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  با آلبومين سرم انساني با استفاده از )Fe2O3(ه اكسيد آهن ميانكنش نانوذر بررسي
  دورنگ نمايي دوراني و فلورسانس  هايكتكني

  5زهرا زماني و 4فاطمه رضائي، 3،  فرشيد برزگري دهج2، عليرضا قاسمي نسب1علي رياحي مدوار
  .شناسي سلولي و مولكولي، گروه زيستبجنورد، دانشگاه كوثر بجنورد، دانشكده علوم پايهايران،  1

  .هاي نوين، گروه بيوتكنولوژيايران، كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، دانشكده علوم و فناوري 2
  .طي، گروه بيوتكنولوژيايران، كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محي 3

  .شناسيزيستايران، مشهد، دانشگاه فردوسي، دانشكده علوم، گروه  4
 .ايران، كرمان، دانشگاه شهيد باهنر، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي 5

  1/06/1400: تاريخ پذيرش  14/01/1400: تاريخ دريافت
  چكيده

محيط زيست  كه آنها راهي را براي ورود به داشتانتظار  توانميد، بنابراين ننانوذرات كاربردهاي وسيعي در صنايع مختلف دار
با توجه به كاربردهاي گسترده نانوذره  .بيني تحت تاثير قرار دهندزنده را با عواقب غير قابل پيشپيدا كنند و حيات موجودات 

با يكي از فراوانترين  هاي مختلفاين نانوذره در غلظتدر صنايع مختلف، در اين مطالعه، ميانكنش ) (nFe2O3 اكسيد آهن
در دماهاي مختلف، هاي فلورسانس ذاتي با استفاده از روش )HSA(هاي موجود در خون، يعني آلبومين سرم انساني پروتئين

در  افزايش غلظت نانوذرهبا  نتايج نشان داد كه .، مورد بررسي قرار گرفت)CD(و دورنگ نمايي حلقوي فلورسانس خارجي 
ديد كه مشخص گربر اساس ثابت سرعت خاموشي،  .يابدمي، نشر فلورسانس ذاتي پروتئين كاهش در تمام دماهاو  محيط

و آنتروپي ) ∆H(كه آنتالپي  نشان دادپارامترهاي ترموديناميكي . باشدمي از نوع پايا nFe2O3و  HSAبين  مكانيسم برهمكنش
)S∆ ( پيوندهاي هيدروژني و نيروهاي واندروالسي در اين ميانكنش مي نقش اين مساله نشان دهندهكه د باشنمنفي ميهر دو -

از طرف  .باشدمي اين واكنش و خودبخودي بودن بودن زاانرژي بيانگر، )∆°G(واكنش  نرژي آزادتغييرات ا منفي بودن .دنباش
علاوه بر  .يابدميافزايش بيشتر  HSAنسبت به  ميانكنش داده با نانوذره HSA در حضور ANSخارجي  نشر فلورسانس ديگر،
. باشدميانكنش با نانوذره مي پس ازساختار دوم پروتئين نشان دهنده تغيير در نمايي حلقوي، هاي ناحيه دور دورنگطيفاين، 

تواند ميباشد كه پروتئين بعد از در معرض قرار گرفتن با اين نانوذره ميدر ساختار  اتيتغيير نشان دهندهمجموع، در  اين نتايج
  .قرار دهدتاثير  را تحتعملكرد آن 

  .نانو ذره اكسيد آهن نمايي دوراني، دورنگ آلبومن سرم انساني، فلورسانس،  :هاي كليديواژه

  Riahi.ali@gmail.com :پست الكترونيكي،  05832262863: تلفننويسنده مسئول،  *

  مقدمه
هاي اخير استفاده از نانوذرات در محصولات در سال

-فرد آن هاي منحصر بهويژگي با توجه به تجاري و صنعتي

افزايش چشمگيري داشته ها اندازه و ابعاد آن از قبيل ها
از قبيل صنايع (نانوذرات در صنايع مختلف . )33( است

ساختمان  و ميكروالكترونيك، نساجي، نظاميغذايي، 
طراحي  و انتقال ژن(، بيوتكنولوژي )زيسا

-ساخت داروي خاص، غربال(و پزشكي ) نانوبيوسنسورها

هاي دارو رساني و تصوير برداري گري دارو، طراحي روش
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 و 15( كاربردهاي بسيار زيادي دارند) هاو بافت هااز سلول
ها كمتر از بطور كلي به ذرات و تركيبات كه ابعاد آن. )48

  . )32 و 6( شودنانو ذره گفته مي شندبا نانومتر 100

هاي هاي فناوريفناوري نانوذرات آهن يكي از اولين نسل
در طي چند سال . )44(است  محيطي در مقياس نانو

