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  چکیده
لاکتالبومین دومین پروتئین فراوان در - آلفا. باشد پذیري ترکیبات زیست فعال می  روش مناسبی براي بهبود انتقال و افزایش زیست دسترسها استفاده از حامل

 دارو مورد هاي غذا وتواند به عنوان حامل مولکولبوده و میتریپتوفان، لیزین و سیستئین ضروري  غنی از اسیدهاي آمینه اي تغذیه لحاظ است که به پنیر آب
توجهی در برگ زیتون و به مقدار کمتر در باشد که به میزان قابلاولئوروپئین ترکیبی زیست فعال با خواص دارویی و ضد اکسایشی می .استفاده قرار گیرد

 72 و 50، 25(ین در دماهاي مختلف لاکتالبوم-ین با پروتئین آلفائزمان ترکیب اولئوروپهدف از این مطالعه بررسی برهم کنش هم. روغن زیتون وجود دارد
. سازي داکینگ مولکولی بودرسانس، فرابنفش و دورنگ نمایی دورانی به همراه شبیهئوسنجی فلوهاي طیف  با استفاده از روشpH 7و ) گراددرجه سانتی

دما به سبب تغییر کنفورماسیون و بازآرایی ساختار ت اتصال را در اثر افزایش برسنت افزایش جایگاه و ثائوسنجی فرابنفش و فلومطالعات ناشی از طیف
 72اي بتا و کاهش در ساختار مارپیچ آلفا را در اثر افزایش دما تا  دورنگ نمایی دورانی افزایش در ساختار صفحهسنجی طیفعلاوه، هب .پروتئین نشان داد

 kcal/molبینی شده جهت تشکیل کمپلکس د که بهترین انرژي پیوندي پیش داکینگ مولکولی نشان داسازي شبیهدر نهایت،  .گراد نشان داددرجه سانتی
لاکتالبومین -سبب درك بهتر و عمیق برهمکنش و اتصال پروتئین آلفانتایج حاصل  .قرار داشت بتا و صفحه  آلفا بود و ناحیه اتصال نیز بین شیار مارپیچ- 3/6

  .گیرد حصولات غذایی فراسودمند مورد استفاده قرار میشود که در نهایت در تولید م ین میئو مولکول اولئوروپ
  
 ، محصولات فراسودمندسنجی، داکینگ مولکولیین، طیفئلاکتالبومین؛ اولئوروپ-آلفا:  واژگانکلید 

 
 
 
 
 

                                                             
 مسئول مکاتبات: Jafarism@hotmail.com   

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-1
2-

18
 ]

 

                             1 / 14

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-38182-en.html


 ...اولئوروپئین- لاکتالبومین- تاثیر دما بر روي تشکیل کمپلکس آلفا و همکاران                                               کاتوزیان ایمان

 86

   مقدمه- 1
 عملگرا امروزه مورد محصولاتسازي مواد غذایی و تولید غنی

 میان  در.توجه پژوهشگران و بخش صنعت قرار گرفته است
  اي برخوردارها از جایگاه ویژهلوفن، پلیفعالترکیبات زیست

هاي ناشی از این ترکیبات قادر به کاهش آسیب. باشندمی
ها هاي آزاد از طریق به دام انداختن و کاهش فعالیت آنرادیکال

بوده و بدین صورت در محافظت از بدن و جلوگیري از بروز 
یکی از منابع . نمایند ی را ایفا میها نقش مهمبسیاري از بیماري

هاي بخش. باشدغنی از ترکیبات فنولیک، درخت زیتون می
لی، ترپنی، ترکیبات محلول ومختلف این گیاه حاوي ترکیبات فن

-مواد معدنی و غیره می، ها ها، پروتئین در چربی، کربوهیدرات

اي  هاي درخت زیتون که در کشورهاي مدیترانه برگ. باشد
ضد اکسایشی و قدرت رویی دارند، بالاترین فعالیت مصرف دا

هاي مختلف درخت  هاي آزاد را در بین بخشگیرندگی رادیکال
هاي زیتون شامل ترکیبات  ترکیبات موجود در برگ. زیتون دارند

مانند اولئوروپئین، لیگستروزید، دي متیل (سکوریدوید 
 مانند يچنین ترکیبات فلاونوئید هم،)اولئوروپئین و الئوزید

لی شامل اسید کافئیک، وآپیجنین، کامپفرول، لوتئین و ترکیبات فن
میزان اولئوروپئین به . دباش تیروزول و هیدروکسی تیروزول می

 در روغن زیتون به مقدار کمتري در برگ زیتون و توجهیقابل
ها روش مناسبی براي بهبود  استفاده از حامل .]1[وجود دارد 

 1پذیري این ترکیبات زیست فعال انتقال و افزایش زیست دسترس
عنوان حامل  توانند به هاي شیر می پروتئین. ]2[باشد  می

هاي غذا و دارو مورد استفاده قرار گیرند تا مواد مغذي  ل مولکو
 و زیست  در دسترس سیستم گوارش قرار گرفتهراحتی به

دومین لاکتالبومین - آلفا. ]3[ها افزایش یابد  آن2پذیريدسترس
 از کل پروتئین %15- 20  و حدودبوده 3پنیر آبپروتئین فراوان در 

 2/14وزن مولکولی این پروتئین  .]4[ دهد شیر گاو را تشکیل می
 و ساختار آن غنی از اسیدهاي آمینه تریپتوفان، لیزین کیلو دالتون

                                                             
1. Bioactive 
2. Bioavailability 
3. Whey protein 

 123 این پروتئین شامل ،به لحاظ ساختاري. باشد و سیستئین می
اسید آمینه است که با یکدیگر ساختار کروي تشکیل داده و این 

وتئین به این پر. سولفیدي پایدار شده است پیوند دي4ساختار با 
لوپروتئین اتیک م +Ca2دلیل داشتن جایگاه اتصال قوي براي 

که هر مول از آن به یک مول از کلسیم طوريمحسوب شده، به
وجب افزایش پایداري حرارتی آن ممتصل شده و این اتصال 

