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  چكيده

هيدرولاز آنزيم هوموديمري است كه قادر به هيـدروليز پيونـدهاي فـسفواستر و كـاهش سـميت                    آنزيم ارگانوفسفر  :هدف
ز را ابزار ارزشمندي براي تجزيه، تشخيص   هيدرولا  ارگانوفسفر ،اين خصوصيت آنزيم  . استهاي ارگانوفسفره    نوروتوكسين

  . سازد پالايي سموم ارگانوفسفره مي و زيست
سازي براي مخمر     در اين مطالعه ژن آنزيم ارگانوفسفر هيدرولاز باكتري سودوموناس ديمينوتا پس از بهينه             :ها  مواد و روش  

 ناقـل در ) به فرم غـشايي در بـاكتري وجـود دارد       آنزيم ارگانوفسفر هيدرولاز    (پيكيا پاستوريس و تبديل آن به فرم ترشحي         
پس از ترانسفورم و القاي مخمرهاي نوتركيب، آنزيم به لحاظ تجزيه سموم، تعيين پارامترهاي              . دش كلون   pPICZαBبياني  

  . شدارزيابي سينتيكي بيوشيميايي و 
 درصد از محلول    33 و با بازده     گرم پروتئين  ي واحد در ميل   421/0×  103  مرتبه و با فعاليت ويژه     49/7 آنزيم به ميزان     :نتايج

 pHگـراد و      درجه سانتي  50آنزيم بهترين فعاليت و پايداري را تا دماي         . دشسازي     جداسازي و خالص   ،رويي محيط كشت  
) Vmax(  حـداكثر سـرعت آنـزيم      و) Km( سيليكائيم ثابت با استفاده از سوبستراي پارااكسون،    . داد   از خود نشان     10  تا 7
هـاي دو ظرفيتـي بـسيار        آنزيم نـسبت بـه كـاتيون      . دش ميكرومولار در دقيقه محاسبه      23/11 ميكرومولار و    96/45ترتيب   به

وزن مولكولي آنـزيم  . داد  فعاليت خود را از دست  سديم دودسيل سولفات كننده نظيرواسرشتهحساس بود و توسط عوامل      
  .لتون تخمين زده شد كيلودا40 حدود SDS-PAGEبا استفاده از الكتروفورز 

فعاليت . دنك  ثري سموم ارگانوفسفره نظير پارااكسون را تجزيه مي       ؤطور م   آنزيم به  بر اساس نتايج بررسي حاضر     :گيري نتيجه
كاتـاليزگر   آنزيم نسبت بـه انـواع باكتريـايي، آن را            سيليكائيم ثابت و دماهاي بالا و همچنين پايين بودن         pHو پايداري در    

  . سازد پالايي و تشخيصي مي براي كاربردهاي زيست مناسبي زيستي
 

  هيدرولاز، پيكيا پاستوريس  تركيبات ارگانوفسفره، ارگانوفسفر:كليدواژگان
  
  

 مقدمه
  Organophosphorus(هــر ســاله تركيبــات ارگانوفــسفره 

  

Compounds (           هزاران نفر را در گوشه و كنار جهـان مـسموم
ــي   ــر م ــدها نف ــرگ ص ــث م ــرده و باع ــو ك ــات ]. 1[د ش تركيب
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هاي بسيار سـمي     اي از نوروتوكسين    ارگانوفسفره متعلق به دسته   
كـش و تركيبـات      كش، جونـده   است كه معمولاً به عنوان حشره     

اين تركيبات آنزيم اسـتيل     ]. 2[شود    شيميايي جنگي استفاده مي   
هـاي   را در سـيناپس   ) Acetylcholinesterase(كولين اسـتراز    

كـرده، منجـر بـه از دسـت رفـتن      سيستم عصبي مركـزي مهـار     
بعـد  ]. 3[شـود   فعاليت و عملكرد اعصاب و در نهايت مرگ مي       

از مصرف، اين تركيبات در خاك، آب، محصولات كشاورزي و          
كنـد    ها را تهديـد مـي       محصولات آبي باقيمانده و سلامتي انسان     

هاي تركيبـات     هاي حل مسئله آلودگي     ترين راه   يكي از مهم   ].4[
) Bioremediation(پـالايي    تـشخيص و زيـست    ارگانوفسفره،  

تركيبات ارگانوفسفره داراي سـه پيونـد        ].5[اين تركيبات است    
اسـتر در    فسفواستر بوده و از اين رو اغلب اصطلاح فسفو تـري          

تنها يكي از پيوندهاي    . شود هيدروليز   ها به كار برده مي     مورد آن 
قابـل  طـور    توانـد بـه     مي) P-O  ،P-S  ،P-F  ،P-CN(فسفواستر  
در مـورد پـاراتيون     . هـا را كـاهش دهـد        اي سـميت آن     ملاحظه

)Parathion (         با هيدروليز يكي از پيوندها سميت به حدود صد
ــي  ــاهش م ــر ك ــد  براب ــدرولاز   ].6[ياب ــسفر هي ــزيم ارگانوف آن

)Organophosphorus Hydrolase: OPH (  ــك آنــزيم ي
 اي باعـث هيـدروليز      طور قابـل ملاحظـه     هومودايمر است كه به   

شـود    هاي ارگانوفسفره مي   پيوندهاي فسفواستر در نوروتوكسين   
هـاي    زدايـي زمـين    زدايي و آلـودگي    اين آنزيم در زمينه سم    ]. 7[

