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 چكيده

 ـ      ده  لوكميـا بـو    داراي اثرات آنتي   اشرشياكولي باكتري II آسپاراژيناز    ال آنزيم  درعنـوان دارو    ه  و در حـال حاضـر ب
شــامل   E. coliســويه بــاكتري چهــار ،تحقيــقدر ايــن  .رود  مــيكــاره درمــان لوكميــاي لنفوبلاســتيك حــاد بــ

TOPTEN،K12  ، LABو DH5α  از جهت توليد آنزيم آسپاراژينازII اسـتفاده از  بـا  .ندمورد آزمايش قرار گرفت 
ها  سويه ، بيان آنزيم بررسيبراي .شدندغربالگري  )II) ansBآسپاراژيناز براي اثبات وجود ژن  ها سويه ، PCRروش

 ،القـا پـس از     .هـوازي صـورت گرفـت       بـي  يا، الق  به يك رسيد   nm600 در   نوريكشت داده شدند و زماني كه جذب        
و محتويات پريپلاسمي سلول جهـت بررسـي توليـد آسـپاراژيناز             سلول   فاقدها رسوب داده شد و محيط كشت         سلول

. از روش سنجش ميزان آمونياك توليد شده استفاده شـد          ، سنجش فعاليت آنزيمي   ه منظور ب. مورد بررسي قرار گرفت   
در هـاي فـوق    در همه سـويه  .اثبات نمود DH5α وLAB و  K12 هاي  در سويه را ans B وجود ژن ،PCRنتايج 
ميزان آمونياك توليد شده در      .نداژينازي بود  فاقد فعاليت آسپار   ،محلول رويي عصاره پريپلاسمي و نيز     هوازي،   شرايط

 ،دست آمـده  ه   آنزيمي ب  فعاليت ، و µmol 01/0 و    تقريبا يكسان  هوازي  در شرايط بي   عصاره پريپلاسمي هر سه سويه    
 E. coli دقيقـه و در E. coli LAB 40حداكثر ميزان آنزيم توليـد شـده در بـاكتري     .بود unit/ml  6/3معادل

K12  و α E. coli DH5 ،تـدريج كـاهش    بتوليد و پس از آن ميزان هوازي بود  ساعت پس از ايجاد شرايط بييك
  . رسيدunit/ml 5/2-2به  ساعت سهطوري كه پس از گذشت ه  ب،يافت مي

  
  ansB ،اشرشيا كلي ، سنجش آنزيمي، IIآسپاراژيناز :  كليديهاي واژه

  
  مقدمه

آمينه  اسيد واكنش هيدروليز ،آنزيم آسپاراژيناز
سپارتيك و آمونياك را كاتاليز آسيداآسپاراژين به 

ترا و محصول اين آنزيم هر دو سوبس .كند مي
ليسم كليه موجودات بازي وهاي مهمي در متاب نقش
ين آنزيم بسيار ا نقش فيزيولوژيك ،بنابراين. كنند مي

بوده و كنترل بيان و فعاليت آن موجب كنترل تعادل 
از سوي . شود ميسيدهاي آمينه بدن ابين ميزان 

كند و   چون اين آنزيم آمونياك توليد مي،ديگر
، شود  بدن ميpH موجب افزايش ،افزايش غلظت آن

نيز  در كنترل سيستم بافري مايعات بدن احتمالا
 علاقه محققين به بررسي و ،حال اين با. نقش دارد

 بيشتر به كهمطالعه اين آنزيم دلايل ديگري دارد 
در . گردد برمي سرطان خون ماننقش اين آنزيم در در

سرم  نشان دادند كه  و همكارانKidd، 1953سال 
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كه  استخوكچه هندي داراي خاصيت ضد توموري 
 است مربوط به آنزيم آسپاراژيناز ، خاصيتاين

)1(.Broome  نشان داد كه خاصيت ضد توموري 
. )2( استسرم خوكچه به دليل آنزيم ال آسپاراژيناز 

ه سرم خوكچه هندي داراي دو بعدها مشخص شد ك
جالب اين كه در ميان . )3( استنوع آسپاراژيناز 

 تنها سرم خوكچه هندي داراي فعاليت ،پستانداران
و  Mashburn. ستاقابل توجه ضد توموري 

Wriston هاي  ه از سوي برخيندنشان داد
 داده كولي فعاليت آسپاراژينازي از خود نشاناشرشيا

