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چکیده

MTBE1 ياگلخانـه منظور افـزایش اکتـان و کـاهش تولیـد گازهـاي      بنزین که بهيهایافزودنیکی از

پوسـتی وارد  استنشاق، خـوراکی و تمـاس   مانندمختلف يهاراهتواند از میMTBEشود، استفاده می

هاست کـه تقریبـاً در تمـام    یکی از متالوآنزیمکربنیک انیدراز انسانیهمچنین جریان خون انسان شود.

متعددي با کربنیک يهايماریبو قرار گرفتهياگستردهو مورد مطالعات شودیمموجودات زنده یافت 

انسـانی بـر   IIدرازی ـانبا آنزیم کربنیـک  MTBEدر این مطالعه اثر مجاورت .انیدراز در ارتباط هستند

يهاغلظتآنزیم در Tmتغییرات بررسی شد وفرابنفش-مرئیسنجی طیفيهاروشفعالیت آنزیم با 

بـا  MTBEدر حضـور  همچنـین تغییـرات سـاختاري آنـزیم    .اسـت گزارش شدهMTBEمختلف از 

بـا  MTBEدهد فعالیت آنزیم در مجاورت نتایج نشان می.شدبررسی نیزسنجی فلورسنس ذاتی طیف

آنـزیم تغییـرات   سنجی فلورسـنس ذاتـی   نتایج مربوط به طیفمهار شده است. خطیمختلطسازوکار 

به آنزیم، پایداري حرارتی MTBEاتصال یدر پهمچنین دهد. را نشان میMTBEحضور درساختار

و نسبت به تغییرات دما حساس شده است.پیداکردهکاهشآنزیم 

.MTBE، یمیآنزکینتیس، سنجیطیفکربنیک انیدراز،:کلید واژگان

Methyl tertiary-butyl ether١

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
01

.1
3.

2.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

18
 ]

 

                             1 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1401.13.2.8.3
https://biot.modares.ac.ir/article-22-54897-fa.html


1401، بهار 2، شماره 13دوره _______ ________________________________ زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

