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 چکیده

 به تهوابس های لاکتاماز-بتا خانواده ابر به که هاست آمیدوهیدرولاز خانواده اعضای از یکی گلوتامیناز-لا

 توانایی خاطر به گلوتامیناز-ال اخیر دهه در دارد. تعلق سررریلی پنی به متصررر  هایپروتئی  و سرررری 

ست گرفته قرار توجه مورد خود کاتالیتیکی شکی هویژ به مختلف صنایع میان در و ا  ارزش درمانی و پز

ست. یافته بالایی شرفت دهه چهار طول در گلوتامیناز-ال مورد در مطالعات ا شته هاییپی ست دا  در اما ،ا

-ال یدتول بالای نسبتا هزینه است. داشته کمی سرعت پیشرفت ای  صنعتی مهم هایآنزیم سایر با مقایسه

 منابع سررویی از اندازد.می تاخیر به را آن صررنعتی های کاربرد که اسررت بزرگی موانع از یکی گلوتامیناز

 مطالعه ای  از هدف باشد.نمی موجود گسترده کلینیکی آزمایشات بررسیبرای آنزیم انبوه تولید برای کافی

ستم در T(P4Bbidgolensis Alteribacillus( هسوی از محلول صورتبه گلوتامیناز-ال نوترکیب بیان  سی

-ال ژن ،پژوهش ای  در باشد.می آنزیم فعالیت بررسی همچنی  و BL21(DE3) coli scherichiaE بیانی

ستفاده با گلوتامیناز  شد. کلون BL21(DE3) E.coli بیانی سیستم در موفقیت با pET30a بیانی وکتور از ا

  حاوی که KJE8-pG تجاری وکتور کمک با و گرادسانتی درجه 28 دمای کشت شرایط در محلول بیان
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ساز و شیرایو را آن ای و دیکن ص یبرا آن از و کرده ذکر را سندهینو نام آنکه شرط به د،یینما یباز  دمقا

 .دیکن استفاده یرتجاریغ

 و خالص آنزیم ویژه فعالیت سررنجش نهایت، در شررد. انجام ،اسررت مولکولی هایچاپرون از ایمجموعه

 مولار میلی 8 غلظت برای آنزیمی فعالیت و شد انجام pH 8 و گرادسانتی درجه 40 دمای در شده دیالیز

 U/mg 62/0 نآ maxV و mM 10/3 گلوتامیناز-ال mK آمد. دسرررتبه U/mg 01/0 ± 53/0 سررروبسرررترا

 .شد محاسبه

 

 پرونا، چنازیگلوتام-ال ،Alteribacillus bidgolesisکلونینگ، بیان نوترکیب،  کلید واژگان:

 

