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‌چکیده

بِ کبر  کیاست کِ در درهبى سرطبى خَى حبد لٌفَبلاست ییاز دارٍّب یکیٍ ببضذ  ببکتری اضرضیبکلی هیبرگرفتِ ضذُ از  ییدارٍآًسین  L-asparaginase مقدمه:

ّذف از ایي طرح، بررسی اهکبى تَلیذ ٍ  ّب بِ دًببل داضتِ ببضذ. سلَل يیا یهرگ را برا تَاًذ یه خَى بعذ از استفبدُ از آًسین آسپبراشیٌبز آسپبراشیيص . کبّرٍد یه
 .ببضذ آسپبراشیٌبز هی تخلیص آًسین

کلَى ٍ بِ  pET28aتکثیر ضذ. پس از تخلیص، شى فَق در ٍکتَر  PCRشى آًسین آسپبراشیٌبز هَجَد در شًَم ببکتری اضرضیبکلی بب استفبدُ از تکٌیک  ها: روش

ٍ  SDS-PAGEسبزی بررسی گردیذ. بیبى آًسین ًَترکیب بِ کوک  ضرایط هختلف بیبى پرٍتئیي جْت بْیٌِ تراًسفَرهبسیَى، از پس هیسببى ببکتری اًتقبل دادُ ضذ.
ٍ رٍش ّیبریذ خبلص ضذ ٍ در ًْبیت فعبلیت  Ni-NTAآًسین آسپبراشیٌبز بب رٍش کرٍهبتَگرافی توبیلی ٍ بب کوک ستَى حبٍی رزیي  ٍسترى بلات تأییذ ضذ. سپس

 .آًسیوی آى بررسی گردیذ

سبعت پس از القبء بَد. آًسین  20هَلار از القبگر ٍ زهبى  هیلی 1 گراد، غلظت ی سبًتی درجِ 37دهبی  آًسین آسپبراشیٌبز در ببکتری در تَلیذ هیساى بیطتریي ها: تهیاف

ضذ. بب تَجِ بِ فعبلیت آًسین ریفَلذ ضذُ در تست ( اًجبم Refoldingبب استفبدُ از ستَى ًیکل خبلص ضذُ ٍ رٍی ستَى فرایٌذ تبخَردگی هجذد ) آسپبراشیٌبز ًبهحلَل
 .تَاى ًتیجِ گرفت فرایٌذ تبخَردگی هجذد آًسین بِ درستی اًجبم ضذُ است فعبلیت آًسیوی هی

کردى فرایٌذ بیبى ٍ بِ دلیل اّویت زیبد تَلیذ آًسین آسپبراشیٌبز در ایراى ٍ ًیبز گرٍّی از بیوبراى برای استفبدُ از ایي آًسین، در ایي پرٍشُ بب بْیٌِ  گیزی: نتیجه

 .در هقیبس آزهبیطگبّی تَلیذ ضذ L-asparaginaseتخلیص، آًسین 

 ؛ بیَفبرهبسئَتیکس؛ آًسینًَترکیب پرٍتئیي؛ ٌبزیشاآسپبر ی؛ذیحبد لٌفَئ یلَسو واژگان کلیدی:

 
 ؛ 1401هجلِ داًطکذُ پسضکی اصفْبى . در مقیاس آسمایشگاهی E.coliآسپاراژیناس باکتزی  تولید داروی نوتزکیب .ببخرد حویذ، زیٌلی زّرا ارجاع:
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 مقدمه

