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اندازهگیری فعالیت آدنیلیل سیکلاز غشاء سلولی در حضور پروتئین کموتاکسیک 
ماکروفاژ 
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مقدمه 
ــهای  کموتاکسـیک بـا اسـتفاده از      تعداد زیادی از پروتئین
روشهای بیوشیمیایی جداســازی و شناسـایی شـدهاند. ایـن 
ــر  رسپتورها به دستهای از پروتئینها که به پروتئین G با زی
واحدهای آلفا، بتا و گاما متصل میگردند متعلق میباشد(1). 
ـــم آدنیلیــل ســیکلاز (E.C.4.6.1.1) توســط  فعـالیت آنزی
کمپلکـس پروتئیـن G کنـترل میشـــود. آدنیلیـــل ســیکلاز 
ــول cAMP و پیروفسـفات تبدیـل  مولکول ATP را به مولک
میکند(2). آدنوزین 3 و 5 منوفسفات (cAMP) بعنــوان یـک 

مولکول تنظیم کننـده در سطـح وسیـع ـ در پروکاریوتهـا و  
 
 

 
 
 

 
ــت(3). بررسـی فعـالیت آنزیـم  اوکاریوتها ـ شناخته شده اس
ــل رسـپتورهای متصـل بـه  آدنیلیل سیکلاز برای مطالعه عم
ــل سـیکلاز  پروتئین G استفاده میشود. فعالیت آنزیم آدنیلی
توسط آگونیستهای رسپتورآن با توجه به اتصال به قسـمت 
تحریکی (Gs) و یا قسمت مــهاری (Gi) پروتئیـن G ـ بطـور 
مثبـت و یـا منفـــی ـ کنــترل میشــود(4). تعــدادی از ایــن 
ــن کموتاکسـیک  رسپتورها از جمله بتا ـ آدرنرژیک و پروتئی
ـــل  بـه قسـمت Gi متصـل میشـوند و فعـالیت آنزیـم آدنیلی

سیکلاز را مهار میکنند(5و 6).  
 
 

چکیده  
ــیک     هدف از این پژوهش ادازهگیری فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز غشاء سلولی جهت بررسی نقش پروتئین کموتاکس
ــه cAMP کاتـالیز ماکروفاژ بود. آنزیم آدنیلیل سیکلاز یک آنزیم غشاء سیتوپلاسمی است که تبدیل مولکول ATP را ب
میکند. فعالیت آنزیمی آدنیلیل سیکلاز از طریق بررسی توانایی پروتئین کموتاکسیک ماکروفــاژ در مـهارکردن فعـالیت
القاء شده توسط فورسکولین (forskolin) بر روی ایــن آنزیـم انـدازهگـیری شـد. انـدازهگـیری فعـالیت آنـزیم آدنیلیـل
ــم آدنیلیـل سـیکلاز در سیکلازیا استفاده از روش Weign صورت پذیرفت. نتایج این پژوهش نشان داد که فعالیت آنزی
حضور پروتئین کموتاکسیک ماکروفاژ نسبت به حالت کنترل کاهش مییابد. فعالیت آنزیم آدنیلیــل سـیکلاز در شـرایط
ــور پروتئیـن کموتاکسـیک ماکروفـاژ برابـر بـا کنترل برابر با µmolcAMP/mgpro./mmin 0/45 ± 6/83 و در حض
µmolcAMP/mgpro./mmin 0/15 ± 2/11 بود. نتیجه آنکه پروتئین  کموتاکسیک ماکروفــاژ فعـالیت آنزیـم آدنیلیـل

ــیری فعـالیت آنزیـم آدنیلیـل سـیکلاز غشـاء سیکلاز را تا 79/9% کاهش میدهد. نتایج حاصل نشان میدهند که اندازهگ
سلولی در مطالعه نقش و عمل پروتئین  کموتاکسیک ماکروفاژ قابل استفاده است.     

         
کلید واژهها:     1 – آنزیم آدنیلیل سیکلاز       2 – پروتئین  کموتاکسیک ماکروفاژ         

ــایت مـالی دانشـگاه علـوم این مقاله در پنجمین کنگره ایمیونولوژی و آلرژی ایران ارائه شده است، دانشگاه تربیت مدرس، اردیبهشت 1379. همچنین این پژوهش تحت حم
پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی بابل انجام شده است.  

