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  آنزيم پپسين در حضور نانوذرات اكسيدروي و اكسيدآهن اريمطالعه پايداري ساخت
  هما محمدي و كلثوم شهدادنژاد ،*بهزاد شارقي

  دانشكده علوم پايه، گروه بيوشيمي ، دانشگاه شهركرد،شهركرد

  24/12/93 :تاريخ پذيرش  21/8/93 :تاريخ دريافت
  چكيده

 دارد نام پپسينوژن كه زيموژن صورت به و است، ها پروتئاز  آسپارتيك خانواده به لقمتع A (EC 3.4.23.1)  خوك پپسين آنزيم
 رزيدو دو با لوبي دو صورتبندي يك شامل پپسين. افتد مي اتفاق 4 و 1 بين pH مقادير در پپسينوژن شدن فعال شود، مي ترشح

 با كويل رندوم و صفحه بتا غالباً آن ساختار و شدبا مي فعال  جايگاه طرف دو در كه) 215Aspو 32Asp(كاتاليتيكي آسپارتيك
 تريپتوفان، قبيل از آروماتيك ترجيحاً و هيدروفوبيك هاي اسيد آمينو بين پپتيدي هاي پيوند پپسين. باشد مي محدودمارپيچ آلفا 

عتي در صنايع غذايي و با توجه به اهميت آنزيم پپسين به عنوان يك آنزيم صن. كند مي هيدروليز را تيروزين و آلانين فنيل
 اين .گرديدپپسين بررسي  پايداري ساختاري را بر روي اكسيد مس و اكسيد روي كاربردهاي نانوذرات در صنعت اثر نانوذرات

. شد انجام كلوين درجه 363 تا 303 دمايي دامنه در و pH=2 با) مولار 1/0( اسيدكلريدريك-گلايسين بافر از استفاده با مطالعه
 بين هيدروژني و الكتروستاتيك برهمكنش قدرت. نكرد تغيير آهن اكسيد و روي اكسيد نانوذرات حضور در پسينپ پايداري
  .است بوده كم پپسين شدن دگرگون در اكسيدآهن و اكسيدروي نانوذرات و پپسين آنزيم

  پپسين، پايداري ساختاري، نانوذرات اكسيدروي و اكسيدآهن، دگرگون شدن:واژه هاي كليدي

  b_shareghi@yahoo.com :الكترونيكي پست، 09131093764: تلفن مسئول، ويسندهن* 

 مقدمه

ترين فناوريهاي روز دنياست كه فناوري نانو يكي از مدرن
هاي علم و فرد و در تمام زمينهبهداراي خصوصيات منحصر

نانو در پزشكي از جمله ي فناور .)10(كاربرد داردوري افن
مواد كاشتني در بدن، جراحي، وسايل دارورساني، 

 دارد كاربردهاي زيادي تشخيصي، درمان سرطانها
ذرات مغناطيسي مانند نانوذره اخيراً از نانو ).16و15(

هاي زيادي مي شود براي مثال در روي استفادهاكسيد
 MRI برداري رزونانس مغناطيسيتصوير

)MagneticResonanceImaging( ،افزايش دما 
)hyperthermia(  براي درمان تومور، رساندن دارو و ....

است كه بعضي  همچنين مشخص شده. كاربرد زيادي دارند
آهن، از تشكيل ذره اكسيدذرات مغناطيسي مانند نانواز نانو

جلوگيري ) مثلاً آميلوئيد بتاي ليزوزيم(تجمعات آميلوئيدي
شده آميلوئيدي را از بين ات تشكيلمي كنند و يا تجمع

ر ؤثبرند و از اين طريق در درمان بيماري آلزايمر م مي
، متعلق به ) 3,4,23,1E(A خوكآنزيم پپسين  ).4( باشند مي

پپسين به صورت  .ها استپروتئاز آسپارتيكخانواده 
همانند  .)13(د شو زيموژن كه پپسينوژن نام دارد ترشح مي

