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Effect of Urea, Guanidine Hydrochloride, and Organic 
Solvents on the Kinetic Activity of Proteinase K Enzyme

[1] Proteinase K from Tritirachium album ... [2] Molecular investigation on the interaction of spermine 
with proteinase K by multispectroscopic techniques and molecular ... [3] Impact of Mercury (II) on 
proteinase K catalytic center: Investigations via classical and Born-Oppenheimer molecular ... [4] 
Conjugation of biogenic polyamine (putrescine) with proteinase K: Spectroscopic and theoretical ... 
[5] Green synthesis of zinc oxide nanoparticles and their effect on the stability and activity of ... [6] The 
enzymatic activity of proteinase K is controlled by ... [7] The effect of spermidine on the structure, 
kinetics and stability of proteinase K: Spectroscopic and computational ... [8] Comparative studies on 
the interaction of proteinase-K with nano-CuO and copper ... [9] Role of water in the formation of 
macromolecular ... [10] Cosolvent effects on protein ... [11] Effect of chemical modification on the 
activity of lipases in organic ... [12] Functional properties and application in peptide synthesis of 
trypsin modified with cyclodextrin-containing dicarboxylic ... [13] Inhibition of proteinase K activity 
by copper (II) ... [14] Principles of enzyme ... [15] Enzyme assays: A practical approachJournal 
ofBiochemistry and ... [16] Classificationof acid denaturation of proteins: intermediates and ... [17] 
Protein interactions with urea and guanidinium chloride, a calorimetric ... [18] Opposite effect of urea 
and some of its derivatives on water ... [19] Thermodynamics of interactions of urea and guanidinium 
salts with protein surface: Relationship between solute effects on protein processes and changes in 
water-accessible ... [20] Stimulation of proteinase K action by denaturing agents: Application to the 
isolation of nucleic acids and the degradation of ‘masked’ ... [21] The molecular basis for the chemical 
denaturation of proteins by ... [22] Insight derived from molecular dynamics simulation into substrate-
induced changes in protein motions of ... [23] Effect of urea on trypsin and ... [24] Thermodynamic 
characterization of the osmolyte effect on protein stability and the effect of GdnHCl on the protein ... 
[25] Living with water stress: Evolution of ... [26] Kinetics of hydrogen peroxide decomposition by 
catalase: Hydroxylic solvent ... [27] Interaction of ribonuclease A with aqueous 2-methyl-2,4-
pentanediol ... [28] Stabilization against thermal inactivation promoted by sugars on enzyme structure 
and function: Why is trehalose more effective than ... [29] Effect of polyols on the native structure of ... 
[30] Effect of alkyl alcohols on partially unfolded state of proteinase K ...

Aims Proteinase K is an extracellular endopeptidase, which is secreted by Tritirachium album 
Limber and belongs to the serine endopeptidase class. This enzyme is extensively applied to 
protein-related studies. The present study aimed at evaluating the effect of urea, guanidine 
hydrochloride (GnHCl), and organic solvents on the kinetic activity of proteinase K enzyme.
Materials & Methods In this experimental study, kinetics studies were performed, using UV-
Vis spectrophotometer on different concentrations of substrate, urea, and GnHCl at 40˚C and 
pH 7.4.
Findings Urea decreased the Vmax and Km of enzyme at 1 and 2molar concentrations, but 
at higher concentrations such as 3 and 4molar, it increased enzyme activity. GnHCl had an 
inhibitory effect on the enzyme activity, resulting in a decrease in Vmax and Km in 1, 2, and 3molar 
concentrations and acted as an uncompetitive inhibitor. Organic solvents including methanol, 
ethanol, and isopropanol had activatory effect at low concentrations and inhibitory effect at 
high concentrations on the kinetic activity of proteinase K enzyme.
Conclusion Urea has an inhibitory effect at low concentrations and an activatory effect on the 
activity of the enzyme at a concentrations above 2molar, but GnHCl has an inhibitory effect at all 
concentrations and can be used as an enzyme inhibitor. The effect of organic solvents including 
methanol, ethanol, and isopropanol on the activity of the proteinase K enzyme depends on their 
volume/volume percent; they cause enzyme activation at low percentages, but have inhibitory 
effect at high percentages, so that activates methanol below 30%  and isopropanol below 50%.
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  چکيده
یک اندوپپتیداز خارج سلولی است که توسط قارچ  Kپروتئیناز  :فاهدا

	Tritirachumلیمبر ( آلبوم تریتیراچیوم album	 Limberشود و  ) ترشح می
مطالعات مربوط به  دراین آنزیم  اندوپپتیدازها است. متعلق به رده سرین

هیدروکلراید  کاربرد دارد. هدف مطالعه حاضر بررسی اثر اوره، گوانیدینها  نپروتئی
و سه حلال آلی متانول، اتانول و ایزوپروپانول بر فعالیت سینتیکی آنزیم 

