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 چكيده

فناوري و زيست  اي بسيار مهم در زيست ه نيز يكي از اپرانbsfA ناحيه ژنوميش بسيار مهمي در صنايع مختلف و در پزشكي دارند. آنزيمها نق :و هدف زمينه
و يس ز(درمان ترومبوعروق يا داروهاي شكننده لخته براي از بين بردن لخته خون در ) داروهاي شكننده فيبرين (فيبرينوليتيكو در تهيه  رود  مهندسي به شمار مي

بررسي ژنومي و بوده و هدف حامل ژن هاي آنزيمي مختلفي  ترموفيل روند و مي توان ازاين آنزيم در موارددرماني استفاده كرد. باسيلوس كار مي قلبي) به سكته
  است.SDS PAGE  و  Real time PCRاوراگامي با روش اشريشياكلياز باسيل هاي ترموفيل خاك در باكتري  (bsfA)فيبرينوليتيك كلونينگ ژن 

از باسيلوس ها  bsfAژن   PCRسپس با روش  .نمونه خاك مناطق اطراف تهران جداسازي و تعيين هويت شدند ٧٠سويه باسيلوس از مجموع  :ها مواد و روش
مرحله بعد وكتور نوتركيب به  وارد شد. در  pTG19به داخل وكتور بياني ) Transfer activity( كلونينگ TA. قطعه تكثير يافته توسط روش شداستخراج 

پرايمر ذكر شده انجام  باbsfA براي ژن  PCRاستفاده از روش هاي رايج تاييد كلونينگ انجام گرديد. واكنش  و با ترانسفورم شد گاميااوراشريشيا كلي باكتري 
   شد.

  cDNAهاي مشكوك استخراج شدهكلني RNAتايج كلونينگ ن بودند. bsfA%) واجد ژن ١٠٠جدا شده همگي ( باسيلوسسويه  ١٢ ازدر نتيجه  :ها يافته
از پرايمرخانگي   bsfAحامل ژن باسيلوستعيين هويت مولكولي جنس  ند.بررسي شد bsfAميزان بيان ژن  Real time PCR و توسط آزمون هساخته شد

 تاييد شد. گاميااور اشريشياكليدر باكتري  bsfAبيان ژن  PCRدر نهايت با سكانس محصول  د.استفاده گردي

به باكتري باسيلوس موفقيت ژن اين آنزيم از باكتري با ،در نهايتندكه شد  bsfAبومي مولد  باسيلوس هاي يافتندر نتيجه اين پژوهش موفق به  گيري: نتيجه
E.coli و صرفه اقتصادي اين آنزيم را در  بيشترتا بتوان با توليد  شد منتقلE.coli  .تواند گام مي الا،ب بيانو نوتركيب  اكتري با قابليتبايجاد براي توليدكرد

  كه مانع از ايجاد آمبولي و مرگ مي گردد. دهبزرگ در مسير افزايش توليد اين آنزيم در درمان بيماران دچار ترمبوزيس محسوب ش

  SDS-PAGE، تكنيك Real time PCR روش ،فيبرينوليتيك، باسيلوس،كلونينگ،  bsfA ژن : كليدي هاي واژه

) باسيل ترموفيل خاك در باكتري  اشريشيا كلي اوراگامي با روش bsfA( فيبرينوليتيكخندان دزفولي، كيومرث اميني. بررسي ژنومي وكلونينگ ژن زهرا حاج محمدي، نوشين 
  .٩٩٣-٩٧٩): ١٧(٦؛ ١٤٠٢. مجله طب دامپزشكي جايگزين. SDS PAGEو تكنيك     Real time PCRمولكولي

مقاله پژوهشي           

  ١٧ شماره | ٦دوره  |١٤٠٢ تابستان  |جايگزين دامپزشكي طب مجله
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  مقدمه

ي خاكزي مهمتر شناخته شده در ميان باكتريها باسيلوسگونه 

باسيلوس  گونه از بين باكتريها از سايرين بوده و همچنين

كه به اعضاي شناخته شده  . ازباشدمي مشهورتر بتيليسوس

 (يعني باسيلوس سرئوميگروه هستند، وف معرگروه پاتوژن 

ومي و باسيلوس ئباسيلوس آنتراسيس، باسيلوس سر

. غالب گونه هاي هوازي توليد كننده مي باشند) تورنجيزيس

يا آنكه بيماريزا نيستند.  دارنداسپور توانايي بيماريزايي كمي 

باسيلوس تنها استثناهاي اصلي در اين دسته از باكتري ها 

عامل باسيلوس سرئوس مل سياه زخم، و عا آنتراسيس

  .)Nagata et al., 2017( مسموميت غذايي مي باشند

هاي كه از لحاظ زيستي فعال هستند، ممكن است از هر   آنزيم

اي استخراج شوند. از بين صدها آنزيمي كه در  موجود زنده

ها و   ها از قارچ دارند بيش از نيمي از آن دصنعت كاربر

و   )٪٤ها و بقيه از منابع گياهي ( از باكتري مخمرها، يك سوم 

 ,.Omura et al( ) استخراج شده است٪٨منابع جانوري (

2005(.  

