
                                  NCMBJ, volume & issue, 13/53, February 2024-1402، زمستان 53، شماره 14بیوتکنولوژی سلولی و مولکولی، دوره های فصلنامه تازه
 مقاله پژوهشی

 

81 

Synthesis of nickel (II) complex stabilized on magnetic 

nanoparticles and evaluation of its efficiency in 

separating OPH and OmpW proteins 

Maedeh Faraji 1, Manzarbanou Asnaashariisfahani 1, Habibollah Baharvand*2, Hassan Kabiri Fard1 

1. Department of Chemistry, North Tehran Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 

2.  Faculty of Polymer Science, Iran Polymer and Petrochemical Institute, Tehran, Iran 

 

 

 

Abstract 

Aim and Background: High efficiency and purity protein purification is a serious challenge in the 

production of recombinant proteins. This study is proposing an easy and new strategy for fabricating 

and describing magnetic microspheres consisting of a silica-coated magnetic core and a polyvinyl 

acetate shell modified with iminodiastic-acetic acid and complexed with Ni2+, 

(Fe3O4@SiO2@PVA@IDA-Ni2+) for the separation and purification of organophosphorus hydrolase 

(OPH) protein and histidine-containing outer membrane protein (OmpW). 

 

Material and Methods: The nanoparticles were synthesized in the following four steps: 1) synthesis 

of nanoparticles with vinyl groups on their surface, 2) grafting of polyvinyl alcohol (PVA) to these 

particles, 3) conversion of the hydroxyl groups of PVA to iminodiacetic acid, and 4) charging with 

nickel ions to form chelate groups. Structural properties and physicochemical parameters of 

nanoparticles were determined by FTIR, DLS, SEM, TEM, EDX, TGA and VSM analyzes. 

Recombinant protein subunits OPH and OmpW were expressed and purified as recombinant and their 

structure was confirmed. In this study, the genes encoding the recombinant proteins OPH and OmpW 

were cloned into the expression vector pet-26b (+) and expressed in E. coli BL 21(DE3) as a host and 

secreted into bacterial culture medium. Gene expression and purification were assessed by sodium 

dodecylsulfate-polyacrylamide gel (SDS-Page and Bradford test). 

 

Results: The results confirm that uniform and spherical magnetic polymer nanoparticles with high 

magnetization and superparamagnetic properties were successfully synthesized. According to the SEM 

images, the average diameter of the nanostructure was observed in the range of 24.56-62.19 nm. The 

formation of Fe3O4@SiO2@PVA/IDA-Ni2+ nanoparticles was confirmed by the peaks identified at 1405 

and 1600 Cm-1 corresponding to the symmetric and asymmetric stretching vibration of the O=C−O− 

group and the removal of the peak at 1740 Cm-1. These microspheres showed a high degree of recovery 

of protein bands regardless of the nature of the protein. OmpW and OPH proteins as a His-tagged 

recombinant protein were expressed and purified using the final nanoparticles.  

 

Conclusion: According to the SDS-PAGE results, there was a high degree of resolution in protein 

separation. The synthesized nanoparticles have a high protein binding capacity of about 1.25 mg of 

protein per mg of nanoparticles. 

 

Keywords: Magnetic nanoparticles, Protein separation, Polymer coating, Polyvinyl alcohol, Metal 

chelating, Iau Science. 
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 تثبیت شده بر نانوذرات  (II)کمپلکس نیکل سنتز

 مغناطیسی و ارزیابی کارایی آن در

 OmpWو OPH های جداسازی پروتئین
 1فرد یریحسن کب ،*2الله بهاروند یب، حب1یاصفهانیعشرثنی، منظر بانو ا1یمائده فرج

 یمی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران گروه ش.1

 تهران، ایران ،(IPPI) یرانا یمیو پتروش یمرپل پژوهشگاه یمر،دانشکده علوم پل.2

 

 
 چکیده

یک مطالعه  ینا هاي نوترکیب است.تخلیص پروتئین با بازده و خلوص بالا چالشی جدي در تهیه پروتئین سابقه و هدف:

 بادار شده پوشش هاي مغناطیسی متشکل از یک هسته مغناطیسیساخت و توصیف میکروکرهجهت  یدآسان و جد ياستراتژ

، 2Ni+اسید و کمپلکس شده با استیکایمینودياستات اصلاح شده با وینیلپلیو یک پوسته  سیلیکا

(+2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3(Fe ، جداسازي و تخلیص پروتئین ارگانوفسفر هیدرولاز براي(OPH)  غشاء  ینپروتئو

 دهد.ارائه می هیستیدینحاوي   (OmpW)1یخارج

به   (PVA)الکل ینیلو یپل یوند( پ2،)دار  ینیلنانوذرات و( سنتز 1 سنتز شدند: یردر چهار مرحله ز نانوذرات :هامواد و روش

 يبرا یکلن يهایونشدن با  کلات( 4) و یکاست یمینوديا یدبه اس PVA یدروکسیله يهاگروه یل( تبد3) ذرات،نانو ینا

  FTIR،DLS ،SEMآنالیزهاي توسطذرات نانوهاي فیزیکوشیمیاییساختاري و شاخص خصوصیات ت.لییک يهاگروه یلتشک

،TEM ،EDX  ،TGA وVSM  .نوترکیب پروتئین زیر واحدهاي تعیین شد(OPH)  وOmpW صورت نوترکیب بیان شده به

در  OmpWو  OPHنوترکیب  پروتئیندر این مطالعه ژن کدکننده  .ها مورد تایید قرار گرفتساختار آن ند وو تخلیص گردید

 بیان و به محیط کشت باکتري ترشح عنوان میزبانبه   DE 21BLE.coli)3( در و ندن شدکلو b (+) 26-petناقل بیانی

 برادفورد تست و Page-(SDSآمید )آکریلپلیژل-سولفاتسازي از طریق سدیم دودسیلخالص . بیان ژن و فرآیندندگردید

((Bradford  شدارزیابی . 

اتصال  يهابالا، محل یسیمغناط یت، با خاصکروي و یکنواختساختار  يدارا یسیمغناط یمرينانوذرات پلطبق نتایج، : هایافته

 مشاهده شد. nm  19/62-56/24محدودهدر نانوساختار  قطرمتوسط SEMتصاویر . طبق سنتز آسان است یندفراوان و فرآ

شی شبوط به ارتعاش کمر 1600وCm4051-1در مشخص هايپیک با 2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe+نانوساختار  تشکیل

درجه بالایی از بازیابی باندهاي این نانوساختار  .شد تأیید Cm1740-1 در پیک و حذف O−O=C−گروه نامتقارن  متقارن و

با برچسب  یبنوترک ینبه عنوان پروتئ  OPHو  OmpWهايداد. پروتئینپروتئینی بدون توجه به طبیعت پروتئین نشان 

  .ندخالص شد یینهاساختار و با استفاده از نانو یانب هیستیدین

 يسنتز شده دارا ساختاروجود داشت. نانو ینپروتئ يدر جداساز یی، وضوح بالاPAGE-SDS یجتوجه به نتا : باگیرینتیجه

 .باشدمیگرم نانوذرات میلیدر هر  ینگرم پروتئمیلی 25/1 حدود ینپروتئجذب  یتظرفحداکثر 

Iau Science.ي، ت فلزلییک، الکلینیلویپل، نانوذرات مغناطیسی، جداسازي پروتئین، پوشش پلیمري کلیدی:واژگان 

 
1Outer membrane protein W 

 قدمهم 

قبل از توصیف ساختار و مکانیسم عملکرد یک پروتئین، 

خلیص پروتئین با بازده و . تابتدا باید آن را خالص کـرد

خلوص بالا چالشی جدي در تهیه پروتئین هاي نوترکیب 

جداسازي و تخلیص پروتئین یک فرآینـد . (1) دارویی است

اساسـی و مـورد نیـاز بــراي بســیاري از مطالعــات 

هـا و بیولــوژیکی اســت. بـه همـین منظـور از روش

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ 

  نویسنده مسئول:

 ،(IPPI) یرانا یمیو پتروش یمرپل پژوهشگاه یمر،دانشکده علوم پل

 تهران، ایران

 h.baharvand@ippi.ac.ir: پست الکترونیکی

 17/03/1401 :دریافت تاریخ

 28/08/1401 تاریخ پذیرش:
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هـاي متنـوعی بـراي تخلیص پروتئین هـدف از اسـتراتژي

هاي محیط هـاي غیراختصاصـی و ناخالصیسـایر پـروتئین

شود تا با ـان بـه کـار گرفتـه میي میزبهاکشت و سلول

کمترین هزینه به بیشترین مقدار محصول نهایی بـا 

 بالاترین میزان خلوص و فعالیت بیولوژیکی دسـت یافـت

در فرایند خالص سازي، قسمت پروتئینی و  .(2)

شوند. بیشترین چالش غیرپروتئینی از یکدیگر جدا می

ر باید از سایر مربوط به زمانی است که پروتئین مورد نظ

                      سازي معمولا  به اندازه ها جدا گردد. مراحل خالصپروتئین

شیمیایی، تمایل اتصالی و  هاي فیزیکوپروتئین، ویژگی

فعالیت زیستی پروتئین موردنظر بستگی دارد. محصول 

شده نام دارد. نهایی فرایند تخلیص، پروتئین جداسازي

راسیون و یک یا پروتئین، شامل فیلت                   معمولا  فرایند تخلیص

هایی چند مرحله کروماتوگرافی است. با استفاده از روش

-هاي خالصمانند کروماتوگرافی و بهینه سازي آن، مولکول

گیرد. در تري انجام میآید و تحقیقات دقیقتري بدست می

توان از آن در نتیجه، با تخلیص مولکول مورد نظر، می

 (.3) ردصنایع مختلف از جمله پزشکی استفاده ک

 ین،پروتئ يجداساز جهتها یکتکن ینتراز موفق یکی

شده است که با  يگذاربرچسب یدهاياستفاده از پپت

بر اساس  يجداساز یندو فرآ هشد ترکیبمورد نظر  ینپروتئ

منظور تسهیل هب .شودیانجام م یبیترک یلم یکروماتوگراف

-                                 ها غالبا  به برچسب تمایلی متصل میتخلیص، پروتئین

-یب يفلزیون  یبیترک یلم (. کروماتوگرافی4) وندش

 یشپالا يهاست که براروش یناز ا یکی  (IMAC)2حرکت

استفاده ( His) یستیدینبرچسب ه يدارا يهاینپروتئ

الکترون  دهنده يهاحضورگروه یلدلبه یستیدینشود. هیم

قدرتمند  يهابرهمکنش یمیدازول،ا یستیدینحلقه ه يرو

 ،2Co+از جملهحرکت )یب يفلز یون يحاو يهایسبا ماتر
+2Ni ،+2Cu  2+وZnيهاینپروتئ یت،( دارد. در نها 

غلظت  یا pH ییرتوان با تغیرا م یستیدینبرچسب ه

و  یآل سوبستراهاي .(4)بافر شستشو جدا کرد  یمیدازولا

کلات شده در اشکال  يفلز يهایونمختلف با  یمعدن

 یکیها استفاده شده است. ینپروتئ يجداساز يمختلف برا

 يفلز هايیوناصلاح شده با  یسینانوذرات مغناط آنهااز 

 هايینپروتئ يسازخالصجهت  شده است کهکلات

 این .(5-14) شودیاستفاده م شدهيگذار برچسب

انتخاب شود  یسنتز آنها به درست يهایکذرات، اگر تکننانو

 هستند: یرز یايمزا يدارا

آوري ساده، سریع و کم هزینه پروتئین از امکان جمع .1

 مخلوط با استفاده از یک میدان مغناطیسی خارجی

 
2Immobilized metal-ion affinity chromatography 

ظرفیت بالاي بارگذاري پروتئین به دلیل سطح ویژه   .2

 بزرگ

  هانداشتن محدودیت نفوذ در محلول .3

 هايیاسمق يهنوز هم فقط براحال، آنها ینا با

 یتظرف یل            عمدتا  به دل شوند،یاستفاده م یشگاهیآزما

عوامل زیادي در  (.15یین)و سرعت انتقال پا یینجذب پا

ماهیت نانوذرات،  جملهها ازکنش نانوذرات و پروتئینبرهم

ثیر دارند. أت نانوذرات اندازه، شکل و میزان بارسطحی

ري ذاتی و ترمودینامیکی هاي ساختاري و پایداویژگی

       ثیر داردأکنش آن با نانوذرات تپروتئین نیز در برهم

  (.16و  17)

سطح تماس آنها  یاجذب بالا،  یتداشتن ذرات با ظرف براي

 هايیونبا  ییهادرشت مولکول یا یابدیم یشافزا یطبا مح

. زنندیم یوندپ یسیکلات شده به ذرات مغناط يفلز

شود یبا کاهش اندازه ذرات انجام م یاسطح تماس  یشافزا

-یبه شکل ماکرو متخلخل سنتز م یسیذرات مغناط یاو 

 یابد،یم یشجذب افزا یتشوند. با کاهش اندازه ذرات، ظرف

 یابدیکاهش م یسیمغناط یداناما پاسخ ذرات کوچک در م

  شودیانجام نم یتبا موفق يجداساز یندفرآ یجهو در نت

به دلیل خواص مغناطیسی و مساحت سطح  .(18و  19)

بالا در نانوذرات مغناطیسی، تمایل به لخته شدن و 

اکسیداسیون در آنها وجود دارد. براي جلوگیري از این 

مشکل، فرآیند پوشش دار کردن نانوذرات به وسیله عوامل 

 و پلیمرها (21) ها. سورفکتانت(20) حفاظتی ضروري است

ترین عوامل حفاظتی آلی هستند که این مواد متداول (22)

در هنگام سنتز یا بعد از سنتز نانوذرات  توانرا می

به آن اضافه کرد. ترکیبات معدنی متعددي  غناطیسیم

 و آلومینا ، پلیمرهاي مصنوعی(23) نظیر سیلیکا، کربن

به منظور حفاظت از نانوذرات مغناطیسی استفاده  (24)

. نانوذرات مغناطیسی کپسوله شده در یک (25) شوندمی

توانند اجزاي محلول در حال که میمناسب درعین پلیمر

 آب را از ذرات مغناطیسی جدا نگهدارند، قادرند با استخراج

مغناطیسی به سرعت از مخلوط جدا شوند، همین امر امکان 

 هاي جداسازي بسیاري ازاستفاده از این ذرات در سیستم

ها، میایی از جمله فلزات سنگین، داروها، آنزیمترکیبات شی

در تحقیقی اصلاح نانوذرات  .دهدها را میپروتئین

به عنوان یک گروه   با آرژنین  4O3Feمغناطیسی 

عملکردي انجام شد و ساختار و فعالیت لیزوزیم به عنوان 

پروتئین مدل مورد بررسی قرار گرفت و غلظت مناسب 

. در بین (62) نانوذره تعیین شدجهت بهبود عملکرد 

ورد توجه اثر سیلیسیم بسیار مموادمعدنی، پوشش بی

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
09

 ]
 

                             3 / 18

https://ncmbjpiau.ir/article-1-1637-fa.html


                                  NCMBJ, volume & issue, 13/53, February 2024-1402، زمستان 53، شماره 14های بیوتکنولوژی سلولی و مولکولی، دوره فصلنامه تازه 
 مقاله پژوهشی

 

 

