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 Carthamus tinctorius( ي بیوشیمیایی آنزیم کاتالاز در گیاه گلرنگها بررسی برخی از ویژگی

L.cv. I L-111(  
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 چکیده

و  یی است کـه از ارزش دارویـی  ها  شامل گونه.Carthamus tinctorius L میگلرنگ با نام عل
به علت مقاومت بالاي گلرنگ به شرایط تنش زاي محیطی، دانـشمندان  . باشد میغذایی بالایی برخوردار    

ي محیطـی   هـا  از این گیاه به عنوان یک مدل جهت بررسی و درك مکانیسمهاي دفـاعی بـر علیـه تـنش                   
آنتی اکـسیدانی بـه عنـوان یکـی از عوامـل مـوثر در        می آنزیبا توجه به اهمیت سیستم . نمایند  استفاده می 

افزایش ضریب مقاومت گیاهان به تنشهاي محیطی، در این تحقیق برخـی از خـواص بیوشـیمیایی آنـزیم         
کننده آزاید  و حساسیت آن به دو مهار) Carthamus tinctorius L.cv. I L-111(کاتالاز در گیاه گلرنگ 
 روز 40اه گلرنگ به صورت هیدروپونیک در بستر کشت پرلیت بـراي مـدت              گی. و سیانید بررسی گردید   

 M1/0، 2/7هاي این گیـاه بـا اسـتفاده از بـافر فـسفات              از برگ ) EC 1. 11. 1. 6(کاتالاز  . رشد داده شد  
=pH  بررسی اثر   .  استخراج گردیدpH ي آزایـد   ها ي مختلف سوبسترا، مهارکننده   ها ي مختلف، غلظت  ها

سی اثر دما بر فعالیت کاتالازي گلرنگ و همچنین بررسی ژل الکتروفورز غیردناتورانـت از    و سیانید و برر   
 در این گیـاه را  5/8 و 5/6هاي اپتیمم pH عصاره گلرنگ، وجود حداقل دو ایزوآنزیم کاتالاز به ترتیب با 

بت به دما مقاوم تر  نس =5/6pH در مقایسه با ایزوآنزیم فعال در  =5/8pHایزوآنزیم فعال در . تایید نمود
 5/8 اپتـیمم  pHهاي کاتـالاز نـشان داد کـه ایزوآنـزیم بـا        بر ایزوآنزیم  ها بررسی اثر مهارکننده  . باشد می

 6/2 برابـر و  6/4 هم به یون سیانید و هم به یون آزایـد بـه ترتیـب                5/6 اپتیمم   pHنسبت به ایزوآنزیم با     
 . باشد برابر حساستر می
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  مقدمه
 Carthamus می با نام عل1گلرنگ

tinctorius L.باشد می 2 متعلق به تیره مرکبان .
منشا اولیه این گیاه عربستان بوده و کشت آن در 
ایران و کشورهایی همچون هند، پاکستان و 

از . باشد افغانستان از قدمت بالایی برخوردار می
ي گلرنگ روغن خوراکی و از گلهاي آن اه دانه

جهت طعم دار نمودن غذاها و تولید رنگ 
ي فراوان ها ایران با داشتن گونه. شود استفاده می

این گیاه یکی از مهمترین ذخایر زراعی و وحشی 
 Zohary and (گردد  ژنتیکی گلرنگ محسوب می

Hopf, 2000.( گیاهان از طریق ،طور کلی  به 
 فیزیولوژي و بیوشیمیایی با سازوکارهاي خاص

. نمایند هاي مختلف محیطی مقابله می تنش
ها به صورت  مکانیسم مقاومت در برخی از تنش

ریزي  یک ارتباط درونی و نتیجه یک برنامه
در شرایط تنش، عدم . هماهنگ و پیچیده است

توازن بین فرآیند جذب انرژي و مصرف آن 
هاي  ع گونهتوسط اندام فتوسنتزي باعث تولید انوا

گردد  اکسیژن فعال و ناتوانی گیاه در مهار آن می
که در نهایت منجر به بروز صدمات اکسیداتیو 

 ,Chaudiere and Ferrari-Lliou(شود  می

هاي مختلفی جهت مقابله با  مکانیسم). 1999
هاي فعال اکسیژن در موجودات زنده یافت  گونه

ه نام توان به یکی از مهمترین آنها ب شده که می
این . هاي آنزیمی آنتی اکسیدانی اشاره کرد سیستم

هایی از قبیل سوپراکسید  سیستم، شامل آنزیم
                                                

1 Safflower 
2 Compositae 

آنزیم . باشد دیسموتاز، کاتالاز و پراکسیداز می
 به O2دیسموتاز از طریق تبدیل  سوپراکسید

