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ABSTRACT 
 
 

Introduction: L-asparaginase is an anti-neoblastic agent used in the chemotherapy of lymphoblastic 
leukemia. Although this enzyme is widely distributed among microorganisms, plants and animals, 
microorganisms have proved to be a better alternative, thus facilitating its large-scale production. 
Actinomycetes are filamentous, Gram-positive bacteria widely distributed in the marine environment. 
The aim of this study was isolation and molecular identification of L-asparaginase producing 
actinomycetes isolated from Persian Gulf. 

Methods: In this experimental study, 60 samples were collected from Persian Gulf in Hormozgan, 
Iran. All colonieses were screened for L-asparaginase activity with modified M9 medium. L-
asparaginase activity was measured by colorimertic method. The strain with high L-asparaginase 
activity were selected and identified by nucleotide sequencing of 16S rRNA gene. 

Results: Thirty-two colonies of actinomycetes were obtained from sediment and seawater samples, 
among which 23 isolates were L-asparaginase producers. The strain PG08 with 37×10-2 IU activity 
showed the highest activity. Based on the analysis 16S rRNA gene sequences of this strain was 
showed maximum similarity to Streptomyces spp.OS1-33. 

Conclusion: Actinomycetes isolated from Persian Gulf may be potential source of enzyme L-
asparaginase, Streptomyces spp. PG08 with high productivity L-asparaginase can be used for 
chemotherapy of acute lymphoblastic leukemia. 
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 آسپاراژیناز از خلیج فارس  -Lهاي تولیدکننده جداسازي و شناسایی اکینومایست
 

 5 زادهمهسا رحیم 4 سعید تمدنی جهرمی 3 زادهکیانوش ملک 2 صدیقه جوادپور 1 فاطمه ایزدپناه قشمی
گروه  ،استادیار 5 گروه ژنتیک، ،استادیار 3میکروبیولوژي، گروه  ،شیاردان 2 ، جهرم، ایران.آزاد اسلامی، واحد جهرمدانشگاه  ،میکروبیولوژي ،دانشجوي کارشناسی ارشد 1

  .بندرعباس، پژوهشکده اکولوژي خلیج فارس و دریاي عمان بیوتکنولوژي، ،دکترا 4 ، بندرعباس، ایران.دانشگاه علوم پزشکی هرمزگانبیوشیمی، مرکز تحقیقات پزشکی مولکولی، 
 111-119 صفحات  93 دوماره شم  جدهمهمجله پزشکی هرمزگان  سال 

 دهیچک
رود. این کار میه آسپاراژیناز یک ماده آنتی نئوبلاستیک است که در شیمی درمانی لوسمی لنفوبلاستیک حاد ب -L :مقدمه

ها منابع مناسبی براي استخراج اما میکروارگانیسم .آنزیم در بسیاري از جانوران، میکروارگانیسم ها و گیاهان وجود دارد
اي هستند که به هاي گرم مثبت رشتهها باکتريباشند، زیرا توانایی تولید مقدار زیادي آنزیم را دارند. اکتینومایستزیم میآن

هاي ثانویه آنها، محصولات مهمی براي استفاده در صنایع غذایی طور وسیعی در محیط زیست دریا وجود دارند و متابولیت
آسپاراژیناز  -L هاي تولیدکننده مطالعه، جداسازي و شناسایی مولکولی اکتینومایستباشند. هدف از این و داروسازي می
 .باشداز خلیج فارس می

نمونه از آب دریا و رسوبات خلیج فارس در استان هرمزگان  60تعداد  ،براي انجام مطالعه تجربی حاضر :کاروش ر
ها از نظر تولید ار کشت و خالص سازي شدند. تمام کلنیها در محیط نشاسته کازئین آگبرداري شد. اکتینومایستنمونه
 سنجی مشخصبه وسیله روش رنگ غربالگري شدند. سپس میزان تولید آنزیم، M9آسپاراژیناز، در محیط کشت  -Lآنزیم 

شترین اي که داراي بیآسپاراژیناز، سویه -Lهاي تولیدکننده آنزیم اساس فعالیت آنزیمی از میان اکتینومایست شد و بر
 .شد شناسایی 16S rRNAفعالیت آنزیمی بود، توسط توالی یابی ژن 

