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 Bacillus subtilisدر  ΙΙ  Escherichia coliآسپاراژیناز-Lکردن ژن آنزیم مطالعه و ارزیابی کلون

1، بهناز برزمینی1حمید حسینیان
  

 دانشگاه آزاد واحد دامغان، بخش میکروبیولوژی .1

 

 چکیده

این آنزیم از منابع . دارد (ALL)ثری در درمان لوسمی لنفوبلاستیک کاربرد مؤ ΙΙ آسپاراژیناز-ال :سابقه و هدف

های نرمال، های سرطانی برخلاف سلولسلول. شودداروی ضدسرطان عرضه میعنوان صورت تجاری بهباکتریایی جدا شده و به

آسپارتات و -آسپاراژین به ال-ال ΙΙ (E.C. 3.5.1.1) آسپاراژیناز-ال کارگیریصورت بهآسپاراژین دارند، در -نیاز شدیدی به ال

-کردن ژن الهدف از این پژوهش، کلون. شودهای سرطانی منجر میشود که در نهایت به تخریب سلولآمونیوم تبدیل می

 .گرفتجهت تولید انبوه این آنزیم انجام  B. subtilis در ΙΙ E. coliآسپاراژیناز 

قطعه تکثیر یافته و شاتل  .جدا گردید E. coliBL21 از PCR با روش ΙΙ (ansB) آسپاراژیناز-ژن ال :هامواد و روش

و شاتل وکتور بیانی  PCR یواکنش اتصال بین قطعه. هضم شد HindΙΙΙ ،BamHΙهای توسط آنزیم pMR12 وکتور بیانی

 E. coliJM101سرد به CaCl2 شوک با ی بعد، وکتور نوترکیب با روشمرحلهدر  .برش خورده با روش استاندارد انجام گرفت
 .با روش شیمیایی انتقال یافت B. subtilisدر نهایت به میزبان . ترانسفورم شد

 PCRجدا و توسط تجزیه و تحلیل آنزیمی محصول  E. coliBL21از  PCRوسیله به ansBدر این مطالعه، ژن  :هایافته

 1047گردید و وجود ژن  کلون E. coliسپس وکتور نوترکیب ابتدا در . کلون شد pMR12یید گردید و در شاتل وکتور بیانی تأ

bp  با تجزیه و تحلیل آنزیمی و واکنشPCR یید شد به دنبال آن داخل تأB. subtilis  کلون شد و استخراج پلاسمید انجام

 .یید گردیدصورت صحیح، مقایسه و تأبه ansBدارای ژن  pMR12گرفت و با باند شاتل وکتور بیانی 

 این. شد کلون B. subtilisرا در  ansB ژن pMR12در این تحقیق با استفاده از شاتل وکتور بیانی  :گیرینتیجه

 .است B. subtilisدر  ansBمطالعه، اولین گزارش کلونینگ ژن 

 .E. coli، B. subtilis، کلونینگ، ΙΙ ،pMR12 آسپاراژیناز-ال :کلمات کلیدی

 مقدمه

در  (E.C.3.5.1.1 amidohydrolase)آسپاراژیناز -آنزیم ال

این  .(16) رودمی کاربه حاد لنفوبلاستیک درمان لوکمیای

  ملکولی - سلولی بیوتکنولوژی های تازه  

1131دوره چهارم، شماره شانزدهم، پائیز    

 حسینیان حمید :مسئول  سندهینو
 Hamid.hos83@yahoo.com:  یکیالکترون پست

 31/50/33: تاریخ دریافت مقاله
 33/50/31: تاریخ پذیرش مقاله
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 و آسپاراتات-ال به و کرده دآمینه را آسپارژین -L آنزیم

 (.1،3،66) کندمی هیدرولیز آمونیوم

 

