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 1386 زمستان،  )26پياپي  (2 ، شماره9 جلد - دانشگاه علوم پزشكي سمنانمجله علمي

٩٩ 

افزايش قدرت سولفورزدايي بيولوژيك از طريق كلونينگ و بيان ژن 
 با استفاده IGTS8بدست آمده از باكتري رودوكوكوس اريتروپوليس  اكسيدوردوكتاز

  PET21aاز وكتور بياني 
  
  (M.Sc) حديث بهزادي  ،(M.Sc)  ي مقدميالهام آقا ،)Ph.D ( *جمشيد راهب 

  فناوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيک و زيست 
  
 
  ده يچك

هـاي بهينـه شـده       بيودسولفوريزاسيون يك روش ميكروبي است كه طي آن با اسـتفاده از سـويه             : هدف سابقه و 
 هـاي مـوثر اسـتفاده از        يكـي از روش    ،شود باكتريايي سعي در افزايش توان قدرت گوگردزدايي از تركيبات نفتي مي          

 هـاي گـوگردزدايي را در        مـورد نيـاز بـراي فعاليـت ژن          FMNH2باشد كه    هاي اكسيدوردوكتاز افزايش يافته مي     ژن
  كـه بـه عنـوان    IGTS8ژن اكسيدوردوكتاز باكتري رودوكوكوس اريتروپوليس مطالعه  در اين   . دهند دسترس قرار مي  

سـپس بـراي بدسـت      . بدست آمـد   PCRيك سويه مدل در تحقيقات گوگردزدايي مطرح است با استفاده از تكنيك             
  . استفاده شدPET21aر از وكتور بياني آوردن بيان بالات
 محـدود  يهـا   استخراج و توسـط آنـزيم  Ecoli-DH5α ي  از باكترPTZ57 ORپلاسميد نوتركيب : ها مواد و روش

 ي بيـان ي جدا شد سـپس در وكتورهـا  bp 600 برش داده شد كه ژن اكسيدوردوكتاز به طول HindΙΙΙ وEcorΙكننده 
 IPTG نظر پس از القـاء بـا         رد مو ي پروتئين ي بيان سيتوپلاسم  ي بررس ي و برا  كلون گرديد  PET-21aو   PKKمختلف    

  . ژل آكريل آميد برده شدي مختلف بر رويها زمان در
 يوكتـور بيـان     ايـن ژن در    PCR بوسـيله      PTZ57Rپس از تاييد وجود ژن اكسيدوردوكتاز در پلاسميد         :  ها يافته

PKKژل يبر رو يك باند ضعيف ي القايطي كلون شد كه در شرا SDS-page درناحيه KDa 25 يكـه بـرا  .  نـشان داد 
  . در همان ناحيه نشان دادرا ي استفاده شد كه باند شارپPET-21aبدست آوردن بيان بالاتر از وكتور 

  منجر به افزايش قـدرت بيـان         Ecoli ي كلونينگ و بيان انبوه ژن اكسيدوردوكتاز در باكتر        يجداساز: يگير نتيجه
  .شود  شده ميي مهندسيها  در سويهيزدائ گوگرديها ژن

  
  . بيولوژيك، اكسيدوردوكتازي، گوگردزدائIGTS8رودوكوكوس اريتروپوليس : ي كليديها واژه

  
  مقدمه

نفت خام همواره بعنوان يكي از منابع مهم توليـدي انـرژي            
امـا حـضور    .  انـرژي الكتريكـي مطـرح بـوده اسـت          خصوصاً
احتـراق ايـن    هايي كـه در مراحـل مختلـف پـالايش و             آلاينده
هـايي را در زمينـه مـصرف         شوند محدوديت  ها ايجاد مي   سوخت

هـا اكـسيدهاي     تـرين آلاينـده    از مهـم  . انـد  اين مواد ايجاد كرده   
در زمـان    گوگردي هستند كه در اثر حضور گوگرد در نفـت و          

