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 دهیچک
عنوان صورت تجاری بهاز منابع باکتريايی جداشده و به ميلنفوبلاستيک دارد. اين آنزآنزيم ال آسپارژيناز کاربرد مؤثر در درمان سرطان لوسمی  زمینه و هدف:

و بررسی بيان ژن فارس خليج استرپتومايسس هایجدايهشود. هدف از اين پژوهش جداسازی و تخليص آنزيم ال آسپاراژيناز از سرطان عرضه می دداروی ض

 است. SDS-PAGE و Real-timeبا  اشريشياکلیباکتری  کلون شده آن در

ای تعيين هويت شدند و سپس با روش واکنش زنجيره ی بيوشيميايیهاتستتوسط  جداسازی و فارسجياز خل استرپتومايسسهای جنس جدايه ها:مواد و روش

وارد شد. در مرحله بعد  pTG19کلونينگ به داخل وکتور بيانی  TAها جدا گرديد. قطعه تكثير يافته توسط روش استرپتومايسسآسپارژيناز از اين  ژن ال پليمراز

 های رايج تائيد کلونينگ انجام گرديد.و با استفاده از روش ترانسفورم شد اشريشياکلیبه باکتری  2CaClوکتور نوترکيب با روش شوک با 

توسط ژن اين آنزيم  تيدرنها. باشندیم د آنزيم ال آسپارژينازيولت قادر به فارسجيخلاز  های جداشدهاسترپتومايسسنشان داد که  اين پژوهش نتايج نتایج:

 نمود.توليد آنزيم ال آسپاراژيناز بازدهی بالا،  ترانسفورم شد و با اشريشياکلیبا موفقيت به باکتری وکتور 

 هاميآنزاين عملكرد بهتر منجر به تواند میو استفاده تكنيک مهندسی ژن ال آسپاراژيناز  جديد توليدکننده آنزيم باکتريايی هایپيدا کردن سويه گیری:نتیجه

 .برداشت داروسازی در صنعتال آسپاراژيناز توليد  و سهولت در مسير افزايش یگام بزرگوسيله آن شود و به

 

 ، لوکمی لنفوبلاستيکاسترپتومايسسآسپارژيناز، -ال کلمات کلیدی:

 

 
 

 

 

مقدمه
ای گرم مثبت و های رشتهباکتری استرپتومايسس هایگونه 

قرار دارند. زيستگاه  هااکتينوميست خانواده در که هوازی هستند

ها توانايی یباکتر. اين (1) خاک است های باکتريايیاين گونه

ها را دارند بيوتيکیآنتها و يمآنزمانند  های ثانويهمتابوليتتوليد 

 عيدر صنا یفراوان یکـاربردهـا یكروبيم هایيمامروزه آنز. (3 ،2)

 یصنعت هایيمآنز یمختلف دارند. متوسط رشد سالانه بازار جهان

در منبعی  هایاين باکتر. (4) داشـته اسـت شيدرصد افـزا 3/33

 کنندهيعتسر و مختلف هایيماقتصادی برای توليد آنز دسترس،

 هايمکارگيری هدفمند آنزبه .روندهای شيميايی بشمار میواکنش

های شيميايی و بيوشيميايی منظور مداخله در سير واکنشبه

همواره يكی از موضوعات موردتوجه در صنعت و پزشكی بوده 

آسپارژين را به دو جزء  ال آسپاراژيناز  که اسيدآمينه ال. است

 . (5)هاست يمشكند ازجمله اين آنزآسپارتيک اسيد و آمونياک می

بيماری ترين ها شايع، لوکمیبيمار های کودکاندر بين بدخيمی

 ـمی لنفوبلاســتيک حــاد کلو ،هااست و از بين لوکمی

که از گذشته، داروهای مختلفی در  استترين شكل آن شايع

تـا  3000سالانه  متحدهيالاتشده است. در ادرمان آن استفاده

 کندیجديد بروز م ـمی لنفوبلاســتيک حــادکمـورد لو 4000

مبتلايان به اين  دهند.یکودکان تشكيل م را از بيمارانکه دوسوم 

پژوهشیمقاله   
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نی را بيماری اغلب علائم خستگی، تب و خونريزی و درد استخوا

