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هیدروکسی  -5به ) کم محلول(اوریکاز یا اورات اکسیداز آنزیمی است که باعث تبدیل اوریک اسید  -چکیده
یی همچون نقرس و ها افزایش اوریک اسید در انسان باعث بیماري. شود می ایزواورات و در نهایت آلانتوئین

کاهش سطح اوریک اسید  برايتواند به عنوان یک آنزیم دارویی  می بنابراین اوریکاز. گردد یم ي کلیويها سنگ
 کم پایداري ،)هاي داروییهمچون آنزیم( ها یکی از مشکلات استفاده از پروتئین. خون مورد استفاده قرار گیرد

 در .شود می استفاده ها پروتئین ، جهت پایدارسازيها ي مختلفی از جمله استفاده از افزودنیها روش. است ها آن
 BL21 (DE3) سویه اشریشیاکلی به فلاووس آسپرژیلوس اوریکاز ژن حاوي (+) pET28aبیانی وکتور  تحقیق این

پس از تخلیص آنزیم، . شد تخلیص آگارز نیکل کروماتوگرافی ستون با و بیان نوترکیب پروتئین و سپس منتقل
نتایج نشان داد که آنزیم به خوبی . پایدار شد ها ده و آنزیم با افزودنیپایداري حرارتی آنزیم خالص بررسی ش

پایداري  گراد سانتیدرجه  20بررسی پایداري آنزیم نشان داد که اوریکاز تا دماي . تخلیص شده و فعال است
درجه  40که نیمه عمر آن در  بطوري ،دهد می خود را حفظ کرده و بعد از آن پایداري خود را از دست

از گلوکز، سوربیتول و گلیسرول نشان داد % 20نتایج پایدارسازي آنزیم با استفاده از . دقیقه است 30 گراد انتیس
که گلوکز بیشترین اثر پایدارکنندگی را بر روي اوریکاز داشته و تا بیش از دو برابر نیمه عمر آن را بالا برده 

، شوند می ون گلوکز که باعث افزایش کشش سطحییی همچها نتیجه گرفت افزودنیتوان  می در نهایت. است
  .دارندروي آنزیم اوریکاز  بیشترین اثر پایدارکنندگی را

  

  .گلوگز افزودنی، اوریکاز، پایدارسازي، اوریک اسید، :واژگانکلید
 

  مقدمه -1
از دسته  EC 1.7.3.4با  1یا اورات اکسیداز نزیم اوریکازآ

نقش مهمی را در  و ]1[بوده ي اکسیدوردوکتاز ها آنزیم

                                                             
1 Urate oxidase  

اکسیداسیون اوریک باعث و  داشته ها مسیر تجزیه پورین
-میهیدروکسی ایزواورات - 5به  )با حلالیت پائین( اسید

و یا (تواند به صورت خودبخود  می ترکیب اخیر. شود
 تبدیل شود )محلول( آلانتوئین در نهایت به) آنزیمی

   .]2،3[) 1شکل(
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شود و  می توسط آنزیم اوریکاز کاتالیز چپاز سمت  واکنش اول .شوند می یی که باعث تبدیل اوریک اسید به آلانتوئینها واکنش  1 شکل

  .رسم شده است 3 شماره شکل بر اساس اطلاعات منبع .روند می ي بعدي به صورت خودبخود و یا آنزیمی پیشها و اکنش
  

هاي عالی این آنزیم را به علت  از نخستیانسان و تعدادي 
از دست  3در اوایل دوره میوسن 2معنی هاي بی جهش

فقدان اوریکاز منجر به بالا رفتن سطح اوریک . ]4[اند  داده
افزایش سطح اوریک اسید . شود اسید پلاسماي خون می

با توجه به حلالیت ) ها در اثر افزایش متابولیسم پورین(
هایی از اوریک اسید  گیري کریستال پایین آن باعث شکل

یطی مانند نقرس و شود که به طور معمول منجر به شرامی
  .]7-5[شود هاي اورات در دستگاه ادراري می سنگ

تواند با تبدیل اوریک اسید کم  بنابراین آنزیم اوریکاز می
محلول به آلانتوئین محلول، به عنوان یک آنزیم دارویی 

توان به عنوان آنزیم  از اوریکازها با منابع مختلف می. باشد
  .دارویی بهره برد

 ها ها، قارچ آنزیم اوریکاز از منابع مختلفی همچون باکتري
 این آنزیم. تی به دست آمده استي یوکاریوها و سلول

