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هاي  نقش. انواع موجودات وجود دارد دربسیاري از )ATPS(آنزیم آدنوزین تري فسفات سولفوریلاز  -هچکید
به جذب و احیاي  توان یمنسبت داده شده که  ATPS نزیمآ در موجودات مختلف به متفاوتیفیزیولوژیکی 

هدف . دارد متنوعیهمچنین آنزیم کاربردهاي صنعتی و آزمایشگاهی . اشاره کرد سولفات و بازیابی پیروفسفات
بعد از . بودسوش ژئو باسیلوس ایرانی  یکاز ATPSپروتئین نوترکیب کننده  تولیدکلون و بیان ژن  این مطالعه

با استفاده از . ژنومی آن استخراج شد DNAجداسازي و تعیین سوش باکتري ژئوباسیلوس کواستافیلوس، 
به  ATPSژن  PCRنتیجه انجام  .تکثیر شد ژنومی  DNAروياز ، ژن مورد نظر ATPSژن پرایمرهاي اختصاصی 

تخلیص و داخل  PCRسپس محصول  .جفت بازي بر روي ژل آگاروز مشاهده شد 1188صورت یک باند 
یابی شد و نتیجه بررسی همولوژي آن در بانک  توالی ،باند مربوط پس از کلونینگ .وکتور کلونینگ کلون شد

  پلاسمید بیانی ژن مورد نظر در .استATPS یید کرد که قطعه کلون شده مربوط به ژن أت NCBIاطلاعاتی 
 pET 28a نوترکیب پروتئین امکان بیان  .ساب کلون شدATPS  در باکتريBL21(DE3) روي  زاORF  کلون

 47.5یک باند  SDS-PAGEآنالیز پروتئین بیان شده بر روي ژل  .شدبررسی  SDS-PAGEژل با استفاده از شده 
به روش ن و ارزیابی آ ATPاز طریق تولید سنجش فعالیت آنزیمی پروتئین مورد نظر  .را نشان دادو دالتونی یلک

تعیین بیان و  باکلون،  این اولین مطالعه در رابطه .استداراي فعالیت  نوترکیب لومینسانس نشان داد که پروتئین
 .است از باکتري ژئوباسیلوس کواستافیلوس ATPSفعالیت آنزیمی ژن 

  
، پروتئین نوترکیب و ، پیروفسفات، ژئوباسیلوس کواستافیلوس)ATPS(آدنوزین تري فسفات سولفوریلاز  :گانواژکلید

  .ATPلومینسانس 
  

  مقدمه -1
، ها ینپروتئ درمهم  ییراتاز تغ یکی 1سولفاته شدن

به  یازسولفاته شدن ن. ]1[است  یپیدهالو  ها یدراتکربوه
                                                
1. Sulfation 

سولفات به داخل سلول و  یمیاییانتقال فعال گروه ش
 -ینفسفو آدنوز يآن به فرم فعال و پر انرژ یلسپس تبد
فعال شدن  مسیر .]2[است ) PAPS(لفات فسفو سو

 یزکاتال یمسولفات بعد از ورود به سلول توسط دو آنز
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فسفات  يتر ینآدنوز یمآنز ،در اولین مسیر. شود یم
واکنش  یناول (ATP Sulfurylase: ATPS) یلازسولفور

 ینادر این واکنش . کند یم یزشدن سولفات را کاتال یااح
 يکند که سوبسترا یم یزواکنش دو طرفه را کاتال یک یمآنز

 یندر ا. است ATPآن در واکنش رفت، سولفات و 
 Adenosine-´5به ATPواکنش سولفات با مصرف 

phosphosulfate  (APS) مولکول  یکشده و  یااح
   .)الف -1 رابطه( ]3[شود  میآزاد  یزن) PPi( یروفسفاتپ

MgATP + ܵ ସܱ
ଶି              MgPPi + APS (ATP sulfurylase)  

)الف -1(  
فسفو سولفات  ینآدنوزي به نام یگرد یمآنزدر مسیر دوم 

 یککه با مصرف  استدخیل ) APS Kinase( ینازک
و  یاکرده و فرم اح یلهفسفر یشتررا ب ATP، APSمولکول 
فسفو سولفات  ینسولفات به نام فسفو آدنوز يپر انرژ

)PAPS (کند یم یدرا تول ) 4[ )ب -1رابطه[ .  
MgATP + APS                  PAPS + MgADP (APS kinase)  

