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 چکیده

با وزن  دینواسیآم 394متشکل از  نیکوپروتئیگل کی تریپسینآنتی 1 -آلفا

 تیهپاتوس یهاعمده توسط سلول طوربه نیپروتئ نی. ااست لودالتونیک52

در حفاظت بافت  یو نقش اساس شودیترشح م یویر یهاسنتز و به بافت

مواجهه با  رعمده د یهادارد. از چالش الاستازنوتروفیلدر مقابل اثر  هیر

و در  نیپروتئ نیخورده افرم تا یساختار یداریناپا ،تریپسینآنتی 1 -آلفا

امر فرد  نی. ااست هیدر بافت ر رفعالیغ یمرهایپل صورتبهتجمع آن  جهینت

. دینمایم زمیو آمف دیآسم شد ،یویمزمن ر یهایماریرا مستعد ابتلا به ب

 1 -آلفا یدیداخل ور قیتزر ل،اختلا نیا یبرا جیرا یهااز درمان یکی

 ،تریپسینآنتی 1 -آلفا افتیدر دیکاند مارانیب ،ی. از طرفاست تریپسینآنتی

برونش  یهاهستند و استفاده از بازکننده یاختلال تنفس علایم یدارا

 صیمطالعه تخل نی. در اشودی)سالبوتامول( خط اول درمان محسوب م

انجام و خلوص آن توسط روش  یلیمات یتوسط روش کروماتوگراف نیپروتئ

مختلف سالبوتامول بر  یهاشده است. اثر غلظت تاییدژل الکتروفورز 

 C60° یشده توسط حرارت در دماالقا تریپسینآنتی 1 -آلفا ونیزاسیمریپل

 یکننده، پراکندگدناتورهریغ آمیدآکریلپلیالکتروفورز ژل  یهابا روش

 تیمورد سنجش قرار گرفته است. فعال یدوران نماییدورنگنور و  یکینامید

شده است.  یبررس نیپسیتر یمهار تیظرف نییتوسط روش تع نیپروتئ

 یحلقه مرکز یریپذکه سالبوتامول با کاهش انعطاف دهندینشان م جینتا

کاهش سرعت  جهیو در نت ونیزاسیمری، سبب کاهش سرعت پلواکنشگر

 یافزودن نی. اشودیم تریپسینآنتی 1 -آلفا نیدر پروتئ تیفعال رفتنازدست

و  تریپسینآنتی 1 -آلفا نیپروتئ یهمراه یبرا یمناسب نهیگز تواندیم

 نیا ونیزاسیمریوابسته به پل یهایماریدرمان ب یمناسب برا یراهکار

 باشد. نیپروتئ
، سالبوتامول، پلیمریزاسیون، فعالیت، تریپسینآنتی 1 -آلفا: هاکلیدواژه

 دورانی نماییدورنگسنجی طیف
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 مقدمه

