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گاو ماهی میمونی  مطالعه چهار روش مختلف استخراج پروتئین از موکوس پوست

از طریق  منظور غربالگری  به (Neogobius fluviatilis Pallas, 1814) دریای خزر
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 چکیده

این مطالعه،  . دراستی بسیار چالشی و متغیر ستیسنجش ز مبتنی بر یغربالگرها با هدف  از موکوس پوست ماهی استخراج پروتئین
 4متانولو  3استون-، تری کلرو استیک اسید2، استون1(SPE) چهار روش مختلف استخراج و تغلیظ پروتئین شامل استخراج فاز جامد

( HPLC) کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا ( مناسب درpeaksهای )  در الترافیلتراسیون و گرفتن قله آنهابررسی کارایی  هدف
 سهنسبت به استخراج فاز جامد  روش دهد که ارائه شده نشان می یها دادهالیت زیستی مورد مقایسه قرار گرفتند. جهت سنجش فع

( SDS – PAGEکمیت )میزان پروتئین تام( و کیفیت )پروفایل پروتئینی مشاهده شده در  بر حسب گرید شیآزمامورد روش 
علت ماهیت هیدروفوبی موکوس اپیدرمی، سه روش استخراج ه ب ،دیگر ویسهای موکوس پوست گاو ماهی، برتری دارد. از  ینپروتئ

و  HPLCها گردید که الترافیلتراسیون،  ینپروتئمنجر به تجمع غیر قابل برگشت  با استون، متانول و تری کلرو استیک اسید/استون
 لیتر( میکروگرم بر میلی 4.676ن پروتئین )بالاترین میزا ،سازد. در این مطالعه به تبع آن سنجش فعالیت زیستی را غیر ممکن می

(01/0>p) زمان منجر به  طور هم  باند( مربوط به استخراج فاز جامد بود. همچنین این روش به13بهترین پروفایل پروتئینی ) و
برای  ،بنابراین .ددگر می HPLCافزایش کارایی الترافیلتراسیون و  ،و در نتیجه ها نمونهاستخراج، تغلیظ و تخلیص )پاکسازی( اولیه 

 .استمناسب  (،موکوس پوست ماهیان)های پیچیده زیستی مختلف  یدهای فعال از نمونهپپتها و  ینپروتئجداسازی 
 

 ی، موکوس پوست ماهی، استخراج پروتئینسنج ستیز مبتنی بر یغربالگریدهای فعال زیستی، پپت لغات کلیدی:

 
 

 نویسنده مسئول*

                                                                 
1
 Solid-Phase Extraction (SPE( 

2
 Acetone precipitation 

3
 TCA-acetone precipitation 

4
 Methanol precipitation 
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 مقدمه

به  مقاوم های یباکتر گسترشهور و ظ ریاخ یها در سال
سلامت ی و پزشک های نهیدر زم ینگران یدارو، موضوع اصل

کوتاه  هایی ملکول زیست فعال، یدهایپپت بوده است. یعموم
 فیکه در ط و آبگریز هستند بار مثبت یو عموماً دارا

ها  ها تا یوکاریوت پروکاریوتاز  ی،از اشکال زندگ یگسترده ا
 ,Akhavan-Bahabadi) شوند می فتایانسان  مانند

یدها، به جهت داشتن برخی پپت(. معرفی این دسته از 2020
عوامل بالا در برابر  یانتخاب مزایا از قبیل سمیت سلولی

 ،پستانداران یها سلول یبرا یسلول تی، حداقل سمزا بیماری
 لیو تعد یکروبیمقاومت ضد م جادیا یکم برا تیظرف

جامعه  یهای نگران، در رفع بعضی از زبانیم یمنیا یها پاسخ
 .بوده است دبخشینوبشری، بسیار 

ترین خانواده ماهیان دریای خزر و جنس  متنوعماهیان   گاو
Neogobius ماهیان   گاوترین  ترین و گسترده یکی از فراوان
شود که از اهمیت اکولوژیک بالایی برخوردار  محسوب می

کند  می ءایی آن ایفاتوجهی در زنجیره غذ و نقش قابل است
(Stepanova, 2001 از .)دیگر، پوست گاو ماهی  سوی

شود  زای شناخته می میمونی با میزان فراوان عوامل بیماری
(Kvach, 2001بنابراین .)، یاتیح عضو موکوس اپیدرمی 
در و اولین سد دفاعی ماهی  یاختصاص ریغ یمنیا ستمیس

 یها سلول ای یغدد مخاط قیکه از طر شود ینظر گرفته م
 ستیز باتیترکدربردارنده شود و  یترشح م ی شکلجام
 زای عوامل بیماریاز  یمتنوع فیط هیاست که عل یفعال

توانند  می دارویی و غذایی صنایعو کنند  یمهاجم عمل م
 ,.Subramanian et al) دهندقرار  برداری مورد بهرهآنها را 

2007; Masso-Silva and Diamond, 2014; 

Katzenback, 2015.) 
های زیست فعال از  دیگر، کشف و شناسایی مولکول سویاز 

های مختلف  مهم در زمینه یهای پیچیده، اغلب گام مخلوط
شود.  تحقیقات بیوشیمیایی و زیست پزشکی محسوب می

