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 چكیده
ره هباشاد  ناانو  بار روی ناانوهره سایلیکن متلللا  مای      entrapmentاز طریق تثبیت باا رو    cABCIهدف از این مطالعه، پایدارسازی آنزیم 

های قابا   پذیری، خواص لومینسانس هاتی و ساختار متللل  برای حم  دارو، قابلیتتلریبسازگاری، زیستسیلیکن متللل  به دلی  زیست

با هدف افزایش پایداری این آنزیم  cABCIدهد  در نتیجه این نانوهره به عنوان حام  آنزیم جهی در کاربردهای بیولوژیک از خود نشان میتو

تهیاه   HF/Etanolروی ویفر سیلیکن در محلول  بر electrochemical etchingبرده شده است  نانوهره سیلیکن متللل  از طریق رو   بکار

روی سایلیکن متلللا  از   بار   ABC Iتثبیات آنازیم کنادروتیناز     مورد مطالعه قرار گرفت و SEMهره سنتز شده از طریق ژی نانوشد  مورفولو

 mKنتاای  بدسات آماده، میازان     از سیلیکن متللل  قب  و بعد تثبیت آنزیم مورد تایید قارار گرفات     SEMبرداری میکروسکوپ طریق تصویر

یم تثبیت شده در مقایسه با آنزیم آزاد را نشان داد  علاوه بر این، با بررسی خصوصیات لومینساانس ناانوهرات   آنز برای maxV مشابه و کاهش در

مشاهده شد  همچنین، آنازیم تثبیات شاده بار      نانومتر 65۰-75۰و  5۰۰و قرمز به ترتیب در طول موج ن، ماکزیمم پیک برای سیلیکن سبز سیلیک

دهاد  بناابراین   دقیقه را نشان مای  5۰بعد از گذشت  داری در تمامی دماهای بررسی شدهچند برابری پای روی نانوهرات سیلیکن متللل  افزایش

 در کاربردهای بالینی آینده مفید واقع شود  ،cABCIتواند به عنوان یک بستر پایدارکننده برای حم  آنزیم سیلیکن متللل  می

 

 .ل، پارامترهای سینتیكي، پایداری حرارتيآنزیم کندروئیتیناز، سیلیكن متخلخ: های کلیدیاژهو

 

 مقدمه -1

رآیناااادهای ضااااایعات نلاااااعی از یکسااااری ف  سااااطو  

  هایویژگی از که شوندمیتشکی   پاتوفیزیولوژیکی پیچیده

توان به مرگ سلولی گسترده، خود ترمیمی نااق  و  ها میآن

[  علت اصالی عادم   4-۱ها اشاره نمود ]تولید آکسون عدم باز

آکسااونی، تشااکی  اسااکار آسااتروگلیایی در محاا    بازتولیااد

های ضایعه است  در واقع پس از ایجاد ضایعه در نلاع، پاسخ
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شود که در نهایات باعا    سلولی و مولکولی بسیاری آغاز می

تشااکی  یااک اسااکار آسااتروگلیایی محکاام در محاا  ضااایعه 

ساااازهای گاااردد  ماکروفاژهاااا، میکروگلیاهاااا، پااایش  مااای

هاا باه محا  ضاایعه مهااجرت      روسیتالیگودندروسیت و آست

هاای  هاای مهارکنناده مانناد پروتلوگلیکاان    نموده و مولکاول 

هاای میلاین مانناد    ( و پاروتلین CSPGsکندروئیتین ساولفات   

Nego-A ،MAG  Myelin Associated Glycoprotein و )

OMG  (Oligodendrocyte Myelin Glycoprotein را تولیااد 

محکمی  سکار گلیایی درهم تنیدهنمایند  محصول نهایی، امی

ف ضاایعه را  تشاکی  شاده و اطارا    CSPGsاست که بیشتر از 

 [ 2،3،5،6پوشاند ]می

ها به منظاور رشاد   دهند که یکی از راهکارا نشان میهبررسی

روناده باه دنباال    ها و مهاار آسایب باافتی پایش    مجدد آکسون

ضایعه نلااعی، از باین باردن اساکار گلیاایی از طریاق ه ام        

[  آنزیم مورد اساتفاده بارای   ۱،3،7] می باشد CSPGsزیمی آن

 ABCدر اساااکار گلیاااایی، کنااادروئیتیناز   CSGPsتجزیاااه 

 cABCباشد  ایان آنازیم از بااکتری    ( میProteus vulgaris 
( EC 4.2.2.20اساااتلراج شاااده و دارای فعالیااات لیاااازی  

بااااااار  ABCباشاااااااد  آنااااااازیم کنااااااادروئیتیناز مااااااای

ساولفات، درماتاان    -4نادروئیتین  هاای ک گلیکوزآمینوگلیکان

ساااااولفات موجاااااود در    -6ساااااولفات و کنااااادروئیتین   

 Aها که باه ترتیاب کنادروئیتین ساولفات ناوع      پروتلوگلیکان

 CS-A نوع ،)B  CS-B و نوع )C  CS-Cشاوند،  ( نامیده می

نمایااد و بااا حااذف یااک پروتااون، باعاا  تولیااد      اثاار ماای 

       مااوج شااود کااه در طااول ساااکاریدهای غیراشااباعی ماای دی

nm 232   جذب دارند  همچنین ژن آنزیم کلاون و درE.coli 

هاای بیوشایمیایی   [  بررسای ویژگای  2،3،8،9اسات ]  بیان شده

دهد که این آنازیم  از منبع باکتریایی نشان می cABC Ιآنزیم 

[  ۱2-8،۱۰باشاد ] دارای حداکثر فعالیت مای  C 37°در دمای 

 CSPGsهاای  یاه رشاته  نشان دادند که تجز in vitroمطالعات 

     نمایاادهااا کمااک ماایبااه رشااد نااورون cABCتوسااآ آناازیم 

در مورد تجزیه آنزیمای   in vivoهای [  سپس بررسی۱۱-۱4]

CSPGs  در اسکار گلیایی، توسآLemons   و همکاران آغااز

های ملتلف آسیب نلاعی اداماه  شد و با مطالعه بر روی مدل

نشان داد که درماان باا   [  نتای  مطالعات ملتلف ۱5،۱6یافت ]

شاود  هاا مای  نه تنها باع  رشد مجادد آکساون   cABCآنزیم 

بلکااه ساابب تشااکی  انشااعابات عصاابی جدیااد هاام از طریااق  

هاای ساالم، بازیاابی    دیاده و هام آکساون   های آسیبآکسون

 [ ۱7،۱8گاردد ] هاا مای  عملکارد آن  مسیرهای عصبی و بهبود

ن ضایعات نلاعی ، در درماcABC Ιبنابراین استفاده از آنزیم 

شده و گستره  مورد توجه قرار گرفت  با توجه به ویژگی هکر

پذیری سوبسترایی، استفاده از این آنازیم در  وسیعی از ویژگی

باه منظاور تجزیاه اساکار گلیاایی در اطاراف        in vivoشرایآ 

باشاد ولای باه دلیا  حساسایت      ضایعه نلاعی مورد توجه مای 

گاردد زیارا فعالیات ایان     دمایی بالا، کااربرد آن محادود مای   

          یاباد آنزیم به سارعت و باه میازان قابا  تاوجهی کااهش مای       

که پاس از باروز ضاایعه نلااعی     [  با توجه به این3،4،۱2،۱9]

