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خلاصه 

مطالعه آنزیم های زیستی با ویژگی های منحصر به فردشان از قبیل اثر متقابل با سوبسترا، 

تغییرات کنفورماسیونی، نرخ کاتالتیکی برای تحقیق پایه ای و کاربردی آنزیمی کلیدی است. 

در میان آنزیم ها، هورس رادیش پراکسیداز )HRP( بطور گسترده ای در مطالعه متابولیسم 

سیستم های زیستی استفاده شده است. در این مطالعه، ما تغییرات فعالیت و ساختار 

هورس رادیش پراکسیداز در دو حالت آزمایشگاهی و ایزوفرم های استخراج شده از گیاه 

تحت تاثیر میدان شعوری فرادرمانی )FCF( را اندازه گیری کردیم. هدف ما ابتدا آزمایش اثر 

FCF بر ساختار و عملکرد HRP و سپس بررسی تکرارپذیری تغییرات سرعت ماکسیمم و ثابت 

میکائیلیس تحت تاثیر این میدان شعوری )ط( بود. مشاهده کردیم که نمونه آزمایشگاهی 

HRP در مقایسه با کنترل، 5 درصد کاهش در سرعت ماکسیمم و 18 درصد افزایش ثابت 

میکائیلس را تحت تیمار میدان شعوری فرادرمانی نشان داد. از سوی دیگر، HRP استخراج 

شده از بافت گیاهی به ترتیب 6 درصد و 40 درصد افزایش در سرعت ماکسیمم و ثابت 

میکائیلیس تحت تاثیر FCF نشان داد. بعلاوه، تغییرات در شدت نشر فلوئورسانس،  تحت 

تاثیر تیمار میدان شعوری فرادرمانی تغییرات ساختاری آنزیم را تایید می کند. 

1. بخش تحقیق و توسعه ساینسفکت، 
 ، .Cosmointel Inc مرکز تحقیقات

انتاریو، کانادا

2. دپارتمان زیست گیاهی، دانشکده 
زیست شناسی، دانشکده علوم، 

دانشگاه تهران، تهران، ایران

3. خدمات تحقیقات دانشگاه 
ویکتوریا، بریتیش کلمبیا، کانادا

4. انستیتو بیوشیمی و بیوفیزیک 
)IBB(، دانشگاه تهران، تهران، ایران

*نویسنده مسئول: 

فرید سمسارها. 

 ،)IBB(انستیتو بیوشیمی و بیوفیزیک
دانشگاه تهران، تهران، ایران  

 پست الکترونیکی:
Semsarha@alumni.ut.ac.ir
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مقدمه
 )POXs( اکســیدوردوکتازها خانــواده بزرگــی از پراکســیدازها

ــواع  ــیون ان ــد اکسیداس ــه قادرن ــتند )EC:1,11,1,7( ک هس

مختلفــی از سوبســتراهای آلــی و غیــر آلــی را بــا اســتفاده از 

پراکســید هیــدروژن )H2O2( کاتالیــز کننــد )HRP .)1 یــک 

آنزیــم مهــم هــم دار از ریشــه های هــورس رادیــش )تربچــه 

کوهــی( اســت کــه در ســلولهای بیشــتر پســتانداران حضــور 

نــدارد. شــناخت مــا از ســاختار و عملکــرد HRP بــه وســیله 

ــب )3(  ــای نوترکی کریســتالوگرافی اشــعه X )2( و آنزیم ه

ــیاری  ــات بس ــوع تحقیق ــت. HRP موض ــده اس ــل ش حاص

ــوژی در درمــان  ــوم زیســتی، بیوتکنول ــه پزشــکی، عل از جمل

ســرطان، سیســتم های حســگر زیســتی و غیــره بــوده اســت 

)4(. در گیاهــان، ایــزو آنزیم هــای HRP در متابولیســم 

اینــدول 3- اســتیک اســید، لیگنیفیکاســیون، کــراس لینــک 

پلیمرهــای دیــواره ســلولی، تشــکیل ســوبرین و مقاومــت بــه 

عفونــت و آلودگــی دخیــل اســت  )5(.

ــوان  ــه عن ــول ب ــور معم ــیژن )ROS(، بط ــال اکس ــواع فع ان

محصولــی از مســیرهای متابولیســم ســلولی تولید می شــود، 

امــا ســطوح آنهــا تحــت تنش‌هــای محیطــی افزایــش 

ایــن را دیکال‌هــای آزاد ســاختارهای ســلولی  می یابــد. 

را تخریــب کــرده و مــرگ برنامــه ریــزی ســلول یــا آپوپتــوز 

ــا  ــا ب ــه آنزیم ه ــت ک ــده اس ــزارش ش ــد. گ ــا می کنن را الق

ــل اســترس اکســیداتیو می تواننــد  بهبــود محافظــت در مقاب

ــری  ــا پراکســیدها جلوگی ــل ب ــر متقاب ــوز ناشــی از اث از آپوپت

کننــد )6(. بعــاوه، مشــخص شــده اســت کــه پراکســیدازها 

ــت  ــش فعالی ــا افزای ــد قارچ ه ــوژن مانن ــت پات ــگام عفون هن

را نشــان میدهنــد )7(. گزارش هــای فراوانــی وجــود دارد 

ــت آنزیم هــای  ــد افزایــش ســطح فعالی ــه نشــان می دهن ک

آنتــی اکســیدانی در گیاهــان منجــر بــه مقاومــت بیشــتر آنهــا 

ــوی  ــود )8(. از س ــی می ش ــترس های محیط ــل اس در مقاب

دیگــر، انــواع فعــال اکســیژن درون‌زا مانند پراکســید هیدرژن 

ــوان  مولکــول پیــام رســان در نظــر گرفتــه می‌شــوند  ــه عن ب

ــز،  ــر، تمای ــد تکثی ــی مختلفــی مانن کــه در فرایندهــای حیات

اصــاح بافتــی، التهــاب، پیــری و غیــره شــرکت دارنــد )9(.

