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 كیدهچ

خهنوای ل هلت لکوپرلاک یداسههللیامضهتک لاسل(لEC 1. 10. 3. 2بمزنلیتو لاک یژنلاک یدولریوکتهسل)لاکهسههلل:مقدمه

 .کممدله تمدلکعلاک یداسیونلطیفلگ تری لایلاسلترکیبهتلفمول لرالبهلاست هی لاسلاک یژنل ولکول لکهتهلیزل  

ل.شلدلیاعلپرات رهلهیلکاونیملالاختصهصل لژنلتک یرلللوسلللبلعللGAZ23کممد لآنزت للاکهسلاسلسلوتعلللژنلکد:لها  مواد و  وش

انتقه لتهفل لولت ایلللتلوال لللللBL21(DE3)سوتعلکا لاشرتشیهبعلبهکتریلکاونل(لpET21a)یرلنهقللبیهن للPCR  صو ل

ل.سمجید لشدلABTSبیهنلآنزت لبهلاست هی لاسلسوب ترایل ع و للاکهسل.لانجهملشد

شبهه لبعلیرصدلل911ههیلاترانلجدالشد لاس لیارایللکعلاسلخهکلGAZ23سوتعلبو  للS rDNA92توال لژنلل:نتایج

آ یمواسلیدلرالکلدلللل191نوکائوتیلدلاسل لکلعللللل9133یارایللGAZ23ژنللاکهسلیرلسوتعل.لبویلبهسیاو لپو یاو لبهکتری

ل.کمدل  

لبلهکتریللCotAیرصلدلشلبهه لآ یمواسلیدیلبلعلپلروتئی للللللل26یارایللGAZ23ژنللاکهسلسلوتعللل:ریری بحث و نتیجه

ت  لشراتطل یکروآئروبیکلولل،بعلیس لآورینل قهیترلبهلایلپروتئی ل  او ،لبیهنلبعل مظور.لاس لبهسیاو لسوبتیایس

ل.ی ی لغم لاسلهی تیدت ل تصللشوند لبعل سلیرلتوال لآ یمواسیدیلات لپروتئی لوجویلیاریل4.لیرلی هیلپهتی لانجهملشد