84 

زیرا از تجمع نانوذرات مغناطیسی در محلول  محققین است

جلوگیري کرده، پایداري شیمیایی نانوذرات و محافظت از 

دهد. پوشش باسیلیکا آنها در برابر سمیت را افزایش می

 غناطیسیترین شیوه براي حفاظت سطح نانوذرات مرایج

اسید و همکاران؛ هیالورونیک Parkدرپژوهش  .(72) است

(HA.به نانوذرات سیلیکا متصل شد ) MSNs-HA ،

بارگذاري دارویی بالاتري را در مقایسه با نانوذرات سیلیکا 

اکسید به . در پژوهشی، گرافن(14) دادبه تنهایی، نشان 

دارشده با سیلیکا پوششاکسیدآهن نانوذرات مغناطیسی

تواند می 2GO/MNP@SiOمتصل شد. نتایج نشان داد 

و  29) مورد استفاده قرار گیردبراي جداسازي پروتئین 

. از آنجا که فعالیت زیستی پروتئین ها به ترکیبات آنها (28

بر روي  sMNPبستگی دارد، مطالعه اثرات ساختاري 

ساختار پروتئین براي جلوگیري از هرگونه تهدید به فعالیت 

 .(29) هاي بیولوژیکی آنها ضروري است

یک پروتئین همودایمر  OPH)) آنزیم ارگانوفسفرهیدرولاز

و  سودوموناس دیمینوتااست که اولین بار از باکتري 

قادر به تجزیه گستره وسیعی از  و جدا شده فلاوباکتریوم

ترکیبات ارگانوفسفره سمی می باشد. استفاده از فرم تثبیت 

شده این آنزیم در مقابل فرم آزاد آن باعث افزایش پایداري 

آنزیم شده و هزینه ها را به واسطه امکان بازیافت و استفاده 

دهد. همچنین، با تثبیت آنزیم مجدد از آن کاهش می

آسان و سریع آن از محیط واکنش نیز  امکان جداسازي

-فراهم می گردد. ترکیبات ارگانوفسفره به وفور در آفت

و خطرات  شدهها و عوامل عصبی شیمیایی استفاده کش

زیادي را براي انسان و محیط زیست ایجاد نموده 

زدایی این ترکیبات با روش هاي اند.گزارشات زیادي از سم

ن، هیدرولیز آنزیمی این میا آنمختلف وجود دارد که از 

ترکیبات با آنزیم ارگانوفسفر هیدرولاز، بیشتر موردتوجه 

از  یديمحققین واقع شده است. در این مطالعه نوع جد

 یتبا ظرف کیلاتور یمراصلاح شده با پل یسینانوذرات مغناط

جداسازي و تخلیص ي بالا برا یريپذ ینشجذب و گز

حاوي  KDa 35 PHOو   KDa 26ompWهايپروتئین

به  OPHو ompW پروتئیندو گردید.  تهیه هیستدین

اسید  6یک دنباله حاوي به صورت نوترکیب متصل شده 

و وارد ه بیان شد E.Coliآمینه هیستیدین، در باکتري 

 در عاملی هاي گروه نقش به توجه با ند.دگردیآزمایش 

اصلاح  PVA نانوذره، شدن سازگار زیست و بهتر عملکرد

 و کمپلکس شده با نیکل، اسیداستیکبا ایمینودي شده

قرار  روي سطح نانوذرات مغناطیسی پوشیده شده با سیلیکا

 ompWپروتئیندو  جداسازيو داده شد تا امکان جذب 

 فراهم شود.  در سطح نانوذره OPHو

 هامواد و روش
 KDa35 OPHو   KDa 26ompWپروتئین نوترکیبدو 

از  ،اسید آمینه هیستیدین 6متصل شده به یک دنباله حاوي

شرکت سیگما آلدریچ خریداري شد. دیواره سلولی خشک شده 

از سازمان پژوهش هاي علمی و صنعتی ایران  E.coliباکتري 

هاي تهیه و مورد استفاده قرار گرفت. همه مواد شیمیایی و حلال

، %25آمونیاکا(،محلولکلریدآهن )اا(، کلریدآهن )ااجمله: آلی از 

 سیلیل متوکسی تري-3(، TEOSسیلیکات ) اورتوتترااتیل

 اسیداستیکاستات، ایمینودي(، وینیلMPS) متاکریلاتپروپیل

(IDA،) کلروهیدریناپی(EC)وکسید، رهیدکلراید، سدیم، نیکل

-دي و استات(، اتانول، اتیلAIBN) ایزوبوتیرونیتریل آزوبیس

 خریداري شد.از شرکت مرک  فرمامیدمتیل

 

 4O3Feاکسید آهن  مغناطیسی نانوذرات سنتز

 کلریدآهن )اا( در gr  15/2و کلریدآهن )ااا( gr  84/5مقدار

مقطر  آب ml200در  مجهز به همزن مکانیکی ml 250بالن

 ml15حل شد. تحت اتمسفر نیتروژن و همزدن،  C85°دماي 

ساعت  1امونیاک به آن اضافه شد. واکنش مدت  %25محلول 

تغییر کرد. رسوب  مشکی به نارنجی از محلول رنگ ادامه داشت.

 سدیم محلول رنگ حاصل چند بار با آب مقطر ودر انتها با سیاه

بعد  شد و در آب مقطر براي مراحل شسته مولار 02/0 کلراید

 .(30) نگهداري شد

سیلیکا  با آهن مغناطیسی اکسید نانوذرات دهی پوشش

(2SiO/4O3Fe) 

سیلیکا، ابتدا فاز آب با  حاصل با نانوذرات دهیجهت پوشش

ml200  ،اتانول جایگزین و دریک بالن مجهز به همزنml 3/2 

به ترتیب در  اورتوسیلیکات اتیل ترات ml2محلول آمونیاک و

 مدت محیط دماي در حین همزدن اضافه شد و واکنش

 و شسته مقطرکافی آب با انجام شد. در انتها ذرات ساعت12

 .(31) شد نگهداري بعدي مراحل انجام براي

 (PVA2@SiO4O3Fe@نانوذرات ) دار کردن سطحوینیل

 اورتوتترااتیل با مغناطیسینانوذرات دهیپوشش از پس

 روي سطح فعال دوگانه باندهاي جهت قرارگرفتن سیلیکات،

 استفاده متاکریلاتپروپیل سیلیل( متوکسی تري-3 (از ذرات

اتانول  ml200مرحله، ابتدا فاز آب روي نانوذرات با  این در شد.

 آمونیوم ml3/2جایگزین و دریک بالن مجهز به همزن، 

-سیلیل( پروپیل متوکسی تري-3) ml 6/2و 25% هیدروکسید

 در حین همزدن C 60°و دردماي بترتیب اضافه متاکریلات

 .(32) واکنش انجام شد ساعت 24 مدت
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-استیکاستات و اصلاح آن با ایمینودیوینیلگرافت پلی

 PVA/IDA/2SiO/4O3(Feاسید )

-اتیل ml 200فاز پیوسته ذرات سنتز شده در مرحله قبل با

 gr 005/0 AIBNاستات ووینیل gr 5/4استات جایگزین شد،

ساعت  12در اتمسفر نیتروژن مدت  C65°اضافه شد و در دماي

درحین همزدن، واکنش گرافت شدن روي سطح ذرات انجام 

استات گرافت نشده، وینیلشد.در انتها، جهت خارج شدن پلی

وینیل ذرات چندبار با اتانول شسته شدند. جهت اصلاح پلی

اسید، استات گرافت شده روي سطح ذرات با ایمینودي استیک

گروه استات بهاین پلیمر با استفاده از سود هیدرولیز وگروه

-کلروهیدرین با ایمینوديهیدروکسیل فعال تبدیل شد و اپی

دست آمده جداگانه واکنش داد. محصول به استیک در راکتور

وینیل براي اصلاح پلیمر هیدرولیز شده روي سطح نانوذرات )پلی

استیک اصلاح شده با ایمینودياستات وینیلالکل( و تهیه پلی

رفت. بعد ازگرافت شدن پلی کار هاسیدروي سطح نانوذرات ب

مخلوط آب/ الکل )نسبت وزنی  ml200استات به ذرات، دروینیل

هیدروکسید دیسپرس شدند و در سدیم gr32( حاوي 85/15

°C60 وینیل در اتمسفر نیتروژن باهمزدن واکنش هیدرولیز پلی

. درانتها نانوذرات با آب مقطر شسته و در استات انجام شد

ml200  .آب مقطر دیسپرس شدند 

دی استیک  کلروهیدرین با ایمینواپی دار کردنعامل

  اسید

شد و  حل آب ml 50در هیدروکسیدسدیم gr 68/1مقدار

gr80/2 محلول، شد. به این اضافه اسیداستیکایمینودي 

gr94/1 دماي کلروهیدرین اضافه و دراپی°C 60 ساعت،  2مدت

واکنش انجام گرفت. سپس مخلوط واکنش تا دماي اتاق سرد و 

وینیل استات حاصل بعد از هیدرولیز پلیبه دیسپرس نانوذرات

مدت دو ساعت، تحت  C60°گرافت شده، اضافه و دردماي

هاي هیدروکسیل فعال شده با سود به اتمسفر نیتروژن گروه

تبدیل شدند. درانتها نانوذرات با آب اسید استیکهاي ديگروه

 آب مقطر دیسپرس شدند. ml 200مقطر شسته و در

 با نیکل مغناطیسی نانوذرات کردن دارکمپلکس

(+2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3(Fe 

نیکل کلراید به مخلوط حاصل از مرحله قبل  gr  72/2مقدار

اسید( و  استیک دي شد )با توجه به مقدار مصرف ایمینو اضافه

افتاد ساعت در دماي اتاق در حین همزدن تبادل یون اتفاق  4

 و کمپلکس مورد نظر تشکیل شد. 

