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  كننده  توليداسترپتومايسس هاي  و تأييد مولكولي سريع يداسازج
  استرپتومايسين  بيوتيكيآنت

  

  3مجيد متولي باشيدكتر ، 2زهره حجتيدكتر  ،1*يفرشاد درويشي هرزويل

  چكيده  
  امنـه وسـيعي از     ند كـه ازخـاك جـدا مـي شـوند و د            ستو هـوازي ه ـ   باكتري هاي رشته اي گرم مثبـت         استرپتومايسس،گونه هاي    :مقدمه

. دن و اسپور را حتي در محيط مايع توليد مي كناسترپتومايسين  آنتي بيوتيك استرپتومايسس گريزئوس.آنتي بيوتيك ها را توليد مي كنند   
 .مـي نمايـد    ين تنظيم كننده اختصاصي اين دسته ژنـي را كـد          ئ پروت  است كه  strR آنتي بيوتيك استرپتومايسين داراي ژن       توليددسته ژني   

استرپتومايـسس   بـه ويـژه      استرپتومايـست هـاي توليـد كننـده آنتـي بيوتيـك استرپتومايـسين              اين تحقيق جداسازي و تأييد سريع        ازهدف  
  . ستكاري شونددر  تا براي افزايش توليد آنتي بيوتيك استرپتومايسين از خاك هاي ايران استگريزئوس

 بـراي جداسـازي     FZmsnي ابتكـاري جديـد بـه نـام مـيحط كـشت              درايـن تحقيـق از يـك محـيط كـشت نيمـه اختـصاص               :روش بررسي 
 بـر اسـاس خـصوصيات        FZmsn كلنـي رشـد يافتـه بـر روي محـيط كـشت               50. استرپتومايست ها از محيط هـاي طبيعـي بـه كـار رفـت             

 شناسـايي   پرايمر اختصاصي براييك جفت. مورفولوژيكي و مطالعات ميكروسكوپي به عنوان سويه هاي استر پتومايسس جداسازي شد       
  . به وسيله نرم افزار اوليگو طراحي گرديدstrRژن 
  .، شش كلني از كلني هاي سويه هاي استرپتومايسس به عنوان كلني هاي استرپتومايسس گريزئوس تعيين شدColony-PCRبا تكنيك  :نتايج

  ريزئــوس جهــت افــزايش توليــد  ژنتيكــي استرپتومايــسس گيدرســتكار منظــوره ويه هــاي استرپتومايــسس بــومي بــســ از :نتيجــه گيــري
   استفاده خواهد شدآنتي بيوتيك استرپتومايسين    
  

  FZmsn ، .Colony-PCR محيط كشت، strR ، ژن   استرپتومايسين استرپتومايسس گريزئوس،:ي كليدهايواژه 
  

   مقدمه
استرپتومايسس جنـسي از بـاكتري هـاي رشـته اي گـرم       

 مـول   69 -73حـدود    بـالا در     GC يمثبت است كه ژنـوم آن دارا      
 گونه استرپتومايسس وجـود دارد    500بيش از   . )1( باشد   يدرصد م 

 كه ظاهرخشك كلني بالغ، فشردگي طبيعـي و رنـگ آن بـر روي             
   محــيط آگــاردار تــشخيص كلنــي هــاي استرپتومايــسس را آســان 

 جايگاه طبيعـي اكثـر استرپتومايـست هـا خـاك اسـت و             . مي كند 
  .)2(شت را تشكيل مي دهند درصد جمعيت قابل ك20 تا 1حدود 

  
،  09111491078 : همـراه    كارشناس ارشد ميكروبيولوژي، تلفـن    : نويسنده مسئول  -1*

ــن ــابر0311-7932479: تلفــــــــــــــ   -0311 – 7932456:   نمــــــــــــــ
                                                  E mail: fdarvishi2001@yahoo.comٍٍٍٍ  

 –علـوم   ه  دانـشكد  -استاديار گروه زيست شناسي      -دكتري ژنتيك مولكولي     -3و2
  اصفهان ه گادانش

