
 1401، 4، شماره 35جلد                                                                       )       مجله زيست شناسي ايران(سلولي و مولكولي مجله پژوهشهاي 
20.1001.1.23832738.1401.35.4.1.1 DOR:                 مقاله پژوهشي 

با استفاده از  AF-2004 ساليني ويبريو پروتئوليتيكوسپروتئاز ي يپايداري دما افزايش
  هدفمند مكانيزايي  جهش

   2فراعتمادي زهرا و 1 برهاني سادات ماتيا
 شناسي يستزگروه ايران، گنبدكاووس، دانشگاه گنبدكاووس، دانشكده علوم پايه و فني مهندسي،  1

  ولكولي و ميكروبيولوژيشناسي سلولي و م يستزگروه اصفهان، دانشكده علوم و فناوري زيستي،  ايران، اصفهان، دانشگاه 2 

  17/12/1399 :تاريخ پذيرش  15/07/1399 :تاريخ دريافت
 چكيده

در مطالعه . استآنزيمهاي صنعتي  فعاليت و پايداريدر بهبود  روشها ثرترينؤميكي از  ،زايي هدفمند مكانيجهشي روشها
 نسبتاً باكتريتوليد شده توسط يك  متالوپروتئاز ييبر پايداري دما ،به ايزولوسين 56آلانين  آمينواسيدر جايگزيني اثحاضر، 
زا جهشاز پرايمرهاي  ،مورد نظر سويه جهش يافتهتهيه به منظور . بررسي شدپروتئوليتيكوس  ويبريوسالينيبه نام هالوفيل 

هاي به سويه، pQE80Lبياني  سازهحاصله در  جهش يافتهژن . استفاده شد Dpn Iالاثر  آنزيم محدودو سپس تيمار با  )موتاژنيك(
بيان آنزيم  سپس. شد ترنسفورم )Top10و  XL1-Blue ،BL21(DE3) pLysSي ها هيسومانند ( كلاي اشريشيابياني مختلف 

در . شدند استخراج زيموگرافي از ژل ،عيطبي آنزيم و جهش يافتهآنزيم . گرديدسازي بهينه ،تحت شرايط مختلف كشتنوتركيب 
 سويه از استفاده با ،آنزيم حداكثر ميزان بيان. بررسي شد آنزيم جهش يافته و آنزيم طبيعي، و فعاليت دماييپايداري  نهايت،
 ساعت 24 ميلي مولار و بعد از IPTG 1در حضور  ،براثTerrific كشتمحيطدر ،  E.coli BL21 (DE3) pLysS ميزباني

از فعاليت درصد  24و  42، به ترتيب حدود جهش يافتهو  طبيعيآنزيم  .آمد دستبه  ،درجه سانتي گراد 37 يدمانكوباسيون در ا
 جهش يافتهاز طرفي، فعاليت آنزيم . نداز دست داددقيقه  20به مدت  درجه سانتي گراد 70در دماي خود را بعد از انكوباسيون 

 ويبريوساليني باكتري متالوپروتئازي يفعاليت و پايداري دمابنابراين،  .بيشتر بودرصد د 11حدود  ،طبيعينسبت به آنزيم 
  . نسبت به آنزيم طبيعي بهبود يافت )به ايزولوسين 56جايگزيني آلانين ( جهش يافته پروتئوليتيكوس

  ، زيموگرافيپروتئاز، هالوفيلمتالوبياني،  سازيهمسانهسازي،بهينه :كليدي هايواژه

   z.etemadifar@sci.ui.ac.ir:يكيپست الكترون،  03137932367: يسنده مسئول، تلفننو* 

 مقدمه

و فعاليت حفظ به منظور استفاده از پروتئازها در صنعت، 
بالا، دماي  pHغيرفيزيولوژيك مانند  در شرايط آنهاپايداري 

، كننده يونها و دترجنتهابالا و در حضور عوامل چلاته
ناتواني پروتئازهاي گياهي و حيواني  .)12( ضروري است

در پاسخگويي به نيازهاي مطرح در بخش صنعت، منجر به 
 توجه روزافزون به پروتئازهاي ميكروبي و مخصوصاً

هاي به ويژه آنكه برخي از سويه. باكتريايي شده است
ها و ها، ترموفيلميكروبي اكسترموفيل مانند آلكالوفيل

دي در جهت توليد پروتئازهاي ها، منابعي ارزشمنهالوفيل

با اين . گردندبا خصوصيات منحصر به فرد محسوب مي
از آن جايي كه شرايط فيزيكوشيميايي مورد نياز در  ،وجود

صنايع مختلف، در تكامل طبيعي پروتئازها وجود نداشته 
اغلب پروتئازها در اين شرايط ناپايدار يا غيرفعال  است،

، يكي از هدفمند مكانيي زايجهشي روشها. )20(هستند 
ي پرطرفدار بهبود خصوصيات آنزيم يك سويه روشها

ادفي ي تصروشهادر اين روش، برخلاف . صنعتي است
 Directed evolution( مانند روش تكامل هدايت شده

method(ار پروتئين مربوطه ، نياز به دانستن ژن و ساخت
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تاكنون تحقيقات بي شماري در ارتباط با  .)16(است 
كه پركاربردترين  ،پروتئازها هدفمند مكانيزايي هشج

هاي مورد استفاده در صنعت هستند، صورت گرفته آنزيم
 ،زائي هدفمند مكانيجهشهدف از در اغلب موارد، . است

و طيف  تغيير در ويژگيهمچنين افزايش پايداري آنزيم و 
   . )10،17،18،20،23( سوبسترايي آنزيم بوده است 

پروتئاز  دماييبه بررسي افزايش پايداري ه، در اين مطالع
ويبريو ساليني به نام هالوفيل نسبتاً يك سويه

پرداخته شده ) AF-2004 )IBRC-M 10218 پروتئوليتيكوس
 ابتدا ،ي بيشتر با باكتري و پروتئاز آنبه منظور آشناي. است

جنس . شودبه بررسي نتايج مطالعات گذشته پرداخته مي
علق به خانواده ويبريوناسه، راسته مت ويبريوساليني

اين باكتري، . باشدميرده گاماپروتئوباكتريا  و ريونالسويب
هوازي اختياري، هالوفيل، بي نسبتاًمنفي خميده، باسيل گرم

متحرك با يك فلاژله قطبي، بدون اسپور، اكسيداز منفي و 
 35- 32بهينه رشد اين سويه در دماي. كاتالاز مثبت است