122

مقدمه-1

کـه ستاییهامتالوآنزیمازیکی1انسانیانیدرازکربنیک

مـورد وشـود یم ـیافـت زنـده موجوداتتمامدرتقریباً

ــودهياگســتردهمطالعــات ــزیمایــن.اســتب واکــنشآن

رابیکربنـات بـه کربناکسیدديریپذبرگشتهیدراسیون

.]1[کندیمکاتالیز

CO2 + H2O   HCO3- + H+

پروتـون، وبیکربنـات کـربن، اکسیدديکهجاییآناز

ــش ــانق ــیاريه ــیبس ــوداتدرمهم ــاریوتموج ویوک

وهـا بافـت درزیـاد بسـیار نسبتبهودارندپروکاریوت

وجـود دارنـد، حضـور موجوداتاینمختلفيهاسلول

 ـوهـا مولکـول ایــنتعـادل درانیـدراز کربونیـک  هــاونی

وفیزیولوژیـک یندهايافردرآنزیماین.باشدیمضروري

واسیدتعادلحفظ:جملهازدارد،حیاتینقشپاتولوژیک

،هـا بافـت ازخارجبهکربناکسیدديانتقالخون،درباز

لیپــوژنز،ادرار،تولیــد(بیوسـنتزي يهــاواکــنشدرنقـش 

 ـالکترولدفع،)گلوکونئوژنز اسـتخوانی، جـذب بـاز ،هـا تی

مـایع تولیـد نخـاعی، -مغـزي مایعتولیدکلسیفیکاسیون،

هـا دیـاتوم درکـربن اکسیدديتثبیتدرهمچنینوزلالیه

.]2[داردنقشنیز

يهـا يمـار یبباانسانیانیدرازکربنیکآنزیمدرنقص

گلوکـوم، صـرع، سرطان،ازجمله،استارتباطدرزیادي

ومعـده زخـم استخوان،پوکیچاقی،عصبی،هاياختلال

.]1[دوازدهه

گروه با کدگذاري متمایز ژنی ششکربنیک انیدراز در 

، (δ)، دلتـا (γ)، گاما(β)، بتا(α)آلفا:شودیمبندي تقسیم

یات سینتیک و کریستالوگرافی اشـعه  ئجز.(η)و اتا(ζ)زِتا

ایکـس بــه مــا درك عمیقــی از ســاختار و عملکــرد ایــن  

نظــر ازهــامیآنــزنیــا.دهــدیمــآنزیمــی يهــاخــانواده

آنهـا در همـه تاخوردگی با یکدیگر متفاوت هستند ولـی  

1 Human Carbonic Anhydrase

اتالیتیک خود نیازمند فلز روي جایگاه فعال براي فعالیت ک

.]3[است

عددافزایشبرايافزودنینیترمعمولMTBE2ماده

ومتـانول بـین شـیمیایی واکـنش ازواسـت بنزیناکتان

دماریتأثتحتشدتبهMTBE.شودیمتولیدایزوبوتن

باعـث واکنشانجامزماندماافزایش.استمحیطpHو

pHتغییراتهمچنین،شودیمMTBEچشمگیرتخریب

MTBEکـنش برهمسرعت)11-5/2(محدودهازخارج

اغلـب وداردبـالایی حلالیتمادهاین.دهدیمکاهشرا

.]4[اسـت تشخیصقابلزیرزمینیوسطحیيهاآبدر

آلایندهگازنشرکاهشباعثبنزیندرMTBEازاستفاده

ایـن کناردراما،شودیماتومبیلاگزوزازکربندیمنواکس

 ـMTBE،یط ـیمحستیزمثبتاثر منفـی آثـار توانـد یم

درخصـوص بهستیزطیمحوانسانسلامتبرايزیادي

.]5[کندایجادآبمنابعآلودگیزمینه

آنورودبهمنجراستممکنMTBEمحیطیانتشار

تعاملوآلودهآبنوشیدناستنشاق،راهازخونجریانبه

.]6[شـود هـا نیپـروتئ جملهاززیستیيهامولکولباآن

دادهنمایش1شکلدرMTBEترکیبشیمیاییساختار

.]7[استشده

MTBEییایمیساختار ش-1شکل 

MTBEسـایر ازراآنکـه داردمهمـی خصوصیات

بوپایینبسیارآستانهحدجملهازکندیممتمایزهاندهیآلا

٢ Methyl tertiary-butyl ether
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هـم مـزه وبوپایینریمقاددرکهامعناینبهدارد،مزهو

