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  چکیده

 که هیدرولیز هاستهیدرولاز دسته از( EC.3.5.1.5)آز اوره آنزیم

این آنزیم . کندمی کاتالیز اکسیدکربن دی و آمونیاك را به اوره

 هایکیت واکسن، تهیه نیتروژن، کاربردهای مختلفی در متابولیسم

 از ،در این تحقیق .و غیره دارد سازینوشابه صنایع اوره، تشخیص

بستری  عنوانبه گاوی سرم آلبومین از حاصل آمیلوئیدی هاینانورشته

 های نانو رشته تولید شد. استفاده آزاوره آنزیم تثبیت جدید برای

ی کنگورد، اسپکتروفلوریمتری و سنجآمیلوئیدی با سه تکنیک طیف

 زا آمدهبه دستهای  سازی شده و رشتهاسپکتروپلاریمتری بهینه

ند. سپس آنزیم قرار گرفت تأییدتصاویر میکروسکوپ الکترونی مورد 

های های گلوتارآلدهید و با ایجاد پلآز با استفاده از مولکولاوره

شده و فاکتورهای سینتیکی آن  های آمیلوئیدی تثبیتعرضی روی رشته

های آمیلوئیدی با آنزیم آزاد مقایسه شدند. بیشترین میزان تولید رشته

 میلی 11ساعت انکوباسیون آلبومین سرم گاوی با غلظت  42پس از 

فسفات  -گراد در بافر سیترات درجه سانتی 01لیتر و دمای گرم بر میلی

 دارای آزاد شکل به نسبت شدهتثبیت دست آمد. آنزیمبه 4برابر  pHبا 

بیشتری بود و فعالیت ویژه بالاتر و نیز  پایداری نگهداری و قابلیت

Km  گراد تیدرجه سان 01به  41کوچکتری را نشان داد. دمای بهینه از

شده بهبود یافت. در آنزیم تثبیت 3تا  1به  0تا  1از  بهینه نیز pHو 

های شیمیایی مختلف، های آمیلوئیدی با داشتن گروه رشته ،بنابراین

های سینتیکی و  اند. بهبود ویژگیآز مناسب بودهبرای تثبیت آنزیم اوره

آمیلوئیدی امکان های آز در اثر تثبیت بر رشتهپایداری آنزیم اوره

 آورد. تر از این آنزیم را در صنایع مرتبط فراهم میاستفاده گسترده
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Abstract 
The urease enzyme (EC.3.5.1.5) is from hydrolase 

group that catalyzes urea hydrolysis to ammonia 

and carbon dioxide. This enzyme has various 

applications in nitrogen metabolism, vaccine 

preparation, urea diagnosis kits, the drink industry, 

and so on. In this study, amyloid Nano-fibrils from 

bovine serum albumin were used as a new scaffold 

to immobilize urease enzyme. The production of 

amyloid Nano–fibers was optimized with three 

techniques namely Congord spectrophotometry, 

Spectrofluorimetry, and Spectropolarimetry, and the 

resulting fibrils were confirmed by means of 

electron microscopy images. Then, the urease 

enzyme was immobilized on the amyloid fibrils 

using glutaraldehyde molecules via cross-linked 

bridges. Next, their kinetic factors were compared 

with those of the free enzyme. The highest amount 

of amyloid fibrils was obtained after incubation of 

bovine serum albumin with a concentration of 10 

mg.ml
-1

 temperature of 70 ºC in a pH 4 citrate-

phosphate buffer for 48 hours. The immobilized 

enzyme had more reusability and stability than the 

free form and showed a higher activity and a 

smaller Km. The optimum temperature improved 

from 40 ºC to 70 ºC as well as the optimum pH 

improving from 6–7 to 6–9 in the immobilized 

enzyme.  In conclusion, amyloid fibrils with 

different chemical groups were suitable for 

immobilization of urea enzyme. Improvement of 

kinetic properties and stability of urease enzyme as 

a result of immobilization on amyloid fibers allows 

the widespread use of this enzyme in related 

industries. 
 

Keywords: Enzyme Immobilization, Urease, 

Amyloid Fibrils, Bovine Serum Albumin. 
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 مقدمه
 ،های زندهسلول در که ها کاتالیزورهایی هستندیمآنز

دهند. یهای بیوشیمیایی را افزایش مسرعت واکنش
 گویند 6آنها را کاتالیزورهای حیاتیبه همین دلیل 

(Robinson, 2015) .و هستند کارآمد بسیار هاآنزیم 
 برابر میلیارد 61 گاهی تا را واکنش سرعت توانندمی

 و نوین تکنولوژی پیشرفت به توجه با. دهند افزایش
 بسیار اهمیت یافته و به هاآنزیم پروتئین، مهندسی

 درمانی و صنعتی مختلف هایزمینه در ایگسترده طور
 ,.Gurung et al)است  گرفته قرار استفاده مورد

2013; Mohamad et al., 2015).  یکی از
، طول عمر کوتاه ،هاهای کار با آنزیممحدودیت

مجدد از آنهاست استفاده پایداری کم و عدم امکان 
(Sheldon, 2007; Sheldon & van Pelt, 

 آزاد هایامکان نگهداری آنزیم ،علاوه بر این. (2013
 که طوریبه آنها است و بازیابی ضعیف محلول در

 Danial)نیست  پذیرامکان کنند حفظ را خود فعالیت

et al., 2015)تثبیت ها، . یکی از بهترین راه حل
پایداری آنها  ها موجب افزایشاست. تثبیت آنزیم آنزیم
 (Masuda et al., 2014; Lee et al., 2017)شده 

ورد تا از یک نمونه آمی وجود بهامکان را و این 
 ,.Hamza et al)استفاده شود چندین بار  آنزیمی،

ن ـداشت لـدلی هـب دهـشتـتثبی ایـهآنزیم. (2015
 و مجدد استفاده قابلیت چون ثبات بالاتر، هایی ویژگی

نشده(، نسبت به شکل آزاد )تثبیتکارایی بالاتر 
 ,.Mohamad et al)نیز دارند  کاربردهای بیشتری

