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 3و2آنزیم کتکول مطالعات مولکولی، بیوانفورماتیکی و تعیین ویژگی های عملکردی 

 Aneurinibacillus migulanus Znu12 اکسیژناز از سویهدی

 *ثریا محمدزاده، نسرین احمدپور، زیبا میرزایی و وهب جعفریان

 گروه زیست شناسی دانشکده علوم، دانشگاه زنجان، زنجان،، ایران

 18/12/1399 تاریخ پذیرش: 16/07/1399 دریافت:تاریخ 

 چکیده

باشند که در زیستهای خاک میموجود در باکتری آروماتیک ترکیبات متابولیسم در کلیدی هایآنزیم از اکسیژنازهادی 3و2کتکول

بررسی  اکسیژناز جدید و همچنیندی 3و2هدف از پژوهش حاضر، معرفی آنزیم کتکول  پالایی نقش بسزایی دارند.

در جهت استفاده  pHی گوناگون بررسی فعالیت در گستره بیوانفورماتیکی و بیوشیمیایی آن در حضور سوبستراهای گوناگون و

اکسیژناز با دی 3و2توالی رمزکننده آنزیم کتکول  برای این منظور، باشد.پالایی میها در صنعت زیستوسیع از این دسته آنزیم

ثبت و درون  NCBIدر  MN197546.1استخراج، با شماره دسترسی  Aneurinibacillus migulanus Znu12 از سویه PCR روش 

و عدم تغییر قالب خوانش با استفاده از تعیین توالی تایید  بررسی صحت همسانه سازی همسانه سازی گردید. pET28aوکتور 

سازی، سپس خالص .ارزیابی شد SDS-PAGE پروتئین با روشبیان  E. coli BL21(DE3) هایس از تراریخت نمودن سلولشد. پ

 915ی ژنومی قطعهبیانگر روی ژل آگاروز  بر PCRواکنش  نتایج .سازی فعالیت آنزیم مورد ارزیابی قرار گرفتسنجش و بهینه

 34ی شدهآنزیم تخلیصتاییدکننده نیز  SDS-PAGEبا  زرالکتروفو. باشداسیدی میمانده آمینوباقی 304بازی معادل جفت

  pH=2/7 آنزیم درنشان داد  بررسی عملکرد بیوشیمیایی آنزیم نیزبود. کرماتوگرافی تمایلی نیکل آگاروز از ستون  یکیلودالتون

کتکول بررسی ترجیح سوبسترایی نشان داد که . داشتدرصد فعالیت  70 فقط pH=4/7 در ولیفعالیت   درصد 100دارای

نسبت به پیروگالول و فنول برای آنزیم بود. بررسی نتایج بیوانفورماتیکی تأییدکننده این ترجیح به علت  تریسوبسترای مطلوب

 های آمینواسیدی جایگاه فعال آنزیم می باشد.  نوع و موقعیت باقی مانده

  سازی.اکسیژناز، همسانهدی 3و2بهینه، کتکول  pHبیوانفورماتیک، زیست پالایی،  :یکلیدی هاواژه

 v.jafarian@znu.ac.irپست الکترونیکی:   ، 02433052531 * نویسنده مسئول، تلفن:

 مقدمه

فلزات سنگین  شامل انواع مختلفی از مواد مانند آلایندهاریز

داروهای ها، نهای نساجی، هورمورنگ(و مواد آلی 

های توسط فعالیتکه باشند می )هاکشمتابولیک و آفت

هاست به یک سال و شوندانسانی در محیط پخش می

و سبب ایجاد عوارضی  است تهدید جهانی تبدیل شده

 دست دادن باروری، تولدهای ناقص، از ،سمیت حاد نظیر

(. 4) باشدریز میغییر جنسیت و اختلال در غدد درونت

 ل،وفن نظیر آروماتیک ترکیبات از بسیاری تجزیهاز  کتکول

 صورت به آن مشتقات و فنلات آنیلین، بنزن، تولوئن،

 کتکول سمیت همچنین و گیردمی شکل حدواسط ترکیبات

، خاک و محیط راحتی در آبهو ب است بیشتر لوفن از

بنابراین تهدیدی برای محیط زیست و  .کندزیست نفوذ می

 آلایندگی آن از حذف و محسوب شده سلامت انسان 

 دارای کتکول (.14) برخوردار است بالایی بسیار اهمیت

به که باشدمی سمی اثرات وزایی نسرطا زایی،جهش اتاثر

 درماتیت باعث و گردیده جذب پوست طریق از راحتی
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 شبیه مسمومیت با کتکول اثرات همچنینو  شودمی

 سمی دلیل به کتکول .(19) دباشمی لوفن با مسمومیت

 سیستم به آسیب لنفاوی، سرطان باعث تواندمی بودن

به بنابراین. شود DNA رونویسی عدم و مرکزی اعصاب

 است شده شناخته انسان در سرطان عوامل از یکی عنوان

(16.) 

 دچار آروماتیک ترکیبات تجزیه از آمدهدستبه کتکول

 Ortho) ارتو مسیر. شد خواهد متفاوتی هایسرنوشت

pathway ) مسیر و اکسیژنازدی 2و1 کتکول آنزیم توسط 

 اکسیژنازدی 3و2 کتکول آنزیم توسط( Meta pathway) متا

 ختم اسید کربوکسیک تری چرخه به و کرده طیرا 

 و کتکول به آن تبدیل و لوفن تجزیه مسیر 1شکل  .شودمی

  (.18) دهدمی نشان را کتکول سرنوشت

 
-کربوکسیلیکجزیه کتکول و ختم آن به چرخه تریمسیر ت  -1شکل 

 (.17د )اسی

حلقه آروماتیک کتکول را در  اکسیژنازدی 3و2کتکول 

-2ول را به کتکدر نهایت  ،( می شکند2.3موقعیت متا )

 (.2) کندآلدهید تبدیل میهیدروکسی موکونیک سمی

 متابولیسم در کلیدی هایآنزیم از نازهاژاکسیدی کتکول

 باشندهای خاک میباکتری درموجود  آروماتیک ترکیبات

دی  3و2کتکول . پالایی نقش بسزایی دارندکه در زیست

های شکننده اینترادیول و به دو گروه آنزیماکسیژناز 

هر دو نوع آنزیم در جایگاه  .شونداکسترادیول تقسیم می

باشند که برای فعالیت آنزیم فعال خود دارای آهن می

 داری آهن سه ظرفیتی و هااینترادیول ضروری هستند.