 مقدمه-1

ینرراز -ال م لوتررا ی   (L-glutaminase)گ م لوتررا گ یررا 

یکی از اعضرررای خانواده  (E.C : 3.5.1.2)آمیدوهیدرولاز 

ی ها اسرررت که به ابر خانوداهبزرگی به نام آمیدوهیدرولاز

سری  و پروتئی لاکتاماز-بتا سته به  ص  به های واب های مت

بهپنی ای در طور گسرررتردهسررریلی  تعلق دارد. ای  آنزیم 

شرررام   ،هاهای حیوانی و میکروارگانیسرررمگیاهان، بافت

ها موجود میو اکتینومیسرررتها ها، مخمرها، قارچباکتری

در  یها نقش مهمنازیگلوتام ،یسررتیاز لحاظ ز. [1] باشررد

تعادل  یدارمتنوع و نگه یتروژنین یهاتیمتابول وسرررنتزیب

 گلوتامیناز-ال ها دارند.سرررمی/گلوتامات در ارگان یگلوتام

سید آمینه ال فرایند سیون ا یک گلوتامی  را به گلوتام-دآمینا

شکست  پیوند زنجیره جانبی  سید و آمونیاک از طریق  -γا

 یساده برا یاواکنش دو مرحله ک. ی[2]کندآمید کاتالیز می

اول  یصورت که در مرحله  یعملکرد آن وجود دارد، به ا

به شررود و یفعال م یباز قو کیبا  میآنز  ینوکلئوف دویرز

کند یحمله م  یگلوتام-در ال دیآم یاتم کرب  گروه عامل

سطه ساختار وا س-بتا یو  شک میآنز  یآ دهد. در یم  یرا ت

سط مولکول  یشدن نوکلئوف الدوم با فع یمرحله  یهاتو

یکرب  اسرررتر انجرام م یبر رو یلیآب، حملره نوکلئوف

ود مورد خ یکیکاتال ییتوانا دلی به نازیگلوتام-ال .[3]شود

شد و در میتوجه م شک ژهیومختلف به عیصنا انیبا و  یپز

-در دهه گذشررته ال .[4]اسررت افتهی ییارزش بالا یدرمان

گلوتامیناز توجه بسیاری به خود جذب کرده است و علت 

 ،هاآن اسرررتفاده از ای  آنزیم در درمان سررررطان و بیماری

با خالی کردن محیط  HIVشرررام  لوکمی لنفاتیک حاد و 

 ،کهدر حالی .باشرردگلوتامی  می-های بدخیم از السررلول

علت متابولیسررم بالایی که دارند و های سرررطانی بهسررلول

  گلوتامی  نیاز بیشتری به ای-عدم توانایی آنها در تولید ال

های سرطانی آمینواسید دارند، در نتیجه موجب مرگ سلول

با -غذایی ال . در بیوتکنولوژی[5و6]شرررودمی ناز  گلوتامی

افزایش گلوتامیک اسرررید در غذاهای تخمیر شرررده مانند 

ستفاده می محرکعنوان به ،سویا بر  . علاوه[7]شودطعم ا

عنوان بیوسررنسررور و کاندید تواند بهگلوتامیناز می-، الای 

ظت ال یت غل با تعیی  کم نالیزی  تامی  در محیط -آ گلو

فاده نتز ترئونی  اسررتکشررت و با تعیی  میزان واکنش در سرر

 یبرا یکروبیم یهانازیگلوتام-ال ان،یم  یدر ا. [2]شرررود

س و  ییشام  موارد دارو یوتکنولوژیب یهااز کاربرد یاریب

 یبکرویجانداران م رایز ،فتندغذا مورد توجه قرار گر دیتول

ازگار و س نهیآسان، کم هز ع،یسر یفرایندرا با  میآنز دیتول

یانجام م یسرررازو خالص یبا مراح  پس از جداسررراز

 یداریررپررا یکروبیم نررازیگلوتررام-ال ، یچنهم .[8]دهنررد

شده از ارگان یشتریب ستخراج  سبت به انواع ا  یهاسمین

نددهیچیپ مختلف  یهاکاربرد انیدر م جهیدر نت ،تر دار

سبت میآنز دیتول یبرا یترمناسب یها یگزیجا یصنعت  ن

 . [9]تر هستنددهیچیپ یهاسمیبه ارگان

های وحشی بسیار بالا ها از سویهگلوتامیناز-هزینه تولید ال

ستند که می صولات آنها عموما کم و ناکافی ه شد و مح با
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. در [10]های صنعتی باشدتواند پاسخگوی درخواستنمی

جه، روش ته شررردهنتی کار گرف تا ای  های مولکولی ب ند  ا

های صررنعتی نیازمند آنزیممشررک  را برطرف کنند. کاربرد

 بنابرای  ارزیابی ،های مقرون به صرفه هستندایی با هزینهه

برای افزایش سررطب بیان و ترشررب کارآمد به درون محیط 

یادی برای  یت ز هد  هایمزپذیرفت  آنکشررررت اهم خوا

شت ست . بیان هترولوگوس ژن[11]دا ها ابزار قدرتمندی ا

ید آنزیم فاده ها در سرررطب مورد که برای تول یاز اسرررت ن

ندهژن .[12]شرررودمی کد کن -ی انواع متنوعی از الهای 

شدند و پروتئی ها در میزبانگلوتامیناز های مختلف کلون 

هایی مشررابه و های نوترکیب حاصرر  از آنها دارای ویژگی

به انواع وحشررری آنزیم یافته نسررربت  قا  ها بوده حتی ارت

  .[13-15]است

 هااز سوی دیگر، علیرغم گوناگونی قاب  توجه اکثر آنزیم

است  هاییکه به نوعی متاثر از تنوع بالای میکروارگانیسم

دلی  افزوده شدن حال بهبا ای  ،اندکه از آنها منشاء گرفته

سالانه تعداد زیادی سویه جدید به لیست جهانی 

ها یک کنجکاوی همیشگی برای بررسی میکروارگانیسم

ها برای دستیابی به های شناسایی شده در آن سویهآنزیم

ه بهای احتمالی برتر و متمایز نسبت های با ویژگیآنزیم

کته ضروری است که با د. ذکر ای  نانواع قبلی وجود دار

های کنونی در علم مهندسی پروتئی  که وجود پیشرفت

های متفاوت را مقدور های با ویژگیطراحی و تولید آنزیم

ای و های هزینهدلی  محدودیت بهحال ای  باسازد، می

های موجود در طبیعت ارجحیت زمانی الگوگیری از آنزیم

ی و ارزیابن نوترکیب دارد. در مطالعه حاضر که با هدف بیا

شاء گلوتامیناز جدید با من-خصوصیات بیوشیمیایی یک ال

ه بی  چندی  سوی از ،های بومی کشور انجام شده استسویه

اند و ژنوم کام  آنها تعیی  توالی که اخیراَ ثبت جهانی شده

که دارای دو  Alteribacillus bidgolensisشده است سویه 

 عنوان سویه منشاءلف بود بهگلوتامینازی مخت-نوع ژن ال

 آنزیم مورد مطالعه انتخاب شد.

 هامواد و روش -2

 ها و موادباکتری، پلازمید، محیط، آنزیم 2-1

 A. bidgolensisدر پژوهش تجربی حاضررر، باکتری بومی 

بیدگ  استخراج شده -تر از دریاچه فوق شور آرانکه پیش

ملی ذخایر  و در ایران ثبت شده است و هم اکنون در مرکز

، تهیه و [16] شرررودژنتیکی و زیسرررتی ایران نگه داری می

DNA  کیررت تفرراده از  می آن بررا اسرررر نو  GeneJETژ

(ThermoFisher, cat.No:K0721 .تررخررلرریررص شررررد )

 pET30aوکتورهای مورد مطالعه در ای  پژوهش، وکتور، 

 E.coliو میزبان باکتریایی، باکتری  Novageneاز شرررکت 

در ای  پژوهش  ،باشررد. همچنی می BL21 (DE3) سررویه

شت ( برای تکثیر Merck) LB agarو   LB brothمحیط ک

ستفاده  سی  .شدو بیان ژن نوترکیب ا  50) ترکیبات کانامای

بر  گرممیلی 35(، کلروآمفنیکرر )لیترمیلیبر  گرممیلی

تیوگررالاکتوپیرانوزیررد  -1-دی-ایزوپروپیرر  بتررا(، لیترمیلی

(IPTG) ،5/0 آرابینوز-ال لیترمیلی بر گرممیلی (Merck )

 محیط در( Merck) تتراسرررایکلی  لیترمیلی بر نانوگرم 5 و

ستفاده کشت  Taq DNAاز آنزیم  PCRبرای انجام  .شد ا

Polymerase  ستی ایران ساخت مرکز ذخایر ژنتیکی و زی

(cat.No: MBE0100شد و کیت ستفاده  ستخراج ( ا های ا

ید خالص (GeneJET, cat.No:K0502) پلازم سرررازی و 

صول  های و آنزیم PCR (GeneJET, cat.No:K0701)مح

شرکت  EcoR I ، Xho Iبرشی  و آنزیم  Thermofisherاز 

DNase I و ( لیزوزیم از شرررکتBioBasic تهیه )شرردند .

ThermoFisher (cat.No: SM0311 )از شرکت  DNAلدر 

 Maxcell (cat.No: LM0211) شررررکت از  یپروتئ لدرو 

 تهیه شدند.