آنزيم فيبرينوليتيك توسط بسياري از باكتري هاي گرم مثبت و 

شود. در گونه هاي بويژه گونه هاي باسيلوس توليد مي

ز باسيلوس واريانت هاي متنوع درون سلولي و خارج سلولي ا

ها آنزيم هاي اين آنزيم شناسايي شده است، فيبرينوليتيك

صنعتي ارزشمندي بوده و همچنين بطور گسترده براي 

كاربردهاي بيوتكنولوژيكي استفاده شده و به عنوان مدل هاي 

فعاليت پروتئين مدنظر مي و خوبي براي تحليل ارتباط ساختار 

درمان  باشند كه باعث از بين رفتن لخته هاي خوني و در

كاربرد زياد يس زبيماري هاي قلبي عروقي از جمله ترومبو

  .)Mei et al.,  2016( دارند

ساز  پيش بوده و رمز كننده آنزيم فيبرينولايتيك  bsfAنژ

ن جديد براي درمان زيضروري براي توليد يك آنزيم فيبرينولي

اخيراً به دليل تشكيل لخته هاي خوني از طريق  ترومبوز است.

عوارض امتعادل، بيماري هاي قلبي عروقي در انسان رژيم ن

اگرچه روش هاي مستقيم (پلاسمين  بسياري را بدنبال دارد.

انساني) و غير مستقيم (فعال كننده هاي پلاسمينوژن) در 

فيبرينوليتيك فعال،  سترس بوده اما براي دست يابي بهد

انبوه استخراج ژن آنزيم از باكتري مولد به دليل توليد ارزان و 

تكثير . )Fang et al., 2013( مورد توجه قرار گرفته است

به علاوه بوده و هاي تحقيقاتي مورد استفاده  يك ژن در حوزه

داراي كاربردهاي پزشكي از قبيل ژن درماني و كاربردهاي 

 باشد صنعتي نظير توليد مقدار زيادي از يك پروتئين مي

)Yang et al., 2019( .  

وكاريوتي در باكتري بايد حتما سيگنال براي بيان يك ژن ي

رونويسي و بيان ژن مورد نظر كه قابل  جهتهاي لازم 

. اين سيگنال مي گردددر وكتور تعبيه و تشخيص باكتري باشد

 است.و جايگاه اتصال ريبوزوم  ها شامل : پروموتور، ترميناتور

ژن مورد نظر طوري در وكتور وارد مي شود كه تحت كنترل 

بنابراين مقدار  .)Ji et al., 2014( وكتور باشدپروموتور 

پروتئين نوتركيب سنتز شده وابسته به طبيعت پروموتوري است 

دارد البته فقط وجود يك پروموتور  ركه روي وكتور بياني قرا

قوي براي توليد مقادير زياد پروتئين نوتركيب كافي نيست 

وي اثرات بلكه بيان بالاي مطلوب مورد نظر است و بايد به نح

احتمالي اين بيان بالا روي سلول ميزبان مورد توجه و بررسي 

بعضي پروتئينها . )Kurosawa et al., 2015( گيردقرار 

براي سلول ميزبان سمي بوده و روي رشد و تكثير باكتري 

اثرات نامطلوبي دارند. بخش بسيار مهم در وكتور بياني 

نقش كنترلي مهميزيرا در اولين مرحله بيان  است،پروموتور 
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٩٨١ 

كند. در نتيجه داشته و از طرفي سرعت رونويسي را تعيين مي

براي بيان بالاي يك پروتئين نوتركيب عمدتا ژن كلون شده را 

تحت كنترل يك پروموتور تنظيم شده قابل القا قرار مي دهند 

براي بررسي  Real time PCRدر اين پژوهش از روش 

  استفاده شد. يتيكفيبرينولا ميزان بيان ژن آنزيم 

تكنيكي براي مشاهده بي كه  Real time PCRدر روش 

در طول زمان مي باشد.  PCR ي پيشرفت واكنشوقفه

، DNAهمچنين با اين روش مي توان مقادير توليدات 

cDNA  وRNA تكنيك. را نيز اندازه گيري نمودSDS- 

PAGE  يك روش جهت مطالعه پروتئين ها مي باشد. در اين

كه  به استخراج و كلونينگ مذكور پرداخته شد پژوهش

هاي متعدد از يك  ژن كلونينگ فراهم كردن نسخه سرانجام

اين روش به طور معمول براي بررسي  ژن منفرد است.

