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 کالامین دی و بنزوکائین روی فعالیت آنزیم تایروزیناز تأثیربررسی 

 به روش لاینویوربرگ 

 1، نیکو نصوحی2، ریحانه سریری1علیرضا فرخ

 ایران، تهران ،واحد علوم دارویی، اسلامیهای نوین، دانشگاه آزاد  گروه آموزشی علوم سلول مولکولی، دانشکده علوم و فناوری. 1

 ، ایرانرشتن، لادانشگاه گیزیست شناسی، دانشکده علوم پایه،  گروه آموزشی. 2

 (50/06/5317: ؛ تاریخ پذیرش51/02/5317: تاریخ دریافت) 

 

 چکیده

ی ها ی فعال واکنشها ی بیوشیمیایی تا حدی است که به جرات می توان اظهار داشت بدون وجود این پروتئینها در واکنش ها اهمیت آنزیم
تایروزیناز .  تایروزیناز آنزیم تولید کننده رنگدانه ملانین در انسان و حیوانات از اهمیت ویژه ای برخوردار است. ر نیستبیوشیمی امکان پذی

عمل هیدروکسیلاسیون تایروزیناز بوسیله . یک متالو آنزیم حاوی مس است که دو واکنش مجزا در مسیر تولید ملانین را کاتالیز می کند
دوپاکوئینون بوسیله فعالیت دی فنولازی میسر می -Oبه ( L-Dopa)دی هیدروکسی فنیل آلانین -4و  3کسیداسیون فعالیت منوفنولازی و ا

در تحقیق . چنین در صنایع مختلف خواهند داشتی این آنزیم اثرات مختلفی در سلامتی انسان و همها و فعال کننده ها بازدارنده. گردد
ی تایروزیناز داروهای ها ، برای بررسی اثر کنندهها ر پوست و نقش مهم تایروزیناز در تولید این رنگدانهد ها حاضر، با توجه به اهمیت رنگدانه

های آن مورد بررسی های سینیتیکی از پوست موز استخراج و ویژگیدر بخش عملی ابتدا آنزیم مورد نیاز برای بررسی. پوستی انتخاب شدند
در حضور سه داروی اکسید روی، کوجیک اسید و بنزوکائین بررسی و نمودارهای مکالیس منتن  سپس فاکتورهای سینیتیکی آن. قرار گرفت

نتایج نشان دادند که تایروزیناز پوست موز خواصی شبیه به تایروزیناز قارچ دارد و دمای بهینه آن بالاتر از . و لاینویوربرک رسم شدند
تواند جایگزین مناسب برای تایروزیناز رایج تجاری یعنی تخراج ارزان قیمت میتایروزینازهای شناخته شده است و با توجه به منبع اس

ی غیر رقابتی تایروزیناز ها چنین نشان دادند که هر سه داروی کالامین، کوجیک اسید و بنزوکائین بازدارندهنتایج هم. تایروزیناز قارچی باشد
بالاترین اثر بازدارندگی مربوط . آنزیم اثر نداشتند( Km)ولی روی مقدار  شدند( Vmax)بوده و موجب کاهش سرعت ماگزیمم واکنش آنزیمی

 .و سپس کوجیک اسید و در نهایت بنزوکائین بود( ماده موثر در داروی کالامین)به اکسید روی 

 ناواژگکلید

 .بنزوکائین، تایروزیناز، ضایعات موز، کوجیک اسید، بازدارنده
 

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه :Pb.science554@gmail.com 

mailto:Pb.science554@gmail.com
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 ... کالامین دی و بنزوکائین روی فعالیت آنزیم تایروزیناز تأثیربررسی 

 مقدمه

از جزء دسته ی پلی فنول اکسیدها آنزیم

 EC: 1.14.18.1اکسیدورداکتازها با شماره آنزیمی 

دارای دو ناحیه متصل شونده به  ها این آنزیم. باشند می

این نواحی، . می باشد   (CuA, CuB)ی مس یعنیها اتم

که در پلی فنول اکسیداز موجودات مختلف به میزان 

زیادی حفظ شده است، غنی از هیستیدین می باشد 

رهمکنش با مولکول اکسیژن  و سوبستراهای که برای ب

درصد  62به عنوان مثال (. 03)فنولی لازم می باشد 

توالی اسیدهای آمینه تایروزیناز انسان و کاتکول 

مشابه می باشد و بیش از اکسیداز سیب زمینی شیرین 

اسیدآمینه متصل شونده  62اسیدامینه از جمله  080

تشکیل  (.61) به مس بین دو آنزیم حفظ شده است

ی قهوه ای در برخی گیاهان از جمله چای، ها رنگدانه

به کمک پلی فنل اکسیدازها انجام می قهوه  کاکائو و

ی قهوه ای در ها تشکیل رنگدانه برای ها این آنزیم. گیرد

نیز ی خشک مثل کشمش، خرما، آلو و انجیر ها میوه

پلی فنل نقش اصلی (. 03)ند نقش مهمی دار

سخت پوستان و حشرات مربوط به در  اکسیدازها

تولید کیتین طی چرخه رشد آنها سخت شدن و 

همچنین فعال شدن این آنزیم یک مکانیسم . باشد می

. عمده برای کنترل مراحل مختلف پوست اندازی است

 بنابراین مقاومت نسبت به بیماری را افزایش می دهد

نقش اساسی آن در مهره داران تولید رنگدانه (. 8)

غالبا در  ها سنتز رنگدانه. می باشد( مانتاسیونپیگ)

ی پوست، فولیکول مو و ها یی مانند سلولها سلول

پلی فنول اکسیدازها . بخش قرنیه چشم انجام می شود

به طور کلی دارای دو نوع فعالیت آنزیمی هستند که 

در هر دو نوع فعالیت اثر آنها روی ترکیبات فنولی 

ز ترکیبات منو فنولی را آنزیم منو فنول اکسیدا. است

در حضور اکسیژن به ترکیبات دی فنولی تبدیل می 

ی آروماتیک را ها این آنزیم همچنین آمین. کند

فعالیت هیدروکسیلازی اولین . هیدروکسیله می نماید

کرسولازها فاقد . مرحله تشکیل رنگدانه می باشد

تایروزیناز هم چنین (. 68)فعالیت دی فنولازی هستند 

دی فنولی را در حضور اکسیژن طی -ت ارتوترکیبا

واکنش انتقال دو الکترونی به ارتو کوئینون تبدیل می 

د شده می تواند پلیمریزه شود و ارتو کوئینون تولی. کند

. ی قهوه ای را تشکیل دهدها ملانین یا رنگدانه

دی فنول اکسیژن  -Oمنوفنول، )تایروزیناز 

و اکسیژناز یک مون EC:1.14.18.1)اکسیدورداکتاز 

 دسته ای از پلی فنول اکسیدازها  دارای مس است که

در جانوران وجود  اغلب این آنزیم(. 61و  4)می باشد 

آن یعنی سوبسترای  به خاطردارد و نامگذاری آن 

تایروزیناز یک آنزیم  (.03) یروزین استات آمینو اسید

بعنوان سوبسترای دوم در  O2دو سوبسترایی است که 

تایروزیناز هر دو فعالیت . ت می کندواکنش شرک

در واقع  این آنزیم . منوفنولازی و دی فنولازی را دارد

O2  را برای کاتالیز در دو واکنش متفاوت استفاده می

اکسیداسیون منوفنولی مثل تیروزین در : کند

ی مربوطه آنها که ها دی فنول-Oی جانوری به ها سلول

باشد و می  Cresolaseفعالیت منوفنولاز یا 

کوئینون که فعالیت دی -Oاکسیداسیون بعدی آنها به 

واکنش دوم سریع تر  می باشد Catecholaseفنولاز یا 

دوپا مرحله  -Lهیدروکسیله شدن تیروزین به  بوده و

 - O(. 8) محدودکننده سرعت در نظر گرفته می شود

ی آنزیمی و ها سری فعالیت کوئینون از طریق یک

ی ها ریزه و ملانین یا پیگمانتغیرآنزیمی دیگر پلیم

 (.4) شبه ملانین سنتز می گردد

  ها مواد و روش

 ها وسایل و دستگاه

 دستگاه الکتروفورز شرکت پایا پژوهش 

  دستگاه بهم زن غذایی(food mixer) 