  E. coliگلوتامیناز در -بینی بیان بهینه ژن الپیش 2-2

بهینه  گلوتامیناز برای بیان-بررسی تطابق توالی ژن ال برای

، توالی ای  پروتئی  با اسرررتفاده از ابزار E .coliدر میزبان 

 GenScriptدر سررایت  GenSmart Optimizationآنلای  

های نادر، ای  از نظر وجود کدون ،. همچنی شرردبررسرری 
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در همان  Rare Codon Analysisتوالی با اسررتفاده از ابزار 

 .شدتحلی  وتجزیه سایت

 کلونینگ ژن گلوتامیناز  2-3

انجام  A. bidgolensisژنومی از باکتری  DNAاسرررتخراج 

گلوتامیناز با کمک -پرایمرهای مربوط ژن ال ،سررپس شررد.

( و توسط 1طراحی )جدول  IDT oligo analyzerافزار نرم

سررنتز شرردند. برای تکثیر ژن، واکنش سرریناکلون شرررکت 

PCR  هایی به  50درحجم ن ظت مواد  با غل میکرولیتر و 

با  X1، MgCl2 غلظت با PCR بافرشرررز زیر انجام شررد: 

مولار، میلی 6/0با غلظت  dNTPsمولار، میلی 5/2غلظت 

فت و برگشرررت های ر یک از پرایمر ظت  هر   4/0با غل

 10و  Taq DNA Polymeraseواحد آنزیم  2، میکرومولار

ها با برنامه زمانی واکنش تکثیر ژن .ژنومی DNAنانوگرم 

شت سر سانتی درجه 95دقیقه در  5سازی اولیه شام  وا

صررورت واسرررشررت سررازی به چرخه به 8، تکثیر در گراد

 55 ، اتصال آغازگرسانتی گراد درجه 95ثانیه در  20مدت 

درجه  72ثانیه، بسط آغازگر  40به مدت  سانتی گراد درجه

سپس تکثیر در  60به مدت گراد سانتی چرخه به 27ثانیه، 

سازی به مدت  شت  سر  درجه 95ثانیه در  20صورت وا

صال آغازگر سانتی گراد به مدت سانتی گراد درجه  55، ات

 60به مدت  سررانتی گراد درجه 72ثانیه، بسررط آغازگر  30

مدت ثان به  هایی  گاه  10یه؛ بسرررط ن خ  دسرررت قه دا دقی

-( انجام شرررد. ژن الBioRad ترموسرررایکلر )شررررکت 

های برشررری با آنزیم pET30-aوکتور گلوتامیناز به همراه 

R IEco  وI Xho  ند.  برشمورد عات برش قرار گرفت قط

شد 2/1روی ژل آگارز  یافته پس از  ند.درصد الکتروفورز 

واکنش هضرررم آنزیمی، واکنش اتصرررال ژن گلوتامیناز در 

انجام شد.  T4 DNA ligaseتوسط آنزیم  a-pET30وکتور 

در نهایت وکتورهای دارای ژن انتخابی به باکتری مسرررتعد 

E. coli  سرررویه(DE3)BL21   انتقال یافته و روی محیط

LB Agar بیوتیک کانامایسی  کشت داده شدنددارای آنتی. 

های رشررد یافته و بر روی تک کلونی PCRواکنش کلونی 

با اسررتفاده از آغازگرهای عمومی روی وکتور انجام شررد. 

حاوی آنتیمایع  LBهای مثبت در محیط کشرررت کلونی

گراد درجه سانتی 37بیوتیک کانامایسی  کشت و در دمای 

 .شد کشت داده ساعت 16و به مدت  بر دقیقهدور  170در 

 . انجام شداستخراج پلازمیدهای نوترکیب  ،سپس

 بیان پروتئین 2-4

یدهای حاوی BL21 هایکلنی  محیط در نوترکیب، پلازم

LB کانامایسی  کشت داده شدند.  بیوتیک آنتی حاوی مایع

باتور روی بر هاارل سرررپس،  جه  37 در متحرک انکو در

سرراعت  3الی  2به مدت دور بر دقیقه  170گراد و سررانتی

 داده شرررد. پس از رسررریدن کدورت محیط کشرررتقرار 

(600OD) از محلول 6/0 به ،IPTG  ظت با غل ی   اسرررتر

مولار در زیر هود و در کنار شررعله میلی 5/0الی  1/0نهایی

شت محیط به ضافه ک سه و شد  ا در انکوباتور متحرک در 

 قرار گرفت.گراد سانتیدرجه  28و  26، 20دمای 

 

  A. bidgolensisگلوتامیناز از سویه -های مورد استفاده برای تکثیر ژن الپرایمر 1لجدو
 نام پرایمر نوع پرایمر توالی پرایمر  TM (C°) دمای

55 ATGAGCAGTCTTTTTATTGATGAATTCTTATAT Forward Glut-A.b-EcoRI-F 

55 TGAAAATATGCTCAAGCTATATCTCGAGTTATAT Reverse Glut-A.b-XhoI-R 

 باشد.توالی که زیر آن ها خط کشیده شده است، جایگاه برشی آنزیم محدودالاثر می

 

 



 معافی و همکاران ...  بیان نوترکیب و بررسی

46 

شت از پس سوب هاسلول القا، زمان از ساعت 24 گذ  ر

 میزان به HCl-Tris) لیز بافر حاص ، رسوب به و شد داده

 3 حاوی (مولارمیلی 5 میزان به ایمیدازول و مولارمیلی 50

ضافه لیزوزیم لیترمیلی بر گرممیلی  سورتک سپس و شد ا

 دسررتگاه از رسرروب کام  لیز و سررازیهمگ  برای شررد.