مشابه سرم  ،E.coliص شده از آسپاراژيناز خال ال و
 اگرچه .)4( ضد توموري است داراي خواص ،خوكچه

باكتري آنزيم آسپاراژيناز از منابع متعددي مانند 
Proteus vulgaris )5(،Acinetobacter 

calcoaeticu  )6(، Mycobacterium bovis 
 Yersiniaو  )8( اي هاي رشته  قارچ،)7(

pseudocola )9( اما در حال جدا گرديده است ،
براي  E.coliآسپاراژيناز توليد شده توسط حاضر 

 رود كار ميه درمان لوكمياي لنفوبلاستيك حاد ب
 كه باكتري اشرشياكولي هنشان داد تحقيقات .)10(

 است يآسپاراژينازبا فعاليت حداقل داراي دو آنزيم 
سيتوپلاسمي  )ansA (Iآسپاراژيناز نوع  ال). 10(

 ؛ داردآسپاراژين پاييني براي بوده و ميل تركيبي
پريپلاسمي بوده و ميل ) II) ansBكه نوع  درحالي

آسپاراژيناز  ال.  داردسپاراژينتركيبي بالايي براي آ
هوازي توليد  در شرايط بي I برخلاف نوع IIنوع 
در مورد  ).11 ( شود و خاصيت ضد توموري دارد مي

 خون مشاهده شده است كه اين هاي سرطان سلول
آمينه آسپاراژين در  ها فاقد توانايي سنتز اسيد ولسل

 اين ،از اين رو. درون سيتوپلاسم خود هستند
بايست آسپاراژين  ها مي ها جهت سنتز پروتئين سلول

 ،بلدر مقا. مورد نياز خود را از سرم تامين نمايند
 قادر به سنتز آسپاراژين در ،طبيعيهاي  سلول

اده از آسپاراژيناز  استفدليل. سيتوپلاسم خود هستند
ين تفاوت بنيادي همدر مبارزه با سرطان خون نيز 

هنگام تزريق .  استطبيعيهاي سرطاني و  بين سلول
 كاهش يافته و ،آسپاراژيناز، ميزان آسپاراژين سرم

 آسپاراژين هاي سرطاني در شرايط فقر سلول
 و يا حتي منجر شدهگيرند و رشد آنها متوقف  قرارمي

در همين راستا در رژيم . دشو ميها  به مرگ آن
يز در كنار  آسپاراژيناز ن،درماني عليه سرطان خون

  .)13،12،8( گردد شيمي درماني تجويز مي
در درمان بيماران نظر به اهميت آنزيم آسپاراژيناز 

هايي كه توانايي  ن سويه سرطان خون، يافتمبتلا به
هاي  فقتواند ا دار بالايي از آنزيم را دارند ميتوليد مق

باز   در داخل كشوراي را براي توليد اين آنزيم تازه
 براي است كه هميشه آندليل اين امر نيز . كند
هاي صنعتي  يد صنعتي و حتي نيمه صنعتي آنزيمتول

هايي است كه قادر به توليد   نياز به كلون،و دارويي
 ،در اين تحقيق. آنزيم مورد نظر در حد مطلوب باشند

ميزان از لحاظ  E. coliباكتري هاي مختلف  سويه
  .  مورد بررسي قرار گرفتIIآسپاراژيناز   التوليد آنزيم

  
  ها مواد و روش

  هاي باكتري سويه
 ،DH5α هاي شامل سويه E. coliباكتري 

LAB، TOP10  وK12 از پژوهشگاه مهندسي 
  .ندبراي غربالگري استفاده شدفناوري  ژنتيك و زيست

  
كننده آسپاراژيناز با  هاي توليد غربالگري سويه
  PCRاستفاده از روش 

در محـيط   هـا    براي غربالگري، هـر يـك از سـويه        
 LB(  Luria Bertani Yeast  Extract( مغذي
5g)، Pepton 10g، NaCl 10g، Agar 16g، 

(dH2O 1 lit پس از رشد و جداسـازي  . كشت شد
هـا   كامـل بـاكتري    DNAها از محيط كـشت،       سلول

 ,Roche)  ژنوميـك DNAتوسط كيـت اسـتخراج   
Germany)       و با دستورالعمل شركت سازنده خالص 

 هـاي اسـتاندارد    مطابق با روش   PCRواكنش   .گرديد
استفاده از پرايمرهـاي اختـصاصي طراحـي        با   و   )14(