هفتاه اداماه    2آغاز شاده و حاداق  تاا     CSPGsافزایش میزان 

رو لازم است که این آنزیم چندین بار باه محا    یابد از اینمی

ای از آنازیم جهات   ود تاا هماواره منباع تاازه    ضایعه تزریق شا 

و  [2،3،2۰تازه سنتز شده وجود داشاته باشاد ]   CSPGsتجزیه 

تواند منجر باه  تزریق مکرر آنزیم روشی تهاجمی است که می

[  هاادف اصاالی در درمااان ضااایعات  2۱،22] عفوناات گااردد

هاا در محا  آسایب    وننلاعی، افزایش میازان بازتولیاد آکسا   

 باشد دیده می

طور که اشاره شد تشکی  اسکار گلیایی در مح  ضایعه انهم

های کنادروئیتین ساولفات تشاکی     که بیشتر از پروتلوگلیکان

 گردد  ها میشده است، مانع از بازتولید آکسون

از طریاق تجزیاه    CSPGsرو از بین باردن اثار مماانعتی    از این

جاه  قاب  تو ABC Ιها توسآ آنزیم باکتریایی کندروئیتیناز آن

باشد که با در نظر گرفتن حساسیت بالای این آنزیم نسبت می

به حرارت، افزایش پایداری حرارتی به منظور بهباود کاارایی   

بالینی آنزیم مربوطه از طریق تثبیت آنزیم بسایار ماورد توجاه    

بااه منظااور  cABC Ιباشااد  پایدارسااازی حرارتاای آناازیم ماای

 ای ملتلاف و داری آنازیم در دماها  طولانی کردن زماان نگاه  

افزایش مدت اثر آنزیم در محا  ضاایعه و در نتیجاه کااهش     
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باشااد  راهکارهااای هااا، بساایار مااورد توجااه ماایتعااداد تزریااق

باردن   کاار با ب مهندسی حلال ملتلفی مانند تغییرات شیمیایی،

ها ارائاه شاده   ها و مهندسی آنزیم برای بهبود آنکمک حلال

ثبیت آنزیم اسات،  های موثر رو  ت[  یکی از رو 23است ]

 باشاد هاا قابا  توجاه مای    که به منظور تغییر در عملکرد آنزیم

  بااا توجااه بااه نقشاای کااه باارای ایاان آناازیم در درمااان   ]2،3[

های مرتبآ با سیستم عصبی مرکزی متصور اسات، در  بیماری

این مطالعه تلا  بر ایان اسات کاه باا تثبیات آنازیم بار روی        

آنازیم افازایش    پایداریحدودی  نانوهره سیلیکن متللل ، تا

هاای تثبیات آنازیم    یابد  امروزه  فناوری ناانو در بهباود رو   

بسیار موثر بوده است  کاهش اندازه مواد حام  آنزیم، سابب  

استفاده  ].24[ شودبهبود بازده و کارایی آنزیم تثبیت شده می

از مواد نانوساختار برای تثبیات و پایدارساازی آنازیم ناه تنهاا      

شاود بلکاه ساایر    پایاداری فعالیات آنازیم مای     باع  افازایش 

خواص ویژه آن، به عنوان یک سیستم نانوکاتالیست زیساتی،  

کند  علاوه بر این اتصال بین آنازیم باا بساتر    را هم تقویت می

شادن سااختار    نانویی مورد استفاده بارای تثبیات، جلاوی بااز    

نتیجااه،  گیاارد و دردرهاام پیچیااده مولکااول پااروتلین را ماای  

( باا  PSiسایلیکن متلللا      هرهناانو   یابدی افزایش میپایدار

داشتن سطح ملصوص زیاد، تللل  بالا، ساختمان متللللی 

های دارورسانی و بسیاری توانند در حسگرها، سامانهمنظم، می

 .[24،25] های دیگر مفید واقع شوداز زمینه

، شااروع عصاار ساایلیکن، اینگبااورگ اوهلاار و  ۱954در سااال 

   در آمریکا در تلا  بارای توساعه  بایشگاه همسر  در آزم

 نیماه  دهای ساطو  دو مااده   روشی به منظور پرداخت و شک 

یند الکتروشیمیایی سایلیکن  رسانای سیلیکن و ژرمانیم، در فرآ

مناسب سیلیکن  ، متوجه شدند که تحت شرایآHFدر محلول 

ای قهاوه  خت ح  نشده و در ساطح آن یاک لایاه   طور یکنواب

ای از ای رنگ که لایهقهوه   این لایه[26]شود یرنگ ایجاد م

 .سیلیکن دارای تلللا  باود، سایلیکن متلللا  ناام گرفات      

های طور گسترده بر روی برنامهکنام ب سیاری از کارهای اولیهب

کاربردی سیلیکن متلللا  در دارورساانی و مهندسای بافات     

بساایاری از کارهااای او نشااان داد کااه   .متمرکااز بااوده اساات 

پذیر اسات  سازگار و زیست بازجذبیکن متللل  زیستسیل

هاای سالولی   فعالی در سیستم[  همچنین زیست۱۱،۱2،27،28]

زنده مورد بررسی قرار گرفته است و تا به حال هیچگوناه اثار   

سمی از ساختار سیلیکن متللل  و یا محصولات تلریب آن 

 ننشاا [  24،29] چسبد، مشاهده نشاده اسات  ها میکه به سلول

طور کاما  باه فارم زیسات     داده شده است سیلیکن متللل  ب

ح  شده، که نیااز باه    4Si(OH)پذیر سیلیسیک اسید بازجذب

هاای پزشاکی بارای    هیچگونه عم  جراحی اضافی و یا رو 

اولاین گازار     [ 3۰] حذف و یا بهبود دستگاه رسانش ندارد

از رسااانش دارو توسااآ ساایلیکن متلللاا  در  2۰۰3 در سااال

دندان بود که به علت توانایی این مااده در جلاوگیری    دهان و

هاااای داروی از تغییااارات فیزیکااای و شااایمیایی در ویژگااای

امکاان   ااخیار  .بارگذاری شده، مورد استفاده قرار گرفتاه باود  

استفاده از یک ماتریس سیلیکن متللل  به عنوان یک حام  

برای تحوی  کنترل شده عام  ضاد سارطان دوکسوروبیساین    

ذکر اساات کااه افاازایش [  لازم باا3۱] داده شااده اسااتنشااان 

توانااد موجااب کاااهش مقاادار مصاارفی  پایااداری آناازیم ماای

هاا، افازایش طاول عمار راکتورهاای آنزیمای، افازایش        آنزیم

تار در  شانس استفاده دوباره آنزیم، و نیز حصول سیگنال قوی

تحقیقاتی بر روی تثبیت آنازیم   [ 2،3،32] حسگر زیستی شود

های انجام گرفته است  از جمله پژوهش ABC Ιاز کندروئیتین

تااوان بااه تثبیاات ایاان آناازیم روی نااانوهرات  انجااام شااده ماای

شاده باا   ه مغناطیسی و تثبیت روی نانوهرات مغناطیسی پوشاید 

  بر پایه آنچه یاد شد هدف از ایان  ]2،3] دکستران اشاره نمود

باار روی نااانوهره ساایلیکن   cABC Ιمطالعااه تثبیاات آناازیم  

الااذکر  هاای فاو   ل  به منظور رفع معایب و محدودیتمتلل

در   آزاد جهت کاربردهای بالینی بوده اساتcABC Ι آنازیم 

آزاد  cABC Ι راستای این هدف، فعالیت و پایاداری آنااازیم 

 .و تثبیت شده بررسی شد
 

 های تجربيفعالیت -2

 ها و پلاسمیدهامیكروارگانیسم -1-2

  E.coli BL21 ه در این مطالعهباکتری مورد استفاد سویه
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کاار گرفتاه   ب cABC Ιباشد که به عنوان میزبان بیان آنازیم  می

