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 چکیده

جذب پروتئین درسطح غیرآلی، منجر به تغییرات ساختاری و 

گردد که وابسته به طبیعت پروتئین جذب شده و  عملکردی می

م سفیده تخم لیزوزی خصوصیات فیزیکوشیمیایی سطح غیرآلی دارد.

پروتئین  کیلودالتون، 6/11با وزن مولکولی  (E.C 3.2.1.17مرغ )

اسید آمینه با چهار پیوند دی سولفید  123کروی کوچکی متشکل از 

مطالعه اثر نانوذره اکسید روی بر هدف از این تحقیق است. 

پایداری و ساختار آنزیم لیزوزیم سفیده تخم مرغ از طریق 

رارتی، اسپکتروسکوپی فلورسانس و سینتیک های پایداری ح تکنیک

 .بود pH 7در حضور و غیاب نانوذره اکسید روی در بافر آنزیمی 

با افزایش غلظت نانوذره اکسید دهد که  دست آمده نشان می نتایج به

روی فعالیت آنزیمی و پایداری حرارتی لیزوزیم کاهش یافت. 

اکسید نوذره مطالعات اسپکتروسکوپی فلورسانس نشان داد که نا

مطالعات واکنش روی توانسته شدت نشر لیزوزیم را کاهش دهد. 

آب و که نه تنها  دهدذره اکسید روی و لیزوزیم نشان میبین نانو 

توانند بر روی ساختار سه بعدی لیزوزیم و  های حلال می ملکول

حیاتی در  کلی پروتئین محلول اثر بگذارند، بلکه نقش مهم و طور به

 مواد نانو دارند.جذب سطحی 
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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. Chicken egg white lysozyme 

(E.C 3.2.1.17, MW=14.6 kDa) is a small globular 

protein, that consists of 129 amino acid residues 

with four disulfide bonds. The aim of this study 

was the survey of the stability and structure of 

Chicken egg white lysozyme against ZnO nano 

through thermal stability, fluorescence and 

spectroscopy and enzyme activity assay in the 

absence or presence of ZnO nano particle at pH 

7.0. The obtained results indicated that thermal 

stability and activity of lysozyme decreased with 

increase in ZnO nanoparticles concentration. 

Moreover, it was observed that ZnO Nano particle 

quenched the intrinsic fluorescence of lysozyme. 

The interaction studies of ZnO nanoparticles and 

lysozyme show that not only water and solvent 

molecules can effect on 3D structure of lysozyme 

and protein but also play an important role in 

adsorption nanoparticles. 

 

Keywords: Lysozyme, ZnO nanoparticles, thermal 

Stability, enzyme kinetic, fluorescence analysis.  
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 مقدمه
غیرآلی ممکن است منجر به  حجذب پروتئین بر سطو

به  امر تغییرات عملکردی و ساختاری گردد که این
شده و خصوصیات  های جذب طبیعت پروتئین

 تلاشفیزیکوشیمیایی سطوح غیر آلی بستگی دارد. 
در  یشناسایی سطح پروتئین، ابزاری قدرتمند برای

ای  پروتئین به عنوان جنبه -درک برهمکنش پروتئین
باشد. نانوذرات، به  حیاتی از عملکردهای سلول می

های متمایز و  اندازه کوچک دارای ویژگی واسطه
های تشکیل شده از مواد  مشخصی نسبت به توده

در زمینه مشابه دارند بنابراین کاربرد وسیعی 
پزشکی و بیونانوتکنولوژی دارند. بیوسنسورها، زیست

جذب پروتئین بر روی نانوذرات و نتایج آن بر روی 
ساختار و فعالیت، به شدت بستگی به اندازه و شکل 

دارای خصوصیات  نانوذرات نانوذرات دارد.
فیزیکوشیمیایی منحصر به فردی از قبیل اندازه 

لیت سطحی، بار و کوچک، منطقه سطحی بزرگ، فعا
به دلیل اثر سمیت  نانوذراتاز طرفی شکل هستند. 

