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 چکیده
باشد. لخته رنینی شیر شامل چهار  درصد می 2-5/7ترین حساسیت غذایی در اوایل دوران کودکی با شیوع  شیر گاو عامل اولین و رایج مقدمه:

کند.  کودکان ایفا می شیر گاو، نقش اساسی را در بروز حساسیت به شیر در باشد. محتوای کازئینی ها می کازئین kو  αs1 ،αs2 ،βپروتئین اصلی 
زایی  های شیر و در نتیجه آن کاهش حساسیت زای پروتئین های آلرژی توپ های اسید لاکتیک قادر به هیدرولیز اپی سیستم پروتئولیتیک باکتری

زایی  و به منظور کاهش حساسیتهای شیر گا های اسید لاکتیک از نمونه باشد. هدف از این پژوهش انتخاب بهترین سویه باکتری ها می کازئین
 باشد. کازئین شیر گاو می

شیر گاو بومی ایران،  نمونه 23های اسید لاکتیک کوکسی شکل از  نوع کلنی باکتری 03در مطالعه حاضر پس از جداسازی  ها: مواد و روش 

بررسی شد.  RP-HPLCو  SDS-PAGEهای  فاده از روشگاو با است های کازئین شیر ها بر روی هیدرولیز پروتئین فعالیت پروتئولیتیکی آن

ترین کازئین آلرژی زا( و هیدرولیز شده  طبیعی)به عنوان مهم کازئین–αs1سویه جدا شده با فعالیت پروتئازی مناسب، توانایی اتصال  55سپس از میان 
شیر گاو، به وسیله آزمون الایزای رقابتی مورد بررسی قرار  سرم کودکان دارای حساسیت به IgEتوسط باکتری با بهترین فعالیت پروتئولیتیکی به 

 گرفت.

ای  های مولکولی تشخیص گونه های بیوشیمیایی شامل رنگ آمیزی گرم و تست کاتالاز، آزمون پس از انجام تست های پژوهش: یافته 

های  تری لاکتوکوکوس لاکتیس، توانایی هیدرولیز پروتئیننتایج به دست آمده نشان داد که باک. صورت پذیرفت16s rRNA  توسط تکثیر قطعه ژنی

 شود. برابر نسبت به پروتئین طبیعی می 27به میزان  کازئین–αs1زایی کازئین در شیر بدون چربی و سدیم کازئینات را داشته و باعث کاهش حساسیت

تواند به عنووان کشوت آغوازگر اصولی یوا الحواقی در        و میهای شیر گا سویه لاکتوکوکوس لاکتیس جدا شده از نمونه گیری: بحث و نتیجه

     های کازئین شیر گاو استفاده شود. پذیری ایمنی پروتئین محصولات لبنی برای کاهش واکنش
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 مقدمه
طبیعی سیستم ر یک پاسخ غیحساسیت غذایی 

 باشد. های مواد غذایی می پروتئینایمنی به تعدادی از 
های غذایی حساسیت به  در کودکان بیشترین حساسیت

ها،  زمینی، گندم، سویا، آجیل مرغ، بادام شیر گاو، تخم
شیر گاو یک  .(5)باشد دار می ماهی و حلزون صدف

، می باشدنوزادان  برای غذایی با ارزش مخصوصاً ماده
کی از ووتوانند ی های شیر گاو می چه پروتئین اگر

های غذایی بوده و باعث ایجاد  ترین آلرژن اصلی
. حساسیت (2)شوند های حساسیت در نوزادان واکنش

درصد از افراد  0/3-5/7ای در حدود  به شیر گاو گستره
. موقعی که سیستم ایمنی (0)شود جامعه را شامل می

شود به آن  درگیر می IgE ه دلیل واکنش با واسطهب
که  شود ( گفته میCMPAآلرژی به پروتئین شیر گاو)

های پوستی، حملات آسمی،  با علایمی مثل راش
های دستگاه گوارشی همراه  خارش، اسهال و ناراحتی

های شیر گاو شامل  ترین آلرژن . فراوان(4)باشد می
ین ووالبومووولوبولین و آلفالاکتووها، بتالاکتوگ کازئین

 55و  درصد 55، درصد 55باشند، که به ترتیب  می
کازئین  .(5)ها حساسیت دارند از افراد به آن درصد

گریز با ساختار متخلخل و دارای  فسفوپروتئینی آب

کازئین بیشترین –s1α باشد. مقادیر زیادی پرولین می
بوده و به عنوان نوع پروتئین کازئین موجود در شیر گاو 

ناخته وووهای شیر گاو ش رژنووآلترین  یکی از بزرگ
اد ووک را ایجوووهای شدید آلرژی که واکنشد شو می
های زیادی به منظور  تلاشتاکنون . (5)کند می

های شیر گاو صورت  زایی پروتئین کاهش حساسیت
های فراوری مواد  تعدادی از فناوری که شامل گرفته

هیدرولیز و  ثل گلیکوزیلاسیون، تیمار حرارتیغذایی م
کنون به طور ها تا باشند ولی این روش میآنزیمی 

