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چکیده

،UV-Visیسنجفیطازاستفادهتلوراید باکادمیومنانوذراتولیزوزیمبینتعاملمقاله،ایندر

در(CD)نگ نمایی دورانیدوراسپکتروسکوپیيهاروشوسینتیکحرارتی،پایداريفلوئورسانس،

25/7pHتلوراید کادمیومنانوذراتوسیلهبهلیزوزیمفلوئورسانسخاموشیکهشدثابت. شدبررسی

خاموشینتایجوسیلهبه.بودیزوزیمل-تلورایدکادمیومنانوذراتکمپلکستشکیلنتیجهعمدهطوربه

محاسبه(n)اتصالهايجایگاهو(Ka)لاتصاثابت،(KSV)ثابت خاموشی استرن ولمرفلوئورسانس،

وهیدروژنبود. پیوند33/2×103نتایج فلوئورسانس برابراساسسطح ثابت اتصال بر25/7pHدر.شد

ازپسپروتئینفلوئورسانسطیف جذبیبلو شیفت. استمؤثراتصالیندافردروالسدرواننیروي

وسیلهبهتریپتوفانبقایاياطرافدرمحیطریزکهدهدیمنشانتلوراید کادمیومنانوذراتافزودن

بابندي لیزوزیمصورتبرتلوراید کادمیومنانوذراتاثر. شده استآشفتهتلوراید کادمیومنانوذرات

کهدهدیمارائهراشواهديکهشد لیوتحلهیتجزCDهايطیفوUV-Visهايطیفازاستفاده

.استکردهتغییرلیزوزیمتلوراید باکادمیومش نانوذراتکمیانبالیزوزیمثانویهساختار

.: لیزوزیم، کادمیوم تلوراید، خاموشی فلوئورسانس، پایداري حرارتی، فعالیتکلید واژگان
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مقدمه

