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 چكيده

 

اسیدی عول  بسیبرًَعی آسپبرتیک پرٍتئیٌبز شیرُ هعدُ است کِ در شرایط  (E.C.3.4.23.1)آًسین پپسیي   

ِ . کٌدهی ِ طبق ٍ سبختوبى هٌّیایي آًسین ب ُ ٍ درٍلازّب تعلق دارد  ِ از ًظر اًداز ُ ک ٍ لَة کرٍی بَد َهر شبهل د

ایي آًسین ٍاجد یک رشتِ پلی پپتیدی باب ٍزى هَلواَلی   . فَلدیٌگ زًجیر پلی پپتیدی بسیبر ًسدیک ّستٌد

درصد اسیدآهیٌِ ّابی آى   2/1آًبلیس سبختبری آى ًشبى هی دّد کِ. اسیدآهیٌِ است 327ى ٍَدالت 34644

 ّیادرٍفَبیک  درصد اسایدآهیٌِ ّابی  2/33دآهیٌِ ّبی قطبی ٍیدرصد اس 5/46درصد اسیدی، 1/13ببزی، 

آًسین باب اساتدبدُ از توٌیوْابی اساپوترٍفتَهتری در ًبمیاِ هابٍرا  باٌد          ایي پبیداری سبختبری.ّستٌد

هَلار  02/0ببفر بباستدبدُ از هطبلعِ فَق. دگرگَى کٌٌدُ اٍرُ بررسی شد تبثیر ٍاسپوترٍفلَریوتری درمضَر

ًشبى داد ًتبیج بِ دست آهدُ  .درجِ سبًتیگراد اًجبم شد100بت 30داهٌِ دهبیی  در ٍ  pH=2 بت ببسدین فسد

کبّ  پبیداری مرارتی آًاسین  ( 2( یدرٍلازّبًّسبت بِ سبیر ببلاTm)پبیداری قببل تَجِ آًسین پپسیي(1 :کِ

mSیکابّ  هقابدیر پبراهترّابی ترهَدیٌابهیو    (pH 3=2ٍ  اٍرُ درمضاَر ( آًاسین  Tm)پپسایي   ٍmH  

 .  افسای  شدت فلَئَرسبًس ٍهبکسیون طَل هَج ًشر آًسین پپسیي در مضَر اٍرُ(4 درمضَراٍرُ

 دگرگَى شدى پبیداری سبختبری، ،اٍرُ پپسیي، :واژه هاي كليدي

 
 

 

 

 

 

 

 Email: m_kouhiyan@yahoo.com                                                                                                                                   محجًثٍ وًَيبن: وًیسىذٌ مسئًل* 
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 مقدمه
ويًعی سسيپبستيه پشيتئيىييبص    (E.C.3.4.23.1)پپسييه    

