
  مدرس دانشگاه تربیتفناوري زیست 
 1395 بهار و تابستان، 1، شماره 7دوره 

25 

  
بررسی اثرات سینتیکی و ترمودینامیکی سوربیتول بر روي 

  سودوموناس فلوئورسانس لیپاز
  

  *4، بیژن رنجبر3، خسرو خواجه2، خسرو خلیفه1فروغ حکیمی نیا
  تهران دانشگاه تربیت مدرس،گروه بیوفیزیک، دانشکده علوم زیستی، دکتري بیوفیزیک،  - 1

  زنجاندانشگاه زنجان، دانشکده علوم،  ،شناسیگروه زیستاستادیار بیوفیزیک،  - 2
  تهران  دانشگاه تربیت مدرس،گروه بیوشیمی، دانشکده علوم زیستی، استاد بیوشیمی،  - 3
  تهران دانشگاه تربیت مدرس،گروه بیوفیزیک، دانشکده علوم زیستی، استاد بیوفیزیک،  - 4

  
  14115-175پستی  کدتهران، * 

ranjbarb@modares.ac.ir 
  )1/9/94: پذیرش مقاله  26/12/93: دریافت مقاله(

  
لیپاز سودوموناس . شوندلیپازها به عنوان یک گروه آنزیمی مهم باعث هیدورلیز و سنتز استرها می -چکیده

  .باشدکیلودالتون می 33فلوئورسانس یک نوع گرمادوست از لیپازها است که وزن مولکولی آن در حدود 
هاي مختلف سوربیتول بر روي فعالیت و پایداري کنفورماسیونی سودوموناس  در این تحقیق اثر غلظت

بر اساس . ی قرار گرفتنمایی دورانی مورد ارزیاب هاي جذب و دورنگ فلوئورسانس لیپاز با استفاده از تکنیک
هاي سینتیکی بازتاخوردگی و  گیري مولار سوربیتول براي اندازه 6/0نتایج مطالعات ترمودینامیکی غلظت 

نتایج مطالعات سینتیکی نشان داد که . واسرشتگی با استفاده از دستگاه فلوئورسانس جریان متوقف انتخاب شد
ها مستلزم واسرشتگی و جدا شدن  گیرد، یکی از آن میواسرشتگی لیپاز از طریق دو مسیر متفاوت صورت 

اي شامل جدا شدن زیرواحدها و به دنبال  دو مرحله فرایندهمزمان زیرواحدها بوده و دیگري دربرگیرنده یک 
حاکی از آن بود که در حضور سوربیتول بیشتر  هاي بدست آمده یافته. باشد زیرواحدها می آن واسرشتگی کامل

نتایج سینتیکی بازتاخوردگی نیز نشان داد که . شوند از طریق مسیر آهسته دچار واسرشتگی می ها جمعیت ملکول
 .کند در حضور سوربیتول سد انرژي واکنش بازتاخوردگی کاهش پیدا می

  .بازتاخوردگی ،واسرشتگی ،سینتیک ،سودوموناس فلوئورسانس لیپاز ،ولسوربیت :واژگانکلید
  
  مقدمه -1

یک زنجیره  (EC 3.1.1.3)ز سودوموناس فلوئورسانس لیپا
اسیدآمینه با  296پپتیدي است که در حالت تکی از  پلی

 .کیلودالتون تشکیل شده است 33وزن مولکولی حدود 

 1پذیري ویژگیي هیدورلیز لیپیدها با این آنزیم وظیفه
 ،داردبر عهده انانتیومري استرها را  مبتنی بر انتخابی

بنابراین از این دسته از لیپازها براي مصارف صنعتی و 

                                                             
1. Specificity 
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  .]1،2[ شود اي استفاده میایی به طور گستردهشیمی
سودوموناس فلوئورسانس لیپاز مکانیسم متفاوتی براي 

 سازي فعالکه به آن  دهدیهیدرولیز از خود نشان م
به دلیل وجود  سازي فعالاین نوع . گویندسطحی می

 باشددریچه می به نامجایگاه فعال لیپاز  ساختار متحرك
دریچه از روي جایگاه اتصال این که در فرم فعال آنزیم، 

بر این اساس، دو شکل باز . رودآنزیم و سوبسترا کنار می
که شکل باز آنزیم همان حالت  و بسته آنزیم وجود دارد

بر این . باشند میفعال و فرم بسته حالت غیرفعال آنزیم 
، براي فعالیت این لیپاز ایجاد حالت باز آنزیم اساس

ضروري است زیرا فقط در حالتی که دریچه بر روي 
تواند به لیپاز متصل  یگاه فعال قرار ندارد سوبسترا میجا

 .]5-3[ شود

یپاز هیدروفوبی سودوموناس فلوئورسانس لهاي جایگاه
این لیپاز  2باعث دوتایی شدن هاي آبگریزبا ایجاد میانکنش

. شوندکیلودالتون می 66با وزن مولکولی حدود 
تواند حتی در سودوموناس فلوئورسانس لیپاز می

ي آنزیمی نیز ساختار دوتایی به خود هاي میانه غلظت
پایین از لیپاز و یا در خیلی هاي اما در غلظت. بگیرد

