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 تشكر و قدرداني

 

سپاس بي كران پروردگار يكتا را كه هستي مان بخشيد و به طريق علم و دانش رهنمونمان شد و به 
در اين راستا .خوشه چيني از علم و معرفت را روزيمان ساختهمنشيني رهروان علم و دانش مفتخرمان نمود و 

بر خود فرض مي شمرم كه از زحمات، تلاشها و پشتيباني افرادي كه در اجراي اين طرح تحقيقاتي پژوهشي مرا 
 :ياري نمودند تقدير و تشكر نمايم

جناب آقاي دكتر خسروي خ الاسلامي رياست محترم دانشگاه پيام نور و دكتر شيدر ابتدا از جناب آقاي 
 -معاونت محترم دانشگاه بخاطر تشريك مساعي و فراهم نمودن زمينه تحقيق و پژوهش و حمايت هاي مادي

 .معنوي در اجراي اين طرح سپاسگزاري مي نمايم

از جناب آقاي دكتر مهدوي مدير محترم پژوهشي دانشگاه كه در تمامي مدت تحقيق و پژوهش اين 
 .مشاوره ايشان بهره مند شدم تقدير و تشكر مي نمايم طرح از راهنمايي و

اين طرح پژوهشي به عهده ايشان بود و  همكاري باكه زحمت  صادق فرهادياناز جناب آقاي همچنين 
 .با صرف وقت زياد و همت و تلاش ايشان طرح به پايان رسيد كمال امتنان و سپاس را دارم

كه زحمت بررسي اين طرح پژوهشي به عهده ايشان بود و بـا   بهزاد شارقيدر پايان از جناب آقاي دكتر 

 .صرف وقت زياد و همت و تلاش ايشان طرح به پايان رسيد كمال امتنان و سپاس را دارم

 

 

 ليدا مومني                                                                                

 92اسفند                                                                                 
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 چكيده

 

جذب پروتئين بر روي سطوح غير آلي ممكن است به تغييرات ساختاري و عملكردي كه وابسته به 
شناسايي سطح . ماهيت پروتئين جذب شده و خواص فيزيكوشيميايي سطوح غير آلي هستند منجر شود

پروتئين ارائه مي دهد كه جنبه كليدي بسياري از  -قدرتمند در فهم تعامل پروتئينپروتئين يك ابزار 
به شكل به دليل اندازه كوچك آنها، خواص متمايزي نسب ) NPs(نانوذرات . عملكردهاي پيچيده سلولي است

تي، اد دارند در نتيجه ارائه دهنده بسياري از پيشرفت هاي جديد در زمينه حسگرهاي زيسوتوده همان م
و  جذب پروتئين در نانو ذرات و فرجام آن در ساختار. تحقيقات زيست پزشكي و فناوري نانو زيستي هستند

كيلو  6/14وزن مولكولي (ليزوزيم سفيده تخم مرغ . عملكرد به شدت وابسته به اندازه و شكل نانوذرات است
. با چهار پيوند دي سولفيد است باقيمانده اسيد آمينه 129يك پروتئين كوچك كروي متشكل از ) دالتون

اهميت ليزوزيم متكي به استفاده از آن به عنوان يك سيستم مدل براي درك اصول اساسي ساختار پروتئين، 
اثر نانو ذرات اكسيد روي در ليزوزيم توسط . عملكرد، ديناميك و تاشو از طريق مطالعات نظري و تجري است

UV-Vis  اسپكتروفتومتري برايpH7.25 درجه سانتي گراد با استفاده از بافر فسفات سديم مورد  25دماي  در
-k 293(پايداري حرارتي از ليزوزيم در حضور نانو اكسيد روي در محدوده درجه حرارت . بررسي قرار گرفت

نتايج به دست آمده نشان داد كه پايداري . مورد مطالعه قرار گرفت pH 7.25در بافر فسفات سديم و ) 372
 .از ليزوزيم در حضور نانو ذرات اكسيد روي كاهش يافته استحرارتي 

 .، اسپكتروفتومتري، پايداري و پروتئينZnOليزوزيم، نانو ذرات : كلمات كليدي
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 تعريف مسأله

برجسته ترين عضو از كلاس خيلي بزرگ ) endoacetylmuramidase  )EC:3.2.1.1.17ليزوزيم    
نزيم آگليكوزيدازها يا گايكوهيدرولازها است كه در يك دامنه وسيعي از موجودات يافت مي شوند، اين 

هيدروليز پلي ساكاريد تشكيل  in vivoليزوزيم در . شكسته شدن گروه گزيكوزيل را كاتاليز مي كند
دهنده ديواره سلولي باكتري هاي گرم مثبت از قبيل استرپتوكوكوس و استافيلوكوكوس را كاتاليز مي 

ليزوزيم  FAO/WHOي بر طبق استانداردهاي غذاي. ليزوزيم آنزيمي است كه در همه جا وجود دارد .كند
مچنين مطالعات انگور و پنير بكار مي رود، ه ،گلابي، بعنوان نگهدارنده در توليدات شربت هاي سيب

ترده اي روي الحاق اين ماده به مواد پكيج هاي غذاهاي صنعتي و طبيعي غير استريل براي جلوگيري گس
صوصيت مهم اين آنزيم كه شامل از رشد و آلودگي ميكروارگانيسم ها شده است كه اين به خاطر خ

با توجه . درجه سانتي گراد است 100مقاومت گرمايي در يك دامنه گسترده اي از دماها تقريباً تا نزديك 
اري آنزيم به اهميت اين آنزيم در صنايع غذايي و دارويي ما در اين تحقيق به مطالعات ساختماني پايد

 .خواهيم پرداخت ZnOنانوذره  ليزوزيم در حضور حرارت و

:سوال هاي مطرح شدهفرضيه ها و   

 آيا حرارت هاي بالا آنزيم ليزوزيم را از كار مي اندازد؟ -1

كه در بسياري از مواد بهداشتي آرايشي و غذايي بكار برده مي شود چه تأثيري بر اين آنزيم  ZnOنانو ذره  -2
 با ارزش دارد؟

:اهداف طرح  

 ليزوزيمبررسي اثر حرارت بر پايداري آنزيم  -1

 بررسي اثر حرارت بر فعاليت آنزيم ليزوزيم -2
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 بر پايداري آنزيم ليزوزيم ZnOبررسي اثر نانو ذره   -3

 بر فعاليت آنزيم ليزوزيم ZnOبررسي اثر نانو ذره  -4

 روش تحقيق

 در ابعاد مختلف ZnOاز نانو ذره مطالعات دگرگون سازي آنزيم ليزوزيم با استفاده  .1

با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومر  آنزيم ليزوزيمبر پايداري ساختماني  ZnOنانو ذره بررسي اثر  .2
UV/Vis  ميلي گرم در ميلي ليتر، در حضور نانو ذره  1/0، نمونه آنزيمي با غلظت 4000مدل فارماسيا

ZnO محلول استوك نانو ذره . مورد مطالعه قرار خواهد گرفتZnO  ميلي گرم در ميلي  05/0با غلظت
در چندين غلظت مورد استفاده قرار خواهد  pHتهيه مي شود و محلول نانو ذره در اين  pH 7ليتر در 

 .گرفت
مدل  UV/Visبا استفاده از دستگاه اسپكتروفتومر  آنزيم ليزوزيمبر فعاليت  ZnOنانو ذره بررسي اثر  .3

و با   ZnOذره ميلي گرم در ميلي ليتر، در حضور نانو  1/0، نمونه آنزيمي با غلظت 4000فارماسيا 
 .مورد مطالعه قرار خواهد گرفت Micrococcus lysodeikticusاستفاده از سوبستراي 
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 فصل اول

 

 

 مقدمه
 

 

 :هاپروتئين-1-1
پپتيد هستند كه به طور معمول به يك فرم ها تركيبات بيوشيميايي متشكل از يك يا چند پليپروتئين

-آمينهپپتيد يك زنجيره خطي از اسيدهر پلي. كننديك عملكرد زيستي را تسهيل مياي تا شده و كروي يا رشته

-هاي مجاور، به هم متصل شدهآمينهاسيد ،هاي كربوكسيل و آمينويهاي پپتيدي بين گروههاست كه توسط باند

-رخي بسيار بزرگتر وبآمينه است اما بعضي بسيار كوچكاسيد 200-300ور معمول داراي طيك پروتئين به . اند

ها از لحاظ اندازه، شكل و فعاليت با وجود تشكيل شدن از تنها تنوع پروتئين.)Levitt and chothia, 1976. (ترند
هاي مولكولي براي بيان اطلاعات ها ابزارپروتئين .ها قابل توجه استآمينه در كل ارگانيسمواحد متفاوت اسيد 20

هاي آمينه با تركيبات و توالياسيد 20توانند با اتصال همين ها ميسلول). Lodish, et al. 2000( باشندژنتيكي مي
موجودات مختلف . هاي فوق العاده متنوعي دارندها و فعاليتها را توليد نمايند كه ويژگيبسيار متنوع، پروتئين

ها، ها، آنتي باديها، هورمونآنزيمهاي ساختماني محصولات بسيار متفاوتي نطير توانند با استفاده از اين بلوكمي
ها، هاي شير، آنتي بيوتيكها، عضله، پروتئين عدسي چشم، پر، تار عنكبوت شاخ كرگدن، پروتئيندهندهانتقال
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سموم قارچي و تعداد زيادي از موارد ديگر با فعاليت بيولوژيك متفاوت، ايجاد نمايند كه از ميان اين محصولات، 
ها كاتاليز هاي سلولي توسط آنزيمدر واقع تمامي واكنش. باشندتر ميتري داشته و اختصاصيها تنوع بيشآنزيم

 (Lehninger, 2005). شوندمي

 :آمينههاياسيد-1-1-1
ها داراي يك گروه اين مولكول.باشنداسيد ميآمينو-αها، آمينه يافت شده در پروتئيننوع اسيد 20تمامي 

ها در زنجيره جانبي يا تفاوت اصلي آن. مي باشند) αكربن (كربوكسيل و يك گروه آمينو متصل به يك اتم كربن
آمينه گوناگون متفاوت بوده و بر هايباشد كه از نظر ساختار، اندازه و بار الكتريكي در اسيدها ميآن  Rگروه

-ها را اغلب با عنوان اسيدآمينه موجود در ساختار پروتئيناسيد 20. استآمينه در آب تآثير گذار حلاليت اسيد

خود هستند و  Lها به فرم انانتيومر آمينه شركت كننده در ساختار پروتئينهاياسيد. كنندآمينه استاندارد ياد مي
هاي پپتيدي خاص يوتيكبها و آنتيهاي ديواره سلولي باكتريهاي كوتاه، از جمله پپتيدتنها در معدودي پپتيد

 .)(Lodish, et al. 2000 استاسيد ديده شدهآمينو-Dرزيدو هاي 

 :انواع پروتئين-1-1-2

 :هاي فيبريپروتئين-1-1-2-1

كه باشند به طوريها، در آب حلاليت كمي داشته و برخي از آنها غير محلول مياين دسته از پروتئين
 .كراتين و كلاژن اشاره نمود -گروه مي توان به آلفا از اين. قادرند نقش ساختاري ايفا كنند

 :كرويهاي پروتئين-1-1-2-2

نقش عملكردي  و ها در آب محلول بوده و امكان دارد كه از محلول، كريستاله شونداين دسته از پروتئين
اسيد، تشكيل آمينو -Lهاي ها از واحدهمه پروتئين.ها، در اين گروه جاي دارندآنزيم. هاي زنده دارنددر ارگانيسم

ها، ويژه است كه اسيدي در پروتئينتوالي آمينو. شوندهاي پپتيدي به يكديگر متصل ميگردند كه توسط پيوندمي
 .شود و در نتيجه هر پروتئين، خصوصيات مشخصي داردبا ساختار مواد ژنتيكي سلول تعيين مي

 :تك واحديهاي پروتئين-1-1-2-3

تري تجزيه پپتيدي بوده و بنابراين به واحدهاي كوچكتند كه فقط واجد يك زنجير پليهايي هسپروتئين
-هاي هيدروليتيك را كاتاليز ميها واكنشاند و همه آنهاي منومريك شناخته شدهتعداد كمي از آنزيم. گردندنمي

 13000 -35000ن مولكولي آنها وزآمينه بوده و اسيد 700تا  100ها داراي به طور كلي اين پروتئين. كنند
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هر چند بيشتر اين . كه همراه يك يون فلزي است Aها، كربوكسي پپتيداز يكي از انواع اين آنزيم. استدالتون 
 .ها نيز در اين گروه جاي دارندپروتئاز. كنندها بدون كمك هر نوع كوفاكتوري عمل ميآنزيم

 :مريكيگولوهاي اپروتئين-1-1-2-4

گردند و معمولاً از طريق پپتيدي تشكيل ميها از دو يا بيش از دو زنجير پليز پروتئيناين دسته ا
پپتيدي تشكيل دهنده زير واحد نام داشته هاي پليزنجيره. شوندكووالان به يكديگر متصل ميهاي غيركنشبرهم

واحد و انواع تريمريك از سه زير هاي دايمريك از دو زير پروتئين. كه ممكن است مشابه يكديگر يا متفاوت باشند
هاي اكثر آنزيم. تر استدالتون بيش ñ 15000 35000معمولاً جرم مولكولي آنها از . شوندواحد تشكيل مي

شوند يمن غير فعال سنتز هايپيش آنزيمها به صورت اين دسته از آنزيم. گومريك هستنديشناخته شده از دسته ال
هاي درگير در فرايند به عنوان مثال تمام آنزيم. گرددكنترل ميفيدبك شدن  بلكه فعاليتشان از طريق مهار

 .)Tymoczko et al., 2011( گليكوليز دو يا چهار زير واحدي هستند

 :هاساختار پروتئين-1-1-3
ها در هر اسيدساختار اول پروتئين توسط توالي آمينو :باشندها داراي چهار ساختار مياغلب پروتئين

هاي استفاده سيستماتيك از فرايندتوان اين ساختار را از طريق گردد كه ميپپتيدي، تشكيل ميزنجيره پلي
اين ساختار به . دهدخصوصيات ساختماني منظم و تكرار شونده ساختار دوم را تشكيل مي. شيميايي تعيين نمود

ها، از عملكردي مثل آنزيم يهاهايي از پروتئينشود و در بخشهاي ساختاري ديده ميها و پروتئينفراواني در فيبر
ها ممكن است پروتئين. شوندپپتيدي ساختار سوم، ناميده ميهاي سه بعدي زنجير پليهمه ساختار .رودبين مي

هايي است كه ساختار چهارم، مربوط به پروتئين. باشندپپتيدي هاي پليهشامل يك يا تعداد بيشتري از زنجير
 .پپتيدي دارندتر از يك زنجيره پليبيش

 :ساختار اول-1-1-3-1

0Fبنديهاي موجود در يك پروتئين را صورتيي اتمآرايش فضا 

اسيدهاي موجود در توالي آمينو. گويندمي 1
تنها شكل نهايي پروتئين ايجاد با استفاده از ساختار اول، نه. پپتيدي، ساختار اول پروتئين نام دارديك زنجيره پلي

ها در واقع پروتئين. شودپروتئين تشخيص داده ميهاي فيزيكي و در نهايت عملكرد بيولوژيكي شود بلكه ويژگيمي
-1شكل ( شونداند كه با استفاده از پيوند آميدي يا پپتيدي به هم متصل مياسيد تشكيل شدهآمينو 20از حدود 

1.( 

                                                            
1.conformation 
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 پيوند پپتيدي :1-1شكل

اسيد و آمينوكربوكسيل يك -آلفا از گروه) دهيدراتاسيون( اين پيوند با برداشت عناصر يك مولكول آب 
اسيد موجود در انتهاي در يك پپتيد، ريشه آمينو). 2-1شكل (گردد اسيد ديگر ايجاد ميآمينوي آمينو-آلفا

يك گروه  و ريشه موجود در انتهاي ديگر داراي) Nيا انتهاي( آمينوي آزاد را ريشه انتهاي آمينو-دارايگروه آلفا
 .گويند) Cانتهاييا ( كربوكسيل آزاد را ريشه انتهاي كربوكسيل

 

 

 روش تغليظ تشكيل پيوند پپتيدي با :2-1شكل

سازي بالاي آن، به آهستگي خاطر انرژي فعالزا است، بهيك واكنش انرژي هرچند هيدروليز يك پيوند پپتيدي،
 .)Dougherty 2000; Mayo 2000( ها كاملاً پايدارندهاي پپتيدي موجود در پروتئينگيرد، لذا پيوندصورت مي

 :ساختار دوم-1-1-3-2

 :باشدساختار دوم شامل چند نوع مي. پپتيدي را ساختار دوم گويندشكل سه بعدييك زنجيره پلي
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هاي اين ساختار با استفاده از پيوند. هاي دوم معمول پروتئيني استمارپيچ آلفايكي از ساختمان :مارپيچ آلفا)1

يژن گروه كربوكسيل پيوند پپتيدي اي كه بين هيدروژن آميدييك پيوند پپتيدي و اكسزنجيرههيدروژني درون
 . گرددشوند، پايدار ميديگر ايجاد مي

صورت صفحه هاي پپتيدي بهبندي بتا است كه در آن زنجيرهساختار دوم ديگر، صورت :بندي بتاصورت)2

جاي پپتيدي به شكل يك ساختمان زيگزاگي، بهبندي، اسكلت پليدر اين  اين صورت. دهي مي شوندسازمان
طور پهلو به پهلو در كنار يكديگر قرار توانند بههاي زيگزاگي مياين زنجيره. مارپيچي، امتداد يافته، وجود دارد

هاي شود، پيوندميدر اين آرايش كه صفحه بتا ناميده. گرفته و ايجاد ساختماني مشابه يكسري چين نمايند
پپتيدي مجاور در يك صفحه بتا هاي پليزنجيره. گرددپپتيدي برقرار ميهيدروژني بين قطعات مجاور زنجيره پلي

) هاي آمينو به كربوكسيل يكسان و مخالفبترتيب داراي جهت(دهمسوتواند بصورت موازي همسو يا موازي نامي
، در A°5/6(تربندي موازي همسو، دوره تكراري كوتاهچند صورتها قدري مشابه هستند، هراين ساختمان. باشند

 Berman 1999; Ponting and(هاي هيدروژني را دارندو الگوي متفاوت پيوند) همسوبراي موازي نا A°7مقابل 

Russell 2002(. 