  )ب -1(
 یانب زنده در اکثر موجودات یلازسولفور ATP ژن

 ینا یاهانها و گ يموجودات مانند باکتر یشتردر ب. شود یم
 ینازي،ک APSو  یلازيسولفور ATP، یمیآنز یتدو فعال

مستقل انجام  یندو پروتئ وسیله بهاز هم جدا بوده و 
شده  یموجودات بررس یاما در بعض. ]5[ یردگ یم
 یم ژنغاو قارچ ها و پستانداران اد تتر مانند ر یشرفتهپ

با  یمآنز یک وسیله به یتدو فعال ینرخ داده و ا
 یتکه هم فعال یرندپذ یمختلف صورت م 1يقلمروها

ATP فعالیت و هم یلازيسولفور APS دارد  ینازيک
]4،6[.  

ATP سه نقش عمده را در موجودات زنده  یلازسولفور
 يها يباکتر یشترها، مخمرها، ب در قارچ .بر عهده دارد

 یناول یمآنز ینا یشرفتهپ یاهانها و گ هتروتروف، جلبک
 یسولفات معدن يیاو اح یتتثب براي یواکنش داخل سلول

 یزرا کاتال یستئنس و یونینمانند مت یستیز يبه مولکول ها
 یااح يهوازیرغ يها يدر باکترکه  در حالی. ]7،8[ کند یم

                                                
1. Domains 

کند که  یم APSد یتول یلازسولفور ATPکننده سولفات، 
 یهتروتروف یسمالکترون در متابول یینها یرندهبه عنوان گ

و  یمیولیتوتروفش يها يدر باکتر. ]9[ کند یعمل م
 یلازسولفور ATP یوباسیلوس،مانند ت 2یتوتروففتول

 یااح يسولفور یباتترک یداسیوندر اکس ییواکنش نها
کند که در  می یزبه سولفات را کاتال یتشده مانند سولف

  .]10،11[ دکن میمشارکت  ATP یدتولدر  یتنها
ATP هاي صنعتی و آزمایشگاهی  سولفوریلاز کاربرد

ها در  باکتري 3به تشخیص توان یمکه  داردزیادي 
تولید مواد  مرتبط با يفرایندها ویژه بههاي صنعتی  فرایند

، ]13[سیون مطالعات فسفریلا ،]12[ 4و بیوداروها یغذای
یابی  ، توالی]14[ آشکارسازي مداوم پیروفسفات معدنی

DNA  تشخیص ]15،16[ 5پایروسکونسینگ روشبا ،
، ATPدر غلظت بالاي  ADPغلظت  6متریکمینوبیولو

 .]17[ اشاره کرد پلیمراز DNAآشکارسازي مداوم فعالیت 
از مخمر  نوترکیبسولفوریلاز  ATPدر حال حاضر تنها 

به اهمیت و  نظر. دسترس است به صورت تجاري در
 که آن استاین تحقیق هدف  ،کاربرهاي متنوع این آنزیم

به یک سوش باکتریایی ایرانی کلون و نزیم ازژن این آ
  .شودصورت نوترکیب بیان 

  
  ها روشمواد و  -2
  باکتریایی  هاي یهسومواد و  -2-1

ن براي جداسازي و کلون کردن ژن استفاده از آباکتري که 
. هاي آب گرم اردبیل جداسازي شده بودشد از چشمه
ژنومی استفاده  DNAن براي استخراج آ از ،پس از کشت

از اشریشیا کلی  BL21 (DE3)  و DH5α هاي یهسو. شد
مورد  نوترکیب به ترتیب براي کلونینگ ژن و بیان پروتئین

 از شرکت( pTZ57Rدو پلاسمید . استفاده قرار گرفتند

                                                
2. Chemolithotrophic and Photolithotrophic 
3. Monitoring 
4. Biopharmaceuticals 
5. Pyrosequencing 
6. Bioluminometric Detection 
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به ترتیب براي ) 2نژنوا از شرکت( pET28aو ) 1زفرمنتا
 هاي یمآنز. و بیان پروتئین بکار برده شدند ژن کلونینگ

تهیه  3تاکارا از شرکت Hind IIIو  BamH Iمحدودالاثر 
پلی مراز داراي خاصیت تصحیح  DNAنزیم آ. شدند
 از شرکت T4 DNA Ligaseو  Ampliconگی از کنند

مورد استفاده براي استخراج  هاي یتک. تهیه شد زفرمنتا
DNA  ژنومی، تخلیص محصولPCR  از  ها حاملو

