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  بررسي ساختار و عملكرد هموگلوبين دو گونه از ماهيان خاوياري

 ( (Acipencer stellatusبرونو ازون (Acipenser persicus) برونقره
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 چكيده

سازد تا خود را با شرايط مختلف و متغير محيطي جانوران را قادر ميها، اين عنوان يك شاخص مهم در ماهيتنوع هموگلوبين به

برون ازون ي تاسماهيانخانواده و عملكردي هموگلوبين دو گونه از ماهيان در پژوهش جاري خواص ساختاري. سازگار کنند

(Acipenser stellatus) برون و قره(Acipenser persicus) ي خزر مورد مطالعه قرار گرفته ساکن در بخش جنوبي درياچه

، الكتروفورز طبيعي، SDSالكتروفورز ژل  هايسازي هموگلوبين خون اين ماهيان، با استفاده از روشپس از جدا سازي و خالص. است

 روي ستون روش تعويض يونيبا استفاده از کروماتوگرافي به. تنوع هموگلوبين در اين ماهيان تأييد شد الكتروفورز کانونيو 

CM-cellulose و الكتروفورز ژل  الكتروفورز کانونيهاي سازي گرديد و صحت خلوص توسط روشيك هموگلوبين غالب خالص

SDS وسيله دورنگ هها و بگريزي سطح هموگلوبينسنجي فلورسانس براي مقايسه آبمطالعات طيفي با استفاده از طيف. تأييد گرديد

چنين از طيف هم. هاي گلوبين صورت گرفتاي زير ساختارهاي مارپيچ آلفا از ساختمان دوم زنجيرهبراي مقايسه (CD)نمائي دوراني 

چنين هم. ها به اکسيژن در حضور سديم ديتيونيت استفاده شدگيري تمايل هموگلوبينبراي اندازه (UV-Vis)فرابنفش  -سنجي مرئي

ي مورد بررسي قرار گرفت مجموعه (DSC)متري روبشي افتراقي ها با استفاده از روش کالريروند واسرشته شدن گرمائي هموگلوبين

دار بين توانائي ورود ماهي به توان ارتباطي معنيمويد اين فرضيه بود که مي ن تحقيقهاي فوق، در اينتايج حاصل از آزمايشات و تحليل

ها از نظر فشردگي ساختار، تمايل هموگلوبين هاي ساختاري هموگلوبينتر، فشار جزئي اکسيژن در اعماق مختلف و تفاوتاعماق بيش

 .ها برقرار نمودآن حرارتيو پايداري  آلفاگريزي سطح هموگلوبين، ميزان درصد مارپيچ ميزان آببه اکسيژن، 

 

گريزي، مارپيچ آلفا، تمايل به اکسيژن، ، آب(Acipenser persicusبرون و قره Acipenser stellatus برونازون)ماهيان خاوياري  :کليدي کلمات

 متري روبشي افتراقيکالري

 

 پست الکترونیکی نویسنده مسئول:shahlajamili45@yahoo.com 
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 مقدمه
هان ترین ماهیان تجاري جارزش ماهیان خاویاري که از با

میلیون سال است که با سازگاري با  013تر از باشند، بیشمی

اند نسل خود را حفظ نمایند و امروزه شان توانستهمحل زیست

خانواده تاسماهیان  .شوندهاي زنده شناخته میعنوان فسیلهب

(Acipenseridae ) رانجانوا سلسلهاز(Animalia) ،دارانمهره شاخه 

(Chordata)، شعاعی باله ماهیان رده (Actinopterygii) راسته ،

افراد این . باشدمی( Acipenseriformes)شکلان تاسماهی 

خانواده داراي نوعی علایم ساده و بعضی خصایص قدیمی در 

در گذشته این ماهیان در نیمکره . ساختار تشریحی خود هستند

 علت از بینتري داشتند ولی بهشمالی زمین پراکندگی بیش

رویه و زیست، صید بیرفتن زیستگاه و تغییرات اکولوژیک محیط

زر، آزوف، اورال و دریاي سیاه غیره امروزه محدود به دریاچه خ

ا نیز طور محدود و پراکنده در اروپا و آمریکههر چند ب. باشندمی

در این میان دریاچه خزر و . شودها یافت میهایی از آنگونه

ن، به لحاظ موقعیت ممتاز خود سواحل جنوبی آ مخصوصاً

 03که رود، به طوريشمار میهزیستگاه اصلی تاسماهیان ب

. گیردمییان خاویاري در این دریا صورت درصد صید جهانی ماه

نظر به اهمیت جایگاه این ماهیان براي کشور، مطالعات جامع بر 

ترین این روي ساختار و عملکرد هموگلوبین دو گونه از با ارزش

عنوان موضوع این تحقیق برون بهبرون و اوزونیان، یعنی قرهماه

داران دیگر و بسیاري خون ماهی مانند مهره. انتخاب شده است

هاي خونی تشکیل شده است که در مهرگان از گلبولاز بی

هاي بدن و در سراسر بافتصورت معلق هستند پلاسما به

رمز یا هاي قاجزاي سلولی خون، گلبول. کنندگردش می

. هستند  هاهاي سفید یا لوکوسیتو گلبول  هااریتروسیت

داران غیرپستاندار، هاي قرمز ماهیان مانند سایر مهرهگلبول

از  بیضی شکل و فقط در تعداد محدودي دار و معمولاًهسته

ها در ترین سلولشود و فراوانکروي دیده می ها تقریباًگونه

حاوي هموگلوبین هستند و ها این سلول. خون ماهی هستند

. (1)هاستها حمل اکسیژن از آبشش به بافتوظیفه اصلی آن

باشند لوبین و گلبول قرمز میدارانی که فاقد هموگتنها مهره

هاي قطب جنوب از لاروهاي مارماهیان و معدودي دیگر از ماهی

داران گلبول قرمز مهره .باشندمی Chaenichthyidaeخانواده 

                                                           
 