  ]۶-۱۰ [مي آينداحتراق بوجود 
اين مواد در زمينه زيـست محيطـي و صـنايع مـشكلاتي را              

هاي اسيدي ايجاد خوردگي در     اند از جمله ايجاد باران     دهتوليد نمو 

    :jam@nigeb.ac.irEmail                               ۰۲۱- ۴۴۵۸۰۳۹۹   :    نمابر۰۲۱ - ۴۴۸۰۳۸۷ :تلفن نويسنده مسئول، *
www.SID.ir  ۵/۴/۱۳۸۶:       تاريخ پذيرش۲۷/۱۰/۱۳۸۵: تاريخ دريافت
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  ١٣٨۶ زمستان، )٢٦پياپی (٢، شماره ٩جلد                                                                  مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي سمنان

 ١٠٠

ادوات و تجهيزات پالايش و از بين بردن آـا خـرابي زودرس             
هاي فلزي  موتورهاي مولد انرژي و غير فعال ساختن كاتاليست

  ].۱,۳,۱۰,۶,۴ [موثر هستندكه در فرايندهاي مختلف پالايش 
 حذف گوگرد   ي برا ي راه کارهاي  يبنابراين بايد در جستجو   

  ي بکار رفته روش شـيمياي     يها ترين روش   از متداول  ييک. بود
ــ ــا کمــک   يهيدرودسولفوريزاســيون م ــن روش ب باشــد در اي

  بالا گوگرد احياء شده و     ي در فشار و دما    ي فلز يها کاتاليست
  ].۶ [شود ياز نفت جدا م

 صــرف -۱ کــه درايــن روش وجــود دارد  مــشکلاتيامــا
ليد دما فشار و يه منبع هيـدروژن         تو ي هنگفت برا  يها هزينه

 گوگرد مثل تيوفن و     ي ترکيبات هتروکسيل آروماتيک حاو    -۲
  .باشند يبتروتيوفن به اين روش مقاوم م يد

 گوگرد با استفاده    کي حل اين مشکلات حذف بيولوژ     يبرا
 ـ. يشنهاد شد پزا  وگرد گ يها ياز باکتر  تـرين ايـن      از مهـم   ييک

بود که بـه   IGTS8 تروپوليسها سويه رودوکوکوس اري يباکتر
 در .باشد ي مطرح م  يعنوان سويه مدل در تحقيقات گوگرد زدائ      

 ـ يرو بـر  dszA,B,C  سه ژنياين باکتر  ي پلاسميـد خط ـ کي
 کـد شـده   يها قرار گرفته که پروتئين ١٢۰ Kb بزرگ به طول

 dszD  بـه نـام  ي پروتئين چهارميتوسط اين سه ژن با همکار

شود در يـک مـسير       ي اپرون کد م    خارج از اين   که توسط ژني   
بتروتيوفن را به تـدريج اکـسيده    دي اس٤  به ناميا شناخته شده 

 ياز آن جائ. کنند ي ميکرده و به صورت يون سولفات جداساز  
بـه عنـوان    NADPH و FMNH2  انجام اين واکنش بهيکه برا

 FMNH2 با تامين dszD  مورد نياز است لذا پروتئيناليزورکات

با شناسـايي   . کند ي ايفا م  ي در مسير گوگرد زدائ    يا نقش عمده 
 تـرين  كننده آنزيم اكسيدورودوكتاز، كه يكـي از اساسـي      كد  ژن  

هـا   در باكترياس ۴اي مسير گوگردزدايي   كاتاليزورهاي واسطه 
 ايـن ژن بـه   نبـوه هاي بعـدي و بيـان ا    باشد، راه را در طرح     مي

ا ميـزان   ه در باكتري اس  ۴سولفورزدايي  هاي مسير    موازات ژن 
 هاي از آنجائي كه آزمايش. توان بالاتر برد سولفورزدايي را مي

invitro نشان داده است كه افزايش NADH, FMNH2   باعث
هــاي ســولفورزدا  افــزايش قــدرت ســولفورزدايي در بــاكتري

