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چکیده  
    آنزیم تبدیل کننده آنژیوتانسین I(ACE) یک پپتیدیل دی پپتید هیدرولاز اســت کـه 2 اسـید آمینـه
ــدا کـرده و آنژیوتانسـین انتهای کربوکسیلی(His-Leu) را از آنژیوتانسین I که یک دکاپپتید است ج
II(یک اکتاپپتید) را تولید مینماید. به علت اهمیت ACE و مهارکنندههای آن در بیماریزایی و درمان
ــالا و نارسـایی قلبـی، تخلیـص و سـنجش آن عـلاوه بـر بیماریهای قلبی عروقی مانند فشار خون ب
ارزش علمی دارای اهمیت بالینی و تجاری میباشد. با توجه به این مطلب، در مطالعه حاضر ACE از
،ACE ــتخراج بافت ریه خرگوش به عنوان منبــع غنـی از ACE در 3 مرحله خالص گردید. برای اس
پس از عمل هموژن کردن، از دترژنت غیریونی Nonidet-P40 استفاده شد سپس محلــول اسـتخراج
شــده از دترژنــت، تحــت عمل رسوبدهی با سولفات آمونیوم بــا غلظتهـای اشـباعی 50% و %70
Q-Sepharose قرار گرفــت. در مرحلــه بعــد محلول رویی به دست آمده توســط تبـادل یونـی بـا
ـــثر فعــالیت مخصــوص آنزیــم، توســط HP کرومـاتوگرافـی شـد سـپس نمونـههای دارای حداک

Sepharryl HR S200 تحت کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون قرار گرفتند. پس از ایــن مرحلـه خـالص
ــد. بودن آنزیم با SDS-PAGE و PAGE تایید شد و وزن مولکولی آن 175 کیلودالتون تعیین گردی
ــود کـه بـه دنبـال 651 فعالیت مخصوص نهایی به دست آمده برای ACE، 39/1 واحد در میلیگرم ب
برابر خالصکردن حاصل شده بود و بازده نهایی فرآیند تخلیص، 5/2% مشاهده شد. پس از تخلیص
آنزیم، Km(michaelis constant) آن بـرای سوبسـترای HHL(هیپوریـل ـ هیسـتیدیل ـ لوسـین)،
ــا 0/001 2/17 میلیمول محاسبه شد. مهار کننــده رقابتــی کاپتوپریــل توانست در غلظتهای 0/1 ت
ـــد. PH اپتیمـم بـرای ACE 8/3 محاسـبه گردیـد. میلی مولار تقریباً ACE را به طور کامل مهار کنـ
ــالاتر از 37 درجـه همچنین بررسی اثر تغییرات دمایی، کاهش شدیــد در فعالیت آنزیم را در دمای ب
ــرای آن و نـیز بـازده مناسـب بـه سانتیگراد نشان داد. کاهش مراحل تخلیص و مــدت زمان لازم ب
دسـت آمـده، نتیجــه اسـتفاده از رزینهـای بـا قـدرت تفکیـــک بهتــر و بـه کـار گیــــری سیســتم
ــان FPLC(Fast Protein Liquid Chromatography) بود که در نهایت موجب بهبود و کاهش زم

فرآیند تخلیص چند مرحلهای ACE گردید.  
          

کلیدواژهها:    1 – آنزیم تبدیل کننده آنژیوتانسین     2 – تخلیص چند مرحلهای 
                         3 – کروماتوگرافی      4 – ریه   

این مقاله خلاصهای است از پایان نامه سیدمحمد شفیعی جهت دریافت درجه کارشناسی ارشد بیوشیمی به راهنمـایی دکـتر مـهیندخت کیـهانی و دکـتر اسـماعیل کـوچکـی
شلمانی و مشاوره دکتر محمد شعبانی و مهرانگیز کاویانی، سال 1381. 