آبدرسـریع شـدن حلتیقابل.باشدتوجهقابلتواندیم

درآنپراکندگیونفوذباعثتواندیمویژگیاین.داردرا

.]4[شودخاك

برايافزودنیعنوانبهMTBEازگستردهاستفاده

ــزایش ــتاف ــزینکیفی ــربن ــهمنج ــزایشب ــودگیاف آل

.اسـت شدهگذشتهيهادههدرمادهاینیطیمحستیز

سـلامت برMTBEتأثیراززیادييهایبررستاکنون

ــودگوانســان ــواآبيهــایآل .اســتشــدهانجــاموه

باعـث اسـت ممکـن MTBEمعـرض درگـرفتن قرار

عضلانی،دردهايسرفه،تب،اسهال،استفراغ،سردرد،

ــواب ــودگخـ ــتلال،یآلـ ــز،دراخـ ــرگیجه،تمرکـ سـ

ــاراحت کــهیدرحــال،شــودیپوســتویچشــميهــاین

ناشـناخته آنعملکـرد مولکولیوسلولیسازوکارهاي

دسـته دوبـه انسـان بـدن بـر مـاده اینراتیتأث.است

راتیتأثمورددر.شودیمتقسیمسرطانیغیروسرطانی

روزه104دورهیکدرآزمایشگاهیمطالعاتسرطانی،

ایـن شـدن مبـتلا کـه شدانجامصحراییيهاموشبر

گرممیلی1000مصرفاثردرخونسرطانبههاموش

از.]5[دهـد مینشانرابدنوزنکیلوگرمهرازايبه

حالتسردرد،سرگیجه،بهتوانیمسرطانیغیرراتیتأث

یکی.کرداشارهدمثلیتولوژنتیکبرعوارضوتهوع

بــرMTBEتــأثیربـه مربــوطجدیـد يهــایبررس ـاز

 ـدری ـغودیـابتی افـراد نیهموگلوب نتـایج .اسـت یابتی

یطـورکل بـه کـه دهـد مینشانپژوهشاینازحاصل

MTBEشدههموگلوبینتجمعسرعتافزایشباعث

هـاي اثـر دیابتیافراددردارد.پرونیاچآنتیفعالیتو

رادیکـال فعـال يهـا گونـه تولیـد جملـه ازشدیدتري

بررسیدر.شدمیمشاهدهمهگروهتخریبواکسیژن

اتصـال جایگـاه شـد مشـخص 1مولکـولی سـازي مدل

١ Molecular Docking

MTBEـم گـروه جایگاهیکینزددرهموگلوبیندره

.]6[استگرفتهقرار

درp450ســـیتوکرومنقـــش،دیگـــریبررســـدر

بـوده پـژوهش مـورد انساندبکدرMTBEسمیمتابول

راp450سیتوکرومهايآنزیمفعالیتMTBEکهاست

ازبررسـی کنونتـا .]5[کندیممهارچشمگیريطوربه

رشگـزا انسـانی انیـدراز کربنیکآنزیمبرMTBEاثر

کربنیـک آنزیماهمیتبهتوجهباروایناز.استنشده

اهمیـت ازآنـزیم اینعملکردبررسیIIانسانیانیدراز

کـنش میاناثرپژوهشایندر.استبرخوردارايویژه

MTBEانســانیانیــدرازکربنیــکآنــزیمفعالیــتبــر

است.شدهبررسی

هامواد و روش-2

آنزیم در این مطالعه شامل شدهاستفادههاي مواد و دستگاه

شده از نمونه خون انسـانی بـه   تخلیصIIدرازیانکربنیک 

–مـرك (تـریس ومتانولوستونیتریل، ا]8[2روش نیمن

عنـوان سوبسـتراي آنـزیم    بـه 3پارانیتروفنیل استات)، آلمان

شـده از شـرکت   تهیـه MTBE4)، سیگما(کربنیک انیدراز 

-اسپکتروفتومتر مرئـی ، B.I.P.Cبندر ماهشهرپتروشیمی 

اسـپکتروفوتومتر  ، )ژاپـن –(Shimadzu-0013فرابنفش 

مترpHدستگاه ) واسترالیا–(Carry 100 bioفلورسنس 

Beckman) –باشد. می)سوئیس

آنزیم  سازيخالص2-1

بررسـی برايضروريايمرحله، هاپروتئینسازيخالص

براي متعدديهايروش. استآنهااعمالدركوساختار

آنهـا کـارگیري بـه بـا کهداردوجودهاپروتئینجداسازي

ــی ــوانم ــروتئینت ــاپ ــاراه ــتب ــیصموفقی ــودتخل . نم

اسـتفاده تخلـیص بـراي امـروزه کـه روشـی ترینمتداول

٢ Nyman
٣ p-Nitrophenylacetate (p-NPA)
۴ Methyl tertiary-butyl ether
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در روش .]9[اسـت  کرومـاتوگرافی ازاسـتفاده شـود، می

