
 
 
 

  1

Production of anti-leukemia L-Asparaginase by a strain of 
Staphylococcus Isolated from Agricultural Soil 

 
 

Mahtab Ghorbanmovahed
1
, 

 Gholamhossein Ebrahimipour
2
, 

 Javad Akhtari
3
,  

Abdolrazagh Marzban
4
 

 
1 MSc in Microbiology, Faculty of Biological Sciences, Shahid Beheshti University, Tehran, Iran 

2 Associate Professor, Department of Microbiology, Faculty of Biological Sciences, Shahid Beheshti University, Tehran, Iran 
3 Assistant Professor, Department of Physiology and Pharmacology, Immunogenetics Research Centre, Faculty of Medicine, 

Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
4 PhD Student in Pharmaceutical Biotechnology, Biotechnology Research Center, Faculty of Pharmacy, Mashhad University of 

Medical Sciences, Mashhad, Iran 
 
 

(Received July 30, 2015 Accepted November 30, 2015)
 

 

Abstract 

 

Background and purpose: L-asparaginase is a well-known enzyme that is used as one of the 

most effective anti-leukemic drugs. Considering that the asparaginases used as antitumor are bacterial-

based enzymes, the aim of this study was to find indigenous potential bacteria producing asparaginase. 

Materials and methods: The enzyme producing bacteria was isolated from the agricultural 

soils around Gharchak, Tehran province, Iran. Screenings were performed on nutrient agar and M9 agar, 

respectively. The most efficient bacterium having asparaginase activity was selected and identified by 

biochemical and phylogenetic methods. Asparaginase activity was assayed by Nesslerization method. 

Optimization of the enzyme production was conducted by assessment of some factors such as the effect 

of carbon and nitrogen sources, salt concentration, pH, temperature and agitation. 

Results: The selected bacterium was identified as a strain of staphylococcus that was named 

MGM1.The optimal conditions for enzyme activity was obtained at following conditions: 1% glucose as 

carbon source and 0.5 g/l beef extract as nitrogen source, without salt (NaCl) at pH range of 7-8 with 

shaking 120 rpm at 35 ◦C. 

Conclusion: The optimal activity for the enzyme produced by MGM1 was similar to physiological 

conditions of human body, therefore, further studies on this enzyme would be of great value in finding a 

new efficient asparginase enzyme. 
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 پژوهشي

آسپاراژيناز توسط سويه اي از -الآنزيم ضد لوسمي  توليد
 استافيلوكوكوس جداسازي شده از خاك كشاورزي

  
        1دمهتاب قربان موح

        2رغلامحسين ابراهيمي پو
        3يرجواد اخت

  4نعبدالرزاق مرزبا
  چكيده
با توجـه بـه   . شود عنوان يكي از بهترين داروهاي ضد سرطان خون شناخته ميه آسپاراژيناز ب -آنزيم ال :و هدف سابقه

-هـاي توليـد كننـده ال    باشـند، هـدف از ايـن تحقيـق يـافتن بـاكتري       كه آسپاراژينازهاي داروئي از منابع باكتريـايي مـي   اين
  .از بومي بودآسپاراژين

غربـالگري اوليـه بـر روي    . هاي كشاورزي جنوب تهران انجام شـد  جداسازي باكتري مولد آنزيم از خاك :ها مواد و روش
تـرين فعاليـت آنزيمـي را داشـت، توسـط       باكتري منتخب كه بيش. آگار صورت گرفت M9نوترينت آگار و سپس روي محيط 

براي بهينه سازي توليد . گيري فعاليت آنزيمي به روش نسلريزاسيون انجام شد اندازه .هاي بيوشيميايي و فيلوژني شناسايي شد روش
  .محيط، دما و هوادهي مورد بررسي قرار گرفت pHآنزيم فاكتورهايي چون منبع كربن، نيتروژن، ميزان نمك، تاثير 

شرايط بهينه . ناميده شد MGM1 يهسو باكتري انتخاب شده يك سويه از استافيلوكوكوس بود كه استافيلوكوكوس :ها يافته
عنوان منبع نيتروژن ه ب g/l 5/0عنوان منبع كربن، عصاره گوشت ه بدرصد  1دست آمد كه گلوكز ه صورت ب فعاليت آنزيمي بدين

  .بودگراد  سانتيدرجه  35و دماي  rpm120در غلظت نمك صفر با هوادهي  8تا  7بهينه  pHدر غلظت صفر نمك با 
بـا شـرايط فيزيولوژيـك بـدن بـوده،       مشـابه  MGM1كه شرايط بهينه فعاليت آنزيمـي بـاكتري    جه به اينبا تو :استنتاج
  .باشد به منظور دستيابي به يك آسپاراژيناز موثر داراي اهميت ميبه دست آمده  تر روي آنزيم توليد مطالعات بيش

  

  آسپاراژيناز، اثر ضد توموري، استافيلوكوكوس-ال: واژه هاي كليدي
  

  دمهمق
  آســـــــــــــــــــپاراژيناز -آنـــــــــــــــــــزيم ال

(L-asparagine amidohydrolase E.C.3.5.1.1)  يكي
اي در  هاي هيدرولازي بوده كه از اهميـت ويـژه   از آنزيم

اين آنزيم با هيـدروليز پيونـد   . باشد پزشكي برخوردار مي
سـبب   ،آسـپاراژيناز  -آميدي در سـاختار اسـيد آمينـه ال   

آسـپاراتات   -مينـه ال آزادسازي آمونيوم به همراه اسيد آ
آسـپاراژيناز اسـيد    -بنابراين سوبستراي آنزيم ال. شود مي

