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بعد از شوك  Thermus GH5 بررسي شرايط اكسيدي ايجاد شده در باكتري گرمادوست
  يسرماي

 1خسرو خواجه و 2،*منش، حسين نادري1نژادمعصومه يوسفي

  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيمي1
 تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوفيزيك2

 18/7/89: تاريخ پذيرش  13/6/89: يخ دريافتتار

  چكيده

كنند و از نظر احتياجات حياتي به تركيبات گوگردي احياء  درجه رشد مي 45گرمادوستها موجوداتي هستند كه در دماي بالاتر از 
اند كه در اثر شدهاكثر ارگانيزمهاي گرمادوست از خاكها و آبهاي حاوي عنصر گوگردي جداسازي . هاي گرم نياز دارندو محيط

كاربرد وسيعي در  ي هستند كهاين ارگانيزمها داراي آنزيمها و مسيرهاي متابوليكي خاص. فعاليتهاي طبيعي زمين گرم هستند
استفاده از اين مطالعه با در . رسد نظر ميهت ضروري بمطالعه بر روي چگونگي زندگي اين موجودا  بنابراين ،بيوتكنولوژي دارند

اردبيل (ايران هاي آب گرم زيست بوم  جداسازي شده از چشمه( GH5 ترموسي باكتري پروتئينهاميكس محتواي روش پروتئو
درجه سانتي  45رشد در دماي (و شوك سرمايي  )درجه سانتي گراد 75رشد در دماي (در شرايط طبيعي  )در شمال غربي ايران

 سم زدايي اكسيداتيو، پديدار شدن گير درو در اكسيدانت ي آنتيروتئينهاپتوجه به افزايش بيان با . مورد مقايسه قرار گرفت )گراد
اكسيدانت به عنوان با توجه به كاربرد آنزيمهاي آنتي .مشخص گرديدشوك سرمايي  ساعت پس از 8دود حشرايط اكسيداتيو 

ي شناسايي پروتئينهايي و استخراج شناسا ،موفيلتري ارگانيزمهاي پروتئينهاي و پايداري پروتئينهانشانگرهاي درماني و ماركر 
  .رسد نظر ميه مطالعه ضروري ب شده در اين

  .، شوك سرماييگرمادوستاكسيداسيون، : اژگان كليدي

 naderman@modares.ac.ir: پست الكترونيكي 82884454: تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه
باكتريهاي هوازي انرژي مورد نياز خود را از طريق 

حضور  ، بنابراينآورند مي به دستاكسيداتيو فسفريلاسيون 
 فرآيند. رسدبه نظر مي اكسيژن براي حيات آنها ضروري

با احياء  توأم توليد انرژي و فسفريلاسيون اكسيداتيو
با  فرآينداين . مولكول اكسيژن و تبديل آن به آب است

. باشد الكترون در زنجيره انتقال الكترون همراه مي 4انتقال 
از طريق  (+H)ها  ن الكتروني با انتقال پروتوناين جريا

  ).18(گردد  مي ATPغشاء توأم است كه منجر به توليد 

سيتوكروم اكسيداز آخرين كمپلكس آنزيمي در زنجيره 
انتقال الكترون است كه نقش احياء اكسيژن و اكسيداسيون 

علت اينكه الكترونهاي ه ب. كنيون را بر عهده دارديوبي
 (singlet)زنجيره انتقال الكترون تك ظرفيتي  منتقل شده در

ايجاد اكسيژن فعال در جريان تنفس سلولي يك  هستند،
از طرف ديگر اتواكسيداسيون . اجتناب ناپذير است فرآيند

ها  نيز منجر به ايجاد بين اكسيژنهاي مولكولي و فلاوين
گردد  راديكالهاي سوپراكسيد و هيدروژن پراكسيد مي

كنشها در خارج از كمپلكس ، اين وا)1و2نش شماره كوا(
  ).15(پذيرند  مي سيتوكروم اكسيداز صورت 

