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  QZA2سويه  باسيلوس آنتراسيسري ژن كد كننده آنزيم لاكاز از باكت كلونينگ و بيان`
 2خسرو خواجه و *1علي آموزگارمحمد، 1پروين زماني

 ميكروبيولوژيتهران، دانشگاه تهران، پرديس علوم، دانشكده زيست شناسي، بخش  1

 تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوشيمي 2

 28/2/93 :تاريخ پذيرش  15/1/92 :تاريخ دريافت

   چكيده

در اين مطالعه . گوني دارنداز تركيبات فنولي كاربردهاي بيوتكنولوژيكي گونا يا گستردهبه دليل توانايي اكسيداسيون طيف لاكازها 
داراي SrRNA 16بر اساس توالي  اين سويه. ايران جدا شده است مورد استفاده قرار گرفت يخاكهاكه از  QZA2بومي سويه 
يله وسبه  QZA2ژن كد كننده آنزيم لاكاز از سويه . بود ATCC 14578 باسيلوس آنتراسيس سويه ترين شباهت به باكتريبيش

اين ژن . نجام گرفتكلون شد و آناليز توالي ا) pET21a(در ناقل بياني  PCRپرايمرهاي كلونينگ تكثير شد و سپس محصول 
يك  QZA2اكسيداز در سويه ژن مولتي كوپر . بيان شد T7تحت كنترل فاژ  BL21(DE3)سويه  كلياشريشيا سپس در باكتري

دمين غني از هيستيدين متصل  4شامل و  كند يماسيد آمينه را كد  551نوكلئوتيد بوده و  1656داراي قالب باز خواندن دارد كه 
 به توالي آمينو اسيدي پروتئين  همساني درصد 16داراي  QZA2توالي آمينواسيدي مولتي كوپراكسيداز سويه . بود شونده به مس

CotAنشان  باسيلوس هالودورانس باكتري شباهت را به توالي مولتي كوپر اكسيداز درصد 57 وباسيلوس سوبتيليس باكتري  در
استفاده از با  يمآنزبيان  .يابي به مقادير بيشتر پروتئين محلول انجام گرفتك به منظور دستبيان تحت شرايط ميكروآئروفيلي .داد

  . سنجيده شد ABTS سوبستراي معمول لاكاز

  باسيلوس آنتراسيسلاكاز، مولتي كوپر اكسيداز، كلونينگ،  :واژه هاي كليدي

 amoozegar@ut.ac.ir :، پست الكترونيكي 02161113557: نويسنده مسئول، تلفن  *

  مقدمه
 ينتر معروفاز ) MCBP ( ي آبي چند مسيپروتئينها
داراي گروه متغيري از  ي پروتئين حاوي مس،گروهها
اكسيدازهاي چند  ).12( هستنديون مس  2- 6 با پروتئينها

متعددي  يآنزيمهاهستند كه  MCBPيك گروه از  مسي
 EC(، آسكوربات اكسيدازها )EC 1.10.3.2(مانند لاكازها 

و فرواكسيداز  )EC 1.16.3.1(، سرولوپلاسمين ).1.10.3.3
)EC 1.16.3.1(  در اين گروه قرار دارند)21 .(  

پلي فنول  )اكسيدوردوكتاز اكسيژن يولد بنزن( لاكازها
از تركيبات فنولي  يا گستردهطيف  اكسيدازهايي هستند كه

، باكتريهادر گياهان،  يا گستردهبه طور كرده و  اكسيدرا 
 4داراي  آنزيمهااين ). 4( اند شدهو حشرات توزيع  قارچها

 .دمين غني از هيستيدين متصل شونده به مس هستند
بر اساس  ينپروتئاين ي مس كوئوردينه شده در اتمها

 IIIو  I ،IIسه نوع به خصوصيات اسپكتروسكوپي 
 Iويژگي اسپكتروسكوپي مس نوع . شوند بندي مي دسته

و ي انتقال دهنده الكترون است پروتئينهااساساً مشابه 
نانومتر دارد، مس نوع  610 طول موج بيشترين جذب را در

II تري در اين طول موج دارد و مس نوع  جذب ضعيف
III  نانومتر نشان  330بيشترين جذب را در طول موج
قابل تشخيص  EPRيله به وس IIو  I نوع مس. دهد مي
نوع  مس، در حالي كه و داراي يك اتم مس هستند بوده
III كه به وسيله  استمس اتم  داراي يك جفتEPR  قابل

لاكازها به دليل توانايي اكسيداسيون  ).22(تشخيص نيست 
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اخير از لحاظ كاربردهاي  يسالهادر سوبستراهاي گوناگون 
در صنايع  و اند كردهبيوتكنولوژيكي اهميت زيادي پيدا 

 ، داروييغذايي صنايع كاغذسازي، نساجي،: مختلفي مانند
و همچنين در حذف زيستي تركيبات فنولي كاربرد دارند 

