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افزايش قدرت سولفورزدايي بيولوژيك از طريق كلونينگ و بيان ژن 
 با استفاده IGTS8بدست آمده از باكتري رودوكوكوس اريتروپوليس  اكسيدوردوكتاز

  PET21aاز وكتور بياني 
  
  (M.Sc) حديث بهزادي  ،(M.Sc)  ي مقدميالهام آقا ،)Ph.D ( *جمشيد راهب 

  فناوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست 
 
  ده يچك

هـاي بهينـه شـده       بيودسولفوريزاسيون يك روش ميكروبي است كه طي آن با اسـتفاده از سـويه             : هدف سابقه و 
 هـاي مـوثر اسـتفاده از        يكـي از روش    ،شود باكتريايي سعي در افزايش توان قدرت گوگردزدايي از تركيبات نفتي مي          

 هـاي گـوگردزدايي را در        مـورد نيـاز بـراي فعاليـت ژن          FMNH2باشد كه    هاي اكسيدوردوكتاز افزايش يافته مي     ژن
  كـه بـه عنـوان    IGTS8ژن اكسيدوردوكتاز باكتري رودوكوكوس اريتروپوليس مطالعه  در اين   . دهند دسترس قرار مي  

سـپس بـراي بدسـت      . بدست آمـد   PCRيك سويه مدل در تحقيقات گوگردزدايي مطرح است با استفاده از تكنيك             
  . استفاده شدPET21a از وكتور بياني آوردن بيان بالاتر
 محـدود  يهـا   استخراج و توسـط آنـزيم  Ecoli-DH5α ي  از باكترPTZ57 ORپلاسميد نوتركيب : ها مواد و روش

 ي بيـان ي جدا شد سـپس در وكتورهـا  bp 600 برش داده شد كه ژن اكسيدوردوكتاز به طول HindΙΙΙ وEcorΙكننده 
 IPTG نظر پس از القـاء بـا         رد مو ي پروتئين ي بيان سيتوپلاسم  ي بررس يو برا كلون گرديد    PET-21aو   PKKمختلف    

  . ژل آكريل آميد برده شدي مختلف بر رويها زمان در
 يوكتـور بيـان     ايـن ژن در    PCR بوسـيله      PTZ57Rپس از تاييد وجود ژن اكسيدوردوكتاز در پلاسميد         :  ها يافته

PKKژل ير رو يك باند ضعيف بي القايطي كلون شد كه در شرا SDS-page درناحيه KDa 25 يكـه بـرا  .  نـشان داد 
  . در همان ناحيه نشان دادرا ي استفاده شد كه باند شارپPET-21aبدست آوردن بيان بالاتر از وكتور 

  منجر به افزايش قـدرت بيـان         Ecoli ي كلونينگ و بيان انبوه ژن اكسيدوردوكتاز در باكتر        يجداساز: يگير نتيجه
  .شود  شده ميي مهندسيها  در سويهيدائ گوگردزيها ژن

  
  . بيولوژيك، اكسيدوردوكتازي، گوگردزدائIGTS8رودوكوكوس اريتروپوليس : ي كليديها واژه

  
  مقدمه

نفت خام همواره بعنوان يكي از منابع مهم توليـدي انـرژي            
امـا حـضور    .  انـرژي الكتريكـي مطـرح بـوده اسـت          خصوصاً
حتـراق ايـن    هايي كه در مراحـل مختلـف پـالايش و ا           آلاينده
هايي را در زمينه مـصرف       شوند محدوديت  ها ايجاد مي   سوخت

هـا اكـسيدهاي     تـرين آلاينـده    از مهـم  . اند اين مواد ايجاد كرده   

در زمـان    گوگردي هستند كه در اثر حضور گوگرد در نفـت و          
  ]6-10 [مي آينداحتراق بوجود 

اين مواد در زمينه زيست محيطـي و صـنايع مـشكلاتي را             
هاي اسيدي ايجاد خوردگي     اند از جمله ايجاد باران     هتوليد نمود 