دوتایی این فرم  X-100هایی مانند تریتونحضور دترجنت
 .]9-6[ شودبه حالت تکی تبدیل می

هاي هاي دوتایی از طریق مکانیسمپروتئین تاخوردگی
(  3گیرد که از حالت انتقال دو حالتهمتفاوتی انجام می

تا ) واسرشته شامل تنها فرم دوتایی طبیعی و یا تکی
-می هاي تکی یا دوتاییتشکیل انواع متفاوتی از حدواسط

هاي در فرمفقط دوحالته  تاخوردگیالبته مکانیسم .  باشد
 .]12-10[ کوچک قابل تشخیص است دوتایی

سوربیتول به عنوان یک قند الکلی با فرمول شیمیایی 
C6H14O8  این . شودیجاد میمتابولیسم ا هايفرایند طیدر

کننده از احیاي گلوکز و جابجایی گروه  سوربیتول شیرین
 تأثیرمقاله در این . آیدآلدهید با هیدروکسیل به دست می

                                                             
2. Dimerization 
3. Two-State Transition 

پایداري فعالیت، بر  یتاسمولیک سوربیتول به عنوان 
مورد  لیپاز  سینتیک تاخوردگیهمچنین ترمودینامیکی و 

  ].13،14[ بررسی قرار گرفته است
  
  ها مواد و روش -2

سودوموناس فلوئورسانس لیپاز از شرکت سیگما 
(st.louis,MO,USA)  خریداري شد سپس عمل حذف

-ها از محیط آنزیمی توسط دیالیز در بافر تریسدترجنت
HCL  باpH  انجام  مولار میلی 100و غلظت  8برابر با
لیتر  1گراد در حجم  درجه سانتی 4دیالیز در دماي  .گرفت

هاي صورت گرفت سپس نمونه ساعت 14به مدت از بافر 
در مرحله بعد براي . دیالیز شده تعیین غلظت شدند

از تکنیک با استفاده وزن مولکولی لیپاز  ،حصول اطمینان
SDS-PAGE براي تعیین فعالیت . شد مشخص

 mg/ml 05/0سودوموناس فلوئورسانس لیپاز از غلظت 
هاي مختلف  این کار در غلظت. ئین استفاده شدپروت

براي این کار از ترکیب . انجام شد M) 1تا  0 (تولسوربی
به عنوان سوبسترا و  )PNPP(پارانیتروفنیل پالمیتات 

مورد طول موج  .استفاده شد UV/Visسنج  طیفدستگاه 
نانومتر و زمان مورد نیاز براي انجام واکنش  410 استفاده

  .] 7 [در نظر گرفته شدثانیه  30
  
   دورانیتکنیک دورنگ نمایی  -2-1

گرد گرد و چپجذب متفاوت نور راست ي که از نظرمواد
 .باشند می 4نمایی دورانی داراي طیف دورنگ ،فعال باشند

به لحاظ  دهد که کروموفورهایی رخ میاین پدیده در 
بوده و یا در محیطی نامتقارن قرار گرفته متقارن ناشیمیایی 

 دورانی درنمایی  دورنگ سیگنالدر این تحقیق . باشند
توسط دستگاه  5ف ماوراي بنفشمحدوده ناحیه دور از طی

غلظت . ثبت گردید JASCO-J-715اسپکتروپلاریمتر 
. بود mg/ml 2/0پروتئین مورد استفاده در این مرحله 

                                                             
4. Circular Dichroism (CD) 
5. Far-UV CD 
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-deg cm2 dmol [θ](  6واري مولینتایج به صورت بیضی

این . و بر اساس میانگین وزن اسیدهاي آمینه ارائه شد) 1
محاسبه  λ = (θ×100 MRW)/ (cl)[θ]پارامتر با فرمول 
 mg/ml  ،lغلظت پروتئین برحسب  cگردید که در آن 

طول مسیر عبور نور بر حسب سانتیمتر از کووت حاوي 
گیري شده بر حسب  واري اندازهپارامتر بیضی θنمونه و 

هاي موجود  سپس آشفتگی. باشدمی ƛدرجه در طول موج 
بر مبناي دهنده آشفتگی افزار کاهشها توسط نرمدر طیف

فوریه با کمترین تغییر در شکل پیک همراه با عمل تبدیل 
بیشترین کاهش آشفتگی برطرف گردید و پس از آن با 

دوم در  هايدرصد ساختار JASCOافزار استفاده از نرم
 تأثیرتار تحت پروتئین مورد نظر و تغییرات این ساخ

   .]15،16[ سوربیتول تعیین شد
 
  مطالعات سینتیکی -2-2

ترین روش براي امروزه رایج 7تکنیک جریان متوقف
هاي سریع واکنشو ثبت وقایع اولیه در العات سینتیکی مط
-هاي واکنشدر این روش حجم کمی از محلول. باشد می

هاي مورد نظر با هاي حاوي محلولاز طریق سرنگدهنده 
شوند تا کننده مناسب منتقل میسرعت بالا به یک مخلوط

این تکنیک اطلاعات خود را . آغاز گردددر کووت واکنش 
نمایی بر مبناي تغییرات جذب، فلوئورسانس، دورنگ

