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چکیده

از  استفاده  این وجود  با  پپتید و آسپارتام دارند.  از جمله در سنتز  فراوانی در صنعت   سابقه و هدف: متالوپروتئازها کاربردهای 
آن ها با محدودیت هایی از قبیل ناپایداری به سبب اتولیز مواجه است. در تحقیق حاضر خصوصیات بیوشیمیایی یک متالوپروتئاز )الاستاز( 

حاصل از باکتری سودوموناس آئروجینوزا پس از خالص سازی مورد بررسی قرار گرفت.
مواد و روش ها: با استفاده از کروماتوگرافی تمایلی پروتئین نوترکیب از E. coli خالص گردید. با رسم منحنی فعالیت آنزیم در 
دماهای مختلف وابستگی فعالیت به دما بررسی و دمای بهینه تعیین گردید. با استفاده از بافر میکس pH بهینه و با غیر فعال سازی 

حرارتی برگشت ناپذیر شیب غیرفعال سازی، t1/2 و پارامترهای ترمودینامیکی غیرفعال سازی تعیین گردید.
یافته ها:دمای بهینه در هر سه غلظت 0، 5 و 10 میلی مولار کلرید کلسیم برابر با 60 درجه سانتی گراد تعیین گردید و pH بهینه 
8/5 بدست آمد. شیب غیر فعال سازی حرارتی برگشت ناپذیر در دماهای 55، 60، 65، 70، 75 و 80 درجه سانتی گراد با افزایش دما 
 DG# و DS# ،DH# ،Ea بترتیب 150، 112، 47، 32، 18، 8 و 4 دقیقه محاسبه گردید. مقادیر t1/2 افزایش یافت. در دماهای مذکور

بترتیب 37/7، 37/02 و 23/61 کیلوکالری بر مول و مقدار kinactivation  برابر با s103 ×49-1 / 4بدست آمد.
ها  ترموفیل  و  ها  مزوفیل  مابین  با خصیوصیات  آنزیم  یک  آئروجینوزا  الاستاز سودوموناس  دما  به  وابستگی  نظر   نتیجه گیری:از 

می باشد. کلسیم در میزان دمای بهینه بی تاثیر است، و این پیشنهاد می کند پایداری آنزیم مذکور غیر وابسته به کلسیم است.
.pH ،کلمات کلیدی:الاستاز، پایداری حرارتی، پایداری سینتیکی

مقدمه 

پروتئازها از مهم ترین کاتالیزورهای زیستی از دیدگاه صنعتی 
آبی  محیط  در  ها  پروتئین  در  را  پپتیدی  اتصالات  و  هستند 
قرار  هیدرولازها  ی  خانواده  در  بنابراین  و  کرده   هیدرولیز 
در  تغییر  علت  به  آلی،  های  محیط  در   .)12( گیرند   می 
معادله ی ترمودینامیکی سنتز اتصالات پپتیدی صورت می گیرد 
پپتید،  سنتز  در  جمله  از  زیادی  کاربردهای  ها  پروتئاز   .)13(

پردازش 

پروتئین، کاربردهای صنعتی، دارویی و غذایی دارند )6(. سایر 
کاربردهای این آنزیم ها وابسته به ماهیت فعالیت کاتالیتیک در 
ارتباط با محیط واکنش دهنده است که منجر به طبقه بندی 
  .)2( شود  می  بازی  و  خنثی  اسیدی،  های  گروه  در  پروتئازها 
توسط  شده  تولید  سلولی  خارج  های   آنزیم  از   یکی  الاستاز 
فرصت  پاتوژن  باکتری  یک  که  است  آئروجینوزا  سودوموناس 
و  دارد  نقش  مزمن  های  عفونت  از  بسیاری  در  و  بوده  طلب 
احتمالا مسئول تخریب  بافتی مشاهده شده در طی عفونت های 
ریوی و قرنیه ای توسط این پاتوژن است )1(. نقش الاستاز به 
عنوان یک فاکتور ویرولانس است که روی سوبستراهایی شامل 
الاستین، برخی از کلاژن ها، ایمونوگلوبولین های انسانی G و 
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A، مهارکننده ی 1α-پروتئیناز سرم اثر دارد )6(. این آنزیم یک 
روی متالوپروتئاز خنثی است که فعالیت بالای الاستولیتیکی و 
پروتئولیتیکی را در حضور یون کلسیم و روی نشان داده است 
)8،9،10،4،12،14(. در تحقیق حاضر خصوصیات بیوشیمیایی 
پایداری سینتیکی  فعالیت و  بر  اثر دما  نقطه نظر  از  آنزیم  این 

آنزیم مورد بررسی قرار گرفته است.

