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Cloning, Expression, and Purification of Recombinant Urate 
Oxidase Using Intein Sequence and Elastin-like Protein

[1] A randomized comparison between rasburicase and allopurinol in children with lymphoma or 
leukemia at high risk for tumor lysis [2] Recombinant urate oxidase (rasburicase) in the prevention 
and treatment of malignancy-associated hyperuricemia in pediatric and adult patients: Results of a 
compassionate-use trial [3] Letter: Urate-oxidase treatment for hyperuricaemia. Lancet [4] High-level 
production of a peroxisomal enzyme: Aspergillus flavus uricase accumulates intracellularly and is 
active in Saccharomyces cerevisiae [5] Urate oxidase purification by salting-in crystallization: Towards 
an alternative to chromatography [6] Uricase production by a recombinant Hansenula polymorpha 
strain harboring Candida utilis uricase gene [7] High-level expression, purification, and characterization 
of non-tagged Aspergillus flavus urate oxidase in Escherichia coli [8] Cloning, purification, and partial 
characterization of Bacillus subtilis urate oxidase expressed in Escherichia coli [9] Treating gout with 
pegloticase, a PEGylated urate oxidase, provides insight into the importance of uric acid as an 
antioxidant in vivo [10] Efficacy and safety of rasburicase (recombinant urate oxidase) for the 
prevention and treatment of hyperuricemia during induction chemotherapy of aggressive non-
Hodgkin’s lymphoma: results of the GRAAL1 (Groupe d’Etude des Lymphomes de l’Adulte Trial on 
Rasburicase Activity in Adult Lymphoma) study [11] An improved nonchromatographic method for 
the purification of recombinant proteins using elastin-like polypeptide-tagged proteases [12] Simple 
bioseparations using self-cleaving elastin-like polypeptide tags [13] Cloning and expression of 
Aspergillus flavus urate oxidase in Pichia pastoris [14] Molecular cloning: A laboratory manual [15] A 
rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of protein utilizing the 
principle of protein-dye binding [16] Novel and economical purification of recombinant proteins: 
Intein-mediated protein purification using in vivo polyhydroxybutyrate (PHB) matrix association [17] 
Optimization of ELP-intein mediated protein purification by salt substitution [18] Expression and 
purification of ELP-intein-tagged target proteins in high cell density E. coli fermentation [19] 
Purification of microbially expressed recombinant proteins via a dual ELP split intein system [20] 
Affinity purification of proteins in tag-free form: Split intein-mediated ultrarapid purification (SIRP) 
[21] Utilizing intein-mediated protein cleaving for purification of uricase, a multimeric enzyme   

Aims Expression and purification of recombinant Urate oxidase as well as other pharmaceutical 
proteins are a costly process. The use of non-chromatographic methods in the purification 
process can reduce production costs. So, the aim of this study was cloning, expression, and 
purification of recombinant urate oxidase, using intein sequence and elastin-like protein (ELP).
Materials & Methods In the present experimental research, the synthetic urate oxidase gene 
was cloned in downstream of ELP–Intein in an expression plasmid. After cultivating bacteria 
containing urate oxidase expression plasmid, the soluble fraction of cell lysate was separated 
from insoluble portion, using centrifugation. The recombinant urate oxidase was precipitated 
by adding salt and incubation at 37°C. The resulting precipitant was resuspended in cleavage 
buffer and the urate oxidase was separated from ELP through Intein moiety. Adding salt for the 
second time and incubation at 37°C resulted in separation of urate oxidase from fusion partner. 
After expressing and purifying the urate oxidase, purity and biological activity of recombinant 
urate oxidase were compared to standard drug. 
Findings The recombinant urate oxidase was expressed and purified using ELP and Intein tags 
as fusions partners. The rescombinant enzyme showed a purity of %90 equal to 1.89 mg.ml-1 

based on protein concentration and 1.64 mg.ml-1 based on activity.  
Conclusion Using Intein sequence and Elastin-like protein, together with the Urate Oxidase 
enzyme helps to express and purify the enzyme without need for a chromatographic method.
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اکسیداز  سازی اورات ، بیان و خالصسازی همسانه
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  چکيده
های  اکسیداز نوترکیب همانند سایر پروتئین سازی اورات بیان و خالص :فاهدا

های  های زیادی است. استفاده از روش دارویی مستلزم صرف هزینه
های تولید  تواند سبب کاهش هزینه سازی می غیرکروماتوگرافی در فرآیند خالص

سازی  سازی، بیان و خالص هدف پژوهش حاضر، همسانه شود. بنابراین،
  الاستین بود. اکسیداز نوترکیب با استفاده از توالی اینتئین و پروتئین شبه اورات

اکسیداز در  در پژوهش تجربی حاضر، ژن صناعی اورات ها: مواد و روش
داده الاستین در پلاسمید بیانی قرار  دست توالی اینتئین و پروتئین شبه پایین

ها لیز و  اکسیداز، سلول کننده اورات شد. بعد از کشت باکتری حاوی پلاسمید بیان
وسیله سانتریفوژ جدا شد. با افزودن  محتوی پروتئین محلول از غیرمحلول به

، آنزیم مورد نظر Cº۳۷ اکسیداز و در دمای نمک به بخش محلول حاوی اورات
توالی  واسطه حضور برش و به رسوب داده شد. با انحلال رسوب در بافر خاص

الاستین جدا شد. با افزودن  اکسیداز تولیدشده از پروتئین شبه اورات ،اینتئین
اکسیداز در  الاستین رسوب و اورات پروتئین شبه Cº۳۷مجدد نمک در دمای 

خلوص و  زانیم داز،یاورات اکس یساز و خالص انیپس از بمحلول باقی ماند. 
  .شد سهیاستاندارد مقا یقرار گرفت و با دارو یابیرزآن مورد ا یستیز تیفعال
 نینتئیکدکننده ا یبا توال وژنیصورت ف به بینوترک دازیاکس اورات میآنز :ها یافته

