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  چکیده

. از است. اهمیت این آنزیم در دفاع آنتی اکسیدانی بدن کندمیه آب و اکسیژن مولکولی کاتالیز را ب دهیدروژن پراکسی لتبدیکاتالاز آنزیمی است که 
عامل سمی در ان یک به عنو و جهان است سمیت سرب به عنوان یکی از مشکلات اساسی درترین فلزات سنگین سرب است. ترین و مهمجمله سمی

ا استفاده از ب( BLC)سرب بر ساختار آنزیم کاتالاز کبد گاو نیترات  تاثیر پژوهشدر این  دارد. مخرب اثرویژه کودکان  های مختلف بدن و بهسیستم
ورز الکتروف نتایج مورد بررسی قرار گرفت. (FT-IRمادون قرمز ) سانس ورفرابنفش، فلو-سنجی مرئیهای طیفروشو  SDS-PAGEالکتروفورز 

نشان داد  FT-IRفلورسانس و  ،فرابنفش -مرئی هایسنجیطیف نتایج یابد.تغییر نمیسرب  نیترات لفمختهای لظتضور غدر ح آنزیمنشان داد باند 
 این. گرددمییم ایجاد زتغییراتی در ساختار سوم آن در حضور نمک نیترات سرب همچنینیک جایگاه اتصال برای نیترات سرب در آنزیم وجود دارد و 

ها دیگر فعالیتاست. بنابراین باید در صنایع و ساز بروز بیماری در بدن خود زمینه کاتالاز انسانی دارد اهت بسیاری باکاتالاز که شبیم آنزار تغییر در ساخت
 ف قرار گیرد.به دقت مورد مصر
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Abstract  
 

Catalase is an enzyme that catalyses the decomposition of Hydrogen peroxide into the water and 

molecular oxygen. This enzyme is important in the body's antioxidant defence. Lead is one of the 

most toxic and most important heavy metals. Lead poisoning is a public health problem in many areas 

of the world. Lead is a cumulative toxicant that affects multiple body systems and is particularly 

harmful to young children. In this study the effects of Lead(II) nitrate (Pb(NO3)2) on the structure of 

bovine liver catalase (BLC) were investigated by means of different spectroscopic (UV-Visible, FT-

IR, and Fluorescence) techniques and SDS-PAGE electrophoresis. The SDS-PAGE electrophoresis 

results showed that the enzyme band did not change in different concentrations of Pb(NO3)2. The UV-

Visible and FT-IR, fluorescence spectroscopy results showed that there is one binding site for 

Pb(NO3)2 and also some structural changes in enzyme happened after addition of Pb(NO3)2. Since 

BLC has efficient similarities with human catalase, this structrul changes could initiate harmful 

disease and should be used more carefully in industrial and other activities. 
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  مقدمه -1
کم در خاک و  یهاو در غلظت یعیه صورت طبب نیگت سنفلزا

 ک،یتراف ع،یهمچون گسترش صنا یها وجود دارند، اما عواملسنگ
ها و انتشار آن شیسبب افزا یو کشاورز یلیفس یهاسوزاندن سوخت

 یهادر غلظت یحت نیشده است. اغلـب فلزات سنگ ستیز طیدر مح
 کنندیم دیات زنده را تهدوجودو م انسان یهستند و زندگ یسم زیکم ن

(Wu et al. 2018). یبا ورود بـه بدن انسان م نیفلزات سـنگ
و گردش خون  یعصب ستمیس یو بر رو ابندیها تجمع در بافت توانند

تجمع  تیو قابل شوندینم زهیدر بدن متابول نیگذارند. فلزات سنگ ریتأث
امر  نیرا دارند که ا لمفاصلات، و ها، عضمانند استخوان ییهادر بافت

 Muchuweti) گرددیدر بدن م یمختلف یهایماریموجب بروز ب

et al. 2006). هر ساله رو  نیبه فلزات سنگ ستیز طیمح یآلودگ
امر قطعا به بروز  نیبه ا یاست و در صورت عدم توجه کاف شیبه افزا

 هدر خوانجم هانایسلامت انسان، جانوران و گ یبرا یجد یهاخطر
 یکی (Lead) سرب .(Yi, Yang, and Zhang 2011) دش

است  82 یو عدد اتم Pb یبا علامت اختصار یفلز ییایمیاز عناصر ش
 ای کیتبلور کوب ستمیبه نام گالن )س یبه شکل کان عتیکه در طب

 ر،یانعطاف پذ دار،یعنصر پا نیترنی. سرب سنگگرددیم افتی( یمکعب
رنگ است که از  یبـه آب ـلیما دیسفرنگ  یاخوار، براق و دارچکش

های برخوردار است. از سرب در سازه ینییپا یکیالکتر تیهدا تیخاص
از  یبخش نیو همچن شودیساچمه و گلوله استفاده م ،یساختمان

فلز به شدت در برابر  نیاست. ا ریگدازپذ اژهاییوآل میلح اژهاییآل
 گرشیفرسا تعایاهداری مو از آن برای نگ کندیمقاومت م یدگیپوس

 یمنشا اصل یانسان هایتی. فعالشودی( استفاده مکیسولفور دی)مثل اس
 گرییاز هر عنصر د شیاست. سرب ب ستیز طیورود سرب به مح

مطالعات  .(Assi et al. 2016) کندیرا آلوده م ستیز طیمح
و  هیدر کل تیسم جادیسرب موجب ا یداده است که آلودگنشان 

 جادیسرب موجب ا یغلظت بالا نی. همچنددگریم نیوکراند ستمیس
 ستمیبر س تواندی. مطالعات نشان داده است که سرب مگرددیم یمیعق

