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Abstract 
 

Background and purpose: Nitric oxide (NO) is produced by nitric oxide synthase (NOS) from 

L-arginine and has an important role in a variety of physiological and pathological processes in biological 

systems. In this study, kinetic activities of isolated NOS were evaluated from sheep kidney. 

Materials and methods: In this reasearch homogenization, ammonium sulfate precipitation and 

column chromatography on DEAE-32 Cellulose and 2', 5'-ADP-agarose of 500 grams of sheep kidney 

were used to purify isolated nitric oxide. In all steps of purification process the amount of protein and its 

activity was assayed using Bradford and Griess reactions. 

Results: The molecular weight of sheep kidney on SDS-PAGE electrophoresis was 54 KD. 

Specific activity was 0.6 units/mg protein and recovery of purification was 0.9% (relative purity was  

20 times more). Optimum temperature and pH were 30˚C and 7.4 and incubation of purified enzyme at 

thermal interval of 10 to 30˚C for 15 minute showed a stable enzyme activity. At 75 μM concentration of 

L-arginine substrate, the highest level of NOS activity was seen. The Vmax and Km of enzyme were  

250 nmol/min/mg protein and 5.32 M, respectively. 

Conclusion: NOS enzyme from sheep kidney was purified with relative purity of 20 times and 

their optimum temperature, pH, suitable substrate concentration, Vmax and Km were 30˚C, 7.4, 75 μM, 

250 nmol/min/mg proteins and 5.32 µmol, respectively. 
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  چكيده
   شـده و در     دي ـ تول نين ـي آرژ -و از ال   (NOS)  سـنتاز  دي اكـس  كي ـتري ن قي ـاز طر  (NO) دياكـس  كي ـترين :سابقه و هدف  

 هـاي كينتيكـي    در اين بررسي، فعاليت   .  نقش دارد  يكيولوژي ب يها تمسي از س  ي متعدد يكي و پاتولوژ  يكيولوژيزي ف يها پروسه
NOS گرفت گوسفند مورد ارزيابي قرارهيجدا شده از كل .  

 ي  روي ستوني و كروماتوگرافومي رسوب توسط سولفات آمونون،يزاسيهاي هموژن استفاده از تكنيكبا  :ها مواد و روش

DEAE-325' ،2'سلولز و-ADP-آگاروز، آنزيم NOS  در هـر  .  شـد يسـاز   گوسـفند، جـدا و خـالص   هي گرم از بافت كل500از
  . بررسي شدسيهاي برادفورد و گر  آن با استفاده از روشتي و فعالني اين آنزيم، مقدار پروتئيساز مرحله از روند خالص

 تي ـفعال. ن بـود   دالتو لويك SDS-PAGE  ،54 گوسفند در الكتروفورز   هيكل NOS ياين بررسي، وزن ملكول   در   :ها يافته
و  pH. به دست آمد  )  برابر 20 يخلوص نسب ( درصد   9/0 آن نيز    ي و بازده خالص ساز    ني گرم پروتئ  يلي واحد بر م   6/0  ژه،يو

 نـشان داد كـه در محـدوده    ني پروتئوني به دست آمد و انكوباسگراديانت درجه س30 و  4/7 اين آنزيم نيز به ترتيب       مي اپت يدما
   مـول از سوبـستراي      كـرو ي م 75در غلظـت    .  مـي باشـد    داري ـ پا مي آنـز  قـه، ي دق 15 بـه مـدت      گرادينت درجـه سـا    30 تا   10 يدماي
 نيگرم پروتئ  يلي در م  قهي نانو مول در دق    250 بي به ترت  ميآنز Km و Vmax. مشاهده شد  NOS تي فعال نيشتري ب ن،ينيآرژ-ال
 . به دست آمدكرومولي م32/5و 

، غلظـت مناسـب   pH مم،ي اپت ـي شد و دمـا ي برابر خالص ساز20 يوص نسب گوسفند با خلهياز كل NOS مينز :استنتاج
 ني گرم پروتئيلي در مقهي نانو مول در دق250 كرومول،ي م75، 4/7 گراد،ي درجه سانت30 بيآن به ترت Km و Vmaxسوبسترا، 

  . به دست آمدكرومولي م32/5و 
  

  هي گوسفند،كلكي،ينتيفعاليت ك، )NOS(نيتريك اكسيد سنتاز  :واژه هاي كليدي
 

  مقدمه
، يــك راديكــال آزاد بــسيار )NO(نيتريــك اكــسيد 

فعال بوده كه نشان داده شـده اسـت داراي عملكردهـاي            
 آرژينــين بــه - از الNO. باشــد مختلــف بيولوژيــك مــي

هــا موســوم بــه نيتريــك  اي از ايزوآنــزيم وســيله خــانواده

 و در حــضور NOS ((EC 1.14.13.39)(اكــسيد ســنتاز 
 و  )2 ،1(سـيترولين  - كـه توليـد ال     مي شـود  ليد  اكسيژن تو 

NO        نموده كه به تنظيم سطح طبيعي NO    در بدن كمك 
  ه ـوده كـب كتازها  از دسته اكسيدوردوNOS .)2(نمايد مي

  
  :morad_r56@yahoo.com E-mail                       گروه بيوشيمي  دانشكده پزشكي،،دانشگاه علوم پزشكي جندي شاپور اهواز :اهواز -مراد رستمي :لف مسئولؤم

  ، اهواز، ايراناهواز مركز تحقيقات تالاسمي و هموگلوبينوپاتي ها، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي جندي شاپور ،گروه بيوشيمي .1
  ، اهواز، ايرانگروه ژنتيك، دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي جندي شاپور اهواز .2
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كـه در ايـن واكـنش       (دهنـده    عمل بر روي يك جفـت     با  
و از طريق   ) باشند  مي NADPHلكولي و   شامل اكسيژن م  

اتصال و يا احياي اكسيژن ملكولي، واكـنش خـود را بـه             
اين واكنش به كوفاكتورهاي مختلفي از      . رساند انجام مي 