ــموم      ــه س ــوده ب ــيميايي آل ــسليحات ش ــار ت ــشاورزي و انب ك
 را بـه عامـل      OPHاين مسئله آنـزيم     . ارگانوفسفره كاربرد دارد  

ي تبديل نمـوده    پالايي و تجزيه عوامل عصب     مناسبي براي زيست  
هايي تجزيه كننده سـموم ارگانوفـسفره نظيـر           باكتري]. 8[است  
هـاي   ، گونـه ]Flavobacterium sp] (9(هاي فلاووباكتر  گونه

ــودوموناس  ــاكتر ] Pseudomonas sp] (10-12(س و آرتروب
)Arthrobacter sp] (13 [هايي كه در تماس بـا ايـن    از محيط

 ـ. انـد   اند جدا شـده     تركيبات بوده   OPHمنظـور توليـد آنـزيم        هب
اخيراً اسـتفاده   . اند  هاي بياني مختلفي استفاده شده      كنون سيستم  تا

ــك   ــر متيلوتروفي ــا ) Methylotrophic Yeast(از مخم پيكي
به عنوان ميزبان سـلولي بـراي   ) Pichia pastoris(پاستوريس 

پيكيــا . هــاي ترشــحي بــسيار رايــج شــده اســت بيــان پــروتئين
هـاي نوتركيـب محلـول و بـا           توليد پروتئين پاستوريس قادر به    

در اين مطالعـه    ]. 15-13[مناسب است   ) Folding(تاخوردگي  
 ترشـحي در مخمـر پيكيـا        OPHروش موفقي براي بيان آنزيم      

ــت   ــده اس ــه ش ــتوريس اراي ــدا ژن . پاس ــاكتري OPHدر ابت  ب
ــا  ــودوموناس ديمينوت ــراي ) Pseudomonas diminuta(س ب
سازي شـد و سـپس ژن نوتركيـب          هينهميزبان پيكيا پاستوريس ب   

OPH         در مرحلـه   .  در ناقل بياني مخمر به منظور بيان كلون شد
هاي بيوشـيميايي و سـينتيكي        سازي و تعيين ويژگي     بعد خالص 

  .آنزيم نوتركيب توليد شده ارزيابي شد
  

  ها مواد و روش
 و  DH5αهـاي     از سـوش   DNAهاي   ورزي در تمامي دست  

Top10F' كلي  باكتري اشريشيا)Escherichia coli (  تهيه شـده
 X.33سـوش   . از بانك سلولي انستيتو پاستور ايران اسـتفاده شـد         

، X.33 مربوط به مخمر     pPICZαBمخمر پيكيا پاستوريس، ناقل     
 AOX1(تعيين توالي الكل اكسيداز يـك       ) Primers(آغازگرهاي  

:Alcohol Oxidase1(زئوسين هاي بيوتيك  و آنتي )Zeocin ( و
 آمريكـا و    Invitrogenاز شركت   ) Tetracycline(يكلين  تتراس
 پليمـراز،  XhoI( ،DNA Pfu و XbaI(هاي محدودكننده  آنزيم
Taq DNA    پليمراز و T4 DNA     ليگاز از شركت Fermentase 

همچنين سوبستراي ارگانوفسفره پارااكـسون     . كانادا خريداري شد  
)Paraoxon ( ــركت ــد Sigmaاز شـ ــداري شـ ــا خريـ .  آمريكـ

 )LB) Luria Bertaniهاي اشريشيا كلي در محيط كـشت   سوش
 Triptone(  ،5/0( درصد تريپتون    1 درصد عصاره مخمر،     5/0(

 Low( بــا غلظــت نمــك كمتــر LBو ) درصــد كلريــد ســديم

Salt Luria Bertani: LSLB (براي كـشت  . كشت داده شدند
 YPDS) Yeast Extract Peptone Dextroseمخمر از محيط 

Sorbitol) (1     ،درصد پپتون    2 درصد عصاره مخمر )Peptone( ،
 Yeast (YPGو محـيط    )  مولار 1 درصد دكستروز، سوربيتول     2

Extract Peptone Glycerol() 1 ،2 درصــد عــصاره مخمــر 
  .استفاده شد)  درصد گليسرول2درصد پپتون، 
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  )بينوترك ناقل (OPH ژني واح pPICZαB ناقل ازي كيماتشي نما 1 شكل
  

  )Cloning(سازي  قل و همسانهساخت نا
cDNA     مربوط به ژن OPH     باكتري سودوموناس ديمينوتا با 

 GenScript Rare Codonافزارهــايي ماننــد  اســتفاده از نــرم

Analysis Tool ،Gene designer ،Synthetic Gene 

Designer   و GCUA       هـاي     كه حاوي اطلاعات مربوط به تـوالي
اسـتوريس يـا مخمرهـاي مـشابه        بهينه براي بيان در مخمر پيكيا پ      

بودنـد، بـراي ميزبـان      ) Saccharomyces(مانند ساكارومايسس   
ســازي توسـط شــركت چينــي   پيكيـا بهينــه شـد و پــس از بهينـه   

ShineGene Molecular Biotech در ناقل PUC57سنتز شد  .
از ابتـداي   )  اسـيدآمينه اول   29(پپتيـد باكتريـايي     ) Signal(نشانه  

 ترمينال  -Nهيستيدين به انتهاي      برچسب پلي  آنزيم برداشته شد و   
 در مخمـر  OPH براي بيان ژن    pPICZαBناقل  . آنزيم اضافه شد  

ايـن ناقـل حـاوي پرومـوتر        . پيكيا پاستوريس در نظر گرفته شـد      
)AOX1 (             است كه ناقل را براي ورود به جايگـاه ژنـيAOX1 

