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و در سیستم دفاعی بسیاري از استاختصاصی یک مولکول کلیدي در سیستم ایمنی غیرلیزوزیم 
با هیدرولیز پیوند گلیکوزیدي ،زاي باکتریاییهاي بیماريسرکوب گونهها نقش اساسی را در انهدام وگونه
بر عهده هاباکتريگلیکان دیواره سلولی آمین لایه پپتیدواستیل گلوکز- Nاستیل مورامیک اسید و - Nبین 
در . هایی مانند کلیه و طحال گزارش شده استترین میزان این آنزیم در بافتهاي دریایی بیشدر گونه. دارد

Rutilus frisii(این بررسی نمونه اولیه از بافت فوق کلیه ماهی سفید دریاي خزر  kutum ( شده،استخراج
بهینه و اثر pH،مانند دمایهایتخلیص شد و ویژگیصورت جزئی با استفاده از آمونیوم سولفات به

این فعالیت میزان . مورد ارزیابی قرار گرفتلیزوزیم فعالیت هاي مختلف نمک کلرید سدیم و اوره برغلظت
. به عنوان سوبسترا به دست آمدMicrococcus lysodeikticusآنزیم با استفاده از سوسپانسیون باکتري 

به علاوه . استگراد درجه سانتی45و دماي بهینه 6بهینه لیزوزیم ماهی سفید pHنتایج نشان داد که 
.استفعالیت لیزوزیم ماهی سفید وابسته به نمک 
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مقدمه
درمهمیفیزیولوژیکمکانیسمیکایمنی

حفظوعفونتعلیهحفاظتبرايجانوران
ایمنی سیستم.استداخلیهومئوستازي

یااولیهایمنیقسمتدوبهمعمولاً
تقسیماختصاصیایمنیوغیراختصاصی

فیلوژنی نظرازغیراختصاصیشود که ایمنیمی
هايارگانیسمهمهدرواستترقدیمی

تکاملبه دلیلماهیاندر. داردوجودپرسلولی
غیرایمنیعهدهبردفاعطور عمدهه ب،اولیه

.استاختصاصی 
، یک)3.2.1.17EC، مورامیداز(1لیزوزیم

اولیهایمنیسیستمدرمهمدفاعیمولکول
میکروبیتهاجمعلیهحفاظتدرکهاست 

این پروتئین به سه .زیادي دارداهمیت بسیار 
، Cلیزوزیم نوع .وجود داردIو C ،Gنوع 
ترین نوع لیزوزیم تولید شده ترین و عمدهمهم

است داران شامل پستانداران توسط اکثر مهره
)Grinde et al., علاوه بر پستانداران، ). 1988

همپرندگان، ماهیان، خزندگان و دوزیستان
اطلاعات ، امادارندرا Cهاي لیزوزیم نوع ژن

است تر مربوط به دو گروه آخر کم
)Callewaert et al., 2005 .( لیزوزیم نوعG

نیز در پرندگان، پستانداران، ماهیان و 

1- Lysozyme

اگرچه این نوع لیزوزیم . دوزیستان وجود دارد
داران در نظر گرفته ابتدا تنها محدود به مهره

یم هاي عملکردي لیزوزژنشد، ولی اخیراًمی
هاي مهرگانی مانند صدفدر بیGنوع 
,.Lee et al(اي شناسایی شده است دوکفه

سومین نوع لیزوزیم یافت شده در ). 1988
مهرگان قلمرو جانوران، لیزوزیم موجود در بی

تري قرار گرفته مورد توجه بیشکه اخیراًاست 
بهواستموکولیتیکلیزوزیم، یک آنزیم. است
جانداران مختلف شاملدرايگستردهطور

دارانمهرهومهرگانبیگیاهان،ها،باکتریوفاژ
مثلجانوراندر ترشحاتووجود دارد

هابافتاززیاديتعدادوبزاق و اشکموکوس،
یافت گیاهانسلولیهايواکوئلوخونشامل

2β4-1گلیکوزیديپیوندآنزیماین. شودمی
استیلN-و3اسیدمورامیکاستیلN-بین

شکسته و راپتیدوگلیکانلایه4آمینگلوکز
جلوگیريها باکتريتهاجمازبدین طریق

حاوياختارهايسبهآنزیماین. کندمی
راگلیکوکیتین،کردهحملهمورامیک اسید

برمحدوديتخریبیاثروکندمیهیدرولیز

2- Glycosidic bond
3- N-Acetylmuramic acid
4- N-Acetylglucosamine
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وهاقارچدیواره سلولیعمدهترکیبکهکیتین
مهرگان است، دارد بیخارجیاسکلت

