتانتاثر 

میکرولیتـر از نمونـه    20براي بررسی اثر ایـن ترکیبـات،  

، 1سـاپونین ي هـا  سورفاکتانتمیکرولیتر از  20آنزیمی با

تـا حصـول غلظـت    3کـولات سـدیم   و2تاروکولیکاسید 

ترکیب شد. همچنین عوامل اکسـیدکننده   درصد 1نهایی

و درصــد  1بــا غلظــت نهــایی 4ســدیم پربــوراتشــامل 

نیـز بـا    درصـد  15با غلظت نهـایی   5روژندیهپراکسید 

نزیمی ترکیب شـدند. سـپس عمـل انکوباسـیون     آنمونه 

 25انجام شد. سپس  C°40ساعت در دماي 1براي مدت

بـا  و را برداشـته   انکوبـه شـده   میکرولیتر از این ترکیب

 50در بافر BAPNAمیلی مولار 1بافر ( - محلول سوبسترا

 CaCl2میلـی مـولار   HCl، 8pH 20 - میلی مولار تـریس 

 50بـافر در  SAAPNAمیلی مولار  1/0براي تریپسین و 

 CaCl2میلـی مـولار   HCl، 8pH 20 - میلی مولار تـریس 

دقیقه  20براي مدت مخلوط شده و )براي کیموتریپسین

قرار گرفت. سپس قرائت نوري در طول  C°37در دماي 

انجام شد. روش سنجش نمونه شاهد نیـز   nm410موج 

ایـن  همانند نمونه آنزیمی بود فقط نمونـه شـاهد فاقـد    

 Jellouli et)و از آب مقطر استفاده گردید  بود ترکیبات

al., 2009; Erlanger et al., 1961) نسبی. سپس فعالیت 

 از طریق نسبت فعالیت و کیموتریسپسین آنزیم تریپسین

بـر اسـاس   به فعالیت نمونـه شـاهد    ها آنزیم اختصاصی

  : بصورت درصدگزارش گردید فرمول زیر

  

  

 
 

                                                
1.Saponin 
2.Taurocholic acid   
3.Sodium cholate   
4.Sodium perborate 
5.Hydrogen peroxide 

فعالیت	نسبی(%)

