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ABSTRACT 

 

AIMS: Nowadays, the use of laboratory methods based on enzymatic reactions to monitor the 
health of individuals, especially in the field of military forces, has become widespread. One of 
the enzymatic methods is the use of creatinase enzyme for clinical measurement of creatine 
and creatinine in body fluids, through which the health of kidneys, muscles, and thyroid gland 
can be understood. This study aimed to optimize the expression of the creatinase enzyme and 
to investigate the effect of gold nanoparticles on the stability of the creatinase enzyme. 

MATERIALS & METHODS: This research was conducted in the spring and summer of 2021 in 
the electrochemical institute located at the University of Tehran, Iran. In this study, E. coli BL21 
containing pET28a amplification vector was cultured in TB medium and then induced at 18, 
22, 28, 32, and 37°C. After sonication, purification of enzymes was performed by affinity 
chromatography. After confirmation of expression by SDS-PAGE, the concentrations of 
enzymes expressed at different induction temperatures were measured and compared by the 
Bradford method. Then the activity of enzymes was evaluated and compared by the 
colorimetric method. Finally, the effect of gold nanoparticles on the structure of the creatinase 
enzyme was investigated by fluorescence spectroscopy. 
FINDINGS: Examination of creatinase expression at different temperatures in the TB medium 
showed that at 28°C the highest amount of enzyme with the highest activity was obtained. On 
the other hand, fluorescence spectroscopy of creatinase enzyme with the presence and absence 
of gold nanoparticles at excitation wavelength of 295 nm showed a decrease in fluorescence 
intensity in the presence of gold nanoparticles. 

CONCLUSION: The induction temperature of 28°C in the TB medium provides a more active 
and more concentrated enzyme. Also, the presence of gold nanoparticles reduced the 
fluorescence intensity of the creatinase enzyme, which could indicate a change in the 
fluorescent amino acid microenvironment of the creatinase enzyme structure. 
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Introduction
... [1]. Nowadays, the use of laboratory methods 
and kits based on enzymatic reactions to monitor 
the health of individuals, especially in the field of 
military forces, has become widespread. The use 
of the creatinase enzyme is one of the enzymatic 
methods for the clinical assay of creatine and 
creatinine in body fluids [2]. The use of recombinant 
proteins and enzymes in scientific research has 
increased. Molecular cloning of DNA is one way 
to produce recombinant proteins into bacterial 
chromosomal DNA. Today, this technology is 
used to produce recombinant proteins in clinical 
and industrial research [3]. ... [4]. One of these 
enzymes is creatinase (creatine aminohydrolase) 
[5]. Due to the role of creatine in increasing the 
synthesis of adenosine triphosphate (ATP) and its 
equilibrium reaction with creatinine, this enzyme 
is an important indicator for measuring the health 
of the kidneys as well as muscles. Therefore, 
measuring the level of creatine and creatinine in 
blood serum and urine can indicate the function 
of the kidneys and muscles [6]. Pseudomonas 
putida is one of the bacteria that produce this 
enzyme. Genetic engineering is used for the mass 
production of this enzyme [7]. ... [8-12]. Due to the 
instability of the enzyme produced, it is necessary 
to use a method to stabilize the enzyme. Various 
methods are used to stabilize enzymes, including 
the addition of nanoparticles [13]. ... [14-16]. In 
2012, Yadav et al. investigated the effect of iron 
oxide and chitosan nanoparticles on keratinase 
stability [17]. Also in 2017, Afshari et al. examined 
the activity and expression of the keratinase 
enzyme in a liquid LB growth medium at different 
expression temperatures [18].
 
Aim (s)
This study aimed to optimize the induction 
temperature for mass production of more active 
keratinase enzyme and also to investigate the effect 
of gold nanoparticle stability on the structure of 
keratinase enzyme for use in serum and urinary 
creatinine and creatinine kits for faster and more 
accurate diagnosis of kidney and muscle diseases.

Research Society, Place, And Time
This research was conducted in the spring and 
summer of 2021 in the Electrochemical Institute 
at the University of Tehran, Iran.

Used Devices & Materials
The materials used were growth medium (Merck), 
IPTG (Fermentas), kanamycin (Duchefa), SDS-
PAGE (Merk), BSA (Merck), Ni-NTA Sepharose 
(QIAGEN), and buffer (Merck). To use the enzyme 
creatinase to measure creatine and creatinine 

in body fluids enzymatically, it is necessary to 
express the enzymes highly and purify them. 
For this purpose, E. coli strain BL21 (expression 
vector pET28a containing Pseudomonas putida 
creatinase gene has been transformed) was first 
cultured in a liquid TB medium. After induction 
of the gene of the enzyme for its high expression 
(Over Expression), the bacterial cell wall was 
destroyed by a sonicator (20s sonike and 40s rest 
up to 15 pulses). To purify the enzyme, the affinity 
chromatography method (using a nickel-Sepharz 
column) was used. The expressed recombinant 
enzymes have a histidine sequence (His6-tag) 
at the amine end (N-Terminal). This histidine 
sequence has a strong affinity for nickel and 
interacts strongly with it. Finally, to separate the 
proteins attached to the column, (Elution Buffer) 
containing 300 mM NaCl, Imidazole 250 mM, 
Tris / HCl 50 mM with pH=8 was used. Then, SDS-
PAGE electrophoresis was used to confirm the 
presence and purity of the samples, and finally, the 
Bradford method was used to measure the protein 
concentration. The concentration of enzyme 
samples was determined by drawing a standard 
curve using BSA protein and Bradford assay [19]. 
To determine the optimum temperature for enzyme 
expression, E. coli containing pET28a vector in 
which the keratinase gene was cloned and was 
cultured overnight in TB medium, and then 
expression induction was performed at ,22  ,18 
32  ,28, and °37C. After purifying and measuring 
the concentration of proteins, the results were 
compared and the optimal induction temperature 
was determined. The colorimetric method (Sigma-
Aldrich) was used to evaluate the enzyme activity. 
For this purpose, the keratinase enzyme expressed 
at different temperatures was incubated with 
creatine solution in PBS as a substrate at °37C 
for 5 minutes, and then concentrated dimethyl 
amino benzaldehyde and HCL were added and 
after 20 minutes incubated at room temperature, 
its absorption at 435 nanometers was read. With 
the help of adsorption, the activity of expressed 
enzymes at different temperatures was calculated 
and compared. Fluorescence spectroscopy was 
used to evaluate the structure of the protein. Since 
keratinase contains the amino acid tryptophan 
and this aromatic amino acid has the highest 
absorption, the excitation wavelength of 295 nm 
was used in this test to stimulate only the amino 
acid tryptophan and the resulting fluorescence 
spectrum was related to the tryptophan 
position in creatinase enzyme. Concentrations 
of 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1 and 0.2 nM 
gold nanoparticles were used to investigate the 
effect of gold nanoparticles on the structure of 
keratinase enzyme. After 5-minute incubating 
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each concentration of gold nanoparticles with 
keratinase enzyme, the fluorescence spectrum 
of each was plotted at the excitation wavelength 
of 295 nm, and finally, the fluorescence spectra 
obtained in the presence and absence of gold 
nanoparticles were compared.
 