از انواع . ]5[ است بدست آمدهاولین بار از کلیه گاو  براي
سودوموناس  توان به هاي تولید کننده اوریکاز می باکتري

استرپتومایسس ، پروتئوس میرابیلیس، آئروجینوزا
 ها از قارچ .]8[ اشاره کرد اشریشیا کلیو  آلبوسریسئولوس

آنزیم  کاندیدا تروپیکالسو ژیلوس فلاووس آسپر نیز
 امروزه از آنزیم اوریکاز از. ]8،9[ کنند می اوریکاز را تولید

 به عنوان آنزیم دارویی استفاده آسپرژیلوس فلاووس منبع
یک  سوآسپرژیلوس فلاو از اوریکاز. ]10[ شود می

                                                             
2 Nonsense mutations   
3 Miocene  

هر (کیلو دالتون بوده  135 با وزن مولکولی 4هوموتترامر
داراي چهار زیرواحد و ) کیلو دالتون 34 زیر واحد تقریباً

 و غیرگلیگوزیله بوده آنزیم این .)A-2 شکل( مجزاست
 حاوي آنزیم هر زیرواحد. ]1،9[ندارد  پیوند دي سولفیدي

شکل  .استبا زیر واحد دیگر یک جایگاه فعال در ارتباط 
B2  در جایگاه فعال ساختار این آنزیم و رزیدوهاي درگیر

در جایگاه فعال شامل  درگیر رزیدوهاي .دهد را نشان می
 ،176، آرژینین159، فنیل آلانین57، ترئونین10لیزین

 )B-2شکل (است  254و آسپاراژین 228گلوتامیک اسید
]11[.   

از هاي دارویی  از جمله پروتئینها  ینتعداد زیادي از پروتئ
هاي متعدد از جمله  در مواجه با استرسنظر ساختاري 

 براي رفع این مشکل .]12[ شوند ناپایدار میافزایش دما 
تغییر ، ]13[ زایی هایی مانند جهش ان از روشتو می

-16[ ها استفاده از افزودنی و ]14،15[ها  شیمیایی پروتئین
ها استفاده از  از میان این روش .استفاده کرد ]18

به میزان  که استمفید  آسان و هاي ها از روش افزودنی
 شود ها می پروتئین پایداريافزایش  زیادي باعث

]16،17،19[.  

ها به طور وسیعی براي پایدارسازي  ال قندها و پلی
هاي زیستی برعلیه دناتوراسیون دمایی  ولماکرومولک
  .]23-16،20[شوند  استفاده می

                                                             
4 Homotetramer  
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                                        (A)                                                                                         (B) 

ساختار یک زیر واحد آنزیم اوریکاز ) B(ساختار هوموتترامر آنزیم اوریکاز  )A(. آسپرژیلوس فلاووستار آنزیم اوریکاز از ساخ  2 شکل
گرفته   www.pdb.orgازسایت 4OQCآنزیم اوریکاز با کد ساختاري فایل اطلاعات  .دهد و رزیدوهاي درگیر در جایگاه فعال را نشان می

، 159، فنیل آلانین57، ترئونین10شامل لیزینجایگاه فعال  .تهیه شد SPDBV افزار نرمتفاده از این ساختار با اس .ه استشد
  .باشد می 254و آسپاراژین 228،گلوتامیک اسید176آرژینین

  
توان به گلوکز، سوربیتول وگلیسرول اشاره  از این مواد می

باعث پایداري  1پوشی ترجیحی این مواد از طریق آب. کرد
ها همچنین  الاز قندها و پلی. ]24،25[شوند  می ها پروتئین

در صنعت داروسازي به عنوان افزودنی در فرمولاسیون 
  .]16،26[شود  هاي دارویی استفاده می پروتئین

ان آنزیم دارویی، با توجه به اهمیت آنزیم اوریکاز به عنو
تواند به  بررسی پایداري و همچنین پایدارسازي آن می

بنابراین در این . لحاظ بیوتکنولوژیک حائز اهمیت باشد
 آسپرژیلوس فلاووستحقیق بعد از بیان آنزیم اوریکاز از 

و تخلیص  BL21 (DE3)سویه  اشریشیا کلیدر باکتري 
رفت و آن، پایداري دمایی آنزیم مورد بررسی قرار گ

