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يك روش ساده، سريع و مقرون بصرفه براى
 تخليص تريپسين از پانكراس گوساله

چكيد ه
     ترپسـين از جمله آنزيم هايى اسـت كه در فرآيندهاى بيوتكنولوژى كاربرد فراوان دارد. در آزمايشـگاه كشـت سلولى، طى فرآيند 
پاشـاژ سـلول ها، تريپسين جهت جدا كردن سلول هاى چسبيده شده به ديواره ظرف كشت سلولى استفاده مى شود. همچنين جهت 
جدا كردن سلول ها از يك بافت مى توان از تريپسين استفاده كرد. تريپسين در فرايند توليد پپتن و پروتئين هيدروليز شده از كازئين 
شير و سويا بطور انبوه و گسترده  مورد استفاده قرار مى شگيرد(21،1). تريپسين يك سرين پروتئاز است كه در سيستم گوارش اكثر 
مهره داران يافت مي شـود ترپسـين از جمله آنزيم هايي اسـت كه در فرآيندهاي بيوتكنولوژي كاربرد فراوان دارد. در اين مطالعه با 
استفاده از روش هاي رسوب دهي پروتئين ها با سولفات آمونيوم اشباع شده 35 درصد و 75 درصد، رسوب دهي با تري كلرو استيك 
اسيد 2/5 درصد وزني حجمي، رسوب دهي پروتئين ها در pH=6/5 و در نهايت با كروماتوگرافي تمايلي تريپسين موجود در پانكراس 
تخليص شـد. با اين روش، از هر كيلو گرم پانكراس گوسـاله 2/8 گرم تريپسين خالص با فعاليت ويژه (U/mg) 155 استحصال گرديد. 
نتايج اين مطالعه نشان ميدهد كه با اين روش مي توان 26 درصد از آنزيم موجود در پانكراس را بدست آورد. در نهايت مي توان گفت 

اين روش يك روش ساده، سريع و مقرون به صرفه جهت توليد انبوه تريپسين باشد.
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 A simple, fast and commercial method for trypsin purification from bovine pancreas
By: Goudarzi B.Gh. Razi Vaccine and Serum Research Institute (Corresponding Author; Tel: +989123250560) 
Talebi, M. Biology Section, Payame noor University, Bagherian R. Biochemistry Section ov Medicine Faculty, Tehran 
University. HajiHosseini, R. Biology Section, Payame Noor University, 
Trypsin is a serine protease found in the digestive system of many vertebrates, where it hydrolyses proteins. Trypsin has been used 
widely in various biotechnological processes. In this study trypsin was purified using two precipitation cut, 35% and 75% as saturation 
percent of Ammonium sulfate solutions, TCA precipitation (2.5% W/V), pH precipitation and finally affinity chromatography. This 
method could be used to obtain 2.8 g purified trypsin with specific activity 155 U/mg and 26% recovery from 1kg bovine pancreas. 
Therefore, this method is a simple, fast and commercial method for scale-up of trypsin extraction from bovine pancreas.
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مقد مه
ــت. اين آنزيم در  ــرين پروتئاز اس ــين EC 3,4,21,4 يك س       تريپس
ــه وطيفه آن هيدروليز  ــى اكثر مهره داران وجود دارد ك ــتم گوارش سيس
پروتئين ها مى باشد. در پانكراس، تريپسين به صورت پيش ساز غيرفعال 
ــدن يك هگزا پپتيد از آنتهاى  ــده كه با جدا ش ــينوژن) سنتز ش (تريپس
ــود. تريپسين اندوپپتيدآزى  ــين فعال تبديل مى ش آمينى آن به تريپس
ــت كه پيوندهاى پپتيدى را از انتهاى گروه هاى كربوكسيل اسيدهاى  اس