  15/4/1385:تاريخ پذيرش        10/9/1384:تاريخ دريافت

  
استرپتومايسس ها از لحـاظ پزشـكي بيـشتر بـه خـاطر سـنتز دامنـه                 

  درصـد از 50ديك بـه   نز .وسيعي از آنتي بيوتيك ها اهميت دارند      
 ماده آنتي بيـوتيكي مجـزا       500 ازاسترپتومايسس هاي خاك بيش     

توليد مي كنند، تعداد زيادي از ايـن تركيبـات از لحـاظ شـيميايي               
  . )3(ساختار مشخص دارند

Streptomyces griseus يكي از گونه هاي جنس استرپتومايسس 
، تـشكيل   )4(است كه به علت توليد آنتـي بيوتيـك استرپتومايـسين          

 و توليد   )5(اسپور در محيط مايع با محدوديت غذايي و فقر فسفاتي         
 گونه منحصر بـه فـرد ايـن         A يك هورمون ميكروبي به نام فاكتور     

ــت  ــنس اسـ ــسيدين. )7،6(جـ ــيكلوهگزاميد  ،كنديـ ــين، سـ  نوبيوسـ
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 از جمله سـاير آنتـي بيوتيـك هـاي هـستند كـه               Aوكرومومايسين  
  كتينازها ابتدا در19 خانواده و )8(توليد مي شود S. griseusتوسط

  .)9(اين گونه كشف شد
 ژن بـراي اعمـال      25 ژني سنتز كننده استرپتومايسين بـيش از         دسته

 Streptomyces griseus بيوسـنتز، تنظـيم، مقاومـت و انتقـال در    

N2-3-11  ژن. )1شكل(داردstrR  يكـي   جفت باز1052 با اندازه 
.  بيوتيـك استرپتومايـسين اسـت      از ژنهاي دسته ژني بيوسنتزكننده آنتـي      

 است كه اكثر اپرونهاي مـسئول       StrRين تنظيمي   ئ ژن پروت  ينمحصول ا 
  .)11،10(بيوسنتز آنتي بيوتيك استرپتومايسين را تنظيم و كنترل مي نمايد

ــد ســريع   ــق جداســازي و تأيي ــن تحقي  ي مولكــولهــدف نهــايي اي
 بـه   يناسترپتومايست هاي توليد كننده آنتي بيوتيـك استرپتومايـس        

 تـا بـراي      از خاك هاي ايران است     استرپتومايسس گريزئوس ويژه  
 از .سـتكاري شـوند  در افزايش توليد آنتي بيوتيك استرپتومايـسين 

ست هـا   ي ـص استرپتوما ي در تـشخ   ييايميوش ـي ب يكه روشها يي  آنجا
 ي مولكـول  يو امروزه روشـها    دهد   ي م يريي متغ يمشكل و جوابها  

نــان يب اطميت و ضــريــهم ايسمها دارايــكروارگانيص ميدرتــشخ
مـورد   براي شناسايي يق روش مولكولين تحقي، درا)2( است ييبالا

 مولكـولي   ي از روشـها   ي در مطالعـات قبل ـ    .توجه قرار گرفته است   
اما در اين تحقيـق عـلاوه بـر     ،  )10(استفاده شده است  براي شناسايي   

اين از يك محيط كشت ابتكاري نيمه اختصاصي با كـارايي بهتـر              
 نكتـه   .ازي استرپتومايـست هـا اسـتفاده گرديـده اسـت          براي جداس 

-Colony  بـه نـام    PCRك روش   ي ـق استفاده از    ين تحق يگر درا يد

PCRن در دانشگاهيصورت روته  است كه بUMIST  و  انگلستان
  .دانشگاه اصفهان انجام مي شود

 روش بررسي
 Streptomyces griseue ازسويه باكتري اسـتاندارد  :يسويه باكتر

  به عنـوان شـاهد در بررسـي نمونـه هـاي جـدا شـده         حقيقدر اين ت  
   .شد انگلستان تهيه UMIST از دانشگاه  كهد گردياستفاده