توان به ها میاز دیگر مزایای تثبیت آنزیم. (2015
 کمتر، هزینه با از آنزیم مجدد استفاده ایجاد امکان

های گروه حفظ تر از محیط واکنش وآسان جداسازی
شده اشاره کرد فعال موجود در سطح آنزیم تثبیت

(Andrews et al., 1986; Khan et al., 2013) . 
آز است آنزیم اورههای کاربردی، یکی از آنزیم

                                                                      
1. Bio catalyst   

که به دلیل کاربردهای متنوعی که دارد، بسیار مورد 
این آنزیم به وفور در بیشتر گیاهان، . استاهمیت 

یافت شده و مهرگان ها و برخی بیها، جلبکقارچ
متفاوتی دارد،  ساختار مختلف،هرچند در موجودات 

 .نی استدر تمام موجودات دارای عملکرد یکساولی 
سرطان عنوان یک عامل ضدبه این آنزیم

(Liversidge et al., 2011) بهبود دهنده فشار ،
 در مؤثر، (Wright et al., 2007) خون بالا
، تهیه (Huntington, 1986)نیتروژن  متابولیسم
های کیتتهیه  ،(Carballo et al., 1992)واکسن 

در صنعت و  (Ali et al., 2011) تشخیص اوره خون
زان الکل ـن آوردن میـرای پاییـب ازیـسهـنوشاب

(Fidaleo et al., 2006)  کاربرد دارد. همچنین از
ز و های همودیالیسیستم حسگرتهیه زیستدر آز اوره

 Smith)شود استفاده میبرای تعیین میزان اوره خون 

et al., 1993; Ali et al., 2011).  
آز )اوره آمیدو هیدرولاز، آنزیم اوره

EC.3.5.1.5) ، از و یک متالوآنزیم وابسته به نیکل
به آمونیاك  راکه هیدرولیز اوره  ها استدسته هیدرولاز

 ,.Mobley et al)کند و دی اکسید کربن کاتالیز می

1995; Follmer, 2008; Mulinari et al., 

دهد به شکل واکنشی که در این حالت رخ می .(2011
 & Andrews et al., 1986; Sujoy)است زیر 

Aparna, 2013):  
CO (NH2)2 + H2O → CO2 + 2NH3 

وجود  ،های بارز ساختاری این آنزیماز ویژگی
یک اتم فلزی نیکل در مرکز جایگاه فعال است 

(Blakeley & Zerner, 1984) شده این که باعث
 ,.Dixon et al) ها قرار گیردآنزیم در گروه متالوآنزیم

 تواند موجب افزایشآز میاوره آنزیمتثبیت . (1975
 تواند می مناسبتثبیت نا ولی ی آنزیم شود،پایدار

مختلفی  مواد و ترکیبات. کاهش دهد رافعالیت آنزیم 
آز در نظر اورهبرای تثبیت عنوان بستر توان بهرا می

تواند به عنوان یک گرفت، ولی استفاده از نانومواد می
انومواد د. نآز محسوب شونوآوری در تثبیت آنزیم اوره
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بارگذاری  امکان، بالانسبت سطح به حجم علت به
 ,.Mankar et al) کنندآنزیم بیشتری را فراهم می

2011; Mohamad et al., 2015).  یکی از این
های آمیلوئیدی هستند که از تغییر مواد جدید، رشتهنانو

های مختلف به صورت یا از دست دادن فولد پروتئین
 ,.Kim et al) آیند میوجود به ساختارهای رشته مانند

 پایدار بسیار ساختارهایی آمیلوئیدی، های. رشته(2006
 ,Chiti & Dobson) هستند بالا مکانیکی و با قدرت

2006; Jayawardena et al., 2017) در و اگرچه 
 شواهد اما دارند، دخالت انسانی بیماری ایجاد چندین

 عملکردهای است ممکن هاآمیلوئید که دهدمی نشان
 هایرشته کشف. نیز داشته باشند مثبت متنوعی

در  جدید مواد طراحی در را آنها از آمیلوئیدی، استفاده
 ,.Mankar et al)ت ـه اسـمیسر ساخت وـاد نانـابع

های در این تحقیق از رشته ،. در همین راستا(2011
 هآمیلوئیدی حاصل از پروتئین آلبومین سرم گاوی ب

ه استفاده شدآز اوره آنزیم رای تثبیتعنوان بستری ب
 . است

 

 هاروش مواد و
های رنگ گاوی، سرم آز، پروتئین آلبومیناوره آنزیم

 ,St. Louisسیگما ) شرکت تی و کنگورد ازتیوفلاوین

Moبلوبریلیانت کوماسی تنگستات، مـ( و اوره، سدی 
G-250 شرکت و سایر ترکیبات شیمیایی مورد نیاز از 
با حداکثر ( Merck-Germany-Darmstadtمرك )

 . شد خلوص ممکن تهیه
 
از آمیلوئیدی  هایرشتهنانو سازی فرایند تولید بهینه

 آلبومین سرم گاوی 

ه روش ـا سـدی بـهای آمیلوئیهـد رشتـد تولیـفراین
-ـگو دورن ThTسنجی کنگورد، فلورسانس  جذب

های آمیلوئیدی سازی شد. رشتهنمایی دورانی بهینه
موجب افزایش میزان طول موج ماکزیمم و نیز جذب 
در طول موج ماکزیمم رنگ کنگورد نسبت به حالت 

. این افزایش شوند میکنترل )فقط رنگ کنگورد( 
به عنوان یک پارامتر  5و تغییر مکان قرمز 6جذب

های آمیلوئیدی به عمومی در تشخیص حضور رشته
غلظت مختلف از  2 آید. برای این کار حساب می

 pHفسفات با پنج  -پروتئین در بافر مخلوط سیترات
دوره زمانی مختلف از صفر  2مختلف حل شده و برای 

ها ساعت در دماهای مختلف قرار گرفتند. نمونه 84تا 
لیتری ریخته شده و  میلی 5های ته گرد در میکروتیوپ

پس از قرار دادن یک مگنت کوچک و محکم کردن 
ور تشکیل ـمنظ هـلم، بـا پارافیـوپ بـروتیکـدرب می

استایرر قرار گرفتند.  -روی هیتر ،های آمیلوئیدی رشته
های آمیلوئیدی، پس از طی زمان لازم و تولید رشته

 6311میکرولیتر از محتویات هر میکروتیوپ با  611
میکرولیتر بافر کنگورد )فسفات بافر سالین حاوی رنگ 

میکرومولار( مخلوط شده و برای  51کنگورد با غلظت 
دقیقه تا تثبیت رنگ در دمای اتاق قرار گرفتند.  61

 111تا  811سپس طیف مرئی محلول در طول موج 
 از اسپکتروفوتومتر مرئیبا استفاده نانومتر و 

(SHIMADZU UV 1800اندازه ) گیری و ثبت شد
(Holm et al., 2007) . 

