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  ي در باكترSOX (dsz A,B,C) يكلونينگ و بيان اپرون سولفورزداي
 يها  آن با سويهيقايسه فعاليت سولفورزداي موDH5α  ياشريشياكل

  و )پوتيدا و آئروژينوزا(سودوموناس  ،IGTS8رودوكوكوس 
  λp ir   CC118 ياشريشياكل 

  
  (Ph.D)1 ي ميرلطيف موسو،)Ph.D(2 جمشيد راهب ،)M.Sc(2،1* فرهاد برزگر 

  )ع( دانشگاه امام حسين -1
   ي زيستي ژنتيك و تكنولوژي تحقيقات مهندسيگاه مل  پژوهش-2
 

  ده يچك
 يهـا   از سـوخت   ي زيست يگوگردزداي.  محيط زيست است   ي منبع آلودگ  ي فسيل يها احتراق سوخت : سابقه و هدف  

 مقـرون بـه     ،ايـن روش  .  گرفته است   مورد توجه قرار   ي شيمياي ي گوگردزداي يعنوان يك روش جايگزين برا    ه   ب يفسيل
 ـ  ي محيط زيست ب   يصرفه بوده و برا     ـ DBT. باشـد  يضرر م  يعنـوان يـك مولكـول الگـو جهـت سـنجش توانـاي         ه   ب
 را DBT گـزارش شـده كـه    يچنـدين بـاكتر  . ها در گوگردزدايي مورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت           ميكروارگانيسم
 كـه واجـد اوپـرون گـوگردزدايي         IGTS8كوكـوس اريتروپـوليس    رودو ي بـاكتر  ،در اين ميان  . كنند يسولفورزدايي م 

dsz(A,B,C) قادر است    ،باشد ي م DBT)    را از طريق مسير     ) به عنوان منبع گوگردs4    2بـهHBP        تبـديل كنـد كـه در 
  .يابد يمحيط كشت تجمع م

 PVLT31تور  توسط وكE.coli DH5α ي در باكترdsz(A,B,C)در اين تحقيق اوپرون گوگردزدايي : ها مواد و روش
 از هـضم آنزيمـي و تكنيـك    ، گوگردزدايها ييد وجود ژنأ تيكلون شد و فعاليت سولفورزدايي آن به اثبات رسيد، برا  

PCRاستفاده شد  .  
، IGTS8  رودوكوكـوس اريتروپـوليس  يهـا  ي نوتركيب با باكتريفرايند گوگردزدايي در اين باكترمقايسه  : ها  يافته

، HPLC توسط تست گيـپس و  EGSOX ،E.coli cc118λpir، سودوموناس پوتيدا EGSOX سودوموناس آئروژينوزا
  . ندستا ه به ترتيب دارE.coli DH5α و EGSOX  را سودوموناس آئروژينوزا2HBPبالاترين ميزان توليد نشان داد كه 

 جـايگزين كـردن     و مهار سولفور با    dsz(A,B,C) نامبر اوپرون    يشود كه با افزايش كپ     ي م يگير نتيجه: يگير نتيجه
  .داد را افزايش DBTتوان فعاليت سولفورزدايي در  ميپروموتور 

  
 ي، بـاكتر  )2HBP(  فنيـل  ي بـا  ي هيدروكـس  -2،  )DBT(  بنزوتايوفن ي، دا يسولفورزدايي زيست : ي كليد يها واژه

E.coli DH5α پلاسميد ،PVLT31  

  
 مقدمه

 بـه   ي فـسيل  يهـا  انتشار ذرات حاصل از احتراق سـوخت      
 . سياره ما فـراهم كـرده اسـت        ي را برا  ياتمسفر مشكلات جد  

 از،  ي اسـيد  يهـا  ايجاد بـاران    نيتروژن و گوگرد در    ياكسيدها
هـا و تخريـب      ه مـسموم شـدن درياچ ـ     ،هـا  بين بـردن جنگـل    

دان سراسر جهان   رم به اين سبب دولت   . ها نقش دارند   ساختمان

 E-mail: jam@nrcgeb.ac.ir، 021 -44580399 :نمابر021-44580387 :تلفن. نويسنده مسئول  *

  26/4/86 :تاريخ پذيرش ؛5/7/85 :تاريخ دريافت
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 يا به منظور كاهش انتشار اين ذرات دست به وضع قوانين تازه          
 ـ        اند كه به موجـب آن      زده  بـا   يهـا اسـتفاده از محـصولات نفت

 روش  .]5،4،3،2،1[ شده اسـت     ي گوگرد پايين ضرور   يمحتوا
ت واسطه مثل نفـت سـفيد و        رايج براي گوگردزدايي از تركيبا    

  .باشد  مي(HDS)هيدرودسولفوريزاسيون , گازوئيل
 يك پروسه كاتـاليتيكي اسـت كـه        هيدرودسولفوريزاسيون

و دماي بـالا     )پوند بر اينچ مربع    150–3000(تحت فشار بالا    
oc 455-290         و استفاده از گاز هيدروژن در حضور كاتاليزور 

كيبــات نفتــي بــه فلــزي بــراي تبــديل گــوگرد موجــود در تر
ارزش  .]5[ يردپـــذ صـــورت مـــي) H2S(ســـولفيدهيدروژن 

بعـلاوه  , بـرداري از ايـن پـروژه بالاسـت         گذاري و بهره   سرمايه
 ـ       تر بيش صـورت  ه  گوگرد موجود در محصولات پتروشـيمي ب

. باشد كه به اين روش مقاوم اسـت        تركيبات آلي هتروسيكل مي   
نياز  ايي موردثر در مقايسه با روش شيمي  ؤبنابراين يك روش م   

, هاي بيوكاتاليـستي ارزان اسـت      جايي كه پروسس   از آن . است
پـذيرد و داراي اختـصاصيت       تحت شرايط ملايم صـورت مـي      

هـاي بيولـوژيكي     توجه زيادي به سمت توسعه روش     , بالاست
 .]7،8،6[براي گوگردزدايي تركيبات نفتي معطوف شـده اسـت          

ناخته شـده    ش ـ يهـا   از ميكروارگانيـسم   ياگرچه تعـداد زيـاد    
 كـربن   – كربن   ي ضمن جدا كردن گوگرد به پيوندها      ،گوگردزدا

 ـ    ب  يمولكول دا  بنزوتـايوفن    ياز دا (كننـد    ينزوتـايوفن حملـه م
 ـ  ي گوگرد و انرژ   ،عنوان منبع كربن   هب  تعـداد   ،)كننـد  ي استفاده م

 ،هــا مثــل ســويه رودوكوكــوس  از ايــن ميكروارگانيــسميكمــ
 ، يـك مـسير ويـژه      يدرنـد ط ـ  باكتريوم قا  كورينه ،اگروباكتريوم

–2بنزوتايوفن جدا كرده و آن را بـه          يگوگرد را از مولكول دا    

كه ساختمان تركيبات     بدون آن  ،فنيل تبديل كنند   ي با يهيدروكس
 نفت كاسـته    يقابل احتراق نفت آسيب ببيند و از ارزش سوخت        

 بـالا قـادر بـه       يآي بيولوژيك با كـار    يروش گوگردزداي . شود
 ـ     گوگرد از  يجداساز آروماتيـك   ي تركيبـات هتروسـيكليك پل

.  اسـت  ي هيـدروژن  يباشد كه دشوارترين مرحله گوگردزداي     يم
تر تحت واكـنش     اين روش به دليل ارزان بودن و شرايط ملايم        

عنوان يك جايگزين مناسب مورد توجه قـرار گرفتـه اسـت             هب
ــاكتر.]4،6[ ــوليس ي ب ــوس اريتروپ ــك ،IGTS8 رودوكوك  ي

 و  DBT بيولوژيك از    يوسه گوگردزداي  در پر  يارگانيسم كليد 
 گاز و شـركت  يباشد كه توسط انستيتوتكنولوژ يمشتقات آن م 

. شده اسـت  ) تأييد( پتنت   1999 آمريكا در سال     يها بيوسيستم
-2  و تبـديل آن بـه      DBT قـدرت اكـسيداسيون      ياين بـاكتر  

 كه اين مـاده در محـيط        ، را دارد  (2HBP)فنيل   هيدروكسي بي  
 ايـن   يفنوتيـپ سـولفورزداي   . شـود  يوليزه نم تر متاب  كشت بيش 

 پلاسميد كـد   ي موجود بر رو   dsz اپرون   يها  توسط ژن  يباكتر
هـاي مختلـف رودوكوكـوس مـسير         در سويه . ]10،9[ شود يم