خالص سازي، محاسبه مقدار نسبي و تعيين وزن  محصول،

. )Singh et al., 2018( مولكولي پروتئين ها بكار مي رود

شده ترين آنزيم  ) شناختهNattokinase(ناتوكيناز 

ناتوكيناز آنزيمي است كه از ناتو، يك غذاي (فيبرينوليتيك 

توليد ) ژاپني تهيه شده از سوياي تخمير شده استخراج مي شود

است. محصولات  B. subtili شده توسط برخي از سويه هاي

در حال حاضر به عنوان يك داروي  Nattokinase مبتني بر

هاي قلبي عروقي  رمان يا پيشگيري از بيماريجايگزين براي د

فقط  .در بازار هستند، اگرچه اثربخشي آن مورد ترديد است

در ايران مطالعاتي بر روي آنزيم ناتوكيناز جداشده از باسيلهاي 

خاك كه در فرآيند تخمير مواد غذايي ژاپني مورد استفاده 

يد. بوده و از باسيلوس سوبتيليس حاصل مي شود مشاهده گرد

در ايران تاكنون بر روي اين موضوع تحقيقي صورت نگرفته 

است و خلاي پزوهشي در اين موضوعات باعث ترغيب به 

هدف از انجام اين مطالعات در اين موارد گرديد بنابراين 

جدا شده از باسيلهاي ترموفيل  bsfA مطالعه ژنومي ،تحقيق

ا باوراگامي اشرشياكلي خاك و كلونينگ آن در باكتري 

   .مي باشد SDS PAGE  و Real time PCRروش 

  مواد و روش ها

نمونه برداري خاك از مناطق مختلف  انجام اين تحقيق براي

 ٧٠و باغات اطراف آن انجام شد به اين ترتيب كه  تهراناستان 

سانتي متري خاك جمع آوري شده و  ١٠تا  ٥ نمونه از عمق

لوفاني كه از قبل بعد از بسته بندي در كيسه هاي پلاستيكي س

استريل شده به آزمايشگاه ارسال شدند. سپس به منظور 

جداسازي و شناسايي اوليه ميكروارگانيسم هاي داراي فعاليت 

و آزمون  Skim milk agarپروتئوليتيك از محيط كشت 

   .)Farouk et al., 2014( هاي بيوشيميايي استفاده شد

  كشت نمونه هاي خاك 

 تهرانهاي خاك از باغات اطراف  در اين پژوهش نمونه 

جداسازي شد. در خصوص كشت نمونه هاي خاك به منظور 

كاهش تعداد فرم هاي رويشي با هدف جداسازي سويه هاي 

باسيلوس از دو تيمار مختلف شامل تيمار حرارتي، خشك 

كرده خاك استفاده شد و سپس رقت سازي اعشاري از نمونه 

  .)Xu et al., 2011( هاي خاك درآب مقطر انجام شد

 كلني هاي رشد كرده در سطح محيط تريپتيك سوي آگار

تهيه شده از باسيلوس كه با كلني هاي  آلمان) (شركت مرك،

بانك ميكروبي شباهت ظاهري داشته اند توسط سوزن كشت 

برداشته و در سطح جديد تريپتيك سوي آگار كه قبلا در 

 پتري ديش ريخته و سطح آنها خشك شده كشت خطي

Streak culture  سلسيوس درجه  ٣٠داده شدند و دردماي

ساعت گرمخانه گذاري شدند  ٤٨درشرايط هوازي به مدت 

از باسيلوساز لحاظ خلوص بررسي شدند. باكتري  سپسو
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بر اساس مورفولوژي ماكرو و طريق تست هاي بيوشيميايي و 

به باسيل اختصاصي  كشتميكروسكوپي و رشد در محيط 

 .)Duan et al., 2010( آمددست 

تعيين هويت جدايه هاي باكتريايي مشكوك به 

  باسيلوس

در خصوص تعيين هويت جدايه هاي باكتريايي از خصوصيات 

خصوصيات ميكروسكوپي و  ظاهري كلني (ماكروسكوپي)،

در نهايت پس از تاييد باكتري  تستهاي بيوشيميايي استفاده شد.

صوصيات بر اساس خصوصيات ظاهري كلني، خ باسيلوس

 (در قسمت نتايج) ميكروسكوپي و تست هاي بيوشيميايي

 جهت تاييد نهايي شناسايي مولكولي نيز انجام گرديد

)Kamiya et al., 2010(.  

 DNAاستخراج 

 DNAباكتري از كيت استخراج  DNAبه منظور استخراج 

(كيت مركز ذخاير ژنتيك ايران) استفاده گرديد. با اين كيت 

براي  د.ش) انجام Mini column( تونياستخراج به روش س

در نمونه هاي  DNAغلظت  DNAارزيابي كمي وكيفي 

زمان  از روش فلورومتر بررسي شد. با استفاده را استخراج شده

ثانيه، قابليت اندازه گيري  ٥اندازه گيري سريع دركمتر از 

و تعيين غلظت هاي بالاتر بدون نياز به  DNAمقادير بسيار كم 

  .)Sumi et al., 2011( گرفت تصور رقيق سازي

  هاآماده سازي پرايمر

مطالعه و جستجو در مقالات مختلف  و پس از مراجعه به سايت

انتخاب  فيبرينولايتيكپرايمرهاي مناسب براي ژن آنزيم 

پرايمر ها درسايت  شدند.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)(   مقايسه و

كروژن سفارش داده شد. پرايمرها به شركت ما و بلاست شدند

پيكومول و سپس به  ١٠٠توسط آب مقطر ديونيزه به غلظت 

 ١پيكومول بود، رسانده شدند. درجدول  ١٠غلظت مناسب كه 

 Sumi( توالي پرايمر و طول قطعه تكثيري آورده شده است

et al., 2012(.  

  نام ژن  رتوالي پرايم

GGCATTTCTCAAATTAAAG bsfA Forward 

GGATGAGAAGAGTCAATTCCG  bsfA Reverse  

  )Ali et al., 2020( مطالعهپرايمر مورد استفاده در اين  .١جدول 

  PCR واكنش

ميكروليتر  ١٠براي هر واكنش شامل  PCRمقادير مواد  

PCR Master Mix 2x (Amplicon) ،ميكروليتر از  ١

 ٤پيكومول بر ميكروليتر،  ١٠هركدام يك از پرايمرها با غلظت 

ميكروليتر آب  ٤نانوگرم) و  ١٥٠الگو ( DNAميكروليتر از 

بدين شكل انجام شد PCR مقطر بود. مراحل دمايي واكنش 

سلسيوس درجه  ٩٥كه ابتدا مرحله دناتوراسيون اوليه در دماي 

درجه  ٩٥چرخه شامل دناتوراسيون  ٣٥دقيقه،  ٥مدت 

 ٥٦ ثانيه، مرحله اتصال پرايمر در دماي ٣٠به مدت سلسيوس 

ثانيه و مرحله تكثير در  ٣٠به مدت  bsfAسلسيوس درجه 

چرخه  ٣٥دقيقه، و پس از  ١به مدت سلسيوس درجه  ٧٢دماي 

 ١٠به مدت سلسيوس درجه  ٧٢مرحله تكثير نهايي در دماي 

  .)Park et al., 2012( )٣ و ٢(جدول  دقيقه انجام پذيرفت
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٩٨٣ 

