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مساعدت اساتید و  مستلزم یاری وز هر چی قبل ازش و پژوه شگام نهادن در وادی دان تردید بدون

-تلاش و همکاری بی حاصل ،اینجانب ششوک بر وهعلا زنی قتحقین ای ساسا نباشد. بر همیمی نظرانصاحب

لحاظ  نبدی .عنایات خداوند به انجام رسید ودر پرتدوستان گرامی است که  دریغ برخی از اساتید ارجمند و

ی مرا یاری ونح به شپژوه که در انجام کسانی را از تمامی شیودانم مراتب سپاسگزاری خد واجب میوبرخ

 .رساندند، اعلام نمایم

 

و امیدوارم در پرتو  نمایمصمیمانه سپاسگزاری میجناب آقای دکتر بهرام بهرامیان  ماروبزرگ تاد راهنمایاس از
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های خانم ها و حمایتهمچنین از راهنمایی مند شوم.پروردگار متعال، همواره از موهبت وجود ایشان بهره

  و آقای دکتر علی مرسلی بسیار ممنونم. خواهکیندکتر مریم 

 

 فاطمه عباسی کمال تشکر و رنگیس قریب وها دکتر طیبه بشارتی سیدانی، فو عزیزم خانم از دوستان بزرگوار

 را دارم. ویژه سپاس
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که لحظات مریم مرادی، دکتر فاطمه ملاعباسی، دکتر آرزو گلستانی و آقای میثم بخشوده رهبان، دکتر 

 ای در کنارشان رقم خورد، سپاسگزارم.و تجربیات ارزنده زیانگخاطره

 

 



 

 و

 

 

 

 

 
 

اینجانب زهره نوروزی نژاد دانشجوی دوره دکتری رشته شیمی معدنی دانشکده شیمی دانشگاه صنعتی شاهرود 

و جدید و ارزیابی بهبود  شدههیتهها بر روی بسترهای معدنی : بررسی فرایند تثبیت برخی آنزیمنامهانیپانویسنده 

متعهد  و دکتر سامان حسینخانی آقای دکتر بهرام بهرامیان ییراهنماتحت  ها پس از تثبیتخواص و کاربرد آنزیم

 .شومیم
 

  خوردار است.است و از صحت و اصالت بر شدهانجامتوسط اینجانب  نامهانیپاتحقیقات در این 

  استناد شده است. مورداستفادهمحققان دیگر به مرجع  یهاپژوهشدر استفاده از نتایج 

  تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک یا امتیازی در هیچ جا ارائه  نامهانیپامطالب مندرج در

 نشده است.

  دانشگاه صنعتی شاهرود » و مقالات مستخرج با نام  باشدیماهرود کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی ش

 به چاپ خواهد رسید.«  Shahrood  University  of  Technology» و یا « 

  نامهانیپادر مقالات مستخرج از  اندبودهتأثیرگذار  نامهانیپااصلی  جینتاحقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن 

 .گرددیمرعایت 

 است ضوابط و اصول  شدهاستفاده(  هاآن یهابافت، در مواردی که از موجود زنده ) یا  نامهپایانر کلیه مراحل انجام این د

 اخلاقی رعایت شده است.

  است  شدهاستفاده، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصی افراد دسترسی یافته یا نامهپایاندر کلیه مراحل انجام این

                                                                     .، ضوابط و اصول اخلاق انسانی رعایت شده است اصل رازداری 

 تاریخ                                                                 

 امضای دانشجو                                                                         

 

 

 

 

 

 

 تعهد نامه

1  

2  

3  

4  

5  

6  

7    

 

 

 

 

 

 
 

 

8  

9  

10  

11  

 مالکیت نتایج و حق نشر

  کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه های

رایانه ای، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی 

 در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.شاهرود می باشد. این مطلب باید به نحو مقتضی 

 بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد تفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان نامهاس. 

 

 

 مالکیت نتایج و حق نشر

  کلیه حقوق معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج، کتاب، برنامه های

رایانه ای، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی 

 در تولیدات علمی مربوطه ذکر شود.این مطلب باید به نحو مقتضی  شاهرود می باشد.



 

 ز

 

 چکیده

ترکیبطات مختلطف از    بسترهای متخلخل به دلیل کارایی بالا در جذب سططحی  یطورکلبهو  ذرات نانو

از ایطن رو در ایطن   . انطد قرارگرفته موردتوجهبسیار ها در دهه اخیر پروتئینها و گازها، بیومولکولجمله 

 تقریبطا  کطه امطروزه یکطی از پرکطاربردترین و      یلزفیآلهای نوع از چهارچوب دومیزان کارایی پژوهش 

بستر برای آنزیم لوسطیفراز کطه در زمینطه     عنوانبه شوندمتخلخل محسوب می نانو ذراتنوع  ترینمهم

و بررسطی   بحث مورد باشدپزشکی و بیوتکنولوژی بسیار پرکاربرد ولی حساس به تغییرات محیطی می

Fe-  تثبیطت آنطزیم بطر روی     بخطش اول شطامل  است.  لیاص بخش سهاین پژوهش دارای  .قرار گرفت

)288(NH-MIL  و)288(NH-MIL-Fe و آزمایشگاهی مطالعات دستگاهی و شده با ترفتالدهید متصل 

و مطالعطات دسطتگاهی و     MIL-53(Al)تثبیطت آنطزیم بطر روی    بخطش دوم  در  سطت. هاآنمربوط بطه  

هطای  هطا شطامل آزمطایش   بررسی کطاربرد  نیز بخش سومدر  است. هشد ارائه آزمایشگاهی مربوط به آن

نتطایج نشطان   های سنتز شده انجام شد.  بستر سمیت ی واکسیدانباکتریال، آنتیمربوط به خواص آنتی

 شطده  متصل NH-MIL-Fe)288(و  NH-MIL-Fe)288( ترکیب که اتصال آنزیم لوسیفراز به هردوداد 

هطا  بررسطی . از طریق جذب سططحی اسطت   MIL-53(Al)از طریق پیوند کووالانسی و به  با ترفتالدهید

مطذکور پایطداری    آلطی -فلطز بطر روی هطر دو چهطارچوب     شدهتیتثبدهند لوسیفراز همچنین نشان می

و  یدانیاکسط یآنتط باکتریال، مطالعات خواص آنتیسینتیکی و ترمودینامیکی داراست.  ازلحاظبیشتری 

نتی بیوتیکی قویتری نسبت بطه  دارای خاصیت آدهند هر دو ترکیب این ترکیبات نیز نشان می سمیت

سایکلین و کانامایسین بودند همچنین این ترکیبات دارای خاصیت آنتی اکسطیدانی قابطل تطوجهی    تترا

 هستند. سمی K562 و Hela ،MDA-MB-468 بوده و نسبت به سه رده سلولی

کووالانسی، خواص تصال ا، لوسیفراز، تثبیت آنزیم، جذب سطحی و آلی-فلزهای چهارچوب کلیدواژه:

 ، سمیت، خواص آنتی اکسیدانیباکتریالآنتی
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 بیان مساله و هدف 1-1

ساس نسبت به دما و سایر پارامترهای محیطی است و همین بسیار ح آنزیملوسیفراز یک آنزیم 

در  بر آن داشت تا ااین موضوع ما ر .کندار محدود میمختلف بسی مصارفدر  آن را کاربرد ،حساسیت

 به بررسی فرایند تثبیت این آنزیم و بهبود عملکرد آن پس از تثبیت بپردازیم. این پژوهش

بر روی بسترهای آلکیل آمین تثبیت شد. سپس در سال  8377برای اولین بار در سال  لوسیفراز 

دار عامل بر روی نانوذره 2281متیل گوانیدین و در سال مایعات یونی بر پایه  نوعی از بر روی 2282

 در جدیدترین گزارش قبل از این پژوهش، لوسیفراز بر روی بسترهمچنین . تثبیت شد 4O3Fe شده

اتیلن تثبیت شد و آنزیم تثبیت شده بعنوان بیوسنسور در تشخیص پلی وینیل الکل کوپل شده با پلی

های بالا پارامترهای پایداری لوسیفراز بصورت چکدام از گزارشدر هی به کار گرفته شد. ATPغلظت 

در این پژوهش تمامی پارامترهای پایداری و سینتیکی  قبل و پس از تثبیت بررسی نشده است. ،کامل

لوسیفراز قبل و پس از تثبیت به هر دو روش جذی سطحی و اتصال کوالانسی بحث و بررسی شده 

 است.

های منحصر بفرد از جمله گنجایش بالا و همچنین مساحت سطح بالا گیآلی با ویژ-ترکیبات فلز 

تاکنون هیچ گزارشی از تثبیت آنزیم  ها هستند.ها و بیومولکولبرای تثبیت انواع آنزیم ای مناسبگزینه

آنزیم گلوکز اکسیداز بر  2286گزارش در سال  و فقط در یکلوسیفراز بر روی این بسترها ثبت نشده 

و عالیت الکتروشیمیایی آن پس از تثبیت مورد بررسی  تثبیت شده NH-MIL-Fe)288(روی بستر 

در فرایند تثبیت  تاکنون که هستند دیبسیار پرکاربر هایلینکر هاآلدهیددی .قرار گرفته است

. در این پژوهش از نوع اندها مورد استفاده قرار گرفتهکوالانسی بسیاری از بسترها به بیومولکول

منجر به  استفاده شد که واکنش آن با گروه آمین بستر و آنزیم با نام ترفتالدهید یک این لینکرآرومات

 شود.میلینکر آلیفاتیک گلوتارآلدهید تشکیل ایمین پایدارتری نسبت به 
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 ترکیبات متخلخل 1-2

ی بیشتر از پهنا هاآنکه عمق  کانال وای از ترکیبات دارای حفره، منفذ مواد متخلخل، به دسته

شود. تخلخل این ترکیبات بر اساس اندازه، ترتیب، شکل حفرات و ترکیبات اطلاق می هاستآن

نسبت حجم کل حفرات به حجم کل  اساس بر هاآنعلاوه بر آن میزان تخلخل  و هاآن دهندهلیتشک

د شود. این ترکیبات به دلیل کوچک بودن و تخلخل بالا، مساحت سطح بالایی دارنماده سنجیده می

های محیط ها در فعالیتدر کاربردهای کاتالیزگری، جذب آلودگی ازجمله هاآن که در میزان کارایی

بر این اساس، آیوپاک نانو ذرات را بر اساس اندازه حفرات به سه . است رگذاریتأث زیستی و رهایش دارو

ها هستند که ئروژلمانند سرامیک و آ متخلخل ماکرودسته اول مواد  :تقسیم کرده است دسته مختلف

نانومتر  12تا  2ن دسته دوم دارای حفرات بی کهیدرحال. [8] نانومترند 12از  تربزرگدارای حفراتی 

های سیلیس که در آن دیواره نامند. سیلیس مزومتخلخلمی را مواد مزومتخلخل هاآنباشند که می

 2از  ترکوچکت ا. دسته سوم مواد با حفر[2] ه استدست این ازکنند مثالی شکل را ایجاد میبی

-میکرو عنوانبهها اشاره کرد. دسته سوم زئولیت ه به حفراتدست این از توانمیباشند که نانومتر می

تنوع اندازه و  بهبا توجه  هاMOFنکته ضروری است که  شوند. ذکر اینمی یبندطبقهها متخلخل

 .[9] مزوحفره باشند همو  حفره کرویم توانندمیشکل حفرات، هم 

 اریبسشود. ابعاد تعریف می نانومتر 822 تا 8 علم مهندسی مواد در مقیاس عنوانبهفناوری نانو 

 هاآندارا بودن تخلخل بالا منجر به افزایش مساحت سطح در  حالنیدرعو  ساختار نانومواد  کوچک

های جدید، برداری از این ویژگیشود. بهرهویژه میای از خواص منجر به بروز مجموعه تا ینها شده که

 شدهاستفادههای خاص نانو مواد در مطالعات فراوانی کنون از این ویژگیفناوری نانو است. تا هسته

های علوم های سطحی در بسیاری از زمینهو ویژگی دارحفرهل با ساختارهای مواد متخلخ .[4] است

زئولیت، کربن متخلخل،  یموردبررسمواد متخلخل  ازجملهاربرد دارند. مهندسی ک کاربردی و

ژل، فیبر، سرامیک، شیشه، غشاء و مواد  ای، نیترید فلزات، پلیمر،ها، مواد لایهنانولوله اکسیدهای فلزی،

 معمولریغمنجر به خواص  مواد نانو. کاهش اندازه ذرات یا منافذ به مقیاس [1] هستند ترموالکتریک
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گسترده در  طوربهمواد متخلخل  .[6] شودپذیری میبالا و افزایش واکنش بسیار مانند مساحت سطح

کنند؛ در میان مهمی ایفا می های زندگی روزمره نقشاطراف ما وجود دارد و در بسیاری از جنبه

و فیلتراسیون مایع را  صدا ذبیافت مدیریت انرژی، عایق حرارتی، ج توانمیرا  هاآنهایی که زمینه

چگالی جرم کم  بالا و نسبتا نام برد. جامدات بسیار متخلخل دارای استحکام ساختاری  توانمی

در چوب و  ازجملههای ساختاری در طبیعت، سازه عنوانبههستند، بنابراین جامدات متخلخل اغلب 

 خواص از بیش ییکارکردها درواد متخلخل ها از ماما انسان ؛گیرندقرار می مورداستفادهها استخوان

اصلاح  را هاآنهای ساختاری و کاربردی کنند و تا به امروز در بسیاری از برنامهساختاری استفاده می

 .[7] کامل از این مواد استفاده کنند طوربهکردند تا بتوانند 

 

1-2-1 MOF ها 

در  تا حدودی از مواد متخلخل ایگونه عنوانبهسیلیکات  آلومینیومهای رغم آنکه زئولیتعلی

صورت  هاآنات فراوانی نیز بر مانده و مطالعباقی یتوجهقابلهای ، هنوز چالشاندبودهصنعت موفق 

جدیدی را برای  کاملا سنتزی  هایروشان سنتز کار را برانگیخته تا گیرد. این موضوع شیمیدانمی

. طراحی مواد [1] کنند اد مولکولی و با آرایش فضایی منظم ابداعتولید مواد متخلخل با حفراتی با ابع

های فضایی شبکه محدود به یطورکلبهکه  جهتنیازاو با تخلخل ریز،  یدیاکس ریغبا ساختار 

وانند تی این دسته از جامدات متخلخل میشوند جذاب هستند. فضای داخلها نمیچهاروجهی زئولیت

 های آلومینیوممتفاوتی نسبت به زئولیت کاملا ری پذیفضایی، عملکرد و واکنشیت موقع، 8قطبیت

MOF( 2 (آلی-های فلزیتوجه شدیدی بر روی چهارچوب اخیرا  .دسیلیکات معمول داشته باشن

، بخصوص 8332هایی در اوایل دهه اختارهای متخلخل جدید حاصل پژوهش. س[3] است شدهانجام
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 وسیلهبهجامد های . این دانشمندان با ساخت چهارچوب[82] است 2هاسکینز و 8سونراب لهیوسبه

کردند. این هایی با فضایی ویژه را طراحی میبه فلزات، چهارچوب چنددندانهی هاکئوردیناسیون لیگاند

فضایی مولکول( )آرایش  و استرئوشیمی چنددندانههای های کووالانسی خطی لیگاندها از پیوندساختار

هایی رای ایجاد ساختارب. [88] دشوه مرکز فلزی ناشی میآرایش الکترونی و انداز ه بوسیلهشداعمال

 های دهندههایی بین مولکوللیگاند و پیوند -وردیناسیونی فلزهای کئها، از پیوندنامتناهی از چهارچوب

 است توجهقابل آمدهدستبههای نامتناهی وع شبکهشود. تنپیوند هیدروژنی استفاده می و پذیرنده

های فضایی ساختار فرضشیپ طوربهها اند که این چهارچوبپیشنهاد داده 4اوکیفه و 9. یاغی[82]

ن تریآید. یکی از جذابمی به دستبه یکدیگر  هارأسکنند که از اتصال ا ایجاد میشبکه مانندی ر

و های کئوردیناسیونی و فلزات نقش رئوس که ساختار هاستدهندهاتصالوس و رئ از استفادهها روش

ایجاد . جذابیت این دیدگاه این است که روشی را برای [89] ها را دارنداندازهای آلی نقش فاصلهگروه

تعیین شود از  مناسبی طوربه اندازهافاصلهو  هارأسندازه نسبی دهد. اگر احفرات بسیار بزرگ ارائه می

شود( اجتناب گرفته مینظربین برنده تخلخل درز یکی از عوامل ا عنوانبهها )که کهتنیدگی شبدرهم

توانند یک می هارأسآید. می به دست شدههایی تزیینشبکه یزیآمتیموفق طوربهگردد و می

ند. برای مثال ی باششامل دو یا چندین مرکز فلز 1کمپلکس فلزی مجزا نباشند، بلکه یک خوشه

 O4Zn های کربوکسیلاتو یا خوشه دارهای پرهچهار پل استات مشابه چرخای با های دو هستهدایمر

 .[84] (8-8)شکل  دانهدستازاین
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 MOF ZnO4 شماتیک نمای(: 8-8) شکل
 

-هایی با پایه بیدشوند لیگانآلی استفاده می -لزیف یهاچهارچوبهایی که در شیمی اکثر لیگاند

 کربوکسیلات گروهو  پیریدینی وستهیپهمبه حلقه دوپیریدین یپهستند.  یا کربوکسیلاتی پیریدینی

COO   [81] باشدمیبا یک بار منفی. 

 شدهساختهبینی زیادی بر اساس این اصول های قابل پیشو شبکه زیآمتیموفقهای هرچند مثال

قالب(  عنوانبهمیهمان ) یهامولکولهایی که پس از حذف یه چهارچوبمشخص ته طوربهاست، 

ها و فضای خالی درون کانال باوجودمد پایدار بمانند مشکل است. این بدان معنی است که یک جا

ر پرکننده موقت فضاهای خالی( را د) قالب. حلال نقش یک های ساختار خود، پایدار باقی بماندحفره

ر د شدهلیتشکهای در انتهای فرآیند سنتز از کانال کند وخلخل بازی میهای متساخت اکسید

های باردار بر اساس های چهارچوبحفره. بخشی از [86] شودآلی خارج می -های فلزیچهارچوب

 معمولا که  2های همراه بزرگشوند. این بدان معنی است که یون یدسترسقابلتوانند می 8تبادل یون

تخلخل شوند که باعث ایجاد جابجا می ترکوچکد، با یون همراه سازی بار شبکه حضور دارنخنثی برای

یی و مکانیکی منجر به فروریختن ساختار نبود استحکام شیمیا ،. در بسیاری موارد[87] گرددمی
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اشته باشند، هایی با حجم بسیار بزرگی دهرچند این مواد ممکن است چهارچوبشود. ای میشبکه

-هایی که چهارچوبدر سیستم هرحالبهبندی کرد. قهرا بر اساس مواد با تخلخل ریز طب هاآننباید 

 طوربهها دهند، حجم حفرات و ابعاد پنجرهم بوده و تخلخل دائمی را نشان میمقاو کاملا  هاآنهای 

 .[81] بهتر است داشدهیپها رضایت بخشی از آنچه در زئولیت

 

 ها MOFهای ویژگی 1-2-2

قابلیت طراحی بالا: کلید موفقیت برای رسیدن به مواد با عملکرد بالا، طراحی ساختار، کنترل 

های جامد است. اکثر واکنش پلیمرخواص شیمیایی و فیزیکی مطلوب در سنتز ترکیبات 

ساختاری  هایشوند و انتخاب مخلوطی از واحدمتخلخل در شرایطی آرام انجام می کئوردیناسیونی

 .[83] خواهد شد موردنظرمجزا با احتمال بالایی منجر به تولید شبکه گسترده 

های ریز برای پدیده جذب بسیار ها در یک جامد با تخلخلو قاعده: مرتب بودن و نظم حفره نظم

توانند حفرات میهای میهمان باشد، دیواره با مولکول سهیمقاقابلحفرات ریز اندازه  کهیوقتمهم است. 

. ارتباط ساختاری بین مولکول میهمان بگذارند تأثیر شدهجذبهای میهمان گیری مولکولبر جهت

( ساختار 2، )( موقعیت مولکول میهمان در کانال8، )و چهارچوب میزبان، برای مثال شدهجذب

، از اختار کانالهای میهمان بر روی سمولکول تأثیر( 9، )های میهمان در کانالموعه مولکولمج

 شدهجذبهای میهمان و خواص فیزیکی و شیمیایی مولکول موضوعات کلیدی برای درک رفتار جذب

 . [22] هستند هاکانال نانودر 

های یادی بر روی خواص دینامیکی پلیمرز هایپژوهش اخیرا و پویایی:  یریپذانعطاف

از چیزی بودند  رتریپذانعطافبسیار  هاآندهند ان میاست که نش شدهانجاممتخلخل کئوردیناسیونی 

ایجاد  داریپاشبهیک چهارچوب نرم و  در ریپذانعطاف. حفرات شدیمدر نظر گرفته  طورمعمولبهکه 

وانند بین دو حالت حد پایدار تغییر کنند. در پاسخ به مولکول میهمان با یک نوآرایی تشوند که میمی
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های کئوردیناسیونی ند. برخی از پلیمرشوفاز بسته به یک فاز باز تبدیل میساختاری، حفرات از یک 

ای از مواد یک دسته ویژه عنوانبه هاآناز  توانمیرا دارند که  یریپذانعطافاین نوع  دارای متخلخل

. [28]اندشدهها استفاده کننده گازبالا و یا ترکیبات جداپذیری حسگر گاز با انتخاب عنوانبهرد که نام ب

دیلات در این موارد استفاده نمود. تب 8توان از مواد متخلخل محکم و صلباین در حالی است که نمی

، ترین خواص این ترکیبات استیکی از جالب ریپذانعطافهای ساختاری پویا بر اساس چهارچوب

ویژگی ذاتی . دشوگرفته مییونی نسل سوم در نظر های کئوردیناسیکی از خواص پلیمر کهیطوربه

های قوی است تا اطلاق شده است تشکیل پیوند هاآن آلی به -فلزی یهاچهارچوبجامداتی که نام 

اصلاح ساختار دهنده گوناگونی نیز با خود را حفظ کنند. واحدهای اتصالاستحکام چهارچوب 

 . [22] اندهشدسب تنظیم منا طوربهاختار هندسی س ازنظرهای آلی خود در دسترس هستند و واحد

-انتخاب می دقتبهآلی  -فلزی یهاچهارچوبهای ساختاری آلی، واحد یهامریکوپلمشابه سنتز  

یک پلیمر آلی نوع و  در کهیدرحالو در محصولات نشان داده شود.  شدهحفظ هاآنشوند تا خواص 

ی است، اتصالات شبکه مؤثر هاآند پذیری ها در تعیین خواص فیزیکی، نوری و فرآینغلظت مونومر

. این مورد ممکن کندآلی را تعیین می -ک چهارچوب فلزیزیادی خواص ی طوربههای ساختاری واحد

بزرگ در  هایص نوری غیرخطی و یا ایجاد کانال، خواهای تبدیلات مغناطیسیاست شامل کاربرد

 .[29] ها باشددسترس برای عبور مولکول

های فعال یا جایگاه 2جذب مراکز کایرال ساختار مولکولی با آرایش فضایی خاص و فعالیت نوری 

-ارچوب، سنتز چهجهیدرنتدار است. هدفی مناسب برای تولید مواد عاملدرون یک چهارچوب باز نیز 

 لکه نیاز به برخیدارد ب مدنظرهای نیاز به انتخاب و یا تهیه مدل تنهانهآلی  -های فلزی

بینی، یند پیششوند. برای کمک به فراچگونه در جامد نهایی مجتمع می هاآنکه  هاستینیبشیپ

 

8 Rigid 

2 Chiral-centers 



 

9 

نالیز ساختاری یک پارامتر ساختاری که از آ عنوانبه SBU(8 (های ساختاری ثانویههایی از واحدبخش

بخش  به (SBU) ثانویه های ساختاری. واحد[24] شوددر نظر گرفته می، آیدمی به دستها زئولیت

های انواع لیگاندبه  حاصل از اتصالفلزی  یهاکمپلکس این بخش .شودگفته می MOF معدنی یک

-برای طبقه کنندهمیتنظیک قاعده  عنوانبهکنند و را تولید می ی متنوعیهاساختارهستندکه  سازپل

 .[21] دنشوها استفاده می MOF بندی ساختار

 

. حرکت در چارچوب اندمحکمکافی در حفظ ساختار  اندازهبه، اندمنعطف کهیدرحال هاMOFبرخی 