و  Sigmaاز  IPTGو APS. فراهم شدند Bioneerشرکت 
و  یلینس یآمپ .خریداري شد Merckپیروفسفات از 

 شرکتاز  یوتیکب یآنت مورد استفاده به عنوان یسینکاناما
  .شد یداريخر 4سیگما

  
  ها جداسازي و تعیین مشخصات باکتري -2-2

چهار نوع  ابتدا از ،براي انجام روند جداسازي ژن
ب گرم حاوي از چشمه آ قبلاً ي کاندیدا کهها باکتري
. تک کلونی جدا شد ندبود در اردبیل جداشده گوگرد
نها آهاي مورفولوژیکی  گیبراي مشخص کردن ویژ سپس

از  DNAبراي تهیه منبع . میزي گرم استفاده شدآ از رنگ
لیتر  میلی 5 در آنهایک تک کلون از  ،ها هرکدام از باکتري

براي مدت یک شب بیوتیک  نتیآفاقد  LBمحیط کشت 
 ها به وسیله در روز بعد باکتري سپس .کشت داده شد

و  گراد سانتی Cº4 و در دماي rpm6000سانترفیوژ در دور 
با استفاده از  ژنومی DNA. جدا شددقیقه  15به مدت 

 جدا ها سلولاز ) Bioneer( ژنومیک DNAکیت استخراج 
 بهبه ترتیب  استخراج شده DNA کیفیتکمیت و . شد

بر روي ژل  DNAتومتر و الکتروفورز اسپکتروف هلوسی 
و براي تعیین ماهیت مولکولی  .اگاروز بررسی شد

قطعه  ،از روش مولکولیبندي باکتري حاوي ژن  رده
16srRNA  1جدول (با استفاده از پرایمرهاي عمومی (

  .تکثیر و سپس براي تعیین توالی ارسال شد

                                                
1. Fermentas 
2. Novagen 
3. TaKaRa 
4. Sigma 

  )PCR(پلیمراز  اي یرهزنجواکنش  -2-3
 ،مربوط به ژن توالی نبودطراحی پرایمرها با توجه به  براي
افزارهاي بیوانفورماتیکی توالی ژن  نرم ابتدا با استفاده ازدر 

ATPS  از موجودات مختلف از سایتNCBI  تهیه و
در سطح نوکلئوتیدي و پروتئینی انجام  ها یتوالردیفی  هم
براي  NCBIموجود در  هاي یتوالنظر به اینکه عمده . شد

تنها به صورت پیشگویی کامپیوتري براي  تحقیقژن هدف 
در این مطالعه از تمامی ژنی بود، احتمال وجود چنین 

در مقایسه با  NCBIهاي موجود در بانک اطلاعاتی  توالی
از مخمر ساکارومایسس، به عنوان توالی  ATPSتوالی ژن 

هاي حفاظت شده  مرجع استفاده شد؛ سپس قسمت
  .برمبناي آن طراحی پرایمرها انجام شدمشخص و 

ور انجام ساب کلونینگ بعد از ظانتهاي پرایمرها به من در. 
محل سایت برشی  ،انیجداسازي ژن در وکتور بی

در انتهاي پرایمر  BamH Iمحدود الاثر  نزیمانتروکیناز و آ
دست در  فرودر انتهاي پرایمر  Hind IIIفرادست و سایت 

  ). 1جدول (نظر گرفته شد 
 DNAاز  ng 10براي تکثیر ژن هدف در این مطالعه

 µl20 ژنومیک باکتري به عنوان الگو و در حجم نهایی 
در واکنش علاوه بر پرایمرهاي فرادست و . استفاده شد

 DNA، آنزیم )2جدول ( pM4فرودست با غلظت نهایی 
 PCRهاي  یکلس. استفاده شد آنپلیمراز و بافر مربوط به 

 3طبق جدول  ATPSبراي جداسازي ژن استفاده شده 
گاروز آژل  يبر رو PCRل محصو یاندر پا. انجام شد

یدیوم با ات یزيو پس از رنگ آمجداسازي  الکتروفورز
  .شد يبردار عکسو مشاهده یقه،دق 30 ید به مدتبرما

 يباند در یک مورد فقطاز بین چهار نوع باکتري کاندیدا 
جفت بازي که نزدیک به اندازه مورد نظر  1200حدود 

دست آمد که پس از جداکردن آن از روي ژل  هبود ب
در ) Bioneer(از روي ژل  DNAکیت استخراج  وسیله به