)15.(  

و در  اندلاكازها به طور وسيعي از قارچها جدا شدهتا كنون 
با ). 8(داراي كاربردهاي بيوتكنولوژيكي هستند  حال حاضر

ها وجود اي در باكتريگستردهوجود اينكه لاكازها به طور 
دارند اما تاكنون تعداد كمي از لاكازهاي باكتريايي شناسايي 

هايي مانند باكتريلاكازهاي باكتريايي تاكنون از  .شده است
گزارش اولين لاكاز پروكاريوتي ( آزوسپيريلوم ليپوفروم

باسيلوس  ،)20(اي مارينوموناس مديترانه، )11( )شده
باسيلوس  ،)13( باسيلوس ليكنيفورميس ،)17( هالودورانس
 گزارش شده باسيلوس اسفاريكوس و )25( سوبتيليس

لاكاز باكتريايي كه تاكنون به خوبي  ينتر مهم. ) 5( است
بررسي شده و خصوصيات ساختاري و بيوشيميايي آن 

باسيلوس  باكتري اندوسپور CotAتعيين شده، پروتئين 
در  اين پروتئين رسداست كه به نظر مي سوبتيليس

و پراكسيد هيدروژن نقش دارد  uvمحافظت در برابر نور 
بررسيهاي ديگري كه در مورد جداسازي از جمله ). 25(

مربوط به  در ايران انجام شده استها از باكترياين آنزيم 
متعلق به جنس  )HR03( ملانوژنيك جداسازي يك سويه

ل فنوپلي انواعاست كه توانايي بالايي براي توليد باسيلوس 
 كتكولازها ، (EC1.14.18.1)كرزولازها  :اكسيدازها مانند

(EC1.10.3.1)  لاكاز و(EC.1.10.3.2)  آنزيم  .)2(را دارد
و ويژگيهاي بيوشيميايي  كلون و بيان شدهاين سويه لاكاز 

بررسيهاي انجام شده در تجزيه  .)16(آن تعيين شده است 
اين آنزيمها در باكتريها ژنوم مشخص كرده كه كل تحليل  و

، با وجود اين اطلاعات در اندشدهاي توزيع به طور گسترده
با توجه به توسعه ). 19( مورد لاكازهاي باكتريايي كم است

گوناگون امكان ابزارهاي ژنتيكي و  روشهاي مولكولي
شده و از آنجايي كه بيشتر  باكترياييبررسي ژنوم 

 اند،به خوبي شناسايي شده هاي بيوتكنولوژيكيفرآيند

 از جملهبه مزايايي آنها  با توجهتوسعه لاكازهاي باكتريايي 
پايداري بالا و توليد در مدت زمان كوتاه در محيطهاي 

ژنهاي  در اين پژوهش. اي دارداهميت قابل ملاحظهارزان، 
-جستجو در پايگاه داده جديد داراي فعاليت بالقوه لاكاز با

 توالي ژن الگو قرار دادن، با نوكلئوتيديهاي پروتئيني و 
ون شناسايي و توالي يابي لاكازهاي باكتريهايي كه تاكن

ژن ، از بين ژنهاي كانديد. مورد بررسي قرار گرفت ،اندشده
كه از خاكهاي بومي  ،QZA2سويه  كد كننده آنزيم لاكاز از

ژن استفاده  و بيان كلون ،شناساييبود براي ن جدا شده ايرا
  .شد

  هامواد و روش

، )IPTG(تيوگالاكتوپيرانوزيد  -β-D -1ايزوپروپيل :مواد
 از شركت فرمنتاز NdeIو  XhoIآنزيمهاي محدود كننده 

و  )آمريكا( آلدريچ- شركت سيگما از ABTSو  )آلمان(
  .خريداري شد )آلمان(ساير مواد از شركت مرك 

-XL1 سويه كلياشريشيا باكتري :ها و محيط كشتسويه

Blue سويهكلي اشريشيا باكتري به عنوان سويه كلونينگ و 
BL21(DE3)  به عنوان سويه بياني مورد استفاده قرار

مورد نظر براي شناسايي تكميلي بر  باكتريانتخاب . گرفت
از اين سويه . انجام گرفت QZA2سويه بومي اساس 

. جدا شد فيروز كوه تهران از منطقه و خاكهاي ايران
براي شناسايي آزمونهاي ميكروسكوپي و فيزيولوژيك 

 هوكررنگ آميزي گرم بر اساس روش  .انجام شدسويه 
و شكل ميكروسكوپي سويه توسط  ،شدانجام 

حركت سلول با استفاده . ميكروسكوپ نوري مشاهده شد
براي مشاهده ). 10(از روش لام مرطوب بررسي شد 

راي بررسي ب .حركت از ميكروسكوپ نوري استفاده شد
ساعته سويه و پراكسيد  24فعاليت كاتالازي از كشت 