های آمیلوئیدی با روش برای بررسی حضور رشته
میکرولیتر از نمونه  62میزان  ،Tنشر تیوفلاوین 

 بهاز این رنگ میکرومولار  12 آمیلوئیدی با محلول
، آزمایش ند. در ایـش دهـر رسانـمیکرولیت 111م ـحج

ه شده و نانومتر برانگیخت 881طول موج ها در نمونه
 821های تحریک شده در محدوده نشر حاصل از گروه

. (Pilkington et al., 2010)د شنانومتر ثبت  111تا 
در محدوده  نمایی دورانیبرای انجام روش دورنگ

از  لیترگرم بر میلیمیلی 6/1از غلظت  9فرابنفش دور
در بافر تریس استفاده  های آمیلوئیدی تولید شدهنمونه

 6/1ا ضخامت ـب ل(ـووت )سـا در کـههـد و نمونـش

                                                                      
1. Hyper chromicity 

2. Red shift  
3. Far–UV CD 
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( در محدوده θریخته شده و فاکتور تتا )متر سانتی
اه ـگـا دستـر بـومتـانـن 511ا ـت 631وج ـول مـط

. (Holm et al., 2007)ثبت شد  6اسپکتروپلاریمتر
 CDNNافزار  ساختارهای آلفا و بتا با نرممیزان درصد 

محاسبه و  آمدهبه دستهای و با استفاده از داده
 گزارش شد. برای تهیه تصاویر میکروسکوپ الکترونی،

های حاوی رشتهمیکرولیتر از نمونه پروتئینی  2
 پوشیده از کربن 5فرموارروی گریدهای آمیلوئیدی 

(400–Mesh)  انیه، گریدها ث 82قرار داده شد. پس از
 یکبا آب دو بار تقطیر شسته و با اورانیل استات 

پس از خشک شدن گرید،  ند.آمیزی شد درصد رنگ
مورد  9گذارهمیکروسکوپ الکترونی  نمونه پروتئینی با

  .(Pilkington et al., 2010)بررسی قرار گرفت 
 

 جداسازی و تعیین میزان غلظت فیبریل تولید شده

های آمیلوئیدی تولید شده، رشتهبرای تعیین میزان 
غلظت پروتئین در محلول رویی حاصل از سانتریفوژ دو 

ی و ـزایدـوئیـط آمیلـی در شرایـه پروتئینـنمون
هم مقایسه شدند. ابتدا دو نمونه  یی بازاغیرآمیلوئید

پروتئینی مشابه از آلبومین سرم گاوی تهیه شد و سپس 
 8ی و دیگری در دمای زاییکی در شرایط بهینه آمیلوئید

درجه یخچال )برای جلوگیری از تولید آمیلوئید( قرار 
نیم ساعت در ها برای ساعت، نمونه 84گرفت. پس از 

سانتریفوژ شدند و میزان  ،دور در دقیقه هزار 59دور 
غلظت پروتئین موجود در محلول رویی آنها با روش 

که شرایط برادفورد تعیین و با هم مقایسه شدند. از آنجایی
در هر دو میکروتیوپ یکسان است )بجز دما(، با تعیین 
میزان اختلاف غلظت پروتئین موجود در محلول رویی، 

 توان به میزان فیبریل تولید شده پی برد. می
 

 های آمیلوئیدی روی رشتهآز تثبیت آنزیم اوره

های برابر از سه فاکتور فرایند تثبیت آنزیم در حجم

                                                                      
1. Jasco J-810 spectropolarimeter 

2. Formvar  

3. Philips Electron Microscope 208 S 

ای آمیلوئیدی(، گلوتارالدهید ـههـنی )رشتپروتئیهـزمین
ن آنزیم و بستر( و آنزیم ـی بیـل عرضـادکننده پـ)ایج
گرم بر یلیم 5غلظت آز انجام شد. این کار در اوره

)میزان بهینه فیبریل های آمیلوئیدی رشتهلیتر از میلی
مولار از گلوتارالدهید میلی 611 میزان ثابت ،تولیدشده(

)میزان  آزاورهلیتر از آنزیم گرم بر میلیمیکرو 411و 
فرایند انجام گرفت. بهینه آنزیم مورد نیاز برای تثبیت( 

تثبیت در همان میکروتیوپ تولید بستر آمیلوئیدی و با 
میکرولیتر از آن انجام شد. سپس به میزان  111حجم 

 911 ،گلوتار آلدهیدمیکرولیتر( از  111هم حجم )
بافر لیتر در گرم بر میلیمیلی 8/5) آزو اوره مولار میلی

ایجاد  برایاین کار ( اضافه شد. 7برابر  pHبا فسفات 
مولار از گلوتارالدهید  میلی 611محلول نهایی با غلظت 

لیتر از آنزیم گلوکز اکسیداز  گرم بر میلیمیکرو 411و 
درجه  52یک ساعت در دمای نمونه برای انجام شد. 

فرایند تثبیت کامل گردد.  گرفت تاقرار  گراد سانتی
برای زدودن آنزیم آزاد، پس از تثبیت نمونه برای یک 

 و شدهوژ سانتریفهزار دور در دقیقه  91با دور ساعت 
دور ریخته شد. برای اطمینان، نمونه محلول رویی 

، شستشو و محلول رویی بافر فسفاتبار دیگر با  یک
فرایند، میزان در این  پس از سانتریفوژ دور ریخته شد.

