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  های برهمکنش  برای  4O3Fe  مولکولی  ترکیب  با (SPIONs)  پارامغناطیسسوپر  آهن   اکسید  هایوذره نان  :چکیده
 دارورسانی   های سامانه  و  نانوپزشکی  در    SPIONs  که این  به  توجه  با  .شد  گرفته  نظر  در  دارورسانی  مطالعه  و  پروتئینی

  آن   عملکردی  و  ساختاری  های تغییر  و   مدل   پروتئین  یک   و   SPIONs  بین   برهمکنش  بررسی  ، دارند  چشمگیری نقش  
  مطالعه   .شدند  انتخاب  نانومتر  100  و  50  ،20  های اندازه   با  SPIONs  .باشد  روشنگرعلمی    هایپژوهش در    تواندمی

 یریگاندازه   منظور  نمایی دورانی به  دورنگ  .داد  نشان  را  نانوذره -پروتئینبین    برهمکنش  ،UV-visibleسنجی  طیف
  مارپیچ   ساختارهای  در  چشمگیری  کاهش  و   شد  استفاده     SPIONs  برهمکنش با  در  لیزوزیم  ثانویه   ساختار  در  هاتغییر

نانوذره -پروتئین  برهمکنش  ماهیت   درک   منظور  به   ی فلورسانس پروتئینخاموش  تحلیل  و  تجزیه   . مشاهده شد  پروتئین 
  . دادند  نشان  را  استاتیک  و  دینامیک  شدن  خاموش  از  ترکیبی  لیزوزیم  و  SPIONs  برهمکنش   .مورد استفاده قرار گرفت

  طور   به   فعالیت  .شد  گیریاندازه   آزاد  لیزوزیم  با  مقایسه  در  SPIONs  به  متصل  لیزوزیم  آنزیمی  هایویژگی  و  فعالیت
 .است  کرده   تغییرواکنش    گوناگون  تحت تاثیر شرایط  mKاما    است،  یافته  کاهش  SPIONs  اندازه از  هر  در  چشمگیری
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 مقدمه 
  است  ممکن  هاذره نانو  سطوح  روی  هاپروتئین  از  برخی  جذب

 به  هاتغییر این .[2, 1]شود  فعالیت و ساختار هایی درتغییر به منجر
,  3]  دارد  بستگی  نانوذره  فیزیکوشیمیایی  هایویژگی  و  پروتئین  نوع

برهمکنش   درک  برای  را  مفیدی  ابزار  پروتئین  سطحی  جذب  .[4
  از  بسیاری  اصلی  جنبه  که  کندمی  معرفی  [5]پروتئین  -پروتئین

 های اندازه  دلیل  به  هاذرهنانو  .[6]   است  سلولی  پیچیده  عملکردهای
  یک  ایتوده   فرم  با   مقایسه  در  متمایزی  هایویژگی  دارای  ،گوناگون

مشابه  های زمینه  در  جدیدی  هایپیشرفت  بنابراین  هستند،  ماده 
  ارایه  زیستی   نانوتکنولوژی   و   زیستی   حسگرهای   پزشکی،   زیست 

 ساختار  بر   آن   پیامدهای   و   ها ذره نانو   بر روی   پروتئین   جذب   . دهند می 
 .[7]   دارد   بستگی   ها ذره نانو   شکل   و   اندازه   به   زیادی   حد   آن تا   عملکرد   و 

  دلیل  به   ها پروتئین   با   نانو   اندازه  در   ها ذره   برهمکنش   مطالعه 
 علوم  ، زیستی   ایمنی   جمله   از   متعددی   های زمینه   در   آن   کاربردهای 

زیست   نانو   و   عملکرد - ساختار   فعالیت   پزشکی،   زیست   نانو   نانو، - زیستی
  اندازه  وابستگی   اگرچه،   . کرده است  جلب   خود   به   زیادی   اهمیت   فناوری 

 و  ساختار  بر   آن   های اثر  و   پروتئین - ها ذره نانو   هایبرهمکنش   بر 
است  پروتئین   عملکرد  مانده  باقی    اثر  ما   حاضر،   کار   در   . نامشخص 

 لیزوزیم  ساختار   و   پایداری   بر   را   ( 4O3Fe)   آهن   اکسید   های ذره نانو   اندازه 
  . [8] بررسی کردیم    مدل   پروتئین   عنوان   به   1( HEWL)   مرغ   تخم   سفیده 
  دلیل  به   شکل   و   اندازه   نظر   از   4O3Fe  های ذره نانو   انواع   سنتز  انگیزه 
  دلیل   به   گوناگون   های زمینه   در   هاآن   بالقوه   کاربردهای   و   ها ویژگی 

 بالا،  پایداری   کم،  هزینه   زیست،   محیط  با   سازگاری  بودن،   غیرسمی 
مورد توجه بوده است.   کاربردی،  شرایط در  خوردگی  برابر  در  مقاومت 

 شرایط  به   شدت   به   4O3Fe  های ذره نانو   ریزساختار   و   شکل   اندازه، 
 .[9]است    وابسته   شده   اعمال   سنتز   مسیر   و   تجربی 
  عامل  یک  لیزوزیم  که  کرد  کشف  فلمینگ  الکساندر  که  زمانی  از

 این   است،  مثبت-گرم  هایباکتری  برابر  در  قوی  باکتریولیتیک
  کرد پیدا بندیبسته و غذایی صنایع متنوعی در کاربردهای پروتئین

  جمله   از  حیوانات  محافظ  هایترشح  در  طبیعی  طور  به  لیزوزیم  .[10]
  بر   علاوه  .است  شده  یافت  لنفاوی  هایبافت  و  بزاق  اشک،  مخاط،

  چند   هاینوتروفیل  و  ماکروفاژها  سیتوپلاسمی  هایگرانول  در  این،
 هیدرولیز   به  که  آنزیمی  قابلیت  این  .[11]  دارد  وجود  نیز  ایهسته
  اتم  چهارمین  و   اسید  مورامیک   استیل -N  بین   پپتیدوگلیکان  پیوند

 به  چشمگیریتوانایی    کند،می  کمک  استیل گلوکز آمین -Nکربن  
 

1 Hen egg-white lysozyme 

  سلولی   دیواره  در  موجود  یهاآنپپتیدوگلیک  تا  دهدمی  لیزوزیم
  باکتریولیتیک   نقش  بر  علاوه  .کند  تجزیه  را  مثبت-گرم  هایباکتری

از  شواهد  اساس   بر  شده،  ذکر شده   های پژوهش  سایر  گزارش 
 های ویژگی  ،گوناگون  سوبستراهای  با   فیزیولوژیکی  و  فارماکولوژیک

 ضد   فعالیت  و  ذاتی  ایمنی  القای  التهابی،  ضد  هایاثر  جمله  از  دیگری
 . [13, 12] ه استشد داده نسبت لیزوزیم به ویروسی

مورامید - Nیا    مورامیداز   عنوان   به   همچنین )   لیزوزیم  استیل 
هیدرولاز،   129  دارای   ، ( شود می   شناخته   نیز   EC 3.2.1.17  گلیکان 

 با  برابر   مولکولی   وزن  و   11/ 16  با  برابر   ایزوالکتریک   pH  با   آمینو اسید 
  سفیده  های پروتئین  کل   از   درصد   3/ 5  حدود   که   است   دالتون   14.388

 ها،پروتئین   از   بسیاری   برخلاف   . [15,  14]   دهد می   تشکیل   را   مرغ   تخم 
 بامیلادی    1953  سال   در   مرغ   تخم   سفیده لیزوزیم    بعدی سه   ساختار 
که   شد   داده   نشان   و   شد   آشکار اشعه ایکس    کریستالوگرافی   از   استفاده 

  یک  . است   دامنه   دو   شامل   که   دارد   واحدی   زیر   کروی   ساختار   یک 
  شامل  دیگر   دامنه   که   حالی   در   است   شده   تشکیل   آلفا   مارپیچ   5  از   دامنه 
  سایت  دامنه   دو   بین   آن   در   که   است   بلند   حلقه   یک   و   بتا   صفحه   یک 
  از  برخی   آن،   فیزیولوژیکی   نقش   جز   به   . [16]   دارد   قرار   فعال 

  این  مورد   در   را   هایی نگرانی   مستند،   پاتوفیزیولوژیکی   های آزمایش 
 وابسته-مورفیسم پلی   جهش   شش   تاکنون   که   کنند می   ایجاد   واقعیت 
  منجر   آن   بتا   ناحیه   در   یگانه   آمینو اسید   جایگزینی   همچنین   و   طبیعی 

  دلیل  به   . [16]  است   شده   فیبریلاسیون   های کوچک صفحه   ظهور   به 
 سازی،  خالص   سادگی   جمله   از   لیزوزیم   آنزیم   خاص   های ویژگی 
 ،[17] بالا    حلالیت   کوچک،   اندازه   ، مشخص   کریستالوگرافی   ساختار 
  دناتوره/ خوردگی  چین   مورد   در   زیاد   کی های زیست فیزی ه مطالع   تاکنون 

