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 1چکیده

 لیبه دل و یعوارض جانب یبرخ جادیا لیدارد. به دل ییغذا عیو صنا یدر پزشک یمختلف یكاربردها نازیآسپاراژ-ال میآنز

ادامه دارد.  ینازیگلوتام تیفاقد فعال میكننده آنز دیتول دیجد یکروبیمنابع م افتنی یتلاش برا ؛ینازینامطلوب گلوتام تیفعال

 و فارس جیخل آب از ینازیگلوتام تیخاص فاقد دوم، نوع نازیآسپاراژ-ال میآنز كننده دیتول یباكتر یهدف مطالعه حاضر جداساز

خالص  یهایباكتر ،یبرون سلول نازیآسپاراژ میآنز دیتول یباشد. جهت بررسیم آن شیافزا طیشرا و  میآنز زانیم یریگ اندازه

 ینازیگلوتام تیخاص یكشت داده شد. به منظور بررس نیفنل رد و آسپاراژ یحاو M9 -طیمح در ایشده  از آب  در یجداساز

 ییكشت داده شد. جهت شناسا رد فنل و نیگلوتام یدارا  M9 طیدر مح ،داشتند مثبت ینازیكه تست آسپاراژ ییهایباكتر

 یو توال ییایمیوشیب ،یمورفولوژ یهااز روش یمنف ینازیگلوتام تیمثبت و خاص ینازیآسپاراژ تیخاص یدارا ییایباكتر هیجدا

 یب یالقا ریتاث .انجام گرفت یطبق روش رنگ سنج نازیآسپاراژ -ال یمیآنز تیفعال  یابیاستفاده شد. ارز S rDNA 16  یابی

مطالعه  جینتا شد.  یبررس یو بدون هواده یهواده طیبا كشت در دو شرا II ینازیآسپاراژ -ال میآنز تیفعال زانیدر م یهواز

 معادل  یباكتر نیا ینازیآسپاراژ میآنز تی. فعالباشدمی Rhizobium nepotum strain SHN1 ،یباكتر هینشان داد كه جدا

0.467 U/mL  آن   یمیآنز ژهیو تیو فعالIU/mg 0.015  درصد  50از  شیب یهواز یالقا ب طیدر شرا تیفعال نیبدست آمد. ا

 نازیآسپاراژ –ال  میآنز دیتول یبرا یمنبع مناسب تواندیم فارس جیخل یآبها  یکروبیآن بود كه فلور م از یحاك جینتا .داشت شیافزا

 باشد. ینازیگلوتام تیفعال فاقد و یسرطان ضد تیخاص یدارا

  نازی، گلوتامRhizobium nepotum،  نازیآسپاراژ -ال میآنز: یدیكل  واژه های 
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لوكمیای  آسپاراژیناز است كه  برای درمان  -یکی از آنزیم های نوتركیب درمانی، آنزیم الآنزیم درمانی، در درمان سرطان هاست. 

شود، یشناخته م زین asparaginase (LA)-Lو  Crisantaspase ،Erwinase  یهالنفوبلاستیك حاد بکار میرود. آسپاراژینازكه با نام

 در و یپزشک در بخصوص یمختلف یكاربردها میآنز نیكند.  ایم زیكاتال ومیآمون و كیآسپارت دیاس به را نیآسپاراژ-ال زیدرولیه

 شیباشد كه بیم یسرطان ضد تیخصوص با یدرمان میآنز نیاول نازی(. آسپاراژGokmen & Palazoglu, 2008) دارد ییغذا عیصنا

 یهامیزوآنزی(. اBatool et al., 2018) است گرفته قرار مطالعه و یبررس مورد یادیز نیمحقق و دانشمندان توسط دهه سه از

. دو است شده جدا ییایدر و ینیزم یهاسمیکروارگانیم و اهانیگ مانند موجودات از یا گسترده فیط از نازیمختلف آسپاراژ

 ,.Campbell et al)شده است  ییشناسا 1967در سال  Ohnumaو نوع دو توسط  كینوع  یهانام با نازیآسپاراژ-ال میزوآنزیا

 دارند نیگلوتام-ال و نیآسپاراژ-ال نهیام دیهر دو اس یكه رو یمیآنز تینوع اول و نوع دوم توسط فعال نازیآسپاراژ (.1967

را دارد.  یتر یعملکرد اختصاص نیآسپاراژ -نوع دوم در برابر ال نازیاند. البته آسپاراژشده مشخص

 یلوسم یماریدر ب یدرمان یمیش یدارو كیدهد و  به عنوان یاز خود نشان م یضد سرطان تیخاص قاینوع دوم دق نازیآسپاراژ

كه به  ییها نازیآسپاراژ (.,2009Kotzia & Labrou)شود  یاستفاده م  )Leukemia Acute Lymphocytic( ای یحاد لنفوبلاست

، Colapase ،Crasnitin ،Kidrolase ،Espar ،Erwinaze PEG - asparaginaseدر دسترس هستند شامل  یصورت تجار

Pegasparagasum یها )باكترزمیکروارگانیم و اهانیگ وانات،یح مانند یمختلف موجودات در نازیآسپاراژ-الباشند. حضور یم، 

 یاهیو گ یجانور یهاگروه در نازیآسپاراژ میآنز نکهیها گزارش شده است. با اانسان بجز(، ستینومایاكت و مخمر جلبك، قارچ،

 جلبك، قارچ، ،یباكتر مانند یگری، منابع ممکن دآنها از میآنز استخراج یروشها بودن دهیچیپ لیبه دل یمختلف وجود دارد، ول

 کروبهایم از ادیز اسیمق در میآنز دیتول. است گرفته قرار شتریب مطالعات و یبررس مورد نیمحقق توسط ست،ینومایاكت و مخمر

گرم مثبت و گرم  یهایاز باكتر نازیآسپاراژ-ال می(. آنزPatro et al., 2011) دارند یآسانتر دیتول یروشها  رایباشد، زیتر مساده

 یبا گرم منف سهیگرم مثبت در مقا یهای(. به باكترIzadpanah Geshmi et al., 2014گزارش شده است ) ییایو در ینیزم یمنف

 میبه دو نوع اول و  دوم تقس یگرم منف یهایدر اغلب باكتر نازیآسپاراژ-(. الSavitri & Azmi, 2003) كمتر پرداخته شده است

و  نیآسپاراژ نهیآم دیاس یبر رو یمیآنز تیفعال یشود و دارایم انیب ی(، بصورت كمType I) اول نوع نازیشود. آسپاراژیم یبند

 نیآسپاراژ نهیآم دیاس یرو را ییبالا یاختصاص تی( فعالType II) نازینوع دوم آسپاراژ کهیباشد. در صورتیم نیگلوتام نهیآم دیاس

 Escherishia coliشده توسط  دینوع دوم تول نازی(. آسپاراژSanches et al., 2003شود )یم القا یهواز یب  طیشرا در تنها و دارد

از سه دهه مورد استفاده قرار  شی، بALL یماریعامل ضد تومور جهت درمان موثر ب كی، به عنوان  Erwinia chrysanthemiو

بدست  Erwinia carotovoraو  Escherishia coli یهایكه از باكتر ینازیآسپاراژ-(.  الBorek & Jaskolski, 2001گرفته است )

 (.Narayana et al., 2008) ردیگیم قرار استفاده مورد حاد كیلنفوبلاست یلوسم یماریدر درمان ب دیآیم
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 ,Ghane & Bambaei) نمودند اثبات یاكلیاشرش یباكتر از هیرا در چند سو ans B وجود ژن 2009در سال  وبمبئی قانع

پرداختند  نازیآسپاراژ -ال میمولد آنز رانیا یبوم یهایباكتر ییو شناسا یبه جداساز 2012و همکارانش در سال  یزدانی (.2009

 2014و همکارانش در سال ایزد پناه قشمی . شدند ینازیآسپاراژ-ال تیبا فعال سلویباس لیترموف یهایباكتر یو موفق به جداساز

و  قربان موحد. نمودند اقدام فارس جیخل از نازیآسپاراژ-كننده ال دیجنس زوبللا تول یهایباكتر یمولکول ییو شناسا یبه جداساز

 از شده یجداساز لوكوكوسیاز استاف یاهیتوسط سو نازیآسپاراژ -ال یضد لوسم میآنز دیاقدام به تول 2016همکاران در سال 