آنزیم مورد نیاز برای تثبیت در غلظت ثابت فیبریل 
سازی و غلظتی از آنزیم زمینه و گلوتار الدهید، بهینه

شده نشان داد، به که بیشترین فعالیت را در فرم تثبیت
 عنوان غلظت بهینه گزارش شد. 

 
  آزادو شده تثبیت آزآنزیم اوره فعالیت  سنجش

سنجی  روش جذبآز از نزیم اورهبرای تعیین فعالیت آ
 ,.Danial et al)استفاده شد  8معرف نسلرمرئی و 

بافر فسفات لیتر از به یک میلی. برای این کار (2015
 621حاوی( که 7برابر  pHمیلی مولار ) 611با غلظت 

ز آاوره میکروگرم آنزیم  811بود، میزان  اوره مولمیلی
در دمای دقیقه  91زدن برای  هم هو پس از باضافه 

                                                                      
4. Nessler reagent 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=11&ved=0ahUKEwjI3b_6z-3YAhWQfFAKHW2lD1oQFghUMAo&url=https%3A%2F%2Fpubchem.ncbi.nlm.nih.gov%2Fcompound%2FMayer_s_reagent&usg=AOvVaw3rwPQENf705XY_ixSkCrhx
https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=11&ved=0ahUKEwjI3b_6z-3YAhWQfFAKHW2lD1oQFghUMAo&url=https%3A%2F%2Fpubchem.ncbi.nlm.nih.gov%2Fcompound%2FMayer_s_reagent&usg=AOvVaw3rwPQENf705XY_ixSkCrhx


 62 ...  حاصل از یدیلوئیآم یها لیبریوفینانوب روی آزاوره میآنز تیتثبلطفی و همکاران:  

از محلول  لیترمیلی 9/1داده شد. سپس اق قرار ـات
اسید لیتر میلی 9/1تنگستات و م ـد سدیـدرص 9/1

لیتر معرف نسلر به میلیمولار و یک  14/1سولفوریک 
 61با آب مقطر به  نهاییو حجم  شدهآن اضافه 

در  رسانده شد. سپس میزان جذب نمونه لیتر میلی
. میزان و ثبت شداندازگیری  نانومتر 841موج طول 

آمونیوم نمودار استاندارد آمونیاك آزاد شده با استفاده از 
آز، یک واحد آنزیمی از فعالیت اوره. دشتعیین سولفات 

به عنوان مقدار آنزیمی در نظر گرفته شد که بتواند در 
مدت یک دقیقه یک میکرومول اوره را به آمونیاك 

، رای تعیین فعالیت آنزیم تثبیت شدهبتبدیل کند. 
 811جای ه موارد بالا انجام شد و با این تفاوت که ب

روی شده یتتثب آنزیم آز، از نمونهاوره میکروگرم
های آمیلوئیدی باقیمانده در انتهای میکروتیوپ رشته

 شد. استفاده لیتر( گرم بر میلیمیلی 15/5)
 
آزاد و آز هآنزیم اور پارامترهای سینتیکی تعیین

 شده تثبیت

دست آمده برای تعیین فعالیت ویژه، میزان فعالیت به
شده بر میزان های آزاد و تثبیت در هر مورد از آنزیم

ود در شرایط واکنش تقسیم شد. ـم موجـی آنزیـواقع
-رووی یننمودار لانیز با رسم  Vmaxو  Kmمقادیر 

آنزیم ه بهین pHآمد. برای تعیین میزان بدست  1ركب
ه، در هر مورد ابتدا نمونه آز آزاد و تثبیت شدهاور

های مختلف قرار pHدقیقه در  91آنزیمی برای مدت 
-سیتراتمخلوط بافر از  ،داده شد. در این تحقیق

 گراد باه سانتیـدرج 52ای ـدر دممولار  6/1 اتـفسف
pH با د. سپس میزان فعالیت شاستفاده  3 تا 2های

با معرف نسلر  فعالیت استاندارد سنجش روش استفاد از
بهینه مشخص شد. برای  pH گیری و میزاناندازه

به  ،آزاده و شدآز تثبیتهآنزیم اورنیز  تعیین دمای بهینه
 71و  11، 21، 81، 91ی هادقیقه در دما 91مدت 

سپس فعالیت آنزیم با  .شدند هقرار دادگراد درجه سانتی

                                                                      
1. lineweaver-burk plot 

بررسی و دمای  ،استانداردفعالیت روش تعیین استفاد از 
برای بررسی پایداری حرارتی  د.شبهینه مشخص 

زمانی  هدر پنج دور هاآنزیم ،شدهآنزیم آزاد و تثبیت
 و 21، 91ساعت در سه دمای  31 و 75، 84، 58صفر، 

 ،قرار داده شدند و پس از آن گراد درجه سانتی 71
فعالیت آنزیم با استفاد از سنجش فعالیت استاندارد 

هر دو نیز سازی برای تعیین ثبات ذخیره بررسی شد.
در دمای اتاق نگهداری  شده،آنزیم آزاد و ثبیت حالت

بار( روز یک 7)هر ماه  دوفعالیت تا میزان شدند و 
 بررسی شد. 

