
New Cell Mol Biotech
j.11/42 , 2021

Research  article

95

Scan online to view this article

 
 

Heterologous Expression, Purification and  
Determination of Activity of new Carboxypepetidase 

 from Cohnella Ao1 
Seyed Mahdi Naeemi1, Saeed Aminzadeh2*, Soyar Sari1,  

Fahimeh Nemati3, Maryam naseroleslami1 

1- Department of Cellular and Molecular Biology, Faculty of Advanced Science and Technology, Tehran 
Medical Sciences, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
2- Bioprocess Engineering Group, Institute of Industrial and Environmental Biotechnology, National Institute of 
Genetic Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, Iran. 
3- Department of Biotechnology, Faculty of Advanced Science and Technology, Tehran Medical Sciences, 
Islamic Azad University, Tehran, Iran. 

Abstract 
Aim and Background: Proteolytic enzymes are essential for the survival of living organisms by 
irreversible hydrolysis of peptide bond. Carboxypeptidases are proteolytic enzymes found in many 
organisms and are widely used in various industries, such as food and pharmaceuticals. Aims of this 
study are expression of carboxypeptidase of chohnella A01, purification and determination of its 
activity. 

Materials and methods: The gene of carboxypeptidase of cohnella A01 has been cloned in 
pET26b(+) vector. Competent cells were prepared from E. coli BL21, plasmids were extracted and 
transformed to expression host. E. coli BL21 was cultured in LB medium and protein expression was 
induced by IPTG. After that cell harvested and recombinant protein was purified by Ni-TNA resin.  

Results: The expressed recombinant enzyme is a glutamate carboxypeptidase that capable of 
separating glutamate from folic acid. 

Conclusion: Hence carboxypeptidase G has medicinal application and recombinant 
carboxypeptidase from cohnella A01 is a thermostable enzyme, after optimization, can be use it for 
medicinal application. 
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 آنزیم و سنجش فعالیت خالص سازی هترولوگ،بیان 
  A01 کوهنلاباکتری  کربوکسی پپتیداز نوترکیب جدید از 

 1، مریم ناصرالاسلامی4، فهیمه نعمتی منصور1، سویار ساری2*، سعید امین زاده1سید مهدی نعیمی

 گروه زیست شناسی، دانشکده علوم نوین، دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی تهران، ایران -2
 فناوری، ایران، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیستزیستفناوری صنعت و محیطپژوهشکده زیست، فرآیند  زیست مهندسی  گروه -1
 گروه بیوتکنولوژی، دانشکده علوم نوین، دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی تهران، ایران -9

 

 چکیده

ادامه  برایناپذیر پیوند پپتیدی هیدرولیز برگشت با انجام یا پروتئولایتیک تجزیه کننده پروتئینهای  آنزیم هدف:سابقه و 
 بسیاری موجودات در که هستند یهای پروتئولایتیک آنزیم جمله از پپتیدازها کربوکسی .هستند ضروریموجودات زنده  بقای
 از این شود. هدف میوفور استفاده به – داروسازی غذایی و صنایع مثل - مختلف صنایع در ها این آنزیمو از  شوند می یافت

 .است آن سنجش فعالیت سازی وخالص، A01 کوهنلا بومی باکتری پپتیداز کربوکسی آنزیم بیان ،تحقیق

های با ایجاد سلول ؛بود شده کلون (+)pET-26bدر وکتور  که A01 کوهنلا  پپتیداز کربوکسی ژن ابتدا ها:مواد و روش
تلقیح و با استفاده از  LBاین باکتری در محیط کشت . آن گردید وارد( BL21 اشرشیاکلی)مستعد از باکتری میزبان بیانی 

IPTG  ، .کروماتوگرافی استفاده از ستون با ان شدهبی آوری، شکسته شده، پروتئینجمعها  سلولسپس بیان پروتئین القا شد 
 تخلیص شد.  سفاروز، نیکل تمایلی

دارای ساختمان  -بینی انجام شده طبق پیش - نوترکیب بیان شدهکه آنزیم  مشخص نمودند مدهدست آنتایج به ها:یافته
درصد شامل لوپ و سایر ساختارها  90درصد نواحی فاقد ساختار و  0درصد صفحات بتا،  12درصد مارپیچ آلفا،  90دومی با 

، ریشه 7معادل  pHدرجه سلسیوس و  05. این آنزیم قادر است در دمای رود می شماربهپپتیداز  کربوکسی ک گلوتاماتی، بوده
)با سوبسترای فولات( این آنزیم فعالیت محاسبه شده  بوده، kDa 2/02وزن مولکولی آن  نماید.گلوتامات را از اسید فولیک جدا 

 است. U/ml 271در شرایط سنجش، 

دارای کاربرد دارویی است و کربوکسی  (G)کربوکسی پپتیداز  کربوکسی پپتیدازکه گلوتامات به اینباتوجه گیری:نتیجه
توان از  میاحتمال به، استپایداری مناسب در دمای محیط  مقاومت گرمایی و در نتیجه دارای A01 کوهنلا نوترکیبپپتیداز 

 در مصارف دارویی استفاده نمود.سازی، پس از بهینهاین آنزیم 

 IAU science ،گلوتامات ،کوهنلااسید فولیک، کربوکسی پپتیداز، :  کلیدی هایواژه

که باعث هیدرولیز 2 تجزیه کننده پروتئینهای  آنزیم مقدمه
های بسیار  برش ؛شوند ناپذیر پیوند پپتیدی میبرگشت

. این (2) دهند اختصاصی بر روی سوبستراهای خود انجام می
رسان، فاکتورها و  های پیام توانند مولکول سوبستراها می

 ها باشند ها و پیش آنزیم ی، پیش پروتئینهای پپتید هورمون
                                                           
1 - Proteolytic 
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ی ها این آنزیم جمله از پپتیدازها کربوکسی. (1)
 گیاهی، جانوری، های بافت اغلب در و هستندپروتئولایتیک 