باه عنااوان حاما  بیااانی    pET-28aشاد  همچناین از پلاساامید   

 استفاده گردید 

 

 های کشت باکتریمحیط -2-2

( باه  Lit ۱ماایع    LBکار رفته جهت تهیه محیآ کشات  اد بمو

گارم و   5رم، عصاره ملمار  گ ۱۰باشد: پپتون صورت زیر می

بیوتیاک  گرم  همچنین در صورت نیاز آنتای  ۱۰کلرید سدیم 

هاای ماورد   بیوتیاک ها اضافه شد که آنتای هم به محیآ کشت

 μg/ml 5۰اسااتفاده در ایاان مطالعااه، کانامایسااین بااا غلظاات    

 باشد می

 

 cABC Ιو تخلیص آنزیم  بیان -3-2

ر، تلقیح محایآ  این مرحله شام  کشت شبانه باکتری مورد نظ

از  ml ۱۰۰ازای هار   مایع توسآ کشات شابانه  باه    LBکشت 

از کشات شابانه افازوده شاد(،      ml ۱ماایع،   LBمحیآ کشات  

 باا   IPTG، القای بیان توسآ 600OD =6/۰ها به رسیدن سلول

باه   Co 27ها در دمای ( و انکوبه نمودن نمونهmM 7/۰غلظت 

باشد  می cABC Ιن ساعت به منظور بیان کام  پروتلی 6مدت 

دقیقه با سرعت  ۱۰های القا شده به مدت سوسپانسیون باکتری

g×  3500  در دمایCo 4   سانتریفیوژ شد 

لیتاار بااافر میلاای 4دساات آمااده بااا افاازودن باااکتری برسااوب 

لیزکننده، به حالت سوسپانسیون درآمد  بافر لیز کنناده دارای  

pH  و حاااوی  8/6براباارmM Potassium Phosphate 5۰ 

 و 4PO2KH) ،lCmM Na 3۰۰مقاادار مشلصاای از   شااام  

Imidazole ،mM 5  اساات  پااس از آن سوسپانساایون باااکتری

  برناماه سونیکاسایون   ]۱۱،25[ قرار گرفت تحت سونیکاسیون

ثانیاه باین هار     6۰ای با فاصاله زماانی   ثانیه 45مرحله  2۰شام  

ی مرحلاه باود  باه عاالاوه بارای جلاوگیری از تلریاب گرمااای      

 نیکاساایون در ح ااور یااخ انجااام گرفاات  مراحاا  سو تمااامی

 2۰به مادت   g×  15500با  Co 4ی لیز شده، در دمای هاسلول

دقیقه سانتریفیوژ شدند  فعالیت و میزان بیان پروتلین در سوپ 

-SDSرویی باه ترتیاب از طریاق سانجش فعالیات آنزیمای و       

PAGE ی هاای دارا   نموناه ]۱2،27[ مورد بررسی قرار گرفت

ساازی ماورد   فعالیت و بیان باالا در ایان مرحلاه بارای خاال      

های نوترکیاب باه رو    استفاده قرار گرفتند  تللی  پروتلین

طای   و با استفاده از ستون نیک  سافارز  کروماتوگرافی تمایلی

 یک مرحله انجام گرفت  

 هاای نوترکیاب دارای دنبالای هیساتیدینی    در این مطالعه آنزیم

دنباله تمای  زیادی به نیک  داشته و میانکش باشند که این می

  کند محکمی با آن برقرار می

قب  از انجام تللی ، ابتدا ستون کرومااتوگرافی توساآ باافر    

، mM Potassium Phosphate 5۰شاام    تعاادلی شستشاو یاا   

mM NaCl 3۰۰ وmM Imidazole 2۰   بااpH 8/6    باه تعاادل

نتریفیوژ دوباره ساا  نمونه حاص  از لیز سلولی که رسید  سپس

طور کام  از ستون عبور داده شد و باه  شده به ستون منتق  و ب

و در آخر بارای  شد توسآ بافر شستشو، شسته دنبال آن ستون 

باافر   ستفاده شاد  ا جداسازی متص  به ستون از بافر جدا کننده

، mM NaCl 3۰۰ ،mM Imidazol 25۰ جادا کنناده حااوی   

mM Potassium Phosphate 5۰ ا بpH 8/6 رقابات  باشدمی  

ایمیدازول موجود در این باافر باا هیساتیدین بارای اتصاال باه       

  بارای  ]۱۱،25[ شاود نیک  سبب خروج پروتلین از ستون مای 

جلااوگیری از تلریااب گرمااایی پااروتلین مااورد نظاار و تاااثیر  

از  پروتلازهای موجود در محیآ، تللی  در یخ و باا اساتفاده  

 فت بافرهای سرد شده انجام گر

درصد  2در نهایت پروتلین تللی  شده در ح ور گلیسرول 

های بعدی گردیاد   آوری و آماده استفاده برای آزمایشجمع

هااا از تکنیااک  باارای حصااول اطمینااان از خلااوص نمونااه    

ی اسااتفاده شااد  ژل تغلاای   یاحیااا SDS-PAGEالکتروفااورز 

و ژل جداکنناده  پاایین( باا غلظات      %5کننده  بالا( با غلظت 

آمیزی ژل با کوماسای  مورد استفاده قرار گرفت  رنگ 5/۱2%

 انجام شد  R250بلو 
 

 بررسي فعالیت آنزیم -4-2

بر اساس افزایش جذب در طول ماوج    cABC Ιفعالیت آنزیم 

nm 232  درCo 25 منظاور  گیری شد  باه ایان   اندازهlμ ۱۰  از

( =mM 5۰  8/6pHبااافر فساافات  μl 29۰نمونااه آنزیماای بااه 

اضاافه گردیاد  ساپس میازان      mg/ml ۱با غلظت  C4Sدارای 
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پااس از یااک دقیقااه  nm 232افاازایش جااذب در طااول مااوج 

گرفتن ضریب جاذب    با در نظر ]۱۱،۱2،27[ گیری شداندازه

، واحد است cm1-M 38۰۰-1( محصول تولید شده که εمولی  

فعالیت آنزیمی به صورت مقداری از آنزیم که بتواند در طای  

جم واکنش تولیاد  یکرو مول محصول در حیک دقیقه، یک م

طور کلی برای تمام آزمایشاات مرباوب باه    کند تعریف شد  ب

( C4Sسولفات   -4سینتیک آنزیمی از سوبسترای کندروئیتین 

 استفاده شد  ~ kDa 5۰با وزن مولکولی حدود 

 