 [19] ساختاری    پذیری   انعطاف   ی، گرمای   پایداری   ، [18]لیزوزیم    شدن 
  ایناست.    شده   انجام   [20] تجمعی  / تجمعی  خود   همچنین   و 

  برای  مدلی   عنوان   به   را   لیزوزیم استفاده از    امکان   ، خاص   های قابلیت 
 افزایش  را   لیگاندها   و   پروتئین   بین   دوطرفه   های برهمکنش   بررسی 

  فناوری  واسطه   با   رسانی دارو  از   صحبت   وقتی   که   است   جالب  . دهد می 
 لیزوزیم  پروتئین   آید، می   میان   به   شناسی سم   نانو   های نگرانی   و   نانو 
 در  پژوهش   برای   را   ای زمینه   فراوان،   نسبتا   پروتئین   یک   عنوان به 

 اتصال،  پذیری برگشت   آن   در   که   کند می   ایجاد   زیستی - نانو   با   ارتباط 
بین   همچنین   و   لیگاندها،   فارماکوکینتیک   عملکرد- ساختار   ارتباط 

 .[23-21]   گیرد   قرار   بررسی   مورد   تواند می   پروتئین 

(1)  Hen egg-white lysozyme 
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 SPIONs جرم محاسبه . 1 جدول
 ها )گرم(وزن ذره  4O3Feتعداد  متر مکعب()سانتی  4/3π)3r(ها حجم ذره  ها )نانومتر(اندازه نانوذره 
20 18-10 × 18/4 410 × 6639/5 18-10 × 7/21 
50 18-10 × 45/10 410 × 1599/14 18-10 × 4/54 
100 18-10 × 9/20 410 × 3197/28 18-10 × 8/108 

 
ارتباط   در   ا اخیر   سیلیکا،  های ذره نانو   با   لیزوزیم   برهمکنش   مورد 
 هایذره نانو   معرض   در   پروتئین   گرفتن  قرار   که   است   شده   مشاهده 
اندازه  آبدوست  سیلیکا  و   در  بیشتر   پایداری   به   منجر   ، تر کوچک تر 

 هاییافته   با   مطابق   رفتار   این   . شود می  لیزوزیم   سوم   و   دوم   ساختارهای 
آمده   قطعی  دست   پروتئین  با   سیلیکا   های ذره نانو   برهمکنش   از   به 

RNase A   به  منجر   تر، وسیع   سطح   با   سیلیکا   نانوذره   آن   در   که   بود 
های رشته   .[25,  24]  شد   پروتئین   عملکرد   و   ساختار   در   بیشتر   ثباتی بی 

گیرند که تنها در پروتئینی در اثر تا خوردن، آرایش فضایی خاصی می 
 در.  [26]   توانند در سامانه فیزیولوژی نقش بازی کنند آن ساختار می 

  با  روی،   اکسید های  ذره نانو   با   لیزوزیم   برهمکنش   دیگری   مطالعه 
  اسپکتروفتومتری،  همچنین   و   کالریمتری  های فناوری   از   استفاده 

 .شد  تفسیر   فعال   سایت محل    روش   از   بعدی   سه / دو  ساختار   های تغییر
  شاید  لیزوزیم  و   روی   اکسید   هایذره نانو   بین   آنتالپی   بر   مبتنی  اتصال 
 محل  آن   در   که   گیرد می   بر   در   را  فعال   محل   به   ناحیه   ترین نزدیک 
 هایترکیب   . دارد  وجود   نیز   همولوگ   ساختار   یک   در   دایمر   تشکیل 
  هنگام   در   را   بیشتری   پایداری   آزاد،   پروتئین   با   مقایسه   در   ZnO- لیزوزیم 

  که   دادند   نشان   خود   از   مختل کننده   های عامل   معرض   در   گرفتن   قرار 
  . [27]   است   متقابل   اثر   در آلفا    مارپیچ   محتوای   افزایش   به علت   شاید 
  رسانایی   بالا،   سازگاری   زیست   که   پارامغناطیس سوپر   آهن   های ذره نانو 

  یکی عنوان    به   را  ها آن  دارند   شکل / اندازه   تنظیم  قابلیت   و  پارامغناطیس 
آمریکا   تایید   مورد   های ذره نانو   از  داروی  و  غذا    برای   FDA  1سازمان 

  طور   به   که   است   کرده   تبدیل   بالینی   های محیط   در   مغناطیسی   تجسم 
درمان   ، هدفمند   دارورسانی   برای   گسترده  و    قرار   توجه   مورد   تشخیص 

  با   لیزوزیم   برهمکنش   مورد   در   ی پژوهش   هیچ   حال،   این   با   . [28]   گیرند می 
 . است نشده    انجام  ( SPIONs)   2سوپرپارامغناطیس   آهن   اکسید   های ذره نانو 

  و   SPIONs  بین  برهمکنش  بار،  اولین  برای  مطالعه  این  در
  آنالیز  چندین  از  استفاده  با  .ه استشد  بررسی  جامع  طور  به  لیزوزیم

دورانی   دورنگ  ،Vis-UV  شامل  اسپکتروفتومتری و   3نمایی 
 در   پروتئین  عملکرد-ساختار  ارتباط  ،فلورسانس  اسپکتروسکوپی

 . گرفت قرار بررسی مورد SPIONs اندازه از سه حضور
 

1 Food and Drug Administration 

2 Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) 

 ها روش و مواد

 اندازه   سه  در   هاذره نانو.  شد   خریداری   سیگما  از   لیزوزیم آنزیم  
 مرک  های فراورده  از  نیل رد  . ند شد  خریداری  مایکرومود شرکت  از 

مرک شرکت    از   آنالیزی  درجه   از   دیگر   های معرف   .شد   تهیه 
 (Darmstadt, Germany )   در   تازه  صورت   به  ها محلول   تمام   . بودند 

 .شدند   تهیه  تقطیر  دوبار  آب 
 

 هاذرهنانو غلظت محاسبه 

SPIONs  4  مولکولی  فرمول   با  کلوئیدی  هایذره   شکل  بهO3Fe  

مورد    هاذره نانو  مولی  غلظت  گیریاندازه  برای  روش   دو  .هستند
  های ذره  هایتجمع  از   نظر  صرف  اول،  روش   در  .استفاده قرار گرفت

 شود می  تبدیل  مولی  غلظت  به  لیترگرم/میلیمیلی  غلظت  کلوئیدی،
 این   .است  شده  محاسبه  ترپیش  4O3Fe  مولکولی  وزن  آن  در  که

  گرفته  نادیده  هاذرهنانو   اندازه  آن  در   که  است  اشکال  یک  دارای  روش 
 یک   عنوان  به  است  ممکن  ضعف  نقطه  این  حال،  این  با  .شودمی
 و  مولکولی  وزن  با  هاذره نانو  اندازه  هایاثر  بررسی  برای  قوی  ابزار

 برای   هاذره نانو  دسترس   قابل  سطح  روی  بر  یکسان  مولکولی  حالت
 .شود تفسیر هاپروتئین با برهمکنش

 شکل کروی بودن  فرض  با  مولی، غلظت  در  تغییر  محاسبه  برای 
 برابر  آن   ندازه ا   که   ای کره   در   موجود   هایمولکول   تعداد  ، هاذره نانو 

 تقریبا  4O3Fe  مولکول   هر   حجم   . شد   محاسبه   است،   ها ذره نانو   با 
مکعب سانتی   73/ 8× 24-10  واحد  هر   جرم   . است  شده   گزارش   متر 

 1  جدول   در   نانوذره   هر   مولکولی   وزن   و   گرم   3/ 45× 10- 23  معادل   حجمی 
 مولی  غلظت   محاسبه   حاضر،   مطالعه  در   . است   شده   داده   نشان 

 از  واکنش   ثابت   محاسبه   همچنین   و   ی خاموش  های ه معادل   در   ها ذره نانو 
 .شد   انجام   دوم   روش 

 
 UV-Vis اسپکتروفتومتری

  ساختارهای   که  است  شده  مستند  خوبی  به  ها،پروتئین  مورد  در
 هستند   UV  نور  جذب  به  قادر  آروماتیک  آمینو اسیدهای  در  حلقوی

3 Circular dichroism (1)  Food and Drug Administration    (2)  Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) 
)3( Circular dichroism  
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  تغییرهای   ویژه  به  و  پروتئین  رفتار  تواندمی  پارامتر  این  بنابراین  و
  غلظت   تعیین (  برای الف   ارزیابی   این   . دهد بسیار واضحی را نشان    ساختاری 

  برهمکنش   مطالعه (  معین، ب   های غلظت   با   هایی محلول   ساخت   و   ها نمونه 
  حضور   در  لیزوزیم  جذب  میزان  بررسی(  پروتئین، ج  و  هاذره بین نانو