  (.7) باشندی آهن دو ظرفیتی میدارا هایولاکستراد

 با که متنوعی هستند هایآنزیم هااکسیژنازدی اکسترادیول

 دو به دهند ومی واکنش سوبستراها از ایگسترده طیف

 تک سوبستراهای با که گروهی-1 شوند:می تقسیم گروه

 سوبستراهای با که گروهی-2 .دهندواکنش می حلقوی

 اکسیژناز دی 3و2 کتکول .دهندمی واکنش حلقوی چند

 و دمین دو دارای که کندمی تجزیه را حلقوی تک ترکیبات

 دو و در جایگاه فعال خود دارای آهن باشدمی اولیگومر

-اکسترادیول دی باشند.می ظرفیتی دو منگنز یا ظرفیتی

اکسیژناز شکستن حلقه ترکیبات آروماتیک را از کربن 

-بدون هیدروکسیل کاتالیز میدارای گروه هیدروکسیل و 

کند. مکانیسم عمل آنزیم با اتصال دو جانبه سوبسترا به 

عنوان مونوآنیون به آهن دو ظرفیتی در جایگاه فعال و 

شود که جایگزینی دو مولکول آب به طور همزمان آغاز می

با اتصال اکسیژن به آهن دو ظرفیتی یک حدواسط سمی 

گیرد. سپس در سوپراکسید شکل می -فروس -کینون

مراحل بعدی گروه کربونیل اکسید با دو بار مرکزی و باند 

شود و حدواسط لاکتون شکل اکسیژن شکافته می -اکسیژن

گیرد. باند آهن دو ظرفیتی و یون هیدروکسید تشکیل می

-هیدرولیز لاکتون باعث تشکیل سمی می شود درنهایت

 دی 3و2 کتکول دلیل اهمیتبه .(2شود )شکل آلدهید می

 گذشته هایدهه در آروماتیک ترکیبات تخریب در اکسیژناز

 مورد در زیادی مطالعات قرار گرفته است و توجه مورد
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 انتقال و عملکرد سوبسترایی، هایویژگی مولکولی، ساختار

 ترکیبات تجزیه برای مختلف هایمیکروارگانیسم به هاآن

  (.11و 8) است گرفته صورت آروماتیک

 

 (.7) مکانیسم عمل اکسترادیول دی اکسیژناز -2شکل 

به اکسیژن و ( متوپیروکتکاز)اکسیژناز دی 3و2آنزیم کتکول 

 توسط راحتیبه شد وباهای کاهشی آن حساس میفرم

 این از که شودمی غیرفعال مختلف هایاکسنده

 این. برد نام را 2O2H یا هوا توانمی هااکسیدکننده

 ظرفیتیسه آهن به دوظرفیتی آهن تبدیل اثر در اکسیداسیون

 این اثر در که باشدمی پروتئین از آن آزادشدن و

 با توانمیدر نهایت  و شودمی غیرفعال آنزیم اکسیداسیون

 در دهندهکاهش یک و ظرفیتیسه آهن با انکوباسیون

 شدن غیرفعال از که کرد فعال دوباره هوازیبی شرایط

ناگفته نماند که  ،کندمی جلوگیری کتکول حضور در آنزیم

و 20) دشوغیرفعال مینیز کوفاکتور آهن توسط هالوکتکول 

در  ،هااکسیژنازدراکثر ساختارهای اکسترادیول دی(. 22

مانده جایگاه فعال یون آهن دو ظرفیتی با دو باقی

صورت حفظ به ین، یک گلوتامات و یک تیروزینهیستید

دهد که اکثر نشان می مطالعات قبلی نتایج .دشده وجود دار

از مکانیسم واحد و شناخته  هااکسیژنازاکسترادیول دی

ای برای اتصال به سوبسترا و شکستن ترکیبات شده

که این ساختار حفظ شده در  کنندآروماتیک استفاده می

 (.9) زیادی مشاهده شده استهای آنزیم

، از محیط زیست با توجه به کاربرد این آنزیم در حفاظت

مختلفی از  هایارگانیسمدی اکسیژناز از میکرو 2.3کتکول 

 ,Alcaligenes, Bacillus, Planococcusجمله 

Pseudomonas, Stenotrophomonas, Variovorax, و 

Sphingomonas (.10)ه است مورد مطالعه قرار گرفت 

واکنش آنزیمی مکانیسم جهت بررسی مطالعات مختلف 

در  Bugg &lin  و 1995و همکاران در سال  Shu توسط

دی  2.3شکل گرفت و ساختار اولیه کتکول  2001سال 

و  Nakai توسط 1983سال اکسیژناز برای اولین بار 

شناسایی شد و   2tmPseudomonas putida درهمکاران 

 توضیح داده شد 1999و همکارانش در سال   Kitaتوسط 

(12.)  