ئين در مخمر مجهز كرده و باعث القاي متانولي و بيان بالاي پـروت            
 XhoI و   XbaIهـاي     ناقـل بـا آنـزيم     . شود  مورد نظر در مخمر مي    

سـازي    در محـل همـسانه     XhoI و   XbaIهـاي     جايگاه. هضم شد 
دهـد تـا ژن مـورد نظـر در قالـب بـا نـشانه                ناقل به ما اجازه مـي     

گونـه    فاكتور مربوط به ناقل قرار گرفتـه و بـدون هـيچ            αترشحي  
ل بيـان و بـه داخـل محـيط           ترمينا -Nاسيدآمينه اضافي در انتهاي     

  ).1شكل (كشت ترشح شود 
cDNA   ناقـل  . هاي ذكر شده هضم شـد   سنتز شده نيز با آنزيم

مربـوط بـه ژن     (بـازي     جفت 1053 كيلوباز و قطعه ژني      6/3خطي  
OPH (               با استفاده از الكتروفـورز ژل آگـارز جـدا و توسـط كيـت

.  شد استخراج از ژل انجام   )  آلمان Rocheشركت  (استخراج از ژل    
 و  XbaIهـاي     سـازي ناقـل در جايگـاه       قطعه ژني به محل همسانه    

XhoI              هـاي    وارد شد و ناقل نوتركيب به منظـور تكثيـر بـه سـلول
ــستعد  ــايكلين   ('Top10Fمـ ــه تتراسـ ــاوم بـ ــسفورم ) مقـ ترانـ

)Transform (هـاي   هاي ترانسفورم شـده روي پليـت        سلول. شد
LSLB   ژن مقـاوم بـه     (ليتر زئوسـين      ميكروگرم در ميلي   25 حاوي

ــراي انتخــاب pPICZαBدر ناقــل ) Sh ble gene(زئوســين   ب
 ميكروگـرم در    75و  )  نوتركيـب   هاي ترانسفورم شده با ناقل     سلول
 37 سـاعت در دمـاي       16مـدت    ليتر تتراسايكلين پخش و بـه      ميلي

هـاي رشـد كـرده بـه          تـك كلـوني   . گراد انكوبه شدند   درجه سانتي 
ها انتقال   بيوتيك ر مشابه از آنتي    آگار حاوي مقادي   LSLBهاي   پليت
سازي، از آغازگرهـاي     به منظور تعيين توالي و تأييد همسانه      . يافتند

تـوالي آغازگرهـا    .  اسـتفاده شـد    PCR بـراي    AOX1تعيين توالي   
 و AOX GACTGGTTCCAATTGACAAG´5 ترتيـب  به

3´AOX GCAAATGGCATTCTGACATCCبود . PCR 
لار دي كلريـد منيـزيم،      مـو   ميلي 5/1در مخلوط واكنشي حاوي     

ــولار 200 ــدام از  dNTPs ،3/0 ميكروم ــر ك ــولار از ه  ميكروم
بعد .  پليمراز انجام شد Taq DNAآغازگرها و يك واحد آنزيم      

 درجــه  98 در Denaturation (DNA(از واسرشــت شــدن   
 چرخـه بـا   30 دقيقه، قطعـه وارد شـده در      3مدت   گراد به  سانتي

ــانتي 94دمــاي واسرشــت   ، دمــاي اتــصال  گــراد  درجــه س
)Annealing (52  ثانيـه و دمـاي      30مدت   گراد به   درجه سانتي 

گراد به مدت يـك دقيقـه         درجه سانتي  Extension (72(تكثير  
قطعه تكثير يافته با استفاده از كيت تخليص محصول         . تكثير شد 

PCR سازي و خلوص آن توسط الكتروفورز ژل آگـارز            خالص
 بـا   PCRركيـب و محـصول      تعيـين تـوالي ناقـل نوت      . تأييد شد 

 ABI Prism 377اسـتفاده از تعيـين تـوالي كننـده اتوماتيـك      
)Applied Biosystems, CA و آغازگرهـاي ذكـر   ) ، آمريكـا
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سازي، ناقـل نوتركيـب      بعد از تأييد همسانه   . شده انجام پذيرفت  
)pPICZαB/OPH (  ــا ــه مخمــر پيكي بــه منظــور ترانــسفورم ب

جايگـاه بـرش واحـد      ( SacIپاستوريس در محل بـرش آنـزيم        
)Unique ( در پرومــوترAOX1 كــه باعــث ورود مــؤثر ناقــل 

  . خطي شد) شود خطي شده به ژنوم مخمر مي
  

  ترانسفورم به مخمر، كشت و توليد آنزيم
ــدود  ــه  5ح ــده ب ــي ش ــل خط ــرم ناق ــيله روش   ميكروگ وس

پيكيـا  هـاي مـستعد       به سلول ) Electroporation(الكتروپوريشن  
ــتوريس  ــسفورمپاس ــدتران ــتفاده از   .  ش ــا اس ــشن ب الكتروپوري
متـر   سـانتي  2/0با كووت   ) آمريكا Bio-Radشركت   (ميكروپالسر
هـاي ترانـسفورم      سـلول .  ولت صورت گرفت   2000و در ولتاژ    

ليتـر    ميكروگـرم در ميلـي   100 حـاوي    YPDSشده روي پليت    
 درجــه 30 روز در دمــاي 3مــدت  زئوســين پخــش شــده و بــه