ج سویه  23شد که از میان آنها  هاي آب دریا و رسوبات آن جداسازيسویه اکتینومایست، از نمونه 32تعداد  :نتای
شان داد و طبق آنالیز ) را نIU 2-10×37بیشترین فعالیت آنزیمی ( 08PGآسپاراژیناز بودند. سویه  -Lتولیدکننده آنزیم 

 .نشان داد Streptomyces spp. OS1-33  این سویه بیشترین تشابه را به 16S rRNAتوالی ژن 
 .باشندآسپاراژیناز می -Lاي از آنزیم منبع بالقوه ،هاي جداشده از خلیج فارساکتینومایست :گیريتیجهن

 خلیج فارس - 16S rRNA - هاآسپاراژیناز، اکتینومایست :هاکلیدواژه
 27/6/92پذیرش مقاله:     4/6/92اصلاح نهایی:      31/1/92دریافت مقاله: 

 

 مقدمه: 
اند و ها پوشاندهسطح زمین را اقیانوس درصد 70 بیشتر از

پروکاریوت در هر میلی لیتر از آب دریا در  2،000،000بیش از 
هاي موجود در نزدیکی سواحل وجود دارد. میکروارگانیسم

زي از نظر خصوصیات ط زیست دریا نسبت به انواع خشکیمحی
باشند و داراي هاي متابولیکی متفاوت میفیزیولوژیک و توانایی

پتانسیل بالایی در تولید ترکیبات فعال زیستی کارآمد هستند 
ها مسئول تولید ها، اکتینومایست). در میان میکروارگانیسم1،2(

ها، عوامل بیوتیکآنتی هاي ثانویه شاملنیمی از متابولیت
ها هستند که به طور وسیعی کاربرد دارند. توموري و آنزیمآنتی

هاي باریک گرم ها گروه بزرگ و متنوعی از باسیلاکتینومایست
کنند و اي و فیلامنتوس ایجاد میمثبت هستند که ساختار شاخه

 75 اند. حدودبه طور وسیعی در زیستگاههاي دریایی پراکنده

ها توسط از ترکیبات فعال ثانویه زیستی اکتینومایست درصد
شود و به همین لحاظ تولید می جنس استرپتومایسس

اند. جنس ها از نظر تجاري قابل توجهاسترپتومایسس
بندي طبقه Streptomycetaceaeاسترپتومایسس در خانواده 

است و شامل اعضاي گرم مثبت هوازي از راسته  شده
Actinomycetales زیرراسته  وStreptomycineae  در رده
Actinobacteria 3،4باشد (می.( 

آسپاراژین آمینوهیدرولاز  -Lآسپاراژیناز (- Lآنزیم
E.C.3.5.L.Lآمیدي را در  ) پیوندL- آسپاراژین هیدرولیز
 ).5( کندآسپارتات و آمونیاك تبدیل می-Lکرده و آن را به 

 Kidd سرم دادند نشان 1953و همکارانش در سال ،
باشد. خوکچه هندي داراي خاصیت ضدتوموري می

نشان داد که وجود خاصیت  1961در سال   Broomeهمچنین
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آسپاراژیناز  -L دلیل آنزیمه ضدتوموري سرم خوکچه هندي ب
 - Lگزارش دادند آنزیمMashburn و  Wristonاست. 

، مشابه سرم Escherichia coliشده از  آسپاراژیناز خالص
). این آنزیم 6داراي فعالیت ضد توموري است ( خوکچه هندي

هاي درمانی از نظر بیوتکنولوژي و یکی از مهمترین گروه آنزیم
  FDAهايشود که سازمانزیست پزشکی محسوب می

ثر لوسمی لنفوبلاستیک حاد و ؤ، آن را براي درمان م WHOو
ترین بدخیمی در کودکان و نوجوانان لنفو سارکوما که شایع

). همچنین این آنزیم در صنایع 7اند (د، تصویب کردهباشمی
آسپاراژین به منظور جلوگیري از -Lغذایی براي کاهش غلظت 

زا به نام آکریلامید در غذاهاي گیاهی اي سرطانتشکیل ماده
). 8رود (کار میه فرآوري شده در دماهاي بالا ب

ي دارا ها،هاي مختلفی ازجمله استرپتومایسسمیکروارگانیسم
). امروزه تولید تجاري 6باشند (آسپاراژیناز می -Lپتانسیل تولید 

و  Erwinia carotovara شده از  آسپاراژیناز جدا -Lآنزیم 
E. coli  براي درمان لوسمی لنفوبلاستیک حاد و دیگر