. (9) اند شده گزارش و مشاهده مخمرها و ها باکتری حشرات،
 صنایع قبیل از مختلف صنایع در پپتیدازها کربوکسی امروزه
 .دارند فراوان کاربرد بهداشتی و رایشیآ و داروسازی غذایی،

ها برای تهیه پنیرهایی  کربوکسی پپتیدازدر صنایع غذایی از 
 (کاهش تلخی و بهتر نمودن عطر پنیر)با طعم خاص 

وری شده، آهای فر چنین در گوشت. هم(0) گردد استفاده می
های  آمده از باکتریدست پپتیدازهای به کربوکسیاستفاده از 

ایجاد مزه مطلوب در  باعث ،تولید کننده اسید لاکتیک
 در A پپتیداز کربوکسی از .(0) گردد وری شده میآگوشت فر

خانواده که از سموم هم 2اکُاروتوکسین میزان کاهش
رود استفاده شده است. این  میشمار به 1ها مایکوتوکسین

زایی، تراتوژنی و سمیت برای سرطان قابلیتسموم که دارای 
ای تولید شده  های رشته غالب توسط قارچطور بهکبد هستند 

 .(2) شوند میو باعث آلودگی غلات و خشکبار 

 Gها یا خانواده کربوکسی پپتیداز پپتیداز کربوکسی گلوتامات
 ریشه کربوکسیل انتهای برش در خود ویژه توانایی با

 شناخته آسیل-ان های موتیف در گلوتامات اسیدآمینه
توانند شامل  میها  موتیفسوبستراهای این  .شوند می

پپتیدیل، آمینواسیل، بنزوئیل، بنزیل اکُسیل کربونیل، فولیل 
 دلیلبه آنزیم این به توجهات اولین. (7) دنیا پترویل باش

 و فولیک اسید از گلوتامات ریشه نمودن جدا در آن توانایی
 شیمی در که 9متوترکسات مانند فولات های آنالوگ سایر

 جلب گیرند، می قرار استفاده مورد سرطان بیماری درمانی
 طریق از آنزیم این که شد می باعث خصوصیت این. شد
 توسط DNA سنتز در نیاز مورد  شده احیا فولات سازیتهی

 توموری های سلول رشد مهار به قادر ،توموری های سلول
 که - متوترکسات تجزیه توانایی با آنزیم این چنینهم. باشد
 کاهش در - است هیدروفولات ردوکتاز آنزیم کننده مهار

 کلیوی مشکلات کاهش نتیجه در و متوترکسات میزان
 مفید بسیار بیمارانی که تحت درمان با متوترکسات هستند،

 باکتری از که پپتیدازی کربوکسی . امروزه(8) است بوده
 است آمده دستبه RS-16 نژاد 0سودوموناس

                                                           
1 - Ocharotoxin  
2 - Mycotoxins 
3 - Methotrexate 
4 -Pseudomonas sp. Strain RS-16 

در  0و با نام تجاری وراکسازدارد  نام G2 پپتیداز کربوکسی
 .(1) گیرد میمورد استفاده قرار صنعت داروسازی 

 های آنزیم تهیه برای مناسبی بسیار منبع ها باکتری
 وها از آن ژن استخراج چنینهم. روند می شماربه اگزوپپتیداز

 تریبیش سهولت با مناسب های باکتری در آن نمودن کلون
 میان این در. است پذیرامکان موجودات سایر بهنسبت
 و ترموفیل های باکتری از آمده دستبه های آنزیم

 های باکتری. (25) دارند ای ویژه های مزیت هایپرترموفیل
 های باکتری و سلسیوس درجه 25 از بیش دمای در ترموفیل

 و رشد سلسیوس درجه 85 از بیش دماهای در هایپرترموفیل
-به ها باکتری این های آنزیم دلیل همینبه کنند؛ می  زندگی

 با مواجه در بوده، بالایی دمایی مقاومت دارای عادی طور
 .(22) شوند نمی فعال غیر دما، افزایش

 ایران بومی های باکتری از A01 کوهنلا گرمادوست باکتری
 گرم، 2نی باسیلهئپا خانواده از باکتری این. رود می شماربه

گلوتامات  آنزیم دارای ژن بوده،ای شکل  و میله مثبت
که آنزیم مذکور همانند در صورتیاست.  پپتیداز کربوکسی

قادر به تجزیه فولات و متوترکسات  G2کربوکسی پپتیداز 
 سایر برای تواند می تحقیق این از حاصل نتایج باشد؛

 آنزیم از کاربردی استفاده خصوص در تحقیقات
در این . باشد گشا راه A01 کوهنلا باکتری پپتیداز کربوکسی
باکتری  پپتیداز کربوکسیگلوتامات  آنزیم ژنمطالعه 

 (+)pET-26bوکتور  درقبلا  که - A01 کوهنلاگرمادوست 
 (21) کلون شده بود  DH5α سویه اشرشیاکلیی باکتر و در

 وبیان گردید  وارد، BL21 سویه اشرشیاکلیباکتری  به -
فعالیت کربوکسی پپتیدازی این  ،پروتئین تخلیصپس از 

   آنزیم سنجش شد.

 هاروشمواد و 
 مواد

 Tris-HCl ،SDS، اسید فولیک، بافر LBاجزای محیط کشت 
، EDTA  پلی اکریل آمیدد،  از مرک،  ی مورد استفادههانمکو

و ایمیددازول از  از سدیگما   IPTG7 ،آنتی بیوتیک کانامایسدین 
 –خریدداری شدد. سدتون کرومداتوگرافی تمدایلی نیکدل       فلوکا 

                                                           
5 - Voraxaze 
6 - Paenibacillaceae 
7 - Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside 
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 GE Healthcare شدرکت  از 1زدایدی و سدتون نمدک   2سفاروز
  خریداری گردید.

