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  بومی ایران هالوموناساز سویه  H-NSپروتئین  ارزیابی دو روش جونز و یامادا در استخراج

  1نیکه شریعتیان، 1فاطمه یاریان ، 1محمد رضا صعودي ،*1پریناز قدم ، 1شاداب شهریاري

  )س(دانشگاه الزهرا ، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی -1

 pghadam@alzahra.ac.ir )س(دانشگاه الزهرا ، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی ،پریناز قدم دکتر: نویسنده مسئول*

  

  25/12/88:  پذیرش   17/11/88: دریافت

  :چکیده
وجود دارند که نقش مهمی در ساختمان و  DNAدر باکتري ها پروتئین هاي کوچک و متعددي با خاصیت اتصال به :زمینه وهدف

ساختار  DNAبه این ها پروتئین هاي همراه نوکلئوئید می گویند که با خم کردن یا پل زدن .بازي می کنندانعطاف پذیري نوکلئوئیدها 
پروتئین شبه  ،به دلیل تشابه با هیستون هاکه  هستند یپروتئین هاي بازي و کوچک این ها  گروهی از .نوکئوتید را فراهم می سازند
این پروتئین نقش . است H-NS ،پروتئین هاي شبه هیستونی در باکتري هاي گرم منفییکی از فراوان ترین . هیستونی نامیده می شود

خیلی از باکتري هاي گرم .و تنظیم کننده بیان ژنی می باشد ایفا می کندمهم و پیچیده اي در پاسخ به بسیاري از تغییرات محیطی 
بر .نیز نقش دارد DNAا خاموش می کند و در فشرده کردن این پروتئین بیان صدها ژن ر.منفی چندین عضو از این خانواده را دارند

  .  یافته اند DNAخلاف تصور قبلی تحقیقات اخیر براي این پروتئن جایگاه اختصاصی با تمایل بالا در 
 و )کنترلبه عنوان ( E. Coli این پروتئین ازو سولفات آمونیوم سرد پنج درصد )PCA( با استفاده از اسید پرکلریک: روش بررسی

Halomonas نتیجه این استخراج بر روي ژل .استخراج شدSDS-PAGE 15 % گردیدمشاهده.  
ه عبا مطال .بررسی شد  با دو روش جونز ویامادا باکتري هالوموناسگونه اي از در  H-NSدر این مطالعه حضور پروتئین  :یافته ها

  . گردیدکنار مارکر وزن مولکولی مشاهده در  kD 15باند  ،از این باکتري با روش یامادا پروتئین استخراجی
در باکتري هاي گرم منفی نقش بسیار مهمی دارد و از سوي دیگر این پروتئین تا به  H-NSبا توجه به اینکه پروتئین : نتیجه گیري

باکتري  این ور این پروتئین درضبا بررسی که صورت گرفت فرضیه ح ،حال در گونه هاي مختلف هالوموناس مطالعه نشده است 
  .ذیر استپروتئین امکان پهمچنین مشخص شد که با استفاده از روش یامادا اسخراج این .شد تقویتهالوموناس 
  DNAاستخراج  ،هالوموناس ،H-NS ،پروتئین شبه هیستونی: کلیدي واژه هاي
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سوم، شماره یکم، دوره  88زمستان   

 رانو همکا شاداب شهریاري

  
  
  

  :مقدمه
باکتري ها نیز ماننـد سـایر میکروارگـانیزم هـا بـا مسـاله       

). 1(روموزومی خود روبـرو هسـتند   ک DNAفشرده کردن 
عوامل مختلفی در ایجاد این فشردگی دخیل هستند که از 

اتصـالی بـه نوکلئوتیـدها    پروتئین هاي  ،جمله این عوامل
حضور این پروتئین هـا نـه   ). 2(نقش مهمی ایفا می کنند 

بلکه بـر عملکـرد هـاي     ،تنها بر شکل گیري ماده ژنتیکی
DNA، وترکیبی و رونویسی نیـز  ن ،از جمله همانند سازي