1Fهاترن)3

ها به علت رزيدو تشكيل شده كه پايداري آن 4يا  3شكل و فشرده، از  -Uهاي ثانويه اين ساختار: 2

گيرند و با ايجاد خم ها قرار ميها بر سطح پروتئينترن. هاستهاي دو انتهاي آنوجود پيوند هيدروژني ميان رزيدو
تر در هاي گليسين و پرولين بيشآمينهاسيد. دهندپپتيدي را به سمت درون آن تغيير ميجهت زنجير پلي تند،

اند، زيرا عدم وجود زنجيره جانبي بزرگ در گليسين و وجود خميدگي ذاتي در پرولين اين شده اين ساختار ديده
-پپتيد، مي-چنين، يك پليهم. سب گردانيده استها مناهاي دوم و سوم درترنآمينه را براي اشغال رزيدودو اسيد

2Fتري به نام حلقههاي بلندتواند خم

-تري تشكيل ميتر و با محدوديت كمها راحتتشكيل دهد كه نسبت به ترن3

 ).Lodish, et al. 2000(شوند 

 :ساختار سوم-1-1-3-3

-پروتئين. سوم پروتئين گويندهاي موجود در يك پروتئين را ساختمان آرايش سه بعدي كلي تمامي اتم 
3Fخوردگيكه تاهاي كروي به خاطر اين

اين . اندگذاري شده، كروي دارد، به اين اسم نام)ساختار سوم(داخلي  4

                                                            
2.turn 

3.loop 

4.Folding 
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دهند و در شكل جامد، ساختار هاي كلوئيدي تشكيل ميهاي كروي محلول در آب هستند، محلولپروتئين
ها، ها، ايمنوگلوبولينهاي عملكردي، آنزيمها شامل پروتئينتئيناين دسته از پرو. كنندكريستالي ايجاد مي

هاي اسيددر ساختار يك پروتئين كروي، آمينو. باشندهاي تنظيمي و غيره ميهاي انتخابي، پروتئينپروتئين
قطبي  اسيد هاياند در حالي كه آمينوقطبي در قسمت داخلي مولكول و دور از آب قرار گرفتههيدروفوبيك و غير

سولفيدي در ساختار پروتئين، كه از طريق هاي ديوجود پيوند. در قسمت خارجي پروتئين قرار دارند
 شودخورده ميپپتيد تاشوند، باعث پايداري بيشتر زنجيره پلياسيد سيستئين ايجاد مياكسيداسيون دو آمينو

)Ringia, Garrett et al. 2004(. 

 :ساختار چهارم-1-1-3-4

اند كه ساختار چهارم، مربوط به اين هاي متعددي ساخته شدهواحدهاي كروي، از زيربسياري از پروتئين
-هاي مولتيمري ميپروتئين. شودواحدي، مولتيمر نيز گفته ميبه يك پروتئين چند زير. ها استنوع از پروتئين

 .)Daggett and Fersht 2003( واحد تشكيل شده باشندها زيرتوانند از دو تا صد

 :كنندهاي نوع سوم و چهارم را پايدار ميعوامل متعددي ساختار-1-1-4
. شوندكوالانسي پايدار ميهاي غيركنشپروتئيني به طور عمده توسط برهمتر ساختار هاي رده بالاترتيب

ترين خاصيت اسيدي را كه داراي بيشهاي جانبي آمينوگريز هستند كه رنجيرههاي آبكنشها برهمترين آنمهم
-ساير برهم. دكننها را از آب دور ميرانند بدين ترتيب آنگريزي هستند به درون قسمت داخلي پروتئين ميآب

هاي نمكي بين هاي هيدروژني و پلبخشند شامل پيوندهايي كه به ساختار پروتئيني پايداري ميكنش
هاي هاي جانبي با بار مخالف، مربوط به رزيدوآسپارتيك و گلوتاميك و زنجيرههاي مربوط به اسيدكربوكسيلات

ها به خودي خود نسبت به يك پيوند كنشاين برهمهر چند . باشندپروتونه ليزيل، آرژينيل و هيستيديل مي
، ضعيف هستند ولي در مجموع به علت تعداد زياد، درجه بالايي از Kcal/mol 120-80كوالانسي با قدرت

 .)Dill K. A. et al., 1995( كنندپايداري به آرايش فضايي پروتئيني فعال از نظر زيست شناختي اعطا مي

هاي سولفيدريل مربوط به سولفيدي كوالانسي هستند كه گروههاي ديندها حاوي پيوبرخي پروتئين
هاي سولفيدي مستلزم اكسيداسيون گروههاي ديتشكيل پيوند. كنندهم متصل مي هاي سيستئين را بهرزيدو

پپتيدي باعث سولفيدي درون پليهاي ديپيوند. سولفيدريل مربوط به سيستئين بوده و نيازمند اكسيژن است
-سولفيدي بين پليهاي ديشود، در حالي كه پيوندتر آرايش فضايي خميده مربوط به يك پپتيد ميپايداري بيش

 ).Dill K. A. et al., 1995( كنندپپتيدي ساختار نوع چهارم پروتئين هاي اوليگومريك خاص را پايدار مي 
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ها شركت پايداري پروتئين خوردن پروتئين شده و دركووالان منجر به تاهاي غيرنيرو-1-1-5

 :كنندمي

پپتيد، تاخورده و آرايش طبيعي ويژه خود را به دست شوند كه يك پليكووالان باعث ميهاي غيرنيرو
هاي اتصالي ضعيفي كووالان، نيروهاي غيرنيرو. شودآورده و سپس ساختار طبيعي در برابر دگرگون شدن پايدار مي

ها ممكن است با قدرت اتصال پيوند كووالان مقايسه اين نيرو. هستند) Kcalmol-1 7-1 )KJmol-129-4با قدرت
ها به تنهايي خيلي ضعيف چه اين نيرواگر. است Kcal mol-1 50ن معادل آشوند، كه حداقل قدرت پيوندي 

 .)Devlin, 2011( كنندخوردن پروتئين فراهم ميكووالان، انرژي زيادي براي تاهاي غيرهستند تعداد زيادي از نيرو

 :هاخواص پروتئين-1-1-6

 :هاحلاليت پروتئين-1-1-6-1

ر است و از طرف ديگر، غلظت يها بر حسب نوع مولكول مورد نظر خيلي متغيحلاليت پروتئين
 ).Branden C. and Tooze J, 1991( رونددو شاخص اصلي بشمارمي pHها و تآثير الكتروليت

 pHتأثير 

 Branden C. and Tooze( رسدايزوالكتريك به حداقل خود مي pHدر حالت كلي حلاليت پروتئين در 

J, 1991.( درpHشود به اين فرآيندتر تشكيل مينظمبيرود و يك ساختارهاي بسيار بالا، ساختار سوم از بين مي ،
4Fدناتوراسيون

هاي هيدروفوبيكي كه كه ساختار سوم يك پروتئين حلقوي فعال، توسط گروهجايياز آن. گويندمي 5
هاي هيدروفوب در تماس با شود، با از بين رفتن ساختار سوم، اين گروهاند مشخص ميدرون مولكول قرار گرفته

 ).Palmer 2001( يابدو در نتيجه حلاليت پروتئين كاهش مي) دآينبه سطح مي( گيرندحلال آلي قرار مي

 تأثير نيروي يوني

نظر ميزان بار و  از هادر اين زمينه نمك. ها فقط در يك نيروي يوني مشخصي محلول هستندپروتئين
 :معادله نيروي يوني به شرح زير است. غلظت نقش مهمي دارند

                                                            
5.Denaturation 
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µ=1/2 ∑ C×Z2 

C  :بر حسب مولاريته هاغلظت هر يك ار يون 

Z  :هاظرفيت هر يك از يون 

 تأثير دما

ها گشته و در اكثر مواقع  موجب رسوب كردن افزايش دما عاملي است كه باعث تغيير ماهيت پروتئين
تا محدوده خاصي از دما با افزايش دما ، كندشود فعاليت نيز تغيير ميها وقتي دما زياد ميدرآنزيم. ها مي شودآن

 شوديابد و با افزايش بيشتر دما، آنزيم دناتوره شده و فعاليت كاتاليتيكي آن كم ميواكنش افزايش ميميزان 
)Palmer 2001(. 

 تأثير حلال آلي

برخي از . شودها استفاده ميشوند و از اين خاصيت در جدا كردن آنها در حلال آلي حل نميپروتئين
 ).Mattos C. and Ringe D, 2001( مانندهاي بالاي حلال آلي به صورت محلول باقي ميها در درصدپروتئين

 :ايزوالكتريك pHتعيين-1-1-6-2

دار و در يك ميدان الكتريكي مداوم قرار دهيم بر حسب بار خود به ها را در محلول تامپوناگر پروتئين
طور نقطه ايزوالكتريك را به. كنند ولي در نقطه ايزوالكتريك خود  هيچ حركتي ندارندميطرف آند يا كاتد حركت 

 ). Branden C. and Tooze J, 1991( نمايندتجربي به وسيله الكتروفورز يا الكتروفوكاليزاسيون تعيين مي

pH  ،ايزوالكتريك يك پروتئينpH توان گفتاست، يا مياست كه در آن بار الكتريكي خالص برابر با صفر ايpH اي
 .اندهاي اسيدي و بازي با هم در تعادلكه در آن ويژگي

 :هاآنزيم-1-2
تقريباً هر . كنندهاي زيستي را كاتاليز مياي هستند كه واكنشيافتههاي تخصصها پروتئينآنزيم

توانند تحت شرايط ها نميواكنشافتد نياز به فعاليت يك آنزيم دارد زيرا اكثر واكنشي كه در سلول اتفاق مي
تنها ها نهآن. هاي كارايي هستندها كاتاليزورآنزيم. رخ دهند) ، دما و محيط يونيpHنظير ( فيزيولوژيك سلول

هاي مشابه دهند، بلكه يك ساختار اختصاصي را در حضور ساختارسرعت تبديل سوبسترا به محصول را افزايش مي
-ها از طريق كاهش انرژي فعال سازي، سرعت واكنشكاتاليزور .هنددشخيص ميبراي توليد يك محصول خاص ت

زيستي هاي غيرها در شرايطي كه كاتاليزوردر حقيقت علت اين كه آنزيم. دهندهاي شيميايي ممكن را افزايش مي
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شيميايي را به  هايكنند، اين است كه از طرفي سرعت واكنشاند به خوبي نقش خود را ايفا ميدر عمل بي تأثير
سرعت يك واكنش در حضور آنزيم به طور . كننددهند و از طرفي بسيار اختصاصي عمل ميشدت افزايش مي

ها ها درون سلولاكثر آنزيم. باشدبرابر سرعت آن در حضور كاتاليزور و در شرايط طبيعي مي 1012تا  106معمول، 
-هاي خارج سلولي ديگر عمل مياي درون لوله گوارشي، يا فضاقرار دارند، اما برخي نيز ترشح شده و در خون، فض

 ).Lodish, et al. 2000( اندهاي ميكروبي نيز از سلول ترشح شده و در خارج از سلول فعالبرخي آنزيم. كنند

 .هاي شيميايي ديگري ندارنداسيد خود نياز به گروههاي آمينوها براي فعاليت، علاوه بر ريشهبعضي از آنزيم
ها نياز به جزء شيميايي ديگري بنام كوفاكتور دارند كه ممكن است يك يا چند يون معدني كه ساير آنزيمدرحالي

ها براي برخي آنزيم. آنزيم باشدآلي پيچيده بنام كو-يا يك مولكول آلي يا فلزي +Zn2و +Fe2+ ،Mg2+ ،Mn2نظير 
طور محكم ويا آنزيم و يا يون فلزي كه بهيك كو. ياز دارندآنزيم و هم به يك يا چند يون فلزي نفعاليت هم به كو

يك آنزيم داراي فعاليت كاتاليتيك به . حتي كووالان به پروتئين آنزيم متصل شده است را گروه پروستتيك گويند
نزيم يا آقسمت پروتئيني چنين آنزيمي را آپو. آنزيم گويندهاي فلزي متصل به آن را هولوآنزيم و يا يونهمراه كو

 هاي كاتاليتيكي درگير باشندپروتئين و كوفاكتور هر دو ممكن است بطور مستقيم در فرآيند .نامندپروتئين ميآپو
)Palmer 2001(. 

 

 :ها به عنوان كاهنده انرژي فعال سازيآنزيم-1-2-1
تبديل شود ) P(، بتواند به يك مولكول محصول )Sسوبسترا يا (قبل از اين كه يك مولكول واكنش دهنده 

-تفاوت انرژي واكنش. صعود كند  ”(S-P)”يتر حالت واسطهبايستي از يك حداقل انرژي معين به انرژي بالا

 Sهاي كه نيمه راه واكنش است، پيوند در حالت واسطه. گويندمي Eaها و حالت واسطه را انرژي فعالسازي يادهنده
سرعت واكنش تبديل سوبسترا به محصول . پذير شودامكانP ها به شوند تا تبديل آنبه اندازه كافي منحرف مي

(S→P) هاي بستگي به مولكولS دو راه براي افزايش سرعت  .رسنددارد كه در واحد زمان به حالت واسطه مي
هاي پائين قرار سلول هاي زنده به طور معمول در دما. كاهش انرژي فعال سازي )2 افزايش دما، )1: وجود دارد

ها، داراي سرعت كافي براي بقاء و هاي متابوليسمي كه بدون دخالت آنزيمهاي حيات تعداد واكنشدر دما. دارند
ها به عنوان آنزيم حيات، در حضور هاي شيمياييهاي زنده، واكنشدر درون سلول. رشد سلولي باشند، كم است

ها سرعت آن. واكنش ندارند) ثابت تعادل(Keqيا ∆Gروي ها اثري برآنزيم. گيرندكاهنده انرژي فعال سازي انجام مي
ها را در كنند، بلكه آنتنها سرعت واكنش را زياد مي ها نهآنزيم .كنندواكنش را در رسيدن به حالت تعادل زياد مي

 ).Boyer P. D. and Krebs E. G. 1986( نندكجهت محصول دهي جفت مي
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 :هاطبقه بندي آنزيم-1-2-2

ها را نشان به نام سوبسترا خود يا كلمه يا عبارتي كه فعاليت آن "از-"ها با افزودن پسوندبسياري از آنزيم
به . نام يكساني دارندگاهي يك آنزيم داراي دو يا چند نام بوده و يا دو آنزيم مختلف . گردنددهد، نام گذاري ميمي

هاي تازه كشف شده، از يك سيستم بين المللي براي  نام گذاري و طبقه خاطر اين ابهامات و تعداد بالاي آنزيم
شوند كه هر كدام بر ها به شش كلاس اصلي تقسيم ميدر اين سيستم، آنزيم. گرددها استفاده ميبندي آنزيم

ها توسط هر كدام از اين آنزيم )1-1جدول. (هايي هستنداي زير كلاسدهند داراساس نوع واكنشي كه انجام مي
-چهار عدد مربوط به طبقه بندي و يك نام سيستماتيك مشخص كننده نوع واكنش كاتاليز شونده، مشخص مي

 ).Lehninger, 2005( گردند

 هاطبقه بندي بين المللي آنزيم :1-1جدول 

 نوع واكنش كاتاليزي كلاس عدد

 )Hهاي هاي هيدريد يا اتميون(ها انتقال الكترون هااكسيدوردوكتاز 1

 هاي انتقال گروهواكنش هاترانسفراز 2

 )هاي عامل به آبانتقال گروه(هاي هيدروليز واكنش هاهيدرولاز 3

 ها هاي دو گانه يا ايجاد پيوند دو گانه با برداشت گروهها به پيوندافزودن گروه هالياز 4

 ها در داخل مولكول ها جهت ايجاد اشكال ايزومريانتقال گروه هاايزومراز 5

هاي كندانساسيون و در طيواكنش C-C ،C-S ،C-O ،C-Nهايتشكيل پيوند هاليگاز 6
 ATPهمراه با تجزيه 
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 :هافعاليت آنزيم-1-2-3

 :هاچند اصطلاح در مورد فعاليت آنزيم-1-2-3-1

5Fواحد بين المللي)1

از سوبسترا را به ) μmol( ميزان آنزيمي است كه در مدت يك دقيقه، يك ميكرومول: :6

 .كندمحصول تبديل مي

-يك كاتال مقداري از آنزيم است كه در مدت يك ثانيه، يك مول از سوبسترا را به محصول تبديل مي :كاتال)2

 .كند

6Fفعاليت ويژه)3

-گرم از كل پروتئين ميآنزيمي موجود در هر ميليهاي فعاليت ويژه يك آنزيم، تعداد واحد ::7

 .باشد

7Fعدد نو سازي)4

هاي سوبسترايي است كه در يك زمان خاص توسط يك مولكول آنزيم، معادل تعداد مولكول ::8

 .)Ringia, Garrett et al. 2004( گردددر زمان اشباع بودن آنزيم از سوبسترا به محصول تبديل مي

 :جايگاه فعال آنزيم-1-2-3-2

-ماندهاكثر باقي. جايگاه فعال هر آنزيم در مقايسه با اندازه كلي مولكول پروتئين، از نظر اندازه كوچك است

هاي كاتاليتيك يك فاصله وزاويه بين باقيمانده. اسيد آنزيم در تماس مستقيم با سوبسترا قرار ندارندهاي آمينو
هاي موجود در ساختار پروتئين آمينهاكثر اسيد. آنزيم و سوبسترا، بايد صحيح باشد تا كاتاليز بتواند انجام شود

8Fنقش يك داربست

 Hopfer( شوندها را سبب ميهاي عملكردي سوبسترابزرگ را دارند كه ترتيب مناسب گروه 9

and Devlin 2002(. 