های روزافزون زیست محیطی و تهدید سلامت آلودگی

های سازگار با محیط از آوری به روشجهانی منجر به روی

های موجود در خاک با توانایی جمله استفاده از باکتری

تجزیه ترکیبات آروماتیک، جهت کاهش یا حذف این 

های اکسیژنازها، آنزیمدی 3و 2کتکول  ها شده است.یندهآلا

خطر یا به مواد بی هاآروماتیک و تبدیل آن شکننده ترکیبات

شناسایی، همسانه خطر است و مطالعه حاضر در راستای کم

اکسیژناز از باکتری دی 3و2آنزیم کتکول  تخلیصو  سازی

Aneurinibacillus migulanus Znu12  جدا شده از شیل

انجام گردید. تا با مطالعات های نفتی کرمانشاه 

 نزیم در حضوربیوشیمیایی این آ بیوانفورماتیکی و
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  pH گسترهبررسی فعالیت در  و سوبستراهای گوناگون

این دسته آنزیم ها در  گامی به سوی استفاده گسترده از

 پالایی برداشته شود. صنعت زیست

 مواد و روشها 

 ،Nutriant Broth کشت محیط: هاو آنزیم شیمیایی  مواد

 تریپتون، ز،گارآ بلو،کوماسی ،Nutrient Agar کشت محیط

 پتاسیم دی فسفات،هیدروژن  دی پتاسیم ،کانامایسین

 هیدراته،سولفاتفروس کتکول، اسیدآسکوربیک، فسفات،

 مرک شرکت از که شیمیایی مواد سایر و تریسنمک

(Darmstadt,Germany) آنزیم های .گردید تهیهBamHI  ،

XhoI   وT4 DNA Ligase  از شرکتThermal scientific 

و کیت استخراج پلاسمید  PCRو کیت تخلیص محصول 

خدمات سنتز پرایمر  کره جنوبی تهیه گردید و  Bioneerاز 

نماینده  زیست و تعیین توالی توسط شرکت تکاپو

Bioneer  کره جنوبی انجام گردید. 

در : زاکسیژنادی3و2کتکول تکثیر توالی کد کننده آنزیم 

که  Aneurinibacillus migulanus این مطالعه از باکتری

های نفتی مربوط به ارتفاعات منطقه تر از خاک شیلپیش

( واقع در غرب E "6/8´11˚46و  N "2/3´01˚35دودان )

 (.1)استفاده شده است  شده بود استان کرمانشاه جداسازی

( 16S rDNAهای مولکولی )شناسایی توالی از بررسی پس

  Znu12 Aneurinibacillus migulanusعنوان  کتری بابا

باکتری  16SrDNA توالی نامگذاری گردید.

Aneurinibacillus migulanusZnu12 در blast NCBI 

با جنس و  های دارای بیشترین تشابهو باکتری شد بررسی

بعد از بررسی  و گردید گونه باکتری مورد نظر مشخص

 Aneurinibacillus migulanus strain DSMها باکتری آن

اسیدی آنزیم که دارای ژن مربوط به توالی آمینو 2895

سپس با استفاده  شد. بود انتخاب اکسیژنازدی 3و2کتکول 

پرایمرهای طراحی  GenRunner افزاراز نرم
)'CGAGGATCCATGAACAGCATTTTGCGTATCG-3-'  

 Forward (5 3) و´-

GTGCTCGAGCTATGTTAATGCTTTTGAAAACGAT

TC-'5) Reverse  واکنش . شد نجاماPCR  مورد نظر به

مرحله دوم:  ، (دقیقه3) C˚94 مرحله اول:این صورت بود: 
C˚94 (1دقیقه) ،C˚52  (1 دقیقه) ،C˚72 ( 5/1  در )35دقیقه 

و محصول  انجام شد( دقیقه3) C˚72 مرحله آخر: ،چرخه

PCR  شد. بارگذاریدرصد  1گاروز روی ژل آ 

اکسیژناز در میزبان دی 3و2سازی ژن کتکول همسانه

توسط  PCRسازی محصول بعد از خالص: پروکاریوتی

های برشی توسط آنزیم ، برشPCRتخلیص محصول  کیت

IXho و IBamH  دقیقه در  15به مدتC˚ 37 به .دانجام ش-

 از اکسیژنازدی 3و2 کتکول ژن بیان و سازیهمسانه منظور

 توالی آنزیم از گذاریجهت جایو  pET28a بیانی وکتور

 حامل انتقال برای میزبان عنوان به DH5α E.coliباکتری 

گردید. پس از برش پلاسمید مورد نظر  استفاده نوترکیب

در دو مرحله به  BamHI ،XhoIهای برشی توسط آنزیم

آلکالین فسفاتاز به پلاسمید ، C˚ 37 ر دمایدقیقه د15مدت 

 در دقیقه 15 مدت به واکنش این .برش یافته اضافه گردید

 آنزیم کردن فعالغیر منظور به. شد انجام C˚ 37 دمای

 قرار C˚ 75 دمای در دقیقه 5 مدت به واکنش محصول

 T4 DNAواکنش اتصال با حضور آنزیم  سپس .گرفت

Ligase  به منظور قرارگیری ژن موردنظر در جایگاه

ساعت  24-20به مدت  pET28aسازی حامل بیانی همسانه

حامل به باکتری  صورت گرفت و درنهایت C˚ 22در 

 انتقال یافت. E.coli DH5αمستعد  

 PCRسازی محصول پس از انجام عمل ترانسفورم، همسانه

 E.coliتخلیص شده طی مراحلی در میزبان پروکاریوتی 

DH5α .برای تایید عمل ترانسفرم و همسانه انجام گردید-

، PCRنی وگری با استفاده از کلهای غربالسازی از روش

گری با استفاده از هضم آنزیمی و تعیین توالی غربال

  استفاده شد.