وٍ ياجذ  (Fluhrer & Haass, 2009) شيشٌ معذٌ است

ثبليمبوذٌ سميىًاسييذی ميی    327یه سشتٍ پلی پپتيذی ثب 

يصن مًلىييًلی سن  .(Cho& Northrop,1998)ثبشييذ

 پپسيييه دس قجمييٍ سييً  یعىييی  .ن اسييت ًدالتيي 34644

 داسد لييييييييييييييييييشاس َيييييييييييييييييييذسي صَب

(Haldar&Chattopadhyay,2010) .  سيييبرتبس ایيييه

شاويذاصٌ  سوضیم مىًمش  شبمل دي لًة وشيی ثًدٌ ويٍ اص و  

دس  .يفًلذیىگ صوجيشپلی پپتييذی ثسييبس وضدیيه َسيتىذ    

ميبن ایه دي لًة شىبف  ثضسگی يجيًد داسد ويٍ جبیهيبٌ    

لييشاس  سناتظييبل سًثسييتشا ي جبیهييبٌ فعييبل سوييضیم دس    

ثيب تييييش    . (Marciniszyn, & Huang, 1998)داسويذ 

پشيتئيه امىيبن دگشگيًن    یه محيط فيضیىی یب شيميبئی

 ويشدن سيشُبی دگشگيًن   وٍ معمً ً شذن سن يجًد داسد

حيشاس  دادن، افيضيدن یيه دگشگيًن وىىيذٌ      : ستىذ اصعجب

ثٍ حبليت اسييذی یيب     pHتيييش  ،DTABمب وىذ شيميبیی

َذف اطلی اصمطبلعب   .لليبیی ي عمل وشدن دس فشبس ثب 

پشيتئيىُب ثٍ دست سيسدن اقلاعب  اضبفی  دگشگًن سبصی

 .ميی ثبشيذ   يتئيىُبعملىشد پش رًاص ي دسمًسد سبرتمبن،

 دس غيشقجيعييی وييشدن پشيتئيىُييب   دس صميىييٍ مطبلعييب 

 عملىشدثىبثشایه دس دسن  ي محلًلُبی سثی اوجب  می شًد

. پشيتئيىُب تحت ششایط فيضیًلًطیه مفيذ يالع ميی شيًد  

َيبی  سبصی پشيتئيىُب ثيشای مطبلعيٍ ويشي  فشایىذ دگشگًن 

 Ano)تعييه وىىذٌ سبرتمبن سيً  حيبئض اَمييت اسيت    

Bom,Monica, Freitas, & Silva,2010) .  ٌاسيتفبد

مطبلعٍ ويشيَيبی ميً ش     ،دیهش اصمطبلعب  دگشگًن سبصی

مييبن ويىش َيب دس جبیهيبٌ فعيبل       پشيتئيىُب يومش اوًاع

ثب تًجٍ ثيٍ تًضييحب  وليی اسائيٍ شيذٌ       .سوضیم می ثبشذ

دوبتًسٌ شذن سوُب ثبیذ گفيت   دسمًسد فًلذیىگ پشيتئيىُب ي

ًسد سبرتبسَبی حبلت دگشگًن شذٌ وٍ جضئيب  ومی دسم

 سوييضیم َييبی پشيتئييبص ثييٍ يیييظٌ پپسيييه يجييًد داسد     

(Schellman,2002)  ٍدس مطبلعيييٍ حبضيييش تيييب يش وييي

دگشگًن وىىذٌ ايسٌ ثش سبرتبس سوضیم پپسييه ثشسسيی ميی    

 .شًد

 مواد وروش ها

ايسٌ اص ششوت   َمچىيه مىشب پًسسيه ي ثبسوضیم پپسيه    

گيشی قيفی ثب استفبدٌ اص اوذاصٌ  .مشن رشیذاسی شذ

مجُض ثٍ  4000دستهبٌ اسپىتشيفتًمتش فبسمب سيب مذل

تب  30سيستم وىتشل الىتشيويىی دمب دس دامىٍ حشاستی 

اوذاصٌ گيشیُبی .دسجٍ سبوتيهشاد اوجب  شذ 100

فلًسیمتشی ثٍ ومه دستهبٌ اسپىتشيفلًسیمتش فبسمب سيب 

 .مجُض ثٍ حمب  سة گش  طًس  گشفت RF-5301مذل 
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 روش ها 