انســانی بــا اســتفاده از ســتون IIکربنیــک انیــدراز،نـیمن 

از ســفارز-DEAEتعــویض آنیــونی  کرومــاتوگرافی

شود.میاریتروسیت انسانی خالص 

سنجش فعالیت آنزیمی2-2

ــتات (  ــل اسـ ــق) از p-NPAپارانیتروفنیـ ــه طریـ حملـ

بـه اتـم مرکـزي آن    )یون هیدروکسـید (آب یدوستهسته

کـه کربنیـک   اما زمـانی ؛ شودیمهیدرولیز )COلیکربون(

انیدراز در محیط حضور داشـته باشـد، بـه ایـن دلیـل کـه       

یون هیدروکسـید کئوردینـه شـده بـا     (يتريقوحاوي باز 

با سـرعت بسـیار بیشـتري    این هیدرولیز است، )فلز روي

هــاي کربنیــک انیــدراز . از بــین ایــزوزیمشــودیمــانجــام 

ي بــالاتري تژفعالیــت اســتراIIانســانی، کربنیــک انیــدراز

نمـایش  .]10[دارد نیتروفنیـل اسـتات  اي هیـدرولیز پار برا

نشـان داده  2انسـانی در شـکل  IIروبانی کربنیک انیدراز

.]11[شده است

فلز گاهیو جایانسانIIدرازیانکیکربنیروبانشینما2شکل

دازولی ـمیاهايفعال به حلقهگاهیدر جايدر آن. فلز رويرو

مولکول آب متصل شده است.کیو نیدیستیهنهیآمدیسه اس

وزن بـا اسـتات پـودري بـا رنـگ بـژ و      پارانیتروفنیل

ــولی ــولاســت.g/mol14/181مولک ــولی آن فرم مولک

C8H7NO4و نقطه ذوبی معادلC°79-76یکـی از  .دارد

انسـانی  IIآنزیم کربنیک انیـدراز  وسیلهبههایی که واکنش

عنـوان  شود، استفاده از پارانیتروفنیل اسـتات بـه  کاتالیز می

سوبسترا و تبدیل آن به دو محصول پارانیتروفنول و استات 

400اسـت کـه در   زردرنگاست. پارانیتروفنول محصولی 

پوکر وسیلهبهنانومتر جذب دارد. این روش سنجش فعالیت 

.) 3(شکل ]12[شده استيگذارهیپاو استون 

واکنش استراتژي آنزیم کربنیک انیدراز3شکل 

آنزیمـی، از حالـت  يهـا نمونـه براي سنجش فعالیت 

اسـتفاده  فـرابنفش -کینتیک دستگاه اسپکتروفتومتر مرئـی 

محاسـبه سـرعت واکـنش    منظـور بـه شد. در این آزمایش 

 ـیم05/0استرازي آنزیم از غلظـت   ـیمبـر  گـرم یل تـر یلیل

مختلـف سوبسـتراي پارانیتروفنیــل   يهـا غلظـت آنـزیم و  

مـولار  میلـی 50در بافر تریس )مولارمیلی6تا 2(استات 
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سـانتیمتر اسـتفاده شـد. اسـتوك     1و در سل با ضـخامت  

اسـتات در حـلال   کردن پودر پارانیتروفنیل سوبسترا با حل

حـداقل  یکینتیس ـيریگاندازههر . استونیتریل تهیه گردید

.دشسه بار تکرار 

شدن حرارتی آنزیمبر غیرطبیعیMTBEاثر 2-3

ها در صنایع غـذایی و  پروتئینها و پایداري حرارتی آنزیم

بـراي مطالعــه  .]13[دارویـی بسـیار مـورد توجــه اسـت    

نزیم، از دستگاه اسپکتروفوتومتر غیرطبیعی شدن حرارتی آ

بـین  فرابنفش و سیرکولاتور حرارتی استفاده شـد. -مرئی

درجه سانتیگراد تغییـرات  75درجه سانتیگراد تا 35دماي 

دسـتگاه  وسـیله بـه نانومتر 280موجطولجذب نمونه در 

از غلظـت  همانند آزمایش قبلـی  در این آزمایش ثبت شد.

 ـیمبـر  گرمیلیم05/0 درحضـور و عـدم   آنـزیم و  تـر یلیل

ــور  ــتحضـ ــاغلظـ ــف يهـ 40و MTBE)30مختلـ

مـولار و در سـل بـا    میلـی 50در بافر تریس ماکرومولار) 

استفاده شد.متریسانت1ضخامت 

آنزیم در حضـور  فلورسنس ذاتیهايگیرياندازه2-4

MTBEهاي مختلف غلظت

هـا وابسـته بـه اسـیدهاي آمینـه      فلورسنس ذاتـی پـروتئین  

باشـد.  مـی خصـوص اسـیدآمینه تریپتوفـان)   آروماتیک (به

اسـیدآمینه  7در سـاختار خـود   IIآنـزیم کربنیـک انیـدراز   

گیـري تغییـرات   انجـام انـدازه  بـراي . ]14[تریپتوفان دارد

نـانومتر  280آنزیم از طـول مـوج تهیـیج    ذاتی فلورسنس 

براي برانگیختگی زیرواحـدهاي تریپتوفـان و اجتنـاب از    

اسـتفاده شـد و   ]15[هاي تیـروزین هبرانگیختگی باقیماند

نـانومتر ثبـت شـد.   600تا 300طیف نشري در محدوده 

50تریس و در بافر C°25در دماي هااین آزمایشتمامی

و پهنـاي  انجـام شـده اسـت   4/7برابـر pHمولار بامیلی

نـانومتر  10و 5ترتیبهاي تهییج و نشر دستگاه بهشکاف

انتخاب شد.