 )Vmax( و ســرعت ماکســیمم )Km( ــت میکائیلیــس ثاب

 )MM( کــه بلوک هــای ســازنده معادلــه میکائیلیس-منتــن

هســتند، بــه عنــوان ثابت‌هــای عملکــردی آنزیم‌هــا در 

ــا و پارامترهــای دیگــر  ــن ثابت ه ــه می شــوند. ای نظــر گرفت

بدســت آمــده از نســبت های مختلــف )ماننــد آهنــگ تبدیــل 

ــترا  ــف سوبس ــای مختل ــژه( در غلظت ه ــت وی ــم و ثاب آنزی

ــات  ــه MM در مطالع ــوند . معادل ــبه می ش ــم محاس و آنزی

مختلفــی بــرای بررســی ســاختار و عملکــرد آنزیم هــای 

مختلــف در شــرایط محیطــی گوناگــون ماننــد دمــا و انــواع 

بافــر )10(. غلظت‌هــای مختلــف مهــار کننــده و القــا کننــده 

)11( و مقایســه ویژگی هــای کینتیکــی آنزیم هــای وحشــی 

ــدازه گیــری شــده اســت  )12(.  و جهــش یافتــه ان

ــب در طــی دهه هــای 1970 و 1980  یکــی از موضوعــات جال

بررســی مقــدار ایــن ثابت‌هــا و تغییــرات آنهــا در طــی 

ــوده اســت. برخــی مطالعــات کاهــش و  تکامــل آنزیم‌هــا ب

ــل  ــوازات Kcat و Vmax در طــی تکام ــه م ــش Km ب افزای

)13(، همچنیــن تغییــرات ارثــی آنهــا بدلیــل ســازگاری را را 

نشــان داده‌انــد )14(. گــزارش شــده اســت کــه در بســیاری 

ــرای کمــک  ــده، مکانیســم های کینتیکــی ب از موجــودات زن

بــه بقــا در پاســخ بــه تغییــرات فاکتورهــای محیطــی تکامــل 

ــه اســت )15(. یافت

همــه مطالعــات کینتیکــی آنزیــم ذکــر شــده اثــر فاکتورهــای 

فیزیکوشــیمیایی و محیطــی مختلــف را بررســی کــرده انــد. 

در ایــن راســتا، مطالعــه ای تــا بحــال اثــر بخشــی درمانهــای 

ذهن-بــدن یــا اثــر متقابــل آگاهــی بــر فعالیــت و عملکــرد 

آنزیم هــا را آزمایــش نکــرده اســت. 

ــای  ــگاه آن در دنی ــعور و جای ــت ش ــر، ماهی ــرن حاض در ق

ــه اســت. تئوری هــای  ــرار گرفت ــورد توجــه ق ــم، بســیار م عل

فلســفی و علمــی زیــادی در ایــن زمینــه ارائــه شــده اســت. 

در دهــه 1980، محمــد علــی طاهــری، میدان هــای جدیــدی 

ــا ماهیــت غیرمــادی و غیرانرژیایــی معرفــی کــرده اســت  ب

ــده میشــوند.  ــری )ط( نامی ــای شــعوری طاه ــه میدان‌ه ک

در ایــن دیــدگاه، شــعور )ط(، یکــی از ســه عنصــر موجــود در 

جهــان هســتی بــه جــز مــاده و انــرژی اســت. 

ســال: اول
شماره: 4
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بــر اســاس ایــن تئــوری، میدان‌هــای شــعوری )ط( متنــوع 

ــه ی  ــه زیرمجموع ــود دارد ک ــی وج ــای مختلف ــا عملکرده ب

شــبکه اینترنــت کیهانــی بــه نــام شــبکه شــعور کیهانــی یــا  

ــای  ــوری  میدان‌ه ــن تئ ــده بی ــاوت عم ــتند. تف 1CCN هس

ــده در  ــه ش ــوری ارائ ــم تئ ــر مفاهی ــا دیگ ــعوری )ط( ب ش

ــی از  میدان‌هــای  ــرد و اســتفاده عمل ــا شــعور، کارب رابطــه ب

شــعوری )ط( اســت. ایــن  میدان‌هــا قابــل اعمــال بــر همــه 

ــل انســان‌ها، گیاهــان،  ــده از قبی ــر زن ــده و غی موجــودات زن

ــتند. ــره هس ــواد و غی ــم ها، م ــات، میکروارگانیس حیوان

علــم جدیــد سایســنفکت در ســال 2020 توســط محمدعلــی 

طاهــری، بنیانگــذار مکتــب عرفــان کیهانــی حلقــه بــه عنــوان 

ــده  ــی ش ــب، معرف ــن مکت ــای ای ــر مجموعه ه ــی از زی یک

اســت. نــام »ساینســفکت«، بــه ایــن دلیــل انتخــاب شــده 

اســت کــه از تحقیقــات علمــی بــه منظــور تاییــد وجود شــعور 

ــت( اســتفاده  ــود مســلم« )فک ــک »وج ــوان ی ــه عن )ط( ب

می کنــد. اگرچــه علــم رایــج، صرفــا مطالعــه مــاده و انــرژی 

را مدنظــر دارد و در مقابــل، ساینســفکت اثــرات میدان‌هــای 

شــعوری )ط( )غیرمــادی و غیــر انرژیایــی( را کاوش می کند؛ 

امــا، ساینســفکت بــا انجــام تحقیقــات آزمایشــگاهی تکــرار 

پذیــر در حوزه هــای مختلــف علــم، زمینــه مشــترکی را بیــن 

ایــن دو پدیــدار نمــوده و از ایــن قابلیــت بــه منظــور اثبــات 

)ط(« و » میدان‌هــای شــعوری )ط(« ناشــی از آن،  »شــعور‌

اســتفاده کــرده اســت.

