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  آسپاراژيناز از خليج فارس -Lهاي توليدكننده  جداسازي و شناسايي اكينومايست

  
  5 زاده مهسا رحيم  4 سعيد تمدني جهرمي  3 زاده دكتر كيانوش ملك  2 صديقه جوادپوردكتر   1 فاطمه ايزدپناه قشمي

استاديار گروه بيوشيمي،  مركز  5  استاديار گروه ژنتيك، 3ميكروبيولوژي،   گروه انشيارد 2  آزاد اسلامي، واحد جهرم   دانشگاه ،ميكروبيولوژيدانشجوي كارشناسي ارشد  1
     پژوهشكده اكولوژي خليج فارس و درياي عمان  دكتراي بيوتكنولوژي،4  دانشگاه علوم پزشكي هرمزگان  تحقيقات پزشكي مولكولي، 
  121-129  صفحات 93 خرداد و تير دوم  شماره جدهمهمجله پزشكي هرمزگان  سال 

  دهيچك
اين . رود كار ميه آسپاراژيناز يك ماده آنتي نئوبلاستيك است كه در شيمي درماني لوسمي لنفوبلاستيك حاد ب -L :مقدمه

ها منابع مناسبي براي استخراج   اما ميكروارگانيسم.آنزيم در بسياري از جانوران، ميكروارگانيسم ها و گياهان وجود دارد
اي هستند كه به  هاي گرم مثبت رشته ها باكتري اكتينومايست. ند، زيرا توانايي توليد مقدار زيادي آنزيم را دارندباش آنزيم مي

هاي ثانويه آنها، محصولات مهمي براي استفاده در صنايع غذايي  طور وسيعي در محيط زيست دريا وجود دارند و متابوليت
آسپاراژيناز  -L هاي توليدكننده  اسازي و شناسايي مولكولي اكتينومايستهدف از اين مطالعه، جد. باشند و داروسازي مي
  .باشد از خليج فارس مي

 نمونه از آب دريا و رسوبات خليج فارس در استان هرمزگان 60 تعداد ،براي انجام مطالعه تجربي حاضر :كاروش ر
ها از نظر توليد  تمام كلني. الص سازي شدندها در محيط نشاسته كازئين آگار كشت و خ اكتينومايست. برداري شد نمونه
 سنجي مشخص به وسيله روش رنگ سپس ميزان توليد آنزيم،.  غربالگري شدندM9آسپاراژيناز، در محيط كشت  -Lآنزيم 

اي كه داراي بيشترين  آسپاراژيناز، سويه -Lهاي توليدكننده آنزيم  اساس فعاليت آنزيمي از ميان اكتينومايست شد و بر
  .شد  شناسايي16S rRNAيت آنزيمي بود، توسط توالي يابي ژن فعال

 سويه 23شد كه از ميان آنها  هاي آب دريا و رسوبات آن جداسازي  سويه اكتينومايست، از نمونه32تعداد  :نتايج
طبق آناليز را نشان داد و ) IU 2-10×37( بيشترين فعاليت آنزيمي PG08سويه . آسپاراژيناز بودند -Lتوليدكننده آنزيم 

  . نشان دادStreptomyces spp. OS1-33   اين سويه بيشترين تشابه را به16S rRNAتوالي ژن 
  .باشند  آسپاراژيناز مي-Lاي از آنزيم   منبع بالقوه،هاي جداشده از خليج فارس اكتينومايست :گيري تيجهن

   خليج فارس- 16S rRNA - ها آسپاراژيناز، اكتينومايست :ها كليدواژه
  27/6/92:     پذيرش مقاله4/6/92:      اصلاح نهايي31/1/92: دريافت مقاله

  

  : مقدمه
اند و  ها پوشانده  سطح زمين را اقيانوس درصد70 بيشتر از

 پروكاريوت در هر ميلي ليتر از آب دريا در 2،000،000بيش از 
هاي موجود در  ميكروارگانيسم. نزديكي سواحل وجود دارد

زي از نظر خصوصيات  ا نسبت به انواع خشكيمحيط زيست دري
باشند و داراي  هاي متابوليكي متفاوت مي فيزيولوژيك و توانايي

پتانسيل بالايي در توليد تركيبات فعال زيستي كارآمد هستند 
ها مسئول توليد  ها، اكتينومايست در ميان ميكروارگانيسم). 1،2(

ها، عوامل  يكبيوت هاي ثانويه شامل آنتي نيمي از متابوليت
. ها هستند كه به طور وسيعي كاربرد دارند توموري و آنزيم آنتي