 به پس،س شد. استفاده هموژنایزر التراسونیک یا سونیکاتور

 برای I aseND واحد یک مقدار ،لیز بافر لیترمیلی هر ازای

 چسررربندگی کاهش و سرررلول از شرررده آزاد DNA حذف

 30 مدت به و شررد اضررافه هانمونه از کدام هر به محلول

 انجام از پس شررردند. انکوبه آزمایشرررگاه دمای در دقیقه

به رویی فاز دور، 12000 و دقیقه 15 مدت به سررانتریفیوژ

 لیز نیز، رسرروب به و شررد جدا محلول هایپروتئی  عنوان

ضافه مولار 8 اوره حاوی بافر  مدت به و شده ورتکس و ا

 یوژسانتریف دیگر بار شد. نگهداشته اتاق دمای در ساعت 1

 محلول و شرررد انجام دور 12000 در و دقیقه 15 مدت به

سوب فاز عنوانبه رویی  نامحلول هایپروتئی  حاوی که ر

ست،  موجود هایپروتئی  انیب سطب ایتنه در شد. جدا ا

 میسررد ژل الکتروفورز توسررط رسرروب و محلول فاز در

 PAGE-SDS، 11) دیآم  یآکر یپل-سرررولفات  یدودسررر

 شد. بررسی (درصد

 مولکولی هایچپرون کمک با آنزیم محلول بیان 2-5

 با زمانمه طوربه گلوتامیناز-ال ژن حاوی نوترکیب وکتور

 هایپروناچ حاوی (Takara )شررررکت KJE8-pG وکتور

لی کو ل  در Dnak، Dnaj، GrpE، GroEL، GroES مو

 در و شررده ترانسررفورم Bl21(DE3) سررویه E.coli باکتری

مایسررری  حاوی کشررررت محیط نا های )برای کا  وکتور

 )KJE8-pG میرردزپلا برای( آمفنیکرر کلرو و نوترکیررب(

 بالا در شررده ذکر روش به بیان القای شرردند. داده کشررت

 هایپروناچ بیان القای برای که تفاوت ای  با شرررد انجام

 رلیتمیلی بر گرممیلی 5/0 محیط، تلقیب با همزمان مولکولی

 ضررافها تتراسررایکلی  لیترمیلی بر نانوگرم 5 و آرابینوز-ال

 شد.

 پروتئین سازیخالص 2-6

 باشرررد،می tag-Hisگلوتامیناز که حاوی -تخلیص ال برای

کت نیک  آگارز )شررر کروماتوگرافی می  ترکیبیاز سررتون 

Sigma) لیتر از ابتدا یک میلی برای ای  منظور،شد.  استفاده

شوی ژل با آب وژل نیک  وارد ستون شد و پس از شست

ساندن آن با بافر تعادل/ شست سپس به تعادل ر ومقطر و 

ولار م 3/0مولار، سدیم کلرید میلی 50شو )سدیم فسفات 

یدازول  حاوی پروتئی میلی 10و ایم مایع  های مولار(، 

ستون کروماتوگرافی قرار گرفت. با عبور  محلول در داخ  

روناتصال پروتئی  مورد نظر  ها از ژل،آرام پروتئی  را ی  ب

-Hisو به ای  ترتیب پروتئی  دارای  شرررودانجام مینیک  

tag در ادامه، سررتون با  .دشررومی جدا هاپروتئی  مابقی از

ست ش شو بافر تعادل/  شد.و سته  در نهایت پروتئی   ش

متص  به ستون با استفاده از بافر جداکننده )سدیم فسفات 

 300مولار و ایمیدازول  3/0مولار، سررردیم کلرید میلی 50

SDS-مولار( از سرررتون خالص شرررده و بر روی ژل یلیم

PAGE 11 شد بررسی درصد.  

 پروتئین دیالیز 2-7

سازی خالص فرایندحذف ایمیدازول استفاده شده در  برای

که مانع از واکنش رنگی نسرررلریزاسررریون برای سرررنجش 

باشررد، دیالیز پروتئی  انجام شررد. در ابتدا فعالیت آنزیم می

کیلودالتونی در محلول اتوکلا  12-14کیسرره دیالیز با منافذ 

شو داده شد. در مرحله وشست NaClدرصد از  9/0شده 

سه دیالیز در بافر دیالیز شام  لیترمیلی 500بعد کی -Trisی 

HCl 20 لی ی لی NaCl 200مولار، م ی  DTT 1 مولار،م

شد و پروتئی  خالصمولارمیلی شده به ، قرار داده  سازی 

درون کیسرره ریخته شررد و به مدت چهار سرراعت بر روی 

 دستگاه استیرر در یخچال قرار گرفت.

 سنجی پروتئین به روش بردفوردغلظت 2-8

قدار  برای له م یک لو نه، در  قدار پروتئی  نمو  10تعیی  م

نه و   ومولار یلیم NaCl 150میکرولیتر  90میکرولیتر نمو

 10. پس از شرردمخلوط  هم با برادفورد محلول لیترمیلی 1
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نه در طول موج  جذب نوری نمو قه،  نانومتر  595دقی

ستاندارد شد خوانده ستفاده از نمودار ا  رمس آلبومی  و با ا

نه   1(BSA) گاوی قدار پروتئی  نمو قت، م یب ر و ضرررر

 .آمددست مجهول به

  گلوتامیناز-ال فعالیت بررسی 2-9

یک ال تالیت کا ناز، -یکی از محصرررولات واکنش  تامی گلو

ندازه گلوتامیناز با ا-میزان فعالیت ال پس ،باشدمیآمونیاک 

گیری میزان آمونیاک آزاد شرررده توسرررط واکنش به روش 

سنجش می سیون قاب   سلریزا شدن مخلوط واکنش  .[17] با

م   تامی  -از ال لیترمیلی 5/0شررررا  5/0مولار،  04/0گلو

 5/0، 8برابر با  pHمولار با  5/0از بافر فسرررفات  لیترمیلی

سط آب مقطر  لیتر از محلولمیلی ست که تو حاوی آنزیم ا

ست به حجم را  ست. ای  مخلوط در  لیترمیلی 2ا سیده ا ر

دقیقه انکوبه شررد.  30گراد به مدت درجه سررانتی 37دمای 

فه کردن  با اضرررا از تری  لیترمیلی 5/0پس از آن واکنش 

 مولار به پایان رسید.  5/1کلرواستیک اسید 

آنزیم، تری  در نمونرره کنترل پیش از اضررررافرره کردن

سید اضافه شد تا مانع از فعالیت آنزیم شود.  ستیک ا کلروا

حاوی  یالی  لیتر از میلی 1/0لیتر آب مقطر، میلی 7/3در و

لیتر معرف میلی 2/0مخلوط واکنش اضرررافه شرررد و به آن 

دقیقه در دمای  20به مدت  هاسپس ویالنسلر اضافه شد. 