 (Acute Lymphoblastic Leukemiaحممب)   لنفوثلاسممك   لوسمم  

ALL  همبي   سموو   و همب  لنفوسم    روي ثمط  كم   اسم   سمطاب   ، نموػ

 .(1گماار)    مم   تأث ط اسكخوا  مغز )ر لنفوس   ي تول دكننده سبز و پ ش

هبي سطابن  توانبی  خمو) را ثمطاي ثمبلد  مد  از      سوو  )ر این ث  بري

  را فوسم ك نل همبي  سموو   هبي سف د سمبل   كم    )هند و گوجو  )س  م 

تواننمد   )هند ك  ن   م  يهبي سف د كنند، جبي خو) را ث  گوجو  تول د م 

را  خمو   اج ؼم   همبي  سموو   همب،  سوو  اینثبلد  وند.  )رسك   کلث  

 قطممز،  همبي  گوجمو   تول د كبهش ثبػث )ر نهبی  و )ا)ه قطار تأث ط تح 

 (.  4-2   وند م  خو  هبي پلاك  سف د و هبي گوجو 

نمب  )ار)    L-asparaginaseآنزیم ، E.coli)اروي ثطگطفك   ده از

و یک  از )اروهبی  اطو  )ر )رمب  سطاب  خمو  حمب) لنفوثلاسمك      

همبی  هتمكند كم  تجمدیل آسمپبراژین ثم         ثب د. آسپبراژینبزهب، آنزیم م 

(. ػلاقمم  ثمم   5كننممد   آسممپبرت   اسمم د و آمون ممبا را كبتممبل ز ممم   

 مو). ثمم    همب نب مم  مم    آسمپبراژینبزهب از خبطم    ممد تومموري آ    

تط ثو)ه و فؼبل    دتوموري ث شمكطي     اخكظبط ، ك2خظوص نوع 

 ي مطور ط غ ي نم   آم د اسم   یآسپبراژین  (.8-6را نشب  )ا)ه اس   

و ر د سوو  را  نقش )ار) ن و پطوتئ DNA ،RNA ك  )ر سنكزاس  

از را آسمپبراژین    ؼم  سمبلم و اج  يهمب  ك  سوو   )ر حبل كند.  م القبء

   م فؼبل ي ث  وس و سنكز آسپبراژین از آسپبرتبت  بی ی غاا میرژ قیاط
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   لنفوثلاسمك   لوسم   يهب ، سوو آورند ث  )س  م آسپبراژین سنكبز 

آسمپبراژین سمنكز   توانند   آسپبراژین سنككبز هتكند و ن  میفبقد آنز حب)

 ث  آسپبراژین حبطل از رژیم غاای  ن بزمند هتكند. نینبثطاث كنند

L-asparaginase لیثب تجد L-   آسپبراژین ثL- د اس   آسپبرت 

 يهمب  آسمپبراژین )ر سموو    ی ، ثبػث كبهش سطح پلاسم ب با و آمون

 DNAسنكز منجط ث  كبهش این امط ث  نوث  خو)  و)، ك   م   لوس 

 ،RNA ،ثب فؼب   مد    ی)ر نهب گط)). م  مهبر ر د سوو و  ن پطوتئ 

لوس    )چمبر ممطگ   هبي  ز سوو آپوپكو   ومطگ سوول يهب تم مکبن

هدف از ایمن مطبلؼم ، كومو      .(9   وند ي سوول  م  ریزي  ده ثطنبم 

ث ممب  كممط) ، ثه نمم  كممط)  كشمم  و   ،E.coliكممط)  ژ  آسممپبراژینبز 

 مخكوممب ثممو) ثمم  نحمموي كمم  آنممزیم    یطسممبزي آ  )ر  ممطا خممبلض

L-asparaginase      (ر مق بس آزمبیشگبه  تول د  مده و فؼمب  ثمو(

 .  آ  مور) سنجش گ ط)
 

 ها روش

رسموة سموو  ثمبككطي ا ط م بكو  )ر یم        تخو ض ژنمو  ثمبككطي:  

م کطول كط از این محوو  ثم    100حل  د و سپس  PBSل كط ثبفط  م و 

م کطول كط از ثمبفط  م بره    450ی  ویب  جداگبن  منكقل گط)ید. مقدار 

( ث  ویب  ا مبف   EDTA 2M, NaoH 25Mm, Ethanol 96%ی   

گمطا) قمطار    ي سمبنك   )رجم   80)ق قم  )ر حمطارت    10 د و ث  مدت 

)ر )ق قم    13000)ق قم  ثمب )ور    10ي ثؼد، ث  مدت  )ر مطحو  گطف .

 سمممبنكطیف وژ انجمممب  و محومممو  رویممم  )ور ریخكممم   مممد. مقمممدار 

 ,Tris 0.5M, EDTA 2Mم کطول كمط از محومو   م بره )و      100

Tween 20, Triton X100   ث  رسوة ا بف  و رسوة حبوي ژنمو )

 ثبككطي ث  آرام  )ر محوو  حل  د.