SPIONs  دسرانجام  و  اثر  در  لیزوزیم  فعالیت  تغییرهای  مطالعه(  ، 
 . [29]انجام شد  هاذره با نانو متقابل
 

 لیزوزیم  با هاذرهنانو برهمکنش

 جذب  لیزوزیم،   و   ها نانوذره   بین   برهمکنش   مطالعه   منظور   به 
 غیاب/ حضور  در   نانومتر   200-800  ناحیه در    لیزوزیم   اسپکتروفتومتری 

SPIONs   گرممیلی   0/ 17  ها نمونه  همه   در   لیزوزیم   غلظت   . شد  ثبت 
  در   . شدند   تهیه   استوک لیزوزیم   یک   از   ها نمونه   همه   و   بود   لیتر میلی   بر 

 . لیتر بود گرم بر میلی میلی   0/ 085نهایی    ها غلظت نانوذره   دارای   های نمونه 
 

 SPIONs سطح روی شده جذب لیزوزیم میزان سنجش 

 غلظت  ها، نانوذره   سطح   در   ها پروتئین   جذب   میزان   بررسی   برای 
  استفاده  با   . شد  اضافه   لیزوزیم   محلول   به   SPIONs  اندازه سه    از   یکسان 

 ،(BSA)   1گاوی  سرم   آلبومین   استاندارد   منحنی   و   برادفورد   روش   از 
 در  دقیقه   20  مدت   به   ها نمونه   یخ،   روی   انکوباسیون   دقیقه   20  از   پس 

 رویی  مایع   در   آزاد   های پروتئین   تا   شدند  سانتریفیوژ   دقیقه   در   دور   2500
  هارسوب   شدند با   ها متصل که به نانوذره   هایی پروتئین   و   بمانند   باقی 
  از استفاده  با  رویی  مایع  در  آزاد  های پروتئین غلظت  سپس  . شدند  جدا 

 نمونه  غلظت   و   رویی   مایع   غلظت   بین  تفاوت   . شد   تعیین   برادفورد   روش 
 .دهد می   نشان   را   ها نانوذره   روی  شده   جذب   پروتئین   میزان   اول، 

 
 ها ذرهنانو   برهمکنش با اثر  بر لیزوزیم  فعالیت تغییرهای مطالعه

 کتاب   دستورالعمل  اساس   بر  لیزوزیم   آنزیمی  سنجش  هایمرحله
  3لیزودیکتیکوس   میکروکوکوس   استوک  .[30]شد    اجرا  2ورثینگتون 

  به  (=4/7pH)  فسفات   بافر  در   لیترگرم بر میلیمیلی  36/0  غلظت  با
-UV  سنجیطیف  از  استفاده  با  .شد  گرفته  نظر  در  سوبسترا  عنوان

Vis  میکروکوکوس  جذب  در  هاتغییر  نانومتر،  450  موجطول  در  
  کاهش   روش   از   آنزیم  فعالیت  بنابراین،  .شد  مشاهده  لیزودیکتیکوس 

  500  دارای  سنجش  هر  برای  مخلوط  هر  .شد  دنبال  سوبسترا  جذب
 لیتر میلی  5  که برای آنزیم از استوک  حالی  در   بود،  حجم  لیترمیلی

شده شدمیلی  بر   گرم  5/0  ساخته  استفاده    تعیین  منظور  به  .لیتر 
 

1 Bovine serum albumin 

2 Worthington book’s 

  شده  انکوبه  هاذرهنانو  و  لیزوزیم  مخلوط  آنزیم،  به  متصل  هایذره نانو
  از  پس   .شد  سانتریفیوژ  دقیقه  در  دور  2500  در   دقیقه  20  مدت  به

  میزان   برادفورد،  روش   با  شاهد  نمونه  و  رویی  مایع  غلظت  گیریاندازه
  تنظیم   حدی  به  رسوب  حجم  و  شد   تعیین  هاذرهنانو  سطح  در  جذب

 .شود لیترمیلی بر گرممیلی 5/0 آنزیم غلظت که شد
 

 نمایی دورانی  دورنگ 

  ، دورنگ نمایی دورانی   با  لیزوزیم  ثانویه   ساختار  عناصر   مطالعه  در
 موج طول  طیفی  بازه و    اتاق  دمای  در   Aviv 215  دستگاه  از   ما
 4دور   UV  نزدیک و  UV  شامل  که  کردیم  استفاده  نانومتر  019-026

 ترکیب   از  غلظت  پنج  و  آزاد  هایپروتئین  برای  شاهد  نمونه  .است
مرغ  هاذره نانو لیزوزیم سفیده تخم  از  سه   برای  و   ها ذره نانو   اندازه 

  گرممیلی   0/ 2  معادل   و   یکسان   پروتئین   غلظت   که   طوری   به   شد،   تهیه 
 با  های نانوذره   دارای   نمونه   پنج   اندازه،  سه   برای   . بود   لیتر میلی  بر 

 تهیه  لیترمیلی   بر   گرممیلی  5/0  و   0/ 4  ،3/0  ،2/0  ،0/ 1  هایغلظت
 . شد  تهیه  استوک  همان  از  لیزوزیم  ها،نمونه  تمام  تهیه  برای  .شد

و    5:2،  1:1،  3:2،  2:1  شامل  هاذرهنانو  به  پروتئین  غلظت  هاینسبت
 ارزیابی   اساس   بر  غلظت  هاینسبت  این   .شد  گیریاندازه   و  تهیه  1:2

 غلظت   نسبت  آخرین  آن  در  که  شدند  انتخاب  فلورسانس  خاموشی
 SPIONs  .است   هاپروتئین/هاذرهنانو  اشباع  غلظت  از  بالاتر  کمی

دورانی   سیگنال  نمایی   بررسی  منظور   به   سرانجام،   . ندارند  دورنگ 
دورنگ  خروجی   های پیک  ها، نانوذره  حضور   در  لیزوزیم   ثانویه  ساختار 

 .گرفت   قرار   تحلیل   و   تجزیه   مورد   SELCON3  برنامه   با  نمایی دورانی 

 دستگاه   از  لیزوزیم،  سوم  ساختار  در  تعییرها  بررسی  منظور  به
Aviv 215  اتاق   دمای  در  نانومتر  260-320 موج  طول  تنظیمات  با

  های پروتئین  برای  شاهد  نمونه  . شد  استفاده  (سلسیوس درجه    25)
 اندازه   سه  برای   لیزوزیم  و  هاذرهنانو  از  متشکل  غلظت  هشت  و  آزاد

  و   یکسان  هانمونه  کل  در  پروتئین  غلظت  که  ایگونه  به  شد،  تهیه
 اندازه از  هر  برای  نمونه  هشت  .بود  لیترمیلی  بر  گرممیلی  4/0  معادل

 0/ 4  ،3/0 ،2/0  ،1/0  ،0/ 04 ،02/0  ،0/ 01  غلظت  دارای  هایذره نانو
میلی  گرممیلی  6/0  و بودندبر    محلول   از  ها نمونه  همه  برای  .لیتر 

  نسبت   اساس،  این  بر  .شد  استفاده  یکسان  لیزوزیم  استوک
 ، 4:1  ،10:1  ،20:1  ،40:1شامل    که  هاذرهنانو  به  پروتئین  هایغلظت

  تا   هانسبت غلظت  این  .شد  آماده  دوباره  بود  2:3  و  1:1  ،4:3  ،1:2
دورنگ نمایی   سیگنال   در  هاذرهنانو   غلظت  که  یافت  افزایش  حدی

3 Micrococcus lysodeikticus 

4 Near and Far-UV 

(1)  Bovine serum albumin     (2)  Worthington book’s 
)3( Micrococcus lysodeikticus    )4( Near and Far-UV 
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 غلظت   نهایی،  هایذرهنانو  غلظت  بنابراین،  .نکرد  ایجاد  نویز  دورانی
 . نیست شده اشباع هایذره نانو محلول
 

 فلورسانس  مطالعه

  کروموفورهایی   دارای  هاپروتئین  همچنین  و  متعدد  هایمولکول
 جذب  را  نور   از  خاصی  موجطول  توانندمی  آن  موجب  به  که  هستند

  . کرد  بندیطبقه  2بیرونی  و  1ذاتی   نوع   دو  به   توانمی  را  هاآن  .کنند
 تیروزین   و  تریپتوفان  آلانین،  فنیل  آروماتیک شامل  اسیدهای  آمینو

  خارجی   اسیدهای  آمینو  که  حالی  در  هستند  ذاتی  هایفلورسنت 
 مشخصی   موجطول  در  فلورسانس  تولید  برای  که  هستند  هاییگونه

 رنگی   T3  تیوفلاوین  مثال،  عنوان  به   .شوندمی  اضافه   هانمونه  به
 و   هاپروتئین  در  فیبریلاسیون  فرایند  برای  گسترده   طور  به  که  است