هيدروژن سه درصد به عنوان معرف استفاده شد و توليد 
براي . حباب به عنوان واكنش مثبت در نظر گرفته شد

ردار استفاده مشاهده اسپور باكتري از محيط اسپورزايي آگا
رشد و كاهش ميزان آلودگي،  ينتأمبه علاوه جهت  شد،
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 حجم محيط اضافه گرديد درصد 3كلريد سديم به ميزان 
ابتدا باكتري در محيط توليد اسپور كشت داده شد، و . )1(

روز رنگ آميزي اندوسپورها با رنگ فوشين بازي  4بعد از 
بررسي ). 10(انجام گرفت شافر و فولتون بر اساس روش 

روش انتشار از ديسك پس سيلين به حساسيت سويه به پني
در محيط نوترينت آگار  هااز انجام كشت چمني از سويه

وجود هاله عدم رشد نشان دهنده حساسيت . انجام شد
فعاليت هموليتيكي باكتري  ).3(سيلين بود ها به پنيسويه

خون  درصد 5حاوي  خوندارآگار  كشت در محيط
اف از لحاظ وجود و عدم وجود هاله شفاف اطر گوسفند

  ).9( كلنيها بررسي شد

شناسايي تكميلي سويه منتخب با تكثير و تعيين توالي ژن 
S rRNA16 براي اين منظور. انجام شدDNA  ژنومي سويه

QZA2 به عنوان الگو براي انجام  و )24(شد  استخراج
و ) 23( مورد استفاده قرار گرفت اي پليمرازواكنش زنجيره

با توالي  S16 rRNA ،27F با استفاده از پرايمرهاي عمومي
)5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3 (1492 وR  با

) 5-GGTTACCTTGTTACGACTTCACC-3(توالي 
با  S S rRNA16به منظور تكثير ژن .تكثير انجام شد

در  X1فر با غلظت با ،اي پليمرازه از واكنش زنجيرهاستفاد
 يليم 5/0تا  5/2با غلظت نهايي  MgCl2تركيب نهايي، 

از هر كدام، آنزيم  مول يليم 4/0با غلظت  dNTP،  مول
Taq DNA  50پليمراز به ميزانU/2  ميكروليتر و پرايمرهاي

 مول يليم 4/0تا  5/0رفت و برگشت از هر كدام به ميزان 
در انجام واكنش . الگو به ميزان مناسب استفاده شد DNAو 

ها ونهاي پليمراز از نمونه با شرايط مشابه با ساير نمزنجيره
الگو از آب مقطر استفاده شده  DNAكه در آن به جاي 

براي انجام اين  .بود، به عنوان شاهد منفي استفاده شد
سانتي گراد  درجه 95واكنش واسرشت سازي اوليه با دماي 

چرخه تكرار شونده شامل واسرشت  30دقيقه و  5به مدت 
به مدت يك دقيقه، سانتي گراد  درجه 94سازي با دماي 

به مدت يك سانتي گراد  درجه 57در  تصال پرايمرهاا
به مدت يك دقيقه سانتي گراد  درجه 72دقيقه گسترش در 

 درجه 72چرخه براي گسترش نهايي در  30و پس از اتمام 
محصول نهايي  .دقيقه انجام شد 7به مدت سانتي گراد 

شركت ماكروژن كره (حاصل از واكنش تعيين توالي شد 
  .)جنوبي

لاكازها كه گفته شد  همان طور :مورد نظركلونينگ ژن 
سويه از جنس  .جزء آنزيمهاي مولتي كوپر اكسيداز هستند

مولتي كوپر اكسيدازي با فعاليت لاكازي  كه توالي باسيلوس
و همچنين توالي آمينواسيدي و توالي نوكلئوتيدي و  دارد

همچنين خصوصيات بيوشيميايي آن به خوبي شناسايي 
در نتيجه از . است هالودورانس باسيلوس باكتريشده، 

توالي آمينواسيدي و توالي نوكلئوتيدي ژن مولتي 
شماره با باكتري باسيلوس هالودورانس كوپراكسيداز 

پايگاه ان الگوي جستجو دربه عنو NP_242948  يدسترس
به منظور به دست آوردن . استفاده شد بانك ژني اطلاعاتي

كوپر اكسيدازهاي توالي نوكلئوتيدي كد كننده مالتي
از توالي  باكتريايي كه داراي فعاليت لاكاز باشند،

باكتري باسيلوس نوكلئوتيدي مولتي كوپر اكسيداز 
و جستجه عنوان الگو استفاده شد و ب  هالودورانس
tBLASTn ،انجام شد در پايگاه اطلاعاتي بانك ژني.  