هاي رشـد كـرده بـه پليـت           تك كلوني . گراد انكوبه شدند   سانتي
YPDS      بيوتيك زئوسين انتقال     آگار حاوي مقادير مشابه از آنتي
ــد ــوني  . يافتن ــسفورم، كل ــت تران ــابي موفقي ــراي ارزي ــا در  ب   ه

 ساعت و تا رسيدن     72 تا   24مدت    به YPGليتر محيط     ميلي 50
 در طـول  6 تـا  Optical Density: OD( 4 (جـذب نـوري  به 

گراد   درجه سانتي  30 در دماي    )OD600=4-6 ( نانومتر 600موج  
به منظور تأييد ورود قطعه ژني به درون ژنوم         . كشت داده شدند  

 DNA مخمـري بـا اسـتفاده از كيـت اسـتخراج             DNAمخمر،  
 با روش قبلي و آغازگرهاي ذكر شـده انجـام           PCRاستخراج و   

  براي بررسـي فعاليـت آنزيمـي در محـيط كـشت، حـدود              . شد
جـذب  ( حـاوي مخمـر      YPG از محيط كـشت       ميكروليتر 100

ــوري  ــا 1ن ــانومتر600 در طــول مــوج 5/1 ت   برداشــته و در )  ن
 تلقيح   درصد 1 حاوي متانول    YPMليتر محيط كشت      ميلي 100
 متـانول    درصـد  1هـر روز    .  روز كـشت داده شـد      4مـدت    و به 

حجمي براي تداوم القـاي پرومـوتر الكـل اكـسيداز بـه       /حجمي
در تمــامي مــوارد نمونــه مخمــري . شــد محــيط كــشت اضــافه 

ترانسفورم با ناقل بدون قطعه بـه عنـوان كنتـرل منفـي در نظـر                
  .گرفته شد

  Functionality(آزمايش بررسي فعاليت آنزيمي     
Assay(  

 ناشي از هيـدروليز   ) Paranitrophenol(رهايش پارانيتروفنل   
گيـري فعاليـت     براي اندازه ) سوبستراي ارگانوفسفره (پارااكسون  

   ميكروليتــر از محلــول آنزيمــي بــه 200. مــي اســتفاده شــدآنزي
 اضافه شـد و     pH 8مولار با     ميلي 50 ميكروليتر بافر تريس     780

مـولار پارااكـسون      ميلـي  40 ميكروليتر از محلـول      20در نهايت   
   براي شـروع واكـنش هيـدروليز بـه محلـول فـوق اضـافه و در           

 ميـزان   . دقيقـه انكوبـه شـد      10مـدت    گـراد بـه     درجه سانتي  37
  هيدروليز پارااكسون از طريـق تغييـر در جـذب در طـول مـوج           

يك واحد از   . گيري شد   نانومتر توسط اسپكتروفتومتر اندازه    410
شـود كـه      فعاليت آنزيمي معادل مقدار آنزيمي در نظر گرفته مي        

قادر به آزادسازي يك ميكرومول پارانيتروفنل در هـر دقيقـه در            
  ].16[ درجه است 37دماي 
  
  OPHسازي آنزيم  لصخا

ليتر محيط كشت حاوي فعاليت آنزيمي با استفاده          ميلي 100
و بـا فيلترهـاي   )  آمريكاThermoشركت (از دستگاه اولترافيلتر  

آنـزيم نوتركيـب    . ليتـر تغلـيظ يافـت       ميلي 10 كيلودالتون به    10
ــي  ــر چــسب پل ــه توســط   حــاوي ب ــك مرحل ــستيدين در ي هي

. سـازي شـد    خـالص ) Ni-NTA(كروماتوگرافي تمايلي نيكـل     
  محلول رويي به ستون آگـارز نيكـل كـه قـبلاً بـا بـافر اتـصال                  

مـولار    ميلـي  NaCl  ،10 مولار   NaH2PO4  ،5/0مولار    ميلي 50(
  Tween (20 درصد از تـويين      05/0،  )Imidazole(ايميدازول  

بعد از سه مرحله    . به تعادل رسيده بود منتقل شد     ) pH 8با  ) 20
 مـولار  NaH2PO4 ،5/0مولار   ميلي50( شستشو با بافر شستشو

NaCl ،20 ،30 درصــد از 05/0مــولار ايميــدازول،   ميلــي40 و 
ليتـر    ميلـي  5پروتئين نوتركيب با استفاده از      ) pH 8 با   20تويين  

ــده  ــافر خــارج كنن  مــولار NaH2PO4 ،5/0مــولار   ميلــي50(ب
NaCl  ،300 با  20 درصد از تويين     05/0مولار ايميدازول،     ميلي 

pH 8 (   سـازي شـده مقابـل بـافر          آنزيم خالص . از ستون جدا شد  
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الكتروفـورز  .  ديـاليز شـد    pH 6/8 بـا    Na2HPO4مولار    ميلي 20
SDS-PAGE) Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide  

Gel Electrophoresis(ــدهاي . هــا انجــام شــد  روي نمونــه بان
ــگ    ــتفاده از رن ــا اس ــي ب ــو    پروتئين ــي بل ــاي كوماس  -250Gه

)Coomassie Blue G-250 (  ــره ــرات نقـ ) AgNo3(و نيتـ
  .آميزي شد رنگ

  
  )Zymogram Analysis(تجزيه و تحليل زايموگرام 

تجزيه و تحليل زايموگرام با استفاده از روش اصلاح شـده           
 ميكروليتر از محلول رويي     80. انجام پذيرفت ) Malone(مالون  

فر  ميكروليتـر بـا    20محيط كـشت حـاوي فعاليـت آنزيمـي بـا            
 مخلــوط شــد و ســپس الكتروفــورز )PAGE) 5Xبارگــذاري 