داشته، لنفادنوپاتی منتـشر، اسـپلنومگالی و هپاتومگالی نيز از 

در  آسپاراژيناز ال آنزيم .(7 ،6)شايع بيماری است  هایيافته

می لنفوبلاستی کعنوان دارويی مؤثر جهت درمان لوپزشكی به

شود. اين آنزيم، در مقايسه با ساير حاد سرطان خون شناخته می

سازگاری بسيار بالايی با  درمانیيمیداروهای مورداستفاده در ش

محققان در تلاش  روينازا .حياتی بدن دارد یبافت و سازوکارها

آسپاراژيناز با توان درمانی بالا و عوارض  آنزيم برای دستيابی به

ازنظر  دريايی استرپتومايسس جنس .(8)باشند یجانبی کم م

ال  بخصوص آنزيمخارج سلولی  هایيمتوليد مقادير زياد آنز

حداقل دارای دو آنزيم  استرپتومايسس. شاخص استآسپاراژيناز  

 I (ansA)نوعآسپاراژيناز  ال .با فعاليت آسپاراژينازی است

سيتوپلاسمی بوده و ميل ترکيبی پايينی برای آسپاراژين دارد؛ 

پلاسمی بوده و ميل ترکيبی  یپر II   ((ansB نوع کهیدرحال

 I برخلاف نوع II نوع آسپاراژيناز . البالايی برای آسپاراژين دارد

و خاصيت ضد توموری دارد  شودیتوليد م هوازییشرايط بدر 

سرطان خون توانايی سنتز اسيدآمينه  یها. سلول(11-9)

ها ، اين سلولروين. ازاندارندآسپاراژين در درون سيتوپلاسم خود 

خود را از  يازآسپاراژين موردن بايستیم هاينجهت سنتز پروتئ

ميزان سبب کاهش  آسپاراژينازسرم تأمين نمايند. استفاده از 

سرطانی در شرايط فقر  یهاسلولشده و  آسپاراژين سرم

و يا حتی  شودمیها متوقف و رشد آن گيرندیم آسپاراژين قرار

عليه  درمانیيمهمين راستا در رژ. در شودیها ممنجر به مرگ آن

تجويز  درمانیيمینيز در کنار ش آسپاراژينازسرطان خون، 

داروهـا در  ينبا توجه به اينكه اين دارو از مؤثرتر .(12)گردد یم

ـمی لنفوبلاســتيک حــاد کمرحله القائی و تشديدی درمان لو

جداسازی و تخليص آنزيم ال  هدف از اين مطالعه ،است

و بررسی فارس خليج استرپتومايسس هایجدايهآسپاراژيناز از 

 و Real-timeبا  اشريشياکلیباکتری  بيان ژن کلون شده آن در

SDS-PAGE .است 

 
  هامواد و روش

، در سه نوبت از عمق فارسجيخلاز  یريگنمونه ی:ریگنمونه

 متر از ساحل انجام شد. 200تا  150و از فاصله  یمتریسانت 50
 استريل در در ظروف پلاستيكی قابل اتوکلاو درون هانمونه

 را گرادیسانت درجه 10الی  4 دمای که يخ خشکرت مجاو

 در آزمايش انجام تا زمان و منتقل آزمايشگاه به کردیم نيتأم

 .شدند نگهداری گرادیسانت درجه 4 يخچال

مطالعات قبلی  بر اساسی آب ريگنمونه کشت و شناسایی:

ی و از فاصله متریسانت 50انجام شد که در سه نوبت از عمق 

نمونه  20 تيدرنهامتری ساحل انجام شد.  200تا  150

 آب یهانمونهکشت جداسازی گرديد.  بر اساسهايی باکتری

 رقيق و سپس 10-7تا رقت  استريل شرايط در شدهیآورجمع

 .(13) مختلف روی محيط نوتريت آگار کشت داده شد یهارقت

 مدت به گرادیسانتدرجه  29 دمای با انكوباتور درون به هاپليت

 مورفولوژی به توجه با باکتريايی یهانمونه گرديد. منتقل روز 7

. آمد به دست کلونی تک هاآن از و جدا ميكروسكوپی ساختار و

های باکتريايی از خصوصيات يهتعيين هويت جدا سپس جهت

 بيوشيميايی یهاخصوصيات ميكروسكوپی و تست، ظاهری کلنی

تست وژپروسكوئر، تست متيل رد، تست حرکت، تست  شامل

لايزين دکربوکسيلاز، تست  ،اندول، توليد سولفيد هيدروژن

سيترات، هيدروليز نشاسته، هيدروليز کازئين، تست اکسيداز و 

 تست کاتالاز استفاده شد.

ای واکنش زنجیرهشناسایی مولکولی با استفاده از 

بر اساس  استرپتومايسسپس از تائيد باکتری : پلیمراز

 یهاخصوصيات ظاهری کلنی، خصوصيات ميكروسكوپی و تست

با استفاده  استرپتومايسسجنس  بيوشيميايی جهت تائيد نهايی

باکتری  DNAمنظور استخراج به .انجام گرديد srRNA 16ژن  از

جهت  و)کيت ذخاير مرکز ژنتيک ايران(  DNAاز کيت استخراج 

)شرکت  Master mixاز کيت  ای پليمرازواکنش زنجيرهانجام 

و  مورداستفادهآمپيكون دانمارک( استفاده شد. توالی پرايمرهای 

همچنين اندازه باندهای محصولات بر روی ژل الكتروفورز بر 

واکنش ذکر گرديده است. جهت انجام  1اساس رفرنس در جدول 

ی هالولهميكروليتر در  25در حجم نهايی  ای پليمراززنجيره

 3مسترميكس،  تريكروليم 5/12اپندروف از مخلوط کردن 

و حجم  موردنظراز پرايمر  pmol 10 باکتری، DNAميكروليتر از 

 واکنش آب مقطر استريل استفاده شد. مراحل مناسبی از

درجه  95 اوليه سازی واسرشت شامل: ای پليمراززنجيره

 سازی واسرشت سيكل 35برای  دقيقه، 2 مدت گراد بهسانتی

 بسط ثانيه، 30 اتصال ثانيه، 30 به مدت گرادیسانت درجه 95

 درجه 72 نهايی بسط ثانيه، 45 مدت به گرادیسانتدرجه  72

 پس از انجام آزمايش  .گرفت صورت دقيقه 5 مدت به گرادیسانت
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بافر  TBEدر  %5/1محصولات را در ژل  ای پليمرازواکنش زنجيره

الكتروفورز گرديد. برای  90دقيقه در ولتاژ  60به مدت 

دقيقه در تانک حاوی اتيديوم  15ی ژل، آن را به مدت زيآمرنگ

 Geldocumentبرومايد قرار داده و سپس نتايج توسط دستگاه 

 .(15 ،14)مشاهده شدند 

 منظور کلونينگ سريع و مؤثرتربهدر اين مطالعه کلونینگ: 

 TA-Cloningاز روش  ای پليمرازواکنش زنجيره تمحصولا برای
 باکتریاز  .شداستفاده  (از شرکت سينا ژن TA-Cloningکيت )