  بود. Kپروتئیناز 
در مطالعه تجربی حاضر مطالعات سینتیکی با دستگاه  ها: و روشمواد 

 مختلف یها غلظتو  ۴/۷برابر  C۴۰ ،pH°، در دمای UV‐Visاسپکتروفتومتر 
  .شد انجامهیدروکلراید  ، اوره و گوانیدینسوبسترا
شد،  میآنز Km و Vmax مولار موجب کاهش ۲های یک و  اوره در غلظت ها: یافته

. مولار فعالیت آنزیم را افزایش داد۴و  ۳بالاتر مانند های  ولی در غلظت
طوری که در  مهارکنندگی داشت، به اثرهیدروکلراید بر فعالیت آنزیم  گوانیدین
	 و Vmaxمولار موجب کاهش در  ۳و  ۲های یک،  غلظت Kmعنوان  شد و به

های آلی متانول، اتانول و  مهارکننده نارقابتی برای آنزیم عمل کرد. حلال
های بالا اثر مهاری  کنندگی و در غلظت های پایین اثر فعال ایزوپروپانول در غلظت

  داشتند. Kبر فعالیت سینتیکی آنزیم پروتئیناز 
مولار به بالا اثر ۲ت های پایین اثر مهاری و از غلظ اوره در غلظتگیری:  نتیجه
ها  هیدروکلراید در تمامی غلظت کنندگی بر فعالیت آنزیم دارد، ولی گوانیدین فعال

عنوان یک مهارکننده آنزیم نام برد. اثر  توان از آن به دهد و می اثر مهاری نشان می
به  Kهای آلی متانول، اتانول و ایزوپروپانول روی فعالیت آنزیم پروتئیناز  حلال

های پایین باعث  حجمی آنها بستگی دارد؛ آنها در درصد - حجمیدرصد 
طوری که  شوند، ولی در درصدهای بالا اثر مهاری دارند، به شدن آنزیم می فعال

  کنند. % آنزیم را فعال می۵۰%، اتانول و ایزوپروپانول کمتر از ۳۰متانول زیر 
  هیدروکلراید، اوره گوانیدینهای آلی،  ، حلالKپروتئیناز  ها: کلیدواژه
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  مقدمه
یک اندوپپتیداز خارج سلولی  K ،)۳.۴.۲۱.۱۴( ECآنزیم پروتئیناز 

 آلبوم تریتیراچیومها است که توسط قارچ  از خانواده سابتیلیزین
  . [1,2]شود ترشح می )Limber	album	Tritirachium(لیمبر 

 )SDS(سولفات  دودسیل در حضور اوره و سدیم Kآنزیم پروتئیناز 
ماند و این ویژگی آن را به ابزار مناسبی برای  نیز فعال باقی می

	,3]بدون پروتئین تبدیل کرده است RNAو  DNAکردن نمونه  آماده

ای با وزن مولکولی  زنجیره صورت تک به K. پروتئیناز [4
سولفیدی و یک  کیلودالتون است. این آنزیم دو پیوند دی۹/۲۸

. در ساختمان آن دو یون کلسیم وجود دارد [5]سیستئین آزاد دارد
و در نتیجه برداشت کلسیم موجب  EDTAوسیله  که تیمار آنزیم به

. [6]% مقدار اولیه خواهد شد ۲۰کاهش فعالیت آنزیم به میزان 
و  ۸واسطه وجود دو تریپتوفان  فلورسانس این آنزیم بهمطالعات 

گیرد که هر دو در محیط قطبی قرار دارند و فلورسانس  انجام می ۲۱۲
نسبت به بقیه اعضای  K. پروتئیناز [7]دهند را کاهش می

کننده و شیمیایی پایدارتر  سابتیلیزین در برابر عوامل دناتوره شبه

. [8]سیار پایدار و فعال استب ۱۱تا  ۳برابر  pHعلاوه در  به
توانند اثرات عمیقی  های آبی می های آبی کوچک در محلول مولکول

ها داشته باشند. استفاده از  بر ساختار، عملکرد و پایداری پروتئین
ها رایج  سازی پروتئین ها برای پایدارسازی و دگرگون این محلول

به اوره، توان  دوستی می . از جمله عوامل افزاینده آب[9]است
کلراید اشاره کرد. این   پر هیدروکلراید و لیتیوم تیواوره، گوانیدین

های آب را کاهش  مولکولی شبکه مولکول ترکیبات نیروهای درون
ها در آب  تر پروتئین شدن آسان دهند. این امر موجب حل می
مولکولی غیرکووالان  شود. همچنین با نیروهای پایدارکننده درون می

کنند.  گریز، هیدروژنی و واندروالس تداخل می آب مثل نیروهای
شدت  داران به اوره ترکیبی است که در فرآیندهای زیستی بدن مهره