 

                                                            
6.International Unit 

7.Specific activity 

8.Turnover number 

9. Scaffold 
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 :شيمي فضايي جايگاه فعال آنزيم-1-2-3-3

9Fبراي شرح چگونگي اتصال آنزيم به سوبسترا، آگسون

گفت كه بايد حداقل سه نقطه متفاوت براي  10
10Fاتصالهاي در اين فرضيه دو جايگاه، بعنوان جايگاه. اتصال بين آنزيم و سوبسترا وجود داشته باشد

هستند و يك  11
11Fجايگاه، به عنوان جايگاه كاتاليتيكي

هاي كاتاليتيكي و اتصال اين منطقه از آنزيم كه شامل جايگاه. باشدمي12
12Fهستند را جايگاه فعال يا مركز فعال

دهد و جايگاه فعال فقط قسمت كوچكي از آنزيم را تشكيل مي. آنزيم گويند 13
در . باشدرس سوبسترا قرار گيرد، معمولاً در سطح يا نزديك سطح ميچون اين جايگاه بايد به راحتي در دست

نشان داده كه شكافي در آنزيم وجود دارد و كل سوبسترا يا قسمتي از سوبسترا  xبعضي موارد، مطالعه تابش اشعه 
 Palmer( استمعمولاً اتصال بين سوبسترا و آنزيم ضعيف و از نوع غير كووالان . تواند در اين شكاف تثبيت شودمي

2001( 

 

 :حالت گذار-1-2-3-4

. باشدكند براساس مدل حالت گذار مياي كه چگونگي وقوع يك واكنش شيميايي را بيان ميفرضيه
هاي ساختاري و ويژگيو محصولات هركدام ) سوبسترا( گر واكنشاي اين مدل اين است كه مواد آغازمفهوم پايه

كه نه طوريشوند بهها متحمل تغييراتي ميحالت گذار ساختاري است كه در آن پيوند. شيميايي خاصي دارند
ها در حال تشكيل بوده و در واقع حالت گذار وضعيتي است كه پيوند. گر و نه شبيه محصولات باشدشبيه مواد آغاز

طور رسيدن به حالت گذار، انرژي مورد نياز است و سرعت انجام واكنش بهبراي . ها در حال تغيير استهندسه آن
حالت گذار ماهيتي دارد كه قابل مشاهده يا .معكوس با انرژي مورد نياز براي رسيدن به حالت گذار متناسب است

وبسترا ، سرعت تشكيل حالت گذار از س)ΔE(يك كاتاليزور به سادگي با كاهش انرژي حالت گذار. جداسازي نيست
سازي، باعث پايداري حالت گذار و در نتيجه افزايش سرعت ها از طريق كاهش انرژي فعالآنزيم .دهدرا افزايش مي

-ي آنزيم با مولكول در حالت گذار انجام ميآمينهمانده اسيدكنش باقياين مورد از طريق ميان. شوندواكنش مي

 . )Hopfer and Devlin 2002( پذيرد

                                                            
10.Ogston 

11.Binding sites 

12.Catalytic sites 

13.Active centre 
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 :اتصال محكم در حالت گذار-1-2-3-5

گونه اتصال شود ولي به سوبسترا و محصول نهايي اينمتصل مي طور محكمي به حالت گذاريك آنزيم به
. طور محكم به سوبسترا متصل شود، انرژي زيادي براي رسيدن به حالت گذار نياز خواهد بوداگر آنزيم به. يابدنمي

ل طور محكم به محصول نهايي متصل شود چون در اين صورت جدا شدن محصوتواند بهطور مشابهي آنزيم نميبه
آنزيم نياز دارد كه محصول را رها كند تا بتواند مجددا با مولكول ديگري از . از آنزيم، خيلي سخت خواهد شد

 .)Hopfer and Devlin 2002( كنش بدهدسوبسترا ميان

 :قرار مي گيرد pHفعاليت آنريمي تحت تأثير -1-2-3-5

دهند و در باشند كه در آن حداكثر فعاليت را نشان ميمطلوب مي) pHيا دامنه (pH ها داراي يك آنزيم
pHآمينه موجود در جايگاه فعال هايهاي جانبي اسيدزنجيره. يابدها كاهش ميتر از آن، فعاليت آنيا پائين تربالا

ها در يك حالت ها بستگي به حفظ آنهاي ضعيف عمل كنند كه اين عمل آنها يا بازممكن است به صورت اسيد
هاي ديگر ساختمان هاي موجود در محلآمينههاي جانبي، ساير اسيدعلاوه زنجيرهيونيزاسيون خاص دارد؛ به

 نمايند كه براي ايجاد و حفظ ساختمان پروتئين مفيد هستندهاي متقابلي شركت ميپروتئين نيز در واكنش
)Lehninger, 2005.( 

 :سنجش فعاليت آنزيم-1-2-3-6

يا محصول  شود لذا از تغييرات غلظت سوبسترادر واكنش آنزيمي طي واكنش خود آنزيم مصرف نمي
: هاي مختلفي وجود دارد از جملهها روششود براي مطالعه فعاليت آنزيمبراي سنجش فعاليت آنزيم استفاده مي

 .سنجي، راديومتري و استفاده از ليزرطيف

 :سينتيك واكنش هاي آنزيمي-1-3
شيميايي تغييرات باشد و ارتباطي با ماهيت سينتيك علم مطالعه سرعت واكنش و عوامل مؤثر بر آن مي

ارائه  1867هاي سينتيكي بر اساس قانون اثر جرم گولد برگ و واگ كه در سال تمامي كار .صورت گرفته ندارد
) فعاليت(متناسب با حاصل ضرب غلظت  كند كه سرعت هر واكنش شيمياييشده، استوار است اين قانون بيان مي

چند كه اين دو شود، هربه جاي فعاليت از غلظت استفاده ميبراي مقاصد علمي . باشدها ميگرهر يك از واكنش
 .شوندهاي بسيار رقيق تقريبا با يكديگر برابر مياند ولي در محلولعامل با هم متفاوت
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 :ت سوبسترا بر روي سرعت واكنش آنزيمي اثر داردظغل-1-3-1
خالص در محيط آزمايشگاه، يك عامل كليدي مؤثر بر روي سرعت واكنش كاتاليز شده توسط يك آنزيم 

در طي دوره واكنش با تبديل سوبسترا به محصول مطالعه اثرات غلظت  [S]هر چند تغييرات . باشد، مي[S]غلظت،
، در زماني V0يك روش سادهشده در آزمايشات كينتيكي، اندازه گيري سرعت ابتدايي،. كندسوبسترا را پيچيده مي

حال اگر زمان بعد از شروع يك واكنش، به اندازه كافي . ، است[E]ظت آنزيم، تر از غلعموما بيش [S]باشد كه مي
 .ناچيز بوده و مي توان آن را ثابت در نظر گرفت [S]كوچك باشد، تغييرات 

 

 .اثر غلظت سوبسترا بر روي سرعت اوليه يك واكنش آنزيمي: 3-1شكل 

در غلظت نسبتا . استبالا نشان داده شدهدر غلظت ثابت آنزيم، در شكل  V0متفاوت بر روي  [S]اثر 
در پاسخ به V0هاي بالاتر سوبسترا، در غلظت. يابدافزايش مي [S]تقريبا به طور خطي با افزايش V0پائين سوبسترا، 

در پاسخ به V0رسيم كه بعد از آن افزايش اي مييابد و بالأخره به نقطه، كمتر و كمتر افزايش مي[S]افزايش 
-، ميVmaxنزديك به سرعت حداكثر، V0اين ناحيه كفه مانند . گرددديگر مشاهده نمي [S]افزايش 

 ).Lehninger, 2005(باشد

هاي كاتاليز شده هاي سرعت اوليه عليه غلظت اوليه سوبسترا در غلظت ثابت آنزيم در واكنشدر نمودار
چنين . هاي بالا درجه صفر داردهاي پائين سوبسترا واكنش درجه اول و در غلظتتك سوبسترايي، در غلظت

 :باشدمنحني داراي معادله عمومي زير مي
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a وbثابت . ثابت هستندaحد اكثر سرعت واكنش(Vmax)  است وb مقدار[S0] را هنگامي كهV0=Vmax/2 

دهند و اين سوبسترا را تشكيل مي-آنزيم و سوبسترا به يكديگر متصل شده و كمپلكس آنزيم. دهدباشد نشان مي
 .شودكمپلكس هم، به آنزيم و محصول شكسته مي

 

-سوبسترا محدود مي-سرعت كلي واكنش به مقدار آنزيم در دسترس و سرعت شكستن كمپلكس آنزيم

سوبسترا -ها به صورت كمپلكس آنزيماگر آنزيم از سوبسترا اشباع باشد، آنزيم آزادي وجود ندارد و تمام آنزيم. شود
 :بنابراين) Cornish-Bowden A, 1979( آمده استدر

 

 

 :هاي آنزيمي تك سوبستراييسينتيك واكنش-1-3-2

 : منتن-معادله ميكائيليس-1-3-2-1

و  1902توسط هنري در سال V0= Vmax[S0]/ [S0]+bهاي سينتيكي براي تشريح معادله ارائه مدل
اين واكنش توسط . هالدن گسترش يافتبريگس و  صورت گرفت و بعد توسط 1913ميكائيليس و منتن در سال 

-طور غير مستقيم به دست ميو ثابت كاتاليتيكي كه به) Km(منتن -ثابت ميكائيليس: شوددو ثابت مشخص مي

شود، منتن از يك واكنش ساده، تك سوبسترايي و برگشت ناپذير مشتق مي-اگر چه معادله ميكائيليس). Kcat(آيد
 .)Cornish-Bowden A, 1979( مانديده نيز معتبر باقي ميهاي پيچتر واكنشاما براي بيش

 :ها به صورت زير استترين معادله عمومي اين واكنشساده
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چه بررسي به زمان ابتدايي محدود شود غلظت محصول ناچيز است و سرعت واكنش برگشتي قابل چنان
شود و شكستن برقرار مي فوراً ESو  E،S فرض ميكائيليس و منتن اين بود كه تعادل بين. صرف نظر كردن است

ES  طبق اين معادلات و با فرض حالت تعادل و به . هم زندتر از آن است كه اين تعادل را بربه محصول بسيار كند
 :توان معادله زير را براي سرعت اوليه نوشتمي[ES] دست آوردن مقدار 

 

خواهد آمد و در [ES]تر از آنزيم باشد، كل آنزيم به صورت كمپلكس ت سوبسترا بسيار بيشظچه غلچنان
اگر بپذيريم . را نوشتVmaxو يا  k2[ES]مي توان  k2[E0]در اين حالت سرعت آنزيم حداكثر است پس به جاي 

 [S]تر از غلظت اوليه آنزيم است در زمان كوتاه اوليه، مانند اين است كه بسيار بيش [S0]غلظت اوليه سوبسترا 
 ).Cornish-Bowden A, 1979( كندتغيير مهمي نميESاست و غلظت كمپلكس  [S0]تغيير نكرده و همان 

 

 

 :منتن-هالدن در معادله ميكائيليس-تغييرات بريگس-1-3-2-2

ها مورد قبول نيست چرا كه سرعت توليد محصول اين منتن براي بسياري از آنزيم-فرضيه مكائيليس
سوبسترا در -در نتيجه آنزيم، سوبسترا و كمپلكس آنزيم. زنداي سريع است كه تعادل را بر هم ميها به اندازهآنزيم

 گاه با گذشت زماني كوتاه بعد ازتر ازغلظت آنزيم باشد آنتعادل نخواهند بود و چنانچه غلظت سوبسترا خيلي بيش
سوبسترا با گذشت -ايجاد خواهد شد كه در آن غلطت كمپلكس آنزيم مخلوط كردن آنزيم و سوبسترا حالت پايا

حالت پايا پس از چند ميلي ثانيه از شروع واكنش آغاز شده و تا چند دقيقه بعد از اين كه . ماندزمان ثابت مي
 .غلظت محصول به حد قابل توجهي برسد ادامه دارد

تفاوت  Ksبا Kmمنتن مي باشد ولي تعريف ثابت -در زير آورده شده است مشابه معادله ميكائيليس اين معادله كه
 ,Cornish-Bowden A( منتن نام گرفت-اين معادله به افتخار محققين قبلي، معادله ميكائيليس. هايي دارد

1979.( 
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 در غلظت ثابت آنزيم در واكنش تك سوبسترايي S0عليه  V0منحني : 4-1شكل 

 :منتن-هاي كليدي معادله ميكائيليسپارامتر-1-3-2-3

Kcat: شود و مقدار توليد بيشينه محصول تحت اين پارامتر به عنوان عدد ميزان گردش آنزيم شناخته مي

نشان Kcatمقادير بزرگ تر . كندوضعيت اشباع سوبسترا در هر واحد زمان و به ازاي هر واحد آنزيم را بيان مي
 ).Cleland W. W,1967( تر وقايع كاتاليتيك استدهنده رخداد سريع

Km :با در نظر گرفتن يك . شودكه به نام ثابت ميكائيليس ناميده ميpH دما و وضعيت اكسيد و احياي ،

-به سوبستراي خود را نشان ميبراي يك آنزيم ثابت است و پارامتري است كه قدرت اتصال اين آنزيم Kmپايدار، 

 .Cleland W( بسيار كم است K-1و K1در مقايسه با  Kcatكند كه منتن فرض مي-معادله ميكائيليس. دهد

W,1967( 
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به عبارت ديگر وقتي تمايل به . اندبرابر Ksو  Kmتوان گفت گاه ميباشد آنK-1˃˃K2بديهي است در صورتي كه 
شود و واكنش به صورت زير در نظر گرفته واكنش باشد، چنين شرطي حاصل ميبيش از پيشرفت  ESتفكيك 

 .)Cleland W. W,1967(شودمي

E + S  ES 

 :و در نتيجه

 

تواند به عنوان مقدار شود و ميبه عنوان بازده كاتاليتيك تعريف مي Km /Kcatنسبت :بازده آنزيمي

باشد، فرآيند كاتاليز به شدت سريع است  K-1تر از بسيار بيش Kcatوقتي . اختصاصيت سوبسترا در نظر گرفته شود
ترين حد براي اين بر اساس قوانين انتشار، بالا. باشدو بازده آنزيم وابسته به توانايي آن در اتصال به سوبسترا مي

 است 108-109شود، بين هاي بين آنزيم و سوبسترا تعيين ميها، همان گونه كه توسط فراواني برخوردنسبت
)Cleland W. W,1967.( 

Vmax :اين اندازه گيري به صورت نظري است زيرا در . آوردحداكثر سرعتي است كه آنزيم به دست مي

اند به دست خواهد هايشان متصل شدههاي آنزيمي را كه به طور محكم به سوبسترازمان داده شده، تمام مولكول
 ).Cleland W. W,1967(رسد آيد اما به آن نميدست ميهاي بالاي سوبسترا به در غلظتVmax. آورد

 

 ): Km(اهميت ثابت ميكائيليس -1-3-2-4

 :يك آنزيم به دلايل مختلفي اهميت دارد Kmشناسايي مقدار عددي 

1. Km احتمال اين كه اين مقدار به ميزان قابل ملاحظه. دهدمقدار تقريبي سوبسترا را در داخل سلول مي-

بايد خيلي حساس به  Vباشد،  Km˃˃[S]چه در داخل سلولچنان. باشد، كم استKmتر از كوچكتر يا اي بزرگ
همچنين، از . افتدباشد، از كار ميVmaxʋ˃˃تغييرات غلظت باشد، ولي بيش تر پتانسيل كاتاليزوري آنزيم وقتي كه 
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و در  =Km[S]در  ʋاختلاف بين . برسدVmaxتواند به مقدار نميʋباشد، چون نمي Km˃˃[S]نظر فيزيولوژي 

Km103[S]=هچنين، در. ، تنها دو برابر استKm˃˃[S] ،ʋ  نسبت به تغييرات كوچك[S]شود، غير حساس مي. 
-هاي ارگانيسماي براي مقايسه آنزيموسيله Kmبراي هر آنزيم مقدار ثابتي است، مقادير عددي Km چون  .2

به اين طريق، . باشدارگانيسم و يا مراحل مختلف پيشرفت يك بافت ميهاي متفاوت يك هاي متفاوت، يا بافت
-، است يا آنزيم متفاوتي است كه واكنش يكساني را كاتاليز ميB، همان آنزيم Aتوان تعيين كرد كه آيا آنزيم مي

 .كند
 Kmچه چنان. ، روشي براي تنطيم فعاليت يك آنزيم استKmتغيير ناشي از وجود ليگاند در مقدار مؤثر  .3

ها يا فعال گاه بايد در مورد مهار كنندهر برسد، آنظبزرگ به ن) غير فيزيولوژيك(تعيين شده در لوله آزمايش 
با اندازه . دارندKmهايي تحقيق كنيم كه در شرايط لوله آزمايش، نقش در افزايش يا كاهش مقدار مؤثر كننده

