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  باكتري درپاراژيناز آسآنزيم كينتيكي  خصوصياتتعيين خالص سازي و
 Serratia marcescens 

 نازنين و فخار مير فرزانه ، نيلوفر كرجي،فرشته افتخارمينا كلاهدوز محمدي، ، *داريوش مينايي تهرانيليلا آب خويي، 

  تبار وزيري
  تهران، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم زيستي

  19/10/91 :تاريخ پذيرش  29/1/90 :يافتتاريخ در

  كيدهچ

ي در مؤثرآنزيم كاربرد اين . آسپاراژيناز يك آنزيم هيدرولاز مي باشد كه آسپاراژين را به آمونيوم و آسپارتيت تبديل مي كند
هاي آن داراي رنگيزه قرمز كلنييك باكتري گرم منفي است كه  marcescens  Serratia .درمان لوسمي لنفوبلاستيك دارد

در اين تحقيق آنزيم . كه مي تواند در صورت حضور آسپاراژين در محيط كشت خود، توليد آنزيم آسپاراژيناز نمايد باشند مي
در محيط  Serratia باكتري. شدتعيين و همچنين فاكتور هاي كينتيكي آن  خالص سازي Serratiaكشت آسپاراژيناز از محيط 

 داراي آنزيمكه محلول رويي  و وژ شدفيسانتري ساعت 44د و محيط بعد از عصاره مالت و آسپاراژين كشت ش، مايع حاوي پپتون

رسوب دهي مراحل تخليص آنزيم با استفاده از . و خالص سازي مورد استفاده قرار گرفتكينتيكي مطالعات آسپاراژيناز بود براي 
-SDSانجام الكتروفورز به روش . م شدسلولز انجا DEAE  دياليز و ستون كروماتوگرافي و به دنبال آن با آمونيوم سولفات 

PAGE تقريبي حدود مولكوليي با وزن باندkDa  54 ثير أمقايسه ت. آنزيم بود را بر روي ژل نشان داد كه نشان دهنده خلوص
نزيم بررسي تغييرات دما بر فعاليت آاست، و  pH 7بر فعاليت آنزيم نشان داد كه بيشترين فعاليت آنزيم در  )pH )10-4تغييرات  

در اين  Kmو   Vmaxمقدار فاكتور هاي كينتيكي  همچنين. مي باشددرجه سانتي گراد  40 نشان داد كه بيشترين فعاليت در دماي
  .آنزيم مشخص گرديد

  ، فاكتور هاي كينتيكي، خالص سازي marcescens  Serratiaآنزيم، آسپاراژيناز، : كليدي واژه هاي

  D_MTehrani@sbu.ac.ir :پست الكترونيكي ،  02129903144 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
يك آنزيم هومو تترامر است كه  (EC: 3.5.1.1)سپاراژيناز آ

سبب شكستن آسپاراژين به آسپارتيك اسيد و آمونياك 
قدرت  ،)11( 1953در سال  Kiddطبق مشاهدات  .شود مي

اژيناز توسط فعاليت آن در سرم خوكچه درماني آسپار
هندي كشف شد كه باعث بهبود سرطان لنفوماي پيوند زده 

مطالعات بعدي . شده در موش و نيز موش صحرايي شد
كه فعاليت  )4( نشان داد 1961در سال  Broomeتوسط 

سرطاني سرم خوكچه هندي به واسطه آنزيم   ضد
م شده در در آزمايشات انجا .ه استآسپاراژيناز بود

، L5178 و لوسمي Walker 256كارسينوماي سلولهاي 

به حضور آسپاراژين به عنوان اين سلولها مشخص شد كه 
. دارنديك اسيد آمينه براي رشد در محيط كشت بافت نياز 

كه آسپاراژيناز به  نشان داد) Campbell )6، 1969در سال 
سرطاني   نيز داراي فعاليت ضد E. coliدست آمده از 