 هادستگاه
دسدددتگاه  ،AKTA Purifierشدددرکت  9FPLCاز دسدددتگاه 

و  BMGشددرکت  0اسددپکتروفتومتر مدددل اسپکترواسددتار نددانو 
 استفاده شد. Bio-Radدستگاه الکتروفورز شرکت 

 افزارهانرم
  Phyre2و سدرور آنلایدن    NCBI  ،Expasyهای  از پایگاه داده

   استفاده شد.

 یافزارهای نرمبررسی
به  Expasyپایگاه داده این پروتئین با استفاده از  DNA توالی

تدوالی پدروتئین    با بلاست نمدودن توالی پروتئینی ترجمه شد. 
، میزان مشابهت Expasyو  NCBIهای در سایت مورد بررسی

و درخدت   ها تعیدین پروتئین بدا سدایر کربوکسدی پپتیدداز    این 
 ProtParamبدا اسدتفاده از ابدزار    گردیدد.   آن رسم تیکفیلوژن

 pIو پایدداری و   آلیفاتیدک هدای   ، شاخصExpasyپایگاه داده 
 سدرورهای آنلایدن  چندین بدا اسدتفاده    هدم ، آنزیم مشخص شد

SignalP  وPhyre2 پپتیدد بدا  مشدابه  وجدود ندواحی   ترتیب به 
بداکتری  نوترکیدب  آندزیم کربوکسدی پپتیدداز    در توالی  0نشانه

سداختار  بیندی   پدیش و ( 951)کربوکسی پپتیداز  A01کوهنلا 
 شد.بررسی  G2کربوکسی پپتیداز آنزیم  باآن ترازی همو  دوم

و اسـتررا    DH5α سـویه  کلیااشرشـی تکثیر باکتری 
 پلاسمید

 (+)pET26bکدده دارای وکتددور  DH5αبدداکتری اشرشددیاکلی 
، در بدود A01 کدوهنلا حامدل ژن کربوکسدی پپتیدداز بداکتری     

 ت یدک شدبانه روز کشدت داده شدد.    مدد بده  LBمحیط کشت 
ابتددا   منظدور اسدتخراج پلاسدمیدهای تکثیدر شدده؛     سپس بده 

 مدولار میلدی  10بدا غلظدت    Trisبا اسدتفاده از بدافر    ها باکتری
 05با غلظدت   گلوکزو  مولارمیلی 25با غلظت  EDTA)حاوی 

مولار  2/5محلول حاوی سود  ( و سپس با استفاده ازمولارمیلی
هدای لیدز    محلول حاوی بداکتری یک درصد لیز شدند.  SDSو 

                                                           
1 - HisTrap® HP affinity columns 
2 - HiTrap® Desalting Column 
3 - Fast protein liquid chromatography 
4 - SPECTROstar Nano 
5 - Signal Peptide 

درجدده  0در دمددای دقیقدده  25مدددت بدده g 2555شددده در 
حدذف  منظدور  بده به محلدول رویدی   سانتریفیوژ شد. سلسیوس 

RNA ترتیببهها  و پروتئین RNase A   وپروتئیندازK   اضدافه
 gبده آن اضدافه و در   مخلوط کلروفدرم و ایزوامیدل    شد. سپس

درجدده سلسددیوس   0دقیقدده در دمددای   9مدددت بدده 8555
به محلول رویی ایزوپروپانول سرد اضافه شدده،   .سانتریفیوژ شد

درجده   75مدت یک ساعت در دمای منفدی  پس از نگهداری به
درجده   0دقیقده در دمدای    9مددت  به g 8555سلسیوس، در 

سلسیوس سدانتریفیوژ شدد. محلدول رویدی دور ریختده شدده،       
پلاسمیدهای رسوب کرده بر روی دیدواره ویدال بدا اسدتفاده از     

شسته، سپس اتانل در دمای محدیط تبخیدر شدد.      %75اتانول 
یتر آب مقطر محلدول و جمدع آوری   میکرول 05پلاسمیدها در 

 گردید.

و  BL21 سـویه اشرشیاکلی های مستعد از   تهیه باکتری
 انتقال پلاسمید به میزبان بیانی

کده در مرحلده رشدد     BL21 سدویه اشرشیاکلی های  از باکتری
بدا اسدتفاده از کلریدد کلسدیم سدرد بدا        ،لگاریتمی قرار داشتند

منظدور انتقدال   مستعد بده  های مولار، باکتریمیلی 255غلظت 
 01دمدای   پلاسمید تهیه شد. با استفاده از شدوک حرارتدی در  

 نوترکیددب پلاسددمیدهایمیکرولیتددر از  25، سلسددیوسدرجدده 
 255 بده  DH5α سدویه  اشرشدیاکلی استخراج شده از باکتری 

منتقدل گردیدد.    BL21سدویه   اشرشدیاکلی باکتری  میکرولیتر
حداوی آگدار و آنتدی     LBهای مذکور در محیط کشدت   باکتری

لیتدر  میکروگدرم در هدر میلدی    05 ظتغل بیوتیک کاناماسین با
 ساعت کشت داده شدند. 22مدت محیط کشت، به

 باکتری نوترکیب مناسبانتراب 
هدای رشدد کدرده بدر روی محدیط کشدت حداوی         از تک کلنی
صدورت جداگانده در محدیط    کلنی انتخاب و بده  9کانامایسین، 

 05ظددت ین بددا غلبیوتیددک کاناماسددحدداوی آنتددی  LBکشددت 
سداعت   22مددت  لیتر محیط کشت، بده میکروگرم در هر میلی

در محدیط  ، 9الدی   2هدای شدماره    از کلندی  .کشت داده شدند
 85اسدتوک تهیده و در دمدای منفدی     کشت حاوی گلیسدرول  

در  های مذکور، استوکاز سپس نگهداری شد.  سلسیوسدرجه 
 ازمیکرولیتدر   25کشدت شدبانه تهیده شدد.      LBمحیط کشت 

تلقیح شدده، تدا    LBمحیط کشت  در کشت شبانههای  باکتری
ندانومتر،   005در طول مدوج   0/5- 0/5رسیدن به جذب نوری 
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دور در  285و  سلسدیوس درجده   97در شیکر انوباتور با دمای 
هدا و رسدیدن محدیط     ه قرار داده شدند. بدا رشدد بداکتری   دقیق