 .شودمی استفاده پپتیدها
 

 SPIONs  فلورسانس  خاموشی مطالعه

  فلورسانس   خاموشی  رفتار  تحلیل   و  تجزیه   برای  مورد  این
  اتصال  و   خاموشی  پارامترهای  آوردن  دست  به   همچنین  و  پروتئین

  آمینو اسیدهای   به علت  لیزوزیم  ذاتی  فلورسانس  .شد   انجام  هاذره نانو
 سه تریپتوفان، اسیدآمینو  5 بین  از .است تریپتوفان ویژه به حلقوی

  محل  و  سطح  روی  Trp63  و  Trp62،  Trp108  شامل   هاآن   از  مورد
  تیتراسیون  .دارند  سناریو   این  در  مهمی  نقش   و  دارند  قرار  فعال

  سلسیوس  درجه  50و    37  ،25  دماهای  در  ذرهنانو  اندازه  سه  با  لیزوزیم
 با  آزمایش  این  .شد  بررسی  پروتئین  فلورسنت  شدت  و  شد  انجام

از  450  لیزوزیم  نمونه  .شد  انجام  Carry Eclipse  دستگاه   استفاده 
استوک   روی  بر  لیترمیلی  بر  گرممیلی  1/0  غلظت  با  میکرولیتری

بار   هر  از  پس  .شد  تیتر  لیترمیلی  بر  گرممیلی  1  غلظت  با  هاذره نانو
  تعادل  به  تا  شد  زمان داده  مخلوط  به  دقیقه  چهار  ،هاذرهنانو  افزودن

  را  فلورسانسی  سیگنال  هیچ  خود  نهایی  غلظت  در  هاذره نانو  .برسد
  ها،نانوذره   و  پروتئین  بین   اتصال   ماهیت متعادل  فرض  با   . ندادند  نشان
 1شماره    معادله   از   استفاده   با   توان می   را   فلورسانس   کردن   خاموش   معادله 

 غیاب  در   را   فلورسانس   شدت   ترتیب   به   Fو    0F  آن   در   که   کرد،   محاسبه 
 .دهند می   نشان   ارایه شده   غلظت   با   ها نانوذره   حضور   و 
 

Q =
F0−F

F0
  (1  )                                                                                          
 

 سازوکار   بررسی   برای   4ولمر - استرن   معادله   این،   بر   علاوه 
 

1 Intrinsic 

2 Extrinsic 

استفاده  مورد    برهمکنش  این  ثابت  محاسبه  و  فلورسانس  خاموشی
 ثابت   ترتیب  به  Qو    qk  ،svK  ،τ،  2شماره    براساس معادله  .قرار گرفت
ی و تابش  ختهیطول عمر حالت برانگولمر،  -استرن  ثابت  خاموشی،

 . [32, 31]دهند   می نشان را غلظت خاموش کننده
 

F0

F
= 1 + kqτ[Q] = 1 + Ksv[Q]   (2    )                                 

 

  برای  معادله  این  رودنمی  انتظار  که  جایی  آن   از  حال،  این  با
  اصلاح   معادله  باشد،  خطی  جزئی  دینامیکی  و  دینامیکی  برهمکنش

 . [35-33]کرد  جلب خود به را زیادی توجه ولمر-استرن شده
 

F0

F0−F
=

1

faKsv

1

[Q]
+

1

fa
(3)                                                                 
 

 برای   که  است  اولیه  فلورسانس  از  کسری  af  معادله  این  در
 .است  دسترسی قابل کننده خاموش 

 

 Nile Red سنجش 

 ساخته  Carry Eclipse از ،Nile Red آنیزوتروپی سنجش برای
 .شد  استفاده  دستی  سنجقطب  به مجهز  Varian  شرکت  توسط  شده

 لیزوزیم   آنیزوتروپی  .شد  استفاده  Nile Red  میکرومولار  2از استوک  
  حالی   در  شد،  گیریاندازه   هاذرهنانو  انواع   از   یک  هر   حضور  در  و  آزاد
 125/0  و  05/0  معادل  و  نانوذره یکسان  هر  و  لیزوزیم  غلظت  که

  نانومتر   550  تحریکی  موجطول  . شد   نگهداری  لیترمیلی   بر  گرممیلی
  .شد  ثبت   نانومتر   570-800  بازه   در  کننده   ساطع   نور   که   حالی   در   بود، 

 خاموشی   هایداده  با   که  اشباع  غلظت  نسبت  اساس   بر  هاغلظت
 .شد تعیین آمد دست به فلورسانس

 

 ها و بحث نتیجه

 SPIONs حضور  در  لیزوزیم جذب گیریاندازه

 با   لیزوزیم  با   لیترمیلی  بر   گرممیلی  44/0  غلظت  با  هاذره نانو
  سانتریفیوژ، از پس  .شدند انکوبه  لیترمیلی بر  گرممیلی 36/0غلظت 
 2  جدول  در  .شد  محاسبه  رویی  مایع   و  استوک  بین  غلظت  اختلاف

 این   .است  شده  گزارش   لیزوزیم  جذب  درصد  عنوان  به  تفاوت  این
 های اندازه  با  SPIONsسطح    در  را  لیزوزیم  جذب  درصد  جدول

 ، هاذرهنانو  اندازه  و  مولی  غلظت  به  توجه  با  .دهدمی  نشان  را  گوناگون
 که  گونههمان  .شد  محاسبه  محلول  نانوذره در  هر  موجود  مساحت

 طور   ها به نانوذره   حضور   در   لیزوزیم   جذب   درصد   دهد، می   نشان 

3 Thioflavin T 

4 Stern-Volmer equation 

(1)  Intrinsic      (2)  Extrinsic 
(3)  Thioflavin T      (4)  Stern-Volmer equation 
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 SPIONsسطح  در  ليزوزيم جذب درصد. 2 جدول
 ها نانوذره  سطح مساحت نانوذره  گرممیلی 4/0 سطح  در  لیزوزیم جذب  درصد اندازه نانوذره )نانومتر( 

20  %64/8 72/2 
50  %3/12 53/5 
100  %8/15 34/11 

 

 
 نانومتر  100(  ج )  و   50(  ب)   ، 20(  الف )  های با اندازه  سلسيوس   درجه  25  دمای  در  SPIONsبا    ليزوزيم   تيتراسيون   به  مربوط  ولمر -استرن   نمودار .  1  شکل 

 
 . است ارتباط در هاذرهمساحت سطح نانو  با مستقیم

  بیشترشان  شده  انتخاب  هایذره نانو  که  واقعیت  این  به  توجه  با
  جذب   که  رودمی  انتظار  دارند،  متفاوتی  هایاندازه  اما  هستند  مشابه

 ارتباط   2  جدول.  باشد  داشته  بستگی  هاذره نانو   اندازه  به  فقط  لیزوزیم
 .دهدمی نشان را هاذرهنانو سطح مساحت  بین مستقیم

 
 هاذرهنانو خاموشی  سازوکار

  یک  ایجاد   روش   از   را   پروتئین   فلورسانس   توانند می   ها نانوذره 
برهمکنش بین   ما،   های داده   اساس   بر   و   کنند   خاموش   پایدار   کمپلکس 
SPIONs   سازوکار  حال،   این   با   . استاتیک است   صورت   به   لیزوزیم   و  
 شود، می  شناخته   برخورد  دینامیکی   حالت   عنوان  به  که   دیگری  خاموشی 

می   کروموفور   با   لیگاندها   تصادفی   برخورد   از  دست    این  در   . آیدبه 
 مدل  پروتئین،   ها و نانوذره   بین   پایدار   کمپلکس   بررسی   برای   پژوهش 

 نمودار  سازوکار،   بررسی   برای   . است   شده   اتخاذ   استاتیکی   برهمکنش 
  داده  نشان   1- 3  های شکل   در   که   گونه همان   . شد  ترسیم   ولمر -استرن 

 خطی  های شکل نانوذره   از   یک   هیچ  ولمر -استرن   نمودار   است،   شده 
 سمت  به   نمودار   که   آنجایی   از   . دهند نمی   نشان   معین   دمای   هر   در   را 

 خاموشی  سازوکار   که   شود می   پیشنهاد   شود، می   منحرف   عمودی   محور 
 .باشد  استاتیک   و  دینامیک   های حالت   شامل 

 
 لیزوزیم  و هاذرهنانو بین  برهمکنش مطالعه

 UV-Visible سنجی طیف روش از کمپلکس  تشکیل اثبات

اسیدهای  وجود  دلیل  به  خالص  پروتئین   و   آروماتیک  آمینو 
 است   نانومتر  280  در  جذب  بیشترین  دارای  سولفید  دی  پیوندهای

 ارتباط   خطی  صورت  به  پروتئین  غلظت  با  جذب  شدت  آن  در  که
 برهمکنش   همچنین  و  لیزوزیم  خوردگی  چین  در   تغییر  هر  .دارد

اسیدها  سطح  اطراف  ریزمحیط   در   جذب  شدت  تغییر  باعث  آمینو 
 با   را  لیزوزیم  جذب  طیف  5  و  4  هایشکل  .شودمی  نانومتر  280