Finding by Text
After culturing the bacteria and inducing the 
expression of keratinase gene for its over-
expression at 18, 22, 28, 32, and 37°C, purification 
of enzymes by inclination chromatography 
(using nickel Sepharz column) and confirmation 
of the presence and purity of proteins were 
determined using SDS-PAGE electrophoresis 
technique and the concentration of proteins was 
determined by Bradford method. By comparing 
the concentrations of purified proteins, the 
optimal induction temperature was determined. 
The results of measuring the concentration of 
proteins showed that the highest protein content 
was at the induction temperature of 28°C lasted 
for 16 hours (Table 1). 

Table 1) Protein concentrations at different induction 
temperatures (volume of each vial collected is 1 ml)

Temperature 
induced 
protein 

expression 
(ºC)

Protein concentration in vials collected from 
purification (mg/ml)

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7

18 1.37 1.16 0.93 0.74 0.48 0.26 0.18

22 1.53 1.28 1.05 0.85 0.54 0.38 0.25

28 2.13 1.98 1.78 1.53 0.82 0.76 0.64

32 1.92 1.73 1.48 1.11 0.68 0.49 0.32

37 2.04 1.85 1.68 1.25 0.73 0.57 0.38
 
Then, the structural study of the keratinase 
enzyme was performed by fluorescence 
spectroscopy in the presence and absence of gold 
nanoparticles and the effect of gold nanoparticles 
on the structure of the keratinase enzyme was 
determined. The activity of expressed enzymes 
was calculated at induction temperatures of 18, 
22, 28, 32, and 37 under equal conditions. The 
results showed that the induction enzyme was 
more active at 28°C for 16 hours (Table 2). 

Table 2) Creatinase activity at different induction 
temperatures

Temperature induced 
protein expression(ºC) 18 22 28 32 37

Absorption at 435 nm 
(dilution 1.2) 0.623 0.665 0.758 0.736 0.683

Creatinase Enzyme activity 11.64 
U/ml

12.42 
U/ml

14.17 
U/ml

13.27 
U/ml

12.76 
U/ml

The emitted fluorescence spectrum of keratinase 
enzyme resulting from excitation at 295 nm was 
performed by Perkin Elmer Ls 45 spectroscopy 
fluorescence device with quartz cuvette with 
a diameter of 1 cm, the resulting fluorescence 
replication diagram is shown in Figure 1. 

Figure 1) Fluorescence spectrum of Ceratinase enzyme at 
excitation wavelength (295 nm)

The graph obtained from the effect of gold 
nanoparticles on the structure of the keratinase 
enzyme showed that with increasing the 
concentration of gold nanoparticles, the 
fluorescence intensity decreased. Figure 2 shows 
the fluorescence spectrum of the keratinase 
enzyme with different concentrations of gold 
nanoparticles. 

Figure 2) Fluorescence spectrum of Ceratinase enzyme at the 
excitation wavelength (295 nm) 

To compare the fluorescence spectroscopy of 
keratinase enzyme in the presence and absence 
of gold nanoparticles, a diagram of the emission 
spectrum in the presence and absence of gold 
nanoparticles was drawn. This diagram showed 
that the fluorescence intensity decreased in the 
presence of gold nanoparticles, which decreased 
further with the increasing concentration of gold 
nanoparticles (Figure 3).

Figure 3) Fluorescence spectrum of Ceratinase enzyme at the 
excitation wavelength (295 nm) in the presence and absence 

of AuNPs
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Main Comparison to the Similar Studies
The results of this study showed better expression 
and higher activity of the keratinase enzyme at an 
induction temperature of 28 ° C for 16 hours in a 
liquid TB medium. Compared to previous studies 
on the expression of keratinase enzyme in liquid 
LB medium and similar temperature conditions 
[18], the enzyme expressed in this study showed 
a higher concentration and higher activity, which 
indicates a more favorable expression of keratinase 
rather than previous methods. ... [19, 20]. In the 
past, studies have been performed to stabilize the 
enzyme keratinase such as evolvement of single, 
pair, and triple random mutations on the enzyme 
keratinase in which the triple mutations created 
caused relative stability of the enzyme but had an 
adverse effect on enzyme activity [21]. In another 
study, the effect of silver ions on the keratinase 
enzyme was investigated, which indicates 
inhibition of keratinase activity [22]. Another 
study investigated the effect of iron oxide and 
chitosan nanoparticles on the keratinase enzyme, 
which caused relative stability in the structure 
and activity of the enzyme [23]. The results of 
this study showed a decrease in the intensity of 
fluorescence in the presence of gold nanoparticles, 
and with increasing the concentration of gold 
nanoparticles, a greater decrease in fluorescence 
intensity was seen. This may indicate a change 
in the fluorescent amino acid microenvironment 
in the structure of the enzyme keratinase. As a 
result, the use of gold nanoparticles to stabilize 
the enzyme keratinase does not seem to be a good 
option.
 
Limitations
There was a time limit to evaluate the activity and 
structure of this enzyme due to the instability of 
the keratinase enzyme. Therefore, in this study, 
the activity and structure of the enzyme were 
investigated immediately after its purification of 
the enzyme.
 