آنزيم آسپاراژيناز  تشخيصمنجر به ها  اين يافته. باشد مي
براي درمان لوسمي شد و محققين را براي توليد بيشتر و 

امروزه  .تشويق نمودآنزيم آسپاراژيناز تحقيقات بر روي 
آسپاراژيناز مورد استفاده در پزشكي شامل دو فرم دست 

نيز  و E. coli دو باكتري  نخورده و طبيعي مي باشد كه از
Erwinia aroideae يك  همچنين . است سازي شده خالص
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به  PEG-L-asparaginaseشكل تغيير يافته از آنزيم به نام 
شامل فرم طبيعي  تهيه شده است كه .coli Eدست آمده از 

آنزيم است كه به طور كووالانسي به 
monomethoxypolyethyleneglycol  متصل شده است و

شود كه حساسيت بالا به فرم طبيعي  يدر بيماراني استفاده م
  .)6( آنزيم دارند

 (آسپاراژيناز در درمان بيماري لنفوبلاسيك لوسمي حاد

(Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL)   در  و نيز
، لنفوماهاي  نوسيتيكو ميلوم حاد ميلوسيتيك  لوسمي  درمان 

 و ملانوساركوما به كار مي رود و غيرهوچكيني   هوچكيني 
 غير ضروري  مينهآسلولهاي سرطاني در سنتز اسيد   )3(

كه سلولهاي طبيعي  د، در حالينباش ميناتوان آسپاراژين 
حضور . هستند آسپاراژين مورد نياز خودقادر به توليد 

شده و  آسپاراژينجزيه ت در خون سبب آسپاراژيناز آنزيم 
آسپاراژين موجود در دسترسي سلولهاي سرطاني را از 
آسپاراژيناز در ميان عوامل  .)16( خون محروم مي نمايد

درماني سرطان حداقل به دو دليل منحصر به فرد  شيمي
تواند فعاليت سيتوتوكسيتي خود  اول اينكه آنزيم مي. است

دوم اينكه  و ايدرا در مكانهايي دور از تومور اعمال نم
لكول از ويك پروتئين كاتاليتيكي است و يك م آسپاراژيناز

دقيقه عرض يك لكول آسپاراژين را در وآنزيم هزاران م
  .)14( دهد كاهش مي

 Escherichia coli، Serratiaي زيادي از جمله يهاباكتر

marcescens، Erwinia aroideae، Proteus  vulgaris  و 
Mycobacterium  tuberculosis  قادر به توليد آنزيم 

مقايسه آسپاراژيناز  .)15و  6، 1( دنمي باشآسپاراژيناز 
نشان دهنده تنوع در ساختمان و  باكتريهاخالص شده از 

آمده از  به دستمقايسه آسپاراژيناز . فعاليت  آنها است
تفاوت زيادي   Erwinia carotovoraو  E.Coliي باكتريها

كه آنزيم جدا شده از  ان داد به طوريرا در رفتار آنها نش
Er. carotovora    بسيار قليايي تر، در طيف وسيعي از

قليايي بسيار مقاوم   pHفعال و در )  12تا  pH )3تغييرات 

گونه اسيد آمينه  هيچ E.coliدر آنزيم جدا شده از . است
تريپتوفان و سيستئين و پيوند دي سولفيد يافت نشد در 

حضور آنها مشخص شده   Er. carotovoraكه در  حالي
محيط رشد و كشت باكتري در مقدار توليد . )9( است

آسپاراژيناز و همچنين در ايجاد ايزوزيمهاي آسپاراژيناز 
در يك مطالعه، يك محيط حداقل و مناسب . است مؤثر

جدا شده از  E.coliبراي رديابي و جستجوي باكتريهاي 
يكي ساخته شد كه رودخانه، پساب و نمونه هاي كلين

توسط اين محيط به خوبي باكتريهاي توليد كننده آنزيم 
همچنين . )7( اسپاراژيناز از لحاظ كمي  مشخص مي شد

يك محيط غني طراحي شد كه مي توانست بهترين حالت 
 Erwinia  را براي توليد آسپاراژيناز را در باكتري

carotovora 13( ايجاد كند(.  

