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این . دارندها و حیوانات فعالیت طور گسترده در گیاهان، میکروارگانیسمبه که هستند شامل هم هایینئپروتشامل ( EC:1.11.1.7) ی گیاهیهاپراکسیداز .چکیده

شود که همه آنها میآلی از سوبستراهای آلی و غیرلیز خود باعث اکسید شدن بسیاری آنزیم دو سوبسترایی که پراکسید هیدروژن را تبدیل به آب می کند در مسیر کاتا

سولفید در ساختار کلسیم و حداقل چهار باند دیبرای سنجش فعالیت آنزیم قابل استفاده هستند. اما سوبسترای اختصاصی آن همچنان پراکسید هیدروژن است. وجود 

های متعددی از جمله دخالت در بیوسنتز پراکسیدازهای گیاهان نقشکنند. بعدی مولکول کمک میام ساختار سهی و استحکگیرین به اثبات رسیده که به شکلئپروت

های در تمامی فرآیند کهاز آنجا های محیطی دارند. واره سلول و به خصوص پاسخ به تنشت عرضی دیلیگنین، متابولسیم اکسین، رشد سلول، ایجاد اتصالا

اکسیدازها، گزینه خوبی برای لذا پرگیاهی،  سلولو با توجه به عملکرد پراکسیدازها برای برداشتن این مولکول از شود پراکسید هیدروژن تولید می ،هژیک گیاوفیزیول

های علوم بیولوژی و  به پیشرفتبا توجه همچنین روند. مثل استرس اکسیداتیو به شمار می هاییو روبه رویی با موقعیت تنش زاگیری مسیر مقابله سلول با عوامل پی

در این مرور کوتاه بر . بنابراین شودنیز استفاده میین در تحقیقات داروسازی ئپروت-برای مطالعات لیگاند از این مولکول ،ازهاهای خالص از پراکسیدتولید نمونه

نیز نگاه  پراکسیدازگیری تغییرات ساختاری ها و پیعداد ایزوزیمتررسی سنجش فعالیت آنزیم، بتا حدی به چگونگی  علاوه بر معرفی آنها،های گیاهان پراکسیداز

 کوتاهی شده است.
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Abstract. Plant peroxidases (EC: 1.11.1.7) are heme-containing proteins widely found in plants, microorganisms and 

animals. This two-substrate enzyme catalyzes the hydrogen peroxide into water by oxidation of many organic and 

inorganic substrates, all of which can be used to measure enzyme activity. Nevertheless, its specific substrate is 

hydrogen peroxide. The presence of Calcium and at least four disulfide bonds in the protein structure contributes to the 

formation and strength of the three-dimensional structure of the molecule. Plant peroxidase plays roles in the lignin 

biosynthesis, auxin metabolism, cell growth, cell wall cross-linking and in the response to environmental stresses. 

Therefore, peroxidase is considered to be a good option in the monitoring of the way in which cells deal with stress 

factors such as oxidative stress. Nowadays, according to the production of pure samples of this molecule, peroxidase is 

used in ligand-protein studies in pharmaceutical research. In this brief overview, we have had a brief look at the way in 

which enzyme activity is measured, the number of isoenzymes in a cell and the ensuing conformational changes of 

peroxidase. 

Keywords. assay the enzyme activity, conformation of plant peroxidase, function of plant peroxidase, peroxidase 

isoenzymes, peroxidase super families  
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 مقدمه   
 بندیتاریخچه و طبقه

گیاهااان، کااه در  (EC:1.11.1.7) باازرپ پراکساایداز ۀخااانواد   

 اساتهاایی آنزیم مجموعه ،ها وجود داردجانوران و میکروارگانیسم

ا مصار  پراکساید هیادروژن انواع ترکیباات آلای و معادنی را باکه 

ایان آنازیم اولاین باار در  (.Consea et al., 2002) کننداکسید می

لوییس آنتونی پلاناش معرفای شاد، باا ایان اوایل قرن نوزدهم توسط 

گذاری آن به نام پراکسیداز در اواخار قارن ناوزدهم مایلادی حال نام

چون رابارت کاودات، نیکاولاویا باا  و انجام گرفت و دانشمندانی 

ای را بار روی ابتادای قارن بیساتم مطالعاات گساتردهدیوید کولین از 

های اکساایداز بااا اسااتفاده از پراکساایدازهااای بیوشاایمیایی پاار ویژگاای

در ایان (. Lewis & Yamamoto, 1990)کردناد آغااز  انگیاها

طاور خاالص باه دسات آماد هاورس که باه مسیر اولین پراکسیدازی

 بتاادری خااالص شااد و  1982رادیااش پراکساایداز بااود کااه در سااال 

طاول در ت مطالعات ساختاری بر پر اکسیدازها را فراهم کارد. مقدما

هاام و حضااور مولکااول  (1920-1945 ) سااال مطالعااه 25حاادود 

و  کربوهیدرات در ساختمان هورس رادیش پراکسیداز گازارش شاد

اکساید ساتفاده از پرن آناالیز واکانش باا ادر زمان کوتااهی پاس از آ

های اکسایدازاکسیدازها و از جمله پرهیدروژن انجام گرفت، سپس پر

های مهم در مطالعات بیوشیمیایی، فیزیاولژیکی آنزیمدر زمره  گیاهان

 (. Hiraga et al., 2001و داروسازی قرار گرفتند )