لبیهنلژن،ل،للاکهس،لبهسیاو لپو یاو CotAپروتئی لل:های کلیدی واژه

ل

ل

ل
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 مقدمه

 .EC1. 10ریوکتهسللاک یدولاک یژنلیتو لبمزن)لاکهسههل

هللهیلدمللدل  لل لاسلخللهنوای لاک للیداسههیللل،لآنللزت (2 .3

ایلاسلترکیبلهتلفملول لللاک یداسیونلطیفلگ تری .لاندلآب 

رالبهلاست هی لاسلاک یژنل ولکول لبعلمملوانلپرترنلد لنهلهت لللل

الکترونلکهتلهلیزلولآ لرالبلعلمملوانلتمهلهل  صلو لجلهنب للللللل

ل(.ل9)کممدلتولیدل  

ه لتمدللی لی لغمل لاسلهی لتیدت للللل4ههلیارایلات لآنزت ل

ههیل سلکوئوریتملعلشلد لیرللللات .لاتصه لیارندلبعل سلکع

شلوندللیستعلبملدیل ل لللT3ولT2،لT1ههلیرلسعلنوعلپروتئی 

 سل.لاندتکعلاسلل هظلخصوصیهتلاسپکتروسکوپ ل ت هو

یهدلولیرللایلرالتشکیلل   رکزلتکله تع(لT1)نوعلتکل

بلهلللT2اک یداسیونلسوب ترالنقشلیاریلیرلحهل لکلعل لسللل

بهلیولات ل لس،ل رکلزلسلعلللللT3تکلات ل سلبعله را ل سل

هللهلبللعللیهمللدلولبللهلانتقلله لالکتللرونایلرالتشللکیلل لل ه للتع

هلهلیرلللاتل لآنلزت لل(.ل6)شوندلاک یژنلبهمثلتشکیللآ ل  

ههلولحشراتلتهفل لللههلولیرلبعض لاسلبهکتریلیهههن،لقهرچگ

هلهلیرلبیوسلمتزللیگملی للللیرلگیهههنلات لآنلزت ل(.ل3)شوندلل  

هللهلیرلتجزتللعللیگمللی ،لولیرلقللهرچل(4)کممللدلشللرک ل لل 

سات لگیهههنلیخهل للتشکیللپیگ هن،لس لسیات لولبی هری

کعللاکهسههلسوب تراههیلستهییللات لبهلتوجعلبع(.ل1)یارندل

 هنمللدلتخرتللبلل ختا لل لهللهیلشللی یهت لواکللمشلیارنللدلو

پای رهه،لتشکیلل ونو رهه،لشک لت لترکیبلهتلحاقلویلولللل

رالکهتلللللهلیزلاک یداسلللللیونلترکیبلللللهتلآرو هتیلللللکل

کهربریههیلستلهییلیرلصلمهتبلبیوتکموللوژتک للللکمملد،لل  

بعلمموانل  ه لیرلصمهتبلکهغرسلهسیلولصلمهتبللل(.ل2)یارندل

هلهلبلعللللنالاسلفهضلا برایلس لسیات لولحرفلرن هج ل

لاکهسههله چمی لیرلصمهتبلغلرات للل.(6لول2)لروندلکهرل  

هلهیلللسلهسیلکی یل لنوشلیدن لللسلهسیلولبهیملعللبرایلپهتدار

 ختافلولاک یژنلسیات ل  صولاتلفهسدلشدن لحلهویلل

ل(.ل9ولل8)لکهربریلیارندههیلگیهه لللروغ 

لگلزار لشلد ل ربلو للللاولی للاکهسههیلپروکلهرتوت ل

آنزت لتولیلدلللات ل.اس ل9بعلبهکتریلآسواسپرتاومللیپوفروم

پیگ لللهنلول صلللرفلترکیبلللهتلفملللول لگیللله لولانتقللله لل

تللرت للاکللهسلل هلل (.ل91)هللهلرالبللرلمهللد لیاریلللالکتللرون

ولبررسلل لشللد لللبللعلخللوب للبهکترتللهت لکللعلتللهلکمللونللل

خصوصلللیهتلفیزتکللل لولبیوشلللی یهت لآنلتعیلللی لشلللد ل

.لاسلل ل6بتیایسبللهکتریلبهسللیاو لسللولللCotAپللروتئی ل

CotAپروتئی للkDa65بعلپوششلخلهرج لاسلپورل تعال للللل

ایلاسلپورلکلعللللات لپروتئی لیرلبیوسمتزلپیگ هنلقهو .لاس 

کمدلولبعلنظلرلللتکل  صو لشبعل لانی لاس ،لشرک ل  

ولپراک یدللUVرسدلکعل  ئو ل  هفظ لیرلبرابرلنورلل  

هلللهت لرالبلللهللاتللل لپلللروتئی لشلللبهه .لهیلللدروژنلبهشلللد

یهلدلولپهتلداریلی لهت لللللههیلدمدل   لنشهنل  لاک یداس

هلللهیللاکهسهللهیلیتگلللریلاسلسللوتعلل(.ل99)بللهلات لیاریلل

لول(93)ل4بهسللیاو لهللهلویورانسل،ل(96)3اشرتشللیهلکالل ل
اک للرل.لشللد لاسلل ،لجللدال(94)1بهسللیاو للیکمی للور یس

ولیارایلللهلللهت لکلللعلتلللهلکملللونلشمهسلللهت لشلللد للاکلللهس

اندلههلجداشد کهربریههیلبیوتکمولوژتک له تمدلاسلقهرچ

بهلات لحه لبیهنلکهرالول لؤررللاکهسهلهیلنوترکیلبلللل(.ل91)

قللهرد ،لکللعلبیشللترلبللرایلکهربریهللهیلبیوتکمولللوژتک للل

هللهیلبهکترتللهت لضللروریلاسلل ،لن للب لبللعلبیللهنلآنللزت ل

 وانبلاست هی لاسلاتل لیسلتعللللولاسل شکلات.لترلاس لسخ 

 لتلهبللههت لکعلیس لتوانلبعلاطلامهتلتوال ل  ههلاسلآنزت 

ا کللهنلپلرترلنی ل ،لوجللویلسلهختهرلاگللزونلوللللللهلهللبلعلآنل

ههیلتوکهرتوت ،لتغییراتلپلسلاسلترج لع،لللاتمترونلیرلژن

سلول یدی،لس لهنلتخ یلرلطلولان لولللللهلهیلییلتشکیللپللل

کهربریهلهیلصلمعت للللبهلوجوی.لاشهر لکریلههآنلبهسی لک 

تهلکمونلتوجعلک ل لبلعللاکهسهلهیلبهکترتلهت لللللل،ههلبهکتری

یللللولت اهلهیلانجلهملشلد لیرلتجزتلعلللللس برر.لشد لاس 



 

 

ل3لGAZ23سوتعللBacillus pumilusکممد لآنزت للاکهسلاسلبهکتریللکاونیمالولبیهنلژنلکد

 

 

ههلبعلطورللههلیرلبهکتریژنومل شخصلکری لکعلات لآنزت 

توسللععللاکهسهللهیلل(.ل92)انللدللتوستللبلشللد للایلگ للتری 

بهکترتلللهت لبلللرایلکهربریهلللهیلبیوتکموللللوژتک لیارایل

 زاتهت لاسل لستلرالپهتلداریلی لهت لبلهلات لیارنلدلولیرللللللل

ل.لشوندارسانلتولیدل  ههیللیط   دتلس هنلکوتهه لیرل

جداسهسیلولبیلهنلژنلکلدلکمملد للللل،ات لپژوهشهدفل

اس لکلعلشلبهه لستلهییلللللGAZ23آنزت للاکهسلاسلسوتعل

کلعلتلکللل-سلوتعلبهسلیاو لسلوبتیایسللللCotAبعلپروتئی ل

ل.لیاریل-پروتئی ل قهوملبعلی هلاس 
 

 ها مواد و  وش
 مواد

(IPTGتیوگهلاکتوپیرانوستلدللل-β-D-1اتزوپروپیل
،ل(2

اسلشللرک للNdeIوللXhoIهللهیل  للدویلکممللد للللآنللزت 

ل9آللدرت ل-اسلشرک لسلیگ هلل8ABTSول(لآل هن)ل6فر متهس

(لآل للهن)ل91ولسللهترل للوایلاسلشللرک ل للرکلل(لآ رتکلله)