های مورد  سازی مولکول های مرسوم معمولاً بر خالص روش
کرد خاص یک فعالیت یا یک عمل باکنند که  نظر تکیه می

و به دنبال  شدههدایت  ،ی(سنج ستیز مبتنی بر یغربالگر)
آن تعیین ساختار، خصوصیات فیزیکی و شیمیایی و ارزیابی 

 ,Bagdas et al., 2016; Maشود ) فعالیت زیستی انجام می 

فقدان ابزارهایی برای شناسایی ، (. در حال حاضر2020
یولوژیک خام های ب های زیست فعال از نمونه مستقیم مولکول
. ظهور ستها بزرگ در کشف این مولکول یو پیچیده، چالش

 رویکردهای متابومی و پروتئومی مبتنی بر کروماتوگرافی
، شناسایی سریع و با 1(LC-MSجرمی ) سنج طیف-مایع

فعال کوچک از  های زیست ها و مولکول کارایی بالا پروتئین
صولات یا کسرهای مح  های پیچیده زیستی )عصاره نمونه

 ,Maسازد ) ممکن میرا یا تخریبات سلولی(  طبیعی، کافت

های اصلی آنالیزهای مذکور  یتمحدود(. به طور کلی، 2020
ها و پپتیدها از نظر  ینپروتئ)پروتئوم(، در ارتباط با ناهمگونی 

خواص فیزیکوشیمیایی و تفاوت های بسیار در فراوانی 
یک مسیر  .(Martínez-Maqueda et al., 2013) ستآنها

استخراج پروتئین،  معمولی کار پروتئومیکس متشکل از
و آنالیز و تفسیر ، شناسایی جداسازی و تعیین مقدار کمی آن

 (.Carpentier et al., 2008) ستها داده
ها، نخستین و البته  ینپروتئآماده سازی نمونه و استخراج 

دست آوردن  ترین مرحله در زمینه به ترین و بحرانی مهم
ها در تجزیه و تحلیل  ینپروتئضوح با کیفیت بالا از و

 Lilley et al., 2002; Shaw and) استپروتئومیک 

Riederer, 2003; Hirano et al., 2006; Sheoran et 

al., 2009; Wang et al., 2016ای از ابزار  (. طیف گسترده
ها و پپتیدها، بر اساس  ینپروتئاستخراج و تفکیک برای 

حلالیت، آب )فیزیکوشیمیایی و ساختاری  های یژگیو
در دسترس  ...(،گریزی، وزن مولکولی، نقطه ایزوالکتریک و 

بر تخریب سلول، انحلال،  های مختلف عموماً آوری فن .است
دست آوردن  همنظور به سازی ب های غنی یستمسرسوب و 

حذف ترکیبات  .اند شدهفرکشن پروتئین مورد نظر، متمرکز 
لیپیدها، اسیدهای نوکلئیک،  که عمدتاً کننده مداخله

های پروتئولیتیک و  یمآنزها،  ترکیبات فنلی، کربوهیدرات
توجهی  نیز از اهمیت قابل هستندها  اکسیداتیو و رنگدانه

. (Martínez-Maqueda et al., 2013برخوردار است )
باید  تنهاوتئین نه آل استخراج پر پروتکل ایده ،بنابراین

ه های موجود در یک نمونه را ب ینروتئپمجموعه کامل 
صورت تجدیدپذیر، ضبط و حل نماید بلکه باید منجر به 

                                                                 
1
 Liquid chromatography–mass spectrometry (LC-

MS) 
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ها و تقلیل فرآیندهای پس از استخراج از  یندهآلاکاهش 
ها گردد. همچنین باید با  ینپروتئقبیل تخریب و اصلاح 

کروماتوگرافی مایع، )دستی  های آنالیز پروتئین پایین روش
نیز سازگار  (فعالیت زیستی ارزیابی سنجی جرمی و  طیف

 ,.Maldonado et al. 2008; Sheoran et alباشد )

2009; Zhen and Shi, 2011.) 
ها و تغییرات پس از  ینپروتئبا توجه به تنوع و پیچیدگی 

تواند  تنهایی نمی ، هیچ پروتکل استخراجی بهآنهاای  ترجمه
باشد و  ها نهنمودربردارنده پروتئوم کامل برای همه انواع 

باید برای یک نمونه خاص و اهداف تحقیق،  یپروتکل انتخاب
 Maldonado et al., 2008; Zhen andسازی شود ) بهینه

Shi, 2011در این مطالعه چهار روش استخراج و  ،(. بنابراین
ی پروتئینی( شامل ها نمونهسازی  تخلیص پروتئین )آماده

استون، تری کلرو های  استخراج فاز جامد، ترسیب به روش
استیک اسید ـ استون و متانول جهت دستیابی به پروتکل 

آل در مورد موکوس اپیدرمی گاو ماهی میمونی دریای  ایده
 خزر مورد مقایسه قرار گرفت.