 استخراج: اکسیژناز دی 3و2آنزیم کتکول  و تخلیص بیان

پلاسمید نوترکیب حاوی توالی آنزیم مورد مطالعه از 

توسط کیت استخراج پلاسمید  DH5αسویه  E.coliباکتری 
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-میلی 50حاوی کانامایسین  LB Brothدر محیط کشت 

انتقال  BL21مولار صورت گرفت سپس به سویه بیانی 

 ،به محیط کشت حاوی باکتریجهت القا بیان ژن  یافت.
IPTG (Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside) 

مولار( اضافه گردید. القا  1آهن )سولفاتو  مولار(میلی1)

دور بر  C˚ 25 ،180دمای  ساعت در 17بیان آنزیم به مدت 

محیط کشت حاوی  دقیقه در انکوباتور انجام گردید.

 C˚ 4 دور بردقیقه در دمای 500 دقیقه با 20باکتری به مدت 

کننده بافر لیز لیترمیلی 3 به رسوب باکتری سانتریفیوژ شد.

آن  صورت سوسپانسیون اضافه گردید. پس ازبه

-مرحله20سوسپانسیون باکتری تحت سونیکاسیون )شامل

برای جلوگیری از تخریب گرمایی  ثانیه( قرار گرفت.20

های تمام مراحل سونیکاسیون در یخ انجام گردید. سلول

 20دور بر دقیقه به مدت  12000با  C˚ 4شده در دمای لیز

محلول رویی برای انجام مراحل  دقیقه سانتریفیوژ شدند و

تخلیص پروتئین با استفاده از ستون  بعدی جدا گردید.

سدیم دو سپس از  کرماتوگرافی نیکل آگاروز انجام شد.

-SDS دسیل سولفات پلی آکریل آمید ژل الکتروفورز

PAGE))  ، درصد و ژل  5درصد ژل بالای الکتروفورز با

با  هاو تعیین خلوص پروتئینکیفی  زبرای آنالی، 5/12پایین 

 دگردیاستفاده 

-دی3و2فعالیت آنزیم کتکول : فعالیت آنزیمسنجش 

یتر که حاوی لبه حجم دو میلی یواکنشبا  اکسیژناز

مولار برای میلی 1آهن ، مولارمیلی 2اسیدآسکوربیک 

-دی 3و2کتکول آنزیم آنزیم، جلوگیری از غیرفعال شدن 

 مولار(میلی10) سوبسترای کتکول ،گرم(میلی 2/0) اکسیژناز

فعالیت آنزیم کتکول  ،باشدمی( مولارمیلی50)و بافر تریس 

نانومتر  375در طول موج  C˚ 25اکسیژناز در دمای دی 3و2

 موکونیک سمی آلدهیدهیدروکسی  -2که تبدیل کتکول به 

توسط دستگاه اسپکتوفتومتر مورد سنجش  دهد،انجام می را

غلظت پروتئین با روش برادفورد سنجش  (.4) قرار گرفت

استفاده  (BSA) د و از استاندارد سرم آلبومین گاویگردی

 (.14شد )

تکرار  3فعالیت نسبی آنزیم در : بر فعالیت آنزیم pHاثر 

-های مختلف تعیین گردید. بدین pH در C˚ 25در دمای 

استفاده  (حاوی تریس و فسفات) منظور از بافر مخلوط

کلریدریک جهت تنظیم و های سود و اسیدشد. از محلول

 .( استفاده گردید5/8 -6های مختلف ) pHتهیه 

: بهینه کردن غلظت سوبسترااختصاصیت سوبسترایی و 

 pH= 2/7 و اتاق دمای در آنزیم فعالیت 5-2مطابق بخش 

 ،125/0 ،25/0 ،5/0 ،75/0کاتکول ) مختلف هایغلظت در

قرارگرفت و در  سنجش مورد (مولارمیلی032/0 ،063/0

 ،جهت بررسی اختصاصیت سوبسترایی ادامه همچنین

فنول  های مختلف کتکول،سوبسترا در حضور عالیت آنزیمف

 C˚ 25و دمای  pH=2/7در  مولار(میلی 10)و پیروگالول 

 مورد سنجش قرار گرفت.( 5-2)مطابق بخش 

 3و2ساختار آنزیم کتکول : مطالعات بیوانفورماتیکی

 Aneurinibacillus migulanus اکسیژناز در باکتریدی

Znu12 مورد  یبا استفاده از ابزارهای مختلف بیوانفورماتیک

های پروتئینی مشابه با رو، توالی بررسی قرار گرفت. از این

ترین سپس مشابه دست آمد.به NCBIتوالی این آنزیم در 

های آن با توالی به پروتئین باکتری مورد نظر گزینش و مدل

طراحی شد و بهترین  9v18 Modellerاستفاده از نرم افزار

ی پارامترهای به دست آمده از محاسبات مدل با مقایسه

 ModEval، SAVES ،SPdbViewerتوسط نرم افزارهای 

انتخاب و مورد ارزیابی قرار گرفت. افزون  PIC Serverو

های مختلف بین پروتئین الگو با مدل بر این، میانکش

ی انتخاب انتخابی بررسی و مقایسه شد که نشان دهنده

درست مدل بود. آمینواسیدهای حفظ شده و متصل به اتم 

-شناسایی شدند که نشان ESPript3آهن توسط سرور 

دست آمده از های پروتئینی بهی شباهت دیگر توالیدهنده

NCBI  با توالی پروتئین مدل و الگو بود. باتوجه به تطبیق

افزارها و سرورها، مدل پروتئین مدل و الگو از طریق نرم

باکتری مورد نظر نیز ساخته شد. افزون بر این، ساختار سه 

رسم گردید  Chimeraط نرم افزار بعدی این پروتئین توس
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و جایگاه فعال آنزیم متصل به اتم آهن با استفاده از این 

و شباهت و تفاوت بین ساختارهای نشان داده شد افزار نرم

 .گرفتالگو و مدل نیز مورد بررسی قرار سوم پروتئین

های اکسیژناز در باکتریدی 3و2تطبیق توالی آنزیم کتکول 

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  ترسیم شد. 