مهمترین کاربرد . دهد دورانی و پراکنش نوري به دست می
باشد که  واکنش می آوردن ثابت سرعت این تکنیک بدست

  .نشان داده شده است kبا پارامتر مورد نظر  در این مقاله
با  در این آزمایش از دستگاه فلوئورسانس جریان متوقف

  cmهمراه با کووت  Biologic µ-SFM-20 مشخصات
و تغییرات طیف فلوئورسانس بر حسب استفاده شد  8/0

افزار بدست آمده با نرمسپس نتایج . زمان ثبت گردید
Biokin براي این بررسی پس از مخلوط شدن . آنالیز شد

نانومتر  280با عمل تحریک در ها مواد موجود در سرنگ

                                                             
6. Molar Ellipticity 
7. Stopped-Flow 

در طول موج تغییرات طول موج نشري از فلوئورسانس 
  . برحسب زمان ثبت گردیدنانومتر  340

افر پروتئین لیپاز در بابتدا ، تاخوردگیهاي بازبراي آزمایش
و  ساعت انکوبه گردید 5مولار به مدت  4اوره با غلظت 

پس از به تعادل رسیدن واکنش واسرشتگی و ثابت شدن 
-آزمایش ،خوردهتاهاي واسرشته به نسبت تعداد پروتئین

بدین صورت که پروتئین  .انجام شد تاخوردگیهاي باز
در سرنگ شماره را و بافر  1واسرشته را در سرنگ شماره 

مخلوط کردن محتواي این دو سرنگ به ریخته و با  2
اوره در محلول حاوي رقیق شدن ناگهانی و  1:6نسبت 
، با این اي تاخوردن پروتئین فراهم شدشرایط بر ،پروتئین

هاي مورد نظر از سوربیتول در این بافر غلظتتوضیح که 
هاي مختلف  در غلظت و عمل بازتاخوردگیاستفاده شده، 

فلوئورسانس ناشی از تهییج با ثبت . ت گردیدسوربیتول ثب
نانومتر بلافاصله پس از شروع واکنش یک منحنی  280در 

هاي کاهش تدریجی تعداد مولکول دهنده که نشاننمایی 
-می هاي بازتاخورده تدریجی مولکولواسرشته و افزایش 

در نظر داشتن ها با  تفسیر داده .باشد به دست آمد
هاي ترمودینامیک کلاسیک آماري صورت  فرض پیش

  . گرفت
، پروتئین موجود در بافر در سرنگ واسرشتگیدر واکنش 

هاي مولار همراه با غلظت 4و بافر حاوي اوره  1شماره 
ریخته شد و عمل  2مورد نظر سوربیتول در سرنگ شماره 

اوره به بازشدن لیپاز با مخلوط کردن ناگهانی پروتئین و 
 شروع شد و یک طیف نمایی دیگر بدست آمد 1:6نسبت 

هاي  که نشان دهنده افزایش تدریجی تعداد ملکول
هاي طبیعی  واسرشته و کاهش همزمان تعداد ملکول

  . باشد می
نتایج سینتیکی بدست آمده هاي نمایی یا همان  منحنی

تطبیق داده شد و  )1(توسط دستگاه با معادله نمایی 
  .یعنی ثابت سرعت واکنش بدست آمدپارامتر مجهول 

Y= at + b +∑n
i ci e-kt                                          )1(  
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محل تقاطع خط مبناي  bشیب منحنی،  aدر این رابطه 
  . باشددامنه می cو  yمنحنی با محور 

هاي سرعت پروتئین با استفاده از این شیوه آنالیز، ثابت
  s-1دیمانسیون  با آید کهدر شرایط مختلف بدست میلیپاز 

هاي طریق تست برازش مطابق با منحنی از. شود بیان می
تطبیق معادله با نتایج میزان صحت آماري تعیین شده و 

   .]19- 17[ شودمعلوم میآزمایشگاهی 
از طرف دیگر براي بدست آوردن سطح انرژي گذار، 

قرار داده  )2(ثابت سرعت واکنش واسرشتگی را در رابطه 
نسبت به حالت  G‡و تغییرات انرژي حالت گذار 

  .گرددهاي سینتیکی محاسبه مید طیفتاخورده در مور
)2(  ‡( ) exp( )B

GK Tk h RT


  
باشد ثابت سرعت واکنش واسرشتگی می kدر این رابطه 

هاي سینتیکی واسرشتگی یا طیف که اطلاعات آن از
دماي  Tبولتسمن،  ابتث KB. آیدبدست می بازتاخوردگی

.ثابت پلانگ است hکلوین و  درجه آزمایش برحسب
‡G  یا سدانرژي واکنش تبدیل  سازي فعالانرژي آزاد

  .باشدمی) ویا برعکس(از حالت تاخورده به واسرشته 

  نتایج -3
  س فلوئورسانس لیپازاسنجی سودومونفعالیت -3-1

فعالیت آنزیم با استفاده از سوبستراي آن یعنی 
هاي مختلف پارانیتروفنیل پالمیتات و در حضور غلظت

