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   ) 10  (  ..... پايداركننده بر فعاليت آنزيمها و عوامل  اثر برخي از دترجنت –     دكتر اسفنديار حيدريان

ننده بر فعاليت آنزيم فسفاتيدات كها و عوامل پايدار اثر برخي از دترجنت

  كبد موش صحرايي) PAP2(فسفوهيدرولاز غشايي 

  3 عصمت جعفري دهكردي؛2 بهرام حقيقي؛* 1سفنديار حيدريانا

  چكيده
دو . ندك را كاتاليز مي) Pi(ت معدني آسيل گليسرول و فسفا  تبديل اسيد فسفاتيديك به دي(PAP)فسفوهيدرولازآنزيم فسفاتيدات : زمينه

  كه در متابوليسم فسفوليپيدها وگليسروليپيدهاPAP1يكي  هاي كبدي موش صحرايي گزارش شده است،   درسلولPAPفرم مختلف از آنزيم 

  PAP2b و PAP2aوفرم  داراي دو ايزPAP2متعاقباً اثبات شد  . نقش داردSignal transductionدر پديده  كهPAP2  ديگر شكلو دخالت دارد

هالوز و آلبومين بر  غيردترجنتي سوكروز، تره و PX  ، CTAB، لوبرول  80 توئين دترجنتي عواملهدف از اين  مطالعه بررسي اثر . باشد مي

  .باشد مي  PAP2bپايداري وفعاليت 

 از PAP2b. مورد استفاده قرارگرفتگرمي  200-250  وزنيه و در محدود Wistar نر از نژاد هاي صحرايي  موشسر 14 تعداد :ها روش

. طي چندين مرحله كروماتوگرافي تخليص گرديد سازي و اكتيل گلوكوزيد محلول -nهاي كبدي موش صحرايي با استفاده از  غشاء سلول

SDS رت ناپيوسته انجام صو  بهدرصد10ژل   تعيين درجه خلوص، تعداد و وزن زيرواحدهاي آنزيمي دربراي پلي اكريل آميد ژل الكتروفورز

  .شد هاي مختلف بررسي تظدر غل PAP2bبرفعاليت  هالوز و آلبومين سوكروز، ترهاثر .گرفت

 SDSشده در حضور  تخليص PAP2b  الكتروفورز.  داشت mU/mg protein7350 اي معادل   فعاليت ويژه،شده تخليص  PAP2b: ها يافته

 برابر تحريك 3 تقريباً mM3 در غلظت   80 و توئين PXلوبرول با   PAP2bفعاليت آنزيم . ن داد كيلو دالتون نشا8/33يك نوار با وزن مولكولي 

 درصد در محيط 10 و 7، 3هاي  ترتيب در غلظت هالوز، سوكروز و آلبومين به تره.  برابر تحريك شدmM4-1 در غلظت CTAB باگرديد و 

  .داشتند اثر پايداركنندگي را براي آنزيم  بيشترينسنجش

در صورت نياز به پايدار .  هستندPAP2b نيز قادر به تحريك فعاليت آنزيم CTAB و PX، لوبرول  80هاي توئين  دترجنت :گيري نتيجه

 نسبت به PX دترجنت غيريوني لوبرول .هالوز بهتر از سوكروز و آلبومين است وسيله عوامل غيردترجنتي، استفاده از تره ه بPAP2bنمودن آنزيم 

 . دهد نشان مي  PAP2bسازي آنزيم   در فعال توانايي بيشتريهاي يوني و غير يوني جنتساير دتر

 ، تره هالوز، آلبومينسوكروزفسفاتيدات فسفوهيدرولاز غشايي، دترجنت، : ها واژهليدك

  »12/3/1388 :  پذيرش 20/3/1387:دريافت«  

   لام دانشگاه علوم پزشكي اي، بيوشيمي دانشكده پزشكيگروه. 1

   دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، دانشكده پزشكي، بيوشيميگروه .2