I) دانشیار گروه بیوفیزیک و بیوشیمی، دانشکده پزشکی، خیابان گنجافروز، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی بابل، بابل(*مولف مسؤول) 
II) پزشک عمومی 
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    اگـر چـه عمـل پروتئیـــن G در پاســخ بــه فاکتورهــای 
ــا مکانیسـم عمـل آن  کموتاکسیک بخوبی معین شده است ام
ــالیت  هنوز ناشناخته است. هددف این مطالعه اندازهگیری فع
ـــیکلاز جــهت بررســی عمــل پروتئیــن  آنزیـم آدنیلیـل س

کموتاکسیک ماکروفاژ است.   
 

روش بررسی 
ــگاهی ـ موشـهای آزمایشـگاهی بـا وزن      حیوان آزمایش
240-220 گرم و سن 8-6 هفته در این تحقیق مورد استفاده 
قرار گرفتنــد. تمـامی حیوانـات آزمایشـگاهی اسـتفاده شـده 
اـ  سالم و فاقد هرگونه علائم بیماری بودند و تحت بیهوشی ب

استفاده از اتر مورد استفاده قرار گرفتند.  
    موشهای آزمایشگاهی در گروههای دهتایی در قفسههای 
جـداگانـه نگـهداری گردیدنـد و بـا اسـتفاده از آب و غــذای 
اسـتاندارد تغذیـه شـدند. حیوانـات آزمایشـگاهی دردرجـــه 
حـرارت c °23-19 و 12 ســـاعت روشــنایی و 12 ســاعت 

تاریکی پرورش داده شدند. 
 GTP, NaF, GppNHP, KCL, مواد شـیمیایی ـ    
 MgCL2, CaCL2, NaOH, NADPH, NADP, ATP,
cAM، آسـپیراز، اتـر، لـوپتیـن و فنیـــل متیــل ســولفونیل 

فلورایداز شرکت سیگما تهیه شدند. سایر ترکیبات شــیمیایی 
از شرکت مرک تهیه شد. 

    روش آزمایش ـ در هــر آزمـایش تعـداد 10 عـدد مـوش 
ــافت  آزمایشگاهی از طریق قطع نخاعی کشته شدند، سپس ب
قلب موشهای آزمایشگاهی جدا شد و توزین گردیــد. 1 گـرم 
ــهای آزمایشـگاهی در بـافر سـرد حـاوی  از بافت قلب موش
(0/3 مولار سوکروز، EDTA 0/1 و 5 مولار Tris-HCL و 
PH=7/2) قرار داده شد. در هر آزمایش بخشی از بافت قلب 
ــال داده  (0/5-0/2 گرم)به بافر فوق در یک لوله آزمایش انتق
شد. محلول حاصل از فیلتر عبور داده شــد و سـپس بمـدت 

10 دقیقه تحت سانتریفوژ (10000g) قرار گرفت.  
    سلولهایی که در حضور پروتئین کموتاکســیک بودنـد تـا 
غلظـت 108×2 سـلول در میلیلیـــتر در 40mmol در بــافر 
PH=7/2 ،Tris-HCL و حـــاوی 10µg/ml لـــوپتیـــــن و 

آپوپتین، 0/2 میلیمول فنیل متــی سـولفونیل فلورایـد، 0/05 
میلیمول پفابلوک و 1mmol میلی EDTA قرار داده شدند. 
 300 psi سلولهای تهیه شده در ظرف نیتروژن تحــت فشـار

و در درمای c °5 بمدت 15 دقیقه قرار داده شد.  
 5° c سپس سلولهای لیز شده بمدت 15 دقیقــه در دمـای    
تحت سانتریفوژ (10000g) قرار گرفت. پس از آن لایه رویی 
ــده بمـدت 30 دقیقـه تحـت  محلول (supernatate) بدست آم
سانتریفوژ (45000g) قرار گرفت. سپس محلــول حـاصل تـا 
زمان انجام آزمایشهای بعدی c °70- ذخــیره شـد. فعـالیت 
ــن  آنزیم در غشاهای تهیه شده از سلولها در فقدان و همچنی
ــا  د رحضور غلظتهای مختلف پروتئین (10µmol-0/1) که ب

