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Background: The material is always covered by proteins immediately upon contact with a physiological 
environment. Hemoglobin (Hb) is one of the major blood proteins. Due to the entry of substances into blood, 
hemoglobin may interact with them. The interaction between Hemoglobin and ligands such as nanoparticles 
is very important and may cause structural and functional changes on Hemoglobin. According to the recent 
studies, PEG (poly ethylene glycol) coated nanoparticles have better biocompatibility compared with non-
coated nanoparticles, thus the present study was conducted to investigate the interaction of PEG-silver 
nanoparticles with hemoglobin.
Materials and Methods: In the present experimental study, various spectroscopic methods, including 
UV Visible, fluorescence, and Circular Dichroism (CD), were used to evaluate the interaction of silver 
nanoparticles with polyethylene glycol coating and hemoglobin. Using these methods, the effects of 
nanoparticles on the second structure and variations in the alpha helix and beta sheets of the protein, as 
well as changes in the third structure, and thus the change in the protein function, were investigated.
Results: The results of fluorescence spectroscopy and UV/Vis absorption spectroscopy indicated that the 
structure of the Trp residue environments was altered and the physiological functions of Hb were affected 
by silver nanoparticles coated with poly ethylene glycol. It could also be suggested that due to the binding 
of silver nanoparticle to Hb, some conformational changes are induced, enhancing the hydrophobicity. 
These nanoparticles have increased the ratio of deoxy and decreased hemoglobin tendency to oxygen. This 
increase in the highest concentration of nanoparticles is six times as common. 
Conclusion: The results showed that PEGylated silver nanoparticles lead to secondary structural changes 
and hemoglobin unfolding. Therefore, PEGylated silver nanoparticles decrease the hemoglobin function 
by decreasing the hemoglobin tendency toward oxygen. As a result, silver nanoparticles may cause the 
molecular toxicity of proteins. Considering the results obtained and the importance of nanoparticles 
biosafety, it is suggested that by changing the coating, size, or shape of nanoparticles and optimizing them, 
the possible side effects of nanoparticles on the structure and function of the protein can be prevented.
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مقاله پژوهشی

سابقه‌وهدف: مواد همیشه در برخورد با یک محیط فیزیولوژیک به سرعت از سوی پروتئین‌ها احاطه می‌شوند. هموگلوبین هم که یکی از پروتئین‌های مهم و کارساز 
خون به شمار می‌آید، به دلیل ورود مواد به خون ممکن است با آن‌ها وارد برهم کنش شود. اندرکنش لیگاندها با این مولکول بسیار مهم است و این احتمال وجود 
دارد که در اثر اتصال لیگاندهای مختلف از جمله نانوذرات با هموگلوبین، تغییرهایی در ساختار سوم آن ایجاد شود که سبب تغییر در عملکرد آن شود. با توجه به 
این که فرم پگیله نانوذرات دارای سازگاری زیستی مناسب‌تری نسبت به نانوذرات بدون پوشش است، در این تحقیق بررسی اندرکنش نانوذرات نقره به فرم پگیله با 

هموگلوبین خون انجام شده است.
مواد و روش‌ها: در این مطالعه تجربی، از روش‌های مختلف طیف‌سنجی شامل مرئی ماورای بنفش، فلورسانس و دورنگ‌نمایی حلقوی برای ارزیابی اندرکنش 
نانوذرات نقره با پوشش پلی‌اتیلن گلیکول و هموگلوبین استفاده شده است و با استفاده از این روش‌ها، آثار نانوذرات بر ساختار دوم، تغییر در میزان آلفا هلیکس و 

صفحات بتای پروتئین و همچنین تغییر در ساختار سوم و در نتیجه تغییر در عملکرد پروتئین بررسی شده است. 
تغییر کرده و عملکرد  تریپتوفان  نتایج طیف‌سنجی فلورسانس و طیف‌سنجی جذبی مرئی ماورای بنفش نشان داد که ساختار محیط اطراف اسیدآمینه  یافته‌ها: 
فیزیولوژیکی هموگلوبین تحت تاثیر نانو‌ذرات نقره با پوشش پلی‌اتیلن گلیکول قرار گرفته است. همچنین اتصال نانوذرات نقره پگیله به هموگلوبین سبب برخی 
تغییرها در شکل فضایی آن و در نتیجه افزایش آب‌گریزی سطح شده است. این نانوذرات سبب افزایش نسبت دی‌اکسی و کاهش تمایل هموگلوبین نسبت به اکسیژن 

شده‌اند. این افزایش در بیشترین غلظت نانوذرات شش برابر حالت معمول است.
نتیجه‌گیری: نتایج حاصل نشان می‌دهد نانوذرات نقره پگیله با ایجاد تغییر در ساختمان دوم پروتئین  و باز شدگی ساختار سوم هموگوبین سبب تغییر در عملکرد 
پروتئین می شوند، بنابراین نانوذرات نقره پگیله با کاهش تمایل هموگلوبین نسبت به اکسیژن به کاهش قابل توجه عملکرد هموگلوبین منجر می‌شوند.   با توجه به 
نتایج به دست آمده و اهمیت ایمنی زیستی در استفاده از ترکیب‌های نانو، پیشنهاد می‌شود با تغییر پوشش، اندازه یا شکل نانوذرات و انتخاب بهینه آن‌ها، از عوارض 

احتمالی نانوذرات بر ساختار و عملکرد پروتئین جلوگیری شود.