 
 مواد و روش کار

 تهیه موکوس پوست
)دامنه  عدد گاو ماهی میمونی دریای خزر سالم 50تعداد 
ای ماهیان خاویاری ه از محل قفس گرم( 10ـ20وزنی 

شرکت مادر تخصصی ماهیان خاویاری واقع در آشوراده ـ 
وسیله تور صید گردید.  به)استان گلستان( بندر ترکمن 

آوری موکوس اپیدرمی در محل به روش  جمع
Subramanian ( با کمی تغییرات صورت 2007و همکاران )

(. به طور خلاصه، Subramanian et al., 2007پذیرفت )
 یحاو یلنیات یپلدار  داخل یک کیسه زیپبه  یماه 5د تعدا

 ها ماهیو  مولار منتقل یلیم 100 محلول نمکی تریل یلیم 5
 منظور جدا شدن موکوسه ب قهیدق 1-2مدت  به یآرام به
ی ها نمونهداده شدند. به جلو و عقب حرکت  یدرمیاپ

موکوس با هم یکی شده و به منظور جلوگیری از آلودگی 
ازت  بای و غیر فعال ساختن پروتئازها، بلافاصله باکتریای

مایع، منجمد و با تانک ازت به آزمایشگاه تحقیقاتی 
دانشگاه )بیوتکنولوژی پروتئین دانشکده زیست شناسی 

بعدی داخل فریزر  های منتقل و تا انجام آزمایش (تهران

منفی هفتاد درجه سیلسیوس نگهداری شدند. در این 
لیتر  میلی 5برای  مذکورتخراج و تغلیظ های اس مطالعه، روش

 موکوس اپیدرمی انجام شد.
 

 1استخراج با استون
و  Wangهای موکوس اپیدرمی به روش  ینپروتئاستخراج 

انجام شد  ذیل( با اندکی تغییرات به شرح 2006همکاران )
(Wang et al., 2006 .)20 80استون سرد  لیتر میلی 

در  سیلسیوسدرجه  -20 یدماشده در  ینگهداردرصد )
 موکوس اپیدرمیعصاره لیتر از  میلی 5به ظرف تیره( را  کی

ها به مدت  لولهورتکس گردید. سپس  یخوب بهو  هشداضافه 
 شدندانکوبه  سیلسیوسدرجه  -20 یدر دما روز انهشب کی

 نیپروتئ بیهفته با حداقل تخر یکتوان تا  یها را م )لوله
 gدر سرعت  ی حاوی نمونه،اه لولهنگهداری کرد(. در ادامه 

 قهیدق 10به مدت  سیلسیوسدرجه  4و در دمای  10000
 یبه آرام ییرو عیما( شد. Sigma 2‑16KL) وژیفیسانتر

 یلیم 10با پروتئینی تشکیل شده  حذف گردید. سپس پلیت
 لهیم کوسیله ی هب سرد شستشو داده شد و استون تریل

)سانتریفیوژ،  این مراحل .گردیدکاملاً شکسته  ای یشهش
، سه مرتبه تکرار حذف مایع رویی و شستشو با استون سرد(

 پنجبه مدت  . در آخرین مرحله، اجازه داده شد، پلیتشد
شود. پلیت حاصله برای خشک  ی محیطدر هوا قهیدق

( حل PBS, pH 7.4یزهای بعدی در بافر نمکی فسفات )آنال
 ید در دمامجد قیتا مرحله تعلتوان  میها را  پلیت)گردید 

 .(نمودمنجمد  سیلسیوسدرجه  -80
 

 2ی کلرو استیک اسید ـ استونتر بااستخراج 
و  Gorgهای موکوس اپیدرمی به روش  ینپروتئ استخراج

انجام شد  ذیل( با اندکی تغییرات به شرح 2000همکاران )
(Gorg et al., 2000 .)15 لیتر میلی  TCA 3/13 درصد 

 درصد 2/0ی استوک اودر استون سرد ح )وزنی/حجمی(

DTT  موکوس لیتر حجم از نمونه میلی  5)وزنی/حجمی( به 
 کی ای و نیم ساعت یکبه مدت شد و اضافه اپیدرمی 

 ک)ی گردیدانکوبه  سیلسیوسدرجه  -20 دمای در روز انهشب

                                                                 
1 Acetone Precipitation 
2
 TCA-acetone Precipitation 
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 کیالیس دیدهد اما اس می شیرا افزا محصول انه روز،شب
ی ها لوله (. سپسدبرسان بیها آس نیکوپروتئیگل بهتواند  یم

درجه  4و در دمای  g 10000در سرعت  حاوی نمونه
 Sigma) وژیفیسانتر قهیدق 10به مدت  سلسیوس

2‑16KL .حذف گردید. سپس دور  یبه آرام ییرو عیما( شد
 سرد استون تریل یلیم 10با پروتئینی تشکیل شده  پلیت
 درصد 2/0 حاوی استوک سیلسیوس(درجه  -20) 100%

DTT /لهیم کوسیله ی هب حجمی( شستشو داده شد و)وزنی 
 یکدوره  کیدر سپس  .گردیدکاملاً شکسته  ای یشهش

و در فریزر ورتکس  هیثان 30ها سه بار به مدت  ساعته، لوله
نگهداری شدند. دو مرتبه این مراحل )سانتریفیوژ، حذف 