خانواده از سه گروه پراکسیدازهای گیاهی که دومین ابر ۀابر خانواد   

اساات )ایاان دانشاامند  1992یااش شااده توسااط ولیناادر در سااال تعر

انواده: پراکسااایدازهای جاااانوری، پراکسااایداز را باااه ساااه ابااار خااا

های گیاهی و کاتالازها تقسیم کرد( شامل سه کلاس کلی پراکسیداز

 :است

تاارین عضااو آن کااه مهاام ،اکساایدازهای پروکاااریوتی: پرIکاالاس 

 و مخماری سایدازپراک Cآسکوربات پراکسیداز است. سایتوکروم 

 اول سااختمان شباهت. گیردمی قرار گروه این در نیز میتوکندریایی

 و کلسایم ساولفور، دی هاایپال و است زیاد گروه این درین ئپروت

 .(Dunford,1999) وجود ندارد آنها ساختار در کربوهیدرات

های قارچی، از این گروه لیگنین پراکسیداز و پراکسیداز :IIکلاس 

هاا در خوبی شناساایی شاده اسات. ایان آنازیمیداز به منگنز پراکس

ساختار خودشان دو یون کلسیم، چهار پل دی سولفید حفاظت شده 

 Aslic et al., 1997; Baunsgard etو کربوهیادرات دارناد )

al., 1993).  

اکسیدازهای کلاسایک گیااهی، کاه اغلاش ترشاحی : پرIIIکلاس 

و حااداکثر  50 داقلحااین ئپااروتهسااتند و بااه لحااام ساااختمان اول 

وجاود دارد، ایان خاانواده  آنهااشاباهت سااختاری میاان  درصد95

شامل چهار پل دی سولفیدی حفاظت شده، دو یاون کلسایم و باین 

های ت هستند. به علاوه هماه پراکسایدازدر صد کربوهیدرا 25-10

شاده حفاظات این گاروه بازرپ در ناحیاه دیساتال دو اساید آمیناه

ر ناحیه پروکسیمال یک هیستیدین حفاظت هیستیدین و آرژنین و د

 (.Gajhede et al., 1997شده دارند )

کاه  هساتندارای یک نیای مشترک باکتریایی د IIIو  Iکلاس های 

سکانس باکتریایی آن از همه لحام حفظ شاده اماا در  Iدر کلاس 

مشاترک حفاظ  جداهت به این فقط به لحام ظاهری شب IIIکلاس 

  (.Schuller et al., 1996شده است )

 ساختمان و پایداری

 Qas    سیتوکرومC  پراکسیداز مخمر اولین ساختار ساه بعادی از

پراکسیدازها بود که حدود بیست و پن  سال پیش باه کماک اشاعه 

X ( باه دسات آمادPoulos et al., 1980 وجاود مقادار زیااد .)

العاات سااختاری بار آن را کربوهیدرات در این مولکاول انجاام مط

نمود اما باه تاازگی باا اساتفاده از یاک روش نوترکیاش، می دشوار

دست آمده اسات به ایغیر گلیکوزیله Cهورس رادیش پراکسیداز 

هی در مطالعااات ساااختاری درباااره تااوجهااای قاباالکااه پیشاارفت

داناایم کااه راهم نمااوده اساات. بااه ایاان ترتیااش ماایاکساایدازها فااپر

-پلای ۀجیاریاک زن IIIهای کلاسیک گیاهی در کلاس پراکسیداز

اساید آمیناه اسات و یاک  300پپتید منفرد دارند که حداقل شاامل 

وجاود دارد. دو اتام  آنهاادر گروه هم به عنوان ریشاه پروساتتیک 

 و ینئکلسیم ساختاری و چهار پل دی سولفید بین چهار جفت سیست

 بیشتر و شودمی دیده درساختار آرژنین – آسپارتات نمکی پل یک

لیکوزیله فراوانی دارند کاه گ -N هایگروه گیاهی پراکسیدازهای

 ,.Smith et alدهاد )درصد ساختار را تشاکیل مای 25ر تا اکثحد

هاای دی ساولفید های اتصاال کلسایم و پالوجود جایگاه (.1990

صال کلسیم به کنند و از دست دادن یا اتمی تأمینآنزیم را  پایداری

آنزیم را تحات گیری هم دارد جایگاه فعال علت نقشی که در جای

این کاه فعالیات پراکسایدازی باه حضاور  نهایتاًدهد و قرار می تأثیر

. جادا شادن وابسته است کلسیم یا یون مشابهی به لحام شعاع یونی
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-کل طبیعای تااخوردگیشا ازین ئپروتکلسیم به علت خارج کردن 

شاود حاال آنکاه کم شدن پایداری حرارتی آنزیم می هایش باعث

ر سااااختار اثااار چنااادانی بااار پایاااداری حضاااور کربوهیااادرات د

پایاداری کینتیکای آنازیم  نادۀکنتاأمینترمودینامیک نداشته، بیشتر 

 & XU & Van Hugstee, 1994; Haschke)اساات 

Friedhollf, 1987; Tmas & Welinder, 1998). 