 آسپاراژين بوده و فعاليت هيدرولازي آن بسـتگي - آمينه ال
اختصاصـي  . وجود سوبستراي آن در محيط مـي باشـد  به 
  دهـاز سبب شـاراژينـآسپ-درولازي الـاليت هيـودن فعـب
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ش در عنـوان يـك داروي بـا ارز   ه است كه اين آنـزيم ب ـ 
لوسمي ويژه ه هاي خون ب ها و سرطان درمان انواع لوسمي

وابسـته   ، لنفوساركوما و تومورهاي)ALL(لنفوبلاستي حاد 
 ييجا از آن .)1(آسپاراژين مورد استفاده قرار گيرد-به ال

هـاي   بـر خـلاف سـلول    ،كه در سلول هاي لنفوبلاستيك
بوده  آسپاراژين بسيار پائين-توانايي توليد ال ،طبيعي بدن

تغييرات ژنتيكي  ،هاي سلول سرطاني خون و در اكثر رده
 آسـپاراژين  - سبب از دست رفتن كامل فرايند توليد ايـن ال 

هـاي خـود را از طريـق     ها نيازمندي شده است، اين سلول
. )2(كنند آسپاراژين موجود در جريان خون تامين مي-ال

 آسپاراژين از -آسپاراژيناز در حذف ال -نقش آنزيم ال
 Clementتوســط  1922خــون بــراي اولــين بــار در ســال 

ــود ــزيم    . )3(ب ــه آن ــد ك ــق مشــخص گردي ــن تحقي   در اي
آسپاراژيناز موجـود در سـرم خوكچـه هنـدي نقـش       -ال

 Broome. اصلي را در فعاليت ضدتوموري به عهده دارد
ــال ــاركوماي  1961 و همكــارانش در س برگشــت لنفوس

ده بـود را  پيوندي در موش كه با سرم خـوك درمـان ش ـ  
آســپاراژين  -Lهــاي ســرطاني از  ناشــي از تغذيــه ســلول
اين گـزارش اولـين بـار بـود كـه      . بيروني مربوط دانستند

آسپاراژيناز را به عنوان يك عامـل ضـد    -نقش آنزيم ال
   .)4(نمود تومور مطرح مي

Tsuji   دآميداســيون  1957و همكــارانش در ســال  
ــاره -ال ــپاراژين توســـط عصـ ــازي و آزاد E.coliآسـ سـ

در  .)5(آمونيــوم و آســپارتيك اســيد را گــزارش نمودنــد
توانستند  )Wriston  )1963و Mashburnادامه تحقيقات 

 اسـتخراج  E.coliآسپاراژيناز را از عصاره سلولي - آنزيم ال
 .)6(كنند و فعاليت ضـد تومـوري آن را مشـخص نماينـد    

آسپاراژيناز در شـيمي درمـاني   -بنابراين اهميت آنزيم ال
آسـپاراژين از خـون    -قش آن در حذف يا كاهش البه ن

هاي سرطاني در  شود كه به تبع آن رشد سلول مربوط مي
اي همـراه   آسپاراژين با كـاهش قابـل ملاحظـه   -غياب ال
  هــــاي متفــــاوتي از  تــــاكنون ايزوآنــــزيم. باشــــد مــــي

 آسپاراژيناز با منشا گياهي، يوكاريوتي و پروكـاريوتي  - ال
ــا. )8 ،7(شــناخته شــده اســت ــزيم ايــن ب هــاي  حــال ايزوآن

 ــ   ــا ب ــم ه ــده از ميكروارگانيس ــازي ش خصــوص ه جداس
 .)9(آسپاراژينازها بـوده اسـت  - موثرتر از ساير ال ،ها باكتري

ــم ــده ال  ميكروارگانيس ــاي توليدكنن ــپاراژيناز در  -ه آس
شـوند و در   طيف وسيعي از مناطق اكولوژيك يافت مـي 

دا هـاي متعـددي از آب و خـاك ج ـ    اين رابطـه بـاكتري  
 آسپاراژينازي مطلوبي از خود نشـان  - اند كه فعاليت ال شده
هـاي   بـا ايـن وجـود اكثريـت ايزوآنـزيم     . )10-13(اند داده

ترين آن  شناخته شده داراي عوارض جانبي بوده كه مهم
ــي ــاره     م ــازي ضــعيف آن اش ــت گلوتامين ــه فعالي ــوان ب ت
 هاي غير اختصاصي اين آنزيم در بدن فعاليت. )15 ،14(نمود
 ب ايجاد علائمي از قبيل سـميت عصـبي، لختـه شـدن    سب

هــاي آلرژيــك و آپانديســيت  ، هپاتيــت، واكــنشخــون
آسـپاراژيناز  -هـاي ال  موثرترين ايزوآنـزيم . )16(گردد مي

وان داروي ضدسرطان در دسـترس بـوده   نعه كه امروزه ب
منـابع ميكروبـي    از ،شـوند  صورت تجاري توليد مـي ه و ب
 .)18 ،17(دست آمده اسـت ه يا باروين و چون اشريشياكلي هم

مشـابه بـوده    اين دو نوع آنزيم داراي خصوصيات تقريبـاً 
تري نسبت  نيمه عمركم اروينياولي آنزيم توليدي توسط 

اگرچه اين دو نـوع آنـزيم   . دارد E.coli به آنزيم توليدي
قــرار ) FDA(مــورد تائيــد ســازمان غــذا و دارو آمريكــا  

 مختلف عوارض متفاوتيولي ممكن در افراد  ،گرفته است
هـاي آلرژيـك و    چون تب، راش هاي پوسـتي، واكـنش  

بـا  . )19-21(شوك آنافيلاكسـي را بـه دنبـال داشـته باشـد     
چنــان داراي  هــاي موجــود هــم كــه آنــزيم توجــه بــه ايــن