. در آخرین تکرار شد، مایع رویی و شستشو با استون سرد(
ی در هوا قهیدق پنجبه مدت  اده شد، پلیتمرحله، اجازه د

یزهای بعدی در آنالشود. پلیت حاصله برای خشک  محیط
ها را  پلیت) گردید ( حلPBS, pH 7.4بافر نمکی فسفات )

درجه  -80 یمجدد در دما قیتا مرحله تعلتوان  می
تری کلرو  محلول ،ذکر است شایان. (نمودمنجمد  سیلسیوس

 محلول در استون و زنی/حجمی()و درصد 13.3استیک اسید 
درجه  -20 در ظروف تیره ورا در  درصد 100استون 

را درست )وزنی/حجمی(  DTTو  کردهذخیره  سیلسیوس
به هر دو محلول اضافه  صورت تازه(ه )ب قبل از استفاده

 .نمایید
 

 1استخراج با متانول
و  Wangهای موکوس اپیدرمی به روش  ینپروتئاستخراج 

انجام شد  ذیل( با اندکی تغییرات به شرح 2006همکاران )
(Wang et al., 2006 .)50  سرد را درصد  80حجم متانول

سپس نمونه  .و ورتکس گردیداضافه  لیتر موکوس میلی 5به 
سیلسیوس درجه  -20 یدر دما انه روزشببه مدت یک 

و در  g 10000در سرعت  ی حاوی نمونهها لوله .شد انکوبه
 وژیفیسانتر قهیدق 30به مدت وس سیلسیدرجه  4دمای 

(Sigma 2‑16KL)  .ها به محض توقف، از  لولهشدند
حذف و اجازه داده شد  ییرو عیماگردید و خارج  وژیفیسانتر

تا پلیت پروتئینی تشکیل شده، در دمای محیط به مدت 

                                                                 
1
 Methanol precipitation 

 ها مجدداً در بافر نمونهشود. در انتها خشک  قهیدق 5ـ10
 ل شدند.( حPBS, pH 7.4نمکی فسفات )

 
 2(SPE) استخراج فاز جامد

جهت تغلیظ محتوای پروتئینی و  ها نمونهسازی  آماده
 و همکاران Parkروش  به SPE های ستون درتخلیص اولیه 

 (.Park et al., 1998)( با اندکی تغییرات انجام شد 1998)
موکوس اپیدرمی گاو ماهی میمونی دریایی خزر در نسبت 

لیتر بافر استخراج( با  میلی 20و  لیتر موکوس میلی 5) 1:4
 -100مولار، تریتون  2/0بافر استخراج حاوی سدیم استات 

X 0.2 مولار  درصد و فنیل متیل سولفونیل فلوراید یک میلی
 Eberhard Bauer D-7300همزن بلندر ) کیبا استفاده از 

Esslingen)  گردید و مخلوط حاصله به مدت یک همگن
( Heidolph MR 3001kناطیسی )همزن مغ درروز  شبانه

گراد هم زده شد تا کاملاً یکنواخت  درجه سانتی 4در دمای 
منظور حذف ذرات غیر محلول و جامد، مخلوط ه گردد. ب

درجه  4و دمای  قهیدق 30به مدت  g 20000حاصله با 
 ییرومایع ( و Sigma 2-16 KL) وژیفیسانترسیلسیوس 

فاز در معرض  ییرو عی. پس از آن ماگردید یآور جمع
 Sep-Pakهای  ستوناز قرار گرفت. در این مرحله  معکوس

C18 (Macherey–Nagel )لیتراستونی درصد 80 با که 
 دیاس کیاستفلورو تری( حجمی/ حجمی)درصد  1/0 یحاو

(TFA( )بافر A فعال و )درصد  1/0 باTFA (حجمی /
( که برای حذف استونیتریل اضافی شسته B)بافر  (حجمی
 ستون، ییرومایع  یریپس از بارگود، استفاده گردید. شده ب

دام  به های ینپروتئ. سپس شسته شد Bبافر  تریل یلیم 20با 
از ستون شسته شدند.  Aبافر  تریل یلیم 6با آن افتاده در 

 یکی شده و به روش انجمادی خشک 3ها سپس شسته
 PBS, pHی حاصله در بافر نمکی فسفات )پودرهاگردید. 

 های مورد نظر انجام شد.  گردید و در ادامه آزمون حل (7.4
 

 سنجش غلظت پروتئین تام

های  اپیدرمی به روش موکوس یها نمونه تام نیپروتئ زانیم

 Bradford (1976) استاندارد دستور العمل براساسمختلف 

                                                                 
2
 Solid-Phase Extraction (SPE( 

3
 Eluates  
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در طول به عنوان استاندارد ی سرم گاو نیآلبومبا استفاده از 

 دید.تعیین گر نانومتر 595موج 

 
 ها نمونهبررسی پروفایل پروتینی 

-SDS روش با استفاده از ها ینپروتئ یخلوص و وزن مولکول

PAGE Tricine  متراکم ژل درصد و  16با ژل جداکننده

 Schägger and von) شد نییتع درصد 4و  10 کننده

Jagow, 1987 لدر  وسیله به باندها(. وزن ملکولی نسبی

 .Cat Noکیلو دالتون،  10ـ  250پروتئینی )سیناژن، 

SL7001, PR901641).تخمین زده شد ) 

