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 سازی آن آسپاراژیناز از طبیعت و بهینه-مولد ال هایسویهجداسازی و غربالگری 

 2غلامرضا قزلباش، 1فرشته قادری

 دانشجوی کارشناسی ارشد، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران . 1

 ایران د چمران اهواز، اهواز،، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهیاستادیار. 2

 (20/53/1317 :؛ تاریخ پذیرش50/12/1316: تاریخ دریافت)

  چكیده

 ركا به لنفوئیدی دحا لوسمی هیژو به نخو یهانسرطاو ها  لوسمی اعنوا در كه ستا درمانی داروی یك زیناراژسپاآ-ال :سابقه و هدف

 یاـهیاكترـبشناسایی جداسازی و  قـتحقی نـیا از فدـه .میباشند نزیمآ اینتولید  ایبر ترین منبع بمناس گانیسمهاوارمیكر .رود می
 .های محیطی مانند آب، خاک و گیاهان مختلف بود ز از نمونهیناراژسپاآ-ال ه آنزیمدـدكننـتولی

آمده بر روی محیط های بدست های آگار مغذی و لوریا برتونی انجام شد و سپس سویهجداسازی اولیه بر روی محیط :مواد و روش کار

. آسپاراژیناز بر اساس ایجاد هاله صورتی در اطراف كلنی انتخاب شدند-های مولد الكلنی. تمایزی آسپارژین دكستروز كشت داده شدند
اد شده مقدار آمونیوم آز. آسپاراژین به عنوان سوبسترا انتخاب شدند-های رنگی برای مطالعه بیشتر فعالیت آنزیمی با استفاده از الكلنی

بهترین سویه بر اساس . گرم پروتئین بیان گردیدگیری شد و فعالیت آنزیمی به صورت واحد آنزیمی بر میلیاندازه توسط روش نسلر
 منبعبه علاوه بعضی از فاكتورهای غذایی مانند . شناسایی شد 16S rRNAشناسی، بیوشیمایی، فیزیولوژیكی و همولوژی  های ریخت روش
 .سازی شدند آسپاراژیناز بهینه-به منظور تولید آنزیم ال pH و وژننیتر ،كربن

و با شناسایی  150سویه  انتروباكتر تحت عنوان آسپاراژینازی بالایی را نشان داد و-های جداشده فعالیت ال از میان سویه 150سویه  :نتایج

 انعنو درصد به 0/1آمونیوم سولفات  ،كربن منبع انعنو صد بهدر 0/1نشاسته  .ثبت شد NCBIدر بانك ژنی  KX821736شماره دسترسی
 22/1فعالیت اختصاصی آنزیمی در بهترین شرایط بهینه  .تولید این آنزیم مشخص شدند یطاشربه عنوان بهترین  6برابر  pH وژن ونیتر منبع

 .گرم پروتئین بود واحد بر میلی

 .توان این آنزیم را با اهداف صنعتی تولید كرداد كه با مطالعات بیشتر میتوانایی این سویه در فعالیت آسپاراژینازی نشان د :گیرینتیجه

 واژگانکلید

 .ئیدیلنفود حا لوسمیز، انتروباكتر، یناراژسپاآ

                                                        

 نویسنده مسئول، رایانامه: gh.r.ghezelbash@gmail.com 
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 مقدمه 

 يمیدآ پیوند(  E.C.3.5.1.1)  زیناراژسپاآ-ال نزیمآ

 دهكر لیزروهیدآسپارژین را -ال هـمینآیدـسا موجود در

 (2و  1)كند یل میتبد کمونیاآ و تتارسپاآبه  را آن و

و  3)است  رداربرخو پزشكی در اي هژـیو تـهمیا ازكه 

 خاصیت رانهمكا و  كید 1593 لسا در .(4

-6)ند داد ننشا يهندكچه خو مسر را در ريتوموضد

 دجوو كه داد ننشا 1561ل سا در نیز  بروم. (9

وابسته به  يهندچه خوك مسر ريتومو ضد خاصیت

مطالعات  .(7و  1)ز است یناراژسپاآ-ال نزیمآ حضور

هاي سرطانی در سنتز  نشان داد به دلیل ناتوانی سلول

آسپارژیناز به عنوان -اسیدآمینه آسپارژین، آنزیم ال

یک آنزیم اختصاصی مسئول هیدرولیز اسیدآمینه 

 كندعمل می هاي توموري آسپاراژین مورد نیاز سلول

قادرند  هاي طبیعی از آنجائیكه سلول. (5و  8)