 تحقيقـات  ،ها صد در صد نيست عوارض بوده و ايمني آن
 آسـپاراژيناز كـه داراي  -هاي ال در زمينه يافتن ايزوآنزيم

بنـابراين تحقيـق   . ضـرورت دارد  ،تـر باشـند   عوارض كـم 
حاضر با هدف جداسازي يك باكتري كه داراي فعاليت 

از بـين چنـدين گونـه     ،آسپاراژينازي مطلـوبي باشـد   -ال
   .مخلتلف باكتريايي انجام گرفت

  

  مواد و روش ها
مـواد شـيميايي مـورد     :هـا  تهيه مواد و محيط كشـت 
آلمـان   Merckبـه شـركت   استفاده در اين تحقيق متعلـق  
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از شـركت   Difco ،TSIكه از شـركت   SIMبه جز . بود
Oxoid  وMgSO4.7H2O  وCuSO4  ــركت از شــــــــ

RIEDEL-DEHAEN AG  پرايمرهـاي . خريداري شـدند 
كـه شـامل    S rDNA16استفاده شده در تكثيـر قطعـه ژن  

20F  1510وR از شركت پيشـگام و مـاركر وزن    ،بودند
 Fermentaseاز شـركت   DNAبازي  مولكولي هزار جفت

   .تهيه شدند
ــاكتري  جمــع ــه و جداســازي اوليــه ب  :هــا آوري نمون

برداري ازخـاك كشـاورزي در اطـراف شهرسـتان      نمونه
انجام  1393در مهرماه سال قرچك واقع در استان تهران 

در  شـوري آن  و 7خاك مـورد آزمـايش برابـر     pH. شد
هــا توســط يــك قاشــق  نمونــه. درصــد بــود 01/0حــدود 

متــري ســطح خــاك برداشــته و در  ســانتي 10ســتريل از ا
بعـد  . ظروف پلاستيكي استريل به آزمايشگاه انتقال يافت

از انتقال نمونه به آزمايشگاه، يك گرم از خـاك تـوزين   
بـه منظـور   . سرم فيزيولوژي استريل افزوده شد ml 9و به 

 همگن شدن نمونه، مخلوط به مدت چند سـاعت در دور 
rpm 100 ســپس مقــدار . ده شــدتكــان داml 1  از نمونــه

ميلــي ليتــر آب مقطــر اســتريل حــل  9برداشــته و داخــل 
   گرديد، از محلول فوق رقـت سـريال تهيـه شـد و مقـدار     

ml 1/0  از رقــت هــاي بــالاتر بــه محــيط نوترينــت آگــار
گرماگذاري  48الي  24پليت ها به مدت . انتقال داده شد

 ،هـاي تكـي   نـي بعد از اين مدت از هركـدام از كل . شدند
از هــر كــدام از كلنــي هــاي . خــالص ســازي انجــام شــد

آگـار كشـت خطـي     M9خالص روي محيط اختصاصي 
هــاي توليــد كننــده  غربــالگري كيفــي بــاكتري .داده شــد
هـاي   به منظور جداسازي بـاكتري  :آسپاراژيناز-آنزيم ال

 M9 توليدكننده آنزيم آسپاراژيناز، از محيط اختصاصـي 
بـدين صـورت   . ول آن اسـتفاده شـد  با اصلاحاتي در فرم

گرم آسپاراژين و  5/0گرم آگار،  15گرم گلوكز،  1كه 
ليتـر آب مقطـر    1گرم پتاسيم هيدروژن فسـفات بـه    5/0

از  ،پس از اتـوكلاو كـردن محـيط كشـت    . اضافه گرديد
اي اضافه شد تـا رنـگ    استوك فنول رد استريل به اندازه

متـري   سانتي 6هاي  محيط زرد گرديد و سپس درون پليت

هاي توليد كننده آنزيم  براي تشخيص باكتري. ريخته شد
ه آســپاراژيناز يــك لــوپ از هــر كلنــي بــر روي پليــت بــ

سـاعت در   48اي گذاشـته شـد و بـه مـدت      صورت نقطه
 هـاي  كلني. گراد گرماگذاري شدند درجه سانتي 35دماي 

داراي فعاليت آنزيم آسـپاراژيناز بـا آزادسـازي آمونيـوم     
هيدروليز آسپاراژين باعث قليـايي شـدن محـيط     ناشي از

شــده و رنــگ محــيط از زرد بــه قرمــز در اطــراف كلنــي 
هـاي داراي هالـه    در نهايت باكتري. كند باكتري تغيير مي

صورتي تا قرمز به عنوان نتيجه مثبت انتخـاب شـدند و از   
 ،تـرين فعاليـت را داشـت    ها يك كلنـي كـه بـيش     بين آن

 ).1 شـماره  تصـوير (خـاب گرديـد   براي ادامـه مطالعـه انت  
شناسايي باكتري در : شناسايي باكتري توليد كننده آنزيم

هـا   آميزي سلول ابتدا توسط مشاهده ميكروسكپي و رنگ
هاي بيوشيميايي بر اسـاس كتـاب بـاكتري     به همراه تست

در تائيـد خصوصـيات   . )22(شناسي برگئي انجـام گرفـت  
يز فيلوژني ژن بيوشيميايي و مشاهدات ميكروسكوپي آنال

S rDNA 16 بدين منظور ابتدا . انجام شدDNA   ژنـومي
بـراي  . با استفاده از كيت شركت سـيناژن اسـتخراج شـد   

 از پرايمر هـاي يونيورسـال   ،S rDNA 16تكثير قطعه ژن 
3'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-Forward: 5'  و
3'-TAAGGAGGTGATCCAGCC-Reverse: 5'  و
محصـول   PCRاز كيـت   Sr DNA 16ثير راي انجام تكب

