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Abstract 

Purpose: The most abundant sources used to obtain enzymes with greater stability 

are thermophilic bacteria. In recent years, microbial L-asparaginase has been widely used 

as a therapeutic agent in the treatment of human cancers. It is also recently used in the 

treatment of acute lymphoblastic leukemia. In this regard, the aim of this study is to 

screen new thermophilic strains capable of producing L-asparaginase enzymes.  

Materials and methods: Yale Gonbad hot spring was chosen as the isolation site 
for thermophilic bacteria. Cultivation and morphological and biochemical tests were 
done to identify the strain. The bacterial strain was screened in order to investigate 
L-asparaginase enzyme activity by (RPA) method. Modified M9 medium containing 
L-asparagine and phenol red was used as reagent. Finally, a bacterial strain was identified 

by determining the 16RrRNA gene sequence after PCR. 

Findings: Finally, a thermophilic strain was isolated from Yale Gonbad hot spring, 

which belonged to Bacillus licheniformis. L-asparaginase activity was observed in YT 

strain and Bacillus licheniformis was produced.  

Conclusion: Yale Gonbad hot spring is one of the sources with high potential of 

useful microbial products that can be used as a useful source of many biological products 

such as enzymes. 
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های اکسترموفیل  جداسازی و شناسایی باکتری

 آسپاراژیناز از-تولیدکننده آنزیم ضد سرطان ال

 1چشمه آبگرم یله گنبد
 

 sh.millenium@icloud.com. شناسی، واحد تهران شرق، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران گروه زیست ،ارشدکارشناسی  حقیقت  شقایق کاشف

 elahe.aliasgari@iau.ir .)نویسنده مسئول( واحد تهران شرق، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران ،استادیار عسگری  الهه علی
 

  چکیده

 یها یباکتر بیشتر، یبا قابلیت پایدار یهابدست آوردن آنزیم یشده براترین منابع استفاده  فراوان هدف:

عنوان عوامل درمانی در ه ب یاطور گستردهه آسپاراژیناز میکروبی ب -اخیر ال یها در سال .باشند ترموفیل می

حاد لنفوبلاستی از آن در درمان لوسمی  اخیراً همچنین انسانی مورد استفاده قرار گرفته است. یهاسرطان درمان

 یها با قابلیت تولید آنزیم ترموفیل جدید یهاسویه یهدف مطالعه حاضر، غربالگردر این راستا، گردد.  استفاده می

‌باشد.می آسپاراژیناز-ال

و  شت. کشد ترموفیل انتخاب یها یباکتر یعنوان محل جداسازه ب یله گنبدچشمه آب گرم  ها:‌مواد‌و‌روش

سویه باکتریایی به منظور بررسی  جهت شناسایی اولیه سویه انجام شد. مورفولوژیکی و بیوشیمیایی، یهاتست

آسپاراژین  -ال یاصلاح شده حاو M9شد. محیط  ی( غربالگرRPAآسپاراژیناز بوسیله روش ) -فعالیت آنزیمی ال

ایی بوسیله تعیین سکانس ژن سویه باکتری یک در نهایت مورد استفاده قرار گرفت.عنوان معرف ه و فنل رد ب

16RrRNA بعد از  PCRدایی ششناس. 

باسیلوس  به متعلق شد، که یجداساز یله گنبد گرم آب ترموفیل از چشمه در نهایت یک سویه ها:‌یافته

 شد. تولید باسیلوس لیکنیفورمیسمشاهده و  YT در سویه یآسپاراژیناز-ال فعالیت. لیکنیفورمیس بود

 که است میکروبی مفید محصولات یبالا پتانسیل با منابع از یکی یله گنبد گرم آب چشمه گیری:‌نتیجه

‌ .گیرد قرار استفاده مورد هاآنزیم همانند بیولوژیکی متعدد محصولات مفید منبع به عنوان یک تواند می
 

 .یله گنبدچشمه آبگرم ، ضد سرطان آنزیمآسپاراژیناز،  -، الاکسترموفیل یهایباکترها:  کلیدواژه
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 مقدمه. 1