و  نگیژن، كلون ی، توال2016. در سال دادند قرار یبررس مورد را هیسو نیا در میآنز دیتول نهیبه طیشرا و نموده یكشاورز خاک

همکارانش انجام شد. و دلفرد  -بادویی توسط یاكلیاشرش یدر باكتر SN4 هیسو Pseudomonas aeroginusa بیژن نوترك انیب

 دیتول د،یتول نهیبه طیشرا م،یآنز نیا كننده دیمنابع مختلف تول یمختلف، بررس یهانهیزم در نازیبا توجه به كاربرد آسپاراژ

 مطالعه راستا نیباشد. در ایم تیاهم زیحا كشور در  میآنز نیا یتجار دیتول  منظور به آن صیتخل و میآنز نیا بینوترك نیپروتئ

 تیپرداخته و فعال ینازیگلوتام تیفعال فاقد و ینازیآسپاراژ-ال تیفعال یدارا یباكتر یمولکول ییو شناسا یبه جداساز حاضر

نموده  یرا بررس II ینازیآسپاراژ-ال میآنز تیفعال زانیدر م یهوازیب یالقا ریو تاث داده قرار یبررس مورد را ینازیآسپاراژ میآنز

 است.

 هامواد و روش

 هایباكتر ینمونه و جداساز یجمع آور

 رهیجز یساحل منطقه در فارس جیخل یایدر آب از تریل مین و كی. دیانجام گرد 1395و  1394مطالعه در سال  نیا

 نیمنتقل شد. ا یبهشت دیدانشگاه شه یستیدانشکده علوم ز ایدر یاكولوژ شگاهیو به آزما یجمع آور لیاستر یاشهیش در قشم

 دیتول یهایباكتر یجداساز هدف با یکروبیفلور م یشد. جهت بررس ی( نگهداروسیدرجه سلس 4 ی)دما خچالینمونه آب در 

درصد( با 1/0 نیآسپاراژ ی)دارا افتهی رییتغ M9 كشت طیمح یرو را آب از تریکرولیم 100 ،یسلول برون نازیآسپاراژ میآنز كننده

 طیكه آب كاملا جذب مح قهیپخش شد. پس از چند دق یسطح پتر یخم شده، در رو لیپاستور استر پتیو با پ ختهیسمپلر ر

ساعت  48و به مدت  وسیدرجه سلس 30 ی( در انکوباتور با دمانیزم یدر رو یبه صورت برعکس )در پتر یكشت شد پتر

 یرشد و شکل كلن زانیلحاظ ماز  نیریكه از سا یكشت رشد كردند كه پنج كلن طیمح یبر رو یادیز یهایشد.  كلن یگرماگذار

درجه   30در انکوباتور  ،ساعته آنها 24منتقل شد و پس از رشد  M9 كشت یطهایمح به جداگانه صورت به بودند زیقابل تما

 .خالص حاصل شود یداده،  تا تك كلن دیجد طیدر مح زدهیاز هر كدام كشت س وسیسلس

 نازیآسپاراژ-ال میآنز كننده دیتول یهایباكتر یفیك یبررس

 یجهت بررس درصد 1/0 نیدرصد و آسپاراژ 009/0فنل رد  یمعرف رنگ یحاو M9 كشت طیدر مح شده یجداساز یهایباكتر
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شدند. لازم  یساعت گرماگذار 24وبه مدت  وسیدرجه سلس 30 یكشت داده شده و در دما یبرون سلول نازیآسپاراژ میآنز دیتول

 sp.  Staphylococcus یهم در نظر گرفته شد. كنترل مثبت باكتر  یكنترل مثبت و كنترل منف شیآزما نیا یبه ذكر است كه برا

و  یبهشت دیدانشگاه شه یستیدانشکده علوم ز یشناس یباكتر شگاهیشده در آزما دییتا یبرون سلول ینازیآسپاراژ تیخاص یدارا

 به زمان طول در كشت طیمح رنگ رییتغ یبررس از كشت، جهت یفنل رد و عار یدارا M9 كشت طیمح یحاو یپتر نیهمچن

  .شد گرفته نظر در یمنف كنترل عنوان

  ینازیگلوتام تیخاص بودن دارا نظر از یباكتر یفیك یبررس

 009/0فنل رد  یدرصد و معرف رنگ 1/0 نیگلوتام یدارا M9 كشت طیمح از ،ینازیگلوتام تیخاص یجهت بررس

 یساعت و در دما 24به مدت  نیگلوتام یدارا طیآنها مثبت بود در مح ینازیكه تست آسپاراژ ییهایدرصد استفاده شد. باكتر

 یآزمون در نظر گرفته شد. پتر نیا یبرا یشدند. قابل ذكر است كه كنترل مثبت و كنترل منف یگرماگذار وسیدرجه سلس 30

 طول در كشت طیمح رنگ رییتغ یجهت بررس  ی( باكترحیو بدون كشت )تلق نیفنل رد و گلوتام یدارا M9 كشت طیمح یحاو

-ینازیآسپاراژ تیفعال با خاک از شده یجداساز لوسیباس یباكتر نمونه و شد گرفته نظر در یمنف كنترل عنوان به  زمان

  .گرفت قرار استفاده مورد شیآزما نیا مثبت كنترل عنوان به ینازیگلوتام

  یکیلوژنتیو ف کیبه روش كلاس یباكتر ییشناسا

 .استفاده شد S rDNA16 یابی یو توال ییایمیوشیب ،یمورفولوژ یهاشده از روش یجداساز یباكتر ییبه منظور شناسا

 تیبا استفاده از ك M9 و آگار نتیآمیزی گرم با استفاده ازكشت تازه باكتری در محیط نوتر، رنگیکیمورفولوژ یدر بررس

به عنوان  بیبه ترت  Bacillus subtilisو Escherichia coli صورت گرفت. از (.LABTRON Co) ترون لاب شركت گرم یزیآمرنگ

به منظور  کروسکوپیم ریمورد نظر در ز ییای، لام نمونه باكترگرم یزیپس از رنگ آم .دیو مثبت استفاده گرد یشاهد گرم منف

 ،یباكتر ییبه منظور شناسا شد. یبررس 1000 یی(، با بزرگنمای)گرم مثبت / گرم منف وارهیو نوع د یکروسکوپیمشاهده شکل م

 كشت طیمح ی، تست افتراقTriple Sugar Iron agar (TSI) طیمح یمختلف شامل تست افتراق ییایمیوشیتست ب نیچند

Simmons Citrate agar (SC)كشت طیمح ی، تست افتراق Sulfide Indol Motility (SIM)كشت  طیاوره آزدر مح ی، تست افتراق

Urea Agar Baseدازیاكس ی، تست افتراق (Oxidase Test)كاتالاز  ی، تست افتراق(Catalase Test)رد لیمت ی، و تست افتراق ،

 . دیانجام گرد (Endol Test)و تست اندول  (Methyl red Test & Voges-Proskaure Test)تست وگس پرسکوئر 

 16S rDNA یتوال نییانجام شد. تع 16S rDNAبه روش  نازیآسپاراژ-L میآنز كننده دیتول یباكتر یکیلوژنتیف ییشناسا

 كی هر و است شده حفاظت هایباكتر اكثر انیم در یتوال نیا رود، یم شمار به هایباكتر یکیلوژنتیمطالعه ف یمناسب برا یابزار

 شركت تیبا استفاده از ك یژنوم DNA باشند. استخراجیمنحصر به خود م 16S rDNA یتوال یدارا ییایباكتر یهاگونه از
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 گرم یهایاز باكتر DNA استخراج یبرا تیك نی. ارفتیصورت پذ  (Cinna Pure DNA KIT, Cat. No.: PR881613)ناژنیس

  16S rDNAورسالیونی مری، از دو پرا16S rDNAدر منطقه  SHN1 یاستخراج شده باكتر DNA ریرود. جهت تکثیم بکار یمنف

از مستر  PCRاستفاده شد. جهت   (.Macrogen Co)از شركت ماكروژن  1492R  ورزیر مریو پرا   27F فوروارد مریپرا یبا نامها

 آب تریلوماكر 21 زهیلیوفیل کسیمستر م الیاستفاده شده و در و  (AccuPower®ProFi Taq PCR PreMix)زهیلیوفیل کسیم