باكتري طراحي پرايمر براي ژن مورد نظر در  به منظور 
مولتي كوپر توالي ژني  QZA2سويه باسيلوس آنتراسيس 

 باسيلوس آنتراسيس باكتري هاي مختلف يهسودر اكسيداز 
 NCBI Blas و clustalW2پايگاه  دو درانتخاب شد و 

مراز براي اي پليواكنش زنجيره. بررسي قرار گرفتمورد 
-´5 ژن مورد نظر با استفاده از پرايمر رفت با توالي

ATGCGATATATATATTAACAGCATATGATA

CGG-3´ داراي جايگاه برش آنزيم NdeI  در طرف5  و
-´5 پرايمر برگشت با توالي

TTATTCTGGCTTATTAGGAATACTCGAGGTG

ATTTGGG-3  داراي جايگاه برش آنزيمXhoI  در طرف
 QZA2سويه از  استخراج شدهژنومي   DNA .انجام شد 5ˊ

با استفاده از . به عنوان الگو مورد استفاده قرار گرفت
   ايپرايمرهاي طراحي شده ژن مورد نظر با واكنش زنجيره
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به منظور تكثير ژن مورد نظر با واكنش  .مراز تكثير شدپلي
نهايي،  تركيبدر  x1هاي پليمراز بافر با غلظت زنجيره
MgCl2  مول يليم 5/2با غلظت نهايي ،dNTP  با غلظت

پليمراز  Taq DNAاز هر كدام، آنزيم  مول يليم 4/0
50U/2  ميكروليتر و پرايمرهاي رفت و برگشت از هر كدام
الگو به ميزان مناسب استفاده  DNAو  مول يليم 1تا  8/0

اي پليمراز از نمونه با شرايط واكنش زنجيرهدر انجام . شد
الگو از آب  DNAها كه در آن به جاي مشابه با ساير نمونه

مقطر تزريقي استفاده شده بود، به عنوان شاهد منفي 
اي پليمراز از براي انجام واكنش زنجيره. استفاده شد
به سانتي گراد  درجه 95اوليه با دماي  يسازواسرشت 

چرخه تكرار شونده شامل واسرشت  30دقيقه و  5مدت 
و اتصال با دماي بين سانتي گراد  درجه 94سازي با دماي 

ثانيه و سنتز  60هر كدام به مدت سانتي گراد  درجه 60- 55
ثانيه و پس از  60به مدت سانتي گراد  درجه 72با دماي 

سانتي  درجه 72چرخه براي سنتز نهايي دماي  30اتمام 
محصول . يقه در نظر گرفته شددق 15براي مدت گراد 

اي پليمراز با كيت خالص سازي محصول واكنش زنجيره
PCR ،Bioneer )AccuPrep, nano-plus Plasmid mini 

Extraction kit, korea (خالص شد.  

توسط  (+)pET21aمحصول خالص شده و پلاسميد بياني 
هضم آنزيمهاي محدود كننده به صورت جداگانه مورد 

در واكنشهاي ي آنزيم به منظور هضم .گرفتند آنزيمي قرار
، آنزيم در حجم نهاييx2با غلظت  تانگوبافر اي، جداگانه

lμ NdeI 10U/  وlμXhoI 10U/ ،  محصول خالص شده و
افزوده  مناسبپلاسميد بياني و آب مقطر تزريقي به ميزان 

گرما سانتي گراد  درجه 37ساعت در  4و به مدت  شد
محصولات هضم شده توسط كيت خالص . شد يگذار

خالص شد و سپس با غلظت مناسب  PCRسازي محصول 
واكنش اتصال . سط آنزيم ليگاز به هم اتصال يافتتو

، آنزيم x1 آنزيم ليگاز با غلظت نهايي بافر ويژه ،شامل
و قطعات ژني پلاسميد  T4 DNA Ligase( lμU/5(ليگاز 
 مناسبو ژن خالص شده به ميزان  (+)pET21aبياني 

سانتي گراد  درجه 22مدت يك ساعت در  و به افزوده شد
 يگرما گذارسانتي گراد  درجه 16ساعت در  12و سپس 

در سويه  پلاسميد حاصل از اتصال قطعات ژني  .شد
XL1-Blue  ،با روش شوك به عنوان وكتور كلونينگ
انتقال محصول حاصل از  .ترانسفورم گرديدحرارتي 

پلاسميد به سلول ميزبان بر روي محيط كشت جامد داراي 
كلنيهاي مثبت داراي پلاسميد  .كشت داده شد سيلين يآمپ

نوتركيب انتخاب و صحت حضور پلاسميد مورد نظر در 
 اين سويه با روش هضم دوگانه با آنزيمهاي محدود كننده 

NdeI  وXhoI  ني كلروش و همچنينPCR ييد شدأت. 
از اين سويه با استفاده از كيت  pET21aپلاسميد نوتركيب 
و براي اطمينان  استخراج شد Bioneer استخراج پلاسميد

 T7با استفاده از پرايمرهاي از صحت توالي مورد نظر 

promoter  وT7 terminator ين توالي گرديديتع.  