 نتایج

واکنش  نتایج: اکسیژنازدی 3و2کتکول  آنزیم توالی تکثیر

PCR ی ژنومی مربوط به قطعهبیانگر روی ژل آگاروز  بر

باشد که در اکسیژناز میدی 3و2توالی ژنومی آنزیم کتکول 

-یباق 304معادل  وبازی قرار گرفته است جفت 915ناحیه 

-م میاسیدی در توالی پروتئینی مربوط به آنزیمانده آمینو

و درستی  PCRی صحت انجام واکنش دهندهباشد که نشان

 باشد.طراحی پرایمر می

 3و2کننده کتکول تعیین توالی ژن کد سازی وهمسانه

برش یافته توسط آنزیم های  PCRمحصول : اکسیژنازدی

همسانه سازی  pET28aدر ناقل  XhoIو BamHIبرشی 

(، 4کلونی ها )شکل  PCRشده و صحت همسانه سازی با 

 ( و تعیین توالی تایید شد. 5هضم آنزیمی )شکل 

 
 10000-100( مارکر وزن مولکولی M، )PCRمحصول  -3شکل 

 .بازجفت

، که PCRگری با استفاده از کلونی با توجه به نتایج غربال

های ذکر شده در محیط کشت مایع حاوی تمامی کلونی

ها قبل از نیواین کلکاناماسین رشد کردند و همچنین 

مورد استفاده قرار  PCRدر  مستقیما به عنوان الگو ،کشت

مورد بررسی  زوها با ژل آگارآن PCRگرفتند و محصول 

نشان  (4شکل )در  که طورهمان .(4شکل ) قرار گرفت

ی هانیونی انتخاب شده کلوکل 6داده شده است از 

حاوی ژن ها نیواین کل مثبت شد که نشان داد 4و3و2و1

برای ادامه کار  4و  1های نیوبنابراین کل .بودنظر مورد

 .انتخاب شدند

 
انجام شده از کلونی رشد کرده   PCRبیانگر نتیجه واکنش  4تا 1های نمونه .درصد 1ز واکسیژناز در ژل آگاردی 3و2ژن کتکول  PCRکلونی  -4شکل

الگو   DNAانجام شده بدون PCRکنترل منفی بیانگر واکنش  7نمونه  .باشداکسیژناز به باکتری میدی 3و2حاوی ژن کتکول  تقال پلاسمیددر فرآیند ان

 باشد.می
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عمل گری با استفاده از هضم آنزیمی تاییدی بر نتایج غربال

هضم آنزیمی وکتور  .سازی بودترنسفرم و همسانه

pET28a ترکیب در یک نمونه )وکتور حاصل از کلونی نو

نظر با جهت تایید واکنش اتصال قطعه مورد (1شماره 

انجام گرفت به  BamHIبرشی حامل با استفاده از آنزیم

  یافته نسبت به هضم وکتور که قطعه برشطوری

pET28aتر و دارای وزن بیشتری ترکیب سنگینغیر نو

 (.5شکل) باشدمی

 
 رکیبتنو غیر پلاسمید -A .آنزیمیهضم اساس بر گریغربال -5شکل 

M-10000-100مولکولی وزن مارکر B –ژن حامل وترکیبن پلاسمید 

 .مشخص شده با فلش() شدههمسان سازی 

گری با غربالجهت  ،استخراج شدهنوترکیب پلاسمید 

و  ارسال گردید Bioneerبه شرکت  استفاده از تعیین توالی

استخراج  نوکلئوتیدی. توالی آنالیز نتایج تعیین توالی بیانگر 

 با Aneurinibacillus migulanus Znu12از گونه  شده

 کنداسیدی را کد میمانده آمینوباقی 304باز و جفت 915

ثبت  MN197546.1با شماره دسترسی که در بانک ژن با 

شد و نتایج بررسی تطبیق توالی نشانگر همسانی توالی 

 catechol 2,3-dioxygenase استخراج شده با 

[Aneurinibacillus migulanus]  ( باWP-043071689.1 )

 .بود همسانیدرصد  99با 

: اکسیژنازدی 3و2ص پروتئین کتکول سی بیان و تخلیربر

احیایی  SDS-PAGEروش نتایج الکتروفورز پروتئین به

در میزبان  اکسیژنازدی 3و2گر بیان پروتئین کتکول بیان

 (.6)شکل باشدمی E.coli BL21ی شدهسازی همسان بیانی

تایید کننده این مسئله  SDS-PAGE نتایج الکتروفوز

با  تخلیص شده اکسیژنازدی 3و2باشد که آنزیم کتکول می

دارای  نیکل آگاروزکرماتوگرافی تمایلی استفاده از ستون 

 34 درصد و وزن مولکولی حدود 90درجه خلوص بالای 

بدون در نظر گرفتن برچسب هیستیدینی کیلودالتون 

 .باشدمی

 
 الکتروفورز نتایج-B سلولی شکست از بعد نمونه رسوب الکتروفورز نتایج – A :اکسیژنازدی 3و2 کتکول آنزیم SDS PAGE ژل تصویر  -6شکل

مارکر  -M آگاروز-نیکل تمایلی کرماتوگرافی با تخلیص فرآیند از الکتروفورزبعد نتایج -C سلولی شکست از بعد شدهالقا هایسلول رویی محلول

 PM2600.پروتئین با کد 
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 3و2لیت آنزیم کتکول بر فعا pHتاثیر  -3-4