کیلودالتونی 52یک گلیکوپروتئین  تریپسینآنتی 1 -آلفا

از اعضای آمینواسید است. این پروتئین یکی  394متشکل از 

 Serine)پروتئاز های سریناصلی خانواده بزرگ مهارکننده

Protease Inhibitors; Serpin) با اندازه متوسط حدود ،

 %80بیش از  تریپسینآنتی 1 -آلفا. ]1 ,2[استنانومتر 7/6⨯2/3

شود. همچنین در مقادیر ها سنتز و ترشح میتوسط هپاتوسیت

ها، پانکراس، انتروسیت، نوسیتوماکروفاژها، م وسیلهبهکمتر، 

روز  5تا  4عمر شود و در خون دارای نیمهاندوتلیوم تولید می

بر هر کیلوگرم وزن گرم میلی34مقدار . انسان روزانه ]2-5[است

شود کند و در نتیجه باعث میبدن از این پروتئین را تولید می

گرم بر 2که غلظت پلاسمایی این پروتئین در خون بین یک تا 

در موارد  تریپسینآنتی 1 -آلفالیتر ثابت بماند. غلظت سرمی 

 %80. یابدبرابر افزایش می 4التهاب یا صدمه بافتی تا مقدار 

به  %10تا  5بافتی و این پروتئین از پلاسما به فضاهای میان

ایی که غلظت موضعی مایعات زیستی، شامل مایع آلوئولار ج

این  .]6-8[یابدرسد، انتشار میگرم بر لیتر می3/0تا  1/0آن 

پروتئاز آنتی -پروتئین نقش اساسی در حفظ تعادل پروتئاز

پروتئازی سرم انسانی را آنتی تفعالی %90داشته و بیش از 

 تریپسینآنتی 1 -آلفاگذاری . با وجود نام]6 ,9[نمایدمین میتا

در مقایسه  الاستازنوتروفیلتری بر این پروتئین اثر مهاری بزرگ

با تریپسین دارد و عملکرد اصلی آن محافظت بافت در مقابل 

مقابل تری در حفاظت گرناست و نقش کم  الاستازنوتروفیل

 .]1 ,3 ,9[ها داردپروتئازسایر سرین وسیلهبهشده آسیب ایجاد

صفحه بتا و  3 پایه بر تریپسینآنتی 1 -آلفاساختار کریستال 

 (Reactive Center Loop; RCL)یک حلقه مرکزی واکنشگر 

کند، استوار محل اتصال پروتئاز هدف عمل می عنوانبهکه 

یک بازوی قابل چرخش،  داشتنعلت ها بهسرپین. ]10 ,11[است

موش  و به یک تله هستنددارای سطح با انرژی بالا و لذا ناپایدار 

، تریپسینآنتی 1 -آلفاشوند. در مورد دارای طعمه، تشبیه می

آمینه متیونین در حلقه مرکزی واکنشگر زنجیره جانبی اسید

الاستین اندازی پروتئاز مدابه برایطعمه )سوبسترا(  عنوانبه

به این  الاستازنوتروفیل. بعد از اتصال پروتئاز ]12[کندمی عمل

 1 -آلفامتیونین، حلقه مرکزی شکافته شده و پروتئین 

را از حالت ناپایدار با انرژی بالا آزاد کرده و اجازه  تریپسینآنتی

. این بازآرایی ساختار گرددبه عقب باز واکنشگردهد حلقه می

پروتئاز هدف از قسمت جلویی به بخش انتهایی باعث چرخش 

ل بازگشت پروتئاز و غیرقابشدن پروتئین و در نتیجه غیرفعال

ها، یک سرپین  پروتئازها توسط بنابراین، مهار شود؛سرپین می

. ]10 ,13[شودکار خودکشی با سوبسترا تلقی میسازو



 335 نیپسیتریآنت 1 -آلفا ونیزاسیمریسالبوتامول در کاهش پل ریتاثــــــــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                     Volume 11, Issue 3, Simmer 2020 

ها از طریق یک چرخش دُمین صورت پلیمریزاسیون سرپین

یک مولکول  واکنشگرپذیرد که از طریق آن حلقه مرکزی می

شود. این فرآیند مولکول دیگر وارد می Aبه داخل صفحه بتای 

بین مولکولی رخ داده و منجر به تشکیل  صورتبهتواند می

 شدهمولکولی انجام درون صورتبهیا  ساختار پنهان یا دلتا شود

. همه شودمانند منجر ه تشکیل یک پلیمر غیرفعال فیبریلو ب

 ؛هستندآمده، دارای پایداری بالایی وجودبهاین ساختارهای 

طبیعی به شکل یک  طوربه تریپسینآنتی 1 -آلفابنابراین، 

خورد. اگرچه این ساختار از نظر ساختار با پایداری کم، تا می

ولی این ساختار برای  نیستترمودینامیکی پایدارترین حالت 

. این تحرک ساختاری سبب ]5[حفظ فعالیت آن ضروری است

شده و بنابراین ناحیه  تریپسینآنتی 1 -آلفاناپایداری حرارتی 

ای قرار نقطههای ژنی این منطقه چنانچه در معرض جهش

گی اشتباه، جمله تاخوردرد باعث تغییرات ساختاری بزرگ از گی

تشکیل پلیمرهای  خصوصبهخودی و دبهانتقالات ساختاری خو

 .]10[غیرفعال و در نتیجه نقص سرپین خواهد شد

های شدید منجر به بیماری تریپسینآنتی 1 -آلفانقص شدید 

]1 ,3 ,8 ,14-آمفیزم خواهد شد خصوصبهو  )COPD( مزمن ریوی

 1 -آلفاهای گذشته نشان داده است که تحقیقات در دهه. 16[

پروتئاز چندمنظوره ضدالتهابی، یک مولکول آنتی تریپسینآنتی

ها، . این ویژگی]6 ,17[استبافت کننده عفونت و بازسازیضد

درمان  برایرا تبدیل به یک عامل  تریپسینآنتی 1 -آلفا

های . درمان]6[نمایدهای التهابی، خودایمنی و عفونی میبیماری

شامل تزریق جبرانی  تریپسینآنتی 1 -آلفامرتبط با نقص 

(Augmentation Therapy) شده از این پروتئین استخراج

 تریپسینآنتی 1 -آلفاپلاسمای انسانی، درمان استنشاقی 

]1 ,9 ,استهای بنیادی درمانی و استفاده از سلولنوترکیب، ژن

التهابی و  علایمکاهش  منظوربهها . تمامی این روش16[

پیشرفت  ،های اخیردر سال. استجلوگیری از آسیب ریوی 

صورت گرفته  تریپسینآنتی 1 -آلفاگیری در استفاده از چشم

های شدید مثال درمان افراد مبتلا به بیماری عنوانبهاست. 