   مركزبهداشت شهرستان شهركرد ، شهركردعلوم پزشكي دانشگاه ،گروه بهداشت .3

   09133145229: تلفن ايلام، دانشگاه علوم پزشكي ايلام، دانشكده پزشكي،  :دار مكاتبات  عهده*

 Email: e.heidarian@medilam.ac.ir www.SID.ir
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  مقدمه
1نزيم فسفاتيدات فسفوهيدرولازآ

 )PAP: EC 3.1.3.4 ( براي

  در كبد موش صحرايي و همكارانشاسميتبار توسط  اولين

 مشخص شد در بسياري از ولي بعداً)  1( شناسايي شد

 اسيدفسفاتيديك  تبديل اين آنزيم).2 (هاي بدن وجود دارد بافت

 .)3 و 1( كند  گليسرول و ارتوفسفات را كاتاليز مي آسيل به دي

آنزيمي تواند  مي حاصل از اين واكنش گليسرول آسيل دي

نقش ذخيره انرژي  گليسريد و ساز بيوسنتز تري عنوان پيش به

علاوه بر اين، تنظيم ذخيره .  اعمال كندرابراي موجود 

زيرا كه  ،ز اهميت استيهاي انساني حا گليسريد در بيماري تري

ليپيدمي،  م با ديسأي تويدگليسر ترييا كمبود ذخيره  افزايش و

آنزيم فسفاتيدات . )5 و 4 (مقاومت به انسولين و ديابت است

 باشد كه عبارتند از  ميشكلداراي دو ) PAP(فسفوهيدرولاز 

گليسرول حاصل از  آسيل كه دي )PAP1( سيتوزوليشكل 

گليسريد و فسفوليپيدهاي  واكنش آنزيمي آن، در بيوسنتز تري

Mg فعاليت نيازمند يون  براي مركب نقش دارد،
 است و +2

و  ) 6-8 (شود مهار مي) NEM( اتيل ماليميد N–وسيله  هكاملاً ب

 نيازي به ، براي فعاليتاست كه) PAP2 (غشايي،  ديگرشكل

Mg  يون
 در پديده شود و نيز مهار نمي NEM   ندارد و توسط+2

اكنون اثبات شده  هم. )10 و 9(نقش دارد  انتقال پيام سلولي

هاي درگير در سنتز ليپيدها   تقريباً تمامي آنزيمكه

 دخيل باشند، پديده انتقال پيام سلوليتوانند در كنترل  مي

 Signalعنوان   واسط به كه اغلب ليپيدهاي حد چون

moleculeنقش . كنند  عمل ميPAP2 پديده انتقال پيام  در

شود كه اسيدفسفاتيديك  جا استنباط مي  از اينسلولي

هاي   معمولاً در سلولDعمل فسفوليپاز حاصل از 

 شود و اين عمل تبديل مي گليسرول آسيل  ديشده به تحريك

 از مسير C  پروتئين كينازتأخير در فعال شدنموجب 

    استC در مقايسه با مسير فسفوليپاز D فسفوليپاز

و  PAP2a داراي دو ايزوفرم PAP2 متعاقباً اثبات شد. )13-11(

PAP2b از لحاظ ميزان اسيدسياليك با يكديگر باشد كه  مي 

تقريباً  PAP2aعلاوه بر اين از لحاظ مقدار، . )2 (متفاوت هستند

. )14( دهد در غشاء تشكيل مي PAP2b و مابقي را  درصد30

 PAP2bر روي د گرفته مطالعات انجام
نشان داده است كه   

Caهاي  يون
2+ ،Mn

2+، Zn
Co  و +2

رات مهاري بر يثتأداراي +2

 انندفيليك م هاي آمفي عاليت آنزيم هستند و علاوه بر اين آمينف

 موجب پرامين نيز پروپرانولول، كلروپرومازين، اسفنگوزين و دسي

صورت يك   تاكنون بهPAP2a .)15 و 14 (گردند ميPAP2b مهار

نيز  PAP2bروي  سازي نشده است و بر پروتئين همگن خالص

 رت گرفته استرغم تخليص آن مطالعات محدودي صو به

ها بر فعاليت آنزيم  در رابطه با اثر برخي از دترجنت. )15(

PAP2اي به مكانيسم   تحقيقاتي صورت گرفته است ولي اشاره

. )15 و 14( سازي آنزيم نشده است اثر دترجنت بر فعال

روي  همچنين اثر عوامل پايداركننده غيردترجنتي نيز تاكنون بر

PAP2b بررسي نشده است.  