 :pET28aتکث ط ژ  آنزیم آسپبراژینبز و كوو  آ  )ر وككور ث بن  

 ، ك مم  آنممزیم E.coli)ر ایممن مطحومم  ثممب اسممكفب)ه از ژنممو  ثممبككطي  

 DNA Biotech )Master Mix Pfu اخكظبطمم  ژ  ، پطای طهممبي

( و تحم   مطایط زممبن  و )ممبی      Biomatik Canadaمور) نظمط   

 مشخض ژ  آسپبراژینبز تکث ط  د.

 -5 تمممممممممموال  آغممممممممممبزگط پ شممممممممممطو: 

CCGGAATTCATGGAGTTTTTCAAAAAGA-3 

 -5تممممممممممموال  آغمممممممممممبزگط مؼکممممممممممموس:  

CCGCTCGAGTTAGTACTGATTGAAGAT-3 
ژ  آسمپبراژینبز   اي اطاح   دند ك  )ر )و سم    آغبزگطهب ث  گون 

 كننممممده  هممممبي محممممدو)  )و جبیگممممبه ثممممطن ثممممطاي آنممممزیم  

 Restriction enzymes )XhoI  وEcoRI   ثوجممو) آمممد. پممس از

و ژ   pET28aاز ژ  آگمممبرز، وككمممور  PCRتخوممم ض محظمممو  

( )ر EcoRI  Thermo Fisherو  XhoI هبي آسپبراژینبز توسط آنزیم

ثمطن )ا)ه  مدند و    سمبػ   16گطا) ث  مدت  ي سبنك  )رج  37)مبي 

 T4ثؼد از تخو ض مجد) ثطاي حاف آنزیم و ثمبفط، ثمب ك م  آنمزیم     

DNA ل گممبز  T4 DNA Ligase  )Thermo Fisher ر )مممبي( ) 