 

 

 

 
3 Vibrating Sample Magnetometer 

 یابی نانوذراتبررسی و مشخصه

 4O3Fe ،4O3Fe/2SiO، (PVA/IDA/2SiO/4O3(Fe 

 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3(Fe+و)

هاي تحلیلی دار کردن نانوذرات، با روشبعد از سنتز و عامل

 یابی انجام شد. بررسی برهمکنشمشخصهمختلف، بررسی و 

دار شدن نانوذرات توسط شیمیایی میان نانوذرات و تأیید عامل

ه درمحدود Spectrum Twoمدل  IR-FTدستگاه 

𝑐𝑚−1400-4000 آزمون نجام شد.ا XRD  براي نانوذرات

با  2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe +و 4O3Feمغناطیسی 

Cu-، تحت تابش  3017PWدستگاه پراش پرتو ایکس مدل 

αK (˚λ=1/54056Аدر ولتاژ ،)کیلوولت و جریان 40mA 30 

درجه قرار داده  80تا  10از  θ2انجام گرفت. محدوده اسکن 

-سنج نمونهها با دستگاه مغناطیسنمونه شد. خواص مغناطیسی

 MDK;Meghnatis Daghigh Kavir Co.; Iranارتعاشی )

،3 VSM/AFGM شد.گیري اندازه( در دماي اتاق   

گیري قطر هیدرودینامیکی نانوذرات در بافر سدیم فسفات اندازه

(4/7pH ،mM 100PBS) با استفاده از دستگاه پراکندگی نور ،

تعیین شد.  Nano -Malvern ZS( از سريDLSدینامیکی )

و جهت تعیین  TEMو  SEMمورفولوژي نانوذرات با استفاده از 

توزین حرارتی یا  ح ذرات از آزموندرصد فاز پلیمري روي سط

کننده دستی مجهز به سیستم خنک TGAوزنی تجزیه گرما

سنتز نانوساختار  mg 51-01مقدار نیتروژن مایع استفاده شد.

یا آلومینا، داخل کوره  پلاتین اي از جنسشده داخل بوته

با  C°650-0 دامنه حرارتی ها دردستگاه قرارگرفت. نمونه

در دقیقه در شرایط اتمسفر نیتروژن مورد  C °10دهیسرعت

نمونه از براي حضور و نوع عناصر موجود در  آزمون قرار گرفتند.

EDX یپل-سولفاتیلدودس یماستفاده شد. الکتروفورز ژل سد 

 یابیارز يو آزمون برادفورد برا PAGE) -(SDSیدآم یلآکر

الکتروفورز در  استفاده شد. ینپروتئ يعملکرد ذرات در جداساز

 غلظت ولت انجام شد. 80آمپر و ولتاژ یلیم 14ثابت  یانجر

 يسرم گاو ینبا آلبوم (33) با استفاده از روش برادفورد ینپروتئ

 شد. یینبه عنوان استاندارد تع
 

 KDa 35و  KDa  26ompWن نوترکیب ئیپروتدو تهیه 

OPH،  هیستیدینحاوی 

  KDaپروتئیندو حاوي سازه ژنی بیان کننده  E.Coliباکتري 

26ompW  وKDa35 OPH منظور تولید پروتئین تهیه شد. به

محیط  ml 500از کشت اولیه باکتري وارد  ml5نوترکیب، 

 rpm 150و سرعت  C °37 دماي شد و در LB Brothکشت 

در 6/0نمونهها به ري نوب جذن سیداز رشد. پس اري گرماگذ

ه کنندءلقاا، ستریلایط اشردر به لوله تست ، nm600ج مولطو
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با غلظت نهایى  (IPTG) یدزنواگالاکتو پیر-D-1-بتا-پیلوپرویزا

شیکر مدت یک شبانه روز در ید. دضافه گرر امیلىمولا 1

به شدند. اري گرماگذ rpm 150سرعتو  C °37يمار دنکوباتوا

هاي کشت داده شده، نمونه کشت منظور جمع آوري باکتري

محلول رویی  د.شژ سانتریفو g 5000قیقه با سرعت د 10ت مد

حاصله جهت ادامه تخلیص پروتئین دور ریخته شد و رسوب 

 جمع آوري گردید.

ده از نانوذرات ستفاانوترکیب با  هایتئینوتخلیص پر

 میل ترکیبى نیکلهای فلزی مغناطیسی حاوی کمپلکس

نانوذرات  یکرولیترم 300نانوذرات معادل  ml 6مرحله،  یندر ا

 يحاو مولاریلیم 50بافر فسفات  ml 1به  یی،نها دیسپرس شده

 NaCl ،pH 0/8 مولاریلیم 300 یمیدازول،ا مولاریلیم 20

اضافه رسوب باکتري حاوي پروتئین نوترکیب  ml 1و اضافه شد 

اتاق رها شد. سپس نانوذرات  يدر دما یقهدق 30مدت  و گردید

 ییرو یعاز ما یکرولیترم 300از آهنربا جدا شده و  تفادهبا اس

اتاق  يدر دما یقهدق 30مرحله قبل به آن اضافه شد و به مدت 

آهنربا قرار داده  يبا تکان دادن انکوبه شد. سپس مخلوط رو

 ییرو یعشدند و ما يآورفالکون جمع يشد. نانوذرات در انتها

 شود(. سپس،می یدهنام "یانجر"نمونه  ینشد )ا يجمع آور

 مولاریلیم 50و )بافر شستش یکدو بار با  نیکل-نانوذرات

4PO2NaH ،500 مولاریلیم NaCl مولاریلیم 20، و 

 يدر دما یقهدق 5به مدت  ml 5(، هر بار با pH 0/8 یمیدازول،ا

و محلول  1 شستشومحلول عنوان به ییرو یعو ما شسته شد اتاق

 یبنوترک یناستخراج پروتئ يشد. برا يآورجمع 2شستشوي 

 50بافریکرولیتر م MNPs-Ni ،500متصل به 

در  یمیدازول، و اNaCl مولاریلیم 4PO2NaH ،500مولاریلیم

به فالکون اضافه و  pH 8 مولار،یلیم 250و  100 يهاغلظت

 کامل بافروج خراز پس  شد. يآورشده جمعمحلول استخراج

-میلى 500)غلظت  2ه کنندرجبافر خا ml1 ،ه اولکنندرجخا

 یفظردر جى وخرل محلوو ضافه افالکون به ر ایمیدازول( مولا

، نوترکیب هاي تئینوسى تخلیص پررجهت بر د.ش آوريجمع

µl50  با بافر ر تیمااز شته شد تا پس داجى بروخرينمونههااز

حل امرم سى شوند. تماربررز فوولکترژل ا PAGE-SDSتوسط 

ه مدآبدست  هايتئینوپرو گرفت رت صوق تاي امادر دتخلیص 

 .(34ند )شد هخیرذ -C20°يمادر دبلافاصله 

 