مهمی ازبخشنانوذراتباهاپروتئینکنشبرهم

. داردبسیاريعملیکاربردهايکهاستهاپژوهش

تولیددرخودفردبهمنحصراتخصوصیدلیلنانوذرات به

براي، ]2-1[شونداستفاده میروزمرهزندگیوصنعتی

جذب نوربرايهاآفتابضددرنانوذراتازبرخیمثال

براي ایجاد رنگ هارنگودندانخمیردرماوراي بنفش و

نانوذرات این،برشوند. علاوهسفیدي دائمی استفاده می

روکش،آرایشی،ورزشی،تجهیزاتپزشکی،در

نیزصنایعسایروسوختی، صنعت الکترونیکهايسلول

ازبرخیامروزه.]6-3[دارندوسیعیکاربردهاي

آزمایشتحویل داروییمحصولاتعنوانبههانانوذرات

تجسمتوانندمیکهکوانتومینقاطعنوانبهوشوندمی

بیماريتشخیصبهباشند،بدندرسرطانیهايسلول

ه دارند و بمتعددي نیزمعایبمواداین. کنندمیکمک

، استترکوچکهاسلولازنانوذراتاندازهاینکهدلیل

و یاجسمیآسیبکنند،نفوذهاسلولتوانند درمی

ناشی اکسیداتیواسترسایجاد کنند.مضرالتهابیواکنش

ها وکربوهیدراتلیپیدها،بهتواندمیاز نانوذرات

بهمنجرلیپیدهاپراکسیداسیونوبرساندآسیبهاپروتئین

.]7[شود میسلولیغشايمشخصاتدرتغییر

نانوذراتي وهادمهینياتابش هستهيهاابیرد

یعیسرنسبتبهشرفتیدر چند سال گذشته پهادينیمه

ازیمختلفيهانهیاند. آنها اکنون در زمرا تجربه کرده

و اشعه گاما و کسیعه ا، نجوم اشياهستهکیزیجمله ف

يهاتی. قابلمی شونداستفاده ياهستهیپزشک

ییمناسب و توانايانرژکی، قدرت تفکيربرداریتصو

تحریک،گستردهطیف، جمع و جوريهاستمیساخت س

آنها،نشراوجدقیقتنظیممتقارن،وباریکباندنشرطیف

با سهی، در مقاشیمیاییپایداريوناچیزنوريآوريجمع

گاز و يهاابیمانند ردهاابیردگریانواع د

اینهستند. یجذاباریبسيهایژگیها، ودهندهقلیص

پتانسیلهادينیمهنانوذراتفردبهمنحصرخصوصیات

هاي، دستگاه]8[فوتونیهايکریستالدرخوبیبسیار

بیولوژیکیهايبرچسبویژهبهو]9[نازكنورانتشار

، یبیترکيهايهادمهینانیدر ماند. هدادنشان] 9-13[

يمواد برانیترکنندهدواریاماز جملهکادمیوم تلوراید

خوب، راندمان يانرژيریپذکیتابش با تفکيهاابیرد

کادمیوم هستند. اقاتيبالا و عملکرد دماصیتشخ

III-VوII-IVهادينیمهنانوذراتموادازیکیتلوراید

آب،درمحلولکادمیوم تلورایدهادينیمهنانوذرات. است

سنتز آنوشوندسنتزتوانندمیآبیفازسیستمدر

بهشدنتبدیلپتانسیلآنها. استترارزانوتجدیدپذیرتر

برايراهادينیمهگذاريبرچسبموادترینمهمازیکی

هنوزوجود،اینبا. دارندپزشکیوبیولوژیکیکاربردهاي

آنهاازمؤثروایمناستفادهگونگیچمورددرمشکلاتی

].14[داردوجودبیولوژیکیهايسیستمدر

درکارآمدوخاصبسیارهايبیوکاتالیستها،آنزیم

. ]16؛ 15[هستندکاربرديهايبرنامهازايگستردهطیف

سایروبزاقانسان،اشکمرغ،تخمسفیدهدرکهلیزوزیم

سلولیدیوارهبردنبینزابهقادردارد،وجودبدنمایعات

کننده عفونیعنوان ضدو بهاستخاصهايباکتري

توسط1922سالدراین ویژگیکند.ضعیف عمل می

مدلآنزیمعنوانبهلیزوزیم. شدکشففلمینگالکساندر

ژنتیک،مولکولی،شناسیزیستآنزیمولوژي،مطالعاتدر

.]17[است شدهاستفادهایمونولوژيوپروتئینشیمی

129حاوي کوچکیمونومرکرويپروتئینلیزوزیم

مارپیچ آلفا، صفحات بتا، اسیدآمینه است که در ساختار آن

دارد. در ساختار وجودنظمبیها و ساختارهايترن

لیزوزیم شش تریپتوفان، سه تیروزین و چهار پیوند 

بهاتصالراهلیزوزیم از. شودسولفیدي نیز دیده میدي

واستوماتیتآبسه،التهاب،درمانها برايتیکبیوآنتی

مورددرمطالعاتبنابراین. ]19؛ 18[شود استفاده میغیره

ازلیزوزیموکادمیوم تلورایدنانوذراتکنشبرهم
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بینکنشبرهمشیمیاییذاتتوضیحبهمختلفهايجنبه

کمکهادينیمهنانوموادوزیستیهايماکرومولکول

کادمیوم نانوذراتآثارمطالعه،ایندر.]21؛ 20[کندمی

لیزوزیمفعالیتوکنفورماسیونیتغییراتبرتلوراید

-UVسنجیطیفوفلوئورسانسسنجیطیفوسیلهبه

Visشده استبررسی.

هامواد و روش

ها و مواددستگاه

یسنجفیطدستگاه باهامحلولفلوئورسانسهايطیف

فلوئورسانس شیمادزو مدل اسپکتروفتومتر(فلوئورسانس

PC5301-RF (لیزوزیمآنزیمسینتیکمطالعات. شدثبت

مدل فارماسیا UV-Visدستگاه اسپکتروفتومتروسیلهبه

. شدانجامسیستم کنترل الکترونیکی دمابهمجهز،4000

براي) SEM(روبشیالکترونیمیکروسکوپاز

رایدکادمیوم تلونانوذراتشکلواندازهيریگاندازه

آبدرکادمیوم تلوراید. شداستفاده) نانومتر20اندازه(

درآمد. در سه تکرار تعلیقحالتبهشده،دیونیزه

صوت،دستگاه مافوقبه کمکاستفادهازاي قبلدقیقهده

ازشدهخریداريمرغ (تخمسفیدهلیزوزیم. شدمخلوط

دماي دروحل) 25/7pH(فسفاتسدیمبافردر) سیگما

.شددرجه سانتیگراد نگهداري4ازترکم

هاروش

متري لیزوزیم تومطالعه اسپکتروف

دستگاه اسپکتروفتومترازاستفادهفرابنفش باجذبطیف

UV-Visسیستم کنترل الکترونیکی دما بهمجهز

تریلیلیمدرگرمیلیم1/0لیزوزیمغلظت. شدگیرياندازه

پایهصورت بهسدیمفسفاتبه کمک بافردستگاهاین. بود

کادمیوم تلوراید،نانوذراتتیتراسیونازپسوشدتنظیم

در طول موججذبتغییرات. آمدبه دست لیزوزیمطیف

کوارتزهايکووتدرمطالعاتتمام. شدثبتنانومتر280

هايغلظتولیزوزیمتریلیلیمدر گرمیلیم1/0حاوي

. شدانجامکادمیوم تلورایدنانوذراتمحلولمختلف

نانوذراتحضورعدموحضورازناشیجذبتغییرات

.شدترسیمنانوذراتغلظتمقابلدرکادمیوم تلوراید

پایداري حرارتی لیزوزیم

- لیزوزیمهايکمپلکسوآزادلیزوزیمحرارتیپایداري

آنزیم درجذبشدتثبتباکادمیوم تلورایدنانوذرات

لیزوزیمUV-Visطیف. شدندبررسیمختلفدماهاي

مختلفمقادیرابیحضوروغدرنانومتر280در

UV-Visاسپکتروفتومترباکادمیوم تلورایدنانوذرات

بافر فسفات سدیمبادستگاهنخست. آمددستبه

تیتراسیونبالیزوزیمطیفسپسوشدبلانک

مطالعاتتمام. آمدبه دست کادمیوم تلورایدنانوذرات

تریلیلیمبرگرمیلیم1/0شاملزکوارتهايکووتدر

کادمیوم نانوذراتمختلفهايغلظتولیزوزیم

هايمحلولبرايسرعت اسکن دما . شدانجامتلوراید

عدموحضوردرتریلیلیمبرگرمیلیم1/0لیزوزیم

یک درجه سانتیگراد کادمیوم تلورایدنانوذراتحضور

هايداده. بودنانومتر280در طول موجدر هر دقیقه 

ذوب،دماي. شدندترسیمدماازتابعیعنوان بهجذب

Tm،کهدماییعنوان بهΔG°شدهتعریفصفرآندر

تمامی .شدتعیینذوبمنحنیمیانینقطهعنوان بهبود،

، اندشده حداقل سه بار تکرار شدههاي انجامآزمایش

هستند.ریتکرارپذبنابراین 

ذره لیزوزیم در حضور نانومطالعه اسپکتروفلوریمتري 

مختلفدر دماهاي کادمیوم تلوراید

انجام این آزمایش از دستگاه اسپکتروفلوریمتر منظوربه

سیستم کنترل مجهز به PC5301 -RFشیمادزو مدل 

گرمیلیم1/0و نمونه لیزوزیم با غلظت الکترونیکی دما 

نانوذراتها در حضور استفاده شد. آزمایشتریلیلیمدر 

و در دماهاي مختلف با 25/7pH، در ادمیوم تلورایدک
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نانومتر صورت 280زش یبرانگاستفاده از طول موج 

درنانومتر450تا290از طول موجنشرطیفگرفت.