) 1ش شماره نكوا(        
22 OeO  
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) 2ش شماره نكوا(       222 OHeH2O  
 

كنش داده واهمچنين هيدروژن پراكسيد نيز با يونهاي فلزي 
  ).11(ود ش و باعث ايجاد راديكالهاي هيدروكسيل مي

  )3ش شماره نكوا(

  32
2

o2
22 Fe/cuOHOHHFe/CuOH  

از اكسيژنهاي فعال  تر راديكالهاي هيدروكسيل بسيار فعال
H2O2 ، O2 تركيباتي نظير. )2( هستند

OHو  -
৹  كه داراي

و در نتيجه تنفس هوازي و  (ROS)اكسيژن فعال هستند 
 endogenus)زاشوند را اكسيدانت درون متابوليسم ايجاد مي

oxidant)  اگر سلول قادر به ايجاد تعادل ). 10(نامند  مي
و   ROS (Reactive Oxygen Species) بين ميزان توليد

نباشد سلول وارد شوك  ROSسم زدايي و حذف 
  .گردد اكسيداتيو مي

راديكالهاي سوپراكسيد موجب تخريب محل قرارگيري فلز 
خصوص آنزيمهاي داراي ه در آنزيمهاي حاوي فلز و ب

گردند و يا با يك مرتبه اكسيد كردن فلز  ستر آهن ميكلا
 ROSهمچنين ). 6(گردند  باعث غير فعال كردن آنزيم مي

در پروتئينهاي فاقد فلز با اكسيداسيون گروه تيول و ايجاد 
سولفيدي باعث تخريب و غير فعال شدن آنها ديي هاپيوند
راديكالهاي هيدروكسيل همچنين باعث شكست . گردد مي

DNA از طرف ديگر اتصال ). 12(شوند  يز مياي ن دو رشته
 –فلزات گروههاي واسطه به پروتئينهايي نظير فريتين 

 ROSآلبومين از مكانيزمهاي حفاظتي در برابر  - ترانسفرين
، آنتي اكسيدانهايي با وزن مولكولي پايين نظير )16(است 

و ) Cويتامين (آسكوربيك اسيد ) Eويتامين (آلفاتوكوفرول 
ها و تخريب آنها جلوگيري  اسيداوريك از شكست رشته

زا  درون ROSدر نهايت باكتري در پاسخ به ). 9(ند نك مي
(endogenus ROS) هايي نظير اقدام به بيان آنزيم
كاتالاز، آنزيمهاي سيستم تيوردكسين،  سوپراكسيددسيموتاز،

كند كه موجب سم زدايي  آلكيل هيدروپراكسيدردوكتاز مي
مطالعه حاضر به بررسي  .گردد از محيط مي ROSو حذف 

ي آنتي اكسيدانت باكتري تغيير بيان آنزيمها

هاي آب گرم جداسازي شده از چشمه( GH5گرمادوست
ساعت پس از شوك  8، )اردبيل در شمال غربي ايران

  .پردازد مي با استفاده از روش پروتئوميكس سرمايي

  مواد و روشها
 Bio-Radاز شركت  IPGبافر  و IPGتمامي نوارهاي : مواد

و ساير تركيبات شيميايي و معرفها از  )از كشور فرانسه(
شركت  و ) از كشور انگلستان(آلدريچ - شركت سيگما

 .اندتهيه شده) از كشور آلمان(مرك 

باكتري : شوك سرمايي يشرايط كشت باكتري و القا
 GH5 ترموس

(gi|115521850|gb|DQ973297.1|[115521851] )  از 
اردبيل در شمال (هاي آب گرم زيست بوم ايران  چشمه

طور طبيعي قادر به رشد ه ب و  غربي ايران جداسازي شده
  .باشدمي درجه سانتي گراد 75در دماي 

 تك كلوني از پليت حاوي باكتري ترموس  در ابتدا يك  

GH5برداشته و درml50 محيط كشت مايع ترموس و در 
 و با تكان  انتي گراددرجه س 75انكوباتور با دماي 

rpm200  دگرديمنتقل.  

