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 ،بیستم دوره دامپزشکی میکروبیولوژی نشریه

  ،1403 بهار و تابستان ،اول شماره

 66-74 :48 پیاپی

 در فيلهالو های باسيلوس از متيونيناز ژن سازی همسان و مولکولی بررسی

 صنعت در استفاده جهت مستعد سلول

 3محدثه لاری پور، 2*منصور بيات، 1فروغ سهی راد

، نوین ايه فناوري و پایه علوم دانشكده  ،شناسی زیست گروه  ،صنعتی ميكروبيولوژي ارشد کارشناسی  آموخته دانش -1

 ایران  ،تهران ،اسلامی آزاد دانشگاه

 ایران ،تهران تحقيقات، و علوم واحد اسلامی آزاد دانشگاه ،پاتوبيولوژي گروه ،دامپزشكی شناسی قارچ استاد -2

، شمال تهران واحد اسلامی آزاد دانشگاه، زیستی علوم دانشكده, ميكروبيولوژي گروه،پزشكی شناسی قارچ دانشيار -3

 ایران ،تهران

             22/07/1404 تاریخ پذیرش:                      30/05/1404تاریخ دریافت: 

 چکيده

 از گروهی وفيليکهال هاي باسيلوس.  است گرفته قرار مطالعه مورد بسيار کانسرتراپی ویژه به داروسازي ي زمينه در که است آنزیمی متيونيناز

 صنایع در وفور هب که هستند هایی آنزیم بالقوه مخازن ها ارگانيسم این. کنند می زندگی نمكی محيط در که هستند مثبتی گرم هاي باکتري

 جهت ستعدم سلول در هالوفيل هاي باسيلوس از متيونيناز ژن سازي همسان و مولكولی بررسی مطالعه این هدف رو این از. دارند کاربرد مختلف

 شدند هویت تعيين و جداسازي فارس خليج-بندرعباس از شور آب نمونه 20 مجموع از باسيلوس جنس هاي سویه. باشد می صنعت در استفاده

  pTG19 انتقالی وکتور به کلونينگ TA روش توسط یافته تكثير قطعه. گردید جدا ها باسيلوس این از متيونيناز ژن ،ّ  PCR روش با سپس و

 ژن واجد سویه 2 تنها شده جدا باسيلوس سویه 12 از شد ترانسفورم استاندارد اوریگامی اشرشيا به نوترکيب وکتور بعد مرحله در. شد وارد

 محصول سكانس با تنهای در. گردید استفاده دار خانه پرایمر از متيونيناز ژن حامل باسيلوس جنس مولكولی هویت تعيين منظور به. بود متيونيناز

PCR روش از استفاده با متيونيناز آنزیم بيان. شد تایيد اوریگامی اشریشياکلی باکتري در متيونيناز ژن بيان real-time PCR در. شد ارزیابی 

 به سوبتليس اسيلوسب باکتري از موفقيت با آن ژن و شده متيونيناز آنزیم مولد بومی هالوفيل هاي باسيلوس کردن پيدا به موفق پژوهش این نتيجه

 .بود درجه 37 دماي در آنزیم فعاليت دمایی بهينه نتایج، طبق که گردید وارد بالا، توليد بازدهی منظور به اوریگامی اشرشيا باکتري

 PCR هالوفيل، مولکولی، سازی، همسان باسيلوس، ، متيونيناز: کليدی کلمات
   منصور بياتمسئول :  نویسنده  *

 ایران تهران، تحقيقات، و علوم واحد اسلامی آزاد دانشگاه پاتوبيولوژي، گروه دامپزشكی، شناسی قارچ استاد :آدرس

 m.bayat@srbiau.ac.ir :پست الكترونيک
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 مقدمه