اضافه شد.  DNA Template تریماكرول 2و  R 1429مریپرا تریماكرول 1و  27F مریپرا تریکرولیم DNAse free ،1 لیاستر مقطر

 :باشد یم ریبه شرح ز ورسالیونی یمرهایپرا یتوال

27F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (Lane et al. 1991) 

1492R: CGGTTACCTTGTTACGACTT (Turner et al. 1999) 

 از شركت GF-1 GEL DNA RECOVERY (cat#GF-GP-50) تیاز ك از ژل PCR محصول صیبه منظور تخل

Vivantis  شدن یابیاز باز نانیجهت اطم .استفاده شد DNA  آگارز ژل یرو را شده یکاوریر محصول از تریماكرول 4حدود 

   .شد ارسال پژوه فزا شركت به)سکانس(  یابی یتوال جهت یكاف غلظت با باند مشاهده صورت در و نموده یبارگذار

 SHN1  یباكتر  16S rDNAیتوال یکیوانفورماتیب یبررس

 مریشركت فزا پژوه، دوبار خوانش محصول با دو پرا یارسال شده برا PCR محصول یپس از آماده شدن جواب توال

 NCBI (National Center for Biotechnology تیو بلاست كردن در سا Vector NT1 افزار نرم كمك با ورز،یر و فوروارد

Information)  شد یبررس. 

 نازیآسپاراژ-ال میآنز تیسنجش فعال 

با  1973و همکاران در سال  ایماداشده توسط  فیتوص یطبق روش رنگ سنج نازیآسپاراژ-ال یمیآنز تیفعال یابیارز

باشد یم میآنز تیفعال هنگام در نیآسپاراژ-آزاد شده از ال اکیروش بر اساس مقدار آمون نی، انجام گرفت. اراتییتغ یكم

(Wriston, 1970برا .)8مولار و با  1/0متان  نویآم سیبافر تر تریل یلیم 1منظور ابتدا  نیا ی pH= ای و زیتم شیرا در لوله آزما 

در  قهیدق 10اضافه نموده و به مدت به آن  مولار  04/0 نیآسپاراژ تریماكرول 500. سپس شد ختهیر یتریل یلیم 2 الیو كی

 ای ییمحلول رو .برسند یمیآنز تیال فعال دهیا ینموده تا بافر و سوبسترا گرم شده و به دما ینگهدار وسیدرجه سلس 37 یدما

پس از  .شد گذاشته( ساعت 3 تا قهیدق 15متفاوت ) یهادر زمان وسیدرجه سلس 37 یرا به لوله اضافه نموده و در دما میآنز

 شیلوله آزما اتیبه محتو (Trichloroacetic acid, TCA) مولار1/0 دیاس كیكلرواستیتر تریماكرول 200اتمام زمان مورد نظر، 

. شد وفوژیسانتر قهیدق 4به مدت g 13000  دور در و ختهیر یتریل یلیم 2 الیو در را لوله اتیمحتو ورتکس شد. یاضافه و بخوب

اضافه نموده  (Nessler) نسلر تریماكرول 200آب مقطر و  تریل یلیم 3 خته،یر زیتم شیرا در لوله آزما ییرو عیاز ما تریل یلیم كی

 ردیر زاینانومتر با دستگاه الا 450جذب نمونه ها در طول موج  .شد نگهداشته اتاق یدما و یکیتار در قهیدق 15و به مدت 



 

 

 همکارانو ی نیینا یالومه شعاعس                                                           … نازیآسپاراژ-ال میكننده آنز دیتول یباكتر ییو شناسا یجداساز                    130
                                                                                                                                                                                                                                

 

(Nano Quant, Infinite M200 Pro Tecan)  یخوانده شد. جهت كنترل منف (Blank) یتر و بافر و سوبسترا و ییرو محلول-

(  می)آنز ییرو محلولبافر و  گریحالت د كیموارد مانند پروتوكل عمل شد. در  هیو در بق ختهیرا از ابتدا در لوله ر دیاس كیكلرواست

و سوبسترا  دیاس كیكلرواستیتر سپس( شینظر آزماداشته )به مدت مورد  نگه وسیدرجه سلس 37 یو در دما ختهیرا در لوله ر

 نازی. قابل توجه است كه به علت گران بودن آمپول آسپاراژرفت شیپ پروتوكل طبق مراحل هیبق و اضافه لوله به( نی)آسپاراژ

  .دیسولفات رسم گرد ومیاستاندارد آمون یسپس منحن .نشد لحاظ شیآزما نیا یبرا مثبت كنترل

 نازیآسپاراژ-ال میآنز تیمحاسبه فعال

 اثر در شده آزاد ومیمول آمونکرویم زانیم و شد داده قرار استاندارد یمنحن یخط درمعادل آمده بدست جذب زانیم

 تریلیلیدر هر م تیونیبا واحد  یمیآنز تیفعال زانیم و گرفت قرار ریز فرمول در عدد نیا سپس. دیگرد محاسبه یمیآنز تیفعال

(IU/mL) دیمحاسبه گرد.  

IU/mL= (µmol NH3.a)/(b.t.c) 

: a سوپر ناتانت +  تریل یلیم 5/0سوبسترا+  تریل یلیم 5/0بافر+  تریل یلیم1) تریل یلیبا واحد م هیحجم كل مواد اول

 (دیاس كیكلرواستیتر تریل یلیم 2/0

: b از محلول یحجم a (تریل یلیم 1) شد استفاده ونیزاسیمرحله نسلر یكه برا 

: t قهیبه دق وسیدرجه سلس 37در  ونیزمان انکوباس 

: C  (تریل یلیم 5/0) تریل یلیمورد استفاده در واكنش با واحد م ییرو محلولحجم  

 كی در را ومیآمون کرومولیم كیباشد كه یم میآنز از یمقدار معادل یمیآنز تیفعال واحد كی رابطه نیبر اساس ا

 كند.یم)آزاد(  زیكاتال قهیدق

 نازیآسپاراژ -ال میآنز ژهیو تیمحاسبه فعال

 .شد محاسبه ریز رابطه از نازیآسپاراژ-ال میآنز ژهیو تیفعال

Specific activity= activity (IU/mL)/Protein (mg/mL) 

 

 یبه روش لور ییدر محلول رو نیپروتئ زانیم نییتع

استفاده  ( Lowry protein assay) یلور یسنج نیاز روش پروتئ ییرو محلولموجود در  نیپروتئ زانیم نییتع یبرا

 شد. 
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 SHN1 هیسو Rhizobium nepotum یباكتر ییمحلول رو هیته

 در یباكتر از كلون تك كی، ابتدا SHN1 هیسو Rhizobium nepotum یباكتر میآنز یحاو ییمحلول رو هیجهت ته

 16به مدت  rpm 200 کریدور ش اب وسیدرجه سلس 37 ی( در دمانیدرصد آسپاراژ 1/0) راتییتغ یبا كم M9 كشت طیمح

 1/0با  M9 كشت طیمح تریلیلیم 100با  ییهاارلن در شده آماده كشت شیساعت )كشت شبانه( كشت داده شد. سپس از پ

  rpm 200 کریو دور ش وسیدرجه سلس 37 یشده در دما حیتلق دیجد طیشد. مح حیتلق تریل یلیم 1 زانیبه م ن،یدرصد آسپاراژ

 T80+ UV/VIS    Spectrometer, PG) با اسپکتوفوتومتر OD (Optical Density) مختلف یشد. در فواصل زمان یگرماگذار

Instrument Lth.)   شده  حیكشت تلق طیكدورت از مح یریگاندازه زمان هر با مطابق و شد یریگنانومتر اندازه 600در طول موج

به  ییشده. محلول رو وفوژیسانتر قهیدق 15و  مدت   13000gو با دور ختهیر یتریل یلیم 2 الیبرداشته و در و تریل یلیم 3-4

 شد.  ختهیر دیجد الیدر و یآرام

 II  ینازیآسپاراژ-ال میآنز تیفعال زانیم در یهوازیب یالقا ریتاث یبررس

 یحاو عیما M9 طیمح در یباكتر دوم، نوع ینازیآسپاراژ-ال میآنز تیفعال زانیدر م یهوازیب یالقا ریتاث یجهت بررس

  (over night) ساعت 16شد. پس از  یگرماگذار rpm 200 با دور وسیدرجه سلس 37 یشد و در دما حیتلق نیدرصد آسپاراژ 1/0

انکوباتور با دما  کریشد و مجددا در ش حیتلق نیدرصد آسپاراژ 1/0 یحاو M9 طیمح به شده، آماده كشت شیپ از تریل یلیم كی

 نیا از یبخش. شد برداشته تریل یلیمختلف از آنها چند م یقرار گرفته و در فواصل زمان rpm 200 و دور وسیدرجه سلس 37

. بخش ردیصورت گ یهوازیب یبطور ساكن قرار داده تا القا وسیدرجه سلس 37 یو در دما ختهیر لیاستر یهاالیو در را نمونه

را در  یهوازیب یالقا. شد یریگهم اندازه هایاستفاده نموده و همزمان كدورت باكتر ییمحلول رو هینمونه ها را جهت ته گرید

مورد  یمیآنز تیفعال یحاصله را جهت بررس ییكرده و محلول رو وفوژیساعت  انجام داده و سپس نمونه ها را سانتر 1 یزمانها

 استفاده قرار گرفت.