در   Serratiaسپاراژيناز در باكتري در اين تحقيق، توليد آ
يك محيط كشت جديد مورد مطالعه قرار گرفت و تفاوت 
وزن مولكولي آنزيم در محيط جديد با آنزيمهايي كه در 

همچنين . ودند بررسي شدبگزارش شده  يمطالعات قبل
     .فاكتورهاي كيبتيكي آنزيم مشحص شد

  مواد و روشها
 Serratia  در اين تحقيق از: سويه باكتري

Marcescens سويهATCC 60  كه از آزمايشگاه
جهت توليد باكتريولوژي دانشگاه شهيد بهشتي فراهم آمد، 

ابتدا باكتري بر روي  .آنزيم آسپاراژيناز استفاده گرديد
رصد گلوكز د 5/0محيط كشت جامد نوترينت آگار حاوي 

سپس براي توليد آنزيم باكتري در  .دو نگهداري شكشت 
عصاره  g/L 5/0پپتون،  g/L 5/0 ت حاوي كشمحيط 
ساعت در  42- 44آسپاراژين به مدت  g/L 5/0مالت، 
  .گرماگذاري شددرجه سانتي گراد  37دماي

به هنگام كشت باكتري در محيط : آنزيمفعاليت  سنجش
. سپاراژين، آنزيم در محيط كشت آزاد مي شودآمايع حاوي 

از سوپرناتانت  ml  1جهت تعيين فعاليت آنزيم آسپاراژيناز،
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بافر  ml 1كشت باكتري با سانتريفيوژ به دست آمده از 
 mg/ml 6 آسپاراژين ml 5/0و ) 8M, pH   1/0( تريس

درجه سانتي  30ساعت در دماي  2پس از . مخلوط شد
تري درصد  15ميكروليتر از محلول  300، به هر لوله گراد

يفيوژ ها سانتر اضافه شد و لوله (TCA) اسيدلرواستيك ك
معرف نسلر براي ( پس از افزودن محلول نسلر . گرديدند

) توليد رنگ و سنجش آمونياك توليد شده استفاده مي شود
هاي سانتريفيوژ شده، جذب  از سوپرناتانت نمونه ml 1 به

  .خوانده شد nm410 نوري در 

فعاليت آنزيم و پارامترهاي  تعيين: مطالعه كينتيك آنزيمي
 محلولآنزيم با استفاده از  Vmax و Kmكينتيكي شامل 
) بدون رسوب دهي با آمونيوم سولفات(كشت باكتري 
ليتر از  ميكرو 100براي اين منظور . انجام گرفت

 M  1/0بافر تريس ml1 سوپرناتانت حاوي آنزيم به همراه 
ليتر سوبستراي آسپاراژين با  ميكرو 500و  pH  7 با

لوله . استفاده شد  mM  1/0 ،2/0 ،3/0 ،4/0 ،5/0غلظتهاي
درجه  30 ساعت در دماي 15و  10، 5 ،3، 1ها به مدت 
ذكر بقيه مراحل مطابق روش . قرار داده شدندسانتي گراد 

سنجش كمي آنزيم انجام شد و جذب نوري شده در 
  . گيري گرديد اندازه nm410  محلولها در

 نيز براي اين منظور: بهينه فعاليت آنزيم  pHو  تعيين دما
در فعاليت آنزيم  ،استفاده شدمحلول رويي كشت سلول  از

براي . اندازه گيري شددرجه سانتي گراد  70تا  0 دماهاي
هاي مختلف   pH بهينه نيز فعاليت آنزيم در  pHتعيين 

، فسفات )  pH 4-5(، استات ) 3pH(شامل بافر گليسين 
)7 -6pH (تريس ،)8pH ( بورات ،)9-10pH  ( اندازه گيري

