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مولکولی - سلولی بیوتکنولوژی های تازه مجله
1396 زمستان - نهم و بیست شماره هشتم، دوره

توسطبهينه لينكومايسين توليد درStreptomyces lincolenesis PTCC 1629سازي
آزمايشگاهي شرايط

لزومي* قاسميزهرا فائزي محمد زاده،، عيسي خسرو

آزاد دانشگاه پایه، علوم دانشکده میکروبیولوژی، ایرانگروه لاهیجان، لاهیجان، واحد اسلامی

چكيده
هدف و جزء:سابقه میهایترکیبلینکومایسین آمید بهلینکوز که دارایباشد معمول لینکوز6اکسیدی8و6طور اکتوز آمینو

است توسط.آمین لینکومایسین تولید سازی بهینه مطالعه این از PTCC 1629هدف لینکولنسیس روشاسترپتومیسس از استفاده با
بودهک زمان یك در فاکتور یك طراحیلاسیك استآزمایشهاو .بوده

روش و معدنی:هامواد و آلی نیتروژن و کربن منابع سازی بهینه ابتدا تحقیق این زماندر یك در فاکتور یك تغییر روش توسط
پذیرفت طراحی.انجام روش توسط تولید بهینه شرایط گرفتهایآزمایشسپس شدهبیوتیکیآنتیفعالیت.انجام ازتولید استفاده با

استانداردسویه شدهای .انجام
ب:هایافته نشانهنتایج آمده بهداددست پتاسیم نیترات و گلوگز مناسبکه لینکومایسینترتیب تولید برای نیتروژن و کربن منابع ترین
لینکولنسیستوسط توسطباکتری.هستندPTCC 1629استرپتومیسس شده تولید لینکومایسین به مثبت گرم استرپتومیسسهای

سویهحساسPTCC 1629لینکولنسیس ولی آنتیاند، این به آزمایش مورد منفی گرم میهای مقاوم .باشندبیوتیك
نتایج:گیرینتیجه میزانبهبراساس در پتاسیم نیترات نیتروژن منبع و گلوکز کربن منبع آمده، آنتیدست اثرتولید بهترین بیوتیك

نمی تولید میزان بر مهمی اثر آزمایش مورد نیتروژن و کربن منابع سایر اما دارند، .گذارندرا
بهینه:كليديهايواژه زمانStreptomyces lincolenesis PTCC 1629سازی،لینکومایسین، یك در فاکتور یك ،

مقدمه
بهاسترپتومیسس مهمها اکتینومیستعنوان گروه ازترین ها

مهم متابولیتمنابع ثانویهتولیدکننده آنتیهای وبیوتیك، ها
لیآنزیم کنندههای میز از.شوندمحسوب درصد09بیش

باکتریهایترکیب این از فعال کهبیولوژیکی شده استخراج ها
داروسازی،کاربرد در اساسی محیطصنعت،های و کشاورزی

دارند از.زیست استرپتومیسس57بیش تولیددرصد به قادر ها

هستندآنتی شده.(1،33)بیوتیك استخراج آنمواد داز ارایها
انگلی ضد ضدقارچی، ضدباکتریایی، وخواص ضدویروسی ،

هستند .(42)ضدسرطانی

آن از دارندبعضی سرطانی ضد خاصیت آن؛ها اثر هازیرا
سلولبیش روی استتر هستندهایی سریع تقسیم حال در که
به باکتریو دلیل سلولهمین و سازندهها که استخوان مغز های

گویچهگویچه و خون سفید میهای خون قرمز وهای باشند
سلولهم آنتیچنین مقابل در سرطانی هابیوتیكهای

بیش دارندحساسیت .(31،48)تری
گروه از عضوی عنوان به شیمیایی لحاظ به لینکومایسین

میهایبیوتیكآنتی گرفته نظر در ویژگییك.شودلینکوزآمید
در مولکولمعمول آنتیاین حضورهای دی-8و6بیوتیکی

نام)گالاکتواکتوپیرانوزید-a-D-اریترو-D-تیو-3-دئوکسی با

:مسئولسندهينو
واحد اسلامی آزاد دانشگاه پایه، علوم دانشکده میکروبیولوژی، گروه

لاهیجان
z-lozomi@yahoo.com:یکیالکترونپست

دریافت 49/0/3106:تاریخ
پذیرش 9/21/2991:تاریخ

1397 تابستان - یکم و سی شماره هشتم دوره

الضدسرطایهانزیمآهتولیدکنندهایاکسترموفیلشناسایی الگلوتامینا-ن و -ز
از نیجارلامبگرآچشمهآسپاراژیناز