اثرگــذاری میدان‌هــای شــعوری )ط( بــا اتصــال  بیــن 

شــبکه شــعور کیهانــی بــه عنــوان شــعور کل و موضــوع مــورد 

ــط  ــال توس ــود. اتص ــاز می ش ــزء آغ ــوان ج ــه عن ــه ب مطالع

ذهــن فرادرمانگــر )فــرد آمــوزش دیــده ای کــه  میدان‌هــای 

شــعوری )ط( بــه او تفویــض شــده اســت( برقــرار می گــردد. 

ذهــن انســان نقشــی واســط )اعــام کننــده( را دارد کــه بــا 

یــک توجــه کوتــاه و آنــی )نظــر( بــه موضــوع مــورد مطالعــه 

عمــل کــرده و دســتاورد اصلــی، در نتیجــه اثــرات میدان هــای 

شــعوری )ط( حاصــل می شــود. ایــن  میدان‌هــا مســتقیما 

ــوان  ــا می ت ــتند، ام ــم نیس ــط عل ــری توس ــدازه گی ــل ان قاب

1.   Cosmic Consciousness Network

اثــرات آنهــا را بــر موضوعــات مختلــف از طریــق آزمایش های 

تکــرار پذیــر بررســی کــرد )16(.

)ط(« بــر اســاس  پایه ریــزی تحقیقــات اولیــه »شــعور‌

سلســله مراتــب فــرض، حکــم و برهــان صــورت گرفتــه کــه 

ــومی  ــزء س ــان از ج ــکل گیری کیه ــه: ش ــرض اولی در آن، ف

ــت،  )ط(« اس ــعور‌ ــام »ش ــه ن ــرژی ب ــاده و ان ــاوت از م متف

)ط(« ) میدان‌هــای شــعوری )ط((  حکــم: وجــود »شــعور‌

ــد  ــرژی )مانن ــاده و ان ــر روی م ــش ب ــط اثرات ــد توس میتوان

ــواد و  ــلول ها،  م ــزم، س ــاه، میکروارگانی ــوان، گی ــان، حی انس

غیــره( اثبــات شــود، برهــان: تاییــد علمــی اثــرات میدان‌های 

ــن  ــم تعیی ــق حک ــرژی )مطاب ــاده و ان ــر م ــعوری )ط( ب ش

ــی  ــای علم ــام آزمایش ه ــق انج ــه از طری ــت ک ــده( اس ش

تکــرار پذیــر مختلــف انجــام می شــود. بــر ایــن اســاس، بــا 

هــدف اثبــات وجــود، اثربخشــی و مکانیســم میــدان  هــای 

شــعوری )ط( و تحلیل هــای آن، فازهــای تحقیقاتــی صفــر 

تــا چهــار و اهــداف هــر کــدام در ایــن راســتا بــه شــرح زیــر 

ــردد؛ ــف می گ تعری

ــات وجــود میدان‌هــای  ــر: اثب ــاز صف ــات در ف هــدف تحقیق

شــعوری )ط( بــا مشــاهده اثــرات آنهــا اســت. در ایــن فــاز به 

)ط( پرداختــه نخواهــد شــد. فــاز  ماهیــت و چیســتی شــعور‌

)ط(  اول: بــه بررســی تنــوع اثرگــذاری  میدان‌هــای شــعوری‌

چرایــی  دوم:  فــاز  می پــردازد.  )ط(«  از »شــعور ناشــی 

تنــوع اثرگــذاری  میدان‌هــای شــعوری )ط( را بررســی 

می کنــد. فــاز ســوم: بررســی مکانیســم اثــرات  میدان‌هــای 

ــا،   ــده دارد. نهایت ــه عه ــرژی را ب ــاده و ان ــر م )ط( ب شــعوری‌

فــاز چهــارم: نتیجــه گیری هــای کلان بــه ویــژه در ارتبــاط بــا 

)ط(« و غیــره  ذهــن و حافظــه مــاده  و ارتبــاط آن بــا »شــعور

را خواهــد گرفــت.

ــم  ــا مشــاهده کردی ــدم، م ــاه گن ــر گی ــی ب ــات قبل در مطالع

ــوری را  ــش ش ــی تن ــرات منف ــعوری )ط( اث ــدان ش ــه می ک

بــا القــای فعالیــت آنزیم هــای آنتــی اکســیدان کاهــش داد 

)17(. همچنیــن مطالعــات دیگــر تاثیــر محســوس و قابــل 

ــت  ــر فعالی ــی را ب ــعوری فرادرمان ــدان ش ــری می ــدازه گی ان

الکتریکــی مغــز در حیــن ارتبــاط بــا CCN )18(، رده ســلول 
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ــد  ــر )20( )21(، رش ــاری آلزایم ــرطانی MCF7 )19(، بیم س

ــه منظــور بدســت آوردن  ــروس )23(. ب باکتــری )22( و وی

نــگاه دقیــق تــری بــه ابعــاد مولکولــی و شــواهد اثر‌گــذاری 

و نــوع عملکــرد میــدان شــعوری فرادرمانــی، ایــن مطالعــه، 

اثــر میــدان شــعوری فرادرمانــی بــر HRP در دو حالــت 

آزمایشــگاهی و اســتخراج شــده را بررســی می‌کنــد. فعالیت 

و عملکــرد آنزیمــی طبــق اصــول آنزیمولــوژی و تحــت تاثیــر 

ــا گــروه کنتــرل و  میــدان شــعوری فرادرمانــی در مقایســه ب

ــز می‌شــود. ــار آنالی ــدون تیم ب

مواد و روش
در ایــن مطالعــه، مــا از HRP تهیــه شــده از دو منبع اســتفاده 

ــه ســیگما و  ــد کارخان کردیــم. اولیــن HRP آزمایشــگاه، برن

دومیــن HRP اســتخراج شــده از گیــاه هورس رادیــش. این 

ــع،  امــکان  ــم از دو منب ــر آنزی ــوع در طراحــی اثرگــذاری ب تن

تکرارپذیــری تیمــار میــدان شــعوری فرادرمانــی در زمان هــای 

بیشــتر و مراحــل بیشــتر را بــرای مــا فراهــم می‌کنــد. 