 ثشسسی پبیذاسی حشاستی سوضیم پپسيه دس حضًسايسٌ دس -1

2=pH ي دامىٍ حشاستیC 100 – 30:    ثبفشفسفب

ي محلًل ايسٌ ثب  M 02/0دس غل ت  pH=2 سذیم ثب

مىحىی َبی . تُيٍ شذ pH=2 دس مً س ي 8غل ت 

 وبوًمتش  280 دگشگًن سبصی دس حضًسايسٌ دس قًل مًج

ميلی گش  ثش  3ثب استفبدٌ اص محلًلُبی پپسيه ثب غل ت 

 . ميلی ليتش ثٍ دست سمذٌ است

ثشسسی اسپىتشيفلًسیمتشی سوضیم پپسيه دس حضًس ايسٌ -2

 فسفب  سذیم ثب  ثبفش : ي دمبَبی گًوبگًن pH=2 دس

2=pH غل ت  دسM 02/0 محلًل ايسٌ َم ثب غل ت  ي

سوضیم پپسيه غل ت ومًوٍ . تُيٍ شذ pH=2 دس مً س 8

 ثشسسيُبی فلًسیمتشی دس. ميلی گش  ثش ميلی ليتش است  3

pH طفش تب َفت )َشت غل ت مختلف  مًسد ثشسسی دس

 .ي دس دمبَبی گًوبگًن اوجب  شذ( مً س

 وتايج و بحث

وشبن دَىذٌ تيييشا  وسش پشيتئيه دگشگًن  1شىل    

 pH=2دس شذٌ دسممبثل دمب ثشای غل تُبی مختلف ايسٌ 

َمبوطًس وٍ مشبَذٌ می شًد دس غيبة ايسٌ، ممذاس  .است

Fd دمبی  تبK 338 وسش پشيتئيه دگشگًن . طفش است

 1ثب پزیشفته مىبويسم دي حبلتٍ ي ثب استفبدٌ اص ساثطٍ شذٌ

 .محبسجٍ شذٌ است

(1)
 ND

N
d

YY

YY
F




 

ي  NYدس ایه ساثطٍ 
DY يت ممبدیش جزة وًسی ثٍ تشت

مًلىًلُبی قجيعی ي دگشگًن شذٌ دس حبلتی ميجبشذ 

دس مًسد . (13)مًسد اوذاصٌ گيشی يالع شذٌ است Yوٍ

2=pH  ثب افضایش غل ت ايسٌ،  مىحىی َبی دگشگًن

ثٍ عجبس  دیهش . سبصی ثٍ سمت چپ جبثٍ جب می شًوذ

حضًس ايسٌ سجت وبَش پبیذاسی سوضیم پپسيه دس  

2=pH ثشای محبسجٍ تيييشدس اوشطی سصاد .می شًد 

DGحبلتُبی قجيعی ي دگشگًن شذٌ ،   ميتًان اص ،

 (Pace, Shirley ,1989)استفبدٌ وشد  2ساثطٍ 

. 

(2  )Δ G˚D= -RTln [Fd / (1-Fd)] = -RTln 

[(YN-Yobs) / (YN-YD)] 

 

دمب ثش حست ولًیه   T   بثت گبصَب ي  Rساثطٍ، دس ایه 

 ، دمبیی است وٍ ممذاس(Tm)دمبی رية پشيتئيه. است

DG  مىحىی تيييشا  . ثشاثش طفش است دسسن دمب

DG   ثب . ، اسائٍ شذٌ است3ثش حست دمب دس شىل

افضایش غل ت ايسٌ، مىحىی َبی فًق ثٍ سمت چپ 

 .ذسوضیم وبَش می یبث Tmاوتمبل می یبثىذ ي ثىبثش ایه 

تب يش ايسٌ ثش  .است K 340ثشای سوضیم پپسيه  Tm ممذاس

چىبوچٍ ملاح ٍ  .اسائٍ شذٌ است 1دسجذيل  Tm ممذاس

ثب . سوضیم می شًد Tmمی شًد حضًس ايسٌ سجت وبَش 
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سوضیم  Tm افضایش غل ت ايسٌ اص یه تب َفت مً س،

وبَش می یبثذ ثٍ قًسیىٍ دس غل ت َفت مً س ثٍ 

K330 ىیشيت مىح. ميشسذDG   ثش حست دمب دس

   . است mSثشاثش  Tmومطٍ 

    

 
 

مىحىی تيييشا  وسش پشيتئيه دگشگًن شذٌ دس ممبثل  -1شىل

 مً س سذیم فسفب 0/ 02ثبفش حشاس  دس غل تُبی مختلف ايسٌ ي

 pH=2 ي

 

 
 

ًس ايسٌ تيييشا  شذ  فلًئًسسبوس سوضیم پپسيه دس حض -2شىل

 pH=2 مً س سذیم فسفب  ي02/0دس ثبفش 

 

 
DGمىحىی تيييشا   -3شىل   دس ممبثل دمب دس

مً سسذیم فسفب  ي 02/0ثبفش حضًسغل تُبی مختلف  ايسٌ ي

2=pH 

 

mHشای محبسجٍ ث ،  ثب دس و ش گشفته ممذاس طفش ثشای

DG  استفبدٌ وشد 3تًان اص ساثطٍ  می. 