اثرات بیولوژیکی مخالف با توانند منجر به  می بالقوه
 ,.Chakraborti et al)های بیولوژیکی شوند  سیستم

2009; Farhadian et al., 2012). نانومواد  بیشتر
ردشان در تولیدات های منحصر بفبه خاطر ویژگی

گیرند  میصنعتی و زندگی روزمره مورد استفاده قرار 
(Xu et al., 2010)از آنها برای  . برای مثال برخی

ضد های  جذب اشعه ماورای بنفش نورخورشید درکرم
ها و به منظور تولید و فراهم کردن  ، خمیردندانآفتاب

ها و برخی هم در صنایع  رنگ سفید در رنگ
گیرند. علاوه بر این،  الکترونیک مورد استفاده قرار می

 نانوذرات کاربردهای زیادی در تجهیزات پزشکی،
سوختی و های  ورزشی و آرایشی، تولید پارچه، سلول

. امروزه (Wang et al., 2008)د نصنایع دیگر دار
دهنده  عنوان محصولات تحویل مواد نانو به از برخی

درمان سرطان  دهنده بیماری و داروی دارو، تشخیص
استفاده از  گیرند. با افزایش مورد استفاده قرار می

ناپذیر است که انسان در معرض آنها  نانوذرات اجتناب

قرار نگیرد بنابراین مهم است که مخاطرات آنها در 
ها و  شود. اندازه این ذرات از اندازه سلولنظر گرفته 

توانند به  تر است به همین خاطر می ها کوچک اندامک
ها نفوذ کرده و باعث  ها و اندامک درون سلول

های فیزیکی و یا القاء پاسخ التهابی مضر شوند.  آسیب
توانند باعث  های اکسیداتیو نانوذرات می استرس

 DNAها و  روتئینها، پ تخریب لیپیدها، کربوهیدرات
عنوان  ها بهشود. فرایند پراکسیداسیون لیپید

شود که در  ها محسوب می ترین این استرس طرناکخ
نهایت منجر به تغییر خصوصیات غشاء سلول 

 ,.Bystrzejewska-Piotrowska et al)گردد  می

2009; Heinlaan et al., 2008) . 
طبیعی در سفیده تخم مرغ، اشک  طور بهلیزوزیم 

چشم انسان، بزاق و سایر مایعات بدن وجود دارد و 
 های خاصی را قادر است دیواره سلولی باکتری

کننده ملایم  عفونیعنوان ضد تخریب کند بنابراین به
رود. این خصوصیت را برای اولین بار  به کار می

تصادفی  طور به 5322الکساندر فلمینگ در سال 
گسترده به عنوان یک  طور بهکشف کرد. این آنزیم 

آنزیم مدل در مطالعات آنزیمولوژی، بیولوژی 
مولکولی، ژنتیک، شیمی پروتئین و ایمونولوژی مورد 

گیرد. ساختار لیزوزیم شامل یک  استفاده قرار می
باشد که توسط  آمینو اسیدی می 523زنجیره 

ی قرار گرفته پرتونگاری اشعه ایکس مورد شناسای
است. تحت شرایط فیزولوژیکی طبیعی، لیزوزیم به 

ک شکاف عمیق در یک ساختار کروی پیچیده با ی
خورد. این آنزیم دارای پنج  سطح پیچ و تاب می

هلیکس آلفا، سه صفحه بتا ناموازی و مقدار زیادی 
باشد. ساختار این آنزیم پیچ نامنظم و ترن بتا می

شود که البته فید پایدار میتوسط چهار پیوند دی سول
بیشتر آمینو اسیدهای سیستئین در بخش آلفا هلیکس 

کلی بیضوی با  طور بهاند. شکل این آنزیم  قرار گرفته
سازد و  یک شکاف بزرگ است که جایگاه فعال را می

تواند همزمان به شش قند در بخش کربوهیدرات  می
د متصل شده و عمل کاتالیز را با موفقیت انجام ده
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(Wu & Narsimhan, 2008)زیم. لیزو 
عملکردهای فارماکولوژی متعددی از قبیل 

کننده، ضد تورم، ضد ویروس و اعمال  ضدعفونی
تواند جزء  نئوپلاستیک دارد. این آنزیم می آنتی
های گرم مثبت را  ساکاریدی دیواره باکتری پلی

کند  رده و ساختار باکتری را تخریب میهیدرولیز ک
لکرد تواند باعث بهبود گردش خون و عم همچنین می

