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 چکیده

و  کندیمها را تجزیگ ، یک لیاز باکتریایی استتت کگ گلیکوزآمینوگلیکاننوترکیب ABCIکندروئیتیناز آنزیم 

ناپایداری آن بسیییار دود د  دلیلبهنگهداری این آنزیم اما .شتتودها و بهبود عملکرد میموجب رشتتد آکستتون

، آنزیم پژوهشدر این  .باشتتتدتثبیت آنزیم می محدودیت این بر غلبگ راهبردهای از یکی شیییدس ا ییی  

شده از باکتری  ABCIکندروئیتیناز  سازی  سی ولگاریسپروتئوس جدا یت آپاتیت، تثببر نانوذرات هیدروک

باشد، مساحت سطح بالایی می دارای وآپاتیت یک زیست مواد سرامیکی فاقد سمیت بوده هیدروکسی شد.

 ینازآنزیم کندروئیت پایداری افزایش برای بنابراین .کگ برای بارگذاری مقدار زیادی از آنزیم ستتودمند استتت

ABCI، بافر در فیزیکی جذب طریق از ستتتاعت 4 مدت بگ آپاتیت هیدروکستتتی نانوذرات روی بر تثبیت 

 یرو بر میآنز تیتثبادامگ  در .شتتد انجام گراد ستتانتی درجگ 4 دمای در 8و pH 5 ،8/6 ستتگ فستتتات در

 و یدانینشتتر م -یروبشتت یالکترون کروستتکو یم یربرداریتصتتو قیطر از تیآپات یدروکستتیه نانوذرات

و دمای  pHبدست آوردن  سپس جهت .مورد تایید قرار گرفت تیتثب از بعد و قبل ،فرابنتش یسنجفیط

ستم بهینگ، میزان فعالیت ( C◦3۷وC◦4 ،C◦25) دما و pH سگدر )نانوهیدروکسی آپانیت حاوی آنزیم( نانوسی

 برایو دماها  pHنسبت بگ سایر  C◦ 4و دمای  pH 5 در را بالاتری فعالیت نتایج گرفت. قرار بررسی مورد

ستم شان نانوسی ساس بر .داد ن سامانگ حاوی آنزیم در  نتایج بدست آمده ا شان دهنده پایداری  سکگ ن گ هر 

شد دما سبت بگ آنزیم آزاد می با ستم این ،ن سی  در لینیبا کاربردهای برای سباگزینگ من یک تواند می نانو

  .باشد آینده

         آپاتیت، نانوسامانگ، هیدروکسیپایداریآنزیم کندروئیتیناز،  :گانواژ کلید

mailto:s.daneshjou@modares.ac.ir
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 مقدمه-۱

 تا پایان عمر، معمولاًآستتتیب عتتتایعگ ن اعی، بیماران دچار 

ند.ناتوان می چالش  مان عگ ن اعی،  پس از وقوع عتتتتای

ا در چند زمینگ، ببازگرداندن عملکرد سیستم عصبی مرکزی، 

ین ، چندتحقیقات در سگ دهگ گذشتگ مشکلاتی روبرو است.

شکل، ارائگ راه بالقوه را برای پرداختن بگ جنبگ های م تلف م

ست. سعگکارراه کرده ا سلول،  های تو شت  شامل کا یافتگ 

 عملکرد هایی برای افزایشنوروتروفین و درمانسازی مکمل

صبی مرکزی، ستم ع ست. سی دگی پیچی دلیلبگ، حالاینبا  ا

یب تکن اع آستتت یده، رویکرد  مالاً -د مانی، احت برای در

بودبتتازگردانتت ن واهتتد  فی  کرد کتتامتتل، کتتا عمل  .[1]دن 

سولتاتپروتئوگلیکان صلی مات، های کندروئیتین  ریس جزء ا

های خارج ستتلولی ستتیستتتم عصتتبی مرکزی طبیعی، با نقش

پس از وقوع عتتتتایعتتات،  عملکردی متنوع هستتتتنتتد.