آمينه آرژنين و ليزين  هيدروليز مى كند(15،14).  
ــراى هيدروليز پروتئين ها  ــين عموماً در مطالعات پروتئوميكس ب تريپس
ــپكترومترى  ــتفاده از اس ــايى پروتئين ها با اس ــه پپتيدها جهت شناس ب
ــين را  ــتفاده قرار مى گيرد. تريپس ــى و يا روش هاى ديگر مورد اس جرم
مى توان چاقو هاى دقيق مولكولى دانست كه پروتئين ها را از ناحيه گروه 
ــيدهاى آمينه آرژنين و ليزين برش مى دهد. از تريپسين  كربوكسيل اس
مى توان جهت انحلال لخته خون، درمان التهاب و ساخت داروهاى التيام 
بخش نيز استفاده كرد. يكى ديگر از كاربردهاى مهم تريپسين در تبديل 
ــت كه تنها در يك اسيد آمينه با  ــولين خوكى به انسولين انسانى اس انس

يكديگر تفاوت دارند(22،9). 
ــين در مقياس صنعتى در صنايع چرم مى باشد. در  عمده مصرف تريپس
سال 1985، بازار جهانى فروش تريپسين توليد شده از پانكراس حيوانى 
در زمينه فوق حدود 10 ميليون دلار بود. در مرحله خيساندن چرم در يك 
مخلوط قليائى1 براى تورم زدائى پوست ها2 و از بين بردن برخى از اجزاء 
ــازى آن (براى مرحله بعدى كه دباغى است)  پروتئينى چرم براى نرم س
ــتفاده مى شود. كاربرد صنعتى ديگر تريپسين در ساخت  از اين آنزيم اس
ــرفت صنعت بيوتكنولوژى  ــد. البته با پيش ــوينده هاى خانگى مى باش ش
استفاده از پروتئآزهاى ميكروبى در اين خصوص رواج بيشترى پيداكرده 
ــت. همچنين در بعضى مواقع در صنعت پنيرسازى به عنوان مكمل يا  اس

جايگزين رنين از تريپسين استفاده مى شود(16،13،10).
ــين مى توان به استفاده از آن در شيمى  از جمله كاربردهاى ديگر تريپس
بالينى به عنوان وسيله اى براى تشخيص بيمارى ها، آناليز مواد غذائى و 
ــازى ديگر زيموژن هاى موجود در پانكراس نظير كيموتريپسين  فعال س

اشاره كرد.
ــت  ــين، بيش از چندين دهه اس با توجه به مصرف و كاربرد زياد تريپس

ــتفاده از  ــا تلاش مى كنند تا با اس ــر دني ــه محققين مختلف در سراس ك
ــى پروتئين ها با نمك ها ى معدنى  ــوب ده روش هاى مختلف نظير رس
ــى، كروماتوگرافى تعويض يونى،  ــاى آلى، كروماتوگرافى غربال و حلال ه
كرماتوگرافى تمايلى، الكتروفورز و برخى ديگر از روشهاى مرسوم در امر 
ــريع و ازان قيمت جهت تهيه و  ــاده، س تخليص پروتئين ها يك روش س
ــين در مقادير انبوه طراحى كنند. از طرف ديگر با توجه به  توليد تريپس
ــوت و پروكاريوت وجود دارد،  ــه اين آنزيم در اكثر موجودات يوكاري اينك
ــت تا با استفاده از تكنيك هاى متداول در بيوتكنولوژى  سعى بر اين اس
ــى  ــبى جهت توليد اين آنزيم دسترس ــى ژنتيك به منبع مناس و مهندس
ــين موجود در گاو،  ــترده اى بر روى تريپس پيدا كنند. لذا مطالعات گس
ــب، ماهيان  ــون، موش صحرائى، اس ــان، بز، بوقلم ــفند، خوك، انس گوس
 Streptomyces  ــا يى نظير ــه دار، ميگو، پروانه و ميكروارگانيزم ه ري
انجام داده اند. همچنين جهت استفاده بهينه از اين آنزيم بر روى خواص 
فيزيكوشيميايى آن تحقيقات وسيعى انجام شده و يا در دست اجرا است 

.(14،13 ،10)
ــين  ــار از تريپس ــاله سرش در اين مطالعه با توجه به اينكه پانكراس گوس
ــد، سعى شده است كه جهت استخراج و تخليص آنزيم تريپسن،  مى باش
ــريع، ساده و ارزان طراحى و ارائه گردد كه از بهره ورى بالا  يك روش س

و خوبى برخوردار باشد.