 عنوان به که( EC 4.4.1.11)لياز-گاما-متيونين -ال

 متيونين-L   و دمتيولاز-𝛾 -متيونين-L متيونيناز، متيوناز،

( MGL) ازلي گاما متيونين. شود می شناخنه لياز-متانتيول

 دالتون کيلو 173 تا 149 حدود در مولكولی وزن داراي

 کيلو 45 تا 41 تقریبا) یكسان واحد زیر چهار از و بوده

 به ابستهو آنزیم یک متيونيناز. است شده تشكيل( دالتون

 مزیت یک که است( PLP) فسفات-5-پيریدوکسال

 یتوانای متيونيناز. دارد سرطان مهار در فرد به منحصر

 سرطانی، هايسلول رشد مهار و انتخابی دادن قرار هدف

 هک چرا. دارد را سالم هايسلول به رساندن آسيب بدون

 ونينمتي نام به ضروري آنزیم یک فاقد تومور هايسلول

 سيدا ساخت براي آن از سالم هايسلول که هستند سنتاز

 نشان اخير مطالعات. کنندمی استفاده متيونين  حياتی آمينه

 به انخودش توانند می ها متابوليت از بسياري که دهد می

 شدر برنامه و کنند عمل رسان پيام مولكول یک عنوان

 وسطت بویژه بسياري، مطالعات. کنند کنترل را سلول

 اند تهداش اشاره مطلب این به شناسی سرطان پژوهشگران

. باشد سانر پيام متابوليت یک است ممكن «متيونين» که

 رطانیس هاي سلول از بسياري که دهد می نشان تحقيقات

 غيرعادي ممتابوليس. هستند وابسته متيونين به رشد، براي

 رطانس پيشرفت طول در تكرارشونده پدیده یک سرطان

 یافته رتغيي سلولی خارج متيونين جذب بنابراین،. است

 شود پيشرفت و تومورزایی باعث است ممكن

(Abozeid, A.A, 2023.) 

( cas number 3-68-63) با( L-Methionine) متيونين

 .است بدن براي ضروري ي آمينه اسيد هشت از یكی

 براي ضروري آمينه اسيد یک عنوان به متيونين

 در هجمل از بيوتكنولوژیكی، هاي کاربرد با داران،مهره

 مورد بسيار داروسازي، و دام خوراک غذایی، صنایع

 ,.Neubauer, C. and Landecker, H) است توجه

2021.) 

 وسنتزبي شروع براي تنها نه متيونين سلولی، محيط در

 نيز ئينپروت پایداري و تاخوردگی براي بلكه پروتئين،

 نقطه عنوان به مهمی نقش این، بر علاوه. است حياتی

-  جمله از مختلف، متابوليكی فرآیندهاي شروع

Sمتيونين آدنوزیل (SAM)، گروه برجسته دهنده یک 

 ندکمی ایفا سلولی، متيلاسيون هايواکنش در متيل

(Bernasocchi, T. and Mostoslavsky, R., 2024.) 

 تيونينم نيازمند انسانی بدخيم سلولی هاي رده از بسياري

 DNA بيان متنظي و پروتئين سنتز افزایش براي بيشتري

 راهمیف باعث متيونين بيشتر بودن دسترس در. هستند

 هاي گروه اهداي براي متيونين آدنوزیل-S بيشتر زیستی

 به منجر تواند می این که شود می DNA به متيل

 Vaccaro, J.A. and)شود می DNA در هيپرمتيلاسيون

Naser, S.A., 2021. ) 

 سرطان، در شده شناسایی ژنتيكی اپی تغييرات اولين از

 وجود زیادي شواهد. است DNA متيلاسيون در تغيير

 هاي سلول رشد تواند می متيونين محدودیت که دارد

 (.Bandaru, N., et al 2025) کند مهار را سرطانی

 دليل بدن، متيونين سطح کاهش در متيونيناز توانایی

 قشن متيونين. است آن قوي سرطانی ضد اثرات اصلی

 به ،سرطانی هايسلول از بسياري تكثير و رشد در مهمی

 دیده تومورها از خاصی انواع در که هاییآن ویژه

 در کاهش با تواندمی متيونيناز. کندمی ایفا شوند،می

 حفظ ضمن حياتی، آمينه اسيد این بودن دسترس

 ستند،ه وابسته متيونين به کمتر که طبيعی هايسلول

. کند ایجاد سرطانی هايسلول در ايکشنده اثرات

 اعثب اول،. دارد دستیپایين اثر چندین متيونين کاهش

 باعث است ممكن متيونين سطح کاهش شود؛می آپوپتوز

 نندک آغاز را آپوپتوز مسيرهاي سرطانی هايسلول شود
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 ،دوم. دهد رخ سلولی شدهریزيبرنامه مرگ نتيجه در و