برنامه تكثير توسـط دسـتگاه    .شركت فرمنتاز استفاده شد
واسرشـت ابتـدايي در   : صورت بود كه بدين ،ترموسايكلر

 :دقيقـه، مرحلـه تكثيـر شـامل     5براي مـدت   C 94˚دماي
ثانيـه،   30بـه مـدت    Cº 94دمـاي  : واسرشت شدن) الف
  ، ثانيــه 40 مــدت بــه C°56 دمــاي: اتصــال پرايمرهــا) ب
به مـدت يـك دقيقـه و در     C°72دماي : طويل شدن) ج

 10بـه مـدت    Cº72 شـدن نهـايي در دمـاي   نهايت طويل 
ــال   ــه اعم ــددقيق ــول .ش ــر روي ژل   PCR محص ــدا ب ابت

 و ســپس تعييــين تــوالي )ب 1 صــوير شــمارهت(مشــخص 
و  Forwardهـاي   تـوالي  .انجام شـد  توسط شركت پيشگام

Reverse افـزار   توسط نرم پس از ويرايشBioedit 1.5  و
Chromaspro 3.1 مل تهيه شدصورت يك توالي كاه ب .
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 Blastافـزار   دست آمده به كمك نرمه در نهايت توالي ب
مقايسـه   GenBankهاي موجـود در   با باكتري NCBIدر 

ــرين ســويه شــد و نزديــك ــر اســاس   ت ــايي ب هــاي باكتري
توليـد آنـزيم و    .تعيـين گرديـد   S rDNA 16هـاي   توالي

ســـنجش فعاليـــت آنـــزيم : ســـنجش فعاليـــت آنزيمـــي
بـا اجـزا و    M9حيط مـايع شـبيه بـه    آسپاراژيناز در يك م

ــامل  ــاديري ش ــوكز،   1 مق ــرم گل ــيم   52/0گ ــرم كلس گ
گــرم دي  52/1گــرم منيــزيم ســولفات و 52/0كربنــات، 

براي درست كردن محـيط  . پتاسيم هيدروژن فسفات بود
ليتـر محـيط    ميلي 100ليتري حاوي  ميلي 250هاي  از ارلن

كـه محـيط كشـت     كشت استفاده گرديد و پـس از ايـن  
. گرم آسپاراژين اضافه شـد  1/0به هر ارلن  ،وكلاو شدات

قبــل از اضــافه كــردن آســپاراژين اســتوك ســاخته شــده 
تلقيح به هر  مقدار. ميكرون استريل شد 45/0توسط فيلتر 

ساعته در نوترينت براث  24باكتري از كشت  ml 1ارلن 
ــا كــدورتي معــادل  ــا تعــداد ســلول   5/0ب مــك فارلنــد ب

ــاكتري در  5/1×106 ــيب ــود ميل ــر ب ــيح و . ليت پــس از تلق
 mlمقـدار  Cº37ساعت در دماي  48گرماگذاري به مدت 

بــراي  rpm 10000و بـا دور   از محـيط كشـت برداشــته   2

دقيقـه سـانتريفيوژ شـد و از محلـول رويـي فاقـد        6مدت 
 .باكتري براي سنجش فعاليـت آنزيمـي اسـتفاده گرديـد    

گيري  ازهفعاليت آنزيم بر اساس واكنش نسلريزاسيون اند
سـوپرناتانت   از ml 5/0صورت كه مقـدار   بدين .)23(شد
مولار  05/0 بافر فسفات ml 5/0آسپاراژين و  ml 5/0 با 

سـاعت در دمـاي    2سپس تركيب بـه مـدت   . تركيب شد
Cº 37 بعـد از ايـن مـدت واكـنش      .گرماگذاري گرديد

) TCA(تــري كلرواســتيك  ml 2/0آنزيمــي بــا افــزودن 
مرحله آمونيوم آزاد شـده از فعاليـت   در اين . متوقف شد

 ml3  معرف نسـلر و  ml 2/0آنزيم آسپاراژيناز با افزودن 
در دماي اتاق بـه مـدت   ها  آب مقطر و قرار گرفتن نمونه

ها در طول موج  گيري جذب آن دقيقه و سپس اندازه 10
گيـري   انـدازه  نانومتر توسط دستگاه اسـپكتروفتومتر  480
نيوم از روي منحنـي اسـتاندارد   پس از آن مقدار آمو. شد

براي تعيين مقدار فعاليت آنزيمي از واحـد  . تعيين گرديد
 آنزيمي استفاده شد و يك واحد فعاليـت آنزيمـي بـدين   
 صورت تعريف شد كه يك واحد آنزيمي برابر با مقـداري 

آمونيـوم را در مـدت زمـان     μmol 1از آنزيم اسـت كـه   
   .توليد كند 8ر براب pHو در  Cº 37يك دقيقه در دماي 

  
  

  
  
اعـداد ذكـر شـده در    . بـا هـزار تكـرار     neighbor-joiningبر اساس روش Mega4درختچه فيلوژني رسم شده توسط نرم افزار ) الف .1شماره  صويرت

   حاصـل از تكثيـر قطعـه ژن    PCRمحصـول   )ب. باشـد  مي Sr DNA16ئوتيدهاي ژن شاخه هاي درختچه نشان دهنده فاصله بر حسب تفاوت در نوكل
S rDNA16 بر روي ژل آگاروز به همراه ماركر مولكولي نشان دهنده اندازه توالي به دست آمده مي باشد  
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   :كتري و توليد آنزيم آسپاراژينازبهينه سازي شرايط رشد با
  ربن جهت بررسي رشد و توليد آنزيمانتخاب منبع ك

 به منظور تعيين بهترين منبع كربن جهت رشد و توليـد 
از محيط مايع مشابه با اجـزاي محـيط اختصاصـي     ،آنزيم