شدن پپسينوژن در پارتيك معده، فعالديگر زيموژنهاي آس
پپسين شامل يك  .)8(افتد  اتفاق مي 4و  1بين  pHمقادير 

صورتبندي دو لوبي با دو رزيدو آسپارتيك 
فعال كه در دو طرف جايگاه )215Aspو 32Asp(كاتاليتيكي

 با كويل رندوم و بتا صفحه غالباً آن ساختار و باشدمي
هاي پپتيدي پپسين پيوند ). 14( باشد مي مارپيچ آلفا محدود

هاي هيدروفوبيك و ترجيحاً آروماتيك از اسيدبين آمينو
 كند آلانين وتيروزين را هيدروليز ميقبيل تريپتوفان، فنيل

 ).6 و 5(
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كننده پروتئين، سبب از هم گسيختن ساختمان مواد دگرگون
كننده شوند بنابراين مواد دگرگونچهارم مي دوم، سوم و

سبب تخريب تمامي ترتيبهاي ساختمان پروتئين به جز 
- ساختمان اوليه شده و فعاليت بيولوژيك آن را از بين مي

سازي پروتئينها هدف اصلي از مطالعات دگرگون ).11(برند
ساختمان،  به دست آوردن اطلاعات اضافي در مورد

مطالعات غير طبيعي . استها ينخواص و عملكرد پروتئ
شود و بنابراين كردن پروتئينها در محلولهاي آبي انجام مي

در درك رفتار پروتئينها تحت شرايط فيزييولوژيك مفيد 
سازي پروتئينها براي مطالعه فرايند دگرگون. خواهد بود

. كننده ساختمان سوم حائز اهميت استنيروهاي تعيين
هاي سازي مطالعه نيرودگرگون استفاده ديگر از مطالعات
 آنزيم فعالها در جايگاهكنشمؤثر و نقش انواع ميان

  ).7(است

 صنعتي آنزيم يك عنوان به پپسين آنزيم اهميت به توجه با
از جمله تهيه پنير، نوشابه و در چاشنيهاي  غذايي صنايع در

در اين و همچنين كاربردهاي نانوذرات در صنعت،  غذايي،
ات اكسيد نانوذراري دمايي پپسين در حضور پايد تحقيق

   .مورد بررسي قرار گرفت روي و اكسيدآهن

  روشها و مواد
محصول شركت ( خوكدر اين مطالعه از  آنزيم پپسين 

در غلظت  pH=2با  اسيدكلريدريك- بافر گلايسين، ) سيگما
و  )نانومتر10-14اندازه(روينانوذرات  اكسيدو مولار  1/0

و ) محصولات شركت سيگما() نانومتر 10هانداز(آهناكسيد
، 4000-مدل فارماسيا UV-Visاز دستگاه اسپكتروفتومتر 

  .جهت اندازه گيري استفاده شده است

بررسي پايداري حرارتي آنزيم پپسين در حضور غلظتهاي 
 363تا  303 روي در دامنه حرارتيمختلف نانوذره اكسيد

  =2pHريك با اسيدكلريد-از بافر گلايسين :درجه كلوين
نانوذره اكسيد  مولار و غلظتهاي مختلف 1/0درغلظت 

. استفاده شد) ليترگرم بر ميليميكرو 3/6تا  0( روي

در  نانوذره اكسيد رويمنحنيهاي دگرگون سازي در حضور 
ي پپسين با محلولهانانومتر با استفاده از  280طول موج 

  .است به دست آمده ميلي گرم بر ميلي ليتر 138/0غلظت 

بررسي پايداري حرارتي آنزيم پپسين در حضور غلظتهاي 
 363تا  303 مختلف نانوذره اكسيدآهن در دامنه حرارتي

  =2pHاسيدكلريدريك با -از بافر گلايسين :درجه كلوين
نانوذره اكسيد  مولار و غلظتهاي مختلف 1/0درغلظت 