هاي باريك گرم  ها گروه بزرگ و متنوعي از باسيل اكتينومايست
كنند و  اي و فيلامنتوس ايجاد مي مثبت هستند كه ساختار شاخه

 75 حدود. اند به طور وسيعي در زيستگاههاي دريايي پراكنده
ها توسط   فعال ثانويه زيستي اكتينومايست از تركيباتدرصد

شود و به همين لحاظ  توليد مي جنس استرپتومايسس
جنس . اند ها از نظر تجاري قابل توجه استرپتومايسس
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بندي   طبقهStreptomycetaceaeاسترپتومايسس در خانواده 
است و شامل اعضاي گرم مثبت هوازي از راسته  شده

Actinomycetales و زيرراسته Streptomycineae در رده 
Actinobacteria3،4(باشد   مي.(  

آسپاراژين آمينوهيدرولاز  -L(آسپاراژيناز - Lآنزيم
E.C.3.5.L.L (آميدي را در  پيوندL- آسپاراژين هيدروليز
  ).5( كند آسپارتات و آمونياك تبديل مي-Lكرده و آن را به 

 Kidd دادند، سرم   نشان1953و همكارانش در سال
. باشد ه هندي داراي خاصيت ضدتوموري ميخوكچ
 نشان داد كه وجود خاصيت 1961 در سال  Broomeهمچنين

 آسپاراژيناز -L دليل آنزيمه ضدتوموري سرم خوكچه هندي ب
 - Lگزارش دادند آنزيمMashburn  و Wriston. است

، مشابه سرم Escherichia coliشده از  آسپاراژيناز خالص
اين آنزيم ). 6(ليت ضد توموري است خوكچه هندي داراي فعا

هاي درماني از نظر بيوتكنولوژي و  يكي از مهمترين گروه آنزيم
  FDAهاي شود كه سازمان زيست پزشكي محسوب مي

ثر لوسمي لنفوبلاستيك حاد و ؤ، آن را براي درمان م WHOو
ترين بدخيمي در كودكان و نوجوانان  لنفو ساركوما كه شايع

همچنين اين آنزيم در صنايع ). 7(اند  ردهباشد، تصويب ك مي
آسپاراژين به منظور جلوگيري از -Lغذايي براي كاهش غلظت 

زا به نام آكريلاميد در غذاهاي گياهي  اي سرطان تشكيل ماده
). 8(رود  كار ميه فرآوري شده در دماهاي بالا ب

داراي  ها، هاي مختلفي ازجمله استرپتومايسس ميكروارگانيسم
امروزه توليد تجاري ). 6(باشند   آسپاراژيناز مي-Lتوليد پتانسيل 

و  Erwinia carotovara شده از   آسپاراژيناز جدا-Lآنزيم 
E. coli  براي درمان لوسمي لنفوبلاستيك حاد و ديگر

  ). 9،10(گيرد  هاي بدخيم در انسان صورت مي نئوپلاسمي
هاي  شده حاكي از اين است كه ويژگي هاي منتشر گزارش

آسپاراژيناز به ماهيت ژنتيكي - Lكينتيكي و بيوشيميايي آنزيم
 آنزيم ،به طور مثال. سويه ميكروبي مورد استفاده بستگي دارد

كند و  هاي آنافيلاكسي ايجاد مي واكنش E. coliدست آمده از ه ب
 داراي  E. carotovaraدست آمده ازه  آسپاراژيناز ب– Lآنزيم

چنين بروز حساسيت و هم ).11(نيمه عمر كوتاه است 
دست آمده از ه  آسپاراژيناز ب-Lهاي آنافيلاكسي از  واكنش
بنابراين با توجه به ). 12(هاي ديگر گزارش شده است  باكتري

آسپاراژيناز، اولين گام براي توليد -Lافزون  كاربرد روز اهميت و
هاي دارويي مناسب تر، يافتن منابع جديد با  انبوه آنزيم با ويژگي

 توليد بالا و اثرات سيتوتوكسيتي كمتر است و با توجه به توان
ها نسبت به  شده از اكتينومايست هاي ثانويه جدا مزاياي متابوليت

هاي مناسب  ها، جداسازي و شناسايي اكتينومايست ساير باكتري
رغم منابع وسيع  سفانه عليأمت. باشد حائز اهميت مي

ازي و شناسايي آنها ها، تحقيقات كمي براي جداس اكتينومايست
از خليج فارس صورت گرفته است، هدف از اين مطالعه 

-Lهاي توليدكننده آنزيم  جداسازي و شناسايي اكتينومايست
  .باشد آسپاراژيناز از خليج فارس مي