خود  های آبگرم به نوبهشماری در ایران وجود دارند. هر یک از این چشمههای آبگرم بیچشمه
باشند. به طور نمونه چشمه آبگرم یله گنبد که در این تحقیق مورد بررسی   دارای خواص درمانی می

هایی مانند ورم مفاصل، درمان بیماریقرار گرفته است، به عنوان درمان با آب شناخته شده که برای 
انقباضات عضلانی، آنفولانزا، مشکلات سیستم تنفسی، روماتیسم، مشکلات گردش خون و 

هایی هستند که رشد   میکروارگانیسم ها  اکسترموفیل (.2د )گیر های پوستی مورد استفاده قرار می بیماری
کنند و   و در شرایط بسیار سخت رشد می باشد  درجه سلسیوس می 45از  بالاتر یدما بهینه آنها در

های   ها باکتری  ترین قابلیت اکسترموفیل شوند. یکی از مهم  ها اکسترموزیم نامیده می  های آن  آنزیم
مقاوم به حرارت  یها آنزیم یبرا یترموفیل بهترین منبع جداساز یها  باکتریترموفیل هستند. 

مقاوم به  یها  آنزیم یدارا، قابلیت تحمل حرارتی بالایی که دارند یترموفیل برا یها  کتریبا باشند.  می
 باشند.  حرارت می

گردد و اسید آمینه   ها تولید می آسپاراژیناز آنزیمی است که در طبیعت توسط میکروارگانیسم -ال
یات سلول ح ی. این اسید آمینه براکند تبدیل میآمونیاك  آسپارتیک اسید و جزء آسپاراژین را به دو -ال

 آنزیماست.  یکارآزمایی بالینی باکتر یآسپاراژیناز برا -باشد. منبع اصلی آنزیم ال  می یضرور

گلیکو  یگلیکوساکاریدها N است که تجزیه پیوند 2یآسپاراژیناز یک آنزیم آمیدوهیدرولاز -ال
 (.2) شود  کد می AGA کند که توسط ژن  را کاتالیز می ها پروتئین
 یک آنزیم با ارزش درمانی بالا ( 3.5.1.1E.C آمیدوهیدرولاز، آسپاراژیناز )آسپاراژیناز، -ال

 انواع سرطان درمانی بخصوص در لنفوبلاستیک حاد شده است. که منجربه استفاده در ،بوده

 لنفوم مانند و یسیستم لنفاو یها از بیماری یبسیار یدرمانی برا آسپاراژیناز یک عامل مهم شیمی -ال
 (.1) شود  استفاده می لوسمی لیتوپلاستیک حاد

از  گزارش شد. بعد 1توسط لانگمیلادی  2904آسپاراژیناز اولین بار در سال  -فعالیت آنزیم ال
 یعصاره سلولی مانند سرم خوکچه هند مشاهده کردند که آسپاراژیناز خالص شده از ،چند سال گذشت

عنوان یکی از عوامل ضد سرطانی مورد توجه قرار ه امروزه ب دارد و یباشد که فعالیت ضد تومور می
زانتو  فوتوباکتریوم، هایی مانند آئروباکتر، سودوموناس، میکروارگانیسم (.4) شود  استفاده می گرفته و
 (.5) ندآسپاراژیناز را دار -آنزیم ال  آسپرژیلوس توانایی تولید و استرپتومایسس، پروتئوس، ،موناس

چشمه  آسپاراژیناز از -تولیدکننده آنزیم ال یها  و شناسایی باکتری یجداساز رپژوهش حاضهدف 
                                                           

1. Long 
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ها  درمان مختلف لوسمی درمانی در شیمی یترین داروها  این آنزیم از مهم است.یله گنبد قزوین آبگرم 
استخراج بهینه این  یالوصولی برا ها منبع سهل  باکتری باشد و به ویژه لوسمی لنفوبلاستیک حاد می

