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در  NOعلیـرغم اثـرات مفیـد     .نقـش دارد ) NO(آنزیمی است که در تولید نیتریک اکسید ) NOS(نتاز نیتریک اکسید س : زمینه و هدف
ها، داراي اثرات سمی  نیتروزیلاسیون پروتئین و) RNS(هاي نیتروژن فعال  به خاطر تولید گونه آن هاي مختلف بدن، تولید بیش از حد سیستم
فعالیت نیتریـک  مهار بر  (L-NMMA)مونو متیل آرژینین  -و ان جی (ADMA) رژینین نامتقارناثر دي متیل آن یین مطالعه به منظور تعیا. است
 .انجام شد سنتاز اکسید

طی مراحل هموژنیزاسیون، رسوب با سولفات آمونیوم اشـباع و کرومـاتوگرافی    NOSنزیم آ یشگاهین مطالعه آزمایدر ا: روش بررسی 
طی مراحل جداسـازي میـزان   . گرم بافت تازه کلیه گوسفند جدا گردید 500از  ADP-agarose-'5,'2و  DEAE-32 Cellulose هاي روي ستون

  در غلظـت  L-NMMA و ADMA یاثـرات مهـار کننـدگ   شد و گیري  به روش گریس اندازه NOSپروتئین به روش برادفورد و فعالیت آنزیم 
  .دین گردییتع NOSمیکرومولار بر فعالیت  25

وزن ملکولی آنزیم . دست آمد درصد به 9/0گرم پروتئین و  واحد بر میلی 6/0به ترتیب  NOSسازي  بازده خالص فعالیت ویژه و :ها  یافته
یـب  تمیکرو مولار موجب کاهش فعالیت آنزیم به تر 25هاي  در غلظت L-NMMAو ADMA .حاصل شد SDS-PAGE  ،KD 54با استفاده از 

، میکرومـول  32/5به ترتیب  L-NMMAو  ADMAدر غیاب و در حضور  NOSنزیم آ Kmمیزان . دیگرددرصد  2/61و درصد  76در حدود 
در غیاب و یا در حضور این ترکیبات  NOSآنزیم  Vmaxه دست آمد و در ب) >001/0P(میکرومول  29/14و ) >001/0P(میکرومول  25/31
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  مقدمه

از  ياریکـال آزاد بـوده و در بس ـ  یک رادی) NO(د یک اکسیترین
ک، نقشـی  ی ـولوژیب يهـا  سـتم یک سی ـوژک و پاتولیولوژیزیاعمال ف

ــکل ــی  يدی ــا م ــد  ایف ــد NO). 1(نمای ــیآرژ –ل الیاز تب ــه الین  –ن ب
د یک اکس ـیتریها موسوم به ن میاز آنز يا له خانوادهین، به وسیترولیس

ن واکـنش بـه   ی ـا. شـود  یجـاد م ـ یا (NOS) (EC.1.14.13.39)سنتاز 
ــا ــ يکوفاکتورهـــ ــاز قب یمختلفـــ ، NADPH ،FMN ،FADل یـــ

از ی ـن یژن مولکـول ین و اکس ـیم، کـالمودول ین، کلس ـیوپتریروبدیتتراه
دهنـده سـیگنال، عمـل     عنوان یـک انتقـال   به یاز طرف NO). 2(دارد 

شده  cGMPبه  GTP لیکلاز را فعال و سبب تبدیل سینموده و گوان

 NO. گـردد  یم ـ یسـبب بازشـدن عـروق خـون     نیز متعاقبـاً  cGMPو 
 یک و هورمـون یمونولوژیامختلف از جمله  يها تین در فعالیهمچن

عامل ک یوم عروق، یمشتق شده از اندوتل NO ).3و2(نماید  یعمل م
بـه   یک واسطه مهم کشش عروق ـیکننده عضلات صاف بوده و  شل

ــمار مـ ـ ــآ یش ــش مهمـ ـ NO. دی ــون  ینق ــرل هورم محــور  یدر کنت
از ترشـح   يریان آنها بـه جلـوگ  ینموده که از م ين بازینوروآندوکر

م آزاد شدن هورمون جسم یهورمون رشد و تنظ هورمون آزاد کننده
پلاکـت   ياز عملکردهـا  يتعـداد . تـوان اشـاره نمـود    یم) LH(زرد 

هـا و   توسـط پلاکـت   NOد ی ـله تولیشامل اتصال و تجمع آنها به وس ـ
ــلول ــا س ــدوتل يه ــود  یال کنتــرل مـ ـیان در  NOآزاد شــدن ). 4(ش
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ختلـف  م يهـا  روسی ـهـا و و  ه پاتوژنیماکروفاژها در هنگام عمل عل
  ).5(تواند القا شود  یم یداخل سلول

ه ی، دفاع علیت عصبی، هدایم هموستاز عروقیدر تنظ NOت یاهم
ــون ــلول)1( یعوامــل عف ــت س ــرد م)3( ی، حرک ــارد ی، عملک ، )6(وک

 يهـا  يمـار ی، ب)8(ه ی ـکل يم عملکرد مـدولا ی، تنظ)7( یشوك عفون
بدن و تب ، تنظیم دماي )10(ماده  ید مثلیتول يها ، پروسه)9( يویر
 يد مثلی مرد و قدرت بـارور یستم تولیمختلف س ي، عملکردها)11(

 يتر در گانگلیـاي پایـه و در پـاتولوژ   ی، تعادل نروترانسـم )12(اسپرم 
م بـر آزاد  یرمسـتق یغ ی، عملکرد بازدارنـدگ )13(نسون یپارک يماریب