 خونساز اثر بگذارد یادیبن ستمیو س یعصب ستمیگردش خون، س

(Assi et al. 2016). که سرب از  دهدیاغلب مطالعات نشان م
 دیپراکس دروژنیهند مان (ROS) ژنیگونه فعال اکس دیتول قیطر

  in vivo. مطالعاتگرددیم یدیپیل ونیداسیپراکس یموجب القا

 یدانیاکس یآنت یهامیآنز تینشان داده است که سرب فعال نیهمچن
-6، گلوکوز (CAT) ، کاتالاز(SOD) دسموتاز دیکسمانند سوپرا
را در  (GPx) دازیپراکس ونیو گلوتات (G6PD) دروژنازیفسفات ده
و تنفس سرب به  قیتزر گری. به عبارت ددهدیم رییتغانوران انسان و ج

 یدانیاکس یآنت یهامیآنز تیفعال ریموجب کاهش چشمگ یمدت طولان
-Moneim, Dkhil, and Al) گرددیم هیدر کبد و کل

Quraishy 2011; Assi et al. 2016). سرب  ریتاث زمیمکان
مانع  دانتویم یقابتسرب به صورت ر رایاست ز دهیچیپ هامیآنز نیبر ا

به  ایگردد و  هامیفعال آنز گاهیدر جا یستیعناصر ز ینیجانش ایجذب 
 ,Lakshmi, Sudhakar) شودیمتصل م نیپروتئ SH یهاگروه

(and Aparna 2013) .  یهاستیاز کاتال ینوع هامیآنز 

(catalyst) را در  ییایمیش یهاهستند که سرعت واکنش یستیز
دارند. اگرچه  ینیساختار پروتئ هامیآنز کثر. اکنندیم میموجود زنده تنظ

 تیهم قادر به انجام فعال هابوزومیبه نام ر دهایاس کیاز نوکلئ یگروه
 EC) دوردوکتازیاکس دیراکسپ دروژنیه ایهستند. کاتالاز  یزیکاتال

number: 1.11.1.6) با وزن  دانتیاکس یو آنت گومریال یمیآنز
که متعلق به گروه بزرگ  باشدیم ونلودالتیک 240 یمولکول
-Díaz et al. 2005; Alfonso) هم است یدارا یهانیپروتئ

Prieto, Vidossich, and Rovira 2012). یکی میآنز نیا 
 دیپراکس دروژنیاست که ه یدانیاکس یآنت هایمیآنز نیتراز مهم

) 2O2(H یم هیتجز ژنیای به آب و اکسواکنش دو مرحله کیرا در
 میه شیاکسا دروژن،یدهیپراکس اول، مولکول. در مرحله کند

(Heme) یم لیتبد لیفر یو آن را به گونه اکس دهدیرا انجام م
والان  یاک کیوالان الکترون از آهن و  یاک کی طیشرا نیدر ا کند،

 کی لیآن تشک جهیکه نت شودیجدا م نیریاز حلقه پورف زیالکترون ن
 ژنیاتم آهن توسط اکس جهیدر نتت. اس نیریپورف ونیکات کالیراد
را  I (O=Fe(IV)-E) بیشده و ترک دیاکس د،یپراکس دروژنیه
به عنوان  دیپراکسـ دروژنیه نی. در مرحله دوم، دومکندیم جادیا

 ژنیرا همراه با آب و اکس هیاول میعمل کرده و آنز I بیترک اکنندهیاح
-Díaz et al. 2005; Alfonso) کندیم دیتول یمولکول

Prieto, Vidossich, and Rovira 2012). نیا نیبنابرا 
 دیپراکس دروژنیه یها را از اثرات سمخود، سلول تیبا فعال میزآن

و  هاتیتروسیدر کبد، ار میآنز نیا تیفعال نیشتری. بکندیمحافظت م
دارد. کاتالاز عمدتاً در  وندییرا در بافت پ تیفعال نیاست و کمتر هیکل

از کاتالاز به عنوان  یهه طـوری کـه گادارد. بـار قر زومیپراکس
 .(Díaz et al. 2012) شودیم ادی زومیپراکس نیپروتئ نیمهمتر

 اختصار به ای  (Bovine liver catalas) یکاتالاز کبد گاو میآنز

BLC یآنت میمدل آنز کیکه به عنوان  باشدیاز خانواده کاتالازها م 
مختلف و  باتیترک کنشنایم یبررست جهدر اکثر مطالعات  یدانیاکس

-Alfonso) شودیالگو استفاده م میکوچک به عنوان آنز یگاندهایل

Prieto, Vidossich, and Rovira 2012).  ساختار
 که دهدینشان م (PDB ID: 1TGU) میزآن نیا یستالوگرافیکر

BLC یهاریواحد آن از زنج ریساختار هموتترامر است که هر ز یدارا 
شده  لیتشک IXنیریپروتوپورف کیفر کیروستتروه پبا گ یدیپپت یپل

 60 بایتقر یوزن مولکول دو،یرز 506واحد شامل  ریاست. هر ز
در وسط هر  میاست. قسمت ه یتیسه ظرف (Fe)آهن کیو  لودالتنیک

آنگستروم از مرکز تترامر فاصله  23مونومر مدفون شده است که حدود 
که  باشدیم زین NADPH گروه کی یاکاتلاز دار رواحدیدارد. هر ز

 تیفعال یبرا NADPH . مولکولردیگیقرار م میسطح آنز یبر رو
نشان داده  نیشیو مطالعات پ باشدیلازم نم BLC میآنز یکاتالاز

 دروژنیتوسط ه میشدن آنز رفعالین مولکول مانع از غیاست که ا
 یبرخ ریتاکنون تاث. (Khataee et al. 2020)د شویم دیپراکسـ
 Liu) (cypermethrin) نیپرمتریمانند مس، س باتیو ترکفلزات 

et al. 2008)  گرافن دیاکسو (Wei and Ge 2013)  بر 
کاتالاز در  میآنز گاهیجا .شده است یبررس BLC و ساختار تیفعال

از  ییزداتیو سم زهیارگان بدن جهت متابول نیترکبد به عنوان مهم
 یهامیاز آنز یکیه عنوان آن را ب یرفداروها و مواد مص بات،یترک

 لیدر بدن تبد باتیترک تیسم ای یشاخص جهت سنجش عوارض جانب
و کاتالاز  یکاتالاز انسان یو توال یکرده است. مطالعات انطباق ساختار