 5- 10و در حضور  pH= 8- 5/8و در ي گراد درجه سانت
 AF-2004سويه . افتددرصد نمك كلريد سديم اتفاق مي

 20قادر به رشد در عدم حضور نمك و همچنين در غلظت 
پروتئاز لازم به ذكر است كه ژن . )5(درصد نمك نيست 

توليد شده توسط اين سويه، از طريق ساخت كتابخانه 
هزار  10و بررسي  pBluescript )وكتور( سازهژنومي در 

برتاني حاصله، بر روي محيط لوريا ترنسفورم شده يسلولها
تنها . يافت شد سيلينو آمپي شير بدون چربيآگار حاوي 

داراي فعاليت پروتئازي از اين كتابخانه  )كلون(همسانه 
بود كه آناليزهاي ژنتيكي  kb 6/3ي حدود ا قطعهداراي  ژني،

 همسانه، نشان داد كه اين نههمسامتعاقب بر روي اين 
و در  bp 1836به طول ) ORF(داراي يك قالب باز خواندن 

همچنين در . آمينه استاسيد 611 داراينتيجه آنزيمي 
مطالعات گذشته، ژن كامل اين آنزيم به منظور افزايش بيان 

 اكلايو به سويه  سازيهمسانه pQE-80L سازهپروتئاز، در 
)DE3( BL21آناليزهاي پروتئيني صورت . يدگرد ترنسفورم

مشخص كرده است كه آنزيم بالغ  ،گرفته بر روي اين آنزيم

 باشد يمدر ساختار خود  511تا  200داراي اسيدهاي آمينه 
 1- 199و در واقع در طي فرآيند بلوغ خود آمينواسيدهاي 

- Cانتهاي  512- 611ترمينال و آمينواسيدهاي - Nانتهاي 
در واقع آنزيم مربوطه، . ي دهدترمينال خود را از دست م

خانواده ( همانند ديگر پروتئازهاي خانواده خود
، ابتدا به صورت يك پروتئين )M4متالوپروتئازهاي 

- Cترمينال و - Nغيرفعال ساخته شده و با برش در انتهاي 
وزن . يدآ يمبه صورت آنزيم فعال و بالغ در  ،ترمينال خود

ترمينال - Nهر دو انتهاي  كه در مولكولي فرم بالغ اين آنزيم
كيلودالتون  34 حدودترمينال خود برش يافته است، - Cو 

آنزيمي مونومر است  SDS-PAGEو با توجه به نتايج  بوده
)14( . 

ي پروتئين حاصل از اين ژن، نشان ا نهيآمآناليز توالي اسيد
 )Zn( داد كه آنزيم كد شده يك متالوپروتئاز حاوي روي

 زينك شده محافظت موتيف يك باشد و دارايمي
 M4 خانواده در كه) HEXXH-E( است متالوپروتئازي
 شده حفاظت بسيار) خانواده ترموليزين( متالوپروتئازها

با  )ترموفيل( پروتئاز گرمادوست كن يترموليزي. است
 يبوده و از باكتر ديسنتز پپت ژهيكاربرد در صنعت به و

 اين). 2و1( ديآ يبه دست م كوسيتيترموپروتئول لوسيباس
اين آنزيم  346-350 آمينه اسيد بين )HEVSH( موتيف
همچنين نتايج آزمايشگاهي مطالعات قبلي  .شود يم يافت

 مانند فلزات چلاتورهاي با نزيمآ اين نشان داده است كه
EDTA )اختصاصي چلاتور با و) اتيل دي آمين تترا استات 

 با اما ،شود يم مهار فنانترولين- 10و1 يعني) Zn( روييون 
 مهار پروتئازها آسپارتيل و سيستين سرين، يها كننده مهار
 فسفوراميدون با آنزيم فعاليت طرفي از. گرددينم
)phosphoramidon (براي رقابتي پپتيدي مهاركننده كي كه 

بنابراين  .گردد يم مهار ،است ترموليزين مشابه پروتئازهاي
 ، جز متالوپروتئازهايAF-2004توان گفت پروتئاز سويه مي

 .)14و  7( باشدترموليزين مي مشابه

 در  خوبي پايداري  خود  از ، AF-2004آنزيم پروتئاز سويه 
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قليايي و در حضور حلالهاي  pHغلظتهاي مختلف نمك، 
ي يپايداري دما با اين وجود، مطالعات .آلي نشان داده است

- N ناحيه كه است نشان داده M4خانواده  متالوپروتئازهاي
با مطالعات  و ستني پايدارپروتئازهاي اين خانواده  ترمينال

را  پروتئازها اين ييدما پايداريتوان مهندسي پروتئين، مي
 اين دربنابراين  .)11( ثري تحت تاثير قرار دادؤبه نحو م
ي هدفمند يزا جهشاثر  كه استبوده  آن بر سعي مطالعه

 AF-2004متالوپروتئاز سويه  ترمينال- N ناحيه درمكاني 
هاي آمينواسيدبدين منظور، از بين . مورد بررسي قرار گيرد

در فرم بالغ اين آنزيم و با توجه به نتايج  ترمينال- N ناحيه
، M4رديفي توالي آنزيم مربوطه با ديگر اعضاي خانواده هم
بر ) A56I(ايزولوسين  به 56 آلانين نواسيدآميجايگزيني اثر 

   . اين آنزيم مورد بررسي قرار گرفت دماييپايداري 

 مواد و روشها

در اين : و محيطهاي كشت مورد استفادهكشت شرايط 
زايي جهشدر مرحله  ،براث +NZYكشت مطالعه، از محيط

به  ،كشتبراي تهيه يك ليتر از اين محيط. استفاده شد
كلريد ،)g/L 5( عصاره مخمر، )g/L 10(ازئين هيدروليزه ك

سولفات  ،)mL 5/12( M1،كلريد منيزيم )g/L 10( سديم
نياز  )mL20(درصد  20و گلوكز  )M1 )mL 5/12منيزيم 
از  نوتركيب،سازي بيان آنزيم به منظور بهينههمچنين . است
 - عصاره مخمر( YT، )لوريا برتاني( LBهاي كشت محيط

  .)21(. استفاده شد) Terrific broth( TBو ) تريپتون

شماره : ژن و توالي اسيد آمينه اي پروتئاز مورد بررسي
 ،مورد مطالعه و توالي پروتئيني آنزيم ژن دستيابي به توالي

