
 1401، 1، شماره 35جلد                                                              )             مجله زيست شناسي ايران( سلولي و مولكوليمجله پژوهشهاي 

 ريشه ديسف كرم اتزيدرولياز هحاصل  ديجد يستيفعال ز ديپپت كي يياستخراج و شناسا

  *1حسين نادري منشو  *2، احمد آسوده1عسل خواجه پور زاوه
  كيزيوفي، گروه بيشناس ستيمدرس، دانشكده علوم ز تيتهران، دانشگاه ترب، رانيا 1

  يميروه شمشهد، دانشكده علوم، گ يمشهد، دانشگاه فردوس ،رانيا 2

  01/07/1398 :تاريخ پذيرش  15/05/1398 :تاريخ دريافت

  دهيچك

به ها و كبد  انباشته نشدن در كليهنداشتن عواض جانبي و  ،گسترش فراوان، سنتز آسان  به دليلپپتيدهاي فعال زيستي امروزه، 
منبع  زيستگاههاو موفقيت در تمامي  حشرات با داشتن تنوع بالا. جايگزين مناسب براي داروهاي شيميايي مطرح هستند عنوان

از  يستيفعال ز ديپپت خالص سازيمطالعه با هدف استخراج و  نيا. هستندفعال زيستي  پپتيد هايبراي استخراج خوبي 
ي آنزيمهابا استفاده از  ريشه ديسفهيدروليزات كرم از  ي حاصلستيفعال ز يدهايپپت. انجام شد ريشه ديسفهيدروليزات كرم 

 ساعت 4در زمان  نيپپاپا اتزيدروليه كهآمده نشان داد  به دست جينتا. شدند ديتول نيپسيو تر-K نازي، پروتئ ني، پانكرات پاپايين
 عيما يكروماتوگراففاز معكوس توسط  اتزيدروليه نيا. )درصد 21( است DPPH هاي كاليراد توانايي در حذف نيشتريب يدارا

با توالي توسط طيف سنجي جرمي  جداسازي و داراي بيشترين فعاليت آنتي اكسيداني فركشن. ندشد جداسازيبالا  ييبا كارا
در سنتتيك پپتيد  DPPHي راديكالهافعاليت حذف  .شدشناسايي   )Po-1با نام  دالتون YPQSLRWRAK  )6/1304يديپپت

در  بودكرومولاريم DPPH ،45/76هاي پپتيد در حذف راديكال IC50مقدار رسيد و  درصد  41/54به مقدار  ميكرومولار 100
 .ميكرومولار بودند 96/9و  27/3به ترتيب برابر با  IC50 و گلوتاتيون احياء شده داراي مقادير Cحالي كه تركيبات طبيعي ويتامين

در تركيب طبيعي  به عنوانتواند ميداراي خاصيت آنتي اكسيداني است كه  Po-1 فعال زيستي دهد كه پپتيدنتايج نشان مي
  .راحي دارو در آينده استفاده شودط

   بالا ييبا كارا عيما يكروماتوگراف د؛يپپت كرم سفيد ريشه؛: يكليدواژه هاي 

  naderman@modares.ac.ir  ،Asoodeh@um.ac.ir: ، پست الكترونيكي +98 51 38805525 تلفن؛مسئول، گان نويسند* 

  مقدمه
 .ها دارند انسان يدر زندگ ياديز اريبس تيحشرات اهم

 نيبا ا يكيكاملاً نزد  رابطه يبشر از بدو خلقت دارا
 ريسا يزندگ زيجهات ن ياريو از بس بوده استموجودات 

جانداران كوچك  نيها به ا نموجودات از جمله انسا
گروه از  نيموفق تر حشراتدر واقع  .استوابسته 

 ياقتصاد تياهم يهستند كه دارا نيزم ي كرهرو واناتيح
ات در هر منطقه از جهان زندگي حشر .)6(باشند نيز مي

توانند در هر نوع آب و هوايي، از ها ميآن. كنندمي
جنگلهاي باراني گرمسيري تا مناطق قطبي يخي، تا زماني 