 ها MOFمحیط شیمیایی اتفاق بیفتد. ساختار  و تواند با تغییر شرایط خارجی، مانند دما، فشارمی

های گاز یا مایع ورودی، تنظیم کند. این مهم همچنین به برهمکنش گرفتن قرارخود را برای  تواندمی

توانند به هنگام پر شدن ها می. حفرات یا کانال[26] بستگی داردمیهمان -میهمان و میهمان-میزبان

شوند، بدون اینکه  جمع یا گسترده ریپذبرگشت صورتبهها و حفرات درون کانال یا تخلیه شدن

های منعطف شود. شبکهمی دینامیک یا اثر تنفسی نامیده این نوع از پاسخ، اثر .پیوندی شکسته شود

و  ترفیضعنقاط  میهمان داشته باشند و هم دارای هایمولکولقرار گرفتن  باید هم فضای کافی برای

 یریپذانعطافوابسته به  تواندیمبتواند تغییر کند. از طرفی اثر تنفسی  کمتر سخت باشند تا شبکه

ها منعطف بوده و حل کئوردینه شدن به رابطکلاسترهای فلزی در م آنجاها باشد که در محلی در رابط

تواند در حد داری تغییر دهند. این جابجایی میشکستن پیوندها مق بتوانند زوایای پیوندی را بدون

شود. مثالی که اغلب از حفره می حجم درییرات بسیار بزرگی تغ چندین آنگستروم باشد که منجر به

آبدار  ریپذبرگشتکه در اثر فرآیندهای  است  Cr(bdc)یآل-فلز یا چارچوب MIL-53شود، آن یاد می

در  کههنگامیات کند. این حفرتغییر می درصد 30 حدود شدن، حجم سلول واحد آبیبشدن و 

 یابند. درشود، گسترش میخالی می هاآنآب از  کههنگامیو  شوندیمگیرند، جمع معرض آب قرار می
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کننده بین حالت باز و بسته بسیار متحیرحجم سلول واحد تفاوت  MIL-88D مانند، ها MOFبعضی 

 .[27،21] است

 

 MOFشوند و چارچوب بسیاری از ای مهمان در حفرات حرارت داده میهحذف گونه منظوربه معمولا 

-شکلی تشکیل میاز بین رفته و جامد بی هاMOF. تخلخل و نظم زدیریفروم یدهحرارتدر طی  ها

کافی محکم نیستند که در برابر  اندازهبهنیز  هاMOFعت با فضاهای خالی جدال دارد و طبی .شود

. گاهی اوقات مایعات یا گازهایی برای حمایت از شبکه لازم است. [23] شبکه مقاومت کنند فروپاشی

قرار است  کهیدرصورتشوند. شکل میقط با قرار گرفتن در معرض هوا بیف اهMOF در برخی موارد،

به این منظور،  قرار گیرد موردمطالعهباید  هاآنصنعت استفاده شوند، پایداری گرمایی  این ترکیبات در

مهم همه  هایمواردی هستند که باید در نظر گرفته شوند. از ویژگی ها SBUاتصالات، ابعاد و پایداری 

 نسبت به ها MOF. حساسیت [92] هاستقدرت پیوند بالا بین کلاسترهای اکسید فلزی و رابط هاآن

در برابر  ZIF  مانند ها MOFبخار آب یکی از معایب مهم برای بسیاری از کاربردهاست. تعداد کمی از 

-MOF اند. از طرف دیگر،خود پایداری خوبی نشان داده رطوبت در طی آزمایشات پایداری بخار از

508، MOF-69C و MOF-5 افتد اتفاق می هاآنها در بجایی رابطآب ناپایدارند و جا در مجاورت بخار

 MOFچگونه  کهنیا مورد دراست وجود داشته باشد، بایستی  ممکن نیچننیاکه ایراداتی  یباوجود

تواند باعث بروز مشکل نفوذی پدیده دیگری است که می توانند استفاده شوند، فکر کرد. درهممی ها

شود درگیر شود که سبب کاهش فضای خالی می دیگری با چارچوب یکسان تواندیمشود. چارچوب 

استفاده از  .هم نفوذی وجود دارداز درجه در های متفاوتیدهد. مثالاما مساحت سطح را افزایش می

هایی با ممانعت رابط طراحی انجام واکنش و تر برایهای رقیقهایی با دانسیته بالاتر، محلولحلال

کننده و های غیر درهم نفوذاند. چارچوبب از این پدیدههایی برای اجتناو مثال بیشتر فضایی

هایی با استفاده از جداسازی برحسب دانسیته مانند استفاده از حلال با توانمیمحصولات جانبی را 

 .[98] کندرا بسیار خاص می ها MOFهای پیچیده، وجود رابط های متفاوت از هم تمیز دادچگالی
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های آلی امکان استفاده از رابط ژهیوبهمواد اولیه،  بالای قیمت بوده و متیقانگرها  MOFتهیه  

 هاMOFاستفاده از  درصورتی دین ترتیب،بسازد. را در کاربردهای صنعتی محدود می این مواد

 .غلبه کند آن در صنعت های تحمیلیبر هزینه کاربردهای خاص مد حاصل ازدرآ ارزشمند است که

 های سنتی مانندروش. اندافتهیگسترشهای اخیر در سال ها MOFددی برای تهیه های متعروش

 ، الکتروشیمی و سنتزهایویکروویم های دیگری مانند یونوترمال،با روش سنتز گرمابی و سالوترمال

 مکانوشیمیایی همراه شدند. 

 هایی بر پایهرابط معمولا های آلی، هر نمک فلزی، مانند نیترات و استات، همراه با رابط طورکلیبه

کنند.  MOFتوانند تولید ها میها، در یک حلال یا مخلوطی از حلالکربوکسیلیک اسیدها یا پیریدیل

هدایت عنوانبهنیاز به هیچ الگوی اضافی  نجایا درها، زئولیت ازجملهخلاف پروسه سنتز سایر مواد بر

 های آلی و واحدهای ساختمانی فلزی کهه رابطکننده ساختار نیست. مسئله بسیار مهم این است ک

. بنابراین باید شرایط [92] گیرند، در طی کل واکنش صدمه ندیده باقی بماننددرجا شکل می صورتبه

تواند پیوندهای قوی با ماند و میها ثابت باقی میهای عاملی و پیکربندی رابطکه در آن گروه واکنش

دهی، رهای سنتز مانند دما، زمان حرارتمشخص کرد. پارامت دقتبهکنند را فلزی ایجاد  هاییون

کنترل شود تا بتوان  دقتبهنوع ظرف واکنش باید  و غلظت pH ,سرد کردن، حلال،  سرعت گرم و

 صورتبه بار هربهینه را تعیین کرد. یک راه برای شروع، تغییر یک پارامتر در  شرایط سنتزی

ارامترهای سنتزی مشخصی های محصول را باید به پتفاوت در ویژگی راینسیستماتیک است. بناب

در زیر  هاآنبه همراه ایجاد تخلخل دائمی در  ها MOFمتنوعی برای سنتز  های. روشمربوط کرد

 .[99] شودیمبیان 
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 هاMOFهای سنتز روش 1-3

 سنتز سالوترمال و گرمابی 1-3-1

 . در اینجاهاستMOFبرای ساختن  استفاده موردهای ترین روشداولسنتز گرمابی و سالوترمال مت

کردن رابط آلی است. در هر دو روش سنتز گرمابی و ب حلال بر اساس توانایی آن در حلانتخا

است، انجام  قرارگرفتهکه داخل آن ظرف تفلونی  ضدزنگواکنش در اتوکلاو از جنس فولاد  سالوترمال،

در طی چند ساعت تا  C°222 تا  C°12در دماهایی بین مولطورمعبهمخلوط واکنش .ودشمی

با روش مایکروویو، الکتروشیمی و مکانوشیمیایی،  سهیمقا در. [94] شوددهی میروز حرارت چندین

، بهترین روش سنتز برای این ترکیبات حالبااینشود. روشی آهسته محسوب می استفاده از اتوکلاو

بالا و دمای بالا استفاده  جوشنقطهقطبی با  هایحلالباشد که در آن از می ترمالسالوروش سنتز 

لیگاند ایجاد کند. این -در خود حل کند و کلاسترهای فلز یخوببهرا  شود تا فلزات و اجزا آلیمی

ایجاد هندسه جدیدی  اند، باعثواحد ساختاری ثانویه نامیده شده عنوانبهلیگاند که -کلاسترهای فلز

 (2-8)شکل  دنشومیسبب  MOFدر ساختار نهایی  را یابی خاصیسختی و جهت و  شدهساختار در 

[91]. 

 ها MOFترمال سنتز سالو(: 2-8) شکل     
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 سنتز یونوترمال 1-3-2

حلال  عنوانبهکه از نام آن مشخص است، شامل مایعات یونی است که  طورهمانسنتز یونوترمال، 

 های جذابی هستند و برای تهیه بسیاری ازمایعات یونی دارای ویژگی .گیردقرار می استفاده مورد

 قابلیت حل ،هاآنبالا و ساختار از قبل مشخص  گیرند. قطبیتقرار می مورداستفادهارهای جدید ساخت

دهد. به علت پایداری حرارتی بالا و دارا بودن فشار بخار پایین، می هاآنرا به  ایالعادهفوقکردن 

 اندمناسبدمای بالا مانند واکنش در اتوکلاو یا مایکروویو بسیار  هایی دریونی برای واکنش ایعاتم

 .[96] (9-8)شکل 

 

 

 

 ها MOFسنتز یونوترمال (: 9-8) شکل
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 سنتز مایکروویو 1-3-3

 جهت کاهش زمان و یا دمای واکنش و افزایش خلوص محصول توانمیسنتز به کمک مایکرویو را 

 سنتز مایکروویو در شیمی آلی در دهه اخیر به علت زمان واکنش کوتاه .بکار برد هاMOF تهیه در

 برای تولید اخیرا ها و توجه زیادی را به خود جلب کرده است. سپس این نوع سنتز برای تهیه زئولیت

نش بالا، قرار گرفت. از مزایای چشمگیر این روش، سرعت واک مورداستفادهآلی -فلز یهاچارچوب

و گزینش پذیری بالا، میزان هدر رفت پایین و امکان کنترل اندازه ذرات محصول در  راندمان

. پیشرفت سریع و یکنواخت [96] باشدهای سنتی میمقایسه با روش در ترکوچک یهااندازه

باریک در مقیاس  ذرات بالا و توزیع اندازه تیفیباکتولید بلورهایی  در کل مخلوط، منجر به ییزاهسته

 در ها MOFطور که در روش سنتز سالوترمال است، سنتز روز، آن چند یجابهشود. زمانی کوتاهی می

آوری است. این واقعیت و محصول ظرف یک ساعت قابل جمع برداین روش تنها چند دقیقه زمان می

های مختلف، متفاوت ستگاهدهی و تنظیمات واکنش در دکه دستگاه مایکروویو به جهت قدرت پرتو

آزمایشات شده است. این محدودیت یکی از موضوعات  است منجر به عدم قطعیت در تکرارپذیری

فضای  هاMOFحصول تخلخل دائم در  .مختلف است هایدر بین دانشمندان در زمینه موردبحث

. شودیمپر  عد از سنتزمهمان یا مواد اولیه واکنش نکرده ب هایمولکولبا  معمولا ، هاMOFخالی درون 

 .های اضافی باید حذف شوندگونهاین، هاآنبرای فعال کردن این مواد و ایجاد تخلخل دائمی در 

 گاز نیتروژن و اثریبتوانند با حرارت در اتمسفرهای مختلف مانند هوا یا اتمسفر ها میحفرات یا کانال

با تواند شود، میی سنتز از آن استفاده میکه در ط شوند. حلالی ر محیط خالییا فشا خلأحتی تحت 

 تر است،ساده هاMOFتری دارد و تخلیه آن از درون حفرات پایین جوشنقطهدیگری که  حلال

-ام دیگری در مقابل روش خشن حرارتوش آررفوق بحرانی  کردنخشکاستفاده از  .جایگزین شود

با تخلخل دائمی به وجود  ییهاOFMبحرانی،  فوق 2CO حذف حلال است. استفاده از دهی برای

 شکلبیشدند، جامدی هنگام استفاده از حرارت خارج می حلال این مواد کهدرصورتیآورده است که 
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 DEF ای DMF بالا مانند جوشنقطه هایی باحلال کهدرصورتی. آمدشده به دست می با حفرات بلاک

 سختیبهحلال از درون حفرات  هایولمولکخارج کردن تمام  معمولا سنتزها استفاده شود،  در

پایین جایگزین  جوشنقطهبا حلال دیگر مانند اتانول با  توانندمیها ابتدا است. این حلال پذیرامکان

-ت سطح داخلی و ظرفیت جذب بالا میبا مساح ییها MOFبه تهیه  منجر معمولا این روش . شوند

  .[97] (4-8)شکل) شود

 

 

 

 ها MOFسنتز مایکروویو (: 4-8) شکل

 

 تثبیت آنزیم 1-4

فیزیکی یا شیمیائی به  صورتبهفرآیندی که طی آن یک آنزیم با حفظ فعالیت کاتالیزوری خود 

دهد که برای مدت گویند. این عمل به آنزیم اجازه مییک بستر خاص متصل شود را تثبیت آنزیم می

محدود کردن  درواقعتثبیت آنزیم . قرار بگیرد تفادهمورداسگزینی آنزیم جدید جایبهطولانی بدون نیاز 

که امکان تماس با آن وجود دارد، ولی مولکول آنزیم در  یک آنزیم در یک فاز مشخص است به شکلی

 .[91] (1-8)شکل  و مهارکننده قرار دارد کنندهتحریکسوبسترا،  هایمولکولفازی، مجزا از فاز 
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را به سه مرحله  شدهتثبیتپیشرفت استفاده از بیوکاتالیزورهای روند  توانمی طورکلیبه

 صورتبه شدهتثبیتهای قرن نوزدهم، میکروارگانیسم یدر مرحله اول، در ابتدابندی نمود تقسیم

تاریخچه نوین تثبیت . قرار گرفتند مورداستفادهسازی فاضلاب تجربی در صنعت تولید سرکه و شفاف

به علت اینکه در مجلات مربوط  شدهانجامباشد اما اکثر کارهای اولیه می 8342آنزیم مربوط به دهه 

ها نادیده انگاشته شد. اساس فناوری امروزه، در بودند توسط بیوشیمیدان شدهچاپها به سایر رشته

 در مرحله دوم، فقط تک. ایجاد شد و مقالات بسیار زیادی در این زمینه منتشر شد 8362دهه 

های سیستم 8312قرار گرفتند تا اینکه در دهه  مورداستفاده شدهتثبیتآنزیمی  هایمولکول

 .[93] های زنده توسعه یافتهای دو آنزیمی همراه با احیاء کوفاکتور و سلولتر شامل واکنشپیچیده

 

 

 تثبیت آنزیم هایروشنمای شماتیک (: 1-8) شکل

 

 

در صنایع گوناگون شده است. دو مزیت  هاآن کارگیریبهباعث  شدهتثبیتهای ی آنزیممزایای ویژه

از جداسازی آسان آنزیم از محصولات در مخلوط واکنش و استفاده  اندعبارتاصلی برای تثبیت آنزیم 
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وانائی جداسازی آسان آنزیم از مخلوط واکنش، آلودگی پروتئینی محصولات را به ت. مجدد از آنزیم

یابد. به کمک این تکنولوژی بهبود می، موردنظرین اطمینان و کارآمدی واکنش بنابرا ؛رساندحداقل می

همچنین توانائی استفاده مجدد از آنزیم دارای مزایای اقتصادی است که یک عامل بسیار مهم در بحث 

هاست. علاوه بر جداسازی آسان و توانائی آنزیم وسیلهبههای مربوط به فرآیندهای کاتالیز شده هزینه

، افزایش پایداری نسبت به غیرطبیعی شدن با افزایش پایداری سببستفاده مجدد، تثبیت آنزیم ا

ی چند آنزیمی و فرآیندهای همچنین در فرآیندها .شودمی های آلیدر حلالحرارت، افزایش پایداری 

 حداقل شدن مهار درنتیجههای مختلف و آنزیمی، تثبیت باعث افزایش مرزبندی آنزیم -ییشیمیا

 .[42] شودهای متقابل میناشی از برهمکنش آنزیمی

 

های تثبیت، کاهش فعالیت به هزینه توانمیبرای تثبیت آنزیم، مشکلاتی نیز وجود دارد که  اما

های ، آموزشموردنیازبر روی تجهیزات اولیه بیشتر  گذاریسرمایهآنزیم طی فرآیند تثبیت، نیاز به 

ویژه و قابلیت اجرائی تکنیک برای  شناسیسمافزایش مهارت، مسائل بهداشتی و تکنیکی پیچیده برای 

 .سوبستراهای محلول اشاره نمود

فرایند تثبیت آنزیم بعضی از خواص مولکول آنزیم مثل فعالیت کاتالیتیکی یا پایداری  درنتیجه

به علت تغییر در  تواندیابد. این تغییر در خواص میحرارتی آن نسبت به حالت محلول تغییر می

، این است که برهمکنش بین ایجادشدهباشد. دلیل دیگر برای این تغییر  شدهتثبیتفعالیت ذاتی آنزیم 

دهد که با شرایط آنزیم در حالت محلول و سوبسترا در یک محیط میکرو رخ می شدهتثبیتآنزیم 

ها، به علت تغییرات متفاوت است. همچنین این احتمال وجود دارد که این تغییر در ویژگی

 .[42،48] است ایجادشدهباشد که در اثر اتصال آنزیم به بستر  کنفورماسیون ایجادشده در پروتئین

 

هایی در ساختار آنزیم و توانایی آن برای تغییر در تثبیت آنزیم ممکن است باعث ایجاد محدودیت

کنند باید ساختار یزورهای اختصاصی عمل میکاتال عنوانبهها آنزیم آنجائی کهساختارش شود. از 

صحیح خود را داشته باشند و همچنین بتوانند ساختار خود را طی فرآیند کاتالیز تغییر دهند. چنانچه 
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طی فرآیند تثبیت، آنزیم از طریق چندین نقطه به بستر متصل شود آنزیم در یک موقعیت خاص 

نجام فعالیت کاتالیزی به تغییرات ساختاری آن وابسته باشد، شود. اگر توانائی آنزیم برای امی داشتهنگه

سرعت واکنش آنزیمی  که در آن غلظتی از سوبسترا) MK تواند موجب تغییر در مقادیراین حالت می

 .[42] شود maxV و (مول در لیتر استو واحد آن میلی باشدمیماکزیمم  نصف سرعت

 

-را پیشنهاد می شدهتثبیت، افزایش در پایداری آنزیم شدهتثبیتای همطالعات اولیه بر روی آنزیم

شدند ها بر روی آن تثبیت میآمد که بسترهای پلیمری که آنزیم، چنین به نظر میچراکهکردند. 

های بعد در سال هرچندکنند. غیره عمل می و pH یک لایه محافظ در برابر تغییرات دما، عنوانبه

بستگی  قرارگرفتهآنزیم در محلول آزاد تنها به شرایط فیزیکی که در آن  مشخص شد که پایداری

بنابراین وقتی یک آنزیم در  ؛ندارد، بلکه به خود آنزیم و حتی غلظت کلی پروتئین نیز وابسته است

تواند شود، افزایش غلظت آنزیم در محلول میناپایدار در نظر گرفته می نسبتا های رقیق محلول

همان چیزی است که وقتی یک آنزیم روی  "افزایش در غلظت آنزیم"را افزایش دهد. این پایداری آن 

-فرآیند تثبیت باعث افزایش غلظت موضعی آنزیم می .دهدشود رخ مییک بستر پلیمری تثبیت می

را  اندشدهتثبیتنیز  هاآنهای آنزیمی پروتئولیتیکی که علاوه تثبیت، دسترسی به ناخالصیب .شود

در اکثر موارد تثبیت . دهدطی فرآیند پروتئولیز را کاهش می کند، بنابراین تجزیه آنزیمید میمحدو

بنابراین پایدارسازی آنزیم یک عامل مهم برای تمایل  ؛شودآنزیم باعث بهبود پایداری عملکردی آن می

ک همبستگی بین دهد که ینشان می شدهانجامهای تثبیت آنزیم است. مطالعات به استفاده از سیستم

 .[49] پایداری آنزیم و تعداد اتصالات کووالان موجود بین آنزیم و بستر وجود دارد

 

 کند، همچنین با محدودآنزیم جلوگیری می هایمولکولفرآیند تثبیت از تماس مستقیم بین 

کند. هرچند میخارج  کنندهتحریکآنزیم را از دسترس سوبسترا  کردن آنزیم در یک قفس پلیمری، 

به  هاآنکوچک باشند، احتمال اینکه بستر مانع دسترسی  کنندهتحریکسوبسترا یا  هایمولکولاگر 
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، کاهش شدهتثبیتهای مشکلات در استفاده از آنزیم ترینمهمیکی از . شودآنزیم شود کمتر می

مولکول باشد. به دلیل سوبسترای آنزیم ماکرو کههنگامیویژه فعالیت کاتالیزوری آنزیم است، به

های سطحی گاه فعال، فعالیت فقط به گروهجایبهدر دسترسی سوبسترا  ایجادشدهمحدودیت 

شود. این ممانعت فضایی ممکن است الگوی اختصاصی تولید سوبسترا محدود می دسترسقابل

ئی وجود دارد های مختلفی برای مقابله با این مشکلات فضاروش. محصولات از سوبسترا را تغییر دهد

انتخاب  ،اندشدهساختههای ماکرومولکولی مجزا هایی از زنجیرهازجمله: انتخاب بسترهایی که از شبکه

ایجادکننده  دوستآبهای آنزیم که در تثبیت دخالت دارند و استفاده از بازوهای دقیق باقیمانده

 .[44] فاصله

 

ها و عوامل بالا، وجود رادیکال pHی تند و ناملایم مثل فرآیندهای تثبیتی که دارای شرایط واکنش

بر روی پلیمر  شدهتثبیتکردن بخشی یا حتی تمام آنزیم  غیرفعالاکسیدکننده هستند، بسیار مستعد 

 .[41] ی کمتر از آنزیم محلول آزاد باشدتوجهقابل طوربههستند. فعالیت ویژه نهائی آنزیم ممکن است 

ها بسته به درجه سختی جداسازی صورت تجاری در دسترس هستند. قیمتها بهآنزیمبسیاری از 

توجهی متفاوت باشد. صورت قابلتواند بهها از منابع نوترکیب میآنزیم و یا آسانی به دست آوردن آن

اند. هاستفادای دیگر قابلقدر ارزان هستند که در پودرهای شوینده و کاربردهای فلهها آنبعضی از آن

ها برای یک کاتالیزگر های آبی هستند که این ویژگیاستفاده در محیطها حساس، ناپایدار و قابلآنزیم

های جلوگیری از این آل و در بسیاری از سنتزها نامطلوب است. در بسیاری از موارد یکی از راهغیر ایده

های متناوب در کاربرد در مقیاسمشکلات تثبیت آنزیم است. ازآنجاکه تثبیت آنزیم امکان فراوری 

ها پایدار شده و درنتیجه وسیله تثبیت آنزیمحل مناسبی است. بهکند، راهصنعتی را ایجاد می

-های نامحلول معلق در محیطها از آنزیمحساسیت کمتری به محیط خود دارند. فرایندهایی که در آن

منظور بهبود دسترسی به کندگی آنزیم بهسازی پراشود برای بهینهگریز استفاده میهای آلی آب

سوبسترا و همچنین جلوگیری از تجمع ذرات هیدروفیل پروتئین، نیازمند تثبیت هستند. علاوه بر این 
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کند. تثبیت یک آنزیم بر روی یک بستر جامد باید تثبیت امکان بازیافت را نیز تضمین می

 .[46] صرفه و ساده باشدبهمقرون

ها های هردوی آنآنزیم مستلزم تعامل دو گونه آنزیم و حامل بوده بنابراین شناخت ویژگیتثبیت 

های اسیدی های آمینی بر روی لیزین و یا گروههای قطبی مانند گروهمهم است. در مورد آنزیم گروه

ثیر توانند خواص سطحی را تحت تأهای قندی میبر روی گلوتامیک اسید، مناطق غیرقطبی و یا بخش

تواند برای مطابقت با هرکدام از این خواص سطحی آماده شود. نیاز ضروری برای قرار دهند. حامل می

توان از طریق ذرات با اندازه بسیار کوچک هر حاملی دارا بودن ناحیه سطحی بالاست. این امکان را می

 باشند. صورت شیمیایی و مکانیکی پایداربه دست آورد. علاوه بر این مواد باید به

 