 یهاپژوهش سازمان از شدهیداريخر XL1blue اشريشياکلی

که در  PTG19-Tاز وکتور  و گرديد استفاده ايران صنعتی علمی

اين همچنين  شد.آن باز تيمين قرار دارد استفاده  3´انتهای 

سايت منظور غربالگری سفيد/آبی، به LacZوکتور دارای ژن 

و توالی يابی و آنزيم محدودکننده  PCRبرای  M13 مريپرا

BamH1  است. آنزيمDNATaq  پليمراز به انتهای مولكول دو

؛ بنابراين تمامی کندیيک باز آدنوزين اضافه م DNAرشته 

. استفاده بودندخود دارای باز آدنوزين  3´در انتهای  PCRقطعات 

خود دارای باز تيمين  3´که در انتهای  PTG19-Tاز وکتور خطی 

به  PCRاست منجر به اتصال مستقيم و سريع و آسان محصول 

با   ligase T4 DNA ، سپس آنزيمشودمی وکتور کلونينگ

موردنظر به وکتور خطی را  DNAتشكيل پيوند کووالان اتصال 

 باکتریبه  ans. وکتور کلون شده با ژن کندیم محكم
تائيد ترانسفورم شد.  2Caclبا روش   blue1XL اشريشياکلی

واکنش انجام ، کلونينگ توسط تست غربالگری سفيد/آبی

واکنش سكانس محصول و  ans با پرايمر ژن ای پليمراززنجيره

 .(16)( صورت گرفت Bioneerشرکت ) ای پليمراززنجيره

: Real time PCRبا روش  ansBو   ansAمیزان بیان ژن

( Qiagen)شرکت  RNeasyاز ميكروکيت  RNAبرای استخراج 

 Reverse AMVبا استفاده از آنزيم  CDNAاستفاده شد. سنتز 

واکنش  صورت گرفت.( Roche)شرکت  lµ/unit  25با غلظت

Real time PCR  ميكروليتر از  10: شاملميكروليتر  20در حجم

، يک آب ديونيزهميكروليتر از  5، (2Xمسترميكس سايبرگرين )

ميكروليتر از پرايمر فوروارد، يک ميكروليتر از پرايمر ريورس، يک 

. انجام شد CDNAميكروليتر از  2و  Rox dyeيكروليتر از م

 های مختلف جهت تكثير شامل:يكلسی دمای برنامههمچنين 

دقيقه، تكثير  1برای  گرادیدرجه سانت 95دناتوراسيون اوليه 

 گرادیدرجه سانت 59ثانيه،  30برای  گرادیدرجه سانت 95شامل 

 35ثانيه در  60برای  گرادیدرجه سانت 72ثانيه و  40برای مدت 

عنوان کنترل . از ژن خانگی بتا اکتين بهتنظيم گرديدچرخه 

 .(17) داخلی تست استفاده شد
 

-SDS  جداسازی ال آسپاژیناز کلون شده با استفاده از

PAGE 
 g  ×10000ی کلون شده با استفاده از سانتريفيوژ دور هاسلول

ی و آورجمعگراد یسانتدرجه  4دقيقه در دمای  20به مدت 

ليتر محلول ليز مخلوط شده و توسط ورتكس ليز يلیم 2سپس با 

به مدت  g  ×13000در دور  آمدهدستبهگرديد. سوسپانسيون 

با  Ni-NTAستون  بهدقيقه سانتريفيوژ و محلول رويی داخل  10

ليتر رزين ريخته شد. ستون با بافر شستشو چندين بار يلیم 1

حل  SDS-PAGE 1Xی شسته شده در بافر هابخششسته و 

در دور  هاسلولدقيقه ليز شد.  3گرديد و در آب جوش به مدت 

g  ×4000  سانتريفيوژ شدند و محلول رويی دقيقه  10به مدت

 پليمراز ایزنجيرهواکنش توالی پرايمر جهت انجام  -1جدول 

 پرایمر (’to 3 ’5) توالی پرایمر  (bp)اندازه باند 

 F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG متغير
R: AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 

16 srRNA 

989 F: TACGGAATTCATACCTTCTCGCAACCCATC 
R: TTACAGGACAACGTCATCAGCTATCGG 

ansA 

497 F: TTACCCAATATCACCATTTTAG 
R: TTAGTACTGATTGAAGATCTG 

ansB 
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های هدف با ينپروتئهای محلول و بيان ينپروتئبرای شناسايی 

-SDS (SDS polyacrylamide gel electrophoresis)استفاده از 

PAGE (18)گرديد  بررسی. 