 یون بــه افتــراق در طــیفراســی، تبــدیل پرول)5(ن یآنــدورف -βشــدن 
ــل   ــوروژنز، عم ــدگن ــر تکث یبازدارن ــب ــورت  ی ــه ص ــت ب   ر نروبلاس

in vivo ـ مهــره یسـتم عصـب  یدر س  م ی، تنظــ)14(مهرگـان   یداران و ب
به ) 5(تومور  يها سم سلولیمتابول ر، عملکرد حافظه و مهاریترشح ش

هاي فیزیولوژیک  داراي نقش NOهمچنین  .اثبات شده است یخوب
، )10(هـا   توبـول ها و  متعددي از جمله تنظیم همودینامیک گلومرول

، نقـش  )12(، برقراري پرفیوژن مدولا )11(وساطت ناتریورز فشاري 
) 14(، مهار بازجذب توبولی سدیم )13(توبولی  -فیدبک گلومرولی

  .استها  در کلیه) 15(و تعدیل فعالیت اعصاب سمپاتیک 
درتنظیم عروقی بوده و جاي تعجبـی نـدارد    NOبیشترین اهمیت 

). 16(م همودینامیک کلیه نقش مهمی دارد در تنظی NOکه بگوییم 
هاي فیزیولوژیـک متعـددي    داراي نقش NOمشخص شده است که 

، وسـاطت  )16(هـا   ها و توبول از جمله تنظیم همودینامیک گلومرول
، نقـش فیـدبک   )18(، برقراري پرفیوژن مدولا )17(ناتریورز فشاري 

ــولی  -گلــومرولی ــدیم  )19(توب ــولی س ــار بازجــذب توب و ) 20(، مه
  .استها  در کلیه) 21(تعدیل فعالیت اعصاب سمپاتیک 

و  یمن ـیل دفاع ای، تعدیدر کشش عروق NOد یرغم اثرات مفیعل
 يهـا  د گونـه ی ـبـه خـاطر تول   NOش از حـد  ید بی، تولیت عصبیهدا

 یاثرات سم يها، دارا نیلاسیون پروتئیتروزین و) RNS(تروژن فعال ین
بـه دلیـل قـدرت    . )22(آورند  می و زمینه التهاب را فراهم )15( است

، سنتز آن بایـد بـه شـدت تنظـیم     NO يواکنشگري و نفوذ بسیار بالا
در  NOهـاي   گونه کـه امـروزه اسـتفاده از دهنـده     همان). 23(گردد 

هـاي   ؛ بازدارنـده )25و24و22(درمان برخـی اخـتلالات رایـج بـوده     
NOS    ثر، نیز ممکن است بتوانند منجر به تهیه داروهـایی جدیـد، مـو

  ).26(هاي مختلف گردند  ایمن و ارزان براي درمان بیماري
ن از قبیـل  ینیله آرژیمت يها تحقیقات نشان داده است که آنالوگ

ــارن   ــین نامتق ــل آرژین ــی -و ان) (ADMAدي متی ــل   -ج ــو متی مون
  ).27و3(دارند  NOS براثر بازدارندگی  (L-NMMA)آرژینین 

هــاي  هــا و ســلول از بافــت NOSهــاي مختلــف  تــاکنون ایزوفــرم
ســـازي و شناســـایی  موجـــودات گونـــاگون، جداســـازي، خـــالص

، مغـز و  )28(هـاي انسـانی    از پلاکـت  NOSتـاکنون  ). 1(اند  گردیده

، استافیلوکوکوس آرئوس )5(، مغز گوسفند )30و29(پانکراس گاو 
سـازي و شناسـایی    جداسازي، خالص) 31(هاي نوکاردیا  و گونه) 1(

 NOSینکه تاکنون خصوصیات کینتیکی آنـزیم  با توجه به ا. اند شده
ها در شرایط آزمایشگاهی بـر   از کلیه و چگونگی اثر این مهارکننده

جدا شده از کلیه مورد مطالعه قرار نگرفته است؛ در این  NOSآنزیم 
و خصوصـیات  انجام از کلیه گوسفند  NOSمطالعه جداسازي آنزیم 

 L-NMMAو  ADMAکینتیکی و همچنین مقایسه اثر مهارکنندگی 
  .شد یبررسن آنزیم بر فعالیت ای

  روش بررسی
گـروه بیوشـیمی دانشـکده پزشـکی     در  یشـگاه یمطالعه آزمااین 

  1387مهرمــاه  از دانشــگاه علــوم پزشــکی جنــدي شــاپور اهــواز    
  .انجام شد 1388تا دي ماه 

  مواد مورد استفاده
ــر  HCL ،EDTA ،Phenylmethysulfonyl fluoride-سیتـ

(PMSF) ،Leupeptine ،DEAE-32 Cellulose،  
2',5'-ADP-agarose وم، یگما، سولفات آمونیس يکایاز شرکت آمر

Dithiothritolبلو،  ید، تمد، کوماسیل آمیس آکرید، بیل آمی، آکر
 یل سـولفات از شـرکت آلمـان   یم دو دس ـیوم، سـد یپر سولفات آمون

ــروتئ ــرك، پ ــاس و ک یم ــرکت فرمنت ــپلکس از ش ــارکر کم ــن م ت ی
ــدازه ــگ ان ــفعال يری ــرکت آمر NOSت ی ــایاز ش ــال ب ییک ــک وکم ی

  .شدند يداریخر
  هیاز کل NOS يجداساز

ه گوسفند، ابتدا یاز کل NOSم یاستخراج آنز يبران مطالعه یدر ا
 Aدر داخـل بـافر   ) هی ـعـدد کل  9(ه گوسفند یگرم بافت تازه کل 500

مــــولار،  یلــــیم EDTA 1مــــولار،  یلــــیم HCL 50-سیتــــر(
Phenylmethysulfonyl fluoride (PMSF) 1mg/ml  ،