هاي مختلفي براي ساخت و توليد اين گذشته، تكنيك
و افزايش  )39(، تغيير خواص سطحي )54(نانوذرات 

. )54(ايجاد شده است ها پذيري آنكارايي براي واكنش
مطالعات گسترده آزمايشگاهي نشان داده است كه ذرات 

هاي آهن در مقياس نانو براي انتقال دامنه وسيعي از آلودگي
، )54(هاي زيستي اشباع از كلر زيست محيطي مانند حلال

تركيبات هاي آلي، ، رنگ)39(هاي ارگانوكلرايد كشآفت
 As(III)،Pb(II)نند هاي فلزي ماو يون غيرآلي مختلف

،Cu(II)  ،Ni(II)  وCr(VI) )4( علاوه بر آن، . كارامد هستند
هايي هن به طور گسترده به عنوان حاملآنانوذرات اكسيد 

براي دارورساني به دليل خاصيت مغناطيسي و زيست 
گرفته در درمان چندين نوع سرطان بكار  )2(سازگاري 

وذرات مثل سطح خواص منحصر به فرد نان .)14( اندشده
تواند منجر به الا، جايگاه سطحي فعال و تحرك ميويژه ب

 گزارش هاي. خطرات زيست محيطي يا سلامتي شود
  بر موجودات مختلف از جمله نانوذرات سميت از متعددي
 ، گياهان)35(هاي قرمز خون سلول ،)50(هاي ريه سلول

 هاي سلوليردهو حتي  )19( هاماهي ،)55( هاوشم، )26(
   .شده استثابت   )7(ها خرچنگ و )10(پستانداران 

تواند منجر هاي زنده مي لنانوذرات و سلو ميانكنش بررسي
ژن  مانند يهاي تشخيصي و درماني جديدبه توانايي

به  ،براي مثال. )30(رساني هدفمند شود درماني و دارو
نانوذرات دليل خاصيت مغناطيسي و زيست سازگاري 

به طور گسترده به عنوان  ، اين نانوذره)2( هنآاكسيد 
نوع سرطان  در درمان چندين رساني هايي براي داروحامل

به مختلفي  مطالعات .)14( ندامورد استفاده قرار گرفته

ها انجام شده پروتئيننانوذرات با منظور بررسي ميانكنش 
  . )53و  36 ،1 ،31 ،9( است

- اسيد 585كروي با  پروتئين ،)HSA(آلبومين سرم انساني 

 گرم بر ليتر 42غلظت تيئن با اين پرو .باشدمي آمينه
 و بيشترين ترين پروتئين موجود در پلاسماي خونفراوان
 )27( دارد فشار اسمزي خون را بر) درصد 80 حدود(تاثير 

از تركيبات داخلي و خارجي  يبرخدر انتقال همچنين و 
بر  نقش مهمي اسيدهاي چرب،و ها هورمون ،داروها قبيل

هاي مختلفي روشكنون از  تا . )45و  29( عهده دارد
شده ها استفاده جهت مطالعه تاثير مواد بر ساختار پروتئين

سنجي هاي طيفروش توان بهكه از مهمترين آنها مي ،است
ماوراي بنفش، دورنگ  - سنجي مرئيطيف فلورسانس،

اي و رزونانس مغناطيس هسته) CD(نمايي حلقوي 
)NMR (  اشاره نمود)مذكور، يهاروش بيناز  .)47و  24 

فلورسانس به دليل حساسيت بالا، انتخابگري و سهولت 
گرفته تري مورد استفاده قرار آن به صورت گسترده كاربرد
اي با ماده( Ciprofloxacinبا  HSAميانكنش . )13( است

با در حضور و عدم حضور ) ضد باكتريايي خاصيت
سنجي فلورسانس مورد با استفاده از طيفنانوذرات نقره 

كه در حضور  شد نشان داد گرفت وقرار بررسي 
Ciprofloxacin، پايامكانيسم  اب اين پروتئين فلورسانس نشر 

با  HSAميانكنش  ،نقره تدر حضور نانوذرا ولي خاموش
 در اتصال ليگاند به پروتئين .)23( باشدمتفاوت مي اين ماده

پيوندهاي (كوالانسي اساساً چهار نوع ميانكنش غير
نيروي واندروالسي و هاي هيدروفوبي، دروژني، ميانكنشهي

 اين  نوع نيروي دخيل در .نقش دارند) الكتروستاتيك
و بزرگي علامت ه به با توجمي توان  را هاميانكنش

و آنتروپي ) ∆°H(آنتالپي شامل  پارامترهاي ترموديناميكي
)S°∆(  اگر پارامترهاي  .مشخص نموددر يك واكنش