ــع  ــر منب ــرای ه ــه ب ــای مربوط ــواد و روش‌ه ــای م بخش‌ه

بطــور مجــزا ارائــه شــده اســت.

کاربرد میدان شعوری فرادرمانی
میدان هــای  تاثیــر  تحــت  مطالعــه  مــورد  نمونه هــای 

شــعوری )ط( بــر اســاس پروتکل هایــی در وب ســایت 

www.( )ــعوری )ط ــای ش ــات در میدان ه ــت تحقیق مدیری

ــال  ــت اتص ــد. درخواس ــرار گرفتن COSMOintel.com(  ق

بــه شــبکه شــعور کیهانــی بــرای اســتفاده از میــدان 

شــعوری فرادرمانــی را می تــوان از طریــق وب ســایت 

COSMOintel در بخــش مربــوط بــه »اعــام نظــر« قــرار 

داد. ایــن دسترســی بــرای همــه افــراد بطــور رایــگان امــکان 

پذیــر اســت. بــه منظــور تجربــه میدان هــای شــعوری )ط( 

و انجــام پژوهــش در ایــن زمینــه، در هــر زمانــی، محققیــن 

ــات  ــد. جزئی ــام کنن ــت ن ــن وب ســایت ثب ــد در ای می توانن

دقیقــی از آزمایــش لازم اســت در اختیــار مرکــز تحقیقاتــی 

ــام نمونه هــا و  ــال، شــماره و ن ــوان  مث ــه عن ــرد، ب ــرار بگی ق

کنتــرل بایــد مشــخص شــود. ایــن مطالعــه بــه صــورت دو 

ســو کــور انجــام شــده اســت بطــوری کــه کارشناســان هیــچ 

ــتند.  ــعوری )ط( نداش ــای ش ــوری میدان ه ــناختی از تئ ش

ــرار  ــعوری را برق ــد ش ــاط پیون ــه ارتب ــردی ک ــن، ف همچنی

کــرده اســت هیــچ گونــه آشــنایی بــا جزئیــات ایــن تحقیــق 

ــه در  ــت ک ــم اس ــتاندارد مه ــک اس ــوکور ی ــت. دوس نداش

آزمایش هــای علمــی در زمینــه پزشــکی و روانشناســی کــه 

ــت. ــج اس ــت، رای ــی اس ــری و عمل ــت های نظ ــامل تس ش

  HRP مقیاس آزمایشگاهی
و   )EC 1,11,1,7 )اکســیدوردوکتاز،   ،HRP مــواد: 

کمپانــی  از   Tetramethylbenzidine (TMB-’5,5,’3,3(

مــواد  و  معرف هــا  ســایر  شــدند.  خریــداری  ســیگما 

شــیمیایی دارای گریــد آنالتیکــی بودنــد. در ایــن آزمایش هــا 

از آب دوبــار تقطیــر اســتفاده شــد.

روش ها 
 اســپکتروفتومتری UV/Vis بــا اســپکترفتومتری مــدل 

واریــان بیــو Cary 100 انجــام شــد. طیــف فلورســانس 

ــا اســتفاده از  ــراد ب ــن در 25 درجــه ســانتی گ ــی پروتئی ذات

 Cary Eclipse ــان اســپکتروفتومتر فلورســانس مــدل واری

ــدازه  ــر ان ــر 5 نانومت ــی و نش ــکاف برانگیختگ ــرض ش ــا ع ب

ــتفاده  ــا اس ــرای Trp ب ــانس ب ــر فلورس ــد. نش ــری ش گی

ــری از مشــارکت  ــرای جلوگی ــر ب ــی 295 نانومت از برانگیختگ

تیروزیــن انــدازه گیــری شــد. در مطالعــات فلورســانس 

ذاتــی، غلظــت پروتئیــن 90.4 میکرومــولار در 0.2 مــولار بافــر 

ــود. ــیم، pH 7.0 ب ــفات پتاس فس

سنجش آنزیم
ــازه تهیــه شــده در طــی آزمایــش  از محلول هــای آنزیمــی ت

 HRP اســتفاده شــد. محلــول اســتوک آنزیــم بــا حــل کــردن

)1.5 میلــی گــرم( در PBS )3 میلــی لیتــر، 0.01 مــولار، 

ــتوک  ــول اس ــد. محل ــداری ش ــخ نگه ــه و در ی pH 7( تهی

ســال: اول
شماره: 4
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پراکســید هیــدروژن )0.1 مــولار( بــا رقیــق کــردن پراکســید 

ــر  ــی لیت ــر، wt 30%( در 50 میل ــی لیت ــدروژن )0.5 میل هی

PBS )0.01 مــولار، pH 7(. واکنش هــای آنزیمــی HRP در 

M, pH( در 20 درجــه ســانتی گــراد انجام شــد.  7 0.01( PBS

همــه واکنش هــای آنزیمــی در کــووت  فرابنفــش ـ مرئــی 

ــول  ــی محل ــم نهای ــد. حج ــام ش ــرار انج ــه تک ــز در س کوارت

واکنــش 1.5 میلــی لیتــر بــود. آزمایش هــا در حضــور غلظــت 

ثابتــی از HRP )50 میکرولیتــر( و پراکســید هیــدروژن )10 

 ,3.7 ,1.85 ,1.23( TMB بــا غلظــت مختلــف )میکرولیتــر

7.4, 11.1 و 14.8 میلــی مــولار(. تغییــرات کلرومتریــک بــا 

ثبــت جــذب در 652 نانومتــر تعییــن شــد.