در ادوات و تجهيــزات پــالايش و از بــين بــردن آنهــا خرابــي 
ــاختن     ــال س ــر فع ــرژي و غي ــد ان ــاي مول زودرس موتوره

    :jam@nigeb.ac.irEmail                               021- 44580399   :    نمابر021 - 4480387 :تلفن نويسنده مسئول، *
]   5/4/1386:       تاريخ پذيرش27/10/1385: تاريخ دريافت
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مـوثر  هاي فلزي كه در فرايندهاي مختلـف پـالايش         كاتاليست
  ].1,3,10,6,4 [هستند

حذف گوگرد   ي برا ي راه كارهاي  يبنابراين بايد در جستجو   
  ي بكار رفته روش شـيمياي     يها ترين روش   از متداول  ييك. بود

ــ ــا كمــك   يهيدرودسولفوريزاســيون م ــن روش ب باشــد در اي
  بالا گوگرد احياء شده و     ي در فشار و دما    ي فلز يها كاتاليست

  ].6 [شود ياز نفت جدا م
 صــرف -1 كــه درايــن روش وجــود دارد ي مــشكلاتامــا
يد دما فشار و تهيه منبع هيـدروژن         تول ي هنگفت برا  يها هزينه

 گوگرد مثل تيوفن و     ي تركيبات هتروكسيل آروماتيك حاو    -2
  .باشند يبنزوتيوفن به اين روش مقاوم م يد

 گوگرد با استفاده    كي حل اين مشكلات حذف بيولوژ     يبرا
تـرين ايـن      از مهـم   ييك ـ. يشنهاد شد پزا  وگرد گ يها ياز باكتر 
بود كه بـه   IGTS8 روپوليسها سويه رودوكوكوس اريت يباكتر

 در .باشد ي مطرح ميعنوان سويه مدل در تحقيقات گوگرد زدائ    
 ـ يرو بر dszA,B,C  سه ژنياين باكتر  ي پلاسـميد خط ـ كي

 كـد شـده   يها قرار گرفته كه پروتئين Kb 120 بزرگ به طول
 dszD  به نـام ي پروتئين چهارميتوسط اين سه ژن با همكار

شود در يـك مـسير       ياپرون كد م   خارج از اين     يكه توسط ژن   
بنزوتيوفن را به تـدريج اكـسيده        دي  اس4  به نام  يا شناخته شده 

 ياز آن جائ. كنند ي ميكرده و به صورت يون سولفات جداساز  
به عنـوان   NADPH و FMNH2  انجام اين واكنش بهيكه برا
 FMNH2 با تامين dszD  مورد نياز است لذا پروتئيناليزوركات

بـا شناسـايي   . كند ي ايفا ميدر مسير گوگرد زدائ   يا نقش عمده 
 تـرين  كننده آنزيم اكسيدورودوكتاز، كه يكي از اساسـي       كد  ژن  

هـا   در باكتري اس  4اي مسير گوگردزدايي     كاتاليزورهاي واسطه 
 ايـن ژن بـه   نبـوه هاي بعـدي و بيـان ا    باشد، راه را در طرح     مي

 ميـزان   ها در باكتري اس  4سولفورزدايي  هاي مسير    موازات ژن 
 هاي از آنجائي كه آزمايش. توان بالاتر برد سولفورزدايي را مي

invitro نشان داده است كه افزايش NADH, FMNH2   باعث
هــاي ســولفورزدا  افــزايش قــدرت ســولفورزدايي در بــاكتري

ــزوم كلونينــگ مــي  و بيــان ايــن ژن جهــت افــزايش شــود، ل
نينـگ  هدف ما جداسازي و كلو   . سولفورزدايي قابل درك است   

ــوس    ــاكتري رودوكوك ــويه ب ــك س ــسيدوردوكتاز از  ي ژن اك
  .باشد  بيان بيوشيميايي اين ژن  ميياريتروپوليس و بررس