I) کارشناس ارشد بیوشیمی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران. 
II) دانشیار گروه بیوشیمی بالینی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران.(*مولف مسئول) 

III) استادیار گروه بیوشیمی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران. 
IV) کارشناس ارشد شیمی آلی، دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی ایران. 
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مقدمه 
 (EC:3 ،4 ،15 ،1)I آنزیــم تبدیــل کننــده آنژیوتانســـیون    
ــن  Angiotensin-converting Enzyme(ACE)، یک پروتئی

با جرم مولکولــی بـالا حـدود 150،000 دالتـون، گلیکوزیلـه و 
ــه در سطــح مجرایــی غشــای سـلولی قـرار  انتگرال است ک
گرفته است. ACE یک دیپپتیدیل کربوکسی پپتیداز بوده کــه 
ــه  عمل تبدیل یک دکاپپتید به نام آنژیوتانسین I(ANG I) را ب
ــد بـه نـام آنژیوتانسـین II(ANG II) کـه نقشـی  یک اکتاپپتی
ــی ایفـا میکنــد، بـر عـهده  اساسی در هموستاز قلبی ـ عروق

دارد.  
    ACE عمـــل هیدرولیــز بـرادی کینیـن کـه یـک واســـطه 
ــــده عـــروق و نـــاتریورتیک  التــهابی و پپتیــد گشــاد کنن
ــید  (natriuretic) و محرک قـوی ساختـه شـدن نیتریـک اکس
و پروسـتاگلاندیــن گشـاد کننــده عــروق اســــت را نیــــز 
ـــد.(2و 3) هـمچنیـن ACE میتوانـد پپتیدهـایی  کاتالیــز میکنـ
مانند ماده P(Substance)، انکفالین و اندورفیــن را غیرفعـال 
ــان  نماید. مهارکنندههای مستقیم جایگاه فعال ACE، در درم
ــــی احتقــانی موثــر  فشـار خـون سیستمیــک و سکتــه قلب

هستند.(1و 2)  
    افزایـــش سرمــی ACE در بیماریهـای گرانولومـــاتوز 
اولیــه گـزارش شــده کــه سارکوییــدوز مهمتریــن آنهـــا 
اســـــت. ACE ســـرمی در گرانولوماتوزهـــای ریـــــوی 
ــتوزیس، بیمـاری  غیرسارکوییدی مانند سیلیکوزیس و آسبس
گوشه(Gusher’s disease) و جــذام نـیز افزایـش مییـابد.(3) 
همچنین افزایش این آنزیم در دیــابت ملیتـوس گـزارش شـده 

است.(4)  
ــردی      مقـادیر سـرمی ایـن آنزیـم در ناهنجاریهـای عملک
ــانی  اندوتلیوم کاهش مییابد که در شیمی درمانی یا پرتودرم
 ACE و بیماران مبتلا به سرطان دیده میشود.(3) از آنجا که
ـــیز تحقیقــات  از نظـر زیسـت پزشـکی و آسیبشـناختی و ن
آنزیمشناسی دارای اهمیت قابل توجهی میباشد، تخلیص این 
ــام شـده در  آنزیم در مقیاس تولیدی و کاربردی با روش انج
این پژوهش و به کار گرفتن آن در تهیه کیتهــای تشـخیصی 
دقیـق بـه روش ایمونواسـی جـــهت انــدازهگــیری ACE در 

ـــتند و مطالعــه اثــر  بیماریهـایی کـه بـا آن در ارتبـاط هس
ــد در مـهار آن و بررسـیهای مولکولـی مـانند  داروهای جدی
کریستالوگرافی و مطالعه دقیقتر ساختار مولکولی ACE بــا 

ارزش خواهد بود.     
 

روش بررسی 
 (Developmental study)این مطالعه که از نوع توسعهای    
بود، جهــت افزایـش کیفیت و ســرعت تخلیـص آنزیـم تبدیـل 
کننــده آنژیوتانسین صورت گرفت. نمونه مــورد اسـتفاده در 
ایــن پژوهــش ریــه خرگوش بود. در ابتدا 7 عدد خرگــوش 
ــاب  نر سالم، بدون هیچ گونه تیمار دارویی جهت این کار انتخ
شدند سپس ریههای جدا شده که در کل دارای وزنــی معـادل 
ــز  65/9 گرم بودند خیلی سریع در 20- درجه سانتیگراد فری