  085/0  حضور  در  و  آزاد  حالت  در  لیترگرم بر میلیمیلی  17/0  غلظت
 . دهدمی  نشان  ذرهنانو  لیترگرم بر میلیمیلی
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 نانومتر  100(  ج )  و   50(  ب)   ، 20(  الف )  های با اندازه  سلسيوس   درجه  37  دمای  در  SPIONsبا    ليزوزيم   تيتراسيون   به  مربوط  ولمر -استرن   نمودار .  2  شکل 

 

 
 نانومتر  100(  ج )  و   50(  ب)   ، 20(  الف )  های با اندازه  سلسيوس   درجه  50  دمای  در  SPIONsبا    ليزوزيم   تيتراسيون   به  مربوط  ولمر -استرن   نمودار .  3  شکل 

 
  دارد  چشمگیری   تغییر   ها نانوذره   حضور   در   لیزوزیم   جذب   بیشترین 

  این  . گیردمی   پیشی   ها نانوذره   و   ها پروتئینترکیب    جذب   از   همچنین   و 
نانوذره   که   دهد می   نشان   پدیده  بهافزودن   با  پروتئین   محیط   ها 

 که   طوری   به   است   بوده  ها همراه نانوذره   و   پروتئین   بین   برهمکنش 

 .شودمی   ها تشکیل نانوذره   و   ها پروتئین   شامل  پایدار   کمپلکس   یک 
 آمینو اسیدهای   محیط  در  تغییر  اثر  در  پایدار  کمپلکس  تشکیل

  کاهش  یا  افزایش   به  منجر  پروتئین  ساختار  شدن  باز  یا  آروماتیک
  گرفتن   قرار  با  این،  بر  علاوه  .شودمی  نانومتر  280  در  پروتئین  جذب
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 نانوذره  و ليزوزيم هایکنترل با همراه نانومتر 100( ج) و 50( ب) ،20)الف(  اندازه سه با SPIONsحضور  در  ليزوزيم جذب  سنجيطيف. 4 شکل

 

 
اندازه   سه   در حضور  و   آزاد  حالت  در  ليزوزيم   جذب  طيف  در  تغيير   . 5  شکل 

SPIONs 
 

  پیک  نانومتر،  50  و  100  اندازه  با  هاذره نانو  برابر  در  لیزوزیم
  . کرد  تغییر  نانومتر  274  و  278  به  نانومتر   281  از  ترتیب  به  لیزوزیم

پس  این با  از  پیک   تغییرها   این  .شد  ترپهن  هاذرهنانو  برهمکنش 
 تغییرهای  پهن شدن، بر  حال  در  پیک   و  جذب  پیک  تغییرهای  شامل

  دنبال  به  .آروماتیک دلالت دارد  اسیدهای  آمینو  مجاورت  در  محیطی
 تغییرهای متعاقب آن    و  پروتئین  و  هاذرهنانو  بین  کمپلکس  تشکیل

آمینو    اطراف  محیط  عادی،  وضعیت  با  مقایسه   در  لیزوزیم  ساختاری
 . کندمی تغییر جذب پیک نتیجه در و کندمی تغییر اسیدها

  پیوند از که  دارند نانومتر  220 در دیگری جذب پیک هاپروتئین
 را   پروتئین  ساختار  در  فروپاشی  پیک  این  در  تغییرها  .آیدمی  پپتیدی

  در  است،  شده  داده  نشان  4  شکل  در  که  گونههمان  .دهدمی  نشان
  در  یابدمی افزایش  پیک نانومتر، ارتفاع 50 اندازه با  هاذرهنانو حضور
  ارتفاع نانومتر، 100 و 20 هایاندازه با هاذرهنانو حضور در که حالی
 نشان  هاهمشاهد  این  .یابدمی  کاهش   چشمگیری  طور  به  پیک
 متفاوتی   هایثیرات  نانومتر  100  و  20  اندازه  با  هاذره نانو  که  دهدمی
 . دارند لیزوزیم ساختار بر

 
 فلورسانس  سنجی طیف  روش  از کمپلکس تشکیل  مطالعه

  . دارد  بستگی   آن   اطراف   محیط   به   بیشتر   تریپتوفان   ذاتی   فلورسانس 
های   هر  آمینه  اسید  بیشتر   چه    باشد،   حلال   معرض   در   تریپتوفان 

  برهمکنش   این،   بر   علاوه   . شود می   مشاهده   کمتری   ذاتی   فلورسانس 
  . دهد می   کاهش   را   ذاتی   فلورسانس   یکدیگر،   با   تریپتوفان   های مانده باقی 

 .    است   بررسی   قابل   دیدگاه   این   از   لیزوزیم   ساختاری   تغییرهای   بنابراین، 

 درجه   50  و  37  ،25  دمای  سه  در  لیزوزیم  ذاتی  فلورسانس  طیف
آنزیم  بیشترین  .شد  ثبت  سلسیوس  جذبی    344  در  لیزوزیم  پیک 

  سه  از  یک  هر  و  نانوذره  نوع  سه  از   یک  هر  در  .افتدمی  اتفاق  نانومتر
  ذاتی   فلورسانس  کاهش  به  منجر  هاذرهنانو  غلظت  افزایش  دما،
 ها ذرهنانو  با  لیزوزیم  برهمکنش  در   ساختاری  تغییرهای  که  شودمی
  اتصال   طول  در  لیزوزیم  ساختار  که  شودمی  پیشنهاد  .دهدمی  نشان  را

  در  هاانتریپتوف  آن  در  و  گرفته  قرار   شدن  باز  تحت  ،SPIONsبه  
 . دهندمی  دست  از   را  خود  ذاتی  فلورسانس  و  گرفته  قرار  حلال  معرض
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 سلسيوس درجه  25دمای   در  نانومتر 100( ج) و 50( ب) ،20( الف) اندازه سه با هاذرهنانو حضور در ليزوزيم ذاتي  فلورسانس طيف. 6 شکل

 

 
 سلسيوس درجه  37دمای   در  نانومتر 100( ج) و 50( ب) ،20( الف) اندازه سه با هاذرهنانو حضور در ليزوزيم ذاتي  فلورسانس طيف. 7 شکل

 
 با آنزیم   هاذرهبرهمکنش نانو خاموشی  هایثابت محاسبه 

  به   مربوط  نمودار  خاموشی،  در   تردقیق  یسازوکار  رویکرد  برای
خاموشی   سازوکارولمر و پارامترهای مربوط به  -پارامترهای استرن

بررسی   4پروتئین با استفاده از معادله شماره  -هاذره برهمکنش نانو
 و ولمر  - استرن به ترتیب ثابت   sKو    DKدر این معادله   . [36] شد  

 ثابت ارتباط حالت پایه است.
 

Kapp = [
F0

F
− 1]

1

[Q]
= (KD + Ks) + KDKs [Q]   (4)                  

 

شماره   معادله  به  مربوط  نمودارهای  ترسیم  از   )دیتا   4پس 
 به   مربوط   ابتدایی   نقاط  در   نمودارها   تمام   تقریبا   نشان داده نشد(، 
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 سلسيوس درجه  50دمای   در  نانومتر 100( ج) و 50( ب) ،20( الف) اندازه سه با هاذرهنانو حضور در ليزوزيم ذاتي  فلورسانس طيف. 8 شکل

 

   
 درجه سلسيوس   25دمای    در   نانومتر   100و )ج(    50)ب(  ،  20الف(  ) اندازه    سه   با   ها نانوذره   با   تيتراسيون   برای   ولمر - استرن   معادله   شده   اصلاح   نمودار .  9  شکل 

 
 با   . دهند نمی   نشان  را  منطقی   روند  ها،نانوذره   اولیه  های غلظت 
 پروتئین،-نانوذره   کمپلکس   تشکیل  برهمکنش  برای  تعادل  فرض 

 5معادله    در   که   [37]   1اصل لوشاتلیه  اساس  بر   که   رسد می   نظر  به 
باعث   غلظت   افزایش  است،   شده  داده  نشان  تعادل   تغییر  نانوذره 
 مورد،   این  به توجه با .شود بیشتر کمپلکس می  تشکیل ایجاد  برای 
 . یابد می   افزایش  نتیجه   در  واکنش   ثابت 

 

P + NP ↔  PNP            K =  
[PNP]

[P][NP]
(5  )                                    
 

 ، هاذره نانو  کم  غلظت  به  مربوط  ظاهری  واکنش  ثابت  کاهش
  به   است  ممکن  که  دهدمی  نشان  را  واکنش  فرایند  پیشرفت  عدم

 

1 Le Chatelier  

  این  .باشد پایین هایغلظت  در هاذره نانو مناسب حلالیت عدم دلیل
  های مولکول  توسط  هنوز  که  گیردمی  ی سرچشمههایذرهنانو  اتفاق از