 erythrocytes 
 
 Leucocytes 

طور هحاوي هموگلوبین است که یک رنگدانة تنفسی است که ب

دهد و این تصال اکسیژن به خون را افزایش میگسترده قدرت ا

هاي مونومریک، دیمریک، و تترامریک ترکیب به ترتیب در فرم

ها از یک، دو، و چهار گلوبین تشکیل شده است که هریک از آن

. باشدنام همِ میاي بهي مادهرگیرندهرنگ و در ب پروتئینی فاقد

انواران توسط هموگلوبین توانایی متابولیسم هوازي در بدن ج

ورود  هموگلوبین، اکسیژن حل شده را حمل و. شودایجاد می

ي الکترون در عنوان پذیرندهکند و بهها تسهیل میآن را به بافت

جودات ایفاي نقش حیا در بدن موهاي اکسیداسیون و اواکنش

ي ساختار و عملکرد مورد این پروتئین از دو جنبه. (2)کند می

عملکرد هموگلوبین با توجه به برآورده . مطالعه قرار گرفته است

توجه به تغییرات شرایط کردن نیازهاي متابولیسم جانور با 

در بین . (0)باشد ها بسیار حائز اهمیت میط زیست آنمحی

بندي ترین تطابق را با شرایط در ردهها بیشداران، ماهیمهره

ها با اند و این ویژگی مهم سبب شده که آنتکاملی ایجاد کرده

زیست مثل دما، فشار، شوري و میزان تغییرات شرایط محیط

تري نسبت به سایر موجودات اکسیژن تطبیق پذیري بیش

از . (0-4)باشد گلوبین میداشته باشند و اغلب داراي چند همو

سایر موجودات  ترین تنوع نسبت بههموگلوبین بیش 0نظر تنوع

بقاء مجبور  ها براي حفظماهی. (2)شود در ماهیان دیده می

هستند با تغییر شرایط محیط، تغییرات میزان اکسیژن را تحمل 

کنند و آناتومی، فیزیولوژي و تغییرات بیوشیمیایی داخل بدن 

. کندن تطابق با تغییرات محیطی کمک میها به ایآن

اي ها در انطباق با این شرایط اهمیت ویژههموگلوبین ماهی

، داراي ساختار 4هموگلوبین یک پروتئین گلبولار .(13)دارند 

. باشدمیپپتیدي تشکیل شده است، اي پلیهچهارم که از زنجیره

ها گلوبین نام دارند و هر کدام داراي یک گروه این زنجیره

ها مشخصات باشد که در تمام ماهینام همِ میبه  پروستتیک

ي اي به گونهنهها از گوعبارت دیگر گلوبینبه. یکسانی دارند

داران در مهره. ها متفاوت هستندخانوادهدیگر و حتی در بین هم

ست مولکول هموگلوبین از چهار زنجیره گلوبین تشکیل شده ا

ها مانند تر ماهیبیش. کندکه ایجاد یک تترامر پایدار می

با این تفاوت که پستانداران داراي هموگلوبین تترامر هستند 

 پپتیدپلی يزنجیره چهارو یا هر  مشابهدو بدو  هازنجیره است ممکن

 .(14-11,  )متفاوت باشند 

                                                           
 
  Multiplicity 

4
 Globular 

5
 Prosthetic 

http://www.biolib.cz/en/taxon/id15444/
http://www.biolib.cz/en/taxon/id14923/
http://www.biolib.cz/en/taxon/id14966/
http://www.biolib.cz/en/taxon/id15404/
http://www.biolib.cz/en/taxon/id15439/
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با انجام این تحقیق گامی در جهت شناخت ساختار و 

 عملکرد هموگلوبین دو گونه از ماهیان خاویاري دریاي خزر 

 ن تحقیق منجر بهنتیجه ای. برون انجام گرفتبرون و ازونقره

دار بین توانائی ورود توان ارتباطی معنیاین فرضیه بود که می

ماهی به اعماق مختلف، فشار جزئی اکسیژن در اعماق مختلف و 

ها از نظر فشردگی ساختار، هاي ساختاري هموگلوبینتفاوت

گریزي سطح هموگلوبین، میزان میزان آب تمایل به اکسیژن،

 .ها برقرار نمودایداري حرارتی آنو پ درصد مارپیچ آلفا

 