  ).3(نقش دارند 
H-NS    یکی از فراوانترین پروتئین هاي اتصـالی بـهDNA 

است که در باکتري هاي گرم منفی نیز  E.Coliدر باکتري 
سـال   30این پروتئین هـا حـدود   . توزیع گسترده اي دارد

پیش به عنوان یک فاکتور رونویسی شناسایی شـده اسـت   
نوان پروتئینی که در سـاختار و  و بعدها نقش آن به ع) 4(

). 5(شـناخته شـد    ،کروموزومی نقش دارد DNAعملکرد 
عملکرد ژنتیکی و بیوشـیمایی پـروتئین    ،داده هاي زیادي

H-NS  را در باکتريE. Coli  6(تایید می کنند.(  
کپـی از آن   20000کوچک بوده و بـیش از   ،این پروتئین

 H-NSپروتئین . خنثی دارد pIدر هر سلول وجود دارد که 
توالی خاصی را براي اتصال انتخاب نمی کند ولی به طـور  

). 7(خمیده را براي اتصال ترجیح می دهـد   DNA ،خاص
در بیشـتر   H-NSپـروتئین مشـابه    ،طی سال هـاي اخیـر  

از بـین ایـن   . باکتري هاي گرم منفی شناسایی شده اسـت 
موجود  H-NSپروتئین بین آنها و تشابه کمی  ،پروتئین ها
آنها نیـز بـا ایـن    توالی  کهوجود دارد  E. Coliدر باکتري 

 Nاین تفاوت بیشتر در ناحیه  و) 8(پروتئین مشابه نیست 
-Hفرم فعال پـروتئین  . )9( جود داردوترمینال پروتئین –

NS حالی که الیگومرهاي بزرگی  در ،به صورت دایمر است
یه این پروتئین از ناح). 10(از آن نیز شناسایی شده است 

N-    و از طریـق   درآمـده ترمینال خود به صـورت الیگـومر
اتصال می یابد کـه ایـن    DNAترمینال خود به  -Cناحیه 

. خصوصیت در پروتئین هاي وابسته دیگر نیـز وجـود دارد  
در فیزیولــوژي بــاکتري هــا هنــوز  H-NSنقــش پــروتئین 

رسد که نقـش مهمـی    اما به نظر می ،شناخته نشده است

مـوثر بـر پاسـخ بـاکتري بـه تغییـرات        در تنظیم ژن هاي
افـزایش   ،طی مطالعات صـورت گرفتـه  ). 6(محیطی دارد 
در  H-NSتعداد پروتئین هاي وابسـته بـه    قابل توجهی در

باکتري هاي گرم منفـی در زمـان هـاي متفـاوت چرخـه      
ه اي در ع ـسلولی مشاهده شده است امـا هـیچ گونـه مطال   

در بـاکتري   H-NSرابطه با حضور پروتئین شبه هیستونی 
  . هاي هالوفیل صورت نگرفته است

با توجه به اهمیـت ایـن پـروتئین و نقـش کلیـدي آن در      
کرومـوزومی   DNAتفاوتهاي ساختاري و عملکردي تفسیر 

بـراي  در این تحقیـق  ،در باکتري هاي گرم منفی مختلف 
بـاکتري هالوفیـل   یک در  H-NSحضور پروتئین اولین بار 

پــروتئین . ار گرفتــه اســتگــرم منفــی مــورد مطالعــه قــر
با  نیز از لحاظ الگوي حرکت الکتروفورزي ،استخراج شده 

که به عنوان کنترل در  E.Coli در باکتري H-NSپروتئین 
  .شد مقایسه ،نظر گرفته شده بود

  
  :روش بررسی

 E. Coliبـاکتري   :و محیط کشت اییسویه هاي باکتری
)ATCC 23922 (   جـنس و باکتري گرم منفی متعلـق بـه 

هالوموناس که در این مطالعه مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه    
درجـه   37و دمـاي   LBدر محـیط   E. Coliباکتري  .است

باکتري . رشد کرد rpm 100 حرکت دورانیبا  سانتی گراد
نمـک و  % 10بـا   NAهالوموناس نیز در محیط اختصاصی 