ل.لخرتداریلشد
 ها و محیط کشت سویه

ههیلکشهورسیل مطقلعلللاسلخهکلGAZ23سوتعلبو  ل

بلللهکتریل.لفیلللروسلکلللو لیرلاتلللرانلجلللدالشلللد لاسللل لل

بلللعلمملللوانل یزبلللهنللXL1-Blueلسلللوتعکاللل للاشرتشلللیلا

لسلللللوتعلبلللللهکتریلاشرتشلللللیلالکاللللل لکاونیملللللالو

ل.لبعلمموانلسوتعلبیهن لاست هی لشدلBL21(DE3) Eل

ل،ههیل یکروسکوپ لولفیزتولوژتلکللبرلاسه لآس ونل

رنلالآ یلزیلگلرملللل(.ل96)شمهسهت لاولیعلسوتعلانجهملشدل

انجهملشد،لولشکلل یکروسکوپ لل99هوکربرلاسه لرو ل

ل911سوتعلتوسطل یکروسکوپلنوریلولمدسل لدشل  للل

ل64برایلبررس لفعهلی لکهتهلاسیلاسلکشل لل.ل شههد لشد

لیرصللدلبللعلممللوانل3سللهمتعلسللوتعلولپراک للیدلهیللدروژنل

ولتولیدلحبه لبعلمموانلواکلمشل  بل لیرللل عرفلاست هی ل

لبلرایل شلههد لاسلپورلبلهکتریلاسل  لیطللللل.لنظرلگرفتعلشلدل

ی لتلم لاسپورسات لآگهریارلاست هی لشلد،لبلعلمللاو لبلرایللللل

ل3رشدلولکههشل یزانلآلویگ ،لکارتدلسلدت لبلعل یلزانلللل

ابتلدالبلهکتریلیرللل(.ل98)حج ل  یطلاضهفعلشلدللبعللیرصدل

رنلاللل،روسل4  یطلتولیدلاسپورلکشل لیای ،لولپلسلاسللل

آ یزیلاندوسپورههلبهلرنالفوشی لبهسیلبلرلاسله لرو للل

 (.ل96)انجهملشدلل96شهفرلولفاتون

شمهسهت لتک یا لسوتعل متخبلبهلتک یرلولتعیی لتوال ل

ژنو  للDNAبرایلات ل مظور.لانجهملشدلS rDNA92ژنل

ولبعلمموانلالگولبلرایلل(ل99)استخراجلشدللGAZ23سوتعل

ایلپای راسلبهلاسلت هی لاسلپرات رهلهیلللانجهملواکمشلسنجیر 

ولل66F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAجهللهن ل

9496R: GGTTACCTTGTTACGACTTاسللت هی لل

ل(.ل61)شدل

بلللهلاسلللت هی لاسلواکلللمشلللS rDNA92تک یلللرلژنل

یرلترکیلبلنهلهت ،للللX1ایلپای راس،لبهفرلبهلغاظل لللسنجیر 

MgCl2ل لو لل یا ل1/1تهلل1/6بهلغاظ لنههت لل،dNTPبلهللل

پای راسلبعل یزانللTaq DNA،لآنزت ل و ل یا ل4/1غاظ ل

11U/2یکرولیترلولپرات رهلهیلرفل لولبرگشل لاسلهلرلللللل 

الگلولبلعللللDNAولل لو لل یال لل4/1تلهللل1/1کداملبلعل یلزانللل

ایللیرلانجلهملواکلمشلسنجیلر للل.ل یزانل مهسبلاست هی لشلدل

ههلکعلیرلآنللپای راسلاسلن ونعلبهلشراتطل شهبعلبهلسهترلن ونع

الگولاسلآ ل قطلرلاسلت هی لشلد لبلوی،لبلعلللللللDNAبعلجهیل

ل.لمموانلشههدل م  لاست هی لشد

یرجللعلل91واکللمشلواسرشلل لسللهسیلاولیللعلبللهلی للهیل

درخلعلتکلرارلشلوند للللل31یقیقلعلوللل1گرایلبعل دتللسهنت 

گلرایلبلعللللیرجعلسهنت ل94واسرش لسهسیلبهلی هیل:لشه ل

یرجلللعلل16 لللدتلتلللکلیقیقلللع،لاتصللله لپرات رهلللهلیرلل

یرجلعللل66گ لتر لیرللل، دتلتلکلیقیقلعللگرایلبعللسهنت 

درخلعللل31گرایلبعل دتلتکلیقیقعلولپسلاسلات همللسهنت 

ل6گرایلبلعل لدتلللیرجعلسهنت ل66برایلگ تر لنههت لیرل

  صو لنههت لحهصللاسلواکلمشلتعیلی للل.لیقیقعلانجهملشد

ل.ل93(شرک ل هکروژنلکر لجموب )توال لشدل
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 کلونینگ ژن مو د نظر