مطالعات زیادی اهمیت و . (7)اند کامل موثر واقع نشده
های اسید  توسط باکتری نقش بارز تخمیر مواد غذایی

مواد غذایی لبنی را در کاهش  مخصوصاً لاکتیک
چه یک  شیر اگر. (8)دهد های آلرژی نشان می واکنش

آزاد و  محیط رشد غنی بوده ولی مقادیر اسیدهای آمینه
ها  پپتیدهای کمی برای حمایت از رشد این باکتری

های  ستموووودودیت، سیوودارد. به علت همین مح

پروتئولیتیکی یک نقش ضروری در متابولیسم نیتروژن 
 .(9)کنند های اسید لاکتیک در شیر ایفا می باکتری

ها و  توپ پروتئولیز باعث شکسته شدن تعدادی از اپی
 از جمله های شیر زایی پروتئین کاهش حساسیت

آلبومین  و بتالاکتوگلوبولین، آلفالاکتالبومین ها کازئین
برداری از  هرهوولی بوووبه طور ک .(53)شود سرم می

های اسید لاکتیک بیشتر  ها به وسیله باکتری کازئین
ترین پروتئین موجود  زیرا کازئین فراوان ،ی شوددیده م

 ازئین به دلیل فقدانووورفی کووووت. از طوودر شیر اس
های متصل به  ساختارهای ثانویه، به عملکرد پروتئین

چند مطالعاتی جهت  هر .(55)غشاء حساسیت دارد
های اسید لاکتیک برای کاهش  استفاده از باکتری

است، تاکنون در ایران  حساسیت شیر گاو انجام شده
 و همکاران کفرانی پژوهش توسط طاهریتنها در یک 

های لاکتوباسیلوس جدا  فعالیت پروتئولیتیکی باکتری
های بومی ایران بر هیدرولیز  های ماست شده از نمونه

های کازئین شیر گاو  زایی پروتئین و کاهش حساسیت
ایران، بررسی شده است. در نمونه های شیر گاو بومی 

های اسید لاکتیک با فعالیت پروتئولیتیکی  باکتری
بسیار خوب وجود دارند اما تاکنون اثر هیدرولیزی این 

زای شیر گاو از  های حساسیت ها بر پروتئین باکتری
 ی نشده است.وووازئین بررسووای کووه جمله پروتئین

های اسید لاکتیک کوکسی  جایی که باکتری از آن
تارترها در تولید ووورین اسوووت یوان اصلشکل به عنو

شوند، در این  محصولات لبنی تخمیری استفاده می
های  نیم تا با ایزوله کردن این باکتریآتحقیق بر

های شیر گاو بومی ایران بهترین  پروبیوتیکی از نمونه
کرده و  را از لحاظ فعالیت پروتئولیزی انتخاب باکتری

 کازئین-s1α پروتئین زایی یتاثر آن را بر کاهش حساس
سرم  IgEاز طریق کاهش اتصال این پروتئین به 

کودکان مبتلا به حساسیت به شیر گاو بسنجیم. در 
زایی محصولات لبنی از  نتیجه با کاهش حساسیت

به عنوان استارتر  سویهجمله ماست با استفاده از این 
ه یت بوووادی از جمعوووونده، درصد زیوودکنووووولیووت

دارای حساسیت به شیر  وص نوزادان و کودکانوووخص
مند بهره مند ووتوانند از این ماده غذایی ارزش می گاو

  گردند.
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 ها مواد و روش
 :تفادهوووهای اسید لاکتیک مورد اس باکتری

گاو  های اسید لاکتیک از بیست نمونه شیر باکتری
های شیر  کشت نمونه سازی شدند. استان اصفهان جدا

به صورت آگار -MRS بر روی محیط کشت اختصاصی
درجه  07و  03ها در دمای  انجام شد. پلیتخطی 
وازی و وووط هوووروز در شرای 2گراد به مدت  سانتی

دت، ووگذاری شد. پس از این م گرمخانههوازی  بی
پس از مشاهده ها  های ظاهر شده بر روی پلیت کلنی

یایی ووت بیوشیموووتسبا  ،فرم و رنگ ظاهری کلنی
پس از مشاهده در زیر . ندرنگ آمیزی گرم ارزیابی شد

 یی با فرمها باکتری مربوط به کلنیمیکروسکوپ، 
 درصد( 5/0)مورد آزمایش کاتالاز و گرم مثبتکوکسی 

های کاتالاز منفی با خصوصیات  قرار گرفت و کلنی
 با کلنی مختلف بودند 03که به تعداد  ظاهری متفاوت

 .سازی شدند خالص ای متوالی خطیه کشت
کازئین شیر گاو  های بررسی هیدرولیز پروتئین 

از  :آگار-سیترات-ها در محیط شیر توسط کشت باکتری
این محیط کشت با ترکیب اصلی شیر به منظور 

های  ریووووباکت ازینووووپروتئ ایوووه آزادسازی آنزیم
پیش ر های شی جهت هیدرولیز پروتئین اسید لاکتیک