 محلول ml100 تركيبات محيط كشت ترموس عبارتند از (
 gr1 ، 2محلول نمكي شماره  ml10 و 1نمكي شماره 

 mM FeCl3× 6H2O 17 ،pH ، عصاره مخمر gr1تريپتون، 
دقيقه در  15تنظيم شد و به مدت  8/7بر روي  محلول فوق

  .دگردياتوكلاو  ددرجه سانتي گرا 121دماي 

 gr (C6H9NO6),0.6 gr 1: محلول نمكي شماره يك

CaSO4 × 2H2O,1 gr MgSO4 × 7H2O, 0.08 gr NaCl, 

1.03 gr KNO3,6.89 gr NaNO3, 1.11 gr Na2HPO4,  در
  .ميلي ليتر 1000حجم 

 gr MnSO4 × H2O, 0.05 0.22: محلول نمكي شماره دو

gr ZnSO4 × 7H2O, 0.05 gr H3BO3, 0.0025 gr CuSO4 
× 5H2O, 0.0025 gr Na2MoO4 ×2H2O, 0.0046 

grCoCl2 × 6H2O  ميلي ليتر 1000در حجم(  
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، يك ميلي 6/0به   OD620 nmساعت و رسيدن 16بعد از  
 100فلاسك  6ليتر از سوسپانسيون سلولي به هر يك از 

فلاسكهاي . ميلي ليتري محيط كشت ترموس افزوده شد
 شوك سرمايي و ايي كنترلمذكور به دو گروه سه ت

 ندنگهداري شد rpm200 و در انكوباتور با تكان  نامگذاري
فلاسكها توسط  ODساعت يكبار  5/1و هر 

به  OD620 nmپس از رسيدن  .اسپكتروفتومتر ثبت شد
سه فلاسك گروه  كنترل به منظور رسوب  6/0حدود 

گيري باكتريهاي محتوي آنها جداسازي و ساير فلاسكها به 
 rpm  200 با تكان درجه سانتي گراد 45 ام آب با دماي حم

ساعت بعد از انكوبه  8فلاسكهاي مذكور . گرديدمنتقل 
به منظور رسوب گيري باكتريهاي  شرايط فوقشدن در 

 min  به مدت   g 4000محتوي آنها جداسازي و با دور 

رسوبهاي  .شدند سانتريفيوژ درجه سانتي گراد 4و  20
ي كشت سه مرتبه با محيطهاوژ يل ازسانتريفباكتريايي حاص

 ،mM EDTA1/0، تريس mM 10: شاملTEمحلول بافر 
mM 1 PMSF    سوكروزوmM  250 7- 8 باpH:   شسته

   .نگهداري گرديدنددرجه سانتي گراد  - 20شده و در دماي 

به رسوبات باكتريايي : ليز سلولي و تهيه محتواي سلولي
، mM20اوي تريس حاصل از مراحل فوق با حجم مس

mM PMSF  1/0  دقيقه به فاصله   5افزوده شد و به مدت
نيكاسيون تحت سو درجه سانتي گراد 4ثانيه در دماي  30

  و Dnase 70 u/mlي سلولي حاصل به محتوا. قرار گرفتند
Rnase H 50 u/mlفزوده و به مدت يك ساعت در دماي ا
در  در نهايت محتواي سلولي حاصل .اتاق نگهداري شد

و  سانتريفيوژ g15000 با دور  درجه سانتي گراد 4دماي  
  .سوپ رويي جداسازي شد

  DTTو درصد TCA  10شده به محتواي سلولي جداسازي
درجه  - 20افزوده و به مدت يك شب در  درصد 1/0

درجه سانتي  4سپس در دماي  .نگهداري شد گراد سانتي
 .شد فيوژسانتري g15000 به مدت نيم ساعت با دور  گراد