 تولیدر چندین براب های کندروئیتین ستتتولتات،پروتئوگلیکان

روز، پس از عتتایعگ، بگ اوج خود  14تا  10شتتوند و بین می

سند.می سلول ر های های گلیال فعال، پروتئوگلیکانهمراه با 

کندروئیتین ستتولتات، یک لایگ از استتکار گلیال را تشتتکیل 

شتتود و بیشتتتر این مهار، می ون،دهند کگ مانع رشتتد آکستتمی

یلبگ کان، استتتتزنجیره وجود دل  .[1]های گلیکوزآمینوگلی

، یک آنزیم باکتریایی جداستتتازی ABCIآنزیم کندروئیتیناز 

گ قادر ب کگباشتتتد ، میپروتئوس ولگاریسشتتتده از باکتری 

مینوگلیکتتان موجود در ی زنجیرهتجزیتتگ هتتای گلوکز آ

سونپروتئوگلیکان سازی آک سهیل باز قش ها، نها بوده و در ت

حیاتی داشتتتگ و در ترمیم بافت عصتتبی آستتیب دیده بستتیار 

برای درمان عتتایعگ   داروی بالقوه، یک این آنزیم .[1]کارآمد

لش باقی ن اعی استتتت، اما هنوز تحویل پایدار آن، یک چا

های فیبرین، آگارز، مطالعات قبلی از ژلدر  .[2]مانده استتتت

، در ABCIکیتوزان برای تحویل موعتتعی آنزیم کندروئیتیناز 

ید ها بااند، اما این ژلمحل آسیب عایعگ ن اعی استتاده کرده

سازی با جراحی کاشتگ شوند و در مورد آگارز، نیاز بگ خنک

بگ نیروی فشتتتاری  .[2]موعتتتعی دارد علاوه براین، ن اع 

رستتانی نباید متورم -دارو عاملهر حستتاس استتت، بنابراین 

 ،آزادستتتازی پایدارهمچنین شتتتود یا بگ طناب برخورد کند. 

سولگ کردن پروتئین صل PLGAها، در ذرات اغلب با کپ ، حا

 احتمال ها، نانوستتامانگ این تهیگ فرایند طی در کگ شتتود می

ست از درنتیجگ و ساختار در تغییر  الیتفع کاهش یا رفتن د

 یک آنزیم ABCIآنزیم کندروئیتیناز . [2]دارد وجود پروتئین

طولانی مدت را دچار مشکل  آن در کگ رهایش ناپایدار است

ندمی ناز  .ک ندروئیتی یداری آنزیم ک پا عاتی برای بهبود  طال م

ABCIانجام شتتده زایی ، با استتتتاده از مواد کمکی یا جهش

ینتتاز  .[2]استتتتت ت ی ئ کنتتدرو یم  نز ین، ABCIآ از  همچن

ننده پایدارک عنوانبگهای لیپیدی، حاوی ترهالوز میکروتوبول

تنها یک گزارش از کپستتتولگ کردن  .[2]رها شتتتده استتتت

ناز موفقیت میکروستتتترهای در  ABCIآمیز آنزیم کندروئیتی

، میکروستتتترهای حالبا اینوجود دارد،  استتتیدلاکتیک_پلی

ستند صل بزرگ ه سوزن ظریف قابل  حا و احتمالا از طریق 

آل، برای تحویل آنزیم یک ستتتامانگ ایده  .[2]تزریق نیستتتتند

سیب ABC Iکندروئیتیناز  ست دیدهبگ ن اع آ سازگار، باید زی

در محل آستتیب موعتتعی م با حداقل تور و حداقل تهاجمی

ند. ما ناز  باقی ب ندروئیتی مانی تنظیم  ABCIآنزیم ک بازه ز

سولتات افزایش میپروتئوگلیکان دهد و در های کندروئیتین 

یابد تا نیاز بگ برداشتتتتن طول زمان مقدار ستتتامانگ کاهش می

جراحی برطرف شتتتود. علاوه براین، باید در شتتترای  ملایم 

ستتاختگ شتتود تا فعالیت آنزیم کندروئیتیناز، حتد شتتود. هی  

ستم سی شده در بالا، های نامیک از  ها ی این ویژگیهمگبرده 

تر ندمین امینا  ماده .[2]ک نده برای یک  یدوارکن عدنی ام ی م

فاقد کگ باشتتد ، می(HA)آپاتیت ها، هیدروکستتیتثبیت آنزیم

تواند در ابعاد نانومتری، ساختگ شود. جذب می بوده وسمیت 

سیپروتئین آپاتیت، برای کاربردهای م تلتی ها روی هیدروک
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سازی پروتئین سازی مانند جدا س  کروماتوگرافی، باز ها تو

رسانی در صنعت دارویی، -پزشکی، دارواست وان در زیست

آپاتیت شتتامل هیدروکستتی ستتاختار .[3]شتتده استتت انجام

های کلسیم و فستات است کگ برای جذب یونی شامل گروه

 ،همچنینهای جانبی پروتئین، در دستتتترس قرار دارند. گروه

حت توانند تآپاتیت، میهای کلسیم حاعر در هیدروکسییون

های کربوکسیلیک اسید حاعر در لاتگ کردن با گروهش فرایند

های با پایداری کنشها، منجر بگ برهمهای آنزیماستتتیدآمینگ

آپاتیت، جزء معدنی هیدروکستتی .[3]شتتودتثبیت بالا، برای 

 سازگاری خوبزیست دلیلبگ اصلی دندان و است وان است.