 است و از 6/4ي ایزوالکتریک این پروتئین  نقطه. ]5[ شود می
 این ،به لحاظ فیزیولوژیک .لحاظ ژنتیکی به لیزوزیم شباهت دارد

هاي دو ظرفیتی مانند ل قابلیت اتصال به کاتیونپروتئین به دلی
Zn2+  وCa2+نوع . گردد، موجب تسهیل جذب مواد معدنی می

انسانی این پروتئین عملکردهاي فیزیولوژیکی زیادي در دوران 
هاي پستانی به عنوان یک کوآنزیم در غدهچنین هم. داردنوزادي 

یر را تسهیل  و تولید و ترشح شکردهدر بیوسنتز لاکتوز شرکت 
لاکتالبومین داراي -تحقیقات نشان داده است که آلفا .کند می

 مانند کاهش استرس، يعملکردهاي فیزیولوژیکی متعدد
ها است و سبب   ضد میکروبی و تنظیم رشد سلولهاي فعالیت

 علاوه .]6[شود  هاي توموري می  سلول4ي ریزي شدهمرگ برنامه
توان به خاصیت ضد باکتریایی این بر موارد اشاره شده می

ي با خواص ضد به تولید پپتیدهاپروتئین نیز اشاره نمود که 
 .شودهضم آن نسبت داده میفرایند باکتریایی طی 

لاکتالبومین به عنوان حامل ترکیبات - در ارتباط با استفاده از آلفا
زیست فعال مطالعات متعددي انجام شده است که در ادامه به 

) 2016(همکاران  آلهانیش و. شودها اشاره میبرخی از آن
- گالات با پروتئین آلفا- 3ن برهمکنش متقابل اپی گالوکاتچی
 و محاسباتی بررسی سنجی طیفلاکتالبومین را با استفاده از روش 

 رنگ تابی سنجی طیفدست آمده از هبر اساس نتایج ب. کردند
 پس از اتصال و ،قرمز تبدیل فوریه  مادونسنجی طیفدورانی و 

 به ترتیب α و مارپیچ βاي  ساختارهاي صفحه،تشکیل کمپلکس
نتایج کالریمتري تیتراسیون . و کاهش پیدا کردندافزایش 
نشان داد که واکنش از نظر آنتالپی مطلوب نیز  5ایزوترمال

                                                             
4. Apoptosis 
5. Isothermal titration calorimetry 
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جایگاه اتصال مطلوب نیز در محاسبات داکینگ مولکولی . باشد می
اسیدهاي  تعیین شد که شامل α و مارپیچ βبین شیار صفحات 

با ) 2016(محمدي و همکاران  .]7[ بود II6آروماتیک دسته آمینه 
ئورسنت و داکینگ مولکولی نشان دادند ومطالعات فرونشانش فل

لاکتالبومین یک حامل طبیعی و ایمن براي - که پروتئین آلفا
تمامی . باشد  میجنیستینهاي زیست فعال کامپفرول و  مولکول

هاي  نظیر ضرایب اتصال و پارامترپارامترهاي ضروري اتصال 
بر . دست آمد هئورسنت بوسنجی فل از طریق طیف ترمودینامیکی

ترین عامل در  پیوندهاي هیدروژنی مهمدست آمده  نتایج بهاساس
علاوه،  هب. لیگاند بود- یداري ساختار نهایی کمپلکس پروتئیناپ
هاي کامپفرول و  که مولکوللاعات داکینگ مولکولی نشان داد طا

به و گرفته قرار  60- تریپتوفاناسید آمینه  در مجاورت جنیستین
نتایج  .شوند  پیوند هیدروژنی به آن متصل می5 و 3توسط ترتیب 

لاکتالبومین تمایل اتصال به -این مطالعه نشان داد که پروتئین آلفا
بی و همکاران اي دیگر  در مطالعه. ]8[ لی را داردوترکیبات پلی فن

برهمکنش اتصال تتراسایکلین هیدروکلراید را با ) 2016(
ي ها کازئین توسط روش- لاکتالبومین و بتا- هاي آلفا وتئینپر

. کردندمولکولی بررسی سازي مدلهاي   و روشسنجی طیف
 نشان دادند که واکنش فلوئورسنت سنجی طیفمطالعات 

، چنینهم. باشد ها از نوع استاتیک می فرونشانی پروتئین
پارامترهاي ترمودینامیکی نشان دادند که نیروهاي الکترواستاتیک 
جزء نیروهاي اصلی در برهمکنش تتراسایکلین هیدروکلراید با 

پیوندهاي هیدروژنی و که ی؛ درحالدنباش کازئین می- پروتئین بتا
- پروتئین آلفابا ی در برهمکنش ل عوامل اصیوالسنیروهاي واندر

تابی دورانی  سنجی رنگ  مطالعات طیف.]9[لاکتالبومین بودند 
برهمکنش با  نشان داد که هاي گاوي ساختار ثانویه پروتئینروي 

هاي  ساختار ثانویه مارپیچسبب کاهش تتراسایکلین هیدروکلراید 
α س انبرهمکنش سیس و تر) 2018(چنگ و همکاران  .]9[ شد

نتایج  .لاکتالبومین بررسی کردند-پروتئین آلفا رسوراترول را با
سیس رسوراترول تمایل جذب بیشتري  نشان داد کهها بررسی آن

                                                             
6. Aromatic cluster II 

 ترانس سبب کاهش فرمبه  اما ایزومریزاسیون ؛ پروتئین دارداب
 ضد اکسایشیفعالیت اگرچه  .پروتئین شدبه  فنول  پلیذبج

لاکتالبومین حفظ - رسوراترول در اثر اتصال به پروتئین آلفاترانس 
شود که با بررسی مطالعات صورت گرفته مشخص می .]10[ شد

هاي تشکیل   دماهاي مختلف بر روي کمپلکستأثیرنحوه اتصال و 
لکردي و ضد در تغییرات خواص عمسزایی  ه بتأثیرشده 