  )µlمقدار تركيبات به ميكروليتر  (  مواد مورد نياز
  ٤  آب مقطر دوبار تقطير

  ٨/٠  پرايمر چپ
  ٨/٠  پرايمر راست

DNA ٤  

Master mix  ١٠  
  ٢٥ حجم نهايي

   PCRمقادير مواد مورد استفاده براي انجام مراحل . ٢جدول 

  تعداد سيكل  زمان(ثانيه)  دما(درجه سيلسيوس)  مرحله
  ١  ٣٠٠  ٩٥  واسرشت اوليه

  -  ٣٠  ٩٥  واسرشت
  -  ٣٠  ٥٦  اتصال

  ٣٤  ٩٠  ٧٢  آرايي(گسترش)باز
  -  ٦٠٠  ٧٢  بازآرايي نهايي

  PCRبرنامه تنظيم درجه حرارت و زمان براي انجام مراحل   .٣جدول 

  آگارز  ژل با PCRالكتروفورز محصولات 

. شددرصد استفاده ٥/١از ژل آگاروز  DNAبراي الكتروفورز 

حاصل از استخراج يكسان نبوده و داراي طول  DNAقطعات 

اوتي مي باشند كه اندازه قطعات ماده ژنتيكي اهميت هاي متف

دارد و جهت جداسازي آن ها از دستگاه الكتروفورز استفاده 

  مي شود. 

  باسيلوستعيين گونه 

براي تعيين هويت نهايي جنس باسلوس همچنين با استفاده از 

راي تاييد نهايي سويه ب 16srRNAفراوان سازي ژنهاي 

استفاده  )٥ و ٤ (جدول مومي زيراز پرايمر هاي ع  باسيلوس

به منظور سكانس براي شركت  PCRسپس محصول  گرديد

Bioneer  ارسال گرديد و نتيجه سكانس در ديتابيس

NCBI ،BLAST شد )Suzuki et al., 2003(.  

 پرايمر (’to 3 ’5)  پرايمرتوالي   (bp)اندازه باند

١٠١ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16s-F 

١٠١  AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 16s-R 

  .)Suzuki et al., 2003( مورد استفاده در اين پژوهش 16SrRNA پرايمرهاي .٤ جدول 

  تعداد سيكل  زمان(ثانيه)  دما(درجه سيلسيوس)  مرحله
  -   ٣٠٠  ٩٥  واسرشت اوليه

  -   ٣٠  ٩٤  واسرشت
  -   ٤٥  ٥٥  اتصال

  ٣٠  ٦٠  ٧٢  بازآرايي(گسترش)
  -   ٦٠٠  ٧٢  بازآرايي نهايي

  باكتري 16srRNAژن  PCRيط لازم براي شرا .٥جدول 
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٩٨۴ 

در  )bsfA( كلون كردن ژن آنزيم فيبرينولايتيك

  گاميااشريشياكلي اورباكتري 

از روش   PCRبه منظور كلونينگ سريع تر و موثرتر محصول

TA-Cloning )Transfer activity ( كه  شداستفاده

. شداز شركت سيناژن تهيه  PCR TA-Cloningكيت 

در اين روش از  ذكر كردهدر پروتوكل كيت همانطور كه 

آن باز  ٣´كه در انتهاي  PTG19-Tيك وكتور خطي بنام 

كه  PTG19-T. از وكتورخطي شدتيمين قراردارد استفاده 

خود داراي باز تيمين است منجر به اتصال مستقيم  ٣´در انتهاي 

گردد،  به وكتور كلونينگ مي  PCRو سريع و آسان محصول

با تشكيل پيوند كووالان  ligase T4 DNAسپس آنزيم 

مورد نظر به وكتور خطي را محكم مي كند، در  DNAاتصال 

تشكيل  بودهنتيجه مولكول حلقوي كه حاوي ژن مورد نظر 

شده كه توانايي تكثير خود بخود را در ميزبان مناسب مانند 

E.coli باشد. دارا مي  

ر ر به باكتري هاي پذيرنده وكتونحوه ورود وكتو

  ) نسفرميشنرات(

 داخل راميكروليتر از محيط كشت ساخته شده  ٤٠٠ مقدار

شده را كه در يخ قرار دارند به   Transferويال ريخته، مواد

دقيقه  ٤٥-٦٠كردن بمدت  مخلوطو پس از  كردهآن اضافه 

شد. حتما بايد به  گذاشتهسلسيوس  درجه ٣٧در انكوباتور 

تا باكتري  كردهاضافه  محيط كشت آنتي بيوتيك آمپي سيلين

بتواند در محيط رشد كند و وكتوري كه دريافت كرده را نگه 

سانتريفوژ شده و  ٦٥٠دقيقه در دور  ١دارد. محتويات را بمدت 

 LBمحلول رويي دور ريخته شد و رسوب باكتري روي پليت 

سلسيوس درجه  ٣٧روز در  ٢الي  ١كشت داده شده و بمدت 

 Laksmi et( كلونينگ تاييد گرديد انكوبه و در نهايت انجام

al., 2018(.  

