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‏كیدهچ

. ه لتمد  دوسل  گفاگطل  ههی  رواوگانهسر   ههیناو  تاتن  ه  گس تو  ههههلوآاک  وتژ  ب  هه،دوس سمک: مقدمه
بله   . لواد توهل  ه لتمد    آوایفن ست   و صمعت  کهابادههی باگی و گسدشد   طهلع  ب رها دوس ی سمکهرداولاسهه

سهسی آس ت  آ راوپولولاسهس گس دوس ،  طهلع  حهضا گولرن ن گا  دا  واد خهلصتوه  ب  گهمر  هرداولاسههی سمک
 .دوس  گس تک آاک  سمک

دوسل  و  آس ت  آ راوپولولاسهس خهاج ساول  سملک  Ha25سوت   Halorubrumدوس  آاک  سمک :ها‏‏مواد‏و‏روش
دهل   سلهسی آسل ت ، گس اسلو    بل   مظلوا خلهلص   . کمدتولرد    سدت  کااگتد قهوم ب  حلا  اگ دا غاظ  بهلای سمک 

ول  آسل ت  بعلد گس تخالرص، بل      هه به حلا  گتهسو  و کاو هتوناگف  تعوتض آسروس  گسلت هد  شلد  وهلام  ولول    پاوتئرن
بل   مظلوا تعرلرن پهتلدگای     . ههی آس ت  بااس  شدبعد گس تخارص آس ت ، وتژن . تعررن شد SDS-PAGEکمک او  

دا گستهله  . آس تم  ب  طوا هدگنهس  دا   هوات ه   حلا  آلل  قلاگا نافل     ههی آل ،   او آس ت  دا حضوا حلا 
 .بااس  شدی سهسک ب  او  کاو هتوناگف  لات ی سشهست  و پولولان   صو  عماواد آس ت  اوی دو سوب تاگ

ی فعهلر  آ راولرترک و برشرم . تعررن شد kDa 911ب   ر گن  SDS-PAGEهام  ولوول  آس ت  ب  کمک او   :نتایج
و بلاگی فعهلرل     1/7بهرمل  بلاگی فعهلرل  آ رالولرترو      گسلردتت   . نلاگد بلود   داه  سلهست   11پولولرترک آس ت  دا د هی 

هلهی  گثلا حللا    .فعه  بود NaCl ولاا گس سمک  1/1ته  ص اآس ت  دا   دود  وسرع غاظت  . تعررن شد 1/7پولولرترو  
هلهی غرلا   آل   ختاف اوی فعهلر  پولولرترک و آ راولرترک آس ت  آ راوپولولاسهس سشهن دگد ک  آس ت  دا حضوا حلا 

تمهه   صو  عماولاد آسل ت    . ههی قهبل گختلاط به آ  گس قهبل گختلاط به آ  دگاگی پهتدگای برشتای س ب  ب  حلا 
 .اوی ها دو سوب تاگی سشهست  و پولولان، ناوک  تعررن شد

دوسل  و  ، آسل ت  آ راوپولولاسلهس سملک   Ha25سلوت    Halorubrumدوسل   آاکل  سملک   :گیرسی‏‏بحث‏و‏نتیجره‏
به توه  ب  فعهلر  آس ت  دا شاگتط  سظرا د ه و شوای بلهلا و آ  فعله  کل ، گتلن آسل ت       . کمدلرد   نا هدوس  اگ تو

هلهی آلل  و   ههی دگاگای شلوای بلهلا، حللا    آوای، سظرا ترمها پ آ گی  مهسب ب   مظوا کهابادههی ست   فنن تم 
 .گی گس تاکربهت سشهست 

، Halorubrumسهسی پاوتئرن، آاک  سمک دوس  گفاگط ، خهلص ،آ راوپولولاسهس سمک دوس  :های‏کلیدی‏واژه
  قهو   ب  حلا  آل 
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‏مقدمه

و  Halobacterialesهلللله دا اگسللللت   هللللهلوآاک 

قللللللاگا دگشللللللت  و  Halobacteriaceae یخللللللهسوگد 

ه تمد ک  باگی اشد ب  حدگقل  9ههی گفاگط دوس  سمک

(. 2) سرلللللهس دگاسلللللد   NaCl لللللولاا گس سملللللک    1/9

دوسللت  هللهی گفاگطلل هلله،  رواوگانهسر لل  دوسلل  سمللک

ه تمد ک  قهبار  بقهء و اشد دا   رط  به  رل گن شلوای   

دوس  ه تمد ههی سمکاگ دگشت  و  مبع  باگی آس ت بهلا 

ب رهای گس فاآتمدههی صمعت  دا شلاگت  فر تول  و   (. 3)

شوسد ک  باگی عماواد ب لرهای  شرمرهت  سخت  گس هم   

او، تلهفتن  گس گتلن . هلهی  عملو ،  مهسلب سر ل     گس آس ت 

کل  بتوگسملد دا شلاگتط   هسملد      2دوست ههی گفاگط آس ت 

بهلا فعهلر  دگشت  بهشلمد، ب لرها گاسشلممد     شوای و د هی

هلهی تولرلد شلد     ههی گخرا توه  ب  آسل ت  دا سه . گس 

دوسل  کل  توگسلهت     هلهی گفاگطل   توس   رواوگانهسر  

فعهلر  دا شلاگت  سلخ  اگ دگاسلد، گفل تش تهفتل  گسل        

هلهی  دوسل  هلدگ شلد  گس آاکل     ههی سملک  آس ت (. 1)