 055مقددار   ،القدا کشت به جدذب ندوری مدورد نظدر، قبدل از      
عندوان کنتدرل منفدی    میکرولیتر از محیط حداوی بداکتری بده   

 21مددت  و بده  g2555 برداشته شده، پدس از سدانتیرفیوژ در  
 سلسدیوس درجده   15دقیقه، رسوب حاصدل در دمدای منفدی    

مقددار  بده  IPTGسپس بیان پروتئین با افدزودن   نگهداری شد.
لیتر محدیط کشدت، القدا شدد.     مولار در هر میلیمیلی 2نهایی 

و دور شدیکر بدر    سلسدیوس درجده   17دمای انکوباتور بر روی 
 ،سدداعت 10دور دقیقدده تنظددیم گردیددد. پددس از    205روی 

 21مددت  و بده  g2555 ها با استفاده از سانتریفیوژ بدا   باکتری
حاصل در دمدای منفدی بیسدت     های آوری و رسوبدقیقه جمع

آوری شدده  های جمدع  رسوب نگهداری شدند. سلسیوسدرجه 
 درقبل و بعد از القا بیان پروتئین، در ژل پلدی اکریدل آمیدد و    

الکتروفدورز   (SDS-PAGE)حضور سدیم دو دسیل سدولفات  
 شد.

 نوترکیب پروتئینبیان 
در محدیط   1منظور بیان پروتئین از اسدتوک کلندی شدماره    به

میکدرو لیتدر از    25کشت شبانه تهیه شدد، سدپس    LBکشت 
حدداوی  LBلیتددر محددیط کشددت میلددی 05شددبانه بدده  کشددت

لیتدر محدیط   میکروگرم در هدر میلدی   05کانامایسین با غلظت 
درجده   97کشت تلقدیح شدد و در شدیکر انکوبداتور بدا دمدای       

 0/5دور در دقیقه تا رسیدن به جذب ندوری   285و  سلسیوس
نانومتر نگهداری شد. با رسدیدن بده    005در طول موج  0/5 –

 2بدا غلظدت نهدایی     IPTGجذب نوری موردنظر، با استفاده از 
لیتر محیط کشدت، بیدان پدروتئین القدا     مولار در هر میلیمیلی

 205و  سلسدیوس درجده   17شده، شیکر انکوباتور روی دمای 

 هدا بدا   بداکتری  سداعت  10دور در دقیقه تنظیم گردید. پس از 
-دقیقه جمدع  20مدت و به g 8555 از سانتریفیوژ در استفاده

ها را  محلول رویی دور ریخته شد و رسوب باکتریآوری شدند. 
 EDTA، مولارمیلی Tris-HCl (pH:8) 05بافر لیز حاوی در 

صدددورت بدددهمدددولار میلددی  NaCl  255و مدددولار میلددی  1 
 85بدا قددرت    سونیکاسیون روی یدخ با  سوسپانسیون درآورده،

ثانیده   00) زمدانی  چرخه 0، طی پالس در دقیقه  7/5درصد و 
 .، دیواره باکتری شکسدته شدد  دقیقه استراحت( 2سونیکیت و 

 g 28555و  سلسدیوس درجده   0سپس محلول فوق در دمای 
دقیقه سانتریفوژ شد. محلول رویی حاوی پدروتئین   20مدت به

تددا زمددان تخلددیص  سلسددیوسدرجدده  0نوترکیددب در دمددای 
 نگهداری شد.

 سازی پروتئین نوترکیبخالص
با حجدم  سفاروز  -از ستون کروماتوگرافی تمایلی با رزین نیکل

شدد.   اسدتفاده تخلیص پدروتئین نوترکیدب   لیتر برای یک میلی
برای این منظور از بافرهای تعادل، شستشو و خدارج کنندده بدا    

اسدتفاده   2 طبق جددول شدماره  های مختلف ایمیدازول غلظت
 0ابتدا با استفاده از بافر تعادل معدادل   بدین ترتیب که .گردید

لیتر( ستون شستشو داده شدده، بده   میلی 0برابر حجم ستون )
ها لیتر محلول حاصل از لیز باکتریمیلی 9تعادل رسید. سپس 

میکرومتدر، از   00/5فیلتدر دارای منفدذ    نمودن باپس از فیلتر 
عبور داده شدد. پدس از ایدن مرحلده      سفاروز-روی ستون نیکل

منظدور خدارج   لیتر بافر شستشو بهمیلی 25ستون با استفاده از 
های اضافی شستشو شد. سدپس بدا اسدتفاده از    نمودن پروتئین

لیتر، پروتئین تخلیص شده از ستون میلی 1بافر خروج با حجم 
 آوری گردید.نیکل سفاروز جدا و جمع

 سفاروز-نیکل زرین  توسط نوترکیب  کربوکسی پپتیداز آنزیم سازیخالص جهت نیاز مورد هایمحلول -2جدول 

 (pH:8)بافر خروج  (pH:8)بافر شستشو  (pH:8)بافر اتصال 

Tris-HCl  05 مولارمیلی Tris-HCl  05 مولارمیلی Tris-HCl  05 مولارمیلی 

NaCl (055 میلی)مولار NaCl (055 میلی)مولار NaCl (055 مولارمیلی) 

Tween 20 (50/5 )% Tween 20 (50/5 )% Tween 20 (50/5 )% 

 مولار(میلی 105ایمیدازول ) مولار(میلی 10ایمیدازول ) مولار(میلی 0ایمیدازول )

 

-Trisبدافر   و زدایدی نمکپروتئین تخلیص شده، توسط ستون  ترلیص شدهپروتئین از زدایی نمک
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HCl 50 mM (1/7 pH: )    2و بدا اسدتفاده از دسدتگاهFPLC 
محلول پروتئیندی  و  زدایی شدنمک AKTA Purifier شرکت