)از جمله قطع آنها  های رایجبر درمانآسم علاوهیا  مزمن ریوی

مصرف سیگار، استعمال برونکودیلاتورهای استنشاقی و 

ها و دریافت اکسیژن( استفاده از درمان خاص کورتیکواستروئید

در دسترس قرار  تریپسینآنتی 1 -آلفاتزریق جبرانی  وسیلهبه

 -آلفا. هدف از این نوع درمان، بازیابی سطح ]12 ,18[گرفته است

بر کیلوگرم گرم میلی60در پلاسمای خون ) تریپسینآنتی 1

 1 -آلفاحفظ حد آستانه سرمی  منظوربهوزن بیمار در هفته( 

مول بر لیتر( و در نتیجه حفظ بافت پارانشیم 11) تریپسینآنتی

. تاکنون چندین شرکت دارویی ]5 ,19[ریوی از آسیب بیشتر است

 1 -آلفا سعی در تولید ،استفاده کلینیکی منظوربهبزرگ 

. ]6[ندامشتق از پلاسمای انسانی و نوترکیب نموده تریپسینآنتی

 1 -آلفاهای شدید مجوز درمان نقص ،این محصولات

ش و واسکولیت را دریافت ، آسم شدید، پیوند شُتریپسینآنتی

 برای یمتعدد یهاروش تاکنون، علاوهبه. ]5 ,14[اندنموده

صورت گرفته  هانیسرپ ونیزاسیمریپل ندیاز فرآ یریجلوگ

استفاده از یا  تیاسمول باتیاز جمله استفاده از ترک ؛است

به  توانندیکه م واکنشگر یهمولوگ با حلقه مرکز یهادیپپت

آن در  ونیزاسیمریپلاز افزوده و مانع  یعیمولکول طب A صفحه

 .]20-22[شوند یشگاهیحالت آزما

دهنده گهیآعامل پیشترین ریوی مهم علایماز آنجا که 

های ، درماناست تریپسینآنتی 1 -آلفابیماران مبتلا به نقص 

کاهش  برایتوماتیک مانند استفاده از برونکودیلاتورها سیپ

تنگی نفس بسیار رایج است و سبب بهبود کیفیت زندگی  علایم

کاربرد در پر یداروها انیدر م. ]9 ,19 ,23-26[فرد بیمار خواهد شد

 ینفس، دو دارو یو تنگ زمیهمچون آسم، آمف یموارد

 نیتراز پرفروش (Spiriva) ومیوتروپیسالبوتامول و ت

که  استموثر و امن مورد استفاده  یهایلاتورهایبرونکود

و  یویدچار انسداد ر مارانیقدم در درمان  ب نیاول عنوانبه

. در واقع ]27-30[شودیم زیجوت ییهوا یاسپاسم مجار

های التهابی مانع از سازی ژنسالبوتامول با جلوگیری از فعال

ها و نیز سلامین و عوامل گرفتگی ریه از ماستآزادسازی هیست

. ]31[نمایدعوامل مخاط مژگانی عمل میافزایش آزادسازی 

 -2 -های بتادیلاسیون و تحریک گیرنده، مسئول برونکوعلاوهبه

و برای  استهای ریه آدرنرژیک و در نتیجه استراحت ماهیچه

و آسم  (COPD)افراد مبتلا به بیماری انسدادی مزمن ریوی 

 . ]27 ,28 ,30[شودمتوسط تا شدید تجویز می

گونه که توضیح داده شد، درمان جبرانی برای افراد مبتلا همان

ر، کارآمد بوده و همچنین داروهای برونکودیلاتو COPDبه 

این  علایمجلوگیری و درمان  منظوربهویژه سالبوتامول به

بنابراین، ریه بافت هدف هر دو  ؛]29[شودها استفاده میبیماری

شود. محسوب می تریپسینآنتی 1 -آلفاداروی سالبوتامول و 

 -آلفادر این پژوهش، اثر سالبوتامول در فعالیت و پلیمریزاسیون 

های ژل آزمایشگاهی توسط روش تصوربه تریپسینآنتی 1

دورانی، مورد بررسی  نماییدورنگسنجی الکتروفورز و طیف

 قرار گرفته است. 

 

 هامواد و روش
تخلیص پروتئین توسط کروماتوگرافی  :صیتخل ندیفرآ
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 1 -آلفابا استفاده از رزین اختصاصی جداسازی  ،تمایلی

انجام  ،(.GE Healthcare Co)از سرم انسانی  تریپسینآنتی

دقیقه با 10ها برای مدت شده است. پس از انعقاد خون، نمونه

توسط بافر  آمدهدستبهسانتریفیوژ و سرم  rpm4000دور 

 با کلریدمولار سدیممیلی150مولار تریس، میلی20اتصال )