توسررط دسررتگاه  و قرار گرفته گراددرجه سررانتی 20تا  15

نانومتر خوانش انجام  450اسررپکتروفتومتری در طول موج 

 شد.

ظت 2-10 یت آنزیم در غل عال های مختلف بررسییی ف

 سوبسترا

 مختلف هایغلظت در شرررده، بیان روش به آنزیم فعالیت

میلی 10 ، 8 ، 6 ، 4 ، 3 ، 2 ، 1 ، 5/0 ، 1/0 ) سرروبسررترا

 .شد بررسی دقیقه 30 مدت به( مولار

 آنزیم فعالیت بهینه یدما بررسی 2-11

                     
1 Bovin Serum Albumin  

یت عال ته روش به آنزیم ف  در ،9-2 بخش در شرررده گف

های ما جه 70 ،60 ،50 ،40 ، 35 ،30،20) مختلف د  در

  .شد بررسی دقیقه 30 مدت به و( گرادسانتی

 بهینه فعالیت آنزیم pHبررسی  2-12

 (10 و 9 ، 8 ، 7 ، 6 ، 5) مختلف های pH در آنزیم فعالیت

itricC ) بافر و ،9-2 بخش در شده بیان روش از استفاده با

citrate odiumS acid) برای pH بافر ،5 برابر ( K2HPO4:

KH2PO4) برای pH بافر و  8 و 7 ،6برابر ( lycine:G

NaOH) برای pH 37 در دقیقه 30 مدت به 9 و10 برابر 

 شد. انجام گرادسانتی درجه

 نتایج -3

  E. coliبینی بیان بهینه ژن گلوتامیناز در پیش 3-1

، توزیع فراوانی  2(CAI)شاخص انطباق کدونی سه ویژگی

 انیبر ب یادیز ریتأثکه  GCو درصرررد   3(CFDکدونی )

 .E های مختلف از جملهزبانیدر م های هترولوگ یپروتئ

coli ربا ابزا، دندار Rare Codon Analyzerدر وبسرررایت 

GenScript گلوتامیناز -ال توالی آنالیز نتایج .ندشد ارزیابی

داد که  نشررران( 2شرررده )جدول ذکر ابزار  از اسرررتفاده با

 GCباشد. همچنی ، مقدار می 77/0شاخص انطباق کدونی 

سب در دامنه  شاخص  70تا  30منا ست که ای   صد ا در

درصد  69/52سازی گلوتامیناز و پس از بهینه-برای ژن ال

درصرررد  4ای  ژن  یکدون فراوانی عیتوز میزان باشرررد.می

آل ای  (، ای  در حالی است که مقدار ایده2است. )جدول 

درصررد  30، کمتر از E. coliشرراخص برای بیان در میزبان 

   است.

 گلوتامیناز -کلونینگ ژن ال 3-2

 A. bidgolensisژنومی از باکتری  DNAپس از اسررتخراج 

 PCRطراحی و سرررنتز پرایمرهای مربوط به آن، واکنش و 

شد.  ستبه نتایجانجام  شان دهنده تکثیر ژن ال آمده د -ن

 (.الف -1می باشد )شک گلوتامیناز 

2Codon Adaptation Index  
3 Codon Frequency Distribution 
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 Rare Codon Analyzer ابزار آنلای   استفاده از باگلوتامیناز -ژن ال یتوال  یتحلوهیتجز جینتا 2جدول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
گلوتامیناز ؛ ب( هضم آنزیمی -تکثیر ژن ال: 1kb DNA ladder ،1: مارکر M؛  PCRگلوتامیناز؛ الف( مرحله -مراح  کلونینگ ژن ال 1شک 

گلوتامیناز ؛ پ( محصول -: محصول هضم آنزیمی ژن ال1kb DNA ladder ،1: مارکرXho I ،Mو  EcoR Iهای برشی زیرواحدها توسط آنزیم

  ،pET30a ،M :1kb DNA ladder: پلازمید برش یافته Xho I ،1و  EcoR Iهای برشی توسط آنزیم pET30aهضم آنزیمی پلازمید 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

-بعد از انتقال ژن الها حاصررر  از تک کلونی 1kb DNA ladder ،1-7  :PCR: مارکر Mگلوتامیناز؛ -ژن ال PCRنتایج کلونی  2شرررک 

  pET30aبه وکتور گلوتامیناز 

 

انجام و سپس ژن به  PCRسازی محصول خالصدر ادامه 

برش  Xho Iو  EcoR Iهای با آنزیم pET30aهمراه وکتور 

اخ  وکتورهای مربوطه و د پ( -1ب و  -1خورده )شک  

در طی واکنش الحاق متصرر  شرردند. در نهایت محصررول 

 مستعد BL21(DE3) E. coliواکنش الحاق به میزبان بیانی 

(competent  منتق )ها بر روی کشرررت سرررلولو  شرررد

 بازه قاب  قبول شاخص 

CAI 77/0 0/1 – 8/0 

GC content 69/52 % 70 % - 30 % 

CFD 4 % 30 % > 

 الف

 

 ب

 

 ج
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سی حاوی آنتی  LB Agarپلیت ش بیوتیک کانامای  .دانجام 

جام واکنش  های بر روی کلونی Colony PCRپس از ان

فاده از آغازگرهای  با اسرررت  T7و  T7 Promoterمنتخب 

Terminator د وجو، نتایج بر روی ژل آگارز تفکیک شد و

دهنده نشررران جفت بازی 1200های حدود باند در اندازه

 (.2)شک   کلونینگ صحیب ژن درون وکتور بود

 بررسی بیان پروتئین 3-3

آزمایش شرررده،  IPTGهای مختلف از میان دماها و غلظت

بیان  IPTGهای مختلف در هیچ شرررایط دمایی و با غلظت

های ناموفق محلول حاصررر  نشرررد )نتایج الکتروفورز بیان

  اینجا نشان داده نشده است(.