 

 نتایج 
 های آمیلوئیدیسازی تولید رشتهنتایج حاصل از بهینه

ی ـگورد، روشـجی کنـسنذبـه روش جـکاییـاز آنج
های آمیلوئیدی سریع و ارزان است، فرایند تولید رشته

 61تا  5های مختلف ابتدا با این روش در غلظت
لیتر از پروتئین آلبومین سرم گاوی، گرم بر میلیمیلی

و  7تا  9های pHگراد، درجه سانتی 71تا  91دماهای 
ساعت انجام  84های مختلف زمانی صفر تا در دوره

-ه طیفـورت مقایسـنتایج به ص ،شد و در هر مورد

ر و ـنانومت 111تا  811دوده ـای مرئی در محـه
موج ماکزیمم ثبت و بررسی گیری میزان طولدازهـان

های بر این اساس، بیشترین میزان تولید رشته شد.
آمیلوئیدی )بر مبنای بیشترین طول موج ماکزیمم 
مشاهده شده از طیف مرئی در حضور کنگورد( در 

لیتر از آلبومین سرم گرم بر میلیمیلی 61غلظت 
ساعت  84گراد و پس از  درجه سانتی 21گاوی، دمای 

 8برابر  pHفسفات با  -انکوباسیون در بافر سیترات
 (.6مشاهده شد )شکل 

ای نشر ـهام روشـکان انجـدم امـه عـبا توجه ب
( در این تعداد CDنمایی دورانی )فلورسانس و دورنگ

های آمیلوئیدی با سازی تولید رشتههینهبالا، فرایند ب
ر مبنای حالات بهینه حاصل از روش ـا بـهن روشـای

سازی  ریزی و برای بهینه برنامه سنجی کنگوردطیف
هر پارامتر، سه پارامتر دیگر ثابت در نظر گرفته شد. 
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های هـل رشتـاسایی تشکیـای شنـهی از روشـیک
 Tتیوفلاوین  نتفلورسااستفاده از رنگ  ،آمیلوئیدی

با قرار گرفتن در بین صفحات بتا  T . تیوفلاویناست
پرتوهای تابیده شده نسبت نشر شدت باعث افزایش 

های آمیلوئیدی( در به حالت کنترل )عدم حضور رشته
دیده  5طور که در شکل همان د.شومیمحلول 

های آمیلوئیدی )بر شود، بیشترین میزان تولید رشته می
( در غلظت Tمبنای بیشترین میزان نشر تیوفلاوین 

 لیتر از آلبومین سرم گاوی، گرم بر میلی میلی 61
ساعت  84گراد و پس از درجه سانتی 71دمای 

 8برابر  pHفسفات با  -انکوباسیون در بافر سیترات
 مشاهده شد. 

 

 
طول موج ماکزیمم در )الف(  سنجی کنگورد بر مبنای تغییرهای آمیلوئیدی با روش جذبای میزان تولید رشتهنمودار مقایسه .1 شکل

 ساعت 84های مختلف و )د( زمان های مختلف از صفر تا pHهای مختلف پروتئین، )ب( دماهای مختلف، )ج( غلظت

 

 
 ThTهای آمیلوئیدی با روش اسپکتروفلوریمتری بر مبنای تغییر میزان شدت نشر فلورسانس ای میزان تولید رشتهنمودار مقایسه .2 شکل

 ساعت 84های مختلف از صفر تا های مختلف و )د( زمان pHهای مختلف پروتئین، )ب( دماهای مختلف، )ج( در )الف( غلظت
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 51نمایی دورانی در نتایج انجام روش دورنگ
حالت مختلف برای بررسی اثر فاکتورهای غلظت، دما، 

pH های یون بر میزان تولید رشتهو زمان انکوباس
طور نشان داده شده است. همان 9آمیلوئیدی در شکل 

شود، بالاترین میزان که در نمودارهای ستونی دیده می
های آمیلوئیدی بر مبنای درصد ساختارهای تولید رشته

گرم بر میلی 61ثانویه آلفا و بتا در پروتئین، در غلظت 
وباسیون محلول در ساعت انک 84لیتر و پس از میلی

درجه  71در دمای  8برابر  pHفسفات با -بافر سیترات
 گراد به دست آمد.سانتی

رین حالت با ـوئیدی در بهتـهای آمیلهـد رشتـتولی
تصاویر حاصل از روش میکروسکوپ الکترونی گذاره 

نشان  8طور که در شکل یید قرار گرفت. همانأمورد ت
های  صورت رشته آمیلوئیدی بههای داده شده است، رشته

های عمود بر جهت رشته اصلی و با رشتهباریک با پیش
نانومتر در یک  911نانومتر و طول حدود  51قطر تقریبی 

 د. هستنزمینه روشن قابل تشخیص 
 

 نتایج حاصل از تعیین میزان غلظت فیبریل تولیدشده

بر اساس روش تعیین کمی پروتئین برادفورد، میزان 

روتیوپ قرار پروتئین موجود در محلول رویی در میک
گرم بر میلی 66/5زایی( فیبریلگرفته در یخچال )غیر

لیتر و این مقدار در نمونه قرار گرفته در شرایط  میلی
لیتر است.  گرم بر میلی میلی 137/1زایی بهینه فیبریل

های گرم از رشتهمیلی 5این مطلب تولید حدود 
لیتر از محلول پروتئینی مورد  میلیآمیلوئیدی در هر 

دهد. این آزمایش در دفعات  آزمایش را نشان می
صورت میانگین آورده  به ،مختلف تکرار شده و نتایج

 ب(.  -2شده است )شکل 
 

 آز تثبیت آنزیم اورهنتایج حاصل از 

میزان بهینه آنزیم مورد نیاز برای تثبیت  ،در این تحقیق
ز آنزیم که بیشترین فعالیت را سازی شد و غلظتی ابهینه

وان غلظت بهینه ـه عنـان داد، بـشده نشدر فرم تثبیت
د. این کار با ثابت نگه داشتن غلظت فیبریل شگزارش 

زمینه و گلوتارالدهید انجام شده و مشخص شد که 
 111بهترین میزان آنزیم مورد نیاز برای قرارگیری روی 

 1/1یط تثبیت )گرم بستر پروتئین موجود در شرامیلی
گرم بر  میلی 5لیتر از بستر پروتئین با غلظت  میلی
  الف(.  -2)شکل  استمیکروگرم  411لیتر( برابر  میلی

 

 
ساختارهای ثانویه  دورانی بر مبنای تغییر میزان درصد نماییهای آمیلوئیدی با روش دورنگای میزان تولید رشتهنمودار مقایسه .3 شکل

 ساعت 84های مختلف از صفر تا های مختلف و )د( زمانpHهای مختلف پروتئین، )ب( دماهای مختلف، )ج( آلفا و بتا در )الف( غلظت
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 .اندهزار برابر تهیه شده 21و  61نمایی با بزرگ( به ترتیب B( و )Aآمیلوئیدی. تصاویر ) هایرشته از گذاره الکترونی تصاویر میکرسکوپ .4 شکل