 آنزیم ثبیتت هایروش 1-4-1

اتصال کووالان، جذب . شودکلی به پنج روش فیزیکی و شیمیائی انجام میطوربهتثبیت آنزیم 

 تنهاییبهتوانند ها میاین روش. دار کردن و ایجاد پیوند متقاطعکپسول ،تله انداختن سطحی،

، ترکیبی از چند روش استفاده شدهبیتتثبهبود خواص آنزیم  منظوربهقرار بگیرند و یا  مورداستفاده

 های عملکردی سطح بسترهای آنزیمی و گروهشود. در روش شیمیائی، پیوند کووالان بین باقیمانده

جذب  ود.شتشکیل می 2(ایجاد پیوند متقاطع)و یا بین دو یا چند مولکول آنزیم  8(اتصال کووالان)

های الکتروستاتیک، ها برهمکنشاین روش های فیزیکی هستند. درسطحی و تله انداختن، روش

آنزیم و بستر  هایمولکولها مسئول ایجاد اتصال بین های بین پروتئینپیوندهای یونی و برهمکنش

بوده است. کاهش اندازه  مؤثرتثبیت آنزیم بسیار  هایروش، فناوری نانو در بهبود اخیرا  .[47] هستند

شود. در حالت اتصال به سطح، ذرات شده میبازده و کارایی آنزیم تثبیت مواد حامل آنزیم سبب بهبود

 

1 Covalent Bonding 

2 Cross Linking 
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گذاری آنزیم در واحد رها فراهم کنند؛ درنتیجه، بانزیمتری برای اتصال آتوانند سطح بزرگریزتر می

با مواد متخلخل  در مقایسه نانو یابد. در حالت تثبیت آنزیم در مواد متخلخلجرم ذرات افزایش می

تر سوبسترا، مقدار مقاومت انتقال جرم کمتری برای مواد متخلخل به مسیر نفوذ کوتاه با توجه، یاتوده

برای استفاده  هاآندر محلول واکنش و بازیابی  نانو ذرات پراکنده شدن .[41] است انتظارقابلریزتر 

رسد استفاده از می به نظر در تثبیت آنزیم است. نانو ذراتهای استفاده از دوباره یکی از چالش

شده سطح این مشکل را رفع کند. برای مثال، نانوفیبرهای الکتروریسی یحدود تانانوفیبرها بتواند 

توانند انوفیبرهای متخلخل نیز مین .دهندها ارائه میانداختن آنزیمدامبسیار بزرگی برای اتصال یا به

ی فعال آنزیم را کاهش دهند. نانوفیبرهای هامسیر نفوذ سوبسترا از محیط واکنش به سایت

صورت متخلخل تولید توانند بهشوند و نیز میراحتی از محیط جدا میو به اندمقاومشده الکتروریسی

ها پوششی از با ایجاد اتصال عرضی بین آنزیم توانمیافزایش میزان بارگذاری،  منظوربه. شوند

، مواد نانودر مورد انواع دیگر  توانمیاد. البته این روش را شده روی فیبر تشکیل دهای کلوخهآنزیم

 .[43] برد کاربههای کربنی، نیز و یا نانولوله نانو ذراتمانند 

 

ها توجه و آنزیم عنوان ساپورت مناسب برای کاتالیزورها، ترکیبات ارگانومتالیکمواد مزوحفره به

درستی انتخاب مولکول باید مواد متخلخل به های درشتزیم. در آناندرا به خود جلب کردهخاصی 

. یابدشدت کاهش میباشد، جذب آن به تربزرگکه اندازه آنزیم از اندازه حفرات شوند، چون درصورتی

افزایش اندازه درونی حفرات و یا کنترل  قیطر ازشود با اصلاح سیلیکای مزوحفره ، تلاش میاخیرا 

در  توانمیشده در مواد مزوحفره های تثبیتافزایش داده شود. از آنزیم مورفولوژی، جذب آنزیم

فرایند . و سفیدسازی زیستی در صنعت کاغذسازی بهره گرفت حسگرهای زیستی، سنتز پپتیدها

ساده و راحت است؛ چالش مطرح در این زمینه رهایش  نسبتا تثبیت آنزیم در سیلیکای مزوحفره 

 .[12] تاس هاآنقع، پایداری عملیاتی کم درواآنزیم از این ساختارها و 
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ژل در  –شدن در ماتریس سل کپسوله صورت دراولین گزارش در مورد عدم کاهش فعالیت آنزیم 

ژل به روشی محبوب در  –کردن آنزیم با فرایند سل ارائه شد؛ از آن به بعد، روش کپسوله 8334سال 

سیلیکات  ارتو ، در یک شیوه متداول در این روش، تترامتیلمثالوانعنبهتثبیت آنزیم بدل شده است. 

شود؛ سپس افزایش محلول آنزیم به سل سبب شروع ارتوسیلیکات به سل هیدرولیز مییا تترااتیل

 اصطلاحا ها در ماتریس سیلیکات احاطه و ، آنزیمترتیباینبهشود. و تشکیل ژل می دهیرسوبواکنش 

نانومتر در  122تا  2/8ای در حدود هایی با اندازهدر این شیوه حفرات و کانالشوند. کپسوله می

خوبی کنترل و بهینه شود تا از رهایش آنزیم جلوگیری شود. فرایند باید بهماتریس نهایی تشکیل می

 .[18] شودو تغییر ماهیت آنزیم جلوگیری می باز شدنشود. در این روش تا حدود زیادی از 

 

 تک آنزیم نانو ذراتارائه شد، سنتز  2229بار در سال که اولین یک راه جدید برای تثبیت آنزیم

. شوداست. در این روش هر مولکول آنزیم با یک شبکه کامپوزیتی آلی / معدنی متخلخل احاطه می

)ازجمله،  هادهد که با سایر روشروشی جدید برای تثبیت آنزیم ارائه می تک آنزیم نانو ذراتتولید 

ژل، پلیمر، یا ساختارهای کامپوزیتی  –کردن آن در سل تثبیت آنزیم در مواد متخلخل یا کپسوله

العاده زیاد فعالیت کاتالیستی سبب پایداری فوق SENs های آزاد بهتوده( متفاوت است. تبدیل آنزیم

بسترا به سطح آنزیم رخ شود. این در حالی است که محدودیت چندانی در انتقال جرم سوها میآنزیم

. شودهای وینیل( اصلاح میگروه مثلا ) کووالانسیدر این روش ابتدا سطح آنزیم با پیوندهای . دهدنمی

ها برقرار و پلیمریزه شده و در مرحله بعدی، اتصالات عرضی بین این رشته هاآنسپس هرکدام از 

 .[12] شوندتشکیل می تک آنزیم نانو ذراتنهایتا  
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 کاربردهای تثبیت آنزیم 1-4-2

تنها که توضیح داده شد، استفاده از مواد نانوساختار برای تثبیت و پایدارسازی آنزیم نه طورهمان

عنوان یک سیستم نانوکاتالیست زیستی را کند که سایر خواص ویژه آن بهفعالیت آنزیم را پایدارتر می

به حسگرهای زیستی،  توانمیاختارهای آنزیمی کاربردهای این نانوس ترینمهمکند. از نیز تقویت می

های سوختی یلو پ های زیستیمولکول یچسبندگ ضدحذف و تصفیه زیستی، تبدیل زیستی، عامل 

 .پردازیمشکل مختصر به بررسی برخی از این کاربردها می . در ادامه بهزیستی اشاره کرد

 

 معمولا برد و نزیمی بهره مییک واکنش آ بودن یاختصاصحسگر زیستی آنزیمی از خاصیت 

رفتن یک ماده اولیه دنبال بین سرعت تولید یک محصول یا از وسیلهسینتیک واکنش آنزیمی به

مستقیما   توانمیفعال باشند، پیشرفت واکنش را  ها الکترودهندهحصولات یا واکنششود. اگر ممی

از  معمولا الکتروشیمیایی  هیپا برآنزیمی  روش آمپرومتری دنبال کرد. در حسگرهای زیستی وسیلهبه

دهد( استفاده گیرد یا الکترون مییا الکترون می هاآن)که واکنش کاتالیستی  های اکسیدوردوکتازآنزیم

های ردوکس ازجمله، آنزیم .شوندزیستی استفاده می یحسگرها درها انواع مختلفی از آنزیم. شودمی

ردیش پراکسیداز، هیدروژناز، گلوکزاکسیداز، گلوتامیناز، هورسید دیهیدروژناز، آلدئمانند الکل دی

های و انواع آنزیم و لاکتیت اکسیداز آز، بیلیروبین اکسیداززانتین اکسیداز، کولین اکسیداز، اوره

در مورد حسگرهای زیستی آنزیمی این است که  توجهقابلنکته  .هیدرولیتیک مانند لیپاز و اِسترآز

 م روی سطح الکترود یک قدم ضروری در رسیدن به کارایی بالاتر الکترود آنزیمی استتثبیت آنزی

[19]. 

هایی مانند سوختها سیستمی است که با استفاده از زیستآنزیم هیپا برسوختی زیستی پیل 

توانند ی میهای سوختی زیستی آنزیمکند. پیلو روغن، الکتریسیته تولید می گلوکز، فروکتوز، اتانول

های پزشکی استفاده ایمپلنتو  عنوان منبع انرژی برای حسگرهای با توان کم، ابزارهای ارتباطیبه

طول عمر کوتاه ناشی از پایداری ضعیف آنزیم و نیز  لیدل بهها هرچند که کاربرد عملی این پیل. شوند
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های سوختی مستقیم ند پیلهای سوختی متداول، ماندر پیل. است محدودشدهکم پیل،  توان یچگال

های سوختی زیستی از که در پیلگیرند، درحالیقیمت بهره میهای فلزی گرانمتانول، از کاتالیست

تواند در تثبیت آنزیم می .نیز هست بودن یاختصاصشود که دارای خاصیت ویژه آنزیم استفاده می

 .[14] باشد مؤثرهای سوختی زیستی بسیار افزایش طول عمر پیل

 

 عوامل ضد چسبندگی مولکولهای زیستی 1-4-3

های زیستی روی سطوح ها و دیگر مولکولمعنی جذب پروتئین های زیستی بهسبندگی مولکولچ

ی، حسگرهای های پزشکدر مجاورت آب یا سیال زیستی است و سبب ایجاد مشکل در ایمپلنت

 ضد چسبندگیاهای ها و غشهای فراوانی برای ساخت پوشش. تلاشخواهد شدو غشاها  زیستی

ها جلوگیری از مشکلات مرتبط با چسبندگی است. هدف این تلاش شدهانجامهای زیستی مولکول

مقابله با این مسئله  محیطیزیستک روش ی. های زیستی یا کاهش این مشکلات استمولکول

، پروتئازها مثلا های زیستی است. مولکول ضد چسبندگیهای ها و پوششها در رنگاستفاده از آنزیم

ها به سطوح را شوند تا اتصال پروتئینهای زیستی افزوده میمولکول ضد چسبندگیهای به رنگ

ها برای اتصال به سطوح میکروارگانیسم وسیلههای پروتئینی بهکاهش دهند و از تشکیل چسب

واند سبب کاهش تها میهای نانوکاتالیستی زیستی افزایش پایداری آنزیمجلوگیری کند. در سیستم

 –پروتئاز  بر پایههای کاتالیستی زیستی ، فیلممثالعنوانبهها روی سطح شود. در اتصال پروتئین مؤثر

پایداری آنزیمی بهتری نسبت به آنزیم آزاد در  ،دیواره در یک ماتریس پلیمرینانولوله کربنی تک

برای مقابله با  خود تمیزکنندهامپوزیتی های نانوکعنوان فیلمتوانند بهمی نیز، دهندمیمحلول نشان 

های نانوکاتالیستی زیستی شود که این سیستمبینی میبنابراین، پیش .ها استفاده شونداتصال پروتئین

ضد های بتوانند در ساخت پوشش تمیز شوندگیهای زیستی و مولکول ضد چسبندگیبا خاصیت 

در جلوگیری از اتصال  هاآن ،اده شوندتی با طول عمر زیاد استفهای زیسمولکول چسبندگی
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و غشاها کاربرد خواهد  های پزشکی، حسگرهاها روی سطح جداره کشتی، ایمپلنتمیکروارگانیسم

 .[11] داشت

 

 آنزیم لوسیفراز 1-5

ماده خود یعنی لوسیفرین، مسئول پدیده بیولومینسانس در پیش به همراهآنزیم لوسیفراز 

باشند و با استفاده از اکسیژن ، اکسیژناز میشدهشناختههمه لوسیفرازهای  موجودات زنده هستند.

)شکل  شوداین اکسیداسیون نور تولید می درنتیجهنمایند که مولکولی، لوسیفرین خود را اکسید می

شوند به چهار نوع مرجانی، باکتریایی، . لوسیفرازها بر اساس نوع موجودی که در آن یافت می(8-6

متفاوت  کاملا شوند که از لحاظ ساختار بیوشیمیایی و ژنتیکی تقسیم می تابشبژل و کرم داینوفلا

عنوان آنزیمی مهم در از لوسیفراز به اند امروزهآمده به وجودیافته مشخص هستند و از منشأهای تکامل

 اندبارتعشود و کاربردهای نوین آن در حال گسترش است. کاربردهای آن استفاده می فناوریزیست

استفاده  -2تغییر خاصیت نشر نور آن  واسطهبههای مختلف و بافت هاسلولاز  برداریعکس -8از: 

تعیین  -9ها از طریق بیان همزمان با ژن لوسیفراز آشکارکننده زیستی در مطالعه بیان ژن عنوانبه

انداز موردنظر تحت کنترل راهقرار دادن ژن لوسیفراز  وسیلهبههای مختلف ژن اندازمیزان فعالیت راه

تولید زیست حسگر برای شناسایی ترکیبات سمی، عناصر سنگین )ازجمله جیوه و کادمیم(،  -4

 ATP .و سلولیدرونگیری تغییرات مقدار کلسیم چنین اندازهو هم TNTتولوئن و مشتقات آن مثل 

[16] 
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 لوسیفراز آنزیم واکنش(: 6-8) شکل

 

به کمک تکنیک فیلتراسیون  Photinus pyralisگونه  تابشبحشره  آوریجمعبا  8316در سال 

حشره جداسازی شد. سپس چندین تکنیک  6222لنترن  ازرم آنزیم لوسیفرگمیلی 92ژلی حدود 

لیگاند  عنوانبه Cibachoron Blue F3GAکه در آن از بنزیل آمین و  کروماتوگرافی میل ترکیبی

شد. با استفاده از تکنیک رسوب  کاربردهبهتر آنزیم لوسیفراز جداسازی آسان منظوربهشد، استفاده می

گرم آنزیم میلی 2/2با هیدروکسی آپاتیت حدود  HPLCبا سولفات آمونیوم، فیلتراسیون ژلی و 

 Luciolaو  Lusiola cruciate هایژاپنی گونه تابشبهای گرم لنترن از حشره 1/8 ازلوسیفر

lateralis [17] جداسازی شد. 

 cDNAتوالی ژنومی و  8317کلون شد و در سال  8311در سال  P.pyralisآنزیم لوسیفراز گونه 

در عدم حضور  P.pyralis آنزیم لوسیفراز گونه بعدیسهساختار  8336آن مشخص گردید. در سال 

 .(7-8)شکل  آنگستروم کریستالوگرافی شد 2سوبسترا با حد تفکیک 
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 P.pyra 1 لوسیفراز آنزیم ساختار(: 7 -8) کلش

 

باشد. وزن مولکولی آن اسیدآمینه می 112مونومر بوده و دارای  P.pyralisآنزیم لوسیفراز گونه 

نشان  P.pyralisفراز گونه دارد. ساختار کریستالی آنزیم لوسی 42/6حدود  PIکیلودالتون و  62حدود 

( و N-terminalبزرگ در انتهای آمین ) جایگاهاست: یک  شدهتشکیلفشرده  جایگاهدهد که از دو می

پذیر به لینکر پپتیدی انعطاف وسیلهبه( که C-terminalتر در انتهای کربوکسیل )کوچک جایگاهیک 

 .[11] (1-8)شکل  ایجاد  اهجایگیک شکاف گسترده بین دو  درنهایتاند و هم متصل شده

 
 P.pyralis گونه لوسیفراز آنزیم(: 1-8) شکل
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-می βکه و شب αβαβαدر ساختار  βمرکب از دو صفحه  (N-terminalانتهای آمین ) جایگاهالف( 

ی حاوی اسیدها جایگاه. این پوشاندانتهای دو ورقه را می βکه و شب قرارگرفته همروی βباشد. دو ورقه 

 باشد.با ساختار فشرده می 8-496آمینه 

 جایگاهتواند به پذیر مییک لولای انعطاف وسیلهبهکه  (C-terminalانتهای کربوکسیل ) جایگاهب( 

و یک  βباشد. از دو رشته ناهمسو کوتاه می 442-142شامل اسیدهای آمینه  انتهای آمین متصل شود

در اثر فشرده شدن سه مارپیچ در مقابل  درنهایت. است شدهتشکیل βای صفحه ترکیبی سه رشته

 -لیزین -کربوکسیل توالی سرین جایگاهشود. همچنین در انتهای ایجاد می β+βها، ساختار کناره

 باشد.زومی میسیگنال هدف پراکسی عنوانبه( وجود دارد که SKLلوسین )

-باشد که نشانتار نامنظمی میکند دارای ساخرا به هم متصل می جایگاهج( بخش لولایی که دو 

 این قسمت است. پذیریانعطافدهنده 

 ی مشخص نشده است. طورقطعبهدر آنزیم لوسیفراز  8د( موقعیت دقیق جایگاه فعال

اختار اول این آنزیم با اسیل با مقایسه س تابشبدر آنزیم لوسیفراز حشره  ATPو( جایگاه اتصال 

های بخش هاآناست و مشخص گردید بین  قرارگرفته العهموردمطلیگاز و پپتیدیل سینتتاز کوآ

رزیدو  تابشبنقش دارد. در آنزیم لوسیفراز حشره  PPi32ATP[P[همولوگی وجود دارد که در تبادل 

به  ATPگیری و اتصال در جهت 123بوده، لیزین  ATPمرتبط با تمایل آنزیم به  831سرین 

 .[13،62] اکنش مونواکسیژنازی نقش داردنتیک ویدر س 449لوسیفرین و رزیدو لیزین 

 

 

 

 

8 Active site 
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 مکانیسم واکنش بیولومینسانس 1-5-1

-4یک آنزیم مونواکسیژنازی: اکسیژن  P.pyralisگونه  تابشبآنزیم لوسیفراز حشره 

است که برای انجام  EC 1.13.12.7با  (decarboxylating, ATP-hydrolysingاکسیدوردوکتاز )

)هتروسیکلیک ( 2LHزرد به لوسیفرین )-نانومتر محدوده سبز 162ل موج واکنش و نشر نور در طو

 .[68] نیازمند است 2Mg+و  ATPعنوان سوبسترا، کربوکسیلیک اسید( به

گروه کربوکسیلیک در حلقه تیازولین  4Cبین کربن  2SN دوستیهستهاین واکنش از نوع جابجایی 

2LH-D های فسفات و گروهATP شود:به شرح ذیل انجام می واکنشنیمکه طی دو  باشدمی 

 اول واکنشنیم

و ناحیه کربوکسیل  رهاشده PPi، پیروفسفات ATPو  Mg+2در طی این مرحله در حضور 

شود. تشکیل کمپلکس ( حاصل میAMP-2LHلوسیفریل آدنیلات ) درنهایتلوسیفرین آدنیله شده و 

2+Mg-ATP  های فسفات اثر دهد و بر کنفورماسیون گروهمی جزئی پوشش طوربهبارهای منفی را

 تیون دو ظرفیتی در این واکنش است.گذارد که این خود نشانگر نیاز به کامی

 باشد:می ایدومرحلهدوم  واکنشنیم

به  دوستیهستهکه با حمله  شدهتشکیل، کربانیون 4Cدر مرحله اول با دپروتونه شدن کربن 

همراه با آزاد شدن  مولکولیدرونو سپس با یک تغییر  ید خطی ایجاداکسیژن مولکولی، هیدروپراکس

AMP شود. در این مرحله تانون ایجاد میاکسیفشرده دی چهارضلعیحلقوی  حد واسطATP 

 منبع انرژی ندارد. عنوانبهدهد و نقشی اسیدیته را افزایش می

حد افتد که طی آن یو اتفاق میدات، فرآیند دکربوکسیلاسیون اکسیواکنشنیم بعد از ایندر مرحله 

 8لوسیفرینشود، درنهایت اکسیآزاد می 2COتانون شکسته شده و یک مولکول اکسیدی واسط

 

8 Oxyluciferin 
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-لوسیفرین برانگیخته به حالت پایه با نشر نور سبزشود. در پایان، برگشت اکسیبرانگیخته ایجاد می

  زرد همراه است.

 زیر نوشت: صورتبهرا  واکنشنیمانجام این دو  توانمی طورکلیبه

 (8-8)واکنش  اول واکنشنیم (8

   

 (2-8)واکنش  دوم واکنشنیم (2

  

به آن  2Oو افزودن  4Cسرعت مربوط به دپروتونه شدن کربن  محدودکنندهدر فرآیند نشر نور، مرحله 

L-به شکل تواند آدنیله شود و نیز می 1لوسیفرین Lلازم به ذکر است که ایزومر فضایی فرم باشد. می

AMP-2LH [62،69] شودتبدیل شود اما از آن برای تولید نور استفاده نمی. 

 

 های دیگرنقش آنزیم لوسیفراز در واکنش 1-5-2

با اکسیژن  AMP-2LH-D -علاوه بر واکنشی که توضیح داده شد، واکنش کمپلکس لوسیفراز 

شود که در این ( می2O2Hهیدروژن )( و پراکسیدAMP-L) AMP -هیدرولوسیفریلمنجر به تولید دی

 .(9-8)واکنش  شودواکنش هیچ نوری تولید نمی

 

 

 

 

8 L-LH2 
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-می پذیرامکانشود فقط در شرایط آزمایشگاهی می 2O2Hانجام این واکنش که منجر به تولید 

های بیولوژیکی را تواند فعالیتبیشتر از میزان تقاضای سلول باشد می 2O2Hباشد، چرا که اگر غلظت 

-زوم )اندامکی که غنی از کاتالاز میدر پراکسی تابشبآنزیم لوسیفراز حشره  ازآنجاکهل کند. مخت

 مغایرتی ندارد. in vivoمحیط  دن انجام این واکنش در داخل بدن یابو غیرممکنباشد( قرار دارد؛ با 

داده و باعث در مسیر تولید نور واکنش  تولیدشده 2Mg-PPi+تواند با نیز می AMP-Lعلاوه بر این 

 .(4-8)واکنش  شود ATP( و بازتولید Lتشکیل دهیدرولوسیفرین )

 

 

 

است: با  شدهثابت خوبیبهای است که ( روی واکنش نشر نور لوسیفراز پدیدهCoAآ )کوآنزیم تأثیر

شود. به مخلوط واکنش در ابتدا، فارغ از مشخصات پروفایل نور، منجر به افزایش نور نشری می افزودن

اما ؛ کندشود، نشر نور ثانویه را القاء مینشر نور داشته اضافه  ترنورخانمچنین وقتی به مخلوطی که ه

باشد نقش آن در واکنش بیولومینسانس شناساگر اصلی در واکنش تولید نور نمی CoA ازآنجاکه

 L-AMPا باشد که بیک سوبسترا می CoA درواقعاست که  شدهدادهدرک نشده است. نشان  خوبیبه

آنزیم لوسیفراز کاتالیز  باکند. این واکنش ( تولید میL-CoAواکنش داده و دهیدرولوسیفریل کوآ )

 .(1-8)واکنش  شودمی

 

 

، محصول L-AMPباشد که: هنگام واکنش با مهارکننده قوی جا میدر این CoAاهمیت نقش 

تواند به آنزیم لوسیفراز می کند، درنتیجهبا قدرت مهارکنندگی کمتری ایجاد می L-CoAجدید 

 واکنش بیولومینسانس خود ادامه دهد.
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CoA تواند با همچنین میAMP-2LH-L  واکنش دهد و منجر به تولیدL- ( لوسیفریل کوآ-L

CoA-2LH2 ازآنجاکه. ( شودLH-L دنیله آن و فرم آAMP-2LH-L کننده نور عمل میمهار عنوانبه-

 .[64،61] (6-8)واکنش  شود، واکنش آن با کوآ منجر به پیشبرد مسیر تولید نور میکنند

 

 

 

-یوشیمیایی به واکنشب ازنظرشود، هایی که توسط لوسیفراز و تعدادی از لیگازها انجام میواکنش

کوآسینتتاز باعث آدنیلاسیون ریشه کوآسینتتاز شباهت دارد. آنزیم اسیلاسیل باهای کاتالیز شده 

موجب ایجاد پیوند تیواستر بین اسیدچرب و  PPiشده و با آزاد شدن  اسیدهای چربکربوکسیلیک 

CoA واکنش  بسیار شباهت داردواکنش بیولومینسانس  شود، این مکانسیم به مراحل آدینلاسیونمی(

 .(1-8و  8-7

 

 

 CoAجا و اسیل جابه AMPانجام و  دوستیهسته، یک حمله CoAبعد از آدنیله شدن گروه تیول 

تواند تشکیل اسیل می CoAو  Mg-ATP+2شود. آنزیم لوسیفراز نیز در حضور اسید چرب، تشکیل می

CoA  2را کاتالیز کند. شباهت ساختاری بینLH-D اشیدونیک اسید )یکی از اسیدهای چرب و آر

اسیدهای چرب  .رودشمار می سوبسترا( در شناسایی لوسیفراز و واکنش به عنوانبه شدهآزمایش

ها به آسیل آدنیلات یکی دیگر از راه هاآنکنند، تبدیل واکنش لوسیفراز عمل می مهارکننده عنوانبه

یت شبه لیگازی آنزیم لوسیفراز واکنش عکس آن نیز صادق باشد. در کنار اثبات فعالبرای تولید نور می

است به این معنی که لیگازها نیز فعالیت شبه لوسیفرازی دارند. یکی دیگر از نتایج عملکرد لیگازی 

  .است ATPبه  L-AMPفسفرولیز ها در واکنش مشابه با پلیفسفاتنوکلئوزید پلیلوسیفراز سنتز دی
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باشد. با یز شده توسط لوسیفراز باکتریایی نیز یک واکنش اکسیداتیو میواکنش بیولومینسانس کاتال

کند. در طی این لوسیفرین استفاده می جایبه 2FMNHاین تفاوت که در این واکنش باکتری از 

مونونوکلئوتید احیاء شده باعث اکسایش زنجیر بلند آلیفاتیک آلدهیدی به آلیفاتیک  واکنش فلاووین

برانگیخته  صورتبههیدروکسی فلاووین  حد واسطشود. در این واکنش می کربوکسیلیک اسید

 (3-8)واکنش  شودسبز می -باعث نشر نور آبی FMNکه ضمن برگشت به حالت پایه  شدهتشکیل

[66] . 