 نمونههادر  تئینهاوغلظت پرى گیرازهندا

هاي تخلیص شده در نمونه هانئیت پروتظگیري غلجهت اندازه

. سه لوله آزمایش (33) استفاده شدو خام از روش برادفورد 

هاي استاندارد و تست انتخاب گردید، به هرکدام از لوله ،شاهد

آلبومین سرم گاوي  µl 5 ،10 ،15 ،20استاندارد به ترتیب

(BSA در حجم )ml1 اضافه و با آب مقطر به حجمml   1000 

مقطر آب  µl 1000بلانکرسانده شد. سپس به میکروتیوپ 

تئین وپرل محلو µl 10 ،20 ترتیب لوله تست بهدو به و ضافه ا

شد. به ه ساندر ml  1000مقطر به حجمآب با و شد وده فزا

به خوبى وده و فزرد افوادبرل محلو ml 1ها لوله ام ازهرکد

ي مادر دقیقه د 10ت مدن نکوباسیواز اتکس شد. پس ور

 جمولطودر فوتومتروسپکتره استگادبا ري نوب جذه مایشگاآز

nm595 حاصل ارد ستانددار انموده از ستفاابا  شد.ي گیرازهندا

م لبومین سرآتئینى وپرل مختلف محلوي غلظتهاب جذاز 

 مد.آبدست ل تئینى مجهووپري غلظت نمونههاوي، گا
 

 ایجنت
و  4O3Fe نانوساختارهای یابیمشخصه

2+Ni-/PVA/IDA2/SiO4O3Fe 
پس از  2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+و 4O3Feنانوذرات 

، FTIRهاي مکمل، شامل طیف سنتز، با استفاده از روش

، پراکندگی  XRD، پراش اشعه ایکسVSMمغناطیس سنجی

 شخصه یابی شدند.م TGAو  DLS ،EDXنور دینامیکی 

دار شدن نانوذرات براي نظارت بر روند عامل FTIRطیف 

  ) a)FTIRیف ط 1 مغناطیسی به کار گرفته شد. در شکل

4O3Fe ،(b)2@SiO4O3Fe ،@PVAc (c) 2@SiO4O3Feو 

(d) +2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe نشان داده شده

 Cm 583-1، پیک جذبی عمیق در ناحیه a1مطابق شکل است.

در نمونه هاي  O-Feکننده ارتعاش کششی پیوند مشخص

مربوط به Cm3714-1پیک در محدودهباشد. مگنتیت می

 Cm-1ها در محدوده باشد. پیکمی C=C کششیارتعاشات

 H-Cوندهاي ـعاش کششی پیـبه ارت Cm 2285-1و  1292

ناشی از  Cm3428-1له پهن در ـد. همچنین قـاشاره دارن

 است. H-Oارتعاشات کششی پیوند 

مـطابق  2SiO/4O3Feپوسته -در بررسی نانوذرات هسته

 Cm 51/583-1در Si -O-Feپیوندکششی، جذبb 1کلـش

که در تمام  Cm 583-1 محدودهپیک در  .شده استظاهر 

در  O-Fe( ظاهر شده به ارتعاش کشـشی b, c, d 1ها )منحنی

4O3Fe ناحیه ارتعاش کششی  شود.نسبت داده میO-Fe  در

 Cm570-1هاي مغناطیسی به صورت توده، اغلب در حدودنمونه

باندهاي است. درمقایسه بانانوذرات مغناطیسی اصلاح نشده، 

سیلیکا به  نانوذرات مغناطیسی پوشش دار شده با  Fe−Oجذب

 آن تشکیل پیوندهاي اند که دلیلطول موج بالاتر جابجا شده

Fe−O−Si  پیـک ارتعاش کششی  .(35) رسطح نانوذرات استب

 Cm-1به تـرتیب در Si -O-Siنامتقارن و کششی متقـارن

ات خمشی ظاهر شده اند. ارتعاش Cm59/804-1و 44/1105

ظاهر شده است. وجود این  Cm461-1درناحیه Si-O-Si پیوند

نانوذرات مغناطیسی سیلیکا اطرافدهنده تشکیل لایهنشانهاقله
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 محدوده در  قـله( b, c, d1ها )است. در تمام منحنی طیف

1-Cm1105 که به ارتعاش کششی نامتقارن مشاهده شده-Si

Si -O 1شود. قلـه پهن موجود در ناحیه نسبت داده می-Cm 

بر اساس  اشاره دارد. H-Oبه ارتعاشات کششی پیوند  30/3405

 ، جذب در ناحیهc1( ،@PVA/IDA2@SiO4O3Fe)شکل
1-Cm1740 ارتعاش کششی گروه کربونیل به مربوط C=O   

 Cm 1657-1و Cm 798-1نوارهاي جذبی در استات است.ینیلو

کششی  و ارتعاش  C−H=شی پیوندخم به ترتیب به ارتعاش

Cm-پیک در ناحیه  .مربوط است  CH=HCپیوند دوگانه

اشاره دارد.  Si-O-Si وندـمشی پیـبه ارتعاشات خ 183/441

مربوط به ارتعاش کششی  Cm 92/1107-1ظاهرشده در قله

می  2SiOاست که حاکی از وجود نـانوذرات Si -O-Siنامتقارن

ظاهر شد. قلـه پهن  Cm 28/583-1در  Fe−Oباشد. پیک جذبی

 اشاره دارد. H-Oبه ارتعاش کششی پیوند  Cm 81/3428-1در 

با نیکل  شدهپوسته کمپلکس-طیف نانوذرات هسته d 1در شکل

(+2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Feمشاهده می ) شود که

ظاهر شده  Cm 31/582-1درناحیه Fe−Oجذب کششی پیوند 

می باشد. نوارهاي جذبی  4O3Feاست که بیانگر وجود نانوذرات

    CH=HCکششی پیوند دوگانه به ارتعاشCm 17/1658-1در

به  Cm 17/3442-1قلـه پهن موجود در ناحیه  .اشاره دارد

ود ـک موجـپی اشاره دارد. H-Oات کششی پیوند ـارتعاش

شی نامتقارن مربوط به ارتعاش کش Cm92/1107-1در

 Cm422-1دودهـپیک در محاست.  Si -O-Siپیـوند

حاصله،  FTIRطیف  .(29) کندرا توصیف می 2Ni +ارتعاشات

-تشکیل یک پوسته سیلیکا روي نانوذرات مغناطیسی و عامل

استات اصلاح شده با وینیلدارکردن پوسته سیلیکا با پلی

 کردن با نیکل را تأیید کرد. اسید و کمپلکساستیکایمینودي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 2Ni-IDA-@PVA2@SiO4O3Fe + (d) و 4O3Fe  ،(b) 2@SiO4O3Fe ،@PVAc (c)2@SiO4O3Fe (a):نانوذرات FTIRطیف -1شکل 

 

 (XRD) اشعه ایکس تفرق الگوی

 و 4O3Fe ایکس نانوذرات اشعه تفرق الگوي ،2شکل 

 2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe+نانوساختار
-می نشان را 

 مشاهده 4O3Feنانوذرات براي تفرق الگويدر  که دهد. همانطور

نمونه،  در دیگر فاز از ناشی اضافی پیک گونه هیچ شودمی

 پراش الگوي .اسـت متبلور و کریستالیحالت به و نشد مشاهده

 ،2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe+نانوساختار ایکس اشعه

با ساختار آمورف را نشان می θ2 ،2SiO =21-28 در موقعیت

اشعه ایکس  تفرق دهد الگويوضوح نشان می به 2 شکلدهد. 

