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 چکیده
 درصد دام خوراک یفرآور و ییدارو نده،یشو عیصنا در گسترده کاربرد لیدله ب یکروبیم یپروتئازها

 ییبالا تیقابل ،Bacillus جنس یهاهگون. دهندیم اختصاص خود به را یصنعت یهامیآنز بازار کل از ییبالا

 در .گیردنشات می هاآن کیولوژیزیف یهاتیفعال از که دارند را پروتئاز میآنز یبالا ریمقاد ترشح و دیتول در

با استفاده  و PCR لهیوسه ب Bacillus persicus هگوناز  دازیپپت یکننده کربوکس ابتدا ژن کد ،مطالعه نیا

قطعه ژن ، PCR محصول یمیآنز هضم از پس. دش جدا XhoI و NdeIبرش  هایجایگاه یدارا یهاآغازگراز 

 یانیب هیبه داخل سو بینوترک دیو پلاسم دش کلون a28pET+ یانیب حاملنظر در  مورد هایجایگاه نیدر ب

)3(DE21BL coli E. یی کهدهایترانسفورم شد. پلاسم Colony PCR یینها دییجهت تامثبت بود  هاآن 

و  دشمختلف انجام  یهاو در زمان ییدما طیتحت شرا بینوترک میآنز انی. بدش ارسال یتوال نییتع یبرا

در  انیسطح ب نیشتریب. رفتیصورت پذ آگارز کلین یلیتما یکروماتوگراف قیمورد نظر از طر نیپروتئ صیتخل

شد.  نییتع انکوباسیونساعت  20و مدت زمان  گرادیدرجه سانت 32 یدما در IPTGمولار یلیم 4/0 غلظت
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مقدمه

هایی شناخته ها به عنوان بیوکاتالیستآنزیم

های شیمیایی را واکنششوند که بسیاری از می

پاک  دهند و به صورت تجاری در غذا،انجام می

داروها و صنایع شیمیایی کاربرد دارند.  ها،کننده

 اندتا به حال چندین هزار نوع آنزیم شناخته شده

(Chellappan et al., 2006).  در این بین

های مورد ترین آنزیمها یکی از پرمصرفپروتئاز

ستند. پروتئازها از جمله استفاده در صنعت ه

کننده هستند که پیوند  های هیدرولیزآنزیم

 آمینه در یک زنجیره پپتیدی بین دو اسید

 و (Asker et al., 2013) شکنندپپتیدی را می

های pHی عملکرد در اساس بهینه محدوده بر

نوع اسیدی، خنثی و قلیایی تقسیم  3مختلف به 

پروتئازها  .(Germano et al., 2003) شوندمی

هایی با پیشینه تاریخی در کاربردهای آنزیم

غذایی و دارویی هستند و در صنایع دیگری چون 

های قلیایی و سنتز سازی، شویندهچرم

 Asker et) کاربرد دارند پپتیدهای زیست فعال

al., 2013)ها از منابع گیاهی، . این آنزیم

ولی  ،جانوری و میکروبی قابل دسترس هستند

ها و کشت آنها در به علت رشد سریع میکروب

فضای کم و امکان دستکاری ژنتیکی آنها برای 

با منابع  برتریهایی با خواص جدید، تولید آنزیم

 De Lourdes Moreno et) میکروبی است

al., 2009.)  ،ه پروتئازهای میکروبی باز این رو

 دلیل کاربرد گسترده در صنایع شوینده، دارویی،

درصد بالایی دیگر خوراک دام و طیور و صنایع 

های صنعتی را به خود فروش آنزیم از کل

 ,Gomes and Steiner) دهنداختصاص می

2004). 

دوست باشد نسبت آنزیم پروتئازی که نمک

ها در پایدارتر است. این آنزیم ی دیگرهابه آنزیم

های دارای غلظت بالای نمک، دمای بالا محیط

 ,Setati) مانندلیایی، فعال باقی میو شرایط ق

دلیل محبوبیت آنها در ه ب ،رو از این .(2010

صنایع غذایی، در  ،های بیوتکنولوژیکاربرد

 شونددر مواد شوینده استفاده می نساجی و

(Arahal and Ventosa, 2002; Bagheri et 

al., 2012). توان پروتئازهای نمک دوست را می

د که کردوست جداسازی های نمکاز باکتری

های دارای سطوح ها اغلب از محیطاین باکتری

 هاییزیست مختلف نمک از دریایی تا محیط

        های نمک های نمکی و یا دریاچهزمین مانند

 ;Chaturvedi et al., 2014) شوندجدا می

George et al., 2014). را نیز بر پروتئازها 

و اندوپپتیداز(،  اساس محل واکنش )اگزوپپتیداز

جایگاه فعال و شرایط محیطی واکنش 

 Jankiewicz and) کنندبندی میتقسیم
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Bielawski, 2003; Asokan and 