درصد شباهت  91 یمیدو گونه آنز نینشان داده است که ب یکبد گاو
دو ساختار  هر در میآنزال فع گاهیجا یمطالعه توال نیوجود دارد. همچن

متصل شده به ساختار گروه  یهانهیآم دیمشخص کرده است که اس
 الفع گاهیبار جا تیدر تقو ریدرگ یهانهیآم دیفعال و اس گاهیدر جا میه
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 Yektaبا هم دارند ) یدرصد 100شباهت  میآنز هر دو گونه نیدر ب

et al. 2017; Khataee et al. 2020سرب  ایسرب  تراتی(. ن
 دیاکس کیو  دیپودر سف ایرنگ  یبلور ب کی3Pb(NO )(2) تراتین

سرب، در آب حل  یهانمک شتریاست و برخلاف ب داریو پا یکننده قو
 plumbumبا نام  ،یاز قرون وسط ماده نیا ی. کاربرد اصلشودیم

dulceبه  ستم،یها بوده است و از قرن برنگدانه دیتول ی، ماده خام برا
دار و روکش استرهایو پل لونیکننده( در نا تیب)تث دارسازیپا کیعنوان 

سرب به عنوان  تی. سمرودیبه کار م کیفوتوترموگراف یکردن کاغذها
در  یعامل سم کیو به عنوان  استدر جهان  یاز مشکلات اساس یکی

 نیکودکان اثر مخرب دارد. لذا در ا ژهیمختلف بدن و به و یهاستمیس
 کیبه عنوان  ،یالاز کبد گاواختار کاتشده در س داجیا راتییمطالعه تغ

توسط  ها،یشده توسط آلودگ جادیا تیسم یشاخص مهم جهت بررس

2)3Pb(NO  .پرداخته شد 
 

 هامواد و روش -2

 مواد  
 تراتیبه صورت پودر( و ن زه،یلیوفی)ل یخالص کاتالاز کبد گاو مینزآ

 فسفات میپتاس یشد. د هیته گمایاز شرکت س Pb(NO)3(2 (سرب

) 4HPO2(Kفسفات میو مونو پتاس) 4PO2(KH   شرکت مرک از
 1/0فسفات  میدر بافر پتاس هاشیشدند. تمام آزما یداری)آلمان( خر

سه بار تکرار شدند. جهت  هاشیآزما و رفتیانجام پذ pH 7مولار با 
 4کاتالاز کبد گاو در  میاز آنز گرمیلیم 4ا ها در ابتدنمونه یسازآماده

شد و به طور مداوم  ختهی؛ رpH 7 فسفات گرم با میاسر پتباف تریل یلیم
در بافر، رنگ  میمحلول کنترل شد. پس از حل شدن کامل آنز یدما

 .شد دهید زبه سب لیمحلول به صورت زرد ما

 ش الکتروفورز به رو مطالعات مواد SDS-PAGE 
با  میآنز رمولاکرویم 4ابتدا  م،یساختار آنز رییه میزان تغمنظور مطالع به

 تراتیمولار نمک ن 36×6-10، 21×6-10، 6×6-10، 3×6-10، 5/1×6-10
-SDS ها بـه با روش نیشد. به منظور الکتروفورز پروتئ ماریسرب ت

PAGE  (، نییدرصد )ژل پا 4درصد )ژل بالا( و  11از ژلSDS 

استفاده شد. ابتدا بافر  30 دیآم لیاستوک اکر لولرصد و محد  10
های ژل بیلکتروفورز منتقل شد و سپس به ترتبـه تانک ا الکترود

شدند.  قیدستگاه الکتروفورز تزر ایشهیو بالا به داخل محفظه ش نییپا
 50از آنها  کیبه هر  نییهای بالا و پااز اضافه کردن ژل شیپ
 TEMED تریکرولیم 5رصد و د 10پرسولفات  ومیآمون تریکرولیم

 15آن را برداشته و  شـانه داخل اضافه شد. پس از انعقاد ژل،
بـافر  تریکرولیم15حاوی  ینیهای پروتئاز نمونه کیاز هر  تریکرولیم

ها اضافه شد. عمل از چاهک کیکر به هر مار تریکرولیم 7نمونه و 
به مدت حدود  آمپریلیم 15 انیولت و جر 60الکتروفورز با ولتاژ ثابت 

ل با استفاده از کتروفورز، ژساعت انجام شد. پس از اتمام زمان ال 2
شد و سپس در محلول رنگ بر  یزیآمنگر  250Rبلو  یرنگ کوماس

 .قرار داده شد تا باندها مشخص شوند
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   

 فرابنفش-یمرئ یسنجفیمطالعات ط (Ultraviolet–

visible Spectrophotometer) 

از  3Pb(NO(2 در حضور  BLCدر ساختار رییتغ یبررس جهت
ساخت  PG Instruments Ltd نفشفراب-یمرئ یسنجفیط

عبور  ریبا کووت کوارتز با طول مس یسنجفیاستفاده شد. ط سیانگل
نانومتر انجام  600تا  200متر و در محدوده طول موج  یسانت 1نور 

-یمرئ فی. ابتدا طدش نییتع کرومولاریم BLC 4 شد. غلظت نمونه
ور قرار گرفت. سپس جذب ن یمورد بررس BLC فرابنفش نمونه

مک مختلف ن یهاپس از افزودن غلظت BLC نمونه بنفشفرا-یمرئ
 36×10-6، 21×10-6، 6×10-6، 3×10-6، 5/1×10-6)سرب  تراتین

 گراد ثبت گردید.درجه سانتی 37در دمای مولار( 

 نشر فلورسانس یسنجفیط مطالعات 

(Fluorescence Spectrophotometer) 
 ریطالعه تاثبه منظور م شدت نشر فلورسانس ذاتی، گیریاندازه

 2)3Pb(NOتارمختلف بر ساخ یهادر غلظتBLC  یمورد بررس 
قرار گرفت. نشر فلورسانس با استفاده از اسپکتروفومتر فلورسانس مدل 