  
  :روش كار
  ها  آوري نمونه جمع

در مطالعه تجربي حاضر به منظور جداسازي 
 60سپاراژيناز، تعداد آ-Lهاي توليدكننده آنزيم  اكتينومايست

نمونه آب دريا و رسوبات آن از خليج فارس در مناطق مختلف 
ه هاي رسوب سواحل ب نمونه. آوري شد استان هرمزگان جمع
متري، در ظروف   سانتي5 - 10از عمق  وسيله قاشقك استريل

هاي آب دريا از  آوري گرديدند و نمونه اي استريل جمع شيشه
 ور يك ساحل توسط قايق با غوطهقسمت ساحلي و نواحي نزد

اي استريل زير سطح آب و قرار دادن دهانه  كردن ظروف شيشه
آوري شده و  آن كمي به طرف بالا و به سمت جريان آب، جمع

  .به آزمايشگاه منتقل گرديدند
    ها  جداسازي اكتينومايست

 گرم رسوب با 10هاي رسوب،  براي تهيه رقت لازم از نمونه
گرديد و به منظور تهيه  ب مقطر استريل مخلوطليتر آ  ميلي90

 90ليتر آب دريا با   ميلي10هاي آب دريا،  رقت لازم از نمونه
 10 - 4 الي10 -1از رقت . ليتر آب مقطر استريل حل شد ميلي

بر روي محيط كشت نشاسته كازئين   ميكروليتر100حاصل، 
حاوي سيكلوهگزاميد و ) Starch Casien Agar( آگار
 7-10داده و به مدت  يكسيك اسيد به صورت خطي كشتناليد

. گراد قرار داده شد  درجه سانتي35روز در انكوباتور با دماي 
هاي گچي و چرمي مشكوك به اكتينومايست با كشت  سپس كلني

  ). 13،14(شدند   خالص سازيSCAمجدد در محيط 
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123  1393سال هجدهم، شماره دوم، خرداد و تير مجله پزشكي هرمزگان، 

-L هاي توليد كننده آنزيم غربالگري اكتينومايست
 آسپاراژيناز

 گرم M9) 10 ا استفاده از محيط كشت جامد اختصاصيب
ليتر   ميليNa2HPo4.2H2o ،2 گرم 6آسپاراژين، 

MgSO4.7H2o) L /mol 1( ،025/0 ،ليتر   ميلي10 گرم فنل رد
 KH2Po4 ،1گرم Nacl ،75/0 گرم 5/0،  درصد20 مالتوز
 1000 گرم آگار و CaCl2.H2o )L /mol1/0( ،20ليتر  ميلي
هاي  آسپاراژيناز در سويه–L توليد آنزيم) مقطرليتر آب  ميلي

بدين ترتيب كه . گرفت اكتينومايست جداشده، مورد بررسي قرار
 7شده و به مدت   كشت دادهM9ها بر روي محيط  اكتينومايست

. گراد قرار داده شدند  درجه سانتي35روز در انكوباتور با دماي 
له ناحيه صورتي  آسپاراژينازي به وسي–Lدر اين آزمون فعاليت 

 عنوان كنترل استفادهه از دو پليت ب. شد ها مشخص اطراف كلني
و ديگري فاقد ) فنل رد(كه يكي از آنها فاقد شناساگر  گرديد

 به عنوان منبع NaNO3  آسپاراژين، اما در عوض حاوي
  ). 6،15(نيتروژن بود 

  آسپاراژيناز-Lتهيه عصاره خام آنزيم 
ليتر محيط   ميلي50سپاراژيناز در  آ–Lهاي مولد آنزيم  سويه

 روز در شيكر انكوباتور در 7 كشت داده و به مدت M9مايع 
. گراد قرار داده شد  درجه سانتي35 با دماي rpm 200دور 

 دقيقه 15 به مدت rpm 10000سپس محيط كشت را در دور 
سانتريفيوژ و در نهايت از مايع رويي به عنوان عصاره خام 

  ).14(د آنزيم استفاده ش
  آسپاراژيناز – Lگيري فعاليت آنزيم  اندازه

-Lدر اين مطالعه به منظور ارزيابي فعاليت آنزيم 
توصيف  (Colorimertic) سنجي آسپاراژيناز، از روش رنگ

.  استفاده شد1973و همكارانش در سال Imada شده توسط 
ليتر   ميلي5/0 مولار، 04/0 آسپاراژين –Lليتر   ميلي5/0مقدار 