  ناز سيتوپلاسـمي  ژ بـا كمـك دو منواكـسي       (dsz)سولفورزدايي  
(dsz A,C)شوند  وسيله يك فلاوين ردوكتاز حمايت مي ه كه ب
مسير پيـشنهادي  . پذيرد  صورت مي(dsz B)از و يك دسولفين

 ـ ،براي دسولفوره كردن توسط اين ارگانيـسم        4Sنـام مـسير      ه ب
  .]11[شود  خوانده مي
ترين   شاخص ،IGTS8 رودوكوكوس اريتروپوليس    يباكتر

 ي به عنوان يك سويه مـدل در تحقيقـات سـولفورزداي           يباكتر
 مـسئول    سـه ژن   يدر ايـن بـاكتر    . گيرد يمورد استفاده قرار م   

 يــك ي بــر روdsz A,B,C شــامل DBT از يســولفورزداي
 اين پلاسـميد    . قرار گرفته است   ي كيلو باز  120 يپلاسميد خط 

 ـdsz A,B,Cسه ژن   ـي را در يك آرايش اپرون  8/3طـول   ه ب
 -2 بـه    DBTكند كـه مـسئول متابوليـسم         ي حمل م  يكيلوباز

 يـك  dsz C. باشد ي و سولفات م(2HBP)فنيل  يب يهيدروكس
عنوان عـضوي از   هكند كه ب  را كد ميkDa45  وتئين به وزنپر

 واسـطه اكـسيداسيون     , دهيدروژنازها A خانواده اسيل كوآنزيم  
اين آنزيم به عنـوان     . باشد  سولفون مي  DBT به   DBT ابتدايي

كه براي   شود خوانده مي  سولفوكسايد منواكسيژناز /يك سولفيد 
احيـا شـده    ) FMN( فعاليت خود نياز به فلاوين منونوكلئوتيد     

  تبديل متوالي ) نازژبنزوتيوفن منواكسي دي (dsz C .دارد
 DBT  سولفون→ DBT  سولفوكسايد → DBT   

 50 يــك پــروتئين بــه وزن dszA. نمايــد را كاتــاليز مــي
 سولفون به سولفينات را     DBTتبديل  . كند يدالتون را كد م    كيلو
 5 يعتبا سر ) عنوان كوسوبسترا  هب (FMNH2راه با مصرف     هم
 ـ  DSzCتر از    برابر بيش  10تا   ايـن آنـزيم در     . كنـد  ي كاتاليز م

 يـك پـروتئين     dszB .]12[صورت دايمر وجود دارد      هسلول ب 
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 يـك سـولفينيك   dsz B. كند ي كيلودالتون را كد م40به وزن 
 كه يك حملـه نوكلئـوفيلي     ،باشد اسيد هيدرولاز آروماتيك مي   

وگرد سـولفينات   بـر روي گ ـ   , به مولكول آب فعال شده بـازي      
 هيدروكــسي -2HBP) 2دهــد و باعــث تــشكيل  انجــام مــي

در يك واكنش غيرمعمول و محدود كننده سـرعت در          ) فنيل بي
 ـ 2HBP و   يتوليد سولفات معدن  . گردد اين مسير مي   عنـوان   ه ب

 اكسيژن شركت كننـده     يها آخرين مرحله اين مسير است و اتم      
   . ]13[ند ا  مشتق شدهيدر اين مسير از اكسيژن مولكول

در وهله اول كلـون      ، هدف از تحقيق انجام شده     يطور كل  هب
 ـ   ي در بـاكتر   يكردن اپرون سولفورزداي    DH5α ي اشريـشيا كل

ايـن كلـون از طريـق هـضم         و تأييد    PVLT31توسط وكتور   
 آن از   يفعاليـت سـولفورزداي   بررسي   و سپس    PCR و يآنزيم

 در  و HPLCطريق تست گيبس ساده و استاندارد و دسـتگاه          
ــه دوم  ــسه مرحل ــزان فمقاي ــولفورزداي عمي ــت س ــا يالي  آن ب

 سودوموناس  ،IGTS8  رودوكوكوس اريتروپوليس  يها باكتري
 و EGSOX ســودوموناس پوتيــدا  ،EGSOXآئروژينــوزا 
 ي مهندس ـيهـا  كه سويهSOX4   CC118λpir ياشريشيا كل
باشند از طريق تست گيبس ساده       ي م SOX اپرون   يشده حاو 

  . دبو HPLCدستگاه و استاندارد و 
  

  ها مواد و روش
اسيد  .ها  لازم و دستگاه   يها محلول ،ي مواد شيمياي  -1

 ،اتيـل اسـتات   , استات سـديم  , اسيد استيك غليظ  , كلريدريك
 ،KH2PO4,  هيدروكـسيد سـديم    ،استونيتريل, استات پتاسيم 

K2HPO، Na2HPO4، NH4Cl، MgCl2، CaCl2، 
FeCl3، MnCl2, ــل ــل, اتان ــلا ,ايزوپروپان ــل ،يزوبوتان  ،متان
,  كلريـد ليتـيم    ،آميد آميد و بيس اكريل     اكريل ،بلو يكوماس ,استن
سـديم دودسـيل سـولفات      , ايزوآميـل الكـل   , كلروفـورم , فنل

(SDS) ,اســيد  تترااســتيك آمــين يد اتــيلن(EDTA) , تــريس
 آمونيـوم   ، گلايـسين  ،گلـوكز , گليـسرول , يبـاز  تريس, ياسيد

ــوكروزTEMED ،پرســولفات , (DBT) زوتيــوفنبن ي د، س
ــس يد ــ يهيدروك ــل  يب ــبس  , (2HBP)فني ــرف گي  2و 6(مع

  ،تريپتـــون ،1x، TAE بـــافر)  كلراميـــد-4كلروكينـــون  يد
Yeast exteract agar،از يكه همگ ـ,  آگارز ويمعمول  آگار 

  دســــــتگاه.  شــــــدي خريــــــدارMerck شــــــركت
HPLC (C18, 250mm, 9.6mm)  از دانشگاه امام حـسين 

 اتيديوم  ،ونيزه از مركز تحقيقات ژنتيك     آب دي   و آب مقطر ،  )ع(
ــد از شــركت ســيگما و  ،Rocheســوكروز از شــركت  بروماي

صورت پودر   هها شامل تتراسايكلين و كانامايسين ب      بيوتيك يآنت
 مـورد اسـتفاده شـامل       يهـا   انواع آنـزيم   ،از شركت بوهرينگر  

ــزوزيم ــركت  RNAase، ليـ ــا, Roche از شـ ــزيم هـ  يآنـ
 از شركت فرمنتاز    HindIII و   EcoRI  ،EcoRVمحدودالاثر  

 وزن ي ماركرهــا،نژ از شــركت ســيناT4 DNA Ligase و
تهيـه   از شـركت فرمنتـاز       ي و ماركر پروتئين   III و   II يمولكول
  . گرديد
 مــورد اســتفاده شــامل   يوكتورهــا . پلاســميدها-3

PVLT31 و PBSL118 اشدب يم.  
 از  يدر ايـن تحقيـق تعـداد       .يي باكتريـا  ياه ـ   سويه -4
ــويه  E.coli DH5α SOX3،Rhodococcus ياهــ س

erythropolis IGTS8، E.coli CC118λpir SOX4، 
Pesudomonas Putida EGSOX،Pesudomonas 

aeroginosa EGSOXاستفاده شده است  .  
  . ي لازم جهت كشت باكتريها محلول ها و   محيط–5
 10 شـامل تريپتـون   .Lauria Bertani (LB)محـيط   -
 ـ    5 عصاره مخمـر   ،گرم NaCl  10 ،گرم بيوتيـك   يگـرم و آنت

  .رليت يگرم بر ميل ي ميل50كانامايسين با غلظت 
  . Basal Salt Medium (BSM)محيط  -

KH2PO4  44/2گرم ، Na2HPO4 57/5 ،گرم NH4Cl 
 CaCl2, 2H2O 001/0 گـرم،  MgCl2, 6H2O 2/0 گرم، 2

 MnCl2, 4H2O 004/0 گرم و FeCl3,6H2O 001/0گرم، 
 .گرم

وسيله آب مقطر بـه حجـم        هب, لازم بعد از توزين    يها نمك
مدت  ه ب 2/7 يرو بر pH پس از تنظيم   يك ليتر رسانده شد و    

  . اتوكلاو گرديد دقيقه15
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به منظـور رشـد      .مايع LB در محيط    ي رشد باكتر  –6
 λpir E.coli cc118 ي ابتدا باكتر، مايعLB در محيط يباكتر

پليـت در    سـپس ايـن      ، جامد كـشت داده    LB-Kmدر محيط   
 از  ي سـاعت يك ـ   24بعد از   .  درجه قرار داده شد    30انكوباتور  