واژگان كلیدی: نانوذرات نقره پگیله، هموگلوبین، برهم کنش

تاریخ دریافت مقاله: 1395/11/23        تاریخ پذیرش مقاله:1397/2/22
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مقدمه:
چهار  کروی  ساختار  دارای  که  است  مهم  پروتئین‌های  از  یکی  هموگلوبین خون 
زیر واحدی )شامل دو زیر واحد آلفا و دو زیر واحد بتا( است. هر زیر واحد توانایی 
حمل یک مولکول اکسیژن را دارد. تغییرهای ساختاری ایجاد شده در اثر اتصال 

لیگاندهای مختلف با این مولکول، می‌تواند به تغییر در عملکرد هموگلوبین )اتصال 
دلیل  به  تازگی  به  نیز که  نانو  ذرات  رو  این  از  اکسیژن( منجر شود.  آزادسازی  و 
ویژگی‌های منحصر به فرد خود، به طور گسترده‌ای برای کاربردهای درمانی مورد 
با  اتصال  اثر  در  موثر خود،  کاربردهای  کنار  در  واقع شده‌اند]1[،  می‌توانند  توجه 

بررسی آثار نانوذرات نقره  به فرم پگیله بر ساختار، عملکرد و غلظت فرم‌های 
مختلف هموگلوبین
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پروتئین‌های مختلف موجود در خون از جمله هموگلوبین سبب تغییرهایی در ساختار 
و عملکرد این مولکول‌های مهم شوند.

لازم به ذکر است، اندازه مشابه این نانوذرات با ملکول‌های زیستی مانند پروتئین‌ها 
و اسید‌های نوکلئیک، همچنین ویژگی‌های رفتاری برخی از آن‌ها مانند رفتارهای 
و  زیست‌شناسی  علوم  در  آن‌ها  روزافزون  استفاده  سبب  فلورسانس  یا  مغناطیسی 
بخشيدن  عملكرد  راستاي  در  پروتئين‌ها  دیگر،  سوی  از  است]2[.   شده  پزشکی 
از ويژگي‌هاي پروتئين مي‌توان در راستاي  نانو مواد به كار مي‌روند. همچنين  به 
احساس و تشخيص تا انتقال استفاده کرد. در مقابل، نانو مواد هم تأثير قدرتمندي 
بر ساختار و عملكرد پروتئين‌ها دارند كه تلاش فراواني برای فهم اصولي اين اثرها 
در حال انجام است.  فهم دقيق اندركنش پروتئين- نانو مواد مي‌تواند در طراحي 
كاربردي پروتئين- نانو مواد مفيد واقع شود که از چند زاويه از لحاظ صنعتی حائز 
دارو  انتقال  سيستم‌هاي  طراحي   -2 حسگرها  زیست  طراحي  است:1-در  اهميت 
3- ساخت نانو كامپوزيت‌هاي عملكردي 4-تصويربرداري مولكولي از سلول‌هاي 
زنده. علاوه بر جنبه صنعتی اندرکنش پروتئین و آنزیم با نانو مواد، جنبه پزشکی و 
آثار زیان‌آور نانو مواد بر این ارگان‌ها به عنوان مهم‌ترین بخش موجود زنده و تغییر 
در حال  است.  بسیار مهمی  نیز موضوع  آن‌ها  و عملکردی  خصوصیات ساختاری 
حاضر در جامعه پزشکی، این امر به خوبی پذیرفته شده است که سطوح مواد در یک 
محیط زیستی، با جذب مولکول‌های زیستی مانند پروتئین‌ها تغییر می‌یابند]3-12[ و 
این اجماع وجود دارد که پاسخ‌های سلولی به مواد در یک محیط زیستی بیش از این 
که ناشی از خود آن‌ها باشد، بازتاب لایه زیستی جذب شده است]3[.  مطالعه‌های 
اولیه در زمینه بر هم‌کنش پروتئین‌ها با سطوح مختلف  ناظر به این واقعیت است 
که  ممکن است ساختار پروتئین نیز در اثر جذب  تغییر کند. به همین منظور مطالعه 
اندرکنش پروتئین‌ها و سطوح جدی به نظر می‌رسد]13-17[. با وجود این حقیقت 
که اولین برخورد نانوذرات پس از ورود به یک محیط فیزیولوژیک با پروتئین‌ها‌ست 