  غربالگري سفيد/آبي به منظور تاييد صحت كلونينگ 

داراي   PTG19-Tوكتور كلونينگ بكار رفته در اين روش 

و قرار گرفته  Lac zوسط  MCSمي باشد، چون  Lac z ژن 

شود. در تخريب مي Lac zاگر قطعه اي وارد وكتور شود ژن 

كه القاگر   IPTكه آنالوگ لاكتوز و  X-galمحيط كشت

وجود دارد، در نتيجه آنزيم پروتئاز باكتري  Lac zپروموتور 

 و كلني آبي تشكيل مي استفاده كرده X-galاز  فعال بوده و

تخريب  Lac zشود. اگر ژن مورد نظر ما وارد وكتور شده ژن 

غيرفعال شده است در نتيجه فيبرينولايتيك شده و آنزيم 

استفاده كند و كلني هاي سفيد در   X-galنتوانسته از باكتري

در نتيجه تشكيل كلني هاي سفيد  گيرد.شكل ميمحيط كشت 

نشان دهنده اينست كه ژن مورد نظر ما با موفقيت كلون شده 

، كلني هايي كه در استاست. چون محيط داراي آمپي سيلين 

محيط رشد كنند در حقيقت نشان دهنده دريافت پلاسميد 

 ,.Laksmi et al( حاوي ژن مقاومت به آمپي سيلين است

2018(. 

 Realبا روش فيبرينولايتيك تعيين ميزان بيان ژن 

time PCR   
قبل از انجام واكنش زنجيره اي پليمراز  باكتري نوتركيب 

ساعت انكوبه گذاري  ١٥انكوبه گذاري مي شود.پس از 

)Late log phase بهترين مرحله براي استخراج (RNA 

 انجام شد RNAساعت استخراج  ١٥است. پس از گذشت 

)Li et al., 2007(.  

   RNA استخراج

كلي براي واكنش هاي تكثير پرايمر  RNAبراي اين منظور از 

 RNeasyاز ميكروكيت  RNAاستفاده شد. براي استخراج 

) استفاده شد. سوسپانسيون باكتريايي Qiagen(شركت 

) كه فيبرينولايتيك ه ژن آنزيم(باكتريهاي واجد ژن مقاومت ب
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٩٨۵ 

 در فاز لگاريتمي رشد قرار دارند مورد استفاده قرار گرفت

)Mei et al., 2017(.  

-Real Time م واكنش زنجيره اي پليمرازنجاا

PCR   
 ٢٠واكنش زنجيره اي پليمراز در حجم  cDNAپس از سنتز 

 .Genet bio CATميكروليتر با استفاده از كيت شركت (

NO: Q9210 :١٠) كره جنوبي به صورت زير انجام شد 

 Prime Qmaster mix (2x) with syberميكروليتر از 

green  ،ميكروليتر از  ٥Depc water يك ميكروليتر از ،

پرايمر فوروارد، يك ميكروليتر از پرايمر ريورس، يك 

استفاده  cDNAميكروليتر از  ٢و  Rox dyeميكروليتر از 

با برنامه  Corbetورد نظر در دستگاه شد. تكثير قطعه هاي م

دقيقه، تكثير  ١براي  سلسيوسدرجه  ٩٥دناتوراسيون اوليه 

سلسيوس درجه  ٥٩ثانيه،  ٣٠براي سلسيوس درجه  ٩٥شامل 

 ٣٥ثانيه در  ٦٠براي سلسيوس درجه  ٧٢ثانيه و  ٤٠براي مدت 

بعنوان كنترل  RNA 16srچرخه انجام شد. از ژن خانگي 

 اده شد. براي محاسبه ميزان بيان ژني آنزيمداخلي تست استف

و رسم نمودارهاي مربوطه از نرم افزار مشخص فيبرينولايتيك 

و مقدار بيان ژن هدف محاسبه شد. آناليز ميزان بيان با اندازه 

در مقايسه با سويه استاندارد انجام  mRNAگيري نسبي بيان 

  .)Wang et al., 2005( شد

  يافته ها

  باسيلوساي خاك به منظور جداسازي ه نتايج نمونه

نمونه خاك ارسالي به آزمايشگاه در  ٧٠در نتيجه غربال گري 

كلني مشكوك به باسيل گرم مثبت جداسازي شده  ١٢مجموع 

 كه بر اساس خصوصيات مورفولوژيك، ميكروسكوپي و تست

  .تعيين هويت شدند باسيلوسهاي بيوشيميايي تحت عنوان 

  ست هاي بيوشيمياييتعيين هويت بر اساس ت

 سويه تست هاي بيوشيميايي ذكر شده جهت تاييدالگوي 

انجام شد. نتايج بيوشيميايي سويه  باسيلوسبيوشيميايي جنس 

 آورده شده است. ٦در جدول  از خاك جدا شده باسيلوس

 جهينت ييايميوشيتست ب

 اسپوردار -گرم مثبت يزيآم رنگ

 + رد ليمت

 + راتيتيس مونيس

 + زكاتالا

 + وژپروسكائر

TSI + 
 - تراتين ياياح

 - ندوليا

 - اوره

  از خاك جدا شده باسيلوسالگوي نتايج بيوشيميايي سويه  .٦جدول 

به منظور شناسايي و كلون ژن  PCRنتيجه آزمون 

bsfA 
  با پرايمرهاي ذكر شده   bsfAبراي ژن هاي  PCRواكنش 

 ١٢از . ده استآورده ش ١انجام شد. نتايج حاصل در شكل 

  بود.  bsfA %) واجد ژن١٠٠جدا شده همگي (باسيلوس  سويه
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  ١٢تا  ١نمونه هاي    ) bp١٠١BsfA (براي بررسي فراواني ژن   PCRنتيجه آزمون   .١شكل 