 
 ها داده آماری وتحلیل تجزیهروش 

 واریانس یک آنالیز روش از ها داده تحلیل و تجزیه منظوره ب

میانگین  مقایسه برای و (One-way ANOVAطرفه )

 و درصد 1 سطح در دانکن آماری آزمون ها از ینپروتئمیزان 

 نرماز  نمودارها رسم برایو  18 نسخه SPSS یآمار افزار نرم

 .گردید استفاده Excel 2016 افزار

 

 نتایج 
چهار روش برای استخراج و آماده سازی موکوس اپیدرمی

میمونی دریای خزر از نظر بازده پروتئین )شکل گاو ماهی 

، وضوح SDS-PAGEمشاهده در مورد ی باندها(، تعداد 1

( مقایسه گردید. تجزیه و 2)شکل  آنهاباندها و تکرارپذیری 

یک طرفه برای چهار  ANOVAتحلیل آماری با استفاده از 

روش استخراج انجام شد. نتایج نشان داد که میزان پروتئین 

با  (P<0.01)داری  از نظر آماری تفاوت معنی SPEدر روش 

 استون و متانول دارد TCAهای استون،  استخراج به روش

 .(1)جدول 

که بیشترین مشکلات مرتبط با  نظر به این ،ردیگ سویاز 

غیر  ءزمان اجزا ها با استخراج هم ینپروتئجداسازی و انحلال 

مشاهده در مورد ی باندها، تعداد استپروتئینی مرتبط 

SDS-PAGE تا حد زیادی  آنها، وضوح باندها و تکرارپذیری

 Maldonado etبه نمونه و پروتکل استخراج بستگی دارد )

al., 2008; Martínez-Maqueda et al., 2013 .)جینتا 

موکوس پوست گاو ماهی  ینیپروتئ لیامربوط به پروف

روش  نشان داد که های مختلف میمونی دریای خزر به روش

SPE  باند 13) نیقابل تخممنجر به مشاهده بیشترین باند

، 120) لودالتونیک 11ـ  120ی وزن  در دامنه ی(نیپروتئ

100 ،67 ،65 ،55 ،50 ،45 ،35 ،33 ،25 ،20 ،17 ،11) 

 .ها گردید نسبت به سایر روش
 
 

 

 

Extraction Method 
Protein Concentration 

(mg/mL) 

Acetone Precipitation 1.2±0.2a 

TCA-acetone 

precipitation 
1.6±0.25b 

Methanol precipitation 1.4±0.42c 

Solid-Phase Extraction 4.7±0.1d 

 های مختلف روش وسیله به: میزان غلظت پروتئین موکوس اپیدرمی گاو ماهی میمونی دریای خزر استخراج شده 1شکل 
Figure 1: The protein concentration of Caspian monkey goby epidermal mucus extracted by different methods 
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ژل موکوس پوست گاو ماهی میمونی دریای خزر به روش های مختلف ) (SDS-PAGE Tricineی )نیپروتئ لیاپروفمقایسه  .2شکل 

 :3، شماره با متانول بیروش ترس :2کیلو دالتون(، شماره  10-250: لدر پروتئینی )1%(. شماره 4و  10متراکم کننده ژل % و 16جداکننده 

 تیک اسید ـ استونی کلرو استر با بیروش ترس: 5، شماره SPEروش : 4استون، شماره با  بیروش ترس
Figure 2: The protein profile comparison (SDS -PAGE Tricine) of Caspian monkey goby epidermal mucus by 

different methods (16% separating gel and 10% and 4% thickening gel). 1: protein ladder (10-250 kDa), 2: Methanol 

Precipitation, 3: Acetone Precipitation, 4: SPE and 5: Trichloroacetic acid-acetone Precipitation. 

 
 . تعداد و محدوده پروفایل پروتئینی موکوس اپیدرمی گاو ماهی میمونی دریای خزر به روش های مختلف1جدول 

Table 1. The observed protein bands number and range of Caspian monkey goby epidermal mucus by different 

methods on SDS-PAGE 

Observed bands on SDS -PAGE Protein profile range 

(KDa) 
The number of observed 

bands on SDS-PAGE Extraction Method 

11, 17, 20, 25, 33, 35, 45, 50, 55, 
65, 67, 100, 120 11-120 13 Solid-Phase Extraction 

    

20, 35, 33, 45, 50, 55, 67, 70 20-70 8 TCA-acetone Precipitation 
20, 25, 33, 55 20-55 4 Acetone Precipitation 

25, 70 25-70 2 Methanol precipitation 
11, 17, 20, 25, 35, 48, 63, 75, 100, 

135, 180, 245 11-245 12 Ladder 

 
 بحث

هستند که با  یمواد یمعمولاً حاو ینیروتئپ یها نمونه
 نیتداخل دارند. چند یدست نییپا های مورد استفاده روش

ها وجود  مواد نامطلوب از نمونه منظور حذفه ب یاستراتژ
 ستها ینب پروتئیرست ها،راهکارترین  یکی از مناسب دارد.