Jayanthi, 2010; Ghafoor and Hasnain, 

پپتیدازها یک گروه از  کربوکسی .(2010

آمینه را از انتهای  اگزوپپتیدازها هستند که اسید

 کنندپپتیدها جدا میکربوکسی پروتئین و 

(Sun et al., 2019).  ،کربوکسی پپتیدازها

به پپتیدها از انتهای کربوکسی پیوند پپتیدی را 

کنند که از هیدرولیز میاسیدهای آمینه و 

 مطالعه شده است. بسیاری موجودات مشتق و

های یکی از گروه M32کربوکسی پپتیدازهای 

که پپتیدازها هستند  مهم از متالوکربوکسی

 ساختار گرمادوست دارند و دارای یون روی

(Zn)  هستند )در جایگاه فعال خودGomis-

Ruth et al., 1999.) 

به دلیل  Bacillusهای جنس باکتری

 فراوانی در محیط، ایمن بودن، کشت آسان و

ایجاد تغییرات ژنتیکی، منبع خوبی برای  آسانی

پروتئاز  ها از جمله پروتئازها هستند.آنزیم

Bacillus ها دارای چندین ویژگی قابل توجه

، pHمانند فعالیت در محدوده گسترده دما و 

 تحمل شرایط قلیایی و ترکیبات سمی

. به همین استها( ها و سورفکتانت)اکسیدانت

جهت این پروتئازها در تولید مواد شوینده، 

کود  محصولات غذایی، محصولات چرمی،

 Danilova) شونداستفاده می غیره شیمیایی و

and Sharipova, 2020). دارای  ایران

معادن نمک،  مانندهای بسیار شور متنوع محیط

. دریاچه استهای بسیار شور صحراها و دریاچه

 29درجه و  51طول جغرافیایی ) آران و بیدگل

 14درجه و  34و عرض جغرافیایی شرقی  دقیقه

کیلومتر  1800ی و به مساحت دقیقه شمال

است خنثی  pHیک دریاچه بسیار شور با مربع( 

رسد. مطالعات که شوری آن به حد اشباع می

قبلی در مورد تنوع زیستی دریاچه بسیار شور 

های آران و بیدگل، وجود انواع میکروارگانیسم

 هالوفیل و بسیار هالوفیل را نشان داده است

(Makhdoumi-Kakhki et al., 2009) طی .

و بیدگل،   دریاچه آرانبررسی جمعیت میکروبی 

یک باکتری هوازی، گرم مثبت، هالوفیل به نام 

Bacillus persicus B48 جدا و مشخص شد 

(Didari et al., 2013). 

، مطالعه کلونینگ، ژوهشپهدف اصلی این 

پپتیداز  سازی آنزیم متالوکربوکسیبیان و خالص

 Bacillus از سویه باکتری بومی ایرانی

persicus  (IBRC-M 10115) لحاظ . با بود

 زپپتیدا متالوکربوکسی این موضوع که پروتئاز

 ،استهای مورد استفاده در صنعت یکی از آنزیم

های عملکردی این نوع آنزیم مورد بررسی ویژگی

به طور معمول یک پروتئاز  . این آنزیمتوجه است

درجه  30– 60 هالوفیلی است که در دمای
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همچنین در و  pH 11–9گراد، سانتی

توانند های دارای غلظت بالای نمک میمحیط

با انجام کلونینگ،  از این رو، .فعال و پایدار باشد

میزان بیان موفق در سیستم پروکاریوت و 

پپتیداز این سویه،  سازی ژن کربوکسیخالص

امکان ارزیابی بیشتر روی سوبسترای اختصاصی 

 فراهم خواهد شد.

 

 هاروش و مواد

 محدود پلیمراز،) نیاز مورد هایآنزیمابتدا 

 ،، آمریکا(Xho1 (Fermentas)  و Nde1 الاثر

SDS، EDTA (Sigmaآمریکا ،)، مورد مواد 

 مواددیگر  و آمید اکریل ژل تهیه در اسـتفاده

 انجام برای (، آلمانMerck) نیاز مورد شیمیایی

 باکتری از پژوهش این در. فراهم شد هاآزمایش

coli Escherichia 3( سویهDE(21BL  به

 کلون ژن بیان و کلونینگ برای میزبان عنوان

 .شد استفاده شده

 