 انتقال بـه محـيط      ي رشد كرده در اين محيط برا      يها يتك كلن 
LB    جهت اسـتخراج پلاسـميد      ( مايع انتخابSOX4( بعـد    و 
 ـ 500 مايع در يك ارلن      LBليتر محيط    ي ميل 200  يليتـر  ي ميل

 LB، 100 كـشت  ليتر محيط  ي ميل 100ريخته شد و به ازاء هر       
 ـ          انتخـاب   يميكروليتر از محلول كانامايسين اضافه و تـك كلن

و در انكوبـاتور شـيكردار در       گرديـد   شده به اين محيط منتقل      
  . گرفت قرار rpm200گراد و  ي درجه سانت30

ابتدا  .Large Scale  استخراج پلاسميد به روش –7
 LB در محيط   يباكتر ml 200-100 ييك كشت بزرگ حاو   

 ـ   . كشت داده شد   روز دت يك شبانه  م هب وسـيله   هپلت حاصـله ب
دست آمـد و در      ه ب  دقيقه 15مدت   ه دور ب  4000 در   ژسانتريفيو

ml 4   محلـولPlasmid Prep Mix ـ   Tris mMه شـامل  ك
25،mM EDTA 10و Sucrose 15% W/V  8PH= 

 منتقـل شـد و      ml50نمونه به يك فالكون     .  حل گرديد  مجدداً
از  ml 8 سـپس    ، يـخ قـرار گرفـت      يو بر ر   دقيقه 20مدت   هب

 مخلوط گرديـد  واضافه  NaOH 0.2N و SDS 1%محلول 
 mlدر مرحله بعد    .  يخ قرار گرفت   يرو  بر  دقيقه 10مدت   هو ب 
 به نمونه اضافه شـد و بعـد از   6/4M pH= 3 استات سديم 5

نمونه .  يخ قرار گرفت   يمدت چهل دقيقه بر رو     همخلوط شدن ب  
 و سوپرناتانت بين    )rpm21000قه،   دقي 50( ژسپس سانتريفيو 

% 100اتانـل    ml 17بـه هـر تيـوب       . تيوب تقسيم گرديـد    دو
 ـ -oc20وسـيله انكوباسـيون در       ه ب DNAاضافه و    صـورت   هب

 ـ نمونه مجدداً . اورنايت رسوب داده شد      در  دقيقـه  20مـدت    ه ب
 ـ ژ دور سانتريفيو  21000  سـوپرناتانت خـارج شـده و        ،د گردي

سـپس  . دش ـ ميز خشك    يرو و بر  شسته   %70رسوب با اتانل    
 ـ    TE  بافر ml 3 پلت در   بـر    دقيقـه  10مـدت    ه حل گرديد و ب

كلريد  ml 9/1 . حل شود   كاملاً DNA ميز قرار گرفت تا      يرو
سـپس  .  به نمونه اضافه و مخلوط گرديد      يسرد يخ  M 8ليتيم  

كلريـد  . گرديـد  ژ دور سـانتريفيو   21000  در  دقيقه 10مدت   هب
  . شود ي ميا رشته  تكيDNAليتيم باعث رسوب 

 ايزوپروپانـل   ml 5 يسوپرناتانت به يك تيوب تميز حـاو      
.  گرديـد  ژ سانتريفيو  دقيقه 10مدت   ه دور ب  21000 اضافه و در  

. حالت يك پلت كوچك سفيد در هر تيوب ديـده شـد            در اين 
 شسته و بعد از خشك شـدن در           درجه 70 با اتانل    پلت مجدداً 

μl 500 بافر TE د و بـه آن  ش حلμl RnaseA 5   اضـافه و
  .انكوبه گرديد) RT( در دماي اتاق  دقيقه30مدت  هب

 ـ ، خالص اسـت   يدر اين مرحله نمونه ما به اندازه كاف         ي ول
 μl 330دست آوردن خلوص بالاتر با افزودن        ه ب يتوان برا  يم

 و سپس يك مرحلـه اسـتخراج بـا     PEG وNaClاز مخلوط 
  .دست آورد هبكلروفورم يك نمونه با خلوص بالاتر / فنل

صـورت   هدايجست ب  .(Digestion) ي  هضم آنزيم   –8
  : زير انجام گرفت

ــميد 15 ــر پلاس ــوپ  SOX4 ميكروليت ــك تي ــه ي  5/1 ب
 ميكروليتـر بـافر آنـزيم و        2 آن   يليتر ريخته شد و بر رو      يميل

 ميكروليتـر آنـزيم     1يك ميكروليتر آب مقطر اضافه و سـپس         
ECOR1   ميكروليتر آنزيم    1 و III Hind  تا حجم   ،ريخته شد 

 ـسـپس  ، ميكروليتر برسد20 به   ينهاي  درجـه  37 يمـار  ن در ب
 ژل  ي و سپس بـه رو     قرار گرفت  ساعت   4گراد به مدت     يسانت

  . برده شد
 . ژل آگـارز   ي از رو  DNA  استخراج و تخليص      –9

 ي اپرون سولفورزداي  ي حاو DNAدست آوردن قطعات     ه ب يبرا
 بعد از بريده شـدن       اين پلاسميد  ،PESOX4 از داخل پلاسميد  

 به مقـدار زيـاد      ECOR1-HindIIIالاثر    محدود يها با آنزيم 
هـا    بزرگ نمونـه   يها  و درست كردن چاهك    ) ميكروليتر 200(

 سپس  ؛ها لود شد و الكتروفورز گرديد      اهكچبه مقدار زياد به     
  ژل بـا   ياز رو  Kb 8/3 در ناحيـه     SOX اپرون   يقطعه حاو 

 مـورد اسـتفاده   DNAستخراج  ايتيغ اسكالپل بريده شد و برا 
 Agarose بـا اسـتفاده از كيـت    DNAاستخراج . قرار گرفت

gel DNA exteractionبه ايـن ترتيـب كـه    .  صورت گرفت
 ، ريختـه شـد    يليتـر  ي ميل 5/1قطعات ژل در داخل يك ويال       

 ـ 100 هـر    يسپس بـه ازا     ميكروليتـر   300 ،گـرم از ژل      ي ميل
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(Binding buffer) ثانيه ورتكـس   15-30 اضافه و به مدت
 ـ ر دقيقـه د   10شد و به مدت       درجـه قـرار     56-60 يمـار  ن ب

 بار ورتكس شد تا ژل كـاملاً       گرفت و هر دو يا سه دقيقه يك       
 100 هر   ي ميكروليتر ايزوپروپانل به ازا    150 سپس. حل گردد 

سپس .  ورتكس گرديد  وها ريخته    گرم ژل آگارز به تيوپ     يميل
مجموعه به داخل تيوپ و شد  High pure filter tubeوارد 

 700تـر از     د كـه بـيش    ش ـدقـت   (ليتر وارد گرديـد      ي ميل 5/1
 rpm دقيقه با سـرعت      1 بعد به مدت     ؛)ميكروليتر ريخته نشود  

 ي دور ريخته شد و بـه رو       ،محلول. گرديد سانتريفيوژ   12000
 Washing) ميكروليتـر بـافر شستـشو   500هـا   فيلتـر تيـوپ  

buffer)  دقيقـه بـا سـرعت    1 مدت بعد باز هم به.   اضافه شد 
rpm 12000   كار انجام گرفـت     گرديد و دوباره اين    سانتريفيوژ

 ميكروليتـر   200 ، ميكروليتر بافر شستـشو    500 يجا هو فقط ب  
تـر    بـيش  يسـاز   خـالص  ياين مرحله شستشو برا   (ريخته شد   

 5/1 يهـا   سپس محلول فيلتـر شـد و تيـوپ         ؛)صورت گرفت 
 تميـز   يهـا  هـا بـه تيـوب      پ و فيلتر تيو   ريخته دور   يليتر يميل

 ميكروليتـر   50 آن    قرار داده شـد و ايـن بـار بـه روي            يديگر
Elution Buffer  سـانتريفيوژ بـه   تحـت   ريخته شد و سـپس

 يهـا   تيوپ.قرار گرفت rpm12000   دقيقه با سرعت1مدت 
 خـالص شـده اسـت و    يDNA تـازه شـامل      يليتر ي ميل 5/1

  .  ژل آگارز برده شدي بر روDNAسپس اين 
بعـد از اسـتخراج و       Kb 8/3 يقطعه ژن  . كلونينگ -10
 و  ECOR1 يهـا   ژل آگـارز در سـايت      ي از رو  يساز خالص