کادمیوم نانوذراتمختلفهايغلظتابیحضوروغ

کلوین318و298،308دماهايدروتلوراید

نانومتر280ردتحریکموجطولکهشدگیرياندازه

، باندیفراازمرحلههردرفلوئورسانسطیف. بود

ازقبلدقیقه1ها به مدتمحلول. شدثبتدمابالابردن 

فلوئورسانس. برسندتعادلبهتاشدندانکوبهاسکن

لامپیکوسیلهبهنانومتر،280طول موجبالیزوزیم

هايسیستمبرهايریگ. اندازهشدبرانگیختهزنونقوسی

- کادمیوم تلورایدنانوذرات- لیزوزیمبافر،- لیزوزیم

درمطالعاتتمام. شدانجامدماازتابعیعنوان بهبافر

لیترمیلیدرگرمیلیم1/0حاويکوارتزهايکووت

کادمیوم نانوذراتمحلولمختلفهايغلظتولیزوزیم

.شدانجامتلوراید

آنزیمیفعالیتسنجش

تـراکم کـاهش بالیزوزیم) فعالیت(توربیدیمتريسنجش

درگـرم میلـی 3/0حدوددر(کدورت سوسپانسیوننوري

صـورت بـه ) لیزودیکتیکـوس میکروکوکـوس درلیترمیلی

ازاسـتفاده بـا لیـزوزیم فعالیـت . شـد انجـام فوتومتریک

در نـانومتر 450طـول مـوج  درUV-Vis اسپکتروفتومتر

25/7 pHو غیـاب  ورحض ـدردرجه کلوین308دماي و

بررسـی مـورد کادمیوم تلورایـد نانوذراتمختلفمقادیر

جهـت پیگیـري تخریـب    ،طول موج منتخب. گرفتقرار

زیـرا در اثـر تخریـب    ، نـانومتر اسـت  450دیواره باکتري 

دیواره باکتري کدورت سوسپانسیون حاوي باکتري کاهش 

تمـام که در طول موج مرئی قابل ثبت اسـت.  کندپیدا می

گـرم بـر  میلـی 1/0حاويکوارتزهايکووتدرمطالعات

نانوذراتسوسپانسیونمتفاوتغلظتولیزوزیملیترمیلی

آوري اطلاعـات  بعـد از جمـع  . شدانجامکادمیوم تلوراید

.برك رسم شدنمودار لینوور

)CDدورنگ نمایی دورانی (طیف

هـاي طیـف متر،میلی1مسیرطولبهکووتازاستفادهبا

CDونـانومتر 1اي دادهگـام بـا نـانومتر 260تا190از

آوريجمـع pH 25/7بـا فسـفات بـافر محلولدراسکن

1وثانیـه 3/0ترتیـب بـه بانـد پهنـاي وپاسـخ زمان. شد

.بودنانومتر

بحثونتایج

کادمیوم تلورایدنانوذراتذراتاندازهتعیین

بررسـی 10- 80پراشزاویهبامحصولXRD الگوي

ســاختار کــادمیوم تلورایــدشــان داد نــانوذراتنوشــد

ــد ــوژي). الــف1شــکل (بلــورین خــوبی دارن مورفول

. شـد بررسیSEM وسیلهبهکادمیوم تلورایدنانوذرات

نانوذراتکهدهدمینشان) ب1(شکل SEMتصویر 

20بـا قطـر حـدود    کرويمورفولوژيکادمیوم تلوراید

].22[نانومتر دارند 
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نانوذرات کادمیوم تلورایدSEMنانوذرات کادمیوم تلوراید ب) تصاویر XRDالگوي الف)1شکل 

UV-Vis سنجی طیف

کشفبرايتواندمیUV-Visجذبسنجیطیفتکنیک

طوربه]. 25[شوداستفادهپروتئینیکساختاريتغییرات

ساختارنانومتر،208در حدودقويجذبپیکخاص،

درك. براي]23[کند میکسمنعراپروتئینچارچوب

کادمیوم تلوراید با لیزوزیم،نانوذراتکنشبرهمماهیت

نانوذرات-کمپلکس لیزوزیمUV -Vis جذبطیف

لیزوزیمUV-Vis جذبطیف. شدثبتکادمیوم تلوراید

کادمیوم نانوذراتازمشخصیغلظتو غیابحضوردر

هايقله. استشدهدادهالف نشان2شکلدرتلوراید

قرارنانومتر300- 260در محدوده طول موججذباصلی

درکادمیوم تلورایدنانوذراتUV-Vis جذب. دارند

غلظت افزودنبا.استشدهدادهب نشان2شکل

نانومتر افزایش 280در قلهکادمیوم تلوراید،نانوذرات

افزایش).2شکل(جذب (هایپرکرومیسم) مشاهده شد

ساختارکهدادنشانوزیملیزشدت جذبدراندك

کادمیوم تلوراید نانوذراتبهاتصالازپسلیزوزیم

حالت پایه کمپلکستشکیلازنشاننتایج. داردتغییراتی 

. لیزوزیم استوکادمیوم تلورایدنانوذراتبینجدید

این کمپلکس ضریب جذب مولی بالاتري نسبت احتمالاً

بانشکبرهممحضبهنشده دارد. به حالت جذب

محیطریزآبگریزيکادمیوم تلوراید با لیزوزیم،نانوذرات

بندي تغییر کرده است و صورتهاي تریپتوفانباقیمانده

.]24[دشوآنزیم دچار تغییر می

5/4کادمیوم تلوراید در نانوذراتایزوالکتریکنقطه

pH،11در لیزوزیمایزوالکتریکنقطهکهحالیدراست

pHآمینهاسیدهايباقیمانده18داراينزیمآاینواست

، یازده آرژینیلNترمینال یکشامل) لیزیلشش(کاتیونی
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کادمیوم نانوسطحبنابراین،. استهیستیدیلیکو