 1( دقيقـه  5 بـه مـدت   oC94و برنامـه زمـاني    شده
 بـه مـدت   oC 58  ثانيه،90 به مدت oC94، )سيكل

، ) سـيكل 30( ثانيـه  60 بـه مـدت   oC 72  ثانيه،60
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oC75 صـورت گرفـت  )  سـيكل 1( دقيقه 5 به مدت .
 درصـد   1 بر روي ژل آگـارز       PCRسپس محصولات   

)Merk, Germany (   الكتروفورز گرديـد و پـس از
 آميزي با اتيديوم برومايد، با اسـتفاده از دسـتگاه          رنگ

Geldoc (Uvitec England)  مورد بررسي قـرار 
  ).14(گرفت 
  

ansB-F11:  5׳CACGTAAGCTTGAGGAATCATATGG 
ansB-R1: 5׳ CCGAGCTCGGTACCCGGGCAAGG  
 

ــاكتري ــشت ب ــزان   ك ــي مي ــت بررس ــا جه ه
  آسپاراژيناز

 .Eهاي باكتري  يك كلني تك از هر يك از سويه
coli     كه از لحاظ ژن آسپاراژيناز II   در  ، مثبت بودنـد 

 Na2HPO4 تغييـر يافتـه بـا تركيـب     M9محيط 
2H2O 0.5g ،KH2PO4 0.8g ،NaCl 

0.5g،L-asparagine 10g ،Maltose 1g  ،
dH2O 1lit ــا ــد و pH:7 بـ ــشت داده شـ  در كـ

در دور  200بـا   در انكوبـاتور شـيكردار   oC 37دمـاي 
 1سـپس    .گرديـد  گرماگـذاري    ،به طور شـبانه   دقيقه  
  فلاسـك حـاوي    بـه داخـل     كشت شـبانه    از ليتر ميلي
ml50  دمـاي   تلقيح شـد و در از محيط كشت فوق 

oC37    دور در دقيقـه    200 بـا    در انكوباتور شـيكردار ، 
 يـك پـس از گذشـت   هنگـامي كـه    . گرماگذاري شـد  

ك ي ـبه  nm600ها در طول موج  جذب نمونهساعت 
، فلاسـك   هوازي يب ي، براي القا  )فاز لگاريتمي ( رسيد

 در  حالت سـكون   دار خارج شد و در    نكوباتور شيكر از ا 
 رد سـاعت  3به مدت   ورماگذاري شدگ oC 37دماي

 و  گرفـت گيري انجـام     نمونه ، دقيقه 30فواصل زماني   
ــپاراژينازي  ــت آس ــزان فعالي ــمي مي ــصاره پريپلاس  ع

محـيط كـشت بـدون      (  محلول رويـي   ها و نيز   باكتري
مـورد بررسـي    هوازي    بي يقبل و پس از القا     )باكتري

كشت باكتري بـه مـدت       ،اين منظور  براي   .قرار گرفت 
 دور  بـا يفوژ  بـا سـانتر   و    دقيقه روي يخ سرد شـد      15

rpm 5000  ــدت ــه م ــاق  5 ب ــاي ات ــه در دم  ، دقيق
 محلول رويي براي. شد     داده هاي باكتري رسوب   سلول
  آسـپاراژيناز ترشـح شـده بـه خـارج سـلول و             بررسي

 محتويـات    براي جداسـازي   هاي باكتري  رسوب سلول 
هاي باكتري در    رسوب سلول . پريپلاسمي استفاده شد  

 بـــا ســـرد) Tris-EDTA-Sucrose )TESبـــافر

ــ  0.2M Tris-HCl،  pH: 8 0.5mM بتركي
EDTA، 0.5M  Sucrose ميكروليتر 15به ميزان 

بـه   و   شد مخلوطليتر كشت باكتري     به ازاي هر ميلي   
 و بـا افـزودن       شـد   دقيقه روي يخ سرد    15-30مدت  

، آب مقطر سرد به نمونه و قرار دادن مجدد آن در يخ           
 oC4   دقيقه در دمـاي 30به مدت  rpm13000 در 

محتويـات  كـه حـاوي      محلول رويـي      و سانتريفوژ شد 
 جـدا  هـاي بـاكتري     از سلول  است باكتري   يپريپلاسم

جهـت سـنجش فعاليـت آنزيمـي و           اين محلـول   .شد
 بـراي   .قـرار گرفـت   استفاده  مورد ،الكتروفورز پروتئين 
 ليتر مـايع رويـي     به ازاي هر ميلي   الكتروفورز پروتئين   

اسـيد   كلرواسـتيك  تـري  ميكروليتـر    120 ،مرحله قبل 
)(TCA        وژ ي سانتريف پس از  صد در صد اضافه شده و

 ،oC4 دقيقـه در دمـاي       5 به مـدت     rpm 13000در
-SDS  توسـط  )14( مطابق روش اسـتاندارد  رسوب

PAGE  شدبررسي.   
  

