
 ـي، پژوهشــي دانشـگاه علـوم پزشـکي زنجــانـي علمـ ـهـمجلـ

 ١٢١ تا ١٠٩صفحات , ١٣٩٥آذر و دي , ١٠٦ي  شمـاره, ٢٤ي  ره دو

  
  ياکليشي اشر در لوس فلاووسيآسپرژکاز ي اوري درمانميان آنزينگ و بيکلون

 ٣اين يرزائيه ميسم، ٢محمد پاژنگ  دکتر،١يماني ايمهد دکتر
     m.imani@urmia.ac.irاروميه ،هيدانشگاه اروم دامپزشکي، ی  دانشکده،گروه علوم پايه ،بخش بيوشيمي :ولو مسي سندهينو

  ۷/۱۰/۹۴ :    پذيرش ۷/۷/۹۴: دريافت
  

  دهيچک
اده  در درمـان نقـرس اسـتف    وشـود  ين م ـي و الانتوئH2O2د به يک اسيز اوري است که باعث کاتاليميآنز) EC 1.7.3.3(کاز ياور :نه و هدفيزم
 ـان نوترکي و ب(+)pET-28aد يلوس فلاوس در پلاسمياز آسپرژکيم اوري آنزی کدکنندهک يسنتت ژن  يساز کلون قين تحق ي هدف ا  .شود يم   آنبي

   .باشد يم ياکليشياشردر 
ک يسپس ژن سـنتت . ده شددا شد و سنتز آن سفارش ينه سازي بهکازي اوری ها، ژن کدکننده گاه دادهي از پا ي ژن يبعد از استخراج توال    :يروش بررس 

 ين تـوال يـي  و تعPCR، يم ـي هـضم آنز يهـا  کلـون شـد و توسـط روش      -سـاب  XhoI و   NcoI يها مين آنز يدر ب  (+)pET-28a ديدر پلاسم 
 يابيرزا ي برا. شديساز نهيبه ان آني ب،IPTGتوسط آن  القاو ييايميبه روش ش Bl21 يبعد از انتقال آن به باکتر. د شدييح آن تاي صح ،يساز کلون

  .ن استفاده شديژل الکتروفورز پروتئ  ازب،يم نوترکي آنزالقا
.  شده استيساز گاه مورد نظر کلونيح در جايطور صح ه بکازيم اوري نشان داد که آنز يوالن ت يي و تع  PCR،  يميج حاصل از هضم آنز    ينتا :ها افتهي

 ـيان آنزي ب يساز نهي به ي برا لمو  ميلي IPTG ۱ ساعت با غلظت     ۶ و زمان    گراد ی سانتي   درجه ۲۲ای  دم م يج الکتروفـورز آنـز  ينتـا . دسـت آمـد   هم ب
 کـاز يم اوريآنـز  ی ژهي ـت ويفعال که مشخص کرد يميت آنزين فعاليي تع.نشان دادان شده يم بي آنزيلودالتون را براي ک۵/۳۴ ي مولکولجرمب،  ينوترک

  . فعال استي لحاظ عملکردم بهيآنزو است  گرم  واحد بر ميلي۶۹/۷
 ـفعالن ييتعج ي نتا.ن کردايبکلون و  pET يانيستم بي در سيتوان به آسان ي م راکازي ژن اورج پژوهش حاضر نشان داد که  ينتا :يريگ جهينت ژه ي ـت وي

 .  فعال استيکيتيکاتال  و از نظرد شده استي توليا کليشيشرتوزول ايصورت محلول در س  بهيمين آنزيکه پروتئمشخص کرد 

  يا کليشي اشرب،ينوترکلوس فلاوس، ي، آسپرژکي سنتتکازيوراس، نقر: يديکلواژگان 
  

  مقدمه
 ـد اوري است که در آن سطح اس ـ   يمارينقرس ب       ک خـون  ي
. شود يه م يابد و موجب بروز التهاب مفاصل و کل       ي يش م يافزا
 ـ       يد اور ياس  توسـط   يع ـيطـور طب   هک در آب محلول اسـت و ب
 ر روز از بـدن خـارج  گـرم د  يليم ٧٠٠ تـا  ٦٠٠زان يها به م   هيکل
  گـرم بـر      ميلي ٦ ازک در مردان    يد اور يزان اس يهرگاه م . شود يم

  
  
  
  

  
بيـشتر شـود   ليتـر    گـرم بـر دسـي      ميلي ٧ ازو در زنان     ليتر دسي

ش ينقـرس خـود را بـا افـزا       . )١(دهـد    ي رخ م ـ  يسميپراوريه
  بک خــون، التهــاب دردنــاک مفاصــل، رســو    يداورياســ

 ـ کل يها  و سنگ  مي اورات سد  يها  ستاليکر  يکيداوري اس ـ يوي
 ـد اورياس .)٢و٣( دهد  ينشان م   ـي    محـصول  يع ـيطـور طب  هک ب
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١١٠

ن توسط  يابتدا آدنوز . باشد ين م ي پور يدهايسم نوکلئوت يکاتابول
ز بـه  ين محصول نيشود که ا يل مين تبدينوزيناز به ا  يم دآم يآنز

ن توسـط  يپوگزانتيه. شود يل م ين تبد يپوگزانتي خود به ه   ی نوبه
شـود کـه بـا       ي م ـ لين تبد يداز به گزانت  ين اکس يپوگزانتيم ه يآنز
 ـد اور يداز بـه اس ـ   ين اکـس  يم گزانت يد شدن توسط آنز   ياکس ک ي
 آن برابـر    pKa است کـه     يبيک ترک يد اور ياس. شود يل م يتبد
  .)٤( باشد ي م٤/٥

 اسـت  يميآنز) EC 1.7.3.3(کاز يا اوريداز يم اورات اکسيآنز
هـا تـا    ميکروارگانـس ي از مي جـانور يها  از گونهياريکه در بس 

ــ متابولييمحــصول نهــا. پــستانداران حفــظ شــده اســت سم ي
ــور ــا در ا نيپ ــه ــودات، ي ــوئآن موج ــن، اوره و آمونيلانت اک ي

 ـبـا وجـود ا    . باشـد   يم  ـنوئي هوم يهـا   مـات ين در پرا  ي  د مثـل  ي
 ـ    يها و ن   ها و اورانگوتان   ليشامپانزه، گور   ـدله  ز در انـسان ب ل ي

 يي و محصول نهـا    بودهت  يم فاقد فعال  ي، آنز ي تکامل يها جهش
داز در يم اورات اکسيآنز استک يد اوريها اس  نيسم پور يمتابول

ز واکـنش  ي باعـث کاتـال  باشـد کـه   يم مس يساختار خود دارا  
) H2O2(ژنه يسن و آب اکــيلانتــوئآک بــه يــد اوريل اســيتبــد