  bsfAنتايج حاصل از كلونينگ ژن

توسط كلني  bsfAپس از كلون كردن سويه حامل ژن 

شده جداسازي شدند ويه هاي كلون سلكشن (آبي/سفيد) س

  ).٢شكل (

    باسيلوستعيين هويت مولكولي جنس 

حامل ژن  باسيلوس به منظور تعيين هويت مولكولي جنس

bsfA  از پرايمرهاي عموميRNA 16sr استفاده گرديد 

   .)٣(شكل 

  
 bsfAنتايج كلون ژن   .٢شكل 

  

  

  

  

  نظور تعيين هويت مولكولي جنس باسيلوسبه م RNA 16srبا پرايمرهاي عمومي  PCRنتيجه آزمون   .٣شكل 

 و سكانس PCRتاييد نتايج كلون بوسيله 

هاي مشكوك از كلني DNAبه منظور تاييد نتايج كلون، 

در نهايت با سكانس  و PCRاستخراج شده و توسط آزمون 

اشريشياكلي  به باكتري bsfA، ورود ژن PCRمحصول 

اي سكانس بر PCRتاييد شد. در نهايت محصول  گاميرااو

(شكل  شد BLASTارسال گرديد و  Bioneerبه شركت 

٤.(  
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٩٨٧ 

  وكتور و سكانس آن M13با پرايمر هاي  PCRتاييد كلونينگ توسط  .٤شكل 

و PCR  Real timeتاييد نتايج كلون بوسيله 

  سكانسينگ

كلني هاي مشكوك RNA به منظور تاييد نتايج كلونينگ 

 Real آزمون ساخته شد و توسط cDNA استخراج شده و

time PCR   ميزان بيان ژنbsfA  در نهايت با . بررسي شد

در باكتري  bsfAبيان ژن  PCRسكانس محصول 

  ).٧و  ٦، ٥(شكل  تاييد شد گاميياوراشريشياكلي 

  

  

  

 
  

  

  

  

  RNAنتيجه تست تاييد استخراج   .٥شكل 

 -   

Real time PCRنتايج  . ٦شكل   
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٩٨٨ 

 
 bsfA ژننگ نتايج حاصل از سكانسي  .٧شكل

در ميزبان  bsfAبيان و تخليص پروتئين نوتركيب 

  گاميااشريشياكلي اور

كيلو  ٢٨باند  داراي، بيان يك پروتئين SDS-PAGEنتايج 

نمونه   SDS-PAGEدالتوني نشانگر وزني را نشان داد. آناليز 

درصد در مقايسه با ماركر  ١٢روي ژل پلي آكريل آميد 

كيلو دالتوني  ٢٨ني با وزن  مولكولي پروتئيني، يك باند پروتئي

به عنوان پروتئين را نشان داد كه با توجه به وزن مولكولي 

  قرار دارد. ترموفيلوسباسيلوس پورين در 

  بحث

باسيل ها پروتئازها را با فعاليت هاي فيبرينوليتيك ترشح مي 

كنند كه مي تواند مستقيماً فيبرين را كه يكي از علل اصلي 

لبي عروقي مانند انفاركتوس حاد ميوكارد و بيماري هاي ق

  . انفاركتوس مغزي است، تخريب كند

ها به لحاظ صنعتي و استفاده از  به طور كلي بهبود سويه 

هاي كلونينگ فرآيندي است كه در صورت موفقيت،  روش

 باسيلوسسويه  دهد. قابليت توليد را تا چندين برابر افزايش مي 

م هاي توليد كننده آنزيم هستند و از مهم ترين ميكروارگانيس

. منبع مهمي براي آنزيم هاي خارج سلولي به شمار مي روند

آنزيم فيبرينوليتيك به عنوان درماني براي حل لخته هاي فيبرين 

داروهاي شكننده فيبرين براي درمان قلب شناخته مي شوند. 

(فيبرينوليتيك)، يا داروهاي شكننده لخته براي از بين بردن 

كار  شده درعروق (مثلاً درمان سكته قلبي) به ه خون ايجادلخت

داروهاي شكننده فيبرين به شكل تزريقي براي حل . روند مي

هاي انيسويل به  رود. در انيسترپلاز، گروه كردن لخته به كار مي

وژن متصل شده تا تركيب را ينجايگاه كاتاليزي بر روي پلاسم

و مي توان از اين  كنند ميكه تجويز يا تزريق شود پايدار زماني

  & Abdul Rahimكرد (آنزيم در موارد درماني استفاده 

Rengaswamy, 2022.(  
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 RNA يا DNA در كلونينگ مولكولي با تكثير يك قطعه

تعداد زيادي از اين قطعات به دست مي آيدكه جهت بررسي 

 زمانيكه. شود يك ژن خاص يا بيان آن ژن از آنها استفاده مي

DNA  هاي آن  شود، تمامي ژن يك ارگانيسم استخراج مياز

در تمامي مراحل زير محدويتهاي  .شود ارگانيسم خارج مي

وارد كردن ژن مورد نظر به داخل پژوهشي ايجاد مي شود: 

نسفورم شده اهاي ميزبان تر انتخاب سلول، يك وكتور مناسب

هاي  جداسازي كپي، هاي حاوي ژن مورد نظر و شناسايي كلون

وكتورهاي ، هاي بيان شده از ژن هدف تكثير يافته/پروتئينژني 

د. انتقالي هستن DNA كلونينگ داراي محدوديت در سايز

بيوتكنولوژي موجب بهبود توليد آنزيم در سويه هاي امروزه 

باسيلوس كه به عنوان منابع قدرتمند در توليد فيبرينوليتيك در 

به صورت طبيعي  ز آنجا كه توليد آنزيما نظر گرفته مي شوند.