 ABI93183و  DQ908958برابر با به ترتيب  NCBI سايت در
 EXPASY سايت درهمچنين توالي پروتئيني آنزيم . باشدمي
 ،1در شكل  .ودش يم يافت Q06DP6 دستيابي شماره با

اي و جايگاههاي مربوط به برش آنزيم توالي اسيدآمينه
پپتيد  سيگنالنابالغ و همچنين جايگاه فعال آنزيم و توالي 

  .نشان داده شده است

ساختار دوم : پروتئاز ي آنزيمساختار سه بعد ييشگويپ
به . پيش بيني شد swiss modelپروتئين با استفاده از سرور 

آنزيم پروتئاز مورد  سازي مدل سه بعديمنظور شبيه
و ) phyre2و  swiss model(مطالعه، از سرورهاي مختلف 

در ميان پروتئازهاي . استفاده شد) Modeller(نرم افزار 
مشابه كه ساختار سه بعدي آنها در پايگاههاي اطلاعاتي 

 آئروژينوزا سودوموناس مربوطه موجود بود، آنزيم الاستاز
)PDB code = 1EZM (وي ساختاري انتخاب به عنوان الگ

درصدي بين توالي اين دو آنزيم تاييد  61شباهت . شد
بعدي به دست آمده، داراي كه احتمالاً مدل سه كند يم

درجه اطمينان بالا به منظور استفاده در آناليزهاي 
سپس ساختار به دست آمده با . بيوانفورماتيكي بعدي است

  . ارزيابي گرديد Procheckاستفاده از سرور 

پرايمر براي ايجاد آناليزهاي بيوانفورماتيك و طراحي 
 ويبريوساليني باكتري متالوپروتئاز توالي: جهش

ترموليزين، (ترموفيل  متالوپروتئازهاي با پروتئوليتيكوس
، )باسيلوس استئاروترموفيلوسپروتئاز مشابه ترموليزين 

و مزوفيل ) E495و  MCP-02هاي ويبريوليزين(ساكروفيل 
متفاوتي  دمايي پايداري هم خانواده خود كه) يزينپسودول(

رديفي، جهش از روي نتايج هم. رديفي شدداشتند، هم
A56I همچنين اثر جهش بر پايداري دمايي . انتخاب گرديد

آنزيم پروتئاز، با استفاده از سرورهاي بيوانفورماتيكي 
) Maestroو  Eris ،PoPMuSiC ،HoT MUSiC(گوناگون 

  . ار گرفتمورد بررسي قر

زايي هدفمند سپس پرايمرهايي كه باعث ايجاد جهش 
شدند، به  يمآنزيم به ايزولوسين  56مكاني در موقعيت 

موقعيت اتصال ). 1جدول (صورت دستي طراحي شدند 
پرايمرها و جهش ايجاد شده در توالي نوكلئوتيدي ژن 

در .  نشان داده شده است 2پروتئاز مورد بررسي، در شكل 
 Tm ،GCپرايمرهاي طراحي شده از نظر دماي  نهايت،

clamp ،G+C% ،تشكيل ساختار ثانويه سنجاق سري ،
  مورد ديگر،  پرايمر  با   و  خودش تشكيل دايمر پرايمر با 
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   .ارزيابي قرار گرفتند

 
 ،صورت حروف غيرپررنگ و زيرخط دار به پپتيد سيگنال محل. AF-2004 ويبريو پروتئوليتيكوسسالينيسويه  پروتئاز پروتئيني توالي -1شكل 

پررنگ و بزرگتر، آنزيم به صورت حروف  فعال جايگاه، شده به صورت پررنگ) 200-511آمينواسيدهاي (آمينواسيدهاي موجود در فرم بالغ آنزيم 
  .است شده داده نشان همچنين به صورت زيرخط دار

كدون جهش يافته به صورت حروف پررنگ و  .وابسته به جايگاه جهش زايي ش رواستفاده شده در زاي پرايمرهاي جهشي ها يژگيو -1جدول 
 زيرخط دار نشان داده شده است

Tm 
(°C) 

طول پرايمر 
  )نوكلئوتيد(

  نام پرايمر توالي پرايمر

4/68  41  TTTACGTACCCATGTCCAGATCCGGCACATCAGGCACCAAC  A54I-F  

4/68 41  GGTTGGTGCCTGATGTGCCGATCTGGACATGGGTACGTAAA A54I-R 

  
ژن  DNAسازه حاوي توالي : زائي هدفمند مكانيجهش

، توسط دكتر حميدرضا كربلائي AF-2004پروتئاز سويه 
به منظور ساخت رشته جهش ). 14(حيدري فراهم شد 

كيت استخراج (يافته، ابتدا سازه استخراج شده باكتري 

، با استفاده از )Thermo Scientific K0502پلاسميد 
براي  PCRمواد مورد نياز . شد PCRزا ، ي جهشپرايمرها

با  PCR ×10 )µL 5( ،DNAشامل بافر  µL 50انجام واكنش 
، هر كدام از پرايمرها با غلظت )ng 50 -5 )µL 5/0غلظت 
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pmol10 )µL 1( ، مخلوطdNTP )µL 5 ( و آنزيمPfuTurbo 

DNA polymerase   با غلظتU/µL 5/2 )µL 1 (باشدمي .
درجه  95(امل مراحل دناتوراسيون اوليه ش PCRبرنامه 

سيكل از  16، و )سيكل 1ثانيه،  30سانتي گراد، 

، اتصال )ثانيه 30درجه سانتي گراد،  95(دناتوراسيون 
درجه  68(و سنتز ) ثانيه 60درجه سانتي گراد،  55(پرايمر 

  . تنظيم گرديد) دقيقه 7سانتي گراد، 

  

  
محل اتصال پرايمر . ساليني ويبريو پروتئوليتيكوسبه توالي ژني پروتئاز  شده براي ايجاد جهش طراحيمحل اتصال پرايمرهاي  -2شكل 

محل جهش در . در شكل با حروف پررنگ و محصور در كادر نشان داده شده استساليني ويبريو پروتئوليتيكوس به ژن پروتئاز 
ايزولوسين كدون با ) GCGبا كدون (در آنزيم بالغ  56نين آلا كدون. به صورت زيرخط دار  مشخص شده استطراحي شده پرايمرهاي 

  .تغيير يافته استدر پرايمرها ) ATCبا كدون (
از پروتكل كيت  هدفمند مكانيزايي جهشبراي انجام 

Quick change Site Directed Mutagenesis (Stratagene Cat 

No. 200519) اساس كار اين كيت به اين . استفاده شد
، Dpn Iكه با استفاده از آنزيم محدود الاثر  صورت است

به  ،قديمي كه حاوي جهش مورد نظر نيست DNAرشته 
و در  خورد يمدليل متيله بودن، توسط اين آنزيم برش 

به صورت شده  جهشكه دچار  DNAنتيجه تنها رشته 

مانده و با ترنسفورماسيون آن به سلول باقينخورده دست
. بر طرف خواهد شد ها تهرش، شكاف موجود در اكلاي

اكلاي سويه مورد استفاده در اين كيت،  سويه ميكروبي
XL1-Blue باشدمي .   