شدند.  
ــرار داشـت      در مرحله بعد بافــت ریـه منجمـد کـه در یخ ق
به قطعـات کــوچکتــر تقسیـــم گردیــد. روش عمــل بدیـن 
ترتیـب بـود کـه قطعـات بـافت ریـه در 150 میلیلیــتر بــافر 
ـــول، pH=7/8 حــاوی  همـوژناسـیون (Tris-HCl 20 میلیم
ــیزیم 5 میلیمـول و کلریـد پتاسـیم 30 میلیمـول و  استات من
سـوکروز 0/25 مـول) ریختـه شـد سـپس توســـط دســتگاه 
هموژنایزر به مدت 1/5 دقیقه تحت عمل همــوژناسـیون قـرار 

گرفت.  
ــه مـدت 2 سـاعت در      هموژنات بافتی پس از صاف شدن ب
سانتریفوژ یخچالدار در 6000g سانتریفوژ گردید و پــس از 
دور ریختن مایع رویی، رسوب باقی مــانده در 150 میلیلیـتر 
ــوط شـد و  بافر پایه(Tris-HCl، 10 میلیمول، pH=7/8) مخل
ــه آن  0/75 میلیلیـتر(V/V%0/5) دتـرژنـت Nonidet-P40 ب
اضافه گردیـد سپـس مخلـوط ذکـر شـده بـه مدت 3 ســاعت 
ــم زده  در دمای 4 درجه سانتیگراد توسط مگنت و استیرر ه

شد.  
    محلـــول بـه دسـت آمـده دوبـاره در 6000g ســانتریفوژ 
ــــت  گردیـد و محلـــول رویــی استخــراج شـــده از دتـرژن
ــار رفتــه، ACE را از غشــای سلــول جــدا  (دترژنــت به ک
ــولفات  کـرده و بـه صـورت محلـول درمـیآورد) توســط س
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ــوب داده شـد. بدیـن منظـور محلـول بـه غلظـت  آمونیوم رس
اشباعی 50% از سولفات آمونیــوم رسـانده شـد. پـس از ایـن 
مرحله، هموژنــات در 6000g بـه مـدت 35 دقیقـه سـانتریفوژ 
گردید و مایع رویی با دقت و بدون مخلـوط شدن بــا رسـوب 
جدا شد. مایع رویی سپس به 70% درجــه اشـباع بـا سـولفات 
آمونیوم رسانده شــد و مراحـل فـوق بـرای ایـن مرحلـه نـیز 

صورت گرفت.  
ــالیز جـهت جـدا کـردن سـولفات آمونیـوم،      پس از عمل دی
نمونه مورد نظــر بـا جریـان برابـر بـا 1 میلیلیـتر در دقیقـه 
ــفارز بـرده  توسط پمپ روی ستون XK26/10 حاوی Q- س
شد. در مرحله بعد از یک سیستم ایجــاد کننـده شـیب غلظـت 
نمکی(Gradient Mixer) استفاده گردید. گرادیان میکسـر در 
ــر  سمت خروجی حاوی بافر پایه، فاقد NaCl و در سمت دیگ
ــر شـده همـراه بـا NaCl(1M) بـود. محتـوای  حاوی بافر ذک
ــا جریــان 0/5 میلیلیـتر در دقیقـه توسـط  گرادیان میکسـر ب
پمپ روی ستون برده شد که حاصل این شستوشــو 6 پیـک 

بود.  
    تمام پیکهای جمعآوری شده تحت عمل سنجش ACE به 
روش کوشمن و چونــگ(5) قـرار گرفتنـد. فعـالیت مخصـوص 
(Specific Activity) آنزیم با اندازهگیری فعالیت آن و نیـــز 
ــر پیـک  اندازهگیری غلظت پروتئین برحسب میلی گرم برای ه
ـــدازهگــیری غلظــت پروتئیــن بــا روش  بــه دسـت آمـد. ان
برادفورد(Bradford) صورت گرفت(6) و فراکشنی کــه دارای 
ـــدار فعــالیت مخصــوص ACE بــود تعییــن  بیشتریـن مق

گردید(نمودار شماره 1).  
    جهــت غلیـظ کـردن نمونــه بـه دسـت آمـده از دســـتگاه 
Freeze Drier استفاده شد. نمونــه توسط پمــپ بـا جریـان 