آسپاراژیناز از آب  -تولید ال یمناسبی برا و منابع جدید یجداساز ،پژوهشهدف نهایی  آنزیم هستند.
 است. PCRشناسایی آن به کمک تکنیک مولکولی  و قزوین، یله گنبدرسوبات چشمه آبگرم  و

 ها مواد و روش. 2

نقاط مختلف چشمه آبگرم یله گنبد توسط نمونه آب از  20ابتدا تعداد  ها:  آوری نمونه جمع
آوری شد و به آزمایشگاه منتقل  درجه جمع 50متری با دمای آب  2های استریل از عمق   فلاسک

 .(6) گردید

 یها نمونهد در موجو یها  یباکتر یغربالگرو  یزسااجد یابر های ترموفیل: جداسازی باکتری
محیط کشت  2 خل لولهداسمپلر ده از ستفااچشمه با آب  یروکشت بر  ،چشمهه از آب شد یآور جمع

)نوترینت  ستریل مایعامحیط کشت به مایش آزتایی  20 یها نمونه ابتدر این منظوا یابر شد.م نجار اگاآ
ساعت  48قرار گرفتند. بعد از انکوباتور  ساعت داخل 48ها به مدت   لولهسپس  .ندمنتقل شد براث(

 ماکرولیتر از هر نمونه توسط 2کردن و خوب هم زدن هر لوله آزمایش،  انکوباسیون، پس از مخلوط
منتقل  ،تر با محیط کشت براث تازه پر شده بودند های آزمایش جدیدی که پیش  به لوله سمپلر مجدداً 

در  rpm1000دقیقه در دور  10لیتر از آب این محیط به مدت  میلی 20سپس  گردید و انکوبه شد.
نشین شده بر روی محیط کشت جامد سی واتر آگار آماده شده  گرفت و از رسوبات تهسانتریفیوژ قرار 

 (.7گرفتند )ساعت داخل انکوباتور قرار  48ها به مدت  به روش خطی کشت داده شد و پلیت

آسپاراژینازی  -فعالیت ال آسپاراژیناز: –های ترموفیل تولیدکننده آنزیم ال   غربالگری باکتری
از محیط کشت جامد  استفاده ( با2997شده مطابق با روش گولاتی و همکاران )های جدا   کلنی

( مقدار و نوع ترکیبات مشخص شده است. مواد مورد 2بررسی شد که در جدول ) M9اختصاصی 
ها   اتوکلاو گذاشته شده و بعد از آن داخل پلیت نیاز نیز با توجه به مقدار آن تهیه گردید. سپس داخل

روی این محیط کشت  آمده بودند، بدست آگار های کلونی که در سی واتر نمونه ال ازریخته شدند. ح
ساعت  24شاخص رنگ دور کلونی باکتری بعد از  .شدند هانکوب C0 50دمای مناسب  در داده شد که

صورتی رنگ  ناحیه دهد. این فعالیت آنزیم آسپاراژینازی تحقیق، بوسیله ساعت تغییر رنگ می 48و 
آسپاراژین موجود در  -آسپاراژیناز، ال -ال  ترشح آنزیم ها با  ها مشخص شد، این سویه  ونیاطراف کل

 PHکلونی بدلیل تغییر  اطراف آسپارتات تجزیه کرده و در نتیجه -محیط کشت را به آمونیاک وال
 (.8شد ) محیط و حضور معرف فنول، رد هاله صورتی رنگ ایجاد
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های ترموفیل  برای شناسایی مقدماتی و اولیه، باکتری ترموفیل:های  شناسایی مقدماتی باکتری
، و سیمون SIM ،TSI ،MR-VPهای   های بیوشیمیایی مختلف همانند تست  بررسی تست تحت

 .( 9) سیترات آگار قرار گرفتند

های جدا شده از آب و رسوبات چشمه آبگرم   شناسایی تکمیلی سویه ها:  شناسایی تکمیلی باکتری
جفت بازی  2500انجام شد. برای این منظور تکثیر قطعه  16SrRNAنبد از طریق آنالیز ژن یله گ