   جینتا

 نازیآسپاراژ-ال میآنز كننده دیتول یهایباكتر یفیك یگرغربال و نمونه یآورجمع

 ختنی، با رفارس جیشده از خل یاز آب جمع آور ،یسلول برون نازیآسپاراژ میآنز كننده دیتول یهایباكتر یجداساز یبرا

تا از آنها  5كشت رشد كردند كه از  طیمح یدر رو یادیز یهایكلن افته،ی رییتغ M9كشت  طیمح یاز آب رو تریکرولیم 100

بدست آمد كه به  یخالص و متفاوت از لحاظ شکل ظاهر ییایكشت باكتر تیپل 5 بیترت نیخالص حاصل شد. بد یتك كلن

فنل رد  یمعرف رنگ یحاو M9كشت  طیدر مح هایباكتر نیشدند. ا ینامگذار SHN5و  SHN1 ،SHN2 ،SHN3 ،SHN4 بیترت

 یهاهیكشت داده شدند. جدا یبرون سلول نازیآسپاراژ میآنز دیتول یدرصد جهت بررس 1/0 نیدرصد و آسپاراژ 009/0
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 یساعت گرماگذار 24پس از  هایباكتر یكشت اطراف رشد كلن طیرا با قرمز شدن مح طیرنگ مح رییتغ SHN4و  SHN1ییایباكتر

ها در انکوباتور یپتر گریساعت د 24نشان ندادند. مجددا  یرنگ رییتغ گرید هینشان دادند. اما سه جدا وسیدرجه سلس 30 یدر دما

در سه  یبرون سلول نازیآسپاراژ میآنز دیتول جیشود. نتا یبررس یباكتر هیمجددا در هر پنج جدا میآنز دیقرار گرفتند تا امکان تول

قرمز  طیمح یباكتر یدر اطراف كلن SHN4و  SHN1مشاهده نشد.  یرنگ رییبود و تغ یمنف SHN5و   SHN2  ،SHN3 هیجدا

 طیمح نیآسپاراژ لیو تبد یبرون سلول نازیآسپاراژ میآنز دیدر اثر تول طیشدن مح ییایرنگ نشان دهنده قل رییتغ نیرنگ شد وا

 (. 1شود )شکل یم طیرنگ مح رییشدن و تغ ییایباعث قل زیآزاد شده ن ومیباشد. آمونیو آسپاراتات م ومیبه آمون

 

 

 تی: فعالSHN1، B هیمثبت جدا ینازیآسپاراژ تی: فعالSHN1 .A هیجدا ینازیآسپاراژ تیفعال یفیك یبررس :1 شکل

 009/0با  افتهی رییتغ M9كشت  طیمح ،ی: كنترل منفSHN3، C هی( جدانازیآسپاراژ میآنز دی)عدم تول یمنف ینازیآسپاراژ

 .ینازیآسپاراژ میآنز تیفعال یداراsp.   Staphylococcusیباكتر كشت مثبت، كنترل: D ،یدرصد فنول رد بدون كشت باكتر

  ینازیگلوتام تیخاص بودن دارا نظر از یباكتر یفیك یبررس

درصد و  1/0 نیگلوتام یدارا M9كشت  طی، از محSHN4و   SHN1 هیدو جدا نیا ینازیگلوتام تیخاص یجهت بررس

 لیو تبد یبرون سلول نازیگلوتام میآنز دیمنوط بر تول یرنگ رییتغ طیدرصد استفاده شد. در مح 009/0فنل رد  یمعرف رنگ

در نظر گرفته شدند )شکل  یمنف نازیمثبت و گلوتام نازیآسپاراژ هیدو جدا نیمشاهده نشد. پس ا وم،یبه گلوتامات و آمون نیگلوتام

تر بود، لذا یو قو شتریب SHN4از  SHN1 یباكتر هیكشت در جدا طیقرمز شدن مح زانیم و رنگ رییتغ نکهی(. با توجه به ا2

 یپروژه،  جهت بررس نیا دیرا تنها كاند هی، آن جداSHN4نسبت به  SHN1 هیدر جدا شتریب نازیآسپاراژ میآنز دیاحتمال تول

 مشخص نمود. یآن باكتر ییو شناسا ینازیآسپاراژ تیفعال

 

C 

A A C B 

A A D 
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)فاقد  SHN1 هیجدا یمنف ینازیگلوتام تیفعال SHN1  . :Aییایباكتر هیجدا ینازیگلوتام تیفعال یفیك یبررس :2 شکل

درصد فنول رد   009/0با   نیدرصد گلوتام 1/0 یحاو افتهی رییتغ M9كشت  طیمح ،ی: كنترل منفB(، ینازیگلوتام تیفعال

 .ینازیگلوتام میآنز تیفعال یدارا( نشده ییشناسا هیجدا) ییایباكتر كشت مثبت، كنترل: C ،یبدون كشت باكتر

 ( گرم یزیآم رنگ)  گرم تست و یکروسکوپیم مشاهده

 یباكتر یدرجه نشان داد كه كلن 30 یدر دما افتهی رییتغ M9 طیدر مح یساعت گرماگذار 24 یدر ط SHN1 یباكتر

 ینور کروسکوبیم ریگرم و مشاهده ز یزیبا رنگ آم نیهمچن (.3باشد )شکل یشکل م یبه زرد و لعاب لیما یبه رنگ كرم  كم

 (.4)شکل  دیمشاهده گرد یل و گرم منفیبه شکل باس SHN1 یباكتر

 
 .افتهی رییتغ M9 طیمح در SHN1 یباكتر هیاز كشت جدا یینما: 3 شکل

 
 .است مشهود ریتصو در یمنف گرم و شکل یلیباس یباكتر. SHN1 یباكتر هیجدا یکروسکوپیم ریتصو :4 شکل

B C 
A 
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 SHN1 یباكتر ییایمیوشیب یها تست یبرخ یبررس

 آورده شده است. 1به شرح جدول  ییایمیوشیب یتست ها جینتا

 Rhizobium nepotum strain SHN1 یباكتر هیجدا ییایمیوشیتست ب:1جدول 
 

 - TSI تست

 - تراتیس مونیتست س

Motility - 
S2H - 

Indol - 
Urease + 

Metyle red - 
Oxidase + 
Katalase + 

VP - 

 

 SrDNA 16 روش به نازیآسپاراژ-ال میآنز كننده دیتول یباكتر یکیلوژنتیف ییشناسا

 یژنوم DNAاستخراج 

از استخراج،  نانیانجام شد. جهت اطم یگرم منف یهایباكتر DNAاستخراج  تیبا استفاده از ك یژنوم DNAاستخراج 

 (.  5الکتروفورز شد )شکل  %1ژل آگارز  یمحصول رو

 
-یاستخراج شده رانشان م DNAباند  1. چاهک درصد 1ژل آگارز  یرو SHN1 یباكتر هیجدا DNAاستخراج  جهینت :5 شکل

 .دهد
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 16S rRNA (PCR)در منطقه  SHN1 یاستخراج شده باكتر DNA ریتکث

 %1ژل آگارز  یبر رو PCR، محصول 16S rDNAقطعه  ریجهت تکث PCRو انجام  یژنوم باكتر DNAپس از استخراج 

از درست بودن  یمشاهده شد كه حاكkb 1با ماركر  سهیدر مقا bp 1500محل  یکیباند در نزد كیآن  جهیالکتروفورز شد. در نت

 (.6بود )شکل  rDNA 16S ریواكنش تکث

 

 DNA (GeneRuler DNAنشانگر  M. چاهک %1با استفاده از الکتروفورز با ژل آگارز  PCRحاصل از  16S rDNA باند :6 شکل

Ladder Mix, Fermentas ،) جفت باز و چاهک سوم كنترل  1500باند نامبرده به طول  1چاهکPCR بدونDNA  باشد یالگو م. 