 آنالیز آماری

اطلاعات مربوط به هرگونه باکتری  ها،داده یآورپس از جمع

-Chi یآمارآزمون و با استفاده از  شد SPSS-22افزار وارد نرم

square کمتر سطح معناداری،  .گرديدبين اطلاعات آناليز  یرابطه

 .در نظر گرفته شد 05/0از 
   

 نتایج
ارسالی به آزمايشگاه که بر  ی آب درياهااز غربالگری نمونه

 یهااساس خصوصيات مورفولوژيک، ميكروسكوپی و تست

مشكوک به  هاییاز کلن .بيوشيميايی تعيين هويت شدند

گرم انجام و ازلحاظ وجود  يزیآمرنگ استرپتومايسس

ی هانمونه ای گرم مثبت بررسی شدند.های رشتهباکتری

تست وژپروسكوئر منفی، تست متيل رد  ازنظر استرپتومايسس

منفی، تست حرکت منفی، تست اندول منفی، توليد سولفيد 

هيدروژن منفی، لايزين دکربوکسيلاز منفی، تست سيترات مثبت، 

هيدروليز نشاسته متغير، هيدروليز کازئين مثبت، تست اکسيداز 

ی فنوتيپی، هاتستمنفی و تست کاتالاز مثبت بودند. با استفاده از 

استرپتومايسس عنوان ه به( نمون%60) 12 نمونه 20 مجموع از
 16برای ژن  ای پليمرازواکنش زنجيرهنتايج  .شناسايی شد

srRNA  ی فنوتيپی را هاتستی جداسازی شده با هانمونهتمامی

 (.1تائيد نمود )شكل 

توسط کلنی سلكشن  ansBو  ansA یهاپس از کلون کردن ژن

منظور تائيد به .های کلون شده جداسازی شدند)آبی/سفيد( سويه

شده و توسط مشكوک استخراج یهایاز کلن DNAنتايج کلون 

سكانس محصول  تيو درنها ای پليمرازواکنش زنجيرهآزمون 

 باکتری در ansBو  ansAود ژن جو ای پليمرازواکنش زنجيره
. نتايج حاصل از توالی يابی در تائيد شد  XL1blue اشريشياکلی

همراه با لينک  هاآن id( شد که Blastبلست ) NCBIسايت 

 (.3و  2 )شكل دسترسی به نتايج بلست درج گرديد

 
 استرپتومايسسجدايه  دهندهنشان: 1، استرپتومايسسبرای جنس  srRNA 16ژن  دهندهنشان -1شکل 

 .استلدر  دهندهنشان: Lکنترل منفی و  دهندهنشان: -کنترل مثبت،  دهندهنشان: +
 

 
 ansBو  ansA یهاژننتايج کلون  -2شکل 
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و با استفاده از ژن Ans برای ژن  Real Time PCRواکنش 

برای تائيد توليد  تيدرنها(. 4انجام شد )شكل  16Sمرجع 

استفاده شد که نتايج  SDS-PAGEاز  Ansپروتئين توسط ژن 

SDS-PAGE در  بيان صحيح پروتئين ال آسپاراژيناز دهندهنشان

 (.5بود )شكل  XL1blue اشريشياکلیباکتری 

 

 
 سكانس آن باوکتور  M13با پرايمرهای  پليمراز ایزنجيرهکلونينگ توسط واکنش  تائيد -3شکل           

 

 
 Real Time PCRنمودار تكثير  -4شکل 

 

 
 کيلودالتونی آنزيم ال آسپاژيناز 127/37توليد پروتئين  SDS-PAGEاز  آمدهدستبهنتايج  -5شکل   
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 گیرینتیجهو بحث 
عنوان دارويی مؤثر جهت درمان در پزشكی بهآسپاراژيناز آنزيم 