 متخلخل و تثبیت آنزیم بر روی آن Siسنتز  -5-2

ضلامت به  pتحقیق، نوع  ویفر سیلیکنی مورد استفاده در این

است  بار پشات ایان ویفار،      5/۰ میکرون و مقاومت ویژه 8۰۰

نشاانده شاد تاا     آلومینیومی به رو  تبلیار حرارتای   لایه یک

رسانایی الکتریکی برای بستن مدار ایجااد شاود  ساپس ویفار     

سیلیکنی با دستگاه بر  لیزری صنعتی به قطعات مربعی شک  

 11mm×11mmد  قطعات بر  داده شده ابتدا ش ( بر  داده

 با آب و صابون شستشو داده شاد  ساپس ایان قطعاات باا آب     

دقیقاه   ۱۰نهاایی باه مادت     مقطر شستشو داده شد و در مرحله

اساتون در دساتگاه التراساونیک قارار      داخ  محلول اتاانول و 

گرفت  بعاد از گذشات ایان مادت زماان، قطعاات از داخا         

 ک شد محلول خارج شده و با سشوار خش

کترولیات  لبرای سااخت سایلیکن متلللا  دو ناوع محلاول ا     

O2HF:Ethanol:H  2وO2HF:Ethanol:H ،هاااای باااا نسااابت

 O2HF:Ethanol:Hملتلف تست شد و در نهایات از محلاول   

باارای ساانتز ساایلیکن بااا نااور ساابز و بااه  (v/v)2:3:۱بااه نساابت 

برای سنتز سیلیکن با نور قرمز اساتفاده شاد    3:5:۱ (v/v)نسبت

درصد مرک و  5/99 درصد مرک، اتانول 49ید فللوریک اس 

  گرفته در نظر مح آب دیونیزه(  در این مرحله سیلیکن در 

 

 

 

 

اطااراف آن گیارد و  شاده در سالول الکتروشایمیایی قاارار مای    

شااود  سااپس ساالول  بناادی ماای وساایله یااک اورینااگ آب ب

گیارد و الکتارود پلاتینای نیاز     الکتروشیمیایی در مدار قرار می

 مرحلاه شود  در گیرد و مدار بسته میهمزمان در مدار قرار می

شاود  حاال   بعد محلول الکترولیات داخا  سالول ریلتاه مای     

جریان الکتریکی منبع تغذیه و زمان بر روی مقدار ماورد نظار   

هایی با شرایآ ساخت متفاوت به منظاور  نمونهشود  تنظیم می

ازهای متناسب با سازی تللل  و رسیدن به منافذی با اندبهینه

هاا  نموناه  ویفار سایلیکنی در هماه    .هدف تحقیق، بررسی شاد 

یکسان اما پارامترهای دیگر مانند میزان جریان و مادت زماان   

های سیلیکن متلللا  سااخته   واکنش تغییر داده شد که نمونه

ها بر اسااس  گذاری نمونهشماره .آمده است ۱شده در جدول 

 .باشااادردگی ماای زمااان خااو  -چگااالی جریااان الکتریکاای   

های نهایی که برای ادامه کار انتلاب شاد باا علامات    سیلیکن

هاای آمااده شاده باا چگاالی      نموناه  تیک مشل  شده است 

به ترتیب برای سنتز سیلیکن متللل   2mA/cm 5و  2۰جریان

قرماز نتاای  مطلاوب را     با نور سبز و سیلیکن متللل  باا ناور  

ماورد اساتفاده قارار     رنشان دادند و در نتیجاه بارای اداماه کاا    

در ادامه کار، بعد از اعمال جریان و زمان ماورد نظار   گرفتند  

ثانیاه جریاان    3۰-4۰ ر روی سطح سیلیکن، برای مدت زمانب

متللل  سایلیکن از   لایهبالا برده شد تا  mA 25۰ را تا حدود

سطح جادا شاد  ساپس، باه مادت یاک شابانه روز در حماام         

فیلتار   2/۰هایت هرات باا فیلتار   سونیکیتور سونیکیت شد  در ن

شدند و بدین ترتیب نانودهرات سیلیکن متللل  اماده شدند  

به مدت  Co 4 در cABCIنانوهرات سیلیکن متللل  با آنزیم 

مللاوب شاد و پاس از آن ساه باار باا باافر فسافات         ساعت  7

وژ یدقیقه سانتریف 6۰ به مدت g×15000شستشو داده شد و در 

 باقیمانده در بافر فسفات ح  شد  شد و در نهایت رسوب
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تعیییین پارامترهییای سییینتیكي آنییزیم آزاد و   -6-2

 تثبیت شده

بااه منظااور تعیااین پارامترهااای سااینتیکی، فعالیاات آناازیم آزاد  

cABC Ι   هاای ملتلااف  وتثبیات شااده آن در ح اور غلظاات

و دمای  pH 8/6با  mM 5۰و در بافر فسفات  C4Sسوبسترای 

Co 25 گیری شاد  بارای محاسابه پارامترهاای ساینتیکی      ندازها

mV  وmK   هااای آنزیماای   آناازیم، مقاادار فعالیااتV علیااه )

( رسم شد  C4Sسولفات   -4های ملتلف کندروئیتین غلظت

سپس با رسم منحنی لینویوربرک با محاسبه عار  از مبادا و   

 mKو  mVباشاد، مقادار   مای  y= ax + bشیب خآ حاص  که 

ها حداق  ذکر است که تمام سنجششد  لازم ب آنزیم محاسبه

 سه بار تکرار شد 

 

آنزیم آزاد و تثبیت  بررسي پایداری حرارتي -2-7

 شده

آن در  و تثبیات شاده   cABC Ιپایداری حرارتای آنازیم آزاد   

انجاااام شاااد  در ایااان   Co 6۰و  4۰و  3۰دماهاااای ملتلاااف 

 غلظاات  C4Sمحتااوی  mM 5۰فساافات  آزمایشااات از بااافر

mg/ml ۱ بااا )pH 8/6    اسااتفاده شااد  بااه ایاان منظااور مقاادار

( در هاار دمااا انکوبااه و µM ۱یکسااانی از آناازیم مااورد نظاار  

  3۰ها در فواص  زمانی معین به یخ منتق  گردید  پس از نمونه

 ها اندازه گرفته شد و با توجه به فعالیتدقیقه، فعالیت آنزیم

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

دسات  دمای انکوباسیون، فعالیات نسابی ب  آنزیم در زمان صفر 

هاای آزاد و تثبیات شاده    آمد  سپس پایداری حرارتای آنازیم  

 مقایسه گردید 

 

 كوپ الكتروني روبشيمطالعات میكروس -8-2

متلللا  سااخته    در ابتدا برای شناخت ریلت سطح سایلیکن 

ی تصویر با میکروساکوپ الکترونای روبشا    شده، از سطح آن

 SEM تهیه شد  در ادامه خصوصیات مورفولوژیک سیلیکن )

تنها و سیلیکن که آنزیم روی آن تثبیت شده است با اساتفاده  

 PhilipsXL30از میکروساااااکوپ الکترونااااای روبشااااای،   

Netherlands)   مشاهده شد ،)EDX   برای تجزیاه عنصاری ،)

 استفاده شد 

 

 (DLS)مطالعات  -9-2

بااا اسااتفاده از رو    PSiات هراناادازه هیاادرودینامیک نااانو 

DLS باا  مولار باافر فسافات  میلی 5۰، در  pH 6.8  در دماای )