مواد و روش ها
  pET21a+ در   Pseudomonas aeruginosa از  الاستاز  ژن 
برای  بیان گردید.   E.coli از   PTCC1430 کلون و در سویه ی 
های  زمان  و  مختلف  دماهای  بیان،  شرایط  بهترین  به  رسیدن 
از ستون  آنزیم  منظور خالص سازی  به  بررسی شدند.  مختلف 
کروماتوگرافی تمایلی استفاده شد و سپس خلوص پروتئین بر 
جهت  خالص  های  نمونه  گردید.  تایید   SDS-PAGE ژل  روی 
سازی  فعال  غیر  بررسی  و  دما  به  فعالیت  وابستگی  تعیین 
شد.  استفاده  ترمودینامیکی  پارامترهای  ی  محاسبه  و  حرارتی 
حرارتی  سازی  فعال  غیر  سینتیکی،  پایداری  تعیین  منظور  به 
برگشت ناپذیر، نیمه عمر غیر فعال سازی و T50، آنزیم خالص 
شده در دماهای 55 ،60، 65، 70، 75 و80 درجه سانتی گراد 
لگاریتم  منحنی  شد.  انکوبه  دقیقه   0-120 زمانی  ی  بازه  در 
فعالیت باقیمانده علیه زمان به صورت خطی بدست آمد. ثابت 
انرژی فعال سازی توسط  برای محاسبه ی   )kinactivation( سرعت 
 معادله ی آرنیوس استفاده شد. فعالیت آنزیم در محدوده دمایي

C° 90-25 تعیین شد. محلول آنزیمي در بافر20mM تریس با 

 pH=8 و کازئین 1/5 درصد (W/V) به  مدت 30 دقیقه در هر 

 10 TCA دما انکوبه و واکنش با افزودن250 میکرولیتر محلول
درصد متوقف مي  گردید. سپس با رسم منحني فعالیت علیه دما 
وابستگي هر یک از واریانت ها به دما و دماي بهینه تعیین شد. 
فعالیت نسبي آنزیم در pH  هاي مختلف )دماC̊  60( تعیین شد. 
ابتدا بافر50mM فسفات-گلیسین تهیه و با استفاده از محلول 
یا HCl در pH  هاي مختلف )6 تا 12( تنظیم شد.  NaOH و 

کازئین1% نیز با بافر تریس مقطر تهیه شد. سپس آنزیم در بافر 
فوق با pH  هاي مختلف سنجش گردید.

یافته ها 
آنزیم با استفاده از روش کروماتوگرافی تمایلی تخلیص و نتایج با 
استفاده از ژل SDS-PAGE )شکل 1( و زایموگرام تایید شدند.  

شکل1- تخلیص آنزیم الاستاز. 1( مارکر  2( نمونه خالص سازی شده با 

ستون نیکل سفارز 3( عصاره سلولی 4( رسوب سلولی.

تاثیر دما روي فعالیت الاستاز در شکل2 نشان داده شده است. 
میلی   10 و   5  ،0 های  غلظت  در  الاستاز  آنزیم  بهینه  فعالیت 
مولار کلسیم 60 در جه  ی سانتی گراد  می  باشد و آنزیم در 
محدوده ی دمایی 45-60 درجه  ی سانتی گراد بالای 70 درصد 
طور  به  آنزیم  فعالیت   65 از  بیش  دماهای  در  و  دارد  فعالیت 
یابد. در تمامی غلظت  های کلسیم در  چشمگیری کاهش می  
دمای20 درجه  ی سانتی گراد الاستاز 25 درصد فعالیت و در 
دمای 90 درجه  ی سانتی گراد کمتر از 10 درصد فعالیت دارد.

      

شکل 2- اثر دما بر فعالیت الاستاز در غلظت های 0)△(، 5 )■( و 10 )●( 

میلی مولار کلسیم. میزان خطای استاندارد پس از سه تکرار کمتر از 5% بوده 

است. 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391 مطالعه خصوصیات....
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الاستاز در  آمده است.  الاستاز در شکل3  فعالیت  pH روي  اثر 
محدوده ی وسیعی از pH فعال است و pH  بهینه آن 8/5 است. 
همان  طور که در شکل نیز مشخص است، فعالیت آنزیم طیف 
گسترده ای از pH ها از حدود pH 6 تا 9 را شامل می گردد 
بطوری که در این محدوده بیش از 90% فعالیت آنزیم حفظ مي 
شود اما در pH های بالا تر فعالیت آنزیم افت شدیدي را نشان 

مي  دهد. 

شکل3- اثر pH بر فعالیت الاستاز. میزان انحراف نقاط پس از سه تکرار 

کمتر از 6% بوده است.

 70  ،65  ،60  ،55 دماهای  در  آنزیم  حرارتی  سازی  فعال  غیر 
و 75، 80، 85 درجه سانتی گراد و در غلظت 10 میلی مولار 

CaCl2 مورد بررسی قرار گرفت )شکل4(. 