(3   )mS   mT =mH  

mS  يmH       ثيٍ تشتييت تييييش اوتشيپيی ي سوتييبلپی دس

وشيبن دَىيذٌ مميبدیش     1جيذيل  . ميی ثبشيىذ   Tmدمبی  

mS ممبدیش .بشذث می    پبسامتشَبی فًق  ي mH   ثب

وبَش مميبدیش ایيه    .وبَش می یبثذ افضایش غل ت ايسٌ

شيىل قجيعيی سويضیم ي     دي پبسامتش ثٍ مىضليٍ ثيبصتش شيذن   

تًاثييع . افييضایش وسييش پييشيتئيه دگشگييًن شييذٌ ميجبشييذ

mSتشمًدیىبميىی  يmH       سا می تيًان ثيٍ طيًس

  Shirley ,1989) ( Pace , :صیش ثيبن وشد

 

(4)     )()( NHDHH mmm
  

(5  ) )()( NSDSS mmm
  
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 N ومبیييبوهش حبلييت دگشگييًن شييذٌ ي D، دس ایييه سياثييط

ثييب تًجييٍ ثييٍ  .ومبیييبوهش حبلييت قجيعييی پييشيتئيه اسييت 

 طيًس  پيچيٍ ميى م دس   ٍ ایىىٍ حبلت دگشگيًن شيذٌ ثي   

mSو يييش گشفتيييٍ ميييی شيييًد، ويييبَش مميييبدیش   ي

mH    مييی  مجيييه ثييبص شييذن شييىل قجيعييی سوييضیم

وييٍ تيييييشا  شييذ     2ثييب تًجييٍ ثييٍ شييىل   . ثبشييذ

دسحضييًس غل تُييبی   فلًئًسسييبوس سوييضیم پپسيييه سا  

دس  C º60تييييب  30دسدامىيييٍ دميييبیی   مختليييف ايسٌ ي 

2=pH     وييٍ ثييب   وشييبن مييی دَييذ، مشييخض اسييت

افييضایش غل ييت ايسٌ شييذ  فلًئًسسييبوس افييضایش مييی 

یبثذ، ثٍ ایيه مفُيً  ويٍ سويضیم ثيبصتش شيذٌ اسيت پيس         

ويييبَش  pH=2 پبیيييذاسی پپسييييه دسحضيييًس ايسٌ ي 

تييييشا  ميبوضیمم قيًل ميًج      ،4دس شيىل   .یبفتٍ است

وشييش سوييضیم پپسيييه دس حضييًس غل تُييبی مختلييف ايسٌ  

 اسييت، سمييذٌ Cº60تييب 30ي دامىييٍ دمييبیی   pH=2دس 

ثيب افيضایش غل يت ايسٌ،     َمبوطًسوٍ مشبَذٌ ميی شيًد  

 .مييبوضیمم قييًل مييًج وشييش سوييضیم افييضایش مييی یبثييذ 

وتييبیف فييًق دس تطييبثك وبمييل ثييب وتييبیف حبطييل اص      

مطبلعيييب  اسيييپىتشيفتًمتشی ثيييًدٌ ي مًیيييذوبَش    

 .ذپبیذاسی سوضیم پپسيه دس حضًس ايسٌ می ثبش

 

سوضیم پپسيه  پبسامتشَبی تشمًدیىبميىی ثش َم وىش -1جذيل
 ي ايسٌ

 