  .کلون شد pTZ57R/Tپلاسمید 
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هاي برشی  محل سایت(سولفوریلاز  ATP و 16s rRNAهاي  براي تکثیر ژندست فرودست و فراتوالی مربوط به پرایمرهاي   1جدول 
 )به صورت ایتالیک و توالی  مربوط با انتروکیناز با خط زیر مشخص شده است

  توالی   یمرهاپرا

   'rRNA 5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 16 فرادست
  'rRNA  5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3 16 دست پایین

  'ATGAGCGTAAGCATCCCGCATGACGACGACGACAAGGGATCC-5-'3  سولفوریلاز ATPفرادست 

  'AAGCTTTTAGCGCGCTGACGGGGCGAC-3-'5  سولفوریلاز ATPدست  پایین

  
 PCRمواد و مقدار به کار رفته در واکنش   2جدول 

  مواد  مقدار
10 µl  Taqman master mix 10x 
0.8 µl  بالادستپرایمر  
0.8 µl پرایمر پایین دست  

2µl ( 10 ng )  Template DNA  
6.4 µl آب دیونیزه  
20 µl حجم کل  

 
 PCRشرایط انجام واکنش   3جدول 

  درجه حرارت  مراحل
 0C 

  تعداد سیکل  زمان

 5min 1 94  دناتوره کردن اولیه

  دناتوره کردن
  اتصال
  تکثیر

94  
62  
72  

S50  
S30  
S50  
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  5min  1  72  تکثیر نهایی
  
  DNAیابی مولکول  توالیو  1گري غربال -2-4

سازي باکتري  پس از انجام مراحل لیگاسیون و آماده
به روش الکتروپوریشن  2واکنش اتصالمستعد، محصول 
 هاي يباکترسپس . شد منتقل DH5α به داخل باکتري

بیوتیک  ترانسفورم شده بر روي محیط کشت حاوي آنتی
یکرومول بر میلی لیتر از محیط م 75سیلین با غلظت  مپیآ

                                                
1. Screening 
2. Ligation 

ظاهر شده با  هاي یکلن پس از آن. رشد داده شدندکشت 
 روشاستفاده از پرایمرهاي عمومی مربوط به وکتور با 

حاوي قطعه  هاي یکلناز بین . ندغربال شد PCRکلنی 
پلاسمید و استخراج سه کلونی براي تهیه  ،مورد نظر

 بیوتیک یآنتمایع حاوي  LBنوترکیب انتخاب و در محیط 
 گراد سانتیدرجه  37ساعت در  16به مدت  سیلین مپیآ

کیت استخراج پلاسمید  وسیله بهسپس . کشت داده شدند
)Bioneer( پلاسمید نوترکیب استخراج و براي توالی ،

. پیشگام فرستاده شد فناوري یستزیابی به شرکت 
 پرایمرهاي وسیله بهیابی به صورت دو طرفه و  توالی

نرم  بانتایج توالی یابی ژن کلون شده . انجام شد عمومی
مورد  NCBIدر سایت  Blastو  Sequencher (4.1)افزار 

  .تجزیه و تحلیل قرار گرفت
  
  در وکتور بیانی کردن کلون ساب -2-5

ابتدا پلاسمید  ژن کلون شده، ORFبراي ساب کلون کردن 
و پلاسمید بیانی  ATPSحاوي ژن  pTZ57R/Tنوترکیب 
pET28a دو آنزیم محدودالاثر  وسیله بهBamH I  و Hind 

IIIقطعات حاوي ژن  .برش داده شدندATPS  و پلاسمید
اگاروز استخراج و با استفاده از بریده شده از روي ژل 

عمل اتصال به . هم متصل شدنده ب DNA ligaseنزیم آ
پلاسمید . انجام شد Cº16مدت یک شب و در دماي 

 ساخته شده به داخل باکتري pET28a/ATPSنوترکیب 
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(DE3)  BL21به روش الکتروپوریشن ترانسفورم شد. 

 LB Agarترانسفورم شده بر روي محیط  هاي يباکتر
 کانامایسین بیوتیک یآنتمیکروگرم بر میلی لیتر  50حاوي 

با  PCR کلونی وسیله بهمثبت  هاي یکلون. رشد داده شدند
 & T7 Promoter( هاي عمومیاستفاده از پرایمر

Terminator ( براي پلاسمیدpET28a شدند شناسایی.  
  
