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چکیده

این .  آسپاراژیناز یک ماده آنتی نئوبلاستیک می باشد که در شیمی درمانی لوسمی لنفوبلاستیک حاد به کار می رود        -L :سابقه و هدف 

با این وجود باکتري ها منبع مناسبی براي استخراج این آنزیم به شمار             .   میکروارگانیسم ها وجود دارد    وآنزیم در بسیاري از جانوران      

.آسپاراژیناز از خلیج فارس انجام شد-Lاین مطالعه با هدف جداسازي و شناسایی مولکولی باکتري هاي تولید کننده . می روند

 به منظور غربالگري  .  تجربی حاضر از نمونه هاي آب و رسوبات خلیج فارس نمونه گیري به عمل آمد               مطالعه  در  :  مواد و روش ها   

پس از تهیه عصاره خام، میزان فعالیت آنزیم با روش           .  ستفاده گردید  ا M9آسپاراژیناز از محیط کشت     -Lباکتري هاي تولید کننده     

 توالی ژن    و تعیین   PCR سویه که داراي بیشترین فعالیت آنزیمی بودند، انتخاب و با روش                     13.  رنگ سنجی تعیین شد     

16S rRNA شناسایی گردیدند.

 کلنی توانایی تولید آنزیم       57از این میان      .   از نمونه هاي مورد بررسی جداسازي گردید             کلنی 181  در مجموع :  یافته ها 

L-  16آنالیز توالی ژن     .  را داشتند آسپاراژینازS rRNA          سویه 8 باکتري با بیشترین فعالیت آنزیمی،         13نشان داد که از مجموع 

 ،%)7/7  (زوبللا سویه به هر کدام از جنس هاي              1 و    سودوموناس%)  15/4(دو سویه    باسیلوس،  متعلق به جنس      %)  61/5(

و )  IU  0/07( کمترین فعالیت آنزیمی      PG_14سویهاسینتوباکتر  همچنین  .  تعلق داشت %)  7/7(  اسنیتوباکترو    ،%)7/7  (اوشنیموناس

. را دارا بودند) IU 6/1( بیشترین فعالیت آنزیمی  PG_01 سویهسودوموناس

 سودوموناس از فعالیت بالاي      .آسپاراژیناز می باشند  -L منبع بالقوه اي از        خلیج فارس باکتري هاي جدا شده از        :  نتیجه گیري 

آسپاراژیناز توسط جنس   -Lاولین گزارش تولید     مطالعه حاضر،   .   می توان به منظور تولید این آنزیم استفاده نمود             PG_01سویه

. می باشدزوبللا

 .خلیج فارس، 16S rRNAآسپاراژیناز، -Lآنزیم : واژگان کلیدي

92مرداد ماه : پذیرش براي چاپ 92خرداد ماه : دریافت مقاله

بندرعباس، بلوار امام حسین، دانشگاه علوم پزشکی هرمزگان، گروه میکروب شنـاسـی     :   آدرس براي مکاتبه * )   

sedigheh.javadpour@yahoo.com: پست الکترونیک0761-6689624: تلفن

مقدمه     

.    درصد سطح زمین را اقیانوس ها پوشانده اند                                                            70    بیشتر از                  

 میلیون پروکاریوت در هر میلی لیتر از آب دریا در                                                                           2بیش از            

میکروارگانیسم هاي موجود در                                    .     نزدیکی سواحل وجود دارد                              

 ویژگی          محیط هاي دریایی نسبت به انواع خشکی زي از نظر                                                                      

 فیزیولوژیک و توانایی هاي متابولیکی متفاوت بوده و به                                                                              هاي   

طور معمول توان بالایی در تولید ترکیبات فعال زیستی کارآمد                                                                               

از آنجایی که آب دریا به طور طبیعی شور بوده                                                              ).      2 و        1( دارند         

و از لحاظ الکتروشیمی تشابه بیشتري به پلاسماي خون انسان                                                                           

دارد، بنابراین محصولات میکروبی دریایی به ویژه آنزیم ها،                                                                              

ایمنی بیشتر و سمیت زایی سلولی کمتري داشته و درمجموع                                                                           

  ).  3( براي کاربردهاي درمانی در انسان مناسب تر می باشند                                                                            

آسپاراژین آمینوهیدرولاز                                -    L( آسپاراژیناز                     -Lآنزیم               

E.C.3.5.L.L     (                         با واکنش آبکافت(Hydrolysis)                   پیوند آمیدي ،

     و        آسپارتات        -Lسپاراژین شکسته و آن را به                                                   آ -Lرا در               
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این آنزیم یکی از مهم ترین آنزیم                                             ).      4( آمونیاك تبدیل می کند                              