این آنزیم با  آسپاراژین مورد نیاز خود را سنتز كنند،

هاي  فعالیت اختصاصی و انتخابی خود بر روي سلول

سرطانی به عنوان یک عامل شیمی درمانی عمل كرده 

 نظر از نزیمآ ینا. (11)شود  ها می و موجب مرگ آن

 وهگر ینتر مهم از شكی یكیپز یستز و ژيبیوتكنولو

 دــتائی ردوــمكه  شودمی بمحسو یماندر ينزیمهاآ

 كه از (11و  1) باشد می  آمریكا دارو و اذــغ نمازاــس

  به نخو يهانسرطاو لوسمیها  اعنوا نمادر ايبر آن

 كوما كهرلنفوساو    ئیديلنفو دحا لوسمی هیژو

است  نناانوجو و نكادكو در بدخیمی شایعترین

ت دو نوع لازم به ذكر اس .(12و  1)گردد استفاده می

شود  ها تولید می آسپارژیناز توسط میكروارگانیسم-ال

باشد،  آسپارژیناز نوع دوم كه خارج سلولی می-كه ال

برهمین اساس . توانایی فعالیت ضدسرطانی را داراست

                                                        
1. L-asparagine amido hydrolase 

2. Kidd 

3. Broome 

4. FDA 

5. Acute Lymphoid Leukemia )ALL( 

هاي مولد  در مطالعه كنونی نیز به جداسازي باكتري

 .(14 و 13، 1)پردازد آسپاراژیناز خارج سلولی می-ال

اي در  آسپاراژیناز به صورت گسترده-الآنزیم 

حیوانات، سرم جوندگان، گیاهان و منابع میكروبی از 

ها  ها، مخمر، قارچ، جلبک و اكتینومیست قبیل باكتري

اولین گزارش از منابع . (19و  14، 13)دارد   وجود

 .(8)بود  6كلاياشریشیا   میكروبی مربوط به باكتري

ستفاده طولانی مدت از دهد در اثر امطالعات نشان می

هاي آلرژیک و فیزیولوژیكی نامطلوبی  این آنزیم واكنش

 ختصاصیا غیر يهافعالیت (17و  16)شود  ایجاد می

 ،بیـعص میتـس قبیل از علائمی دیجاا سبب نزیمآ ینا

 ياــنشهــكوا وت ــهپاتی ن،وــخ ندـش هـلخت

از آسپاراژیناز -كه استفاده از ال (1)گردد  می کــیژلرآ

تواند این مشكل را كاهش دهد  موجودات مختلف می

 ونفزد روز ابرركا و همیتابه  توجه با ینابنابر .(18)

 باآنزیمی  هنبوا تولید ايبر مگا لیناو این آنزیم،

 انتو با جدید منابع یافتن تر، سبمنا ییدارو يگیهاویژ

شایان ذكر است هم اكنون آنزیم . ستا لاتربا يتولید

اشریشیا هاي  استفاده بیماران از باكتري تولیدي مورد
. (1) شودسازي می تولید و خالص  اروینیاو  كلاي

