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Determination of Benserazide Based on Bioluminescence 
Inhibition of Aequorin

[1] Chemiluminescence and ... [2] Analytical bioluminescence and ... [3] The crystal structure 
of the photoprotein aequorin at 2.3 Å�  ... [4] Product monograph; PrPROLOPA®, levodopa 
and benserazide ... [5] Commonly used L-amino acid decarboxylase inhibitors block 
monoamine oxidase activity in the ... [6] Electrochemical behavior of levodopa at multi-wall 
carbon nanotubes-quantum dots ... [7] Rapid analysis of L-dopa in urine samples using gold 
nanoelectrode ... [8] Voltammetric determination of L‐dopa using a carbon nanotubes‐
Nafion modified ... [9] Electrochemical behavior of catecholamines and related compounds 
at in situ surfactant ... [10] Chiral and non chiral determination of Dopa by capillary ... [11] 
Simultaneous kinetic-spectrophotometric determination of carbidopa, ... [12] Simultaneous 
spectrophotometric determination of levodopa and carbidopa in ... [13] Determination of 
levodopa by capillary electrophoresis with ... [14] A spectroscopic study on applicability of 
spectral analysis for ... [15] Simultaneous determination of levodopa and benserazide by ... 
[16] Determination of levodopa and benserazide hydrochloride in pharmaceutical ... [17] 
Chemiluminescence of luminol-potassium ferricyanide with benserazide and ... [18] 
Voltammetric determination of benserazide in pharmaceutical formulations using ... [19] 
Voltammetric study and direct analytical determination of the antiparkinson drug ... [20] 
Therapeutic fetal-globin inducers reduce transcriptional repression in ... [21] CdTe quantum 
dots with green fluorescence generated by bioluminescence ... [22] A rapid and sensitive 
method for the quantitation of microgram quantities of protein ... [23] Cleavage of structural 
proteins during the assembly of the head ... [24] Interference‐free electrochemical detection 
of nanomolar dopamine using ... [25] Overview of therapeutic drug ... [26] Therapeutic drug 
monitoring (TDM): An ... [27] Genetically engineered aequorin for the development of novel 
... [28] Bioluminescence inhibition assay for the detection of hydroxylated polychlorinated  
... [29] Aequorin as a sensitive and selective reporter for detection of ... 

Aims Aequorin as a bioluminescence protein due to ease of use, non-toxic, and high capability of 
detecting has long been the interest of researchers. The aim of this study was to design a method 
for accurate and simple detection of important therapeutic agents using a bioluminescence 
inhibition based assay by using aequorin.
Materials & Methods In this study, important drugs in therapeutic monitoring with structural 
similarity to Coelenterazine, were selected and their interaction with aequorin was investigated. 
Further, the conditions of the bioluminescence assay were optimized to achieve the lowest 
detection limit.
Findings Among the drugs whose effects have been tested on aequorin, the only benserazide 
resulted in inhibition of the bioluminescence activity. This analyte can significantly reduce the 
bioluminescence of aequorin in a concentration-dependent manner. The best dose-response 
curve was obtained and IC50 of 0.26µM was calculated. The linear calibration curve was 
obtained in a range of about 100 to 1500nM with LOD and LOQ of 79 and 260nM, respectively. 
Furthermore, we demonstrated the application of the approach in human serum samples 
with a recovery of 97%. Guddem-Schild graph was plotted to determine the mechanism of 
inhibition which indicated that the IC50 of benserazide changed in the presence of different 
concentrations of Coelenterazine.
Conclusion The proposed method can be used for measuring benserazide which can easily be 
applicable for real samples. Also, the results show that benserazide inhibits the bioluminescence 
activity of aequorin by competitive inhibition.
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  چکيده

 الای فتوپروتئینقابلیت ببودن و دلیل سهولت استفاده، غیرسمیهباهداف: 
ئین این پروت های ردیابی، محققین توجه خاصی به استفاده ازاکورین در سیستم

اند. هدف مطالعه حاضر طراحی روشی برای سنجش دقیق بیولومینسانس داشته
عالیت مهار ف و آسان داروهای مهم در پایش درمانی از طریق روش مبتنی بر

  بیولومینسانسی اکورین است.
 در پژوهش تجربی حاضر تعدادی از داروهای مهم در پایش داروییها: اد و روشمو
رسی ها با اکورین برکلنترازین، انتخاب و میانکنش آن دارای شباهت ساختاری با و
 ستیابی به کمترین حددمنظور بهشرایط سنجش واکنش بیولومینسانسی  و

  سازی شد.تشخیص بهینه
تنها بنسرآزید منجر به مهار فعالیت  شده،رسیبری هادارو میاناز ها: یافته