1هـا در همـه سـنجش  شـده کووت استفادهضخامت

در ایـن آزمـایش   شـده اسـتفاده غلظت آنـزیم متر وسانتی

لیتـر بـود. روش آزمـایش بـه ایـن      گرم بر میلیمیلی05/0

هـاي مختلـف   گیري نشر نمونهاندازهصورت بود که براي 

تمـامی مـواد موجـود در    آنزیمی، نشر سل بلانک حـاوي 

آنزیم، صفر گردید و سپس هاي مختلف آنزیمی بجزنمونه

مختلف آنزیمی ثبت شد.هاينشر نمونه

نتایج-3

یند  آتخلیص آنزیم و ارزیابی کیفی فر3-1

ــتون IIکربنیـــک انیـــدراز ــا اســـتفاده از سـ انســـانی بـ

ــاتوگرافی ــونی  کروم ــویض آنی ــفارز از -DEAEتع س

SDS-PAGEاریتروسیت انسانی خالص شـد کـه نتـایج    

شـده بعـد از سـتون کرومـاتوگرافی در     هاي خـالص نمونه

ــه نمــایش گذاشــته شــده اســت. ایــن شــکل  4شــکل  ب

تخلیص خوب آنزیم است. دهنده نشان
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-DEAEیونیآنضیتعویستون کروماتوگرافلهیوسبهیانسانIIدرازیانکیکربنمیشده آنزخالصيهانمونه4SDS-PAGEشکل

مشاهده ریطور که در تصوسه غلظت متفاوت از نمونه خالص بعد از ستون. همان4و 3، 2ستون، نمونه ناخالص قبل از 1سفارز. 

.استدهنده خلوص نمونه نشان4و 3، 2يهانمونهSDS-PAGE رگرامبودن الکتروفوباندتکشود،یم

فعالیت استرازي آنزیم3-2

در درجـه سـانتیگراد   25فعالیت استرازي آنزیم در دمـاي  

ي مختلــفهــاغلظــتو حضــور MTBEحضــور عــدم

MTBE)8 ،20 ،40ي متفـاوت  هاغلظتو )میکرومولار

ــتات ( میکرومـــولار) 6، 5، 4، 3، 2پارانیتروفنیـــل اسـ

در آنـزیم  Vmaxدهـد  نتایج ما نشـان مـی  گیري شد.اندازه

کـاهش پیـدا کـرده    MTBEي مختلـف  هاغلظتحضور

ي مختلف هاغلظتدر حضور Kmمقدار نیو همچناست 

به این معناسـت  Kmپیدا کرده است. این افزایش شیافزا

ي تغییـر پیـداکرده کـه سوبسـترا     اگونهبهکه ساختار آنزیم 

خوبی در اختیار جایگاه فعال آنزیم قـرار  سته است بهنتوان

تمایـل  MTBEدر حضـور توان گفت بگیرد. بنابراین می

و Vmaxآنزیم به سوبسترا کاهش پیدا کرده است. تغییرات 

Kmدهنده مهار آنزیم با سازوکار مختلط خطی است نشان

برك و معادله –سپس با استفاده از نمودار لاینویور .]16[

هـاي مختلـف آنزیمـی    خط آن فعالیـت اسـترازي نمونـه   

نمایش 1و جدول 6و 5هاينتایج در شکل. محاسبه شد

.داده شده است

بـرك مربـوط بـه فعالیـت     -نمودار لاینویور5شکل 

در ایـن نمـودار از رسـم تغییـرات    دهد، آنزیم را نشان می

1/V0 1در مقابل/S آید که عرض میبه دستخط راستی

را مشـخص  Km/Vmaxو شیب نمودار Vmax/1آن مبدأاز 

آنـزیم  Vmaxو Kmمقـادیر  1کند. همچنین در جـدول  می

وKmخـوبی تغییـرات   بـه 6آورده شده است. در شـکل  

Vmax.آنزیم قابل مشاهده است
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MTBE)8 ،20 ،40 ازمختلف يهاغلظت، MTBEدر عدم حضور و حضور IIدرازیانکیبرك کربن-ورینوینمودار لا5شکل 

)mg/mL05/0غلظت آنزیم(=75/7pHبامیلی مولار50سولفات -در بافر تریسمیکرومولار)