روش  نیدر ا% ۹۰خلوص  زانیم. دشو خالص  انیب نیالاست شبه نیو پروتئ
مذکور  زانیم .بود نیپروتئ تریل یلیگرم در م یلیم۸۹/۱حاصل شد که معادل 

  .براساس فعالیت آنزیمی بودگرم  یلیم۶۴/۱ معادل
صورت همراه با  بهالاستین  استفاده از توالی اینتئین و پروتئین شبه گیری: نتیجه

آنزیم بدون نیاز به روش این  سازی به بیان و خالصاکسیداز  آنزیم اورات
  کند. کرماتوگرافی کمک می

  الاستین ،اینتئین ،سازی خالص ،اکسیداز اورات :ها ه کلیدواژ
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  مقدمه
صورت  اکسیداز در بسیاری از موجودات و پستانداران به آنزیم اورات

ین را کاتالیز ئشود و تبدیل اسیداوریک به آلانتو طبیعی تولید می
شکل   راسبوریکاز است که به ،دارویی این آنزیمنماید. شکل  می

اکسیداز  اوراتیا  نوترکیب تولید شده است. داروی راسبوریکاز
ثر در کاهش ویک عامل م، (Elitek) نوترکیب با نام تجاری الیتک

افزایش اسیداوریک  غلظت سرمی اسیداوریک در بیماران مبتلا به
که در  لوسمی به لااست. این داروی نوترکیب در کودکان مبت خون

های بالای اسیداوریک  درمانی دچار غلظت پاسخ به عوامل شیمی
شوند بر دیگر داروی کاهنده اسیداوریک، یعنی آلوپورینول  می

  . [2 ,1]ارجحیت دارد
 Aspergillus) فلاووس  آسپرژیلوسقارچ  از بار اولین این آنزیم
flavus)  م تجاری یوریکوزایدر ایتالیا و فرانسه با نام جدا شد و

منظور کاهش موقتی و سریع اسیداوریک خون در بیماران مبتلا  به
مشکلات کمتری از این دارو  .کار گرفته شد  هب به هیپراوریسمی

. [3]با انواع باکتریایی داشت مقایسه در زایی و حلالیت لحاظ ایمنی
 فلاووس  آسپرژیلوسقارچ اکسیداز از  در تحقیقات بعدی ژن اورات

 Saccharomyces) سرویزیه  ساکارومایسسمخمر  در
cerevisiae) پروتئینی با سازی شد و بیان آن تولید همسانه 

های  نسبت به سایر روش یزایی کمتر تر و ایمنی حلالیت مناسب
. فرم دارویی راسبوریکاز نوترکیب در مخمر [4]نشان دادتولیدی 

روش اصلی تولید ع شود و در واق تولید می سرویزیه  ساکارومایسس
انواع سیستم از  .[5]بیان در مخمر است این دارو مبتنی بر

و مخمری  (Escherichia coli) شیاکلییاشرمانند  باکتریایی
برای بیان  (Hansenula polymorpha) فامور پلی نسنولااه مانند

این یی آ. برای افزایش کار[8-6]این پروتئین استفاده شده است
شده و شکل  های متفاوتی از قبیل پگیله فرم ،در بدن آنزیم
شده  بررسیهای مختلف  میزبان بیان آنها درو تهیه  شده کوچک
  .[9]است

اما ظاهراً  ،اگرچه ژن مربوط به تولید این آنزیم در انسان وجود دارد
در ناحیه رمزکننده، تولید آن در انسان  دلیل یک جهش نامفهوم هب

دلیل نقش  رود این واقعه تکاملی به گمان می .پذیرد صورت نمی
اکسیداز یک  اورات .[10]اسیداوریک رخ داده باشد یاکسیدان آنتی

جایگاه  ۴ کیلودالتون است که دارای۱۳۵آنزیم هوموتترامر با وزن 
(هر جایگاه  استزیرواحد یکسان خویش  ۴فعال در حد فاصل 

 فلاووس  آسپرژیلوساکسیداز قارچ  . اورات[10]کیلودالتون)۳۴فعال 
گونه کوفاکتور ارگانیک یا اتم فلزی برای    از لحاظ عدم نیاز به هیچ

 ۲۴. در ساختار این آنزیم استفرد  منحصربه ،فعالیت خود
عدد از آنها در جایگاه فعال  ۱۵شده وجود دارد که  آمینواسید حفظ

های  های درمانی در کیت حضور دارند. این آنزیم علاوه بر کاربرد
  رود. تعیین اسیداوریک سرم نیز به کار میتشخیصی 

سازی  های اخیر برای خالص الاستین در سال توالی پروتئین شبه
متشکل  . این پپتیدهای همراه مورد توجه قرار گرفته است پروتئین

ای  هر اسیدآمینه Xدر آن  که است VPGXGتکرار توالی  ۱۱۰تا  ۶۰از 
 رسوب کندپذیر  برگشت ورتص به تواند میتواند باشد. این توالی  می

شکل رسوب و محلول ظاهر  تناوب به  و با تغییر شرایط بافری به
توالی دیگری که در چند سال اخیر مورد استفاده قرار . [11]شود
خودی در  هتوالی اینتئین است که دارای قابلیت برش خودب ،گرفته

  .[12]نزدیک به خنثی است pH دمای محیط و
 جفت ۹۶۳لی ژن کدکننده این آنزیم با طول توا در مطالعات قبلی

صورت مصنوعی ساخته  گرفته و به فلاووس  آسپرژیلوسباز از قارچ 
، پروتئین مذکور با موفقیت در این میزبان (Pichia pastoris) پاستوریس پیکیادر مخمر  سازی این ژن همسانهپس از  ه است.شد

 های ناقلهای اخیری که در طراحی  . با پیشرفت[13]ه استبیان شد
اتفاق افتاده است، قابلیت  پروکاریوتی های جدید بیانی و سویه
گیری صحیح پروتئین هدف مشابه با آنچه که در  پردازش و شکل

لذا  پذیر شده است. های یوکاریوتی وجود دارد، امکان سیستم
دلیل سهولت تولید پروتئین در میزبان پروکاریوتی (بیان بالا،  هب