. (Chen et al., 2009)سیستم ایمنی انسان گردد 
ها،  ولوسیتساز، گرانهای خون لیزوزیم در سلول

ها و همچنین مغز استخوان به ها، ماکروفاژ مونوسیت
 ,Merlini & Bellotti)شود  مقدار زیادی بیان می

د مهم دیگر لیزوزیم توانایی حمل دارو . عملکر(2005
باشد. بنابراین مطالعات واکنش بین نانو ذره اکسید  می

 دهد که نه ( کلوئیدی و لیزوزیم نشان میZnOروی )
توانند بر روی ساختار  های حلال می تنها آب و ملکول

کلی پروتئین محلول اثر  طور بهسه بعدی لیزوزیم و 

تی در جذب سطحی ، بلکه نقش مهم و حیابگذارند
 ,Kopac et al., 2008; Vörös)مواد نانو دارند 

2004; Yongli et al., 1999).  بدین منظور در این
 ای از و لیزوزیم به عنوان نمونه ZnOنانو ذره تحقیق 

اثر نانوذره  ها انتخاب شدند. نانو ذرات و پروتئین
TiO2  قبلاً بر روی لیزوزیم ثابت شده است 

 نشده ارایه ZnOاما گزارشی در مورد اثر نانو ذره 
  است. 
 

 هامواد و روش

 مواد شیمیایی 

خشک و آنزیم لیزوزیم سفیده تخم مرغ به صورت پودر 
نانوذره سدیم فسفات از شرکت سیگما خریداری شدند. 

ZnO  تقریباً کروی، چگالیg/cm
قطر  ،606/1 3

nm90-50 از  و به رنگ سفید یا شیری است که

 .(2و  5تهیه شد )شکل  NanoUSAشرکت 

 

 
 ZnOتصویر میکروسکوپ الکترونی نانوذره  .1شکل

 

 
   ZnOنانوذره  XRDالگوی  .2شکل 
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 های مطالعاتی روش

برای مطالعه پایداری حرارتی لیزوزیم سفیده تخم 
از دستگاه  C30-20˚مرغ در دامنه حرارتی 

 4000مدل فارماسیا  UV/Visاسپکتروفتومتری 
این دستگاه مجهز به سیستم کنترل استفاده شد. 

باشد که سرعت اسکن دما یک الکترونیکی دما می
 لیزوزیمنمونه  .باشدمیدرجه سانتی گراد در هر دقیقه 

فسفات تامپون در لیتر  گرم در میلی میلی 5/0با غلظت 
آزمایشات  تمامیتهیه گردید.  pH 7 مولار با 5/0

انجام شده در طی این تحقیق حداقل سه بار تکرار 
برای تهیه شده اند و بنابراین نتایج تکرار پذیر هستند. 

 های مختلف لازمدر غلظت ZnOمحلول نانوذره 
وزن  ها دقیقاًاست که در ابتدا مقدار مورد نیاز از آن

شود و سپس توسط آب دوبار تقطیر به حجم مورد 
ها انجام نظر برسد و سپس عمل سونیکیشن روی آن

 50کدام  گیرد. سونیکیشن برای دو بار متوالی هر
و بر پایداری حرارتی  نانوذرهو اثر دقیقه انجام شد 
ورد بررسی قرار گرفت. برای آنزیم مفعالیت و ساختار 

مرغ در حضور مطالعات سینتیک لیزوزیم سفیده تخم
 ، از دستگاهC91˚در دمای  ZnOنانوذره 

 4000مدل فارماسیا  UV/Visاسپکتروفتومتری 
استفاده شد. سوبسترای مورد استفاده باکتری گرم 

بود که Micrococcus lysodeikticus مثبت 

مولار در آب  یلیم 20محلول غلیظ آن با غلظت 
مقطر دو بار تقطیر تهیه شد. طول موج منتخب جهت 

نانومتر است زیرا  410پیگیری تخریب دیواره باکتری 
در اثر تخریب دیواره باکتری کدورت سوسپانسیون 

یابد که در طول موج مرئی  حاوی باکتری کاهش می
نمودارهای  آوری اطلاعات قابل ثبت است. بعد از جمع

به برک رسم شد و با  -منتن و لینویور -میکائیلیس
 أ( و عرض از مبدKm) أآوردن طول از مبد دست

(Vmaxنمودار لینویور )- برک، پارامترهای سینتیکی 
 محاسبه گردید. 