MTBEي مختلف هاغلظتو حضور MTBEدر عدم حضور انسانیIIآنزیم کربنیک انیدراز VmaxوKmریمقاد1جدول

[MTBE] = 40μ M[MTBE] = 20 μM[MTBE] = 8 μM
[MTBE] = 0

)کنترل(

3/26/29/235/3Vmax(U/ min/mg
protein)

6/54/55/48/3Km (mM)

MTBE)8 ،20 ،40ي مختلف از هاغلظت،MTBEو حضور حضور آنزیم در عدم Kmو Vmaxتغییرات مقادیر نمودار6شکل

)mg/mL05/0(غلظت آنزیم =75/7pHمیلی مولار با50سولفات - در بافر تریسمیکرومولار)

0
1
2
3
4
5
6

کنترل 8 μM 20 μM 40 μM

[MTBE]

Vmax

Km

-1.5

-1

-0.5

0

0.5

1

1.5

2

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6

1/
[S

]

1/V

کنترل

[MTBE] = 8 μM

[MTBE] = 20 μM

[MTBE] = 40 μM
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بر غیرطبیعی شدن حرارتی آنزیمMTBEاثر 3-3

ــاننمــودار غیرطبیعــی شــدن آنــزیم کربنیــک   در IIدرازی

رسم شده است گرادیسانتدرجه 70تا 50محدوده دمایی 

MTBEدهد ساختار آنـزیم در حضـور   و نتایج نشان می

ي تغییر پیدا کرده است که نسبت به حالت طبیعـی  اگونهبه

ي دارد بنابراین در دمایی کمتر از ترفیضعخود پیوندهاي 

ی بـه عبـارت  شود، حالت طبیعی ساختار آنزیم واسرشته می

نسـبت بـه   MTBEي مختلـف  هاغلظتآنزیم در حضور 

7شکل شده است. در ترحساسغیرطبیعی شدن حرارتی 

صـورت بـه نمودار غیرطبیعی شدن آنزیم کربنیک انیـدراز  

نشان داده شده است.تابعی از دما

ذوب آنزیم کربنیـک انیـدراز در حالـت طبیعـی     دماي

در MTBEاست و در حضور گرادیسانتدرجه 63حدود 

درجـه سـانتیگراد رسـیده    60میکرومـولار بـه   40غلظت 

در دهـد سـاختار   است. این کاهش دماي ذوب نشـان مـی  

ــور ــدم  MTBEحض ــه ع ــبت ب ــور نس از MTBEحض

.استحکام کمتري برخوردار است

و میکرومولار)MTBE)30 ،40ي مختلف از هاغلظتشدن حرارتی آنزیم در عدم حضور و حضور بر غیرطبیعیMTBEاثر 7شکل

)mg/mL05/0(غلظت آنزیم pH=75/7مولار با میلی50سولفات -در بافر تریسگرادیسانتدرجه 70تا 50محدوده دمایی 

آنزیم در حضـور  هاي فلورسنس ذاتیگیرياندازه3-4

MTBEهاي مختلف غلظت

IIانیـدراز کربنیـک آنـزیم ذاتـی فلورسـنس نشريطیف

8،20،30،40هـاي غلظـت حضـور وغیـاب درانسانی

دراست.شدهدادهنشان8شکلدرMTBEمیکرومولار

اسـت. بودهنانومتر280تهییجموجطولهاآزمایشهمه

فلورسـنس شدتشود،میمشاهدهشکلدرکهطورهمان

نسـبت MTBEمختلفهايغلظتدرحضورآنزیمذاتی

نشرشدتکاهشاینکند.میپیداکاهشکنترلحالتبه

دریـا ونزدیکـی درMTBEاتصـال محلدهدمینشان

بیشـینه دارد.قـرار آنـزیم سـطحی هايتریپتوفانموقعیت

nmازMTBEحضوردرIIانیدرازکربنیکنشريطیف

است.شدهجاجابهnm389به385

درآنـزیم ذاتـی فلورسنسهايپیکافتوجاییجابه

نتیجـه توانـد میکنترلحالتبهنسبتMTBEمجاورت

گـرفتن قـرار معـرض دروآنـزیم سـوم سـاختار شدنباز

خاموشـی درنهایـت وحـلال درتریپتوفانهايآمینهاسید

.استشدهآنهانشر

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1.6

50 55 60 65 70

A2
80

T( °C)

