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  چکیده

صنعتی است. به دلیل اهمیت و کاربرد گسترده این آنزیم، هدف از این مطالعه  های درمانی و  ترین آنزیمیکی از مهم  دکستراناز  :مقدمه 

 خاک جهت استفاده در دندان پزشکی بود.   هایاسترپتومایسس از دکستراناز تعیین مولکولی ،کلونینگ و کینتیک آنزیم

خاک جداسازی شدند. از طریق واکنش    هایاسترپتومایسس  های بیوشیمیایی و مولکولی،پس از شناسایی و انجام تستروش کار:  

PCR  نیز   و دمای بهینه به منظور تولید دکستراناز  اسیدیتهمشخص شدند.    دارای ژن آنزیم دکستراناز  استرپتومایسسهای  سویه  

کلونینگ   TAالحاق و از طریق تکنیک  اشرشیا کلی    های مثبت از طریق وکتور به باکتری میزبانسویه  تعیین گردید. ژن دکستراناز

   سنجیده شد.  XL1blueاشرشیا کلی ژن دکستراناز در  ، بیانReal Time PCRکلون شد. در پایان از طریق تکنیک 

ایزوله    12از غربالگری نمونه های خاک که بر اساس خصوصیات مورفولوژیک و بیوشیمیایی تعیین هویت شدند، در مجموع  نتایج:  

شداسترپتومایسس   تنها    12از    .جداسازی  کویلی ایزوله    3ایزوله  دکسترانازکالر  استرپتومایسس  ژن  بهینه   اسیدیته  بودند.  دارای 

و    PCRصحت کلونینگ از طریق کلنی سلکشن،  گراد تعیین شد.  درجه سانتی   55-65در محدوده  و دمای بهینه    2/5دکستراناز  

تایید    XL1blue  اشریشیا کلی در باکتری    را دکستراناز بیان ژن  نیز  Real time PCRتایید شد. نتایج    PCRیابی محصول  توالی

 نمود. 

تواند این سویه می  ،دکستراناز  بدلیل پتانسیل بالا در تولیداسترپتومایسس خاک  نتایج این تحقیق نشان داد بررسی    گیری: نتیجه 

ی های تولید کننده ها را به عنوان کاندیدای مناسبی در طراحی و ساخت سویهتوان این ایزولهساز مطالعات آینده باشد و میزمینه

 .آنزیم معرفی نمود

 ، کلونینگ    دکستراناز خاک،استرپتومایسس  واژگان کلیدی:

 

 

 

 

 

 



 فصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروبی

 

2 

 

 

Screening and cloning of the gene encoding dextranase enzyme from soil 

Streptomyces for use in dental cases 

Ashkan Gooderzi1, Kiumarss Amini2*, Mohaddeseh Larypoor3 

1. PhD. student, Department of Microbiology, Faculty of Biological Sciences, Islamic Azad University, 

North Tehran Branch, Tehran, Iran  

2. Full Professor, Department of Microbiology, Faculty of Basic Sciences, Saveh Branch, Islamic Azad 

University, Saveh, Iran 

3. Associate Professor, Department of Microbiology, Faculty of Biological Sciences, North Tehran Azad 

University, Tehran, Iran 
Abstract 

Introduction: This study aimed to explore the molecular, cloning, and kinetic properties of the 

dextranase enzyme produced by Streptomyces isolated from soil, for potential applications in 

dentistry. Dextranase is an enzyme that breaks down dextran, a polysaccharide, and is important 

in both therapeutic and industrial fields, including use in blood substitutes, vasodilators, and the 

sugar industry. 

Methods: Microbial enzymes, such as those from soil bacteria, are preferred over plant and 

animal-derived enzymes due to their variety, lower cost, and greater stability. Soil bacteria, in 

particular, are abundant sources of biologically active compounds with minimal toxicity, making 

them suitable for human treatment. 

Results: The study isolated 12 Streptomyces strains from soil samples. After biochemical and 

molecular analysis, three strains, identified as Streptomyces quilicolor, were found to contain the 

dextranase gene. The optimal conditions for dextranase production were determined to be a pH of 

5.2 and a temperature range of 55-65°C. The dextranase gene was successfully cloned into 

Escherichia coli using a TA cloning technique, and its expression was confirmed through Real-

Time PCR. 

Conclusion: The results suggest that Streptomyces from soil, with its high potential for dextranase 

production, could serve as a valuable resource for future industrial and therapeutic applications. 