HindIII، ــولت ــه در م ــميد    ي ك ــايت پلاس ــگ س ــل كلونين پ
PVLT31    علت انتخـاب ايـن پلاسـميد       .  قرار دارند كلون شد

 بـوده و در     Tac هيبريـد    ي پروموتـور قـو    ياين است كه دارا   
كلون حاصله  . باشد يها قابل عملكرد م     از باكتري  يطيف وسيع 

PESOX3  اين پلاسميد مـشتق از لايگيـشن       .  شد يگذار   نام
باشــد و ايــن  ي مــPVLT31 در يقطعــه اپــرون ســولفورزداي

  . يابد يثير مكپلاسميد به صورت آزاد درون سلول ت
مرحلـه الحـاق بـا       .(Ligation)  مرحله الحـاق   -11

اه بـافر   ر  م به ه ـT4 DNA ligase واحد آنزيم 5اضافه كردن 
 در   كـه قـبلاً    PVLT31 پلاسميد   يمربوطه آن به محلول حاو    

 ECOR1-HindIII يهـا  پل كلونينگ خـود بـا آنـزيم        يمولت
صـورت اورنايـت     هد ب گرا ي درجه سانت  22 ي در دما  ،بريده شد 

 165/0طبق دستور كيـت كلونينـگ مقـدار         (صورت پذيرفت   
 ـ ميكروگرم قطعه    63/0ميكروگرم وكتور و     كـار    هخالص شده ب

  .)برده شد
 .(Competent cell) مـستعد  يها  تهيه سلول-12

ليتـر   ي ميل5 در E.coli DH5α يها  از باكتريي يك كلون-1
 و  يروز بيوتيك به صورت شـبانه     ي بدون آنت  LBمحيط كشت   

  . گراد كشت داده شد ي درجه سانت37 يدر دما
 50بـه   ليتر از محيط كشت شماره يك        ي مقدار يك ميل   -2
 ،بيوتيك انتقـال داده شـد      ي بدون آنت  LBليتر محيط كشت     يميل

 37 ساعت در شـيكر انكولاتـور        3 تا   2محيط مذكور به مدت     
 540گراد قرار داده شـد تـا ميـزان جـذب آن در         يدرجه سانت 
  .  برسد4/0-5/0نانومتر به 

 ـ 25ها به صـورت دو تيـوب          نمونه -3  قـرار   يليتـر  ي ميل
  . سانتريفيوژ شدند rpm 3000يقه با  دق15گرفت و به مدت 

ليتر كلريد  ي ميل 5دست آمده در هر تيوپ در        ه رسوب ب  -4
 30 حل و بـه مـدت   ، سردكاملاً mM 100  (CaCl2)كلسيم 
  .  شديدار  يخ نگهيدقيقه رو

سانتريفيوژ  rpm 3000 دقيقه با    15ها به مدت        نمونه -5
  .شدند
كلريد كلـسيم    ml 2دست آمده هر تيوپ در       ه رسوب ب  -6
mM 100 ًسرد حل شدكاملا  .  
 بـه   – 70 ي كامپتنت در دما   يها  سلول يدار  نگه ي برا -7

 ميكروليتر گليسرول اسـتريل افـزوده و        500 ،6محلول شماره   
تـا موقـع    و   هـا ريختـه     ميكروليتر داخل ويـال    200در مقادير   
  . شديدار نگهكلونينگ 

   .(Transformation) ترانسفورميشن -13
 ي حـاو  ي پلاسـميد  يDNA ميكروليتر از    10قدار    م  -1

Insert   ميكروليتر سلول كامپتنـت افـزوده و   200 مورد نظر به 
در ايـن حالـت     .  يخ قـرار داده شـد      ي ساعت رو  5/0به مدت   

DNAشود ي به ديواره سلول ميزبان متصل مي پلاسميد .  
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گراد  ي درجه سانت  42 ي ثانيه در دما   90 نمونه به مدت     -2
 2-3به مدت   ( يخ انتقال داده شد      ي بلافاصله رو   و گرفتقرار  
 ـ    هجا ب  در اين ). دقيقه  42 ي در دمـا   يوسيله ايجاد شوك حرارت

 دقيقه منافذ موجود در ديواره      5/1گراد و به مدت      يدرجه سانت 
  .  ميزبان باز شد و پلاسميد به داخل سلول منتقل گرديديسلول

بدون  LB ميكروليتر محيط كشت     600 سپس به اندازه     -3
 دقيقـه در شـيكر      45بيوتيك به نمونه اضافه و بـه مـدت           يآنت

در اين . قرار داده شد  ) گراد ي درجه سانت  37 يبا دما (انكوباتور  
  . كنند ي پيدا ميها فرصت ترميم و بازآراي حالت سلول

سـانتريفيوژ   rpm 3000 دقيقه با    15ها به مدت      نمونه -4
  .شدند
 سه  يپيپت شد و رو    ي از محلول روي   ي رسوب با اندك   -5
صـورت   ه كشت داده شد و ب     XGaL و   LB-Tet  ،PTGپليت  

  . راد قرار گرفتگ ي درجه سانت37روز در  يك شبانه
روز   بعـد از يـك شـبانه       .Screening يـا    يگر  غربال -4
 ـ ي سفيد و تعداد   ي كلن ي تعداد زياد  ،كشت  ـ ي كلن  ي بـر رو   ي آب

هستند كه   يهاي  سفيد ميزبان  يها يلنك. ها ظاهر شد   سطح پليت 
چنـد تـا    . اند  مورد نظر را دريافت كرده     Insert يپلاسميد حاو 

 LB-Tet سفيد انتخاب شدند و سپس در محـيط          يها يلنكاز  
ليتر از   ي ميل 3 ،كشت داده شدند و بعد از يك شب انكوباسيون        

محيط كشت برداشته و تخليص پلاسـميد شـدند و سـپس بـا              
ور برش داده شدند     مذك يها  محدودالاثر كلوني  يها كمك آنزيم 

   .ند قرار گرفتيو از لحاظ وجود ژن مورد نظر مورد بررس
ــرا.PCR روش -15 ــه PCR روش ي ب ــژ از قطع  ين

 SOX3  از سـويه SOX (dsz A, B)مربـوط بـه اپـرون    

DH5α ,  واكنشPCR  در اين آزمايش از پلاسميد     .  انجام شد
SOX4ــ ــرل مثبــت و از  ه ب ــوان كنت ــرون DH5αعن ــد اپ  فاق

  . استفاده شديعنوان كنترل منف ه بييسولفورزدا
 مناسب بـا توجـه بـه سـكانس     ي پرايمرها : پرايمر يطراح

  بـه صـورت زيـر        IGTS8 رودووكوس ارتروپـوليس     يباكتر
 : شدنديطراح

5'   GAATTCCGCGATGACTCAACAACGAC   3' 
 پرايمررفت

5'   AAGCTTCTATCGGTGGCGATTGAGGC  3' 
 پرايمر برگشت

 پرايمـر   ي در ابتـدا   EcoRI بـا    حالت سايت برش   در اين 
 ـ    Aن  ژ يرفت كه از ابتدا    كنـد و سـايت      ي شروع به خواندن م

 Bن  ژ ي پرايمر برگشت كه از انتها     ي در ابتدا  HindIIIبرش با   
  .قرار داده شد, كند يشروع به خواندن م

  : شاملPCR تركيب واكنش .PCRتركيب واكنش 
  غلظت نهايي  حجم   

10x PCR buffer  ul10  x1  
10mM dNTP mix  ul2  mM each2/0  

50mM MgCl2  ul3  m M5/1  
Primer 1(10uM)  ul1  uM5/0  
Primer 1(10uM)  ul1  uM5/0  
Primer2 (10uM)  ul1  uM5/0  

Tag DNA polymerase  ul1  unit per 10 ul25  
Templet DNA  ul1 كه در انتها با μl 80  آب مقطر

  .رسانده شدμl 100به حجم 
  

 بـا   يتكثيـر قطعـات نوكلئوتيـد      .يونفيكاس ـ يمرحله آمپل 
 و مطابق برنامـه زيـر   Corbett Researchاستفاده از دستگاه 
  :صورت پذيرفت

هـا در    دناتوراسيون آغازين كه بـا قـرار دادن نمونـه         ) الف
oc94 مرحله تكثيـر كـه در آن       ) ب.  انجام شد   دقيقه 5مدت   هب

 بـه   Extention و   Denaturation  ،Annealingسه مرحله   
در ايـن تحقيـق دناتوراسـيون       .  سـيكل تكـرار شـد      يد س تعدا

يـك  مدت   هجفت شدن پرايمرها ب    ,oc94در  يك دقيقه   مدت   هب
 oc72 در    دقيقه 3مدت   ه و مرحله طويل شدن ب      oc68 در   دقيقه