یت بیولوژیکی،  عال یکگستتتترده طوربگو ف ای ه، در کلین

 .[4]شتتوددندانپزشتتکی و در ترمیم استتت وان، استتتتاده می

 رداندازه کوچک  باآپاتیت، نوعی از نانومواد نانوهیدروکستتی

بالا و  انرژی اتصالو سطح بزرگ، انرژی آزاد سطح ، ها دانگ 

 .می باشتتتد بگ فرد ایی منحصتتترو شتتتیمی یخواص فیزیک

سیهمچنین حامل دارو، برای  عنوانبگآپاتیت ، از نانوهیدروک

در این  .[4]شتتودتحویل داروهای عتتد تومور، استتتتاده می

ات در مطالع آل، برای تثبیت آنزیم است.منظر، یک حامل ایده

آپاتیت، یدروکسصورت گرفتگ، آنزیم تثبیت شده بر بستر هی

  .[5]بسیار پایدار است

ستر، ب عنوانبگآپاتیت را استتاده از هیدروکسیمطالعات اخیر، 

یت آنزیم یابی کردهبرای تثب ند.ها، ارز پاز بر روی ا  آنزیم لی

آپاتیت، برای استتاده در صنعت غذایی، نانوذرات هیدروکسی

یت شتتتد تاآنزیم  .[6]تثب نانوذرات -ب یداز، بر روی  گلوکوز

آوردن مشتتتتقات با  دستتتتبگبا هدف آپاتیت، هیدروکستتتی

 .[6]کاربردهای م تلف در صتتنایع کشتتاورزی، تثبیت شتتد

ت آپاتی، آنزیم فیتاز، بر روی نانوذرات هیدروکستتتیهمچنین

 هخوراک دهی حیوانات، تثبیت شتتدبرای کاربرد در صتتنعت 

  .[6]است

مطالعگ، با هدف دستتتتیابی بگ بهبود فعالیت دارویی، در این 

آپاتیت بر نانوذرات هیدروکستتی نوترکیب آنزیم کندروئیتیناز

سگ  فراینداین . شدتثبیت  در دمای  8و  8/6، 5 برابر pHدر 

سانتی 4 شد گراددرجگ  سامانگ حاوی  انجام  و پایداری نانو 

شددر دماهای م تلف آنزیم  ست. بررسی   نانو ،شایان ذکر ا

 یاستتت، کگ دستتترستت یمعدن یماده ا آپاتیت،یدروکستتیه

سترا را ممکن م یممطلوب آنز سوب جذب  امکانو  سازدیبگ 

بدن   هاییونوجود  ینبر ا علاوه. دارد وجودآن توستتت  

)2+(Ca با  آپاتیتیدروکستتتیها، برهمکنش هدر ستتتاختار آن

صور کند.میامکانپذیر جانبی آنزیم را  هایزنجییره ت بگ این 

های کربوکستتیلیک استتید موجود در کگ با شتتلاتگ کردن گروه

سیدآمینگ سی ها، منجر بگهای آنزیما شکیل پیوند کوئوردینان  ت

آپاتیت دارای مستتاحت ستتطح بالایی د. هیدروکستتیشتتومی

باشتتد، کگ برای بارگذاری مقدار زیادی از آنزیم ستتودمند می

شتتتیمیایی  اصتتتلا استتتت. این نانوحامل نیاز بگ هیچگونگ 

استتاده از آن، مقرون بگ صرفگ و با  ،روای ندارد، از ایناعافگ

  .[3]ها همراه استکاهش بکارگیری تکنیک

 هامواد و روش -2

 مواد شیمیایی -۱-2

ستتتولتات، پتاستتتیم -4مواد شتتتیمیایی شتتتامل کندروئیتین 

تات دی یدروژن فستتت مایستتتین از 4PO2(KH(ه نا کا ، و 

آگاروز  NTAستتیگماآلدری ) )ایالات متحده آمریکا( و نیکل 

از کیاژن )ایالت متحده آمریکا( خریداری شتتدند. ایزوپروپیل 

β-D-1- تیوگالاکتوپیرانوزید(IPTG)  از تاکارا )ژاپن( و پودر

نانو )ایران( تهیگ شتتتدند. نانوهیدروکستتتی پاتیت از فاین  آ

، بافر فستتتات همچنینز آب دیونیزه و ها با استتتتاده امحلول

 مطالعگ این در استتتتتاده مورد باکتری یستتتویگشتتتدند.تهیگ 

E.coli BL21 آنزیم بیان میزبان عنوانبگ کگ باشدمی cABC Ι 

 . شد استتاده

 بیان و تخلیص آنزیم -2-2
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سانتی 3۷شبانگ در  صورتبگ باکتری مورد نظر، ، گراددرجگ 

بگ  (مایع LB) کشتتتت لوریا برتانیمحی  لیتر میلی 500در 

، کشت داده شده کانامایسینلیتر گرم بر میلیمیلی 0.05همراه 

پس از آن،  .برسند 0.5600OD= سلول ها بگ و اجازه داده شد

IPTG افزوده شتتد تا بیان مولار میکرو 0.۷، با غلظت نهایی ،

شت در  پروتئین را القا کند. سانتی 2۷محی  ک بگ  گراددرجگ 

درجگ  4پس از ستتانتریتیوژ ) ستتاعت، انکوبگ شتتد. 6مدت 

سلولg 4000دقیقگ و  10، گرادسانتی شدند.(  شت   ها، بردا

ستات  سیم ف شامل پتا سلولی در بافر لیز،  سوب  میکرو  50ر

میکرو  5، ایمیدازول میکرو مولار 300، کلرید ستتتدیم مولار

ها، ی ستتلولی ستتلولدیواره وشتتده ، حل pH=6.8با  مولار

 ABCIآنزیم کندروئیتیناز  توست  ستونیکاستیون، لیز شتدند.