Leupeptine 10mg/ml ،Pepstatine A 10mg/ml   4/7بـاpH= (  بـر
. شگاه منتقل شدید و به آزمایگرد يآور خ، جمعی يظرف حاو يرو

پس از قطعـه   .مینمودز یو تم هشستشو داد Aبا بافر  را ها هیدر ابتدا کل
بـه   Aتـر بـافر   یل یل ـیم A )100تر بافر یل یلیم 900ها،  هیقطعه کردن کل

قه یدق 5ون به مدت یزاسیابتدا هموژن. به آنها اضافه شد) هیهر کل يازا
فوژ با سرعت بالا یسپس با استفاده از سانتر .در سرعت بالا انجام شد

ــدل  ــانت 4و در  g  ×30000در  ،Damon/IECم ــه س ــه  یدرج ــراد ب گ
کـه  ) Supernatant( یـی محلـول رو . فوژ شـد یقه سـانتر یدق 60مدت 

م مـورد  یص آنـز یادامـه مراحـل تخل ـ   يبراجدا و  ؛م بودیآنز يحاو
م از رسوب دادن بـه کمـک   یص آنزیتخل يبرا. استفاده قرار گرفت

ض یتعـو  یدرصد و سـپس کرومـاتوگراف   70و  30وم یسولفات آمون
ــ ــآن یونی ــتفاده از ژل د  یونی ــا اس ــات يب ــو اتیل آمی ــن ــلولز 32ل ی   س
)DEAE-32 Cellulose (د یــانجــام گرد)ســتون  يشستشــو). 32

 4/7بـه   یبـافر خروج ـ  pHدن یتا زمـان رس ـ  Aبا بافر  یکروماتوگراف
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ز شده حاصل از رسـوب بـا   یالیدر مرحله بعد نمونه د. دا نمودیادامه پ
 ياز جدار سـتون رو  یپت پاستور به آرامیوم سولفات توسط پیآمون

پس از نفوذ نمونه به داخـل ژل، بـا اسـتفاده از پمـپ     . خته شدیژل ر
ــافر یــک، جریالتســتیپر ــا ( Aان ب ژل  يســتون حــاو يرو) =4/7pHب

از ستون در هر ) Flow rate(ان بافر یزان سرعت جریم. دیبرقرار گرد
 Aتـر از بـافر   یل یلیم 100پس از عبور . م شدیتر تنظیل یلیک میقه یدق
در بـافر  ) NaCl(م یدسـد یتر از محلول کلریل یلیم 200، )=4/7pHبا (

A مولار از ستون عبور داده  یلیم 400ز صفر تا ا یانیبه صورت گراد
تر توسط دستگاه یل یلیم 2 شد و محلول خارج شده از ستون در حجم

 يدر مرحلـه بعـد جـذب نـور    . دی ـگرد يآور فراکشن کالکتور جمع
. نانومتر قرائت شد 280شده در طول موج  يآور جمع يها ن ویفراکس
و  يآور جمـع  بـه طـور جداگانـه    يجذب نور يدارا يها ونیفراکس

  ).32(شد  يریگ ز در آنها اندازهیم نیت آنزیفعال
طور جداگانه  به یمیت آنزیفعال يدارا يها در مرحله بعد فراکشن

ک به صـورت جداگانـه از سـتون    یز، هر پیالیو پس از د يآور جمع
2',5'-ADP-agarose د یــمــولار کلر یلــیم 400ان صــفر تــا یــبــا گراد

ــدند و مقــدیســد ــروتئم، عبــور داده ش ــیت آنزیــن و فعالیار پ در  یم
ــا فراکشــن ــده مشــخص گرد يآور جمــع يه ــش ــار، . دی در ادامــه ک
ــن ــا فراکش ــفعال يدارا يه ــیت آنزی ــه    یم ــر دو مرحل ــل از ه حاص

ــا ســتون  یکرومــاتوگراف ــ، از طرADP-agarose-'5,'2ب ــق لی زه یلیوفی
  .ادامه کار مورد استفاده قرار گرفتند يبراظ شده و یکردن، تغل
  NOSت یفعال يریگ اندازه

ــفعال و  يمراحــل مختلــف جداســاز   یدر طــ NOSم یت آنــزی
ــالص ــاز خ ــر يس ــنش گ ــتفاده از واک ــا اس ــو ک) Griess(س ی، ب ت ی

 Nitric Oxide(وکم یشرکت کال ب NOSم یت آنزیفعال يریگ اندازه
Synthase Assay Kit, Colorimetric, Cat. No. 482702, 

Calbiochem (ــدازه ــگ ان ــد يری ــدر ا. ش ــزن ری ــتریم نیوش آن ک ی
ژن و ین را در حضــور اکسـ ـینــیآرژ -ال يدســنتاز، سوبســترا یاکس

NADPH ن و یترولیبه س ـNO  کنـد  یل م ـیتبـد .NO     بـه علـت عـدم
ت یتریو ن) NO3-(ترات ین یعنیدار خود یپا يها تیبه متابول يداریپا
)NO2- (ترات ید شده، توسط نیتول يها تراتیسپس ن. شود یل میتبد

ن ی ـکـه ا ) 2 -ر بیتصـو (ل شـده  یت تبـد ی ـتریبـه ن ) NaR(ردوکتاز 
س یگـــر 1 ز بـــه نوبـــه خـــود بـــا معـــرف شـــمارهیـــهـــا ن تیـــترین
)Sulfanilamide (آورند که با  یرا به وجود م یبیواکنش داده و ترک

ــماره   ــرف ش ــر 2مع  [N-(1-Naphthyl) ethylenediamine] سیگ
واکـنش مـذکور بـه    . شوند یم یک کمپلکس رنگیل یتشک موجب