کهابادهلهی  تعلددی دا   توگسملد دگاگی  دوسل   ل   سمک

صمهتع بهشمد ستاگ دا غاظل  بلهلای سملک، د لهی بلهلا و      

هللهی پللاوتئرن(. 1)آ  فعلله  کلل  دگاگی فعهلرلل  ه للتمد 

هللهی دوسلل  دا  قهت لل  بلله پللاوتئرنهللهی سمللکآاکلل 

ناتل   آ رم  آ ی تعدگد کمتا گسردههی عمول  ب  وگسط 

اسلد،  گی به بها  م   ک  دا سطح خلود دگ آ رم و گسردههی

توگسمد دا غاظ  بهلای سملک کل  دا دگخلل و خلهاج       

 (.6)ساو  به آن اوباو ه تمد پهتدگا بهشمد 

هللهی آ للرلاس دگاگی فعهلرلل -α هللهی خللهسوگد آسلل ت 

آوای  تعللددی ه للتمد و دا صللمهتع  للوگد    فللنست لل 

(. 7)شوتمد ، کهغر،  وگد غرگت  و دگاوت  کهاباد دگاسلد  

، گسللوگع  گس (کهسوهرللداولاسناو 6-پولللولان)پولولاسهسهلله 

 ی آس تملل بلل  خلهسوگد  بلود  و  هلهی شللهخ  شلون   آسل ت  

 α-توگسهت  و تله  هه ب ت  ب  گتن آس ت . آ رلاس  تعاق ه تمد

دا  α-( 1,9)عدم توگسهت  هرلداولر  پروسلد نارووستلدی    

سشهست ، آ راوپوترن و گلرگوسلهکهاتدههی  ابوطل  بل  دو    

بلا   Iسلوع  . شلوسد تق لر   ل   ( آ راوپولولاسلهس ) IIو  Iسوع 

( 1,9)قهدا ب  هرداولر  پروسد نارووستلدی   IIخلاف سوع 

-α  هللا دو سللوع آسلل ت  . سر للI  وII   قللهدا بلل  شو لل

دا پولللولان بللود  و   α-( 6,9)پروسللدههی نارووستللدی  

پوللولان  . کمملد  هلتوتاتوس اگ ب  عموگن   صو  تولرد  ل  

ن هرلداولاس سلوع   و پوللولا ( سئوپولولاسهس) Iهرداولاس سوع 

II (گت وپولولاسهس)    توگسهت  هرلداولر  پروسلد نارووستلدی ،

(1,9 )-α  اگ دا پولولان دگشت  و پموس و گت وپموس اگ تولرد

توگسهت  هرلداولر    IIIپولولان هرداولاس سوع (. 8)کمد   

اگ دا  α-( 6,9)و  α-( 1,9)پروسللللدههی نارووستللللدی  

پولولان دگشت  و  لهلتوتاتوس، پملوس و  لهلتوس اگ بل  عملوگن      

 (.1)کمد   صو  تولرد   

آسللل ت  آ راوپولاسلللهس گس آاکللل   ،دا گتلللن پلللژوهش

تخارص شد  و  Ha25سوت   Halorubrumدوس    سمک

ههی کرمترول   سپس وتژن . وسن  ولوول  آن تعررن شد

فعهلر  آس ت  چمرن شاگت  بهرم  و ه  Kmو  Vmaxآن سظرا

  صولات حهصلل گس عماولاد آسل ت  اوی    . بااس  شد

سوب للتاگههی سشهسللت  و پولللولان سرلل  بلل  کمللک او     

گتن  طهلعل ، گوللرن   . کاو هتوناگف  لات  سهسک تعررن شد

سلللهسی آسللل ت  آ راوپولولاسلللهس   نللل گا  دا خلللهلص 

 .دوس  گس دوس  گس تک  رواوگانهسر   سمک سمک
 ‏
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‏ها‏مواد‏و‏روش