نوتركيب  بعد از اطمينان از صحت توالي مورد نظر پلاسميد
pET21a  در سويه بيانيBL21(DE3) E. coli  ترانسفورم

كشت  سيلين يآمپداراي  LBشد و سپس بر روي محيط 
مثبت داراي پلاسميد  BL21يكي از كلنيهاي . داده شد

جامد داراي  LBكه بر روي محيط  pET21aنوتركيب 
حاوي آمپي سيلين  LBمحيط به رشد كرده بود  سيلين يآمپ
شيكر انكوباتور با  و در عنوان پيش كشت تلقيح شدبه 

به مدت  دور در دقيقه 220 باسانتي گراد  درجه 37دماي 
محيط از پس از اين زمان . گرما گذاري شدساعت  12

و در  سيلين تلقيح شدحاوي آمپي TBپيش كشت به محيط 
دور در دقيقه قرار  180با شيك سانتي گراد  درجه 30دماي 

 IPTGد از اين زمان بع .برسد OD 6/0-5/0داده شد تا به 
با غلظت نهايي  CuSO4مولار و ميلي 1/0با غلظت نهايي 

به  .كننده به محيط افزوده شد ءمولار به عنوان القاميلي 2
با شرايط  به عنوان نمونه شاهد، محيط كشتي همزمان طور

تهيه شد اما بعد از مثبت  از همان كلني مشابه با شرايط قبل
فاقد  BL21يك كلني از سلولهاي . نشدالقاء  ODرسيدن به 

حاوي  مثبتپلاسميد نوتركيب با شرايط يكسان با كلني 
منفي به طور  به عنوان نمونه شاهدنيز  ،پلاسميد نوتركيب
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شده و القاء  كشت هايسپس محيط. كشت داده شد همزمان
حاوي كلنيهايي با پلاسميدهاي نوتركيب و غير ( نشده ءالقا

سانتي گراد  درجه 18در دماي ساعت  4به مدت  )نوتركيب
 20دور در دقيقه شيك شد و بعد از آن به مدت  140با 

گرما سانتي گراد  درجه 180ساعت بدون شيك در دماي 
القاء  هاي تهيه شد كه بعد ازهمچنين نمونه .شد يگذار

با سانتي گراد  درجه 18ساعت در دماي  24شدن به مدت 
  .قرار گرفتند) شرايط هوازي(دور در دقيقه  140

 سلول مجتمعاز آنجايي كه پروتئينهاي بيان شده در داخل 
با  ،يگرما گذارساعت  20شوند، سلولها بعد از مي

 درجه 4دقيقه در دماي  20به مدت   g4000در سانتريفيوژ 
رسوب به دست آمده در بافر . ندآوري شدجمعسانتي گراد 

حاوي مهار كننده پروتئاز   6/7pHمولار با ميلي 50فسفات 
PMSF 1mM شد و سپس بر روي يخ سونيكيت شد حل .

به  g13000سلولهاي شكسته شده با سانتريفيوژ با بقاياي 
رسوب داده سانتي گراد  رجهد 4دقيقه در دماي  15مدت 

 15به مدت سانتي گراد  درجه 70محلول رويي در . شد
ينهاي براي حذف پروتئ و سپس شد يگرما گذاردقيقه 

 4دقيقه در دماي  10به مدت  g 13000دناتوره شده در
عصاره سلولي به . سانتريفيوژ گرديدسانتي گراد  درجه

به منظور  براي هر دو نمونه كنترل و آزمون، دست آمده
سنجش بيان آنزيم و ارزيابي ميزان فعاليت آنزيم بيان شده، 

  .مورد سنجش آنزيمي قرار گرفت

فعاليت  آنزيمي در دماي اتاق در : سنجش بيان آنزيمي
 .سنجيده شد ABTSحضور سوبستراي معمول اين آنزيم 

با  mM 100در بافر فسفات  mM 2 (ABTS(اكسيداسيون 
4pH  به  نانومتر 420افزايش جذب در طول موج  توسط

  .اندازه گيري شد دقيقه 5مدت 

  نتايج
 در پايگاه اطلاعات ژني با استفاده از tBLASTnجستجوي 

باكتري باسيلوس توالي نوكلئوتيدي و آمينواسيدي 

در نتيجه اين جستجو . به عنوان الگو انجام شدهالودورانس 
يكي . هاي گوناگون شناسايي شدباكتريتواليهاي متعددي در 

باكتري باسيلوس  كوپر اكسيدازاز اين تواليها، توالي مولتي
ين توالي بود كه تاكنون نوع فعاليت و ويژگيهاي ا  آنتراسيس

به  باكتري باسيلوس آنتراسيسدر نتيجه . شناسايي نشده بود
منتخب براي كلونينگ و بيان توالي مورد نظر  باكتري عنوان

  .انتخاب شدباكتري اشريشياكلي در 

نتايج بررسي صفات اوليه در : QZA2شناسايي سويه 
اي گرم مثبت، سويه، سويه اين نشان داد كه QZA2سويه 
، فاقد حركت و حساس به مثبتو كاتالاز  اندوسپورداراي 