 ايهسلول رشد حياتی، مغذي ماده یک تأمين کاهش با

 را لولیس تكثير که کندمی متوقف یا کند را سرطانی

 متيونيناز،(. Wahib., et al 2025) کندمی محدود

 اتاليزک آمونياک و متانتيول کتوبوتيرات،-𝛼 به را متيونين

 (George, S. and Narayanan, D.P., 2025) کند می

: جمله از مختلف منابع از MGL دهد می نشان مطالعات

 انسان اما. است شده جدا گياهان و ها قارچ ها، باکتري

 قبلا که MGL منابع ميان در. هستند آنزیم این فاقد ها

 هترینب هالوفيل و آبزي هاي باسيلوس شد، داده توضيح

 است شده گزارش MGL توليد براي باکتریایی منبع

(Abozeid, A.A., 2023. ) 

 ها روش و مواد

 برداری نمونه
 صورت هب و باشد می تحليلی-توصيفی نوع از مطالعه این

 آب از برداري نمونه. است شده انجام پایه علوم مطالعه

 وعمجم در که شد انجام فارس خليج-بندرعباس در شور

 نمونه متري سانتی 10 عمق تا سطح از آب نمونه 20

 قبل از هک اي شيشه ظروف در بندي بسته از بعد و برداري

 دور اب ها نمونه.  گردید ارسال آزمایشگاه به شده استریل

rpm 8000  در آن رسوب قسمت از و شد سانتریفيوژ 

 شتک اي منطقه چهار صورت به آگار برتانی لوریا محيط

 وکمشك یافته رشد هاي کلنی قسمت از. گردید انجام

 تست و ميكروسكوپی ماکروسكوپی، نظر از باسيلوس به

 یهسو از. گرفتند قرار مطالعه مورد بيوشيميایی هاي

 مامیت در مثبت کنترل عنوان به باسيلوس استاندارد

 آب نمونه 20 گري غربال براي. شد استفاده کار مراحل

 اسيلب به مشكوک هاي کلنی آزمایشگاه به ارسالی شور

 تخصوصيا اساس بر که شده جداسازي مثبت گرم هاي

 مياییبيوشي هاي تست و ميكروسكوپی مورفولوژیک،

 تایيد ورمنظ به. شدند هویت تعيين باسيلوس عنوان تحت

 زا متيونيناز ژن حامل باسيلوس جنس مولكولی هویت

 استفاده PCR روش به 16srRNA عمومی پرایمرهاي

 .گردید

 ينازمتيون آنزیم کننده توليد هاي باسيلوس جداسازي

 ازمتيونين آنزیم ي کننده کد ژن منظورشناسایی به

(mdeA )آزمون و اکسترکشن اي ان دي کيت از PCR  

 توسط دهش سنتز اختصاصی هاي پرایمر زوج از استفاده با

sinacolon  آگارز ژل توسط محصول و گرفت انجام 

 %1 آگارز ژل روي بر الكتروفورز. شد الكتروفورز 1%

 .باشد می  mdeA ژن حامل سویه 2 تنها که دهد می نشان
 پژوهش آغازگر های مورد استفاده در اين

 سايز باند توالی ژن نام ژن

M13-FP 5′-TGTAAAACGACGGCCAGT-3′ 190 

16s 
rRNA 

F 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 
R 5′-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′ 