بودن  صرفه به ساده، محیط کشت ارزان و مقرونافزایش حجم تولید 
  مورد توجه قرار گرفت.  شیاکلییاشرفرآیند) باکتری 

اکسیداز در  اورات بیان منظور بررسی امکان در تحقیق حاضر به
در مناسب  تاخوردگیو  پردازشقابلیت و  اشریشیاکلیباکتری 

اینتئین و  دست توالی سیستم پروکاریوتی، ژن مورد نظر در پایین
قرار گرفت و بیان آن در سیستم بیانی الاستین  پروتئین شبه
های مرسوم القا شد. در نهایت، پروتئین  با روش اشریشیاکلی
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های فوق، تخلیص و فعالیت  واسطه حضور توالی نوترکیب حاصل به
ورد سنجش قرار گرفت. بنابراین هدف پژوهش حاضر زیستی آن م

با  بینوترک دازیاکس اورات یساز و خالص انیب ،یساز همسانه
  بود. نیالاست شبه نیو پروتئ نینتئیا یاستفاده از توال

  
  ها مواد و روش

قطعه ژن مربوط به  در پژوهش تجربی حاضر،: بیانی ناقلساخت 
؛ چین) در مطالعات قبلی این Gene Ray(شرکت اکسیداز  اورات

وسیله  هژن باین در مرحله بعد گروه، سنتز شده و موجود بود. 
  :آغازگرهای زیر تکثیر شد

آغازگر رفت:  TGTACACAACTCTGCCGTCAAAG 
آغازگر برگشت:  CCATGGTTAATGGTGATGATGGTGGTG 

  
ابتدای ژن جایگاه برش در صورتی انجام شد که  طراحی آغازگرها به

قرار گیرد.  NcoIآنزیم  جایگاه برش ی آنو در انتها BsrG1آنزیم 
های  که حاوی ژنهدف  ناقل سازی در همسانه امکانبه این صورت 

فراهم شد. پس از تکثیر الاستین بود  اینتئین و ژن پروتئین شبه
. شد سازی همسانه T/A pGEM®-T Easy Vector) ،(Promegaناقل در  PCRآغازگرها محصول این ژن با استفاده از 

کلراید تهیه  روش کلسیم به های مستعد سلول ،انتقال پلاسمیدبرای 
 DH5αسویه  اشریشیاکلیدر این مرحله از باکتری . [14]شد
با استفاده از روش استاندارد تراریختی  عنوان میزبان استفاده شد. به

صورت انتقال پلاسمید نوترکیب به میزبان  ،شوک حرارتییا 
های نوترکیب از کشت روی محیط  برای انتخاب کلون .[14]گرفت

بعد از اطمینان از استفاده شد.  کلونی کردن تکجداو جامد 
اکسیداز مجدداً  ناقل واسط، ژن اوراتدر  PCRقرارگرفتن محصول 

سازی شد. برای  گر جدا و در ناقل بیانی همسانه های برش با آنزیم
تنها  ،وب خواندنگیری صحیح چهارچ شکل این منظور و برای

ژن  توالی وجود داشت. از طرفی BsrG1 امکان استفاده از آنزیم
 BsrG1 حاوی یک جایگاه (Synthetic)صناعی  اکسیداز اورات
جلوگیری از  برایکند.  که این ژن را به دو قطعه تبدیل می است

های  سبی با آنزیمن از طریق برش خردشدن کامل ژن،
BsrG1/NcoI .در این نحوه  ژن مربوطه از ناقل واسط جدا شد

های مختلف،  برش با هضم آنزیمی و کنترل محصول برش در زمان
قطعه کامل مورد نظر به دست آمد. قطعه مذکور با استفاده از 

جایگاه سازی تجاری از ژل استخراج و در  های خالص کیت
BsrG1/NcoI هدف  ناقلpET-ELP-I-CAT سازی  همسانه

که سایر اجزا در آن از  بود pETهای  ناقلاز سری  این ناقل. [12]شد
بیانی با  ناقل. پس از قرارگرفتن ژن در سازی شده بود قبل همسانه

روی ژن مورد نظر حضور آن بررسی  PCR هضم آنزیمی و انجام
، پلاسمید در مقیاس انبوه استخراج حضور ژن پس از تایید شد.
  شد. 

 اشریشیاکلی از باکتری: کننده های بیان تراریخت و غربالگری کلون
 برایهای مستعد  سلولبرای بیان استفاده شد.  BL21 DE3سویه 

شوک ند و از طریق کلراید تهیه شد روش کلسیم انتقال پلاسمید به
. برای [14]حرارتی انتقال پلاسمید نوترکیب به میزبان انجام شد

جداسازی و روی محیط جامد کشت  های نوترکیب انتخاب کلون
ی با بیان بیشتر یها منظور یافتن کلون بهکلونی انجام شد.  تک

رشد داده صورت جداگانه  بهنی نوترکیب در پلیت کشت وچندین کل
در شرایط  ها نیوکل این ، هر یک ازبرای بررسی میزان بیان .شدند
صورت جدا توسط  هر کلونی بهو میزان بیان کشت داده شدند  ،القا

سپس  .قرار گرفتبررسی مورد آکریلامید  الکتروفورز در ژل پلی
آکریلامید  را در الکتروفورز در ژل پلی سلولی که مقدار تولید بالاتری

  .انتخاب شد نشان داد، بلات و وسترن
برای بیان و تخلیص آنزیم : کشت باکتری و بیان پروتئین

رایط القا قرار لیتر کشت و در ش یکدر حجم  ها سلولاکسیداز،  اورات
محیط لیتر  میلی۲۵ در ظرف حاویکلونی  تکیک . ابتدا ندگرفت
سیلین در  بیوتیک آمپی لیتر آنتی میکروگرم بر میلی۱۰۰و  کشت

کشت  ساعت، این ۱۶بعد از داده شد. کشت  C°۳۷دمای 
تازه  کشت لیتر محیط یکظرف جدید حاوی به  یلیتر میلی۲۵