‏کیایی‏و‏شسایط‏کشتسویه‏آر

گس داتهچل  سملک    Ha25دوسل  سلوت    آاک  سمک

هلهی بروشلرمرهت ،   بااس . آاگن بردنل دا گتاگن هدگ شد

 بلل  همللاگ  تعرللرن تللوگل  ژن    شمهسلل  اتخلل فمللوترپ  و 

S rRNA96  بااسللللللل  شلللللللبهه  تلللللللوگل  و 

 S rRNA96  هلهی ثبل  شلد  دا    توگل سلهتا گتن سوت  به

سشهن دگد کل  گتلن    ،EzTaxon-e server پهتگه  گطلاعهت 

تلاتن   بلود  و بلرش    تعالق  Halorubrumسوت  ب  هلمس  

-Halorubrum chaoviator Halo  شبهه  اگ بل  نوسل   

G
T 

(AM048786)  تولرد آس ت  پولولاسهس  (.91و  9)دگاد

داهللل   11دا شلللاگت  هلللوگسی، د لللهی   Ha25 سلللوت 

دواگسل    ناگد، دا گسووبلهتوا شلروادگا بله حاکل      سهست 

 23( w/v)دوا دا دقرقلل  و دا   للر  کشلل  دگاگی  211

 MgSO4.7H2Oداصلد،   NaCl 1/98)داصد سمک تلهم  

 KCl11/1، داصللد MgCl2.6H2O 3/2 داصللد، 7/2

داصلد  لهلتوس،    2، (داصد CaCl2.2H2O118/1داصد، 

ی نوشل   داصد عصها  1/1داصد پپتون نوش ،  1/1

بله  ( 99) صاف، داصد   او  عمهصا ک  11/1 (v/v) و

، بعلد گس نرشل  سل  اوس بل  برشلتاتن      1/7-2/7گسلردتت   

 لهتع اوتل  گتلن   لر  کشل  بلاگی       .  ر گن خود اسلرد 

 .خهلص سهسی آس ت  گست هد  شد

‏سنجش‏يعالیت‏آنزیمی‏و‏تعیین‏غلظت‏پسوتئین

گس  ،بللاگی تعرللرن فعهلرلل  پولللولرترو  و آ راللولرترو  

 تللکاللو  ی   داصللد و سشهسللت  1/1  اللو  پولللولان 

 رالل   للولاا،  11بلله غاظلل  Tris-HClداصللد دا بللهفا 

بهفا ) 1/7ته  1/8گسردتت   به CaCl2 را   ولاا  21  توی 

A)   بل  گتلن صلوات کل      . ب  عموگن سوب تاگ گسلت هد  شلد

لرتلا    رواو 111 گس   او  آس تم  به رواو لرتا  11 ر گن 

 و ب   لدت تلک سلهع    گس   او  سوب تاگ  خاوط شد  

بعلد گس  . ناگد نا هنلرگای شلد   سهست  داه  11د هی دا 

نا هنرگای،  ر گن قمدههی گحرهء کممد  به کمک  عاف 

بل  گتلن تاترلب    (. 92)تعررن شد  سرتاوسهلر رارک گسرددی

سرتاوسهلر لرارک  دیگس  علاف   رواو لرتا  111ک   ر گن 

بل   خالوط وگکلمش آس تمل  گضلهف  شلد و دا آ         گسرد

بلا ح لب تعاتلف    . ق  قاگا ناف دقر 91هو  ب   دت 

تللک وگحللد آسلل ت   قللدگا آس تملل  گسلل  کلل   وهللب   

هرداولر  تک  رواو و  سوب تاگ دا تک دقرق  دا تک 

 . لرتا   او  آس تم  شود  را 

. هه به او  باگدفواد تعرلرن شلد  غاظ  پاوتئرن سموس 

 گس آلبو رن سام نهوی بل  عملوگن گسلتهسدگاد گسلت هد  شلد     

ههی خهاج شد  گس سلتون، گس  پاوتئرن بخشغاظ  (. 93)

سلهسو تا   281هله دا طلو   لوج    طاتق تعررن هر  سموسل  

 .تعررن شد

‏خالص‏سازی‏آنزیر

داهل    1تمهم  اگحل خهلص سهسی آسل ت  دا د لهی   

 لهتع اوتل  کشل  سل  اوس      . نلاگد گس لهم شلدسد    سهست 

 21آاک  گس طاتلق سلهستات روژ   لر  کشل  بل   لدت       

هله و سلهتا  لوگد هه لد     ، گس سلاو  x g 1111دقرق  به دوا 

داهل    21 م ل  تک ح   گتلهسو  سلاد  طالق    . هدگ شد

ب  تلدات  بل   لهتع اوتل    لر  کشل  دا       ( ناگد سهست 

اسلو  پاوتئرمل  حهصلل بل      . حه  ه  سدن، گضلهف  شلد  

 x g 91111دقرقل  بله دوا    21کمک سهستات روژ ب   دت 

حل شد  و تاکربلهت   Aهدگ شد و دا کمتاتن  ر گن بهفا 

دقرقل  بله    21ب   دت سه  او  گس طاتق سهستات روژ   دد 
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سپس گتن   او  عارل  بلهفا   . هدگ شدسد x g 91111دوا 

A  گتلن   الو  حهصلل    . سلهع  دتلهلر  شلد    91ب   دت

 اوی سلللللتون ناو لللللهتوناگف  تعلللللوتض آسرلللللوس   

 Q-Sepharose (91: ، گبعللهد سللتون3آ اشللهم بروسللهتمس 

ب  تعلهد    Aک  گس قبل به بهفا (  تاسهست  تک تا دا  سهست 

ستون به همرن بلهفا ش تشلو دگد    . اسرد  بود، قاگا ناف 

هلهی خلهاج   هلهی بخلش  شد ته ههت  ک  غاظ  پلاوتئرن 

ههی  تصل بل   سپس پاوتئرن. شد  گس ستون ب  ص ا اسرد

 صل ا ستون گس طاتق تک شرب غاظل  خطل  گس غاظل     

، بله شلدت   Aدا بلهفا  سدت  کااگتلد   ولاا سمک  تکته 

. لرتللا دا دقرقلل  گس آن خللهاج شللدسد  رالل  تللکهاتللهن 

ههت  گس ستون کل  دگاگی فعهلرل  آ راوپولولاسلهسی     بخش

آوای شد  و بلاگی  طهلعلهت برشلتا بااسل       بودسد، همع

 هام  ولولول  و  رل گن خالون آسل ت  گس طاتلق     . شدسد

 SDS-PAGE  بلل  (. 91)تعرللرن شللد  1لا الل  و بلله او

هه گس  هتع اوت    لر  کشل  بلاگی      مظوا حرف سمک

، سموس  ب  کملک سلمتاتوون تیالر     SDS-PAGEگس هم 

بل  ح ل  گولرل  اسلهسد  شلد و گتلن        Aشد و سپس به بهفا 

هله گس  لهتع اوتل      عمل چمدتن بلها تولاگا شلد تله سملک     

 .  ر  کش  حرف شوسد
‏سردیر‏کلسایرد‏‏و‏غلظت‏نمرک‏‏اسیدیته‏بسرسی‏اثس‏دما،‏

‏روی‏يعالیت‏آنزیر

و  و پوللولرترو   اوی فعهلرل  آ رالولرتر  گسلردتت   گثا 

بلاگی گتلن   . تعررن شد 1/91ته  1/1برن  آس ت  دا   دود 

  راللل   لللولاا  11 مظلللوا گس بلللهفا  خالللوط بللله غاظللل  

، سللدت  ف لل هت   1/6-1/7، سللدت  گسللتهت   1/1-1/1)

