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Objectives: Quercetin and hesperetin are natural flavonoids with many important therapeutic properties. The 
interaction of these polyphenolic compounds with bovine milk xanthine oxidase as one of their major target proteins 
was studied using fluorescence quenching method for the first time.Methods: ThisEnzyme (3.0710-8M) incubated 
with varying concentrations of hesperetin and quercetin (0-100 µM) for 5 min and the fluorescence spectra were 
recorded at 296, 303 and 310 K. Results: It was found that these compounds quenched the fluorescence of XO. 
The binding constants and the number of binding sites of quercetin and hesperetin with XO were obtained.It was 
shown that the fluorescence quenching of quercetin and hesperetin with xanthine oxidase occur through a static, 
static and dynamic mechanism, respectively. The thermodynamic parameters (enthalpy and entropy changes) were 
also calculated at different temperatures. Conclusion: Both hydrogen and hydrophobic binding are involved in the 
interaction of quercetin with xanthine oxidase and hydrophobic binding exists in the interaction of hesperetin with 
xanthine oxidase.  
Keywords:  Quercetin, Hesperetin, Xanthine oxidase, Fluorescence quenching. 
 

ركيبـات پلـي فنلـي بـا     برهمكنش اين ت. كرستين و هسپرتين از فلاونوييدهاي طبيعي هستند كه كه خواص دارويي مهمي دارند :زمينه و هدف
آنزيم گزانتين اكسيداز  شير گاوي به عنوان يكي از مهمترين پروتئين هاي هدف، با روش خاموشي فلورسانس براي اولـين بـار مـورد مطالعـه     

غلظـت   به طور مجزا تهيه و هـر كـدام از آنهـا بـا     )ميكرومولار0-100(هاي مختلفي از كرستين و هسپرتين  غلظت :روشها. قرار گرفته است
. نـزيم ثبت گرديــد فلورئورسانس آكلوين انكوبـه و طيف  310و  303، 296دقيقه و در سه دمـاي  5مولار به مدت   07/3×10-8ثابتي از آنزيم 

ثابـت هـاي پيونـدي و تعـداد محلهـاي      . آنزيم گزانتين اكسيداز مـي شـوند  بات باعث خاموشي فلورسانس ين تركيمشاهده شد كه  ا :افته هاي
نشان داده شد كه برهمكنش كرستين با آنزيم گـزانتين اكسـيداز، از نـوع    . دي كرستين و هسپرتين با آنزيم گزانتين اكسيداز  محاسبه گرديدپيون

) تغييرات آنتالپي و آنتروپي( پارامترهاي ترموديناميكي. استاتيكي و هسپرتين با آنزيم گزانتين اكسيداز از هر دو نوع استاتيكي و ديناميكي است
از روي پارامترهاي ترموديناميكي  مشاهده شد كه در برهمكنش كرسـتين بـا گـزانتين اكسـيداز،      :نتيجهگيري. در دماهاي مختلف محاسبه شد

  .پيوندهاي هيدروژني و هيدروفوبيك و در برهمكنش هسپرتين با اين آنزيم، تنها نيروهاي هيدروفوب موثر است
  .كرستين، هسپرتين، گزانتين اكسيداز، اتصال، ترموديناميك و اسپكتروفلوريمتري :كليدي واژه هاي
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  مقدمه -1
فنلهاي موجود در فلاوونوئيدها تركيباتي هستند كه در پلي 

مواد غذايي و نوشيدنيهاي با  منشاء گياهي به وفور يافت 
اين تركيبات علاوه بر نقش مهمي كه در تعيين ).1(شوند مي

رنگ سبزيجات و ميوه ها دارند، داراي خواص بيولوژيك و 
فارماكولوژيك از قبيل اثرات ضد سرطاني، ضد ويروسي و 

ارويي فلاوونوئيدها بيشتر خواص د. اكسيدانت هستند آنتي
به اثرات آنتي اكسيدانتي و مهار آنها بر روي برخي از 

