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  چكيده

Pseudomonas putida ز سوبستراها كه يك باكتري هتروتروف بوده كه قابليت رشد روي طيف وسيعي ا
 اين يبرتر دهنده نشان ها، توانايي تجزيه طيف وسيعي از هيدروكربن. ، دارا مي باشدها هستندعمده آن ها آلكان

داراي سيستم  P. putidaباكتري  .باشد مي نفت كننده تجزيه ميكروبي جامعه ديگر اعضاي به نسبت ارگانيسم
باشد. هدف از اجراي تحقيق حاضر جداسازي و بيان  ها مي براي تجزيه آلكان )alk-Bآلكان هيدروكسيلاز (ژن 

سازي در پلاسميد  نظور ابتدا همسانهبراي اين م .مي باشد  P. putidaژن آلكان هيدروكسيلاز باكتري
pBluescript  انجام شد و سپس ناحيه كدكننده ژن مذكور در پلاسميدpET-26a    وارد  شد. بيان ژن خارجي
صورت پذيرفت. فعاليت آنزيم نوتركيب حاصله با تفاوت جذب   E. coliاز باكتري  BL-21در سويه  

آلكان ن شد. نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه ژن تعيي NADPHاكسيد كردن  اسپكتروسكپي در اثر
نيز اين امر را تاييد كرد. ژن  PCRخوبي جايگزين گرديد، كلني به pBluescriptهيدروكسيلاز در پلاسميد 

بيان پروتئين آلكان ،   IPTG كلون شد. با افزايش زمان پس از القاء با pET-26aخوبي در وكتور مربوطه به
افزايش يافت. پروتئين نوتركيب حاصله داراي فعاليت آنزيمي مناسب مي باشد. انتقال اين ژن به  هيدروكسيلاز

  باكتري سريع الرشد و سوبستراي غذايي وسيع مي تواند نويد بخش توليد  بيوكاتاليزوري با كارايي  برتر باشد.
.ونينگها، بيوكاتاليز، بيان پروتئين، تجزيه زيستي، كل آلكان: واژه هاي كليدي  
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  مقدمه 

نفت خام يكي از مهمترين منابع طبيعي است 
كه سوخت فسيلي عمده منابع صنعتي و ماده مورد 
نياز در صنايع پتروشيمي است. آلودگي مزمن محيط 

شود و با نفت موجب بهم ريختگي اكولوژيكي مي
هاي روش. مانع استفاده پايدار آن توسط بشر است

رين، كم خطرترين عنوان بهتهاحياي زيستي امروزه ب
ها براي حذف ترين روشو مقرون به صرفه

باشند. تاكنون ي و هيدروكربني ميهاي نفتآلودگي
- هاي گوناگوني براي اين هدف استفاده شده باكتري

هاي  تنها هيدروكربن نه P. putidaولي باكتري  ،اند
نفتي را در شرايط آزمايشگاهي تجزيه مي كند، بلكه 

 رسد در خارج كردن نفت ازيبه نظر م
 اهميت بسياري دارد.هاي خشكي  اكوسيستم
ست كه پتانسيل تجزيه زيستي بديهي ا ،بنابراين
 هاي آلوده به نفت را داشته باشدسيستم

)Hassanshahian et al., 2010; Elcia et al., 

). اين باكتري قادر به رشد بر روي طيف 2005
مدتا سوبستراي محدودي از سويستراها است، كه ع

 ).Yateem et al., 2002( باشندها مي آن آلكان
داراي سيستم آلكان  P. putidaباكتري 

د باشها مي براي تجزيه آلكان )alk-Bهيدروكسيلاز (
)Vanbeilen et al., 2006(. يها اغلب باكتري 

آليفاتيك داراي سيستم  يهاتجزيه كننده هيدروكربن
باشند. آلكان  ه غشاء ميآلكان هيدروكسيلاز وابسته ب

هيدروكسيلاز متصل به غشاء ابتدا در سودوموناس 

فلورسنت تجزيه كننده هگزان شناسايي شد كه بعداً 
P. oleovirans  ناميده شد و كمي بعدتر به عنوانP. 