1/1-1/8 ،Tris-HCl  1/92-1/1 ،Glycine-NaOH ) و

شاگت  گستهسدگاد تعررن فعهلر  آس تم  ک  دا بلهلا بل  آن   

ی فعهلر  سرماخ د هت  و د هی بهرم . گشها  شد گس هم شد

آ رالللولرترو  و پوللللولرترو ، گس طاتلللق تعرلللرن فعهلرللل  

آس تملل  بلله نا هنللرگای  خاللوط وگکللمش آس تملل  دا   

ناگد، به فوگصل  داه  سهست  71ته  31  دود  د هت  برن 

 خالللوط . نلللاگد تعرلللرن شلللد سلللهست  داهللل  1 د لللهت 

ههی آس تم  بل   لدت تلک سلهع  دا د ههلهی       وگکمش

ذکا شد  نا هنرگای شدسد و بعد گس گتلن  لدت  علاف    

هه گضهف  شلد و سلپس بل     سرتاوسهلر رارک گسرد ب  آندی

بلاگی تعرلرن   . دقرق  دا آ  هو  قاگا دگد  شد 91 دت 

رللل  بلللاگی فعهلسلللدت  کااگتلللد غاظللل  بهرمللل  سملللک 

آ راولرترو  و پولولرترو  آس ت ، سم ش فعهلر  آس تم  

تله   صل ا دا شاگتط  گس هم شد ک   خاوط وگکمش دگاگی 

  . ولاا سمک بود 1/1

تعیررین‏پایررداری‏دمررایی‏و‏مقاومررت‏آنررزیر‏نسرربت‏برره‏‏

‏های‏آلی‏حلال

 71ب   مظوا تعررن پهتلدگای د لهت  آسل ت  دا د لهی     

دقرقل  دا   31ب   دت ی آس تم  ناگد، سموس  سهست  داه 

بهقرمهسد   سم ش. ناگد قاگا ناف  سهست  داه  71د هی 

 71آس تمل  ترملها شلد  دا د لهی      فعهلر  آس تم  سموسل  

دقرقل  و   31تله   1ناگد، دا فهصا  س هس  بلرن   داه  سهست 

بها، دا شاگت  گستهسدگاد سم ش آس تم   دقرق  تک 1ها 

فعهلر  سموس  آس تم  کل  ترملها د لهت  سشلد      . گس هم شد

 . داصد دا سظا نافت  شد 911بود، 

هلهی   ب   مظوا تعررن پهتدگای آس ت  دا حضوا حللا  

 11و  21( v/v)ی آس تم  دا حضلوا غاظل    آل ، سموس 

دی  ترلللل  هلللهی آلللل   ختالللف سظرلللاداصلللد حللللا 

-2، گتهسو ، 6دی  ترل فا ه رد بوتهسو ،-n، 1تدسول وک ه

گسللتون و کااوفللام بلل   للدت تللک ه تلل  دا   پاوپللهسو ،
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نلاگد و بله    داهل  سلهست    21گسووبهتوا شروادگا بله د لهی   