 ). 9،10گیرد (هاي بدخیم در انسان صورت مینئوپلاسمی
هاي ویژگیشده حاکی از این است که  هاي منتشرگزارش

آسپاراژیناز به ماهیت ژنتیکی - Lکینتیکی و بیوشیمیایی آنزیم
آنزیم  ،سویه میکروبی مورد استفاده بستگی دارد. به طور مثال

کند و هاي آنافیلاکسی ایجاد میواکنش E. coliدست آمده از ه ب
داراي   E. carotovaraدست آمده ازه آسپاراژیناز ب – Lآنزیم

همچنین بروز حساسیت و  ).11ت (نیمه عمر کوتاه اس
دست آمده از ه آسپاراژیناز ب -Lهاي آنافیلاکسی از واکنش
). بنابراین با توجه به 12هاي دیگر گزارش شده است (باکتري

آسپاراژیناز، اولین گام براي تولید -Lافزون کاربرد روز اهمیت و
ید با هاي دارویی مناسب تر، یافتن منابع جدانبوه آنزیم با ویژگی

توان تولید بالا و اثرات سیتوتوکسیتی کمتر است و با توجه به 
ها نسبت به شده از اکتینومایست هاي ثانویه جدامزایاي متابولیت

هاي مناسب ها، جداسازي و شناسایی اکتینومایستسایر باکتري
رغم منابع وسیع سفانه علیأباشد. متحائز اهمیت می

براي جداسازي و شناسایی آنها  ها، تحقیقات کمیاکتینومایست
از خلیج فارس صورت گرفته است، هدف از این مطالعه 

-Lهاي تولیدکننده آنزیم جداسازي و شناسایی اکتینومایست
 باشد.آسپاراژیناز از خلیج فارس می

 
 

 روش کار:
 ها آوري نمونهجمع

در مطالعه تجربی حاضر به منظور جداسازي 
 60آسپاراژیناز، تعداد -Lآنزیم  هاي تولیدکنندهاکتینومایست

نمونه آب دریا و رسوبات آن از خلیج فارس در مناطق مختلف 
ه هاي رسوب سواحل بآوري شد. نمونهاستان هرمزگان جمع
متري، در ظروف سانتی 5 - 10از عمق  وسیله قاشقک استریل

هاي آب دریا از آوري گردیدند و نمونهاي استریل جمعشیشه
 ورنواحی نزدیک ساحل توسط قایق با غوطه قسمت ساحلی و

اي استریل زیر سطح آب و قرار دادن دهانه کردن ظروف شیشه
آوري شده و آن کمی به طرف بالا و به سمت جریان آب، جمع

 به آزمایشگاه منتقل گردیدند.
  ها جداسازي اکتینومایست

گرم رسوب با  10هاي رسوب، براي تهیه رقت لازم از نمونه
گردید و به منظور تهیه  لیتر آب مقطر استریل مخلوطیلیم 90

 90لیتر آب دریا با میلی 10هاي آب دریا، رقت لازم از نمونه
 10 - 4الی 10 -1لیتر آب مقطر استریل حل شد. از رقت میلی

بر روي محیط کشت نشاسته کازئین  میکرولیتر 100حاصل، 
ید و ) حاوي سیکلوهگزامStarch Casien Agar( آگار

 7-10داده و به مدت  نالیدیکسیک اسید به صورت خطی کشت
گراد قرار داده شد. درجه سانتی 35روز در انکوباتور با دماي 

هاي گچی و چرمی مشکوك به اکتینومایست با کشت سپس کلنی
 ). 13،14شدند ( خالص سازي SCAمجدد در محیط 

-L هاي تولید کننده آنزیمغربالگري اکتینومایست
 اراژینازآسپ

گرم  M9 )10 با استفاده از محیط کشت جامد اختصاصی
لیتر میلی Na2HPo4.2H2o ،2گرم  6آسپاراژین، 

MgSO4.7H2o )L/ mol 1 ،(025/0  ،لیتر میلی 10گرم فنل رد
 4Po2KH ،1گرم Nacl ،75/0گرم  5/0، درصد 20 مالتوز

 1000گرم آگار و  CaCl2.H2o )L/ mol1/0 ،(20لیتر میلی
هاي آسپاراژیناز در سویه–L لیتر آب مقطر) تولید آنزیمیمیل

گرفت. بدین ترتیب که  اکتینومایست جداشده، مورد بررسی قرار
 7شده و به مدت  کشت داده M9ها بر روي محیط اکتینومایست

