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آئروجينوزا در مقايسه با  ازسودوموناس پروتئازحاصل مقاومت ايمطالعات مقايسه
  ترموليزين حاصل از باسيلوس ترموپروتئوليتيكوس در حلالهاي آلي

  *سيد محسن اصغريو افسانه صدرممتاز 
 رشت، دانشگاه گيلان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  18/10/94 :تاريخ پذيرش  12/8/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

اين آنزيمها كاربردهاي فراواني درحلالهاي  درحلالهاي آلي انجام شده است، زيرا پروتئازها ياي برروي پايدارتحقيقات گسترده
اما، آنزيم . هاي آلي استمتالوپروتئازهاي مقاوم به حلال-Znازجمله  لاستاز حاصل از سودوموناس آئروجينوزاا .آلي دارند

داراي پايداري دمايي بالاست درحاليكه پايداري بسيار كمي در حلالهاي  ،ترموپروتئوليتيكوس همولوگ آن، ترموليزين باسيلوس
و  لاستاز نوتركيب خالص گرديدادر اين تحقيق  .اين آنزيم از نظر صنعتي مهم بوده و به ويژه در سنتز پپتيد كاربرد دارد. آلي دارد

بدين منظور، فعاليت آنزيمها در غلظتهاي . ت مقايسه اي قرار گرفتبا ترموليزين در حضور حلالهاي آلي مختلف مورد مطالعا
)V/V (50-0  گيري شداز حلالهاي آلي اتانول، متانول، ايزوپروپانول، دي متيل فرماميد، گليسرول و اتيلن گليكول اندازهدرصد. 

تها نه تنها كاهش نيافته بلكه روند افزايشي لاستاز در حضور همه حلالهاي آلي، به كار رفته به جز اتانول، در تمامي غلظافعاليت 
حضور در  فعاليت الاستاز از سوي ديگر،. از دست رفت كاملاًرا نشان داده، در حالي كه فعاليت ترموليزين در شرايط مشابه 

DTT 1 دمين  الاستاز داراي يك پيوند دي سولفيدي دربا توجه به اينكه . ميلي مولاردر تمام حلالها به شدت كاهش يافت
توان پيشنهاد نمود كه دليل پايداري الاستاز در باشد ميمي و يك پيوند دي سولفيدي در دمين كربوكسي ترمينال آمينوترمينال

  .باشدسولفيدي ميدي هايحلالهاي آلي وجود اين پيوند

  ترموليزين، الاستاز، حلال آلي، فعاليت آنزيمي متالو پروتئاز،: كليدي واژه هاي

  sm_asghari@guilan.ac.ir: ، پست الكترونيكي 09122432070:تلفن مسئول، نويسنده *

 مقدمه

پروتئازها يكي از مهمترين رده از آنزيمهاي هيدروليتيك 
ي همچون به انواع هستند كه براساس فعاليت كاتاليتيك

سيستئين پروتئازها و  و سرين پروتئازهامتالوپروتئازها، 
اين دسته از . )6( شوندتقسيم مي آسپارتيك پروتئازها

هاي پپتيدي را در محيط آبي هيدروليز كرده آنزيمها  پيوند
اين  ).21 و 20، 9، 5(كنند و در محيطهاي غير آبي سنتز مي

را در فرآيندهاي صنعتي مانند اي از كاربردها آنزيمها گستره
. )11( ايع شوينده، غذايي كاغذ، چرم و دارويي دارندصن

در سنتز پپتيد، تشخيص معرفها، تعيين از آنها همچنين 
از فيلمهاي فتوگرافيك و  silverتوالي پروتئيين و بازيافت 

x-rayاز  بسياريپايداري حرارتي در ).22( شوداستفاده مي
 )هاي(يونبه  به اتصال آنها ترموليزين مانند پروتئازها

خانواده  پروتئازهايفعاليت كاتاليتيك  .ستوابسته اكلسيم 
در جايگاه فعال وابسته به يون روي ) TLPs(ترموليزين 