 سونیکاتور 

 کیسه دیالیز 
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  دستگاه اسپکتروفتومتر(UV-visible ) 
 دستگاه سانتریفوژ یخچال دار 

  درجه -03فریزر 
  ستون سفادکس(G-75 ) 
 ستون (Diethylaminoethyl–Sepharose) S-DEAE 

Sepharose  دالتون 4333333محدوده جداسازی .
دی اتیل آمینو اتیل به سفارز که کربوهیدرات 

 .پلیمری است متصل شده است

  دستگاهFast Protein Liquid 

Chromatography (FPLC)  
 انواع سمپلرها و ظروف شیشه ای 

بیعــی، ترکیبـات شــیمیایی و داروهـای مــورد   مـواد   

 استفاده

 ی تازه و سالم از بازار محلی خریداری و ها موز
کاملا شسته شدند و برای شش روز در دمای 

نها قهوه ای آزمایشگاه نگه داشته شدند تا پوست آ
جدا گردید و بعد از خرد سپس پوست آنها . شود

شدن در مخلوط کننده غذایی به صورت هموژن 
 . آمد در

  معرفFolin-Ciocalteu دی تری ترایتول ،

(DTT ) و ترایتونX-100  از شرکت سیگما 
  ،آمونیوم سولفات، آکریل آمید، بیس آکریل آمید

تریس باز، گلیسین، آمونیوم پرسولفات، گلیسرول، 
، سدیم دو دسیل TEMEتترا متیلن دی آمین 

 از سیگما  613Gبلو بریلیانتسولفات، کوماسی 
 وزن مـولـکولی پـروتـئین از شـرکـت  کـرمـار

Fermentas  
 یها ستون  S-DEAE و سفادکس سفارز(G-75) 

 BioRadاز شرکت 
  62سدیم بیکربنات، سدیم هیدروکسید، اتانول% ،

متانول، کلرهیدریک اسید، استیک اسید، 

فسفریک اسید، آمونیم سولفات، آمونیاک، مونو 
وژن مونو هیدروژن دی پتاسیم فسفات، دی هیدر
، و (BSA)پتاسیم فسفات، آلبومین سرم گاوی 

ی ایرانی شرکت ها از نماینده ها سایر مواد و حلال
 مرک

  اتیلن دی آمین تترا استیک اسید(EDTA ) از

 شرکت سیگما

 آنزیم تیروزیناز قارچی از شرکت سیگما 

 دوپامین هیدروکلراید از شرکت سیگما 

  دی متیل فرمامیدDMF (Dimethylformamid) 

 از شرکت سیگما

  ترکیبMBTH (3-Methyl-2-

Benzothiazolinone Hydrazone)  از شرکت

 مرک

  بنزوکائین، اکسید روی و اکسید فریک به صورت

. هدیه از کمپانی داروسازی مرک تهیه شدند

به ( کالامین)مخلوط اکسید روی و اکسید فریک 

صورت تازه و با درصدهای موجود در بازار در 

 . ساخته شدآزمایشگاه 

 استخراج آنزیم 

برای تهیه استخراج شده آنزیمی اولیه و ناخالص،  

روی ( pH 6.8)مولار  31/3میلی لیتر بافر فسفات  63

گرم از مخلوط هموژنیزه پوست موز ریخته و با  1

. دقیقه خوب بهم زده شد 1استفاده از سونیکاتور برای 

 4ر د( rpm) 2133دقیقه با  63محلول حاصل به مدت 

درجه سانتیگراد سانتریفوژ شده و سپس صاف شده، 

که حاوی آنزیم ناخالص بود، برای خالص سازی بعدی 

فعالیت پلی فنل اکسیداز در . در فریزر قرار گرفت

مجاورت سوبسترای مربوطه، دوپامین هیدرو کلرید در 

هر مرحله از خالص سازی به روشی که در زیر آمده 

ذکور سپس در حضور روش م. اندازه گیری گردید

ی آنها تعیین فعالیت ها مقادیر مختلف داروها و مخلوط

گردید تا نوع اثر کنندگی و قدرت اثر کننده مشخص 

 .گردد

 اندازه گیری فعالیت آنزیم تایروزیناز

برای سنجش فعالیت آنزیم از سوبسترای دوپامین 

با  MBTHمیکرومولار،  13هیدروکلراید با غلظت 
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دو ( DMF)ر، دی متیل فرم آمید میلی مولا 1غلظت 

درصد حجمی و  38/3درصد حجمی و اسید فسفریک 

. استفاده شد =8/2pHمیلی مولار با  13بافر فسفات 

محلول سوبسترا شدیدا حساس به نور می باشد، 

بنابراین باید از تابش نور به آن جلوگیری نموده و در 

محیط سنجش یک . درون ظرف تیره نگهداری شود

آنزیم  Lμ 63سوبسترا و  Lμ663 یتری حاویمیلی ل

تغییرات جذب بر روی زمان . است( نمونه استخراجی)

 Lμنانومتر در مقابل بلانک حاوی  131در طول موج  

 61بافر استخراج، در دمای  Lμ 63سوبسترا و  663

از طرفی، مانند همه . درجه سانتیگراد بررسی شد

یروزیناز در هر ، برای محاسبه فعالیت ویژه تاها آنزیم

مرحله از تقسیم کردن فعالیت کل آنزیم بر مقدار کل 

. پروتئین در هر مرحله از جداسازی محاسبه گردید

میلی لیتر سوبسترای مورد نیاز در هر  63جهت تهیه 

 .سنجش مواد زیر تهیه و مخلوط شدند

6. DMF دی متیل فرم آمید دو درصد حجمی: 

مدرجی  درون یک استوانه DMFمیلی لیتر 6

میلی  633ریخته شد و سپس با آب مقطر حجم آن به 

از  Lμ 433میلی لیتر سوبسترا،  63برای . لیتر رسید

 .نیاز می باشدآن مورد 

 :درصد حجمی 38/3اسید فسفریک  .6

از اسید فسفریک خالص را درون  Lμ 83ابتدا 

استوانه مدرجی ریخته و سپس با آب مقطر حجم آن  

میلی لیتر  63برای . سانده شدمیلی لیتر ر 633به 

 .از آن مورد نیاز می باشد Lμ 63سوبسترا 

0.MBTH  (0-  بنزوتیازولینون  -6متیل

 :میلی مولار 1با غلظت ( هیدرازون

غلظت  ×حجم برحسب لیتر )با توجه به رابطه 

و با جایگذاری مقادیر (  وزن ملکولی×  برحسب مولار

 366/3قدار م(  60/661×  36/3×  331/3=  366/3)

 .میلی لیتر سوبسترا مورد نیاز می باشد 63گرم برای 

4. DOPA  میلی  11دوپامین هیدروکلراید با غلظت

 :مولار

با توجه به رابطه بالا و جایگذاری مقادیر مربوطه 

گرم  66/3مقدار (  24/686×  36/3×  311/3= 66/3)

میلی لیتر سوبسترا مورد نیاز  63از دوپامین برای 

برای ساخت سوبسترا، ابتدا لوله فالکون . شدبا می

تمیزی برداشته و دور آن با فویل بسته شد تا از 

برخورد نور  به سوبسترا تا حد امکان ممانعت شود، 

درون لوله  DMF ابتدا. سپس به ترتیب زیر عمل شد

ریخته شد و سپس اسیدفسفریک به آن اضافه گردید و 

 1وله به مدت به آن افزوده گردیده و ل MBTH بعد

 61سپس . دقیقه به همین حالت باقی گذاشته شد

میلی لیتر بافر فسفات به آن اضافه و روی هیتر با 

به مدت پانزده تا نیم ساعت حرارت داده  C13°دمای 

بعد از سرد شدن محلول، دوپامین . شد تا شفاف گردد

به آن اضافه گردیده و سپس با بافر فسفات حجم آن 

بودن  ناپایدار به توجه با. ر رسانده شدمیلی لیت 63به 

 فعالیت سنجش نوبت هر برای باید می سوبسترا این

سنجش . نمود تهیه تازه سوبسترای آنزیمی، محلول

فعالیت آنزیم در پایان هر مرحله از خالص سازی انجام 

در نهایت، . شد تا راندمان خالص سازی مشخص گردد

دار تایروزیناز عبارت است از مق( U)یک واحد آنزیمی 

لازم برای اکسیداسیون یک میکرومول سوبسترا در 

دقیقه تحت شرایط استاندارد و فعالیت ویژه نیز به 

ی فعالیت آنزیم به ازای میلی گرم وزن ها عنوان واحد

از طرفی، بر اساس مقالات موجود،  .پروتئین تعریف شد

یک واحد فعالیت تایروزیناز عبارت است از مقدار 

نانومتر،  131غییر جذب سوبسترا در شرایط ت 336/3

(pH ) درجه سانتیگراد و در  61و دمای  8/2مساوی

به این ترتیب، هم (. 8)یک میلی لیتر مخلوط واکنش 

یا ( M/min)چنین می توان فعالیت آنزیم را بر حسب 

در هر ( A)سرعت واکنش با استفاده از تغییر جذب 

 .مورد محاسبه نمود

 آمونیم سولفاترسوب گیری با 

گرم پوست قهوه ای شده موز خرد شده  033مقدار 
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میلی  633و در مخلوط کن غذایی ساییده شد و به آن 