در موجااودات عااالی معمااولا باایش از یااک ایزوفاارم پراکساایداز    

الیتیک و ساختمان تفاوت دارند. وجود دارد که عموما به لحام کات

ایزوزیم شناخته شده اسات و  12و در تنباکو  25برای مثال در برن  

گیااهی  IIIهای کالاس ه بیشتر تناوع مرباوب باه پراکسایدازالبته ک

مشخصی برای هر است. با این وجود هنوز نقش بیولژیک مستقل و 

ها و آنزیمشده است. برخی از این ایزها تعریش نیک از این ایزوفرم

از مسایر رشاد  یک بافت خاص و برخی دیگر در مرحله خاصی در

های محیطی در بیشتر یا  شوه بر آن تنشوند، علاگیاه بیشتر بیان می

تر بیان شدن یک ایزو آنزیم خاص نقش دارند. وجود این هماه کم

در طیاش  آنهااحضاور  نادۀدهنشان ،ایزوفرم پراکسیداز و تنوع بیان

فیزیولژیاک در یاک سیساتم زناده اسات های فرآیند از ایگسترده

Gasper et al., 1985; Manjuanatha et al., 2003).) 

 عمل سازوکار

 نهایتااًعمال پراکسایدازها،  ساازوکاراز مطالعات فراوان درباره پس   

 پیشنهاد کردندواحد برای همه پراکسیدازها  سازوکاردانشمندان یک 

(Smith & Veitch, 1998; Veitch & Smith, 2001 در .)

گاناد اولین مرحله از این مسیر، پراکسید هیدروژن به عنوان ششمین لی

شاود. در ایان مرحلاه پراکساید باه آهن موجود در هم متصال مای به

اندازه دو الکترون اکسید شده، به این ترتیش اولین ترکیش حد واسط 

 ,Chance et al., 1979; Chuang & Vanشاود )تشاکیل مای

1992; Sivaraja et al., 1989).  در ایاان ترکیااش، ابتاادا یااک

ا دریافت یک اتم ، سپس برون از فریک موجود در هم جدا شدهالکت

-یک مرکز اکسوفریل تشاکیل مای ،داشدهاکسید جاکسیژن که از پر

شااود. الکتاارون دوم گاااهی از یااک اسااید آمینااه )در ساایتوکروم 

-مای تأمیناکسیداز( هورس رادیش پر پراکسیداز( یا از پورفیرین )در

حلاه باه (. اولین ترکیش حد واساط طای دو مرVeitch, 2004شود )

شود به این صورت که سوبسترای احیا صورت تک الکترونی احیا می

رفیرین باه شاکل رادیکاالی اسید آمینه یا پاوبه کننده با دادن الکترون 

-له دومین ترکیش حد واسط تشاکیل مایشود )در این مرحتبدیل می

مرحلااه احیااا  تااک  و در پایااان چرخااه کاتالیتیااک بااا دومااین( شااود

ابتدا یک مولکاول باا انتقاال شود. به این ترتیش که الکترون کامل می

 نهایتااًیک الکترون به ترکیش حد واسط دوم تبدیل به رادیکال شده، 

ل پایش که شک شودواسط دوم به حالت استراحت باز میترکیش حد

 (. Hayashi & Yamazaki, 1979)از شروع واکنش است 

 

 
 ایان مکاانوبساترا باه های جایگااه فعاال کاه در اتصاال سسید آمینها

یاا باه شادت  کنند در میان پراکسیدازهای گیااهی ثابات وکمک می

                                               حفظ شده هستند.