به : جهش يافتهسازي بيان آنزيم بهينهترنسفورماسيون و 
يا  جهش يافتهحاوي ژن  سازهترنسفورماسيون  منظور
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 ،به سلولهاي ميزبان باكتريايي پروتئاز مورد مطالعه،طبيعي 
 )تغيير ناگهاني دما(ييدما يد كلسيم و شيفتاز روش كلر
 دييتأحاصله، بعد از ترنسفورم شده  يسلولها .استفاده شد

، ابتدا از نظر بيان توليد پروتئاز بر ژن توسط تعيين توالي
درصد شير  2و  سيلينآگار حاوي آمپي LBروي پليتهاي 
يك پليت نيز از سويه بدون . بررسي شدندبدون چربي 

سپس به . كشت داده شدوان شاهد يا كنترل به عن سازه
و طبيعي چه در سويه  ،نوتركيبمنظور افزايش بيان آنزيم 

ي مختلفي صورت شهايآزما ،جهش يافتهچه در سويه 
اين آزمايشات شامل بررسي زمان انكوباسيون  . پذيرفت

، افزودن )ءساعت بعد از القا 24و  5، 4، 2، 1(  ءبعد از القا
-mM 1 -5/0(به عنوان القاگر بيان  IPTGي مختلف غلظتها

، IPTGهمراه با درصد  3افزودن لاكتوز  ،)1/0-0- 2/0
درجه سانتي  30(كاهش دماي انكوباسيون بعد از القا 

ي طهايمحمانند (ي كشت مختلف طهايمح، استفاده از )گراد
LB ،TB  وYT( از  ي بياني مختلفها هيسو، استفاده از

و  XL1-Blue ،BL21(DE3) pLysSي ها هيسومانند ( اكلاي
Top10 (سويه ژن آنزيم پروتئاز . باشد يمAF-2004 ، در
  . شده است وارد pQE80Lبياني  سازه

SDS-PAGE  تكنينك : زيموگرافيوSDS-PAGE  بر اساس
 آن از. )21(موجود در منبع ذكر شده انجام گرديد  پروتكل
 SDS درصد 10 حضور در مطالعه مورد آنزيم كه جايي
 روش از مطالعه اين در نداد، نشان خود از فعاليت شكاه

درصد 65/0و با افزودن كازئين  SDS حضور در زيموگرافي
 ).15( شد استفاده بهتر تفكيك قدرت در ژل به منظور

همچنين لازم به ذكر است كه در نمونه زيموگرافي استفاده 
از ماركر پروتئيني به دليل عدم فعاليت پروتئازي باندهاي 

در اين حالت در ژل . گرددتئيني آن استفاده نميپرو
-SDSالكتروفورز عمودي حاوي دو جايگاه، ژل مربوط به 

PAGE ثير أو ژل زيموگرافي به صورت همزمان تحت ت
بعد از اتمام . شرايط و محلول بافري يكسان اجرا مي شوند

الكتروفورز و مرحله رنگ آميزي، دو ژل در كنار هم قرار 
در ژل  آنزيمباند مربوط به زن مولكولي و داده شده و

و ماركر   SDS-PAGEژل  زيموگرافي با باند مرتبط در
  . تخمين زده مي شود پروتئيني آن مقايسه و

-براي خالص: آميدآكريلسازي پروتئاز از ژل پليخالص

آميد، ابتدا نياز است كه يك آكريلپليسازي پروتئين از ژل 
بعد از . نظر صورت گيرد زيموگرافي از پروتئين مورد

رنگبري ژل زيموگرافي، محل آنزيم با استفاده از تيغ برش 
. يافت و قطعات برش يافته درون ميكروتيوب قرار داده شد

 Tris-HCl )mM حاويبافر  mL 1به هر ميكروتيوب، سپس 

50( ،NaCl  )mM 150 ( وEDTA  )mM 1/0 ( اضافه
 لر خرد شدند وبا استفاده از سر سپمقطعات ژل . گرديد

درجه  30ميكروتيوب در انكوباتور شيكردار در دماي 
به صورت شبانه نگهداري  rpm 150و دور  سانتي گراد

به منظور جداسازي پروتئين از باقيمانده ژل بعد از . شد
به  g 7378× در دور تريفيوژنگذشت انكوباسيون شبانه، سا

سوپرناتانت حاصله به . دقيقه صورت گرفت 10مدت 
ميكروتيوب جديدي انتقال يافت و حضور پروتئين و 

انجام فورد و دبا استفاده از تست بر ،فعاليت داشتن آن
  .)21(شد  دييتأزيموگرافي مجدد 

به منظور : ييسنجش فعاليت آنزيمي و بررسي پايداري دما
سنجش فعاليت آنزيمي، بعد از طي زمان مناسب حداكثر 

كشت ، محيط)وباسيونساعت بعد از انك 24( توليد آنزيم
 4دقيقه،  g 7378 ،10×(باكتري برداشت شده و سانتريفيوژ 

گرديد تا سوپرناتانت به دست آمده به ) درجه سانتي گراد
 براي. عنوان عصاره خام آنزيم مورد استفاده قرار گيرد

- فولين معرف روش از پروتئاز آنزيم فعاليت گيري اندازه

 .شد تفادهاسمطابق منبع ذكر شده  سيوكالتو

به ) U/mL(يك واحد فعاليت آنزيمي بنا به تعريف، 
شود كه قادر است يك ميكروگرم مقداري از آنزيم گفته مي

تيروزين را در عرض يك دقيقه تحت شرايط واكنش از 
  .)8( پروتئين آزاد سازد

و  جهش يافتهي آنزيم يبه منظور بررسي پايداري دما
هاي در بازه طبيعي و  جهش يافتهابتدا آنزيمهاي ، طبيعي
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 70 بن ماري در) دقيقه 20و  15، 10، 5(زماني مختلف 
و سپس فعاليت آنزيم در قرار گرفته  درجه سانتي گراد

