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 3و2آنزيم كتكول بيوانفورماتيكي و تعيين ويژگي هاي عملكردي مطالعات مولكولي، 
  Aneurinibacillus migulanus Znu12 اكسيژناز از سويه دي

  *و وهب جعفريان ، زيبا ميرزايي، نسرين احمدپورثريا محمدزاده
  گروه زيست شناسي دانشكده علوم، دانشگاه زنجان، زنجان،، ايران

  18/12/1399 :تاريخ پذيرش  16/07/1399 :تاريخ دريافت

  چكيده
باشند كه در زيستهاي خاك ميموجود در باكتري آروماتيك تركيبات متابوليسم در كليدي هايآنزيم از اكسيژنازهادي 3و2كتكول

اكسيژناز جديد و همچنين بررسي دي 3و2هدف از پژوهش حاضر، معرفي آنزيم كتكول  .پالايي نقش بسزايي دارند
در جهت استفاده  pHي گوناگون بررسي فعاليت در گستره بيوانفورماتيكي و بيوشيميايي آن در حضور سوبستراهاي گوناگون و

اكسيژناز با  دي 3و2توالي رمزكننده آنزيم كتكول  براي اين منظور، .باشدپالايي ميصنعت زيستها در وسيع از اين دسته آنزيم
ثبت و درون  NCBIدر  MN197546.1استخراج، با شماره دسترسي  Aneurinibacillus migulanus Znu12 از سويه PCR روش 
ر قالب خوانش با استفاده از تعيين توالي تاييد و عدم تغيي بررسي صحت همسانه سازي .همسانه سازي گرديد pET28aوكتور 

سازي، سپس خالص .ارزيابي شد SDS-PAGE بيان پروتئين با روش E. coli BL21(DE3) هايس از تراريخت نمودن سلولپ. شد
 915ي ژنومي قطعهبيانگر روي ژل آگاروز  بر PCRواكنش  نتايج .سازي فعاليت آنزيم مورد ارزيابي قرار گرفتسنجش و بهينه

 34ي شدهتاييدكننده آنزيم تخليصنيز  SDS-PAGEبا  زرالكتروفو. باشداسيدي ميمانده آمينوباقي 304بازي معادل جفت
  pH=2/7 آنزيم درنشان داد  بررسي عملكرد بيوشيميايي آنزيم نيز. بودكرماتوگرافي تمايلي نيكل آگاروز از ستون  يكيلودالتون

كتكول بررسي ترجيح سوبسترايي نشان داد كه . داشتدرصد فعاليت  70 فقط pH=4/7 در وليفعاليت   درصد 100داراي
بررسي نتايج بيوانفورماتيكي تأييدكننده اين ترجيح به علت . تري نسبت به پيروگالول و فنول براي آنزيم بودسوبستراي مطلوب

    .آنزيم مي باشدهاي آمينواسيدي جايگاه فعال نوع و موقعيت باقي مانده

  .سازياكسيژناز، همسانه دي 3و2بهينه، كتكول  pHبيوانفورماتيك، زيست پالايي،  :يكليدي هاواژه

  v.jafarian@znu.ac.ir: پست الكترونيكي  ، 02433052531 :نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

فلزات سنگين  شامل انواع مختلفي از مواد مانند آلايندهاريز
داروهاي ها، نهاي نساجي، هورمورنگ(و مواد آلي 

هاي كه توسط فعاليتباشند مي )هاكشمتابوليك و آفت
هاست به يك سال و شوندانساني در محيط پخش مي

و سبب ايجاد عوارضي  است تهديد جهاني تبديل شده
 دست دادن باروري، تولدهاي ناقص، از ،سميت حاد نظير

). 4( باشدريز ميغيير جنسيت و اختلال در غدد درونت
 ل،وفن نظير آروماتيك تركيبات از بسياري تجزيهاز  كتكول

 صورت به آن مشتقات و فنلات آنيلين، بنزن، تولوئن،
 كتكول سميت همچنين و گيردمي شكل حدواسط تركيبات

، خاك و محيط راحتي در آبهو ب است بيشتر لوفن از
بنابراين تهديدي براي محيط زيست و  .كندزيست نفوذ مي
 آلايندگي آن از حذف و محسوب شده سلامت انسان 

 داراي كتكول ).14( برخوردار است بالايي بسيار اهميت
به كه باشد مي سمي اثرات وزايي نسرطا زايي،جهش اتاثر

 درماتيت باعث و گرديده جذب پوست طريق از راحتي
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 شبيه مسموميت با كتكول اثرات همچنينو  شود  مي
 سمي دليل به كتكول .)19( دباش مي لوفن با مسموميت

 سيستم به آسيب لنفاوي، سرطان باعث تواندمي بودن
به بنابراين. شود DNA رونويسي عدم و مركزي اعصاب
 است شده شناخته انسان در سرطان عوامل از يكي عنوان

)16.(  

 دچار آروماتيك تركيبات تجزيه از آمدهدستبه كتكول
 Ortho( ارتو مسير. شد خواهد متفاوتي هايسرنوشت

pathway ( مسير و اكسيژنازدي 2و1 كتكول آنزيم توسط 
 اكسيژنازدي 3و2 كتكول آنزيم توسط) Meta pathway( متا

 ختم اسيد كربوكسيك تري چرخه به و كرده طيرا 
 و كتكول به آن تبديل و لوفن تجزيه مسير 1شكل  .شود مي

   ).18( دهدمي نشان را كتكول سرنوشت

  
-كربوكسيليكجزيه كتكول و ختم آن به چرخه تريمسير ت  -1شكل 

  ).17(د اسي

حلقه آروماتيك كتكول را در  اكسيژنازدي 3و2كتكول 
-2ول را به كتكدر نهايت  ،مي شكند) 2,3(موقعيت متا 

 ).2( كندآلدهيد تبديل ميهيدروكسي موكونيك سمي
 متابوليسم در كليدي هايآنزيم از نازهاژاكسيدي كتكول

باشند هاي خاك ميباكتري درموجود  آروماتيك تركيبات
دي  3و2كتكول . نقش بسزايي دارند پالاييكه در زيست