درجده   0هدا در دمدای    بدرای ادامده آزمدایش    وری شدده آعجم
 نگهداری گردید. سلسیوس

 202پپتیداز  فعالیت آنزیم کربوکسیسنجش 
 955محلددولی بدده حجددم  ،منظددور سددنجش فعالیددت آنددزیمبدده

 ZnCl2 2/5 ،مدولار میلی Tris-HCl 05میکرولیتر شامل بافر 
 میکرومدولار  0فولیدک  مولار و اسید میلی NaCl 0 مولار،میلی

میکرولیتدر   255. سپس تنظیم شد 1/7آن معادل  pHتهیه و 
 ،مددولارمیلددی Tris-Hcl 05آنددزیم کربوکسددی پپتیددداز )بددافر 

ZnCl2 2/5 مولار،میلی NaCl 0 به محلول مذکور ( مولارمیلی
 کدوهنلا بداکتری   دمای بهینه رشد کهبه ایناضافه شد. با توجه

A01  هر دو محلدول قبدل از   استدرجه سلسیوس  05حدود ،
 05دقیقده در دمدای    25مددت  مخلوط شددن بدا یکددیگر، بده    

بودند. بلافاصله پس از اضدافه نمدودن   انکوبه شده  پیش مذکور
نانومتر و با فواصل یک  928کاهش جذب در طول موج  ،آنزیم
و  (20،29) شدد گیری  ای تا زمان ثابت شدن جذب اندازهدقیقه

منحنی کاهش جذب در طدول زمدان رسدم شدد. شدیب خدط       
جدذب بده ازای هدر دقیقده      هدای تغییردسدت آمدده،   مذکور به

(ΔOD/min) .هر واحد  محاسبه شد(U)   فعالیت آنزیم معدادل
. استکاهش غلظت اسید فولیک برحسب میکرومول در دقیقه 

 محاسبه فعالیت آنزیم از فرمول زیر استفاده شد:  منظور به

 

L  ت که نور طی نمدوده  متر و طول مسیری اسسانتی 2برابر با
ضریب خاموشی است که  ε ( وطول کووت مورد استفادهاست )

است  M-1cm-1 7025 معادلگزارش موجود در مراجع  ر بابراب
(20  .) 

 ها یافته
ایی آنزیم کربوکسـی  یبیوشیم هایخصوصیتبینی  پیش

 202پپتیداز 

                                                           
1 - Fast protein liquid chromatography 

کیلدو   2/02برابر با  951وزن مولکولی آنزیم کربوکسی پپتیداز 
پدروتئین نوترکیدب مدورد بررسدی      1پایدداری ناشاخص دالتون، 

 است. 52/10معادل  آن 9و شاخص آلیفاتیک 20/92

 ساختار دومبینی پیش
دوم آنزیم کربوکسدی پپتیدداز نوترکیدب مدورد      اختمانس برای

درصد  0 ،صفحات بتادرصد  12لفا، درصد مارپیچ آ 90بررسی، 
سدایر سداختارها   شامل لوپ و درصد  90و  ساختارفاقد نواحی 

 .گردد می مشاهده 2بینی شد که در شکل پیش

 ساختمان دومورد همترازی آبر
درصد  85، حدود 951توالی پروتئینی آنزیم کربوکسی پپتیداز 

 cl141aگونده   باسدیلوس  پدائنی آنزیم متالوپپتیداز باکتری   با
کده کریسدتالوگرافی آندزیم    بده ایدن  با توجده مشابهت دارد. ولی 

آنددزیم کربوکسددی  Aمددذکور منتشددر نشددده اسددت، از زنجیددره 
درصد از طول آن بدا آندزیم مدورد بررسدی،      10که  G2پپتیداز 

در درصدی است، استفاده شد که نتایج آن  11دارای مشابهت 
 شود. مشاهده می 1شکل 

 در پروتئین نوترکیبنشانه بررسی وجود توالی پپتید 
براساس بررسی انجام شده آنزیم کربوکسی پپتیدداز نوترکیدب   

نشدانه بدوده، ایدن    فاقد هدر گونده پپتیدد     A01باکتری کوهنلا 
 گردد. پروتئین از غشاء باکتری به محیط کشت ترشح نمی

با سایر  202ارتباط فیلوژنیتیک آنزیم کربوکسی پپتیداز 
 هاآنزیم

بین توالی پروتئینی آنزیم کربوکسی پپتیدداز   با ایجاد همترازی
ترین قرابت بین این آندزیم و آندزیم   ها، بیشبا سایر آنزیم 951

در بداکتری   M20 0ی پپتیدداز از خدانواده بدزرگ   متالوکربوکسد 
  (.9مشاهده شد )شکل  باسیلوس پائنی

  نمونه کشت داده شده باکتری نوترکیب مناسبانتراب 
تری های انتخاب شده، یک کلنی که پروتئین بیش از بین نمونه

هدای   (. کلیده آزمدایش  0را بیان کرده بود، انتخاب شد )شدکل  
-هدای بده   پروتئین بیان شده توسط باکتریبعدی با استفاده از 

 دست آمده از استوک کلنی مذکور انجام شده است.