  سنجش فعاليت آنزيمي
 و A ،Bهاي  هر يك از محلول، 1مطابق جدول 

Cز  لوله انتخاب و به هر كدام اپنج.  تهيه شد
 ،استانداردها مطابق جدول  وشاهد، هاي نمونه لوله

 ،هاي استاندارد لوله .اضافه گرديدمقادير مورد نياز 
هاي متفاوتي از سوبستراي استاندارد و  حاوي غلظت

 رسم منحني نيز شاهد استاندارد بوده و براي
 حاوي ، لوله نمونه.شود استاندارد استفاده مي

 در صورت توليد آمينه آسپاراژين بوده و اسيد
، هاي مورد آزمايش ط باكتريستو آسپاراژيناز

وسيله معرف نسلر قابل ه  بشدهآمونياك توليد 
پس از افزودن مقادير لازم مطابق . ارزيابي خواهد بود

 oC37 دقيقه در 10 به مدت ها تمامي لولهجدول، 
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 ميكروليتر از محتويات صد. ندگذاري شدگرما
 محيط كشت بدون سلول ها و يا پريپلاسمي باكتري
 و در مرحله قبل به دست آمده هكه حاوي آنزيم بود

مخلوط اضافه شد و به سرعت  به لوله نمونه ،ندبود
گذاري گرما oC37  دقيقه در 30گرديد و به مدت 

، در استجا كه اين لوله حاوي آسپاراژين  از آن. شد
صورت وجود آسپاراژيناز در نمونه مجهول آمونياك 

 100هاي فوق  به تمام لوله. اهد شدتوليد خو
عنوان خاتمه ه ب 1.5M  TCAمحلولميكروليتر 

 ،وسيله همزنه  اضافه و بلافاصله ب،دهنده واكنش
به نمونه . شودفعال  غير، تا آنزيم،يكنواخت گرديد

ليتر از نمونه مجهول حاوي  ميكرو100 نيز شاهد
 ،وسيله همزنه باضافه شد و بلافاصله آنزيم 

 به rpm13000ها در  تمامي لوله. گرديد يكنواخت
 و محلول رويي هر ند دقيقه سانتريفوژ شد2مدت 

در . براي مراحل بعد استفاده شدها  يك از نمونه
 3/4ليتري   ميلي15در فالكون ابتدا  ،مرحله بعد

ليتر از مايع  ميكرو200آب مقطر وسپس  ليتر ميلي
ف  ميكروليتر معر500 و در نهايت 1رويي مرحله 

پس از .  اضافه و مخلوط گرديد)Sigma( نسلر
 دقيقه با 1ها در دماي اتاق به مدت  نگهداري محلول

 ,Genwayاستفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر 
England) (شاهدهاي   لولهجذب هر يك از 

 نانومتر 436در طول موج استانداردها و نمونه 
يك واحد آنزيم   كهييجا از آن. گيري شد اندازه

 1، مقداري از آنزيم است كه در مدت IIپاراژيناز آس
ومول آمونياك را  ميكريك، oC 37دقيقه در دماي 

  نوريبا استفاده از جذبسازد،  در محيط آزاد مي
)OD(هاي استاندارد، منحني   از نمونهدست آمدهه  ب

 54/0،08/1، 27/0هاي  براي غلظتاستاندارد 
افزار  از نرمده  با استفا ميكرومولار آمونيوم سولفات

Excel جذب نوري سپس . رسم شد)OD (دست ه ب
 معادله درهاي مختلف  آمده توسط هر يك از سويه

حني استاندارد قرار داده شد ناز مدست آمده ه خط ب
 بر هاي مجهول در نمونهميزان آمونياك توليد شده و 

براي تبديل ، در نهايت.  محاسبه شدحسب ميكرومول
  : غلظت به واحد آنزيمي از فرمول زير استفاده شد

