
ISSN: 2476-6917; Modares Journal of Biotechnology. 2019;10(2):305-311

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2019, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Expression, Purification, and Stability Study of Uricase in 
Escherichia coli
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formulation challenge [6] Protein aggregation: Pathways, induction factors and analysis [7] 
Uricase production by a recombinant Hansenula polymorpha strain harboring Candida 
utilis uricase gene [8] Hyperuricemia and urate nephropathy in urate oxidase-deficient 
mice [9] Improved performance of polyaniline-uricase biosensor [10] Immobilization of 
uricase within polystyrene using polymaleimidostyrene as a stabilizer and its application to 
uric acid sensor [11] Complexed and ligand-free high-resolution structures of urate oxidase 
(Uox) from Aspergillus flavus: a reassignment of the active-site binding mode [12] 
Rasburicase (Recombinant Urate Oxidase) for the Management of Hyperuricemia in 
Patients with Cancer: Report of an international compassionate use study [13] Rasburicase: 
a potent uricolytic agent [14] Recombinant urate oxidase (rasburicase) in the prevention 
and treatment of malignancyassociated hyperuricemia in pediatric and adult patients: 
results of a compassionate-use trial [15] High-level expression, purification, and 
characterization of non-tagged Aspergillus flavus urate oxidase in Escherichia coli [16] 
Enzymatic determination of uric acid in serum with the trinder reaction (author’s transl) 
[17] A rapid and sensitive method for the quantization of microorganism quantities of 
protein utilizing the principle of protein dye binding [18] Degradation of low molecular 
weight uremic solutes by oral delivery of encapsulated enzyme [19] In vitro and in vivo 
activity of soluble cross-linked uricase-albumin polymers: A model for enzyme therapy [20] 
Enzymatic degradation of uric acid by uricase-loaded human erythrocytes [21] Biochemical 
and biopharmaceutical properties of macromolecular conjugates of uricase with dextran 
and polyethylene glycol [22] PEGylation: Posttranslational bioengineering of protein 
biotherapeutics [23] Characterization, stabilization and activity of uricase loaded in lipid 
vesicles [24] Improvement of chymotrypsin enzyme stability as single enzyme nanoparticles

Some diseases such as gout, the formation of kidney stones, Lesch-Nyhan syndrome, Heart 
disease, diabetes type II and metabolic syndrome are caused due to the high concentration 
of uric acid. Within drugs, uricase significantly decreases the level of uric acid in plasma. The 
production, formulation and preservation proteins need special conditions so that there was 
no alteration in their structure and highest activity and response, at the same time the lowest 
immunogenicity can be achieved.In this study, uricase from Aspergillus flavus was cloned and 
expressed in Escherichia coli BL21. The protein was then purified using affinity chromatography. 
The enzyme activity and stability were compared with the common industrial Rasburicase. 
Results showed higher activity and stability at different temperatures (50, 37, 25, 4, and-
20°C). Since uricase has an important role in the prevention and cure of mentioned diseases, 
therefore, the stable form of this enzyme could be a potential candidate for drug development.
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 مقدمه
بهبود یا عنوان دسته مهمی از داروها در درمان، ها بهپروتئین

ه های پروتئینی با استفادوها کاربرد دارند. این دارجلوگیری از بیماری
 .[1]شوندهای نوترکیب و انتقال ژنتیکی تولید میاز تکنولوژی

های زیستی و استفاده از وریابسیاری از داروهای جدید بر پایه فن
 وها رادارقبال عمومی به این استاند. دلیل ها بنا نهاده شدهپروتئین

قابل  (In Vivo)" تنیدرون"توان به سمیت اندک و رفتار می
بینی مرتبط دانست. از سوی دیگر داروهای نوترکیب با سرعت پیش

. [2]دشونبیشتری از داروهای قدیمی و شیمیایی وارد بازار دارویی می
ها از لحاظ ساختاری های کوچک، پروتئینمقایسه با مولکولدر 

ی دارند. از دیگر خصوصیات قابل توجه داروهای پیچیدگی زیاد
رغم مزایای علی .[3]استمولکولی بالای این داروها  جرم پروتئینی