هاي شكننده اينتراديول و به دو گروه آنزيماكسيژناز 
هر دو نوع آنزيم در جايگاه  .شونداكستراديول تقسيم مي

باشند كه براي فعاليت آنزيم فعال خود داراي آهن مي
 داري آهن سه ظرفيتي و هااينتراديول .ضروري هستند

   ).7( باشنددو ظرفيتي ميي آهن دارا هااكستراديول

 با كه متنوعي هستند هايآنزيم هااكسيژنازدي اكستراديول
 دو به دهند ومي واكنش سوبستراها از ايگسترده طيف
 تك سوبستراهاي با كه گروهي-1 :شوندمي تقسيم گروه

 سوبستراهاي با كه گروهي- 2 .دهندواكنش مي حلقوي
 اكسيژناز دي 3و2 كتكول .دهندمي واكنش حلقوي چند

 و دمين دو داراي كه كندمي تجزيه را حلقوي تك تركيبات
 دو و در جايگاه فعال خود داراي آهن باشدمي اوليگومر

- اكستراديول دي .باشندمي ظرفيتي دو منگنز يا ظرفيتي

اكسيژناز شكستن حلقه تركيبات آروماتيك را از كربن 
- هيدروكسيل كاتاليز ميداراي گروه هيدروكسيل و بدون 

مكانيسم عمل آنزيم با اتصال دو جانبه سوبسترا به . كند
عنوان مونوآنيون به آهن دو ظرفيتي در جايگاه فعال و 

شود كه جايگزيني دو مولكول آب به طور همزمان آغاز مي
با اتصال اكسيژن به آهن دو ظرفيتي يك حدواسط سمي 

سپس در  .گيردسوپراكسيد شكل مي - فروس -كينون
مراحل بعدي گروه كربونيل اكسيد با دو بار مركزي و باند 

شود و حدواسط لاكتون شكل اكسيژن شكافته مي - اكسيژن
باند آهن دو ظرفيتي و يون هيدروكسيد تشكيل . گيردمي

-هيدروليز لاكتون باعث تشكيل سمي مي شود درنهايت

 دي 3و2 كتكول دليل اهميتبه .)2شكل (شود آلدهيد مي
 هايدهه در آروماتيك تركيبات تخريب در اكسيژناز
 در زيادي مطالعات قرار گرفته است و توجه مورد گذشته
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 و عملكرد سوبسترايي، هايويژگي مولكولي، ساختار مورد
 تجزيه براي مختلف هايميكروارگانيسم به هاآن انتقال

  ).11و 8( است گرفته صورت آروماتيك تركيبات

 
  ).7( مكانيسم عمل اكستراديول دي اكسيژناز -2شكل 

به اكسيژن و ) متوپيروكتكاز(اكسيژناز دي 3و2آنزيم كتكول 
 توسط راحتيبه شد وبا هاي كاهشي آن حساس ميفرم

 اين از كه شودمي غيرفعال مختلف هاياكسنده
 اين. برد نام را H2O2 يا هوا توانمي هااكسيدكننده
 ظرفيتيسه آهن به دوظرفيتي آهن تبديل اثر در اكسيداسيون

 اين اثر در كه باشدمي پروتئين از آن آزادشدن و
 با توانميدر نهايت  و شودمي غيرفعال آنزيم اكسيداسيون
 در دهندهكاهش يك و ظرفيتيسه آهن با انكوباسيون

 شدن غيرفعال از كه كرد فعال دوباره هوازيبي شرايط
ناگفته نماند كه  ،كندمي جلوگيري كتكول حضور در آنزيم

و 20( دشوغيرفعال مينيز كوفاكتور آهن توسط هالوكتكول 
در  ،هااكسيژنازدراكثر ساختارهاي اكستراديول دي). 22

مانده جايگاه فعال يون آهن دو ظرفيتي با دو باقي
صورت حفظ به ين، يك گلوتامات و يك تيروزينهيستيد

دهد كه اكثر نشان مي مطالعات قبلي نتايج .دشده وجود دار
از مكانيسم واحد و شناخته  هااكسيژنازاكستراديول دي

اي براي اتصال به سوبسترا و شكستن تركيبات شده
كه اين ساختار حفظ شده در  كنندآروماتيك استفاده مي

  ).9( هاي زيادي مشاهده شده استآنزيم

، از محيط زيست اين آنزيم در حفاظت با توجه به كاربرد
مختلفي از  هايارگانيسمدي اكسيژناز از ميكرو 2,3كتكول 

 ,Alcaligenes, Bacillus, Planococcusجمله 

Pseudomonas, Stenotrophomonas, Variovorax, و 

Sphingomonas 10(ه است مورد مطالعه قرار گرفت.( 
واكنش آنزيمي مكانيسم جهت بررسي مطالعات مختلف 

در  Bugg &lin  و 1995و همكاران در سال  Shu توسط
دي  2,3شكل گرفت و ساختار اوليه كتكول  2001سال 

و  Nakai توسط 1983سال اكسيژناز براي اولين بار 
شناسايي شد و  Pseudomonas putida mt2 درهمكاران 

 توضيح داده شد 1999و همكارانش در سال   Kitaتوسط 
)12.(   

هاي روزافزون زيست محيطي و تهديد سلامت آلودگي
هاي سازگار با محيط از آوري به روشجهاني منجر به روي

هاي موجود در خاك با توانايي جمله استفاده از باكتري
تجزيه تركيبات آروماتيك، جهت كاهش يا حذف اين 

هاي اكسيژنازها، آنزيمدي 3و 2كتكول . ها شده استيندهآلا
خطر يا به مواد بي هاآروماتيك و تبديل آن شكننده تركيبات

شناسايي، همسانه خطر است و مطالعه حاضر در راستاي كم
اكسيژناز از باكتري دي 3و2آنزيم كتكول  تخليصو  سازي

Aneurinibacillus migulanus Znu12  جدا شده از شيل
تا با مطالعات . انجام گرديدهاي نفتي كرمانشاه 

 نزيم در حضوربيوشيميايي اين آ بيوانفورماتيكي و
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  pH گسترهبررسي فعاليت در  و سوبستراهاي گوناگون
اين دسته آنزيم ها در  گامي به سوي استفاده گسترده از