H2O2 از سمیت آنیون سوپراکسید کاسته و سپس 
سط هیدروژن تجمع یافته در محیط، تو پراکسید

ها بنام هیدروپراکسیدازها، سم  گروهی از آنزیم
هیدروپراکسیدازها از سه زیر . شود زدایی می

-گروه مختلف آنزیمی به نام کاتالازها، کاتالاز
 و پراکسیدازها 3پراکسیدازهاي دو عملکردي

-Chaudiere and Ferrari( تشکیل شده اند

Lliou, 1999 .( کاتالاز)H2O2:H2O2 
آنزیمی است که ) EC 1. 11. 1 .6اکسیدوردکتاز 

هاي  در تمام موجودات زنده از جمله سلول
هاي هوازي  گیاهی، جانوري و میکرواگانیسم

یافت شده و به عنوان یکی از مهمترین 
 به آب H2O2هاي آنتی اکسیدانی با تجزیه  آنزیم

هیدروژن را  و اکسیژن نقش در کاهش پراکسید
 Bloch et al., 2007; Preston et) ایفا می نماید

al., 2001; Scandalios et al., 1997).  در
نام ه گیاهان، آنزیم کاتالاز در اندامکی ب

پراکسیزوم قرار دارد و نقش مهمی را در 
 تولید شده به وسیله H2O2جاروبگري 

اکسیداسیون اسیدهاي -βفرآیندهایی همچون 
چرب، اکسیداسیون در حین تنفس نوري و انتقال 

ها را ایفا  نجیره تنفسی میتوکندريالکترون در ز
علاوه بر . (Scandalios et al. 1997)نماید  می

این، نقش کاتالاز در سیستم دفاعی و پدیده پیري 
 .Mura et al) در گیاهان نیز به اثبات رسیده است

                                                
3  Bi-functional catalase-peroxidase 
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خواص بیوشیمیایی آنزیم کاتالاز در . (2007
بسیاري از گیاهان از جمله زعفران، خردل، 

نبه، جعفري، گندم، آفتابگردان، ذرت، اسفناج، پ
دانه کرچک، تنباکو و کلم قمري بررسی گردیده 
است و مشخص شده است که این آنزیم در 

هاي  اغلب گیاهان ذکر شده داراي ایزوآنزیم
 ;Tayefi-Nasrabadi, 2008)مختلفی است

Mullen and Gifford, 1993; Garcia et al., 
2000; Keyhani et al., 2002 ) . علی رغم

ها و منابع علمی  توصیف گیاه گلرنگ در کتاب
اي خاصی در  گیاهشناسی جهان، اطلاعات پایه

مورد فیزیولوژي و بیوشیمی این گیاه وجود 
هدف از این تحقیق، بررسی بعضی از . ندارد

خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم کاتالاز از جمله 
هاي آزاید و  ها، اثر مهارکننده تعداد ایزوآنزیم

و  Km(سیانید، مقادیر پارامترهاي سینتیکی 
Vmax( بازده کاتالیتیکی، و پایداري حرارتی آن ،

  . باشد در عصاره خام گلرنگ می
  

  مواد و روشها
تمام مواد شیمیایی مورد استفاده جهت 

 .Sigma Chem(الکتروفورز، از شرکت سیگما 

Co. (بقیه مواد مورد استفاده در . خریداري گردید
  . تهیه گردید1ق از شرکت مركاین تحقی

  ي گیاهیها آماده سازي نمونه
بذر رقم مـورد نظـر گلرنـگ از موسـسه           
اصلاح نهال و بذر کـرج تهیـه شـده و در قالـب              

                                                
1 Merck 

تکرارهاي معین در شرایط هیدروپونیک در بـستر        
رشد گیاهان بـا اسـتفاده      . پرلیت کشت داده شدند   

 روز ادامـه    40از محلول غذایی هوگلند به مـدت        
 گـرم بـرگ     1جهت آماده سـازي عـصاره،       . تیاف

 مولار،  1/0( بافر فسفات    ml3  گلرنگ در حضور  
2/7pH (  میلی مـولار     1حاوي EDTA ،2  درصـد 

 درصـــد 02/0پلــی وینیــل پیرولیـــدون و نیــز    
P.M.S.F)     بـا  ) جهـت افـزایش پایـداري کاتـالاز

سپس مخلـوط   . دستگاه هموژنایزر هموژن گردید   
 20 بــه مــدت g 20000  همـوژن ســریعا در دور 

 درجــه ســانتیگراد، ســانتریفوژ 4دقیقــه در دمــاي 
دســت آمــده جهــت ه محلــول رویــی بــ. گردیــد
. ي بعدي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت         ها سنجش

جهت اندازه گیري پـروتئین تـام از روش لـوري           
(Lowry et al., 1951)استفاده گردید  .  