البته فعالیت آنزیم  ؛سوربیتول مورد سنجش قرار گرفت
بدون حضور سوربیتول نیز به عنوان کنترل منفی مورد 

سنجی  عالیتنتایج حاصل از ف 1شکل . بررسی قرار گرفت
  .]23-20[ دهد آنزیم را نشان می

با توجه به این نمودار فعالیت آنزیم ابتدا با افزایش غلظت 
محدوه به نقطه حداقل خود در  ه وسوربیتول کاهش یافت

و سپس  رسد میمولار سوربیتول  4/0 تا 2/0ی غلظت
مولار  6/0غلظت  ازتا اینکه  هافزایش کرد اره شروع بهدوب

کند تا در سوربیتول فعالیت دوباره شروع به کاهش می
مولار دوباره به نقطه حداقل خود برسد که این  1نقطه 

یعنی محدوه غلظتی ي حداقل قبلی نقطه مطابق با نقطه
در نتیجه این نمودار یک شکل  .مولار است 4/0تا  2/0

هاي سینوسی را براي فعالیت آنزیم در غلظت نسبتاً
   .دهدمختلف سوربیتول از خود نشان می

  

  
به عنوان  PNPPنمودار در حضور پروتئین لیپاز، . سوربیتول Sهاي مختلف سوربیتول، نمودار فعالیت لیپاز برحسب غلظت  1شکل 

  .هاي خاص سوربیتول بدست آمده استسوبسترا و غلظت
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 CDمطالعات ساختاري با استفاده از تکنیک  -3-2

براي مطالعه تغییرات ایجاد شده در محتواي ساختار دوم 
پروتئین در حضور و عدم حضور سوربیتول از روش 

دورانی در ناحیه دور استفاده  دو رنگ نمایی سنجیطیف
سنجی پس از چند  توجه داشته باشید که این طیف. شد

ساعت انکوبه کردن پروتئین با سوربیتول و حصول 
. ها انجام شده است اطمینان از به تعادل رسیدن واکنش

هاي  نشان دهنده تغییرات ایجاد شده در مارپیچ 1جدول 
یچه نامنظم آلفا، صفحات بتا و همچنین ساختارهاي پ

  . باشد هاي مختلف سوربیتول می تحت تأثیر غلظت
  

درصد ساختارهاي متفاوت لیپاز در شرایط بافري   1جدول 
نمایی دورانی در  سنجی دورنگ مختلف بر اساس نتایج طیف

  ناحیه ماوراي بنفش دور
 درصد عناصر ساختار دوم  

 
مارپیچ 

 آلفا
صفحات 

 بتا
پیچه 
 نامنظم

7/30 لیپاز  2/56  1/13  

مولار  2/0غلظت +لیپاز
 سوربیتول

1/0  2/57  7/42  

مولار  4/0غلظت +لیپاز
 سوربیتول

9/31  1/68  0 

مولار  6/0غلظت +لیپاز
 سوربیتول

8/41  2/58  0 

مولار  8/0غلظت +لیپاز
 سوربیتول

0 5/32  5/67  

مولار  1غلظت +لیپاز
 سوربیتول

8/20  9/52  3/26  

  
دهد که در حضور سوربیتول  دقت در این نتایج نشان می

کند، به  درصد ساختار آلفا به صورت سینوسی تغییر می
مولار سوربیتول بیشترین القاي  6/0طوري که در غلظت 

شود در حالی که در  ساختار آلفا در پروتئین دیده می
مولار بیشترین کاهش در این ساختار  2/0و  8/0هاي  غلظت

مولار سوربیتول  6/0علاوه بر این در غلظت . شود دیده می
اي از ساختار آلفاي القا شده در پروتئین ناشی از  بخش عمده

  . کاهش پیچه نامنظم و تبدیل آن به آلفا است
  
   ینتیکیمطالعات س -3-3

سنجی و ساختاري  با در نظر گرفتن مطالعات فعالیت
مولار سوربیتول توام  6/0مشخص گردید که در غلظت 

هاي قبل  با افزایش ساختار آلفا فعالیت نیز نسبت به غلظت
بنابراین . و بعد از این مقدار افزایش پیدا کرده است

مولار سوربیتول را براي انجام مطالعات  6/0غلظت 
انتخاب کرده و این  بازتاخوردگیواسرشتگی و یکی تسین

ور سوربیتول ها در این غلظت و همچنین عدم حض واکنش
ینتیکی سهاي طیف 2 شکلدر . ندمورد بررسی قرار گرفت

پروتئین لیپاز در حضور و عدم حضور واسرشتگی 
ها در آنالیز این طیف. سوربیتول نشان داده شده است

ها را با معادله نمایی مرتبه اول و یا مرتبه دوم توان آن می
و به مطابقت داده ) ها در بخش مواد و روش )1(معادله (

هاي آزمایشگاهی به ثابت سرعت از داده 2یا  1ترتیب 
  .)3شکل ( دست آورد

ینتیکی سکه مربوط به آنالیز طیف  4 شکلدر عمل مطابق 
باشد بهتر لیپاز در حضور سوربیتول می بازتاخوردگی

ي نمایی مرتبه دوم مطابقت داده است که منحنی با معادله
  .شودبیشتر میشود زیرا در این حالت میزان برازش 