ولي، يافتن ل در انتقال پيام سPAP2وجه به اهميت آنزيم با ت

تواند گام  شده مي كننده آنزيم تخليص عوامل پايداركننده يا فعال

ثري در مطالعات بعدي پيرامون ساختمان، مكانيسم عمل و ؤم

شناسايي اسيد آمينه يا اسيدهاي آمينه درگير در مكان فعال آنزيم 

هاي غيريوني لوبرول   اثر دترجنتلذا در اين مطالعه. داشته باشد

PX  و80، توئين CTAB
 و اثر عوامل PAP2b    بر فعاليت آنزيم2

آلبومين بر پايداري آنزيمهالوز و  غيردترجنتي سوكروز، تره

1. Phosphatidate phosphohydrolase   2. Cetyltrimethylammonium bromide www.SID.ir
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PAP2bنيز مورد بحث قرار گرفته است .  

 

  ها  و روشمواد
 اسيد فسفاتيديك شاملدر اين مطالعه مواد مورد استفاده 

، )NEM(ماليميد  اتيلN-، )DTT(تيوترايتول  ، دي)سديم دي ملح(

، بنزآميدن، هيدروكسيل Soyabean tripsinلوپپتين، مهاركننده 

 اكتيل گلوكوزيد، سفاكريل nآپاتيت، پپستاتين، هپارين سفارز، 

300S  ،Affi Gel Blue، 100 تريتون-X از شركت سيگما )USA  

Sigma(،  EDTAو 
1 ،EGTA

2 ،CTABسرم   گليسرول و

  .باشد  مي)Merck, Germany(آلبومين گاوي از شركت مرك 

 :ها داري آن شرايط نگه حيوانات آزمايشگاهي و �

 و در  Wistarسر از نژاد  14  نر،هاي صحرايي تعداد موش

ها از انستيتوپاستور   موش. گرمي بودند200-250 وزنيه محدود

تهران خريداري و در لانه حيوانات دانشكده داروسازي 

غذا تا زمان  ها در دريافت آب و موش. داري گرديدند نگه

  .آزمايش آزاد بودند

هاي كبدي موش   از غشاء سلولPAP2b :تخليص آنزيم �

 و همكارانش تخليص گرديد Flemingصحرايي براساس روش 

 انجام Bacth wiseدروكسيل آپاتيت به روش حل هياو فقط مر

  ). 14( گرفت

در بافر  PAP2bفعاليت آنزيم  :سنجش فعاليت آنزيم �

مولار تريس هيدروكلريد   ميلي50كه حاوي )  lµ250(سنجش 

 2/3ليتر آلبومين گاوي،  گرم بر ميلي  ميليpH ، 1=4/7با 

 NEM  ،35/0مولار   ميلي100X-  ،4مولار تريتون  ميلي

، DTTمولار از هريك از   ميلي1مولار اسيد فسفاتيديك،  يليم

EDTA و EGTA15(گيري شد   و مقدار مناسب آنزيم اندازه( .