 . پالايي برداشته شودصنعت زيست

  ها مواد و روش
 ،Nutriant Broth كشت محيط: و آنزيم هاشيميايي  مواد
 تريپتون، ز،گارآ بلو،كوماسي ،Nutrient Agar كشت محيط

 پتاسيم دي فسفات،هيدروژن  دي پتاسيم ،كانامايسين
 هيدراته،سولفاتفروس كتكول، اسيدآسكوربيك، فسفات،

 مرك شركت از كه شيميايي مواد ساير و تريسنمك
)Darmstadt,Germany( آنزيم هاي .گرديد تهيهBamHI  ،

XhoI   وT4 DNA Ligase  از شركتThermal scientific 
و كيت استخراج پلاسميد  PCRو كيت تخليص محصول 

خدمات سنتز پرايمر  كره جنوبي تهيه گرديد و  Bioneerاز 
نماينده  زيست و تعيين توالي توسط شركت تكاپو

Bioneer  كره جنوبي انجام گرديد.  

در : زاكسيژنادي3و2كتكول تكثير توالي كد كننده آنزيم 
كه  Aneurinibacillus migulanus اين مطالعه از باكتري

هاي نفتي مربوط به ارتفاعات منطقه تر از خاك شيلپيش
واقع در غرب ) E "6/8´11˚46و  N "2/3´01˚35(دودان 

 ).1(استفاده شده است  شده بود استان كرمانشاه جداسازي
) 16S rDNAشناسايي توالي (هاي مولكولي پس از بررسي

  Znu12 Aneurinibacillus migulanusعنوان  كتري بابا
باكتري  16SrDNA توالي .نامگذاري گرديد

Aneurinibacillus migulanusZnu12 در blast NCBI 
با جنس و  هاي داراي بيشترين تشابهو باكتري شد بررسي

بعد از بررسي  و گونه باكتري مورد نظر مشخص گرديد
 Aneurinibacillus migulanus strain DSMها باكتري آن

اسيدي آنزيم كه داراي ژن مربوط به توالي آمينو 2895
سپس با استفاده  .شد بود انتخاب اكسيژناز دي 3و2كتكول 

پرايمرهاي طراحي  GenRunner افزاراز نرم
)'CGAGGATCCATGAACAGCATTTTGCGTATCG-3-'  

 Forward (5 و )3´-
GTGCTCGAGCTATGTTAATGCTTTTGAAAACGAT

TC -'5( Reverse  واكنش . شد نجاماPCR  مورد نظر به
: مرحله دوم ، )دقيقهC94 )3˚ :مرحله اول: اين صورت بود

˚C94 )1دقيقه( ،˚C52  )1 دقيقه( ،˚C72 ) 5/1 35در ) دقيقه 
و محصول  انجام شد) دقيقهC72 )3˚ :مرحله آخر ،چرخه
PCR  شد بارگذاريدرصد  1گاروز روي ژل آ.  

اكسيژناز در ميزبان  دي 3و2سازي ژن كتكول  همسانه
توسط  PCRسازي محصول بعد از خالص: پروكاريوتي

هاي برشي          توسط آنزيم ، برشPCRتخليص محصول  كيت
XhoI و BamHI  دقيقه در  15به مدت˚C 37 به .دانجام ش -

 از اكسيژناز دي 3و2 كتكول ژن بيان و سازي همسانه منظور
 توالي آنزيم از گذاريجهت جايو  pET28a بياني وكتور

 حامل انتقال براي ميزبان عنوان به DH5α E.coliباكتري 
پس از برش پلاسميد مورد نظر . گرديد استفاده نوتركيب

در دو مرحله به  BamHI ،XhoIهاي برشي توسط آنزيم
آلكالين فسفاتاز به پلاسميد ، C 37˚ ر دمايدقيقه د15مدت 

 در دقيقه 15 مدت به واكنش اين .برش يافته اضافه گرديد
 آنزيم كردن فعالغير منظور به. شد انجام C 37˚ دماي

 قرار C 75˚ دماي در دقيقه 5 مدت به واكنش محصول
 T4 DNAواكنش اتصال با حضور آنزيم  سپس .گرفت

Ligase  به منظور قرارگيري ژن موردنظر در جايگاه
ساعت  24-20به مدت  pET28aسازي حامل بياني    همسانه

حامل به باكتري  صورت گرفت و درنهايت C 22˚در 
  .انتقال يافت E.coli DH5αمستعد  

 PCRسازي محصول    پس از انجام عمل ترانسفورم، همسانه
 E.coliتخليص شده طي مراحلي در ميزبان پروكاريوتي 

DH5α براي تاييد عمل ترانسفرم و همسانه .انجام گرديد-

، PCRني وگري با استفاده از كلهاي غربالسازي از روش
گري با استفاده از هضم آنزيمي و تعيين توالي غربال

   .استفاده شد

 استخراج: اكسيژناز دي 3و2آنزيم كتكول  و تخليص بيان
پلاسميد نوتركيب حاوي توالي آنزيم مورد مطالعه از 

توسط كيت استخراج پلاسميد  DH5αسويه  E.coliباكتري 
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-ميلي 50حاوي كانامايسين  LB Brothدر محيط كشت 

انتقال  BL21مولار صورت گرفت سپس به سويه بياني 
 ،باكتريبه محيط كشت حاوي جهت القا بيان ژن  .يافت

IPTG (Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside) 
القا . اضافه گرديد) مولار 1(آهن سولفاتو  )مولار ميلي1(

دور بر  C 25 ،180˚دماي  ساعت در 17بيان آنزيم به مدت 
محيط كشت حاوي  .دقيقه در انكوباتور انجام گرديد

 C 4˚ دور بردقيقه در دماي 500 دقيقه با 20باكتري به مدت 
كننده بافر ليز  ليتر ميلي 3 به رسوب باكتري .سانتريفيوژ شد

آن  پس از. صورت سوسپانسيون اضافه گرديدبه
- مرحله20شامل(سوسپانسيون باكتري تحت سونيكاسيون 

براي جلوگيري از تخريب گرمايي  .قرار گرفت) ثانيه20
هاي سلول. تمام مراحل سونيكاسيون در يخ انجام گرديد

