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اثر آلكيل بنزن سولفونات بر فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز مغز 

 موش آزمايشگاهي
 *** مد آهنجانمح ؛  **دكتر سيد علي محمد قاضي مير سعيد  ؛ * قوجق  دكتر دردي

 : كيدهچ

 فزايشاصورت  در، شود مي افزوده محيط زيست عنوان ماده فعال سطحي به هب هك ولفوناتس بنزن آلكيل :سابقه و هدف

وان عن به سولفونات عموماً د.آلكيل بنزنماين مي را آلوده محيط زيست عنوان يك سم بيولوژيكي زيست به  رمحيطد قدارآنم

بيولوژيكي آلكيل بنزن  دليل عدم هضم ه. بشود ا افزوده ميه ودرياچه ها مقدار زياد به رودخانه ماده فعال سطحي به

خصوصيات سميت بيولوژيكي از خود نشان دهد.مكانيسم سميت  تواند مي ب شيمياييسولفونات در طبيعت ،اين تركي

 آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز ،آنزيمي است كهاز طرفي  مشخص نشده است .هنوز آلكيل بنزن سولفونات  يبيولوژيك

بررسي شرايط انرژي ودر  ادلنقش بسيار مهمي در تحريك مسير گليكوليز ودر كنترل شارژ انرژي  دارد.اين آنزيم در تع

مكانيسم سميت بيولوژيك آلكيل بنزن  ؛ بنابراين ممكن است در شناختارددماركر وشاخص  موجودات زنده نقش  حيات

 مفيدباشد. سولفونات

اين پژوهش اثر آلكيل بنزن سولفونات بر فعاليت آدنوزين منوفسفات  : اين مطالعه از نوع تجربي است ودرها مواد و روش

نزن ب آلكيلنمونه درحضور  03در گروه آزمايش به تعداد  مطالعه شد. در لوله آزمايش  ميناز در مغز موش آزمايشگاهيدآ

نمونه  03گيري شد. در گروه شاهد به تعداد  فعاليت آنزيم اندازه ميكرومول در ليتر 03تا  03هاي  سولفونات در غلظت

فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات  يريگ . براي اندازهگيري شد اندازه فعاليت آنزيم آلكيل بنزن سولفوناتدرعدم حضور 

 استفاده شد. از روش اسپكتروفتومتريه آزمايش گرو شاهد و دآميناز در گروه 

نانومول در دقيقه در گرم   80/95 05/8برابر باشاهد نتايج حاصل نشان دادند كه فعاليت اين آنزيم در گروه : ها يافته

 .آزمايشگاهي بود مغز موش نانومول در دقيقه در گرم پروتئين 00/08 50/5برابر با آزمايشگروه پروتئين ودر 

داد كه آلكيل بنزن سولفونات از طريق واكنش با جايگاه فعال آنزيمي آدنوزين منوفسات دآميناز  هاي ما نشان يافته بحث:

آدنوزين منوفسفات دآميناز توسط آلكيل بنزن  مهارآنزيمدهد.  مغز موش آزمايشگاهي نقش مهاري خود را نشان مي

مكانيسم سميت آلكيل بنزن سولفونات وآلودگي محيط زيست  كبراي در مناسب  سولفونات ممكن است يك راهنمايي

  با ماهيت هيدروفوبيكي باشد.