  با درجه سانتی گراد  33دماي 
رشـد هـر دو    منحنـی . رشد کرد rpm 100 حرکت دورانی

  .ساعت رسم شد 24و طی  nm 620سویه با طول موج 
توده سلولی متعلق بـه   :لیز سلولی و استخراج پروتئین

و هالوموناس در مرحله فاز لگاریتمی بـه   E. Coliباکتري 
از  ،پروتئین مورد بررسی. وسیله سانتریفوژ جمع آوري شد

نجا از آ. استخراج و رسوب داده شد ،دو سویهتوده سلولی 
یک پروتئین شبه هیستونی است و  ،H-NS    که پروتئین

روش  بـا  ،شباهت زیادي با هیستون هاي یوکـاریوتی دارد 
که مخصوص استخراج پروتئین هاي هیستونی ) 11(جونز 
پروتئین مورد نظـر در   ،در این فرایند. شد استخراج ،است

به صورت محلول در آمد سرد % PCA5) ( اسید پر کلریک
سـه   به این ترتیب که  .ک استون رسوب داده شدو به کم

 (تا پنج برابـر حجـم رسـوب سـلولی اسـید پـر کلریـک        
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .........ارزیابی دو روش جونز و یامادا در استخراج پروتئین

(PCA5 % درجـه   4دقیقـه و در   30سرد اضافه شد سپس
دقیقـه   2مخلوط حاصل به مـدت   .سانتی گراد همزده شد

ــراد   4در ــانتی گـ ــه سـ ــا دور  درجـ  rpm 12000 و بـ
بـه  . ردیـد سانتریفوژشد و محلول رویـی از رسـوب جـدا گ   

 دو بار استخراج از رسوب انجام شـد و محلـول  ،شکل فوق 
از ایـن   .هاي حاصل از سه بار استخراج جمع آوري گردید

درجـه   18-15مرحله به بعـد اسـتخراج در دمـاي حـدود     
بر روي محلول جمع آوري شـده  .سانتی گراد انجام گرفت 

نرمال افزوده شد تا غلظـت   6قطره قطره اسید کلریدریک 
این . نرمال برسد 3/0ی اسید کلریدریک در محلول به نهای

 .دقیقـه انجـام گرفـت    1عمل در حین هم زدن و به مدت 
بعد از آن سه برابر حجم محلول به آن استون افزوده شد و 

درجه سانتی گراد و  18-15دقیقه در دماي 10-5به مدت 
بـه سـه برابـر حجـم      .سانتریفوژ گردید rpm1500 با دور 

بـه  ( نرمـال  1/0اسـید کلریـدریک   :اسـتون  رسوب حاصل 
 18-15دقیقه در دمـاي  10افزوده و به مدت  ) 6:1نسبت 

 .سـانتریفوژ شـد    rpm1500 درجه سانتی گـراد و بـا دور   
استن و  ،رسوب به دست آمده سه مرتبه با سه برابر حجم 

شسته و نهایتا در خـلا خشـک    با همان شرایط سانتریفوژ
بـراي اسـتخراج   وش دیگري کـه  ر ،در این مطالعه .گردید

) Yamada  )12روش ،مورد استفاده قـرار گرفـت  پروتئین 
در ایـن   .اسـت  H-NSبود که مخصوص استخراج پروتئین 

بـراي رسـوب   % 60-40از سولفات آمونیوم با غلظت روش 
برابر حجم  5/3به این ترتیب که به . پروتئین استفاده شد

 10 امل بـافر ش ـ І بـافر (افـزوده شـد    Іرسوب سلولی بافر 
میلـی مـولار    pH  (، 6/4 8/7(استات –میلی مولار تریس 

میلی  150 ،میلی مولار پتاسیم استات 24 ،منیزیم استات
 ).میلی مـولار دي تیـو ترئیتـول بـود     6/0مولار سوکروز و 

 rpm 50000 دردقیقـه   5پس از سونیکه کردن به مـدت  
 .شد ریفوژتسات درجه سانتی گراد 4و در ساعت  3به مدت 