ميانكنش  ،آنتالپي و آنتروپي هر دو بزرگتر از صفر باشند
- هيدروفوب و اگر هر دو پارامتر مذكور كوچكتر از صفر

هيدروژني و اگر  واندروالسي و پيوند هايند، ميانكنشباش
د، نباشآنتروپي بزرگتر از صفر و آنتالپي كوچكتر از صفر 
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هاي الكتروستاتيك در اتصال پروتئين با ليگاند ميانكنش
ميانكنش بين نانوذرات نقره با  بررسي .)34( دخالت دارند

هاي ميانكنش نشان داد كه) BSA(سرم آلبومين گاوي 
نكنش دخالت دارند ين ميادر ا هيدروفوب و الكتروستاتيك

. )36( شودانجام مي از طريق مكانيسم پوياو واكنش 
 Bhogaleتوسط  BSAبررسي ميانكنش بين نانوذرات مس با 

هاي ميانكنشنشان داد  كه  )9( 2014و همكاران در سال 
مطالعات . گيرداز طريق مكانسيم پايا انجام ميهيدروفوب 

نوذرات مس با انجام شده نشان داد  كه ميانكنش بين نا
از طريق مكانسيم پايا و با استفاده از  انسانيسرم آلبومين 

 همچنين .)1( گيردصورت ميهاي الكتروستاتيك ميانكنش
با نانو حامل  HSAكنش برهم يهاسميمكان يبررس
 فيط با استفاده از L-Dopa يحاو يآل ريغ يسيمغناط
- استرن ، ثابتدما شيفلورسانس نشان داد كه با افزا يسنج

 UV-vis يسنج فيط همچنين  .ابدييكاهش م) Ksv(ولمر 
از  يبرخاين نانوذره  با HSAنشان داد كه برهم كنش  CDو 
علاوه . )41( كنديماعمال  HSAرا در  يساختار راتييتغ

با  )MgO NPs( ميزيمن دياكس هنانوذر بر اين، برهمكنش
HSA وفلورسانس  يسنجفياستفاده از ط با CD  داد نشان
 زيآبگر ميانكنش قيطر از HSA با ميانكنش اين نانوذرهكه 

- روشبا استفاده از  ،تحقيقدر اين  .)8( گيردصورت مي

 ، و دورنگ نمايي حلقوي فلورسانسسنجي هاي طيف
نانوذره  مختلفهاي با غلظتآلبومين سرم انساني ميانكنش 

Fe2O3  داده قرار بررسي در شرايط شبه فيزيولوژيك مورد
  .دش

  هامواد و روش
 آهننانوذره اكسيد  شاملمواد مورد استفاده  ،مطالعهدر اين 

)nFe2O3 ( مساحت سطح %2/99با درصد خلوص ،m2g-1 
ناباند تكنولوژي نانومتر از شركت  40اندازهو  ميانگين  55

)NaBond Technologies Co., Ltd., China (خريداري شد. 
-Anilinonaphthalene-1-8و )HSA( سرم آلبومين انساني

sulfonic acid (ANS)  شدند تهيهشركت سيگما از. KH2PO4 

 طيف هاي. گرديدخريداري از شركت مرك  K2HPO4و 
از در حضور و عدم حضور نانو دره  HSA فلورسانس

 Cary-Eclipse luminescence( ترمياسپكتروفلور دستگاه

spectrophotometer apparatus;Varian, Australia( بتث 
 .گرديد

 سرم آلبومين انسانياز استوك يك : سازي موادآماده
- ميلي 50در بافر فسفات پتاسيم ) مولارميلي 5/0غلظت (

 با غلظت nFe2O3 استوك .گرديد تهيه =4/7pH با  مولار
ر مولاميلي 50بافر فسفات پتاسيم در  ك ميكرومولاري
)4/7pH=( جهت تهيه  توراز دستگاه سونيكا .تهيه شد
دقيقه  پنج( اكسيد آهن هاز نانوذر يكنواخت يوسپانسيونس

   .استفاده شد) با فاصله زماني يك دقيقه استراحت

در  HSA فلورسانس ذاتيتغييرات شدت گيري اندازه
در  HSAفلورسانس مربوط  هايطيف:  nFe2O3ميانكنش 

تحريك  طول موجدر  nFe2O3و عدم حضور  حضور
)( ex  295 طول موج نشري  و محدوده)( em500 -

 ثبت )Scan Speed(سرعت اسكن  .ندشدثبت  نانومتر 300
پهناي باند نور ثبت و  نانومتر بر دقيقه 500برابر  هاطيف

در  .بود نانومتر Slit 5)( شده يا تابيده شده توسط دتكتور
 5پروتئين با غلظت اضافه كردن  پس از ،اين مطالعه