عنوان یک منبع نیتروژن در بدن انسان و همچنین  فعال است و به
کند. دو مکانیزم  کننده پروتئین عمل می عنوان یک دگرگون به

شود.  اوره پیشنهاد می سازی پروتئین توسط متفاوت برای دگرگون
های پپتیدی از  صورت مستقیم با اتصال به گروه این مولکول یا به

شدن  طریق پیوند هیدروژنی یا الکترواستاتیک و در نتیجه ضعیف
شود  سازی پروتئین می پیوندهای هیدروژنی داخلی منجر به دگرگون

 های هیدروژنی شبکه آب طور غیرمستقیم با تغییر در پیوند یا به
ها  های هیدروفوب که منجر به حلالیت بیشتر این گروه اطراف گروه

سازی را  شود عمل دگرگون و تضعیف اثرات هیدروفوبیسیته می
هیدروکلراید نیز از عوامل افزاینده  دهد. گوانیدین انجام می

الکتریک حلال  دوستی است که سبب کاهش قطبیت و ثابت دی آب
های هیدروکسیل روی اتم  روهشود. از طرف دیگر با داشتن گ می

نیتروژن خود قابلیت ایجاد پیوند هیدروژنی با پروتئین را نیز 
ها در حضور  . امروزه رشد قابل توجهی در استفاده از آنزیم[10]دارد

های الکلی وجود دارد. استفاده از  های مختلفی از محلول غلظت
های  های آلی مزایای بسیاری نسبت به محیط ها در محلول آنزیم

عنوان مثال افزایش حلالیت سوبسترا، بالابردن پایداری  آبی دارد، به
هایی که در  دمایی آنزیم و همچنین امکان انجام واکنش

ها در  . فعالیت آنزیم[11]های آبی غیرقابل انجام هستند محیط
هایی موجب افزایش پایداری، فعالیت یا تسهیل  چنین محیط

سختی انجام  های آبی به شود که در محیط هایی می واکنش
های مختلفی برای حفظ فعالیت  های اخیر از روش شود. در سال می

  .[12]های الکلی استفاده شده است ها در محلول و ساختمان آنزیم
هیدروکلراید و سه  مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر اوره، گوانیدین

نتیکی نوع حلال آلی متانول، اتانول و ایزوپروپانول بر فعالیت سی
  انجام شد. Kآنزیم پروتئیناز 

  ها مواد و روش
در  ۴/۷برابر  pHسدیم با  در مطالعه تجربی حاضر، بافر فسفات

مولار با آب مقطر دوبار تقطیر تهیه و با استفاده از  میلی۲۵غلظت 
  مورد نظر رسید. pHنرمال به NaOH( ۱/۰(محلول سود 

؛ (سیگما Limber	album	Tritirachum قارچ Kآنزیم پروتئیناز 
نگهداری شد.  C۴°حل و در دمای زیر  بافر این ) درایالات متحده
عنوان سوبسترا استفاده شد در آب دوبار  استات که به پارانیتروفنیل
هیدرولیز این  شد.مولار نگهداری  میلی۹۰و در غلظت تقطیر حل 

ری گی نانومتر قابل اندازه۴۲۵آنزیم در طول موج سوبسترا توسط 
  .[13]است

 UV‐Vis مطالعات سینتیکی با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر
مجهز به سیستم ؛ ایالات متحده) Agilent( ۴۰۰۰- مدل فارماسیا

مطالعات در سل کوارتز شامل  انجام شد. دماییکنترل 
 های مختلف سوبسترا آنزیم و غلظت لیتر گرم بر میلی میلی۰۴/۰



 K-  ۱۲۵نازیپروتئ میآنز یكینتیس تیبر فعال یآل یها و حلال دیدروکلرایه نیدیاثر اوره، گوانـــ  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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صورت پذیرفت. در هر آزمایش  مولار) میلی۵/۲و  ۲، ۵/۱، ۱، ۵/۰(
دقیقه انکوبه و سپس ۱۰مدت  به C۴۰°ابتدا نمونه آنزیم در دمای 

گیری شد.  دقیقه اندازه مدت یک سوبسترا اضافه و فعالیت آنزیم به
و دما   pHهای آنزیمی در مطالعه حاضر، برای تمامی سنجش

لینویور و برک از  در نظر گرفته شد. نمودار C۴۰°و  ۴/۷ترتیب  به
آیند و  نمودن معادله میکائلیس و منتن به دست می معکوس

  شوند: صورت زیر ارایه می به
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خط راستی با شیب  [S0]/1در مقابل  V0/1با ترسیم تغییرات 

Km/Vmax 1، عرض از مبدا/Vmax  1و طول از مبدا/Km  به دست
  .[14]آید می
کاتال به دست  ۱۲۰مولار   میلی۱۲/۲ترتیب  به Vmaxو  kmترتیب  بدین