Suggestions
Considering the results of the effect of gold 
nanoparticles on the keratinase enzyme, other 
methods for stabilization of keratinase enzyme are 
proposed, including study on the effect of inhibitors 
and activators on the keratinase enzyme, targeted 
mutations in enzyme sequence and evaluation 
of enzyme stability and activity, consideration of 
enzyme stability versus various other factors as 
well as examining the crystallographic structure of 
the enzyme keratinase for a better understanding 
of the enzyme and selecting a better option for 
enzyme stabilization for commercial use.
 

Conclusions
The results of this study showed that in the culture 
of E. coli BL21 containing pET28a amplification 
vector in liquid TB medium and its induction at 28 
° C for 16 hours, the keratinase enzyme was more 
active with higher expression for use in creatine 
and creatinine assessment kits. Further study of 
the effect of gold nanoparticles on the structure 
of the keratinase enzyme has shown that due 
to the possibility of changes in the fluorescent 
amino acid microenvironment in the structure 
of the keratinase enzyme in the presence of gold 
nanoparticles, these compounds are not a good 
option for keratinase enzyme stability. Therefore, 
the use of other methods and compounds to 
stabilize the creatinase enzyme is recommended 
for use in commercial creatine and creatinine 
assay kits.
 
Clinical & Practical Tips in Police Medicine
The use of accurate and rapid creatine and 
creatinine measurement kits in military 
laboratories can monitor the health of military 
personnel as well as future employees in this field.
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 چکیده 

 

آنزیمی با هدف پایش سلمت افراد به خصوص در حوزه    هایهای بر پایه واکنشامروزه استفاده از روشاهداف:  
های آنزیماتیک، استفاده از آنزیم کراتیناز  ای یافته است. یکی از روشنیروهای نظامی و انتظامی رواج گسترده

ها، عضلت و غده تیروئید است. هدف  برای سنجش کراتین و کراتینین در مایعات جهت بررسی سلمت کلیه
 سازی بیان آنزیم کراتیناز و بررسی اثر نانوذرات طل بر پایداری آنزیم کراتیناز بود. هاین تحقیق بهین

الکتروشیمی واقع در دانشگاه تهران انجام   مؤسسهدر  1400این پژوهش در بهار و تابستان سال ها:  و روش   مواد 
کشت شد سپس    TBیط  در مح  pET28aوکتور تکثیری    حاوی   E.Coli BL21باکتری  شد. در این مطالعه ابتدا  

دماهای   آنزیم  37و    32،  28،  22،  18در  تخلیص  سونیکاسیون،  از  پس  ادامه  در  گردید.  القا  با درجه  ها 
شده در دماهای القای  های بیان غلظت آنزیم  ،SDS-PAGE  کروماتوگرافی تمایلی انجام شد. پس از تأیید بیان با

اندازه برادفورد  با روش  مقایسه شد.متفاوت  و  آنزیم  گیری  فعالیت  رنگ در ادامه  با روش  و  ها  بررسی  سنجی 
سنجی فلورسانس، اثر نانوذرات طل بر ساختار آنزیم کراتیناز مورد بررسی قرار مقایسه گردید. نهایتاً با روش طیف

 گرفت.
  28نشان داد که در دمای    TBبررسی میزان بیان آنزیم کراتیناز در دماهای مختلف در محیط کشت  :  ها افته ی 

سنجی فلورسانس آنزیم کراتیناز درجه، بیشترین مقدار آنزیم با بالاترین میزان فعالیت حاصل شد. از طرفی طیف
ت فلورسانس در حضور نانوذرات نانومتر، کاهش شد  295در حضور و عدم حضور نانوذرات طل در طول موج تهییج  

 طل را نشان داد. 
دهد.  تر ارائه میتر و غلیظ، آنزیمی فعالTBگراد در محیط کشت  سانتی  درجه  28القای بیان در  :  ی ر ی گ جه ی نت 

می که  شد  آنزیم  فلورسانس  شدت  کاهش  باعث  طل  نانوذرات  ریزمحیط همچنین  در  تغییر  نشانگر  تواند 
 ساختار آنزیم کراتیناز باشد.آمینواسید فلورسانت در 

 

  سنجی فلورسانسطیف، نانوذرات، طل،  تخلیص،  آنزیم، کراتینازها: دواژه ی کل  
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 1401 ،1، شماره 11 دوره علمی ـ پژوهشی طب انتظامی   نشریه

 مقدمه 
  اساسی  هایپایه  از  و   نظامی  سرمایه   ارزشمندترین   انسانی  نیروی 

  محسوب،  ایران  جمله  ازهای نظامی و انتظامی هر کشور،  مانساز
مأمی در  موفقیت  عدم  یا  موفقیت  بر    علوه  هاموریتشود. 

  روانی   و   جسمی   سلمت   به  قیمتهای گرانتسلیحات و تکنولوژی 
  نیروهای  سلمت   . دارد  بستگی  نیروها  جسمانی  آمادگی   میزان  و

  همواره  ها،نماهیت کاری آ  به  توجه   با  انتظامی   و   نظامی  عملیاتی
  پایش  لذا  آید.می  شمار  به  درمان   و  بهداشت  حوزه  هایدغدغه  از

  فعال  عملیاتی  نیروهای  بدنی   آمادگی  و  جسمانی   سلمت
 ها شخصیت  از   حفاظت  نیروهای  ویژه،  هاییگان  جملهانتظامی از

  حیث  از   دارند که  ی اویژه  عملیاتی  هایموریتغیره، به لحاظ مأ   و
  است.   برخوردار  ای، از اهمیت ویژهعضلنی  بافت  توده   و  سلمت
  ساختن  متمایز،  دیگر  طرف  از  و  افراد  این  آمادگی  و  سلمت  بررسی

،  کارآمد  افراد  جذب  نهایتمعه و درجا  عادی  افراد  از  نیروها  این
  گزینش  با   تا  است،   پزشکی  روز  به  و   جدید  هاینیازمند تکنیک

  سلمت  مداوم  پایش  همچنین  و  بالا   بدنی   سلمت  با  افراد  دقیق
 با  را   محوله  عملیاتی  هایموریتاین افراد، پلیس را قادر سازد مأ 