4/7=pH )3 شده، روی ستون مرتبه رقیق شد. محلول رقیق

تریس،  مولارمیلی20)شو وبارگذاری و سپس توسط بافر شست

های شسته شد. نمونه ،(pH=4/7 با کلریدمولار منیزیم2

تریس،  مولارمیلی50توسط بافر دیالیز ) آمدهدستبه

مدت ( بهpH=4/7 با %5کلرید و گلیسرول پتاسیم مولارمیلی50

دیالیز شد. برای تخمین  ،مرتبه تعویض بافر 3ساعت و با 24

-SDS)آمید ریلآکدرجه خلوص، با استفاده از الکتروفورز پلی

PAGE) 12های ستون توسط روش لاملی در ژل خروجی% 

شد.  آمیزیرنگ R-250 بلوبریلینتکوماسی وسیلهبهانجام و 

اده از روش در انتهای فرآیند، تعیین غلظت پروتئین تام با استف

و سرم آلبومین گاوی در طول  G-25بلو کوماسی بردفورد و رنگ

و رسم منحنی استاندارد صورت  شد انجام نانومتر495موج 

 .]32-34[پذیرفت

 -آلفابررسی پلیمریزاسیون  منظوربه :ونیزاسیمریپل یابیارز

کننده دناتورهریغ دیآملیرکآیالکتروفورز ژل پل تریپسینآنتی 1

 وسیلهبه تریپسینآنتی 1 -آلفاانجام پذیرفت. تهیه پلیمرهای 

شده با غلظت تخلیص تریپسینآنتی 1 -آلفاانکوباسیون 

، 15های زمانبرای  C60°لیتر در دمای بر میلیگرم میلی57/0

سالبوتامول در حضور و عدم حضور دقیقه 60و  30

لیتر انجام بر میلی نانوگرم6/3با غلظت   (Ventolin)سولفات

نقره نیترات آمیزیرنگ. شناسایی باندهای پروتئینی توسط شد

. در اینجا باید ذکر شود برای محاسبه مقادیر ]35[انجام شد

از روش زیر  تریپسینآنتی 1 -آلفاانتخابی از سالبوتامول و 

لیتر از گرم بر میلیمیکرو500تزریق  باراستفاده شد: دوز یک

لیتر را بر میلی نانوگرم6/3سالبوتامول که سطح پلاسمایی 

بیشینه دوز برای سالبوتامول و حد  عنوانبهآورد می وجودبه

پروتئیناز به  -1 -آلفاکننده آستانه محافظ سطح سرمی مهار

لیتر از بر میلیگرم میلی57/0بر لیتر یا  میکرومول11مقدار 

 مبنای مقدار سرپین انتخاب شد.   عنوانبه تریپسینآنتی 1 -آلفا

 طوربه این روش :(DLS) نور یکینامید یپراکندگ روش

گسترده و ساده برای تعیین قطر میانگین ذرات و پراکندگی 

این مطالعه  .]36[شوداندازه و نیز تجمع پروتئین استفاده می

 انجام شد. ابزار (Malwern)شرکت  توسط دستگاه زتاسایزر نانو

ها مورد استفاده قرار وتحلیل ملورن برای تحلیل دادهتجزیه

 تریپسینآنتی 1 -آلفاگرفت. در این پژوهش، تجمع حرارتی 

های رقیق و فته است. نمونهمورد مطالعه قرار گر DLS وسیلهبه

 سولفاتسالبوتامول و محلول  تریپسینآنتی 1 -آلفاشده فیلتر

گرفته آزمایش( و )دمای شتاب C60°متناسب با آن در دمای 

 pHهای سرم در نزدیک به دمای دناتوراسیون پروتئین

فیزیولوژیک مورد تحلیل قرار گرفت. به این منظور برای بررسی 

 تریپسینآنتی 1 -آلفابر پایداری  سولفاتسالبوتامول هر نوع اثر 

شده تخلیص تریپسینآنتی 1 -آلفاو پلیمریزاسیون حرارتی آن، 

متناسب با آن با غلظت  سولفاتسالبوتامول محلول  و

گیری ابعاد ذرات بعد لیتر آماده شده و اندازهگرم بر میلینانو6/3

 صورت پذیرفته است.دقیقه 60و  30، 15های از زمان

همچنین، تمامی این مراحل در عدم حضور سالبوتامول مورد 

یک روش مناسب برای کنترل  DLS روشبررسی قرار گرفت. 

تعیین اندازه  منظوربهها بودن نمونهکیفیت و بررسی همگن

رفتارهای فیزیکی و شیمیایی، کاوش  تاثیرذرات، سنجش 

ها مولکولکنش میان ماکرواتصال لیگاند و نیز مطالعه برهم

امکان مقایسه پایداری  DLSهای گیری. در نهایت، اندازهاست

یافته و همچنین اثرات حرارتی پروتئین طبیعی و جهش

ها را فراهم پایدارکننده لیگاندهای مختلف بر پروتئین

شده، گیریترین پارامتر اندازه، اصلیDLS. در روش ]37[نمایدمی

تعیین  منظوربهتواند که می است (D) ضریب انتشار انتقالی

انیشتین  -رابطه استوک وسیلهبه (d) قطر ظاهری ذرات

 .]38[آید دستبه 1رابطه  صورتبه
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دما  T(، J/K 23−10×  1.38ثابت بولتزمان ) Bk در رابطه فوق،

)بر حسب کلوین،  )t ویسکوزیته بر حسب پاسکال که در آن 

t  .زمان بر حسب ثانیه در نظر گرفته شده است 

تغییرات ساختار  :(CD)ی دوران ییدو رنگ نما یسنجفیط

تا  190شده در ناحیه فرابنفش دور )دوم پروتئین تخلیص

در  سولفاتسالبوتامول (،  در حضور و عدم حضور نانومتر240

نانوگرم 6/3برابر غلظت اولیه  10و  یکفر، نسبت غلظتی ص 3

ریزاسیون ناشی از حرارت تابعی از پلیم عنوانبهلیتر بر میلی

دورانی مورد بررسی قرار  نماییدورنگسنجی توسط طیف

دورانی  نماییدورنگسنج ها در طیفگیریگرفته است. اندازه

کلرید تریس و پتاسیم مولارمیلی50در بافر  715مدل جاسکو 

انجام پذیرفت. پیش از انجام  pH=4/7در  %5گلیسرول و 

کارگیری ضریب هبا ب تریپسینآنتی 1 -آلفاآزمایش، غلظت 
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 نانومتر280بنفش در سنجی فرا، توسط طیف52/0خاموشی 