رستاقی2 اسماعیلی احمدرضا فرهمند1*، مهناز نورمحمدی1، الهام

ایران.1 تهران، شرق، تهران واحد اسلامی، آزاد دانشگاه شناسی، زیست گروه
انس.2 شناسی، انگل ایرانبخش تهران، ایران، تیتوپاستور

چکیده
هدف: و بفراوانسابقه برای منابع آنزیمهترین آوردن بیشدست پایداری قابلیت با ترباکتریتر،ها سال.هستندموفیلهای هایدر

ال ب-اخیر میکروبی گستهآسپاراژیناز سرطانردهطور درمان در گرفتهای قرار استفاده مورد انسانی امروهای بهاست. کزه زیاددلیل اربرد
میگ-ال استفاده ایدز بیماری و لنفوبلاستی حاد لوسمی درمان در آن از پزشکی صنعت در مطالعگردد.لوتامیناز حاضر،هدف لگریغرباه

باسویه جدید ترموفیل آنزیمهای تولید القابلیت والگلوتامین-های بود.-از آسپاراژیناز
روش و آبگچشها:مواد برممه باکتریهلاریجان جداسازی محل تستعنوان و کشت شد. انتخاب ترموفیل مورفولوژیههای وای کی

شد. انجام سویهبیوشیمیایی، بهتمام باکتریایی الهای آنزیمی فعالیت بررسی الآسپاراژیناز-منظور رهبگلوتامیناز-و  (RPA)وشوسیله
M محیط شدند. شده9غربالگری الاصلاح الآ-حاوی و بگ-سپاراژین رد فنل و سویههلوتامین شدند. استفاده معرف هایعنوان

ب ژنهباکتریایی سکانس تعیین از 6RrRNAوسیله شدند.PCRبعد شناسایی
مجموعها:یافته شدن6در جداسازی لاریجان آبگرم چشمه از ترموفیل متعلقaسویه که باسیلوسد گونه فورمیسلبه بودند.یکنی

ال سویه-فعالیت در الLT-1,LT-2, LT-3, LT-4 ,LT -5هایآسپاراژیناز فعالیت شد. بگ-مشاهده باسیلوسهلوتامینازی وسیله
سویه ترموفیLT-1, LT-3, LT-5,LT-6هایلیکنیفورمیس سویه سه شد. الLT-1,LT-3,LT-5لتولید آنزیم تولید -باقابلیت

وال جداسازگلوتامیناز-آسپاراژیناز موفقیت شدند.با ی
محصولگیری:نتیجه بالای پتانسیل با منابع از یکی لاریجان آبگرم میهایچشمه که است میکروبی مفعنوانبهتواندمفید منبع یدیک

آنزیمهایمحصول همانند بیولوژیکی گیرد.متعدد قرار استفاده مورد ها
کلیدیواژه الباکتری:های ترموفیل، .ضدسرطانعاملآسپاراژیناز،-التامیناز،گلو-های

مقدمه

بیچشمه آبگرم ازهای یک هر دارند. وجود ایران در شماری
چشمه بهاین آبگرم درمانیهای خواص دارای خود .هستندنوبه

موردبه تحقیق این در که لاریجان آبگرم چشمه نمونه، طور
ب ، است قرارگرفته باهبررسی درمان کهآبعنوان شده شناخته

بیماری درمان انقباضبرای مفاصل، ورم : مانند هایهایی
مشکل آنفلوانزا، روماتیسم،هایعضلانی، تنفسی، سیستم

بیماریهایمشکل و خون استفادهگردش مورد پوستی های
)قرارمی میکروارگانیسماکسترموفیل.(2،1گیرد هستندها هایی

می رشد سخت بسیار شرایط در آنزیمکه و آنکنند هاهای
می نامیده ازاکسترموزیم یکی ومهمشوند. قابلیتترین

باکتریاکسترموفیل ترموفیلها هایباکتری.(6)هستندهای
آنزیم برای جداسازی منبع بهترین بهترموفیل مقاوم های