نـانومتر   540معروف بوده و در طول موج ) Griess(س یگرواکنش 
ک ی ـزان ی ـن روش می ـدر ا .اسـت  يزان جذب نورین میشتریب يدارا

ت ی ـک واحد فعالید شده در ساعت به عنوان یترات تولیکرومول نیم
م یت آنـز ی ـفعال يری ـگ انـدازه  يبـرا  ).33(در نظر گرفته شد  یمیآنز

NOSد و سپس با اسـتفاده  یرسم گردترات ی، ابتدا نمودار استاندارد ن
ــاز آن، فعال ــزی ــدازه NOSم یت آن ــگ ان ــد يری ــدار ن. ش ــرات در یمق ت

آنها در طول  يزان جذب نوریه و میتر تهیکرولیم 30تا  5 يها غلظت
سـپس  . زا قرائـت شـد  ی ـنانومتر با اسـتفاده از خوانشـگر الا   540موج 
لظـت  د و بـا اسـتفاده از آن غ  ی ـتـرات رسـم گرد  یاسـتاندارد ن  یمنحن

  .دیم محاسبه گردیت آنزیزان فعالیجه مید شده و در نتیترات تولین
مونو متیل آرژینین بر  -جی -اثر دي متیل آرژینین نامتقارن و ان

  ه گوسفندیکل NOSت یفعال
ــر غلظــت    و ADMAبــات یک از ترکیــمختلــف هــر   يهــا اث

L-NMMA )1/0 ،5/0 ،1 ،5 ،10 ،25 ،50 ،100  ــرو یم 200و کــــــ
م در بـافر فسـفات   یره آنـز ی ـتـر از ذخ یکـرو ل یم 10ت ی ـلبر فعا) مولار

و در  7برابـر   pHگـراد و   یدرجـه سـانت   30 ي، دما)mM 50( میپتاس
 100ش، یهــر آزمــا يبــرا) نینــیآرژ -ال(حضــور غلظــت سوبســترا 

، محلول L-NMMAو  ADMAبات یترک. دیکرومولار انجام گردیم
مختلـف   درجـات . زه حـل شـدند  یونیدر آب بوده و در آب مقطر د

 L-NMMAو  ADMAمختلف  يها توسط غلظت NOSم یمهار آنز
 يریگ س اندازهینانومتر و با استفاده از واکنش گر 540در طول موج 

 10ون یهـا بـا اسـتفاده از انکوباس ـ    ن بازدارنـده ی ـک مهـار ا ینتیک. شد
ل یــمت يکــرو مــولار دیم 25م بــا غلظــت یره آنــزیــتـر از ذخ یکرولیم

 يها ن در حضور غلظتینیل آرژیمنومت -یج ن نامتقارن و انینیآرژ
 یبررس ـ) به عنوان سوبسـترا (ن ینیآرژ -کرو مولار الیم 200صفر تا 

  .شد
  يآمارل یتحل

هـا بـه    ش به طور مستقل، سه بار تکرار شده و همـه داده یهر آزما
 NOSت یفعال. ان شدندیب) SD(انحراف استاندارد  ±ن یانگیصورت م

ن نامتقارن و ینیل آرژیمت يو در حضور د) به عنوان کنترل(اب یغدر 
 يز آزمـون آمـار  شد و با استفاده ا ین بررسینیل آرژیمنومت -یان ج

ANOVA بـه عنـوان    05/0کمتر از  ریمقاد. سه شدندیگر مقایبا همد
  .دیگرد یدار تلق یمعن

  ها یافته
د یک اکس ـی ـتریم نیت آنـز ی ـک از مراحل استخراج، فعالیدر هر 

ژه، یت ویسپس فعال. ن مورد سنجش قرار گرفتیئسنتاز و مقدار پروت
 يسـاز  ج خـالص ینتـا . دی ـو بـازده محاسـبه گرد   یدرجه خلوص نسب

NOS ک آمده استی ه گوسفند در جدولیاز کل.  
، DEAE-32 Celluloseدر ایــن مرحلــه اول کرومــاتوگرافی بــا 

داراي جذب نـوري بـوده و چهـار قلـه      97تا  30هاي شماره  فراکشن
)Peak (این محدوده تشکیل دادند که پس از سنجش فعالیـت   را در

ها، دو پیک داراي فعالیت آنزیمی مشاهده شد  آنزیم در این فراکشن
. مشـاهده شـدند   70تـا   60و  59تـا   37هاي  که به ترتیب در فراکشن

هاي ابتدایی فراکشن اول  پیک اول داراي فعالیت آنزیمی در قسمت
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ــوري در   ــذب ن ــانومتر و  280داراي ج ــت  ن ــک دوم داراي فعالی پی
 280منطبـق بـر پیـک دوم داراي جـذب نــوري در      آنزیمـی، تقریبـاً  

  ).کینمودار (نانومتر مشاهده شد 
حاصل از پیک اول  59تا  37هاي شماره  در مرحله بعد، فراکشن

حاصــل از پیــک دوم کــه داراي  70تــا  60هــاي شــماره  و فراکشــن
آوري و پـس از دیـالیز،    طور جداگانه جمع به ؛فعالیت آنزیمی بودند

ــتون    ــه از س ــورت جداگان ــه ص ــک ب ــر پی ــا  ADP-agarose-'5,'2ه ب
مـولار کلریـد سـدیم عبـور داده شـدند و       میلی 400گرادیان صفر تا 

هاي جدا شده مشـخص   مقدار پروتئین و فعالیت آنزیمی در فراکشن
هـاي شـماره    فراکشن(عبور پیک اول داراي فعالیت آنزیمی . گردید

پیـک داراي   4، حضـور  DEAE-32 Celluloseاز مرحله ) 59تا  37
نانومتر را نشان داد که از میـان آنهـا    280جذب نوري در طول موج 