 
                                   (µmol of NH3)(2.2)  
Enzyme activity =   
  (Unit/ml)                        (0.2)(30)(0.1)  

بر حسب  ( 1 نمونه در مرحله حجم كل = 2/2
  )ليتر ميلي

 استفاده 2مرحله ه در  ك1حجمي از مرحله  = 2/0
  )ليتر بر حسب ميلي(شد 
  )بر حسب دقيقه(زمان آزمايش =   30
  )ليتر بر حسب ميلي( آنزيم استفاده شده حجم= 1/0

كه از هر محلول پروتئيني، حجم  با توجه به اين
 برداشت و رقيق گرديد، مقدار ،كمي جهت سنجش
دست آمده در ضريب رقت ، ه كل واحد آنزيمي ب

  .دضرب گردي
  

  .آسپاراژينازآنزيم سنجش فعاليت مقادير مورد نياز براي  - 1جدول 
  لوله آزمايش  استاندارد

       محلول مورد نياز
 ST(Blank)  ST3  ST2  ST1  )ميلي ليتر(  

 شاهد
(Blank)  

  نمونه

Aبافر تريس   (50mM) pH 8.6) (            1  1  1  1  1  1  
 (189mM)  L-asparagine  B  -  -  -  -  1/0  1/0  

C2 استاندارد  سوبسترايSO4)(NH4)6mM (  -  1  5/0  25/0  -  -  
  9/0  9/0  85/0  6/0  1/0  1/1  آب مقطر

  
  نتايج

براي توليد  E. coliهاي  غربالگري سويه
   ينازژآسپارا

ي ها ژنوم كامل باكترينتايج حاصل از استخراج 
و  1در شكل  درصد 1روي ژل آگارز مورد آزمايش 

با استفاده از پرايمرهاي PCR  نتايج حاصل از
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در  ،براي ژن آسپاراژينازطراحي شده اختصاصي 
 گونه كه در شكل همان.  نشان داده شده است2شكل 

 و DH5α، LABهاي  سويهشود،  مشاهده مي 2
K12،  با توجه  چرا كه ؛هستندحاوي ژن آسپاراژيناز

كه را  bp1047ه حدود ماركر وزن مولكولي قطعبه 
 نشان )15( آسپاراژيناز مطابقت داردن با اندازه ژ

  . دهد مي

   
              5      4      3     2    1  

 E. coliهاي مختلف  الكتروفورز ژنوم كامل سويه-1شكل 
ماركر وزن مولكولي : 1ستون  . درصد1 روي ژل آگارز 

bp100ژنوم كامل :  به ترتيب5 تا 2هاي   ستون؛
  .K12و   DH5α ،LAB،TOP10هاي  سويه

  

  
                                  5    4      3     2    1  

 .E هاي مختلف  سويهPCRالكتروفورز محصول  -2شكل 
coli  درصد1 بر روي ژل آگارز  اختصاصيپرايمرهايبا  .
محصول  به ترتيب: )از چپ به راست (4 تا 1هاي  ستون
PCRهاي   سويهDH5 α ،LAB ،TOP10 و K12؛ 
  .Kb1ماركر وزن مولكولي : 5ستون 

  تعيين فعاليت آنزيمي آسپاراژيناز
 نتايج حاصل از الكتروفورز پروتئين ،3 شكل

(SDS-PAGE) درها  باكتري عصاره پريپلاسمي 
دهد  نشان ميرا هوازي  بي يساعت پس از القا يك

  . شود كه باند مشخصي بر روي ژل مشاهده نمي

  
              5            4           3         2    1  

هاي مختلف   الكتروفورز عصاره پريپلاسمي سويه- 3شكل 
. درصدSDS-PAGE 13  ژلتوسط E. coliباكتري 

 4 تا 2هاي  ستون ؛ پروتئينماركر وزن مولكولي: 1ستون 
  .K12و  DH5α ،LABهاي  به ترتيب عصاره سويه

  
ــپاراژيناز   ــي آس ــت آنزيم ــين فعالي ــت تعي از  ،II جه

 محــيط كــشت بــدون نيــزو يــات پريپلاســمي محتو
ــاكتري ــد  ب ــتفاده ش ــكل . اس ــودار ،4ش ــد نم  تولي