  .درنهایت با استفاده از گلوکز آنزیم پایدار گردید
  

  ها مواد و روش -2
  مواد -2-1

آنتی بیوتیک کانامایسین از  در این تحقیق اوریک اسید و

                                                             
1 Preferential hydration  

از  مورد استفاده بقیه مواد. خریداري شدشرکت سیگما 
  .شد تهیهشرکت مرك 

  
  نوترکیب پروتئینو تخلیص بیان  -2-2

 (+) pET28a ناقل،  ین نوترکیبظور تولید پروتئبه من
که توسط یکی از نویسندگان مقاله، ( داراي ژن اوریکاز

اشریشیاکلی  به باکتري )مهدي ایمانی، ساخته شده است
 . شدبا روش شوك حرارتی منتقل  BL21  (DE3)سویه

 100 حاوي سکلافبه  باکتري حاوي ناقل داراي ژنسپس 

 کانامایسین تیکحاوي آنتی بیو LB محیط کشت میلی لیتر
درجه  37دماي (میکروگرم بر میلی لیتر  50با غلظت 

 محیط کشت به بعد از رسیدن .منتقل شد )گراد سانتی
8/0OD=  القاي بیان پروتئین  ،نانومتر 600در طول موج

 گراد سانتیدرجه  28در دماي  مولار میلی 4با لاکتوز 
محیط کشت ساعت  6پس از گذشت  .صورت گرفت

دقیقه  10و به مدت  g×10000 دوربا شده و آوري  جمع
 ه ومایع رویی دور ریخته شد سپس .شدسانتریفیوژ 
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مولار،  میلی 20ایمیدازول ( بافر لیز در )ها باکتري( رسوب
 8مولار،  میلی 20مولار و تریس  میلی 150کلرید سدیم 

pH( و استحصال  ها تخریب سلول براي معلق شده و
ن نوترکیب، با دستگاه عصاره سلولی حاوي پروتئی

تحت ) آمریکا( Biocompareسونیکاتور شرکت 
ثانیه  20دور سونیکاسیون هر دور،  10( سونیکاسیون

هاي لیز  سلول .قرار گرفت )ثانیه استراحت 40پالس و 
به مدت  گراد سانتیدرجه  4و در دماي  g×20000 شده در

به روي ستون  مایع روییسپس  .دقیقه سانتریفیوژ شد 20
آگارز منتقل و ستون با بافر حاوي -حاوي رزین نیکل

، کلرید مولار میلی 20و ایمیدازول  مولار میلی 20تریس 
سپس . شستشو شد pH 8و  مولار میلی 150سدیم 

) Nدر انتهاي (پروتئین نوترکیب حاوي دنباله هیستیدینی 
 250، ایمیدازول مولار میلی 20با افزودن بافر حاوي تریس 

از  pH 8و با  مولار میلی 150، کلرید سدیم مولار میلی
محلول حاوي پروتئین خالص علیه بافر . ستون خارج شد

حاوي  لاز این محلو( ددیالیز ش مولار میلی 50تریس 
آنزیم خالص در مطالعات دیگر در این تحقیق استفاده 

بیان و میزان خلوص آنزیم بررسی  برايدر نهایت . )شد
بل از القا، بعداز القا و بعد از نوترکیب، عصاره سلولی ق

  .]27[ گردید، الکتروفورز SDS-PAGEتخلیص با روش 
  

  تعیین فعالیت آنزیم اوریکاز -2-3 
محلول حاوي  از میکرولیتر 50 ،براي تعیین فعالیت آنزیم

کرولیتر از محلول حاوي سوبسترا می 900آنزیم خالص به
و  مولار لیمی EDTA 1، مولار میلی 1/0اوریک اسید (

درجه  25در دماي  )pH 7با  مولار میلی 50 تریس
 100دقیقه  6گذشت  از بعد .شدافزوده  گراد سانتی

توقف  براي )وزنی به حجمی( KOH 20%میکرولیتر 
ها در طول  سپس جذب نمونه .واکنش آنزیمی افزوده شد

 )Genway( توسط اسپکتروفوتومترنانومتر  293موج 
 293یی که اوریک اسید در طول موج از آنجا .شد ارزیابی

فعالیت آنزیم و بنابراین  بودهجذب  حاوي نانومتر داراي
 .]9[ بر اساس میزان کاهش اوریک اسید اندازه گیري شد

وسط کاهش جذب در در واقع فعالیت آنزیم اوریکاز ت
یک واحد آنزیمی،  .شود ن میینانومتر تعی 293طول موج 