گراد قرار داده شدند. درجه سانتی 35روز در انکوباتور با دماي 
ازي به وسیله ناحیه صورتی آسپاراژین –Lدر این آزمون فعالیت 

 عنوان کنترل استفادهه شد. از دو پلیت ب ها مشخصاطراف کلنی
که یکی از آنها فاقد شناساگر (فنل رد) و دیگري فاقد  گردید
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به عنوان منبع  3NaNO  آسپاراژین، اما در عوض حاوي
 ). 6،15نیتروژن بود (

 آسپاراژیناز-Lتهیه عصاره خام آنزیم 
لیتر محیط میلی 50آسپاراژیناز در  –Lآنزیم هاي مولد سویه

روز در شیکر انکوباتور در  7کشت داده و به مدت  M9مایع 
گراد قرار داده شد. درجه سانتی 35با دماي  rpm 200دور 

دقیقه  15به مدت  rpm 10000سپس محیط کشت را در دور 
سانتریفیوژ و در نهایت از مایع رویی به عنوان عصاره خام 

 ).14استفاده شد ( آنزیم
 آسپاراژیناز  – Lگیري فعالیت آنزیم اندازه

-Lدر این مطالعه به منظور ارزیابی فعالیت آنزیم 
توصیف  (Colorimertic) سنجیآسپاراژیناز، از روش رنگ

استفاده شد.  1973و همکارانش در سال Imada شده توسط 
لیتر یلیم 5/0مولار،  04/0آسپاراژین  –Lلیتر میلی 5/0مقدار 

مولار را  Tris-Hcl 5/0لیتر بافر میلی 5/0عصاره خام آنزیم و 
دقیقه درون بن ماري با دماي  15با هم مخلوط کرده و به مدت 

لیتر محلول میلی 5/0شد. سپس  گراد قرار دادهدرجه سانتی 37
 مولار به آن اضافه گردید. محلول 5/1اسید  کلرواستیکتري

سانتریفیوژ شد.  rpm10000  با دوردقیقه  30حاصل به مدت 
لیتر میلی 2/0لیتر از مایع رویی برداشته، با میلی 1/0سپس 

گردید و به مدت  لیتر آب مقطر مخلوطمیلی 7/3معرف نسلر و 
شد. در نهایت مقدار آمونیاك  داده دقیقه در دماي اتاق قرار 15

 450ج آزاد شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در طول مو
بر حسب واحد  نانومتر محاسبه شد. میزان فعالیت آنزیم

با استفاده از منحنی استاندارد آمونیوم سولفات  )IUالمللی (بین
 ). 16محاسبه گردید (

 شناسایی مقدماتی  

شده شامل  هاي جداخصوصیات سویه برخی از
هاي بیوشیمیایی از تست آمیزي گرم ومشخصات کلنی، رنگ

و کاتالاز بررسی و تعیین شد و با کتاب  جمله اکسیداز
 باکتریولوژي برگیز مقایسه گردید.

 16Sشناسایی سویه اکتینومایست توسط آنالیز ژن 

rRNA 
اکتینومایست از کیت  DNAدر این تحقیق براي استخراج 

Bacterial DNA Gold Peq  ساخت کشور آلمان استفاده 
 27F )5́AGA GTT TGA TCCشد. به وسیله پرایمرهاي 

TGG CTC AG3́( 1525وR (5́AAG GAG GTG ATC 

CAA3́)    قطعهbp 1500  16ژنS rRNA .مخلوط  تکثیر یافت

PCR )50 یک از پرایمرها  هر میکرولیتر) حاوي یک میکرولیتر از
)، یک u/µL5پلیمراز ( Taqپیکومول)، یک میکرو لیترآنزیم  10(

،   MgCl2 یترمولار)، پنج میکرولمیلی dNTPs )10میکرولیتر 
نمونه  DNAمیکرولیتر  5/2و  10x PCRبافر پنج میکرولیتر

استخراج شده بود. حجم نهایی مخلوط با استفاده از آب مقطر 
میکرولیتر رسانده شد. واکنش  50میکرولیتر) به  5/33دیونیزه (

PCR ) توسط دستگاه ترموسایکلرBio-Rad در شرایط دمایی (
دقیقه در  1به مدت  Initiation denaturationشامل: مرحله 

به  Denaturationسیکل مرحله  30و به دنبال آن  C  95˚دماي
 1به مدت  Annealling، مرحله C 95˚دقیقه در دماي  1مدت 