های دارویی واجد شده در مورد داروهای پروتئینی، این فرآوردهعنوان
عد عمر اندک بوده و نیز مستنیمهو  مشکلاتی از قبیل ناپایداری ذاتی

توسعه داروهای  منظوربهاز سوی دیگر  .[4]هستندتخریب آنزیماتیک 
 .هستندرو هپروتئینی، محققین دارویی با مشکلات زیادی روب

موفقیت یک داروی پروتئینی در درمان به عوامل مختلفی از قبیل 
خصوصیات فیزیکوشیمیایی مشخص، پایداری فیزیکی و شیمیایی، 

 یزایی و خصوصیات فارماکوکینتیکی مطلوب بستگخاصیت ایمنی
 .[5]دارد

های پروتئینی را به دو دسته کلی توان ناپایداریطور کلی میبه
 بندیهای شیمیایی تقسیمهای فیزیکی و ناپایداریناپایداری

وان تها میترین عوامل ناپایداری فیزیکی پروتئیناز مهم .[6 ,4]نمود
ن بنابرای به دناتوراسیون، جذب سطحی، تجمع و رسوب اشاره نمود.

کارگیری راهبردهایی برای های دارویی و بهی ناپایداری آنزیمبررس
 پایدارسازی آنها اهمیت فراوانی دارد.

و  زومی استکسیاپر یاکسیداز یا اوریکاز آنزیمآنزیم دارویی اورات
ز به آلانتوئین را کاتالی اسیدداران اکسیداسیون اوریکدر اکثر مهره

ست و ا هام پورینزعال متابولیکند. آلانتوئین یک متابولیت غیرفمی
تر است، بنابراین دفع آن از طریق برابر از اسیداوریک محلول١٠تا  ٥

صورت نمک هب اسیداوریک در خون اکثراً  .[7]گیردکلیه بهتر صورت می
 استصورت آزاد است که در هر دو صورت نامحلول هسدیمی یا بتک

هایپراورسمیا بروز صورت هب و تجمع غیرمعمول آن در بدن معمولاً 
ی هایی چون بیماراسید بیماریدنبال غلظت بالای اوریککند. بهمی

های کلیوی، سندرم گیری سنگنقرس (التهاب مفاصل)، شکل
 .[8]شودهای متابولیک ایجاد میو سندرم ٢نیهان، دیابت تیپ لیش

 شامل شوندداروهایی که موجب کاهش سطح آن در پلاسما می
ها، ایموران، کلوفیبرات، کورتیکواستروئیدها، استروژنالوپورینول، 

 های گلوکز، گایفنزین، وارفارین و آنزیم اوریکازها، انفوزیوندیورتیک
های هزینه آنزیمکه با توجه به کیفیت بالا و تدارکات کم هستند

میکروبی، استفاده از آنزیم اوریکاز عملی و رایج شده است. این آنزیم 
باکتریوم، میکروبی مانند میکروکوکوس، برویهای از سویه

استرپتومیسس، کاندیدا، باسیلوس، سودوموناس، آرتروباکتر و 
 ).١(شکل  9]-[10آسپرژیلوس جدا شده است

 

 
اکسیداز (ب) مونومر آنزیم؛ رزیدوهای درگیر (الف) توپولوژی آنزیم اورات) ١شکل 

رزیدوهای درگیر در دایمریزاسیون به رنگ در تترامریزاسیون به رنگ سرخابی و 
 (ج) و (د) دو نمای قائم از تترامر، اندطلایی نشان داده شده

 
اکسیداز یک آنزیم گلوبولار و هموتترامر پایدار در محیط آبی با اورات
و طول  ١٢آنگستروم مربع است که تونلی به قطر ٥٠×٥٠سایز 

آنگستروم را در بر گرفته است. هر مونومر ترکیبی از دو دومین ٥٠
است که از نظر ساختاری معادل هم هستند و اصطلاحاً به آن 

 ب
 الف

 د ج
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Tunnelling-fold  یاT-fold شود. مونومرها در اثر گفته می
پیوند هیدروژنی) با هم پیوند داده  ٤٠اتصالات هیدروژنی (بیش از 

رشته بتا و  ١٦آیند. در نهایت یک بشکه بتا با و به شکل دایمر در می
گیرد. تترامر سازند، شکل میهلیکس که بخش خارجی آن را می ٨