 كننده محيط زيست. ،آدنوزين منوفسفات دآميناز،آلوده ت:آلكيل بنزن سولفوناها كليدواژه

 .دانشكده پزشكي ، دانشگاه علوم پزشكي بابل ، بخش بيوشيمي وبيوفيزيك يارومديرگروهدانش *

 .دانشكده پزشكي ، دانشگاه علوم پزشكي بابل ،ستاديار بخش داخلي ا ** 

  .شناسي،دانشكده پزشكي ،دانشگاه علوم پزشكي مازندران ميكروب بخش مربي ***

 1000-8864222بيوفيزيك، تلفن:  -ز، دانشگاه علوم پزشكي بابل، گروه بيوشيميبابل، خيابان گنج افرودار مكاتبات:  عهده *
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 :مقدمه
(آنزيمي   EC 3.5.4.6آدنوزين منوفسفات دآميناز ) 

 است كه درتحريك مسير گليكوليز ودر كنترل شارژ

اين آنزيم  .(2و8انرژي آدنيلات اهميت دارد )

همچنين در تبديل نوكلئوتيدهاي آدنين ،اينوزين 

 خصوصيات، اين دليل .به(4و3دارد) مهمي نقش وگوانين

 فيزيك  -وشيميشناسي  اين آنزيم در مطالعات آنزيم

 است. متابوليسم سلولي بسيار با اهميت از نظر تنظيم

يك  كه فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز

متعددي تحت  ، براثر عواملباشد آنزيم آلوستريك مي

 اند كه داده گزارش حققانم گيرد، ثير قرار ميأت

تركيبات آلي از طريق كاهش افنيتي سوبستراي اين 

 (.5-7گردند) آنزيم سبب كاهش فعاليت آن مي

آنزيم  دهند اتصال مهارگنندگان به احتمال مي محققان

 خصوصيات بهاست  ممكندآميناز آدنوزين منوفسفات

بنزن  باشد .آلكيل داشته بستگي كيباتتر هيدروفوبيسيتي

 شود، مي هسطحي استفاد موادفعال عنوان به كه فوناتسول

درطبيعت خصوصيات سميت بيولوژيك از خود 

 شود محسوب ميكننده محيط  آلوده دهد و نشان مي

بنزن  آلكيلاز استفاده بسيار زياد  رغم به (.1) 

مكانيسم سميت بيولوژيك اين تركيب  سولفونات،

هش آلي مشخص نشده است. هدف از انجام اين پژو

بنزن سولفونات برفعاليت آنزيم  اثر آلكيل سيربر

در اين مطالعه ما . است دآميناز آدنوزين منوفسفات

 ر فعاليت آنزيمدآلكيل بنزن سولفونات را تأثيرات 

آدنوزين منوفسفات دآميناز مغز موش آزمايشگاهي 

 طريق بتوانيم مكانيسم سميت بدين تا بررسي كرديم

 هاي كننده وساير آلوده وناتسولف بنزن يولوژيك آلكيلب

 هيدروفوبيكي عمل باماهيت،زيست محيطرا در آن مشابه

 .     مكني مشخص

 

 :ها مواد وروش 

 سولفونات،ايميدازول  بنزن آلكيل:موادشيميايي

فسفات،  تري كلر، پتاسيم، منيزيم، سيترات، گوانوزين-

فسفات، آلفاكتوگلوتارات وگلوتامات  آدنوزين تري

هاي سيگما ،مرك و  ز نمايندگي شركتدهيدروژناز ا

شد.ساير مواد شيميايي  شيميايي تهيههاي مواد شركت

  خالص  درحدآزمايشگاهي شده استفاده هاي  ومحلول

مقطر دوبار تقطير  آزمايش از آب درتمام مراحل و بود

 وعاري از يون استفاده شد.