 (.39) قللاگا نافلل دوا دا دقرقلل   911حاکلل  دواگسلل  

فعهلرل   .   ها اوس سلم ش شلد  فعهلر  آس تم بهق   هسد 

ت حلا  قاگا سگافت  بود، بل   آس تم  ک  دا   هوا سموس 

سپس سرمل  عملا فعهلرل     . عموگن کمتا  دا سظا نافت  شد

 .آ راولرترو  و پولولرترو  آس تم  تعررن شد
 آنزیرKmو‏‏Vmaxهای‏کینتیكیتعیین‏ویژگی

هللهی کرمترولل  آسلل ت ، توسلل  نا هنللرگای  وتژنلل 

ی   الو  و  ههی  ختالف سشهسلت   سموس  آس تم  به غاظ 

داهل    11ب  عموگن سوب تاگ دا د لهی   Aپولولان دا بهفا 

و  Vmax قلهدتا . دقرقل  تعرلرن شلد    61ناگد ب   دت  سهست 

Km     بل    7لاتلن وتلوا بلاک    آسل ت  گس طاتلق اسل   م مل

 .دس  آ د
‏ی‏نازککسوماتوگسايی‏لایه

داصللد و  1/1سموسلل  آس تملل  دا حضللوا پولللولان   

ب  عموگن سوب تاگ و  Aداصد دا بهفا تک  سشهست    او 

نللاگد بلل   للدت دو سللهع    داهلل  سللهست  11دا د للهی 

فعهلر  آس تمل  بله قلاگا دگدن  خالوط     . نا هنرگای شد

ناگد بل   لدت    سهست  داه  911وگکمش دا د هی حدود 

هللهی حهصللل گس عماوللاد سموسل  . دقرقل ،  توقللف شللد  91

قلاگا  آس ت  ب  شول تک لو  اوی کهغر کاو هتوناگف  

هه، گتن کهغر دا تهسک  نافتمد و بعد گس خشک شدن لو 

( v/v))بوتلهسو ،  تلهسو  و آ    -n  توی سر ت  حلال  

باگی هدگ کادن   صلولات قملدی تولرلد شلد ،     ( 1:2:9

وقت  حلا  ب  بهلای کهغلر اسلرد، کهغلر گس    . قاگا ناف 

تهسک خهاج شد  و پس گس خشک شلدن، بلاگی آشلوها    

اوی ( 9:9( v/v))ک گسرد و  تهسو  هه سول واتشدن لو 

 911دقرق  دا د هی  1سطح کهغر پهشرد  شد  و ب   دت 

قمللدههی ناللوک   .(91)نلاگد قللاگا نافل     سللهست  داهل  

(G1) لللهلتوس  ،(G2) لللهلتوتاتوس  ،(G3) لللهلتوتتاگ وس  ،

(G4) هلتوپمتللللللله وس  ،(G5) لللللللهلتوهگ گ وس  ،(G6) ،

عموگن شلههد دا کملها   و قمد پموس سر  ب  ( G7) هلتوهپته وس 

 .هه قاگا نافتمدسموس 
 

‏نتایج
‏های‏آنزیرخالص‏سازی‏و‏تعیین‏ویژگی

آس ت  خهاج ساول  آ راوپولولاسلهس گس   لر  کشل     

هله بل    دهل  پلاوتئرن  ی آاکل  بله او  اسلو    س  اوس 

کمللک حلللا  آللل  گتللهسو  و گسللت هد  گس سللتون تعللوتض 

سموسللل  پاوتئرمللل  حهصلللل گس  . آسرلللوس  تخالللرص شلللد 

قلاگا   Q-Sepharoseده  به گتهسو  با اوی سلتون   اسو 

نافل  و بعلد گس ش تشللوی سلتون بلله ناگدتلهن خطلل  گس     

 ولاا گس گتلن   38/1، آس ت  دا غاظ  سدت  کااگتدسمک 

سل  بخلش دگاگی فعهلرل  گس    . سمک گس ستون خلهاج شلد  

گی گس  اگحللل خلاصلل (. 9شللول )سللتون بلل  دسلل  آ للد 

 .گسلد هن دگد  شلد  سشل  9 ختاف خهلص سهسی دا هلدو   

-SDSهللام  ولوللول  آسلل ت  آ راوپولولاسللهس بلله کمللک 

PAGE  (.2شول )کراودگلتون تعررن شد  911ب   ر گن 
 
 

 

 

 Ha25 سهسی آس ت  آ راوپولولاسهس گس  هتع اوت    ر  کش  سوت گی گس  اگحل  ختاف خهلصخلاص  -9هدو  

 (باگبا)سهسی خهلص (داصد) بهسد   سهسی اگحل خهلص
  وتژ فعهلر  

 (نامبا  را   وگحد آس تم )

  پاوتئرن کل

 (نام را )

   فعهلر  کل

 (وگحد آس تم )

 111 911 1/1 9 911 آس ت  خهم

 39 2 1 1/91 911 (v/v)داصد گتهسو   11

Q-Sepharose 1/3 2/3 1/91 9/9 96 
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 Q-Sepharoseکاو هتوناگف  تعوتض آسروس  ب  کمک ستون  -9شول 

 

 
دا گتللن شللول، . گلوتاوفواترللک آسلل ت  خللهلص شللد   ت ارللل -2شللول 

. گسلد ی خلهلص سلهسی سشلهن دگد  شلد     ههی  وهود دا هلا  احال   پاوتئرن

کاو لهتوناگف  تعلوتض آسرلوس     : 2شههد هام  ولوول  ادتف : 9ادتف 

  هتع اوت    ر  کش  : 1اسو  گتهسول  ادتف : 3ادتف 

  
 3گثا عوگ ل  ختاف با اوی فعهلر  آس ت  دا شلول  

آسل ت  هلا دو فعهلرل  آ رالولرترو  و     . گسدسشهن دگد  شد 

ته  1/1س گگسردتت  ی وسرع پولولرترو  خود اگ دا   دود 

بهرم  باگی فعهلر  آ رالولرترو   گسردتت  . ح   کاد 1/91

. تعرلرن شلد   1/7و باگی فعهلر  پولولرترو  ب   رل گن   1/7

فعهلر  س ب  آ راولرترو  و پولولرترو  آس ت  دا گسردتت  

بلل   1/91داصللد و دا گسللردتت   39و  23بلل  تاترللب  1/1

رملاخ  س(. گلف 3شول )داصد تعررن شد  31و  11تاترب 

هلا دو  . گس    سشهن دگد  شد  3د هت  آس ت  دا شول 

 نلاگد برشلرم    داهل  سلهست    11فعهلر  آس تمل  دا د لهی   

نللاگد، فعهلرلل  س للب   داهلل  سللهست  31دا د للهی . گسلل 

داصلد و   11پولولرترو  و آ راولرترو  آس ت ، ب  تاترلب  

ناگد، هلا   سهست  داه  71دا د هی . داصد تعررن شد 11

داصللد گس برشللتاتن  رلل گن   32  آس تملل  تمهلله دو فعهلرلل

ی فعهلرللل  برشلللرم . دهمللد فعهلرلل  خلللود اگ سشللهن  للل   

 1/3و  1/2آ راولرترو  و پولولرترو  ب  تاترب دا غاظ  

 1/1دا غاظ  . تعررن شدسد سدت  کااگتد ولاا گس سمک 

داصلد گس فعهلرل     39داصلد و   11 ولاا گس گتلن سملک،   

س ت  بهق   هسد، دا حلهل  کل    آ راولرترو  و پولولرترو  آ

، بل  تاترلب   سدت  کااگتلد  ولاا گس سمک  ص ادا غاظ  

ی آس تمل  دتلد    داصد گس فعهلرل  برشلرم    7داصد و  36

 (. پ 3شول )شد 
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ههی  ختاف سملک  و غاظ (  )، د ه (گلف)گسردتت  گثا  -3شول 

با اوی فعهلر  آ راولرترو  و پولولرترو  آس ت  ( پ) سدت  کااگتد

فعهلر  آس تم   طهبق به شاگت  گستهسدگاد گشها  شد  . آ راوپولولاسهس

برشتاتن  ر گن فعهلرل  آس تمل  بل  عملوگن     . دا  تن گس هم شد  گس 

ههی آس تم  ب  شلول  فعهلر . داصد دا سظا نافت  شد  گس  911

 .گسدس اگف  عرها ن گا  شد گ ±فعهلر  س ب  

هللهی کرمترولل  آسلل ت  گس طاتللق سللم ش     وتژنلل 
گستهسدگاد فعهلر  آس تم  و دا حضوا پولولان و سشهسلت   