ت لآنلزت للاکلهسیلکلعلتلهلللللرتللل هل لکلعلللبهلتوجعلبعلات 

ههیلبیوشلی یهت لولخصوصلیهتللللکمونلشمهسهت لولوتژگ 

لCotAسهختهریلآنلبعلخوب لتعیی لشد لاس لبعلپروتئی ل

اسپورلبهکتریلبهسیاو لسلوبتیایسل ربلو لاسل ،لتلوال للللل

بهسللیاو للبللهکتریلCotAآ یمواسللیدیلولنوکائوتیللدیلل

بعلمموانلالگویللNP_388511بهلکدلیسترس للسوبتیایس

اسللت هی لشللدلتللهلللل94ج للتجولیرلبهنللکلاطلامللهتلژنلل لل

لاکهسهللهیلبهکترتللهت لشمهسللهت لنشللد لاسلاتلل لطرتلل لللللل

 .لشمهسهت لشوند

 راسلبرایلژنل لوریلنظلرلبلهللللایلپا واکمشلسنجیر 

 :است هی لاسلپرات رلرف لبهلتوال 
5ˊATACATATGAACCTA 

GAAAAATTTGTTGACG 3ˊ 
ل

ولل5ˊیرلطللرفللNdeIلیارایلجهتگلله لبللر لآنللزت لل

 :پرات رلبرگش لبهلتوال 
5ˊGTGCTCGAGTTACTGG 

ATGATATCCATCGGCC 3ˊ  
ل

انجلهمللل5ˊیرلطلرفلللXhoIیارایلجهتگه لبر لآنلزت لل

بلعلللGAZ23ژنو  لاستخراجلشلد لاسلسلوتعللللDNA.لشد

بلهلاسلت هی لاسلللژنل لوریلنظلرللل.لمموانلالگلولاسلت هی لشلدللل

 لراسلللپال لایللپرات رههیلطراح لشد لبهلواکمشلسنجیلر ل

ایللتک یلرلژنل لوریلنظلرلبلهلواکلمشلسنجیلر لللللل.لتک یرلشد

بلهلللMgCl2یرلترکیلبلنهلهت ،للللx1پای راسلبهفرلبهلغاظ ل

ل4/1بللهلغاظلل للdNTP،ل للو ل یالل ل1/6غاظلل لنهللهت ل

پای للراسللTaq DNAاسلهللرلکللدام،لآنللزت للل للو ل یالل 

11U/2یکرولیترلولپرات رههیلرف لولبرگشل لاسلهلرلللل 

الگولبعل یزانل مهسلبلللDNAولل و ل یا ل9تهلل8/1کدامل

ایلپای للراسلاسللیرلانجللهملواکللمشلسنجیللر .لاسللت هی لشللد

ههلکعلیرلآنلبعلجلهیللن ونعلبهلشراتطل شهبعلبهلسهترلن ونع

DNAالگولاسلآ ل قطرلتزرتق لاست هی لشلد لبلوی،لبلعللللل

بلرایلانجلهملواکلمشلللل.لمموانلشلههدل م ل لاسلت هی لشلدلللل

ل91یلاولیعلبلهلی لهیلللسهسلایلپای راسلاسلواسرش لسنجیر 

درخلعلتکلرارلللل31یقیقلعلوللل1گرایلبعل دتللیرجعلسهنت 

یرجللعلل94واسرشلل لسللهسیلبللهلی للهیلل:لشللوند لشلله ل

یرجللعلل21تللهل11اتصلله لبللهلی للهیلبللی للل،لگللرایلسللهنت 

رهنیلعلولسلمتزلبلهلی لهیلللللل21گرایلهرلکداملبعل دتللسهنت 

رهنیلعلولپلسلاسلات لهمللللل21گرایلبعل دتللیرجعلسهنت ل66

گلرایلللیرجعلسلهنت لل66رخعلبرایلسمتزلنههت لی هیلدل31

  صللو ل.لیقیقللعلیرلنظللرلگرفتللعلشللدلل91بللرایل للدتل

ایلپای للراسلبللهلکیلل لخللهلصلسللهسیللللواکللمشلسنجیللر 

ل.لخهلصلشدلPCR (Bioneer)  صو ل

خلللهلصلشلللد لولپلاسللل یدلبیلللهن للPCR  صلللو ل

pET21a)+(ههیل  لدویلکمملد للللتوسطلآنزت لNdeIولل

XhoIلبلللعلشلللکللجداگهنلللعلهضللل لآنزت للل لشلللدندللل.

  صللولاتلهضلل لشللد لتوسللطلکیلل لخللهلصلسللهسیلل

خهلصلشدلولسپسلقطعلهتلللPCR (Bioneer)  صو ل

ههیل مهسبلتوسلطلللژن لولپلاس یدلهض لشد لبهلغاظ 

لاشرتشلیهکا للبلهکتریل.لآنزت للیگهسلبعله لاتصه لتهفتملدل

.لبعلمموانل یزبهنلکاونیمالاست هی لشدلXL1-Blueلسوتع

پلاس یدلحهصللاسلاتصه لقطعهتلوکتورلبیلهن لولژنلیرلل

بللرلرویلل،تران لل ورملشللدلولسللپسللXL1-Blueسللوتعل

.لسیای لکشل لیای لشلدندللل آ پجه دلیارایللLB  یطل

ههیل  بل لیارایلپلاسل یدلنوترکیلبلانتخله لوللللللکاون 

رو للص  لحضورلپلاس یدل وریلنظرلیرلات لسوتعلبلهل

هللهیل  للدویلکممللد لولرو للهضلل لیوگهنللعلبللهلآنللزت ل

اسللpET21aپلاس یدلنوترکیلبلل.لتهتیدلشدلPCRکاون ل

ل،اتلل لسللوتعلبللهلاسللت هی لاسلکیلل لاسللتخراجلپلاسلل یدلللل

استخراجلولبرایلاط یمهنلاسلص  لتوال ل لوریلنظلرلبلهلللل

لT7 terminatorولT7 promoterاست هی لاسلپرات رههیل

ل. لتوال لشدیتعی



 

 

ل1لGAZ23سوتعللBacillus pumilusکممد لآنزت للاکهسلاسلبهکتریللکاونیمالولبیهنلژنلکد

 

 