 ی و حلقـه  يداتين نوع واکنش در واقع باز شدن اکس       يا. شود يم
تـر از    برابـر در آب محلـول    ١٠ تـا  ٥ن  يلانتوئآ. باشد ين م يپور
توانـد در کـاهش      يکاز م يم اور يآنز .)٥و٦( استک  يد اور ياس

 ـ مورد استفاده قرار گ    يتجمع اورات سم    ـ کازيراسـبور . ردي ا ي
 ـداز نوترک ي اورات اکـس   ي بـرا  ينام تجـار  ) Elitek(تک  يال ب ي

 هيزيسس سـرو ي ـساکاروماباشد که در  ي ملوس فلاوس يآسپرژ
. شـود  ي استفاده م ـيکينيصورت کل  هان شده است و امروزه ب     يب

ر يار مـوثرتر از سـا   يکاز بـس  ياند که راسبور   شان داده مطالعات ن 
علاوه بر درمـان    . است يسميپراوريج در درمان ه   ي را يداروها

ز ي ـج در درمـان سـندرم ل      يطور را  هن دارو ب  ي از ا  يسميپراوريه
 ي بـر رو   ياديمطالعات ز . )٧-٩( شود يز استفاده م  ي ن يتومور

انجام ) لوس فلاوس يآسپرژم  يآنز(کاز  يب راسبور يم نوترک يآنز
م به  ين آنز ين مطالعات، ا  ي از ا  يکي که در    يطور هب. شده است 

 را  يمـاران مبـتلا بـه لوسـم       يک خون ب  يد اور يزان اس ي م يخوب

 ــ ــدون ه ــيب ــايچ عوارض ــتيي پ ــاز د. )٨( ن آورده اس دگاه ي
 جرم با   فلاوس لوسيآسپرژداز  يم اورات اکس  يآنز،  ييايميوشيب

 ـ ا باشد ينه م يدآمي اس ٣٠٢ يلودالتون دارا ي ک ٥/٣٤ يمولکول ن ي
  کيلودالتـون  ۱۳۵ ي مولکول جرمصورت هموتترامر با    ه  م ب يآنز
 مختلـف  يها وسط گروه آن ت  يستالي و ساختار کر   ت دارد يفعال
  .)١٠-١٣(ل قرار گرفته است يه و تحلي مورد تجزيقاتيتحق

 لوس فـلاووس  يآسـپرژ  يکاز وحش يم اور ي آنز ی ژن کد کننده  
 ـ يبرا  ـاشردر کلـون و   ١٩٩٢ن بـار در سـال      ي اول بـا   ياکليشي

 ـ و نوترک  يع ـيان طب ي ـنگ و ب  يکلون .)١٤( ان شد يت ب يموفق ب ي
س يسي ـساکاروما مثـل    ي مخمـر  يهـا  زبانيکاز در م  يم اور يآنز

 انجام  ييايزبان باکتر ين م ي و همچن  سياپاستوريشيپ و   هيزيسرو
 ـنه و زمان زيان در مخمر مستلزم صرف هزي ب .شده است   يادي

 ـعل. باشـد  ي م ييايان باکتر ي ب سه با يدر مقا   يهـا  تي ـرغم موفق ي
قـات  ي تحقيم مذکور در تمـام يت آنزيان و فعال ير در ب  يچشمگ

 يا  چندمرحلـه ي کرومـاتوگراف  يهـا  م توسـط روش   يفوق آنـز  
 يسـاز  نـه يق بهي ـن تحق ي ـهـدف از ا   ن  يبنابرا. شود يص م يتخل

بـر اسـاس کـدون       لوس فـلاوس  يآسپرژاز  کيم اور يآنزکدون  
 ـد ب يآن در پلاسم   يساز لونک،  ياکليشياشر  (+)pET-28a ياني
د ي ـم تولي آنزتي فعاليو بررس ياکليشياشر در بي نوترک انيبو  

   .باشد يمشده 
  

   بررسيروش
مـراز،  ي پل Taq DNAم  يآنـز  :هـا  مي و آنـز   ييايميمواد ش      

ــوط  ــان dNTPمخل ــد   (DNA 1Kb، نردب ــا ک از ) SL5051ب
 گـاز، يل XhoI، T4 DNA و NcoI يها ميآنزناکلون، يشرکت س

ــزوپروپيا ــرانوزيوگالاکتوپيت-β-D- لي ــارکر )IPTG(د ي ، و م
 اسـتخراج   يهـا  تيک ، از شرکت فرمنتاز   )SM0431 (ينيپروتئ

 ک از ژل از شـرکت تکـاپو  ي ـد نوکلئي استخراج اس ـ د و يپلاسم
نمـک   مخمر از شـرکت شـارلو،        ی ون، و عصاره  پتيترست،  يز

 ـکاناما ،)U2875( کيد اور ي اس يميسد  ـ ن،يسي  از،  نيليس ـ يآمپ
   .ه شدندياز شرکت مرک ته  ييايميمواد ش  ريو ساگما يس شرکت



 و همكاراندكتر مهدي ايماني 
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   DH5αهــاي  ســويه :دهايهــا و پلاســم  سميــکروارگانيم
قــات پاســتور ياز مرکــز تحق ياکليشيــاشر Bl21 (DE3)و 

 ـ براي تکث  عنوان ميزبان  ب به يترت ه و به  يتهران ته   و  دير پلاسـم  ي
د يپلاسـم . ه قـرار گرفـت   و بيان پروتئين مورد استفاد   نگيکلون

بود کـه از مرکـز       (+)pET-28a قيتحقن  يمورد استفاده در ا   
 مورد استفاده يها کيوتيب يآنت. ه شديقات پاستور تهران ته يتحق
ط کشت ين بود که در مح يسين و کاناما  يليس ين پروژه آمپ  يدر ا 

   وليتـر   ميکروگـرم بـر ميلـي      ۱۰۰ يهـا  ع و جامد با غلظت    يما
  . استفاده شدندليتر يلي ميکروگرم بر م۷۵

ــ ــهي و بهيطراحـ ــاز نـ ــده يسـ ــد کننـ ــزی  ژن کـ   مي آنـ
ــازياور ــه :ک ــون منظــور ب ــدهيســاز کل ــد کنن ــزی  ژن ک   مي آن
ژن با کـد     بانک آن از    ي ژن ي توال لوس فلاوس يآسپرژکاز  ياور

سـرور  اسـتخراج و کـدون آن توسـط          X61766.1 يدسترس
http://eu.idtdna.com/CodonOpt ــرا ــ بيب ــاکتري  يان در ب