آن .هستندحرارت بالا دمای بر یاعلاوه اسیدی شرایط در ها
مقاوم هم شدید وبازی ویژگیند موردهمین شده سبب ها

گیرند قرار صنایع از بسیاری آنزیمبررسی.(22)توجه اهمیت
سال-ال در شد1956گلوتامیناز الآغاز یک-. گلوتامیناز

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
مسئول: نویسنده

تهران، شرق، تهران واحد اسلامی، آزاد دانشگاه شناسی، زیست گروه
ایران

الکترونیکی: farahmand90@yahoo.comآدرس
: دریافت 21/9/1396تاریخ
: پذیرش 2/10/1396تاریخ
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آنزیم آمیدوهیدرولاز است که نقش مهمی در متابولیسم 
که این آنزیم آنجایی از کند.های زنده ایفا میسلول نیتروژن در

گردد موجب می بدخیمهای سلول درحذف گلوتامین  عثبا
. (9،7) شودمیوابسته به گلوتامین  تومورهای تخریب سلول

عنوان یک آنزیم درمانی شناخته امروزه بهگلوتامیناز -آنزیم ال
و  ای داردگلوتامیناز فعالیت ضدسرطانی بالقوه -شده است. ال

-نیاک تجزیه میآمو چنین گلوتامین را به اسید گلوتامیک وهم
 ها،های مختلفی مانند باکتریمیکروارگانیسم .(19) کند

-به تولید ال ای قادرهای رشتهقارچ ها وکپک مخمرها،
 درمان گلوتامیناز در کاربردهای بالینی،-. الاست گلوتامیناز

 .(12) و در صنایع غذایی اهمیت بسیاری داردایدز  بیماری

در طبیعت توسط  آسپاراژیناز آنزیمی است که -ال
آسپاراژین را -گردد و اسیدآمینه الها تولید میمیکروارگانیسم

شکند. این آمونیاک را می اسید وجزء آسپارتیک به دو
 -آنزیم ال است.اسیدآمینه برای حیات سلول ضروری 

 Nآسپاراژیناز یک آنزیم آمیدو هیدرولازی است که تجزیه پیوند
کند که توسط هارا کاتالیز مینلیکوساکاریدهای گلیکو پروتئیگ 

آسپاراژیناز یک عامل مهم  -ال .(3شود )کد می AGA ژن
 های سیستم لنفاوی وشیمی درمانی برای بسیاری از بیماری

 .(5) شوداستفاده می لاستیک حادبونفلنفوم مانند لوسمی ل
توسط 1904آسپاراژیناز اولین بار در سال  -فعالیت آنزیم ال

 ش شد. بعد از گذشت چند سال ریستون وگزار  Longلانگ
عصاره  همکارش مشاهده کردند که آسپاراژیناز خالص شده از

 سلولی مانند سرم خوکچه هندی فعالیت ضد توموری دارد و
عنوان یکی از عوامل ضدسرطانی مورد توجه قرار هامروزه ب
هایی مانند: میکرو ارگانیسم .(4شود )استفاده می گرفته و
 ،4زانتوموناس ،3فوتوباکتریوم ،2، سودوموناس1آئروباکتر

آنزیم  توانایی تولید 7آسپرژیلوس ،6پروتئوس ،5استرپتومایسس
 .(15) هستندآسپاراژیناز را دارا  -ال 

های جداسازی و شناسایی گونه هدف از این تحقیق
-گلوتامیناز وآنزیم ال-اکسترموفیل تولیدکننده آنزیم ال

 در گلوتامیناز -ال است. م لاریجانآسپاراژیناز از چشمه آبگر
 در تواندمی آسپاراژیناز ال برای جایگزین یک عنوانهب یا ترکیب
 حاد لنفوبلاستی لوسمی خصوصهب سرطان برای آنزیم درمان
 چه هر تلاش در تحقیق این انجام ضرورت. باشد داشته اهمیت

 زیمآن کننده تولید هایباکتری از هاییگونه یافتن برای تربیش
-گونه به نسبت که است بوده گلوتامیناز- ال و آسپاراژیناز -ال

 سرولوژیکی هایویژگی دارای موجود منابع دیگر و مشابه های
 .باشد ترکم عوارض دارای و بوده بهتر

 هاروش مواد و

گرم آب از چشمه 23/8/1395مورخ  در ها:آوری نمونهجمع
 در .صورت گرفت بردارینمونه صبح 8ساعت  )رینه( لاریجان

املاح همراه با آب بود درون  این نمونه که شامل رسوبات و
گراد است درجه سانتی 65آب که  فلاسک ریخته شد تا دمای

از  cc  10مقدار به آزمایشگاه منتقل گردید.سپس کاهش نیابد 
دقیقه سانتریفیوژ  20مدت دور به rmp3000با آب چشمه 

 گردید. 