  آمدند.
 Kcat یا ثابت ویژگی از تقسیمVmax  بر[E] آید. به دست می  

در حضور مهارکننده)  Vmax' )Vmax/1در نمودار  yنقطه قطع محور 
  .[15]است Kiبرابر با میزان  ]I0[علیه 

حضور اوره و در   Kبررسی سنتیکی آنزیم پروتئیناز
همه مطالعات در سل کوارتز  های آلی: هیدروکلراید و حلال گوانیدین

های مختلف  آنزیم و غلظت لیتر گرم بر میلی میلی۰۴/۰شامل 
و  ۳، ۲، ۱های ( و غلظت مولار) میلی۵/۲و  ۲، ۵/۱، ۱، ۵/۰( سوبسترا

 %،۳۰%، ۱۰هیدروکلراید، ( مولار) گوانیدین ۳و  ۲، ۱مولار) اوره، (  ۴
. در هر انجام شدهای آلی  حجمی) حلال - % حجمی۷۰% و۵۰

  دقیقه انکوبه شد.۱۰مدت  به C۴۰°آزمایش نمونه آنزیم در دمای 
  

  ها یافته
نیز افزایش  K با افزایش غلظت سوبسترا فعالیت آنزیم پروتئیناز 

  ).۱یافت (نمودار 

  
  C۴۰°و دمای  ۴/۷برابر  pHدر  K برک آنزیم پروتئیناز - نمودار لینویور )۱نمودار 

  
با افزایش غلظت اوره فعالیت آنزیم در ابتدا کاهش و سپس 

  ).۲افزایش یافت (نمودار 
های  های پایین اوره کاهش و در غلظت در غلظت Kmو  Vmaxمقدار 
  ).۱مولار اوره افزایش نشان داد (جدول ۴و  ۳

  
در دمای  Kهای مختلف اوره بر سینتیک آنزیم پروتئیناز  اثر غلظت )۲نمودار 

°C۴۰  وpH  ۴/۷برابر  
  

در K پروتئیناز  آنزیمKcat/Km و Km (فعالیت)،  Vmaxتغییرات  )۱جدول 
  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°های مختلف اوره در دمای  غلظت

 اوره
  (مولار)

Vmax   
  مولار بر ثانیه) (میلی

 درصد فعالیت
)Vmax(  

Km 
  مولار) (میلی

Kcat/Km×10 
(Sec‐1.mM‐1) 

	٠٩/٤	١٢/٢  ١٠٠	١٢/٠  صفر
٠٧/٠  ١	٢/١  ٣/٥٨	٢٢/٤	
٠٩٢/٠  ٢	٦٦/١  ٦/٧٦	٠١/٤	
١٤/٠  ٣	١٦/٢  ٦/١٦٦	٦٩/٤	
١٧/٠  ٤	٢٢/٢  ٦/١٤١	٥٤/٥	

  
 و  Vmax ،Kmهیدروکلراید میزان  افزایش غلظت گوانیدین

Kcat/Kmبنابراین ). ۳؛ نمودار ۲دهد (جدول  را کاهش می
  هیدروکلراید نوعی مهارکننده نارقابتی برای آنزیم بود. گوانیدین

  
در حضور K پروتئیناز  آنزیم Kcat/Kmو Km (فعالیت)،  Vmaxتغییرات ) ۲جدول 

  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°هیدروکلراید در دمای  های مختلف گوانیدین غلظت

 هیدروکلراید گوانیدین
  (مولار)

Vmax   

مولار  (میلی
  ثانیه)بر 

درصد 
 فعالیت

)Vmax(  

Km 
 مولار) (میلی

Kcat/Km×10	
(Sec‐1.mM‐1)	

	٠٩/٤	١٢/٢  ١٠٠	١٢/٠  صفر
١/٠  ١	٨٨/١  ٨٣.٣	٨٥/٣	
٠٩/٠  ٢	٧٥/١  ٧٥	٧٢/٣	
٠٦/٠  ٣	٢/١  ٥٠	٦٢/٣	

  

  
هیدروکلراید بر سینتیک آنزیم  های مختلف گوانیدین اثر غلظت )۳نمودار 

  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°در دمای  Kپروتئیناز 
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  ٤/٧برابر  pHو  C٤٠°هیدروکلرید در دمای  علیه تغییرات غلظت گوانیدینK آنزیم پروتئیناز  Vmax/1نمودار ثانویه تغییرات  )٤نمودار 

  

  
  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°در دمای  Kبر سینتیک آنزیم پروتئیناز  متانولهای مختلف  اثر غلظت )۵نمودار 

  
  

  
  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°در دمای  Kبر سینتیک آنزیم پروتئیناز  اتانولهای مختلف  اثر غلظت )۶نمودار 