تتـــرا هيـــدروبيوپترين،  ،NADPH ،FMN ،FADقبيـــل 
و اكسيژن مولكولي   ) Calmodulin(كلسيم، كالمودولين   

 كـه توسـط      بوده وفرمسه ايز داراي   NOS .)4 ،3(نياز دارد 
ايزوفـرم بافـت عـصبي    . شـوند  هاي متفـاوتي بيـان مـي      ژن

(nNOS) عروق  و ايزوفرم اندوتليال (eNOS)   كـه هـردو 
 ايزوفـرم سـوم    ،بـوده وابسته به يون كلسيم و كالمودولين       

 ءقابـل القـا    ،بـوده  غير وابسته به كلسيم و كالمودولين        كه
(iNOS) 3(باشد مي.(  
NO ــ  ــاي مه ــده داراي عملكرده ــناخته ش   اي از  م ش

  قبيـــل تنظـــيم هموديناميـــك كليـــه و تنظـــيم پرفيـــوژن 
ــه  ــهناحي   غــم رعلــي . )6 ،5(باشــد هــا مــي مــدولاري در كلي

ــد   ــرات مفي ــد   ،NOاث ــيش از ح ــد ب ــه NO تولي ــت ب    عل
   نيتـــروژن ،)ROS( اكـــسيژن فعـــال هـــاي توليـــد گونـــه

ــال  ــيون   و)RNS(فعـ ــروتئيننيتروزيلاسـ ــا، داراي  پـ   هـ
 قـادر بـه عبـور از غـشاي          NO. )7(باشـد  مـي  اثرات سـمي  

   از ايــن رو، ،هــاي طــولاني بــوده ســلولي و طــي مــسافت
 را NOدر ابتــدا، . )8(بايــد توليــد آن تحــت كنتــرل باشــد

ــروق      ــدوتليوم ع ــده از ان ــشتق ش ــده م ــل كنن ــاكتور ش ف
)Endothelium derived relaxing factor (ناميدنـد   مي

 بـه انتـشار      سـال گذشـته، منجـر      10 در طـي     به طوري كه  
نقـش   .)9( مقاله در اين مورد شـده اسـت       000/60بيش از   

NO   ــامبر بيولوژيــك در ســال ــوان يــك پي ــه عن  1987 ب
 Furchgott  ،Ignarro،  1998و در سال     )7(كشف گرديد 

ــه      Muradو  ــم، ب ــه مه ــن يافت ــراي اي ــل را ب ــايزه نوب  ج
هـاي مختلفـي     تاكنون ايزوآنزيم  .)9(خوداختصاص دادند 

هاي موجودات مختلف جـدا      ها و بافت    از سلول  NOSاز  
 كـه از ايـن ميـان        )10(سـازي شـده اسـت      سازي و خالص  

، مغز و پـانكراس گـاو       )11(هاي انساني  توان به پلاكت   مي
هاي كبدي   ، ميتوكندري سلول  )14(، مغز گوسفند  )13 ،12(

 )10(، استافيلوكوكوس آرئوس  )Rat()15(موش صحرايي   

ود كه هر كدام از ايـن        اشاره نم  )16(هاي نوكارديا  و گونه 
هـا داراي مشخـصات ويـژه خـود از قبيـل وزن              ايزوآنزيم
 و حتـي در برخـي مـوارد داراي          Vmax و   Kmملكولي،  

هـا و    تواند بر رفتـار آن     باشند كه مي   ساختمان متفاوت مي  
  .أثيرگذار باشدها ت حتي در نحوه مهار آن

NO   انداز آينده آن در تهيـه داروهـاي          به دليل چشم
هـاي مهـم، يكـي از        و درمـان برخـي از بيمـاري       مختلف  
هاي مهم مـورد مطالعـه در علـم پزشـكي زيـستي              ملكول

)Biomedical (رود بــه شــمار مــي)بــه دليــل اهميــت  ).17
 اســتخراج شــده از كليــه NOSشــناخت كينتيــك آنــزيم 

اي روي ايـن     گوسفند و از آن جايي كه تـاكنون مطالعـه         
 رت نگرفتـه اسـت    آنزيم با منشاء بافت كليه گوسفند صو      

ــن ــشگاهي، وزن    اي ــك آزماي ــي كينتي ــه بررس ــه ب  مطالع
 ماكزيمم، غلظت سوبسترا،    pHملكولي، دماي ماكزيمم،    

Km  ــه منظــور ــزيم در دماهــاي مختلــف ب  و پايــداري آن
ــه منظــور تعيــين   شــناخت بيــشتر ســاختمان و رفتــار آن ب

هاي مناسب در نحوه كنتـرل توليـد و مهـار آن             استراتژي
  .پردازد مي عديبدر مطالعات 

  

  ها  روشمواد و
 تا دي ماه سال     1387اين پروژه در طي مهر ماه سال        

 در گروه بيوشيمي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم        1388
جــز كيــت  هبــ. پزشــكي جنــدي شــاپور اهــواز انجــام شــد

 كـه از شـركت كـال بيـوكم          NOSگيـري فعاليـت      اندازه
ز خريــداري شــد، ســاير مــواد مــورد نيــاز در ايــن طــرح ا

 مورد نياز در اين     NOSآنزيم   .شركت سيگما تهيه شدند   
)  عدد كليه  9( گرم بافت تازه كليه گوسفند       500طرح از   

  كــه ) مركــز اســتان خوزســتان(از كــشتارگاه شــهر اهــواز 
 EDTA ميلي مولار،    HCL 50 -تريس( Aدر داخل بافر    

 Phenylmethysulfonyl fluoride ميلـــي مـــولار، 1

(PMSF) 1   ميلي مـولار   ،Leupeptine 10    ميلـي مـولار  ،
Pepstatine A104/7با   ميلي مولارpH=و بـر  ) باشد  مي

آوري و به آزمايشگاه منتقل      روي ظرف حاوي يخ، جمع    
  .گرديدسازي  ه بود، جدا سازي و خالصشد
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 ، شستـشو داده   =4/7pH بـا    Aها با بـافر      در ابتدا كليه  
 900 در   ،هـا  پس از قطعـه قطعـه كـردن كليـه         . تميز شدند 