کندحمل میرازیاديمنفیبارهاي25/7pHتلوراید در 

بهخنثیمحیطدررازیاديمثبتبارهايلیزوزیمو

کادمیوم نانوذراتسطحبینراینبناب. ]25[داردهمراه

برقرار الکترواستاتیکیکنشبرهمتلوراید و لیزوزیم،

کادمیوم نانوذراتکه فاصله بین لیزوزیم و زمانیشود. می

پیوند هیدروژنی بین ، به اندازه کافی کوتاه شدتلوراید 

شود.اسیدها تشکیل میهاي قطبی آمینوو زنجیرهلیگاند 

لان الکترواستاتیک منجر به اغیرکوهايکنشترکیب برهم

کادمیوم نانوذراتشدن اتصال لیزوزیم و نانوذره محکم

کادمیوم نانوذراتتدریجیافزودنباشود.میتلوراید 

بایدتلورایدکادمیومنانوذراتپروتئین،محلولبهتلوراید

ریزمحیطآبگریزيوکندشلراپروتئیناسکلت

بانددو. لیزوزیم دهدتغییرراآروماتیکهايباقیمانده

205حدوددرکهقويجذبپیک. دارداصلیجذب

پپتیديپیوندجذبپیککنندهمنعکسدارد،قرارنانومتر

جذبواستπ→π* C=Oانتقالدلیلبهکهاست

وسیلهه بهعمدطور بهنانومتر280حدوددرلیزوزیم 

کمی ربسیامیزانهاي تیروزین و تریپتوفانباقیمانده

نانوذراتکهزمانی.شودفنیل آلانین ایجاد میهايباقیمانده

پیکشدتشوند،میاضافهتدریجبهکادمیوم تلوراید

کاهش. کندپیدا میافزایشنانومتر205حدوددرجذب

نشاننتایج. شودمیمشاهدهنیز280حدوددرقلهجزئی

آروماتیک وباقیماندهدوریزمحیطکهدهدمی

.]26[کند میتغییرپروتئینبنديرتصو
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و 25/7pHمیلی مولار) در 0-06/0لیزوزیم در حضور و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید (UV-Visهاي جذب الف) طیف2شکل 

میلی مولار)0-06/0نانومتر در حضور و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید (280درجه کلوین ب) جذب در 298دماي 

لیزوزیمحرارتیپایداري

انرژيدرتفاوتصورتهبپروتئینیکخالصپایداري

دگرگونو) تاشده(طبیعیهايحالتبین(°ΔG) آزاد

باتوانیممیما. ]27[شودمیتعریف) شدهباز(شده

شدهدادهنشانزیردرکهايسادهمکانیسمازاستفاده

:نیمکنمایانراحالتدواینبینتعادلاست،

F (تاشده) ↔ U (باز شده)

گیري تغییرات ، با اندازهلیزوزیمپایداري حرارتی آنزیم 

. براي این هدف شودمحاسبه میTmانرژي آزاد گیبس و 

شده، کسر با تغییر آنزیم از حالت طبیعی به حالت دگرگون

وسازيدگرگونهايمنحنیرسمبا،FUسازي،دگرگون

شود:سبه میزیر محافرمولازاستفاده

௨ܨ = (௒ି௒ಷ )
௒ೆି௒ಷ

                              (1)

لیگاندغلظتدرشدهمشاهدهجذبYمعادله، ایندر

هايحالتجذبترتیببهYUو YFدهد.مینشانرا

درحاصلتغییرات.]28[هستند شدهدگرگونوطبیعی

FUدر،وم تلورایدکادمینانوذرات غیابوحضوردر

با،KUتعادل،. ثابت)الف3شکل (شدرسمدمامقابل

بینKUمقادیر. شدمحاسبهFUمقادیرازاستفاده

خاصی غلظتدرپروتئینشدهبازوتا خوردههايحالت

شود:محاسبه2با استفاده از فرمول تواندمیاز لیگاند

௎ܭ = ிೠ
ଵିிೠ

=
௒೑ି௒
௒ି௒ೠ

)2(

) 3فرمول زیر (راهاز تغییرات انرژي آزاد گیبس 

:]29؛ 27[شود محاسبه می

 ΔGº = G°U - G°F = -RT ln K = -RT ln[௎]
[ி]

)3(
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غلظت بیترتبهG°Fو G°U] و F] و [U[نجایدر ا

را نشان یعیبشده و طدگرگونيهاآزاد حالتيو انرژ

مطلق يدماTثابت گازها و Rثابت تعادل، Kدهند. یم

آزاد يانرژ،یکینامیترمودي]. پارامترها30است [

ییگرمازاتیماهیابیارزيبراTmو) °ΔGاستاندارد (

شدن، بازبسیآزاد گيروند جذب برآورد شد. نمودار انرژ

°ΔG،ر و در حضومیزوزیلياز دما براتابعیعنوانبه

ب نشان داده 3در شکل د،یتلوراومینانوذرات کادمابیغ

، دمایی است که Tmم،ینقطه ذوب آنزيشده است. دما

کهاستایندیگرنکته. استصفربابرابر°ΔGدر آن 

(تغییر آنتروپی در ΔS°mبربرا،°ΔGمنحنیخطشیب

= ΔH °mتوان از رابطه یمنیباشد. همچن) میTmنقطه 

Tm∆S°m31دست آورد [ه بزیرا نیآنتالپراتییغت.[

نانوذراتغلظتافزایشباکهدهدمینشانمانتایج

بالاتردمايبهسازيهاي دگرگونمنحنیکادمیوم تلوراید،

و 1جدولدرکهطورالف). همان3شکل(شوندمیمنتقل

لیزوزیم Tmتغییرات است،شدهدادهنشانب3شکل 

اي گونهذرات کادمیوم تلوراید است بهتابعی از غلظت نانو

Tmکادمیوم تلوراید،نانوذراتکه با افزایش غلظت

آمده دستهنتایج ببراساس. کندپیدا میافزایشلیزوزیم

کنند. این همگی افزایش پیدا میΔH°mو ΔS°mمقادیر 

که با افزایش غلظت استکننده این واقعیت نتایج بیان

است. پیدا کردهم لیزوزیم، افزایش لیگاند، پایداري آنزی

آمده در قسمت دورنگ نمایی دورانی نشان دستهنتایج ب

هاي بتا در دادند که میزان صفحات بتا همچنین پیچه

که افرایش یافته استکادمیوم تلورایدحضور نانوذرات 

باشد.کننده نتایج حاصل از پایداري حرارتی میییدأاین ت
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برحسب °ΔGب) نمودار تغییرات 25/7pHسازي لیزوزیم در حضور و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید در دگرگونالف) کسر 3شکل 