آب فعاليت كمي داشته  عدم حضوردر  ترموليزين .باشدمي
، به به سبب كاربرد صنعتي .)26 و 8( استفعال يا غير 

 آلي،ويژه براي سنتز پپتيد در حضور برخي حلالهاي 
بسيار در حلال آلي  خانواده ترموليزين پروتئازهاي فعاليت

 جملهاز . )18 و 12( مورد توجه محققين بوده است
سودوموناس  هاي آلي،پروتئازهاي پايدار در محيط
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فعاليت حاضر تحقيق در  .)10 و 4( باشدميآئروجينوزا 
در  )24(الاستاز حاصل از سودوموناس آئروجينوزا  آنزيم

در حضور  )Ec 3.4.24.27[ )3[مقايسه با ترموليزين
و نقش پيوند دي سولفيدي در  بررسيآلي  هايحلال

از  .)17( پايداري الاستاز مورد مطالعه قرار گرفته است
جمله دلايل انتخاب و مقايسه اين دو آنزيم در كنار هم در 

) 17(تحقيق حاضر و همچنين مطابق مطالعات انجام شده 
توالي آمينواسيدي پروتئاز الاستاز بسيار  ،داده استنشان 
و  درصد 33همولوژي ساختار اول . ترموليزين استمشابه 

بسيار شبيه به  ساختار سه بعدي كلي پروتئاز الاستاز
  ).1شكل(ترموليزين است 

  
  بعدي الاستاز حاصل از سودوموناس آئروجينوزا با ترموليزين 3مقايسه ساختار  -1شكل

 مواد و روشها 

، CaCl2آنزيم ترموليزين از شركت سيگما و كازئين، : مواد
تريس و ساير مواد استفاده شده از شركت مرك آلمان 

  .خريده شد

در مطالعات قبلي ژن الاستاز حاصل : بيان و خالص سازي
در  PTCC1430سويه  Pseudomonas aeruginosaاز 

pET21a+  كلون شد و سپس درE.coli در اين . بيان گرديد
بنابر نتايج بهينه . تحقيق بهينه سازي توليد انجام گرديد

ساعت، دماي بهينه جهت  10سازي بهترين زمان براي بيان 
 IPTGگراد، غلظت بهينه  درجه سانتي 37توليد آنزيم 

سپس با استفاده از . ميلي مولار تعيين گرديد 1برابر 

سفارز تخليص انجام -كروماتوگرافي تمايلي با ستون نيكل
در اين مرحله با استفاده از بافر شستشو ساير ). 15( شد

پروتئينها از ستون عبور كرده و تنها پروتئين الاستاز به علت 
در مرحله . شودبه ستون متصل ميوجود دنباله هيستيديني 

بعد به كمك بافر جداكننده در حضور غلظت بالاي 
هاي خالص شده  نمونه. ايميدازول جداسازي انجام شد

پروتئينهاي . درصد بررسي شد SDS-PAGE 12روي ژل 
  .خالص شده سپس دياليز شدند

فعاليت الاستاز و ترموليزين با : سنجش فعالت آنزيمي
 يپيش ماده استفاده شده برا .تعيين شد Endpointروش 

ميلي  20از تريس . بود) W/V(درصد  1واكنش، كازئين 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 1394، 4، شماره 28جلد                                                                       )    مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

562 

تري كلرواستيك اسيد به عنوان بافر و از  pH=5/7مولار با 
)TCA( 10  درصد به عنوان متوقف كننده واكنش استفاده

 گراد درجه سانتي 60دقيقه در  10واكنش پروتئوليز، . شد
پس از پايان واكنش، به اندازه حجم محيط . انجام شد
پس از متوقف . اضافه شد TCA، )ميكروليتر 250( سنجش

به  نانومتر 280كردن واكنش، مقدار جذب در طول موج 
براي به دست . )21( عنوان فعاليت آنزيم در نظر گرفته شد

، منحني استاندارد غلظتهاي يآنزيم واحد فعاليتآوردن 
بعد ازطي زمان ، DTTهمچنين در مورد  .رسم شد تيروزين