 پپتیداز کربوکسی ژن کلونینگ

 دازیپپت یژن کدکننده کربوکستوالی  ابتدا

شناسایی  Bacillus persicus در ژنوم باکتری

 بودلازم  ،کار روند ادامه برای که آنجاو از  شد

 با شود کلون a28pET+ حامل داخل در ژن

 هایآغازگر Oligo Analyzer افزارنرم کمک

، آلمان( Metabionتولید ) و طراحی نظر مورد

 .شد

 استفاده بانظر  مورد ژن ایبر PCRواکنش 

ATGACATATGTTATAT  شرویپآغازگر  از

ATTCTCAAAATACAGAGAAAG یدارا 

درجه  56 یو دما Nde1 محدودگر میآنز

 سروپآغازگر  همچنین و گرادسانتی

GGATATTTGGTATCTCGAGTTATAT

ACATCCTTATATTTC میآنز یدارا 

 گراددرجه سانتی 56 یو دما Xho1 محدودگر

)جایگاه برش آنزیم محدودالاثر با رنگ  شد انجام

در حجم  PCRواکنش زرد مشخص شده است(. 

. شاهد دشانجام  1جدول طبق  تریکرولیم 50

 .بلانک بودمنفی در این مرحله آزمایش نمونه 

حامل و  محصول یرو بر، PCRاز  پس
+a28pET مراحل گرفت، صورت یمیآنز هضم 

 ژن حاوی پلاسمید نهایتا و شد انجام کلونینگ

 بیانی سویه E. coli باکتری داخل به نظر مورد

BL21 این مرحله از پس .انتقال یافت، 

 LB کشت محیط در میزبان بیانی هایسلول

 گرم در لیتر(میلی 50ن )کانامایسیدارای  آگار

.شدند داده کشت
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 با آغازگرهای دارای جایگاه برش آنزیم PCR: مراحل مختلف 1جدول 

 مرحله عملکرد گراد()درجه سانتیدما  زمان

 1 سازی اولیهواسرشت 95 دقیقه 5

 چرخه( 35) 2 سازیواسرشت 95 ثانیه 25

  اتصال آغازگر 56 ثانیه 30

  بسط آغازگر 72 ثانیه 60

 3 آغازگر نهایی بسط  72 دقیقه 10

 

 از استفاده با مثبت، یهاینوکل انتخاب یبرا 

 /T7Promoter یابییمختص توال  هایآغازگر

Terminator  واکنشColony PCR یرو بر 

 ،حاوی ژن هایکلونی از .شد انجام هاینوکل

 پلاسمیدها این و گرفت انجام پلاسمید استخراج

. شدند مشاهده ژل روی مناسب مارکر با

 برای روش، این با شده تایید پلاسمیدهای

                   و T7 Promotorآغازگر  با توالی تعیین

T7 Terminator  خدمات دهنده شرکتبه 

(Macrogen)ارسال شدند. ، کره جنوبی 

 

 پروتئین بیان

 حامل حاوی باکتری از نیوکل تک ابتدا

 لیترمیلی 10 حجم در نظر، مورد نوترکیب

 50) کانامایسین حاوی مایع LB کشـت محیط

 .شد دادهشبانه  کشت (لیترمیکروگرم در میلی

 محیط لیترمیلی 20 ،20:1 نسبت به سپس

 دمای در گرمخانه به و شد تلقیح جدید کشت

در دقیقه  دور 150 با گراددرجه سانتی 37

 ،5/0 بهجذب نوری  رسیدن از بعد .شد منتقل

 IPTG مولارمیلی 1 و 5/0 ،25/0 هایغلظت

(Isopropyl β-D-1-Thiogalactopyranoside )

 و (گرادیسانتدرجه  32 و 25) هادمادر 

. دش بررسی( ساعت 20 و 4) متفاوت هایزمان

 دراساس میزان پروتئین تولیدی  بر بهینه بیان

 32 دمای در IPTG مولارمیلی 5/0 غلظت

. شد تعیین ساعت 20 مدت به گرادسانتی درجه

لیتر میلی 250در  نه،یبه طیشرا نیدر ا سپس

کشت داده  نیسیکاناما یحاو LBکشت  طیمح

 شد.