   .شد

براي خالص سازي آنزيم به : الص سازي نسبي آنزيمخ
 حاوي آنزيم به صورت تدريجي و در دماي محلول كشت

آمونيوم سولفات جامد اضافه شد تا به درجه سانتي گراد  4
محلول به مدت يك شب در . درصد اشباع برسد 50ميزان 
 40مدت  هب سپس نگهداري شد درجه سانتي گراد  4 دماي

در نهايت رسوب . سانتريفيوژ شد g ×1500در دقيقه 
. حل شد) 8M, pH   1/0( پروتئيني حاصل در بافر تريس

از روش دياليز براي حذف نمك آمونيوم در مرحله بعد 
درجه سانتي  4 عمل دياليز در دماي. سولفات استفاده شد

انجام ) 8M, pH   1/0(در بافر تريس  همراه با همزدنگراد 
 درو غوطه ور در بافر يك شب  به مدت كيسه دياليز . شد

دياليز شده در محلول در نهايت يخچال نگهداري گرديد 
براي انجام مراحل بعدي درجه سانتي گراد  -18دماي 

 از ستونآمده از دياليز  به دستمحلول  .شد نگهداري
براي خروج پروتئينها . عبور داده شدسلولز  DEAE  حاوي

 1تا  M  0,1يها با غلظت NaCl محلولاز  ،از ستون
آمده براي اندازه گيري  به دستاستفاده شد و فركشنهاي 

پروتئين و فعاليت آنزيم آسپاراژيناز مورد سنجش مقدار 
  .قرار گرفتند

در  ،كروماتوگرافي حاصل ازفراكشنهاي در مقدار پروتئين 
-UVو توسط دستگاه اسپكتروفتومتر  nm280  طول موج

Visible   (Shimatzu 1040) شد مشخص.  

سوپ محيط اندازه گيري مقدار پروتئين در نمونه راي ب
 Lowryروش از  كشت حاوي آنزيم و محلول دياليز شده 

  .  )17(استفاده گرديد

براي تعيين فعاليت آنزيم لازم بود : تعيين فعاليت آنزيم
محصول  (Extinction coefficient)ابتدا  ضريب خاموشي 

زيم بر روي آسپاراژين كه از عملكرد آن )مونيوميون آ (
تهاي ظبراي اين منظور غل. محاسبه شود شده بود، دايجا

معرف (مختلف سولفات آمونيوم تهيه شد و  محلول نسلر 
به آنها اضافه و جذب رنگ زرد ايجاد شده در ) آمونيوم

منحني غلظت بر .  اندازه گيري شد nm410  طول موج
ب عليه جذب رسم شد و شيب خط  براي تعيين ضري

پس از محاسبه ضريب . شددر نظر گرفته خاموشي 
ابتدا مقدار آمونيوم توليد  )lit.mol-1 103   1,6( خاموشي

شده در هر بار سنجش آنزيمي محاسبه شد و سپس از 
  .فعاليت آنزيم محاسبه گشتفرمول زير 
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= U/ml زمان سنجش   مقدار ميكرومول / حجم آنزيم
مقدار محلول در سنجش    آمونيوم آزاد شده توسط آنزيم 

 آنزيمي 

به منظور : SDS-PAGEروش  به الكتروفورز عمودي
آنزيم  مولكوليمشخص كردن ميزان خلوص و تعيين جرم 

استفاده گرديد و درصد  5/7با غلظت  ژل آكريلاميد از 
انجام و نيترات نقره  R-250كوماسي بلو با  ،رنگ آميزي ژل

ماركر استاندارد براي مشخص شدن وزن موكولي از . شد
  .پروتئيني استفاده شد

  تايجن
براي رسم منحني رشد باكتري : توليد آنزيم و منحني رشد

از محيط كشت در محيط كشت،  آنزيم توليد همچنين و 
هر دو ساعت يكبار نمونه گيري شد و منحني رشد رسم 

در اين باكتري در phase  (lag( خيرأفاز ت. )1شكل ( گرديد
ساعت  18و فاز لگاريتمي در حدود د بوساعت  4حدود 