 

 
تولیدشده در رفته در فرایند تثبیت، )ب( تعیین میزان فیبریل  کار هآز در برابر غلظت آنزیم ب)الف( نمودار تغییرات فعالیت اوره .5شکل 

 زاییشرایط بهینه فیبریل
 
آز حاصل از بررسی پارامترهای سینتیکی اوره نتایج

 شده و آزاد تثبیت

 مربوط به آنزیم Km و Vmax میزان کمی پارامترهای
برك  -لینویور نمودار از استفاده با شدهتثبیت و آزاد
برك  -ای لینویورنمودار مقایسه 1آمد. شکل  دست به

شده را در کنار هم نشان داده است. آنزیم آزاد و تثبیت
 53/4آنزیم آزاد به ترتیب برابر  Km و Vmaxمقادیر 

میلی مول و برای  48/8لیتر و المللی بر میلیواحد بین
المللی واحد بین 48/1شده به ترتیب برابر آنزیم تثبیت

طور مول به دست آمد. همانمیلی 34/5لیتر و بر میلی
ا اشاره شد، یک واحد آنزیمی هدر بخش روش که قبلاً

عنوان مقدار آنزیمی در نظر گرفته شد که در مدت به
یک میکرومول اوره را به آمونیاك تبدیل  ،یک دقیقه

 کند. 
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 شدهبرك آنزیم آزاد و تثبیت -ای لینویورنمودار مقایسه .6شکل 

 

فعالیت مختلف بر های pHنتایج بررسی اثر 
 هنشان داد 7 شکلشده در آنزیم آزاد و آنزیم تثبیت

، مشخص است شکلطور که در این همان .شد است
 ،است 7تا  1بین آزاد  آزاورهبهینه برای  pH میزان

بیشترین  3تا  1دود ـدر مح شدهم تثبیتـآنزی یـول
 را دارد. فعالیت 
زیم ـآزاد و آن آزت اورهـالیـر فعـبا ـرات دمـاث

طور نشان داده شده است. همان 4در شکل شده تثبیت
بیشترین  ،آنزیم آزادکه در این شکل مشخص است، 

دارد، ولی در گراد یدرجه سانت 81در دمای را فعالیت 
تا  81از  ، میزان فعالیت با افزایش دماشدهآنزیم تثبیت

بلکه با  ندارد،گراد نه تنها کاهش یدرجه سانت 71
 71که در دمای  طوری هب مواجه شده است،افزایش 

 رسد. میخود  درجه به بالاترین حدّ
  

 
 شدهبهینه آنزیم آزاد و تثبیت pHمقایسه میزان  .7شکل 
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 شدهبهینه آنزیم آزاد و تثبیتمقایسه میزان دمای  .8شکل 

 
ررسی میزان پایداری حرارتی آنزیم آزاد ـج بـنتای
طوری که در آمده است. همان 3شده در شکل و تثبیت

آنزیم آزاد فقط در دمای  ،ن شکل مشخص استـای
ساعت فعالیت خود را حفظ  31گراد تا  درجه سانتی 91
گراد فعالیت خود را درجه سانتی 21در دمای کند و  می
 58فعالیت خود را تا  ،درجه 71ساعت و در  84تا 

م ـورد آنزیـه در مـکالیـد. درحـکن ظ میـت حفـساع
ه ـدرج 21و  91ای ـم در دمـت آنزیـشده، فعالی تثبیت

 75ساعت حفظ شده و تا  31گراد به خوبی تا سانتی
 ماند.یدار باقی میدرجه نیز پا 71ساعت در دمای 

آز آزاد اوره 6نتایج بررسی پایداری نگهداری آنزیم
 نشان داده 61 شکلدر  شده در دمای اتاقو تثبیت

آز روز و آنزیم اوره 68مدت  آزاد بهآنزیم است. شده 
مدت  دی بهـای آمیلوئیـه وفیبریلـده روی نانـش تیتثب
همچنان بوده و روز در دمای اتاق قابل نگهداری 85

  . استارای  فعالیت د
 

 
 شده در دماهای مختلفمقایسه پایداری حرارتی آنزیم آزاد و تثبیت .3شکل 

 

 1. Storage Stability 
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 شدهاستفاده از آنزیم آزاد و تثبیتمدت زمان  .11شکل 

 
 آنزیم از مجدد استفاده نتایج بررسی قابلیت

آز . از اورهتـص اسـمشخ 9ل ـشک درشده تـتثبی
 توان تاشده در محلول مورد سنجش فعالیت، میتثبیت

به طور متوالی فرایند تعیین میزان فعالیت را بار  68
در هر بار کرده و از آنزیم فعالیت دید. البته  تکرار

ی از فعالیت آنزیم کاهش پیدا ـمک ،ددـاده مجـاستف
دلیل محلول بودن، فقط ه ، ولی آنزیم آزاد بکندمی

 6جدول (. در 66یک بار قابل استفاده بود )شکل 
به صورت  شدهآنزیم آزاد و تثبیت پارامترهای سینتیکی

 .است ای نشان داده شدهمقایسه
 

 
 شدهتعداد دفعات استفاده مجدد از آنزیم تثبیت . 11شکل 

 
 

1. Reusability 
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 شدهتیکی آنزیم آزاد و تثبیتپارامترهای سین مقایسه .1جدول 

 فاکتورهای سینتیکی
آنزیم 

 آزاد

-تثبیتآنزیم 

 شده
 437/7 789/7 (IU.ml-1)فعالیت 

 163/1 195/1 (mol.gr.ml-1.min-1)فعالیت ویژه 

Km (mM) 48/8 34/5 

Vmax (IU.ml-1) 53/4 48/1 
 81 71 (C°)دمای بهینه 

pH 1-3 1-7 بهینه 
 75 58 پایداری حرارتی )ساعت(

 85 68 سازی )روز(پایداری ذخیره
 68 6 مجددتعداد دفعات استفاده 

 