کنترل

[MTBE] = 30 μM

[MTBE] = 40 μM"
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MTBE)8 ،20 ،30 ،40ي مختلف از هاغلظت، MTBEو حضور حضور ی آنزیم در عدم ذاتفلورسنسشدتراتییتغ8شکل 

)mg/mL05/0(غلظت آنزیم =75/7pHمولار با میلی50سولفات - در بافر تریسمیکرومولار)

بحث-4

ست که تقریباً اهایکی از متالوآنزیمکربنیک انیدراز انسانی

و مـورد مطالعـات   شـود یمدر تمام موجودات زنده یافت 

 ـا.بـوده اسـت  ياگسترده آنـزیم واکـنش هیدراسـیون    نی

اکســید کـربن بــه بیکربنـات را کاتــالیز   ديریپـذ برگشـت 

اکســید کــربن، بیکربنــات و کــه ديجــاییاز آن.کنــدیمــ

بسیار مهمی در موجودات یوکاریوت و يهانقشپروتون، 

و هـا بافـت پروکاریوت دارند و به نسبت بسـیار زیـاد در   

مختلف این موجودات حضـور دارنـد، وجـود    يهاسلول

ضروري هاونیو هامولکولکربنیک انیدراز در تعادل این 

ــ ــدیم ــزیم در فر باش ــن آن ــک و  ا. ای ــدهاي فیزیولوژی ین

حفظ تعادل اسید و جملهازپاتولوژیک نقش حیاتی دارد،

، هـا بافـت اکسید کربن به خارج از باز در خون، انتقال دي

تولیــد ادرار، لیپــوژنز، (بیوسـنتزي يهــاواکــنشنقـش در  

.)گلوکونئوژنز

يهـا يمـار یبابتلا بـه  در آنزیمایندر عملکردنقص

ایـن آنـزیم نقـش    يامهارکنندهاست و انواع مؤثربسیاري 

کربنیـک  يهـا مهارکننـده دارند. هايماریبمهمی در درمان 

داروهـاي دیورتیـک و ضـد    عنـوان بـه هاستسالانیدراز 

ياگستردهمطالعات تازگی بهگلوکوم استفاده بالینی دارند. 

علاوه بـر  است، انجام شده این آنزیميهامهارکنندهکه بر 

داروهـاي دیورتیـک و ضـد گلوکـوم،     عنـوان بهآنهانقش 

قابلیت درمان صرع، چاقی، سرطان و... را خواهند داشت. 

هـاي زیـاد   تولید این داروها، وجود ایزوزیممشکل اصلی

يهـا ارگـان و هـا بافـت در آنهاکربنیک انیدراز و حضور 

ممکـن اسـت تمایـل    هـا مهارکننـده این .باشدیممختلف 

. ]17-2[ص داشته باشندبیشتري به مهار یک ایزوزیم خا

یک راه عنوانبهتواند این آنزیم میيهامهارکنندهیافتن 

از داروهاي که اینداپامینازجمله . شوددرمانی مؤثر بررسی 

مختلف يهايماریبسولفانامیدي است، این دارو در درمان 

يهايماریببه ، چاقی، عوارض مربوط2نوعازجمله دیابت 

ضـد  داروي عنـوان بهمتابولیک و ... کاربرد دارد. همچنین 

قابل توجه باعث کاهش طوربهو شودیماستفاده فشارخون

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
01

.1
3.

2.
8.

3 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
5-

18
 ]

 

                             9 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1401.13.2.8.3
https://biot.modares.ac.ir/article-22-54897-fa.html


1401، بهار 2، شماره 13دوره _______ ________________________________ زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