متاسفانه تاكنون در این زمینه در داخل كشور تولیدي 

هاي تولیدكننده  صورت نگرفته و این محصول از شركت

 .شودخارجی وارد می

آسپاراژیناز -مطالعات زیادي بر روي تولید آنزیم ال

ها و  هاي جداسازي شده از مكان روارگانسیمتوسط میك

از جمله كارهاي . منابع مختلف صورت گرفته است

و  نژادابراهیمتوان به مطالعات  صورت گرفته می

دوست  هاي معتدل نمکباكتريهمكاران اشاره كرد كه 

 .(3)كردند دریاچه نمک جدا آسپاراژیناز را از -مولد ال

و  (15)ي آب و خاکها و همكاران از نمونه یزدانی

 (21)و همكاران از ساحل دریاي كرالا   بارگاوي

                                                        
6. Escherichia coli 

7. Erwinia 

8. Bhargavi 
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همچنین  .هاي مولد این آنریم را جداسازي كردند سویه

 (22)و همكاران   ، نیمكند(21)و همكاران   هیماواتهی

مواد  ازبه ترتیب  (16)و همكاران   مگاوارانو 

سیر و خاک مناطق گرمسیري براي  ،كشاورزي مختلف

آسپاراژیناز -هاي مولد ال میكروارگانیسمجداسازي 

هاي دیگري از قبیل  فعالیت. استفاده كردند

آسپاراژیناز نیز -سازي و كلون كردن آنزیم ال خالص

حاضر  قـتحقیف هد .(23)صورت گرفته است 

فاقد  زيیناراژسپاآ-ال فعالیت با هایی يباكتر زيسااجد

فعالیت گلوتامینازي از منابع مختلف محیطی و 

هاي جداسازي سازي تولید این آنزیم توسط سویه هینهب

شده است تا در نهایت با ادامه مطالعه و بهبود 

هاي جدا شده بتوان به یک سویه صنعتی مولد  سویه

آسپاراژیناز كه -جداسازي سویه مولد ال. آنزیم رسید

توان مصرف سوبستراهاي ارزان را داشته باشد از اهداف 

 .ستاصلی این تحقیق بوده ا

 رکا روش

 هاروش و ادمو

 مورد نیاز براي تهیه محیط كشت در ادوـمتمام 

 .تهیه شد( آلمان)مرک  ركتـشاز  تحقیق ینا

اي پلی واكنش زنجیرههمچنین موادي كه در فرایند 

پرایمرهاي رفت و برگشت، از جمله استفاده شد   مراز

Taq، آنزیم MgCl2بازي،  جفت 111ماركر 
 PCR، بافر  

هاي مورد  دستگاه. تهیه شد ژنسینا شركت از dNTPو 

، (آلمان) Bio-Rad استفاده شامل دستگاه ترموسایكلر

و دستگاه ( انگلستان)دستگاه یو وي ترانس لومیناتور 

كشور ( Optimize)شركت اپتومایز  اسپكتروفتومتري

 .كره جنوبی بود

                                                        
1. Hymavathi 

2. Nimkande 

3. Meghavarnam 

4. PCR 

5. Taq DNA Polymerase 

 اهیاکترب هلیاو زیاساجد و هنمون آوریعجم

-هاي مولد آنزیم ال ظور جداسازي باكتريبه من

برداري هدفمند از منابع محیطی آسپاراژیناز، نمونه

ها مانند  هاي محتمل حضور این باكتري مستعد و مكان

این مناطق . هاي غنی از پروتئین انجام شدمحیط

 -سنندج-مناطق سردسیر)شامل خاک مناطق مختلف 

ختلف هاي م آب، قسمت، (اهواز-و مناطق گرمسیر

براي . (22و  16، 2)بودند جوانه ماش  گیاهان و

گرم از هر كدام از  11 ابتداها  جداسازي اولیه باكتري

لیتر سرم  میلی 51شده در  آوري جمعهاي نمونه

درجه  31ساعت در  3فیزیولوژي استریل به مدت 

گردید و همراه با مخلوط شدن گرماگذاري گراد  سانتی

آگار و محیط   ار مغذيدر نهایت بر روي محیط آگ

 48 لیا 24ت مد به كشت داده شدند و  لوریا برتونی

 اريگرماگذگراد  درجه سانتی 31ساعت در دماي 

 .شدند

 هددکننتولی یاهبـــاکتریی کیفزی سااجدو  یالگرغرب

 آسپاراژیناز-ال نزیمآ

 ياهباكتريی كیفزي سااجدو  يالگرغرب رايب

هاي جداسازي و  از سویه امدهر ك نزیمآ هددكننتولی

آگار آسپارژین ختصاصی ا محیط روي ه بردالص شخ

محتویات این محیط . دــش تـكش دكستروز سالت

 19/1درصد گلوكز،  1/1آسپارژین، -درصد ال 1شامل 

درصد دي هیدروژن  1/1درصد سولفات منیزیم، 

درصد فنل رد در یک لیتر  115/1فسفات پتاسیم و 

ساعت در  24ها به مدت  پلیت. (=pH 8/6)بود  آب

 آنزیم. گراد گرماگذاري شدند درجه سانتی 31دماي 

موجود در محیط ین راژسپاآ لیزروهیدبا  آسپاراژیناز-ال

 ندـش اییـقلیو  موـمونیآ زياـسآزاد باعث كشت 

محیط از  pHشود در نتیجه با تغییر  كشت می یطـمح

به  رنگ محیط از زرداسیدي به قلیایی باعث تغییر 

                                                        
6. Nutrient agar 

7. Luria Bertoni agar 
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 هاي مولد آنزیم شود و بر همین اساس سویه صورتی می

متمایز  هایی كه فاقد این خاصیت بودند كلنی سایر از

  هایی كه محیط را بیشتر صورتی كرده سویه. شدند

 ايبري داشتند رـتیشـبآنزیمی  تـفعالی بودند و

 .(26و  17)شدند  باـنتخا پژوهش هـمادا

شناســی، بیوشــیمیایی و مولكــولی  تریخــشناسایی 

 نزیمآ هتولیدکنند یباکتربهترین 

هاي ظاهري و بیوشیمیایی  برخی از ویژگی

آمیزي گرم و سایر  هاي منتخب به كمک رنگ سویه

 .(27)هاي شیمیایی مورد بررسی قرار گرفتند  تست

 ها نیز با بررسی تر جایگاه فیلوژنی باكتريتعیین دقیق

براي استخراج . ورت گرفتص 16S rRNAمولكولی 

DNA روش جوشاندن استفاده  ها از باكتريومی ـنژ

طی  16S rRNAمربوط به ژن  bp1911قطعه  .شد

به وسیله پرایمرهاي رفت  اي پلی مرازيواكنش زنجیره

27F-YM ('3-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-

-1429R-Y ('3 برگشتو ( 9'