M9 بـا   شرايط كشت و گرماگـذاري مشـابه  . استفاده شد
 ml250هاي  ارلن هاي ذكر شده قبلي بود كه در آزمايش

 درصد 1حاوي  M9محيط كشت با پايه  از ml 100مقدار  به
مـلاس و آب   نشاسته، ساكارز، استات، سيترات، گلوكز،

 ها پس ارلن. انرژي انجام گرفت پنير به عنوان منبع كربن و
و  rpm 120انكوبـاتور بـا دور    از تلقيح باكتري در شيكر

 همه نمونـه . ساعت قرار گرفت 72براي مدت  Cº 35دماي 
معيار  گرفت و ميانگين و انحراف تكرار انجام 3صورت  هب

  .ها براي بررسي نتايج مورد استفاده قرار گرفت آن
  

  انتخاب منبع نيتروژن جهت بررسي رشد و توليد آنزيم
براي بررسي اثر منابع مختلف نيتروژن بر روي رشد 

گرم در  5/0به مقدار  M9زيم در محيط مايع و فعاليت آن
ليتر آمونيوم كلريد، اوره، پپتون، تريپتون، عصاره مخمر، 

تمامي ارلن ها . عصاره مالت و عصاره گوشت اضافه شد
تلقيح و گرماگذاري شدند و سـپس ميـزان    ،مطابق با قبل

  .رشد و فعاليت آنزيمي هر كدام مورد بررسي قرار گرفت
  

ــزيم در حضــور غلظــت بررســي رشــد و تو ــد آن ــاي  لي ه
  مختلف نمك

ترين رشد و توليد آنزيم در حضور  براي تعيين بيش
هاي مختلف نمك شامل بـدون نمـك،    از غلظت ،نمك

. درصد نمك كلريد سـديم اسـتفاده شـد    15و  10، 5، 2
ميــزان رشــد و فعاليــت آنزيمــي     ،ســاعت 72پــس از 
   .گيري شد اندازه

  

  فعاليت آنزيميرشد و بررسي  pHتعيين دامنه 
رشـد و توليـد آنـزيم توسـط      pHبراي تعيين دامنـه  

درون  ،هـاي قبلـي   مطـابق بـا آزمـايش    ،باكتري مورد نظر
كـه   M9محـيط پايـه    ml 100حـاوي   ml 250هـاي   ارلن
pH ها انجام  آزمايش ،تنظيم شده بود 9تا  4ها از اوليه آن

پس از  ،گيري رشد و فعاليت آنزيمي براي اندازه. گرفت
س تنظيم شد و سپ 7ها روي  همه نمونه pH ،برداري ونهنم

   .سنجش فعاليت آنزيمي صورت گرفت
  

  تعيين ميزان هوادهي بر رشد و فعاليت آنزيمي
ميزان هوادهي و اثر آن بر روي رشـد و توليـد آنـزيم    

 ml 100هـاي حـاوي    توسط باكتري بـا قـرار گـرفتن ارلـن    
، 120، 100، 80محيط كشت پايه در انكوباتور با دورهاي 

  .ارلن ثابت انجام گرفتو يك ) rpm(دور در دقيقه  140
  

  تعيين دامنه دمايي رشد و بررسي فعاليت آنزيمي
گيري  تعيين دامنه دمايي رشد باكتري و اندازه به منظور

، ميـزان رشـد و فعاليـت    M9فعاليت در محيط مايع بـا پايـه   
راد بـه  گ درجه سانتي 42تا  4آنزيمي در دماهاي مختلف از 

   .ساعت مورد بررسي قرار گرفت 48مدت 
  

  تجزيه و تحليل آماري
 سه تكـرار  ،براي اطمينان از نتايج حاصل از آزمايشات

از هــر آزمــايش انجــام شــد و ميــانگين و انحــراف معيــار 
)standard deviation (عنـوان نتيجـه   ه ها محاسبه و ب ـ آن

تحليل از  ،براي مقايسه ميانگين فعاليت آنزيمي. ثبت شد
هـا بـين    دار بـودن اخـتلاف   واريانس يـك طرفـه و معنـي   

. استفاده شد p >05/0 از آزمون تي در سطح ،آزمايشات
 Graph Pad Prism 5افـزار   اين محاسبات با استفاده از نـرم 

   .انجام گرفت
  

  يافته ها
ــاكتري  ــازي ب ــه اول جداس ــا در مرحل ــداد  ،ه  75تع

هـاي   ليـت هـاي خـاك بـر روي پ    كلوني مختلف از نمونه
پـس از آن  . نوترينت آگار جداسـازي و خـالص گرديـد   

آسپاراژيناز انجـام  -هاي توليد كننده ال غربالگري كلوني
 ،كلوني 4از اين . كلوني شد 4شد كه منجر به جداسازي 

ترين فعاليت آنزيمي را بـر حسـب    ها كه بيش يكي از آن
جهت  ،قرمز در اطراف آن نشان داد -ايجاد هاله صورتي

   .ه مطالعه انتخاب شدادام
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بيوشيميايي و آناليز فيلوژني باكتري و تعيين خصوصيات 
  ظاهري باكتري منتخب

مشــخص  ،S rDNA 16بــر طبــق آنــاليز فيلــوژني ژن 
درصد شـباهت بـه جـنس     97گرديد كه باكتري منتخب با 
نـام  ه بر همين اساس اين سويه ب. استافيلوكوكوس تعلق دارد

درختچــه . گــذاري گرديــد نــام MGM1اســتافيلوكوكوس 
پايگـاه ژنـي    هايي كـه در  فيلوژني باكتري مورد نظر با سويه

NCBI  توسط نرم افزارMega4   رسم گرديد، نشان دهنـده
هاي ثبت شـده   قرابت اين سويه از استافيلوكوكوس با سويه