L-aspargine+H2O                L-aspartate + 

ammonia 

ا و ههای جانوری، گیاهان، باکتریدر بافت ΙΙ آسپارژیناز – ال

 پستانداران، میان در (.4) در سرم جوندگان دیده شده است

 ضدتوموری توجه قابل فعالیت دارای هندی خوکچه سرم تنها

 هایسویه از برخی دادند نشان Wristonو  Mashburn .است

-ال و داده نشان خود از آسپاراژینازی فعالیت اشریشیاکولی

 دارای خوکچه سرم مشابه ،E. coli از شده خالص آسپاراژیناز

این های با توجه به ویژگی. (61،1) است ضدتوموری خواص

-ال. را در دو گروه اصلی تقسیم کردتوان آن آنزیم می

سیتوپلاسمی بوده و میل ترکیبی  Ι (ansA) آسپاراژیناز نوع

درون سلولی پائینی برای آسپاراژین دارد و به عنوان آنزیم 

پلاسمی بوده و  پری ΙΙ (ansB)که نوع شود؛ در حالیمطرح می

میل ترکیبی بالایی برای آسپاراژین دارد و در پاسخ به کمبود 

 Ιبرخلاف نوع  ΙΙآسپاراژیناز نوع -ال. شودنیتروژن ترشح می

توموری شود و دارای ویژگی ضدهوازی بیان میدر شرایط بی

آسپاراژیناز نوع -ال فعالیت بیشترین(. 1،،6،،1) بالایی است

ΙΙ گراد ودرجه سانتی  14 تا 44 دمای در pH  تا 1بین ، 

 نیز گرادسانتی درجه 614 دمای تا موارد برخی در و است بوده

 در آنزیم این که است موضوع این دهندهنشان که دارد فعالیت

 سرطانی هایسلول. (،) است پایدار pH و دما از وسیعی طیف

 درون در آسپاراژین اسیدآمینه سنتز توانایی فاقد خون

 آسپاراژین هاسلول این رو، این از. هستند خود سیتوپلاسم

 مینخون خود تأ سرم را از هاپروتئین سنتز جهت نیاز مورد

 آسپاراژین سنتز به قادر طبیعی هایسلول مقابل، در. کنندمی

 در آسپاراژیناز از استفاده دلیل. هستند خود سیتوپلاسم در

 هایسلول بین بنیادی تفاوت همین نیز خون سرطان با مبارزه

 میزان آسپاراژیناز، تزریق هنگام. است طبیعی و سرطانی

 شرایط در سرطانی هایسلول و یافته کاهش سرم آسپاراژین

-سلول که در این صورت رشد گیرندمی قرار آسپاراژین کمبود

 شودآن می مرگ به منجر حتی یا و شده متوقف های سرطانی

(1،،6،،1.)  

آسپاراژیناز، -کننده در درمان با المحدودهای از فاکتور

های آلرژیک حساسیت بالا است که محدوده آن از واکنش

چنین هم(. 63،1) باشدملایم تا شوک آنافیلاکتیک می

آسپارژین -ی الهیدرولیز کننده ΙΙهای کلاس بسیاری از آنزیم

گلوتامین عوارض -گلوتامین بوده که در صورت تجزیه ال-و ال

اختلالات  های عصبی، هپاتیت وجانبی شدید مانند واکنش

ر شد که در اگرچه باید این را یادآو. کنندبالینی ایجاد می

و   Escherichia coliجملههای گرم منفی از برخی از باکتری

Erwinia carotovora، آسپارژیناز تمایل بیشتری برای -ال

 گلوتامین را دارند - نسبت به ال آسپارژین-هیدرولیز ال

-هدف این پژوهش کلون کردن ژن آنزیم ال(. 11،16)

سویه  B. subtilisدر  E. coliBL21از  (ansB)آسپاراژیناز 

WB600  با استفاده از شاتل وکتور بیانیpMR12 باشدمی. 

 هامواد و روش

و شاتل وکتور  WB600سویه  B. subtilisدر این مطالعه، 

مورد اهدایی از طرف دکتر مجید مقبلی  pMR12بیانی 

 .Eو  E. coliBL21 های همچنین ایزوله. ستفاده قرار گرفتا

coliJM101  ستیتو پاستور یکلکسیون میکروبی اناز تهیه شده

در محیط مغذی  E.coli BL21 سویه. گردیداستفاده  ایران

(LB)Luria Bertani  گرم  64، گرم عصاره مخمر ،که حاوی

لیتر آب  6گرم آگار به حجم  61، گرم کلرید سدیم 64، پپتون

راد به گدرجه سانتی ،3ده شده و در دمای کشت دا ،مقطر

پس از رشد و جداسازی . اری شدگرماگذساعت  14مدت 

ها توسط کروموزومی باکتری DNAها از محیط کشت، سلول

-وربا دست (,Germany Roche)ژنومیک  DNAکیت استخراج 

مطابق  PCRواکنش  .(11) العمل شرکت سازنده استخراج شد

های استاندارد و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی با روش

 aag ctt ATG´5بازی با ترادف Fکه پرایمر  ansBبرای ژن 

GAG TTT TTC AAA AAG A3´ (bp1، ) و پرایمرR  با

 gga tcc TTA GTA CTG ATT GAA GAT´5بازیترادف

CTG3´ (bp1، )طراحی و توسط شرکت سیناژن سنتز گردید .