های خاموشی فلورسانس  منظور انجام آزمایش به
-1905از دستگاه اسپکتروفلوریمتری شیمادزو مدل 

RF  گرم در  یلیم 5/0و نمونه لیزوزیم با غلظت
استفاده گردید. آزمایشات در حضور نانوذره لیتر  میلی

ZnO7 ، درpH    و دماهای˚C21  با استفاده از  91و
 نانومتر صورت پذیرفت. 280برانگیزش  طول موج

 

 و بحث نتایج
  ZnOواکنش لیزوزیم با نانوذره 

 نشان 9در شکل ZnO نانو ذره  -جذب نوری لیزوزیم
( محلول لیزوزیم با افزایش A)داده شده است. جذب 

یابد اما هیچ گونه  افزایش میZnO غلظت نانو ذره 
 دهد. نانومتر رخ نمی 280ل موج قله در تغییری در طو

 

 
 ZnO های مختلف نانو ذره نانومتر در مقابل غلظت 280تغییرات جذب  .3شکل 
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این مشاهدات به دلیل تشکیل کمپلکس حالت 
باشد و این احتمال  ( میlysozyme….. ZnOپایه )

 lysozyme….. ZnOوجود دارد که کمپلکس 
ضریب جذب مولی بیشتری نسبت به لیزوزیم جذب 

ذره داشته باشد ولی کماکان  نشده بر سطح نانو
 باشد. نانومتر می 280حداکثر جذب در همان ناحیه 

دهد که یک  آمده از مطالعات نشان می به دستنتایج 
 و لیزوزیم از طریقZnO نانوذره برهمکنش بین 

تشکیل کمپلکس حالت پایه وجود دارد. لیزوزیم 
باشد بنابراین بار مثبت ریشه بازی می 58دارای 

( 55زیادی را در محیط خنثی )نقطه ایزوالکتریک
. در ابتدا با مخلوط (Liu et al., 1995)کند  حمل می

 و لیزوزیم، جذب  ZnOشدن سوسپانسیون نانوذره
ق برهمکنش الکترواستاتیک صورت لیزوزیم از طری

 به ZnOگیرد. هنگامی که فاصله بین لیزوزیم و  می
اندازه کافی کوتاه شد پیوند هیدروژنی بین نانوذره 

ZnO های قطبی آمینو اسیدها تشکیل و زنجیره 
های غیرکوالان  همکنشترکیب بر شود. می

الکترواستاتیک و پیوند هیدروژنی منجر به محکم 
 شود.  می ZnOشدن اتصال لیزوزیم و نانوذره 

 
 لیزوزیمبر پایداری حرارتی  ZnOاثر نانو ذرات 

Tm های پایداری حرارتی پروتئین یکی از شاخص
پروتئین  دهنده پایداری بیشتربالاتر نشان Tmاست و 

ی پروتئین روشی کلیدی در سازاست. دگرگون
تواند  و آنالیز جایگاه اتصال است که میترمودینامیک 

درک ما را از ارتباط ساختار و عملکرد پروتئین 
با  لیزوزیمپایداری حرارتی آنزیم  افزایش دهد.

 آنزیم Tmمحاسبه تغییرات انرژی آزاد گیبس و 
 ( وFdشود. با محاسبه کسر دناتوراسیون ) محاسبه می

دادن آن در رابطه زیر، تغییرات انرژی آزاد گیبس  قرار
  :(Shareghi et al., 2015)آید  به دست می

 

    

 مقادیر جذب آنزیم در ADو  ANدر این رابطه 
 جذب Aobsحالت طبیعی و دگرگون شده هستند و 

G∆مشاهده شده، 
 Fdتغییرات انرژی آزاد استاندارد،  °

 دمای مطلق Tبت گازها، ثا Rکسر دناتوراسیون، 
یا دمای ذوب پروتئین دمایی است که Tm باشد.  می

∆G˚  برابر با صفر است. ما همچنین با استفاده از
 )تغییرات ˚Sm∆توانستیم  ˚G∆شیب خط منحنی 