  
  ها مواد و روش

 weight , II Low Molecular ن مولكوليژ ماركرو:مواد

بكـار رفتـه از    EcoRI , HindIII هـاي محـدود الاثـر    و آنزيم
لص سـازي  كيـت خـا  . خريـداري شـد    Fermentase شركت
 T4 DNA و آنزيم  Agrose GeL DNA Extraction پلاسميد

Ligase محصول شركت Roche باشد مي.  
 PTZ57OR  مطالعات بر روي كلون:هاي باكتريايي سويه

صورت پذيرفت كـه در اثـر كلونينـگ ژن اكـسيدوردوكتاز از             
. بدست آمـده اسـت   PTZ57R به داخل وكتور IGTS8 باكتري

، ژن اكسيدوردوكتاز از    PCR توسط اصلئيد كلون ح  اپس از ت  
كلـون   PKK223-3 داخل آن تخليص شده و به داخل وكتـور 

. ترانسفورم گرديد Ecoli و DH5α سپس به داخل سويه شد و
ــزيم  ــا اســتفاده از آن هــاي  بعــد از تأئيــد صــحت كلونينــگ ب

  محدودالاثر بررسي براي بيان پروتئين موردنظر صورت گرفت
 Large خراج پلاسـميد بـه روش   است:استخراج پلاسميد

Scale ) صورت گرفت11و طبق رفرنس شماره ) ليز قليايي .  
ابتدا پرايمرهاي مناسب بـا  : PCR  طراحي پرايمر و روش

  :سكانس هاي زير طراحي شد
 GAA TTC ATG TCT GAC AAG CCG-`5رفـت  

AAT GCC-3`  
 TCT AGA CTA TTG ACC TAA CGG-`5برگشت 

AGT CGG-3`  
ر قطعات نوكلئوتيدي ژن اكـسيدوردوكتاز بـا        و سپس تكثي  

  .انجام گرديد Corbett Research استفاده از يك دستگاه
نظـر بـا      بررسي براي بيان پـروتئين مـورد       :بيان پروتئين 

  .انجام شد  (SDS PAGE) استفاده از ژل اكريلاميد
  

  نتايج
ابتدا سكانس ژن اكسيدوردوكتاز در باكتري رودوكوكـوس        

ــروژوليس ــق IGTS8اريت ــGene bank از طري ــوله  و ب   ط
 bp 597          بدست آمد و براي طراحي پرايمر مورد استفاده قرار 
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  در ابتـداي     EcoRIحالت سايت برش با آنزيم       در اين . گرفت
 در انتهاي پرايمـر     HindIIIپرايمر رفت و سايت برش با آنزيم        

ــد   ــرار داده شـ ــشت قـ ــميد DNA از PCR. برگـ  ي پلاسـ
PTZ57OR) ملــي مهندســي ژنتيــك و زيــست گــاه  پــژوهش

 درجه سانتي گراد به مدت Annealing  57 در دماي )فناوري
حالت يك باند در     در اين .  سيكل با انجام شد    30يك دقيقه و    

مـشاهده شـد كـه نـشان دهنـده وجـود ژن        bp  600ناحيـه  
ســپس . باشــد  مــيPTZ57ORاكــسيدوردوكتاز در پلاســميد 

ثـر بريـده شـد و ژن        هـاي محـدود الا     پلاسميد توسـط آنـزيم    
و در داخل وكتور بيـاني       ) 1شكل   (اكسيدوردوكتاز جدا گرديد  

PKK223-3  هـاي محـدودالاثر       كه توسـط آنـزيمEcoRI , 

HindIIIبريده شده بود، كلون شد .  