   ).الف 1شماره  تصوير(باشد  مي NCBIدر 
ــاهده   ــوني و مشـــ ــاهري كلـــ ــيات ظـــ خصوصـــ

 2 شـماره  شماره تصويردر  MGM1 ميكروسكوپي سويه
كلني باكتري بـه  بينيد  گونه كه مي همان. قابل مشاهده است

بـوده  دار، داراي لعاب و قـوام   رنگ كرم، برآمده، حاشيه
 .شـيري مايـل بـه زرد بـود     M9 محيط اختصاصـي  رويكه 

 MGM1خصوصـيات بيوشـيميايي سـويه     ،علاوه بر ايـن 
 همان. شده استآورده  1طور كامل در جدول شماره  هب

تفـاوت هـا    ،گونه كه در جدول مذكور مشاهده مي شود
هاي ظاهري و متابوليسمي باكتري مورد نظر بـا   و شباهت

تـرين شـباهت را از    دو سويه از استافيلوكوكوس كه بيش
ــي    ــده م ــتند، دي ــوژني داش ــر فيل ــود نظ ــيات . ش خصوص

متابوليسمي و ظاهري دو سويه كه با باكتري مقايسه شده 
  .)22(شناسي برگئي استخراج گرديد از كتاب باكتري ،است

  
  MGM1تعيين شرايط بهينه توليد آنزيم توسط سويه 
  انتخاب منبع كربن جهت بررسي توليد آنزيم

بر روي محيط پايه معـدني حـاوي    MGM1باكتري 
ــابع مختلــف كــربن كشــت داده شــد   ــامي  من كــه در تم

ي باكتري قـادر بـه رشـد بـود و فعاليـت آنزيم ـ      ،ها محيط
 ،داشت، اما در محيط حاوي گلوكز و بعد از آن نشاسـته 

كـه   ترين فعاليت آنزيمي مشاهده شـد، در صـورتي   بيش
با ايـن  . دست آمده ترين فعاليت در حضور سيترات ب كم

وجود تحليل آمـاري نتـايج ايـن آزمـايش نشـان دهنـده       
 95دار بودن اختلاف بين همه منـابع كـربن در حـد     معني

به جز اسـتات و آب پنيـر كـه     ،ان بوددرصد فاصله اطمين
   ).1 نمودار شماره(اختلاف معني دار نبود 

  

 
  

روي ) الف -شكل ظاهري كلوني باكتري منتخب :2 شماره تصوير
  بر روي محيط كشت اختصاصي آسپاراژيناز) نوترينت آگار و ب

  

 
  

فعاليت آنزيم در حضور منابع كربن مختلف در محيط  .1 شماره نمودار
  درجه سانتي گراد 35و در دماي  rpm120با دور شيكر  M9كشت 

  
خصوصيات بيوشيميايي و مشاهدات ميكروسكوپي  .1 شماره جدول

  باكتري منتخب
  

Staphyloccucose sp. 
MGM1 

Staphyloccucose 
pasteuri 

Staphyloccucose 
warneri 

خصوصيات طاهري و 
 متابوليسمي

محدب، با حا شيه برآمده، 
 كرم رنگ، داراي لعاب

 كلني چسبناك، بالا
 آمده، نرم، براق، مات

 كلني چسبناك، بالا
 آمده، نرم، براق، مات

  مورفولوژي كلني

  كل ميكروسكوپيش كوكسي كوكسي  كوكسي
 گرم مثبت مثبت مثبت

 اسپور منفي  منفي  منفي
 كاتالاز مثبت مثبت مثبت

 اكسيداز منفي منفي منفي

 حركت منفي منفي منفي

رشد در شرايط بي هوازي مثبت مثبت منفي
 مصرف نشاسته -  -  مثبت

 هيدروليزژلاتين منفي منفي مثبت

  تست ليپاز  مثبت مثبت مثبت
 هموليز فضعي ضعيف گاما
  كواگولاز منفي منفي -

  احياي نيترات به نيتريت ضعيف متغير مثبت
  هيدروليز اوره مثبت مثبت مثبت

  گلوكوزيداز مثبت مثبت - 
  هيدروليز كازئين منفي منفي - 

  نمكدرصد 15-10رشد در مثبت مثبت %)15- 2(مثبت 

  درجه40-4رشد در  -   -   مثبت
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  ر روي فعاليت آنزيميتاثير منابع مختلف نيتروژن ب
ــابع مختلــــف  ــان منــ ــت  ،در ميــ ــاره گوشــ   عصــ

)beef extract (ــيش ــت    ب ــر روي فعالي ــاثير را ب ــرين ت ت
و  پس از آن، به ترتيب پپتون، عصاره مخمر. آنزيمي داشت
در محـيط  . تـرين فعاليـت آنزيمـي داشـتند     تريپتون بـيش 
ولـي   ،رشـد بـاكتري خـوب بـود     ،NH4Clحاوي اوره و 

. تـر بـود   در مقايسه با ساير منابع بسيار كمفعاليت آنزيمي 
و  beef extract داري بـين  يتفاوت معن ،در اين آزمايش

-دار بـين ترييپتـون   ساير منبع ديده شد، اما تفـاوت معنـي  
نتـايج  . اوره ديـده نشـد   -آمونيوم كلرايد و عصاره مالـت 

   .نشان داده شده است 2 نمودار شمارهحاصل در 
  

 
  

ثر منابع نيتروژن مختلف بر فعاليت آنزيمي در محـيط  ا :2 شماره نمودار
  درجه سانتي گراد 35و در دماي  rpm120با دور شيكر  M9كشت 

  
  اثر دما بر روي فعاليت آنزيمي

ــابي فعاليــت آنزيمــي در دماهــاي مختلــف در   ارزي
عنـوان منبـع كـربن و    ه ب ـ beef extractحضور گلوكز و 