  .مورد بررسي قرار گرفت درجه سانتي گراد 37دماي 

تمامي آزمايشات به منظور بررسيهاي : هاي آماريآناليز
به دست  نتايج. آماري به صورت سه تكرار انجام شدند

 Duncan’sآمده با استفاده از آناليز واريانس و تست 

multiple range  توسط نرم افزارSPSS  مورد بررسيهاي
زماني تفاوت نتايج از نظر آماري . آماري قرار گرفتند

به دست آمده كمتر از  value  -pمعنادار گزارش شد كه 
  . باشد 05/0

 نتايج

 توسطه ساختار پروتئين ي كيجااز آن: بعدي پروتئازمدل سه
اي رزونانس مغناطيسي هستهيا  اشعه ايكس كريستالوگرافي

براي داشتن ديد كلي در مورد  نشده است، الزاماًتعيين 

، از روشهاي زائي آنجهشو  بعدي آنزيمساختار سه
و  Phyre2و  Swiss modelهمولوژي مدلينگ سرورهاي 

ر ميان د. استفاده شد Modellerهمچنين نرم افزار 
كه ساختار سه بعدي آنها موجود بود،  پروتئازهاي مشابه

) PDB code = 1EZM( آئروژينوزا سودوموناس آنزيم الاستاز
تنها آنزيم داراي ساختار سه بعدي تعيين شده بود كه 
بالاترين شباهت را از نظر توالي آمينواسيدي با پروتئاز 

ساختاري به عنوان الگوي مورد مطالعه داشت و بنابراين 
ي مختلف به دست آمده توسط مدلهاارزيابي . انتخاب شد

راماچاندران و بر اساس نمودار  Procheckسرور 
)Ramachandran ( ي به دست مدلهانشان داد كه يكي از

داراي درصد بالاتري از آمينواسيدهايي قرار گرفته در آمده 
از اين مدل سه  بنابراين و) درصد 6/99(مناطق مجاز بوده 

  ).3شكل (ر آناليزهاي بعدي استفاده گرديد بعدي د

  
 جهشمحل  .Swiss PDB view افزار نرم با استفاده از AF-2004  ويبريو پروتئوليتيكوسسالينيساختار سه بعدي آنزيم پروتئاز سويه  -3شكل 

)A56I ( درN-هاي آمينواسيد. ترمينال پروتئين مشخص شده استHis147, His 151, Glu 148, Glu 171  ،آمينواسيدهايدر فرم بالغ آنزيم 
 .باشندكاتاليتيكي آنزيم مي

با توجه به اين شكل و همانطور كه در مطالعات قبلي نيز 
گزارش شده  M4ي ها خانوادهدر مورد ساختار پروتئاز 

است، آنزيم يك ساختار دو دوميني دارد كه جايگاه فعال 
. رار گرفته استترمينال ق- Cترمينال و - Nبين دو دومين 

 ,His147, His 151, Glu148هاي آمينواسيدو ) Zn(يون روي 

Glu 171  آنزيم را  فعال جايگاه شده در شكل، مشخص

- همانطور كه در اين شكل مشاهده مي .دهندتشكيل مي

باشد، ترمينال بيشتر داراي صفحات بتا مي- Nشود، دومين 
وم هليكس ترمينال بيشتر ساختارهاي د- Cكه در  در حالي

 ،موتيف اتصال به اتم روي. شوديا مارپيچي مشاهده مي
ترمينال و ليگاند سوم اتصال - Nدر دومين  HEXXHيعني 
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ترمينال قرار گرفته -Cدر دومين  Glu171به اتم روي يعني 
  . است

نتايج آناليزهاي : ييآناليزهاي بيوانفورماتيكي پايداري دما
هاي مختلف در توسط سرور A56I جهشبيوانفورماتيكي 

تغييرات در به  GΔΔ. به نمايش درآمده است 2جدول 
به تفاوت دماي ذوب بين آنزيم  ΔTmگيبس و  زادانرژي آ

منفي بودن عدد بنابراين، . اشاره دارد طبيعيو  جهش يافته
GΔΔ  و مثبت بودن عددΔTm پايدارتر شدن آنزيم  به

     . اشاره دارد طبيعي نسبت به آنزيم  جهش يافته

، تمام سرورهاي بيوانفورماتيكي افزايش 2با توجه جدول 
با اين وجود  .كردندييد ميأپايداري آنزيم جهش يافته را ت

سرورهاي از همانطور كه در اين جدول مشاهده مي گردد، 
مشابه و بر  به طور بيوانفورماتيكي كه نتايج آناليز خود را

 Erisسرورهاي ( گزارش كرده اند) GΔΔ )Kcal/molاساس 
 ،PoPMuSiC  وMaestro( سرور ،Eris  بالاترين ميزان

نشان  56ي را بعد از انجام جهش در آلانين يپايداري دما
اين موضوع ضرورت استفاده از چندين سرور . داده است

  .  مختلف و مقايسه نتايج آنها را خاطر نشان مي كند
ورد اثر بيوانفورماتيكي در م آناليز سرورهاي مختلف جينتا -2جدول 
ويبريو سالينيسويه پروتئاز  دماييافزايش پايداري  در A56I جهش

  .پروتئوليتيكوس
  نتيجه گيري  نتيجه آناليز  سرور
Eris ΔΔG= - 64/14  Kcal/mol افزايش پايداري 

PoPMuSiC  ΔΔG= - 79/0  Kcal/mol پايداريافزايش 

HoTMuSiC  ΔTm= 91/0  °C پايداريافزايش 

Maestro ΔΔG= 284/0-  

Kcal/mol 

 پايداريافزايش

ترنسفورماسيون : جهش يافتهپروتئاز ترنسفورماسيون ژن 
به  ،پروتئاز مورد مطالعه جهش يافتهحاوي ژن  سازه

كلوني نتيجه داد كه از بين اين  XL1-Blue ،14ي سلولها
ي ماهواره در اطراف خود هايكلون، مواردي كه هايكلون

 .توالي انتخاب شدندبراي تعيين ) 7و 1كلوني (نداشتند 
درصد  30در گليسرول ي به دست آمده هايكلونتمامي 

كه نتيجه تعيين  1كلوني  ،سازي شده و از بين آنهاذخيره
شده بود، براي كارهاي بعدي مورد استفاده  دييتأتوالي آن 

كشت در محيطي توليد پروتئاز يبررسي ابتدا. قرار گرفت
، نشان داد كه درصد شير بدون چربي 2آگاردار حاوي 