M 

[urea] 
 

mS  
11  KJmol 

mT 

K 

mH  
1kJmol 

0 0000 340 2220 

1 4666 330 100/1522 

2 4600 332 002/1550 

3 4000 336 1340 

4 4000 336 1344 

5 3200 334 000/1060 

6 2/2666 333 100/000 

2 2000 330 660 

 
دس رظييًص دگشگييًن سييبصی ايسٌ ثييش پييشيتئيه َييب، دي  

گييش تًاوييبیی ايسٌ دس وبپبیييذاس سييبصی   مىبويسييم، تًجيييٍ

دس . حبلييت قجيعييی پييشيتئيه َييبی وييشيی مييی ثبشييذ   

مىييبويض  ايل ايسٌ ثييب گشيَُييبی عييبملی صوجيييشٌ پلييی   

   پپتييييذی ثيييش َيييم ويييىش دادٌ ي ایجيييبد اتظيييب  

دس  .(Kraulis,1991) ميييييی ومبیيييييذ  سيطویَييييييذ

َيييبی ٌ صوجييييش مىبويسيييم دي  ايسٌ سيييجت حلالييييت

جييبوجی غيييش لطجييی مييذفًن شييذٌ دس ثخشييُبی دارلييی 

يييذسيفًثيه مييی َپييشيتئيه ثييب اعمييبل افييضایش ا ييشا  

ايسٌ سييجت وييبَش  بثييت دی   . (Smith,2005) شييًد

الىتشیييه حييلال شييذٌ ي ثييٍ ایييه تشتيييت ثييب وييبَش   

َييبی جييبوجی ٌ تمبیييل صوجيييش  حييلال، ميييضان لطجيييت

    ٍ  دس معييشع ایىىييٍ غيييش لطجييی مييذفًن شييذٌ،  ثيي

ثيٍ ایيه تشتييت     ، افضایش ميی یبثيذ ي  گيشوذلشاس  ياوىش

    شيييًد ميييی سيييبرتبس پيييشيتئيه دچيييبس دگشگيييًوی   

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir



 1391مجلٍ علمی پظيَشی صیست شىبسی جبوًسی تجشثی، سبل ايل، شمبسٌ ايل، ثُبس                              

 