 گراد  درجه سانتي37  دقيقه در10مخلوط سنجش فعاليت براي 

كلرواستيك  ليتر تري  ميلي5/0وسيله افزودن  هانكوبه و سپس ب

 و فسفات معدني  واكنش آنزيمي متوقف گرديد درصد10اسيد 

)Pi (گيري شد  حاصل از فعاليت آنزيم اندازه)هر واحد . )16

معادل مقدار آنزيمي كه بتواند يك ميكرومول ) U(آنزيمي 

. فسفات معدني را در دقيقه آزاد كند، در نظر گرفته شد

  آنزيم براساس مدل كينتيك رقت Kmهاي كينتيكي و  ثابت

ولي فسفاتيدات در و درصد م) 17( سطحي تعيين گرديدند

فسفاتيدات با استفاده از / X-100هاي مخلوط تريتون  ميسل

  ):17( ذيل محاسبه گرديد فرمول

 %mol))=اسيد فسفاتيديك)/(اسيدفسفاتيديك)+(-100Xتريتون ((×100

گيري پروتئين  اندازه: گيري پروتئين و الكتروفورز اندازه �

مورد استفاده د استاندارو ) 18(روش برادفورد انجام گرفت  به

 ،60، 40، 20هاي  با غلظت آلبومين گاوي سرم شامل محلول

 . بودميكروليتر سرم فيزيولوژي 100ميكروگرم در  100  و80

SDSتعيين درجه خلوص، برايآميد ژل الكتروفورز  اكريل  پلي 

صورت   به درصد10واحدهاي آنزيمي در ژل  تعداد و وزن زير

 حذف برايبل از الكتروفورز ق. )19 (ناپيوسته انجام گرفت

 دقيقه در 10مدت   ه مورد استفاده بهاي  نمونه، X-100تريتون 

نسبت  به) V/V، 3/1.7(هيدروكسيدآمونيوم /مخلوط استون

 جدا و g25000 انكوبه و سپس رسوب در دور 5 به 1حجمي 

ژل با . )20(ند پس از خشك شدن در بافر سمپلر حل گرديد

  .)21( شد آميزي نيترات نقره رنگ

1. Ethylene diamine tetraacetic acid    

2. Ethyleneglycol-bis(beta-aminoethyl ether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid   
www.SID.ir
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 و 80، توئين  PXهاي لوبرول  بررسي اثر دترجنت �

CTAB بر فعاليت PAP2b  :هاي مذكور بر  اثر دترجنت

.  بررسي قرارگرفت در محيط سنجش موردPAP2bفعاليت آنزيم 

 جداگانه ، 80 و توئين PXهاي لوبرال  منظور از دترجنت بدين

 در mM6-0هاي   غلظتCTAB و براي mM10-0هاي  غلظت

 ايجاد و -100Xمحيط سنجش فعاليت آنزيم فاقد تريتون 

صورت نمودار فعاليت  و نتايج بهشد گيري  فعاليت آنزيم اندازه

  .ر رسم گرديدهاي مذكو  دترجنت در مقابل غلظت

 هالوز بر   و ترهسوكروزبررسي اثر آلبومين،  �

 چهار ،بررسي اثر آلبومينبراي  : PAP2bپايداري آنزيم 

عنوان   عنوان تست و يك لوله به سري لوله آزمايش تميز به

 ،هاي تست در محيط سنجش و در لولهشد شاهد انتخاب 

لبومين  درصد از آ10 و 5 ،1، 0هاي  ترتيب غلظت فعاليت به

 شاهد سپس فعاليت.  انكوبه شدندC°4ها در  ايجاد و لوله

 و 48، 24 به فواصل زماني ي تستها  لولهگيري و فعاليت اندازه

گيري گرديد و  ها اندازه  ساعت با افزودن سوبسترا به لوله72

مانده در مقابل  صورت نمودارهاي درصد فعاليت باقي نتيجه به

  .غلظت آلبومين رسم شد

 مهالوز نيز براي هركدا  و ترهسوكروزبررسي اثر  براي

عنوان شاهد  عنوان تست و يك لوله به سري لوله آزمايش به پنج

ترتيب   فعاليت به،هاي تست در محيط سنجش انتخاب و در لوله

 درصد از قندهاي مذكور ايجاد 10 و 7، 5، 3، 1هاي  غلظت

ه شدند،  انكوبگراد  درجه سانتي4 ها در دماي گرديد و لوله

 ي تست ها  لولهگيري و فعاليت  شاهد اندازه  فعاليت لولهسسپ

 ساعت با افزودن سوبسترا 72 و 48، 24در فواصل زماني 

صورت نمودارهاي درصد فعاليت  گيري و نتايج به اندازه

  .مانده در مقابل غلظت قند رسم گرديد باقي

  ها يافته
 PAP2b صحرايي  وشم  كبدي  هاي سلول غشاء شده از تخليص 

 Km.  داشتmU/mg protein7350 اي معادل  فعاليت ويژه نر 

 مول درصد بود و 43/0آنزيم در مدل كينتيك رقت سطحي 

 يك نوار  الكتروفورزPAGE SDS -شده با روش آنزيم تخليص

  ).1تصوير ( كيلو دالتون نشان داد 8/33اصلي با وزن مولكولي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

ها روي  نمونه.  PAP2bشده  روفورز آنزيم تخليص ژل الكتSDS  -1 تصوير

آمده   طبق شرايطي كه در متنSDS آكريل آميد حاوي  درصد10ژل 

 180(هموژنيزه :  به ترتيب شامل3 تا 1بندها از شماره . الكتروفورز گرديدند

 10(شده  و آنزيم خالص)  ميكروگرم40(، فراكسيون غشايي )ميكروگرم

نوار . دهد شده را نشان مي  محل آنزيم تخليصپيكان روي شكل).ميكروگرم

است كه از بالا به )  ميكروگرم5هركدام ( استانداردهاي پروتئيني 4شماره 

 45(، اوآلبومين ) كيلو دالتون66(سرم آلبومين گاوي : پائين عبارتند از

، ) كيلودالتون36(زدهيدروژنا  فسفات3، گليسرآلدئيد )كيلو دالتون

، ) كيلودالتون24(، تريپسينوژن )كيلودالتون 29(كربنيك انيدراز

  ). كيلودالتون5/6(و آپروتينين )  كيلو دالتون2/14(لاكتالبومين 

www.SID.ir
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 PX، لوبرول  80هاي مختلف توئين   اثر غلظت1نمودار در 

گردد  ملاحظه مي. شود  مشاهده ميPAP2b بر فعاليت CTABو 

ر مولا  ميلي4  ، در غلظت 80كه دترجنت غيريوني توئين 

دهد ولي دترجنت   برابر افزايش مي3فعاليت آنزيم را تا حدود 

مولار قادر به   ميلي5/2 در PX يعني لوبرول ، ديگريونيغير

از طرف ديگر . گردد  برابر مي3ايجاد تحريك فعاليت تا حدود 

CTAB مولار اثر   ميلي1 كه دترجنت يوني است در غلظت

  . دارد برابر بر فعاليت آنزيم3تحريكي بيش از 

هاي مختلف آلبومين بر پايداري  اثر غلظت 2نمودار در 

PAP2b دهد كه با افزايش   نشان مينموداراين . شود مشاهده مي

شود،  ، اثر پايداركنندگي آن بيشتر مي غلظت آلبومين در محيط

 24 درصد با گذشت 10 و 5 ،1، 0كه در غلظت  طوري هب

 فعاليت باقي  درصد از80 و 60، 48، 45 ترتيب  بهساعت

، 25ترتيب   ساعت به48كه پس از گذشت   در حالي،ماند مي

  ، 10ترتيب   ساعت به72 درصد و پس از گذشت 78 و 41، 26

  