 گیری شد اتا  اندازه
 

 نتایج و بحث -3

 ABC Iسازی آنزیم کندروتیناز بیان و خالص -1-3

   و در دماای rpm ۱6۰( و باا شایک   IPTG mM) 7/۰باا  القاا   

Co 27 ژ با دور ساعت انجام شد  سپس سانتریفیو 6به مدت  و 

 های مختلف سیلیكن متخلخل ساخته شده در شرایط متفاوت ساخت.نمونه :1جدول

 نام نمونه 

چگالي -زمان

 جریان

 چگالي جریان
)2mA/cm( 

مدت 

زمان 

 )دقیقه(

 اهنسبت محلول
O2HF:Ethanol:H 

 نوع سیلیكن

 )رنگ(

 انتخاب

 نهایي

5-2۰  5 2۰ 2:3:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن سبز   

۱۰-2۰  ۱۰ 2۰ 2:3:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن سبز   

2۰-2۰  2۰ 2۰ 2:3:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن سبز   

3۰-2۰  3۰ 2۰ 2:3:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن سبز   

2-5  2 5 3:5:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن قرمز   

5-5  5 5 3:5:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن قرمز   

۱۰-5  ۱۰ 5 3:5:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن قرمز   

2۰-5  2۰ 5 3:5:۱(v/v) جهت سنتز سیلیکن قرمز   
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rpm 8۰۰۰    صورت گرفت و محلول رویی دور ریلتاه شاد و

ماناده باافر لیاز اضاافه شاد  پاس از لیاز کاردن         ب باقیبه رساو 

انجاام گرفات    rpm ۱2۰۰۰ها، مجددا سانتریفیوژ با دور سلول

اسات   ABC Iو مایع رویای کاه محتاوی آنازیم کنادروتیناز      

اسااتفاده شااد  بررساای ژل پلاای     تللاای  پااروتلین جهاات 

های تللی  شده، تاک  آمید پس از الکتروفورز نمونهکری آ

 شک   را نشان داد kDa ۱۱2باندهایی با وزن مولکولی حدود 

۱)  

 

 
استاندارد وزن  (cABC .1آنزیم  SDS-PAGE: بررسي 1شكل 

 باند مربوط به تخلیص پروتئین. استاندارد وزن  (2 و مولكولي

 .شده استمشخص  kDaمولكولي بر حسب کیلو دالتون 

 

 ذره سیلیكن متخلخلسنتز نانو -2-3

های سنتز های سنتز شده سیلیکن، در نمونهاز بین تمامی نمونه

دقیقااه  جهاات ساانتز  2۰زمااان  2mA/cm 2۰شااده بااا شاارایآ 

 O2HF:Ethanol:Hسیلیکن با نور سبز( در محلول الکترولیت 

دقیقااه  جهاات ساانتز   5زمااان  2mA/cm 5و ۱:3:2بااا نساابت  

ناااااور قرماااااز( در محلاااااول الکترولیااااات  سااااایلیکن باااااا

O2HF:Ethanol:H  فعالیت آنزیم حف  شاده،  ۱:5:3با نسبت ،

هرات سایلیکن باا   انو، در نتیجاه نا  leachingبدون های  گوناه   

 chondroitinaseشرایآ سنتز هکار شاده بارای تثبیات آنازیم      

 انتلاب شدند  

مورفولوژی بستر سیلیکن متللل  با منافاذ ناانو باا اساتفاده از     

نشان داده شده اسات    3در شک  شماره  SEMمیکروسکوپ 

همانطور که مشل  است، سطح نانوهره به صورت متللل   

باشد  وجود حفارات ناانو روی ساطح،    و تقریبا یکنواخت می

موجب افزایش سطح تماس و در نتیجه افزایش ظرفیت تثبیت 

آنزیم گردیده است  علاوه بر این اندازه حفارات در سایلیکن   

ماورد بررسای قارار     SEMو سیلیکن قرمز توسآ دستگاه  سبز

 ( a-b 3 گرفت  شک 

و  nm 6۰-3۰ هره سایلیکن سابز حادود   اندازه حفرات در نانو

 EDXمشاال  شااد و در ادامااه  nm 2۰-8 در ساایلیکن قرمااز

، در نموناه سانتز شاده    K=1.739 keVرا باا   ح اور سایلیکن  

ات ، متوسااآ اناادازه هرDLSهمچنااین دسااتگاه  تاییااد کاارد 

نشان داد   nm 2۱۰را و سیلیکن قرمز  nm ۱8۰سیلیکن سبز را 

در ادامه، برای تعیین خصوصیات لومینسانس نانوهرات، طیف 

 375فلورسانس، با برانگیلتگی نانوهره سیلیکن در طول موج 

ناانومتر ماورد    8۰۰-47۰نانومتر و مشاهده طیاف نشاری باین    

مشل  است در  2مطالعه قرار گرفت  همانطور که در شک  

مشااهده   nm 5۰۰طاول ماوج    سیلیکن سبز ماکزیمم پیک در

شااد کااه در محاادوده طیفاای ساابز اساات و در ساایلیکن قرمااز  

مشااهده شاد کاه     nm 75۰-65۰ماکزیمم پیک درطول ماوج  

 red shiftدر محادوده طیفای قرماز اسات، کاه نشاان دهناده        

اساات، کااه ایاان مشاااهدات توسااآ دسااتگاه میکروسااکوپ    

 ( 2  شک  فلورسانس نیز تایید شد

یلیکن را در اثر تغییر طیف فلورسانس به وضو  تغییر رنگ س

اهمیات سانتز    ( 2 شاک    دهاد های ملتلف نشاان مای  جریان

هره سیلیکن با نور قرمز از آن جهات اسات کاه ایان ناوع      نانو

نانوهره سیلیکن به دلی  داشاتن ناور فلورساانس قرماز امکاان      

شناسایی و ردیابی در بدن را دارد که این ویژگی بسیار مهمی 

  .تقا کاربرد بالینی این آنزیم استها واردر کار با نانوحام 

علاوه بر این نانوهره سیلیکن متللل  به دلی  خاصایت خاود   

شود و با تلریاب آن  پذیری به مرور زمان تلریب میتلریب
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[ کاه ایان ویژگای در    ۱۱،27] شودبه مرور دارو از آن رها می

بهبود کاربرد بالینی این آنزیم دارویی و ح  مشک  از دسات  

یت سریع ایان آنازیم بعاد تزریاق در محا  ضاایعه،       دادن فعال

 بسیار حایز اهمیت است 

 

 

 
 pH: طیف انتشار نانوذرات سیلیكن متخلخل در بافر فسفات 2 شكل

به همراه تصویر میكروسكوپ فلورسانس، نمایش تغییر پیک  8/6

نانوذرات سیلیكن  (—). فلورسانس با تغییر زمان و جریان ایچینگ

نانوذرات  (..…)دقیقه،  20و زمان  2mA/cm 20ان متخلخل با با جری

 )- - -(دقیقه،  5و زمان  2mA/cm 2سیلیكن متخلخل با جریان 

 دقیقه. 5و زمان  2mA/cm 5نانوذرات سیلیكن متخلخل با جریان 

 

 