هاي درمانی از نظر بیوتکنولوژي و زیست پزشکی محسوب                                                                      

 Food and Drug( سازمان غذا و دارو                                             .     می شود            

Administration = FDA     (                                       و سازمان بهداشت جهانی

 )World Health Organization = WHO (                      استفاده از

L-                                                                       آسپاراژیناز را براي درمان موثر لوسمی لنفوبلاستیک حاد و

لنفو سارکوما که از شایع ترین بدخیمی ها در کودکان و                                                                                      

).  5( نوجوانان است، تصویب نموده اند                               

L-                                                                            آسپاراژین آمینواسید غیر ضروري براي بدن انسان

زیرا سلول هاي طبیعی داراي فعالیت                                                  .     محسوب می گردد                   

 برخلاف این سلول ها، سلول هاي                                          . آسپاراژین سنتتازي هستند                           

نئوپلاستیک به دلیل فقدان فعالیت آسپاراژین سنتتازي قادر به                                                                            

بنابراین این سلول ها                                  .     آسپاراژین نمی باشند                               -Lسنتز          

آسپاراژین مورد نیاز خود را از منابع موجود در بدن از جمله                                                                                    

.   نخاعی و مغز استخوان تامین می کنند                                 -خون، مایع مغزي              

آسپاراژیناز موجب کاهش منابع                                           -Lتزریق داخل وریدي                            

آسپاراژین در بدن شده و سلول هاي نئوپلاستیک در شرایط                                                                            

بنابراین به دلیل عدم توانایی                                        .     فقر آسپاراژین قرار می گیرند                                     

، رشد آن ها متوقف شده و یا                                            RNA و        DNAتولید پروتئین،                    

آنزیم نام برده                    ).      7 و        6( حتی منجر به مرگ آن ها نیز می گردد                                                     

در بسیاري از بافت هاي جانوران، باکتري ها، گیاهان و در                                                                                   

با این وجود در انسان                                .     سرم بعضی از جونده ها وجود دارد                                              

).    9 و    8( د   یافت نمی شو           

،   ) Aerobacter( ائروباکتر                 :     میکروارگانیسم هایی مانند                                      

، سراشیا            ) Vibrio  (   ویبریو      ،       ) Pseudomonas( سودوموناس               

 )Serratia (       ،                  فوتوباکتریوم )Photobacterium (       ،          زانتوموناس

 )Xanthomonas (     ،            استرپتومایسز   )  Streptomyces (     ،       پروتئوس

 )Proteus (                             باسیلوس ، )Bacillus     (           آسپرژیلوس         و

 )Aspergillus     (                                 توانایی تولید آنزیمL-                             آسپاراژیناز را دارا

اروینیا کاروتوورا                     آنزیم جداسازي شده از                                          .     می باشند            

 )Erwinia carotovora     (     اشریشیا کلی             و   )  Escherichia coli (  

براي درمان لوسمی لنفوبلاستیک حاد و دیگر نئوپلاسمی هاي                                                                       

).    10 و        6( بدخیم در انسان به کار می رود و تولید تجاري دارد                                                         

از    نتایج بالینی نشان می دهد که آنزیم خالص سازي  شده                                                                                    

این دو باکتري موجب بروز سمیت، سرکوب ایمنی و ایجاد                                                                             

اگر چه این دو آنزیم به صورت وسیعی                                                       .     مقاومت می گردد                    

استفاده می شوند، اما پاسخ درمانی بیماران به ندرت بدون                                                                                   

اثرات سمی اتفاق می افتد و اکثر بیماران دچار عوارض جانبی                                                                               

.   ناخواسته می گردند                 

یکی دیگر از محدودیت هاي استفاده از این آنزیم ها، ایجاد                                                                                    

واکنش حساسیتی است که محدوده آن از واکنش هاي ملایم تا                                                                           

گزارش هاي منتشر شده حاکی از                                         .     شوك آنافیلاکسی می باشد                           

این است که ویژگی هاي کینتیکی و بیوشیمیایی آنزیم ها به                                                                                   

.   ماهیت ژنتیکی سویه میکروبی مورد استفاده بستگی دارد                                                                             

آسپاراژیناز با                      -Lبنابراین نیاز به کشف منابع جدید آنزیم                                                               

تاثیرات درمانی مشابه و ویژگی هاي سرولوژیک مطلوب تر                                                                            

).    11( وجود دارد           

آسپاراژیناز در صنایع غذایی گیاهی به منظور                                                                       -Lآنزیم           

جلوگیري از تشکیل ماده اي سرطان زا به نام آکریلامید نیز                                                                                     

در غذاهاي گیاهی، آکریلامید به طور وسیعی در                                                             .     کاربرد دارد             