تنها  ،اقيانوسها. )9(مانندبتوانند غذا پيدا كنند، زنده بكه 

-مكانهايي هستند كه حشرات كمي در آن جا زندگي مي

- كوچك هستند، مي اين موجودات بسيار از آنجا كه. كنند

توانند ر حيوانات نميسايمناطقي زندگي كنند كه  توانند در
-حتي در غارهاي زيرزميني زندگي ميآنها  زنده بمانند،

 نيمتنوع تر سوسكها بالپوشان يا بالان يا سخت قاب .كنند
 27800با سرگين چرخان  .)19(حشرات هستندراسته از 

گياهان،  ايتهآف نيو خطرناك تر نيترياز سم يكيگونه 
امروزه . )20(باشدمي ينتياهان زيگو  يدرختان جنگل
 يبرا به طوري كه شود  ياز حشرات م يا استفاده گسترده

از آنها بهره  رهيو غ يرنگ، مواد خوراك ،ييمواد دارو ديلتو
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 به عنوان عتيدر طب اديحشرات با توجه به تنوع ز. برند يم
فعال  باتيترك ييو شناسا جداسازي يبرا شگاميگروه پ كي
  .)19(شونديدر نظر گرفته م يستيز

ي شيميايي در بدن هستند واكنشهازاد معلول آي راديكالها
و  اختلالات عصبيازجمله  هنجاريهانادر بروز بسياري از 
كه هم تركيباتي هستند  اكسيدانها نتيآ .سرطان نقش دارند

شوند و توانايي  ها يافت ميدر داخل و هم در خارج سلول
را هاي فعال اكسيژن  زاد و گونهآي راديكالهاواكنش با 

د كه در نهايت سبب كاهش و يا جلوگيري از استرس ندار
اين تركيبات هم در داخل بدن سنتز  .شوند اكسيداتيو مي

شوند و هم از طريق رژيم غذايي قابل دريافت  مي
  . )17و  16(باشند مي

مولكولهايي با فعاليت شبه  به عنوانپپتيدهاي فعال زيستي  
شوند كه در نهايت موني يا شبه دارويي شناخته ميرهو

هاي خاص اعمال فيزيولوژيك را از طريق واكنش با گيرنده
اسخهاي روي سلولهاي هدف تنظيم كرده و منجر به القاي پ

 به صورتاين پپتيدها در سلول . گردندفيزيولوژيك مي
 به صورتپپتيدهاي بزرگ سنتز شده و سپس  پرو- پري

. )22( كنندمحصولات فعال برش خورده و تغيير پيدا مي
استفاده از پپتيدها جهت درمان انواع  ،ي اخيرسالهادر 

پپتيدهاي درماني داراي . بسيار توسعه يافته است بيماريها
از  .باشند مي آنتي باديهاو  پروتئينهاچندين مزيت نسبت به 

 كوچكتر به اندازهتوان  يم پپتيدهاترين مزيت  جمله مهم
 در غشاي سلولي را آنهاو توانايي نفوذ  تر سنتز راحت، آنها

ميايي يداراي تنوع بيولوژيكي و ش ،پپتيدهاهمچنين  .نام برد
مزيت ديگر استفاده از پپتيدها به عنوان . )13(باشند مي

ي خاص مانند اندامهادر  آنهااين است كه  يدرمانعوامل 
كاهش  منجر به اين امر شوند كه كبد و كليه انباشته نمي
پپتيدها همچنين به  .شود مي آنهاعوارض جانبي سمي 

ي آنتي باديهايابند و نسبت به  راحتي سنتز و تغيير مي
 .كنند ايجاد مي يكمتريي ايمني زا ،پروتئينهانوتركيب و 

 بيماريهاهاي درماني پتاسيل بسيار بالايي براي درمان  پپتيد

 اديتنوع ز به دليل امروزه حشرات. )14و  13 ،2( دارند
فعال از  باتيترك هيته يبرا يديمف اريتوانند منبع بسيم

طبيعي كمي از هيدروليزات  پپتيدهاي. باشند يعيمنابع طب
هاي توان به پپتيدحشرات گزارش شده است كه تنها مي