 .هاي مهم فيزيولوژي را مشخص كردكنندههارتوان م، ميKmگيري اثرات تركيبات مختلف روي مقدار 
را تعيين Vmaxباشد و بنابراين Km˃˃[S]توان شرايط آزمايش را طوري به وجود آورد كه ، ميKmبا داشتن  .4

 .باشدمي [E]ميزاني از Vmax. نمود
5. Km يي كه سوبسترا. كندهاي مختلف يك آنزيم بخصوص را مشخص ميمناسب بودن نسبي سوبسترا

تربن بهترين سوبسترا آن است كه بيش .ترين تمايل ظاهري را براي آنزيم داردرا دارد، بيشKmترين مقدار كم
 .را داشته باشدVmax/Kmمقدار 

-گاهي تمايل آنزيم به صورت زير تعريف مي. تواند ميزاني از تمايل آنزيم باشدمي) Km)1/Kmمعكوس  .6

 :شود

 

مقدار . باشدتر ميكم E + Sبه  ESتر باشد، تمايل به تفكيك كوچك Ksواضح است كه هر چه مقدار 
Kmتواند ميزاني از يك آنزيم ميKs لذا معكوس . شوندآن آنزيم باشد و حتي تحت شرايطي، اين دو با هم برابر مي
Kmبه بيان ديگر، هر چه . عنوان ميزاني از تمايل آنزيم قلمداد شودتواند بهميKmر باشد، تبراي يك آنزيم كوچك

 ).Cleland W. W,1967( تر استشتاب عمل آنزيم روي سوبسترا بيش
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 :كهاي سينتيكيهاي مختلف ترسيم دادهروش-1-3-3
هاي مختلف زير، از اين رو از روش. آيدهاي هذلولي شكل به دست مياز نمودارKm و Vmaxتعيين مقدار 

 ). Metzler D. E, 2003(شودهاي سينتيكي آنزيم استفاده ميبراي تعيين ثابت

 :برك-معادله لينويور-1-3-3-1

 منتن معادله خود را ارائه كردند-معادله ميكائيليسبا معكوس كردن  1934لينويور و برك در سال  

)Metzler D. E, 2003.( 

 

 

 برك-نمودار لينويور: 5-1شكل 

 

 :هافستي -معادله ادي-1-3-3-2

 :رسيمهافستي مي-ضرب شود، به معادله ادي V..Vmaxبرك در -چه طرفين معادله لينويورچنان
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، عرض از مبدأ Km–رسم شود، خطي راست با شيب V0/[S0]عليه V0ست اگر طور از معادله پيداهمان
Vmax مبدأو طول ازVmax/Kmآيددست مي به )Metzler D. E, 2003.( 

 :ولف-معادله هانز-1-3-3-3

 :آيدضرب شود، اين معادله به دست مي  [S0] برك در-چه طرفين معادله لينويورچنان

 

براي . آيندهاي مورد نظر از روي شيب خط، عرض از مبدأ و طول از مبدأ به دست ميترتيب مجهولبدين
آنزيمي از اين  شود و در اغلب مقالاتبرك انتخاب مي-ترين دقت لازم نيست، روش لينويورهاي معمولي كه بالاكار

 ).Metzler D. E, 2003( شودروش استفاده مي

 :مهار آنزيمي-1-3-4
كننده آنزيمي شناخته اي كه باعث كند شدن سرعت يك واكنش آنزيمي شود، تحت عنوان مهارهر ماده           

مكانيسم عمل هاي سلولي است و بررسي ترين مكانيسمشوندگي آنزيمي يكي از يكي از مهممهار. شودمي
هم چنين ساختمان فيزيكو. باشدهاي آنزيمي داراي اهميت فراوان ميمهارشوندگي، از نظر شناسايي ويژگي

شوندگي مطالعات مهار. شيميايي جايگاه فعال و مكانيسم سينتيكي واكنش ممكن است به اين طريق مشخص شود
ها، مواد نگهدارنده، سموم و آفات گياهي مورد استفاده هاي دارويي، آنتي بيوتيكتواند در انواع زمينهآنزيمي مي
ناپذير تقريبا هميشه شامل اتصال يك مهار برگشت. ناپذير باشدتواند برگشت پذير يا برگشتمهار مي. قرار گيرد

 كوالانسي يك مهارمهار برگشت پذير شامل اتصال غير. سازدماده سمي است كه آنزيم را به طور دائمي ناتوان مي
سه نوع مكانيسم مهار وجود . شودكننده به آنزيم است كه در نتيجه باعث يك كاهش موقتي در فعاليت آنزيم مي

 : دارد
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13Fمهار رقابتي) 1

 .يابدافزايش ميKmثابت وVmaxكننده ، ، با افزايش غلظت اين مهاركه  14

 

 مهار رقابتي:. 6-1شكل 

14Fرقابتيمهار نا)2

 .يابندهردو كاهش مي Kmو  Vmaxكننده نارقابتي، غلظت مهاربا افزايش كه طي آن  15

 

                                                            
14Competitive 
15Uncompetitive 
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 رقابتيمهار نا: 7-1شكل 

15Fرقابتيمهار غير)3

 .يابدكاهش ميVmaxثابت و  Km، كه با افزايش غلظت اين نوع مهار كننده 16

اين هاي مخلوط يا جزئي از هاي معمول شامل مكانيسمالبته در حقيقت نوع مهار پيچيده است و واكنش 
 .)Cleland W. W,1967( سه مكانيسم هستند

 

 مهار غير رقابتي: 8-1شكل 

 :طيف سنجي-1-4
رود كه البته هيچ يك به هاي متفاوتي به كار ميهاي حياتي، روشبراي مطالعه ساختار ماكرومولكول

تواند توصيف نسبتا هاي مختلف ميبه كارگيري روش. تنهايي شناخت كاملي از آن در اختيار ما قرار نخواهد داد
هاي مطالعه ساختار ترين روشهاي طيف سنجي از مهمروش. صحيحي از ساختار ماكرومولكول ارائه دهد

توان به روش فلورسانس، رزونانس مغناطيسي و رزونانس مغناطيسي به عنوان مثال مي. هاستماكرومولكول
و رامان )CD(، دو رنگ نمايي حلقوي )IR(قرمزهايي مثل طيف سنجي مادون روش. اشاره نمود) NMR(هسته

 , Freifelder(روند ها در يك پروتئين يا اسيد نوكلئيك به كار ميبراي تعيين ساختار دوم نظير مقدار مارپيچ

1986(. 

                                                            
16Noncompetitive 
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 :كروموفور-1-4-1
. شودكروموفور يك مولكول يا بخشي از يك مولكول است كه از طريق جذب فوتون تحريك مي

ترين جذب را هاي مختلف قادر به جذب پرتو با طول موج معيني هستند و در طول موج معيني بيشكروموفور
انرژي تحريك به طور معمول از طريق برخورد مولكول تحريك . شودنشان داده مي maxVدارند كه اين مقدار با 

ها در پروتئين. يابدانس نشر ميشده با مولكول ديگر به گرما تبديل شده و يا اين كه به صورت فوتون طي فلوئورس
نسبت maxʎدر مورد تريپتوفان مقدار . باشد يآلانين مهاي تريپتوفان، تيروزين و فنيلآمينهها شامل اسيدكروموفور

طور كلي فلوئوفور مناسب داراي به. تر است، بنابراين فلورسانس تريپتوفان متداول استآمينه ديگر بيشبه دو اسيد
 .)Zuby, 1998( باشدآروماتيك به شدت سخت ميحلقه 

 :دستگاه اندازه گيري جذب نور مرئي و ماوراء بنفش-1-4-2
ها طيف سنج. شودگيري جذب نمونه مورد نظر به وسيله دستگاه طيف سنجي جذبي انجام مياندازه

، يك )نتخاب طول موجبراي ا(هاي مختلفي دارند ولي همگي شامل يك منبع نور، يك تك رنگ كنندهگرچه طرح
عمل اين دستگاه به اين صورت است كه نور با . باشنداي شفاف به نام سل و يك تشخيص دهنده نور ميجا نمونه

تواند يك حلال باشد تابيده و ميزان نور عبوري آن سنجيده و جذب يك طول موج خاص، به محفظه شاهد كه مي
با كم نمودن جذب شاهد از نمونه . شودتابيده و جذب آن معين ميسپس همان نور به نمونه . شودآن تعيين مي

در برخي از . گيردها به صورت خودكار انجام مياين عمل در برخي از دستگاه. آيدمقدار جذب ماده به دست مي
 .)Freifelder , 1986( شودهاي مختلف سنجش و طيف جذبي حاصل ميها جذب در طول موجدستگاه

 

 :هاي مهم طيف سنجي جذبيكاربرد-1-4-3
توان به تعيين غلظت مجهول ماكرومولكول، بررسي اتصال ليگاند به هاي مهم اين روش مياز كاربرد

ها ماكرومولكول، شناسايي ماكرومولكول، پيشرفت واكنش، مطالعات سينتيكي و مطالعات دگرگون سازي پروتئين
 ).Zuby, 1998( اشاره كرد

 :شوندبراي ارزيابي ساختار و عملكرد پروتئين استفاده مي هاي طيف سنجيروش-1-4-4
) uv(هاي پپتيدي، امواج فرابنفش چنين پيوندآلانين و تريپتوفان و همهاي جانبي تيروزين، فنيلزنجيره

جذب در ناحيه . آن بستگي دارد) ε(كارايي جذب هر ناحيه كروموفر به ضريب خاموشي مولي . كنندرا جذب مي
هاي جانبي هنگامي كه كه زنجير. هاي جانبي آروماتيك استعمدتا ناشي از زنجير nm300تا nm 260بين 
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تر هاي بالا، جذب به طول موج)است 10گروه آن حدودا برابر  pK´a(شوند هاي بالا يونيزه ميpHتيروزين در
) far-UV (UV)nm230-180(هاي پپتيدي در ناحيه دور پيوند. يابدشيفت پيدا كرده و جذب مولي افزايش مي

هاي پپتيدي بالا و پايين  دهاي پيونهليكس، با الكترون -αهاي  يك پيوند پپتيدي در آرايش فضاي. جذب دارند
ها در يك جايگاه دهد كه در چنين سيستمي الكترونكنش ميخود به منظور تشكيل يك سيستم تهييجي ميان

تر تر يا بالاجذب براي هر پيوند پپتيدي مجزا در يك طول موج پايين نتيجه، جابجايي بيشينه. مشخص قرار ندارند
هم زمان با . دهدهاي دوم و سوم يك پروتئين اطلاعاتي به ما ميدر مورد ساختارUVطيف سنجي . خواهد بود

هايي هاي جذبي پيوند پپتيدي تفاوتجي، در ويژگييدگرگون شدن يك پروتئين، به خاطر تخريب سيستم تهي
به علاوه، جذب بيشينه يك ناحيه كروموفر آروماتيك، در يك محيط آبي نسبت به يك محيط غير . شودجاد مياي

 .)Bashford C. L and harris D. A, 1987( افتدتري اتفاق ميهاي پايينقطبي، در طول موج

 ليزوزيم -1-5

ريشه اسيد امينه كه در  129پروتئيني است با  EC 3.2.1.17 و ) (C.A.S.: 12650-88-3ليزوزيم         

ان  و ان استيل موراميك اسيد بين ريشه هاي 4و1بتا دسته هيدرولاز ها طبقه بندي مي شود و هيدروليز پيوند 
را در ان استيل دي گلوكوز آمين چنين ريشه هاي  در پپتيدوگليكان ها و هماستيل دي گلوكوز آمين 

chitodextrins اسامي ديگر اين آنزيم . كيلودالتون است 7/14وزن ملكولي تقريبي اين آنزيم . ي كندرا كاتاليز م
1,4-N-acetylmuramidase, L-7001, N,O-diacetylmuramidase, PR1-Lysozyme, 
Globulin G1, Globulin G, Lysozyme g, Mucopeptide N-acetylmuramoylhydrolase , 

Mucopeptide glucohydrolase ، Muramidas ليزوزيم در ترشحات موكوسي از قبيل اشك و . هستند
اين . از كل پروتئين سفيده تخم مرغ را شامل مي شود% 3اين آنزيم در غلظت هاي بالا حدود . بزاق وجود دارد

ا انزيم فقط بر باكتري هاي گرم مثبت عمل كرده و ديواره آنها را ليز مي كند و باكتري هاي گرم منفي و مخمر ه
اين . كشف شدالكساندر فلمينگ  توسط 1922از لحاظ تاريخي ليزوزيم در سال . نسبت به آن كاملا مقاوم هستند

ترشحات مربوط به سيستم تنفسي از طريق بيني . كشف شدالكساندر فلمينگ   آنزيم تصادفا در آزمايشگاه شخصي
طور  هاين حادثه ب. از مدتي ليز شده بودند ديش حاوي محيط كشت باكتري افتاده بود و باكتري ها بعد در پتري

ه ساختمان ليزوزيم ب 1965در سال . عنوان ليزوزيم شناسايي شده دقيق بررسي شد و آنزيم اصلي عمل كننده ب
براي . آنگستروم شناسايي شد 2با قدرت تفكيك ديويد چيلتون فليپس توسط آقاي   Xاشعه آناليز هايوسيله 

بود كه اين بخاطر خصوصيات بي نظير اين آنزيم   Xاشعه هترين موضوع براي آناليز هايساليان طولاني ليزوزيم ب
دومين خصوصيت آن . است اولين خصوصيت بي نظير اين آنزيم خالص سازي راحت آن از سفيده تخم مرغ است

استيل موراميداز ليزوزيم ها اندو  .ديده مي شود تر كريستاله شدن آن است كه اين موضوع در ديگر پروتئين ها كم
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 Menendez-Arias et( دارند و در طيف گسترده اي از ارگانيسم ها يافت مي شوند EC 3.2.1.17هستند كه 

al., 1985; Torrens, 2001; Powroznik et al., 2004( .دين نوع اين آنزيم در همه جا موجود است، چن
نظر براي زندگي حيوانات در محيط ه ليزوزيم ب. در بخش هاي مختلف از سلسه حيوانات توزيع شده اندليزوزيم 

طور كلي ساختمان ه ب. )Ponkham et al., 2010(هاي عفوني كننده فرصت طلب مهم است هايي با باكتري
 دومين ورقه اي بتاو يك  89-129 و 1-39شامل ريشه هاي  دومين آلفا هليكس : كه شامل دمين ليزوزيم به دو

ليزوزيم . )Refaee et al., 2003; Bordbar et al., 2007( شود تقسيم بندي مي 40-88شامل ريشه هاي
-123ريشه هاي (C- و ) 12-1ريشه هاي ( -Nمناطق  :1منطقه. منطقه آنتي ژنيك شناخته شده است 5شامل 

-29اين منطقه شامل ريشه هاي : 2منطقه. مي شوند متصلبه همديگر  Cys6-Cysl27ترمينال كه توسط ) 129
شيت  βيك ناحيه : 3منطقه . با هم كراس لينك شده اند Cys30-Cysll5د كه توسط مي باش 123-109و  37

: 4منطقه . است كه پل دي سولفيدي در اين منطقه ديده نمي شود 54-38آنتي پارالل كه شامل ريشه هاي 
كراس لينك  Cys64-Cys80مي باشد كه توسط 82-64شامل ريشه هاي ) Іبه نام لوپ(اولين منطقه حاوي لوپ 

-Cys76است كه توسط  96-76شامل ريشه اي ) ІІنام لوپه ب(دومين ناحيه حاوي لوپ :  5منطقه . مي شوند

Cys94  شده اندمتصل به هم )Kondo et al., 1982; van den Berg et al., 1999( . ليزوزيم به طور
، كبد، روده و بافت latex humorsفراوان در بدن انسان وجود دارد در بخش هايي مانند اشك، بزاق، پوست، 

اين . داراي غلظت بسيار بالايي استسفيده تخم مرغ اين آنزيم به طور فوق العاده اي در . هاي لمفاتيك وجود دارد
 Chen et(انسان مي شود در سيستم ايمنيتوانايي و باعث افزايش  دآنزيم جريان چرخش خون را بهبود مي بخش

al., 2009( .عنوان نگهدارنده به موادي مثل ه ليزويم يك آنزيم نسبتا كوچك مونومريك كروي مهمي است كه ب
عنوان يك سيستم ه چنين از ليزوزيم ب هم. شيدني هاي مختلف اضافه مي شودشير گاو، پنير، سالادهاي آماده و نو

 Ueda et al., 2001; Arica and( مدل براي مطالعه و رفتار آنزيم ها و پروتئين ها استفاده مي شود

Bayramoglu, 2005; Zhao and Yang, 2008(. يسم اضافه شدن ليزوزيم به پنير مانع رشد ميكروارگان
Clostridium tyrobutyricum  مي شود و هم چنين اضافه شدن آن به شراب ها مانع تخمير مالولاكتيك مي

برخي از انواع ليزوزيم . )Kerkaert and De Meulenaer, 2007; Dembczynski et al., 2010(شود 
 و  (EC 3.2.1.14)گليكوزيداز  ان مثال با سوبسترا هاي گسترده تر مورد شناسايي قرار گرفته اند به عنو

chitosanases  با (EC 3.2.1.132) توانايي هيدروليز پيوند بين ريشه هاي ان استيل گلوكوز آمين در كيتين
موراميداز هاي باكتريايي يك نقش مهمي در متابوليسم ديواره در طي  .را به ترتيب دارند chitosanو مولكول 

 ,.Petrovskii et al( ولي در مهره داران اين نقش حفاظتي است. مراحل رشد سلولي و تقسيم شدن دارند