).1387سلطانی، (
آمینو124پپتیديپلیزنجیرهیکلیزوزیم

4/14حدودمولکولیکه وزناست اسیدي
با . داردpH7/5در بهینهو فعالیتکیلودالتون
فعالیتمطلوبpHدر اختلافاتیاین وجود،

گزارش دریاییوشیرینآبماهیانبیندر
ساختار اگرچه ). 1387سلطانی، (شده است 

هاي شباهتسه نوع لیزوزیم شناخته شده اولیه 
ها داراي ولی ساختار سوم آندارندی با همکم

لیزوزیم . استاي هاي قابل ملاحظهشباهت
سفیده تخم مرغ، اولین آنزیمی است که 

ریستالوگرافی ساختار سه بعدي آن با روش ک
دو دمین این آنزیم. شداشعه ایکس تعیین 

طور عمده داراي ه ترمینال ب- Nکه دمین دارد
هاي ترمینال شامل مارپیچ- Cصفحات بتا و 

و توسط یک شکاف عمیق که حاوي استآلفا 
. اندجایگاه فعال آنزیم است از هم جدا شده

بین β4-1هیدرولیز پیوند گلیکوزیدي 
N - استیل گلوکز آمین وN - استیل مورامیک

گانه جایی دوهاسید، از طریق یک واکنش جاب
در مرحله اول واکنش، گروه . افتداتفاق می

به عنوان یک هسته 52کربوکسیلات آسپارتات 
و واسطه گلیکوزیل را کندمیدوست عمل 

دهد که منجر به وارونه شدن تشکیل می
در اینجا . شودکنفیگوراسیون ساختار می

به عنوان یک اسید عمومی عمل 35گلوتامات 
که دهنده پروتون به اکسیژن کند می

شکستن پیوند را تسهیل است و گلیکوزیدي 
دوم گروه کربوکسیلات در مرحله. کندمی

گلیکوزیل به وسیله - آنزیم از حد واسط آنزیم
که این مرحله نیز با وارونگی شودمیآب حذف 

,.Mondon et al(است مراه کنفیگوراسیون ه

2000.(

.)http://medlibrary.org: منبع(مکانیسم عمل لیزوزیم: 1شکل 
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Rutilus frisii(ماهی سفید دریاي خزر 

kutum( از خانواده ،Cyprinidae یکی از ،
اندازه آن بین . استهاي بومی دریاي خزر گونه
5و وزن آن به ندرت به متر سانتی55-45

جمعیت آن به طور عمده در . رسدکیلوگرم می
هاي هاي ایران و در آبپاییز و بهار در رودخانه

شیرین نواحی جنوب و جنوب غربی دریاي 
در ماهیان، لیزوزیم اغلب در . شودخزر یافت می

ها مانند قسمت هاي غنی از لکوسیتبافت
و هاي پوست، آبششقدامی کلیه و بافت

این نواحی در .دارددستگاه گوارش وجود 
تر از سایر مناطق مورد تهاجم ماهیان بیش

همچنین لیزوزیم به . گیرندقرار میباکتري 
میزان قابل توجهی در تخم ماهیان وجود دارد 

دهنده خاصیت ضدمیکروبی این آنزیم که نشان
و نقش مهم آن در مقابله با عوامل عفونی در 

. ماهیان است
ماهیبالاياقتصاديارزشبهتوجهبا
ارزشمندمنبعیکعنوانبهخزردریايسفید
کاهشوبومیمناطقدرویژهبهغذایی

-بهرهاثردرفردبهمنحصرگونهاینجمعیت

پایین مقاومتهمچنینوحدازبیشبرداري
منشاءعفونی بازايبیماريعواملبرابردرآن

سفیدماهیایمنیسیستممطالعهباکتریایی،
کهضدباکتریایی،ویژگیباهايپروتئینویژهبه

در،است لیزوزیم ها آنترینمهمجملهاز
خواهدمفیدآنتلفاتکاهشومقاومتبهبود

ازمختلفصنایعدرلیزوزیمهمچنین.بود
فراوانکاربردسازيدارووغذاییصنایعجمله
وآنزیماینفراوانهايکاربردبهتوجهبا.دارد