وژنی شکل فعال با اتصال دو دایمر توسط پیوندهای هیدر
 ).١(شکل  [11]گیردمی

به دو صورت تجاری  آسپرژیلوس فلاووسامروزه این آنزیم با منشا 
Uricozyme و Rasburicase شود که برای کاربردهای تولید می

 تهیه در آنزیم این از همچنین .است FDA تایید مورد درمانی
 .12]-[15شودمی وسیعی استفاده تشخیصی کارهای برای حسگرزیست

با توجه به اثرات بارز خصوصیات فیزیکوشیمیایی  در این مطالعه
ر، های دارویی از سوی دیگپروتئین ها و نیز افزایش پایداری پروتئین

با توجه به اهمیت بالای آنزیم اوریکاز در پیشگیری و درمان و 
 آنزیم، نقرس و قیمت بالای این داروی وارداتیمانند هایی بیماری

از  کلون، ترانسفرم و بیان شد و پس اشریشیا کلیاوریکاز در باکتری 
د بررسی موراین آنزیم، کردن بیان و تخلیص، فعالیت و پایداری بهینه

 قرار گرفت.

 
 هامواد و روش

 ؛ ایالاتسیگما(اسیداوریک و فنول : در مطالعه تجربی حاضر مواد
 ، کانامایسین وآلمان)(کیاژن؛  Ni-NTAستون  متحده آمریکا)،

IPTG )و همچنین سایر مواد شیمیایی مورد نیاز ؛ کانادا)، فرمنتاز
های . سلولبه کار رفتند (مرک؛ آلمان)های استخراج پلاسمید کیت

نواژن (ایالات از شرکت نیز  BL21 (DE3) اشریشیا کلی باکتری
هیه ت (لوکرامبورگ) کاستژن از شرکت سنتز ژن اوریکازو  متحده)

 .شد
 

منظور به DH5αسویه  اشریشیا کلیاز باکتری : بیان آنزیم اوریکاز
ترانسفورم و تکثیر ژن استفاده شد. در این پژوهش سویه 

BL21(DE3) ده شعنوان میزبان اختصاصی برای بیان ژن کلونبه
پس از کشت در محیط  BL21 (DE3) اشریشیا کلیاستفاده شد. 

2XYT  گرم ۱۰، گرم عصاره مخمر٥پتون، گرم تری١٠مایع حاوی
، لیترگرم بر میلیمیلی٥٠ کانامایسین بیوتیکآنتی کلرید وسدیم

از  قرار گرفت. عمل تلقیح سپس C٣٧° شبانه روی شیکر و در دمای
های محتوی محیط کشت مایع های شبانه در ارلنهمین کشت

2XYT یک بیوتکه از پیش استریل شده بودند و نیز محتوی آنتی
مولار میلی٤/٠ IPTGالقا از  منظوربه کانامایسین بودند، انجام شد.

نجم پاستفاده شد. میزان محیط کشت موجود در ارلن به نسبت یک
ها ترتیب طی رشد باکتریشود تا بدینحجم ارلن در نظر گرفته می

لیتر از محیط کشت میلی١٠٠ازای هر هوادهی مناسب انجام شود. به
لیتر از کشت شبانه افزوده شد و در میلیه میزان یکموجود در ارلن ب

زمانی که  قرار گرفت. rpm١٨٠و دستگاه شیکر با دور  ٣٧°C دمای
OD رسید،  ٤/٠-٧/٠نانومتر به محدوده ٦٠٠ها در طول موج باکتری

IPTG  در کنار شعله و در شرایط استریل به  مولارمیلی٤/٠به میزان
ها مجدداً روی شیکر این ارلن شد.های حاوی باکتری افزوده محیط

پس از شش ساعت کشت، قرار گرفتند.  ٣٠°Cبار در دمای ولی این
با سرعت  دقیقه١٠مدت بههای القاشده یسوسپانسیون باکترسپس 

g×در دمای  ٣٥٠٠C°ه دآمدسترسوب باکتری به سانتریفیوژ شد. ٤
لیتر بافر لیزکننده، به حالت سوسپانسیون درآمد. میلییکبا افزودن 