از هيدوليزات حشرات خوراكي نظير كرم  حاصل 
 12( Spodoptera littoralis( (Bombyx mori)ابريشم

)23( ،Zophobas morio )27(  ملخ(Blaptica dubia) 
با توجه به مطالعات انجام شده تاكنون .  اشاره كرد )27(

با پپتيدهاي فعال زيستي حاصل از  گزارشي در رابطه
 .است هيدروليزات كرم سفيد ريشه صورت نگرفته

 ييو شناسا ي، هدف از مطالعه حاضر، خالص سازنيبنابرا
از با خاصيت آنتي اكسيداني جديد  يستيفعال ز ديپپت
كروماتوگرافي با با استفاده از  كرم سفيد اتزيدروليه

  .ه استبود يسنج جرم فيطكارايي بالاو 

  روشهامواد و 
 كرم سفيد ريشهتازه  يلاروها: ييايميو مواد ش تركيبات

(Polyphylla adspersa)  هيدريدر تربت حاي منطقهاز  ،
،  نيپسيتر. شد يجمع آور) راني، ا ياستان خراسان رضو(

پنجه  رهياز ش( پاپايين، )2گاو ، نوعاز لوزالمعده ( نيپانكرات
 الاتي، ا اي، مون سيسنت لوئ( گمايز سا -K نازيو پروتئ) پا

محدوديت با  ونيلتراسياولتراف يغشا. شد يداريخر) متحده
 (دش هيته Millipore از يدالتون لويك 3 وزن مولكولي

- ليكريپ-2- ليفن يد- 1،1 .)متحده الاتيدفورد ، ارب
از ) TFA(استيك اسيد  رئوري فلوو ت(DPPH) ليدرازيه

 .تهيه شد) آلمان(شركت مرك

و  يجمع آور P. adspersa لارو بالغ پنجاه: عصاره هيته
 يشناس بيو آس وكنترليب شگاهيدر آزما هالارو تيهو

پس از انجماد . شد دييتأ) مشهد يدانشگاه فردوس(حشرات 
 در ينيچهاون ها توسط ، نمونهعيما تروژنيلاروها توسط ن

عصاره . خرد شدند (pH 7) فسفاتبافر  ليتر يليم 20
 قهيدور در دق 10،000در  قهيدق 20 به مدتحاصل 

 رويي ماده به) درصد 85( وميسولفات آمون. شد وژيفيسانتر
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بافر  ليتر يليم 20با استفاده ازساعت ،  8پس از . اضافه شد
و  هيتجز يبرا تيو در نها ندشد زياليد (pH 7) فسفات
  .ندشد زهيليوفيل يبعد ياتحليله

 ديسف كرم يهانيپروتئ عصاره: ديسف كرم زيدروليه هيته
 ،ني، پانكراتپاپايينمختلف  يهاميبا استفاده از آنز ريشه

گرم  يليم 100. شد زيدروليه نيپسيو تر-K نازيروتئپ
  (pH 7)مولار يليم 20از بافر فسفات تريل يليم 5عصاره در 

گرم  يليم 7/6. حل شد ،ميلي مولاريك   CaCl2 يحاو
درجه  37 ياضافه شد و در دما صارهبه محلول ع ازپروتئ

، 5/0،  0(شد  زيدروليمختلف ه يهاو در زمان سانتي گراد
كردن  رفعاليغ يبرا). ساعت 7و  6،  5،  4،  3،  2،  1
و جوشانده شدند  قهيدق 15 به مدتات زيدرولي، ه مهايآنز

 گرديدند وژيفيسانتر قهيدق 15 به مدتاز آنها  كيهرسپس 
 كونيآمي غشا از سپس شد يجمع آورآن  ييرومحلول و 

 الاتيا ،سييلو( دالتون  لويك 3وزن مولكولي  با محدوديت
شده متشكل از  هيمحلول تصف. ندعبور داده شد )متحده

بود كه دالتون  لويك 3تر از  نييپا ي با وزن مولكولييدهايپپت
  .مورد استفاده قرار گرفت مراحل بعدي يو برا ليوفيليزه

 از روش تزايدروليه يبررس به منظور: الكتروفورز
 ژلژل شامل  نيا). 21( استفاده شد– SDS-PAGE نيسيتر