 واکنش مولکول زیست حاضردر مطالعه . ها دارداکسایشی آن
چندین لاکتالبومین گاوي با - ین با پروتئین آلفائفعال اولئوروپ

تابی  بنفش و رنگ ئورسانس، فراوفل  شاملسنجیطیف روش
 اي بر مطالعهتاکنون. انجام شددماهاي مختلف دورانی در 

 و انجام نشدهین ئلکول اولئوروپبرهمکنش آلفا لاکتالبومین با مو
 بر روي )گراد درجه سانتی72 و 50، 25 ( دماهاي مختلفتأثیر

. نشده استبررسی ایجاد کمپلکس نهایی و پایداري آن نیز 
مفیدي  اطلاعات تواند میبررسی این ساختار در دماهاي مختلف

 ها  آن پایداري زیست فعال ودر خصوص واکنش این دو مادهرا 
تحت شرایط فرایند کارگیري  هبمنظور به، اي مختلفدر دماه

تولید محصولات غذایی و  هاي صنایع غذایی حرارتی در کارخانه
  .فراهم سازدعملگرا 

 

  ها مواد و روش- 2
تریس ، )ایالات متحده(لاکتالبومین از شرکت آگروپور - آلفا

  آمین تترا  دي مینومتان، اسید کلریدریک و اتیلنهیدروکسی متیل آ
ین با درجه ئ اولئوروپ،)نآلما(استیک اسید از شرکت مرك 

 آب مقطر از  و)فرانسه( از شرکت اکستراسنتاز  درصد90خلوص 
  .تهیه شد )فرانسه(شرکت میلیپور 

  رسانسئو فلوسنجی طیف - 2-1
اطلاعات مهمی  رسانسئوسنجی فلوهاي طیف گیري سیگنال اندازه

ئورسنت واي نشر فلدر خصوص محیط بیوشیمیایی و ترکیبات دار
ین ترکیبات در اختیار ما قرار هاي دیگر به ا و اتصال مولکول

ئورسانس وسنج فل رسانس بر روي طیفئووطیف فل. دهد می
)Cytation 5(نانومتر و طول موج نشر 280  تهییج با طول موج 
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 سنجی طیفثیر درونی فیلتر در أت.  نانومتر تنظیم شد345
  .)1-معادله (معادله زیر اصلاح شدئورسانس با استفاده از وفل

)            1(معادله 
(( )/2)10 excitation emissionA A

corrected observedF F   

 به ترتیب مربوط به مقادیر Fobserved و Fcorrectedدر این معادله 
 Aexcitation طورهمین. باشد ئورسانس میواصلاح شده و اولیه فل

هاي  ین در طول موجئ مربوط به جذب اولئوروپAEmissionو 
بر اساس و آزمون در سه نوبت تکرار . باشد ییج و نشر میته

شکاف نشر و تهییج . انجام شد) 2015(روش دلاوري و همکاران 
 میکرومولار از 10، مقدار طورکلی به.  نانومتر تنظیم شد5بر روي 

مولار   میلی305مولار حاوي   میلی20لاکتالبومین در بافر - آلفا
EDTA ساختار آپو آلفالحصو جهت حذف کردن کلسیم و  -

، 1:2، 1:1( هاي مختلف  در ادامه نسبت.]11[ لاکتالبومین حل شد
ین با ئ از محلول اولئوروپ) 1:10 و1:8، 1:6، 1:5، 1:4، 1:3

دست  ه ثانیه جهت ب10 و به مدت 7لاکتالبومین تیتر-پروتئین آلفا
 همزده شدئورسانس وآمدن کمپلکس مربوطه و بررسی نشر فل

 درجه 72 و 50، 25(ئورسنت در سه دماي و طیف فل و]10[
  . بررسی شد) گراد سانتی

ئورسنت داخلی و شدت فل8ها در خصوص فرونشاندن آزمایش
 ین جهت پی بردن بهئلاکتالبومین در حضور مولکول اولئوروپ- آلفا

 و تغییرات در کنفورماسیون پروتئین تریپتوفانتغییرات در ساختار 
 9ولمر- در این مرحله ثابت فرونشاندن از نمودار اشترن. انجام شد

  ).2- معادله (طبق معادله زیر محاسبه شد

0)           2(معادله  / 1 [ ]SVF F K Q   
ئورسنت پروتئین در غیاب و شدت فلF0در این معادله 

ین ئئورسنت در حضور اولئوروپو شدت فلFین و ئلئوروپاو
               ولمر -  ثابت فرونشان اشترنKSVچنین، هم. باشد می

  ثابت اتصال و تعداد. ]12[باشد  ین میئ غلظت اولئوروپ[Q]  و

                                                             
7. Titration 
8. Quenching 
9. Stern-Volmer 

 با استفاده از معادله زیر محاسبه شد که در  نیزهاي اتصال  جایگاه
 باشد  ثابت اتصال میKbهاي اتصال و   تعداد جایگاهnآن 

  ).3- معادله(
          )3(معادله 

 0( )log log logb
F F K n OLE
F


 
 

  سنجی فرابنفش طیف- 2-2
 Jasco (نجسسنجی فرابنفش توسط دستگاه طیفمطالعه طیف

V-550 (لاکتالبومین - غلظت پروتئین آلفا. دو پرتویی انجام شد
 میکرومولار ثابت نگه داشته شد و نسبت پروتئین به 10در حد 
بعد از اصلاح پایه، مقادیر .  تغییر داده شد1:10ین تا ئاولئوروپ

 نانومتر 400تا  200طول موج در جذب کمپلکس و پروتئین 
      .]13[ گیري شد اندازه

  محاسبه شد10هیلبرانت- ثابت اتصال لیگاند از طریق معادله بنسی
   ).4- معادله(

)         4(معادله 

0

0

1
[ ]

G G

H G G H G G

A
A A K Ole

 
    

 
  

  

لاکتالبومین آزاد و -  مقدار جذب آلفاAو  A0در معادله بالا 
 به H-Gε و Gε. باشد ین میئاولئوروپ- لاکتالبومین- کمپلکس آلفا

. باشند لیگاند می-ترتیب ضرایب مولی خاموشی لیگاند و پروتئین

0با رسم کردن 

0

A
A A

1 در برابر 
[ ]Ole

اتصال  ضریب ،

 حاصل 13 به شیب خط12مبدأنسبت عرض از   از(K) 11لیگاند
لاکتالبومین و -  آلفا14 مولیمیراییضرایب . ]14[ آید دست می هب

-M   وM-1.cm-1 1/20 ین به ترتیب برابرئمحلول اولئوروپ

1.cm-1 2662015, 13[ باشد  می[  .   
  