مواد و روش ها
جمع آورى پانكراس

جهت جمع آورى پانكراس مورد نياز به كشتارگاه زياران مراجعه شد كه 
ــريعاً پانكراس آنها جدا و در  ــاله هاى 3 تا 24 ماهه، س پس از ذبح گوس
ــرد قرار داده شد. سپس  ــيد سولفوريك 0/25 نرمال س ظروف حاوى اس
ــگاه منقل و پس از زدودن بافت  ــده به آزمايش نمونه هاى جمع آورى ش

چربى و پيوندى پانكراس ها دوبار چرخ شدند.

هضم اسيدى 
ــيد سولفوريك 0/25  ــده دو ليتر اس به يك كيلو گرم از پانكراس چرخ ش

نرمال سرد اضافه كرده و به مدت چهار ساعت در دماى  4 درجه 

يك روش ساده، سريع و ...
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ــد. مخلوط حاصله  ــزن مكانيكى بخوبى هموژنيزه ش ــانتى گراد با هم س
ــده تعيين حجم و در  ــپس محلول صاف ش با تنظيف دو لايه صاف و س

سردخانه نگهدارى شد.

رسوب دهى با سولفات آمونيم 
جهت رسوب دهى با سولفات آمونيوم اشباع شده 35 درصد، به ازاى هر 
ــده مقدار 208/4 گرم سولفات آمونيوم بتدريج به  ليتر از محلول صاف ش
ــولفات آمونيوم حل  ــد تا كاملا س ــپس به آرامى همزده ش آن اضافه و س
گردد. سپس به مدت يك ساعت در سردخانه قرار داده شد و بعد بمدت 
30 دقيقه در دماى 4 درجه سانتيگراد با دور  g 5000 سانتريفوژ گرديد. 
ــوب  ــه و پس از تعيين حجم ذخيره و رس ــول روئى به آرامى تخلي محل
ــد. جهت رسوب دهى با سولفات آمونيوم اشباع  حاصله نيز دور ريخته ش
ــده 75 درصد، به ازاى هر ليتر از محلول روئى مرحله قبل مقدار 275  ش
ــد تا سولفات  ــولفات آمونيوم بتدريج اضافه و به آرامى همزده ش گرم س
ــاعت در سردخانه قرار  ــپس به مدت 3 س آمونيوم كاملاً حل گرديد و س
 g ــد و بعد به مدت 30 دقيقه در دماى 4 درجه سانتيگراد با دور داده ش
5000  سانتريفوژ گرديد. محلول روئى به آرامى تخليه و دور ريخته شد. 
ــوب حاصله در150 ميلى ليتر آب ديونيزه حل و در نهايت حجم آن  رس

با آب ديونيزه به 200 ميلى ليتر رسانده شد.

(TCA)رسوب دهى با ترى كلرو استيك اسيد
ــه قبل 400 ميلى ليتر محلول  5 درصد ترى  ــه محلول حاصل از مرحل ب
كلرو استيك اسيد(W/V) سرد اضافه گرديد. بمدت 30 دقيقه به آرامى 
ــد و سپس بمدت 20 ساعت در سردخانه قرار داده شد. پس از  همزده ش
سپرى شدن اين زمان رسوب توليد شده حاوى تريپسينوژن و تريپسين 
ــت. جهت جمع آورى رسوب، محلول فوق بمدت 30 دقيقه در دماى  اس
ــانتريفوژ گرديد. محلول روئى  ــا دور  g 5000  س ــانتيگراد ب 4 درجه س
ــه آرامى تخليه  ــت ب ــين و ريبونوكلئاز اس كه حاوى آلفا-1- آنتى ترپس
گرديد(13). 90 ميلى ليتر اسيد كلريدريك 0/01 نرمال به  رسوب اضافه 
گرديد. پس از حل شدن رسوب حجم آن با اسيد كلريدريك 0/01 نرمال 
به 100 ميلى ليتر  رسانده شد. سپس به مدت 20 ساعت با پنج ليتر از 