اما در این زمینه هنوز تحقیق کاملی انجام نشده است. 
تجاری شدن  درجه  بیشترین  پزشکی  بخش  در  نقره  نانوذرات  نانوذرات،  میان  از 
در  حتی  نانوذرات  این  آنتی‌باکتریال  ویژگی‌های  است.  داده  اختصاص  خود  به  را 
غلظت‌های بسیار کم هم قابل توجه است. ديدگاه افراد این است که این نانوذرات 
برخی موارد به نسبت غیرسمی هستند]18-19[. مطالعه‌هایات ‌ دیگری نشان می 
‌دهد که نانوذرات نقره با پوشش سیترات خواص آنتی ‌باکتریال قویتری نسبت به 
نانوذرات نقره بدون پوشش نشان می ‌دهند]20[. هم چنین تاکنون مطالعه‌هایات  
مختلفی در رابطه با برهم‌کنش نانوذرات نقره با پروتئین ‌ها و، از جمله آلبومین و 
نشان  سرم  آلبومین  با  نقره  نانوذرات  برهم ‌کنش  است.   شده  انجام  هموگلوبین 
می ‌شوند  آلبومین  هلیکس  ساختارهای  کاهش  سبب  نانوذرات  این  که  می ‌دهد 
]21-22[. این مطالعه‌هاات  نشان می ‌دهد پوشش نانوذرات نقره می ‌تواند سبب 
کاهش اتصال آن ‌ها با هموگلوبین و افزایش خاصیت آنتی باکتریال آن ‌ها شود 

.]20[
مثل  دیگر  کوچک  مولکول‌های  از  تعدادی  با  هموگلوبین  برهم‌کنش 
دی‌متیل‌سولفوکسید]23[، مولکول‌های آب‌دوست]24-727 و هماتوپورفیرین‌ها]26[  
گزارش شده است. همچنین جذب هموگلوبین روی نانوذرات سیلیسی، زیرکونیوم 
و تیتانیوم نیز مطالعه شده است]27- 28[. در اثر اندرکنش لیگاندها با هموگلوبین 
تعادل  بنابراین  و  شده  ایجاد  هموگلوبین  سوم  ساختار  در  تغییرهایی  است  ممکن 
R⇋T را به سمت چپ یا راست جابه‌جا کند؛ بنابراین تمایل اتصال هموگلوبین به 

اکسیژن را کاهش یا افزایش دهد. 
همان‌طور که اشاره شد تحقیقات نشان می ‌دهد نانوذراتی که دارای پوشش مناسب 
زیست ‌سازگاری  بنابراین  و  و  دارند  سلولی  سمیت  بر  کمتری  اثرات‌اثار  هستند 
بیشتری از خود نشان می ‌دهند. بنابراین هدف نهایی از انجام این تحقیق بررسي 
بر گونه‌هاي مختلف  با كاربردهاي پزشكي و داروسازي  نقره پگیله  نانوذرات  ‌آثار 

هموگلوبين است.      
مواد و روش‌ها:

الف: مواد 
پوشش  با  نقره  نانوذرات  انسان،  نمونه خون  از  استخراج شده  انسانی  هموگلوبین 

 (Hemin)کره‌جنوبی، همین Biocera 10 تهیه شده از شرکت nm پلی‌اتیلن گلیکول
pH 7/4 )نمک‌های  بافر فسفات  0/1 مولار و  از شرکت سیگما،  خریداری شده 

مربوطه از شرکت مرک خریداری شده است(. 
همچنین برای استخراج هموگلوبین از خون تازه، سدیم سیترات 4درصد )شرکت 
مرک( سالین، بافر فسفات 2/. مولار با pH 7/4 )شرکت مرک(، آب دوبار تقطیر 

سرد و نمک سولفات آمونیوم20درصد )شرکت مرک( استفاده شد.
ب: تجهیزات دستگاهی 

pH متر ) ساخت کشور سوئیس(، همزن آزمایشگاهی ) تکنوژن ساخت ایران(، ترازو 
آزمایشگاهی )ساخت کشور ژاپن( سانتریفیوژ )بکمن ساخت کشور آلمان(، دستگاه 
طیف سنجی فلورسانس )وریان ساخت کشور استرالیا(، دستگاه طیف‌سنجی دورنگ 
ماورای  مرئی  سنجی  طیف  دستگاه  آمریکا(،  کشور  ساخت  )اویو  دورانی  نمایی 
بنفش)شیماتزو ساخت کشور ژاپن و کری 100 ساخت استرالیا(، دستگاه الکتروفورز 