ــزوم كلونينــگ مــي  و بيــان ايــن ژن جهــت افــزايش شــود، ل

ونينـگ  هدف ما جداسازي و كل    . سولفورزدايي قابل درك است   
ــوس    ــاكتري رودوكوك ــويه ب ــک س ــسيدوردوكتاز از  ي ژن اك

  .باشد  بيان بيوشيميايي اين ژن  ميياريتروپوليس و بررس
  

  ها مواد و روش
 weight , II Low Molecular ن مولکوليژ مارکرو:مواد

 بکار رفته از شرکت EcoRI , HindIII هاي محدود الاثر و آنزيم

Fermentase  الص سـازي پلاسميـد  کيـت خ ـ . خريداري شد 

Agrose GeL DNA Extraction  و آنزيم T4 DNA Ligase 

  .باشد مي Roche محصول شرکت
 PTZ57OR  مطالعات بر روي کلون:هاي باكتريايي سويه

صورت پذيرفت کـه در اثـر کلونينـگ ژن اکـسيدوردوکتاز از             
. بدست آمـده اسـت   PTZ57R به داخل وکتور IGTS8 باکتري

، ژن اکسيدوردوکتاز از    PCR توسط حاصلئيد کلون   اپس از ت  
کلون شد  PKK223-3 داخل آن تخليص شده و به داخل وکتور

بعد . ترانسفورم گرديد Ecoli و DH5α سپس به داخل سويه و
هـاي محـدودالاثر     از تأئيد صحت کلونينگ با استفاده از آنـزيم        

  بررسي براي بيان پروتئين موردنظر صورت گرفت
 ـ:استخراج پلاسميد  Large تخراج پلاسميـد بـه روش   اس

Scale ) صورت گرفت١١و طبق رفرنس شماره ) ليز قليايي .  
ابتدا پرايمرهاي مناسـب بـا   : PCR  طراحي پرايمر و روش

  :سکانس هاي زير طراحي شد
 GAA TTC ATG TCT GAC AAG CCG-`٥رفـت  

AAT GCC-3`  
 TCT AGA CTA TTG ACC TAA CGG-`٥برگشت 

AGT CGG-3`  
ير قطعات نوکلئوتيدي ژن اکـسيدوردوکتاز بـا        و سپس تکث  

  .انجام گرديد Corbett Research استفاده از يك دستگاه
نظـر بـا      بررسي براي بيان پـروتئين مـورد       :بيان پروتئين 

  .انجام شد  (SDS PAGE) استفاده از ژل اكريلاميد
  

  نتايج
ابتدا سکانس ژن اکسيدوردوکتاز در باكتري رودوکوکـوس        

ــروژوليس ــق IGTS8اريت ــGene bank از طري ــوله  و ب   ط

www.SID.ir
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  و همكارانجمشيد راهب                                                 . . . . افزايش قدرت سولفورزدايي بيولوژيک از طريق کلونينگ

 ١٠١

 bp بدست آمد و براي طراحي پرايمر مورد استفاده قـرار           ٥٩٧ 
  در ابتـداي     EcoRIحالت سايت برش با آنزيم       در اين . گرفت

 در انتـهاي پرايمـر      HindIIIپرايمر رفت و سايت برش با آنـزيم         
 PTZ57OR ي پلاسميد    DNA از   PCR. برگشت قرار داده شد   

 در دمـاي    ) ملي مهندسي ژنتيک و زيست فناوري      گاه پژوهش(
Annealing  57   ٣٠ درجه سانتي گراد به مدت يـک دقيقـه و 
 bp  ۶۰۰حالت يک باند در ناحيـه   در اين. سيکل با انجام شد

مشاهده شد کـه نـشان دهنـده وجـود ژن اکـسيدوردوکتاز در              
هـاي   سپس پلاسميد توسط آنزيم   . باشد  مي PTZ57ORپلاسميد  