اسيد كلريدريك 0/005 نرمال دياليز شد.

رسوب دهى با استفاده از pH ايزوالكتريك و فعال كردن تريپسينوژن
ــتفاده از سود 0/1 نرمال pH  محلول حاصل از مرحله قبل به 5/6  با اس
ــانده و يك ساعت در سردخانه نگهدارى شد. سپس بمدت 30 دقيقه  رس
در دماى 4 درجه سانتى گراد با دور  g 5000 سانتريفوژ گرديد. محلول 
ــينوژن مى باشد، به آهستگى جدا گرديد و رسوب  روئى كه حاوى تريپس
ــد. به ازاء هر ليتر از محلول فوق 14/7 گرم كلريد  حاصله دور ريخته ش
  pH ــد (0/1 مولار كلريد كلسيم). سپس ــيم به آن اضافه و حل ش كلس
محلول به 8/2 رسانده و بمدت 20 ساعت در سردخانه نگهدارى شد. در 

نهايت با پنج ليتر از اسيد كلريدريك 0/001 نرمال دياليز گرديد.

ليوفيليزاسيون محلول حاوى تريپسين
ــت به يك  ــين اس ــبتا خالصى از تريپس محلول فوق كه حاوى مقادير نس

ــد.  ــانتيگراد فريز ش ــن پيركس مخصوص منتقل و در 50- درجه س بال
سپس با كمك دستگاه فريز- دراير مدل Telstar در شرايط 50- درجه 

سانتيگراد و فشار 40-20 ميلى بار خشك گرديد.

كروماتوگرافى تمايلى تريپسين
ــده از رزين پارا آمينو بنزاميدين-  ــك ش جهت كروماتوگرافى نمونه خش
 Tris-HCl 0/1M, NaCl) ــس ــتر و از بافر تري ــه عنوان بس آگارز3 ب
ــتفاده  ــه عنوان بافر نمونه4 و بافر اتصال دهنده5 اس 0/5M pH 8/0 ) ب
شد. طول ستون و قطر ستون استفاده شده بترتيب300 و 5 ميلى متر و 

حجم رزين 25 ميلى ليتر بود.
ــن و در 5  ــده توزي ــك ش ــه 20 ميلى گرم از نمونه خش ــن مطالع در اي
ــى ليتر از بافر نمونه حل گرديد و با پيپت به آرامى روى رزين درون  ميل
ستون ريخته شد. سپس 35 ميلى ليتر از بافر تريس از ستون عبور داده 
شد. اولين بافر شستشو6 كه سبب جدا شدن تريپسين از رزين مى شود، 
 AcONa 0/1M, NaCl 0/5M pH) 45 ميلى ليتر بافراستات سديم
ــبب جدا شدن ساير سرين پروتئازها  ــو كه س 4/0) و دومين بافر شستس
 Glycine-HCl 0/1M,) ــين ــر گلايس ــى ليتر باف ــود، 40 ميل مى ش
NaCl 0/05M pH 2/0-2/5) بود. سرعت جريان بافر براى بارگذارى7   

و شستشو بترتيب 30 و 50 ميلى ليتر/ سانتيمتر مكعب/ ساعت بود.
در نهايت نمونه هاى خارج شده از ستون در 60  فراكشن 2 ميلى ليترى 

جمع آورى و جذب نورى آنها در 280 نانومتر قرائت شد (17،12). 