شبانه هر از کشت  .(52)شود از الکتروفورز استفاده می
 براث جهت انتقال به-MRSباکتری در محیط  سویه

محیط استفاده شد. بدین ترتیب که پس از تغلیظ  این
میکرولیتر از این کشت  233ها در محیط براث،  باکتری

-سیترات-غنی شده، بر روی پلیت حاوی محیط شیر
ها در جار  . پلیتداده شدکشت  آگار به صورت چمنی

گراد  درجه سانتی 07هوازی و در انکوباتور با دمای  بی
هایی سفید  ساعت نگهداری شده تا کلنی 24و به مدت 

ط از رنگ شیری به شده و محیبر روی محیط ظاهر 
های  تولید آنزیم سفید تغییر کند، که نشان دهنده

کتیک جهت های اسید لا هیدرولیزی توسط باکتری
 باشد. استفاده از مواد مغذی موجود در محیط کشت می

 ژل ها پیش از الکتروفورز ونهووسازی نم آماده
SDS-PAGE  های رشد یافته بر سطح  کلنی :کاهشی

 85/3)سالینبافر  توسط آگار-سیترات-شیر محیط
 در rpm0333 با دور ( دو تا سه مرتبه NaClدرصد 
 شستشو داده شدند. قهدقی 5محیط به مدت دمای 

سپس بافر فسفات را روی رسوب باکتری ریخته و در 
 533، میزان کدورت یا جذب باکتری در مرحلهاین 

از سوی  شد. می 23-03نانومتر بایستی عددی بین 
کازئینات سدیم از پروتئین  mg/ml 53 دیگر غلظت

. پروتئین کازئین را تهیه شد( آلفا و بتا کازئین ترکیب)
بت یکسان با غلظت مشخصی از باکتری که در به نس

مرحله قبل تهیه شده بود، مخلوط کرده و سپس در 
گراد به  درجه سانتی 07انکوباتور شیکردار با دمای 

یک از این  . پس از هردادیمساعت قرار  48و  24مدت 
کی وووبه منظور بررسی فعالیت پروتئولیتی دو زمان

و آکریل آمید  یوووپلژل  روفورزووو، الکتها ویهوووس
  انجام شد. ستونی کروماتوگرافی

بر روی پروتئین  ها بررسی اثر هیدرولیز باکتری
 SDS-PAGEبا استفاده از روش  سدیم کازئینات

ساعت از زمان  48و  24پس از گذشت  :کاهشی
محلول حاوی  نسبت یکسان ازها،  انکوباسیون نمونه

 2)شامل افر نمونهب باباکتری و پروتئین کازئینات را 
-تریسرم وووگ 0/3ولفات، وووول سوسدیم دودسیگرم 

 گلیسرول ولیتر  میلی pH 8/5 ،74/5اسیدکلریدریک با 
درصد  5حاوی  و(وووول بلوووبروموفنرم وووگ 3525/3

کنیم. مخلوط حاصل را پس  مرکاپتواتانول مخلوط می
درجه  4در دمای  rpm0333  از ورتکس با شتاب

ایع رویی ووومبه کنیم.  فیوژ مییراد سانتروووگ سانتی
فیوژ شده به نسبت یکسان بافر نمونه یهای سانتر ویال

 55 میزان ه و بهردوووودرصد مرکاپتواتانول اضافه ک 5
 . کردیمهای ژل تزریق  چاهک میکرولیتر به

 دیموووس ینووووروتئوووپ mg/ml 53 ظتوووغل
 آلفا و بتاکازئین( های ب کازئینووو)ترکیاتنوووکازئی

گر را در ژل الکتروفورز  بدون باکتری نیز نقش نشان
جریان به ازای هر ژل در قسمت متراکم کننده  رد.دا

آمپر  میلی 23آمپر و در قسمت تفکیک کننده  میلی 53
 5/3-5به مدت  ژل پس از اتمام الکتروفورز تنظیم شد.
 اسیکوم آمیزی رنگ محلول از مناسبی حجم ساعت در

 ساعت 5-2 مدت به ژلسپس  .دشو داده می قرار بلو

 خارج رنگ اضافه تا شده داده قرار بر رنگ محلول در

روش این است که علاوه بر  این حسن. (50)شود
های  سادگی به ما در انتخاب بهترین سوش از باکتری
های  بومی ایران از لحاظ تخریب بیشتر پروتئین
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کمی کروماتوگرافی کمک ، جهت انجام آزمون کازئین
 کند. می

بر روی پروتئین  بررسی اثر هیدرولیز باکتریایی
با استفاده از روش کروماتوگرافی فاز  سدیم کازئینات

کروماتوگرافی بر روی یک ستون  روش این :معکوس
انجام  (Å033،  58C،mm  253×0، μm 53 نوکلئوزیل)

ون ان انکوباسیوووذشت زمووبدین منظور پس از گشد. 
های شیر با  های پروتئولیتیک جدا شده از نمونه سویه

له به نسبت وونات، محلول حاصوووپروتئین سدیم کازئی
 5مولار ترکیب شد. پس از سانتریفیوژ  8یکسان با اوره 