 .(9گرفت ) انجام PCR با استفاده از تکنیک 16SrRNAمربوط به ژن 

ها از کیت مخصوص از نمونه DNAبرای استخراج  :های ترموفیل از سویه DNA استخراج
های گرم منفی شرکت سیناکلون استفاده شد. باتوجه های گرم مثبت و کیت مخصوص باکتری باکتری

های نمونه ها استخراج شدند. پس از از استخراج،باکتری DNAبه دستورالعمل شرکت سازنده کیت،
DNA  استخراج شده برای آزمونPCR  مورد استفاده قرار گرفتند. واکنشPCR  شناسایی تکمیلی
ابتدا پرایمرهای  ،PCRام شد. برای انجام آزمون انج  16SrRNAآنا لیز ژن ها بوسیلهباکتری

 یونیورسال از شرکت سیناکلون تهیه شد.

 توالی و مشخصات پرایمرهای فوروارد و ریورس -1جدول 

Mer GC% TM MW Seq (5/
3/) Name 

29 79 39/75 6149 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG S-F16 

19 42 37/72 7597 GGTTACCTTGTTACGACTT S-R16 

 95بدین شکل انجام شد که ابتدا مرحله دناتوراسیون اولیه در دمای  PCRمراحل دمایی واکنش 
 10درجه سانتیگراد به مدت  95چرخه شامل دناتوراسیون  15دقیقه،  20گراد به مدت درجه سانتی

 72ر دمای ثانیه و مرحله تکثیر د 10گراد به مدت درجه سانتی 56ثانیه، مرحله اتصال پرایمر در دمای 
 درجه سانتی 72چرخه مرحله تکثیر نهایی در دمای  15دقیقه، و پس از  2گراد به مدت درجه سانتی

جفت بازی از روی ژل بریده شد و به منظور 2500دقیقه انجام شد. باندهای محدوده  5گراد به مدت 
 افزار ابی با استفاده از نرمی یابی به شرکت ژن فناوران ارسال گردید. نتایج بدست آمده از توالی توالی

Bio edit وGene runner برنامهBLAST  های بانک ژنی  پایگاه داده در(NCBI) ABI System  و
 های ثبت شده در این پایگاه بررسی گردید. ژن میزان تشابه آنها با سایر

 نتایج. 3

 های ترموفیل نتایج اولیه مربوط به جداسازی باکتری .3-1

 24ر آگار و تهای آب و رسوبات چشمه بر روی محیط سی وا نمونه ،اولیهپس از کشت خطی 
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پلیت  یروشد یافته بر رهر پلیت از تهیه تک کلونی و  یزسا حل خالصامر ساعت گرماگذاری شد.
های خالص از باکتری تکرار  تک کلونیآوردن ست دبه ن مازکشت خطی تا رت یگر به صودستریل ا

ک کلونی خالص بدست آمد، سپس هر پلیت برای بررسی و شناسایی های متعددی از ت شد و پلیت
  .(2)شکل  کلونی باکتریایی نگهداری شد

         
 ها و تهیه کلونی های کشت نمونه پلیت -1شکل 

  M9آسپاراژیناز در محیط اختصاصی  -نتایج غربالگری ثانویه تولید ال .3-2

آسپاراژینازی  -سویه ترموفیل فعالیت ال 2های رشد کرده در مرحله قبل، تعداد  از میان سویه
داشت. این فعالیت با صورتی رنگ شدن محیط اطراف کلونی مشخص گردید. سپس این سویه برای 

 ( مورد بررسی قرار گرفت. 2شناسایی تکمیلی در شکل )

 
 YTمولد آسپاراژیناز کلونی سویه ترموفیل -2شکل 

 ها ایج اولیه شناسایی باکترینت .3-3

( قابل مشاهده 1آمیزی گرم استفاده شد که در شکل ) ها، ابتدا از رنگبرای شناسایی اولیه باکتری
 باشد.می

 
 (X166  )لنز آمیزی شده زیر میکروسکوپ باکتری رنگ -3شکل 
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 ( نشان داده شده است.4های بیوشیمیایی در شکل ) تصاویر مشخص شده تست

 
 YTای از تست بیوشیمیایی سویه ترموفیل  نمو نه -4شکل 

( نشان داده شده 2استفاده شده که نتایج حاصل در جدول ) های بیوشیمیایی مختلفیاز تست
 است.