از مهم ترين ). 2،3(سيستمهاي آنزيمي نسبت داده مي شود
آنزيمهائي كه توسط فلاوونوئيدها مهار مي شود، آنزيم 

اين آنزيم نقش مهمي در ). 4- 6(گزانتين اكسيداز است
آلبومين سرم . داردمتابوليسم بسياري از داروها و تركيبات 

هاي محلول در خون انسان است  يكي از مهمترين پروتئين
هاي پلاسما را تشكيل داده و  از پروتئين% 60كه حدود 

). 8،7(فشار اسمزي خون را ايجاد مي كند% 80حدود 
آلبومين همچنين به عنوان محل ذخيره و انتقال دهنده 

كه كم و  از آنجائي. كندتركيبات داخلي و خارجي عمل مي
كيف اتصال فلاوونوئيدها به آلبومين سرم مي تواند نقش 
مهمي در ميزان اثرات داروئي اين تركيبات داشته باشد، 
مطالعات زيادي در خصوص برهمكنش اين گروه از 

اما . تركيبات طبيعي و سرم آلبومين صورت پذيرفته است
تاكنون چگونگي برهمكنش فلاوونوئيدها با آنزيم گزانتين 

كسيداز به عنوان يكي از مهمترين پروتئين هاي هدف اين ا
حاضر براي  مقالهاز اين رو در . مواد، صورت نپذيرفته است

شكل (رستين و هسپرتينـرهمكنش كـار، چگونگي بـاولين ب
با آنزيم گزانتين اكسيداز شير گاو مورد ) ب -1الف و  – 1

دليل اصلي انتخاب اين دو . مطالعه قرار گرفته است
فلاوونوئيد، علاوه بر اهميت زياد آنها، متفاوت بودن 
ساختمان شيميايي و نيز اثر مهاري آن دو بر روي گزانتين 

كرستين به عنوان يك مهار كننده قوي . اكسيداز است
گزانتين اكسيداز متعلق به زير گروه فلاوونول بوده در حالي 
از كه هسپرتين با اثر مهاري متوسط بر روي گزانتين اكسيد

لذا، داشتن اطلاعاتي در . داراي ساختمان فلاوونوني است
مورد چگونگي برهمكنش اين دو تركيب با آنزيم گزانتين 

تواند اطلاعات مفيدي بويژه از نظر روابط اكسيداز مي
فعاليت اين دسته از تركيبات طبيعي با - ساختمان
براي مطالعه . هاي هدف در اختيار قرار دهد پروتئين

از روش اسپكتروسكوپي فلورسانس  استفاده برهمكنش، 
اين روش، به عنوان ابزاري قدرتمند براي مطالعه . شده است

برهمكنش فلاونوئيدها با پروتئينها، به طور وسيعي براي 
بررسي برهمكنش فلاونوئيدها با سرم آلبومين به كار گرفته 

 ).8- 10(شده است

عي براي اين روش، به عنوان ابزاري قدرتمند به طور وسي
بررسي برهمكنش فلاونوئيدها با سرم آلبومين به كار گرفته 

هدف اصلي در اين كار پژوهشي  مطالعه ). 8- 10(شده است
و تعيين نوع برهمكنش كرستين و هسپرتين با آنزيم گزانتين 
اكسيداز و به دست آوردن پارامترهاي ترموديناميكي اين 

  .برهمكنش ها مي باشد
  
  مواد و روش ها -2
  دستگاههاي مورد استفاده: 2- 1

تمام اندازه گيريهاي فلورسانس، توسط دستگاه 
و مجهز به  -5301RFمدل Shimadzuاسپكتروفلوروفتومتر 

پهناي شكافهاي . يك سل يك سانتيمتري كوارتز انجام شد
هاي  نانومتر تنظيم گرديد و طول موج 5تحريك و نشر در 

نانومتر  346و  278تحريكي و نشري بهينه به ترتيب 
تنظيم دماي محلولها، توسط حمام آب گرم . انتخاب شد

مطالعات سنتيك آنزيمي و تعيين ثوابت . صورت پذيرفت
 Shimadzuمهاري توسط دستگاه اسپكتروفتومتر دو شعاعي 