 ،مولار تریسمیلی٥٠ و حاوی ٧ برابر pHبافر لیزکننده دارای 
است. پس از آن مولار ایمیدازول میلی٢٠کلرید مولار سدیممیلی٣٠٠

سوسپانسیون باکتری تحت سونیکاسیون قرار گرفت. برنامه 

ثانیه بین ٣٠اصله زمانی ای با فهثانی٢٠مرحله  ١٠شامل  سونیکاسیون
علاوه برای جلوگیری از تخریب گرمایی تمامی هر مرحله بود. به

ه، های لیزشدگرفت. سلول صورتسونیکاسیون در حضور یخ  مراحل
دقیقه سانتریفیوژ شدند. فعالیت ٢٠مدت به ١٥٥٠٠×g با ٤°C در دمای

ترتیب از طریق سنجش و میزان بیان پروتئین در سوپ رویی به
های همورد بررسی قرار گرفت. نمون SDS-PAGEفعالیت آنزیمی و 

سازی مورد دارای فعالیت و بیان بالا در این مرحله برای خالص
 .قرار گرفتنده استفاد

ترکیب نو هایتخلیص پروتئین :پروتئین غلظت سنجش تخلیص و
طی  فارزنیکل سبه روش کروماتوگرافی تمایلی و با استفاده از ستون 

های نوترکیب دارای گرفت. در این مطالعه آنزیم صورتیک مرحله 
که این دنباله تمایل زیادی به نیکل  هستندهیستیدینی  هدنبال

 ،کند. قبل از انجام تخلیصداشته و میانکش محکمی با آن برقرار می
 املش شو یا تعادلیوبتدا ستون کروماتوگرافی توسط بافر شستا

مولار میلی٢٠ وکلرید مولار سدیممیلی٣٠٠ ،ولار تریسممیلی٥٠
نمونه حاصل از لیز سلولی س به تعادل رسید. سپ ٨ pHبا ایمیدازول 

تون طور کامل از سکه دوباره سانتریفیوژ شده به ستون منتقل و به
ه شد شو، شستودنبال آن ستون توسط بافر شستعبور داده شد و به

وتئین متصل به ستون از بافر جداکننده و در آخر برای جداسازی پر
 ،کلریدمولار سدیممیلی٣٠٠ . بافر جداکننده حاویشداستفاده 

. است ٨برابر با  pHبا مولار تریس میلی٥٠ ،مولار ایمیدازولمیلی٢٥٠
رقابت ایمیدازول موجود در این بافر با هیستیدین برای اتصال به 

برای جلوگیری از شود. نیکل سبب خروج پروتئین از ستون می
تخریب گرمایی پروتئین مورد نظر و تاثیر پروتئازهای موجود در 

 صورت ،محیط، تخلیص در یخ و با استفاده از بافرهای سردشده
ول برای حص شد و آوریشده جمعگرفت. در نهایت پروتئین تخلیص

ی یاحیا SDS-PAGEها تکنیک الکتروفورز اطمینان از خلوص نمونه
باند پس از اطمینان از خلوص پروتئین (پروتئین تک. به کار رفت

های خالص روی هم ریخته شد ) همه نمونهSDS-PAGEروی ژل 
با  HCl-مولار تریسمیلی٢٠لیتر بافر ٣لیتر از آن در مقابل میلی٢و 

pH  ساعت دیالیز شد.١٨مدت به ۴/۷برابر 
با غلظت و ژل جداکننده (پایین)  %٥کننده (بالا) با غلظت ژل تغلیظ

بلو تبریلانآمیزی ژل با کوماسیمورد استفاده قرار گرفت. رنگ %٥/١٢
R250 وشر از هاپروتئین غلظت نجشمنظور سبه انجام شد. سپس 
مک ک به ستانداردی امنحن رسم با مورد هر در و شد استفاده برادفورد

 پروتئینی هایو معرف برادفورد، غلظت نمونه BSAپروتئین 
 .[16]شدمشخص 
سنجش فعالیت آنزیم براساس  اوریکاز: فعالیت آنزیم سنجش

این واکنش برای سنجش  در .[17]گرفتواکنش تریندر صورت 
ولید پراکسید تهایی با فعالیت اکسیدازی که هیدروژنفعالیت آنزیم

