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Abstract  

Background & Objectives: Bacillus subtilis natto is a valuable microbial strain in pharmaceutical 

biotechnology due to its high potential in producing menaquinone 7 and the enzyme nattokinase. 

A collection strain of this bacterium is available in Iran, but long-term storage may have a         

negative effect on its physiological properties. We decided to compare the ability of this strain to 

produce biological products with the wild strain (isolated from the natto starter). 

Material and Methods: Japanese Natto fermented food was prepared by purchasing Natto starter 

from international companies. By diluting the Natto suspension and culturing it, colonies          

suspected of being Bacillus subtilis were isolated and purified based on colony morphology and 

staining. Biochemical tests were performed on the isolates as well as molecular identification by 

16S rRNA gene sequencing. The ability of the wild and collection strains (purchased from the   

Bioresources Center) to produce menaquinone 7 and nattokinase was compared. 

Results: The results showed that the isolated strain was Bacillus subtilis natto. The amount of 

menaquinone 7 production by this strain and the collection strain did not show a significant       

difference. The ability to produce nattokinase in the wild strain was significantly higher than in 

the collection strain. 

Conclusion: Long-term storage of the collection strain may have reduced its ability to produce 

pharmaceutical products, or the collection strain may have been a weak strain from the beginning 

in terms of pharmaceutical production. Efforts are being made to deposit the isolated wild strain, 

which has significant ability to produce menaquinone 7 and nattokinase, in domestic microbial 

collections and make it available to researchers. 
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 ها مجله دنیای میکروب
 3041( بهار 85سال هفدهم شماره اول )پیاپی 

 6– 31صفحات 

و ناتوکیناز در دو سویه وحشی و کلکسیونی ( K)ویتامین  7بررسی توان تولید مناکوئینون 

 ناتو باسیلوس سوبتیلیس 
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 چکیده

و آنزیم ناتوکیناز یک سویه میکروبی ارزشمننند  7ناتو به واسطه قدرت بالا در تولید مناکوئینون باسیلوس سوبتیلیس سابقه و هدف: 

سویه کلکسیونی از این باکتری در دسترس است که ممکن است نگهنداری ونولاننی   در زیست فناوری دارویی است. در ایران یک

تاثیر منفی داشته باشد. تصمیم گرفتیم توان این سویه در تولید محصولات زیستنی بنا سنوینه   های فیزیولوژیک آن مدت بر ویژگی

 وحشی )جداسازی شده از استارتر ناتو( مقایسه نماییم.

سازی سوسپانسیون ناتو و  المللی، غذای تخمیری ژاپنی ناتو تهیه شد. با رقیق های بین با خرید استارتر ناتو از شرکتها: مواد و روش

سازی شندنند.  جداسازی و خالص  آمیزی شناسی کلنی و رنگ بر اساس ریختباسیلوس سوبتیلیس های مشکوک به  کلنی کشت آن،

انجام شد. تنوانناینی سنوینه  16srRNAیابی ژن  های بیوشیمیایی و همچنین شناسایی مولکولی به روش توالی ها آزمون روی جدایه

 و ناتوکیناز مقایسه گردید. 7وحشی و کلکسیونی )خریداری شده از مرکز ذخایر زیستی( برای تولید مناکوئینون 

توسط اینن سنوینه و  7باشد. میزان تولید مناکوئینون  ناتو میسوبتیلیس   باسیلوسنتایج نشان داد که سویه جداسازی شده،  ها:یافته

داری  وور منعنننی داری نشان نداد. قدرت تولید ناتوکیناز در سویه وحشی نسبت به سویه کلکسیونی به سویه کلکسیونی تفاوت معنی

 بیشتر بود. 

نگهداری وولانی مدت سویه کلکسیونی ممکن است موجب کاهش توان این سویه در تولید محصولات داروینی شنده گیری: نتیجه

شنود تنا سنوینه وحشنی  باشد یا اینکه سویه کلکسیونی از ابتدا یک سویه ضعیف از نظر تولیدات دارویی بوده است. تلاش منی

هنای منینکنروبنی داخنلنی  باشد در کلکنسنینون و ناتوکیناز می 7جداسازی شده که دارای توان قابل توجهی در تولید مناکوئینون 

 گذاری و در اختیار پژوهشگران قرار گیرد.     سپرده

 ، ناتوکیناز.7ناتو، مناکوئینون باسیلوس سوبتیلیس کلمات کلیدی: 

 142343412پذیرش مقاله:                                 142341422ویرایش مقاله:                                 142241241دریافت مقاله: 
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 مقدمه

ناتو یک غذای تخمیری و از غذاهای سنتی و قدیمنی ژاپنننی 

آید امنا  دست میهای سویا به است. این غذا بیشتر از تخمیر دانه

تولید ناتو با تخمیر دیگر حبوبات مانند لوبیای سیاه، لنوبنینای 

آزوکی و لوبیای چشم بلبلی نیز مرسوم است. ناتو دارای وعمی 

های اکتسابی ویژه و بویی تند است. وعم این غذا در دسته وعم

شود، بدین معنا که درصورتی که فرد برای اولینن بندی میوبقه

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خنلاقناننه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در فصلنامه دنیای میکروب
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را تجربه نماید احساس خوشایندی نخواهند داشنت و  بار آن

باید به مرور ذائقه انسان به این وعم جدید آشنا شود. ظاهنر و 

بافت این غذا نیز با غذاهای متداول تفاوت چشنمنگنینر دارد. 