=	

		فعالیت	اختصاصی	درآنزیم	حضور	سورفاکتانت	ها	و	عوامل	اکسیدکننده

فعالیت	آنزیماختصاصی	در	نمونه	شاهد
	× 	  100  

  ي آنزیمیها اثر مهارکننده

SBTIهـاي   اثر مهارکننـده 
6)mM 05/0( وTLCK

7)mM 5( 

ــ ــد هب ــوان بازدارن ــاي اختصاصــی تریپســین،  ه عن PMSFه
8 

)mM10(9پاراآمینوبنزآمیـــــدینو)mM5( عنـــــوان  هبـــــ

 )TPCK10)mM5هــاي پروتئازهــاي ســرین،    مهارکننــده

کیموتریپســـین،  عنـــوان مهارکننـــده اختصاصـــی   هبـــ

Aپپاستاتین
11)mM01/0( ـ  عنـوان مهارکننـده اختصاصـی     هب

عنـوان   هب )mM1(12پروتئازهاي آسپارتیک، یدواستیک اسید

EDTAپروتئازهاي سیستئین، مهارکننده 
13)mM2( عنوان  هب

 )mM 5(14متالوپروتئازهـــا و بتامرکپتواتـــانولمهارکننـــده 

بـر  (S-S)سـولفید   عنوان یک عامـل احیاکننـده پیونـد دي    هب

. بـراي  شـد ارزیابی و کیموتریپسین  فعالیت آنزیم تریپسین

 15هـا بـراي    آنزیمـی بـا مهارکننـده    نمونهاین منظور، ابتدا 

دسـت   بـه دقیقه دردماي اتاق انکوبه گردید. سپس مخلـوط  

مـولار   میلی1بافر ( -محلول سوبسترا از انکوباسیون با  آمده

BAPNA  مـولار تـریس   میلـی  50در بـافر- HCl، 8pH 20 

ــی ــولار میل ــین و   CaCl2م ــراي تریپس ــی 1/0ب ــولار  میل م

SAAPNA  مـولار تـریس   میلی 50بافردر- HCl، 8pH 20 

بـراي  مخلوط شده و  )براي کیموتریپسین CaCl2مولار میلی

قرار گرفت. سـپس قرائـت    C°37دقیقه در دماي  20مدت 

روش سـنجش   .انجـام شـد   nm410نوري در طـول مـوج   

نمونه شاهد نیز همانند نمونه آنزیمی بود فقط نمونه شاهد 

                                                
6.Soybean trypsin inhibitor 
7.N-tosyl-L-Lysine Chloromethyl Keton 
8.Phenyl-methyl-sulfonyl fluoride 
9.ρ-Aminobenzamidine 
10. N-tosyl-L-Phenylalanine Chloromethyl Ketone 
1.Pepstatin A 
2.Iodoacetic acid 
13.Ethylenediaminetetraacetic acid 
4.ß, mercaptoethanol 
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 ;Khantaphant and Benjakul, 2010)فاقد مهارکننده بـود 

Erlanger et al., 1961) . ــت ــپس فعالی ــبی س ــزیم نس آن

ــین ــین تریپس ــبت فعالیــت   و کیموتریسپس ــق نس  از طری

براساس فرمـول  به فعالیت نمونه شاهد  ها آنزیم اختصاصی

 : دشصورت درصدگزارش  هب زیر

		فعالیت	نسبی(%) = 	
		فعالیت	اختصاصی	درآنزیم	نمونه	حاوي	نمونه	مهارکننده

فعالیت	اختصاصی	آنزیم	در	نمونه	شاهد
	×  100  

  آنالیز آماري

هـا از آزمـون    بودن داده طبیعیدر این تحقیق، براي بررسی 

اثـر  د وبـراي بررسـی   شاسمیرنوف استفاده  -کولموگروف

 عوامـل اکسـیدکننده و  هـا،   هـاي فلـزي، سـورفاکتانت    یون

ــده ــاي آنزیمــی مهارکنن ــت  ه ــر فعالی ــزیمب ــین  آن و تریپس

آزمـون  از آزاد دریاي خـزر  نورس ماهیکیموتریپسین بچه 

ــه ــه    تجزیـ ــک طرفـ ــانس یـ ــت (ANOVA)واریـ  تحـ

دار بـودن   ابراي تعیین معن و استفاده گردیدSPSS17افزاز نرم

هـاي فلـزي،    یـون بین نمونه شـاهد بـا    ها اختلاف میانگین

 هاي آنزیمی مهارکننده کننده وعوامل اکسیدها،  سورفاکتانت

. تمــام اســتفاده شــددرصــد 5در ســطح  آزمــون دانکــناز

  تکرار انجام گرفت. 3ها نیزدر  ارزیابی

  

  نتایج

هـا،   هاي فلزي، سورفاکتانت یوناثر نتایج حاصل از بررسی 

بـر فعالیـت    هـاي آنزیمـی   عوامل اکسیدکننده و مهارکننـده 

آزاد دریـاي  نورس ـ ماهیو کیموتریپسین بچه آنزیمتریپسین 

  آمده است. 4تا  2هاي در شکل خزر

 

  
 

بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر  (B)و کیموتریپسین (A)بر فعالیتآنزیم تریپسین mM 2با غلظت هاي فلزي  یونر ثا 2شکل 

(S. trutta caspius) .05/0(استدار در فعالیت نسبی آنزیم  احروف کوچک غیرمشترك بیانگر اختلاف معن  =α ،3  =n ،Mn 

± SD(.  
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درصد) و عوامل اکسید کننده (پراکسید هیدروژن با غلظت  1ها (سدیم کولات، ساپونین و اسید تاروکولیک با غلظت  سورفاکتانت ثرا 3شکل 

 S. trutta)بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر (B)و کیموتریپسین (A)تریپسینبر فعالیتآنزیم درصد)  1درصد و سدیم پربورات با غلظت  15

caspius) .05/0(استدار در فعالیت نسبی آنزیم  احروف کوچک غیرمشترك بیانگر اختلاف معن =α ،3  =n ،Mn ± SD(. 