(Tobi,Elber&Thirumalia,2003) .  مطبلعييييييييب

اوجب  گشفتيٍ دس ميًسد ثيش َيم ويىش ايسٌ ثيب تشويجيب         

پيپيش سصیيه ومبیيبوهش يجيًد ثيش َيم       مذل مبوىذ دی وتً 

گشيَُييبی پپتيييذی   سيطوی ثيييه ايسٌ يَيييذوىشييُبی 

دس محيطُييبی سثييی مييی    تشويجييب  مييذل يپشيتئيىُييب  

وتييبیف حبطييل اص مطبلعييب    (Mcphie, 1998). ثبشييذ

گًويبگًن ثيش سوييضیم لييضيصیم ومبیييبوهش دگشگيًن سييبصی     

سوضیم فًق دس حضيًس ايسٌ ثيٍ ياسيطٍ َيش دي مىبويسيم      

 &Antos, Spooner) ميييی ثبشيييذ یيييبد شيييذٌ  

Ploegh,2009)  مييًسد سوييضیم  مطبلعييٍ اوجييب  شييذٌ دس

سويضیم   Tmپپسييه دسحضيًس ايسٌ وشيبن دَىيذٌ ويبَش      

سويضیم پپسييه سا    است، ثٍ ایيه مفُيً  ويٍ ايسٌ سيبرتبس    

سوييضیم قجيعييی   pH، Tm=2دس  . وبپبیييذاس وييشدٌ اسييت 

   اسييت ثييب افييضایش غل ييت ايسٌ وييبَش      C 67˚ وييٍ

، دس C 65˚غل ييت یييه مييً س ايسٌ  ثييٍ   دس. مييی یبثييذ

، دس غل ييت سييٍ مييً س  C º 64غل ييت دي  مييً س ثييٍ  

، دس  C63˚،  دس غل يييت چُيييبسمً س ثيييٍ  C 63˚ثيييٍ 

  ٍ دس غل ييت شييش ي   ي C 61˚غل ييت پييىف مييً س ثيي

 ددسجيٍ سيبوتيهشا   57ي  60َفت  ميً س ثيٍ تشتييت ثيٍ     

mSممييبدیش . مييی سسييذ     يmH    ثييشای سوييضیم

پپسييييييييه دس غييييييييبة ايسٌ ثيييييييٍ تشتييييييييت  

11ي 1kJmol2720ثشاثييييش  KJmol 8000  مييييی 

غل ييت ايسٌ، ممييبدیشفًق وييبَش   ثييب افييضایش . ثبشييذ

ميً س ايسٌ ایيه مميبدیش ثيٍ      7وُبیتيبً دس غل يت    یبفتٍ ي

11ي  1kJmol 660تشتيييييييييييت   KJmol 2000 

پبسامتشَيبی تشمًدیىيبميىی   ويبَش مميبدیش    .رًاَذ ثيًد 

ويبَش   فًق ثٍ مىضلٍ ثبص شيذن شيىل قجيعيی سويضیم ي    

ثييييب  . (Skashi,2006)مييييی ثبشييييذ  پبیييييذاسی سن 

افيييضایش ثيييبص شيييذگی سيييبرتبس سويييضیم گشيَُيييبی   

 ثيشييتش دس معييشع Tyr ي Phe، Trpسسيمبتيييه و يييش 

  فلًئًسسييبوس دس وتيجييٍ شييذ لييشاس گشفتييٍ ي ياوييىش

 &Nubinstein) یبثييييييذ افييييييضایش مييييييی 

Sherman,1997) 

  
 

تيييشا  مبوضیمم قًل مًج وشش سوضیم پپسيه دس حضًس  -4شىل

  pH=2 مً س سذیم فسفب  ي 02/0ايسٌ دس ثبفش 
 

ي ثب تًجٍ ثٍ وبَش ارتلاف سطح اوشطی ثييه حبلتُيبی   

افضایش قًل ميًج   پبیٍ ي ثشاوهيختٍ دس حضًس ايسٌ شبَذ

س د (Huang &Steven,1998) .رييًاَيم ثييًد  شوشيي

مجمًع می تًان عىًان ومًد وٍ ايسٌ اص یه قشف سيجت  
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دی الىتشیه سن می شًد ي  وبَش پلاسیتٍ حلال ي  بثت

اص قشف دیهش َم ثٍ اتظب   پپتييذی دس سيطح پپسييه    

  ً ي  (Haq, Gianni & Jemth,2010)د متظل ميی شي

یت مًجيت ويبَش   وٍ دس وُب سبرتبس سوضیم سا ثبص می وىذ

 .شًد پبیذاسی سوضیم می

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 سپاسگزاري

محمميه مشاتت تشىش ي لذسداوی رًد سا اص تمبمی    

افشادی وٍ دس ایه مطبلعٍ َمىبسی داشتىذ اعلا  می 

 .داسوذ
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ABSTRACT 

 

Pepsin (E.C.3.4.23.1) is a juice gastric aspartic proteinase. It belongs to hydrolyses family. Its 

monomeris structure is consisting of two lobes that they are similar in size and folding. It 

consists of a single polypeptide chain of molecular weight 34644 Daltone and 327 aminoacid. 

Structural analysis shows that pepsin contains 1.2% basic residues, 13.1% acidic residues, 46.5% 

polar residues and 39.2% hydrophobic residues. Structural stability of pepsin was investigated by 

UV-VIS spectrophotometer and spectrophlorimetry. Spectral measurements were made by 

sodium phosphate buffer .02M at pH: 2 and temperatures between 30 and 100 º   C. It was 

observed that (1) high considerable enzyme stability, (2) enzyme stability decreases in the 

presence of urea at pH: 2. (3) thermodynamic parameters decline in the presence of urea. (4) 

Florescence intensity increase in the presence of urea. 

Keywords: Denaturation, Pepsin, Urea, Structural stability 
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