PAGE  بعـد از الكتروفـورز، ژل      . ها صورت گرفت     روي نمونه
گـرم پارااكـسون در ليتـر         ميلي 200 آگار حاوي    LBروي پليت   
گراد انكوبه شـد تـا        درجه سانتي  37پليت در دماي    . قرار گرفت 

ند زرد رنگ با(زماني كه باندهاي مربوط به هيدروليز پارااكسون       
  ].3[به وضوح در ژل مشاهده شد ) مربوط به پارانيتروفنل

  

  OPHتعيين پارامترهاي سينتيكي آنزيم 
ــريس    ــافر ت ــزيم در ب ــينتيكي روي آن ــات س    HCl-مطالع

 و  80،  60،  40،  20هـاي      حاوي غلظـت   pH 8 با   مولار  ميلي 50
  درجـه  37 ميكرومولار پارااكسون به عنوان سوبسترا در دماي         100
براي بررسي ثابـت    .  دقيقه انجام پذيرفت   10مدت   گراد به  نتيسا

، سـرعت  )Vmax(و حداكثر سرعت آنزيمي  ) Km(ميكائيليس  
  .هاي فوق محاسبه شد اوليه آنزيم در غلظت

  

هاي فلزي بر فعاليت      و يون  pHبررسي اثر دما،    
  آنزيم

گيـري    بهينه براي فعاليت آنزيم از طريـق انـدازه         pHدما و   
، 4( دقيقـه انكوباسـيون در دماهـاي مختلـف     10از فعاليت پس   

 تـا   2 بـين    pHو  ) گراد  درجه سانتي  80 و   65،  50،  37،  30،  15

 بر فعاليت آنزيم از طريق انجـام واكـنش          pHاثر  .  تعيين شد  12
شـامل سـديم اسـتات    ) مـولار   ميلـي 100(در بافرهاي مختلـف     

، )7 و pH 6بـراي  (، سـديم فـسفات   )5 و pH2 ،3 ،4 بـراي  (
، گليـسين هيدروكـسيد سـديم       )9 و   pH 8براي   (HCl-ريست
اثـر  . تحت شرايط يكسان تعيين شـد     ) 12 و   pH 10  ،11براي  (

گيـري فعاليـت     وسـيله انـدازه     بر پايـداري آنـزيم بـه       pHدما و   
 هـاي   pH دقيقه انكوباسيون در دما و       60باقيمانده آنزيم پس از     

يت آنزيمـي از    هاي فلزي بر فعال    اثر كاتيون . ذكر شده تعيين شد   
   حــاوي HCl-طريــق انجــام واكــنش آنزيمــي در بــافر تــريس 

، دي كلريـد    )NiSo4(هاي سـولفات نيكـل       مولار از يون    ميلي 2
، دي كلريد منيزيم    )CaCl2(، دي كلريد كلسيم     )CoCl2(كبالت  

)MgCl2( ســولفات آهــن ،)FeSo4 ( ــي2و ــولار ســديم   ميل م
و ) Sodium Dodecyl Sulfate: SDS(دودسـيل سـولفات   

EDTA) Ethylenediaminetetraacetic Acid (ارزيابي شد .  
  

  نتايج
 در مخمـر    OPHسـازي و بيـان آنـزيم         همسانه

  پيكيا پاستوريس
  Codon Adaptation(مقايسه شاخص سازگاري كـدوني  

Index (  تواليDNA   ژن OPH     باكتري سودوموناس ديمينوتـا 
 تحليـل   براي تجزيه و   (OPH ژن مهندسي شده     DNAبا توالي   

، GenScriptاطلاعــــــات از ســــــايت بيوانفورماتيــــــك 
www.genscript.com   نـشان داد كـه شـاخص       ) استفاده شـد

 درصد براي مخمـر پيكيـا       87 درصد به    55سازگاري كدوني از    
سـازي در    تمامي مراحل همسانه  . پاستوريس افزايش يافته است   

براي ترانسفورم  .  باكتري اشريشيا كلي انجام شد     DH5αسوش  
.  اســـتفاده شـــد'Top10Fاز ) Ligation(صول الحـــاق محـــ

 و  PCRوسـيله     به pPICZαB در ناقل    OPHسازي ژن    همسانه
.  تأييــد شــدAOX1بــا اســتفاده از آغازگرهــاي تعيــين تــوالي 

 يـك بانـد در ناحيـه        PCRالكتروفورز ژل آگارز از محصولات      
 506 و   OPHمربـوط بـه ژن      بـاز     جفت 1053 (باز  جفت 1559
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نـشان داد كـه   ) بوط به توالي بين دو آغازگر در ناقل مر باز جفت
سـازي ژن مـورد نظـر در ناقـل مربـوط بـود               تأييدي بر همسانه  

  ).2شكل (
  

  
  

 ؛بي ـنوترك ناقـل ي  رو PCR ري ـتكث از حاصـل  آگارز الكتروفورز ژل 2 شكل
 4 و 3 ،2ي  هـا  نمونـه  ،ǂSM0311  كيلوبـازي  1نـشانگر    بـه  مربوط 1 نمونه

ــوط ــه مرب ــكنوتر ناقــل ب ــه ،OPH ژني حــاو بي ــوط 5 نمون ــه مرب ــل ب  ناق
pPICZaB، نمونه بدون( يمنف كنترل نمونه به مربوط 6 نمونه(  