  بیان پروتئین -2-6
میکروگرم بر  50مایع حاوي  LBمحیط  یترل یمیل 5

از  ییک به وسیله کانامایسین بیوتیک یآنتلیتر  میلی
 پلاسمید نوترکیب  وسیله بهترانسفورم شده  هاي یکلون

pET28a/ATPS  درجه  37ساعت در  16تلقیح و به مدت
از محیط تازه  یترل یمیل 10سپس . رشد داده شد گراد سانتی

LB  لیتر از  میکرو 200 وسیله به بیوتیک یآنتمایع داراي
درجه  37در  OD=0.6کشت شبانه تلقیح و تا رسیدن به 

بیان پروتئین با اضافه  يالقا. رشد داده شد گراد سانتی
مولار صورت  میلی یکدر غلظت نهایی  IPTGکردن 

ساعت یک  3و  2، 1صفر ،  يها زمانگرفت و در 
لیتري  میلی 1.5 هاي یالولیتر از محیط کشت به  میلی

به  rpm8000 در دور ها یالوسپس . منتقل شد يا جداگانه
ریخته ی دور یدقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع رو 10مدت 

رسوب داده شده تا انجام مرحله بعد در  يها سلول .شد
به منظور بررسی بیان . داري شد نگه -Cº 20دماي 

براي لیز کردن . استفاده شد SDS-page روشپروتئین از 
بافر از میکرولیتر  200روش سونیکیشن در  زا ها سلول

)A) (Immidazole; 10mM, NaH2PO4; 50mM, NaCl; 

300mM, PH 8 (شدن سونیک بر اثر ها سلول. شد ستفادها 
 20ه مدت ب rpm12000لیز شدند و لیز سلولی نیز در دور 

سوپ سلولی . سانتریفیوژ شد گراد سانتیدرجه  4دقیقه در 
میکرولیتر  200به ویال جدیدي منتقل و به رسوب نیز 

و امکان  براي ارزیابی بیان پروتئین. اضافه شد Aبافر 
هاي مربوط به سوپ و پلیت  محلول بودن پروتئین قسمت

و  برده % 12با غلظت  SDS-PAGEبر روي ژل  سلولی 
  .شدبررسی 

  
  تخلیص پروتئین -2-7

پروتئین نوترکیب در  ،براي تخلیص و بررسی عملکرد
از ستون و  شد بیان محیط کشت لیتر میلی 50حجم 

براي خالص  )1نژکیا از شرکت(  Ni-NTAکروماتوگرافی 
بافرهاي مورد استفاده براي مراحل . استفاده شد نکردن آ

) شستشو( B، بافر )تعادل( Aبافر : تخلیص شامل
)Immidazole; 30mM, NaH2PO4; 50mM, NaCl; 

300mM, PH 8( بافر ،C )جداکننده) (Immidazole; 

250mM, NaH2PO4; 50mM, NaCl; 300mM, PH 8 (
کالیبره شد و بعد از آن لیز  Aبافر  باستون ابتدا . بود

حجم برابر  4تا  3 باستون . سلولی روي ستون برده شد
شستشو داده شد و در نهایت به  Bبافر وسیله  ستون به

 هاي یالواضافه شد و خروجی آن در  Cستون بافر 
ساعت  24پروتئین تخلیص شده به مدت . آوري شد جمع

درجه  4و در دماي  pH=8.0مولار تریس  میلی 40در بافر 
در نهایت غلظت پروتئین با روش . دیالیز شد گراد سانتی

و براي بررسی روند تخلیص بر  یريگ اندازه 2براد فورد
  .شدبررسی  SDS-Pageروي ژل 

  
  فعالیت آنزیم یريگ اندازه -2-8

و با توجه به خیص فعال بودن پروتئین نوترکیب تش براي
ومتري براي تشخیص از روش لومینن ی آنزیمماهیت آ
مربوط به گونه ( ازلوسیفرآنزیم با استفاده از  ATPتشکیل 

photinus pyralis( در سنجش  .]3[ استفاده شد
لوسیفرین، لوسیفراز و بافر -ATP ،D ازبیولومینسانس 

)Tris 50mM (از  آنزیمی شجدر این سن .استفاده شد
 ATP، یعنی در جهت تولید ATPS واکنش برگشت

                                                
1. Qiagen 
2. Bradford 
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 .بودن آنزیم استفاده شد فعال تعیین ، براي)الف -1رابطه (
ماي و د pH =8/7با  مولار میلی 50اکنش در بافر تریس و

 2/0حجم کل واکنش  .انجام شد گراد سانتیدرجه  37
 1در واکنش  PPiو  APSلیتر بوده و غلظت نهایی  میلی
تولید شده به کمک واکنش جفت   ATP.مولار بود میلی