ژ برای رقت سازی )محیط کشت مایع بعداز مرحله سانتریفیو
 (Merck)عنوان بانکی از نمونه باشد از دو محیط(که به

NutrientAgar  و(Merck) Nutrient Broth  .استفاده شد 
وسیله هرسوب ته لوله ب های ترموفیل:جداسازی باکتری

 Seawater ندبود سی واترآگار که حاوی هاییسوآپ روی پلیت
Agar (Merck)خطی پر و زیگزاگ کشت داده شد. رتصوه، ب 
 گرادسانتی درجه 65ساعت در دمای  24- 48مدت ها بهنمونه

ها کشت چهار سازی کلونیمنظورخالصبه شدند. گرماگذاری
 هاای یا خطی انجام شد و بارها تکرار گردید تا تک کلونیمرحله

 حاصل شدند. 

 –ال  های ترموفیل تولید کننده آنزیمغربالگری باکتری
های جدا شده با آسپاراژینازی کلونی -فعالیت ال آسپاراژیناز:

گرم  10حاوی  M9 کشت اختصاصی محیط از استفاده
 4OP2KH 75، (سیناژن) گرم 20 ، آگار (Merck) آسپاراژین

)mol/L1 (لیترمیلی O7.MgS 2،  (Merck) گرم 0/
(Merck) ، گرم 6 لیتر،میلی 1000 مقطر آب 

 O2·HPN (Merck) ، Phenol red025/0 
(Merck)  ،10 20مالتوز لیتر میلی% (Merck) ،/ L) 
 2.CaC mol 1/0(1 لیترمیلی (Merck) ازانجام شد . 

دند روی آمده بو دستهب های کلونی که در سی واترآگارنمونه
 درجه 65دمای مناسب  در داده شد که این محیط کشت

کلونی باکتری بعد از  شدند شاخص رنگ دور انکوبه گرادسانتی
ترموفیل حاوی  یهاسویه. دهدرنگ می ساعت تغییر 48ا ت 24

 -آسپاراژیناز ، ال -با ترشح آنزیم ال  آسپاراژینازی-فعالیت ال
 -آمونیاک و ال هب در محیط کشت را آسپاراژین موجود

www.SID.ir

WWW.SID.IR
WWW.SID.IR


Arc
hive

 of
 S

ID

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره هشتم شماره سی و یکم - تابستان 1397 - الهام نورمحمدی و همکاران

31

 دلیل تغییر هب کلونی اطراف آسپارتات تجزیه کرده و در نتیجه

PH  ایجاد  رنگ صورتی هاله حضور معرف فنول رد محیط و
 شد.

-های ترموفیل تولیدکننده آنزیم الغربالگری باکتری
های جدا شده با گلوتامیناری کلونی-فعالیت ال :ازگلوتامین
 گرم گلوتامین 5 حاوی M9 صیاختصا کشت از محیط استفاده

(Merck)4 ،(سیناژن) گرم 20، آگارOP2KH 1 گرم 
(Merck)،o7.MgS 5/0 گرم (Merck)، آب مقطر 

 Phenol ، (Merck) گرم Nacl  5 /0 لیتر،میلی 1000
red5/2%(Merck) ، KCL(Merck) 5 /0لیتر در گرم 

 سنجیده شد.
 روی بوددست آمده هب آگار که در سی واتر های کلونینمونه از

 درجه 65دمای مناسب  در شد که کشت داده محیط، این
 انکوبه شدند.  گرادسانتی

رنگ  ساعت تغییر 48تا  24شاخص رنگ دورکلونی باکتری بعد از 
رتی صو ناحیه وسیلههگلوتامینازی دراین تحقیق ب فعالیت .دهدمی

 شد. ها مشخصکلونی رنگ اطراف
های کمک تستبه  :های ترموفیلشناسایی مقدماتی باکتری

 ،MRVP (Merck) ،SIM (Merck)بیوشیمیایی شامل: 

(Merck) TSI مقدماتی انجام  شناسایی احیای سیتراتو  ، حرکت
  گرفت.