  
 را  OPHال در قالـب ژن      نتايج حاصل از تعيين توالي، اتص     

همچنـين هـضم    . د كـرد   فـاكتور ناقـل تأيي ـ     αبا نشانه ترشحي    
) XhoI) R-mapping و   XbaIهاي    هاي نوتركيب با آنزيم    ناقل
  ).3شكل (سازي را تأييد كرد  همسانهنيز 

  

  
  

 كننده محدودي  ها ميآنز با) OPH/ pPICZαB (بينوترك ناقل هضم 3 شكل
XhoI و XbaIمربـوط  2 نمونه  كيلوبازي، 1ي  وزن نشانگر به مربوط 1 نمونه ؛ 

 هـضم  بـه  مربـوط  9 تـا  3ي  هـا  نمونـه  قطعه، بدون pPICZαB ناقل هضم به
 10 نمونـه  مختلف، ترانسفورمي  ها يكلون از دهش استخراج بينوتركي  ها ناقل

  مثبت كنترل عنوان به OPHي ژن قطعهي  حاو PUC57 ناقل هضم به مربوط

 ژنومي  DNA در   OPH حاوي ژن     شده مخمرهاي ترانسفورم 
 كروموزومي خـود    DNAاي پليمراز    واكنش زنجيره  از طريق    ،خود

رتيـب دو   ت  به ،PCRالكتروفورز ژل آگارز محصولات     . تأييد شدند 
  نـشان داد    بـاز  جفـت  2200و  بـاز    جفـت  1559هاي    باند در ناحيه  

ه ك(ژن الكل اكسيداز مخمر      و   OPHترتيب مربوط به ژن      كه به 
) كـرد    را ايجاد مـي    باز  جفت 2200ه   قطع AOX1با آغازگرهاي   

  ). 4شكل (بود 
  

  
  

 ؛شـده  اسـتخراج ي  مخمـر ي  هـا  نمونـه  از PCR بـه  مربوط جينتا 4 شكل
 ژنـوم  بـه  مربـوط  2 نمونـه  ، كيلوبـازي  1 يوزن نشانگر به ربوطم 1 نمونه
 ترانسفورمي  مخمرها به مربوط 6 تا 3ي  ها نمونه ترانسفورم، بدون مخمر
 كنتـرل  8 نمونـه  ،بينوترك ناقل به مربوط 7 نمونه ب،ينوترك ناقل با شده
  )نمونه بدون( يمنف

  
  OPHهاي آنزيم  سازي و تعيين ويژگي خالص

درون فلاسك، حداكثر فعاليت آنزيمـي  تحت شرايط كشت   
آنـزيم در يـك   . در محيط كشت بعد از سه روز القا ايجـاد شـد      

مرحله از محلول رويـي محـيط كـشت توسـط كرومـاتوگرافي             
 1سـازي در جـدول        نتـايج خـالص   . سـازي شـد     تمايلي خالص 

  .خلاصه شده است
 421/0 × 103 مرتبه و بـا فعاليـت ويـژه          49/7آنزيم به ميزان    

 درصد از محلول رويي 33گرم پروتئين و با بازده   ر ميلي واحد د 
-SDSدر الكتروفـورز    . سـازي شـد     محيط كشت جدا و خالص    

PAGE   سازي شـده يـك تـك بانـد در ناحيـه               از آنزيم خالص
 ). 5شكل ( كيلودالتون مشاهده شد 40تقريباً 
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  كلين ستون از استفاده باي ميآنز تيفعالي حاو كشت طيمحيي رو محلول از OPH ميآنز سازي خالص مراحل 1 جدول
  

 سازي خالص زانيم )درصد (بازده
   ژهيو تيفعال

 )گرم پروتئين واحد در ميلي(
   كل تيفعال 
 )واحد آنزيمي(

  تام نيپروتئ
 )گرم ميلي(

  كل حجم
 )ليتر ميلي(

 سازي خالص مرحله

 كشت طيمحيي رو محلول 100 4/31 1764 17/56 1 100

 ونيلتراسياولتراف از بعد 10 51/7 1127 12/150 67/2 63

 سازي خالص از بعد 5 38/1 25/581 421 49/7 33

  

  
  

 بي ـترت بـه  3 و 2 هـاي  نمونـه  ،يمولكـول  وزن اسـتاندارد  به مربوط 1 نمونه )الف ؛شده ديتول بينوترك ميآنزي آشكارساز وSDS PAGE  الكتروفورز به مربوط جينتا 5 شكل
 6 نمونـه  )ب القـا،  از بعـد  و قبـل ي  منف كنترل نمونهيي  رو محلول به مربوط بيترت به 5 و 4 هاي نمونه القا، از بعد و قبل طيشرا در تيفعالي  اراد نمونهيي  رو محلول به مربوط
  موگراميزا  تحليلتجزيه و به مربوط 8 نمونه )ج ،)نقره تراتين باي زيآم رنگ (شده سازي خالص نمونه به مربوط 7 نمونه ،يمولكول وزن استاندارد به مربوط

  

  
  

 OPHسازي شده   نمودار لينويوربرك مربوط به آنزيم خالص1نمودار 

  
  OPH ارزيابي پارامترهاي سينتيكي آنزيم -3-3

سازي شده بـا اسـتفاده از        پارامترهاي سينتيكي آنزيم خالص   

وســيله  بــه )Lineweaver-Burk plot(نمــودار لينويــوربرك 
 Kmمقـدار   .  محاسبه و تعيين شد    پارااكسون به عنوان سوبسترا،   

 ميكرومـول در    23/11 در حـدود     Vmax ميكرومولار و    96/45
براي رسـم   . دقيقه براي سوبستراي پارااكسون در نظر گرفته شد       