 آسپاراژينازی هاميشود. آنزلوسمی لنفوبلاستی حاد شناخته می

آمده است دارای دستمختلف به یهاسميكروارگانيکه از م

 رونيخصوصيات درمانی و عوارض جانبی متفاوتی هستند. ازا

تر، علاوه بر بهبود مطلوب یهاميدستيابی به آنز جهتمحققان 

به  ،هايی همچون مهندسی پروتئينموجود با روش یهاميآنز

مختلف توليدکننده اين  یهاسميكروارگانيجستجو برای يافتن م

آنزيم نيز پرداخته و در اين مسير به نتايج ارزشمندی 

 .اندافتهيدست

جداسازی  فارسجياز خلاسترپتومايسس باکتری در اين پژوهش 

-الژن  PCRتعيين هويت شد و سپس با روش  ،گرديد
 شناسايی هایباکتراين  درII (ansA, ansB )و  Iآسپاراژيناز 

کلونينگ به داخل  TAگرديد. قطعه تكثير يافته توسط روش 

وارد شد. در مرحله بعد وکتور نوترکيب با روش  pTG19وکتور 

2CaCl اشريشياکلی به باکتری blue1XL .باکتری  ترانسفورم شد

را بيان نمود و توانست آنزيم  ژن آنزيم آسپاراژينازاشرشياکلی 

توليد  ٔ  نهيدرزمرا توليد نمايد. تحقيقات مختلفی  آسپاراژيناز

در  ارزانيان و همكارانکه در مطالعه  شدهانجام آنزيم آسپاراژيناز

کودکان  بر 6000با دوز ال آسپارژيناز اثر داروی  1388سال 

در اين  ی قرار دادند.موردبررس مبتلا به لوکمی لنفوبلاستيک حاد

-ال کلون سازی ژن منظور تكثير وژنومی به DNAبررسی 

با پرايمرهای اختصاصی   PCRاستخراج و واکنش، آسپاراژيناز

، پس از PCRانجام گرديد. محصول  آسپاراژينازجهت تكثير ژن 

 ،منتقل گشت  BL21اشريشياکلی ، به باکتریوکتوراتصال به 

 ، آناليز و فعاليتSDS-PAGE پروتئين نوترکيب حاصل با روش

 یريگترانسفورم شده، با تست نسلر اندازه یهاسلول آسپاراژيناز

موجود در بانک ژن  یهایمقايسه توالی ژن کلون شده با توال .شد

، نشان داد که دارای بيشترين شباهت BLASTافزار با کمک نرم

 یهاهيشده از برخی سوثبت یهایبا توال %99موجود بيش از 

 ترانسفورم شده یهاسلول .بودند  BL21اشريشياکیباکتری 

 تئين نوترکيب را توليد کردند و نيز دارای فعاليتپرو

 در سال و همكارانناظمی . (13) بودند بالايیآسپاراژينازی 

های باسيلوس جداسازی و شناسايی مولكولی به بررسی 1393

پرداختند  خارج سلولی از خاکآسپاراژيناز ‐التوليدکننده آنزيم 

نقش مهمی در درمان لوسمی  آسپاراژيناز آنزيمکه نشان دادند  و

. هدف اين تحقيق، جستجو و معرفی کندیلنفوبلاستی حاد ايفا م

توسط جنس  دشدهيخارج سلولی تولآسپاراژيناز ‐ال یهاميآنز

خصوصيات سرولوژيک  توانندیلقوه مطور باکه به بود باسيلوس

تر و عوارض جانبی کمتری نسبت به انواع تجاری رايج مطلوب

آنزيم موردنظر، بر اساس  یدکنندهيتول یهایکلن .داشته باشند

، دشدهيتغيير رنگ محيط متمايز گرديدند. سپس آنزيم تول

قرار گرفت.  یگشته و ميزان فعاليت آن موردبررس یسازخالص

هِای باسيلوس شد. یريگهمچنين وزن مولكولی آنزيم اندازه

توليدکننده آنزيم دارای فعاليت مطلوب، با روش مولكولی مورد 