دقیقه 1به مدت  Extensionو مرحله  C 5/56˚دقیقه در دماي 
دقیقه  10به مدت  Final extensionو مرحله  C 72˚در دماي 

و به منظور آنالیز،  شد سیکل انجام 1با  C 72˚در دماي 
حاوي اتیدیوم  یک درصد بر روي ژل آگارز PCRمحصول 

گردید و توسط دستگاه  الکتروفورزx1 ( TBE( بروماید و بافر
 ترانس لومیناتور با تابش اشعه ماوراي بنفش مشاهده شد. 

 bp 100 DNAبه کمک مقایسه با  PCRنتایج بررسی 

size marker یابی، محصول گردید. در نهایت براي توالی انجام
PCR یابی پس از توالی گردید. آوران ارسالبه شرکت ژن فن

سویه اکتینومایست مورد مطالعه، نتایج تعیین  16S rRNA ژن
 16Sشد و توالی  بررسی BioEditافزار توالی با استفاده از نرم

rDNA ه یگاهاي ثبت شده در پاتوالییر سویه انتخابی با سا
 National Center for Biotechnologyهاي بانک ژنیداده

Information )NCBI با استفاده از برنامه (BLAST یسه مقا
 ).17د (یگرد

 
 :نتایج
هاي آب و رسوبات خلیج فارس جداسازي کلنی از نمونه 32

کلنی از رسوبات بودند. از  29کلنی از آب دریا و  3شد که شامل 
کلنی بر روي محیط کشت اختصاصی  9ده کلنی جداش 32 میان
M9  هیچ گونه رشدي نشان ندادند که نمایانگر عدم توانایی تولید

 2کلنی دیگر ( 23اما  .ها بودآسپاراژیناز توسط این کلنی-L آنزیم
 M9کلنی از رسوبات) بر روي محیط  21کلنی از آب دریا و 

آسپاراژیناز -Lها توانایی تولید آنزیم رشد کردند، زیرا این سویه
و  M9آسپاراژین موجود در محیط -Lرا داشته و سبب تجزیه 

محیط را قلیایی نموده و  pHنتیجه  گردند، درتولید آمونیاك می
ها، هاله صورتی رد اطراف این کلنی دلیل وجود معرف فنله ب
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 شود. با محاسبه میزان فعالیت آنزیم بر حسبرنگی تشکیل می

IU   فعالیت آنزیم مقادیر متفاوتی ازL-ها آسپاراژیناز در سویه
 IUآسپاراژینازي  -Lگردید که حداکثر میزان فعالیت  مشخص

هاي مورفولوژي .بود. ویژگی IU 2-10 ×5و حداقل آن  37× 2-10
سویه جدا شده و میزان فعالیت آنزیمی آنها در  11و بیوشیمیایی 

مایست اکتینو 23نشان داده شده است. از میان  1شماره  جدول
که داراي بیشترین فعالیت آنزیمی  PG 08مولد آنزیم، سویه 

)IU 2-10×37 بود، براي مطالعات بعدي انتخاب گردید. این سویه (
 4گچی و بدون پیگمانت بود و رشدي در طی  داراي کلنی سفید،

وسیله ه روز نشان داد. شناسایی مولکولی سویه انتخاب شده ب
انجام شد.   1525Rو 27Fهاي با پرایمر 16S rRNAتکثیر ژن 

تعیین توالی گردید.  PCRحاصل از  bp 1500 سپس محصول
 دهد. را نشان می PCR) الکتروفورز محصول 1شکل (

 
A          B                                         

 
 PG08سویه  16S rRNAبررسی باند ژن  -1 شکل

 PG08سویه : B : مارکر A %1 بر روي آگارز PCRحصول م
 

بلاست شد و  NCBIنتایج تعیین توالی در بانک ژنی 
عنوان جنس و گونه باکتري تعیین ه بیشترین درصد تشابه ب

بیشترین درصد تشابه را  PG08 گردید. توالی نوکلئوتیدي سویه
) موجود Streptomyces spp. OS1-33 )FN178404.1به 
ابه توالی ). در واقع درصد تش2شماره  (جدول داشت NCBI در

نشان داد که  NCBIهاي موجود دیگر در بلاست شده با توالی
  .باشداسترپتومایسس می این سویه متعلق به جنس