                                                             
10. Benesi-Hildebrand 
11. Association constant 
12. Intercept 
13. Slope 
14. Molar extinction coefficient 
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   دورانیتابیرنگ - 2-3
-یفلاکتالبومین بر روي دستگاه ط- تابی دورانی آلفا  طیف رنگ

تغییرات در ساختار ثانویه .  ثبت شد)Jasco J-810 (سنج
ین در ئلاکتالبومین و کمپلکس آن با لیگاند اولئوروپ-پروتئین آلفا

با استفاده از کووت با )  نانومتر260- 190(ناحیه فرابنفش دور 
 CDNN افزار نرممتر ثبت شد و توسط   میلییکطول مسیر 
گیري در  ولار و اندازه میکروم10غلظت پروتئین . بررسی شد

 نسبت مولی 3 در گراد  درجه سانتی72 و 50، 25دماهاي 
نتایج بر .  انجام شد)1→10 و1→5، 1→1(اولئوروپین :پروتئین

-degcm2dmol با واحد [θ] 15واري مولی حسب مقادیر بیضوي

.  گزارش شد3/115  بر اساس میانگین وزنی اسیدهاي آمینه1
  .محاسبه شد) 5 (سط معادلهواري مولی تو مقادیر بیضوي

])           5(معادله  ] 100 115.3 / cl     
 طول mg/ml ،l غلظت نمونه بر حسب Cکه در این معادله 

واري   پارامتر بیضويθ و متر سانتیمسیر کووت بر حسب 
 .  باشد می

 داکینگ مولکولی  - 2-4
ساختار .  جهت عملیات داکینگ استفاده شد1,5,6 اتوداك افزار نرم

PDB16لاکتالبومین -ین و آلفائ اولئوروپ(1F6S)افزار  در این نرم
افزار ین با استفاده از نرمئ اولئوروپpubchem IDاستفاده شد و 

OpenBabel 2.4.1 به فرمت PDBژنتیک .  تبدیل شد
 ران جهت تعیین بهترین و پایدارترین 100 با 17لگوریتم لامارکینا

  . جایگاه اتصال استفاده شد
 و Python molecule viewerافزارهاي در نهایت، نرم

Ligplot+ v1.0  هاي سه بعدي و دو براي تهیه شکلبه ترتیب
    .]16[ بعدي مورد استفاده قرار گرفت

 

  تجزیه و تحلیل آماري- 3
هاي حاصل از آنالیز واریانس  جهت تجزیه و تحلیل آماري داده

ها و جهت  براي بررسی تفاوت میانگین (ANOVA)دو طرفه 
                                                             
15. Molar ellipticity 
16. Protein databank 
17. Lamarckian genetic algorithm 

طرح .  استفاده شدSPSS 24 افزار نرمهاي آماري از انجام آنالیز
کار رفته در این پژوهش، طرح آزمایش فاکتوریل در  هآماري ب

 و جهت رسم  تکرار بود3 تصادفی با هاي کاملاً كقالب طرح بلو
 . ]17[ استفاده شد OriginPro 2018 افزار نرم نمودارها از

  

   نتایج و بحث- 4
  ئورسانسو فلسنجی طیف - 4-1

، Trp 118 ( آمینواسید تریپتوفان4دلیل وجود   بهلاکتالبومین- آلفا
Trp 104 ،Trp 60 و Trp 26(یپروتئین  خودتار در ساخ 

که در نهایت منجر به حداکثر شدت نشر در  استئورسنت وفل
حداکثر شدت  )1(شکل  .]8[ شود  نانومتر می330طول موج 

  .دهد  نانومتر نشان می375 ئورسنت را در طول موجوفل
تواند  فرونشاندن فعالیت فلوئورسنت گروه ایندول تریپتوفان می

علاوه،  به. هاي آمین مجاور آن صورت گیرد توسط پپتید و یا گروه
 از πیتروژن حلقه ایندول و ابر الکترونی گیري خاص ن جهت

 وجود NH…π-حلقه فنیل که در آن پیوند هیدروژنی از نوع 
تواند سبب فرونشاندن فعالیت فلوئورسنت تریپتوفان  دارد، نیز می

  NH-این اطلاعات واکنش مستقیم گروه. ]19, 18[شود 
لاکتالبومین با ابر الکترونی مولکول -وفان در آلفاآمینواسید تریپت

نمودار فلوئورسنت ) 1(شکل . دهد اولئوروپئین را نشان می
گراد به همراه   درجه سانتی72 و 50، 25کمپلکس در دماهاي 

با . دهد ولمر و اشترن ولمر اصلاح شده را نشان می- نمودار اشترن
 و در نتیجه L.mol-1  092/0 برابر Ksv، مقدار a1توجه به شکل 

باشد که نشان  میL.s -1mol-1 53107/3  برابر با kqمقدار 
علاوه،  به)  >21010kq( دهد واکنش از نوع دینامیک است می

 به ترتیب برابر (kb) و ثابت اتصال (n)هاي اتصال  تعداد جایگاه
به همین . است L.mol -1 105×0446/0±703/3 و  3165/0

به ترتیب ) گراد  درجه سانتی72 و 50(ترتیب در دماهاي بالاتر 
 L.mol -1  برابر با kq مقادیر 1c و 1bهاي  طبق شکل