ميلي  DTT 1دقيقه انكوباسيون پروتئين در مجاورت  10
حضور و عدم حضور حلالهاي آلي  دردر دماي اتاق مولار 

  .و سنجش فعاليت آنزيمي انجام شدقرار گرفت 

پروتئينهاي : بررسي مقاومت آنزيم در حلالهاي آلي
از  v/v (%50 -0( غلظتهاي خالص الاستاز و ترموليزين در

حلالهاي اتانول، متانول، ايزوپروپانول، گليسرول، اتيلن 
گليكول و دي متيل فرماميد تحت شرايط ثابت غلظت 

 اين حلالها Log Pبا بررسي  .آنزيم تعيين فعاليت شدند
رنج متنوعي از حلالهاي غيرقطبي تا قطبي را شامل  )23(

توجه به ساختارهاي سطحي شوند، كه رفتار آنزيم را با مي
پروتئين و ويژگيهاي پيوند دي سولفيدي به طور قابل 

همچنين آنزيم ترموليزين در  .دساز ثر ميأاي متملاحظه
اتانول،متانول، (محيط برخي از حلالهاي آلي منتخب 

در اين تحقيق سنتز پپتيد را نيز انجام ...) ايزوپروپانول و 
صنعتي مهم اين آنزيم دهد كه از جمله كاربردهاي مي
 براي سنجش مقاومت آنزيم در حلال آلي،. )14( باشد مي

و بافر مورد ) w/v %1(سوبستراي مورد استفاده كازئين 
ان و زم 8برابر با  pHميلي مولار با  20استفاده تريس 
فعاليت آنزيم به صورت . باشدميدقيقه  10سنجش آنزيمي 

بدون حلال (ا كنترل درصد فعاليت باقي مانده در مقايسه ب
 ).23( گزارش گرديد) آلي

 نتايج

  در ترموليزين   و الاستاز   آنزيم مانده  باقي  ميزان فعاليت 

حضور غلظتهاي مختلف حلال آلي اتانول، متانول، 
ايزوپروپانول،گليسرول، دي متيل فرماميد و اتيلن گليكول 
در مورد هر دو آنزيم در مقايسه با حالت كنترل تعيين 

-ها مشاهده ميهمانطور كه در يافته .)3و2 شكل(گرديد 

هيچ يك از حلالهاي  )2 شكل( شود در مورد آنزيم الاستاز
آلي فعاليت آنزيم را از بين نبردند و فقط اتانول و 
ايزوپروپانول در برخي غلظتها موجب كاهش فعاليت آنزيم 

در . شدند و در ساير موارد فعاليت افزايش يافته است
آنزيم ترموليزين در تمامي غلظتهاي  مقابل، فعاليت

  .)5( )3 شكل(حلالهاي آلي كاهش يافته است 

پيوند  دوگونه كه در مقدمه ذكر شد، الاستاز داراي  مانه
 ترمينال است و كربوكسي - دي سولفيدي در دمين آمينو

. در ترموليزين وجود ندارد هادرحاليكه اين پيوند )16(
جهت بررسي نقش اين پيوند در پايداري الاستاز در برابر 

درصد  V/V (50(حلالهاي آلي، فعاليت الاستاز در غلظت 
موجب  DTT. بررسي گرديد mM DTT 1و در حضور 

. شوداحياي دي سولفيد و شكسته شدن اين پيوند مي
رود الاستاز در حضور آن فاقد پيوند بنابراين، انتظار مي

نتايج اين بررسي آشكار ساخت كه . سولفيدي باشددي
پايداري الاستاز در حضور حلالهاي آلي به شدت وابسته 

در تمامي  ).1جدول ( )13( باشدي ميبه پيوند دي سولفيد
موارد، فعاليت آنزيم در حضور حلال آلي به شدت كاهش 
يافت و حتي در مورد ايزوپروپانول و اتانول اين ميزان به 

  .صفر رسيد

  بحث
ميكروارگانيسم ها مهمترين و ايده آل ترين منبع توليد 
كننده آنزيمهاي مختلف با دامنه كاربردهاي گسترده به 