TACGGYTACCTTGTTACGACTT-'9)  ابتدا

مخلوط واكنش . (28) تعیین توالی شد تكثیر و سپس

PCR  18میكرولیتر شامل  29با حجم نهایی 

 11)میكرولیتر از هر كدام از پرایمرها  1آب،  میكرولیتر

 29/1الگوي باكتریایی،  DNAمیكرولیتر  1، (پیكومول

میكرولیتر دزكسی  9/1پلیمراز،  Taqمیكرولیتر آنزیم 

 79/1و  (x11)ر میكرولیتر باف 9/2ریبونوكلئوتیدها، 

 واكنش. میكرولیتر كلرید منیزیم انجام گرفت

PCR توسط دستگاه ترموسایكلرBio-Rad (آلمان ) با

ابتدایی در دماي  دقیقه واسرشت شدن 4شرایط دمایی 

سیكل شامل  39گراد و سپس درجه سانتی 59

 1گراد به مدت درجه سانتی 54واسرشت شدن دماي 

گراد به  درجه سانتی 99 مرحله اتصال با دماي، دقیقه

درجه  72دقیقه، مرحله سنتز در دماي  1مدت 

دقیقه در  9دقیقه و به مدت  2گراد به مدت سانتی

گراد مرحله گسترش نهایی درجه سانتی 72دماي 

 1بر روي ژل آگارز  PCRمحصولات . صورت گرفت

و با استفاده از رنگ ایمن  TAE (1x)درصد با بافر 

مشاهده و بررسی  ترانسلومیناتور توسط دستگاه یو وي

در نهایت به منظور توالی یابی محصول حاصل از . شد

PCR  ارسال ( اصفهان)به شركت زیست فناوران رنا

 از پسرفت و برگشت  ياـلیهاوـتنتایج . گردید

به  FinchTVو  Bio editار زـفم انر توسط یشایرو

پایگاه  حاصل لیاتوو شد  تهیهكامل  لیاتو یک رتصو

NCBI هاي بانک ژنی داده
مورد ارزیابی قرار گرفت و   

هاي ثبت شده در این  ها با سایر ژن میزان تشابه آن

 .پایگاه بررسی گردید

 ینزیمآ تفعالی نجشس و زیمنآ دتولی

به منظور سنجش كمی فعالیت آنزیمی تولید شده 

به مدت ابتدا سویه مورد نظر هاي منتخب  توسط سویه

بر روي محیط آگارآسپاراژین دكستروز عت سا 12

 گراد كشت داده شد درجه سانتی 31سالت در دماي 

یک لوپ از باكتري را به محیط آسپاراژین  پسس

دكستروز سالت مایع منتقل كرده و بعد از این كه 

 6/1-8/1نانومتر به  611كدورت محیط در طول موج 

ژین آسپارا هاي كشتدرصد به محیط 2رسید با نسبت 

ساعت یكبار از  2دكستروز سالت مایع تلقیح و هر 

گیري و فعالیت آنزیمی از طریق  محیط كشت نمونه

روش نسلر گیري آمونیوم آزاد شده با استفاده از  اندازه

سپس منحنی تولید آنزیم و منحنی . (25)سنجیده شد

 1/1براي تعیین فعالیت آنزیمی مقادیر . رشد رسم شد

رویی میكروبی حاصل از سانتریفوژ لیتر از مایع میلی

 5/1دقیقه با  9به مدت  هزار 9كشت میكروبی با دور 

گیري فعالیت آنزیمی  میلی لیتر از بافر مخصوص اندازه

مولار تریس در  19/1مولار آسپارژین در  1/1حاوي )

از قبل گرم شده به ( 6/8برابر pHاسید كلریدریک با 

گراد  تیدرجه سان 37دقیقه با دماي  31مدت 

بعد از اتمام زمان گرماگذاري، واكنش . گرماگذاري شد
                                                        
1. National Center for Biotechnology Information  
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 9/1كلرواستیک  لیتر اسید تري میلی 1/1با افزودن 

 11 دورها در دماي اتاق سپس نمونه. مولار متوقف شد

 9/1دقیقه سانتریفیوژ گردید و مقدار  9به مدت  هزار

لیتر  میلی 79/1لیتر از مایع رویی به دست آمده با  میلی

 11لیتر معرف نسلر مخلوط كرده و  میلی 29/1ب و آ

دقیقه در دماي اتاق گرماگذاري شد و در نهایت جذب 

نانومتر با استفاده از دستگاه  481ها در طول موج  نمونه

مشابه  ⸗عینانمونه شاهد نیز . خوانده شد اسپکتروفتومتر

همان نمونه اصلی تهیه شد با این تفاوت كه 

یک واحد . قبل از بافر اضافه شدكلرواستیک اسید  تري

آنزیمی معادل مقدار آنزیمی است كه یک میكرومول 

آسپاراژین در مدت یک دقیقه آزاد  -آمونیاک را از ال

هاي نامشخص براي تبدیل جذب نوري نمونه .كندمی

به واحد آنزیمی نیز از منحنی استاندارد استفاده شد 

(31) . 