 سنتز ژن به شرکت ي شد و برا   يساز نهي به Bl21 ياکليشياشر
 ی  کـد کننـده    يعـلاوه بـر تـوال     .  ارسال شد  ير کره جنوب  يونيب

 و در   NcoIم  ي آنـز  ي ژن محل بـرش بـرا      '5م، در سمت    يآنز
، XhoI  ،NcoI يها مي آنز يب محل برش برا   ي به ترت  '3سمت  

م يعـلاوه قبـل از محـل بـرش آنـز       به. گذاشته شدHindIIIو  
XhoI ـ برچسب ه  ي کد کننده برا   ي، توال  و ) 6xHis(ن  يديستي

 ـدر نها  .ز قرار داده شد   يان ن يکدون پا  بـا نـام    ک  ي ژن سـنتت   تي
AFUOX      سـنتز در وکتـور   ي بـرا  جفـت بـاز  ۹۶۷ و به طـول 

  . شدسفارش داده pGEM-B1نگ يکلون
 ژن  ابتـدا ياني ـور ساخت وکتـور ب    منظ به :يانيساخت وکتور ب  

و  NcoI يهـا  مي توسط آنز  pGEM-B1 از   کازيک اور يسنتت
XhoI   و سـپس در وکتـور        هشدجدا pET-28a(+)   کلـون

ن يديستي انتخاب شد که برچسب ه     ينگ طور يمحل کلون . شد
د يپلاسـم . ان شـده واقـع شـود      ي ـم ب يل آنز يدر بخش کربوکس  

 سپس .د شيمگذارنا pET-28a(+)-AFUOXساخته شده 
  منتقلDH5α ي به باکتر ييايميشوکتور ساخته شده با روش      

افتـه  ير ي تکثيسپس وکتورها. ر شودي تکثيشد تا به مقدار کاف 

  .)١٥( د، اسـتخراج شـدند    يت استخراج پلاسم  يبا استفاده از ک   
را  مورد نظر ياکليشياشر ي از باکتر يک کلون ي :يکشت باکتر 

به مـدت  دور بر دقيقه  ١٦٠ و گراد ی سانتي  درجه٣٧ يدر دما 
 در انکوبـاتور  LBه يط کشت اوليمحسي  سي ١٠ک شب در   ي

بـه   هيط کشت اولياز محسي  سي ١سپس . ح شديکردار تلقيش
 ـ جد LBط  يمحسي    سي ١٠٠  ـاضـافه گرد ) ١٠٠ بـه  ١(د ي . دي

 ٤مدت   و دور چرخش بهييط دمايها با همان شرا يرشد باکتر
 تـا  ي بـاکتر يط کـشت حـاو  يمح ـ. دا کردي ساعت ادامه پ  ٥تا  
،  نـانومتر ٦٠٠مـوج    در طول٧/٠ تا ٥/٠ يجذب نور  دن به يرس

 ي ن بـازه  يدر ا . ديانکوبه گرد گراد   ی سانتي  درجه ٣٧ يدر دما 
ن يا.  هستند يمتي رشد لگار  ی ل مرحله يها در اوا   ي باکتر يجذب

  . )١٥( ها است ي مستعد کردن باکترين زمان برايمرحله بهتر
  ي در دمـا ي بـاکتر يط حـاو يمح ـ : مستعديها ي باکتر ی هيته
قـه  ي دق۴بـه مـدت    دور بر دقيقه ۱۶۰ با   ادگر ی سانتي   درجه ٤

 دو  ييايرسوب باکتر . خته شد ي دور ر  ييع رو يوژ و ما  يفيسانتر
شسته شد و هر بار به    مول   ميلي ۱۰۰د سرد   يم کلرا يبار با کلس  

ع يخـتن مـا  يپـس از دور ر . دي ـوژ گرديفيقه سـانتر ي دق۴مدت  
د سرد مخلـوط و     يم کلرا ي بار سوم رسوب با کلس     ي، برا ييرو
گـراد انکوبـه    ي سـانت  ی درجه صفر يقه در دما  ي دق ۴۵مدت  به  
قـه  ي دق۵پس از اتمام زمان انکوبه کردن، محلول به مدت      . شد

ــا گــراد ی ســانتي  درجــه۴ يدر دمــا ــر دقيقــه ۱۶۰ و ب  دور ب
، شـناور کـردن    يـي ع رو يوژ شده و بعد از حـذف مـا        يفيسانتر
 ـرالک ميها در کلس   يباکتر  صـورت   درصـد ۱۵سرول ي ـد و گلي

 يهـا رو  هـا، آن   ينان از زنده مانـدن بـاکتر      يجهت اطم . فتگر
  .)۱۵(  کشت داده شدندکيوتيب يآنت جامد بدون LBط يمح

 صـورت   ييايميوش ش ـ د بـه ر   يانتقال پلاسم  :ديانتقال پلاسم 
 بـه   از آن ميکروليتـر ٥ون، يگاسيمحصول ل  انتقال   يبرا. گرفت

 مستعد  ياکليشياشر يتر باکتر يکرولي م ١٠٠ يوب حاو يکروتيم
بـه   مـستعد  يهـا  ي باکتريوب حاو يکروتي م  سپس .افزوده شد 

ه داد  قـرار  گـراد  ی سـانتي    درجه صفر يقه در دما  ي دق ٥٠مدت  
هـا بـه    ي، انکوبه کردن باکتريجاد شوک حرارتيمنظور ا  به. شد
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. صورت گرفتگراد  ی سانتي درجه ٤٢ ي در دماهي ثان٤٥مدت 
  سـي   سـي  ١ ترانـسفورم شـده    يهـا  يجهت رشد بهتـر بـاکتر     

 ١ و بـه مـدت   شـد   وب اضافهيکروتي به مSOC يط مغذ يمح
کردار ي در انکوباتور ش   گراد ی سانتي   درجه ٣٧ يساعت در دما  
  قـه در   ي دق ٣وب به مدت    يروتکي م يسپس محتو . انکوبه شدند 

تر از يکرولي م١٠٠وژ و رسوب در    يفيسانتر دور بر دقيقه   ٤٠٠٠
 ـ معلـق گرد   SOCط  يمح  ـ پلي روسـپس . دي  ي حـاو LBت ي
 ـاز  .  کـشت داده شـدند     نيسيکاناماک  يوتيب يآنت د يک پلاسـم  ي

 ي منف عنوان کنترل   از آب مقطر به    مثبت و عنوان کنترل    کامل به 
  .)١٥( تفاده شدون اسي ترانسفورماسيبرا

   ســاختهيانيــبعــد از اســتخراج وکتــور ب :نــگي کلونيبررســ
ــده، ورود ژن اور ــاز در آن يشــ ــه روش،  کــ ــط ســ   توســ