                                                           
2 - Aliphatic index 
1 - Instability index                          
4 - Super Family 
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ی مشخص شده با ها آمینه، ریشه اسیدA01 کوهنلاب باکتری یبرای آنزیم کربوکسی پپتیداز نوترک Phyre2بینی شده توسط سایت ساختار دوم پیش -2شکل 

 .هستندهای مشخص شده با رنگ آبی تیره، مناطق دارای احتمال اطمینان ضعیف دهنده مناطق دارای احتمال بالای اطمینان و ریشهقرمز نشانرنگ 
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 سودوموناسباکتری  G2آنزیم کربوکسی پپتیداز  Aجیره نبا ز A01 کوهنلابینی ساختار دوم آنزیم کربوکسی پپتیداز نوترکیب باکتری ترازی پیشهم –1شکل 
های تشکیل دهنده  مینهاسیدآترتیب با رنگ قرمز تیره و نارنجی مشخص شده است. ریشه به توالی الگو به. نواحی اضافه شده و حذف شده نسبت RS-16نژاد 

 اند. با کادر قرمز رنگ مشخص شده آنزیم الگو، ناحیه فعال

 

 
   وجود دارد. پائنی باسیلوسباکتری  در M20متالوکربوکسی پپتیداز  خانواده بزرگبا  951پپتیداز ترین قرابت بین کربوکسی نتیک : بیشدرخت فیلوژ -9شکل 
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 M: ستون B. تصویر  IPTGقبل از القا توسط  9تا  2های ترتیب کلنیبه 9الی  2 های شاخص وزن مولکولی پروتئین، ستون M: ستون Aتصویر  –0شکل 

 . IPTG، بیست و چهار ساعت پس از القا توسط 9تا  2های ترتیب کلنیبه 2الی  0 های شاخص وزن مولکولی پروتئین، ستون

 

 سازی پروتئینخالصبیان و 
دلیدل اسدتفاده از   هببیان پروتئین القا شد،  IPTGبا استفاده از 

دنبالده   پروتئین نوترکیب بیان شده دارای (+)pET26bوکتور 
 –رزیدن نیکدل   سدتون حداوی   با اسدتفاده از   هیستیدنی است.

سازی پروتئین انجام شد و باند پدروتئین بدا وزن   سفاروز خالص
پلی اکریل  ژل با استفاده از الکتروفورز در kDa 2/02مولکولی 

 (.0مشاهده شد )شکل  SDSآمید در حضور 

 زدایی از پروتئین ترلیص شدهنمک
زدایی لیتر آنزیم تخلیص شده، محلول نمکهر میلیبه ازای 

-نانومتر تا پایان آن جمع 185شده از آغاز پیک در طول موج 
لیتر( و محلول حاوی نمک و میلی 1آوری گردید )حدود 

ایمیدازول از لحظه افزایش پیک هدایت الکتریکی تا زمانی که 
 (.2گردد، دور ریز شد )شکل حالت ثابت بر به دوبارهاین موج 

 

 
تخلیص پروتئین با استفاده از ستون کروماتوگرافی تمایلی نیکل  –0شکل 

: پروتئین 2: شاخص وزن مولکولی پروتئین، ستون Mسفاروز. ستون  –
آوری شده پس از شستشو با بافر : محلول جمع1تخلیص شده. ستون 

ها، پس از عبور از  : محلول حاصل از لیز شدن باکتری9شستشو. ستون 
 سفاروز –ستون نیکل 
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:  FPLCزدایی از پروتئین خالص شده با استفاده از دستگاه نمک –2شکل 

 Aدهنده اولین تزریق به دستگاه است. پیک آبی رنگ کادر قرمز رنگ نشان
ای ، پیک قهوهزدایینمکدهنده خروج پروتئین نوترکیب از ستون نشان
نشان دهنده  Cاز ستون و پیک آبی رنگ  NaClدهنده خروج نشان Bرنگ 

 .استخروج ایمیدازول از ستون 

 202سنجش فعالیت آنزیم کربوکسی پپتیداز 
نزیم مورد بررسی به محلول واکنش پس از اضافه نمودن آ

نانومتر مشاهده شد که  928کاهش جذب در طول موج 
اسید و اسید دهنده تجزیه اسید فولیک به پتروئیک نشان

معادل  951. فعالیت آنزیم کربوکسی پپتیداز استگلوتامیک 
U/ml 271 طور که در شکلمحاسبه شده است. همان A-7 

شود فولیک اسید توسط آنزیم کربوکسی پپتیداز  مشاهده می
G شود که فولات به پتروئیک اسید و گلوتامات تجزیه می

نانومتر بوده، محصولات حاصل  928دارای جذب در طول موج 
ند. در هستاز واکنش آنزیمی در طول موج مذکور فاقد جذب 

شده نمودار تغییرات جذب در دقیقه نشان داده  B-7شکل 
 است.

 

 

 
. 951نمودار کاهش جذب اسید فولیک در دقیقه ناشی از فعالیت کربوکسی پپتیداز : G (29 .)Bپپتیداز توسط آنزیم کربوکسی  فولیکتجزیه اسید  :A -7شکل 

 در محاسبه فعالیت منظور نشده است.علت کاهش غلظت سوبسترا، شیب تغییرات جذب کاهش شدید پیدا کرده است و بنا براین از دقیقه یک به بعد به

 بحث 
ریشه اسیدآمینه و آنزیم  981از  951کربوکسی پپتیداز  آنزیم

ریشه اسیدآمینه  919)آنزیم الگو( از  G2کربوکسی پپتیداز 
تشکیل شده است. هر دو آنزیم دارای قرابت نزدیک با خانواده 

بزرگ متالوکربوکسی پپتیداز بوده، برای عملکرد خود نیاز به 
در  951دارند. آنزیم کربوکسی پپتیداز  +Zn2حضور یون 

ریشه  22)آنزیم الگو(  G2مقایسه با کربوکسی پپتیداز 
مشاهده  1در جدول گونه که تر دارد ولی هماناسیدآمینه کم

شود در درصد ساختارهای مارپیچ آلفا، صفحات بتا، لوپ و  می
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نهایت نواحی فاقد ساختار، تفاوت چندانی بین این در کویل و 
ترازی این دو آنزیم ورد همبرآشود. در دو آنزیم مشاهده نمی

نشان داده شده است؛ مقایسه از ریشه  1که در شکل 
و ریشه اسیدآمینه  951کربوکسی پپتیداز  2اسیدآمینه شماره 

ریشه  11قابل ذکر است که  -آنزیم الگو آغاز شده  92شماره 
اسیدآمینه از سمت انتهای آمینی آنزیم الگو، پپتید نشانه بوده 

ترین همسانی در بیش  و -ه استترازی لحاظ نشدو در هم
های  گردد که در اطراف اسیدآمینه هایی مشاهده می اسیدآمینه