putida  تشخيص داده شد. مطالعات بيوشيمي نشان
 P. putidaكه سيستم آلكان هيدروكسيلاز  هداد

 2تا  1ونواكسيژناز غشاءگذر، داراي يك م
روبرودوكسين و يك روبرودوكسين رودوكتاز 

ها را از  باشد. روبرودوكسين رودوكتاز الكترون مي
NADH نوكلئوتيد) از طريق  آميد آدنين دي (نيكوتين

كند كه  به روبرودوكسين منتقل مي FADكوفاكتور 
ها را به آلكان هيدروكسيلاز منتقل  آن نيز الكترون

   ).Sei et al., 2003(مايد ن مي
جهت تجزيه    P. putidaاستفاده از باكتري
كه شامل كند  هايي است زيستي داراي محدوديت

ها  رشد بودن آن و عدم استفاده از كربوهيدرات
ها براي اين  باشند. يكي از راه حلجهت رشد مي

ها از  هاي تجزيه كننده آلكان ها انتقال ژن محدوديت
باكتري هاي سريع الرشد است اين باكتري به 

)Hassanshahian et al., 2012a; Hassanshahian 

el al., 2012b(.   
لاز بزرگترين بالا خانواده آلكان هيدروكسي

است و توالي ژني آن در  هاي حاوي همآنزيم
از قبيل پستانداران، گياهان  ،هاي متعدديارگانيسم

شده  آلي، جلبك ها، قارچ ها و باكتري ها شناسايي
) با Vanbeilen et al. )2006 در پژوهشي است.

را با  alk-Bطراحي يك وكتور پلي سيستروني ژن 
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 .Pژن فرودوكسين و فرودوكسين روداكتاز به 

putida  ،سويه هاي نوتركيب قادر كه انتقال دادند
 ,.Vanbeilen et alبه رشد روي آلكان بودند (

 .Vanbeilen et alدر پژوهشي ديگر  ).2006
لف از هاي مخترا از محيط alk-Bژن  16) 2004(

هاي زير زميني و قبيل خاك آلوده به نفت، آب
يكي از  .جداسازي كردند P. putida همچنين

فرضيات اين تحقيق اين است كه ژن آلكان 
از اين باكتري قابليت بيان در ميزبان  هيدروكسيلاز

E. coli .هدف از انجام اين تحقيق همسانه را دارد 
 P. Putidaسازي و بيان يكي از ژن هاي مهم باكتري

باشد. هدف ديگر اين ها ميدر تجزيه زيستي آلكان
تحقيق كاربرد ژن و پروتئين آلكان هيدروكسيلاز 

عنوان كاتاليزور ههمسانه شده از  اين باكتري ب
  .بودها  زيستي جهت هيدروكسيله كردن آلكان

  
  مواد و روش ها

  و پرايمرها پلاسميدهاي، ميزبان هاي باكترياي
عنوان هبP. putida  سويه ازدر اين تحقيق 
) alk-B( آلكان هيدروكسيلازتوليد كننده پروتيئن 

 DH5سويه  براي كليه مطالعات به كار گرفته شد.
همسانه به عنوان ميزبان در مراحل  E. coliباكتري 
ورد پلاسميدي م DNAسازي و جهت تكثير سازي 

به عنوان  BL21(DE3) استفاده قرار گرفت و  سويه
ميزبان بيان كننده مورد استفاده قرار گرفت. در اين 

راي كلون ب pBluescriptناقل پلاسميدي تحقيق 

 همچنين ازبكار رفت.  alk-Bسازي ژن رمز كننده 
استفاده  alk-B ژن نيز براي بيان pET-26aپلاسميد 

-'alk-F 5  ايمرهاي در اين تحقيق از پر گرديد.