)ساخت ایران(، گرماسنج تیتراسیونی همدما )میکروکال ساخت کشورآمریکا(.
ج: روش‌ها

استخراج هموگلوبین از خون انسان:
 برای استخراج هموگلوبین از خون تازه مراحل زیر به ترتیب انجام شد: 9 میلی‌لیتر 
از خون تازه به یک میلی‌لیتر سدیم سیترات 4درصد  اضافه شد. برای جدا کردن 
سرم، محلول خونی به مدت 15 دقیقه با 3000 دور سانتریفیوژ شد. نمونه سانتریفیوژ 
شده  سرریز شد.  سپس معادل  10 حجم سالین  9/. درصداضافه شد . در مرحله 
بافر  5 حجم  شد. سپس  سرریز  بعد  و  سانتریفیوژ  دور  هزار   10 با  دقیقه   15 بعد 
فسفات 2/. مولار pH 7/4  اضافه شد. این محلول به مدت 15 دقیقه و با 5 هزار 
دور سانتریفیوژ و سپس سرریز شد. مرحله بعد آب دوبار تقطیر سرد به اندازه 9 برابر 
حجم رسوب برای لیز کردن گلبو‌ل‌های قرمز افزوده شد. سپس به مدت 10 دقیقه 
در دمای 4 درجه سانتی‌گراد و دور18 هزارسانتریفیوژ  انجام شد.  محلول رویی را 
جدا کرده و سپس نمک سولفات آمونیوم20درصد اضافه کرده و 15 دقیقه در حالت 
ایستا قرار داده و سپس با دور 14هزار در دمای 2 درجه سانتی‌گراد به مدت یک 
ساعت سانتریفیوژ شد. به این ترتیب،  محلول رویی که هموگلوبین است  از رسوبی 
که شامل جداره سلول‌هاست، جدا شد. سپس محلول رویی با بافر فسفات به مدت 
12 تا 24 ساعت 3 بار دیالیز شد. در مرحله آخر نمونه فریز شد]28-31-26-29[.

الکتروفورز هموگلوبین:
برای تایید تخلیص هموگلوبین استخراج شده از خون انسان، الکتروفورز هموگلوبین  
با ژل پلی اکریلامید SDS انجام شده و با نمونه های شرکت مرک و سیگما مقایسه 

شد.
:UV-Visible طیف سنجی

طیف جذبی مرئی ماورای بنفش در محدوده 250تا500  نانومتر با استفاده از دستگاه 
و  آپوهموگلوبین  هموگلوبین،  جذبی  سنجی‌های  طیف  شد.  ثبت  اسپکتروفوتومتر 
لیگاند  مختلف  غلظت‌های  غیاب  در  و  حضور  در  میکرومولار   3-1/5  hemin
آزمایش‌های   تمامی  شد.  انجامک  میکرومولار(   47 و   37/4  ،28  ،18/7  ،0(
طیف‌سنجی در  pH 7/4 و در دمای 37 درجه سانتی‌گراد و با سه بار تکرار انجام 

شده است.
طیف سنجی فلورسانس: 

براي اندازه‌گيري شدت نشر فلورسانس ذاتي هموگلوبین و مطالعه تأثير نانوذرات 
مختلف بر ساختار هموگلوبین از غلظت 3 میکرومولار هموگلوبین استفاده شد. طول 
موج تحركي 280 نانومتر بوده است. آزمايش‌ها در غلظت‌هاي مختلف نانوذرات و 
در دماهای37 درجه سانتی‌گراد و با سه بار تکرار، انجام  شد. پهنای شکافت نشر و 
جذب به ترتیب 5 و 10 نانومتر تنظیم شد. طول سل مورد استفاده یک سانتی‌متر 

بوده است.
:Circular Dichroism (CD) طیف سنجی دو رنگ نمایی دورانی

طیف سنجی CD براساس اختلاف جذب نور پلاریزه چپ گرد و راست گرد است. 
طيف‌هاي در ناحيه فرابنفش دور)190تا260 نانومتر( كه منطبق بر جذب پيوندهاي 
پپتيدي است با دستگاه اسپكتروپلاريمتراویو مدل 215 )لایک وود ساخت آمریکا( 

به‌ دست آمده است. 
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بوده  هموگلوبین  منظم  دوم  ساختارهاي  ميزان  به  دسترسي  فوق  آناليز  از  هدف 
است. محلول‌هاي پروتئيني در بافر فسفات تهيه شده‌اند. از غلظت محلول پروتئيني  
از سل یک  استفاده شد.  نانوذرات  میلی‌لیتر و غلظت‌هاي مختلف  بر  میلی‌گرم   2

سانتی‌متری استفاده شد.
انجام شد  بار تکرار  با سه  نانوذرات و  انجام شده در غياب و حضور  آزمايش‌هاي 
ضمن اينكه نانوذرات به مدت حداقل 2 دقيقه با هموگلوبین انكوبه شدند. نتايج بر 
حسب بيضی واري به اندازه متوسط وزن مولكولي براي آمينو اسيد برابر 115 ارائه 

شده است29-32.
محاسبات آماری:

تمامی آزمایش‌ها با سه بار تکرار انجام شده است و نمودارها بر اساس میانگین و 
انحراف معیار و با استفاده از نرم‌افزار اکسل گزارش شده است. 