در ضمن، مقادیر .  استL.mol -1 107×735/1  و 635/1×107
  گراد سانتی درجه   50هاي اتصال و ثابت اتصال در دماي  جایگاه
؛ L.mol-1 105×0476/0±865/1 و 35295/0±0295/0با برابر 

 ± 5586/0گراد برابر با   درجه سانتی72چنین در دماي هم
  .  استL.mol-1 105×09016/0±339/8 و 50471/0
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Fig 1 Intrinsic fluorescence intensity of α-La in the presence of oleuropein in Trisbuffer, pH 7 at 25 ˚C (a), 50 ˚C (b) 
and 72 ˚C (c). Oleuropein concentration was 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80 and 100 µM, respectively. The excitation 

wavelength was 280 nm. The Stern–Volmer plot and Modified Stern-Volmer plot for quenching fluorescence 
intensity of α-lactalbumin-oleuropein complex at 25 ˚C (a), 50 ˚C (b) and 72 ˚C (c). The excitation and emission 

wavelengths were 280 nm and 338 nm, respectively. 
 

  سنجی فرابنفشطیف- 4-2
لیگاند و تغییر در کنفورماسیون پروتئین -تشکیل کمپلکس پروتئین

  بنفش نیز بررسی تواند از طریق تغییرات در طیف جذب فرا می
  

  
طیف جذبی فرابنفش دو پیک را در ) 2(بدین ترتیب، شکل . شود

  .دهد لاکتالبومین نشان می- خصوص پروتئین آلفا
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Fig 2 Absorption spectra of α-lactalbumin-oleuropein complex at different concentrations of oleuropein at 25 ˚C (a), 

50 ˚C (b) and 72 ˚C (c). 
 

 طیف اول شدت ،شود  مشاهده می)2(طور که در شکل  همان
و طیف دوم )  نانومتر235ناحیه فرابنفش دور (بالاتري دارد 

 280ناحیه فرابنفش نزدیک (دهد  شدت کمتري را نشان می
- ین نسبت به آلفائبا افزایش غلظت مولی اولئوروپ). نانومتر

 احیه فرابنفش دورشدت پیک در نکاهش در میزان لاکتالبومین 

در ناحیه فرابنفش نزدیک مشاهده  18همراه با پدیده انتقال قرمز
مربوط  در ناحیه فرابنفش دورهاي مربوط به جذب  طیف. شود می

آروماتیک در اسیدهاي آمینه که سهم است هاي پپتیدي  به گروه
جذب در ناحیه فرابنفش که  ؛ درحالیباشد  نمیتوجه قابلآن 

آروماتیک و پیوندهاي اسیدهاي آمینه مربوط به نزدیک 
جفت شده سیستئین اسیدهاي آمینه سولفیدي موجود در  دي
ناحیه فرابنفش دور تغییرات طیفی مشاهده شده در  .]20[ باشد می

توسط دو مکانیسم لاکتالبومین -ن به آلفایئدر اثر اتصال اولئوروپ

                                                             
18. Red shift 

منجر به ین ئاتصال مولکول اولئوروپ .شود مولکولی توجیه می
 و سبب بسط دشو تغییرات کنفورماسیونی در ساختار پپتید می

کویل - ساختارهاي مارپیچتبدیلکنفورماسیون در خصوص 
 قرمز انتقالکاهش و تواند به  این پدیده می  که]22, 21[ شود می

ناحیه جذب مربوط  .]23[  نسبت داده شودTrp Bbباند جذب 
 .استتر   بسیار قويπ→π*  پیوندتبدیل علت  هب Trp Bbبه 

 در مز نیز کاهش مقدار قطبیتپدیده انتقال قرعلاوه بر این، 
  ه که بدهد  را نشان میتریپتوفاناسیدهاي آمینه سامانه حاوي 

هاي آب  مولکولتوسط  ایجاد دافعه  وعلت متراکم شدن ساختار
 با توجه به ساختار در نتیجه .]24[ باشد  ساختار میمجاور

هاي   پیوند،و حلقه آریل هاي هیدروکسیل ین، گروهئروپاولئو
هاي  برهمکنش π -πهاي الکترواستاتیکی   هیدروژنی و واکنش

 .دنباش ین میئاولئوروپ- لاکتالبومین- اصلی در ایجاد کمپلکس آلفا
ین ئبر واکنش مستقیم مولکول اولئوروپتائیدي دست آمده  هنتایج ب

با این حال این امکان وجود دارد که . باشد لاکتالبومین می- آلفا اب
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 اتصال برقرار تریپتوفانبا ناحیه دیگري از اسید آمینه ین ئاولئوروپ
هاي  با سایر بخشتریپتوفان و سبب برهمکنش زنجیره جانبی کند 

  .پروتئین شود
کاروتنوئید و پروتئین -برهمکنش بین بیکسین نگوژانگ و ژ

را بررسی کردند و دریافتند که اضافه شدن بیکسین سبب پنیر آب
 لاکتالبومین شد-  نانومتري در طیف جذبی آلفا7ایجاد انتقال آبی 

اسیدهاي آمینه ري تعدادي از گیعلت این امر جاي. ]25[
باربارا و . تریپتوفان در ساختار کروي پروتئین گزارش شد

 درجه 80همکاران نیز گزارش کردند که در دماهاي بالاتر از 
گراد پدیده انتقال آبی و به همراه آن کاهش در سانتی

    .]26[ صورت گرفت) عامل فرونشاننده( لیگاند پذیري دسترس

 هاي اتصال محاسبه شده  ثابتو برانتدهیل- معادله بنسیطبق  
گراد مقادیر ثابت   درجه سانتی72با افزایش دما تا  )1جدول (

ئورسنت وسنجی فلمطابق با نتایج طیفیابد که  اتصال افزایش می

تغییر کنفورماسیون پروتئین و افزایش سطح هیدروفوب در . است
-هب. شود هاي اتصال بیشتر می سطح پروتئین سبب ایجاد جایگاه