GAG ACA AAT CGT CTA AAA CGT AA-

 alk-R: TTG TTA TTA TTC CAA CTAو  ʹ3

TGC TC-3 5'-  جهت تكثير ژنalk-B  استفاده
  .شد

  
  alk-Bتكثير ژن  

با استفاده از پرايمرهاي طراحي شده، ژن 
alk-B  باPCR 330به طول   تكثير يافت. اين ژن 

استفاده در واكنش باشد. مواد مورد ميجفت باز 
 dNTP l5.1 :عبارت بود از  μl 25تكثير با حجم 

)10 µM ،(Buffer pfu DNA poly l5.2 )20 

mM ،(MgCl2 l1 )5 mM( ،Primer alk-F l1 
)10 PMol ،(Primer alk-R l5.0 )10 PMol،( 

pfu polymerase )1 unit ،(Template- DNA 
l1 )20 ng(  وH2O l5.16 . برنامهPCR  30با 

 94دناتوراسيون در دماي  سيكل بصورت زير بود:
 54درجه به مدت يك دقيقه، دماي اتصال پرايمرها 

درجه به  72دماي تكثير  و درجه به مدت يك دقيقه
روي  PCRمدت يك دقيقه بود. محصول حاصله از 

براي استخراج ژل آگارز يك درصد قرار گرفت و 
DNA جفت بازي) از ژل آگارز، كيت  330ي (قطعه

 ، كره جنوبيفرمنتاسشركت ( DNAاستخراج 

K0513طبق دستورالعمل همراه باكيت بكار رفت ( 
Sambrook & Russel, 2001).(  
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داخل پلاسميد  alk-B سازي ژن همسانه
pBluescript  
 با استفاده از كيت pBluescriptپلاسميد

Metabion  طبق دستورالعمل كيت از ميزبان
) استخراج شد. واكنش هضم DH5باكتريايي (

براي خطي  EcoRV تك آنزيمي توسط آنزيم 
كار رفت. واكنش هبpBluescript  كردن پلاسميد

درون پلاسميد  alk-Bارد نمودن ژن جهت و 1اتصال
pBluescript  انجام شد. روش كار بدين صورت

 از ژن 0.4µgميزان  μl 25بود كه در حجم واكنش 

alk-B 0.2باµg  1از پلاسميد همراه باUnit  از آنزيم  
T4 DNA ligase  و بافر آن به مدت يك شب در

هاي  گرديد. سلول 2خانه گذاري گرمدرجه  16دماي 
پلاسميدي خارجي  DNAد جهت پذيرش مستع

  )(Sambrook and Russel, 2001طبق دستورالعمل 
تهيه شد. با استفاده از روش شوك حرارتي پلاسميد 

 3تبديلمنتقل گرديد و واكنش به سلول هاي مستعد 
 lµ 50ميزان  ،گريبه منظور غربالصورت گرفت. 

 سفورم شدهناتر DH5 E. coliيهايباكتر	از
 ي نوتركيب و باكتري هاي حاويها يمخلوط باكتر(

وي حا LB ر محيط كشتد)   pBluescriptپلاسميد
X-gal ،IPTG بيوتيك  تيو آنAmp  پخش شد و
درجه  37 يساعت در دما 24ها به مدت  پليت

كه . براي اطمينان از اينشدند يگرماگذارسلسيوس 
كيب واجد پلاسميد نوتر هاي سفيد حاصل لنيك

                                                 
1. Ligation 
2 . Incubation 
3 . Transformation  

هاي اختصاصي ژن ربا پرايم PCRباشند، كلني مي
alk-B انجام شد.  
   

  pET-26aبه پلاسميد  alk-Bانتقال ژن 
از درون ميزبان  pET-26aابتدا پلاسميد 

) با استفاده از كيت BL-21 E.Coliباكتريايي آن (
Metabion  استخراج شد. همچنين پلاسميد

pBluscript  كه داراي ژنalk-B  از بود نيز
استخراج گرديد. يك  DH5 E.coliباكتري

واكنش هضم دو آنزيمي براي هر دو پلاسميد 
-در واكنش هضم دو آنزيمي از آنزيمگذاشته شد. 