 20دور بر دقيقه به مدت  12000با  C 4˚شده در دماي ليز
محلول رويي براي انجام مراحل  دقيقه سانتريفيوژ شدند و

تخليص پروتئين با استفاده از ستون  .بعدي جدا گرديد
سديم دو سپس از  .كرماتوگرافي نيكل آگاروز انجام شد

-SDS دسيل سولفات پلي آكريل آميد ژل الكتروفورز

PAGE)(  ، درصد و ژل  5درصد ژل بالاي الكتروفورز با
با  هاو تعيين خلوص پروتئينكيفي  زبراي آنالي، 5/12پايين 

  دگردياستفاده 

-دي3و2فعاليت آنزيم كتكول : فعاليت آنزيمسنجش 

يتر كه حاوي لبه حجم دو ميلي يواكنشبا  اكسيژناز
مولار براي ميلي 1آهن ، مولارميلي 2اسيدآسكوربيك 

- دي 3و2كتكول آنزيم آنزيم، جلوگيري از غيرفعال شدن 

 )مولارميلي10( سوبستراي كتكول ،)گرمميلي 2/0( اكسيژناز
فعاليت آنزيم كتكول  ،باشدمي) مولارميلي50(و بافر تريس 

 375در طول موج  C 25˚اكسيژناز در دماي دي 3و2
موكونيك سمي هيدروكسي  - 2نانومتر كه تبديل كتكول به 

توسط دستگاه اسپكتوفتومتر مورد  دهد،انجام مي را آلدهيد
غلظت پروتئين با روش برادفورد  ).4( سنجش قرار گرفت

 (BSA) د و از استاندارد سرم آلبومين گاويسنجش گردي

 ).14(استفاده شد 

تكرار  3فعاليت نسبي آنزيم در : بر فعاليت آنزيم pHاثر 
-بدين. هاي مختلف تعيين گرديد pH در C 25˚در دماي 

استفاده  )حاوي تريس و فسفات( منظور از بافر مخلوط
كلريدريك جهت تنظيم و هاي سود و اسيداز محلول. شد

  .استفاده گرديد) 5/8 - 6(هاي مختلف  pHتهيه 

 :بهينه كردن غلظت سوبسترااختصاصيت سوبسترايي و 
 pH= 2/7 و اتاق دماي در آنزيم فعاليت 5-2مطابق بخش 

 ،125/0 ،25/0 ،5/0 ،75/0(كاتكول  مختلف هايغلظت در
قرارگرفت و در  سنجش مورد )مولارميلي032/0 ،063/0

 ،جهت بررسي اختصاصيت سوبسترايي ادامه همچنين
فنول  هاي مختلف كتكول،سوبسترا در حضور عاليت آنزيمف

 C 25˚و دماي  pH=2/7در  )مولار ميلي 10(و پيروگالول 
  .مورد سنجش قرار گرفت) 5- 2مطابق بخش (

 3و2ساختار آنزيم كتكول : مطالعات بيوانفورماتيكي
 Aneurinibacillus migulanus اكسيژناز در باكتري دي

Znu12 مورد  يبا استفاده از ابزارهاي مختلف بيوانفورماتيك
هاي پروتئيني مشابه با رو، توالي از اين. بررسي قرار گرفت

ترين سپس مشابه .دست آمدبه NCBIتوالي اين آنزيم در 
هاي آن با توالي به پروتئين باكتري مورد نظر گزينش و مدل

طراحي شد و بهترين  9v18 Modellerاستفاده از نرم افزار
ي پارامترهاي به دست آمده از محاسبات مدل با مقايسه

 ModEval، SAVES ،SPdbViewerتوسط نرم افزارهاي 
افزون . انتخاب و مورد ارزيابي قرار گرفت PIC Serverو

هاي مختلف بين پروتئين الگو با مدل بر اين، ميانكش
ي انتخاب انتخابي بررسي و مقايسه شد كه نشان دهنده

آمينواسيدهاي حفظ شده و متصل به اتم . درست مدل بود
-نشانشناسايي شدند كه  ESPript3آهن توسط سرور 

دست آمده از هاي پروتئيني بهي شباهت ديگر تواليدهنده
NCBI باتوجه به تطبيق . با توالي پروتئين مدل و الگو بود

افزارها و سرورها، مدل پروتئين مدل و الگو از طريق نرم
افزون بر اين، ساختار سه . باكتري مورد نظر نيز ساخته شد

رسم گرديد  Chimeraبعدي اين پروتئين توسط نرم افزار 
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و جايگاه فعال آنزيم متصل به اتم آهن با استفاده از اين 
و شباهت و تفاوت بين ساختارهاي نشان داده شد افزار نرم

 .گرفتالگو و مدل نيز مورد بررسي قرار سوم پروتئين
هاي اكسيژناز در باكتريدي 3و2تطبيق توالي آنزيم كتكول 

Aneurinibacillus  migulanus(A.m) ، Pseudomonas 

putida (P.p), Bacillusbacterium(B.b) ،Geobacillus 

(G.b) ،Quasibacillus thermotolorans (Q.t) 
Parageobacillus thermoglucosidasius (P.t),  با سرور

ESPript3  ترسيم شد.  

  نتايج
واكنش  نتايج: اكسيژناز دي 3و2كتكول  آنزيم توالي تكثير
PCR ي ژنومي مربوط به قطعهبيانگر روي ژل آگاروز  بر

باشد كه در اكسيژناز مي دي 3و2توالي ژنومي آنزيم كتكول 
-باقي 304معادل  وبازي قرار گرفته است جفت 915ناحيه 

- اسيدي در توالي پروتئيني مربوط به آنزيم ميمانده آمينو

و درستي  PCRي صحت انجام واكنش دهندهباشد كه نشان
  .باشدي پرايمر ميطراح

 3و2كننده كتكول تعيين توالي ژن كد سازي و همسانه
برش يافته توسط آنزيم هاي  PCRمحصول : اكسيژناز دي

همسانه سازي  pET28aناقل در  XhoIو BamHIبرشي 

، )4شكل (كلوني ها  PCRشده و صحت همسانه سازي با 
  . و تعيين توالي تاييد شد) 5شكل (هضم آنزيمي 