(Garcia-Rodriguez et al., 2003; Antonioli et al., 

 ای زیالید یها با روش سهیدر مقا این روش. (2009
 تیمزیک  یدارا ،(ییزدا نمک یها ژل )ستون ونیلتراسیف

از  هیتصف و ینینمونه پروتئ تغلیظ طور همزمانه ب رایاست، ز
، کینوکلئ یدهای، اسندهیها، مواد شو نمک) مواد نامطلوب

دخالت  یکل لیو تحل هیممکن است در تجز که ...( و دهایپیل
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 ;Garcia-Rodriguez et al., 2003سازد ) ممکن می ،دنکن

Antonioli et al., 2009; Zellner et al., 2006.) 
ها،  ینپروتئترین روش مورد استفاده برای استخراج  رایج

بافت های  برایکه  بوده TCA/acetoneرسوب با استفاده از 
 یمنفر و با بالا pH .مختلف مورد استفاده قرار گرفته است

TCA پروتئین  و افزودن استون، یک دناتوراسیون فوری
 سرعت به ،در نتیجه .بخشد همراه با رسوب را تحقق می

های  یمآنزهای پروتئولیتیک و سایر  یمآنزفعالیت 
رویکرد  بیاز معا یکاما یسازد.  را متوقف می 1تغییردهنده
های آلی از قبیل استون و  واسطه حلال هترسیب ب

TCA/acetone ست ها ینپروتئ 2امکان تغییر ماهیت شامل
 استشده، دشوار  های تشکیل پلیت مجدد انحلالو 

(Nandakumar et al., 2003; Martínez-Maqueda et 

al., 2013).  ی، ا مرحلههای ترسیب یک  روش، گرید سویاز
 های یندهآلای ها انواع و غلظت حذف یبرا تنهایی به

مواردی  نینباشد. در چن یفممکن است کا ،کننده مداخله
ناپذیر است که  استفاده از چندین مرحله رسوب، اجتناب

 هر چرخه ی پروتئینی باها نمونه یبرخممکن است با حذف 
 حلامر طول در ها یناز دست دادن پروتئباشد ) همراه رسوب
 (.Martínez-Maqueda et al., 2013ترسیب( ) متعدد

پروتئین با راندمان  بازیابییک فرایند استخراج الکلی 
های آبی به طور گسترده در مقیاس تجاری  الکل. ستبالا

ها، از  ها، الیگوساکاریدها یا مهار کننده حذف فنولیک برای
 گیرند مورد استفاده قرار می ،ی بدون چربیپودرهاو  ها دانه

(Moure et al., 2006.) ساختارهای  3امکان انعقاد اما
های  وسیله حلال هجه استخراج بعنوان یک نتیه پروتئینی ب

منجر به کاهش خواص عملکردی  است والکلی مطرح 
 .(Martínez-Maqueda et al., 2013گردد ) می

ها و تغلیظ  یناخالصمنظور حذف همزمان ه مطالعات زیادی ب
ها، با موفقیت از روش استخراج فاز جامد )فاز  ینپروتئ

 Cole et al., 1997; Park etاند ) معکوس( استفاده کرده

al.,1998; Fernandes et al., 2002; Birkemo et al., 

2003; Fernandes et al., 2003; Fernandes et al., 

2004; Lüders et al., 2005; Bergsson et al., 2005; 

                                                                 
1- Modifying enzymes  
2- Denaturation 
3- Coagulation 

Subramanian et al., 2009; Akhavan Bahabadi et 

al., 2021یش از (. استفاده از این رویکرد منجر به تغلیظ ب
برابری محتوای پروتئینی موکوس اپیدرمی گاو ماهی  10

 Akhavan Bahabadi etشده بود ) میمونی دریای خزر

al., 2021 .)یساز آماده کیتکن کی استخراج فاز جامد 
 یلیتحل یها شگاهینمونه است که به طور معمول در آزما

با توجه به  دهیچیپ سیماتر کیاز  ها تیاستخراج آنال یبرا
 کیتکن نیا .شود یآنها استفاده م ییایمیو ش یکیزیاص فخو

را  ها تیآنال تغلیظو  یساز نمونه، استخراج، پاک یساز آماده
 .سازد یآنها ممکن م تیکم نییقبل از تع

 نیب یبیترک لیم اختلافاز  استفاده ،مبنای کار این روش
 عروفم) عیما سیموجود در ماتر یها کننده و تداخل تیآنال

 ,Harris) استفاز جامد )جاذب(  یبرا ،متحرک( به فاز

هدف از  تیدهد تا آنال قرابت اجازه می نی. ا(2010
فعل و  با SPE یبند میتقس .جدا شود ها کننده تداخل

 و شود یم نییتع منتخب،جامد و حلال  فاز ت،یانفعالات آنال
، مختلف ییایمیبه جاذب مورد استفاده، مواد ش با توجه

و  π-π ایمانند فعل و انفعالات واندروالس  ییها سمیمکان
 ,.Rodrı́guez et alکنند ) نقش می ءایفا یونیتبادل 

2000.) 
-عیکه در استخراج ما یاستخراج فاز جامد از اکثر مشکلات

 پائین بودن بازیابیو  کند یم یریجلوگ آید، پیش می عیما
مصرف  کباری یها جیکارتر نی. اولبخشد یرا بهبود م محصول