 .استفاده گرديد  XhoIو  NdeIمحدودالاثر هاي 
ژن  Fداراي جايگاه اثر در پرايمر  NdeIزيرا آنزيم 

alk-B  و آنزيم XhoIايگاه اثر تنها در داراي ج
با اين واكنش  ،است. بنابراين pBluscriptپلاسميد 

 pBluscriptاز درون پلاسميد  alk-Bآنزيمي ژن 
بطور همزمان با  گردد.بصورت چسبنده خارج مي

نيز برش داده  pET-26aهمين دو آنزيم پلاسميد 
شد. محصول حاصل از هضم آنزيمي پلاسميد 

pET-26a  و پلاسميدpBluescript  آگارزدر ژل 
يك درصد قرار گرفت. سپس با كيت استخراج 

DNA  از ژل پلاسميد خطي شدهpET-26a و ژن 

alk-B  خالص سازي گرديد. واكنش اتصال دو
  3-2قطعه طبق روش شرح داده شده در قسمت 

  انجام شد.
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 alk-Bبيان ژن 

بعنوان ميزبان بيان   BL-21   E.coliباكتري
هاي ب بكار رفت. سلولكننده پروتئين نوتركي

ابتدا طبق   BL-21سويه  E.coliمستعد باكتري 
تهيه گرديد. سپس  بالاروش شرح داده شده در 

 تبديل جهت 1اتصالميكروليتر از محصول  2ميزان 
 pET-26و انتقال پلاسميد  BL-21كردن باكتري 

هاي نوتركيب نوتركيب بكار رفت. انتخاب كلني
BL-21  بيوتيك كانامايسين در محيط حاوي آنتي

انجام شد. پس از ظاهر شدن كلني ها روي محيط 
 همسانهجهت تائيد صحت  PCRانتخابي، كلني 

صورت  alk-B سازي با پرايمرهاي اختصاصي ژن
   .)(Sambrook &Russel, 2001  گرفت

مايع همراه با آنتي  LBميلي ليتر محيط  10
 ميلي ليتري 50بيوتيك كانامايسين به داخل ارلن 

ريخته شد. يك كلني از كشت تازه برداشته و به 
در  C37داخل آن تلقيح گرديد و سپس در دماي 

 انكوباتور شيكردار بطور شبانه گرماگذاري گرديد.

به غلظت  IPTG٢براي القاء جهت بيان پروتئين، 
به آن اضافه شد. رشد ميلي مولار  1-0.5 نهايي
ساعت ادامه يافت. هر يك  4-5ها به مدت باكتري

ميكروليتر از نمونه رسوب داده شد و  500ساعت 
به  SDS-PAGEميكروليتر بافر نمونه  100در 

حالت سوسپانسيون درآورده شد و تا زمان انجام 
SDS-PAGE در فريزر°C 20-   .يبراقرار گرفت 

                                                 
1 . Ligation 
2 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

ها از تفكيك و تعيين جرم مولكولي پروتئين
استفاده SDS- PAGE ٣ ژل  ي والكتروفورز عمود

   .)(Sambrook & Russel, 2001 شد
  

  Alk-Bسنجش فعاليت آنزيم نوتركيب 
  كشت باكتري و القاي توليد آنزيم

كه داراي پلاسميد  BL-21   E.coliباكتري
pET-26   ميلي ليتر از  250نوتركيب بود را در

حاوي آنتي بيوتيك كانامايسين در دماي  LBمحيط 
كشت داده  ور در دقيقهد 150و درجه سلسيوس  37

 600كه جذب نوري آن در طول موج شد. زماني
با غلظت  IPTGرسيد، به محيط  3/0 نانومتر به

به  Cْ37ميلي مولار افزوده شد و در دماي  1نهايي 
از  ،انكوبه گرديد. علاوه بر اينساعت  8مدت 

هايي تهيه شد با  ها با شرايط مشابه فوق كشت لونك
از افزوده نشد. پس   IPTGبه آنها  اين تفاوت كه

ور د 4000ها در دور  اتمام دوره انكوباسيون باكتري
 20به مدت درجه سلسيوس  4و دماي  در دقيقه

دقيقه رسوب يافتند. بيوماس باكتري حاصله به 
ساعت در معرض هگزادكان قرار گرفت تا  4مدت 