را  دمیکرومول اوریک اسی 1بتواند  مقدار آنزیمی است 
  .مصرف نماید در یک دقیقه

  
  بررسی پایداري دمایی آنزیم در دماهاي مختلف -2-4

 ي حاويها محلول ، آنزیم براي سنجش پایداري حرارتی
 ، 0در دماهاي  دقیقه 10به مدت  اه در میکروتیوب آنزیم

قرار  گراد سانتیدرجه  70و   60 ،   50  ، 40  ، 30  ،20   ، 10 
به روي یخ  دقیقه آنزیم سریعاً 10بعد از گذشت  .گرفت

 دقیقه از قرارگیري 30بعد از گذشت  .منتقل شد
آنزیم مورد  مانده باقیفعالیت  تیوب روي یخ،میکرو

آنزیمی با در  مانده باقید فعالیت درص .ارزیابی قرار گرفت
به عنوان کنترل محاسبه ) %100(نظر گرفتن دماي صفر 

  .گردید
 

هاي  بررسی پایداري دمایی آنزیم در زمان -2-5 
  مختلف

 گراد سانتیدرجه  60و  40، 30دماي  بالابا توجه به نتایج 
. هاي مختلف انتخاب شدند براي بررسی در زمان

در دماهاي مورد نظر انکوبه  محتوي آنزیم هاي تیوب
و  50  ، 40 ، 30  ، 20  ، 10  ، 5  ، 0ي زمانی ها شدند و در بازه

روي یخ منتقل و پس از دقیقه برداشته شده و به  60
 .آنزیم بررسی شد مانده باقیفعالیت دقیقه،  30گذشت 

در (دقیقه  زمان صفردر  مآنزی مانده باقیمیزان فعالیت 
 )کنترل( %100فعالیت  به عنوان )شدهداخل یخ قرار داده 

  .در نظر گرفته شد
  بر روي پایداري اوریکاز ها افزودنیبررسی اثر  -2-6

ي مختلف، محلول آنزیمی ها بررسی اثر افزودنی براي
از گلیسرول ) حجمی به حجمی(درصد  20حاوي غلظت 

از سوربیتول و گلوکز تهیه ) وزنی به حجمی(درصد  20و 
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به مدت  ها میکروتیوب. منتقل شد ها یوبشده و به میکروت
انکوبه شده و  گراد سانتیدرجه  40دقیقه در دماي  30

دقیقه به روي یخ منتقل شدند و در  30به مدت  سپس
. مورد بررسی قرار گرفت ها آن مانده باقینهایت فعالیت 

درصد از  20در حضور  مانده باقیفعالیت آنزیمی 
به ) انکوبه شده در یخ( دقیقه 0که به مدت  ها افزودنی

  .در نظر گرفته شد%) 100فعالیت (عنوان کنترل 
 
  آنزیم نوترکیب پایداريبررسی اثر گلوکز بر  -2-7

اوریکاز،  آنزیم بر روي فعالیت گلوکز تأثیربررسی  براي
و  تهیه شدهدر گلوکز %  20مقدار  محلول آنزیمی حاوي

رجه د 40در دماي  ها بعد از انتقال به میکروتیوب
 60و  50، 40، 30، 20، 10 ،5 ،0 هاي در زمان گراد سانتی
دقیقه به روي یخ  30سپس به مدت  .قرار گرفتدقیقه 

مورد ارزیابی قرار  زیمآن مانده باقیمنتقل شدند و فعالیت 
آنزیم در زمان صفر به  مانده باقیمقدار فعالیت  .گرفت

  .در نظر گرفته شد) کنترل% (100عنوان فعالیت 
  

اندازه گیري ثابت سرعت غیرفعال شدن و نیمه  -2-8
  عمر آنزیم

محاسبه ثابت سرعت غیر فعال شدن، اول نمودار  براي
هاي درصد فعالیت آنزیم علیه زمان) نپري(لگاریتم طبیعی 

اگر نمودار حاصل، نمودار یک . گرددمختلف رسم می
واکنش غیر فعال که شود گیري می خط راست باشد نتیجه

ثابت  ها در این نوع واکنش. کنش درجه یک استشدن، وا
) Half life(و نیمه عمر آنزیم ) kin(سرعت غیرفعال شدن 