در این  .شد یريگ اندازه صورت کمی بهشده با لوسیفراز 
مورد نیاز به عنوان سوبستراي آنزیم پیرو فسفات واکنش 
ATPS  هیدرو لیز با استفاده از واکنشITP نزیم آ با

ITPase  فراهم گردید)ITPase  آنزیمی است که یکسري
 IMPو  PPiرا به  ITPنوکلئوتیدهاي سه فسفاته از جمله 

قرمز  يها گلبول اتاز لیز تحقیقدر این . )کند یمتجزیه 
  . شد استفاده ITPaseبه عنوان منبع 

 
  نتایج -3
  جداسازي باکتري -3-1

آب گرم  يها چشمهباکتري ژئوباسیلوس کواستافیلوس از 
 16sروي بررسی مولکولی جدا شد و به وسیله  اردبیل

rRNA که این باکتري مشخص شد   عمومیپرایمرهاي  با
و بسیار شبیه  Geobacillus Kaustophilusسویه  متعلق به

باکتري ژئوباسیلوس  .است HTA426 سویه به
شکل است  اي یلهمکواستافیلوس یک باکتري گرم مثبت و 

با دماي بالا رشد  هایی یطمحو به صورت هوازي و در 
  .کند یم
  
 ATPSکلونینگ ژن  -3-2

با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی  PCRانجام واکنش 
باکتري ژنومی  DNAروي رب ATPSژن براي 

روي ژل آگاروز یک درصد  ژئوباسیلوس کواستافیلوس
اندازه ژن  هم تقریباً ، کهيباز جفت 1188فقط یک باند 

پس از کلون کردن  .)1شکل (مورد نظر بود، را نشان داد 
ن به صورت توالی آ pTZ57R/Tدر پلاسمید  حاصل قطعه

مشخص  Blast جستجوي دوطرفه تعیین و با استفاده از
 باشد یم ATPSشده که قطعه کلون شده مربوط به ژن 

تشابه توالی % 99توالی ژن مورد نظر داراي  ).2شکل (
با ژن در توالی پروتئینی % 100نوکلئوتیدي و تشابه 

ATPS باکتري  در یطریق بیوانفورماتیکاز شده بینی پیش
G. Kaustophilus از سوش HTA426 است در بانک ژن.  

  

 
. بر روي ژل آگاروز یک درصد ATPSژن  PCRنتایج   1شکل 

  PCRمحصول : 2ستون . يباز جفتنشانگر یک کیلو : 1ستون 
  

 
 

پرایمرهاي  وسیله به Colony PCRنتایج مربوط به   2شکل 
هاي ترانسفورم  يباکتربر روي ) pTZ57R )M13عمومی وکتور 

مارکر : 1ستون . pTZ57R/ATPSپلاسمید نوترکیب  باشده 
 Colonyمحصول : 3و  2ستون . يباز تجفوزنی یک کیلو 

PCR 
  
   بیان و تخلیص پروتئین -3-3

به صورت نوترکیب قطعه  ATPSژن براي بیان پروتئین 
ساب کلون و سپس  pET28aدر پلاسمید  ژن ORFحاوي
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 دشمنتقل  BL21(DE3) اشریشیاکلی به داخل باکتري
 ATPS نوترکیب به تولید پروتئینبیان پروتئین  .)3شکل (

-SDSکیلو دالتونی در آنالیز  5/47به صورت یک باند 

PAGE  وجود با توجه به ). الف -4شکل (گردید منجر
پروتئین نوترکیب،  مینیآدر انتهاي  6X His-tagفیوژن 

به تخلیص پروتئین مورد نظر  Ni-NTAتخلیص با ستون 
  ). ب -4شکل( منتهی شد خلوص بالا با درجه

  
  فعالیت آنزیم -3-4

هاي مربوط به سنجش فعالیت پروتئین نوترکیب  یبررس
ATP  سولفوریلاز نشان داد که پروتئین مورد نظر فعال
سولفوریلاز  ATPسنجش فعالیت پروتئین نوترکیب . است

چندین بار انجام شد و در همه موارد پروتئین نوترکیب 
داري نسبت به حالت کنترل منفی فعالیت  به طور معنی

کنترل منفی در ). 5شکل ) (>05/0P( بالاتري را نشان داد
واکنشی بود که یکی از سوبستراهاي آنزیم  ها سنجشاین 

ATP  سولفوریلاز یعنیPPi  جدول . شد ینمبه آن اضافه

 PPiدهد میانگین فعالیت پروتئین در زمانی که  یمنشان  4
شود بسیار بیشتر از زمانی است که  یمبه واکنش اضافه 