قرار گرفت. پس از  همان دمادر  تساع ۶منتقل شد و برای مدت 
 لیتر از محلول میلی یک، مقدار ~۶/۰OD600رسیدن تراکم سلول به 

مولار  یکبا غلظت  (IPTG)تیوگالاکتوپیرانوزید - β-D -۱ایزوپروپیل 
صورت شبانه  و بهمولار برسد  میلی تا غلظت نهایی به یک شد افزوده

  در شرایط القا کشت داده شد. 
لیتر محیط  یکاز  حاصل ییزیستی باکتریاتوده : تخلیص پروتئین

دور در دقیقه و برای  ۶۰۰۰با سرعت کشت با استفاده از سانتریفوژ 
لیتر بافر  میلی۵۰ها در  سلول شد. آوری جمعدقیقه ۱۰مدت 

، ۵/۸برابر با  pHمولار،  میلیTris-HCl ۱۰( مخصوص لیز سلولی EDTA ۲تر) لی گرم بر میلی میلی۱/۰مولار، لیزوزیم  میلی
دقیقه روی ۴۵سوسپانسیون شد. سوسپانسیون حاصل برای مدت 

فشاربالا  یخ نگهداری شد و پس از این زمان از دستگاه هموژنایزر
مرحله عبوردادن از  ۲- ۳برای لیز سلولی استفاده شد. پس از 

دستگاه هموژنایزر از لیز سلولی اطمینان حاصل شد. بخش محلول 
 ۱۰۰۰۰سرعت با وسیله سانتریفوژ  هولی بمانده نامحلول لیز سل یاز باق

  دقیقه جدا شد. ۱۵دور در دقیقه برای مدت 
مقدار  ،لیتر از بخش محلول حاصل از لیز سلولی میلی۴۰مقدار   به
افزوده شد و از طریق ورتکس  مولار۳کلراید  سدیم لیتر نمک میلی۱۰

برای  C°۳۰ها مخلوط شد. محلول حاصل در شرایط دمای  نمونه
زدن آرام در انکوباتور شیکردار نگهداری  دقیقه همراه با هم۱۵مدت 
دقیقه در دمای اتاق در ۱۰ها برای مدت  بعد از این مدت تیوب .شد
رسوب حاصل از محلول بالایی  ند وسانتریفوژ شد در دقیقه دور ۵۰۰۰

نگهداری و محلول بالایی بعد از  رسوب ،جدا شد. در این مرحله
آمده در  دست الیز دور ریخته شد. رسوب بهبرداشت نمونه برای آن

 مول میلی۴۰علاوه  به (PBS)سالین  فسفاتلیتر از بافر  میلی یک
حل  EDTAمول  میلی۲) و ۲/۶برابر با  pHتریس، -تریس (بیس

  شد.
شد. بعد از  نگهداری C°۲۲ -۱۸طول شب در دمای در  نمونه
مولار ۳کلراید  سدیملیتر از نمک  میلی یکشدن فرآیند برش،  کامل
 C°۳۰دقیقه در دمای ۱۰مدت  شدن به فزوده شد و پس از مخلوطا

اق تدقیقه در دمای ا۱۰. بعد از این مدت نمونه برای مدت قرار گرفت
دور در دقیقه سانتریفوژ شد. سوپ بالایی که  ۵۰۰۰ در سرعت دوران

به تیوب جدید منتقل شد. برای  بود،شده  حاوی پروتئین خالص
ژل از الکتوفورز در  ها در هر مرحله خلوص پروتئین ابیارزی
ر مواردی که نیاز به خلوص بیشتری د .شد آکریلامید استفاده پلی

  بود این فرآیند برای یک مرتبه دیگر از ابتدا اجرا شد.
کریلامید و آ وسیله الکتروفورز در ژل پلی هارزیابی فرآیند تخلیص ب

های مختلف بیان و نیز خلوص  برای بررسی فرآیند: بلات وسترن
کریلامید آ های پروتئینی روی ژل پلی آمده، نمونه دست پروتئین به

) کردن مرکاپتواتانول با اضافه(تحت شرایط احیاکنندگی % ۱۰
آمیزی  آمیزی باندهای پروتئین از رنگ رنگ برای الکتروفورز شدند.

از  ،بلو و در مواردی که نیاز به حساسیت بیشتری بود کوماسی



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ همکارانو  یزیمحمد عز  ۱۰

   ۱۳۹۷ بهار، ۱، شماره ۲۱دوره                                                                                                        شناسی زیستی های آسیب پژوهش

روش استاندارد استفاده شد. در مراحلی که نیاز  آمیزی نقره به رنگ
بلات با  از آزمون وسترن ،به شناسایی و تایید پروتئین هدف بود

خرگوشی تولیدشده در مطالعه  کلونال بادی پلی کارگیری آنتی هب
بعد از  استفاده شد. به این ترتیب که [13]و همکاران فاضل

به کاغذ عمل انتقال  ،کریلامیدآ ها روی ژل پلی پروتئینالکتروفورز 
مدت یک ساعت در بافر  . کاغذ نیتروسلولز بهشدانجام نیتروسلولز  PBS  این مرحله کاغذ بعد از  % شیر بدون چربی قرار گرفت.۱حاوی
مدت یک ساعت در  وشو و به شست PBSوسیله بافر  نیتروسلولز به

و در  ۱:۵۰۰رگوشی با غلظت کلونال خ بادی پلی حاوی آنتی PBSبافر 
% ۰۵/۰حاوی  PBSوشو با بافر  دمای اتاق قرار گرفت. عمل شست

سپس برای سه مرتبه تکرار شد.  ۲۰حجمی/حجمی توئین 
پراکسیداز که با  ضدایمنوگلوبولین خرگوش بادی ثانویه آنتی

 PBSدر بافر  ۱:۲۰۰۰با رقت  کونژوگه شده بود (رازی بیوتک؛ ایران)
مدت یک ساعت و در  کاغذ نیتروسلولز در این بافر به استفاده شد.