، که تقریبا منطبـق بـر پیـک دوم و سـوم داراي     27تا  6هاي  فراکشن
فعالیـت آنزیمـی را از    ؛نانومتر بودند 280جذب نوري در طول موج 

  ).2نمودار (خود نشان دادند 
هــاي حــاوي فعالیــت آنــزیم پیــک دوم  خلــوط فراکشــنعبــور م

حاصــل از کرومــاتوگرافی بــا ژل ) 70تــا  60هــاي شــماره  فراکشـن (
DEAE-32 Cellulose  5,'2، از ستون'-ADP-agarose نشان داد که ،

 280داراي جذب نوري در طـول مـوج    30تا  1هاي شماره  فراکشن
. تشـکیل دادنـد   را در ایـن محـدوده  ) Peak(نانومتر بوده و یک قلـه  

نیز داراي فعالیت آنزیمی بوده که پیک حاصل  26تا  6هاي  فراکشن
منطبق بر نیمه ابتدایی پیک داراي جذب نوري  از فعالیت آنها تقریباً

  ).3نمودار (نانومتر بودند  280در طول موج 
دهنـده یـک بانـد     نشانSDS-PAGE نتایج حاصل از الکتروفورز 

کـه   )کیعکس (کیلو دالتون بود  54ولی پروتئینی مجزا با وزن ملک
  .استم دهنده خالص سازي مناسب آنزی نشان

بـر فعالیـت    L-NMMAو  ADMAنتایج حاصـل از بررسـی اثـر    
NOS  درصد مهـار آنـزیم    .آمده است 4نیز در نمودارNOS   توسـط

درصـد مهـار آنـزیم    . آورده شـده اسـت   5ترکیبات فوق در نمـودار  
در  NOSهنـده کـاهش فعالیـت آنـزیم     د توسط این ترکیبات، نشـان 

در ایـن مطالعـه،    .اسـت مقابل این ترکیبات و از طریق وابسته به دوز 

توانسته است کـه بـه    L-NMMAو  ADMAمیکرومولار  25غلظت 
میـزان  . را مهـار نمایـد   NOSدرصد فعالیت آنزیم  2/61و  76ترتیب 

بـات  میکـرو مـولار ایـن ترکی    200تا  100هاي  مهار آنزیم در غلظت
  .استتقریبا ثابت 

با استفاده از رسم نمودار فعالیت آنزیم در مقابل غلظت سوبسـترا  
و همچنین با اسـتفاده از نتـایج آن و رسـم    ) منتون -مدل میکائیلیس(

در غیاب و در حضور  NOSآنزیم  Kmبرك، میزان  -نمودار لینوور
ADMA  وL-NMMA  25/31، کرومـــــولیم 32/5بـــــه ترتیـــــب 

ــول یم ــول یم 29/14و ) >00001/0P(کروم ــه ) >00001/0P(کروم ب
در غیـاب و یـا در حضـور ایـن      NOSآنـزیم   Vmaxدر . دست آمد

  .ترکیبات تغییري ایجاد نشد
  بحث

بـر   یالملل ـ نیواحد ب NOS 6/0فعالیت ویژه آنزیم ن مطالعه یدر ا
  .درصد به دست آمد NOS 9/0م یآنزو بازده عمل گرم  یلیم

از  NOSه در مورد اسـتخراج آنـزیم   ه شدیبراساس گزارشات ارا
استخراج شده  NOSهاي مختلف، میزان بازده عمل براي آنزیم  بافت

، مغـز  )32(، کبـد مـوش صـحرایی    )1(از استافیلوکوکوس آرئـوس  
ــاو ) 5(گوســفند  ــانکراس گ ــب ) 29(و پ ــه ترتی  6/7و  4، 7/3، 8/2ب

هـا ناشـی از روش اسـتخراج و     درصد بود و علت این گونـه تفـاوت  
گیـري آنـزیم و نـوع     هـاي بـه کـار گرفتـه شـده، روش انـدازه       تونس

  .استایزوآنزیم استخراج شده در مطالعات مختلف 
هاي به دست آمده با کوماسی بلو، نشان داد کـه   آمیزي ژل رنگ

در ایـن مطالعـه، وزن ملکـولی     .شده استآنزیم به طور خالص جدا 
وفـورز روي  اسـتخراج شـده از کلیـه گوسـفند بـا الکتر      NOSآنزیم 

SDS-PAGE 54 کیلو دالتون به دست آمد.  
اسـتخراج شـده    NOSطی مطالعات مختلف، وزن ملکولی آنزیم 

، ماکروفاژهاي )32(، کبد موش صحرایی )31(هاي نوکاردیا  از گونه
هاي  ، پلاکت)33(، ماکروفاژهاي موش خانگی )34(موش صحرایی 

با الکتروفـورز روي  ) 30(و مغز گاو ) 29(، پانکراس گاو )28(انسان 
SDS-PAGE    و  160، 80، 130، 150، 135، 9/51به ترتیب برابـر بـا

  همچنـین طـی یـک مطالعـه،    . کیلو دالتون به دست آمده اسـت  150

  مراحل تخلیص آنزیم نیتریک اکسید سنتاز از کلیه گوسفند : 1 جدول
حجم   نمونه

  )تریل یلیم(
گرم  یلیم(ن یپروتئ

  )درصد
ن توتال یپروتئ

  )گرم یلیم(
ت یفعال

 (U)توتال 
فعالیت ویژه 

)U/mg Protein(  
درصد 

  افتیباز
خلوص 

  ینسب
 1 100 02/0 103 5152 557 925 عصاره خام
 5/1 5/69 03/0 6/71 2387 270 884 درصد 30محلول رویی اشباع 

 2 3/44 04/0 6/45 1140 1839 62 درصد 70رسوب اشباع 
 4 3/11 08/0 6/11 145 1208 12 مونه حاصل از دیالیز و تغلیظ با سوکروزن