های شناسایی تکمیلی سویه های:شناسایی تکمیلی باکتری
رسوبات چشمه آبگرم ازطریق آنالیز  جداشده از آب و

  انجام شد.  16SrRNAژن
 جفت بازی مربوط به ژن1500قطعه  برای این منظور تکثیر

16SrRNA  استفاده از تکنیک  ابPCR .انجام شد 
 استخراجبرای  های ترموفیل:از سویه DNA  استخراج

DNA گرم مثبت و هایها ازکیت مخصوص باکتریاز نمونه 
 گرم منفی شرکت سیناکلون هایباکتری کیت مخصوص

 DNA،استفاده شد. باتوجه به دستورالعمل شرکت سازنده کیت
های  DNA نمونه استخراج، از ها استخراج شدند پسباکتری

 استفاده شدند. PCRاستخراج شده برای آزمون 
آنالیز  وسیلههها بشناسایی تکمیلی باکتری :PCRواکنش 

ابتدا  ،PCRانجام شد. برای انجام آزمون   16SrRNAژن
ازشرکت سیناکلون Universal Primers  سال یونیور یپرایمرها
 .(20) تهیه شد

 این پژوهش رفته در کارهپرایمرهای ب های(خصوصیت1-1جدول )
9 8 7 6 5 4 3 2 1 

Mer GC
% 

TM Water/tube 
(µl) 

nmol OD 
(1000µl) 

MW Seq.(5-3) 
 

Praimer 
Neam 

20 50 57.30 214.70 21.47 4 6148 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
 

16S - F 

19 42 52.35 228.19 22.82 4 5785 GGTTACCTTGTTACGACTT 
 

16S - R 

 
بدین شکل انجام شد که ابتدا  PCRمراحل دمایی واکنش 

مدت گراد بهدرجه سانتی 95مرحله دناتوراسیون اولیه در دمای 
گراد درجه سانتی 95چرخه شامل دناتوراسیون  35دقیقه،  10
درجه  55، مرحله اتصال پرایمر در دمای ثانیه 30مدت به

درجه  72ثانیه و مرحله تکثیر در دمای  30مدت گراد بهسانتی
چرخه مرحله تکثیر  35دقیقه، و پس از  1گراد به مدت سانتی

دقیقه انجام  5مدت گراد بهدرجه سانتی 72نهایی در دمای 
 پذیرفت.
 و (یناژنس) پس از آنالیز کیفی درژل آگارز PCR هایمحصول

رای ب در محدوده مورد انتظار، PCRمحصول اطمینان از حضور 
-هیابی به شرکت ژن فناوران ارسال گردید. نتایج بتعیین توالی

 و Bio edit یابی با استفاده از نرم افزاردست آمده از توالی
Gene runner  برنامهBLAST  های بانک ژنیپایگاه داده در 

(NCBI) این  های ثبت شده درژن ها با سایرمیزان تشابه آن و
 پایگاه بررسی گردید.

هایافته  
های نتایج اولیه مربوط به جداسازی باکتری -الف

رسوبات  های آب وپس از کشت خطی اولیه نمونه ترموفیل:
عت گرما گذاری، اس 24 روی محیط سی واتر آگار و چشمه بر

، که از این کلونی حاصل شد 10ها مختلف تعداد میان نمونه از
آسپاراژیناز  -های مولد الها برای غربالگری اولیه باکتریکلونی
شکل )استفاده شد. ) M9 درمحیط اختصاص)گلوتامیناز  -و ال

(1-1) 
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 های رشد کرده در محیط سی واتر آگارکلو نی :(1-1شکل )

آسپاراژیناز در  -نتایج غربالگری ثانویه تولید ال -ب
سویه رشد کرده در مرحله 10میان  از : M9محیط اختصاصی

آسپاراژینازی نشان  -سویه ترموفیل فعالیت ال 5قبل، تعداد 
دادند. این فعالیت با صورتی رنگ شدن محیط اطراف کلونی 

ها برای شناسایی تکمیلی مشخص گردید. سپس این سویه
 ((2-1شکل های)) مورد بررسی قرارگرفتند.