مطالعه . بعد از آن وارد مرحله سكون گرديد طول كشيد كه
از پس ساعت  10همزمان فعاليت آنزيم نشان داد كه تا 

 ليو ،ديده نشد آنزيمي گونه فعاليت شروع كشت هيچ

به تدريج در فاز لگاريتمي افزايش يافت و فعاليت آنزيم 
د شدن باكتري به مرحله سكون، بعد از وارحداكثر فعاليت 

  .ساعت ثبت گرديد 40-44بين 

 pHبراي تعيين : بهينه فعاليت آنزيمو دماي   pHتعيين 
 10تا  pH 4محدوده بهينه آسپاراژيناز،  فعاليت آنزيم در 

 يج حاصل نشان داد كه انت. )2شكل (اندازه گيري شد 
و بيشترين  10و  4هاي  pHدر آنزيم كمترين فعاليت 

براي تعيين دماي بهينه  .ديده شد pH 7 اليت آنزيمي در فع
درجه سانتي  70تا  0 در محدوده دماييآنزيم ، فعاليت آن 

مشخص  3طور كه در شكل  همان. اندازه گيري شدگراد 
 درجه سانتي گراد 40در دماي آنزيم بيشترين فعاليت است 

گونه  هيچ درجه سانتي گراد 70در دماي  مشاهده شد و
   .شدغيرفعال  يتي ثبت نشد و آنزيمفعال

براي تعيين : اندازه گيري فاكتورهاي كينتيكي آنزيم
با   Lineweaver-Burkفاكتورهاي كينتيكي آنزيم از منحني 

عت استفاده شد و رعكس غلظت بر عليه عكس ساستفاده از 
Km  وVmax  از نتايج به دست آمده ). 4شكل (محاسبه گرديد

آن در  Vmaxو  مقدار  mM 18/0آنزيم در حدود   Kmمقدار 
   .شد تعيين  mM/min5/12 حدود 

  
بيشترين مقدار فعاليت آنزيم در ابتداي فاز ثابت رشد باكتري ديده . marcescens  Serratiaدر باكتري حني رشد باكتري و توليد آنزيم من -1شكل 

  .شد
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  pH 10-4حدوده فعاليت آنزيم آسپاراژيناز در م منحني -2شكل 

  
درجه سانتي گراد بيشترين فعاليت ديده شد و در  40در دماي . درجه سانتي گراد 0 -70 فعاليت آنزيم آسپاراژيناز در محدوده دمايي منحني  -3شكل

  .درجه آنزيم كاملا غير فعال شد 70دماي 
  

براي خالص سازي آنزيم ابتدا سوپ كشت : تخليص آنزيم
آمونيوم سولفات ته نشين درصد  50به وسيله غلظت سلول 

سازي شد و پس از دياليز، نمونه از ستون كروماتوگرافي 

طبق نتايج . )5شكل (عبور داده شد  DEAEتعويض يوني 
آغاز شد و  11به دست آمده خروج پروتئينها از نمونه 

  .مشاهده شد 16- 13فعاليت آنزيمي بين نمونه هاي 
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  . Vmaxو  Kmجهت محاسبه  Lineweaver-Burkمنحني   -4شكل 

  
  .سلولز DEAEكروماتوگرام فرآيند تخليص آنزيم آسپاراژيناز با استفاده از ستون   - 5شكل

   
از مراحل مختلف تخليص آنزيم با محاسبه نتايج حاصل 
نشان داده شده  1در جدول در هر مرحله فعاليت آنزيم 

واحد آنزيمي مقداري از آنزيم است كه يك هر . است

يا يون  دقيقه به محصول 1كرومول سوبسترا را در مي
  .آمونيوم تبديل نمايد
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  مراحل خالص سازي آسپارازيناز -1جدول 

% Yield Fold 
purification 

Specific 
activity 

(units/mg) 

Total 
activity 

(units/ml) 