بیولمینسانسی اکورین شد که این اثر مهاری رفتار وابسته به غلظت داشت. 
محاسبه شد. دامنه میکرومولار 50IC ۲۶/۰دست آمد و ه پاسخ ب -بهترین نمودار دوز

 سازی روشو حد تشخیص و حد کمی نانومولار۱۵۰۰تا  ۱۰۰خطی برای بنسرآزید 
روش این . همچنین امکان استفاده از دست آمده ب نانومولار۲۶۰و  ۷۹ترتیب به

را نشان  %۹۷ یابیباز زانیم شد و نتایج بررسیبرای سنجش آنالیت در نمونه سرم 
 پاسخ بنسرآزید در حضور -دوزنمودار  ،م مهارز شدن مکانیمنظور مشخصداد. به
  یابد.غییر میت 50ICرسم شد که نشان داد های مختلف کلنترازین غلظت
تواند برای سنجش بنسرآزید استفاده شود و شده میروش طراحیگیری: نتیجه

ا دهد بنسرآزید ب. همچنین نتایج نشان میداردقابلیت استفاده در نمونه سرم را 
  کند.بیولومینسانسی اکورین را مهار میمهار رقابتی فعالیت 

  مهار بیولومینسانسی، پایش دارواکورین، بنسرآزید، سنجش ها: کلیدواژه
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  مقدمه
های های مختلفی همچون پالایشها در زمینهسنجش آنالیت

اهمیت داروها در بدن و غیره  ردیابیمحیطی، صنایع غذایی، زیست
های رایج با استفاده از کروماتوگرافی مایع و بسیاری از روش .دارد

بر دشوار و هزینه اکثراً گیرد که هایی صورت میگازی یا سایر روش
ل سازی، تداخمواردی از قبیل نیاز به مراحل متعدد آماده .[1]هستند
برخی مواقع، استفاده از  بودن تفسیر نتایج درها، دشوارنمونه
توانند برای سلامتی مضر باشند و نیاز به میی که یهاحلال
شوند همواره محققین قیمت باعث میها و تجهیزات گراندستگاه

 .ها باشندتر برای سنجش آنالیتهایی بهتر و راحتدر پی روش
رای بالعاده زیاد حساسیت فوق علتبهها استفاده از فتوپروتئین

یل رفی سایر مزایا از قباز ط .کاربردهای آنالیتیک بسیار مناسب است
 تهییج و در برایرودی سهولت کار، پایداری، عدم نیاز به تابش و

سب این کاربردها منا برایها را زمینه، فتوپروتئیننتیجه حذف پیش
شده که عنوان یک فتوپروتئین شناختهاکورین به. [2]نمایدمی

ای هیکی از گزینه ،ای روی آن صورت گرفته استمطالعات گسترده
سنجش بر مبنای مهار سنجش  .ها استآل برای سنجش آنالیتایده

شدن به که قابلیت تبدیلاست فتوپروتئین یک روش آسان و سریع 
 که نیا به توجه با .[1]های رایج را داردروشی جایگزین با سایر روش

 ،است نظر مورد تیآنال و نیکلنتراز نیب رقابت سنجش اساس
 یرفمع آشکارساز عنوانبه تواندیم یکار دست بدون نیفتوپروتئ
  .شود

ن و به کونفورماسیو شدتبهخصوصیات بیولومینسانسی اکورین 
پایداری سوبسترای آن، یعنی کلنترازین، در پاکت اتصالی پروتئین 

تغییرات اندکی در پاکت اتصالی و ریزمحیط اطراف  .[3]بستگی دارد
و  تئین و سوبسترا شدهکلنترازین، منجر به تغییر برهمکنش پرو

مطالعات  .داردهای بیولومینسانسی پروتئین ای بر ویژگیتاثیر عمده
ترین تغییرات در این محیط از جمله دهد کوچکقبلی نشان می

زین در مستقیم با کلنترایا غیر هایی که مستقیم ماندهباقیدر تغییر 
های عاملی ترین تغییرات در گروهد یا کوچکارتباط هستن
واص بیولومینسانسی اکورین منجر به تغییر در خ ،کلنترازین

ییر در میزان یا طول موج نور صورت تغ. این تغییرات بهشودمی
 صورتبه توانیم نیاکور تیخاص نیا از .[3]افتدنشرشده اتفاق می

ر به بیان دیگ .کرد استفاده هاتیلانآ سنجشمنظور به میمستق
ان همزم افتداتفاق میمانند آنچه در مورد کلسیم  توانداکورین می
 ،یژگیو نیا به توجه با .دنمایش گیرنده و گزارشگر را بازی هر دو نق

 ،ییدارو شیپا در مهم یداروها از یتعداد یغربالگر  مطالعه نیا در
  .دش انجام اند،بوده نیکلنتراز با یساختار  شباهت یداراتا حدی  که