  
در  Vmax' )Vmax/1در نمودار  yبا توجه به اینکه نقطه قطع محور 

برابر  Ki است، میزان  Kiبرابر با میزان  ]I0[حضور مهارکننده) علیه 
  ).۴به دست آمد (نمودار  ۹۸/۲با 

  

 Vmax، حجمی - % حجمی۳۰صفر تا از متانول با افزایش غلظت 
های بالاتر  به مقدار جزئی کاهش یافت ولی در غلظت Kmافزایش و 

Vmax  وKm  هر دو کاهش نشان دادند که از الگوی مهار مخلوط
  ).۳، جدول ۵غیررقابتی؛ نمودار  -پیروی کرد (مهار نارقابتی

  

 Vmax، حجمی -% حجمی۵۰صفر تا از اتانول با افزایش غلظت 
 %۷۰به میزان جزئی کاهش یافت. ولی در غلظت  Kmافزایش و 

Vmax  وKm  ۴؛ جدول ۶هر دو کاهش یافتند (نمودار.(  
  

در حضور   Kپروتئیناز آنزیمKcat/Km و Km	(فعالیت)،  Vmax تغییرات )۳جدول 
  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°در دمای  متانولهای مختلف  غلظت

  متانول
 - حجمی (درصد

  حجمی)

Vmax   

مولار بر  (میلی
  ثانیه)

درصد 
   فعالیت

)Vmax(  

Km 
 مولار) (میلی

Kcat/Km×10	
(Sec‐1.mM‐1)	

	٠٩/٤	١٢/٢  ١٠٠	١٢/٠  صفر
١٧/٠  %١٠	٠٧/٢  ٦/١٤١	٩٥/٥	
٢/٠  %٣٠	٠٦/٢  ٦/١٦٦	٠٣/٧	
٠٨٧/٠  %٥٠	٩/١  ٥/٧٢	٣١/٣	
٠١/٥  ٢/١  ١/٦٩  ٠٨٣/٠  %٧٠	
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در حضور  Kپروتئیناز  آنزیمKcat/Km و Km (فعالیت)،  Vmax تغییرات) ۴جدول 
  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°در دمای  اتانولهای مختلف  غلظت

  اتانول
 - (درصد حجمی

  حجمی)

Vmax  
مولار بر  (میلی

  ثانیه)

درصد 
  فعالیت

)Vmax(  

Km   
 مولار) (میلی

Kcat/Km×10	
(Sec‐1.mM‐1)

١٢/٢٠٩/٤  ١٠٠	١٢/٠  صفر
٢٧/٠  %١٠	٢٢٥  ۱/۲  ٣١/٩
٣٥/٠  %٣٠	٠٩/٢١٣/١٢  ٦/٢٩١
١٥/٠  %٥٠	٩٧/١٥١/٥  ١٢٥
٠٩٥/٠  %٧٠  ۱/۷۹  ٣٨/٤  ٥٧/١

  
، حجمی - % حجمی۵۰صفر تا از  ایزوپروپانولبا افزایش غلظت 

Vmax  افزایش وKm  ۷۰کاهش ولی در غلظت %Vmax  وKm  هر
	).۵؛ جدول ۷دو کاهش یافتند (نمودار 

  

  
در  Kبر سینتیک آنزیم پروتئیناز ایزوپروپانول های مختلف  اثر غلظت )۷نمودار 

  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°دمای 
  

در حضور  Kپروتئیناز  آنزیم Kcat/Kmو Km (فعالیت)،  Vmaxتغییرات  )۵جدول 
  ۴/۷برابر  pHو  C۴۰°در دمای ایزوپروپانول های مختلف  غلظت
  ایزوپروپانول
 - (درصد حجمی

  حجمی)

Vmax  
مولار بر  (میلی

  ثانیه)

 درصد فعالیت
)Vmax(  

Km   
  مولار) (میلی

Kcat/Km×10	
(Sec‐1.mM‐1)

١٢/٢٠٩/٤  ١٠٠	١٢/٠  صفر
٣٢/٠  %١٠	٠٢/٢٤٧/١١  ٦/٢٦٦
٤٩/٠  %٣٠	٩٦/١١١/١٨  ٣/٤٠٨
٢٤/٠  %٥٠	٩/١١٥/٩  ٢٠٠
٠٢/٤  ٨/١  ٣/٨٣  ١/٠  %٧٠

  
  بحث

هیدروکلراید و سه  مطالعه حاضر با هدف بررسی اثر اوره، گوانیدین
نوع حلال آلی متانول، اتانول و ایزوپروپانول بر فعالیت سینتیکی 

  انجام شد. Kآنزیم پروتئیناز 
سازی پروتئین در حضور اوره یا  در شرایط آزمایشگاهی دگرگون