بگ ستتترعت از طریق  His Tag × 6ترمینال -Nنوترکیب، با 

ستتتارز ت لیش شتتد. آنزیم ت لیش شتتده، با -ستتتون نیکل

SDS-PAGE [۷و8و19]چک شد.  

 تثبیت فرایند -۳-2

ناز برای بررسییی برهم ندروئیتی و  ABCIکنش آنزیم ک

 ازلیتر میلی 0.2، آپاتیتنانوذرات هیدروکسی

 ، با(8/6برابر  pH در بافر فستات) ABCI آنزیم کندروئیتیناز 

از گرم میلی 0.1، بگ لیتربر میلیگرم میلی mg/ml 0.2 غلظت

ا م لوط ب ،آپاتیت افزوده شتتد. ستتپسنانوهیدروکستتی پودر

نانوذرات در  مل  کا ماممحلول آنزیم، در هدف توزیع   ح

توان  SONIC600M، مدل JAMESالتراستتتونیک )شتتترکت 

از  . پسشدسونیکیت ای دقیقگ 15سیکل  5در وات(،  200

آپاتیت، ستتیهای حاوی آنزیم و پودر نانوهیدروکآن، م لوط

، داخل  C◦ 4ستتتاعت در دمای  4بر روی استتتتیرر، بگ مدت 

زمان مربوط بگ هر  داری شتتدند. پس از گذشتتتی چال نگگ

نگ مدت اهیک از نمو بگ  کدام  با دور  20، هر  قگ و  دقی

g20000 سوب شده و در نهایت ر مانده باقی هایسانترفیوژ 

 برابر pHبا مولار میلی 50)آنزیم تثبیت شده( در بافر فستات 

 یجداستتاز جهت استتت ذکر انیشتتا.ندحل شتتد 8و  8/6، 5

 تشوشس بافر با مرتبگ سگ میآنز یحاو سامانگ ،آزاد یها میآنز

بررسی و تتسیر نحوه تثبیت آنزیم جهت  ،همچنین .شد داده

یت از  پات یدروکستتتی آ نانوه ماتیکی بر روی  ابزار بیوانتور

YASARA (Version 20.12.24) استتاده شد. 

بررسییی فعالیت نانوسیییامانه مآنزیم کندروئیتیناز  -4-2

ABCI آپاتیت(تثبیت شده بر نانوذرات هیدروکسی 

در اثر تجزیگ گلیکوزآمینوگلیکان توستتت  آنزیم کندروئیتیناز 

ABCIشتتود. این ، الیگو ستتاکاریدهای غیر اشتتباع تولید می

استتتید  C5و  C4داشتتتتن پیوند دوگانگ بین  دلیلبگترکیبات 

یک، طول موج  جذب می 232اورون ند.نانومتر را  برای  کن

سترای کندروئیتینمیزان سنجش  سوب  -4 فعالیت آنزیمی از 

ستتاده شد. 50سولتات با وزن مولکولی حدود   کیلودالتون ا

در بر اساس افزایش جذب  ABCIکندروئیتیناز فعالیت آنزیم 

 40 برای این کار،گیری شتتتد. اندازه، نانومتر 232 طول موج

ستات  میکرولیتر 250از نمونگ آنزیمی بگ میکرولیتر   50بافر ف

 -4کندروئیتین دارای  8و  pH 5 ،6.8 بابگ ترتیب مولار میلی

 ،. سپسشداعافگ  لیترگرم بر میلیمیلی 1 با غلظت سولتات،

جذب در طول موج  یک  یطنانومتر  232میزان افزایش 

عریب جذب مولی گیری دقیقگ اندازه شد. با در نظر گرفتن 

(ε محصتتول تولید شتتده کگ )1-cm 1-M 3800   استتت، واحد

مقداری از آنزیم کگ بتواند در طی  صتتورتبگفعالیت آنزیمی 

 یک دقیقگ، یک میکرو مول محصتتول در حجم واکنش تولید

  .[۷و9]کند، تعریف شد

درجگ  4تثبیت شده در  ABCIبا نگهداری آنزیم کندروئیتیناز 

شده در گرادسانتی صل زمانی م تلف، بگ روش ذکر  ، در فوا

ها، مورد ستتنجش قرار گرفتند. ی فعالیت آنزیمماندهبالا، باقی

  .[۷]بار تکرار شد سگاین مرحلگ 

 میکروسکوپ الکترونی روبشی تصویربرداری روش -۵-2
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انی نشتتر مید-ده از میکروستتکو  الکترونی روبشتتیبا استتتتا

SEM)-(FEG( ،شتتترکتتتZEISS  متتدل-آلمتتان(Sigma  

VPآپاتیت قبل و بعد ازری ت شناسی نانوذرات هیدروکسی 

 بررسی شد.نزیم، تثبیت آ

 نانوسامانهروی فعالیت  pHاثر  -۶-2

سیدی، خنثی و  pHآنزیم تثبیت شده در سگ  درصد فعالیت ا

ت ، بافر فستا، تعیین شدگراددرجگ سانتی 4قلیایی، در دمای 

سگ مولار میلی  50 سپس،8و  8/6، 5 برابر pHبا  شد.   ، تهیگ 

های م تلف، سنجش pHآنزیم تثبیت شده در بافر با  فعالیت

 شد.