شود. در این واکنش معرف تریندر که شامل کنند استفاده میمی
 شود.سنجش استفاده میپیرین و فنول است برای آمینوآنتی
پراکسید تولیدشده در اثر اکسیداسیون با فنول و هیدروژن

پیرین واکنش داده و تولید ترکیبی رنگی به نام آمینوآنتی
ز سیداکاکند. این واکنش توسط پرایمین یا کوئینون میکوئینون

فش بن-شود. کوئینون ترکیبی قرمزیکاتالیز م (HRP) تربچه کوه
 ,15]شودگیری مینانومتر اندازه٥٥٠-٠٥٠ هایموج است که در طول

وق، فیین فعالیت آنزیم اوریکاز از روش کینتیکی عت . برای18-[20
 است:استفاده شده بافرهای زیر 

برابر  pH مولار بامیلی٢٠مولار در بافر فسفات میلی٢اسیداوریک ) ١
پیرین آمینوآنتی-٤کوکتل ( معرف تریندر) شامل ) ٢، ۷

برابر  pH مولار بامیلی٢٠در بافر فسفات  %٥/١مولار و فنول میلی٣٠
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بار سنجش  لیتر برای هرواحد برمیلی١٠٠ (HRP)کسیداز اپر) ٣، ۷
میکرولیتر ١٠٠میکرولیتر سوبسترا ،٢٠٠ ؛میکرولیتر٣٥٠آنزیم در حجم 

اوریکاز وجود میکرولیتر آنزیم ٥٠و  HRPمیکرولیتر ٣٠کوکتل و 
تومتر وفرآنزیم توسط اسپکت ات جذبتغییرنانومتر ٥١٠که در داشت 

 فعالیت آنزیم cm1-mM ۵۸/۶=ε-1د و با درنظرگرفتنگیری شاندازه
 ).۲برحسب میکرومول بر دقیقه محاسبه شد (شکل 

 

 
-۵واکنش تجزیه اسیداوریک به آلانتوئین با تولید حدواسط  )۲شکل 

توسط آنزیم  2O2H) فقط مرحله اول این مسیر با تولید ۲ایزواورات (هیدروکسی
 شود.کاتالیز می

 
، ٣٧آنزیم در دو دمای  پایداری حرارتی: بررسی پایداری حرارتی آنزیم

C°و ٤آنزیم در دو دمای  درازمدتو پایداری  ٥٠ °Cدر بافر فسفات  -٢٠
مورد بررسی قرار گرفتند.  ٤/٧برابر با  pH میزان مولار بامیلی٢٠

گیری فعالیت آنزیم پس سازی با اندازهگیری سرعت غیرفعالاندازه
ی آنزیم هانمونهمنظور به این  د.یآاز تیمار دمایی به دست می

ماری خارج های مختلف پس از انکوباسیون از بندر زمان اوریکاز
ر ه دقیقه روی یخ قرار گرفتند. فعالیت باقیمانده٣٠مدت ده و بهش

 ،برای تعیین فعالیت آنزیمیشده ارایه ها طبق روشیک از نمونه
 نمونه .رایج دارویی به کار رفت عنوان کنترل آنزیمشد. به گیریاندازه

فعالیت)  %١٠٠( عنوان کنترلآنزیمی که در حرارت قرار نگرفته است به
 گرفته شد. در نظر

 
 هایافته

 وکتور حاوی ژن اوریکاز بعد از انتقالبیان و تخلیص آنزیم اوریکاز: 
-SDSرسیدن به بیان بهینه با مشاهده ژل  وبه میزبان بیانی مناسب 

PAGE  مشخص شد که آنزیم در مایع رویی است و سپس با استفاده
س از پآمید آکریلررسی ژل پلیسفارز تخلیص شد. باز ستون نیکل

باندهایی با وزن مولکولی شده، تکهای تخلیصالکتروفورز نمونه
 .)٣(شکل  را نشان دادکیلودالتون ٣٤حدود 

 

 
استاندارد وزن مولکولی (استاندارد  )۱؛ آنزیم اوریکاز SDS-PAGEبررسی  )۳شکل 

مربوط به  هایباند )۲، وزن مولکولی بر حسب کیلودالتون مشخص شده است)
 نمونه قبل از تخلیص )۳، تخلیص پروتئین

و مقایسه آن با آنزیم رایج دارویی پایداری حرارتی آنزیم  بررسی
Rasburicase : پایداری آنزیم تولیدی اوریکاز نوترکیب با آنزیم

بررسی  -C٢٠°و  ٤، ٣٧، ۵۰در دماهای  Rasburicaseرایج دارویی 
ر داوریکاز دهنده پایداری بیشتر آنزیم نتایج حاصله نشان شد.