باشد و این افزایش فعالیت در حدود  یم PPiواکنش فاقد 
  .دار استمعنینیز برابر از لحاظ آماري  10
  

 
پرایمرهاي پروموتر  با Colony PCRنتایج مربوط به   3شکل 

هاي  يباکتربر روي  pET28aدر پلاسمید  T7و ترمیناتور 
. pET28a-ATPSپلاسمید نوترکیب  وسیله بهترانسفورم شده 

 Colonyمحصول  :3و  2، ستون DNAمارکر وزنی  :1ستون 

PCR  
  

 
ي لیز شده در ها سلولمربوط به  پرسوب و سو) الف. SDS-PAGEبر روي ژل ) ب(و تخلیص پروتئین ) الف(نتایج بیان   4 شکل
هم در سوپ و هم در رسوب دیده  ATPSپروتئین . اند شدهساعت به صورت پشت سرهم روي ژل برده  3و  2، 1ي صفر، ها زمان

 2و 1ي ها ستون) ب. ي لیز شدهها سلولسوپ مربوط به : Sي لیز شده، ها سلولرسوب مربوط به : Pمارکر وزنی پروتئین، : L.  شود یم
 نیز مربوط به خروجی بافر جدا 5و  4، 3ي ها ستون، Ni-NTAي یک و دو برابر ستون ها حجمبعد از ) B(مربوط به خروجی بافر شستشو 

  .ندا کننده
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 ATPنتایج مربوط به فعالیت پروتئین نوترکیب   5شکل 

فعالیت پروتئین : Bکنترل منفی، ستون : Aستون . سولفوریلاز
  نوترکیب

  
 ATPنتایج مربوط به اندازه گیري فعالیت آنزیم   4جدول 

 PPiگروه کنترل منفی فاقد سوبستراي . سولفوریلاز نوترکیب
فعالیت آنزیم بر حسب . ورد نیاز براي فعالیت آنزیم بودم

RLU.Sec-1 حاسبه شده استم  
  کنترل منفی  نمونه  ردیف

1  105×6/4  105×15/1  

2  105×7/3  104×5/4  

3  105×9/4  104×4  

4  106×7/1  104 ×95/7  

5  105× 87/9  104 ×3/9  

04/8 ×105  میانگین  104 ×45/7  

  
  بحث -4

 ATPنزیم نتایج مربوط به کلون و بیان ژن آ ن تحقیقدر ای
ب یک سوش باکتري ایرانی که از چشمه آسولفوریلاز از 

با توجه به . ائه شده استار ،گرم در اردبیل جدا شده بود
نزیم داراي کاربردهاي رسد این آنزیم به نظر میعملکرد آ

، صنعت، آزمایشگاه و فناوري زیست در زمینه متنوعی
 ATPبا توجه به اینکه تعادل آنزیم  .باشد زیست شناسی

بنابراین از ، ]18[است  ATPسولفوریلاز در جهت تولید 
 آنها مختلفی که طی واکنش هاي یشآزمااین آنزیم در 

پیروفسفات  یريگ اندازهبراي  شود یمپیروفسفات تولید 

به  توان در این ارتباط می. مورد استفاده قرار گرفته است
و آشکار  ]14[ به روش پایروسکونسینگ DNAیابی  توالی

اکنون تنها آنزیم تجاري . اشاره کرد ]10[ ها يباکترسازي 
سولفوریلاز از منبع مخمر  ATPمربوط به 

)Saccharomyces cerevisiae ( باشد یماز شرکت سیگما 
داراي پایداري خیلی  حل شدن زپس اآنزیم همچنین و 

 .است و در محلول حاوي گلیسرول کمی در آزمایشگاه
را در بسیاري  تجاري موجود استفاده از آنزیم این موضوع

بر  تحقیق نگارندگان .محدود کرده است ها یشگاهآزمااز 
 نزیمآروي پروتئین نوترکیب تولید شده نشان داد که 

 پروتئینداري دراز مدت  نگه با وجودید شده تول نوترکیب
 درجه 20در دماي منفی و  %10یسرولخالص در حضورگل

تا حدود یک ماه پس  همچنان فعالیت خود را ،گراد سانتی
این امر بیانگر پایداري بالاي . کندحفظ می سازي از خالص

پروتئین نوترکیب تولید شده از سوش ایرانی در مقایسه با 
تري  ملکه لازم است مطالعات کا نوع تجاري موجود است