 R و پرایمر HindΙΙΙدارای جایگاه برش برای آنزیم  Fپرایمر 

ها با حروف جایگاه) BamHΙدارای جایگاه برش برای آنزیم 

 4،با حجم نهایی  PCRواکنش . بود( کوچک مشخص است

 Pfuواحد آنزیم  PCR mix ،1میکرولیتر  34: میکرولیتر شامل

(Korea GeneAll,) یک میکرولیتر از هر پرایمر و یک ،

در  PCRواکنش . الگو انجام گردید DNAمیکرولیتر از نمونه 

دقیقه واسرشت اولیه در  ،دستگاه ترموسایکلر با شرایط دمایی 

چرخه شامل واسرشت شدن در دمای  ،3و  C°14دمای 

C°14  به مدت یک دقیقه، اتصال در دمایC°،1  به مدت یک

به مدت یک دقیقه و در  C°،1دقیقه، طویل شدن در دمای 

دقیقه  64به مدت  C°،1شدن نهایی در دمای نهایت طویل

L-asparaginase 
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 ,Merk)درصد  6محصول روی ژل آگارز . انجام شد

Germany)، محصول  .حاوی اتیدیوم بروماید الکتروفورز گردید

PCR سازیبا استفاده از کیت خالص Vivantis Nucleic 

Acid Extraction Kit وسیله آنزیمسپس به .سازی شدخالص-

 ,United States)، (Korea, Enzynomics BamHΙ)های 

Fermentas HindΙΙΙ FastDigest)،  شاتل وکتور بیانی

pMR12  و محصولPCR  را برش داده و توسط آنزیم(Korea 

(Enzynomics, T4 DNA Ligase واکنش اتصال ،(Ligation) 

شاتل وکتور بیانی  ng144و  PCRمحصول  ng144بین 

pMR12 سپس محصول . انجام شد( 11) طبق روش استاندارد

 E. coliJM101سرد به  CaCl2شوک با  الحاق شده با روش
 LBاز مخلوط را روی محیط کشت  µl644. ترانسفورم شد

Agar سیلین حاوی آمپیµl/ml)644) (Sigma, USA)  کشت

های رشد یافته انجام استخراج پلاسمید از کلنی. داده شد

براساس اندازه  ansBهای مورد نظر حامل ژن گرفت و کلنی

های تحدیدی انتخاب تحلیل با آنزیمها روی ژل، تجزیه و آن

شاتل  ansB ،µl8حامل ژن  B. subtilisجهت تهیه . شدند

حامل ژن با روش شیمیایی  pMR12وکتور بیانی 

(OptimizedTransformation Buffer) به B. subtilis 

WB600 سپس . ترانسفورم شدµl644  سوسپانسیون از

 (کانامایسین)واجد   LB Agar ترانسفورم، بر روی پلیت

(10μg/ml )پلیت. ای خم استریل پخش شدی شیشهبا میله 

 .درجه انکوبه شد ،3ساعت در دمای  68به مدت 

 نتایج

بعد از جداسازی  .E. coliJM101در  ansBکلون کردن ژن 

DNA  کامل باکتریE. coliBL21 با استفاده از پرایمرهای ،

دست به( 6شکل ) kb6انجام شد و باند  PCRطراحی شده، 

و  kb4/4دو باند  PstΙتوسط آنزیم  PCRباهضم محصول . آمد

kb1/4  بر اساس نمودار ژن (. 1شکل)حاصل شده است

انتقال . یید کردرا تأ PCRو باندهای حاصله، محصول ( 3شکل)

و شاتل وکتور بیانی  PCRواکنش اتصال بین محصول 

pMR12  روی پلیتو کشت LB Agar  سیلین، آمپیواجد

کلنی، انتخاب و کشت  ،. تعداد بسیار زیاد کلنی رشد کردند

نمونه دارای  1داده و از آنها استخراج پلاسمید گردید؛ 

نمونه  1بر روی این . های با اندازه مورد نظر بودندپلاسمید

زمان طور همبه HindΙΙΙ ،BamHΙهای واکنش هضم با آنزیم

با توجه (. 4شکل)ردیدند ها الکتروفورز گگذاشته شد و نمونه

صورت نمونه به 1های هضم، ژن در به نتایج حاصل از واکنش

 .قرار گرفته است pMR12صحیح داخل شاتل وکتور بیانی 

 

 PCRمحصول  .6شکل 

M: مارکر (1Kb DNA ladder) 

 PCRمحصول  :6

 

 PCRمحصول هضم آنزیمی  .1شکل 

M: مارکر (1Kb DNA ladder) 

 PstΙبا آنزیم  PCRهضم آنزیمی محصول  :6
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a

b 

 pMR12پلاسمید  ،ansBنمودار ژن .3شکل 

a.  نمودار ژنansB:  ژنansB  با اندازهbp644،  که جایگاه

PstΙ  در دو ناحیه ژن قرار دارد که این ژن را به سه قسمت

بر روی ژن  HindΙΙΙ، BamHΙهای کند و جایگاهتبدیل می

 .اندقرار گرفته

b. نقشه ژنتیکی ناقل بیان کنندهpMR12. 