بییر روی  ABC Iتثبیییت آنییزیم کنییدروتیناز  -3-3

 سیلیكن متخلخل

جهات لاود   به منظور بدسات اوردن مقادار مناساب از آنازیم     

هاای ملتلاف   شدن بر روی سیلیکن متللل ، فعالیت غلظات 

آنزیم لود شده بر روی سیلیکن متلللا  ماورد بررسای قارار     

گرفت  در ابتدا، میزان فعالیت با افزایش غلظت آنزیم افزایش 

، بیشاترین میازان فعایات بارای     mg/ml 2/۰یافته و در غلظات  

 35ت حادود  آنزیم تثبیت شده مشاهده شد، که در ایان غلظا  

لود شاده اسات  بارای     PSiگرم نزیم در هر میلیآمیکروگرم 

تغییارات قابا  تااوجهی در    mg/ml 2/۰هاای بااالاتر از  غلظات 

 میزان فعالیت مشاهده نشد  

بار روی ناانوهره    ABC Iدر ادامه، تثبیت آنازیم کنادروئتیناز   

 SEMبرداری میکروسکوپ سیلیکن متللل  از طریق تصویر

لل  قب  و بعد از تثبیت آنزیم مورد تایید قارار  از سیلیکن متل

(  همانطور که در شک  مشل  اسات،  a,b,c3گرفت  شک  

رساد یاک لایاه از آنازیم     ، به نظر می(c3 شک   بعد از تثبیت

  روی سطح سیلیکن را پوشانده است

 

 

 
 ( تحتaاز نانوذره سیلیكن متخلخل.  SEM: تصاویر 3شكل 

 دقیقه )قبل تثبیت(. 20زمان  2mA/cm 20چگالي جریان 

b 2( تحت چگالي جریانmA/cm 5  قبل تثبیت( دقیقه 5زمان( 

 .( سیلیكن متخلخل بعد تثییت آنزیم کندروئیتینازc و

 

تعیییین پارامترهییای سییینتیكي آنییزیم آزاد و   -4-3

 تثبیت شده

در دو نمونه آنازیم   Specific activityدهد که نتای  نشان می

نانوهره سیلیکن قرمز و سبز نسبت به آنزیم  تثبیت شده بر روی

که نشاان دهناده    mKآزاد کاهش یافته است  همچنین پارامتر 

تمای  آنزیم به سوبسترا است در نمونه آنزیم تثبیات شاده بار    

روی سیلیکن قرمز نسبت به آنزیم آزاد به مقدار کمی افزایش 

سابت  یافته و در نمونه آنزیم تثبیت شده بر روی سیلیکن سبز ن

 ( a,b,c 4به آنزیم آزاد کاهش یافته است  شک  
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 ( آنزیم b ،( آنزیم آزادa: منحني لینویوربرک: 4 شكل

 ( آنزیم c و تثبیت شده بر روی سیلیكن متخلخل سبز

 .تثبیت شده بر روی سیلیكون متخلخل قرمز

بررسي پایداری حرارتي آنزیم آزاد و تثبیت  -5-3

 شده

شد که کندروئیتیناز تللی  شاده، بعاد   پیش از این، گزار  

متاار میلاای 3۰۰از فعالیاات خااود را در  Ni-NTA ،8۰از سااتون 

 3تاا   -2۰روز و در دماای   2۱درجه تاا   4ایمیدازول در دمای 

[  در حااالی کااه، در غیاااب  33] توانااد حفاا  کنااد روز ماای

شاود  از  ایمیدازول پس از دیالیز، های  فعاالیتی مشااهده نمای    

ور مطالعاه پایاداری حرارتای، پاس از مرحلاه      رو، باه منظا  این

 ۱5-۱۰به  centriconتللی ، غلظت ایمیدازول با استفاده از 

مولار کاهش یافت  پس از آن، پایداری حرارتای آنازیم   میلی

متاار ایمیاادازول( و آناازیم تثبیاات شااده میلاای ۱5-۱۰آزاد  در 

   باادون ایمیاادازول( مااورد بررساای و مقایسااه قاارار گرفاات   

الیات  گیاری فع ساازی باا انادازه   ری سارعت غیرفعاال  گیاندازه

 آید  دست میآنزیم پس از تیمار دمایی ب

       و 4۰ ،3۰ایاان منظااور میاازان غیرفعااال شاادن در دماهااای   بااه

Co 6۰ هاای ملتلاف پاس از    هاا در زماان  شاد  نموناه   ررسیب

دقیقاه روی   3۰ماری خارج شده و به مادت  انکوباسیون از بن

هااا هاار یااک از نمونااه  باقیماناادهعالیاات یااخ قاارار گرفتنااد  ف 

گیری و با فعالیت آنزیم آزاد مقایسه و بصورت درصاد  اندازه

رتیب پایداری در ت ( a,b,c 5 فعالیت نسبی محاسبه شد  شک 

آنزیم تثبیت شاده بار روی    >: آنزیم آزاد هر سه دما بصورت

آنزیم تثبیت شاده بار روی سایلیکن     >سیلیکن متللل  قرمز 

 بود  ز متللل  سب

 شود کاه مشل  می 5با مقایسه نمودارهای موجود در شک  

دقیقه آنازیم آزاد در باافر فسافات     5۰پس از  Co 3۰ در دمای

از فعالیت خود را حف  کرده ولای آنازیم تثبیات     %2۰حدود 

 %5۰و  6۰ شده بر روی نانوهره سیلیکن سبز و قرمز به ترتیاب 

 Co (  در دماای a3  شاک   اناد از فعالیت خود را حفا  کارده  

ز فعالیت خود را حف  ا %۱۰دقیقه آنزیم آزاد  5۰پس از  4۰۰

کرده این در حالی است که آنزیم تثبیت شده بر روی نانوهره 

از فعالیت خود را  %4۰در این زمان حدود قرمز  سیلیکن سبز و

دقیقه  5۰پس از  C 6۰° ( و در دمایb3 اند  شک حف  کرده

  خود را حف  کرد از فعالیت %5 آنزیم آزاد



 پژوهشي نانومواد-مجله علمي ۱4۰۱ پاییز، 51، شماره دهمچهارسال   160

 

 

 

 

 
 گراد.درجه سانتي 30( دمای a پایداری دمایي.: 5شكل 

b گراد.درجه سانتي 40( دمای c)  گراددرجه سانتي 60دمای. 