به  گذاریگرمخانه ساعت 20 از پس هاسلول

و دمای دور در دقیقه  5000دقیقه در  10مدت 

، Eppendorf) سانتریفیوژ گراددرجه سانتی 4

 رسوب بعد مرحله در .شدند آوریجمعو آلمان( 

 مولارمیلی Tris-HCl 50 بافر در آمده دست به

 3سپس  .حل شد مولارمیلی 5 ایمیدازول و
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 حاصل محلول به میزوزیل تریلیلیم در گرمیلیم

 داده زمان آن به ساعت 5/0 مدت به و دشاضافه 

( Sonicate) هسونیک یخ روی بر سپسشد و 

(Hielscher )4 مدت به عمل این. شد، آلمان 

 دقیقه هر در . به این ترتیب کهانجام شد دقیقه

 ثانیه 20 و شدندمی سونیکه هاسلول ثانیه  40

 محلولبه  DNase آن، از بعد. ماندندمی یخ روی

ساعت  میو ن شد مخلوط هیثان 5 یبه آرام واضافه 

 حالت ماند. بعد از گذشت زمان مورد نیبه هم

 بهدور در دقیقه  10000 در سانتریفیوژ بانظر 

 گرادسانتی درجه 4 دمای در دقیقه 15 مدت

 عنوان به ییرومحلول  .شدند نشینتهها سلول

 رسوب یرو وشد  برداشته محلول ئنیپروت

اضافه مولار  8اوره  یحاوکننده  زیل بافر یسلول

 زمان داده شد.به آن  قهیدق 40و به مدت  شد

دور  10000 درها نمونه زمان،این  گذشتاز  بعد

 درجه 4دقیقه در دمای  15مدت  بهدر دقیقه 

 ییو محلول رو ندشد فوژیگراد سانترسانتی

 200 هانمونه همهاز  سپسبرداشته شد. 

 95 دمای در بافر همراه به و برداشته تریکرولیم

 داده حرارت دقیقه 10 مدت به گرادسانتی درجه

 نوترکیب پروتئین بیانبررسی  برای. شدند

 SDS-PAGE درصد 12 ژل روی بر هانمونه

 -وبل بریلیانـت یکوماس توسط و بارگذاری

G250 دندش آمیزیرنگ. 

 پروتئین تخلیص

 کروماتوگرافی روش هب آنزیم یسازخالص 

با و ( Affinity Chromatography) تمایلی

-Nickel) آگارز نیکل ستون از استفاده

Agarose ) شده بیان نوترکیب آنزیم .شدانجام 

 انتهای در( His6-tag) هیستیدینی هدنبال دارای

-N و C-Terminal) یکربوکس و آمین

Terminal )نیکل به زیادی تمایل که است خود 

. کندمی برقرار آن با محکمی میانکش و دارد

 بافر توسط ستون ابتدا منظور، بدین

Equilibration Wash Buffer 50 دارای 

مولار یلیم 5 فسفات، میمونوسد مولاریلیم

 تعادل به NaCl نمک مولار 2/0 و ایمیدازول

 ستون به سلول خام بدون عصاره سپس .رسید

 .شد داده عبور ستون روی از آرامی به و منتقل

 به نشده متصل هایپروتئین حذف آن دنبال به

 Equilibration) شستشو بافر وسیله به ستون

Wash Buffer)  برای آخر در و شدانجام 

 بافر از ستون به متصل هایپروتئین جداسازی

 50که شامل ( Elution Buffer) کننده جدا

بود،  دازولیمیمولار ا 1 و Tris-HCl مولار یلیم

 بافر این در موجود ایمیدازول رقابت .شد استفاده

 خروج سبب نیکل به اتصال برای هیستیدین با

 وزن تعیین و خلوص. شودمی ستون از پروتئین
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 12 ژل روی بر شده تخلیص نمونه مولکولی

 .شد کنترل SDS-PAGE درصد

های اسید آمینه درخت فیلوژنی برای توالی

به همراه  B. persicusکربوکسی پپتیداز سویه 

در  Blastهای نزدیک که بر اساس توالی سویه

به دست آمده بودند،  Uniportهای پایگاه داده

و مدل آماری  MEGA11افزار با استفاده از نرم

NJ ترین همسایه( و با عدد )نزدیکBootstrap 

 رسم شد. 10000برابر با 

 

 نتایج

 کلونینگ ژن کربوکسی پپتیداز

شد که  ری، ژن هدف تکثPCRواکنش  یط

کرد  دییژل آگارز اندازه ژن را تا یآن رو جهینت

توالی ژن مربوط به آنزیم . الف( -1)شکل 

بین دو  a28pET+ حاملکربوکسی پپتیداز در 

. ه بودقرار گرفت XhoIو  NdeIبرش  جایگاه

 E. coliبه  تکثیر، پلاسمید مذکور برای

BL21(DE3) حضور ژن توسط  و منتقل شد

Colony PCR شکل مورد بررسی قرار گرفت( 

و پس از رشد، استخراج پلاسمید صورت ب(  -1

 در نظر مورد ژن کلون تایید از پس گرفت.