 Willomwska و Kuntiz استخراج تريپسين به روش
جهت مقايسه روش استخراج تريپسين توسط اين مطالعه با روش هاى ارائه 
شده توسط Kuntiz و Willomwska، ابتدا اقدام به استخراج تريپسين 
ــده توسط اين دو محقق شد (13،10،2)  و سپس  با روش هاى گزارش ش

ميزان خلوص و مقدار آنزيم استحصال شده مورد بررسى قرار گرفت.

SDS-PAGE الكتروفورز
در مطالعه حاضر به منظور بررسى ميزان خلوص آنزيم تريپسين تخليص 
ــه آن با روش هاى ارائه شده  ــده از روش ارائه شده و همچنين مقايس ش
 SDS-PAGE ــورز  الكتروف از   Willomwska و   Kuntiz ــط  توس
استفاده شد. همچنين از آنزيم كمپانى فلوكا به عنوان استاندارد استفاده 

گرديد.
ــتفاده گرديد. براى  ــتر الكتروفورز اس از ژل پلى آكريل آميد به عنوان بس
ــولفات9 به  ــيل س ــديم دودس انجام الكتروفورز، مطابق روش لاملى از س
ــتفاده  ــترا و بافر الكتروفورز اس عنوان دترجنت در تركيب ژل، بافر سوبس
ــا از ژل متراكم كننده  ــدا كردن پروتئين ه ــد(6). جهت تفكيك و ج ش
ــتفاده گرديد.  ــاى  3 و 10 درصد بترتيب اس ــا غلظت ه ــده ب و جداكنن
ــدت جريان  همچنين براى الكتروفورز فوق از جريان الكتريكى ثابت و ش
ــتفاده شد. پس از خاتمه الكتروفورز جهت تثبيت  30-20 ميلى آمپر اس
ــيد استيك 30 درصد و از كوماسى بلو R-250 جهت  پروتئين ها  از اس
ــا از مخلوط متانول،  ــتفاده گرديد. براى ظهور بانده ــگ آميزى ژل اس رن
ــيال و آب مقطر (8:1:1) به عنوان رنگ بر استفاده  ــيد استيك گلاس اس

شد(19،11). 
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ــده است. پس از بررسى هاى تكرارپذير بودن نتايج آزمايشات، همان  داده ش
ــت. با روش فوق مى توان از هر كيلو  ــهود اس طورى كه در جداول 1 و 2 مش
ــاله عارى از بافت چربى، بطور متوسط 2/8 گرم تريپسين  گرم پانكراس گوس

خالص با فعاليت ويژه (U/mg) 155 استحصال كرد.
ــتخراج شده  ــين اس نتايج حاصل از الكتروفورز SDS-PAGE آنزيم تريپس
توسط روش هاى ذكر شده در اين مطالعه در شكل 2 نشان داده شده است.

  kuintz ــتحصال شده توسط روش ــى ميزان آنزيم اس نتايج حاصل از بررس
ــان دهنده اين است كه از هر كيلو گرم پانكراس تميز شده بطور متوسط  نش
ــت آورد.  ــت ويژه (U/mg) 20 بدس ــين با فعالي ــى توان 82 گرم تريپس م
ــر كيلوگرم پانكراس  ــتفاده از روش Wilimowska  از ه ــن با اس همچني
ــده به طور متوسط 1/6 گرم تريپسين با فعاليت ويژه 75 استحصال  تميز ش
ــد. در صورتى كه نتايج گواه از اين دارند كه با روش ارائه شده توسط اين  ش
ــارى از بافت چربى،  ــاله ع ــه  مى توان از هر كيلو گرم پانكراس گوس مطالع
 155 (U/mg) ــين خالص با فعاليت ويژه ــط 2/8 گرم تريپس به طور متوس

استحصال كرد.