 يدهاي نوكلئيك، نمكها و سايرمحلول رويي كه حاوي اس

ي پروتئينهاتركيبات ناخواسته بود دور ريخته و رسوب 
در مرحله بعدي  هم حجم  .براي مرحله بعد جداسازي شد

 درصد DTT 1/0يا كمي بيشتر محلول استون سرد حاوي 
درجه سانتي  -20ي افزوده و در دماي پروتئينهارسوب به 
 g15000 دقيقه انكوبه شد و سپس با دور  30به مدت  ادگر

به رسوب  مجدداً .دگردي سانتريفيوژدقيقه  30به مدت 
حاصل هم حجم استون سرد افزوده پيپتاژ كرده، 

دقيقه  30به مدت  - 20سوسپانسيون ايجاد شده در دماي 
 g 15000 دقيقه به دور  30دنبال آن به مدت ه ب انكوبه و

در نهايت براي آخرين بار به رسوب   و شد سانتريفيوژ
 DTT 1/0حاصله هم حجم محلول استون سرد حاوي 

  - 20دقيقه انكوباسيون در دماي  30افزوده و پس از  درصد
شد، محلول  سانتريفيوژ g15000 با دور درجه سانتي گراد 

ي ليز بافر پروتئينهاه و به رسوب شدجداسازي  رويي كاملاً
محتواي ليز بافر عبارت است . گرديدافزوده و دوباره حل 

  درصد 1چپس،  درصد 4مولار تيوره،  2مولار اوره،  7  :از
IPG buffer pH 3-10  ،50  ميلي مولارDTT.  

 هاينمونه هاي حاصل شامل نمونهي پروتئينهامحتواي 
با روش بردفورد سرمايي شوك  و مربوط به گروه كنترل

 .محاسبه شد

باز آبدهي و  منظور به : الكتروفورز دوبعدي
 pHسانتيمتري با  17ايزوالكتروفوكوسينگ براي استريپ 

4-7،  mg 5/1 7) از نمونه را با بافر باز آبدهي M urea, 2 

M thiourea, 4% CHAPS, 1% IPG buffer pH 4-7, 50 

mM DTT)  به حجم µl 350 رسانده و استريپCm  17  با
ساعت  16از  پس و خيساندهدر آن  pH 4-7شيب 

به دستگاه ايزوالكتروفوكوسينگ در دماي اتاق انكوباسيون 
  .منتقل شد

 1 استريپ ابتدا در بافر تعادل هاينوار ،IEFپس از اتمام 
،  =8/8pHمولار 5/1تريس ( ميلي ليتر بافر پايه 6: شامل
 100، درصد 20، گليسرول درصد SDS 2مولار،  6اوره 

و سپس در  DTTرم ميلي گ 120و  )ميلي ليتر آب ميلي كيو
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ميلي گرم  150ميلي ليتر بافر پايه و  6: شامل 2بافر تعادل 
پس .  دقيقه قرار گرفت 20يدواستاميد، هر كدام به مدت 

استريپ بر روي ژل  هاياز اتمام مرحله متعادل سازي، نوار
   .قرار گرفت درصد 15آكريل آميد 

ي تحت رنگ آميز ژلها ،پس از تكميل الكتروفورز بعد دوم
 .قرار گرفتند G250با كوماسي بريليانت بلو 

 GS-800 Calibrated Densitometer از ژلها توسط اسكنر

(BioRad, USA)  با بالاترين كيفيت و تصوير با فرمتtif 
از  با استفاده. تصوير برداري شد dpi 600ي و تفكيك پذير

 طي مراحل Progenesis PG240 تصاوير ژلها و نرم افزار
Spot detection, Filtering, Editing و Matching  آناليز

و نرم افزار از نقطه هايي كه دچار  فتژلها صورت پذير
توجه به داده  با .كردگزارش تهيه  بودند تغيير بيان شده