ترمينال قرار -Nاسيد امينه ليزين كه يكي از آنها در  6. دارد) بار مثبت( اسيد آمينه كاتيوني18اين آنزيم . )2009
اسيد  12از طرفي اين آنزيم داراي . اسيد آمينه آرژنين و يك هيستيدين را دارا است 11است و همچنين گرفته 
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ترمينال خود -Cاسيد آسپارتيك و يك لوسين در  9اسيد گلوتاميك،  2است كه شامل ) بار منفي(آمينه آنيونيك 
اين ساختار كروي فشرده داراي پنج هليكس آلفا و سه رشته ناهمسو بتا شيت و مقدار زيادي رندوم كويل و .  است

بيشتر پيوند هاي دي سولفيد در منطقه الفا هليكس قرار دارند و بنابراين با تغيير در پيوند هاي . بتا ترن مي باشد
.  )Wu and Narsimhan, 2008(نند و فعاليت آنزيم تغيير مي كند دي سولفيد، الفا هليكس ها تغيير مي ك

يولوژيك، ليزوزيم هيچ گونه فيز pHدر دامنه . نشان مي دهند كه اين آنزيم  سخت و پايدار استX مطالعات اشعه 
درجه سانتي گراد نشان نمي دهد و از طرفي در دماي فيزيولوژيكي اين آنزيم هيچ گونه 77تغيير ساختاري را تا 

پيوند دي سولفيدي  4اين پايداري بالاي ليزوزيم منسوب به . نشان نمي دهد 3/11تا2/1هاي    pHتغييري را از 
 Ruso et(واكنش هاي هيدروفوبيك بين اسيد آمينه هاي اين آنزيم است  و هم چنين پيوند هاي هيدروژني و

al., 2003; Ruso et al., 2004( .يكي از جايگاه هايي كه در بدن انسان ليزوزيم توليد مي شود غدد اشكي  )
lacrimal gland (در غدد اشكي انسان ليزوزيم چه  .هستند البته مكانيسم توليد ليزوزيم هنوز ناشناخته است

ملكول ليزين  6همه . )Saleh and Ibrahimi, 1995(در حالت التهاب و چه در حالت غير التهاب فعال است 
 Ong( ند و بنابراين انتخابي مناسب براي تغيير شكل و يا جانشيني استآنزيم ليزوزيم در سطح آنزيم قرار گرفته ا

et al., 2009( . تيروزين است كه آن را جهت فعاليت هاي  3اسيد آمينه تريپتوفان و  6اين آنزيم داراي
 pH=6/5اين آنزيم درمحلول هاي آبي با . )Yue et al., 2008( اسپكتروفوتو و فلوريمتري مناسب مي سازد

هسته داخلي ليزوزيم آب گريز است ولي در سطح آنزيم ريشه . )Sahu et al., 2005( است 8+داراي بار خالص
هاي pHهاي پايين به صورت مونومر است ولي در   pHاين آنزيم در. هاي آب گريز و يوني توزيع شده اند

 pHمطالعات اخير نشان داده اند كه ديمريزاسيون وابسته به . تمايل دارد كه به حالت اوليگومر باشد) ˃5/4(بالا
 =5/4pHزيرا ). دارد 3/6غير معمول بالاpKa يك Glu-35(در جايگاه فعال آنزيم Glu-35شامل دپروتونه شدن 

تراكم . لت پروتونه باقي مي ماندبه حا Glu-35ديمريزاسيوني رخ نمي دهد به خاطر اين كه كربوكسليك اسيد 
و يك نيتروژن پروتونه روي زنجيره  Glu-35ليزوزيم نتيجه اي از يك واكنش جالب  بين كربوكسليك اسيد 

اين منجر به تجمعات سر به دم ليزوزيم ها مي . از يك مولكول ليزوزيم مجاور است Trp-62جانبي 
هاي pHرا در  6+و  8+، 10+، 16+برآورد مي شود كه ليزوزيم بار مثبت خالص . )Grigsby et al., 2000(شود

هاي pHشواهدي وجود دارد كه ليزويم در . )Pirzadeh et al., 2006( به ترتيب داشته باشد 9و  7، 5، 3/3
ليزوزيم به حالت گلبول هاي  75/12هاي بالاي pHدر . وجود دارد (MG)بالا به حالت گلبول هاي گداخته 

گروه پروتئين  متعلق به ليزوزيم هاي موجود در سفيده تخم مرغ. مانند يك واسطه وجود دارد (MG)گداخته 
خاطر پايداري حرارتي ه ب. )Williams et al., 1997; Hameed et al., 2007( است α+βهاي كلاس 

نسبتا بالا اين آنزيم تبديل به موضوعي جذاب براي صنايع غذايي بويژه براي استفاده در موادي كه فرايند 
 .)Makki and Durance, 1996( ها انجام مي شود شده است پاستوريزاسيون روي آن
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 تصاوير سه بعدي از ساختار ليزوزيم-1-6

توسط نرم  شكل هاي اين بخشهمه . ساختار سه بعدي ليزوزيم ديده مي شود 9-1شكلدر           
 همه ملكول هاي آب از ساختار ها حذف شده اند تا تصوير واضح. تهيه شده اند WebLab Viewer pro5فزارا

 . منظور مقايسه اي بهتر با هم مشابه هستنده زاويه ديد تمامي تصاوير بچنين  هم .تري از آنزيم ديده شود

  

 

 ساختارهاي سه بعدي ليزوزيم : 9-1شكل
 0.5+براي قرمز و 0.5kcal mol-1-. سطح واندروالس اتم هاي ساختمان ليزوزيم ديده مي شود 10-1در شكل 

kcal mol-1 براي آبي)Ermakova, 2005(. 
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 توزيع نيروي الكترواستاتيك درساختمان ليزوزيم: 10-1شكل
 . )Williams et al., 1997(ساختار كريستال ليزوزيم وجود دارد 11-1در شكل 
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 ساختار كريستال ليزوزيم: 11-1شكل
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 توالي اسيد آمينه ها در ساختار ليزوزيم: 12-1شكل
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 ساختمان ليزوزيم -1-7

 :)Johnson, 1965( شامل اسيد امينه هاي زير است   Gallus gallusتوالي اسيد آمينه هاي ليزوزيم        

        1    kvfgrcelaa  amkrhgldny  rgyslgnwvc  aakfesnfnt  qatnrntdgs  tdygilqins 

       61   rwwcndgrtp   gsrnlcnipc  sallssdita  svncakkivs  dgngmnawva  wrnrckgtdv 

      121  qawirgcrl 

 .توالي اسيد آمينه هاي ليزوزيم ديده مي شود 12-1در شكل 

ي ليزوزيم آورده شده است اين دو جدول توسط نرم خصوصيات تك تك اسيد آمينه ها 2-1در جدول
 . تهيه شده است WebLab Viewer pro5افزار

 خصوصيات تك تك اسيد آمينه هاي ليزوزيم: 2-1جدول 
ID Name Parent type 1-letter 1-letter&ID 3-letter Hydropobicity Ribbon size Secondary 

1 LYS1 A Lysine K K1 Lys -3.9 0.75 Coil 

2 VAL2 A Valine V V2 Val 4.2 0.75 Coil 

3 PHE3 A Phenylalanine F F3 Phe 2.8 0.75 Coil 

4 GLY4 A Glycine G G4 Gly -0.4 0.75 Coil 

5 ARG5 A Arginine R R5 Arg -4.5 1.3 Helix 

6 CYS6 A Cysteine C C6 Cys 2.5 1.3 Helix 

7 GLU7 A GlutamicAcid E E7 Glu -3.5 1.3 Helix 

8 LEU8 A Leucine L L8 Leu 3.8 1.3 Helix 

9 ALA9 A Alanine A A9 Ala 1.8 1.3 Helix 

10 ALA10 A Alanine A A10 Ala 1.8 1.3 Helix 

11 ALA11 A Alanine A A11 Ala 1.8 1.3 Helix 

12 MET12 A Methionine M M12 Met 1.9 1.3 Helix 

13 LYS13 A Lysine K K13 Lys -3.9 1.3 Helix 

14 ARG14 A Arginine R R14 Arg -4.5 1.3 Helix 

15 HIS15 A Histidine H H15 His -3.2 0.22 Turn 

16 GLY16 A Glycine G G16 Gly -0.4 0.22 Turn 

17 LEU17 A Leucine L L17 Leu 3.8 0.75 Coil 

18 ASP18 A AsparticAcid D D18 Asp -3.5 0.22 Turn 

19 ASN19 A Asparagine N N19 Asn -3.5 0.22 Turn 

20 TYR20 A Tyrosine Y Y20 Tyr -1.3 1.3 Helix 

21 ARG21 A Arginine R R21 Arg -4.5 1.3 Helix 

22 GLY22 A Glycine G G22 Gly -0.4 1.3 Helix 

23 TYR23 A Tyrosine Y Y23 Tyr -1.3 0.75 Coil 
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ID Name Parent type 1-letter 1-letter&ID 3-letter Hydropobicity Ribbon size Secondary 

24 SER24 A Serine S S24 Ser -0.8 0.75 Coil 

25 LEU25 A Leucine L L25 Leu 3.8 1.3 Helix 

26 GLY26 A Glycine G G26 Gly -0.4 1.3 Helix 

27 ASN27 A Asparagine N N27 Asn -3.5 1.3 Helix 

28 TRP28 A Tryptophan W W28 Trp -0.9 1.3 Helix 

29 VAL29 A Valine V V29 Val 4.2 1.3 Helix 

30 CYS30 A Cysteine C C30 Cys 2.5 1.3 Helix 

31 ALA31 A Alanine A A31 Ala 1.8 1.3 Helix 

32 ALA32 A Alanine A A32 Ala 1.8 1.3 Helix 

33 LYS33 A Lysine K K33 Lys -3.9 1.3 Helix 

34 PHE34 A Phenylalanine F F34 Phe 2.8 1.3 Helix 

35 GLU35 A GlutamicAcid E E35 Glu -3.5 1.3 Helix 

36 SER36 A Serine S S36 Ser -0.8 1.3 Helix 

37 ASN37 A Asparagine N N37 Asn -3.5 0.22 Turn 

38 PHE38 A Phenylalanine F F38 Phe 2.8 0.22 Turn 

39 ASN39 A Asparagine N N39 Asn -3.5 0.75 Coil 

40 THR40 A Threonine T T40 Thr -0.7 0.22 Turn 

41 GLN41 A Glutamine Q Q41 Gln -3.5 0.22 Turn 

42 ALA42 A Alanine A A42 Ala 1.8 0.75 Coil 

43 THR43 A Threonine T T43 Thr -0.7 1.3 Sheet 

44 ASN44 A Asparagine N N44 Asn -3.5 1.3 Sheet 

45 ARG45 A Arginine R R45 Arg -4.5 1.3 Sheet 

46 ASN46 A Asparagine N N46 Asn -3.5 0.75 Coil 

47 THR47 A Threonine T T47 Thr -0.7 0.22 Turn 

48 ASP48 A AsparticAcid D D48 Asp -3.5 0.22 Turn 

49 GLY49 A Glycine G G49 Gly -0.4 0.75 Coil 

50 SER50 A Serine S S50 Ser -0.8 0.75 Coil 

51 THR51 A Threonine T T51 Thr -0.7 1.3 Sheet 

52 ASP52 A AsparticAcid D D52 Asp -3.5 1.3 Sheet 

53 TYR53 A Tyrosine Y Y53 Tyr -1.3 1.3 Sheet 

54 GLY54 A Glycine G G54 Gly -0.4 0.22 Turn 

55 ILE55 A Isoleucine I I55 Ile 4.5 0.22 Turn 

56 LEU56 A Leucine L L56 Leu 3.8 0.22 Turn 

57 GLN57 A Glutamine Q Q57 Gln -3.5 0.22 Turn 

58 ILE58 A Isoleucine I I58 Ile 4.5 1.3 Sheet 

59 ASN59 A Asparagine N N59 Asn -3.5 1.3 Sheet 

60 SER60 A Serine S S60 Ser -0.8 0.22 Turn 

61 ARG61 A Arginine R R61 Arg -4.5 0.22 Turn 

62 TRP62 A Tryptophan W W62 Trp -0.9 0.22 Turn 

63 TRP63 A Tryptophan W W63 Trp -0.9 0.22 Turn 
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ID Name Parent type 1-letter 1-letter&ID 3-letter Hydropobicity Ribbon size Secondary 

64 CYS64 A Cysteine C C64 Cys 2.5 0.75 Coil 

65 ASN65 A Asparagine N N65 Asn -3.5 0.75 Coil 

66 ASP66 A AsparticAcid D D66 Asp -3.5 0.75 Coil 

67 GLY67 A Glycine G G67 Gly -0.4 0.75 Coil 

68 ARG68 A Arginine R R68 Arg -4.5 0.75 Coil 

69 THR69 A Threonine T T69 Thr -0.7 0.75 Coil 

70 PRO70 A Proline P P70 Pro -1.6 0.22 Turn 

71 GLY71 A Glycine G G71 Gly -0.4 0.22 Turn 

72 SER72 A Serine S S72 Ser -0.8 0.75 Coil 

73 ARG73 A Arginine R R73 Arg -4.5 0.75 Coil 

74 ASN74 A Asparagine N N74 Asn -3.5 0.75 Coil 

75 LEU75 A Leucine L L75 Leu 3.8 0.22 Turn 

76 CYS76 A Cysteine C C76 Cys 2.5 0.22 Turn 

77 ASN77 A Asparagine N N77 Asn -3.5 0.75 Coil 

78 ILE78 A Isoleucine I I78 Ile 4.5 0.75 Coil 

79 PRO79 A Proline P P79 Pro -1.6 0.75 Coil 

80 CYS80 A Cysteine C C80 Cys 2.5 1.3 Helix 

81 SER81 A Serine S S81 Ser -0.8 1.3 Helix 

82 ALA82 A Alanine A A82 Ala 1.8 1.3 Helix 

83 LEU83 A Leucine L L83 Leu 3.8 1.3 Helix 

84 LEU84 A Leucine L L84 Leu 3.8 1.3 Helix 

85 SER85 A Serine S S85 Ser -0.8 0.75 Coil 

86 SER86 A Serine S S86 Ser -0.8 0.75 Coil 

87 ASP87 A AsparticAcid D D87 Asp -3.5 0.75 Coil 

88 ILE88 A Isoleucine I I88 Ile 4.5 0.22 Turn 

89 THR89 A Threonine T T89 Thr -0.7 1.3 Helix 

90 ALA90 A Alanine A A90 Ala 1.8 1.3 Helix 

91 SER91 A Serine S S91 Ser -0.8 1.3 Helix 

92 VAL92 A Valine V V92 Val 4.2 1.3 Helix 

93 ASN93 A Asparagine N N93 Asn -3.5 1.3 Helix 

94 CYS94 A Cysteine C C94 Cys 2.5 1.3 Helix 

95 ALA95 A Alanine A A95 Ala 1.8 1.3 Helix 

96 LYS96 A Lysine K K96 Lys -3.9 1.3 Helix 

97 LYS97 A Lysine K K97 Lys -3.9 1.3 Helix 

98 ILE98 A Isoleucine I I98 Ile 4.5 1.3 Helix 

99 VAL99 A Valine V V99 Val 4.2 1.3 Helix 

100 SER100 A Serine S S100 Ser -0.8 0.22 Turn 

101 ASP101 A AsparticAcid D D101 Asp -3.5 0.75 Coil 

102 GLY102 A Glycine G G102 Gly -0.4 0.75 Coil 

103 ASN103 A Asparagine N N103 Asn -3.5 0.75 Coil 
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ID Name Parent type 1-letter 1-letter&ID 3-letter Hydropobicity Ribbon size Secondary 

104 GLY104 A Glycine G G104 Gly -0.4 1.3 Helix 

105 MET105 A Methionine M M105 Met 1.9 1.3 Helix 

106 ASN106 A Asparagine N N106 Asn -3.5 1.3 Helix 

107 ALA107 A Alanine A A107 Ala 1.8 1.3 Helix 

108 TRP108 A Tryptophan W W108 Trp -0.9 0.75 Coil 

109 VAL109 A Valine V V109 Val 4.2 1.3 Helix 

110 ALA110 A Alanine A A110 Ala 1.8 1.3 Helix 

111 TRP111 A Tryptophan W W111 Trp -0.9 1.3 Helix 

112 ARG112 A Arginine R R112 Arg -4.5 1.3 Helix 

113 ASN113 A Asparagine N N113 Asn -3.5 1.3 Helix 

114 ARG114 A Arginine R R114 Arg -4.5 1.3 Helix 

115 CYS115 A Cysteine C C115 Cys 2.5 0.22 Turn 

116 LYS116 A Lysine K K116 Lys -3.9 0.22 Turn 

117 GLY117 A Glycine G G117 Gly -0.4 0.22 Turn 

118 THR118 A Threonine T T118 Thr -0.7 0.75 Coil 

119 ASP119 A AsparticAcid D D119 Asp -3.5 0.75 Coil 

120 VAL120 A Valine V V120 Val 4.2 1.3 Helix 

121 GLN121 A Glutamine Q Q121 Gln -3.5 1.3 Helix 

122 ALA122 A Alanine A A122 Ala 1.8 1.3 Helix 

123 TRP123 A Tryptophan W W123 Trp -0.9 1.3 Helix 

124 ILE124 A Isoleucine I I124 Ile 4.5 1.3 Helix 

125 ARG125 A Arginine R R125 Arg -4.5 0.22 Turn 

126 GLY126 A Glycine G G126 Gly -0.4 0.22 Turn 

127 CYS127 A Cysteine C C127 Cys 2.5 0.75 Coil 

128 ARG128 A Arginine R R128 Arg -4.5 0.75 Coil 

129 LEU129 A Leucine L L129 Leu 3.8 0.75 Coil 

  :)Torrens, 2001( مشخص شده اند 3-1مناطق هليكس و شيت آنزيم ليزوزيم در جدول

 مناطق هليكس و شيت آنزيم ليزوزيم: 3-1جدول
Structure Region Type Residue Number Percentage 
A Α ۱۵-۵ هليکس  ۱۱ ۵/۸  
 B Α ۳۴-۲۴  ۱۱ ۵/۸  
 C 3.010 ۸۵-۸۰  ۶ ۵ 
 D Α ۹۶-۸۸  9 ۷ 
 ۲۹ ۳۷    کل هليکس ها
۴۱-۵۴ ناموازی E صفحات  ۱۴ ۱۱ 