25/7pHدما در حضور و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید در 

هاي مختلف نانوذرات کادمیوم تلوراید، آنتالپی و آنتروپی لیزوزیم در غلظتTmتغییرات 1جدول 

)mMکادمیوم تلوراید (اتغلظت نانوذر
Tm

(درجه کلوین)
ΔH°

m

(کیلوژول بر مول)
ΔS°

m

(ژول بر مول کلوین)

04/01/341738/11624/342

06/04/343677/13054/380

08/07/344172/17609/511

اختصاصیغیروضعیفاغلبغیرکووالانسیاتصال

ممکنیکووالانسغیرپیوندچندینازترکیبیاما، است

عملکرد. دهدتغییرراپروتئینعملکردوترکیباست

ناچار تحتبهشیمیاییمادههرباپیوندصورتدرآنزیم

شد،تر بیانپیشکهطورهمان. ]30[گیرد میقرارتأثیر

pHباکرويپروتئینمرغتخمسفیدهلیزوزیم

واستآبگریزآنداخلیهسته. است11ایزوالکتریک

دارد.وجودآنسطحدرمثبتبارهايقیماندهباتوزیع

ودارندمنفیبارpH 25/7در کادمیوم تلورایدنانوذرات

بین لیگاند و الکترواستاتیککنشبرهمراهاز استممکن

.]31[شودلیزوزیمساختاردرتغییرایجادپروتئین باعث

-لیزوزیمکنشبرهمفلوئورسانستحلیلوتجزیه

میوم تلورایدنانوذرات کاد

وفعلانواعباتوانمیراترکیبیکفلوئورسانسشدت

بازآراییهیجان،حالتاز جمله واکنشمولکولیانفعالات

وپایهحالتکمپلکستشکیلانرژي،انتقالمولکولی،

این پدیدهبهکهدادکاهشتصادفیشدنخاموش

ششلیزوزیم. ]32[شودمیگفتهفلوئورسانسخاموشی
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، 28Trp ،62Trp ،63Trpشامل مانده تریپتوفانباقی

108Trp ،111Trp 123وTrp ترپیش. ]33[دارد

بهلیزوزیمفلوئورسانسنشر درصد80کهشدگزارش

یا Trp 62اکسیداسیون وبودهTrp 108و Trp 62دلیل 

108 Trpهمراهفلوئورسانسنشر شدتشدیدکاهشبا

لیزوزیماتصالهايجایگاهبررسیمنظوربه. ]34[است

نشر فلوئورسانس باکادمیوم تلوراید، تغییرنانوذراتبراي

0-1/0کادمیوم تلوراید (نانوذراتغلظتافزایش

نشر ذاتیخاموشیگیرياندازهبا. شدبررسیمولار)میلی

دسترسیمیزانتوانمیلیزوزیم،فلوئورسانس

رالیزوزیمفلوئوروفورهايگروهبههاکنندهخاموش

بینیپیشدرتواندمیاطلاعاتاین. زدتخمین

لیزوزیمکادمیوم تلوراید بهنانوذراتاتصالهايسازوکار

باتوانمیراپروتئینساختارومحیطتغییر. کندکمک

براساس. ]35[کردبررسیفلوئورسانسگیرياندازه

کادمیوم نانوذراتغلظتآمده افزایشدستهنتایج ب

شودمیاید باعث کاهش شدت نشر فلوئورسانستلور

بخش الف 4شکل).الف، ب و ج4هايشکل(

باشد. طول موج میبرحسبدهنده تغییرات نشر نشان

دهنده شدت نشر در حداکثر طول موج در بخش ب نشان

به باشد.هاي مختلف نانوذره کادمیوم تلوراید میغلظت

اید شدت نشر که نانوذرات کادمیوم تلوررسدمینظر

رالیزوزیمTrp 108و Trp 62باقیمانده فلوئورسانس

تواند تغیرات شدت نشر طیف آنزیم می.کندمیخاموش

ها در زمان اتصال موضعی روي این باقیماندهآثاره دلیلب

رود که هیدروفوبیسیتی اطراف لیگاند باشد. انتظار می

ها ین باقیماندهو یا در برخی موارد اشودها کمتر باقیمانده

هاي باردار نزدیک شوند.به گروه

باکادمیوم تلوراید نانوذراتکنشدر یک مطالعه میان

برنظارتباهاي مختلفpHکیموتریپسین درآلفاآنزیم

کیموتریپسین آلفاآنزیمذاتیفلوئورسانسشدتتغییرات

نشر .شدارزیابیکادمیوم تلوراید نانوذراتافزودنازپس

کادمیوم نانوذراتکیموتریپسین در حضور آلفامآنزی

کیموتریپسین آلفاآنزیمخاموش شد. فلوئورسانستلوراید

تأنشآلانینفنیلتیروزین وتریپتوفان،هايباقیماندهاز

یکبهمنجرکادمیوم تلورایدنانوذراتافزودن.گیردمی

متناظرکاهشوموجطولحداکثردرمشخصرد شیفت

اتصالکهاستامعناینبهکهشدلوئورسانسفشدتدر

کیموتریپسین رخآلفاآنزیمبهکادمیوم تلوراید نانوذرات

آنزیمفلوئوروفوراطرافریزمحیطودهدمی

تغییراین،برعلاوه. کندمیکیموتریپسین تغییرآلفا

pHمقداردوکیموتریپسین درآلفاآنزیمفلوئورسانس

اي دیگر اثر نانوذراتمطالعههمچنین در.استمتفاوت

کادمیوم تلوراید بر پروتئین آلبومین سرم انسانی بررسی 

دهنده این امر بود که نشر پروتئین آلبومین که نشانشد

کادمیوم تلوراید خاموش سرم انسانی در حضور نانوذرات

.]26[شد
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=λexi،450 -290=  280ر و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید در هاي خاموشی نشر فلوئورسانس لیزوزیم در حضوالف) طیف4شکل 