 از ژل  PCRمحصول  صیتخل

 1500ژل آگارز كنترل و باند  یمجددا بر رو یخالص ساز جهیژل آگارز، نت یاز رو PCRمحصول  یکاوریپس از ر

 (.7)شکل  دیمشاهده گرد یجفت باز

 

 DNAنشانگر  Mژل آگارز. چاهک  یاز رو SHN1 هیجدا 16S rRNAباند  یجفت باز 1500قطعه  یسازخالص یجهینت  :7شکل 

(GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas)   باشدیژل م یشده از رو صیباند تخل 1چاهک. 

1         M          

1500 bp 

M         1           
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 SHN1 یباكتر 16S rRNA یتوال یکیوانفورماتیب یبررس

( 1492R) ورزیر مریپرا با دینوكلئوت 920( و حدود 27F) فوروارد مریپرا با دینوكلئوت PCR ،760محصول  یتوال نییبا تع

نشان  NCBIدر  BLASTو سپس با  (Contig)شده  حیمتصل و تصح Vector NT1ها  با كمك نرم افزار یتوال نیخوانش شد. ا

 SHN1 یباكتر rDNA 16S ی(. توال8 شکل)  دارد یهمولوژ Rhizobium nepotum هیبا سو %98جدا  شده  یداد كه باكتر

 آورده شده است. 2پژوهش در جدول  نیشده در ا یجداساز

 پژوهش. نیشده در ا یجداساز SHN1 یباكتر rDNA 16S یتوال :2 جدول

5ʹ…acatactttaacattttgggttagcgggtttccaagctggttaacggagtaccttcgggtaaaaccaact 

cccatggggtgacgggcggtgtgtacaaggcccgggaacgtattcaccgcagcatgctgatctgcgatta 

ctagcgattccaacttcatgcactcgagttgcagagtgcaatccgaactgagatggcttttggagattag 

ctcgacatcgctgtctcgctgcccactgtcaccaccattgtagcacgtgtgtagcccagcccgtaagggc 

catgaggacttgacgtcatccccaccttcctctcggcttatcaccggcagtccccttagagtgcccaact 

aaatgctggcaactaagggcgagggttgcgctcgttgcgggacttaacccaacatctcacgacacgagct 

gacgacagccatgcagcacctgttctggggccagcctaactgaaggacaatgtctccactgcccaaaccc 

cgaatgtcaagagctggtaaggttctgcgcgttgcttcgaattaaaccacatgctccaccgcttgtgcgg 

gcccccgtcaattcctttgagttttaatcttgcgaccgtactccccaggcggaatgtttaatgcgttagc 

tgcgccaccgaacagtatactgcccgacggctaacattcatcgtttacggcgtggactaccagggtatct 

aatccctgtatgctctcccacgctttcgcacctcagcgtcagtaatgggaccagtaagccgccttcgcca 

ctggtgttcctccgaatatctacgaatttcacctctacactcggaattccacttacctctcccatactca 

atgatacccagtatcaaaggcagttccagagttgagctctgggatttcacccctggacttaaatatccgc 

ctacgtgcgctttacgcccagtaattccgaacaacgctagcccccttcgtattaccgcggctgctggcac 

gaagttagccggggcttcttctccggataccgtcattatcttctccggtgaaagagctttacaaccctaa 

ggccttcatcactcacgcggcatggctggatcaggcttgcgcccattgtccaatattccccactgctgcc 

tcccgtaggagtttgggccgtgtctcagtcccaatgtggctgatcatcctctcagaccagctatggatcg 

tcgccttggtaggcctttaccccaccaactagctaatccaacgcgggctcatcataccccgataaatctt 

tcccccgcccgggaagtatgcggtattaattccagtttcccggagctattccgcattttttcttaattcc 

cacgcgttactcacccgtatgccactccccttgcggggcgtggtaacaaccaagttaaataataaaaatg 

tctaac…3ʹ 
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 هیجدا  نی. اNCBI در SHN1یباكتر  16S rDNAشده یتوال نییتع یدهاینوكلئوت یهمولوژ یبررس از حاصل جینتا :8 شکل

 .دهدینشان م Rhizobium nepotum یبا باكتر %98 یهمولوژ

 نازیآسپاراژ-ال میآنز تیفعال

از  وسیدرجه سلس 37 یو دما rpm 180 کریدر دور ش افتهی رییتغ M9 عیما طیدر مح SHN1 هیجدا یمیآنز تیفعال

آورده شده  9در شکل  جیشد و نتا یریگاندازه ،یباكتر یفاز رشد راتییتغ یریگو به صورت همزمان با اندازه یباكتر حیزمان تلق

 یتمیلگار فاز در را یمیآنز تیفعال نیشتریبRhizobium nepotum strain SHN1   یباكتر كه است نیا انگریب جینتا نیست. اا

(OD= 1.66∆  )زانیو به م IU/mL 467/0   است.داشته 

 

  افتهی رییتغ  M9كشت  طیدر مح SHN1 یباكتر هیجدا حیو كدورت، در طول زمان تلق یمیآنز تیارتباط فعال یبررس :9 شکل

 .باشندیم (SE) اریانحراف مع انگری. بارها نماوسیدرجه سلس 37 یو دماrpm  180 کریدور ش ن،ی% آسپاراژ 1/0گلوكز، %1با 
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 سولفات ومیاستاندارد آمون یمنحن

 ه،یجدا نیا یمیواكنش آنز یآزاد شده در ط ومیمول آمونکرویم زانیم نییتع و یمیآنز تیبه منظور محاسبه فعال

  =2x, R0.0922Y =0.96 .                                               بدست آمد ریز یاستاندارد با معادله خط یمنحن

 زانیبرابر با م Xنانومتر و  450در طول موج  دریر زایجذب خوانده شده با دستگاه الا زانیبرابر با م Yرابطه  نیدر ا

 (.10باشد )شکلیم تریلیلیم در ومیمول آمونکرویم

 

 زانیمرا با  دریر زایارتباط جذب خوانده شده توسط دستگاه الا یمنحن نیسولفات. ا ومیاستاندارد آمون یمنحن : 10 شکل

 .دهدیم نشان ومیآمون کرومولیم

 نازیآسپاراژ-ال میآنز ژهیو تیفعال

 IU/mg 015/0 زانیمحاسبه و به م Rhizobium nepotum SHN1 هیدر جدا نازیآسپاراژ -ال میآنز ژهیو تیفعال زانیم

 بدست آمد.

 یبه روش لور ییدر محلول رو نیپروتئ زانیم

 یمیآنز تیفعا نیشتریكه ب یتمیدر فاز لگار Rhizobium nepotum SHN1 هیجدا ییموجود در محلول رو نیپروتئ زانیم

در  نیگرم پروتئ یلیم 52/30 یسنج نیاستاندارد پروتئ یو با استفاده از منحن یلور یسنج نیرا نشان داه بود، با روش پروتئ

 محاسبه شد.  تریلیلیم

y = 0.0922x

R² = 0.96

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

A
b

s 
(4

5
0

 n
m

)

Ammonium Sulfate ) µ mol/mL(



 
 

           139            1398 ، تابستان2، شماره 32دوره                                                            پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-مجله علمی

                                                                                                                                                                                                                                     

 

  یلور روش با یسنج نیاستاندارد پروتئ یمنحن

استاندارد با  ی، منحنیلور یسنج نیبا روش پروتئ یباكتر ییموجود در محلول رو نیپروتئ زانیبه منظور محاسبه م

 بدست آمد.  ریز یمعادله خط

                                              0.92= 2, R0.1139x+ 0.0019Y=  

 زانیبرابر با م Xنانومتر و  740در طول موج  دریر زایجذب خوانده شده با دستگاه الا زانیبرابر با م Yرابطه  نیدر ا