 یشد. جهت کنترل دما در ط یبررس کایساخت آمر MPF-7 یتاچیه
ستفاده شد. ا  Protherms NTB-211 از حمام مدل ش،یهر آزما

 335و  280 بیبه ترت هاشیام طول آزمادر تم و نشر کیتحرطول موج 
قرار  یمورد بررس BLC فرابنفش-یمرئ شد. ابتدا جذب مینانومتر تنظ

پس از افزودن  BLC فرابنفش نمونه-یگرفت. سپس جذب نور مرئ
-3Pb(NO (10-6×5/1 ،10-6×3 ،10(2مختلف  مختلف یهاغلظت

گراد ثبت سانتیدرجه  37ای در دممولار(  36×10-6، 21×10-6، 6×6
 یو پهنا متریسانت 1 هاشیکوارتز در آزما یها. ضخامت کووتدیردگ

 میتنظ متریسانت 5و  5 بیو نشر به ترت کیشکاف مورد استفاده در تحر
 .دیگرد

 مادون قرمز هیفور لیتبد یسنجفیط مطالعات 

(Fourier-transform Infrared Spectroscopy, 

FT-IR)  

 ماریت 2100تا  cm  500-1در در محدوده  BLCرمز ون قماد فیط
-3Pb(NO (10-6×5/1 ،10-6×3 ،10(2مختلف  یهاشده با غلظت

گراد با درجه سانتی 37در دمای  مولار( 36×10-6، 21×10-6، 6×6
 Brocker model equareمادون قرمز یسنجفیاستفاده از ط

 .دیساخت آلمان ثبت گرد 55

 اهداده یز آماریآنال 

 .باشدیم ± SDمستقل  شیآزما 3 نیگنایم جیتان

  نتایج -3

 آنزیم لگوی الکتروفورزی اBLC  در حضور سرب 
های مختلف در حضور غلظت BLCالگوی الکتروفورزی آنزیم  نتایج

مولار(  36×6-10، 21×6-10، 6×6-10، 3×10-6، 5/1×10-6نیترات سرب )
دد در گرشاهده مینشان داده شده است. همانگونه که م 1در شکل 

تفاوتی در اندازه و یا موقعیت های مختلف نیترات سرب، غلظتحضور 
 . گرددنمیمشاهده  ی حاصلهباندها

60 kDa

72 kDa

93 kDa

24 kDa

15 kDa

6            5             4               3            2            1               M

 
 ییبه تنها BLC میآنز SDS-PAGEژل الکتروفورز  ریتصو -1شکل

غلظت (. 6تا  2سرب )نیترات مختلف از  یهاشده با غلظت ماری( و ت1)

-6بیبه ترت 6تا  2تون در سسرب نیترات غلظت میکرومولار و  4آنزیم 

 بود. مولار 36×6-10، 21×6-10 ،6×6-10، 3×6-10، 5/1×10
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 آنزیم فرابنفش -مرئی هاینتایج طیفBLC  در حضور

  نیترات سرب
های در حضور غلظت BLCفرابنفش آنزیم -های مرئینتایج طیف

که  نشان داده شده است. همانگونه 1نمودار مختلف نیترات سرب در 
و  277، 230در  BLCگردد سه بیشینه جذب برای آنزیم میمشاهده 

فرابنفش -جذب مرئیکه به ترتیب مربوط به  وجود داردنانومتر  404
 .Hekmat et al)پیوند پپتیدی، اسیدهای آمینه آروماتیک توسط 

2017; Hekmat et al. 2020)  پیک سورت( و گروه هیم(
گردد همانگونه که مشاهده می .(Khataee et al. 2020)باشد می

افزایش شدت جذب به همراه با افزایش غلظت نمک نیترات سرب، 
( اندک در طول red shiftedهای بلندتر )جابجایی به طول موج

 گردد.های بیشینه مشاهده میموج
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میکرومولارBLC (4  ) میفرابنفش آنز-یمرئجذبی نور  فیط -1مودار ن

سرب در ستون نیترات لظت غ .سرب تراتینمختلف  یهادر حضور غلظت

 36×10-6، 21×10-6 ،6×10-6، 3×10-6، 5/1×10-6بیبه ترت 6تا  2

 بود. مولار
 

  رابطه  ازمحاسبه ثابت اتصال با استفادهBenesi–

Hildebrand  

 Hekmat)( 1)رابطه   Benesi–Hildebrandرابطه  با استفاده از

et al. 2020) ( ثابت تشکیل کمپلکسaK ) بینBLC  و نیترات
 سرب محاسبه گردید.

1     1رابطه  1 1 1

[ ]aA K A S A 

   
     

    

   

حضور نانومتر در عدم حضور و  404تغییرات جذب در  A∆در این رابطه 
بیانگر غلظت  [S]و  بیشینه تغییرات جذب ∆A∞است.  نیترات سرب
برابر با  aKابت اتصال ار ثمقد 2نمودار باشد. با توجه به مینیترات سرب 

1-M 41067/2  بدست آمد. این ثابت اتصال بیانگر اتصالBLC  و
 است. نیترات سرب 

y = 13.875x + 3.6726

R² = 0.9653
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برای تعیین مقدار ثابت اتصال  Benesi–Hildebrandنمودار -2نمودار 

 .رفتیبار تکرار پذ سه شی. آزماBLCبه  نیترات سرب

 آنزیم  فلورسانسهای نشر نتایج طیفBLC در حضور 

 سرب نیترات 
های در حضور غلظت BLCآنزیم  فلورسانسهای نشر طیفنتایج 

همانگونه که نشان داده شده است.  3مختلف نیترات سرب در نمودار 
طیف نشر فلورسانس  گردد با افزایش غلظت نیترات سربمشاهده می

BLC  که نشانگر ایجاد کمپلکس بین یابد میکاهشBLC  و نیترات
در نشر فلورسانس ( Quenching)وشی ایجاد خام و در نتیجهسرب 

 .است

  ولمر-استرنمحاسبه ثابت اتصال با استفاده از رابطه 

در مرحله بعد برای پیدا کردن پارامترها و مکانیسم دخیل در پدیده 
  (.2)رابطه  ولمر استفاده گردید –خاموشی از رابطه استرن 