The isolated strains are promising candidates for the development of efficient dextranase-

producing strains, particularly for use in dental treatments and other clinical fields. 
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 مقدمه 

متابولیتباکتری برابر  ها  در  دفاع  برای  را  ثانویه  های 

های  کنند و این متابولیتهای دیگر تولید میمیکروارگانیسم

ثانویه به عنوان منبعی از ترکیبات فعال زیستی برای استفاده  

می  عمل  انسان  در  درمانی  آنزیمنمایندهای  میکروبی  .  های 

آنزیم به  جانوری  نسبت  و  گیاهی  منابع  از  شده  مشتق  های 

های  توان به تنوع فعالیتهایی دارند که از آن جمله میمزیت

کاتابولیکی، هزینه ارزانتر، منابع فراوان، مستمر و حتی کمیت  

-باکتری های خاک    ها اشاره نمود.و پایداری نسبی بیشتر آن

ساختار   و  زیستگاه  اساس  بر  را  متفاوتی  های  آنزیم  زی 

میاکولوژیکی تولید  ازکشان  طور   نند.  به  خاک  که  آنجایی 

باکتری از  مملو  میطبیعی  مختلف  بنابراین  های  باشد، 

آنزیم ویژه  به  خاک  میکروبی  و محصولات  بیشتر  ایمنی  ها، 

زایی سلولی کمتری داشته و در مجموع برای کارهای  سمیت

مناسب انسان  در  میدرمانی  میکروارگانیسمتر  های  باشند. 

برای   پایداری  استحصال ترکیبات فعال خاک منابع عظیم و 

-E.C.3.2.1.11α-d-glucanدکستراناز )  . (1)  بیولوژیکی هستند

6-glucanohydrolase-1,6) تواند  یک آنزیم القایی است و می

گلیکوزید   -α-(1,6)-dاندوهیدرولیز پیوندهای      به طور خاص،

مکان در  محصولات را  کند.  کاتالیز  دکستران  تصادفی  های 

ایزومالتوز، ایزومالتوتریوز، مقادیر کمی دی گلوکز    شاملاصلی  

با جرم مولکولی کم و مجموعه پلی ساکاریدهای  از  -می  ای 

های  دکستراناز به طور گسترده در تولید دکستران    .( 2)باشند  

است شده  استفاده  خاص  های  مولکول    .( 4,  3)  بالینی 

دکستران تولید شده توسط دکستراناز با جرم مولکولی متوسط  

توانند به عنوان  کیلو دالتون می  ۷۰تا     2۰با وزن نسبتاً کم  

جرم   های بااستفاده شوند و مولکول  یخونعروق کننده   گشاد

هایی با آهن  توانند کمپلکسکیلو دالتون می   ۸تا    6مولکولی  

. در کاربردهای  (5)  خونی شدید تشکیل دهندبرای درمان کم

توسط دکستراناز   تولید شده  بالینی خاص  بالینی، دکستران 

اضطراری  می مواقع  در  خون  جایگزین  یک  عنوان  به  تواند 

استفاده شود. در صنعت قند، از دکستراناز برای رفع شفافیت  

تواند در آب نیشکر ایجاد کند  و بازده ضعیفی که دکستران می

شایان ذکر است که این آنزیم را      .( ۸-6)   استفاده شده است

توان با دکستران تجاری برای سنتز مستقیم ایزومالتوز و می

پری اثرات  که  خود ایزومالتوالیگوساکاریدهایی  از  بیوتیکی 

قبلی پیشنهاد    های. گزارش(6)نمود  استفاده    ، نشان می دهند

های  که دکستراناز ممکن است قادر به درمان پلاک  ه استکرد

آنجایی که دکستراناز می از  باشد.  موثر دندانی  به طور  تواند 

استفاده از این     دندانی تجزیه کند، هایدکستران را در پلاک

آنزیم به روشی موثر برای درمان پوسیدگی دندان تبدیل شده  

استفاده از دکستراناز برای  . به همین دلیل،  (11-9,  ۷)  است

به ویژه با توجه به تخریب دکستران      درمان پوسیدگی دندان،

  در پلاک های دندانی، توجه زیادی را به خود جلب کرده است

عنوان یک  هایی را بههای باکتریایی بیوفیلم. سلول(12-14)

می تشکیل  خارجی  شرایط  برابر  در  محافظ  به  سد  و  دهند 

  کنند می برای بهبود بقا و پراکندگی عمل میسعنوان مکانی

عامل اصلی پوسیدگی دندان   موتانس  وساسترپتوکوک.  (15)

-های انسان و تعدیل کننده کلیدی توسعه بیوفیلمدر دندان

پوسیدگی است.های  پوسیدگی    زا  باکتری  این  در تجمع  زا 

شود پریودنتال  التهاب  شروع  به  منجر  است  ممکن    بیوفیلم 

گروه ،  استاد تمام مسئول:  سندهی و ن 

، دانشگاه  پایهدانشکده علوم میکروبیولوژی، 

 ساوه واحد  یآزاد اسلام

 :ک یالکترون آدرس

Dr_kumarss_amini@yahoo.com 

 3۰/۰۷/14۰3مقاله:  افتیدر خیتار

 22/۰9/14۰3: رشیپذ خیتار
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التهاب  (1۷,  16) اصلی  درمان  بیوفیلم  برداشتن  بنابراین،   .