  .شود می محاسبه )2) (1(با روابط به ترتیب 
)1(               ln[Activity]= ln [Activity]0- kint  
)2        (                                0.693

in

Half Life
k

  
  

  نتایج -3
 بیان و تخلیص -3-1

خالص  Ni-NTAتوسط ستون نوترکیب  بعد از بیان، آنزیم

پروتئین  ،شود می مشاهده 3که در شکل  طور شد، همان
کیلودالتون  34خالص شده داراي وزن مولکولی حدود 

این اندازه وزن مولکولی مربوط به مونومر آنزیم . است
دهد آنزیم بیان شده و به  یم و نشان باشد میاوریکاز 

  . خوبی خالص شده است
 

 
  

نتایج حاصل از بیان و تخلیص آنزیم اوریکاز بر روي   3 لشک
پروتئین  2، پروتئین مارکر و چاهک 1چاهک .SDS-PAGEژل 

ي ها در پروتئین مارکر، وزن .دهدمی خالص شده را نشان
به کیلو دالتون  14و  18، 25، 35، 45، 66، 116مولکولی 

ي بتاگالاکتوزیداز، آلبومین سرم ها ترتیب متعلق به پروتئین
، REase Bsp 981، لاکتات دهیدروژناز ، اوآلبومین،گاوي

  .است بتالاکتوگلوبین و لیزوزیم
  

  پایداري دمایی آنزیم در دماهاي مختلف -3-2
دقیقه در  10آنزیم به مدت   ، بررسی پایداري حرارتی براي

درجه  70و   60 ،   50  ، 40  ، 30  ،20   ، 10  ، 0دماهاي 
مشاهده  4 شکلهمانطور که در . قرار گرفت گراد سانتی

تا حدودي  گراد سانتیدرجه  20آنزیم تا دماي  ،شود می
به تدریج کند ولی بعد از آن  پایداري خود را حفظ می

  .دهد پایداري خود را از دست می
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  فهاي مختل پایداري دمایی آنزیم در زمان -3-3
درجه  60 و 40،  30در دماهايپس از انکوبه کردن آنزیم 

پایداري آنزیم با تعیین  هاي مختلف در زمان گراد سانتی
هاي مختلف مورد بررسی  فعالیت و رسم نمودار علیه زمان

 A-5 که در شکل طور همان .)5شکل ( قرار گرفت
دقیقه آنزیم در دماهاي  60مشخص است بعد از گذشت 

از فعالیت % 14و % 26، %33به ترتیب  60 و 40،  30
با توجه به اینکه . خود را حفظ کرده است) پایداري(

آنزیم علیه زمان  مانده باقینمودار لگاریتم طبیعی فعالیت 
بنابراین واکنش غیر فعال شدن ) B-5 شکل(خطی است 

. آنزیم در دماهاي مورد آزمایش از نوع درجه یک است
و نیمه عمر ) kin(ل شدن ثابت سرعت غیر فعا 1 جدول
  .دهد می را در دماهاي مورد آزمایش نشانآنزیم 

  
ثابت سرعت غیر فعال شدن و نیمه عمر آنزیم   1جدول 

  اوریکاز در دماهاي مختلف
Half life (Min)  kin (1/Min) Temperature (°C)  

38  018/0  30  
30  022/0  40  
24  028/0  60  

  
  

 
 ف بر روي پایداري آنزیمهاي مختل تأثیر دماي  4شکل 

  

    
ي ها آوریکاز در اثر انکوباسیون در زمان مانده باقیفعالیت ) c 60) .Aو  c 30 ،c 40بررسی پایداري حرارتی آنزیم در دماهاي   5 شکل

 .ي مختلفها آنزیم در زمان مانده باقینمودار نیمه لگاریتمی فعالیت ) B. (مختلف
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  ها ر حضور افزودنیبررسی پایداري آنزیم د -3-4
نزیم، بر روي پایداري آ ها افزودنی تأثیربررسی  براي

به مدت آنزیم  نمودنداز انکوبه آنزیم بع مانده باقیفعالیت 
 20در حضور  گراد سانتیدرجه  40دقیقه در دماي  30

و  ي گلوکز، سوربیتول و گلیسرولها درصد از افزودنی
که  طور همان. مورد بررسی قرار گرفت ها عدم حضور آن

آنزیم در عدم حضور  نشان داده شده است، 6 در شکل
خود را حفظ کرده ) پایداري(فعالیت % 45ها تا  افزودنی