 تعیین فعالیت گلوتامینازی

سنجش فعالیت آنزیمی گلوتامینازي مشابه براي 

آسپاراژیناز عمل شد و تنها سوبسترا -سنجش ال

مولار  1/1بافر مورد استفاده حاوي . متفاوت بود

مولار تریس در اسید كلریدریک  19/1در  گلوتامین

(6/8pH= ) آمونیوم آزاد شده  .(34و  33، 32، 31)بود

 .(31) از گلوتامین نیز با معرف نسلر خوانده شد

 تعیین غلظت پروتئین

 از ممیلیگر هر ازاي به نزیمآ فعالیت انمیز
 .ددگرمی تعریف نزیمیآ هیژو فعالیتبه عنوان  پروتئین

بنابراین به منظور سنجش فعالیت اختصاصی آنزیم 
. شود مقدار پروتئین تولید شده توسط سویه تعیین می

ه، بر همین اساس براي تعیین مقدار پروتئین تولید شد
 21براي این منظور . استفاده شد  از روش برادفورد

تریس میكرولیتر بافر  81میكرولیتر از عصاره سلولی با 
لیتر معرف  میلی 1و ( =6/8pH)در اسید كلریدریک 

                                                        
1. Bradford 

دقیقه در دماي محیط  9برادفورد مخلوط و به مدت 

با استفاده از گرماگذاري شد و سپس جذب نمونه 
نانومتر  959در طول موج  دستگاه اسپكتروفتومتري

مقدار پروتئین تولید شده با استفاده از . خوانده شد
نمودار استاندارد مشخص گردید كه براي تهیه منحنی 

هاي مختلف از پروتئین آلبومین استاندارد ابتدا غلظت

هاي فوق با  میكرولیتر از رقت 21تهیه و سپس مقدار 
عرف برادفورد لیتر م میلی 1و نمونه میكرولیتر بافر  81

دقیقه در دماي  9مخلوط فوق به مدت . مخلوط شد
ها در طول موج  اتاق گرماگذاري و جذب تمام رقت

 .(34)نانومتر خوانده شد  959

 نزیمآلید تو جهتکربن  منبعبهترین  بنتخاا

تولید  به منظور كربن منبع بهترین تعیین براي
 یطـمح ايزـجا با بهیمشا محیط بیشتر آنزیم از

 دهستفاا آسپاراژین دكستروز سالت مایع یـختصاصا

مراحل  اـب ابهـمش اريذـگرماگ و كشت یطاشر. شد
 ،گلوكزكربنی مختلفی مانند  و تنها منابع دبول قب

مورد ( درصد 1) كربن منبع انعنو نشاسته به مالتوز و
بعد از انتخاب بهترین منبع كربن، . تندگرف مطالعه قرار

 2درصد تا  9/1ن در محدوده درصدهایی از این كرب
 .سازي شد درصد بهینه

 نزیمآ تولید سیربر جهت وژننیتر منبع بنتخاا

از قبیل  مختلفوژنی نیتر منابع ثرا براي این منظور
 1 و سولفات آمونیوم با مقدارمخمر  رهعصا ن،پپتو

آسپارژین  محیط در نزیمآ فعالیت روي بردرصد 

همگی  .قرار گرفتندمایع مورد مطالعه  دكستروز سالت
شرایط از قبل  با مطابق ها نیز بعد از تلقیحمحیط این

 و شدر انزـمی و در نهایتشدند  اريگرماگذ گفته شده
لازم . گرفت ارقر سیربر ردمو امكد هر نزیمیآ فعالیت

 8/6ها  محیط كشت در همه ارلن pHبه ذكر است كه 

ن بعد از اتنخاب بهترین منبع نیتروژنی بهتری. بود
درصد  2درصد تا  9/1مقدار این منبع نیز در محدوده 

 .تعیین شد
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واحد بر میل
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 نزیمیآفعالیت  سیربر و pH منهدا تعیین

 بعد از تعیین بهترین منابع كربن و نیتروژن در

مایع محدوده  آسپارژین دكستروز سالت هـپای یطـمح

pH  شایان ذكر . ( 39-36)بررسی شد  8تا  9نیز بین

حل ثابت در نظر گرفته شد است هوادهی در همه مرا

(rpm 121.) 