درمان   برای  است  ممکن  قلیایی  دکستراناز  است.  پریودنتال 

انتظار می رود محصولات پوسیدگی دندان مناسب باشد زیرا 

مینای دندان    اشویه نسبت به محصولات اسیدی بقلیایی دندان

 3۷علاوه بر این، دکستراناز در دمای حدود  .  سازگارتر باشند

کند و همچنین ممکن  گراد به طور موثر عمل میدرجه سانتی

در    .  ( 1۸)  های دندانی انسان کمک کنداست به تخریب پلاک 

باکتری حاضر  قارچحال  و  تولید ها  برای  اصلی  منبع  دو  ها 

هستند   معمولاً  (19)دکستراناز  باکتری  دکسترانازهای   .

نسبتاً   دکستراناز  فعالیت  اما  دارند  مطلوبی  حرارتی  پایداری 

دارند.  قارچ  کمی  این حال،  رایج با  منبع دکستراناز،  ها،  ترین 

کنند که در مقادیر  دکسترانازهای اسیدی و مگاگرمی تولید می

گراد کاتالیز درجه سانتی  5۰و دمای بالای    5/6تا    5  ازاسیدیته  

دکسترانازها به      کنند و در شرایط قلیایی ناپایدار هستند.می

 ندرت قادر به کاتالیز در شرایط قلیایی و دمای متوسط هستند

باکتری.  (6) تا  شد  تلاش  حاضر  تحقیق  های  در 

خاک    استرپتومایسس منابع  از  دکستراناز  کننده  تولید 

کننده کد  ژن  سپس  و  شده  جهت جداسازی  دکستراناز  ی 

 افزایش تولید این آنزیم، کلون گردد.

 

 ها مواد و روش 

 از خاک   استرپتومایسس و جداسازی    نمونه برداری 

مشابه   مطالعات  اساس  بر  خاک  از  برداری  و    (2۰)نمونه 

و  در تهران انجام شد   ایستگاه  5از      همچنین فرمول کوکران،

سانتی متری    5نمونه خاک از سطح تا عمق    12هر ایستگاه    از

و    اکاوای با روش ها  سسیاسترپتوما  یجداساز    جمع آوری شد.

از   تریکرولیم  1۰۰برای این منظور  .  ( 21)  نونومورا انجام شد

رقت از  مقدار  ه  یرو   یینها   یهاهر  -دیاس  کیومیسطح 

باکتر  کیومیه  د یاس)آگار    نیتامیو آگار  در    ک یولوژیمحلول 

  3CaCOگرم،    4HPO2Na  5 گرم،    4MgSO  5/۰ گرم،    2۰

اس  2/۰   ، گرم KCL   2۰گرم،  1۰  کیومیه  دیگرم، 

شد.  ( کشت داده  تریل  1آب مقطر    و  گرم  5  دیمایکلوهگزیس

دما  یها  تیپل در  شده  سانت  25  ی کشت  در    ی درجه  گراد 

اسپوراس   یکیتار هفته   یباکتر  یهایکلن  ونیتا  دو  مدت  به 

کلن شدند.  و  یباکتر  یها  ی انکوبه  اساس    ی ها  یژگ یبر 

م  یکیمورفولوژ   یکلن     شدند.  یی شناسا  ینور  کروسکوپیبا 

  هایپلیت یبرداشته شدند و رو سسیاسترپتوما نده یمان یها

مخمر    1۰گلوکز  )تازه    Bennetآگار   عصاره  گرم،    1گرم، 

 ک یولوژیگرم، آگار باکتر  1گرم، عصاره گوشت گاو    2پپتون  

مقطر    2۰ آب  و  تا  تریل  1گرم  شد  داده  کشت    ی هایکلن( 

 . (22) به دست آمد خالص استرپتومایسس
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جدایه  هویت  به  تعیین  مشکوک  باکتریایی  های 

 استرپتومایسس 

های باکتریایی از خصوصیات خصوص تعیین هویت جدایهدر  

، ماکروسکوپی   میکروسکوپی  کلنی  آمیزی )رنگ  خصوصیات 

بیوشیمیاییتست    گرم(، مولکولی  های  شناسایی  استفاده    و 

شامل  تست  شد. بیوشیمیایی  حرکتهای  ،  ایندول    ،تست 

رد پیگمان،  سیترات،  VP،  متیل  ژلاتین،  تولید  ،  هیدرولیز 

هیدرولیز  ،  هیدرولیز کازئین،  کاتالاز،  اکسیداز،  نیترات  یاحیا

در نهایت  بودند.    2SHتست تولید  ز و  تست سوکرو،  نشاسته

. برای شناسایی مولکولی نیز انجام گردید  ،جهت تایید نهایی

از منظور  تکثیرپرایمرها  این  برای  عمومی   16srDNA  ی 

  . (23)استفاده گردید    PCR( به روش  1541Rو    8F)پرایمر  

های  پس از ارزیابی کمی و کیفی با روش  PCRسپس محصول  

درصد،    5/1اسپکتروفتومتری و الکتروفورز بر روی ژل آگارز  

منظور   و    Bioneerبرای شرکت    یابی توالیبه  ارسال گردید 

ی تا سویه  شد   NCBI  ،BLASTنتیجه سکانس در دیتابیس  

. مذکور شناسایی گردد 

 