بل   Vmax و Km رل گن  .   او  ب  عموگن سوب تاگ گس هم شد
(. 1شلول  )تعرلرن شلدسد    کمک سمودگا لاتن وتلواباک 

نلام    رال   8/9 باگی سوب تاگی سشهست    او  Km ر گن 
نلام بلا     رال   8/1و باگی سوب تاگی پولولان لرتا  با  را 
بلاگی سوب لتاگی سشهسلت      Vmax رل گن   .تعررن شد لرتا  را 

و باگی سوب تاگی پولولان   رواو و  با دقرق  21  او  
 .تعررن شدواو و  با دقرق   ر 7/91 

ی‏يملكسد‏آنزیر‏بس‏روی‏سوبستسای‏نشاسته‏محلول‏نحوه
‏و‏پولولان

  صللو  عماوللاد آسلل ت  بللا اوی دو سوب للتاگی    
. گسلد سشهن دگد  شلد   1سشهست    او  و پولولان دا شول 

هه ک  آس ت  خهلص شد  ب  شول تلک بهسلد دگاگی   گس آن
 هللللا دو فعهلرلللل  آ راللللولرترو  و پولللللولرترو  اوی  

SDS-PAGE  کل  تمهله   صلو      دتد  شد و ب  دلرل گتلن
ولاد بلا اوی هلا    تولرد شد  توس  آس ت  حهصلل گس عما 

دو سوب تاگ تمهه ناوک  بلود، سلوع آسل ت  آ راوپولولاسلهس     
 (.96)تعررن شد 

 
گلگلللوی عماولللاد آسللل ت  آ راوپولولاسلللهس بلللا اوی     -1شلللول 

  صو  عماولاد  : 9ادتف . سوب تاگههی سشهست    او  و پولولان
  صلو  عماولاد   : 2آس ت  اوی سوب تاگی سشهست    او  ادتف 

قمد تلک  )گستهسدگاد قمدی : 3آس ت  اوی سوب تاگی پولولان ادتف 
  عماولاد    صو  گصلا )قمد پموس : 1ادتف ( کابم  ته ه   کابم 
 ( آس ت  سئوپولولاسهس
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فعهلر  آس تم   طهبق به شاگت  گستهسدگاد .  م م  لاتن وتواباک فعهلر  آس تم  به گست هد  گس سشهست    او  و پولولان ب  عموگن سوب تاگ -1شول 

 .تعررن شد  گس 

‏

‏های‏آلیدمایی‏آنزیر‏و‏مقاومت‏به‏حلال‏پایداری

 71گای د لهت  آسل ت  دا د لهی    ب   مظوا تعررن پهتلد 

دقرقل  دا   31آس تمل  بل   لدت     ناگد، سموس  داه  سهست 

بعد گس ط  گتلن س لهن نا هنلرگای،    . گتن د ه قاگا ناف 

بهق   هسد  فعهلر  آس تم  سلم رد  شلد و  شلخص شلد     

 36آ رالولرترو  بل  تاترلب    فعهلر  پولولرترو  و فعهلرل   

. دهملد داصد گس فعهلر  گولر  خود اگ سشهن  ل   31داصد 

 .سشهن دگد  شد  گس  6پهتدگای د هت  آس ت  دا شول 

 

 

داصد دا سظا  911حاگات  ب  عموگن  فعهلر  آس تم  بدون ترمها. ناگد سهست  داه  71پهتدگای حاگات  آس ت  آ راوپولولاسهس دا د هی  -6شول 

 .گسدگس اگف  عرها سشهن دگد  شد  ±ههی س ب  ب  شول فعهلر . نافت  شد
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ههی آل  با اوی پهتلدگای  ب   مظوا بااس  گثا حلا 

تله   17/9بلرن   log POWآس ت ، ه   حلا  آل  بله گاس   

داصلد بله سموسل      11 و 21( v/v)هلهی  به غاظل   -376/9

فعهلرل  آس تمل  بل   لدت ه ل       . آس تم   خاوط شدسد

سرملل  عمللا فعهلرلل  آ راللولرترو  و    . اوس سللم ش شللد 

. سشللهن دگد  شللد  گسلل  2پولللولرترو  آسلل ت  دا هللدو  

شود، سرمل  عملا فعهلرل     همهسطوا ک  دا هدو  دتد    

نلاگد و دا علدم    داهل  سلهست    21آ راولرترو  دا د لهی  

سلهع  و سرمل  عملا فعهلرل       211ههی آل  حضوا حلا 

داصللد  21دا غاظلل  . سللهع  گسلل   961پولللولرترو  

ههی آلل  قهبلل گخلتلاط بله آ ، سرمل  عملا آسل ت         حلا 

. ههی آل  غرا قهبل گختلاط به آ  گسل  کوتههتا گس حلا 

گتن  وضوع دا  واد حلا  پاوپهسو  و گستون دتد  سشد، 

داصد گس حلا   21ب  طوای ک  آس ت  دا حضوا غاظ  

پاوپهسو  کمتاتن سرمل  عملا و دا حضلوا حللا  گسلتون      

 11دا حضللوا غاظلل  . برشللتاتن سرملل  عمللا اگ دگاگ بللود 

هه، همهن گلگوی  شههد  شلد  دا  لواد   داصد گتن حلا 

 .داصد دتد  شد 21غاظ  
 

 ولرترو  و پولولرترو  آس ت  آ راوپولولاسهسههی آل  با اوی فعهلر  آ راگثا حلا  -2هدو  