های سویا با یک قوام چسبنده )شبیه به  ظاهر ناتو به صورت دانه

باشد. در هنگام جویدن دانه سویای نناتنو، پنیر پیتزا( و لزج می

پاشیدگی بافت دانه سویا در اثر تخمیر به خوبی تخریب و از هم

عنوان صبحانه شود. در فرهنگ ژاپنی، ناتو معمولا به احساس می

شود. این محصول غذایی تخمیری از  و همراه با برنج صرف می

ها و به خصنو   نظر ارزش غذایی بسیار غنی از انواع ویتامین

باشد. میزان این ویتامین در نناتنو بنه حند  می 7مناکوئینون 

وجنود  MK7و  MK4چشمگیری بالا است و به هر دو فرم 

دارد. یکی از دلایل عمر وولانی مردم ژاپن به عادات غذایی این 

خطه جغرافیایی نسبت داده شده است. مطالعات کوهورت نشان 

هنای  داده است که مصرف مداوم ناتو خطر ابتلا بنه سنرونان

(. در 1)   دهنددستگاه هاضمه را به میزان قابل توجه کاهش منی

وسنینلنه حقیقت ناتو در نتیجه فعالیت متابولیسمی و تخمیر بنه

آیند. اینن  دست منیبه  (Natto)ناتو باسیلوس سوبتیلیسسویه 

های به وور کلی ایمنن  بندی ایمنی جزء سویه سویه از نظر وبقه

 )GRAS ( (. اینن 2شنود ) بندی می و همچنین پروبیوتیک وبقه

است، به همین  7باکتری دارای توان بالایی در تولید مناکوئینون 

با استفاده از این بناکنتنری  7جهت فرایندهای تولید مناکوئینون 

وور گسترده مورد مطالعه و بررسنی قنرار گنرفنتنه اسنت.  به

سنازی شنراینط  های بسیاری نیز صورت گرفته تا با بهینه تلاش

افزاینش  7رشد بتوانند قدرت این سویه را در تولید مناکوئینون 

دهند و به دنبال آن این سویه را جهت تولید صنعتی مناکوئیننون 

های داروینی و  (. در حال حاضر شرکت5و 4و 3کار برند )به 7

های غذایی از این سویه جنهنت تنولنیند  تولیدکنندگان مکمل

های برجستنه داروینی و  کنند. ویژگی استفاده می 7مناکوئینون 

ننینسنت.  7پزشکی این سویه محدود به تولید مناکوئنینننون 

ناتو دارای قدرت بالایی در تولیند آننزینم  باسیلوس سوبتیلیس

ناتوکیناز است. این آنزیم کاربردهای دارویی و درماننی قنابنل 

های خنوننی  توجه دارد. ناتوکیناز قادر به حذف ترومبوز و لخته

است، بدون آنکه در فرایند اننعنقناد خنون خنلنلنی اینجناد            

(. نشان داده شده است که ناتوکیننناز در درمنان 7و  0گردد )

های آمیلوئیدی و همچننینن پنینشنگنینری و درمنان  بیماری

(. این آنزیم قادر است 1)   های قلبی و عروقی موثر است بیماری

های فیبرینی اوراف تومورها را هضم نموده و به درمنان  پوشش

باسنینلنوس رغم اهمیت  (. علی12و 1)   موثر تومور کمک نماید
ناتو به عنوان یک سویه ارزشمند در صنایع داروینی،  سوبتیلیس

های زیست پزشکی و به خصو  زیسنت فننناوری  پژوهش

هنای  میکروبی، این سویه باکتری در ایران از وریق کلکنسنینون

باشد. مرکز ملی ذخایر ژنتینکنی و  میکروبی قابل دسترسی نمی

را با ننام  باسیلوس سوبتیلیسزیستی ایران یک سویه باکتریایی 

نماید، اما در بررسی دقیق اینن  ناتو ارائه می باسیلوس سوبتیلیس

سویه به چند نکته برخورد خواهید کرد. اینن سنوینه بنا ننام           

Bacillus subtilis subsp. subtilis Bacillus natto  و کنند

در مرکز ملی ذخایر ژننتنینکنی و  IBRC-M 11153  شناسایی

ارائه شده است. همچنین اینن سنوینه بنا کند         زیستی ایران

ATCC 23857  نیز از ورف این مرکز معرفی شنده اسنت. بنا

بررسی این کد در کلکسیون میکروبی ایالات متحده آمنرینکنا 

(ATCC) شود که این سویه توسط این کلکسیون به  مشاهده می

عنوان یک سویه با کاربرد در صنایع غذایی معرفی شده، اما بنه 

ناتو معرفی نشده اسنت. از ننظنر باسیلوس سوبتیلیس عنوان 

بنا  IBRC-M 11153های سنوینه  ریخت شناسی کلنی، کلنی

هنای  ناتو متفاوت است. کنلنننی باسیلوس سوبتیلیسهای  کلنی

به صورت مجزا، صناف و بنا قنوام  IBRC-M 11153سویه 

نناتنو  باسیلوس سوبتیلیسشود، در حالی که  یکنواخت دیده می

(. در 11باشد ) های به هم پیوسته، پهن و ناهموار می دارای کلنی

عنننوان شناسی کلنی بنه شناسی تفاوت در ریخت علم میکروب

ای قطعی بر عدم تطابق دو سویه باکتریایی در نظر گرفنتنه  نشانه

شود. این عدم تطابق ممکن است به دلیل موتاسیون سویه در  می

هنای  کالچرهای متوالنی در کنلنکنسنینون  اثر پاساژها و ساب

های ذاتی  میکروبی باشد و یا آنکه سویه مورد نظر دارای تفاوت

باسینلنوس باشد، لذا نیاز است تا  ناتو می باسیلوس سوبتیلیسبا 

عنوان یک سویه ارزشمند در داخنل کشنور ناتو به سوبتیلیس

 گذاری شود.  جداسازی، شناسایی و سپرده
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نناتنو بنا  باسیلوس سوبتیلیسدر داخل کشور جهت جداسازی 

یک مشکل جدی مواجه خواهیم شد. ناتو در ایران و کشورهای 

شود. همچنین واردات اینن منحنصنول  غرب آسیا تولید نمی

گنینرد. لنذا  تخمیری و یا استارتر آن نیز به ایران صورت نمنی

ناتنو در داخنل  باسیلوس سوبتیلیسدسترسی به سویه وحشی 

شمناری   ایران ممکن نیست. از سوی دیگر پژوهشگران انگشت

که در ایران این سویه را در اختیار دارند به دلیل حفظ منننافنع 

شوند سویه را در اختیار دیگر پژوهشگنران  شخصی حاضر نمی

کشور قرار دهند، لذا در این پژوهش بر آن شندینم تنا ابنتندا 

بناسنینلنوس عنوان یک منبع مناسنب استارتر تجاری ناتو را به

بناسنینلنوس ناتو به ایران وارد نماییم. در مرحله بعد  سوبتیلیس
ناتو)سویه وحشی( از این استارتر تجاری جداسازی،  سوبتیلیس

سازی و شناسایی گردید. در نهایت این سویه ارزشمننند  خالص

های میکروبی دانشگاه علوم پزشنکنی شنینراز و  در کلکسیون

هنای زیسنتنی منلنی در داخنل کشنور  همچنین کلکسیون

گذاری شد. بدین ترتیب مسیر مطالعات زیست فننناوری  سپرده

و بکارگیری آن در  باسیلوس سوبتیلیس ناتومیکروبی بر روی 

 صنایع غذایی و دارویی در کشورمان هموار گردیده است.
 

  هامواد و روش

استارتر ناتو و یا محصول تخمیری ناتو در ایران قابل دسترسنی 

از ونرینق   و  نیست. لذا با واسطه شرکت مالتینا )ایران، کنرج(

پودر استارتر ناتو بنا   )آمریکا، سیاتل(  المللی آمازون شرکت بین

  مننحننصننول شننرکننت KAWASHIMAYAنننام تننجنناری 

ZanboriMusashimurayama (Tokyo,Japan)  خریداری و بنه

 ایران وارد گردید.

جهت فعال سازی استارتر ناتو از الف( فعال سازی استارتر ناتو: 

 22های سویا فرآوری نشده استفاده شد. برای این مننظنور  دانه

ساعت در آب خیسانده شند.  24گرم دانه خشک سویا به مدت 

میلی لیتری ریختنه و  522های خیس شده درون یک ارلن  دانه

گنرم  541اتوکلاو شد. بعد از سرد شدن در دمای محیط، مقدار 

های سویا اضافه شد و با تنکنان دادن  پودر استارتر ناتو به دانه

هنای  ارلن تلاش شد تا پودر استارتر به صورت کامل در داننه

سویا پخش گردد. دهانه ارلن با استفاده از چندینن لاینه گناز 

 35ساعت در دمنای  41استریل پوشانده شد و ارلن به مدت 

(. پس از وی مندت 12گذاری گردید ) درجه سلسیوس گرمخانه

های سویا تخنمنینر  زمان مذکور، با فعال شدن استارتر ناتو، دانه

 شده و ناتو با قوام کششی مناسب بدست آمد.