فورسکولین تحریک شده بودند اندازهگیری شد.  
ــیری فعـالیت آنزیـم آدنیلیـل سـیکلاز ـ      روش اندازهگ
ــیرات جزئـی  اندازهگیری فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز با تغی
 µl انجام شد(7). بهمین منظور مقدار Wiegn براساس روش
 0/001mmol ،NaF 0/1mmol ،ــــــــــــــر 10 از آب مقط
GppNHP و 0/01mmol فورسکولین بهر یک از لولــههای 

آزمایش اضافه در دمای c °4 ذخیره گردید. سپس 50µl از 
 ،PH =7/2 ، Tris-Hco3 50mmol) مخلـــــوط واکنــــــش
ــفوانول  30mmol ،MgCL2 5mmol ،KCL 30mmol فس

 5mmol ،GTP4mmol ،ATP 4mmol ،پــــــــــــیرووات
 2mg/ml ـــــن ســــرم گــــاوی و دیتریتـــول، 5% البومی
پیروواتکیناز) به لوله آزمایش مرحله اضافه گردید. پــس از 
ــه  آن 50µl از سوسپانسـیون غشـاء (µg 9-60 پروتئیـن) ب
لوله آزمایش محله قبل اضافه گردیــد و بمـدت 20 دقیقـه در 
بنماری c °37 درجــه قـرار داده شـد. پـس از 20 دقیقـه بـا 
 (50mmol) NaOH 100 میکرولیـتر از محلـــولµl افـزودن
واکنش حاصل متوقف گردید. مخلوط بدست آمده بمـدت 10 
دقیقه و در دمای c °100 حرارت داده شد. سپس یــک حجـم 
(50µl) از مخلوط واکنش مرحله قبــل بـه 200µl از مخلـوط 
 ،PH=7/2 ،ــولار حاوی 100ml 0/1 مولار 0/1Tris-HCL م
 ،CaCL2 0/3 میلیمـــــــــــولmmol ،MgCL2 8mmol

 0/2mg ـــپیرازو 0/03IU/ml نوکلئوتیــدازو 0/3IU/ml آس

ــدا بمـدت 20  آدنوزین دآمیناز اضافه شد. واکنش حاصل ابت
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ــای  دقیقــه در دمای c °37، سپــس بمدت 10 دقیقــه در دم
c °100 قرار گرفت و در نــهایت متوقـف شـد و سـپس یـک 
 60mmol حــــاوی )cAMP از مخلـــوط (500µl) حجـــم
 ،MgCL2 0/8mmol ،PH=7/2 ،HCL – ایمیــــــــــدازول
 2mmol ،ــاوی EGTA 2mmol، 0/005% سـرم آلبومیـن گ

فسـفات آلـی، 0/1mmol گلیکـوژن، 5µmol گلوکـــز 1 و 6 
دیفسفاتو 0/03IU/ml ،NADP 0/2mmol واحد فسفودی 
اســتراز، 20µmol/ml گلوکــز 6 فســفات دهیــدروژنـــاز، 
ــــاز و 10µg/ml گلیکـــوژن  50µg/ml فســفوگلوکــو موت

فسفریلاز) به لوله آزمایش حاوی واکنش مرحله قبل اضافــه 
گردیـد. محلـول فـوق 20 دقیقـه در درمـای 37 درجـه قـرار 
گرفت و سپس 500µl از بافر 2-آمینو-2-متیل-1-پروپانل  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 1- منحنی کالیبراســیون انـدازهگـیری فعـالیت آنزیـم 
آدنیلیـل سـیکلاز بـا اسـتفاده از غلظتـهای مختلـف سوبسـترا. منحنـــی 
کالیبراسیون در محدوده غلظــت 12-0 میکرومـول در لیـتر پیـش مـاده 
بصورت خطی است. هر نقطه نشان دهنده مقــدار متوسـط انـدازهگـیری 

حاصل از شش بار انجام آزمایش است. 