Activity 
(units) 

Total 
protein 
(mg) 

Volume 
(ml) Step 

100 1 13.88 0.53 1.6×10-³0.3 320 CE (1) 

3 10.67 148.138 0.0150.33×10-²0.36 4.5 AS (2) 

0.1 22.77 316.05 0.53×10-³ 0.53×10-³0.027 1 IEC (3) 
Steps: (1) Crude extract; (2) ammonium sulfate fractionation; (3) ion exchange chromatography  

  
  

در مرحله آنزيم  خلوص نسبيطبق نتايج به دست آمده، 
حدود رسوب دادن پروتئينها با آمونيوم سولفات به ميزان 

 23  حدود به ميزان DEAEو در مرحله ستون برابر  11
  .مي باشد برابر

به دست آمده نتايج الگوي پروتئيني  :الكتروفورز عمودي
با استفاده از روش الكتروفورز از خلوص آنزيم آسپاراژيناز 

SDS-PAGE  يك باند . شان داده شده استن 6در شكل
حضور اين . مشاهده شدكيلو دالتون  54مشخص در ناحيه 

جرم  محاسبه. باند در نمونه دياليز شده نيز به چشم خورد
فاصله بر اساس آنزيم خالص شده تقريبي  لكوليوم

  . در ژل انجام شد روتئينهاحركت پ

  بحث
 رك،هوازي اختياري، متح گرم منفي، بي يك باكتريسراشيا 

 Entrobacteriaceaeخانواده  ءجز است و اكسيداز مثبت
كه در اين تحقيق براي توليد آنزيم  )8( شود طبقه بندي مي

اي بر روي  اگرچه مطالعات گسترده. در نظر گرفته شد
جداسازي آنزيم آسپاراژيناز انجام شده است اما اطلاعات 
اندكي از تحقيقات بر روي اين آنزيم كه توسط سراشيا 

  . باشد توليد مي شود در دست مي

براي رشد بهينه سراشيا، هوادهي ملايم محيط كشت مورد 
نياز است و آسپاراژيناز به مقدار بيشتري در سطوح خيلي 

در مطالعه حاضر نيز از ). 15(پايين اكسيژن توليد مي شود 
هوادهي كم براي توليد آنزيم استفاده شد كه مقايسه توليد 

ي زياد نشان داد كه حالت هوادهي ملايم آن با حالت هواده

  pHهمچنين در اين تحقيق . توليد بهينه آنزيم بيشتر است
 pHبنابراين كليه آزمايشات در . به دست آمد 7بهينه آنزيم 

برخي گزارشات نشان داده است  كه در .  انجام شد 7
بهينه  pHآسپاراژيناز داراي  Erwinia carotovora  باكتري

  ) . 10(مي باشد  6/8 اي در حدود

  
نمونه . در نمونه خالص شده و دياليز  SDS-PAGEژل  -6شكل

ستون  14، نمونه آنزيم خالص شده در فراكسيون  (D) دياليز
 66250با وزن   ، ماركر آلبومين سرم گاوي خالص  (P)كروماتوگرافي 

(A)   ماركر پروتئيني ،(St)   با وزن مولكولي سيتوكرومC 2/13 ،
، اووترانسفرين  66,2، آلبومين 45، اوالبومين  17,2لوبين با وزن ميوگ

 .كيلو دالتون 76
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تخليص آنزيم آسپاراژيناز از ميكروارگانيسمهاي مختلف 
 Escherichia coli , از جمله آنها مي توان. انجام شده است

Erwinia carotovora, glutaminasificans, 
Acinetobacter در تمامي  تقريباً. )15و  6، 1( را نام برد

كه  طوريه ب. گزارشات اندازه آنزيم مشابه اعلام شده است
الكتروفورز روي ژل آكريلاميد و نيز  هايبا استفاده از روش