-تحريك گردد. سپس سلول  Alk-Bآنزيم فعاليت 

لاشه  ايي با اولتراسونيك شكسته شدند.هاي  باكتري
هاي شكسته نشده با  ها و همچنين باكتريباكتري

درجه  4و دماي   دور در دقيقه 4000سانتريفوژ در 
دقيقه رسوب يافتند. عصاره  20به مدت سلسيوس 

                                                 
2. Sodium dodecyl sulfate-PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis، 
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سلولي حاصله از هر دو كشت باكتريايي (القاء شده 
 آنزيمالقاء) جهت سنجش فعاليت و غير  IPTGبا 

Alk-B  استفاده شد   (Vanbeilen et al., 2006)  
  

   (Alk-B) لازيدروكسيالكان ه روش سنجش آنزيم
براي سنجش فعاليت آنزيم الكان 
هيدروكسيلاز مخلوط واكنش آنزيمي بدين صورت 

ميلي  1تهيه گرديد. مخلوط واكنشگر با حجم نهايي 
) ، محلول lµ 10ليتر  شامل محلول اكتان (

NADPH )lµ 300عصاره سلولي ، ( )lµ 100( ،
). مخلوط شاهد lµ 590ميلي مولار ( 50تريس 

حاوي همه مواد ذكر شده بود فقط عصاره سلولي 
جذب مخلوط واكنش را در  به آن اضافه نگرديد.

 3نانومتر دو دقيقه قبل از اضافه كردن اكتان و  340
دقيقه بعد از اضافه كردن اكتان در مقابل شاهد 

نانومتر  340شود. كاهش جذب در اندازگيري مي
نشانگر فعاليت آنزيمي است. يك واحد آنزيمي از 
فعاليت آلكان هيدروكسيلاز مطابقت با مقدار 

را به  NADPHآنزيمي است كه يك ميكرو مولار 
 ,.Vanbeilen et al كندازاي يك دقيقه اكسيده مي

2006).(  
  

  نتايج
  alk-Bتكثير ژن 

 alk- Fطراحي شده (با استفاده از پرايمرهاي 
انجام  PCRپليمراز واكنش  Pfu) و آنزيم  alk- Rو

مشاهده گرديد  آگارز بر روي ژلو محصول آن 
 330 تكثير شده به طول تقريبي قطعه  .)1(شكل 

ژن در مقايسه با اندازه آن كه باشد ميجفت باز 
alk-B تري باكP. putida  ژن  بانكموجود در

  مطابقت دارد.
  

 در پلاسميد alk-Bژن ي همسانه ساز
pBluescript   

 pBluescript درون پلاسميد alk-Bانتقال ژن 
نشان  2در شكل موفقيت آميز بود. نتايج حاصله 

با توجه به اين شكل، همسانه داده شده است. 
شود. زيرا كلني سفيد كه تاييد مي  alk-Bسازي ژن 

واجد پلاسميد هستند پس از استخراج و بارگذاري 
از نظر اندازه مولكولي بالاتر از كلني آبي كه  در ژل

  فاقد پلاسميد هستند قرار گرفته است.
  

  PCRبررسي كلني هاي نوتركيب توسط 
هاي در كلوني alk-Bبراي تاييد وجود ژن 

با پرايمرهاي   PCRنوتركيب (كلني سفيد) از روش
پلاسميدي استخراج   DNA اختصاصي استفاده شد.
وني هاي نوتركيب به همراه شده از تعدادي از كل

يك كلني آبي بعنوان كنترل منفي با پرايمرهاي ويژه 
نتايج  قرار گرفتند. PCRمورد واكنش  alk-Bژن 

 alk-Bهاي سفيد داراي ژن نشان داد كه كليه كلني
كه كلني آبي فاقد اين ژن است در حالي ،هستند
  ).3(شكل 
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بـر روي ژل    alk-R و alk-Fبا اسـتفاده از پرايمرهـاي      alk-Bژن   PCRالكتروفورز محصول  -1 شكل