 گیری بحث و نتیجه

های آمیلوئیدی حاصل از رشته، از نانوتحقیق این در
عنوان بستری برای تثبیت آنزیم  آلبومین سرم گاوی به

آلبومین سرم گاوی به علت ارزان و  آز استفاده شد.اوره
ن در نظر ـنه پروتئیـعنوان زمیهـب ،در دسترس بودن

های آمیلوئیدی از آن شد و فرایند تولید رشتهگرفته
 نانو این روی آزاوره مـآنزی سـد. سپشـازی ـسبهینه
 ت باـد تثبیـد. فراینـت شـتثبی دیـهای آمیلوئیهـرشت

 و آنزیم های عرضی بینروش ایجاد پل از استفاده
 هایآمیلوئیدی انجام گرفت و ویژگی هایفیبریل
 شد.  مقایسه آزاد آنزیم با شدهتثبیت آنزیم
 

شده بهبود آز تثبیتامترهای سینتیکی در اورهپار

 اندیافته

آز نشان داد که فعالیت اوره ،نتایج حاصل از این تحقیق
شده نسبت به حالت آزاد کمتر شده، ولی میزان تثبیت

فعالیت ویژه )فعالیت به ازای هر گرم آنزیم موجود در 
کرده  پیدا ءارتقا 195/1به  163/1شرایط واکنش( از 

شده دهد که آنزیم تثبیتاین مطلب نشان می است.
 توانایی بیشتری برای کاتالیز پیدا ،نسبت به حالت آزاد

 پیدا کرده است.  ءکرده و از نظر کیفی ارتقا
آنزیم تثبیت شده نیز نسبت به فرم آزاد  Kmمیزان 

، مقدار غلظتی از Kmدهد. پارامتر کاهش نشان می
ن سرعت واکنش به ن غلظت میزاآسوبسترا است که در 

کمتر باشد  Kmنصف میزان اولیه برسد. هرچه میزان 
تر بوده آنزیم نسبت به حضور سوبسترا در محیط حساس

رسد آنزیم تر است. به نظر میو برای آن اختصاصی
نیز با اتصال بر روی بستر آمیلوئیدی، به نحوی از  آز اوره

هتر نظر فضایی تغییر یافته است که جایگاه فعال آن ب
میزان  ،برای اوره در دسترس قرار گرفته است. در عوض

Vmax شده نسبت به حالت آزاد کاهش داشته آنزیم تثبیت
آز کاهش میزان سرعت ماکزیمم اوره احتمالاًاست. 
پذیری آنزیم و نوعی شده نشان از کاهش انعطافتثبیت
شدگی در عملکرد کاتالیتیکی آن دارد که در نتیجه سخت

 ی رخ داده است. نل با بستر پروتئیاین اتصا
به  81شده از افزایش دمای بهینه آنزیم تثبیت

گراد، نشانه و گواه خوبی برای این درجه سانتی 71
آز توانایی شده اورهواقعیت است که فرم تثبیت

بیشتری برای تحمل دمای بالا را داشته و با تثبیت 
ایم، های آمیلوئیدی توانستهآنزیم روی نانو رشته

 وجودآز را در دماهای بالاتر بهامکان استفاده از اوره
و  شدهتثبیت آزاوره آنزیم بهینه pH آوریم. مقایسه

بهینه آنزیم آزاد که در  pH که داد نیز نشان آزاد
شده است، در مورد آنزیم تثبیت 7تا  1محدوده 

آز در محدوده آنزیم اوره ،تر شده و از این پسگسترده
لب ـن مطـت. ایـاسه ـت بهینـارای فعالید 3تا  1

آز در بخش ایجاد امکان استفاده از آنزیم اورهنوید
فراهم شده است. در  pHتر ها با گستره وسیعمحلول

های آمیلوئیدی، آز روی رشتهتثبیت آنزیم اوره ،واقع
سمت  تر کرده و بهبهینه را گسترده pHمحدوده 

 (Danial et al., 2015) قلیائی سوق داده است.
 مقابل در شدهآز تثبیتاوره آنزیم که دادند نشان

های اثر محافظتی که رشته علت به دما افزایش
بیشتری  دارند، مقاوم دما مقابل در آنزیم از آمیلوئیدی

آز دارد. همچنین آنها نشان دادند که تثبیت آنزیم اوره
تر کرده و به بهینه آنزیم را گسترده pHمحدوده 

 ,.Mishra et al)سمت قلیائی متمایل ساخته است 

2010; Danial et al., 2015)نتایج  ،. این مطلب
 کند. می تأییدحاصل از این پژوهش را 
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نشان داده شده است،  3طور که در شکل همان
 و آزاد شدهتثبیت آزحرارتی آنزیم اوره پایداری میزان
گراد درجه سانتی 71تا  شدهتثبیت آنزیم داد که نشان

پایدار است، اما حداکثر پایداری حرارتی آنزیم آزاد تا 
گراد بوده است. این بهبود پایداری درجه سانتی 91

شده به علت وجود یک بستر و حرارتی آنزیم تثبیت
یافته به آن در نقش حفاظتی آن برای آنزیم اتصال

ارتی . این افزایش پایداری حراستبرابر افزایش دما 
آنزیم نیز یکی دیگر از اهداف تثبیت بود که در این 
تحقیق تا حدودی به دست آمده است. افزایش 

در اکثر موارد و با تثبیت آنزیم  پایداری حرارتی معمولاً
شود و نشان از اثر مین میأهای مختلف تبر روی زمینه

شده بر روی خود محافظت دمایی بستر بر آنزیم تثبیت
شده، تثبیت آنزیم هایمزیت از گردی دارد. یکی

 زمان مدت برای آزاوره افزایش امکان نگهداری
 های کاتالیزی مرتبط دربرای انجام فرایند طولانی

نشان  ،نتایج حاصل از این تحقیق .استدمای محیط 
های آمیلوئیدی رشتهآز روی نانوداد که تثبیت اوره

ز آنزیم امکان استفاده ا ،حاصل از آلبومین سرم گاوی
داده است.  ءارتقا روز 83 اتاق تا دمای روز در 68را از 