λemi ،25/7pH کادمیومنانوذراتغیابوحضوردرلیزوزیمفلوئورسانسنشرخاموشیهاي¬درجه کلوین ب) طیف298و دماي

درلیزوزیمفلوئورسانسشرنخاموشیهايج) طیفکلویندرجه308دمايوλexi،450-290= λemi،25/7pH=280درتلوراید

کلویندرجه318دمايوλexi،450-290=  λemi،25/7pH=  280درتلورایدکادمیومنانوذراتغیابوحضور

راهازفلوئورسانسشدت نشر شدنخاموش

انجام استاتیکودینامیکخاموشیمختلفهايسازوکار

در فرایند خاموشی دینامیک فلوئوروفور و. شودمی

(لیگاند) در زمان نیمه عمر با یکدیگر خاموش کننده 

شود تصادم دارند و تماس مولکولی بین آنها برقرار می

-کنندهولی در خاموشی استاتیک کمپلکس خاموش

. خاموشی استاتیک یا دینامیک شودایجاد میفلوئوروفور

سازوکارشوند. وسیله وابستگی آنها به دما شناسایی میهب

ولمر-استرنمعادلهوسیلهبهفلوئورسانس نشرخاموشی

.]43-36[است شده) توصیف5(
୊଴
ி

= 1 + ௦௩[Q]ܭ = 1 + ݇௤߬଴[Q]
)4(

لیزوزیمفلوئورسانسنشر شدتF0و Fآن درکه

کادمیوم تلوراید نانوذراتو غیابحضوردر

KSVویدکادمیوم تلوراکلغلظت[Q] کننده)،خاموش(

ازاستفادهباکهاستولمر-استرنشدنخاموشثابت

از kqشود،میتعیینولمر-استرنمعادلهخطیرگرسیون

. ]44[آیددست میه رابطه زیر براه

௦௩ܭ = ݇௤߬଴ )5(

هايماکرومولکولخاموشیسرعتثابتkqدر اینجا

فلوئورسانسنیمه عمرمیانگینτ0وبیولوژیکی

برايکهاست) Trpمورد ایندر(فلوئوروفور

ثانیه 5/0×10-8خنثیpH درلیزوزیمTrp هايباقیمانده

از شیب خط نمودار KSVمقادیر . ]45[است شدهگزارش

) کادمیوم تلوراید)نانوغلظتبرابردرF0/Fاسترن ولمر 
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معادله استرن ولمر آنزیم نمودار د4شکلدست آمد. هب

هاي مختلف نانوذرات کادمیوم تلوراید لیزوزیم در غلظت

رابطه دهد.را نشان می25/7pHرا در دماهاي مختلف و 

هاي خاموشی استرن ولمر و ثابت سرعت دما با ثابت

را دینامیکوخاموشی استاتیکسازوکارخاموشی، نوع 

صورت خطی هاگر نمودار استرن ولمر ب. کندمشخص می

سازوکارخاموشی نشر فلوئورسانس از یک نوع ، باشد

استاتیک خاموشی با سازوکاراستفاده کرده است. در 

. افزایشکندپیدا میکاهش kqو KSVافزایش دما مقادیر 

KSVمقادیر. استخاموشی دینامیکدهندهنشاندماباKSV

نوذراتنابرايمعادله استرن ولمرآمده ازدستبهkqو 

است.شدهذکر2جدولدرلیزوزیمباکادمیوم تلوراید

این. لیتر بر مول ثانیه است2×1010از تربزرگkqمقادیر

خاموشی نشر سازوکارکهدادنشاننتیجه همچنین

کادمیوم تلورایدذراتنانووسیلهبهلیزوزیمفلوئورسانس

است.استاتیکخاموشیاز نوع 

-λexi،450=  280کلوین، در 318-298ار استرن ولمر خاموشی لیزوزیم توسط نانوذرات کادمیوم تلوراید در دماي نمودد) 4شکل 

290= λemi ،25/7pH و) نمودار ،log [(F0-F)/F] در برابرlog [Q] ،298♦ لیزوزیم در حضور و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید

درجه کلوین،318▲ درجه کلوین و 308■درجه کلوین، 

هاي لیزوزیم با نانوذرات کادمیوم تلورایدهاي خاموشی استرن ولمر کمپلکسثابت2جدول 

2R(لیتر بر مول ثانیه)kq(لیتر بر مول)KSVدما (کلوین)

29812111011×2/199/0

30811281011×2/199/0

3188941011×0,8999/0
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لیگاندکهزمانی،استاتیکخاموشیکنشبرهمبراي

کوالانهايجایگاهازايمجموعهبهمستقلطوربهکوچک

تعدادو(Ka) اتصالثابتشود،متصلپروتئینروي

ارزیابیزیرمعادلهباتوانمیرا(n) اتصالهايجایگاه

.]47-46[:کرد

log ( ி଴ିி
ி

) = logܭ௔ + [ܳ]݃݋݈݊ )6(

log لگاریتمیدوونرگرسینمودار  [(F0-F)/F]

log مقابلدر  [Q]نانوذرات -لیزوزیمکمپلکسبراي

شکل در25/7pHمختلف و دماهايدرکادمیوم تلوراید

تعداد وثابت اتصال مقادیر. استشدهدادهنشانن4

خط شیب. استشدهآورده3جدولدرنیزجایگاه اتصال

درlog [(F0-F)/F]استاتیکخاموشیسازوکارنمودار 

log مقابل  [Q]است تعداد جایگاه اتصالدهندهنشان

Kaدما مقادیرافزایشباکهشدمشخص]48، 36[

. بود1بابرابرتقریباnًمقدار. استپیدا کردهکاهش

نانوذراتبرايلیزوزیمدرجایگاه اتصالیکبنابراین

.داردوجودآنهاکنشبرهمطولدرکادمیوم تلوراید

ن4شکل 

ترمودینامیکیپارامترهايتعیین

فرایندکهدهدمینشاندمابهاتصالثابتوابستگی

- لیزوزیم(کمپلکستشکیلمسئولترمودینامیکی

وابستگیاینبنابراین. استکادمیوم تلوراید) ذرات نانو

نانوذراتبینموجودنیروهايتوصیفمنظوربه

چهاراصل،در. شداستفادهلیزوزیموکادمیوم تلوراید

کهداردوجودکووالانسیغیرانفعالاتوفعلازنوع

داشتهلیزوزیمبهلیگانداتصالدرمهمینقشتوانندمی

والکترواستاتیکهیدروژن،پیونداز جمله ، باشند

انفعالاتوفعلهمچنینوآبگریزينیروي
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پارامترهايبزرگیوعلامت. ]49، 47[واندروالسی