(100mmol و PH=7/2) در لوله آزمایش قبلــی بـه مخلـوط 
ـــروش  واکنـش اضافـه گردیـد و غلظـت نـهایی NADPH ب
فلورومتری اندازهگــیری شـد. یـک واحـد آنزیمـی براسـاس 
 37° c در دقیقه در دمـای cAMP 1 ازµmol ، مقدار کاتالیز
محاسبه شــد. فعـالیت ویـژه آنزیمـی بـر حسـب میلـیگـرم 
ــر یـک  پروتئین بافت مغز محاسبه گردید و غلظت پروتئین ه
از نمونـهها بـا اسـتفاده از روش لـوری (Lowry) محاســبه 

شد(8). 
 

نتایج 
    منحنی کالیبراسیون فعالیت آنزیم آدنیلیل ســیکلاز غشـاء 
با استفاده از غلظتهای مختلف پیش ماده (substrate) رسم  

 
 
 
 
 
 
 
 

  
ـــش  شـد. منحنـی کالیبراسـیون بدسـت آمـده در ایـن پژوه
ــت 12-0 میکرومـول cAMP در میلـیگـرم  درمحدوده غلظ
ـــه منحنــی  پروتئیـن بـافت قلـب بصـورت خطـی بـود. نمون
ــماره 1، نشـان داده  کالیبراسییون بدست آمده در نمودار ش

شده است.  
    مقایسه فعالیت آنزیم آدنیلیل سـیکلاز در گـروه کنـترل و 
ــا غلظتـهای مختلـف پروتئیـن  در گروه آزمون انکوبه شده ب
کموتاکسیک ماکروفاژ در جدول شماره 1 نشــان داده شـده 

است.  
ــه      فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز در گروه کنترل در مقایس
ــیکلاز در  با گروه آزمون بالاتر بود. فعالیت آنزیم آدنیلیل س
حضور فورسکولین نسبت به گروه کنترل 54% افزایش یافته 

بود(نمودار شماره 2). 

جدول شماره 1- مقایسه فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز در شرایط کنترل و انکوبه شده با پروتئین کموتاکسیک 
نمونه                                                                                         فعالیت آدنیلیل سیکلاز (میکرومول cAMP/میگرم پروتئین/دقیقه) 

کنترل                                                                                                                                0/45 ± 6/83 
در حضور (10µmol) فورسکولین                                                                                         1/33 ± 10/52 
در حضور (10µmol) فورسکولین و (2µmol) کموتاکسیک                                                       0/94 ± 8/72 
در حضور (10µmol) فورسکولین و (4µmol) کموتاکسیک                                                       0/85 ± 7/11 
در حضور (10µmol) فورسکولین و (6µmol) کموتاکسیک                                                       0/72 ± 5/38 
در حضور (10µmol) فورسکولین و (8µmol) کموتاکسیک                                                       0/65 ± 3/59 
در حضور (10µmol) فورسکولین و (10µmol) کموتاکسیک                                                     0/15 ± 2/11 

هر یک از مقادیر نشان دهنده میزان متوسط اندازهگیری حاصل از شش بار انجام آزمایش است. 
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ــماره 1- اثـر فعـال سـازی فورسـکولین بـر روی آنزیـم  نمودار ش
آدنیلیل سیکلاز هرستون نشان دهنده مقدار متوسط اندازهگیری حاصل 

از شش بار انجام آزمایش است. 
 

ــالیت آنزیـم آدنیلیـل      اثر پروتئین کموتاکسیک در مهار فع
سیکلاز در نمودار شماره 3 نشان داده شده است.  

ـــیکلاز در حضــور پروتئیــن      فعـالیت آنزیـم آدنیلیـل س
ـــت بـه گـروه کنـترل کاهـــش  کموتاکسیـک تا 79/9% نسبـ

یافت.  
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 

نمـودار شـماره 3- فعـالیت آنزیـم آدنیلیـــل ســیکلاز در حضــور 
 ،(10µmol)ــــن کموتاکســـیک. 1)فورســـکولین فورســکولین و پروتئی
 ،(2µmol)ــــــیک 2)فورســـــکولین(10µmol) + پروتئیـــــن کموتاکس
 ،(4µmol)ــــــیک 3)فورســـــکولین(10µmol) + پروتئیـــــن کموتاکس