 نزیم تثبیت شده بر روی سیلیكن آ (----) آنزیم آزاد (—)

 .آنزیم تثبیت شده بر روی سیلیكن سبز (..…)قرمز 

 

 ر روی ناانوهره سایلیکن سابز و   که آنزیم تثبیت شده بحالیدر 

از فعالیات خاود    %3۰و  4۰به تربیت حدود  در این زمانقرمز 

دقیقه اینجاا باه عناوان     5۰(  زمان c3 اند  شک را حف  کرده

مثال، از بین سایر زمان ها، هکر شده است( قابا  هکار اسات،    

میزان فعالیت آنزیم تثبیت شده بر روی سایلیکن متلللا  باه    

 ماند ا ده روز ثابت میمدت یک هفته ت

همانطور که به صورت خلاصه در بالا اشاره شد در مطالعاات  

قبلاای کااه توسااآ نظااری و همکاااران در خصااوص پایااداری  

نوترکیب صاورت گرفات    ABC I حرارتی آنزیم کندروتیناز

مولار ایمیادازول،  میلی 3۰۰مشل  گردید که این آنزیم در 

یتول وترهااالوز در ح ااور گلیساارول، سااورب Co 37در دمااای 

اماا در تحقیاق پیشارو باا حاذف        [34،35] گاردد پایدارتر می

ایمیدازول به عنوان یک عام  پایدار کننده با استفاده از یاک  

حام  نانویی موفق به پایدارسازی آنزیم در سه دمای ملتلاف  

شاادیم  همچنااین در تاالا  دیگااری نظااری و همکااارانش بااا 

قاادام بااه پایاادارتر هااای مهندساای پااروتلین ابکااارگیری رو 

نمودندکاه در تماامی ایان     ABC Iکردن آنازیم کنادروتیناز   

شرایآ ایمیدازول به عنوان عام  پایادار کنناده وجاود داشاته     

هااای بساایاری جهاات هااای اخیاار تاالا در سااال[  33اساات  ]

افزایش پایداری حرارتی این آنازیم دارویای شاده اسات کاه      

علاوه بر  ده است های هدفمند متمرکز بوها بر جهشاکثر آن

هاا دارد،  مینه در پایاداری پاروتلین  نقش موثری که هر اسید آ

هاا بار روی   پروتلین immobilizationهای اخیر نقش، در دهه

هاا توجاه زیاادی را بار خاود      بسترهای نانویی، بر پایداری آن

معطوف کرده است مطالعات پایداری ایان آنازیم در ح اور    

گرفتاه اسات کاه     ررسای قارار  های شیمیای نیز ماورد ب محلول

حدودی از آنزیم  نتای  حاصله نشان داد، ترکیبات شیمیایی تا

آنجاا کاه    کنناد  اماا از  فعال شدن محافظات مای  در مقاب  غیر

های بالینی این آنزیم را های شیمیایی کاربرداستفاده از محلول

کند ماا در ایان راساتا تالا  کاردیم تاا پایاداری        محدود می

 immobilizationا باااا اساااتفاده از رو  حرارتااای آنااازیم ر

پروتلین بر روی حام  نانویی افزایش دهیم  باه هماین منظاور    

وضعیت پایداری حرارتی آنزیم آزاد و تثبیات شاده بار روی    

مااورد  Co 6۰ و 4۰، 3۰دو نااوع نااانوهره ساایلیکن در دمااای   

شود که تماام مطالعاات   ارزیابی قرار گرفت  مجددا تاکید می

 3۰۰ی پایداری و فعالیت ایان آنازیم در ح اور    پیشین بر رو

مولار ایمیدازول صورت گرفته اسات کاه ایمیادازول در    میلی

در صورت  این آنزیم به عنوان یک عام  پایدار کننده است و

شاود و  طاور کاما  غیار فعاال مای     حذف ایمیادازول آنازیم ب  

ماولار ایمیادازول، ایان    میلای  3۰۰گزار  شده است کاه در  

یات  لفعا -Co 2۰ روز در 3و  Co 4 روز در 2۱ت آنزیم به ماد 
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در نتیجه برای اطمینان از اینکه تثبیات بار روی    .[33،35] دارد

نانوهره سیلیکن عام  افزایش پایداری است و عاما  دیگاری   

در پایااداری دخالاات ناادارد، مقاادار ایمیاادازول بااه کمتاارین  

مقداری که امکان داشت کاهش داده شد  چاون در صاورت   

طور کام  فعالیتش را از دست نزیم بآ  ایمیدازول حذف کام

مقایسه  فعال وجود نداشت( وغیرنزیم آداد و امکان تثبیت می

و آنزیم تثبیات شاده در ساه دماای هکار       پایداری آنزیم آزاد

شده، حاکی از افزایش پایداری در آنزیم تثبیت شده بار روی  

اد آز دو نوع نانوهره سیلیکن  سابز و قرماز( نسابت باه آنازیم     

فعال شدن آنازیم  توان گفت سرعت غیرطور کلی، میاست  ب

کندروئیتیاز تثبیت شده بر روی نانوهره سیلیکن متللل  قرمز 

متلللا    سریعتر از آنزیم تثبیت شده بر روی نانوهره سیلیکن

دهاد کاه   سبز و کندتر از آنزیم آزاد است  این نتای  نشان می

، نتیجه تثبیت این cABCIافزایش قاب  توجه پایداری حرارتی 

نوع نانوهره سیلیکن متلللا  اسات  در    آنزیم بر روی هر دو

مطالعااات گذشااته نیااز، افاازایش پایااداری آناازیم اوره آز،      

chloroperoxidase  وFDH     بااه ترتیااب بااا تثبیاات باار روی

ماواد مزوپاور    و magnetic beadمتلللا ،  سایلیکن  نانوهره 

 [ 38،39] ( گزار  شده استMPZزیرکونیا  

 

 گیرینتیجه -4

هاای  با توجه به فعالیت حیاتی سیستم عصبی مرکزی، در سال

هاا  های نلاعی و درماان ماوثر آن  اخیر توجه زیادی به آسیب

شده است  در طاول دهاه گذشاته درماان ایان عارضاه بسایار        

هایی صورت گرفته اسات  محدود بوده است  امروزه پیشرفت

د در سیسااتم عصاابی کااه امیااد بااه بازیااابی و برگشاات عملکاار

مرکزی را بیشتر کرده است  البته تاکنون هی  درماانی وجاود   

ندارد که منجر به بهبود کاما  آسایب نلااعی شاود  چنادین      

مطالعه اخیر نشان داده است که آنزیم باکتریاایی کنادروتیناز   

ABC  بهبود عملکرد را در سیستم عصبی مرکزی آسیب دیده

بر اثر مثبات ایان آنازیم بار      شواهدی نیز مبنی آورد فراهم می

روی ترمیم آسیب نلاعی وجود دارد که عبارت از بازساازی  

پذیری مسیرهای آسایب دیاده   های آسیب دیده، شک اکسون

باشند  قابا   ب دیده میهای آسیو محافظت نورونی از نورون

در درماان ضاایعات    cABC Ιهکر است که، استفاده از آنزیم 

باشاد  کاه از آن جملاه    ددی میهای متعنلاعی دارای چالش

رغام  توان به ناپایداری حرارتی آن اشااره کارد، کاه علای    می

اساتفاده از ایان    ،ABC Ιکاربرد کلینیکی آنازیم کنادروتیناز   

کند که در این مطالعه محدود می in vivoآنزیم را در شرایآ 

این چالش مورد بررسی قرار گرفته است  مطالعات قبلی نشان 

 Proteusاج و تللااای  آنااازیم از بااااکتری داد کاااه اساااتلر
vulgaris  به عنوان منبع مهم آنزیمcABC Ι گیرد صورت می

از قباا  کلااون شااد و در باااکتری   cABC Ι[  ژن آناازیم 34]

E.coli [ تاوالی ژن ماورد اساتفاده، مطاابق باا      35بیان گردید  ]

و همکاران بود که با تاوالی   Ryanتوالی گزار  شده توسآ 

و همکاران تطابق  Huangنه گزار  شده توسآ اسیدهای آمی

بیان شده دارای دنباله هیستیدینی  cABC Ι[  آنزیم 36داشت ]