 3و2در این آزمایش آنزیم کتکول : اکسیژنازدی

، 2/7، 7، 5/6، 6 های  pHدر مختلط اکسیژناز با بافر دی

با سه تکرار در با سوبسترای کتکول   5/8 و 8، 6/7، 4/7

سنجیده شد. نتایج حاصل از این پژوهش سه روز متفاوت 

حداکثر فعالیت را دارا بود.  =2/7pHنشان داد که آنزیم در 

 pH=2/7آنزیم در .شوددیده می1 رطور که در نموداهمان

 4/7باشد. اما در درصد( فعالیت می 100دارای بیشترین )

های انجام درصد فعالیت بود. در برخی بررسی 70دارای 

اکسیژناز در دی 3و2برای آنزیم کتکول pH شده بهینه 

 و16) گزارش شده بود 7-5/8های مختلف باکتری سویه

باتوجه  نتایج حاصل از تحقیق ما تطابق داشت.که با ( 17

 3و2به این مسئله که جایگاه فعال آنزیم کتکول 

آمینه هیستیدین و یک مانده اسیداکسیژناز دارای دو باقیدی

اسید آمینو  pKaبه دلیل  باشد.باقیمانده گلوتامات می

 دارای قدرت بافری موثری در را پروتئین  هیستیدین،

pH کندمینزدیک خنثی. 

 

 
 .با سه تکرار در سه روز متفاوت های مختلف pHدر  دی اکسیژناز 3و2کتکول ( بررسی فعالیت آنزیم 1نمودار

 

 دراکسیژناز: دی 3و2ترجیح سوبسترایی آنزیم کتکول 

 سوبسترای سه روی بر آنزیم فعالیت میزان آزمایش این

با سه  =pH 2/7میلی مولار  50بافر تریس  در مختلف

 و گرفت قرار بررسی موردتکرار در سه روز متفاوت 

کتکول به عنوان  دهدمی نشان  2 نمودار که همانطور

باشد می اکسیژنازدی 3و2سوبسترای اصلی آنزیم کتکول 

که بیشترین فعالیت را روی آن داشت. آنزیم روی 

های دیگر نسبت به کتکول فعالیت کمتری از خود سوبسترا

به  ،داد که با مطالعات دیگر انجام شده تطابق داشت نشان

 3و2توجه به جایگاه فعال آنزیم کتکول رسد با نظرمی

اکسیژناز و همچین ساختار کتکول، که دارای دوگروه دی

تری نسبت باشد. کتکول برهمکنش مناسبهیدروکسیل می

  یر سوبسترا با جایگاه فعال دارد.به سا

0

20

40

60

80

100

120

6 6/5 7 7/2 7/4 7/6 8 8/5

pH

ت
الی

فع
ی 

سب
ن

)%
(



 1401، 1، شماره 35لد ج                                                             )مجله زیست شناسی ایران(              سلولی و مولکولیمجله پژوهشهای 

97 

 

 
. کلیه آزمایش ها با سه تکرار و پیروگالولو دی اکسیژناز بر روی سوبستراهای کتکول، فنول  3و2آنزیم کتکول ترجیح سوبسترایی بررسی  -2نمودار 

 در سه روز متفاوت انجام شده است.

یژناز در اکسدی 3و2بررسی فعالیت آنزیم کتکول 

فعالیت پژوهش در این : های مختلف سوبستراغلظت

 مختلف هایاکسیژناز بر غلظتدی 3و2آنزیم کتکول 

-میلی016/0 و032/0، 063/0 ،25/0، 125/0 0،/5، 75/0)

 3و2کتکول سنجیده شد که آنزیم کتکول  مولار(

-میلی 032/0در غلظت   اکسیژناز بیشترین فعالیت رادی

 (.3)نمودار کتکول نشان دادمولار 

 
 .های مختلف سوبسترای کتکولاکسیژناز در غلظتدی 3و2بررسی فعالیت آنزیم کتکول  -3نمودار

مطالعات بیوانفورماتیک با اهداف مطالعات بیوانفورماتیک: 

-شناسایی، مقایسه توالی و ساختار آنزیم مورد نظر با آنزیم

های مشابه در جهت درک بهتر مکانیسم عمل آنزیم الگو با 

استفاده از آنزیم هایی است که اطلاعات ساختاری و 
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لعات و این مطا وجود دارد.ها عملکردی بیشتر در مورد آن

مهندسی پروتئین در  مطالعات آینده با اهدافبستر ساز 

راستای طراحی آنزیم هایی با اختصاصیت سوبسترایی، 

مطلوب می  pHپایداری حرارتی، افزایش فعالیت و تغییر 

 باشد.

نشان داد که در جایگاه بر روی پروتئین الگو  هابررسی

های ماندهبه ترتیب به باقی ،فعال اتم آهن

His153)،His214،Glu265 )، ((Tyr255 و His 199) ، 

His 246های مورد شود که در همه توالی( متصل می

( His199مانده )باقی نت شده بودند. همچنیبررسی حفاظ

در جایگاه کاتالتیک نیز قرار دارد به صورت حفاظت شده 

نیز  ESPript3سرور (. نتایج تطبیق توالی با 2) باشدمی

 های به شدت حفظ شده در آنزیمباقیمانده تاییدکننده

 .باشدمورد مطالعه می اکسیژنازدی 3و2کتکول 

 

 
 بر  ESPript3 و ClastelW سرورهای توسط   Aneurinibacillus migulanus(A.M)باکتری در اکسیژناز دی 2.3 کتکول پروتئین -7شکل

  ،α( Helix-α، (β)trand S-β، (T)turn ( توسط دوم ساختار و شد داده تطبیق   2mtPesedomonas putdi)MPY)1 ، دوم ساختار اساس

 )Ƞ( elixH-103265و214و153هیستیدین به متصل آهن دارای اکتیوسایت همچنین و )  ( 255 تیروزین متصل ) ( با متصل آهن و 