هاي هیدروکسیل   وجود گروهبه علت پیوندهاي هیدروژنی علاوه،
ر یابند که عامل افزایش د ین افزایش میئدر مولکول اولئوروپ

 که در آن نسبت مولی. ]28, 27[ باشد مقادیر ثابت اتصال می
 در حد ، مشاهده شداولئوروپینهاي  اشباع پروتئین توسط مولکول

  مشابهاي در مطالعه .بود) ینئلاکتالبومین به اولئوروپ- آلفا (1:5
کوگلیسینین سویا -βتشکیل کمپلکس کورکومین با پروتئین 

 افزایش مقدار کورکومین سبب افزایش ثابت اتصال .بررسی شد
) کورکومین به پروتئین (15:1لی نسبت مو که طوريهشد ب

چنین، در حضور هم.  نقطه اشباع در نظر گرفته شدعنوان به
 در ، نانومتر کاهش یافت24پروتئین سویا اندازه کمپلکس تا حد 

شود و  کورکومین متراکم می،که بدون حضور پروتئینصورتی
   . ]29[است یابد که نامطلوب  اندازه آن به حد میکرون افزایش می

  
Table 1 Native α-lactalbumin and α-lactalbumin-oleuropein complex binding constants as obtained from 

UV–Vis spectroscopy at different temperatures. 
Compound T= 25˚C T= 50˚C T= 72˚C 

[ALA]/[OLE] →1:1 14.3×103  M-1 3.35×103  M-1 3.6×103  M-1 
[ALA]/[OLE] →1:2 1.30×103  M-1  2.14×103  M-1 3.34×103  M-1 
[ALA]/[OLE] →1:3 1.31×103  M-1 1.91×103  M-1 3.2×103  M-1  
[ALA]/[OLE] →1:4 1.2×103  M-1 1.07×103  M-1 2.31×103  M-1 
[ALA]/[OLE] →1:5 1.52×103  M-1 2.4×103  M-1 3.0×103  M-1M-1 
[ALA]/[OLE] →1:6 1.35×103  M-1 1.15×103  M-1 2.9×103  -M-1 
[ALA]/[OLE] →1:8 1.31×103  M-1 1.12×103  M-1 2.83×103  M-1 

[ALA]/[OLE] →1:10 1.22×103  M-1 1.35×103  M-1 2.96×103  M-1 
 

  تابی دورانی سنجی رنگ طیف-3- 4 
لاکتالبومین در -تابی دورانی جهت بررسی ساختار ثانویه آلفا گرن

مورد بررسی ین ئهاي مختلف اولئوروپو غلظتاثر تغییرات دما 
واري مولی کاهش پیدا  با افزایش دما مقدار بیضوي .رفتگقرار 

به نظر . )3a,b,cهاي  شکل(تر شد  کرد و ساختار کمپلکس منظم
 دچارگراد پروتئین  رجه سانتی د72 و 50رسد که در دماهاي  می

هاي پلی پپتید شود که به زنجیره  ساختاري میآنتروپیافزایش 
نتایج حاصل مشابه با . دهد  بازآرایی ساختاري را میامکان

 95 در دماهاي بالاتر از .باشد می) 2015(لام و نیکرسون پژوهش 

گراد دناتوراسیون پروتئین در اثر تخریب پیوندهاي درجه سانتی
این و  دهد هیدروژنی و کاهش ساختار ثانویه پروتئین رخ می

این بازآرایی  علاوه،هب. ]30[است  ناپذیر برگشتدناتوراسیون 
 هاي قبلی در مورد پروتئین سویاساختاري پروتئین در پژوهش

 . گزارش شده است]33[ لاکتالبومین- و آلفا]32[ ، برنج]31[
ین وابسته به شرایط دمایی و لاکتالبوم- تغییرات ساختاري آلفا

لاکتالبومین که اتم کلسیم -  آپوآلفا ساختاردر. باشد  میحلال
، در اثر تغییرات دما ساختار پروتئین بیشتر باشد موجود نمی

  . شود که باز هم به نوع حلال بستگی دارد دستخوش تغییر می
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Fig 3 Far-UVCD spectra of α-La-oleuropein complex with the molar ratios of 0, 1, 5 and 10 at pH 7 and 25 ˚C (a), 

50 ˚C (b) and 72 ˚C (c). 
 

توجـه   در اثر افزایش دما یک ساختار مسنجم به علت افزایش قابـل      
آیــد کـه افـزایش خاصــیت    پیونـدهاي هیـدروژنی بــه وجـود مـی    

کـه    هنگـامی . دهـد   را نیز از خـود نـشان مـی         19گریزي سطحی   آب
لاکتـالبومین بـا    -کاهش دما در حد دماي اتاق صورت پذیرد، آلفـا         

شود که گاهی بـا سـاختار    تاخوردگی مجدد به ساختاري تبدیل می 
 در 3b و 3aهـاي   طبق شـکل . ]34[باشد   خود متفاوت می   20اولیه

-گراد ساختار ثانویه پروتئین آلفـا       درجه سانتی  25دماهاي بالاتر از    
 215در طـول مــوج  . کنــد لاکتـالبومین و کمـپلکس آن تغییــر مـی   

ي سـاختار ثانویـه    دهنده شود که نشان   نانومتر یک پیک مشاهده می    
شـود افـزایش    طور که مـشاهده مـی    همان. باشد  مارپیچ پروتئین می  

گردد کـه    واري مولی می    درجه حرارت سبب کاهش مقدار بیضوي     
از سـوي   . باشـد    مـی  αرپیچ  ي کاهش ساختار ثانویه ما      دهنده  نشان

لاکتالبومین سبب افـزایش مقـدار      -دیگر واکنش اولئوروپئین با آلفا    
ي تغییر سـاختار ثانویـه        دهندهشود که نشان    واري مولی می    بیضوي