شکل4- غیر فعال سازی حرارتی آنزیم در دماهای 55، 60، 65، 70 و 75، 

80، 85 درجه سانتی گراد. میزان خطای استاندارد پس از سه تکرار کمتر 

از 5% بوده است.

پارامتر  ها  آنزیم  حرارتی  پایداری  میزان  کمی  بیان  منظور  به 
در  سازی(  فعال  غیر  عمر  )نیمه   t1/2 پارامتر  ها  آنزیم  حرارتی 
شد  تعیین  فوق   4 شکل  های  داده  اساس  بر  مختلف  دماهای 

)جدول 1(.
جدول1- نیمه عمر غیر فعال سازی )t1/2( در دماهای مختلف.  میزان  

خطای استاندارد پس از سه تکرار کمتر از 5% بوده است.

دما85807570656055

48183247112150t1/2

یکی دیگر از پارامترهایی که میزان پایداری یک پروتئاز را نشان 
T50  الاستاز معادل 65  پارامتر  T50 است )3(.  پارامتر  می دهد 

درجه سانتی گراد به دست آمد )شکل 5(.

از 30  باقیمانده در دماهای مختلف پس  فعالیت  این منحنی  در  شکل 5- 

دقیقه انکوباسیون محاسبه شده است. دمایی که در آن فعالیت پس از 30 

دقیقه انکوباسیون به 50 درصد فعالیت اولیه برسد T50 در نظر گرفته می 

شود. میزان خطای استاندارد پس از سه تکرار کمتر از 5% بوده است. 

داشتن  دست  در  با  حرارتی  سازی  فعال  غیر  آرنیوس  نمودار 
دماهای 55، 60، 65،  در   )kinactivation( فعال سازی  غیر  سرعت 
70، 75 ،80 و 85 درجه سانتی گراد برای آنزیم رسم شد. شیب 
خطوط در منحنی آرنیوس بیانگر انرژی فعال سازی )Ea( واکنش 
دناتوراسیون است )5(. از روی پارامتر Ea  میزان #DH )آنتالپی 
همچنین  گردد.  می  تعیین  دناتوراسیون(  واکنش  سازی  فعال 
#DG واکنش دناتوراسیون با استفاده از مقدار kinactivation در دمای 

 DG# 70 درجه سانتی گراد محاسبه گردید. با در اختیار داشتن
و #DH و با استفاده از رابطه #DG#=DH#-TDS میزان #DS نیز 

تعیین شد )جدول2(.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم ، حسین رحمانی و همکاران
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جــدول 2- پارامتــر هــای ترمودینامیکــی غیــر فعــال ســازی حرارتــی 
آنزیــم وحشــی و کایمــر در دماهــای 70 درجــه ســانتی گــراد.  
ــب  ــر حس ــر ب ــب  (s-1 ´ 103) و ســایر مقادی ــر حس kinactivation ب

اســت.  (kcal/mol)

DS#DH#DG#kinactivationEa

39/13723/64/537/7

بحث
 Pseudomonas در تحقیق حاضر آنزیم الاستاز حاصل از باکتری
خصوصیات  سپس  و  خالص  نوترکیب  پروتئین   aeruginosa

بیوشیمیایی آن تعیین گردید. بررسی وابستگی فعالیت به دما 
نشان داد الاستاز خصوصیاتی مابین آنزیم های مزوفیل و تروفیل 
در  دیگر  سوی  از  گراد(.  سانتی  درجه   60 بهینه  دارد )دمای 
حضور غلظت های مختلف Ca+2 الگوی وابستگی فعالیت به دما 
چندان دستخوش تغییر نشده است )شکل2(. بنابراین ساختمان 
 Ca+2 غلظت  از  محدوده  این  تاثیر  تحت  آنزیم  فعال  جایگاه 
 دستخوش تغییر نشده است. pH بهینه آنزیم قابل مقایسه با سایر

آنزیم های این خانواده از جمله ترمولیزین و سایر متالوپروتئازهای 
وابستگی  محدوده  اما  است،  قلیایی  حدی  تا  و  بوده  باکتریایی 
فعالیت به pH طیف گسترده ای از pH ها از حدود pH 6 تا 9 
آنزیم در  را شامل می گردد. مطالعات غیرفعال سازی حرارتی 
محدوده دماهای 55 تا 80 درجه سانتی گراد نشان می دهد که 
با افزایش دما میزان غیر فعال سازی تسریع شده و به دنبال آن 
t1/2 کاهش می یابد. این نتیجه با افزایش میزان اتولیز در دماهای 

بالاتر قابل توضیح است یعنی هر چه دما افزایش می یابد میزان 
اتولیز نیز بیشتر می گردد.

تشکر و قدردانی

گیلان  دانشگاه  پژوهشی  معاونت  از  را  خود  تشکر  نویسندگان 
ابراز می دارند.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391 مطالعه خصوصیات....
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