1420 

 نينازمتيو آنزيم ی کننده کد ژن کردن کلون

(mdeA )اوريگامی اشريشياکلی در 

 مميكروارگانيس بانک از اوریگامی سویه  E.Coli باکتري

 ریعس کلونينگ منظور به پژوهش این در. گردید تهيه ها

  TA-Cloning روش از PCR محصول موثرتر و تر

 Sinaclon شرکت از کلونينگ TA کيت.  شد استفاده

 از ودب آمده کيت پروتكل در که همانطور. گردید تهيه

 آن 3´ انتهاي در که PTG19-T بنام خطی وکتور یک

 خطی وروکت از استفاده. شد استفاده دارد قرار تيمين باز

PTG19-T است تيمين باز داراي خود 3´ انتهاي در که 

 به  PCR محصول آسان و سریع و مستقيم اتصال به منجر

 ligase T4 آنزیم سپس گردد، می کلونينگ وکتور

DNA اتصال کووالان پيوند تشكيل با DNA نظر مورد 

 ولكولم یک نتيجه در کند، می محكم را خطی وکتور به

 هک شده تشكيل ماست نظر مورد ژن حاوي که حلقوي

 E.coli ندمان مناسب ميزبان در را بخود خود تكثير توانایی

 .باشد می دارا
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 وريگامیا اشرشياکلی ميزبان به وکتور انتقال

 در LB کشت محيط در اوریگامی سویه  E.coli باکتري

 کشت ساعت 16-17 بمدت گراد سانتی درجه 37 دماي

 10 مدتب اي لوله سانتریفوژ دستگاه در سپس و شد داده

 محلول سپس. شد سانتریفوژ g10000 دور در دقيقه

 100 .آمد بدست باکتري رسوب و شده ریخته دور رویی

 سسپ کرده اضافه باکتري رسوب به s بافر از ميكروليتر

 12000 دور در دار یخچال سانتریفوژ در دقيقه 1 بمدت

g بافر از ميكروليتر 50 سپس. شد داده قرار s رسوب روي 

 ورد در دوباره. گرفت قرار یخ در دقيقه 5 بمدت و ریخته

g 12000 500 بار این شده، سانتریفوژ دقيقه 1 بمدت 

 100 و شد پيپتاژ و ریخته رسوب روي s بافر از ميكروليتر

 و کرده اضافه  Ligation محلول به را آن از ميكروليتر

 ثانيه 90 سپس. شد داده قرار یخ در دیگر دقيقه 30 بمدت

 دقيقه 10 دوباره و گرفت قرار گراد سانتی درجه 42 در

 بدست محلول درنهایت. شد داده قرار یخ روي بر دیگر

 ميلی 5/1 هاي تيوب ميكروليتردر 75 حجم در آمده

 ايدم در و گردید ذخيره مخصوص دار پيچ درب ليتري

 .دش نگهداري مدت بلند بصورت گراد سانتی درجه -70

 در و تهبرداش شده ساخته کشت محيط از ميكروليتر 400

 را شده  transfer مواد و شد ریخته ليتري ميلی 5/1 ویال

 کردن پيپتاژ از پس. شد اضافه آن به دارند قرار یخ در که

 گراد سانتی درجه 37 انكوباتور در دقيقه 45-60 بمدت

 سيلين یآمپ بيوتيک آنتی کشت محيط به. گرفت قرار

 وکتوري و کند رشد محيط در بتواند باکتري تا شد اضافه

 1 تبمد محتویات سپس. دارد نگه را کرده دریافت که

 دور رویی محلول و شده سانتریفوژ 650g دور در دقيقه

 داده کشت LB پليت روي باکتري رسوب و شد ریخته

 انكوبه گراد سانتی درجه 37 در روز 2 الی 1 بمدت و شد

 .گردید تایيد کلونينگ انجام نهایت در و

 :شد جامان زیر مرحل کلونينگ تایيد منظور به نهایت در و

 (آبی و سفيد هاي کلونی) سلكشن کلونال .1

  M13 پرایمر .2

 هاجانكشن یابی توالی و سكانس .3

 تشرک به بيان بررسی و سكانس براي  PCRمحصول

Bioner و گردید ارسال BLAST شد. 
 