درسفید،ماهیایمنیسیستمدرآناهمیت
دریايسفیدماهیازآنزیم لیزوزیممطالعهاین
آنبیوشیمیاییخصوصیاتوشدجداخزر
.گرفتقراربررسیمورد

هامواد و روش
از Micrococcus lysodeikticusباکتري 

، تریس، SDSشرکت سیگما و لیزوزیم، 
آمونیوم سولفات و سایر مواد مورد استفاده از 

. شرکت مرك آلمان خریداري شد

هاسازي نمونهبرداري و آمادهنمونه
درخزردریايسفیدماهیازبردارينمونه

جفرودمنطقهدریاییبخشدر1392اسفند
انجام شد، سپس بافت فوق کلیه از ماهی انزلی
گراد قرار درجه سانتی-70و در دماي شد جدا 

. داده شد

تهیه عصاره بافتی
لیتر میلی10مقدار یک گرم از هر بافت در 

و با رقیق pH6بامولار1/0بافر فسفات
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3000(سونیکاتوراستفاده از دستگاه

MisonixSonicator( سپس . شدسونیکیت
عصاره به دست آمده به وسیله دستگاه 

و دماي rpm5000در ) Hettich(سانتریفیوژ 
دقیقه 15گراد به مدت درجه سانتی4

. شدسانتریفیوژ شد و مایع رویی از رسوب جدا 

کشت باکتري
در این مرحله، سوسپانسیونی از باکتري 

با 1Micrococcus lysodeikticusلیوفیلیزه
و روي محیط شد استفاده از آب استریل تهیه 

. کشت داده شدMuller Hinton Agarکشت 
ساعت در 24هاي کشت به مدت سپس، محیط

درجه 37در دماي )Labcon(انکوباتور 
در مرحله بعد، . شدگراد شیک سانتی

در شدن پس از رقیق هاي رشد یافته باکتري
دقیقه 15به مدت rpm5000آب استریل در 

پس از خارج کردن محلول . ندشدسانتریفیوژ 
ساعت در 12به مدت مانده رویی، رسوب باقی

Vacuum(دستگاه فریز درایر Brand

GMBHباکتري جامد . قرار داده شد)، آلمان
به دست آمده جهت انجام مراحل بعدي 

گراد نگهداري درجه سانتی4آزمایش در دماي 
. شد

1- Lyophilized

سازي جزئی آنزیمخالص
رسوب دهی پروتئین

سازي جزئی لیزوزیم از روش براي خالص
60و 40، 20هاي و در غلظتآمونیوم سولفات 

پس از انحلال کامل . درصد استفاده شد
درجه 4آمونیوم سولفات، محلول در دماي 

دقیقه 15به مدت rpm9000گراد و سانتی
500در به دست آمده رسوب شد وسانتریفیوژ 

حل pH6بامولار 2/0میکرولیتر بافر فسفات
هاي و باندشد ها دیالیز سپس، نمونه. شد

-SDSپروتئینی با استفاده از ژل الکتروفورز 

PAGE شدمشاهده.

سنجش لیزوزیم بافتی
براي سنجش فعالیت لیزوزیم از روش 

. شداستفاده ) Shugar)1952اصلاح شده
لیتر میلی9/2میکرو لیتر از آنزیم به30مقدار 

Micrococcusاز سوسپانسیون باکتري 

lysodeikticus)2لیتر میلی25گرم درمیلی
اضافه شد و ) pH2/6مولار، 2/0بافر فسفات

450دقیقه در 3تغییرات جذب به مدت 
نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر 

)Pharmacia( همچنین براي . شدبررسی
بهینه آنزیم از بافر میکس که pHبررسی 

مولار و بافر 2/0مخلوطی از بافر فسفات 
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یک واحد . استفاده شدمولار بود، 1/0سیترات
در 001/0فعالیت معادل با کاهش کدورت

نانومتر و 450مدت یک دقیقه در طول موج 
pH2/6لازم به ذکر است که در این . است

) HEWL1(تخم مرغ لیزوزیم سفیده ازمطالعه
براي مقایسه با لیزوزیم به دست آمده از ماهی 