سمبػ  ژ  آسمپبراژینبز )ر وككمور     16گطا) ث  ممدت   ي سبنك  )رج  4

pET28a .ثم   حطارتم    موا  رون ثمب  الحمب،،  محظمو   كوو   د 

 و  DE3 )E.coli BL21ثممبككطي   سمموی  متممكؼد هممبي سمموو 

E. coli T7 shaffle   ثمب  نوتطك مت  همبي  كومون   .گط)یمد  تطانتمفط 

م گطوگممط  )ر  70كبنبمبیتمم ن ثممب غوظمم   ث مموت ک  آنكمم  غطثممبلگطي

ث  ك م    آسپبراژینبزژ   حبوي پلاس  د حضور و  دند ل كط جدا م و 

 گطف . قطار تأی د مور) PCR تکن  

 و  E.coli BL21( DE3)ر )و سمموی   ث ممب  آنممزیم آسممپبراژینبز 

E. coli T7 shaffle:   ر  آسپبراژینبزث ب  پطوتئ ن م زا  ثطرس  جه(

كومو  جداسمبزي  مده    از  هبي مخكوب القبگط، هب و غوظ  هب، زمب )مب

ته    د و ثطاي ثطرس   مطایط مخكومب ث مب ، ثم  چنمد        جبن  كش 

حمبوي   (LB  Himediaل كمط از محم ط كشم      م و  5فبلکو  حبوي 

 پس و ا بف   د ل كط( م گطوگط  )ر م و  70ث وت   كبنبمبیت ن   آنك 

 6/0تمب   4/0 نمبنومكط ثم    600 او  ممو   )ر هب سوو  جاة این ك  از

و  25، 37ثطاي ثطرس  ثهكطین )مب و زمب  پس از القبء س  )مبي  رس د

هممب  هممبي مخكوممب پممس از القممب از آ  )رجمم  انكخممبة  ممد و )ر زمممب  15

همبي   گ طي انجب  گط)ید. ثطاي ثطرس  م مزا  منبسمت القمبگط غوظم      ن ون 

م وم    1/0و  5/0، 1 مخكوب، القبگط، مور) آزممبیش قمطار گطفم   غوظم     

 (Isopropyl -D-1-thiogalactopyranosideي القبكننمده    ممب)ه  از رلامو

IPTG  Sinagene سبػ  )ر انکوثبتور   کط)ار )ر  20(( و ث  مدت

)ر  انکوثم   مد.   )ر )ق قم   175گمطا) و )ور   ي سمبنك   )رج  37)مبي 

الکكطوفورز سمدیم )و)وسم ل    ژ  توسط ث ب  پطوتئ ن نوتطك ت نهبی 

  د. ( ثطرس SDS-PAGEپو  آكطیل آم د   -سولفبت

تخو ض آنزیم آسمپبراژینبز و تأی مد آ  ثم  ك م  رون وسمكط       

 كش  ثبككطي ثم  ك م    ل كط م و  50رسوة سوول  حبطل )ر  :ثلات

سون ک    د.  توسط )سكگبه سون کبس و  كننده اح ب گط)ید و ثبفط ل ز

 )ر )ممبي   13000 )اخمل سمبنكطیف وژ ثمب )ور    )ق ق  30سپس ث  مدت 

گطا) قمطار گطفم . پمس از سمبنكطیف وژ سموپطنبتبن        سبنك  ي )رج  4

 ن کمل سمكو    ازسبزي پمطوتئ ن   آوري  د و جه  خبلض  فبف ج غ

 Ni-NTA     ( و ث  منظور ثبزیمبث  ػ وکمط) پمطوتئ ن، از رون ه جطیمد

اثكدا ثب ثبفط مكظل كننده و سمپس ثمبفط  تكشمو    سكو  اسكفب)ه گط)ید. 

 ی  گطا)یب  غوظم  افزایشم  از ای  مدازو      تك   د و )ر نهبی  ثب

مولار تمب محومو  ثمدو  اوره     8غوظ  كبهش  اوره از و  60، 40، 20

)ر پمطوتئ ن روي سمكو (  تمك   مد.     مجمد)    تمبخور)گ  ث  منظور 

 نهبی  ثطاي خبر  كط)  پمطوتئ ن ثمب تمبخور)گ  طمح ح، سمكو  ثمب       

ث  )س   تك   د. م زا  خووص پطوتئ ن ای  دازو  ر لام و  مو 500

 جه  ثؼدي گب  )ر. ارزیبث  گط)ید SDS-PAGEرون توسط  آمده
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 ثمب)ي  نكم  آ و ثملات  وسمكط   از تکن م   نوتطك مت  پمطوتئ ن  تأی د ث ب 

  ه تك دین اسكفب)ه  د.( Tagثطچتت   اخكظبط   د

ث  منظور سنجش فؼبل   آنمزیم   :ثطرس  فؼبل   آنزیم آسپبراژینبز

آسپبراژین، آنزیم آسپبراژینبز -Lهبي  ، واكنشتخو ض  ده آسپبراژینبز

م کطول كمط و ثمب چهمبر     100و ثبفط تطیس ثب )ر نظط گطفكن حجم كو  

م کطوگط  آنمزیم ثم  ازاي همط واكمنش و مقمدار       14، 11، 7، 3غوظ  

آسپبراژین( انجب   مد. ثم  ػنموا     -م و  مولار ا  100ثبث  سوثتكطا  

همب ثم     واكنش كنكط  ث  جبي آنزیم از ثبفط تطیس اسكفب)ه  د و واكنش

)رج  قطار )ا)ه  دند  هط واكنش ثمب   37)ق ق  )ر انکوثبتور  30مدت 

 هممب  س ثمم  ت ممبم  م کطوت مموحسمم  ثممبر تکممطار انجممب  گط)یممد(. سممپ 

ا مبف  و ثؼمد از چنمد )ق قم       )رطمد(  v/w5/2  م کطول كط فنو  ر) 6

 نمممبنومكط ثمممب ك ممم  )سمممكگبه  560همممب )ر  جممماة ت مممب  واكمممنش

Elaisa Reader     خوانده  د. نكبیج از روي ن مو)ار حبطمل از مقمدار

 .هب ثطرس  گط)ید جاة ن ون 

 