  

 
. (S. trutta caspius)بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر  (B)و کیموتریپسین  (A)بر فعالیتآنزیم تریپسینهاي آنزیمی  مهارکننده ثرا 4شکل 

 .)α ،3  =n ،Mn ± SD=  05/0(استدار در فعالیت نسبی آنزیم  احروف کوچک غیرمشترك بیانگر اختلاف معن
 

ــزیم تریپســین  ثــر یــونا ــر فعالیــت آن و  هــاي فلــزي ب

 2کیموتریپسین بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر در شکل 

)A  وBهـاي   ) نشان داده شده است. اثر یونK+ و Na+  بـر

داري را  اتریپسین و کیموتریپسین اختلاف معنفعالیت آنزیم 

 +Ca2هـاي  ). یـون <05/0pبا نمونـه شـاهد نشـان ندادنـد (    

داري در فعالیت آنزیم تریپسین و  اباعث افزایش معن+Mg2و
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). p>05/0دند (ش ـنسـبت بـه نمونـه شـاهد     کیموتریپسین 

 ـ+Mg2فعالیت آنزیم تریپسین در حضـور   ـ  هب داري  اطـور معن

کـه فعالیـت آنـزیم     ). درحـالی p>05/0(بـود   +Ca2بیشتر از

 ـ+Ca2کیموتریپسین در حضـور   ـ  هب داري بیشـتر از   اطـور معن

Mg2+ ) 05/0بود<pهاي  ). یونMn2+ ،Cu2+ ،Ba2+ ،Co2+ ،

Fe2+ ،Zn2+وAl3+  ي در فعالیت آنـزیم  معنادارباعث کاهش

دند ش ـتریپسین و کیموتریپسـین نسـبت بـه نمونـه شـاهد      

)05/0<pهـاي  یـون که بـین   طوري ه) بCu2+،Co2+ وAl3+  و

ي معنـادار اختلاف +Ba2و +Mn2هاي  و یون +Fe2و +Zn2بین

). فعالیت p<05/0د (شدر فعالیت آنزیم تریپسین مشاهده ن

و +Al3 و+Cu2+،Ba2هـاي  آنزیم کیموتریپسین در حضور یون

ي مشاهده نگردید معناداراختلاف +Co2 و+Fe2هاي  بین یون

)05/0>p.(  

ها و عوامل اکسـیدکننده بـر    اثر سورفاکتانت 3در شکل

) نشـان داده  B) و کیموتریپسین (Aفعالیت آنزیم تریپسین (

و اسـید تاروکولیـک    ساپونین هاي شده است. سورفاکتانت

ــزایش  ــادارباعــث اف ــزیم تریپســین و معن ي در فعالیــت آن

) ولـی  p>05/0ند (شدکیموتریپسین نسبت به نمونه شاهد 

ي مشاهده معنادارد تاروکولیک اختلاف و اسی ساپونینبین 

باعث افـزایش فعالیـت آنـزیم    سدیم کولات). p<05/0(نشد 

تریپسین و کیموتریپسین در مقایسه با نمونه شـاهد گردیـد   

). عوامـل  p<05/0ي را نشـان نـداد (  معنـادار ولی اختلاف 

اکسیدکننده پراکسید هیـدروژن و سـدیم پربـورات باعـث     

ي در فعالیت آنزیم تریپسین و کیموتریپسین معنادارکاهش 

  ). p>05/0دند (شنسبت به نمونه شاهد 

ــده  ــر مهارکنن ــین    اث ــزیم تریپس ــت آن ــر فعالی ــا ب و  ه

نشـان داده شـده اسـت.    ) Bو A( 4شکل در  کیموتریپسین

نسبت به نمونـه شـاهد   نشان داد فعالیتآنزیم تریپسین  نتایج

و پــارا  SBTI ،TLCK ،PMSFهــاي دهمهارکننــ در حضــور

ــاهش  ــدین کــ ــادارآمینوبنزآمیــ . )p>05/0(دارد  يمعنــ

ي مشـاهده  معنـادار اختلاف TLCKو SBTIکه بین  طوري هب

ــارا  PMSFهــا نســبت بــه نگردیــدولی ایــن مهارکننــده و پ

ــاهش   ــدین کـ ــادارآمینوبنزآمیـ ــد  معنـ ــان دادنـ ي را نشـ

)05/0>pهاي  ).مهارکنندهTPCKپپاستاتین ،A ،  یدواسـتیک

و بتامرکپتواتــانول بــر روي فعالیــت آنــزیم  EDTAاســید، 

ي را نشان معنادارتریپسین در مقایسه با نمونه شاهد کاهش 

  ).p<05/0(ندادند 

در مقایسه با نمونـه شـاهد در   تریپسین کیموفعالیتآنزیم 

، پـارا آمینوبنزآمیـدین،   SBTI ،PMSFهاي دهمهارکنن حضور

TPCK ، ،یدواستیک اسیدEDTA  کـاهش  و بتامرکپتواتانول

 SBTIکـه بـین    طـوري  ه. ب)p>05/0(را نشان داد  يمعنادار

و  EDTAیدواستیک اسید، و پارا آمینوبنزآمیدین،  PMSFو

ــانول ــتلاف  بتامرکپتواتـ ــاداراخـ ــاهده نمعنـ ــي مشـ د شـ

)05/0>pهــاي  ).مهارکننــدهTLCK و پپاســتاتینA بــر روي

فعالیت آنـزیم کیموتریپسـین در مقایسـه بـا نمونـه شـاهد       

  ).p<05/0(ي را نشان ندادند معنادارکاهش 

  