 مولار را Tris-Hcl 5/0ليتر بافر   ميلي5/0صاره خام آنزيم و ع
 دقيقه درون بن ماري با دماي 15با هم مخلوط كرده و به مدت 

ليتر محلول   ميلي5/0سپس . شد گراد قرار داده  درجه سانتي37
 محلول.  مولار به آن اضافه گرديد5/1اسيد  كلرواستيك تري

.  سانتريفيوژ شدrpm10000   دقيقه با دور30حاصل به مدت 
ليتر   ميلي2/0ليتر از مايع رويي برداشته، با   ميلي1/0سپس 

گرديد و به مدت  ليتر آب مقطر مخلوط  ميلي7/3معرف نسلر و 

در نهايت مقدار آمونياك . شد داده  دقيقه در دماي اتاق قرار15
آزاد شده با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج 

بر حسب واحد  ميزان فعاليت آنزيم. متر محاسبه شد نانو450
با استفاده از منحني استاندارد آمونيوم سولفات  )IU(المللي  بين

  ). 16(محاسبه گرديد 
 شناسايي مقدماتي  

شده شامل  هاي جدا خصوصيات سويه برخي از
هاي بيوشيميايي از  تست آميزي گرم و مشخصات كلني، رنگ

 بررسي و تعيين شد و با كتاب جمله اكسيداز و كاتالاز
  .باكتريولوژي برگيز مقايسه گرديد

 16Sشناسايي سويه اكتينومايست توسط آناليز ژن 

rRNA  
 اكتينومايست از كيت DNAدر اين تحقيق براي استخراج 

Bacterial DNA Gold Peq ساخت كشور آلمان استفاده  
 27F) 5́AGA GTT TGA TCCبه وسيله پرايمرهاي . شد

TGG CTC AG3́(1525 وR (5́AAG GAG GTG ATC 

CAA3́)  قطعه  bp 1500  16ژنS rRNA مخلوط  .تكثير يافت
PCR) 50يك از پرايمرها  هر حاوي يك ميكروليتر از)  ميكروليتر

، يك )u/µL5( پليمراز Taq، يك ميكرو ليترآنزيم ) پيكومول10(
،   MgCl2 ، پنج ميكروليتر)مولار  ميليdNTPs) 10ميكروليتر 

 نمونه DNAميكروليتر  5/2 و 10x PCRبافر پنج ميكروليتر
حجم نهايي مخلوط با استفاده از آب مقطر . استخراج شده بود

واكنش .  ميكروليتر رسانده شد50به )  ميكروليتر5/33(ديونيزه 
PCR توسط دستگاه ترموسايكلر )Bio-Rad ( در شرايط دمايي
 دقيقه در 1به مدت  Initiation denaturationمرحله : شامل
 به Denaturation سيكل مرحله 30 و به دنبال آن C  95˚دماي
 1 به مدت Annealling، مرحله C 95˚ دقيقه در دماي 1مدت 

دقيقه 1 به مدت Extension و مرحله C 5/56˚دقيقه در دماي 
 دقيقه 10 به مدت Final extension و مرحله C 72˚در دماي 

و به منظور آناليز،  شد ل انجام سيك1 با C 72˚در دماي 
 حاوي اتيديوم  يك درصد بر روي ژل آگارزPCRمحصول 

گرديد و توسط دستگاه  الكتروفورزx1 ( TBE( برومايد و بافر
  . ترانس لوميناتور با تابش اشعه ماوراي بنفش مشاهده شد

 bp 100 DNA به كمك مقايسه با PCRنتايج بررسي 

size markerيابي، محصول   نهايت براي تواليدر.  انجام گرديد
PCRيابي  پس از توالي .گرديد آوران ارسال  به شركت ژن فن

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

                                                                  فاطمه ايزدپناه قشمي و همكاران                                           آسپاراژيناز – Lهاي  شناسايي اكينومايست

1393سال هجدهم، شماره دوم، خرداد و تير ن، مجله پزشكي هرمزگا  ١٢٤

 سويه اكتينومايست مورد مطالعه، نتايج تعيين 16S rRNA ژن
 16Sشد و توالي   بررسيBioEditافزار  توالي با استفاده از نرم

rDNAه يگاهاي ثبت شده در پا تواليير  سويه انتخابي با سا
 National Center for Biotechnologyهاي بانك ژني داده