 بـه   A ميلي ليتر بـافر      4/7pH=) 100 با   Aميلي ليتر از بافر     
و در يك مخلوط كن كه از قبل به منظور          ) ازاي هر كليه  

 دقيقـه در فريـزر قـرار داده شـده           20سرد شدن به مـدت      
 دقيقه در سرعت بالا و به صورت منقطـع          5بود، به مدت    

لازم به ذكر است كه تمامي اين مراحل        . هموژنيزه شدند 
هموژنيــت . گــراد انجــام شــد   درجــه ســانتي4 دمــاي در

ــانتريف   ــتفاده از س ــا اس ــل ب ــا دور  يحاص ــال دار ب   وژ يخچ
ــالا، در  ــانتي4 و در g × 30000بـ ــه سـ ــه   درجـ ــراد بـ   گـ

ــدت  ــد  60مـ ــانتريفوژ شـ ــه سـ ــي  .  دقيقـ ــول رويـ محلـ
)Supernatant (        كه حاوي آنزيم بود، جدا و جهت ادامه

  . )10(ار گرفـت  مراحل تخليص آنـزيم مـورد اسـتفاده قـر         
ــه از خــالص  ــر مرحل ــي و   در ه ــواي پروتئين ــازي، محت س

  فعاليت آنزيمـي فراكـشن حاصـل بـه ترتيـب بـا اسـتفاده               
  و واكــنش رنــگ ســنجي گــريس ) 18(از روش برادفـورد 

 از شــركت  NOSگيــري  بــا اســتفاده از كيــت انــدازه   
Calbiochem )Nitric Oxide Synthase Assay Kit, 

Colorimetric, Cat. No. 482702, Calbiochem ( 
  ).1  شمارهجدول(شد گيري  اندازه

در اين مطالعه، هر واحد فعاليت آنـزيم بـه صـورت            
 ميكرو مول نيترات در     1مقداري از آنزيم كه براي توليد       

 7 برابـر    pHگـراد و      درجـه سـانتي    30 ساعت در دماي     1
براي تخليص آنزيم   . باشد، در نظر گرفته شد     مور نياز مي  
ــوم  از رســوب ــه كمــك ســولفات آموني  70 و 30 دادن ب

درصد و سپس كروماتوگرافي تعويض يـوني آنيـوني بـا           
 DEAE-32( سلولز 32استفاده از ژل دي اتيل آمينو اتيل 

Cellulose (فــــتانجــــام گر)شستــــشوي ســــتون  .)10
ــافر   ــا ب ــاتوگرافي ب ــيدن  Aكروم ــان رس ــا زم ــافر pH ت  ب

عـد نمونـه    در مرحلـه ب   .  ادامـه پيـدا نمـود      4/7خروجي به   
دياليز شده حاصل از رسوب با آمونيوم سـولفات توسـط           
پي پت پاستور به آرامي از جدار سـتون روي ژل ريختـه             

پس از نفوذ نمونه به داخل ژل، بـا اسـتفاده از پمـپ              . شد
روي ســتون ) =4/7pHبــا  (Aپريــستالتيك، جريــان بــافر 
ــافر . حــاوي ژل برقــرار گرديــد ميــزان ســرعت جريــان ب

)Flow rate(   از ستون در هر دقيقه يك ميلي ليتـر تنظـيم 
، )=4/7pHبـا    (A ميلي ليتر از بافر      100پس از عبور    . شد

 Aدر بافر   ) NaCl( ميلي ليتر از محلول كلريد سديم        200
 ميلي مولار از سـتون      400به صورت گرادياني از صفر تا       

 2عبور داده شد و محلول خارج شده از ستون در حجـم             
آوري  سـتگاه فراكـشن كـالكتور جمـع       ليتر توسـط د    ميلي

هـاي   در مرحله بعد جذب نوري فراكسيون     . )17 ،8(گرديد
.  نـانومتر قرائـت شـد   280آوري شده در طول مـوج    جمع

هــاي داراي جــذب نــوري بــه طــور جداگانــه  فراكــسيون
 ها اندازه گيري شد    آوري و فعاليت آنزيم نيز در آن       جمع

  .)11()1  شمارهتصوير(
 فراكـشن داراي فعاليـت آنزيمـي      و  ددر مرحله بعد،    

 س از ـآوري و پ   عـداگانه جم ـ به طور ج   به دست آمد كه   
ــاليز، هـــر پيـــك بـــه صـــورت جداگانـــه از ســـتون    ديـ

2',5'-ADP-agarose   متعادل شده با بـافر)B Tris-HCl   
  

نتـايج   (يتريك اكسيد سنتاز از كليـه گوسـفند  مراحل تخليص و اندازه گيري پارامترهاي مختلف در فراكشن هاي مختلف از آنزيم ن  :1جدول شماره   
  )ندازه گيري در هر مرحله مي باشند بار ا3حاصل ميانگين 

  

  خلوص نسبي
)Relative purity or Purification factor(  

  ) درصد( بازيافت 
)Recovery or Yield(  

  فعاليت ويژه 
)U/mg Protein(  

  فعاليت توتال
) U(  

  پروتئين توتال 
)mg(  

  پروتئين 
)mg%(  

   حجم
)ml(  

  نمونه

  عصاره خام  925  557  5152  103  02/0  100  1
  %30محلول رويي اشباع   884  270  2387  6/71  03/0  5/69  5/1

  %70رسوب اشباع   62  1839  1140  6/45  04/0  3/44  2
  نمونه حاصل از دياليز و تغليظ با سوكروز  12  1208  145  6/11  08/0  3/11  4
  DEAEفراكشن اول ستون   46  6/49  8/22  12/2  09/0  1/2  5/4
  DEAEفراكشن دوم ستون   22  7/67  9/14  9/1  13/0  8/1  5/6

  ADP-agarose-'5,'2فراكشن اول ستون   46  3/3  5/1  9/0  6/0  9/0  20
  ADP-agarose-'5,'2فراكشن دوم ستون   42  2/1  5/0  18/0  36/0  17/0  18
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خراج شده از    است NOSحركت الكتروفورزي آنزيم     :1تصوير شماره   