   [.1] دهند  انجام حداکثری  توفیق
  بر  آزمایشگاهی  هایکیت  و  هاروش  از  استفاده   امروزه

  خصوص   به  افراد  سلمت   پایش  هدف  با  آنزیمی  هایواکنش  پایه
  است.  یافته ایهای نظامی و انتظامی رواج گستردهنیرو  حوزه در

  جهت  به  کراتیناز  آنزیم  از  استفاده  آنزیماتیک،  هایروش  از  یکی
  در  [. 2]  است  بدن  مایعات  در   کراتینین  و  کراتین  بالینی  سنجش

  در  نوترکیب  هایآنزیم  و  هاپروتئین  از  استفاده  اخیر،  هایسال
  تولید   هایروش  از   یکی  است.  یافته   افزایش  علمی   تحقیقات
  به  خارجی،  DNA  مولکولی  سازی همسانه  نوترکیب،   پروتئین

  تکنولوژی،   این  از  .ستا  باکتریایی  کروموزومی  DNA  درون
  و  بالینی  درتحقیقات  نوترکیب  هایپروتئین  تولید  برای  امروزه

 لحاظ   از  میکروبی   هایآنزیم  [.3]  شود می  استفاده   صنعتی
  ترسریع  تر،ساده  میکروبی   کشت  تهیه  مراحل  داشتن   با  اقتصادی،

  و  حیوانات  توسط  شدهتولید  های  آنزیم  به  نسبت  تر ارزان   و
  مولد   هایمیکروارگانیسم  طرفی  از  هستند.  تر مناسب  گیاهان،

  هرچه  تولید   برای  ژنتیکی،   لحاظ  از  توانند می  سادگی   به  ها، آن
  محصولات،  نظر   مورد  کیفیت  و  کمیت  بهبود  جهت  در  و  بیشتر 

  )کراتین  کراتیناز   آنزیم  ها،آنزیم  این  از  یکی  . [4]  شوند   دستکاری 
  مولکولی  وزن  با هومودایمر  پروتئینی  که  است  (آمیدینوهیدرولاز

 به   کراتین   هیدرولیز  تسریع  باعث  و   است   کیلودالتون  97  تقریبی
  توسط  بار  اولین  برای  کراتیناز  آنزیم   [.5]  شودمی  سارکوزین  و  اوره

Roche  در   آنزیم   این   شد.   کشف  1950  سال  در  همکارانش   و  
آرتروباکترها،  سودوموناس  ازجمله  هاباکتری  از  بسیاری  ها، 

باسیلوسفلووباکتریوم آلکالیژنزهاها،  و  پاراکوکوس    یافت  ها، 
  میکروبی  تجزیه  جهت  آنزیم  این  از  هاباکتری   این   شود. می

  متابولیسم   درچرخه  و  نیتروژن  و  کربن  منبع  عنوان  به  کراتین
  پزشکی  در  آنزیم   این   از  .کنندمی  استفاده   پرولین  و  آرژنین 

  نمود  استفاده   کراتینین  و   کراتین   بالینی   سنجش  برای  توان می
[2.]  

  تری   آدنوزین  سنتز  افزایش  در  کراتین   نقش   به  توجه  با
  آنزیم  این  کراتینین،  با  آن  تعادلی  واکنش  و  (ATP)  فسفات
  همچنین   و  هاکلیه  سلمت  سنجش  جهت  به  مهمی  شاخص
  در  کراتینین  و   کراتین  میزان  گیری اندازه  بنابراین  است.  عضلت

  عضلت   و  هاکلیه  عملکرد  دهندهنشان  تواندمی  ادرار،  و  خون  سرم

 یافت   شدهاشاره   هایباکتری   در  آنزیم  این  کدکننده  ژن  [.6]  باشد
  نیاز  مورد   میزان به  تنها را آنزیم این  ها،باکتری  این ولی  شودمی

  طرفی  از  و  بوده  ناپایدار  نیز  کم   مقادیر  همین  و  کرده  تولید  خود
  صورت   به  هاباکتری   این  از  آنزیم   سازی خالص  و  جداسازی 

 باکتری  است  ممکن   و  داشته  را  خود  خاص  مشکلت  طبیعی
  کشت،  محیط  روی  بر   متوالی  پاساژ  چندین  از  بعد  تولیدکننده

  انبوه   تولید  برای  لذابدهند.    دست   از  را  آنزیم   این  تولید   توانایی 
  )تولید  نوترکیب   پروتئین  تولید  تکنیک   از  صنعت،  در  آنزیم  این

  کنترل  تحت  و  بالاتر   بیان  قدرت   دارای  که   دیگر   میزبانی  در  آنزیم 
  آنزیم،  این  مولد  هایباکتری   از  یکی   شود. می  استفاده  (است

  فعالیت  و  مقدار  آن،  تولیدی  آنزیم  کهاست    پوتیدا  سودوموناس 
  کمک   به  آنزیم  این  انبوه  تولید  برای  دهد.می  نشان  خود  از  بالاتری 

 مولد   باکتری   از  را  کراتیناز  ژن  توانمی  ژنتیک  مهندسی
پوتیدا)   تکثیری   وکتور  یک  در  و   استخراج  (سودوموناس 
(pET28a)  همچون   بیانی  سویه  به  نهایت  در  و  کرده  کلون  

E.coli BL21  پروتئین   سازی خالص  و  استخراج  انبوه،   بیان  جهت  
  آنزیم  بودن   ناپایدار  به  توجه  با  طرفی   از   [.7]  کرد  ترانسفورم   هدف،

  استفاده   آنزیم  پایدارسازی   برای  روشی  از  است  لازم   تولیدشده،
 مختلفی   هایروش  از  هاآنزیم  پایدارسازی   برای  کلی  طور  به  کرد.