 Aneurinibacilluers باکتریهای همه در اکسیژناز دی3و2 کتکول پروتئین که است شده داده نشان (    ) 246و 199 هیستیدین رزیدوهای

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

thermoglucosidasius (P.T)، Bacillaceae Bacterium (B.B) ، Geobacillus (G.B)   باشد می شده حفاظت. 
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و   PoratParamبا توجه به اطلاعات بدست آمده از سرور

مقایسه انجام شده بین نمونه پروتئین کتکول 

اکسیژناز دی3و2و کتکول    (1MPY)اکسیژنازدی3و2

(CTD2.3) دلیل بر صحت مدل ساخته شده برای پروتئین ،

 (.1)جدول  باشدمورد نظر می

 

 Spdbviewer افزار نرم و Protparam، SAVES ،ModEval سرورهای در مختلف پارامترهای مقایسه از آمده دستبه نتایج -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 

 

ه گیری کرد که مقایستوان نتیجهمی 2با توجه به جدول 

 وضعیت تعداد میانکش های آنزیم های مورد مطالعه

(CTD2.3) ،  1با آنزیمMPY  تفاوت تعداد میاننشانگر-

ی به نظر م  و می باشد آنزیمدو  ساختار های داخلیکنش

نقش  می تواندها، کنشدر تعداد این میان تغییراتاین رسد 

ها واکنش آنزیمی و تشکیل حدواسط مکانیسم موثری در

-یانمتر این با مطالعه و بررسی جزئی داشته باشد از اینرو

-می ،میانکنش هاها و باقیمانده های ایجاد کننده این کنش

زیم نتغییراتی در گستره فعالیت آتوان با اعمال جهش ها، 

با ، دماهای مختلف و پایداری آنزیم های مختلف pHدر 

هدف تجاری سازی آنزیم ها و کاربرد آن ها در صنعت 

 ایجاد کرد.زیست پالایی 

 کایمرا افزارنرم توسط اکسیژنازدی 2.3 کتکولساختار آنزیم 

 و آهن اتصال هایجایگاه و قرارگرفت بررسی مورد

 میزان 8 شکل شد. شناسایی اتصال این در درگیر رزیدوهای

 درگیر که رزیدوهایی مطالعه اهمیت و آنزیم دو این شباهت

 دهد.می نشان را هستند مولکولی بین هایکنشمیان در

 بحث و نتیجه گیری 

امروزه استفاده از مسیرهای متابولیک میکروبی برای 

زیست محیطی مورد توجه قرار های پاکسازی آلودگی

ها، با وجود تنوع متابولیسمی میکروارگانیسم .گرفته است

های زیستی هستیم که تایید کننده ما هنوز شاهد آلودگی

ها برای حفاظت و تجزیه باشد که این روشاین مساله می

آنزیم کتکول  (.21ترکیبات مضر محیطی کافی نبوده است )

های مهم تجزیه کننده نزیماکسیژناز یکی از آدی 3و2

ترکیبات آروماتیک است و در زیست پالایی نقش بسزایی 

 (.3دارد )

 

 اکسیژنازدی2.3 کتکول پروتئین داخلی هایشنکمیان مقایسه -2جدول

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

هاشنکمیان 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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 تطبیق مقایسه و (B)      (CTD2.3) اکسیژنازدی2.3 کتکول و (A) (MPY1) اکسیژنازدی 2.3 کتکول پروتئین بعدی سه ساختار تفاوت بررسی -8شکل 

 الگو آنزیم به مربوط سفید رنگ به ساختاری مدلمی باشد.  در این شکل  Chimera  افزار نرم از استفاده با CTD2.3، (C) و 1MPY ساختاری همسانی

(MPY1) آنزیم مدل به طمربو آبی رنگ و CTD2.3  باشد. می مشخص ساختار مرکز در آنزیم فعال جایگاه مدل این در باشد. می 

و  Fujita از قبیلبررسی مطالعات انجام گرفته قبلی 

ه دی اکسیژناز را ب 3و2که آنزیم کتکول  1991همکاران در 

تولید کردند و  کلیاشرشیادر باکتری  نوترکیبصورت 

 1961در سال  و( 6) میزان تجزیه کتکول را سنجیدند

Kojima  دی اکسیژناز را در  3و2آنزیم کتکول و همکاران

 Bacillus thermoleovorans strain A2باکتری ترموفیل

سازی و بیان همسانه کلیاشرشیاشناسایی و در باکتری 

نشانگر اهمیت آنزیم  می تواند ( که این مطالعات13کردند )

های آنزیمبا توجه به اینکه  .باشد دی اکسیژناز 3و2کتکول 

ان بهینه ا شرایط زیستی فعلی خودشموجود در طبیعت ب

اهمیت زیست پالایی و حذف  از طرفی دیگر اند وشده

در این  های بیشتروهشنیاز به پژ ،ک سمیترکیبات آروماتی

های و معرفی آنزیم شناسایی .سازدمی شکارآزمینه را 

-کنشمیانمیزان فعالیت، مطالعه ساختار و بررسی جدید، 

استفاده از  ،هاآن بین مولکولی و درون مولکولی های

های بیوتکنولوژی جهت معرفی آنزیم با فعالیت بالا تکنیک

قدم  ،و دماهای مختلف pH وسیعی از فعالیت در در گستره

 . باشدیحل مساله زیست پالایی مبزرگی در 
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دی  3و2آنزیم کتکول  ژی و همکارانش 2018 در سال