 (.11باشد )شکل یم گرم یلین بر حسب میپروتئ

 

 

 دریر زایارتباط جذب خوانده شده توسط دستگاه الا یمنحن نی. ایبه روش لور یسنج نیاستاندارد پروتئ یمنحن : 11 شکل

 .دهدیمنشان   نیگرم پروتئ یلیم زانیرا با  م

 II ینازیآسپاراژ-ال میآنز تیفعال زانیم در یهوازیب یالقا ریتاث

ساعت نشان  1به مدت  یهوازیالقا ب طیدر شرا افتهی رییتغ M9 عیما طیدر مح SHN1 هیجدا یمیآنز تیفعال یبررس

 یهوازیب طی( در شراOD= 1.66) یتمیلگار فاز در را یمیآنز تیفعال نیشتریبRhizobium nepotum strain SHN1  یداد كه باكتر

 طیشرا و یهواز طیشرا در یمیآنز تیفعال زانیم در تفاوت نی(. همچن12باشد )شکلیدارا م IU/mL 922/0 زانیساعته به م 1

-Mann كیپارامتر ری(  توسط آزمون غP-Value Shapiro-Wilk = 0.01) نرمال عیها از توزداده یرویپ عدم لیبه دل یهوازیب القا

Whitney  در نرم افزارSPSS v19 نیانگیبا م یهوازیالقا ب طیدر شرا یمیآنز تینشان داد كه فعال جیشد. نتا یبررس (±نSE )006/0 

 – Mannباشد )یم 018/0 ±44/0( SE ±) نیانگیبا م یهواز طیدر شرا یمیآنز تیاز فعال شیب یدار یبه طور معن ±84/0

Whitney U = 0.000, Z= -1.96, P= 0.0513( )شکل .) 

y = 0.0019x + 0.1139

R² = 0.92
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 .یهوازیالقا ب طیدر شرا Rhizobium nepotum strain SHN1 یباكتر هیجدا OD (600 nm)و  یمیآنز تیفعال :12 شکل

 

 
 یباكتر هیساعته( در جدا 1) یهوازیالقا ب طیو شرا یهواز طیدر شرا II نازیآسپاراژ-ال میآنز تیفعال یبررس :13 شکل

Rhizobium nepotum strain SHN1 . 

 بحث 

-ال به نیآسپاراژ-ال زیدرولیهستند كه ه ییهامیآنز (L-asparagine amidohydrolase E.C.3.5.1.1) نازهایآسپاراژ-ال

 Escherichia coli (Campbellها مانند سمیکروارگانیم از یادیها توسط تعداد زمیآنز نیكنند. ایم زیكاتال را ومیآسپاراتات و آمون

et al., 1969,1967 ،)Erwinia cartovora (Maladkar et al., 1993 ،)Enterobacter aerogenes (Mukherjee et al., 2000 ،)
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Corynebacterium glutamicum (Mesas et al., 1990 ،)Candida utilis (Kil et al., 1995 ،)Vibrio Succinogenes 

(Lubcowski et al., 2003 ،)Thermus thermophilus (Pritsa et al., 2001 و )Rhizobium etli (Ortuno – Olea et al., 2000 )

كننده  یریبه عنوان جلوگ ییغذا عیضد سرطان و در صنا یبه عنوان دارو یدر علوم پزشک میآنز نیكاربرد ا شوند.یم دیو ... تول

 سمیمکان آن، دیتول)منابع  میآنز نیا یرو بر دهه نیچند یدر ط یاگسترده مطالعات سبب د،یآملیماده سرطان زا اكر لیاز تشک

 یجانب عوارض با میآنز دیتول منابع كردن دایپ و درمان در میآنز یجانب عوارض م،یآنز یسازخالص م،یآنز ساختار م،یآنز عمل

 درمان نهیزم در تاینها كه است شده( بزرگ و كوچك اسیمق در نازیآسپاراژ-ال نیپروتئ انیب م،یآنز ژن نمودن كلون كمتر،

 لینا آن از استفاده حداكثر به هم عیصنا ریسا در و برسند ارزانتر متیق و یجانب عوارض حداقل با موثرتر یدارو دیتول  به بتوانند

 تینوع دوم با خصوص نازیآسپاراژ-ال میآنز كننده دیتول ییایباكتر منبع كردن دایپ جهت تلاش به زین را ما مهم نیا. شوند

 ی. باكترختیبرانگ م،یآنز نیا یبه منظور كاهش عوارض جانب نازیآسپاراژ میآنز ینازیگلوتام تیفاقد خاص ایكمتر  ینازیگلوتام

 تینسبتا خوب و فاقد فعال ینازیآسپاراژ تیخاص یفارس در منطقه قشم دارا جیخل یایشده از آب در یو خالص ساز یجداساز

 Rhizobiumدرصد متعلق به گونه  98و تا  Rhizobiaceaeمتعلق به خانواده  یمولکول ییبا شناسا یباكتر نیبود. ا ینازیگلوتام

nepotum انجام شد كه با  یباكتر نیا یرو ییایمیوشیمطالعات ب یبرخ ،یمولکول ییشناسا جیاز بدست آمدن نتا شیباشد. پیم

انجام داده بودند،  Rhizobium meliloti یباكتر یرو 2012و همکاران در سال  شهزادكه  ییایمیوشیب یها یژگیاز و یاریبس

(. مطالعات یمنف S2H دیتول ،یسترات منف مونیس ،یاندول منف ،یمنف یپ یو ،یرد منف لیداشت )كاتالاز مثبت، مت یخوانهم

نموده  انیب Rhizobium papuliبدون توان حركت را در  ،یشکل، گرم منف یالهیم ساختار زین 2014و همکاران در سال رزاهون 

در سال  Guptaو  Ghorpade نیداشت. همچن یخوانمورد مطالعه ما از نظر جنس هم یذكر شده با باكتر اتیخصوص نیكه در ا

 یانجام شده بر رو ییایمیوشیب یهارا ارائه دادند كه با تمام تست Rhizobium nepotum ییایمیوشیب یهااز تست یجینتا 2016

 نانیبا اطم Rhizobium nepotumدر حد گونه هیجدا نیا ییاساس شناسا نیمطالعه مطابقت داشته است. بر ا نیا یباكتر هیجدا

 ینامگذار strain SHN1شد با عنوان  یفارس جداساز جیخل یساحل یهاگونه از آب نیقرار گرفت و چون ا دیمورد تائ یشتریب

 نیگزارش شده است كه ا 2015و همکاران در سال لیو توسط  زین نیچ یشمال یایاز آب در Rhizobiumجنس  یشد. جداساز

 یهایبررس البته دهد، یم قرار دیتائ مورد یحدود تا رانیا جنوب یایدر آب در را ما مطالعه مورد یباكتر ستیز امکان جه،ینت

از جنس  ییهاهیجدا كه است ذكر به لازم نیهمچن است، ازین مورد ما، مطالعه مورد هیجدا یدر رابطه با تحمل شور شتریب

Rhizobium گزارش شده است. 2007و همکاران در سال مناسری هم توسط   یمقاوم به شور 

فنل رد كشت  یحاو M9 طیمح یها بر روهیسو م،یآنز دیتول نظر از هایباكتر یفیك یغربالگر جهت پژوهش نیدر ا

 نیآسپاراژ لیباشد با تبد میمولد آنز یشود. اگر باكتریقرمز رنگ م ییایقل pHزرد رنگ و در  یدیاس pHداده شدند. فنل رد در 
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 و   2009و همکاران در سال  پورانیشود. یباعث قرمز شدن رنگ آن م جهیو در نت حیطم pHشدن  ییایباعث قل اکیبه آمون

در  یدیتول میاستفاده كردند. مقدار آنزها سمیکروارگانیم هیاول یغربالگر جهت طیمح نیا از زین 2009و همکاران در سال  باشا

 یسوبسترا یرو بر اثر با نازیآسپاراژ میآنز. دیگرد یبررس( Nesslerization method)  ونیزاسیپژوهش  بر اساس روش نسلر نیا

 ط،یآزاد شده در مح ومیآمون یونهایا ب(Nessler reagent) كند. معرف نسلریم دیتول اکیآمون و كیآسپارت دیاس( نی)آسپاراژ خود

