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 سازی بیان و تخلیص آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز از باکتری هالوترموتولرانتبهینه

 Bacillus licheniformis SL-1 
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  مرکز تحقیقات علوم تشریح، دانشگاه علوم پزشکی کاشان .4
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 چکیده

با  توانداین آنزیم می. سرین پروتئازها است  به خانوادهمتعلق (EC 3.4.21.19) آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز :سابقه و هدف
مورد استفاده قرار  هانانوتیوبتهیه فاز جامد و به روش اختصاصی پیوندهای پپتیدی در آنالیز ساختار پروتئین، سنتز پپتیدها  هیدرولیز

به حرارت که بومی ایران مقاوم Bacillus licheniformis SL-1باکتری  گلوتامات اندوپپتیدازهدف از این مطالعه تولید آنزیم  .گیرد
 . است

 E. coli BL21 i در Bacillus licheniformis SL-1بیان آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز از باکتری  در این مطالعه :هامواد و روش

به با توجه .مولار القاگر بهینه سازی شدمیلی 2و  ۳، 4۹۵های گراد و غلظتدرجه سانتی ۱۳و  2۵، /۳در دماهای پلاسمی پریصورت هب
است از ستون نیکل سفارز برای تخلیص به روش کروماتوگرافی ( His-tag)که آنزیم نوترکیب تولید شده دارای دنباله هیستیدینی این

 . تمایلی استفاده گردید

ک و پری پلاسمی بیان بررسی گردید و بهترین نتایج برای دازیگلوتامات اندوپپت برای بیان آنزیم نوترکیب شرایط مختلف :هایافته
 . دست آمدهب IPTGمولار میلی 2غلظت  باگراد درجه سانتی ۱۳در دمای  E. coli BL21 میزبان آنزیم در محلول

به دما که بیان پروتئین نوترکیب وابستهستبیان آنزیم تحت شرایط مختلف حاکی از آنبررسی کیفی نتایج حاصل از  :گیرینتیجه
در مطالعه حاضر نتایج اولیه بررسی امکان تولید نوترکیب آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز . است  IPTGهای بالای القاگربوده و نیازمند غلظت

های بیانی و ثر مانند سیستمؤبرای تولید هر چه بهتر آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز سایر پارامترهای م. است E. coli BL21سیستم بیانی 
 .  های تخلیص جایگزین قابل بررسی و بهینه سازی استروش

 B. licheniformis SL-1گلوتامات اندوپپتیداز، بیان پری پلاسمی، باکتری  :های کلیدیواژه

  متعلق به خانواده (EC 3.4.21.19)آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز  مقدمه
  .استسرین پروتئازها 
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-آلفاطور اختصاصی پیوندهای پپتیدی بین تواند به این آنزیم می
های گلوتامین مانده های اسید آمینهیا باقی کربوکسیل و

آنزیم گلوتامات اندو پپتیداز برای آنالیز  .(2)وآسپاراژین را بشکند 
-مورد استفاده قرار می ساختار پروتئین و سنتز فاز جامد پپتیدها

دارند،  ییبالا یکه عملکرد اختصاص ییهامیآنز(. /24،2،/۳)گیرد 
 یستیز یهازیعنوان کاتالبه یلآسنتز مواد  یبراطور گستره به

چنین عملکرد اختصاصی این آنزیم هم .(۳،۳۰،۳7) انداستفاده شده
هایی شده منجر به تولید نانوتیوب α-lactulbuminدر هیدرولیز 
حامل دارو در صنایع داروسازی مورد  عنوان بهتواند است که می

تاکنون انواع مختلفی از گلوتامات (. /،7)استفاده قرار گیرد 
 Streptomycesهای مختلف شامل  اندوپپتیدازها از میکروارگانیسم

albidoflavus ،Streptomyces fradiae،Staphylococcus 
aureus ،Staphylococcus epidermidis،Enterococcus 

faecalis  ،Bacillus intermedius ،Bacillus subtilis، 

Staphylococcus warneri  وBacillus licheniformis   تولید
(. 2۳،2۱،2۵،۳۳،۳۱،۳2،۳۳،۳۵،۱)و مورد مطالعه قرار گرفته است 

درصد تشابه در توالی اسید آمینه  7۵الی  ۱۵این اندوپپتیدازها 
هایی در ساختار، تفاوتدلیل تنوع در توالی و و به دهند نشان می

روی سوبستراهای یکسان دیده شده است  ها برفعالیت کاتالیکی آن
(۳/.) 