و  آمینوبنزیدین % دی۰۵/۰محلول حاوی  از دمای اتاق تیمار شد.
، برای ظهور باند پروتئین در کاغذ PBSاکسیژنه در بافر  % آب۰۱۵/۰

های میزبان اولیه بدون وجود  از سلولنیتروسلولوز استفاده شد. 
  فی برای این مرحله استفاده شد. من عنوان کنترل بیانی به ناقل

 منظور به: روش برادفورد شده به تعیین غلظت نمونه پروتئین خالص
استفاده  شده از روش برادفورد تعیین مقدار پروتئین تام یا خالص

عنوان  مقطر به . در هر آزمایش تعیین مقدار پروتئین، از آب[15]شد
میکرولیتر از ۲۰ شاهد استفاده شد. برای انجام آزمون برادفورد،

 مقدارنمونه پروتئینی به یک تیوب افزوده شده و سپس 
اضافه شد. سپس به آن  G-250بلو  لیتر محلول کوماسی میلی یک

نانومتر ۵۹۵ه در دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج نجذب نمو
شده در منحنی استاندارد قرار گرفت  جذب خواندهاعداد تعیین شد. 

  شده به دست آمد. صو غلظت پروتئین خال
اکسیداز با استفاده از  فعالیت آنزیم اورات: تعیین فعالیت آنزیمی

آنزیم طور خلاصه،  روش ذکرشده در مطالعات قبلی سنجیده شد. به
اکسیژنه تبدیل  ین و آبئاسیداوریک را به آلانتو ،اکسیداز اورات
عنوان  پیرین به آمینوآنتی- ۴همراه  اکسیژنه به نماید. آب می

ول شده و سپس لسوبسترای پراکسیداز منجر به ایجاد رنگ در مح
متوقف  مولار) میلیHClO4 ۶/۰پرکلریک (واکنش با افزودن اسید

اکسیداز رابطه مستقیم دارد.  شود. رنگ تولیدشده با میزان اورات می
آنزیم شاهد  ازشده  رسممنحنی استاندارد قراردادن اعداد در از طریق 

ازار) فعالیت آنزیم تولیدی سنجیده شد. (داروی موجود در ب

رساندن  حداقل منظور استانداردنمودن روش مورد استفاده و نیز به به
تمام شرایط برای نمونه  ،های بیرونی ثیر فاکتوراخطای آزمون و ت

یکسان فراهم شد. روش مورد  آزمودنیمثبت و نمونه  کنترل
  بود. استفاده به قرار زیر

شده نهایی با غلظت  از نمونه خالص لیتر میکرو۴۰مقدار 
لیتر (براساس روش برادفورد) برای بررسی  گرم بر میلی میلی۸۶/۱

 ۹۶های پلیت  فعالیت آنزیمی مورد استفاده قرار گرفت و در چاهک
اضافه شد. برای رسم منحنی استاندارد از داروی موجود در  ای خانه
، ۴صفر،  مقادیر متفاوتعنوان نمونه استاندارد استفاده شد.  هبازار ب
های دیگر  از آنزیم استاندارد نیز در چاهکمیکرومول ۳۲و  ۱۶ ،۸

لیتر با  میکرو۴۰تا حجم  حجم نهاییریخته شد.  ای خانه ۹۶پلیت 
تا شرایط یکسان برای نمونه آزمون و  فسفات بافر تکمیل شد
میکرولیتر از محلول واکنش که ۱۰. مقدار استاندارد فراهم شود

ها  به تمام چاهک ،مول اسیداوریک در بافر بورات بود میلی۶حاوی 
مولار،  میلی۱۰۰اسید  . ترکیب بافر بورات شامل بوریکاضافه شد

آن  pHمولار و  میلی۲۰تترابورات  مولار، سدیم میلی۷۵کلراید  سدیم
واحد  ۱۵محلول حاوی  میکرولیتر از۵سپس مقدار بود.  ۶/۸برابر 

در ادامه مقدار  .افزوده شد در بافر فسفاتلیتر  پراکسیداز در میلی
پیرین و  آمینوآنتی - ۴مول  میلی۳۰ میکرولیتر از محلول حاوی۱۵
دقیقه ۳۰برای مدت  C°۳۷فنل افزوده شد. واکنش در دمای  ۱%

نانومتر خوانده ۵۰۵ها در طول موج  نگهداری و سپس جذب چاهک
 ۷/۲معادل  لیتر گرم در میلی میلی۱/۰شد. غلظت آنزیم استاندارد 

لیتر بود. با رسم منحنی استاندارد براساس جذب  واحد در میلی
پروتئین فعالیت آنزیمی  ،استاندارد های مختلف غلظت حاصل از
  محاسبه شد: به شرح زیرمعادله خط مربوطه  با شده خالص

۰۱۵۹/۰+x۰۰۸۵/۰=Y 
  

  ها یافته
دست توالی کدکننده  اکسیداز در پایین توالی کدکننده آنزیم اورات

 pETالاستین و توالی اینتئین در پلاسمیدی با پایه  پروتئین شبه
. بعد از انتقال پلاسمید نوترکیب به باکتری )۱(شکل قرار گرفت 
های حاصل از نظر میزان  کلونی BL21-DE3، سویه اشریشیاکلی

آکریلامید  ای مقایسه میزان بیان در ژل پلیبیان، ارزیابی و بر مبن
نگهداری  - C°۷۰گذاری در فریزر  چندکلونی مجزا انتخاب و با شماره

اکسیداز و  شد. این سلول باکتریایی برای بیان پروتئین اورات
   .سازی استفاده شد خالص

  
  الاستین و اینتئین دست پروتئین شبه اکسیداز در پایین تصویر شماتیک از ساختار ژن کدکننده آنزیم اورات )۱شکل 

  
پس از بیان کشت محیط لیتر  از یکآمده  دست سلول باکتریایی به

گرم به ازای ۲معادل آوری و توزین شد. این مقادیر  پروتئین جمع
ها، پروتئین تام سلولی  بعد از لیز باکتریلیتر محیط کشت بود.  هر