آسپاراژین و گلوکز یا                                -Lنتیجه واکنش هاي القاء حرارتی بین                                                

آسپاراژیناز براي                        -Lاز          به همین دلیل                .     فروکتوز تولید می شود                          

کاهش غلظت آسپاراژین به عنوان پیش ماده آکریلامید نیز                                                                                

با توجه به اهمیت و کاربرد روزافزون                                                      ).  12( استفاده می گردد                       

آسپاراژیناز، اولین گام براي تولید انبوه آنزیم، یافتن                                                                            -Lآنزیم         

میکروارگانیسم هاي جدید با توان تولید بالا و اثرات                                                                                        

مطالعاتی در مورد                          .     سیتوتوکسیتی کمتر  ضرورت دارد                                              

  -Lمیکروارگانیسم هاي خشکی زي تولیدکننده آنزیم                                                                            

اما اطلاعات اندکی در مورد باکتري                                                 .     آسپاراژیناز وجود دارد                           

آسپاراژیناز به ویژه در خلیج                                       -Lهاي دریایی تولید کننده آنزیم                                          

باکتري هاي دریایی با توجه به                                                .     فارس در دسترس است                           

 براي استخراج صنعتی و دارویی                                              ، طبیعت نمک دوست شان                          

.   آنزیم هاي مناسب تري می باشند                            

 جداسازي و شناسایی مولکولی                                              هدف از این پژوهش                              

آسپاراژیناز از خلیج فارس                                      -Lباکتري هاي تولیدکننده آنزیم                                       

.   بود   
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مواد و روش ها             

 در این مطالعه تجربی در مجموع                                             : جمع آوري نمونه ها                       )     لف  ا 

 نمونه رسوبات                   40 نمونه آب دریا و                            20 نمونه شامل                   60تعداد         

  دریاي خلیج فارس از مناطق مختلف استان هرمزگان جمع                                                                        

نمونه هاي رسوب سواحل به وسیله قاشقک                                                           .     آوري شد         

 سانتی متري، در ظروف شیشه اي                                                  5-10استریل از عمق                         

نمونه هاي آب دریا نیز از                                          .     استریل جمع آوري گردیدند                                 

قسمت ساحلی و نواحی نزدیک ساحل به وسیله قایق با غوطه                                                                         

ور کردن ظروف شیشه اي زیر سطح آب و قرار دادن دهانه آن                                                                            

.   کمی به طرف بالا و به سمت جریان آب، جمع آوري شدند                                                                         

).  13(  یخ به آزمایشگاه منتقل گردیدند                                روي   تمامی نمونه ها بر                   

 تهیه رقت لازم از نمونه                                     به منظور             : جداسازي باکتري ها                     )     ب 

 میلی لیتر آب مقطر استریل                                     90 گرم رسوب با                  10هاي رسوب،             

  10براي تهیه رقت لازم از نمونه هاي آب دریا،                                                             .     مخلوط شد          

 میلی لیتر آب مقطر استریل اضافه                                                 90میلی لیتر آب دریا به                                    

از رقت            .     گردید     
1-

 تا         10
4    –

 حاصل، بر روي محیط کشت                                    10

به صورت خطی کشت داده                              )     Hi Media, India( نوترینت آگار                  

 درجه سانتی گراد به مدت                                     35تمامی نمونه ها در دماي                                    .     شد  

به منظور خالص سازي،                               .      ساعت گرما گذاري شدند                                   24

کلنی هاي جداسازي شده مجدداا بر روي محیط نوترینت آگار                                    ً                                   

).  13( کشت داده شدند               

  : آسپاراژیناز               -Lغربالگري باکتري هاي تولید کننده آنزیم                                                       )     ج 

هاي جدا سازي شده مطابق با                                       کلنی        آسپاراژینازي                    -Lفعالیت          

، با استفاده                  1997و همکاران در سال                          )     Gulati( روش گولاتی               

 گرم          10 حاوي               M9از محیط کشت جامد اختصاصی                                                

 میلی لیتر                        Na2HPo4.2H2o         ،2 گرم                  6آسپاراژین،                  

MgSO4.7H2o   )  L     /mol    1 (     ،0/025                      ،میلی لیتر                10 گرم فنل رد 

 میلی         KH2Po4     ،1     گرم      NaCl     ،0/75     گرم      0/5 درصد،            20مالتوز          

 میلی         1000 گرم آگار و                       CaCl2.H2o    L)     /mol    0/1 (     ،20لیتر        