تخلیص و خواص  Thauera s K1اکسیژناز را از باکتری 

که آنزیم  نشان دادندزیستی و شیمیایی آن را شناسایی و 

باشد کیلودالتون می 140دارای وزن مولکولی و هموتترامر 

بهینه برابر  pHو دارای  باشدو هر زیرواحد شامل آهن می

توالی باشد. مقایسه می C˚ 45مطلوب و دمای  8

های در باقیمانده همسانیبیانگر آمینواسیدی این آنزیم ها 

ها و  تفاوت و بررسی باشدآمینواسیدی جایگاه فعال می

مسیری در  همسانی های این خانواده آنزیمی می تواند

های هایی با ویژگیآنزیم طراحی ا هدفب گیری الگوجهت 

 (.23) باشد عملکردی مناسب در صنعت

باشد تترامر میهومو دی اکسیژناز آنزیمی 3و2کتکول  آنزیم

فت شدن جدایمر تشکیل شده است. دایمرها از  از دوکه 

 3که شود تشکیل می پیوندهای هیدروژنی بین مولکولی

در تشکیل این پیوند   Pro135تا  Val133 باقیمانده

 ترمینال وN-دومین ) 2هر زیرواحد وژنی نقش دارند. ردهی

-C  .ترمینال( دارد-N 149تا 1یدهای سشامل آمینواترمینال 

تا تریپتوفان  130انتهای پایانی آن از گلایسین در بوده که 

نزدیکی  باعث شود کهلوپ بلندی تشکیل می 139

می شود. جایگاه فعال آنزیم در حفره زیرواحدها در تترامر 

 .(22) ترمینال قرار دارد C-بین دومین  ای

، بیانگر یک آنزیم مورد مطالعه نتایج تعیین توالی و بیان ژن

مانده باقی 304جفت بازی )آنزیمی با  915توالی 

کیلو  34آمینواسیدی( و تک باند پروتئینی با وزن مولکولی 

کیلو دالتونی  34دی اکسیژناز  3و2کتکول آنزیم دالتون بود. 

و  2/7برابر با  بهینه C˚ 25،  pHمطالعه در دمایمورد 

بیشترین فعالیت را از خود  032/0غلظت بهینه سوبسترا 

و همکاران  Junca ای که توسطدر مطالعه .ه استنشان داد

 اکسیژناز را در دی 3و2کتکول  آنزیمانجام گرفت 

Pseudomonas putida mt-2 که گزارش کردند مطالعه و 

در  Tyr 255و  His199های به شدت حفظ شده باقیمانده

نتایج تطبیق توالی با . (12) باشدهای فعال آنزیم میجایگاه

در  های حفظ شدهنیز بیانگر این جایگاه ESPript3سرور 

نشان Junca  همچنین مطالعهباشد. می آنزیم مورد مطالعه 

نزیم نتیجه مستقیم بر فعالیت آینه آمهایاسیدداد که برخی 

را ترین نوع یافتهاملندارند و اکوسیستم بهترین و تک

های ساختاری و با بررسیرطبیعت انتخاب کرده است. د

مشخص شد  Pseudomonas putida mt-2 نزیم آ توالی 

 باقیمانده 254والین و در جایگاه  باقیمانده 201در جایگاه 

در نیز ما مورد مطالعه نزیم لوسین قرار دارد که در مورد آ

 و یب لوسین و والین قرار گرفته استها به ترتاین جایگاه

تشکیل شده بین ساختارهای حد واسط  اینکه با توجه به

-مولکولی که صورت می هایکنشمیانو  آنزیم-سوبسترا

گروه متیل در میزان فعالیت گیرد کاهش و افزایش یک 

. تغییر ایجاد کندو احتمالا اختصاصیت سوبسترایی آنزیم 

 صیت سوبسترایی آنزیمدر زمینه اختصا بدست آمدهنتایج 

در میان سوبستراهای مختلف کتکول، پیروگالول و فنول 

 تری برای آنزیمل سوبسترای مطلوبنشان داد که کتکو

-کنشمیان ه دلایل ساختار کتکول وباشد که احتمالاً بمی

باعث اتصال بهتر آن  آنزیم-تشکیل شده بین سوبستراهای 

درصدی آنزیم  80فعالیت  شود.در جایگاه فعال آنزیم می

علت کمتر بودن یک گروه هبدر حضور سوبسترای فنول 

مطالعات  باشد.قابل توجیه میهیدروکسیل نسبت به کتکول 

باشد بیانگر این مینیز  1MPYنزیم انجام گرفته بر روی آ

: آمینواسیدهای هیدروفوبیک آنزیم شاملکه جایگاه فعال 

Val180 ،Val188 ،Ala189 ،Ile 204 Leu298 ،Phe302  ،

Met 303 باقیمانده  باشد. کهمیPhe302   وMet303   به

 در ناحیه باز صفحه بتاشان واسطه زنجیره جانبی غیر قطبی

و باریک شدن  دهیپوششترمینال باعث  C-واقع در دومین

آن ناحیه شده و در نهایت باعث اختصاصی شدن آنزیم به 

در آنزیم مورد مطالعه ما  .(2می شود ) کتکولسوبسترای 

آمینو اسید سرین به ترتیب  189و  303های نیز در جایگاه

در  جایگزینیکه احتمالا این قرار گرفته است و گلایسین 

گروه  یک اضافه شدنمی تواند با  303مورد جایگاه 

 لی )سرین( و کوتاه شدن زنجیره جانبی، دریهیدروکس
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تغییراتی ایجاد اکنش و سرعت و سوبسترایی اختصاصیت

ها ضرورت اهمیت و مطالعه بر روی آنزیم این بررسیکند. 

 کند.دی اکسیژناز را بیشتر می 3و2کتکول 

 تقدیر و تشکر

دانشجوی این مقاله از محل پایان نامه خانم ثریا محمد زاده 

کارشناسی ارشد بیوشیمی دانشگاه زنجان و با حمایت 

معاونت پژوهش و فناوری 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. 