 نانومتر خوانده شد.  450شود. سپس جذب نمونه ها در طول موج یواكنش داده و باعث زرد شدن رنگ محلول م

 ,Mathews & Browm) شودیم یپلاسمیپر ینشانه بوده و وارد فضا دیپپت یحاو II نازیآسپاراژ میكه آنز ییاز آنجا

 استفاده نازیآسپاراژ ی( جهت بررسیی)محلول رو یكشت فاقد باكتر طیمح زیو ن یپلاسمیپر اتیپژوهش محتو نیدر ا (،1974

ایزد بود.  IU/mL 467/0با روش نسلر  شیمورد آزما هی( سویی)محلول رو یپلاسمیپر عصاره در نازیآسپاراژ میآنز تیفعال. شد

و در  IU/mL07/0  فارس را  جیجدا شده از آب خل PF-14 هیباكتر سو نتویاس یمیآنز تی(، فعال2014و همکاران )پناه قشمی 

 یمیآنز تیفعال 2009در سال  بمبئی و قانع گزارش نمودند.  IU/mL  1/6فارس را  جیسودوموناس جدا شده از آب خل هیسو

 گزارش دادند.  E. coli ( DH5α, LAB, K12,TOPTEN) ، unit/mL  6/3 یها هیسو یپلاسمیدر عصاره پر نازیآسپاراژ

 ایدن نقاط ریدر سا Rhizobium nepotum یدر باكتر II ینازیآسپاراژ -ال میآنز تیفعال زانیدر رابطه با م یگزارش

 میآنز دیتول یبرا طیشرا یساز نهی( قطعا با بهIU/mL 467/0) قیتحق مورد هیجدا آمده بدست یمیآنز تیفعال نیا. نشد مشاهده

 بدست اعداد سهیبا مقانشان خواهد داد.  یتر ریچشمگ شیو ...( ، افزا یهواده زانیمناسب، م تروژنی، منابع كربن و نpH) دما، 

 نسلر، معرف ،یباكتر نوع جمله از دارد وجود اختلاف نیا یبرا یمتفاوت لیدلا گفت، توان یم نازیآسپاراژ میآنز تیفعال یبرا آمده

را  میآنز كیتوان  یم یدر صورت نیهمچن. نسلر معرف مقدار و ونیانکوباس زمان سنجش، مورد میآنز مقدار استاندارد، یمنحن

مختلف  یها یپس از بررس یسرطان یبردن سلول ها نیدر از ب میآن آنز ییاستفاده كرد كه توانا یو پزشک ییدارو یكارها یبرا

 گردد. دییتا FDAتوسط  تیشود و در نها دییتا یخط سلول تیدر نها یشگاهیآزما واناتیح یو انجام مطالعات بر رو

 یباكتر هیدر جدا یهواز طیبرابر شرا 2تا حدود  یهوازیب یالقا طیشرا در نازیآسپاراژ-ال میآنز دیتول شیافزا

Rhizobium nepotum strain SHN1  .نازیآسپاراژ-ال میآنز دیتول شیاز افزا 1968در سال شوارتز و سدارمشاهده شد II  در

 نازیآسپاراژ-ال میآنز دیدر رابطه با تول 1969در سال بیلیموریا  نیگزارش دادند. همچن ،یهوازیب طیشرابا القا  E. coli یباكتر

II  درE. coliکهیكند، در حالیم فراهم میآنز یبالا زانیم و یباكتر خوب رشد یبرا را یمناسب طیآرام شرا یبرد كه هواده ی، پ 

 ارلن دادن تکان و یهواده یعبارت به. دارد همراه به را میآنز دیكاهش تول یشود ولیم سبب را یباكتر خوب رشد یقو یهواده

شوارتز  هستند. مطالعات انجام شده توسط  نازیآسپاراژ-ال میآنز دیتول زانیدر م یاكننده نییها، عوامل تعیباكتر كشت یحاو

امکان  یهوازیبه ب یاز حالت هواز طیشرا رییكشت تنها در صورت تغ طیدر مح میآنز دی( نشان داد كه تول1966و همکاران )

 لیداشت. دل یاقابل ملاحظه شیافزا ییدر محلول رو نازیآسپاراژ انیب زانیم یهوازیب طیشرا القا با حاضر قیتحق در. است ریپذ
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 یهواز طیپروموتور در شرا نیاست. ا ansBمربوط به پروموتور ژن  زیامر ن نیاست. ا ansBمربوط به پروموتور ژن  زیامر ن نیا

 میمهاركننده از پروموتور جدا شده و آنز نیا ژنیكمبود اكس طیفعال است. در شراریغ ژنیتوسط مهار كننده حساس به اكس

RNA یكه باكتر ییشود. از آنجا نیپروتئ دیها منجر به تولبوزومیر كمك به و كرده یسیتواند ژن را رونویم مرازیپل Rhizobium 

nepotum یكشت در حد مناسب طیمحلول در مح ژنیاست كه اكس یرشد آن در حالت طیشرا نیبوده و بهتر یاجبار یهواز 

 توده دیطلبد و تولیم را یهواز یب طیشرا م،یآنز دیتول یعنیگردد. یم یامر موجب تضاد درون نیباشد، ا یتوده سلول دیجهت تول

 یهواز طیشرا در یباكتر ابتدا روش نیهاست. در ایباكتر یدو فاز ،انجام شده یهاحلراه از یکی. دارد یهواده به ازین یسلول

شود تا یم یهوازیب به یهواز از طیشرا رییتغ و القا به اقدام سپس و برسد یمناسب زانیبه م یشود تا توده سلولیم داده رشد

 .شود انیب یشتریب زانیم با نازیآسپاراژ میآنز

 یتشکر و قدردان

 یینایم وشیدكتر دار یو آقا یآمار یهازیآنال انجام در ییراهنما لیبدل یشکر محمدرضا دكتر یآقا از لهینوسیبد

 زاتیتجه و مواد از استفاده در مساعدت موجب به دانیجاو زهرا خانم  و ییایمیوشیب شاتیآزما انجام در ییراهنما لیبدل یتهران

 گردد.یم یتشکر و قدردان یهشگایآزما

 منابع

Badoei-Dalfard, A., Karami, Z. and Ramezani–pour, N. (2016) Isolation and identification of L-asparaginase 

producing Erwinia strains which isolated from potato farms. Biological Journal of Microorganism, 5(18): 55-

67. 

Basha, N.S., Rekha, R., Komala, M. and Ruby, S. (2009) Production of extracellular anti-leukaemic enzyme L-

asparaginase from marin actinomycetes by solid-state and submerged fermentation: purification and 

characterization. Tropical Journal of Pharmaceutical Research, 8(4): 353-360. 

Batool, T., Makky, E.A., Jalal, M. and Yussof, M.M. (2016) A comprehensive review on L- Asparaginase and its 

applications. Applied Biochemistry and Biotechnology, 178(5): 900-923. 

Bilimoria, M.H. (1969) Conditions for the production of L-asparaginase 2 by coliform bacteria. Applied 

Microbiology, 18: 1025-1030. 

Borek, D. and Jaskolski, M. (2001) Sequence analysis of enzymes with asparaginase activity. Acta Biochimica 

Polonica, 48: 893-902. 

Campbell, H.A., Mashburn, L.T., Boyse, E.A. and Old, L.J. (1967) Two L-asparaginases from Escherichia coli B. 

their separation, purification and antitumor activity. Biochemistry, 6: 721-727.  

Cedar, H. and Schwartz, J.H. (1968) Production of L-asparaginase II by Escherichia coli. Journal of  Bacteriology, 

96: 2043-2048. 



 

 

 همکارانو ی نیینا یالومه شعاعس                                                           … نازیآسپاراژ-ال میكننده آنز دیتول یباكتر ییو شناسا یجداساز                    144
                                                                                                                                                                                                                                

 

Ghane, M., Bambaei, B. (2009) Screening of Esherichia coli strains for asparaginase ii production. Biological 

Sciences (Danish-I Zisti-I Iran), 3(4): 47-54.    

Ghorbanmovahed, M., Ebrahimipour, G., Akhtari, J. and Marzban, A. (2015) Production of anti-leukemia L-

Asparaginase by a strain of Staphylococcus isolated from agricultural soil. Journal of Mazandaran Univiversity 

of Medical Science, 25(132): 1-12. 