از مزاياي آنزيمهاي ميكروارگانيسم ها مي . آيند مي شمار
توان به امكان كنترل فيزيولوژيكي و فيزيكو شيميايي، تنوع 

در اين راستا، ). 1(آنزيمي و مقادير بالاي توليد اشاره نمود
جداسازي و غربالگري آنزيمهاي جديد با خصوصيات موثر 

ن اولين و بهينه از ميكروارگانيسمهاي ساكن طبيعت به عنوا
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   ).2( شود محسوب ميمرحله در مسير تحقيق و توسعه محصولات آنزيمي 

  
ايزوپروپانول، ) d(اتيلن گليكول، ) c(گليسرول، ) b(دي متيل فرماميد، ) a(فعاليت باقيمانده الاستاز در حضور غلظتهاي مختلف حلالهاي آلي  -2شكل

)e ( ،اتانول)f( متانول.  
  

  
) e(اتيلن گليكول، ) d(ايزوپروپانول، ) c(اتانول، ) b(متانول، ) a(فعاليت باقيمانده ترموليزين در حضور غلظتهاي مختلف حلالهاي آلي  -3شكل

  دي متيل فرماميد) f(گليسرول، 
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  .اقتحلالهاي آلي در دماي ادر حضور و عدم حضور DTTmM 1مقايسه فعاليت باقيمانده آنزيم الاستاز در حضور -1جدول
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  .است تاثير معني داري بر فعاليت آنزيم نداشتهmM DTT 1در عدم حضور حلاهاي آلي،* 

طور كه اشاره شد دو پروتئين ترموليزين حاصل از  همان
و الاستاز حاصل از  باسيلوس ترموپروتئوليتيكوس

رغم، همولوژي در ساختار ي سودوموناس آئروجينوزا، عل
و ترادف آمينواسيدي تفاوتهاي فراواني در پايداري نسبت 

بيشتر تفاوت اين دو . )19( دندهبه حلالهاي آلي نشان مي
  .باشدپروتئين مربوط به دمين آمينوترمينال آنها مي

در تمامي حلالهاي آلي فعاليت الاستاز  ،در تحقيق حاضر
 در. از ترموليزين بوده است اي بيشتربه طور قابل ملاحظه

گليكول فعاليت  دي متيل فرماميد، متانول و اتيلن يلالهاح
را نشان ) عدم حلال آلي( تر از كنترلبالا يمقادير آنزيم

كه تغييرات ساختاري ناشي از  دهداين نشان مي داده است
 داشته ي بر فعاليت اين آنزيمحلال آلي حتي اثرات مطلوب

 اينترموليزين در حضور  مقابل، فعاليت آنزيم در. است
كند كه پيشنهاد مي اين نتيجه. يافته استكاهش  حلالها

حلالهاي آلي موجب اثرات ساختاري نامطلوب و در نتيجه 
 در از سوي ديگر،.شده استدر ترموليزين كاهش فعاليت 

حلالهاي آلي ايزوپروپانول و اتانول هر دو آنزيم دچار 
آنزيم در اين حلالها نيز  ،با اين حال .كاهش فعاليت شدند

 بودهوليزين ترم تر ازاي پايداراز به طور قابل ملاحظهالاست
جهت بررسي دقيق اثر حلالهاي آلي بر فعاليت و  .است

پايداري آنزيمها لازم است به ميزان قطبيت حلالها توجه 
پارامتري كه ميزان قطبيت حلالهاي آلي را به طور . گردد

ست از ا نام دارد كه عبارت Log Pدارد كمي بيان مي

عنوان نسبت كه به ) P(ثابت تفكيك  10لگاريتم بر پايه 
  :شودغلظت حلال آلي به غلظت فاز آبي تعريف مي

Partition coefficient (P) = [organic] / [aqueous]  
بزرگتر باشد، ميزان قطبيت حلال آلي  Log Pهر چه ميزان 
حلالهاي مورد  Log Pبراساس اين تعريف . كمتر است