هاي سرعت حاصل از جورشدگی  با قرار دادن ثابت
سد انرژي واکنش  2هاي نمایی در معادله  طیف

نتایج حاصل از این شیوه آنالیز . آید واسرشتگی بدست می
در این  .استآورده شده 2و محاسبات مربوطه در جدول 

 T. است S-1ثابت سرعت بوده و دیمانسیون آن  k جدول
بر حسب درصد،  Wبوده و  Sش با واحد زمان آسای

هاي متعلق به هر ثابت سرعت بوده و جمعیت مولکول
تغییرات انرژي آزاد واکنش  +ΔG. باشدفاقد دیمانسیون می

  .باشدمی kcal/molواسرشتگی برحسب 
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ها از پایین به طیف. سوربیتول فلوئورسانس لیپاز تحت تاثیر اسمولیتطیف سینتیکی واکنش واسرشتگی پروتئین سودوموناس   2شکل 

  .و بدون سوربیتول بالا در شرایط حضور سوربیتول
 

  
با معادله حاوي دو  سوربیتول سودوموناس فلوئورسانس لیپاز در حضور اسمولیت واسرشتگیطیف سینتیکی برازش منحنی   3 شکل

  .باشد دهنده برازش بالا می نشانکادر بالایی . ثابت سرعت
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روتئین پ هاي سینتیکی بازتاخوردگیطیف 4 شکلدر 
 6/0ز در حضور غلظت سودوموناس فلوئورسانس لیپا

طور  همان .مولار سوربیتول و عدم حضور آن آمده است
ها مشخص است لیپاز در هر دو  که از شکل ظاهري طیف

ثانیه ساختار طبیعی خود  015/0در  تقریباً شرایط آزمایش
آورد با این حال در حضور سوربیتول منحنی  را بدست می

  . رساند مربوطه با شیب تندتري این واکنش را به انجام می
ها با استفاده از معادله نمایی درجه اول آنالیز این طیف

هاي صورت گرفته و یک ثابت سرعت از هرکدام از طیف

به عبارت دیگر چه در . زتاخوردگی بدست آمدسینتیکی با
هاي لیپاز  حضور و چه در عدم حضور سوربیتول ملکول

فقط یک مسیر را براي رسیدن به حالت طبیعی از حالت 
نتایج حاصل از آنالیز و محاسبات . کنند واسرشته انتخاب می

در این . آمده است 3هاي بازتاخوردگی در جدول آزمایش
 T. است S-1بوده و دیمانسیون آن  ثابت سرعت k جدول

غییرات انرژي آزاد ت +ΔGبوده و  Sزمان آسایش با واحد 
  .باشدمی kcal/molواکنش بازتاخوردگی برحسب 

  

  
  اسمولیت سوربیتولدر حضور و عدم حضور  سودوموناس فلوئورسانس لیپازمربوط به واکنش بازتاخوردگی  سینتیکیطیف   4شکل 

  
  پارامترهاي سینتیکی واسرشتگی لیپاز در حضور و عدم حضور سوربیتول  2جدول 

 پارامترهاي سینتیکی  
 k1 k2 W1 W2 ΔG+

1 ΔG+
2 T1 T2 

16/6 لیپاز ± 26/0  44/0 ± 003/0  14/43  86/56  31/16  93/17  16/0  24/2  

سوربیتول+لیپاز  44/13 ± 82/0  67/0 ± 005/0  38 62 93/15  62/17  07/0  49/1  

هاي متعلق به بر حسب درصد، جمعیت مولکول Wبوده و  Sزمان آسایش با واحد  T. است S-1ثابت سرعت بوده و دیمانسیون آن  k در این جدول
  .باشدمی kcal/molتغییرات انرژي آزاد واکنش واسرشتگی برحسب  +ΔG. باشدهر ثابت سرعت بوده و فاقد دیمانسیون می
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لیپاز در حضور و  بازتاخوردگیپارامترهاي سینتیکی   3جدول 
  عدم حضور سوربیتول

 پارامترهاي سینتیکی 
 k ΔG+ T 

17/57 لیپاز + 02/0  01/15  01/0  

سوربیتول+لیپاز  16/74 + 05/0  92/14  01/0  

زمان  T. است S-1ثابت سرعت بوده و دیمانسیون آن  k در این جدول
تغییرات انرژي آزاد واکنش  +ΔGبوده و  Sآسایش با واحد 

 .باشدمی kcal/molبازتاخوردگی برحسب 

  
فرونشانی داخلی در سودوموناس فلوئورسانس  -3-4

  لیپاز
هاي فلوئورسانس جریان متوقف پدیده برطبق طیف

این پدیده . فرونشانی داخلی در پروتئین لیپاز دیده شد
هایی با تعداد کم تریپتوفان پروتئین عجیب براي خانواده

فرونشانی در اثر عوامل  در حالتی که. شودمشاهده می
علت آن  ،خارجی غیر از ساختار خود پروتئین باشد

جابجایی تریپتوفان از یک محیط غیرقطبی به محیط قطبی 
هاي قطبی حلال و یا و در پی آن واکنش با مولکول