 :هامواد و روش
 هيه نمونه خون و استخراج هموگلوبينت

هاي لازم از طرف موسسه تحقیقات شیلات با هماهنگی

تهران با اداره کل شیلات استان گیلان، و مراجعه به مزرعه 

پرورش ماهیان خاویاري قرون در بخش مرکزي تالش و انستیتو 

گیري از ن خاویاري شهید دادمان عملیات خونماهیا بین المللی

به  .ماهیان خاویاري مورد نظر در دفعات مختلف انجام گرفت

گیري از ساقه دمی ماهیان نابالغ لحاظ شرایط سنی عمل خون

 0براي استخراج هموگلوبین از خون، . سه ساله انجام گرفت

با دقیقه   1مدت هاز خون ماهی آغشته به هپارین بلیتر میلی

حله سرم خون در فاز رویی در این مر. شددور سانتریفوژ  0333

مرحله . مایع رویی خارج گردید ،که با سر ریز کردن گرفتقرار 

به ( کلریدسدیم% )  0/3حجم محلول سالین  13بعد افزایش 

سانتریفوژ گردید و  13333دقیقه با دور  1نمونه حاصله و 

حجم بافر    به رسوب حاصل. سپس مایع رویی خارج شد

دقیقه   1مدت هاضافه شد و بعد ب pH 4/7مولار با  2/3فسفات 

در . دور سانتریفوژ و سپس مایع رویی خارج گردید 333 با 

برابر حجم  0هاي قرمز به اندازه منظور لیز کردن گلبولهادامه ب

 13مدت هسپس ب. رسوب آب دو بار تقطیر سرد افزوده شد

مایع رویی حاوي . ریفوژ گردیددور سانت 10333دقیقه با 

محلول بالایی را . بودها ن و رسوب حاصله جداره سلولهموگلوبی

  1اضافه شد و % 23جدا کرده و سپس نمک سولفات آمونیوم 

دقیقه در حالت ایستا قرار گرفت و سپس سانتریفوژ با دور 

مدت یک ساعت انجام گراد بهدرجه سانتی 2در دماي 14333

منظور هباشد که بلایی هموگلوبین میامحلول ب. گرفت

و  Beneschاز هموگلوبین مطابق روش  DPG-2,3جداسازي 

 مدتهب  pH 4/7 بامولار میلی 3 با بافر فسفات   ( 1)همکاران 

غلظت هموگلوبین با . بار دیالیز گردید 0ساعت  24الی  12

 روش اسپکتروفتومتري با استفاده از ضریب جذب

 بر پایه مونومر در طول موج   cm-1 mM-1  /10میلی مولاري

 .(17, 11)براي اکسی هموگلوبین اندازه گیري شد نانومتر  41 

 مطالعات الکتروفورز
ها از خون، به پس از استخراج و جداسازي هموگلوبین

 SDS 1ها از الکتروفورز ژل منظور تعیین درصد خلوص آن

تفکیک باندهاي پروتئینی برروي ژل الکتروفورز . استفاده شد

سدیم دو دسیل سولفات پلی آکریل آمید بر اساس جرم 

آمید اکریلژل پلی کنندگیغربالها و نتیجه اثر مولکولی پروتئین

، سازيخالصطور معمول براي بررسی مراحل این روش به. است

ها و ی پروتئینمحاسبه مقدار نسبی و تعیین جرم مولکول

ها در مسافت طی شده توسط پروتئین. رودکار میهپپتیدها ب

. (10)ها تناسب دارد پایان الکتروفورز با وزن مولکولی آن

هم بر اساس بار و هم بر اساس وزن طبیعی  2الکتروفورز طبیعی

منظور مطالعه میزان به. کندرا از هم جدا میها ، آنهاپروتئین

 1ا غلظت تغییر ساختار پروتئین ابتدا محلول هموگلوبین را ب

روش انجام آزمایش همانند . آماده شدلیتر گرم در میلیمیلی

آکریل آمید با استفاده از ژل پلی SDS-PAGEروش الکتروفورز

صورت گرفت و مراحل انجام آزمایش کاملاً مشابه %  1

باشد با این تفاوت که در ژل می SDS-PAGEالکتروفورز 

اسرشته کننده با همان جاي استفاده از هر گونه مواد وهطبیعی ب

براي تأیید . (10)گردد ت از آب دو بار تقطیر استفاده مینسب

دست آمده از طریق ستون ههاي بخلوص هموگلوبین

سلولز، از روش دقیق و حساس الکتروفورز -CMکروماتوگرافی 

 pHها بر اساس در این روش پروتئین. استفاده شد 0کانونی

این روش از درجه تفکیک . شوندد جدا میایزوالکتریک خو

ط در میزان محی pHبا توجه به تأثیر . بالایی برخوردار است

هاي اسیدي و بازي، هر پروتئین داراي یک یونیزه شدن گروه

 ) نقطه ایزوالکتریک 
4
Ip )جداسازي در . منحصر به خود است

این روش با اعمال اختلاف پتانسیل در عرض ژلی که شامل 

در این آزمایش پروتئین بر . شوداست انجام می pHگرادیان 

 pH 0که در محدوده    pHروي نوارهایی با شیب تثبیت شده 

متر بود، مورد مقایسه قرار سانتی 10با اندازه نوار   13تا  0

 .گرفت

                                                           
1
 Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAG) 
2
 Native gel electrophoresis 

3
 IsoElectric Focusing (IEF) 

4
 Isoelectric point 

5
 Immobilized pH Gradient (IPG) 
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   مطالعات کروماتوگرافي به روش تعويض يوني

هاي کروماتوگرافی به روش تعویض یونی یکی از تکنیک

در . شودها محسوب میازي و تخلیص پروتئینمهم در جداس

هاي دو گونه مورد ناین تحقیق براي جداسازي هموگلوبی

از یک . مطالعه از کروماتوگرافی تعویض یونی استفاده شد

عنوان بستر ستون سلولز به-CMنام هتعویض کننده کاتیونی ب

. اساس جداسازي انتخاب گردید pHکروماتوگرافی و تغییرات 

 و با حجم pH 1و از مولار میلی 13عمل شستشو با بافر فسفات 
 pHتا  2/3از شد و با روند افزایشی آغ 2برابر ظرفیت ستون 0