ــپ ــي  آس ــشان م ــان را ن ــسب زم ــر ح ــد اراژيناز ب . ده
هـاي   تمامي سـويه  در  شود   گونه كه مشاهده مي    همان
ط هوازي در حد    ميزان بيان آسپاراژيناز در شراي     ،فوق

 فعاليـت   ،هـوازي  ايجاد شرايط بـي   صفر بوده و پس از      
ها در   همچنين تمامي سويه  . گردد يمي مشاهده مي  آنز

از  فعاليـت آسـپاراژينازي داشـته و        ،هوازي شرايط بي 
حـداكثر   .هـستند لحاظ توليـد آنـزيم تقريبـا مـشابه          
 ،E. coli LABميزان آنزيم توليد شده در بـاكتري  

، E. coli DH5α و E. coli K12 دقيقه و در 40
 و در انتهـاي     هـوازي   ساعت پس از ايجاد شرايط بي      1

هـاي   در سويه حد اكثر توليد آنزيم      . بود فاز لگاريتمي 
E. coli LAB و E. coli DH5α   بـه ميـزان 
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unit/ml6/3 در  وE. coli K12  ــزان ــه ميـ بـ
unit/ml3/3 در   سـاعت  سـه پـس از گذشـت        و بود 

  بـه  E. coliDH5α و E. coli LABهـاي  سـويه 

unit/ml 5/2و در  E. coli K12  بـه  unit/ml2 
   .يافت اهش ميك

ASP Production
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هوازي را نشان  پيكان، زمان القاي بي. K12 و DH5α ،LAB سويه  E. coliهاي  نمودار توليد آنزيم توسط باكتري-4شكل 
  .دهد مي
  

  گيري و نتيجهبحث 
هـايي از    ه يـا سـويه     سـوي  يـافتن  ،هدف اين پروژه  
ــيا  ــاكتري اشرش ــه دار ب ــود ك ــل  كولي ب ــان قاب اي بي

گري در  غربـال . اراژيناز باشـند  اي از آنزيم آسپ    ملاحظه
 وجـود ژن    ،PCR با استفاده از تكنيك      يسطح ژنتيك 

 را در حــداقل ســه ســويهbp1047بــا  مــذكورآنــزيم 
K12، DH5αو LAB  مطالعـات  كـه بـا    نـشان داد

مطابقت  Jenning و   Bonthronط  انجام شده توس  
 از  ،بررسـي بيـان آنـزيم     براي   ، بنابراين .)15،16( دارد
از .  بعدي استفاده شـد    هاي ر آزمايش هاي فوق د   سويه
ه حاوي پپتيد نـشان    II كه آنزيم آسپاراژيناز     ييجا آن

، محتويات  )3( شود بوده و وارد فضاي پريپلاسمي مي     
بـاكتري جهـت     فاقـد  پريپلاسمي و نيز محيط كشت    
مطالعات انجام شـده    . بررسي آسپاراژيناز استفاده شد   

ليـد  نـشان داد كـه تو     و همكاران    Schwartzتوسط  
آنزيم در محيط كشت تنها در صورت تغيير شرايط از          

. )17( پـذير اسـت    هـوازي امكـان    حالت هوازي به بـي    
 نتـايج بدسـت آمـده       با  حاضر نتايج حاصل از تحقيق   

ــط ــاران  Schwartzتوس ــت داردو همك ــ؛مطابق ه  ب

ميزان بيان آسـپاراژيناز در محـيط كـشت         طوري كه   
 E. coliاي ه عصاره پريپلاسمي سويه  باكتري وفاقد

در شرايط هـوازي در حـد صـفر بـود و            مورد آزمايش   
 لدلي. هوازي بيان آنزيم صورت گرفت      بي يتنها با القا  

ايـن  . اسـت  ansB پروموتر ژن     مربوط به  اين امر نيز  
روموتر در شرايط هوازي توسط مهاركننـده حـساس         پ

 در شرايط كمبود اكـسيژن      .فعال است به اكسيژن غير  
 RNA و آنـزيم  شدهروموتر جدا كننده از پاين مهار

polymerase بـه   و   ردهرونويـسي ك ـ   تواند ژن را    مي
از . ها منجـر بـه توليـد پـروتئين شـود            ريبوزوم كمك

 هـوازي اختيـاري     ، باكتري اشرشـياكولي   ،طرف ديگر 
بوده و بهترين شرايط رشـد آن در حـالتي اسـت كـه              
اكسيژن محلـول در محـيط كـشت در حـد مناسـبي             