Information) NCBI ( با استفاده از برنامهBLASTيسه  مقا
  ).17(د يگرد

  
  :نتايج
هاي آب و رسوبات خليج فارس جداسازي   كلني از نمونه32

از .  كلني از رسوبات بودند29 كلني از آب دريا و 3شد كه شامل 
بر روي محيط كشت اختصاصي  كلني 9 كلني جداشده 32 ميان
M9 هيچ گونه رشدي نشان ندادند كه نمايانگر عدم توانايي توليد 
 2( كلني ديگر 23 اما .ها بود آسپاراژيناز توسط اين كلني-L آنزيم

 M9بر روي محيط )  كلني از رسوبات21كلني از آب دريا و 
از آسپاراژين-Lها توانايي توليد آنزيم  رشد كردند، زيرا اين سويه

 و M9آسپاراژين موجود در محيط -Lرا داشته و سبب تجزيه 
 محيط را قليايي نموده و pHنتيجه  گردند، در توليد آمونياك مي

ها، هاله صورتي  رد اطراف اين كلني دليل وجود معرف فنله ب
 با محاسبه ميزان فعاليت آنزيم بر حسب. شود رنگي تشكيل مي

IU  يم مقادير متفاوتي از فعاليت آنزL-ها  آسپاراژيناز در سويه
 IUآسپاراژينازي  -Lگرديد كه حداكثر ميزان فعاليت  مشخص

هاي مورفولوژي . ويژگي.  بودIU 2-10 ×5 و حداقل آن 37× 2-10
 سويه جدا شده و ميزان فعاليت آنزيمي آنها در 11و بيوشيميايي 

 اكتينومايست 23از ميان . نشان داده شده است 1 شماره جدول
 كه داراي بيشترين فعاليت آنزيمي PG 08 آنزيم، سويه مولد

)IU 2-10×37 (اين سويه . بود، براي مطالعات بعدي انتخاب گرديد
 4گچي و بدون پيگمانت بود و رشدي در طي  داراي كلني سفيد،
وسيله ه شناسايي مولكولي سويه انتخاب شده ب. روز نشان داد

.  انجام شد 1525R و27F با پرايمرهاي 16S rRNAتكثير ژن 
.  تعيين توالي گرديدPCR حاصل از bp 1500 سپس محصول

 . دهد  را نشان ميPCRالكتروفورز محصول ) 1(شكل 

 
A          B                                         

 
 PG08 سويه 16S rRNAبررسي باند ژن  -1 شكل

 PG08سويه : B ماركر : A% 1  بر روي آگارزPCRحصول م
 

 بلاست شد و NCBIنتايج تعيين توالي در بانك ژني 
عنوان جنس و گونه باكتري تعيين ه بيشترين درصد تشابه ب

بيشترين درصد تشابه را  PG08 توالي نوكلئوتيدي سويه. گرديد
موجود ) Streptomyces spp. OS1-33) FN178404.1به 
در واقع درصد تشابه توالي ). 2 شماره جدول(  داشتNCBI در

 نشان داد كه NCBIهاي موجود ديگر در  بلاست شده با توالي
   .باشد استرپتومايسس مي اين سويه متعلق به جنس

  هاي جدا شده و ميزان فعاليت آنزيمي آنها هاي مورفولوژي و بيوشيميايي سويه  ويژگي-1جدول شماره 
  منبع جداسازي  IU)ميزان فعاليت  آنزيم   اتالازتست ك  تست اكسيداز  رنگ پشت كلني  رنگ سطح كلني  آميزي گرم رنگ  كد سويه
PG01 آب 23 ×10 -2 مثبت منفي كرم قهوه اي رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG02 رسوب 13 ×10 -2 مثبت منفي كرم سفيد رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG03 رسوب 33 ×10 -2 مثبت منفي صورتي صورتي رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG04 رسوب 20 ×10 -2 مثبت منفي كرم سفيد اريك گرم مثبترشته هاي ب 

PG05 رسوب 10 ×10 -2 مثبت منفي قهوه اي كرم رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG06 آب 34 ×10 -2 مثبت منفي قرمز قرمز رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG07 رسوب 33 ×10 -2 مثبت منفي قهوه اي قهوه اي رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG08 رسوب 37×10 -2 مثبت منفي كرم سفيد شته هاي باريك گرم مثبتر  
PG09 رسوب 19×10-2 مثبت منفي قهوه اي سفيد رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG10 رسوب 26×10-2 مثبت منفي زرد سفيد رشته هاي باريك گرم مثبت 

PG11 رسوب  5×10-2  مثبت  مثبت  كرم  سفيد  رشته هاي باريك گرم مثبت  
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   سويه انتخاب شده16SrRNA شناسايي مولكولي توسط آناليز ژن -2 جدول شماره