ــا  ــی: ثابت هــای کینتیکــی Vmax و Km ب ــای کینتیک پارامتره
قــرار دادن مقادیــر ســرعت واکنــش و غلظت هــای سوبســترا 

در معادلــه میکائیلیــس- منتــن بــه صــورت زیــر محاســبه 

شــد:

V = (Vmax × [S]) / (Km + [S]) 

کــه V ســرعت اولیــه واکنــش و Vmax ماکســیمم ســرعت 

واکنــش اســت که در غلظت های اشــباع سوبســترا مشــاهده 

ــس  ــت میکائیلی ــترا و Km ثاب ــت سوبس ــود. ]S[ غلظ می ش

اســت. در همــه مراحــل، دو ظــرف بــا علامت هــای مختلــف 

بلنــک و نمونــه در نظــر گرفتــه شــد.

HRP استخراج شده
از   Tetramethylbenzidine (TMB-’5,5,’3,3( مــواد: 
کمپانــی ســیگما خریــداری شــد. ریشــه های هــورس 

رادیــش از بــازار محلــی خریــداری شــد. ســایر معرفهــا و مواد 

شــیمیایی دارای گریــد آنالتیکــی بودنــد. در آزمایشــها از آب 

ــار تقطیــر اســتفاده شــد. دوب

روش ها
استخراج آنزیم: 

حــدود 100 گــرم از هــورس رادیــش کامــا بــا آب شســته و به 

قطعــات کوچــک بریــده شــد و در مخلــوط کــن بــا 500 میلــی 

لیتــر آب مقطــر همگــن شــد. بــه مــدت 5 دقیقــه در دمــای 

4 درجــه ســانتی گــراد بــا دور rpm 10,000 ســانتریفیوژ شــد. 

فیلتراســیون در حمــام آب دمــای 65 درجــه ســانتی گــراد و 

بــه مــدت 3 دقیقــه انجــام شــد تــا کاتالاز هــا غیرفعــال شــود 

و بــه ســرعت در آب یــخ ســرد شــد. آنزیــم توســط ســولفات 

ــوم  ــه نشــین شــد. آمونی ــی ت ــه جزئ ــرای تصفی ــوم ب آمونی

ســولفات جامــد بــه 100 میلــی لیتــر از پراکســیداز در غلظــت 

w/v( %30( اضافــه شــد. سوسپانســیون بــرای نیــم ســاعت 

در دمــای 4 درجــه ســانتی گــراد هــم زده شــد. پــس از تــکان 

ــا rpm 10,000 جمــع  ــا ســانتریفیوژ ب دادن کافــی، رســوبات ب

آوری شــد. فعالیــت آنزیــم بــرای هــر غلظــت تعییــن شــد و 

رســوبات بــرای تخلیــص بیشــتر جمــع آوری گردیــد. 

ــول  ــا محل ــز ب ــه دیالی ــز، کیس ــد دیالی ــل از رون ــز: قب دیالی
ــرای 1 ســاعت جوشــانده شــد  ــات ب ــولار ســدیم کربن 0.1 م

ــرای یــک شــب نگهداشــته شــد. ایــن پروســه  و ســپس ب

باعــث مــی  شــود کیســه دیالیــز بــاز شــود. رســوب بدســت 

آمــده بــا آمونیــوم ســولفات در کیســه دیالیــز با بافر فســفات 

ــزن  ــر هم ــت ب ــوردن ثاب ــم خ ــا به ــولار )pH 6.5( ب 0.2 م

ــوب ها  ــد. رس ــز ش ــاعت دیالی ــدت 2 س ــرای م ــک ب مگنتی

ــد.  تحــت ســنجش آنزیــم و تخمیــن پروتئیــن قــرار گرفتن

 Lowry تخمیــن پروتئیــن: پروتئین هــا بــر طبــق روش
)24()1951( تخمیــن زده شــدند. معرف هــای اســتفاده 

ــی  ــات در 500 میل ــدیم کربن ــول A=س ــامل: محل ــده ش ش

لیتــر آب مقطــر، محلــول B= 0.38 g CuSO4.5H2O و 0.6 

g تاراتــارات سدیم-پتاســیم در 500 میلــی لیتــر آب مقطــر، 

 D= 1N یــک بخــش معــرف فولیــن، محلــول =C محلــول

.NaOH.40 g

 :UV/Vis اسپکتروفتومتری
بــا اســپکتروفتومتر مــدل واریــان Cary Bio 100 ثبت شــد. 

ــا  فلورســانس ذاتــی پروتئیــن در 25 درجــه ســانتی گــراد ب

 Cary اســتفاده از اســپکتروفتومتر فلورســانس مــدل واریــان

Eclipse بــا برانگیختگــی و عــرض شــکاف نشــر 5 نانومتــر 
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انــدازه گیــری شــد. نشــر فلورســانس بــرای Trp بــا اســتفاده 

از برانگیختگــی در 295 نانومتــر بــرای جلوگیــری از مشــارکت 

تیروزیــن انــدازه گیــری شــد. در مطالعــات فلورســانس 

ذاتــی، غلظــت پروتئیــن 45.2 میکرومــولار در 0.2 مــولار بافر 

فســفات پتاســیم، pH 7 بــود.