  
  سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز

ریق اندازه فعالیت آنزیم کاتالاز از ط
گیري میزان کاهش جذب ناشی از تجزیه 

 240سوبستراي پراکسید هیدروژن در طول موج 
-M 2نانومتر با احتساب ضریب جذب مولی

1.Cm-1 27گیري   به روش اسپکتروفتومتري اندازه
محلول آزمایش با . (Obinger et al., 1997)شد

 میکرولیتر 100 میلی لیتر، حاوي 3حجم نهایی 
 مولار 1/0( بورات -فسفات-افر سیتراتعصاره، ب

 با H2O2 میکرولیتر 50، )ي مربوطهها pHبا 
براي ( میلی مولار 38 تا 5/0غلظت نهایی 

                                                
2 - Extinction coefficient  
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براي ( میلی مولار 10یا )  KmوVmaxمحاسبه 
یک . مورد استفاده قرار گرفت) ها سایر سنجش

فعالیت آنزیم کاتالاز به عنوان ) Unit(واحد 
 µmol 1ز براي تجزیه مقدار آنزیم مورد نیا

سوبستراي پراکسید هیدروژن در یک دقیقه در 
 با سه بار تکرار ها تمام سنجش. نظر گرفته شد

 آمده به دستانجام پذیرفت و میانگین نتایج 
  .  گزارش گردید

  
  سنجش پایداري دمایی 

جهت اندازه گیري پایداري دمایی آنزیم 
ي ها در لوله(کاتالاز، مقادیر مناسبی از عصاره 

 C 70-25°در دماي بین )  میلی لیتر5/1اپندرف 
در دستگاه بن ماري ترمواستاتیک، انکوبه گردید، 

)  دقیقه5-60(هاي تعیین شده  سپس در زمان
 دقیقه در 5عصاره از بن ماري خارج و به مدت 

آنگاه فعالیت کاتالازي . داخل یخ قرار داده شد
ماي عصاره بر طبق روش گفته شده در بالا در د

فعالیت کاتالازي . آزمایشگاه اندازه گیري شد
 100% به عنوان فعالیت C 25°عصاره در دماي 
  . (Tayefi-Nasrabadi, 2008)در نظر گرفته شد 

  
بررسی فعالیت کاتالازي در حضور 

  هاي آزاید و سیانید مهارکننده
جهت بررسی اثر هر یک از 

لازي هاي آزاید و سیانید بر فعالیت کاتا مهارکننده
عصاره گلرنگ، مقادیر مختلفی از هر یک از 

طور جداگانه به محلول واکنش که   بهها مهارکننده
حاوي عصاره بود اضافه و سپس جهت شروع 

  .  واکنش به آن پراکسید هیدروژن اضافه گردید
  

بررسی فعالیت کاتالازي عصاره از طریق 
  الکتروفورز 

ــداد   ــداقل تعــ ــی حــ جهــــت بررســ
تالاز موجود در عصاره گلرنگ از     هاي کا   ایزوآنزیم

بـا ژل پلـی   ) غیـر دناتورانـت  (الکتروفورز طبیعی   
اکریل آمیـد و رنـگ آمیـزي بـر اسـاس فعالیـت              

 اسـتفاده گردیـد   Woodburyآنزیمی طبـق روش     
(Woodbury et al., 1971) . 10ژل ابتدا به مدت 

 درصد پراکسید هیدروژن    003/0دقیقه در محلول    
 شستـشو بـا آب دوبـار        انکوبه شد آنگاه پـس از     
و ) یـک درصـد    (FeCl3تقطیر به وسیله محلـول      

K3Fe (CN6))  دقیقـه  10بـه مـدت   ) یک درصـد 
  . رنگ آمیزي گردید

  
  نتایج و بحث

ــر  ــا pHبررســی اث ــف ه ــه (ي مختل تهی
ــل  ــسترا  ، غلظــت)pHپروفای ــاي مختلــف سوب ه

)Vmax   و Km( ي آزایـد و سـیانید   ها ، مهارکننده
بـر  ) رسی پایداري دمـایی بر(و نیز بررسی اثر دما      

فعالیت آنزیم کاتالاز گلرنگ اسـاس مطالعـه ایـن        
ــف    ــواع مختل ــایی ان ــتاي شناس ــژوهش در راس پ

  .هاي کاتالاز در این گونه بوده است ایزوآنزیم
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  .ي مختلفها pH در(cv. IL-111)  تغییرات فعالیت آنزیم کاتالاز گلرنگ-1شکل 
Figure 1- pH dependency of catalase activity in leaves extract of safflower (cv. IL-

111). 
 