   ) MSA) Manitol Soya Agar  كشت طيمح :محيط هاي كشت

  
  .)12(به كار رفتاساندارد براي كشت استرپتومايسس 

 در اين تحقيق به منظور جداسازي آسان و سريع استرپتوميست ها           
ز محيط هاي طبيعي يك محيط كشت نيمه اختـصاصي ابتكـاري            ا

دو  براسـاس    ابـداع گرديدكـه    FZmsnجديد به نام ميحط كـشت       
ــي    ــا يعن ــسس ه    GYMوMSA محــيط كــشت رشــد استرپتوماي

 گـرم در ليتـر قنـد        20 حـاوي    FZmsnميحط كشت   . )12( باشد يم
شــركت  (ايســو گــرم در ليتــر آرد 20، )ســيگماشــركت (توليمــان

 گـرم در ليتـر كربنـات        دو  گرم در ليتر كلريد سديم،     پنج ،)سيگما
آگار اسـت كـه در يـك ليتـر آب           -آگار گرم در ليتر     16 كلسيم،

 يـك مقطر حل مي گردد و پس از استريل كردن و خنـك شـدن               
. گرم در ليتر به آن نيـستاتين در شـرايط اسـتريل اضـافه مـي شـود                 

 سـفيد بـا     كلني باكتري استرپتومايسس برروي اين محيط، به رنگ       
  . ظاهر خشك وگچي مي باشد

مختلف نمونه برداري از خاك هاي كشاورزي       : هاي خاك نمونه  
 گرم از هـر     10. به ويژه زمين هاي زير كشت سويا صورت گرفت        

 ميلـي ليتـر سـرم فيزيولـوژي اسـتريل اضـافه             100نمونه خـاك بـه      
سپس سري رقت تهيـه     .  دقيقه تكان داده شد    15گرديد و به مدت     

 ميكروليتـر از هـر سـري رقـت بـر روي مـيحط كـشت                 100شد و   
FZmsn   درجه سانتيگراد بـه     30پليت ها در دماي     .  كشت داده شد 

  .نگهداري گرديد روز در انكوباتور 3-7مدت 
  كلني هاي استرپتومايسس به طور معمـول          :شناسايي مورفولوژيكي 

 خــشك وگچــي روي مــيحط كــشت ي ظــاهروبــه رنــگ ســفيد 
FZmsnهــستند، از ايــن  نــين داراي بــوي خــاك  همچ ، دارنــد   

.  شـود  ويژگي ها براي شناسايي اوليه كلني استرپتومايسس استفاده مـي         
ــين روش كــشت    ــه بعــد از رنــگ آميــزي گــرم و همچن در مرحل

ــلايدي  ــايي    slide culture methodاس ــراي شناس ــوان ب ــي ت م
ــوژيكي ــسس  مورفول ــاي استرپتوماي ــي ه ــرفتن  كلن ــر گ ــا در نظ  ب

.  )12(اســــــتاندارد اســــــتفاده كــــــردخــــــصوصيات نمونــــــه 
  
  

   )10(بيوسنتز كننده استرپتومايسين strآرايش برخي از ژن هاي مربوط به دسته ژني ): 1(شكل 
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شناسـايي و تأييـد مولكـولي       كه  تحقيق   با توجه به هدف    :هاپرايمر
 بـه   استرپتومايست هاي توليد كننده آنتي بيوتيـك استرپتومايـسين        

  تنظـيم كننـده توليـد      ژنيزئـوس براسـاس     استرپتومايسس گر ويژه  
 بــا در نظــر گــرفتن  و اســت)strR( آنتــي بيوتيــك استرپتومايــسين

 أييـد  تياختـصاصي بـرا  پرايمر جفـت يك ، strR خصوصيات ژن 
  OLIGO (version 5, W. Rychlik) بــا نــرم افــزارstrR ژن 