ــــیون  0/8 میلیلیـــتر در دقیقـــه روی ســـتون ژل فیلتراس
XK16/60 حاوی سفاکریل HR S-200 فرستاده شده و پس 
از ثبت توسط رکـوردر دستگـــاه، 4 پیـک حاصــل شــده در 
چندیـن فراکشـــن جمــعآوری گردیــد ســپس بــرای تمــام 
فراکشـنها روش سنجش کوشــمن و چونـگ(5) انجـام شـد و 
نمونــه دارای حداکــثر فعــالیت مخصــوص آنزیــم تعییـــن 

گردید(نمودار شماره 2).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 1- کروماتوگرافی با Q-سفارز 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 S-200 نمودار شماره 2- کروماتوگرافی با سفاکریل
 

    اساس سنجش ACE با روش کوشــمن و چونـگ واکنـش 
هیدرولیز سوبسترای سنتتیک هیپوریل ـ هیستیدیل ـ لوســین 
توسـط ACE بـه اسـید هیپوریـک و هیسـتیدیل ـ لوســـین و 
سپــس اسـپکتروفتومتری مـاورای بنفـش اســیدهیپوریک در 
228 نانومتر است و میزان اسیدهیپوریک تولید شـده معیاری 

از فعالیت آنزیم میباشد.(5)  
    سنجش فعالیت ACE برای هموژنات اولیه و ســپس تمـام 
ــه  مراحل تخلیص از جملـه تمـام فراکشنهای به دست آمده ب
روش کروماتوگرافی ستونی انجـام شــد. بـرای انجـام شـدن 
ــل آمیـد جـهت تعییـن مـیزان خـالص  الکتروفورز ژل پلیاکری
بـــودن و وزن مولکولــی ACE، از 2 روش الکــتروفورز در 
ــتفاده گردیــد کــه عبـارت بودنــد از:  ژل پلیاکریل آمیـد اس
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الف) PAGE با سیستم بافری ناپیوسته تریـس ـ گلایسین با 
ژل 7/5% ب)SDS-PAGE بـــا ژل پلیاکریـــل آمیــــد %10. 
ـــده آنژیوتانســین  بررسـی Vmax و Km آنزیـم تبدیـل کنن
ــنتتیک HHL انجـام شـد.  خالص با استفاده از سوبسترای س
روش مورد استفاده برای انــدازهگـیری Vmax و Km تهیــه 
رقتهـای متفاوت از HHL و انـدازهگـیری فعـالیت ACE در 
این رقتهــا و رسـم منحنـی لایـن ویـور ـ بـرک بـود. جـهت 
بررسـی اثـر مهارکنندگـی کاپتوپریل رقتهای 0/1 میلیمول، 
ــه آنزیمـی  0/01 میلیمـول و 1 میکرومول کاپتوپریل در نمون
خالص شده تهیه گردید سپس بــرای تمـام نمونـهها، آزمـون 
سنجش کوشمن و چونگ با غلظت ثابت HHL(5 میلیمول) و 

یکسان بودن سایر شرایط صورت گرفت.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ــاوی کـاپتـوپریـل، 1 نمونـه      در کنار مجموعه نمونههای ح
بدون مهار کننده نیز به عنوان شاهد در نظر گرفته شد سپس 
ــل و  میزان فعالیت آنزیم برای تمام نمونههای حاوی کاپتوپری

نمونه فاقد کاپتوپریل محاسبه و مقایسه گردید.  
ــالیت ACE از ACE خـالص      در بررسی اثر حرارت بر فع
شده در مرحله نهایی استفاده شــد و فرآینـد انکوباسـیون در 
ــه  دماهای 10، 37، 55و 90 درجه سانتیگراد به مدت 30 دقیق
ــداگانـه از ACE صـورت گـرفت و مـیزان  روی نمونههای ج
فعالیــت ACE در هــر دما تعیین گردید. بــرای بررسـی اثـر 
ـــالیت ACE از بــافر فســفات پتاســیم  تغیـیرات pH بـر فع
 ،6 pH ــیزان 100 میلیمـول در (K2HPO4/KH2PO4) به م
ـــیزان فعــالیت  6/5، 7، 7/5، 8، 8/5، 9و 10 اسـتفاده شـد و م
ACE در هر یک از درجههای pH ذکر شده محاسبه گردید.  