 نانوذرات شبیه 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+نانوساختار

4O3Fe 4 نانوذرات بلور ساختارعبارتی به استO3Fe  پس از

استات وینیلپلیدارشدن با و عامل 2SiOپوشش  قرارگرفتن

 آن حول 2Ni+اسید و قرارگرفتناستیکاصلاح شده با ایمینودي

 شود نانومی استنباط همچنین است. نشده تغییر دستخوش

 نانو ایجاد شده حول و پوشش موفقیت تشکیل شده ساختار با

 نیست. بلوري و بوده آمورف ذرات
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  2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe+نانوساختار و 4O3Feایکس نانوذرات اشعه تفرق الگوي -2شکل  

 

 

 

 ،4O3Fe ،2SiO@4O3Fe هایمورفولوژی نانوساختار

@PVA/IDA2@SiO4O3Fe   و
2+Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe 

و    4O3Fe( TEMوري)ـالکترونی عب یکروسکوپتصاویر م

 PVA@IDA2@SiO4O3Fe@-هـهسته/پوست نانوساختار

+2Ni  طبق تصویر نشان داده شده است.  الف و ب 3در شکل

هاي درون پوسته هاي تیرهصورت کرهگنتیک بهم ذراتب، 3

 اند.هستند، جاي گرفتهصورت لایه روشن متمایز پلیمري، که به

تاییدي بر موفقیت تشکیل ساختار پلیمري روي  TEMتصاویر 

 سطح نانوذرات است.

 

 

 )ب(                                                    )الف( 

 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+ ب(و 4O3Feالف(  وري نانوساختارـالکترونی عب یکروسکوپتصاویر م -3شکل

 

 

 ،4میکروسکوپ الکترونی روبشی شکل  طبق تصویر

 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+و  4O3Feنانوساختارهاي 

 نانوسامانه داراي اشکال کروي و ساختار یکنواخت بوده، سطح

خوب بین  سازگاري دهندهنشان رسد کهمی نظر به همگن

 2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe +پوستهو  4O3Fe هسته

هاي کرهو میکرو 4O3Feنانوساختار  متوسط قطر باشد.می

-ترتیببه 2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe+هسته/پوسته

 مشاهده شد.  26/31-19/62و nm 69/56-53/24درمحدوده
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 )الف(                                           )ب(                                                                              
 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+ ب(و  4O3Feالف(  نانوساختار SEMتصاویر  -4شکل

 

 

  DLSتوسطنانوساختارها ذراتاندازهیعوتوز یدرودینامیکیهقطر

 4O3Fe نانوذرات ، میانگین اندازه5. مطابق شکلشد یینتع

 نانو ساختار و میانگین اندازه nm 4/273برابر

+2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe  برابرnm9/296 به-

 دست آمد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 2Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe+(ب و 4O3Fe الف( اندازه ذرات نانوساختار جهت تعیین DLS نمودار -5شکل 

  (VSM)سنج ارتعاشی مغناطیس

، منحنی ساختارجهت سنجش خواص مغناطیسی نانو

بین   Hمربوطه، با تغییر میدان مغناطیسی4هیسترزیس

-(. مغناطش6اورستد تهیه شد )شکل -12000و  +12000

 g.emu  39716/78در دماي اتاق، 4O3Feنانوذرات (Ms)اشباع

 بود که این مقدار براي نمونه نانوساختار

 
4 Hysteresis 

+2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe ا کاهش قابلب-

کاهش مغناطش اشباع در به دست آمد.  g.emu 93/61توجه،

به علت  2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe+نانوساختار

و  2SiO-PVA-IDAتوسط  4O3Fe نانوذراتشدن  محصور

مورد مطالعه باشد. نانوساختار دار کردن با نیکل میکمپلکس

 .سازي پروتئین کمپلکس کردرا براي غنی 2Ni+بیشترین مقدار
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 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+ب( و 4O3Feالف(   هاينانوساختار براي  VSMنتایج آزمون -6شکل

 

و  2SiO@4O3Feنانوساختارهای  TGAآزمون 

@PVA@IDA2@SiO4O3Fe  و
2+Ni-@PVA/IDA2@SiO4O3Fe 

نانوذرات  يشده رو یلتشک یمرحضور و مقدار پل یینتع يبرا

 يبرا دست آمدهبهTGA استفاده شد. TGAآزمون از  یینها

و  2SiO@4O3Fe يساختارهانانو
+2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe  نشان داده  7در شکل

  شده است.

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 a: TGA 4O3@Fe2SiO,  (b +2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe) نمودار -7شکل 

 

و  4O3Feنانوساختارهای  EDXطیف 
2+Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe 

نانوساختارهاي  تعیین نوع و درصدعناصـراصلی موجود در جهت

4O3Fe  2+وNi-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe از دستگاه 

SEM -EDAX ایـن  ، طبقالف 8شکل  براساسستفاده شد. ا

را  Cو  O %7/25، 4/58را %  Feآنالیز میزان درصد وزنی عنصر

میزان درصد وزنی ب 9 مطابق شکل ،نشان داده شد %9/15

مشاهده  Si %7/2و  Fe  %4/63 ،O %8/22 ،C %2/11عنصر

آمده، تشکیل دستدر تکمیل سایر نتایج به EDXنتایج  شد.

 را تایید نمود.  2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+نانوساختارهاي
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 )ب(                                                                   )الف(  

 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+ ب(و   4O3Feالف(  نانوساختار EDX طیف -8 شکل

 

ذرات مغناطیسی نانوجذب پروتئین در بررسی 
2+Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe 

تعیین  پروتئین با نانوساختار جذبیک معیار در توصیف فرآیند 

است. پروتئین  (فکیک)ثابت ت dK پارامترترمودینـامیکی

KDa26 ompW باکتريE.coli   اسید آمینه هیستیدین  6با

 ذرات مغناطیسیدرنانو پروتئین جذب بررسی ظرفیت معرض در
+2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe  .ي هاآزمایشقرار گرفت

هاي انجام شد تا اطمینان حاصل شود گروه pH 0/8 جذب در

نمک طعام  .انددهنده الکترون در سطح پروتئین محافظت نشده

براي به  در تمام بافرهاي اتصال و شستشو، مولار1با غلظت 

هاي جانبی حداقل رساندن فعل و انفعالات یونی بین زنجیره

 IDA ها و لیگاندهايپروتئیناسید آمینه پایه در دسترس روي 

جذب  ایزوترم 9کل شقرار داده شد.  ذرات مغناطیسینانوروي 

توان با مدل ها را میدهد. دادهتعادلی بدست آمده را نشان می

 غلظت ترتیب به  qو  cآن در توصیف نمود که 5لانگمویر ساده

در  شده روي جاذب جذب پروتئین مقدار و آبی فاز پروتئین

 .است تفکیک ثابت dK و ظرفیت جذب mq است، لتعاد حالت

از  Kd براي بدسـت آوردن ترمودینامیک جذب و مقـادیر

 معادلـه وانـت هـوف استفاده شد.

𝑞 =
𝑞𝑚𝐶

𝐾𝑑 + 𝐶
 

𝑞𝑒

𝐶𝑒
Kd=   

eq  مقدار ماده جـذب شـونده(mg/g)  وeC  فاز پروتئینغلظت 

مقدار  9 نمودار شکلدهد. با توجه به نشان می را (mg/li)آبی

dK ظرفیت جذبمقدار  و 422/7×10-6برابر (mq) 25/1برابر 

 دست آمد. بهگرم نانوذرات میلیدر هر  ینگرم پروتئیلیم

 

 

Concentration(mg/l) 
 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Feیسیمغناط نانوساختاربا  ompW جذب یزوترما -9شکل

 

 
5 Langmuir 
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 تخلیص پروتئین

به  Page-SDSاز طریق ژل  E.coliبیان شده در باکتري  OmpW کیلو دالتونی 26 د پروتئینشومشاهده می 10 همانطور که در شکل

 صورت زیر تخلیص شد. 