 مولارنانو 0-4هاي غلظتمحدوده وذره با نكرومولار و نامي
و  6/3، 2/3، 8/2، 4/2،  0/2،  6/1، 2/1، 8/0، 4/0صفر، (
 متري،يك سانتيبا طول مسير عبور نور در سل كوارتز  ) 4

مولار ميلي 50 بافر فسفات پتاسيم با ،محلول حجم نهايي
 پس از و رسانده شد ليترميلي 5/2به  ،4/7برابر  pHبا 

  310و  303، 298دماهاي در  محلول مورد نظر انكوبه شدن
طيف فلورسانس ذاتي  ،دقيقه 10كلوين به مدت درجه 

HSA  1( ثبت گرديد نانومتر 295در طول موج  تحريك(. 
در محدوده دمايي  HASمطالعات قبلي نشان داده است كه 

پيدا  بارزيدرجه كلون، تغيير ساختاري  308و  303، 298
مطالعات نشان داده شده است كه در  ).42و  12(كند مين

تغيير  HSAدرجه كلوين، ساختار  333دماي بالاتر از 
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000 STHG 

در دماهاي بالاتر از اين دما، مطالعات ، لذا )46( كندمي
اتصال ليگاند به اين  فلورسانس جهت بررسي تغييرات

  .شودپروتئين پيشنهاد نمي

و تعداد  nFe2O3ا ب HSAميانكنش بررسي نوع مكانيسم 
 nFe2O3با  HSA جهت تعيين نوع ميانكنش: جايگاه اتصال
طول در (شدت فلورسانس  مربوط بهولمر -نمودار استرن

بر  .ترسيم گرديد، غلظت نانوذرهبر ) نانومتر 340موج 
  .بدست آمدهاي خاموشي ثابت ، 1اساس معادله 

Q[K]Q[k[    1معادله 
F

F
SV0q

0  11  

F فلورسانس پروتئين در حضور و شدت  F0 در عدم
 خاموشي ثابت؛ KSV. باشندمي حضور خاموش كننده

باشد كه از رگرسيون خطي مي ولمر - استرنديناميك 
بدست   )Q(در مقابل غلظت خاموش كننده  F0/Fنمودار 

غلظت  ؛[Q] ،ثابت سرعت خاموشي پروتئين؛ kq ،آيدمي

ر متوسط نيمه عم ؛0و )16 ،25 ،18( خاموش كننده
. )51( باشندمي) ثانيهنانو 5( پروتئين بدون خاموش كننده

   .گرديدمحاسبه  kq مقدار 2عادله براساس م ،علاوه بر اين

                 2معادله  

به  هاي اتصال پروتئينعداد جايگاهتهمچنين ثابت اتصال و 
  . مشخص گرديد 3بر اساس معادله  رهذنانو

  3 معادله 

  فلورسانس پروتئين در حضور و شدت F در اين معادله
F0 ،در عدم حضور خاموش كنندهnهاي ؛ تعداد جايگاه

؛ ثابت اتصال برحسب KA و nFe2O3براي  HSAاتصال 
  . )22( باشدمولار مي

 ،4براساس معادله  :ترهاي ترموديناميكيتعيين پارام
منظور بشامل آنتالپي و آنتروپي پارامترهاي ترموديناميكي 

  nFe2O3با  HSAنيروهاي دخيل در ميانكنش تشخيص 
  .تعيين شدند

  4معادله 
  
 بر حسب( آنتالپي واكنشترتيب ب S0و H0 معادله؛در اين 

بر  ژول( آنتروپي واكنشو  )كالري بر مول بر درجه كلوين
كلوين .مول(ثابت گازها : Rباشند و همچنين مي )كلوين.مول

 ثابت استرن ولمر در دماهاي مختلف:  Kو  )بر ژول
  .)37و  13( باشندمي) برحسب عكس مولار(

كالري بر كيلو(مقدار انرژي آزاد گيبس  ،5براساس معادله 
  .محاسبه گرديد )مول

  5 معادله
غلظت  با ANSلورسانس ف:  ANSفلورسانس گيري اندازه

 4/7( مولارميلي 50بافر فسفات پتاسيم در ميكرومولار  30
pH=(  يك ميكرومولار غلظت حاويHSA  حضورعدم در 

با ) مولارنانو 4/0( nFe2O3 و حضور )ذرهغلظت صفر نانو(
  .گيري شداندازهشرايط زير 

و عدم  در حضور ANSهاي فلورسانس مربوط طيف
و محدوده طول  350 تحريك ول موجط در nFe2O3حضور 

سرعت اسكن  .ندشدثبت  نانومتر  400- 600موج نشري
 گيرياندازهمشابه  پهناي باند نور ثبت شدهها و طيف

  .ذاتي بودشدت فلورسانس  تغييرات

 مطالعاتبا استفاده از  nFe2O3با  HSAمطالعه برهمكنش 
CD  :سرم آلبومين پروتئين منظور بررسي ساختار دوم ب

 از دستگاه اسپكتروپلاريمتر nFe2O3در برهمكنش با  نسانيا
)AVIV Spectropolarimeter, model 215, USA( استفاده شد .