. یافتمیشد، ادامه ها از ستون خارج میکل هموگلوبینکه   0/ 

. آوري گردیدجمعلیتري میلی 2هاي خروجی ستون در ویال

فرابنفش جذب  -سنجی مرئیسپس با استفاده از دستگاه طیف

گیري شد و کروماتوگرام مربوط به هر ها اندازهتک ویالتک

 .ه رسم گردیدنمون

  فرابنفش -سنجي مرئيمطالعات طيف

منظور بررسی فرابنفش به -سنجی مرئیمطالعات طیف

دستگاه طیف . تغییرات در طیف جذبی هموگلوبین استفاده شد

مجهز به کامپیوتر جهت  UV0133مدل  4سنج نوري شیمادزو

  محدوده روبش. سنجی مورد استفاده قرار گرفتامور طیف

دستگاه در ابتدا توسط بافر . بود نانومتر 733تا  233طیف 

منظور هچنین بهم. تنظیم شد pH 0/7با مولار میلی 13فسفات 

  =cd ε A لامبرتهموگلوبین از رابطه بیر ( c)تعیین غلظت 

ضریب  ε، نانومتر 41  جذب در طول موج  Aاستفاده شد که 

ر نانومت 41 جذب مولی براي اکسی هموگلوبین در طول موج 

که این ضرایب ) متر بود مولار بر سانتیبر میلی 10/ برابر 

طول مسیر  dو ( ازاي یک واحد همِ محاسبه شده استجذب به

 .شودمتر در نظر گرفته میسانتی 1که  عبور نور

  (CD)سنجي دورنگ نمايي دوراني طيف
دورنگ نمایی دورانی یک روش فیزیکی بسیار حساس  

هاي بررسی تغییرات ساختاري مولکول براي مطالعه ساختار و

ها را با کنش متفاوت برخی ماکرومولکولزیستی است که برهم

. کندري میگیپ گرد و راست گرد اندازهاي چنور قطبیده دایره

                                                           
1
 Ion-exchange chromatography 

2
 Bed volume 

3
 UV-Visible spectroscopy 

4
 Shimadzu 

5
 Scan 

6
 Circular dichroism 

طیف دورنگ نمایی دورانی محدوده فرابنفش دور براي بررسی 

تغییرات ساختار دوم و طیف دورنگ نمایی دورانی محدوده 

هاي جانبی آروماتیک و فش نزدیک، مربوط به سهم زنجیرهفرابن

. (21, 23)سولفیدي در ساختار پروتئین است پیوندهاي دي

 طیف دورنگ نمایی دورانی در ناحیه ماوراء بنفش دور

، با استفاده از (نانومتر 213و 103محدوده روبش طیف بین )

با استفاده از  J-810مدل  Jascoدستگاه اسپکتروپلاریمتر 

گراد درجه سانتی  2در دماي متر میلی 1 کووت کوارتز با قطر

لیتر م بر میلیگرمیلی 20/3غلظت پروتئین حدود . دست آمدهب

. تنظیم گردید pH 0/7با  مولارمیلی 13  در حضور بافر فسفات

 CDNN versionساختار دوم پروتئین با استفاده از نرم افزار 

 .محاسبه شد 2.1

  سنجي فلورسانسمطالعات طيف
سنجی اطلاعاتی درباره آرایش فضایی، جایگاه این طیف

در اختیار را ولی اصل بین مولککنش حلال، فوپیوندي، برهم

گریزي سطحی منظور بررسی آبهدر این تحقیق ب. گذاردمی

ها بر اساس تغییرات میزان شدت فلورسانس استفاده هموگلوبین

ها با استفاده از دستگاه طیف نورسنج طیف نشري پروتئین. شد

با طول موج ثابت بر  Carry Ecipsمدل    Varianفلورسانس 

 433-203هاي مابین طول موج و نانومتر  20انگیختگی 

. نانومتر ثبت شده است 0/3و با فواصل طول موجی  نانومتر

در حضور لیتر گرم بر میلیمیلی 04/2غلظت پروتئین حدود 

گیري اندازه. تنظیم گردید pH 0/7 بامولار میلی 13بافر فسفات 

صورت گرفته گراد درجه سانتی  2شدت فلورسانس در دماي 

 . است

 گيري درصد اشباع هموگلوبيندازهروش ان
میزان تمایل هموگلوبین به اکسیژن بر اساس اختلاف در 

خصوصیات طیف جذبی دو تا رنگیزه اکسی هموگلوبین و 

گیري اندازه Tietzدِاکسی هموگلوبین با استفاده از روش 

یک عامل کاهنده   (Na2S2O4)سدیم دي تیونیت. (22)شد

اکسی هموگلوبین ا به ديقوي است که اکسی هموگلوبین ر

روش درصد اشباع به  .( 2، 20)کند تبدیل می

 :شودا استفاده از فرمول زیر انجام میاسپکتروفتومتري ب

   (1)معادله  
2

%OS   

در لیتر گرم بر میلیمیلی 04/2غلظت هموگلوبین حدود 

.  تنظیم گردید pH 0/7با مولار میلی 13  حضور بافر فسفات

محلول هموگلوبین که براي مدت کافی جهت اشباع از اکسیژن 

                                                           
7
 Spectrofluorimeter 



 9312 تابستان، 2، شماره پنجمسال                                              پژوهشی محیط زیست جانوری         –فصلنامه علمی 