  .ن صورت گیرددر آینده روي آ
از  سولفوریلاز ATP مقایسه توالی پروتئین نوترکیب

نشان داد با وجود اینکه این سوش ایرانی با نوع مخمري 
ولی %) 38( ندداردو پروتئین شباهت توالی بسیار پایینی 

ه در جایگاه ک QxRNxxHxxHهر دو پروتئین موتیف در 
 هاي یبررس. است  شدهحفاظت  ،دفعال آنزیم قرار دار

 بیشتررماتیکی نشان داد که این موتیف در وبیوانف
. است حفاظت شدهسولفوریلاز  ATP هاي ینپروتئ

در ساختار سه بعدي پروتئین اسید  استمشخص شده 
که  دهند یمرا  يا حفرهاین موتیف تشکیل  هاي ینهآم

  .]6[ گیرد یمدر وسط آن قرار  اسوبستر
 ATPتولید پروتئین نوترکیب  ،مطالعه حاضر از هدف

به این دلیل که  .سولفوریلاز از یک منبع باکتریایی بود
 ،پایداري خود را حفظ کند زیاديآنزیم بتواند به مدت 

آب  يها چشمهباکتري ژئوباسیلوس کواستافیلوس که از 
 بود به عنوان سوش مورد نظر گرم اردبیل جدا شده
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  . شدانتخاب 
 pET28aکلون شده در حامل بیانی  ATPSنتیجه بیان ژن 

بود این پروتئین بر روي  ATPSتولید پروتئین نوترکیب 
خود را  القا شده، هاي يباکترمربوط به  SDS-PAGEژل 

و همچنین  کیلو دالتونی نشان داد 5/47به صورت باندي 
بیشتر پروتئین تولید شده به صورت محلول در سوپ 

میزبان  ،نشان داد که این سیستم ها دادهاین . بودباکتري 
  .است ATPSمناسبی براي تولید پروتئین نوترکیب 

بررسی  برايفعالیت آنزیم فقط  یريگ اندازهنتایج فعلی 
انجام شده  ها یشآزماو  فعال بودن یا نبودن آنزیم بود

نشان داد که پروتئین نوترکیب تولید شده داراي فعالیت 
 ATPدر بررسی فعالیت پروتئین نوترکیب  .است

گیري  براي اندازه ITPase Assayاز روش سولفوریلاز 
با این روش . ]19[ فعالیت پروتئین نوترکیب استفاده شد

PPi  باتولید شده ITPase  به عنوان سوبسترايATP 
سولفوریلاز استفاده شد و نشان داد که پروتئین نوترکیب 

 قرمز يها گلبولدر این روش از لیز . داراي فعالیت است
 ITPاستفاده شد و با اضافه کردن  ITPaseبه عنوان منبع 

سولفوریلاز  ATPپیروفسفات مورد نیاز براي واکنش 
 PPiوقتی  این با وجود .شدتولید  ITPase وسیله به

قرمز اضافه  يها گلبولبه لیز  ITPخریداري شده به جاي 
. داري است مشخص شد آنزیم داراي فعالیت معنی ،شد
 سولفوریلاز نوترکیب ATPکه ن است آبیانگر  فرض این

 يها گلبولکه در لیز  است کوفاکتوري مندنیاز احتمالاً
این در حالی است که پروتئین مخمر  ؛شود یمقرمز یافت 

این امر در مقایسه با شرایط . نیازي به فاکتور اضافی ندارد
سولفوریلاز مخمري نکته مناسبی به نظر  ATPپروتئین 

براي روي این پروتئین  آیندهاما لازم است تا در  ،رسدنمی
و  ، پارامترهاي کینتیکیبهینهشرایط فعالیت  پیدا کردن

مطالعات کاملتري انجام کوفاکتور مورد نیاز آن  همچنین
  .شود

  

  گیري نتیجه -5
از باکتري ژئوباسیلوس  ATPS در این تحقیق ژن

با موفقیت در حامل کلونینگ  HTA426کواستافیلوس 
pTZ57R  کلون و در حامل بیانیpET28a  نیز ساب کلون

به  بیشترو پروتئین نوترکیب نیز به مقدار زیادي  .شد
تولید شده نوترکیب پروتئین  .بیان شدصورت محلول 

  .استنزیمی آ داراي فعالیت
  
  تشکر و قدردانی -6

دانشگاه  معاونت پژوهشی این تحقیق با پشتیبانی مالی
  .ه استمدرس انجام شد  تربیت
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