در ) Far-UV CD(نانومتر  250تا  190در محدوده   ها،طيف
ليتر در گرم بر ميليميلي 3/0با غلظت  محلول پروتئين

 10پس از  )نانومولار 2(حضور و عدم حضور نانوذره  
  .ثبت شدند دقيقه انكوبه كردن در دماي اتاق،

 [θ]در نهايت نتايج به صورت بيضي واري مولي، 

(deg2cm2dmol-1)4 آمينهبر اساس ميانگين وزن اسيد  

]log[loglog 0 QnK
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)MRW; 113.9( اين پارامتر با فرمول زير محاسبه . ارائه شد
  .گرديد

[θ]λ = (θ×100MRW)/(cl) 

C غلظت پروتئين برحسب 
ml

mg ،L  طول مسير نور(cm) 
 گيري واري اندازه يپارامتر بيض از كووت حاوي نمونه و

  .دنباش خاص مي )(شده برحسب درجه در طول موج 

- 1با فرض (+)  - Comphorsolphpnic 10دستگاه توسط 

=7820 deg cm2 dmol [θ] 291 توسط استاندارد JASCO   بنام
Comphorsulphonte -10-  (+)nonhyodroscopic 

ammunium با فرض -
=7820 deg cm2 dmol [θ] 290.5 

  .)38(كاليبر گرديد 

  نتايج

در  nFe2O3 در حضورHSA فلورسانس ذاتي  تغييرات
نتايج : درجه كلوين 308و  303، 298 مختلف دماهاي

ر حضور غلظتد HSAذاتي  طيف فلورسانسمربوط به 
 درو در دماهاي مختلف اكسيد آهن  ههاي مختلف نانوذر

با افزايش  اين است كه شدت فلورسانسيانگر ب 1 شكل
علاوه بر اين،   .يابددر محيط كاهش مي غلظت نانوذره

اين  مربوط بهولمر - نتايج بدست آمده از معادله استرن
كاهش خطي نشر نشان دهنده ) 2 شكل( هاطيف

با افزايش غلظت نانوذره در  HSAپروتئين  س ذاتيفلورسان
ولمر - معادله استرنشيب  .باشدمي در تمامي دماها محيط

بيانگر  Fe2O3هاي مختلف غلظتدر حضور  HSA مربوط به
با افزايش دما، شدت فلورسانس كمتر كاهش  اين است كه
  .)2 شكل(يافته است 
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 )B( ، 298 دماي )4/7pH=( .)Aمولار، ميلي 50بافر فسفات ( nFe2O3هاي مختلف حضور غلظتو  در عدم حضور HSAنس ذاتي فلورسا -1شكل 

  .كلويندرجه   310 دماي )C(و  303دماي 

 
درجه  )▲( 310 و) ( 303،)♦( 298 ايهدر دماي nFe2O3هاي مختلف غلظتبا  HSAولمر برهمكنش پروتئين - نمودار استرن مقايسه -2شكل 

  .كلوين

معادله با توجه به  : Fe2O3و  HSAتعيين نوع ميانكنش 
و در  محاسبه Kq  و Ksv، ولمر-استرن مربوط به نمودارهاي

همانطور كه در جدول قابل . نشان داده شد 1جدول 
با افزايش ) Ksv(ولمر -ثابت خاموشي استرن ،مشاهده است

روند مشابهي براي ثابت سرعت و  تدما كاهش يافته اس
  .گرددمينيز مشاهده ) Kq(خاموشي فلورسانس 

و  HSA در ميانكنشپارامترهاي ترموديناميكي تعيين 
Fe2O3 :  ميانكنش پارامترهاي ترموديناميكي محاسبه 

nFe2O3 باHSA  بر مبناي معادله خط بدست آمد از نمودار
اين بيانگر ، 4و بر اساس معادله  )3 شكل(وانت هوف 

منفي آنتالپي و آنتروپي  پارامترهايعلامت هر دو است كه 
مقدار انرژي محاسبه  ،از طرف ديگر .)2جدول ( باشدمي
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براي اين ميانكنش در دماهاي  5بر اساس معادله  آزاد
 و علامت اين انرژي منفي بودهاين است كه بيانگر مختلف 
  .با افزايش دما افزايش يافته است همچنين

 nFe2O3با  HSAهاي خاموشي ميانكنش ثابت -1جدول 

Kq  

(1х1016L mol-1 s-1) 
Ksv  

(1х107 L mol-1)  )دما) كلوين  
15 5/7  298  

2/6 1/3  303  
6 0/3  308  

  