اضافه ( pH 6.8)مولار  31/3لیتر محلول بافر فسفات 

دقیقه خوب بهم  1شده و با استفاده از سونیکاتور برای 

 2133دقیقه با  63محلول حاصل به مدت . زده شد

(rpm ) درجه سانتیگراد سانتریفوژ شده و سپس  4در

صاف شده حاوی آنزیم خام با اضافه نمودن آمونیم 

با قرار دادن ظروف . استخراج شد% 81سولفات 

 4آزمایش در یخ، در طول مراحل خالص سازی دما 

محلول ( pH 6.8)درجه سانتیگراد ثابت تنظیم شد و 

نیز با استفاده از محلول آمونیاک یک نرمال تحت 

، ها برای رسوب دادن همه پروتئین. کنترل قرار گرفت

دقیقه دیگر مخلوط شد و به دنبال آن  03نمونه برای 

درجه سانتیکراد به  1دور و تحت شرایط  1333با 

میلی لیتر  6سپس . دقیقه سانتریفوژ گردید 03مدت 

مولار به رسوب اضافه شده و به خوبی  6/3بافر فسفات 

ه تحت شرایط فوق به مدت مخلوط دوبار. مخلوط شد

دقیقه سانتریفوژ گردید تا نمک آمومینیم کامل  63

میلی  63میلی لیتر بافر فسفات  6در ادامه . حذف شود

 .مولار به رسوب اضافه شد

 دیالیز

ی دیالیز با اندازه ها برای انجام دیالیز از کیسه

در . دالتون استفاده شد 66333ی کمتر از ها حفره

دقیقه در محلولی حاوی  1به مدت  ها عمل، ابتدا کیسه

 61میلی مولار و  633میلی لیتر سدیم بیکربنات  61

( EDTA)میلی لیتر اتیلن دی آمین تترا استیک اسید 

میلی مولار جوشانیده شدند و سپس به ظرف  63

دقیقه دیگر  1حاوی آب دیونیزه وارد شده و مدت 

ر بار د 0سپس محلول خام آنزیمی . جوشانیده شدند

برای مدت ( pH 6.5)میلی لیتر بافر فسفات  133مقابل 

بعد از دیالیز، محلول . ساعت دیالیز گردیدند 8

تعیین فعالیت شده و برای انجام  ها باقیمانده در کیسه

 .خالص سازی بیشتر با سفادکس آماده شد

 ( G-75)خالص سازی با ستون سفادکس 

وارد  بار دیالیز سپس 0آنزیم تایروزیناز حاصل از 

که ( 150 cm)با اندازه ( G-75)ستون سفادکس 

( equilibrated)توسط همان بافر به تعادل رسیده بود 

ی پروتئین با استفاده از بافر فسفات با ها نمونه. گردید

( ها فراکشن) ها برابر نمونه در قسمت 6حجمی حدود 

ی پروتئینی جمع آوری شده و ها قسمت.  شسته شدند

ری کل پروتئین با استفاده از برای اندازه گی

از . نانومتر به کار گرفته شدند 683اسپکتروفتومتر در 

طرف دیگر، فعالیت تایروزیناز نیز اندازه گیری شده و 

 -63یی که دارای فعالیت تایروزیناز بودند در ها فراکشن

برای رسیدن به . درجه سانتیگراد نگهداری گردیدند

تراسیون از فرم خالص آنزیم، بعد از ژل فیل

 .کروماتوگرافی تعویض آنیون استفاده شد

 کروماتوگرافی تعویض آنیون

 BioRad Fast Proteinبرای این منظور از دستگاه

Liquid Chromatography (FPLC)   مجهز به ستون

(DEAE-Sepharose ) برای کروماتوگرافی آنیونی

یک رزین تعویض یون از یک . تایروزیناز استفاده شد

غیر محلول منفذ دار شامل تعداد زیادی  ماتریکس

ی ها یونی خاص که قادر به اتصال به یون گروهای

دارای بار مخالف در محلول اطراف می باشند، تشکیل 

یک رزین تعویض آنیونی به این ترتیب، . شده است

متحرک، آنیونی می  فاز دارای کاتیون تثبیت شده و

ژل ) محلول پروتئینی حاصل از مرحله قبل .باشد

دور در دقیقه  66333دقیقه با  1به مدت ( فیلتراسیون

قبل از تزریق به ستون سفارز در . سانتریفوژ گردید

 µ6/3، نمونه به وسیله فیلتر سرسرنگی FPLCدستگاه 

برای منظور جلوگیری از ورود هرگونه تجمع پروتئینی 

این عمل جهت . شودبه  درون ستون فیلتر می

در عمل، . وزیناز انجام شدسازی نهایی تایر خالص

 63متشکل از بافر فسفات ) Aدستگاه به کمک بافر 

به ( pH 0میلی مولار با  EDTA 1/3میلی مولار و 
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متشکل بافر ) Bو سپس ستون با بافر  .تعادل رسید