  کردن متصل [،8] مولکولی درون عرضی پیوندهای ایجادجمله  از
  و  [9]  (PEG)  گلیکول  اتیلن  پلی  مانند  آب  در  محلول  پلیمرهای

  افزودن  [،10]  کیتوزان  همچون  زیست  با  سازگار  پلیمرهای   سایر 
  از  استفاده   [،11]  گلیسرول  مانند   قندی   هایالکل  و  قندها

  موضعی   مستقیم  و  تصادفی  زایی جهش  [،12]  هاسورفاکتانت 
 فلزی  ذرات  پایدارترین  طل  نانوذرات  همچنین   و  [ 13]  سایت

  سایز،  شکل،   چون   مختلفی  خصوصیات  به   توجه  با  که  هستند
  کاربردهای  ،دارند   که  مشخصی  مغناطیسی   و  نوری   های ویژگی
 . [14] دهندمی ارائه را جذابی

 ها، پروتئین  ساختاری   بررسی  هایروش  از  یکی
 نور  تابش   صورت  در  که  طوری   به  است.   فلورسانس   سنجیطیف

  مولکول  آن  شدنبرانگیخته  باعث  ماده،  یا   مولکول  یک  به  یمری 
  حالت  به  بازگشت  هنگام  در  و   شده  انرژی   از  بالاتری   سطح  به

  صورت  به  مابقی   و   شده  آزاد  گرما  صورت   به  انرژی   از  مقداری   اولیه،
 آشکارساز  یک  کمک  با  که  گرددمی  گسیل  فلورسانس  طیف

  توجه  با  [.15]  آورد  در  نمایش  به  نمودار  صورت   به  را  آن  توانمی
 بالا  و  کراتیناز  آنزیم  ساختار  در  تریپتوفان  اسیدآمینه  وجود  به

  بر   آن  بیشتر   ثیرگذاری تأ   و  اسیدآمینه  این  جذب  میزان  بودن
  صورت  در  معتبر(،  منابع  طبق)  فلورسانس  سنجیطیف  هاییافته

  طیف   بررسی  و  نانومتر   295  تهییج  موج  طول  از  استفاده
  در  تریپتوفان  آمینه   اسید   وضعیت  به  توان میحاصل،    فلورسانس

  بر   طل  نانوذرات  اثر  توانمی  ترتیب  بدین  [.16]  برد  پی  پروتئین
  طول  در  فلورسانس  سنجیطیف  مقایسه  با  را  کراتیناز  آنزیم  ساختار

  بررسی  مورد  طل  نانوذرات  حضور  عدم   و  حضور  در  نانومتر   295  موج
 داد.  قرار

 اکسید   نانوذرات  اثر   همکاران  و  Yadav  2012  سال  در
  [.17]  نداهکرد  بررسی  را  کراتیناز  آنزیم   پایداری   بر   کیتوزان  و  آهن

 و   فعالیت  میزان  همکاران  وافشاری    نیز  2017  سال  در  همچنین
  مختلف  دماهای  در مایع  LB کشت محیط  در کراتیناز آنزیم بیان
 سازیبهینه  حاضر   مطالعه  از   هدف  [. 18]  ند اهکرد  بررسی  را  بیان

  همچنین  و  تر فعال   کراتیناز  آنزیم  انبوه  تولید  جهت  القا  دمای
 برای   کراتیناز  آنزیم  ساختار  بر   طل   نانوذرات  پایداری   اثر   بررسی
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  کراتینین  و  کراتین   میزان  سنجش  تشخیصی  هایکیت  در  استفاده
 های بیماری   تر دقیق  و   تر سریع  تشخیص  جهت  به  ادرار  و   سرم

 . بود عضلنی  و  کلیوی
 

 ها روش   و   مواد 
پژوهش   سال  این  تابستان  و  بهار  در  مؤسسه    1400کاربردی  در 
واقع در دانشگاه تهران انجام شد. مواد مورد استفاده    الکتروشیمی 

  (، کانامایسینFermentas)IPTG (،  Merck)  در محیط کشت
(Duchefa  مواد ،)SDS-PAGE  (Merck  ،)BSA  (Merck  ،)

بافرها Ni-NTA Sepharose  (QIAGENستون   مواد  و   )  
(Merck.بود ) 

  منظور   به:  ها ین پروتئ   غلظت   سنجش   و  تخلیص   بیان، 
  کراتینین  و  کراتین  سنجش  جهت  کراتیناز  آنزیم  از  استفاده
 و   هاآنزیم  بالای  بیان  به  نیاز  آنزیماتیک،  روش  به  بدن  مایعات
   سویه  E.Coli  باکتری   ابتدا  هدف  این  با  .است  آنها  سازی خالص
BL21بیانی  )وکتور  pET28a  سودوموناس  کراتیناز  ژن   حاوی  
  مایع  TB  کشت  محیط  در  است(   شده   ترانسفورم  آن  در  پوتیدا
 بالای   بیان  جهت  نظر   مورد  آنزیم  ژن  القای  از  پس  گردید.  کشت

  20s)  یکاتورسون  دستگاه  کمک   به  (،Over Expression)  آن
  باکتری   سلول  دیواره  پالس(  15  تا   استراحت  40s  و   سونیکه
  کروماتوگرافی  روش  از  آنزیم  تخلیص  منظور  به  گردید.  تخریب

  های  آنزیم   شد.  استفاده   سفارز(-نیکل  ستون  کمک  به)  یلیتما
  در  (tag-6His)  یستیدینیه  دنباله  دارای  شدهبیان  نوترکیب 

  دنباله  این   . هستند  خود  (N-Terminal)  ینآم   انتهای
  محکمی   کنشمیان  و  داشته  نیکل   به  زیادی   تمایل   هیستیدینی

  به   متصل  هایینپروتئ  جداسازی   برای  آخر   در  کند.یم   برقرار  آن  با
 NaCl  حاوی   ( Elution Buffer)  جداکننده  بافر   از،  ستون

300mM ،  Imidazole 250mM،  Tris/Hcl 50mM  با  
PH=8  حضور  یید تأ   و   اطمینان  حصول  برای  ادامه   در  . استفاده شد  

  شد   استفاده  SDS-PAGE  الکتروفورز   روش  از  هانمونه  خلوص  و
 برادفورد   روش  از  هاینپروتئ  غلظت  سنجش  برای  درنهایت  و

  BSA  پروتئین  کمک  به  استاندارد  منحنی  رسم  با  گردید.  استفاده
[. 19] ید گرد مشخص  آنزیمی یهانمونه غلظت برادفورد،  معرف  و