 ها افتهی

 ژ  انكقمب   جه  :pET28aوككور  آسپبراژینبز ث ي  كدكننده ژ  انكقب 

 از اسمكفب)ه  ثمب ، اثكمدا  pET28وككمور   ثم   آنزیم آسپبراژینبز ي كدكننده

 bp1060 حمدو)   )ر ثبنمد  ظهمور .  مد  تکث مط ایمن ژ   PCR تکن   

 ژ  (.1 کل   ثب د م آسپبراژینبز  ژ  آم ز تکث ط موفق   ي )هنده نشب 

همبي   آنمزیم  توسمط  ثمطن  از پمس  آسمپبراژینبز آنمزیم  ي  یبفكم   تکث مط 

 ده  ثطن )ا)ه pET28a وككور  )رو  XhoI و EcoRI محدو)كننده

روي .  د و ث  م زثب  ثبككطي تطانتفور  گط)ید كوو  هب، آنزیم ه ب  ثب

هبی  ث  )س  آمده تخو ض پلاس  د انجب   مده   چند كوون  از كوون 

همب   ژ  آسپبراژینبز )ر آ و هضم آنزی   وجو)  PCRهبي  و ثب تکن  

  تأی د  د.

 

 
 3ي  DNA – 2. لذر 1آوسیم آسپبراشیىبز.  ی کذکىىذٌ شن تکثیر .1ضکل 

 . محل ثبوذ آسپبراشیىبز ثب فلص وطبن دادٌ ضذٌ است.PCRمحصًل 

 ثطاي و تأی د آ :  طایط مخكوب )ر آنزیم آسپبراژینبز ث ب  ثطرس 

حبوي ژ  آسپبراژینبز نوتطك ت ثبككطي  نوتطك ت، پطوتئ ن ث ب  ثطرس 

 قجمل  همب  ن ون  و  د )ا)ه و )ر  طایط مخكوب كش  منبست مح ط )ر

 نكممبیج . گطفكنممد قممطار ارزیممبث  مممور)، IPTGتوسممط  القممبء از ثؼممد و

SDS-PAGE  توسممط القممبء از ثؼممد كمم  )ا) نشممبIPTG ، پممطوتئ ن 

 )ر )مممبي  ك وو)الكممو  36 تقطیجمم  ي انممدازه ثممب نظممط مممور) نوتطك ممت

 م و  مولار ث شكطین ث مب   1سبػ  و م زا  القبگط  20)رج ، زمب   37

)ر )مبهمبي   نبزیآسمپبراژ  میثؼد از ث ب  آنز الب(.-2را )اراس    کل 

پس از القمبء و   هبي مخكوب )ر زمب گطا)  سبنك  ي )رج  15و  25 ،37

هبي حبطل از رسوة سوو  و مبیغ رویم  ثم  ك م      ي ن ون  مقبیت 

SDS-PAGE ،پطوتئ ن ث مب   مده ثم      زا  م نیشكط مشبهده  د ك  ث

ثب د. كبهش )ممب    م گطا)  سبنك ي )رج  37 ي کل نبمحوو  و )ر )مب

پمطوتئ ن   زا  م م ك   )ر حبل  د نبزیآسپبراژ میآنز ب  منجط ث  كبهش ث

نمدا)  نكمبیج نشمب  )ا)ه    نشب    چندان ط  ث ب   ده ث   کل محوو  تغ

 نشده اس (.

 

 
سبعت پس  22ثیبن  حبصل SDS-PAGE درصذ 12 الف. شل .2 ضکل

ثٍ ترتیت از  .گراد ی سبوتی درخٍ 37در دمبی  از القبء آوسیم آسپبراشیىبز

ثیبن  .2(، Jena Bioscienceمبرکر پريتئیىی ) .1:راست ثٍ چپ سمت 

)ثبوذ پريتئیه ثب فلص وطبن دادٌ  سبعت پس از القب 22آوسیم آسپبراشیىبز 

حبصل از يسترن ثلات. ثٍ  حیوتب. کىترل القب وطذٌ. ة. 3ضذٌ است(، 

 صیي ومًوٍ تخل بنیومًوٍ ث ،یىیاز چپ ثٍ راست، مبرکر پريتئ تیترت

 دَذ. یرا وطبن م ىبزیآسپبراش میآوس

 