0                        2رابطه 
0=1+ [ ] 1 [ ]SV q

F
K Q k Q

F
  

در  BLCبه ترتیب بیانگر نشر فلورسانس  Fو  0Fدر معادله فوق 
 [Q]ولمر و -ثابت استرن SVKاست.  نیترات سربغیاب و حضور 

 0و  qkهمچنین باشد. ( مینیترات سربغلظت کل خاموش کننده )

فلوروفور در  به ترتیب بیانگر ثابت خاموشی بیومولکولی و نیمه عمر
-8باشد که برای تریپتوفان تقریبا ( میexcited stateحالت تهیجی )

 . (Hekmat et al. 2020)انیه است ث 2×10
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در حضور میکرومولارBLC (4  ) میآنز نشر فلورسانس فیط -3نمودار 

به  6تا  2سرب در ستون نیترات لظت غ .سرب تراتیمختلف ن یهاغلظت

 بود. مولار 36×10-6، 21×10-6 ،6×10-6، 3×10-6، 5/1×10-6یب ترت

 

0Fولمر یا میزان -استرن بیانگر نمودار 4نمودار 

F
 ظتابل غلدر مق 

در  qkو  SVK مقدار. استگراد درجه سانتی 37خاموش کننده در دمای 
در  پارامترهای اتصال و ترمودینامیکنشان داده شده است.  1جدول 
گراد با استفاده از رابطه مدیفای شده استرن ولمر درجه سانتی 37دمای 
و نمودار  1)جدول  (Hekmat et al. 2020)( تعیین شدند 3)رابطه 

4.) 

0log            3رابطه  log log[Q]a

F F
K n

F


  

در  BLCبه ترتیب بیانگر نشر فلورسانس  Fو  0Fدر معادله فوق 
ثابت اتصال برای ایجاد  aKاست.  حضور نیترات سربغیاب و در 

را غلظت کل خاموش کننده  [Q]تعداد لیگاند اتصالی و  nکمپلکس، 
 4 رابطهبا استفاده از  .(Hekmat et al. 2020) دهدنشان می
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به  نیترات سرباتصال  (ΔG)توان مقادیر انرژی آزاد گیبس می
BLC محاسبه شد (Hekmat et al. 2020). 

KRTG          4رابطه  ln 
 

مقدار باشد. دمای مطلق می Tثابت عمومی گازها و  Rدر رابطه فوق 

ΔG  از آنجایی که مطابق این جدول،  آورده شده است. 1در جدول
ر انرژی آزاد گیبس اتصال منفی است بیانگر خودبخودی بودن قدام

 باشد. می BLCبه  نیترات سربفرآیند اتصال ن
 

y = 0.7335x - 1.5302
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 BLC (4 میآنزنمودار معادله مدیفای شده استرن ولمر  -4ار ودنم

. نمودار الحاقی سرب تراتیمختلف ن یهادر حضور غلظتمیکرومولار( 

 باشد.ولمر می-مربوط به معادله کلاسیک استرن

 
 در BLCبه نیترات سرب پارامترهای ترمودینامیکی و اتصالی  -1جدول 

 گراددرجه سانتی 37دمای 

KSV 
(M-1 s-1) 

kq (M-1) n Ka (M-1) 
ΔG 

(kJ/mol) 

1/63×104 8/15×1011 73/0  2/9×104 5/26-  

 

 سنجیمطالعات طیفFT-IR  
های مختلف در حضور غلظت BLCآنزیم   FT-IRهاینتایج طیف

همانگونه که مشاهده نشان داده شده است.  5نیترات سرب در نمودار 
 تغییر آنزیم FT-IRطیف  گردد با افزایش غلظت نیترات سربمی
 باشد.می BLC تغییرات در ساختاریابد که نشانگر ایجاد می
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در حضور میکرومولارBLC (4  ) میآنز نشر فلورسانس فیط -5نمودار 

به  6تا  2سرب در ستون نیترات لظت غ .سرب تراتیمختلف ن یهاغلظت

 بود. مولار 36×10-6، 21×10-6 ،6×10-6، 3×10-6، 5/1×10-6یب ترت

 بحث -3
ترین فلز سنگین آلاینده محیط زیست، بر روی سرب به عنوان خطرناک

و به  گذاردهای متابولیکی و فیزیولوژیکی موجودات زنده تأثیر میفعالیت
دلیل نقش سرب در صنعت مدرن، این فلز سنگین در محیط زیست 

های انسانی منشا اصلی ورود سرب به محیط فعالیت. شودمیپراکنده 

در معرض سرب چه در محیط زیست و چه افراد گیری قراراست. زیست 
در مواجهه شغلی در بسیاری از کشورها مشکلات جدی ایجاد کرده 

ترین عنصر غیر فراوان ،ده است که سرباست. تحقیقات نشان دا
ای از اختلالات و با طیف گسترده استضروری در حیوانات و انسان 
 .Eleroğlu et al)ت ری مرتبط اسفیزیولوژیک، بیوشیمیایی و رفتا

2011; Sharma et al. 2011) بسیاری از فلزات سنگین از جمله .
( و در ROSهای اکسیژن فعال )تولید بیش از حد گونه موجبسرب، 

های . گونهشوندمیسیون لیپیدها در غشاها نتیجه، افزایش پراکسیدا
کنش های تخریب کننده در محصول همراه وا اکسیژن واکنش پذیر،

ها هستند که با آسیب رساندن به اجزای سلولی،  بسیاری از بافت
 Ahamed and)د دهنمیمتابولیسم منظم را تحت تأثیر قرار 

Siddiqui 2007; Sharma et al. 2011).  کل تولید جهانی
به میلیون تن در سال است. قسمت عمده سربی که  3سرب در حدود 

رود قابل بازیافت است اما اکثر سربی کـه به صورت فلزی به کار می
کند. به محیط زیست راه پیدا میشود معمولا ییبی استفاده مصورت ترک