).    14( لیتر آب مقطر مورد بررسی قرار گرفت                                   

به    کلنی هاي جداسازي شده از مرحله قبل، در این محیط                                                                              

 درجه سانتی گراد گرما گذاري                                         35در دماي              ساعت           24مدت       

آسپاراژینازي در این آزمون به وسیله                                                      -Lفعالیت          .     گردیدند       

این سویه ها                 .     ناحیه صورتی رنگ اطراف کلنی ها مشخص شد                                                     

آسپاراژین موجود در محیط                                   -Lآسپاراژیناز،                    -Lبا ترشح آنزیم                     

آسپارتات تجزیه کرده و در نتیجه                                                -Lکشت را به آمونیاك و                                 

 محیط و حضور معرف فنل رد                                        pHاطراف کلنی به دلیل تغییر                                      

).  14( هاله صورتی رنگ ایجاد می گردد                              

کلنی هاي تولید کننده                                : آسپاراژیناز               -Lتهیه عصاره خام آنزیم                            )     د 

 کشت و            M9 میلی لیتر محیط مایع                                50آسپاراژیناز در                        -Lآنزیم         

 و      rpm    200 ساعت در شیکر انکوباتور با سرعت                                                 48به مدت            

سپس محیط کشت                  .      درجه سانتی گراد قرار داده شدند                                           35دماي        

 دقیقه سانتریفیوژ و در نهایت                                        15 به مدت               rpm     1000با سرعت         

از مایع رویی به عنوان عصاره خام آنزیم استفاده                                                                                           

).  14( گردید       

در این پژوهش به                           : آسپاراژیناز               -Lاندازه گیري فعالیت آنزیم                                  )     ه 

آسپاراژیناز، از روش رنگ                                       -Lمنظور ارزیابی فعالیت آنزیم                                        

و همکاران در سال                        )     Imada( سنجی توصیف شده توسط ایمادا                                      

 میلی لیتر                0/5مقدار             براي این منظور                        .  استفاده شد                 1973

L-                 میلی لیتر عصاره خام آنزیم و                                            0/5 مولار،            0/04آسپاراژین 

 مولار را با یکدیگر مخلوط و                                        Tris-Hcl    0/5 میلی لیتر بافر                         0/5

 درجه سانتی گراد                        37 دقیقه درون بن ماري با دماي                                           15به مدت            

 میلی لیتر محلول تري کلرو استیک                                                 0/5سپس       .     قرار داده شد                

  30محلول حاصل به مدت                           .      مولار به آن اضافه گردید                                 1/5اسید        

 میلی         0/1سپس       .      سانتریفیوژ شد                  rpm    10000    دقیقه با سرعت                 

 میلی لیتر                3/7 میلی لیتر معرف نسلر و                                    0/2لیتر از مایع روماند با                                

 دقیقه در دماي اتاق قرار داده                                             15آب مقطر مخلوط و به مدت                                      

در نهایت مقدار آمونیاك آزاد شده با استفاده از دستگاه                                                                                .     شد  

.    نانومتر اندازه گیري گردید                                    450اسپکتروفتومتر در طول موج                                    

با استفاده              )     IU( میزان فعالیت آنزیم بر حسب واحد بین المللی                                                             

.) 15( از منحنی استاندارد آمونیوم سولفات محاسبه شد                                             

برخی از ویـژگـی                                 :   شناسایی مقدماتی و تکمیلی باکتري ها                                            )       و 

 سویه هاي انتخاب شـده بـه                                             یی  هاي شکل شناسی و بیوشیمیا                                

کمک رنگ آمیزي گرم و تست هاي اکسیداز، کاتالاز، اوره آز،                                                                               

سیترات، حرکت، ایندول، تولید سولفید هـیـدروژن، تـجـزیـه                                                                                  

بـررسـی قـرار                              مـورد            TSIگلوکز، ساکارز و لاکتوز در محیط                                           
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شناسایی تکمیلی باکتري ها به وسـیلـه آنـالـیـز ژن                                                                              .       گرفتند      

16S rRNA      براي استخراج                  .       ورت پذیرفت            صDNA            باکتري از 

 سـاخـت کشـور آلـمـان                                         DNA  Bacterial Gold Peq کیت       

.   استفاده شد          

 27F     )  5́AGA GTT TGA TCC TGGبه وسیله پرایمرهـاي                               

CTC AG3́       ( 1525وR (5́AAG GAG GTG ATC CAA3́)   

تـکـثـیـر                       16S rRNA    بازي مربوط بـه ژن                            جفت          1500قطعه        

شـامـل             میکرولیتر            50با حجم نهایی                 PCRواكنѧش         ) .     16(   گردید         

 میکرولیتر از               x10   ،1 میکرولیتر بافر                   5 میکرولیتر آب مقطر،                     34