 نوترکیب پلاسمیدهای ،a28pET+ پلاسمید

 توالی تعیین نتیجه. شد ارسال توالی تعیین برای

 بدون توالی شد مشخص و بررسی نظر مورد ژن

 یشماره دسترس اژن ب یتوال .است جهش

MW892778 داده گاهیپا در GenBank در 

NCBI دش ثبت. 

کربوکسی پپتیداز  ژن یدینوکلئوت یتوال

به  ExPASy تیو سا Bioedit افزارنرمتوسط 

ترجمه  جهی. نتدشترجمه  نهیآم دیاس یتوال

آورده شده است.  2شکل در  زرد رنگ( ی)توال

 قطعات و تگسیه به مربوط ،یتوال یهبق

 .است یوکتور

 

 بیان پروتئین بررسی

نهایت بهترین  در ب،ینوترک نیپروتئ انیب در

 بابر اساس میزان پروتئین تولیدی،  بیان شرایط

 32 دمای در IPTG مولارمیلی 4/0 غلظت

ساعت تعیین شد.  20به مدت  گرادسانتی درجه

 دییتا SDS-PAGEبا ژل  بینوترک میآنز انیب

 .(الف -3)شکل  شد

 

 نیپروتئ یزساخالص

طور کامل ه سازی بدر مرحله اول خالص

های پروتئین مورد نظر در غلظت انجام شد و

د. پروتئین تخلیص شایمیدازول ازستون خارج 

تک باند با وزن به صورت شده در محلول رویی، 

 مشخصکیلو دالتون بر روی ژل  58 مولکولی

 .(ب -3)شکل  شد
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 ب الف

. الف( ژن کربوکسی a28pET+: ژل آگارز مراحل کلونینگ ژن متالوکربوکسی پپتیداز در پلاسمید 1شکل 

ژن تکثیر  :4 و 3 ؛منفی شاهد :2 ؛kbp Sigma1: مارکر وزن مولکولی PCR .1پپتیداز تکثیر شده با واکنش 

 :4 ؛نظر دو کلنی حاوی ژن مورد :3 و 2 ؛نظر کلنی فاقد ژن مورد :Colony PCR .1ب(  شده در دو تکرار.

 .kbp Fermentas1مارکر وزن مولکولی 

 
B.per: 

 

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMMNSQNTEKEFLDYVKKMTAYQEALSVLYWDLRTG

APKDGVEQRSEVIGVLSTEIFNMSTSEEMASYITTLSSNENLSELVKKTVEECKKEYER

NKKIPAQEYRDYVILQSKAESVWEEAKANSDFEMFRPYLEKLVETTKKFIGYWGYKE

NKYNTLLDMYEPGVTVDVLDHVFGQLRERIVPLVKQIADSPNKPETQFLFEHFPKEKQ

RDFSLKVLEQMGYNFNAGRLDQTVHPFAIGMNPGDVRVTTKYDEQDFRTAVFGTIHE

GGHALYEQNLSKELIGTPLCTGTSMGIHESQSLFYENFVGRNPFFWKKNYDLLKQYSD

GQFSDVALEDYCRAINESKPSLIRIEADELTYALHIMIRYEIEKGLFNDEIEVKDLPKIW

NEKYEQYLGVCPENDSEGVLQDVHWAGGSFGYFPSYALGYMYAAQFKHAMLRDLP

EFDHLLEEGNLKPIQEWLTEKVHQFGKLKQPLEILQSVTGEGLNANYLAEYLTEKYKD

VYQISHHHHHH 

 و تگسیه به مربوط ،یتوال یهبقهای آنزیم کربوکسی پپتیداز )توالی زرد رنگ(. توالی اسید آمینه :2 شکل

 است. یوکتور قطعات
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 ب الف

بررسی بیان پروتئین  SDS-PAGEژل ( الف .سازی کربوکسی پپتیدازنتیجه بررسی بیان و خالص :3شکل 

مارکر وزن  :1. مختلف: به ترتیب فاز محلول و فاز رسوب پروتئیندر شرایط دمایی و زمانی کربوکسی پپتیداز 

گراد و درجه سانتی 25دمای : 5و  4؛ ساعت 4گراد و زمان درجه سانتی 25دمای : 3 و 2؛ مولکولی پروتئین

گراد و درجه سانتی 32دمای  :9و  8 ؛ساعت 4گراد و زمان درجه سانتی 32دمای  :7و  6؛ ساعت 20زمان 