 دماهای مختلفدر  نانوسامانهبررسی پایداری  -۷-2

ثابت اما دمای محی  سنجش متغیر  بهینگ pHدر این قسمت، 

فعالیت گراد درجگ ستتتانتی 3۷و  25 ،4. در ستتتگ دمای بود

 .با آنزیم آزاد مقایسگ شد.آنزیمی سنجیده شد و 

 نتایج و بحث -۳

 ABCIکندروئیتیناز بیان و تخلیص آنزیم  -۱-۳

مک ژل ت لیش های ستتتتونخروجی  SDS-PAGE بگ ک

کیلو  112حدود ی ولوزن مولک اتک باندهایی ب وشد  بررسی

 (.1)شکل نشان دادرا دالتون 

ناز  -۳-2 ی ت ی ئ ندرو ک یم  نز یت آ ب ث  بر روی ABCIت

 آپاتیتهیدروکسی

سی ستر نانویی برای تثآپاتیت، بگپودرنانوهیدروک بیت عنوان ب

 در ابتدا، با استتتتاده از ابزار بیوانتورماتیکی آنزیم، بکار رفت.

YASARA (Version 20.12.24) بعدی آنزیم ستتاختار ستتگ

سپارتات و گلوتامات  بگباتوجگشد و  مطالعگ فراوانی وجود آ

های شتتلاتگ کردن گروه کگبینی شتتد در ستتاختار آنزیم، پیش

و  (Asp)های آستتپارتات ماندهاستتید از باقی کربوکستتیلیک

های جانبی آمینواستتیدها، توستت  در زنجیره (Glu)گلوتامات 

یدروکستتتی Ca+2های یون نانوذرات ه یت، موجود در  پات آ

 کنشبا استتتتاده از روش برهمر نتیجگ، پذیرد. دصتتورت می

 .انجام شد تیبا نانوذره، فرایند تثب نازیتیکندروئ میآنز میمستق

مقدار مناستتتب آنزیم جهت  آوردندستتتتبگهمچنین، برای 

سی های آپاتیت، فعالیت غلظتبارگذاری بر روی نانوهیدروک

آپاتیت م تلف آنزیم بارگذاری شتتتده بر روی هیدروکستتتی

در ابتدا میزان فعالیت با افزایش غلظت آنزیم، بررستتی شتتد. 

شتلیترگرم بر میلیمیلی 0.2غلظت افزایش یافت، و در  رین ، بی

شده، مشاهده شد در این  کگ میزان فعالیت برای آنزیم تثبیت 

گرم میلی 0.1میکروگرم آنزیم، در هر  48غلظتتت حتتدود 

 دام گب آپاتیت بارگذاری شده است )بازدهنانوذره هیدروکسی

های بالاتر درصد است(. برای غلظت 60 حدود آنزیم، افتادن

بل توجهی در میزان لیترگرم بر میلیمیلی 0.2از  قا ، تغییرات 

  (.2فعالیت آنزیم مشاهده نشد )شکل

 

 

  
سی 1شکل ستاندارد جرم مولکولی) cABC. 1آنزیم  SDS-PAGE برر : ا

: باند مربوط بگ ت لیش پروتئین. استتتاندارد جرم مولکولی بر حستتب 2

 مش ش شده است. (kDa) کیلو دالتون
 

 
 

kDa      (1)                    (2)  

115 

95 

70 

62 

29 

22 
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، تغییر لیترگرم بر میلیمیلی 0.2های بالاتر از (. در غلظتpH 6.8های م تلف آنزیم روی تثبیت آنزیم )با بررسی فعالیت در اثر غلظت 2شکل

 توجهی یافت نشد.قابل

 

 
ب(  )ABCIآپاتیت قبل از تثبیت آنزیم کندروئیتینازنانوذرات هیدروکسینشر میدانی از -تصویر میکروسکو  الکترونی روبشیالف(  3شکل

 ABCIآپاتیت بعد از تثبیت آنزیم کندروئیتیناز نشر میدانی از نانوذرات هیدروکسی-تصویر میکروسکو  الکترونی روبشی