یافته‌ها:
الف- الکتروفورز هموگلوبین

با  بود که  تعیین غلظت  انسان  از خون  از استخراج هموگلوبین  اولین مرحله پس 
و  برده شد   SDS نمونه‌ها روی ژل  انجام شد. سپس  برادفورد   از معرف  استفاده 
از شرکت سیگما،  تهیه شده  با هموگلوبین  مقایسه  در  نمونه هموگلوبین  خلوص 
مارکر و چند نمونه استخراج شده توسط افراد دیگر  مورد تایید واقع شد) شکل 1(.

                                     

3 	 2 	1 		  
SDS-PAGE شکل 1: بررسی تخلیص هموگلوبین بر روی ژل

1 مارکر وزن مولکولی، 2 نمونه خالص شده هموگلوبین، 3 هموگلوبین سیگما

ب: طیف جذبی برای بررسی اندرکنش نانوذرات نقره با هموگلوبین
هموگلوبین دارای دو پیک جذبی در 278 و 406 نانومتر است. هموگلوبین دارای 4 
گروه هم در نزدیکی سطح است. پیک 406 نانومتری مربوط به گروه هم و معروف 
به باند سورت است. این باند جذبی اطلاعاتی درباره تغییرهای کنفورماسیونی منطقه 
نقره   نانوذرات  در غیاب  و  فراهم می‌آورد. طیف جذبی هموگلوبین در حضور  هم 
طیف جذبی هموگلوبین در حضور و غیاب نانوذرات نقره در شکل 2 ترسیم شده 
به  نانوذرات  غلظت  افزودن  با  کنید  می  مشاهده  شکل  در  که  طور  همان  است. 
محلول هموگلوبین جذب در ناحیه سورت کاهش یافته است در حالی که در محل 
نانومتر   278 ناحیه  در  پروتئین  جذب  هم‌چنین  نمی‌شود.  مشاهده  تغییری  پیک 
افزایش نشان می‌دهد. در این آزمایش غلظت هموگلوبین 1/5 میکرومولار و غلظت 

نانوذرات نقره0، 18/7،  28،  37/4،  47 میکرومولار انتخاب شده است.

نمودار1: طیف جذبی هموگلوبین و نانوذرات نقره با پوشش پلی‌اتیلن گلیکول – هموگلوبین. 
 ،c=28 ،b=18/7 ،a=0 غلظت هموگلوبین 1/5 میکرومولار و غلظت نانوذرات نقره برابر با

e=47، d =37/4 میکرومولار است. دما برابر با 20 درجه سانتی‌گراد و pH 7/4 است.

ج: ویژگی‌های اتصال نانوذرات نقره به هموگلوبین به کمک روش 
فلوریمتری 

یا تریپتوفان هستند  تیروزین  آمینه  فلورسانس ذاتی پروتئین‌هایی که دارای اسید 
یک شیوه مهم برای درک ویژگی‌های دینامیکی و کنفورماسیونی ماکرومولکول‌های 
آمینه  اسید  سه  دارای    دایمر  هر  در  هموگلوبین  می‌آید.  شمار  به  زیستی 
 (two -14 Trp, two -15 تریپتوفان و در مجموع دارای 6 اسید آمینه تریپتوفان
تریپتوفان  از  ناشی  بیشتر  هموگلوبین  ذاتی  فلورسانس  است.   Trp, -37 Trp )

-37  است. این اسید آمینه در نزدیکی گروه هم قرار دارد]35-32-30-33[. 
طیف فلورسانس هموگلوبین در حضور و غیاب نانوذرات نقره و در دمای 37 درجه 
طول  سمت  به  جابه‌جایی  یک  نشان‌دهنده  شکل  )شکل3(.  شد  ثبت  سانتی‌گراد 
افزایش  اثر  در  ماکزیمم  نشر  شدت  کاهش  و  آبی(  )جابجایی  کوتاه‌تر  موج‌های 

غلظت نانوذرات است. 

 – گلیکول  اتیلن  پلی  پوشش  با  نقره  نانوذرات  و  هموگلوبین  فلورسانس  طیف   :2 نمودار 
نانوذرات نقره  از1تا 7 به ترتیب  هموگلوبین. غلظت هموگلوبین 3 میکرومولار و غلظت 
با 37 درجه  برابر  باشد. دما  با 0، 50، 70، 90، 110 130 و 150  میکرومولار می  برابر 

سانتیگراد و pH  7 می باشد.