 سـرعت اسـتفاده شـد       -نمودار لينويوربرك از منحني سوبـسترا     
  ). 1نمودار (

  

 و تركيبات شيميايي و     pHبررسي نتايج اثر دما،     
  فلزي بر فعاليت آنزيم

 درجــه 80 تــا 4الگــوي دمــايي فعاليــت آنــزيم در طيــف 
نتايج نشان داد كـه بـا افـزايش دمـا بـه             . گراد مطالعه شد   سانتي

يابد و به بيشترين حد خـود در         تدريج فعاليت آنزيم افزايش مي    
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 در دماهـاي  . رسـد  مـي ) دماي بهينه ( گراد    درجه سانتي  50دماي  
 درجه فعاليـت بـا    65 تا   50گراد و بين      درجه سانتي  50بالاتر از   

گراد   درجه سانتي  80يافت و آنزيم در دماي        شيب تندي كاهش    
بـه لحـاظ پايـداري، آنـزيم        . تقريباً فعاليت خود را از دست داد      

گـراد از     درجـه سـانتي    50 تا   4پايداري مناسبي در طيف دمايي      
  ).2نمودار (داد  خود نشان 

  

  
  

   در دماهاي مختلفOPH الگوي فعاليت و پايداري آنزيم 2نمودار 
  

 فعاليت آنزيم يك حالـت خميـده بـا بيـشترين            pHالگوي  
همچنان ). 3نمودار  (را نشان داد    )  بهينه pH 10) pHفعاليت در   

 تا  7 هاي بين    pH نشان داده شده است آنزيم در        8كه در شكل    
  .ده د  پايداري مناسبي از خود نشان مي10

  

  
  

   هاي مختلفpH در OPHالگوي فعاليت و پايداري آنزيم  3نمودار 
  

هاي كبالت، نيكل، كلسيم، منيزيم و آهن بر فعاليت           اثر يون 
.  مطالعـه شـد    pH 8گـراد و      درجـه سـانتي    37آنزيم در دمـاي     

 درصد در   100ها   فعاليت آنزيم در محلول واكنش فاقد اين يون       
طـور قابـل     نش، يون كبالت بـه    تحت شرايط واك  . نظر گرفته شد  

در .  درصــد افــزايش داد128اي فعاليــت آنــزيم را تــا  ملاحظــه

: ترتيـب بـود    ها ميزان فعاليت آنـزيم بـه ايـن           حضور ساير يون  
Co2+ >Ni2+> Mg2+ > Ca2+ > Fe2+ .   فعاليـت آنـزيم در

 درصـد كـاهش     8 و   48ترتيـب بـه       به SDS و   EDTAحضور  
  ).2جدول (يافت 
  
  OPH ميآنز تيفعال بر مختلفيي ايميش باتيترك وي فلزي ها وني ريثأت 2 جدول

  

ييايميش باتيترك و ها وني )درصد (ينسب تيفعال

يعيطب 100  

128 Co2+ 

98 Ni2+ 

96 Mg2+ 

89 Ca2+ 

81 Fe2+ 

48 EDTA 

8 SDS 

  

  بحث
هاي بسيار سريع و سالم       پالايي آنزيمي يكي از روش     زيست

اخيـراً  . انوفـسفره از محـيط اسـت   هـاي ارگ    براي حذف آلودگي  
 به خـاطر توانـايي آن در تجزيـه سـموم          OPHاستفاده از آنزيم    

اسـتفاده از   ]. 2[ارگانوفسفره بسيار مورد توجه قرار گرفته است        
هاي باكتريايي حاوي اين آنزيم به عنوان كاتاليزگر زيستي          سوش

)Biocatalyst (       زدايـي ايـن     يك استراتژي مهـم بـراي آلـودگي
ــات اســتتركي ــات  . ب ــال تركيب ــن حــال محــدوديت انتق ــا اي ب

ارگانوفسفره از ميان غشاي سلولي به عنوان مانعي براي استفاده          
هاي باكتريايي به عنـوان كاتـاليزگر زيـستي محـسوب            از سوش 

هاي بياني مختلفي به منظور توليـد         كنون سيستم  تا. ]17[شود    مي
آنـزيم در   ها بـراي بيـان        تلاش.  طراحي شده است   OPHآنزيم  
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هـاي بـا سـاختار     باكتري اشريشيا كلي به علت تشكيل پـروتئين      
  Inclusion(، اجــسام نــامحلول درونــي )Misfold( نامناســب

Body(              و بازده توليدي كم به علت حلاليت پـايين ايـن آنـزيم 
 در مطالعـه    .]19،  18[همواره بـا شكـست مواجـه بـوده اسـت            

خمـر پيكيـا    آميـزي در م    طـور موفقيـت     بـه  OPHحاضر آنـزيم    
به علت قرارگيري جايگاه فعـال آنـزيم در         . پاستوريس بيان شد  

  هيـستيدين بـه انتهـاي       انتهاي كربوكسيل ضرورتاً برچسب پلـي     
N-   آنزيم توليد شـده قـادر بـه تجزيـه         . ترمينال آنزيم اضافه شد

ــود     ــسون ب ــر پارااك ــسفره نظي ــموم ارگانوف ــزيم . س  OPHآن
 درجـه   50 دمـاي    سـازي شـده بيـشترين فعاليـت را در           خالص
 درجــه 50 تــا 4گــراد و بهتــرين پايــداري را در دمــاي  ســانتي
 دقيقه  60طوري كه آنزيم بعد از       گراد از خود نشان داد، به      سانتي