 تولید کننده دکستراناز های  جداسازی باکتری 

ایزوله کردن  مشخص  آنزیم  جهت  تولید  توانایی  که  هایی 

واکنش   از  داشتند،  را  پرایمر   PCRدکستراناز  از  استفاده  با 

کننده کد  ژن  برای  گردید.  اختصاصی  استفاده  دکستراناز  ی 

از نرم استفاده  با  با    Primer3افزار  پرایمرها  طراحی شدند و 

داده   پایگاه  در  آن  NCBIبلاست  عملکرد  ارزیابی  صحت  ها 

ترتیب به  برگشت  و  رفت  پرایمر  توالی  -’5شد. 

GAATCCATGCAGACTCTCCTTGTGAGC-3’  5و’-

AGGCTTTCACTGCATGGAAGCATAATC-3’    .بود

واکنش   مدت    PCRسپس  به  اولیه  دناتوراسیون  یک    1۰با 

دمای   در  سانتی  95دقیقه  شامل    35گراد،  درجه  سیکل 

گراد،  درجه سانتی   95ثانیه در دمای    3۰دناتوراسیون به مدت  

به مدت   دمای    4۰انلینگ  در  سانتی  55ثانیه  و  درجه  گراد 

گراد و  درجه سانتی  ۷2ثانیه در دمای    6۰گسترش به مدت  

دقیقه در    1۰در نهایت یک چرخه گسترش نهایی به مدت  

انجام شد. گراد درجه سانتی  ۷2دمای 

 

 سنجش فعالیت آنزیم 

فعالیت دکستراناز با تعیین سرعت هیدرولیز دکستران اندازه 

سنجش   در  استفاده  مورد  واکنش  مخلوط  شد.  گیری 

درصد در بافر استات   2لیتر دکستران  میلی  1دکستراناز حاوی  

میکروگرم(    ۸/۰میکرولیتر )  2۰  (  2/5ر)اسیدیته  مولامیلی  2۰

پس از تسهیل تجزیه      شده مناسب بود. از محلول آنزیمی رقیق

  1۰گراد به مدت  درجه سانتی  6۰آنزیمی دکستران در دمای  

-3،5دقیقه، قندهای احیاکننده آزاد شده با استفاده از روش  

از   (U 1) یک واحد    ی نیتروسالیسیلیک اسید تعیین شدند.د

بازده   که  شد  تعریف  آنزیمی  مقدار  عنوان  به  آنزیم  فعالیت 

قندهای   و  کرد  هیدرولیز  را  کنندهدکستران    1معادل    احیا 

مورد ارزیابی    تحت شرایط فوق  مالتوز در دقیقه میکرومول از

 . (24)ند قرار گرفت
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 دکستراناز   تعیین شرایط بهینه فعالیت 

-درجه سانتی  6۰  دمای  در  و   3-9در محدوده    تهیدیتأثیر اس

دکستران به عنوان  %  2/۰دقیقه با استفاده از    1۰راد به مدت  گ

اثر دما با انکوبه کردن     .(24)   سوبسترا مورد ارزیابی قرار گرفت

( در دماهای مختلف )از 2/5بهینه آن ) اسیدیتهدکستراناز در 

دقیقه با استفاده از  1۰درجه سانتی گراد( به مدت  ۸5تا  2۰

گرفت %  2/۰دکستران   قرار  بررسی  مورد  سوبسترا  عنوان   به 

استاندارد    یمقدار دکستراناز با منحنشایان ذکر است     .(24)

 گردید.  نییگلوکز تع

 

  کلی   اشریشیا کلون کردن ژن دکستراناز در باکتری  

xl1blue 

از روش   PCRتر و موثرتر محصول به منظور کلونینگ سریع 

TA-Cloning (کلونسینا-  )در این روش    استفاده شد.ایران

آن باز   3´که در انتهای    PTG19-Tاز یک وکتور خطی بنام  

این وکتور بعلاوه دارای     .تیمین قرار دارد استفاده می شود 

برای    M13بمنظور غربالگری سفید/آبی، پرایمر    LacZژن  

PCR    و توالی یابی و آنزیم محدود کنندهBamH1  باشد  می  .