121 
 

در تماس با هوا بوده و به حالت تعادل رسیده است را انتخاب و 

جذب آن را با دستگاه طیف گراد جه سانتیدر  2در دماي 

مجهز به کامپیوتر در  UV 0133سنج نوري شیمادزو مدل 

 چنینهم. گفته شد  A548(0)که به آن گردید قرائت نانومتر 40 

گفته    A577(0)نانومتر قرائت گردید و آن هم  77 جذب 

دي لیتر بر میلی گرممیلی 0از محلول میکرولیتر 133مقدار . شد

 pHبا مولار میلی 13یونیت سدیم در بافر فسفات با غلظت ت

براي تهیه محلول ابتدا بافر فسفات به مدت کافی بدون )  0/7

به دِاکسی تبدیل  تا کاملاً شدبه این نمونه اضافه ( شودمی 1گاز

 گردیدقرائت نانومتر  77  و 40   جذب نمونه حاصل در. شود

با استفاده . نامیده شدند A577(r)و   A548(r)ترتیبها بهو آن

ترتیب زیر محاسبه به Rrو  R0هاي از اعداد بدست آمده نسبت

 :شد

(2)معادله                              =  

(0)معادله                             =  

زیر ضرایب مورد نظر محاسبه سپس با استفاده از روابط  

 گردید

 
گرم بر میلی 04/2مجدداً محلول هموگلوبین با غلظت 

که براي  pH 0/7با مولار میلی13در بافر فسفات  لیترمیلی

مدت کافی جهت اشباع از اکسیژن در تماس با هوا بوده و به 

حالت تعادل رسیده را درون کووت دستگاه ریخته و در دماي 

  جذب آن را با اضافه کردن هر بار گراد درجه سانتی  2

از محلول سدیم دي تیونیت مذکور تیتر کرده و در  میکرولیتر

در پایان . ئت گردیدقرانانومتر  77 و  40 هاي طول موج

تغییرات درصد اشباع نسبت به غلظت سدیم دي تیونیت رسم 

آن  (SDT)3  .دمآدست هو منحنی اشباع هموگلوبین بکرده 

از هموگلوبین اشباع % 3 است که حدود  (SDT)غلظتی از 

فکیک اکسیژن در منحنی ت 3P شده است که این نقطه معادل 

در این روش از غلظت سدیم دي . (21)باشد در هموگلوبین می

                                                           
1
 Degas 

 .جاي فشار جزئی اکسیژن استفاده شدتیویت مصرفی به

 

  مطالعات کالريمتري روبشي افتراقي
 متريکالرياستفاده از  زمینهدر این  سنجش هايروشیکی از 

گیري شده، پارامتر اندازه. باشدمی (DSC)روبشی افتراقی 

. است Cpتئین در فشار ثابت ظرفیت گرمایی ویژه محلول پرو

میزان گرماي جذب شده توسط یک پروتئین براي   Cpمفهوم 

فرم باز شده . تبدیل شکل طبیعی به شکل باز شده آن است

. تري استنسبت به حالت طبیعی داراي ظرفیت گرمایی بیش

گویاي ظرفیت  Cp∆اختلاف ظرفیت گرمایی این دو حالت 

ه خصوصیات ترمودینامیکی اگر چ. گرمایی شکل باز شده است

 هايپروتئینهاي ترمودینامیکی بسیار متفاوتند، ویژگی هاپروتئین

توان هستند که بدین ترتیب می یهایباهتکوچک داراي ش

 Cp∆. اي از قوانین عمومی را در این ارتباط ذکر کردمجموعه

هاست، از این رو هر چه گویاي هیدروفوبیسیته در پروتئین

∆Cp  ي پروتئین یدروفوبیسیتهها تر باشدها بیشپروتئین

 .(1)گرددتر میبیش

متري روبشی افتراقی با در این آزمایش از دستگاه  کالري 

 Calorimetry Sciences Corporation , CSC 6100مدل

N-DSC II کار رفته در این همحدوده دمایی ب. استفاده شد

در این آزمایش غلظت . بودگراد درجه سانتی 23-03آزمایش  

در بافر  لیترگرم بر میلیمیلی 04/2ها تمام نمونههموگلوبین در 

مورد آزمایش قرار گرفت و  pH 0/7با مولار میلی 13فسفات

در دقیقه گراد درجه سانتی 2 ،سرعت افزایش دمایی دستگاه

 .گزارش شد  Tmعنوان دماي ماگزیمم پیک به. تنظیم شد

 

 نتايج
هايي ها و ارائه روشسازي هموگلوبيناستخراج و خالص

 براي اثبات تخليص هموگلوبين غالب
، برونازونو  برونقره ماهی دو خون هموگلوبین استخراجپس از 

ها با استفاده از روش کروماتوگرافی تعویض یونی و با هموگلوبین

سلولز، و شستشو با بافر -CMاستفاده ازستون کروماتوگرافی 

، این 0/ تا   / از  pHي در محدودهمولار میلی 13فسفات 

 2و  1با توجه به شکل . سازي شدندها خالصهموگلوبین

کروماتوگرام حاصل از این کروماتوگرافی تعویض یونی براي 

خون هر دو ماهی سه در . هاي دو ماهی رسم شدهموگلوبین

                                                           
2
 Differential Scanning Calorimery (DSC) 

= (4)معادله                                

= ( )معادله                                
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ها در دوگونه غالب ه یکی از آننوع هموگلوبین وجود دارد ک

، 1/7هاي pHدر  برونها در ماهی ازونهموگلوبین. باشدمی

از  0/0، 0، 7/7هاي pHبرون در در قره و در ماهی 7/ ، 0/7

 برونقرهدر ماهی . سلولز تخلیص گردید-CMکروماتوگرافیستون 

برون در حالی که در ماهی ازون pH  0هموگلوبین غالب در

 .شداز ستون کروماتوگرافی جدا  pH 0/7هموگلوبین غالب در 

ها دماي ستون وبینیند تخلیص هموگلآدر طی فر

در طول ثبت . گراد تنظیم گردیددرجه سانتی 4کروماتوگرافی 

فرابنفش  -سنجی مرئیوسیله دستگاه طیفب هموگلوبین بهجذ

و شرایط استاندارد گراد درجه سانتی  2دماي آزمایشگاه 

ترین بیش که هموگلوبین غالببا فرض این. آزمایش محیّا بود

کند، بقیه مراحل آزمایش بر روي نقش را در تنفس ایفا می

 .هموگلوبین غالب در هر جنس و گونه انجام شد

 
 برونهاي ماهي قرهسازي هموگلوبينکروماتوگرام حاصل از خالص :  شکل
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 برونهاي ماهي ازونسازي هموگلوبينکروماتوگرام حاصل از خالص : شکل

 

ط دست آمده توسههاي ببراي تأیید خلوص هموگلوبین

 و Native-PAGE)هاي الکتروفورز فرآیند فوق، از روش

(SDS-PAGE  و روش ایزوالکتریک فوکوسینگ استفاده شد .