شـکل   (ثر بريده شد و ژن اکسيدوردوکتاز جدا گرديد       محدود الا 
هاي     که توسط آنزيم     PKK223-3و در داخل وکتور بياني        ) ١

  . بريده شده بود، کلون شدEcoRI , HindIIIمحدودالاثر 

-pKK 233   و پلاسميـد  pKK 233-3 لكتروفورز پلاسميـد  .١شكل

   1%بريده شده، جهت كلونينگ روي ژل  آگارز 3
  pKK 233-3  پلاسميد ) ٣ و ٢   100bpركر وزن مولكولي ما) ١
 بريده شده با pKK 233-3 وكتور) ٥  100bpماركر وزن مولكولي  )٤

HindIIIو EcoRI        (ژن اكسيدوردوكتاز بطول ) ٦bp 600 ( كه از
  .  بريده و تخليص شده استpTZ57ORداخل وكتور 

 مناسـب    بداخل بـاکتري پـذيراي     Ligationسپس محصول   
)Ecoli, DH5α ( ،ترانسفورم گرديد و پس از استخراج پلاسميد

  ).٢شکل ( بريده شدهاي محدود الاثر  ها با آنزيم کلون

  
  pKK 233-3كلون ژن اكسيدوردوكتاز به داخل وكتور بياني  : ٢-شكل 

 insert فاقد pKK 233-3وكتور  ) ٢     λ3ماركروزن مولكولي ) ١
   حاوي ژن اكسيدوردوكتازpKK 233-3 شامل وكتور Aكلون ) ٣
    EcoRI وHindIII بريده شده با آنزيمهاي Aكلون ) ٥و٤
 pKK 233-3 شامل وكتور Aكلون ) ٧   bp 100ماركر وزن مولكولي ) ٦

 بريده شده با آنزيمهاي Dكلون ) ٩ و٨   حاوي ژن اكسيدوردوكتاز
HindIIIو EcoRI   

  
جـدا   ٦٠٠ bpيه  حالت ژن اکسيدوردوکتاز در ناح      در اين 

سـپس بـراي    . باشد گرديد که نشان دهنده صحت کلونينگ مي      
بررسي بيان پروتئين موردنظر، يك تك كلون بـاكتري بـصورت           

 در محـيط    ٥٠/١اورنايت كشت داده شد و بعد با ضريب رقـت           
LB    حاوي  Amp      تلقيح گرديد و بعد از رسيدن OD    به ميزان  

ــا  ــشن ب ســپس در  انجــام شــد IPTG mM١مناســب، اينداك
برداري انجام شـد و بـر روي          نمونه ءهاي مختلف بعد از القا     زمان
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  ١٣٨۶ زمستان، )٢٦پياپی (٢، شماره ٩جلد                                                                  مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي سمنان

 ١٠٢

ــرده شــدSDSحــاوي % ١٢ژل اكريلاميــد  ، در )٣شــکل (   ب
 دـده نشد که به علت     KD25 در ناحيه    يحالت باند مشخص   اين

. باشـد    مي  PKK223-3بيان کم ژن اكسيدوردوكتاز در  وكتور        
تر در يـک     بنابراين ژن اکسيدوردوکتاز تحت يک پرومتور قوي      

بـراي  .  کلـون گرديـد    pet-21a جديد تحت عنوان       وکتور بياني 
-PETاطمينان از وجود ژن اكسيدوردوكتاز در وكتـور بيـاني             

21aهاي هاي مشكوك توسط آنزيم     كلونECORΙ/HindШ‚ 

HindШ‚ ECORΙ ٤ و٣شکل ( .داده شد برش.(  

 pKK كه شامل پلاسميـد  DH5αالكتروفورز عصاره باكتري   tac تحت پروموتور pKK 233-3 بررسي بيان سيتوپلاسمي ژن اكسيدوردوكتاز در پلاسميد .۳كل  ش