برايمهمیاطلاعات)°ΔSو °ΔHترمودینامیکی (

ارائه اتصالواکنشدردرگیراصلینیروهايتأیید

،303،313،323شدهانتخابدماي. ]50[دهندمی

هیچلیزوزیمآنهادرکهبوددرجه کلوین 343و333

تغییرات. استنداشتهدگرگونیوساختاريتخریب

توان ازمی) را°ΔSروپی (تغییرات آنت) و°ΔHآنتالپی (

: ]52؛51[کرد ارزیابیهوفونتمعادله

ln ௘௤ܭ = − ∆ு°
ோ்

+ ∆ௌ°
ோ

)7   (

°ܩ∆ = °ܪ∆ − ܶ∆ܵ°
°ܩ∆ = ݍ݁ܭ ݈݊ ܴܶ− )8(

lnصورت هب7نمودار رابطه  Keq در مقابلT/1 رسم

ینامیکی محاسبه شوند شد تا مقادیر پارامترهاي ترمود

3جدولدر°ΔGو °K ،ΔH° ،ΔSمقادیر ه). 4(شکل 

کهدهد نشان می°G∆منفیمقادیر. استشدهخلاصه

خودي انجام شدهبهصورت خودبهکنش،برهمفرایند

لیگاندهاوهاپروتئینبینکنندهعملنیروهاي. است

سهبهترمودینامیکیپارامترهايعلامتوبزرگیاساسبر

: شدندبنديطبقهکووالانسیغیرانفعالاتوفعلازگروه

ب) ؛ آبگریزهايکنش: برهم°ΔS<0و °ΔH<0الف) 

0<ΔH° 0و<ΔS° :واندروالسی و پیوندکنشرهمب

کنش : برهم°ΔS<0و °ΔH>0هیدروژن و ج) 

-لیزوزیمهايکمپلکسبراي. ]49؛ 48[الکتروستاتیک

آمده دستنتایج بهراساسبنانوذرات کادمیوم تلوراید،

نیروهاي غالب در اتصال نانوذرات کادمیوم تلوراید به 

است.هاي واندروالسیکنشبرهملیزوزیم

lnنمودار ه) 4شکل  Keq در مقابلT/1
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مختلفو دماهاي25/7pHنانوذرات کادمیوم تلوراید در -کنش لیزوزیمپارامترهاي ترمودینامیکی و اتصالی برهم3جدول 

دما

(کلوین)

Ka

n(بر مول)
2R

ΔH°

(کیلوژول بر مول)
ΔS°

(ژول بر مول کلوین)
ΔG°

(کیلوژول بر مول)

298194/69108/199/0

50/28-33/29-

73/19-

308882/66706/199/051/19-

318170/65105/199/014/19-

تلورایدکادمیوم نانوذراتتأثیرتحتلیزوزیمفعالیت

نانوذرات کهاندکردهثابتبالادرشدهذکرهايآزمایش

طرزبهرالیزوزیمساختارتوانندمیکادمیوم تلوراید

پروتئینیکعملکردکهجاییآناز. دهندتغییرچشمگیري

استلازمبنابرایندارد،آنساختاربانزدیکیارتباط

بالورایدنانوذرات کادمیوم تاتصالآیاکهشودبررسی

.خیریاگذاردمیتأثیرلیزوزیمآنزیمفعالیتبرلیزوزیم

) 3,2,1,17ECمورامیداز، استیل-β-N-1،4(لیزوزیم

دیوارهتخریبباعثکهاستلیتیکهاياز نوع آنزیم

- Nشود و پیوند بتا یک به چهار بین میباکتریاییسلول

دررااستیل مورامیک اسید-Nاستیل گلوکزآمین و 

بزاق،اشک،درآنزیماین. شکندمیمثبتگرمهايباکتري

شده استیافترحمگردنوتنفسیترشحاتشیر،

نیز کوچکپانت رودههايسلولوسیلهبههمچنین. ]53[

ایمنیسیستمازبخشیعنوانو به]55؛54[شود میترشح

ازمرغتخمسفیدهلیزوزیم. ]56[است توجهموردذاتی

مارپیچساختارباآلفادومین: استشدهتشکیلیندومدو

کهبا ساختار صفحه بتاه عمدطور بهدومین صفحه بتاو

دوبینشکاف. شوندمیجداهمازفعالیشکافوسیلهبه

سوبسترا (میکروکوکوس جایگاه اتصالدومین

نمودار فعالیت5شکل . ]50[است لیزودیکتیکوس) 

ا افزایش غلظت نانوذرات دهد. بلیزوزیم را نشان می

پیدا کاهش(Vmax) کادمیوم تلوراید فعالیت لیزوزیم

).4جدول (کند می

فعالجایگاهتوانند واردمیتلورایدکادمیومنانوذرات

و 35Gluکاتالیزوري هايباقیماندهباوشدهلیزوزیم

52Asp62غالب فلوئوروفورهايوTrp 108وTrp،که

بنابراین .کنندتعاملدارند،رقرااتصالهايمحلدر

تلورایدکادمیومنانوذراتافزایشبالیزوزیمفعالیت

.کندپیدا میکاهشپیوستهطوربه
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نمودار فعالیت لیزوزیم در حضور و غیاب نانوذرات کادمیوم تلوراید5شکل 