  .[8] اندنشده هیدراته آب
  ولمر -استرن  نمودار  ،(qk)  خاموشی  ثابت  آوردن  دست  به  برای

 . شد ترسیم 11- 9 هایشکل مطابق شده اصلاح
 پروتئین - نانوذره   های برهمکنش   برای   را   qk  و   svK  مقدارهای   3  جدول 

 دقیقه  75متوسط    طور   به   لیزوزیم در پلاسما   عمر   نیمه   . دهدمی   نشان 
 همه  شد،  داده  نشان  که  گونههمان  .[38]  شد  گرفته   نظر  در

 دینامیکی  خاموشی   برای   تعادل   مقدار ثابت   بیشترین   از   qk  مقدارهای
  است   ممکن     بنابراین،   . رفت   فراتر   بود،   M.s  1010 ×1/1   معادل   که 

)1( Le Chatelier  
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  درجه سلسيوس   50  و  37  ، 25  دماهای  در (  نانومتر  100  و  50  ، 20)  اندازه  ها با سه نانوذره  و  ليزوزيم  بين  های برهمکنش   برای  qk و   SVK  مقدارهای . 3  جدول 
 است شده داده نشان

 SVK (1/M.s) qk af 2R (M/1) دما )کلوین( ها )نانومتر(نانوذره 
20 298 710 × 19 1610 × 2/10 28/1 99/0 
20 310 7/8 × 107 1610 × 12/4 8/1 99/0 
20 323 9/3 × 108 1610 × 02/5 78/1 99/0 
50 298 3/12 × 108 1710 × 68/1 6/1 99/0 
50 310 3/4 × 108 1710 × 83/1 47/1 99/0 
50 323 3/5 × 108 1710 × 89/1 4/1 99/0 
100 298 5/7 × 108 1710 × 08/3 75/1 99/0 
100 310 7/7 × 108 1710 × 16/4 3/1 99/0 
100 323 6/25 × 108 1710 × 38/3 6/1 99/0 

 

  
 درجه سلسيوس   37دمای    در   نانومتر   100و )ج(    50، )ب(  20الف(  ) اندازه    سه   با   ها نانوذره   با   تيتراسيون   برای   ولمر - استرن   معادله   شده   اصلاح   نمودار .  10  شکل 

 

 
 درجه سلسيوس   50دمای    در   نانومتر   100و )ج(    50، )ب(  20الف(  ) اندازه    سه   با   ها نانوذره   با   تيتراسيون   برای   ولمر - استرن   معادله   شده   اصلاح   نمودار .  11  شکل 

 
-پروتئین  کمپلکس  یک   و  افتاده  اتفاق  استاتیکی  برهمکنش  که

 و   هاجایگاه  مقدارهای  به  دستیابی  برای  .است  شده  تشکیل   نانوذره
شماره    از  استاتیک،  خاموشی  هایثابت  بررسی استفاده    6معادله 

 .[39] ایمکرده
 

F0

F
=

F0[Q]

F0−F
 Ka − nKa [P]𝑡                                                                               )6(  

 

غلظت   معادل  لیزوزیم  به  اتصال  ظاهری  ثابت  معادله،  این  در
  تعداد   و t[P]  مخلوط  واکنش  در  پروتئین  نهایی  غلظت  ،[Q]  هاذره نانو

 . است شده داده  نشان (n) اتصال هایمحل
- لیگاند  کمپلکس  دینامیکی  پارامترهای   ارزیابی  برای  معادله  این
است    پروتئین شده    به  برای  لانگمویر  جذب  دماهم.  [40]اعمال 

  اعمال  n  اتصال  یهاآنمک  و  ،aK ظاهری  ارتباط  ثابت  آوردن  دست
 ها ذره مقایسه نانو  هاه محاسب  انجام این  از  هدف  رو،  این  از  .شودمی

آزمایش  و است  دماهای  ثابت  بوده  به صورت  و  appها 
aK    تعداد و 

  ثابت  واکنش  4  جدول  .شدند  داده  نمایش   appnها به صورت  جایگاه
 . دهدمی  نشان  گوناگون دماهای در را هاذرهنانو اندازه سه ظاهری
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 اندازه سه با هاذرهنانو  بين  برهمکنش در اتصال هایمحل تعداد و ظاهری  واکنش ثابت مقدارهای. 4 جدول
Ka دما )کلوین( )نانومتر(  هانانوذره 

app (1/M) napp 2R 
20 298 1 × 109 1 × 10-3 96/0 
20 310 0/8 × 109 1/2 × 10-3 99/0 
20 323 0/8 × 109 1 × 10-3 99/0 
50 298 2 × 109 0/41 × 10-3 98/0 
50 310 2 × 109 0/35 × 10-3 98/0 
50 323 2 × 109 0/4 × 10-3 95/0 
100 298 5 × 109 0/21 × 10-3 97/0 
100 310 5 × 109 0/24 × 10-3 94/0 
100 323 5 × 109 0/18 × 10-3 97/0 

 

  های ذره   که  دوم  روش   از  مولی  غلظت شد،  گفته که  گونههمان
گرفته    نظر  در  هاذره نانو  دهنده  تشکیل  اجزای  عنوان   به  را  کلوئیدی

  شماری بی  تعداد  رودمی  انتظار  اساس،  این   بر   .شد  محاسبه  شد،
تعداد پیوند   داشتن  .کنند  برقرار  پیوند  نانوذره  هر  با  لیزوزیم  مولکول

  تعداد پیوند برهمکنش   اگر  .کندمی  تأیید  را  واقعیت  این  یک،  از  کمتر
با   هایلیزوزیم  تعداد  شود،  وارونه  پروتئین-نانوذره شده    پیوند 

 . آورد دست به توانمی را هاذره نانو

  میزان  که   دهد می   نشان   را   اتصال   های محل  معکوس   مقدارهای 
 تعداد  بین   ارتباط  اعداد   این   . دهد می   نشان   نانوذره را  به   متصل   لیزوزیم 
 (.5  جدول )  دهند می   توضیح   را   ها آن   اندازه   و   شده   جذب   های مولکول 

 
 ترمودینامیکی  پارامترهای محاسبه 

 مهمی   هایسرنخ  تواندمی  ترمودینامیکی  پارامترهای  محاسبه
  ما   به  هاذره نانو  و  لیزوزیم  بین  هایبرهمکنش  ماهیت  تعیین  برای
 سنجی طیف  روش   از  آمده  دست  به  ترمودینامیکی  پارامترهای  .بدهد

و  معادله  و  فلورسانس   . [41]  شد  محاسبه  1هوفوانت  گیبس 
  دهنده   نشان  K  است،  شده  داده  نشان  6  جدول  در  که  گونههمان
  R و T که حالی در است، لیزوزیم و هاذرهنانو ظاهری واکنش ثابت

گازها و    جهانی  ثابت   و  کلوین   سامانه  در   دما   دهنده   نشان   ترتیب  به
G∆ نیز نشان دهنده انرژی آزاد گیبس هستند. 

 

ΔG˚ = −RT lnK (7   )                                                      
 

شماره    روش   از  هاواکنش  آنتروپی  و  آنتالپی   قابل  8معادله 
  استفاده  با  هاواکنش  آنتروپی  و  آنتالپی  آن  در  که  ،[41]است    محاسبه

 منفی   گیبس   آزاد   انرژی  آن در  که شوندمی  محاسبه  این معادله  از 
 

1 Gibes and van't Hoff equation 

  ميزان   که  دهدمي  نشان  را  اتصال  هایمحل  معکوس  مقدارهای.  5  جدول
مي  به  متصل  ليزوزيم   تعداد   بين  ارتباط  اعداد  اين  . باشد نانوذره 
 دهند مي توضيح را هاآن اندازه و شده جذب هایمولکول

 app1/n دما )کلوین( ها )نانومتر(نانوذره 

20 298 310 × 1 

20 310 310 × 8/0 

20 323 310 × 1 

50 298 310 × 4/2 

50 310 310 × 8/2 

50 323 310 × 5/2 

100 298 310 × 7/4 

100 310 310 × 2/4 

100 323 310 × 5/5 

 
 . است  هاذره نانو  و  پروتئین  بین   خود  به   خود  اتصال  واکنش  از  حاکی
  به   ΔH˚  منفی  مقدارهای  است،  شده  ارایه  6  جدول  در  که  گونههمان
 پروتئین -نانوذره  هایبرهمکنش  روش   از  آبگریز  نیروهای  حضور

 حین   در  لیزوزیم  آبگریز  هایاحیهن  کردن  پنهان  دارد، یعنی  بستگی
  و  شودمی  پروتئین  بیشتر  پایداری  باعث  هاذره نانو  با  برهمکنش

 . بود  خواهد  صفر  از  کمتر  کمپلکس  تشکیل  واکنش  به  مربوط  آنتالپی
 

ΔG˚ = ΔH˚ − TΔS˚ (8 )                                                                 
 