 (w/v) درصد 5/12 جداكننده ژل و (w/v) درصد 5 متراكم
نمونه ها . شد آماده نيپروتئ كروگرممي 20 با نمونه هر. بود
،  ايفرنيراد ، كال- ويب(  v/v،  4: 1 بافر نمونه به نسبتبا 
سانتي درجه  100 يمخلوط شدند و در دما) متحده الاتيا

 جوشاندهالكتروفورز  انجامقبل از  قهيدق 5 به مدت گراد
 5/0(ولت  80در  متراكمژل  يبراالكتروفورز . شدند
اجرا ) ساعت 5(ولت  120در ژل جداكننده يبرا و )ساعت

 يزينقره رنگ آم تراتين و كوماسي برليانت بلو با ژلها. شد
در  استاندارد به عنوان يكولمول وزن نشانگر دو. شدند

  .دالتون استفاده شد لويك 6/2- 135محدوده 

 يليم 78ابتدا ،  در: فاز معكوسبا  عيما يكروماتوگراف
با  غشاءشده توسط  لتريف نيپپاپا اتزيدروليگرم از ه

 تريل يليم 3دالتون در  لويك 3 وزن مولكولي محدوديت
ميلي  1حل شد، ) در آب مقطر  TFAدرصد A )1/0حلال 

 يكروماتوگرافدستگاه  C18 آناليتيكال ليتر از نمونه به ستون
 Smart lineآلمان با  Knauerشركت ( فاز معكوس

manager 5000 Model E4320V2 پمپ مدل ،EA4800  و
فازهاي . تزريق شد) UV2500 Model E4310ردياب 
و ) در آب مقطر TFAدرصد A )1/0شامل حلال متحرك 

B )098/0 درصدTFAبراي تفكيك . بودند) در استونيتريل
با سرعت جريان  Bدرصد حلال  5- 55سازي، شيب خطي 

ml/min2  جذب پيكها در . دقيقه استفاده شد 60براي مدت
آوري  پيكهاي مهم جمع. گيري شد اندازه nm214طول موج 

خشك  Ilshin Koreaو توسط دستگاه فريز دراير مدل 
 .گرديدند

پپتيدهاي  De Novoتعيين توالي : ديو سنتز پپت ييشناسا
پيك اصلي حاصل از كروماتوگرافي توسط دستگاه  يك

(MALDI-TOF)اسپكتروسكوپي جرمي 
بين  مؤسسهدر  

واقع در غرب استراليا   (Pty Ltd) المللي پروتئوميكس
به ظر مورد ن پپتيد سپس توالي شناسايي شده. انجام شد

 واقع در شهر Gl Biochem مؤسسهسنتز به  منظور
پپتيد شناسايي شده با  توالي. شانگهاي چين فرستاده شد

  .تواليهاي گزارش شده موجود در پايگاه داده مقايسه گرديد

:  DPPHي راديكالهاسنجش فعاليت پپتيد در حذف 
DPPH زانيم نييتع به منظور ييايميش بيترك كي به عنوان 
. شود يم يمعرف سيستمهاانواع مختلف آزاد  يهاراديكال
DPPH، به  ليبنفش ما( رهيرنگ ت يو دارا يپودر يبيترك

گرم در مول است و در  32/394 يوزن مولكول با) اهيس
با گرفتن اين تركيب . است يبخو يداريپا داراي اتاق يدما
 يداريالكترون به پا كي يكل به طور اي دروژنياتم ه كي
، پس از حل شدن در اتانول به DPPH. سدر يم يشتريب

 517و در طول موج  دآي يخود در م يكاليشكل راد
 كاليراد نيا .)11(است جذب  نيشتريب داراي نانومتر

 تيفعالداراي كه  تركيبيشده پس از واكنش با  ديتول
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حذف شده و جذب آن در طول موج  است يدانياكس يآنت
آنتي  فعاليت بررسي به منظور. ابدي ينانومتر كاهش م 517

و  Göçerاز روش  DPPHي راديكالهااكسيداني در حذف 
محلول بنفش رنگ  براي تهيه. )7(همكاران استفاده گرديد 