هاا، های آروماتیاک، اینادولکیبات بسیار متنوعی از جمله آمینتر 

شاوند و ک به وسیله پراکسایدازها اکساید مایهای فنیها و اسیدفنل

بعضای مواقام مای شود که دایمرها یا الیگومرهایی تشکیل می نهایتاً

 (.Veitch, 2004) ها اکساید شاودتوساط پراکسایدازتواند دوباره 

پراکساایدازها در جایگاااه فعااال خااود دارای یااک گااروه  معمااولاً

به یاک اساید آمیناه هیساتیدین باه  موماًع کهپروستتیک هم هستند 

وردیناه ئدر جایگاه پنجم آهن ک )جلویی( عنوان لیگاند پروکسیمال

وردینه پنجم آهن به افازایش و ئطول پیوند ک. (1)شکل  شده است

ساته های مختلش وابیل اکسیداسیون و احیا  پراکسیدازکاهش پتانس

زول حالات باشاد گاروه ایمیاداتار است، مثلا هر قدر پیوند ضعیش

تری خواهد داشت که پایاداری ترکیاش حاد واساط یاک و قلیایی

 Banciکند )می تأمینسیداسیون و احیای آن را افزایش پتانسیل اک

et al., 1991; Hayashi & Yamazaki, 1979.)  ایاان

جاانبی در  ۀهیستیدین از طریق پروتون خود با کربوکسیلات زنجیار

د بار کناد و ایان پیوناار مایپیوناد هیادروژنی برقار 247آسپارتات 

دارد. در ناحیااه دیسااتال زول اثاار مثباات اقاادرت بااازی حلقااه ایمیااد

مهم هساتند.  70و آسپارژین  42و هیستیدین  38های آرژنین رزیدو

نسبت به هیستیدین پروکسیمال  42نیتروژن زنجیره جانبی هیستیدین 

هقارار دارد و باه ایان ترتیاش جایگاادر فاصله دورتری از آهن هم 
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  دازهایپراکس در هم کیپروستت شهیر -1شکل 

Fig. 1. Heme in plant peroxidase  

 

وراید هایی چون سیانید، آزاید و فلمولکولوردینانس برای ئششم ک

ماند. به علاوه یک پیوند شوند باز میکه به شکل پروتونه متصل می

و  70یاره جاانبی آساپارژینهیدروژنی بین اکسیژن کربونیل در زنج

پروتون هیستیدین دیستال نیز وجود دارد کاه بارای پایاداری مکاان 

 & Valderrama et al., 2002; Welinderفعاال لازم اسات )

Gajhede, 1993 این موارد برای بیشاتر پراکسایدازهای گیااهی .)

ارش شده است که به صادق است و تنها موارد نادری از تفاوت گز

گیری صورت که جهتاینن اشاره کرد، بهتوامی آنهایک مورد از 

در جایگاااه دیسااتال  42و هیسااتیدین  41رزیاادوهای فنیاال آلانااین 

و این تغییار باه پراکسیداز بادام زمینی و سویا کمی تغییر یافته است 

علت جایگزینی یاک رزیادوی آیزولوساین حجایم در پراکسایداز 

 ,.Candieas et alسات )ا 174بادام زمینی و سویا به جای آلانین 

1996; Candieas et al., 1997.) 

 واکنش و نقش پراکسیدازها 

واکاانش کاتااالیز شااده بااه وساایله پراکساایدازها بااه طااور عمااده    

-دهیدروژناسیون اکسیداتیو است که به شکل زیر نماایش داده مای

شود اما علاوه بر انتقال اکسایژن، تخریاش پراکساید هیادروژن نیاز 

 (.Valderrama et al., 2002) شودانجام می

 0

222 2222 AHOHAHOH    
پراکسیدازها یک ثابت غیراشباع و  mK به لحام کینتیکی معمولاً   

سوبساترا -آنها بزرپ است و کمپلکس آنازیم mKبنابراین معمولا 

شاد بساته باه اینکاه سوبساترا گفتاه مای کمپلکس سستی است. قبلاً

شود ش پراکسیدازی بیشتر میچقدر آسان اکسید شود سرعت واکن

اما امروزه معلوم شده است که سرعت کاتالیز پراکسیدازی تنهاا باه 

 Candieas etپتانسیل احیا  سوبساترای رادیکاالی وابساته اسات )

al., 1997; Candieas et al., 1996; Job & dunford, 

پراکسیدازها به علت شرکت در دو چرخاه پراکسایداتیو و  (.1976

توانناااد در طیاااش وسااایعی از فرآینااادهای یک مااایهیدروکسااایل

فیزیولژیک شرکت کنند. به علاوه تنوع سوبستراهای پراکسایداز و 

تولید موادی چون لیگناین و ساوبرین یاا کاتابولیسام اکساین دلیال 

پوشای ایان آنازیم در متابولیسام قاطعی بر عملکرد غیر قابال چشام

 ;Cogrove, 2001هاا اسات )هاای گیااهی و قاار ثانویاه سالول

Scialabba et al., 2002; Welinder, 1979 بااه عاالاوه .)

هاا نیاز ها و دفاع در مقابل پاتوژنپراکسیدازها در طویل شدن سلول

موثرند و باه طاور کلای مجموعاه عملکارد پراکسایدازها منجار باه 

تغییاارات فیزیولژیااک و تکااوینی گیاااه در طااول مساایر رشااد آن از 

 ز جمله شامل موارد زیر است:شود که ازنی تا پیری میجوانه

رشد سلول و از بین رفتن دیواره سلولی، پراکسیدازها باا کنتارل  -1

هاااای میااازان پراکساااید هیااادروژن درون سااالول توساااط چرخاااه

پراکساایداتیو و هیدروکساایلیک مسااتقیما در فرآینااد رشااد ساالول  

-که توسط پراکسیدازها تولید می HO°کنند. رادیکال شرکت می

هاای دیاواره سالولی مانناد پکتاین و پلای سااکاریدتواناد شود مای

 (.Cogrove, 2001گزیلوگلوکان را برش دهد )