  PCRاتصال محصول      سازنده،مطابق با دستورالعمل شرکت  

کلونینگ   وکتور  شد.  PTG19-Tدر  به    سپس  انجام  وکتور 

از    xl1blue  کلی  اشرشیامیزبان   پس  یافت.  انتقال 

روی    ترانسفورماسیون، داده  آگار    LBپلیت    باکتری  کشت 

درجه سانتی گراد انکوبه    3۷روز در    2الی    1مدت  ه  شده و ب

نهایت   در  سفید/آبی  کلونینگ    صحتو  غربالگری  طریق  از 

گردید از      . تایید  استفاده  با  در     M13پرایمر  همچنین  که 

واکنش یک  داشت،  وجود  نهایی    PCR  وکتور  تایید  برای 

 .  (25) کلونینگ انجام شد

 

 دکستراناز در باکتری ترانسفورم شده بررسی بیان ژن  

بیان ژن دکستراناز در   real time-PCRبا استفاده از واکنش  

منظور   این  برای  گردید.  ارزیابی  شده  ترانسفورم  در باکتری 

کیت    2۰حجم   از  استفاده  با   SMOBIOمیکرولیتر 

LOT:IQ11002108901  برای این      . کره جنوبی انجام شد

 Prime Qmaster mix (2x) withمیکرولیتر از  1۰ منظور

syber green ،    5    از   DEPC water،    1میکرولیتر 

 1میکرولیتر از پرایمر ریورس،    1میکرولیتر از پرایمر فوروارد،  

از   از    2و    Rox dyeمیکرولیتر  استفاده   cDNAمیکرولیتر 

قطعه تکثیر  دستگاه  شد.  در  نظر  مورد  با    BIO-RADهای 

    دقیقه،   1گراد برای   درجه سانتی  95برنامه دناتوراسیون اولیه  

درجه    59ثانیه،    3۰گراد برای   درجه سانتی  95تکثیر شامل  

گراد برای   درجه سانتی  ۷2ثانیه و   4۰گراد برای مدت   سانتی

عنوان ه  از ژن بتا اکتین ب    چرخه انجام شد.   35ثانیه در    6۰

 . (26) کنترل داخلی تست استفاده شد 

 

 

 ها   یافته 
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نمونه  جداسازی    خاک های  غربالگری  منظور  به 

 استرپتومایسس 

اساس    غربالگری نمونه های خاک ارسالی به آزمایشگاه که براز  

تست و  میکروسکوپی  مورفولوژیک،  های  خصوصیات 

مجموع   در  شدند  هویت  تعیین  ایزوله   12بیوشیمیایی 

شد.  استرپتومایسس به      جداسازی  مشکوک  های  کلنی  از 

وجود    استرپتومایسس لحاظ  از  و  انجام  گرم  آمیزی  رنگ 

بررسی نتایج      ای گرم مثبت بررسی شدند.های رشتهباکتری

تعیین هویت   نظر در خصوص  بیوشیمیایی مورد  تست های 

ذکر شده است. 1نیز در جدول جدایه ها  

 استرپتومایسس نتیجه تست های بیوشیمیایی جهت شناسایی جنس    -1جدول  

های  تست 

 بیوشیمیایی 

رنگ  

 آمیزی گرم 
 کاتالاز  اکسیداز  نیترات   ی احیا  هیدرولیز کازئین  نشاسته هیدرولیز   سیترات  VP متیل رد 

 + + - + ها متفاوت در ایزوله + - - + نتایج 

 

 

 استرپتومایسس های  شناسایی مولکولی ایزوله 

 Mega5 و clustalX افزاربرای رسم درخت فیلوژنی از نرم  

برای   neighbor joining در این مرحله از روش    استفاده شد. 

های  بررسی درخت فیلوژنی گونه    . گردیدرسم درخت استفاده  

روابط فیلوژنی بین      های مشابه،  مورد مطالعه و مقایسه با گونه

مورد    16SrDNA  با استفاده از ژن  استرپتومایسسهای  گونه

گرفت. قرار  پیوند     بررسی  روش  به  فیلوژنی  درخت  نتایج 

با بوت استرپ مورد بررسی  د که گونه  انشان د (NJ) همجواری

کالر  یلیکو استرپتومایسسدرصد،   99بالای و شباهت  1۰۰۰

. ( 1باشد )شکل می

    

 



 فصلنامه ی تازه های زیست فناوری میکروبی

 

8 

 

 

 

 )گونه مورد مطالعه با دایره قرمز نشان داده شده است(   16SrDNAدرخت فیلوژنی رسم شده بر اساس توالی ژن  -1 شکل

 

های  ایزوله به منظور شناسایی    PCRنتیجه آزمون  

 دارای ژن دکستراناز 

پرایمرهای    PCRواکنش   با  دکستراناز  ژن   اختصاصیبرای 

حاصل   نتایج  شد.  که  انجام  داد  سویه    12از  نشان 

کالر  یلیکواسترپتومایسس   سویه  3   ، جدا شده  استرپومایسس

 .(2)شکل   واجد ژن دکستراناز بودند

 