  .ماند مي درصد از فعاليت باقي 75 و 25، 13

هاي مختلف سوكروز بر پايداري   اثر غلظت3نمودار در 

PAP2b ا افزايش دهد كه ب  نشان مينموداراين . شود مشاهده مي

 اثر ، درصد در محيط سنجش فعاليت آنزيم7سوكروز تا غلظت 

 ،هاي بالاتر رسد و در غلظت پايداركنندگي به حداكثر خود مي

  نموداراز طرف ديگر اين. يابد اثر پايداركنندگي كاهش مي

 اثر پايداركنندگي سوكروز ،دهد با گذشت زمان نشان مي

 7اعت در غلظت  س72كه پس از  طوري هيابد ب كاهش مي

  .شود  درصد فعاليت اوليه مي8/23درصد در حدود 

هالوز بر  هاي مختلف تره  غلظت تأثيرات4نمودار در 

   درصد در محيط3هالوز تا   تره. شود  مشاهده ميPAP2bپايداري 

 درصد 97سنجش فعاليت آنزيم، بيشترين اثر پايداركنندگي كه 

 نشان نمودارن اي. ست اباشد را دارا  ساعت مي24پس از 

 3هاي بالاتر از  هالوز در غلظت دهد كه اثر پايداركنندگي تره مي

  .يابد درصد كاهش مي

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 غشائي در بافر سنجش فعاليت در  PAP2b فعاليت آنزيم ( غشاييPAP2b بر فعاليت CTAB و PX، لوبرول  80هاي توئين  ثر دترجنتا - 1نمودار 

رول هاي مختلف  ل حــضورغلظت     .)هر نقطه ميانگين دو آزمايش مستقل است. گيري شد اندازه )■ (CTABو  )♦ (80، توئين )▲ (PXوبـ
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درصد از آلبومين ) � (10و ) � (5، )� (1، )� (0هاي  در غلظت) PAP2b) gµ 5/0 آنزيم( PAP2bهاي مختلف آلبومين گاوي بر پايداري  اثر غلظت  -2نمودار 

ي مشخـــصگراد  درجه سانتي 4يط سنجش  فعــاليت در گاوي در مــح ـكوبه و سپس در فواصــل زمانـ هر نقطه . گيري شد شده فعـاليت آنزيـم اندازه انـ

 .)ميانگين دو آزمايش مستقل است

  

  

  

  

  

  

  

ظت) PAP2b) gµ 5/0آنزيم ( PAP2bاثر غلظت هاي مختلف سوكروز بر پايداري  -3نمودار   درجه 4  سوكروز درمـحيط سنجش فعاليت درهاي مختلف در غلـ

  .)قطه ميانگين دو آزمايش مستقل استهر ن. گيري شد ساعت فعاليت آن اندازه )� (72و  )� (48، )� (24 انكوبه و سپس در فواصل زماني گراد سانتي

  

  

  

  

  

 

 

  

  PAP2bهالوز بر پايداري  هاي مختلف تره اثر غلظت -4نمودار 

  )� (48، )� (24 انكوبه و سپس در فواصل زماني گراد  درجه سانتي4 هالوز در محيط سنجش  فعاليت در هاي مختلف تره در غلظت) PAP2b) gµ 5/0آنزيم (

  ).هر نقطه ميانگين دو آزمايش مستقل است. گيري شد  ساعت فعاليت آن اندازه )� (72و
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  بحث 
ه  كCTAB و 80، توئين  PX اثر دترجنت لوبرول 1نمودار در 