پرونچا کمک با گلوتامیناز-ال محلول بیانبررسی  3-4

 مولکولی های

-pGگلوتامیناز که همزمان با وکتور -بررسرری بیان برای ال

KJE8  شده در قب  انجام شدند، به روش ذکر  سفورم  تران

ساعت  20به مدت  گرادسانتی درجه 28شد و در دمای 

(. پروتئی  3بهتری  بیان محلول آن مشرراهده شررد )شررک  

کیلودالتون بر روی ژل  39در اندازه محاسبه شده بیان شده 

SDS-PAGE  .در مشرراهده شررده و سررپس تخلیص شررد

سازی در دلی  تداخ  ایمیدازول حاص  از خالصبه نهایت

واکنش رنگی نسررلریزاسرریون دیالیز پروتئی  انجام شررد ) 

  (.3شک  

 

 

 

 

 

 

 

 
 E. coliصورت کوترنسفورم با وکتور چاپرونی در سویه گلوتامیناز به-تفکیک پروتئی  بیان شده ال برایدرصد  SDS-PAGE 11 3شک 

BL21(DE3)   مولار میلی 3/0با مقدارIPTG  عبور محلول: 3 ؛: فاز محلول پروتئی  بیان شده2 ؛: فاز رسوب پروتئی 1 ؛آن یسازخالصو 

 .: پروتئی  خالص شده6 ؛شستشو 2و  1ترتیب مراح  : به5و4. ستون از شده داده

 

 

 
 آلبومی  سرم گاوی نمودار استاندارد 1 نمودار
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 پروتئین سنجیغلظت 3-5

 شده سازیخالص محلول اسپکتروفتومتری نتایج اساس بر

 داسررتاندار نمودار اسرراس بر و برادفورد روش به پروتئی 

BSA (1 نمودار،) ظت خالص پروتئی  حاوی محلول غل

 بر میکروگرم 37/0 ± 01/0 میزان به گلوتامیناز-ال شرررده

مد. دسررررتبه میکرولیتر طه همچنی ، آ یک نق  ایزوالکتر

به آنزیم شررد. محاسرربه 64/5 با برابر شررده بیان پروتئی 

 هایتسررت همه در کردن کونژوگه بدون و آزاد صررورت

 شد. استفاده آنزیمی

 گلوتامیناز-ال آنزیمی فعالیت بررسی 3-6

های مختلف سرروبسررترا در های مربوط به غلظتنتایج داده

فعالیت آنزیم در سه تکرار و با کمک سنجش میزان جذب 

توسررط دسررتگاه اسررپکتروفتومتری را نشرران می دهد. از 

صررورت صررعودی و مولار فعالیت بهمیلی 8تا  1/0غلظت 

مولار، نزول نمودار نشررران داده شرررده میلی 10در غلظت 

مولار و میلی 10های است که حاکی از آن است که غلظت

با  شررود.بالاتر از سرروبسررترا، موجب مهار فعالیت آنزیم می

ستاندارد آمونیوم سولفات )نمودار  ستفاده از منحنی ا  ( و2ا

شده از نمودار میکائیلیسب ساس مقادیر برآورد    ) منت -را

 maxV( مقدار 4برک ) نمودار -( و نمودار لاینویور3نمودار 

قه 62/0آنزیم   mKآنزیم و  گرممیلیبر  میکرومول بر دقی

 مولار محاسبه شده است. میلی 10/3آنزیم 

 

 

 
 سولفات ومیاستاندارد آمون یمنحن 2نمودار

 

 
 U/mgبر حسب  نازیگلوتام-ال Y  ،V0مولار غلظت سوبسترا و محور  یلیم Xمنت : محور  -سیلیکائینموادر م 3نمودار

 

0 5 10 15

0.0

0.2

0.4

0.6

Michaelis–Menten plot

[S] (mM)

V
0 

(U
/m

g)

Vmax=0.62

Km=3.10



 1404تابستان  ،3، شماره 16 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

51  

 

 
 گلوتامیناز-ال V0: یک بر روی Yیک بر روی غلظت سوبسترا . محور : Xبرک. محور -نمودار لاینویور 4نمودار

 

درجه سررانتی 60تا  20دمایی آنزیمی در شرررایط واکنش 

سی گراد  ساس  شد.برر ستگاه بر ا سط د میزان جذب تو

سبی آنزیم نمودار آن  سب فعالیت ن سپکتروفتومتری بر ح ا

 است مشخص ازنمودار که رسم شد. همانطور (5نمودار )

باشد. گراد میسانتی جهدر 40آنزیم در دمای  فعالیت بهینه

بررسرری شررد و بر  10تا  5از  pHفعالیت آنزیمی در بازه 

سپکتروفتومتری )  ستگاه ا سط د حسب میزان جذب آن تو

( بر حسب فعالیت نسبی آنزیم رسم شد. آنچه از 6نمودار 

 باشد.می 8مطلوب آنزیم  pHنمودار مشخص است 

 

 

 
 میآنز ینسب تی: فعال Y: دما. محور X. محورنازیگلوتام-ال تیفعال یدما بر رو راتییاثر تغ 5نمودار
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 : فعالیت نسبی آنزیم Y. محور X  :pHگلوتامیناز. محور -بر روی فعالیت نسبی ال pHاثر تغییرات  6نمودار

 