تنها دهد که فرایند تثبیت نهاین مطلب نشان می
موجب افزایش مقاومت ساختاری آنزیم در برابر 

آز دماهای بالا شده است بلکه تغییر ساختاری اوره
تثبیت شده به نحوی بوده است که حتی در دمای 
 محیط نیز پایداری بیشتری پیدا کرده و قادر به کاتالیز 

های بیشتر و در نتیجه عمر بیشتری پیدا کرده واکنش
دلیل است که ساختار  این به احتمالاًاست. این مطلب 

 ،آز در اثر اتصال به زمینه پروتئینیعدی اورهسه بُ
 احتمالاًیداری بیشتری پیدا کرده است. استحکام و پا
های شیمیایی متنوع و مختلف بر روی حضور گروه
های آمیلوئیدی که از جنس پروتئین سطح رشته

کننده کننده ایجاد این اتصالات پایدار هستند، توجیه
 Kespiنیز کسپی  و Danial et al. (2015)باشند. 

et al. (2010 )شده تثبیت ازاوره آنزیم که دادند نشان 
 که است نگهداری قابل اتاق دمای در طولانی مدت به

 ,Pithawala)کند  می ییدأت را ما تحقیق نتیجه این

Mishra et al., 2010; Danial et al., 2015) .
Luo et al. (2010) دادند نشان آزاوره آنزیم تثبیت با 

سازی آن شود تا پایداری ذخیرهمی باعث تثبیت که
 مشخص کردند که آنزیم ،آنها علاوه بر این .بالا رود

استفاده است  قابل بار چندین تثبیت از آز پساوره
(Luo & Fu, 2010) افزایش امکان استفاده مجدد .

از آنزیم یکی دیگر از مزایا و اهداف تثبیت آنزیم است 
 بسیاری دارد.  اهمیت کاربردی و اقتصادی که از لحاظ

 
های آمیلوئیدی زمینه مناسبی برای فرایند رشتهنانو

 تثبیت 

بدن  مواد زیستی مشتق شده از طبیعت اغلب با
فعالیت زیستی و ی انسان سازگاری بیشتر، توانای

های لـد. فیبریـی دارنـالایـی بـزیست تخریب
محلولی هستند که در های نا پروتئین ،آمیلوئیدی

 Gebbink et)ها فرایندهای فیزیولوژی طبیعی قارچ

al., 2005) تنظیم عنوان مثال درها، بهو باکتری 
 Wang et)دخیل هستند  بیوفیلم مثل و تولید تولید

al., 2008, Pilkington et al., 2010)های . رشته
درجه  71ی )تا میلوئیدی دارای ثبات حرارتی بالایآ

ها فاکتور گراد( بوده و برای تثبیت آنزیمسانتی
 pHوسیعی از  هو همچنین در محدودد هستنمناسبی 

 کنند و درو نیز دمای بالا پایداری خود را حفظ می
ی دارند. های پروتئولیتیک پایداری بالایمعرض آنزیم

 آنها را به ،آمیلوئید هایفیبریل بالقوه کاربردهای
 سازد،می مطرح کاربردی جدید نانوساختارهای عنوان

اند نگرفته قرار آزمایش مورد گسترده طوربه هنوز اما
(Gras, 2007; Cherny & Gazit, 2008)بر . 

 آزاوره که گفت توان می ،پژوهش این نتایج اساس
. است آزاد آنزیم از بیش مزایایی دارای شدهتثبیت
 آمیلوئیدی هایفیبریل روی شدهتثبیت آزاوره آنزیم

 فعالیت داشته و دمای pH از تریوسیع دامنه در
 بالاتری دارد. همچنین پایداری حرارتی، زمانبهینه 

 و تعداد دفعات استفاده اتاق دمای آن در نگهداری



 6931 زمستان م،سوو  ستیب یاپی، پسومسال ششم، شماره شناسی جانوری تجربی، علمی ـ پژوهشی زیستمجله   58

ه ـنسبت به فرم آزاد بهبود یافت از آن کاملاً مجدد
 به توجه با آمیلوئیدی هایرشته بنابراین ت.ـاس

 های زندهه سیستمـه بـاری کـر ساختـت بیشتـشباه
 داشتن ابعاد نانو، پذیری،تخریبزیست دارند و نیز

 جایگزین دـتواننبالا و عدم سمیت می امکاستح
 جایبه آزاوره ر تثبیت آنزیمـوان بستـعنبه مناسبی

 باشند.  مصنوعی پلیمرهای

 
های آمیلوئیدی شده روی نانوفیبریلآز تثبیتاوره

 دارای کاربردهای مختلفی است

این تحقیق از این لحاظ که در فرایند تثبیت آنزیم از 
یک بستر پروتئینی استفاده شده است، دارای نوآوری 

را شده این امکان آز تثبیت. استفاده از آنزیم اورهاست
آورد تا علاوه بر بهبود فاکتورهای سینتیکی وجود میبه

 آنزیم، از این به بعد بتوانیم از اعمال این آنزیم در سطح
تر و در صنایع مختلف استفاده کنیم. نتایج حاصل گسترده

های  تواند در آینده و پس از طی آزموناز این تثبیت می
جی در مهندسی پزشکی کاربردهای مختلفی سنسازگاری

کننده  تهیه یک سیستم تجزیه ،عنوان مثالداشته باشد. به
اوره خون برای افراد مبتلا به نارسایی کلیه و یا تهیه 
زیست حسگر جدید برای تعیین میزان کمی اوره خون از 

 جمله این کاربردها هستند.
 

 سپاسگزاری
جناب آقای  ،نور مرکز قماز ریاست محترم دانشگاه پیام

ر محمدعلی حسینی، مدیر محترم آزمایشگاه ـدکت
جناب آقای دکتر مهدی کلهر و  ،نور قمپیام

و خانم  گارکارشناسان آزمایشگاه سرکار خانم لیلا یاد
کیفی این پژوهش  یزاده که ما را در انجام و ارتقاسید

آزمایشگاه همکار استاندارد همچنین از و  یاری دادند
(SAHA دانشگاه آزاد اسلامی )تشکر و واحد رشت ،

 د.شوقدردانی می
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