ت آنزيمـي و  طور كلي فعالي ـه ب. نيتروژن صورت گرفت
ــاي   ــاكتري در دماهـ  40 و 35، 30، 25، 20، 10رشـــد بـ

ــاكتري گــراد  درجــه ســانتي در  MGM1نشــان داد كــه ب
ترين فعاليـت آنزيمـي    بيشگراد  درجه سانتي 35دماهاي 

 درجـه  30ترين فعاليـت در دمـاي    پس از بيش. داشترا 
دهنـده ايـن    در واقع نتايج نشان. دست آمده ب گراد سانتي

كه بهترين شرايط رشد و توليد آنزيم محـدوده  نكته بود 
بـا ايـن وجـود    . مي باشدسانتي گراد درجه  35تا  30دمايي 

قادر به رشـد   گراد سانتي درجه 40و  10باكتري در دماهاي 

تحليـل  . كم و فعاليـت آنزيمـي آن نيـز بسـيار ضـعيف بـود      
 35و  30دهنده اختلاف معني دار بين  آماري نتايج نيز نشان

  .)3نمودار شماره ( با ساير دماها بودنتي گراد درجه سا
  

 
  

در دماهاي مختلف در محيط فعاليت آنزيمي باكتري  :3 شماره نمودار
  درصد گلوكز 1و با منابع كربن  rpm120با دور شيكر  M9كشت 

  
  تاثير هوادهي بر روي رشد و فعاليت آنزيمي
در  MGM1بـراي بررســي تـاثير هــوادهي، بــاكتري   

در  Cº 35و دمـاي   beef extractمحيط حاوي گلوكز و 
 )rpm(دور در دقيقـه   140و  120، 100، 80دور شيكرهاي 

ن داد كه بهترين نتايج نشا. و بدون شيك كشت داده شد
 چنـين  ترين فعاليت آنزيمي و هـم  هوادهي كه منجر به بيش

 120 ميـزان تكـان دهـي بـا دور شـيكر      ،رشد باكتري شد
داري  يتفاوت معن ،با اين وجود بررسي هاي آماري. بود

  .)4نمودار شماره ( را نشان نداد 140و  100بين هوادهي 
 

 
  

اثر ميزان هوادهي بر فعاليت آنزيمي در محيط كشت  :4 شماره نمودار
M9  گراد سانتي درجه35عنوان منبع كربن و دماي  هدرصدگلوكز ب1با  
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  اوليه محيط بر رشد و توليد آنزيم  pHتاثير 
 ،ان داد كه بهترين شرايط براي رشـد بـاكتري  نتايج نش

 تصـوير در محدوده خنثي بود كه مقـدار رشـد بـاكتري در    
تـرين فعاليـت    بـا ايـن وجـود بـيش    . نشان داده نشـده اسـت  

اگرچه از نظر آماري تفاوت  ؛بود 8برابر با  pHدر  ،آنزيمي
  ).5نمودار شماره (دست نيامد ه داري بني مع
  

 
 MGM1بر روي توليد آنزيم توسط باكتري  pH تاثير :5 شماره نمودار

عنوان منبع كربن و دماي ه درصد گلوكز ب 1با  M9در محيط كشت 
   rpm120با دور شيكر سانتي گراد درجه  35
  

  تاثير غلظت هاي مختلف نمك بر روي توليد آنزيم
تـرين   بـيش  ،در محيط بدون نمك MGM1باكتري 

ن ترتيـب بـراي   اي ـ. فعاليت آنزيمـي را از خـود نشـان داد   
جـا نشـان داده    رشد باكتري نيز وجود داشت كه در ايـن 

ــز نشــان داد كــه تفــاوت  . نشــده اســت ــاليز آمــاري ني آن
 در حـالي  ،درصد وجـود نـدارد   2داري بين صفر و  يمعن

ــا  2كــه فعاليــت آنــزيم در صــفر و   15و  10، 5درصــد ب
   .)6نمودار شماره ( درصد معنادار بودند

  

 
اثر غلظـت هـاي مختلـف نمـك بـر روي فعاليـت        :6 شماره نمودار

عنوان منبع كـربن  ه درصد گلوكز ب 1با  M9آنزيم در محيط كشت 
  rpm120با دور شيكر سانتي گراد درجه  35و دماي 

  بحث
بــاكتري جداســازي شــده در ايــن مطالعــه از جــنس 

ورد مبيوشيميايي  بود كه ازنظر خصوصيات استافيلوكوكوس
اين  وجود مطالعات فيلوژني شباهتبا اين . تائيد قرارگرفت

 وارنـري  استافيلوكوكوسدرصد با  97باكتري را در حدود 
طوركـه در   همـان . نشان داد پاستوري استافيلوكوكوسو 

براي مشـخص نمـودن سـويه     ،گزارشات ذكر شده است
دست آيد، ه درصد ب 98بايد شباهت بالاي  ،يك باكتري
ورد نظـر  م ـكـه بـاكتري    صورت احتمال ايـن  در غير اين

اين نكتـه از ايـن   . يابد افزايش مي ،يك سويه جديد باشد
نظر حائز اهميت است كه اگر باكتري مـورد نظـر سـويه    

ــن   ــال اي ــد، احتم ــتافيلوكوكوس باش ــدي از اس ــه  جدي ك
آنزيمي با خصوصيات متفـاوت توليـد نمايـد را افـزايش     

 MGM1دهد، هرچند كه اثبات جديد بودن بـاكتري   مي
تــر  تــر و جزئــي مطالعــات مولكــولي دقيــقنيازمنــد انجــام 

يـك   ،MGM1بـاكتري   ،طوركه ذكر شد همان. باشد مي
باشـد   باكتري گرم مثبت از جـنس اسـتافيلوكوكوس مـي   