انتروپی( را به دست آورده و با قرار دادن آن در رابطه 

 )تغییرات آنتالپی( ˚Hm∆مقدار  
با  .(Shareghi et al., 2015)ه دست آوریم را نیز ب

توجه به مطالب فوق مطالعات پایداری حرارتی در 
 انجام شد. بر این اساس ZnOحضور نانو ذرات 

 حاسبه شده است. لیزوزیمم 5، در جدول Tmمقادیر 
طبیعی پایداری بسیار بالایی دارد طوری که  طور به

 ،ZnOشود با افزایش غلظت نانو ذرات  مشاهده می
Tm دهنده تغییرات نشان 4یابد. شکل  کاهش می 
∆G˚ باشد  در برابر دما می(Privalov, 1979). 

نانوذره  های مختلفغلظت لیزوزیم در Tmتغییرات 
اند. بر طبق آنچه در جدول  نشان داده شده 5در جدول 

غلظت نانو ذره باعث نشان داده شده است افزایش  5
 گردد. میآنزیم  و پایداری Tmکاهش دمای 

 
Tmتغییرات پارامتر  .1جدول 

های مختلف نانو ذره در غلظت 
ZnO  7درpH

 

 ZnO (mg/ml) Tm (K) in pH 7های غلظت

09/0 915 
06/0 943 
03/0 998 
52/0 924 
51/0 957 

 
بررسی نتایج مطالعه سینتیکی لیزوزیم در حضور 

ZnO  در دمای˚C 33 

 ZnOهای مختلف نانوذره  در این مطالعه، اثر غلظت
 بر سینتیک  7pHگراد و  درجه سانتی 91در دمای 

آنزیم لیزوزیم مورد بررسی قرار گرفته است. نتایج 
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طور  آورده شده است. همان 1مطالعه در شکل  این
شود، با افزایش غلظت  که در این نمودار دیده می

 لیتر، گرم بر میلی میلی 51/0تا  0از  ZnOنانوذره 
Vmax تغییر یابد اما تمایل به سوبسترا بی کاهش می 

 فعالیت ZnOنانوذره . در واقع ثابت( Kmماند ) می
کنندگی غیر رقابتی آنزیم لیزوزیم را به روش مهار

حالت مهارکننده به لیزوزیم  اینمهار کرده است. در 
کند که  هدفی را تولید میشده و کمپلکس بیمتصل 

 به ZnOنانوذره قادر به ایجاد محصول نخواهد بود. 
شود  متصل میفعال آنزیم دیگری غیر از جایگاه جایگاه 

طوری که  شده به و سبب تغییر کنفورماسیون آنزیم

ات ، تغییر2 . جدولشود نش کاتالیزی انجام نمیواک
Vmax های مختلف  )فعالیت آنزیم( در حضور غلظت

 دهد. ان میرا نش  7pHدر  ZnOنانوذره 
 

های  غلظت آنزیم لیزوزیم در حضور Vmaxتغییرات  .2جدول 
 7pHسانتیگراد و  درجه 91در دمای  ZnOمختلف نانوذره 

[ZnO]mg/ml Vmax (s/M) 

0 1/9 

05/0 5/9 

01/0 8/2 

07/0 7/2 

51/0 6/2 

 

 
 ZnOهای مختلف نانو ذرات تغییرات انرژی آزاد گیبس لیزوزیم در مقابل دما در غلظت .4شکل 

 

 
 C91° در دمای ZnOهای مختلف نانوذره  حضور غلظتبرک برای آنزیم لیزوزیم در  -نمودار لینویور .3شکل 
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لوریمتری لیزوزیم در فاسپکتروبررسی نتایج مطالعه 

 33و  C23˚در دمای  ZnOحضور 

غلظت نانوذره با افزایش اند که  ها نشان داده آزمایش
ZnO  .اتصال نانوذرهشدت نشر لیزوزیم کاهش یافت 
ZnO ندارد  به لیزوزیم، تأثیری برروی ساختار تیروزین

 Chakraborti)دهد  ولی ساختار تریپتوفان را تغییر می

et al., 2009) غلظت نانوذره . در واقع با افزایشZnO، 
 

شود  رزیدیوهای تریپتوفان زیاد می قطبیت محیط اطراف
یابند در  ها به محیط هیدروفیل تر انتقال می و تریپتوفان