): كنتـرل  8چاهـك ( و   PCR ) محصـول  2-7چاهـك ( ، (bp 100)ماركر   )1آگارز يك درصد، چاهك (
  منفي

Figure 1- Gel electrophoresis   of PCR product of alk-B gene with alk-F and alk-R primers 
on 1 % agarose gel. Lane (1): 100bp marker ladder, lane (2-7): PCR product and lane (8): 
Negative control. 
 

  pET-26aبه پلاسميد  alk-Bژن انتقال 
كه در اين تحقيـق هـدف بيـان    با توجه به اين

لـذا انتقـال ژن بـه يـك      ،ژن همساني شده نيـز بـود  

وكتور بياني صورت گرفت. نتيجـه حاصـله از ايـن    
  نشان داده شده است.   4انتقال در شكل 
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): كلني 2،چاهك (1kb): ماركر 1تصوير ژل الكتروفورز استخراج پلاسميد نوتركيب، چاهك ( -2شكل 

 pBluescript): كلني آبي كه تنها پلاسميد 3است چاهك ( pBlu-alk-B سفيد كه واجد پلاسميد نوتركيب 
  را دارد .

Figure 2- Gel electrophoresis of extracted recombinant plasmid: Lane (1) 1kb ladder, lane 
(2): white colony contain recombinant pBlu-alk-B plasmid, lane (3): Blue colony contain 
only pBluscript plasmid. 

 
): 1-5چاهك ( bp 100): ماركر Mدر كلني هاي نوتركيب. چاهك (  alk-Bتاييد وجود ژن  -3شكل 
  .): كلني آبي6ها سفيد و چاهك ( كلني

Figure 3- Confirmation the presence of alk-B gene in recombinant colonies, lane (M): 100bp 
ladder, lane (1-5): White colonies and lane (6): Blue colony. 
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  كنترل منفي، چاهك  بعنوان  pET-26a):  پلاسميد 1پلاسميدي: چاهك ( DNAالكتروفورز -4شكل 

)2 :(pET-26-alk-B  استخراج شده) 1): ماركر 3، چاهكKb 

Figure 4- Electrophoresis of plasmid DNA: lane (1): pET-26a as negative control, lane (2): 
pET-26-alk-B, lane (3) a Kb ladder. 

 
ايـن   شودمشاهده مي 4همانطور كه در شكل 

 يپلاسميد كهبوده است، بطوري انتقال موفقيت آميز
 alk-Bژن  واجـد  بـوده   كلنـي نوتركيـب  كه حاوي 

وزن مولكولي بالاتري نسبت بـه كلنـي كـه    است و 
بـراي  اسـت، دارد.   pET-26aتنها حاوي پلاسـميد  

از كلنـي هـاي غربـال شـده     تاييد نهايي حضور ژن 
PCR   با پرايمرهاي اختصاصـي ژنalk-B   صـورت

ي هاي فوق حاوي اين گرفت و مشخص شد كه كلن
بـا افـزايش   نتايج حاصـل نشـان داد كـه     ژن هستند.

آلكـان  بيـان پـروتئين     IPTG زمان پس از القـاء بـا  
افزايش يافته است و عدم حضـور آن  هيدروكسيلاز 

(غير نوتركيب) نشان دهنـده   pET-26aدر پلاسميد 
 باشـد بيان اين پروتئين تنها در پلاسميد نوتركيب مي

  .)5(شكل 

آلكـان   فعاليت آنزيمي پروتئين نوتركيب  سنجش
  هيدروكسيلاز

آلكان  اصول بررسي تعيين فعاليت آنزيم
نانومتر  340كاهش جذب در  بر پايه هيدروكسيلاز 

. نتايج حاصله از سنجش فعاليت آنزيمي الكان بود
آمده است. اين نتايج  6هيدروكسيلاز در شكل 

حاصله  نشان دهنده اين مي باشد كه آنزيم نوتركيب
 340پيك   داراي فعاليت مناسب آنزيمي است.