باند  آمیزی پس از رنگ ؛شد % الکتروفورز۱۰آکریلامید  در ژل پلی

گیری مقدار  گیری وزن توده سلولی و اندازه ها از طریق اندازه پروتئین
پروتئین، مقادیر یکسان از پروتئین تام برای الکتروفورز استفاده 

مشاهده شد کیلودالتون ۳۵حدود  هدف در پروتئیننهايت، در شد. 
  .)۲(شکل 
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آمیزی  % بعد از رنگ۱۰تصویر الکتروفورز پروتئین در ژل آکریلامید  )۲شکل 

  نیترات نقره
: چاهک خالی؛ چاهک ۲سانتریفوژ؛ چاهک : بخش نامحلول از لیز باکتری پس از ۱چاهک 
: ۵: چاهک خالی؛ چاهک ۴: بخش محلول از لیز باکتری پس از سانتریفوژ؛ چاهک ۳

: شاخص وزن مولکولی ۶نمونه لیز سلولی تام شامل بخش محلول و نامحلول؛ چاهک 
الاستین و  واسطه پروتئین شبه روش رسوب به شده به : آنزیم خالص۷پروتئین؛ چاهک 

روش رسوب  شده به : آنزیم خالص۸سازی؛ چاهک  اینتئین بعد از یک مرحله خالصبرش 
  سازی الاستین و برش اینتئین بعد از دوبار تکرار فرآیند خالص واسطه پروتئین شبه به

  
وسیله توالی  سازی و برش به بعد از یک مرحله انجام مراحل خالص

نجام مجدد % خلوص حاصل شد. در ادامه با ا۸۰اینتئین تا حدود 
). ۲(شکل  % افزایش یافت۹۰فرآیند، این درجه خلوص به بیش از 

کیلودالتون ۳۵شده حدود  در هر آزمون باند پروتئین نوترکیب بیان
  ).۳بلات تایید شد (شکل  وسترن وسیله و به مشاهده شد

  
  کلونال خرگوشی بادی پلی بلات با استفاده از آنتی وسترن صویرت )۳شکل 

الاستین و برش اینتئین  واسطه پروتئین شبه روش رسوب به شده به آنزیم خالص: ۱نمونه 
: آنزیم ۳: شاخص وزن مولکولی پروتئین؛ نمونه ۲سازی؛ نمونه  بعد از یک مرحله خالص

الاستین و برش اینتئین بعد از دوبار  واسطه پروتئین شبه روش رسوب به شده به خالص
  سازی تکرار فرآیند خالص

  
شده، مقدار پروتئین  براساس روش برادفورد و منحنی استاندارد رسم

با توجه  .به دست آمدلیتر  گرم بر میلی میلی۸۹/۱معادل شده  خالص
به حجم نمونه موجود و مقدار پروتئین تام اولیه، این مقدار معادل 

  گرم به ازای یک لیتر محیط کشت مایع بود. میلی۷۸/۳

های  نانومتر از غلظت۵۰۵در طول موج میزان جذب اسپکتروفتومتر 
  ). ۱اکسیداز تعیین شد (جدول  مختلف نمونه استاندارد آنزیم اورات

  
های  نانومتر از غلظت۵۰۵میزان جذب اسپکتروفتومتر در طول موج  )۱جدول 

  اکسیداز مختلف نمونه استاندارد آنزیم اورات
  نانومتر۵۰۵جذب در   )مول میکرو(استاندارد غلظت 

۰  ۰۲۱/۰  
۴  ۰۵۵/۰  
۸  ۰۶۴/۰  
۱۶  ۱۶۴/۰  
۳۲  ۲۸۸/۰  

  
منحنی استاندارد مربوطه براساس اعداد جذب متناظر هر غلظت 

 .)۱ نمودار(رسم شد 

  
های مختلف آنزیم  منحنی استاندارد حاصل از واکنش غلظت )۱نمودار 

  سنجی روش رنگ اکسیداز در واکنش آنزیمی به اورات
  

 یمیآنز تیاستاندارد، فعال یمنحن مطابق با معادله خط حاصل از
با نمونه استاندارد محاسبه شد.  سهیشده در مقا خالص نیپروتئ

بود که پس  ۴۲۴/۰شده برابر با  خالص نینمونه از پروتئ کیجذب 
ه ب کرومولیم۰۱/۴۸معادل  یاز قرارگرفتن در معادله خط غلظت

 تریل یلیم یکشده با حجم  خالص هاساس در نمون نیدست آمد. بر ا
مقدار با توجه به  نیکه ا شتوجود دا نیپروتئ کرومولیم۴۸معادل 

، معادل بوددالتون لویک۳۵هدف که برابر با  نیپروتئ یوزن مولکول
  .است نیگرم پروتئ یلیم۶۴/۱
  

  بحث
 یساز و خالص انیب ،یساز همسانههدف پژوهش حاضر 

 نیو پروتئ نینتئیا یبا استفاده از توال بینوترک دازیاکس اورات
صنعت دارویی زیستی  در دستی فرآیند پایینبود. الاستین  شبه

آوری سلول از فرمانتور تا دستیابی به  شامل مراحل مختلف از جمع
برای فرمولاسیون نهایی  پروتئین خالص نهایی یا ماده اولیه دارویی

بخش عمده  است. این بخش از فرآیند تولید در صنعت معمولاً 
های  همین دلیل کاهش هزینه  گیرد. به ید را در بر میهای تول هزینه

های دارویی  دستی یکی از اهداف تحقیقاتی شرکت فرآیند پایین
های تحقیق و توسعه است. در این میان قسمت عمده و  برای برنامه

سازی یا تخلیص است.  فرآیند خالص ،دستی بر از فرآیند پایین هزینه

y=0.0085x + 0.0159
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از موارد در مراحل تخلیص و تولید داروهای  %۹۵در بیش از 
روش کروماتوگرافی  سازی به از یک یا چند مرحله خالص زیستی

که است شود. این موضوع سبب شده  ستونی استفاده می
سازی غیرکروماتوگرافی مورد توجه قرار گیرد.  فرآیندهای خالص

های رسوب با  ها شامل استفاده از روش طیف وسیعی از این روش
وسیله ترکیبات شیمیایی، استفاده از ترکیبات  هب ،رسوب نمک

مورد استفاده قرار گرفته  غیره اتیلن گلایکول و دوفازی مانند پلی
  است.