 نتایج

 های اولیه جداسازی باکتری

آوري  هاي جمع سویه از نمونه 133در مجموع 

 31سازي شد كه از این میان  شده، جداسازي و خالص

سویه كه  11. سویه قادر به تولید آنزیم مورد نظر بودند

انتخاب  دتر یا بزرگتري را داشتن هاله صورتی پررنگ

و فعالیت آنزیمی با استفاده از كشت مایع براي شد 

 . ها صورت گرفت آن

 آسپاراژیناز-های مولد آنزیم ال جداسازی باکتری

هاي  بر اساس مقدار آمونیوم آزاد شده از بین سویه

به عنوان سویه اصلی  119سویه انتروباكتر جدا شده 

این سویه از جوانه ماش . براي ادامه كار انتخاب شد

منحنی رشد و منحنی تولید آنزیم  1شكل . جدا شد

این سویه نسبت به  .دهدتوسط این سویه را نشان می

ترین تولید آنزیم در  هاي دیگر داراي بیش سویه

از منحنی رشد ( چهاردهمین ساعت)ترین زمان  كم

بنابراین این سویه به عنوان سویه . خود را نشان داد 

سازي با توجه  هشد و تمامی مراحل بهین اصلی برگزیده

 .به زمان ماكزیمم تولید صورت گرفت

 
 

 
 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 آسپاراژیناز-فعالیت ویژه آنزیمی ال: نمودار رشد باکتری، : ■: 101سویه  انتروباکترآسپاراژیناز -ید آنزیم المنحنی رشد و تول -1شکل 

 

 آسپاراژیناز-شناسایی باکتری مولد آنزیم ال

 داد ننشااین سویه  سكوپیومیكر و يظاهر یژگیو

 و نگر كرم یا زرد يهاكلنی این سویه داراي كه

 باسیل نیز مگر يمیزآ نگي بوده و نتیجه ردیوئوكم

نتایج حاصل از  .داد را نشان منفی مگر هكوتاي اـه

شناسایی  صورت گرفته برايبیوشیمایی هاي واكنش
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ق طب .داده شده استنشان  1جدول در  این سویه

 كه یددخص گرمش 16S rRNA بررسی توالی ژن

 Enterobacter هب صددر 58 منتخب يباكتر

agglomerans  هاي  دارد كه با تستباهت ش

 سساا همین بر. داشت بیوشیمیایی نیز مطابقت

 اري شد و با كدذــگم اـن 119 سویه كتراانتروب

KX821736در NCBI  نمایی از ژل  .دــیدگرثبت

نشان داده شده  2در شكل  PCRالكتروفورز محصول 

 .است
 

 101سویه انتروباکتر نتایج تست بیوشیمایی  -1جدول 

 نوع تست نتایج

 رنگ آمیزي گرم -

 آزتست اوره -

 تست اكسیداز -

 مصرف لاكتوز +

 فانتولید ایندول از تریپتو -

 حضور اسپور -

 تست وژزپروسكوئر +

 مصرف گلوكز +

 H2S تولید -

 مصرف سیترات +

 تولید گاز از گلوكز +

 تولید پیگمان زرد +

 مصرف لاكتوز +

 تست متیل رد -

 تست مالتوز +

 

 
 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
 

 

 

نمونه  (2بازی،  جفت 100مارکر  (PCR 1 الکتروفورز محصول -2شکل 

 نمونه مثبت( 3منفی، 

 نزیمآ تولید سیربر جهت کربن منبع سازی بهینه

منابع  امیتم نتایج حاكی از آن بود كه این سویه در

 تـفعالی و دوـب دـشر هـب دراـقكربنی مورد آزمایش 

 محیط در نزیمیآ فعالیت بیشتریناما  شتدا یـنزیمآ

آنزیمی  فعالیت كمترین مشاهده شد و نشاسته وياح

بهترین درصد نشاسته به منظور  .مالتوز بود رحضو در

درصد نشاسته  9/1ترین فعالیت آنزیمی در مقدار  بیش

 567/7بدست آمد و میزان فعالیت آنزیمی اختصاصی

 به 4و  3شكل . گرم پروتئین محاسبه شد واحد بر میلی

سازي  مختلف كربنی و بهینهسازي منابع  ترتیب بهینه

را ( نشاسته)درصدهاي مختلف بهترین منبع كربنی

 .دهد نشان می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
آسپاراژیناز -میزان تولید آنزیم ال بر مختلف کربنی منابع ثرا -3شکل 

 101 سویهانتروباکتر ی باکتردر 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 سویه انتروباکتر یباکترآسپاراژیناز در -میزان تولید آنزیم ال -4شکل 
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 درصد نشاسته

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239505186
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239505186
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_239505186
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pH 

 نزیمیآ فعالیت روی بر وژننیتر سازی منبع بهینه

 مورد آزمایشف مختلنیتروژنی  ابعمن نامی در

 تــفعالی رینــیشتــب 119 سویه انتروباكتر يباكتر

بعد از . شتدا آمونیوم درصد سولفات 9/1را در  نزیمیآ

نیز مربوط  یـنزیمآ تـفعالیترین  آن عصاره مخمر و كم

سازي منبع نیتروژن و درصدهاي  بهینه .به پپتون بود

مختلف سولفات آمونیوم به عنوان بهترین منبع كربنی 

 .باشد قابل مشاهده می( ب)و ( الف) 9در شكل 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

-میزان تولید آنزیم ال بر مختلف وژننیتر منابع ثرا -(الف) 1شکل 

 101 سویهانتروباکتر ی باکترآسپاراژیناز در 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