در روش الکتروفورز کانونی، نقطه ایزوالکتریک هموگلوبین غالب 

با این فرض که هموگلوبین . در هر دو گونه تخمین زده شد

تحقیق بر  يکند، ادامهالب نقش اصلی را در تنفس ایفا میغ

 0شکل . گرفت روي هموگلوبین غالب در هر گونه انجام

را براي دو نمونه هموگلوبین دو ماهی  SDS-PAGEالکتروفورز 

هاي ص و بعد از تخلیص براي هموگلوبینقبل از عملیات تخلی

-Nativeها را با الکتروفورز همان نمونه 4خالص و در شکل 

PAGE نقطه   شکل چنین در هم. نشان داده شده است

ایزوالکتریک دو هموگلوبین غالب براي دو نمونه ماهی مشخص 

 .شده است

 

 
 هاي استخراج شده از خون قبل از عمليات هموگلوبين. هابر روي هموگلوبين  SDS-PAGEالکتروفورز :  شکل

سازي شده توسط ستون هموگلوبين خالص .انسان(  برون، ماهي قره( 4مارکر، (  برون، ماهي ازون(  : سازيخالص

 برونماهي قره( 5برون ماهي ازون(  : کروماتوگرافي در دو ماهي
 

 

 

 
ج شده از خون قبل از عمليات هاي استخراهموگلوبين. هاروي هموگلوبين برPAGE   NATIVE-لکتروفورزا :4شکل

زي شده توسط ستون ساهموگلوبين خالص. برونماهي قره( 4برون، ماهي ازون(  انسان (  :سازيخالص
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 برونماهي قره( 5برون ماهي ازون(  : کروماتوگرافي در دو ماهي

 
وسيله روش الکتروفورز کانوني با استفاده از نوارهايي با تائيد خلوص هموگلوبين دو ماهي پس از عمليات کروماتوگرافي به :5 شکل

 قره برون(  برون ازون(   :هادر آن Ipو تعيين نقطه ايزوالکتريک pH ( 1-  )شيب تثبيت شده 

 

 هامطالعات فلورسانس انجام شده بر روي هموگلوبين

گریزي سطحی منظور بررسی خواص آبدر این تحقیق به

(Hydrophobicity )ها، از فلورسانس استفاده هموگلوبین

تر به این ترتیب که هر چه میزان شدت فلورسانس بیش. گردید

طیف . تري برخوردار استزي بیشگریباشد، هموگلوبین از آب

  2در  1هموگلوبین مطابق شکل –ANSنشري کمپلکس 

و طول نانومتر  011-3 1 هايبین طول موجگراد درجه سانتی

 هايوصلهبه  ANSاتصال . ثبت شدنانومتر    0 برانگیختگیموج 

(Patches )گریز در سطح پروتئین با افزایش آشکار شده آب

شدت . (20)شود لورسانس آن همراه میاي در فحظهقابل ملا

تر از هموگلوبین دو ماهی ن بیشفلورسانس در هموگلوبین انسا

ین انسان از کند که سطح هموگلوباین نتیجه بیان می. باشدمی

چنین مطابق نمودار، سطح باشد و همگریزتر میدو ماهی آب

 . برون استگریزتر تر از ماهی ازونآببرون ین ماهی قرههموگلوب

 

 
در اين شکل، . برون و انسانبرون، قرهبه هموگلوبين غالب ماهي ازون ANSنمودار طيف فلورسانس اتصال  :  شکل

در شرايط  و  / PH  بامولار ميلي 1   در حضور بافر فسفات ليترگرم بر ميليميلي  /4 ها درحدود غلظت هموگلوبين

 .در نظر گرفته شده است گراددرجه سانتي 5 استاندارد و دماي 

 
 هامطالعات دورنگ نمايي دوراني بر روي هموگلوبين

نسان وهموگلوبین مربوط به هموگلوبین ا CDمقایسه طیف 

ها میزان دهد که در ساختار دوم هموگلوبیندو ماهی نشان می

چنین باشد و همانسان میتر از فا در دو ماهی بیشمارپیچ آل

برون تر از ماهی قرهبرون بیشمیزان مارپیچ آلفا در ماهی ازون

براي انسان نانومتر  222  در CDتفاوت طیف  7در شکل . است

mdegبرونو ماهی قره
 
و این اختلاف براي دو ماهی  14/10  

با مقایسه درصد . باشدمی mdeg 70/21برون برون و قرهازون

شود که میزان ، مشاهده میCDلفا و با توجه به طیف مارپیچ آ

                                                           
1
 . millidegree 
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 .باشدتر میبیش% 2برون ون نسبت به قرهبرماهی ازونتر و در بیش% 1برون نسبت به انسان مارپیچ آلفا درماهی قره

 

 
در حضور ليتر گرم در ميليميلي 1/  ها درحدود غلظت هموگلوبين. هامربوط به هموگلوبين CDنمودار طيف  :  شکل

 گراددرجه سانتي 5 و در شرايط استاندارد و دماي    /  PHبا مولار ميلي 1   بافر فسفات
  