مجهز به  منبع  تنظيم دماي دستگاه   UV/VIS - 2550مدل 
انجام  ،شدكنترل مي probeUVافزار وسط نرمـت انجام شد كه

  .گرفت
  سازي محلولهامواد و آماده: 2- 2

 unit/mg(شده از شير گاو آنزيم گزانتين اكسيداز استخراج

protein 6/0 ( ازSigma  و بقيه مواد از شركت مرك آلمان
براي بررسي برهمكنشها، محلول مادر . خريداري شد

در اتانول و آنزيم گزانتين ) مولار10-3(كرستين و هسپرتين
 05/0و =pH  4/7(در بافر تريس)مولار8  ×10-4( اكسيداز
شرايط مناسب از نظر طول موج تحريك و . تهيه شد) مولار

نشر براي بدست آوردن طيف آنزيم تعيين و انتخابي بودن 
شرايط طيف سنجي بدست آمده براي مطالعه برهمكنش 

سپس، . تركيب با آنزيم مورد بررسي قرار گرفت
- 100(ين و هسپرتينهاي مختلفي از كرست غلظت

به طور مجزا تهيه و هر كدام از آنها با غلظت  )ميكرومولار0
دقيقه، و در سه  5مولار به مدت  07/3×10-8ثابتي از آنزيم 

كلوين انكوبه و طيف آنزيم ثبت  310و296،303دماي 
تعيين و با  maxمقادير جذب بدست آمده در . گرديد

ت لازم، صورت ولمر، محاسبا- استفاده از رابطه استرن
  .  پذيرفت

  
  
  نتايج -3
  طيف فلورسانس: 3- 1
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تحت شرايط اسپكتروفلوريمتري توضيح داده شده در بالا، 
طيف فلورسانس خوبي براي گزانتين اكسيداز در غياب دارو 

در حضور غلظتهاي فزايندة داروهاي كرستين و . بدست آمد
كاهش پيدا كرد با اين , شدت فلورسانس آنزيم ،هسپرتين

تفاوت كه در هسپرتين اين كاهش، همراه با تغيير طول موج 
تحريكي به طول موجهاي بالاتر و در مورد كرستين بدون 

اين نتايج  نشانگر آن ). ب -2الف و – 2شكل(تغيير بود
است كه هر دو دارو در غلظتهاي مختلف قادر هستند 

فلورسانس آنزيم گزانتين اكسيداز  موجب خاموشي نشر
در . د، شوندتحت يك الگوي وابسته به غلظت فلاوونوئي
ولمر، براي -مطالعه حاضر، تنها بخش خطي منحني استرن

وجود . محاسبة ثابت خاموشي، مورد استفاده قرار گرفت
ضريب وابستگي بالا، حاكي از وجود توافق بسيار خوب 

ولمر در محدودة - ة استرنهاي بدست آمده و رابط بين داده
ب  -3الف و – 3در شكل . غلظتهاي مورد استفاده، است

ولمر براي اثر خاموشي كرستين و هسپرتين - منحني استرن
برروي طيف نشري آنزيم گزانتين اكسيداز در دماهاي 

 .مختلف نشان داده شده است

در مورد برهمكنش آنزيم با كرستين، نتايج بدست آمده 
كاهش  و در   Ksvمقدار , افزايش دما نشان داد كه با

در . يابداين مقدار افزايش مي, برهمكنش آنزيم با هسپرتين
-هاي كرستين ولمر براي سيستم- ، ثابتهاي استرن1جدول

گزانتين اكسيداز در دماهاي -گزانتين اكسيداز و هسپرتين
  .مختلف آمده است

  ثابت پيوندي و محلهاي پيوندي : 2-3 
و تعداد  KAبراي محاسبه ثابت پيوندي، روشهاي مختلفي  

، وجود دارد كه  nمحلهاي پيوندي بازاي هر مولكول آنزيم، 
  : است 3يكي از بهترين اين روشها، استفاده از رابطه 