صفحات+کل هليکس ها      ۵۱ ۴۰ 
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 ۱۰۰ ۱۲۹    جمع

 

 .به هم متصل مي شوند 23-16توسط يك لوپ شامل ريشه هاي  Bو Aهليكس 

 انواع ليزوزيم-1-8

انواع ديگري از ليزوزيم هم . جوجه اي، غازي و باكتري خوار طبقه بندي شده است: اين آنزيم در سه نوع         
در مجموع ليزوزيم نوع جوجه اي در يك دامنه وسيعي از ماهي ها تا . در گياهان، باكتري ها ديده شده است

ساختمان . )Yan et al., 2008; Ponkham et al., 2010( دپستانداران و هم چنين در حشرات وجود دار
 اوليه ليزوزيم سفيده تخم مرغ يك منبع معمول براي مطالعات توالي در مورد اين گروه از پروتئين ها است

)Menendez-Arias et al., 1985( . دو ليزوزيمي كه در پرندگان ديده مي شوند داراي فعاليت مشابه
ولي داراي وزن ملكولي مشابه و يا فعاليت ايمونولوژيكي مشابهي . موكوپپتيد ان استيل موراموهيدرولاز هستند

ليزوزيم هاي نوع جوجه اي توسط توانايي ليز ديواره سلولي . )Simpson and Morgan, 1983( نيستند
Micrococcus luteus پايداري گرمايي و ، pHايين و داشتن اسيدي، وزن ملكولي پpI  بالاكه باعث ناپايداري

خاصيت ليز كنندگي . )Menendez-Arias et al., 1985( ها مي شود شناسايي مي شوند pHشان در اين 
 .ها اين آنزيم را نسبت به استفاده آن در صنايع داروسازي و غذايي مفيد مي سازد انزيم ليزوزيم نسبت به باكتري

اضافه شونده به شير گاو عنوان يك ماده ه چنين ب هم. مفيد است بواسير چنين ليزوزيم در درمان بيماري  هم
 اخيرا خانواده جديدي از ليزوزيم ها به نام ليزوزيم. تر شبيه به شير انسان بكند استفاده مي شود تا كه آن را بيش

I اين نوع از ليزوزيم از لحاظ ساختار اول درمقايسه با ساير . شناسايي شده است كه متعلق به بي مهره ها است
و نبودن دومين اسيد آمينه سيستئين عنوان مثال تفاوت در تعداد ريشه هاي ه ارد بليزوزيم ها تفاوت بسياري د

 ;Thammasirirak et al., 2006()آسپارتيك اسيد( كه در فعاليت كاتالتيك آنزيم نقش دارد

Siritapetawee et al., 2009( .خاطر محتواي بالاي اسيد آمينه هاي ه بHis, Arg, Lys, Gln, Asn 
ليزوزيم فعاليت . مثبت استpH=7 بار خالص ليزوزيم در ). pHiso =11( ليزوزيم نقطه ايزوالكتريك بالايي دارد

 immuneفعاليت هاي ضد ميكروبي و فعاليت ضد التهابي، ضد ويروسي،هاي بيولوژيكي بسياري دارد كه شامل 

modulatoryبه همين خاطر به طور فراوان در صنايع دارويي و غذايي استفاده مي . است ، ضد آلرژي و تومور
والان به وليزوزيم بر عليه باكتري هاي گرم منفي با اتصال ك ضدميكروبينشان مي دهند كه اثرات تحقيقات  .شود

با  Micrococcus lysodeikticusفعاليت ليتيك ليزوزيم  برعليه باكتري . پالمتيك اسيد افزايش مي يابد
 Rezaei(يابد  مي لكول كمي كاهشوافزايش بيش از دو تعداد اتصالات ريشه هاي پالميتوئيل براي هر م

Behbehani et al., 2009(. 
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 HIV ليزوزيم به عنوان يك درمان احتمالي -1-9

وجود ندارد، علت اين )  HIV  )Human Immunodeficiency Virusمعمولا داروي موثري بر عليه           
 Acquired (و يا  AIDSكه در بدن انسان منجر به بروز سندروم  استعفونت رتروويروس 

Immunodeficiency Syndrome (شخص مبتلا داراي سيستم ايمني تخريب شده اي است و . مي شود
نسبت به شناسايي هر عفونت و ارگانيسمي در بدن واكنشي نشان نمي دهد بنابراين معمولا اين عفونت ها خيلي 

درحال  حاضر اين عفونت را مي . از اين گذشته هيچ نوع واكسني براي اين ويروس وجود ندارد. خطر ناك هستند
تلاش هاي علمي براي . از مردم جهان در گير آن هستند% 6ن در وضعيت پاندميك در نظر گرفت كه بيش از توا

. متوقف كردن اين ويروس يا با شكست مواجه شده است و يا اين كه خيلي پرهزينه است و بنابراين غير موثر است
رگانيسم انسان براي متوقف كردن ولي موضوعي كه خيلي جلب توجه كرده است وجود يك مكانيسم طبيعي در ا

به جنين غير  دراز ما HIV-1نشان داده شده است كه در طي ماه هاي اول بارداري انتقال . استاين ويروس 
اين هورمون براي . است (hCG)يا گونادوتروپين جفتي دليل اين امر حضور غلظت بالايي از . نادر است محتمل و

بر عليه  نانو گرم بر ميلي ليتر  10 -100در غلظت حدود hCG پروتئينبتا  حدفقط زير وا. بارداري خيلي مهم است
HIV پروتئين . موثر استhCG  اين پروتئين يك . كيلو دالتون 7/36 اسيد آمينه است باوزن 237شامل

 آلفاو يك  بتارشته  4اسيد آمينه  شامل  92شامل آلفازير واحد . زنجره اصلي لست 2گليكوپروتئين  شامل 
آناليز توالي . تشكيل شده استبتا رشته  4اسيد امينه است كه از  145شامل بتا زير واحد. ليكس كوتاه استه

عنوان ه وارد ادرار زنان باردار مي شود اين قطعه ب بتاترمينال هسته  -Nاسيد آمينه از  15نشان مي دهد كه 
نشان  HIV-ضدعلاوه آزمايش ه ب. شناسايي شده است ليزوزيم موجود در شير انسان و يا ليزوزيم ادراري انساني

و قطعه خالص  HIV-ضد فعاليتبا ليزوزوم . اوليه مي تواند به سه بخش اصلي تقسيم شودبتا هسته داده است كه 
ليزوزوم هاي موجود در  با ليزوزيم ادراري انسانيمقايسه فعاليت . است HIV -ضد بدون فعاليت hCGاز  بتاهسته 

با اين وجود هنوز . نشان داده است است كه داراي فعاليت مشابهي نسبت به اين ويروس هستند مرغسفيده تخم 
 .)Tsuchiya et al., 2004(جزييات اين مكانيسم مشخص نيست 

 ليزوزيم هاي موجود در سفيده تخم مرغكريستاله كردن  -1-10

به منظور . وجود دارد ليزوزوم هاي موجود در سفيده تخم مرغ روش هاي متعددي براي كريستاله كردن        
سديم آزيد به تمامي محلول % W/V 02/0جلوگيري از آلودگي قارچي و باكتريايي در  حين كار بهتر است كه

تكنيك اصلي در فرايند كريستاله كردن وجود دارد كه در مورد اكثر پروتئين ها دو . هاي مورد استفاده اضافه شود
تفاوت اين دو روش فقط در . هستند sitting dropو  hanging drop اين دو روش شامل. قابل استفاده است
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ميانگين حجم  hanging drop براي روش. حجمي از پروتئين كه براي رشد كريستال ها استفاده مي شود است
 .ميكروليتر است sitting drop 10-20ميكروليتر است  ولي براي روش  5-1حدود 

 مكانيسم ليزوزيم -1-11

هيدرولاز ها هيدروليز يا شكافت . است) -,-,-,EC:3(  متعلق به گروه آنزيمي  هيدرولاز هاليزوزيم        
 .هيدروليتيك پيوند هاي شيميايي را توسط واكنش هاي زير كاتاليز مي كنند

A – B + H2O → A – OH + B – H 

توسط ماهيت شيميايي اين كلاس از آنزيم ها معمولا يه طور طبيعي از پيوند هيدروليز شده و سپس       
سيستماتيك براي هيدرولاز ها همواره شامل  ماز اين رو نا.شوند سوبسترا و در نهايت توسط آنزيم  دسته بندي مي

hydrolase علاوه پسوند ه ي شود كه پيشنهاد دهنده اين است كه از سوبسترا بم–ase تشكيل شده است. 

واكنش ليزوزيم شامل . است (-.-.EC 3.2)با گليكوزيداز  دهدرون كلاس هيدرولازها ليزوزيم متعلق به  خانوا

ان استيل و  (NAG)ان استيل گلوكوز آمين قندي بين ريشه هاي  (4-1)  هيدروليز پيوند بتا گليكوزيديك
عنوان مثال آنزيم ه طبقه بندي مي شود ب گليكوزيدازعنوان ه و بنابراين ب .است (NAM) موراميك اسيد قندي

 .ر اين گروه قرار مي گيرندد 17همراه با عدد  (-.EC 3.2.1)با  O- and S-glycosyl كننده هاي هيدروليز

ان استيل گلوكوز آمين بين ريشه هاي  (4-1) بتا گليكوزيديك واكنش ليزوزيم شامل هيدروليز پيوند
اين . استاست كه در شكل دور آن دايره كشيده شده  (NAM)و ان استيل موراميك اسيد قندي   (NAG)قندي

 residues(ليزوزيم كه يك شكاف عميق و بزرگ است صورت مي گيرد  active site واكنش در جايگاه فعال يا

Glu35 and Asp52 for chicken egg white Lysozyme enzyme .(هاي بالاي  اين شكاف از ويژگي
به زير واحد  ن متصل شود وآيدي به حلقه قند از زنجيره پلي ساكار 6ليزوزيم است و مي تواند فقط  جايگاه فعال

 )1: دو مكانيسم براي عمل ليزوزيم پيشنهاد شده است. هاي دي ساكاريدي و تترا ساكاريدي هيدروليز شوند
عنوان يك نوكلئوفيل عمل مي ه در مرحله اول ب Asp 52از كربوكسيلات جانشين سازي دوتايي كه در ان گروه 

لازم است تا وارونگي . بسازد SN2را در هماهنگ با واكنش نوع آنزيم هاي گليكوزيلي كند تا واسطه 
configuration  دومين وارونگي. دوم جايگزين گرددب در مرحله آرخ دهد و سپس خودش توسط 
configuration مكانيسم دوم يك فرايند تجزيه كننده از نوع ) 2. گرداند اوليه را برميSN1است . 
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 مكانيسم  عمل ليزوزيم :13-1شكل
 

پروتونه مي Glu 35 اسيد آمينه  COOH توسط گروه (NAG)ان استيل گلوكوزآمين  از يك ريشه  OH-4گروه 
و به طور حقيقي فقط . هستند exo and endoنشان دهنده   Nو X . شود و بنابراين از ريشه قند جدا مي شود

 Nمربوط به مكانيسم اول است و  X. ها حضور خواهد داشتها در آن واحد در هر كدام از واسطه  از آن ييك
 .)Strynadka and James, 1991; Kirby, 2001( مربوط به مكانيسم دوم مي شود
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 مكانيسم شيميايي ليزوزيم: 14-1شكل
 

نشان داده شده براي ليزوزيم موجود در سفيده تخم مرغ معادل  Asp 52ريشه : (مكانيسم شيميايي ليزوزيم      
Asp 53 شكستن پيوند گليكوزيدي بين . اين آنزيم از مكانيسم فيليپس پيروي مي كند.) در آنزيم انساني است
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در نتيجه يون . انجام مي شودGlu 35 سوبسترا از طريق پروتوناسيون اتم پل اكسيژني توسط  E و Dحلقه هاي 
را D پايدار مي شود و آنزيم شكسته شدن حلقه Asp 52 توسط مجاورت گروه كربوكسيلات  Dاكسونيوم حلقه 

كه باعث پروتونه  +Hكه با يون اكسونيوم تركيب مي شود و  -OHآزاد مي شود،  Eدر ادامه حقله. القاء مي كند
در واكنش ليزوزيم توسط  Dحالت انتقال يون اكسونيوم حلقه . از آب مي شود Glu 35شدن مجدد ريشه 

بخش (در يك صفحه باشند  O5و اتم  C2و  C1اين منظور نياز است كه اتم هاي به . رزونانس پايدار مي شود
شكل هاي . )Voet, 1995(در نظر گرفته شود half-chairو حلقه هگزوز در حالت آرايش فضايي). سايه خورده

 .تيو سايت آنزيم استنشان دهنده اك 15-1شكل . شمايي از مكانيسم شيميايي ليزوزيم هستند 14-1و  1-13
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 جايگاه فعال  ليزوزيم: 15-1شكل

 :نانو فناوري -1-12

. شود اطلاق مي مقياس نانوهاي پيشرفته در عرصه كار بااي است كلي كه به تمام فناوري نانو واژه فناوري        
نانو ). نانو متر يك ميليارديم متر است 1(است  nm 100تا  nm 1ابعادي در حدود  مقياس نانومعمولاً منظور از

متر كه منجر به اي در مقياس نانوموعهطراحي، توليد و كاربرد هر ماده، ابزار و مج تكنولوژي عبارت است ازمطالعه،
تعريف فناوري نانو از منابع  ).Cao, 2004(هايي با حداقل يك خصوصيت ويژه گردد توليد مواد، ابزار و ساختار

 مختلف
توان گفت كه  يك نانومتر يك هزارم ميكرون است و اگر بخواهيم احساس فيزيكي نسبت به آن داشته باشيم مي

اما اين تعريف مقياس نانو، نمي تواند مقايسه درستي باشد چرا كه . قطر موي انسان است1/ 80000يك نانومتر 
. ضخامت موي انسان با توجه خصوصيات فردي هرانسان از چند ده ميكرومتر تا چند صد ميكرو متر متغير است

ها و مقياس  رتباط ميان اندازه اتمبا ايجاد ا. بنابراين نياز به يك استاندارد براي بيان مفهوم مقياس نانو وجود دارد
. اتم سيلسيم است 5اتم هيدروژن و يا  10يك نانومتر برابر قطر . تر تصوركرد توان يك نانومتر را راحت نانو مي

رغم اينكه درك اندازه يك اتم براي افراد غيرعلمي ساده  علي. تراست درك اين موضوع براي افراد معمولي نيز راحت

http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanoscale&title=مقياس_نانو
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanoscale&title=مقياس_نانو
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چيزي كه با اين تشابه مشخص . اندازه دقيق اتم براي فهماندن اين مقياس زياد اهميت ندارد نيست، با اين حال
 :شود، اين است كه نانو فناوري عبارت است از مي

ها استوار است بدين منظور كه به توان  ها و مولكول  تك اتم  فناري نانو فناوري است كه بر پايه دست كاري تك
توسعه و استفاده از ادوات و قطعاتي كه : تعريف فناوري نانو. ساختاري پيچيده را با خصوصيات اتمي توليد كرد

و ادوات بسيار كوچك كه خواص شان به خواص تحقيق بر روي قطعات . اندازه آنها تنها چند نانومتر است
الكترونيكي اين قطعات وابسته است و خواص الكتريكي آن ها احتمالاً متأثر از حركت تعداد معدودي الكترون در 

مسأله قابل توجه اين است كه . كنند تر از ادوات بزرگ تر عمل مي اين ادوات، سريع. باشد طي عملكرد قطعه مي
. هاي شيميايي توليد كرد تارهاي در ابعاد مولكولي را به كمك انتخاب مناسب مراحل واكنشتوان چنين ساخ مي

هاي نيروي  ها روي سطح به وسيله ميكروسكوپ  توان چنين ساختارهايي را از طريق دست كاري اتم هم چنين مي
ها است تا بتوان  مولكول  تك اتم ها و اي از علوم كه هدف نهايي آن كنترل بر روي تك شاخه. اتمي به دست آورد
هاي كامپيوتري و ساير ادواتي توليد كرد كه هزاران بار كوچك تر از ادوات فعلي باشند كه  به كمك آن تراشه

در فناوري فعلي توليد مدارات نيمه هادي از روش . فناوري امروز امكان ساخت آن ها را براي ما فراهم آورده است
پيشرفت شگرفي كه در ليتوگرافي طي . شود بر روي مواد نيمه هادي استفاده مي ليتوگرافي براي ايجاد طرح مدار

هاي جديد بتوانيم مداراتي  گيري از دستگاه  دهد كه با بهره دهه اخير رخ داده است به ما اين امكان را مي 2
ها  هنوز از ميليون  البته بايد توجه داشت كه اين مدارات. را توليد كنيم) نانومتر 1000(ميكرون  1كوچك تر از 

بيش تر دانشمندان بر اين باور هستند كه ليتوگرافي به مرز هاي محدودكننده فيزيكي خود . اند اتم تشكيل شده
هاي جديدي كه  بايست از فناوري ها مي  هادي بنابر اين براي كوچك تر كردن اندازه نيمه . نزديك شده است