 

 
 bp 1۰۰: مارکر M: ژن دکستراناز مثبت، 2و نمونه 1کنترل منفی، نمونه :C-کنترل +،    : C+، ژن های دکستراناز  PCRنتیجه    -2شکل 
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   و دما بر فعالیت آنزیم   اسیدیته اثرات  

و دمای واکنش بر فعالیت آنزیمی در محدوده    اسیدیتهاثرات   

گراد  درجه سانتی  ۸5تا    2۰و محدوده دمایی    9تا    3از    اسیدیته

قرار  بررسی  عنوان سوبسترا مورد  به  از دکستران  استفاده  با 

  ۸5بود و بیش از    2/5بهینه دکستراناز تقریباً    اسیدیتهگرفت.  

  4-6 اسیدیته برابر با  از حداکثر فعالیت آن در محدوده درصد

دکستراناز حداکثر فعالیت را در      . الف(-3)شکل    مشاهده شد

درصد از    ۸5گراد نشان داد و بیش از  درجه سانتی  6۰دمای  

دمایی   محدوده  در  را  خود  فعالیت  درجه   55-65حداکثر 

 .ب(-3)شکل  نشان دادسانتی گراد  

 

 
 الف 

 
 ب

 )ب(  مختلفهای در دما)الف( و  های مختلف  اسیدیته فعالیت آنزیم دکستراناز در  -3شکل 

 

 ز کلونینگ ژن دکسترانا   تایید 

دکستراناز  ژن  کردن  کلون  از  سلکشن      ،پس  کلنی  توسط 

- 4)آبی/سفید( سویه های کلون شده جداسازی شدند ) شکل  

واکنش      (.لفا از  استفاده  با  پرایمرهای    PCRهمچنین  با 

که در وکتور وجود داشت، حضور وکتور در    M13اختصاصی  

تایید گردید )شکل  باکتری توالی    PCRمحصول      ب(.- 4ها 

در پایگاه    PCRمحصول    توالی  بلاست  در نهایت با یابی شده و  

  کلی  اشریشیادر باکتری    حضور ژن دکستراناز  ،  NCBIداده  

xl1blue  ج(. -4)شکل  تایید شد 

ی
یم

آنز
ت 

الی
فع

اسیدیته
1۰۸642۰

12۰

1۰۰

۸۰

6۰

4۰

2۰

۰

ی
یم

آنز
ت 

الی
فع

(سانتی گراد) دما 

۷۰

6۰

5۰

4۰

3۰

2۰

1۰

15۰1۰۰5۰۰
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 الف 

 
 ب 

 
 

 

)ب( و بلاست توالی  M13اختصاصی با پرایمر  PCRواکنش    کلنی سلکشن )الف(،از طریق اشریشیا کلی تایید کلونینگ ژن آنزیم دکستراناز در باکتری  -4

 : باکتری ترانسفورم شده(.S: کنترل منفی، -)ج( )در شکل ب +: کنترل مثبت،   NCBIدر پایگاه داده   PCRمحصول 

 

شده ترانسفورم  باکتری  در  دکستراناز  ژن  بیان  به    بررسی 

از بیان ژن دکستراناز در باکتری ترانسفورم   منظور اطمینان 

، cDNA پس از سنتز  استخراج شده و   هاکلنی  RNAشده،  

  ها در آن  دکسترانازمیزان بیان ژن    Real time PCRتست    با

مشاهده    5همان طور که در شکل      (. 5گردید )شکل  بررسی  

باکتریمی در  دکستراناز  گردد  بیان  شده  ترانسفورم  های 

می که  مشاهده  منفی  کنترل  باکتری  در  که  حالی  در  گردد 

بود، نشده  خود     ترانسفورم  از  همچنین  نشد.  مشاهده  بیان 
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کویلیباکتری   مثبت    کالراسترپتومایسس  کنترل  عنوان  به 

داده  و  گردید  شد. استفاده  نرمالایز  آن  با  که  همان    ها  طور 

ترانسفورم شده  مشاهده می باکتری  در  بیان دکستراناز  شود 

 بیشتر بود.کالر استرپتومایسس کویلینسبت به 

 

 

 
 

 کالر استرپتومایسس کویلیی بیان ژن دکستراناز در باکتری ترانسفورم شده در مقایسه با باکتری ترانسفورم نشده و سویه  -5شکل 

بحث 

ی آنزیم دکستراناز در پزشکی  با توجه به کاربردهای گسترده

و صنعت، جداسازی این آنزیم از منابع میکروبی توجه محققان 

در تحقیق حاضر از منابع خاک      را به خود جلب کرده است.