 .Bاز  شده دیتولفعالیت آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز 

licheniformis ATCC14580  مانند تریپسین و
فعالیت این آنزیم بر روی سوبسترای . کیموتریپسین می باشد

فعالیت آن بر روی سوبسترای  ۱۹۵حاوی آسپاراژین  حدود 
عملکرد اختصاصی آن بر   دهنده نشانکه  استحاوی گلوتامین 

-توسط گروه آلفا شده لیتشکی پپتیدی وندهایپروی 
گلوتامات اندوپپتیداز تولید (. ۳۳) استکربوکسیل و گلوتامین 

در مقایسه با گلوتامات  B. licheniformisشده توسط  باکتری 
،  فعالیت کاتالیتیکی بیشتر و S. aureusاندوپپتیداز  باکتری 

بنابراین شناسایی ساختار و  .(۳۵)اختصاصیت بالاتری دارد 
ی بیوشیمیایی اندوپپتیدازهای مختلف از منابع ها یژگیو

باکتریایی متفاوت می تواند اساسی برای گسترش کاربرد این 
. مختلف غذایی، دارویی و بیوتکنولوژی باشد آنزیم ها در صنایع

امروزه به دلیل عدم تولید آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز به صورت 
. در صنایع محدود شده است آن کاربردخالص در مقیاس بالا، 

تولید و استخراج آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز از مخلوط 

تمایلی و تبادل های کروماتوگرافی پروتئازها با استفاده از روش
دلیل هزینه بالا و پیچیدگی به حال نیا باگیرد، یونی انجام می

با پیشرفت . (2۰) استنسبت پایین بهمراحل، راندمان تولید 
ی ژن، تعداد زیادی پروتئین کار دست  توسعهبیوانفورماتیک و 

به  GSTو   Hisی تمایلی مانندها دنبالهنوترکیب با افزودن 
اند تولید شده تسهیل در بیان و تخلیص منظور بهپروتئین 

(4،۳4). 
هدف از این مطالعه بررسی بیان و تخلیص آنزیم گلوتامات 

صورت به Bacillus licheniformis SL-1اندوپپتیداز باکتری 
صورت به E. coli BL21نوترکیب در سیستم بیانی باکتریایی 

های غلظتپلاسمی در شرایط مختلف محیطی شامل دما و پری
این باکتری بومی ایران بوده و از دریاچه . استمختلف القاگر 

نمک آران و بیدگل جداسازی و مورد شناسائی قرار گرفته 
های بالای نمک این سویه بسیار مقاوم به دما و غلظت. است
 Bacillusبه تشابه ژنوم باکتری بومیبا توجه. است

licheniformis SL-1  با سویهATCC14580  رود انتظار می
که آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز این باکتری فعالیت مناسبی 

های لذا آنزیم. داشته باشد ATCC14580 همانند سویه
تواند مناسب برای کابردهای صنعتی جداسازی شده از آن می

 . باشد

 روش کار

 های کشتها، مواد و محیطباکتری
 Bacillus licheniformis SL-1هالوترموتولرانت  باکتری

 .E و( 2۳) بیدگل-بومی ایران جدا شده از دریاچه نمک آران

coli B21   از مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه علوم
 مخمر، گلیسرول وعصاره، تریپتون. تهیه شدند پزشکی تبریز

 Applichem (Darmstadt, Germany) سدیم کلراید از
 GEشرکت از Ni Sepharose رزین. خریداری شدند

Healthcare Life Sciences (Sweden) بادیآنتی. شد تهیه 
-goat anti ثانویه بادیآنتی و His-tag اولیه مونوکلونال

mouse IgG-HRP conjugated شرکت از ترتیببهGE 

Healthcare و Santa Cruz شدند خریداری. 
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 آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز بیان
 سیستم از استفاده گلوتامات اندوپپتیداز بابیان آنزیم نوترکیب 