-pKK 233   و پلاسـميد  pKK 233-3 لكتروفورز پلاسميد .1شكل

   1%بريده شده، جهت كلونينگ روي ژل  آگارز 3
  pKK 233-3  پلاسميد ) 3 و 100bp   2كر وزن مولكولي مار) 1
 بريده شده با pKK 233-3 وكتور) 100bp  5ماركر وزن مولكولي  )4

HindIIIو EcoRI        6 ( ژن اكسيدوردوكتاز بطول)bp 600 ( كه از
  .  بريده و تخليص شده استpTZ57ORداخل وكتور 

مناسـب   بداخل باكتري پـذيراي      Ligationسپس محصول   
)Ecoli, DH5α (   ــتخراج ــس از اس ــد و پ ــسفورم گردي تران

شـكل  ( بريده شـد  هاي محدود الاثر     ها با آنزيم   پلاسميد، كلون 

2.(  
  
  pKK 233-3كلون ژن اكسيدوردوكتاز به داخل وكتور بياني  : 2-شكل 

 insert فاقد pKK 233-3وكتور  ) λ3     2ماركروزن مولكولي ) 1
   حاوي ژن اكسيدوردوكتازpKK 233-3 شامل وكتور Aكلون ) 3
    EcoRI وHindIII بريده شده با آنزيمهاي Aكلون ) 5و4
 pKK 233-3 شامل وكتور Aكلون ) bp   7 100ماركر وزن مولكولي ) 6

 بريده شده با آنزيمهاي Dكلون ) 9 و8   حاوي ژن اكسيدوردوكتاز
HindIIIو EcoRI   

  
جـدا   bp 600ه  حالت ژن اكسيدوردوكتاز در ناحي      در اين 

سـپس بـراي    . باشد گرديد كه نشان دهنده صحت كلونينگ مي      
بررسي بيان پروتئين موردنظر، يك تك كلون باكتري بـصورت   

 در محـيط    50/1اورنايت كشت داده شد و بعد با ضريب رقت          
LB    حاوي  Amp      تلقيح گرديد و بعد از رسيدن OD    به ميزان  

ــا  پس در  انجــام شــد ســmM1 IPTGمناســب، اينداكــشن ب
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برداري انجام شد و بر روي        نمونه ءهاي مختلف بعد از القا     زمان
ــرده شــدSDSحــاوي % 12ژل اكريلاميــد  ، در )3شــكل (   ب

 دـده نشد كه به علت     KD25 در ناحيه    يحالت باند مشخص   اين
. باشـد    مي  PKK223-3بيان كم ژن اكسيدوردوكتاز در  وكتور        

تر در يك    بنابراين ژن اكسيدوردوكتاز تحت يك پرومتور قوي      

بـراي  .  كلون گرديـد   pet-21a جديد تحت عنوان       يوكتور بيان 
-PETاطمينان از وجود ژن اكسيدوردوكتاز در وكتـور بيـاني             

21aهاي هاي مشكوك توسط آنزيم     كلونECORΙ/HindШ‚ 

HindШ‚ ECORΙ 4 و3شكل ( .داده شد برش.(  

 كـه شـامل پلاسـميد    DH5αالكتروفورز عصاره بـاكتري    tac تحت پروموتور pKK 233-3 بررسي بيان سيتوپلاسمي ژن اكسيدوردوكتاز در پلاسميد .3كل  ش
pKK 233-3 حاوي ژن اكسيدوردوكتاز ميباشد، توسط ژل SDS-PAGE   12درصد  

  IPTG قبل از القاء با Aعصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده ) 4 ) كنترل منفيpKK 233-3)  عصاره باكتري حاوي پلاسميد) 2و3 ماركروزن مولكولي) 1
   IPTG ساعت بعد از القاء با A.4عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده  ) IPTG 6 ساعت بعد از القاء با A.2عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده  ) 5
عصاره باكتري ) 10و11وIPTG      12 ساعت بعد از القاء با 6, 7درزمانهاي A كتري حاوي پلاسميد كلون شده  عصاره با) 8و9   آنزيم اكسيدوردوكتاز) 7

  IPTG  ساعت بعد از القاء با 9,8, 21درزمانهاي. Aحاوي پلاسميد كلون شده  

1          2           3         4         5        6         7        8        9        10        
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      PET-21a كلون ژن اكسيدوردوكتاز به داخل وكتور بياني .4شكل 
  insert   فاقد PET-21aوكتور ) 1
   EcoRI وHindIII  بريده شده با آنزيمهاي PET-21aوكتور ) 2