در  طبيعيو  جهش يافتهتوسط سويه پروتئاز به خوبي 
   . شود، توليد ميسازهمقايسه با سويه بدون 

سازي بيان آنزيم نتايج اوليه در بهينه: سازي بيانبهينه
از ميان محيطهاي كشت مورد . به قرار زير است ،نوتركيب
 افزودن. بوده است TB كشتمحيط ،موردبهترين بررسي، 
اثري بر افزايش بيان آنزيم ، IPTGدرصد به همراه  3لاكتوز 
 BL21 (DE3) اكلايبياني،  بهترين سويه ميزبان. نداشت

pLysS بيان در سويه . باشدميXL1-Blue و  ين بودهيپا
از . مشاهده نشد ءين قبل و بعد از القاتفاوت چشمگيري ب

ر بهترين اثر را ب mM1غلظت  IPTGميان غلظتهاي مختلف 
همچنين كاهش دماي انكوباسيون از . بيان آنزيم داشته است

اثر چشمگيري بر بعد از القا  درجه سانتي گراد 30به  37
  . بيان آنزيم مورد نظر نداشت

در زمانهاي مختلف  جهش يافتهو  طبيعي بيان آنزيمهاي 
ساعت بعد از  24و  ءساعت بعد از القا 4، ءيعني قبل از القا

مورد بررسي قرار گرفت و  IPTG mM1 ه ازاستفاد با ءالقا
در شكلهاي  نو زيموگرافي آ SDS-PAGEنتايج مربوط به 

لازم به ذكر است در . به نمايش گذاشته شده است 5و 4
،  BL21 (DE3) pLysS اكلايسويه ميزباني  5و 4شكلهاي 

و  درجه سانتي گراد 37 انكوباسيون دماي، TBكشت محيط
  . استفاده شده است rpm 150سرعت همزني 

نتايج زيموگرافي بيان آنزيم نوتركيب در سازه بياني 
pQE80L  در مقايسه با سويه كنترل حاوي سازهpQE80L 

كه سويه  كند يم دييتأ) 5نمونه شماره (بدون ژن موردنظر 
همچنين . ميزبان، آنزيم مورد مطالعه را بيان كرده است

، با IPTGقاء با افزايش فعاليت آنزيم نوتركيب بعد از ال
و  3- 4هاي تر ايجاد شده در نمونههاي شفافتوجه به هاله

  موضوع اين   مؤيد نيز   1و  2هاي نمونه  به  نسبت 6- 9
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  . باشدمي

  
عد از القا هاي مختلف بدر زمان pQE80L سازهدر  ساليني ويبريوپروتئوليتيكوسسويه  نوتركيبسازي بيان پروتئاز بهينه SDS-PAGEنتايج  -4شكل 

، )، قبل القاجهش يافتهآنزيم ( 3، ستون )، قبل القاطبيعيآنزيم ( 2، ستون )ماركر پروتئين، وزن مولكولي بر حسب كيلودالتون( 1ستون . IPTG mM1با 
بدون ژن  pQE80L هسازسويه كنترل حاوي ( 6، ستون )ساعت بعد القا 4، جهش يافتهآنزيم ( 5، ستون )ساعت بعد القا 4، طبيعيآنزيم ( 4ستون 

 .)ساعت بعد القا 24، جهش يافتهآنزيم ( 8،  ستون )ساعت بعد القا 24، طبيعيآنزيم ( 7،  ستون )ساعت بعد القا 24، موردنظر

  
 IPTG با ءدر زمانهاي مختلف بعد از القا pQE80L سازهدر  ساليني ويبريوپروتئوليتيكوسسويه نوتركيب نتايج زيموگرافي بيان پروتئاز  -5شكل 

mM1 . جهش آنزيم ( 4، ستون )ءساعت بعد القا 4  ،طبيعيآنزيم ( 3، ستون )ء، قبل القاجهش يافتهآنزيم ( 2، ستون )ء، قبل القاطبيعيآنزيم ( 1ستون
 24، طبيعييم آنز( 7و  6،  ستون )ءساعت بعد القا 24 ،موردنظربدون ژن  pQE80L سازهسويه كنترل حاوي ( 5،  ستون )ءساعت بعد القا 4، يافته

  .)ءساعت بعد القا 24، جهش يافتهآنزيم ( 9و  8،  ستون )ءساعت بعد القا
نتايج بررسي فعاليت و : جهش يافتهبررسي پايداري آنزيم 

به  6شكل در  جهش يافتهو  طبيعي ي آنزيم يپايداري دما
آورده  ،نسبت به كنترل مانده باقي صورت درصد فعاليت

گفت  توان يم به دست آمدهايج با توجه به نت. شده است
منجر به افزايش مورد مطالعه در آنزيم  A56I جهش

جهش آنزيم  از طرفي .ي اين آنزيم شده استيپايداري دما
 ،در حالت بدون تيمار حرارتي طبيعي نسبت به آنزيم  يافته

تيمار آنزيم در  .فعاليت بيشتري از خود نشان داده است
دقيقه منجر به از  20مدت به  درجه سانتي گراد 70دماي 

 24و  طبيعي درصد از فعاليت آنزيم  42دست دادن حدود 
- بنابراين مي. شده است جهش يافتهدرصد از فعاليت آنزيم 

ي يپايداري دما جهش يافتهتوان نتيجه گرفت كه آنزيم 

از . از خود نشان داده است طبيعي بهتري نسبت به آنزيم 
طبيعي نسبت به آنزيم  جهش يافتهطرفي، فعاليت آنزيم 

  .درصد بهبود يافت 11حدود 

 گيري بحث و نتيجه

هاي بسيار برخلاف پروتئازهاي جداسازي شده از سويه
هالوفيل كه براي فعاليت و پايداري خود نيازمند غلظتهاي 

باشند و در حضور غلظتهاي پايين نمك بالاي نمك مي
اً هالوفيل، هاي نسبتقادر به فعاليت نيستند، آنزيمهاي سويه

اين مزيت را دارند كه حتي در عدم حضور نمك فعاليت و 
- پايداري خود را حفظ نمايند و بنابراين كانديدهاي مناسب

  .)13(باشند تري براي استفاده در صنعت مي
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-باقينتايج بر اساس درصد فعاليت . ساليني ويبريوپروتئوليتيكوسسويه  A56I جهش يافتهو  طبيعي پروتئاز آنزيم  دماييفعاليت و پايداري  -6 شكل