محلول رویی از رسوب جدا شد و حجم آن بـا اسـتفاده از   
به آرامی به این محلول در حین هم .برابر گردید І 2/6 بافر

د آمونیـوم سـولفات جامـد    درجه سـانتی گـرا   4و در زدن 
 20رسـید و   %40افزوده شد تا غلظـت آن در محلـول بـه    

بعـد از آن بـه   . همزده شـد د درجه سانتی گرا 4در دقیقه 
درجـه سـانتی    4و دمـاي   rpm8000  دقیقه در 15مدت 
 به محلـول رویـی طبـق شـرایط قبـل      .ساتریفوژ شد گراد

آمونیوم سولفات جامد افزوده شد تا غلظت آن در محلـول  

بعد از انجام سانتریفوژ رسوب جدا و بعـد از  .رسید  %60به 
    .دیالیز گردید ،حل شدن در بافر

براي انـدازه گیـري    :فورز با ژل پلی اکریل آمیدالکترو
 ،اسـت  kD 15وزن مولکولی پروتئین استخراج شـده کـه   

. مــورد اســتفاده قــرار گرفــت% 15ژل پلــی اکریــل آمیــد 
ــد    ــه صــورت عمــودي صــورت گرفــت و بان ــورز ب الکتروف
پروتئینی مورد نظر به کمک رنگ آمیزي با کوماسی بلو و 

  .نیترات نقره مشاهده شد
  :ه هایافت

و بـاکتري گـرم منفـی    ) E. Coli )ATCC 23922باکتري 
کشت داده شدند و به منظـور  هالوموناس  جنسمتعلق به 

حـد   H-NSتعیین فاز لگاریتمی که در ان تولید پـروتئین  
سـاعت و   24طی  ،منحنی رشد دو باکتري،اکثر می باشد 
  .رسم شد  nm 620در طول موج 

  
در  H-NSپـروتئین  حضـور   ،طبق مطالعات صورت گرفته

بنابراین باکتري فوق به  ،تایید شده است E. Coliباکتري 
پـروتئین  استخراج . عنوان کنترل مورد استفاده قرار گرفت

در ابتـدا پـروتئین   . شـد  انجامدر میانه فاز لگاریتمی رشد 
بر روي ژل پلی اکریل آمیـد   ،استخراج شده با روش جونز

ي مشـاهده بهتـر بـا    الکتروفورز شد و نتیجـه آن بـرا  % 15
 گردیـد مشاهده  رنگ آمیزي و ،و کوماسی بلو نیترات نقره

  ).1شکل (
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  

از نمونه پروتئین استخراج شده از % 15ژل پلی اکریل آمید  -1شکل
 -2باکتري هالوموناس که با نیترات نقره رنگ آمیزي شده اسـت   -1

  رنگ آمیزي شده با کوماسی بلو  ،E. Coliباکتري 

١ ٢ 
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 رانو همکا شاداب شهریاري

 
که نشان دهنده پروتئین  kD 15 باند ، 1با توجه به شکل 

H-NS مشاهده نگردید در هیچ یک از سویه ها ،می باشد .
د که فراینـد انجـام شـده بـراي اسـتخراج      یرسمی به نظر 

ــروتئین  ــب نمــی باشــد  H-NSپ ــابراین از روش  ،مناس بن
Yamada )1990 (  که مخصوص استخراج پـروتئینH-NS 

بـر روي ژل   ،نتایج استخراج پـروتئین . استفاده شد ،است
و به کمک رنگ آمیزي کوماسی بلو % 15پلی اکریل آمید 

در حرکـت الکتروفـورزي و بـا     kD 15بانـد  . مشاهده شـد 
بـراي هـر دو سـویه مـورد      ،توجه به مارکر وزن مولکـولی 

  ).2شکل (بررسی مشاهده شد 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
  
 
  

بـر   Yamadaروش  پروتئین استخراج شده بـا اسـتفاده از   -2شکل 
شـامل بانـد   ،باکتري هالومونـاس  -1 :% 15روي ژل پلی اکریل آمید 