130

در ریوممرگقلب و عروق و کاهش يهايماریبعوارض 

.]18[شودیممطالعات کلینیکی 

که مهـار ایـن آنـزیم در برخـی بیمـاري      طورهماناما 

شـدن آن در شـرایط طبیعـی    توانـد مـؤثر باشـد، مهـار    می

نتایج مخربـی بـر سـلامتی انسـان داشـته باشـد.       تواندیم

هاي ها روي ایزوزیممهارکنندههریک از این ریتأثهمچنین 

مختلف کربونیک انیـدراز متفـاوت اسـت و در هریـک از     

اي آنزیم حضـور  هبدن انواع خاصی از ایزوزیميهابافت

ي مهارکننـده  اروهـا همین علت استفاده از ایـن د به،دارند

مـراه خواهـد   هبـه ياناخواسـته عـوارض  کربنیک انیدراز 

گسترده در تولیـد  طوربهMTBEکه از ییجااز آن.داشت

آثـار آن در معـرض گـرفتن قـرار شود و بنزین استفاده می

درنتیجـه تغییـرات   . بر سـلامتی افـراد دارد  يریناپذجبران

بسـیار  MTBEآنزیم کربنیک انیدراز انسـانی در حضـور   

مورد توجه است.

آنـزیم در  آمـده از نشـان دهنـده مهـار    دسـت بهنتایج 

افزایش مقـدار  است،MTBEهاي متفاوت حضور غلظت

Kmنشان از مهـار  با کاهش سرعت فعالیت آنزیم همزمان

MTBEآنـزیم در حضـور   .مخـتلط دارد صورتبهآنزیم 

دچار تغییرات ساختاري شده است و این تغییرات ساختار 

منجر به کاهش تمایل آنزیم به سوبستراي خود شده است. 

سـازوکار  با یک مهارکنندهMTBEدهد نتایج ما نشان می

در توانـد است و میIIدرازیانبراي کربنیک خطیمختلط

عملکرد مؤثر و مفیـد ایـن آنـزیم اخـتلال ایجـاد کنـد و       

کــاهش دمــاي ذوب نشــان .فعالیــت آن را کــاهش دهــد

حضور نسبت به عدم MTBEدر حضوردهد ساختار می

MTBE در میآنـز از استحکام کمتري برخوردار اسـت و

. با توجـه بـه نتـایج    استتر شدهداریناپاMTBEحضور

سـاختار آنـزیم در   فلورسـنس ذاتـی،  آمده از نشر دستهب

از بین پروتئینساختار سومباز شده و MTBEمجاورت 

پـروتئین اسـید  سـاختار  ایـن تغییـر  واقع با رفته است. در

هاي آروماتیکی که در درون پروتئین قـرار داشـته بـه    آمینه

سطح آمده و در معرض حلال قطبی قـرار گرفتـه اسـت،    

هاي حلال انرژي خود را از بنابراین در برخورد با مولکول

و بـه سـمت طـول    پیدا کرده کاهش آندست داده و نشر

هاي بلندتر حرکت کرده است.موج

آلاینده و عملکرد عنوانبهدر طبیعت MTBEحضور 

ناشناخته این مـاده در بـدن سـلامتی انسـان را بـه خطـر       

حـذف ایـن مـاده از    بـراي به دلیل هزینـه بـالا   اندازد.می

در استفاده کمتر بهترین گزینـه اسـت.  ، زیرزمینیيهاآب

به حـداقل ممکـن   MTBEکشورهاي اروپایی استفاده از 

در MTBEامید داریـم بـا کـاهش مصـرف     . رسیده است

تولید بنزین در کشور ما نیز حضور این آلاینده در طبیعت 

به صفر نزدیک شود.
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Abstract
Methyl tertiary-butyl ether (MTBE) One of the gasoline additives used to
increase octane and reduce greenhouse gas emissions, MTBE can enter the
human blood flow through different ways including inhalation, oral and skin
contact. Human carbonic anhydrase is one of the metalloenzymes that is
found in almost all living organisms and has been extensively studied and
many diseases are associated with carbonic anhydrase. In this study, the
effect of MTBE proximity with human carbonic anhydrase II enzyme on
enzyme activity was investigated by visible-ultraviolet spectroscopy and
changes in enzyme Tm at different concentrations of MTBE were reported.
In addition, the structural changes of the enzyme in the presence of MTBE
were examined by intrinsic fluorescence spectroscopy. The results show that
the enzyme activity in the presence of MTBE is inhibited by liner-complex
mechanism. The results of intrinsic fluorescence spectroscopy of the enzyme
show changes in the structure of the enzyme in the presence of MTBE. Also,
following the binding of MTBE to the enzyme, the thermal stability of the
enzyme is reduced and it becomes sensitive to temperature changes.

Keywords: Carbonic anhydrase, Spectroscopy, Enzymatic kinetics, MTBE
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