     حاوي ژن اكسيدوردوكتازPET-21a  شامل وكتور Dكلون ) 3
    EcoRI وHindIII بريده شده با آنزيمهاي Dكلون ) 4
    EcoRI وHindIII بريده شده با آنزيمهاي Eكلون ) 5
    حاوي ژن اكسيدوردوكتازPET-21a  شامل وكتورEكلون ) 6
  insert   فاقد PET-21aوكتور ) 7
    EcoRI وHindIII  بريده شده با آنزيمهاي PET-21aوكتور ) 8
  bp 100ماركر وزن مولكولي ) 9
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      T7 تحت پروموتور PET-21a    بررسي بيان سيتوپلاسمي ژن اكسيدوردوكتاز در پلاسميد .5شكل
   درصدSDS-PAGE  13 ژن اكسيدوردوكتاز ميباشد، توسط ژل PET-21a حاوي پلاسميد   كه شامل پلاسميدDH5αالكتروفورز عصاره باكتري 

 ساعت بعد از القاء 1,2,4عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده در زمانهاي ) IPTG   2,3,4عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده قبل از القاء با ) 1
  ماركروزن مولكولي) IPTG  7 ساعت بعد از القاء با 6,7عصاره باكتري حاوي پلاسميد كلون شده در زمانهاي ) IPTG  5‚6با 

  
 جـدا  bp 600حالت ژن اكسيدوردوكتاز در ناحيـه    در اين

باشد پـس از انجـام       كلونينگ مي  صحتگرديد كه نشان دهنده     
 يوكتور بيان  بيان ژن اكسيدوردوكتاز در      يكلونينگ جهت بررس  

PET-21aبــصورت ي نمونــه بــاكتر2 ،  هماننــد مرحلــه قبــل 
 كـه حـاوي     aDH5اورنايت كـشت داده شـد، يكـي بـاكتري           

و نمونه ديگر حاوي    ) بعنوان كنترل منفي    (PET-21aپلاسميد  
بعنـوان كنتـرل    (  ژن اكـسيدوردوكتاز      وه   بعلا   PET-21aكلون  
 شـد در   اضـافه  mM 1  IPTG  هـا  سپس بـه آن ، بود) مثبت

برداري انجام گرفت آمد و اضافه گرديـد         ساعات مختلف نمونه  
ــر رو ــپس ب ــد% SDS - PAGE  ،13 ژل يو س ــرده ش   ب

  .)5شكل(
  

  گيري بحث و نتيجه
ــروتئين  منواكــسيژنازي هــستند كــه dszA dszCهــاي  پ

NADHرســاند، بلكــه از   را بطــور مــستقيم بــه مــصرف نمــي
FMNH2     توليد شده توسط DszD  مـوقعي  . نمايـد   استفاده مي
شـوند يـا در      ردوكتاز به مخلوط واكنش اضـافه مـي        كه فلاوين 
هاي نوتركيـب اوراكـسپرس مـي گردنـد، سـرعت            كانستراكت

هـاي   در نتيجه ژن  . يابد  برابر افزايش مي   100سولفورزداييي تا   

بنابراين پس  .  دارند dszDسولفورزدايي نياز به محصولات ژن      
   ي در وكتور بيـان    يولفورزداي س يها  و كلونينگ ژن   ياز شناساي 

PET-21a           كه قبلا انجـام شـده بـود ژن dszD       را كـه از يـك 
اريتروپوليس كه از دانشگاه شهيد بهـشتي         باكتري رودوكوكوس 

 98در اختيار ما قرار گرفته بود جدا و تعيين توالي كرديم كـه              
درصد با ژن اكسيدوردوكتاز باكتري رودوكوكوس اريتروپوليس 

IGTS8ندارد مطابقت داشت  استا.  
 اين ژن در ناحيه مولتي پل كلونينگ سـايت وكتـور            سپس
PTZ57R     اينكه مشخص شود يبرا.   به منظور تكثير كلون شد 