تعيين غلظت پروتئين و فعاليت آنزيم تريپسين
ــق روش برادفورد  ــا مطاب ــه ه ــن نمون ــت پروتئي ــه غلظ ــن مطالع در اي
ــرم گاوى به عنوان پروتئين استاندارد  ــد و از آلبومين س اندازه گيرى ش
ــتفاده گرديد. فعاليت آنزيم تريپسين با استفاده از بنزويل آرژنين پارا  اس
 Erlanger نيترو آنيليد10) سوبستراى اختصاصى تريپسين مطابق روش

سنجيده شد(3،2).

نتايج
ــى پس از قرائت جذب  ــكل 1 نتايج حاصل از كروماتوگرافي تمايل در ش
ــين نشان داده شده  ــن ها در 280 نانومتر و فعاليت آنزيم تريپس فراكش

است.
ــين در  ــل از اندازه گيرى غلظت پروتئين و فعاليت آنزيم تريپس نتايج حاص
ــتخراج و تخليص آنزيم تريپسين در جدول 1 نشان داده  مراحل مختلف اس

شده است.
ــان  ــبه نش در جدول 2 فعاليت ويژه، بازده11 و مرتبه تخليص12 پس از محاس

شكل 1- نتايج قرائت جذب فراكشن هاى جمع آورى شده در 280 نانومتر و
فعاليت تريپسين در فراكشن ها پس از كروماتوگرافى تمايلى

جدول 1- نتايج غلظت پروتئين و فعاليت آنزيم تريپسين در مراحل مختلف استخراج

    حجم            مرحله   شماره
(ml)

  پروتئين  
(mg/ml)

 پروتئين كل 
 (mg)     

   فعاليت
(U/ml)   

فعاليت كل
(U)  

       756     446600      203    2200هضم اسيدى1
   

1663200
     2596   89500   447/5   200رسوب دهى با سولفات آمونيم2

   
1298000

3TCA 526900    5269     7700     77   100رسوب دهى با   

   468820   4262      6270      57   110رسوب دهى با pH ايزوالكتريك   4

    435960    31140       2814    201    14كروماتوگرافى تمايلى5

يك روش ساده، سريع و ...



شماره 90، نشريه دامپزشكي، بهار 1390

  (پژوهش وسازند گى)37

جدول 2- نتايج حاصل از محاسبات فعاليت ويژه، درصد استحصال و مرتبه تخليص تريپسين در مراحل مختلف استخراج

شكل2- 1، 2 و 3  نمونه هاي تريپسين استحصال شده با روش Wilimowska . 4و6 -  نمونه هاى تريپسين تخليص شده 
kuintz با روش اين مطالعه. 5 نمونه تريپسين كمپانى فلوكا. 7و 8  نمونه هاي تريپسين استحصال شده از روش

فعاليت ويژهمرحله   شماره
       (U/mg) 

بازده     
Yield % 

 مرتبه تخليص 
(df) 

1001 3/72هضم اسيدى1

14/5078/043/90رسوب دهى با سولفات آمونيم2

3TCA 68/4331/6818/40رسوب دهى با

28/1920/10 74/77رسوب دهى با  pH ايزوالكتريك   4

154/9226/2141/64كروماتوگرافى تمايلى5

بحث
ــتفاده  ــل دهه Kuintz ، 1930  براى اولين بار گزارش داد كه با اس در اواي
ــم موفق به تهيه  ــولفات آمونيوم و منيزي ــوب دهى متوالى با س از روش رس
ــين از پانكراس گوساله شده است (شماره  5 منبع). اگرچه تريپسين  تريپس
ــده، از فعاليت ويژه كمى برخوردار بود، ولى از آنجا كه ترپسين  ــتخراج ش اس
ــده زخم ها و صنعت چرم  ــف از جمله پمادهاى التيام دهن ــع مختل در صناي
ــازى و ديگر صنايع كاربرد چشمگيرى پيدا كرد، كار او نقطه شروعى بود  س
ــال بعد Northrup با همكارى  براى تخليص اين آنزيم، بطورى كه چند س
ــتاله كردن آنزيم تريپسين شد (13). اگرچه آنزيم  Kunitz  موفق به كريس
كريستاله شده آنها بطور كامل خالص بود و فعاليت ويژه بسيار بالايى داشت، 
ــط روش ارائه شده آنها بسيار اندك در  ــتحصال تريپسين توس ولى ميزان اس