 دقيقـه   7 كه به مدت     يپليمريزاسيون نهاي ) ج. صورت پذيرفت 
  .  صورت گرفت oc72در 

  . ي بيوشيمياييها  تست-16
 DSZ يها يد فعاليت پروتئينأي تي برا:ييبس كيفتست گ

A, B ,C  در مـسير S 4   ـ   ي در سـويه نوتركيـب اشريـشيا كل
DH5α SOX3  رودوكوكـوس  يهـا   و مقايسه آن بـا بـاكتري 

 ،EGSOX سـودوموناس آئروژينـوزا      ،IGTS8 اريتروپوليس
ــدا  ــEGSOXســودوموناس پوتي ــشيا كل  SOX4 ي و اشري
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CC118λpir    ي و سويه اشريشيا كل DH5α ـ   ـ يمنف عنـوان   ه ب
به ايـن صـورت كـه ابتـدا         .  اين تست گذاشته شد    ،يكنترل منف 
 ـ  بـاكتري   ي حــاوLBروز در محـيط   مـدت يـك شـبانه    ههـا ب

ه ج ـ در 30 يبيوتيك مناسب در شيكر انكوباتور بـا دمـا         يآنت
 10 رشد داده شدند و بعد از رشـد  RPM200  گراد در يسانت
 پلــت ،تريفيوژ شــدليتــر از ايــن محــيط برداشــته و ســان يميلــ

بـار بـا     بار با آب ديونيزه و يـك       دست آمده را يك    ه ب يباكترياي
 100دست آمده را به      ه شسته شد و پليت ب     BSMمحيط كشت   

عنـوان   ه ب ppm 300، DBT ي كه حاو  BSMليتر محيط    يميل
 عنوان منبـع كـربن و      ه ميكروليتر گليسرول ب   200 ،منبع گوگرد 

 هر سويه منتقل و در      ياسب برا بيوتيك من  يميكروليتر آنت  100
 و در گــراد يه ســانتجــ در30 يانكوبــاتور شــيكردار در دمــا

rpm200    ـ     .  قرار داده شـد  ليتـر از محـيط      يهـر روز يـك ميل
 دور سانتريفيوژ گرديـد     12000قيقه در   د 5برداشته و به مدت     

 ميكروليتر از معرف گيبس اضـافه و بـه          10 يو به محلول روي   
 ـ    ،اتاق انكوبه گرديد   ي دقيقه در دما   30مدت    ي ظهور رنـگ آب

 و مثبـت بـودن تـست        2HBPها نشان دهنده حضور      در نمونه 
  . گيبس است

اليـت  ع تعيين ميـزان ف    ي برا .)استاندارد (يتست گيبس كم  
 DH5α  ي نوتركيب اشريشيا كلي در باكترياپرون سولفورزداي

SOX3ــاكتري ــا بـ ــسه آن بـ ــا  و مقايـ  رودوكوكـــوس يهـ
 ،EGSOXسـودوموناس آئروژينـوزا      ،IGTS8 اريتروپوليس

ــدا  ــEGSOXســودوموناس پوتي ــشيا كل  SOX4 ي و اشري

CC118λpir  اپرون   ي شده حاو  ي مهندس يها كه سويه SOX 
 اول  ،كـار   اين يبرا.  تست گيبس استاندارد انجام شد     ،باشند يم

تحــت BSM  ليتــر محــيط ي ميلــ100 فــوق در يهــا نمونــه
ها  نآ روز جذب    5از   بعد   ،بيوتيك مناسب رشد داده شدند     يآنت
طبق روش اولدفيلد و همكاران مقدار نمونه       .  رسيد 1-5/1 بين

 (OD=1)شان    باشد كه درنهايت همه    يانتخاب شده بايد طور   
 رشد كرده با محـيط      يها خاطر همين نمونه   هب را داشته باشند و   

BSM     ها بـا      استريل رقيق شد تا نمونهOD  انتخـاب   ي مـساو 
 ppm ي كـه حـاو  BSMليتر محيط  يميل 400 شوند و بعد به

100 DBT عنـوان منبـع گـوگرد و         هبppm2000   گليـسرول 

. بيوتيك مناسب انتقال داده شـد      ي تحت آنت  ،عنوان منبع كربن   هب
 انكوبـه  rpm  200 درجـه بـا  30ا در شيكر انكوباتور ه نمونه
 ساعت صـورت پـذيرفت و       12 بعد از    يبردار اولين نمونه . شد

 بـه ايـن     ؛ شد يبردار بار نمونه   يك  ساعت 12 سپس بعد از هر   
  : ترتيب كه

ليتر از هر نمونه برداشته شد و        ي هر دفعه ميزان يك ميل     -1
 ميكروليتـر   10بعد از سـانتريفيوژ سـوپرناتات جـدا و بـه آن             

 ـ   سپس ويال  ،معرف گيبس اضافه شد     سـاعت در    3مـدت    هها ب
هـا خوانـده     نآگراد قرار داده شدند و جـذب         ي درجه سانت  30
 و در نتيجـه فعـال بـودن         2HBP توليد   ي تعيين ميزان كم   .شد

 يها با استفاده از خوانـدن جـذب نـور          در اين سويه   S4مسير  
در .  استاندارد صورت پـذيرفت    يها و مقايسه آن با منحن      نمونه

 يها كه فعاليت آنزيم  اين پروسه دقت شد كه با توجه به اينيط
  PH مرحلـه     در هـر   ي سولفورزداي ي برا S4موجود در مراحل    

 ـ    محيط را كاهش مي      چـون تـست گيـبس در       يدهند و از طرف
8=PH   بالا بردن    ي لذا برا  ،دهد  جواب مثبت مي PH هـا    نمونه

 يـك مـولار     (Na2CO3) از كربنات سديم     يبردار بعد از نمونه  
  .استفاده شد

 ـ 2 يبردار  در هر مرحله نمونه    -2 هـا   ليتـر از نمونـه     ي ميل
 HCl) نرمال 1اسيد كلريدريك ها توسط  برداشته شد و نمونه

1N) 2  باPH=       گراد  ي درجه سانت  4 تنظيم گرديد و در يخچال
 بـه   2HBP مقـدار توليـد      يگيـر   انـدازه  ي شد تا برا   يدار نگه

  .  تزريق گرددHPLCدستگاه 
 ميـزان توليـد     يگيـر   بـه منظـور انـدازه      : استاندارد يمنحن
2HBP      ايـن   بـه .  استاندارد شد  ي در محيط اقدام به تهيه منحن 

  از  ميكرومـول  30 و   20،  15،  7،  5،  3،  1،  0ترتيب كه ميـزان     
2HBP محيط   درBSM   سـپس بـه هريـك از       . تهيه گرديـد
 oc30معرف گيبس اضافه شد و سه ساعت در  μl10 ها  غلظت

 nm600طول موج هـر يـك از اسـتانداردها در           . قرار گرفت 
 جذب بر حـسب غلظـت مـاده اسـتاندارد           يقرائت شد و منحن   

  .ت آمددس هب
 در   را كه قبلاً   يهاي  نمونه :HPLC تزريق   يتهيه نمونه برا  

 بـه هـم     بـود،  تنظيم شده    =2PHهنگام گرفتن تست گيبس با      
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 دو  ،ته و ديـده شـد كـه محـيط         خها اتيل استات ري    حجم نمونه 
ا ه ـ   نمونـه  سپسو  ) فاز محيط يا   ي و فاز آب   يفاز آل ( شد   يفاز
 در فاز محـيط      كه 2HBP دقيقه ورتكس گرديد تا      15مدت   هب

سـاعت در يخچـال      24 سـپس    ، بـرود  ياست به داخل فاز آل    
 كشيده و   ت توسط پيپ  ييساعت فاز بالا   24بعد از   . گذاشته شد 

ها در زير هود قـرار       بعد نمونه .  ريخته شد  يا  شيشه يها به لوله 
سه ( بماند ي آن باق2HBPها بپرد و  داده شد تا اتيل استات آن     

تبخير ها  كه اتيل استات نمونه بعد از اينو  ) كار انجام شد   بار اين 
 ،صورت پودر نازك ديـده شـد       هها ب   در ته لوله   2HBP گرديد،

 TFA و %50ليتــــر اســــتونيتريل  ي ميلــــ1ن آ يبــــه رو
 دقيقـه   2 ريخته شد و به مدت       %1/0) فلورواستيك اسيد  تري(

 در محلـول اسـتونيتريل حـل         كاملاً 2HBPورتكس گرديد تا    
 تزريـق   HPLC ميكروليتر از نمونه به      50ر  شود و بعد به مقدا    