صاویر مربوط بگ  سیت از  آپاتیت قبل و بعدنانوذرات هیدروک

بگ ترتیب در شتتتکلآنزیم تثبیت آورده )الف وب(  3 های، 

ست. شی از  شده ا سکو  الکترونی روب صویر میکرو در ت

 3نانوذرات هیدروکستتتی آپاتیت بعد از تثبیت آنزیم )شتتتکل

سطح را (، یک لایگ از آنزیم دیده میب شود کگ تقریبا تمام 

شاند و اینگونگ بگمی سطح با لایگنظر میپو سد کگ  ی از هایر

ساس مطالعاتی کگ قبلا انجام  ست و بر ا شده ا آنزیم پوشیده 

   .[۷]کندشده است، تثبیت را تایید می

یت pHاثر بررسییی  -۳-۳ عال نه مآنزیم  بر ف ما نانوسیییا

ناز  ی ت ی ئ ندرو نوذرات  ABCIک نا بر  یت شیییده  ب ث ت

 آپاتیت(هیدروکسی

ستگاه طیف ستتاده از د طول  فرابنتش، در-نج نور مرئیسبا ا

 .ری شدگینانومتر، فعالیت آنزیم تثبیت شده، اندازه 232 موج

بگ روش تثبیت مورد استتتتتاده، زمانی کگ یک آنزیم  با توجگ

 بادهد. رخ می pH فعالیت شود، تتاوت در پروفایلتثبیت می

، پتانسیل الکتروستاتیکیِ ریز pHتوجگ بگ مش صات فعالیت 

ی کگ حاو های تثبیت شتتتده بر روی نانو بستتتترمحی  آنزیم

های تبادلی با بار های عاملی یونیزه شتتتده )مانند رزینگروه

ست منتی یا مثبت ععی (، میا تأثیر  H)+(تواند بر غلظت مو

شتتاهده شتتده نیز، م pHی خود بر فعالیت کگ بگ نوبگ ،بگذارد

شکل همانطور کگ  .[3]گذاردمی اثر ست 4در  شده ا  ،آورده 

فعالیت درصتتتد  دیگر pHنستتتبت بگ دو  5برابر با  pHدر 
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این استتتت کگ،  دلیلبگ این مشتتتاهدهآمد.  دستتتتبگ بالاتری

های ماندهقیباعث دپروتونگ شتتتدن تعدادی از با pHافزایش 

 رطوبگشتتتود، در نتیجگ پروتئین آمینواستتتیدهای آنزیم، می

نده ناز شتتتود. ای منتی میفزای ندروئیتی  ABCI ،pHآنزیم ک

، بار 5/8پایینتر از  pHاین آنزیم در دارد و  5/8ایزوالکتریک 

و تحلیل زتا  تجزیگمطالعات گذشتتتگ بر روی  .[۷]مثبت دارد

شان داده  ستن سیکگ  ا آپاتیت، دارای بار نانوذرات هیدروک

، حتی pH( کگ با افزایش pH 4-8ی منتی بوده )در محدوده

 ،pH شیافزا با نکگیبا توجگ بگ ا .[10]شتتتوندتر هم میمنتی

 نتتانوذرات و شتتتودیم یمنت یانتتدهیفزا طوربتتگ نیپروتئ

 pH در تیفعال میزان ،دارند یمنت بار زین تیآپاتیدروکستتتیه

  یشتترا شتتده، گتتگ موارد بگ توجگ با .ابدییکاهش م 8 برابر

 دلیلبگو بستتتتر  میآنز نیب دافعگ جادیکمتر باعث ا ،یدیاستتت

بت و منت یبارها  5 برابر pHاز این رو، در  .شتتتودیم ،یمث

یت میزان عال هده می ف نرخ انحلال  شتتتود.بالاتری مشتتتتا

، از این رو، اسیدی بیشتر است pHآپاتیت در نانوهیدروکسی

مام توان گتت می با ت ها ر تدریجی، های آنزیم،مولکولتقری

 رد.گیکامل در اختیار آنزیم قرار می طوربگشده و سوبسترا 

سکریدر مطالعگ س  ع شد، ای کگ تو پور و همکاران، انجام 

، 4O3Feفعالیت آنزیم کندروئیتیناز تثبیت شتتتده بر نانوذرات 

شدpH (4.5-9در محدوده  سی  شد کگ با  ( برر شاهده  و م

شده افزایش یافتگ و در pHافزایش   pH، فعالیت آنزیم تثبیت 

کاهش  pH <6.5رستتتد. اما برای ، بگ حداکثر می6.5برابر با 

نابراین، می بد. ب نگ برای  pH عنوانبگ pH 6.5یا ندبهی  فرای

، در نظر گرفتگ 4O3Feتثبیت آنزیم کندروئیتیناز بر نانوذرات 

نانوذرات  pH .[11]شتتتد با 4O3Feایزوالکتریک   2.۷، برابر 

ناز  pHبوده و  ندروئیتی یک آنزیم ک با  ABCIایزوالکتر برابر 

باشتتتد، از این رو، آنزیم دارای بار مثبت و نانوذرات می 8.5

4O3Fe  دارای بار منتی درpH  [11]باشندمی 6.5مطلوب. 