SPE در سال  یسرنگ یها جیکارتر آن، به دنبال و 1978 در
. شدند یمعرف ها ستون شیپ 1980دهه  لیدر اواو  1979

سرعت استفاده از مقدار کم حلال،  درآن ی ایمزادر پرتو اما 
 یریپذ نشیگز( و آسانی عمل، قهیدق 30کمتر از بالا )

تبدیل به  توانایی محصول بالا، این تکنیک جاذب و منعطف
 ;Hennion, 1999) گردیده است رو به رشد رویکرد کی

Rodrı́guez et al., 2000)یتواند برا یم روش نی. ا 
از  یا گسترده فیاز ط نظرمورد  یها تیآنال یجداساز

 یها ادرار، خون، نمونهموکوس، مانند  دهیچیپ های یسماتر
 Akhavanمورد استفاده قرار گیرد ) ...غذا، آب و 

Bahabadi et al., 2021; Martínez-Maqueda et al., 

2013). 



 ...  ش مختلف استخراجمطالعه چهار رو                                                                                        و همکاران اخوان بهابادی

30 

توان آن را با  این است که می SPEبزرگترین مزیت 
کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا در قالب آنلاین ترکیب کرد 

به یک  "خام"که در آن امکان تزریق مستقیم عصاره  ییجا
(. یکی دیگر از Stalikas, 2007شود ) سیستم فراهم می

پذیری آن است. زیرا طیف  تطبیق ،SPE زایایترین م اصلی
های مختلف و انواع تعاملات با  یژگیوگسترده ای از مواد با 
دیگر،  سویاز  (.Poole, 2020) استترکیبات در دسترس 

از نظر انتخاب جاذب،  ،به توسعه روش SPE یک نقطه ضعف
های پاکسازی و  حجم نمونه و انتخاب حلال برای محلول

 یفاز جامد برا ایجاذب  انتخاب شود. ده میدفعی نسبت دا
از  یانواع مختلف امروزه. است یاتیح SPE فرآیندهای همه

 یانتخاب یها کلاس یجداساز و یانتخاب یابیباز یها برا جاذب
  SPE،تر باشد یوجود دارد. هر چه جاذب انتخاب باتیاز ترک

 نیشتری. ب(Hennion, 1999خواهد کرد )عمل  تر حساس
بر اساس  یلیکاس شده به وندیپ C18رد استفاده جاذب مو

، اما در (Stalikas, 2007) است فاز معکوس یها برهمکنش
، 1متقابل یوندیپ یمرهایپل) یدیجد یفازها ریاخ یها سال

 افتهی توسعه (3یلیکاهاس لیآلک-n و 2یتیگراف یها کربن
 است.

 4(MIPی )مولکول چاپی یمرهایپل ،در حال حاضر
 یندیفرآ 5یچاپ مولکول. هستندموجود  یفازها نیتر یانتخاب

 ابندی یمنتخب اجازه م یعملکرد یاست که در آن مونومرها
و  شدهمولکول الگو جمع  کیخود در اطراف  خودبه که

 یشوند. هنگام زهیمریپل 6دهنده اتصال کیمتعاقباً در حضور 
حفره  کیشود،  یاستخراج م هحاصل مریکه مولکول الگو از پل

وجود دارد که  سیرز نظر شکل و عملکرد در ماتمکمل ا
 کند یهم متصل م به الگو را به کینزد ای کسانی یها مولکول

(El-Schich et al., 2020). امکان کاهش  یفناور نیا
دست آوردن  ها را در مرحله شستشو و به کننده تداخل حضور

در سطوح  یحت یکروماتوگراف زیبالاتر در آنال یها یابیباز
 یداریپا ع،یسر یساز کم، آماده نهیهز .کند یفراهم م ،نییپا

                                                                 
1- cross-linked polymers 

2- graphitized carbons 

3- n-alkylsilicas 

4- Molecularly Imprinted Polymers (MIP) 
5- Molecular imprinting 

6- crosslinker 

-Elذکر شده است ) MIPs یایبه عنوان مزا یریو تکرارپذ

Schich et al., 2020; Qiao et al., 2006). 
موکوس پوست گاو ماهی  ینیپروتئ لیامربوط به پروف جینتا

روش  نشان داد که های مختلف میمونی دریای خزر به روش
SPE باند  13) نیقابل تخممشاهده بیشترین باند  منجر به
، 100، 120) لودالتونیک 11-120ی وزن  در دامنه ی(نیپروتئ

نسبت به  (11، 17، 20، 25، 33، 35، 45، 50، 55، 65، 67
 (.1، جدول 2شکل سایر روش ها گردید )

Al-Rasheed ( در بررس2018و همکاران )لیاپروف ی 
 (Anabas testudineus) موکوس سوف بالارونده ینیپروتئ
 لودالتونیک 11ـ245ی وزن یرا در دامنه ینیباند پروتئ 13

( که چهار باند Al-Rasheed et al., 2018) مشاهده کردند
 ( با باندهای مشاهده شده در مطالعه100و  67، 17، 11)