 تعداد: وبافت مغز حيوان آزمايشگاهي 

 سطمتو ( باوزنRAT)موش آزمايشگاهيسر 06

 1/455/224 داري وهدر شرايط استاندارد نگ گرم 

هاي آزمايشگاهي ازطريق  موش شدند. داده پرورش

زمان كمتراز دو  در مدت و شدند قطع نخاعي كشته

و در ظرف  شد وردهآ بيرون سر، مغز دقيقه از جمجه

.براي حذف چربيبا   گرديد توزين و يخ قرار داده شد

كه   طوري ( استفاده شد؛ به9ري )از روش قوجق وصف

مولار توسط  5/6بافت مغز در بافر فسفات سديم 

دقيقه هموژنه شد. سپس  5هموژنايزر  به مدت 

دقيقه  86به مدت  3566هموژنه حاصل  در دور 

وتاانجام سانتريفوژ گرديدو محلول رويي برداشته شد 

 -26در دماي  مراحل بعدي آزمايش درفريزر

 د.گرديد ذخيره گرا سانتي درجه

 ازمغزموش دآميناز آدنوزين آنزيم  استخراج  

 پذيرفت: در دومرحله صورت كه:آزمايشگاهي
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 در هر آزمايشكروماتوگرافي : افنيتيروش  -8 

بافت مغز موش آزمايشگاهي  از هموژنه ميلي ليتر 5

شد.افنيتي  انتقال دادهژل  حاوي ستون كروماتوگرافي به

 Kellyو  Weydenروش ازبا استفاده  كروماتوگرافي

ليتر از  ميلي 5/6هاي با حجم  . نمونه(86انجام شد)

براي  الكتروفورز روش . ازشد آوري ستون جمع

 استفاده شد.وشناسايي  جداسازي 

آزمايش  درهر سري  :انجام الكتروفورز روش -2

شده از افنيتي  ميكروليتر از محلول تهيه 866مقدار 

 روفورز استفادهكروماتوگرافي براي روش الكت

متر  ميلي 5/6)به ابعاد  الكتروفورز افقي ژل گرديد.

كننده  تفكيك از ژل متر(با استفاده سانتي 5*  86در 

در حضورسديم  درصد آكريل آميد 86حاوي 

  =PH 25/7% ودر 5(  SDSدودوسيل سولفات ) 

ليتر ژل آكريل آميد   ميلي 3/3مقطر ،  ليتر آب ميلي 4)