 SPIONsبرهمکنش با  در ها لیزوزیم دوم ساختار  تغییر  بررسی 

 یک   .شد  ثبت  نانومتر  260  تا  190  از  طیف دورنگ نمایی دورانی
  آلفا را  مارپیچ  ساختارهای  وجود  نانومتر  208  در  مشخص  منفی  پیک
  نانومتر   222  پهن در   پیک منفی   یک   که   حالی   در   دهد، می   نشان 

)1( Gibes and van't Hoff equation  
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 پروتئين -نانوذره کمپلکس تشکيل به مربوط واکنش ترموديناميکي پارامترهای. 6 جدول
 ΔG˚(kJ/mol) K(1/M) T(K) ΔH˚(kJ/mol) ΔS˚(kJ/mol) نانوذره )نانومتر( 

20 318/51 - 910 × 1 298 952/6 - 148/0 
20 81/52 - 910 × 8/0 310   
20 024/55 - 910 × 8/0 323   
50 035/53 - 910 × 2 298 0026/0 - 178/0 
50 17/55 - 910 × 2 310   
50 484/57 - 910 × 2 323   
100 304/55 - 910 × 5 298 0073/0 - 185/0 
100 531/57 - 910 × 5 310   
100 943/59 - 910 × 5 323   

 

       

 
 نانومتر   100(  ج )   و   50(  ب )   ، 20(  الف )   گوناگون   اندازه   سه   با   ها نانوذره   گوناگون   های   غلظت   با   برهمکنش   در   ليزوزيم   به   دوراني مربوط   نمايي   دورنگي .  12  شکل 

 
بیضی واری    اینجا  در  .است  صفحه بتا  ساختارهای  وجود  دهنده  نشان
  به   این  .یابدمی  نانوذره کاهش  سه  غلظت  افزایش   دنبال  به  مولار
آلفا  ساختارهای  کاهش  معنای  ساختار   در  اساسی  تغییر  و  مارپیچ 

  به   مربوط  هاینتیجه  12  شکل  و  9  و  8  ،7  جداول  .است  ثانویه
دورنگ  تحلیل  افزار نرم  از  استفاده  با  را  دورانی  نمایی  پیک 

SELCONE3  ساختار   درکه    کمی  هاتغییر  به  توجه  با  .دهدمی  نشان   
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 SPIONs  گوناگون  هایغلظت  با  روبه رو شدن  در  و  آزاد  حالت  در  ليترميلي  بر  گرمميلي  0/ 2  غلظت  با  ليزوزيم  ثانويه  ساختارهای  درصد.  7  جدول
 نانومتر  20 اندازه با ليتر(ميليگرم بر )ميلي

 SPION 0 SPION 0.1 SPION 0.2 SPION 0.3 SPION 0.4 SPION 0.5 

Helix 2/40 7/28 2/26 6/25 20 2/20 

Strand 1/15 4/16 22 21 6/26 6/25 

Turn 3/20 7/18 6/22 9/20 2/21 22 

Unordered 2/24 1/36 29 3/32 1/32 32 

 
 SPIONs  گوناگون  هایغلظت  با  روبه رو شدن  در  و  آزاد  حالت  در  ليترميلي  بر  گرمميلي  0/ 2  غلظت  با  ليزوزيم  ثانويه  ساختارهای  درصد.  8  جدول

 نانومتر  50 اندازه با ليتر(گرم بر ميليي)ميل
 SPION 0 SPION 0.1 SPION 0.2 SPION 0.3 SPION 0.4 SPION 0.5 

Helix 2/40 35 1/33 5/34 5/34 8/29 

Strand 1/15 4/12 5/18 5/15 5/15 2/18 

Turn 3/20 6/24 3/22 5/21 5/21 9/21 

Unordered 2/24 28 9/25 3/28 3/28 6/30 

 
 SPIONs  گوناگون  هایغلظت  با  روبه رو شدن  در  و  آزاد  حالت  در  ليترميلي  بر  گرمميلي  0/ 2  غلظت  با  ليزوزيم  ثانويه  ساختارهای  درصد.  9  جدول
 نانومتر   100 اندازه با ليتر(گرم بر ميلي)ميلي

 SPION 0 SPION 0.1 SPION 0.2 SPION 0.3 SPION 0.4 SPION 0.5 

Helix 2/40 32 4/33 26 5/17 23 

Strand 1/15 6/19 8/17 2/19 3/26 4/23 

Turn 3/20 1/24 6/23 7/19 8/22 6/21 

Unordered 2/24 1/24 25 9/34 3/33 8/31 

 
  ، دهدگوناگون رخ می   هایذرهنانو  با  روبه رو شدن  طول  در  ثانویه
 20 اندازه با هایذرهنانو حضور در تغییرها بیشترین که است بدیهی
  نانومتر   100  اندازه  با  هایذرهنانو  آن،  از  پس  .افتدمی  اتفاق  نانومتر

با   هایذرهکه نانو  حالی  در  بود  تاثیرگذار  ثانویه  ساختار  تغییرهای  در
 هانتیجه  این  .دهدمی  نشان   را  تغییرها  حداقل  نانومتر   50  اندازه

با   حضور   در  که  بود  UV-Vis  سنجی طیف  هایداده   مطابق 
  پیک   در  توجهیقابل  کاهش  نانومتر  100و  20  اندازه  با  هایه نانوذر
 .شد مشاهده پپتیدی پیوندهای  به مربوط  نانومتری 220

 

 SPIONsبا  برهمکنش طول  در لیزوزیم سوم ساختار بررسی 

دورانی  نمایی  دورنگ    حضور  در   نانومتر   260-320  در   طیف 
ثبتنانوذره   گوناگون   های غلظت   پیک  لیزوزیم   (. 13  شکل )  شد   ها 

نزدیک   ترکیب  دهنده   نشان   که   داد   نشان   نانومتر   285  به   پهنی 
 پیک دورنگ  غلظت،   افزایش   با   . بود   تریپتوفان   و   تیروزین   های سیگنال

 .کرد  تغییر   بلندتر   های موج طول   سمت   به   و   یافت   کاهش   دورانی   نمایی 
 پیک جذبی،  مشاهده   در   عامل   مهمترین   فرابنفش،   اشعه   مجاورت   در 

 و  Trp ، Tyr جمله   از  آروماتیک  آمینو اسیدهای  حلقوی   ساختار  توسط
Phe   پلاریزه  نورهای   توانند می   حلقوی   ساختارهای   این   . شود می  ایجاد  

 وقتی  . بچرخانند   شوند می   حل   نامتقارن   محلول   یک   در   که   هنگامی  را 
 داخلی  های قسمت  از   تقارن   عدم   کنیم، می  تمرکز   پروتئین   ساختار   روی 

  و  سوم  ساختار  شدن  آشکار  از  پس  . آیدبه دست می  پروتئین  آبگریز  و 
اسیدهای  گرفتن   قرار   قطبی،  های حلال   برابر  در   آروماتیک   آمینو 

جایی   و   کاهش  دورانی   در   جابه  نمایی  دورنگ    . رود می   انتظار   پیک 
  آشکار   معنای   به   پیک دورنگ نمایی دورانی   در   جابه جایی   و   کاهش 

 . [41]   است   آروماتیک   آمینه   اسیدهای   محیط   در   تغییر   و   سوم   ساختار   شدن 
 

 گیرینتیجه

 مدل،  پروتئین   یک   عنوان   به   لیزوزیم  مطالعه   روش   از   کلی،   طور   به 
که   نشان  شد   ارتباط  زدن   برهم   به   قادر   گوناگون   ها نانوذره   داده 

 شوندمی   متصل   پروتئین   سطح   به   SPIONs  . هستند   پروتئین- پروتئین 
 و  کند   حفظ   دوم را   ساختارهای   تا  کنند می  کمک  آن   به   نتیجه   در   و 

 پایداری  تاثیر .دهد  نشان دناتوره  شرایط  در حتی  را آنزیمی  فعالیت 
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 نانومتر   100(  ج )   و   50(  ب )   ، 20(  الف )   گوناگون   های اندازه   ها با نانوذره   غلظت   افزايش   با   ليتر( ميلي   بر   گرم ميلي   0/ 4ليزوزيم )    نمايي دوراني آنزيم   دورنگي .  13  شکل 

 
  این  در   که   برهمکنشی   چگونگی   و   لیزوزیم   بر   آهن   های نانوذره 

توضیح  نانوذره   کاربرد   برای   است   شده   داده   پژوهش   در  ها فراوان 
  افزایش  به   توجه   با   . بود   خواهد   مفید   پروتئین - لیگاند   برهمکنش   مطالعه 

 لازم است اطلاعات پایه از آهن،  اکسید   های نانوذره   کاربرد  روزافزون 
 از  به دست آمده   های معلوم شود. نتیجه   ها پروتئین   بر   ها نانوذره   تأثیر 
 خود  اندازه   اثرهای   به   بسته   ها نانوذره   که   دهد می   نشان   پژوهش   این 
 در لیزوزیم سفیده تخم مرغ  کننده   ثبات بی   یا   کننده   تثبیت   عنوان   به 