 شود.سازی وارد محیط زیست میقسمتی از سرب از راه صنایع شیشه
زدایی مواد و داروها نقش اساسی کبد به عنوان عضو مهم بدن در سم

زدایی کبد های حائز اهمیت در سمآنزیم کاتالاز یکی از آنزیمدارد و 
زدایی مقادیر قابل سمز مسئول ه کاتالااست کشده  است. گزارش

های مختلف توجهی پراکسید هیدروژن است که در طی واکنش
 Ahamed and Siddiqui)شود ایجاد می بیوشیمیایی و متابولیک

 وی راو کلی. آکاتالازمی )فقدان کاتالاز( آسیب بافت کبدی (2007
موجب تغییرات اپیتلیال در مزانشیم کلیه و پیشرفت به کند و یتشدید م

. (Nirogi et al. 2012)شود سمت فیبروز کلیوی پیشرفته می
مطالعه برهمکنش ترکیبات مختلف از جمله دارو یا فلزات سنگین با 

بسیاری از های مختلف یکی از مباحث مهم و مورد توجه برای پروتئین
 زیرا ،محققین خصوصاً محققین علم داروشناسی یا سم شناسی است

های خاصی در به پروتئین توانندمیبسیاری از فلزات سنگین و یا داروها 
ها متصل شده و موجب تغییر در عملکرد و یا حتی ساختار درون سلول

داشته اری را برای سلول به همراه نباثرات زیا در نتیجه پروتئین شوند و
توان با . در شرایط آزمایشگاهی می(Yang et al. 2006) باشند

فلز سنگین و یا دارو را با یک ترکیب  برهمکنشهای متعددی وشر
توان ها میپروتئینی مانند آنزیم مورد بررسی قرار داد. از جمله این روش

طیف و UV-Visسنجی های اسپکتروسکوپی مانند طیفبه روش
 ;Keyhani et al. 2005) نمودسانس اشاره رسنجی فلو

Tayefi-Nasrabadi et al. 2006).  آنزیم  پژوهشدر این
-6)نمک نیترات سرب های مختلف کاتالاز کبد گاو در معرض غلظت

در ( قرار گرفت و مولار 36×10-6، 21×6-10، 6×6-10، 3×6-10، 5/1×10
برای بررسی اتصال نمک سرب به پروتئین کاتالاز از روش ابتدا 

ساختار کریستالوگرافی این استفاده شد.  SDS-PAGEالکتروفورز 
دارای ساختار هموتترامر است که هر  BLCدهد که یم، نشان میآنز

های پلی پپتیدی با گروه پروستتیک فریک زیر واحد آن از زنجیر
شامل  BLCتشکیل شده است. هر زیر واحد آنزیم  IXتوپورفیرینپرو

( سه Fe)ن کیلودالتن و یک آه 60رزیدو، وزن مولکولی تقریبا  506
ه با افزایش غلظت نمک نیترات ان داد کنتایج نش[. 1ظرفیتی است ]

با  شود.نمیسرب تفاوت محسوسی در الگوی الکتروفورتیک مشاهده 
زیرواحدهای توجه به الگوی الکتروفورتیک بدست آمده وزن مولکولی 

کیلودالتن است.  60های نیترات سرب تقریبا آنزیم در تمام غلظت
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بررسی  ها جهتشترین روسنجی جذب الکترونی یکی از ضروریطیف
های کوچک است. همانگونه که در و مولکول هابرهمکنش بین پروتئین

 (maxλ)جذب بیشینه دارای سه  BLCشود مشاهده می 1نمودار 
باشد که این نانومتر می 404و  277، 230های شاخص در طول موج

فرابنفش -جذب مرئیبیشینه جذب بر طبق گزارشات پیشین مربوط به 
[ و گروه هیم 15, 14اتیک ]پپتیدی، اسیدهای آمینه آروم توسط پیوند

گردد با افزایش همانگونه که مشاهده می [.10باشد ])پیک سورت( می
سرب، افزایش شدت جذب )هایپرکرومیک( به غلظت نمک نیترات 

( اندک در هر red shiftedهای بلندتر )همراه جابجایی به طول موج
این افزایش جذب در طول  گردد.می های بیشینه مشاهدهسه طول موج

نانومتر  404نانومتر بسیار شاخص و در طول موج  280و  230های موج
ده کردند در حضور [ مشاه26و همکاران ] Moradi اندک است.

نانومتر  280در طول موج  BLCداروی دفراسیروکس، میزان جذب 
ینه افزایش یافته است و نتیجه گرفتند که در اطراف اسیدهای آم

. آروماتیک به ویژه تریپتوفان آنزیم تغییرات شاخص رخ داده است
Khataee  و همکاران(Khataee et al. 2020)  مشاهده کردند

 280میزان جذب در طول موج  Lawsoneکه با افزایش غلظت 
نانومتر تغییر اندکی کرده است  404نانومتر تغییر شاخص و در طول موج 

باعث تغییر در محیط اطراف  Lawsoneو این گونه نتیجه گرفتند که 
و همکاران  Sunگردد. گردد و گروه هیم آنزیم کاتالاز میتریپتوفان می

(Sun et al. 2014)  پس از افزودنN- استیلL- سیستئین کوانتوم
 N-Acetyl-L-cysteine-CappedCdTe Quantumدات )

Dots نشان دادند که اتصال ترکیب به آنزیم )BLC  موجب افزایش
گردد که بیانگر تغییر در ساختار نانومتر می 405جذب در طول موج 

ضور نیترات توان اینگونه نتیجه گرفت که در حبنابراین میآنزیم است. 
دهد. این تغییر موجب در دسترس میسرب، آنزیم کاتالاز تغییر ساختار 

شود های هیدروفوب در داخل آنزیم میحلال قرار گرفتن گروه
(Hekmat et al. 2019).  در مرحله بعد با استفاده از رابطه

Hildebrand–Benesi ( ثابت تشکیل کمپلکسaK بین )BLC 
بدست  M 41067/2-1و مقدار آن د و نیترات سرب محاسبه گردی