 
 تاييد کلونيگ با روش کلونال سلکشن آبی و سفيد

 سایر اب ژنتيكی تشابه نظر از آمده دست به هاي توالی

 و شده ردیف هم NCBI سایت در شده ثبت هاي توالی

 ابتدا که صورت این به. گردید ترسيم فيلوژنی درخت

 سایت در 16srRNA ژن يmRNA و DNA توالی

NCBI 16 ژن چندین توالی سپس. شد شناساییsrRNA 

 رمن از استفاده با و شد گرفته NCBI اطلاعاتی بانک از

 مه ها باکتري سایر با ژن این هاي توالی clustalX افزار

 ،نوکلئوتيدي تنوع ها، جهش تعداد ادامه در. گردید تراز

 در نیژ آناليز قسمت از استفاده با...  و ژنی تفرق درصد

 فيلوژنی درخت رسم براي. گردید انجام NCBI سایت

 .شد استفاده Mega5 افزار نرم از

 
 محل ايجاد جانکشن و سکانس مربوط به آن توسط شرکت بيونر
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 متيونيناز سنتز شده توسط شرکت سيناکلون به سفارش پژوهشگر اطلاعات پرايمر

Oligo name Seq.(5-3) MW OD (1000µl) nmol 
Water/

tube 
(µl) 

TM GC% Mer 

Methioninase-F-
1042bp 

ATGAGCATCACCCAGAAC 5461.6 2 12.08 120.84 53.69 50 18 

Methioninase-R TCATTTTTCCAATCTTCCAT 5967.9 2 11.06 110.59 49.10 30 20 

 

 
با  16srRNAدرخت فيلوژنی رسم ش ده بر اساس توالی ژن 

 Mega5استفاده از نرم افزار 

 
ميزان بيان ژن متيو نينازتوسط سويه ی نوترکيب به 

 بررسی شد Real time PCR وسيله ی آزمون 

 نتايج

 آزمایشگاه به ارسالی آب نمونه 20 گري غربال نتيجه در

 بتمث گرم هاي باسيل به مشكوک کلنی 12 مجموع در

 نشان %1 آگارز ژل روي بر الكتروفورز. شد جداسازي

 از پس. باشد می  mdeA ژن حامل سویه 2 تنها که داد

 کلنی توسط متيونيناز ژن حامل سویه کردن کلون

 يجداساز شده کلون هاي سویه( سفيد/آبی) سلكشن

 هاي کلنی ازM13 پرایمر حضور تایيد براي و شدند

 و PCR آزمون توسط. شد استخراج DNA مشكوک

 به پلازميد هاي ژن ورود ،PCR محصول الكتروفورز

 آزمون تيجهن در. شد تایيد اوریگامی اشریشياکلی باکتري

 وریگامیا کلی اشریشيا در ژن این که داد نشان کلونينگ

 تدرخ بررسی. است شده کلون آميزي موفقيت بطور

 ايه گونه با مقایسه و مطالعه مـورد هاي گونه فيلوژنی

 يكیفيلـوژنت روابـط حاضـر، تحقيق از بخشی در مشابه

 16srRNA  ژن از اسـتفاده با باسيلوس هاي گونه بين

 يكیفيلوژنت درخـت نتـایج. گرفـت قـرار بررسـی مورد

 نشـان( Neighbor-Joining) همجواري پيوند روش به

 ليسسوبتي باسيلوس هـاي گونـه با ما نمونه کـه دهـد می

 قــرار( خوشــه) کــلاد یک در %99 اســترپ بــوت بــا

 ها آن یکنزد خویشاوندي رابطــه بيــانگر کــه گرفتنــد

 .بود هم با

 بحث

 رايب طبيعی، هايسلول با مقایسه در سرطانی هاي سلول

 اما. دارند نياز گلوکز زیادي مقدار به سریع تكثير و رشد

 اینكه علت به گلوکز حذف، ي پایه بر هاي درمان

 وکزگل به رشد و ماندن زنده براي نيز طبيعی هايسلول

 ضروریات  از دیگر یكی. است ممكن غير دارند نياز

 سطوح هب ها آن وابستگی سرطانی، هايسلول متابوليكی

 شدر براي متيونين جمله از خاص، آمينه اسيدهاي بالاي

 عنوان هب متيونيناز آنزیم جهت همين به. است تكثير و

 شده واقع توجه مورد بسيار متيونين محدودیت عامل یک

 و Mohkam.  (Qoura, L.A. et al., 2024)است

 نينازمتيو-ال توليد بار، اولين براي 2020 سال در همكاران

 از که کرد گزارش را Alcaligenes جدید جنس یک از

 مطالعه این در. شد شناسایی و جدا خاک هاي نمونه
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 استان در شيراز شهر مختلف هايباغ خاک از هانمونه