از  ،هیدرازینآلکیلفنیلمتعلق به گروه هیدروکسی بنسرآزید
از  .تاس اسیدهای آروماتیکآمینو -دکربوکسیلاز ال هایمهارکننده
جمله از " محیط زنده"های موجود در بنسرآزید سایر آنزیم ،طرفی

آمینواسیدهای آروماتیک، آمیناز هیدروکسیلاز، ترنستریپتوفان
اکسیداز، دوپامین بتاهیدروکسیلاز و آمیناکسیداز، دیمونوآمین
رای سرآزید ببا این حال، بن .کندترانسفراز را مهار میمتیلکاتکول

برای  لوودوپا همراه بابنسرآزید  .[4]تر استدکربوکسیلاز اختصاصی
که در این  ییاز آنجا .شوداستفاده می درمان بیماری پارکینسون

کی ی ،کندامین در مغز کاهش محسوسی پیدا میبیماران غلظت دوپ
ساز دوپامین است که عنوان پیشبه لوودوپاتجویز  ،های درماناز راه

دکربوکسیلاز به دوپا پس از عبور از سد خونی مغزی با واکنش
یلاز دوپادکربوکسکه آنزیم  ه اینببا توجه  .شوددوپامین تبدیل می

در خون  لوودوپایزان زیادی از ، مهای محیطی نیز وجود دارددر بافت
شود که امکان عبور از سد خونی مغزی را به دوپامین تبدیل می

ندارد و در نتیجه تاثیری در افزایش سطح دوپامین در بافت مغز 
ه کنندعنوان مهار بهبه همین دلیل بنسرآزید  .بیمار نخواهد داشت

سد  زکه امکان عبور ا دکربوکسیلاز و با توجه به ایندوپاالیت فع
ه ب لوودوپاهای محیطی مانع از تبدیل خونی مغزی را ندارد در بافت

وپا به با لوودبنسرآزید در درمان ترکیبی در نتیجه  .شوددوپامین می
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 سازیمورد نیاز برای بهینه یدوپاوای میزان لومیزان قابل ملاحظه
ش زودهنگام به درمان را ایجاد دهد و واکنکاهش میدرمان را 

د شواز تزریق خوراکی به سرعت جذب می بنسرآزید پس .[5]کندمی
 ،به علاوه .شودهیدرازین متابولیزه میبنزیلهیدروکسییو به تر 

دلیل تاثیر بر بیان فعال ژن کدکننده هبنسرآزید هیدروکلراید ب
د تولی .رودتالاسمی به کار می -در درمان بتا ،هموگلوبین جنینی

پایدار هموگلوبین جنینی در افراد تحت درمان با بنسرآزید، مشکلات 
الاسمی ت -ناشی از تغییرات هموگلوبین بالغ را که عامل بیماری بتا

خون را به حداقل  قیتزراست جبران کرده و نیاز به درمان از طریق 
 باعث کاهش اندک خون در بنسرآزید دوزرفتن از طرفی بالا .رساندمی

طی، مانند های مختلف محیهای اندوژن در بافتمونوآمین
 .ودساز شتواند برای بیمار مشکلکه می شودنورآدرنالین در قلب می

  .در نتیجه پایش دقیق سطح بنسرآزید در خون اهمیت دارد
 در دسترس است که شاملهای متعددی برای تعیین بنسرآزید روش

کروماتوگرافی  11]‐[15اسپکتروفتومتری 6]‐[10الکتروفورز مویرگی
 .است [19]و ولتامتری [18	,17]کمیلومینسانس، [16]یی بالاآمایع با کار 

در این مطالعه با  ،با توجه به اهمیت سنجش بنسرآزید در خون
 روش سریع و دقیق کی ،استفاده از مهار بیولومینسانسی اکورین

  .[20]پیشنهاد شده استبار اولین برایبرای سنجش آن 
  

  هامواد و روش
‐pETپلاسمید  ،حاضرتجربی در پژوهش : بیان و تخلیص آپواکورین

21a نی های بیان با روش شیمیایی به داخل باکتریحامل ژن اکوری
، استریلدر شرایط  .[21]منتقل شد 21BL(DE3)سویه کلی  اشرشیا

ط یمح لیترمیلی۱۰ بیانی بههای حاوی پلاسمید باکتری یک کلنی از
 تلقیح شد لیترمیکروگرم بر میلی۱۰۰ سیلینحاوی آمپی LBکشت 

و با هوادهی  C۳۷° ساعت در دمای۱۲و سپس محیط کشت برای 
از محیط کشت  لیترمیلی۵/۲ این مدت، از پس .مطلوب قرار گرفت
حاوی  LBمحیط کشت  لیترمیلی۲۵۰ کرده را بهحاوی باکتری رشد