  
 10000- 100ماركر وزن مولكولي ) PCR ،)Mمحصول  -3شكل 

  .بازجفت

، كه PCRگري با استفاده از كلوني با توجه به نتايج غربال
هاي ذكر شده در محيط كشت مايع حاوي تمامي كلوني

ها قبل از نيوكاناماسين رشد كردند و همچنين اين كل
مورد استفاده قرار  PCRدر  مستقيما به عنوان الگو ،كشت

مورد بررسي  زوها با ژل آگارآن PCRگرفتند و محصول 
نشان  )4(شكل در  كه طورهمان .)4شكل ( قرار گرفت

ي هانيوني انتخاب شده كلوكل 6داده شده است از 
ها حاوي ژن نيواين كل مثبت شد كه نشان داد 4و3و2و1

ادامه كار براي  4و  1هاي نيوبنابراين كل .بودنظر مورد
  .انتخاب شدند

 
انجام شده از كلوني رشد كرده   PCRبيانگر نتيجه واكنش  4تا 1هاي نمونه .درصد 1ز واكسيژناز در ژل آگار دي 3و2ژن كتكول  PCRكلوني  -4شكل

الگو   DNAانجام شده بدون PCRكنترل منفي بيانگر واكنش  7نمونه  .باشد اكسيژناز به باكتري مي دي 3و2حاوي ژن كتكول  تقال پلاسميددر فرآيند ان
  .باشد مي
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عمل گري با استفاده از هضم آنزيمي تاييدي بر نتايج غربال
هضم آنزيمي وكتور  .سازي بودترنسفرم و همسانه

pET28a وكتور حاصل از كلوني (تركيب در يك نمونه نو
نظر با قطعه موردجهت تاييد واكنش اتصال  )1شماره 

انجام گرفت به  BamHIبرشي حامل با استفاده از آنزيم
  يافته نسبت به هضم وكتور كه قطعه برشطوري

pET28aتر و داراي وزن بيشتري تركيب سنگينغير نو
  ).5شكل( باشد مي

  
 تركيبنو غير پلاسميد -A .آنزيميهضم اساس بر گريغربال -5شكل 

M-10000-100مولكولي وزن ماركر B –ژن حامل نوتركيب پلاسميد 
  .)مشخص شده با فلش( شدههمسان سازي 

گري با غربالجهت  ،استخراج شدهنوتركيب پلاسميد 
و  ارسال گرديد Bioneerبه شركت  استفاده از تعيين توالي

استخراج  نوكلئوتيديتوالي . آناليز نتايج تعيين توالي بيانگر 
 با Aneurinibacillus migulanus Znu12از گونه  شده
 كنداسيدي را كد ميمانده آمينوباقي 304باز و جفت 915

ثبت  MN197546.1با شماره دسترسي كه در بانك ژن با 
شد و نتايج بررسي تطبيق توالي نشانگر همساني توالي 

 catechol 2,3-dioxygenase استخراج شده با 

[Aneurinibacillus migulanus]   با)WP-043071689.1 (
  .بود همسانيدرصد  99با 

: اكسيژناز دي 3و2ص پروتئين كتكول سي بيان و تخليربر
احيايي  SDS-PAGEروش نتايج الكتروفورز پروتئين به

در ميزبان  اكسيژناز دي 3و2گر بيان پروتئين كتكول بيان
 ).6شكل( باشد مي E.coli BL21ي شدهسازي همسان بياني

تاييد كننده اين مسئله  SDS-PAGE نتايج الكتروفوز
با  تخليص شده اكسيژناز دي 3و2باشد كه آنزيم كتكول  مي

داراي  كرماتوگرافي تمايلي نيكل آگاروزاستفاده از ستون 
 34 درصد و وزن مولكولي حدود 90درجه خلوص بالاي 

بدون در نظر گرفتن برچسب هيستيديني كيلودالتون 
  .باشد مي

  
 الكتروفورز نتايج- B سلولي شكست از بعد نمونه رسوب الكتروفورز نتايج – A :اكسيژناز دي 3و2 كتكول آنزيم SDS PAGE ژل تصوير  -6شكل
ماركر  -M آگاروز-نيكل تمايلي كرماتوگرافي با تخليص فرآيند از الكتروفورزبعد نتايج - C سلولي شكست از بعد شدهالقا هايسلول رويي محلول

 PM2600.پروتئين با كد 
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 3و2ليت آنزيم كتكول بر فعا pHتاثير  - 4- 3
 3و2در اين آزمايش آنزيم كتكول : اكسيژناز دي
، 2/7، 7، 5/6، 6 هاي  pHدر مختلط اكسيژناز با بافر  دي

با سه تكرار در با سوبستراي كتكول   5/8 و 8، 6/7، 4/7
نتايج حاصل از اين پژوهش . سنجيده شدسه روز متفاوت 

. حداكثر فعاليت را دارا بود =2/7pHنشان داد كه آنزيم در 
 pH=2/7آنزيم در .شود  ديده مي1 رطور كه در نموداهمان

 4/7اما در . باشد فعاليت مي) درصد 100(داراي بيشترين 
هاي انجام در برخي بررسي. درصد فعاليت بود 70داراي 

اكسيژناز در  دي 3و2براي آنزيم كتكول pH شده بهينه 
 و16( گزارش شده بود 7- 5/8هاي مختلف باكتري سويه

باتوجه  .كه با نتايج حاصل از تحقيق ما تطابق داشت) 17
 3و2به اين مسئله كه جايگاه فعال آنزيم كتكول 

آمينه هيستيدين و يك مانده اسيداكسيژناز داراي دو باقي دي
اسيد آمينو  pKaبه دليل  .باشد گلوتامات ميباقيمانده 
 داراي قدرت بافري موثري در را پروتئين  هيستيدين،

pH كندمينزديك خنثي.  