)3(  
log (F0 - F/F) = n log KA - n (log1/[Qt]-(F0 – F) [Pt]/F0 )  

به ترتيب شدت فلورسانس را در   Fو  F0در اين رابطه 
 Qt , Ptغياب و در حضور دارو نشان مي دهد و پارامترهاي 

مزيت استفاده از اين . نشان دهنده غلظت آنزيم و دارو است

رابطه اين است كه در آن به جاي استفاده از غلظت آزاد 
دارو يا پروتئين از غلظت كلي دارو و آنزيم استفاده 

توان مقادير  بر اساس اين رابطه مي بنابراين). 8(شود مي
 logهاي حاصل از   را از طريق رسم داده  KAو  nمربوط به 

(F0 - F/F) هاي بدست آمده از در مقابل دادهlog1/[Qt](F0 – 

F) [Pt]/F0)   در بررسي حاضر مقادير مربوط . به دست آورد
ضرايب . گردآوري شده اند 2در جدول   nو  KAبه 

در  3نشاندهندة كارآمدي معادلة  99/0از  همبستگي بالاتر
در مورد كرستين با افزايش . است nو  KAمحاسبة مقادير 

يابد و اين نشان دهنده تشكيل كاهش مي KAمقادير , دما
تركيب ناپايدار است كه در دماي بالا تجزيه مي

در مورد هسپرتين عكس اين مورد اتفاق مي). 12،11(شود
. يابدنيز افزايش مي  KAافتد يعني با افزايش دما  مقادير 

است  1تعداد محلهاي پيوندي در هر دو مورد تقريبا برابر 
كه با مقادير به دست آمده در بررسيهاي گذشته روي سرم 

  ).13،8(آلبومين مطابقت دارد
  پارامترهاي ترموديناميكي و نوع نيروهاي پيوندي: 3- 3

مولكولهاي ليگند وماكرومولكولها  نيروهاي برهمكنش بين
تواند شامل نيروهاي هيدروفوبيك، بطور عمده مي

. واندروالس، پيوند هيدروژني و الكتروستاتيك باشد
پارامترهاي ترموديناميكي در تعيين نوع نيروهاي برهمكنشي 

براي اين منظور ). 14(تواند مورد استفاده قرار گيرندمي
پارامترهاي ترموديناميكي  ،5و 4توان به كمك روابط  مي

 :برهمكنش دارو با ماكرومولكول را محاسبه نمود

  
  
)4 (ln Ka= -∆H/RT + ∆S/R                                )5 (

 ∆G = ∆H-T∆S  
دماي  Tثابت پيوندي،  Kaثابت گازها،   R, در اين روابطه

تغييرات آنتالپي  H∆آزمايشهاي انجام شده برحسب كلوين، 
مقادير بدست آمده از اين . ييرات آنتروپي استتغ S∆و 

معادلات براي برهمكنش كرستين و هسپرتين با آنزيم 
  . ، نشان داده شده است2گزانتين اكسيداز در جدول 
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 گزانتين اكسيداز در دماهاي مختلف-هسپرتينگزانتين اكسيداز و -هاي كرستين ولمر براي سيستم-ثابتهاي استرن .1جدول
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a R: the correlation coefficient 

b SD: standard deviation 

  
  ، پارامترهاي ترموديناميكي براي اتصال كرستين و هسپرتين به آنزيم گزانتين اكسيداز شير گاويn، و تعداد محلهاي اتصال تركيب به آنزيم،KAثابتهاي اتصال،  .2جدول 

 
a R: the correlation coefficient 

b SD: standard deviation 
  

   

 

 

 

 

 

 

  الف ساختمان شيميائي كرستين. 1شكل
  
  
  
  
  
  
  
 

  ب ساختمان شيميائي هسپرتين. 1شكل
  
  

  

 pH 
T 

(K) 
10-4 Ksv 

(l mol-1 s-1) 
Ra SDb 

Quercetin 4/7  
296 
303 
310 

370/1  
255/1  
205/1  

9969/0  
9965/0  
9918/0  

0243/0  
0301/0  
0138/0  

Hesperetin 4/7  
296 
303 
310 

380/3  
252/4  
405/4  

 
9964/0  
9901/0  
9904/0  

 