كه بيان آنها  بيش ازدو  p<0.05 هاي نرم افزار نقطه هايي با
بود  شناسايي و جداسازي  برابر كاهش يا افزايش يافته

 tandem mass) ده و براي طيف سنجي جرميش

spectroscopy, MALDI TOF/TOF)  شدند ارسال .
به طور خودكار با  MS/MSو  PMFاطلاعات حاصل از 
و اتصال به موتور جستجوي  Mascotاستفاده از نرم افزار 

NCBI  بررسي جرم . شناسايي شدند پروتئينهابررسي و
دالتون در  2/1خطاي  و با Mascotپپتيدها با استفاده از 

دالتون براي قطعات  5/0وزن مولكولي براي هر يون و 
  . يوني انجام شد

نتايج حاصل از طيف سنجي جرمي با كمك پايگاههاي 
 EMBL ,GenBank ,DDBJ, Uniport, PIRاطلاع رساني 

  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت

  نتايج
 دو باكتري به محيطهاي كشت مايع ترموس دردر ابتدا 

منتقل و درانكوباتور با دماي  سرماييشوك  و گروه كنترل
 ODساعت يكبار  5/1منتقل و هر  درجه سانتي گراد 75

پس از همچنين  .فلاسكها توسط اسپكتروفتومتر ثبت شد

طور مرتب ميزان جذب فلاسكها ثبت ه ب شوك سرمايي نيز
شد و بدين ترتيب نمودار رشد باكتريها در حالت رشد در 

درجه  45( و شوك سرمايي درجه سانتي گراد 75ي دما
  . )1 شكل( گرديدرسم  )سانتي گراد

 
درجه سانتي  75نمودار رشد باكتريها در حالت رشد در دماي  -1شكل 

 ()درجه سانتي گراد 45و بعد از شوك سرمايي  ()گراد 

شوك  و ي هر يك از گروههاي كنترلپروتئينهامحتواي 
) درجه سانتي گراد 45 اي ساعت در دم 8(سرمايي 

نمودار مربوط به متوسط . استخراج و تعيين غلظت شدند
 .نمايش داده شده است 2هاي فوق در شكل غلظت نمونه

و در نتيجه ميزان  پروتئينهاميزان غلظت  2با توجه به شكل 
در نمونه شوك زود هنگام نسبت به گروه  پروتئينهابيان 

در حالت شوك دير هنگام كه  كنترل كاهش يافته، در حالي
تفاوتي با نمونه كنترل  )ساعت پس از شوك سرمايي 8(

  .شودمشاهده نمي

  
هاي نمونه در پروتئينهانمودار مربوط به متوسط غلظت  -2شكل 

 h8و  h2(سرمايي  و شوك  )درجه سانتي گراد 75(گروههاي كنترل 
  )درجه سانتي گراد 45انكوبه در 

افزايش وضوح و جداسازي بهتر به منظور  IEFبراي شروع 
 4با شيب غير خطي  pHسانتيمتري و  17از ژل  پروتئينها
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 ميانگين الكتروفورز دوبعديژل  3شكل  .داستفاده ش 7تا 
مورد بررسي با استفاده از نوار  شوك سرمايي هاياز نمونه

آميزي استفاده از رنگ با pH 4-7سانتيمتري و  17استريپ 
  .دهدميرا نشان كوماسي بلو 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  دهندهايي را كه نسبت به ژل كنترل افزايش بيان داشتند را نشان ميهاي شوك سرمايي، پيكانها لكهميانگين  از نمونه الكتروفورز دوبعديژل  -3شكل 
  تعيين هويت شده از نمونه شوك سرمايي هاي شناسايي، جداسازي ولكه اطلاعات مربوط به -1جدول 