نانومتر مربوط به اتصال سوبسترا به آنزيم فعال 
است، كه آنزيم نوتركيب در مقايسه با شاهد كاهش 

 قابل ملاحظه اي در اين ناحيه دارد.
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 pET-26aو پلاسميد   pET-26-alk-Bالكتروفورز عصاره باكتري حاوي پلاسميد نوتركيب  -5شكل 

):  عصاره 2): ماركر وزن مولكولي پروتئين. چاهك ( 1درصد. چاهك (  SDS-PAGE 15توسط ژل 
بعد  pET-26-alk-B ) باكتري هاي حاوي پلاسميد نوتركيب 3چاهك ( pET-26aباكتري حاوي پلاسميد 

   IPTG از القا با 
Figure 5- Protein electrophoresis of bacterial extract contain pET-26-alk-B with SDS-
PAGE 15%: lane (1): Protein marker, lane (2): bacterial extract contain pET-26a, lane (3): 
bacteria contain recombinant pET-26-alk-B after induction by IPTG   

  
  بحث و نتيجه گيري

توانايي  P. putidaويژگي مشخصه باكتري 
است. اين موضوع، باعث  ها رشد بر روي آلكان

برتري اين ارگانيسم نسبت به اعضاي ديگر جامعه 
 Cepeda etميكروبي تجزيه كننده نفت شده است (

al., 2006(.  هاي چندتايي  سيستماين باكتري داراي
ها است. يكي از جهت كاتابوليسم هيدروكربن

است.  هيدروكسيلاز آلكان ها سيستم مهمترين اين 
  پيشنهاد كرده است كه سيستم يتيكپروتئولپروفايل 

Alk-B  هاي  كاتابوليسم هيدروكربننقش مهمي در
 در پژوهشي .)Vanbeilen et al., 2003(دارد اشباع 

Sei et al. )2003 توالي ژنوم باكتري (P. putida  را
آنها به اين نتيجه  .طور كامل گزارش كردندهب

راي هاي متعددي ب رسيدند كه اين باكتري داراي ژن
باشد و همچنين سيستم ژنتيكي ها مي تجزيه آلكان
-هايي براي تشكيل بيوفيلم در فاز آبي آن داراي ژن

ها و  نفتي، توليد بيوسورفكتانت، پاسخ به استرس
جذب عناصر كمياب است. تا كنون دو گزارش از 

هاي تجزيه كننده هيدروكربن ها  همسانه سازي ژن
 P. putidaاز alk-B1ژن در پژوهشي  وجود دارد.

 ,.Smits et alشد (همسانه سازي  E. coliدر 

. آنها با تعيين توالي ژن كلون شده و مقايسه )2002
ها به  موجود از ساير باكتري alk-Bهاي توالي با ژن

 P. putidaباكتري alk-B1اين نتيجه رسيدند كه ژن 
 P. oleovorans GPO1باكتري  alk-Bمشابه ژن 

  .باشدمي
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شاهد فاقد عصاره   (A)  نانومتر توسط آنزيم الكان هيدروكسيلاز نوتركيب  340كاهش جذب در  -6 شكل

  آنزيم نوتركيب) Bسلولي (
Figure 6- Reduction of absorbance in 340 nm with recombinant alkane hydroxylase enzyme 
(A): Blank without cell extract and (B): Recombinant Enzyme. 
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 alk-B2و  alk-B1هاي ژن پژوهشگران

سازي  همسانه E. coliرا در   P. putidaباكتري 
نمودند و متعاقبا اين دو ژن را در سويه اصلي 
تخريب كردند و خصوصيات رشدي موتانت هاي 

 ,.Hara et al( بهم ريخته را مورد تحقيق قرار دادند

ئولي مس alk-B1. نتايج آنها نشان داد كه ژن )2004
هايي كه  ن مي باشد و موتانتبراي تجزيه هگزادكا

هر دو ژن آنها تخريب شده بودند هنوز قادر به 
رشد بر روي آلكانهاي با زنجيره متوسط بودند كه 
دلالت بر اين دارد كه آلكان هاي با زنجيره متوسط 
در اين باكتري عمدتا بوسيله سيستم هاي آنزيمي 

شوند. كسيله ميهيدرو Alk-B2و  Alk-B1جز هب
ها  را مسئول تجزيه آلكانآلكان هيدروكسيلاز آنها 

در . )Hara et al., 2004( ها دانستند در موتانت
 P. putida از باكتري alk-Bژن  ،پژوهش حاضر

و با استفاده از ناقل بياني در  جداسازي گرديده
با  ميزبان باكتريايي به صورت نوتركيب بيان گرديد.