غـلـظـت               (     dNTP Mix میکرولیتر            1،   )    پیکومول        10(   هر پرایمر               

  DNA میکرولیـتـر                      MgCl2    ،2 ، پنج میکرولیتر               )    میلی مولار          10

  5غلظـت             (     Taq DNA Polymeraseمیکرولیتر آنزیم                   1  الگو و        

  PCRدر ادامه واکنش                        .       انجام گردید             )        میکرولیتر            100واحد در             

با شرایـط دمـایـی                           )       Bio-Rad, USA(   در دستگاه ترموسایکلر                            

 درجه سانتی گراد                        95 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                                 1

 درجه         95 چرخه شامل واسرشت شدن در دماي                                             30و در ادامه                  

 درجه سانتـی                56 دقیقه، اتصال در دماي                       1سانتی گراد به مدت                           

 درجه سانتی گراد                        72 دقیقه، گسترش در دماي                                 1گراد به مدت                   

 دقیقه و در نهایت گسـتـرش نـهـایـی در دمـاي                                                                             1به مدت            

محصولات        .        دقیقه انجام شد                     10 درجه سانتی گراد به مدت                                     72

PCR                       درصد واجد اتیدیوم برماید منـتـقـل و                                                          1 به ژل آگاروز 

  Uvidocدستـگـاه                 به کمک               DNAقطعات         .       الکتروفورز گردیدند                    

).  16( مشاهده و عکس برداري شدند                          

 به شرکت ژن فن                        PCRدر نهایت به منظور توالی یابی، محصول                                             

نتایج تعیین توالی با استفاده از نرم افزار                                                             .     آوران ارسال گردید                     

Bio edit                       و برنامه BLAST                       پایگاه داده هاي                                    موجود در

 National Center for Biotechnology Informationبانک ژنی              

(NCBI)                           میزان تشابه آن ها با سایر ژن هاي                                                     مورد ارزیابی و

. ثبت شده در این پایگاه بررسی گردید                                 

یافته ها        

در این مطالعه از مجموع نمونه هاي آب و رسوبات خلیج                                                                                 

 کلنی از                146 کلنی از آب دریا و                                        35(  کلنی             181فارس،         

 کلنی بر روي                    57از این میان                   .     جدا سازي گردید                  )     رسوبات دریا             

این امر نشان دهنده توانایی تولید آنزیم                                                    .      رشد کردند              M9محیط        

L-                           کلنی جدا شده از آب دریا،                                         35از      .     آسپاراژیناز می باشد 

 کلنی جداسازي شده از رسوبات                                           146و از            %)      10(  کلنی             6

با اندازه             .      رشد کردند              M9بر روي محیط                   %)      90(  کلنی           51دریا        

 سویه که                13 کلنی،              57گیري میزان فعالیت آنزیم از میان                                                     

بیشترین فعالیت آنزیمی را داشتند، براي ادامه کار در مراحل                                                                                    

   PG_14سویه    اسینتوباکتر               آن ها،                در میان         .     بعدي انتخاب شدند                    

  سودوموناس         و         )     IU    0/07( کمترین فعالیت آنزیمی                                        

منبع جداسازيدرصد تشابهشماره دسترسی)IU(فعالیت آنزیمی سویه باکتري

رسوبPG_011/6KF044297%99 سویه سودوموناس

رسوبPG_020/73KF150761%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_030/68KF150763%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_040/67KF150760%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_050/49KF150765%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_060/41KC984281%99 سویه زوبللا

رسوبPG_070/41KF150764%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_090/27KF150767%98 سویه سودوموناس

رسوبPG_100/25KF150762%99 سویه اوشنیموناس

رسوبPG_110/21KF044299%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_120/21KF044298%99 سویه باسیلوس

رسوبPG_130/21KF150766%98 سویه باسیلوس

رسوب−−PG_140/07 سویه اسنیتوباکتر

)(IUمیزان فعالیت آنزیمی باکتري هاي جداسازي شده بر حسب : 1جدول 
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را دارا بودند                   )     IU    1/6(  بیشترین فعالیت آنزیمی                                 PG_01سویه    

.) 1جدول      ( 

 آورده          2شناسایی مقدماتی باکتري هاي انتخاب شده در جدول                                                               

 16S rRNA ژن         PCRنتایج الکتروفورز محصولات                               .     شده است         

  1در جدول               .      جفت بازي را تایید نمود                                     1500حضور باند                 

درصد تشابه توالی هاي بلاست شده با توالی هاي موجود در                                                                           

.      نشان داده شده است                              NCBIباکتري هاي دیگر در پایگاه                                           