سنجی فلورسانس یک تکنیک بسیار قوی برای مطالعه ساختار طیف آمد.
این  باشد، لذا درهای موجود در محلول میو خصوصیات ماکرومولکول

سنجی فلورسانس مطالعه اتصال نمک مطالعه با کمک تکنیک طیف
ها به دلیل حضور پروتئین انجام شد. BLCبه آنزیم  نیترات سرب

آلانین )فلوروفور( دارای نشر روزین و فنیلای تریپتوفان، تیآمینواسیده
. آنزیم کاتالاز کبد گاوی چهار زیرواحده و هر ذاتی هستندفلورسانس
است اسید آمینه تریپتوفان  6اسید آمینه تیروزین و  20شامل زیرواحد 

(Moradi et al. 2015) . از آنجاکه فلورسانس اسید آمینه فنیل
نیز تقریباً هنگامیکه این آلانین بسیار کم و فلورسانس تیروزین 

شود و یا نزدیک یک گروه آمینو یا کربوکسیل اسیدآمینه یونیزه می
های تریپتوفان حساس شود، پس باقی ماندهتریپتوفان است خاموش می

شدت نشر فلورستان  شود. بنابراینبه لیگاندی است که متصل می
موج باقی مانده تریپتوفان( در طول  24تریپتوفان )در مجموع 

های مختلف نانومتر نشر فلورسانس در حضور غلظت 280برانگیختگی 
 ،نیترات سرب مورد بررسی قرار گرفت. با افزایش غلظت نیترات سرب

کاهش یافت که نشانگر ایجاد خاموشی  BLCطیف نشر فلورسانس 
(Quenching .در نشر فلورسانس است )Moradi  و همکاران
(Moradi et al. 2015) در حضور داروی  مشاهده کردند

کاهش یافته است و نتیجه  BLCدفراسیروکس، شدت نشر ذاتی 
گرفتند که در اطراف کروموفورهای آنزیم تغییرات شاخص رخ داده است. 

Koohshekan  و همکاران(Koohshekan et al. 2014) 
تحت تاثیر  BLCنس ذاتی آنزیم نشان دادند کاهش نشر فلورسا

های افزایشی آسپرین تایید کننده ی این مسئله است که این دارو غلظت
با باز کردن ساختار سه بعدی آنزیم کاتالاز به عنوان یک خاموش کننده 

ر را در حضو BLCو همکاران تغییر ساختار  Li[. 26کند ]عمل می
تحقیقات آنها با  بررسی کردند. طبق Cویتامین  های مختلفغلظت

کاهش یافت و این امر به  BLC، طیف نشر Cافزایش غلظت ویتامین 
علت تغیر هیدروفوبیسیته )آبگریزی( محیط اطراف تریپتوفان آنزیم بود 

(Li et al. 2008)توان نتیجه گرفت در حضور . بنابراین می
های مختلف نیترات سرب خاموشی در نشر فلورسانس آنزیم غلظت

نیترات سرب و دهد که به علت ایجاد کمپلکس بین کاتالاز رخ می
زان یم و تغییر در میزهای آنآنزیم، تغییر میکرومحیط اطراف تریپتوفان

با آنالیز تغییرات در  باشد.فلوروفورهای تریپتوفان می گریزی اطرافآب
توان اطلاعاتی درباره تاثیر برخورد مولکول تحریک نشر فلورسانس می

ه خاموشی در نشر برخی مقالات پدیدشده با محیط اطراف بدست آورد. 
 و خاموشی استاتیک فلورسانس را به دو دسته بزرگ خاموشی دینامیک

بندی فوق، چگونگی رابطه بین شدت کنند. اساس تقسیمبندی میتقسیم
باشد که آیا کاملاً با معادله نشر فلورسانس و غلظت خاموش کننده می

وشی ولمر همخوانی دارد )خاموشی دینامیک( یا ندارد )خام-استرن
 ;Amani et al. 2011; Hekmat et al. 2012)استاتیک(. 

Pashah et al. 2019).  جهت یافتن پارامترها و مکانیسم دخیل در

لمر استفاده شد. نمودار و-پدیده خاموشی از معادله استرن
F

F0  بر علیه

ه صورت خطی بدست آمد که در غلظت کم برب، غلظت نیترات س
وع استاتیک )تشکیل کمپلکس( یا مخلوط بیانگر ایجاد خاموشی از ن

های بالا غیرخطی و شیب به استاتیک است. اما در غلظت-دینامیک
وجود دو گونه نشر کننده در سیستم سمت کاهش نشان داد که معرف 

کننده است شاست که فقط گونه در بخش خطی قابل دسترس خامو
(Qin et al. 2014) در مرحله بعد مقدار .qk  محاسبه شد. که مقدار

 S1-M 10101-1( بیشتر از مقدار محدودکننده 1بدست آمده )جدول 
، بنابراین خاموشی نشر فلورسانس (Huang et al. 2015)است 

BLC یق ایجاد در حضور نیترات سرب از نوع استاتیک )از طر
در مرحله بعد پارامترهای اتصال با استفاده از کمپلکس حالت پایه( است. 

اتصال  و ثابت nمقادیر و  ولمر تعیین شد-رنرابطه مدیفای شده است
 M-1و نیترات سرب  BLCبین  لثابت اتصا. نیترات سرب بدست آمد

41067/2 .این مقدار به عدد بدست آمده از طریق رابطه  بدست آمد
Benesi–Hildebrand  بسیار نزدیک است و تایید کننده محاسبات

لمر و-یفای شده استرنباشد. بر طبق رابطه مداز طریق دو رابطه می
برطبق جدول ست. ا 1:1به صورت  BLCتعداد اتصال نیترات سرب به 

اتصال برای نیترات سرب منفی بدست آمد که بیانگر  ΔGمقدار  1
 .(Pashah et al. 2019)باشد خودبخودی بودن فرآیند اتصال می

در حضور نیترات سرب  کاتالاز تغییرات ساختار دوم آنزیم هجهت مطالع
 I ،IIباند آمیدی ) 3دارای  BLCستفاده شد. ا FT-IR سنجیاز طیف