Theoretical     
MW/pI          

Fold-  
change 

Sequence 
coverage % 
 

Protein Score 
% 
 

Accession No.Description   

23.22/6.252.25±0.2 54.5 52.2 gi|53803397 MOSC domain 1 

21.36/5.13 2.05±0.16 14.89 99.41 gi|46198532 thioredoxin 2 

20.23/6.42 2.42±1.1 79.21 100 gi|22135439 Superoxide 
dismutase 

3 

17.54/5.97 2.294 24.20 99.58 gi|218295122 Alkyl hydroperoxide   
reductase 

4 

13.32/6.75 3.53±0.9 40.8 100 gi|218294714 Thioesterase 
superfamily protein 

5 

49.46/5.692.27±0.2 44.72 100 gi|218295392 Phenylacetate- CoA 
ligase 

6 

11

6

5

8 7

10  9 

12

2 3 

4 
1

-M.W(kDa)
-116.0 

66.2-  

‐45.0 

‐ 35.0 

‐ 25.0 

‐ 18.4 

‐14.4  

pI

7  4
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92.48/5.89 4.37±1.8 16.18 95.99 gi|46198565 DNA gyrase subunit 
A 

7 

95.95/5.693.36±1.6 22.7 99.99 gi|218297177 ATP-dependent 
Chaperone ClpB 
 

8 

66.81/5.3 2.82±0.41 56.26 100 gi|46199429 Chaperone protein 
dnaK 

9 

69.12/5.7 3.12 45.32 63.3 gi|34420084 Heat shock protein 
68 

10 

10.99/5.27 5.73± 1.4 79.20 100 gi|50514047 10 kDa chaperonin 11 

24.04/5.06 2.62±0.91 62.99 100 gi|51247841 Chain A ribose-
5phosphate  
isomeraseA 

12 

  

  

  

  

  

  

  

  

درجه  75(دروپراكسيداز در دو گروه كنترل هيآلكيل(D)ديسموتاز و   سوپراكسيد (C)تيوردكسين،  OSMC (B),  (A)ي پروتئينهاتفاوت بيان  -4شكل 

 4و 3 .دهدنشان مي 2 و كنترل h8 (1( ي را در دو ژل نمونهپروتئينهاهاي بترتيب تصوير سه بعدي لكه 2و  1). درجه سانتي گراد 45(و نمونه  )سانتي گراد
  .دگذاررا به نمايش مي  و كنترل h8( 3( ي در دو ژل نمونهپروتئينها هايلكه مقايسه

 پروتئينهابررسي تغييرات رخ داده در بيان : افزاريآناليز نرم
و با استفاده از تصاوير حاصله از  PG 240توسط نرم افزار 

مورد  ساعت   8 و كنترل هاينمونه. صورت پذيرفت ژلها
 و ويرايش (filtering)تصفيه  مقايسه  قرار گرفته و مراحل

(editing)  شناسايي تمامي نقاط  پس از يپروتئينهاهاي لكه
از هر نمونه سه ( ي نمايان بر روي ژلها انجام شدپروتئينها

گذاري شده و نقاط شماره). ژل مورد آناليز قرار گرفت
ي در هر گروه با پروتئينهاها با بيشترين نقاط كاملترين ژل

ي موجود در نمونه پروتئينها. عنوان ژل مرجع انتخاب شد
در . مرجع مطابقت داده شدند ي حاضر در ژلپروتئينهابا 

هاي نمونه و كنترل به طور جداگانه، ميانگين انتها از ژل
ي نمونه و ژلهاگرفته شد، به طوري كه كليه نقاط حاضر در 

 1141به طور متوسط . كنترل به طور ميانگين منظور شدند
 709ي ميانگين گروههاي كنترل و ژلهاي در پروتئينهالكه 
بررسيهاي . شناسايي شد h8  روهي در گپروتئينهالكه 

بر روي داده  t-test (p≤0.05)آماري شامل انحراف معيار و 

B 

١

٢

٣

۴

A 

١

٢

٣

۴

C 

١

٢

٣

۴

D 

١

٢

٣

۴
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 Normal) مقادير نرمال و پس زمينه هاي مربوط به

volume)  ي ميانگين انجام ژلهاي در پروتئينهاهر نقطه
يي پروتئينهااز ميان  يپروتئينهالكه  12در مجموع . گرفت