 بیان ژن

ل،پللسلاسلاط یمللهنلاسلصلل  لتللوال ل للوریلنظللرللللل

اشرتشلیهکا للبلهکتریلللیرلpET21aپلاس یدلنوترکیبل

تران  ورملولسپسلبرلرویل  یطللBL21(DE3)لسوتع

LBتکللل لاسل.لسللیای لکشلل لیای لشللدلللل آ پلللیارایلل

  بلل لیارایلپلاسلل یدلنوترکیللبللBL21هللهیللکاللون 

pET21aکلللعلبلللرلرویل  لللیطلللللLBجه للللدلیارایلل

حللهویللLBسللیای لرشللدلکللری لبللویلبللعل  للیطللل آ پلل

سیای لبعلمموانلپیشلکش لتاقیحلشدلولیرلشیکرلل آ پ

ل661گلرایلبلهلیورللللیرجلعلسلهنت للل36انکوبهتورلبهلی هیل

rpmپسلاسلاتل لل.لگراریلشدلسهم لگر هل96بعل دتلل

حللهویللTBاسل  للیطلپللیشلکشلل لبللعل  للیطللل،س للهن

گلرایلبلهللللیرجعلسهنت ل31سیای لتاقیحلولیرلی هیللآ پ 

لیورلیرلیقیقلللعلقلللرارلیای لشلللدلتلللهلبلللعلل981شلللیکل

OD 6/0-5/0پسلاسلات لس هنل.لبرسدلIPTGبهلغاظ لل

ل6بلهلغاظل لنهلهت لللللCuSO4 لولارلوللل یال لل9/1نههت ل

بلعلل.ل ولارلبعلمموانلالقهلکممد لبعل  یطلافزوی لشدل یا 

س هنلبعلمموانلن ونعلشلههد،ل  لیطلکشلت لبلهلللللله لطور

شراتطلقبللاسله هنلکاون ل  ب لتهیلعللشراتطل شهبعلبهل

ولتکلکالون لل.لالقهلنشدلODا هلپسلاسلرسیدنلبعلل.شد

فهقدلپلاس یدلنوترکیبلبهلشلراتطلللBL21ههیللاسلساو 

تک هنلبهلکاون ل  ب لحهویلپلاس یدلنوترکیلب،لنیلزللل

س هنلکش لیای للبعلمموانلن ونعلشههدل م  لبعلطورله 

القلهلنشلد لللهلهیلکشل لالقلهلشلد لولللللل  یطل،سپس.لشد

ههت لبلهلپلاسل یدههیلنوترکیلبلولغیلرللللللحهویلکاون )