، 53333گراد با دور  درجه سانتی 4ای در دمای  دقیقه
سوپرناتانت حاصله به صورت مستقیم به ستون تزریق 

 و درصد 93 )استونیتریلA  حلولووتون با مووسشد. 
( به تعادل رسید. هم درصد 5/3اسید  فلئورواستیک تری

و در مدت  ml/min 5/3چنین این ستون با سرعت 
  23 استونیتریل)آب،  B توسط محلول دقیقه 45زمان 
شستشو  (درصد 5/3 ئورواستیک اسیدووتری فل ودرصد 

درجه  03روی  ها بر داده شد. دمای ستون و حلال
ها توسط  مونهوووک نوووراد تنظیم شد. پیووگ سانتی
نانومتر  283و  223گیری جذب در طول موج  اندازه

تر و  سیگنال قوی nm223ثبت شد که طول موج 
  های بهتری ارسال کرد. پیک
زایی پروتئین  کاهش حساسیت بررسی میزان 

 تئولیتیکیای با بهترین فعالیت پرو توسط سویه کازئین
مخزن سرمی از سرم  :به وسیله آزمون الایزای رقابتی

از . کودک دارای حساسیت به شیر گاو تهیه شد 53
چاهک سفید ته صاف، جهت  95ای شامل  صفحه

ها  یک از چاهک به هر انجام آزمایش استفاده گردید.

کازئین طبیعی -s1αپروتئین  میکرولیتر از 533مقدار 
افه شد. در روز بعد، صفحه الایزا اض μg/ml 5با غلظت 

شامل بافر سدیم  PBS/T وسه مرتبه توسط بافر شستش
 253شستشو داده شد و پس از آن  23فسفات و تویین 

 الکل ونیل پلی حاوی اشباع میکرولیتر از بافر
PBS/T/PVA)) ها اضافه  به هر کدام از چاهک

لی میکرولیتر از محلو 533مقدار  ها به چاهک. گردید
شامل مخلوطی از سرم افراد بیمار دارای حساسیت 

ختلف ووووای مووه ظتوویر گاو و غلوونسبت به ش
ها)کازئین طبیعی و هیدرولیز شده( افزوده  رقابت کننده

رقیق شده اشباع در بافر  53:5ها به نسبت  سرم .شد
شود. محدوده  23:5ها  تا رقیق شدن نهایی آن ،بودند

 انها در حضور سرم بیمار کننده غلظت نهایی رقابت
ها سه مرتبه  بود. سپس صفحه μg/ml  253تا 3/3

 533ها مقدار  و به هر یک از چاهک هشستشو داده شد
انی ووووانس IgEبادی ضد  میکرولیتر از محلول آنتی

کلونال جفت شده با فسفاتاز قلیایی اضافه شد و به  پلی
قرار گراد درجه سانتی  07ساعت در دمای  2مدت 

مرتبه  0بادی ثانویه بعد از  گرفت. پیوند شدن آنتی
دنبال  متیلیوم بلیفریل فسفات-4 افزایش شستشو با

دقیقه قرار دادن صفحه  93شد. نشر فلورسانس پس از 
توسط دستگاه درجه سانتی گراد  07الایزا در دمای 

 FLx800حه وووصف یکروووگیری فلورسانس م اندازه
اختیار نانومتر  053 طول موج تهییج .داندازه گیری ش

خوانده  nm  443گردید و فلورسانس در طول موج نشر
 . (50)شد

توسط تکثیر  پروتئولیتیک شناسایی مولکولی سویه
 DNAخراج ووهت استووج :16s rDNAقطعه ژنی 

استفاده  جوشاندن از روشهای اسید لاکتیک  باکتری
استخراج  DNA به منظور تعیین غلظت و خلوص شد.

ذب وووزان جووووسبت میووو ن DNAیزان ووشده، م
A260/A280 های استخراج شده توسط دستگاه  نمونه

چنین جهت  گیری شد. هم اسپکتروفتومتری اندازه
 ،خراجیوواست DNAارزیابی یکپارچگی و سلامت 

یک درصد مورد بررسی قرار روی ژل آگارز  ها بر نمونه
 1492Rو 27F  آغازگر عمومی های توالیاز  گرفتند.
 آغازگرها پس از رقیق کردن استفاده شد. PCRجهت 

بر  pmoles/μl 53غلظت نهایی با  53به  5به نسبت 
طبق پروتکل شرکت سازنده مورد استفاده قرار گرفت. 