  بحث

هاي تریپسـین   مطالعه عوامل شیمیایی بر روي فعالیت آنزیم

و کیموتریپسین در بچه ماهی نورس آزاد دریاي خزر نشان 

ي مورد ها توانند بر روي فعالیت آنزیم میاین عوامل داد که 

هاي فلزي ترکیباتی هستند کـه   یونثیرگذار باشند. أت مطالعه

توانایی تغییر جریان الکترون در یک سوبسترا یـا آنـزیم را   

ثري واکنش کاتالیز شده توسط آنـزیم را  ؤطور م داشته و به

هـاي   گـروه  بـه بـا اتصـال   هـاي فلـزي    یونند. کن میکنترل 

زنجیره  بهاتصال  یا از طریقکربونیل و آمین زنجیره اصلی 

ــه   ــید آمین ــانبی اس ــهج ــژه  ب ــید وی ــیلات اس گروهکربوکس

آسپارتیک و اسید گلوتامیک و حلقه اتم نیتروژن هیستیدین 

 فعالیـت کاتـالیزوري آنـزیم تأثیرگـذار     متوانند در انجـا  می

متیونین، سـرین،   ،تریپتوفان، سیستئینهاي  اسید آمینه. ندباش
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هاي  آسپاراژین و گلوتامیناز دیگر زنجیره، ترئونین، تیروزین