ای دیگر توستتت  همین تیم، فعتتالیتتت آنزیم در مطتتالعتتگ

تثبیت شتتتده بر نانوذرات مغناطیستتتی  ABCIکندروئیتیناز 

4O3Fe  پوشش داده شده با دکستران، در محدودهpH (6-9 ،)

 6.3برابر با  pHمورد ارزیابی واقع شتتد و حداکثر فعالیت در 

 .[12]مشاهده شد

 بررسی پایداری نانوسامانه در دماهای مختلف -4-۳

نانوذرات  یت شتتتده بر  یت آنزیم تثب عال ما، روی ف تأثیر د

، نشان داده شده است. درجگ 5آپاتیت، در شکل هیدروکسی

شده،  بود. در  گرادسانتی درجگ 4حرارت بهینگ آنزیم تثبیت 

سانتی 3۷دمای  دقیقگ، آنزیم  100، بعد از گذشت گراددرجگ 

درصد از فعالیت خود را حتد کرده است، در  15آزاد حدود 

درصد از فعالیت  40حالی کگ نانوسامانگ حاوی آنزیم، حدود 

 خود را حتد کرده است.

 

 
 .شودیمشاهده م یبالاتر درصد فعالیت 5برابر  pH در ،فعالیت درصدبر  pH ریتأث 4لشک
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 مالف(

 

 
 مب(

 
 )ج(

در گراد سانتی درجگ 3۷و ج( گراد سانتی درجگ 25 ، ب(گرادسانتی درجگ 4الف( ررسی پایداری نانوسامانگ و آنزیم آزاد، در دمای ب 5شکل

     .5برابر با  pHبا  میلی مولار 50بافر فستات 

 

، نانوستتامانگ تقریبا، گراددرجگ ستتانتی 25 در دمای همچنین،

مای  45 یگ خود، و در د یت اول عال جگ  4درصتتتتد از ف در

کند درصتتد از فعالیت اولیگ خود را حتد می ۷0گراد،ستتانتی

شان5)شکل  دهد کگ نانوسامانگ حاوی آنزیم در می (. نتایج ن

، دارای پایداری بالاتری نستتبت بگ گراددرجگ ستتانتی 4دمای 

 درجگ 3۷و 25 ستتت. اما در ستتایر دماها مانندا ستتایر دماها
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نیز، نستتبت بگ آنزیم آزاد، دارای پایداری بستتیار گراد ستتانتی