 درصد و SDS- PAGE ،5/7 بر روي ژل ADP-agarose-'5,'2ستون 
ــو    ــزي ژل توســط كوماســي بل ــگ آمي ــاركر  R-250.رن ــروتئين م  پ

 كيلـو   200 كيلو دالتون تـا      30كمپلكس با وزن ملكولي در محدوده       
بانـدهاي ايجـاد   ( كيلو دالتـون  NOS  ،54وزن ملكولي آنزيم    . دالتون

  .نشان داده شد) 3 و 2 شده در ستون هاي شماره
  

10 mM, EDTA 1 mM, Dithiothritol 1mM, pH 7.4 (
 ميلي مولار كلريـد سـديم، عبـور         400با گراديان صفر تا     

ــي در     ــت آنزيمـ ــروتئين و فعاليـ ــدار پـ ــد و مقـ داده شـ
در ادامـه   . هاي جمع آوري شده مشخص گرديد      فراكشن

هاي داراي فعاليت آنزيمـي حاصـل از هـر           كار، فراكشن 
، ADP-agarose-'5,'2مرحله كروماتوگرافي با ستون     دو  

از طريق ليوفيليزه كردن، تغليظ شده و جهت ادامـه كـار            
  .)10()1  شمارهتصوير (مورد استفاده قرار گرفتند

 اسـتخراج شـده     NOSدر مرحله بعد، خلوص آنزيم      
  از كليـــه گوســـفند، بـــا اســـتفاده از كرومـــاتوگرافي     

SDS–PAGE  ماسي بريليانت بلو آميزي آن با كو    و رنگ
ــصوير( ــمارهت ــد أت) 1  ش ــد گردي ــي  . يي ــور بررس ــه منظ ب

 پيك حاصل از مرحله كرومـاتوگرافي     2كينتيك آنزيم،   
ــا  ــدند و  ADP-agarose-'5,'2ب ــوط ش ــديگر مخل ــا هم  ب

سپس به بررسـي كينتيـك آزمايـشگاهي، وزن ملكـولي،           
 و  Km مـاكزيمم، غلظـت سوبـسترا،        pHدماي ماكزيمم،   
  .در دماهاي مختلف پرداخته شدپايداري آنزيم 

فعاليــت آنــزيم تعيـين غلظــت هـاي مختلــف سوبــسترا بـر    
  نيتريك اكسيد سنتاز

  در اين روش جهـت سـنجش فعاليـت آنـزيم، ابتـدا             
   ميلــي مــولار و 50 ميكــرو ليتــر بــافر فــسفات پتاســيم 30
 100 آرژينـين    -ليتـر از محلـول سوبـستراي ال         ميكرو 30

. افـزوده شـدند     الايـزا  ميكرو مولار به چاهك هاي پليت     
 NADPH 100ليتر از محلـول       ميكرو 10به اين مخلوط،    
 يك ميلي مولار    CaCl2ليتر از     ميكرو 10ميكرو مولار و    

ليتـر از نمونـه       ميكرو 10سپس  . به هر چاهك افزوده شد    
 10در مرحله بعد    . ها افزوده شد   محتوي آنزيم به چاهك   

هـا    بـه چاهـك    ليتر از محلول نيترات ردوكتاز نيـز       ميكرو
 دقيقـه در دمـاي اتـاق انكوبـه          60افزوده شد و بـه مـدت        

ليتـر از محلـول       ميكـرو  10پس از ايـن زمـان،       . گرديدند
LDH   دقيقـه ديگـر در      20به چاهك ها افزوده شد و        نيز 
  ليتـر از معـرف       ميكرو 50سپس  . اتاق انكوبه شدند  دماي  

 50و بلافاصـــله ) Sulfanilamide( گـــريس 1شـــماره 
 N-(1-Naphthyl)( گريس 2ليتر از معرف شماره  ميكرو

ethylenediamine ( ها افزوده شد و بـه مـدت         به چاهك
 دقيقه در دماي اتاق قرار داده شد تا كمپلكس رنگـي            10

 540ميــزان جــذب نــوري در طــول مــوج . تــشكيل شــود
نانومتر با استفاده از انتخـاب فيلتـر مخـصوص ايـن طـول              

  .لايزا قرائت شدموج، توسط دستگاه خوانشگر ا
 ميلــي مــولار بــه عنــوان 50از بــافر فــسفات پتاســيم 

از استاندارد نيتريت نيـز در محـدوده        . بلانك استفاده شد  
 ميكــرو مــولار بــراي رســم منحنــي  30غلظــت صــفر تــا 

در اين روش  ).  پايان نامه  1(استاندارد نيتريت استفاده شد     
ميزان يك ميكرومول نيتريت توليـد شـده در سـاعت بـه             

 138(نوان يك واحد فعاليت آنزيمي در نظر گرفته شد        ع
هـاي مختلـف     لازم به ذكر اسـت كـه غلظـت        ). پايان نامه 
 ميكـرو   200از محلول ذخيـره     ) μM 200- 5/2(آرژينين  

مولار آن تهيه شد و هر نمونـه بـه طـور مـستقل، سـه بـار                  
 هـاي  پس از قرائت جذب نمونه    . مورد سنجش قرار گرفت   

ــوي غلظــت ــ محت ــاي متف ــتفاده از  ه ــا اس ــين ب اوت آرژين
مطابق روش شرح داده شده در قـسمت        (خوانشگر الايزا   
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، منحني ميزان فعاليت آنزيم در مقابل       ) روش كار  -2-ب
)  منتون -نمودار ميكائيليس (هاي مختلف آرژينين     غلظت

  . برك رسم گرديد-ز نمودار لينوورو ني
  

ــر  ــزيم نيتريــك  pHروش بررســي اث ــت آن ــر فعالي  ب
  اپتيمم  pHتاز و تعيين اكسيد سن

 بر فعاليت آنـزيم، بـا اسـتفاده     pHثير  أجهت بررسي ت  
 هـاي مختلـف     pH، ابتدا   )mM 50(از بافر فسفات پتاسيم     