 بررسي نشده است، مشاهده  PAP2bتاكنون بر روي فعاليت 

 در 80 و توئين PXهاي غيريوني لوبرول  دترجنت. گردد مي

 برابر بر فعاليت 3 ميلي مولار اثر تحريكي تا 3-6هاي  غلظت

وني است ي كه يك دترجنت CTAB كه  آنزيم دارند، در حالي

 .ريكي دارد برابر اثر تح4مولار تا حدود   ميلي1تا غلظت 

هاي  غلظتدر ها   برخي از دترجنتباگرفته  مطالعات انجام

 ،  X-100كولات، تريتون   داكسيانند در محيط سنجش ممختلف

CHAPS
 در حضور و كولات اثبات كرده كه آنزيم 1

 داراي فعالبت ،كولات  و داكسيX-100 تريتون هاي دترجنت

مولار  ميلي 3-6هاي بين  كه در غلظت طوري ه، ببيشتري است

ثر ؤسازي آنزيم م  برابر در فعال4نسبت به دو دترجنت ديگر تا 

  مشخص شده است كهX-100 در خصوص تريتون .هستند

 داراي اثر پايداركنندگي بر فعاليت ،علاوه بر افزايش فعاليت

PAP2b كه دترجنت شود بنابراين استنباط مي). 15( باشد  نيز مي 

 در X-100 نسبت به تريتون يشتريتوانايي ب PXغيريوني لوبرول 

 دارد ولي اثر  يكسانهاي در غلظت آنزيم سازي فعال

ر روي فعاليت اين آنزيم تاكنون بررسي دپايداركنندگي آن 

توان  نشده است و چنانچه اثر پايداركنندگي نيز داشته باشد مي

 با X-100 در مطالعاتي كه امكان تداخل تريتون PXاز لوبرول 

در  .يا روش آزمايش وجود دارد استفاده كردمواد آزمايش 

ها نه  ها گفته شده است كه آن رابطه با چكونگي اثر دترجنت

تنها يك سطح كاتاليتيكي را در غياب فسفوليپيدها مهيا بلكه 

 .)15(كنند  يك محيط مناسب را نيز براي عمل آنزيم مهيا مي

 نشان داد كه حذف PAP2روي  ردگرفته  مطالعات انجام

 غيرفعال شدن موجب از بافر تخليص X-100رجنت تريتون دت

ا بگرفته  هرحال در مطالعات انجام هب. )14(گردد  آنزيم مي

ه نشده يها ارا ها مكانيسمي براي چگونگي اثر دترجنت دترجنت

 PAP2كه اثبات شده محصول آنزيم   اينهباتوجه ب .)15(است 

 استآنزيم ي ر رود داراي اثر مهاري گليسرول آسيل يعني دي

 نيز اثبات Cاز طرف ديگر در رابطه با آنزيم فسفوليپاز و  ) 22(

ر روي اين آنزيم ناشي از دها  سازي دترجنت شده كه اثر فعال

 بر  مهاريگليسرول از غشاء و حذف اثر آسيل رهاسازي دي

كنيم با توجه به   لذا ما پيشنهاد مي،)23-25(روي آنزيم است 

، اثر  PAP2روي فعاليت  رديسرول گل آسيل اثر مهاري دي

ر روي اين د CTAB و PX، لوبرول  80هاي توئين  دترجنت

آنزيم علاوه بر ايجاد سطح كاتاليتيكي در غياب فسفوليپيدها، 

گليسرول از آنزيم در طي  آسيل  تسهيل رهاسازي ديموجب

ها در  از طرف ديگر اثبات شده كه دترجنت. شود  ميزواكنش ني

 مهاري بر فعاليت آنزيم دارند كه ناشي تأثيرات هاي بالا غلظت

ر روي ساختار پروتئيني آنزيم است دها   تقليبي آنتأثيراتاز 

هاي  هاي بالاي دترجنت بنابراين اثر مهاري غلظت ).26 و 23(

رات تقليبي يثتأ بايستي ناشي از كار رفته در اين تحقيق نيز مي هب

  . باشد ها بر روي ساختار پروتئيني آنزيم آن

 PAP2bعوامل پايداركننده غيردترجنتي پيرامون  تاكنون اثر

عنوان يك پايداركننده پروتئيني  از آلبومين به. بررسي نشده است

دهد كه آلبومين در  نشان مي 2نمودار ). 27(شود  استفاده مي

  PAP2b بهترين اثرپايداركنندگي را بر آنزيم  درصد10غلظت 

تر از  هاي كم  ولي در غلظتدر محيط سنجش فعاليت دارد

هرحال در  هب. اي ندارد ملاحظه  اثر پايداركنندگي قابلدرصد10

بايستي خاطرنشان كرد، از رابطه با اثر پايداركنندگي آلبومين مي

1. 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate   www.SID.ir
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يم  پايداري آنزبراياين عامل در مراحل مختلف تخليص 