مارکر وزن مولکولی  :1 سازی پروتئین کربوکسی پپتیداز.بررسی خالص SDS-PAGEب( ژل  ساعت. 20زمان 

 : فاز فلوتروث.5: آنزیم خالص شده؛ 4 ؛فاز رسوب :3 ؛فاز محلول پروتئین :2 ؛پروتئین

 

 آمینه هایاسید یتوال لیتحل و هیتجز با

-HEXXH (Zinc فیموت نظر، مورد میآنز

binding Motif)  به  یقبل مطالعات طبقکه

 دازهایعنوان محل اتصال فلز در متالوکربوکس

 نشان داده شده است. 4 شکل  است در

دست آمده از درخت ه اساس نتایج ب بر

 کربوکسیاسیدهای آمینه فیلوژنی، توالی 

 80حدود  احتمال با B. persicusپپتیداز 

 Mesobacillus campisalisبا سویه  درصد

(.5 قرابت دارد )شکل
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مطالعات  که در HEXXHموتیف  .Bacillus persicusپپتیداز در  پروتئینی متالوکربوکسیتوالی : 4شکل 

 ؛قرمز: محل اتصال فلز متالوپروتئاز نشان داده شده است.های فلزی در به عنوان جایگاه  اتصال یونقبلی 

.HEXXH زرد: موتیفجایگاه فعال؛ آبی: 

 

 
به همراه  Bacillus persicusکربوکسی پپتیداز سویه اسید آمینه های : درخت فیلوژنی برای توالی5شکل 

 های نزدیکتوالی سویه

 

 بحث

از نوع  درصد 75 یصنعت یهامیآنز نیب در

 آنها به درصد 60 حدود که هستند کیتیدرولیه

 .(Purohit et al., 2014) دندارپروتئازها تعلق 

 مطالعات در دیمف یهامیآنز یاصل عمنب هامروز

 مختلف یهاسمیکروارگانیم ی،صنعت و یعلم

MNSQNTEKEFLDYVKKMTAYQEALSVLYWDLRTGAPKDGVEQRSEVIGVLSTEIFN

MSTSEEMASYITTLSSNENLSELVKKTVEECKKEYERNKKIPAQEYRDYVILQSKAES

VWEEAKANSDFEMFRPYLEKLVETTKKFIGYWGYKENKYNTLLDMYEPGVTVDVL

DHVFGQLRERIVPLVKQIADSPNKPETQFLFEHFPKEKQRDFSLKVLEQMGYNFNAG

LIGTPEALYEQNLSKHEGGHTAVFGTIRLDQTVHPFAIGMNPGDVRVTTKYDEQDFR

LCTGTSMGIHESQSLFYENFVGRNPFFWKKNYDLLKQYSDGQFSDVALEDYCRAINE

SKPSLIRIEADELTYALHIMIRYEIEKGLFNDEIEVKDLPKIWNEKYEQYLGVCPENDS

EGVLQDVHWAGGSFGYFPSYALGYMYAAQFKHAMLRDLPEFDHLLEEGNLKPIQE

WLTEKVHQFGKLKQPLEILQSVTGEGLNANYLAEYLTEKYKDVYQIS 
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 Alvarez etهستند ) هاقارچ و هایباکتر مانند

al., 2006). محرک ،یکروبیم تنوع ییشناسا 

 زیستی محصولات شرح و افتنی یبرا یاصل

 یسلول خارج اغلب ،ییایباکتر هایپروتئاز. است

 شوند،یم دیتول بالا اسیمق در یبراحت هستند،

 فعال pH عیبالا و در دامنه وس یدماها بهمقاوم 

پروتئاز  یهایژگیودرک . به همین دلیل هستند

 ،یوتکنولوژیب و یصنعت یکاربردها درهدف، 

 .است شناسانستیز یبرا یجددغدغه  کی

های آنزیم یکی از پپتیدازها متالوکربوکسی

و بررسی  مورد استفاده در صنعت هستند

 مورد هامیآنز از نوعهای عملکردی این ویژگی

 پروتئاز کی معمول طور به است. از این رو، توجه

 ،گرادیسانت جهدر 30–60 یدما در نمک دوست

pH 11–9 یدارا یهاطیدر مح نیهمچن و 

 باشد داریپا و فعال تواندیمنمک  یغلظت بالا

(Dodia et al., 2008). 