 
ها با استفاده گيري منحني اشباع هموگلوبينروش اندازه

  تيونيتاز دي

2)دي تیونیت سدیم  2 4Na S O
تواند به سرعت با می( 

 : شودیک ترکیب می ولی و با نسبت یک بهاکسیژن مولک

2 2 4 2 2 3 22 2Na S O O H O NaHSO H O   

چنین با همتیونیت سدیم با اکسیژن متصل به هموگلوبین و دي

ها لذا در عمل باید تمام نمونه. دهداکسیژن محلول واکنش می

 هاآندر شرایط یکسانی قرار داده شوند تا میزان اکسیژن محلول 

فکیک اکسیژن در این روش براي رسم منحنی ت. یکسان گردد

تیونیت سدیم مصرفی ديبه جاي فشار جزئی اکسیژن از غلظت 

از روي این منحنی مقدار دقیق. شوداستفاده می
 

50
SDT

 

نمودار  0در شکل  .شوداست استخراج می P50که پارامتر مشابه 

. شودمیبه اکسیژن مشاهده  هاموگلوبینهمنحنی تغییرات تمایل 

برون به یسه نمودار حاصله تمایل هموگلوبین ماهی ازونبا مقا

برون، و هموگلوبین تر از هموگلوبین ماهی قرهاکسیژن بیش

علّت اصلی . باشدز هموگلوبین انسان میتر ابرون بیشماهی قره

اختلاف تمایل هموگلوبین به اکسیژن در سه نمونه هموگلوبین 

. اشدبها میلوبینگریزي سطح هموگواص آبمربوط به تفاوت خ

شود که تمایل هموگلوبین انسان در این محاسبه نشان داده می

تر است و هموگلوبین ماهی به اکسیژن نسبت به دو ماهی کم

تر را دارد، در مقایسه با برون که توانایی رفتن به عمق کمقره

 . تري داردبرون اکسیژن افینیته کمماهی ازون

 

. 
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براي   SDT50ميزان. گراددرجه سانتي 5 ها به اکسيژن در دماي ت تمايل هموگلوبينمنحني تغييرا :8 شکل

 باشدمي مولارميلي  /   و  /51،  /41ترتيب برابر هبرون ببرون و ماهي ازونهموگلوبين انسان، ماهي قره

 

 

 (DSC) مطالعات کالريمتري روبشي افتراقي

ظرفیت واسرشته شدن حرارتی دو هموگلوبین،  0شکل 

را در هر هموگلوبین نشان  Tmگیري شده و اندازه Cpگرمایی 

در این نمودار نشان داده شده است که گرماي لازم . دهدمی

متفاوت دو هموگلوبین با هم  (Unfolding) براي بازشدگی

 تريشبیشدگی گرماي برون براي بازماهی ازون هموگلوبین. است

 .زم داردبرون لانسبت به هموگلوبین ماهی قره

 

 
 دهدتگي حرارتي هموگلوبين را نشان ميواسرش DSCترموگرام  :9 شکل
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 بحث
هاي تنوع هموگلوبین در ماهیان به همراه اختلاف