ها با عنوان از آن هاي دیگري در حلال است کهملکول
بنابراین انتظار . شودعوامل فرونشان خارجی نام برده می

م با باز شدن پروتئین شدت طیف أرود که تومی
با این حال . فلوئورسانس تریپتوفان شروع به کاهش نماید

در مورد لیپاز وضعیت به گونه دیگري است به این معنا 
انس تریپتوفان م با بازشدن پروتئین افزایش فلوئورسأکه تو

توان گفت که در ساختار فشرده و لذا می. شودمشاهده می
هاي طبیعی این پروتئین فلوئورسانس ناشی از ملکول

هایی در داخل ساختار پروتئین تریپتوفان توسط بخش
شوند که با باز شدن ساختار و کنار دچار فرونشانی می

رفتن این عوامل داخلی فرونشان طیف فلوئورسانس 
  .]24،25[ یابدزایش میاف

ت که سودوموناس این نکته مشخص شده اس
عدد  4فلوئورسانس لیپاز مورد مطالعه فقط داراي 

افزار لذا این ساختار با استفاده از نرم. باشدتریپتوفان می
SPDBV   حاصل از این مورد آنالیز قرار گرفت و نتایج

آمینه درگیر در پدیده آنالیز به صورت برهمکنش اسیدهاي
هاي موجود در ساختار فرونشانی داخلی با تریپتوفان

  .بدست آمد 4پروتئین مطابق جدول 
با توجه به مقالات موجود، فاصله مورد نیاز اسیدهاي 

شوند رسد باعث فرونشانی میاي که به نظر می آمینه
)Glu-His-Asn-Asp-Cys- Tyr-Phe-Gln ( کمتر ازÅ6 

به  4بنابراین نتایج جدول . ]26[ تخمین زده شده است
انی داخلی در ساختار توجیه کننده فرونش تواندخوبی می
چهار  203و  99،187، 29هاي شماره تریپتوفان .لیپاز باشد

باشند و تریپتوفان موجود در پروتئین لیپاز می
-دهنده اسید ها نشانهاي هر کدام از تریپتوفان کنش برهم

  .باشدها می هاي عامل فرونشانی مجاور با تریپتوفانآمینه
علت ایجاد فرونشانی داخلی در  4اساس جدول  بر

شود که سودوموناس فلوئورسانس لیپاز مشخص می
 4هاي ایجادکننده فرونشانی در اطراف حضور اسیدآمینه

اسیدآمینه تریپتوفان و در فاصله نزدیک به آنها باعث ایجاد 
  .    شوداین حالت می

  
ي عامل آمینههاي تریپتوفان با اسیدهايبرهمکنش  4جدول 

 فرونشانی داخلی در لیپاز

  هايبرهمکنش
  تریپتوفان 

هاي اسیدآمینه
 تریپتوفان

Tyr28-Asn78-His82-Phe284 Trp29  
Gln66-Asp98  Trp99 
Glu186-Tyr247  Trp187 
Tyr259-His287-Phe284  Trp203 

  
  گیري یجهو نت بحث -4

 برايها از اسمولیت معمولاًفناوري  در تحقیقات زیست
ها و پایدارسازي آنها استفاده پروتئین القاي بازتاخوردگی

سوربیتول به عنوان یک قند الکلی از نظر بار . شودمی
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وزن مولکولی پایین با الکتریکی خنثی است، علاوه بر این 
 .را مطلوب نمایدپروتئین  بازتاخوردگی فرایند تواند می

تواند  میسوربیتول با توجه به اثر اسمولیتیکی خود 
 ساختار طبیعی پروتئینو  خودبین  یپیوندهاي مطلوب
در نتیجه تعادل را به سمت تشکیل حالت برقرار کرده و 

با توجه به  تحقیقدر این . طبیعی پروتئین پیش برد
سوربیتول بر مولار  6/0 غلظتمشاهده اثرات غیرطبیعی 

از این غلظت براي مطالعات روي فعالیت پروتئین لیپاز 
  .و واسرشتگی استفاده شد اخوردگیبازت

روند کاهش فشردگی  1و جدول  1شکل با توجه به 
ساختار آنزیم با  بازتاخوردگیساختار و سپس افزایش 

تغییرات فعالیت برحسب غلظت سوربیتول مطابقت دارد 
ساختار آنزیم رابطه مستقیمی با  کاهش فشردگییعنی 

برهم توان گفت که  بنابراین می. هش فعالیت آنزیم داردکا
خوردن ساختار و شکل فضایی جایگاه فعال بر اثر کاهش 

احتمالی و شل شدن  بتاو افزایش صفحات  مارپیچ آلفا
پیچه نامنظم دلالت بر جایگاه فعال بر اثر افزایش درصد 

مولار  4/0که با افزایش غلظت سوربیتول تا  این نکته دارد
کاهش فعالیت  همراه با القاي ساختاري ادامه این روندو 

مولار  4/0بعد از گذر از غلظت  .شود مشاهده می
افزایش فعالیت مولار سوربیتول  6/0سوربیتول، در غلظت 

هاي انجام شده با که بعد از بررسی شود مشاهده می
مشخص  نمایی دورانی در ناحیه دور دورنگتکنیک 