سازی استارتر ناتو،  در فرایند فعال  : سازی باسیلوس ناتو ب( جدا

های رویشی تبدیل  ناتو به سلول باسیلوس سوبتیلیساسپورهای 

ناتو از  باسیلوس سوبتیلیساند. لذا جداسازی  شده و رشد نموده

دست آمده از مرحله قبل انجام گرفت. برای این ناتو تخمیری به

لیتر نرمال سالین اسنتنرینل بنه میلی  1منظور یک گرم ناتو در 

صورت کامل مخلوط گردید. با استفاده از سانتریفینوژ بنا دور 

به مدت یک دقیقه( قطعات جنامند منوجنود در  g122پایین )

مخلوط جداسازی شده و از مایع رویی به عنوان سوسپانسنینون 

هنای  یایی استفاده شد. جهت کناهنش غنلنظنت سنلنول باکتر

باکتریایی، سوسپانسیون بدست آمده شش مرتبه و هر مرتبه بنا 

هنای  با نرمال سالین استریل رقیق گردیند. رقنت 1به  1نسبت 

درجه سلسیوس در  12دقیقه در دمای  15دست آمده به مدت  به

ماکرولیتر از هنر  122بن ماری حرارت دهی شد. در مرحله بعد 

 5متری نوترینت آگار حناوی  سانتی 1رقت بر روی یک پلیت 

هنا بنه  ما به صورت کامل پخش گردید. پلینت درصد شیر فراد

گنذاری  درجه سلسیوس گرمخاننه 35ساعت در دمای  24مدت 

شدند. پس از وی مدت زمان مذکور، از کشت رشد یافته جهت 

جداسازی تک کلنی، به صورت خنطنی و بنا روش چنهنار 

کشت داده شد و منجندد   (Quadrant streak pattern)ای مرحله

گذاری انجام شد. پس از  درجه سلسیوس گرمخانه 35در دمای 

هایی که از نظر ریخت شناسی کلنی  ساعت، تک کلنی 24مدت 

 (. 13مشکوک بودند جداسازی شدند ) باسیلوس سوبتیلیسبه 

پس از های بیوشیمیایی )سویه وحشی(: آمیزی و آزمون ج(رنگ

آمیزی اسپور، یک تک کنلنننی از  آمیزی گرم و رنگ انجام رنگ

 Bergey's Manualباکتری وبق دستورالعمل ارائه شده در کتاب 

of Systematic Bacteriology های شننناسناینی  تحت آزمایش

(. در اینن راسنتنا 14فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی قرار گرفت )

های مصرف سیترات، هیدرولیز نشاسته، هیدرولیز ژلاتین،  آزمون
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 1و  7، 5های  تولید سولفید هیدروژن، تحمل نمک )با غلظت

(، تخمیر گنلنوکنز، V-Pپروسکوئر ) -درصد(، کاتالاز ، ووگس

 (.15تخمیر مانیتول و احیای نیترات انجام گرفت )

شناسایی مولکنولنی بنا )سویه وحشی(:   شناسایی مولکولید( 

 16S ribosomal RNA (16S rRNA)روش تعیین توالنی ژن 

بنا روش تنغنینینر        DNA استخراج انجام شد. برای این منظور

و بنا اسنتنفناده از کنینت اسنتنخنراج                          Marmurیافنتنه 

DNA (DNP KIT –Sinaclon, Tehran, Iran  )( 10انجام شد .)

های باکتریایی در محیط کشت نوتریننت بنراب بنه  ابتدا سلول

 12ساعت کشت داده شد. کشت باکتریایی به مندت  24مدت 

سانتریفیوژ شد تا بیومس مناسنب جنهنت  g7522 دقیقه با دور

دسنت آمنده                  دسنت آیند. بنینومنس بنهبنه DNAاستخراج 

 122لیتری بنا میلی 145گرم( در یک میکروتیوب میلی 22-12) 

سوسپانسنینون گنردیند.  Protease solutionماکرولیتر محلول 

میکرولیتر پروتئاز به سوسپانسیون اضافه شد. مخنلنوط  5سپس 

دقنینقنه  3درجه سلسیوس به مدت  55دست آمده در دمای به

 DNAگذاری شد و سپس این مخلوط جهت استخراج  گرمخانه

 مورد استفاده قرار گرفت.

  DNAابتدا کیت استنخنراج  DNAبرای شروع فرایند استخراج

در دمای اتاق قرار داده شد تا به دمای اتاق بنرسند. هنمنزمنان 

Lysis buffer  درجنه  37دقینقنه در دمنای  12نیز به مدت

سلسیوس در شیکرانکوباتور گنرم شند. در منرحنلنه بنعند 

مخنلنوط   lysis bufferمیکرولیتر 422میکرولیتر از نمونه با 122

ثناننینه ورتنکنس گنردیند تنا  22الی  15شده و به مدت 

 322دست آید. در مرحله بنعند سوسپانسیونی کاملا همگن به

به سوسپانسیون اضافه شند.  precipitation solutionمیکرولیتر 

 12تیوب به مدت پنج ثانیه ورتکس شده و سپس بنه مندت 

سانتریفیوژ گردید. در مرحله بعد لنولنه بنه  g12222دقیقه در 

کن قنرار  ای کاغذ خشک آرامی به صورت معکوس بر روی تکه

ثانیه تخلیه گردد. سپس یک  3داده شد تا محتویات آن به مدت 

به رسوب ته تیوب اضافه شنده و بنه   wash bufferلیتر میلی

دقنینقنه  5ثانیه ورتکس شد. سپس بنه مندت  5تا  3مدت 

تخلنینه   wash bufferانجام شده و g12222سانتریفیوژ در دور 

، رسوب ته تینوب بنه  wash bufferگردید. بعد از تخلیه کامل

درجه سلسیوس خشک شد. سپس  05مدت پنج دقیقه در دمای 

با تکان دادن   solvent bufferمیکرولیتر 52رسوب ته تیوب در 

دقیقه حل گردیند.  5درجه سلسیوس به مدت  05آرام در دمای 

در مرحله پایانی نیز مواد حل نشده، به وسیله سانتریفنینوژ بنه 

رسوب داده شد. مایع رویی کنه  g12222ثانیه در دور  32مدت 

مورد استفاده قنرار  PCRخالص بود جهت انجام  DNAحاوی 

 گرفت.