یرجللعلل98سللهم لیرلی للهیلل4بللعل للدتل(لنوترکیللب

پسلاسلل.یورلیرلیقیقعلقرارلیای لشدل941گرایلبهللسهنت 

یرجعلل981سهم لبدونلیورلیرلی هیلل61آنلبعل دتل

ههیلتهیعللن ونعل،ه چمی .لیلشدگر هلگرارگرایللسهنت 

ل98سهم لیرلی لهیللل64پسلاسلالقهلشدنلبعل دتلل شد

شللراتطل)یورلیرلیقیقللعلل941گللرایلبللهلللیرجللعلسللهنت ل

ل.لقرارلگرفتمد(لهواسی

هلهیلبیلهنلشلد لیرلیاخللللللللجهت لکعلپلروتئی للاسلآن

سلهم للل61هلهلپلسلاسللللشلوند،لسلاو للل ل للساو ل جت ب

ل61بلعل لدتللللg4111ی،لبلهلسلهنترت یوژلیرلللگلرارللگر ه

.لآوریلشلدندللگرایلج بلسهنت لیرجعل4یقیقعلیرلی هیل

 لولارللل یال لل11رسو لبعلیس لآ د لیرلبهفرلف ل هتلل

PMSFحلهویل هلهرلکمملد لپروتئلهسلللللل2/6بهلاسلیدتتعل
ل91

بلرلرویلتلدلسلونیکی للللل،حللولسلپسلل ولارل یا تکل

ههیلشک تعلشد لبهلسهنترت یوژلبهلیورللبقهتهیلساو .لشد

یرجلللعلل4یقیقلللعلیرلی لللهیللل91بلللعل لللدتللل93111

ل61  الو لروتل لیرللل.لندرسلو لیای لشلدلللگرایلسهنت 

ولیلگر لهلگلرارللیقیقلعللل91گرایلبعل لدتللل سهنتیرجعل

لهللهیلینللهتور لشللد لیربللرایلحللرفلپللروتئی ،لسللپس

یرجلللعلل4یقیقلللعلیرلی لللهیللل91بلللعل لللدتللل93111 

مصلهر لسلاول لبلعلیسل للللل.لگرایلسهنترت یوژلشلدللسهنت 

بلعل مظلورللل)آ د لبرایلهرلیولن ونعلکمتلر لولآس لون،للل

یهنلآنزت لولارستهب ل یزانلفعهلی لآنزت لبیلهنللسمجشلب

ل.لسمجشلآنزت  لشد(لشد 

 سنجش بیان آنزیم 

فعهلیللل لآنزت للل لیرلی لللهیلاتللله لیرلحضلللورلللل

.لسللمجید لشللدلABTSسوب للترایل ع للو لاتلل لآنللزت ل

یرلبلهفرلف ل هتللل لولارللل یال لل6ل(ABTS)اک یداسیونل

توسطلافلزاتشلجلر لیرلللل4لبهلاسیدتتع ولارلل یا ل911

یقیقعلانلداس لگیلریلللل1نهنو ترلبعل دتلل461طو ل وجل

 .لشد
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 نتایج

ج للتجویلپروتئیملل لبللرایللاکهسهللهیلبهکترتللهت للللل

شمهسللهت لنشللد لبللهلاسللت هی لاسلتللوال لنوکائوتیللدیلولللللل

بهکتریلبهسیاو لسلوبتیایسلللCot Aآ یمواسیدیلپروتئی ل

هلهیل تعلدییلاسلاتل للللله ولوگ.لبعلمموانلالگولانجهملشد

پروتئی لیرلتوال لکه للژنوملبهکتریلبهسیاو لپو یالو لل

بهسللیاو للبللهکتریلcot Aیرلنتیجللعلژنل.لشمهسللهت لشللد

یرلبللهکتریللcotAبللرایلکاونیمللالولبیللهنلژنلپو یاللو ل

ل.انتخه لشداشرتشیهکا ل
 شناسای  سویهل

نشلهنلللGAZ23نتهتجلبررس لصل هتلاولیلعلیرلسلوتعلللل

ایلگرمل  ب ،لیارایلاندوسپورلوتعیایلکعلات لسوتع،لسو

لنتلهتجلحهصلللاسلتعیلی لتلوال لژنلللل.لکهتهلاسل  بل لاسل للل

لChromas Proبللهلاسللت هی لاسلنللرملافللزارللS rDNA92ل

یرلیولبهنلکلللBLASTوتراتشلشدلولبهلاسلت هی لاسلابلزارللل

 EzTaxon-eلولپهتگللله لاطلاملللهت لNCBIاطلاملللهت ل

server
اسلنظللرل یللزانلللGAZ23سللوتعل.لبررسلل لشللدلل92

بررس لشلدلولیرخل للللS rDNA92شبهه لیرلتوال لژنل

ل Neighbor joiningبلهلالگلورتت للللفیاوژنتیکلات لسلوتعل

ولبلهلنلرملافلزارللللل(66)لBoot Strap 1000ولضرتبلل(69)

بررسل لتلوال للل.لرسل لشلدلل(ل63)ل96(وتراتشلپمج )ل1 گهل

نشهنلیایلکلعلاتل لسلوتعلللللGAZ23سوتعللS rDNA92ژنل

لبهکتریلبهسیاو لپو یالو للرصدلشبهه لبعیل911یارایل

ATCC 7061لسوتعل
Tل.ل(9شکلل)اس لل

ل

ل
لBoot strap 1000ولبهلاست هی لاسل عیهرللNeighbor-joiningبهلرو للGAZ23یرخ لفیاوژنتیکلسوتعل-9شکلل

 Bacillus licheniformis ATCC 14580(T) (AE017333) 

 Bacillus aerius 24K(T) (AJ831843) 

 Bacillus sonorensis NRRL B-23154(T) (AF302118) 

 Bacillus atrophaeus JCM 9070(T) (AB021181) 

 Bacillus mojavensis RO-H-1(T) (JH600280) 

 Bacillus siamensis KCTC 13613(T) (AJVF01000043) 

 Bacillus altitudinis 41KF2b(T) (AJ831842) 

 Bacillus aerophilus 28K(T) (AJ831844) 

 Bacillus safensis FO-036b(T) (AF234854) 

 Bacillus pumilus ATCC 7061(T) (ABRX01000007) 

Strain GAZ23 

 Bacillus aquimaris TF-12(T) (AF483625) 

 Bacillus panaciterrae Gsoil 1517(T) (AB245380) 

 Bacillus funiculus NAF001(T) (AB049195) 

 Bacillus acidiceler CBD 119(T) (DQ374637) 

 Bacillus galliciensis BFLP-1(T) (FM162181) 

 Bacillus herbersteinensis D-1-5a(T) (AJ781029) 

 Bacillus alkalitelluris BA288(T) (AY829448) 

 Bacillus ginsengihumi Gsoil 114(T) (AB245378) 

 Bacillus acidicola 105-2(T) (AF547209) 

 Bacillus shackletonii LMG 18435(T) (AJ250318) 

 Virgibacillus dokdonensis DSW-10(T) (AY822043) 

 Virgibacillus soli CC-YMP-6(T) (EU213011) 100 

73 

86 

68 

63 

90 

72 

60 

33 

36 

77 

99 

84 

39 

82 

100 

72 

99 

54 

61 

0. 005 
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 تكثیر اختصاص  ژن لاکاز

بهلاست هی لاسلپرات رهلهیلللGAZ23ژنللاکهسلیرلسوتعل

تصلوترللل6شلکللل.لطراح لشد لاختصهص لژنلتک یلرلشلدلل

ل.لیهدلژنل وریلنظرلرالنشهنل  لPCRژ ل  صو ل

للتعسوبهندلژنل وریلنظرللPCR. 1تصوترلژ ل  صو لل-6لشکل

GAZ23لبهلپرات رههیلیارایلجهتگه لبر ل.Mشهخصلوسن ل(ل

ل(SM0331فر متهسل)
ل

پسلاسلتهتیلدلکالونلشلدنلژنل لوریلنظلرلیرلوکتلورللللللل

pET21a)+(لپلاس یدههیلنوترکیلبلتخالیصلشلدلولبلهللللل،

لT7 terminatorوللT7 promoterاست هی لاسلپرات رهلهیلل

تلوال لل.لژنلبررس لشدنتیجعلتعیی لتوال ل.لتعیی لتوال لشد

بلعلتلوال لللل98یرلپروته ل ملهببلبیوان ور هتیلکللنوکائوتیدیل

شدلول شخصلشدلتوال لبدونلجهشلآ یمواسیدیلتبدتلل

ل.لبوی
 بیان آنزیم لاکاز

فعهلیلل لآنزت لل للاکللهسلیرلی للهیلاتلله لیرلحضللورللللل

سلمجشلل.لانجلهملشلدلللABTSسوب ترایل ع و لات لآنلزت لل

ل ولارل یا ل6ل(ABTS)لاک یداسیون:لفعهلی لآنزت  لشه ل

بلهلافلزاتشلللل4 لولارلبلهلاسلیدتتعللللل یال لل911یرلبهفرلف ل هتلل

ε=36000M)نللهنو ترلانجللهملشللدلل461جللر لیرل
-1
cm

-1
). 