روش كـار مطـابق روش بررسـي اثـر          .  تهيه گرديد  3 -10
غلظت هاي مختلف سوبـسترا بـر فعاليـت آنـزيم نيتريـك             

بـه  (شـد   انجام  ) كه در بالا آورده شده است     (اكسيد سنتاز   
 pHجــز آن كــه در هــر مــورد از بــافر فــسفات پتاســيم بــا 

پـس از مـشاهده فعاليـت مـاكزيمم         ). متفاوت استفاده شد  
، 2/6هــاي مختلــف  pH، 7 برابــر pHآنــزيم در محــدوده 

ــه و  8 و 8/7، 6/7، 4/7، 2/7، 7، 8/6، 6/6، 4/6 ــز تهيـ  نيـ
در نهايـت، منحنـي فعاليـت       . آزمايش مـذكور انجـام شـد      

آزمـايش  ( هاي مختلف رسم گرديـد       pHقابل  آنزيم در م  
لازم بـه ذكـر اسـت       ).  بار تكرار شد   3فوق به طور مستقل     

بـراي هـر آزمـايش،    )  آرژينـين -ال(كه غلظـت سوبـسترا     
  . ميكرو مولار بود100

  
فعاليت آنـزيم نيتريـك     روش تعيين درجه حرارت اپتيمم      

  اكسيد سنتاز
ار جهت انجام اين آزمايش كه به طور مستقل، سـه ب ـ        

 درجـه   60 و   50،  40،  30،  20،  10تكرار گرديد، دماهـاي     
گــراد انتخــاب شــدند و مراحــل مختلــف واكــنش   ســانتي

آنزيمي، هر بار در يكي از دماهاي انتخابي، مطـابق روش           
هاي مختلف سوبسترا بر فعاليـت آنـزيم         بررسي اثر غلظت  

انجـام  ) كه در بالا آورده شده است(نيتريك اكسيد سنتاز   
 30 مـشاهده فعاليـت اپتـيمم آنـزيم در دمـاي             پس از . شد

گــراد، ســنجش فعاليــت آنــزيم مــذكور در  درجــه ســانتي
سـپس  . گراد نيز انجـام شـد       درجه سانتي  35 و   25دماهاي  

منحنــي فعاليــت آنــزيم در مقابــل دماهــاي مختلــف رســم 
لازم به توضيح است كـه بـراي هـر آزمـايش، بـه              . گرديد

 ميكـرو   100غلظـت    آرژينـين بـا      -طور ثابتي، محلـول ال    
  .مولار مورد استفاده قرار گرفت

  
روش تعيين مقاومت آنزيم نيتريك اكسيد سنتاز نسبت به         

  حرارت
جهت تعيين مقاومـت آنـزيم نيتريـك اكـسيد سـنتاز            

 15نسبت به حرارت، ابتدا نمونه حـاوي آنـزيم بـه مـدت              
 80،  70،  60،  50،  40،  30،  20،  10هـاي    دقيقه در حرارت  

قرار گرفت و سپس مطـابق روش      ي گراد   سانت درجه   90و  
هاي مختلف سوبسترا بر فعاليـت آنـزيم         بررسي اثر غلظت  

، )كــه در بــالا آورده شــده اســت(نيتريــك اكــسيد ســنتاز 
 -ال(غلظـت سوبـسترا     . سنجش فعاليت آنـزيم انجـام شـد       

 ميكرو مولار بـود و هـر        100براي هر آزمايش،    ) آرژينين
  .ار گرديدآزمايش به طور مستقل، سه بار تكر

  
  ها يافته

NOS     اســتخراج شــده از كليــه گوســفند توســط   
ــاتوگرافي ژل  ــتون كرومــ    و DEAE-32 Celluloseســ

2',5'-ADP-agaroseســـازي شـــد و محتـــواي   خـــالص
ــزيم آن در طــي تمــامي مراحــل    ــي و فعاليــت آن پروتئين

در . گيــري شــد ســازي آنــزيم انــدازه اســتخراج و خــالص
 پيـك بـه   DEAE-32 Cellulose ،4كرومـاتوگرافي ژل  

 پيـك نخـست داراي      2ها تنهـا     دست آمد كه از ميان آن     
 پيك 2اين ). 1  شمارهنمودار( بودند NOSفعاليت آنزيم 

 بودند، بـه صـورت      NOSكه داراي فعاليت آنزيمي براي      
 ADP-agarose-'5,'2جداگانه به سـتون كرومـاتوگرافي       

 پيـك داراي فعاليـت      1منتقل شدند كه براي هـر كـدام،         
  ).3 و 2  شمارههاينمودار( به دست آمد NOSآنزيمي 

در ايــن مطالعــه، بــه منظــور بررســي خلــوص آنــزيم 
NOS         استخراج شده از كليه گوسفند، الكتروفـورز روي 

  .انجام شد) PAGE(ژل پلي آكريل آميد 
ــزيم      ــولي آن ــين وزن ملك ــور تعي ــه منظ ــين ب همچن

  بـا اسـتفاده از     SDS-PAGEاستخراج شده، الكتروفـورز     



 يم نيتريك اكسيد سنتازارزيابي كينتيكي آنز
 

64  1391دي ،  96 ، شماره بيست و دوم دوره                                                                    مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                       

 كيلـو   30-200ماركرهاي شركت فـرمنتس در محـدوده        
 پيـك حاصـل از مرحلـه نهـايي          2هر  . دالتون استفاده شد  

  انجـام  ADP-agarose-'5,'2كروماتوگرافي كه روي ستون     
آميـزي    و رنـگ   SDS-PAGEشده بود، در الكتروفـورز      

بريليانت كوماسي بلو، تنها يك باند به وجـود آوردنـد و            
وزن ملكــولي آنــزيم . ه بودنــدداراي وزن ملكــولي مــشاب

NOS  كيلـو دالتـون بـه دسـت        54 كليه گوسـفند،     أ با منش 
  ).4  شماره و نمودار1  شمارهتصوير( آمد

  