گرم میلی2/0ها با غلظت تعیین شده است. درجه بیضوی نمونه

در مدت  C60°لیتر پس از انکوباسیون در دمای بر میلی

 گیری شده است. اندازهدقیقه 60و  30 ،15، 5های زمان

با استفاده از  نیپسیتریآنت 1 -آلفا یمهار تیفعال نییتع

تخمین  :(TIC) نیپسیتر یمهار تیظرف نییروش تع

و  دیتزبر اساس روش  تریپسینآنتی 1 -آلفافعالیت مهاری 

بر  تاثیر. در این روش، تریپسین با ]93[همکاران انجام شده است

 -4آرژنین  -L -بنزوئیل -آلفا -nسوبسترای مصنوعی، بپنا )

 -p( و هیدرولیز آن سبب تولید هیدروکلرید -نیتروآنالید

 نانومتر400شود که در طول موج رنگ میآنیلید زردنیترو

تواند با مهار سرمی می تریپسینآنتی 1 -آلفا. استدارای جذب 

این فرآیند سبب کاهش رنگ ایجادشده و در نتیجه کاهش 

 . شودجذب در طول موج مربوطه 

 تریپسینآنتی 1 -آلفاگیری فعالیت در این مطالعه اندازه

شده و بررسی تغییرات آن در حضور و عدم حضور تخلیص

بر گرم میلی57/0برونش سالبوتامول، در غلظت ثابت کننده باز

در فواصل زمانی   C60°لیتر و انکوباسیون در دمای میلی

لیتر سالبوتامول گرم بر میلینانو6/3مختلف در مقابل غلظت 

های شاهد، کنترل و انجام شده است. بدین منظور در لوله

شده تریپسین افزوده شد. پس از محلول رقیق ،مجهول

ها افزوده سوبسترای تریپسین بپنا به هر کدام از نمونهدقیقه 10

برای ختم واکنش دقیقه 10. پس از گذشت مدت شد

در آنها  ها افزوده و جذببه کلیه نمونه %30استیک اسید

ها با استفاده . فعالیت برای همه واکنششدخوانده  نانومتر400

 .استقابل محاسبه  2 از رابطه
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 5/10حجم واکنش بر حسب میکرولیتر،  7000در رابطه فوق، 

تفاوت بین جذب نمونه سنجش و کنترل  Aجذب مولی، 

 yحجم سرم بر حسب میکرولیتر و  xآلبومین تریپسین، 

شده رابطه . تحت شرایط ذکراستدقیقه  زمان واکنش بر حسب

 شود:می 3رابطه به شکل 
 

(3       )x

A6.66

لیتر( در میلیدقیقه = )میکرو مول بر 

TIC 
 

سرم بر حسب واحد  تریپسینآنتی 1 -آلفافعالیت  اینجادر 

گرم میلی جای واحد رایج مورد استفاده یعنیالمللی بهبین

 شود. بیان می ،شدهتریپسین مهار

 

 ها و بحثیافته
های ستون فرآیند تخلیص توسط بررسی درجه خلوص خروجی

سولفات انجام پذیرفته است. دسیلدوروش ژل الکتروفورز سدیم

 .پروفایل مراحل تخلیص نشان داده شده است 1در شکل 

باند پروتئین با وزن مولکولی ظاهری حدود حضور تک

کیلودالتون که تطابق خوبی با مقادیر منتشرشده 52

حضور پروتئین با  تاییددهنده های پیشین دارد، نشانپژوهش

 . ]4 ,9[استخلوص بالا 
 

 
 -1مراحل مختلف تخلیص آلفا  مربوط به SDS-PAGEتصویر ژل ( 1شکل 

دهنده نشان بیترتبه 2و  1 یهاستون؛ تریپسین از سرم خون انسانآنتی

 3ستون ، هستند یدر ستون کروماتوگراف یسرم خون قبل و بعد از بارگذار

مرحله  نیدوم ی، خروج4ستون  ،وشومرحله نخست شست یخروج

اول و  یمراحل جداساز یهای، خروج6و  5 یهاستونو  استوشو شست

  دوم

 

و بررسی اثر  تریپسینآنتی 1 -آلفافعالیت مهاری  تایید برای

استفاده شده  (TIC)سالبوتامول، روش تعیین فعالیت مهاری 

ایش اثر القای حرارت بر مقدار نم منظوربه ،است. این فرآیند

و نیز بررسی نقش  تریپسینآنتی 1 -آلفارفتن فعالیت ازدست

 (.1نمودار تامول در این روند انجام شده است )سالبو
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 1 -آلفارفتن فعالیت دست( بر ازC60°ارت )دمای اثر القای حر( 1نمودار 

 سولفاتسالبوتامول در حضور و عدم حضور  تریپسینآنتی

 

نسبت به مقدار اولیه  ،مقادیر فعالیت که شایان ذکر است

شده است. نتایج نشان  ارایه درصد سنجیده شده و بر حسب

، روند سولفاتسالبوتامول دهد که در عدم حضور می

، نسبت به شرایط در تریپسینآنتی 1 -آلفافعالیت  رفتنازدست

رفته  با شتاب بیشتری پیشدقیقه 10حضور آن تا مدت حدود 

فعالیت در حضور و عدم حضور  درصد و تفاوت مقادیر کاهش

 (.>05/0p) است دارمعنی صورتبهسالبوتامول در این مدت 

با  تریپسینآنتی 1 -آلفااثر سالبوتامول بر پلیمریزاسیون 

و پراکندگی کننده دناتورهستفاده از روش الکتروفورز ژل غیرا

 هایدینامیکی نور مورد بررسی قرار گرفته است. تحلیل داده

های دهد که فرمنشان می ،ژل در عدم حضور سالبوتامول

دقیقه 15پس از  تریپسینآنتی 1 -آلفامری از مولتی

، به سرعت شروع به تشکیل نموده و  C60°انکوباسیون در 

ساختار مونومری  رفتنازدستهمگام با آنها  مقدار و اندازه

حضور یابد. در پروتئین در طی انکوباسیون افزایش می

های مولتیمر تا حدود سالبوتامول پلیمریزاسیون و ظهور باند

با شدت کمتری نسبت به عدم حضور این افزودنی دقیقه 30

نقره نیترات آمیزیرنگپذیرد. نتایج الکتروفورز ژل با انجام می

 شده است.  ارایه 2شکل در 

 