 (داصد 11)غاظ  حلا   (داصد 21)غاظ  حلا  

Log 
Pow 

سرم  عما فعهلر   حلا  آل 

 (سهع )پولولرترو 

سرم  عما فعهلر  

 (سهع )آ راولرترو 

سرم  عما فعهلر  

 (سهع )پولولرترو 

سرم  عما فعهلر  

  (سهع ) آ راولرترو 

961 211 961 211 - - 

 کااوفام 17/9 211 961 231 911

921 291 911 221 88/1 n-  بوتهسو 

 پاوپهسو  171/1 11 96 13 33

61 919 72 82 -  138/1  DMF 

911 911 961 281 - 218/1  گستون 

17 11 11 11 - 22/1  گتهسو  

16 19 11 36 -9/31 DMSO 

 
 

‏گیسیبحث‏و‏نتیجه

گتلللن  طهلعللل  بلللاگی گوللللرن بلللها تلللک آسللل ت    دا 

دوسل  و  قلهوم بل  حللا  نل گا       آ راوپولولاسهس سمک

هللهی بروشللرمرهت ، فمللوترپ  و تعرللرن بااسلل . شللد  گسلل 

بل    Ha25 سشلهن دگدسلد کل  سلوت      S rRNA96توگل  ژن 

آسل ت  تولرلد شلد  دا    . گس   تعاق Halorubrumهمس 

  و ستون ده  گتهسول  ر  کش   هتع، ب  کمک اسو 

هللام  ولوللول  آسلل ت   . تعللوتض آسرللوس  خللهلص شللد  

بل   رل گن تقاتبل      SDS-PAGEآ راوپولولاسهس به کمک 

هلام  ولولول  گتلن آسل ت      . کراودگلتون تعرلرن شلد   911

 شللهب  بلله هللام  ولوللول  آ راوپولولاسللهس هللدگ شللد  گس   
Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum (911 کراللللللو دگلتللللللون)، 

Thermoanaerobacter ethanolicus 39 E (911 

کراللو  siculi Thermococcus (939 ،(کراللو دگلتللون 

د للهی بهرملل  بللاگی  (. 91و  98، 97، 91)گسلل  ( دگلتللون

 داهلل  Ha25 (11 فعهلرلل  آسلل ت  آ راوپولولاسللهس سللوت  

 شهب  بله د لهی  شلههد  شلد  بلاگی فعهلرل        ( ناگد سهست 

   هللدگ شللد  گس دوسللآ للرلاس سمللک -αهللهی آسلل ت 

Haloarcula hispanica وHaloferax mediterranei 
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 دا ب لللرهای گس  لللوگاد د لللهی بهرمللل (. 29و  21)گسللل  

نلاگد   داهل  سلهست    11ههی آ راوپولولاسهس برشتا گس  آس ت 

باگی  ثه  د هی بهرم  آ راوپولولاسهس هدگ شد  . بود  گس 

، (نللاگد سللهست  داهلل  911) Pyrococcus furiosusگس 

Closteridium thermosulfurogenes SVM17 (71 

 Geobacillusو( نللللللللاگد سللللللللهست داهلللللللل 

stearothermophilus (61  ناگد سهست  داه )  بود  گس

ها دو فعهلر  آ راولرترو  و پوللولرترو   (. 21و  23، 22)

گسلردتت   ی وسلرع  گس  آس ت  آ راوپولولاسلهس دا   لدود   

-αچلل  کلل  دا  للواد  بلله آن شللوسد،  شللهب  ح لل   لل  

 دوسلللللل  هللللللدگ شللللللد  گسآ رلاسهللللللهی سمللللللک

 Bacillus cereus Ms6،Halomonas meridiana  و

Marinobacter sp. EMB     و  26، 21)دتد  شلد  گسل

گی ک  بلاگی فعهلرل  گتلن    بهرم گسردتت  دا حهل  ک   (.27

 قلهدتا نل گا    آ راوپولولاسهس تعررن شد  گس  برشلتا گس  

 پولولاسلللللللهس هلللللللدگ شلللللللد  گس شلللللللد  بلللللللاگی 

(1 pH )Desulforucoccus mucosus، 

(6 pH )Fervidobacterium pennavorans Ven5 ،

(6 pH )P. woesei  و آ راوپولولاسلللهس هلللدگ شلللد  گس 

(1 pH) Thermoanaerobacter strain B6A   بللود

 (.31و  21، 28)گس  

ها دو فعهلرل  آ رالولرترو  و پوللولرترو  آسل ت  دا     

 ولاا دتلد  شلد     1/1ته  ص ابرن  NaClغاظ     دود 

 لولاا   1/3و  2هه ب  تاترب دا غاظل   آن و فعهلر  بهرم 

گتن ت مل بهلای سمک دا آ رلاسههی . گس سمک تعررن شد

 دوس  هدگ شد  گسسمک

 Hfx. mediterranei، Har. hispanica، 
Nesterenkonia sp. strain F  وChromohalobacter 