. استفاده شد) ليترگرم بر ميليميكرو7/0تا  0( آهن
در  نانوذره اكسيد آهني دگرگون سازي در حضور هامنحني

نانومتر با استفاده از محلولهاي پپسين با  280طول موج 
  .به دست آمده است ميلي گرم بر ميلي ليتر 138/0غلظت 

  و بحث نتايج
گيري تغييرات انرژي با اندازه پايداري حرارتي آنزيم پپسين

ف با تغيير براي اين هد. گردد محاسبه ميTmآزاد گيبس و 
شده، كسر آنزيم از حالت طبيعي به حالت دگرگون

  :شودسازي بصورت زير محاسبه ميدگرگون

)1(           FU=(AN-A)/(AN-AU)  

، جذب A، جذب در حالت طبيعي، ANدر اين رابطه، 
 شده مي، جذب در حالت دگرگونAUمشاهده شده و 

  :آيد يا ثابت تعادل از رابطه زير بدست ميKeq  باشند

)2   (     Keq=FU/(1-FU)=(AN-A)/(A-AU) 

  :شودتغييرات انرژي آزاد گيبس نيز از اين رابطه محاسبه مي

)3(    ΔG°=-RTlnKeq=-RTln[FU/(1-FU)]=-

RTln[(AN-A)/(A-AU)]  
 314/8باشد و برابر با  ها ميثابت گاز ،Rدر اين رابطه، 

  .باشد ، دما بر حسب كلوين ميTاست و 

Tmذوب يك آنزيم، دمايي است كه در آن  يا دماي 

ΔG°برابر با صفر است.  

سازي عليه دما در تغييرات كسر دگرگون 2و  1 هاينمودار
روي و اكسيدآهن در ذرات اكسيدغلظتهاي مختلف نانو
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2pH= طور كه در اين نمودارها همان. دهندرا نشان مي
روي و ذرات اكسيدشود، با افزايش غلظت نانوديده مي

سازي براي آنزيم پپسين اكسيدآهن، منحنيهاي دگرگون
ذرات تقريباً تغيير پيدا نكرده است يعني هرچه غلظت نانو

يابد، آنزيم پپسين  روي و اكسيدآهن افزايش مياكسيد
 .شود تقريباً در همان دما دگرگون مي

عليه دما در غلظتهاي  °ΔGتغييرات  4 و 3 هايدر نمودار
 =2pHروي و اكسيدآهن در يدذرات اكسمختلف نانو
شود كه با در اين نمودارها ديده مي. شودمشاهده مي

 Tmروي و اكسيدآهن، ذرات اكسيدافزايش غلظت نانو
تغيير نكرده است و درنتيجه پايداري حرارتي  تقريباًآنزيم 

  .ثابت مانده است تقريباًآن 

  

  
درجه  363تا  303و دامنه حرارتي =2pHروي در ذره اكسيدعليه دما در غلظتهاي مختلف نانوآنزيم پپسين )سازيكسر دگرگونFU(تغييرات -1نمودار 

 كلوين

  
درجه  363تا  303و دامنه حرارتي =2pHآهن در ذره اكسيدآنزيم پپسين عليه دما در غلظتهاي مختلف نانو)سازيكسر دگرگونFU (تغييرات -2نمودار 

  كلوين
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  درجه كلوين 363تا  303و دامنه حرارتي =2pHروي در ذره اكسيدعليه دما در غلظتهاي مختلف نانو يم پپسينآنز°ΔGتغييرات  -3نمودار 

  
  درجه كلوين 363تا  303و دامنه حرارتي =2pHآهن در ذره اكسيدعليه دما در غلظتهاي مختلف نانو آنزيم پپسين °ΔGتغييرات  -4نمودار