  تعیین  منظور  به:  آنزیم بیان  برای  بهینه  دمای  بررسی  
  وکتور   حاوی  E.Coli  باکتری   ابتدا  آنزیم،  بیان  بهینه  دمای

pET28a  کشت  محیط  در ،  شد  کلون  آن   در   کراتیناز  ژن   که  TB  
  ، 22  ،18  دماهای  در   بیان  القای  سپس  و  شد   شبانه  کشت  مایع 

 و   تخلیص  از  پس  و  شد  انجام  گرادسانتی  درجه  37  و  28،32
  دمای   و  مقایسهشده  حاصل  نتایج  ها،ینپروتئ  غلظت  سنجش

 شد.  تعیین بهینه القای
 بررسی   برای:  سنجیرنگ   روش   با   آنزیم   فعالیت   بررسی 

  استفاده  الدریچ(-سیگما)  ی سنجرنگ  روش  از   آنزیم  فعالیت
  القا  دماهای  در  بیان  از  حاصل  کراتیناز  آنزیم   منظور  بدین   گردید. 

  درجه  37  در  سوبسترا  عنوان  به  PBS  در   کراتین  محلول  با  متفاوت
  و  آمینوبنزالدهیدمتیلدی  سپس   و شد    انکوبه   دقیقه   5  مدت  به

HCL  اتاق،   دمای  در  انکوبه  دقیقه  20  از  پس  وشد    اضافه  غلیظ  
  جذب،  میزان  کمک   با  گردید.  خوانش  نانومتر   435  در  آن  جذب

  و محاسبه  مختلف دماهای در بیان از حاصل های آنزیم فعالیت
 گردید.  مقایسه 

  روش   با   نوترکیب  پروتئین  ساختاری   بررسی 
  از  پروتئین  ساختاری   بررسی  منظور  به:  فلورسانس   سنجی طیف 
  آنزیم  اینکه  به  توجه  با  شد.  استفاده  فلورسانس  سنجیطیف  روش

  اسیدآمینه  این   و   است  تریپتوفان  اسیدآمینه   حاوی  کراتیناز
  موج   طول  منظور  بدین  دارد،  را  جذب  میزان  بالاترین  آروماتیک

  گرفت  قرار  استفاده  مورد  آزمون  این  در  نانومتر   295  برانگیختگی
  فلورسانس  طیف   و   شود  تحریک  تریپتوفان  اسیدآمینه  فقط  تا

 . بود کراتیناز آنزیم  در تریپتوفان موقعیت به مربوطشده حاصل
  برای :  کراتیناز   آنزیم  ساختار   بر   طل  نانوذرات   اثر   بررسی 

 ی هاغلظت  از  کراتیناز  آنزیم  ساختار  بر   طل  نانوذرات  اثر  بررسی
  طل  نانوذرات  نانومولار  2/0  و  1/0  ، 08/0  ،06/0  ، 04/0  ،02/0  ،01/0

 با   طل  نانوذرات  از  غلظت  هر   کردن  انکوبه  از  پس  گردید.  استفاده
  هریک  از  حاصل  فلورسانس  طیف  دقیقه،  5  مدت  به  کراتیناز  آنزیم

  هاییفط  انتها  در  وشد    رسم  نانومتر   295  تهییج  موج   طول  در
مورد    طل  نانوذرات  حضور  عدم  و  حضور  درشده  حاصل  فلورسانس

 گرفت. مقایسه قرار 
اخلقی: موازین    پژوهش  مراحل  همه  در  ملحضات 

ها در شرایط یکسان و استاندارد  شد. تمامی آزمون  رعایت  اخلقی
شد  جانب    از   تصرفی   و   دخل  و   سوگیری   گونه هیچ  و   انجام 

 .نگرفت صورت  پژوهش انجام  مراحل  در محققین 
 

 ها یافته 
 بیان   جهت  کراتیناز  آنزیم   ژن  بیان  القای  و  باکتری   کشت  از  پس

  و  32  ، 28  ،22  ،18  دماهای  در   (Over Expression)  آن  بالای
  کروماتوگرافی  روش  به  هاآنزیم  تخلیص  گراد،سانتی  درجه  37
  خلوص  و   حضور  یید تأ  و   سفارز(  نیکل   ستون   کمک   به)  یلی تما

  و  SDS-PAGE  الکتروفورز  تکنیک  از  استفاده  با  هاینپروتئ
  مقایسه  با  و  انجام   برادفورد  روش  به  هاینپروتئ  غلظت  تعیین
  مشخص  بهینه  القای   دمای  شده،تخلیص  هایینپروتئ  غلظت

  در   که  داد   نشان  هاینپروتئ  غلظت  سنجش  از  حاصل  نتایج   .شد
 میزان   ساعت،  16  مدت  به  گراد  سانتی  درجه  28  القای  دمای

   (.1 جدول) ید گرد بیان بالاتری  پروتئین
 

غلظت پروتئین در دمای القای متفاوت )حجم هر ویال    (1  جدول 
 بود(  ml 1شده آوری جمع

 دمای القا  
  بیان پروتئین 

(Co ) 

شده از تخلیص  آوری های جمع غلظت پروتئین در ویال 
(mg/ml)  

1E 2E 3E 4E 5E 6E 7E 
18 37/1 16/1 93/0 74/0 48/0 26/0 18/0 
22 53/1 28/1 05/1 85/0 54/0 38/0 25/0 
28 13/2 98/1 78/1 53/1 82/0 76/0 64/0 
32 92/1 73/1 48/1 11/1 68/0 49/0 32/0 
37 04/2 85/1 68/1 25/1 73/0 57/0 38/0 

 
  طیف   کمک  به  کراتیناز  آنزیم  ساختاری   بررسی  ادامه  در

شد    انجام  طل  نانوذرات  حضور  عدم   و  حضور  در  فلورسانس  سنجی
  گردید.  مشخص  کراتیناز  آنزیم  ساختار  بر   طل   نانوذرات  اثر   و

  ،28  ،22  ، 18  القا  دماهای  در   بیان  از  حاصل   های  آنزیم   فعالیت
  حاصل  نتایج  که  گردید  محاسبه  برابر   شرایط  در  37  و  32

 درجه   28  در  القا  از  حاصل  آنزیم  بیشتر   فعالیت  دهندهنشان
  طیف   بررسی  (.2  جدول)  بود  ساعت  16  مدت   به  گراد یسانت