میلی مولار، سدیم کلرید یک میلی مولار و  63فسفات 

EDTA 1/3  میلی مولار باpH 0 ) داده شستشو از

یی که به ستون متصل نشده اند، ها تا پروتئین دشو می

نانومتر  683پس از اینکه جذب . خارج شوند

های خارج شده از ستون به صفر رسید، با  فراکشن

 مولار 6تا  3 ی مختلف نمکها استفاده از غلظت

ی متصل شده به رزین بر حسب میزان بار ها پروتئین

به  به رزین هر یک منفی سطحی شان و قدرت اتصال

ترتیب با افزایش قدرت یونی بافر شستشو و از ستون 

های مربوط به نهایت، فراکشن در. شودمیجدا 

آوری شدند و فعالیت های مختلف جمع پیک

ی ها ها مورد بررسی قرار گرفته و بخشتایروزینازی آن

درجه برای انجام الکتروفورز  -63فعال در فریزر 

 .نگهداری شدند

دستگاه در مراحل شستشو و   Flow rate: نکته

یک  ml/min6 ها از ستون خارج نمودن پروتئین

ستون مورد استفاده از نوع  میلیتر در دقیقه و

  بود DEAE-sepharoseهای تبادل آنیونی  ستون

 اندازه گیری پایداری دمایی

پایداری حرارتی تایروزیناز خالص شده در محدوده 

د بررسی قرار درجه سانتیگراد مور 03تا  63حرارتی 

میکرولیتر محلول آنزیمی  63برای این منظور، . گرفت

، MBTHمیکرولیتر بافر فسفات شامل سوبسترا،  663و 

DMF  63دقیقه در دماهای  63و فسفریک اسید برای ،

درجه  03و  21، 23، 11، 13، 41، 43، 03، 63

 131سانتیگراد انکوبه شده و سپس جذب هر یک در 

با توجه به نمودار به دست . ری شدنانومتر اندازه گی

ی دمای بهینه تایروزیناز پوست موز ها آمده از این داده

 .تعیین گردید

 بهینه pHتعیین 

ی ها pHبهینه تعدادی بافر با  pHبرای اندازه گیری 

 013میکرولیتر از هر بافر با  633. تهیه شدند 66تا  0

 13میکرولیتر محلول سوبسترا مخلوط شده و سپس 

کرولیتر آنزیم به آنها اضافه گردید و بلافاصله جذب می

هر گونه تغییرات . نانومتر اندازه گیری شد 131آنها در 

pH  با استفاده از کلریدریک اسید و سدیم هیدروکسید

ی فعالیت ها همه اندازه گیری. تحت کنترل قرار گرفتند

ی مختلف هر یک حداقل سه ها (pH)آنزیم در دماها و 

و نمودارهای مربوط با استفاده از شدند بار تکرار 

 . ندگردیدمیانگین سه نوبت رسم 

 (SDS-PAGE)سدیم دودسیل سولفات ژل الکتروفورز 

ی ها برای بررسی خلوص و مشاهده ایزوزیم

احتمالی و هم چنین تعیین وزن مولکولی آنزیم 

این . استفاده شد SDS-PAGEتایروزیناز خالص شده از 

تغییر ماهیت بوده و سدیم دودسیل الکتروفورز از نوع 

ی ها سولفات به عنوان یک شوینده آنیونی همه پروتئین

یی با بار منفی ها تغییر ماهیت یافته را به شکل میله

میکرولیتر از  63در عمل (. 66و  4)پوشش می دهد 

میکرولیتر بافر نمونه مخلوط شدند و  1آنزیم خالص با 

ی ژل ها درون چاهکرا  ها پس از بسته شدن ژل، نمونه

قرار داده و با استفاده دستگاه منبع تغذیه  با ولتاژ 

V663  در محیط خنک با استفاده از یخ خشک

لازم به ذکر است که در این . الکتروفورز انجام شد

قسمت آنزیم آماده خریداری شده نیز داخل یکی از 

ی ژل الکتروفورز تزریق گردید تا از خلوص ها چاهک

 .اصل شودآن اطمینان ح

 رنگ آمیزی با کوماسی بریلیانت بلو

به یک سانتی متری پائین  ها بعد از رسیدن پروتئین
ژل از دستگاه . ژل، عمل متوقف شده و ولتاژ قطع شد

ژل . بیرون آورده شد و ژل بالایی با احتیاط جدا شد
جدا شده ابتدا در محلول  ها پائینی حاوی پروتئین

ده شد و سپس تثبیت برای یک ساعت قرار دا
درمحلول رنگ برای یک ساعت با به هم زدن ملایم 
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در نهایت، برای از بین بردن . باقی ماند( shaker)روی 
رنگ زمینه ژل، در محلول رنگ زدا برای نیم ساعت 

 .قرار گرفت و در پایان با آب مقطر دیونیزه شستشو شد

 رنگ آمیزی نیترات نقره

ریلامید و رنگ پس از انجام الکتروفورز ژل پلی آک
آمیزی به روش کوماسی بریلیانت بلو جهت بررسی 

. ، ژل با نیترات نقره رنگ آمیزی شدها بهتر پروتئین
نوع بافر  1بافرهای رنگ آمیزی نیترات نقره شامل 

 :است که نحوه تهیه آن به شرح ذیل است
برای تهیه این : (S1)محلول تثبیت کننده  .6

میلی لیتر  63اتانول و میلی لیتر از  03محلول مقدار
استیک اسید در یک ظرف استریل با آب مقطر دیونیزه 

 .میلی لیتر رسید 633به حجم نهائی 
برای تهیه این محلول : (S2)محلول حساس گر  .6

میلی لیتر از گلوتارآلدهید  1/3میلی لیتر اتانول و  03
گرم سدیم تیو  6/3گرم سدیم استات و  8/2به همراه 

ک ظرف استریل به طور جداگانه افزوده و سولفات، در ی
میلی لیتر  633با آب مقطر دیونیزه به حجم نهائی 

 .رسانده شد
این محلول باید به : (S3)محلول رنگ آمیزی  .0

به علت گران بودن نیترات نقره . صورت تازه تهیه شود
میلی لیتر از آن در هر سری رنگ آمیزی  13مقدار

گرم از  31/3نیز مقدار برای تهیه آن . تهیه می شود
میکرولیتر فرمالدهید مخلوط   0/60نیترات نقره با 

شده و در یک ظرف استریل با آب مقطر دیونیزه به 
همه . میلی لیتر رسانده شد  13حجم نهائی 

درصد بوده و با تقریب  00دهید ی فرمالها محلول
بهتر است این . توان از همان محلول استفاده کرد می

فاصله رنگ آمیزی ژل تهیه نمود تا به  محلول را در
 .محض آماده شدن استفاده کرد

برای تهیه آن مقدار : (S4)محلول ظاهر کننده  .4
میکرولیتر فرمالدهید  2/68گرم سدیم کربنات و  4/6

در یک ظرف استریل با آب مقطر دی یونیزه به حجم 
 .میلی لیتر رسید 633نهائی 

ی تهیه آن مقدار برا: (S5)محلول متوقف کننده  .1

در یک ظرف استریل با آب  EDTAگرم سدیم  82/6

 .میلی لیتر رسید 633مقطر دی یونیزه به حجم نهائی 

به منظور رنگ آمیزی ژل مراحل زیر به ترتیب و با 

در تمامی . لحاظ زمان مناسب در هر مرحله انجام شد

مراحل زیر به منظور رنگ آمیزی بهتر ژل از شیکر 

 .استفاده شد

به   S1میلی لیتر محلول 633مقدار : مرحله اول -

ژل پلی آکریلامید که در یک ظرف قرار دارد، افزوده 

حجم این محلول به اندازه ای است که ژل در آن . شد

در این مرحله ژل پلی آکریلامید به . غوطه ور باشد

 .شد shakeدقیقه همراه با محلول فوق  03مدت 

از ژل،  S1ن محلول پس از خارج کرد: مرحله دوم -

ژل . به ژل اضافه شد S2میلی لیتر از محلول  633مقدار

دقیقه در محلول فوق  41می تواند به مدت حداقل 

برای انجام بهتر مرحله رنگ . کاملا به هم زده شود

آمیزی می توان ژل را در این محلول از شب تا صبح 

(over night )قرار داد. 

، ژل S2ن محلول بعد از خارج کرد: مرحله سوم -

شستشوی ژل در هر بار توسط آب . سه بار شسته شد

 .دقیقه انجام شد 63مقطر دیونیزه و به مدت 

بعد از خارج کردن آب درون ظرف : مرحله چهارم

به ژل  S3 میلی لیتر از محلول 13حاوی ژل، مقدار

دقیقه  61ژل درون این محلول به مدت . اضافه شد

رنگ آمیزی می شود و  در این محلول ژل. قرارگرفت

 .یک تغییررنگ در ژل اتفاق می افتد

به  S3بعد از خارج کردن محلول : مرحله پنجم -

به ژل اضافه  S4میلی لیتر از محلول  633آرامی مقدار

این مرحله ظهور باندهای پروتئینی درون ژل . شد

 .است

به محض ظهور دقیق و کامل : مرحله ششم -

رحله و برای جلوگیری از باندهای پروتئینی در این م

 633از ژل خارج و  S4سیاه شدن ژل، سریعا محلول 

این محلول . به ژل اضافه شد S5 میلی لیتر از محلول
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متوقف کننده رنگ آمیزی است و ژل درون این محلول 