ند، استفاده كرد و طبعاً چنين فناوري جزء محدوده فناوري نانو محسوب ها را سازماندهي كن تك اتم  توانند تك مي
گردد كه ريچاردپي فاينمن طي سخنراني كلاسيك  اگر چه تحقيق در زمينه فناوري نانو به زماني باز مي. شود مي

در سال  اريك دركسلر به اين فناوري اشاره كرد اما عبارت فناوري نانو اولين بار توسط كي 1959خود در سال 
در مقالات و نوشته هاي عمومي واژه فناوري . در كتابي از وي با عنوان موتورهاي آفرينش بسط داده شد 1986

تواند فرآيند ليتوگرافي را نيز شامل  گردد كه مي هاي ميكرون اطلاق مي نانو گاهي به هر فرآيند كوچك تر از اندازه
خواهند درباره فناوري نانو به معني واقعي و علمي كلمه  ي كه ميبه خاطر همين بسياري از دانشمندان هنگام. شود

. باشد كنند كه به معني فناوري نانو در ابعاد مولكولي مي صحبت كنند از آن به عنوان فناوري نانومولكولي ياد مي
راحي و اي از مهندسي است كه با ط شود، شاخه فناوري نانو كه گاه به آن فناوري ساخت مولكولي نيز گفته مي

پژوهشگاه فناوري . سر و كار دارد) در ابعاد مولكولي(ساخت مدارات الكترونيكي و اداوات مكانيكي بسيار كوچك 
هاي  قلمروي از علم و فناوري كه به ابعاد و تلورانس: كند نانو انگلستان تعريف فناوري نانو را بدين گونه بيان مي
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ها بتوانند نقش مهمي در خواص قطعه ايفاء  اين ابعاد و يا تلورانسپردازد در جايي كه  نانو متر مي 100تا  1/0
در واقع ) . MEMS(باشد الكترونيكي مي -هاي ميكرو مكانيكي بحث فناوري نانو اغلب مشابه بحث سيستم . كنند

نيز ) ابعاد نانو(هاي بزرگ تر از ابعاد مولكولي  به فناوري MEMSاست و  MEMSفناوري نانو زير مجموعه 
 .پردازد يم

 نانوتكنولوژي چيست؟-1-13

تعريفي را براي فناوري نانو ارائه مي دهد كه در  NNIدر حالي كه تعاريف زيادي براي فناوري نانو وجود دارد ،     
 .برگيرنده هر سه تعريف ذيل باشد

 .نانومتر 100تا  1توسعه فناوري و تحقيقات در سطوح اتمي ، مولكولي و يا ماكرو مولكولي در مقياس اندازه اي  .1
خلق و استفاده از ساختارها و سيستم هايي كه به خاطر اندازه كوچك يا حد ميانه آن ها، خواص و عملكرد نويني  .2

 دارند
 .توانايي كنترل يا دست كاري در سطوح اتمي  .3

هاي ديگر در مقياس مواد و ساختارهايي است  عناصر پايه در فناوري نانو تفاوت اصلي فناوري نانو با فناوري      
البته تنها كوچك بودن اندازه مد نظر نيست؛ بلكه زماني كه اندازه . گيرند كه در اين فناوري مورد استفاده قرار مي

تغيير ... از جمله رنگ، استحكام، مقاومت خوردگي و گيرد، خصوصيات ذاتي آن ها  مواد دراين مقياس قرار مي
هاي ديگر به صورت قابل ارزيابي بيان نماييم،  در حقيقت اگر بخواهيم تفاوت اين فناوري را با فناوري. يابد مي
عناصر پايه در حقيقت همان عناصر نانومقياسي . را به عنوان يك معيار ذكر كنيم "عناصر پايه"توانيم وجود  مي

اولين و مهم ترين عنصر . كند شان در مقياس بزرگتر فرق مي د كه خواص آنها در حالت نانومقياس با خواصهستن
، همان گونه كه از نام آن مشخص است، ذراتي با ابعاد نانومتري در هر سه بعد نانوذرهمنظور از . است نانوذرهپايه، 
دومين عنصر پايه، ... . توانند از مواد مختلفي تشكيل شوند، مانند نانوذرات فلزي، سراميكي،  مي انوذراتن. است

توان  د كه قطر نانومتري دارند و ميهاي هستن همان طوري كه از اسم آن مشخص است، كپسول. ستا نانوكپسول
شوند؛  ها در طبيعت توليد مي هاست كه نانوكپسول سال. مواد مورد نظر را درون آن ها قرار داد و كپسوله كرد

هاي موسوم به فسفوليپيدها كه يك سر آن ها آب گريز و سر ديگر آن ها آب دوست است، وقتي در محيط  مولكول
هاي آب گريز مولكول در درون آن ها  دهند كه قسمت هايي را تشكيل مي خود كپسول گيرند، خود به آبي قرار مي

نانولوله عنصر پايه بعدي . حالت برعكس نيز قابل تصور است. شود شود و از تماس با آب محافظت مي واقع مي
هايي از گرافيت  كشف شدند و در حقيقت لوله NECدر شركت  1991اين عنصر پايه در سال . ستا ربنيك

ها  اين نانولوله. رسيم هاي كربني مي اگر صفحات گرافيت را پيچيده و به شكل لوله در بياوريم، به نانولوله. باشند مي

http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanoparticles/index&title=نانو_ذرات
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanoparticles/index&title=نانو_ذرات
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanoparticles/index&title=نانو_ذرات
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanocapsul/nanocapsul&title=نانو_کپسولها
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanocapsul/nanocapsul&title=نانو_کپسولها
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanotube/1&title=نانولوله_کربني
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanotube/1&title=نانولوله_کربني
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanotube/1&title=نانولوله_کربني
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ها خواص بسيار  اين لوله. ره يا چند ديواره باشندتوانند تك ديوا هاي مختلفي هستند و مي داراي اشكال و اندازه 
 .شود جالبي دارند كه منجر به ايجاد كاربرد هاي جالب توجهي از آن ها مي

 روش هاي ساخت عناصر پايه-1-14

در رويكرد بالا . باشند قابل ساخت مي» پايين به بالا«و » بالا به پايين«به طور كلي عناصر پايه با دو رويكرد        
در حقيقت در اين روش، يك ماده . كنند دهي و اصلاح مي اي را شكل به پايين براي توليد محصول، يك ماده توده

به عبارت ديگر، اگر . رسيم دهي آن، به يك محصول با ابعاد نانو مي داريم و با كاهش ابعاد و شكل بزرگ را برمي
به يك ماده با ابعاد نانومتري برسيم، از رويكرد بالا به اي را به طور متناوب كاهش دهيم تا  اندازه يك ماده توده
اين كار اغلب و نه هميشه شامل حذف بعضي از مواد به شكل ضايعات است، مثل . ايم پايين استفاده كرده

كه شامل ضايعات (دهي  كردن فلزات به طريق تغييرشكل كاري يك بخش فلزي از يك موتور يا نانوساختاري ماشين
در اين رويكرد، محصول از طريق كنار هم .باشد رد پايين به بالا درست عكس رويكرد بالا به پايين ميرويك). نيست

در حقيقت كاري كه در اينجا انجام . آيد، مانند ساخت يك موتور از قطعات آن تر به وجود مي قراردادن مواد ساده
براي ساخت يك محصول ) تر از مقياس نانو دارند كه ابعاد كوچك(ها  ها و مولكول  شود، كنار هم قرار دادن اتم  مي

ها را به طور واقعي ببينيم و آن ها را به طور دلخواه كنار   تصور كنيد كه قادريم اتم ها و مولكول. نانومتري است
هاي پايين به بالا ضايعاتي ندارند؛ هر چند الزاماً اين  معمولاً روش. هم قرار دهيم تا شكل مورد نظر حاصل شود

 .شوند هاي مختلفي را شامل مي هر كدام از اين رويكرد هاي ساخت عناصر پايه، روش . سأله صادق نيستم

 كاربردهاي فناوري نانو-1-15

هاي  هر كدام از اين عناصر پايه، ويژگي. گيرد شأت مين عناصر پايهدر حقيقت كاربرد فناوري نانو از كاربرد       
مثلاً از جمله . گردد هاي مختلف، موجب ايجاد خواص جالبي مي خاصي دارند كه استفاده از آن ها در زمينه

زود هنگام و نياز از تجديد، شناسايي  توان به دارو رساني هدفمند و ساده، بانداژهاي بي كاربردهاي نانوذرات مي
هاي كربني داراي  همچنين نانو لوله. هاي محيط زيست اشاره كرد هاي سرطاني، و تجزيه آلاينده ضرر سلول بي

 :توان ذكر كرد باشند كه موارد زير را مي كاربردهاي متنوعي مي

 تصوير برداري زيستي دقيق .1
 حسگرهاي شيميايي و زيستي قابل اطمينان و داراي عمر طولاني .2
 DNAو جداسازي كاملاً اختصاصي  شناسايي .3

 .پذيرد ها صورت مي درماني كه از طريق انتقال ژن به درون سلول توسط نانولوله ژن .4
 ها از بين بردن باكتري .5

http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=basicelements&title=عناصر_پايه_در_فناوري_نانو
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 : توان به موارد زير اشاره كردمواد ميهاي نانواز ديگر كاربرد

آفتاب هاي ضداكسيد روي در كرمذرات دي اكسيد تيتانيوم و نانو :آفتابهاي ضدمحصولات آرايشي و كرم •

ها علاوه بر جذب و برگرداندن اشعه ماوراء شوند تا اين كرمگيرند، اين نانو ذرات باعث ميمورد استفاده قرار مي
 ). Bulte, 2008( بنفش شفاف باشند

ر مخلوط ميها موادي اند كه در آن ها دو يا چند ماده مجزا براي بهبود خواص يكديگكامپوزيت :هاكامپوزيت •

هاي نانو مواد ساخت كامپوزيتيكي از كاربرد. شوند و در نهايت خواص كامپوزيت بهتر از تك تك تركيبات است
 ).Huang et al., 2003(هاست 

اين . هاي ديگر نانو مواد استهايي متشكل از پلاستيك و نانو ذراتي از رس، از كاربردساخت كامپوزيت :هاسفال •

 ).Huang et al., 2003(گيرند اي و قطعات مختلف مورد استفاده قرار ميدر ساخت  مواد سازهها نوع كامپوزيت

متر دارند و همچنين هاي فوق نازك كه ضخامتي در حد نانومواد در ساخت پوششنانو :ها و سطوحپوشش •

 .گيرندهاي مقاوم و ضد خش مورد استفاده قرار ميساخت پوشش

 .در عين ضد آب و ضد لك بودن قابليت عبوردهي هوا را دارند كه :هاي مدرنساخت پارچه •

تيتانيوم كه در برابر سايش بسيار سخت و  تنگستن و كربيد هايي مانند كربيدنانو كريستالين :تجهيزات برش •

 ).Cao, 2004( مقاوم هستند، در ساخت تجهيزات و ابزار برش كاربرد دارند

 تجهيزات-1-16

پيشرفت هاي سريع اخير در فناوري نانو مربوط به توانايي هاي كسب شده براي اندازه گيري و كنترل        
آشنايي با ابزار ها و تجهيزات مورد استفاده در اين زمينه مي تواند در . ساختارهاي منفرد در مقياس نانو است

تجهيزات مورد  4-1جدول  در. )anonymous, 2010; council, 2010(درك اين فناوري مفيد واقع شود 
 .استفاده در فناوري نانو قرار دارد

 ميكروسكوپ الكتروني عبوري

Transmission Electron Microscopy 

 ميكروسكوپ الكتروني روبشي

Scanning Electron Microscopy 

 اسپكتروسكوپي الكترون اوژه

Auger Electron Spectroscopy 

 ميكروسكوپ الكتروني روبشي محيطي

Environmental Scanning Electron Microscope 

 طيف سنجي جرمي يون ثانويه 

Secondary Ion Mass Spectroscopy 

http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/tem&title=TEM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/tem&title=TEM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/sem&title=SEM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/sem&title=SEM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/aes&title=AES
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/aes&title=AES
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/esem&title=ESEM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/esem&title=ESEM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/sims&title=SIMS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/sims&title=SIMS
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 X  X-Ray Diffraction–پراش اشعه 

 كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا

High Performance Liquid Chromatography 

 طيف سنجي جرمي

Mass Spectroscopy 

 طيف سنجي رامان

Raman Spectroscopy 

 كروماتوگرافي گازي

Gas Chromatography 

 سنج زير قرمز طيف

IR Spectroscopy 

 رزونانس مغناطيس هسته

Nuclear Magneto Resonance 

 ميكروسكوپ نيروي اتمي
َAtomic Force Microscope 

 باريكه يوني متمركز 

Focused Ion Beam 

 ميكروسكوپ روبشي تونلي 

Scanning Tunneling Microscopy 

 سنجي تبديل فوريه مادون قرمز  طيف

Fourier Transform Inferred Spectroscopy 

 Electron Spectroscopy for Chemical Analysis  يميايينگاري الكتروني براي آناليز ش طيف

 پراكندگي بازگشتي رادرفورد

Rutherford Backscattering Spectrometry 

 ميكروسكوپي نوري ميدان نزديك روبشي

Scanning Near-field Optical Microscopy 

 ابزار ها و تجهيزات مورد استفاده در فناوري نانو: 4-1جدول 

16Fدوستيتركيبات افزايش دهنده آب-1-17

17: 
توانند اثرات عميقي بر ساختار، عملكرد و پايداري هاي آبي ميكوچك در محلول هاي آبيمولكول

از جمله . ها رايج استها براي پايدار سازي و دگرگون سازي پروتئيناستفاده از اين محلول. باشندها داشتهپروتئين
اين تركيبات . كلرايد اشاره كردپرليتيومكلرايد و هيدرواوره، گوانيدينتوان به اوره، تيومي دوستيعوامل افزاينده آب

تر در ها آسانشود كه پروتئيناين امر باعث مي. دهندهاي آب را كاهش ميهاي درون مولكولي شبكه مولكولنيرو
گريز، هيدروژني و هاي آبهاي پايدار كننده درون مولكولي غير كوالان مثل نيروهمچنين با نيرو. آب حل شوند
 .كننداخل ميواندروالس تد

                                                            
17.Chaotropic 

http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/xrd&title=XRD
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/hplc&title=HPLC
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/hplc&title=HPLC
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/ms&title=MS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/ms&title=MS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/rs&title=RS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/rs&title=RS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/gc&title=GC
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/gc&title=GC
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/ir&title=IR
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/mnr&title=MNR
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/mnr&title=MNR
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/afm&title=AFM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/afm&title=AFM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/fib&title=FIB
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/fib&title=FIB
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/stm&title=STM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/stm&title=STM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/ftis&title=FTIS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/esca&title=ESCA
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/rbs&title=RBS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/rbs&title=RBS
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/snom&title=SNOM
http://nano.ir/sub_nanoworld.php?page=nanolab/snom&title=SNOM
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 فصل دوم

 

 :هامواد و روش
 

 

  :هاي مورد نيازتهيه محلول

 هاي مورد نياز تهيه تامپون -2-1

 به =25/7pHمولار با  1/0فسفات سديم تامپون  .، سديم فسفات از شركت سيگما خريداري شدجهت تهيه تامپون      
وسيله ه بار تقطير حل گرديد و ب سي سي آب مقطر دو 900سديم در  گرم از فسفات 814/35اين صورت عمل شد كه 

pH  درصد  37متر و با افزودن اسيد كلريدريكpH  بار تقطير،  رسانده و با اضافه نمودن آب مقطر دو 25/7تامپون را به
 .سپس در يخچال نگهداري گرديد. سي سي رسانده شد 1000به حجم 

 ZnOتهيه محلول هاي نانوذرات -2-2

براي تهيه نانوذرات در غلظت هاي مختلف لازم است كه در ابتدا مقدار مورد نياز از آن ها  دقيقا وزن شود و سپس        
 سهسونيكيشن براي . توسط آب دو بار تقطير به حجم مورد نظر برسد و سپس عمل سونيكيشن روي آن ها انجام گيرد

 .نانومتر است ZnO 21نانو ذره اندازه . دقيقه انجام شد 10بار متوالي هركدام 
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 تهيه آنزيم ليزوزيم  -2-3

در   mg/ml 1/0آنزيم با غلظت . از شركت سيگما خريداري شدبه صورت پودر خشك ليزوزيم سفيده تخم مرغ        
 . درجه سانتي گراد نگهداري شد 4آب دوبار تقطير تهيه گرديد و در دماي زير 

 NaCl M(يك محلول الكتروليت . هاي مختلف براي تنظيم اسيديتي محلول ها تهيه گرديد pHمحلول هاي بافر با 
 .براي تنظيم كشش يوني محلول آماده شد )5/1

 20-90℃مطالعه پايداري حرارتي ليزوزيم در دامنه حرارتي  -2-4

. استفاده گرديد Pharmacia-4000شيميادزو مدل  UV/VISزمايش از دستگاه اسپكتروفتومتر آجهت انجام اين        
اين دستگاه مجهز به سيستم كنترل الكترونيكي دما مي باشد كه سرعت اسكن دما يك درجه سانتي گراد در هر دقيقه 

مورد  pH  25/7بررسي اثر دما بر ليزوزيم در . ميلي گرم در ميلي ليتر تهيه گرديد 1/0مي باشد نمونه ليزوزيم با غلظت 
تمامي آزمايشات انجام شده در طي اين پايان نامه حداقل سه بار تكرار شده اند و بنابراين تكرار پذير  .فتمطالعه قرار گر

 .هستند

 20-90℃و دامنه حرارتي  ZnO نانوذره مطالعه پايداري حرارتي ليزوزيم درحضور-2-5

نمونه . استفاده شد 4000فارماسيا شيمادزو مدل  UV/VISزمايش از دستگاه اسپكتروفتومتر آبه منظور انجام اين         
مورد  ZnO نانو ذرهدر حضور  pH=7مولار با  1/0در تامپون فسفات ميلي گرم در ميلي ليتر  1/0ليزوزيم با غلظت 