منظور تأی د ثبنمد حبطمل از تول مد آنمزیم )ر تکن م  وسمكط         ث 

 کل  ك  )ر اور  د. ه ب  ثب)ي  د ه تك دین اسكفب)ه آنك  از ثلات،

 ظمبهط  ثبنمدي  تم   ك وو )الكو  36ي  محدو)ه )ر  و)، م  ة )یده-2

 حب مط را  ي مطبلؼم   )ر آنمزیم آسمپبراژینبز   تول د ك  ث ب  و اس   ده

 كند. م  تأی د

ث  )ل ل ث  )سم  آور)    آ : مجد)  تبخور)گو  تخو ض پطوتئ ن

ث شكطین م زا  آنزیم، )ر این مطبلؼ  از پمطوتئ ن ث مب   مده ثم   مکل      

گممطا) و رون ه جطیممد ثممطاي  ي سممبنك  )رجمم  37نممبمحوو  )ر )مممبي 
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پمطوتئ ن از   مجمد)   تمبخور)گ تخو ض پطوتئ ن اسكفب)ه  مد و ثمطاي   

 خوموص   تكشوي سكو  ثب  م ت غوظم  اوره اسمكفب)ه  مد. م مزا      

. (3گط)یمد   مکل    ارزیمبث   SDS-PAGEتوسمط   نظط ور)م پطوتئ ن

 ثمب  نظط مور) پطوتئ ن  و)، م  مشبهده الکكطوفورز الگوي )ر ك  چنب 

 ده اس . م زا  ثمبز)ه  تول مد آنمزیم     خبلض منبسج  خووص )رج 

 ثو). mg/l 10سبزي حدو)  آسپبراژینبز )ر این مطبلؼ  پس از خبلض

 

 
تخلیص آوسیم  از حبصل درصذ SDS-PAGE  12شل .3ضکل 

 ي ريش َیجریذ.  NTA-Niآسپبراشیىبز ثٍ کمک ستًن حبيی رزیه 

لیتر کطت  . محصًل لیس سلًلی رسًة یک میلی2 ثذين القبگر،کىترل  .1

ي  4،5(، Jena Bioscience. مبرکر پريتئیىی )3سبعت پس از القب،  22

 ثعذ از ضستطً ثب امیذازيل  َبی خبرج ضذٌ از ستًن ثٍ ترتیت ومًوٍ 6

 میلی مًلار )پريتئیه خبلص ضذٌ ثب فلص مطخص ضذٌ است(. 522

 

جممبی  كمم  آنممزیم   از آ  سممنجش فؼبل مم  آنممزیم آسممپبراژینبز:  

ي آسپبراژین ث  آسپبرت   اس د و آمون با ثبػمث   آسپبراژینبز ثب تجزی 

فنو   و)، ثب ا بف  كط)  مؼطف  مح ط م  pHقو بی   د  و افزایش 

هبي حبوي محوو  واكنش و خوانش تغ  ط رنگ آ   ر) )ر م کطوت وح

 4گون  ك   مکل   )ر او  مو  منبست فؼبل   آنزیم مطبلؼ   د. ه ب 

ن ز مشخض اس ، ث شكطین م زا  فؼبل   آنزی م  )ر واكمنش چهمبر     

م کطوگط  آنزیم آسمپبراژینبز )ر ایمن    14 و) ك  از مقدار  مشبهده م 

كننده ثمو) و ا مبف      ده اس . این غوظ  آنزیم ا جبع واكنش اسكفب)ه

كط)  مقدار ث شكط آنزیم تفمبوت  )ر نكمبیج ایجمب) نکمط). نكمبیج نشمب        

 .ثب د )هد این آنزیم فؼب  ثو)ه و فؼبل   آ  واثتك  ث  غوظ  م  م 

 

 بحث

   از )رمب  سطاب  خمو  لنفوثلاسمك    ثخش مه  تجویز آسپبراژینبز،

 طیثب سمب  ت نوجوانب  اس  و ث  اور مؼ و  )ر تطك)ر كو)كب  و حب) 