کنش لیگانـد    در اثر برهمαساختار مارپیچ   ) 2(طبق جدول   .  است
چنـین  یابد، هـم   افزایش میβو پروتئین کاهش و ساختار صفحات    

                                                             
19. Surface hydrophobicity 
20. Native 

یابنـد     نیز افـزایش مـی     21با افزایش دما ساختارهاي مارپیچ تصادفی     
که در نتیجـه آن سـطح هیـدروفوب پـروتئین افـزایش یافتـه و در            

نتـایج حاصـل مـشابه بـا     . گیـرد  دسترس مولکول لیگاند قـرار مـی     
ایــن پژوهــشگران . اســت) 2008(مطالعــه کامیجیمــا و همکــاران 

 60 و   50را در دماي اتاق،     لاکتالبومین  -واکنش اسید اولئیک و آلفا    
هـا گـزارش کردنـد کـه اسـید            آن. گراد بررسی کردند    درجه سانتی 

 22لاکتالبومین-آلفا-اولئیک در دماي اتاق به سختی به ساختار هولو        
شود که علت آن وجود اتم کلسیم و پایداري سـاختاري          متصل می 

هاي حرارت دیـده تغییـرات سـاختاري را در          نمونه. پروتئین است 
 را  23لاکتالبومین نیز حالـت گـذار     -نشان دادند و پروتئین آلفا    خود  

نشان داد که در نتیجه آن اسید اولئیـک بـا وجـود اتـم کلـسیم در                  
تیمـار حرارتـی سـبب      . شـود   ساختار پـروتئین بـه آن متـصل مـی         

بـازآرایی سـاختاري و در دســترس قـرار گــرفتن اسـیدهاي آمینــه     
رغـم وجـود    لـی شـود کـه ع      گریز در معرض اسید اولئیک مـی        آب
 .]35[گردد  لیگاند می- پروتئین هاي کلسیم سبب برهمکنش اتم

                                                             
21. Random coil 
22. Holo- alphalactalbumin 
23. Transition state 
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Table 2 The secondary structure composition of α-lactalbumin before and after interaction with different 
ratios of oleuropein at different temperatures and pH of 7.0. Ala represents α-lactalbumin and OLE 

indicates oleuropein. 

complex α-helix β-sheet 
Antiparallel 

β-sheet 
Parallel β-turn Random coil 

ALA (25˚C) 42.6% 1٠.2% 12.1% 14.3% 20.8% 
[ALA]/[OLE]→1:1 

(25˚C) 38.2% 14.6% 10.2% 15.5% 21.5% 

[ALA]/[OLE] →1:5 
(25˚C) 34.6% 16.2% 11.3% 16% 21.9% 

[ALA]/[OLE] →1:10 
(25˚C) 29.4% 18.8% 9.3% 18.2% 24.3% 

ALA (50˚C) 41.5% 10.8% 8.8% 14.1% 24.8% 
[ALA]/[OLE]→1:1 

(50˚C) 37.5% 14.8% 10.5% 15.1% 22.1% 

[ALA]/[OLE] →1:5 
(50˚C) 33.7% 16.9% 11.8% 15.2% 22.4% 

[ALA]/[OLE] →1:10 
(50˚C) 28.6% 19.1% 9.7% 17.8% 24.8% 

ALA (72˚C) 41.1% 11% 9.1% 13.8% 25% 
[ALA]/[OLE]→1:1 

(72˚C) 36.1% 15.1% 10.7% 13.2% 24.9% 

[ALA]/[OLE] →1:5 
(72˚C) 33.2% 15% 10.8% 14.9% 26.1% 

[ALA]/[OLE] →1:10 
(72˚C) 27.4% 20.2% 10.1% 17.1% 25.2% 

 
-داکینگ مولکولی کمپلکس آلفا - 4-4

  ینئاولئوروپ- لاکتالبومین
هاي متداول جهت بررسی نحوه  یکی از روشداکینگ مولکولی 

، از این روش ینبنابرا؛ باشد میواکنش بین پروتئین و لیگاند 
- ین به پروتئین آلفائجهت بررسی نحوه اتصال مولکول اولئوروپ

با توجه به نتایج حاصل از محاسبات . لاکتالبومین استفاده شد
 و  بود24 هیدروفوب،، واکنش غالب در نوع اتصالداکینگ

علاوه بر پیوندهاي  ،شود  میمشاهده 4طور که در شکل  همان
ین ئبا مولکول اولئوروپ β و صفحه α  شیار بین مارپیچ،هیدروژنی
 ,Ser47, Glu49از  عبارت است  واکنش این.دهد واکنش می

Gln54 Ile55, Phe53, Tyr103, Trp104, Thr33, 
Leu105, His32 and Ala106  با توجه به که

بینی شده بهترین انرژي پیوندي پیشو  25کنفورماسیون
kcal/mol)3/6 -(شیار مارپیچ  ناحیه آن نیز بینود باش می α و 

. مطابقت داردئورسنت وسنجی فلطیف با نتایج کهاست  βصفحه 
 تشکیل پیوندهاي درAsn56   و Asn44آمیدهاي  گروه

                                                             
24. Hydrophobic 
25. Conformation 

 .نقش دارندین ئهاي هیدروکسیل اولئوروپهیدروژنی بین گروه
هاي بین گروه O-H…πچنین احتمال تشکیل پیوند هم

  وTyr103 ماتیکهاي آرو  ین و حلقهئهیدروکسیل اولئوروپ
Thr33کاهش در شدت فعالیت  .لاکتالبومین وجود دارد-  آلفادر

گیري پیوندهاي لاکتالبومین توسط شکل- ئورسنت پروتئین آلفاوفل
 و Trp104, Tyr103 اسیدهاي آمینههیدروفوبیک با 

Phe53لاکتالبومین داراي دو - آلفا ).1ل شک (شود  میتوجیه
اسیدهاي آمینه شامل ناحیه اول . استمحفظه هیدروفوب 

Phe31 His32, Gln117 Trp118  310 و 2از مارپیچ 
گروه آروماتیک اول و هاي   که به ترتیب تحت عنوانباشد می