.شدسفید به عنوان استاندارد استفاده 

و بحثنتایج
براي مبارزه اختصاصیسیستم ایمنی غیر

و به عنوان یک استزا ضروري با عوامل بیماري
عامل تقویت کننده سلامت عمومی عمل 

مطالعات بسیاري در مورد اجزاي . کندمی
و استسیستم ایمنی جانوران صورت گرفته

هاي کلیدي مانند لیزوزیم که نقش آنزیم
دفاع غیراختصاصی ایفا ایمونولوژیک موثري در 

,.Kopacek et al(اند کنند، شناسایی شدهمی

ها و میزان لیزوزیم همواره در بافت). 1999
تر نسبت به تر و آسیب پذیرهاي حساساندام

بافت فوق کلیه نیز . استتر عوامل پاتوژن، بیش
و شرایط بافتی نیست از این قاعده مستثنی 

دارد، در نتیجه ها مساعدتري براي رشد پاتوژن
نقش عوامل ایمنی از جمله لیزوزیم در آن 

لیزوزیمدر این مطالعه، آنزیم. استتر برجسته

1- Hen Egg White Lysozyme

،از بافت فوق کلیه ماهی سفید جدا شده
.شدشیمیایی آن تعیین خصوصیات بیو

تخلیص جزئی آنزیم لیزوزیم
عصاره به دست آمده از بافت فوق کلیه 

هاي مختلف آمونیوم ماهی سفید در درصد
هاي و فرکشنشدسولفات جداسازي و تغلیظ 

-SDSبه دست آمده، پس از دیالیز، روي ژل 

PAGEنتایج نشان . مورد بررسی قرار گرفت
تر هاي کمدرصد داراي باند60داد که فرکشن 

کیلو دالتون بود 14و یک باند قوي در قسمت 
ترین میزان و همچنین این فرکشن بیش

براي تعیین از این رو. داشتآنزیم را فعالیت 
.خصوصیات بیوشیمیایی از آن استفاده شد

بهینه آنزیمpHتعیین 
pH7-5لیزوزیم ماهی سفید در محدوده

بهینه pHمیزان فعالیت را داشت و ترین بیش
نیز روند HEWLهمچنین . بود6این آنزیم 

شکل (داشتبا لیزوزیم ماهی سفید را یمشابه
2.(

بر اساس مطالعات پیشین، چندین لیزوزیم 
اسیدي فعال هستند که شامل لیزوزیم pHدر 

Minagawa et(2در فلاندر ژاپنیGو Cنوع 

2- Japanese Flounder
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al., 2001 ( و لیزوزیم نوعC آلاي قزلدر
و ) ,.1988Grinde et al(کمانرنگین

Chlamysinمهره دریایی است که یک بی
)Nilsen et al., 1999(شوند، می.

)مربع(HEWLو ) لوزي(بهینه لیزوزیم ماهی سفید pHمنحنی تعیین : 2شکل 

دماي بهینه
، )3شکل (هاي به دست آمده بر اساس داده

گراد درجه سانتی40-50آنزیم در محدوده 
و دماي بهینه داشتمیزان فعالیت را ترین بیش
دماي بهینه لیزوزیم . بودگراد درجه سانتی45

درجه 30-50اکثر ماهیان در محدوده 
). Minagawa et al., 2001(است گراد سانتی

45دماي بهینه کمانآلاي رنگینقزللیزوزیم 
و لیزوزیم نوع ) Grinde et al ., 1988(درجه 

G درجه 20-25نیز در دماي فلاندردر
Minagawa(دهد بالایی را نشان میفعالیت 

et al., 2001.(

هاي مختلف بر فعالیت لیزوزیماثر غلظت نمک
هاي مختلف فعالیت آنزیمی در غلظت

، KClهاي از نمک) مولارمیلی100-5(
MgCl2 وNaCl 1/0در بافر فسفات سدیم

. مورد بررسی قرار گرفتpH2/6مولار و 
داده شده است، نشان 4طور که در شکل همان

فعالیت لیزوزیم ماهی سفید با افزایش غلظت 
در محدوده MgCl2و KCl ،NaClهاي نمک

که، در در حالی. مولار افزایش یافتمیلی0- 60
در مورد . هاي بالاتر کاهش پیدا کردغلظت

HEWL 0-25این افزایش فعالیت در محدوده
قابل توجه است که . مولار مشاهده شدمیلی
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NaCl ،ترین و بیشMgCl2ترین تاثیر را کم
روي فعالیت لیزوزیم داشت و لیزوزیم ماهی 

هاي بالاتري سفید افزایش فعالیت را در غلظت
اثر متفاوت نمک . نشان دادHEWLنسبت به 

تواند به دلیل اختلاف در بر فعالیت آنزیم می
ماهی سفید جزء . منشا آنزیم مورد نظر باشد