  شناسايي سويه  توالي  نام سويه
شماره 
  دستيابي

PG08  

CTTTGGTGGATCACTGCCGAACCGCTGAGCCCTTTTAGGGAAATCAGCCGTGNANAAGGGG
ACAAGCAGAGACCCCTGGACAGAAAACCGGAGACGACACAGGAAGGCAGCGCCTCGGGGC
GGAAAGCGCCGGCGGCGCAGGACGAGCCCGCGGCCCACAACCGAGCGGGGGGGGAGACGG
CCGACCAAGGCGACGACCGGAAGCCGGCCGGAGAGGGCGACCGGCCACACGGGCACGGAG
ACACGGACGAAAAACCGACGGGAGGCAGAAACGGGGAAAAGAGCACAACGGGACCAAGC
CGGAGGCAACGACGCCCCGCCAGGGAAGACGGCCACCGGGAGGCCAACCCCGCCCAGCCG
GGAAGAAGCGCAAGCGACGGAACCCGCAGAAGAAGCACCGGCAAACGACCAGCCAGCAGC
CGCGGAAAGACGCAGGGAGCGAGAGCGGACCGGAAAAACGGGGGGCAAAGAGCACGAAG
GCGGAAAGGCACGCCGGAAGAGAAACAGCGGGGCAGAACCACGGGAAGGCAGGCGACAC
GGACAGGCAAGAGGGCGACAGGGGAGAACAGAACGCCAGGAGGAGCGGCGAAAAGAGAC
CACAACAGGAGGAACACCGGCGGCCAAGGAAGAACCCGGGGCGGAAAAGGACGCGGAGG
AGCAAAAGCGGGGGGAGCGAACAGGAAAAAACACCCGGGGAGACCAGGACCGGAACGGG
GGGCAACAAGCGCCGACAAACAACCACGACGCCCAGGCCGCAGCGAACCCAACAAGCCCC
CCCCCGGCGCAAAAAAGGCCCCCAGGCAAAAACCCAAAGGAAGCGCCCGGGGCCCCCCCA
CAGGGCGGAAACAGGGGACAAGAAGCCAACAACCCCAAAAAACCAACCAAGGGCGCGGCA 

Streptomyces 
33-1OS. spp  .1178404FN  

  
  :گيري بحث و نتيجه

 سويه اكتينومايست، از 32در مطالعه تجربي حاضر تعداد 
شد كه از  هاي آب دريا و رسوبات خليج فارس جداسازي نمونه

ه ب .آسپاراژيناز بودند-L سويه توليدكننده آنزيم 23ميان آنها 
ها با كاربردهاي مفيد  طور كلي منابع وسيعي از ميكروارگانيسم

هاي دريايي، بر اساس  ها و قارچ باكتري. اند هدر درياها پراكند
هاي متفاوتي را توليد  شان آنزيم زيستگاه و ساختار اكولوژيك

هاي شيميايي درون سلول را  ها فقط واكنش اين آنزيم. كنند مي
شدن تركيبات آلي از  يندهاي معدنيآكنند، بلكه در فر كاتاليز نمي

هاي  ها و چرخه مواد در محيط زيستطريق مسير تجزيه آن
هاي دريايي  هاي ميكروارگانيسم آنزيم. ثر هستندؤگوناگون م

ها مورد  كه تعدادي از آنزيم طوريه بسيار مورد توجه هستند، ب
گرفته و از رسوبات و آب درياها تخليص  توجه محققين قرار

 .است هاي آنها توصيف گرديده  ويژگياند و كاربردها و شده
شده از منابع  هاي مشتق هاي ميكروبي نسبت به آنزيم آنزيم

هايي دارند كه شامل خصوصيات متنوع  گياهان و جانوران مزيت
هاي ميكروبي،  تر آنزيم هاي كاتابوليكي آنها، هزينه ارزان فعاليت

بازار  دباش منابع فراوان مستمر و حتي كميت و پايداري آنها مي
شود و در  مي  ميليارد دلار تخمين زده2جهاني آنزيم حدود 

  ).18(هزاره جديد در حال پيشرفت و گسترش است 
L- هاي چند  آسپاراژيناز آنزيمي است كه در درمان بدخيمي
رود و از اين آنزيم براي درمان سرطان استفاده  مي كاره اندامي ب

ع غذايي براي كاهش همچنين اين آنزيم در صناي). 19(شود  مي
رود و نيز اهميت فراواني در بيوسنتز  مي كاره غلظت آكريلاميد ب