استفاده از توالی پروتئین است که در  ،های جدید یکی از روش
های مختلف نمک یا اسیدیته  شود و در غلظت طبیعت یافت می

ورت محلول یا غیرمحلول از خود نشان ص رفتار متفاوتی به ،مختلف
صورت فیوژن با پروتئین هدف  هدهد. استفاده از این توالی ب می
  . [16]سازی پروتئین مورد استفاده قرار گیرد منظور خالص تواند به می

و دما روی پروتئین  pHبررسی اثرات  و همکاران، در فونگ
این نتیجه به ن یسازی پروتئ الاستین و اینتئین در خالص شبه
تواند اثرات بهتری  کلراید می که استفاده از نمک سدیم اند رسیده

نسبت به استفاده از سایر ترکیبات برای رسوب پروتئین 
تنها نتایج  نه باشد. همچنین استفاده از نمکالاستین داشته  شبه

از نظر  نشان داد، بلکهبهتری نسبت به عوامل اسیدی و بازی 
 .[17]بودصرفه  به ها مقرون سایر روشاقتصادی نیز نسبت به 

بررسی میزان بازده استفاده از و همکاران به  فونگهمچنین 
 - سازی بتا الاستین و اینتئین برای خالص پروتئین شبه

ند. در این ا ههای مختلف کشت باکتری پرداخت گالاکتوزیداز در روش
سازی در استفاده از فلاسک کشت بین  تحقیق میزان بازده خالص

. اگر چه در این تحقیق ه استگرم در لیتر بیان شد میلی۱۰۹تا  ۵۷
های کشت متفاوت مورد  های مختلف باکتری و محیط انواع سویه

میزان بازده بیان در روش فلاسک نسبت  اما اند، استفاده قرار گرفته
. در ادامه ه استفرمانتور مقادیر بیشتری را نشان داددر بچ  کشت به

میزان بازده و  ه بود،استفاده شد بچ - فد کشت زمانی که از روش
شده به ازای لیتر محیط کشت افزایش قابل  مقدار پروتئین خالص

میزان چگالی  ،. یکی از دلایل این افزایش[18]ه استتوجهی داشت
یند تخمیر است که میزان توده زیستی آسلول پس از اتمام فر

 بچ کشت روش روش فلاسک یا افزایش قابل توجهی نسبت به
آمده در تحقیق حاضر نشان داد که مقدار  دست داشته است. نتایج به

سازی قابل  لیتر در انتهای فرآیند خالص گرم در میلی میلی۶۸/۱
دستیابی است. هر چند این مقدار کمتر از مقادیر ذکرشده در مقالات 

های کشت و القا و نیز بررسی  سازی فرآیند ولی بهینه بود،قبل 
لف محیطی قابل بررسی و ارزیابی بیشتر بود که شرایط مخت

 ثیر زیادی بر بازده تخلیص داشته باشد.اشود ت بینی می پیش
الاستین و  یکی از معایبی که در مورد استفاده از توالی پروتئین شبه

اینتئین در فرآیند تخلیص پروتئین وجود دارد، برش زودهنگام این 
منظور  سازی است. به ز خالصتوالی در زمان بیان پروتئین و قبل ا
صورت دو قطعه جداگانه در  اصلاح این فرآیند از توالی اینتئین به

فرآیند بیان استفاده شد. این توالی در ادامه و در طول فرآیند 
سازی ابتدا به مولکول کامل تبدیل و سپس از خاصیت برش  خالص

  . [20 ,19]شود مولکول اینتئین استفاده می
از نوع تزریقی هنوز  های دارویی انسانی خصوصاً  هدر مورد فرآورد

لازم است مراحل مختلفی از انواع کرماتوگرافی ستونی مورد استفاده 
های غیرکروماتوگرافی مانند  هر چند استفاده از روش ،قرار گیرد
عنوان مراحل اولیه تخلیص قابل استفاده  هدهی ب های رسوب روش

ها قابل جداسازی  با این روش ها ای از ناخالصی بوده و بخش عمده
صورت روتین در صنایع  هها ب است. استفاده از این نوع روش

تواند کاندید  داروسازی مرسوم است که این روش اخیر نیز می
دهی یا  های رسوب طور همزمان با سایر روش هاستفاده در صنایع ب

  . باشدصورت روش مستقل  هب
است، پروتئین  هدر مطالعات قبل مشخص شدطور که  همان
های هترولوگ و ایجاد  قابلیت اتصال به پروتئینالاستین  شبه

در  .[13]خاصیت تغییر حلالیت در شرایط بافری مختلف را دارد
صورت فیوژن با این  هاکسیداز ب همین راستا ژن کدکننده اورات
سازی  منظور سهولت در فرآیند خالص پروتئین طراحی و بیان شد. به

از توالی الاستین  پروتئین شبهوتئین هدف و توالی در حد فاصل پر
دارای نیز استفاده شد. توالی اینتئین  اینتئین دیگری به نام

خودی است که در شرایط بافری مختلف و در  هبدخاصیت برش خو
سبب ایجاد برش در  ،حضور ترکیبات احیاکننده مانند مرکاپتواتانول

ته نیز از توالی اینتئین در گذششود.  توالی خاص از اسیدآمینه می
سازی  شونده به کیتین برای بیان و خالص همراه با توالی متصل

. لیکن این محققان از توالی [21]اکسیداز استفاده شده است اورات
کارگیری  اند که مستلزم به شونده به کیتین استفاده نموده متصل

سایر ستون کرماتوگرافی جذبی بود. آنچه تحقیق حاضر را متفاوت از 
الاستین و اینتئین  کارگیری توالی پروتئین شبه مطالعات کرد به