ها را تضعیف و فرم  گریز در پروتئین ها که اتصالات آب دترجنت
های دیگر برای  دهد. روش کنند، رخ می دگرگون پروتئین را پایدار می

های آلی قوی و  کردن باز، اسید یا حلال کردن پروتئین اضافه دگرگون
ها  برای اکثر پروتئین C۶۰°های بالای  ها تا دما یندادن پروتئ حرارت

دهد که ساختار طبیعی دوم،  سازی هنگامی رخ می است. دگرگون
. اوره و [16]سوم یا چهارم یک پروتئین تخریب شود

های قوی هستند که  کننده هیدروکلراید از جمله دگرگون گوانیدین
جب بهتربودن آب روند و مو ها به کار می کننده بیش از سایر دگرگون
شوند. به عبارت دیگر این  های غیرقظبی می برای اسیدآمینه
کنند. ساختارهای اوره و  گریز را تضعیف می کنش آب ترکیبات برهم

توانند  دهند این ترکیبات می هیدروکلراید نشان می گوانیدین
عنوان دهنده یا گیرنده پروتون در تشکیل پیوند هیدروژنی با  به

های هیدروژن روی اتم ازت  داشته باشند. حضور اتمپروتئین نقش 
که قابلیت تشکیل پیوند هیدروژنی دارند نقش مهمی را در عمل 

  .[17]کنند ها ایفا می کردن پروتئین دگرگون
ها  کردن پروتئین طور وسیعی برای دگرگون به )CH4N2O(اوره 

 شود. با وجود کاربرد گسترده از اوره هنوز مکانیزم استفاده می
خوبی مشخص نشده  کردن پروتئین به مولکولی آن مبنی بر دگرگون

اسید  اسید و آسپارتیک جز گلوتامیک ها به . همه اسیدآمینه[18]است
های تریپتوفان و  دهند. اسیدآمینه های اوره واکنش می با مولکول

ای که اثر  . در مطالعه[19]سیستئین تمایل فراوانی برای اوره دارند
و  هیلزتوسط  Kاوره روی آنزیم پروتئیناز  ۴ تا ۱های  غلظت

ها  کنندگی اوره در این غلظت همکاران صورت گرفت، اثر فعال
  .[20]مشاهده شد

های مختلفی  در غلظت Kدر مطالعه حاضر فعالیت آنزیم پروتئیناز 
های پایین، اوره سرعت ماکزیمم و  از اوره بررسی شد که در غلظت

Km  آنزیم را کاهش داده و از طریق مهار نارقابتی موجب کاهش
توان گفت که اوره  فعالیت آنزیم شد. برای توجیه این موضوع می

عنوان  الکتریک حلال شده و اصولاً به موجب کاهش ثابت دی
های درونی  های هیدروفوبیک بخش کنش دهنده برهم کاهش

پذیری برخی از  عطافکند. افزایش غلظت اوره بر ان پروتئین عمل می
نظمی به  گذارد و موجب تبدیل بی های جانبی سطحی اثر می زنجیره

کردن شریک برای  شود، که احتمالاً از طریق فراهم نظم می
پیوندهای هیدروژنی اضافی در ساختار کمپلکس اوره خواهد بود. 

هایی که کمتر  خصوص در نزدیکی ریشه اوره در سطح پروتئین به
یابد. این پدیده منجر  گیرد و در اسکلت تجمع می ر میاند قرا قطبی
های آب از سطح حلال به ریشه کمتر قطبی و  جایی مولکول به جابه
شود که از لحاظ  های اسکلتی به درون حفره آبی می پروتئین

. اگر چه باندهای [19]آنتروپیک و آنتالپیک قابل قبول است
شدن شوند  بب دگرگونرسد س اوره به نظر نمی - هیدروژنی پروتئین

ولی در ایجاد انرژی نقش دارند. اوره به اندازه کافی غیرقطبی است 
های غیرقطبی را حل کند. همچنین به اندازه کافی قطبی  که گروه

است که باندهای هیدروژنی را برای اسکلت پروتئینی فراهم کند. 
کنش بین آب و  ها از طریق میان شدن پروتئین اوره سبب دگرگون

	,21]شود طور طبیعی درون پروتئین قرار دارند، می هایی که به شبخ

19].  
مولار موجب ۴و  ۳های  های مطالعه حاضر اوره در غلظت طبق یافته

دلیل نفوذ آن داخل مولکول و  تواند به شد،که می Vmaxافزایش 
اتصال آن به زیرواحدهای باردار از جمله آرژنین قرارگرفته (همه 

های  اسید با ملکول اسید و آسپارتیک جز گلوتامیک ها به اسیدآمینه
(مجاور جایگاه فعال) باشد  ۸Trpدهند) در اطراف  اوره واکنش می