 DEAE 46 6/49 8/22 12/2 09/0 1/2 5/4فراکشن اول ستون 
 DEAE 22 7/67 9/14 9/1 13/0 8/1 5/6فراکشن دوم ستون 

 ADP-agarose 46 3/3 5/1 9/0 6/0 9/0 20-'5,'2فراکشن اول ستون 
 ADP-agarose 42 2/1 5/0 18/0 36/0 17/0 18-'5,'2فراکشن دوم ستون 
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و فعالیت آنزیم نیتریک ) نانومتر 280(میزان جذب نوري  : 1نمودار 
 DEAE-32هاي جدا شده از ستون  اکسید سنتاز در فراکشن

Cellulose . 400نمونه توسط محلول کلرید سدیم با گرادیان صفر تا 
سرعت عبور این محلول، یک . مولار از ستون عبور داده شد میلی

  .لیتر در دقیقه تنظیم گردید میلی
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  

و فعالیت آنزیم نیتریک ) نانومتر 280(میزان جذب نوري  : 2 نمودار
 DEAE-32از مرحله  NOSآنزیم  اکسید سنتاز پیک اول داراي فعالیت

Cellulose 5,'2هاي جدا شده از ستون  در فراکشن'-ADP-agarose .
مولار از ستون عبور  میلی 400محلول کلرید سدیم با گرادیان صفر تا 

لیتر در دقیقه  سرعت عبور محلول کلرید سدیم، یک میلی. داده شد
  .تنظیم گردید

  
  
  
  
  
  
  

  
  

و فعالیت آنزیم نیتریک اکسید ) نانومتر 280(میزان جذب  : 3 نمودار
حاصل از کروماتوگرافی  NOSسنتاز پیک دوم داراي فعالیت آنزیم 

هاي جدا شده از ستون  ، در فراکشن DEAE-32 Celluloseبا ژل 
2',5'-ADP-agarose . نمونه توسط محلول کلرید سدیم با گرادیان

رعت عبور این س. مولار از ستون عبور داده شد میلی 400صفر تا 
  .لیتر در دقیقه تنظیم گردید محلول، یک میلی

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 L-NMMAو  ADMA میکرومولار 25هاي هاي  اثر غلظت : 4 نمودار
آرژینین بر فعالیت آنزیم نیتریک  -هاي مختلف ال در حضور غلظت

به دست آمده  Aهاي نمودار  از داده Bنمودار ). A(اکسید سنتاز 
  .است

  
  
  
  
  
  

   L-NMMAو  ADMA مقایسه درصد مهارکنندگی:  5نمودار 
  بر فعالیت آنزیم نیتریک اکسید سنتاز

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  
  
  

استخراج شده از ستون  NOSحرکت الکتروفورزي آنزیم :  1عکس 
2',5'-ADP-agarose  بر روي ژلSDS- PAGE  ،5/7  درصد و

ن مارکر کمپلکس با پروتئی R-250.آمیزي ژل توسط کوماسی بلو  رنگ
وزن . کیلو دالتون 200کیلو دالتون تا  40وزن ملکولی در محدوده 

  .کیلو دالتون نشان داده شد NOS  ،54ملکولی آنزیم 
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ــا   NOSآنـــزیم  ــوس بـ ــده از اســـتافیلوکوکوس آرئـ ــتخراج شـ اسـ
ــورز روي  ــولی   SDS-PAGEالکتروف ــا وزن ملک ــد ب  67و  64دو بان

رسد  ا توجه به اکثر مطالعات به نظر میب). 1(کیلو دالتون تشکیل داد 
ــزیم   ــوارد، آن ــب م ــه در اغل ــوده   NOSک ــودایمر ب ــورت هم ــه ص ب

و تنهــا در برخــی مــوارد معــدود، بــه صــورت       )33و32و30و28(
در مطالعه ما نیز با توجه به تشکیل ). 1(است شده مر گزارش هترودای

ه رسد ک ـ ، به نظر میSDS-PAGEتنها یک باند در الکتروفورز روي 
در صــورت داشــتن زیــر واحــد، ســاختمان ایــن آنــزیم بــه صــورت  

  .دارد که با اغلب مطالعات صورت گرفته، همخوانی استهمودایمر 
بــر  L-NMMAو  ADMAاثــر  یبررســ يحاضــر بــرادر مطالعــه 

ــز  ــت آن ــت NOSم یفعالی ــر غلظ ــا ، اث ــاوت ا يه ــمتف ــاتین ترکی   ب
)Mμ 200-1/0 ( ش یزابـا اف ــ. قـرار گرفــت  یم مـورد بررس ــیبـر آنــز

از لحـاظ   NOSم یت آنـز ی ـبـات، فعال ین ترکی ـا يها غلظت یجیتدر
  غلظـت ). =p<3n ,05/0( افـت یکـاهش   يدار یبه طـور معن ـ  يآمار

ن ی ـت ای ـفعال بـود تـا  قـادر   L-NMMAو  ADMAکرو مـولار  یم 25
  .درصد کاهش دهد 2/61و  76ر حدود ب دیم را به ترتیآنز

از  یاثـر غلظت ـ  ،ین نـوع مهارکننـدگ  یـی تع يدر مطالعه حاضر برا
ADMA  وL-NMMA ــت تــاث ــتریر آن، بیکــه تح ــار یــن میش زان مه

ــزیــفعال   مختلــف يهــا در غلظــت) Mμ 25(د یــم حاصــل گردیت آن
ج یطبـق نتـا  . قرار گرفت یمورد بررس) Mμ 200-5/2(ن ینیآرژ -ال

 -وری ـنویمنتـون و ل  -سیلیکـائ یم يحاصـل و سـپس رسـم نمودارهـا    
اب ی ـه گوسـفند در غ ی ـکل استخراج شـده از  NOSم یآنز Kmبرك، 