پس از . باقی ماندبه هم زدن  دقیقه بدون 61به مدت 

خارج کردن این محلول به ژل درون ظرف مقداری آب 

در این صورت می توان ژل را . قطر دیونیزه  اضافه شدم

برای مدت طولانی درون ظرف حاوی آب مقطر دیونیزه 

 . نگهداری کرد

 پروتئین غلظت تعیین

برای اندازه گیری غلظت پروتئین از روش لوری 

اساس روش لوری این است که (. 66)استفاده شد 

تحت شرایط قلیایی یون مس دوظرفیتی با پیوند 

تیدی کمپلکسی تشکیل می دهد که در آن یون پپ

یون مس . مس به فرم یک ظرفیتی احیاء شده است

ی آمینی در اسیدهای تریپتوفان ها یک ظرفیتی و گروه

و سیستئین با معرف فولین واکنش نموده و محصول 

تنگستن آبی /ناپایداری تولید می کنند که به مولیبدنوم

 Aل دو محلول محلول لوری شام. رنگ احیاء می شود

پس از تهیه به B  و  Aی ها محلول. می باشد B  و

ترکیب . با یکدیگر مخلوط می شوند 6به  13نسبت 

نگهداری در یخچال  این دو محلول تا یک ماه قابل

است و به نام محلول لوری در اینجا از آن یاد شده 

 633لوله آزمایش مقادیر صفر تا  63در . است

. م گاوی و آب مقطر ریخته شدمیکرولیتر آلبومین سر

اضافه  ها میکرولیتر محلول لوری به لوله 6333سپس 

 633دقیقه، 61پس از . گردید و بلافاصله ورتکس شد

سی سی   1معرف فولین شامل )میکرولیتر محلول رنگ 

اضافه  ها به همه لوله( سی سی آب مقطر 2فولین و 

در  ها جذب. دقیقه در تاریکی باقی ماندند 03گردید و 

نانومتر خوانده و منحنی استاندارد رسم  013طول موج 

 . گردید

 بررسی اثر داروها روی فعالیت تایروزیناز

برای سنجش فعالیت آنزیم تیروزیناز از سوبسترای 

، فسفریک MBTH ،DMFدوپامین هیدرو کلراید، 

 =8/2pHمولار با  1/3و بافر فسفات پتاسیم % 38اسید، 

تحقیقات قبلی با اندکی تغییرات از طریق روشی مشابه 

دوپامین هیدرو کلراید (. 60و 66)استفاده شد 

سوبسترای اصلی تیروزیناز است که با استفاده از 

با  MBTHاکسیزن به دوپاکینون تبدیل می گردد 

اتصال به این محصول تولید ماده رنگی می کند 

. بنابراین فعالیت انزیم در واحد زمان قابل ردیابی است

 pHریک اسید این محصول را پایدار می سازد زیرا فسف

اثر می  MBTH-روی حلالیت و پایداری  محصول

به عنوان کمک حلال  MBTHو بالاخره،  DMF .گذارد

محلول سوبسترای ساخته شده نباید در . عمل می کند

معرض مستقیم نور قرار گیرد، زیرا به سرعت تغییر 

. گهداری شدندرنگ می دهد بنابراین در ظروف تیره ن

همچنین ساخت سوبسترا باید روزانه و قبل از شروع 

برای بررسی اثر هر یک از داروها به عنوان اثر . کار باشد

ی تایروزیناز روش فوق با غلظت ثابت سوبسترا ها کننده

میکرومولار به  633انجام شد و داروها که با غلظت 

عنوان استوک تهیه شدند سپس از طریق آزمایش و 

با مقادیر مختلف به مخلوط واکنش اضافه شدند  خطا

به طوری که حجم نهایی مخلوط همیشه یک میلی 

با توجه به کم محلول بودن بنزوکائین، . لیتر ثابت ماند

کوجیک اسید و اکسید روی در آب، برای تهیه 

ی مختلف از این داروها از ها یی با غلظتها محلول

است برای صفر بدیهی . اتانول استفاده شد% 63حلال 

ی فعالیت آنزیم، حلال ها کردن اثر حلال روی بررسی

مورد استفاده بدون دارو نیز به عنوان مرجع استفاده 

 (.صفر دارو)شد 

 ی تایروزینازها رسم منحنی پیشرفت واکنش

برای بدست آوردن منحنی پیشرفت واکنش از 

و  ها محیطی با غلظت سوبسترا ثابت در تمام سنجش

حجم نهایی . تغییر داده شدند ها ثر کنندهتنها غلظت ا

مخلوط آزمایش یک میلی لیتر انتخاب و اولین سنجش 

در . در محیطی فاقد اثر کننده انجام گردید
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ی آماده شده داروها به ها ی بعدی از غلظتها سنجش

عنوان اثر کننده استفاده شد و به اندازه حجم محلول 

هر . سته شدداروی اضافه شده از حجم بافر فسفات کا

بار تکرار شد و نتایج به صورت  0 ها کدام از سنجش

در نهایت غلظت . میانگین مورد بررسی قرار گرفتند

درصدی فعالیت آنزیم یعنی  13داروی لازم برای تغییر 

تجزیه و تحلیل آماری . نیز تعیین گردید( IC50)مقدار 

انجام گرفت و میانگین،  SPSSبا استفاده از نرم افزار 

ها داده. پارامترهای مورد( p-value)حراف معیار و ان

پیش از آنالیز جهت بررسی نرمال بودن توسط ازمون 

. کلموگروف مورد ارزیابی قرار گرفتند -اسمیرنوف

نظر توسط مقایسه بین مقادیر پارامترهای مورد 

از  > 31/3pصورت گرفت و   one-way ANOVAآزمون

 .ه شددار در نظر گرفتنظر آماری معنی

 نتایج

 (SDS-PAGE)پلی آکریل آمید ژل الکتروفورز 

ی جداسازی و ها برای اطمینان از کارآیی روش

 (SDS-PAGE) الکتروفورزتخلیص تایروزیناز از روش 

در هر یک از مراحل جداسازی، قسمتی از . استفاده شد

برای بردن روی یک ژل واحد در یخچال  ها نمونه

عمل الکتروفورز با  سپس با روشی،. نگهداری شدند

ه اساس آن همراه با تغییر ، ک(SDS-PAGE)استفاده از 

 ..ماهیت پروتئین می باشد، انجام گرفت

 (PAGE)الکتروفورز بدون تغییر ماهیت 

برای تعیین وزن مولکولی آنزیم و اطمینان از 

بعد از کروماتوگرافی تعویض یون  ها خلوص آن، نمونه

الکتروفورز بررسی توسط روش پلی آکریل آمید ژل 

این روش که سوبسترای آنزیم داخل ژل قرار . شدند

دارد زایموگرام خوانده می شود و بر اساس آن پروتئین 

 (SDS)از  ها تغییر ماهیت نمی دهد زیرا در تهیه نمونه

لازم به توضیح است که در . استفاده نشده است

لازم است از خلوص آنها  ها ی سینیتیکی آنزیمها بررسی

ممکن است در  ها طمینان داشته باشیم زیرا ناخالصیا

بنابراین، برای اطمینان . محاسبات اشکال ایجاد نمایند

 ها از خلوص آنزیم خریداری شده، دریکی از چاهک

با وزن  Agaricus bisporusآنزیم تیروزیناز قارچ 

کیلو دالتون نیز لود گردید تا هم با داشتن  18ملکولی 

به عنوان شاخص باشد و هم وزن مولکولی مشخص 

و بعد از اتمام . اینکه درجه خلوص آن بررسی شود

الکتروفورز و قراردادن ژل در سوبسترای ویژه آنزیم 

ppo باندهای پروتئینی مربوط به آنزیم تایروزیناز ،

زایموگرام تایروزیناز  (6)شکل . پوست موز ظاهرگردید

را پوست موز و هم چنین تایروزیناز خریداری شده 

به حضور دو باند مجزا در ژل زایموگرام . نشان می دهد

نشان می دهد که پوست موز دارای دو نوع ایزوفرم پلی 

از طرفی، تک باند بودن نمونه . فنل اکسیداز است

وزن )سیگما نشان دهنده خلوص تایروزیناز قارچی 

به طوری که در شکل . است( کیلو دالتون 18مولکولی 

گ آمیزی شده با نیترات نقره نشان ژل الکتروفورز رن 6

وجود دو باند برای تایروزیناز پوست . داده شده است

ایزوزیم برای این تایروزیناز است  6موز نشان دهنده 

کیلو  06و  22که وزن مولکولی آنها حدود حدود 

ایزوزیم  (PAGE)دالتون بود که البته در ژل الکتروفورز 

 .کیلو دالتونی دیگر مشاهده نشد 06
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از راست به چپ چاهک . بعد از هر مرحله خالص سازی و سرانجام کروماتوگرافی آنیونی SDS-PAGEالکتروفورگرام حاصل از عمل الکتروفورز  -1شکل 

ان دهنده خلوص تدریجی آنزیم طی مراحل نش 6تا  4اول مربوط به مارکر وزن مولکولی، دوم بعد از هموژناسیون، سوم آنزیم در نهایت خالص شده و 

 .کیلو دالتون مربوط به نمونه پوست موز است 66باندهای حدود . مختلف است

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

ی پوست موز استخراج شده در این ها و وزن مولکولی ایزوزیم 65وزن مولکولی تایروزیناز قارچی (. زیموگرام)ژل الکتروفورز پلی آکریلامید  -2شکل 