ســنجش آنزیــم:  از محلول هــای آنزیمــی تــازه تهیــه شــده 
در طــی آزمایــش اســتفاده شــد. محلــول اســتوک آنزیــم بــا 

حــل کــردن HRP )1.5 میلــی گــرم( در PBS )3 میلی‌لیتــر، 

0.01 مــولار، pH 7( تهیــه و در یــخ نگهــداری شــد. محلــول 

ــردن  ــق ک ــا رقی ــولار( ب ــدروژن )0.1 م اســتوک پراکســید هی

پراکســید هیــدروژن )0.5 میلــی لیتــر، wt 30%( در 50 میلــی 

لیتــر PBS )0.01 مــولار، pH 7(. واکنش هــای آنزیمــی 

HRP در PBS )0.01 مــولار, pH 7( در 20 درجــه ســانتی 

ــووت  ــی در ک ــای آنزیم ــه واکنش‌ه ــد. هم ــام ش ــراد انج گ

فرابنفــش ـ مرئــی  کوارتــز در ســه تکــرار انجــام شــد. حجــم 

نهایــی محلــول واکنــش 1.5 میلــی لیتــر بــود. آزمایش ها در 

حضــور غلظــت ثابتــی از HRP )50 میکرولیتــر( و پراکســید 

 ,1.23( TMB بــا غلظت مختلــف )هیــدروژن )10 میکرولیتــر

1.85, 3.7, 7.4, 11.1 و 14.8 میلــی مــولار(. تغییــرات 

کلرومتریــک بــا ثبــت جــذب در 652 نانومتــر تعییــن شــد.

پارامترهــای کینتیکــی:  همــه مراحــل و انــواع ثابــت کینتیک 
و محاســبات بطــور مشــابه بــا جزئیــات ذکــر شــده در بخش 

قبلــی انجام شــد.

نتایج
HRP گرید آزمایشگاهی

Lineweaver– نتیجــه تیمــار میدان شــعوری فرادرمانــی بــر

Burk plot گرید آزمایشــگاهی HRP در شــکل 1 نشــان داده 

ــده است.  ش

محتــوای کینتیکــی HRP آزمایشــگاهی در جــدول 1 و 

ــت.  ــده اس ــان داده ش ــکل 1 نش ــای ش ــاس داده ه ــر اس ب

 HRP براســاس جــدول 1، تیمــار میــدان شــعوری فرادرمانــی

آزمایشــگاهی در طــی ســنجش کینتیکــی باعــث بــه ترتیــب 

شکل 1:  اثر میدان شعوری فرادرمانی بر Lineweaver–Burk plot فعالیت HRP آزمایشگاهی در کاتالیز H2O2 در مقایسه با کنترل.

 

Control (None)

Assay + FCF

Vmax 

(mM/s) × 10-5

2.48

2.36

Km 

(mM)

3.52

4.16

kcat 

(s-1)

0.0620

0.0589

kcat/Km

(M-1s-1)

17.6

14.2

% ∆ 

Vmax

-

-4.8%

% ∆ 

Km

-

18.2%

% ∆

 kcat

-

-5.0%

% ∆

 kcat/Km

-

-5.0%

جدول 1:  محاسبه ثابت‌های کینتیک برای نمونه HRP آزمایشگاهی

ســال: اول
شماره: 4
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  Km و Vmax 4.8 درصــد کاهــش و 18.2 درصــد افزایــش در

 HRP آنزیــم شــد. بعــاوه،  راندمــان عملکــرد و ثابــت ویــژه

آزمایشــگاهی تحــت تیمــار حــدود 5 درصــد و 19 درصــد بــه 

ترتیــب کاهــش یافــت. 

 HRP ــگاهی ــد آزمایش ــانس در گری ــر فلورس ــر در نش تغیی

ــان  ــکل 2 نش ــار( در ش ــدون تیم ــرل )ب ــا کنت ــه ب در مقایس

ــدان  ــار می ــر تیم ــن تصوی ــر اســاس ای داده شــده اســت. ب

شــعوری فرادرمانــی باعــث کاهــش 4 درصــد در شــدت نشــر 

فلورســانس بــه عنــوان  تغییــر کنفورماســیون در HRP شــد.

HRP استخراج شده
چــون تیمــار در دو مرحلــه از اســتخراج و انــدازه گیــری 

کینتیــک انجــام شــد، چهــار نــوع انــدازه گیــری )تســت های 

1-4( انجــام شــد )کنتــرل بــدون FCF، تیمــار FCF در طــی 

ــر  ســنجش، FCF در طــی اســتخراج و ســنجش( و مقادی

ــت میکادیلیــس همانطــور کــه در  ســرعت ماکســیمم و ثاب

Lineweaver- ــتفاده از ــا اس ــد ب ــان داده ش ــدول 2 نش ج

ــدازه گیــری شــد )شــکل 3(. Burk Plot هــر تســت ان

شکل 2:  نشر فلورسانس نمونه HRP آزمایشگاهی تحت تیمار میدان شعوری فرادرمانی در مقایسه با کنترل.

شکل 3:   اثر میدان شعوری فرادرمانی بر Lineweaver-Burk Plot فعالیت HRP استخراج شده در کاتالیز H2O2 در 2، 3 و 4 تست ذکر شده در جدول 2 درمقایسه با 
.)1.No کنترل )تست
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ــتهای  ــده در تس ــت آم ــای بدس ــر ثابت ه ــدول 2 مقادی ج

مختلــف و مقایســه آنهــا بــا کنتــرل را نشــان می دهد. شــکل 

4 شــدت نشــر فلورســانس آنزیــم اســتخراج شــده تحــت 

ــرل  ــا کنت ــه ب ــی در مقایس ــعوری فرادرمان ــدان ش ــار می تیم

)آنزیــم اســتخراج شــده بــدون تیمــار( را نشــان می دهــد کــه 

7 درصــد افزایــش در نشــر فلورســانس مشــاهده می شــود.