 و Ghalehno. بود شده آوري جمع ایران، فارس،

 شناسایی و جداسازي بررسی به" 2018 سال در همكاران

 طی در ضدميكروبی فعال مواد توليدکننده هاي سویه

 يهدهندتشكيل مثبتگرم هايباکتري گريغربال

 شورایران هايدریاچه از جداشده هالوفيل آندوسپور

 مختلف شور هايدریاچه از ایزوله 62 تعداد. پرداختند

 از متيونيناز آنزیم استخراج ".شدند جداسازي ایران

 هاي روش از یكی آنزیم، این کننده توليد هاي باکتري

 حقيقاتت نيز مورد این در که است آنزیم این به دستيابی

 و Azizi, E مورد این در. است یافته انجام متعددي

 عنوان تحت" اي مطالعه در 2018 سال در همكاران

 ضد مولد هاي اکستروموفيل شناسایی و جداسازي

 زا متيونيناس-ال و گلوتاميناز-ال هاي آنزیم سرطان

 شده انجام ایران قزوین، در که گنبد یيل گرم آب چشمه

 گنبد یله گرم آب نمونه 20 مجموع از که دریافتند بود

 متيونيناز داراي ایزوله 1 تنها اما کرد رشد کلنی 12 قزوین

 به  ميسفور ليكينی باسيلوس مطالعه، این در. بود فعال

  دتولي براي بومی سویه یک و غالب سویه یک عنوان

 در که دیگري ي مطالعه در ".شد شناسایی متيونيناز

 تحت 2018 سال در Prihanto, A.Aتوسط اندونزي

 توليدکننده یک ،UBTn7 سوبتيليس باسيلوس عنوان

 Rhizophora حرا، گياه از شده جدا متيوناز-L بالقوه

mucronata دست به مطالعه این از هدف". گرفت انجام 

 از دهش جدا متيونيناز ال مولد اندوفيت باکتري آوردن

 ایجنت اساس بر که بود حرا درختان برگ و ساقه ریشه،

 هترینب بيوشيميایی، و مورفولوژیكی تحليل و تجزیه

 آنزیم يدتول. "بود سوبتيليس باسيلوس کننده توليد

 ها ارچق مانند ميكروبی هاي گونه سایر توسط متيونيناز

 وسطت عربستان در که اي مطالعه در. گيرد می انجام نيز

Alzahrani  از" گرفت انجام 2021 سال در همكاران و 

 8 دبو شده جدا گياهی ریزوسفر از که قارچی گونه 24

 با همقایس در که داشتند را آنزیم توليد توانایی جدایه

 ییبالا توانایی از مطالعه این در شده جدا هاي باسيلوس

 توالی همچنين ها آن. بودند برخورد زمينه این در

16srRNA گزارش و کردند آناليز را قارچی هاي جدایه 

 یپن و آسپرژیلوس نوع از ها قارچ این اکثر که دادند

 ".اند بوده سيليوم

 گيری نتيجه

 اثرات و نوترکيب DNA فناوري طریق از دارو توليد

 جهان پزشكی علوم جوامع روز مباحث از آن درمانی

 غلظت با شور هاي محيط از تنوعی داراي ایران. است

 نمكی، معادن شامل ها محيط این. است مختلف هاي

 دریاچه ویژه به و نمكی هاي رودخانه شور، هاي بيابان

 شورترین و ترینبزرگ اروميه دریاچه. است نمک هاي

 اشباع فوق هاي¬دریاچه از یكی و ایران دائمی دریاچه

 بزرگ نمک دریاچه با نظر این از که است دنيا نمک از

 كیی عنوان به فارس خليج همچنين. دارد شباهت آمریكا

. شود می شناخته آزاد هاي آب ترین شور از

( دوستنمک) هالوفيل هايميكروارگانيسم

 غنی و شور هايمحيط در که هستند هاییميكروارگانيسم

 اییتوان دليل به موجودات این. کنندمی زندگی نمک از

 جهتو زیستی، هايچرخه در نقش و سخت شرایط تحمل

 نزیمآ از یكی متيونيناز. اندکرده جلب خود به را زیادي

 یک عنوان به و است بالا درمانی ارزش با صنعتی هاي

 هاي رده مختلف انواع برابر در قوي سرطانی ضد عامل

 هاي رده از بسياري. آید می حساب به تومور سلولی

-L هب مطلق نياز اوليه تومورهاي و انسان سرطانی سلولی

. دارند ثيرتك و بقا براي ضروري آمينه اسيد یک متيونين،

 نتازس متيونين دليل به طبيعی هايسلول دیگر، سوي از