ها هستند،   ها و قارچ كه بيشتر باكتري ز منابع توليد كننده آن، ا

گوي  هاي كيفي آن جواب تواند به لحاظ كميت و ويژگي نمي 

هاي توليد كننده  تغيير ژنتيكي سويه . نيازهاي تجاري باشد

آنزيمي در ازاي توليد بيشتر و يا تغيير كيفيت محصول توليدي 

ها به لحاظ صنعتي و  ه طور كلي بهبود سويهمد نظر است. ب

فرآيندي است كه در صورت  كلونينگهاي  استفاده از روش

 دهد قابليت توليد را تا چندين برابر افزايش مي موفقيت، 

)Jeong et al., 2007(.  به دست هدف از انجام تحقيق

بررسي  ،DNA آناليز سكانس ،آوردن توالي يك ژن خاص

  توليد شده است. پروتئين يا  RNAاص،خ عملكرد يك آنزيم

Heo  اعلام كردندكه پروتئازهاي  ٢٠١٣و همكاران در سال

فيبرينوليتيك ترشح شده توسط باسيل ها مي توانند به عنوان 

منابع مفيدي براي توسعه درمان هايي استفاده شوند كه توسط 

آن فيبرين موجود در رگ هاي خوني به طور موثر حذف مي 

هاي باسيلوس با فعاليت فيبرينوليتيك بسيار قوي  يهشود. اگر سو

هاي طبيعي، از جمله غذاهاي تخمير شده جدا شوند،  از محيط

ها براي توليد غذاهاي تخميري استفاده  توان از اين سويه مي

تلاش براي  .شوند كرد كه پس از مصرف باعث فيبرينوليز مي

ا بسياري از جستجوي چنين ارگانيسمهايي بايد ادامه يابد، زير

به  .اند هاي موجود در طبيعت هنوز كشف نشده ميكروارگانيسم

نظر مي رسد الگوهاي تخريب فيبرينوژن در بين آنزيم هاي 

فيبرينوليتيك مشابه متفاوت است و بنابراين هر آنزيم بايد به 

ها  مهندسي پروتئين براي آنزيم .صورت جداگانه بررسي شود

اي فيبرينوليتيك و پايدار ه گام بعدي براي ساخت آنزيم

اي نيز در  هاي تحقيقاتي گسترده خواهد بود، جايي كه تلاش

  .)Heo et al., 2013( آينده مورد نياز است

Ahn  براي شناسايي آنزيم جديد باكتريايي ٢٠١٥همكاران و ،

سويه باكتريايي با فعاليت فيبرينوليتيك از  ١١١فيبرينوليتيك، 

سويه به دليل فعاليت  ١٤از بين آنها  كيمچي انتخاب شدند.

پلاسمين انتخاب شدند. تجزيه و تحليل  U ٠٢/٠تر از قوي

باسيلوس، آنها نشان دادكه آنها متعلق به  SrRNA 16توالي 

لوسونوستوك، پروپيونيكباكتريوم، ويسلا، استافيلوكوكوس و 

با  ،B. Subtilis ZA400سويه  هستند.بيفيدوباكتريوم 

يت فيبرينوليتيك انتخاب شد و ژن رمزگذاري بيشترين فعال

 .Eكلون شد و در باكتري  (bsfA) كننده آنزيم فيبرينوليتيك

coli نشان داد كهنتيجه  شدندبيان  ميزبان bsfA تواند مي

كانديداي مناسبي براي توسعه يك آنزيم فيبرينوليتيك جديد 

  .)Ahn et al., 2015( براي درمان ترومبوز باشد

Ali باسيلوس از مهم ترين  سويه، ٢٠٢٠ در سال ارانو همك

ميكروارگانيسم هاي توليد كننده آنزيم هستند و منبع مهمي 

ه يسو ١٥ ازبراي آنزيم هاي خارج سلولي به شمار مي روند.

سويه هاي باكتريايي جهش يافته از نظر كيفي و  بدست آمده

ار كمي آن براي توليد آنزيم هاي فيبرينوليتيك مورد سنجش قر
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٩٩٠ 

گرفت، نتايج نشان دادكه فعاليت آنزيم توسط بيشتر جهش 

يافته ها نسبت به وحشي اصلي آنها افزايش يافته است.گونه ها 

پس از جهش اشعه ماوراء بنفش، تمامي سويه ها باعث افزايش 

فعاليت آنزيم و توليد آنزيمهاي فيبرينوليتيك در مقايسه با گونه 

  .)Ali et al., 2020(هاي وحشي شدند

Poernomo  در مطالعه حاضر، ٢٠١٧و همكاران در سال ،

Bacillus subtilis منبع خاك جدا شد و براي توليد  از

آنزيمهاي فيبرينوليتيك از ناتوكيناز غربالگري شد. 