  
مواد كه نانو استدر طي چند سال اخير، مشخص شده

مواد براي مثال، اين نانو. هاي زيادي در صنايع دارندكاربرد
استفاده مي  UVدر كرمهاي ضد آفتاب به منظور جذب نور 

شوند و يا در خمير دندان و رنگها براي تثبيت رنگ سفيد 
كار مي روند، تعدادي از آنها نيز در به مدت طولاني، به

علاوه بر . رار مي گيرندصنعت الكترونيك مورد استفاده ق
هاي زيادي در پزشكي، لوازم آرايشي، مواد كاربرداين نانو

با . وسايل ورزشي، سلولهاي سوختي و ديگر صنايع دارند

ذرات به خاطر اندازه كوچكشان از طريق اين وجود نانو
استنشاق، هضم، نفوذ پوستي يا تزريق وارد بدن مي شوند 

القاي پاسخ التهابي زيان  و باعث ايجاد آسيب فيزيكي يا
در چندين مطالعه نشان داده . باري در بدن خواهند شد

مغزي عبور -ذرات مي توانند از سد خونياست كه نانوشده
مچنين ه. شوند) CNS(كنند و وارد سيستم عصبي مركزي

ذرات باعث از استرس اكسيداتيو ايجاد شده از طريق نانو
خواهد  DNAا، پروتئينها و هها، كربوهيدراتبين رفتن ليپيد
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شد كه در اين بين، پروكسيداسيون ليپيد، بيشترين آسيب را 
شود كه در غشاي  به بدن وارد مي كند چون سبب مي

 نانوذرات از). 20و19(سلول تغييراتي ايجاد شود

 پوشش در جمله از متعددي هاي زمينه در اكسيدروي

لهاي سلو براي بالا هدايت قابليت با اكسيدي رساناي
 نوري هاي ساز آشكار گازي، هاي خورشيدي، حسگر

 هيدروژن براي كاتاليستهايي شيميايي، بنفش،جاذب ماوراء

 به نوري تخريب براي كاتاليستهايي مايع، درفاز كردن دار

 فيلتركننده هاديها، ساخت نيمه تيتانيوم، ذره هاي نانو جاي

 و پزشكي علوم هاي زمينه در و بنفش اشعه ماوراء هاي
 براي نانوذرات پركاربردترين از يكي به عنوان دارويي

 مثبت گرم باكتريهاي از ناشي بيمارستاني با عفونتهاي مقابله

  ).1(د شو مي استفاده منفي گرم و

 حسگرهاي طراحي در نانوذرات از جمله اكسيد كادميوم
مؤثر نانوذرات در  زيستي نيز كاربرد دارند، نقش

 گونه بين الكترون انتقال عتسر افزايش حسگرهاي زيستي

  ).2( باشد مي واكسايش احياء

را بر روي آنزيم ليزوزيم  2SiOذره نانودر مطالعه اي كه اثر 
 2SiOذره بررسي كردند نشان دادند با افزايش غلظت نانو

نسبت به آنزيم طبيعي كمتر ليزوزيم ميزان آلفا هليكس 
نيز  2SiOذره علاوه بر اين با افزايش سايز نانو. گردد مي

ذره نانو .)18( آلفاهليكس ليزوزيم كاهش مي يابدميزان 
2SiO  داراي بار منفي است و از طريق بر همكنش

دهد و سبب باز شدن الكترواستاتيك با ليزوزيم واكنش مي
شود و ساختار دوم ليزوزيم از بين تاخوردگي آنزيم مي

ادفي رود ميزان آلفا هليكس كم شده ولي پيچه هاي تصمي
كمي افزايش  شوند، همچنين محتواي صفحه بتازيادمي

روي بر ذرات اكسيداي كه اثر نانودر مطالعه ).21( يابد مي
روي پروتئين ميوگلوبين بررسي شده، نشان داده شده است 
كه جزء آلفاهليكس ميوگلوبين كاهش مي يابد اگرچه حتي 