انتقال داده و تا افزایش  لیترمیکروگرم بر میلی۱۰۰ لینسیآمپی
600OD در  ۷/۰ به حدود°C۳۷  با افزودن  سپس .شدانکوبهIPTG 

 ساعت در دمای۴، محیط کشت برای مولارمیلییک با غلظت نهایی
°C۲۵ محیط کشت حاوی باکتری، برداشته  از آن، پس .قرار داده شد

  .استفاده قرار گرفت موردانجام مراحل بعدی منظور بهشد و 
 مدتهای القاشده بهسوسپانسیون باکتری ،پس از اتمام بیان

رسوب باکتری  .سانتریفیوژ شد C۴° و دمای rpm۵۰۰۰دقیقه در ۲۰
 ، ایمیدازولمولارمیلی۵۰ریس (ت کنندهآمده با افزودن بافر لیز دستبه
به  )۸/۷برابر با  pHدر  مولارمیلی۳۰۰ کلرایدمولار، سدیممیلی۵

س از پ .حالت سوسپانسیون درآمد و تحت سونیکاسیون قرار گرفت
، مایع rpm۱۴۰۰۰ دقیقه در۲۰مدت به شدههای لیز سانتریفیوژ سلول

وجه با ت روی ژل اکریل آمید برده شد وآنالیز بیان ژن  منظوربهرویی 
کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از  ،به وجود دنباله هیستیدینی

 .نیکل آگارز برای تخلیص پروتئین مورد استفاده قرار گرفتستون 
 مولارمیلی۵۰ ها در بافر تریسهای بعدی نمونهبرای انجام آزمایش

کلرید مولار، سدیممیلیEDTA ۱۰ حاوی ۶/۷ برابر با pHبا 
 %۱۰و گلیسرول  مولارمیلی۸/۰ سولفاتآمونیوم ،مولارمیلی۱۵۰

 استفاده از روش برادفورد همچنین غلظت پروتئین با .دیالیز شدند
 ٪۱۲آمید اکریلبا استفاده از ژل پلی PAGE‐SDSو  [22]گیریاندازه

  .[23]اساس روش لاملی انجام شددر شرایط احیایی و بر 
 :و سنجش بیولومینسانسسنتزی سازی اکورین نیمهآماده
ین در به همراه کلنتراز میکرومولار۱/۰ در غلظت نهاییاکورین، آپو

 مولارمیلی۵۰ در بافر تریس کرومولاریم۵/۰تا  ۱/۰غلظت نهایی بین 
 حجم نهایی در) ۱ بافر( ۶/۷ برابر با pHبا مولار میلیEDTA ۵ حاوی
 با افزودن .ساعت انکوبه شد۱۶مدت به C۴° و در دمای میکرولیتر۱۰۰
مولار میلی۵۰در بافر تریس مولار میلی۱۰۰ کلسیمکلرید میکرولیتر۱۰۰
شدت  از مخلوط فوقمیکرولیتر ۱۰۰به ) ۲ بافر( ۶/۷ برابر pHبا 
ه یثانیکمدت بهومینسانس اولیه با دستگاه بیولومینومتر ل

  .گیری شداندازه
منظور بررسی اثر ترکیبات دارویی بر به :غربالگری ترکیبات دارویی

ی هااز دارو میکرومولار۱۰۰ غلظت ،فعالیت لومینسانسی اکورین
اربیتال، پرایمیدون، فنوب، لیدوکایین، اسیدمایکوفنولیک، کوینیدین

 با آپواکورین در غلظت ،دیسوپیرامید، اتوسوکسیمید و بنسرآزید
انکوبه و پس از یک ساعت انکوباسیون کلنترازین با  میکرومولار۱/۰

 در دمایساعت ۱۶و برای به مخلوط اضافه  میکرومولار۵/۰ غلظت
°c۴ ۲ بافر قیتزرفعالیت بیولمینسانسی پروتئین با  .انکوبه شد 

  .گیری شددستگاه لومینومتر اندازه توسط
با بررسی آزمون مهار با چندین  بنسرآزیدانتخابیت این روش برای 

حد  .قرار گرفت یبررس مورد (TDM) یدارودرمان شیپا در مهمدارو 
 با تواندیم روش کی که است یغلظت نیترمک؛ LOD( تشخیص
و حد کمی سازی ) دهد صیتشخ را آن یمشخص نانیاطم درجه

)LOQ ود نیب اختلاف یمنطق طوربه توانیم آن در که است یحد؛ 
  :[24]به شرح زیر محاسبه شد )داد صیتشخ را مختلف مقدار
  ونیبراسیکال یمنحن بیش/اریمعانحراف×۳=صیتشخ حد
  ونیبراسیکال یمنحن بیش/اریمعانحراف×۱۰=یساز یکم حد