 بحث -4

 -ال نهیآم دیاسرر ونیناسرریدآم فرایند قیاز طر نازیگلوتام-ال

 یتروژنین یهاتیمتابول وسرررنتزیدر ب ینقش مهم  یگلوتام

  یبه علت ا میآنز  یا ریو در چند دهه اخ [2] متنوع دارد

نا تال ییتوا له  یها نهیخود در زم یکیکا مختلف از جم

مورد  اریسها بوسنسوری، بییغذا عیصنا ،ییو دارو یپزشک

ها در اندازه  یپروتئ دیتول .[18] اسرررتتوجه واقع شرررده 

مطالعه آنها و اسررتفاده از آنها در  گام اول دردر واقع  یکاف

ها نهیزم باشررردمختلف  یکاربرد عه آنزمی  طال ها و می. م

 یآنها از اجزا یجداسررراز ازمندیاغلب ناسرررتفاده از آنها 

 ستلزممآن،  یعیاز منبع طب میباشد. استفاده از آنزیم یسلول

شدیم یسازخالص فرایند سخت و  فرایند  یا .با معمولا 

دسررت آمده هب میآنز زانیم تیسررت و در نهاا طاقت فرسررا

با استفاده  ، یدل  ی. به هم[19] باشدیم یکم و ناکاف اریبس

 ریغ یهاسررتمیها در سرر یپروتئ بینوترک DNA کیاز تکن

دست آوردن محصول امکان به رایشوند، ز یمشابه سنتز م

نابع  زا یکاف ها در م ها یعیطبآن ندارد. آن  همچنی ، وجود 

با  ییهامیکند تا آنزیمرا فراهم  امکان  یا مذکور کیتکن

شده یهایژگیو  دیتول ، ی. بنابرا[20] شود دیتول مهندسی 

از  یکیعملکرد  یمحلول و دارا بینوترک یها یپروتئ

صل یهاهدف شدیم یوتکنولوژیب نهیدر زم یا . ژن[21] با

نده یها تام-الاز  یانواع متنوع یکد کن با  زیها ننازیگلو

مختلف کلون شدند  یهازبانیدر م کیتکن  یاستفاده از هم

 ییهایژگیو یحاصرر  از آنها دارا بینوترک یها یو پروتئ

ها میزآن ینسرربت به انواع وحشرر افتهیارتقا  یمشررابه و حت

 بوده است.

 ینشان دهنده تطابق فراوان (CAI)شاخص انتخاب کدونی 

 نایب زانیاز م نانیاطم برای زبانیکدون ژن مورد نظر در م

 ای  شرراخصکه مقدار هر اندازه ت. اسرر بینوترک  یپروتئ

تر را در میزبان تر باشد، بیان ژن مطلوببه عدد یک نزدیک

گلوتامیناز ، -دهد. اندازه ای  شررراخص برای النشررران می

که در ای  مورد ( 2اسررت ) جدول نشرران داده شررده  77/0

ژن  یتوال GCدرصدباشد. نزدیک به محدوده قاب  قبول می

 ریتاث mRNA ثبات  یو همچن هیثانو یساختارها جادیدر ا

از محتوای  درصرررد 70تا  30آل آن بی  د و اندازه ایدهدار

باشررد و چنانچه ای  درصررد خارج از ای  محدوده ژن می

فرایند رونویسرری و تواند بر کارایی قرار داشررته باشررد، می

گلوتامیناز، -برای ال GCنقش داشته باشد. محتوای ترجمه 

ی نرمال قرار دارد. باشررد که در محدودهمی درصررد 69/52

بادهیطور ابه (CFD) یکدون یفراوان عیتوز زانیم  دیآل 

شد 30کمتر از  صد با شان دهنده کمتر بودن کدون که در ن

ست ترهای با فراوانی پایی  یشاخص م  ی. کمتر بودن اا
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ش ییسزابه  ریتاث انیب زانیدر م واندت شته با یزان ای  د. مدا

شده است  محاسبهدرصد  4گلوتامیناز -پارامتر برای ژن ال

حاظ نیز در وضرررعیت  ب  قبولیکه از ای  ل دارد.  قرار قا

سه پارامتر ال سی ای   سی در ای  -برر گلوتامیناز مورد برر

دهد که ای  ژن از لحاظ بیان در میزبان مطالعه نشررران می

E.coli مطلوبی قرار دارد. در شرایط 

غه غد به های موجودیکی از د ید پروتئی   نه تول در زمی

تشررکی  سرراختار سرروم فعال آنزیم و  ،صررورت نوترکیب

علت آن است که در سیستم بیانی است. ها سازی آنمحلول

E. coli  درجه سانتی 20القای بیان در دمای بالاتر از وقتی

های بیان شرده بدون تشرکی  شرود، پروتئی گراد انجام می

ساختار سوم فعال یا با تشکی  ساختار سوم ناقص، تمای  

یدا می ک لب اجسرررام تجمعیبه تجمع پ قا ند و در  در   4ن

های فاقد کنند و تجمعی از پروتئی سرررلول رسررروب می

دهند. همچنی ، سرررعت عملکرد را در سررلول تشررکی  می

گیری نقدر زیاد اسررت که زمان مناسررب برای شررک آبیان 

صحیب پروتئی  وجود ندارد. برای جلوگیری از ای  مشک  

جاری  عه از وکتور ت طال حاوی  که  pG-KJE8در ای  م

، DnaK ،DnaJ ،GrpE ،GroELهررای مولکولی چرراپرون

GroES  سوم صحیب ساختار  شکی   قش پروتئی  نکه در ت

ستفاده شد تا فرایند تشکی  دارند، به صورت کوترانسفرم ا

 ها انجام شود. سازی آنزیمساختار سوم و محلول

maxV  حداکثر میزان سرعت واکنشی است که آنزیم ازخود

دهد. در موقعیتی که از سوبسترا اشباع شده است نشان می

 maxV میکرو مول بر دقیقه  62/0محاسبه شده درای  مطالعه

باشد. مطالعه پیشی  انجام شده توسط گرم آنزیم میبر میلی

Sinsuwan  کاران یب ال [22]و هم یان نوترک -بر روی ب

گزارش  Bacillus licheniformis ،maxVامیناز سررویه گلوت

گرم آنزیم بوده میکرومول بر دقیقه بر میلی 48/579شرررده 

ست و در مطالعه بروی بیان  [23]و همکاران  Nadeemی ا

ینرراز از سرررویرره -نوترکیررب ال م  Geobacillusگلوتررا

                     
4 Inclusion Bodies 

465-thermodenitrificans DSM  مرریررزانmaxV ،1/238 

گرم آنزیم گزارش شده است. در میلی میکرمول بر دقیقه بر

شده  شی  انجام  سه با مطالعات پی گلوتامیناز -ال maxVمقای

در ای  مطالعه بسرریار پایی  اسررت. یکی از دلای  احتمالی 

تواند ناپایداری شرردید ای  میزان پایی  سرررعت آنزیم می

ستسو شد که میزان پیش ماده کافی در دسترس آنزیم ب را با

دهد. بنابرای ، برای دسررترسرری به میرا به شرردت کاهش 

سنجش فعالیت آنزیمی در ای   سب برای  سترای منا سوب

مطالعه پنج منبع مختلف سوبسترا بررسی شده است و تنها 

 در یک مورد نتیجه حاص  شده است.