بنابراين ). 20،21(كند  آمينواسيدهاي خانواده آسپارتيك ايفا مي
آسپاراژيناز مناسب حائز اهميت -Lجستجو براي يافتن آنزيم 

هاي ميكروبي نسبت به ساير  با توجه به مزاياي آنزيم. باشد مي
هاي مناسب، اولين   جداسازي و شناسايي ميكروارگانيسممنابع،

  .باشد آسپاراژيناز مي-Lگام براي توليد انبوه آنزيم 
 Starch Casien Agar از محيط ،در مطالعه حاضر

حاوي سيكلوهگزاميد و ناليديكسيك اسيد كه به ترتيب مانع 
شوند، براي جداسازي  هاي گرم منفي مي ها و باكتري رشد قارچ

 2009اي كه در سال  در مطالعه. ها استفاده شد نومايستاكتي
 و همكارانش در هند انجام شد، از محيط Rameshتوسط 

Starch Casien Agarها   براي جداسازي اكتينومايست
ها و  باكتري استفاده گرديد، زيرا اين محيط رشد كلني ساير

ر ها در آن بهت ها را بسيار محدود نموده و اكتينومايست قارچ
  ).13(كنند  رشد مي

شده آب و رسوبات دريا در اين  آوري هاي جمع از نمونه
 كلني 3شد كه شامل   كلني اكتينومايست جداسازي32مطالعه، 

  . شده از رسوبات آن است  كلني جدا29شده از آب دريا و  جدا
هاي بيشتري از  اين نتايج حاكي از آن است كه اكتينومايست

است كه با مطالعه   جداسازي شدهرسوبات نسبت به آب دريا
Rameshنمونه 123از ميان . خواني دارد  و همكارانش هم 

 و همكارانش، Rameshآوري شده  از ساحل دريا توسط  جمع
 كلني اكتينومايست 5 نمونه رسوب و 80 كلني اكتينومايست از 98
با توجه ). 13(آوري شده جداسازي گرديد   نمونه آب جمع43از 

سوبات دريا حاوي ذخيره وسيعي از كربن ارگانيك، به اينكه ر
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گراديانتي از غلظت اكسيژن و مواد غذايي آلي و غيرآلي 
اي براي  كنند كه نيچ ويژه باشند، در واقع تركيبي را فراهم مي مي

بنابراين جداشدن . باشد هاي متفاوت مي ميكروارگانيسم
مري هاي بيشتري از رسوبات در مقايسه با آب دريا ا سويه

  .رسد منطقي به نظر مي
هاي  در اين مطالعه به منظور جداسازي اكتينومايست

 آسپاراژيناز از محيط كشت اختصاصي-L توليدكننده آنزيم

M9 در محيط كشت . حاوي فنل رد استفاده شدM9توجه به   با
رود،  مي كاره عنوان تنها منبع نيتروژن به آسپاراژين ب-L اينكه 

آسپاراژيناز هستند، -Lدر به سنتز آنزيم هايي كه قا فقط سويه
 29 كلني و از 2 كلني جدا شده از آب دريا 3از ميان . كنند رشد مي

 رشد M9 كلني بر روي محيط 21كلني جدا شده از رسوبات، 
  درصد72دهد كه  نتايج حاصل نشان مي. كردند

هاي جداسازي شده توانايي توليد آنزيم آسپاراژيناز  اكتينومايست
مقادير متفاوتي از توليد  با محاسبه فعاليت آنزيم. ارا بودندرا د

. آمد  سويه اكتينومايست بدست23آسپاراژيناز توسط-Lآنزيم 
اي كه بيشترين فعاليت آنزيمي را نشان داده بود، با استفاده  سويه

اين .  شناسايي شد16S rRNA از روش مولكولي آناليز ژن
هاي ميكروبي   گونهروش ابزار مهمي براي شناسايي دقيق

ها،  باشد، زيرا با توجه به كند رشد بودن اكتينومايست مي
دشوار  بندي نامطمئن و هاي قديمي شناسايي و طبقه روش
  .باشند مي

ها به  ها در زيستگاههاي دريايي و خشكي انواع اكتينومايست
هاي دريايي منبع مهمي از  اكتينومايست. اند فراواني گسترش يافته

باشند و طيف وسيعي از اين تركيبات  هاي ثانويه مي متابوليت
در اين مطالعه از . شود توسط جنس استرپتومايسس توليد مي

هاي جدا شده، سويه متعلق به جنس  ميان اكتينومايست
 داراي IU 2-10×37 با فعاليت آنزيمي (PG 08)استرپتومايسس 