 <ايزوپروپانول <استفاده در تحقيق حاضر به صورت اتانول
به . باشدمتانول مي <DMF <گليسرول <اتيلن گليكول

عبارت ديگر ايزوپروپانول غيرقطبي ترين و گليسرول قطبي 
بنابراين . ترين حلال مورد استفاده نسبت به آب است

ارتباط مستقيم و مشخصي مابين قطبيت حلال آلي و 
اين در . گرددمقاومت آنزيم به حلال آلي مشاهده نمي

بيان داشتند كه در ) 23(ژنگ و همكاران ست كه پاا حالي
افزايش يابد مهار نيز  Log Pمورد آنزيم ترموليزين هر چه 

دست نيز بيشتر خواهد شد كه در اين تحقيق به اين مهم 
پيوند  ه شدنانجام شده پس از شكست مطالعات. ه شديافت
قابل  كه پايداري آشكار ساخت DTTسط تو سولفيدي دي

سولفيدي ه به پيوند ديوابست حد زيادي تاملاحظه الاستاز 
پيوند  2ا در نظر گرفتن اين نكته كه الاستاز داراي ب. است

-و كربوكسي ترمينال مي - هاي آمينودي سولفيدي در دمين

باشد و اين يافته كه شكسته شدن اين پيوندها موجب 
 .كاهش شديد پايداري الاستاز برابر حلالهاي آلي شده است

مهندسي آنزيم ترموليزين داراي پيوندهاي دي سولفيدي در 
تواند منجر به دستيابي به نواحي متناظر با الاستاز مي

آنزيمهايي با پايداري بيشتر در جهت كاربردهاي صنعتي از 
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با بررسي  .)17( جمله سنتز پپتيد در حلالهاي آلي گردد
Log P في حلالهاي مورد استفاده در اين تحقيق و از طر

ساختار به  ،حلالهاي آلي وابسته بودن مكانيسم عملكرد
سطحي پروتئين و همچنين تغييرات ناشي از تشكيل پيوند 

، پي به ويژگي و آنزيم آرايش ساختاري دردي سولفيدي 

ثير هر حلال با وجود قطبيت و هيدروفوبيسيته اش بر أت
  . ه شدفعاليت و پايداري آنزيم در محيط آن حلال برد

نويسندگان مقاله كمال تشكر و قدرداني : و قدردانيتشكر 
را از آزمايشگاه بيوشيمي دانشكده علوم پايه و معاونت 

  .دارندپژوهشي دانشگاه گيلان ابراز مي
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Comparative studies on the organic solvent stability of elastase 
from Pseudomonas aeruginosa and thermolysin from Bacillus 

thermoproteolyticus 
Sadremomtaz A. and Asghari S.M. 

Biology Dept., Faculty of Biological Sciences, Guilan University, Rasht, I.R.of Iran 

Abstract 

Extensive research has been conducted on the stability of proteases in organic solvents, 
because they have numerous applications in organic media. Thermolysin from Bacillus 
thermoproteolyticus is a highly thermostable Zn-metalloprotease and is applied in 
industry for peptide synthesis, a reaction essentially performs in organic media.  
However, thermolysin has low stability at organic solvents.In contrast, its homologous 
enzyme, Pseudomonas aeruginosa elastase (PAE) is an organic solvent stable protease. 
In the present study, recombinant PAE was purified and compared with thermolysin in 
different organic solvents. For this purpose, activity of enzymes was measured in 
ethanol, methanol, isopropanol, dimethylformamide, glycerol and ethylenglycol (0-50 
% (V/V)). Except isopropanol and ethanol, not only the elastase activity was not 
decreased, but also strongly increased in organic solvents. However, activity of 
thermolysin was abolished in all organic solvents. In the presence of DTT 1mM, the 
PAE activity was notably decreased in organic solvents. Considering that PAE contains 
two disulfide bonds at N- and C-terminal domains, it may suggest that disulfide bonds 
play a role in organic solvent stability of PAE. 

Key words: metaloprotease, thermolysin, elastase, organic solvent, activity of enzymes 
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