توليدکننده  باسيلوسهای جديد سويه .شناسايی قرار گرفتند

و خصوصيات کلی  شدندشناسايی آسپاراژيناز ‐الآنزيم 

آسپاراژيناز  ‐ال ازآنجاکه .استخراجی مطالعه گرديد یهاميآنز

های مختلف دارای اثرات ضد سرطانی متفاوتی جداشده از باکتری

توليدکننده  یهاسميكروارگانيبوده است، جستجو برای يافتن م

به آنزيمی با  یابياصلی جهت دست یهااين آنزيم، يكی از راه

تحقيقات همانند نتايج  .(19) آل استخصوصيات درمانی ايده

وع هستند که از مطالعه حاضر بيانگر اين موض آمدهدستبهنتايج 

ی مناسبی جهت توليد آنزيم هاسميكروارگانيم هایباکتر

 .باشندیمآسپاراژيناز 

و همكاران صورت گرفت  ايزدپناه ی ديگر که توسطامطالعهدر 

جهت ارزيابی  باسيلوسهای جديد اين محققين به دنبال سويه

بودند. اين محققين سويه جديدی از  وجود آنزيم ال آسپاراژيناز

با توليد ميزان بالای آنزيم ال  PG02 باسيلوسبه نام  باسيلوس

معرفی نمودند. همچنين با استفاده از کروماتوگرافی  آسپاراژيناز

نشان دادند که اين ال آسپاراژينازها دارای وزن  SDS-PAGEو 

و دمای  =pH 5-10در  هاميآنزبودند و اين  kDa 38مولكولی 

فعال بودند. نتايج اين تحقيق همانند نتايج  گرادیسانتدرجه  40

 باسيلوسهای از اين مطالعه نشان داد که گونه آمدهدستبه

منابعی ارزشمند جهت  استرپتومايسسهای همانند گونه

 .(20) باشندیمی جديد ال آسپاراژيناز هاميآنزجداسازی 

همچنين محبوبی و همكاران کلونينيگ و بيان آنزيم ال 

ی قرار دادند. اين موردبررس اشريشياکلیآسپاراژيناز را در 

جداسازی  K1 اشريشياکلیمحققين آنزيم ژن ال آسپاراژيناز را از 

وارد نمودند. سپس اين وکتور با استفاده  pET32نموند به وکتور 

اوراگامی ترانسفر  اشريشياکلیاز روش شوک حرارتی به باکتری 

های روتين بيان اين با استفاده و از سكانس و روش جهيدرنتشد. 

ژن را در باکتری سنجيدند و به اين نتيجه دست يافتند که اين 

محققين  نيا داشت. اوراگامی اشريشياکلیآنزيم بيان بالايی در 
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اشريشياکلی با توجه به بيان بالای آنزيم ال آسپاراژيناز توسط 
اسب جهت توليد انبوه نوترکيب، آن را يک گزينه من اورگامی

. نتايج (21)آنزيم ال آسپاراژيناز در صنعت معرفی نمودند 

از اين مطالعه  آمدهدستبهاز اين مطالعه با نتايج  آمدهدستبه

 اشريشياکلیکه  شدهدادهدارای مطابقت بود و نشان 

 .استميكروارگانيسم مناسبی جهت توليد آنزيم ال آسپاراژيناز 

و همكاران به  Amenaشد ی ديگر که در هند انجام امطالعهر د

ی و خصوصيات ال آسپاراژيناز توسط سازخالصبررسی توليد، 

پرداختند. اين محققين آنزيم ال  استرپتومايسس گولبارجنسس

 لوسمی لنفوبلاستی حادعنوان يک عامل ضد آسپاراژيناز را به

استرپتومايسس معرفی نمودند. در اين مطالعه نتايج نشان داد که 
و  استتوانايی توليد آنزيم ال آسپاراژيناز را دارا  گولبارجنسس