  هــاي كشــاورزي جداســازي شــد و آنــزيم  كــه از خــاك
بـا مقايسـه   . آسپاراژيناز آن مورد بررسي قرار گرفـت -ال

ســط آســپاراژيناز توليــد شــده تو-خصوصــيات آنــزيم ال
هايي كـه تـاكنون منتشـر     باكتري تحت مطالعه با گزارش

دسـت آمـده از   ه مشخص گرديد كه آنزيم ب ،شده است
متفـــاوت از  ،ايـــن بـــاكتري در برخـــي از خصوصـــيات

در يـك مطالعـه كـه    . باشـد  ها مي هاي گزارش ايزوآنزيم
روي اســتافيلوكوكوس كــاپتيس انجــام شــد، فعاليــت     

گراد  سانتيدرجه  25ي آسپاراژينازي اين باكتري در دما
اين رابطه يـك سـويه    در. گزارش شد 5/6برابر با  pHو 

 Staphylococcus sp. OJ82نــام ه اســتافيلوكوكوس بــ
شناسـايي شـده    2014و همكارانش در سال  Hanتوسط 

آســپاراژيناز آن در -اســت كــه شــرايط بهينــه فعاليــت ال
آن در محـدوده   pHو سانتي گراد درجه  50تا  37دماي 

ايــن بـاكتري كــه از غــذاهاي دريــايي  . مــي باشــد 9تـا   8
ــده اســت  ــازي ش ــزيم    ،جداس ــد آن ــرايط تولي ــر ش از نظ
ي جداسازي شده در اين مطالعـه  مشابهت زيادي با باكتر



  
 

  1394، دي  132دوره بيست و پنجم، شماره                                                     مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                       10

و  Prakashamدر مطالعه ديگـري كـه توسـط    . )24(دارد
 د، بهترين شـرايط توليـد  شانجام  2006همكارانش در سال 
در دمـاي   Staphylococcus sp. 6Aآسپاراژيناز را براي 

◦C39  وpH  ــر ــ IU/ml 54در حــدود  5/7براب دســت ه ب
ه هـا ب ـ  نتايجي كه از ايـن مقايسـه   ،با اين وجود. )25(آورد

از  MGM1ست كه بـاكتري  ا آيد حاكي از آن دست مي
متفـاوت   ،نظر خصوصيات متابوليسمي و منشا جداسـازي 

از نظر  بوده وقبلي، هاي گزارش شده  با استافيلوكوكوس
ــزيم آســپاراژينازي نيــز داراي   برخــي از خصوصــيات آن

دسـت  ه براي مثال آنزيم ب. باشد هاي آشكاري مي تفاوت
تـري نسـبت بـه     داراي فعاليـت كـم   ،آمده در اين تحقيـق 

هـاي   باشد، كه طبق گـزارش  مي OJ82آسپاراژيناز سويه 
دليل بـر مناسـب بـودن     ،فعاليت آنزيمي بالا ،انجام گرفته

باشد، بلكه خصوصـياتي   راي استفاده دارويي نميآنزيم ب
 آسپاراژينازي درشرايط فيزيولوژيك- مانند حفظ فعاليت ال

و اسمولاريته نقش بسـيار مهمـي در ايـن     pHخون مانند 
نكته مهم ديگر نيز عوارض جـانبي   )26-29 ،18(مورد دارد

ه هايي كه هم اكنون نيـز ب ـ  آنزيم بوده كه در مورد آنزيم
بنابراين آنـزيم  . وجود دارد ،شوند استفاده مي عنوان دارو

اگرچه داراي فعاليـت   MGM1دست آمده از باكتري ه ب
ولـي   ،هاي باكتريايي ديگر دارد تري در مقايسه با آنزيم كم

 به دليل داشتن شرايط بهينه نزديك به شرايط فيزيولوژيـك 

بدن تحت تاثير شـرايط خـون قـرار     ممكن است در ،بدن
  .به حفظ فعاليت آنزيمي باشدنگيرد و قادر 

با توجه بـه نتـايج حاصـله از ايـن مطالعـه و بررسـي       
مي  ،فعاليت آنزيمي باكتري در مقايسه با تحقيقات مشابه

آسـپاراژيناز توليـد شـده    -توان اميدوار بود كه آنـزيم ال 
يك ايزوآنزيم با خصوصـيات   ،توسط باكتري مورد نظر

ه تري روي آن متفاوت باشد كه بايستي تحقيقات گسترد
 رسـد  نظر ميه ب ،MGM1در خصوص باكتري . انجام گيرد

اين باكتري يك سويه جديـد از اسـتافيلوكوكوس بـوده    
كه نيـاز بـه مطالعـات تكميلـي بـراي شناسـايي دقيـق آن        

اين موضوع از اين نظر داراي اهميت است كـه  . باشد مي
كمك زيـادي بـه    ،شناسايي دقيق منشا توليدكننده آنزيم

و آناليز آنزيم توليد شده توسط باكتري مورد نظر  تحقيق
   .نمايد مي

نامـه كارشناسـي ارشـد     اين مقاله مسـتخرج از پايـان  
ميكروبيولــوژي دانشــكده علــوم زيســتي دانشــگاه شــهيد 
بهشتي بـوده كـه در آزمايشـگاه ميكروبيولـوژي صـنعتي      

نويسـندگان مقالـه از مسـئولين محتـرم     . انجام شده اسـت 
جـواد   يستي به ويژه جنـاب آقـاي دكتـر   دانشكده علوم ز

ي او دانشـــجويان كارشناســـي ارشـــد و دكتـــرفخـــاري 
ايـن تحقيـق لطـف زيـادي بـه مـا        ميكروبيولوژي كـه در 

  .كمال تشكر و سپاس را داريم ،نمودند
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