  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      آسپاراژیناز  مولد  LT1آسپاراژیناز    کلونی سویه ترموفیل مولد  LT2آسپاراژیناز       کلونی سویه ترموفیل مولد  LT3ترموفیل کلونی سویه

                        
    مولد آسپاراژیناز LT4  پاراژیناز                        کلونی سویه ترموفیلمولد آس LT5  کلونی سویه ترموفیل                           

 شود. ها میها باعث تشکیل ناحیه صورتی رنگ اطراف کلونیآسپاراژینازی باکتری –فعالیت ال  :(2-1های )شکل                       

                                  
 مولدگلوتامیناز LT1 کلونی سویه ترموفیل                                                             گلوتامیناز مولدLT3 ترموفیل کلونی سویه         
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 مولدگلوتامیناز  LT5 کلونی سویه ترموفیل                                                              تامینازمولدگلو LT6 کلونی سویه ترموفیل

 شود ها میها باعث تشکیل ناحیه صورتی رنگ اطراف کلونیگلوتامیناز باکتری –فعالیت ال : (3-1های)شکل

های گلوتامینازتوسط سویه-نتایج مربوط به تولید ال -ج
سویه خاصیت  4سویه رشد کرده تعداد 10از میان  ترموفیل:
که این خاصیت با تشکیل هاله  گلوتامیناز داشتند-تولید ال

ها سپس این سویه ها مشخص شد.صورتی اطرافی کلونی سویه
 هایشکل)برای شناسایی تکمیلی مورد بررسی قرارگرفتند. 

(1-3)) 
محیط  نتایج مربوط به غربالگری نهایی در -چ

سویه  5تعداد   سویه جداشده10از تعداد  : M9اختصاصی
سویه دارای  4سپاراژیناز و تعداد آ -دارای خاصیت تولید ال

سویه  3که تعداد گلوتامیناز بودند. از آنجایی -تولید ال خاصیت
گلوتامیناز با هم  -آسپاراژیناز و ال -هم دارای خاصیت تولید ال

 سویه جهت شناسایی تکمیلی و 6 نهایت تعداد بودند، لذا در
 مورد بررسی قرارگرفت.  16S rRNAژنآنالیز 

 ـ  -ح نتاایج مشااهده    : هـا ایی بـاکتری نتایج اولیـه شناس
آمیازی گارم   شاده کاه باا رناگ    های جادا میکروسکوپی باکتری

صورت گرم مثبت هها بتمام باکترینشان داد که ، صورت گرفت
که تمام  میایی نشان دادهای بیوشینتایج حاصل از تست .بودند

(1-4شااکل )) .هااا متعلااق بااه جاانس باساایلوس بودناادسااویه

 

 
  ( مشاهد ه میکروسکوپی باکتریهای جدا شده1-4شکل )

منظور شناسایی به ها:نتایج شناسایی تکمیلی سویه -خ
تکثیر قطعه  استفاده شد. PCR شده از تکنیکهای جداسویه

ویه جداشده، توسط س 16S rRNA،6 جفت بازی ژن1500
با برنامه مشخص انجام  (Senseques t) دستگاه ترموسایکلر

منظور رویت باند مربوطه به PCR حاصل ازهای محصول شد و

که نتایج آن در شکل  الکتروفورز گردید %5/1بر روی ژل آگارز 
شود طورکه در شکل مشاهده میشود. همانزیر مشاهده می

جفت 1500حضور باند محدوده  PCR هایالکتروفورز محصول
شکل ) کند.مییید أت bp100  (Merck) بازی را به کمک مارکر

(1-5)) 
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 نتایج الکتروفورز روی ژل :(5-1شکل )

ر نتیجه شناسایی ه :PCRهای یابی محصولنتایج توالی -د
-و هم ال آسپاراژیناز -گونه باکتری ترموفیل که هم ال 6

 در 16SrRNA دند، طی بررسی آنالیز ژنتولید کر گلوتامیناز
نه متعلق به گوسویه  6هر  که نشان دادهای ژنی پایگاه داده

 باسیلوس لیکنی فورمیس بودند.

های دست آمده ازسویهههای بتوالی سکانس -ذ
های حاصل از سکانس پایگاه  داده ژنی: جداسازی شده در

ارزیابی  مورد Bio edit افزاراستفاده نرم با سویه 6هر 
  سویه ها در( توالی6-1شکل ) عنوان نمونه دربهقرارگرفتند. 