کلونینگ ژن کربوکسی  پژوهش، نیا در

صورت گرفت.  E. coli BL21سویه  درپپتیداز 

در  ،باکتری نوترکیب نیا یبراشرایط بهینه بیان 

ساعت و  20زمان  ،گراددرجه سانتی 32دمای 

به دست آمد و  ،مولارمیلیIPTG  4/0غلظت 

توسط  ،یمشکل چگونهیبدون ه زین یسازخالص

 کیآگارز صورت گرفت که  کلین یکروماتوگراف

را  kD58 حدود مشخص یمولکول وزن با باند

یدی بر یحاضر تا مطالعهنتایج . دهد نشان

 بهینهمطالعات انجام شده از جهت دما و زمان 

و وزن مولکولی  IPTGبیان، غلظت مناسب 

 یکربوکس جمله از. استپپتیدازها  کربوکسی

                     در  همکارانش و LISu-Xiaکه  B دازیپپت

                                 گرفتند بیان E. coli BL21 در  2003سال 

به  نیپروتئ انیب برای را بهینهو زمان  دما و

ساعت و  3 در گرادیدرجه سانت 37 بیترت

                                   وردنددست آه ب IPTG مولاریلیم 1 غلظت

 HIC (Hydrophobic کروماتوگرافی باو 

Interaction Chromatography )تخلیص 

 2007 سال در همکارانش و Mansur .کردند

 Pichia pastoris از را B پپتیداز کربوکسی ژن

 درجه 28 نهیبه زمان و دما در ،کردند استخراج

 مخمری سویه در ساعت48 و گرادیسانت

Saccharomyces cerevisiae ند گرفت بیان                           

 یونی تعویض کروماتوگرافی روش با سپس و

 در زین همکارانش و Ghafoori .دندکر تخلیص

 پروتئاز نیسر نیآلکال هالو یرو بر 2016 سال

 Bacillus ،دوستنمک یباکتر گونه کی که

iranensis ،و دادند انجام هاییشیآزما ،است 

 ساعت 48 زمان و گرادیسانت درجه 37 یدما در

                    و وردندآ دسته برا  نیپروتئ زانیم نیشتریب

 یونی ضیتعو یکروماتوگرافبه روش  زین آنها

 و Tahirou همچنین .دندکر خالص را نیپروتئ
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 A پپتیداز کربوکسی 2016 سال در همکارانش