ي ها در محدودهشود آنها سبب میفیزیولوژیکی بدن آن

وسیعی از تغییرات شرایط محیطی بتوانند به حیات خود ادامه 

برون و لوبین از خون ماهیان قرهپس از جداسازي هموگ. دهند

ها به ي چند هموگلوبینی در آنبرون و اثبات وجود پدیدهازون

از کروماتوگرافی هاي مختلف الکتروفورز، با استفاده روش

سازي بر روي هموگلوبین این دو ماهی تعویض یونی خالص

درهر کدام از این دو گونه یک هموگلوبین غالب . انجام گرفت

سنجی فلورسانس با استفاده ازنتایج حاصله از طیف. وجود داشت

سنجی دو رنگ  نمایی دورانی و منحنی تغییرات تمایل طیف و

هموگلوبین به اکسیژن بر روي هموگلوبین انسان و هموگلوبین 

غالب دو گونه ماهی مورد مطالعه، ارتباط منطقی بین تمایل 

عمق هموگلوبین به اکسیژن و فشار جزئی اکسیژن در دو 

 .دست آمدهمختلف دریا ب

با توجه به این موضوع که ساختار و عملکرد هموگلوبین در 

هموگلوبین  باشد، مطمئناًحمل و نقل اکسیژن بسیار مهم می

. باشندماهیان در اعماق مختلف ساختارهاي متفاوتی را دارا می

ها به عوامل در ضمن تمایل هموگلوبین به اکسیژن ماهی

. باشد، دما، و مانند آن نیز وابسته میpH، دیگري چون شوري

زیست که شرایط اکولوژیک محیطدر این تحقیق با توجه به این

باشد و از نظر فیزیولوژي هم این دو این ماهیان یکسان می

ماهی مشابه هستند، توانایی حرکت به اعماق مختلف که در ژن 

 .شدها باتواند وجه تمایز آناین ماهیان تعریف شده، می

اي در که ماهیان مورد مطالعه جایگاه ویژهبا توجه به این

ي بندي و تکامل ماهیان دارند مطالعهنگرش تاریخی به طبقه

از .  (20)باشد ها از این وجه نیز حائز اهمیت میهموگلوبین آن

ها گویند و قدمت آنکاملی به تاسماهیان فسیل زنده مینظر ت

هنوز که علت این. (03)گردد به دوره تریاس و کرتاسه بر می

شود که گونه تفسیر میشوند، ایناین ماهیان در جهان یافت می

و  کنندمیرا تحمل  اکولوژیکی تغییراتاز عی ها محدوده وسیآن

 ها کم براي آن طبیعی شکارچیان هابزرگ آناندازه علت به

باشند و مقدار کافی غذا ر میها بسترخواچنین آنهم. باشندمی

در این تحقیق . (02, 01)ها وجود دارد در دسترس آن

لوبین در سطح عنوان مرجعی براي هموگهموگلوبین انسان به

برون که توانایی حرکت برون و ازونتراز دریا و دو ماهی قره

و از نظر شرایط زیست  (0، 2)متري را دارند 3 1و  3 دراعماق 

عنوان مرجعی براي بیان یطی و فیزیولوژي یکسان هستند، بهمح

در بخش نتایج نشان داده . اختلاف عمق در نظر گرفته شدند

برون از شد که تمایل هموگلوبین به اکسیژن در ماهی ازون

با . باشدتر میبرون از انسان بیشماهی قرهبرون، و ماهی قره

گریزي سطح نتایج فلورسانس تأیید  گردید که از لحاظ آب

برون، و گریزي هموگلوبین انسان از ماهی قرههموگلوبین، آب

تحقیقات . باشدتر میبرون بیشبرون از ماهی ازونماهی قره

(  (Cpپیشین نشان داده است که روند تغییرات ظرفیت گرمایی

ي خطی دارد گریزي سطح رابطهآب ها با میزاندر پروتئین

به . تایید گردید یز کاملاًاین موضوع در این تحقیق ن. ( 0, 04)

رسد که ساختار هموگلوبین با توجه به شرایط محیط نظر می

مورد نیاز  زیست و میزان فشار جزئی اکسیژن و مقدار تمایل

 یدارانمهرهکه در  است درحالیاین . است شده بهینه طبیعت توسط

، باشند، مانند انسانتري میداراي تنوع هموگلوبینی کم که

 هايبیماريمنجر به بروز  تواندمیتغییر در شرایط طبیعی زندگی 

گیر غواصانی که به اعماق هاي گریبانخطرناکی مانند بیماري

% 21مستقل از این واقعیت که هوا از . شود (01) 1روندزیاد می

سایر گازها تشکیل یافته است، % 1نیتروژن، و % 70اکسیژن، 

ارتفاعی ، فشار جزئی نسبی اکسیژن در هر 2مطابق قانون دالتون

کنار تاثیرات  در. (07)دهد کل فشار را تشکیل می% 21

هاي فیزیولوژیکی، ساختار هموگلوبین نقشی انکارناپذیر ویژگی

در خصوص . حیاتی در تطابق موجود با شرایط محیطی دارد

هاي مرتبط با اعماق زیاد در غواصی، تاثیر افزایش فشار بیماري

 با افزایش عمق و افزایش فشار. جزئی اکسیژن قابل توجه است

یژن در محلول و در بدن اکسیژن، مقدار اکس 0جزئی مطلق

. گرددمیهاي حامل اکسیژن متصل پیگمنت یابد و بهافزایش می

بنابراین در یک فشار جزئی مشخص اکسیژن، هموگلوبین در 

گردد و پس شکل مجازي با اکسیژن اشباع میبهخون سرخرگی 

افزایش مقدار از آن افزایش فشار جزئی اکسیژن، تاثیر کمی بر 

در آزمایشات . (07)اکسیژن پیوند یافته با هموگلوبین دارد 

انجام شده در این تحقیق، نتایج نشان دادند که تمایل 

ایش فشار هموگلوبین به اکسیژن با افزایش عمق و در نتیجه افز

ام گرفته بر روي در مطالعات انج. یابدجزئی اکسیژن، افزایش می

                                                           
1
 Oxygen toxicity 

2
 Dalton’s law 

3
 Partial absolute pressure 
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ارتباط عمق و فشار جزئی اکسیژن نشان داده شده است که با 

پس . (07)یابد عمق فشار جزئی اکسیژن افزایش می افزایش

برون توانایی فشار جزئی اکسیژن در عمقی که ماهی ازون

تر از شن و بیبروتر از ماهی قرهجا را دارد بیشعزیمت با آن

هرچه هموگلوبین در عمق . باشدسطح زمین براي انسان می

تري بتواند باشد میزان فشردگی، پایداري حرارتی، تمایل بیش

تر هموگلوبین به اکسیژن، میزان درصد مارپیچ آلفا در آن بیش

 .باشدتر میگریزي سطح هموگلوبین کمن آبو برعکس میزا
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Abstract: 

Hemoglobin (Hb) variability is a commonly used index of phylogenetic differentiation and 

molecular adaptation in fish enabling them to adapt to different ecological conditions. In this 

study, the characteristics of Hbs from two Sturgeon species of the Southern Caspian Sea 

Basin were investigated. After extraction and separation of hemoglobin from whole blood, the 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), cellulose acetate electrophoresis, and 

isoelectric focusing (IEF) were used to confirm Hb variabilities in these fishes. We showed 

that although both species have variable Hbs with different isoelectric points, their dominant 

Hbs can be identified. Ion exchange on CM-cellulose chromatography was used for 

purification of the dominant Hbs from these fishes. The accuracy of the methods was 

confirmed by IEF and SDSPAGE. Spectral studies using fluorescence spectrophotometery 

indicated that although the Hbs from these fishes had similar properties. A comparative study 

of Hbs alpha-helix secondary substructures was performed by circular dichroism 

spectropolarimetry (CD) analysis. The thermal denaturation properties of the Hbs were 

investigated by differential scanning calorimetry (DSC) .UV–vis spectrophotometery was also 

utilized to measure oxygen affinity of Hbs by sodium dithionite.  Oxygen affinities of these 

Hbs were compared using Hb–oxygen dissociation curves. Together, these results 

demonstrate a significant relationship between oxygen affinity, hydrophobicity, 

themostability and alpha-helix secondary substructures of fish hemoglobins and 

environmental partial pressure of oxygen. 
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