 
 -آلفاهای پروتئین نمونهکننده دناتورهالکتروفورز غیر تصاویر ژل (2شکل 

 الف:؛ C60°عدم حضور و حضور سالبوتامول در دمای در  تریپسینآنتی 1

در عدم حضور  تریپسینآنتی 1 -آلفا دهندهنشان بیترتبه 2و  1 یهاتونس

روند  5تا  3 یهاتونس ب:، و حضور سالبوتامول در زمان شروع

تا  15 بیترتبه یدر عدم حضور سالبوتامول در فواصل زمان ونیزاسیمریپل

 تریپسینآنتی 1 -آلفا ونیزاسیمری، روند پل8تا  6 یهاونست ج:و  قهیدق60

 قهیدق60و  30، 15 یهادر زمان سولفاتسالبوتامول در حضور 

 
 ،هانمونهکننده دناتورهآمید غیرآکریلتحلیل ژل پلیوتجزیه

دلیل ها بهفعالیت نمونه رفتنازدستکند که می تایید خوبیبه

، این سولفاتسالبوتامول که در حضور  استآنها  ریزاسیونمپلی

های پلیمر برای روند رشد سریع پلیمریزاسیون و تشکیل فرم

 شود. نسبی انجام می تاخیربا دقیقه 30مدت حدود کمتر از 

شده سالبوتامول بر پلیمریزاسیون القابررسی بیشتر اثر  منظوربه

قایسه بین و سهولت م تریپسینآنتی 1 -آلفاتوسط حرارت در 

اندازه ذرات  پراکندگی آنالیز ،شدهها در شرایط ذکرنمونه

(DLS) ها بر حسب انجام شده است و قطر هیدرودینامیک گونه

 نشان داده شده است. 2نمودار زمان در 

تریپسین آنتی 1 -آلفا، روند تغییر اندازه پروتئین 2در نمودار 

در فواصل زمانی مختلف در حضور و عدم حضور سالبوتامول 

طور که مشاهده نشان داده شده است. همان C60°در دمای 

 1 -آلفاشود، مقدار قطر هیدرودینامیک پروتئین می

گیری حدود هشده در ابتدای زمان اندازتریپسین تخلیصآنتی

های پیشین های پژوهشنانومتر است که در تطابق با یافته8/5

دهد در عدم حضور سالبوتامول در . نتایج نشان می]2[است

دقیقه به 60تریپسین در مدت آنتی 1 -آلفااندازه   C60°دمای 

رسد؛ در حالی که در حضور نانومتر می5/175مقدار 

 1 -آلفالیتر اندازه نوگرم بر میلینا6/3سالبوتامول با غلظت 

آمده دستهای بهرسد. دادهنانومتر می168تریپسین به آنتی

تریپسین با گذشت آنتی 1 -آلفادهنده افزایش اندازه ذرات نشان

سولفات در است و حضور سالبوتامول  C60°زمان در دمای 

حدود محلول پروتئین روند افزایش سایز پروتئین را  تا مدت 

 خوبی کنترل نموده است.دقیقه، به15

نمایی دورانی فرابنفش دور حاصل از انکوباسیون طیف دورنگ

و  30، 15های صفر، تریپسین در زمانآنتی 1 -آلفاپروتئین 

شود. در این مشاهده می 3در نمودار   C60°دقیقه در دمای 60

اختار نمودار کاهش سطح زیر منحنی ناشی از پلیمریزاسیون س

دقیقه انکوباسیون، در دمای 15پروتئین پس از گذشت حدود 

وضوح قابل رویت است. کاهش ساختار دوم با درجه به 60

آمده است که دستبه 15، حدود %222درنظرگرفتن مقدار 

و همکاران )حدود  دولینآمده توسط دستهای بهمطابق یافته

 . ]40[( است%20
 

ب) (الف)
) 

 (ج)

8        7           6           5           4          3           2             
1 

60       30      15           60         30      15               0           
0   دقیقه
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( بر حسب مدت DLSتغییرات اندازه پروتئین )نتایج آزمون  (2نمودار 

 C60°در دمای  انکوباسیون

 

 
دورانی فرابنفش دور حاصل از انکوباسیون  نماییدورنگطیف  (3نمودار 

 های متفاوتو در زمان C60°در دمای  تریپسینآنتی 1 -آلفا

 

دوم ناشی از  شده در ساختارمطالعه تغییرات ایجاد

 1 -آلفابر پروتئین   C60°شده توسط دمای پلیمریزاسیون القا

سالبوتامول در حضور و عدم حضور دو غلظت از  تریپسینآنتی

است. منحنی تغییرات ساختار دوم پروتئین  شدهانجام  سولفات

شده  ارایه 4نمودار در دقیقه 60و  30، 15های صفر، در زمان

شود، حضور مشاهده می نمودارطور که در این هماناست. 