  PKK233-3 يشود در وكتور بيان    ياين ژن داخل سلول بيان م     
 در ژل   يكه چـون بيـان انبـوه      .  كلون شد  tacتحت پروموتور   

 ايـن  كـه  كه داشـتيم  يرفرنسآكريلاميد ديده نشد و با توجه به   
-PETدر وكتـور   و  برابـر 20 تنهـا    PKK233-3ژن در وكتور    

21a  ــدار ــه مق ــابراين ژن    1000 ب ــد بن ــزايش مياب ــر اف براب
-PET در وكتـور  T7 تـر   ياكسيدوردوكتاز تحت پروموتور قو   

21a ــد ــون ش ــه   و.   كل ــد KD 22در ناحي  در ژل آكريلامي
-PETن ژن در وكتور     دهد اي  ياوراكسپرس ديده شد كه نشان م     

21aشود ي بيان م.  

1         2          3         4         5           6         7      kDa  
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DszD   اكسيداسيون NADH      را با اكـسيژناسيون سوبـسترا 
 dsz A,Cكنـد و فعـال سـازي      متـصل مـي  Dsz A, Cبوسيله 
مـوقعي كـه   . گـردد   از نظر كنيتيكي اشباع مـي Dsz Dبوسيله 
منونوكلئوتيـدردوكتازهاي ديگـر بـه       ردوكتـاز، فلاويـن    فلاوين

هاي نوتركيب   شوند يا در كانستراكت    مخلوط واكنش اضافه مي   
 برابـر   100گردند، سـرعت سـولفورزدايي تـا          مي اوراكسپرس
  .يابد افزايش مي
هاي سولفورزدايي نياز به محـصولات ژن        كه ژن   اين نتيجه

dszD بنابراين ژن   .  دارندdszD       را جدا و تعيين توالي كـرديم  .
 آن در هدف ما اين است كه با بيان انبـوه ايـن ژن و كلونينـگ       

هاي سولفورزدايي، فعاليت سولفورزدايي را افـزايش        امتداد ژن 
  .دهيم

  ما در آينده  اين است كه با بيان انبوه اين ژن   ي هدف بعد 
ــداد ژن ــگ آن در امت ــت   و كلونين ــولفورزدايي، فعالي ــاي س ه
  .سولفورزدايي را افزايش دهيم
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Enhansment of Biodesulfurization activity via the over 
expression of the oxidoreductase gene from 
R.erytheropolis IGTS8using pet 21a vector  
 
J. Raheb (Ph.D)*, E. Aghaei (M.Sc), H. Behzadi (M.Sc)  
National Institute for Genetic Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, IRAN 
 

Introduction: Biological desulforezation is a microbial procedure which uses manipulated bacterial 
strains for increasing of desulforezation  from petroleum products. 

Materials and methods: The method is being tested by several big oil companies for making a safe 
fuel and for preventing air pollution one of the methods for enhancement of desulforezation of 
microbial oil strains is increasing of copy number of oxidoreductase gene. this gene is able to supply 
the required FMNH2 for desulforezation genes of Rhodococcus erythropolis IGTS8 , which is used as 
a model micro organism in desulforezation researches, was amplified with PCR and was cloned in to 
the PTZ57R vector. Then the oxidoreductase gene was extracted by agarose gel DNA extraction kit as 
a 600 bp fragment and was inserted in to the pkk223-3 expression vector. 

Result: After induction, the desired protein was weakly detected as a 25 KD band in SDS-PAGE 
gel . However using another expression vector(PET 21a), a sharp band was detected in the same area. 

Discussions: At present , the studies was focused on increasing the production in  National 
Instutute of genetic Engineering and bio technology we are trying to apply genetic  Engineering tools 
to increase gene dosage of  oxidoreductase gene to enhancement of  desulforezation gene expression. 

 
Key words: Biological desulfurization, Rhodococcus-erythropolis IGTS8 
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