0213/0  
0154/0  
0201/0  

 pH 
T 

(K) 
10-4 Ka 

(l mol-1) 
n Ra H 

(kJ mol-1) 
G 

(kJ mol-1) 
S 

(J mol-1 K-1) 

Quercetin 4/7  
296 
303 
310 

401/1  
223/1  
153/1  

059/1  
040/1  
137/1  

9963/0  
9953/0  
9906/0  

661/10-  
484/23-  
787/23-  
090/24-  

321/43  

Hesperetin 4/7  
296 
303 
310 

973/3  
398/4  
106/5  

168/1  
250/1  
277/1  

9931/0  
9912/00  
9942/0  

650/13  
040/26-  
978/26-  
917/27-  

088/134  
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 40/7(كلوين  310و  303, 296برروي طيف نشري آنزيم گزانتين اكسيداز شير گاوي در دماهاي (B)ولمر براي اثر خاموشي هسپرتين -ب منحني استرن .3شكل 

pH=،λex=278 nm   وλem=346 nm(  
  
 
بحث-4

خاموشي فلورسانس از طريق دو مكانيسم استاتيكي و 
بيفتد كه اين دو مكانيسم از طريق تواند اتفاق ديناميكي مي

وابستگي متفاوت آن به دما و طول عمر حالت برانگيخته از 
ديناميكي كاهش  در مكانيسم). 14(شوندهمديگر متمايز مي

شدت فلورسانس در نتيجه برخورد ماده خاموش كننده 
افتد در حاليكه در با ماده فلورسانس اتفاق مي) دارو(

كمپلكس ماده غيرفلورسانس با ماده مكانيسم استاتيكيتشكيل 
). 15(شودفلورسانس باعث كاهش شدت فلورسانس زا مي

ولمر قابل بررسي  –از طريق رابطه استرن  ،هر دو مكانيسم
  .به آن اشاره شده است 1است كه در معادله 

F0/F = 1 + Kqτ0 [Q] = 1 + Ksv[Q]                                     (1) 

  
به ترتيب شدت  τ0, F,  F0Ksv ,  Kq  , Q ,طهدر اين راب

فلورسانس در غياب و در حضور دارو، طول عمر فلوروفور 
ثانيه است، غلظت دارو،  10-8در غياب دارو كه برابر با 
  ).16(دهدولمر را نشان مي -ثابت سرعت و ثابت استرن

اگر مكانيسم خاموشي برهمكنش دارو و آنزيم تنها از نوع 
در   F0/Fدر اين صورت نمودار  ،ديناميكي باشد استاتيكي يا

، ولي اگر )8(برابر غلظتهاي مختلف دارو، خطي خواهد بود
هر دو مكانيسم در برهمكنش موثر باشند منحني مربوطه در 
غلظتهاي بالاي دارو از حالت خطي خارج و به طرف محور 

x15،1(، انحناء خواهد يافت .( 

زانتين اكسيداز با تجزيه و تحليل برهمكنش آنزيم گ
داروهاي كرستين و هسپرتين در دماهاي مختلف نشان داد 

كه برهمكنش آنزيم با كرستين و هسپرتين، به ترتيب 
در مورد برهمكنش .ديناميكي است -استاتيكي و استاتيكي

آنزيم با كرستين، نتايج بدست آمده نشان داد كه با افزايش 
 ،كاهش  و در برهمكنش آنزيم با هسپرتين  Ksvمقدار  ،دما

توان نتيجه گرفت كه مي ،بنابراين. يابداين مقدار افزايش مي
در  برهمكنش كرستين و آنزيم گزانتين اكسيداز كه با 

آنزيم همراه است، مكانيسم  -تشكيل كمپلكس كرستين
در حالي كه  ،استاتيكي نسبت به نوع ديناميكي غالب است

مكانيسم غالب براي كاهش نشر  ،يندر مورد هسپرت
مطالعاتي كه بر . فلورسانس آنزيم، از نوع ديناميكي است