 های ترموفیل های بیوشیمیایی سویه برخی از تست -2جدول 

Colony no. آمیزی گرم رنگ MR VP سیترات ایندول حرکت TSI 

S1 +باسیلوس گرم - + + - + Alk/Acid 

S2 گرم+ باسیلوس - + + - - Acid/Acid 

S3 گرم+ باسیلوس - + - - - Alk/Acid 

S4 گرم+ باسیلوس - + + - - Alk/Acid 

S5 گرم+ باسیلوس - + + - + Acid/Acid 

S6 گرم+ باسیلوس - + + - - Gas+ 
Alk/Acid 

 ها  نتایج شناسایی تکمیلی سویه .3-4

حی ایمر طرامطابق با پر ،ها نمونهه از شداج ستخرا یها DNAتکثیر و  PCR کنشوام نجااز اپس 
 یابر %265رز گاژل آ یروها بر  نمونهه، مانی مشخص شدو زمایی دسیکل و  16SrRNAه شد

 (. 5)شکل  شده مشاهدو سی ربرژل  یروبر ه تشکیل شد یباندهاو منتقل شدند رز فوولکترم انجاا

 
 نتایج الکتروفورز بر روی ژل آگارز -1شکل 
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 PCRیابی محصولات  نتایج توالی .3-1

 16SrRNAکردند، در بررسی آنالیز ژن  آسپاراژیناز را تولید می -هر سه گونه باکتری ترموفیل ال
 بودند. گونه باسیلوس لیکنی فورمیسهای ژنی، هر سه گونه متعلق به  در پایگاه داده

 های جداسازی شده در پایگاه داده ژنی  ست آمده از سویههای بد توالی سکانس .3-6

( 6) با توجه به شکل .بودند باسیلوس لیکنی فورمیسهای مورد بررسی متعلق به گونه  سویههمه 
 ،ها در چهار رنگ )آبی رفته است و توالیگمورد ارزیابی قرار  Bioedit افزار نرماستفاده از  سکانس با

ها در قسمت پایین به صورت  اند و الکتروگرام منظم در قسمت بالا قرار گرفته( به طور سیاه ،قرمز ،سبز
ها  که این برقراری نظم در الکتروگرام دهند  باشند که هرکدام توالی مورد نظر را نشان می  هماهنگ می

 گونه نقصی نداشته است. است که تعیین سکانس به خوبی صورت گرفته و هیچ آن دهنده نشان

 
 ارزیابی سکانس -6 شکل

 بحث. 4

آن مورد توجه  یت ضدسرطانیخاص لیناز به دلیآسپاراژ -الم یراً مطالعات در مورد آنزیاخ
 وجود دارد یباکتر یها اهان، پستانداران و گونهیاز گ یاریناز در بسیاست. آسپاراژ قرار گرفته یشتریب

درمان لوسمی لنفوبلاستی )سرطان آنزیم آسپاراژیناز در علم پزشکی به عنوان دارویی جهت  (.20)
 سایر داروهای مورد استفاده در بارغم اینکه در مقایسه  شود. این آنزیم علی  خون( شناخته می

کاربردهای فراوانی دارد  سازوکارهای حیاتی بدن دارد، سازگاری بسیار بالایی با بافت و ،درمانی شیمی
آنزیمی است که  آسپاراژیناز .(22) سرطان استیکی از کاربردهای درمانی اصلی آنزیم، درمان  که

 در صنایع نیزدرمان سرطان و  یرود. از این آنزیم برا می چند اندامی به کار یها در درمان بدخیمی
کریلامید استفاده یغذایی برا همچنین ثابت شده است که آنزیم  (.22) شود می کاهش غلظت آ
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درصد  60تواند امیدبخش باشد. میزان   لنفوسایتیک حاد میآسپاراژیناز، بخصوص در درمان لوسمی 
مورد از لوسمی لنفوسایتیک حاد گزارش شده است. این  6000بهبودی کامل، در بررسی حدود 