 متيونين جاي به هموسيستئين، روي بر رشد توانایی فعال،

 نتازس متيونين فاقد تومور هاي سلول از بسياري. دارند را
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 طریق زا خارجی متيونين مكمل به بنابراین هستند فعال

 اصلی دفه متيونين نتيجه، در. هستند وابسته غذایی رژیم

 بهره بنابراین، است؛ درمان براي خاص هاي تومور

 پلاسما متيونين تخليه براي متيونيناز-L  از درمانی برداري

 ن،ای بر علاوه. رسد می نظر به اميدوارکننده روش یک

 یسلول درون آنزیم عنوان به متيونيناز-L محدود توزیع

 نای انسان، در نه اما ميكروبی، هاي پاتوژن همه بين در

 ندرما براي اميدوارکننده دارویی هدف یک به را آنزیم

 می لتبدی یاخته تک ضد و قارچ ضد باکتري، ضد هاي

 از یداروی استفاده و مسئله این اهميت به توجه با. کند

 این دتولي تا شد تلاش مطالعه این در متيونيناز، آنزیم

 ریعس باکتري توسط کلونينگ روش طریق از آنزیم

 در دمیق تا بگيرد انجام اوریگامی کلی اشریشيا الرشد

 ها باکتري کمک با آنزیم این از انبوه توليد راستاي

 ژن هک داد نشان نيز حاضر تحقيق نتایج. پذیرد صورت

 آب در موجود هالوفيل هاي باسيلوس در ميونيناز آنزیم

 کلونينگ با و دارد وجود فارس خليج-بندرعباس هاي

 تردهگس ميزان به توان می اوریگامی کلی اشرشيا در آن

 توليد را یصنعت آنزیم این بيشتر اقتصادي صرفه با و تر
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Abstract 

Methioninase is an enzyme that has been widely studied in the field of pharmacy, especially 

cancer therapy. Halophilic bacillus are a group of gram-positive bacteria that live in saline 

environments. These organisms are potential reservoirs of enzymes that are widely used in 

industries. Therefore, the aim is molecular investigation and coloning of the methioninase gene 

from halophilic bacilli is in the susceptible cell for use in industry. Bacillus strains were isolated 

and identified from a total of 20 saline water samples in persian gulf-bandarabbas, and then 

the methioninase gene was isolated from the bacilli by PCR method. The amplified fragment 

was inserted into the the pTG19 transfer vector by TA cloning method. In the next step, the 

recombinant vector was transformed into E.coli uragami. The expression level of pectinase 

enzyme was evaluated using real-time PCR method. Out of 12 Bacillus strains isolated, only 2 

strains had methioninase gene. In order to determine the molecular identity of the Bacillus 

genus carrying the methioninase gene, housekeeping primers were used. Finally, the expression 

of methioninase gene in Escherichia coli Oragami bacteria was confirmed by PCR product 

sequence. As a result of this research, it was possible to find local halophilic bacilli producing 

methioninase enzyme and its gene was successfully transferred from Bacillus bacterium to 

E.coli bacterium for high production efficiency. According to the results, the optimal 

temperature of enzyme activity is at It was 37 degrees. 
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