 ـ، واکـنش زنج   يم ـيهضم آنز    نيـي و تع ) PCR(راز  م ـي پل يا رهي
کـاز بـه    ي ورود ژن اور   يجهـت بررس ـ  .  صورت گرفـت   يتوال

م يد ساخته شده توسط دو آنـز   يلاسمپ (+)pET-28a ديپلاسـم 
ــده   ــدود کنن ــد XhoI و NcoIمح ــضم ش  PCRدر روش .  ه

 شده بـود    ي طراح يبه صورت شرو  يپ ي اختصاص ديگونوکلئوتيال
 ـئوتگونوکليال ،حيم صح ي ژن در فر   يريکه در صورت قرارگ    د ي

 ـو واکنش تکث  متصل شده   د  يبه پلاسم   دوازده .ر شـروع شـود  ي
  اسـت  يضـرور   اتصال به ژن   ي که برا   آن '3 يد انتها ينوکلئوت

  آن'5د يو پنج نوکلئوت NcoIم يو آنزکاز ي ژن اوريمکمل توال 
د ي ـگونوکلئوتيال . وکتـور اسـت    ي مکمـل تـوال    GATAT يعني

مر يپرا دو يالتو.  شده بودي طراحT7ناتور ي ترميمعکوس برا
ــورت ز   ــه ص ــده ب ــنتز ش ــس ــي ــد ير م  ــيپرا: باش ــر رفت   يم

'3CAGCCG ACCATGGGATAT' 5 يمــر برگــشتيپرا و 
5'GCTAGTTATTGCTCAGCGG 3'.پررنـگ شـده  ي توال  

 .دهـد  ي را نـشان م ـ NcoIم ي بـرش آنـز  ي تواليمر رفتيدر پرا 
افزار   با استفاده از نرمPCRمورد استفاده در واكنش     يمرهايپرا

Gene Runnerشدندي طراح  .  
  ژل آگـارز يروها   آن ت محصولا PCR و   يميبعد از هضم آنز   

 ،د سـاخته شـده  ي پلاسـم ين تواليي تع. شديبارگذار درصد ۱

 يدهاي ـگونوکلئوتي توسـط ال   ير کره جنـوب   يونيتوسط شرکت ب  
  . انجام شدT7ناتور ي و ترمT7 پروموتور يجهان

 ـ مراحل تحقيدر ط :دياستخراج و برش پلاسم     اسـتخراج ق ي
ن عمل با اسـتفاده از روش  يا. انجام شدد در مقدار کم    يپلاسم

ز کـردن  ي ـهـدف ل  د بايت استخراج پلاسمي توسط کييايز قل يل
نان از ي اطميبرا. د صورت گرفتيها و استخراج پلاسم يباکتر

ــده ــزی حــضور ژن کدکنن ــازيم اوري آن ــل ک   ديپلاســم در داخ
pET-28a(+) محدودکننـده   يهـا  ميد توسـط آنـز    ين پلاسم يا 

NcoI   و XhoI    تـر از  يکرولي م۸ بـرش،  يبـرا .  برش داده شـد
 و  NcoIم  يآنـز از هـر    تـر   يکرولي م ۱شده با     د استخراج يپلاسم
XhoI   يقه در دمـا   ي دق ۱۰مدت   ها به  وبيکروتيم. شد مخلوط 

شـده     برش داده  يها ديانکوبه و پلاسم  گراد   ی سانتي   درجه ۳۷
ــتخراج ــت ريو اس ــو جه ــاريت روي ــد ۱ز و ژل آگ  درص

 توسـط   DNA يهـا   مولکـول  يسـاز  ظـاهر .  شـدند  يبارگذار
 ـات  ـوم برومايدي  ـدل بــه. د انجـام گرفـت  ي ن مــاده ي ـل حـضور ا ي

ت ي خاص ـ UVک در برابر تـابش نـور        ينوکلئ دي اس يها مولکول
 يريگ اندازهق يدر مراحل مختلف تحق   . کند يمدا  ي پ يفلورسانس

 در يديد، بـا قرائـت جـذب محلـول پلاســم    يغلظـت پلاسـم  
 نـانودراپ    نـانومتر توسـط دسـتگاه      ۲۸۰ و   ۲۶۰ يها  موج  طول

  .)۱۵(  انجام شدکيفينتيساخت شرکت ترموسا
ب، بعد يرکم نوتيان آنزيجهت ب  :بيکاز نوترک يم اور ي آنز انيب

ور ساخته شـده بـا   ت، وکيانينان از ورود ژن در وکتور ب  ياز اطم 
 سـپس . منتقل شد  Bl21 ياکليشرشيا ي به باکتر  ييايميشروش  

 ـ وکتور ب  ي حاو Bl21 ي از باکتر  يک کلن ي شـده   سـاخته    ياني
 ي حــاوLBه يــط کــشت اولي محــســي ســي ۱۰در انتخــاب و 

 ـ به مـدت      منتقل شده و   نيسيکاناماک  يوتيب يآنت شـب در      کي
کردار انکوبـه  ي در انکوبـاتور ش ـ    گـراد  ی سانتي   درجه ۳۷ يدما

 دو فلاسـک    ه بـه  يط کشت اول  ي از مح  سي  سي ۱سپس  . ديگرد
 ـ جد LBط  يمح ـسي   سي ۱۰۰ يحاو  ـوتيب ي آنت ـ يد حـاو  ي ک ي

 در ۷/۰تـا ۵/۰ يدن بـه جـذب نـور   ياضافه و تا رس   ن  يسيکاناما
و دور  د  گـرا  ی سانتي   درجه ۳۷ يدر دما نانومتر   ۶۰۰موج    طول
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دن بـه کـدورت     يبعـد از رس ـ   . انکوبـه شـد    دور بر دقيقه   ۱۶۰
عنوان نمونه بدون القا و شـاهد         ط به ياز مح سي    سي ۱ مطلوب
 ۱ يي با غلظت نهـا    IPTGط  يمانده مح  يشده و به باق      برداشته

 ۲۲يها در دمـا   از فلاسکيکيسپس . ديمولار اضافه گرد   يليم
گـراد   ی سانتي  درجه ۳۷ ي در دما  ي و دوم  ی سانتي گراد   درجه

هـا    ساعت از آن ۸، و   ۶،  ۴،  ۲ ي زمان يها در بازه . انکوبه شدند 
ج مربـوط بـه   ينتـا ( دي ـدست آ نه بهيان بهي شد تا ب   يبردار نمونه

  .)۱۶()داده شده استنان نشان ي بيساز نهيبه
 ـم نوترک يآنـز  ي حاو يها يز باکتر يل محلـول   :کـاز يب اور ي