  

  
  .با سه تكرار در سه روز متفاوت هاي مختلف pHدر  دي اكسيژناز 3و2كتكول بررسي فعاليت آنزيم ) 1نمودار

  

 در: اكسيژنازدي 3و2ترجيح سوبسترايي آنزيم كتكول 
 سوبستراي سه روي بر آنزيم فعاليت ميزان آزمايش اين

با سه  =pH 2/7ميلي مولار  50بافر تريس  در مختلف
 و گرفت قرار بررسي موردتكرار در سه روز متفاوت 

كتكول به عنوان  دهدمي نشان  2 نمودار كه همانطور
باشد  مي اكسيژناز دي 3و2سوبستراي اصلي آنزيم كتكول 

آنزيم روي . كه بيشترين فعاليت را روي آن داشت

هاي ديگر نسبت به كتكول فعاليت كمتري از خود سوبسترا
به  ،داد كه با مطالعات ديگر انجام شده تطابق داشت نشان

 3و2توجه به جايگاه فعال آنزيم كتكول رسد با نظرمي
اكسيژناز و همچين ساختار كتكول، كه داراي دوگروه  دي
تري نسبت كتكول برهمكنش مناسب. باشد يدروكسيل ميه

   .به ساير سوبسترا با جايگاه فعال دارد
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كليه آزمايش ها با سه تكرار و . پيروگالولو دي اكسيژناز بر روي سوبستراهاي كتكول، فنول  3و2آنزيم كتكول ترجيح سوبسترايي بررسي  -2نمودار 

  .در سه روز متفاوت انجام شده است

يژناز در اكس دي 3و2بررسي فعاليت آنزيم كتكول 
فعاليت پژوهش در اين : هاي مختلف سوبستراغلظت

 مختلف هاياكسيژناز بر غلظت دي 3و2آنزيم كتكول 
-ميلي016/0 و032/0، 063/0 ،25/0، 125/0 0،/5، 75/0(

 3و2كتكول سنجيده شد كه آنزيم كتكول  )مولار
-ميلي 032/0در غلظت   فعاليت رااكسيژناز بيشترين  دي

  ).3نمودار( كتكول نشان دادمولار 

  
 .هاي مختلف سوبستراي كتكولاكسيژناز در غلظتدي 3و2بررسي فعاليت آنزيم كتكول  -3نمودار

مطالعات بيوانفورماتيك با اهداف : مطالعات بيوانفورماتيك
- آنزيم شناسايي، مقايسه توالي و ساختار آنزيم مورد نظر با

هاي مشابه در جهت درك بهتر مكانيسم عمل آنزيم الگو با 
استفاده از آنزيم هايي است كه اطلاعات ساختاري و 
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و اين مطالعات  .وجود داردها عملكردي بيشتر در مورد آن
مهندسي پروتئين در  مطالعات آينده با اهدافبستر ساز 

راستاي طراحي آنزيم هايي با اختصاصيت سوبسترايي، 
مطلوب مي  pHپايداري حرارتي، افزايش فعاليت و تغيير 

  .باشد

نشان داد كه در جايگاه بر روي پروتئين الگو  هابررسي
هاي ماندهبه ترتيب به باقي ،فعال اتم آهن

His153)،His214،Glu265 (، )(Tyr255 و His 199) ، 
His 246 (هاي مورد شود كه در همه تواليمتصل مي

) His199(مانده باقي نهمچني. ت شده بودندبررسي حفاظ
در جايگاه كاتالتيك نيز قرار دارد به صورت حفاظت شده 

نيز  ESPript3سرور نتايج تطبيق توالي با ). 2( باشد مي
 هاي به شدت حفظ شده در آنزيمتاييدكننده باقيمانده

  .باشدمورد مطالعه مي اكسيژنازدي 3و2كتكول 

  

  
 بر  ESPript3 و ClastelW سرورهاي توسط   Aneurinibacillus migulanus(A.M)باكتري در اكسيژناز دي 2,3 كتكول پروتئين -7شكل

  ،α-Helix،β-Strand (β) ، turn(T)  ( α)توسط دوم ساختار و شد داده تطبيق  Pesedomonas putdi mt2(1MPY) ، دوم ساختار اساس

 )Ƞ( elixH-103265و214و153هيستيدين به متصل آهن داراي اكتيوسايت همچنين و )  ( 255 تيروزين متصل ) ( با متصل آهن و 

 Aneurinibacilluers باكتريهاي همه در اكسيژناز دي3و2 كتكول پروتئين كه است شده داده نشان (    ) 246و 199 هيستيدين رزيدوهاي

migulanus (A.M) ،Pesedomounas putdia mt2 (1MPY) ، QUASI Bacillus thermotolerans (Q.T) parageobacillus 

thermoglucosidasius (P.T)، Bacillaceae Bacterium (B.B) ، Geobacillus (G.B)   باشد مي شده حفاظت.  
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و   PoratParamبا توجه به اطلاعات بدست آمده از سرور
مقايسه انجام شده بين نمونه پروتئين كتكول 

اكسيژناز  دي3و2و كتكول    (1MPY)اكسيژناز دي3و2

(CTD2.3) دليل بر صحت مدل ساخته شده براي پروتئين ،
  ).1جدول ( باشد مورد نظر مي

  

 Spdbviewer افزار نرم و Protparam، SAVES ،ModEval سرورهاي در مختلف پارامترهاي مقايسه از آمده دستبه نتايج -1جدول

Instability pI VERYFY3D RMSD z-DOPE ERRAT   

26,28 5,41 99,2 - 1,794- 86,288 1MPY 

21,56 5,47 89,80 0,47 0,962-  83,108 CTD2.3 

  

گيري كرد كه مقايسه توان نتيجهمي 2با توجه به جدول 
 وضعيت تعداد ميانكش هاي آنزيم هاي مورد مطالعه

(CTD2.3) ،  1با آنزيمMPY  ميانتفاوت تعداد نشانگر -

به نظر مي   و مي باشد آنزيمدو  ساختار هاي داخليكنش
مي تواند نقش ها، كنشدر تعداد اين ميان تغييراتاين رسد 

ها واكنش آنزيمي و تشكيل حدواسط مكانيسم موثري در
-تر اين ميانبا مطالعه و بررسي جزئي داشته باشد از اينرو

- مي ،ميانكنش هاها و باقيمانده هاي ايجاد كننده اين كنش

نزيم توان با اعمال جهش ها، تغييراتي در گستره فعاليت آ
با ، دماهاي مختلف و پايداري آنزيم هاي مختلف pHدر 