)ر و  مو)    اسكفب)ه ماین ث  بري )ر او  )رمب    )رمبن    ػوامل  

ثمب   )ا مك  اسم .  مه م   سب  گا ك  نقش  40)ر   برا  ث جیثهجو) نكب

 ي مطور  ي)ر فهطس  )اروهمب  هب سب  میآنز نیآ ، ا   اه  توج  ث 

آنمزیم آسمپبراژینبز    زا  م م(. 5-2 قمطار )ار)    سبزمب  ثهدا   جهمبن 

ث   کل قبثل توجه  ثم   مطایط تول مد آنمزیم ثتمكگ  )ار).        ده د تول

و  ط محم  يسبز ن  ، ثهمیآنزتول د  ياقكظب)  ثبز)ه افزایش ي، ثطانیثنبثطا

 .(10  مهمم اسم    بر ثتم  میآنز ث ب هب و  ير د ثبككط يثطا  طایط كش 

  تمممم کطوارگبن م نیچنمممد اممم  مطبلؼمممبت انجمممب   مممده قجوممم ، 

 ، Escherichia coliمبننمممد  آسمممپبراژینبز ي آنمممزیم كننمممده د مممتول

Dickeya chrysanthemi  ،Saccharomyces cerevisiae    تمبكنو

 يهمب  تمم  کطوارگبن م بفكنیم  يثمطا  يو كبر غطثبلگطمؼطف   ده اس  

 .(10  ا)ام  )ار) هنوز دیجد

 

 
وتبیح حبصل از سىدص فعبلیت آوسیم. کىترل محلًل ثذين اضبفٍ  .4ضکل 

 َبی مختلف آوسیم مًرد استفبدٌ است. کردن آوسیم. اعذاد زیر خذيل غلظت

 

 و  E.coli ي آسمممپبراژینبزهمممب میتنهمممب آنمممز وجمممو) نیممما ثمممب

D. chrysanthemi د م تول یم  مظمبرف )ارو  يثطا  طنؼك بس )ر مق 

ثمب توجم  ثم  مطبلؼمبت گا مك  )ر ایمن پم وهش از         .(11   موند   م

و  E. coli T7 shaffleو   DE3)E. coli BL21همبي م زثمب      سوو 

اسممكفب)ه گط)یممد. م ممزا  ث ممب  آنممزیم آسممپبراژینبز    pET28aوككممور 

( )ر همط )و  12گون  ك  )ر مطبلؼبت قجو  ن ز گزارن  ده ثمو)    ه ب 

 ثب مد، اممب مقمدار آنمزیم ث مب   مده        كم مم   E.coliسون از ثبككطي 

 ثمممم  مطاتممممت ث شممممكط از   E.coli BL21( DE3)ر ثممممبككطي  

E. coli T7 shaffle .(ثو  

و  ثب مد  مم    تكیز هبيندایپبرامكطهب )ر فط نیتط از مهم  کی ،)مب

توسمممط اكثمممط  L-asparaginase د مممتول يمطوممموة ثمممطا ي)ممممب

، اممب  اسم   ط م گمطا) مكغ   سمبنك  ي )رج  37تب  25هب از  تم کطوارگبن م

(. )ر این 14، 13)رج  گزارن  ده اس    37ث شكطین م زا  ث ب  )ر 

 و  25، 15مطبلؼ ، مب م مزا  ث مب  آنمزیم آسمپبراژینبز را )ر سم  )ممبي       

گطا) ثطرس  كط)یم و ث شكطین م زا  ث مب  )ر )ممبي    ي سبنك  )رج  37

  مور) اسكفب)ه هبي م زثب گطا) مشبهده  د. )ر سوو  ي سبنك  )رج  37

سمبػ    20ثهكطین م زا  ث ب  آنزیم آسپبراژینبز حدو)  )ر این پ وهش

هبي م زثمب    پس از القبء حبطل  د. )ر مطبلؼبت )یگط )ر سبیط سوو 
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سبػ  پس از القمبء، ثتمك  ثم  نموع م زثمب        72-24ثهكطین م زا  ث ب  