که به دنبال آزادشدن این زیرواحد، از اثرات ناشی از اسیدآمینه 
یابد.  شدن آنزیم عملکرد آن بهبود می آرژنین کم شده و با فشرده

افزایش غلظت سوبسترا مطالعات سینتیکی نشان داد که با 
بیشتر شده و عملکرد آن بهتر  Kفشردگی آنزیم پروتئیناز 

. پس با توجه به ارتباط بین ساختار و عملکرد یک آنزیم [22]شود می
شاید فشردگی ایجادشده توسط اوره موجب عملکرد بهتر آنزیم 

واسطه نفوذ اوره درون مولکول و  تواند به شود. این فشردگی می
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دنبال آن  در نواحی اطراف جایگاه فعال باشد که بهقرارگرفتن 
گیری باندهای مختلف بهبود یافته و آنزیم عملکرد بهتری  جهت
  دارد.

های مختلفی  در غلظت Kدر مطالعه حاضر فعالیت آنزیم پروتئیناز 
هیدروکلراید بررسی شد. بررسی پارامترهای سینتیکی  از گوانیدین

آنزیم را  Kmاید سرعت ماکزیمم و هیدروکلر نشان داد که گوانیدین
کاهش داده و از طریق مهار نارقابتی موجب کاهش فعالیت آنزیم 

هیدروکلراید کاهش  طوری که با افزایش غلظت گوانیدین شد، به
هیدروکلراید یکی از  بیشتر شد. گوانیدین Kmو  Vmaxمقادیر 
شود آب حلال  های قوی است. این ترکیب موجب می کننده دگرگون

های  کنش های غیرقطبی شده و برهم هتری برای اسیدآمینهب
رود که قدرت یونی خیلی  کند. انتظار می گریز را تضعیف می آب

هیدروکلراید اثر سرکوبی و پوشانندگی  های گوانیدین بالای محلول
های باردار در  های الکتروستاتیک بین گروه کنش روی برهم
عنوان دهنده یا  تواند به ها داشته باشد. این ترکیب می پروتئین

گیرنده الکترون در تشکیل پیوند هیدروژنی با پروتئین نقش داشته 
هیدروکلراید موجب کاهش قطبیت حلال و ثابت  باشد. گوانیدین

های پپتیدی در سطح پروتئین  الکتریک آن شده و به پیوند دی
با توجه . [23]شود وصل و در نهایت موجب بازشدن ساختمان آن می

هیدروکلراید با سه  های گوانیدین آنچه که گفته شد مولکولبه 
و در نتیجه از  Kمکانیزم زیر موجب بازشدن ساختار آنزیم پروتئیناز 

  شوند: رفتن فعالیت آن می بین
شوند  ) به پیوندهای پپتیدی متصل و موجب بازشدن پروتئین می۱

های  و بنابراین پیوندهای پپتیدی بیشتری در معرض مولکول
  گیرند. کننده قرار می دناتوره

آمینه پیوند هیدروژنی برقرار کرده و  های جانبی اسیدهای ) با گروه۲
  زند. شبکه پیوند هیدروژنی پروتئینی را بر هم می

گریز و الکتروستاتیک  های آب کنش ) باعث تضعیف برهم۳
  شوند. می

های الکتروستاتیک،  کنش پایداری پروتئین وابسته به برهم
مولکولی و با محیط حلال اطراف  فوبیک و واندروالسی درونهیدرو

شده مبین نقش پایدارکنندگی برخی  . مطالعه انجام[24]آن است
اُل بر ساختار پروتئین و در نتیجه  ویژه ترکیبات پلی های آلی به حلال

های آلی،  . در مطالعه حاضر اثر حلال[25]بهبود عملکرد آنها است
پروپانول روی فعالیت سینتیکی آنزیم متانول، اتانول و ایزو

ها موجب  های پایین این الکل مطالعه شد. در غلظت Kپروتئیناز 
شدن  افزایش فعالیت آنزیم شد که این افزایش فعالیت با طویل

زنجیره هیدروکربنی افزایش یافت. این تغییر فعالیت ممکن است 
تئین به این دلیل باشد که این ترکیبات با مجزاکردن سطح پرو

ها  پوشی منجر به پایداری پروتئین طبیعی و محدودکردن آب
  .[27	,26]شوند می
ها  های آلی واجد گروه هیدروکسیل وقتی در محیط پروتئین حلال

های آب در اطراف  ترشدن مولکول گیرند موجب منظم قرار می
های آب اطراف  توانند با مولکول شوند. این مواد می پروتئین می
. بنابراین پیوندهای [28]د هیدروژنی برقرار کنندپروتئین پیون

رود و  پروتئین تا حدود زیادی از بین می -هیدروژنی بین آب و آب
های آلی واجد گروه هیدروکسیل  با پیوندهای ایجادشده با حلال