هدف تجاري سازي آنزيم ها و كاربرد آن ها در صنعت 
  .ايجاد كردزيست پالايي 

 كايمرا افزارنرم توسط اكسيژناز دي 2,3 كتكولساختار آنزيم 

 و آهن اتصال هايجايگاه و قرارگرفت بررسي مورد
 ميزان 8 شكل .شد شناسايي اتصال اين در درگير رزيدوهاي

 درگير كه رزيدوهايي مطالعه اهميت و آنزيم دو اين شباهت

  .دهدمي نشان را هستند مولكولي بين هايكنشميان در

   نتيجه گيريبحث و 
امروزه استفاده از مسيرهاي متابوليك ميكروبي براي 

هاي زيست محيطي مورد توجه قرار پاكسازي آلودگي
ها، با وجود تنوع متابوليسمي ميكروارگانيسم .گرفته است

هاي زيستي هستيم كه تاييد كننده ما هنوز شاهد آلودگي

و تجزيه  ها براي حفاظتباشد كه اين روشاين مساله مي
ول آنزيم كتك ).21( تركيبات مضر محيطي كافي نبوده است

هاي مهم تجزيه كننده اكسيژناز يكي از آنزيم دي 3و2
تركيبات آروماتيك است و در زيست پالايي نقش بسزايي 

  .)3( دارد

 

 اكسيژناز دي2,3 كتكول پروتئين داخلي هايشنكميان مقايسه -2جدول

 پروتئين و )Aneurinibacillus migulanus Znu12  )CTD2.3 باكتري
)1MPY( Pseudomonas putida mt2 از استفاده با .PICserver  

هاشنكميان انواع  1MPY CTD2.3 

Intraprotein 
Hydrophobic 
Interactions 

262 224 

Intraprotein Main Chain-
Main Chain Hydrogen 
Bonds 

306 312 

Intraprotein Main Chain-
Side Chain Hydrogen 
Bonds 

95 99 

Intraprotein Side Chain-
Side Chain Hydrogen 
Bonds 

138 93 

Intraprotein Ionic 
Interactions 

49 38 

Intraprotein Aromatic-
Aromatic Interactions 

15 14 

Intraprotein Aromatic-
Sulphur Interaction 

2 4 

Intraprotein Cation-Pi 
Interactions 

8 5 
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 تطبيق مقايسه و (B)      (CTD2.3) اكسيژناز دي2,3 كتكول و MPY1( (A)( اكسيژناز دي 2,3 كتكول پروتئين بعدي سه ساختار تفاوت بررسي -8شكل 

 الگو آنزيم به مربوط سفيد رنگ به ساختاري مدلدر اين شكل .  مي باشد Chimera  افزار نرم از استفاده با )CTD2.3، )C و 1MPY ساختاري همساني

)MPY1( آنزيم مدل به طمربو آبي رنگ و CTD2.3  باشد مي مشخص ساختار مركز در آنزيم فعال جايگاه مدل اين در .باشد مي. 

و  Fujita از قبيلبررسي مطالعات انجام گرفته قبلي 
اكسيژناز را دي  3و2كه آنزيم كتكول  1991همكاران در 

توليد كردند و  كلياشرشيادر باكتري  نوتركيبصورت ه ب
 1961در سال  و) 6( ميزان تجزيه كتكول را سنجيدند

Kojima  دي اكسيژناز را در  3و2آنزيم كتكول و همكاران
 Bacillus thermoleovorans strain A2باكتري ترموفيل

بيان سازي و همسانه كلياشرشياشناسايي و در باكتري 
نشانگر اهميت آنزيم  مي تواند كه اين مطالعات) 13(كردند 

هاي آنزيمبا توجه به اينكه  .باشد دي اكسيژناز 3و2كتكول 
ان بهينه ا شرايط زيستي فعلي خودشموجود در طبيعت ب

اهميت زيست پالايي و حذف  از طرفي ديگر اند وشده
در اين  هاي بيشتروهشنياز به پژ ،ك سميتركيبات آروماتي

هاي و معرفي آنزيم شناسايي .سازدمي شكارآزمينه را 
- كنشميانميزان فعاليت، مطالعه ساختار و بررسي جديد، 

استفاده از  ،هاآن بين مولكولي و درون مولكولي هاي
هاي بيوتكنولوژي جهت معرفي آنزيم با فعاليت بالا تكنيك

قدم  ،و دماهاي مختلف pH وسيعي از فعاليت در در گستره
  . باشديحل مساله زيست پالايي مبزرگي در 
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دي  3و2آنزيم كتكول  ژي و همكارانش 2018 در سال
تخليص و خواص  Thauera s K1اكسيژناز را از باكتري 

كه آنزيم  نشان دادندزيستي و شيميايي آن را شناسايي و 
باشد كيلودالتون مي 140داراي وزن مولكولي و هموتترامر 

بهينه برابر  pHو داراي  باشدشامل آهن مي و هر زيرواحد
توالي مقايسه . باشدمي C 45˚مطلوب و دماي  8

هاي در باقيمانده همسانيبيانگر آمينواسيدي اين آنزيم ها 
ها و  تفاوت و بررسي باشدآمينواسيدي جايگاه فعال مي

مسيري در  همساني هاي اين خانواده آنزيمي مي تواند
هاي هايي با ويژگيآنزيم طراحي هدفا ب گيري الگوجهت 

  ).23( باشد عملكردي مناسب در صنعت

باشد تترامر ميهومو دي اكسيژناز آنزيمي 3و2كتكول  آنزيم
فت شدن جدايمرها از . دايمر تشكيل شده است از دوكه 

 3كه شود تشكيل مي پيوندهاي هيدروژني بين مولكولي
در تشكيل اين پيوند   Pro135تا  Val133 باقيمانده

 ترمينال وN-(دومين  2هر زيرواحد . وژني نقش دارندردهي
-C دارد) ترمينال .-N 149تا 1يدهاي سشامل آمينواترمينال 

تا تريپتوفان  130انتهاي پاياني آن از گلايسين در بوده كه 
نزديكي  باعث شود كهلوپ بلندي تشكيل مي 139