27Fبا اسنتنفناده از پنراینمنرهنای ینوننینورسنال    واکنش

(AGAGTTTGATCMTGGCTCAG)  1492وR

(GGTTACCTIGTTACGACTT)  جهت تکثیر بنخنشنی از

انجام شد. جهت هر واکنش منخنلنوونی  16srRNAتوالی ژن 

 240میکرولنینتنر بنافنر،  3میکرولیتر آب مقطر،  22475شامل 

 2445میکرولیتر از هر کدام از پرایمرها،  2MgCl ،145میکرولیتر 

و  Taq DNA Polymeraseمیکرولیتر  dNTPs  ،242میکرولیتر 

چرخه  32در وی  PCRآماده شد. واکنش   DNAیک میکرولیتر

دمایی انجام شد. در چرخه دمایی اول دناتوراسیون اولنینه بنه 

درجه سلسیوس انجام شد. در هنر  15مدت سه دقیقه در دمای 

درجنه  15ثانیه در دمای  45چرخه دمایی، دناتوراسیون به مدت 

درجنه  55ثانیه دردمای  45سلسیوس، اتصال پرایمرها به مدت 

درجه سلسیوس  72ثانیه در دمای  12سلسیوس، تکثیر به مدت 

درجنه  72دقیقه در دمای  12و در نهایت تکثیر نهایی به مدت 

 .سلسیوس انجام شد

بر روی ژل آگارز   PCRدست آمده ازدر مرحله بعد محصول به

درصد  3الکتروفورز گردید. در این مرحله جهت تهیه ژل آگارز 

 TAEلیتر بنافنر  میلی 45درون  NAگرم از آگارز  1435مقدار 

ریخته شده و تا زمان جوشیدن حرارت داده شد تا بنه حنالنت 

شفاف درآید. سپس اجازه داده شد تا آگارز خنک شود و بعد به 

آرامی درون قالب حاوی شانه )جهت تشکیل چاهنک در ژل( 

ای که حبابی درون آن شکل نگیرد. ژل پنس  ریخته شد به گونه

از سرد شدن و برداشتن شانه درون تانک الکتروفرز قرار گرفتنه 

میکرولیتر از هر  1و آماده بارگیری گردید. در مرحله بعد مقدار 

مخلوط شده و به آرامنی   loadingمیکرولیتر محلول 2نمونه با 
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درون چاهک ریخته شد. درون هر ژل در یک یا دو چاهک نینز 

marker  مخلوط شده با محلولloading  ریخته شند. پنس از

ولنت و بنه  122انجام مراحل فوق، جریان الکتریسیته با ولتاژ 

دقیقه به دستگاه متصل گردید. پس از زمان مورد نظنر  02مدت 

ژل از درون دستگاه الکتروفورز برداشته شده و درون بافری کنه 

لیتر( بنود قنرار میکروگرم در میلی 245حاوی اتیدیوم بروماید )

داده شد تا باندهای تشکیل شده، اتیدیوم برومید را جذب نموده 

دقیقه ژل شست  12و قابل رویت شوند. پس از وی شدن زمان 

منتقل شده و بنا  Gel documenterو شو داده شده و به دستگاه 

نانومتر باندها تشنخنینص  231با وول موج  UVاستفاده از نور 

اسنتنخنراج شنده از ژل  DNAداده شدند. در نهایت قطعه 

کیلوباز جهت تعیین توالی به منرکنز  1307الکتروفورز با اندازه 

ذخایر زیستی و ژنتیکی ایران )تنهنران، اینران( ارسنال شند. 

 ,DNA anlyzers sequencing (Bioneer یابی با استفاده از توالی

3730XL, Korea)  به روشSanger دسنت انجام شد. توالی بنه

کنه در پناینگناه  BLASTآمده با اسنتنفناده از ننرم افنزار

در دسترس است مورد آنالیز قرار گرفته و در  NCBIاولاعاتی

 همین پایگاه به ثبت رسید.

و نگهداری اسپور باسیلوس سوبتیلیس نناتنو )سنوینه   ه( تهیه

نناتنو بنر روی باسیلوس سوبتینلنینس ابتدا باکتری وحشی(: 

های نوترنیت آگار غنی شده با سولفات منننگنننز )پنننج  پلیت

درجه سلسیوس  35مای  گرم بر لیتر( کشت داده شد و در د میلی

گذاری گردید. به منظور جلوگیری از تبخیر آب محینط  گرمخانه

ها درون باکس پلاستیکی کشت در مدت گرمخانه گذاری، پلیت

 5سر بسته حاوی یک بشر آب مقطر قرار داده شند. پنس از 

روز و در شرایط کاملاً استریل، بیومس موجنود بنر روی  شبانه

آوری شده و در یک فالکنون حناوی  پلیت آگار با سواب جمع

لیتر آب مقطر استریل سوسپانسیون گردیند. فنالنکنون  میلی 32

دقیقه  15درجه سلسیوس و به مدت  12ماری با دمای  درون بن

های رویشی از بین بروند. بعد از سرد شندن  انکوبه شد تا سلول

و رسیدن به دمای محیط، سوسپانسیون به مدت زمان پنج دقیقه 

هنای رویشنی  سانتریفیوژ شد تا بقایای سلنول g2222و با دور 

آمیزی اسپور  گردد. مایع رویی جداسازی شده و با رنگ  نشین ته

ها در واحند حنجنم بنا  مورد بررسی قرار گرفت. تعداد اسپور

استفاده از لام نئوبار)هموسایتومتر( مورد شمارش قرار گنرفنت. 

نناننومنتنر  022همچنین کدورت سوسپانسیون در وول منوج

 گیری شد. اندازه

گیری و مقایسه جهت اندازه:  7و( بررسی توان تولید مناکوئینون 

تولید شده توسط سویه جداسازی شنده و  7میزان مناکوئینون 

از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و   سویه کلکسیونی خریداری شده 

(. ابنتندا از 17زیستی ایران، از روش رنگ سنجی استفاده شد )

کشت تازه دو سویه باکتریایی، استاندارد نیم مک فارلند تنهنینه 

لیتر از این استاندارد بنه میلی 2شد. سپس از هر سویه به میزان 

 52لیتر محیط کشت مولر هینتون براب در یک ارلنن میلی 11

 37شبانه روز در دمای  4ها به مدت ارلن  لیتری اضافه شد.میلی

دور در  152درجه سلسیوس در انکوباتور شیکردار بنا دور 

گذاری گردید. بعد از گذشت مدت زمان مذکور، دقیقه گرمخانه

 g12222دقیقه و بنا دور  12سوسپانسیون باکتریایی به مدت 

عنننوان منننبنع شده و بنهسانتریفیوژ گردید. مایع رویی جدا

استفاده گردید. جهت انجام آزمون میزان تنولنیند  7مناکوئینون 

منولار( و منینکنرو 422)   MTTهای ، ابتدا محلول7مناکوئینون 

4NaBH   (322  به وسیله محلول )منولار منینلنی 7میلی مولار

منولار منینلنی 7هیدروکسید سدیم تهیه شد. جهت تهیه محلول 

 11گرم هیدروکسنیند سندینم در میلی 3هیدروکسید سدیم، 

لیتر آب منقنطنر حنل گنردیند. در تنهنینه منحنلنول                  میلی

MTT  (422  نیز )گنرم میلنی 140میکرو مولارMTT  12بنه 

مولار هیدروکسید سدیم اضافه شد و در میلی 7لیتر محلول  میلی

4NaBH گرم میلی 12مولار(، به میزان میلی 322)   4NaBH تهیه 

مولار هیدروکسید سدیم اضنافنه میلی 7لیتر محلول به یک میلی

 10در ینک پنلنینت  7شد. آزمون سنجش غلظت مناکوئینون 

 52چاهکی انجام شد. برای این منظور در هر چاهنک ابنتندا 

 122میکرولیتر از نمونه مورد آزمون رینخنتنه شند. سنپنس 

 52میکرو مولار( و در نهناینت  422)   MTTمیکرولیتر محلول 

مولار( به آن اضافه شد. میلی 322)  4NaBH  میکرولیتر از محلول

ثانیه با حرکت دورانی همزده شند. در  32سپس پلیت به مدت 

دقیقه اینکوباسیون در دمای اتاق، میزان جنذب  2نهایت بعد از 
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نانومتر به وسیله دستگاه خوانش پلنینت                    542نور در وول موج 