میزان تولید  بر سولفات آمونیوممختلف  درصدهای ثرا -(ب) 1شکل 

 101 سویهانتروباکتر ی باکترآسپاراژیناز در -آنزیم ال

 نزیمآ تولید محیط لیهاو pH سازی بهینه

 در تولید آنزیم یطاشر بهترین كه داد نانش نتایج

 دوجو نیا اب. باشدمی خنثیاسیدي به سمت  ودهمحد

ترین  و كم 6برابر با  pH در نزیمیآ تفعالی رینیشتب

 (.6شكل )مشاهده شد  8برابر با  pHفعالیت آنزیمی در 

 

 

 

 

 

 

 انتروباکتر توسطپاارژیناز آس-ال نزیمآ تولید روی بر pH ثیرأت -6شکل 

 101سویه 

 بحث

در مطالعه حاضر غربالگري اولیه جهت جداسازي 

آسپاراژیناز با استفاده از محیط -مولد ال هاي باكتري

رد  آگار آسپاراژین دكستروز سالت حاوي معرف فنل

هاي  صورت گرفت و براي محاسبه فعالیت آنزیمی سویه

پس از نمونه گیري و . مولد از روش نسلر استفاده شد

آسپاراژیناز از -هاي مولد الجداسازي میكروارگانیسم

آسپاراژین -آمینه ال منابع مختلف محیطی حضور اسید

نیتروژن سازي  ها و غلات به عنوان منبع ذخیره در دانه

ها  ها در آننقش مهمی در فراوانی این میكروارگانیسم

یی از هیماواتهی و مطالعهدر به طوریكه . داشت

ي مانند مواد آسپاراژیناز از-هاي مولد الهمكاران سویه

و   لنارگی، 2، پوسته گرم بنگال1گرمپوسته قرمز 

                                                        
1. Red gram husk 

2. Bengal gram husk 
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 درصد سولفات آمونیوم
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نیمكند و همچنین . (21)جداسازي شدند  زمینی بادام

هاي  همكاران نیز از سیر براي جداسازي سویه

. (22)اند  آسپاارژیناز استفاده كرده-تولیدكننده ال

واحد  42/5فعالیت ویژه آنزیمی  119سویه  انتروباكتر

گرم پروتئین با فعالیت گلوتامینازي بسیار  بر میلی

از خود ( گرم پروتئین واحد بر میلی 937/1)پایین 

نشان داد كه از این گونه كمتر به عنوان تولیدكننده 

 سراشیا، آئروژنز انتروباكتر. این آنزیم نام برده شده است

از مولدین این آنزیم از  اروینیاو  كلاي. اي، 1مارسسنس

 (37و  8، 1) باشندخانواده انتروباكتریاسه می

 سراشیا روي سویه ران برو همكا 2گوش  هاي پژوهش

با فعالیت آنزیمی معادل  NCIM 2919 مارسسنس

واحد بر دسی گرم از مطالعات مشابه این تحقیق  87/3

همكاران نیز سویه  و 3آگروالهمچنین . (37)است 

-سویه مولد ال را به عنوان SK‐07 سراشیا مارسسنس

از .(38)آسپاراژیناز جداسازي و معرفی كردند 

-توان به فعالیت ال لاي این آنزیم میتولیدهاي با

پكتوباكتریوم آسپاراژینازي تولید شده توسط سویه 
 88/27اشاره كرد كه معادل  MTCC 1428 4كاروتوروم

 .(25)گرم پروتئین تولید داشت  واحد بر میلی

تولید محصولات صنعتی و دارویی از منابع ارزان 

-د التولی. دهدهمیشه یک برتري به سویه انتخابی می

آسپاراژیناز از نشاسته و فعالیت كم گلوتامینازي این 

سویه بهترین خصوصیاتی است كه ارزشمندي این 

مطالعه در مقایسه با دیگر مطالعات مشابه را نشان 

تولید این آنزیم از منبع ارزانی مانند نشاسته . دهد می

و  17) استرپتومایسستا كنون توسط چند سویه از 

. گزارش شده است (41) پرژیلوسآسو چند سویه  (35

آسپاراژیناز در -و همكاران فعالیت آنزیمی ال 9احمد

را با استفاده از منبع نشاسته  6آسپرژیلوسیی از سویه

                                                        
1. Serratia marcescens 

2. Ghosh 

3. Agarwal 

4. Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 

5. Ahmed 

6. Aspergillus 

 .(41)محاسبه كردند  لیتر واحد بر میلی 65/26معادل 

ترین تولید  اي دیگر نشان داد كه كمفاراگ در مطالعه

در محیط  ژیولوسآسپریی از این آنزیم توسط سویه

ترین تولید با استفاده از  گیرد و بیشنشاسته صورت می

ها به این تفاوت. (41)منبع كربن دكستروز است 

راحتی نقش سویه در استفاده از منبع كربن و 

 .دهدهمینطور تولید این آنزیم را نشان می

ترین  آسپاراژیناز بیش-هاي مولد الغالب سویه

نابع نیتروژنی آلی از خود در حضور متولید خود را 

در حضور  7آسپرژیلوس ترئوس. دهندنشان می

 باسیلوسو  8میكساباسیلوس پلی، (41)آسپاراژین 
 استرپتومایسس، (42)در حضور عصاره مخمر  5فرموس