  موج  طول  در  تهییج  از  حاصل  کراتیناز  آنزیم  نشرشده  فلورسانس
 Perkin  اسپکترومتر   فلورسانس  دستگاه   توسط  نانومتر   295
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Elmer  مدل  Ls 45  شد  انجام  متر سانتی  1  قطر   با   کوارتز  کووت  با  
  داده  نشان  1  شکل  در  فلورسانس  بازنشر   آن  از  حاصل  نمودار  که
   .شد

 
 فعالیت آنزیم کراتیناز در دمای القای متفاوت  (2  جدول 

 18 22 28 32 37 ( Coدمای القا بیان پروتئین ) 

 683/0 736/0 758/0 665/0 623/0 ( 1/ 2نانومتر )رقت    435جذب در  

 64/11 42/12 17/14 27/13 76/12 ( U/mlمیزان فعالیت آنزیم کراتیناز )
 

  آنزیم  ساختار  بر   طل  نانوذرات  اثر   بررسیاز    حاصل   نمودار
 شدت   میزان  طل،   نانوذرات  غلظت  افزایش   با  که  داد  نشانکراتیناز  

  فلوروسانس  طیف  2  شکل.  یافت  کاهش  وضوح  به  فلورسانس
  طل   نانوذرات  مختلف  یهاغلظت  با  همراه  کراتیناز  آنزیم   از  حاصل

 فلورسانس   سنجیطیف  ایمقایسه  بررسی  برای  دهد.یم   نشان  را
  طیف   نمودار  طل،  نانوذرات  حضور  عدم  و  حضور   در   کراتیناز  آنزیم

  نمودار  این  گردید.  رسم   طل  نانوذرات  حضور  عدم   و   حضور  در  نشری 
  طل  نانوذرات  حضور  در  فلورسانس  شدت  میزان  کهداد    نشان

  نانوذرات   غلظت  افزایش  با  نشر   شدت  کاهش  این  کهیافت    کاهش
 (. 3 شکل) داد نشان را بیشتری  کاهش طل،

 
 (nm 295)   ییجتهطیف فلورسانس آنزیم کراتیناز در طول موج  (1شکل  

 

 
 AuNPs( درحضور  nm 295طیف فلورسانس آنزیم کراتیناز درطول موج تهییج ) (2شکل  

 

 
 AuNPs( در حضور و عدم حضور  nm 295)   ییجتهطیف فلورسانس آنزیم کراتیناز در طول موج  (3شکل  



 9      طل نانوذرات  حضور  در  ناز یکرات می آنز فلوئورسانس یسنج فیط  یابی ارز  و صیتخل ان،ی ب ی ساز نهیبه
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 بحث 
  انبوه  تولید  برای  مطلوب   روشی  ارائه  مطالعه،   این   انجام  از  هدف
  و  کراتین  سنجش  هایکیت  در  استفاده  جهت  به  کراتیناز  آنزیم

  اثر   آنزیم،  این  ناپایداری   به  توجه  با  طرفی  از  .بود  کراتینین
  در  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  آنزیم  این  پایداری   بر   طل  نانوذرات

 بالاتر   فعالیت   و  بیشتر   بیان  برای   القا   بهینه  دمای   تحقیق   این
  از  منظور  بدین   .گرفت  قرار  بررسی  مورد  نوترکیب   کراتیناز  آنزیم 

  صورت  به گراد سانتی  درجه 37 و  32 ، 28 ، 22 ، 18ی القا دماهای
 کراتیناز  آنزیم   تخلیص  از  پس  نهایت   در و  گردید   استفاده  جداگانه

 غلظت   سنجش   نتایج   تمایلی،   کروماتوگرافی   روش   کمک   به
  گردید.   مقایسه   یکدیگر   با  برادفورد  روش   با  شده تخلیص  پروتئین

  در  کراتیناز  آنزیم   فعالیت  سنجیرنگ  روش  کمک  با  سپس
  این  از حاصل نتایج گردید. مقایسه  و محاسبه مذکور القا دماهای
  در  کراتیناز  آنزیم  بالاتر   فعالیت  و  ترمطلوب  بیان  نشانگر   مطالعه

 کشت   محیط  در  ساعت  16  مدت  به  گراد سانتی  درجه  28  القا   دمای 
TB  بیان   روی  بر   گذشته  در  که  تحقیقاتی   با  مقایسه  در  .بود  مایع 

  صورت   مشابه  دمایی  شرایط  و  مایع  LB  محیط  در  کراتیناز  آنزیم
 و   بالاتر   غلظت  مطالعه  این  در  شدهبیان  آنزیم  [،18]  است  گرفته

  آنزیم   تر مطلوب  بیان  بیانگر   که  داد  نشان  خود   از  بیشتری   فعالیت
 است. پیشین هایروش به نسبت کراتیناز

آنزیم،    مورد  در  اهمیت  حائز   و  مهم   نکته این 
است آن  پایدارسازی20]  ناپایداربودن  برای  روشی  نیازمند  لذا   .] 

های تجاری سنجش کراتین آنزیم کراتیناز جهت استفاده در کیت
پایدارسازی  هدف  با  مطالعاتی  گذشته  در  هستیم.  و کراتینین 

می آن  از  که  است  شده  انجام  کراتیناز  ایجاد  آنزیم  به  توان 
گانه بر روی  های تصادفی به صورت تکی، جفت و سهموتاسیون

گانه ایجادشده  های سهجهشآنزیم کراتیناز اشاره کرد که نهایتاً  
باعث پایداری نسبی آنزیم گردیده ولی اثر نامطلوب بر فعالیت  

است  داشته  اثر یون21]  آنزیم  در مطالعه دیگری  بر  [.  نقره  های 
آنزیم کراتیناز بررسی شده که حاکی از مهار فعالیت آنزیم کراتیناز  

توزان  ای دیگر اثر نانو ذرات اکسید آهن و کی[. مطالعه22]  است
بر آنزیم کراتیناز را بررسی کرده که باعث ثبات نسبی در ساختار و  