  .  بيشترين فعاليت آنزيمي بود
 سويه 34همكارانش در هند، و  Poorani ،2009در سال 

اكتينومايست را از رسوبات دريايي جداسازي كردند، سويه 
EPD27داد كه   بيشترين فعاليت آنزيمي خارج سلولي را نشان

اين سويه  16S rDNA اساس آناليز توالي نوكلئوتيدي بر
  ). 14(بيشترين شباهت را به جنس استرپتومايسس نشان داد 

هاي  مكارانش در هند، اكتينومايست و هBasha، 2009در سال 
آسپاراژيناز را از رسوبات دريا -Lتوليدكننده آنزيم  دريايي

 مورد از 3شده،   اكتينومايست جدا10جداسازي كردند، در ميان 
 متعلق به جنس S3آنها توانايي توليد آنزيم داشتند و نمونه 

ال در س). 22(بود  استرپتومايسس داراي بيشترين فعاليت آنزيمي
2005،Dhevagi هاي   و همكارانش در هند، اكتينومايست

آسپاراژيناز را از رسوبات دريا جداسازي -L توليدكننده آنزيم
 هاي جدا شده، استرپتومايسس از ميان اكتينومايست. كردند

PDK2  و PDK7 23( فعاليت بالقوه آسپاراژينازي نشان دادند.(   
Kumari سويه 67،  در هند2012 و همكارانش در سال 

كردند كه در ميان آنها  اكتينومايست از رسوبات دريا جداسازي
با توجه . آسپاراژيناز را داشتند-L سويه توانايي توليد آنزيم 32

شده  آسپاراژينازي، سويه انتخاب-Lبه بيشترين ميزان فعاليت 
  به16S rDNAاساس آناليز توالي نوكلئوتيدي  بر
 شناسايي شد  Streptomyces griseolutes WS3/1نوانع
)24 .(  

 دشواري تهيه نمونه از مناطق ،هاي اين پژوهش از محدوديت
  .مختلف دريا و عدم دسترسي به رسوبات نواحي عميق دريا بود

هاي متعلق به  نتايج اين مطالعه حاكي از اين است، كه سويه
-L جنس استرپتومايسس توليدكنندگان مناسبي براي آنزيم

در . خواني دارد اشند، كه با ساير مطالعات همب آسپاراژيناز مي
اي از  دهد، خليج فارس منبع بالقوه مجموع مطالعه حاضر نشان مي

آسپاراژيناز -L باشد كه از نظر توليد آنزيم ها مي اكتينومايست
هاي جديد  توان با مطالعه بيشتر، سويه اند و مي بسيار فعال

  .كرد توليدكننده اين آنزيم را شناسايي
  
  :پاسگزاريس

مركز تحقيقات  معاونت پژوهشي و با تشكر فراوان از
لي دانشگاه هرمزگان كه با حمايت مالي و علمي .پزشكي مولكو

  .براي انجام و اتمام اين پروژه ياري رساندند
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ABSTRACT 
 

Introduction: L-asparaginase is an anti-neoblastic agent used in the chemotherapy of 
lymphoblastic leukemia. This enzyme is widely distributed among microorganisms, plants and 
animals, but microorganisms have proved to be a better alternative for L-asparaginase, thus 
facilitating its large-scale production. Actinomycetes are filamentous, Gram-positive bacteria 
widely distributed in the marine environment. Secondary metabolites of actinomycetes are 
important products, especially in food and pharmaceutical industries. The aim of this study 
was isolation and molecular identification of L-asparaginase producing actinomycetes isolated 
from Persian Gulf. 

Methods: In this study, 60 samples were collected from Persian Gulf in Hormozgan, Iran. 
Starch Casien Agar medium were used for isolation and purification of actinomycetes. All 
colonieses were screened for L-asparaginase activity with modified M9 medium. L-
asparaginase activity was measured by colorimertic method. Based on the enzyme activity, 
the strain with high L-asparaginase activity were selected and identified by nucleotide 
sequencing of 16S rRNA gene. 

Results: Thirty-two colonies of actinomycetes were obtained from sediment and seawater 
samples, among which 23 isolates were L-asparaginase producers. The strain PG08 with 
37×10-2 IU activity showed the highest activity. Based on the analysis 16S rRNA gen 
sequences of this strain was showed maximum similarity to Streptomyces spp.OS1-33. 

Conclusion: Actinomycetes isolated from Persian Gulf may be potential source of enzyme 
L-asparaginase, Streptomyces spp.PG08 with high productivity L-asparaginase can used for 
chemotherapy of acute lymphoblastic leukemia. 
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