بوده و درجات بالاتر شورلبهاي ماهیان آب
.کندشوري را تحمل می

.)مربع(HEWLو)لوزي(دماي بهینه لیزوزیم ماهی سفید : 3شکل 

در پژوهشی مشابه، مطالعه اثر نمک بر 
Ruditapesفعالیت لیزوزیم جدا شده از 

philippinarum نشان داد که با افزایش
مولار و میلی0-70در محدوده NaClغلظت 
MgCl2فعالیت ،مولارمیلی0- 5در محدوده

,.Misook et al(یابد این آنزیم افزایش می

بوفالوهمچنین، آنزیم جدا شده از شیر). 2012
(Bubalus bubalis) مولار میلی50تا غلظت

NaCl مولارمیلی5وMgCl2 افزایش فعالیت

,Priyadarshini and Kansal(دهد نشان می

ها بر فعالیت مکانیسم دقیق اثر یون). 2003
افزایش . شناسایی نشده استلیزوزیم کاملاً

هاي پایین نمک فعالیت لیزوزیم در غلظت
تواند به دلیل اتصال الکتروستاتیک بین می

کنش لیزوزیم و دیواره سلولی باکتري و میان
هاي قطبی در سطح سلول باشد با گروهنمک

.شودکه سبب تغییر نفوذپذیري می
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.)راست(لیزوزیم ماهی سفید ؛)چپ(HEWL.هاي مختلف نمکفعالیت لیزوزیم در حضور غلظت: 4شکل 

فعالیت در حضور دناتورانت
اوره بر فعالیت لیزوزیم در اثر دناتورانت

مولار مورد بررسی قرار گرفت 0-4هاي غلظت
افزایش غلظت 5با توجه به شکل ). 5شکل (

وزیم ماهی سفید زاوره سبب کاهش فعالیت لی
اي مشابه که در در مطالعه. شدHEWLو 

مورد خصوصیات بیوشیمیایی لیزوزیم جدا شده 
هش از کبد موش انجام گرفت، روند مشابه کا

فعالیت لیزوزیم با افزایش غلظت اوره مشاهده 
Sidhan(شد  and Gurnani, 1982.(

در این مطالعه، عصاره بافت فوق کلیه 
ماهی سفید دریاي خزر تهیه شد و تخلیص 

جزئی آنزیم با استفاده از نمک آمونیوم سولفات 
فعالیت آنزیم با استفاده از . انجام گرفت

Micrococcusسوسپانسیون باکتري 

lysodeikticos به عنوان سوبسترا، در بافر ،
گراد درجه سانتی25و دماي pH6فسفات 

و 6و دماي بهینه به ترتیب pHسنجیده شد و 
همچنین اثر . دست آمدگراد بهدرجه سانتی45

هاي مختلف نمک و اوره بر فعالیت غلظت
نتایج نشان . لیزوزیم مورد ارزیابی قرار گرفت

که فعالیت لیزوزیم ماهی سفید همانند داد 
لیزوزیم سفیده تخم مرغ وابسته به نمک  بوده 

.و اوره مهار کننده آنزیم است
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.)مربع(HEWL؛ )لوزي(ماهی سفید . هاي مختلف اورهفعالیت لیزوزیم در غلظت: 5شکل 

قدردانیتشکر و 
نویسندگان از معاونت پژوهشی دانشگاه 
گیلان به خاطر حمایت مالی و فراهم نمودن 

.امکانات آزمایشگاهی کمال تشکر را دارند
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Abstract
Lysozyme is a key molecule in innate immune system and plays a vital role

in the immune systems of many species against bacterial species with
hydrolysis of glycosidic bonds between N-acetylglucosamine and N-
acetylmuramicacid of the peptidoglycan layer in the bacterial cell wall and
infectional microorganisms. The highest activity of the enzyme in marine
species has reported in kidney and spleen. In the present study, lysozyme was
extracted from adrenal gland of Caspian Sea Rutilus frisii kutum; then, partially
purified by ammonium sulfate and properties such as pH and optimum
temperature as well as salt and denaturant concentrations on enzyme activity
was evaluated. The enzyme activity was assayed using a suspension of
Micrococcus lysodeikticus as substrate. Based on the results, the optimum pH
and temperature was found 6 and 45ºC, respectively. Furthermore, lysozyme
activity is dependent on salt concentration.
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