 :ای مختلف بنسرآزیدهاکورین در غلظت پاسخ -دوزتعیین رفتار 
هر  به ۱ بافر در میکرومولار۲/۰ از آپواکورینمیکرولیتر ۱۵۰

 مولارمیلی۳۰ اضافه شد و سپس از محلول اولیهمیکروتیوب 
 میکرولیتر۱۰۰ مقطر تهیه ونانومولار در آب۳۰سری رقت تا  ،بنسرآزید

دقیقه در دمای ۳۰ه آپواکورین اضافه و برای مدت از این محلول ب
 به مخلوط فوق کلنترازین در غلظت نهایی .شداتاق انکوبه 

رسانده میکرولیتر ۳۰۰اضافه و حجم نهایی مخلوط به میکرومولار ۱/۰
نشر نور  و شدندانکوبه ساعت ۱۶مدت به C۴° ها در دماینمونه .شد
وسیله ثانیه بهیکمدت به ۲ بافر میکرولیتر۱۰۰ وسیله تزریقبه

ار افز استفاده از نرمها با داده .گیری شددستگاه لومینومتر اندازه
از  50ICو  50ECپد پریزم مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند و گراف

  .پاسخ سیگموییدی محاسبه شدند -دوزطریق معادله 
گیری محتوای اندازهبرای : سنجش بنسرآزید در نمونه زیستی

 مسر  نمونه دو، در از آزمون مهار ،های سرم انسانیبنسرآزید در نمونه



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یساجدرضا حسنو  یرحمان نیحس ۶۳۰

   ۱۳۹۸، پاییز ۴، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

، ۳۰۰ سه غلظتدر  بنسرآزیدصورت که بدین .استفاده شد مرد و زن
 تداخلات حذفمنظور به .به سرم اضافه شد نانومولار۱۲۰۰و  ۶۰۰

 یسرم یهانمونه ره،یغ و نیآلبوم مانند سرم در موجود یاحتمال
 g۱۳۰۰ در قهیدق۱۰ مدتبه و انکوبه جوش آب در قهیدق۲ مدتبه

در شرایط  ،یشآزما تحت یهانمونه سپس .شد فوژیسانتر
قرار  سنجششرح داده شد، مورد  ای که قبلاً هآزمایشگاهی بهین

شده از منحنی استاندارد، با استفاده از معادله خطی مشتق .گرفتند
 وتعیین و با غلظت واقعی مقایسه ها در نمونه بنسرآزیدغلظت 
  .محاسبه شد بازیابی میزان

 صورت پذیرفت.ها در سه تکرار مستقل همه آزمایش: آنالیز آماری
ای همعیار و رسم نمودارها از بستهبرای تعیین میانگین و انحراف

  .پریزم استفاده شد پد افزاری اکسل و گرافنرم
  

  هایافته
تئینی مقایسه الگوی پرو: فعالیت پروتئینبیان و تخلیص و تعیین 

 ن پروتئین مورد نظر رابیا ،شده و نشدهالقا حالتدر عصاره باکتری 
بیان نیز در فرم  %۵۰حدود  .)۱خوبی نشان می دهد (شکل به

مورد  مجدد، یتاخوردگمشکلات  علتبهنامحلول قرار داشت که 
ن و از پروتئی (نتایج نشان داده نشده است) استفاده قرار نگرفت

پس از اتمام مراحل  .ادامه مراحل استفاده شد برایمحلول 
 یین فعالیتبعد از تع و ها تعیین غلظت شدندنمونه ،سازیخالص

 .دنمایشات بعدی مورد استفاده قرار گرفتو فعالیت ویژه برای آز 
  .دست آمده ب RLU/mg۱۲۱۰×۴ورین فعالیت ویژه برای اک

  

  
 مارکر اندازه مولکولی ؛اکورین پروتئین تخلیص و بیان SDS‐PAGE زیآنال )۱ شکل

 با شدهتخلیص نمونه ،)۳( القانشده سلولی عصاره )،۲القاشده ( سلولی ) عصاره۱(
  )۵( کنترل شدهخالص اکورین و) ۴آگاروز ( نیکل ستون

  

با توجه به حساسیت نشر : سازی شرایط سنجشبهینه
 واکنش طشرای ،بیولومینسانس اکورین به غلظت اکورین و کلنترازین

 بیشترین حساسیت را نشان دهد ای انتخاب شود کهگونهباید به
خوبی مشاهده رقابت بین کلنترازین و آنالیت بههم  که یطور به

 در نتیجه .گیری باشدخوبی قابل اندازهبهکاهش آن  همشود و 
ت غلظشده (نتایج نشان داده نشده است) براساس آزمایشات انجام