  درصد١٢   SDS-PAGE حاوي ژن اكسيدوردوكتاز ميباشد، توسط ژل 233-3
  IPTG قبل از القاء با Aعصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده ) ۴ ) كنترل منفيpKK 233-3)  عصاره باكتري حاوي پلاسميد) ۲و۳ ماركروزن مولكولي) ۱
   IPTG ساعت بعد از القاء با A.4عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده  ) IPTG ۶ ساعت بعد از القاء با A.2عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده  ) ۵
عصاره باكتري حاوي ) ۱۰و۱۱وIPTG      ۱۲ ساعت بعد از القاء با ۶, ۷درزمااي A كتري حاوي پلاسميد كلون شده  عصاره با) ۸و۹   آنزيم اكسيدوردوكتاز) ۷

  IPTG  ساعت بعد از القاء با ۹,۸, ۲۱درزمااي. Aپلاسميد كلون شده  

1          2           3         4         5        6         7        8        9        10        
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      PET-21a كلون ژن اكسيدوردوكتاز به داخل وكتور بياني .٤شكل 
  insert   فاقد PET-21aوكتور ) ١
   EcoRI وHindIII  بريده شده با آنزيمهاي PET-21a وكتور) ٢

     حاوي ژن اكسيدوردوكتازPET-21a  شامل وكتور Dكلون ) ٣
    EcoRI وHindIII بريده شده با آنزيمهاي Dكلون ) 4
    EcoRI وHindIII بريده شده با آنزيمهاي Eكلون ) ٥
    حاوي ژن اكسيدوردوكتازPET-21a  شامل وكتورEكلون ) ٦
  insert   فاقد PET-21aوكتور ) ٧
    EcoRI وHindIII  بريده شده با آنزيمهاي PET-21aوكتور ) ٨
  bp 100ماركر وزن مولكولي ) ٩
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  و همكارانجمشيد راهب                                                 . . . . افزايش قدرت سولفورزدايي بيولوژيک از طريق کلونينگ

 ١٠٣

      T7 تحت پروموتور PET-21a    بررسي بيان سيتوپلاسمي ژن اكسيدوردوكتاز در پلاسميد .۵شكل
   درصدSDS-PAGE  ۱۳ ژن اكسيدوردوكتاز ميباشد، توسط ژل PET-21a حاوي پلاسميد   كه شامل پلاسميدDH5αالكتروفورز عصاره باكتري 

 ساعت بعد از القاء ۱,۲,۴عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده در زمااي ) IPTG   ۲,۳,۴عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده قبل از القاء با ) ۱
  ماركروزن مولكولي) IPTG  ۷ ساعت بعد از القاء با ۶,۷عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده در زمااي ) IPTG  ۵‚۶با 

  
 جـدا  bp 600حالت ژن اکسيدوردوکتاز در ناحيـه    در اين

باشد پـس از انجـام        کلونينگ مي  صحتگرديد که نشان دهنده     
 وکتور بياني  بيان ژن اکسيدوردوکتاز در      يکلونينگ جهت بررس  

PET-21aــاکتر٢ ،  هماننــد مرحلــه قبــل ــه ب  بــصورت ي نمون
 که حاوي پلاسميد    aDH5اورنايت کشت داده شد، يکي باکتري       

PET-21a)    و نمونـه ديگـر حـاوي کلـون         ) بعنوان كنترل منفي
PET-21a   بعنوان كنتـرل مثبـت    (  ژن اکسيدوردوکتاز     وه   بعلا (

 شـد در سـاعات    اضـافه  IPTG  ١ mM  ها سپس به آن، بود
برداري انجام گرفت آمد و اضافه گرديد و سپس بر           مختلف نمونه 