که طوریتشکیل دهنده جایگاه فعال آنزیم الگو قرار دارند به
 222الی  85های  این همسانی در نواحی بین ریشه اسیدآمینه

ترتیب حدود به 951آنزیم کربوکسی پپتیداز  221الی  205و 
شش ریشه سوی دیگر از از درصد است.  01و  01

ی تشکیل دهنده ناحیه فعال کربوکسی پپتیداز ها آمینهاسید
G2 محل قرار گرفتن و نوع اسیدآمینه در پنج ریشه ،

 مطابقت داشته، 951پپتیداز  اسیدآمینه آن با آنزیم کربوکسی
در مورد اسیدآمینه ششم نیز فقط شیفتی به اندازه یک ریشه 

و  استها یکسان  گردد و نوع اسیدآمینه اسیدآمینه مشاهده می
  نیز ریشه 951در آنزیم کربوکسی پپتیداز  لاحتمابه

، His80 ،Asp109 ،Glu143 ،Glu144های  اسیدآمینه
Glu168  وHis152 .تشکیل دهنده جایگاه فعال خواهند بود  

 )آنزیم الگو( G2کربوکسی پپتیداز   و ساختمان دوم آنزیم 951بینی شده برای آنزیم کربوکسی پپتیداز : مقایسه ساختمان دوم پیش1جدول 

 مرجع کویلدرصد لوپ و  درصد نواحی فاقد ساختار درصد صفحات بتا درصد ماریچ آلفا تعداد اسیدآمینه کربوکسی پپتیداز

 این مطالعه 90 0 12 90 981 951

G2 919 97 0/10 70/9 70/99 (7) 

 

های بیانی قوی است که  یکی از سیستم pET بیانی سیستم
کار ها به های نوترکیب در پروکاریوت برای بیان پروتئین

 A01 کوهنلاکه ژن کربوکسی پپتیداز به اینبا توجه رود، می
و در داخل وکتور  DH5αسویه  اشرشیاکلیقبلا در باکتری 

pET26b(+) اشرشیاکلی ؛ باکتری (21) قرار داده شده بود
عنوان میزبان بیانی انتخاب شد. هر چند یکی به BL21سویه 

ح پروتئین به خارج از سلول رشت pETاز معایب سیستم بیانی 
تحت شرایط غیرالقایی است؛ اما القاء بیان پروتئین موردنظر با 

 شود این مشکل بر طرف گردد میباعث  IPTGاستفاده از 
آنزیم کربوکسی پپتیداز پس از بررسی توالی چنین . هم(22)

که در داخل   مشخص شد SignalP سرور استفاده از با 951
های توالی مشابه با سیگنالهیچ  این آنزیم،پروتئینی توالی 

البته در صنعت داروسازی برای تولید  .ترشحی وجود ندارد
از پپتید نشانه استفاده شده است  G2آنزیم کربوکسی پپتیداز 

ماندن تری همراه گردد. باقییند تولید آن با سهولت بیشآتا فر
پس از بیان در داخل  951آنزیم نوترکیب کربوکسی پپتیداز 

که طوری)در مقیاس آزمایشگاهی( دارای مزیت است بهسلول 
یند تخلیص آله هرچند مرحله شکستن سلول را به فرأاین مس

کند، اما مانع از تجزیه پروتئین نوترکیب در  میپروتئین اضافه 
شوند  میهای مرده رها  توسط پروتئازهایی که از سلول-محیط 

گر امکان نگهداری طولانی مدت از سوی دی ،شده –

در دمای  ها بیان شده است را هایی که آنزیم در آن باکتری
 کند. میفراهم  سلسیوسالی منفی هشتاد درجه منفی بیست 

که کربوکسی پپتیدازها در صنایع مختلف مورد از آنجایی
ها طی  گیرند، لذا پایدار بودن این آنزیم استفاده قرار می

نقش بسیار مهمی در کارایی و افزایش یندهای صنعتی، آفر
باشد. همچنین در  ها در صنعت دارا می پتانسیل استفاده آن

مورد استفاده قرار  in vivoهای  صورتی که آنزیم در محیط
های تجزیه کننده و  گیرد، پایداری آن در برابر سایر آنزیم

عمر آنزیم دارای اهمیت خواهد بود ثیرگذار بر نیمهأعوامل ت
تواند  هایی است که می . شاخص ناپایداری یکی از شاخص(27)

 in vivoهای  دهنده پایداری آنزیم در محیطتا حدی نشان
 20/92باشد. این شاخص برای آنزیم کربوکسی پپتیداز معادل 

است. با  99/10معادل  G2و برای آنزیم کربوکسی پپتیداز 
از جمله  951عداد مذکور، آنزیم کربوکسی پپتیداز ابه توجه
گردد ولی در مقایسه، پایداری  های پایدار محسوب می آنزیم

چنین دارا . هماستتر از آن بیش G2آنزیم کربوکسی پپتیداز 
عمر آنزیم، موجب بر افزایش نیمهبودن مقاومت گرمایی، علاوه

سهولت تولید، تخلیص، نگهداری و استفاده شده، در برخی از 
دنبال خواهد داشت. شاخص نیز به موارد افزایش تنوع کاربرد را

های آلانین،  دهنده میزان حضور اسیدآمینهآلیفاتیک، نشان
والین، لوسین و ایزولوسین در پروتئین است، این اسیدهای 
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ز هستند و هر چه مقدار این آبگری آمینه دارای زنجیره جانبی
تر باشد مقاومت گرمایی آن اسیدهای آمینه در پروتئینی بیش

(. آنزیم کربوکسی پپتیداز 28)افزایش خواهد یافت  پروتئین
دارای مقاومت گرمایی است.  52/10با شاخص آلیفاتیک  951

های از باکتری A01 کوهنلاکه باکتری به اینالبته با توجه
رود، وجود درصد بالایی از اسیدهای  شمار میگرمادوست به