DPPH )15/0 گرم از  ميلي 1) ميلي مولارDPPH  17در 
سنجش حذف راديكال  به منظور. ليتر اتانل حل شد ميلي

DPPH، 100  پپتيدمختلف  نهايي يغلظتهاميكروليتر از 

 400به ) مولار ميكرو100و  50، 25، 5/12، 25/6، 12/3(
به شده  افزوده و محلول تهيه DPPHميكروليتر از محلول 

دقيقه در دماي محيط و  30 به مدتتكان داده شد و  شدت
 517ها در  در نهايت جذب نمونه. ي شدنگهداردر تاريكي 

ميكروليتر آب  100كنترل  براي نمونه. نانومتر خوانده شد
ميزان فعاليت پپتيد در . برده شدبه كار  پپتيد به جاي مقطر

  :شدزيابي ارتوسط معادله زير  DPPHي راديكالهاحذف 
 

DPPH  (%) مهار راديكال – جذب نمونه كنترل)] =  1 معادله            100 × [(جذب نمونه كنترل/ جذب نمونه

  

  نتايج و بحث
سنجش فعاليت آنتي اكسيداني : آماده سازي هيدروليزات

هيدروليزات آنزيمي كرم سفيد ريشه مورد مطالعه قرار 
 همان طور. است نشان داده شده1 - شكلدر  جينتا. گرفت

 يآنت يدهايپپت ديبه مرور زمان تولشود كه مشاهده مي
. رسديبه حداكثر مقدار م زهايدروليهمه ه يبرا يدانياكس
در  يدانياكس يآنت يدهايپپت ديتول يزمان برا نيبهتر
مقدار  نيكه ا يبود ، در حال هساعت 4 نيپاپ اتزيدروليه
،  -K نازيروتئپ ،و  نيپسي، تر نتيپانكرا يزهايدروليه يراب

آمده توسط  به دست زاتيدروليه همچنين .ساعت بود 5
 ندرا نشان داد يبالاتر يدانياكس يآنت تيخاص، نييپاپا

 4 زيدروليه يبرا DPPH كاليمهار راد ريمقاد. )1- شكل (
مربوط  ريكه مقاد حالي در ، بود درصد 21 ،نيپاپ– ساعت

 و) درصد 7/14( نيپستري ،) درصد 15( نيبه پانكرات
بود كه همگي  )درصد K- )3/14 نازيروتئپهيدروليزات 
 يبرا. داشتند نيپاپ اتزيدروليتر از ه نييپاداراي مقادير 

با  هاي هضم شده آنزيميعصاره، زيدروليه نديفرا يبررس
 ليو تحل هيمورد تجز SDS-PAGEالكتروفورز استفاده از

 اتزيرولديكه ه دالكتروفورز نشان دا جينتا. قرار گرفت
با  ييدهايگوپپتيال كه هستند اسمير مانند نوار داراي پاپايين

  .)2- شكل (دهديمكم را نشان  يوزن مولكول

 
  DPPHي هيدروليزات كرم سفيد ريشه در حذف راديكالهاي دانياكس يآنت سنجش فعاليت -1 شكل
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، B2R .دام از هيدروليزات در دو چاهك مورد بررسي قرار گرفتنندهرك .هيدروليزات كرم سفيد ريشه) SDS-PAGE(الگوي الكتروفورزي  -2 شكل
  .دهد يكم را نشان م يبا وزن مولكول يدهايپتوپگيال تيفلش موقع. كيلو دالتون است 6/2با وزن مولكولي  -2Rبروينين  پپتيد

را در  يديپپت يوندهايتواند پيكه م پاپايين ريتأث به دليل
يي با دهايگوپپتيضم كند ، اله زيآبگر يهانهيآم دياسمحل 
در . مشاهده شد نيپايپا اتزيدروليدر ه نييپا يمولكولوزن 