ایجاد اتصالات عرضی در دیاواره سالول، پراکسایدازها قادرناد  -2

میزان پراکسید هیدروژن را در دیواره سلول کنتارل کنناد کاه ایان 
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های فنلی است و باا ایان کاار در ماده لازمه اتصالات عرضی گروه

 (. Welinder, 1979طویل شدن سلول نقش دارند )

در حفاظاات ( ROS)هاای آزاد اکساایژن جواناه زناای، رادیکااال -3

ها در مقابل عوامل بیماریزا نقش دارند و بیان ژن هایپراکسایداز دانه

در این مرحله نقش  HO°شود تولید رادیکال با جوانه زنی آغاز می

 & Lewis & Yamamoto 1990; Morohashiحفاظتی دارد )

Matsushima, 2000; Wu, 2001.) 

تشکیل لیگنین و سوبرین، جفت شدن اکسایداتیو زیرواحادهای  -4

لیگنین به عنوان بخشی از بیوسنتز لیگنین با تشاکیل دیاواره سالولی 

همااراه و بااا کاااهش رشااد ساالولی همزمااان اساات. پراکساایدازها بااا 

-لید رادیکالمصر  پراکسید هیدروژن به عنوان اکسیدان باعث تو

ها باه صاورت شوند که این رادیکالهای فنوکسی و فنو لیگنول می

ساازند. خود به خودی با هم جفت شده و پلیمرهاای لیگناین را مای

سوی دیگر اتصال عرضی منومرهای فنلای باعاث تولیاد ساوبرین از

 (.Alexander & Grierson, 2002شود )می

رپ شادن سالول هماراه ها، رشد میوه با بازرشد و رسیدن میوه -5

است و بزرپ شدن سلول کاملا وابساته باه از دسات رفاتن دیاواره 

سلولی است، بنابراین نقش پراکسیدازها در این فرآیند کاملا وابسته 

توانناد در شال و سافت شادن هاا مایبه تعادلی است که این آنزیم

 ,Alexander & Griersonدیواره سالول گیااهی برقارار کنناد )

2002.) 

یاک  (ROS)های آزاد اکسیژن ها، تولید رادیکالاسخ به تنشپ -6

اتفاق طبیعی در سالول اسات کاه عموماا حاصال مسایرهای عاادی 

ها است. اماا میازان متابولیک از جمله تنفس و اکسید شدن مولکول

یاباد، ایان های محیطای افازایش مایتولید این ترکیبات تحت تنش

راکسااید، رادیکااال هااای آزاد کااه شااامل رادیکااال سوپرادیکااال

های ناابرابر مثال هیدروکسیل، به علاوه مشتقات اکسیژن با الکترون

ترین عوامال منجار باه اکسیژن تنها و پراکسید هیدروژن هستند مهم

آیند که آثار مخارب غیار قابال ایجاد تنش اکسیداتیو به حساب می

ترین عوامل القاا  جبران بر ساختار و اجزای سلولی داشته، از اصلی

آینااد شااده ساالول یااا آپوپتااوز بااه حساااب ماایریاازیماارپ برنامااه

(Khavari-Nejad, 2015; Khavari-Nejad et al 2007; 

Keyhani et al., 2009هاای ای از آنتای اکسایدان(. لذا مجموعه

غیر آنزیمای و آنزیمای مانناد سوپراکساید دیساموتازها، کاتالازهاا 

(Khavari-Nejad et al., 2007; Khavari-Nejad et al., 

2016; Keyhani et al., 2005  و از جملااه پراکساایدازها )

(Khavari-Nejad, 2015در سلول شروع به برداشتن رادیکال )-

های آزاد اکسیژن و تلاش به نجاات سالول از وارد شادن باه مسایر 

کنند. پراکسیدازها باه عالاوه باا تولیاد سادهای محکام آپوپتوز می

های غنای از سوبرین و گلیکو پروتئین فیزیکی مانند تولید لیگنین و

کننااد هیدروکساای پاارولین از نفااوع ایاان عواماال جلااوگیری ماای

(Bowles, 1990.) 

 کاربرد پراکسیدازها 

علت توانایی انتقال الکترون ازیک سوبسترای الکترون دهنده به به   

یااک مولکااول پذیرنااده، از پراکساایدازها در مااوارد متنااوعی باارای 

 ;An et al., 2002; Bhunia, 2002شاود )صنعت اساتفاده مای

Shin & Kim, 1998هاای اخیار جهات تهیاه (. به علاوه در دهاه

بیوسنسورهای الکتروشایمیایی، الکترودهاایی بار پایاه پراکسایدازها 

تولیااد شااده اساات کااه کاربردهااای وساایعی باارای تعیااین پراکسااید 

د هیدروژن و هیدروپراکسیدهای آلی در سیستم های آنالیتیک دارن

(Jia et al., 2002  اما آنچه که اخیرا باعث توجه بیشتر باه ایان .)