. تهيه گرديد pH 25/7در  گرم بر ميلي ليترميلي  25/0با غلظت ZnO نانوذره  محلول استوك. آزمايش قرار گرفت
و اثر آنها بر پايداري  مورد استفاده قرار گرفت ميلي گرم بر ليتربا غلظت هاي مشخصي بر حسب  ZnO ذرهنانو محلول

در دماهاي  ZnOبه منظورمطالعه اسپكتروفتومتري ليزوزيم سفيده تخم مرغ در حضور نانو ذره . حرارتي آنزيم بررسي شد
 1/0نمونه ليزوزيم با غلظت . استفاده شد 4000فارماسيا شيمادزو مدل  UV/VISمختلف از دستگاه اسپكتروفتومتري 

  .مورد آزمايش قرار گرفت ZnO نانو ذرهدر حضور  pH=7مولار با  1/0در تامپون فسفات ميلي گرم در ميلي ليتر 

 35℃و دامنه حرارتي  ZnO نانوذره ليزوزيم درحضور سينتيكيمطالعه  -2-5

درجه از دستگاه  35در دماي  ZnOدر مطالعات سينتيك ليزوزيم سفيده تخم مرغ در حضور نانوذره        
ميلي گرم در ميلي  1/0نمونه ليزوزيم با غلظت . استفاده شد 4000فارماسيا شيمادزو مدل  UV/VISاسپكتروفتومتري 

سوبستراي مورد استفاده  .مورد آزمايش قرار گرفت ZnO نانو ذرهدر حضور  pH=7مولار با  1/0در تامپون فسفات ليتر 
ميلي مولار در آب مقطر  20بود كه محلول غليظ آن با غلظت  Micrococcus lysodeikticusباكتري گرم مثبت 

بعد از جمع آوري . نانومتر مخصوص پيگيري تخريب ديواره باكتري است 450طول موج منتخب . دوبار تقطير تهيه شد
و عرض از مبدأ ) Km(برك رسم شده و با بدست آوردن طول از مبدأ -رهاي ميكائيليس منتن و لينويوراطلاعات نمودا

)Vmax (پارامترهاي سينتيكي محاسبه شدبرك،  -نمودار لينويور. 
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 :فصل سوم
 

 

 :نتايج
 

 

 

 ZnOيزوزيم با نانوذره واكنش ل -3-1

مايع با افزايش غلظت نانو ذره ) A(جذب . نشان داده شده است 1-3در شكل  ZnOنانوذره  -جذب نوري ليزوزيم       
ZnO  ازmg/L  نانومتر، افزايش پيدا مي كند 280بدون هيچ گونه تغييري در طول موج قله. 
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 در دماهاي مختلف ZnOنانومتر در مقابل غلظت هاي مختلف نانو ذره  280تغييرات جذب  1-3شكل 

 اين محتمل است كه كمپلكس. مي باشد) Lysosyme….ZnO(دليل تشكيل كمپلكس حالت پايه اين مشاهدات ب      

Lysosyme….ZnO  ضريب جذب مولي بيشتري از ليزوزي جذب نشده بر سطوح نانو ذره داشته باشد ولي كماكان
از مطالعات نشان مي دهد كه يك اينتراكشن بين  نتايج بدست آمده. نانومتر مي باشد 280حداكثر جذب در همان ناحيه 

ريشه بازي مي باشد بنابراين  18ليزوزيم داراي . و ليزوزيم از طريق تشكيل كمپلكس حالت پايه وجود دارد ZnOنانو ذره 
در ابتدا با مخلوط شدن سوسپانسيون . حمل مي كند) pH 11نقطه ايزوالكتريك (زيادي را در محيط خنثي  بار مثبت

هنگاميكه فاصليه بين نانوذره . و ليزوزيم جذب ليزوزيم توسط اينتراكشن الكتروستاتيك صورت مي گيرد ZnOنوذره نا
ZnO  و ليزوزيم به اندازه كافي كوتاه شد پيوند هيدروژني بينZnO و زنجيره هاي قطبي آمينو اسيدها تشكيل مي شود .

 .نانومتر 280ي يابد بدون هيچ تغيير در طول موج قله جذب ليزوزيم به شدت افزايش م ZnOدر حضور نانو ذره 

 

 بر پايداري حرارتي ليزوزيم ZnOاثر نانو ذره  -3-2
Tm         پايداري گرمايي پروتئين است و يك شاخصTm دگرگون سازي  .بالاتر نشان دهنده پايداري بيشتر پروتئين است

پروتئين يك روش كليدي در ترموديناميك و آناليز جايگاه اتصال است كه مي تواند درك ما را از ارتباط ساختار و 
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آنزيم محاسبه  Tmپايداري حرارتي آنزيم ليزوزيم با محاسبه تغييرات انرژي آزاد گيبس و . عملكرد پروتئين افزايش دهد
 : و قرار دادن آن در رابطه زير تغييرات انرژي آزاد گيبس به دست مي آيد) Fd(ن با محاسبه كسر دناتوراسيو. مي شود

ΔG°=-RT Ln[Fd/(1- Fd)]= -RT Ln [AN –A obs ] / ( A obs- AD) 

 Tm. جذب مشاهده شده مي باشد Aobsمقادير جذب در حالت طبيعي و دگرگون شده هستند و  ADو  ANدر اين رابطه 
توانستيم  °ΔGما همچنين با استفاده از شيب خط منحني . برابر با صفر است °ΔGيا دماي ذوب پروتئين جايي است كه 

ΔSm
با توجه به مطالب . را نيز بدست آوريم  °Δ𝐻𝑚مقدار  °Δ𝐻𝑚° =𝑇𝑚Δ𝑆𝑚را بدست آورده و با قرار دادن آن در رابطه  °

Tm ،ΔSmبر اساس مقادير . انجام شد ZnOفوق مطالعات پايداري حرارتي در حضور نانو ذره 
 1-3در جدول   °Δ𝐻𝑚و  °

ليزوزيم به طور طبيعي پايداري بسيار بالايي دارد و چنانچه مشاهده مي شود با افزايش غلظت نانو . محاسبه شده اند
 . در برابر دما مي باشند °ΔGنشانگر تغييرات كسر دناتوراسيون و  2-3شكل . مي شود Tmباعث كاهش  ZnOذرات 

 

 ZnOتغييرات انرژي آزاد گيبس ليزوزيم در مقابل دما در غلظت هاي مختلف نانو ذرات  2-3شكل 

Tm       1-3بر طبق آنچه در جدول شماره  .شان داده شده اند 1-3ليزوزيم در غلظت هاي مختلف نانوذره در جدول 
 .مي گردد Tmنشان داده شده است افزايش غلظت نانو ذره باعث كاهش دماي 
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 pH 7در  ZnOدر غلظت هاي مختلف نانو ذره  Tmتغييرات پارامتر  1-3جدول 

 

 

 درجه  35در دماي  ZnOدر حضور نانو ذره  ليزوزيمبررسي نتايج مطالعه سينتيك آنزيم  -3-3

بر  =25/7pHگراد و درجه سانتي  35در دماي  ZnOنانو ذره هاي مختلف ثر غلظت اين آزمايش، ادر 
طور كه در اين نمودار همان. استآورده شده 3-3شكل نتايج اين آزمايش در . استبررسي شده ليزوزيمسينتيك آنزيم 

كه  كاهش مي يابد Vmax،  گرم بر ميلي ليتر ميكرو007/0تا  0از روي ي اكسيد نانو ذرهشود، با افزايش غلظت ديده مي
جايگاه فعال آنزيم را طوري تغيير مي دهد كه مانع از قرار گرفتن سوبسترا در آن مي  ZnOاين نشان مي دهد نانو ذره 

 . را نشان مي دهد pH7در  ZnOدر حضور غلظت هاي مختل نانو ذره ) فعاليت آنزيم( Vmaxتغييرات  2-3جدول . شود

درجه  35در دماي  ZnOآنزيم ليزوزيم در حضور غلظت هاي مختلف نانوذره  Vmaxتغييرات  2-3جدول 
 pH=7سانتي گراد و 
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 35در دماي  ZnOبرك براي آنزيم ليزوزيم در حضور غلظت هاي مختلف نانوذره -نمودار لينويور 3-3شكل 
 درجه سانتي گراد

و جذب آنزيم ليزوزيم را ) Tm(بر فعاليت سينتيكي، پايداري گرمايي  ZnOما در اين آزمايش تأثير نانو ذره 
نشان  ZnOنتايج حاصل از مطالعات مربوط به فعاليت سينتيكي ليزيوزيم در حضور نانو ذره . مورد بررسي قرار داده ايم
جايگاه فعال  ZnO احتمالاً. آنزيم ليزوزيم را كاهش مي دهد) Vmax(فعاليت سينتيكي  ZnOمي دهد كه اين نانو ذره 

آنزيم را به گونه اي تغيير مي دهد كه مانع از اصال سوبسترا به آن مي شود بنابراين باعث كاهش فعاليت سينتيكي آنزيم 
مشاهده مي شود كه با  ZnOآنزيم ليزوزيم در حضور نانو ذره ) جذب(در مطالعات اسپكتروفتومنري . ليزوزيم خواهد شد

اين افزايش جذب بخاطر . نانومتر، زياد مي شود 290زوزيم در طول موج ميزان جذب ل ZnOه افزايش غلظت اين نانو ذر
ان داده اند كه اتصال آزمايشات مختلف نش. و بدنبال آن افزايش كدورت محلول مي باشد ZnO-ايجاد كمپلكس ليزوزيم

در واقع با . به ليزوزيم، تأثيري بر روي ساختار تيروزين ندارد ولي ساختار تريپتوفان را تغيير مي دهد ZnOنانو ذره 
رزيديو هاي تريپتوفان زياد مي شود و درنتيجه ، قطبيت و هيدروفيليسيتي محيط اطراف ZnOافزايش غلظت نانو ذره 

ا زياد مي شود نس بيشتر مي شود چون وقتي دمبا افزايش دما اين كاهش شدت فلورسا. شدت فلورسانس كم مي شود
ليزوزيم طبيعي كم  Tmرا نسبت به  ZnO ،Tmنشان مي دهد كه در ابتدا نانوذره  ZnOساختار آنزيم در حضور نانوذره 

 .ليزوزيم زياد مي شود ZnO ،Tmمي كند و در غلظت هاي بعدي نانو ذره 
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 فصل چهارم 
 

 

 

 گيريبحث ونتيجه

 

Tm       يك شاخص پايداري گرمايي پروتئين است و ،Tmدگرگون . ، بالاتر نشان دهنده پايداري بيش تر پروتئين است
سازي پروتئين يك متد كليدي در ترموديناميك و آناليز جايگاه اتصال  است كه مي تواند درك ما را از ارتباط ساختار و 

وان اطلاعاتي در مورد ساختار، خصوصيات و عملكرد پروتئين از طريق دگرگون سازي مي ت. عملكرد پروتئين افزايش دهد
  .به دست آورد

به ميزان بيش تري در صنايع غذايي و صنعت استفاده مي شوند كه اين به دليل خصوصيات ويژه آن ها  ذراتنانو       
به عنوان مثال برخي از آن ها به كرم هاي ضد آفتاب اضافه مي شوند تا اشعه ماوراء بنفش خورشيد را جذب كنند . است

هم چنين برخي از آن ها در صنعت . ه كار مي رودو يا در خميردندان ها و رنگ ها براي ايجاد رنگ سفيد در آن ها ب
اندازه نانو مواد ها . از طرفي كاربرد هاي وسيعي در پزشكي و تجهيزات ورزشي و آرايشي دارند. الكترونيك به كار مي روند

از سلول و اندامك هاي سلولي كوچك تر است و ممكن است به درون سلول نفوذ كنند و باعث ايجاد خسارت به سلول 
فشار اكسيداتيو ناشي از نانو متريال ها مي تواند منجر به آسيب . شوند و يا باعث القاء پاسخ هاي التهابي مضر شوند

مطالعات اخير نشان داده اند كه نانو مواد . و ازهمه مهم تر ليپيد ها بشود DNAرسيدن به كربوهيدرات ها، پروتئين ها، 
خود تراكمي آن مي متصل مي شود و باعث  Znoليزوزيم به سطح  .وندسميت ژني و سميت سلولي شمي توانند باعث 

مي تواند اساسا به خاطر تركيبات غير كووالان از  Zno  ، واكنش ليزوزيم با ذراتملكول-مشابه واكنش پروتئين. شود
كترواستاتيك در ابتدا جذب ليزوزيم توسط واكنش هاي ال. واكنش هاي الكترو استاتيك با پيوند هاي هيدروژني باشد

به اندازه كافي  Znoهنگامي كه فاصله ليزوزيم و . مخلوط مي شود Znoانجام مي شود سپس ليزوزيم با سوسپانسيون 
. تشكيل مي شود Znoكوتاه شد، پيوند هيدروژني بين زنجيره هاي جانبي قطبي ريشه هاي اسيد آمينه ها در ليزوزيم و 

اين تجمعات با . تشكيل مي شوند و به حالت كلوئيدي درمي آيند  Zno -ليزوزيمبعد از اين كه ليزوزيم اضافه شد ذرات  
ليزوزيم به اين صورت است كه ميزان آلفا هليكس را به  روي ساختار دوم Znoاثر . افزيش ليزوزيم بزرگ تر مي شوند

با نزديك . بتا را همراه با رندوم كويل ها كاهش مي دهد -شدت كاهش مي دهد ولي بتا شيت را افزايش مي دهد و پيچ
دليل اين . تشكيل مي شوند   N-H…..O, O-H…..Oهيدروژن باند هايي از نوع Znoشدن ليزوزيم به سطح  
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 Znoرده بر روي ساختمان دوم ليزوزيم اين است كه چون تعداد زيادي از گروه هاي زنجيره هاي قطبي به تغييرات گست
باند هستند ليزوزيم دچار پيچ خوردگي و تغيير ساختار زنجيره ها مي شود كه از اين رو هيدورژن باند ها  آلفا هليكس 

 Yongli et al., 1999; Lundqvist et al., 2004; Baun et al., 2008; Wang(هاي داخلي از بين مي روند 

et al., 2008; Wang et al., 2009( . صفحه بتا آنتي  3هليكس و آلفا  5ليزوزيم آنزيمي كروي و فشرده است كه
ردگي سريع اوليه تاخوردگي ليزوزيم شامل دو مر حله است در تاخو. دارد ترنپارالل و مقدرار زيادي پيچه تصادفي و 

و دمين بتا تشكيل مي شود، مرحله تاخوردگي ثانويه كندتر است و ساختار دوم و سوم آلفا بخش هاي اصلي شامل دمين 
ندازه نانو ذرات يكي از پارامتر ا. پيوند دي سولفيدي هم شكل مي گيرند 4ليزوزيم طبيعي كامل مي شود، علاوه بر اين 

نتايج آزمايشات نشان مي دهند كه اندازه نانو . ن پروتئين و نانو ذرات اثر گذار استهاي كليدي است كه در واكنش بي
ذرات بخاطر ميزان سهم انحناي  سطحي بر ساختار و عملكرد پروتئين اثر مي گذارد، با افزايش اندازه نانو ذرات ميزان 

اين . هليكس ليزوزيم كمتر مي شود و كم شدن ميزان آلفا هليكس با كم شدن ميزان فعاليت آنزيم مرتبط است آلفا
آناليز دگرگون سازي اوره نشان مي دهد كه  پايداري ترمو ديناميكي . ديده شده استهم  ribnuclease Aفرضيه در 

ribnuclease A با افزايش اندازه نانو درات كاهش مي يابد)Wu et al., 2009( . مشاهده شدن رد شيفت) انتقال به
بخاطر تغييرات ساختماني القا شده توسط واكنش هايي است كه منجر به اين مي شوند كه ) طول موج هاي بالاتر 

 .)Ding et al., 2009(افزايش يابد قطبيت  اطراف ريشه تريپتوفان و هيدروفوبيستي 
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Kinetical studies on the lysozyme stability in the presence of ZnO 

 
Abstract: 
 Adsorption of proteins on inorganic surfaces may lead to structural and functional 
changes that are dependent on both the nature of the adsorbed proteins and the 
physicochemical properties of the inorganic surfaces. Protein surface recognition offers a 
powerful tool in understanding protein-protein interaction, which is a key aspect of many 
complex cellular functions. Nanoparticles (NPs), because of their small sizes, have 
distinct properties compared to the bulk form of the same material, thus offering many 
new developments in the fields of biosensors, biomedicine, and bio nanotechnology. The 
adsorption of protein on NPs and its consequence on the structure and function are 
strongly dependent on the sizes and shapes of the NPs. Chicken egg white lysozyme 
(molecular weight (MW) = 14.6 kDa) is a small globular protein, that consists of 129 
amino acid residues with four disulfide bonds. The importance of lysozyme relies on its 
extensive use as a model system to understand the underlying principles of protein 
structure, function, dynamics, and folding through theoretical and experimental studies. 
The effect of ZnO nanoparticles on lysozyme was investigated by UV-Vis 
spectrophotometry for pH 7.25 at 25℃ using sodium phosphate buffer. The thermal 
stability of lysozyme was studied in the presence of Nano-ZnO over the temperature 
range of (293-372) K in sodium phosphate buffer and pH 7.25. The obtained results 
indicated that thermal stability of lysozyme will be decreased in the presence of these 
ZnO nanoparticles. 

Keywords: Lysozyme, ZnO nanoparticles, Spectrophotometry, Stability, Protein 
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