 (micro plate reader, Biotech, USA قرائت گردید. منینزان )

نانومتر در برابر منحنی استانندارد  542جذب نور در وول موج 

 ,K )Phytomenadioneرسم شده با استفاده از آمپول ویتامین 

vitamin K1, 10 mg/ml, Kanavit.به واحد غلظت تبدیل شد ) 

برای بررسنی قندرت سنوینه ز( بررسی توان تولید ناتوکیناز: 

وحشی و سویه کلکسیونی در تولید آنزیم ناتوکیننناز از روش 

(. برای این منظور ابتدا از کشنت 11پلیت کازئین استفاده شد )

ی هر دو سویه وحشی و کلکسیونی سوسپانسیون نیم منک  تازه

 2فارلند استاندارد تهیه شد. جهت تهیه پلیت کازئین ننینز از 

درصد شیر فرادما استفاده شد. شیر فرادما بنعند  5درصد آگار و 

از اتوکلاو و قبل از سرد شدن کامل به محلول آگار اضافه شند. 

 0بعد از تهیه پلیت کازئین، در وسط پلیت چاهکی بنا قنطنر 

ماکرولیتر از استنانندارد  32متر تعبیه گردید. در مرحله بعد  میلی

نیم مک فارلند از هر سویه در چاهک ریخته شد. سپس پلنینت 

درجنه سنلنسنینوس  37ساعت در دمنای  24ها به مدت 

گذاری گردید. پس از ونی مندت زمنان منذکنور،  گرمخانه

های کشت از نظر ایجاد هاله شفاف در محنینط آگنار و  محیط

 همچنین قطر هاله ایجاد شده مورد بررسی قرار گرفت.

های بررسی توان تولید مناکوئیننون آزمونهای آماری: ح( آزمون

و همچنین بررسی توان تولید ناتوکیناز برای هر سویه سه بنار  7

اننحنراف از منعنینار  ± تکرار شد و نتایج به صورت میانگین 

گزارش گردید. همچنین نتایج با استفاده از نرم افزار تنحنلنینل 

قنرار گنرفنت.   ( ANOVAمورد آنالیز واریانس ) SPSSآماری 

به عنوان اختلاف معنی دار بین دو  245کمتر از  p-valueمقادیر 

 سویه وحشی و کلکسیونی در نظر گرفته شد.
 

 هایافته

استارتر ناتو به صورت پودر ننرم الف( فعال سازی استارتر ناتو: 

هنای کرمی رنگ دریافت شد. پس از افزودن استارتر بنه داننه

درجه سلسیوس، اسنپنورهنای  35سویا و اینکوباسیون در دمای 

ناتو شروع به جرمیناسنینون کنرده و بنه  باسیلوس سوبتیلیس

های باکتریایی رویشی تبدیل شدند. رشد این سلول ها بر  سلول

گنینری های سویا و شکلهای سویا موجب تخمیر دانهروی دانه

یک بافت لزج و کشسانی )شبیه پنیر پیتزا( شد. در نتیجنه اینن 

های سویا نیز به ونور کنامنل ننرم و فرایند تخمیر، بافت دانه

عنوان منبعی غنننی از (. این بافت لزج به1اسفنجی شد )شکل 

ناتو جهت جداسازی این باکنتنری منورد  باسیلوس سوبتیلیس

 استفاده قرار گرفت.

 سویای تخمیر شده با استفاده از استارتر ناتو.: 1شکل 

سازی و کشت سوسپانسینون رقیقب( جداسازی باسیلوس ناتو: 

های ننوتنرینننت باکتریایی حاصل از تخمیر سویا، بر روی پلیت

هایی بر روی پنلنینت  آگار حاوی شیر موجب پدیدار شدن کلنی

 باسیلوس سوبتیلیس ناتنوهای مشکوک به  شد. در این میان کلنی

متر، به رنگ سفید کنرمنی منات، بنا با قطر بین دو تا سه میلی

(. رینخنت 2حاشیه مواج و رشته دار جداسازی شد )شنکنل 

در مطالعنات  باسیلوس سوبتیلیسهای شناسی مشابه برای جدایه

های جداسازی شده، بنر  (. کلنی11دیگر نیز گزارش شده است )

درصد شیر فنرادمنا کشنت  5روی محیط نوترینت آگار حاوی 

درجه سلسیوس گرمخانه گذاری شند.  37داده شد و در دمای 

ی شفاف مشناهنده  ها هاله ساعت، اوراف کلنی 24پس از مدت 

ها به دلیل تولید و  (. ایجاد این هاله در اوراف کلنی3شد )شکل 

ترشح آنزیم کازئیناز توسط باکتری و تجزیه کازئین موجنود در 

ها منورد  ها، کلنیباشد. جهت اومینان از خلو  جدایه شیر می

  کشت مجدد قرار گرفتند.



 عبدالرضا کرمی و همکاران. ناتو.باسیلوس سوبتیلیس ( و ناتوکیناز در K)ویتامین  7بررسی توان تولید مناکوئینون  .1423ها، سال هفدهم شماره اول بهار  دنیای میکروب

13 

آمیزی گرم انجام شنده بنر رنگج( رنگ آمیزی گرم و اسپور: 

روی باکتری و سنپنس بنررسنی و مشناهنده آن در زینر 

های بناکنتنریناینی میکروسکوپ نوری تائید کننده وجود سلول

ای شکل گرم مثبت بود که به رنگ بنفنش مشناهنده شند  میله

ای آرایش های باکتریایی به صورت زنجیره(. این سلول4)شکل 

سازی شده بنا رننگ آمنینزی یافته بودند. در اسلایدهای آماده

ها یک اسپور داخلی بیضوی شکل کشیده در اسپور نیز در سلول

گنینری بخش نزدیک به انتهای باکتری قابل تشخیص بود. شکل

اسپور تا حد کمی موجب ایجاد بادکردگی در بخش اننتنهناینی 

هنا بنا (. همه اینن وینژگنی5سلول رویشی شده بود )شکل 

همخواننی  باسیلوس سوبتیلیسهای اندوسپور در باکتری  ویژگی

 (.11دارد )

سویه وحشی جداسازی شنده:   های بیوشیمیایید( نتایج آزمون
دست آمده تنوسنط های فیزیولوژیک جدایه باکتریایی بهویژگی

ننتناینج های بیوشیمیایی مورد آزمنون قنرار گنرفنت. آزمون

آورده  1های بیوشیمیایی به صورت خلاصه در جندول  آزمون

های خالص جدا شده از سویای تخمیری آماده سازی شده بنا  کلنی:  2شکل 

 استفاده از استارتر ناتو.