 25جم نهایی ووویمراز در حوووپل ای زنجیره واکنش
(، μl 5/2بافر) :گرفت انجام زیر شرایط با میکرولیتر
MgCl2(μl 5 ،) dNTP(μl 5/3 پرایمرهای رفت و )

 Taqزیم و(، آنμl 5/3دام)ووور کوووشت هوووبرگ
( و در نهایت تا μl 2(، الگو)μl 5/3راز)وووی موووپل

اضافه شد. آب مقطر تزریقی  میکرولیتر 25حجم 
درجه  95سازی اولیه در  های واسرشته واکنش با چرخه

چرخه با مرحله  03 دقیقه، 5به مدت سانتی گراد 
 5به مدت  درجه سانتی گراد 95سازی در  واسرشته
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به  درجه سانتی گراد 47پرایمر در  اتصال دقیقه، مرحله
به مدت  درجه سانتی گراد 72 بسط در ثانیه و 45مدت 

 72 ایی درونه بسط چرخه یک سرانجام دقیقه و 5
از ژل  .شد انجام دقیقه 53 مدت به درجه سانتی گراد

درصد جهت بررسی محصولات تکثیر یافته و  5ز آگار
. آشکار سازی محصولات در الکتروفورز استفاده شد

ی مورد ها سویه PCRسپس محصول به دست آمده از 
گونه باکتریایی به جهت تعیین توالی و شناسایی نظر 

 شرکت زیست ویژن ایرانیان ارسال شد.

 ی پژوهشها یافته
های مختلف از  شده به فرم های خالص سویه

جمله کوکسی و باسیل بودند. لازم به ذکر است که در 
ها نیز  های شیر، مخمرها و لاکتوباسیلوس میان نمونه

های شیر گاو تهیه  جدا شدند. در نهایت از این نمونه
نفی ووونمونه کلنی باکتری کاتالاز م 03شده، در کل 

رای ووودا و بوووسی و کوکوباسیل جوای کوکووه با فرم
 )شکلدندوووخاب شوووعدی انتووشات بوووانجام آزمای

 .(5شماره 
 
 
 

 
های شیر گاو ایرانی که توسط رنگ آمیزی گرم در زیر  های جدا شده از نمونه . تصویر میکروسکوپی سویه1 شماره شکل

 های  های باکتری با فرم های)الف تا ج(: سویه اند. نمونه برابر تهیه شده 111نمایی  میکروسکوپ نوری با بزرگ

 های جدا شده های لاکتوباسیلوس ای از سویه های شیر، )د(: نمونه کوکسی جدا شده از نمونه

 های شیر ای از تصویر میکروسکوپی مخمر نمونه و )ه( نمونه 

 
 
 

های  نتایج حاصل از هیدرولیز باکتریایی پروتئین
 SDS-PAGEکازئین شیر گاو با استفاده از روش 

کاهش تراکم باندها در ژل الکتروفورز، نشان : کاهشی
باشد.  هیدرولیز توسط پروتئازهای باکتریایی می دهنده

های کازئین شیر گاو،  نتایج حاصل از هیدرولیز پروتئین
ساعت بررسی و با نمونه کنترل که  48و  24پس از 
کازئین شیر گاو بدون حضور پروتئاز  های پروتئین

های  باشد، مقایسه شد. نتایج هیدرولیزات می باکتریایی
های اسید لاکتیک با فرم کوکسی  حاصل از باکتری

ها  که اکثر سویه نشان می دهد جدا شده از شیر گاو
داشته  را های کازئین شیر گاو توانایی هیدرولیز پروتئین

ساعت هیدرولیز  24ولی در مورد یک سویه پس از 
 ساعت هیدرولیز نسبتاً 48شت زیاد و پس از گذ نسبتاً

گیر  شود. با توجه به کاهش چشم کامل مشاهده می
ری در ووویه باکتووودرولیزات این سووتراکم باندهای هی

ین طبیعی به عنوان وووین کازئووومقایسه با نمونه پروتئ
تر برای  ی دقیقووظور بررسوووبه من کنترل، این سویه

HPLC (2 شماره )شکلانتخاب شد. 
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های  های کازئین شیر گاو توسط باکتری حاصل از هیدرولیز پروتئین درصد 12کاهشی  SDS-PAGE. نتیجه 2شماره  شکل

 های کازئین شیر گاو به شیر گاو بومی ایران: ستون اول مربوط به پروتئین کوکسی اسید لاکتیک جدا شده از نمونه

 های کازئین ساعت با پروتئین 24و )ب(  22مدت)الف( ها به  باشد. این باکتری گر میعنوان نشان 

 مربوط به  1ها بر این پروتئین در ژل الکتروفورز نمایان شود. نمونه  انکوبه شده تا میزان اثر آن 

 سویه جدا شده از نمونه شیر گاو با بهترین فعالیت پروتئولیتیکی پس از گذشت زمان

 کوکسی های مربوط به دیگر باکتری 3 و 2های  باشد. نمونهساعت می 24و  22 

 باشند که با فعالیت پروتئولیتیکی کم می گاو اسید لاکتیک جدا شده از شیر 

 ساعت با پروتئین سدیم کازئینات  24و  22هر کدام در دو زمان  

 نده اشیر گاو انکوبه شد

 
 
 

نتایج کروماتوگرافی فاز معکوس حاصل از هیدرولیز 
در روش  :های کازئین شیر گاوباکتریایی پروتئین

قطبی  کروماتوگرافی فاز معکوس ستون به صورت غیر
باشد و پپتیدهای حاصل از هیدرولیز  گریز( می)آب