 مولار و 5/8ليتر تريس  ليمي 3/8درصد ، 36

25/1PH=  ليتر    ميلي 8/6 وSDS  86، %8/6 

 662/6 درصد 86ليتر آمونيوم پرسولفات  ميلي

ژل استكينگ با  انجام شد.(Themd) ليتر تمد  ميلي

 33/6ليتر آب مقطر ،  ميلي 4/8% ) 5آميد  آكريل

 5/8ليتر تريس  ميلي 25/6% ، 36ليترآكريل آميد   ميلي

 62/6و  SDSليتر   ميلي 35/7PH=  ،62/6بامولار

ليتر  ميلي 662/6% و86ليتر آمونيم پرسولفات   ميلي

  ساعت بود. 5الكتروفورز  زمان مدت شد. تمد (استفاده

 آدنوزين  فعاليت آنزيم  گيري اندازه

 856محلول واكنش حاوي  :دآميناز منوفسفات

 25/7PH=،856با  كلر–مول بافر ايميدازول  ميلي

مول  ميلي8مول منيزيم ، ميلي5 مول پتاسيم، ميلي

 5فسفات و گوانوزين تري مول ميلي 5/6سيترات و

ميكروليتر از  56و فسفات تري آدنوزين  مول ميلي

 06مدت   ليتر به ميلي 2 در حجم نهاييمحلول آنزيمي 

 شد. انكوبهسانتيگراد درجه  37دقيقه در دماي 

از بااستفاده فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآمين

 در طول موج (7و همكارانش) Yoshinoازروش 

نانومتر توسط اسپكتروفتومتر مدل  346

  گيري شد. اندازه C.E.1020سيسيل

 :ها يافته
 اي براي استخراج دومرحله در اين پژوهش روش 

آزمايشگاهي  غزموشمدآمينازاز منوفسفات آدنوزين آنزيم

توگرام استخراج ، نمونه كروما8درنمودار  شد. استفاده

است،  شده داده كروماتوگرافي ستوني نشان آنزيم توسط

است، آنزيم  شده داده همانگونه كه در اين نمودار نشان

شود و جداسازي آن در  مي سلولز متصل DEAEبه 

ليتري كه حداكثر جذب نوري را دارد،  ميلي 86حجم 

بار 0است. هريك ازنقاط درنمودار، حاصل  شده شروع

ارائه  MeanSEاست و مقادير بر حسب آزمايش 

گيري  منحني استاندارد اندازه 2شده است. در نمودار

فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز مغز موش 

ميكرومول 1/6است.تاغلظت شده داده نشان آزمايشگاهي

صورت خطي است؛  در ليتر غلظت سوبسترا نمودار به

ر سوبسترا از ميكرومول در ليت 1/6بنابراين تا غلظت 

توان  گيري فعاليت آنزيم مي اين نمودار براي اندازه

 كرد. استفاده

ميزان فعاليت آنزيم در گروه شاهد )بدون حضور 

و درگروه  52/115/92آلكيل بنزن سولفونات( برابر 

 آزمايش )درحضور آلكيل بنزن سولفونات( برابر

45/238/81  نانومول در دقيقه در گرم پروتئين مغز 
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 نانومتربا استفاده از كروماتوگرافي ستوني. 216منحني جذب نوري آنزيم آدنوزين منوفسفات دآمينازدر طول موج  -8نمودار 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

)ميزان جذب نوري سوبسترا  گيري فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآمينازمغزموش آزمايشگاهي استاندارد اندازه  منحني -2نمودار 

 نانومتر(. 346ج در طول مو

 

موش آزمايشگاهي بود. همانگونه كه ملاحظه 

شود آلكيل بنزن سولفونات بر اين آنزيم نقش  مي

مهاري دارد و سبب كاهش فعاليت آنزيم آدنوزين 

 گردد. منوفسفات دآميناز مي

منتون آنزيم آدنوزين منوفسفات -منحني ميكاليس 

 دمدآميناز در حضور آلكيل بنزن سولفونات و در ع

 

حضور آلكيل بنزن سولفونات نشان داده شده است؛  

همانطوركه در اين نمودار نشان داده شده است. در 

سولفونات فعاليت آنزيم آدنوزين  بنزن -حضور آلكيل

(. 3منوفسفات دآميناز كاهش يافته است )نمودار 

بار آزمايش 0هريك از نقاط در اين نمودار حاصل 

 شده است. ارائه MeanSEاست و مقادير بر حسب 
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درعدم حضور  و)منحني پايين( منتون آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز در حضور آلكيل بنزن سولفونات  -منحني ميكاليس -3نمودار 