سيلين است و همچنين توانايي هموليز گلبولهاي قرمز پني
  . گوسفند را ندارد خون

استفاده از  با S rRNA16ژن  تعيين توالي حاصل از نتايج
 ,Chromas Pro (Technelysium Pty Ltdنرم افزار 

Australia) ار با استفاده از ابز ويرايش شد وBLAST  در
 EzTaxon-e اطلاعاتيپايگاه  و NCBIدو بانك اطلاعاتي 

server  (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/; Kim et al., 

از نظر  QZA2 سويه. مورد بررسي قرار گرفت (2012
و شد بررسي  S rRNA16ميزان شباهت در توالي ژن 
 Neighbor با الگوريتم درخت فيلوژنتيك اين سويه

joining )18 ( و ضريبBoot Strap 1000 )7 ( با  نرم و
 MEGA5 (Molecular evolutionary geneticsافزار 

analysis, version 5, Tokyo, Japan) )14 (رسم شد .
نشان داد كه  QZA2سويه  S rRNA16توالي ژن  بررسي

باكتري باسيلوس  درصد شباهت به 100اين سويه داراي 
 ).1شكل (است   ATCC 14578T آنتراسيس سويه

باكتري  در لاكازتوالي ژن : تكثير اختصاصي ژن لاكاز
با استفاده از پرايمرهاي  QZA2سويه  باسيلوس آنتراسيس

تكثير شد و صحت توالي آن  اختصاصي ژن، طراحي شده
  .مورد بررسي قرار گرفت

وكتور  ييد كلون شدن ژن مورد نظر درأپس از ت
pET21a(+) پلاسميدهاي نوتركيب تخليص شد و با ،
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 Strain QZA2

 Bacillus anthracis ATCC 14578(T) (AB190217)

 Bacillus anthracis Ames (AE016879) 

 Bacillus cereus ATCC 14579(T) (AE016877)

 Bacillus thuringiensis ATCC 10792(T) (ACNF01000156) 

 Bacillus gaemokensis BL3-6 KCTC 13318(T) (FJ416489) 

 Bacillus mycoides DSM 2048(T) (ACMU01000002)

 Bacillus weihenstephanensis KBAB4 (CP000903) 

Bacillus weihenstephanensis WSBC 10204(T) (Z84578) 

 Bacillus mycoides ATCC 6462(T) (AF155956)

 Bacillus pseudomycoides DSM 12442(T) (ACMX01000133) 

Bacillus manliponensis BL4-6(T) (FJ416490)

 Bacillus cytotoxicus NVH 391-98(T) (CP000764) 

 Bacillus marisflavi TF-11(T) (AF483624)

 Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610(T) (ABQL01000001)

 Bacillus subtilis subsp. spizizenii NRRL B-23049(T) (CP002905)

 Bacillus atrophaeus JCM 9070(T) (AB021181)

  Bacillus niabensis 4T19(T) (AY998119) 

 Bacillus herbersteinensis D-1-5a(T) (AJ781029) 

 Bacillus persicus B48(T) (HQ433471) 

 Bacillus flexus IFO 15715(T) (AB021185) 

 Bacillus megaterium IAM 13418(T) (D16273) 

 Viridibacillus arenosi LMG 22166(T) (AJ627212)

 Viridibacillus arvi LMG 22165(T) (AJ627211)100

86

100

100 

98 

39 

41 

47 

56 

100 

72 

100 

100 

39 90 

35 36 

41 

61 
44 

0.01 

 T7 terminatorو  T7 promoterاستفاده از پرايمرهاي 
توالي . بررسي شد نتيجه تعيين توالي ژن. تعيين توالي شد

 ExPASyهايپايگاه دادهدر نوكلئوتيدي 

)www.expasy.ch ،يس ئسسه بيوانفورماتيك سوؤمSIB (
توالي بدون مشخص شد  به توالي آمينواسيدي تبديل و

   .جهش بود
 

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  Boot strap 1000و با استفاده از معيار   Neighbor-joiningبا روش   QZA2درخت فيلوژنتيك سويه: 1شكل 

فعاليت آنزيمي لاكاز در دماي : سنجش بيان آنزيم لاكاز
انجام  ABTSاتاق در حضور سوبستراي معمول اين آنزيم 

از بين كلنيهاي بررسي شده تنها كلني داراي پلاسميد . شد

و  IPTGكه تحت شرايط القاء با  pET21aنوتركيب 
CuSO4 سنجش . آنزيمي نشان داد قرار گرفته بود فعاليت

 )ميلي مولارABTS )2فعاليت آنزيمي شامل اكسيداسيون 
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با افزايش جذب   4pHميلي مولار با  100در بافر فسفات 
، همچنين در اثر اكسيداسيون نانومتر مشاهده شد 420در 