تا حدی دقیقه 15های صفر و در زمان سولفاتسالبوتامول 

و در  تریپسینآنتی 1 -آلفاباعث افزایش ساختار دوم پروتئین 

نتیجه افزایش پایداری ساختاری پروتئین شده است. در این 

ازای وابسته به غلظت بوده و به صورتبهزمان مقدار افزایش 

. پس از آن استدارای بیشترین میزان فشردگی  1:10غلظت 

ین بیشترسبب القای  1:1غلظت  ،دقیقه60و  30های در زمان

 میزان فشردگی در ساختار شده است.

سولفات در تر اثر افزودن سالبوتامول منظور بررسی دقیقبه

مختلف  یهادر غلظتواری های مختلف بر درجه بیضویغلظت

(، نمودار 222θنانومتر )222در طول موج  یواریضویبر درجه ب

(. در 5آن بر حسب زمان ترسیم شده است )نمودار  راتییتغ

در شرایط بدون حضور سالبوتامول  222لحظه شروع، مقدار 

 1:1های بوده است که با افزودن  غلظت -12019برابر با مقدار 

رسیده است.  -12961و  -12715ترتیب به مقدار به 1:10و 

صورت وابسته به غلظت، به به 222دقیقه، 15پس از گذشت 

 1:10و  1:1های ترتیب در غلظتواحد به 1485و  763مقادیر 

به  1:1در غلظت  222دقیقه مقدار 30افزایش یافته است. در 

واحد  54به مقدار  1:10ش و در غلظت واحد افزای 286مقدار 

کاهش )نسبت به شرایط بدون حضور سالبوتامول( یافته است. 

در عدم حضور سالبوتامول در  222دقیقه، مقدار 60در مدت 

و  1:1های بوده است. ساختار در حضور غلظت 11500حدود 

یب دارای میزان ترتبهنسبت به عدم حضور سالبوتامول  1:10

 واحد است.  196و  652فشردگی بیشتر به مقادیر 

شدن آن در تریپسین و انباشتهآنتی 1 -آلفا ونیزاسیمریپل

و  شودیتریپسین مآنتی 1 -آلفابه نقص  منجر هاتیهپاتوس

و  یویر زمیمستعد ابتلا به آمف ،نقص نیافراد حامل ا

 یهانیسرپ یاز طرف. ]41-43[خواهند بود یکبد یهایماریب

بالا  یدر دماها ونیتاثیر انکوباستحت  زین یعیطب یمهار

قرار خواهند گرفت. طبق  یونیزاسیمریپل نیخوش چندست

دو مکانیسم  قیاز طر ونیزاسیمریپل ندیفرآ نیشیپ یهاپژوهش

شامل ورود حلقه  هامکانیسم نیکه هر دو ا ردیپذیصورت م

فحات صاز  یکیواکنشگر از مولکول دهنده به درون  یمرکز

 راتیی. در واقع تغ]44[است رندهیگ نیمولکول سرپ C ای A یبتا

 یورود هیغالباً توسط دو ناح نیخاص مولکول سرپ یساختار

 شوندیکنترل م A یواکنشگر و صفحه بتا یمنفذ حلقه مرکز

مولکول  یحفظ عملکرد مهار یها برابخش نیا یریپذو انعطاف

که سبب  یحال، هر عامل نیبا ا. ]45-47[است یضرور نیسرپ

مولکول  یصفحه بتا شتریو بازشدن ب یریپذانعطاف نیا شیافزا

 1 -آلفاشده زهیمریفرم پل لیتشک جیشود، سبب ترو نیسرپ

 تریپسین خواهد شد. آنتی
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حاصل از انکوباسیون دورانی فرابنفش دور  نماییدورنگطیف  (4نمودار 

سالبوتامول های مختلف غلظتو در  C60°در دمای  تریپسینآنتی 1 -آلفا

 دقیقه )د( 60و )ج(  30، )ب( 15، )الف(های صفر در زمان سولفات

 
بر  تریپسینآنتی 1 -آلفامنحنی تغییرات ساختار دوم پروتئین  (5نمودار 

و در  سولفاتسالبوتامول های مختلف در غلظتانکوباسیون حسب مدت 

  C60°دمای 

 