 
  .لبومين سوم انسانيآنمودار وانت هوف مربوط به ميانكنش نانوذره اكسيد آهن با  -3شكل 

  
با آلبومين سوم  nFe2O3ترهاي ترموديناميكي ميانكنش پارام -2 جدول

  .انساني
∆S 

(J mol-1 K-1) 
∆H 

(kJ mol-1) 
G∆ 

(kJ mol-1) 
 دما)كلوين(

  
0411/0-  

  
11/24-  

86/11- 298 
65/11-  303 
36/11- 310 

بر روي  Fe2O3 هاي اتصالتعيين ثابت اتصال و جايگاه
HSA  : مقادير  ،3براساس نتايج جدولKa  وn  براي

ن سرم آلبومين پروتئي بابرهمكنش نانوذره اكسيد آهن 
ثابت  و n  ميزان ، افزايش دما با بيانگر اين است كهانساني 
  .يابدميكاهش اتصال 

در حضور و عدم حضور نانو ذره  ANSفلورسانس 
 ،قابل مشاهده است 4همانطور كه در شكل :  آهناكسيد 

در حضور و عدم ( HSAدر حضور ANSشدت فلورسانس 

اين افزايش در حضور . افزايش يافته است) حضور نانوذره
HSA باشدميبيشتر   ،ميانكنش داده با نانوذره اكسيد آهن.  

 .HSAبا  nFe2O3ثابت اتصال و تعداد جايگاه براي  -3جدول 

nKa  
(1х107 M-1) 

  دما) كلوين(

472/0 4/19  298  
336/0 9  303  
434/0 8  310  

، طيف 5شكل : سنجي دورنگ نمايي دورانينتايج طيف
نمايي دوراني در ناحيه فرابنفش دور مربوط به دورنگ

آهن را در  واكنش داده با نانوذره اكسيد HSAپروتئين 
ميزان  ،شكل براساس. دهدنشان مي HSAمقايسه با پروتئين 

افزايش  ،هبا نانوذرواري در پروتئين ميانكنش داده بيضوي
  ).5 شكل( يافته است
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 .nFe2O3 نانومولار 4/0غلطت  ميانكنش داده با HSAو   HSAو در حضور ) به تنهايي( ANS خارجي فلورسانسطيف  -4شكل 

 
ميلي  50بافر پتاسيم فسفات (رابنفش دور در ناحيه ف nFe2O3نانومولار  2نمايي دوراني پروتئين سرم آلبومين انساني با غلظت طيف دو رنگ -5شكل 

  ).درجه كلوين 298، دماي =4/7pHمولار، 

  بحث
آزاد شدن نانوذرات در محيط زيست به دليل افزايش توليد 

بسياري از . ها امري اجتناب ناپذير استو كاربرد زياد آن
رها به محيط زيست در مقياس وسيع در نهايت نانوذرات 

ها براي حاليكه سميت و ضرر آن، در )28( شوندميسازي 
آلبومين  .شناخته مانده استها ناموجودات زنده و ارگانيسم

خون  pHپخش داروها و تنظيم  ،هاي مهمي در انتقالنقش

مطالعه ميانكنش داروها با اين پروتئين اطلاعاتي . )11( دارد
راجع به موقعيت، انتقال، متابوليسم و اثر بخشي داروها در 

هاي مطالعه اتصال مولكولاهميت  ،بنابراين. ددهميخون 
. )13( گرفته استمورد توجه قرار كوچك به اين پروتئين 

ها، هاي كوچك با پروتئينبمنظور بررسي ميانكنش مولكول
فلورسانس يك ابزار قدرتمند به دليل دقت و روش 

به  HSAفلورسانس ذاتي  .)49( آيدحساسيت به حساب مي
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در  214موقعيت ول تريپتوفان در دليل وجود يك مولك
  .)20( باشدآن ميساختار 

نشان داده شده است،  ) 1 شكل( نتايجهمانطور كه در 
 با افزايش غلظت نانوذره در تمامي دماها شدت فلورسانس

 مربوط بهولمر - از معادله استرن .يابددر محيط كاهش مي
بين شدت خاموشي  شود كهمشخص مي ها،اين طيف
وجود رابطه خطي  وذره در محيطنو غلظت نا فلورسانس

و  Sunتوسط اين نتايج با مطالعات انجام شده  .دارد
آنها نشان دادند كه يك . )43( اني داردهمخو همكارانش

 با اكسيد آلومينيوم افزايش غلظت نانوذرهرابطه خطي بين 
علاوه  .داردوجود  در محيط HSA كاهش نشر فلورسانس
ام شده بر روي اين پروتئين در تيمار بر اين، مطالعات انج