 E. coli BL21 شامل باکتریایی میزبان در پروکاریوتی بیانی
. گردید انجام محیطی مختلف پلاسمی در شرایطصورت پریبه
 مرحله از شده حاصل نوترکیب پلاسمید منظور همینبه

دارای پپتید نشانه برای بیان در ) pET22b-endo1کلونینگ 
 هایسلول به حرارتی شوک روشبه( پری پلاسمیفضای 

 . شدند منتقل E. coli BL21بیانی
 .E مثبت هایکلنی از آغازگر در بیان پری پلاسمی، کشت

coli BL21 نوترکیب  پلاسمید حاویpET22b-endo1 در 
گرم  ۰گرم تریپتون و  ۳۵گرم عصاره مخمر،  LB  (۰محیط

 ۳۵۵) سیلینآمپی حاوی مایع (سدیم کلراید در یک لیتر
 ۱۳ دمای در ساعت /۳ مدتبه و تهیه( لیترمیلی در میکروگرم

. گردید هوادهی دقیقه در دور ۳۰۵ سرعت با گراددرجه سانتی
 TB استریل و تازه محیط به 2۵ به ۳ نسبت با آغازگر کشت

لیتر میلی 4گرم تریپتون و  ۳2گرم عصاره مخمر،  24)
 تلقیح سیلین آمپی بیوتیکآنتی حاوی( گلیسرول در یک لیتر

 با گرادسانتی درجه ۱۳ دمای در انکوباتور شیکر در و شد
 ۳-۱۹۳ دانسیته به رسیدن تا دقیقه در دور ۳7۵ سرعت

 در IPTG افزودن با پروتئین تولید القای. گردید هوادهی
 باکتری کشت محیط به مولارمیلی 2و  ۳، 4۹۵های غلظت
در  ساعت /۳ مدتبه باکتری کشت سپس محیط .شد انجام

 در دور ۳4۵ سرعت گراد بادرجه سانتی ۱۳و  2۵، /۳دماهای 
 .گردید هوادهی دقیقه

 استخراج و تخلیص آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز
 ۳۰ساعت انکوباسیون به مدت  /۳محیط کشت باکتری پس از 

با توجه به . دور در دقیقه سانتریفوژ شد ۰۵۵۵ دقیقه با سرعت
. سلول ته نشین شده بافر لیزکننده به رسوب اضافه گردیدوزن 

های پس از حل شدن کامل رسوب در بافر لیزکننده، پروتئین
روش روش انجماد و ذوب در نیتروژن مایع و سپس بهسلولی به

ثانیه  ۱۵مدت مرتبه به ۰درصد،  ۵/سونیکاسیون با شدت 
ه با دقیق 2۵مدت محصول لیز سلولی به. استخراج گردید

دور در دقیقه سانتریفوژ شد و مایع رویی که  ۳۵۵۵۵سرعت 
 . از رسوب جدا گردید استهای محلول حاوی پروتئین

روش کروماتوگرافی تمایلی با استفاده از تخلیص پروتئین به
 GEتهیه شده از شرکت Nickel Sepharoseستون 

Healthcare محلول حاصل از استخراج  .انجام شد آمریکا
مولار ایمیدازول به ستون حاوی میلی 2۵همراه پروتئین به

 4مدت یک ساعت در دمای اضافه گردید و بهنیکل سفاروز رزین 
مرحله . منظور اتصال به رزین انکوبه شدگراد بهدرجه سانتی

 ۳۵۵مولار تریس، میلی ۰۵و شو با استفاده از بافر حاوی شست
 2۵درصد بتامرکاپتواتانول و  ۳۹۵سدیم کلراید،  مولارمیلی
دنباله  دارای هدف پروتئین. مولار ایمیدازول انجام شدمیلی

 مولار ایمیدازول، میلی ۰۵۵ حاوی با استفاده از بافر هیستیدین
 از کلراید سدیم مولارمیلی ۰۵۵ و فسفات سدیم مولارمیلی 2۵

 .گردید آوریجمع و شده جدا نیکل هایرزین

 الکتروفورز پروتئین و وسترن بلاتینگ
 تخلیص و استخراج مراحل از آمده دستبه هاینمونه تمام