، آنزیم دارویی  -C٢٠°مقایسه با شکل رایج دارویی آن است. در دمای 
ساعت تقریباً تمام فعالیت خود را از دست داده است در ١٠٨بعد از 

 %٤٣حالی که آنزیم اوریکاز نوترکیب بعد از گذشت این زمان هنوز 
، بعد C٤°الف). در دمای  -١فعالیت خود را حفظ کرده است (نمودار 

فعالیت  %٥٠و آنزیم دارویی  %٦٠ماه آنزیم اوریکاز نوترکیب  ١١از 
 ب). -١اند (نمودار خود را حفظ کرده

 

 

 
در حضور تریس  C٤°و ب)  -C٢٠°شدن در دماهای الف) لگوی غیرفعال )١نمودار 

نظر گرفته شده است.  در %١٠٠فعالیت اولیه آنزیم قبل از انکوباسیون ؛ مولارمیلی٥٠
 اند.آمده سه بار تکرار شدهدستنتایج به

 
مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج  C٢٥°پایداری آنزیم اوریکاز در دمای 

 %٣٠تنها  Rasburicaseساعت ٤٨نشان داد پس از گذشت 
 %٥٠فعالیت خود را دارد در حالی که آنزیم اوریکاز نوترکیب بیش از 

 ).الف -٢ده است (نمودار فعالیت خود را حفظ کر
 C٥٠°و  ٣٧در ادامه برای بررسی پایداری حرارتی آنزیم، دو دمای 

بعد از گذشت  C٣٧°انتخاب شد و نتایج نشان داد که در دمای 
ساعت آنزیم دارویی تقریباً تمام فعالیت خود را از دست داده ٤٨

از  %٢٦است در حالی که آنزیم اوریکاز نوترکیب هنوز فعال بوده و 
 .)ب -٢فعالیت خود را حفظ کرده است (نمودار 

دقیقه فعالیتش به نصف رسیده ٥آنزیم دارویی بعد از  C٥٠°در دمای 
یم رسد در حالی که آنزدقیقه تقریباً فعالیتش به صفر می٥٥و بعد از 

دقیقه فعالیتش به نصف رسیده و بعد از ٢٠اوریکاز نوترکیب بعد از 
 ).ج -٢است (نمودار  %٢/٧فعالیت برابر ساعت مقدار باقیمانده یک
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 C۵۰° دمایج)  C۳۷° دمایب)  C۲۵° دمای )شدن الفالگوی غیرفعال )۲نمودار 

در نظر  %۱۰۰فعالیت اولیه آنزیم قبل از انکوباسیون ؛ مولارمیلی۵۰در حضور تریس 
 اند.آمده سه بار تکرار شدهدستگرفته شده است. نتایج به

 
آوردن و بررسی دستبا بهسازی در دماهای مختلف: ثابت غیرفعال
سازی در دماهای پایداری حرارتی و درازمدت آنزیم ثابت غیرفعال

)، نتایج نشان داد که آنزیم اوریکاز نوترکیب در تمامی ۱(جدول 
دماهای مورد بررسی نسبت به آنزیم اوریکاز نوترکیب پایداری 

دهد متری فعالیت خود را از دست میبیشتری دارد و با سرعت ک
). با درنظرگرفتن کاهش فعالیت آنزیم نسبت به زمان و ٣(نمودار 

شدن بودن واکنش مربوطه، ثابت سرعت غیرفعالاولفرض درجه
خلاصه شده است. نتایج نشان داد که در همه  ۱محاسبه و در جدول 

مقاومت دماهای مورد مطالعه پایداری آنزیم اوریکاز نوترکیب 
 بیشتری نسبت به آنزیم رایج دارویی دارد.