د: مطالعه‌های دورنگ نمایی حلقوی	
نانومتر   222 و   208 های  موج  طول  در  کمینه  دو  دارای  هموگلوبین   CD طیف 
در طیف  تغییر   ) است. شکل)4  پروتئین  نشان‌دهنده محتوای هلیکسی  است که 
هموگلوبین را در اثر افزایش نانوذرات در دمای 37 نشان می‌دهد. همان طور که در 
شکل قابل مشاهده است در اثر افزایش نانوذرات نقره به محلول هموگلوبین بیضی 

واری در دو طول موج 208 و 222 نانومتر تغییر معناداری نشان می‌دهد. 

پوشش  با  نقره  نانوذرات  و هموگلوبین-  حلقوی هموگلوبین  دورنگ‌نمایی  نمودار3: طیف 
   ./25  mg/ml غلظت   و   pH(  7 سانتی‌گراد(  درجه   37 دمای   در  گلیکول  پلی‌اتیلن 
هموگلوبین و غلظت نانوذرات نقرهاز  1 تا ا5 به ترتیب  0، 18/7، 37/4، 74/8 میکرومولار 

است.
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نرم‌افزار  توسط  حلقوی  دورنگ‌نمایی  سنجی  طیف  از  حاصل  داده‌های  آنالیز  با 
CDNN مشخص شد که نانوذرات نقره سبب کاهش ساختار هلیکسی هموگلوبین و 
افزایش ساختار بتای آن شده‌اند. به طور کلی 74 درصد از ساختار طبیعی هموگلوبین 
دارای ساختار آلفا هلیکس و 8/5درصد دارای ساختار بتا است . در این تحقیق، نمونه 
طبیعی هموگلوبین در غیاب نانوذرات دارای 70 درصد ساختار هلیکس و 10 درصد 
 37 دمای  در  غلظت  بیشترین  در  نانوذرات  افزودن  است33-36.  بوده  بتا  ساختار 
درجه سانتیگراد سبب کاهش بیش از 60درصد از ساختار آلفا )شکل 5( و در حدود

 20درصد افزایش ساختار بتا شده است.

 

Nano Ag Concentration (μM) 

37درجه  دمای  در  نقره  نانوذرات  افزایش  اثر  در  هموگلوبین  هلیسیتی  کاهش   :4 نمودار 
سانتیگراد. نمودار  بر اساس میانگین و انحراف معیار گزارش شده است. 

ه: تاثیر نانوذرات بر گونه‌های مختلف هموگلوبین 
دریک محلول هموگلوبین، شکل‌های مختلفی از هموگلوبین با غلظت‌هایی مشخص 
دیده می‌شود که عبارت است از شکل اکسی، دی‌اکسی و مت هموگلوبین. شکل 
هموگلوبین  دی‌اکسی  و  هموگلوبین  اکسیژن‌دار  شکل  همان  هموگلوبین  اکسی 
و  اکسی  بین  حالتی  هموگلوبین  مت  است.  هموگلوبین  اکسیژن  بدون  شکل 
دی‌اکسی هموگلوبین بوده که در آن آهن در حالت اکسید+Fe3 و کنفورماسیون شل 
(R) قرار داشته و  قادر به حمل اکسیژن نیست37.  برای تعیین غلظت گونه های 

مختلف هموگلوبین در محلول از روابط زیر استفاده می شود..

در این مطالعه، به منظور جلوگیری از تشکیل شکلهای دایمر هموگلوبین از نمونه 
هموگلوبینی با غلظت بالا (mg/ml 6-4) استفاده شده است. 

همان طور که در شکل 6 مشاهده می شود با افزایش غلظت نانوذرات نقره از شکل 
اکسیژن دار هموگلوبین کاسته شده و به شکل بدون اکسیژن آن افزوده می گردد. 

در حالیکه در غلظت شکل مت هموگلوبین تغییری حاصل نشده است. 
و: بررسی عملکرد هموگلوبین در حضور نانوذرات با استفاده از نسبت 

دی‌اکسی
با استفاده از نسبت دی‌اکسی به جای P50 )فشاری که در آن 50 درصد هموگلوبین 
از اکسیژن اشباع شده باشد( می‌توان تمایل هموگلوبین برای اتصال به اکسیژن را 
بررسی کرد. زیرا در تعادل R↔T )ساختار سخت ↔ ساختار شل( هر عاملی که 
به  هموگلوبین  تمایل  کاهش  باعث  دهد  افزایش  بیشتر  را  دی‌اکسی  یا   T شکل 
اکسیژن می‌شود. نسبت دی‌اکسی عبارت است از غلظت شکل دی‌اکسی در حضور 
لیگاند تقسیم بر غلظت شکل دی‌اکسی همان نمونه در غیاب لیگاند. شکل 7 میزان 
تاثیر نانوذرات نقره را بر نسبت دی‌اکسی نشان می‌دهد. این نانوذره سبب افزایش 
نسبت دی‌اکسی و کاهش تمایل هموگلوبین نسبت به اکسیژن می‌شود. این افزایش 

در بیشترین غلظت نانوذرات شش برابر حالت معمول است.