  :HPLCمشخصات ستون . گرديد
 بــا ،)C18(سـتون   CECIL 1100, England مـدل  -

  )mm 6/9 و uM 10 )mm250 سايز ذرات
  نانومتر 280:  جذب-

- Flow rate: mL/min 9/0  
- Mobile phase : و %50اســـــــتونيتريل TFA 

  %1/0) فلورواستيك اسيد تري(

  
   نتايج

 E.coli CC118 λpir  يبـاكتر  . و كلونينـگ يناسايش
 شـده   ي يك سويه مهندس   ،باشد ي م SOX4 پلاسميد   يكه حاو 
 رودوكوكـوس   ي از بـاكتر   يكه در آن اپرون سـولفورزداي      است

IGTS8   تحت كنترل پروموتور tacپلاسـميد  .  كلون شده است
SOX4   محـدودالاثر   يهـا  وسيله آنزيم  ه ب يساز  بعد از خالص 

ECOR1-HindIII     بـرده   %1 ژل آگارز    ي برش داده و بر رو 
 در اين پلاسـميد كـه       يسپس اپرون سولفورزداي  ). 1 شكل( شد

 ژل بريده شد و     يدهد از رو   را تشكيل مي   Kb 8/3يك قطعه   
ــت   ــتفاده از كي ــا اس  Agarose gel DNA extractionب

سپس اين قطعه بعـد از      ). 2شكل  ( و تخليص گرديد     يجداساز
پل  ي ژل آگارز در سايت مولت     ي از رو  يازس استخراج و خالص  

 Kb 10 اش   كـه انـدازه     PVLT31 وكتور   (MCS)كلونينگ  
 و )گرديـد  كلـون  HindIII و  ECOR1 يهـا  در سايت (است  

سـپس ايـن    .  شـد  يگـذار   نـام  PESOX4،  پلاسميد حاصـله  
 مستعد ترانـسفورم  و  E.coli DH5αپلاسميد به داخل سلول 

از يك شب انكوباسـيون در      بعد  . بر روي پليت كشت داده شد     
هاي رشد كرده مورد بررسـي قـرار         گراد كلني   درجه سانتي  37

 LBهـاي سـفيد در محـيط         مجدد كلني كشت  گرفتند و بعد از     
  ). 3شكل (ها استخراج شد  پلاسميد آن

  

  
 ECORI-HindIII با λpirSOX4 CC118  هضم آنزيمي. 1شكل 

  II مولكولي ماركر وزن) 1خط
  SOX4 uncut )3 و 2خطوط 
 SOX4 digeste) 5و  4خطوط 

 ـبانـد بر   ـ ي  دايجـست بـا   PBSL118(4.7 kb)وكتـور  : يده شـده اول
HindIII-ECORI  

-HindIIIدايجـست بـا      SOX(3.8kb)قطعـه   : ده شده دومي  يباند بر 

ECORI  
  ECORI-ECORIده شده با آنزيم يقطعه بر: ده شده سومييباند بر

   HindIII-HindIIIقطعه بريده شده با آنزيم : شده چهارميباند بريده 
  

 1    2     3   4    5  

23130 
9416 
6557 
4361 

 
2322 
2027 
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 رشد كرده قطعه مـورد نظـر را         يها يكه كلن  يد اين أي ت يبرا
 ي بعد از استخراج پلاسميد حاصله برش آنزيم       ،اند دريافت كرده 

    .)4 شكل(صورت گرفت 
 ـ ،يد كلونينگ أي ت ي اين تكنيك برا   .PCRتكنيك   كـار   ه ب

 ،)kb 8/3( ي زياد اپرون سولفورزداي   با توجه به طول   . برده شد 
 كه حـدود  dszA, B يها نژ ي رفت و برگشت برايپرايمرها

kb 5/2   سـايت بـرش بـا آنـزيم        .  شـد  يطراح ـ, طول دارنـد
EcoRI پرايمــر رفــت و ســايت بــرش بــا آنــزيم '5 در ســر 

HindIII پرايمر برگشت قرار گرفت'5  در سر .  

   Kb 8/3تخراج و تخليص قطعه  اس.2شكل  
  II ي ماركر وزن مولكول:1 خط

 استخراج و تخليص شـده از ژل        Kb 8/3قطعه  : 5 و   4،  3،  2خطوط  
      Agarose gel DNA extraction وسيله هب

  
 .د ش تكثير B و   A يها ژن PCR  برنامه يساز  بهينه بعد از 

عنوان كنتـرل   ه بCC118 SOX4از نمونه PCR  ييدأ براي تو
 فاقـد اپـرون     DH5αاز  و  ) 5 از شـكل     8 و 7 يباندها( ثبتم

 6و 5 خطـوط  ( استفاده شـد   يعنوان كنترل منف   هب يسولفورزداي
  . )5از شكل 

  .ي بيوشيمياييها نتايج تست
 16دست آمـده از روش       هنتايج ب : ينتايج تست گيبس كيف   

 يهـا   فعاليت آنزيم  يبه منظور بررس  . شود ي ديده م  6در عكس   
 در سويه نوتركيب و مقايسه آن       S4 يسولفورزداي مسير   يكليد

ايـن  .  استفاده شـد   ي مورد نظر از تست گيبس كيف      يها با سويه 
 و DH5α SOX3  ي سويه نوتركيب اشريشيا كليتست بر رو

 ،IGTS8 رودوكوكوس اريتروپـوليس   يها مقايسه آن با باكتري   
ــوزا  ــودوموناس آئروژين ــدا ،EGSOXس ــودوموناس پوتي  س

EGSOXييا كلــ و اشريــش SOX4 CC118λpir  انجــام
 و  DBTدهنـده مـصرف       نشان ،يگرفت كه ظاهر شدن رنگ آب     

  . باشد ي در محيط م2HBPدر نتيجه توليد 
  

   نانومتر600هاي استاندارد در  دست آمده نمونه جذب به. 1جدول 
  استاندارد ) ميكرومولار (غلظت    )OD=600nm(جذب 

              0               0  0  
    2543⁄0               1  1  
  4430⁄0               3  3  

    8224⁄0               5   5  
   995⁄1               7    7  
  

بـراي تعيـين ميـزان       ):اسـتاندارد (نتايج تست گيبس كمي     
 در باكتري نوتركيـب اشريـشيا       DBTفعاليت سولفورزدايي از    

ا آزمـايش  ه ـ  و مقايسه آن با ساير سويهDH5α SOX3كلي 
كه توسـط اولدفيلـد و       (16تست گيبس استاندارد طبق روش      

هـا در    بعد از كشت اوليه نمونه    . انجام شد ) كار رفت  هب همكاران
 (OD=1) و مساوي شدن جـذب     BSMليتر محيط     ميلي 100
 كه  BSM) ليتري ميلي400(تر   ها و انتقال به محيط بزرگ      نمونه
 ppm2000 د وعنوان منبع گـوگر  هبppm 100  DBT حاوي

قـرار   ،بيوتيك مناسب   تحت آنتي  ،عنوان منبع كربن   هگليسرول ب 
 سـاعت يـك بـار       12رداري هر ب   به اين ترتيب كه نمونه     ؛گرفت
 ، و بعد از سانتريفيوژ كردن و افزودن معـرف گيـبس           شدانجام  
گـراد قـرار داده       درجه سانتي  30 ساعت در    3مدت   هها ب   نمونه

فاده از دســتگاه هــا بــا اســت   نآشــدند و ســپس جــذب   
  . خوانده شد nm 600اسپكتروفتومتري در طول موج 

23130 
9416 
6557 
4361 
2322 
2027  

 1           2     3     4      5   
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   CC118λpirSOX4از انتقال از بعد E.coli DH5αدست آمده از سويه  ه بSOX3د ي پلاسم.3شكل 

 IIماركر وزن مولكولي ) 1

  C118λpirSOX4 از باكتري SOX4كنترل مثبت ) 7 و 6 ،5 ،4 ،3 ،2
 DH5α به CC118λpirSOX4از انتقال از بعد E.coli DH5αدست آمده از سويه  ه بSOX3پلاسميد ) 14  الي8

 )Large scaleسازي به روش  خالص(

  
  .ECOR Iو  Hind IIIهاي محدودالاثر  مي بعد از برش با آنزSOX3د يپلاسم ميينگ با استفاده از برش آنزيد صحت كلونأيي ت.4شكل 

   IIماركر وزن مولكولي ) 4 و 1
  ده شده يدي بري پلاسمDNA) 3 و 2

  )PVLT31) 10kbي وكتور يباند بالا
 )3.8kb( ييده شده اوپرون سولفورزدايني قطعه برييباند پا