 نيترمناسبو  5/8جهت توليد اين آنزيم برابر با  pHبهترين رنج 

معرفی شد.  گرادیسانتدرجه  40دما برای توليد اين آنزيم دمای 

توليد اين آنزيم مشخص شد  SDS-PAGEه از از طرفی با استفاد

گزارش شد. نتايج  kDa 85و وزن مولكولی اين آنزيم 

از مطالعه  آمدهدستبهاز اين مطالعه همانند نتايج  آمدهدستبه

های مختلف که گونه استاين موضوع  کنندهاثباتحاضر 

توانايی توليد آنزيم ال آسپاراژيناز را دارا  استرپتومايسس

و همكاران به بررسی  Kebeish 2016. در سال (22) شندبایم

کلونينيگ مولكولی، خصوصيات بيوشيميايی و خاصيت ضد 

به نام  سيانوباکتر گونهکتوموری يک ال آسپاراژيناز جديد در ي

پرداختند. اين محققين متوجه اين امر  سينكوکوکوس الونگاتوس

توانايی توليد آنزيم ال آسپاراژيناز  سيانوباکتر گونهنياشدند که 

 ترـسيانوباک. سپس ژن آنزيم ال آسپاراژيناز را از اين تـاسرا دارا 

کلون نمودند.  BL21 اشريشياکلیجداسازی کردند و در باکتری 

تائيد توليد اين آنزيم ال آسپاراژيناز جديد با استفاده از روش 

SDS-PAGE زيم دارای وزن انجام شد که نشان داده شد اين آن

نرمال جهت توليد اين  pH. همچنين است kDa 35مولكولی 

از اين مطالعه  آمدهدستبه. نتايج (23)اعلام نمودند  5/7آنزيم را 

منبع ارزشمندی از توليد ال  هاسميكروارگانيممشخص نمود که 

از  آمدهدستبهو همانند نتايج  باشندیمآسپاراژينازهای جديد 

مطالعه حاضر جداسازی اين آنزيم و کلون در باکتری 

 شود. هاآنتواند منجر به توليد انبوه می ريشياکلیاش

يی بيشتر و اثرات کاراجديد با  آسپاراژيناز-ال هایيمتوليد آنز

درمان لوکمی  تواند درمیصورت تجاری به جانبی کمتر

ز آنزيم آسپاراژينا انقلابی بزرگ پديد آورد.کودکان لنفوبلاستيک 
که جدا گرديده است  هايكروارگانيسممختلفی ازجمله از منابع م

؛ بنابراين پيدا باشندیفعاليت ضد توموری م دارایآنزيم  اين

ال آسپاراژيناز  جديد توليدکننده آنزيم باکتريايی هایکردن سويه

عملكرد بهتر منجر به تواند میو استفاده تكنيک مهندسی ژن 

و  در مسير افزايش یگام بزرگوسيله آن ها شود و بهيمآنزاين 

 .برداشت داروسازی در صنعتال آسپاراژيناز توليد  سهولت
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Abstract 
 

Background & Objective: Asparaginase enzymes are effective in treating lymphoblastic leukemia 

cancer. This enzyme is isolated from bacterial sources and commercially available as an anticancer 

drug. The aim of this study was to isolate and purifiy L-asparaginase from persian gulf Streptomyces 

isolates and evaluate its cloned gene expression in E. coli by Real-Time and SDS-PAGE. 

Materials & methods: Streptomyces isolates were isolated from the Persian Gulf and identified by 

biochemical tests, then, L-asparaginase genes were isolated from streptomyces by PCR method. The 

amplified fragment was entered into vector pTG19 by the TA cloning technique. In the next step, 

the recombinant vector was transformed into E. coli using CaCl2 method and cloning confirmation 

using conventional methods. 

Result: The results of this study showed that Streptomyces isolates from the Persian Gulf were 

capable of producing L-asparaginase. Eventually, the gene of this enzyme was successfully 

transformed to E. coli by vector and produced high efficiency L-asparaginase. 

Conclusion: Finding new bacterial strains producing L-asparaginase and using gene engineering 

techniques can lead to better performance of these enzymes, thereby taking a big step in the direction 

of increasing and facilitating the production of L-asparaginase in the pharmaceutical industry. 
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