ی   درجـه  ۴ ينظـر در دمـا     ن مـورد  يکننده پروتئ  اني ب يها يباکتر
وژ يفيسـانتر  دور بر دقيقـه  ۵۰۰۰قه با   ي دق ۱۵مدت    به گراد سانتي

 در بـافر  ييايخته شده و رسوبات باکتر   ي دور ر  ييع رو يما. شد
، مولار  ميليNaCl۳۰۰، مولار  ميليTris-HCl ۵۰شامل(ز کننده يل

 ساعت ۲۴مدت  محلول به. ديمعلق گرد ) مولار  ميلي PMSF ۱ و
 ـقبـل از ل   .  انکوبـه شـد    گـراد  ی سـانتي    درجه -۷۰ يدر دما  ز ي
 با غلظت   EDTA و   DTTن  يها جهت حفاظت از پروتئ     ي باکتر

، بعد از ذوب محلـول در       اًتينها. مولار اضافه شد   يلي م ۱ يينها
کننده توسـط    اني ب يها ي باکتر ،گراد ی سانتي   درجه ۹۰حمام آب   

 ـ ثان ۳۰ ي  چرخـه  ۳۰در   کاتوريدستگاه سـون      بـا فرکـانس    يا هي
  .)۱۷(  قرار گرفتنديکيز مکاني تحت لکيلوهرتز ۲۰
 سنجش غلظت کل يبرا : و الکتروفورزنيغلظت پروتئن ييتع

ز شده از روش سنجش ي ليياين موجود در محلول باکتر يپروتئ
ن ي به عنوان پروتئ   BSAاز  . )۱۸( ستفاده شد  ا ن برادفورد يپروتئ

 ي بـاکتر  يني پروتئ يه الگو جهت مشاهد .  استفاده شد  داستاندار
درصد ۱۲د يلاميآکر ين پليم از الکتروفورز ژل پروتئيان آنزيو ب

 انجـام   R250 بلو   ي ژل توسط کوماس   يزيآم رنگ. استفاده شد 
  .)۱۵( شد
ــيتع ــن فعالي ــزي ــت تع. :ميت آن ــيجه ــن فعالي ــزي   م،يت آن

 ي ســلولی عـصاره (م ي آنـز يتـر از محلـول حـاو   يکرولي م۱۰۰
 سوبـسترا  يتـر از محلـول حـاو      يکرولي م ۹۰۰به  ) مي آنز يحاو

اضافه ) ۷pH مولار يليم ۲۰س يمولار، تر يلي م۳۰ک ياور دياس(

 ۵گراد به مـدت      ي سانت ی  درجه ۲۵ون در   يبعد از انکوباس  . شد
ن يـي  نـانومتر تع   ۲۹۳ محلول در طول موج      يقه، جذب نور  يدق

 براساس کـاهش مقـدار      يميت آنز ين فعال يين نوع تع  يا. ديگرد
 يري ـگ ق انـدازه ي ـن کاهش از طريزان ايک بوده که م   يد اور ياس

 ـ .)۱۷(  نانومتر صـورت گرفـت    ۲۹۳جذب در طول موج      ک ي
ک ي ـکرومـول اور  ي م ۱ است کـه     يمي، مقدار آنز  يميواحد آنز 

  .ديل نماين تبديد مصرف نموده و به آلانتوئياس
  

  ها يافته
  ديپلاســـماز کـــاز يک اوري ژن ســـنتتيجداســـاز     

pGEM-B1-AFUOX :د يپلاســمر يــو تکثافــت يبعــد از در
 ،pGEM-B1نـگ  ي در وکتـور کلون    کازيک اور ي ژن سنتت  يحاو
از از کيده شد و ژن اوري بر XhoI و   NcoIم  يتوسط دو آنز  آن  
همـان  . )۱شـکل   ( شـد    ي جداسـاز   درصد ۱ ژل آگاروز    يرو

 مـشخص شـده اسـت       ۲ شـکل    ۳گونه که در چاهک شماره      
 ـ مربوطـه دو بانـد نزد     يهـا  ميد هضم شده بـا آنـز      يپلاسم   کي
ب مربوط به يترت دهد که به يت باز را نشان م جف١٠٠٠ و  ٣٠٠٠
 ـ نوکلئوت ٩٢٩ک  ي و ژن سـنتت    pGEM-B1 يد خط يپلاسم  يدي

  .باشند يم
 يو بررس pET-28a(+)-AFUOXب يساخت سازواره نوترک
 بيمنظور ساخت سازواره نوترک به :يميآن به روش هضم آنز

از ژل، اسـتخراج شـده      (+)pET-28aکـاز و    يک اور يژن سنتت 
گاز انجـام شـد و    ي ل T4-DNAم  يون توسط آنز  ياسگيواکنش ل 

. منتقـل شـد    DH5αه  يسو اشريشياکلي يمحصول آن به باکتر   
افتـه انتخـاب و اسـتخراج    ي رشد يها ي از کلوني کلون ۳تعداد  
د يد تـا پلاسـم  ي هضم گردNcoIم يد شده و توسط آنز   يپلاسم

 ۲همان طور که در شـکل  . ل شودي تبدي ژن به فرم خط  يدارا
 سـاخته   يدهاي پلاسـم  ۵، و   ۴،  ۳ يها شود چاهک  يمشاهده م 

 ۹۲۹ هـا بعـد از ورود ژن    آنی دهد که انـدازه   يشده را نشان م   
چاهـک   ((+)pET-28a يد خط ـي نسبت به پلاسم  يدينوکلئوت

ــماره ــه ) ۱ ی ش ــزا  ۶۱۶۰ب ــاز اف ــت ب ــت  يش ي جف ــه اس افت
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  .دهد ي جفت باز است را نشان م۵۳۶۹ابر با که بر  (+)pET-28aد ي پلاسـم ي فرم خط ـ۱ ی چاهک شماره). ۵ تا   ۳ يها چاهک(
  

  
، و چاهک DNA kb۱ ياندازه نما ۲، چاهک استخراج شدهد ي پلاسم۱چاهک . pGEM-B1 ديپلاسمدر از کيوجود ژن اور يبررس :۱شکل 

ب از بالا ي به ترت۲در چاهک  دو باند پر رنگ .دهد ي هضم شده است را نشان مXhoI و NcoIم يکه با دو آنز يا استخراج شدهد ي پلاسم۳بزرگ 
  .استفاده شده در سمت راست ژل آورده شده است DNA ياندازه نما ي اندازه مولکول.دهد ي جفت باز را نشان م۱۰۰۰ و ۳۰۰۰ن ييبه پا

  

 
 (+)pET-28aشکل الف موقعيت و مکان ژن اوريکاز را در پلاسميد بياني . pET-28a(+)-AFUOXنقشه و هضم آنزيمي سازواره : ٢شکل 