 قرار بررسی مورد درصد ۳2 آمیدآکریلپلی ژل روی بر پروتئین
پس از الکتروفورز، پروتئین نوترکیب توسط بافر انتقال . گرفتند

درصد  ۳۰مولار گلیسین، میلی ۳/2مولار تریس، میلی 2۰)
 .منتقل شد (PVDF)فلورید دیوینیلیدینکاغذ پلیبه ( متانول

گراد با استفاده از درجه سانتی 4مرحله بلاکینگ در دمای 
. ساعت انجام شد /۳مدت به Skim milkدرصد  ۰محلول 

بادی و آنتی ۱۵۵۵به  ۳رقت  باHis-Tag  علیه اولیه بادیآنتی
 مرحله در .مورد استفاده قرار گرفت 7۵۵۵به  ۳ثانویه با رقت 

 BMکیت از استفاده با پروتئینی باندهای آخر

chemiluminescence عکاسی فیلم روی بر تاریک اتاق در 
  .گرفتند قرار بررسی مورد و شده ظاهر

 نتایج
نتایج مربوط به بیان آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز در سیستم 

های پلاسمی غلظتفضای پریدر  E. coli BL21باکتریایی 
نشان داده  ۳های متفاوت در جدول و دمای IPTGمختلف از 
 E. coliآنزیم گلوتامات اندوپپتیداز در سیستم. شده است

BL21  مولار میلی 2گراد و غلظت درجه سانتی ۱۳در دمای
IPTG الکتروفورز فاز  ۳شکل . صورت محلول بیان شدبه

نتایج  2تخراج شده و شکل محلول و نامحلول پروتئین اس
به تخلیص آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز در ستون نیکل مربوط

 ۱۰وزن مولکولی  آمید باآکریلسفاروز را بر روی ژل پلی
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چنین نتایج وسترن بلاتینگ، بیان هم. دهدکیلودالتون نشان می
 .Eاندوپپتیداز را در فاز محلول سیستم بیانیآنزیم گلوتامات 

coli BL21  میلی 2گراد و غلظت درجه سانتی ۱۳در دمای-
-این در حالی(. 2شکل )یید قرار داد أرا مورد ت IPTGمولار 

های گراد با غلظتدرجه سانتی 2۵و  /۳است که در دماهای 
 E. coli BL21در سیستم بیانی  IPTGمولار از میلی ۳و  4۹۵

کیلودالتونی مربوط به بیان  ۱۰در فاز محلول پروتئین، باند 
آمید مشاهده آکریلآنزیم گلوتامات اندوپپتیداز بر روی ژل پلی

 . نگردید

 بحث

 به تشابه درصد ۳/ با B. licheniformis SL-1 باکتری
 اولین عنوانبه ATCC14580  B. licheniformisسویه

 و ایران در پرنمک هایدریاچه از باکتری این جداسازی گزارش
 باکتری یک B. licheniformisباکتری . است شده معرفی دنیا
 گیاهی مواد خاک، از که است اندوسپور تولیدکننده مثبت گرم

 هیچ تاکنون اما است، شده جداسازی دریایی رسوبات و
 وجود نمک دریاچه از باکتری این جداسازی بر مبنی گزارشی

در این مطالعه بیان آنزیم گلوتامات  .(2۳)نداشته است 
صورت به B. licheniformis SL-1اندوپپتیداز از باکتری 

، شرایط دمایی و E. coli BL21های بیانی نوترکیب درسیستم
. مورد بررسی قرار گرفته است IPTGهای مختلف از غلظت

دهد که بیان محلول آنزیم گلوتامات نشان می ۳نتایج جدول 
 E. coli BL21پلاسمی سیستم در فضای پری اندوپپتیداز

ییدکننده فولدینگ مناسب و أتواند تانجام شده است که می
تشکیل پیوندهای سولفیدی درون مولکولی این آنزیم در 

 E. coli BL21پلاسمی شرایط اکسید موجود در فضای پری
در  E.coli BL21، سیستم بیانی۳به نتایج جدول با توجه. باشد

 IPTGمولار از میلی 2گراد و غلظت درجه سانتی ۱۳دمای 
ز در مطالعه. بیان محلول دارد و همکاران  Yeای مشابه ا