 
و فعاليـت   )  نـانومتر  280(بررسي ميزان جذب نوري      :1  شماره نمودار

هـاي جـدا شـده از سـتون          آنزيم نيتريك اكـسيد سـنتاز در فراكـشن        
DEAE-32 Cellulose .سط محلول كلريد سديم با گراديان نمونه تو

سـرعت عبـور ايـن    .  ميلي مولار از ستون عبور داده شـد 400صفر تا  
هـاي شـماره     فراكشن. محلول، يك ميلي ليتر در دقيقه تنظيم گرديد       

  حاصـل 70 تـا  60 حاصل از پيك اول و فراكشن هاي شماره          59 تا   37
   .از پيك دوم كه داراي فعاليت آنزيمي بودند
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و فعاليـت   )  نـانومتر  280(بررسي ميزان جذب نوري      :2  شماره رنمودا

از  NOS آنزيم نيتريك اكسيد سنتاز پيك اول داراي فعاليت آنـزيم         
در فراكشن هاي جـدا شـده از سـتون     DEAE-32 Cellulose مرحله

2',5'-ADP-agarose .    ميلي مولار از ستون 400محلول كلريد سديم 
سرعت عبور محلول كلريد سديم، يك ميلي ليتر در         . عبور داده شد  

  . داراي فعاليت آنزيمي بودند27 تا 6هاي  فراكشن. دقيقه تنظيم گرديد
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و فعاليـت آنـزيم     )  نانومتر 280(بررسي ميزان جذب     :3نمودار شماره   
 حاصـل  NOS فعاليت آنـزيم   داراينيتريك اكسيد سنتاز پيك دوم      

 ، در فراكـشن هـاي   DEAE-32 Celluloseبـا ژل  از كروماتوگرافي 
نمونه توسط محلول كلريـد     . ADP-agarose-'5,'2جدا شده از ستون     

سـرعت عبـور ايـن      .  ميلي مولار از ستون عبـور داده شـد         400سديم  
در ايــن مرحلــه . محلــول، يــك ميلــي ليتــر در دقيقــه تنظــيم گرديــد

   . داراي فعاليت آنزيمي بودند26 تا 6هاي  كشنفرا

  

  

 اسـتخراج شـده بـا       NOSتعيين وزن ملكولي آنـزيم       :4نمودار شماره   
اســتفاده از منحنــي اســتاندارد و پــروتئين ماركرهــاي ســرم آلبــومين 

 كيلـــو دالتـــون، پـــروتئين ســـفيده تخـــم مـــرغ  BSA( 66(گـــاوي 
)Ovalbumin( 45 دالتون كيلو23 كيلو دالتون و تريپسين .   

  
ايــــن بررســــي، فعاليــــت مخــــصوص و بــــازده  در
 واحـد در ميلـي      6/0 به ترتيـب     NOS آنزيم   سازي خالص
به دست آمد   )  برابر 20خلوص نسبي   ( درصد   9/0گرم و   

   ).1  شمارهجدول(
 نيـز مـشاهده     1 شـماره    همان طوري كـه در تـصوير      

 SDS-PAGE باند در الكتروفورز     1شود، حضور تنها     مي
ن دهنده خالص سـازي مطلـوب ايـن آنـزيم           بوده كه نشا  

 فراكشن حاصل از كروماتوگرافي     2در نهايت،   . باشد مي
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2',5'-ADP-agarose        با يكديگر مخلوط شدند و مطالعـه 
نتايج  .كينتيك آنزيم روي مخلوط فراكشن ها انجام شد        

حاصل از اثر دما بر فعاليت آنزيم، نشان داد كه حـداكثر            
 نمـودار (گراد مي باشد     سانتي درجه   30فعاليت آنزيم در    

همچنين انكوباسـيون آنـزيم خـالص شـده بـه           ). 5 شماره
ــدت  ــايي  15م ــدوده دم ــه در مح ــا10 دقيق ــه 30 ت  درج
 ثابت بوده و    گراد نشان داد كه فعاليت آنزيم تقريباً       سانتي

در دماهاي بالاتر، فعاليـت آنـزيم مـذكور رو بـه كـاهش       
گـراد،   نتي درجـه سـا    70گذاشته؛ به طوري كه در دمـاي        

  ).6  شمارهنمودار(فعاليتي مشاهده نشد 
  

  

. اثـر دمـا بـر فعاليـت آنـزيم نيتريـك اكـسيد سـنتاز                :5نمودار شماره   
 آرژينــين انجــام - ميلــي مــولار ال100آزمــايش در حــضور غلظــت 

هر داده معرف سه بار تكرار اندازه گيري مستقل بوده كه به            . گرفت
   . داده شده است انحراف معيار نشان±صورت ميانگين 

  

 
  

 بررسي پايداري فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سـنتاز در         :6نمودار شماره   
آزمـايش در حـضور     ). گـراد   درجـه سـانتي    90 تـا    10(دماهاي مختلف   

هـر داده معـرف     .  آرژينين انجام گرفـت    - ميلي مولار ال   100 غلظت
نحراف  ا±تكرار اندازه گيري مستقل بوده كه به صورت ميانگين سه بار 
   . نشان داده شده استمعيار

طور  گراد، فعاليت آنزيم به     درجه سانتي  30در دماي   
گـراد،    درجـه سـانتي    60كامل حفظ شده بود و در دماي        

در .  درصــد از فعاليــت آنــزيم بــاقي مانــده بــود1/9تنهــا 
دماهاي بالاتر نيز كه فعاليت آنزيم به طور كلي از دسـت            

  ).2  شمارهجدول(رفته بود 
 ميكـرو مـولار     200 تـا    5/2استفاده از غلظت هاي     با  

 آرژينين به عنوان سوبسترا، بيشترين فعاليت آنزيم در    -ال
.  آرژينـين بـه دسـت آمـد        - ميكرو مـولار ال    100غلظت  

Km         ،ميكـرو   32/5 آنزيم نيز براي اين غلظت از سوبسترا 
  ).7  شمارهنمودار(مد آمول به دست 

 بـه دسـت     4/7ر   براب ـ pHبيشترين فعاليـت آنـزيم در       
ــزيم كــاهش    ــالاتر از ان، فعاليــت آن ــادير ب   آمــد و در مق