 باشد(. مي nmol/min/g)منحني بالا()فعاليت آنزيم برحسب آلكيل بنزن سولفونات

 :بحث
دهند كه  ميهاي حاصل ازاين پژوهش نشان  يافته

فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز مغز موش 

آزمايشگاهي در حضور آلكيل بنزن سولفونات با 

درصد  71ميكرومول در ليتر به ميزان  56غلظت 

ها با گزارش ساير محققان  يابد و اين يافته كاهش مي

كه كاهش  فعاليت اين  Yoshinoو  Hwangاز جمله 

درصد  06ز تركيبات تا آنزيم را با اين دسته ا

 (.1و3اند، منطبق و قابل مقايسه است) گزارش داده

عنوان  آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز به 

متابوليسم  در گليكوليز مسير  كننده سيستم كنترل

نمودن  ازطريق فعال و باشد مي ها كربوهيدرات

در متابوليسم سلولي از  اين مسير هاي كليدي آنزيم

 پيرووات كيناز و و ي فسفوفروكتوكينازها جمله آنزيم

ممكن بنابراين،  كند. مي عمل ازطريق افزايش آمونيوم

آلكيل بنزن سولفونات سميت بيولوژيك خود را  است

 فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات از طريق مهار

 انرژي توليدسرانجام  كه طوري هب هد،د نشان آمينازد

 .(4)رددگ ختلم سلولدر 

عنوان ماده  زياد به به مقدار سولفوناتآلكيل بنزن  

و به  دگرد استفاده مي فعال سطحي درمحيط زيست

 دليل هضم شود.به ها افزوده مي ها ودرياچه رودخانه

عنوان  به يا عدم هضم بيولوژيكي اين تركيب كم و

سميت  و شود كننده محيط زيست محسوب مي آلوده

نتيك اگرچه ك (.1) دهد بيولوژيكي از خود نشان مي

واكنش آلكيل بنزن سولفونات باآنزيم آدنوزين 

شده  ت ،اما معيناس نشده خوبي مشخص همنوفسفات ب

كه قدرت مهاري آلكيل بنزن سولفونات بر آدنوزين 

هيدروفوبيسيتي  مقدار زياد به منوفسفات دآميناز به

دهنده واكنش غيرقطبي  نشان و ليگاند بستگي دارد

. مولكول اين آنزيم است ساختمان  تركيب آلي با اين
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منتون در -هاي ما در بررسي منحني ميكاليس يافته

داد  حضور وعدم حضور آلكيل بنزن سولفونات نشان

كه آلكيل بنزن سولفونات با جايگاه فعال آنزيمي 

واكنش داردو با گزارش ساير محققان از جمله 

Mayagima، Yoshino و همكارانش كه قدرت مهاري

خصوصيات  ين آنزيم وابسته بهاين تركيب را بر ا

مقايسه ومنطبق  دانند، قابل هيدروفوبيسيتي ليگاند مي

 (.7و4است)

دآميناز توسط  مهارآنزيم آدنوزين منوفسفات

 است يك راهنمايي آلكيل بنزن سولفونات ممكن

مكانيسم سميت آلكيل بنزن  براي دركمناسب 

با ماهيت  آلودگي محيط زيست سولفونات و

توضيح  هاي مايك باتوجه به يافته باشد.هيدروفوبيكي 

ممكن براي مكانيسم مهاري آلكيل بنزن سولفونات 

احتمال آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز  برفعاليت

بخش  حضورتغيير فرم مولكولي آنزيم در دارد 

 بخش كه به باشد هيدروفوبيكي آلكيل بنزن سولفونات

آنزيم بخش كاتاليتيكي  و شود مي آنزيم متصل فعال

تغيير فرم ساختماني  ببسسرانجام  و كند ميرا جدا 

 .گردد مي مهار آنزيميمنجر به و  شود  يآنزيم

آلكيل  هاي هيدروفوبيكي واكنش نتيجه اينكه       

بنزن سولفونات با  آنزيم آدنوزين منوفسفات دآميناز 

مهار فعاليت  است دليل  مغز موش آزمايشگاهي ممكن

آناليز اين  .باشدسفات دآمينازمنوف آنزيم آدنوزين

راهنماي  ها در آينده ودر مطالعات بعدي  واكنش

 ها، هاي پيچيده بين آنزيم خوبي براي درك واكنش

.خواهد بود محيط كننده ليگاندها وتركيبات آلوده
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 نانومتربا استفاده از كروماتوگرافي ستوني. 216منحني جذب نوري آنزيم آدنوزين منوفسفات دآمينازدر طول موج  -8نمودار 

 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1 1.1

سوبسترا)ميكرومول برليتر(

ي
ور

 ن
ب

جذ

 

وبسترا )ميزان جذب نوري س گيري فعاليت آنزيم آدنوزين منوفسفات دآمينازمغزموش آزمايشگاهي استاندارد اندازه  منحني -2نمودار 
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)در حضور آلكيل بنزن سولفونات آزمايش )بدون حضور آلكيل بنزن سولفونات (ودرگروه  شاهدفعاليت آنزيم درگروه  -3نمودار 

 ه شده است.ئاراMean SE) ومقادير بر حسب  ) بار آزمايش است 0ها حاصل  (.هر يك از ستون
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