 و NcoI بريده شده با دو آنزيم (+)pET-28a، ۱در شکل ب، چاهک بزرگ . دهد  نشان ميXhoI و NcoIدر بين دو آنزيم محدود کننده 
XhoI اندازه نماي ۲ ، چاهک DNA 1Kbپلاسميد ساخته شده خطي که با آنزيم ۵ تا ۳هاي  ، و چاهک ،NcoI هضم شده است را نشان 

 ApE 2.0.47 A Plasmid Editorافزار نقشه پلاسميد با نرم. ولي نردبان استفاده شده در سمت راست ژل آورده شده استاندازه مولک. دهد مي
  .ترسيم شده است
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 به pET-28a(+)-AFUOXب يد ساخت سازواره نوترکييتا
نـان  يمنظور حصول اطم  بهيمي هضم آنز  علاوه بر  :PCRروش  

ــب ــهي ــل از ارســال نمون ــه تع شتر قب ــيهــا ب ــوالي  ي، از روين ت
 کـه   ياختـصاص  يمرهـا يپراشـده بـا     اسـتخراج    يها ديپلاسم
 PCRح داده شد،    يها توض  ها در بخش مواد و روش       آن يطراح

ن ييها جهت تع گذاشته شد تا در صورت مثبت بودن آن، نمونه    
شـود   ي مشاهده م۴گونه که در شکل    همان . ارسال شوند  يتوال
 ـثکمـورد نظـر ت  ، قطعه   انتخاب شده  يهر سه کلون  در   ر شـده  ي

 ي جفـت بـاز  ۱۰۰۰ک بانـد    يها نزد   آن ياندازه مولکول   و است

 مورد ی  قطعهکند که يمد يين امر تاي ا)۳شکل ( هستند )۱۰۳۰(
 ۱۰۳۰عـلاوه بـر بانـد      . ب حضور دارد  يد نوترک ينظر در پلاسم  

شوند که  ي مشاهده ميين ژل باندهايي در قسمت پا  يجفت باز 
 ـا و مرهيمر پرايمربوط به دا    طـور    هـستند کـه بـه   ييا بانـدها ي

 يهـا  چاهک (۲ و   ۱ يها يلونک. اند ر شده ي تکث ير اختصاص يغ
ــرا) ۳ و ۲ ــاب و ب ــي تعيانتخ ــوالي ــرکت بين ت ــه ش ــ ب    ريوني
 از صحت ي حاکين توال ييتعج  ينتا.  ارسال شدند  )يکره جنوب (

 و NcoIم ين دو آنـز ي در بيعنيگاه مورد نظر    ينگ در جا  يکلون
XhoIبود .  

  

  
 شده از سازواره PCR محصول ۴ تا ۲ يها ، چاهکDNA، نردبان ۱چاهک . PCR توسط واکنش ازکياورنگ ژن يکلون  صحتيبررس: ۳شکل 

ن ژل يي مشاهده شده در پاي باندها.باشد ي جفت باز م۱۰۳۰ شده يمر طراحين دو پرايافته بير يتکثPCR محصول .دهند يساخته شده را نشان م
  .اند ر شدهي تکثير اختصاصيطور غ ه هستند که بييا باندهايمرها و يرامر پيمربوط به دا

  
 :ياکليشياشر ب درياز نوترککيم اوريآنزت يو فعالان ي بيبررس

 ـاز بـه ناح کيح ژن اورينان از ورود صحيل اطم پس از حصو   ه ي
 ياني بيسازواره به باکتر  ،  (+)pET-28aد  يمورد نظر در پلاسم   

ط ي شـرا ي پس از بررس ـ.قل شدمنت B21 (DE3) ياکليشياشر
 ـ بيب در باکتر ين نوترک ينه پروتئ ي به يمتفاوت جهت القا   ، ياني

 ۶، زمان   گراد ی سانتي   درجه ۲۲ يم، دما يان آنز ينه ب يط به يشرا

 ـ يلي م IPTG (۱(ساعت با غلظت القاگر      . دسـت آمـد  ه مولار ب
ب ين نوترکي پروتئ شود يممشاهده   ۴که در شکل     يطور همان

ان شده  يب)  هر مونومر  جرم(لودالتون  ي ک ۵/۳۴ ي مولکول جرمبا  
ط يدر مح ـ  نـشان داد کـه       يميت آنز ين فعال يي تع ی جهينت. است
 ي مقدار جـذب نـور     القا شده  ی  نمونه ي سلول ی عصاره يحاو

  واحد کاهش نشان داد امـا در ۲۵/۰قه به اندازه ي دق ۵در مدت   
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  ن فقـط   ي بنـابرا  . رخ نـداد   يکـاهش جـذب    القـا نـشده      ی نمونه
 ـ فعال يونه القـا شـده دارا     نم م در ي آنـز   بـوده و   يکـاز يت اور ي

  ان شـده اسـت    ي ـصورت محلـول ب    ه ب ياکليشياشرتوپلاسم  يس
  .فعال است يميت آنزيفعالو از نظر 

  
  
  
  
  
  

    
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ان شده با فلش قرمز يم بي القا شده که آنزی نمونه) ۲، يني پروتئياندازه نما) ۱. ياکليشياشرم در يان آنزي بSDS-PAGEژل : ۴شکل 
  .دهد ي را نشان مي باکتريها ني پروتئي القا نشده که الگو ینمونه) ۳نشان داده شده است، و 

  
   بحث
 ـ ب يهـا  ستميس       ـان باکتر ي  ـ تول ي بـرا  يياي  يهـا  نيد پـروتئ  ي

 رشـد   ييهـا توانـا     آن زيـرا . ار جذاب هستند  يهترولوگوس بس 
ــر ــستر يس ــالا در ب ــراکم ب ــا ع و ت ــتيق  ارزانيه ــدا  رم    دارن

 ـتوپلاسم  يشده در س    اني ب يها ني پروتئ يطور کل  به. )۱۹و۲۰( ا ي
توپلاسم انتخـاب اول    يس. ابندي يک تجمع م  يپلاسم ي پر يفضا
 را  ييچـون عملکـرد بـالا     . ن اسـت  يان پـروتئ  يد و ب  ي تول يبرا

ک ي سـنتت  ی ق ژن کد کننده   ين تحق يدر ا . )۲۱(شود   يموجب م 

ــا موفقلوسيآســپرژداز يم اورات اکــسيآنــز ــ ب ــوري   ت در وکت
pET-28a(+)    ـ آن در موقع   يري و قرارگ  يکلون شد و توال  ت ي

به عـلاوه   . د شد يي تا ين توال يي توسط تع  ،حيقالب خواندن صح  
 بـا  يصورت داخل سـلول   ه   ب T7انداز   هژن کلون شده تحت را    