حدود چندين ميلى گرم از هر كيلوگرم پانكراس گوساله بود (10، 13).
ــرفت علم و تكنولوژى و افزايش چشمگير مصرف تريپسين در صنايع  با پيش

ــتخراج  ــف، دردهه 1960 مقالات متعددى در ارتباط با روش هاى اس مختل
ــتخراج تريپسين از  ــر شدند كه مى توان به اس ــين و منابع آن منتش تريپس
ــگ ماهى (8)  ــفند و بز   (4،3)، از س پانكراس خوك   (5)، از پانكراس گوس

و از اسب (7) اشاره كرد. 
ــاده مكمل در صنايع مواد غذائى  ــين به عنوان يك م با وجود اهميت تريپس
ــك، تحقيقات  ــان بيماران پانكراتي ــوان يك دارو در درم ــن به عن و همچني
ــترده ايى بر روى كينتيك آنزيم و بهينه كردن روش استخراج آن انجام  گس
شد بطورى كه Wilimowska  (1978) طى مقاله ايى عنوان كرد كه طى 
دو مرحله هضم پانكراس و رسوب دهى با TCA و همجنين رسوب دهى با 
ــين با بازده 4 درصد  ــبى تريپس تغييرات pH  مى توان موفق به تخليص نس
ــتحصال 1/5 گرم تريپسين از هر كيلو گرم  ــد. او با روش خود موفق به اس ش

پانكراس گوساله شد (20).
  pH و همكارانش (2007) استفاده از پلى اتيلن گليكول و تغييرات ´Tub 
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ــب براى استخراج تريپسين  ــتم هاى دو فازى مايع  را روشى مناس در سيس
ــال محققين ديگر پس از  ــين عنوان كردند (18). در همان س و كيموتريپس
رسوب دهى با سولفات آمونيوم، از تيمارهاى حرارتى و ژل فيلتراسيون براى 
ــتخراج تريپسين استفاده كردند كه موفق به استحصال تريپسين با بازده  اس

9 درصد شدند (9). 
ــاده و كم هزينه موفق به استحصال مقدار 2/8  ــى س در اين مطالعه، با روش
گرم تريپسين خالص با فعاليت ويژه(U/mg) 155 از هر كيلو گرم پانكراس 

گوساله شديم. 
ــين در اين مطالعه بر پايه رفتار حلاليت  ــاس جداسازى و تخليص تريپس اس
ــطح مولكول پروتئين عامل  ــت. گروه هاى آب گريز روى س ــن ها اس پروتئي
ــد. در واقع پايدارى پروتئين ها  ــى در تعيين رفتار حلاليت آن مى باش مهم
ــط بر هم كنش هاى پروتئين - پروتئين، پروتئين - حلال و  در محلول توس
حلال - حلال تعيين مى شوند كه تغيير يكى از آنها مى تواند حلاليت را به 
ــر حلال همواره پايه آبى دارد و لذا  ــدار زيادى كاهش دهد. از طرفى ديگ مق
ــواص حلال آب مى توان حلاليت پروتئين ها را تحت تاثير قرار  با تنظيم خ
داد (1). بنابراين پروتئين ها را مى توان توسط عوامل رسوب دهنده متنوعى 
ــيد و باز (تنظيم  از جمله حلال هاى آبى، كاتيون هاى دوظرفيتى، گرما، اس
ــر يونى (مثل  ــك ها، پليمرهاى غي ــى ايزوالكتريك)، نم ــوب ده pH يا رس
پلى اتيلن گليكول) و پلى الكتروليت ها رسوب داد. متداولترين روش استفاده 
از نمك هاى خنثى است كه باعث رسوب دهى انتخابى پروتئين ها مى شود. 
در غلظت هاى بالاى نمك، مولكول هاى پروتئين و نمك براى آبگيرى با هم 
رقابت مى كنند، اين رقابت ها واكنش پروتئين - پروتئين و عمدتاً واكنش هاى 
ــطح مولكول هاى پروتئين مجاور هم را افزايش  بين نواحى آب گريز روى س