 
 سازی آنزیم اوریکاز نوترکیب و تجاری در دماهای مختلفثابت غیرفعال )١ جدول

ik آنزیم دارویی ik دما آنزیم اوریکاز 
٠١٨٦/٠±٠٠٠٩/٠ ٠٢٤٣/٠±٠٠١٢/٠ °C٢٠- 
٠٤٣١/٠±٠٠٢١/٠ ٠٨٩٩/٠±٠٠٤٤/٠ °C٤ 
٠١١٩/٠±٠٠٠٥/٠ ٠١٩٤/٠±٠٠٠٩/٠ °C٢٥ 

٠١٩/٠±٠٠٠١/٠ ٠٦٩/٠±٠٠٣٤/٠ °C٣٧ 
٠٣٩٧/٠±٠٠١٩/٠ ٠٦٦٢/٠±٠٠٣٣/٠ °C٥٠ 

 

 

 

 

 

 
سازی در دماهای پایداری حرارتی و درازمدت آنزیم در ثابت غیرفعال )٣نمودار 

 دماید)  C٢٥° دمای )و دماهای ج C٤°و ب)  -C٢٠°داری الف) دماهای نگه
°Cدمایه)  ٣٧ °Cفعالیت اولیه آنزیم قبل از ؛ مولارمیلی٥٠در حضور تریس  ٥٠

آمده سه بار تکرار دستدر نظر گرفته شده است. نتایج به %١٠٠انکوباسیون 
 .اندشده
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 بحث
فناوری نوین و مهندسی پروتئین، ترین مباحث در زیستیکی از مهم

منظور استفاده از آنها در ها بهویژه آنزیمها و بهپایدارسازی پروتئین
و داروسازی بوده است و در این راستا نیز تاکنون، راهکارهای  صنعت

ها گزارش شده گوناگون و متنوعی برای پایداری انواع پروتئین
بسیاری از داروهای  طور که قبلاً هم اشاره شد اخیراً همان .[4]است

هاده ها بنا نهای زیستی و استفاده از پروتئینجدید بر پایه فناوری
های دارویی از اهمیت بسزایی در رفع پایداری آنزیم اند. شناختشده

منظور توسعه داروهای پروتئینی و همچنین رو بهمشکلات پیش
 موفقیت آن در درمان برخوردار است.
های مختلف مورد بررسی قرار بهبود پایداری اوریکاز، در پژوهش

های گرفته است، تثبیت آنزیم با استفاده از میکروکپسول
، اتصال عرضی آلبومین و اوریکاز که باعث پایداری 1][8آلژینات

عمر آنزیم را شود و نیمهشدن به پروتئولیز میحرارتی آن و مقاوم
، تثبیت [19]دهدبرابر افزایش مینسبت به آنزیم وحشی تا شش

عنوان حامل یا اتصال اوریکاز به غشای ها بهاوریکاز روی اریتروسیت
ارآیی ها با کل غلظت بالای اریتروسیتدلیخارجی اریتروسیت که به

 تواند اسیداوریکمیکرومول بر لیتر در دقیقه) می۲۱و سرعت زیادی (
کردن اوریکاز با دکستران یا ، کونژوگه[20]را تجزیه کند

، پگیلاسیون اختصاصی اوریکار و تولید [21]گلیکولاتیلنپلی
پوششی برای  عنوانها به، و استفاده از نانولیپوزوم[22]پوریکاز

جلوگیری از صدمه به ساختار آنزیم از این رو مورد توجه قرار گرفته 
 .[23]تواند فعالیت و پایداری آنزیم را بالا ببرداست که همزمان می

شدن آنزیم در طی ها وجود دارد، غیرفعالمشکلی که در این روش
 مراحل تثبیت آنزیم و اتصال آن به سطح است، که گاهی باعث تغییر
کنفورماسیون آنزیم تثبیت شده است. همچنین مشکلاتی از قبیل 

دلیل میانکنش آنزیم با سطح بستر، ناپایداری فیزیکی بستر تثبیت به
های اکسیژن در اثر فعالیت آنزیم، کاهش فعالیت آنزیم تولید حباب