Ghorpade, V.M. and Gupta, S.G. (2016) Siderophore production by Rhizobium nepotumisolated from stem nodule 

of Aeschynomene indica. International Journal of Advanced Research in Biological Sciences, 3(7): 105-108. 

Gokmen, V. and Palazoglu, T. K. (2008) Acrylamide formation in foods during thermal processing with a focus 

on frying. Food and Bioprocess Technology, 1: 35-42. 

Imada, A., Igarasi, S., Nakahama, K. and Isono, M. (1973) Asparaginase and glutaminase activities of 

microorganism. Journal of General Microbiology, 76(1): 85-99. 

Izadpanah Qeshmi, F., Javadpour, S., Malekzadeh, K., Tamadoni Jahromi, S. and Rahimzadeh, M. (2004) Persian 

Gulf is a bioresource of potent L-Asparaginase producing bacteria: Isolation & molecular differentiating. 

International Journal of Environmental Research, 8(3): 813-818. 

Kil, J.O., Kim, G.N. and Park, I. (1995)  Extraction of extracellular L-asparaginase from Candida utilis. Bioscience, 

Biotechnology, and Biochemistry, 59: 749-750. 

Kotzia, G.A. and Labrou, N.E. (2009)  Engineering thermal stability of l‐asparaginase by in vitro directed 

evolution. FEBS Journal, 276: 1750–1761. 

Lane, D.J. (1991)  16S/23S rRNA sequencing pp. 115-175. In:  E. Stackebrandt and M. Goodfellow (eds). Nucleic 

acid techniques in bacterial systematics. John Wiley and Sons, New York, NY. 

Liu, Y., Wang, R.P., Ren, C., Lai, Q.L. and Zeng, R.Y. (2015)  Rhizobium marinum sp. nov., a malachite-green-

tolerant bacterium isolated from seawater. International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 

65(12): 4449-4454. 

Lubkowski, J., Dauter, M., Aghaiypour, K., Wlodawer, A. and Dauter, Z. (2003)  Atomic resolution structure of 

Erwinia chrysanthemi L-asparaginase. Acta Crystallographica Section D: Biological Crystallography, 59(1): 

84-92. 

Maladkar, N.K., Singh, V.K. and Naik, S.R. (1993)  Fermentative production and isolation of L-asparaginase from 

Erwinia cartovora EC-113. Hindustan Antibiotics Bulletin, 35: 77-86. 

Mathews, W. and Brown, H. (1974) Isolation of two L-Asparaginases from Guinea pig liver. Enzyme, 17(5): 276-

86. 

Mesas, J.M., Gil J.A. and Martin, J.F. (1990) Characterization and partial purification of l-asparaginase 

from Corynebacterium glutamicum. Journal of General Microbiology, 136: 515-519. 

Mnasri, B., Mrabet, M., Laguerre, G., Aouani, M.E. and Mhamdi, R. (2007) Salt-tolerant rhizobia isolated from a 

Tunisian oasis that are highly effective for symbiotic N2-fixation with Phaseolus vulgaris constitute a novel 

biovar (bv. mediterranense) of Sinorhizobium meliloti. Archives of Microbiology, 187: 79–85. 

Mukherjee, J., Majumdar, S. and Scheper, T. (2000) Studies on nutritional and oxygen requirements for production 

of l-asparaginase by Enterobacter aerogenes. Applied Microbiology and Biotechnnology, 53: 180-184. 

Narayana, K.J.P., Kumar, K.G. and Vijayalakshmi, M. (2008) L-asparaginase production by Streptomyces 

albidoflavus. Indian Journal of Microbiology, 48: 331-336. 



 
 

           145            1398 ، تابستان2، شماره 32دوره                                                            پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-مجله علمی

                                                                                                                                                                                                                                     

 

Ortun-o-Olea, L. and Dura’n-Vargas, S. (2000) The L-asparagine operon of Rhizobium etli contains a gene 

encoding an atypical asparaginase. FEMS Microbiology Letters, 189: 177-182. 

Patro, K.K.R., Satpathy, S. and Gupta, N. (2011) Evaluation of some fungi for L-asparaginase production. The 

Indian Journal of Fundamental and Applied Life Sciences, 1: 219-221. 

Poorani, E., Saseetharan, M. and Dhevagi, P. (2009) L-asparaginase production and molecular identification of 

marine Streptomyces sp. strain EPD 27. International Journal of Integrative Biology,7: 150-155. 

Pritsa, A.A., Papazisis, K.T., Kortsaris, A.H., Geromichalos, G.D. and Kyriakidis, D. (2001) Antitumor activity of 

L-asparaginase from Thermus thermophilus. Anticancer Drugs, 12: 137-142. 

Rozahon, M., Ismayil, N., Hamood, B., Erkin, R., Abdurahman, M., Mamtimin, H., Abdukerim, M., Lal, R. and 

Rahman, E. (2014) Rhizobium populi sp. nov., an endophytic bacterium isolated from Populus euphratica. 

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 64: 3215–3221.  

Sanches, M., Barbosa, J.A.R.G., De Oliveira, R.T., Abrahão Neto, J. and Polikarpov, I. (2003) Structural 

comparison of Escherichia colil-asparaginase in two monoclinic space groups. Acta Crystallographica Section 

D, 59: 416-422. 

Savitri, A.N. and Azmi, W. (2003) Microbial L-asparaginase: A potent antitumour enzyme. Indian Journal of 

Biotechnology, 2: 184-194. 

Schwartz, J.H., Reeves, J.Y. and Broome, J.D. (1966) Two L-asparaginases from E. coli and their action against 

tumors. The Proceedings of the National Academy of Sciences, 56: 1516. 

Shahzad, F., Shafee, M., Abbas, F., Babar, S., Tariq, M.M. and Ahmad, Z. (2012) Isolation and biochemical 

characterization of Rhizobium meliloti from root nodules of alfalfa (Medico sativa). Journal of Animal and 

Plant Sciences, 22(2): 522-524. 

Turner, S., Pryer, K.M., Miao, V.P.W. and Palmer, J.D. (1999) Investigating deep phylogenetic relationships 

among cyanobacteria and plastids by small subunit rRNA sequence analysis. Journal of Eukaryotic 

Microbiology, 46: 327–338. 

Wriston, J.C. (1970) Asparaginase. Methods in Enzymology, 17: 732-742. 

Yazdani, R., Mobini-Dehkordi, M. and Rastegari, A.A. (2012) Isolation and identification of native Iranian L-

asparaginase producing bacteria. Journal of Microbiology World, 5(1&2): 39-46. 

 

 



 
 

          Journal of Applied Biology, Volume 32, Issue 2, Summer 2019         146  
                                                                                                                                                                                                                                

 

Isolation and characterization of a bacterium with free glutaminase L-Asparaginase II 

from the Persian Gulf 
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Abstract 1 

L-asparaginase enzyme has various applications, particularly in medicine and food industry. Given some 

side effects and adverse possession of a minor amount of glutaminase activity, the search for new sources of 

microbes producing glutaminase-free L-asparaginase type II is underway. The present study aimed to isolate a 

bacterium from the Persian Gulf that produces glutaminase-free L-asparaginase type II. It is also aimed to measure 

the amount of this enzyme and the condition under which it increases. In order to assess the capability of 

extracellular asparagine production, the isolated bacteria from the seawater were cultured in M9 medium 

containing phenol red and asparagine. Those bacteria with positive asparaginase test were cultured in M9 medium 

containing glutamine and phenol red to assess their glutamine activity. The bacterium isolate producing 

asparaginase was identified using morphological and biochemical means and 16 SrDNA. L-asparaginase enzyme 

activity of the isolate was explored with a colorimetric method. The effect of anaerobic condition on the amount 

of L-asparaginase type II activity was explored by culturing under aeration condition and with no aeration. The 

result showed that the isolated bacterium was Rhizobium nepotum strain SHN1. The asparaginase enzyme activity 

and the specific activity of this bacterium were 0.467 IU/mL and 0.015 IU/mg, respectively. These characteristics 

increased to more than 50% in anaerobic condition. The results indicated that microbial flora from the Persian Gulf 

flora could be a remarkable source of glutaminase-free L-asparaginase enzyme. 

Key words: L-asparaginase enzyme, Rhizobium nepotum, glutamination 
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