  ).8  شمارهنمودار(مي يافت 
  

 درصد فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سنتاز در دماهـاي  :2جدول شماره  
  مختلف

 

  دماي انكوباسيون  10  20 30  40  50  60  70  80  90
  درصد فعاليت آنزيم  100  100  100  63  29  1/9  0  0  0

  

 

 

 )Mμ 200-5/2( آرژينـين    -هاي مختلف ال   اثر غلظت  :7  شماره ارنمود
 )A( منتـون    -نمودار ميكائيليس (بر فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سنتاز       

ليتـر    ميكـرو 10آزمـايش در حـضور      )). B( برك   -و نمودار لينويور  
 هر داده معرف سه بار تكرار اندازه گيري مستقل بوده. محلول آنزيم

   . انحراف معيار نشان داده شده است±ن كه به صورت ميانگي



 يم نيتريك اكسيد سنتازارزيابي كينتيكي آنز
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 آزمـايش .  بر فعاليت آنزيم نيتريك اكسيد سنتاز      pHاثر   :8  شماره نمودار
هـر  .  آرژينـين انجـام گرفـت      - ميلي مولار ال   100در حضور غلظت    

داده معرف سه بار تكرار اندازه گيري مستقل بـوده كـه بـه صـورت                
  .ست انحراف معيار نشان داده شده ا±ميانگين 
  

  بحث
كه از طريق نيتريـك اكـسيد       ) NO(نيتريك اكسيد   

ــنتاز  ــي -و از ال) NOS(س ــد م ــين تولي گــردد، در   آرژين
ــه ــددي از    پروس ــاتولوژيكي متع ــوژيكي و پ ــاي فيزيول ه
سـه   داراي   NOS. )10(هاي بيولوژيكي نقـش دارد     سيستم
. شـوند  هاي متفاوتي بيـان مـي       كه توسط ژن    بوده ايزوفرم

 عروق  و ايزوفرم اندوتليال(nNOS)ي ايزوفرم بافت عصب
(eNOS)     بوده كه هردو وابسته به يون كلسيم و كالمودولين 

 غير وابـسته بـه كلـسيم و كـالمودولين          كه ايزوفرم سوم و  
بيـشترين اهميـت     .)3(باشـد  مـي  (iNOS)قابل القـا     و   بوده
NO ــوده و تنظــيم عروقــي در  كــه تعجــب آور نيــست ب

يـك كليـه نقـش مهمـي         در تنظـيم همودينام    NOبگوييم  
بنابراين در اين مطالعه، به بررسي شرايط مناسب        . )6(دارد

 استخراج شده از كليه گوسفند از قبيل        NOSبراي آنزيم   
غلظت سوبسترا، دماي ماكزيمم، مدت زمان انكوباسـيون   

لازم به ذكر است كه تـاكنون    .  مناسب پرداخته شد   pHو  
ه ليـه و بـه ويـژ       با منشاء ك   NOSاي در مورد آنزيم      مطالعه

  .كليه گوسفند صورت نگرفته است
در اين مطالعه، در آخرين مرحله كروماتوگرافي بـا         

، فعاليت مخـصوص و بـازده       ADP-agarose-'5,'2ستون  
 واحـد در ميلـي ليتـر و         6/0سازي آنزيم به ترتيب      خالص

 NOSسـازي آنـزيم      بازده خالص .  درصد به دست آمد    9/0

 8/2شاء اسـتافيلوكوكوس،    در برخي مطالعات ديگر با من     
، مغـز  )19( درصـد 7/3، كبد مـوش صـحرايي،    )10(درصد

 )12( درصـد  6/7 درصـد و پـانكراس گـاو،         4/7گوسفند،  
رسد كـه ايـن اخـتلاف در         به نظر مي  . گزارش شده است  

سازي به عواملي از قبيل روش جداسـازي و          بازده خالص 
هـاي كرومـاتوگرافي بـه كـار         سازي، تعداد ستون   خالص
گيـري فعاليـت آنـزيم و نـوع بافـت و             ، روش انـدازه   رفته

  .اده و حتي نوع ايزوآنزيم باشدارگانيسم مورد استف
 خالص شده از كليه گوسفند بـا        NOSوزن ملكولي   

ــورز   ــتفاده از الكتروف ــگSDS-PAGEاس ــزي   و رن آمي
از .  كيلو دالتون به دسـت آمـد       54بريليانت كوماسي بلو،    

باشـد و از      دايمـر مـي     به صورت  NOSكه آنزيم    جايي آن
 مـشاهده   SDS-PAGE باند در الكتروفورز     1طرفي، تنها   

 اسـتخراج   NOSتوان گفـت كـه آنـزيم         شد، بنابراين مي  
. شده از كليه گوسفند به صورت همـودايمر وجـود دارد          

هـاي    اسـتخراج شـده از گونـه       NOSوزن ملكولي آنزيم    
، ماكروفاژهـاي   )19(، كبـد مـوش صـحرايي      )16(نوكارديا

، پـانكراس   )11(، پلاكت هاي انـساني    )20(صحراييموش  
، 130، 150، 135، 9/51 به ترتيب )13( و مغز گاو)12(گاو
تنها در  .  كيلو دالتون به دست آمده است      150 و   160،  80

 بانـد   2 از اسـتافيلوكوكوس،     NOSمطالعه خالص سـازي     
ــا وزن هــاي ملكــولي   ــون در 67 و 64مجــزا ب ــو دالت  كيل

 به دست آمده است كه نـشان        SDS-PAGEالكتروفورز  
در سـاير    .)10(دهنده هترودايمر بودن اين آنزيم مي باشد      

-SDS بانـد در الكتروفـورز       1مطالعات انجام شـده، تنهـا       

PAGE            به دست آمده است كه نـشان دهنـده همـودايمر 
تفـاوت در   . )19 ،16 ،11-13(باشـد  بودن آنزيم مـذكور مـي     

هاي  ا و بافت  ه  استخراج شده از گونه    NOSوزن ملكولي   
هـاي مختلـف ايـن       مختلف مي تواند ناشـي از ايزوآنـزيم       