بیشترین درصد تشابه به عنوان جنس و گونه باکتري تعیین                                                                               

. گردید     

 باکتري           13نشان داد که از مجموع                                     16S rRNAآنالیز توالی ژن                   

متعلق به            %)      61/5(  سویه             8،     آسپاراژیناز           -Lتولیدکننده آنزیم                        

 سویه به              1 و        سودوموناس         %)      15/4( دو سویه             باسیلوس،            جنس       

  ، %)  Zobellella    )  (7/7( زوبللا           هر کدام از جنس هاي                                            

اسنیتوباکتر           و             ، %)  Oceanimonas (   )  7/7( اوشنیموناس                  

 )Acinetobacter (   )  7/7      (%           همچنین این توالی ها                         .     تعلق داشت  

).  1جدول      (  ثبت گردیدند              NCBIدر پایگاه داده هاي ژنی                        

 که داراي حداکثر                           PG_01 سویه       سودوموناس          نوکلئوتید                701

هاي     سودوموناس              درصد به                99فعالیت آنزیمی بود، به میزان                                         

.  شباهت داشت           NCBI  موجود در        

بحث   

در مطالعه حاضر سویه هاي باکتریایی از نمونه هاي آب دریا                                                                                

  13از میان آن ها                         .     و رسوبات خلیج فارس جداسازي شدند                                             

آسپاراژینازي به وسیله روش                                         -Lسویه با بیشترین فعالیت                                    

.   شناسایی گردیدند                  16S rRNAمولکولی آنالیز ژن                 

آنزیم هاي میکروبی نسبت به آنزیم هاي مشتق شده از منابع                                                                               

گیاهی و جانوري مزیت هایی دارند که از آن جمله می توان به                                                                                   

تنوع فعالیت هاي کاتابولیکی، هزینه ارزان تر، منابع فراوان،                                                                                     

.   مستمر و حتی کمیت و پایداري نسبتاا بیشتر آن ها اشاره نمود                                             ً                                    

باکتري هاي دریازي آنزیم هاي متفاوتی را بر اساس زیستگاه و                                                                                

آسپاراژیناز                 -L).      17( ساختار اکولوژي شان تولید می کنند                                                      

آنزیمی است که در درمان بدخیمی هاي چند اندامی به کار                                                                                 

از این آنزیم براي درمان سرطان و هم چنین در صنایع                                                                      .     می رود        

غذایی براي کاهش غلظت آکریلامید استفاده می شود                                                                                

).    18 و    4( 

در این مطالعه از نمونه هاي جمع آوري شده آب و رسوبات                                                                                 

 کلنی از آب                   35به طوري که                  .      کلنی جداسازي گردید                         181دریا        

این یافته نشان                    .      کلنی از رسوبات جداسازي شد                                        146دریا و            

می دهد که باکتري هاي بیشتري از رسوبات نسبت به آب دریا                                                                               

با توجه به این که رسوبات دریا حاوي                                                  .     جداسازي گردیده است                      

ذخیره وسیعی از کربن ارگانیک، شیبی از غلظت اکسیژن و مواد                                                                             

غذایی آلی و غیرآلی می باشند، در واقع ترکیبی را فراهم                                                                                        

می کنند که کنام ویژه اي براي میکروارگانیسم هاي متفاوت                                                                               

بنابراین تعداد بیشتر باکتري هاي جداشده از                                                           ).      13( می باشد             

. رسوبات نسبت به آب دریا امري منطقی به نظر می رسد                                               

در مطالعه حاضر، به منظور جداسازي باکتري هاي تولیدکننده                                                                            

 استفاده            M9آسپاراژیناز از محیط کشت اختصاصی                                                   -Lآنزیم         

آسپاراژین به                -Lدر این محیط کشت با توجه به اینکه                                                      .     گردید     

عنوان تنها منبع نیتروژن به کار می رود، فقط باکتري هایی که                                                                                       

از    .     آسپاراژیناز هستند، رشد می کنند                                            -Lقادر به سنتز آنزیم                              

 سویه که              13آسپاراژیناز،                    -L سویه تولیدکننده آنزیم                                  57میان        

بیشترین فعالیت آنزیمی را نشان داده بودند، با استفاده از روش                                                                                   

حرکتاکسیدازسیتراتاوره آزایندولکاتالازرنگ آمیزي گرمسویه باکتري

+++--+-باسیل، PG_01 سویهسودوموناس

+----++باسیل، PG_02 سویه باسیلوس

+-+--++باسیل، PG_03 سویه باسیلوس

++---+-باسیل، PG_06 سویه زوبللا

++---+-باسیل، PG_10 سویهاوشنیموناس

  --+--+-کوکسی، PG_14 سویه اسنیتوباکتر

خصوصیات مورفولوژي سلولی و برخی از تست هاي بیوشیمایی باکتري هاي شناسایی شده: 2جدول 
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شناسایی به              .     شناسایی شدند                  16S rRNAمولکولی آنالیز ژن                             