طور همزمان برای حذف روش کروماتوگرافی از فرآیند تخلیص  به
این ترتیب با طراحی این ساختار و بیان  هباکسیداز است.  اورات

 والاستین  پروتئین شبه اکسیداز همراه با توالی پروتئین اورات
و از طرفی  شدتسریع  ،سازی پروتئین هدف لصاز طرفی خا اینتئین

خود از فرآیندهای  حذف پروتئین همراه یا فیوژن که معمولاً 
  بر است با تغییر در بافر انجام شد.  گیر و هزینه وقت

 نینتئیا یبرش زودهنگام توال ،پژوهش حاضر یها تیاز محدود
افتد.  یاتفاق م یساز و قبل از خالص نیپروتئ انیاست که در زمان ب

 نینتئیا یاز توال ندیفرآ نیاصلاح ا منظور از مقالات به یدر برخ
به  انیقطعات بعد از ب نیصورت دو قطعه جداگانه استفاده شد. ا به
  شود. ین فعال حاصل میمتصل و پروتئ گریکدی

ولی % به دست آمد، ۹۰تا  ۸۰گرچه در عمل میزان خلوص نهایی 
مناسب برای فرآورده دارویی در نظر توان این درصد از خلوص را  نمی

های غیردارویی یا دارای  گرفت. هر چند در بسیاری از فرآورده
این درصد از  ،های موضعی فرآورده همچنینمصرف غیرانسانی و 

عنوان فرآورده را خواهد  خلوص قابل قبول بوده و قابلیت استفاده به
در صنعت نیاز ها در نهایت برای استفاده  هر یک از این روش داشت.

ابتدا  شود پیشنهاد میسنجی و اعتبارسنجی دارد که  به بررسی امکان
و در صنایع دارای ریسک کمتر مورد  یی با مقیاس کمها در فرآیند

و  های صنعتی بودن از جنبه در صورت مناسب .استفاده قرار گیرد
های  تواند جایگزین مناسبی برای روش میروش اخیر  اقتصادی،

های تولید مورد  کاهش هزینه منظور بهسازی باشد و  جاری خالص
 استفاده قرار گیرد. 

  
  گیری نتیجه

صورت همراه با  بهالاستین  استفاده از توالی اینتئین و پروتئین شبه
آنزیم بدون نیاز این  سازی به بیان و خالصآنزیم اورات آکسیداز 

  کند. به روش کرماتوگرافی کمک می
  

 خاطر پاستور به تویانست ناز مسئولا سندگانینو: تشکر و قدردانی
. ندینما یم یپروژه تشکر و قدردان نیا یآوردن امکان اجرا فراهم
تشکر  رانیپاستور ا تویانست یوتکنولوژیبخش ب کارکناناز  نیهمچن
  د.شو یم

به  یاخلاق هیدییبه تا ازیبدون ناین پژوهش : تاییدیه اخلاقی
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  است. دهیپاستور رس تویانست یپژوهش یشورا بیتصو
 یمنافع مال گونه چیدارند که ه یاعلام م سندگانینو: تعارض منافع

  .پروژه ندارند نیا جیدر خصوص نتا یو معنو
(نویسنده اول)، نگارنده ی زیمحمد عزسهم نویسندگان: 

 هیسم%)؛ ۶۰شناس/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث ( مقدمه/روش
 زاده یسلماس میمر%)؛ ۵(نویسنده دوم)، پژوهشگر کمکی ( یتیعنا

(نویسنده  ینجمه زارع%)؛ ۵(نویسنده سوم)، پژوهشگر کمکی (
(نویسنده پنجم)،  خلج دیوح%)؛ ۱۰چهارم)، پژوهشگر کمکی (

  %).۲۰پژوهشگر اصلی (
این پروژه با حمایت مالی انستیتو پاستور ایران و در  منابع مالی:

  اجرا شد. ۹۰۹قالب طرح مصوب به شماره 
  

 ,Goldman SC, Holcenberg JS, Finklestein JZ, Hutchinson R, Kreissman S, Johnson FL, et al. A randomized comparison between rasburicase and allopurinol in children with lymphoma or leukemia at high risk for tumor lysis. Blood. 2001;97(10):2998-3003. 2- Pui CH, Jeha S, Irwin D, Camitta B. Recombinant urate oxidase (rasburicase) in the prevention and treatment of malignancy-associated hyperuricemia in pediatric and adult patients: Results of a compassionate-use trial. Leukemia. 2001;15(10):1505-9. 3- FitzGerald O, Fitzpatrick DA, McGeeney KF. Letter: Urate-oxidase treatment for hyperuricaemia. Lancet. 1975;1(7905):525. 4- Leplatois P, Le Douarin B, Loison G. High-level production of a peroxisomal enzyme: Aspergillus flavus uricase accumulates intracellularly and is active in Saccharomyces cerevisiae. Gene. 1992;122(1):139-45. 5- Giffard M, Ferté N, Ragot F, El Hajji M, Castro B, Bonneté F. Urate oxidase purification by salting-in crystallization: Towards an alternative to chromatography. PLoS One. 2011;6(5):e19013. 6- Chen Z, Wang Z, He X, Guo X, Li W, Zhang B. Uricase production by a recombinant Hansenula polymorpha strain harboring Candida utilis uricase gene. Appl Microbiol Biotechnol. 2008;79(4):545-54. 7- Li J, Chen Z, Hou L, Fan H, Weng S, Xu C, et al. High-level expression, purification, and characterization of non-tagged Aspergillus flavus urate oxidase in Escherichia coli. Protein Expr Purif. 2006;49(1):55-9. 8- Pfrimer P, de Moraes LM, Galdino AS, Salles LP, Reis VC, De Marco JL, et al. Cloning, purification, and partial characterization of Bacillus subtilis urate oxidase expressed in Escherichia coli. J Biomed Biotechnol. 2010;2010:674908. 9- Hershfield MS, Roberts LJ 2nd, Ganson NJ, Kelly SJ -1  منابع
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