هنای بناکنتنری بناسنینلنوس  ی شفاف در اوراف کلنی ایجاد هاله:  3شکل 

 درصد شیر. 5سوبتیلیس ناتو)سویه وحشی( در محیط نوترینت آگار حاوی 

برابنر( از جنداینه  1222تصویر میکروسکوپ نوری )بزرگنمایی : 4شکل 

ناتو)سویه وحشی( رنگ آمیزی شده بنه روش گنرم، باسیلوس سوبتیلیس 

 باشند.ای شکل گرم مثبت قابل مشاهده میهای میلهباکتری

بنرابنر از جنداینه  1222تصویر میکروسکوپ نوری بزرگنمایی : 5شکل 

آمنینزی ناتو آمناده سنازی شنده بنه روش رننگباسیلوس سوبتیلیس 

 )سویه وحشی(. اسپور



 عبدالرضا کرمی و همکاران. ناتو.باسیلوس سوبتیلیس ( و ناتوکیناز در K)ویتامین  7بررسی توان تولید مناکوئینون  .1423ها، سال هفدهم شماره اول بهار  دنیای میکروب

14 

 .بودن آزمون تولید سولفید هیدروژن می باشد شده است.

باکتری در محیط کشت نوترینت بنراب ( آزمون تحمل نمک: 5

های افنزاینش ینابنننده ننمنک کنلنریند سندینم                       با غلظت

گنذاری بنه درصد( کشت داده شد. پس از گرمخانه 1و  7،  5) 

روز، رشد باکتری و یا عدم رشد باکتری بنه صنورت  5مدت 

بروز کدورت مورد بررسی قرار گنرفنت. بنروز کندورت در 

درصد نمک مشناهنده شند.  1و  7، 5های کشت حاوی محیط

ایجاد کدورت نشان دهنده مثبت بودن آزمون تحمل نمنک در 

 باشد. درصدهای مذکور می

تعندادی  بهبا افزودن مقدار کمی آب اکسیژنه ( آزمون کاتالاز: 0

کلنی باکتری حل شده در یک قطره نرمال سالین بر روی لام، 

حباب شدید تولید شد. ایجاد حباب شدید نشان دهنده نتینجنه 

 مثبت آزمون کاتالاز می باشد.

کشنت  MR-VPباکتری در محیط ( آزمون ووگس پروسکوئر: 7

گذاری و رشند بناکنتنری، ساعت گرمخانه 24داده شد. پس از 

)آلفا نفتول( و سپس منقنداری از  Aمقداری از معرف باریت 

)هیدروکسید پتاسیم( به لوله آزماینش اضنافنه  Bمعرف باریت 

شده و به خوبی مخلوط شد. بعد از حدود سی دقیقه رنگ قرمز 

آزمنون   ایجاد شد. ایجاد رنگ قرمز نشان دهنده نتیجه منثنبنت

 بود.ووگس پروسکوئر 

باکتری در منحنینط  ( آزمون تخمیر قندهای گلوکز و مانیتول:1

و در لنولنه  ) Oxidation-fermentation, OF(احیا –اکسیداسیون

متر با سانتی 1آزمایش کشت داده شد. سطح لوله ها به ضخامت 

 ،گنذاریروز گرمخانه 5پارافین ذوب شده پوشانده شد. پس از 

رشد باکتری و تغییر رنگ محیط کشت به سمت رنگ زرد مورد 

نشان دهنده نتیجنه منثنبنت توجه قرار گرفت. ایجاد رنگ زرد 

 .آزمون و تخمیر قندهای گلوکز و مانیتول بود

باکتری در محیط نیترات براب کشنت نیترات:  ی( آزمون احیا1

گذاری، مقدار یکسناننی از ساعت گرمخانه 24داده شد. بعد از 

)آلفا ننفنتنینل  2ت )سولفانیلیک اسید( و نیترا 1معرف نیترات 

های آزمایش اضافه گردید. پس از مخلوط سنازی آمین( به لوله

ها رنگ قنرمنز اینجناد     دقیقه در لوله 3تا  1مناسب در عرض 

شد. ایجاد رنگ قرمز نشان دهنده ننتنینجنه منثنبنت آزمنون           

باسیلوس سوبتیلنینس های بیوشیمیایی جهت تشخیص نتایج آزمون:  1ل جدو

 ناتو.

 نتیجه آزمون نتیجه آزمون

 + VPووگس پروسکوئر  + کاتالاز

 + هیدرولیز نشاسته + گلوکز–Dتخمیر قند 

 + مایع سازی ژلاتین + مانیتول–Dتخمیر قند 

 - هیدروژن سولفید + درصد 5تحمل نمک 

 + مصرف سیترات + درصد 7تحمل نمک 

 + احیاء نیترات + درصد 1تحمل نمک 

باکتری در محیط سیمون سنینتنرات ( آزمون مصرف سیترات: 1

گذاری و رشد بناکنتنری، روز گرمخانه 5کشت داده شد. بعد از 

های آزمایش مشاهده گردید. ایجاد رنگ آبنی رنگ آبی در لوله

های کشت نشان دهنده مثبت بودن آزمنون مصنرف در محیط

 باشد.سیترات می

باکتری بر روی پلیت حاوی محینط ( آزمون هیدرولیز نشاسته: 2

 کشت نوترینت آگار همراه با یک درصد نشاسته قابل اننحنلال

گنذاری و ساعت گنرمنخناننه 24بعد از کشت خطی داده شد. 

های باکتری، محلول لوگل به پلیت اضافه شد.  پدیدار شدن کلنی

ها هاله شفاف ایجاد شد که نشان دهنده مثبت بودن  اوراف کلنی

 آزمون هیدرولیز نشاسته می باشد.

باکتری در محینط ننینمنه جنامند ( آزمون هیدرولیز ژلاتین: 3

سناعنت  24نوترینت ژلاتین کشنت داده شند. بنعند از 

دقیقه در دمنای  32های آزمایش به مدت گذاری لوله گرمخانه

یخچال قرار داده شد. محیط کشت نیمه جامد نوترینت ژلاتنینن 

به حالت مایع تبدیل شد. مایع شدن محیط کشنت در لنولنه      

تلقیح شده نشان دهنده مثبت بودن تست هیندرولنینز ژلاتنینن      

 باشد.می

باکتری بر روی محیط کشنت ( آزمون تولید سولفید هیدروژن: 4

شنینب دار  ) Triple sugar iron agar(تریپل شوگر آیرون آگار 

روز، رشند  5گذاری به مدت کشت داده شد. پس از گرمخانه

باکتری بررسی شده و هیچگونه تغییر رنگ در محنینط کشنت 

نشان دهنده منننفنی مشاهده نشد. عدم تغییر رنگ محیط کشت 
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 .احیا نیترات بود

نشان داد کنه  PCRالکتروفورز محصول ه( شناسایی مولکولی: 

جفت باز منی  1522ای در حدود توالی تکثیر شده دارای اندازه

بنر  Sangerیابی انجام گرفته به روش (. توالی0باشد )شکل 

 1307روی این قطعه تکثیر شده ارائه دهنده توالی بنا ونول 

هنای ننا صنحنینح      نوکلئوتید بود. جهت جلوگیری از خوانش

یابی مورد استناد قرار گرفنت کنه در تنها محدوده ای از توالی

( Reverse( و خوانش برگشت )Forwardهردو خوانش پیشرو )