 .ی بعدی از مخلوط دو ایزوزیم استفاده گردیدها در بررسی. کیلو دالتون است 22و  66تحقیق حدود 

116KD 

66.2 KD 

45 KD 

35 KD 

25KD 

18/4KD 

14.4KD 

 بعد از هر مرحله خالص سازی 53راست توجه به باند از چپ به 

 تایروزیناز پوست موز

 کیلو دالتون 06

 

 کیلودالتون 21

 

 کیلودالتون 18نمونه قارچی 
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 اندازه گیری مقدار پروتئین

بر اساس . غلظت پروتئین از روش لوری تعیین شد

این روش، یون مس دوظرفیتی در محیط قلیایی با 

پیوند پپتیدی کمپلکسی تشکیل می دهد که در آن 

این . رم یک ظرفیتی احیاء شده استیون مس به ف

ی تریپتوفان و ها یون سپس همراه باقی مانده

سیستئین با معرف فولین واکنش نموده و به 

در این . تنگستن آبی رنگ احیاء می شود/مولیبدنوم

آزمایش از آلبومین سرم گاوی به عنوان استاندارد 

 0نمودار استاندارد روش لوری در شکل . استفاده شد

مقدار کل پروتئین بر حسب . داده شده است نمایش

میلی گرم بر لیتر بعد از هر مرحله در محلول نمونه با 

در همه . استفاده از این نمودار محاسبه گردید

در سه  ها ی عملی این تحقیق، اندازه گیریها بخش

به  صورت میانگین استفاده  ها نوبت انجام شدند و داده

 .گردیدند

 
 

ملاحظه می شود . ستاندارد پروتئین به روش لورینمودار ا -3شکل 

 . نانومتر با غلظت پروتئین رابطه خطی دارد 267که جذب در 

 اندازه گیری دمای بهینه تایروزیناز استخراجی

 03تا  63بررسی پایداری دمایی در محدوده دمایی 

نشان دادند که بیشترین  انجام شد و نتایجدرجه 

دمای )رجه سانتیگراد است د 13فعالیت تایروزیناز در 

این نوع نمودار زنگوله شکل برای پایداری (. بهینه

بدیهی است . دمایی در مورد اغلب آنزیم ایجاد می شود

که دمای بهینه به مقاومت دمایی آنزیم بستگی داشته 

لازم به تاکید است که . و در هر مورد متفاوت است

ی فعالیت آنزیم در دماهای مختلف هر ها اندازه گیری

یک حداقل سه بار تکرار شدند و در نهایت نمودار 

 . مربوط با استفاده از میانگین سه نوبت رسم شدند

 بررسی فعالیت تایروزیناز استخراجی در اثر تغییـرات 

(pH) 

تا  1/6ی ها (pH)آنزیم در با اندازه گیری فعالیت 

مختلف اسیدی و ی ها پایداری آنزیم در محیط 6/6

نمودار  (1)شکل . قلیایی مورد بررسی قرار گرفت

را نشان می  (pH)تغییرات فعالیت آنزیم در مقابل 

به طوری که در این شکل مشخص است آنزیم ما . دهد

فعالیت % 01تا  43حدود  0تا  1 (pH)در محدوده 

. می باشد 2آن  بهینه (pH)خود را نشان داده است و 

که در این مورد نیز فعالیت آنزیم در یادآوری می شود 

pH ی مختلف حداقل سه بار انجام و از میانگین سه ها

 .نوبت برای رسم نمودار استفاده شد

 
 

دمای . اثر تغییرات دما روی فعالیت تایروزیناز پوست موز -4شکل 

 66تا  46درجه سانتیگراد می باشد و در محدوده دمایی  67بهینه 

 .فعالیت آنزیم حفظ شده است% 27د درجه سانتیگراد حدو

y = 0.1993x + 0.0013 

R² = 0.9968 

در 
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7
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به . (pH)پوست موز در مقابل تغییرات فعالیت تایروزیناز  -6شکل 

است که در آن  6 آنزیم (optimum pH)طوری که ملاحظه می شود 

 .فعالیت آنزیم باقی مانده است% 177

 بررسی فعالیت تایروزیناز در غیاب و حضور داروها

ی ها نزیم در غلظتدر این قسمت ابتدا فعالیت آ

سوبسترا و در غیاب ( میکرومولار 13تا  1)مختلف 

ی مختلف هر ها سپس غلظت. داروها اندازه گیری شد

دارو در به محلول آنزیمی افزوده شده و سرعت واکنش 

ی مختلف سوبسترا در حضور ها آنزیمی در غلظت

، ها با استفاده از داده. مقادیر مختلف داروها بررسی شد

مکالیس منتن برای آنزیم تایروزیناز پوست موز نمودار 

غلظت سوبسترا برای . و تایروزیناز سیگما رسم گردید

رسیدن به ناحیه پلاتو به عنوان حداکثر سرعت آنزیمی 

(Vmax )ی سینیتیکی بعدی استفاده شدها در بررسی . 
 

ی ها میزان جذب محلول واکنش و فعالیت آنزیم در غلظت -1جدول 

 .رامختلف سوبست

غلظت سوبسترا 
(µM) 

1 63 63 03 43 13 

سرعت واکنش 
(µM/min) 33

33
46

/3 

33
33

03
/3 

33
36

63
/3 

33
36

01
/3 

33
36

46
/3 

33
36

44
/3 

، 6ی جدول ها در ادامه، با استفاده از داده

نمودارهای دو معکوسی خطی لاینویوربرک برای 

تایروزیناز در حضور بنزوکائین، کوجیک اسید و اکسید 

فرم نمودارهای لاینویوربرک در مورد . ندروی رسم شد

داروهای استفاده شده، بیان می دارد که کوجیک 

ماده اصلی در داروی )اسید، بنزوکائین و اکسید روی 

ی غیر رقابتی آنزیم ها بازدارنده( کالامین

(noncompetitive )به این معنی که مقدار . هستند

(Km)  را تغییر نداده اند ولی مقادیر(Vmax)  در هر

با توجه به کاهش قابل . سه مورد کاهش یافته است

و کوجیک اسید  توجه سرعت در حضور اکسید روی

نسبت به بنزوکائین، می توان اظهار داشت که این 

ی قوی تری در مقایسه با بنزوکائین ها داروها بازدارنده

جالب توجه این که اکسید روی حتی از . می باشند

ری روی فعالیت تایروزیناز کوجیک اسید نیز اثر بیشت

در واقع، کوجیک اسید بازدارنده استاندارد . نشان داد

است که به عنوان مرجع استفاده آنزیم تایروزیناز 

ی سینیتیکی برای هر یک از ها ثابت. شود می

ی استفاده شده از مقادیر ها در غلظت ها بازدارنده

 .نمودار در غلظت مربوطه محاسبه شدند

 

 
 

برک فعالیت تایروزیناز روی دوپامین در  -ودار لاینویورنم -6شکل 

کاهش سرعت و . میکرومولار بنزوکائین 67تا  27ی ها حضور غلظت

نشان دهنده مکانیسم بازدارندگی از طریق  (Km)ثابت ماندن مقدار 

ی سینیتیکی زیر از مقادیر ها ثابت. غیر رقابتی و برگشت پذیر است

 .ر بازدارنده محاسهه شده اندمیکرومولا 27نمودار در غلظت 

یم
نز

ت آ
الی

فع
د 

ص
در 

 

pH 

y = 96014x + 4580.5 

R² = 0.9981 

y = 147987x + 5836.2 

R² = 0.9986 

y = 226416x + 10311 

R² = 0.9892 

y = 289670x + 12164 

R² = 0.9874 

1
/V

0
 

1/[S] 

No inhibitors 

20 micro M 

benzocaine 

40 micro M 

benzocaine 

50 micro M 

benzocaine 
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برک فعالیت تایروزیناز روی دوپامین در  -نمودار لاینویور -2شکل 

کاهش سرعت و . میکرومولار کوجیک اسید 47تا  27ی ها حضور غلظت

نشان دهنده مکانیسم بازدارندگی از طریق ( Km) ثابت ماندن مقدار

 .غیر رقابتی و برگشت پذیر است

 

 
 