های در انتهای آمینو است که از طریق تشکی  میانکنش با یون

ای، نیک  در ستون کروماتوگرافی، امکان تللی  تک مرحله

  قبلا [  از این رو8،33نماید ]سریع و فراوان آن را فراهم می

 ABCو AC ،B ،ABC Ιبه منظور تللی  کنادروئیتینازهای  

ΙΙ [ مطالعاات قبلای در ماورد    8،9استفاده شده است  ]cABC 

در  ΙΙو  Ιنااوع  cABCو  B. thetaiotaomicronدر باااکتری 

     هاا در دماای   نشاان داد کاه ایان آنازیم     P. vulgarisبااکتری  

Co 37  [  37-39د ]باشااندارای حااداکثر فعالیاات آنزیماای ماای

همکاااران نشااان داد کااه پایااداری آناازیم  و Testerمطالعااات 

cABC Ι رو افزایش پایداری آنازیم باه   بسیار کم بوده، از این

هادف    ]۱9[ ای برخاوردار اسات  لحاظ بالینی از اهمیت ویژه

هر سامانه دارورسانی نانوبی فراهم کردن مقدار داروی ماورد  

تیابی ساریع باه آن و نیاز    نیاز به مح  مناسب در بادن، یاا دسا   

با پیشرفت علم پزشکی  .باشدی دارو میحف  دوز نگهدارنده

های سنتی دارورسانی نیازمناد اصالا  و   رسد سامانهبه نظر می

تغییر در جهات بهباود کیفیات دارورساانی و کااهش سامیت       

آل جهاات [  یااک سااامانه نااانویی ایااده4۰] باشااندداروهااا ماای

پااذیر، دارای تلریاابزیسااتاثاار، دارورسااانی بایسااتی باای  

سازگاری زیستی بالا بوده و برای مصرف بیمار مناساب باشاد   
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هااای متلللاا  بااه دلیاا  دارا بااودن سااطح     [  نانوحاماا 4۱]

ملصوص بالا در اولویات قارار گرفتناد، زیارا میازان داروی      

ها برای کنترل رهش و هادف  بارگیری شده در این نانوحام 

های تحقیقااتی قابا    تلا  .درمانی مناسب ارزیابی شده است

هایی نانویی های اخیر در زمینه پیشرفت سامانهتوجهی در سال

متللل  در دارورساانی انجاام شاده اسات زیارا کاه چنادین        

ها، ساطح  ویژگی قاب  توجه مث  داشتن ساختار پایدار تللل 

حااداق  ساامیت،  قاباا  تنظاایم منافااذ، لا، اناادازهملصااوص بااا

هاا را نسابت باه    پاذیری آن ریبتلسازگاری زیستی و زیست

[  نانوحاما   42،43] های دارویی ممتاز کرده استسایر حام 

سیلیکن متللل  از جمله نانوهرات متللللی است کاه تماام   

هااای هکاار شااده را داراساات و بااه دلیاا  داشااتن نااور ویژگاای

هره مفید اب  شناسایی است  که از این نانوفلورسانس در بدن ق

اساتفاده شاد  در    cABC Ιثبیات آنازیم   در این پاروژه بارای ت  

تحقیق پیشرو، بعد از سنتز ناانوهره سایلیکن متلللا  مناساب     

از دو نمونه سنتز  SEMتصویر جهت تثبیت آنزیم کندروئیتیناز

شده گرفته شد و اندازه حفرات ناانوهرات سایلیکن متلللا     

در سانتزنانوهرات سایلیکن، باا کااهش جریاان       مشل  شاد  
2mA/cm 2۰  2دقیقه به جریان  2۰و زمانmA/cm 5  5و زمان 

در سیلیکن متلللا    nm 3۰-6۰از PSiدقیقه، اندازه حفرات 

در سیلیکن متللل  قرمز کاهش یافات کاه    nm 8-2۰ سبز به

سااخت   های دیگاران در ایان زمیناه   پژوهش این مشاهدات با

ساخت مطابقت  سیلیکن متللل  با همین پایه و شرایآ مشابه

لعات قبلی تست سمیت سلولی نشان داده است مطا[  44دارد ]

که، آنزیم کندروئیتیناز به تنهایی برای سلول سامیتی نادارد و   

های زنده با گذشات زماان   در مورد سیلیکن تنها، تعداد سلول

تواند به این دلیا  باشاد کاه، از تلریاب     کاهش یافت که می

شاود کاه باعا     ایجاد می silicic acidسیلیکن به مرور زمان 

هاای زناده در گاذر زماان     محیآ و کاهش سالول  pHکاهش 

  در واقع این عنصر متداول در انسان است که به [39] شودمی

تثبیت آنزیم   .[45] شودراحتی از طریق ادرار از بدن خارج می

افزایش پایاداری  بر روی بسترهای نانویی یکی از راهکارهای 

فته روی ایان  و در مطالعات قبلی صورت گر باشدمیها آنزیم

آناازیم بااا تثبیاات آناازیم باار روی نااانوهره ساایلیکن متلللاا   

 پایداری تقریبی آنزیم در برخی از دماها مشااهده شاده اسات   

  بنابراین بر آن شدیم که پایداری حرارتی این آنزیم ]۱۱،۱2[

با تثبیت بر  Co 6۰۰ و 4۰،  3۰ناپایدار دارویی را در سه دمای 

 نیز مورد مطالعه و بررسی قارار  متللل  روی نانوهره سیلیکن

دهیم، زیرا این آنزیم یک آنزیم دارویی است و پایاداری آن  

تار  تواناد کاابرد باالینی آن را گساترده    در دماهای ملتلف می

ساازی ایان آنازیم در یاک     علاوه بر این به دنباال پایدار  کند 

تار و  کار با این آنزیم به مراتاب راحات   طیف دمایی گسترده،

رفه خواهد شد  در نهایت تثبیات آنازیم بار روی    مقرون به ص

و  انجاام شاد   entrapmentنانودره سیلیکن متللل  از طریاق  

در اداماه فعالیات     تثبیات را اثباات کارد    SEMتصویربرداری 

سبز و مقایسه  آنزیم آزاد و تثبیت شده بر روی سیلیکن قرمز و

چنین های سینتیکی انجام شد  هم ها باهم با استفاده از روآن

مااورد  specific activity و mk ،maxVهااای سااینتیکی پااارامتر

اغلااب بارای نشااان دادن چگااونگی   mkبررسای قاارار گرفات    

شاود  افازایش نسابی    میانکنش سوبسترا با آنازیم اساتفاده مای   

درآنزیم تثبیت شده بر روی سیلیکن قرمز نسابت باه    mkمقدار 

د آن نشان از آنزیم تثبیت شده بر روی سیلیکن سبز و فرم آزا

 نتای کاهش تمای  آنزیم به سوبسترا در این فرم دارد  بررسی 

  و 4۰، 3۰این آنازیم دارویای در ساه دماای      پایداری حرارتی

Co 6۰ متللل  نشان داد که  با تثبیت بر روی نانوهره سیلیکن

ناوع ناانوهره    با تثبیت بر روی هار دو  cABC Ιآنزیم دارویی 

ی هکاار شااده بااه صااورت    ساایلیکن متلللاا  در سااه دمااا   

زیم شاود کاه در کااربرد باالینی ایان آنا      چشمگیری پایدار می

 بسیار حائز اهمیت خواهد بود 
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