 يناپايپاز ) 26( يو و همكارانمطالعه انجام شده توسط 
 Loach (Misgurnusكردن  زيدروليه يبرا

anguillicaudatus) آنها نشان داد كه  جيشد و نتا ستفادها
 DPPH )45/0 يراديكالهاحذف قادر به  زاتيدروليه
±0/17 =IC50 يراديكالهاو ) تريل يلير مبگرم  يليم 
 )تريل يلير مبگرم  يليم IC50= 64/2± 29/0( ليدروكسيه

را  Mytilus edulis ني، پروتئ) 18(و و همكاران يك .هستند
كه در آن بالاترين  كردند زيدروليه درصد 1 پاپايينبا 

ه به ميزان ساعت 3در هيدروليزات  راديكالهافعاليت حذف 
 جيمطالعات ، نتا نيمشابه ا. نشان داده شد درصد 74/28

 نييپاپا ساعته 4ات زيدرولينشان داد كه ه تحقيق حاضر
نشان  DPPH يراديكالهاحذف  يرا برا تيفعال نيشتريب
  .دهد يم

مطالعات : كروماتوگرافي با فاز معكوس و تعيين توالي
 لويك 3كمتر از  يبا وزن مولكول دهاياند كه پپتنشان داده

 ،نيبنابرا. دارند ييبالا يدانياكس يآنت تيدالتون فعال
با  ياز غشا داده شدهعبور ساعته پاپايين 4ات زيدروليه

 به دست يدالتون برا لويك 3 محدوديت وزن مولكولي
. ندكوچك انتخاب شد يمولكول يدهايآوردن پپت

افي كروماتوگر C18 شده به ستون لتريف نيپپاپا اتزيدروليه
 4و   3-كه در شكل همان طور. ندشد قيمعكوس تزرفاز 

 ياصل پيك 11به  اتزيدروليهنشان داده شده است 
 يگذارشماره يمتوال به طور فركشنها. ندشد سازيجدا

-، نمونه يكروماتوگراف مرحله نيچندتكرارپس از . شدند

ي راديكالهافعاليت حذف آمد و سپس  به دست يكاف يها
DPPH  نتايج نشان داد . شد يجدا شده بررس هايفركشن

 درصد 41فعاليت و  5/45زمان خروج  با 5كه فركشن 
 هاسايرفركشن .داشتي بالاتر يدانياكس يآنت خاصيت

. نشان دادنديا كمتر  درصد 20 همگي فعاليتي در محدوده
 يجرم يسنج فيتوسط ط ييشناسا يبرافركشن  نيا

MALDI-TOF / TOF فياز ط حاصل جينتا. انتخاب شد 
 يتوال يدارا ،5 فركشن نشان داد كه يسنج
كه  باشدمي )دالتون YPQSLRWRAK  )6/1304يديپپت

Po-1  با استفاده  ليو تحل هيتجز. )5-شكل( نامگذاري شد
http://wwwexpasy.ch/tools/( WExPASypI / M از ابزار 

pi_tool.html  (را  19/6 كيزوالكترينقطه ااين پپتيد  براي
  .كرد ينيب شيپ
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 . .P. adspersaعصاره زير غشاء هيدروليزات پاپايين  RP-HPLCكروماتوگرام  -3 شكل

  

  .C18خالص شده با كمك ستون  5پيك . RP-HPLCكروماتوگرام  -4 شكل

  
  كروماتوگرام و تفسير نتايج طيف سنجي جرمي -5شكل
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، بيشترين  Po-1نشان داد كه پپتيد  لي توانتايج آناليز 
 DNA-targeting ADP-ribosyltransferaseشباهت را به 

pierisin-1 در پروانه سفيد كلم )Pieris rapae  (با شماره  
در  5-8هاي در واقع باقي مانده. دارد (5H6N_A) دسترسي

به اين آنزيم در  درصد 100اين پپتيد داراي شباهت 
اي كه در مطالعه .است 45-57هاي دهباقي مان محدوده

توسط دانشمند و همكاران انجام شد، به كمك روش 
با آمينو اسيدي  31 كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا پپتيد

، ) Ziziphus Jujuba(از گياه عناب فعاليت ضد ميكروبي 
 در پايگاه دادهاين پپتيد  همرديفيبررسي . شد استخراج