اندوپپتیداز در ، بیان آنزیم گلوتامات2۵۳2در سال 
E.coliسیتوپلاسمی سیستم بیانی  فضای  BL21  و
ا غلظت درجه سانتی ۱۳ دمای مولار میلی ۳گراد ب

اینکلوژن بادی شده است  (. 2۰)منجر به تشکیل 
نتایج این مطالعه نشان دهنده عدم بیان مناسب و 
اندوپپتیداز در شرایط احیای  محلول آنزیم گلوتامات 

است که  E.coli BL21سیتوپلاسمی سیستم بیانی 
تایج بهأت دست آمده در مطالعه حاضر یید کننده ن

و همکاران  Sharma، /2۵۵در مطالعه دیگری در سال  .است
بیان محلول و مناسب نوع دیگری از اندوپپتیداز را از باکتری 

Staphylococcus simulans  در فضای سیتوپلاسمی سیستم
گراد با غلظت سانتی درجه ۱۳ و دمای E.coli BL21بیانی 
با نتایج  (22)اند که را انجام داده IPTGمولار میلی 4/۵نهایی 

  .خوانی نداردمطالعه حاضر هم
ز باکتریایی، آنزیمی جدید آنزیم  ندوپپتیدا ا گلوتامات 

که ژن کدکننده  استمشابه کیموتریپسین حیوانی 
های در چندین نوع باکتری از جنس آن

Staphylococcus  ،Bacillus ،Streptomyces، 
Mycoplasma و Heamophilus گزارش شده است

(27،2۵،/،۰،۳.) 

  گیرینتیجه

در این مطالعه برای اولین بار آنزیم گلوتامات 
ز باکتری بومی  ز ا B. licheniformisاندوپپتیدا  SL-

ه 1 پلاسمی در فضای پریصورت محلول شناسایی و ب
بررسی متغیرهای . بیان و تخلیص شد E. coli BL21سیستم 

 E. coli BL21های بیانی در سیستم IPTGدما و غلظت 

در محیط  E. coli BL21نشان داد که تولید آنزیم در سویه 
 ۱۳دمای و IPTG از  مولارمیلی 2با غلظت  LBکشت ساده 
پلاسمی در فضای پریمحلول صورت گراد بهدرجه سانتی

مطالعه حاضر نتایج اولیه بررسی امکان تولید . انجام شد
 E. coliسیستم بیانی در نوترکیب آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز 

BL21 برای تولید هر چه بهتر آنزیم گلوتامات . است
های بیانی و ثر مانند سیستمؤاندوپپتیداز سایر پارامترهای م

 . استسازی های تخلیص جایگزین قابل بررسی و بهینهروش

 سپاسگزاری
از مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه علوم پزشکی تبریز برای 

 .شوداین پروژه تشکر و قدردانی میحمایت اجرای 
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 های مختلف القاگردر شرایط مختلف دمایی و غلظت E. coli BL21پلاسمی سویه بیان آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز در فضای پری بررسی  -۳جدول 

بیان پروتئینمحل  نوع سویه بیان پروتئین  محیط کشت IPTG (mM) (ºC) دما   

E. coli BL21 پری پلاسم 

۳/ 4۹۵  LB - 

2۵ ۳ LB - 

۱۳ 2 TB + 

 

 
 

فاز محلول  ،۱مارکر پروتئین، ستون ،2فاز نامحلول، ستون ،۳ستون. E.coli BL21 ژل پلی آکریل آمید بیان آنزیم گلوتامات اندوپپتیداز در سیستم -۳شکل 
 IPTG ، بدون القای۳، یک ساعت بعد از القا؛ ستون/، دو ساعت بعد از القا؛ ستون ۰سه ساعت بعد از القا؛ ستون  ، 4ساعت انکوباسیون؛ ستون /۳ پس از
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، مارکر پروتئین؛ ۳ستون ؛E.coli BL21 پلاسمیک سیستم بیانیژل پلی آکریل آمید تخلیص آنزیم گلوتامات اندو پپتیداز بیان شده در فضای پری -2شکل
 .، نتیجه وسترن بلاتینگ۱های نیکل سفاروز، ستونمتصل شده به رزین، آنزیم 2ستون
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