در تحقیق حاضر نیز یک سویه ترموفیل با قابلیت (. 21شود )  آنزیم به صورت داخل وریدی تزریق می
 بودند. باسیلوس لیکنی فورمیسدرصدی به گونه  99رای شباهت آسپاراژیناز جدا شد که دا -تولید ال
آسپاراژیناز با استفاده از استافیلوکوکوس کاپیتیس را بررسی -در تحقیقی تولید ال 1کوکسی پاگلا و
ساعت انکوبه  28گراد به مدت  درجه سانتی 17حاوی فنل رد در  M9ها در محیط   باکتری کردند.

آسپاراژیناز توسط  -دهنده آن بود که تولید ال شدند. منطقه صورتی در اطراف کلونی باکتری نشان
قلیایی )تجمع آمونیاک در محیط کشت( صورت گرفته است. برای سنجش  PHها به دلیل  باکتری

ده شد. نتایج نشان داد شرایط مطلوب برای فعالیت آنزیم استخراج فعالیت آنزیم از روش نسلر استفا
(. در این 24روز است ) 6گراد و زمان   درجه سانتی 25، درجه حرارت PH=6/2شده از استاف 

فنل  حاوی M9های ترموفیل از محیط   آسپاراژیناز توسط سویه -پژوهش نیز به منظور بررسی تولید ال
آسپاراژیناز مثبت توسط مشاهده منطقه صورتی اطراف کلنی تشخیص داده  های رد استفاده شد و کلنی

 شدند.

2یکه توسط کومار یا در مطالعه
 یها انجام شد، از میان اکتینومایست (2022)و همکاران  

 براساس آنالیز ،آنزیمی بود بیشترین فعالیت یکه دارا یا آسپاراژیناز، سویه -الآنزیم  تولیدکننده
شناسایی شد. این  WS3/1عنوان استرپتومایسس گریسئولوتس سویه  به16S rDNA ینوکلئوتیدتوالی 
 به جنس استرپتومایسس بود یدرصد 99شباهت  یدارا  Streptomyces griseolutes WS3/1سویه

آسپاراژیناز  -ال دوست تولیدکننده آنزیم نمک یها ینیز باکتر( 2022)و همکاران  نژاد ابراهیمی (.25)
 هایی که بیشترین فعالیت آنزیمی را نشان یهمچنین باکتر کردند. آنها یاز دریاچه مهارلو جداساز را

در  3پترسون و سیگلر (.26) نمودند شناسایی 16SrDNA یدادند، براساس آنالیز توالی نوکلئوتید
ها   باکتری بررسی کردند. در این تحقیق های مختلف را  آسپاراژیناز توسط باکتری -تحقیقی تولید ال

ساعت انکوبه شدند. میزان فعالیت آنزیم با استفاده  24درجه به مدت  28براث در  TGYدر محیط 
گیری شد که در آن هر واحد فعالیت آنزیم برابر با یک میکرومول آمونیاکی  از روش نسلریزاسیون اندازه

دارای   NRRLBداد که درجه سانتیگراد آزاد کند. نتایج نشان 17یک دقیقه در  است که در مدت
                                                           

1. Paglla & Cooksey 
2. Kumari 
3. Peterson & Ciegler 
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استفاده شد و   seawater agar(. در تحقیق حاضر از محیط27بیشترین فعالیت آنزیم بوده است )
 گراد انکوبه شدند.  درجه سانتی 56ها به دلیل ترموفیل بودن در   سویه

 گیری نتیجه. 1

ها قابلیت  سویهدر تحقیق حاضر سویه باکتری ترموفیل از چشمه آبگرم یله گنبد جدا شد که این 
با توجه به  بودند. باسیلوس لیکنی فورمیسها متعلق به گونه  آسپاراژیناز را داشتند. همه سویه-تولید ال

 باشد. آسپاراژیناز-التواند منبع بسیار مناسبی برای تولید آنزیم ضد سرطان  نتایج فوق این باکتری می
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