 

 پلاسمید واکنش هضم آنزیمی .4شکل

 HindΙΙΙ، BamHΙهای با آنزیم 6هضم نمونه :6

M: مارکر(1Kb DNA ladder) 

 HindΙΙΙ، BamHΙهای با آنزیم 1هضم نمونه :1

پلاسمید نوترکیب با  .B. subtilisدر  ansBکلون کردن ژن 

پس از . ترانسفورم شد B. subtilis WB600روش شیمیایی به 

از تمام . کلنی بر روی محیط رشد کردند 1ساعت تعداد  68

ها استخراج پلاسمید صورت گرفت و با باند شاتل وکتور نمونه

 صورت صحیح، مقایسه شدندهب ansBدارای ژن  pMR12بیانی 

 (.،شکل)

 

یک کلنی و  1های پلاسمیدی استخراج یافته از نمونه .،شکل

 .پلاسمید نوترکیب به عنوان کنترل مثبت در کنار مارکر قرار دارد

 بحث

 صورت تجاری در درمان لوکمیایآسپارژیناز به-ال تولید آنزیم

آنزیم آسپاراژیناز . لنفوبلاستیک انقلابی بزرگ پدید آورده است

، Proteus vulgaris (68)از منابع متعددی مانند باکتری 

Acinetobacter calcoaeticu (61) ،Mycobacterium bovis 

(14) ،Yersinia pseudocola (6)( 13) ایهای رشته، قارچ

توموری ها فعالیت ضدگردیده است، اما آنزیم حاصل از آنجدا

 .Eدر حال حاضر آسپاراژیناز تولید شده توسط (. ،1) ندارند

coli  وE. carotovora ی لنفوبلاستیک برای درمان لوکمیا

های دریافت کننده پلاسمید کلنی(. ،،64) رودکار میحاد به

عادی، آسپاراژیناز بیشتری را های نوترکیب در مقایسه با سویه

 و بودن زاغیربیماری سبب به B. subtilis(. 8)کنندتولید می

 به داخل محیط کشت پروتئین زیاد مقادیر توانایی ترشّح
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و  B. subtilis)های تجاری توسط از پروتئین% 14تولید )

ونویسی، ترجمه و ایجاد منظور رداشتن اطلاعات کافی به

 به های ترشحیبعدی پروتئین و در پی آن مکانیسمساختار سه

-می محسوب ژن بیان و کلون برای خوب میزبان یک عنوان

 از زیادی تعداد ،B. subtilis در ژن کردن کلون برای. شود

 دلیلدر برخی موارد به(. 61،64) اندشده ساخته وکتورها

اولیه  میزبان عنوان به B. subtilis ترانسفورم پایین فراوانی

 پلاسمید یک کمک به کلونینگ، آغازین بهتر است مراحل

 نوترکیب پلاسمیدهای سپس و شود هدایتE. coli  در شاتل،

سیگنال پپیتید ژن . (14) داده شود انتقال B. subtilis به را

 .Bتواند به عنوان سیگنال پپتید در می  E. coliآسپارژیناز 

subtilis  شاتل توسط کلونینگ حاضر مطالعه در. گردداستفاده 

 .گرفت انجام B. subtilis در pMR12 بیانی وکتور

در درمان مولکولی لوکمی، پیشرفت  ΙΙ آسپاراژیناز-آنزیم ال

در حال حاضر این آنزیم از . استای داشته قابل ملاحظه

صورت تجاری به عنوان جداسازی و به  E. coliهای باکتری

. شودتولید می( لوکمی لنفوبلاستیک حاد)سرطان داروی ضد

دست آمده در این مطالعه در راستای ایجاد هبنابراین نتایج ب

-، میΙΙ آسپاراژیناز-با قابلیت بیان بالای ال میزبان نوترکیب

گامی بزرگ در مسیر افزایش تولید این آنزیم در صنعت  تواند
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