  .بيان شده است عي طبينسبت به آنزيم مانده 

آنزيم زينك متالوپروتئاز توليد شده توسط سويه نسبتا 
به دليل تحمل رنج  ويبريو پروتئوليتيكوسسالينيهالوفيل 

قليايي  pH، پايداري در )M 4-0(وسيعي از غلظتهاي نمك 
د تواند كانديمي ،و در حضور حلالهاي آلي) 5/8- 10(

 شيميايي سنتزي مختلف از جمله صنايعمناسبي در صنايع 
از ي نيز يبا اين وجود، پايداري دما. )9و 4(باشد 

در . خصوصيت كليدي موردنياز پروتئازهاي صنعتي است
 دماييصنعت، از پايداري  صورتي پروتئاز مورد استفاده در

ميانكنشهاي  تواند يممناسب برخوردار نباشد، دماي بالا 
غيركووالان درون يك پروتئين تا خورده را از بين برده و 
منجر به از بين رفتن تاخوردگي پروتئين و در نتيجه عدم 

بهبود بنابراين در اين مطالعه، به  ).18( كارآيي آن شود
 جهش زايي م با استفاده از تكنيك ي اين آنزييپايداري دما

  . پرداخته شده است هدفمند مكاني

مطالعات گذشته نشان داده است كه ايجاد جهش در يك يا 
  ساليني ويبريوپروتئوليتيكوسچند آمينواسيد در  پروتئاز 

ي آنزيم مربوطه يمي تواند منجر به افزايش پايداري دما
 )2010(ان و همكار Badoei-Dalfardدر مطالعه . گردد

 و  G203D ، A268P مشخص شد كه جهشهاي

A268P/A195Eي يمي توانند منجر به افزايش پايداري دما
متانول، (مختلف ي آلي لهالازيم در حضور حآن

. گردند) پروپانول و دي متيل فورماميد- nايزوپروپانول، 
تمامي اين جهش در لوپهاي سطحي، برخي در نزديكي 

)A195E  وG203D ( دور از جايگاه فعال آنزيم و برخي
)A268P( قرار داشتند )نتايج مطالعات  ).6Asghari  و

كه جهش همزمان در نشان داد ) 2011و  2010(همكاران 
 /V189P( ساليني ويبريوپروتئوليتيكوسپروتئاز آمينواسيد  4

A195E/G203D/A268P ( منجر به افزايش پايداري آنزيم
اتصال محكم تر آنزيم علت اين امر  به . مربوطه مي شود

. است بوده طبيعي نسبت به آنزيم  ،جهش يافته به كلسيم
، مذكوري، آنزيم جهش يافته يعلاوه بر افزايش پايداري دما

و حلالهاي آلي نيز  pHپايداري بيشتري را در برابر اتوليز، 
  ).   4و 3(از خود نشان داده است 

داري افزايش دهنده پاي جهشانتخاب در مطالعه حاضر، 
با پروتئازهاي هم  آنرديفي توالي بر اساس هم، دمايي

بودند و بر  متفاوتي دماييخانواده خود كه داراي پايداري 
كه در ) 1995(و همكاران  Eijsinkمبناي نتايج مطالعات 

صورت گرفته  M4مورد پروتئازهاي متعلق به خانواده 
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در  نشان داد كهو همكاران  Eijsinkنتايج . مي باشداست، 
ترمينال نسبت - Nلوپهاي ناحيه  ي اين خانواده، پروتئازها

در برابر تغييرات  ،ترمينال- Cپروتئين و  يبه نواحي داخل
بسيار حساس بوده و احتمالاً زودتر از بقيه نواحي  دمايي

به علاوه، . )11(شوند  آنزيم از حالت طبيعي خود خارج مي
 ويبريوساليني يباكتر متالوپروتئاز روي بر قبلي مطالعه در

 پرولين به 56 آلانين آمينه اسيد تبديل با پروتئوليتيكوس
)A56P (آلانين فنيل به 73ترئونين آمينه اسيد و )T73F (

 با اين حال .است يافته افزايش پروتئاز اين دمايي پايداري
 با .)22( داشت دمايياثر كمي بر پايداري  A56P جهش
 ويبريو ساليني باكتري تئازمتالوپرو توالي رديفيهم به توجه

 خانواده همترموفيل  متالوپروتئازهاي با پروتئوليتيكوس
 56 موقعيت در و آلانين فنيل 73 موقعيت خود، در
 به ،مطالعه اين در بنابراين. است وجود داشته ايزولوسين

اثر  ،)A56P(به پرولين  56آلانين  جايگزيني جاي
بر پايداري ) A56I(به ايزولوسين  56آلانين جايگزيني 

به منظور اطمينان . گرفت آنزيم مورد بررسي قرار دمايي
، Eris(سرورهاي بيوانفورماتيكي مختلف بيشتر از 

PoPMuSiC ،HoT MUSiC ،Maestro ( جهت بررسي اثر اين
لازم به . آنزيم مربوطه استفاده شد دماييدر پايداري  جهش

 Maestroو  Eris ،PoPMuSiCنتايج سرورهاي  ذكر است كه
-مي) ΔΔG(انرژي آزاد گيبس تغييرات  بر مبناي اختلاف

 ميزان ،ترموديناميكي ي كه اين كميتياز آن جا. باشد
و پايدار بودن  واكنش يك شدن انجام خودي خودبه

مويد اين آن دهد، بنابراين منفي بودن  مي نشان رامحصول 
بيشتري نسبت  دماييپايداري  جهش يافتهآنزيم  است كه

 HoTدر حالي كه نتايج سرور . )9( داردطبيعي زيم به آن

MUSiC  بر مبناي اختلاف دماي ذوب)Tm ( جهش آنزيم
 دماييبه اختلاف  ،به عبارت ديگر. مي باشد طبيعي و  يافته

كه درآن نيمي از آنزيمها در فرآيند باز شدن ساختار 
بنابراين . اشاره دارد ،گيرندقرار مي) Unfolding(پروتئين 

فولدينگ آنزيم باز شدن بودن اين عدد اشاره دارد كه  مثبت
در دماي بالاتري نسبت به آنزيم وجشي  جهش يافته

 بيشتري دارد دماييو در نتيجه پايداري  گيردصورت مي
 در اين مطالعه، تمامي سرورهاي مورد بررسينتايج . )19(

 آنزيم متالوپروتئاز دماييدر پايداري  A56I جهشاثر مثبت 
نتايج  .ييد نمودأرا ت پروتئوليتيكوس ويبريو يسالين