ر روي ساختاذرات اكسيددر حضور بيشترين غلظت نانو
آزمايشات مختلف . )9(فظ مي شودحمارپيچي ميوگلوبين 

ذره اند كه وقتي ليزوزيم برروي سطح نانونشان داده
آهن جذب مي شود، محتواي صفحه بتاي مغناطيسي اكسيد

افزايش مي يابد و  درصد 49/27به  درصد 42/25آن از 
 29/24به  درصد 9/15هليكس آن نيز از - محتواي آلفا

كويل و برعكس، محتواي رندوم. كندافزايش پيدا مي درصد
T -17( يابدترن كاهش مي.( 

را بر روي ليزوزيم TiO2  در مطالعه اي كه اثر نانوذره
روي  TiO2بررسي كردند نشان داده شده است كه اثر 

ليزوزيم اثر مي گذارد به اين صورت است كه  ساختار دوم
هش مي دهد ولي ميزان آلفا هليكس آنزيم را به شدت كا

بتا را همراه با رندوم  - بتا شيت را افزايش مي دهد و پيچ
با نزديك شدن ليزوزيم به سطح  . كويلها كاهش مي دهد

TiO2 هيدروژن باند هايي از نوعN-H…..O , O-H…..O  
دليل اين تغييرات گسترده بر روي . تشكيل مي شوند

 ساختمان دوم ليزوزيم اين است كه تعداد زيادي از
باند هستند ليزوزيم  TiO2گروههاي زنجيره هاي قطبي به 

دچار پيچ خوردگي و تغيير ساختار زنجيره ها مي شود كه 
از اين رو هيدورژن باند هاي آلفا هليكسهاي داخلي از بين 

 .)22( مي روند

را بر روي پپسين بررسي  2TiO در مطالعه اي كه اثر نانوذره
را  turn -βو 2TiO، sheet -βكردند نشان دادند كه نانو 

 كه از جايگاه را  hairpin -βلوپ همچنين دهد و كاهش مي
يك  2TiO نانو. ، تخريب مي نمايدكندمي محافظتفعال 

در سطح ذرات در  - OHتواند اثر اتصالي قوي دارد و مي
ممكن  - OHاثر اتصالي و تجمع . شرايط آبي توليد كند

فعال جايگاه است سبب تغيير در قطبيت پپسين و ساختار
. صورت منجر به كاهش فعاليت پپسين شود شود، به اين

و پپسين بيشتر الكتروستاتيك،  2TiO بين نانو همكنشبر
 همكنشبر .باشدهمراه با اتصالات هيدروفوبيك مي

-اتصال غير. كووالان استبا پپسين از نوع غير 2TiOنانو

هاي الكتروستاتيك، اتصالات كووالان، شامل نيرو
- روفوبيك و پيوند هيدروژني، اغلب ضعيف و غيرهيد
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كووالان ممكن هاي غيراختصاصي است اما تركيبي از پيوند
  .)23(است سبب تغيير صورتبندي و عملكرد پروتئين شود

Tm،يك شاخص پايداري گرمايي پروتئين است ، Tm  بالاتر
دگرگون سازي . نشان دهنده پايداري بيش تر پروتئين است

متد كليدي در ترموديناميك و آناليز جايگاه پروتئين يك 
را از ارتباط ساختار  و فهماتصال  است كه مي تواند درك 
يا دماي ذوب يك  Tm ).3( و عملكرد پروتئين افزايش دهد
كه . برابر با صفر است °ΔG آنزيم، دمايي است كه در آن

در  .نحوه محاسبه آن در ابتداي مبحث نتايج بيان شده است
اي تغييرات كسر دگرگون سازي عليه دما چنانچه نموداره

نمودار به سمت دماي بيشتر شيفت كند يعني ميزان 
پايداري آنزيم بيشتر شده است در واقع آنزيم در دماي 

چنانچه چنانچه نمودار به سمت  بيشتري دگرگون مي شود،
دماي كمتر شيفت كند يعني ميزان پايداري آنزيم كمتر شده 