ههیلبررس لشد لتمههلمصهر لساول لکالون للاسلبی لکاون 

کعلت  لشراتطلالقلهلللpET21aیارایلپلاس یدلنوترکیبل

قرارلگرفتعلبویلفعهلی لآنزت  لنشلهنلللCuSO4وللIPTGبهل

بهلآنزت للاکلهسلللABTSیرلاررلاک یداسیونلل،ه چمی ل.یای

یرل خاو لواکمشلرنلالسلبزلاتجلهیلشلد،لکلعلنشلهنگرللللللل

ا لهلبلرایللل.لحضورلآنزت للاکهسلیرل خالو لواکلمشلبلویللل

هللهیلسللاول لکاللون لیارایلپلاسلل یدلنوترکیللبللمصللهر 

ولکاللون لفهقلدلپلاسلل یدلنوترکیللبلللIPTGبلدونلالقللهلبلهللل

ل(.ل3شکلل)افزاتشلجر لولتغییرلرنال شههد لنشدل

ل

ل
یرلطلو لللABTSافزاتشلجر لیرلاررلاک یداسیونل(لالفل-3شکلل
.لرسلیدلل9/1یقیقعل یزانلجر لبلعللل1نهنو تر،لپسلاسلس هنلل461 وجل

خلوییللعلخویبلللشک لت لافزاتشلجلر لبلعلمال للللل9/1ن ونعلشههدل
ABTSل.لیهدنشهنل  ل

بلهلآنلزت للاکلهسلللللABTSاتجهیلرنالسبزلیرلارلرلاک یداسلیونللل(ل 
ل.لبرایلن ونعل  ب 

 .لیهدلن ونعلکمتر لکعلمدملتغییرلرنالرالنشهنل  ل(ج
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 ریری‏بحث و نتیجه

لکشلل لتعملل ل ع للو لشللراتطلت لل للاکللهسلژنلبیللهن

لنداش لیرل طاوب لجوا لهواسیلشراتطلت  لساو  .لبر

لللکلعلطلورللله هن لشلراتطللت ل للاسل للشلد للگلزار لقلبلا 

لبعلبیهنلآنزت لاسلک  لبخشلتمههلهواسی لفعله للشکللشد 

لج لل لشللکللبللعلبیللهنل  صللو لبیشللترلول هنللدل  لللبللهق 

لبللعلمالل   کلل لاسلل لات لله للاتلل لکللعلاسلل ل99ایلتللوی 

(.ل64)لبهشلدللآنلزت للسهختهرلیرل سلتونلنهقصلجهتگزتم 

لاشلهر للوله کلهرانلبلعلاتل لنکتلعللللل61یورائلوللکعلطورله هن

واب لتعلبلعلغمل لسلهسیللللللCotA لسللل  تلوایللکعلکریند

ل  لیطلل  یطلکش لبلهلتلونل لسلولوجلویلاک لیژنلیرللللل

لبلللعلآئروبیلللکلشلللراتطلتغییلللر(.ل61)اسللل للکشللل 

لافلزاتشللرال لسللیاخلللسلاول للل  توایل یکروآئروبیک

له چملی ،للولسلاول للیاخلللل لسللتلونللافلزاتشل.لیهلدلل  

ل مهسلبللوضلعیت للاتجهیلبعل یکروآئروبیکلشراتطلوجوی

ل.لشویل  ل مجرلهولوآنزت لتشکیللولتهخوریگ لبرای

کلعلیارایلللGAZ23،لسوتعلCotAتوال لآ یمواسیدیل

لCotAلپروتئی لآ یمواسیدلاس لبهلتوال لآ یمواسیدیل191

آ یمواسلیدللل193کلعلیارایللبهکتریلبهسلیاو لسلوبتیایسللل

تلوال لآ یمواسلیدیللل.لبررس لشلدللNCBI Blastاس لیرل

CotAلسلللوتعل،GAZ23ل28ولل69شلللبهه للیرصلللدلل69،ل

لبللهکتریلالبللعلتللوال لآ یمللولاسللیدیللل66ه  للهن لیرصللد

لیگهنلدههیل تصلللشلوند لبلعللللل.لیاریلبهسیاو لسلوبتیایسل

،لM502تعمل لللیرلبلهکتریلبهسلیاو لسلوبتیایسللللT1 سل

H419ل،H497ل،C492ولیرل للللسللT2لتعملللل ل:H105ل،

H422ولیرل للللسللT3لتعملللل ل:H107ل،H153ل،H155ل،

H424ل،H491ل،H493لیرلتلللوال لآ یمواسلللیدیلCotAل،

رتشلعلاسلیدللل.لکله لا لح هتل لشلد لاسل لللللGAZ23سوتعل

یرلل،کللعلفللرهلشللد لللC322وللC229آ یمللعلسی للتئی لل

ل CotAیدیلیرلپللروتئی لسللول لییتشللکیللبهنللدههیلل
یرلل،ه چملی ل.لنقلشلیارنلدللبهکتریلبهسلیاو لسلوبتیایسللل