بیط (. ثبز)ه تول د )ر این تحق ق نتج  ث  س17-15گزارن  ده اس   

م مزا  ث مب  آنمزیم     هب و ؼ   ثهكطي )ا  ، ث  ػنموا  ن ونم    گزارن

روز پس از  Serratia marcescens NCIM 2919 ،7آسپبراژینبز )ر 

 ( )ر حمبل  كم  )ر ایمن مطبلؼم ،     17گمزارن  مد     mg/l79/9 القمبء  

 E. coli BL21( DE3سبػ  پس از القبء، ثبز)ه تول د آنزیم )ر ثمبككطي    20

 محبسج  گط)ید.  Batch)ر كش   mg/l 10ث  م زا  

مزی  این مطبلؼ  نتمج  ثم  تحق قمبت )یگمط، اسمكفب)ه از رون      

سمبزي ثمبلا    سبزي نبمحوو  ثو) ك  ثب این رون، ثمبز)ه خمبلض   خبلض

سبزي اس . )ر  هبي تول د  ده قبثل خبلض رفك  و تقطیجبً ت ب  پطوتئ ن

 مجمد)   تبخور)گي ثؼد ثطاي ث  )س  آمد  آنزیم فؼب ، ػ ل  مطحو 

ي آ   روي سكو  كطومبتوگطاف  ثمب  م ت اوره انجمب   مد كم  نك جم       

ثب د.  سبزي م  جوی  )ر وق ، هزین  و كم كط)  مطاحل خبلض ططف 

ث بنگط )رطد خوموص قبثمل قجمو      SDS-PAGEنكبیج حبطل از ژ  

 .ثب د ك ج  م این آنزیم توسط كطومبتوگطاف  م ل تط

 

 گیری نتیجه

ژ  آنزیم آسمپبراژینبز ثمب موفق م     ثط اجق نكبیج حبطل از این مطبلؼ ، 

( E.coli BL21  DE3كوو   مد و ثم  ثمبككطي     pET28a)ر وككور 

)مبي  آنزیم آسپبراژینبز )ر ثبككطي )ر تول د م زا  منكقل گط)ید. ثهكطین

 مممولار از القممبگط و زمممب   م ومم  1 گممطا)، غوظمم  ي سممبنك  )رجمم  37

ك   سمكو    ث  سبػ  پس از القبء ثو). آنزیم آسپبراژینبز نبمحوو  20

و رون ه جطیممد ثمم  منظممور ریفولممد آنممزیم  Ni-NTAحممبوي رزیممن 

تموا  )و ممور)    هبي آت  م  ي ثؼد و اطح  د. )ر مطحو  سبزي خبلض

پمطوژه از  را مور) آزمو  قطار )ا). مور) او : ثب توج  ث  اینک  )ر ایمن  

توا  تموال  را   ( اج ؼ  خو) سوو  اسكفب)ه  ده اس  م Sequenceتوال   

سمبزي كمط) و اثمط ایمن      ي ث وانفورممبت ک  ثه نم    افزارهمبي پ شمطفك    ثب نمط  

سبزي سکبنس را )ر افزایش تول د مور) ثطرسم  قمطار )ا). ممور) )و :     ثه ن 

وا  ثطاي افمزایش  ت اسكفب)ه  ده اس  ك  م  Batch)ر این پطوژه از كش  

 .را ثطاي آ  ثکبر ثط) Fed-Batchثبز)ه  تول د، كش  

 

 تشکر و قدردانی

مظوة )انشمگبه ػومو  پز مک      340095ي  این مقبل  از اطح   بره

ي )وسكب  و ه کبرا  محكطم  ك   اطفهب  اسكخطا   ده اس . از كو  

)ر انجب  گطفكن این پطوژه مب را یبري رسبندند ك ب  تشکط و قدر)ان  

 .آید ث  ػ ل م 
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Abstract 

Background: L-asparaginase is an enzyme derived from E. coli and is one of the drugs used to treat acute 

lymphoblastic leukemia. Decreased blood asparagine after the use of the asparaginase can lead to death for these cells. 

The aim of this project is to investigate the possibility of eht production and purification of ehtasparaginase enzyme.  

Methods: The asparaginase gene of E. coli was amplified using PCR technique. After purification, the gene was 

cloned into pET28a vector and transformed into a bacterial host. After transformation, different protein 

expression conditions were investigated for optimization. Recombinant enzyme expression was confirmed by 

SDS-PAGE and Western blotting. The asparaginase enzyme was then purified by affinity chromatography using 

a column containing Ni-NTA resin and a hybrid method and finally, its enzymatic activity was investigated. 

Findings: The high production of asparaginase enzyme in E. coli was at 37 °C, 1 mM concentration of IPTG, 

and incubation 20 hours after induction. Insoluble asparaginase enzyme was purified using a Ni-NTA column 

and the refolding process was performed on the column. According to the activity of the refolded enzyme in the 

enzyme activity test, it can be concluded that the refolding process of the enzyme has been done correctly. 

Conclusion: Due to the great importance of asparaginase production in Iran and the need of a group of patients 

to use this enzyme, in this project, by optimizing the expression and purification process, the L-asparaginase 

enzyme was produced on a laboratory scale. 
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