وری القاا  آپوپتاوز از طریاق آسایش مساتقیم باه ئاها شاده، تآنزیم

 Attar et al., 2009; Hadizadehهای حیاتی سلول است )آنزیم

et al., 2009; Khavari-Nejad & Attar, 2015 ،همچناین .)

هاای حجایم یش، که فاقد بخاشنوترک Cهورس رادیش پراکسیداز

کربوهیدرات است و ساختمان و نحوه عملکرد آن به خوبی شناخته 

شده، پراکسیدازها را به عناوان مادل مناسابی بارای بررسای اتصاال 

پروتئین در مسیر مطالعات دارویی مطارح کارده اسات کاه  -لیگاند

 & Attarگرفات )پیش از این عموماً به کمک آلبومین انجام مای

Khavari-Nejad, 2016; Keyhani et al., 2003; Tayefi-

Nasrabadi et al., 2006.) 

 رهای متداول آزمایشگاهی برای مطالعه عملکرد و ساختاروش

 هاو تعیین تعداد ایزوآنزیم سنجش فعالیت

آنزیم پراکسیداز یک آنزیم دو سوبسترایی است کاه از پراکساید    

ت کاتالیز آنزیمی استفاده هیدروژن و یک سوبسترای احیاکننده جه

ت یکای از دو سوبساترا ظاکند. با توجه به این مطلش معماولا غلمی

شاود کاه طبق قوانین میکائیلیس و منتن آنقدر بالا در نظر گرفته می

فعالیت آنزیم، وابسته باه غلظات  واکنش از آن مستقل باشد و عملاً

که محقق سوبسترای دیگر بیش رود، در بیشتر مراجم به این شرایط 

گویناد کناد، تاک سوبساترایی کااعب مایبرای آنزیم طراحی مای

(Tayefi-Nasrabadi et al., 2006 یکای از سوبساتراها حتماا .)
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پراکسید هیدروژن است که معمولا به صورت روزانه در آزمایشگاه 

شود و سوبسترای احیا کننده، معمولا یا اودیانیزیدین است آماده می

(Khavari-Nejad & Attar, 2015; Keyhani et al., 2003; 

Tayefi-Nasrabadi et al., 2006( ویاا گایاکال )Rahmani, 

 460(. در مورد اودیانیزیدین سنجش آنزیمی در طول ماوج 2012

-ناانومتر انجاام مای 470نانومتر و برای گایاکل معمولا سانجش در 

 گیرد.

مراحال هاای متعاددی از پراکسایداز در نظر باه اینکاه ایزوآنازیم   

های متفاوت گیاه و یا شرایط متفاوت محیطی مختلش رشد در اندام

های موجاود در برای تعیین ایزوآنزیم شود معمولاًدر سلول بیان می

پروفایاال در نظاار  Hpبااه صااورت  Hpساالول نمونااه، گرادیااانی از 

-شود که معماولا ایان گرادیاان باه کماک باافر سایتراتگرفته می

 12تاا  3 را بین Hpکه گستره وسیعی از لار مو 1/0بورات -فسفات

شاود. باا سانجش فعالیات آنازیم در ایان کند فاراهم مایتحمل می

آماده دساتهای باهمیزان فعالیت بهینه تعیین، و پیک Hpگستره از 

در سالول نموناه  هاای موجاود از پراکسایدازایزوآنازیم ۀدهندنشان

 ,.Babakhani et al., 2014; Shojaati et al)( 2)شکل  هستند

2015; Shams, 2014مانناد  (. پارامترهاای کینتیکای پراکسایداز

Κm  وmaxV  است.  محاسبهدر همین مرحله قابل 

 ژل الکتروفورز

 های پراکسیداز و یا افزایش و کاهش مقداریید تعداد ایزوآنزیمأت   

پاذیر اسات. آنزیم درسلول نمونه به کماک ژل الکتروفاورز امکاان

 SDSآزمایش از ژل پلی آکریلامید طبیعی بدون برای این  معمولاً

آمیازی اختصاصای، ویاژه فعالیات آنازیم )غیر دناتورانت( و رنا 

شااود. اسااتفاده از پراکسااید هیاادروژن و پراکساایداز اسااتفاده ماای

-آمیزی بانادهای پراکسایداز را باهاودیانیزیدین در این روش رن 

 (3)شااکل  سااازداختصاصاای روی ژل آشااکار ماای طااور کاااملاً

(Paknia, 2005.) اگاار پااروژه بااا آناازیم خااالص  از سااوی دیگاار

تاوان از ژل تعریش شده باشد، برای تعیین بانادهای پراکسایداز مای

 آمیزی با کوماسی بلو نیز استفاده کرد.رن  آگارز و

بهها اسههت اده از ها مطالعههه تیییههراخ سههاختاری پراکسههیداز

 فرابن ش-اسپکتروفتومتری مرئی

موپروتئین شامل ریشه پروستتیک هم است کاه پراکسیداز یک ه   

شاود. از ایان رو منجر به حساسیت آن به تغییارات اطارا  هام مای

تغییرات محیط اطرا  هم باعث تغییار در جاذب الکترونای آنازیم 

و در  7و  Hp 4طیش جذب الکترونی برای پراکسیداز در  .شودمی

بیه باه هام نانومتر گزارش شده است که بسیار شا 700تا  400فاصله 

 ,.Khavari-Nejad & Attar, 2015; Lourenti et alهستند )

2000; Smulevich et al., 1997 این طیاش شاامل یاک باناد .)