  .میکرومولار در نظر گرفته شد ۱/۰و کلنترازین  ۱/۰اکورین 

طور معمول اتصال کلنترازین به اکورین منجر به به :غربالگری داروها
ند کور مینتولید فرم هولو شده که در حضور یون کلسیم تولید 

کردن برخی از ین برای غربالاینجا، آپواکوردر  .الف) -۲(شکل 
ترکیبات  .اهمیت دارند، استفاده شد TDMکه در  مهمداروهای 

 شده با کلنترازین شباهت ساختاری داشته و ممکندارویی انتخاب
 -۲ ل(شک در اتصال به اکورین با کلنترازین رقابت نشان دهند بود
 توانست بنسرآزیدتنها  ،ترکیباتدر میان این  که آنجالب  .ب)

  .)۱نمودار( بیولومینسانس اکورین را مهار کندفعالیت 
  

  
ب) ( ؛اکورین فتوپروتئین در بیولومینسانس از شماتیک نماییالف) ( )٢شکل 
 زیگربآطور بالقوه برای اتصال به پاکت هب که نیکلنتراز با مشابه ییداروها ساختار

  .شونداکورین پیشنهاد می
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تنها  .بر اکورینمولار میلی١٠٠اثر ترکیبات دارویی مختلف در غلظت  )١نمودار 

صورت بیولومینسانسی اکورین را تقریباً به توانست فعالیت غلظتبنسرآزید در این 
  .کامل مهار کند

  
با توجه به مشاهده اثر مهاری بنسرآزید در  :پاسخ -دوزتعیین نمودار 

 ر برابر این آنالیتبرای مشاهده رفتار اکورین د ،میکرومولار١٠٠ غلظت
بر  مولارمیلی١٠ تا نانومولاریک از دامنه غلظتی ،هادر سایر غلظت

فعالیت  است مشخصکه طور همان .)٢نمودار اکورین اثر داده شد (
نسرآزید را ب نسبت به بیولومینسانسی اکورین رفتار وابسته به غلظت

برای  50ICمیزان  ،پاسخ -دوزبا استفاده از نمودار  .دهدنشان می
  .)٢نمودار ( محاسبه شده استمیکرومولار ۲۶۰ بنسرآزید



 ۶۳۱ نیاکور ینسانسیولمیب تیبه روش مهار فعال دیآزسنجش بنسر ـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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 فمختل یهاغلظت در نیاکور ینسانسیلوم تیفعال پاسخ -دوز یمنحن )٢نمودار 
 مهار کامل طوربه نیاکور تیفعال میکرومولار١٠ حدود یهاتظغل در؛ دیبنسرآز

  .شودیم

  
سنجش مهار بیولومینسانس با  :گیریاندازه خطیتعیین دامنه 

 دبنسرآزیهای مختلف غلظت استفاده از اکورین، یک نمودار خطی در
معادله  .)۳نمودار ( کندایجاد می مولارانون۱۵۰۰-۱۰۰در محدوده 

حد تشخیص و حد  .است y=‐733.4x+107938رگرسیون خط 
 .محاسبه شد نانومولار۲۶۰و  ۷۹ترتیب به بنسرآزید سازییکم
 LOQو  LODها نشان داد که ر روشین روش و سایسه ایمقا

  .استقابل استفاده  ینیبال یهانمونه یشده برامحاسبه
وش قابلیت ر یابیمنظور ارزبه: سنجش بنسرآزید در نمونه زیستی

 سرم انسان انجام یهادر نمونه یدزبنسرآن غلظت یی، تعیشنهادیپ
های بالینی نیز با تعیین میزان دقت این روش در این نمونه .شد

کردن مقدار معینی محلول استاندارد با اضافه بنسرآزیدبازیابی 
ی میزان بازیاب .مورد بررسی قرار گرفتهای سرم به نمونه بنسرآزید

  .)۱(جدول  محاسبه شد %۱۰۰±۳ در محدوده
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 ۱۰۰رابطه خطی بین فعالیت بیولومینسانس اکورین در دامنه غلظتی  )۳نمودار 

  بنسرآزیدنانومولار ۱۵۰۰تا 

  
شده به سرم از طریق های مختلف اضافهسنجش بسرآزید در غلظت )١جدول 

  کاهش شدت بیولومینسانس اکورین
 غلظت واقعی
  (نانومولار)

یانگین غلظت م
  (نانومولار) شدهگیریاندازه

بازیابی 
(%)  