نتایج 
ــم تبدیـل کننـده آنژیوتانسـین      در این مطالعه، تخلیص آنزی
ــور کلـی در 3 مرحلـه انجـام شـد و در نـهایت  I(ACE) به ط
آنزیم خالص شده که دارای فعالیت مخصوص و مناسب بــود 
و نیز باند واحــد در SDS-PAGE و PAGE مشـاهده شـد. 
مراحل تخلیص آنزیم تبدیــل کننـده آنژیوتانسـین I از مرحلـه 
عصــاره خــام ســلولی تــا مرحلــه ژل فیلتراســــیون بـــا 
ــالیت  Sephacryl S-HR200 همراه با میزان پروتئین تام، فع
مخصوص آنزیم، مرتبه خالص سازی و بازده عمل در جدول 
 :SDS-PAGE و PAGE شماره 1 آورده شده اســت. نتـایج
در نمودار شماره 3-الف نشان داده شده اسـت. خط 1 نمونـه 

مربـوط بـه عصاره خام بافـت ریـه، خـط 2 مربـوط به نمونه  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ــادل یونـی بـا Q-Sepharose HP، خـط 3  کروماتوگرافی تب
ــهایی تخلیـص و خـط 4 مربـوط بـه  نمونه مربوط به مرحله ن
ـــها یــک بــاند  شـاخصهای وزن مولکولـی اسـت. خـط 3 تن
پروتئینـی را نشـان میدهـد کـه بیـن شـــاخصهای بــا وزن 
مولکولی 205 و 116 کیلودالتــون قـرار گرفتـه و مربـوط بـه 
ACE میباشـد و نشـان دهنـده تخلیـص ایـن آنزیـم توســط 

ــهت تعییـن وزن مولکولـی بـاند  فرآیند چند مرحلهای است. ج
پروتئینی خالص مشاهده شده در خط 3، نمودار استاندارد از 
طریق محاسبه لگاریتم وزن مولکولی شــاخصهای پروتئینـی 
با توجه به Rf به دست آمده در حرکت الکــتروفورزی آنهـا 
رسم گردیــد سـپس وزن مولکولـی ACE بـا توجـه بـه ایـن 
 ACE ــون محاسـبه شـد. نمونـه نـهایی نمودار، 175 کیلودالت
ــت عمـل  خالص شده توسط PAGE(بدون دناتوره شدن) تح

 ACE جدول شماره 1- شمای مراحل تخلیص
غلظت پروتئین مرحله 

(میلیگرم در لیتر) 
فعالیت ویژه  

(واحد بر میلیگرم) 
بازده تخلیص(درصد) مرتبه خالصسازی 

100 1 0/06 35/92 هموژنات اولیه 
80 1/7 0/10 22/75 استخراج شده از دترژنت 

64 6/5 0/38 6/47 رسوبدهی با سولفات آمونیم 
21 133 8 0/9 کروماتوگرافی با Q سفارز 

 S-200 5/2 651 39/1 0/46 کروماتوگرافی با سفاکریل
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ــرار گرفـت و همـان طـور کـه در نمـودار 3-ب  الکتروفورز ق
ــص،  مشاهده میشود، 2 نمونه مربوط به دفعات متفاوت تخلی
ــده خـالص  تنها یک باند پروتئینی را نشان دادند که نشان دهن

بودن ACE در حالت طبیعی و غیردناتوره بود.  
    با توجـه بـه نمـودار شـماره 4،             و         -  جــهت 
ــد  بررسی کینتیک آنزیم تبدیل کننده آنژیوتانسین به دست آم
 Km برابر 11/481 نانومول در دقیقــه و Vmax سپس میزان
ــبه  آنزیم برابر 2/17 میلیمول برای سوبسترای HHL محاس

گردید. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمودار شماره 4- نمودار لاینویور ـ برک 