بحث
در ایــن مطالعــه، اثــر میــدان شــعوری فرادرمانــی بر ســاختار 

و عملکــرد HRP در دو حالــت خالــص آزمایشــگاهی و 

ــار  ــن تیم ــج ای ــاه بررســی شــد. نتای اســتخراج شــده از گی

ــادی و  ــدان غیرم ــذاری می ــر اثرگ ــدی ب در درجــه ی اول تایی

 HRP ــر ســاختار و عملکــرد ــر انرژیایــی شــعوری )ط( ب غی

ــدان  ــار می ــت تیم ــه تح ــابه نمون ــکال مش ــرایط فیزی در ش

ــش  ــا، افزای ــرل اســت. دوم ــی و کنت )ط( فرادرمان شــعوری‌

ــم در گــروه تحــت تیمــار میــدان شــعوری  ــر Km آنزی مقادی

ــترا  ــری از سوبس ــت بالات ــد غلظ ــان می‌ده ــی نش فرادرمان

نیــاز اســت. نهایتــا، تغییــر در عملکــرد آنزیــم همــراه بــا تغییر 

ســاختاری، کــه بــا تکنیــک فلورســانس انــدازه گیــری شــد، 

اثــر میــدان شــعوری فرادرمانــی بــر موضــوع مــورد مطالعــه 

ــد. ــکار می کن را آش

ـــش  ـــا افزای ـــل آنزیم ه ـــا تکام ـــه ب ـــی در رابط ـــات قبل مطالع

در Km و Kcat آن، مربـــوط بـــه تغییـــرات در مســـیرهای 

ـــد  ـــم در طـــی تکامـــل شـــان را نشـــان داده ان عملکـــردی آنزی

Test 

No.

1

2

3

4

FCF 

Treatment

Control (None)

Extraction + FCF

Assay + FCF

Extraction & Assay + FCF

Vmax 

 (mM/s)×10-5

1.51

1.52

1.61

1.60

Km

 (mM)

3.34

3.19

4.76

4.62

X

kcat

0.0377

0.0379

0.0403

0.0400

kcat/Km

11.3

11.9

8.45

8.65

% ∆

 Vmax

- 

0.7%

6.6%

6.0%

% ∆

 Km

 -

-4.5%

42.5%

38.3%

% ∆ 

kcat

- 

0.5%

6.9%

6.1%

% ∆

 kcat/Km

- 

5.3%

-25.2%

-23.5%

Lineweaver-Burk plots استخراج شده بر اساس HRP جدول 2:  محاسبه ثابت های کینتیکی برای نمونه های

*FCF: میدان شعوری فرادرمانی 

شکل 4:  نشر فلورسانس HRP استخراج شده تحت تیمار میدان شعوری فرادرمانی در مقایسه با کنترل.

ســال: اول
شماره: 4

ژوئـیـــه 
2022C

os
m

oI
nt

el
 J

ou
rn

al
 o

f

15



ـــی  ـــرایط محیط ـــا در ش ـــری ثابت ه ـــدازه گی ـــون ان )25(. چ

ـــه نوســـانات خطاهـــای  ـــرات محـــدودی در دامن مشـــابه تغیی

ـــر  ـــج، خصوصـــا در مقادی ـــد، نتای آزمایشـــگاهی ایجـــاد می کن

Km نشـــان می دهـــد کـــه میـــدان شـــعوری احتمـــالا بـــه 

ـــرای تغییـــرات تکاملـــی آنزیـــم در  ـــوان  یـــک مکانیســـم ب عن

ـــت. ـــرده اس ـــتفاده ک ـــه اس ـــاه مطالع ـــان کوت زم

ــت  ــش غلظـ ــا افزایـ ــط بـ ــدار Km در محیـ ــش مقـ افزایـ

ـــاری  ـــی رفت ـــک( ویژگ ـــت ســـنجش کینتی سوبســـترا )وضعی

در آنزیـــم ایجـــاد کـــرده اســـت کـــه آنزیـــم را مهیـــای پذیـــرش 

ـــش  ـــر، افزای ـــوی دیگ ـــد. از س ـــوع می کن ـــتراهای متن سوبس

ــدان  ــار میـ ــت تیمـ ــده تحـ ــتخراج شـ ــم اسـ Kcat در آنزیـ

شـــعوری فرادرمانـــی، در طـــی اســـتخراج و ســـنجش 

ـــی  ـــرد عموم ـــا عملک ـــی ب ـــل توجه ـــت قاب ـــی، مطابق کینتیک

HRP نشـــان می دهـــد. قابـــل ذکـــر اســـت کـــه کاهـــش 

4 درصـــد در Km در تیمـــار حیـــن اســـتخراج )تســـت 3( 

ــان  ــردی همـ ــای عملکـ ــر ویژگی هـ ــرات در مقادیـ و تغییـ

ـــش )تســـت 4( پیشـــنهاد  ـــن آزمای ـــار حی ـــم تحـــت تیم آنزی

ـــر  ـــرار پذی ـــی تک ـــعوری فرادرمان ـــدان ش ـــار می ـــد رفت می کن

اســـت.