 
 هاي جدا شده و میزان فعالیت آنزیمی آنهاهاي مورفولوژي و بیوشیمیایی سویهویژگی -1جدول شماره 

 منبع جداسازي IU)میزان فعالیت  آنزیم  تست کاتالاز یدازتست اکس رنگ پشت کلنی رنگ سطح کلنی آمیزي گرمرنگ کد سویه
PG01 آب 23× 10 -2 مثبت منفی کرم قهوه اي رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG02 رسوب 13× 10 -2 مثبت منفی کرم سفید رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG03 رسوب 33× 10 -2 مثبت منفی صورتی صورتی رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG04 رسوب 20× 10 -2 مثبت منفی کرم سفید رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG05 رسوب 10× 10 -2 مثبت منفی قهوه اي کرم رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG06 آب 34× 10 -2 مثبت منفی قرمز قرمز رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG07 وبرس 33× 10 -2 مثبت منفی قهوه اي قهوه اي رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG08 رسوب 37×10 -2 مثبت منفی کرم سفید رشته هاي باریک گرم مثبت 
PG09 رسوب 19×10-2 مثبت منفی قهوه اي سفید رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG10 رسوب 26×10-2 مثبت منفی زرد سفید رشته هاي باریک گرم مثبت 

PG11 رسوب 5×10-2 مثبت مثبت کرم سفید رشته هاي باریک گرم مثبت 
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 سویه انتخاب شده 16SrRNAشناسایی مولکولی توسط آنالیز ژن  -2جدول شماره 

 شناسایی سویه توالی نام سویه
شماره 
 دستیابی

PG08 

CTTTGGTGGATCACTGCCGAACCGCTGAGCCCTTTTAGGGAAATCAGCCGTGNANAAGGGG
ACAAGCAGAGACCCCTGGACAGAAAACCGGAGACGACACAGGAAGGCAGCGCCTCGGGGC
GGAAAGCGCCGGCGGCGCAGGACGAGCCCGCGGCCCACAACCGAGCGGGGGGGGAGACGG
CCGACCAAGGCGACGACCGGAAGCCGGCCGGAGAGGGCGACCGGCCACACGGGCACGGAG
ACACGGACGAAAAACCGACGGGAGGCAGAAACGGGGAAAAGAGCACAACGGGACCAAGC
CGGAGGCAACGACGCCCCGCCAGGGAAGACGGCCACCGGGAGGCCAACCCCGCCCAGCCG
GGAAGAAGCGCAAGCGACGGAACCCGCAGAAGAAGCACCGGCAAACGACCAGCCAGCAGC
CGCGGAAAGACGCAGGGAGCGAGAGCGGACCGGAAAAACGGGGGGCAAAGAGCACGAAG
GCGGAAAGGCACGCCGGAAGAGAAACAGCGGGGCAGAACCACGGGAAGGCAGGCGACAC
GGACAGGCAAGAGGGCGACAGGGGAGAACAGAACGCCAGGAGGAGCGGCGAAAAGAGAC
CACAACAGGAGGAACACCGGCGGCCAAGGAAGAACCCGGGGCGGAAAAGGACGCGGAGG
AGCAAAAGCGGGGGGAGCGAACAGGAAAAAACACCCGGGGAGACCAGGACCGGAACGGG
GGGCAACAAGCGCCGACAAACAACCACGACGCCCAGGCCGCAGCGAACCCAACAAGCCCC
CCCCCGGCGCAAAAAAGGCCCCCAGGCAAAAACCCAAAGGAAGCGCCCGGGGCCCCCCCA
CAGGGCGGAAACAGGGGACAAGAAGCCAACAACCCCAAAAAACCAACCAAGGGCGCGGCA 

Streptomyces 
33-OS1spp.  .1FN178404 

 
 گیري:بحث و نتیجه

سویه اکتینومایست، از  32در مطالعه تجربی حاضر تعداد 
شد که از  هاي آب دریا و رسوبات خلیج فارس جداسازينمونه

ه ب آسپاراژیناز بودند.-Lسویه تولیدکننده آنزیم  23میان آنها 
ها با کاربردهاي مفید طور کلی منابع وسیعی از میکروارگانیسم

هاي دریایی، بر اساس ها و قارچاند. باکتريهدر دریاها پراکند
هاي متفاوتی را تولید شان آنزیمزیستگاه و ساختار اکولوژیک

هاي شیمیایی درون سلول را ها فقط واکنشکنند. این آنزیممی
شدن ترکیبات آلی از  یندهاي معدنیآکنند، بلکه در فرکاتالیز نمی