 

 

 لوسیفراز:-ساختار شیمیایی ترکیبات مرتبط با واکنش لوسیفرین 1-5-3

1-5-3-1  D(-)-Luciferin 

، در ابتدا نیاز بود که ساختارهای تابشبلوسیفراز حشره انیسم عمل شناخت مک منظوربه

 3 تقریبا  8317شیمیایی لوسیفرین و ترکیبات مربوط به آن شناسایی شوند. به این منظور، در سال 

نه آمریکای گو Photinus pyralis تابشبحشره  81222از لنترن حدود بلور لوسیفرین  گرممیلی

 1.1 نیز حدود Luciola cruciateژاپنی  تابشبحشره . همچنین، از شمالی جداسازی گردید

 تابشب. ساختار لوسیفرین حشره حشره بالغ جداسازی گردید 82222 شکم لوسیفرین از گرممیلی

D(-)-Luciferin  صورتبهبه کمک سنتز شیمیایی (S)-2-(6-hydroxy-2-benzothiazolyl)-2-

thiazoline-4-carboxylic acid در این ساختار، کنفیگوراسیون گروه کربوکسیل در یین گردیدتع .

واکنش لومینسانس آنزیم لوسیفراز  منظوربهباشد. این کایرالیتی لوسیفرین می S صورتبه 4Cموقعیت 

باشد. برای انجام واکنش لومینسانس غیرفعال می L(+)-Luciferin بدین ترتیبضروری بوده و 

، با مطالعات کریستالوگرافی با پراش شدهساختهن ساختار لوسیفرین کنفیگوراسیون و کنفورماسیو

 .[67] تعیین شد Xاشعه 
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1-5-3-2 )2LH-LLuciferin (-L(+) 

-Dشناسایی ساختار شیمیایی  منظوربهلوسیفرین بوده و -د دیگر لوسیفرین ی انانتیومر-ال

Luciferin ( ال94سنتز شد .)- ده و میزان لوسیفراز بو مهارکنندهلوسیفرینKi  آنMµ 4-9 باشدمی .

لوسیفرین با لوسیفراز گزارش گردید و مکانیسم آن از -از واکنش ال یفیضعتولید نور  8336در سال 

لوسیفریل آدنیلات پیشنهاد لوسیفرین به کمک تشکیل -لوسیفرین به د-طریق راسمیزاسیون ال

-ستون و استفاده از HPLCکمک آنالیز  به Luciola cruciate ژاپنی تابشب. در لارو حشره گردید

. همچنین در اندام نوری لوسیفرین گزارش شد-وسیفرین و الل-از د 8:8نسبت  تقریبا های کایرال، 

این نتایج  هرحالبه. لوسیفرین نشان داده شد-رین به دلوسیف-ال این لارو، فعالیت کاتالیتیکی تبدیل

 .[61] دهدان نمیرا نش تابشبمسیر بیوسنتز لوسیفرین حشره 

 

 (L) دهیدرولوسیفرین 1-5-3-3

داسیون یدر طی فرایند اکس شدهتشکیلیکی از محصولات  عنوانبهدهیدرولوسیفرین در ابتدا 

دارد و به  وجود تابشبزیستی لوسیفرین شناخته شد. دهیدرولوسیفرین در مقادیر اندکی در حشره 

-لوسیفرین می-لوسیفرین و د-آن را تهیه نمود. ال توانمیکمک اکسیداسیون شیمیایی لوسیفرین 

توانند به کمک اکسید شدن با فری سیانید یا گرم شدن در یک محلول الکلی به دهیدرولوسیفرین 

ابتی واکنش گردد و این واکنش مهارکننده رقتولید می 2O2Hتبدیل گردند. در این واکنش 

ومینسانس شناخته یک مهارکننده قوی واکنش ل عنوانبهدهیدرولوسیفرین  .باشدبیولومینسانس می

 .[63] شودمی
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 لوسیفرینیاکس 1-5-3-4

تیک انس ترکیبات سینهای فلورسهای طیفداده وسیلهبهساختار شیمیایی اکسی لوسیفرین 

باشد، در محلول واکنش . اکسی لوسیفرین، به دلیل اینکه ترکیب ناپایداری میتعیین گردید

اکسی لوسیفرین یک ترکیب  .آشکار گردیده است HPLCز فقط به کمک آنالیز لوسیفرا-لوسیفرین

-اسیدها و بازها کاتالیز می وسیلهبهدهد که انول را نشان می-کربونیل بوده و تاتومری از اشکال کتو

زرد دارند. میزان -ترتیب فلورسانس قرمز و سبز گردد. شکل کتو و انول اکسی لوسیفرین در محلول به

Ki ی لوسیفرین در تولید نور حدود اکسMµ 2-1/2 [72] باشدمی. 

 

 (LH2-AMP) لوسیفریل آدنیلات 1-5-3-5

و به کمک لوسیفراز  Mg+2و  ATPلوسیفرین، در حضور -لوسیفرین و ال-ها از دلوسیفریل آدنیلات

 شدتبه است. این ترکیب در محلول آبی شدهاثباتپذیری این واکنش نیز شوند که برگشتتشکیل می

لوسیفریل  .گرددو آدنیلیک اسید هیدرولیز میبه لوسیفرین  سرعتبه 1حدود  pH درناپایدار بوده و 

 .[78] شودتا بازی راسمیزه میدر بافر خنثی  آسانیبهآدنیلات 

 

 (L-AMP)لوسیفریل آدنیلات -دهیدرو 1-5-3-6

این ترکیب برای  Kiمیزان  د.شبالوسیفریل آدنیلات مهارکننده واکنش لومینسانس می-دهیدرو

 .[72] باشدمی Mµ 21/8-2221/2نشر نور حدود 
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فرایند  در های متنوعمکانیسم نشر نور مطرح شده ر مورد هایفرضیه 1-5-4

 بیولومینسانس

 λmax 620) زرد-سبز ،6/7 حدود pH در in vitro محیط در P.yralis گونه لوسیفراز نشری طیف

nm) در و pH قرمز محدوده در 4/1 دحدو (620 nm maxλ )نشر بین رابطه ،8332 سال تا. باشدمی 

 لوسیفرین اکسی انول و کتو توتومریزاسیون کمک به لومینسانس رنگ و لوسیفرین اکسی نور

 رنگ دهندهنشان بازی و اسیدی شرایط در فلورسانس طیف بررسی. شدمی داده توضیح شدهبرانگیخته

 منظوربه. باشدمی لوسیفرین اکسی از انول و کتو شکل مطابق ترتیب به که باشدمی زرد-سبز و قرمز

 لوسیفرین اکسی از متیل-اکسی و متیل-1 مشتقات فلورسانسی خصوصیات فرایند، این بیشتر درک

 L. cruciata گونه لوسیفراز آنزیم ساختار در جهش ایجاد ،8338 سال در. گرفت قرار موردبررسی نیز

 تغییرات این همچنین،. شد آنزیم این در قرمز نور نشر ایجاد به منجر آسپارژین به رینس تبدیل و

 دیگر هایگونه لوسیفرازهای در جهش ایجاد با قرمز و نارنجی-سبز زرد،-سبز محدوده در نشری طیف

 انول و کتو توتومریزاسیون کمک به تنها تواندنمی نور نشر که دادمی نشان نتایج این. شد مشاهده نیز

 هاآنمشتقات آدنیله  و لوسیفرین متیل دی-1-1 ،2222 سال در. شود داده توضیح لوسیفرین اکسی

 لوسیفرین متیل دی-1 و 1-د آدنیلات از استفاده با. استفاده شد لوسیفراز در واکنش هاآناز  و سنتز

-سبز نور نشر ترتیب به P. plagiophthala و P. pyralis هایگونه لوسیفراز آنزیم سوبسترای عنوانبه

 انول و کتو توتومریزاسیون که کندمی پیشنهادنیز  نتیجه این. [79،74] شد مشاهده قرمز و زرد

 لومینسانس اینکه علت به باشد لومینسانسی متفاوت نور دو نشر علت کنندهتوجیه تواندنمی لوسیفرین

 واکنش خود، روی بر تواندنمی و ندارد هیدروژنی 1 شماره کربن موقعیت در لوسیفرین متیل دی-1-د

. گردید ارائه زمینه این در دیگری هایفرضیه دلیل، همین به. دهد انجام را انول و کتو توتومریزاسیون

 و بنزوتیازول هایحلقه. گردید ارائه بار انتقال مولکولیدرون چرخش عنوان تحت فرضیه، اولین

 که شودمی پیشنهاد و کنندمی چرخش ´C2-C2 باند لحو لوسیفرین، اکسی در تیازولون

طبق . کنندمی ایجاد متفاوتی نشری طیف برانگیخته، لوسیفرین اکسی از متفاوتی هایکنفورماسیون
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را ترین سطح انرژی را دادرجه چرخش که پایین 32لوسیفرین برانگیخته در حالت فرضیه سوم، اکسی

 بزاما شکل فضایی مسطح که بالاترین سطح انرژی را دارد نور س ؛کنداست، نور قرمز از خود تابش می

 باوجودآنکه .آیندوجود میه های دیگر هم بین این دو آرایش فضایی لوسیفرین بکند. رنگمی ساطع

نسانس هنوز ممکن یین مؤثر بر طیف بیولومولیازتهای نشان دادن چرخش حالت برانگیخته حلقه

کتونی اکسی لوسیفرین با این فرضیه  مر دو نور سبز و قرمز توسط فرولی چگونگی نشر ه ،نشده است

های آبی را آبی در محلول-تواند فلورسانس سبزاین فرضیه نمی حالبااین. [71] قابل توجیه است

 رنگ تغییر مکانیسم، این طبق. باشدمی فعال جایگاه قطبیت زمینه، این در دیگر نظریه توجیه کند.

 طیف. باشدمی لوسیفراز به لوسیفریناکسی اتصال جایگاه قطبیت در تغییر علت به دهایجادش

 این که شود جابجا nm 42 حدود تا تواندمی مشخص الکتریکی دی ثابت با هاییحلال در فلورسانس

 در عموما . باشدمی بیولومینسانس طول موج بر لوسیفراز فعال جایگاه محیط متفاوت اثر بیانگر تغییر

 جابجا آبی رنگ سمت به قطبی غیر هایحلال در و قرمز رنگ سمت به نشری طیف قطبی هایحلال

 ،هرحالبه. باشدنمی لوسیفرین اکسی انول و کتو شکل دو حضور توضیح به قادر نظریه این. شودمی

. دشونمی مشاهده Railroad Worms گونه لوسیفرازهای در ،فعال جایگاه قطبیت اثر نوسانات این

جایگاه فعال نقش مهمی در تعیین رنگ  بندیصورتی و کتغییرات دینامی طبق مطالعات بااینکه

 طول موجفورماسیون جایگاه فعال بر نکتغییر مطالعه چگونگی های مختلف دارند، بیولومینسانس گونه

 .[76،77] باشد برداشتهتواند نتایج ارزشمندی را در نسانس در لوسیفرازهای مختلف مییبیولوم

 

 های بیولومینسانسی:استفاده از مشتقات لوسیفرین در سنجش 1-5-5

 لوسیفرین آمید و استر مشتقات ایمنی، هایسنجش و آنزیمی هایسنجش توسعه منظوربه

 شده آزاد لوسیفرین-د و کرده هیدرولیز را لوسیفرین مشتقات ،موردمطالعهی هاآنزیم .اندشدهساخته

 ترتیب به لوسیفرین فسفاتو  سولفات مشتقات. گیردمی قرار ستفادهموردا لوسیفراز واکنش در

-د همچنین،. گیرندمی قرار مورداستفاده فسفاتاز آلکالین و سولفاتاز آسیل سوبسترای عنوانبه
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 بعلاوه. [71] اندقرارگرفته مورداستفاده درولازییه-گلیکو فعالیت بررسی در گلیکوزیدها لوسیفرین

 کربوکسی و استرازی کربوکسیلیک مطالعه منظوربه ترتیب به کربوکسیل، گروه در آمیدها و استرها

 حشره لوسیفراز استفاده برای نیز  لومینوژنیک دوکاره سوبسترای. اندگرفتهقرار مورداستفاده پپتیدازی

 ستمسی در اکسیدازی مونوآمین فعالیت تعیین منظوربه. است شدهگزارش پراکسیداز و تابشب

 در. است رفته بکار و شدهساخته لوسیفرین از غیر حلقوی آمین مشتقات هموژن، سنجش

 عنوانبه تابشب حشره لوسیفراز از استفاده با پستانداران هایسلول از بیولومینسانسی تصویربرداری

شامل ن لوسیفری-د-آمینو-6غشا، آمیدهای  از لوسیفرین عبورقابل استرهای از استفاده گزارشگر، ژن

 عمرنیمه بهبود منظوربه همچنین. های ناقل در موش سنتز و بکار رفته استگلایسین و کانژوگه

 با تغییریافته لوسیفرین-د-آمینو-6 از استفاده ،in vivo محیط در تومورها تصویربرداری در لوسیفرین

 .[73] است شدهگزارش گلیکول اتیلنپلی

 

 سکاربردهای بیولومینسان 1-5-6

هستند  DNAهای گزارشگرهای ژنی ترادفگزارشگر ژنی یکی از کاربردهای بیولومینسانس است. 

 صورتبهتواند آسان و آشکار است. می هاآنکنند که بروز یا سنجش که پروتئین یا آنزیمی را کد می

یا برای  تا بیان ژنی را آشکار کند، برای تبدیل سلول به بیوسنسور و شدهمعرفیمصنوعی به سلول 

آمده  3-8در شکل  8. استفاده از تکنولوژی گزارشگر ژنی[12] یابی سلولی به کار روداهداف مکان

 .است

 

8  Bioluminescence/Chemoluminescence 
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 1 ژنی گزارشگر(: 3-8) شکل

 

ینسانس های لومدر سنجشهای گزارشگر دوتایی است. کاربرد دیگر بیولومینسانس در سیستم

-و مستقل از هم به کمک تغییر در پروفایل کینتیکی واکنش ایجادشدهها بلافاصله چندتایی، سیگنال

. در یک گزارشگر تجاری از [18] شوندهای لومینسانس یا تفاوت در طول موج نشری سنجش می

-8از آن در شکل مای شماتیکی که ن تولیدشدهسیستم دوتایی  تابشبو حشره  Renillaلوسیفراز 

 است. شدهدادهنشان  82
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 دوتایی گزارشگر سیستم شماتیک نمای(: 82-8) شکل

 

مولکول دو عملکردی قادر به های دو عملکردی کاربرد دیگر بیولومینسانس است. بررسی مولکول

یداز و پراکس تابشب، لوسیفراز حشره سوبسترای لومینسانسی برای هر دو آنزیم عنوانبهایفای نقش 

مستقل در یک چاهک سنجش  صورتبهتوانند باشد. در این صورت هر دو آنزیم می( میHRP) ترب

کننده آنزیم ی به هم متصل شده از اتصال ژن کدهاشوند و طیف نشری متفاوتی ایجاد کنند. پروتئین

BL  کننده پروتئین اتصالی )مثل پروتئین یک فتوپروتئین کدو ژنA پروتئین ،Gت آویدین یا ، استرپ

راسر در س immunoblottingو  8که برای اهداف سنجش ایمنی شوندپپتید پذیرنده بیوتین( ایجاد می

 .[12] (88-8)شکل  جهان کاربرد دارند

 

 

8  Immunoassay 
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 عملکردی دو هایمولکول(: 88-8) شکل

 

تکنیک مبتنی  اینانتقال انرژی رزونانس بیولومینسانس کاربرد دیگری برای بیولومینسانس است. 

رخ  GPFنس مثل انس و پذیرنده فلوئورسابر انتقال انرژی است که بین دهنده لومینسانس یا فلوئورس

 jellyfishانتقال انرژی طبیعی در بعضی از موجودات دریازی مثل  BRETدهد برای مثال می

Aequorea Victoria  و بنفشه دریاییR.reniformis فراز باشد. در این فرآیند لوسیمیrenilla (Rluc) 

 GFP نوعیبهانرژی را  8کند در حضور سوبسترای کولنترازیننانومتر( نشر می 412که نور آبی )

کنش بین این دو کند. میاننانومتر نشر می 912دهد که در عوض نور سبز، در انتقال می زردرنگ

فزودن سوبسترا منجر به نشر و ا زردرنگ GFPو دیگری به  Rlucبه  هاآنپروتئین با اتصال یکی از 

Rluc  ،رخ  آنگستروم 822>انتقال انرژی بین دو پروتئین تنها در صورت نزدیکی  کهدرصورتیشده

در مقایسه با نشر نور آبی  زردرنگ GFP بوسیله، سنجشی از میزان نشر نور سبز BRET. سیگنال دهد

-های سلول مثل انسولین و میانرندهدر مطالعه دیمر شدن گی خوبیبهش روازایناست.  Rluc بوسیله

-همچنین روشی حساس برای نمایش میان BRETشود. زنده استفاده می هایسلولکنش گیرنده در 

 

8  Coelenterazine 
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باشد. این تکنیک برای غربالگری زنده می هایسلولرونویسی در هسته  ازنظرهای فعال کنش پروتئین

 .[19،14] (82-8)شکل  روسازی کاربرد دارددر صنعت دا درنتیجهدر مقیاس بالا بسیار مناسب بوده و 

 

 

 BRET پدیده(: 82 -8) شکل
 

های نور کم مبتنی بر دوربین تصویربرداریهای دستگاهاست.  BL/CLکاربرد پنجم تصویربرداری 

CCD های اختصاصی واکنش بوسیله تولیدشدهقادر به شناسایی نور خروجی باشد که فوق حساس می

تک  حدرا در  میزان نور نشر شده توانندها میال رخداد در سطح نمونه است؛ این دستگاهزیستی در ح

. کاربردهای مشخص نمایندی سیگنال در سطح نمونه را و همچنین مکان محاسبه فوتون

ی در موجودات تراریخته in vivoی الگوی بیان ژنی از: الف( در مطالعه عبارتند BL/CL تصویربرداری

های عفونی ناشی از عوامل درمانی در بیماری تأثیرنور، ب( مطالعه پیشرفت بیماری و  دهتولیدکنن

در بدن، ج( در  هاآن تأثیرو  هاآنسازی ی کلونی، نحوهشدهمهندسیهای پاتوژنیک میکروارگانیسم

 in داروهای ضد سرطان، د( پیوند سلول تأثیری میزان تحقیقات رشد و متاستاز تومورها و مطالعه
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vivo تئین، پرو -های پروتئینکنشو فرآیندهایی چون آپاپتوز، میان هاسلولیابی و بقاء در جهت مکان

 .[11] سرنوشت سلولی و عملکرد آن.

ی بیوسنسورها سیستم شناسایی توسعه عنوانبه BL/CLاستفاده از است.  BL/CLکاربرد ششم 

های رساناست، محدود به های زیستی در تماس با دستگاهکه ابزاری آنالیزی در شناسایی سیستم

های مبتنی بر واکنش اصولا ها شود. این سیستمدر اشکال مختلف می شدهتثبیتهای استفاده از آنزیم

 نمایشگرهایدر کنترل داخلی  BLاستفاده از  .[16] باشندآنزیمی جفت شده و منتج به تولید نور می

کننده به پلاسمید حاوی ژن کد BLاست. ژن گزارشگر  پیداکردهیر پیوسته، کاربرد فرآیندهای تخم

با سیستم تخمیر اتوماتیک  8است. دستگاه سنجش لومینسانس آنلاین شدهمعرفیمحصول تخمیر 

شود. ، درنتیجه دنبال کردن دقیق تشکیل محصول تخمیر و کنترل کل فرآیند حاصل میشدهتلفیق

در فرآیند صنعتی  مورداستفادهیابی به وضعیت باکتری لومینسانس در دست همچنین ژن گزارشگر

در  BLسنجش  .[17] های زیرزمینی کاربرد داردآب 2مانند تولید مواد شیمیایی یا تجزیه مواد آلاینده

از محل برش پروتئ است. پروتئین متصل به آکوآرین که دارای یافتهتوسعهبرآورد فعالیت پروتئازی 

 HIV-1سوبسترای پروتئاز  که است شدهتثبیتهای میکروتیتر پلیت طبیعی است در سطوح چاهک

-را کاهش می BLباشد. برش پروتئولیتیک منجر به رهایش آکوآرین از فاز جامد شده و سیگنال می

 .[11،13،32] دهد

 

 پایدارسازی آنزیم لوسیفراز 1-5-7

سازی متعددی برای پایدار هایروش ازعلمی آنزیم لوسیفر توسعه کارکردهای تجاری و منظوربه

ها، تثبیت آنزیم و استفاده از ها استفاده از اسمولیتاین روش ازجملهاست.  شدهاستفادهاین آنزیم 

 

8  Online 

2  Bioremediation 
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. بیشتر [38] باشدمی 2دارو تکامل جهت 8دارهدفزایی مهندسی پروتئین به دو روش جهش

باشد، در این روش باید می دارهدفزایی روی آنزیم لوسیفراز به روش جهش دهشانجام هایکاریدست

گونه  یافتهجهشبه آنزیم لوسیفراز  توانمیاطلاعات ساختاری کافی پروتئین موجود باشد. برای نمونه 

P.pyralis  دارهدفزایی جهش هایروشدر آمریکای شمالی اشاره کرد که در آن با استفاده از یکی از 

saturation mutagenesis با تغییر ،G  بهA (K354E در موقعیت )یافتهافزایش، پایداری آنزیم 914 

باشد بلکه با اعمال شرایط دار نیازی به داشتن اطلاعات ساختاری نمیاست. در روش تکامل جهت

سب کند، دار، تغییر متناسب با شرایط جدید را کجهت فشارتحتارگانیسم  کهنحویبهآزمایشگاهی 

تغییر در آنزیم لوسیفراز  منظوربه دارهدفزایی نامه از روش جهششود. در این پایانانجام می

است، بر این اساس به اطلاعات ساختاری آنزیم لوسیفراز نیاز است. این اطلاعات از بانک  شدهاستفاده

 .[32] است آمدهدستبه 4و مطالعات دینامیک مولکولی 9های پروتئینیداده

 

های قبل استوار است. در قسمت ذکرشدهها بر قواعد تثبیت آنزیم لوسیفراز نیز مانند سایر آنزیم

و همکارانش بر روی بسترهای آلکیل آمین  1لیتوسط  8377تثبیت این آنزیم برای اولین بار در سال 

ی کروماتوگرافی سفارز و هاتثبیت این آنزیم بر روی ستون 8312. در ادامه در سال [39]صورت گرفت

صورت  2281. در جدیدترین پژوهش که در سال بر روی بسترهای بیوتین انجام شد 2226در سال 

کووالانسی  صورتبهدار شده با پلی وینیل الکل پلیمری عامل غشاءهایگرفته، لوسیفراز بر روی 

های مختلف که در زمینه هایی استنزیمآ ترینمهماز  تابشبلوسیفراز حشره  .[34] است شدهتثبیت

گیری های میکروبی، اندازهاز طریق لومینومتری، در تشخیص آلودگی ATPدر سنجش مقدار  ویژهبه
 

8  Site-directed mutagenesis 

2  Directed evolution 

9  Protein Data Bank (PDB) 

4  Molecular Dynamics 

5 Lee 
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ها، غربالگری داروها، بررسی حسگر های تشخیص سرطان و زیستمیزان حیات سلولی، تهیه کیت

-، تصویربرداریprysequencing8به روش  NADیابی ها، توالیروابط، برهمکنش و تاخوردگی پروتئین

تثبیت این آنزیم سبب  روازاینهای گزارشگر کاربرد فراوان دارد. های بیولومینسانس و در سیستم

 .[31] شود، میذکرشدهافزایش فعالیت و پایداری آن جهت استفاده در مصارف 
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 فصل دوم 2

 ها(بخش تجربی )مواد و روش
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 مواد 2-1

ATP  از شرکتRoche دی لوسیفرین از شرکت ،Resem BV (The Netherland) مواد محیط ،

 Ni-NTA Sepharose ستونو  Sigma Aldrichو تریس از  NaClنمک ، سیلینآمپی ،IPTGکشت، 

های از شرکت ها MOFبرای سنتز  مواد اولیه شیمیاییهمچنین خریداری شد.  Novagene از شرکت

از  نیز هااند. حلالقرارگرفته مورداستفاده سازیخالصو بدون  شدهخریداریک تجاری فلوکا و مر

 شرکت مرک تهیه شدند.