 آنزيم دمايينيز افزايش پايداري  اين مطالعهآزمايشگاهي 
جهش پروتئوليتيكوس  ويبريو ساليني باكتري متالوپروتئاز

  . ييد نمودأرا ت يافته

 توسط PCRاز با استفاده در ژن مورد بررسي، زايي جهش
 طبيعي مي و و سپس برش رشته قديزا پرايمرهاي جهش

DNA  با استفاده از آنزيم محدود الاثرDpn I صورت ،
 هاي مختلفبه سويه ،جهش يافتهژن در نهايت . گرفت
ترنسفورم شد تا بيان و پايداري آنزيم مورد  اكلاي بياني

 سازهبرخلاف لازم به ذكر است كه . بررسي قرار گيرد
 lacكه در آن ژن پروتئين رپرسور  pQE-30Lبياني

به صورت ترانس در پلاسميد ) ركننده اپرون لاكتوزمها(
pREP4 هاي بياني خاص موجود است و بايد از سويه

  M15 اكلايمانند (استفاده كرد  pREP4حاوي پلاسميد 
به  lacداراي رپرسور  pQE80Lبياني  سازه، )SG13009و

تواند توسط ميدر آن  وارد شدهن ژصورت سيس بوده و 
 بر اساس. )24( دبيان گرد اكلاي هر نوع سويه ميزباني

بيشترين ميزان بيان  نوتركيب، آنزيم بيان سازيبهينه نتايج
 كشتمحيط در و BL21 (DE3) pLysS آنزيم توسط سويه

TB،  24 انكوباسيون زمان ،درجه سانتي گراد 37دماي 
  mM با برابر IPTG  غلظت از استفاده با و ءالقا بعد ساعت

ر حالي است كه در مطالعه بيگي و اين د .آمد دست به 1
بالاترين ميزان بيان اين آنزيم كه با ) 2012(همكاران 

استفاده از روش شناسي پاسخ سطح به دست آمده است 
 30 و دماي mM 0089/0 با برابر IPTGبرابر با غلظت 

همچنين در مطالعه بيگي و . باشدميدرجه سانتي گراد 
منجر به  IPTGتر بيان شد غلظت بالا) 2012(همكاران 

با اين وجود در مطالعه  .)7( گرددكاهش بيان آنزيم مي
سط استفاده از شرايط بهينه شده توبيان آنزيم با حاضر، 
كمتري بسيار ميزان به  )2012(و همكاران  Beigiمطالعه 
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بيان سازي شرايط اين موضوع به اهميت بهينه .مشاهده شد
  . )7( دمجزا اشاره دارر كار تحقيقاتي در هنوتركيب آنزيم 

همچنين لازم به ذكر است كه با توجه به نتايج مربوط به 
وزن مولكولي به دست آمده ) 4شكل ( SDS-PAGEژل 

كيلودالتون بوده است و  5/66براي پروتئاز نوتركيب حدود 
اين در حالي است كه مطالعات قبلي صورت گرفته وزن 

 زارش كرده اندكيلودالتون گ 34مولكولي اين پروتئاز را 
د گفت وزن مولكولي گزارش شده در يدر توضيح با. )14(

مربوط به فرم ) 2008(مطالعه كربلائي حيدري و همكاران 
در هر دو  پروتئازي كهاست يعني آنزيم بالغ اين آنزيم 

برش (ترمينال خود برش يافته است - Cترمينال و - Nانتهاي 
متحمل مي خود  فرم بالغ گذر به پروتئوليتيك كه آنزيم در

توسط دكتر از طرفي وزن مولكولي بيان شده . )شود
با استفاده از اسپكتروفتومتري كربلائي حيدري و همكاران 

. )14( جرمي و بر روي آنزيم خالص صورت گرفته است
در حالي كه وزن مولكولي گزارش شده در مطالعه حاضر با 

صله از و بر روي آنزيمي كه از بلافا SDS-PAGEاستفاده از 
خالص سازي نشده هنوز  و سويه بياني به دست آمده

كيلودالتون  به دست  5/66با توجه به وزن . ، مي باشداست

آمده، مي توان اين طور نتيجه گرفت كه آنزيم توليد شده 
به در ابتداي مسير بلوغ خود قرار دارد و توسط سويه بياني 

ست و آمينواسيد ا 611صورت فرم نابالغ و داراي حدود 
اي خود نشده ههنوز متحمل برش پروتئوليتيك در دو انت

  . است

حاصل از اين مطالعه نشان داد كه در مجموع نتايج 
به ايزولوسين منجر به بهبود فعاليت و  56جايگزيني آلانين 

 ويبريوساليني باكتري در آنزيم متالوپروتئاز دماييپايداري 
ي چندگانه و رديفبنابراين روش هم .شدپروتئوليتيكوس 

به  DpnIي هدفمندمكاني با استفاده از آنزيم يزا جهش
ثر و تغيير در توالي پروتئيني ؤم جهشترتيب در انتخاب 

 نتايجبه علاوه،  .پروتئاز مورد مطالعه مفيد واقع شد
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Abstract 

Site-directed mutagenesis is one of the most effective methods for enhancing the 
activity and stability of industrial enzymes. In this study, the influence of Alanine 56 
substitution to isoleucine on the thermostability of a metalloprotease produced by a 
moderately halophilic bacterium named Salinivibrio Proteolyticus (SVP) Strain AF-
2004 was investigated. The given mutation was constructed using the mutagenic 
primers and DpnI restriction enzyme treatment. The resulted mutant gene in the pQE-
80L vector was transformed into the various expression strains of Escherichia coli 
(XL1-Blue, BL21 (DE3) pLysS, and Top10). Then, the enzyme expression was 
optimized using different cultural conditions. Subsequently, the wild and mutant 
enzymes were extracted from zymography gel. Finally, the thermostability and activity 
of wild and mutant enzymes were assayed. The maximum expression of the enzyme 
was achieved using E.coli BL21 (DE3) pLysS, in Terrific broth medium, in the 
presence of 1 mM IPTG, and after 24 h induction at 37 ºC. The extracted wild and 
mutant enzymes lost 42 and 24 percent of their activity after incubation at 70 ºC for 20 
min, respectively. However, the activity of the mutant enzyme was 11 percent more 
than the wild enzyme. Therefore, the activity and thermostability of the mutant SVP 
metalloprotease (A56I) were improved compared to the wild enzyme. 
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