2450bp 

10   9    8    7    6   5     4     3    2    1 

21226

5148 
4268 
3530 
2027 
1902 

   1       2    3     4     5     6     7     8     9    10   11  12    13   14  
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    PCR با استفاده از (dsz A, B)تكثير قطعات ژني . 5شكل 

  عنوان كنترل مثبت  ه بSOX4  PEدست آمده از ه بABقطعات ژن ) 7 و 8، 9 ،10خطوط 
  عنوان كنترل منفي  هبفاقد اپرون سولفورزدايي  DH5α E.coli )5 و 6خطوط 
   E.coli DH5α SOX3دست آمده از  ه بAB قطعات ژن )4 و 3 ،2 خطوط
  IIIماركر وزن مولكولي ) 1خط
  
ه توليـد   دست آوردن جذب بر حسب غلظـت مـاد         ه ب يبرا

 به اين ترتيب كه ميزان     .  استاندارد شد  يشده اقدام به تهيه منحن    
 محيط در2HBP  از  ميكرومول30 و 20، 15، 7، 5، 3، 1، 0

BSM  ها    سپس به هريك از غلظت     ؛تهيه گرديدμl10   معـرف
.  قرار گرفت  oc30و سه ساعت در     ) 7 شكل(گيبس اضافه شد    

قرائـت شـد و      nm 600طول موج هر يك از استانداردها در        
 ـ        يمنحن دسـت آمـد     ه جذب بر حسب غلظت ماده اسـتاندارد ب

 ـ       ؛)1جدول  (  اسـتاندارد و جـذب      ي سپس بـا اسـتفاده از منحن
ــ  در 2HBP ميــزان توليــد ،دســت آمــده در تــست گيــبس هب

 بر اساس   ي هر نمونه يك منحن    يبرا.  شد يگير ها اندازه  باكتري
 زمان رسم    برحسب ميكرومولار در واحد    2HBPميزان توليد   
  ). 1نمودار ( مختلف با هم مقايسه شدند يها يگرديد و منحن

  

  
رودوكوكـوس  : نتايج تست گيبس كيفي از چـپ بـه راسـت          . 6شكل  
 اشريـشيا كلـي     ،EGSOX سودوموناس آئروژينوزا    ،IGTS8اريتروپوليس

SOX4 CC118λpi، اشريشيا كلي DH5α SOX3،يـدا   سودوموناس پوت
EGSOXو اشريشيا كلي  DH5α -  

  

      4         3              2         

23130  
9416  

4361 

10000bp 

3800bp 

3800bp 6557 
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 30 و  20،  15،  7،  5،  3،  1،  0هـاي اسـتاندارد ميـزان         نمونـه . 7شكل  

 50ul تهيه شد، سپس به هـر نمونـه   BSMدر محيط 2HBP ميكرومول از
ــبس اضــافه و ســپس جــذب آن  ــرف گي ــتگاه   مع ــتفاده از دس ــا اس ــا ب ه

  .خوانده شد nm 600ج اسپكتروفتومتري در طول مو
2HBP product

0
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15
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

Time (hours) x10
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)

1
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4
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ــودار  ــل . 1نم ــي عم ــاكتري  منحن ــرد ب ــاي  ك ــوس -1ه  رودوكوك
ــوليس ــوزا -IGTS8، 2اريتروپـ ــودوموناس آئروژينـ  -EGSOX، 3 سـ

 ،SOX4 CC118λpi اشريـشيا كلـي      -EGSOX  ،4سودوموناس پوتيـدا    
ــي  -5 ــشيا كل ــد  DH5α SOX3  اشري ــراي تولي ــسب 2HBP ب  برح

  ه شدميكرومولار در واحد زمان نشان داد
2HBP product

0

10

20
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Time (day)
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) 1
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 -1هـاي     دست آمده از سـويه       به 2HBPهاي    مقايسه منحني . 2نمودار  

 سـويه رودوكوكـوس   -DH5α SOX3 ،2سويه نوتركيب اشريـشيا كلـي   
 -EGSOX  ،4 سويه سـودوموناس آئروژينـوزا       -IGTS8  ،3اريتروپوليس

  SOX4 سويه اشريـشيا كلـي   -5 و EGSOXسويه سودوموناس پوتيدا 

CC118λpir  
شود تقريباً با كتري مهندسي شـده اشريـشيا    مشاهده ميكه   طوري  همان

 فعاليـت  EGSOX، مثـل سـودوموناس آئروژينـوزا    DH5α SOX3كلي 
  .  دارد2HBPمطلوبي در جهت توليد 

هـا بعـد از آمـاده         نمونه :HPLCها به     نتايج تزريق نمونه  
بـراي هـر   .  تزريق شدHPLC ميكروليتر به    50شدن به مقدار    

 بـر حـسب     2HBPاساس ميـزان توليـد      نمونه يك منحني بر     
ppm       هاي مختلف با هـم       در واحد زمان رسم گرديد و منحني

  ).2نمودار (مقايسه شدند 
  

  گيري بحث و نتيجه
 يهـا  سولفور بعد از احتراق سوخت     ي اكسيدها يآزاد ساز 

 از  يله يك أاين مس .  است يله مهم زيست محيط   أ يك مس  يفسيل
 يهـا  ث ايجـاد بـاران     هواست و بعـلاوه باع ـ     يعلل مهم آلودگ  

 ياز طرف ديگر وجود گوگرد در تركيبات نفت       . گردد ي م ياسيد
پالايش و انتقـال مـواد   , توليد  ل  ي در وسا  يايجاد خوردگ   باعث  

بـه   .شـود  يها م   چنين باعث غيرفعال شدن كاتاليست      و هم  ينفت
ــل ــشورهاي صــنعتي شــامل  همــين دلي ــدادي از ك   ســران تع
  در طي نشستي در    مريكا و ژاپن  آ, ي غرب ياروپا, ياسكانديناو

 كه بر طبـق آن لازم        قانوني را به تصويب رساندند     1994سال  
 يرونـده درصـد گـوگرد تركيبـات پتروشـيم      طور پيش هاست ب 

ر نفتي  يكه ميزان ذخا   ييجا از طرف ديگر از آن    .  [ ]كاهش يابد 
 رو به اتمام است و اكثر نفـت اسـتخراج           ،با محتواي گوگرد كم   

تـر   له بيش أ اهميت اين مس   ،توي گوگرد بالاست  شده داراي مح  
 . شود آشكار مي

, ي از تركيبــات نفتـ ـي گــوگردزداييروش رايــج بــرا 
 .باشـــــــد يمـــــــ) HDS(هيدرودسولفوريزاســـــــيون 

) Ib/in23000-150(هيدرودسولفوريزاسيون تحت فشار بـالا      
و اســتفاده از گــاز هيــدروژن در  oc455-290 بــالا يو دمــا
 تبديل گوگرد موجود در تركيبات      يا بر يفلز كاتاليزور حضور

 .پذيرد يصورت م) H2S( به سولفيد هيدروژن ينفت

,  از اين پروژه بالاسـت     يبردار  و بهره  يگذار ارزش سرمايه 
 يگــوگرد موجــود در محــصولات پتروشــيم تــر بعــلاوه بــيش

 كه بـه ايـن روش       ،باشد ي هتروسيكل م  يصورت تركيبات آل   هب
 ـ     . مقاوم است  ثر در مقايـسه بـا روش       ؤبنـابراين يـك روش م

  .نياز است  مورديشيمياي
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,  ارزان اسـت   ي بيوكاتاليـست  يهـا   كه پروسـس   يجاي از آن 
 اختـصاصيت   يپـذيرد و دارا    تحت شرايط ملايم صـورت مـي      

 ي بيولـوژيك  يهـا   به سمت توسعه روش    يتوجه زياد , بالاست
مـشخص  .  معطوف شده اسـت    ي تركيبات نفت  ي گوگردزداي يبرا

 يز ميكروارگانيسم ها با تخريب بانـدها  ايشده است كه تعداد   
.  و بيومس تبديل كننـد     CO2 را به    DBTكربن قادرند    -كربن

  . دهد  را كاهش ميياما اين روش ارزش سوخت فسيل
اند كه   چندين سويه از رودوكوكوس اريتروپوليس پيدا شده      

 ـ يها قادرند سولفور را بدون تخريب حلقه       جـدا   DBT از   ي آل
، IGTS8  ،D-1  ،SY1  ،N1-36هـاي    نمايند كه شامل سـويه    

N1-43   و H-2 هـا روابـط كـاملاً       احتمالاً اين سويه  . دنباش ي م
سـان    شبيه به هم دارند و با يـك روش يـك           يسان يا خيل   يك

 از يطــور تجربــ ه بــيســويه ديگــر. كننــد ي مــيســولفورزداي
-2 را بـه     DBT شـده كـه قـادر اسـت          يآنتروباكتر شناسـاي  