کگ  ندکمیباشد و تا یک ماه فعالیت خود را حتد بالاتری می

تواند ینی، میبا توجگ بگ پایداری کم آنزیم در کاربردهای بال

بستتتیار حائز اهمیت باشتتتد. در نتیجگ، تثبیت آنزیم بر روی 

قابل توجهی پایداری  طوربگآپاتیت، نانوذرات هیدروکستتتی

 ب شتتد و ایننانوستتامانگ را در دماهای پایین تا بالا بهبود می

های آنزیم و استتتت کگ بین مولکول پیوندهای قوی دلیلبگ

یر فعال شدن آنزیم، جلوگیری شود کگ از غنانوبستر ایجاد می

  .[12]کندمی

پور و همکاران انجام شتتد، توستت  عستتکریای کگ در مطالعگ

تثبیت شتتتده بر نانوذرات  ABCIپایداری آنزیم کندروئیتیناز 

4O3Fe سگ دمای سانتی 3۷و  4، -20، در  گراد بررسی درجگ 

شده در  سانتی -20شد. آنزیم تثبیت   6گراد بگ مدت درجگ 

درجگ  3۷روز، و در  23گراد بگ مدت درجگ سانتی 4روز، در 

شده و در بازه 6گراد بگ مدت سانتی شتگ  های ساعت نگگ دا

افر ب مانده آنزیم تثبیت شتتتده، درزمانی م تلف، فعالیت باقی

تعیین شد. مشاهده شد  8برابر  pHمیلی مولار با  50فستات 

گراد بعد از درجگ ستانتی -20کگ آنزیم تثبیت شتده در دمای 

سانتی 4درصد و در دمای  96روز،  6  23گراد، بعد از درجگ 

عد از  99روز  درجگ  3۷ستتتاعت در دمای  5درصتتتد و ب

صد از فعالیت اولیگ خود را ح 11گراد، سانتی کند. تد میدر

بنابراین، بدیهی استتتت کگ پایداری آنزیم در دماهای پایین 

سانتی -20یعنی  سانتی 4گراد و درجگ  صورت گراد بگدرجگ 

یت آنچشتتتم کگ در تثب تگ استتتت چرا یاف ر ها بگیری بهبود 

تر آنزیم و بستتتتر، از ، پیوندهای مستتتتحکم4O3Feنانوذرات 

ی حال، پایداراینکند. با غیرفعال شدن حرارتی جلوگیری می

گراد بعد از تثبیت، درجگ ستتانتی 3۷ی آنزیم در ذخیره شتتده

ععیف کگ بین آنزیم یابد. بگکاهش می صالی  دلیل نیروهای ات

گیرد، با افزایش و حامل، در روش جذب فیزیکی، شتتکل می

سطح حامل، جدا میABCIدما آنزیم کندروئیتیناز  شود. ، از 

درجگ  3۷زیم تثبیت شده در دمای در نتیجگ، میزان پایداری آن

 . [11]یابدگراد کاهش میسانتی

 گیرینتیجه -4

یم آپاتیت برای تثبیت آنزنانوذرات هیدروکسیدر این مطالعگ، 

فت. کار ر بگ  ناز  ندروئیتی کگ آنزیم  ک تایج نشتتتتان داد  ن

با یک روش مؤثری  صتتورتبگتواند می ABCIکندروئیتیناز 

 و آپاتیت تثبیت شتتود.هیدروکستتیجذبی ستتاده بر نانوذرات 

نانو و  کنش با تمایل بالا بین آنزیمتثبیت منجر بگ برهم فرایند

 شود. در این میان آنزیممی pHی وسیعی از بستر در محدوده

شده صد فعالیت، تثبیت  از خود  5برابر با  pHبالاتری در  در

پایداری این نانوستتتامانگ حاوی آنزیم چنین، همنشتتتان داد. 

آپاتیت، با بررستتتی تثبیت شتتتده بر نانوذرات هیدروکستتتی

نگ یت آنزیم، روزا عال مای ی ف درجگ  3۷ و 25 ،4در ستتتگ د

 ن بود کگ آنزیمها حاکی از آستتنجیده شتتد. یافتگگراد ستتانتی

 گراددرجگ ستتتانتی 4در دمای  ، فعالیت خود راتثبیت شتتتده

شتر حتد  ، داردمی و تا یک ماه فعالیت خود را نگگ کندمیبی

سیار ناپا صورتبگکگ با توجگ بگ اینکگ این آنزیم،   یدارآزاد، ب

ست و امکان نگهداری آن،  برای مدت طولانی وجود ندارد، ا

ستر نانویی هیدروکسی پایدارشدن آن  4 آپاتیت در دمایدر ب

 طولانی ، کمک بسیار مؤثری برای نگهداریگرادسانتی درجگ

شد. علاوه بر این، این آنزیم می مدت ش ش  طوربگبا کلی م

سامانگ  سی شد نانو سایر دماهای مورد برر حاوی آنزیم، در 

ست سبت بگ آنزیم آزاد، پایدارتر ا ت و تا یک ماه فعالی نیز، ن

 وکگ با توجگ بگ پایداری کم آنزیم آزاد  کندمیخود را حتد 

بالینی آن کاربرد  یت در  حدود یداری در ، م پا این بهبود 

ند کمک بزرگی بگاوی آنزیم، میستتتامانگ حنانو کاربرد  توا

انحلال وابستتتگ بگ  تیآپاتیدروکستتیه. این آنزیم کند. بالینی

pH هاونیانواع م تلف  ینیگزیجا قیاز طر توانیم و دارد، 

و با دکرکنترل آن را  انحلال دیفلور ای د،یمانند کربنات، کلر

ندیداروها م ای ییایمیآن، مواد شتتت تیحلال ناطق  توان در م
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ی حاوی در نتیجگ، این نانوستتامانگهدف خاص، رها شتتوند. 

ناز  نانوذرات هیدروکستتتی ABCIآنزیم کندروئیتی پاتیت و  آ

 بالینی مورد استتتتاده قرار گیرد و کاربردبهبود تواند برای می

تاده از آنزیم آزاد، یت استتتت حدود مدن بر م فائق آ کگ  برای 

دهد، مورد توجگ واقع فعالیت خود را بگ سرعت از دست می

 شود.
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ABSTRACT 

Chondroitinase ABCI is a bacterial lyase that degrades glycosaminoglycans and 

promotes axonal growth and functional improvement. However the stability and 

maintenance of this enzyme is very limited. One of the strategies to overcome this 

limitation is to immobilize the enzyme. In this research, chondroitinase ABCI 

(cABCI) from Proteus Vulgaris was immobilized on hydroxyapatite 

nanoparticles. Hydroxyapatite is a non-toxic ceramic biomaterial that has a high 

surface area, which is beneficial for loading a large amount of enzyme. Therefore, 

to increase the stability of chondroitinase ABCI, immobilization on 

hydroxyapatite nanoparticles for 4 hours through physical adsorption in  

phosphate buffer pH 5, 6.8, and 8 at 4◦C was carried out. Enzyme immobilization 

on hydroxyapatite nanoparticles was then confirmed by field emission gun-

scanning electron microscopy and UV-spectroscopy, before and after 

immobilization. Then, in order to obtain the optimal pH and temperature, the 

activity of the nanosystem was investigated at three pH and temperatures (4°C, 

25°C, and 37°C). Results revealed higher activity at pH 5 and temperature 4 ◦C 

than the other pH and temperatures for the nanosystem. Based on the obtained 

results, which show the stability of the nanosystem at all three temperatures 

compared to the free enzyme, this nanosystem could be a potential candidate for 

clinical applications in future. 
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