است اما در حضور گلوکز، سوربیتول و گلیسرول فعالیت 
رسیده % 94و % 73، %117اش به ترتیب به  مانده باقی
ه هاي به کار رفت دهد که همه افزودنی این نشان می. است

ها گلوکز بیشترین اثر  کنند و از میان آن آنزیم را پایدار می
بنابراین براي بررسی بیشتر تأثیر . پایدار کنندگی را دارد

  .ها بر روي پایداري اوریکاز، گلوکز انتخاب شد افزودنی
  

  گلوکزپایدارسازي اوریکاز به وسیله   -3-5
 ،زآنزیم اوریکابر روي پایداري  گلوکزبراي بررسی اثر 

و در  گراد سانتیدرجه  40در دماي % 20با غلظت آن  تأثیر
نتایج نشان دهنده  .شدهاي مختلف بررسی  زمان

که آنزیم   ي بطور گلوکز استپایدارسازي آنزیم در حضور 

درصد از فعالیت  60دقیقه تا بیش از  60بعد از گذشت 
نیمه عمر  دهد، می این نشان .خود را حفظ نمود است

 )در حضور گلوکز( دقیقه 60بیش از  دقیقه به 30از  آنزیم
قابل ذکر است که به دلیل خطی نبودن  .افزایش یافته است

علیه زمان در حضور  مانده باقیلگاریتم طبیعی فعالیت 
، غیر فعال شدن آنزیم )نتایج نشان داده نشده است(گلوکز 

بنابراین نیمه عمر آنزیم در . از نوع درجه یک نیست
  .تخمین زده شد 7 ز از روي شکلحضور گلوک

  

  
هاي مختلف بر روي پایداري آنزیم  تأثیر افزودنی  6شکل 

  اوریکاز
  
  

  
 روي پایداري آنزیم گلوکزاثر    7 شکل
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  گیري و نتیجه بحث -4
در درمان  اوریکاز به عنوان آنزیم دارویی آنزیم

 نوع حاضر حال در.  .رودبه کار میها  هیپراوریسمی
 درمان در )راسبوریکاز (کاز اوری نزیمآ نوترکیب

. ]10[ گیرد استفاده قرار می مورد ها هیپراوریسمی
 ساکارومایسس سرویزیه راسبوریکاز در سیستم بیانی

 اشریشیا کلیدر این تحقیق از سیستم بیانی  .شود تولید می
بیانی  سیستم با مقایسه در استفاده شده است که
 هزینه جمله از یمزایای داراي ساکارومایسس سرویزیه

 ینپروتئ تولید براي تر کوتاه يها چرخه و کمتر زمان کمتر،
-SDSبه الکتروفورز  نتیجه مربوط. ]1[ باشد می نوترکیب

PAGE  خالص شده استبطور کامل نشان داد که آنزیم .
نشان داد که آنزیم تا دماي  مربوط به بررسی پایداري تایجن

حفظ کرده و بعد از پایداري خود را  گراد سانتیدرجه  20
 که نیمه عمر بطوري ،یابد می این دما پایداري آنزیم کاهش

این بدان  .رسد می دقیقه 30درجه به  40در دماي  آنزیم
آنزیم نسبت به حرارت چندان پایدار  که معنی است

پایداري  ،ها در استفاده از پروتئین ها یکی از چالش. نیست
ي مختلفی براي پایدارسازي ها روش. ]28[ است ها کم آن

 ها استفاده از افزودنی ها آنزیم وجود دارد که از بین آن
تار آنزیمی یشتري دارد زیرا بدون دستکاري ساخمزیت ب

با و ) با روش مهندسی پروتئین و یا تغییرات شیمیایی(
تا به . شود ها می باعث پایدارسازي پروتئین هزینه پائین

یی همچون قرار دادن اوریکاز ها روش حال با استفاده از
و همچنین افزودن متانول و دي  ]29[ ها ژل داخل نانو

تقویت پیوندهاي هیدروژنی بین  براي(متیل سولفوکساید 
اند تا این آنزیم را پایدار  سعی نموده ]30[ )زیر واحدها

-پلیاي که در آن با استفاده از  مطالعه با این حال .سازند

در بنابراین . مشاهده نشده است گردد،پایدار  اوریکاز ها ال
سه  آنزیم اوریکاز،پایدارسازي  براي این تحقیق

گلوکز، سوربیتول و گلیسرول استفاده  )الپلی(افزودنی
نتایج نشان داد که گلوکز بیش از گلیسرول اثر پایدار . شد