برک فعالیت تایروزیناز روی دوپامین در  -ر لاینویورنمودا -5شکل 

ماده موثر داروی )میکرومولار اکسید روی  57تا  27ی ها حضور غلظت

نشان دهنده  (Km)کاهش سرعت و ثابت ماندن مقدار (. کالامین

 .مکانیسم بازدارندگی از طریق غیر رقابتی و برگشت پذیر است

سینیتیکی ی ها مقادیر ثابت 4تا  6های در جدول

(Km  وVmax)  برای داروهای مورد استفاده به ترتیب

و بنزوکائین آورده شده اند  اکسید روی، کوجیک اسید

ی مذکور در عدم حضور دارو مقایسه شده ها و با ثابت

و  (Km)طوری که ملاحظه می شود عدم تغییر به . اند

در هر سه مورد دلالت بر نوع ( Vmax)کاهش 

 (. 6و  4)ابتی دارند طریق غیر رق بازدارندگی آنها از
 

ی سینیتیکی تایروزیناز پوست موز در حضور ها تغییرات ثابت -2جدول 

 ی مختلف بازدارنده اکسید رویها غلظت

ثابت  (میکرومولار)غلظت اکسید روی 

 0 20 40 80 سینیتیکی

20 20 20 20 Km (M) 
15268 13850 11080 4580.0 1/Vmax 

0.000065 0.000072 0.000090 0.00021 
Vmax 

(M/min) 

 
ی سینیتیکی تایروزیناز پوست موز در حضور ها تغییرات ثابت -3جدول 

 .ی مختلف بازدارنده کوجیک اسیدها غلظت

ثابت  (میکرومولار)غلظت کوجیک اسید 

 0 20 30 40 سینیتیکی

20 20 20 20 Km (M) 
14934 13543 10308 4580.0 1/Vmax 

0.000066 0.000073 0.000097 0.00021 
Vmax 

(M/min) 

 
ی سینیتیکی تایروزیناز پوست موز در حضور ها تغییرات ثابت -4جدول 

 .ی مختلف بازدارنده بنزوکائینها غلظت

ثابت  (میکرومولار)غلظت بنزوکائین 

 0 20 40 50 سینیتیکی

20 20 20 20 Km (M) 

12164 10311 5836.2 4580.0 1/Vmax 

0.000082 0.000096 0.00017 0.00021 
Vmax 

(M/min) 

به این ترتیب، کاهش فعالیت در حضور دارو در 

همه موارد مشاهده گردید و بیشترین اثر بازدارندگی 

ی ها سپس با استفاده از داده. مربوط به اکسید روی بود

Vmax) این جدول نمودارهای
+
/Vmax

در مقابل  (-

م و بعد از انجام رس ها ی مختلف بازدارندهها غلظت

اکسید روی،  برای( IC50)مقدار محاسبات لازم 

 02و  68، 61کوجیک اسید و بنزوکائین به ترتیب 

 (.1جدول )میکرومولار به دست آمد 

y = 95390x + 4645.7 

R² = 0.9987 

y = 202889x + 10252 

R² = 0.9987 

y = 265206x + 13446 

R² = 0.9769 

y = 298884x + 14937 

R² = 0.9847 

1
/V

0
 

1/[S] 

No inhibitors 

20 micro M kojic 

acid 

30 micro M kojic 

acid 

40 micro M kojic 

acid 

y = 95390x + 4645.7 

R² = 0.9987 

y = 201636x + 10736 

R² = 0.9984 

y = 265682x + 13655 

R² = 0.9768 

y = 299488x + 15167 

R² = 0.9843 

1
/V

0
 

1/[S] 

No inhibitors 

20 micro M ZnO 

40 micro M ZnO 

80 micro M ZnO 



   

 

67 87 

ص
ف

ـ
لنامه عل

ـــ
ی
م

- 
ی
ی کاربرد

ی بیولوژ
ش
پژوه

 

 

 

 ... کالامین دی و بنزوکائین روی فعالیت آنزیم تایروزیناز تأثیربررسی 

 .داروهای مورد استفاده( IC50)مقادیر  -6جدول 

 بنزوکائین کوجیک اسید اکسید روی بازدارنده

 IC50 (M) 61 68 02مقدار 

ه این که نوع بازدارندگی در همه موارد با توجه ب
در هر  (KI)محاسبه غیر رقابتی است از رابطه زیر برای 

 (KI)بدیهی است در این رابطه، . مورد استفاده گردید

Vmax)غلظت بازدارنده و  ([I])ثابت سرعت بازدارنده، 
+I) 

Vmax)و 
-I) ترتیب ماگزیمم سرعت آنزیمی در حضور  به

 .ده استو عدم حضور بازدارن

 بحث

بالا بردن سطوح بیان آنزیم تیروزیناز و افزایش 

فعالیت آن در فولیکول موی افراد مسن، ممکن است 
موجب از سر گرفته شدن سنتز پیگمانت ملانین و 

در صورت عملکرد . درنتیجه رنگی شدن ساقه مو گردد
و  in vivoی آنزیم تیروزیناز در ها قوی فعال کننده

می توانند  ها نبی، این فعال کنندهعدم وجود عوارض جا

در صنعت داروسازی بطور گسترده ای  مورد استفاده 
ی شیمیایی ها قرار گیرند و جایگزین مناسبی برای رنگ

ی تایروزیناز هم چنین ها فعال کننده(. 68و  0)گردند 
ممکن است کاندیدهای مناسب برای کاهش علائم 

حالات  آلبینسم مجموعه ای از. آلبینیسم  باشند

وراثتی است که در نتیجه جهش ژنتیکی ایجاد می 
این افراد به دلیل کمبود یا فقدان رنگیزه در . گردد

پوست، مو و چشم خود، شدیدا در معرض خطرات 
نور خورشید می باشند و احتمال  uvناشی از اشعه 

. بروز انواع مشکلات پوستی و سرطان در آنها بالا است

که جهش در نواحی بجز تحقیقات نشان داده اند 
جایگاه فعال رخ می دهد و موجب کاهش فعالیت آنزیم 

ی ملانین در این ها می گردد در نتیجه سنتز رنگدانه
بر اساس (. 62و  60)افراد به شدت کاهش یافته است 

یک پروژه تحقیقاتی در گروه تحقیقاتی بیوشیمی 

دانشگاه گیلان اسیدهای چرب ضروری مانند 
ید و لینولئیک اسید موجب افزایش آراشیدونیک اس

نتایج آن تحقیق در (. 61)فعالیت تایروزیناز می شوند 

ی تایروزیناز و سینیتیک اثر آن در ها مورد اثر کننده
ی تحقیق حاضر در مورد داروهای ها تضاد با یافته

دانشمندان بیان داشته اند . پوستی روی تایروزیناز است
به کارگیری فعال که می توان امیدوار بود که با 

ی قوی و مناسب برای آنزیم تیروزیناز در ها کننده

ی پوستی ناشی از کمبود ها مبتلایان به برخی بیماری
لازم به یادآوری . رنگدانه مشکلات آنها را کاهش داد

ی آنزیم تیروزیناز و به ها است که بررسی فعال کننده
ی ها ، نسبت به مهار کنندهها طور کلی همه آنزیم

عی و سنتزی آنها کمتر مورد مطالعه قرار گرفته طبی

در مورد داروهای پوستی و اثر آنها روی (. 1)است 
منابع زیادی وجود نداشت، به خصوص  ها عملکرد آنزیم

با توجه به اینکه . داروهای رایج که ما استفاده کردیم
بنزوکائین، کوجیک اسید و کالامین از داروهای ملایم 

هستند، هنوز توجه محققین برای با اثرات جانبی کم 
اثرات جانبی احتمالی آنها به طور جدی جلب نشده 

به همین دلیل، منابع زیادی برای بحث در مورد . است
از طرفی، کوجیک اسید در . داروها وجود نداشتند

ی شناخته شده تایروزیناز قرار دارد و ها دسته بازدارنده
نس برای در بسیاری از منابع آنرا به عنوان رفرا

تحقیقات بازدارندگی این آنزیم استفاده می کنند و 

آنکه اکسید روی موجود در کالامین نکته جالب توجه 
و برخی دیگر از داروهای پوستی بازدارنده قوی تری از 

این اثر اکسید روی در کنار اثرات . کوجیک اسید است
دارویی آن می تواند از مزایای خوب ترکیب مذکور 