جهت )  دور در دقيقه   200حداقل  هوادهي در شيكر    (
ايـن امـر موجـب يـك       . )11( توليد توده سلول باشـد    

 شـرايط   ،يعنـي توليـد آنـزيم     . گـردد  تضاد دروني مـي   
نيـاز بـه     ،طلبد و توليد تـوده سـلولي       هوازي را مي   بي

 كـشت   ،هاي انجام شـده    حل يكي از راه  . هوادهي دارد 
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ر  ابتدا باكتري د    در اين روش   .ها است  دوفازي باكتري 
شود تا تـوده سـلولي بـه         شرايط هوازي رشد داده مي    

 و تغييـر    ميزان مناسبي برسد و سپس اقـدام بـه القـا          
 تـا آنـزيم     شـود  مـي هـوازي    شرايط از هـوازي بـه بـي       

در تحقيق حاضر نيـز از      . )11( آسپاراژيناز بيان گردد  
 حداكثر ميـزان آنـزيم توليـد        .روش فوق استفاده شد   

 .E دقيقه و در E. coli LAB، 40شده در باكتري 
coli K12 و α E. coli DH5 ،ساعت پس از يك 

 بـا   ،دسـت آمـده   ه  نتايج ب . هوازي بود  ايجاد شرايط بي  
.  مطابقـت دارد   Cedarجام شـده توسـط      نمطالعات ا 
نشان داده كه  Jennings انجام شده توسط  مطالعات

 تحت تاثير عواملي چون منبع      ansBبيان ژن   ميزان  
 و استفاده از    استنه در دسترس    آمي كربن و اسيدهاي  

 باعث افزايش بيان آنزيم     ،نبرخي مواد مانند آسپاراژي   
 كننده بـراي  مهار يك   ،همچنين گلوكز  .)18(شود   مي
 بـه   در ايـن تحقيـق    . )19،20 ( اسـت  ansB ژن   بيان

 ، در محيط كشت اين بـاكتري      ansBمنظور بيان ژن    
 ليـت افع. عنوان منبع كربن اسـتفاده شـد      ه  از مالتوز ب  

هـاي   راژيناز در عصاره پريپلاسمي سـويه     آسپاآنزيمي  
بـا روش نـسلر حـداكثر     مورد آزمايش در شرايط فوق

u/ml 6/3 قابـل مـشاهده     و عدم تـشكيل بانـد      هبود  
 ـ ،الكتروفورز پـروتئين  آسپاراژيناز در    دليـل پـايين    ه   ب

در مقايـسه بـا    اين ميـزان  .استبودن ميزان بيان ژن  
) Cedar )unit/ml 2/5  مطالعات انجام شده  توسط

عنوان منبـع   ه   خود از آسپاراژين ب    هاي  آزمايش كه در 
 البته اسـتفاده    .استكمتر   ،كربن و ازت استفاده نمود    

 مقرون به صرفه نبوده و به همين دليل         ،از آسپاراژين 
حـداكثر ميـزان    . در اين تحقيق از آن اسـتفاده نـشد        

 ـ        دسـت آمـده توسـط      ه  توليد آنـزيم مطـابق نتـايج ب
Cedar  سـاعت نخـست بـوده و پـس از آن           در يك ، 
در  .)10( يافت تدريج كاهش مي  ه   آنزيم ب   توليد ميزان

 ميزان توليـد  ، ساعت3پس از گذشت  نيز   اين تحقيق 
 كـاهش  unit/ml5/2-2هاي مورد آزمـايش     در سويه 

   .يافت مي
هاي   در درمان بيماريIIاستفاده از آسپاراژيناز 

 مقياس بالا را د آن دراهميت تولي ،نئوپلاستيك
ين ي با توجه به پارسد نظر ميه  ب.دهد افزايش مي

با ، هاي فوق بودن ميزان توليد اين آنزيم در سويه
ها بتوان ميزان  باكترياين سازي محيط كشت  بهينه

  . توليد را افزايش داد
  
   و قدردانيتشكر

ي دكتر جناب آقاهاي  راهنمايياز بدينوسيله 
فاطمه تابنده در  بمبئي و سركار خانم دكتر

فناوري در   ملي مهندسي ژنتيك و زيستپژوهشگاه
پژوهش صميمانه سپاسگزاري طول انجام اين 

   .شود مي
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