  .ايدفنيل تبديل نم ي بيهيدروكس
 يكي از اولين    ،IGTS8باكتري رودوكوكوس اريتروپوليس    

هايي است كه مطالعات گوگردزدايي در مورد آن به انجام           سويه
كلـون و تعيـين     , هاي گـوگردزدا در آن شناسـايي       نژرسيده و   

 ـ   سكانس شده  عنـوان يـك سـويه مـدل در مطالعـات            هاند و ب
  .سولفورزدايي مطرح است

 ســـه ژن مـــسئول IGTS8  رودوكوكـــوسيدر بـــاكتر
 يـك  يرو  بـر dsz A, B, C شـامل  DBT از يسـولفورزداي 
اسـت و سـه آنـزيم          قرارگرفتـه   ي   كيلوباز 120 يپلاسميد خط 

dszA, B, Cآنــزيم . كنــد  را كــد مــيDsz Cواكــنش   دو
 DBT را بـه     DBT كـه    ،كند ي را كاتاليز م   يمنواكسيژناز متوال 
كـسيژناز   يـك فلاويـن منوا  Dsz A. نمايـد  يسولفون تبديل م
كـه مرحلـه    باشـد   يك دسـولفيناز مـي  Dsz Bثانويه است و 

اين واكنش  . كند يمحدودكننده سرعت را در اين مسير كاتاليز م       
فنيــل  ي بــيهيدروكــس-2 ســولفون بــه DBT شــامل تبــديل

)2HBP (منواكـسيژناز   هر دو. باشد يو سولفيت مDsz A, C 
اد  ايج ـ يبـرا ) فـسفات   آدنـوزين دي   نوكلئوتيد (NADPHبه  

  .موازنه نياز دارند

ر يخيز و داراي ذخا    جا كه كشور ما يك سرزمين نفت       از آن 
خودكفـايي در زمينـه پـالايش و        , باشـد  فراوان نفت و گاز مي    

يكـي از  . باشـد  فرآوري مواد نفتي يك ضـرورت اساسـي مـي    
 حـذف گـوگرد از ايـن        ،ل پـالايش مـواد نفتـي      يترين مسا  مهم

ي روز  ژزمان با تكنولو   يز هم باشد و لازم است ما ن      تركيبات مي 
ــرداريم    ــام ب ــه گ ــن زمين ــا در اي ــم . دني ــي از مه ــرين  يك ت

هايي كه در چند سال اخيـر در دنيـا بـسيار توسـعه               يژتكنولو
در . باشـد   مي (BDS) روش حذف بيوكاتاليستي گوگرد      ،يافته

انـد و بـا      هـاي مختلفـي مطالعـه شـده        اين زمينه تا كنون سويه    
 ـ    ،نتهاي ريكامبين  طراحي سويه  دسـت   ه جواز استفاده تجاري ب

هـاي بـومي داراي      در اين شرايط اسـتفاده از سـويه       . اند آورده
  . باشد مزيت نسبي فراوان مي

 از  (dszA,B,C)در اين تحقيق ابتدا اپرون سـولفورزدايي        
 تحـت كنتـرل     (PVLT31)طريق يك پلاسميد وسيع الطيـف       

 ـ ، كلـون شـد  E.coli DH5α به سويه tacپروموتور  ن  كـه اي
 و سـپس توانـايي      PCRوسـيله بـرش آنزيمـي و         هكلونينگ ب 

با استفاده از تست    . يد شد أي ت BSMگوگردزدايي آن در محيط     
 ، بدون منبع سولفات   ،BSMدسترسي زيستي گوگرد در محيط      

 ـ   گـراف  و تست گيبس كيفي و كمي و       دسـت آمـده از       ههـاي ب
HPLC هـاي   يـد بيـان ژن    أيهاي بـسيار مهمـي بـراي ت         روش
 DBTدايي و بررسي توانـايي بـاكتري در اسـتفاده از            گوگردز

نتـايج ايـن آزمـون بـا گـزارش          . عنوان منبع گـوگرد اسـت      هب
Gallardo       و   1997 و همكارانش در سـالLi    و همكـارانش 

  .  مطابق بود2005در سال 
كار ديگر در ايـن تحقيـق مقايـسه فعاليـت سـولفورزدايي             

ــاكتري ــا ب ــي  ييه ــشيا كل ــامل اشري ــDH5α SOX3 ش ا  ب
 سـودوموناس   ،IGTS8هاي رودوكوكوس اريتروپوليس   باكتري

 و  EGSOX4 سـودوموناس پوتيـدا      ،EGSOX4آئروژينوزا  
هـاي مهندسـي    كه سـويه SOX4  CC118λpirاشريشيا كلي 

 با استفاده از تست گيـبس       ،باشند  مي SOXشده حاوي اپرون    
 كـه   ؛ اسـت  HPLCها دستگاه    تر از آن   ساده و استاندارد و مهم    

ــشان دا ــدن ــوزا  ،ده ش ــودوموناس آئروژين  و EGSOX4 س
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هـا   تـر از بقيـه بـاكتري     بـيش ،DH5α SOX3اشريشيا كلـي  
  . توانايي سولفورزدايي را دارند

 و Denis-Laroseمطــابق اطلاعــات داده شــده توســط  
هـاي    اپـرون سـولفورزدايي در اكثـر سـويه        ،)1997(همكاران  

لـت  دهد كه دلا   رودوكوكوس يك مسير حفظ شده را نشان مي       
هاي توليد شده توسـط ايـن اپـرون در فراينـد             بر اهميت آنزيم  

  . گوگردزدايي تركيبات نفتي است
دست آوردن يك سـويه صـنعتي لازم اسـت ايـن             هبراي ب 

ها تحت يك پروموتـور قـوي قـرار بگيرنـد و در يـك                اپرون
ها و  كند مثل سودوموناس باكتري كه در نفت به راحتي رشد مي 

تـوان بيـان ايـن       در اين حالت مي   . ده كرد ها استفا  رودوكوكوس
اپرون را در شرايط مختلف بررسـي كـرد و شـرايط اپتـيمم را               

هـاي   دست آورد و در مرحله بعد ميزان بيان و فعاليت آنـزيم       هب
شرايط كشت انبوه و در محيط فرمانتور          در s4 كليدي در مسير  

بررسي خواهد شـد و شـرايط بـراي اسـتفاده صـنعتي از ايـن                
فنيــل  هيدروكــسي بــاي-2. هــا فــراهم خواهــد گرديــد ســويه

(2HBP) عنوان محصول نهايي در محيط تجمـع يافتـه كـه            ه ب
 محيط كشت با اسـتفاده از تـست گيـبس           ريد  حضور آن د    أيت

كيفي و ظهور رنگ آبي مشخص شد كه بـا نتـايج آزمايـشات              
Oldfild    كه معـرف    اما به دليل اين   ؛مطابق است 1997 در سال

داري واكـنش داده و      ماده آروماتيك هيدروكـسيل   گيبس با هر    
 در  2HBPيـد توليـد     أي لـذا بـراي ت     ،شـود  رنگ آبي ظاهر مي   

هايي كه كـار شـده از روش كرومـاتوگرافي           محيط براي سويه  
دسـت   ه استفاده گرديد كه نتايج ب     (HPLC)ي بالا   يمايع با كارا  

 2HBPيد توليد   ؤ م HPLCهاي   آمده از سطح زير پيك گراف     
چـون هـدف در ايـن       .  روز در محيط كشت اسـت      4 در مدت 

 در كلـونينگي كـه انجـام داديـم و           2HBPمطالعه اثبات توليد    
هاي مهندسي شده ديگري كه در اين تحقيق         مقايسه آن با سويه   

كـه  رسـد    طور به نظرمـي     اين ، است HPLC توسط   ،آمده است 
اين باكتري نوتركيب هم داراي فعاليت سولفورزدايي هست و با   

 برابـر  هاي مذكور توان گوگردزدايي آن تقريباً     سه با باكتري  مقاي
  .   استEGSOXسودوموناس آئروژينوزا 

  تشكر و قدرداني 
گـاه ملـي تحقيقـات مهندسـي         اين پژوهش توسط پژوهش   

حمايـت  ) ع(وري و دانشگاه امام حـسين       آ  فن ژنتيك و زيست  
  . شده است

و اساتيد محترم جناب آقاي دكتر جمـشيد راهـب عـض           از
ــ ــك و    أهي ــي ژنتي ــات مهندس ــي تحقيق ــز مل ــي مرك ت علم

وري و دكتـر ميرلطيـف موسـوي از دانـشگاه امـام             آ  فن زيست
  . شود هاي لازم قدرداني مي خاطر همكاري هب) ع(حسين 
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