 

 

 

 
ده از ژل ستفاابا ازول یمیدامختلف ى غلظتهاونیکل  میل ترکیبىده از نانوذرات مغناطیسی ستفاابا  OmpWتئین نوترکیب وتخلیص پررز فوالکترو -10شکل

15% PAGE-SDS  

 

 

 

: میزان جریان 2مولار،  8پروتئین حل شده در اوره  :1یف رد

دهد میزان )محلول عبور داده شده از ستون که نشان می

پروتئین بارگذاري شده از میزان ظرفیت ستون بیشتر بوده 

: شستشوي 3 ،بنابراین مقداري از پروتئین جذب نشده است( 

ل محلو: 5: شستشوي دوم، 4اول ستون با بافرهاي شستشو،

 100ازول یمیدانیکل با ن ستوى شستشواز ل پسحاص

نیکل با ن ستوى شستشواز حاصل پس ل محلو: 6،  رمیلىمولا

 تئینىونشانگر پر: H،  رمیلى مولا 250ازول یمیدا

بیان شده  E.coliکه در باکتري OPHکیلودالتونی  35پروتئین 

 شکلنتایج مطابق  .تخلیص شد  PAGE-SDSده از ژلستفاابا 

 باشد.می 11
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

.15% ده از ژل ستفاابا ازول یمیدامختلف ى غلظتهاونیکل  میل ترکیبىده از نانوذرات مغناطیسی ستفاابا  OPHتئین نوترکیب وتخلیص پررز فوالکترو -11شکل

PAGE-SDS دهد میزان پروتئین بارگذاري شده از : میزان جریان )محلول عبور داده شده از ستون که نشان می2مولار،  8پروتئین حل شده در اوره  :1یف رد

ل حاصل محلو: 5: شستشوي دوم، 4: شستشوي اول ستون با بافرهاي شستشو،3 ،میزان ظرفیت ستون بیشتر بوده بنابراین مقداري از پروتئین جذب نشده است( 

 تئینىونشانگر پر: M،  رمیلى مولا 250ازول یمیدانیکل با ن ستوى شستشواز حاصل پس ل محلو: 6،  رمیلىمولا 100ازول یمیدانیکل با ن ستوى شستشواز پس

26 KDa 

1      2                             3     4       5      6              H 
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 OmpWپروتئین سنجی پروتئین نتایج  -1جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نشان داده  1در جدول   OmpWنتایج مراحل پروتئین سنجی

سنجی به روش تئینروبر اساس نتایج حاصل از پ شده است.

 گرم به ازاي هریلیم 25/1ظرفیت جذب نانوذرات  برادفورد

 سنجی پروتئینباشد. مراحل پروتئینگرم نانوذره میمیلی

 OPH2انجام گرفت و نتایج آن در جدول  طبق روش برادفورد 

، سنجیتئینروبر اساس نتایج حاصل از پ نشان داده شده است.

گرم به ازاي هر میلیگرم میلی 25/1ظرفیت جذب نانوذرات 

 باشد.نانوذره می
 

  OPHپروتئین سنجی پروتئیننتایج  -2جدول

 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

نانوذراتی که در مرحله قبل توسط پروتئین اشباع ، طبق نتایج

پروتئین انکوبه شده به  گرممیلی 25/1شده بودند )با بیش از 

 .گرم نانوذره( مجددا توانایی جذب پروتئین را دارندازاي هر میلی

 

 

 بحث
ها شوند، سطح آنوارد میبه محیط زیستی  اتنانوذرکه  زمانی

طبیعی و  آلی ها، موادهاي زیستی مانند پروتئینبا مولکول

تأثیر مهمی بر میزان ات شکل نانوذر. شودها پوشیده میآنزیم

ها و به دنبال آن برهمکنش با ها بر سطح آنجذب پروتئین

 مثل هایینانوذرات )ویژگی سطح . خصوصیاتها داردسلول

 بلورینگی، تخلخل، سطحی، شیمیایی، عملکرد موقعیت شکل،

با  را نانوذرات اتصال نحوه هیدروفیلیسیتی(، و هیدروفوبیسیتی

 بین اتصال مسئول اصلی کند. نیروهايمی مشخص پروتئین

 پراکندگی لاندن، واندروالسی، نیروهاي و پروتئین، نانوذرات

کنش بررسی برهم(. 36)هستند  هیدروژنی پیوند و دوقطبی

 غلظت پروتئین
(mg/ml) 

غلظت 

سوپرناتانت 

 پروتئین
(mg/ml) 

درصد جذب 

% 

10 8/3 17% 

5 3/2 36% 

2/5 0/8 68% 

1/25 0 100 

0/64 0 100 

0/32 0 100 

 غلظت پروتئین
(mg/ml) 

غلظت سوپرناتانت 

 (mg/ml) پروتئین

درصد جذب 

% 

10 9 10% 

5 4 20% 

2/5 1/4 44% 

1/25 0 100 

0/64 0 100 

0/32 0 100 
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مولکولی پروتئین و لیگاند یک فرایند اساسی جهت تشخیص و 

و  نانوذراتبا  نیست. تعامل پروتئ هادرمان برخی بیماري

 نانوذراتپس از جذب آنها در سطوح  نیپروتئ يساختار راتییغت

و روند  يساختار راتیی، درک تغنیشده است. بنابرا بررسی

 یپزشک ستیز يکاربردها عیتسر يها برانیبازشدن پروتئ

 منجر 4O3Feطبق مطالعات، نانوذرات  مهم است. اریبس نانوذرات

 ونیلاسیبریرنگ و ف رییتغ و در نهایت نیساختار پروتئتغییر  به

 (.37) شودیمپروتئین 

هاي سوپرپارامغناطیس اکسید آهن به علت توانمندي اتنانوذر

گرمادرمانی و رهایش کنترل گسترده مانند جداسازي سلولی، 

امیدبخش براي کاربردهاي درمانی  اتشده دارو به عنوان نانوذر

 یهته يروي متعدد یقاتیتحق کارهاي.(38) اندشناخته شده

 يسازیو غن يسازخالص جهت  (MNPs)یسینانوذرات مغناط

نانوذرات سنتز شده  (.39) ها انجام شده استینپروتئ یانتخاب

-ینم ینپوسته هستند و جذب پروتئ-ار هستهساخت ياغلب دارا

از  یاريو بس یابددر سطح ذرات گسترش  یهلا یکتواند فراتر از 

سنتز  بنابراین، .مانندیم یا دست نخورده باقیلاتورهک

 یمريپل يهایرهمتصل به زنج یسیمغناط يهاساختارنانو

 یتظرف یشافزا يآسان و کارآمد برا یممکن است راه یلاتورک

، SEM توسط یابی نانوذرات. مشخصهباشد یناتصال پروتئ

TEM ،DLS ،FTIR ،XRD،VSM وTGA  مشخص شدند. 

الف و  5شود )شکل یمشاهده م  SEMیرکه در تصاوطورهمان

در  یببه ترت MNP -Niو 4O3Fe يهاساختار، قطر نانوب(

همان .نانومتر مشاهده شد 30-06نانومتر و  20-50محدوده

 در نمونه دو یکسان براي بزرگنمایی در است مشهود که طور

 ذرات قطر 2Ni+ شده و کمپلکس شده با نانوساختار آهن وینیله

 آهن هسته نانوذرات دار شدنپوشش مؤید که یافته افزایش

 باعث غناطیسیم دارکردنپوشش طبق تصاویر فرایند .است

-نمی شده اصلاح نانوذرات شدن غیرطبیعی ياتوده و تجمع

هاي مغناطیسی از دهد خوشهنشان می SEMویر اتص .گردد

هاي کوچک تشکیل شده که با مطالعات بسیاري از نانوکریستال

پوشش  یک یلتشک یزن  TEMتصاویر .(40) قبلی مطابقت دارند

 یلدهد، ممکن است به دل یذرات هسته را نشان م يشفاف رو

بررسی در  .آهن باشدیدذرات اکس يرو یمرپل یک یلتشک

 هسته/پوسته نانوساختار و 4O3Feمورفولوژي نانوساختار 

+2Ni-@PVA@IDA2@SiO4O3Fe ذرات اندازه بین تفاوت 

 که دلیل است این به  DLSو  SEMطریق از آمده دستبه

DLS  اندازه را سوسپانسیون محلول در هیدرودینامیکی شعاع 

 
6 Remanent magnetization 

 سایز و شدگه متصل همبه ذرات تعلیق حالت در که گیردمی

 که خشک حالت در ذرات قطر اندازه  SEMاما  است، بزرگتر

 Ni-بزرگتر دهد. قطرکمتراست را نشان می نانوساختار سایز

MNPs  شان داده شده توسطنDLS  با قطراندازه یسهدر مقا-

 یهلا یلاز تشک یتواند ناشیم یزن  SEMشده توسط یريگ

 ایجبه نتتوجه با سطح ذرات باشد. يآبدوست رو یمريپل

 Ni-ذراتنانوکاهش مغناطش اشباع ، (Ms)مغناطش اشباع

MNP محصورشدن نانوذرات یلممکن است به دل   

4O3FeتوسطNi - .به  یینها ذراتنانومغناطش اشباع  باشد

. باشدیسی میمغناط يجداساز يو مناسب برا يقو یاندازه کاف

نشان غناطیسی م7وادارندگی و6پسمانداندک مغناطش یرمقاد

 یسشده سوپرپارامغناط یهته یسینانوذرات مغناط دهدیم

-کاهش وزن ذرات ،مشاهده شد  TGAیزآنال یجنتا در .هستند

بوده و با  4%از آب جذب شده( کمتر از  یآهن )ناشیداکس

 .یابد یم یشافزا 40%سطح ذرات تا حدود  يرو یمرپل یلتشک

محمدي و نتایج تحقیق حاضر همراستا با نتایج مطالعه علی

-یابی نانوذرات مغناطیسی عاملهمکاران در سنتز و مشخصه

 Zhangو نتایج مطالعه  TMOS 4O3(Fe@دارشده باآلکیل )