وسیله ویژگی هاي مورفولوژیکی، فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی                                                                       

امروزه با             .     دشوار، زمان بر و در برخی موارد نامطمئن است                                                                  

مولکولی، روش مولکولی آنالیز ژن                                                -توسعه علوم سلولی                      

16S rRNA                                                                     ابزار مهمی براي شناسایی صحیح  و طبقه بندي

  ).  19( باکتري ها می باشد                   

در سال          و همکاران               )     Kumari( در مطالعه اي که توسط کوماري                                       

هاي تولید کننده                     اکتینومایست               در هند انجام شد، از میان                                          2012

آسپاراژیناز، سویه اي که داراي بیشترین فعالیت                                                                      -Lآنزیم         

 به       16S rDNAآنزیمی بود بر اساس آنالیز توالی نوکلئوتیدي                                                              

WS3/1 سویه                       استرپتومایسس گریسئولوتس                               عنوان               

 )Streptomyces griseolutes WS3/1     (            این سویه            .     شناسایی شد

).    20(  بود          استرپتومایسس             درصدي به جنس                       99داراي شباهت                 

 در       2011و همکاران در سال                          )     Ebrahiminejad( ابراهیمی نژاد                   

ایران، نیز باکتري هاي نمک دوست تولید کننده آنزیم                                                                                  

L-                                                                   آنها      .     آسپاراژیناز را از دریاچه مهارلو جداسازي کردند

بیشترین فعالیت آنزیمی را نشان                                           همچنین باکتري هایی که                                   

 شناسایی              16S rDNAدادند، بر اساس آنالیز توالی نوکلئوتیدي                                                      

).  21( نمودند        

 سویه باکتري شناسایی شده در تحقیق حاضر،                                                                 13از میان               

 سویه         سودوموناس          در           IU    1/6بیشترین فعالیت آنزیمی با                                        

PG_01                 اما فراوان ترین باکتري شناسایی شده در                                                   .      مشاهده  شد

این     .      تعلق داشت              باسیلوس        درصد به جنس                      61/5این مطالعه با                     

 بود        IU      0/73 تا     IU    0/21باکتري داراي فعالیت آنزیمی بین                                              

در حقیقت تشکیل آندوسپور و توزیع هوایی اسپور                                                       ).    1جدول        ( 

ها در این جنس و نیز توانایی به کارگیري محدوده وسیعی از                                                                                  

منابع کربن، دلیل فراوانی آن ها را در زیستگاه هاي متفاوت                                                                                     

و   )     Ebrahiminejad( در مطالعه ابراهیمی نژاد                                   .     روشن می کند               

 سویه         23 باکتري جدا سازي شده،                                         32همکاران، از میان                            

%)    34/4(  سویه           11 بودند و                باسیلوس       متعلق به جنس                      %)        71/9( 

همچنین        .     از آن ها توانایی تولید آنزیم آسپاراژیناز را داشتند                                                                        

 بیشترین            BCCS 034نتایج آنها نشان داد که باسیلوس سویه                                                         

).  21( آسپاراژیناز خارج سلولی را داشته است                                     -Lفعالیت آنزیم              

 هند، باکتري هاي                               در       و همکاران                 ) Kushwaha( کوشواها             

.   جداسازي کردند               از خاك            آسپاراژیناز را                        -Lتولیدکننده آنزیم                      

داراي بیشترین میزان                               ) Bacillus subtilis( باسیلوس سوبتلیس                       

این نتایج  با نتایج به دست آمده در                                                          ).      26( بود       فعالیت آنزیم                  

 ها در زیستگاه هاي                                باسیلوس       مطالعه حاضر از نظر فراوانی                                            

. متفاوت هم خوانی دارد                    

 سویه را از خاك                               15و همکاران در هند،                                 )     Singh( سینگ        

 سویه توانایی تولید آنزیم                                     4از این میان                       .     جداسازي نمودند                

L-                                     باکتري هاي مولد آنزیم                                       .     آسپاراژیناز را داشتند

L-                                                            باسیلوس          آسپاراژیناز شناسایی شده متعلق به جنس هاي    ،

و   )     Kamble( کمبل        ).      22( بودند                  سودوموناس            و پروتئوس                 

همکاران نیز در هند، از نمونه هاي جمع آوري شده خاك                                                                                   

مزرعه، خاك نمک زار و آب، باکتري هاي تولیدکننده آنزیم                                                                              

L-                                      باکتري شناسایی شده                           11از      .     آسپاراژیناز را جداسازي کردند 