جداسازي شدند  انتخاب و داشتند ييرات بياني معنادارتغكه 
  .اندشده گزارش 1جدول  و  3 شكلكه در 

يي كه در اين شرايط افزايش بيان نشان پروتئينهااز جمله 
-دادند مي توان سوپراكسيدديسموتاز، تيوردكسين، آلكيل

 پروتئينهااين  .را نام برد MOSCردكتاز و هيدروپراكسيد
نترل شرايط اكسيداتيو هايي هستند كه  در كآنتي اكسيدانت

را در دو  پروتئينهاتفاوت بيان اين  4شكل . نقش دارند
درجه  45(و نمونه ) درجه سانتي گراد 75(گروه كنترل 
   .دهدنشان مي) سانتي گراد

 بحث

دهد كه با كاهش ناگهاني دما  آمده نشان مي به دستنتايج 
و مواجه شدن باكتري با  درجه سانتي گراد 45به  75از 
رشد باكتري  ،ك سرمايي در ساعات اوليه شوك سرماييشو

تدريج بر سرعت ه اما با گذشت زمان ب .دشو متوقف مي
ساعت پس از  8طوري كه ه گردد ب رشد باكتري افزوده مي

گيرد  رشد باكتري سير صعودي به خود مي ،شوك سرمايي
خيري وارد فاز رشد لگاريتمي أو باكتري از فاز رشد ت

پروتئوم باكتري در اين شرايط با پروتئوم  مقايسه. دشو مي
درجه حرارت رشد  بهينهگروه كنترل يعني باكتري كه در 

قرار دارد، افزايش بيان  درجه سانتي گراد 75 خود يعني 
درجه سانتي  45(ي آنتي اكسيدانت در گروه نمونه پروتئينها

اين خود بيانگر ايجاد شرايط  . دهدرا نشان مي) گراد
. در حالت سازگاري با شوك سرمايي استاكسيداتيو 

دهد كه با ورود باكتري از فاز سكون به مشاهدات نشان مي
جمله  از (ROS)فاز رشد ميزان تركيبات با اكسيژن فعال 

و ) 7(يابد  برابر افزايش مي 5- 10پراكسيد هيدروژن 
باكتري به منظور كنترل شرايط اكسيد اتيو اقدام به بيان 

تيوردكسين  ،موتاز، كاتالازسيسوپراكسيد د هايي نظيرپروتئين
كند تا از تجمع تركيبات مضر  و آلكيل هيدروپراكسيداز مي

 ROSدر هر حال اگر ميزان توليد . در سلول جلوگيري كند
در سلول بيشتر از سم زدايي و حذف اين تركيبات در 

از ). 8(د شو سلول باشد سلول وارد شوك اكسيداتيو مي
آنتي اكسيدانتي كه در اين مطالعه در اثر جمله پروتئينهاي 

توان سوپراكسيد  شوك سرمايي افزايش بيان نشان دادند مي
تبديل راديكالهاي  اين آنزيم واكنش .ديسموتاز را نام برد

كندكه در  هيدروژن را كاتاليز مي سوپراكسيد به پراكسيد
ادامه كاتالاز نيز تبديل پراكسيد هيدروژن به آب را كاتاليز 

و بدين ترتيب يونهاي مضر سوپراكسيد و  نمايد مي
). 13، 1(شوند هيدروكسيل از محيط  حذف مي

كه تيوردكسين از ديگر  پروتئينهاي شناسايي شده است 
تيوردكسين و . عضوي از سيستم تيوردكسين است

دهند  تيوردكسين رودكتاز سيستم تيوروكسين را تشكيل مي
پلهاي  يباعث احيا NADPHكه با استفاده از الكترونهاي 

دي سولفيدي ايجاد شده در اثر شرايط اكسيداتيو در 
 يها نه تنها در احياتيوردكسين. دشو مي پروتئينها

 H2O2پروتئينهاي سيتوپلاسمي درگير هستند بلكه مستقيماً 
همچنين به  هاتيوردكسين). 17، 13(كنند  را نيز احياء مي