 .شوند محسوب میهاي فلزي  اتصال یون برايآنزیم جانبی 

محیط الکترواستاتیک در جایگـاه فعـال آنـزیم یـک عامـل      

عمده براي هدایت سوبسترا بـه جایگـاه اتصـال در جهـت     

این روند  درتوانند  هاي فلزي می یونکه  استصحیح خود 

 آنـزیم کمـک  کرددر نتیجـه بـه کنتـرل عمل   ده و کرشرکت 

  .(Glusker et al., 1999)دنکن

افـزایش فعالیـت   هاي فلزیکلسیم و منیـزیم باعـث    یون

آزاد و کیموتریپسین در بچـه مـاهی نـورس    تریپسین آنزیم 

 برو منیزیم هاي مربوط به اثر کلسیم  یافتهدند. شدریاي خزر

و کیموتریپسین با مطالعاتانجام شده  تریپسین فعالیت آنزیم

 Thunnus)تـن زردبالـه    شـامل ماهیانتـن  سه گونـه از  در 

albacores) ،هوورمســـــقطی(Katsuwonus pelamis)و 

 ,.Thunnus)(tonggol(Klomklaoet alبلــوفین شــمالی 

گرینلینـگ  و  (Sardinops melanostictus)، سـاردین (2004

(Pleuroprammus azonus)(Kishimura et al., 2006) ،

ــدارین ــرا (Lu et al., 2008)(Siniperca chuatsi)مان ،زب

ــی ــاهی (Ktari et al., 2012)(Salaria basilisca)بلن ، م

و کیلکـاي   (Balti et al., 2012)(Sepia officinalis)مرکـب 

  Zamani et)(Clupeonella cultriventriscaspia)معمـولی 

al., 2014)  .هـاي فلـزي بـر     اثر یـون  بارةدرهمخوانی دارد

کـه آنهـا    گفتباید و کیموتریپسین فعالیت آنزیم تریپسین 

عنـوان کوفـاکتور در افـزایش فعالیـت آنزیمـی       هتوانند ب می

و یا در برخی موارد باعث کاهش فعالیت  کنندنقش  يایفا

هـاي دو ظرفیتـی نقـش     در ایـن بین،کـاتیون   .آنزیم شـوند 

 ـ ،ثرتري بر فعالیت آنـزیم تریپسـین دارنـد   مؤ کـه   طـوري  هب

شوند  میهامنیزیمباعث افزایش فعالیت آن و هاي کلسیم یون

وروي از فعالیـت   نقـره  اننـد جیـوه، مـس،   مدیگر برخی  و

 ,Green and Neurath)نــدکن آنــزیم جلــوگیري مــی  

تحـت   و کیموتریپسـین  تریپسـین هاي  .فعالیت آنزیم(1953

هاي مـس، روي، منگنـز، بـاریم، کبالـت، آهـن و       ثیر یونأت

و  Luاز سـوي  ییجانت ـچنـین   .یابـد  مـی کـاهش   آلومینیوم

و   Ali،(S. chuatsi)مــاهی مانــداریندر )2008همکــاران(

 Lithognathus)در شـــانک مخطـــط) 2009همکـــاران (

mormyrus) ،Balti ) در ماهی مرکب2012و همکاران ((S. 

officinalis) ،Ktari ) ــاران ــرا 2012و همکــــ ) در زبــــ

) در 2014و همکــاران ( Zamaniو   (S.basilisca)بلنــی

  د. شگزارش نیز (C.cultriventris caspia)کیلکاي معمولی 

از طریـق اتصـال   ها ترکیبـاتی هسـتند کـه     سورفاکتانت

بـر توانـایی   ها یا تغییر محیط عملکرد آنها،  مستقیم با آنزیم

هاي  در غلظت به نحوي که گذاشتهها تأثیر کاتالیزوري آنزیم

ولــی در  .شــوند هــا مــی بــالا باعــث دنــاتوره شــدن آنــزیم

ین تغییري در ساختار آنزیم ایجـاد نکـرده و   یهاي پا غلظت

نیـز   آنتوانند باعـث افـزایش جزئـی در فعالیـت      حتی می

دلیل تجمع این ترکیبـات   هتواند ب این امر می شوند. احتمالاً

رخ  ،هایی از آنزیم که حاوي انرژي بالایی هسـتند  در مکان

دلیل دناتوره  هب سورفاکتانتهاي بالاي  دهد. ولی در غلظت

 آنهـا افت قابـل تـوجهی در فعالیـت     ها ساختار آنزیمشدن 

ها بـر   ثیر سورفاکتانتأ. ت(Rubingh, 1996)شود مشاهده می

فعالیت آنزیم تریپسین و کیموتریپسین در بچه ماهی نورس 

تریگـر  دسـت آمـده در ماهیـان     هآزاد دریاي خزر با نتایج ب

 ,.Jellouli et al)(Balistes capticus)خاکســــتري

)Esposito (macropomum) Colossomaتامبـاکویی ،(2009

et al., 2009)زبرا بلنی ،(S.basilisca) (Ktari et al., 2012) 

 Zamani et)(C.cultriventris caspia)و کیلکـاي معمـولی  

al., 2014) یج ایـن مطالعـه نشـان دادکـه     ا.نتهمخوانی دارد

و کیموتریســـپین در حضـــور عوامـــل  تریپســـینآنـــزیم 

اکسیدکننده (سدیم پربورات و پراکسید هیدروژن) ناپایـدار  

. چنـین نتـایجی در   شـود  مـی و از فعالیت آن کاسـته   است

 ,.Jellouli et al)(B.capticus)تریگــر خاکســتريماهیــان 
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ــاکویی،(2009 )Esposito et al., (C.macropomum)تامب