است شده  آنزیم  پژوهش،  23]  فعالیت  این  از  حاصل  نتایج   .]
نانوذرات نشان در حضور  فلورسانس  میزان شدت  دهنده کاهش 

شدت  کاهش  طل،  نانوذرات  غلظت  افزایش  با  که  بود  طل 
  تواند می  لهمسئ  این   بودیم.   شاهد  را  بیشتری   فلورسانس

  ساختار   در  فلورسانت  مینواسیدآ  ریزمحیط  در  تغییر   دهندهنشان
 جهت   به  طل  نانوذرات  از  استفاده  نتیجه  در  باشد.  کراتیناز  آنزیم

 رسد. نمی نظر  به مناسبی گزینه کراتیناز آنزیم پایدارسازی 
  زمانی   محدودیت  کراتیناز،  آنزیم  ناپایداری   به  توجه  با

  این  در  لذا  . داشت  وجود   آنزیم  این  ساختار  و   فعالیت   بررسی  جهت
  تخلیص  از  پس  بلفاصله  آنزیم  ساختار  و  فعالیت   بررسی  مطالعه،

  تخلیص  از   ساعت  72  الی  48  گذشت  باپذیرفت؛ زیرا    انجام  آنزیم
  درجه  - 20  دمای   در  نگهداری   و   گلیسرول   از  استفاده   شرط  به  آنزیم 

  کاهش  همچنین  و   آنزیم  شدن   اگریگه  شاهد  گراد،سانتی
  شرایط  در  هابررسی  تمامی  همچنین   .بودیم  آن  فعالیت  چشمگیر 

  اثر   از  حاصل   نتایج  به  توجه  با  پذیرفت.  صورت  یکسان  دمایی 

 پایدارسازی  برای  دیگری   هایروش  کراتیناز،  آنزیم  بر   طل  نانوذرات
 ها مهارکننده  اثر   بررسیجمله،    از  شودمی  پیشنهاد  کراتیناز  آنزیم

 در   هدفدار  هایجهش  ایجاد  کراتیناز،  آنزیم   بر   هاکننده فعال  و
 پایداری  بررسی  آنزیم،   فعالیت  و  پایداری   بررسی  و  آنزیم   توالی
  ساختار  بررسی   همچنین  و  دیگر   گوناگون   عوامل  برابر   در  آنزیم 

  و  آنزیم  بهتر   شناخت  جهت  به  کراتیناز  آنزیم   کریستالوگرافی
   تجاری. مصارفبرای  آنزیم پایدارسازی  برای بهتر  گزینه انتخاب

 

 گیری نتیجه 
 E.Coli BL21  باکتری   کشت  که  داد  نشان  مطالعه  این  هاییافته
  القای  و  مایع   TB  کشت  محیط  در  pET28a  تکثیری   وکتور  حاوی

 کراتیناز  آنزیم   ساعت،   16  مدت  به  گراد سانتی  درجه  28  دمای   در  آن
  سنجش  هاییتک  در  استفاده  جهت  بالاتری   بیان  میزان  با  تر فعال 

  اثر  بررسی  ادامه در دهد. یم   قرار اختیارمان در  کراتینین و  کراتین
  توجه  باه است که  داد  نشان  کراتیناز  آنزیم  ساختار  بر   طل  نانوذرات

 ساختار   در  فلورسانتآمینواسید    ریزمحیط  در  تغییر   احتمال  به
  مناسبی  گزینه  ترکیبات  این  طل،   نانوذرات  حضور  در  کراتیناز  آنزیم 
  و  ها روش  از  استفاده  لذا   .نیستند   کراتیناز  آنزیم   پایداری   جهت

  استفاده   منظور  به  کراتیناز  آنزیم   پایدارسازی   جهت  دیگر   ترکیبات
 گردد. یم  توصیه  کراتینین و  کراتین سنجش تجاری  هاییتک در
 

با توجه به اینکه برخی    انتظامی: طب  در   کاربردی  و بالینی  نکات
مشاغل نیاز مبرم به آمادگی و سلمت جسمانی و روحی دارند،  
لذا پایش مداوم سلمت این افراد ضروری است. از این مشاغل 

گری ازجمله یگان ویژه، نیروهای عملیاتی و  توان به نظامیمی
امراض    غیره به  این حوزه  ابتلی کارکنان  احتمال  اشاره کرد که 
عروقی زیاد است. از طرفی  – اسکلتی و قلبی-تنی، عضلنیروان 

غربالگری   روش  به  نیازمند  حوزه  این  در  افراد  استخدام  برای 
کارآمدی هستیم تا با سرعت و دقت به غربال سلمت این افراد  

های سنجش دقیق و  منتهی شود. بدین منظور استفاده از کیت
آزمایشگاه در  و کراتینین  میهسریع کراتین  نظامی  به  ای  تواند 

پایش سلمت کادر نظامی و همچنین مستخدمین آتی در این  
 حوزه بیانجامد. 

  یشناسروان  ی دکتر   رساله  از   برگرفته  مقاله   نیا  قدردانی:  و   تشکر 
واحد  دانشگاه   سلمت اسلمی   کد   با  ی مرکز  تهران  آزاد 

  نیا  انجام   در   را  ما  که  یافراد  تمام   از   است.  10120709981008
  .می سپاسگزار مانهی صم کردند،  یاری  قیتحق

  نمایندمی  تصریح   مقاله   نویسندگان  وسیلهبدین   منافع:  تعارض 
 .ندارد  وجود حاضر  مطالعه قبال در  منافعی تعارض گونههیچ که

  آوری جمع  ایده،  ارایه  ،پارسا  زادهعبداله  مهدی  :نویسندگان   سهم 
،  جلیلی  شیرین  داده؛   تحلیل  حسینخانی،   سامان؛  هاداده

  همه  ایده؛   ارایه  و   مطالعه  طراحی   ، رحمتی  فرشته؛  شناسروش
  و   بودند  سهیم   آن  بازنگری   و  مقاله   اولیه  نگارش  در  نویسندگان

  مطالب  صحت   و   دقت   مسئولیت  حاضر،   مقاله   نهایی   تأیید   با  همه
 پذیرند. می  را آن در مندرج
 حمایت مالی انجام شد.   گونهبدون هیچ این مطالعه    :ی مال  منابع 
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