ناانومتر و  500ناانومتر، باناد بتاا در  403سورت )مربوب به هام( در 

نانومتر است. باند سورت باه تغییارات  642در  TC1یک باند به نام 

ساختاری پاکت هم بسیار حساس است، به طوریکه هار تغییاری در 

جایی مکاان حاداکثر پاکت اطرا  هم بر شدت باند سورت و جابه

جذب آن اثر دارد. در نتیجه این ناحیه شاخص قابال قباولی جهات 

 که در طول موج باالای TC1باند  بررسی ساختار اطرا  هم است.

 اصطلاحاً به باناد انتقاال شاارژ از حلقاهنانومتر ظاهر می شود،  600

 جایی ایان باناد باه چا  وجابه .پورفیرین به آهن هم معرو  است

دهنادۀ نانومتر ( نشاان 642راست ) طول موج های کمتر یا بیشتر از 

اثرات پیوند هیدورژنی ) تشکیل یا شکسته شادن باناد هیادروژنی( 

 ر لیگاناد متصال باه آهان هام دهنادۀ پیونادطوری که اگه ، باست

باه اتام  هیدروژنی باشد با توجه به قدرت پیوند و انتقال بیشتر شارژ

شاود و اگار لیگاناد در طول موج کمتر نمایان مای 1CTآهن باند، 

متصل به آهن هم گیرندۀ پیوند هیدروژنی باشد ایان باناد در طاول 

گاناد متصال شاده باه علاوه اگار لیه ب .نمایدموج بالاتری ظهور می

آهن هام گیرنادۀ پیوناد هیادروژنی باشاد هنگاامی کاه ایان پیوناد 

جایی به طر  ناحیه باا طاول ماوج شود جابههیدروژنی شکسته می

. شاکل طیاش جاذب الکترونای آنازیم هاورس دهادکمتر ر  مای

آماده اسات. عالاوه بار  4رادیش پراکسیداز برای نموناه در شاکل 

یااا ثاباات  Κdین پااارامتر کینتیکاای مطالااش عکاار شااده در بااالا، تعیاا

های ین به کمک دادهئپروت-تفکیک ظاهری برای کمپلکس لیگاند

 & Attarایان تکنیاک بارای پراکسایدازها قابال محاسابه اسات )

Khavari-Nejad, 2016; Khavari-Nejad & Attar, 

2015.) 

بررسی تیییراخ ساختاری پراکسهیدازها بها اسهت اده از طیه  

 سنجی فلورسانس

پراکسیدازها به علت داشتن رزیدوهای تاایروزین و تریپتوفاان در    

ساختار خود دارای فلورسانس عاتی هستند. شدت ایان فلورساانس 

ناااانومترو در دو طاااول ماااوج 600تاااا  300عاتاای درفاصاااله نشااار 
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 .(Shojaati, 2015) نیدیزیانیواود دروژنیه دیپراکس یستراسوب حضور در و وراآلوئه یعصاره در دازیپراکس میآنز تیفعال نهیبه pH یمنحن -2شکل 

Fig. 2. The pH profile of peroxidase activity in Aloe vera L. extracts assayed with Hydrogen peroxide and O-dianisidine 

(Shojaati, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

آنزیم  :A هیدروژن و اودیانیزیدین.کمک پراکسیدآمیزی اختصاصی بهو رن  10ژل پلی آکریلامید % های پراکسیداز چای ایرانی درتفکیک ایزوآنریم -3 شکل

 (.(Babakhani, 2015 رهای پیبرپ یعصاره :Dهای چای؛ گل یعصاره :Cهای جوان؛ برپ یعصاره :Bمارکر؛ 

Fig. 3. Peroxidase isoenzymes in Camellia Sinensis differentiated with polyacrilamide gel 10% using H2O2 and O-

dianisidine. A: marker; B: young leaves extract; C: flowers extract; D: old leaves extracts (Babakhani, 2015). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

باند بتا  (نانومتر 642لفا ) آ باند شامل مجزا پیک سهنتیگراد درجه سا 25طیش جذب الکترونی آنزیم هورس رادیش پراکسیداز در حالت طبیعی و در دمای  -4شکل 

 (.Khavari-Nejad, 2012) دهدرا نشان می (نانومتر 403) نانومتر ( و باند سورت یا گاما 500)

Fig. 4. Electronic absorption spectra for peroxidase at room temperature showed three separate picks Alpha band 

(642nm), beta band (500nm) and soret band (403nm) (Khavari-Nejad, 2012). 
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 295نانومتر )مربوب باه تاایروزین و تریپتوفاان( و  280برانگیختگی 

-Khavariنانومتر )اختصاصی تریپتوفان( قابل اندازه گیری اسات )

Nejad & Attar, 2015; Tayefi-Nasrabadi et al., 2006 .)