ABTS  با آنزيم لاكاز در مخلوط واكنش رنگ سبز ايجاد

شد، كه نشانگر حضور آنزيم لاكاز در مخلوط واكنش بود 
  ).2شكل (

 

  الف

 

                                                       
 )ج)                                                                     ( ب(                       

 1/0نمونه شاهد . رسيد 7/0دقيقه ميزان جذب به  5نانومتر، بعد از زمان  420در طول موج  ABTSافزايش جذب در اثر اكسيداسيون ) الف -2شكل 
با آنزيم لاكاز براي نمونه لاكاز  ABTSايجاد رنگ سبز در اثر اكسيداسيون ) ب. دهدنشان مي ABTSخودي ه خودب شكستنافزايش جذب به علت 

  .دهدنمونه كنترل كه عدم تغيير رنگ را نشان مي )مثبت ج
  

   بحث
 تحت سلول كشت يعني معمول لاكاز در شرايط ژن بيان

 قبلاً كه همان طور .نداشت مطلوبي جواب هوازي شرايط

 از كمي بخش تنها هوازي شرايط در است شده گزارش

 محصول بيشتر و مانده  باقي فعال صورت به شده بيان آنزيم

 به احتمالاً اتفاق اين كه باشدمي ايتوده جسم فرم به بيان

باشد مي آنزيم ساختار در مس يون ناقص جايگزيني دليل
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به اين  و همكاران) Durao( دورائو كه طور همان). 10(
وابسته به غني  CotAمس  محتواي كه اند كرده اشاره نكته

 محيط در سازي محيط كشت با يون مس و وجود اكسيژن 

 ميكروآئروبيك به آئروبيك شرايط تغيير ).6(است  كشت

 يون افزايش. دهد يم افزايش را مس سلولي داخل محتواي

 ميكروآئروبيك شرايط وجود همچنين و سلولي داخل مس

 تشكيل و تاخوردگي براي مناسب وضعيتي ايجاد به منجر

و  IPTGبا القاء  با توجه به اين نتايج، .گردد يم هولوآنزيم
انجام گرفت و بعد با  CuSO4در محيط غني شده با 

خاموش كردن شيكر ميزان دسترسي به اكسيژن در كشت 
توالي آمينواسيدي مولتي كوپراكسيداز سويه  .كاهش يافت

QZA2  بررسي شده درNCBI Blast  نشان داد كه اين
شباهت به  درصد 24و  همساني درصد 16داراي توالي 

از . استسوبتيليس  باسيلوس باكتريتوالي آمينو اسيدي 

طرف ديگر توالي آمينواسيدي مولتي كوپراكسيداز سويه 
QZA2  شباهت به  درصد 57و  همساني درصد 40داراي

 باكتري باسيلوس هالودورانستوالي آمينواسيدي لاكاز 
  .است

متصل شونده به مس در غني از هيستيدين چهار دمين 
 T3و  T1 ،T2جايگاههاي . آنزيمهاي لاكاز وجود دارد

همان  .اي هستنداي آمينواسيدي حفاظت شدههداراي ريشه
هاي متصل اين جايگاه ،شودديده مي 1جدول  كه طور

توالي آمينواسيدي ژن مولتي كوپر شونده به مس در 
ژن مورد نظر در  وجود دارند و نيز  QZA2 سويهاكسيداز 

ناحيه غني از هيستيدين متصل  4داراي  QZA2سويه 
ي متصل پروتئينهاشونده به مس است و شباهت زيادي به 

  ).1جدول (شونده به مس دارد 

  
هاي قارچي و مقايسه آنها با توالي هاي باسيلوسي و سويهدمين متصل شونده به مس در توالي آمينواسيدي برخي سويه 4هم تراز سازي  -1جدول 

با سايه  3و  2، 1حفاظت شده براي مس نوع هاي آمينواسيدي متصل شونده به مس ريشه .QZA2سويه  كوپراكسيداز باكتري باسيلوس آنتراسيسمالتي
  ).9(اعداد داخل پرانتز شماره دسترسي پروتئين مربوطه است . نشان داده شده است

  نام و شماره دسترسي            3    2  3      3            3   2      1  1          313             

470  NFLHCHIDW HL  418 HPFHLHGHTFSVV 126 TFWYHSH 83      TIHWHG  Phlebia radiate ( Q01679) 

489   NFLHCHIDF  HL  415 HPFHLHGHAFAVV  125 TFWYHSH  82      SIHWHG  
Trametes versicolor 

(AAL00887) 

466   NFFHCHIEF   HL  414 HPFHLHGHAFSVV  123 TFWYHSH  80      SIHWHG  
Coprinus cinereus  

(AAD30964) 

480   NFLHCHIDWHL  427 HPFHLHGHTFDVI  139 TFWYHSH  96      SIHWHG  
Pleurotus ostreatus 

(Q12793) 