 وابستگی  اثرهای   مورد   در   اندازی چشم   به   منجر   این   . کنندمی   عمل 
  غیرمستقیم  طور   به   ها نانوذره   است؛   شده   ها پروتئین  بر   ها نانوذره   اندازه 

 را  ها پروتئین  که   هیدراته شده   آب   های دینامیک پوسته   و   ساختار   بر 
  عملکرد  و   ساختار   خود   نوبه   به   که  گذارند می   تأثیر   اند، کرده   احاطه 

 .دهند می   قرار   تأثیر  تحت   غلظت   به   وابسته   روشی   به   را  ها پروتئین 
ساختار  مرغ   ی تغییرهای  تخم  سفیده  با   لیزوزیم  است  ممکن 

به طور   های نانوذره  شود.   جاد ی ا   های آهن نانوذره اتصال   باردار  آهن 
باق  ها متصل ن ی سطح پروتئ  ی باردار مکمل رو   ی هامانده ی معمول به 

ا   د. ن شو ی م  مرغ مورد،    ن ی در  تخم  سفیده  و   لیزوزیم  مثبت  بار  با 

آهن نانوذره  جا  ی دروژن ی ه   ی وندهای پ   های  به   یهابرهمکنش   ی را 
 با  برهمکنش لیزوزیم سفیده تخم مرغ   کنند. ی م  جاد یا   ک ی الکترواستات

  دلیل  به   هیدروژنی   پیوندهای   عمدتا توسط   های آهن نانوذره   و   مثبت   بار 
 اطراف  در   آب   پوسته   یک   و   پروتئین   سطح   روی   قطبی   های گروه  وجود 

رخ نانوذره  آهن  ا   . است   داده   های  برهمکنش   ک ی  نجا ی در  سامانه 
را    ن ی پروتئ   ی ساختار   تغییرهای که    بررسی شده است   ن ی پروتئ - نانوذره 

تغ  به  پاسخ  مح   ها ریی در  جا  ط یدر  به  پروتئ   ی سطح  و سطح   نی بار 
 یها در دما آب به سطح ذره   ی ها اتصال مولکول   . کندی ها القا م نانوذره 

 ایویژه شود که به طور  ی سطح چشمگیری م   ر یی منجر به تغ   ط ی مح 
  ریی تغ  م ی حج   ی هارا نسبت به مولکول  ی آب سطح   ی هاجهت مولکول 

فراوان   ل ی دروکس ی ههای عاملی  گروهبا    ی دهد و سرانجام سطح ی م 
  اتصال  حالت   ترمودینامیکی،   پارامترهای   اساس   بر   دهد. ی م   ل ی تشک 

 محور  آنتالپی   فرایند   یک   های آهن به لیزوزیم سفیده تخم مرغ نانوذره 
  نقش  واندروالس   برهمکنش   و   هیدروژنی  پیوند   که   است   گرمازا  و 

 .کند می  ایفا   نانوذره - پروتئین   سامانه   تشکیل   در   چشمگیری 
 نمایی دورانی،   دورنگ   و   فلورسانس   سنجی طیف   هاینتیجه   از 
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آهن به لیزوزیم    هایذرهنانو  افزودن  از  پس  که  گرفت  نتیجه  توانمی
  سوم   دوم و  ساختار  سطح  در  ساختاری  تغییرهای  سفیده تخم مرغ،

  یبرا نشان داده شده یساختار رییحال، درجه تغ نیبا ا .دهدمی رخ
  ی کاف   نیپروتئ  زیبخش آبگر  پتانسیل  یگرفتن از موانع انرژ  یشیپ
 ی داخلبخش  به    یممکن است به راحت  هاذره رو نانو  نیا  از  .ستین

  کینزد  باًیکروموفور که تقر  یهامانده یها نرسند و باقنیپروتئ  زیآبگر
کوچک   یهامتقابل با مولکول  ریهستند، مستعد تأث   نیبه سطح پروتئ

  نیسطح پروتئ یاندازه برا کیبه  Tyrو  Trp یها ماندهیباق هستند.
  ، ن یپروتئ  یشدت فلورسانس ذات  صیو تشخ  ستندیقابل دسترس ن

  Tyrو  Trp یها ماندهیباق تیرا در کشف وضع بسیار مهمی اتیجزئ

  دهد.یم ارایه نیپروتئ یساختار  تغییرهایدر 
و نانوذره   بین   برهمکنش   در   جمله  از   نیرو   چندین   ها پروتئین   ها 

 آبگریز  های برهمکنش  هیدروژنی،   پیوندهای   الکترواستاتیک،   نیروهای 
-ماهیت  تنها  ها نه برهمکنش  این  . دارند نقش  واندروالس  نیروهای  و 

 انتظار  و   برخوردارند   نیز   متفاوتی   های قدرت   از   بلکه   دارند،   متفاوتی   های 
 .شود   مشاهده   نیز   متفاوتی   های مقاومت  ها، تنش  با   متناسب   رود می 

 هایویژگی دارای  خود،  یگانه  های اندازه  و  ها شکل دلیل  به  ها نانوذره 
 از  یکی   . هستند  خود   های ترکیب   مولکولی  حالت   با   مقایسه   در   متفاوتی 

  اساس،  این   بر   . است   ها آن   ها اندازه نانوذره   توصیف   در   مهم   های عامل 
متفاوتی   سطح   ایجاد   باعث   ها نانوذره   اندازه   در   تفاوت   برای  تماس 

 با  مقایسه   در   تر های کوچک نانوذره   . شودمی   ها پروتئین  با   برهمکنش 
 بزرگتری  مساحت   دارای   یکسان،   جرمی  غلظت  با   تر های بزرگ نانوذره 
 ساختاری  تغییرهای   بررسی   برای   شده   انجام   تحلیل   و   تجزیه   . هستند
های نانوذره   که   داد   نشان   گوناگون،   های نانوذره   حضور   در   ثانویه 

 در  بیشتری   ساختاری   تغییرهای   توانندمی   سطح   واحد   در   تر کوچک 
 مرتبط  سطح   انحنای   با   است   ممکن   پدیده   این   . کنند  ایجاد   ها پروتئین 

  که  است   ها نانوذره   مهم   های ویژگی   از   یکی  سطح   انحنای   زیرا   باشد 
 روی  ها پروتئین   که   گونه همان   . است   ارتباط   در   ها آن   اندازه   با   مستقیما 
 شودمی   القا   پروتئین   ساختار   به   سطح   انحنای   شوند، می   جذب   سطوح 

 .شودمی   ساختاری   تغییرهای   دستخوش   پروتئین   و 
سطوح   یریپذکه واکنش  دهدینشان م  هانتیجه  ن،یبر ا  علاوه

کاربرد  نانوذره  در  ذره  زیستیها  بار  با  وهم  هم  و    ی ها یژگیها 

تع  یهامولکول  لیزوزیم برهمکنش    سازوکار  .شودیم  نییاطراف 
مرغ تخم  آنتروپ های  نانوذره با    سفیده  تغییرهای  به  منجر    ی آهن 

آب آزاد شده   یهامولکول  یآنتروپ شیحالت، افزا ن یا در شد. یمنف
رو پروتئ   یبر  و  نانوذره  آنتروپ   نیسطوح  کاهش  از   ی کمتر 
مولکول آب    یادیتعداد ز  گر،یعبارت د  به  متصل است.  یهانیپروتئ

برهمکنش پروتئ  نیب  یدروژنیه  یهادر  نقش    نیسطح  نانوذره  و 
 های آهن اثرهای  نانوذرهگرفت که    جهیتوان نتیمجموع، م  در  دارند.

  دهد. ینشان م لیزوزیم سفیده تخم مرغبر ساختار سوم   چشمگیری
، ممکن است های آهننانوذره از    یاستفاده پزشک  یرو، برا  نیا  از

 ، ی و درون سلول  یسلول   یهاها در سامانه از گسترش کاربرد آن   پیش
 باشد. ازین یشتریب تیبه سنجش سم

 

 فهرست نمادها 
 0F ها شدت فلورسانس در غیاب نانوذره 

 F هافلورسانس در حضور نانوذره شدت 
 qk ثابت خاموشی 

 SVK ولمر-ثابت استرن

 τ طول عمر حالت برانگیخته تابشی 

 Q غلظت خاموش کننده 

 af کسری از فلورسانس اولیه 

 DK ولمر-ثابت استرن

 sK ثابت ارتباط حالت پایه 

 [Q] ها غلظت نانوذره 

 t[P] غلظت نهایی پروتئین در واکنش مخلوط 

 n های اتصال تعداد محل

app ثابت ارتباط ظاهری
aK 

 appn ها تعداد جایگاه

 T دما در سامانه کلوین 

 R ثابت جهانی گازها 

 GΔ انرژی آزاد گیبس 

 HΔ آنتالپی

 SΔ آنتروپی
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