 1 -آلفا ونیزاسیمریپلدر روند  ن،یشیپ یهامطابق با پژوهش

انتقال  کیتحت  نیپروتئ یعیابتدا حالت طب ،تریپسینآنتی

 شیپ واسطساختار حد  یک لیبه سمت تشک یساختار عیسر

شده با سرعت لیساختار حد واسط تشک، در مرحله بعد .رودیم

قرار  تیو اتصالات لوپ ش مریپل لیخوش تشکدست یکمتر

 دیحالت حد واسط تول نیا لیتشک یاز طرف. ]48-49[ردیگیم

در فاز اول از نظر  تریپسینآنتی 1 -آلفا نیدر پروتئ مریپل

شدن ساختار و از جمله باز ییجزشدن باز لشام یساختار

 یحلقه مرکز رشیپذ منظوربه A یصحفه بتا ییبخش بالا

در معرض  شیافزا جهیو در نت گریمولکول د واکنشگر

. فاز ]41[استحلقه  نیا یدیپپتیپل یاصل رهیگرفتن زنجقرار

 نیاز مولکول سرپ واکنشگر یدوم شامل ورود حلقه مرکز

 است رندهیبازشده مولکول پذ A یبه داخل صفحه بتا دهدهن

 دافورنطور که مطالعات که مرحله آهسته واکنش است. همان

 1 -آلفاساختار  یریپذانعطاف شیو همکاران نشان داد که افزا

 مریپل لیدر تشک نیپروتئ لیدر تما ینقش مهم تریپسینآنتی

 یهارشته یختگیرمسبب بهنیز دما  شی، افزادینمایم فایا

امر منجر به  نیخواهد شد که ا A یصفحه بتا ییبخش بالا

. در است تریپسینآنتی 1 -آلفا ونیزاسیمریپل زانیم شیافزا

را کاهش دهد سبب  نیپروتئ یداریکه پا یواقع هر عامل

حد واسط خواهد شد و  زانیحالت و م لیسرعت تشک شیافزا

 یها. داده]48[شودیم ونیزاسیمریپل شیسبب افزا جهیدر نت

 یعیاز حالت طب هیروند انتقال اولشدن امکان کند انگریموجود ب

 ونیزاسیمریدر روند پل تاخیر ن،یبه حالت حد واسط و بنابرا

  .است سولفاتسالبوتامول در حضور  نیپروتئ

و  سولفاتسالبوتامول  یاتصال مولکول جینتا در این پژوهش

که اتصال  دهدینشان م تریپسینآنتی 1 -آلفا نیپروتئ
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 یورود یکیدر سه منطقه در نزد نیپروتئ نیسالبوتامول به ا

، پشت -87/7با سطح انرژی حدود  واکنشگر یمنفذ حلقه مرکز

حلقه  یاصل رهیزنج زیو ن -92/7با سطح انرژی حدود رشته بتا 

انجام  یمطلوب یو ثابت مهار -82/7با سطح انرژی  یمرکز

حلقه شده و  یریپذاتصال باعث کاهش انعطاف نی. اشودیم

 یبتا هآن در صفح یدرج نسب جهیآن و در نت وجخر یبرا یمانع

A نیپروتئ ونیزاسیمریامر با کاهش مقدار پل نیکه ا است 

 دیآملیآکریحاصل از الکتروفورز ژل پل یهادادههمراه است. 

که  ونیزاسیمریپل شرفتیپ دهندینشان م کنندهردناتورهیغ

 رهیو غ مرهایو تر مرهایمربوط به دا یهاتوسط گسترش باند

صورت  ریدر حضور سالبوتامول سولفات با تاخ شود،یمشاهده م

در  یساختار راتییتغ یابیو ارز یبررس منظوربه .ردیپذیم

 راتییتغ ،تریپسینآنتی 1 -آلفا ونیزاسیمریارتباط با پل

حضور مورد توجه قرار گرفته است.  222در  CD یهاگنالیس

نمودن روند با کند سولفاتسالبوتامول  1:10و  1:1دو غلظت 

تشکیل حد واسط در  تاخیرکاهش ساختار، احتمالاً سبب 

در  تاخیرمرحله اول روند پلیمریزاسیون شده است که این 

. پس از آن و تشکیل حد واسط استقابل توجه  1:10غلظت 

حضور سالبوتامول در مرحله دوم پلیمریزاسیون  تاثیرپلیمری، 

میزان قابل توجهی نبوده و احتمالاً نتوانسته مانع نوسانات 

امر در روند کاهش  نی. اشود تریپسینآنتی 1 -آلفاساختاری 

است و  تیقابل رو خوبیبه زین تریپسینآنتی 1 -آلفا تیفعال

با کاهش دقیقه 15از  مدت زمان کمتر حضور سالبوتامول در

همراه بوده است  نیپروتئ تیشدت روند کاهش فعال ریگچشم

 ولنمودن مرحله اخود گواه بر نقش مثبت آن در کند که

 هیجا که بافت ر. از آناست تریپسینآنتی 1 -آلفا ونیزاسیمریپل

 1 -آلفا نیپروتئ زیسالبوتامول و ن یبافت هدف دارو

 برای یمطالعات نیانجام چن شود،یمحسوب م تریپسینآنتی

مکانیسم  ترقیمصرف سالبوتامول و درک عم تاثیر

افراد  یابر ازیمورد ن یداروها دیتول منظوربه ونیزاسیمریپل

 است. تیحائز اهم تریپسینآنتی 1 -آلفامبتلا به اختلال 

 
 گیرینتیجه

بر  سولفاتسالبوتامول مطالعه حاضر اولین گزارش در مورد اثر 

 آمدهدستبه. نتایج است تریپسینآنتی 1 -آلفاپلیمریزاسیون 

بر فعالیت و  سولفاتسالبوتامول دهنده اثرات مطلوب نشان

است. بنابراین، این افزودنی  تریپسینآنتی 1 -آلفاساختار 

 1 -آلفاتواند گزینه مناسبی برای همراهی پروتئین می

های وابسته به آن در شرایط و درمان بیماری تریپسینآنتی

 شمار آید.زیستی به

 
مطالعه حاضر در دانشگاه تربیت مدرس انجام تشکر و قدردانی: 
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