    در رابطه با اثر مــهار کننـده رقـابتی، نتـایج نشـان داد کـه 
ــل در غلظتهـای 01/001، 0/0 و 0/1 بـه ترتیـب بـه  کاپتوپری
ــه  میزان 98، 98/8 و 99% سبب مهار ACE میگردد. در رابط
ــان طـور کـــه در نمـودار  با اثر pH و تعیین pH اپتیمــم هم
 8-8/5 pH ـــدوده شــماره 5 دیــده میشــود، ACE در مح
حداکثر فعالیت را داشت. بررسی اثر تغیـیرات دمـا نشـان داد 
ــه  (نمـودار شـماره 6) کـه بـا افزایـش دمـا بـه بیـش از 37 درج
سانتیگراد میزان فعالیت ACE به طـور چشـمگـیری کـاهش 

مییابد.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ACE بر فعالیت pH نمودار شماره 5- اثر تغییرات

 PAGE ب: شمای الکتروفورز ،SDS-PAGE نمودار شماره 3-الف: شمای الکتروفورز

 1
Vmax

 1
Km

ب الف 
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 ACE نمودار شماره 6- اثر تغییرات دما بر فعالیت
 

بحث 
ــــهت تخلیـــص ACE در مراحـــل      در ایــن پژوهــش ج
کروماتوگرافی از روش پیش رفتــه و سـریع FPLC اسـتفاده 
ـــی 3 مرحلـــه اصلـــی کـــه شامـــل  شـد و ایـن آنزیــم ط
رسوبدهـی بــا سولفــات آمونیــوم، کرومـاتوگرافـی تبـادل 
ــــا  یونـــی بـــا Q-Sepharose HP و ژل فیلتـراسیــون بـ
ـــه  Sephacryl S HR-200 بـود، خـالص گردیـد. در مرحل
استخراج از اثر دترژنــت غـیریونی Nonidet P40 بـرای بـه 
ــا اسـتفاده  حالت محلول در آوردن ACE و جدایی آن از غش
ــرژنـت قـابلیت دیـالیز شـدن دارد در  شد. از آن جا که این دت
ــــالیت ACE و نـــیز  فرآینــد ســنجش و انــدازهگــیری فع

کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون تداخلی ایجاد نمیکند.(7)  
ــون X-100 بـه عنـوان دتـرژنـت      در بعضی موارد از تریت
ــرژنـت قـابل دیـالیز شـدن نیسـت و  استفاده میشد.(8) این دت
ــدار آنزیـم و محاسـبه بـازده  میتواند در سنجش و تعیین مق
ــیز از  فرآیندهای تخلیص مشکل ایجاد کند. در بعضی موارد ن
ــتفاده  هضـم تریپسینــی بـرای جداسـازی ACE از غشـا اس
گردید کــه در ایــن حالــت آنزیـم فاقد توالی بخــش غشـایی 
Q- میباشـد.(9) در کرومـاتوگرافـی تبـادل یونـــی از رزیــن

Sepharose HP که یک مبادله کننــده قـوی آنیونـی اسـت و 

کارایی بالایی نیز دارد استفاده شد.  
    بخش کاتیونی و مبادله کننده این رزین(Q) به پایه ســفارز 
ــت کـه نسـبت بـه سـفارز FF و سـلولز،  HP متصل شده اس

ــهتری ایجـاد میکنـد.(10) بـا توجـه بـه  تفکیک(Resolution) ب
ــرای ACE، ایـن آنزیـم در  فعالیت مخصوص به دست آمده ب
ــه نسـبت بـه مرحلـه قبـل(رسـوبدهی بـا سـولفات  این مرحل
آمونیوم) بیش از 20 برابر خالصتر گردیــد بنـابراین در بیـن 
مراحل تخلیص، کروماتوگرافـی تبادل یونی بیشتریــن اثـر را 
ــی بـالای ایـن رزیـن اجـازه  داشته است. همچنین ظرفیت یون
ــیداد.(11) در  بارگذاری حجم زیادی از نمونه را روی ستون م
-200HR ـــــن کرومـــاتوگرافـــی ژل فیلتراســـیون از رزی

Sephacryl S جهت ژل فیلتراسیون استفاده شــد کـه تفکیـک 

(resolution) بــالاتر و بــهتری نســبت بــه رزینهـــای ژل 
فیلتراسیون از جنس سفادکس و قابلیت استفاده جهت خالص 