 آنزيم مولكوليجرم توسط روش ته نشين سازي تعادلي  
 Erwiniaباكتري و در  تعيين شد - kDa 180 در حدود

carotovora وزن آن در حدود  kDa135  تخمين زده
اين آنزيم بعد از تيمار با سديم دودسيل سولفات و . )5(شد

 kDaلكولي ورم مدر الكتروفورز زير واحد هايي جاوره 
ها، در بعضي از  طبق اين داده ).5( را نشان داد 5/32

و در   kDa 32باكتريها آنزيم داراي پنج يا شش زيرواحد 
 است kDa  32زير واحد 4داراي  E. coliبرخي ديگر مثل 

)6 .(  

در مطالعه حاضر آنزيم خالص شده تنها يك  باند در  ژل 
توليد نمود  كه اين باند در ناحيه   SDS-PAGEالكتروفورز 

اين نتيجه با گزارشات قبلي كه اندازه . است kDa 54 حدود
 ، اعلام كرده  kDa  5/31حدود Serratia آنزيم را در
در اين پژوهش براي نكه به ايبا توجه . )18( مطابقتي ندارد

پپتون براي و اولين بار، از محيط كشت حاوي عصاره مالت 
شود كه در اين محيط  توليد آنزيم استفاده شد، پيشنهاد مي

باكتري يك ايزوآنزيمي توليد نموده است كه از لحاظ وزن 
 . زارش شده است متفاوت استگلكولي با آنچه تاكنون وم

لوكولي آنزيم را در نوعي وزن ماخير بعضي از مطالعات 
 درو ) kDa  45 )12باسيلوس استخراج شده از خاك حدود

 Streptomyces gulbargensis kDa 82  نيز گزارش
  ). 2(اند  كرده

/ (mg protein ميزان فعاليت ويژه آنزيم در سوپرناتانت 
(units 88/13 و در آنزيم با خلوص نسبي حدودmg 

protein)/(units 05/316 فاكتور هاي همچنين . ه شدمحاسب
پژوهش  اين دركينتيكي در اين آنزيم براي اولين بار 

 mM 18/0 در حدود  آنزيم Kmكه  طوريه ب ،محاسبه شد
  .شدمحاسبه  mM/min5/12 آن در حدود  Vmaxو مقدار 

ه با توجه به اينكه اين آنزيم در درمان برخي از سرطانها ب
خالص سازي اين مي باشد، مي مورد استفاده سويژه لو

آنزيم و مشخص كردن فاكتورهاي كينتيكي در استفاده از 
آن براي درمان بيماريها داراي اهميت است كه در اين 

  .  قيق به خوبي مشخص گرديدحت

  منابع
1- 6- Pieters R, Carroll WL. (2008) Biology and 

treatment of acute lymphoblastic leukemia. 
Pediatr. Clin. North. Am. 55:1–20 

2- Agarwal A, Kumar S, Veeranki V, ( 2011) Effect 
of chemical and physical parameters on the 
production of L-asparaginase from a newly 
isolated Serratia marcescens SK-07. Lett. 
Appl.Microbiol 10: 1111 

3- Amena S., Vishalakshi N., Prabhakar M., 
Dayanand A., Lingappa K., (2010) Production, 
purification and characterisation of L-
asparaginase Streptomyces gulbargensis. Braz. J. 
Microbiol. 41, 173-178 

4- Avramis VI, Tiwari PN.  (2006) Asparaginase 
(native ASNase or pegylated ASNase) in the 
treatment of acute lymphoblastic leukemia. Int. J. 
Nanomedicine. 1:241–254. 

5- Broome J. (1961)  Evidence  that  the L-
asparaginase  activity  of  guinea  pig serum  is  
responsible  for  its  antilymphoma  effects. 
Nature. 191, 1114–1115. 

6- Cammack KA., Marlborough DI., Miller DS., 
(1972) Physical Properties and Subunit Structure 
of L-Asparaginase Isolated from Erwinia 
carotovora.  Biochem. J. 126, 361-379 

7- Campbell H, Mashburn L. (1969) L-
Asparaginase EC-2 from Escherichia coli. Some 
substrate specificity characteristics. 
Biochemistry.  9, 3768–3775. 