بحث و  نتیجه گیری:
بررسی‌های انجام شده در این  تحقیق نشان داد که نانوذره نقره با پوشش پلی‌اتیلن 

گلیکول، اثر قابل توجهی بر ساختار و عملکرد هموگلوبین دارند. 
همان طور که نتایج طیف‌سنجی مرئی ماورای بنفش نشان داد، با افزودن غلظت 

نانوذرات به محلول  هموگلوبین جذب در ناحیه سورت کاهش می‌یابد. در حالی 
در  پروتئین  جذبی  نمی شود. همچنین طیف  مشاهده  تغییری  پیک  در محل  که 
ناحیه 278 افزایش نشان داد. این تغییرهای طیفی معنادار نشان می‌دهد.  گروه‌های 
هم متصل به پروتئین مورد هدف نانوذرات نقره با پوشش پلی‌اتیلن گلیکول قرار 

گرفته‌اند و سبب تغییر موقعیت هم در جایگاه خود شده است. 
همچنین با آنالیز داده‌های حاصل از طیف‌سنجی دو  رنگنمایی حلقوی مشخص شد 
که نانوذرات نقره سبب کاهش ساختار هلیکسی هموگلوبین و افزایش ساختار بتای 
آن شده‌است. به طوری که در بیشترین غلظت نانوذرات بیش از 50درصد از ساختار 
آلفا کاسته شده و در حدود 20درصد به ساختار بتا افزوده شده است. به عبارت دیگر 
انتقال  و  هموگلوبین  دوم  ساختار  در  تغییر  سبب  هموگلوبین  به  نانوذرات  افزودن 
ساختار از هلیکس به بتا گردیده است. با افزایش محتوای بتا نیز آبگریزی پروتئین 
افزایش می یابد. این نتیجه همسو با نتایج یک محقق هندی است که نشان داد 
بتا  افزایش ساختارهای  واسطه  به  نقره  نانوذرات  با  برهم‌کنش هموگلوبین  اثر  در 
تغییرهای  ساختاری گسترده‌ای رخ می‌دهد[38]. همچنین در تحقیق دیگری برای 
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نمودار 5: نمودار غلظت لیگاند ) نانوذرات نقره با پوشش پلی اتیلن گلیکول( علیه غلظت 
گونه‌های اکسی)¨(، دی اکسی )■( و مت )▲( هموگلوبین. . نمودار  بر اساس میانگین و 

انحراف معیار گزارش شده است.

نسبت  علیه   ) گلیکول  اتیلن  پلی  پوشش  با  نقره  )نانوذره  لیگاند  غلظت  نمودار   :6 نمودار 
دی‌اکسی هموگلوبین. . نمودار  بر اساس میانگین و انحراف معیار گزارش شده است.
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نانوذرات مس نیز نتایج مشابهی حاصل شده است)39(. هر چند برخی تحقیقات 
بر  متفاوتی  تاثیر  می‌تواند  نانوذرات  پوشش  و  اندازه  نوع،  تغییر  می‌دهد  نشان 

برهم‌کنش آن‌ها با هموگلوبین نشان دهد)40- 41(.
اگر در اثر اتصال نانوذرات تغییر چشمگیری در ساختار هموگلوبین رخ دهد که در 
نتیجه آن تبدیل شکل از  R  به T و یا بالعکس رخ دهد، انعکاس این تغییر در 
طیف‌های CD فلورسانس و مرئی ماورای‌بنفش قابل مشاهده است. ضمن اینکه 
این تغییر مهم ساختاری نسبت گونه‌های مختلف هموگلوبین را نیز تغییر داده و بر 

میل اتصال هموگلوبین نسبت به اکسیژن نیز اثر گذار است. 
به  هموگلوبین  اتصال  تمایل  کاهش  به   T به   R از  ساختار  انتقال  مثال  طور  به 
در  آهن  اتم   R در شکل  منجر می‌شود.  اکسیژن  بدون  افزایش شکل  و  اکسیژن 
  37-β تریپتوفان  از  انرژی  از  انتقال  حالت  این  در  و  دارد  قرار  پورفیرین  صفحه 
بنابراین  انجام می‌شود؛  راحتی  به  پورفیرین  به سیستم  نور(  نشر  منبع  )مهم‌ترین 
؛  می‌شود  خاموش  بیشتری  شدت  با   T شکل  با  مقایسه  در   R شکل  فلورسانس 
بنابراین افزایش می‌یابد. هم چنین تغییر ساختار چهارم از R به T سبب تغییر در 
ساختار دوم نیز می‌شود. دلیل این امر جابه‌جایی Fe+2 سمت صفحه پورفیرین است 
که سبب می‌شود دنباله اسید آمینه هیستیدین به سمت جایگاه کئوردیناسیون پنجم 
حرکت کند. این هیستیدین بخشی از آلفا هلیکس است. بنابراین با تغییر ساختار 
چهارم از R به T یک دگرگونی در ساختار دوم به وجود می‌آید که منجر به کاهش 