هاي محیط زیستها و چرخه مواد در طریق مسیر تجزیه آن
هاي دریایی هاي میکروارگانیسمثر هستند. آنزیمؤگوناگون م

ها مورد که تعدادي از آنزیم طوريه بسیار مورد توجه هستند، ب
گرفته و از رسوبات و آب دریاها تخلیص  توجه محققین قرار

 .است هاي آنها توصیف گردیدهاند و کاربردها و ویژگیشده
شده از منابع  هاي مشتقبه آنزیم هاي میکروبی نسبتآنزیم

هایی دارند که شامل خصوصیات متنوع گیاهان و جانوران مزیت
هاي میکروبی، تر آنزیمهاي کاتابولیکی آنها، هزینه ارزانفعالیت

بازار  باشدمنابع فراوان مستمر و حتی کمیت و پایداري آنها می
و در  شودمی میلیارد دلار تخمین زده 2جهانی آنزیم حدود 

 ).18هزاره جدید در حال پیشرفت و گسترش است (
L- هاي چند آسپاراژیناز آنزیمی است که در درمان بدخیمی

رود و از این آنزیم براي درمان سرطان استفاده می کاره اندامی ب
). همچنین این آنزیم در صنایع غذایی براي کاهش 19شود (می

یت فراوانی در بیوسنتز رود و نیز اهممی کاره غلظت آکریلامید ب
). بنابراین 20،21کند (آمینواسیدهاي خانواده آسپارتیک ایفا می

آسپاراژیناز مناسب حائز اهمیت -Lجستجو براي یافتن آنزیم 

هاي میکروبی نسبت به سایر باشد. با توجه به مزایاي آنزیممی
هاي مناسب، اولین منابع، جداسازي و شناسایی میکروارگانیسم

 باشد.آسپاراژیناز می-Lاي تولید انبوه آنزیم گام بر
 Starch Casien Agarاز محیط  ،در مطالعه حاضر

حاوي سیکلوهگزامید و نالیدیکسیک اسید که به ترتیب مانع 
شوند، براي جداسازي هاي گرم منفی میها و باکتريرشد قارچ

 2009اي که در سال ها استفاده شد. در مطالعهاکتینومایست
و همکارانش در هند انجام شد، از محیط  Rameshتوسط 

Starch Casien Agar ها براي جداسازي اکتینومایست
ها و باکتري استفاده گردید، زیرا این محیط رشد کلنی سایر

ها در آن بهتر ها را بسیار محدود نموده و اکتینومایستقارچ
 ).13کنند (رشد می

ت دریا در این شده آب و رسوبا آوريهاي جمعاز نمونه
کلنی  3شد که شامل  کلنی اکتینومایست جداسازي 32مطالعه، 

 شده از رسوبات آن است.  کلنی جدا 29شده از آب دریا و  جدا
هاي بیشتري از این نتایج حاکی از آن است که اکتینومایست

است که با مطالعه  رسوبات نسبت به آب دریا جداسازي شده
Ramesh نمونه  123دارد. از میان  خوانیو همکارانش هم

و همکارانش،  Rameshآوري شده  از ساحل دریا توسط جمع
کلنی اکتینومایست  5نمونه رسوب و  80کلنی اکتینومایست از  98
). با توجه 13آوري شده جداسازي گردید (نمونه آب جمع 43از 

به اینکه رسوبات دریا حاوي ذخیره وسیعی از کربن ارگانیک، 
ز غلظت اکسیژن و مواد غذایی آلی و غیرآلی گرادیانتی ا

اي براي کنند که نیچ ویژهباشند، در واقع ترکیبی را فراهم میمی
باشد. بنابراین جداشدن هاي متفاوت میمیکروارگانیسم
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هاي بیشتري از رسوبات در مقایسه با آب دریا امري سویه
 رسد.منطقی به نظر می

هاي اکتینومایستدر این مطالعه به منظور جداسازي 
 آسپاراژیناز از محیط کشت اختصاصی-L تولیدکننده آنزیم

M9  حاوي فنل رد استفاده شد. در محیط کشتM9 توجه به  با
رود، می کاره عنوان تنها منبع نیتروژن به آسپاراژین ب-L اینکه 

آسپاراژیناز هستند، -Lهایی که قادر به سنتز آنزیم فقط سویه
 29کلنی و از  2کلنی جدا شده از آب دریا  3ان کنند. از میرشد می