sp. TVSP 101   (.32و  39، 29، 21)سر  دتد  شد  گس 

آ رلاسههت  ک  دگاگی گتن ت مل بهلای سمک ه تمد، 

هللهی آلللود  بلل  تاکربللهت  توگسمللد دا تصلل ر  پ للآ   لل 

به توهل   (. 39)گی و دگاگی سمک بهلا ب  کها باوسد سشهست 

هله عماولاد خلود اگ دا    کل  کل  ب لرهای گس آسل ت      ب  گتن

تلهب  بل    دهمد، دسل  س    ههی آل  گس دحضوا حلا 

هلهی آلل   قهو ل  دگاسلد ب لرها      ههت  ک  ب  حلا آس ت 

گاسشممد بلود  و دگاگی کهابادهلهی  تعلددی دا صلمهتع     

عوگ ل  تعددی سظرا تیررا سهختها فضهت  آس ت ، گس . گس 

پلرتای و کلههش آ  فعله  گطلاگف      دس  افتن گسعطهف

 آسلل ت  دا گس دسلل  افللتن فعهلرلل  آسلل ت  دا حضللوا     

هلهت  کل  بل  شلول     آسل ت  . ههی آلل  سقلش دگاسلد    حلا 

توگسملد  ههی آل  ه تمد   طبرع  دگاگی  قهو   ب  حلا 

دگاگی کهابادهلللهی  تعلللددی دا ههللل  عماولللاد دا   

هه بهشمد، ستاگ دا گتن صلوات  ههی وگهد گتن حلا    ر 

ههی  همدس  پاوتئرن دا هه  سرهسی ب  گست هد  گس او 

بااسل   (. 33)هلهی  عملول  سر ل     گت هد پهتدگای آس ت 

سرمل  عملا فعهلرل  آ رالولرترو  و پوللولرترو  آسل ت  دا       

ههی آلل  سشلهن دگد   داصد حلا  11و  21حضوا غاظ  

هلهی آلل  غرلا قهبلل     ک  پهتدگای آس ت  دا حضوا حلا 

ههت  گس  ک  قهبل گخلتلاط  گختلاط به آ  برشتا گس حلا 

دتلد  شلد، بل  گتلن      دا گتن  واد دو گسلتثمه . به آ  ه تمد

صوات ک  آس ت  دا حضوا حلا  پاوپلهسو  کمتلاتن و   

گتن . دا حضوا حلا  گستون برشتاتن سرم  عما اگ دگاگ بود

دهمد ک  پهتدگای آس ت  وگب لت  بل  قطبرل     ستهت  سشهن   

حلا   واد بااس  گس ، ب  گتن صوات کل  بله گفل گتش    

کملد و  قطبر  حلا   ر گن پهتدگای آس ت  کههش پردگ   

دوس  هدگ شلد   آ رلاسههی سمک-αپهتدگای . باعوس

 .Nesterenkonia sp. strain F ،Haloarcula spگس 

strain S-1 وThalassobacillus sp. strain DF-E4 
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سر  همهسمد آسچل  کل  دا گتلن  طهلعل  دتلد  شلد ب لت  بل          

 (.31و  31، 39) قطبر  حلا   واد بااس  دگاد

لرد شد  حهصل گس عماواد آسهلر    صولات قمدی تو

آس ت  اوی سوب تاگههی سشهست    او  و پوللولان سشلهن   

گتلن  . کملد دگد ک  آسل ت  تمهله قملد نالوک  اگ گت لهد  ل       

دهللد کلل  آسلل ت  قللهدا بلل  شو لل     وضللوع سشللهن  لل  

بلود  و بل     α-( 6,9)و  α-( 1,9)نارووستدی پروسدههی 

گتن تاترب سلوع آسل ت ، بل  گحتمله  ستلهد آ راوپولولاسلهس       

ستاگ گتلن آسل ت  بلاخلاف سلهتا گعضلهی خلهسوگد        . گس 

پولولاسهسهه پملوس و گت وپملوس اگ تولرلد سولاد  و گس طافل       

ب  . اگ دگاد α-( 1,9)هرداولر  پروسد نارووستدی قهبار  

س  مظلللوا بااسللل  تولرلللد گحتملللهل   قلللهدتا ب لللرهاک  گ

 هلتوتاتوس توس  گتن آس ت  ک  دا او  کاو هتوناگف  

لات  سهسک  شخص سشد  گس ، ول  گس  شخصهت آس ت  

ح هس  سظرا  آ راوپولولاسهس گس  لاسم گس  ک  گس او 

HPLC گست هد  کاد. 

 Halorubrumدهمد کل   ستهت  ت قرق حهضا سشهن   
تللک  مبللع تولرللد آسلل ت  آ راوپولولاسللهس     Ha25 سللوت 

تولرللد گتللن . گفاگطلل  گسلل  دوسلل نا هدوسل  و سمللک 

آس ت  دا شاگت  سخت   هسملد د لهی بلهلا، غظل  سملک      

توگسلد دا  ستهد و آ  فعه  ک  گس هم شد  و گس گتن او  ل  

شود، کلهاباد  چمرن شاگتط  ک  دا صمهتع ب رها دتد    

 .دگشت  بهشد
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Abstract 

Introduction: Halophiles, especially haloarchaea are one of the most important groups of 
extremophiles. Halophilic hydrolases have been studied worldwide and have been considered 
for biotechnology and industrial technologies. This study is the first report in amylopullulanase 
production in halophilic microorganisms. 

Materials and methods: A halophilic archaeon, Halorubrum sp. strain Ha25, produced 
extracellular halophilic organic solvent-tolerant amylopullulanase. The enzyme was purified 
using ethanol precipitation and anion exchange chromatography method. Molecular mass of 
purified enzyme was determined by SDS–PAGE method. After purification, the enzyme was 
characterized. To study the effects of organic solvents in the stability of the enzyme, the enzyme 
solution was incubated in the presence of various organic compounds and then, residual enzyme 
activity was measured. Mode of action of the enzyme was determined by thin-layer 
chromatography. 

Results: Molecular weight of the purified enzyme was estimated to be 140 kDa by SDS–PAGE 
method. Optimum temperature for amylolitic and pullulytic activities was 50 °C. Optimum pH 
for amylolitic activity was 7.0 and for pullulytic activity was 7.5. This enzyme was active over a 
wide range of concentrations (0-4.5 M) of NaCl. The effect of organic solvents on the amylolitic 
and pullulytic activities showed that this enzyme was more stable in the presence of non-polar 
organic solvents than polar solvents. The enzyme solely hydrolyzed pullulan and soluble starch 
to glucose. 

Discussion and conclusion: Halorubrum sp. strain Ha25 produces thermophilic and extremely 
halophilic amylopullulanase. The catalytic function under multi extreme condition of high 
temperature, high salinity, and low water activity might possess biotechnological and 
commercial values such as treatment waste solutions with starch residues, high salt content and 
solvents. 
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