نوکلئوتیندی بنا  137هم پوشانی داشته باشد. لذا توالی با وول 

و تحت آدرس مکان یناب منننبنع           PQ459382شماره پذیرش 

/URL ( )https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccoreیکسنان )

PQ459382.1 در پایگاه اولاعاتی )NCBI  به ثبت رسید. آنالینز

این توالی با استفاده از نرم افزار  بلاست نشان داد که این توالی 

درصند مشنابنهنت بنا تنوالنی ثنبنت شنده                         11413دارای 

بناسنینلنوس سنوبنتنینلنینس     در باکتری  16S rRNAبرای ژن 
 باشد. می

این مشاهده بیانگر آن است که فرایند تهیه اسپور توانسنتنه بنه 

های رویشی را حنذف ننمنوننه و ینک صورت کامل سلول

نناتنو  باسیلوس سوبتیلنینسسوسپانسیون خالص از اسپورهای 

های تهیه اسپور باکتنریناینی ینک  بدست دهد. در دستورالعمل

های رویشی  مرحله تیمار با آنزیم لیزوزیم جهت لیز کامل سلول

های میکروسکوپی انجنام  (. اما با بررسی22پیشنهاد شده است )

های رویشنی در  گرفته و حصول اومینان از عدم وجود باکتری

دست آمده، لزومی برای تیمار با آننزینم سوسپانسیون اسپور به

لیزوزیم احساس نشد. لذا تیمار بیشتر با لیزوزیم انجام نگرفنت. 

شمارش اسپور با استفاده از لام نئوبار مشخص نمود که تنعنداد 
لیتر از سوسپانسیون تهیه شده وجنود  اسپور در هر میلی 0× 712

 022دارد. همچنین کدورت سوسپانسیون اسپور در وول منوج 

 دست آمد.به 242نانومتر برابر با 

در مطالعات گذشته منینزان :  7ز( بررسی توان تولید مناکوئینون 

ناتنو بنه  باسیلوس سوبتیلیستوسط باکتری  7تولید مناکوئینون 

گنینری  ( انندازهHPLCروش کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا )

سنجی نیز برای تعیین غلظت دقنینق  شده است. اما روش رنگ

(. این روش بنر منبنننای 17این ترکیب نیز توسعه یافته است )

به فرمازان بنفش رنگ و سپس خنواننش منینزان  MTTاحیای 

(. 7شود )شکنل نانومتر انجام می 542جذب نور در وول موج 

از منحننی  7جهت تبدیل میزان جذب نور به غلظت مناکوئینون 

بنهنره        Kاستاندارد ترسیم شده با استفاده از آمپول ویتنامنینن 

در سویه وحشی و سنوینه  7برده شد. میزان تولید مناکوئینون 

منینکنرومنولار و                312041  ±   41240تنرتنینب کلکسیونی به

میکرومولار محاسبه گنردیند. بنر منبنننای     311141  ±   43542

داری از لحاظ مینزان تنولنیند های آماری، اختلاف معنیآزمون

 بین دو سویه مشاهده نشد. 7مناکوئینون 

هنای وحشنی و  قدرت سویهح( بررسی توان تولید ناتوکیناز: 

ناتو جهت تولید آنزیم ناتوکینناز  باسیلوس سوبتیلیسکلکسیونی 

به روش پلیت کازئین مورد مقایسه قرار گرفت. برای این منظور 

سناعنت  24ها در پلیت کازئین و بعند از پس از تلقیح سویه

ها موجب ایجاد هاله شنفناف در گذاری، رشد باکتریگرمخانه

گردد. هاله ایجاد شده به دلینل تنرشنح آننزینم محیط آگار می

 نوکلئوتید. 1307به وول  DNAالکتروفورز، قطعه استخراج شده از : 0شکل 

های  بررسیو( تهیه و نگهداری اسپور باسیلوس سوبتیلیس ناتو: 

میکروسکوپی انجام شده بر روی سوسپانسیون حاصل از فرایند 

ناتو نشنان داد کنه در  باسیلوس سوبتیلیسجداسازی اسپور 

اند. بنا بنررسنی  ها باقی مانده سوسپانسیون حاصل فقط اسپور

چندین فیلد میکروسکوپی از نقاط مختلف اسلاید، هیچنگنوننه 

 ها مشاهده نشد. رویشی و یا بقایای آن  سلول

file:///C:/Users/library/Downloads/Supplementary%20materials%201403.8.19.docx
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بناشند. ناتوکیناز و هیدرولیز کازئین موجود در پلیت کازئین می

نشان داده شده است، سوینه وحشنی  1وور که در تصویرهمان

ناتو قادر به رشد بر روی پلیت کازئین بوده  باسیلوس سوبتیلیس

و توانسته است آنزیم ناتوکیناز را به میزان قابل توجهی تنرشنح 

منتنر میلنی 1245  ±   247نماید. هاله ایجاد شده توسط این سویه 

باسیلوس گیری شد. این در حالی بود که سویه کلکسیونی اندازه

ناتو قادر به رشد و ایجاد کلنی قابل رویت بنر روی  سوبتیلیس

پلیت کازئین نبود. قطر هاله شفاف ایجاد شده توسط این سوینه 

گیری شد. لازم به ذکر اسنت متر اندازهمیلی 745  ±   247برابر با 

متر بوده اسنت. میلی 0که قطر چاهک ایجاد شده در آگار برابر 

های آماری نشان داد که میزان تولید ناتوکیناز توسط سویه  آزمون

داری           ناتنو بنه صنورت منعنننی باسیلوس سوبتیلیسوحشی 

 (p-value  از میزان ناتوکیناز تولید شنده تنوسنط 245کمتر از )

 .سویه کلکسیونی بیشتر بوده است

 بحث 

ناتو به دلیل دارا بودن قدرت بالا در تولیند  باسیلوس سوبتیلیس

عننوان ینک سنوینه و همچنین آنزیم نانوکیناز به 7مناکوئینون 

های دارویی مطرح اسنت. میکروبی ارزشمند در علوم و فناوری

در این مطالعه با وارد نمودن استارتر ناتو از خنارج از کشنور 

غذای تخمیری ژاپنی ناتو تهیه گردید. بنا هندف جنداسنازی 

های خالص جداسازی شنده از  ناتو کلنی باسیلوس سوبتیلیس

های فیزیولوژیک، بیوشیمیایی و مولکنولنی منورد ناتو با آزمون

یابی ژن شناسایی قرار گرفتند. شناسایی مولکولی به روش توالی

16S rRNA دست آمنده در پناینگناه انجام گرفت و توالی به

نناتنو  باسیلوس سوبتیلیسبه ثبت رسید. توان  NCBIاولاعاتی 

 7جداسازی شده از غذای تخمیری ناتو جهت تولید مناکوئینون 

و همچنین ناتوکیناز با توان سویه کلکسیونی ذخینره شنده در 

مرکز ملی ذخایر زیستی و ژنتیکی ایران مورد منقنایسنه قنرار 

داری از لحاظ های آماری، اختلاف معنیگرفت. بر مبنای آزمون

ونور بین دو سویه مشاهده نشند. بنه 7میزان تولید مناکوئینون 

بناسنینلنوس توسط باکتنری  7معمول فرایند تولید مناکوئینون 

ناتو در یک بازه چهار الی پنج روزه به حداکثر خنود  سوبتیلیس

رسد. لذا در فرایندهای تولیدی توسط این بناکنتنری مندت می

(. با 5و  4شود )زمان تولید چهار الی پنج روز در نظر گرفته می

بناسنینلنوس در  7توجه به اینکه تولید و ترشح مناکوئیننون 

(، لنذا 21افتد ) ناتو در مراحل نهایی رشد اتفاق می سوبتیلیس

گذاری، رشد نهناینی دو روز از گرمخانه شبانه 4بعد از گذشت 

سویه مورد آزمون )سویه وحشی و سویه کلکسیونی( بنه هنم 

 7نزدیک شده و احتمالاً به همین دلیل میزان تولید مناکوئیننون 

 توسط هر دو سویه تقریبا با هم برابر گردیده است. 