در  کردند، استخراج Bacillus pumilus از را

 12 و گرادیسانت درجه 37 نهیبه زمان و دما

 با و ندگرفت بیان Bacillus subtilis در ساعت

His Tag  کلین یلیتما یتوسط کروماتوگراف 

و همکاران در  Alizadehکردند. آگارز خالص 

 کردندبیان  را G2 دازیپپت یکربوکس 2020سال 

ساعت  6زمان  ،گرادیدرجه سانت 25 یدما درو 

 سطح نیشتریب IPTG مولاریلیم 5/0 و غلظت

 از بعد تاینها و آوردند دسته ب را نیپروتئ انیب

 کامل کردن باز برای مولار 8 اوره از استفاده

 آگارز کلین یلیتما یکروماتوگراف توسط م،یآنز

 Garcia- Guerrero. کردند خالص را نیپروتئ

 Oکربوکسی پپتیداز  2018و همکاران در سال 

پستانداران در های را در سلول (hcpo)انسانی 

 روز بیان گرفتند و طی سه کروماتوگرافی 9

کروماتوگرافی ، HIC کروماتوگرافیشامل 

دند. کرای تخلیص کروماتوگرافی اندازه و تمایلی

بیشترین  2021و همکاران در سال  Songاخیرا 

)سرین  Aپپتیداز  کربوکسیمیزان بیان پروتئین 

و  Pichia pastorisپپتیداز( را در  کربوکسی

 72گراد و درجه سانتی 30دما و زمان بهینه 

و توسط کروماتوگرافی  نددست آورده ساعت ب

 دند.کرتعویض یونی تخلیص 

 نی، در اشده یادهای پژوهشتوجه به  با

 نییپا و ونیانکوباس زمان افزایش ،ژوهشپ

 حیصحتاخوردگی  باعث IPTGغلظت  آوردن

 در ینیدیستیه یهارهیزنج که شد نیپروتئ نیا

 بدون یسازخالص و گرفتند قرار نیپروتئ خارج

 کلین یکروماتوگراف توسط یمشکل چگونهیه

 یکروماتوگراف به نسبت یترقیدق روش که آگارز

 .گرفت صورت است یونی ضیتعو

 قابل ریمقاد دیتول و نهیبه انیب به توجه با

 یهاهیسو از که نظر مورد میآنز از یتوجه

 جینتا اند،گرفته منشا رانیا یبوم ییایباکتر

 استفاده برای آنها یبالا لیپتانس از یحاک

به  ،بیان پروتئین آسانینظر به . است یصنعت

 از پس شده صیتخل میآنز که رسدنظر می

 بسیار مهمی انتخاب عملکرد، سنجش مراحل

. باشد شتریب یسازنهیبه و مطالعات برای

 دهدیم نشان میآنز آسان یساز خالص نیهمچن

 .است یخوب طیدر شرا نیپروتئ یکه تاخوردگ

 که دوم فاز در ،حاضرژوهش پ مراحل از پس

 طیشرا در میآنز تیفعال یریگاندازه شامل

 طیدر شرا pH و نمک غلظت ،ییدما مختلف

 امکان ،است موجود یتجار یهامیبا آنز یرقابت

 مناسب انتخاب کی عنوان به میآنز نیا یمعرف

در صنعت داروسازی از جمله  استفاده یبرا

Voraxaze (Glucarpidase )که  دارد وجود
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تواند متوتروکسات را که یکی از داروهای می

درمانی است و یکی از  پرمصرف در شیمی

عوارض جانبی آن نارسایی کلیوی است را به 

های غیرفعال خود تبدیل کند و پس از متابولیت

منجر به متوتروکسات، مقدار بالای درمان با 

 حذف آن از مسیر غیرکلیوی شود.

میزان  بارهدر پژوهش نیا جینتادر مجموع، 

 دهدیم نشان سازی بهینه، بیان محلول و خالص

 Bacillus منشا با دازیپپت یکه متالوکربوکس

persicus برای مناسبی انتخابتواند می 

 و ییایمیوشیب نهیزم در شتریب مطالعات

آسان و  یسازنهیتوجه به به با. باشد یساختار

به مقدار قابل توجه در  بینوترک پروتئین انیب

 که بود دواریام توانیم E. coli ستمیس

 منشا یپروتئازها کل در و دازهایپپت یکروبوکس

 در ران،یا یبوم ییایباکتر یهاهیسو از گرفته

 توجه، قابل یمیآنز تیفعال داشتن صورت

ی در صنعت یکاربردها برای یمناسب انتخاب

 یبالا سطح آوردن دسته ب .باشند داروسازی

در  معیار نیترمهم و نیاول محلول، نیپروتئ

 نیاست که در ا بینوترک میآنز دیتول ندیفرا

صورت محلول و فعال در داخل سلول ه پژوهش ب

 .شد دیتول یباکتر

 

 قدردانی و تشکر

بدین وسیله نویسندگان این مقاله کمال 

شناسی دانشگاه گیلان و زیست تشکر را از گروه

بانک مولکولی مرکز ذخایر ژنتیکی ایران که در 

 دارند.ابراز می ،انجام این پژوهش یاری رساندند
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Abstract  

Microbial proteases have a large portion of the market of industrial enzymes, 

because of their wide application in detergents, drug enzymes and animal feed 

processing. Bacillus strains potentially produce a significant quantity of proteases, 

due to their physiological properties. In this study, first, the gene encoding 

carboxypeptidase from Bacillus persicus was isolated by PCR and using primers with 

NdeI and XhoI restriction sites. After digestion of the PCR product, it was cloned 

into the appropriate site at PET28a+ vector, then recombinant plasmids transformed 

into E. coli BL21)DE3( strain. Plasmids with positive colony PCR result were sent 

for sequencing for final confirmation, then, recombinant enzyme expression was 

optimized at different temperature and time conditions, then purified with nickel 

embedded agarose affinity chromatography.  IPTG concentration of 0.4mM at 32°C 

and incubation time of 20 hours provided the maximum amount of enzyme 

expression. Molecular weight of the carboxypeptidase was estimated approximately 

58KDa. Considering the high amount of expression of the soluble protein and the 

easy optimization of its expression and purification in laboratory conditions, if the 

enzyme activity in the presence of standard substrates is adequate, and also if 

additional studies show the possibility of optimal and cost-effective production of a 

high amount of this enzyme in a large volume and pilot conditions, it can be hoped 

that this enzyme is a suitable option for industrial purposes. 

Key words: Bacillus persicus, Protease, Carboxypeptidase, pET28a+. 

1- M.Sc. Student of Biochemistry, Faculty of Science, University of Guilan, Rasht, Iran. 
2- Associate Professor in Department of Biology, Faculty of Science, University of Guilan, Rasht, 

Iran. 
3- Scientific Member in Molecular Bank, Iranian Biological Resource Center (IBRC), Academic 

Center for Education, Culture and Research (ACECR), Tehran, Iran. 

*Corresponding Author: aghamaali@guilan.ac.ir 

mailto:aghamaali@guilan.ac.ir


 

 