ز ها نیفیزیولوژیک و آمادگی یوریکاز برای خروج از وزیکول pHدر 
 .[23]وجود دارند

های داروهای طور کلی راهکارهای مختلفی برای رفع نقیصهبه
پروتئینی و افزایش پایداری آنها مطرح است. از جمله این راهکارها، 

 شتربی با پایداری آنزیمی ساختار ایجاد واسط، حد واکنش مهندسی
 .[24]آنزیم است خود نه آنزیم اطراف محیط تغییر با

آنزیم با شرایط مختلف  ترانسفورم، بیانس از در تحقیق حاضر، پ
آنزیم  تخلیصانتخاب شد. پس از  بررسی و شرایط بهینه

در شرایط اوریکاز  ، میزان فعالیت و پایداری آنزیمآمدهدستبه
 د.شآنزیم مقایسه  رایج دارویی با نمونهو مختلف دمایی، بررسی 

ایداری با توجه به مطالعات پایداری حرارتی این آنزیم، دارای پ
نسبت به آنزیم  C۵۰°و  C۲۵ ،°C۳۷°بیشتری در دماهایی مانند 

نیز پایداری نسبت به  -C۲۰°و  ۴رایج دارویی هستیم. در دماهای 
با توجه به اهمیت بالای آنزیم آنزیم دارویی افزایش پیدا کرده است. 

نقرس و قیمت مانند هایی اوریکاز در پیشگیری و درمان بیماری
سعه ومنظور ت، پایداری مناسب این آنزیم بهوی وارداتیبالای این دار

 ارقر عنوان مصارف دارویی میتواند حائز اهمیتبهاشکال پایدار آن 
 گیرد.

همتا، عنوان یک مولکول بیدر آخر باید ذکر کنیم که هر پروتئین به
های دیگر حتی در شرایط یکسان نشان رفتار متفاوتی با پروتئین

ها برای بررسی تغییر فعالیت و پایداری پروتئین دهد. بنابراینمی
های نیاز است که شواهد و مدارک بیشتری داشته باشیم و پژوهش

ورت های دیگر صها و پروتئینبیشتری در این زمینه در رابطه با آنزیم

آوری اطلاعات برای یک آنزیم دارویی الزامی گیرد. این نتایج در جمع
 است.

 هآمددستبه فعال آنزیم پایین مقدار حاضر مطالعه هایمحدودیت از
 تراملك و بیشتر بررسی منظوربه ادامه در كه شودمی است. پیشنهاد

 گیرد: صورت زیر مطالعات
 اروید این هاینقیصه رفع منظوربه مختلفی راهکارهای کاربردن) به١

 ظیرن تولید از بعد اصلاحات جمله از آن پایداری افزایش و پروتئینی
 نندما پروتئین سطح به طبیعی یا سنتزی پلیمرهای به اتصال

 .تاس شده مطرح آمیزموفقیت فرآیندی عنوانبه که پگیلاسیون
 آنزیم این پایدارسازی و تثبیت برای ساختار نانو مواد از ) استفاده٢

 سایر بلکه شود،می آنزیم فعالیت پایداری افزایش باعث تنهانه که
 هم ار زیستی، نانوکاتالیست سیستم یک عنوانبه آن، ویژه خواص

 دلیلبه که هستند هالیپوزوم ساختارها این جمله از. کندتقویت می
 امکان آن، سازنده عناصر) دوستدوگانه( آمفیپاتیک خصوصیات

. نمایندمی فراهم را لیپوفیل و هیدروفیل هایدارو رسانیدارو
 فقدان و پذیریتجزیهزیست پایین، ذاتی سمیت قبیل از هاییویژگی

 املح یک عنوانبه هالیپوزوم که است شده سبب ایمونوژنیسیته،
 وند.ش واقع توجه مورد نوین رسانیدارو هایدر سیستم مناسب بسیار

 
 گیرینتیجه

 درمان و پیشگیری در اوریکاز آنزیم بالای اهمیت به توجه با
 پایداری وارداتی، داروی این بالای قیمت و نقرس چون هاییبیماری

 الایب پایداری با اشکال توسعه منظوربه آمدهدستبه آنزیم بالای
 گیرد. قرار اهمیت حائز تواندمی دارویی مصارف عنوانبه آنزیم
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