گيري پروتئين و ويسكوزيته   اندازهزيرا كهتوان استفاده كرد  نمي

بنابراين از آلبومين پس از  ).28(دهد  بافر را تحت تاثير قرار مي

هاي  كه با روش اتمام مراحل تخليص و مشروط بر آن

  .توان استفاده كرد موردآزمايش تداخل نداشته باشد مي

ساكاريدي  خصوص قندهاي دي هامروزه از قندها ب

اي استفاده  طور گسترده هها ب  پايداري آنزيمبرايكننده  غيراحياء

ترتيب اثر سوكروز و   به4 و 3نمودارهاي ). 30 و 29(شود  مي

طوركه ديده  همان. دهند  را نشان مي PAP2bهالوز بر پايداري  تره

 3هالوز در غلظت   و تره درصد7شود سوكروز در غلظت  مي

در رابطه با توانايي . ايداركنندگي را دارند بهترين اثر پدرصد

توان  هالوز در مقايسه با سوكروز در پايداري آنزيم مي بيشتر تره

چندين خصوصيت آن از جمله تشكيل پيوند هيدروژني با به 

هاي حلال پروتئين و حجم  ها يا توانايي تعديل لايه غشاء

كه  طوري ههيدراته بالاتر نسبت به سوكروز اشاره كرد، ب

 برابر بيشتر از سوكروز اشغال 5/2هالوز حداقل حجمي تا  تره

تري   آب كم،هالوزي هاي تره كند، لذا براي ساخت محلول مي

هاي سوكروزي با مولاريته  در مقايسه با ساخت ساير محلول

تر بودن اندازه مولكول  يكسان نياز است و دليل آن بزرگ

ختلاف در ويسكوزيته و باشد كه عامل ايجادكننده ا هالوز مي تره

 و همكارانش مائوروعلاوه بر اين ). 31(حجم هيدراته است 

اثبات كردند كه اگر غلظت همه قندهاي مورد استفاده در ) 31(

ر درصد اشغال حجم برداشته ظن  ها از پايدارسازي پروتئين

دهند، لذا با توجه به  شوند، همگي اثر يكساني را نشان مي

چرا سوكروز در كرد كه  استدلال توان مطالب مذكور مي

هالوز   تره درصد3مشابهي با غلظت  درصد تأثيرات 7غلظت 

 PAP2b كه شد اثبات  PAP2bدر رابطه با  علاوه بر اين .دارد

مصرف ) La) Lamellar شكلسوبستراي اسيد فسفاتيديك را به 

سوبسترا ) HII) Hexagonal شكلكند و قادر به مصرف  مي

توان توضيح داد   نكته مي اينحال با توجه به). 32(باشد  نمي

كاهش  PAP2bهاي بالاي قند، فعاليت آنزيم  كه چرا در غلظت

افزايش غلظت قندها در محيط سنجش فعاليت آنزيم نه . يابد مي

 كاهش موجبدهند بلكه  تنها فشار اسمزي را افزايش مي

 و 33(شوند  هيدراسيون سوبستراي اسيد فسفاتيديك نيز مي

 .كنند مي را در محيط تسهيل HII شكل ، بنابراين روند تبديل )34

 و همكارانش اثبات كردند كه حضور آورلعلاوه بر اين 

 La شكل القاء موجبهالوز در محيط فسفاتيديل اتانول آمين  تره

توان ادعا كرد كه كاهش فعاليت  پس مي). 35(گردد   ميHIIبه 

  درصد7هالوز و  ره ت درصد3هاي بالاتر از  آنزيم در غلظت

 سوبسترا در محيط سنجش HII شكلسوكروز ناشي از ايجاد 

  .باشد فعاليت مي

  
  گيري نتيجه

در كه شود   نتيجه گرفته ميمذكوربندي مطالب   از جمع

وسيله عوامل  ه بPAP2bصورت نياز به پايدار نمودن آنزيم 

 هالوز بهتر از سوكروز و آلبومين غيردترجنتي، استفاده از تره

 نسبت به ساير PX دترجنت غيريوني لوبرول .است

سازي   در فعال توانايي بيشتريهاي يوني و غيريوني دترجنت

  . دهد  نشان ميPAP2bآنزيم 
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