 درصـد   80گراد توانـست      درجه سانتي  50انكوباسيون در دماي    
ــد  ــظ كن ــود را حف ــت خ ــزيم  . فعالي ــاوت از آن ــايج متف ــن نت اي

 منــــشأ ســــودوموناس بــــا OPHC2ارگانوفــــسفرهيدرولاز 
 بود كه )Pseudomonas pseudoalcaligenes(سودوآلكاليژنز 

 در مخمر پيكيا توليد شده بود       2006در سال   ) Chu(توسط چو   
 بهتـرين فعاليـت را      OPHC2آنزيم ارگانوفسفرهيدرولاز   . ]20[

داد و در دماهاي      گراد از خود نشان مي      درجه سانتي  65در دماي   
سازي شده پايـداري خـوبي       آنزيم خالص . شد  پايين غيرفعال مي  

 و  pHپايـداري آنـزيم در      . داد   هاي بالا از خود نشان       pHرا در   
توان به گليكوزيله شدن آنزيم در سيستم پس          دماهاي بالا را مي   

ــه ــسبت داد  از ترجم ــر ن ــد  . اي مخم ــدن فرآين ــه ش گليكوزيل
صورت  هاي كربوهيدراتي به    اي است كه در آن دنباله       ترجمه پس
شود و باعث تـسهيل تـاخوردگي         الان به پروتئين متصل مي    كوو

ــي    ــع پروتئين ــوگيري از تجم ــب، جل و ) Aggregation(مناس
هاي نوتركيـب     اكثر پروتئين . شود  حفاظت در برابر پروتئازها مي    

 pHتوليد شده در مخمر پيكيا پاستوريس پايـداري بيـشتري در       
 آنـزيم   ايـن خـصوصيات   . دهنـد   و دماهاي بالا از خود نشان مي      

OPH          توليد شده را آنزيم مناسبي براي كاربردهاي تشخيصي و 
تواند آنـزيم را      خصوصيت ديگري كه مي   . سازد  پالايي مي  زيست

پـالايي قـرار دهـد،       كاتاليزگر زيستي مؤثري براي اهداف زيست     
Km      است كـه   )  ميكرومولار 45حدود  ( آن براي سم پارااكسون

ان پاييني برخوردار اسـت     هاي طبيعي از ميز    در مقايسه با سوش   
هـــاي ســـودوموناس ديمينوتـــا و ســـودوموناس  در ســـوش(

 و  90ترتيـب     براي سوبستراي پارااكسون به    Km سودوآلكاليژنز،
ان داد كـه    مطالعه حاضـر نـش    ]. 21،  16) [ ميكرومولار بود  4/64

كاتيون دو ظرفيتي خصوصاً كبالت فعاليت آنـزيم را افـزايش و            
EDTA   و SDS اي فعاليـت آن را كـاهش         لاحظهطور قابل م    به

دهـد كـه      نـشان مـي    EDTAكاهش فعاليت آنـزيم بـا       . دهد مي
هاي كاتيوني دو ظرفيتـي در انجـام عمـل هيـدروليز بـراي               يون

ــد؛ چــرا كــه  آنــزيم ضــروري باعــث شــلاته كــردن  EDTAان
)Chelation (هاي دو ظرفيتـي و در نتيجـه باعـث كـاهش           يون

در مــورد آنــزيم  ايــن نتيجــه  . شــود فعاليــت آنــزيم مــي  
 هــيچ EDTA صــادق نبــود و OPHC2ارگانوفــسفرهيدرولاز 

ايـن مطالعـه يـك گـزارش        . تأثيري بر فعاليت اين آنزيم نداشت     
دهد كـه بـر        را ارايه مي   OPHمهم از ساخت و توليد آنزيم فعال        

خلاف سوش باكتريايي آن ترشـحي بـوده و پايـداري خـوبي را              
آنـزيم  . دهـد   نشان مي  از خود    pHتحت شرايط مختلف دمايي و      

نوتركيب توليد شده قادر بـه تجزيـه سـموم ارگانوفـسفره اسـت؛            
ــه  ــت خاصــي در زمين ــابراين از اهمي ــه  بن ــاي پزشــكي ب ــژه ه  وي

پـالايي سـموم و      هـاي زيـست    هاي ارگانوفسفره، زمينه   مسموميت
ميل تركيبي بالاي آنزيم نسبت     . هاي نظامي برخوردار است    كاربرد

نكته مهـم   . سازد اهميت آن را دو چندان مي     به سموم ارگانوفسفره    
ديگر استفاده از مخمر پيكيا پاستوريس به عنوان ميزبـاني مناسـب           

هـاي ذكـر شـده       براي توليد اين آنزيم است كه علاوه بـر مزيـت          
در . پتانسيل توليد آنزيم نوتركيب در مقيـاس صـنعتي را نيـز دارد            

ــزيم  ــراي  توليــد شــده داراي مزايــاي زيــادي OPHنهايــت آن ب
مطالعات بعدي نظير فرآينـدهايي پايدارسـازي و تثبيـت اسـت و             

  . پتانسيل بالايي براي كاربردهاي تشخيصي و پالايشي دارد
  

 تشكر و قدرداني
بيوشيمي باليني استخراج و     رشته دكتري رساله از مقاله   اين

 .مـدرس انجـام شـده اسـت        تربيـت  با حمايت مـالي دانـشگاه     
دانـشگاه تربيـت     هـاي   حمايـت  از لهمقا نويسندگان وسيله بدين
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 .نمايند مي قدرداني و تشكرپژوهشگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و زيـست فنـاوري         مدرس و 
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