  .  يم در دماي كمتري دگرگون مي شوداست در واقع آنز

طور كه در نمودارهاي كسردگرگون سازي و  همان
با افزايش غلظت  تغييرات انرژي آزاد گيبس نشان داده شد

سازي منحنيهاي دگرگون و اكسيدآهن رويذره اكسيدنانو
براي آنزيم پپسين تقريباً تغيير پيدا نكرده است يعني هرچه 

يابد، افزايش ميو اكسيدآهن وي رذره اكسيدغلظت نانو
با توجه  .شوددر همان دما دگرگون مي آنزيم پپسين تقريباً

 باشد مي 1ايزوالكتريك آنزيم پپسين تقريباً  pH  به اينكه
هاي بالاتر ازنقطه ايزوالكتريك pH آنزيم پپسين در . )5(

هاي پايين تر از آن داراي بار مثبت  pHداراي بار منفي ودر
داراي بار  =2pHدر نتيجه آنزيم پپسين در  پس.  است

روي و اكسيدآهن ذرات اكسيداز طرفي نانو .منفي مي باشد
). 12(هستند 1/5و 9به ترتيب داراي نقطه ايزوالكتريك 

داراي بار مثبت هستند و  =2pHپس اين نانوذرات در 
ذرات پپسين هم كه داراي بار منفي است، بنابراين نانو

يدآهن از طريق برهمكنش الكتروستاتيك روي و اكساكسيد
و همچنين  از طريق پيوند هيدروژني در صورتي كه زاويه 

اي باشد كه براي تشكيل پيوند اندازهو فاصله بين آنها به 
توجه  با شوند، به پپسين متصل مي هيدروژني مجاز باشد،

 مي توان گفت كه ميزاناز آزمايش به نتايج به دست آمده 
ات ذرنانوبين  يدروژني و الكتروستاتيكبرهمكنشهاي ه

اي نبوده كه سبب تغيير پپسين به اندازه بااكسيدروي 
  .بعدي آنزيم و دناتوراسيون آن شودساختار سه

  منابع
 Candida مخمريجديد سويه معرفي   )1393.(مراحم آشنگرف،.1

sp. strain MY2 سلولي برون و سريع سنتز بالقوة توان با 
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Structural study on pepsin stability in the presence of ZnO and 
Fe3O4 nanoparticles 

Shareghi B., Shahdadnejad K. and Mohammadi H. 
Biochemistry Dept., Faculty of Science, University of Shahrekord, Shahrekord, I.R. of Iran 

Abstract 

Porcine pepsin A (EC 3.4.23.1), belongs to the aspartic protease family, and is secreted 
as a zymogen called  pepsinogen. Pepsinogen activation occurs at pH values between 1 
and 4. Pepsin consists of a bilobal conformation with two catalytic aspartic residues 
(Asp32 and Asp215) on either side of the active site, The structure of  porcine pepsin is 
predominantly β-strand and random coil with limited α-helix. Porcine Pepsin is most 
efficient cleaving peptide bonds between hydrophobic and preferably aromatic amino 
acids such as phenylalanine, tryptophan, and tyrosine. Because the importance of pepsin 
enzyme as an industrial enzyme in the food industry and  nano particles functions in 
industry, we investigated Structural stability of pepsin in presence and absence of ZnO 
and Fe3O4 nanoparticles. This study were performed using  glycin-Hcl(0.1M) buffer at 
pH=2 and temperature range (303 to 363) K. porcine Pepsin stability Was not changed 
in the presence of Zno and Fe3O4 nanoparticles. Strength of the electrostatic and 
hydrogen interactions between pepsin enzyme and ZnO , Fe3O4 nanoparticles Were a 
low level in denaturation of pepsin. 

Key words: pepsin, Structural stability, ZnO and Fe3O4 nanoparticles, denaturation 
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