 

 هادستگاه 2-2

 صورتبه IR8400مدل  8ی دستگاه اسپکتروفتومتر شیمادزووسیلهبه قرمزمادونهای طیف

ثبت س تهران مشترک در مرکز تحصیلات تکمیلی زنجان و دانشگاه تربیت مدر طوربه KBrهای قرص

و لامپ مس در آزمایشگاه مرکزی  Philips (PW1730)با دستگاه  هانمونه XRD های طیف شدند.

میکروسکوپ الکترونی روبشی تسکن  وسیلهبه Fe-SEMتصاویر  دانشگاه صنعتی شریف ثبت شدند.

 TGA/SDTA 851دستگاه  وسیلهبه (TGA-DTA) نالیز حرارتیو آ VEGA-II TESCAN مدل

(Sweden) ویر ا. تصندآزمایشگاه بیم گستر تابان گرفته شد درTEM دستگاه  وسیلهبه(Zeiss - 

EM10C) مساحت سطح، حجم و توزیع اندازه  .ثبت شدند طوسی ه صنعتی خواجه نصیرادر دانشگ

مرکز متعلق به  K ° 77در Belsorp, BEL مدل گاز نیتروژندستگاه جذب و واجذب  باذرات حفرات 

 Luminometerباها مطالعات بیولومینسانس نمونه. انجام پذیرفت میلی زنجانتحصیلات تک

(Berthold) .در دانشگاه تربیت مدرس تهران انجام شد 

 
1 Shimadzu 
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 NH-MIL-Fe)288( آلی-فلزچهارچوب  تهیه 2-3

گرم  99/2و  آبه 6 سه ظرفیتی نمک کلرید آهنگرم 1/2 مخلوط کردناز  این ترکیب

میکرولیتر  122و  DMFلیتر حلال میلی 81ش ماده در حضور پی عنوانبهآمینوترفتالیک اسید 

حمام در  C°822 دمایساعت در  4شد و سپس به مدت  تهیه( قطرهقطره صورتبهاستیک اسید )

سانتریفوژ به  با آندر دمای اتاق سرد شد و سپس ذرات  سوسپانسیون حاصلشد.  روغن قرار داده

جهت خشک شدن به  حاصل رنگایقهوهرسوب  رنهایتددور جدا شدند و  4222دقیقه در  82 مدت

 .[36] منتقل شد C°822 در دمایآون 

 

 therphtalaldehyde -)288(NH-MIL-Feترکیب  تهیه 2-4

-میلی 6در حضور  NH-MIL-Fe)288( گرم 286/2ترفتالدهید و  گرم 29/2این ترکیب از اختلاط 

شد. این مخلوط سپس  تهیه 7برابر با  pHتا رسیدن به لیتر حلال اتانول و افزودن سدیم هیدروکسید 

سوسپانسیون حاصل  درنهایتشد.  قرار داده C°12 دمای ساعت در 9تحت شرایط رفلاکس به مدت 

سوب حاصل با اتانول داغ شسته و در دمای ر دور سانتریفوژ شد سپس 82222قیقه در د 81به مدت 

 .محیط خشک شد

 

 MIL-53(Al) آلی-فلزچهارچوب تهیه  2-5

در  گرم ترفتالیک اسید 821/2 آبه و 3نمک آلومینیوم نیترات گرم  21/2این ترکیب از اختلاط 

ساعت در  72 به مدتشد. ترکیب مذکور سپس  تهیهحلال  عنوانبهلیتر آب دیونیزه میلی 81حضور 

دقیقه در  22 به مدتسوسپانسیون حاصل سپس در کوره حرارتی قرار داده شد.  C°222دمای 

 .[37] حاصل جهت خشک شدن به آون منتقل شد سفیدرنگدور سانتریفوژ شده و رسوب  1222
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 بیان پروتئین 2-6

و از آن کشت اولیه،  بالایی داشت در ابتدا انتخاب شد نسبتا که فعالیت  تک کلونبدین منظور، یک 

تهیه  لیترگرم بر میلیمیلی 822سیلین میکرولیتر آمپی 82مایع همراه با  LBمحیط لیتر میلی 82در 

 که حاوی 2XYTمحیط کشت اصلی  لیترمیلی 922به  لیتریلیم 8 شد. سپس، از این کشت حدود

عصاره مخمر است، منتقل شد. گرم بر لیتر  82کلرید سدیم و گرم بر لیتر  1تریپتون، گرم بر لیتر  86

 °C در دمای لیترگرم بر میلییمیل 822سیلین آمپی بیوتیکآنتیمیکرولیتر  922کشت در حضور 

نانومتر، به حدود  622ها در طول موج باکتری جذب بعدازاینکهانجام شد.  rpm 222و سرعت  97

 °C به محیط کشت اضافه و دما تادرصد  8به مقدار و مولار میلی 8 با غلظت IPTGرسید،  6/2 -1/2

در  rpm 222با دور  تکانیر حالت ساعت محیط کشت باکتری د 86پایین آورده شد و به مدت  22

 .این دما باقی ماند

 

 هاتهیه محتوای سلولی از باکتری 2-7

در دور  دقیقه 1مدت شده به  ها، محیط کشت القاءتهیه محتوای سلولی از باکتری منظوربه

g7222  و دمایC° 4 .با افزودن آمدهدستبهباکتری رسوب  سانتریفیوژ شدml  82 هبافر لیز کنند ،

 NaClمولار میلی Tris/HCl ،922 مولارمیلی 12حاوی به حالت سوسپانسیون درآمد. بافر لیز کننده 

 تابش فراصوت دراست. بعد از آن سوسپانسیون باکتری  1/7 برابر pH و ایمیدازول مولاریلیم 82 و

 برای علاوهبهجام گرفت. ان ثانیه 42ثانیه و به فاصله زمانی  22مرتبه به مدت  81 این کارقرار گرفت. 

 gهای لیز شده، در در حضور یخ انجام شد. سلول فراصوت مراحل تمامیگرمایی، از تخریب  جلوگیری

دقیقه سانتریفیوژ شد. میزان فعالیت و بیان سوپ رویی به  92به مدت  C° 4 و در دمای 81222

 PAGE-SDSو  (pH 1/7با  is/HClTrدر  Luciferin ،ATP، 4OMgSترتیب با اضافه کردن کوکتل )

پروتئین  سازیخالصهای دارای فعالیت و بیان بالا در این مرحله برای قرار گرفت. نمونه موردبررسی
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در  Luciferin ،ATP ،4MgSOمنظور از کوکتل مجموعه ) شدهانجامدر مطالعات  .شدنداستفاده 

Tris/HCl با )pH موارد  جزبهکوکتل در واکنش نهایی )باشد. غلظت ترکیبات می 1/7 برابر با

-میلی 22 و 4MgSO مولارمیلی ATP ،82مولار میلی Luciferin، 4 مولاریلیم 8صورت به( ذکرشده

 باشد.میلیتر میلی 8در غلظت نهایی  Tris/HClمولار 

 

 تخلیص پروتئین 2-8

استفاده شد.  2نیکل سفارز ستون و 8تمایلیکروماتوگرافی روش  ، ازلوسیفراز تخلیص آنزیم منظوربه

د. این دنباله باشخود می 4آمیندرانتهای  9ی هیستیدینیدارای دنباله شدهبیان لوسیفراز آنزیم

کند. بدین منظور، دارای تمایل زیادی به نیکل بوده و میانکش محکمی با آن برقرار می هیستیدینی

 مولاریلیم 82 و NaClمولار میلی s/HClTri ،922 مولارمیلی 12حاوی  1بافر تعادلی باابتدا ستون 

منتقل و  به ستوننمونه حاصله از مرحله قبل  به تعادل رسید. سپس 1/7 برابر pH در ایمیدازول

 وسیلهبههای متصل نشده به ستون از روی ستون عبور داده شد و به دنبال آن حذف پروتئین آرامیبه

 و ایمیدازول مولاریلیم 82 و NaClمولار میلی ris/HClT ،922 مولارمیلی 12حاوی  6بافر شستشو

pH 7جداکنندههای متصل به ستون از بافر انجام شد و در آخر برای جداسازی پروتئین 1/7 با برابر 

مولار میلی 12،  ایمیدازول مولارمیلی NaCl،212 مولارمیلی 922حاوی  جداکنندهاستفاده شد. بافر 

Tris/HCl و pH باشد. رقابت ایمیدازول موجود در این بافر با هیستیدین برای اتصال به می 1/7رابر با ب

شود. برای جلوگیری از تخریب گرمایی پروتئین، تخلیص در نیکل سبب خروج پروتئین از ستون می

 
8  Affinity Chromatography 
2  Nikel-Sepharose 
3  His6-tag 

Terminal-N  4 

Lysis Buffer  5 

Washing Buffer  6 

Elution Buffer  7 
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 82پروتئین تخلیص شده در حضور گلیسرول  درنهایتیخ و با استفاده از بافرهای سرد انجام گرفت. 

 نگهداری شد. -C 22°و در فریزر آوریجمعصد در

 

 SDS-PAGEالکتروفورز  2-9

مستقیم حضور آن  صورتبهتوانایی تولید نور، این قابلیت را دارد که  به دلیلآنزیم لوسیفراز 

سوبسترا را اندازه  در حضور تولیدشدهدستگاه لومینومتر )که میزان نور  کار باسنجش شود که این 

ها از شود. برای حصول اطمینان و ارائه مدرک جهت تأیید حضور و خلوص نمونهگیرد( انجام میمی

احیائی استفاده شد. ژل  SDS-PAGEها از الکتروفورز آزمایش در تمامالکتروفورز استفاده شد. تکنیک 

 .(8-2)شکل  قرار گرفت مورداستفاده 1/82و ژل پائین با غلظت%  1 بالا با غلظت %

 

 ماتیک بیان و تخلیص پروتئیننمای ش(: 8-2) شکل
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 هاسنجش غلظت پروتئین 2-11

دفورد استفاده شد. بدین منظور ابتدا معرف واکنش ها از روش براسنجش غلظت پروتئین برای

 822حل و با درصد  36در اتانول  G-250کوماسی بلو  گرمیلیم 822زیر تهیه شد.  صورتبهبرادفورد 

ط و با آب مقطر به حجم یک لیتر رسید. محلول حاصل مخلودرصد  11اسید فسفریک لیتر میلی

-میلی 8با غلظت  BSAساخت محلول استاندارد از پروتئین  منظوربهکاغذ صافی، صاف شد.  وسیلهبه

میکرولیتر از  12و  42، 92، 22، 82استفاده شد. برای رسم منحنی استاندارد مقادیر لیتر گرم بر میلی

میکرولیتر  12حجم ریخته و با بافر تریس به لیتری میلی 1/8تیوب پروتئین استاندارد در میکرو

گر بردفورد به هر میکروتیوب اضافه و بعد از پیپتاژ به از محلول واکنشلیتر میلی 8رسانده شد. سپس 

 12مشابه  طوربهدقیقه در دمای محیط انکوبه شد.  1میزان مساوی برای هر میکروتیوب، به مدت 

گیری از محلول بردفورد افزوده شد و با اندازهلیتر میلی 8 پروتئینی مجهول به هایونهمیکرولیتر از نم

های مجهول به دست نانومتر نمودار استاندارد رسم و غلظت پروتئین 131ها در طول موج جذب نمونه

وق و دوباره به روش ف شدهرقیقهای مجهول غلیظ بودند به نسبت مناسب آمد. در مواردی که نمونه

، در هاآنمحاسبه غلظت نهایی و دقیق  منظوربهتعیین غلظت شدند و پس از تعیین غلظت اولیه، 

 .ضریب رقتشان ضرب شدند

 

NH-MIL-Fe)288(- و  NH-MIL-Fe)288(تثبیت آنزیم لوسیفراز بر روی  2-11

therphtalaldehyde  وMIL-53(Al) 

 12بافر در حضور  لیتربر میلیگرم میلی 8/2بدین منظور آنزیم لوسیفراز تخلیص شده به غلظت 

MIL-Fe-و  NH-MIL-Fe)288(گرم میلی 8به محلول شامل  1/7برابر با  pHمولار تریس با میلی

therphtalaldehyde -)288(NH  53و(Al)-MIL مولار میلی 12لیتر بافر تریس میلی 2ر شده د معلق

دقیقه  822 و 32، 62، 92 به مدت C° 4ای اضافه شد. سوسپانسیون حاصل در دم 1/7برابر با  pHبا 
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های بعدی در آزمایش منظوربهشد و  فوژیسانتر 82222دقیقه با دور  81 به مدتانکوبه شد سپس 

 در یخچال نگهداری شد. C° 4دمای 

 

های پایداری ترمودینامیکی و سینتیکی آنزیم مطالعه ثابت 2-12

 شدهتثبیتلوسیفراز خالص و 

 شدهتثبیتدن حرارتی آنزیم خالص و گیری غیرفعال شاندازه 2-12-1

گرم میلی 8/2 با غلظت شدهتثبیتخالص و  آنزیم دو ، هرغیرفعال شدن حرارتیبررسی  منظوربه

انکوبه  در هر دما دقیقه 1درجه و به مدت  1، به فاصله C°42تا  C° 81 در دامنه دمایی لیتربر میلی

و اضافه  )دمای صفر درجه( وباسیون بر روی یخدقیقه انک 2گردید. سپس فعالیت باقیمانده پس از 

 21و  Tris/HClمولار میلی 12 میکرولیتر 1/22به  شدهتثبیتخالص و  میکرولیتر از آنزیم 1/2کردن 

 گیری شد.اندازه C°21 میکرولیترکوکتل در دمای

 

 شدهتثبیتبهینه فعالیت آنزیم خالص و  pHبررسی  2-12-2

 8با فاصله  82تا  4بین  pHمحدوده  در Mixابتدا یک بافر بهینه آنزیم لوسیفراز  pHدر تعیین 

و مولار میلی 822، سوکسینیک اسید مولارمیلی 822شد. این بافر شامل گلیسین تهیه درجه 

Tris/HCl 12 میکرولیتر بافر مخلوط و  32میکرولیتر کوکتل به  1بود. با اضافه کردن  مولارمیلی

به این مجموعه، میزان  لیترگرم بر میلیمیلی 8/2 با غلظت هاآنزیم ازمیکرولیتر  1سپس اضافه کردن 

 به دست آمد. pHدستگاه لومینومتر در هر  بافعالیت آنزیم 
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 شدهتثبیتگیری پایداری دمایی آنزیم لوسیفراز خالص و اندازه 2-12-3

گرم میلی 8/2 با غلظت شدهتثبیتخالص و  آنزیم دو ای هردقیقه 1با انکوباسیون پایداری دمایی 

دقیقه  1دقیقه به فاصله  2-22در دامنه زمانی  C°91و  C°21 ،C°92 ی ثابتهادر دما لیتربر میلی

میکرولیتر از  1/2دقیقه بر روی یخ، با اضافه کردن  2انجام شد. بعد از انکوباسیون هر آنزیم به مدت 

، فعالیت  C°21 ر کوکتل در دمایمیکرولیت 21و  Tris/HClمولار میلی 12میکرولیتر  1/22آنزیم به 

 درصد فعالیت اولیه گزارش گردید. صورتبهگیری شد. فعالیت باقیمانده آنزیم مانده اندازهباقی

 

و لوسیفرین در  ATPنسبت به  Vmaxو  Kmتعیین و مقایسه مقادیر  2-12-4

 شدهتثبیتآنزیم خالص و 

 31میکرولیتر لوسیفراز به داخل  1 واکنش آنزیمی با اضافه کردن ،xmaVو  mKمقادیر برای تعیین 

های آنزیم xmaVو  mKمیکرولیتر انجام گرفت. مقادیر  822میکرولیتر بافر سنجش در حجم نهایی 

مولار میلی 82در حضور بافر سنجش با غلظت نهایی در واکنش شامل  ATPلوسیفراز نسبت به 

4OMgS ،1/2 مولار میلی 22، لوسیفرینمولار میلیTric/HCl ر دpH 1/7 مختلفهای و در غلظت 

شد.  گیریاندازه ATPمولار میلی 2 و 8، 1/2، 21/2، 821/2، 26/2، 29/2، 281/2، 227/2، 2293/2

آنزیم نسبت به لوسیفرین در حضور بافر سنجش با غلظت نهایی در  xmaVو  mKگیری مقادیر اندازه

و  pH 1/7در  Tric/HClمولار میلی ATP، 22مولار میلی 4OMgS ،2مولار میلی 82واکنش شامل 

 8 و 1/2، 21/2، 821/2، 26/2، 29/2، 281/2، 227/2، 2293/2، 22831/2 های مختلفدر غلظت

گیری و برحسب سرعت اولیه اندازه عنوانبهمولار لوسیفرین به دست آمد. حداکثر نور نشر شده میلی

 mKترسیم و مقادیر  برگمنتن و لاین ویور -سهای میکائیلیبیان شد. نمودار )RLU(واحد نسبی نور 

برای هر یک از آنزیم  mKذکر است که مقادیر و لوسیفرین محاسبه شد. قابل ATPبرای  xmaVو 
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سه بار تکرار شد. سپس میانگین و انحراف معیار هر  ATPنسبت به لوسیفرین و  شدهتثبیتخالص و 

 یک محاسبه شد.

 

 MIL-(Al)53و  NH-MIL-Fe)288(باکتریال بررسی خواص آنتی 2-13

و حداقل غلظت کشندگی  (MIC)تعیین حداقل غلظت بازدارنده رشد  2-13-1
(MBC) 

 نیطی تعگیطرد تسطت   اولین تستی که جهت تعیین خصوصیات یک میکروارگانیسم انجام می معمولا 

MIC  .توانطد از رشطد  ش برای تعیین حداقل غلظت بازدارنطده از مطاده آلاینطده کطه مطی     رو این ازاست 

از دو روش  تطوان میشود. برای تعیین این پارامتر باکتری در محیط کشت جلوگیری کند، استفاده می

از استفاده کرد که در ایطن تحقیطق    broth dilution methodو  agar dilution method تحت عناوین

عامطل   در محطیط فاقطد   مطوردنظر ی در این روش ابتطدا سطویه   طورکلیبهاست.  شدهاستفادهدوم  روش

-کشت برای کشت در محطیط پیش عنوانبهها شوند و از این باکتریی رشد کشت داده میمهارکننده

ی رشد هسطتند،  های مشخص از عامل مهارکنندهسازی دارای غلظتهایی که با استفاده از روش رقیق

اسطت از   شطده  القطا هطا  شود. برای اطمینان از اینکه مقدار مشخصی باکتری در این محطیط استفاده می

 فارلند استفاده گردید.استاندارد مک

یعنی  8ی که محلول شماره ترتیباینبهفارلند تهیه گردید در این تحقیق ابتدا محلول نیم مک

 درصد 8یعنی  2 ی( و محلول شمارهO2.2H2BaClکلراید دوآبه )از باریوم درصد 871/8

لیتر از میلی 1/33به  8ی از محلول شماره لیترمیلی 1/2( تهیه شد سپس 4SO2Hاسیدسولفوریک )

ی ی کدورت نمونهفارلند است و از مقایسهمکاضافه شد. محلول حاصل محلول نیم 2ی محلول شماره

 .باکتری در حین القا استفاده کرد هایسلولبرای تخمین تعداد  توانمیکشت با این محلول پیش
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های مختلف با استفاده از های آزمایش و ایجاد غلظتدر لوله موردنیازهای ی محیطپس از تهیه

کشت به کشت، کدورت پیشکردن محیط کشت فاقد باکتری به پیشسازی، با اضافهروش رقیق

های میکرولیتر به محیط 122محیط به مقدار  این از پسفارلند رسانده شد. سکدورت محلول نیم مک

ها در کنترل، کشت داده شد. سپس این لوله عنوانبههم ی فاقد کروم کشت اضافه شد. البته یک لوله

پس از گذشت این ساعت قرار داده شدند.  24به مدت  rpm 812 و هوادهی C° 97انکوباتور در دمای 

-کنندهمعیاری از حداقل غلظت متوقف عنوانبهها در هرکدام از این لوله باکتری رؤیتقابلزمان، رشد 

ها، مقداری از این ها در این محیطابلیت رشد باکترید. برای اطمینان از قشوی رشد در نظر گرفته می

ای کشت داده شدند. تشکیل تک کلونی مرحله 4 صورتبههای فاقد کروم های کشت در پلیتمحیط

کند. در برخی موارد نیز می توان با سانتریفوژ محیط می تأییدها را باکتری بودنزندهبر سطح پلیت 

 .[31] (2-2)شکل  رشد باکتری در محیط را تشخیص داد مهارکننده حاوی عامل

 

 
 

 MBCو  MICنمایی از تعیین (: 2-2) شکل

 MIL-(Al)53و  NH-MIL-Fe)288(اکسیدانی بررسی خواص آنتی 2-13-2
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از محلطول متطانولی نمونطه     لیترمیلی 1/2 ابتدا ،ترکیبات مذکور اکسیدانیآنتیبرای تعیین خاصیت 

ضافه شطد.  ا DPPH یمحلول متانوللیتر میلی 8آزمایش ریخته شد. سپس به آن  در یک لوله ظرموردن

تاریکی،  دقیقه، در دمای اتاق و در 92 مخلوط شد و پس از گذشت کاملا محتویات هر لوله با ورتکس 

 انولحاوی مت شاهدبرابر  در UV/Vis اسپکتروفتومتر با استفاده از nm 181 طول موج در هاآنجذب 

کنتطرل مثبطت اسطتفاده شطد. بطا توجطه بطه مکانیسطم          عنوانبه Cخوانده شد. در این روش از ویتامین 

حاصل زردتطر اسطت. درصطد مهطار      نمونه بیشتر باشد رنگ محلول اکسیدانآنتیهرچه قدرت  ذکرشده

اوی ح کنترل جذب A0 که گردید محاسبه I(%)= 100× (A0 −As)/A0 از معادله با استفاده رادیکال

مقطداری از  ) 50IC صطورت بطه جطذب نمونطه بطود. سطپس نتطایج       Asو نمونطه   همه اجزا واکنشگر بدون

 .[33] بیان گردید (صد مقدار اولیه برسددر 12به  DPPHکه لازم است تا غلظت  اکسیدانآنتی

 

و  NH-MIL-Fe)288(گیری میزان سیتوتوکسیسیتی ترکیبات اندازه 2-13-3

MIL-53(Al)  سنجی رنگ باMTT 

 انجام MTT و به روش آزمون سمیت سلولی ISO10993-5استاندارد  این آزمون بر اساس

در هر یک  سلول در هر چاهک( 1222 ترجیحا  (ابتدا تعداد مناسبی سلول MTT. در آزمون پذیردمی

 ر خودپایدا به حالتبه کف پلیت چسبیده و  هاسلولتا  ه شداجازه داد و شدهدادهها کشت از چاهک

ی از ماده مورد آزمون به و مقدار مناسب شدهانتخابهای کنترل و آزمایش درآیند. سپس چاهک

. پس از شد، انکوبه موردنظرماده  تأثیرجهت  موردنیازپلیت تا زمان  و شدهای تست اضافه چاهک

ط کشت یکرولیتر محیم 222هر چاهک  به شد و اتمام زمان انکوباسیون محیط کشت روئی دور ریخته

 2COانکوباتور  ساعت در 4تا  2و به مدت  شدهاضافه  MTTمحلول لیترمیلیگرم در حاوی نیم میلی

سیستم سوکسینات دهیدروژناز که یکی  با MTT ،. در طی زمان انکوباسیونداده شدقرار  C° 79 در

قه موجب شدن این حلشود. احیا و شکسته هاست احیا میچرخه تنفسی میتوکندری هایآنزیم از
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هستند.  تشخیصقابل راحتیبهشود که در زیر میکروسکوپ می فورمازان رنگآبیهای تولید کریستال

ستند رابطه مستقیم دارد. ه متابولیک فعال ازنظرهایی که لبا تعداد سلو تولیدشدهمیزان رنگ 

 DMSO نظیری در حلالهای فورمازان در آب غیرمحلول بوده و بایستی قبل از رنگ سنجی کریستال

نانومتر قرائت  172 در طول موج آمدهدستبهجذب نوری محلول  درنهایتمحلول درآیند.  به حالت

 .[822] (9-2)شکل  شدندمحاسبه  هاسلولکمک منحنی استاندارد تعداد  و به شد

 

 
 

 MTTنمایی از تست (: 9-2) شکل
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 فصل سوم 3

 گیریبحث و نتیجه
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 باشد که به تفضیل در ادامه آمده است. ت این فصل شامل سه بخش میامطالع

NH-MIL-Fe)288(-و  NH-MIL-Fe)288(هطططای شناسطططایی ترکیطططب بخطططش اول شطططامل روش

therephtaldehyde  و مقایسططه و سططنجش غلظططت آن و بررسططی  ، روش تخلططیص آنططزیم لوسططیفراز 

 باشد.می بیتثپس از ت آنزیم و سینتیکی پارامترهای پایداری

پارامترهططای  و مقایسططه و بررسططی MIL-53(Al)هططای شناسططایی ترکیطب  بخطش دوم شططامل روش  

گیطری میطان دو روش تثبیطت آنطزیم     بوده و در نهایت نتیجهتثبیت  پس از آنزیم پایداری و سینتیکی

 انجام گرفته است.