باکتری غربالگری  کننده  استرپتومایسسهای  جهت  ی  تولید 

ابتدا  دکستراناز   در  گردید.  ی  ایزوله  12استفاده 

ویژگی  استرپتومایسس اساس  و بر  مورفولوژی  های 

های  بیوشیمیایی جداسازی شدند و ارزیابی مولکولی نیز گونه

نمود. کالر  یلیکو  استرپتومایسس تایید  مرحله    را  بعد  در  ی 

این    PCRواکنش   از  نشان داد که    3ایزوله،    12اختصاصی 

می دکستراناز  ژن  دارای  در      باشند.ایزوله  آنزیمی  فعالیت 

و    اسیدیته بررسی شد  مختلف  دماهای  و  بهینه    اسیدیتهها 

برای  گراد  درجه سانتی  55-65در محدوده  دمای بهینه    و  2/5

ی دکستراناز به  سپس ژن کد کننده    .تعیین شددکستراناز  

وارد شد و مشخص گردید که ژن مذکور    اشریشیا کلی باکتری  

تحقیقات قبلی در    گردد. در باکتری ترانسفورم شده بیان می

   ،( 2۷)، غربالگری  (19)  مورد دکسترانازها بیشتر بر روی جهش

بهینه     ، (29,  2۸)ساخت باکتری های دستکاری شده ژنتیکی  

تخمیر   تخمیر    (3۰)سازی محیط  شرایط  و خواص   (31)و 

در حالیکه      ،(34-32)بود  خالص سازی و آنزیمی متمرکز شده  

   در مطالعه حاضر به بررسی بیان ژن دکستراناز پرداخته شد.

مولکولی  جرم  تنظیم  چگونگی  مورد  در  کمی  مطالعات 

دارد. وجود  تولید  طول  در  جرم     دکستران  که  آنجایی  از 

   مولکولی دکستران تا حد زیادی کاربرد آنها را تعیین می کند، 

است.  ضروری  پارامتر  این  کنترل  برای  کارآمد  راهی    یافتن 

ن 
ن ژ

بیا
(

d
d

ct
  )

کوپلی کالراسترپتومایسسکلون نشده      اشرشیا کلیکلون شده         رشیا کلیاش

1.4

1.2

1

۰.۸

۰.6

۰.4

۰.2

۰
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کینتیک   کلونینگ و    هدف از مطالعه حاضر تعیین مولکولی،

استرپتومایسس آنزیم از  استفاده    خاکهای  دکستراناز  جهت 

( توانایی یک  2۰1۸و همکاران )  Ren  . بوددر دندان پزشکی  

را ارزیابی    کاتینوولومبه نام    دکستراناز از یک باکتری دریایی 

که یک دکستراناز قلیایی و سازگار    ند نشان دادها  آن    . ندکرد

-توسط این باکتری تولید می   دمای پایین به نام کادیکسبا  

بیوفیلمتواند  میکه  شود   تشکیل  از  جلوگیری  های  برای 

اولیه    ،موتانس  وساسترپتوکوک پاتوژن  پوسیدگی    در  یک 

شود    ،دندان که    .استفاده  شد  داده  نشان  تحقیق  این    در 

  ۷5و وزن مولکولی    U/mg  23۰9دارای فعالیت ویژه کادکس  

اسیدیته برابر  حداکثر فعالیت را در  کادکس  کیلو دالتون بود.

گراد نشان داد و در دماهای زیر درجه سانتی   4۰  دمای   و  ۸

   پایدار بود. نیز    11تا    5بین    اسیدیتهگراد و  درجه سانتی  3۰

که است  شده  بیان  گزارش  این  محصول   در  معرف  چندین 

بنزن، از جمله کربوکسی  سدیم      اتانول،    شستشوی دندان، 

فعالیت   بر  تاثیری  زایلیتول هیچ  و  نداشتند    کادکس فلوراید 

به  ( یک دکستراناز  2۰12و همکاران )  Parkای  در مطالعه.  (3)

سودوتانولیکوساز    را  TPDexنام   جداسازی   ترموانیروباکتر 

 دارای جرم مولکولی  TPDexها نشان دادند که  آن    کردند. 

دالتون  ۷۰ آنزیمی  کیلو  فعالیت  .  باشدمی  U/mg  ۷3۷  و 

 5/۸و    1/3  در اسیدیته بینبود و آنزیم    2/5بهینه آن    اسیدیته

بدون توجه   TPDexگراد پایدار بود.  درجه سانتی  ۷۰  دمای  در

دکستران، انواع  دکستران      به  جمله  دکستران  T2۰۰۰از   ،

CB۷42،فعالیت دکستراناز وسیعی را نشان داد.      ، و آلترنان

TPDex   را در بین دکسترانازهای پایداری حرارتی  بالاترین 

و   داد  نشان  شده  برای    تواندمیمشخص  مناسب  آنزیمی 

 . (35) استفاده در تولید قند بدون کاهش دما باشد

توسط شده  تولید  استارکیوز  دکستراناز  توسط    لیپومایسس 

KOENIG    وDAY  .آنزیم خالص شده چهار      جداسازی گردید

کیلو دالتون،    ۷4با جرم تخمینی    SDS/PAGEروی ژل  باند را  

کیلو دالتون نشان داد.   65کیلو دالتون و    6۸    کیلو دالتون،  ۷1

  ه شد که نشان داد  11/6و  5/ 6چندین نقطه ایزوالکتریک بین  

مشابه   کاتالیستی  نظر  از  و  فعال  ایزوالکتریک  اشکال  تمام 

)    بودند. کربوهیدرات  بخش  یک  حاوی  بود. ٪۸دکستراناز   )