معیار انحراف
  (%)نسبی 

۲۵۰  ۲۴۲  ۹۷  ۹  
۵۰۰  ۵۰۲  ۱۰۰  ۳  
۷۵۰  ۷۳۴  ۹۸  ۲  
۱۲۰۰  ۱۲۲۶  ۱۰۲  ۳  

مطالعه که رقابت بین با توجه به فرض این : م مهارمکانیز تعیین 
های با شباهت ساختاری به کلنترازین برای اتصال به اکورین لیتاآن

گرفته تا حدی مکانیزم مهار را صورتشدن نوع مهار روشن ،است
 -دوزهای منحنی ،م مهارمنظور تعیین مکانیز به .کندمشخص می

و  ١/٠، ٥/٠کلنترازین شامل  در سه غلظت مختلفپاسخ بنسرآزید 
سم ر  )شوداسکایلد اطلاق می -نمودار گادم به آن که( کرومولاریم٠١/٠
 طور که در نمودار حاصل مشخص شد میزانهمان .)٤نمودار ( شد
50IC و ٥/٦٢به  ١٣٨از ترتیب با کاهش غلظت کلنترازین به 
  .یابدنانومولار کاهش می٩/١١
  

  
و  ١/٠، ٥/٠در حضور سه غلظت پاسخ بنسرآزید -های دوزمنحنی) ٤نمودار 

  .بایدکاهش می 50ICبا کاهش غلظت کلنترازین میزان  کلنترازین؛ رومولارکیم٠١/٠

  

  بحث
 یهاسوءاستفاده زین و داروها حضور صیتشخ منظوربه قاتیتحق
 یغربالگر  چه و یاورژانس حالت در چه ،مارانیب در سموم ای ییدارو
 یر یگاندازه دارو، یدرمان سطح سنجش .است یضرور  یامر 

 زیتجو روش آن، مناسب ریتفس که است یشگاهیآزما یپارامترها
 یسبرر  که ییآنجا از .دهدیم قرار ریثات تحت میمستق طوربه را دارو
 یهاشیآزما گرید ای ینیبال یهاشیآزما با تنها ،داروها یدرمان اثرات
 یرماندشیپا و هاتیآنال سنجش ست،ین ریپذامکان یکینیپاراکل
 داروها از یار یبس مورد در .است افتهی شیافزا ریاخ یهاسال در دارو

 .دارد رابطه دارو اثرات با شدهمصرف دوز از بهتر ،یسرم غلظت
 کیبار دامنه با یداروها مورد در ویژههب TDM کاربرد بیترتنیبد

 نییعت که ییداروها ک،ینتیفارماکوک در ریرپذییتغ یداروها ،یدرمان
 یجانب اثرات با یدرمان اثر یدارا یداروها و است دشوار غلظتشان
 جمله از هانیفتوپروتئ از استفاده رو، نیا از .[25]است مهم مخرب،
 یکاربردهامنظور به ادیز العادهفوق تیحساس علتبه نیاکور
  .[26	,2]است مناسب اریبس کالیتیآنال
 مطالعات که شدهشناخته نیفتوپروتئ کی عنوانبه نیاکور

 یبرا آلدهیا یهانهیگز از یکی ،گرفته صورت آن یرو یاگسترده
 کی نیفتوپروتئ مهار یمبنا بر سنجش .است هاتیآنال سنجش
 نیگزیجا یروش به شدنلیتبد تیقابل که است عیسر و آسان روش
 که سنجشاین  اساس به توجه با .[1]دارد را جیرا یهاروش ریسا با

 بدون اکورین است، نظر مورد تیآنال و نیکلنتراز نیب رقابت
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 علتهب .شود یمعرف آشکارساز عنوانبه تواندیم یدستکار گونه هیچ
 سهولت ن،یاکور از استفاده هنگام در نییپا اریبس صیتشخ حد

 از یار یبس در نیفتوپروتئ نیا از توانیم آن، یدار یپا و استفاده
 زنده، یاهسلول در میکلس شاخص لیقب از کالیتیوآنالیب یکاربردها
 ونیداسیبریه یهاتست در گزارشگر ،"محیط زندهدر " یربردار یتصو
DNA، شسنج یهاستمیس در گنالیس مولد عنوانبه و یمونواسیا 
  .[27]کرد استفاده یمولکول چیسوئ

 در نآ از استفاده و فتوپروتئین توسط هاآنالیت مهاری اثر سنجش
 و هامورسکی توسط باراولین برای ،آنالیت غلظت تعیین جهت

 سم مهاری اثر آن در که شد گزارش ٢٠١٢ سال در همکاران
 و سنجش اکورین بر (OH‐PCB) فنیلکلروبی پلیهیدروکسیپلی
 روش این در آشکارسازی دامنه .شد هارای مناسب سنجش روش یک
 سنجش یک در که ییآنجا از .[28]گزارش شد نانومولار١٣٢ حد در