ل.لح ظلشد لاس لGAZ23،لسوتعلCotAتوال ل

ه هنملللدلسلللهترللGAZ23ژنل لللوریلنظلللرلیرلسلللوتعل

یلقهرد لولبهکترتهت لکعلتهکمونلشمهسهت لشلد ،لللاکهسهه

نهحیعل تصللشلوند لبلعل لسلغمل لاسلهی لتیدت للللللل4یارایل

هلهیل تصلللشلوند لبلعللللللی پروتئاس لولشبهه لستهییلبعل

ل(.ل91) سلیاریل

ل

بهلللههلههیلقهرد لول قهت علآنههیلبهسیاوس لولسوتعلاکهسلبرخ لسوتعی ی ل تصللشوند لبعل سلیرلتوال لآ یمواسیدیلل4ه لتراسلسهسیلل-9جدو ل

ل.بهلسهتعلنشهنلیای لشد لاس ل3ولل6،ل9ههیل سلنوعللههیلآ یمواسیدیلح هت لشد لول تصللشوند لتونرتشع.لGAZ23لتوال لآ یمواسیدیللاکهسلسوتع

لنهملولش هر لیسترس  3ل6 3ل3 3ل6ل9 9ل393

لNFLHCHIDW HLل461  TIHWHG Pr: Q01679لTFWYHSH 83لHPFHLHGHTFSVV 962ل498

لNFLHCHIDF HLل489  SIHWHG AAL00887 :TviلTFWYHSH 86لHPFHLHGHAFAVV 961ل491

لNFFHCHIEF HLل422  AAD30964 ل:SIHWHG CcلTFWYHSH 81لHPFHLHGHAFSVV 963ل494

لNFLHCHIDWHLل481  SIHWHG Po: Q12793لTFWYHSH 92لHPFHLHGHTFDVI 939ل466

لNFL HCHIDF HLل466  TIHWHG Tvi: AAB47735لTFWYHSH 81لHPFHLHGHTFSVV 968ل461

لYVWHCHILE HEل482  VV HLHG Bs CotA: NP_388511لILWYHDH 913ل9لHPIHLHLVSFRVI 94ل499

لNMFHCHEF HAل426  ALHLHG Bh 2082: NP_ 242948لTYWYHSH 913لHPMHLHGDFFHVI 943ل493

 VVHLHG B lich: YP_077905لALWYHDH 911لHPIHLHLVQFM 942لYVWHCHILE HED 496ل486

 VVHLHG GAZ23لTLWYHDH 913لHPIHLHIVQFR 942لYVWHCHILE HED 469ل488
 

Pr: Phlebia radiate, Tv: Trametes versicolor, Cc: Coprinus cinereus, Po: Pleurotus ostreatus, Tvi: Trametes villosa 

Bs: B. Subtilis, Bh: B. Halodurans, GAZ23, Blich: B. Licheniformis



 

 

ل9لGAZ23سوتعللBacillus pumilusکممد لآنزت للاکهسلاسلبهکتریللکاونیمالولبیهنلژنلکد

 

 

پهتلداریلی لهت لاتل لللللCotAههیلت لوتژگ ترل ه اسل

یرلی ههلهیلپلهتی للللبیشترپروتئی لاس ،للاکهسههیلقهرد ل

 زتتل لللCotAیرلنتیجعلپهتداریلی هت ل(.ل63)له تمدللفعه 

اگردللعلبیللهنل.لبللرایلکهربریهللهیلبیوتکمولللوژتک لاسلل 

آنزت لبهلافلزوینل لسلبلعل  لیطلکشل ،لکلههشلی لهلولللللللل

اتجهیلشراتطل یکروآئروبیک،لن ب لبلعلشلراتطلهلواسیلللل

تهف ،لا هلتمههلبخشلک  لاسلآنزت لبیلهنلشلد لللافزاتشل  

ل.لبعلشکللفعه لبوی

لیل للبهیمعلسهسیلشراتطلبیهنلبرایلتولیدلآنزت  لبهلفعه

بیشللتر،لبررسلل لفعهلیلل لولپهتللداریلآنللزت لیرلشللراتطللللل

هلهیلبیوشلی یهت للل،لتعیلی لوتژگل للاسلیدتتعل ختافلی هلول

 هنمدلتعیی لوسنل ولکول لیقی لپروتئی لولتعیلی لسلهختهرللل

ل.لشویآنزت  لبرایلایا علکهرلپیشمههیل  

ل
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Abstract 

Introduction: : Laccases (benzene diol oxygen oxidoreductase: EC 1.10.3.2 are one of the 
multicopper oxidase family members that catalyze the oxidation of various phenolic compounds 
by using molecular oxygen 

Materials and methods Laccase gene was from strain GAZ23 amplified by cloning primers. 
PCR product cloned in the expression vector (pET21a) and transferred to BL21 strain of E. coli 
and sequence analysis were carried out. Biochemical properties were investigated using 
common laccase substrates, 2,2�-azino-bis(3-ethylbenzothioazolin-6-sulphonicacid (ABTS). 

Results: 16S rRNA gene of strain GAZ23 isolated from Iran soils, showed high similarity to 
Bacillus pumilus (100%). The gene of the GAZ23 has an open reading frame composed of 1533 
bases, which encode 510 amino acid residues. 

Discussion and conclusion: The laccase gene from GAZ23 shows 67% similarity with CotA 
from B. subtilis. The expression was performed under microaerobic condition and decreased 
temperature in order to obtain high amounts of soluble protein. This protein contains four 
histidine rich copper-binding domains. 

Key words: laccase, CotA protein, B. pumilus, Gene expression 
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