  .)۵شکل(  برده شد% ١٣،  SDS - PAGE ژل يرو
  

  گيري بحث و نتيجه
ــروتئين ــاي  پ ــه dszA dszCه ــسيژنازي هــستند ک  منواك

NADHرســاند، بلكــه از   را بطــور مــستقيم بــه مــصرف نمــي
FMNH2     توليد شده توسط DszD  موقعي كه  . نمايد  استفاده مي

شـوند يـا در      ردوكتاز بـه مخلـوط واكـنش اضـافه مـي           فلاوين
هاي نوتركيـب اوراكـسپرس مـي گردنـد، سـرعت            كانستراكت

هـاي   در نتيجه ژن  . يابد  برابر افزايش مي   ١٠٠سولفورزداييي تا   
بنابراين پـس   .  دارند dszDسولفورزدايي نياز به محصولات ژن      

    در وکتور بيـاني    يولفورزداي س يها  و کلونينگ ژن   ياز شناساي 
PET-21a            که قـبلا انجـام شـده بـود ژن dszD       را کـه از يـك 

اريتروپوليس كه از دانشگاه شهيد ـشتي         باكتري رودوكوكوس 
 ٩٨در اختيار ما قرار گرفته بود جدا و تعيين توالي كـرديم کـه               

درصد با ژن اکسيدوردوکتاز باكتري رودوکوکوس اريتروپوليس 
IGTS8ندارد مطابقت داشت  استا.  

 اين ژن در ناحيه مولتي پل کلونينگ سـايت وکتـور            سپس
PTZ57Rاينکه مشخص شود يبرا.   به منظور تکثير کلون شد 

  PKK233-3 شود در وکتور بياني    ياين ژن داخل سلول بيان م     
 در ژل   يکـه چـون بيـان انبـوه       .  کلون شد  tacتحت پروموتور   

 ايـن  کـه  که داشـتيم  يرفرنسآکريلاميد ديده نشد و با توجه به   
-PETدر وکتـور   و  برابـر ٢٠ تنـها    PKK233-3ژن در وکتور    

21a  ــدار ــه مق ــابراين ژن    ١٠٠٠ ب ــد بن ــزايش مياب ــر اف براب
-PET در وکتـور     T7 تـر    ياکسيدوردوکتاز تحت پروموتور قو   

21a ــد ــون ش ــه   و.   کل ــد KD 22در ناحي  در ژل آکريلامي
-PETن ژن در وکتور     دهد اي  ياوراکسپرس ديده شد که نشان م     

21aشود ي بيان م.  
DszD   اكسيداسيون NADH      را با اكـسيژناسيون سوبـسترا 

 dsz A,Cكنـد و فعـال سـازي      متـصل مـي  Dsz A, Cبوسيله 

1         2          3         4         5           6         7      kDa  
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  ١٣٨۶ زمستان، )٢٦پياپی (٢، شماره ٩جلد                                                                  مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي سمنان

 ١٠٤

مـوقعي كـه   . گـردد   از نظر كنيتيكي اشباع مـي Dsz Dبوسيله 
منونوكلئوتيـدردوكتازهاي ديگـر بـه       ردوكتـاز، فلاويـن    فلاوين

هاي نوتركيـب    شوند يا در كانستراكت    مخلوط واكنش اضافه مي   
 برابـر   ١٠٠گردند، سـرعت سـولفورزدايي تـا          مي اوراكسپرس
  .يابد افزايش مي
هاي سولفورزدايي نياز بـه محـصولات ژن         كه ژن   اين نتيجه

dszD بنابراين ژن   .  دارندdszD        را جدا و تعيين تـوالي كـرديم  .
 آن در هدف ما اين است كه با بيان انبـوه ايـن ژن و كلونينـگ       

هاي سولفورزدايي، فعاليت سولفورزدايي را افـزايش        امتداد ژن 
  .دهيم

  ما در آينده  اين است كه با بيان انبوه اين ژن   ي هدف بعد 
ــداد ژن ــگ آن در امت ــت   و كلونين ــولفورزدايي، فعالي ــاي س ه
  .سولفورزدايي را افزايش دهيم
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