كه بين كاهش نشر  ،با نانوذره اكسيد مس نيز نشان داد
 رابطه اكسيد مس و غلظت نانوذره HSAفلورسانس ذاتي 

كه با نتايج حاصل از اين تحقيق  )1( مستقيمي وجود دارد
، تغيير جزئي در انتقال از طرف ديگر .مطابقت دارد

به سمت  ماكزيمم طول موج نشري در حضور نانوذره
دليلي به تغيير قطبيت اند وتمي ،)blue shift( ناحيه آبي

   ).33(محيط اطراف تريپتوفان باشد 

بيانگر كارايي خاموشي ) Ksv(ولمر -ثابت خاموشي استرن
نشان داده شده  1، همانطور كه در جدول )21(باشد مي
يابد كه نشان ت، با افزايش دما، اين ثابت كاهش مياس

با افزايش دما  HSAدهنده كاهش تمايل اتصال ليگاند به 
در برهمكنش نانوذره اكسيد مس  ايمشابه روند. باشدمي

با پروتئين سرم آلبومين انساني گزارش شده است كه با 
علاوه  .)1( همخواني دارد نتايج حاصل از اين تحقيق كاملاً

  HSAبه   +CdTe:Zn2نتايج مشابهي در اتصال ر اين، ب
از آنجائيكه، ثابت سرعت . )23( ه استگزارش گرديد

مربوط به اين  Kqخاموشي در تمامي دماها، بالاتر از 
پيشنهاد  ،باشدمي) 1010L mol-1 s-1×2.0(ملكول زيستي 

از نوع  nFe2O3و  HSAگردد كه مكانيسم ميانكنش بين مي
بر اساس نتايج گزارش شده  .)23و  18 ،13(د باشپايا مي

منفي است كه بيانگر آزاد ) ∆G(انرژي آزاد  2در جدول 
خودي واكنش شدن انرژي طي انجام اين واكنش و خودبه

  .)23(باشد مي

كوچكتر از صفر هر دو و آنتروپي ، آنتالپي بر اساس نتايج
كه نشان دهنده نقش پيوند هيدروژني و نيروهاي  دنباشمي

نتايج مشابهي در . باشدواندروالس در اين ميانكنش مي
يز نميانكنش آنزيم بتا گالاكتوزيداز با نانوذرات اكسيد مس 

اين مشاهدات با نتايج گزارش  .)31(گزارش شده است 
با اندازه ( با نانوذره اكسيد مس HSAشده در ميانكنش 

مطابقت ندارد، مشخص شده بود كه  )نانومتر 60متوسط 
هاي الكتروستاتيك عامل اصلي اتصال نانوذره ميانكنش

مطالعات انجام . )1(د باشمي  HASاكسيد مس با پروتئين 
ظور بررسي تغيير اندازه نانوذره نقره توسط ايرانفر منشده ب

نشان داده شده است كه ) 23( 2012و همكاران در سال 
ولمر و همچنين ثابت سرعت خاموشي -ثابت معادله استرن

با تغيير و افزايش اندازه نانوذره نقره در حضور 
Ciprofloxacin رسد كه اندازه، لذا بنظر مي. يابدافزايش مي

تواند به نوع نيروهاي همچنين غلظت نانوذره مي ماهيت و
دخيل در اتصال و همچنين مكانسيم اتصال نيز تاثير 

  . بگذارد

باشد، تعداد قابل مشاهده مي 3جدول  كه درهمانطور 
 HSAبا  اين نانودرهبراي برهمكنش ) n(هاي اتصال جايگاه

ط اين نتايج با گزارشات مربو يابد،مي كاهش ،افزايش دما با
. )1( با نانوذره اكسيد مس مغايرت دارد HSAبه ميانكنش 

با  HSAدر ميانكنش  ديگر، نتايج نشان داد كه از طرف
 يابد كه بامي كاهش )Ka( ثابت اتصال ،نانوذره اكسيد آهن

با نانوذره اكسيد مس HSA نتايج بدست آمده از ميانكنش 
تركيب جديدي از   با HASو با ميانكنش ) 1(مغايرت 

-N-{[N-(2-dimethylamino) ethyl] acridine-4(كريدين آ

carboxamide}-a-alanine [N-(ACR-4-CA)-a-ALA]( 
در هر صورت، تغيير در ثابت اتصال  .)13( مطابقت دارد

و نانوذره ) نانومتر 40با اندازه متوسط (نانوذره اكسيد آهن 
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 تواند به دليلمي) نانومتر 60با اندازه متوسط (اكسيد مس 
  .)23(اندازه متفاوت اين ذرات باشد 