 یا به عبارت دیگر تغییرات pH، پروفایل 1شکل
فعالیت کاتالازي عصاره گیاه گلرنگ در حضور 

) mM 10غلظت (سوبستراي پراکسید هیدروژن 
نتایج به . دهد ي مختلف را نشان میها pHدر 

دهد که اولا  دست آمده از این شکل نشان می
 1فعالیت کاتالازي در این گیاه در محدوده

) 5/11 تا 5 معادل pHاز  (pHوسیعی از 
 به دست آمده pHثانیا پروفایل . شود مشاهده می

داراي دو پیک شاخص و مجزا به ترتیب در 
pH بر طبق نظریه . باشد می 5/8 و 5/6ي ها

  pH وجود چندین (Fullbrook, 1996)فالبروك 
ختلف براي یک نوع فعالیت آنزیمی در بهینه م

هاي  یک محلول، بیانگر وجود ایزوآنزیم
                                                

1 Range 

جداگانه براي آن آنزیم خاص در محلول 
بر طبق این نظریه . (Schulz, 1994)باشد  می
توان پیش بینی نمود که احتمالاً گلرنگ  می

باشد که  حاوي حداقل دو ایزوآنزیم کاتالاز می
 5/8 و 5/6 در ي بهینهها pHبه ترتیب داراي 

هاي بیشتر، مقادیر  جهت بررسی. باشند یم
Km،Vmax  بازده کاتالیتیکی ،)Vmax/Km (

آنزیم کاتالاز عصاره گلرنگ و حساسیت آن به 
 pHهاي آزاید و سیانید در هر دو  مهارکننده

 ).2 و شکل 1جدول (گیري شد  اپتیمم نیز اندازه
 مشاهده 1با بررسی نتایج موجود در جدول 

 به Vmaxو  Kmشود که مقادیر پارامترهاي  می
دست آمده از فعالیت کاتالازي در عصاره گیاه 

کاملاً باهم  5/8 و 5/6 اپتیمم pHگلرنگ در دو 
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 کاتالاز فعال در Kmمتفاوت است، به طوریکه 
5/8pH=  ًبرابر 2 دقیقا  Km کاتالاز فعال در 
5/6 pH=همچنین مقادیر . باشد  میVmax 

 Vmax برابر 2 تقریباً  =pH 5/8کاتالاز فعال در 
 . به دست آمده است=pH  5/6کاتالاز فعال در 

هاي آزاید و سیانید بر   اثر مهارکننده2شکل 
 pHفعالیت کاتالازي گیاه گلرنگ را در دو 

با آنالیز شکل فوق و . دهد اپتیمم نشان می
 براي هر یک از IC50محاسبه مقادیر 

 pHشود که ایزوآنزیم با  ها مشاهده می مهارکننده
 5/6 اپتیمم pH نسبت به ایزوآنزیم با 5/8اپتیمم 

هم به یون سیانید و هم به یون آزاید بترتیب 
  .باشد  برابر حساستر می6/2 برابر و 6/4

   
  

هـاي آزایـد و سـیانید در      پارامترهاي سینتیکی آنزیم کاتالاز و حساسیت آن به مهارکننـده    -1جدول  
  .  اپتیممpHگیاه گلرنگ در دو 

IC50 for 
cyanide (µM) 

IC50 for azide 
(µM) 

Vmax/Km  Vmax 
(U/ml) 

Km  (mM) pH optima 

125 250 16.14 56.49 3.5 6.5 
27 95 15.74 110.22 7 8.5 

Table 1- Kinetic parameters and sensitivity to azide and cyanide of the catalase 
activity in safflower (cv. IL-111) leaves extract at two pH optima. 
 
 

هاي کاتالاز در گیاه  پایداري دمایی ایزوآنزیم
با .  نشان داده شده است3گلرنگ در شکل 

گیري نمود که  توان نتیجه مشاهده شکل فوق می
 نسبت به pH = 5/6ایزوآنزیم فعال در 

 نسبت به دما pH =5/8 ال درایزوآنزیم فع
 دقیقه 60تر بوده به طوریکه پس از  حساس

 درجه سانتیگراد میزان 70 در دماي 1انکوباسیون
 درصد شاهد بوده درحالی که 20فعالیت آن 

ایزوآنزیم دیگر تحت همین شرایط فعالیتی در 
. دهد  درصد شاهد را از خود نشان می40حدود 