شود. با افزایش دما این  نتیجه شدت فلورسانس کم می
چون وقتی دما  شود کاهش شدت فلورسانس دیده می

شود ساختار آنزیم لیزوزیم بازتر شده و  زیاد می
رزیدیوهای تریپتوفان بیشتری به محیط آبدوست 

 . (a, b6 روند )شکل می

 
 C21°و دمای  pH 7در  ZnOهای مختلف نانوذره تغییرات نشر فلورسانس آنزیم لیزوزیم در حضور غلظت a .6شکل 

 

 
 C91°و دمای  pH 7در  ZnOهای مختلف نانوذره س آنزیم لیزوزیم در حضور غلظتتغییرات نشر فلورسان b .6شکل 

 
 گیرینتیجه

شوند با مایعات  زمانی که نانو ذرات وارد بدن می
دهند. نانو ذرات  بیولوژیک مانند پلاسما برهم کنش می

شوند و  ها متصل می در محیط فیزولوژیک به پروتئین

دهند.  تشکیل می نام هاله پروتئینی راه پوششی ب
خصوصیات سطح نانوذرات نحوه اتصال نانوذرات را با 

نانو  حکند. خصوصیات سط ها مشخص می پروتئین
هایی مثل شکل، موقعیت شیمیایی،  نانوذرات با ویژگی
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عملکرد سطحی، زاویه پیچش، تخلخل، زبری، 
بلورینگی، هیدروفوبیسیتی و هیدروفیلیسیتی تعیین 

ی مسوول اتصال بین نانوذرات و های اصلنیروگردد.  می
ها نیروهای واندروالسی، نیروهای پراکندگی  پروتئین

 ,Arakha)لاندن، دوقطبی و پیوند هیدروژنی هستند 

بر  ZnOآزمایش، تأثیر نانوذره . ما در این (2012
( و جذب آنزیم Tmپایداری حرارتی ) فعالیت سینتیکی،
ایم. نتایج حاصل از  بررسی قرار داده لیزوزیم را مورد
به فعالیت سینتیکی لیزوزیم در حضور مطالعات مربوط 

، ZnOدهد که این نانوذره نشان می ZnOنانوذره 
( آنزیم لیزوزیم را کاهش Vmax) سینتیکی فعالیت

اسپکتروفتومتری )جذب( آنزیم  دهد. در مطالعات می
 شود که با ، مشاهده میZnOدرحضور نانوذره لیزوزیم 

 ، میزان جذب لیزوزیم درZnOافزایش غلظت نانوذره 
افزایش جذب شود. این  نانومتر زیاد می 280طول موج 

و به دنبال آن  ZnO-ایجاد کمپلکس لیزوزیمبه خاطر 
باشد. مطالعات مربوط به  کدورت محلول می افزایش

 ZnO( لیزوزیم در حضور نانوذره Tmحرارتی )پایداری 

را نسبت  ZnO ،Tmدهد که در ابتدا نانوذره  می نشان
های  کند و در غلظت لیزوزیم طبیعی کم می Tm به

 شود. اکتیو لیزوزیم زیاد می ZnO ،Tmبعدی نانوذره 
برای  که باشد می Trpسایت لیزوزیم دارای دو رزیدیو 
 ZnOذرات باشند. نانو  اتصال سوبسترا دارای اهمیت می

شود. نانوذره  متصل می Trpبه نزدیک این دو رزیدیو 
ZnO داد و بدین ترتیب  شدت نشر لیزوزیم را کاهش

یک ملکول پروتئین با . کندساختار پآنزیم را بازتر می
دهد بنابراین در مجموع یک نانو ذره برهم کنش می

 پروتئین را بشکنند. -نانوذرات قادرند تجمعات پروتئین
 

 سپاسگزاری
از تمامی عزیزانی که در انجام این مطالعات با ما 

مرکز  از دانشگاه پیام نور و همچنین اند همکاری کرده
مالی و کمک در  های شهرکرد به خاطر تقبل هزینه

انشگاه انجام این پژوهش و آزمایشگاه بیوشیمی د
قدردانی ، تشکر و شهرکرد محل انجام این طرح

 .گردد می
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