مى دهد كه اين امر بتدريج باعث رسوب دهى پروتئين ها مى شود(1).
ــان مى دهد كه در مرحله رسوب دهى با TCA قريب  نتايج اين مطالعه نش
به 42 درصد از آنزيم اوليه حذف شده است. بعبارت ديگر پس از اين مرحله 
ــت. در نگاه  ــيده اس ــت كل از 1298000 واحد به 526900 واحد رس فعالي
ــت كه  مرحله ايى كه در آن حدود 60 درصد تريپسين  اول تصور بر اين اس
ــد. ولى بايد به اين نكته توجه  ــبى باش ــود، نبايد مرحله مناس حذف مى ش
ــين حاوى مقادير قابل توجهى از  ــته باشيم كه پانكراس علاوه بر تريپس داش
آنزيم ها و پروتئين هاى ديگر از جمله ريبونوكلئاز و آلفا يك آنتى تريپسين 
ــار كننده قوى براى  ــين يك مه ــد. از آنجا كه آلفا يك آنتى تريپس مى باش
ــت، منجر  ــود در پانكراس اس ــرين پروتئازهاى موج ــاير س ــين و س تريپس
ــردد. طى مرحله  ــين  مى گ ــت و تداخل با تريپس ــديد فعالي ــه كاهش ش ب
ــين موجود در پانكراس رسوب داده مى شود  ــوب دهى با TCA، تريپس رس
ــين در فاز محلول باقى مى مانند كه  ولى ريبونوكلئاز و آلفا يك آنتى تريپس

طى روش ارائه شده توسط Wilimowska قابل استحصال مى باشند.
ــين   ــان مى دهد  كه تريپس ــج حاصل از الكتروفورز SDS-PAGE نش نتاي
ــارى از هر گونه پروتئين  ــده با روش اين مطالعه كاملا خالص و ع خالص ش
ــده با روش Wilimowska از  ــد.  اگرچه ترپسين خالص ش ديگر مى باش
ــين روش  kuintz برخوردار است. ولى  ــترى نسبت به تريپس خلوص بيش
همان طورى كه در شكل 2 مشهود است نسبت به تريپسين استخراج شده 

با روش ارائه شده خلوص كمترى دارد.   
ــب  ــان مى دهد كه بهترين و مناس ــج محققين مختلف نش ــوع نتاي در مجم
ــع مختلف و  ــتفاده در صناي ــت اس ــين جه ــتحصال تريپس ــن منبع اس تري

آزمايشگاه ها، تريپسين پانكراس گوساله و خوك مى باشد. با توجه به عدم پرورش 
خوك در كشورهاى اسلامى نظير ايران، پانكراس گوساله مى تواند به عنوان 
ارزان ترين و مناسب ترين منبع براى تريپسين باشد. همچنين روش استفاده 

شده در اين مطالعه مى تواند روشى مناسب براى توليد تريپسين باشد. 

پاورقى ها
1-  Level of purification (df)
2- Bating
3-  Deswelling
4- p-Aminobenzamidine-Agarose
5- Sample buffer
6- Binding buffer
7- Elution Buffer
8- Loading
9- Elution
10- Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
11- Benzoyl-DL-Arginine- Para-Nitroa-Anilin (BAPNA)
12- Yield
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