علاوه بر اثر دارویی می تواند روشن کننده زیرا . باشد

ی ناشی از آفتاب و یا بهبود ها پوست باشد و تیرگی
اکسید روی یا . را به تدریج برطرف نماید ها برخی زخم

همچنین در علاوه بر مصارف دارویی، اکسید دو زنگ، 
این ماده غیر قابل . ساخت مواد آرایشی به کار می رود

و در صد کم حیط اسیدی حل در آب است، ولی در م

به دلیل آثار ضد چربی  اکسید روی. حل می شودالکل 
، در  UVپوست و منعکس کننده اشعه ماورای بنفش یا
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ر د. ی ضد آفتاب نیز استفاده می شودها ترکیب کرم

 ترکیبدر  اکسید روی، یتشپزشکی و بهداکاربردهای 
شامپو  و پودر بچه، پمادهای پوستی، کرم ضد آفتاب

اکسید روی به صورت پمادی به . کاربرد دارد ضدشوره
همین نام و یا در ترکیب داروهای پوستی مانند 

درمان ضایعات پوستی  وجود دارد و برای کالامین

، اگزما، سوختگی پای سوختگیمستعد عفونت مانند 
توصیه  حشرات یدگی توسطگزنوزادان، خراشیدگی و 

این دارو برای حفاظت از پوست در اثر اشعه . می شود
(UV )که نفوذ اشعه  از آنجایی. نیز کاربرد دارد(UV )

سرعت  به داخل پوست تخریب بافتی را تسریع کرده و

از طرفی، تابش . را افزایش می دهد پیرشدن پوست
(UV ) سرطان خطر بروز  کرده و خشکپوست را

عمل اکسید روی می تواند در . بیشتر می کندرا  پوست
به علاوه، اثر . کاهش این خطرات بسیار موثر واقع شود

ضد تایروزینازی قوی آن موجب کاهش ایجاد 
ناشی از زخم، پیری، تابش آفتاب و بیماری ی ها رنگدانه

در مورد  ها و گزارش ها این نوع یافته. مختلف می شود
اثرات مفید اکسید روی در واقع تائیدی براثر 

تایروزیناز است که در این تحقیق  بازدارندگی آن روی
 .گزارش شده است

پیرون  -  -هیدروکسی متیل-6-هیدروکسی-1

(HMP )قارچی  یها ی از متابولیتیا کوجیک اسید، یک
است که به عنوان داروی موضعی برای ملازما 

(melasma ) به (. 60و  63)در انسان استفاده می شود
، به دلیل خاصیت آنتی تایروزینازی شناخته علاوه

شده، در ترکیب داروهای روشن کننده پوست نیز 

تحقیقات نشان داده اند که (. 64و  66)کاربرد دارد 
د می تواند در صنایع غذایی برای کاهش کوجیک اسی

اثر تایروزیناز و در نتیجه حفظ کیفیت مواد غذایی و 
به دلیل سمی (. 6)در دوره انبار استفاده شود  ها میوه

بودن این ماده، تحقیق در مورد مسمومیت از آن هنگام 

استفاده از مواد غذایی و داروهایی که در آنها استفاده 
این دارو هم (. 63و  6)دارد شده است هنوز ادامه 

چنین به عنوان آنتی اکسیدانت معرفی شده و خواص 

آن بررسی شده است و به دلیل خاصیت آنتی 
تایروزیناز و آنتی اکسیدانت می تواند در کاهش اثرات 

کوجیک اسید هم چنین دارای (. 2)پیری موثر باشد 
خواص ضد تومور می باشد و می تواند در ترکیب 

رمان یا پیشگیری سرطان کاربرد داشته داروهای د

این ماده چند کاره هم چنین در (. 66و  66)باشد 
رادیولوژی به عنوان محافظ در مقابل اشعه مضر 

یکی از جدیدترین اثرات گزارش (. 0)استفاده می شود 
این ترکیب در درمان بیماری پوستی لشمانیازیس شده 

(Leishmaniasis ) اری یک این بیم(. 66و  66)است

زخم پوستی مزمن می باشد که در کشورهای آسیایی 
است و به نام بیماری شرقی نیز  بیشتر دیده شده
سالک نیز در ایران به این بیماری . خوانده می شود
عامل بیماری تک یاخته ای از جنس  .اطلاق می شود

لیشمانیا می باشد و بیماری قابل انتقال بین انسان و 
ز جمله جوندگان و سگ است که تعدادی از حیوانات ا

ز فرد بیمار به دیگران انتقال توسط پشه خاکی ا
این بیماری به ویژه در فصول گرم سال و در . یابد می

در ابتدا . مناطق گرمسیر کشور بیشتر مشاهده می شود

( پاپول)برجستگی کوچک  صورت یک زخم سالک به

تدریج بزرگ شده و به صورت  که به ظاهر می گردد

خود  ها زخم در برخی موارد این. در می آید زخم

یکسال و  تا چند ماه و گاهی چند هفته خود ظرف به

 در برخی افراد عود بیماری پس .یا بیشتر بهبود یابند

از بهبود به صورت زخم و یا برجستگی کوچک در 

  در ایران. بهبود یافته ظاهر می شود قبلی محل زخم
ی ها وت و با عنوانلیشمانیوز جلدی به دو شکل متفا

وجود ( خشک)و شهری ( مرطوب)سالک نوع روستایی 
 . دارد

 گیری نهایی نتیجه

ی تحقیق ما می توان نتایج را به ها بر اساس یافته
 .صورت زیر جمع بندی نمود

http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=154590
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=154590
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=67617
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=182564
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=163733
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=163733
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=181822
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=130053
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=130053
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=130053
http://www.tebyan.net/newindex.aspx?pid=130053
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آنزیم تایروزیناز در پوست موز وجود دارد و خواص 

به این ترتیب . شبیه به تایروزیناز قارچی بروز می دهد

توان از یک منبع ارزان قیمت و دور ریختنی ماده می 

 .ارزشمندی با راندمان زیاد تهیه نمود

تایروزیناز پوست موز می تواند جایگزین مناسب و 

ارزان قیمتی برای تایروزیناز قارچ برای اهداف 

 .تحقیقاتی معرفی شود

پیش بینی می شود که تایروزیناز در موزهای 

وست آنها به مقدار بیشتر پوسیده و غیر قابل فروش و پ

موجود باشد و با روشی مشابه می توان آنرا آزمایش و 

تایروزیناز پوست موز دارای دمای . تعیین کیفیت نمود

بهینه بالاتری از تایروزینازهای شناخته شده است و 

می تواند در کاربردها دارویی که دمای بالاتری برای 

 .دعملکرد لازم دارند به راحتی استفاده شو

داروهای پوستی، علاوه بر خواص دارویی مورد 

انتظار دارای خواص آنتی تایروزیناز و گاه خواص آنتی 

 .اکسیدانت هستند

اثرات جانبی داروهای موضعی پوستی می تواند 

ارزش افزوده ای بر عملکرد آنها داشته باشد زیرا 

ی ها فعالیت تایروزیناز موجب تیرگی و ایجاد لکه

این داروها با بازدارندگی قابل توجه . پوستی می شود

ی پوستی را از بین ها روی تایروزیناز می توانند لکه

 .ببرند

ی سینیتیکی هر سه داروی ها بر اساس یافته

ی غیر ها کالامین، کوجیک اسید و بنزوکائین بازدارنده

به این معنی که با وجود . رقابتی تایروزیناز هستند

روی ( Vmax) میکاهش سرعت ماگزیمم واکنش آنزی

 . آنزیم اثر ندارند( Km)مقدار 

از میان داروهای بررسی شده در این تحقیق 

ماده )بالاترین اثر بازدارندگی مربوط به اکسید روی 

و سپس کوجیک اسید و در ( موثر در داروی کالامین

 .نهایت بنزوکائین بود

نکته قابل توجه این که مرور کتابخانه ای تحقیقات 

یی که در کنار این تحقیق ما نیز ها مایشدیگران و آز

انجام گرفت ثابت کننده اثر آنتی اکسیدانتی داروها نیز 

ی آزاد و ها این اثر در کاهش مضرات رادیکال. بود

احتمالا به تعویق انداختن علائم پیری اهمیت زیاد 

 .دارد
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