کربوکسی آمینه آبگریز و در نتیجه مقاومت گرمایی در آنزیم 
 مورد انتظار بود. 951پپتیداز 

حدود  A01 کوهنلاکه دمای بهینه رشد باکتری به اینبا توجه
منظور بررسی فعالیت آنزیم درجه سلسیوس است، به 05

درجه سلسیوس انتخاب شد  05، دمای 951کربوکسی پپتیداز 
و در حضور یون روی  1/7معادل  pHو واکنش آنزیمی در 

یک متالوکربوکسی  G2م کربوکسی پپتیداز صورت گرفت. آنزی
که در صورت عدم حضور نحویبه روی است بهپپتیداز وابسته

یون روی، آنزیم مذکور فاقد فعالیت آنزیمی است که این 

نیز صادق بود و این  951له برای آنزیم کربوکسی پپتیداز أمس
دهد آنزیم نیز بدون حضور یون روی، کارایی از خود نشان نمی

 (. 9)جدول 

تواند ریشه گلوتامات را از که می G2همانند کربوکسی پپتیداز 
استخراج  Gکربوکسی پپتیداز ( 21متوترکسات جدا کند )

با نام  Xenophilus azovorans SN213شده از باکتری 
(. 15) نیز قادر به این کار است Xen G2کربوکسی پپتیداز 

قادر است  Gنوع دیگری از آنزیم کربوکسی پپتیداز چنین هم
بر ریشه گلوتامات، ریشه آسپارات را نیز از انتهای علاوه

کربوکسیل زنجیره پپتیدی جدا نماید و با نام کربوکسی 
 های(. برخی از خصوصیت12معرفی شده است ) G3پپتیداز 

در مقایسه با  951بیوشیمیایی آنزیم کربوکسی پپتیداز 
نشان داده  9در جدول  G3و  G2ربوکسی پپتیدازهای ک

اند. شده

 G3و  G2،  951پپتیدازهای های کربوکسی  بیوشیمیایی آنزیم هایخصوصیتبرخی از مقایسه : 9جدول 

کربوکسی 
 پپتیداز

 فعالیت آنزیم
(U/ml) 

 وزن مولکولی
(kDa) 

pI شاخص  سوبسترا کوفاکتور
 آلیفاتیک

 مرجع شاخص ناپایداری

 این مطالعه 20/92 52/10 فولات روی 70/0 25/02 271 951

G1 11/2 02 - (29) - - فولات روی 

G2 182 85/02 8/7 (21) 99/10 28/19 فولات روی 

Xen G2 9/10 72/02 - (15) - - متوترکسات روی 

G3 7/12 25 11/2  ،روی
 کلسیم

 پلی گلوتامات
 آسپارتاتپلی 

- - (12) 

 

 گیرینتیجه
 بیوشیمیایی مسیرهای از بسیاری در کوآنزیم عنوانبه هافولات

 یدک  از اسدتفاده  بندابراین نقش دارندد.   DNA سنتز جمله از
 سدرطانی  هدای سلول رشدتوقف  باعث فولات کاهنده سیستم
دارویددی از (. در حددال حاضددر در صددنایع  11) شددد خواهددد

متیل  0های فولات مانند متوترکسات، لوکوورین و  آنتاگونیست
رقابدت بدا اسدید     عنوان موادی که درتترا هیدروفولیک اسید به

کده   -نزیم تتدرا هیددرو فدولات ردوکتداز     فولیک موجب مهار آ
شدوند،   می -ها داردها و پریمیدیننقش اساسی در سنتر پورین

گدردد. متوترکسدات    مدی استفاده ا ه در درمان برخی از سرطان

ر بدرای جلدوگیری از رشدد    کده بده وفدو    استیکی از داروهایی 
(. 19گیدرد )  مدی های سرطانی مورد استفاده قدرار   سریع سلول

سفانه افزایش سطح سرمی متوترکسات در بیمارانی کده بدا   أمت
گیرندد، در دراز مددت    میاین دارو تحت درمان قرار استفاده از 

انجامد. از این رو استفاده از دارویدی   میو کلیه به نارسایی کبد 
ضدرر باشدد، ضدروری    که قادر به تجزیه متوترکسات به مواد بی

کده از   G2خواهد بود. در حال حاضر آنزیم کربوکسی پپتیدداز  
تهیه شده است با نام تجاری  RS-16نژاد  سودوموناسباکتری 

Voraxaze  مددورد کدداهش سددطح سددرمی متوترکسددات بددرای
 1-8کده دمدای نگهدداری مناسدب آن     گیدرد   میاستفاده قرار 

هددایی کدده از  (. ولددی آنددزیم 10اسددت ) سلسددیوسدرجدده 
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شوند دارای پایدداری   میمیکروارگانیسم های گرمادوست تهیه 
که کربوکسی به اینحرارتی مناسبی هستند. از این رو، با توجه

قادر بده تجزیده فدولات     A01 کوهنلاپپتیداز نوترکیب باکتری 
تددر در خصددوص تعیددین سدداختار، ، بررسددی هددای بددیشاسددت

بیوشددیمیایی و سددینتیکی، توانددایی تجزیدده   هددایخصوصددیت
متوترکسات و مقایسه کارایی آن بدا آندزیم کربوکسدی پپتیدداز     

G2 در را از ایدن آندزیم    اسدتفاده سدازی و  بهینهتواند امکان  می
 صنایع دارویی مشخص سازد.  

 ی  سپاسگزار
-دکتدری زیسدت   نامهنتایج پایانحاصل از بخشی از این مقاله 

شناسی سلولی و مولکولی دانشکده علوم ندوین دانشدگاه علدوم    
 در 11095000171512پزشکی آزاد تهران است کده بدا کدد    

چندین از آقدای مصدطفی    ثبت رسیده است. هدم این دانشگاه به
اندد و   تهداشد حاج هادی که مراحل کلونینگ این ژن را برعهده 

فناوری کده امکدان   از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست
 این پژوهش را فراهم نمودند، کمال تشکر را داریم.
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