 يهـا  کرومـول و در حضـور بازدارنـده   یم 32/5 بـاً یهـا، تقر  بازدارنـده 
ADMA  وL-NMMA ــه ترت ــبــ ــدود یــ  29/14و  25/31ب در حــ

استخراج شده  NOSم یآنز Vmaxن یهمچن. کرومول به دست آمدیم
فـوق، در   يهـا  ا در حضـور بازدارنـده  ی ـاب و یه گوسفند در غیاز کل

که هر چهـار بازدارنـده   د یگرد آمد و مشخصبه دست  5/12حدود 
قـدرت   و گردنـد  یم ـ NOSم یباعـث مهـار آنـز    یفوق به طور رقـابت 

اسـتخراج شـده    NOSم یت آنزیها بر فعال ن بازدارندهیا یمهارکنندگ
 .حاصل شد L-NMMA > ADMAه گوسفند به صورت یاز کل

ــه   NOSم یآنـــــز Vmaxو  Rosazza ،Kmو  Chenدر مطالعـــ
 274کرو مول و یم 7/5ب یا به ترتینوکارد يها از گونهاستخراج شده 
زان ی ـن میهمچن .گزارش سد نیگرم پروتئ یلیقه در مینانو مول در دق

Ki يبرا L-NMMA ن ینیآرژ -ترو الین -یو ان ج)L-NNA ( که به
ــابت ــورت رق ــز  یص ــار آن ــب مه ــدیموج ــه ترت ؛م ش ــب  8/9و  2/6ب ی

ــت  یم ــه دس ــول ب ــدکروم ــده  Ki .آم ــالاتر از L-NNAبازدارن  Ki، ب
مطالعات  یکه ط یدر حال .)31(به دست آمد  L-NMMAبازدارنده 

-Lو  L-NMMA يهــا بازدارنـده  Kiر یگـر و در پسـتانداران مقــاد  ید

NNA ا در مورد یکسان و یL-NNA 36و35(تر بوده است  نییپا.(  
Crack ز یو همکاران نKm  وVmax م یآنزNOS   استخراج شـده

قـه  ینانومول در دق 225کرومول و یم 8/2ب یترتاز مغز گوسفند را به 
را در مـورد   Kiن یآنها همچن. ن به دست آوردندیگرم پروتئ یلیدر م

L-NNA 5(کرومول گزارش نمودند یم 2/2زان یبه م .(Km زوفـرم  یا
nNOS 37(کرومول به دست آمده است یم 2ز ین ییموش صحرا.(  

ــه  ــاران ن Hongدر مطالع ــو همک ــز می ــز Vmaxو  Kmزان ی م یآن
NOS  4/13ب ی ـلوکوکوس آرئـوس بـه ترت  یاستخراج شده از اسـتاف 

ن بـه دسـت   یگرم پروتئ یلیقه در مینانومول در دق 3/35کرومول و یم
 7/5ب ی ـا بـه ترت ی ـنوکارد يها گونه ير براین مقادیا). 1(آمده است 

 ه اسـت ن بودیگرم پروتئ یلیقه در مینانومول در دق 274کرومول و یم
استخراج  NOSم یآنز Km .استمتفاوت  گر کاملاًیدکیکه با ) 31(

مـول بـه دسـت آمـده اسـت      کرویم 72/15ز ی ـشده از پانکراس گاو ن
)29.(  

 يطـور بـارز   توانسـت بـه   L-NNAو همکـاران،   Namدر مطالعه 
 یدر حـال  .دیاستخراج شده از پانکراس گاو را مهار نما NOSم یآنز

بر  یاثر بازدارندگ چگونهیه (SDMA)ن متقارن ینیل آرژیمت يکه د
  ).29(آن نداشت 

L-NMMA  ت ی ـدرصـد فعال  96مول توانست  یلیم 4/0در غلظت
د ی ـرا مهـار نما  ییاستخراج شده از کبـد مـوش صـحرا    NOSم یآنز

ــ یدر طــ). 32(  ــی ــه بــه بررس ــه ک ــار یک مطالع ــر مه ــاتیترک ياث   ب
L-NMMAل اسـتر  ی ـن متینیترو آرژی، ن)L-NAME( ، L-NNA و ان

 ؛پرداخته شـده اسـت  ) L-NCPA(ن ینیآرژ -ل الیپکلو پرویس -یج
  هـــا بـــه صـــورت ن بازدارنـــدهیـــا یب قـــدرت مهارکننـــدگیـــترت

L-NMMA > L-NCPA  =L-NNA > L-NMME   به دست آمـد و
نـد  مهـار نمود  یرا به صورت رقـابت  iNOSم یزوزیها، ا دهن بازدارنیا
)38.(  

ن یدینو گوانی، آمL-NMMA ،L-NMMEگر، یک مطالعه دیدر 
)AG( وره یزو تیل ایو مت)MIU (م یآنز ندتوانستNOS  استخراج شده

ن یشـتر یب. نـد یق وابسته به دوز مهار نمایلوکوکوس را از طریاز استاف
کرومـول بـر   یم 100هـا در غلظـت    ن بازدارنـده یا یقدرت بازدارندگ

، L-NMMEب مربـوط بـه   ی ـو پس از آن به ترت AGم مربوط به یآنز
L-NMMA  وMIU  1(بوده است(.  