  باسیلوس،        دو سویه به                   سودوموناس،                 در مطالعه آنها، سه سویه به                                    

  اشریشیا کلی، ائروموناس                          و سه سویه دیگر                         سراشیا             دو سویه به              

).    23( تعلق داشتند              پروتئوس          و 

سودوموناس اوالیس                  و همکاران در مصر، باکتري                                      )     Foda( فودا        

   )Pseudomonas ovalis (                                         این     .     را از خاك جداسازي کردند

آسپاراژیناز داشت                      -Lباکتري توانایی بالایی در تولید آنزیم                                                         

،   سودوموناس         از آنجایی که باکتري هاي متعلق به جنس                                                          ).      24( 

داراي تنوع ژنتیکی و فیزیولوژیکی زیادي هستند، توانایی تولید                                                                              

به همین دلیل آنها از                              .     آنزیم هاي برون سلولی متنوعی را دارند                                                  

فعالیت آنزیمی بالایی در اکثر مطالعات برخوردار می باشند                                                                               

  اوشنیموناس           و          PG_06 سویه             زوبللا      در مطالعه حاضر                             ).  25( 

.    داراي فعالیت آنزیمی بالایی بودند                                PG_10سویه      

آسپاراژیناز توسط                        -Lبر اساس مطالعات ما تاکنون تولید آنزیم                                                       

 گزارش نشده است و پژوهش ما اولین                                                      زوبللا     اعضاي جنس               

.   می باشد             آسپاراژیناز توسط این جنس                                  -Lگزارش تولید آنزیم                         

با توجه به این که آنزیم باکتري هاي متفاوت داراي ویژگی هاي                                                                                 

 سویه         زوبللا     می توان             ،     بیوشیمیایی و سرولوژیکی مختلفی هستند                                           

PG_06                                                    نزیم          آ  را به عنوان منبع جدیدL-                 آسپاراژیناز

.   معرفی نمود          
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نتیجه گیري            

خلیج فارس، به ویژه رسوبات آن، منبع مناسبی براي                                                                                    

.   آسپاراژیناز می باشند                          -Lجداسازي باکتري هاي مولد آنزیم                                             

  و  سودوموناس، باسیلوس                                   علاوه بر اعضاء جنس هاي                                       

نیز تولید کنندگان مناسبی                                  زوبللا         ، اعضاء جنس                     اوشنوموناس          

. براي این آنزیم می باشند                       

تشکر و قدردانی                

معاون محترم پژوهشی و مرکز                                               نویسندگان این مقاله از                                  

تحقیقات پزشکی مولکولی دانشگاه علوم پزشکی هرمزگان                                                                        

به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش کمال                                                                              

.  امتنان را دارند                
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Abstract

Background and Objectives: L- asparaginase is an anti-neoblastic agent used in the chemotherapy 

of acute lymphoblastic leukemia. This enzyme is widely distributed among microorganisms and 

animals. Microorganisms have proved to be a better alternative for L- asparaginase. The 

objective of this study was isolation and molecular identification of L- asparaginase producing 

bacteria from Persian Gulf.

Material and Methods: In this study, samples were collected both water and sediments of Persian 

Gulf. An screening culture was performed on M9 in order to isolate the L- asparaginase 

producing bacteria. Next, after preparation of bacterial cell free suspension, the L- asparaginase 

activity was measured by Colorimertic method. Among producing L- asparaginase strains 13

isolates with high L-asparaginase activity were selected and their phylogeny were detected based 

on nucleotide sequence of 16S rRNA gene.

Results: Totally, 57 isolates out of 181 achieved bacterial colonies were able to produce 

L- asparaginase. Based on 16SrRNA analysis, these 13 chosen isolates with high L-asparaginase 

producing ability belonged to Bacillus spp. (8 isolate, 61.5%), Pseudomonas spp. (2 isolate, 

15.4%), Zobellella spp. (1 isolate, 7.7%), Oceanimonas spp. (1 isolate, 7.7%) and Acinetobacter 

(1 isolate, 7.7%). The highest and lowest L- asparaginase productivity was measured in  

Pseudomonas sp. PG-01 with 1.6 IU and Acinetobacter sp. PG-14 with 0.07 IU, respectively. 

Conclusion: Some marine bacterial strains isolated from Persian Gulf are potential source of 

L- asparaginase enzyme. Pseudomonas sp. PG-01 is especially useful for commercial production 

of this enzyme. In this study, the ability of Zobellella spp. for production of L- asparaginase is 

reported for first time. 
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