کردن در مقیاس آزمایشگاهی و تولیدی را داشت.(12)  
ــه روش      با وجـود آن کـه انجـام شـدن کریسـتالوگرافـی ب
 ACE ـــق ســاختار پراکنـدگـی اشـعه X جـهت شـناخت دقی
ضروری میباشد، به علت مشکل بودن تخلیص ایــن آنزیـم و 
تهیه مقادیر لازم، این عمل هنوز امکانپذیر نشــده اسـت. اگـر 
ــی ایزوزیـم بیضـهای ACE کـه بـه طریـق  چه کریستالوگراف
نوترکیب تهیه میشود اخیراً انجام شده اســت(12و 13) و شـیوه 
ــه آن ارائـه  اتصال لیزیتوپریل(یکی از مهارکنندههای ACE) ب
ـــیز 2 نــوع همولــوگ ACE در دروزوفیــلا  گردیـده(14) و ن
(Drosophila) کریسـتالوگرافـی شـده اسـت(تـا 42% تشــابه 
توالی با ACE بیضــهای دارنـد)،(15) هنـوز سـاختار ACE از 
منابع انسانی از طریــق کریسـتالوگرافـی بـا اشـعه X تعییـن 

نگردیده است.  
    در ایـن تحقیـق ACE در مقایسـه بـا گزارشهـای مشـابه 
ـــل  قبلــی، بـا فعالیـــت مخصــوص نهایـــی مناســب و قابـ
قبولـی (39/1units/mg) خالص شد.(16) اگر چــه بـازده عمـل 
(5/2%) نسبت به روشهــای کرومـاتوگرافـــی میــل ترکیبـی 
پایینتر بود، ایــن روشهـا جهــت تخلیـص ACE در مقـادیر 
ــاقد ارزش  زیـاد و بررسـیهای انجـام شــده بـه دنبـال آن ف

میباشد.(16)  
    ذکر این نکته لازم است که روش انجام شده در این تحقیق 
ــر  در مقیاس آزمایشگاهی بود اما با توجه به خصوصیات ذک
ــورد اسـتفاده و ارجحیـت روش  شده در کارآیی رزینهای م
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چنــد مرحلـهای بر کروماتوگرافی میل ترکیبی، انجــام شـدن 
آن در مقیـاس تولیــدی جهــت مطالعـــات بعــدی پیشــنهاد 

میگردد.  
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Extraction and Development of Multi-Step Purification of  
Angiotensin-I Converting Enzyme(ACE) from Rabbit Lung
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Abstract
    Angiotensin-converting enzyme(ACE)(EC: 3.4.15.1) is a peptidyl dipeptide hydrolase that removes
the carboxyl terminal (His-Leu) from angiotensin I to produce the octapeptide angiotensin II. Due to
the importance of ACE and its active site-directed inhibitors in the pathogenesis and treatment of
cardiovascular disorders such as hypertension and heart failure, ACE purification and assay are of
clinical and commercial as well as scientific interest. In the present study it was attempted to purify
ACE faster and simpler. Purification procedure was finally performed in three steps. After
homogenization and centrifugation, ACE was solubilized from pellet using Nonidet-P40, a non-ionic
detergent. The supernatant solution brought to 50% and 70% saturation concentration of
ammonium sulfate. After ammonium sulfate precipitation, the supernatant solution was used to
purify ACE by Q-Sepharose HP as a strong anion exchanger and then by Sephacryl HR S200(gel
filtration). After these steps, ACE purification was confirmed by PAGE and SDS-PAGE. The molecular
weight found for ACE was 175 KD. Final specific activity was 39.1 units/mg which was achieved
through 651 fold purification and the activity recovered was 5.2%. After purification, Km of ACE for
Hippuryl-Histidyl-Leucine, a synthetic substrate, was 2.17 mM. Concentrations between 0.001-
0.1mM of Captopril, a competitive inhibitor, inhibited ACE almost completely. Optimal pH determined
for ACE activity was 8.3. Incubation temperature above 37°c decreased ACE activity remarkably. ACE
purification in three steps(previously often in 5 steps), a decrease in purification steps, procedure
time and expenditure and also acceptable activity and yield, were all due to using resins with high
resolution and also FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) system which, finally, facilitated the
chromatographic procedures.

Key Words:    1) Angiotensin Converting Enzyme   2) Multi-Step Purification

                       3) Chromatography   4) Lung
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