ــعوریکیهانی  ــبکه شـ ــری، شـ ــه طاهـ ــاس نظریـ ــر اسـ بـ

)CCN( حـــاوی همـــه داده و اطلاعـــات ســـاختاری و 

ـــت  ـــتی اس ـــان هس ـــازنده جه ـــزای س ـــه اج ـــردی هم عملک

ـــه  ـــی ک ـــازنده و ذرات ـــزای س ـــه اج ـــار هم ـــت رفت ـــادر اس و ق

)ط( قـــرار می گیرنـــد  در ارتبـــاط بـــا میدان هـــای شـــعوری

را بهینـــه ســـازد. در تیمـــار فرادرمانـــی، بـــا برقـــرار اتصـــال 

ـــزای  ـــن اج ـــاط بی ـــک ارتب ـــده، ی ـــام کنن ـــط اع ـــر توس ـــا نظ ب

ســـازنده سیســـتم تحـــت مطالعـــه )شـــعور جـــزء( و شـــبکه 

ـــی  ـــود. فرادرمن ـــرار می ش ـــعور کل( برق ـــی )ش ـــعور کیهان ش

ـــان  ـــن انس ـــط ذه )ط(، توس ـــعوری ـــای ش ـــر میدان ه و دیگ

واســـطه گـــری می شـــوند )یـــک اعـــام کننـــده(. در 

ـــن  ـــی بی ـــل، ارتباط ـــک پ ـــد ی ـــان، مانن ـــن انس ـــت، ذه حقیق

 ،CCN ـــا ـــد شـــعوری ب ـــک پیون شـــعور جـــزء و شـــعور کل، ی

ـــرای  ـــاز ب ـــورد نی ـــای م ـــه ســـپس از داده ه ـــد ک ـــرار می کن برق

ـــتفاده  ـــه اس ـــت مطالع ـــتم تح ـــازی سیس ـــه س ـــا و بهین ارتق

می کنـــد. 

در ایـــن مطالعـــه، نمونـــه  آزمایشـــگاهی HRP، افزایـــش 

 Vmax ـــد ـــدود 5 درص ـــش ح ـــد در Km و کاه ـــدود 18 درص ح

ـــه  ـــه نمون ـــان داد. در حالیک ـــد  Kcat را نش ـــدود 5 درص و ح

ـــد  ـــه 40 درص ـــل توج ـــش قاب ـــده، افزای ـــتخراج ش HRP اس

Km و افزایـــش Vmax حـــدود 6 درصـــد و 6 درصـــد Kcat را 

نشـــان داد. در هـــر دو نمونـــه اثـــر قابـــل توجـــه میـــدان 

ـــک آنزیمـــی مشـــاهده شـــد.  ـــر کینتی ـــی ب شـــعوری فرادرمان

تغییـــر در Vmax و Kcat همـــراه بـــا تغییـــرات شـــدت نشـــر 

فلورســـانس  در شـــکل 2 و 4 نشـــان داده شـــده اســـت. 

هنگامیکـــه Vmax و Kcat کاهـــش می یابـــد، شـــدت نشـــر 

کاهـــش یافتـــه و وقتـــی Vmax و Kcat افزایـــش می یابـــد، 

ـــج  ـــن نتای ـــد. ای ـــش می یاب ـــانس افزای ـــر فلورس ـــدت نش ش

ـــر  ـــی ب ـــعوری فرادرمان ـــدان ش ـــر می ـــه اث ـــد ک ـــان می ده نش

ـــرد  ـــاختار و عملک ـــری در س ـــدازه گی ـــل ان ـــر قاب HRP تغیی

آنزیـــم ایجـــاد می کنـــد و وجـــود میـــدان شـــعوری 

ــد. ــد می نمایـ ــی را تاییـ فرادرمانـ

ــتخراج  ــای اس ــن نمونه ه ــده بی ــاهده ش ــای مش تفاوت ه

ــه  ــری، ب ــوری طاه ــه تئ ــه ب ــا توج ــگاهی، ب ــده و آزمایش ش

ــاه  ــی )گی ــط طبیع )ط( محی ــعور‌ ــر ش ــاورت اث ــل مج دلی

هــورس رادیــش( بــر آنزیــم HRP می باشــد. در نمونــه 

اســتخراج شــده HRP افزایــش در فعالیــت کاتالتیکی تحت 

میــدان شــعوری فرادرمانــی مشــاهده کردیــم درحالیکــه در 

تیمــار آنزیــم آزمایشــگاهی لیوفیلیــزه، کاهــش در فعالیــت 

کاتالتیکــی مشــاهده شــد کــه بنظــر میرســد نتیجــه جدایــی 

طولانــی مــدت HRP آزمایشــگاهی از ارگانیســم تولیــد کننده 

)گیــاه هــورس رادیــش( و مراحــل صنعتــی آمــاده ســازی 

آنزیــم بــوده اســت. ایــن یافته هــا از اثــرات میــدان شــعوری 

فرادرمانــی بــر HRP بــا تغییــرات قابــل توجــه در کینتیــک 

HRP، نشــان دهنــده وجــود آن اســت و نیــاز بــه مطالعــات 

ــی و  ــوم فیزیک ــتی و عل ــر زیس ــای دیگ ــتر در زمینه ه بیش

شــیمیایی اســت. مطالعــات بیشــتر بــر اثــر میــدان شــعوری 

فرادرمانــی بــر انــواع دیگــر آنزیم هــای حیاتــی و پروتئین هــا 

ــال می شــود. ــن مطالعــه دنب توســط نویســندگان ای
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تشکر و قدردانی
ــی،  ــلولی مولکول ــان س ــه از دپارتم ــن مطالع ــندگان ای نویس

دانشــکده علــوم زیســتی، دانشــگاه خوارزمــی، ایــران بــرای 

ــای  ــت آوردن داده ه ــت بدس ــات جه ــردن امکان ــم ک فراه

 Carl ــر ــن، از دکت ــد. همچنی ــکر می کنن ــش تش ــن پژوه ای

ــرور  ــت م ــزوی ، جه ــاز من ــرد و مهرن ــا منف Mendez، مین

نوشــتار انگلیســی و نظــرات ارزشمندشــان تشــکر می کننــد.
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