رتیش طیش نشری پراکسیداز از تغییرات ساختاری مولکاول به این ت

ین ئپاروت-هاای محیطای و یاا هنگاام اتصاال لیگاناددر شرایط تنش

دهاد. از ساوی دیگار بسایاری از اطلاعات مورد نیاز را به دست می

های پراکسیداز در یک بافت به های ساختاری بین ایزوآنزیمتفاوت

ناوع خاموشای فلورساانس باا این ترتیش قابل ردیابی اسات. تعیاین 

وروفور در مجاورت ئولمر که نحوه خاموشی ماده فلو-روش استرن

کناد ازجملاه پارامترهاای مهام مولکول خاموش کننده را تعیین می

ین بارای پراکسایدازها ئپاروت-های لیگاندگیری در پروژهقابل اندازه

 شود.یابی میاست که با این روش قابل دست

 گ نمایی دورانیپراکسیدازها و دورن

هاا امکاان مطالعاه ینئبرای پراکسیدازها نیز مانند بسایاری از پاروت   

تاا  190ساختار دوم با استفاده از دو رن  نمایی دورانای در فاصاله 

نانومتر که ناحیه جذب پیوند پپتیدی است وجود دارد. تخمین  260

ین در پراکسایداز عالاوه بار ئدرصد هر جز  از سااختمان دوم پاروت

ساازی هاا، هنگاام خاالصهای ایزوآنزیمتعیین اختلافات و مشابهت

یااات ئآنهااا نیااز باارای تخمااین میاازان خلااوص نمونااه و مطالعااه جز

  (.Kelly & Price, 2000ین مورد استفاده است )ئساختاری پروت

 

 کلی گیرینتیجه   
هاایی هساتند کاه باا انتقاال ها مولکاولبه طورکلی آنتی اکسیدان   

های آزاد، آنها را به شکل پایادار خاود تبادیل ه رادیکالالکترون ب

روناد. از شمار مایکنندۀ بقا  سلول بهکنند و به این ترتیش تأمینمی

هااای آزاد هااای آزاد بااه خصاوص رادیکااالطرفای تولیااد رادیکاال

ناپاذیر و اکسیژن در مسیرهای متابولیاک سالول موضاوعی اجتنااب

طای بار رشاد و نماو، سااختار هاای محیطبیعی است اما تاأثیر تانش

هاای فعاال ها، تنفس و متابولیسم سلول سبش افزایش گوناهینئپروت

شود. آسایش باه غشاای سالول، اکسیژن و نهایتاً تنش اکسیداتیو می

و نهایتاً  DNAهای حیاتی، تخریش ینئتغییر ساختار و عملکرد پروت

ر ادامه ریزی شده سلول اتفاقاتی هستند که دآغاز مسیر مرپ برنامه

دهند. اولین واکنش دفااعی سالول تنش اکسیداتیو در سلول ر  می

اکسیداتیو و های آنتیدر برابر تنش اکسیداتیو، افزایش میزان فعالیت

ها است که نهایتاً منجر به افزایش تحمل گیاه نسبت به اکسیدانآنتی

شوند. در این میان خاانواده بازرپ پراکسایدازها، تنش محیطی می

هیادروژن باه واکانش اکسیداسایون و احیاا را باین پراکساید عموماً

عنااوان گیرناادۀ الکتاارون و انااواع مختلفاای از مااواد فنلاای، اسااید 

کننااد. تباادیل هااای آروماتیااک کاتااالیز ماایآسااکوربیک و آمااین

هیدروژن باه مولکاول آب باه وسایله پراکسایداز از تولیاد پراکسید

عناوان اولاین ساد به کند وهای آزاد اکسیژن جلوگیری میرادیکال

 آید.حساب میدفاعی سلول در برابر تنش اکسیداتیو به

های مطالعه پراکسیدازها به عنوان اولین سد دفاعی سلول در زمینه   

برابر تنش اکسیداتیو تحمیل شده از سوی عوامل محیطای در مسایر 

هاای خاالص و رشد گیاهان بسایار متناوع و باه علات وجاود نموناه

تغییار  یی مانند هورس رادیاش پراکسایداز در حاوزهاشناخته شده

ین رای  است. مورد دوم که به طاور عماده ئساختار و عملکرد پروت

مدیون موفقیت اسمیت در تولید نوع نوترکیش ایان آنازیم در ساال 

تار شادن مرزهاای علاوم است، باه خصاوص باعاث نزدیاک 1995

وی آنها را گیاهی و علوم سلولی و مولکولی به یکدیگر شده، هر د

  دهد.به قلمرو علوم دارویی پیوند می

 

 سپاسگزاری   
کماال  نگارشای بابت کمک هاایدکتر فرنوش عطار  نگارنده از   

 را دارد.تشکر 
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