گریز بودن خود به ستون  اساس میزان آب باکتریایی، بر
های استاندارد و  شوند. کروماتوگرام نمونه متصل می

ترسیم و نانومتر  223هیدرولیز شده در طول موج 
mAU)برحسب

2
باشد. کروماتوگرام حاصل  می (1000/

های کازئین شیر گاو در  از نمونه استاندارد پروتئین
ها با  کروماتوگرامآورده شده است.  0 شماره شکل

 م شدند.ووت ترسیووزار کروم گیووفاده از نرم افواست

 های کازئین حاصل از هیدرولیز پروتئین کروماتوگرام

گاو با  تری اسید لاکتیک جدا شده از شیرتوسط باک
 24بیشترین فعالیت پروتئولیتیکی پس از گذشت زمان 

 ان داده شده است.ووونش 4شووماره  در شکل ساعت

های  هیدرولیز باکتریایی منجر به شکست پیک پروتئین
کازئین شیر گاو به پپتیدهایی با ارتفاع کمتر و تعداد 

ی هیدرولیز شده، از زمان ها شود. در نمونه بیشتر می
های مربوط به هیدرولیزات  دقیقه پیک 4-55حدود 

باکتری اسید لاکتیک جدا شده با  سویهشود.  دیده می
کازئین سبب ایجاد های  تاثیر بر نواحی متعدد پروتئین

ئین و در نتیجه وووهای متعدد در این پروت شکست
ای متعدد  نهآمی یدووووتیدهایی با ترکیب اسووود پپوتولی
  .شود می
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 شیر گاوطبیعی های کازئین  نمودارکروماتوگرافی فاز معکوس پروتئین .3شماره  شکل

 

 

 
 شیر گاو هیدرولیز شده توسط باکتری  های کازئین . نمودار کروماتوگرافی فاز معکوس پروتئین2شماره  شکل

 عالیت پروتئولیتیکی  اسید لاکتیک جدا شده از نمونه شیر گاو با بیشترین ف

 
 

ابتی بر روی ووزای رقووالایون ووه آزموووجوووینت
آزمایشات  :کازئین هیدرولیز شده و طبیعی- αs1پروتئین

 های کازئین الایزای رقابتی با استفاده از کل پروتئین
چه که مربوط به پیوند شدن به  اما آن ،انجام شده است

IgE زای  است پروتئین آلرژیαs1-باشد.  زئین میکا
نشان داده شده  5 شماره نتایج این آزمون در شکل

کازئین -αs1شود،  که ملاحظه می است. همان طور
ه ب هیدرولیزات نسبت به پروتئین طبیعی دارای یک جا

های بیشتر مهارکننده است. این  جایی به سمت غلظت
کازئین -αs1صال وووایل اتووودم تموونده عونشان ده

سرم افراد بیمار نسبت به پروتئین  IgEبه  هیدرولیزات
باشد.  زایی می طبیعی و به تبع آن کاهش حساسیت

کازئین طبیعی - αs1مشاهده شده برای IC50مقادیر 
کازئین هیدرولیزات در حضور - αs1و برای 40/3برابر 

یر گاو با بیشترین فعالیت وووده از شووباکتری جدا ش
این میزان اتصال به  بر بناباشد.  می 5/55پروتئولیتیکی 

مهارکننده برای پروتئین هیدرولیز شده با باکتری جدا 
برابر نسبت به پروتئین  27شده از شیر گاو به میزان 

دهد، یعنی به همین میزان  طبیعی کاهش نشان می
 باعث کاهش آلرژی شده است.   
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و )منحنی آبی رنگ( کازئین طبیعی-αs1اصی علیه ـــاختص IgE. نمودار الایزای رقابتی: مقایسه مهار اتصال 5 شماره شکل

αs1-طور که توسط باکتری اسید لاکتیک جدا شده از نمونه شیر گاو. همان )منحنی مشکی رنگ(کازئین هیدرولیز شده 

 ی از مهار کننده نسبت های هیدرولیزات در غلظت بالاتر گردد، کازئین ملاحظه می

 . شوند متصل می IgEبه کازئین طبیعی به 

 
 

انتخاب پروتئولیتیک  شناسایی مولکولی سویهنتیجه 
 با توجه به این :16srDNAشده با استفاده از تکثیر ژن 

که سویه جدا شده با بیشترین فعالیت پروتئولیتیکی از 
خص های لبنی بومی بوده و جنس و گونه آن مش نمونه
باشد، پس از اطمینان از گرم مثبت و کاتالاز منفی  نمی

ها اقدام گردید.  بودن به تشخیص جنس و گونه آن
تبدیل شده  FASTAهای ارسال شده به فرمت  توالی

و نتایج حاصل از تعیین توالی سپس با استفاده از ابزار 
BLASTn های شناخته شده موجود در  با سایر توالی

مقایسه شد. جنس و گونه  NCBI بانک اطلاعاتی
گردد.  ظه میووملاح 5 شوووماره کلووپیشنهادی در ش