 رد ثابت غلظت یک در دارنشان لیگاند اتصال مهار، براساس معمول
 ،دشومی گیریاندازه ،نشان بدون لیگاند مختلف هایغلظت حضور

 تآنالی و نشاندار لیگاند عنوانبه کلنترازین اینجا دربنابراین 
 لاتصا زیرا ،کنندمی عمل نشان بدون لیگاند عنوانبه مهارکننده
 تواندیم آنالیت احتمالی رقابت و شده نور تولید به منجر پروتئین
که نور نشری رابطه از آنجایی  .شود فعالیت خاموشی موجب

مستقیم با غلظت آپواکورین دارد در نتیجه برای افزایش حساسیت 
غلظت آن باید تا حد ممکن پایین باشد و در عین حال  ،سیستم
  .خوبی مشاهده شودها بهنور نشری بر اثر رقابت با آنالیتکاهش 

داروهای دارای  یغربالگر  ،در این مطالعه نیز با همین رویکرد
انجام شد و  ،و با شباهت ساختاری با کلنترازین TDMاهمیت در 

ان برای درم لوودوپامکمل در کنار  عنوانبهفقط داروی بنسرآزید که 
 .مهار فعالیت لومینسانسی اکورین شد موجبپارکینسون کاربرد دارد 

 لظتغ افزایش با اکوورین بیولومینسانس نشر که داد نشان نتایج
 نانومولار٧٩ تشخیص حد با نانومولار۱۵۰۰تا  ١٠۰ محدوده در بنسرآزید
 ونخ در دیبنسرآز غلظت و یمصرف دوز که ییآنجا از .یابدمی کاهش

 سهیمقا قابل کاملاً  نیبنابرا ،است کرومولاریم٩/٣٥ تا ٣٢ دامنه نیب
 وشر دهدیم نشان کهاست  دیبنسرآز ونیبراسیکال نمودار دامنه با

 سنجش برای روش این قابلیت .دارد را ینیبال استفاده تیقابل مذکور
شده ایهروش ار  بیانگر این است که و شده ثابت نیز سرم در بنسرآزید

تواند حتی در ماتریکس پیچیده سرم نیز برای تعیین بنسرآزید می
 یمارت بدونخون  سرم در بنسرآزید مستقیم تعیین .استفاده شود

که پتانسیل  شد انجام ١٠٠±٣بازیابی قابل قبول در محدوده  با اولیه
ر نمودابه علاوه،  .دهدبرای اهداف تشخیصی نشان می بالای روش را

که  دکنهای مختلف کلنترازین تغییر میپاسخ در حضور غلظت -دوز
ایگاه ج به بیان دیگر احتمالاً  .کننده استاین نشانه رفتار رقابتی مهار 

وسط بررسی مکانیزم مهار تو اتصال بنسرآزید مشابه کلنترازین بوده 
 ،ما یقبل مطالعه در .دهد مهار از نوع رقابتی استبنسرآزید نشان می

 تصالا در ریدرگ یهاماندهیباق یبررس منظوربه نگیداک یساز هیشب
ش تواند با برهمکننتایج نشان داد آنالیت می .شد انجام تیآنال به

های حاضر در حفره اکورین در برهمکنش ماندهبا تعدادی از باقی

 در این مورد نیز احتمالاً  .نمایدکلنترازین و اکورین تداخل ایجاد 
کاهش نشر بیولومینسانس اکورین  موجببنسرآزید از همین طریق 

  .[29]شودمی
طور اکورین به ،شدهی طراحیر یگاندازه روش درمطالعه،  نیا در

ند توایمو بنسرآزید  داردگزارشگر و گیرنده نقش  عنوانبههمزمان 
ن همچنی .دنمایمهار  صورت وابسته به غلظتهرا ب نیکورا تیفعال

های هدر نمونسنجش بنسرآزید  برایقابلیت استفاده شده ارایهروش 
اکورین توسط بنسرآزید توسط مکانیزم مهار مهار  .رددارا زیستی 

ر یر دهای درگماندهیباقبنسرآزید با  گیرد و احتمالاً رقابتی صورت می
به خاموشی  منجردهد که واکنش با کلنترازین برهمکنش می

  شود.پروتئین مییت بیولومینسانسی فعال
  

  گیرینتیجه
تواند برای سنجش بنسرآزید استفاده شود و شده میروش طراحی

دهد . همچنین نتایج نشان میداردقابلیت استفاده در نمونه سرم را 
بیولومینسانسی اکورین را مهار بنسرآزید با مهار رقابتی فعالیت 

  کند.می
  

دانشگاه معاونت پژوهشی های یتاز حماانی: دتشکر و قدر 
  .شودمدرس تشکر و قدردانی میتربیت
  .نشده است گزارشموردی از سوی نویسندگان اخلاقی: تاییدیه
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