47     NFLHCHIDF    HL  425 HPFHLHGHTFSVV  128 TFWYHSH  85      TIHWHG  
Trametes villosa 

(AAB477) 

486 YVWHCHILE  HE  419 HPIHLHLVSFRVI  14 9 ILWYHDH  103 VV HLHG  
B. subtilis Cot A 

(NP_388511) 

462   NMFHCHEF   HA  413 HPMHLHGDFFHVI  143 TYWYHSH  103   ALHLHG  
B. halodurance 

(NP_242948) 
516 WMFHCHDL    HLA 461 HPMHLHGHFFQ 157 TYWYHSH 107    SIHWHG  QZA2 

487 YVWHCHILE  HED 417 HPIHLHLVQFM 146 ALWYHDH 100   VVHLHG 
B. licheniformis 

(YP_077905) 

485 VYWHCHILE  HE 418 HPIHLHLVSFR 148   ILWYHDH 102   VVHLHG HR03 (FJ663050) 
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 .QZA2 ،Bs B. بررسي شده است ClustalW2هاي قارچي و برخي از باسيلوسها كه با مقايسه همساني ژن لاكاز در برخي از سويه -2جدول

subtilis ،Bh B. halodurans ،Bl B. licheniformis ،Bf: Botryotinia fuckeliana ،Pr: Phlebia radiata ،Tv: T. versicolor ،
Cc: C. cinereus ،Tvi: T. villosa ،Pleurotus ostreatus Po:  

Identity (%) with multicopper oxidase from: Enzyme  
Po Tvi Cc Tv  Pr  Bf  Bl  Bh  Bs HR03  
21 20  20 20 20 20 13 41 16 16 QZA2  
13 13 11 12 13 13 65 19 98  HR03 

12  13  11  12  12  12  65  19    B. subtilis CotA  

16  16  14  17  17  20  18     B. halodurans  

10  11  12  12  13  13      B. licheniformis  

31  32  30  28  29            Botryotinia fuckeliana laccase 

(Lcc2) 

64  69  55  68        Phlebia radiate laccase 

63  69  57          T. versicolor laccase (Lcc1) 

53  54            C. cinereus laccase (Lcc1) 

59              T. villosa laccase (Lcc5) 

  
مقايسه توالي آمينو اسيدي مولتي كوپر اكسيداز سويه 

QZA2  با توالي آمينواسيدي برخي لاكازهاي قارچي و
، با كه تاكنون شناسايي شده است لاكازهاي باكتريايي

ClustalW2  وBLAST پايگاه اطلاعات بانك در  پروتئيني
 نشان داد كه توالي آمينو اسيدي مولتي كوپر اكسيدازژني 

داراي بيشترين  QZA2سويه  باكتري باسيلوس آنتراسيس
شماره با  بوتريوتينيا فوكليانا ز قارچي،شباهت به لاكا

 41و  همساني درصد 28و با  AAK77953دسترسي 
به  QZA2گرچه شباهت كلي سويه . شباهت است  درصد

لاكازهاي قارچي خيلي بالا نيست اما نسبت به ساير 

اند، بالاتر است لاكازهاي باكتريايي كه تاكنون بررسي شده
افزودن مس به محيط اگرچه بيان آنزيم با  .)2جدول (

و ايجاد شرايط ميكروآئروبيك، نسبت  كشت، كاهش دما
، اما با اين حال تنها يافتافزايش مي به شرايط هوازي

بهينه  . بخش كمي از آنزيم بيان شده به صورت فعال بود
سازي شرايط بيان براي توليد آنزيمي با فعاليت بيشتر، 
بررسي فعاليت و پايداري آنزيم در شرايط مختلف دما و 

pH تعيين ويژگيهاي آنزيمي، تعيين مكانيسم عمل آنزيم و ،
  .شودتعيين ساختار آنزيمي براي ادامه كار پيشنهاد مي
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Abstract  
Laccases have many biotechnological applications due to their oxidation ability towards 
a wide range of phenolic compounds. In this study, the strain QZA2 isolated from Iran 
soils was used. This strain showed high similarity to Bacillus anthracis  strain ATCC 
14578 according to 16S rRNA gene sequence. Laccase gene was amplified by cloning 
primers.then PCR product cloned in the expression vector (pET21a) and transferred to 
BL21(DE3) strain of E. coli under the control  phage T7 and sequence analysis carried 
out. The gene of the QZA2 has an open reading frame composed of 1656 bases, which 
encodes 551 amino acid residues and contain four histidine rich copper-binding 
domains. The laccase gene from QZA2 showed 16% similarity with CotA from B. 
subtilis and 57%  similarity with multicopper oxidase B. halodurans . The expression 
was performed under microaerobic condition in order to obtain high amounts of soluble 
protein. Biochemical properties were investigated using common laccase substrates 
ABTS.   
Key words: laccase, multicopper oxidase, cloning, Bacillus  anthracis 

 

 

 