درصد  97یر گاو وووده از شوودا شوووری جووسویه باکت
ان ویس را نشوووت با گونه لاکتوکوکوس لاکتووشباه
 دهد.  می

 

 
 

 
 

 کی جدا شده از نمونه شیر گاو. نتیجه توالی یابی باکتری دارای بیشترین فعالیت پروتئولیتی6شماره  شکل

 
 
 

  گیریو نتیجه بحث
تواند ناشی از واکنش به  حساسیت به شیر گاو می   

های موجود در شیر باشد. در این بین  یکی از پروتئین
زاهای شیر  ترین حساسیت های کازئین از مهم پروتئین

هت کاهش وووده جووومطالعات انجام ش .(54)هستند
موجود در شیر گاو  ینهای کازئ پروتئینزایی  حساسیت

وری غذایی آهای فر های حرارتی، روششامل تیمار
غیر حرارتی از جمله تیمار با اشعه ماورای بنفش، 
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های مختلف  فراصوت با شدت بالا و یا ترکیبی از روش
باشد. هر چند  مانند قنددار کردن و تیمار حرارتی می

ور کاهش دادن ها به منظ استفاده از این روش
های اخیر بسیار  زایی مواد غذایی در سال حساسیت

مورد توجه قرار گرفته است اما مقاومت و پایداری 
مصرف کننده و تجهیزات بزرگ مورد استفاده و هزینه 

ها را در صنایع غذایی  ها استفاده از این روش بالای آن
 تفاده ازوون اسوووو. در این بی(55)توومحدود کرده اس

های اسید لاکتیک به منظور کاهش حساسیت  باکتری
اند.  به شیر گاو نقش موثرتری را به خود اختصاص داده

ها با منشاء طبیعی محصولات لبنی و با  این باکتری
ای در  فواید فراوان برای سلامتی انسان، جایگاه ویژه

های  این پژوهش دارند. در صنعت لبنیات از سویه
ای اسید لاکتیک برای تخمیر و ه مختلف باکتری

شود. در گزارشات  وری محصولات لبنی استفاده میآفر
ش ووواهوووک ش تخمیر درووو، نقنیز علمی پیشین

صال وووزایی محصولات لبنی و کاهش ات حساسیت
 .(8،9،55)اثبات شده است IgEبادی  آنتی

های چوبرت و همکاران در مورد  پژوهش نتایج
های اصلی محصولات لبنی توسط  هیدرولیز پروتئین

های  های اسید لاکتیک جدا شده از ماست باکتری
یند آدهد که در طی فر سنتی بلغارستان نشان می

های شیر از جمله کازئین توسط اسید  تخمیر، پروتئین
لاکتیک تولید شده اسیدی شده و به وسیله پروتئازها و 

این پروتئولیز  شوند. پپتیدازهای باکتریایی هیدرولیز می
ها و در نتیجه کاهش  توپ سبب کاهش تعداد اپی

. (8)ودوووش زایی پروتئین هیدرولیز شده می حساسیت
قایش و همکاران دریافتند که پس از هیدرولیز -ال

αs1-طوووتوس کازئین Lactobacillus fermentum 

IFO 3956  تشخیص و اتصال ،IgE  به این پروتئین
بیمار دارای حساسیت به شیر گاو  58از مخزن سرمی 

 . (50)یابد به مقدار قابل توجهی کاهش می

نتایج به دست آمده از تحقیق دیگری که توسط 
احمدوا و همکاران انجام شد نشان داد که هیدرولیز 

باعث  helveticus A75 Lactobacillus توسط
و  نوووکازئی-αs1به  IgEبرابری اتصال  5-5کاهش 

β-عی وووین طبیووولیزات نسبت به پروتئکازئین هیدرو
جینگ شی و همکاران  2350. در سال (57شود) می

نشان دادند که تخمیر شیر بدون چربی توسط باکتری 
Lactobacillus casei N115 اعت ووس 28ی وووط

های اصلی شیر از جمله  زایی پروتئین تواند آلرژی می
توجهی کاهش  آلفا کازئین و بتاکازئین را به میزان قابل

 کازئین-αs1دهد. میزان این کاهش در مورد پروتئین 
 2355در سال  (.58)بوده است درصد 47/57در حدود 

جینگ یاو و همکاران نشان دادند که تخمیر توسط 
به میزان قابل  casei 1134 Lactobacillusباکتری 

ای وووه ینوووزایی پروتئ تواند آلرژی هی میووتوج
ها را کاهش  یر گاو از جمله کازئینزای ش حساسیت

نتایج ارائه شده در این پژوهش، به صورت  .(59)دهد
های کازئین شیر گاو توسط  اولیه هیدرولیز پروتئین

گونه باکتری اسید لاکتیک لاکتوکوکوس لاکتیس جدا 
زی این پروتئولی ه از شیر گاو را تایید کردند. اثرشد

و  SDS-PAGEی ها ونوووط آزموووها توس باکتری
کروماتوگرافی فاز معکوس نیز به اثبات رسید. با توجه 
به نتایج آزمون الایزای رقابتی، فعالیت پروتئولیتیکی 