 مارپیچ آلفاکه در این غلظت از سوربیتول درصد  شود می
نسبت به قبل کاسته  پیچه نامنظمافزایش یافته و از میزان 

همراه با افزایش فعالیت  مارپیچ آلفاشده است پس ایجاد 
البته در این نقطه باز هم همچنان فعالیت آنزیم  ،بوده است

ها در بررسی .باشداز حالت بدون اسمولیت کمتر می
بعد از غلظت  دهد که نشان میهاي بالاتر سوربیتول تغلظ

 مولار میزان فعالیت با شیب تندي شروع به کاهش 8/0
دوباره  مارپیچ آلفا نیزدر این غلظت، درصد نماید و  می

نماید و به همان اندازه میزان شروع به کاهش شدید می

رود و این کاهش فعالیت نیز بالا می پیچه نامنظمساختار 
یابد که آن نیز به مولار سوربیتول ادامه می 1لظت تا غ

به نظر میرسد که فعالیت  .باشدمی بتا دلیل القاي ساختار
بندي خاصی از مجموعه ساختارهاي دوم  بهینه در ترکیب

وجود دارد و بهترین حالت در شرایط بافري و بدون 
مولار  6/0حضور اسمولیت بوده و در حضور غلظت 

بندي انواع ساختارها موجب  چه ترکیبسوربیتول نیز اگر
فعالیت آنزیم مشابه شرایط عدم حضور سوربیتول 

شود ولی در این غلظت؛ پروتئین نسبت به بقیه  نمی
  .   دهد ها فعالیت بهتري از خود نشان می غلظت

 ي مطالعات سینتیکی واسرشتگی و بازتاخوردگیبرا
سودوموناس فلوئورسانس لیپاز در حضور اوره از تکنیک 

بررسی کیفی . فلوئورسانس جریان متوقف استفاده شد
دهد که  نشان می )2 شکل(منحنی واکنش واسرشتگی لیپاز 

توام با واسرشته شدن پروتئین و افزایش نسبت تعداد 
هاي طبیعی شدت  هاي واسرشته به پروتئین پروتئین

ه به اینکه معمولا در با توج. یابد می لوئورسانس افزایشف
ها به علت قرار گرفتن پروتئین بیشترهنگام واسرشتگی 

در ) تریپتوفان و تیروزین(کروموفورهاي مورد بررسی 
معرض محیط قطبی شدت فلوئورسانس کاهش پیدا 

کند، لذا افزایش شدت فلوئورسانس توام با باز شدن  می
فرونشانی  احتمالاً حاکی ازدر لیپاز ساختار پروتئین 

 به این معنا که در حالت طبیعی احتمالاً ،باشدداخلی می
اند که در  کروموفورها در موقعیتی از ساختار قرار گرفته

فاصله نزدیک نسبت به عوامل فرونشان داخلی بوده و 
هاي فلوئورسانس ناشی از نشر این  بخشی از فوتون

شود به  یکروموفورها توسط این عوامل فرونشان جذب م
 طوري که با کنار رفتن این عوامل در اثر باز شدن ساختار

افتادند اکنون  به دام می ها که قبلاً بخشی از فوتون پروتئین؛
شوند، البته به  آزاد شده و به سمت آشکارساز گسیل می

علت قرار گرفتن در محیط قطبی و میانکنش با 
در هنگام واسرشتگی یک ) 4جدول (هاي آب  ملکول
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، با این حال شدت شود مشاهده میرونشانی خارجی نیز ف
ایست  فرونشانی داخلی در ساختار طبیعی پروتئین به گونه

هاي طبیعی و  نوع فرونشانی در حالت وکه برآیند این د
باعث افزایش نشر فلوئورسانس در اثر باز شدن  واسرشته،

البته بررسی مکانیسم دقیق این نوع . شود پروتئین می
هاي ساختاري بیشتر  نی در لیپاز نیاز به بررسیفرونشا

  .  دارد
 دهد واسرشتگی پروتئین نشان مینتایج آزمایش سینتیکی 

که بازشدن پروتئین در حضور و همچنین عدم حضور 
این نتیجه . با دو ثابت سرعت صورت گرفتسوربیتول 

هاي  کته است که احتمالا جمعیت مولکولنشانگر این ن
پس از فراهم شدن شرایط واسرشتگی  پروتئین بلافاصله

شوند و هر گروه با ثابت سرعت به دو گروه تفکیک می
رسند یعنی دو مسیر اي به حالت واسرشته میجداگانه

توجه به . مختلف براي واسرشتگی پروتئین وجود دارد
ها در مورد هر این نکته مهم است که در آنالیز این طیف

آید که در مورد می ثابت سرعت یک دامنه نیز به دست
سرعت، ها براساس دامنه متعلق به دو ثابت همه طیف

 فرایندهایی که از هر مسیر  توان نسبت جمعیت مولکول می
منظور از  .محاسبه نمود ،دهندمورد نظر را انجام می

انتخاب مسیر واسرشتگی، ترتیب شکسته شدن 
هاي درگیر در حفظ پایداري ساختار پروتئین  میانکنش