 Snakin-2 تيد بيشترين شباهت را بهنشان داد كه اين پپ

از پپتيدهاي كشف شده همساني كامل  هيچيكبا ولي دارد؛ 
  .)1( ندارد

آزاد  كاليراد كي DPPH: بررسي فعاليت آنتي اكسيداني
 517در  يجذب قو داراياست ، كه  داريپا نيتروژن يحاو

به ماده  نيا. است يدر محلول اتانول) رنگ بنفش(نانومتر 

 گياهداكنند تيفعال يرياندازه گ يبرا ياگسترده طور
 يدانياكس يآنت باتيآزاد ترك كاليراد تيفعال اي دروژنيه

نشان داد كه  نتايج. )10(مورد استفاده قرار گرفته است
همراه با  DPPHدرصد فعاليت پپتيد در حذف راديكال 

افزايش  P≤ 0.01)(داري معني به طورافزايش غلظت پپتيد، 
 در پپتيد آنتي اكسيدانيميزان فعاليت ) 6-شكل(يافت 
همچنين . درصد رسيد 41/54ميكرومولار، به  100غلظت 
 (گلوتاتيون احياء شده  و -Cويتامين  براي IC50 مقادير
GSH( پپتيداستاندارد و  به عنوان Po-1 27/3 به ترتيب  ،

وانگ و  .آمد به دست) ميكرومولار 45/76 و 96/9
 IC50گزارش كردند كه ميزان  2012همكاران در سال

مشتق شده از هيدروليزات  PYFNK و WDRپپتيدهاي 
به  ABTSي راديكالها، در حذف  Sphyrna lewini عضله
 .)24(ليتر است  گرم بر ميلي ميلي 12/0و  34/0، ترتيب

 دياس يو توال بياند كه ترك كرده ديتأك يمطالعات متعدد
  .)8(گذارديم ريتأث دهايپپت آنتي اكسيداني تيلبر فعا نهيآم

  

به عنوان كنترل مثبت استفاده ) GSH (و گلوتاتيون احياء شده -Cاز ويتامين .  DPPHدر حذف راديكال Po-1اكسيداني پپتيد  آنتي فعاليت -6شكل 
  .شد

به  تواندمي پپتيدها، در آنتي اكسيداني در واقع فعاليت
 اسيدهاي موقعيت و فراواني نوع، كانفورماسيون، دلايل
 نهيآم يدهايوجود اس. )5(متغير باشد  پپتيدي درتوالي آمينه
گلايسن، آلانين، والين، لوسين، ايزولوسين،  از جمله زيآبگر

 تيظرف انگريب پرولين، فنيل آلانين، متيونين و تريپتوفان

زهانگ و همكاران . )3(است يبالاتر يدانياكس يآنت
 DPPHش كردند كه درصد حذف راديكال گزار) 2010(

پپتيدهاي حاصل از هيدروليزات پروتئين برنج توسط 
ميلي گرم  5/1و كيمو تريپسين در غلظت  پاپايينآنزيمهاي 

نتايج . بود درصد 26/35و  درصد 31/44بر ميلي ليتر، برابر 
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اين محققين نشان داد كه علت بالا بودن ميزان حذف 
بررسي، در ارتباط با  دهاي موردپپتي DPPHراديكال آزاد 

آمينه هيدروفوبي در توالي محتواي بالاي اسيدهاي
، دريافتند كه )2005(منديس و همكاران . )28(آنهاست

تواند ياكسيداني ژلاتين پوست ماهي مركب، مفعاليت آنتي
گريز به آبدوستي در توالي پپتيدي نسبت بالاي آب به دليل
ات زيدرولياز ه ديسه پپت )4(و همكاران يكا. )15(باشد

با ) Ctenopharyngodon idella(پوست ماهي كپور 
 به دست ،)VGGAPو  PYSFK  ،GFGPQL(هاي توالي

 و ABTS  ،DPPH( يقو دانياكس يآنت فعاليت  كه آوردند
 وزن به دليل كه گذاشتند شيبه نما) ديسوپر اكس الكيراد

در  رو معط زيآبگر هاييدو اسنيو حضور آم پايينمولكولي 
اسيدهاي آمينه آروماتيك، سبب رساندن . بودآنها  يتوال