رشد  M9کلنی بر روي محیط  21کلنی جدا شده از رسوبات، 
 درصد 72دهد که کردند. نتایج حاصل نشان می

هاي جداسازي شده توانایی تولید آنزیم آسپاراژیناز اکتینومایست
د مقادیر متفاوتی از تولی را دارا بودند. با محاسبه فعالیت آنزیم

آمد.  سویه اکتینومایست بدست 23آسپاراژیناز توسط-Lآنزیم 
اي که بیشترین فعالیت آنزیمی را نشان داده بود، با استفاده سویه

شناسایی شد. این  16S rRNA از روش مولکولی آنالیز ژن
هاي میکروبی روش ابزار مهمی براي شناسایی دقیق گونه

ها، اکتینومایستباشد، زیرا با توجه به کند رشد بودن می
دشوار  بندي نامطمئن وهاي قدیمی شناسایی و طبقهروش

 باشند.می
ها به ها در زیستگاههاي دریایی و خشکیانواع اکتینومایست
هاي دریایی منبع مهمی از اند. اکتینومایستفراوانی گسترش یافته

باشند و طیف وسیعی از این ترکیبات هاي ثانویه میمتابولیت
شود. در این مطالعه از استرپتومایسس تولید می توسط جنس

هاي جدا شده، سویه متعلق به جنس میان اکتینومایست
داراي  IU 2-10×37با فعالیت آنزیمی  ) 08PG(استرپتومایسس 

 بیشترین فعالیت آنزیمی بود.  
سویه  34و همکارانش در هند،  Poorani ،2009در سال 

جداسازي کردند، سویه  اکتینومایست را از رسوبات دریایی
EPD27 داد که  بیشترین فعالیت آنزیمی خارج سلولی را نشان

این سویه  16S rDNA اساس آنالیز توالی نوکلئوتیدي بر
 ). 14بیشترین شباهت را به جنس استرپتومایسس نشان داد (

هاي و همکارانش در هند، اکتینومایست Basha، 2009در سال 
آسپاراژیناز را از رسوبات دریا -Lتولیدکننده آنزیم  دریایی

مورد از  3شده،  اکتینومایست جدا 10جداسازي کردند، در میان 
متعلق به جنس  S3آنها توانایی تولید آنزیم داشتند و نمونه 

). در سال 22بود ( استرپتومایسس داراي بیشترین فعالیت آنزیمی
2005،Dhevagi  هاي و همکارانش در هند، اکتینومایست

آسپاراژیناز را از رسوبات دریا جداسازي -L دکننده آنزیمتولی
 هاي جدا شده، استرپتومایسسکردند. از میان اکتینومایست

PDK2   وPDK7 ) 23فعالیت بالقوه آسپاراژینازي نشان دادند.(  
Kumari  سویه  67در هند،  2012و همکارانش در سال

میان آنها  کردند که در اکتینومایست از رسوبات دریا جداسازي
آسپاراژیناز را داشتند. با توجه -Lسویه توانایی تولید آنزیم  32

شده  آسپاراژینازي، سویه انتخاب-Lبه بیشترین میزان فعالیت 
 به 16S rDNAاساس آنالیز توالی نوکلئوتیدي  بر
شناسایی شد   Streptomyces griseolutes WS3/1نوانع
)24 .( 

اري تهیه نمونه از مناطق دشو ،هاي این پژوهشاز محدودیت
 مختلف دریا و عدم دسترسی به رسوبات نواحی عمیق دریا بود.

هاي متعلق به نتایج این مطالعه حاکی از این است، که سویه
-L جنس استرپتومایسس تولیدکنندگان مناسبی براي آنزیم

خوانی دارد. در باشند، که با سایر مطالعات همآسپاراژیناز می
اي از دهد، خلیج فارس منبع بالقوهحاضر نشان میمجموع مطالعه 

آسپاراژیناز -L باشد که از نظر تولید آنزیمها میاکتینومایست
هاي جدید توان با مطالعه بیشتر، سویهاند و میبسیار فعال

 .کرد تولیدکننده این آنزیم را شناسایی
 

 :سپاسگزاري
 مرکز تحقیقات معاونت پژوهشی و با تشکر فراوان از

پزشکی مولکو.لی دانشگاه هرمزگان که با حمایت مالی و علمی 
 .براي انجام و اتمام این پروژه یاري رساندند
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