روي برهمكنش سرم آلبومين و كرستين انجام گرفته است، 
  ). 8,13(دهنده وجود مكانيسم استاتيكي در آن استنشان

آنتروپي  ،در برهمكنش آنزيم گزانتين اكسيداز و كرستين
و انرژي آزاد گيبس مقادير منفي دارند مقدار مثبت و آنتالپي 

مقادير . كه نشان دهنده خود به خودي بودن برهمكنش است
H بسيار ناچيز است  ،هاي الكترواستاتيك براي برهمكنش

عمدتاً به  ،و علامت منفي براي اين پارامتر ترموديناميكي
در حالي  ،شود وجود پيوندهاي هيدروژني نسبت داده مي

نشاندهندة اهميت نيروهاي هيدروفوبيك  S∆كه مثبت بودن 
 ). 17،14(در برهمكنش ليگند با پروتئين است

حاكي از اين است كه ماهيت  ،نتايج اين مطالعه ،بنابراين
نيروهاي دخيل در برهمكنش كرستين با آنزيم گزانتين 

. بطور عمده از نوع نيروهاي هيدروفوبيك است ،اكسيداز
اهميت اين برهمكنشها در بررسي برهمكنش كرستين با 
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در  برهمكنش ). 17(سرم آلبومين نيز نشان داده شده است
تغييرات آنتروپي و  ،هسپرتين با آنزيم گزانتين اكسيداز

آنتالپي هر دو مقدار مثبت بدست آمد و اين امر بيانگر اين 
برخلاف  ،فرآيند برهمكنش آنزيم و هسپرتين است كه در

تغييرات آنتروپي نقش موثري داشته و  ،تغييرات آنتالپي
نيروهاي موثر در برهمكنش آنزيم با اين فلاوونوئيد فقط از 

 . نوع نيروهاي هيدروفوبيك است

با توجه به اهميت دارويي اين مواد نتايج حاصل مي تواند 
همچنين . حائز اهميت باشد در پيشگويي رفتار آنها در بدن

روش ارائه شده مي تواند براي مطالعه برهمكنش ساير 
  .داروها با آنزيم گزانتين اكسيداز مورد استفاده قرار گيرد

  
  گيري  نتيجه -5

در اين تحقيق يك روش اسپكتروفلوئوريمتري براي بررسي 
نــن با پروتئين گزانتيــبرهمكنش كرستين و هسپرتي

عنوان يكي از پروتئينهاي اصلي فلاونوئيدها اكسيداز به 
كرستين و هسپرتين با گزانتين اكسيداز به . بررسي شد

-و ديناميكيوع استاتيكيـايي از نـرهمكنشهـتيب بتر

همين موضوع امكان . ندـــتوانند داشته باشاستاتيكي مي
يــذير مـــپا را با روش استرن ولمر امكانـــررسي آنهـب

دست آمده نشان ميهـــمقادير ترموديناميكي ب). 8،13(سازد
دهد كه در برهمكنش كرستين با گزانتين اكسيداز هر دو 
نيروي هيدروژني و هيدروفوب موثر است همانطور كه در 
برهمكنش كرستين با سرم آلبومين نيز اين نيروها به 

و اين )17(ر شناخته شده استـاي موثــوان نيروهـــعن
ين با هر دو ــسترهمكنش كرــب دهد كهان ميـــنش

دربرهمكنش هسپرتين با گزانتين . پروتئين يكسان است
طالعه با م.نيروهاي هيدروفوب نقش دارند اكسيداز فقط

با ساختارهاي شيميايي برهمكنش فلاونوئيدهاي ديگر
توان اطلاعات بيشتري را در متفاوت با گزانتيين اكسيداز مي
ن اكسيداز با فلاونوئيدها بهمورد ويژگيهاي ساختاري گزانتي

  .دست آورد
  
  تشكر و قدرداني -6
نويسندگان اين مقاله از دانشگاه علوم پزشكي تبريز به  

 .واسطه حمايتهاي مالي تشكر مي كنند
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