بالا نشان مجموعه نتایج به دست آمده در 
دهد که دو ایزوآنزیم کاتالاز فعال در گیاه  می

                                                
1 - Incuation 

گلرنگ داراي خصوصیات سینتیکی کاملاً 
خواص سینتیکی کاملاً مجزا . باشند مجزایی می

هاي کاتالاز در عصاره  براي هر یک از آنزیم
هاي متابولیکی  گلرنگ، حاکی از وجود نقش

ها در گیاه  مجزایی براي هر یک از این ایزوآنزیم
جهت تایید نهایی وجود حداقل تعداد  .باشد می

هاي کاتالاز موجود در گیاه گلرنگ، از  ایزوآنزیم
ژل الکتروفورز پلی اکریل آمید طبیعی 

و رنگ آمیزي بر اساس فعالیت ) 2غیردناتورانت(
طور  همان). 4شکل (کاتالازي استفاده گردید 

شود پس از رنگ  می مشاهده 4که در شکل 
 ژل وجود دو باند مجزا در ژل آمیزي اختصاصی

                                                
2- Non-denaturant  
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وجود دو باند مجزا . باشد به خوبی مشهود می
بیانگر وجود حداقل دو ایزوآنزیم کاتالاز در 
گیاه گلرنگ بوده که این نتیجه تاییدکننده نتایج 

ي سینتیکی آنزیم ها قبلی حاصل از آنالیز داده
   .باشد کاتالاز در گیاه گلرنگ می

  

  سپاسگزاري
 معاونت پژوهشی از حمایت مالی

   . گردد میدانشگاه تبریز تشکر و قدردانی 
   

  
  

  
 و pH 5/6 (A)در حضور یون سیانید در (cv. IL-111)  مهار فعالیت آنزیم کاتالاز گلرنگ-2 شکل

pH 5/8 (B) و مهار فعالیت آنزیم کاتالاز گلرنگ  (cv. IL-111)در حضور یون آزاید درpH 5/6 
(C) و pH 5/8 .(D)  

Figure 2- Inhibition by cyanide against IL-111 catalase at pHs 6.5 (A) and 8.5 (B). 
Inhibition by azide against IL-111 catalase at pHs 6.5 (C) and 8.5 (D). 
 

  

(A) (B) 

(C) (D) 
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 در 5/8 و 5/6ي ها pHدر (cv. IL-111)  ي کاتالاز گلرنگها   پایداري دمایی ایزوآنزیم-3شکل 
  . درجه سانتیگراد70دماي 

Figure 3- Thermal stability of IL-111 catalase at pHs 6.5 (ο) and 8.5 (•). Extract was 
incubated for various time intervals (1 - 60 min) at 70 °C.  
 

  
عصاره گیاه گلرنگ که بر اساس ) طبیعی( آمید غیردناتورانت  ژل الکتروفورز پلی اکریل-4شکل 

 بیانگر وجود حداقل دو ایزوآنزیم 2 و 1باندهاي . فعالیت کاتالازي رنگ آمیزي گردیده است
  . باشد در عصاره گیاه گلرنگ می کاتالاز

Figure 4- Non-denaturing PAGE of extract stained for catalase activity. Bands 1 and 
2 presented different catalase isoforms. 

1 

2 
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Abstract 
    Safflower, Carthamus tinctorius L., is a member of Asteraceae, cultivated mainly for its 
seed and flower, which are used as edible oil and for medicinal applications. Safflower is a 
resistant plant to the environmental stresses; therefore scientists use this plant as a model 
for studying the mechanism of plant resistance to the environmental stresses. Antioxidant 
enzyme system is one of the defense mechanisms that plants use for various environmental 
stresses. In this study some biochemical properties of catalase, an antioxidant enzyme 
system, from safflower and it sensivity to azide and cyanide was investigated. Carthamus 
tinctorious L.cv.IL-111 was grown hydroponically in perlite for 40 days and catalase was 
extracted from their leaves using phosphate buffer 0.1 M, pH 7.2. Study of pH profile, 
temperature and different concentration of substrate and inhibitors (azide and cynide) on 
catalase activity in Safflower and non-denaturant polyacrylamide gel electrophoresis of 
crude extract, showed that at least two isoenzymes of catalase were present in safflower 
leaves with optimal pH at 6.5 and 8.5, respectively. Isoenzyme active at pH 8.5 was more 
resistant to temperature in comparison to isoenzyme active at pH 6.5. Effects of inhibitors 
(azide and cynide) on catalase activity showed that isoenzyme active at pH 8.5 was more 
sensitive to both inhibitors (azide: 4.6 fold, and cynide: 2.6 fold) in comparison to 
isoenzyme active at pH 6.5.   
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