  ،(6µmol)ــــــیک 4)فورســـــکولین(10µmol) + پروتئیـــــن کموتاکس
 ،(8µmol)ــــــیک 2)فورســـــکولین(10µmol) + پروتئیـــــن کموتاکس

   ،(10µmol)پروتئین کموتاکسیک + (10µmol)5)فورسکولین

بحث 
    اصول اندازهگیری فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز براساس 
مقـدار تبدیـل مولکـول ATP بـــه مولکــول cAMP اســت. 
ــد زمـان بـرای انـدازهگـیری  تغییرات مقدار cAMP در واح

فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز قابل استفاده است.  
ــم آدنیلیـل سـیکلاز در ایـن پژوهـش از      مهار فعالیت آنزی
طریـق انـدازهگـیری توانـایی مـهار پروتئیـن کموتاکســـیک 
ــطه فعـالیت القـاء شـده آدنیلیـل سـیکلاز بـا  ماکروفاژ بواس
فورسکولین انــدازهگـیری شـد. فورسـکولین آنزیـم آدنیلیـل 

سیکلاز را فعال مینماید(نمودار شماره 2).  
    نتایج بدست آمده از ایــن تحقیـق نشـان داد کـه پروتئیـن 
کموتاکسـیک ماکروفـاژ آنزیـم آدنیلیـــل ســیکلاز را مــهار 

میکند(نمودار شماره 3).  
    نتایج بدست آمده از این تحقیق با نتایج ارایه شده توسط 
سایر محققــان منطبـق و قـابل مقایسـه اسـت(11-9). در یـک 
مطالعـه نشـان داده شـده اسـت کـه پروتئیـن کموتاکســیک 
ـــاهش  مونوسـیت نـیز فعـالیت آنزیـم آدنیلیـل سـیکلاز را ک
ـــش  میدهـد و ایـن خـود تـائید کننـده یافتـههای ایـن پژوه
میباشد(13و 14). همچنین در مطالعه مشابه دیگری مشخص 
شده است که پروتئین کموتاکســیک مونوسـیت زمانیکـه بـه 
ــهای مختلـف  گیرنده خود متصل میگردد سبب بروز بیماری

(عفونت، التهاب و آسیب سلولی) میشود.  
    مشخص شده است که اســیدآمینههای خـاصی در بـروز 
ــیون در  خصوصیات این پروتئین نقش دارند و ایجاد موتاس
این نوع اسیدآمینهها نقش مهاری ایــن پروتئیـن را بـر روی 
آنزیم آدنیلیل سیکلاز از بین مــیرود و ایـن مسـئله نـیز بـا 

نتایج این تحقیق منطبق است(15و 16).  
ــه      نتـایج بدسـت آمـده از ایـن پژوهـش نشـان میدهـد ک
ـــک روش  بررسـی مـهار فعـالیت آنزیـم آدنیلیـل سـیکلاز ی
حسـاس و دقیـق بـرای بررســـی نقــش و عمــل پروتئیــن 

کموتاکسیک ماکروفاژ در سلولها است.  
ــالیت      این مطالعه اولین پژوهش در زمینه بررسی مهار فع
آنزیـم آدنیلیـل سـیکلاز در حضـور پروتئیـن کموتاکســیک 
ــیرنده  ماکروفاژ است و نتایج بدست آمده با نظریه اتصال گ
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ایـن پروتئیـن بـه قسـمت مـهاری (Gi) پروتئیـن G منطبــق 
است(2). اگر چه مهار فعالیت آنزیم آدنیلیل سیکلاز مشخص 
شده است اما اثرات مهاری Gi بخوبی شناخته نشده اســت. 
نتایج بدست آمده از این پژوهش نشان داد که فعالیت آنزیــم 
آدنیلیــل ســیکلاز توســط غلظتــهای مختلــف پروتئیــــن 
کموتاکسیک مهار میشود که میتوانــد تـایید کننـده اتصـال 
ــرای روشـن  این پروتئین به قسمت Gi پروتئین G باشد و ب
شدن این مکانیسم عمل در آینده مطالعه بیشتری مورد نیــاز 

است.  
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