در ايـن   . هاي ساختاري آن باشد    آنزيم و همچنين تفاوت   
 درجـه   30 و   4/7 و دمـاي اپتـيمم بـه ترتيـب           pHمطالعه،  
  گراد به دست آمد و انكوباسـيون آنـزيم بـه مـدت              سانتي

گـراد نـشان داد       درجـه سـانتي    10-30 دقيقه در دماي     15
 در  ،ده دمايي ثابـت بـوده     دو فعاليت آنزيم در اين مح     كه
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دماي اپتيمم . دماهاي بالاتر فعاليت آنزيم كاهش مي يابد      
ــه    ــزيم در مطالعـ ــراي فعاليـــت آنـ ــده بـ ــه دســـت آمـ   بـ

كيــت  بــا دمــاي اپتــيمم توصــيه شــده توســط مــا، كــاملاً
 Calbiochem شـركت    NOSگيري فعاليت آنـزيم      اندازه

)Nitric Oxide Synthase Assay Kit, Colorimetric, 

Cat. No. 482702, Calbiochem (  برابر بوده در حـالي
 4/0به دست آمده در مطالعه ما، بـه ميـزان    اپتيمم   pHكه  

گيـري فعاليـت      بافر همين كيت براي انـدازه      pHبالاتر از   
NOS در ساير مطالعات انجام شده،      . باشد  ميpH   اپتـيمم 

ه از گونـه هـاي       استخراج شـد   NOSبه دست آمده براي     
 بـه ترتيـب     )20(فاژهاي موش صـحرايي   ونوكارديا و ماكر  

 گزارش شده است كه بسيار نزديك به        4/7 و   7-5/7بين  
pHاپتيمم مطالعه ما مي باشند . 

Choi          و همكاران نـشان دادنـد كـه NOS  اسـتخراج 
 و دمـاي    pH شده از استافيلوكوكوس، بـه ترتيـب داراي       

 كه ايـن دمـا،   )1(باشد  ميگراد  درجه سانتي50 و   7اپتيمم  
بسيار بالاتر از دمـاي اپتـيمم گـزارش شـده توسـط سـاير        

 با منـشاء    NOS نشان دهنده مقاومت بيشتر      ،محققين بوده 
دمـاي اپتـيمم فعاليـت    . باشد استافيلوكوكوس آرئوس مي  

NOS       و ماكروفاژهـاي  )16( با منشاء گونه هـاي نوكارديـا 
ه ترتيـب   ب ـ)murine  macrophages()21(موش خانگي 

دمـاي  . گراد گـزارش شـده اسـت        درجه سانتي  37 و   30
 NOSاپتيمم به دست آمده در مطالعه ما، با دماي اپتـيمم            

 در  ، برابـر بـوده    كـاملاً ) 16(با منشاء گونه هـاي توكارديـا      
 با منـشاء    NOSحالي كه دماي اپتيمم گزارش شده براي        

، بـسيار بـالاتر از دمـاي      )21(ماكروفاژهاي مـوش خـانگي    
  .باشد يمم به دست آمده در مطالعه ما مياپت

 200 تــا 5/2در ادامــه ايــن مطالعــه، از غلظــت هــاي 
آرژينـين بـه عنـوان سوبـستراي آنـزيم          -مـولار ال   ميكرو
NOS             استفاده شد و نشان داده شد كه با افـزايش غلظـت 

 بيـشترين   ،آرژينين، فعاليت آنـزيم نيـز افـزايش يافتـه         -ال

آرژينـين   -ولار از ال   ميكروم ـ 100فعاليت آن در غلظت     
 آنزيم به ترتيب    Km و   Vmaxهمچنين  . آيد به دست مي  

 32/5  نانو مـول در دقيقـه در ميلـي گـرم پـروتئين و              250
  .ميكرومول به دست آمد

ــه  ــارانش وChenدر مطالعـ ــادير ) 1995(  همكـ مقـ
Vmax   و Km   براي NOS    هـاي نوكارديـا      با منشاء گونـه

گـرم پـروتئين و      ميلي نانومول در دقيقه در      274به ترتيب   
ــت  7/5 ــده اسـ ــزارش شـ ــول گـ  و Crack. )16( ميكرومـ

ــاران ــز )1998 (همكــ ــزيم Vmax و Km نيــ  NOS آنــ
 ميكـرو   8/2استخراج شده از مغز گوسـفند را بـه ترتيـب            

 نانو مول در دقيقه در ميلي گرم پـروتئين، بـه            225مول و   
ــد  ــت آوردنـ ــزيم Km. )14(دسـ ــوش nNOS ايزوآنـ  مـ

ــانكراس)22(صــحرايي ــاو و پ ــب  )12( گ ــه ترتي ــز ب  و 2 ني
  . ميكرومول به دست آمده است72/15

ــابي     ــت ارزي ــه در جه ــن مطالع ــايج حاصــل از اي   نت
ــزيم    ــت آن ــب فعالي ــرايط مناس ــژه  NOSش ــه وي  NOS ب

ــه گوســفند، مــي  ــه درك  اســتخراج شــده از كلي ــد ب توان
ن آ در كليه و مقايسه      NOكننده سنتز    هاي تنظيم  مكانيسم

 ،هـاي ديگـر كمـك نمـوده        انيـسم ها و ارگ    بافت NOSبا  
ــب راه  ــدين ترتي ــات  ب ــشاي مطالع ــشتر گ ــي و بي  و تكميل

توليدكننده و يا در برخـي مـوارد،         داروهاي تهيه همچنين
  . گرددNOداروهاي بازدارنده سنتز 

  
  سپاسگزاري

نامه اخذ مقطع كارشناسـي      اين مقاله، بخشي از پايان    
   شـماره   ارشد رشته بيوشيمي باليني آقاي مراد رسـتمي بـا         

U-88092   ــت ــه انجــام آن توســط معاون ــه هزين ــوده ك  ب
 شـاپور   تحقيقات و فناوري دانشگاه علوم پزشكي جندي      

  .مين گرديده استأاهواز ت
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