 لیپروفا یدر بررس زی( ن2016) Azadi حاضر مشترک بود.
 Acipenser) نموکوس قره برو ینیمجموعه پروتئ

Persicus) و چالباش (Acipenser gueldenstaedtii) 14 
کردند  ارشدالتون گز لویک 5-65را در دامنه  ینیباند پروتئ

(Azadi, 2016)  و  50، 35، 25، 17، 11باند  6که اشتراک
. ی مشاهده شده در این مطالعه محرز گردیدباندهابا  63

Khani (2019در بررس )موکوس قره  ینیپروتئ لیپروفا ی
 ـ 245ی وزن  را در دامنهتخمین  قابل ینیباند پروتئ 9برون 

 (140، 100، 75، 49، 43، 33، 29، 14، 7) لودالتونیک 7
، 33باند مشترک ) 4که  (Khani, 2019مشاهده کردند )

( با باندهای مشاهده شده در این مطالعه 100و  50، 45
در موکوس  (2000و همکاران ) Smith نیهمچن وجود دارد.

را  یکروبیضدم نیکمان، حداقل چهار پروتئ نیرنگ یآلا قزل
 نیپروتئ کیاز آنها  یکی م،یزوزیآنها ل نشان دادند که دو تا از

 کی یگریتر و د نییپا کیزوالکتریا  با نقطه میزوزیمشابه ل
 دروفوبیشدت ه و به یونیکات یدالتون لویک 3حدود  دیپپت

که باند مشترکی با  (Smith et al., 2000بود )گزارش 
 باندهای موجود در این مطالعه مشاهده نشد.

آلفا و پروتئازها  رگروهیز یها وجود پروتئازوم یمطالعات قبل
 دالتون گزارش دادند لویک 25ـ30 یدر دامنه وزن بیترت را به

(Fagan et al., 2003; Guardiola et al., 2015 .)
 67و  45 یباندها زین( 1999)و همکاران   Ebran نیهمچن

مربوط به  بیترت دالتون مشاهده شده در موکوس را به لویک
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(. Ebran et al., 1999) اند دانسته نیو آلبوم نیاوآلبوم
 4/14 یبیبا وزن تقر ییایضدباکتر میآنز کی نیز میزوزلی
 انیاکثر ماه یدرمیدالتون است که در موکوس اپ لویک

 (.Ángeles Esteban, 2012)گزارش شده است 
 ،مذکور فوقبراساس مقایسه مطالعه حاضر با مطالعات 

در مطالعه حاضر را به  33و  25توان وجود باندهای  می
را  67و  45ی باندهاو  آلفا و پروتئازها رگروهیز یها پروتئازوم

 نسبت داد. نیو آلبوم نیاوآلبومبه  بیترت به
و  در این مطالعه، با مقایسه چهار روش مختلف استخراج

ها و  ینپروتئکمیت و کیفیت  بر حسبتغلیظ پروتئین 
پپتیدهای موکوس اپیدرمی گاو ماهی میمونی دریای خزر، 

فراهم نمودن بیشترین میزان پروتئین و تعداد واسطه  هب
و استخراج، تغلیظ و  SDS-PAGE رباندهای قابل تخمین د

 ریحذف مواد غ، ها نمونهتخلیص )پاکسازی( همزمان 
دستی  کننده و سازگاری با آنالیزهای پایین مداخلهی نیپروتئ

آل  ایده یعنوان روشه پروتئین، روش استخراج فاز جامد را ب
یدهای فعال از پپتها و  ینپروتئمنظور جداسازی ه ب

موکوس اپیدرمی )های پیچیده زیستی مختلف  نمونه
حاضر بر اهمیت مطالعه همچنین معرفی گردید.  (،ماهیان

 در ها ینپروتئسازی نمونه و استخراج  ادهالعاده آم فوق
 .کند یم دیتاکزیستی  غربالگری مبتنی بر سنجش
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Abstract 

Fish epidermal mucus protein extraction for bioassay-guided screening is challenging and 

variable. In this study, four different protein extraction methods, including acetone, 

trichloroacetic acid (TCA)-acetone, methanol, and solid-phase extraction (SPE), were 

investigated to study their efficiency in ultrafiltration and to obtain the appropriate peaks in 

HPLC to measure biological activities. The presented data shows that the solid phase extraction 

method is better than the other three tested methods in quantity (total protein yield) and quality 

(protein profile observed in SDS-PAGE) of proteins and peptides from the epidermal mucus of 

Caspian monkey goby. On the other hand, due to the epidermal mucus hydrophobic nature, all 

three extraction methods including acetone, (TCA)-acetone and methanol led to the irreversible 

proteins aggregation, makes ultrafiltration, HPLC, and consequently bioactivity screening 

impossible. In this study, the highest amount of protein (4.676 μg/ml) (P<0.01) and the best 

protein profile (13 bands) were related to solid phase extraction. Also, this method 

simultaneously leads to the extraction, concentration, and initial purification of the samples and 

therefore improves the efficiency ultrafiltration and HPLC. Thus, we introduce this method for 

the isolation of active proteins and peptides from various complex biological samples, including 

fish epidermal mucus. 
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