کمترین اثر پایدارکنندگی را داشته و سوربیتول  کنندگی
گلوکز با افزایش کشش سطحی باعث آبپوشی . دارد

و بنابراین باعث  ]16،31[ شده ها ترجیحی پروتئین
وه بر دور گلیسرول علا. ]32[ شود ها می پایدارسازي آن

، از طریق جهت گیري ]33،34[ شدن ترجیحی از پروتئین
میانکنش  ها سطح پروتئین گریز آبآمفی پاتیک با نقاط 

با  ها پروتئین در روي گریز آبکنش نقاط  داده و از میان
و ایجاد تجمعات غیر فعال جلوگیري کرده و  همدیگر

. ]35[ شود می پروتئین پایداري بدین ترتیب باعث افزایش
سوربیتول نیز از طریق دور شدن ترجیحی از نقاط 

بپوشی ترجیحی باعث آ ها سطح پروتئین گریز آب
بدین شود که ساختارشان کمی باز شده و  می ییها پروتئین
به  م شدن ساختار پروتئین و برگشتکباعث متراترتیب 

تحقیقات نشان داده است که  .]20[ شود می عییحالت طب
 با توجه به مکانیسم پایدار( ها اثر پایدار کنندگی افزودنی

. مختلف متفاوت است ها بر روي پروتئین) شان سازي
که از طریق کشش  گلوکزمطالعات نشان داده است 

در مورد  ،شود میها سطحی باعث پایدارسازي پروتئین
و  ]16[ آنزیم لیزوزیم بیشترین اثر پایدار کنندگی را دارد

دي از طرف دیگر سوربیتول توانسته است به مقدار زیا
ي مکانیسم پایدار ساز. ]34[آنزیم تریپسین را پایدار نماید 

و در دو پروتئین  بودهاین دو افزودنی با هم متفاوت 
با . اند متفاوت هر یک بهترین اثر پایدار کنندگی را داشته

تحقیق گلوکز بیشترین اثر پایدار توجه به اینکه در این 
توان گفت در مورد  می بنابراین ؛کنندگی را داشته است

بت به آنزیم اوریکاز افزایش کشش سطحی نس
، بیشتر ها توسط افزودنی ي بکار رفته دیگرها مکانیسم

 بنابراین علاوه بر اینکه. شود می باعث پایدارسازي آنزیم
ي اثر پایدار کنندگی تواند بر رو می ماهیت شیمیایی محیط

نوع  توان گفت می ،]34, 18[ موثر باشد ها افزودنی
 ها افزودنی توسط و همچنین مکانیسم بکار رفتهپروتئین 
گذار  تأثیرتواند  می نیز ي پروتئینسازپایدار میزان بر روي
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ي ها ویژگی تأثیرتر بررسی دقیق برايبا این حال  .باشد
بر روي آنزیم ي سطحی ها همچون ویژگی اوریکاز آنزیم

نیاز به  گلوکز، یی نظیرها افزودنیقدرت پایدارکنندگی 
شبیه سازي  مطالعات انجام مطالعات بیشتر همچون

  . دینامیک مولکولی است
گلوکز بر روي پایداري آنزیم نشان داد که  تأثیرنتایج 

برابر افزایش یافته  2بیش از  پایداري آنزیم در اثر گلوکز تا
بصورت مایع  با توجه به اینکه اوریکاز معمولاً. است

بنابراین استفاده از گلوکز در  ،شود می عرضه) تزریقی(
رمولاسیون آن تا بیش از دو برابر زمان ماندگاري ف
از طرفی چون اوریکاز . دهد می آن را افزایش) انبارداري(

 هیپراوریسمی استفادهبصورت تزریقی در افراد دچار 
شود، با توجه به اینکه گلوکز بطور طبیعی در خون  می

ز به جریان خون لذا ورود آن به همراه اوریکا ،وجود دارد
ایجاد  )حساسیت بروز همچون(در طی تزریق مشکلی 

توان گفت که در مورد آنزیم  می در نهایت .نخواهد کرد
افزایش  یی همچون گلوکز که باعثها اوریکاز افزودنی

را بیشترین اثر پایدارکنندگی  ،دنشو می کشش سطحی
توان  می رمولاسیون این آنزیم داروییفبنابراین در  .دارند
  .استفاده نمود ها پایدارسازي از آن براي
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