همسانه  هيچ گزارشي ازتاكنون  مراجعه به منابع
و ديده نشد  P. putidaباكتري  alk-Bژن  سازي

 )Vanbeilen et al. )2006مربوط به تنها گزارش 
اين باكتري را   alk-Bاين محققين نيز ژن مي باشد. 
ننموده اند، بلكه از آن براي همسانه سازي به تنهايي 

هاي بدست  ساخت پروتئين چايمريك همراه با ژن
در اين تحقيق  .مده از منابع محيطي استفاده كردندآ

   Alk-Bسنجش فعاليت آنزيمي پروتئين نوتركيب
نانومتر سنجش  340كاهش جذب در بر اساس 

) براي Vomberg et al. )2000 در پژوهشي .گرديد
سنجش فعاليت آنزيمي ميزان تبديل اكتان به اكتانول 

 همچنين اندازه گيري نمودند. GC-MSرا با 
Vanbeilen et al. )2007 با همسانه سازي و بيان (

از منبع مخمري به اين نتيجه رسيدند كه  alk-Bژن 
 340اندازه گيري سنجش فعاليت كاهش جذب در 

زيرا به سنجش  .باشدنانومتر بهترين روش مي
مستقيم و سريع الكان هيدروكسيلاز فعال امكان 

- نميداده و از طرفي نيازمند خالص سازي آنزيم 

باشد و تنها محدوديت اين روش در اين است كه 
نيازمند مقادير بالايي از الكان هيدروكسيلاز جهت 

ژن پژوهشگران ديگر  باشد.اندازه گيري دقيق مي
alk-B  ازC. albicans  را درE. coli  و كلون، بيان

 340از كاهش جذب در  و خالص سازي نمودند
تفاده كردند نانومتر جهت سنجش فعاليت آنزيمي اس

)Vanbeilen and Klinner, 2003.(  ميزان فعاليت و
دست آمده در اين تحقيق در هتفاوت جذب ب

مقايسه با محققين ديگر پايين است كه مي تواند به 
) با توجه به اين كه كلونينگ در 1علت باشد: ( دو

ميزبان ديگري صورت گرفته است اين احتمال 
آلكان  پروتئينوجود دارد كه فولدينگ 

) ممكن است 2( .تغيير كرده باشد لازيدروكسيه
در پايان  سلول ها بخوبي شكسته نشده باشند.

شود كه از اين باكتري نوتركيب جهت پيشنهاد مي
طراحي ساخت بيوكاتاليزور جهت هيدروكسيله 

  .ها و تبديل آنها به الكل استفاده گردد كردن آلكان
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Abstract 

Pseudomonas putida is a bacterium that has ability to growth on limited substrates that mainly 
is alkanes. The ability to use wide range of hydrocarbons is advantage of this bacterium to other 
bacteria community. P. putida have alkane hydroxylase system (alk-B) for alkane biodegradation. 
In this study alk-B gene from P. putida was amplified. Blunt cloning first done in pBluescript 
plasmid then sticky end cloning was carried out in pET-26 vector. For expression of this 
recombinant gene E. coli BL-21 bacterium were used. The activity of recombinant enzyme was 
done by reduction of absorbance by oxidation of NADPH. The results of this study show that alk-
B gene was inserted in pBluescript plasmid. Colony PCR confirmed this insertion. This gene 
successfully cloned in pET-26a vector. By increasing the time after induction by IPTG 
expression of alk-B protein were increased. Recombinant protein has activity. Transfer of this 
gene to fast growth bacterium and wide substrate confirm production of robust biocatalysts in the 
future. 
Key words: Alkanes, Biocatalyst, Biodegradation, Cloning, Protein Expression. 
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