  .ان شديب ياکليشياشرت توسط القاکننده در يموفق
، يماران نقرس ـ يبدر  ک خون   يد اور ير اس يمنظور کاهش مقاد   به
 ـي بـه دو گـروه تقـس   ي درمان يکردهايرو  ـدر . شـوند  يم م ک ي
 که مار استيد در بدن بيک اسيکرد هدف کاهش سنتز اوريرو

 ۱ ۲ ۳ 
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ن يم گـزانت  ي آنـز  ی ول که مهار کننـده    ني آلوپور ي دارو زيبا تجو 
ش يگر هدف افـزا يکرد د يدر رو . شود يمحقق م داز است   ياکس

 ـ پروبني داروتوسـط   کهها است هيد از کليک اسيدفع اور  د يسي
 مختلـف  ي درمـان يکردهـا ي رويهـدف اصـل   . شود يل م يتسه

گـرم    يلي م ٦زان کمتر از    يد خون به م   يک اس يکاهش سطح اور  
 ـابـا   . تر است يل  يبر دس   نقـرس و    يهـا   ن کـار تعـداد حملـه      ي
 يهـا   ستالي ـرسـوبات کر  ) (Tophi(ها    ي توف ی ن اندازه يهمچن

. )٢٢-٢٤(ابـد   ي يکـاهش م ـ  )  نـرم  يهـا   د در بافت  يک اس ياور
م ي آنـز ي انتخـاب يهـا   گـر از مهارکننـده    ي د يکيفبوکسوستات،  

نـول  ي آلوپوري براينيگزي جاعنوان داز است که بهين اکس يگزانت
ــرا. مطــرح شــده اســت ــ مقايب ــرات ا یسهي ــ اث ــا ي ن دارو ب

 از  يافت که در تعداد   ي را   يتوان مقالات متعدد    ينول م يآلوپور
 ن دارو را مشاهده کـرد يثرتر بودن اوتوان م ي ميها به روشن    آن
 ـ ي که تاکنون مورد استفاده قرار م    ييداروها. )٢٣( انـد در   هگرفت

 که يمار پس از مدت   يستند و فرد ب   يثر ن وماران م ي از ب  ييها  گروه
م ناموفق بودن ين داروها قرار گرفته است، علايمار با ايتحت ت

 يم درمـان  يامروزه آنـز  . دهد  ي را بروز م   ييايمي ش ين داروها يا
 يهـا  يمـار ي از بيارين درمـان بـس  ي نـو يهـا   وهي از ش  يکيکه  

دا کرده يز کاربرد پي نقرس نيماريرد بباشد، در مو يک م يمتابول
  . )٢٥(است 

 ـي م مختلـف يهـا  داز گونهيم اورات اکس  يتا به حال آنز     يکروب
 ـ      يساز کلون تـوان بـه اورات     يهـا م ـ   ن آن ي شده است کـه از ب
 نوزايآئروژسودوموناس  و  ،  )١٧( سيليسوبتلوس  يباسداز  ياکس

 لوس فـلاوس يآسـپرژ م  يها آنـز   ن آن ياما از ب  .  اشاره کرد  )٢٦(
 ـر درمان پ  نه د ي به يداريت و پا  ي فعال يدار . شنهاد شـده اسـت    ي

 ٣٠١ ي دارالوس فـــلاوسيآســـپرژداز ياورات اکـــسم يآنـــز
در  کـه    باشـد  يلودالتون م ـ ي ک ٥/٣٤ يجرم مولکول نه و   يدآمياس

 ـمطالعات ز . )٢٧و٢٨( شود يان م يب زوم سلول يپراکس  بـر   يادي
. جـام شـده اسـت     ان) کازيراسـبور (ب  ي ـم نوترک ي آنز ني ا يرو

 درمـان نقـرس   يداز بـرا  يم اورات اکـس   يکه آنـز   نيعلاوه بر ا  
 کـه پـس از درمـان    يز تومـور يکاربرد دارد در درمان سندرم ل   

پس از تنهـا چهـار      . شود يز استفاده م  يدهد ن  يها رخ م   يلوسم
زان يک به م  يد اور ي سطح اس  ،مارانيم به ب  يق آنز يساعت از تزر  
 چنــد روز پــس از آن، يطــن آمــده و در يي پــايقابــل تــوجه

  .)٨ و٢٩ و٣٠(گردد  مي مار دفع ين از ادرار بيآلانتوئ
 در  لوس فلاوس يآسپرژکاز  يم اور ي عملکرد آنز  ي  مطالعه يبرا

ــ ــا طيمح ــد   يه ــف مانن ــواد مختل ــضور م ــف و در ح  مختل
 ـ، ابتـدا لازم اسـت کـه ا      يـي  دارو يها  نگهدارنده م بـه  ين آنـز ي

 ـ تحقـق ا ي شود که بـرا يساز  د و خالص  يصورت انبوه تول   ن ي
 ـامر استفاده از تکن     ـ ب ينـگ و القـا    يک کلون ي  يان ژن ضـرور   ي

ان ينگ و بيستم کلوني که سييجا گر از آنياز طرف د. باشد يم
pET ـ و ب  يسـاز   کلون ي برا يستم قدرتمند يک س ي   ـان ب ي شتر ي
 فاقد کازياورم يباشد و آنز ي مياکليشياشرب در ين نوترکيپروتئ

منظـور مطالعـات     تـوان بـه    يباشد م  يرات پس از ترجمه م    ييتغ
 ج پژوهش حاضر  ينتا .د کرد ي تول ي آن را در باکتر    يشگاهيآزما

 ـ ي را ارا  يا سازواره  ـاشر يکنـد کـه در بـاکتر       يه م  بـا   ياکليشي
 ـ فعال ين بررس ي همچن .شود ي م دي و تول  اني ب تيموفق ت آن در   ي

 ـ     يدهد که آنز   ينشان م  ي باکتر يني پروتئ ی عصاره ه م نـه تنهـا ب
ز ي ن يکيتيت کاتال ي فعال يشود بلکه دارا   ي م انيصورت محلول ب  

   .باشد يم
 ـنــگ و بي کلوني بـر رو ي متعــدديهـا  پـژوهش   و يعــيان طبي

 ـ از ا  يک ـي در   .کاز انجـام شـده اسـت      يم اور يب آنز ينوترک ن ي
قات پاستور يقات که توسط گروه دکتر خلج در مرکز تحق  يتحق

 در  يب و ترشـح   ي ـصورت نوترک  م به يده است ژن آنز   انجام ش 
 ـفعال. ان و مطالعـه شـده اسـت       ي ـس ب يا پاستور يشيمخمر پ  ت ي