استرپتومایسس در حضور پپتون و  11آیسولیگنسِجین
از این  (17)حضور عصاره مخمر  در 11آلبیدوفلاووس

منابع نیتروژنی معدنی از نظر اقتصادي . موارد هستند

تر هستند و بر همین اساس جدا از  مقرون به صرفه

سازي  منابع آلی از منابع معدنی هم به منظور بهینه

ترین  پژوهش احمد و همكاران بیش. استفاده شد

 49/21فعالیت آنزیمی در سولفات آمونیوم و برابر با 

 12دیوتا، همچنین (41)لیتر را نشان داد  واحد بر میلی

بیشترین فعالیت آنزیمی را براي سویه  (43)و همكاران 

در حضور سولفات آمونیوم  سودوموناس آئروژینوزا

در مطالعه . لیتر گزارش كردند واحد بر میلی 96/244

حاضر نیز سولفات آمونیوم بهترین منبع تولید این 

مقدار آنزیم تولیدي در مقدار بهینه سولفات . آنزیم بود

گرم پروتئین بر  واحد بر میلی 198/5آمونیوم معادل 

 .لیتر محاسبه شدمیلی

pH  محیط در نقل و انتقال مواد مختلف از غشاء

هاي متابولیكی سلول نقش  سلولی و تنظیم فعالیت

                                                        
7. Aspergillus terreus 

8. Bacillus polymyxa 

9. Bacillus firmus 

10. Streptomyces ginsengisoli 

11. Streptomyces albidoflavus 

12. Dutta 
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 2، سادهیر(42)و همكاران 1واكیل. كند اساسی ایفا می

نیز از این  (44)و همكاران 3و راجش (35)و همكاران

سازي  بهینه مطالعات خود براي در pHوده محد

قادر  pHاین سویه در طیف وسیعی از . استفاده كردند

ایی را  تواند تولید آنزیم قابل ملاحظه به رشد است و می

. اسیدي، خنثی و قلیایی از خود نشان دهد pHدر سه 

مطالعات تولید این آنزیم در این سویه نشان داد كه 

6pH= تولید این آنزیم است بهترین شرایط براي .

آسپاراژیناز با تولید آمونیاک باعث -هاي مولد الباكتري

شود و موجب  محیط به سمت قلیایی می pHتغییر 

 pHها تا رسیدن به شرایط نامطلوب شوند باكتريمی

از همین رو این . قادر به رشد و تولید آنزیم باشند

 خنثی فعالیت آنزیمی-اسیدي pHباكتري در محدوده 

مشابه این . دارد pHبهتري را نسبت به سایر مقادیر 

هاي  بهینه براي سویه pHتحقیق واكیل و همكاران 

گزارش  6را  9باسیلوس سركولانسو  4باسیلوسپانی 

ترین فعالیت آنزیمی ناشی  همچنین بیش .(41)كردند 

سودوموناس آسپارژیناز -از كلون كردن آنزیم ال
كه توسط  كلاياشریشیا در باكتري  6فلورسنس

و  3/6برابر  pHصورت گرفت در  و همكاران 7كیشور

لیتر گرم پروتئین بر میلی واحد بر میلی 54/1معادل 

 .(18)فعالیت آنزیمی بود 

 گیری نتیجه

آسپاراژیناز در -جداسازي سویه مولد آنزیم ال

بهترین زمان ممكن با كمترین فعالیت گلوتامینازي از 

ین تحقیق بود كه پس از منابع ارزان از اهمیت ا

سویه حاضر به دلیل . هاي مكرر حاصل شدجداسازي

داشتن خصوصیات خوب صنعتی اكنون قابلیت اجراي 

                                                        
1. Wakil 

2. Sudhi 

3. Rajesh 

4. Paenibacillus 

5. Bacillus circulans 

6. Pseudomonas fluorescens 

7. Kishore 

به علاوه . تر مطالعات بیوشیمیایی را داردمراحل دقیق

توان طی به دلیل نیازمندي به این داروي ارزشمند می

هاي بیوشیمی و زیست فناوري به خالص سازي تكنیک

 .افزایش تولید آن نیز در مطالعات بعدي اندیشیدو 

 تشكر و قدردانی

دانشگاه  معاونت پژوهشیمحققین این مقاله از 

به دلیل حمایت مالی و همكاري در  شهید چمران اهواز

مه تشكر و قدرانی ویژه به عمل انجام این پایان نا

  .آورند می
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