ــرا بلنــی(2009 و  (Ktari et al., 2012) (S.basilisca)،زب

 ,.Zamani et al)(C.cultriventris caspia)کیلکاي معمـولی 

که بسـیاري  دهند میتحقیقات نشان د. شنیز گزارش  (2014

ماننـد پراکسـید    کنندهاز پروتئازها در حضور عوامل اکسید

عوامـل   .(Jellouli et al., 2009)هیـدروژن ناپایـدار هسـتند   

هاي تیـول   توانند با گروه ترکیباتی هستند که می اکسیدکننده

. ها واکنش بسیار قـوي داشـته باشـند    نها و پروتئی در آنزیم

ــی  ــیدکننده م ــل اکس ــیاري از عوام ــکیل   بس ــا تش ــد ب توانن

هاي آزاد باعث اکسیدشدن پروتئین شوند کـه ایـن    رادیکال

امر در ابتدا با جذب اتم هیـدروژن موجـود در کـربن آلفـا     

گیرد و سرانجام منجر به دناتوره شـدن   صورت میپروتئین 

  .(Finnegan et al., 2010)شود آن می

هاي آنزیمی ترکیباتی شبه سوبسترا بـوده کـه    مهارکننده

توانند با جایگاه فعـال آنـزیم واکـنش داده و از اتصـال      می

نـدو باعـث غیرفعـال    کنسوبستراي حقیقی با آن جلوگیري 

 Garcia-Carenno, 1992; Zamani et)شـدن آنـزیم شـوند   

al., 2014) .هـاي اثرماهیان  مختلف هاي هادرگونه مهارکننده 

 ومسائل تواندبامحیطزندگی دارندکه می متفاوتی بازدارندگی

 ,.Lu et al)باشـــد درارتبـــاط ماهیـــان ژنتیکـــی

اختصاصـی آنـزیم تریپسـین شـامل      هـاي  مهارکننده.(2008

SBTI  وTLCK  و مهارکننـــــده اختصاصـــــی آنـــــزیم

هــاي  و همچنــین مهارکننــده TPCKکیموتریپســین شــامل 

و سـایر   پاراآمینوبنزآمیـدین  و PMSFپروتئاز سرین شـامل 

و  EDTA، یدواستیک اسید، Aپپاستاتینها شامل  مهارکننده

داراي اثر مهارکنندگی روي آنزیم تریپسـین  بتامرکپتواتانول 

 ـ   آزاد دریـاي خـزر   ورس و کیموتریپسین در بچـه مـاهی ن

 درماهیـان مطالعات انجـام شـده   با مطالعه این نتیجه بودند. 

-Castillo)(Sardinops sagax caerulea)مـونتري سـاردین  

Yanez et al., 2005)ــوك  Oncorhynchus)، آزاد چین

tshawytscha)(Kurtovic et al., 2006)ساردین ،(Sardina 

pilchardus)(Bougatef et al., 2007) ، سـرخو(Lutjanus 

vitta)(Khantaphant and Benjakul, 2010) ،

)Marcuschi et al., (C.macropomum)تامبــــاکویی

 Silva et)(Diapterus rhombeus)اي ،موجـارا نقـره  (2010

al., 2011)،   زبـرا بلنـی(S.basilisca) (Krati et al., 2012) ،

و کیلکاي  (Balti et al., 2012)(S. officinalis)ماهی مرکب

ــولی  C.cultriventris)(Zamani et al., 2014)معمـ

caspia) ـ  دسـت آمـده    ههمخوانی داشت.با توجه به نتـایج ب

هــاي تریپســین و  تــوان بیــان کــرد کــه فعالیــت آنــزیم مــی

ثیر أتحت ت آزاد دریاي خزرکیموتریپسین بچه ماهی نورس 

هـا، عوامـل اکسـیدکننده و     هـاي فلـزي، سـورفاکتانت    یون

 بنابراینشان بوده و  هاي آنزیمی در حداقل غلظت مهارکننده

توانـد   توجه به مسائل زیست محیطی و کنترل آلودگی مـی 

  ثر باشد.ؤدر رشد بهینه بچه ماهیان م
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Abstract: 

The effect of metal ions, surfactant, oxidizing agents and enzyme inhibitors was 
considered on trypsin and chymotrypsin activity of the Caspian brown trout fry. The 
results showed K+ and Na+ didn’t significanly decrease trypsin and chymotrypsin 
activity (p>0.05). Ca2+ and Mg2+ significantly increased trypsin and chymotrypsin 
activity (p<0.05). Mn2+,Cu2+,Ba2+,Co2+,Zn2+,Fe2+ and Al3+ significantly decreased 
the activity of trypsin and chymotrypsin (p<0.05). Saponin and taurocholic acid 
significantly increased trypsin and chymotrypsin activity. Sodium cholate 
significantly increased chymotrypsin activity (p<0.05), but not the trypsin activity 
(p>0.05). Oxidizing agents, including hydrogen peroxide and sodium perborate, 
significantly decreased trypsin (p<0.05). Trypsin and chymotrypsin activity 
significantly decreased in the presence of SBTI, PMSF and ρ-Aminobenzamidine 
inhibitors (p>0.05). The inhibitors such as TPCK, pepstatinA, iodoacetic acid, 
EDTA and ß-mercaptoethanol did not significantly decrease the trypsin activity 
(p>0.05), but they significantly decreased chymotrypsin activity (p<0.05). Trypsin 
activity in the presence of TLCK showed a significant decrease (p<0.05), but  TLCK 
and pepstatin A  had no significant effect on chymotrypsin activity (p>0.05).  
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