پوشی روی سطح  علت این پدیده، لایه آب شوند. به جایگزین می
ها تقویت  پروتئین شود و پیوندهای درونی پروتئین ایجاد می

های آلی واجد گروه  شوند. بنابراین با افزایش اندازه حلال می
پوشی اطراف پروتئین، فشردگی  ترشدن لایه آب هیدروکسیل و قوی

شود. طی این مدت پیوندهای  و پایداری پروتئین بیشتر می
پوشی با  سولفید و شبکه اطراف پروتئین نیز یک لایه آب دی

دهند. بنابراین تغییر ساختار و  تشکیل میهای آب  مولکول
گریز بین جفت  های آب کنش هم  تواند بر دینامیک آب در محلول می

های  گریز در ساختار پروتئین را افزایش دهد و حالت های آب گروه
ها  های بالای این حلال . در غلظت[29]طبیعی پروتئین را پایدار سازد

ها در  ک مکانیزم الکلفعالیت آنزیم کاهش یافته است. طبق ی
ریختن اثر هیدروفوبیک و تغییر  غلظت بالا از طریق برهم

های یونی و پیوندهای هیدروژنی ساختار سوم پروتئین  کنش میان
کنند. تغییر در پیوندهای هیدروژنی علاوه بر  را ناپایدار می

ناپایدارکردن ساختار سوم منجر به بازشدن برخی از ساختارهای دوم 
در حضور  K. مطالعات ساختاری روی آنزیم پروتئیناز [26]شود می

ها در  اتانول، متانول و ایزوپروپانول نشان داده است که این الکل
%) باعث پایداری این آنزیم ۴۰های پایین (تا حدود  غلظت
وسیله گرما  نحوی که آنزیم حتی در برابر دناتوراسیون به شوند، به می

دهد ولی افزایش غلظت  ت نشان میهیدروکلرید مقاوم و گوانیدین
 تبدیل موجب وها باعث تغییرات ساختمانی آنزیم شده  این الکل
 شود می بتا صفحات به K پروتئیناز آنزیم هلیکس- آلفا ساختارهای

فعالیت  و پایداری رفتن ازدست آلفا ساختارهای رفتن ازبین که
  .[30]را در پی دارد آنزیم

 (CD)تابی دورانی  دلیل عدم وجود دستگاه رنگ در مطالعه حاضر به
  ساختار ثانویه وجود نداشت. هامکان مطالع
هیدروکلراید و  شود در مطالعات آینده اثر اوره، گوانیدین پیشنهاد می

تری از  های وسیع در محدوده K نازیپروتئهای آلی روی آنزیم  حلال
توان اثر این مواد را  و غلظت بررسی شود. همچنین می pHدما، 

هایی با ساختار مشابه انجام داد تا شاید بتوان به  روی آنزیم
  ها دست یافت. اطلاعات بیشتری بین ساختار و عملکرد این آنزیم

  
  گیری نتیجه

مولار به بالا اثر ۲های پایین اثر مهاری و از غلظت  اوره در غلظت
عالیت آنزیم دارد، در حالی که کنندگی بر ف فعال

توان  ها اثر مهاری دارد و می هیدروکلراید در تمامی غلظت گوانیدین
های آلی  عنوان یک مهارکننده برای آنزیم نام برد. اثر حلال از آن به

به  Kمتانول، اتانول و ایزوپروپانول روی فعالیت آنزیم پروتئیناز 
های پایین باعث  درصدحجمی آنها بستگی دارد و در  -درصد حجمی

شوند ولی در درصدهای بالا اثر مهاری دارند،  شدن آنزیم می فعال
% ۵۰%، اتانول و ایزوپروپانول کمتر از ۳۰طوری که متانول زیر  به

  کنند. آنزیم را فعال می
  

دلیل حمایت  شهرکرد بهاز دانشگاه نویسندگان : تشکر و قدردانی
  حاضر کمال تشکر را دارند.مالی و معنوی در پیشبرد مطالعه 

آمده در این مطالعه حاضر  دست های به تمامی دادهاخلاقی:  تاییدیه
  نامه بوده و مقاله در جای دیگری چاپ یا ارسال نشده است. از پایان

 تعارض منافعی میان نویسندگان وجود ندارد.تعارض منافع: 
(نویسنده اول)، بهزاد شارقی  سهم نویسندگان:

 %)؛۵۰وهشگر اصلی/تحلیلگر آماری/نگارنده بحث (شناس/پژ روش
(نویسنده دوم)، نگارنده مقدمه/پژوهشگر الهام یداللهی 

(نویسنده سوم)،  عظیمه ربیعی %)؛۲۵کمکی/تحلیلگر آماری (
  %)۲۵پژوهشگر اصلی (

منابع مالی مطالعه حاضر توسط دانشگاه شهرکرد  منابع مالی:
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