 mK  سرعت واکنش ست که در آن  سترا ا سوب غلظتی از 

گلوتامیناز در ای  -ال mKرسررد. می maxVآنزیم به نصررف 

مولار محاسبه شده است که نشان دهنده میلی 10/3مطالعه، 

باشد. در مطالعات پیشی  تمای  بالای آنزیم به سوبسترا می

سط  شده تو  Kmمیزان  [22]و همکاران  Sinsuwanانجام 

ست. همچنی ، در میلی 15/111آنزیم  شده ا مولار گزارش 

 مقدار ،[23]و همکاران  Nadeemمطالعه انجام شده توسط 

Km  مولار گزارش شده است.میلی 104آنزیم 

 گلوتامیناز،-بهینه برای فعالیت ال pHبرای بررسررری دما و 

بازه دمایی  یت آنزیمی در  عال درجه  60تا  20سرررنجش ف

بررسی شد. همانطور که در  10تا  pH 5گراد و بازه سانتی

ست در تمام ای   5نمودار  شده ا شان داده  سترهن دمایی  گ

یت آنزیمی عال مای هم ف نان وجود دارد. در د جه  40چ در

صورت نسبی مشاهده گراد بیشتری  میزان فعالیت بهسانتی

ست که در واقع دمای بهینه گلوتامیناز -ی فعالیت الشده ا

شد. در حالیمی سترهکه، ای  آنزیم در با  45تا  35دمایی  گ

درصررد از فعالیت خود را  50همچنان  گرادسررانتی درجه

گراد در درجه سررانتی 60حفظ کرده اسررت. دمای بیش از 

سترای ال سوب شد، زیرا  سی ن در  گلوتامی -ای  مطالعه برر

 استشدت ناپایدار  بهگراد سانتیدرجه  60دمای بالاتر از 

 ه برمطالعو امکان سرررنجش فعالیت آنزیم فراهم نیسرررت. 
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سو نازیوتامگل-ال بینوترک انیب یرو شده از  ستخراج   هیا

Bacteroides helcogenes میآنز نهیبه یکه دما نشرران داد 

 70 یتا دما میو آنز بودهگراد یدرجه سرررانت 50 یدر دما

 Orabi. در مطالعه [24] باشد یم تیگراد فعال یدرجه سانت

عال یمطلوب برا یدما زیو همکاران ن  ازنیگلوتام-ال تیف

. [2]گراد گزارش شررده اسررتیدرجه سررانت 40 بینوترک

حال عه بررسررر ،کهیدر طال تام-ال یم  بینوترک نازیگلو

شده از  ستخراج   میآنز  یا نهیبه یدما B. licheniformisا

سانت 30را  ستیدرجه  نمودار در  .[22]گراد گزارش داده ا

نشان داده  10تا  pH 5 بازهمیزان فعالیت نسبی آنزیم در  6

ست. با وجود اینکه ال سترهگلوتامیناز در ای  -شده ا از  گ

pH باشررد، فعال میpH اسررت 8ی فعالیت ای  آنزیم بهینه 

شان می سبی را ن شتری  میزان فعالیت ن دهد. در حالیکه بی

 درصررد 50همچنان بالای  5/9تا  7 برابر با pHدر بازه  ،که

یت آنزیمی خود را حف عال و  Orabiظ کرده اسرررت. از ف

کاران و  بازه به Sinsuwanهم کاران   یبرا pH نهیو هم

اسرررتخراج شرررده از  بینوترک یهانازیگلوتام-ال تیفعال

Bacillus subtilis OHEM11  وB. licheniformis  تا  7را

در مطررالعرره  ،کررهی. در حررال[2و22]انرردگزارش کرده 9

Horstmann  بازه کاران  تام-ال نهیبه pHو هم  نازیگلو

ستخر بینوترک  6تا  5 در بازه B. helcogenesشده از  اجا

  .[24]گزارش شده است

 گیرینتیجه -5

 گلوتامیناز، دسررترسرری به-با توجه به کاربرد روز افزون ال

هایی متمایز داشرررته باشرررد مزیت منبعی از آن که ویژگی

گلوتامیناز از سررویه -شررود. در ای  مطالعه المحسرروب می

و  pET30aبا استفاده از حام  بیانی  A. bidgolensisبومی 

جاری  بان  pG-JKEوکتور ت صرررورت به E. coliدر میز

سررازی شررد. دمای بهینه فعالیت ای  محلول بیان و خالص

باشررد. میزان می 8بهینه  pHگراد و درجه سررانتی 40آنزیم 

Km که نسررربت به  اسرررتمولار میلی 10/3گلوتامیناز -ال

شده در مطالعات قبلی قاب  قبول  ستموارد گزارش  ر . دا

ص  از ای  آنزیم  maxVمیزان  ،کهحالی میکرومول  62/0حا

ست که با توجه  گرممیلیبر دقیقه بر  شده ا آنزیم گزارش 
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Abstract 

L-glutaminases (L-glutamine amidohydrolase, 3.5.1.2) belong to the 

superfamily of serine-dependent β-lactamases and penicillin-binding proteins. 

L-glutaminases have received much attention in the last few decades due to 

their catalytic ability to deaminate glutamine to glutamic acid and ammonia; a 

property that has made them valuable in different industrial applications, 

especially in medicine. Research on glutaminase has progressed during the last 

four decades, though slowly in comparison to other industrially important 

enzymes. The relatively high cost of glutaminase is one of the major drawbacks 

hindering its industrial applications. The current production levels of 

glutaminase are also insufficient for the required clinical trials to facilitate its 

medical uses and for other applications.The purpose of this study is the 

solubilized recombinant expression and functional assay of L-glutaminase 

from Alteribacillus bidgolensis (P4BT) in an E. coli BL21 (DE3) expression 

system. In this study, the L-glutaminase gene was successfully cloned with the 

pET30a expression vector in the E. coli BL21 (DE3) expression system. 

Solubilized expression was achieved with the aid of the pG-KJE8 vector, 

which contains molecular chaperones. Ultimately, the specific activity of the 

purified and dialyzed enzyme was assessed at 40°C and pH 8, yielding an 

enzymatic activity of 0.53 ± 0.01 U/mg at a substrate concentration of 8 mM. 

The Km value for L-glutaminase was calculated at 3.10 mM, with a Vmax of 

0.62 U/mg. 
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