LT-1طور منظم مشکی( به-قرمز  -سبز -)آبی چهار رنگ در
ها در قسمت پایین در قسمت بالا قرار گرفته اند و الکتروگرام

را نشان  ند که هر کدام توالی مورد نظرهست صورت هماهنگهب
ها نشان دهنده این م در الکتروگرامدهند که این برقراری نظمی

گونه هیچ خوبی صورت گرفته وهاست که تعیین سکانس ب
صورت هها بسویه الکتروگرام 6در مورد هر  نقصی نداشته است.

 منظم مشاهده گردید.

 
 

 LT-1 توالی سویه: (6-1شکل)

 بحث 

های اقتصادی برای تولید آنزیم ها منبع سهل الوصول وباکتری
 ی ازهایپیشین گزارش هایتحقیق روند.شمار میلف بهمخت

-های مختلف ارائه دادهباکتری آسپاراژیناز از-استخراج آنزیم ال
  L-AsparaginaseII توان به استخراجکه از آن جمله می اند،

 ،E.coli ،Pseudomonas  ،Bacillus از باکتری
Streptomyces  (11)اشاره کرد. 

عنوان دارویی جهت درمان علم پزشکی به رآنزیم آسپاراژیناز د
این آنزیم  شود.لوسمی لنفوبلاستی )سرطان خون ( شناخته می

 داروهای مورد استفاده در سایر مقایسه با در کهرغم اینعلی
 سازوکارهای درمانی سازگاری بسیار بالایی با بافت وشیمی

1500bp 
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بردهای یکی از کار فراوانی دارد که کاربردهای حیاتی بدن دارد،
  .(10درمانی اصلی آنزیم، درمان سرطان است )

هایی همانند لوسمی کاربرد مهم آسپاراژیناز در بیماری
لنفوسایتیک، بیماری هوچکین، لوسمی میلوسایتیک حاد، 
لوسمی منوسایتیک حاد، لوسمی لنفوسایتیک مزمن، درمان 

عملکرد ضدسرطانی این  ملانوسارکوما است. لنفوسارکوما و
های سلول رواین از آسپارژین است. -مربوط به کاهش ال آنزیم

 -علت فقدان السنتز این اسیدآمینه، به تومور ناتوان در
چنین ثابت شده است هم میرند.انتخابی می طورهآسپاراژین ب

درمان لوسمی لنفوسایتیک  خصوص درهب که آنزیم آسپاراژیناز،
 د بهبودی کامل،درص 60 میزان تواند امیدبخش باشد.حاد می

 مورد از لوسمی لنفوسایتیک حاد 6000بررسی حدود  در
-صورت داخل وریدی تزریق میهاین آنزیم ب گزارش شده است.

ایران  در 2011 سال همکاران در و ابراهیمی نژاد .(21)شود 
آسپاراژیناز  -های نمک دوست تولید کننده آنزیم النیز باکتری

های کردند. شناسایی باکتری از دریاچه مهارلو جداسازی را
های به جنسآسپاراژینازشناسایی شده متعلق -مولد آنزیم ال

این تحقیق نیز  در .سودوموناس بودند باسیلوس، پروتئوس و
-آسپاراژیناز وال-های مولد البراساس آنالیز توالی باکتری

گونه  گلوتامیناز شناسایی شده متعلق به جنس باسیلوس و
یک 2009لیرو سیگنال درسال  .(8) دندلیکنی فورمیس بو

ترین بازده این بیش .آب دریا جداکردند سویه پرویدنشیا را از
دست هگراد بدرجه سانتی25دمای  آنزیم توسط این باکتری در

 آمد.

سویه ترموفیل از منبع آبی چشمه  3در تحقیق حاضر نیز 
 آبگرم لاریجان جداسازی شد که هر سویه دارای قابلیت تولید

درجه  65در دمای  گلوتامیناز-ال آسپاراژیناز و-های الآنزیم
 .(13) گراد بودندسانتی

استفاده از  آسپاراژیناز با-پاگلا وراجولاپاتی درتحقیقی تولید ال
ها رادر باکتری بررسی کردند. استافیلوکوکوس کاپیتیس را

مدت گراد بهدرجه سانتی 37حاوی فنل رد در  M9 محیط
منطقه صورتی در اطراف کلونی باکتری  به کردند،ساعت انکو18

ها آسپاراژیناز توسط باکتری -دهنده آن بود که تولید النشان
قلیایی) تجمع آمونیاک در محیط کشت( صورت  PH دلیلبه