و  (singlet oxygen)د اكسيژنهاي منفر  عنوان خاموش كنندة
و ) 5(هاي محيط از راديكالهاي هيدروكسيل  پاك كننده

) 3(كنند  اكسيدازها عمل ميدهنده گروه هيدروكسيل به پر
. ترين عملكرد آنها در شوك اكسيداتيو است از مهم كه 

ساير پروتئينهاي درگير در پاسخهاي شوك اكسيداتيو نظير 
و آلكيل  Iسيداز سوپراكسيد ديسموتاز، هيدروژن پراك

هيدروپراكسيد ردوكتاز كه در تنظيم پاسخهاي شوك 
اكسيداتيو نقش كليدي دارند همگي به نوعي با تيوردكسين 

  ).14(در ارتباطند 

يي پروتئينهااز ديگر  (Ahp)وكتاز ردآلكيل هيدروپراكسيد
اين  .دهد است كه در شوك سرمايي افزايش بيان نشان مي

دوردكتاز است كه قادر به آنزيم يك دي سولفيد اكسي
زدايي هيدروپراكسيدهاي آلي و تبديل آلكيل  سم

 هيدروپراكسيدها به الكلهاي مربوطه است
)( OHROHeROOH 22  

.  
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Ahp  كاتالاز نيست اما توانايي حذف كليه پراكسيدهاي
اين آنزيم فرم پروكاريوتي  .توليد شده در سلولها دارد
  ).4( اران استگلوتاتيون پراكسيداز پستاند

توان نتيجه گرفت كه در  با توجه به توضيحات بالا مي
شرايط شوك سرمايي كه بيشتر تمركز سلول بر توليد 
انرژي و متابوليسم پايه و در نتيجه فعال شدن هر چه بيشتر 
زنجيره انتقال الكترون است تجمع هر چه بيشتر تركيبات با 

كه باعث  گردددر سلول مشاهده مي ROSاكسيژن فعال 

در همين راستا . گردد ورود سلول به شوك اكسيد اتيو مي
سلول به منظور حفظ حيات خود با توليد آنتي اكسيدانها 

با  .نمايد از محيط مي ROSاقدام به سم زدايي و حذف 
اكسيدانت به عنوان توجه به كاربرد آنزيمهاي آنتي

ي و پايداري پروتئينهانشانگرهاي درماني و ماركر 
موفيل شناسايي و استخراج ي ارگانيزمهاي ترتئينهاپرو

نظر ه مطالعه ضروري ب ي شناسايي شده در اينپروتئينها
 .رسدمي
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Investigation of oxidative condition after cold shock stress on 
thermophilic bacterium, Thermus sp. GH5 
Yousefi-Nejad M.1, Naderi- Manesh H.2 and Khajeh Kh.1 

1 Biochemistry Dept., Faculty of Biological Science, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 
2 Biophysics Dept., Faculty of Biological Science, Tarbiat Modares University, Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

Thermophils are a group of microorganisms that optimally grow at temperatures above 
45 °C. Reduced sulfur and warm condition are essential for their life and have been 
found in both terrestrial and marine environments which are heated by geothermal 
activities. Thermophils have special enzymes and metabolic characteristics that are used 
in biotechnology. Since thermophiles live in stressful environments it will be very 
useful to study their survival mechanisms. In this study cell extract from bacteria 
(Thermus sp.  GH5, that is isolated from Ardabil (North West of Iran)) in normal 
condition (growth at 75 °C) and cold shock condition (growth at 45 °C) were compared. 
Up-regulated antioxidant proteins and the proteins involved in detoxification showed 
the creation of oxidative condition about 8 hour after cold shock on thermophilic 
bacterium. It is possible to extract and use of these stable proteins as diagnostic 
indicators or protein markers in physiological condition or use in the industrial 
applications. 

Keywords: Cold Shock, Oxidation, thermophil.  
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