MIL-Fe-ات  ترکیبط  سطمیت های آنتی باکتریطال، آنتطی اکسطیدان و ضطد     بخش سوم شامل تست

)288(NH  53و(Al)-MIL   

 

 

 بخش اول

 

NH-MIL-Fe)288(- و NH-MIL-Fe)288(های بررسی ساختارشناسایی و  3-1

therephtaldehyde 

به روش متداول حمام حرارتی سنتز شطد. بطازدهی بطالای تولیطد ایطن       NH-MIL-Fe)288(ترکیب 

ها یکی از دلایل بت به سایر روشکمتر نس زمانمدتهزینه بودن و صرف ترکیب در طی این روش، کم

 باشد.های مربوط به این ترکیب میش در اکثر پژوهشروازایناستفاده 

رسد اما بطا توجطه بطه    های شیف باز و تشکیل ایمین بسیار ساده به نظر میهرچند سازوکار واکنش

 هاآنک از سوی لینکرهای آروماتیمتصل شده به ، فرایند آلی-فلزهای ممانعت فضایی بالای چهارچوب

ساختار آروماتیک و داشتن ممانعطت فضطایی بیشطتر     به دلیلبا مشکلات خاصی روبروست. ترفتالدهید 

همچطون   آلطی -های فلطز چهارچوببه  راحتیبهنسبت به لینکرهای خطی مشابه همچون گلوتارآلدهید 
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)288(NH-MIL-Fe هطایی  ش با واکنشباز در این واکن سازوکار تشکیل شیف روازاینشود. متصل نمی

 .[828] کمی متفاوت است دستازاین

MIL-Fe-پی، سرانجام از روش رفلاکطس در حمطام روغطن بطرای سطنتز      درهای پیدر طی آزمایش

therephtaldehyde-)288(NH  کطردن حلقطه  آغازگر واکنش و فعال عنوانبهاستفاده شد و اتانول داغ-

بطه درجطه دمطا محصطول مطوردنظر       با تغییرات درجه درنهایتشد. های آروماتیک ترفتالدهید انتخاب 

رونطد از  پطیش مطی   خطوبی بههای بازی pHهای تشکیل شیف باز در اکثر واکنش ازآنجاکه. دست آمدبه

واکطنش اسطتفاده شطد. از آنجاکطه      pHکننده کاتالیزور واکنش و همچنین تنظیم عنوانبهسود خالص 

ای باشد که هیچ آلدهید اضافی در محیط واکنش گونهباید به هاواکنشنسبت آمین به آلدهید در این 

 انتخاب شد. 9به  8 بصورت وزنینسبت آمین به آلدهید  ،باقی نماند

 

 NH-MIL-Fe)288(-و  NH-MIL-Fe)288(در ابتدا بطرای شناسطایی و تعیطین خلطوص ترکیبطات      

therephtaldehyde   از تکنیک متداولFT-IR .استفاده شد 

 cm 8616 ،1-cm 8118 ،1-cm-1هطای کربوکسطیل و آمطین در محطدوده     های مربوط به گروهیکپ 

را  NH-MIL-Fe)288(( خلططوص و صططحت سططنتز ترکیططب    a8-9در شططکل ) cm 9412-1و  9971

NH-MIL-Fe)288(-در طیطف ترکیطب    cm 8613-1 کند. پیک آلدهید موجطود در بیان می درستیبه

therephtaldehyde ( 9در شکل-b8     سپس حذف و تبطدیل آن بطه پیطک ایمطین در )1-cm 8681 در 

-مطی  تأیید خوبیبههای آمین به بستر را طریق گروه از( صحت اتصال کووالانسی لوسیفرc8-9) شکل

را نشان  NH-MIL-Fe)288(اتصال جذب سطحی لوسیفراز به ترکیب  خوبیبه( نیز d8-9کند. شکل )

 دهد.می

هطا و  کر این نکته ضروری است که در اتصال کووالانسی بیومولکطول ، ذFT-IRهای در توضیح طیف

آمین،  ازجملههای فعال اتصالی یا گروه باید گروه طورقطعبه آلی-های فلزچهرچوبها به انواع پروتئین

. ردیابی اتصال کووالانسی بیومولکطول بطه بسطتر از    [822] باشند حضورداشتهکربوکسیل، تیول و غیره 
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-اما در مورد اتصال؛ است اثباتقابلپذیر و امکان قرمزمادوناز طریق طیف  خوبیبهها ریق این گروهط

در این نوع اتصالات باند یا پیونطد بطه معنطای     ازآنجاکههای جذب سطحی موضوع کمی متفاوت است. 

لیلطی بطر اتصطال    توانطد د هطا مطی  در پیک هرگونه تغییرات یا جابجایی درنتیجهحقیقی آن وجود ندارد 

های بستر و بیومولکول است کطه سطبب   های میان گروهبیومولکول به بستر باشد. در حقیقت اندرکنش

. لطذا در اتصطال جطذب سططحی نطوع      [829] شوندمی قرمزمادونها در طیف تغییرات و جابجایی پیک

متفطاوت اسطت. ایطن     هطا آن یکسان و فقط شدت و مکطان  قرمزمادونهای عاملی موجود در طیف گروه

NH-MIL-Fe)288(-هططای مربططوط بططه تثبیططت لوسططیفراز بططر روی      موضططوع در مقایسططه طیططف  

therephtaldehyde  288(و(NH-MIL-Fe  مشخص است. در مورد اتصال لوسیفراز بطر روی   کاملا-Fe

)288(NH-MIL  1هطای موجطود در   چرا کطه پیطک   توان نظر دادنمی طورقطعبهاما-cm 8698  1و-cm 

 تطوان مطی بنابراین ؛ در طی فرایند تثبیت باشند شدهتشکیلهای آمید توانند مربوط به گروهمی 8112

و هطم از طریطق جطذب سططحی      کووالانسیهم از طریق  NH-MIL-Fe)288(گفت اتصال لوسیفراز به 

و اینکه  NH-MIL-Fe)288(های فعال اتصالی در پیش رفته است اما با توجه به اصل عدم حضور گروه

 احتمطالا   باشطد، یک روش کیفی و نه کمی برای تشخیص و شناسایی ترکیبات می FT-IR سنجیطیف

 .[824] سهم اتصال جذب سطحی بیشتر است NH-MIL-Fe)288(در تثبیت لوسیفراز بر روی 
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288(NH-MIL-(b) Fe(-، NH-MIL-(a) Fe)288(مربوط به  IR-FTطیف (: 8-9) شکل

taldehydethereph ،(c)  بر روی شدهتثبیتلوسیفراز therephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe و  

(d) 288(بر روی  شدهتثبیتلوسیفراز(NH-MIL-Fe  
 

 استفاده شطد. شطکل   Xاز روش پراش پرتو  NH-MIL-Fe)288(میزان کریستالی شدن  تأییدجهت 

فراینطد سطنتز خطود، کریسطتالینیته      های موجطود در ططی  بر طبق داده دهد این بسترنشان می (9-2)

نیز این  821 مقایسه این طیف با طیف گزارش شده در مرجع .[821] است آورده به دسترا  موردنظر

 کند.مورد را تایید می
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   NH-MIL-Fe)288(مربوط به  Xالگوی پراش پرتو (: 2-9) شکل  

 

 دهند:می ( نشان9-9شکل )وژن در جذب و واجذب نیتر هایایزوترمنتایج مربوط به 

 مسطاحت کطاهش   ثانیطا  باشطند و  از نوع اول و دوم می NH-MIL-Fe)288(های ترکیب ایزوترم اولا  

آن ایجاد تغییر در کنفورماسیون سطایر   به دنبالهای آمین و سطح در این ترکیب ناشی از حضور گروه

های موجود در این ترکیب ممانعطت فضطایی   سیدآمینوترفتالیک ا باشد.های عاملی این ترکیب میگروه

همچنطین شطرایط    قابل توجهی در کل شبکه ایجاد کرده که این امر بر روی تخلخل نمونه موثر است.

آماده سازی نمونه و خلوص گاز نیتروژن مورد استفاده در روند آنالیز ترکیطب، بطر روی تغییطرات ایطن     

  .[826]پارامتر تاثیرگذار است

به کار BJH ، مدل تثبیت آنزیمقبل و بعد از MOF به منظور ارزیابی حجم واقعی حفرات  ر ادامه،د

های بطه دسطت آمطده از    متوسط قطر حفرات نانو ذره بر طبق داده NH-MIL-Fe)288( رفت. در نمونه
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ترکیبطات   است که بر اساس طبقه بندی مطواد متخلخطل در طبقطه   نانومتر  21/9، حدود  BJHنمودار 

متر مربع بر گرم و حجم کل نیز  32/87مقدار مساحت سطح در این ترکیب برابر  .گیردمزوپور قرار می

 باشد.کعب بر گرم میمسانتی متر  821/2برابر 
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MIL-Fe-ترکیب  BJHنمودار  (c)و  BETنمودار  (b)ایزوترم جذب و واجذب نیتروژن،  (a)(: 9-9) شکل

)288(NH 
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هطا و  در گطزارش  پیشطتر را که   NH-MIL-Fe)288( ساختار منظم هگزاگونالی ترکیب( 4-9شکل )

دهد. اگرچه در ظطاهر ممکطن اسطت    نشان می وضوحبهمقالات مربوط به این ترکیب به ثبت رسیده را 

زیم فرایند تثبیت آن خوبیبه هاآن( وجود نداشته باشد اما هردوی c4-9( و )b4-9تفاوتی میان شکل )

هطردو میکروسطکوپ    بطا  شطده ثبطت با تکیه بطر نتطایج تصطویری     صرفا دهند. البته لوسیفراز را نشان می

بر کووالانسی بودن اتصال آنزیم بر روی بسطتر نظطر داد    قطع طوربهتوان نمی TEMو  SEMالکترونی 

 یطن ادعطا باشطد   تواند دلیلی بر ا، میEDAXهای اما مقایسه درصد عناصر موجود در ترکیبات در طیف

آنطزیم   دهنطده تشطکیل . افزایش درصد عنصر گوگرد کطه یکطی از عناصطر اصطلی     [827] ( 8-9)جدول 

اتصال لوسطیفراز بطه    در موردکند. حتی اثبات می خوبیبهلوسیفراز است اتصال این آنزیم به بسترها را 

)288(NH-MIL-Fe های ظر گرفته شد اندرکنشنیز که تا حدود زیادی یک تثبیت جذب سطحی در ن

 شود.دیده می NH-MIL-Fe)288(های تیول لوسیفراز و گروه

 
MIL-Fe- شده بر روی، لوسیفراز تثبیت288NH-MIL-Feترکیبات  EDAX عنصری(: آنالیز 8-9جدول )

therephtaldehyde-)288(NH 288شده بر روی و لوسیفراز تثبیتNH-MIL-Fe 

 

W% 

MIL-Luc (B) MIL-Luc (A) 288NH-MIL-Fe Elt 

17.1 20.2 24 C 

3.5 5.5 11 N 

45.3 45 45 O 

22 15 0 S 
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 )e( و (b)، (d) و NH-MIL-(a) Fe)288( مربوط به EDAXو نمودارهای  SEM-FE تصاویر (:4-9شکل )

وی بر ر شدهتثبیتلوسیفراز  (f)و  therephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe ،(c)بر روی  شدهتثبیتلوسیفراز 
)288(NH-MIL-Fe، 
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 متصطل  NH-MIL-Fe)288(و  NH-MIL-Fe)288( مربوط به ترکیب TEM تصویر ( نیز1-9شکل )

 انطدازه بطر روی   NH-MIL-Fe)288(سطنتز   روندد. استیک اسید در دهرا نشان می شده به ترفتالدهید

هش انطدازه و  سطبب کطا   DMF که افزایش آن همراه با تغییرات غلظتطوریهاست ب مؤثرذرات بسیار 

 شطود مطی  هطا آنذرات و پراکندگی نامنظم  ذرات و کاهش آن سبب افزایش اندازه شکل یکدست شدن

[821]. 

. باشدمی NH-MIL-Fe)288(به اتصال کووالانسی آنزیم لوسیفراز بر روی  ( نیز مربوطb1-9شکل )

 تفاوت اندازه زیطاد میطان حامطل و    واقع در NH-MIL-Fe)288(در مورد تثبیت لوسیفراز بر روی بستر 

و تصویر مشخصی از آنزیم تثبیت شطده بطر    شودشونده سبب بروز خطا در انجام این آزمایش میحمل

Fe-لذا از انجام این آزمایش در مورد اتصطال جطذب سططحی لوسطیفراز بطه       دهد.روی بستر نشان نمی

)288(NH-MIL دهید نیز این تکنیک فقط تا حطدی  شده با ترفتال متصلدر مورد بستر  شد. نظرصرف

 .دهدتغیر شکل بستر بر اثر تثبیت آنزیم را نشان می

 

 

 

 MIL-Fe(b)- بر روی شدهتثبیتلوسیفراز و  ((NH-MIL-Fe a)288( مربوط به TEM تصاویر(: 1-9) شکل

)288(NH 
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در  د.دهنط را نشطان مطی   NH-MIL-Fe)288(مربوط به  ADT-TGA نمودار آنالیز( 6-9)های شکل

 شطده جطذب شود که ممکن اسطت مربطوط بطه بخطار آب     مشاهده می گرماگیریک پیک  C°882دمای 

وجطود   C°212تطا   C°812باشد. یک کاهش وزن دیگر نیز بین دماهطای   NH-MIL-Fe)288( بوسیله

باشطد.  مطی  NH-MIL-Fe)288(و تغییر سطاختار   DMFمربوط به از میان رفتن حلال  احتمالا دارد که 

 باشطد  NH-MIL-Fe)288( فروپاشی سطاختار تواند ناشی نیز می C° 922موجود در دمای  مازاگرپیک 

[823]. 

 

 

 NH-MIL-Fe)288(مربوط به  TAD-TGAنمودار آنالیز  (:6-9) شکل       
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 لوسیفراز بیان و تخلیص آنزیم 3-2

استفاده شد. مولار میلی IPTG 8و برای القاء از  2XYTمحیط کشت  ازبیان آنزیم لوسیفر منظوربه

 بود شدهبهینهدر آزمایشگاه دکتر حسینخانی برای بیان آنزیم لوسیفراز  قبلا که  C°22 سپس در دمای

 2بیان آنزیم لوسیفراز در فواصل زمانی  زمانمدت سازیبهینه منظوربهقرار داده شد.  rpm 222و دور 

میزان فعالیت آنزیم در باکتری با دستگاه لومینومتر  برداری انجام شد ونمونه موردنظرساعت از کشت 

زمان بهینه القاء تعیین شد. بعطد از   عنوانبساعت  86زمان  درنهایتقرار گرفت.  موردبررسیو کوکتل 

و  8های موجود در محیط کشت رسطوب داده شطد و بطا اسطتفاده بطافر لیزکننطده      بیان پروتئین، باکتری

باشد. بطا  در انتهای آمین دارای دنباله هیستیدینی می pET16bوکتور  ها لیز شدند.سونیکیتور باکتری

که این توالی هیستیدینی تمایل بطالایی بطه نیکطل دارد، بنطابراین بطا اسطتفاده از تکنیطک        توجه به این

سطازی آنطزیم لوسطیفراز اسطتفاده     کروماتوگرافی تمایلی از ستون نیکل سفاروز برای استخراج و خطالص 

 .[882،888] گردید

 

 شدهاستخراجهای لوسیفراز خلوص آنزیم بررسی 3-3

بررسطی نحطوه عملکطرد و     منظوربهستون نیکل سفارز،  با بعد از استخراج و تخلیص آنزیم لوسیفراز

در شرایط احیای با ژل پطایین   SDS-PAGEاز الکتروفورز  شدهاستخراجمیزان خلوص آنزیم لوسیفراز 

درصد تعیطین   31رصد استفاده شد. در پایان میزان خلوص آنزیم بیش از د 1درصد و ژل بالای  1/82

 .(7-9)شکل  گردید

 

 

 

8  lysis buffer 
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 با استفاده از الکتروفورز بررسی خلوص آنزیم لوسیفراز (:7-9) شکل          
 

 

Fe-بر روی  شدهتثبیتشدن حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص و  غیرفعال 3-4

)288(NH-MIL  وtherephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe 

بطه   C°42 تا C°81 در محدوده دمایی شدهو تثبیتهای لوسیفراز خالص پس از انکوباسیون آنزیم

نشان ( 1-9شکل )رسم گردید.  آنمحاسبه شد و نمودار مربوط به  هاآندقیقه، میزان فعالیت  1مدت 

صل شطده بطه ترفتالدهیطد تطا     مت NH-MIL-Fe)288(بستر  بر روی شدهتثبیتلوسیفراز  دهد آنزیممی

فعالیت خود را حفظ کرده و پس از این دما بطا شطیب بسطیار ملایطم      ددرص 12به میزان  C°21دمای 

بطر روی   شطده تثبیطت آنزیم برای  C°21مقدار حفظ فعالیت تا دمای . دهدرا از دست می دفعالیت خو

)288(NH-MIL-Fe  با سرعت بیشطتری نسطبت    بوده و پس از این دما کاهش فعالیت درصد 79حدود

فعالیت آنزیم تثبیت شده بطا   C°42افتد تا اینکه در نهایت در دمای به حالت پیوندکوالانسی اتفاق می

شطده   متصل. بدیهی است که اتصال کووالانسی آنزیم بر روی بسترگونه تثبیت نشده تقریبا برابر است 

حفظ فعالیت اولیه بخصوص در دماهطای بطالاتر   مثبت و بسزایی بر روی روند  تأثیربا لینکر ترفتالدهید 

Frac 4 Frac 1 Frac 6 Frac 8 
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چرا که  در واقع اتصال کووالانسی آنزیم به بستر به نفع پایداری آنزیم در دماهای بالاست. داشته است.

 تطر وسطیع ای مختلطف  هر چه پایداری آنزیم در دماهای بالاتر افزایش یابد به طبع کاربرد آن در زمینطه 

است. هرچنطد تثبیطت کووالانسطی آنطزیم در      اهمیت بابسیار  جهتاین لذا فرایند تثبیت از  خواهد شد

 .[882،889] نیز به نفع حفظ فعالیت اولیه آنزیم است ترپاییندماهای 

 

 

بر روی  شدهتثبیت، لوسیفراز (Free Luc) نمودار غیرفعال شدن حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص با نام(: 1-9) شکل

erephtaldehydeth-)288(NH-MIL-Fe با نام )BLuc(-MIL  بر روی شدهتثبیتو لوسیفراز -MIL-Fe

)288(NH  با نام)ALuc(-MIL 

 

MIL-Fe-بر روی  شدهتثبیتبهینه آنزیم لوسیفراز خالص و  pHتعیین   3-5

)288(NH  وtherephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe 

هطا در  میطزان فعالیطت ایطن آنطزیم    ، شطده تثبیتخالص و های لوسیفراز بهینه آنزیم pH برای تعیین

هرچند بحث رسم گردید.  هاآننمودار گیری شد و واحد اندازه 8به فاصله  82تا  4 برابر با pHمحدوده 

ها چندان قابطل توجیطه نیسطت چطرا کطه عطواملی همچطون نقططه         در فرایند تثبیت آنزیم pHتغییرات 
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بسطزایی داشطته    تطأثیر  pHند بر روی تغییطرات  تواایزوالکتریک آنزیم و بحث اتصال الکترواستاتیک می

 ،بر طبق انتظار در هر سطه مطورد تثبیطت    مشخص گردید که آمدهدستبهبا توجه به اطلاعات باشد اما 

pH  مقدار بهینه  1برابر باpH بطا    .(3-9)شکل  است شدهحفظدرصد فعالیت اولیه آنزیم  822 بوده و

آن در  کطارگیری بهتواند جهت می pHنزیم در رنج وسیعی از توجه به این نکته که فعالیت مفید یک آ

ی در موردتطوجه  حطل راهآنطزیم   کووالانسیتثبیت  روازاینهای مختلف صنعتی بسیار مفید باشد زمینه

 NH-MIL-Fe)288(بطر روی   شدهتثبیتدهند لوسیفراز که نمودارها نشان می طورهماناین امر است. 

درصد از فعالیت اولیطه خطود را حفطظ کطرده      41حدود  82برابر با  pH  ترفتالدهید دربه شده  متصل

درصطد و برابطر بطا     22حطدود   NH-MIL-Fe)288(برای لوسیفراز تثبیت شده بر روی این مقدار  .است

هطای  pHتایج بدست آمده این اسطت کطه ممکطن اسطت در     نفرض دیگر در مورد . آنزیم لوسیفراز است

تغییرات ساختاری شود و این تغییرات در کاهش فعالیت آنزیم تاثیر  آلی دستخوش-بستر فلز 1بالای 

  .[884،881]داشته باشد
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MIL-Fe-بر روی  شدهتثبیت، لوسیفراز (Free Luc) بهینه آنزیم لوسیفراز خالص با نام pHنمودار (: 3-9) شکل

therephtaldehyde-)288(NH با نام )BLuc(-MIL  بر روی شدهتثبیتو لوسیفراز )288(NH-MIL-Fe  با

 MIL-Luc(A)نام 

 

MIL-Fe-بر روی  شدهو تثبیتپایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص  3-6

)288(NH  وtherephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe 

دقیقه  22، آنزیم به مدت شدهو تثبیتخالص های لوسیفراز آنزیم پایداری حرارتیبررسی  منظوربه

دقیقطه   1در فاصطله زمطانی    هاآنانکوبه شد و میزان فعالیت  C °91و C°21،C °92ثابت  یهادر دما

 متصطل  NH-MIL-Fe)288(بطر روی   شطده تثبیطت آنزیم ، دهد( نشان می82-9شکل )محاسبه گردید. 