روش نسلر استفاده  گرفته است. برای سنجش فعالیت آنزیم از

ستخراج نتایج نشان داد شرایط مطلوب برای فعالیت آنزیم ا. شد
 25درجه حرارت  ،=2/6PH کاپیتیساستافیلوکوکوس شده از 

این پژوهش نیز  در .(16) است روز 6زمان  گراد ودرجه سانتی
های آسپاراژیناز توسط سویه -منظور بررسی تولید البه

های کلنی حاوی فنل رد استفاده شد و M9محیط  ترموفیل از
تی اطراف کلنی آسپاراژیناز مثبت توسط مشاهده منطقه صور

 تشخیص داده شدند.
-، ال2011سال  همکاران در هوآنگ و هایهبراساس مطالع

تواند می 7Aگلوتامیناز تولید شده توسط باکتری سودوموناس 
 کاربردهای از مهار کند. یکی را HIV عفونی شده با هایسلول

 در DNA بیوسنتز و ملانوم مهار در گلوتامیناز-درمانی ال
-ال توسط (HIV) درمان. است دیده یبآس هایسلول

 بنابراین فعالیت .است شده ارائه سودوموناس گلوتامیناز از
 هایسلول توجهی درتکثیر قابل کاهش سرم، در کریپتاز ترانس

 دهد.نشان می را HIVآلوده به 

در پروژه حاضر، ترموفیل تولید شده توسط باکتری باسیلوس از 
 4 ند که دارای قابلیت تولیدگونه لیکنی فورمیس جداسازی شد

 سابو و هایهطبق مطالع. (14گلوتامیناز بودند )-سویه آنزیم ال
 -های درمانی مانند الآنزیم 2000 تا 1970سال  همکاران در

گلوتامیناز و بتا گلوکوزیداز در -آسپاراژیناز و  تیروزیناز، ال 
نیز این تحقیق  در .انددرمان سرطان مورد استفاده قرار گرفته

سویه  4گلوتامیناز از -سویه وال 5تعداد  از آسپاراژیناز-آنزیم ال
گلوتامیناز در -فعالیت ال .(18) ترموفیل جداسازی شدند

 میکروکوکوس، باسیلوس، جمله از های مختلفیباکتری
اما تنهاترین  ها گزارش شده است.سودوموناس و اکتینومیست

گلوتامیناز -تولید ال های تجاری درعنوان سویهای که بهسویه
نیز فعالیت  در تحقیق حاضر ها هستند.باشند با سیلوسمطرح می

سویه  4گلوتامیناز متعلق به جنس باسیلوس بوده و هر -تولید ال
 به گونه لیکنی فورمیس بودندگلوتامیناز متعلق-دارای فعالیت ال

(17). 

گیرینتیجه  
لاریجان  رمگآبچشمه  های ترموفیل موجود دردر بررسی سویه

های سویه باکتری10سویه جداسازی شد که از این 10تعداد 
های آسپاراژینازی متعلق به سویه -ترموفیل دارای فعالیت ال

LT1-LT2-LT3-LT4-LT5  .بودند 
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های ترموفیل دست آمده باکتریهاساس نتایج ب چنین برهم
-الدارای قابلیت تولید آنزیم  LT1-LT3-LT5-LT6 هایسویه

 بودند. تامینازگلو

به  قادرLT-5  ،LT-3 ،   LT-1ترموفیل  هایضمن باکتری در
 لوتامیناز بودند.گ-ال وآسپاراژیناز -دو آنزیم ال تولید هر

 6هر  16SrRNAبراساس نتایج حاصل از بررسی توالی ژن 
 فورمیس بودند. سویه متعلق به گونه باسیلوس لیکنی

یار توانند منبع بسمیها به نتایج فوق، این باکتریباتوجه
-ال وآسپاراژیناز -های ضد سرطان المناسبی برای تولید آنزیم

 ر دوهها که بعضی از سویهگلوتامیناز باشند و با توجه به این
 ند.کردند از ارزش بالاتری برخوردار هستآنزیم را تولید می

 
 اریزسپاسگ

ه کمند هاستاد اندیشمند و ارزنده سرکار خانم دکتر مهناز فر از
کمال تشکر و  در این پژوهش همواره راهنمای من بودند،

 قدردانی را دارم.
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