که  cm 1700-1600-1عدد موج  ودهدر محد I( است. آمید IIIو
به تغییرات  ،شودیجاد میا C=Oمعمولا به علت ارتعاشات کششی 

 است و معمولا جهت بررسی تغییرات اسحسبسیار ساختاری آنزیم 

 در محدوده IIرود. آمید ها به کار میپروتئین ایجاد شده در ساختاری
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به  N-Cدر نتیجه ارتعاشات کششی و  cm 1600-1500-1عدد موج 
لیگاند مرتبط -کمپلکس آنزیمایجاد  بااست که  N-Hهای همراه خمش

نشان می 5. همانگونه که نمودار (Khataee et al. 2020) است
شدت های افزایشی نیترات سرب منجر به ایجاد تغیییرات در غلظت دهد

ها روتئینپدر به طور کلی گردد. لاز میاآنزیم کات FT-IRهای طیف
ای از ساختارهای هلیکس آلفا، صفحات مید مشاهده شده آمیختهباند آ

شدت جذب در  تغییراست. ها ش، کویل تصادفی و پیچ(β-sheetا )بت
های مختلف نیترات در حضور غلظتI (1-cm 1637 )عدد موج آمید در 

در مقالات وجود پیک تیز بیانگر تغییر در ساختار دوم آنزیم است.  سرب
 ه وجود ساختارهای کاتالاز مربوط دانسته شده استدر این عدد موج ب

(Çetinus et al. 2009).  آنزیم کاتالاز گاوی شامل ساختار دوم
 cm 1645-1620-1عدد موج  دهاز آنجا که محدو صفحات بتا است.

توان نتیجه میبنابراین  ،تبتا اس دوم صفحات مربوط به ساختارهای
 فحات بتا آنزیم شده استکه نیترات سرب موجب تغییر در ص گرفت

(Khataee et al. 2020). های قابل مشاهده در عدد موج پیک
های تعاش خمشی گروهمل مختلفی چون اربه عوا cm 900-1کمتر از 

C-Nهای آروماتیک و ارتعاش کششی اکسید ، ارتعاش خمشی حلقه
ها نشانگر پیکمربوط است. بنابراین این  Pb-Oفلزات سنگین مانند 

 .(Prasad et al. 2017) اتصال سرب به آنزیم است

Kasperczyk  و همکاران(Kasperczyk et al. 2004)  به
فعالیت دو آنزیم سوپراکسید دسموتاز و کاتالاز در پلاسما خون و بررسی 

نعت سرب و مس پرداختند. این افراد نفر از کارگران ص 172اریتروست 
 µl/dlبه دو گروه تقسیم شدند. دسته ی اول با غلظت متوسط سرب 

مواجه شدند. نتایج  µl/dl 35از  و دسته ی دوم با غلظت بیش 25-35
تغییر معنی داری در فعالیت آنزیم کاتالاز در پلاسما  نشان داد که هیچ

آنزیم سوپراکسید دسموتاز  ه است اما فعالیتخون و اریتروست رخ نداد
 Sardar)و همکاران  Sardarبصورت معنی دار افزایش یافته است. 

et al. 2007) های خاکزی با نشان دادند آنزیم کاتالاز در میکروب
شود. نتایج این ز جمله سرب مهار میافزایش غلظت فلزات سنگین ا

های اد که کمترین فعالیت آنزیم کاتالاز در میکروبتحقیق نشان د
مواجهه با ترکیبی از  که این آنزیم در شودخاکزی زمانی مشاهده می
اثر  (Hu et al. 2007)و همکاران  Huکادمیوم و سرب قرار گیرد. 

 Potamogetonسرب را بر ساختار آنزیم کاتالاز را در گیاه 

crispus تغییرات در ساختار آنزیم از نتایج  مطالعه کردند و نشان دادند
در سیستم  یکاتالاز به عنوان آنزیمناشی از سرب است.  ROSتجمع 
حائز بسیار ترس اکسیداتیو با آثار مخرب اس بدن به منظور مقابله دفاعی
های ایجاد شده توسط . ارتباط این آنزیم با بیماریاست اهمیت

های آلزایمر، دیابت، بیماری ها،های آزاد مانند انواع سرطانرادیکال
باشد. نقص در های عروقی بسیار مهم میبیماریعصبی و همچنین 

کسید هیدروژن افزایش غلظت پرا ساختار و عملکرد آنزیم کاتالاز موجب
های بتای پانکراس که به استرس گردد و این اثرات در سلولمی

شود. می اکسیداتیو حساس هستند و میزان کاتالاز در آنها کم است
انسانی و کاتالاز کبد گاوی  لازتامطالعات انطباق ساختاری و توالی کا

باهت وجود دارد. درصد ش 91نشان داده است که بین دو گونه آنزیمی 
همچنین مطالعه توالی جایگاه فعال آنزیم در هر دو ساختار مشخص 

های متصل شده به ساختار گروه هیم در کرده است که اسید آمینه
ر جایگاه فعال در بین های درگیر در تقویت بااه فعال و اسید آمینهجایگ

 Khataee et) درصدی با هم دارند 100هر دو گونه آنزیم شباهت 

al. 2020; Yekta et al. 2017) . بنابراین با توجه به نتایج
تواند ساختار این آنزیم را نیترات سرب میده از این پژوهش بدست آم

های جدی است. ساز بروز بیماریدستخوش تغییر کند که خود زمینه
های سرب به ویژه در کاهش آلودگیی جهت بنابراین ایجاد تمهیدات

 ق شهری بسیار مهم است.مناط

  یریگجهینت -4
 کی یسرب دارا اتتریگرفت که نمک ن جهینت توانیم یبه طور کل

 میبا اتصال به آنز تواندیو م باشدیکاتالاز م میآنز یاتصال بررو گاهیجا
 رییتغ نید و اکاتالاز شو میآنز ییدر ساختار فضا رییکاتالاز موجب تغ

 .دخواهد ش میدر عملکرد آنز رییکاتالاز احتمالاً موجب تغ میساختار آنز
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