ANS   به علت اينكه يك فلوروفور هيدروفوب است، نشر
يابد هاي هيدروفوب افزايش مييطپس از اتصال به مح آن
 ANSفلورسانس  نشر ، شدت4شكل  براساس. )52و  5(

 در شدت نشر ليو يافته است،افزايش  HSAحضور در 
با . شودبيشتر ميباشد ه متصل ميزمانيكه پروتئين به نانوذر

در پروتئين  ANSتوجه به افزايش بيشتر شدت نشر 
شود كه نانوذره با ميانكنش داده با نانوذره، پيشنهاد مي

ي هاپروتئين ميانكنش داده و باعث افزايش پاكت
حاصل از نتايج ). 31(شود هيدروفوب دردسترس مي

مربوط به  نتايج با با نانوذره اكسيد آهن  HSAميانكنش 
ميانكنش داده با  HSA در ANSافزايش نشر فلورسانس 

افزايش افرايش نشر . )1( داردت مطابق ،نانوذره اكسيد مس
كاهش نشر فلورسانس  و همچنين  ANSنشر فلورسانس 

 تواندمي ،با نانوذره اكسيد آهن كمپلكسدر  HSAذاتي 
پروتئين  ساختار اين) گي كمترفشرده( نشان دهند باز شدن 

 .)3( اتصال به نانوذره باشد پس از

ها در دو قابل مشاهده است، پيك 5همانظور كه در شكل 
باشد كه نشان نانومتر مينيمم مي 222و  208طول موج 

-ها ميدهنده محتوي بالاي آلفا هليكس در اين پروتئين

با نانوذره، ميزان باند منفي در اين  HSAدر ميانكنش . باشد

شود، محتواي بد كه پيشنهاد مييادو طول موج افزايش مي
 33(آلفا هليكس در ميانكنش با اين ذره افزايش يافته است 

  ). 17و 

تي در ساختار منجر به تغييرا  HSA ذره باميانكنش اين نانو
و همكاران  Senشود كه با مشاهدات دوم اين پروتئين مي

آنها گزارش كردند كه ساختار دوم . )40( مطابقت دارد
HSA مجموع  .كنداتصال به نانو ذرات طلا تغيير مي پس از

 دورنگ نمايي دوراني و ANSمطالعات فلورسانس ذاتي، 
 nFe2O3تغيير ساختار پروتئين پس از اتصال به  نشان دهنده

 لذا حضور اين مواد در طبيعت و وارد شدن .باشدمي
به ويژه انسان، زنده دات آنها به داخل بدن موجو احتمالي

را تحت تاثير قرار  هاپروتئينعملكرد اختار و س تواندمي
 بنابراين درنظر گرفتن. را مختل نمايد آنهاو حيات  دهد
در استفاده از نانومواد ايمني و  محيطيزيستي هاي جنبه

   .)7( اهميت بالايي برخوردار استاز  اوليهمراحل 

  تشكر و قدرداني
نولوژي پژوهشگاه علوم و تك ،با حمايت مالي پژوهشاين 

پيشرفته و علوم محيطي، دانشگاه تحصيلات تكميلي 
انجام  4031/1قررداد شماره  با  صنعتي و فناوري پيشرفته

مجري و همكاران مراتب سپاس و قدرداني  لذا. شده است
   .دارندمحترم اعلام مي مجموعهخود را از آن 
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Abstract 

Nanoparticles (NPs) have broad applications in various industries, that it can be 
expected them find a way to enter into the environment and affected the living organism 
with unexpected consequences. According to the broad applications of the Fe2O3 
nanoparticles (nFe2O3) in different industries, in this study, its interaction with human 
serum albumen (HSA), as an abundant protein in blood, was investigated using intrinsic 
fluorescence at different temperature ranges, extrinsic fluorescence and circular 
dichroism (CD) methods. Results showed, with increasing NP concentration in media, 
intrinsic fluorescence intensity of the protein decreased in all temperatures. Based on 
the quenching rate constant (Kq), it revealed that interaction between HAS and nFe2O3 
take place through static mechanism. Thermodynamic parameters indicate the sign of 
enthalpy and entropy are negative, which implies the role of hydrogen bands and Van 
der Waals forces in this interaction. The negative sign of free energy (∆G°), revealed 
this reaction is exergonic and spontaneously. On the other hand, ANS fluorescence 
intensity increased more for HSA in interaction with NP in contrast to the ANS. 
Furthermore, Far-UV CD spectra shows an alteration in the secondary structure of this 
protein in interaction with the NP. The results all together revealed changes in the 
structure of HSA upon exposed to this nanoparticle which can affected its performance. 

Keywords: Fe2O3 nanoparticles, Fluorescence, CD, Human Serum Albumin.  
 