 هاينانوساختار استفاده از و همکاران در

براي جداسازي ویژه  2Ni-PVIM@4O3Fe+مغناطیسی

، a8مطابق شکل (. 41و40) هاي غنی از هیستیدین بودپروتئین

دهنده کاهش است که نشان ینمودار ابتدا به صورت نزول یبش

در  ین نموداردما است. در ا یشبا افزا یجرم ناخالص

آن را به  توانیدر جرم نمونه رخ داد که م تغییريC°100يدما

آب(  یرتبخ دماي) C°100 يرطوبت نمونه نسبت داد که در دما

 وزنی 05/98% انتها در. شودیرفته و ماده خشک م ینرطوبت ازب

 یقاز طر 2Ni+ماند. سپس یباق SiO4O3Fe@2از نانوساختار 

با  یشتراتصال ب يبرا اسیداستیکیمینوديبا ا 2Ni+کمپلکس

 یدهنانوساختارها گنجان يرو یستیدیناز ه یغن يهاینپروتئ

سوزاند،  N2را در اتمسفر  2Ni+ توانینم ینکهشد. با توجه به ا

است که بعداز کمپلکس  یخواهد شد و منطقجرم کل حفظ 

 یج. نتا(b8شکل ) یرد، کاهش وزن صورت گ2Ni+شدن با

Zhang  نتایج  همراستا بود. یقتحق ینا يهایافتهو همکاران با

به OPH و  OmpWهايپروتئین کندیم ییدتا مطالعه اخیر

و با  یانب هیستیدین با برچسب یبنوترک ینپروتئ دوعنوان 

ند. در شد يسازخالص ییاستفاده از نانوذرات نها

باکتري   ompWو همکاران به بررسی پروتئین  Huangمطالعه

  ompWد. این محققان پروتئینته شاسینتوباکتر بومانی پرداخ

7 Coercivity 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

cm
bj

pi
au

.ir
 o

n 
20

25
-0

5-
09

 ]
 

                            14 / 18

https://ncmbjpiau.ir/article-1-1637-fa.html


                                  NCMBJ, volume & issue, 13/53, February 2024-1402، زمستان 53، شماره 14های بیوتکنولوژی سلولی و مولکولی، دوره فصلنامه تازه 
 مقاله پژوهشی

 

 

95 

 در پلاسمید  EcoRIو BamHIرا بین دو سایت آنزیمی 

pThioHisA سازي نمودند و پروتئین نوترکیب را به کلون

منتقل نمودند. این پروتئین در  21BL سویه E.coli باکتري

جذب  نتایج  .(42) باکتري میزبان بیان بسیار بالایی را نشان داد

وجود پروتئین بر سطح نانوذرات باعث  دهدنشان می ینپروتئ

علاوه ، هشده است. ب ساختار مربوطهبهبود ظرفیت جذب در نانو

ذرات نانو، میزان تورم  PVAبا خاصیت آبگریزي ذاتی

 یعامل هايگروههمچنین، .مغناطیسی در آب حداقل است

IDA به  یر،پذانعطاف یمريپل هايیرهامتداد زنج واقع در

در  یخوبتا به دهندیاجازه م یرمتحرکغ يفلز هايیون

 بنابراین، .مرتب شوند ینسطح پروتئ ياتصال رو يهامحل

بچسبد  یهلا یندر چند یسیمغناطذرات نانوتواند به یم ینپروتئ

از  ییبالا ینجذب پروتئیابد. یم یشافزا یارجذب بس یتو ظرف

 گرممیلیدرهر ینگرم پروتئیلیم 25/1     یبا تقر یینانوذرات نها

درجه ، PAGE -SDSیجتوجه به نتا با .نانوذرات مشاهده شد

 یاییمزا با .مشاهده شد یزن ینپروتئ يدر جداساز ییوضوح بالا

-بالا، درجه انتخاب ینجذب پروتئ یتکم، ظرف ینهمانند هز

و  یسسوپرپارامغناط ین،پروتئ يجداساز یندبالا در فرآ یريپذ

 یاستوان از ذرات سنتز شده در مقیم ي،قو یسیخواص مغناط

به ذکر است  لازم .ها استفاده کرد ینپروتئ يجداساز يبزرگ برا

بالاتر  یاربسن تحقیق در ایجذب نانوذرات سنتز شده  یتکه ظرف

موجود در بازار  یسیمغناط ياست. دانه ها يتجار يهااز نمونه

 ینگرم پروتئیلیم 25                      دارند )معمولا  کمتر از  یکم یتاغلب ظرف

  (.43و  44)در هرگرم مهره( 
 

 

 گیرینتیجه
 یدآسان و جد ياستراتژ یکمطالعه، به طور خلاصه،  یندر ا 

هسته  یکمتشکل از  یسیسنتز نانوذرات مغناط يبرا

 مپلکسک یکمتصل به  یلیسپوشش داده شده با س یسیمغناط

  OmpWو  OPHجداسازي و تخلیص پروتئین  جهت یمريپل

. درچهار مرحله سنتز شدند نانوذرات .ارائه شد هیستیدینحاوي 

-ذرات نانوهاي فیزیکوشیمیاییساختاري و شاخص خصوصیات

،  FTIR،DLS ،SEM  ،TEM ،EDXآنالیزهاي توسط

TGA وVSM  .هايپروتئین زیر واحدهاي تعیین شدOPH  و

OmpW در ند. صورت نوترکیب بیان شده و تخلیص گردیدبه

 OmpWو  OPHنوترکیب  پروتئیناین مطالعه ژن کدکننده 

 21BLE.coli  در و ندکلون شد b (+) 26-petدر ناقل بیانی

)3(DE   بیان و به محیط کشت باکتري ترشح عنوان میزبانبه 

سازي از طریق سدیم . بیان ژن و فرآیندخالصندگردید

- تست و Page-(SDSآمید )آکریلپلیژل-سولفاتدودسیل

 ذرات نانونتایج تحقیق حاضر نشان داد، . شدارزیابی  برادفورد

 يدارا 2Ni-PVA/IDA/2SiO/4O3Fe+یسیمغناطیمريپل

 يهابالا، محل یسیمغناط یت، با خاصکروي و یکنواختساختار 

درجه . این نانوساختارها سنتز آسان است ینداتصال فراوان و فرآ

بالایی از بازیابی باندهاي پروتئینی را بدون توجه به طبیعت 

به عنوان   OPHو  OmpWهايپروتئین. دادندپروتئین نشان 

و با استفاده از  یانب نهیستیدیبا برچسب  یبنوترک ینپروتئ

، PAGE-SDS یجتوجه به نتا با .ندخالص شد یینانوذرات نها

توان گفت میوجود داشت.  ینپروتئ يدر جداساز ییوضوح بالا

 حدودین پروتئ جذب یتظرفحداکثر  ينانوذرات سنتز شده دارا

 گرم نانوذرات است.میلیدر هر  ینگرم پروتئیلیم25/1
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