 باسیلوس سوبتیلنینسمیزان تولید ناتوکیناز توسط سویه وحشی 

داری از میزان ناتوکیناز تولید شده تنوسنط ناتو به صورت معنی

     1143سویه کلکسیونی بیشتر بوده است. ناتوکیناز توسنط ژن 

نامنینده  NATکه در ابتدا به نام سوبتیلیسین  apr Nجفت بازی 

تنوان بنرای  (. یکی از دلایلی که منی22شود ) شد سنتز می می

کاهش تولید ناتوکیناز در سویه کلکسیونی در ننظنر گنرفنت 

باشد. علاوه بنر  این سویه می apr Nاحتمال بروز جهش در ژن 

 .7ویف رنگی ایجاد شده در آزمون اندازه گیری مناکوئینون : 7شکل 

ایجاد هاله شفاف )ناحیه هیدرولیز کازئین( در محیط کازئین آگار به :  1شکل 

( رشد محدود سنوینه aدلیل تولید ناتوکیناز به وسیله سویه جداسازی شده )

 (.bکلکسیونی در محیط مذکور )
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این یکی دیگر از عواملی که در محیط جامد سبب تولید بیشتنر 

  PGA-γناتو میشود، ترشح  باسیلوس سوبتیلیسناتوکیناز توسط 

رووبت را در محیط جنامند     PGA-γباشد.  توسط این سویه می

کند به همین دلیل سبب افزایش استفاده از مواد مغنذی  حفظ می

توسط باکتری شده و در نهایت تولید ناتوکیناز را در شنراینط 

(. لذا احتمال دینگنر 22کند ) تخمیر در حالت جامد تحریک می

در خصو  کاهش تولید ناتوکیناز توسط سویه کلکسیوننی در 

توسط این سنوینه     PGA-γتواند کاهش ترشح  محیط جامد می

تواند به دلیل بروز جهنش در  می  PGA-γباشد. کاهش ترشح 

که مرتبط با  pgs Eو یا  pgs B  ،pgs C ،pgs Aهای  یکی از ژن

باشند اتفاق افتاده بناشند. ضنعنف سنوینه  می  PGA-γسنتز 

ناتو در تولید آننزینم داروینی  باسیلوس سوبتیلیسکلکسیونی 

ناتوکیناز ممکن است به دلیل نگهداری وولانی مدت این سوینه 

هنای های میکروبی خارج از کشور و کلنکنسنینوندر کلکسیون

داخلی باشد که منجر به ایجاد تغییرات ژنتیکی در این باکنتنری 

باسیلنوس شده است. تغییرات فیزیولوژیک در سویه کلکسیونی 

توان در ریخت شناسی کلنی این سویه نینز ناتو را می سوبتیلیس

به وور معمنول بنر  باسیلوس سوبتیلیسمشاهده نمود. باکتری 

هنای  های کشت جامد )مانند آگار مغنذی( کنلنننیروی محیط

خشن، مات، سفید تیره یا کمی زرد، چین دار و با لنبنه هنای 

دندانه دار ایجاد می نماید. این ساختار کلنی در سوینه وحشنی 

جداسازی شده از سویای تخمیری به خنوبنی مشناهنده شند    

ناتو از نظنر       باسیلوس سوبتیلیس(. اما سویه کلکسیونی 2)شکل 

ریخت شناسی کلنی دچار انحنرافناتنی از مشنخنصنه هنای          

های این سویه به صورت منات،  فوق شده است. در واقع کلنی

سفید تیره یا کمی زرد، با سطح صاف و لبه های گرد تشنکنینل 

ای تواند نشانه شوند. این تغییرات در ریخت شناسی کلنی میمی

در جهت تائید احتمال بروز موتاسیون در سویه کلنکنسنینوننی 

 باشد. 

رسد احتمال بروز موتاسیون در سویه کلنکنسنینوننی  به نظر می

ناتو و ضعیف شدن این سویه در ننتنینجنه  باسیلوس سوبتیلیس

هنای ونولاننی مندت در  پاساژهای متوالنی و ننگنهنداری

   های میکروبی ضعیف نباشد.  کلکسیون

 گیری نتیجه

المللی و تنهنینه غنذای  های بین با خرید استارتر ناتو از شرکت

آن، بنا   شنده تخمیری ناتو و سپس کشت سوسپانسیون رقنینق

ناتو جداسازی شند.  باسیلوس سوبتیلیسموفقیت سویه وحشی 

های بیوشیمیایی و  آمیزی و آزمون های رنگ در ادامه نیز با روش

ناتو  باسیلوس سوبتیلیسعنوان جداسازی شده به  مولکولی سویه

شناسایی گردید. سویه جداسازی شده از نظر تولید تنرکنینبنات 

ی کنلنکنسنینوننی  تر از سویه زیست فناوری دارویی بسیار قوی

 kباشد. با توجه به نقش بسیار مهم ویتامین  موجود در ایران می

هنای  ها از جمله بیماری و ناتوکیناز در درمان بسیاری از بیماری

قلبی و عروقی در ادامه تلاش خواهد شد تا سویه جنداسنازی 

های منینکنروبنی داخنلنی  شده در این پژوهش در کلکسیون

گذاری شده تا در اختیار پژوهشگران و فناوران قرار گیرد.  سپرده

های میکروبی ارزشمند صنعتی بزرگترین مانع  دسترسی به سویه

در جهت توسعه محصولات زیست فناوری میکنروبنی اسنت. 

بناسنینلنوس امید است که با سپرده گذاری سنوینه وحشنی 
های میکروبی داخلی و دسنتنرسنی  ناتو در کلکسیون سوبتیلیس

پژوهشگران به این سویه ارزشمند گامی کوچنک در جنهنت 

 توسعه محصولات دارویی برداشته شود.

 

 ملاحظات اخلاقی

نویسندگان این مقاله پژوهشی کلیه نکات اخلاقی اعم از سرقت 

 اند. ها را رعایت کرده ادبی، عدم انتشار دوگانه و تحریف داده

 

 تشکر و قدردانی

این پژوهش توسط دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشنتنی 

 درمانی شیراز مورد حمایت مالی قرار گرفته است. همنچنننینن

های دانشگاه آزاد اسلامی واحند جنهنرم نویسندگان از حمایت

 کمال تشکر را دارند.

 

 تعارض منافع

 وجود ندارد.
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