8- Ghasemi Y, Ebrahiminezhad A, rasoul-Amini S, 
et al (2008) An Optimized Medium for 
Screening of L-Asparaginase production by 
Escherichia coli. Am. J. Biochem. Biotechnol: 4 , 
422-424.  



 1394، 2، شماره 28جلد                                             )                                مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

153 

9- Hejazi A., Falkiner FR., (1997) Serratia 
marcescens. J Med Microbiol. 46, 903-912 

10- Jha SK, Pasrija D, Sinha RT, Singh HR, Nigam 
VK, Vidyarthi AS, (2012)  Microbial  L-
Asparaginase: A review on current scenario and 
future prospects. Int. J. Pharmaceut. Sci. Res, 3: 
3076-3090 

11- Kamble  VP., Rao RS., Borkar PS., Khobragade 
CN., Dawane BS. (2006) Purification of L-
asparaginase from a bacteria Erwinia carotovora 
and effect of a dihydropyrimidine dereivitive on 
some of its kinetic parameters. Ind. J. Biochem. 
Biophys. 43, 391-394  

12- Kidd J. (1953)  Regression of transplanted 
lymphomas induced in vivo by means of normal 
guinea pig serum. I. Course of transplanted 
cancers of various kinds in mice and rats given 
guinea pig serum, horse serum, or rabbit serum. 
J. Exp. Med. 98, 565–582. 

13- Moorthy V., Ramalingam A., Sumantha A., 
Shankaranaya R.T., (2010) Production, 
purification and characterisation of extracellular 

L-asparaginase from a soil isolate of Bacillus sp. 
Afri. J. Microbiol. Res.  4, 1862-1867. 

14- Peterson RE, Ciegler A, (1969) L-Asparaginase 
Production by Various Bacteria. Appl. 
Microbiol, 17,. 929-930 

15- Pieters R, Hunger SP, Boos J, Rizzari C, 
Silverman L, et al, (2011) L-asparaginase 
treatment in acute lymphoblastic leukemia: a 
focus on Erwinia asparaginase. Cancer. 117, 
238–249. 

16- Pui CH, Campana D, Pei D, Bowman WP, 
Sandlund JT, Kaste SC, et al. (2009) Treating 
childhood acute lymphoblastic leukemia without 
cranial irradiation. N. Engl. J. Med. 360:2730–
2741 

17- Robyt JF., White BJ. (1987) Biochemical 
techniques theory and practice. Brooks/Cole Pub 
Company USA  p. 391. 

18- Stern ML., Phillips AW., Gottlieb AJ., (1976) 
Physical properties of L-asparaginase from 
Serratia marcescens. J. Bacteriol. 125, 719–727. 
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asparaginase from Serratia marcescens 
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Abstract 

Asparaginase is a hydrolytic enzyme that catalyses asparagine to aspartic acid and 
ammonia. The enzyme is used for treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL), 
lymphoma and melanolymphoma. S. marcescens is a Gram-negative bacterium with red 
pigment that can produce asparaginase in culture medium culture in the presence of 
asparagine.  In this study asparaginase was purified and kinetic parameters of enzyme 
were determined. A modified culture medium was used for enzyme production 
containing malt extract, soy peptone and asparagine. Enzyme activity was detected after 
8 hours and maximum enzyme activity was reached after 40-44 hours of incubation. 
Purification of the enzyme was carried out using ammonium sulfate precipitation. The 
concentrated enzyme preparation was loaded onto DEAE cellulose chromatography 
column. The SDS-PAGE was determined a single band with about 54 kDa protein. The 
optimum pH and temperature of enzyme activity were determined to be about 7 and 
40˚C respectively, and the kinetic parameters such as Km and Vmax were measured for 
the first time in this study.  

Key words: Enzyme, Asparaginase, Serratia marcescens, Purification, Kinetic 
parameters.    