، در L-NMMAو  ADMAهـا از جملـه    برخی از ایـن بازدارنـده  
  حـدود  یبـا غلظت ـ  ADMAشـوند کـه    یافت م ـیخون و ادرار انسان 

  آن حـدود  یو غلظت داخـل سـلول  ) 39(شتر وجود داشته یبرابر ب 10
ها  این بازدارنده). 40( استآن  یشتر از غلظت خارج سلولیبرابر ب 5

). 3(گردند  می NOمهار تولید و در نتیجه موجب  NOSموجب مهار 
ADMA  نیز همانندNO هـاي انـدوتلیال سـاخته و آزاد     توسط سلول

به عنوان یک مـارکر و   ADMAحاکی از توانایی  یمطالعات. شود می
یک مدیاتور قوي در سندرم عملکـرد نـامطلوب انـدوتلیال و ایجـاد     

  ).4و3( استاکلامپسی  عروقی، کلیوي و پره-هاي قلبی بیماري
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به طور بارزي سردرد  Bendtsen ، ADMAو  Ashinaمطالعه  در
  ).41(داد را کاهش 

L-NMMA   ــده ــناخته ش ــده ش ــتین بازدارن ــت NOSنخس ــه  اس ک
 in vivoو  in vitroبازدارنده فارمـاکولوژیکی اسـتاندارد در محـیط    

 22اثـر  2008و همکاران در سال  Levesque). 40(معرفی شده است 
بررسـی   CLLهـاي   را بر سـلول  L-NMMAاز جمله  NOSبازدارنده 

نتــایج بررســی آنهــا حــاکی از القــاي اثــر آپوپتــوزي       . نمودنــد
  ).26( بود CLLهاي  بر سلول NOSهاي  بازدارنده

انجـام   NOSهـاي   بازدارنـده  یدر مطالعاتی که با استفاده از برخ ـ
نقـش مهمـی در حفـظ کشـش      NOنشان داده شده اسـت کـه    ؛شده

هـا، مقاومـت عروقـی     هیکه در کل یصورتبه  .ها دارد عروقی در کلیه
 NOمهـار سـنتز   ). 16(هـا وجـود دارد    کمتري نسبت به سایر ارگـان 

هاي بیهوش  ، در سگL-NNAکلیوي به وسیله تزریق داخل شریانی 
درصدي در مقاومت عروقی کلیوي و  50شده، منجر به یک افزایش 

ــابه د  25کاهشــی  ــی مش ــه و کاهش ــون کلی ــان خ ــدي در جری ر درص
  ).42(پرفیوژن هر دو قسمت کورتکس و مدولا شد 

تـوان پیشـنهاد    مـی  مطالعـه با توجه به نتایج به دست آمده در این 

در هنگـام کـاهش تولیـد     NOهاي  نمود که همانند استفاده از دهنده
آن در بدن، لازم است که در موارد افزایش تولید آن نیز بـا اسـتفاده   

در بدن پرداخته و  NOتنظیم سطح  ، بهNOSهاي  از تجویز بازدارنده
با این کار باعث کاهش اثرات سـمی آن در بـدن شـده و بـه درمـان      

ــت  ــده پرداخ ــاد ش ــر  . آســیب ایج ــاوت اث ــه تف ــه ب ــا توج ــین ب همچن
هـا بـا    توان از آنهـا در درمـان بیمـاري    بازدارندگی ترکیبات فوق می

  .متفاوت استفاده نمود هاي شدت
  گیري نتیجه

ــا ــج اینت ــهن ی ــه   مطالع ــان داد ک ــر  L-NMMAو  ADMAنش اث
ــزیــبــر فعال یرقــابت یبازدارنــدگ در  ADMAداشــته و  NOSم یت آن

  .است يشتریب یقدرت بازدارندگ يدارا L-NMMAسه با یمقا
  تشکر و قدردانی

نامـه   انیپاو ) U-88092شماره ( یقاتین مقاله حاصل طرح تحقیا
 یمیوش ـیدر رشـته ب  ارشـد  یکارشناس ـاخذ درجـه   يبرا یمراد رستم

له یوس ـ نیبـد  .شاپور اهواز بود يجند یاز دانشگاه علوم پزشک ینیبال
شاپور اهواز  يجند یدانشگاه علوم پزشک یاز معاونت محترم پژوهش

  .شود یم یطرح تشکر و قدردان ین مالیبه خاطر تام
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Abstract 
Background and Objective: Nitric oxide synthase (NOS) paly a role in nitric oxide (NO) generation. 
Despite the beneficial effects of NO on different body systems its overproduction of produce reactive 
nitrogen species (RNS) and nitrosilation of proteins. This study was done to evaluate the effect of  
asymmetric dimethylarginine (ADMA) and NG-Monomethyl-L-arginine methyl ester (L-NMMA) on 
inhibition of nitric oxide synthase activity. 

Materials and Methods: In this laboratory study, Nitric oxide synthase was extracted from 500 grams of 
sheep kidney by homogenization, ammonium sulphate precipitation and column chromatography on 
DEAE-32 Cellulose and 2', 5'-ADP-agarose. During purification, protein content was measured according 
to the Bradford and enzyme activity was assayed using the Griess reactions the inhibitory effects of 25 
μΜ concentrations of ADMA and L-NMMA on purified enzyme were determined. 

Results: Specific activity and yield of NOS were 0.6 units/mg protein and 0.9%, respectively. Molecular 
weight of purified enzyme was 54 KD with SDS-PAGE. ADMA and L-NMMA in 25 μΜ concentrations 
reduced enzyme activity by 76 and 61.2%, respectively. Km values for NOS in absence and in presence 
of ADMA and L-NMMA were 5.32 μM, 31.25 μM (P<0.05) and 14.29 μM (P<0.05), respectively. Vmax 
for NOS in absence and presence of inhibitors was not changed. 

Conclusion: ADMA and L-NMMA have competitive inhibitory effect on NOS activity and ADMA have 
higher inhibitory effect than L-NMMA. 

Keywords: Nitric oxide synthase, Asymmetric dimethyl Arginine, NG-monomethyl-L-arginine methyl 
ester, Kidney 
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