ميكروارگانيسم هاي مواد غذايي مانند باسيل ها مي توانند 

ز يا استرپتوكينا t-PA جايگزين هاي اميدواركننده اي براي

باشند. درمان هاي اخير گران هستند و از عوارض جانبي مانند 

خواص ضد انعقادي اين آنزيم نيز مورد خونريزي رنج مي برند. 

بررسي قرار گرفت كه زمان لخته شدن را براي نمونه هاي 

در مختلف خون مخصوصا براي خون انسان به تأخير انداخت. 

داراي اتوكيناز نفيبرين گوسفند افزايش توليد  نتيجه آنكه

فعاليت  .)Poernomo, 2017( خاصيت ضد انعقادي است

در اين پژوهش با انواع ديگر  توليد شده فيبرينولايتيكآنزيمي 

تا در صورت عملكرد بهتر نسبت به آنزيم  شداين آنزيم مقايسه 

براي  هاي توليد شده توسط ساير سويه به عنوان منبعي مناسب

اروهاي ضد انعقاد و داروهاي قلبي ساخت دتوليد اين آنزيم در 

   استفاده گردد.

  نتيجه گيري

در حال حاضر، اطلاعات باليني كافي در مورد اثربخشي 

در داخل بدن در دسترس نيست، بنابراين مطالعات  فيبرينوليتيك

 ژن آنزيمبيشتري بايد در داخل بدن در آينده انجام شود. 

 ها باسيلوسله از منابع محدودي از جمbsfA  فيبرينوليتيك

آنزيم،  bsfAبنابراين نياز به تكثير ژن اين  ،قابل استخراج است

از منابع باكتريايي توليد كننده آن حائز اهميت ويژه است. در 

بومي مولد  باسيلوس هاينتيجه اين پژوهش موفق به پيدا كردن 

bsfA  در نهايت با موفقيت ژن اين آنزيم را از باكتري  شد و

وارد نمود تا بتوان با توان توليد  E.coliاكتري به بباسيلوس 

 E.coliبالاتر و صرفه اقتصادي بيشتر اين آنزيم را در 

نتايج به دست آمده در اين مطالعه در  در نهايتتوليدكرد. 

مي تواند  الا،ب بيانو نوتركيب  باكتري با قابليتراستاي ايجاد 

مان بيماران گام بزرگ در مسير افزايش توليد اين آنزيم در در

دچار ترمبوزيس محسوب شود كه مانع از ايجاد آمبولي و 

مرگ مي گردد.  بررسي بيشتر براي پيدا كردن سويه هاي 

مي تواند منجر به پيدا كردن  bsfA جديد توليد كننده ژن

  بخشي بيشتر گردد. داروهاي جديد با اثر

  تشكر و قدراني

در ناسي ارشد بوده و اين مقاله اقتباسي از پايان نامه دوره كارش

نهايت محققين اين مقاله بر خود مي دانند تا از زحمات 

بويژه  ميكروب شناسيكارشناسان و متخصصين آزمايشگاه 

هاي ارزنده و مجيد صادق پور با راهنمايي مهندس آقاي

گرانقدر خود در پيشبرد اين پژوهش كمال تشكر و امتنان را 

  .داشته باشند

  منافع تضاد

هيچ گونه ن اعلام مي دارند كه در اين مطالعه نويسندگا

  .تعارض منافع توسط نويسندگان بيان نشده است
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Abstract 

Background and aim: Enzymes play a very important role in various industries and in medicine. The BSFA genomic region is 
also considered one of the most important operons in biotechnology and bioengineering and is used in the preparation of fibrin-
breaking drugs (fibrinolytic) or clot-breaking drugs to destroy blood clots in vessels (thrombosis and heart attack treatment) and 
this enzyme can be used in therapeutic cases. The thermophilic bacillus carries various enzyme genes and the goal is to 
investigate the genomics and cloning of the fibrinolytic gene (bsfA) from soil thermophilic bacilli in Escherichia coli origami 
bacteria by Real time PCR and SDS PAGE methods. 
Materials and Methods: Bacillus strains were isolated and identified from a total of 70 soil samples from the areas around 
Tehran. Then bsfA gene was extracted from bacilli by PCR method. The amplified fragment was inserted into the pTG19 
expression vector by TA cloning (Transfer activity) method. In the next step, the recombinant vector was transformed into 
Escherichia coli origami bacteria and cloning was confirmed using common methods. PCR reaction was performed for the bsfA 
gene with the mentioned primers. 
Results: As a result, all of the 12 Bacillus strains isolated (100%) had the bsfA gene. The results of RNA cloning of suspected 
colonies extracted cDNA was made and the expression level of bsfA gene was checked by real time PCR test. Determining the 
molecular identity of the Bacillus genus carrying the bsfA gene was done using primers. Finally, the expression of the bsfA gene 
in Escherichia coli origami bacteria was confirmed by the sequence of the PCR product. 
Conclusion: As a result of this research, they managed to find native bacilli producing bsfA, and finally, successfully transferred 
the gene of this enzyme from Bacillus bacteria to E.coli bacteria so that this enzyme can be produced in E.coli with more 
production and economic efficiency. To create bacteria with high expression and recombination ability, it can be a big step in 
increasing the production of this enzyme in the treatment of patients suffering from thrombosis, which prevents embolism and 
death. 

Keywords: bsfA gene, Bacillus, cloning, Fibrinolytic, Real time PCR method, SDS-PAGE technique 
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