میزان هلیکس پروتئین منجر می‌شود.
همچنین نتایج حاصل از داده‌های طیف سنجی مرئی ماورای بنفش  نشان داد که 
از شکل اکسی کاسته و به شکل  نانوذرات به محلول هموگلوبین  افزودن  اثر  در 
دی اکسی افزوده می‌شود و در نتیجه در حضور این نانوذرات نسبت دی‌اکسی نیز 
افزایش می‌یابد. این نتایج بدین معنی است که یک تغییر ساختار از R به T کاهش 
نیز اشاره شد در  اما همان طور که قبلا  اتصال اکسیژن منجر شده است.  تمایل 
صورتی که ساختار چهارم از R به T تغییر یابد بایید نشر فلورسانس نیز افزایش  

یابد. که در این جا عکس این اتفاق رخ داده است. 
طیف فلورسانس هموگلوبین در حضور نانوذرات نقره نشان داد که در اثر افزایش 
نانوذرات طول موج ماکزیمم به سمت طول موج‌های کوتاه تر )جابجایی  غلظت 

آبی( و شدت نشر ماکزیمم نیز کاهش می‌یابد. به نظر می‌رسد کاهش شدت نشر 
فلورسانس در اثر افزودن نانوذرات گویای این است که محل اتصال نانوذرات در 
نزدیکی تریپتوفان است. تغییر در طول موج ماکزیمم و کاهش آن به سمت طول 
موج‌های کوتاه تر نیز نشان‌دهنده افزایش آبگریزی سطح پروتئین در اثر افزایش 

غلظت نانوذرات نقره است.
محدودیت‌های تحقیق: با توجه به هزینه‌های مواد و تعدد روش‌های بررسی، تعداد 
تکرارها سه بار انتخاب شد که تکرار بیشتر آب شده نانوذرات، در برخی از روش‌ها 

به دلایل مختلف از جمله خطای آزمایش، از نتایج حذف شد. 
نتیجه‌گیری:  بر اساس آنچه گفته شد تغییر در خصوصیات رفتاری و عملکردی 
که  آنجا  از  باشد.  داشته  زنده  برموجودات  را  زیان‌آوری  آثار  می‌تواند  هموگلوبین 
با پروتئین‌های خون  نانومواد  اندرکنش  از  القایی حاصل  تغییرهای کنفورماسیونی 
نتایج حاصل می‌تواند  آثار مخرب این ترکیب‌ها مطرح است، در نتیجه  به عنوان 
اطلاعات مفیدی برای شناسایی و معرفی ترکیب‌هایی  با عوارض جانبی و سمیت 
کمتردر اختیار ما قرار دهد. از نتایج این تحقیق می‌توان دریافت که اتصال نانوذرات 
این  اثر  در  که  نحوی  به  است  شده  آن  ساختار  تغییر  سبب  هموگلوبین  به  نقره 
شده  افزوده  آن  بتای  محتوای  بر  و  کاهش  آن  هلیکسی  محتوای  ساختار  تغییر 
امر  این  نتیجه  است  شده  باز  زیادی  حد  تا  پروتئین  ساختار  دیگر  بیان  به  است. 
می‌تواند افزایش آبگریزی سطح پروتئین باشد که آن نیز به آغاز پدیده خودتجمعی 
هموگلوبین منجر می‌شود. انعکاس این تغییر ساختار در تغییر عملکرد پروتئین نیز 
مشهود است به طوری که این تغییرهای ساختاری به تغییر در سطح پاکت آبگریز 
هم نیز منجرگردیده است ؛ بنا بر تمایل اتصال هموگلوبین نیز تاثیر گذاشته است 
و  بر خلاف آنچه انتظار می رفت پوشش پلی اتیلن گلیکول منجر به عدم ایجاد  
برهم کنش بین نانوذرات نقره با هموگلوبین نشد. هر چند این احتمال وجود دارد 
که نانوذرات نقره بدون پوشش اثرات شدیدتری بر ساختار و عملکرد هموگلوبین از 
خود بر جای بگذارند. به این ترتیب با توجه به نتایج حاصل از این تحقیق پیشنهاد 
می گردد برای استفاده از نانوذرات در کارهای درمانی، عوارض جانبی آن‌ها از جمله 
اندازه و شکلی از  با پروتئینها مدنظر قرار گیرد و پوشش،  برهمکنشهای احتمالی 

نانوذرات استفاده شود که کمترین اثرات سوء بر سایر ملکول‌ها برجا گذارد.
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