 گـرم   واحد بر ميلـي ٦/١١  پژوهشآنم خالص در  ي آنز ی ژهيو
م ي آنـز ی ژهي وتيزان فعاليسه با مي که در مقا برآورد شده است  

 .)۲۷(  نسبتا کمتر اسـت    گرم  واحد بر ميلي   ٢/١٨ يعني يتجار
ــي آنــزيگــريق ديــدر تحق ــيــصــورت نوترک هم ب   ورب در وکت

 pET-32a     ان شده است و توسـط     ي ب ياکلياشرش کلون و در
 ـ فعال يبررس. ص شده است  ي تخل ي کروماتوگراف يها روش ت ي

 ـ نـشان داده اسـت کـه فعال        يميآنز  يکـاز دارا  يم اور يت آنـز  ي
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باشـد   ي م ـيکاز تجـار يم راسـبور  يت آنز يت مشابه با فعال   يفعال
م يت آنـز  يان و فعال  ير در ب  ي چشمگ يها تيرغم موفق يعل. )۲۸(

 يهـا  م توسـط روش   يقـات فـوق آنـز     ي تحق يمذکور در تمـام   
در پـژوهش   . شـود  يص م ـ ي تخل يا مرحله  چند يکروماتوگراف

 ـ   و در بالا   (+)pET-28aم در وکتور    يحاضر آنز   يوالدست ت
ان شده است که ي بياکليشيشران کلون و در     يديستيبرچسب ه 

  .کنـد  ي م ـ يا مرحلـه  ب را سـاده و تـک      يم نوترک يص آنز يتخل
 نگ نشان داده است که ژن کد کننده       ي کلون يها يج و بررس  ينتا
   در محـل مـورد نظـر قـرار گرفتـه            يکاز بـه درسـت    يم اور يآنز

 ـ ب يبررس. است  ژل الکتروفـورز   ب توسـط  ي ـم نوترک يان آنـز  ي
ــروتئ ــه يپ ــشان داد ک ــرمن ن ــوج ــزيل مولک ــدود م ي آن  ۳۵ح

 ي کامل توالی جمه و تريسي از رونويلودالتون است که حاکيک
 ـ فعال يبررس ـ .باشد ي کلون شده م   يژن کـاز در   يم اور يت آنـز  ي
د ي ـم تول يژه آنـز  ي ـت و ي نشان داد که فعال    ي باکتر يزات سلول يل

 .باشـد  ي مين تام باکتري در پروتئ  ٦٩/٧گرم   ميلي واحد بر  شده
ک يکرومول اوري م١ است که يمير آنز، مقدايميک واحد آنزي

  زان يــم .ديــل نماين تبــديد مــصرف نمــوده و بــه آلانتــوئياســ
  مي از فعـال بـودن آنـز   يار معتبـر ي ـدسـت آمـده مع  ه  ت ب يفعال

م در يش خلوص آنز  ي با افزا   که ييجا از آن . باشد يان شده م  يب
 ـ ي فرا يط  ـزان فعال ي ـص م يند تخل   ابـد ي يش م ـ يژه افـزا  ي ـت و ي

د شـده از  ي ـم توليت آنزي فعالص،ي بعد از تخل رود که  يانتظار م 
 يم تجـار  يت آنز يبه مقدار فعال   گرم ميليبر    واحد ٦٩/٧ مقدار

  .ک شودينزدگرم  واحد بر ميلي ٢/١٨ يعني
  
  يريجه گينت

ک يسـنتت  ی ژن کدکننـده   پژوهش نـشان داد کـه   نيج ا ينتا     
 رکلون و د pET يانيستم بي س آن را دريکاز به آسانياورم يآنز

م ي آنزی ژهيت و ي فعال يبررس. شود يمان  يب ياکليشيشر ا يباکتر
صـورت فعـال و محلـول در          بـه  يمين آنز ينشان داد که پروتئ   

 ـ و بيسـاز  کلـون . د شده اسـت   ي تول ياکليشيشراتوزول  يس ان ي
  به محققان اجـازه    pET يانيستم ب يدر س  کازي اور مي آنز ی ساده

علاوه بر  . دنان ک ي ب يداي را به مقدار ز    کازياورم  يآنزتا   دهد يم
 ی نـه ي در زم  يچ اقـدام  يران تاکنون ه  يدر ا  که   ييجا ن، از آن  يا

م يبـا اسـتفاده از آنـز     مخـصوصا درمـان نقـرس      يم درمان يآنز
 ـ راييايمي ش ي استفاده از داروها   يجاه  ب ب ينوترک ج صـورت  ي

 ـ و ب يسـاز  کلـون  ،نگرفته است   بي ـکـاز نوترک يم اوريآنـز ان ي
 ي بـرا ي شروعی نقطهعنوان  اند به تو  ي م  ساده يها توسط روش 
 يز توموريو سندرم ل ماران نقرس   ي ب يد برا ي جد يروش درمان 

  .د باشديار مفيبس
  

  ر و تشکريتقد
 ـ  مهنـدس يجناب آقا مساعدتسندگان مقاله از    ينو        يعل

ــرم يپ ــژاد کارشــناس محت ــآزمارن ــزي ــشکدهيشگاه مرک  ی  دان
.ارنــد  را ديکمــال قــدردان   هيـ ـ دانــشگاه اروم يدامپزشــک
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Background and Objective: Uricase (EC 1.7.3.3) is an enzyme which catalyses uric acid to H2O2 and 

alantoin and is utilized in the treatment of hyperuricemia or gout. The aim of this study was cloning of 

Aspergillus flavus uricase synthetic gene into pET-28(a) and its recombinant expression in E. coli 
Materials and Methods: The coding sequence of uricase retrieved from gene bank and once optimized, the 

gene synthesis was ordered.  Then, the synthetic gene subcloned between NcoI and XhoI within the vector. 

The proper subcloning was confirmed by enzymatic digestion check, PCR and finally DNA sequencing.  The 

construct, then chemically transformed into E. coli BL21 and induced by IPTG which followed by 

overexpression optimization.  For enzyme expression evaluation, protein gel electrophoresis was utilized. 

Results: Restriction check, PCR and sequencing indicated that the coding sequence of enzyme was cloned in 

the desired point of vector. The optimized condition obtained for enzyme expression was IPTG 1mM for 6 h 

at 22 °C. Enzyme molecular weight was determined 34.5 kDa by electrophoresis. Evaluation of uricase 

specific activity showed that the expressed enzyme is 7.69 U/mg and it is catalytically active. 

Conclusion: The results of the current research showed that the uricase gene could be simply cloned and 

expressed in pET system. Enzyme specific activity determination exhibited that the enzyme was produced as 

a soluble protein and catalytically active in E. coli cytosole.   
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