. درصد فعالیت خود را حفظ کطرده اسطت   12دقیقه به میزان  1پس از مدت زمان ترفتالدهید به شده 

حفظ فعالیت برای لوسیفراز تثبیطت   درصد است. 61دقیقه نیز حدود  22مان این مقدار پس از مدت ز

درصد  41دقیقه حدود  22درصد و پس از  72حدود دقیقه 1پس از  NH-MIL-Fe)288(شده بر روی 

شطده بطر   آنطزیم تثبیطت   ،دهدنشان می C°92دردمای  پایداری حرارتی( مربوط به 88-9شکل )است. 
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و درصد  71دقیقه به میزان  1شده به ترفتالدهید پس از مدت زمان متصل  NH-MIL-Fe)288(روی 

( مربوط به پایداری حرارتطی  82-9درصد حفظ فعالیت داشته است. شکل) 61دقیقه حدود  22پس از 

متصطل شطده بطه     NH-MIL-Fe)288(شطده بطر روی   آنطزیم تثبیطت  دهطد،  نشان مطی  C° 91در دمای 

درصد حفظ  11دقیقه حدودا  22درصد و پس از  72 ه میزاندقیقه ب 1پس از مدت زمان  ترفتالدهید

 .[886]فعالیت داشته است

آنطزیم از بسطتر شطده و     جطدا شطدن  اتصال کووالانسی آنزیم به بستر سبب کاهش از میان رفتن یا  

 طبعطا  دهد. این تعطداد آنطزیم متصطل شطده     های مفید متصل به بستر را افزایش میتعداد آنزیم درواقع

هطای آزاد بطا   توانایی بیشتری در حفظ فعالیت اولیه خود نسبت به آنطزیم آزاد خواهنطد داشطت. آنطزیم    

دهند لذا تثبیت سرعت بیشتری در مقابل تغییرات دمایی غیرفعال شده و پایداری خود را از دست می

 .[887،881] ی داردتوجهقابلمثبت و  تأثیرآنزیم در کاهش یکنواخت فعالیت و پایداری آنزیم 

اسطت کطه ایطن امطر بطرای آنزیمطی هماننطد         اهمیتدر دماهای بالا حائز  تنهانهحفظ فعالیت آنزیم 

های ایطن آنطزیم   است. بسیاری از کاربردها و فعالیت توجهقابللوسیفراز در دمای اتاق نیز بسیار مهم و 

های فعالیطت  زمینه C°91 تا C°21رنج دمایی  پذیرد لذا حفظ فعالیت دردر دمای محیط صورت می

 .[883] آوردبیشتری برای این آنزیم فراهم می

ی در حفطظ فعالیطت و   تطوجه قابطل بستر توانطایی   دوهرگفت  توانمی آمدهدستبهبا اشاره به نتایج 

 شطده شگطزار از مقادیر  آمدهدستبهاند. مقادیر عددی پایداری اولیه لوسیفراز در دماهای مذکور داشته

های قبلی در زمینه تثبیت آنزیم لوسیفراز بیشتر است. یکی دیگر از دلایطل مهطم   در مقالات و گزارش

 شدهفشردهآنزیم است. آنزیم در حضور بستر ی آنزیم پس از تثبیت، فشرده شدن افزایش پایداری دمای

کند. تی آن را بیشتر میپایداری حرارمنجر به تغییر ساختار سه بعدی آنزیم نشود، و اگر این فشردگی 

باشد. اتصال آنزیم به بستر خود عامل فشردگی نیز ماحصل افزایش آنتروپی محیط در حضور بستر می
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سطبب   هطا این انطدرکنش قرار داده و از طریق کاهش  تأثیرها را تحت آنزیم مولکولیبینهای اندرکنش

 .[822،828]شودمی نزیمپایداری بیشتر آ

 

 

-Feبر روی  شدهتثبیت، لوسیفراز (Free Luc) نمودار پایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص با نام(: 82-9) شکل

therephtaldehyde-)288(NH-MIL با نام )BLuc(-MIL  بر روی شدهتثبیتو لوسیفراز -MIL-Fe

)288(NH  با نام)ALuc(-MIL در دمای C°21 
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-Feبر روی  شدهتثبیت، لوسیفراز (Free Luc) نزیم لوسیفراز خالص با نامنمودار پایداری حرارتی آ(: 88-9) شکل

therephtaldehyde-)288(NH-MIL با نام )BLuc(-MIL  بر روی شدهتثبیتو لوسیفراز -MIL-Fe

)288(NH  با نام)ALuc(-MIL در دمای C°92 

 

 

-Feبر روی  شدهتثبیت، لوسیفراز (Free Luc) نمودار پایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص با نام(: 82-9) شکل

therephtaldehyde-)288(NH-MIL با نام )BLuc(-MIL  بر روی شدهتثبیتو لوسیفراز -MIL-Fe

)288(NH  با نام)ALuc(-MIL در دمای C°91 
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 بررسی کارایی اتصال آنزیم 3-7

غلظطت آنطزیم    یکی از نکات کلیدی و مهم در فرایند تثبیت هر آنزیم بحث کارایی اتصال یا همطان 

دقیقه  822آنزیم لوسیفراز در مدت  دهد( نشان می89-9) شکل متصل شده به بستر علیه زمان است.

درصد هم  12درصد بر روی بستر آهن متصل شده به ترفتالدهید تثبیت شده و به میزان  12به میزان 

سطاعت   2دت زمان همچنین لوسیفراز پس از م فعالیت خود را در همین مدت زمان حفظ کرده است.

بدیهی است درصد حفظ فعالیت داشته است.  11درصد تثبیت شده و  41بر روی بستر آهن به میزان 

با  هاآنهای فعال اتصالی در لینکر مذکور و پیوند کووالانسی گروه عنوانبههای آلدهید که حضور گروه

-یفراز را تا حد زیادی تسهیل میاتصال این ترکیب به لوس های آمین موجود در بستر آهن امکانگروه

با سر دیگر ترفتالدهید وارد  راحتیبههای آمین موجود در آمینواسیدهای لیزین و سیستئین کند. گروه

های کربوکسیل موجود در بستر توانند با گروهمی راحتیبهشوند. همچنین این آمینواسیدها واکنش می

 .[822،829] شده اندرکنش بدهند متصلآهن 

جاذبه الکترواستاتیکی نیز یکی از عوامل مهم در جذب سطحی آنطزیم بطه بسطتر اسطت. در هنگطام      

های بطار منفطی لوسطیفراز    آید که ممکن است به گروهمی به وجودبار مثبتی  حد واسطتشکیل ایمین 

های بار گروه شده در بستر یا آنزیم به پروتونهای آمین گروه pHمتصل شود. از طرفی در اثر تغییرات 

 .[824] منفی مقابل متصل شوند

در مورد به دام افتادن و یا تثبیت لوسیفراز درون حفرات بسترها نیز باید اشاره کرد که با توجه بطه  

منتفطی اسطت. ابعطاد     کاملا سایز لوسیفراز که بیشتر از سایز حفرات بسترهاست امکان این پیشامد نیز 

 بعطدی سطه باشد که ایطن مقطدار از انطدازه فضطای     نانومتر می 7 حدودا یلو دالتون ک 62لوسیفراز با وزن 

 .[821] حفرات بسترها بیشتر است
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MIL-Fe-بر روی  شدهتثبیتپایداری آنزیم لوسیفراز  (b)کارایی اتصال و  (a)نمودارهای (: 98-9) شکل  

therephtaldehyde-)288(NH با نام )BLuc(-MIL بر روی شدهتثبیتلوسیفراز  و )288(NH-MIL-Fe  با

 MIL-Luc(A)نام 

 

 ATPنسبت به لوسیفرین و  Vmaxو  Kmمحاسبه مقادیر  3-8

نیاز دارد پس  ATPکه آنزیم لوسیفراز برای فعالیت به هر دو سوبسترای لوسیفرین و با توجه به این

با کمک نمودار  mKحاسبه کرد. محاسبه ( به هر دو سوبسترا را مmKباشد میزان تمایل آنزیم )لازم می

-رسطم مطی   [S] نسبت بطه  Vمیکائلیس منتن و لاین ویور برگ انجام شد. در نمودار میکائلیس منتن 

 نمونه نحوه رسم نمودار عنوانبه. باشدمی [S]/1 نسبت به V/1 نمودار لاین ویور برگ کهدرحالیشود، 

در مورد آنزیم لوسیفراز  و لوسیفرین ATPبرای  mKه و نحوه محاسبمیکائلیس منتن و لاین ویور برگ 

اسطت. در   گرفتطه انجطام همین مراحطل   دقیقا نیز  شدهتثبیتهای و در مورد دیگر آنزیم ذکرشدهخالص 

جداگانه تهیه شد.  طوربه( ATPهای مختلف برای هر دو سوبسترا )لوسیفرین و ابتدا گرادیانی از غلظت
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های مختلف این دو سوبسترا محاسبه شد. سطپس بطرای رسطم    ز در غلظتمیزان فعالیت آنزیم لوسیفرا

 های مختلطف هطر یطک از دو سوبسطترا    غلظت نسبت بهنمودار میکائلیس منتن میانگین میزان فعالیت 

 .[826] رسم شد

 mKتوان میزان می ،بدست آمده Y= aX + bو معادله خط لاین ویور برگ در نهایت با توجه به معادله 

 (.8-9را محاسبه کرد )معادله  maxVو 
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 ATPهای مختلف نمودار میکائلیس منتن آنزیم لوسیفراز در غلظت(: 84-9) شکل

 

 

 

 

 های مختلف لوسیفریننمودار میکائلیس منتن آنزیم لوسیفراز در غلظت(: 81-9) شکل
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 ATPهای مختلف آنزیم لوسیفراز در غلظت ویور برگ نمودار لاین(: 86-9) شکل

 

 

 های مختلف لوسیفریننمودار لاین ویور برگ آنزیم لوسیفراز در غلظت(: 87-9) شکل
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، معکوس میزان فعالیت آنزیم لوسطیفراز  ویوربرگ، نمودار لاینmKمحاسبه میزان  منظوربهدر ادامه 

معادله لایطن ویطور    با توجه به درنهایتهای مختلف هر دو سوبسترا، رسم گردید. علیه معکوس غلظت

 را محاسبه کرد. maxVو  mKمیزان  توانمی، آمدهدستبه aX + b= Yبرگ و معادله خط 

 باشد.ذیل می صورتبه شدهتثبیتهای لوسیفراز آنزیم maxVو  mKاز محاسبه  آمدهدستبهنتایج 

 

 

 therephtaldehyde-)288(NH-ILM-Fe بر روی شدهتثبیتویوربرگ آنزیم لوسیفراز  نمودار لاین(: 18-9) شکل

 ATPهای مختلف در غلظت
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 therephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe بر روی شدهتثبیتویوربرگ آنزیم لوسیفراز  نمودار لاین(: 83-9) شکل

 های مختلف لوسیفریندر غلظت

 

 

های مختلف در غلظت 2H88(N-MIL-Fe( بر روی شدهتثبیتویوربرگ آنزیم لوسیفراز  نمودار لاین(: 22-9) شکل
ATP 
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های مختلف در غلظت NH-MIL-Fe)288( بر روی شدهتثبیتویوربرگ آنزیم لوسیفراز  نمودار لاین(: 82-9) شکل

 لوسیفرین

 

 

 است. شدهگردآوری( 2-9جدول )و لوسیفرین در  ATPبرای  mK و مقایسه نتایج حاصل از مطالعه

 

NH-MIL-Fe)288(-و  NH-MIL-Fe)288( زیم لوسیفراز خالص،برای آن mK(: مقدار ثابت 2-9جدول )

therephtaldehyde 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Km 

 ATP (µm) Luciferin(µm) 

Free luciferase 50 ± 2 9 ± 2 

MIL- Luc (A) 50 ± 2 25 ± 2.5 

MIL- Luc (B)      50 ± 2.5 40 ± 2.5 



 

19 

 

 ATPاست. در مطورد   موردنظره سوبسترای به معنای کاهش تمایل آنزیم به اتصال ب mKافزایش ثابت 

بطر روی تمایطل اتصطال آنطزیم بطه       تطأثیری تثبیت آنطزیم   به عبارتیثابت مانده است.  تقریبا این مقدار 

  های عاملی جایگاه فعال آنزیم کطه بطه  نداشته است. درگیر نشدن آن دسته از گروه ATPسوبسترای 

 ATP امطا در مطورد لوسطیفرین مقطدار     ؛ فاق باشدتواند دلیلی بر این اتشوند میمتصل میmK   در اثطر

های فعطال مربطوط بطه اتصطال     احتمالا جایگاه .[827] است یافتهافزایشترکیب  دوفرایند تثبیت در هر

بطرای آن افطزایش    mKلوسیفرین به لوسیفراز بیشتر درگیر اتصال با بستر بوده و به همین دلیل مقدار 

 یافته است.

 

 مبخش دو

 MIL-53(Al)شناسایی و بررسی ساختار  3-9

هطا بطرای   تطرین روش های گوناگون یکی از کم هزینه و به صرفهجذب سطحی آنزیم بر روی بستر

افزایش پایداری آنزیم و بهبود خواص آنزیم است. از مزایای دیگر این روش این اسطت کطه، تقریبطا بطر     

قابل انجام بوده و از این جهت نیطز محطدودیتی   های فعال و غیرفعال روی تمامی بسترهای دارای گروه

بطه روش   MIL-53(Al)ندارد. در این بخش به تفضیل به بررسی تثبیت آنزیم لوسیفراز بر روی بسطتر  

 پردازیم.جذب سطحی می

در شطکل   cm 8633-1پیک موجود در ،  دهند،بینی مادون قرمز نشان میمطالعات مربوط به طیف

(9-a22) 1های نواحی اسید و پیکای کربوکسیل ترفتالیکهمربوط به گروه-cm 8621  1و-cm 8487 

 باشند.می MIL-(Al)53در ترکیب  COO-های ترتیب مربوط به کششی نامتقارن و متقارن گروهبه

 cm 2122-1و  9122تطا   cm 8182 ،1-cm 2122-1ها در نواحی تغییرات پیک (b22-9)در شکل 

همانطورکطه در بخطش    ذب سطحی لوسیفراز به بستر آلومینیوم اسطت. نیز حاکی از اتصال ج 2322تا 
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ها بر روی بستری که گروه عطاملی فعطالی نطدارد،    قبل ذکر شد، در اثر فرایند جذب سطحی بیومولکول

 کند.آنها تغییر می ها و اندازهفقط موقعیت پیک

 

 MIL-53(Al)شده بر روی تثبیتلوسیفراز  (b)و MIL-53(Al)  (a)مربوط به  FT-IRطیف (: 22-9) شکل

 

مقایسه این شکل و شکل داده شده است.  نشان (29-9)شکل  MIL-53(Al)ترکیب   XRD شکل

XRD صحت سنتز  821 ثبت شد در مرجعMIL-53(Al) [821]دهدرا نشان می. 
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-MILشده بر روی یتلوسیفراز تثب (b)و MIL-53(Al)  (a)مربوط به  X الگوی پراش اشعه(: 29-9) شکل

53(Al) 
 

 

 داده شده است.نشان  (24-9)در شکل  MIL-53(Al)های جذب و واجذب نیتروژن ترکیب ایزوترم

ترفتالیک اسید موجود در حفرات بستر که در طی عملیات جذب و واجذب نیتروژن  هایبرخی مولکول

 .شطوند دست مطی خلی ازاینموجب کاهش نسبت سطح به حجم در ترکیبات متخل انداز آن خارج نشده

، دلایلی همچون خلوص گاز نیتروژن و آماده سازی نمونه در کاهش NH-MIL-Fe)288(مانند ترکیب 

 74/82مقدار مساحت سطح برای این ترکیطب   پارامتر نسبت سطح به حجم در این ترکیب موثر است.

 .[823]باشدسانتی متر مکعب بر گرم می 291/2م حفرات برابر متر مربع بر گرم و حج

نانومتر بطوده   42/2اندازه قطر حفرات این ترکیب  ددهنشان می MIL-53(Al)ترکیب  BJHنمودار 

 با توجه به حجم حفرات اینگیرد. در دسته ترکیبات مزوپور قرار می نیز که با توجه به آن این ترکیب

-Fe-MILنیز مانند نمونطه   داخل این بستر تادن لوسیفراز در، تثبیت و به دام افابعاد لوسیفراز  ترکیب

88(NH2) [892]کاملا  منتفی است. 
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 MIL-53(Al)ترکیب  BJHنمودار  (c)و  BETنمودار  (b)ایزوترم جذب و واجذب نیتروژن،  (a)(: 24-9) شکل
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ترکیطب   نیز ساختار مکعبی اما نامنظمی را از ایطن  MIL-53(Al)شده از ترکیب  ثبت SEMتصویر 

مربوط به لوسیفراز تثبیت شطده   b21-9و شکل  MIL-53(Al)مربوط به  a21-9. شکل دهدنشان می

نحطوه خشطک شطدن در     به دلیلاین ناهمواری و پراکندگی در ذرات ممکن است  باشد.بر روی آن می

ر ایطن تصطاویر   دنیز ها تجمع پروتئین .سازی نمونه برای این آزمایش باشدفرایند سنتز و یا نحوه آماده

 .[898]شود که این امر بدلیل ماندگاری آنزیم جهت انجام آنالیز بوده استدیده میبخوبی 

 

 
 

 MIL-53(Al) (b)شده بر روی و لوسیفراز تثبیت MIL-53(Al) (a) مربوط به FE-SEM تصاویر (:21-9) شکل

 

سطاختار مکعبطی ایطن     ه است.نشان داده شد (26-9) در شکل MIL-53(Al)ترکیب  TEM تصویر

های الکترونی این اسطت کطه   نکته قابل توجه در مورد روشکند.  آن را تایید می SEMترکیب تصویر 

های مزو باشند. به خصوص در بر روی بسترتوانند دلیل متقنی بر تثبیت آنزیم ها عمدتا نمیاین روش

نوع تثبیت هم روش غیطر کووالانسطی باشطد،    مواردی که اختلاف سایز بستر و آنزیم بسیار زیاد باشد و 

. همچنین در روند آماده سازی ها با آن هم در رزولوشن پایین تقریبا بیهوده استاستفاده از این روش

از ایطن رو   رودشده و از بین می جدا از بسترها به طور قطع مقدار زیادی از آنزیم نمونه برای این روش

 .[892]صرف نظر شد MIL-53(Al)-Lucنمونه  TEMاز ثبت تصویر 
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 MIL-53(Al) مربوط به TEM تصویر(: 26-9) شکل     

 

در دماهطای   کاهش وزنباشد. می MIL-53(Al)ترکیب   TGA-DTGمربوط به نمودار  (27-9)شکل 

C° 977  وC° 429 از دسطت  ترکیب اسطت.   هایو کانال ترهای درونینیز مربوط به خروج آب از لایه

اسطت کطه بطه ثابطت      آلطی -فلزای های بارز ساختارهای شبکهویژگی از دادن حلال بصورت یکجا، یکین

ای در هطای شطبکه  حلال، از سیسطتم  کند.ماندن و پایداری ساختار آنها در دماهای بالا بسیار کمک می

 °Cکطاهش وزن مشطخص دیگطر در    کنطد.  مقابل خشک شدن و فروپاشی در دماهای بالا محافظت می

پایطدار   C° 122باشطد چطرا کطه ایطن ترکیطب تطا       مطی  MIL-53(Al)مربوط به فروپاشی ساختار  132

 . [899]است
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 MIL-53(Al)مربوط به  TGA-DTGنمودار آنالیز  (:27-9) شکل

 

-MILبر روی  شدهغیرفعال شدن حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص و تثبیت 3-11

53(Al) 

های آنزیمی اطلاعات چندانی در مطورد سطازوکار واکطنش    عت واکنشبررسی اثر تغییرات دما بر سر

دهد اما این آثار در تشخیص تغییرات ساختاری آنطزیم و فعالیطت   کاتالیز آنزیمی در اختیار ما قرار نمی

-آن بسیار ارزشمند است. طبق معادله آرنیوس با افزایش دما، افزایش در سرعت واکطنش آنزیمطی بطه   

بعطدی فشطرده   که دما از حد خاصی بگذرد آنزیم ساختار سهد آنزیم آزاد، هنگامیآید. در موروجود می

 C° 72 دهطد. در دماهطای بطالاتر از   خود را که برای فعالیت کاتالیتیک آن ضروری است از دسطت مطی  

شده به دلیل وجود ریز محیط کمتر تحت تطأثیر  اما آنزیم تثبیت؛ شودسرعت غیرفعال میآنزیم آزاد به

  .[894،891] گیردرارت قرار میدرجه ح
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سرعت از دست رفتن فعالیت آنزیم نسبت به تثبیت  C°21 پس از دمای ،(21-9شکل)با توجه به 

بطه روش  بطر روی بسطتر   یابد که این خود از دلایل اثبات تثبیت آنطزیم  کووالانسی افزایش بیشتری می

فعالیت خود را حفظ کرده  درصد 12میزان  آنزیم تثبیت شده به C°21 تا دمای جذب سطحی است.

است، چیزی برابر تثبیت آنزیم در حالت کوالانسی در بخش قبل، و پس از این دما بطا سطرعت بسطیار    

 درصد رسیده است. 22به حدود  C°42 زیادی فعالیت آنزیم کاهش یافته است و در نهایت در دمای

 

 

شده بر روی و لوسیفراز تثبیت(Free Luc) لوسیفراز خالص با نام  نمودار غیرفعال شدن حرارتی آنزیم(: 21-9) شکل

MIL-53(Al) با نام MIL-53(Al)-Luc 

 

 MIL-53(Al)بر روی  شدهتثبیتبهینه آنزیم لوسیفراز خالص و  pHتعیین  3-11

در یک محلول همگن آنزیم قادر است با تمامی اجزای محلول در تماس باشد. تثبیت آنزیم موجب 

 pHشود. جابجایی شده و فاز محلول میحیط و تبدیل آن به دو فاز یعنی آنزیم تثبیتناهمگن شدن م

کننطده در جایگطاه فعطال آنطزیم و     هطای عطاملی شطرکت   شده بیانگر تغییر رفتار گروهبهینه آنزیم تثبیت

الکتریک بافر هاست. به دنبال آن کاهش قطبیت محیط و نیز کاهش ثابت دیدرنتیجه تغییر محیط آن
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یابطد کطه   ای تغییطر مطی  گونطه های عاملی کاتطالیزور جایگطاه فعطال بطه    های مجاور با گروهتماس گروه و

هطای اسطیدی و   pHشود. کطاهش فعالیطت آنطزیم در    های قلیایی جابجا میpHسوی یونیزاسیون آن به

-یهای الکترواستاتیک در ساخت آنطزیم در محطیط دارای ثابطت د   قلیایی درنتیجه افزایش برهمکنش

شطده بطه دلیطل    شود. همچنین فطاز تثبیطت  رفتن فعالیت آنزیم میبینالکتریک پایین است که سبب از

 تواند روی سازوکار کاتالیزور اسطید و بطاز تطأثیر بگطذارد    های الکترواستاتیک میتغییر تعادل برهمکنش

[896،897]. 

برابر با آنزیم در حالت خالص اسطت و   آنزیم تثبیت شده دقیقابهینه  pH (،23-9شکل)با توجه به  

های قلیایی مقدار فعالیت باقیمانده آنزیم کاهش یافته و در نهایت در pHپس از عبور از آن و رفتن به 

pH   آلی با تغییرات -رسد. تغییر در ساختار چهارچوب فلزبه آنزیم خالص می 82برابر باpH توانطد  می

 زیم تثبیت شده باشد.از دلایل کاهش فعالیت باقیمانده آن

 

 

-MILشده بر روی ، لوسیفراز تثبیت(Free Luc) بهینه آنزیم لوسیفراز خالص با نام pHنمودار  (:23-9) شکل

53(Al) با نام MIL-53(Al)-Luc 

 



 

31 

 

-MILبر روی  شدهو تثبیتپایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص  3-12

53(Al) 

  °C یفراز تثبیت شده بر روی بسطتر آلومینیطوم در  ( نمودار پایداری حرارتی آنزیم لوس92-9شکل)

دقیقطه حطدود    22و پس از  ددرص 12دقیقه حدود  1دهد. مقدار حفظ فعالیت پس از را نشان می 21

درصد بوده است که این مقدار در مقایسه با اتصال کووالانسی آنزیم به بستر آهطن در همطین دمطا     61

-مطی  C°92 اری حرارتی لوسیفراز تثبیت شده در دمطای ( نیز مربوط به پاید98-9کمتر است. شکل)

دهد. دقیقه آنزیم با سرعت بیشتری فعالیت خود را از دست می 1باشد. در این دما، پس از مدت زمان 

اسطت   C° 91 ز تثبیت شده در دمایامربوط به پایداری حرارتی لوسیفرکه ( 92-9همچنین در شکل)

 شود.نده از زمان صفر آنزیم مشاهده مییک کاهش شدید در مقدار فعالیت باقیما

پذیری مولکطولی و نیطز   آمده در اثر تثبیت بیشتر ناشی از سختی و انعطافدستپایداری حرارتی به

شده است. همچنین آثار انتشار درونطی نیطز سطبب بهبطود پایطداری      ناشی از ایجاد یک محیط حفاظت

شطده در ایطن پطژوهش اسطتفاده از     ی آنزیم تثبیتشود. عامل دیگر در افزایش پایداری حرارتدمایی می

شطده  بسترهای متخلخل بود که اندازه بهینه منافذ این بستر موجب پایداری و فعال بودن آنزیم تثبیت

 بود.