ایدهاي مختلف نانوذرات کادمیوم تلورلیزوزیم در حضور غلظتVmaxمقادیر 4جدول 

Vmaxمولار)غلظت نانوذرات کادمیوم تلوراید (میلی

0470/1

2/0684/0

4/0437/0

5/0286/0

نمایی دورانیدورنگگیرياندازه

تغییراتبررسیبرايتوانمینمایی دورانی رادورنگ

تغییراتکردنمنعکسولیزوزیمحساسساختاري

باتعاملزماندرکمیصورتبهثانویهساختارهاي

آثاربیشتربررسی. براي]57[کرداستفادهلیگاندها

نانوذراتاتصالبرلیزوزیمساختاريتغییربراحتمالی

دورنگ نمایی دورانی درسنجیطیفتلوراید،کادمیوم

دورنگ نمایی دورانی طیف. شدانجامحاضرمطالعه

رامنفیپیکدو.استشدهدادهنشان6شکلدرلیزوزیم

218و208هايموجطولدرفرابنفشناحیهدرتوانمی

ثانویهساختارمشخصهايپیککهکردمشاهدهنانومتر

کهدادنشان6شکل . هستندلیزوزیمدرآلفامارپیچ

شدتدرتغییربهمنجرتلورایدکادمیومنانوذراتافزودن

رالیزوزیمدرثانویهساختارتغییراتوشدمنفیهايپیک

کنش بابعد از میانآلفامحتواي مارپیچ.کردآشکار

نشاننتایجاین. پیدا کردتلوراید کاهشکادمیومنانوذرات

نانوذراتوسیلهبهلیزوزیماسکلتساختارکهدهدمی

درآنTrpهايباقیماندهوشدهتلوراید شلکادمیوم
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باکهاندگرفتهقرارمحیطمعرضدرداخلیآبگریزناحیه

فلوئورسانسو UV-Visسنجیطیفمطالعاتنتایج

نشان دادند که آمدهدستهنتایج بهمچنین .داردمطابقت

هاي بتا در حضور نانوذرات میزان صفحات بتا و پیچه

نکته که این استپیدا کردهافرایش کادمیوم تلوراید

باشد.کننده نتایج حاصل از پایداري حرارتی میییدأت

لیزوزیم در حضور و غیاب کادمیوم تلورایدنگ نمایی دورانی دورنمودار 6شکل 

گیرينتیجه

واردگوارشییاتنفسیسیستمراهنانوذرات ازکهزمانی

. باشندداشتهتعامللیزوزیمباتوانندمیشوند،میبدن

مختلفانواعبینتعاملاتبررسیبرقبلیکارهاي

حال،اینبا. استشدهمتمرکزهاپروتئینونانوذرات

بهنانوذرات مختلف هنوزولیزوزیمبینتعاملسازوکار

کنشمیانبررسی.استنشدهگزارشاندازه کافی

لیزوزیم،باتلورایدکادمیومازجمله نانوذراتنانوذرات

نانوذراتبالقوهایمنیهايخطربیشتردركمنظوربه

وعنوساختاريآثارشناسایی.استمهمتلورایدکادمیوم

ازقبلهامولکولزیستونانوذراتبینهايبرهمکنش

ومهمبسیارپزشکیوصنعتدرآنهاازگستردهاستفاده

وساختاريتغییراتمطالعه،ایندر. استکاربردي

کادمیومنانوذراتهايکنشبرهمنوعولیزوزیمپایداري

.شدبررسیسنجیطیفهايروشازاستفادهباتلوراید

کادمیومنانوذراتحضوردرلیزوزیمپایداريبررسی

. دادنشانرالیزوزیمپایداريیاTmدمايافزایشتلوراید

کادمیومنانوذراتدر حضورفلوئورسانس،سنجیطیفدر

نتیجهدروپیدا کردکاهش شدت نشرتلوراید

پارامترهايمحاسبهاساسبر.دادرخشدن نشرخاموش

تشکیلاستاتیک،کردناموشخسازوکارترمودینامیکی

هايکنشبرهمهعمدطور بهوخودبهخودکمپلکس

.بودندغالبکمپلکستشکیلدرهیدروژن واندروالس

لیزوزیمجذب، افزایشUV-Visجذبیطیفهمچنین،

کهدادنشانتلورایدکادمیومنانوذراتحضوردررا

راتلورایدکادمیومنانوذرات-لیزوزیمکمپلکستشکیل
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استدادهنشانCDسنجیطیفمطالعات.کندمیییدأت

واسطهبهلیزوزیمپروتئینثانویهساختاردرتغییراتکه

.کندآلفا بروز میثانویه مارپیچساختارهايکاهش

.پیدا کردهمچنین فعالیت آنزیم کاهش 
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Abstract
In this article, the interaction between lysozyme and CdTe nanoparticles was
investigated by UV-Vis spectroscopy, fluorescence, thermal stability,
kinetics,  and  circular  dichroism (CD)  spectroscopic  methods  at  pH 7.25.  It
was proved that the fluorescence quenching of lysozyme by CdTe NPs was
mainly  a  result  of  the  formation  of  the  CdTe–lysozyme  complex.  By  the
fluorescence quenching results, the Stern–Volmer quenching constant (KSV),
binding constant (Ka), and binding sites (n) were calculated. Under pH 7.25
conditions, the level of the binding constant is determined to be 2.33×103
from fluorescence data. The hydrogen bond or van der Waals force is
involved in the binding process. The blue shift of the fluorescence spectral
peak of protein after the addition of CdTe nanoparticles reveals that the
microenvironments around tryptophan residues are disturbed by CdTe
nanoparticles. The effect of CdTe NPs on the conformation of lysozyme has
been analyzed using UV-Vis spectra and CD spectra, which provided
evidence that the secondary structure of lysozyme has been changed by the
interaction of CdTe NPs with lysozyme.

Keywords: Lysozyme, cadmium telluride, Fluorescence quenching,
Thermal stability, Activity