 آمینواسید 3شامل ) جعبه هیدروفوب(گروه آروماتیک دوم 
 IIین در گروه آروماتیک ئمولکول اولئوروپ .]28[است تریپتوفان 
  برهمکنشگیرد و نوع واکنش هیدروژنی و قرار می

 با روند پژوهش لنتایج حاص. باشد الکترواستاتیک واندروالس می
 داکینگ مولکولی سازي شبیه در )2016 (همکارانآل هانیش و 

   .]7[مطابقت دارد لاکتالبومین -  با آلفا26اپی گالو کاتچین گالات

                                                             
26. Epigallocatechin gallate 
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Fig 4 a) The molecular docking analysis represents close-up view of the high-affinity site for the binding of OLE 

molecule to ALA (PDB ID 1f6s, chain A): Here, β -sheet structures are illustrated in blue, helix in orange and light 
blue and loops in yellow and dark blue. b) LigPlot+ diagram of the interaction between ALA and OLE. 

Hydrophobic interactions are dominant in the binding process. The hydrogen bonds are indicated by dashed green 
line between Asp44, Asp56 (polar residues) and OLE. 

 
 مانند هالو فنپلیسایر   اتصالبا بررسی مطالعات دیگر نیز 

- به آلفا30 و جنیستین29، کامپفرول28، رسوراترول27کورکومین
 که جایگاه اتصال مشخصی در خصوص نشان دادندالبومین لاکت

, 8[ لاکتالبومین وجود ندارد-هاي مختلف در آلفا لوفن  ال پلیصات
 رسوراترول پایدارترین ،وجه به نتایج گزارش شدهبا ت .]36

   و Trp60اسیدهاي آمینه را با اتصال به کمپلکس

Trp104اسید آمینه به چنین، کورکومین هم. دهد تشکیل می
Trp118در خصوص  .شود لاکتالبومین متصل می-  در آلفا

 پیوند هیدروژنی 3 ، به ترتیب و کامپفرولجنیستینهاي  مولکول
 پیوند 5و ) Asn66 و یک مورد با Thr48با دو مورد (

) Ser69 و Asn66 عدد با 1 و Thr48دو مورد با (هیدروژنی 
در انتها، حجم . شوند هاي پایدار می منجر به تشکیل کمپلکس

. استترکیب مورد نظر نیز در فرایند اتصال بسیار حائز اهمیت 
ا و در مقایسه ببوده  حجیم ین یک مولکول نسبتاًئاولئوروپ
طور کامل درون شیار تواند به هاي کوچک دیگر نمی مولکول

    .]7[لاکتالبومین قرار گیرد - پروتئین آلفا

      

                                                             
27. Curcumin 
28. Resveratrol 
29. Kaempferol 
30. Genistein 

  گیري  نتیجه- 5
تولید محصولات غذایی عملگرا یکی از اهداف در حال حاضر 

تالبومین دومین پروتئین لاک- آلفا. باشد  در صنایع غذایی میمهم
 بعلت وجود پنیر است و از لحاظ تغذیه اي فراوان در آب

-اولئوروپین فراوان. باشد آمینواسیدهاي ضروري قابل توجه می
ترین نوع از ترکیبات فنولی برگ زیتون است و اثرات درمانی آن 

 .اکسیدان قوي به خوبی شناخته شده استبه عنوان یک آنتی
مواد زیست فعال با بیوپلیمرهاي مختلف کنش  بررسی برهم

ها و  اطلاعات مفیدي را در اختیار ما در خصوص واکنش
در . دهد ها در اختیار ما قرار می پیوندهاي شکل گرفته بین آن

، 25( در دماهاي مختلف هاي طیف سنجی پژوهش حاضر روش
 جهت  داکینگ مولکولیpH 7و ) گراد درجه سانتی72 و 50

لاکتالبومین و اولئوروپین بکار - ش بین پروتئین آلفاکن بررسی برهم
افزایش دما سبب تغییر کنفورماسیون و بطور کلی؛  .  گرفته شدند

 مارپیچ آلفا واي بتا ساختار صفحهشد و بازآرایی ساختار پروتئین 
در نهایت، . گراد نشان داد درجه سانتی72را در اثر افزایش دما تا 

 بین شیار ناحیه اتصال بهینهی نشان داد سازي داکینگ مولکول شبیه
تواند بعنوان جایگاه بهینه  دارد که میمارپیچ آلفا و صفحه بتا قرار 

. در شبیه سازي دینامیک مولکولی مورد استفاده قرار گیرد
در صنایع شیر و داروسازي جهت تولید اطلاعات حاضر 

  . محصولات کاربرد خواهد داشت
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The application of carriers is a proper means of improving the transfer and increasing the bioavailability 
of bioactive compounds. α-lactalbumin is the second major component of whey protein nutritionally 
consisted of Trp, Lys and Cys residues which can be employed as nutraceutical carriers. Oleuropein is a 
bioactive compound with pharmaceutical and antioxidant properties which is found abundantly in olive 
leaves and at lower levels in olive oil. The current study was undertaken to explore the interaction of α-
lactalbumin-oleuropein complex at 25, 50 and 72 ˚C at pH 7 by using fluorescent, UV and circular 
dichroism spectroscopy techniques together with molecular docking. The results from UV and fluorescent 
studies demonstrate that site and binding constant are increased as the temperature increased due to the 
change in conformation and rearrangement of protein structure. Moreover, circular dichroism results 
depicted that α-helix and β-sheet structures are decreased and increased respectively as a result of 
temperature increase up to 72 ˚C. Ultimately, the molecular docking findings revealed that the best 
binding energy for complex formation was about -6.3 kCal/mol and the best binding site was between the 
α-helix and β-sheet cleft. The findings give us useful information regarding the interaction of oleuropein 
and α-lactalbumin which can be further used to produce functional foods. 
 
Key words: α-lactalbumin, Oleuropein, Spectroscopy, Molecular docking, Functional products 
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