آنزیم بهینه  این    5برابر    اسیدیته  در  فعالیت  با  شد  مشاهده 

در دماهای کمتر از   ۷و    5/2بین اسیدیته  این دکستراناز    حال

 . (36)پایدار بود نیز گراد سانتیدرجه  4۰

Abdel-Naby  ( تولید دکستراناز در کشت  1999و همکاران )

مورد بررسی قرار  را    25۸ پنی سیلیوم فانیکولوسوماستاتیک  

به دست آمد.    ۸برابر    اسیدیتهآنزیم در    فعالیتحداکثر      دادند. 

حاملرا  آنزیم  ها  آن روی  های  بر  تکنیک  با  مختلف  های 

آنزیم تهیه شده با اتصال کووالانسی      . کردندتثبیت    متفاوت

روی کیتوزان با استفاده از گلوتارآلدئید دارای بالاترین فعالیت  

با %    63  تا  و  بود مقایسه  در  را  خود  اولیه  ویژه  فعالیت  از 

  بهینه،   اسیدیته  تثبیت شدهآنزیم      دکستراناز آزاد حفظ کرد.

بهینه واکنش  فعال سازی    ،دمای    میکائیلیس ثابت      ،انرژی 

مقادیر بالاتر    همچنین  پایداری حرارتی بهبود یافته و  و  بالاتر

    .را نشان داد ثابت نرخ غیرفعال سازی

از فعالیت کاتالیزوری اولیه را  %    ۸۰آنزیم تثبیت شده حدود   

از   با توجه به   .(3۷)  حفظ کرد  ،دوره استفاده  12حتی پس 

گردد که تلاش  ها اشاره شد مشخص میمطالعاتی که به آن

برای یافتن دکسترانازهایی با بیشترین فعالیت آنزیمی یکی از  

های میکروبی  موضوعات مورد توجه محققان بوده است و سویه

مختلف تا کنون توانایی متفاوتی را در تولید انواع دکستراناز 

 دکستراناز   در تحقیق حاضر نیز باکتری مولد ژن    اند.نشان داده

طریق  از  و  تخلیص شد  نظر  مورد  ژن  و  جدا  بستر خاک  از 

   xl1blueکلی  اشرشیاالحاق ژن به باکتری      ،19Ptgوکتور  

انجام شد. برای   صورت گرفت و کلونینگ  کلونینگ در واقع 

سویه بتوان  تا  شد  انجام  مذکور  آنزیم  تولید  های افزایش 

کنندهمهندسی شده تولید  رو  ی  بالا  توانایی  با  دکستراناز  ی 

 توسعه داد.
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 گیری   نتیجه 

آن   از  اعظمی  بر خاک بخش  ویژه حاکم  به شرایط  توجه  با 

هایی که در آن زندگی  میکروارگانیسمدست نخورده است و  

های ثانویه منحصر به فردی  کنند قادر به تولید متابولیتمی

های خاصی  برای فعالیت توانندمی ها هستند که این متابولیت

مطالعه با ارزیابی پتانسیل ضد میکروبی  ن  در ای    .به کار روند

باکتری   های جدا شده از بستر خاک تهران،  استرپتومایسس

معرفی    آنزیم دکسترانازبه عنوان منبع غنی از    استرپتومایسس

  دکستراناز  و به عنوان یک سویه بومی به منظور تولید آنزیم

شد.   داد    شناخته  نشان  تحقیق  این  استرپتومایسس نتایج 

تواند زمینه می    ،دکسترانازدلیل پتانسیل بالا در تولید  ه  ب  خاک

های فعال  ساز مطالعات آینده باشد و با مطالعه بیشتر متابولیت

های می  استرپتومایسس  جهت خاک  در  پیشرو  گامی  توان 

موثر برای درمان بیماری های عفونی ناشی    هایآنزیمتوسعه  

و درمان پوسیدگی های حاصل    های مقاوم از میکروارگانیسم

تولید    برداشت.    زایاز میکروب های بیمار در مطالعه حاضر 

طریق    دکستراناز  آنزیم و  وکتور از  کلونینگ  TA   نوترکیب 

بهینه  راستای  در  تواند  می  بعدی  مطالعات  و  گرفت  صورت 

سازی شرایط مختلف برای تولید این آنزیم باشد. 
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