با توجه به اینکه لیپاز مورد بررسی به صورت . است
باشد این احتمال وجود دارد که جمعیتی از  دوتایی می

شوند ها که با ثابت سرعت بالا واسرشته میمولکول
شان به صورت متعاون بوده و که واسرشتگیآنهایی هستند 

واحد نیز زیرتوام با جداشدن زیرواحدها، واسرشتگی هر 
به طوري  ؛شودو به سرعت انجام میبه صورت همزمان 

توان اظهار ها میکه در مورد این جمعیت از مولکول
داشت که در هرلحظه از واکنش واسرشتگی فقط دوگونه 
مولکولی متمایز یعنی حالت واسرشته و یا حالت دوتایی 
وجود داشته و حدواسط سینتیکی مابین این دو ساختار 

ت ها که با ثاباز مولکولاما در مورد جمعیتی . وجود ندارد
توان گفت رسند، می سرعت کندتر به حالت واسرشته می

از طریق  ها به صورت غیرمتعاون و احتمالاًکه این مولکول
مسیري که مستلزم جداشدن زیرواحدها از یکدیگر و به 

 ،باشد هر کدام از زیرواحدها میدنبال آن از هم گسیختگی 
اسمولیت بر  تأثیرورد در م. رسندبه حالت واسرشته می

واکنش واسرشتگی لیپاز از دیدگاه سینتیکی، براساس 
-مشاهده می) 2 جدول(  هاهاي حاصل از آنالیز طیف داده

بوده و گذار تأثیرشود که سوربیتول بر روي هر دو مسیر 
روند واسرشتگی پروتئین در حضور این اسمولیت تغییر 

دهد که برخلاف قوانین این جدول نشان می .کندمی
هاي شیمیایی از  فیزیک مبنی براینکه مولکول-شیمی

رسانند که داراي سد  مسیري واکنش خود را به انجام می
زیستی، بیشتر  فرایندانرژي کمتري باشد ولی در این 

هاي لیپاز از مسیري با سد انرژي بالاتر واسرشته مولکول
انرژي است در صورتی که سد  A2>A1شوند یعنی می

بالاتر است پس این حالت  1نسبت به  2مسیر شماره 
هاي لیپاز براي واسرشتگی بیانگر عدم تمایل مولکول

علاوه بر این سوربیتول اگرچه به میزان خیلی . باشد می
ولی این نسبت  ،کند کمی سد انرژي مسیر اول را کمتر می

  .برد جمعیتی را بیشتر به نفع مسیر دوم به پیش می
شکل (لیپاز  هاي سینتیکی بازتاخوردگیبه طیف با توجه

ي زمانی بسیار پایین  و این که واکنش در محدوده) 4
هاي این گونه طیف توان گفت که میردیابی شده است 

 ، احتمالاها سینتیکی و ثابت سرعت حاصل از آنالیز آن
دگی هیدروفوبی در لحظات دهنده یک روي هم افتا نشان

پروتئین بوده و نوآرایی ساختاري بعد  اولیه بازتاخوردگی
از این مرحله به علت عدم تغییر در محیط اطراف 

هاي سرعت تفاوت در ثابت. تریپتوفان قابل ردیابی نیست
اسمولیت بر لحظات اولیه  تأثیرحاصله، مبین 

ها فرایندلیپاز بوده و افزایش سرعت این  بازتاخوردگی
سوربیتول سد  به بیان دیگر در حضور .)3جدول ( است
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انرژي واکنش بازتاخوردگی کاهش پیدا کرده و واکنش 
بازتاخوردگی و رسیدن به ساختار طبیعی پروتئین 

این احتمال وجود دارد که میانکنش . شود تر می مطلوب
و زنجیره پروتئین در حالت واسرشته  سوربیتولبین 

به عنوان یک اسمولیت با  نامطلوب بوده و لذا سوربیتول
از طریق سوق دادن شود که اثر اسموفوبی خود باعث می

پیوندهاي نامطلوب بین پروتئین به سمت ساختار طبیعی 
حداقل و اسمولیت به  در حالت واسرشته پروتئینزنجیره 

تري بین ساختار  رسیده و در عوض پیوندهاي مطلوب
  . طبیعی پروتئین و سوربیتول برقرار شود

مولار  6/0ه طور خلاصه اگرچه در حالت تعادل غلظت ب
شود که  سوربیتول باعث القاي ساختاري در آنزیم می

شود،  ها موجب فعالیت بهتر آنزیم می نسبت به بقیه غلظت
با این حال در همین غلظت نیز فعالیت آنزیم نسبت به 

بر خلاف . شرایط عدم حضور سوربیتول کمتر است
هاي  سینتیکی واکنش ل در بررسیحالت تعاد
و واسرشتگی اهمیت سوربیتول در کمک  بازتاخوردگی

به تشکیل ساختار طبیعی پروتئین قابل توجه بوده و 
 فرایندمثبت سوربیتول در حین  تأثیرتوان گفت  می

و همچنین واسرشتگی پروتئین بیشتر از  بازتاخوردگی
و طبیعی  پیکربنديترمودینامیکی آن بر روي  تأثیر

  . باشد پروتئین در حالت تعادل میعملکردي 
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