يي با كمبود الكترون شده و بدين راديكالهاپروتونها به 
-ترتيب خاصيت حذف راديكال توسط اين قبيل اسيدهاي

- در مطالعه حاضر، فعاليت آنتي. )15( يابدزايش ميافآمينه 

توانايي دهندگي پروتون  به دليلتواند اكسيداني پپتيد، مي
در توالي  دو اسيد آمينه تريپتوفان و تيروزينايندول  حلقه

از سوي ديگر، وجود مقادير بالاي اسيدهاي آمينه . آن باشد
 Po-1ي پپتيداكسيداندر توالي، دلالت بر فعاليت آنتيگريز آب

آمينو اسيد نشان دادند كه )  25( و يانگ) 5(داوالوس .دارد
 ديمولكول پپت هيساختار ثانو رييبه قطع و تغ ليتماپرولين 

 نهيآم يدهايممكن است در دسترس بودن اس اين امر .دارد
 يآنت تركيب به عنواندهد تا  شيرا افزا ديپتپ يهايتوال

 داوالوس گزارش داد كه همچنين . عمل كند دانياكس
 نيلوس- نيترئون/ نيلوس-نيسر/ نيلوس يهايو توال موتيفها
،  -Cو  - N يها انهيپا در ژهي، به و نيلوس-نيو پرول

. )5( دندهياز خود نشان م يبالاتر يدانياكس يآنت تيفعال
 نهيآم يدهاياس جودرسد وينظر مه بدر مطالعه حاضر ، 

در توالي پپتيد جدا شده   لوسين، آرژنين و پرولين زيآبگر
 يآنت تيو فعال DPPH كاليراد به بهبود توانايي حذف

، وجود  نيعلاوه بر ا. كندكمك شاياني مي ديپپت يدانياكس
را  ديپپت اين يدانياكس يآنت تيتواند فعاليم Pro ماندهيباق
  .كند دييتأ

  گيرينتيجه

استخراجي از   Po-1نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه پپتيد
، با توالي  P. adspersaهيدروليزات كرم سفيد ريشه 

YPQSLRWRAK  داراي فعاليت حذف كنندگي
-است كه ميو خاصيت آنتي اكسيداني  DPPHراديكالهاي 

عوامل محافظت كننده سلول از آسيبهاي  به عنوانتواند 
به د توانمي po-1پپتيد  ،براينبنا. استفاده شودان اكسيد آنتي

 .دطراحي دارو در آينده استفاده شو درتركيب طبيعي  عنوان

 قدرداني و تشكر

و  قيتحق يارائه شده توسط شورا يهاتياز حما سندگانينو
مشهد ،  يمدرس و دانشگاه فردوس تيدانشگاه ترب يفناور

 .ندكنيم يقدردان) 22/03/1395مورخه( رانيا
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Abstract 

Nowadays, bioactive peptides are considered as suitable substitutes for chemical drugs 
due to diversity proliferation, easy synthesis, no side effects and no accumulation in the 
kidneys and liver. Insects with huge diversity and success in all habitats are an 
appropriate source for extracting bioactive peptides. The aim of current study was to 
extract and purify bioactive peptide from white grub larvae hydrolysate. Bioactive 
peptides from white grub larvae hydrolysate were produced using papain, pancreatin, 
proteinase-K and trypsin. The obtained results showed that 4-hour hydrolysate of papain 
had the most DPPH radical scavenging (21%). This papain hydrolysate was fractionized 
by reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC). The most 
antioxidant fraction with the sequence of YPQSLRWRAK (1304.6 Da, named Po-1) 
was identified by tandem mass spectrometry. DPPH scavenging activity of synthetic 
Po-1 peptide at 100 µM reached to 54.41%. The IC50 value for DPPH scavenging 
activity of peptide was 76.45-µM. while, IC50 values natural compounds of vitamin-C 
and reduced glutathione (GSH) were 3.27 and 9.96 µM. In conclusion, our results 
showed that Po-1 bioactive peptide possesses antioxidant activity that might be used for 
therapeutic purposes in the future.  
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