اه فعال آنزيم در حفره جايگ. مي شودزيرواحدها در تترامر 
  .)22( ترمينال قرار دارد C-اي بين دومين 

، بيانگر يك آنزيم مورد مطالعه نتايج تعيين توالي و بيان ژن
مانده باقي 304آنزيمي با (جفت بازي  915توالي 

كيلو  34و تك باند پروتئيني با وزن مولكولي ) آمينواسيدي
كيلو دالتوني  34دي اكسيژناز  3و2كتكول آنزيم . دالتون بود

و  2/7برابر با  بهينه C 25،  pH˚مورد مطالعه در دماي
بيشترين فعاليت را از خود  032/0غلظت بهينه سوبسترا 

و همكاران  Junca اي كه توسطدر مطالعه .ه استنشان داد
 اكسيژناز را در دي 3و2كتكول  آنزيمانجام گرفت 

Pseudomonas putida mt-2 كه گزارش كردند مطالعه و 
در  Tyr 255و  His199هاي به شدت حفظ شده باقيمانده
نتايج تطبيق توالي با . )12( باشدهاي فعال آنزيم ميجايگاه

در  هاي حفظ شدهنيز بيانگر اين جايگاه ESPript3سرور 
نشان Junca  همچنين مطالعه. باشدمي آنزيم مورد مطالعه 

نزيم نتيجه مستقيم بر فعاليت آينه آمهاياسيدداد كه برخي 
را ترين نوع يافتهاملندارند و اكوسيستم بهترين و تك

هاي ساختاري و با بررسي. رطبيعت انتخاب كرده استد
مشخص شد  Pseudomonas putida mt-2 نزيم آ توالي 

 باقيمانده 254والين و در جايگاه  باقيمانده 201در جايگاه 
در نيز ما مورد مطالعه نزيم لوسين قرار دارد كه در مورد آ

 و يب لوسين و والين قرار گرفته استها به ترتاين جايگاه
تشكيل شده بين ساختارهاي حد واسط  اينكه با توجه به
-مولكولي كه صورت مي هايكنشميانو  آنزيم- سوبسترا

گروه متيل در ميزان فعاليت گيرد كاهش و افزايش يك 
. تغيير ايجاد كندو احتمالا اختصاصيت سوبسترايي آنزيم 
 صيت سوبسترايي آنزيمدر زمينه اختصا بدست آمدهنتايج 

در ميان سوبستراهاي مختلف كتكول، پيروگالول و فنول 
 تري براي آنزيمل سوبستراي مطلوبنشان داد كه كتكو

- كنشميان ه دلايل ساختار كتكول وباشد كه احتمالاً بمي

باعث اتصال بهتر آن  آنزيم- تشكيل شده بين سوبستراهاي 
درصدي آنزيم  80فعاليت  .شوددر جايگاه فعال آنزيم مي

علت كمتر بودن يك گروه هبدر حضور سوبستراي فنول 
مطالعات  .باشدقابل توجيه ميهيدروكسيل نسبت به كتكول 

باشد بيانگر اين مينيز  1MPYنزيم انجام گرفته بر روي آ
: آمينواسيدهاي هيدروفوبيك آنزيم شاملكه جايگاه فعال 

Val180 ،Val188 ،Ala189 ،Ile 204 Leu298 ،Phe302  ،
Met 303 باقيمانده  كه. باشدميPhe302   وMet303   به

 در ناحيه باز صفحه بتاشان واسطه زنجيره جانبي غير قطبي

و باريك شدن  دهيپوششترمينال باعث  C-واقع در دومين
آن ناحيه شده و در نهايت باعث اختصاصي شدن آنزيم به 

در آنزيم مورد مطالعه ما  .)2(مي شود  كتكولسوبستراي 
آمينو اسيد سرين به ترتيب  189و  303هاي نيز در جايگاه
در  جايگزينيكه احتمالا اين قرار گرفته است و گلايسين 

گروه  يك اضافه شدنمي تواند با  303مورد جايگاه 
 و كوتاه شدن زنجيره جانبي، در) سرين(لي يهيدروكس
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تغييراتي ايجاد اكنش و سرعت و سوبسترايي اختصاصيت
ها ضرورت اهميت و مطالعه بر روي آنزيم اين بررسي. كند

  .كنددي اكسيژناز را بيشتر مي 3و2كتكول 

  تقدير و تشكر

دانشجوي اين مقاله از محل پايان نامه خانم ثريا محمد زاده 
كارشناسي ارشد بيوشيمي دانشگاه زنجان و با حمايت 
معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه زنجان انجام شده 

 .است
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Abstract 

Catechol 2,3-dioxygenases play a key role in the metabolism of aromatic molecules in 
the environment by soil bacteria. The aim of this study is to introduce the new catechol 
2,3-dioxygenase and also to survey bioinformatics and biochemical characteristics in 
the presence of various substrates as well as to study its activity in various pH ranges 
for the widespread use of such enzymes in bioremediation industry. In this study, the 
DNA sequences of Catechol 2,3-dioxygenase were separated from Aneurinibacillus 
migulanus Znu12 and recorded with accession number MN197546.1 in NCBI, then it 
was cloned in plasmid pET28a. The accuracy of cloning and not  changing the frame 
shift  was confirmed by sequencing. After transferring of plasmid into E. coli BL21 
(DE3) cells, protein expression was assessed by SDS-PAGE. Afterwards, the 
purification, assay and optimization of enzyme activity were evaluated. The results of 
PCR reaction on agarose gel indicated a sequence of 912 bp, an enzyme with 304 amino 
acid residues. Results of sequence alignment by ESPript3 server also confirmed highly 
conserved residues of His199 and Tyr 255 in the enzymes active site. Biochemical 
characterization of the enzyme showed that the enzyme had the highest (100%) activity 
at pH 7.2, while it had only 70% activity at pH 7.4. As compared with pyrogallol and 
phenol, catechol by optimal concentration of 0.032 was the most preferred substrate for 
the enzyme. Bioinformatics results confirmed also such substrate preference based on 
the type and position of amino acid residues in the enzyme active site.  
Key words: Bioinformatic, Bioremediation, Catechol 2,3-dioxygenase, Cloning, 
Optimal pH. 