 .Eبـاکتري   -2و مارکر وزن مولکـولی   kD 15مورد نظر در ناحیه 
Coli،  شامل باندkD 15 رنـگ آمیـزي بـا     ( و مارکر وزن مولکولی

  )کوماسی بلو
 

  :بحث 
ــاکتري  ــام   DNAدر ســلول ب ــه ن ــومی در ســاختاري ب ژن

در میان پروتئین هاي همـراه  .می شود   ید فشرده نوکلئوئ
خانواده هتروژنی از پروتئین هـا بـه    ،نوکلئوئید باکتریایی

نام پـروتئین هـاي شـبه هیسـتونی وجـود دارنـد کـه در        
در بـین  . )3-1(نقش اساسـی دارنـد    DNA ارگانیزاسیون 
که یـک پـروتئین پایـدار نسـبت بـه       H-NSآنها پروتئین 

ترین پروتئین هاي شبه هیستونی در گرماست یکی از مهم
E.coli    می باشد که به مقدار زیاد در فاز لگـاریتمی بیـان

می شود و به خوبی در ایـن بـاکتري مـورد مطالعـه قـرار      
اسـید   136این پروتئین کوچک اسـت و  ).13(گرفته است

-H پـروتئین ).14(کیلو دالتون وزن دارد 15آمینه و تقریبا 

NS   ایفا می کنـد تشکیل نوکلئوئید علاوه بر نقشی که در 
ژن را بطـور مسـتقیم یـا غیـر مسـتقیم       200بیان حـدود  
با توجـه بـه اهمیـت ایـن پـروتئین      ).15(نمایدکنترل می 

کـه از   یهالوموناس ـحضور آن در باکتری ،
بود بررسی سطح خاك نمکی منطقه کرج جداسازي شده 

) 12(و یامـادا ) 11(دو روش جـونز   مطالعـه در این . گردید
 از  اي استخراج این پروتئین مورد استفاده قرار گرفتند وبر

E.coli ایـن کـه   با توجه بـه  .به عنوان کنترل  استفاده شد
بـه مقـدار زیـاد در فـاز      E. coliاین پـروتئین در بـاکتري   

لگاریتمی بیان می شود بنابر این هردو باکتري کشت داده 
از آنجـا کـه ایـن    .شدند و در ایـن فـاز جمـع آوري شـدند    

پروتئین شباهت زیادي به پروتئین هاي هیسـتونی دارد و  
روش جونز مخصوص استخراج هیستون ها می باشد ابتـدا  
از این روش براي اسـتخراج اسـتفاده شـد ولـی آنـالیز بـا       

کیلـو   15بندي با وزن مولکـولی   SDS- PAGEاستفاده از 
سـولفات آمونیـوم   از  یامـادا روش در . دالتون را نشان نداد

کـه نتیجـه آن    ب دهی پـروتئین اسـتفاده شـد   براي رسو
در  H-NSمشـابه بـا   حرکت الکتروفورزي  بندي با مشاهده
بنابر این روش یامادا روش مناسبی براي .بودباکتري  هر دو

استخراج این پروتئین از هالوموناس می باشد و مطالعـات  
به بررسـی و مقایسـه   تکمیلی لازم است که با تخلیص آن 

  .اکتري هاي هالوفیل و مزوفیل بپردازیماین پروتئین در ب
 

  :نتیجه گیري
 ،هالومونـاس  درایـن پـروتئین   عـدم مطالعـه   با توجه بـه  

انجــام  بــاکتريدر ایــن  H-NSمطالعـه بــر روي پــروتئین  
و مشخص شد که از روش یامادا براي استخراج این  گرفت

  .پروتئین می توان استفاده کرد
  

  :تشکر و قدردانی
قســمتی از طــرح پژوهشــی مصــوب  ،تحقیـق ارائــه شــده 

مـی باشــد و از لحـاظ مــالی توســط   ) س(دانشـگاه الزهــرا 
  .دانشگاه حمایت شده است
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .........ارزیابی دو روش جونز و یامادا در استخراج پروتئین
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