برابری  27اهش ووور به کووومناسب این باکتری منج
هیدرولیز شده نسبت به  کازئین-αs1حساسیت پروتئین 

را پروتئین طبیعی شده و از این رو این سویه باکتریایی 
ای برای کاهش حساسیت به شیر گاو  کاندیدای بالقوه

 کند.   معرفی می
توکوکوس لاکتیس احتیاجات غذایی ووباکتری لاک

باشد،  ته و به منابع نیتروژنی وابسته میوووزیادی داش
ترین منبع  های کازئین شیر اصلی این پروتئین بر بنا

باشند.  های آمینه برای رشد این گونه در شیر میاسید
ها از سرین  ریووووولیتیکی این باکتوووسیستم پروتئ

پروتئینازهای خارج سلولی متصل به دیواره سلولی و 
پپتیدازهای مختلف تشکیل شده که اسیدهای آمینه 

ود بر روی وووالیت خوووضروری برای رشد را با فع
د ووووهای کازئین شیر گاو و تجزیه آن تولی پروتئین

نوان وووس به عووولاکتوکوکوس لاکتی. (23)کنند می
های آغازگر در محصولات لبنی  ترین کشت اصلی

تخمیری از جمله پنیر و تولیدکننده ترکیبات معطر 
استفاده شده که اهمیت صنعتی و اقتصادی این باکتری 

ش سویه ووودر این پژوه (.25)دهد را نشان می
لاکتوکوکس لاکتیس جدا شده از شیر گاو خاصیت 

هش دهندگی حساسیت به پروتئین کازئین شیر گاو کا
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تواند به  می سویهرا به صورت تجربی نشان داد. این 
عنوان کشت استارتر اصلی یا الحاقی برای تولید 

زایی کاهش یافته به کار رود.  محصولات لبنی با آلرژی
عالیت هیدرولیتیکی سویه وووایی که پس از فوووپپتیده

های کازئین شیر تولید  وتئینلاکتوکوکوس بر روی پر
توانند به عنوان اجزای تشکیل  چنین می شوند هم می

 های خاص غذایی لبنی به کار روند. دهنده فرموله
های مواد  تعیین توالی و بررسی مولکولی ژن یا ژن

تواند به  رفته که میوووورت نگووآنزیم پروتئاز هنوز ص
تحقیقاتی بعدی  عنوان یک پیشنهاد برای ادامه کارهای

  در آینده ارائه گردد.

 سپاسگزاری
ان ووووگاه اصفهوووش دانشوووت پژوهوواز معاون

ش وووورای این پژوهووووخاطر حمایت مالی از اجه ب
ان ووووشی از پایووووشود. این مقاله بخ دردانی میووق

ناسی ووووودرک کارشووذ موویلی برای اخووونامه تحص
روبی از دانشگاه وووووری میکناوووت فووود زیسوووارش

های  تریووووی اثر باکووووت عنوان بررسواصفهان تح
ده از وووودا شوووک جوووود لاکتیوووسی اسیوووکوک
ران بر وور بومی ایووور گاو و شتوووهای شی ونهوووونم

ازئین ووووهای ک زایی پروتئین یتوووکاهش حساس
 باشد.شیر گاو می
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Abstract 

Introduction: Bovine milk is the first and 

most common cause of food allergy in early 

childhood with a prevalence rate of about 2-

7/5%. The milk coagulum consists of four 

proteins αS1, αS2, β and к-caseins. Cow's 

milk caseins play a basic role in persistence 

of cow’s milk allergy (CMA) in children. 

Proteolytic system of lactic acid bacteria 

(LAB) has the ability to hydrolyze 

antigenic epitopes of milk proteins and, as a 

result, can reduce allergy to caseins.The 

aim of this study was to isolate the best 

lactic acid bacteria strain from cow’s milk 

samples in order to reduce bovine milk 

caseins allergenicity.   

  
Materials & Methods: In the present study, 

after isolation of 30 cocci LAB from 20 

Iranian cow’s milk samples, the effect of 

proteolytic activity of these bacteria on 

milk caseins was investigated by SDS-

PAGE and RP-HPLC techniques. 

Subsequently, among the 15 strains with 

protease activity, the binding ability of 

native and hydrolyzed αS1-casein to IgE 

sera from cow’s milk allergic patients was 

determined by competitive ELISA test.  

 

Findings: After accomplishing biochemical 

tests including gram staining and catalase 

test, molecular identification of the strains 

was done by 16s rRNA fragment 

sequencing. The obtained results suggested 

that Lactococcus lactis was able to 

hydrolyze casein fractions in both skim 

milk and sodium caseinate and could 

reduce allergenicity of bovine milk αS1-

casein.  

 

Discussion & Conclusions: Our conclusion 

demonstrated that the isolated Lactococcus 

lactis strain from cow’s milk samples can 

be used as a main or adjunct starter culture 

in dairy products to reduce immunor-

eactivity of cow’s milk caseins.   

 

Keywords: food hypersensitivity, casein, 

lactic acid bacteria, competitive ELISA. 
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