شطده اسطت.   شده، کاهش میزان آب در فاز تثبیطت دلیل دیگر افزایش پایداری حرارتی آنزیم تثبیت

کاری محیط و مقدار آب اطراف گریز دارد، دستهای آبمکنشازآنجاکه آب نقش بسیار مهمی در بره

شطده سطبب کطاهش    آنزیم تأثیر بسزایی بر میزان پایداری آنزیم دارد. کاهش میزان آب در فاز تثبیطت 

واقطع نیطروی اصطلی پایدارسطازی      رهای پروتئینطی کطه د  قطبیت محیط و تجمع هیدروفوبیک مولکول

 .[891،893] شودمی های آبی است،ها در محلولپروتئین

-برداشت آب از سامانه سبب کاهش تعداد کلی پیوندهای هیدروژنی بین مولکول آب و آنطزیم مطی  

پذیری پروتئین مولکولی و درنهایت افزایش سختی و انعطافشود و پایداری پیوندهای هیدروژنی درون

 را به دنبال دارد.
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شطود. وقتطی   تر میالکتریک کم، پیوندهای هیدروژنی قوییهایی با ثابت ددر تثبیت آنزیم با حلال

گیرند، دچار فرایند باز شطدن حرارتطی سطاختمان    زمان طولانی در دماهای بالا قرار میها مدتپروتئین

های واکنشگر و نواحی هیطدروفوب موجطود در بخطش درونطی آنطزیم در      شوند که درنتیجه آن گروهمی

پذیر ازجمله انباشتگی و آشفتگی یک سری تغییرات شیمیایی برگشت گیرند که منجر بهسطح قرار می

شطوند و سطبب وقطوع    شود. این فرایندهای شیمیایی در دماهای بالا بسیار سریع انجام میمولکولی می

فرایندهایی مانند دامیناسیون زیر واحطدهای آسطپارژین و گلوتطامین، هیطدرولیز پیونطدهای پپتیطدی،       

لفیدی، اکسیداسیون سیستئین، ایزومریزاسیون پطرولین و گلایکوزیلطه شطدن    سوتخریب پیوندهای دی

در  و انجطام تمطامی فراینطدهای ذکرشطده مسطتلزم حضطور آب اسطت        روشود. ازاینهای آمین میگروه

ها پذیری پروتئیندهد. افزون بر آن سختی و انعطافشده رخ نمیهای بدون آب مانند فاز تثبیتمحیط

شده پایطداری  های تثبیتشود. درنتیجه آنزیمها میپذیر آنزیمه مانع باز شدن برگشتشددر فاز تثبیت

 .[842] دهندهای آزاد از خود نشان میحرارتی بیشتری نسبت به آنزیم

 

-MILشده بر روی ، لوسیفراز تثبیت(Free Luc) نمودار پایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص با نام(: 92-9) شکل

53(Al) با نام MIL-53(Al)-Luc در دمای C° 21 
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-MILشده بر روی ، لوسیفراز تثبیت(Free Luc) نمودار پایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص با نام(: 98-9) شکل

53(Al) با نام MIL-53(Al)-Luc در دمای C°92 

 

 

-MILشده بر روی ، لوسیفراز تثبیت(Free Luc) نمودار پایداری حرارتی آنزیم لوسیفراز خالص با نام(: 92-9) شکل

53(Al) با نام MIL-53(Al)-Luc در دمای C°91 
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  بررسی کارایی اتصال آنزیم 3-13

دقیقه و مقدار حفطظ فعالیطت آنطزیم در     822( کارایی آنزیم تثبیت شده پس از مدت 99-9شکل)

صد به بسطتر متصطل شطده و    در 11دهد. پس از این مدت، لوسیفراز به میزان همین مدت را نشان می

 درصد نیز فعالیت خود ر حفظ کرده است.41حدود 

متفطاوت   بطا هطم   کمی MIL-(Al)53و  NH-MIL-Fe)288( هایمورد بستر کارایی اتصال آنزیم در

وسطیله  هطا فعطال نبطوده و یطا بطه     های آمین در بستر آهن چطون ایطن گطروه   است. با وجود حضور گروه

توانند وارد واکنش کووالانسی با آنزیم شوند. ایطن امطر   اند نمیال نشدهکاتالیستی در محیط واکنش فع

هطای فعطال اتصطالی    در مورد بستر آلومینیوم هم صادق است. این بستر نیز به دلیل عدم حضور گطروه 

صطورت تئطوری نطدارد. چنانچطه مطالعطات      توانایی تشکیل پیونطد کووالانسطی بطا آنطزیم را حطداقل بطه      

هطای  اما تغییرات و جابجطایی ؛ ز در ابتدای همین فصل نیز این نکته را نشان دادقرمسنجی مادونطیف

صطورت  دهد لوسیفراز اگرچطه بطه  و همچنین مطالعات پایداری آنزیم نشان می IRهای ها در طیفپیک

هطای  مولکولی بر روی بسترها تثبیت نشده امطا قطعطا  از طریطق بطرهمکنش    کووالانسی و یا حتی درون

و نیروهای هیدروفیل و هیدروفوبی این اتفاق افتاده است. نکته جالب و حائز اهمیت در جذب سطحی 

قطوی  احتمطال مورد هر دو بستر آهن و آلومینیوم بدون لینکر و گروه فعال اتصطالی ایطن اسطت کطه بطه     

ا زاویه اند. بستر آلومینیوم بها بودهنیروهای هیدروفوبی و هیدروفیلی عامل اصلی اتصال لوسیفراز به آن

-جایگاهتواند به راحتی میشده و بهعنوان یک بستر کاملا  هیدروفوب شناختهتماس برابر صفر درجه به

عنطوان  های آمطین بطه  های هیدروفوب لوسیفراز متصل شود. همچنین بستر آهن نیز با دارا بودن گروه

-ر این میان قطعا  اندرکنشهای هیدروفیل لوسیفراز متصل شود. دتواند به گروهبستری هیدروفیل می

های عاملی مختلف در بسترها و لوسیفراز برقرار خواهد شد که خود مؤیطد  های ضعیفی نیز میان گروه

 .[848] اتصال از طریق جذب سطحی است
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 با نام MIL-53(Al)شده بر روی کارایی اتصال لوسیفراز تثبیت (b)پایداری آنزیم و  (a)نمودارهای (: 99-9) شکل

MIL-53(Al)-Luc 
 

 ATPنسبت به لوسیفرین و  Vmaxو  Kmمحاسبه مقادیر  3-14

نسبت به  MIL-53(Al)( مربوط به نمودارهای لاین ویوربرگ ترکیب 91-9( و )94-9های )شکل

ATP از آن استخراج شده ( 8-9با توجه به معادله )( 9-9های جدول )باشد که دادهو لوسیفرین می

 است.

ثابت و نسبت به لوسیفرین افزایش یافته است.  ATPنسبت به  Km( مقدار 9-9) جدول با توجه به 

به اتصال به لوسیفرین است.  نسبت نسبت به لوسیفرین به معنای کاهش تمایل لوسیفراز Kmافزایش 

است. همچنین  راز خاصیت هیدروفوبی بسیار بالایی برخوردا در آنزیم لوسیفراز جایگاه فعال لوسیفرین

اتصال این ترکیب از طریق نیروهای هیدروفوبی به  MIL-53(Al)توجه به هیدروفوبیسیته بالای  با

 Kmتواند یکی از دلایل افزایش مقدار جایگاه فعال مربوط به اتصال لوسیفرین در آنزیم لوسیفراز می

 باشد.
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 ATPهای مختلف در غلظت MIL-53(Al) شده بر رویویوربرگ آنزیم لوسیفراز تثبیت نمودار لاین(: 94-9) شکل

 

 

 

های مختلف در غلظت MIL-53(Al) شده بر رویویوربرگ آنزیم لوسیفراز تثبیت نمودار لاین(: 91-9) شکل

 لوسیفرین
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 MIL-(Al)53برای آنزیم لوسیفراز خالص و  mK(: مقدار ثابت 9-9جدول )

 

 

 

 

 

 

 

 

 بخش سوم

MIL-Fe- سمیتو ضد یاکسیدانآنتیباکتریال، بررسی خواص آنتی 3-15

)288(NH  53و(Al)-MIL 

 E.Coli زایباکتری بیماری دوسویهبر روی  خواص ضد باکتری این ترکیبات های مربوط بهآزمایش

. دهداین ترکیبات را نشان می MBCو  MIC( مقادیر 4-9ول )جد .انجام شد سودوموناس آئروژینوزاو 

و  NH-MIL-Fe)288( حداقل غلظت بازدارنطده رشطد بطرای هطر دو ترکیطب      جدول،این بر طبق نتایج 

MIL-53(Al) باکتری  دوسویههر  نسبتE.Coli  و  تتراسطایکلین  بیوتیطک آنتی ازکمتر و سودوموناس

هطای  توانطد در تهیطه آنتطی بیوتیطک    ایط مشابه، این ترکیبات میدر نتیجه در شر .باشدمی کانامایسین

 مورد استفاده قرار بگیرند. صنعتی 

 Km 

 ATP (µm) Luciferin (µm) 

Free luciferase 50 ± 2 9 ± 2 

MIL-53(Al)-Luc 50 ± 2 25 ± 2.5 
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و سودوموناس  و  E.Coliترکیبات سنتز شده علیه دوسویه باکتری  MBC و  MIC(: مقادیر 4-9جدول  )

 های تتراسایکلین و کانامایسینبیوتیکدر مقایسه با آنتی آئروژینوزا

 

-دی-2،2)رادیکطال   DPPHططور گسطترده از دو روش   بطه  ترکیبات اکسیدانیآنتیبرای بررسی اثر 

سطولفونات( کطه   -تیطازولین بنزواتیل -9بیس)آزینو-2،2)رادیکال  ABTSهیدرازیل( و پیکریل-2-یلفن

بطه   اکسطیدانی آنتیخاصیت  طورکلیبه شود.هستند، استفاده می قیمتارزانهایی سریع، ساده و روش

و باعطث   را بطه دام انداختطه  موجطود در محطیط   های آزاد تواند رادیکالمییک ترکیب  این معناست که

بنطابراین  ؛ شطود  ABTSو  DPPHنانومتر به ترتیب بطرای   794و  181 در ناحیه کاهش در نوار جذبی

اکثطرا  در   کطه  DPPH. در ایطن بررسطی روش   شطود میجذب باعث کاهش سریع  اکسیدانآنتیفعالیت 

ه محلطول  یک رادیکال پایدار است کط  DPPH .شد کاررفتهبهگیرد، قرار می مورداستفاده صنایع غذایی

دهطد.  نانومتر از خود نشان مطی  122تا  182است و بیشترین جذب نوری را در  رنگبنفشمتانولی آن 

وان پذیرنده الکترون از یطک مولکطول   نعهب DPPHپایه و اساس این روش بدین گونه است که رادیکال 

در ایطن   شطود. مطی تبدیل  2DPPHبه  DPPHآن  درنتیجهکند اکسیدان عمل میکننده مانند آنتیاهدا

یابطد. از روی  نطانومتر کطاهش مطی    181و جطذب در   شطده تبدیلحالت رنگ بنفش محیط به رنگ زرد 

 ترکیب ردیف

E.Coli سودوموناس آئروژینوزا 

MIC MBC MIC MBC 

1 )288(NH -MIL-Fe 150 150 500 500 

2 MIL-53(Al) 150 200 150 500 

3 

4 

Tetracycline 

Kanamycin 

256 

190 

500 

500 

31.25 

1000 

60 

- 
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 بطرد  اکسطیدانی ترکیطب پطی   بطه خاصطیت آنتطی    توانمیسنجی کاهش شدت جذب توسط روش طیف

[842]. 

میکروگطرم   821-4222های در غلظت MIL-(Al)53و  NH-MIL-Fe)288( یاکسیدانآنتیفعالیت 

در بطه ترتیطب    MIL-(Al)53و  NH-MIL-Fe)288(ترکیبات . نانومتر بررسی شد 181لیتر در بر میلی

نشطان   خطوبی  نسطبتا   یاکسطیدان آنتطی لیتطر خاصطیت   میکروگطرم بطر میلطی    4222و  2222های غلظت

 .(96-9)شکل )دادند

 

 

 MIL-(Al)53و  2H88(N-MIL-Fe( اکسیدانیآنتینمودار بررسی خاصیت (: 69-9) شکل

 

کطه بطه    K562 و Hela، MDA-MB-468 یسطرطان  هطای سلول یرو بر ترکیبات سنتز شده سمیت

 از استفاده با ،یسنج رنگ روش باهای سرطانی خون هستند، های سرطان سینه و سلولترتیب سلول

 2,5-dipheny Tetrazolium-(dimethylthiazol-2yl-4,5)-3 ییایمیشطط نططام بططا ومیططتترازول رنططگ

bromide اختصارا  که MTT شد یبررس کنترل هایگروه با سهیمقا در ،شودمی دهینام. 
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 کطه  است استوار زنده هایسلول یتوکندریم در دروژنازیده ناتیسوکس میآنز تیفعال بر روش نیا

 رنطگ بطنفش  فورمطازان  نامحلول یهاستالیکر به میآنز نیا تأثیر تحت MTT زردرنگ محلول آن یط

 تیط کروپلیم دسطتگاه  از استفاده با DMSO در کردنحل از بعد هاستالیکر نیا جذب شود،یم لیتبد

 هطر  در سطلول  2× 482) یسطلول  ونیسوسپانسط  تطر یکرولیم 812 خلاصطه  طوربه. شودگزارش می دریر

 درجطه  97 یدمطا  در سطاعت  24 مطدت  بطه  و شطد  داده کشت خانه 36 یهاتیکروپلیم در( لیترمیلی

 یهاچاهک به ترکیبات از شدهتهیه مختلف یهاغلظت تریکرولیم 22سپس  د،یگرد انکوبه گرادسانتی

 .شطد  استفاده مثبت کنترل عنوانبه رمولا یلیم 8/2 غلظت با نیسیدوکسوروب. شد اضافه سلول یحاو

 یحطاو  یها تیکروپلیم. دیگرد استفاده DMSO صد در کی یحاو کشت طیمح از یمنف کنترل یبرا

  محلطول  تطر یکرولیم 22 سطپس . شدند انکوبه کسانی طیشرا در ساعت 41 مدت به کیباتتر و سلول

MTT(mg/ml1 )تریکرولیم 812 آنگاه. شد انکوبه گرید ساعت 9 مدت به و دیگرد اضافه چاهک هر به 

DMSO بطا  شطده  انکوبطه  هطای سطلول  یطی رو کشت طیمح نیگزیجا MTT  کطردن  حطل  یبطرا  و شطد 

 زایط ال دسطتگاه  بطا  نانومتر 172 موج طول در ینور جذب. دیگرد پتاژیپ آرامیبه فورمازان هایکریستال

 بقطاء  درصطد  و منظور 822 یمنف کنترل گروه در یسلول بقاء درصد. شد دهیسنج( Awareness) دریر

 مطار یت یهطا چاهطک  جطذب  میتقس با اندقرارگرفته ترکیبات از خاص یغلظت تأثیر تحت که یهایسلول

 درصطد  کطه  شیآزما مورد باتیترک از یغلظت. دیگرد محاسبه 822 ضربدر یمنف کنترل جذب به شده

 .[849].شد گرفته نظر در 50IC عنوانبه دهد، لیتقل نصف به را یسلول اتیح

 

 (2-9)معادله  گرددمی زنده یا میزان بقای سلولی، بر اساس رابطه زیر محاسبه هایسلولدرصد  

 هطای سطلول های تیمار شده = درصطد  ای کنترل / جذب متوسط نمونههمتوسط نمونه جذب  *100

 زنده

مهطم و اساسطی اسطت. ایطن پارامترهطا       آمدهدستبهبر نتیجه  مؤثردر این آزمون تعیین پارامترهای 

 :از اندعبارت
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 رده سلولی: سالم یا سرطانی 

  کاشته شده در هر خانه از ظرف هایسلولتعداد 

  ساعت 72و  41، 24 هایزمانزمان تیمار: در. 

  نمونه و استریل کردن آن سازیآمادهروش 

 

 9 هطر  یرو بر یمتفاوت سمیت یدارا ترکیبات سنتز شدهدهند نشان می 91-9و  97-9های شکل

-غلظطت  محطدوده  در خون(سرطانی های )رده سلول K562 یسلول رده در. بودند موردنظر یسلول رده

 شطدت بطه هر دو ترکیب سطنتزی  ( لیترمیلی بر کروگرمیم 822 و 12 ،62 ،42 ،22) بررسی مورد یها

 و متوسطط  یاثر یدارا )رده سلول سرطانی سینه(Hela  یسلول رده یرو بر ها کهدرحالی بودند، سمی

 تفاوت نیا. دادند نشان را اثر نیکمتر )رده سلول سرطان سینه(MDA-MB-468  یسلول رده یرو بر

 قبلا  گرید نیمحقق توسط که باشد مختلف ترکیبات به یسلول یهاهرد متفاوت پاسخ لیدل به تواندمی

 . [844].است شدهبیان
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 مورد آزمایش یسلول رده 9 یرو بر NH-MIL-Fe)288( سمیت نمودار (:79-9) شکل        

  

 
 مورد آزمایش یسلول رده 9 یرو بر MIL-53(Al) سمیت نمودار (:91-9) شکل             
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 در جینتا نیا که دیگرد برآورد یبیتقر صورتبه نمودار از استفاده با سنتز شده باتیترک 50IC درنهایت

 .است آمده (1-9) جدول

 

 تریلیلیم بر کروگرمیم برحسب MIL-(Al)53و  NH -MIL-Fe)288(ترکیبات  یبیتقر  50IC (:1-9) جدول

 K562 و Hela، MDA-MB-468 یسلول یهارده یرو

K562 MDA-MB-468 Hela ترکیبات 

22> 822< 822< )288(NH -MIL-Fe 

22> 822<  32# MIL-53(Al) 

 

 

 

 گیرینتیجه 3-16

-با توجه به نتایج بدست آمده حاصل از تثبیت آنزیم بر روی سه بستر مذکور در دو بخش قبل می

اگرچه  .شده استتوان گفت فرایند تثبیت آنزیم بر روی هر سه بستر معرفی شده با بازدهی بالا انجام 

شطده   متصلبا نظر به نتایج کیفی و کمی و دلایلی که ذکر شد، تثبیت کووالانسی آنزیم بر روی بستر 

برخطوردار   MIL-(Al)53از بازدهی بیشطتری نسطبت بطه     NH-MIL-Fe)288(با ترفتالدهید و همچنین 

 است. 

ها، فرایند تثبیت آنزیم بطر  زیمبه طورکلی و با توجه به مطالعات قبلی انجام شده در مورد تثبیت آن

معمولا با موفقیطت انجطام    هاآلدهیددیشده با لینکرهای فعالی همچون اسید و  متصلروی بسترهای 

آلدهید گلوتارالدهید اسطتفاده  در بیشتر موارد گزارش شده از تثبیت کووالانسی آنزیم از دی پذیرد.می

 ک گونطه  از این رو اسطتفاده از ترفتالدهیطد   ایدار است.شده است که پیوند آن با آمین بستر و آنزیم ناپ
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 بطر روی بسطتر جدیطد   لوسیفراز . تثبیت آنزیم استفاده شدبعنوان لینکر آروماتیک گلوتارآلدهید است، 

therephtaldehyde-)288(NH-MIL-Fe   درصطد( پارامترهطای    12سبب بهبود قابل ملاحظه )بیش از

در تطر  را به یک بیوسنسور قویتر و کاربردی این آنزیمتواند می مرایداری لوسیفراز شده است که این اپ

بطالا   تواند بهمی همچنین ،لوسیفراز در اثر تثبیت تبدیل کند. افزایش پایداری حرارتیمصارف مختلف 

مقاومطت در برابطر   از طرفی، افزایش کمک کند.  در فرایندهای بیولوژیکی بسیارآنزیم  کارایی اینبردن 

 را به یک بیوسنسور سلولی با کارایی بالا تبدیل کند.لوسیفراز  تواند آنزیم میمحیط نیز  pHتغییرات 

ایطن ترکیبطات    که نشان دادند MIL-(Al)53و  NH-MIL-Fe)288(مطالعات بیولوژیکی مربوط به  

 توانندقابل توجه و تقریبا هم سطحی دارند و می سمیتو ضد  یخاصیت آنتی باکتریال، آنتی اکسیدان

 مورد استفاده قرار بگیرند. به طور گسترده ذکر شدهدر فرایندهای 

تر و زمانبرتر از تثبیت جذب سطحی ست، ولی به طور کلی تثبیت کووالانسی آنزیم اگرچه پرهزینه

است. اما از آنجا تر و به صرفهتر استفاده آنزیم در فرایندهای متنوع شیمیایی و بیولوژیکی پر بازده برای

ها بر روشاین شود، از هر کدام از می لوسیفراز سبب پایداری نسبی آنزیم نیز ت جذب سطحیکه تثبی

 توان استفاده کرد.آنزیم می و کاربرد حسب نوع استفاده

 

 نگریآیندهپیشنهادات و  3-17

 کطاملا  هطای پزشطکی و بیولطوژیکی    یطک بیوسنسطور بطا عملکطرد بطالا در زمینطه       عنطوان بهلوسیفراز 

بر طبق نتایج مندرج در این پژوهش فراینطد تثبیطت اثطر مثبتطی بطر روی       ازآنجاکه. است شدهشناخته

آن با بررسی و اعمطال   شدهتثبیتهای این آنزیم داشته است، از گونه پایداری و بهبود خواص و ویژگی

اسطتفاده کطرد.    ذکرشطده هطای  بطه میطزان بیشطتری در زمینطه     توانمیشرایط آزمایشگاهی و محیطی 

در تثبیطت آنطزیم حساسطی مثطل      هطا آنبسترهای سنتز شده مذکور با توجطه بطه قابلیطت     همچنین از

 های مشابه و پرکاربرد بهره برد.به میزان بیشتری در تثبیت و افزایش پایداری آنزیم توانمیلوسیفراز، 
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Abstract 

Nanoparticles and porous substrates have become very important in recent decades due 

to their high efficiency in adsorption of various types of gases, biomolecules and 

proteins. This fact led us to study the efficiency of a type of metal organic frame as a 

bed for Luciferase enzyme. This enzyme is one of the most widely used and almost the 

most important type of porous nanoparticles today, which is highly applied in medicine 

and biotechnology, but very sensitive to environmental changes. 

This study consists of three main parts: the first part, which includes enzyme 

stabilization on Fe-MIL-88(NH2) and Fe-MIL-88(NH2), coupled with 

Terephthalaldehyde, and the laboratory and device studies related to them, the second 

part consists of the enzyme stabilization on MIL-53 (Al) and its related device and 

laboratory studies, and the third part includes examination of applications including 

antibacterial, anti-oxidant, and anti-carcinogenicity properties of synthesized substrates. 

In summary, the results of this study indicate that binding of luciferase enzyme to both 

Fe-MIL-88 (NH2) and Fe-MIL-88 (NH2) coupled with Terephthalaldehyde is through a 

covalent bond and  to MIL -53 (Al) is through adsorption. Studies also show that the 

stabilized luciferase on both metal organic frames has a higher kinetic and 

thermodynamic stability. Antibacterial, antioxidant, and anti-cancer properties of these 

compounds also indicate that both of them had a stronger antibiotic profile than 

Tetracycline and Kanamycin. These compounds have a significant antioxidant activity, 

and are cytotoxic with respect to MDA -MB-468, Hela and K562 cell lines. 

 

Keywords: Metal organic frame work, Luciferase, Enzyme stabilization, Adsorption, 

Covalent bond, Antibacterial properties 

 



 

 

 

 

Shahrood University of Technology 

 

Ph.D thesis of Inorganic chemistry 

 

 

Subject: 

An investigation of the stabilization process of some enzymes 

on new prepared mineral substrates and evaluation of 

improvement of properties and application of enzymes after 

stabilization 
 

 

Supervisors: 

Dr. Bahram Bahramian 

Dr. Saman Hosseinkhani 

 

By: 

Zohreh Nowroozi-nejad 
 

 
Aug 2019 