 كـه محـصولي   صورت زير است ه  كه توالي پرايمرها ب    شدطراحي  
  :نمايد كيلو جفت باز توليد مي يكبه اندازه 

 5′-CCC CGA GCA ACGT CG TGA GA-3′ (forward)  
   .CGA TGC CGG CCT GGT CCA GTT-3′ (reverse)-′5و

Colony-PCR:   مورد نياز از آنها بـراي انجـام يـك   مواد و مقدار 

PCR  13( استليست شده  )1(جدول  در  ميكروليتري50به حجم( .  
 50به حجم PCR  قدار مورد نياز براي يك مواد و م) : 1(جدول 

 )13(ميكروليتري 

  نوع تركيب  حجم  غلظت
50 ng 1 µ1 Template DNA 

20  pM l µ 1 Upstream 

primer 

20  pM l µ 1 Downstream 

primer 
10 mM lµ2 dNTP Mix 

- lµ4 DMSO 

200 mM Tris-HCl, 100 mM 

(NH4)2SO4, 
100 mM KCl, 1% Triton X-

100, 1mg/ml BSA, 20mM 

MgSO4 

l µ 2 10 x PCR 

buffer with 

MgSo4 

2.5 u /µl lµ0.3 Pfu polymerase 

-  lµ Up 

to 50  
deionised dH2O  

 اسـت ولـي     PCRاين تكنيك با اندكي تفـاوت شـبيه بـه تكنيـك             
ــرد  ــر از آن صــورت مــي گي ــه جــاي  . ســريع ت در ايــن تكنيــك ب

ــتخراج  ــتفادDNAاس ــراي DNA از ه و اس ــالص ب ــه  PCR خ  ، ب
صورت مـستقيم مقـدار بـسيار كمـي از كلنـي بـاكتري را از روي                 

 اضـافه   PCRمحيط كشت توسط خلال دندان استريل بـه مخلـوط           
به آن آب مقطر دايـونيزه  ) 1( جدول   DNAكرده و به جاي مقدار      

پس از  دستگاه ترموسايكلر    با استفاده از   PCR سپس. )13(اضافه مي شود  
 0C يدنـاتوره اوليـه در دمـا      : ر صورت گرفت  طبق برنامه زي  بهينه سازي   

 0C دنـاتوره  يبه ترتيب بـا دمـا     سيكل   25 دقيقه و سپس     10 به مدت    94
 يو دمـا  ثانيـه  30 به مـدت  0C 66 چسبيدن ي ثانيه و دما  45به مدت    94

 ي و در انتها تكثير نهايي در دمـا         دقيقه انجام شد   1 به مدت    0C 72تكثير  
0C 72  محــصولات . گرديـد  دقيقـه انجــام  10 بـه مــدت PCR توســط 

  .شدند يآگاروز بررسدرصد  7/0الكتروفورز با ژل 
  نتايج

 روز انكوباسيون نمونه هاي كـشت شـده بـر           3-7پس از 
ــر اســاس  ، پليــت هــا FZmsnروي پليــت هــاي مــيحط كــشت   ب

 رنـگ   نظيـر  خصوصيات مورفولوژيكي و مطالعات ميكروسكوپي    
 بـوي   و FZmsnسفيد با ظاهر خشك وگچي روي مـيحط كـشت           

رنـگ   حاصل از فعاليت هاي فيزيولوژيكي آنها و همچنـين           خاك
 بـراي بررسـي ويژگـي هـاي         آميزي گرم و روش كشت اسلايدي     

 كلنـي از مجموعـه كلنـي هـاي     50ميسليوم ها و آرايش اسپور هـا،  
بـه عنـوان سـويه هـاي         FZmsnرشد يافته بـر روي مـيحط كـشت          

از بـه   ي ـق ن ي ـ تحق ني ـدر ا  .استرپتومايسس شناسايي و جداسازي شد    
 درمقايسه با سـاير   FZmsnميحط كشت    ي نبود ول  يمطالعات آمار 

 محـيط هـاي كـشت     ر  ي ـ نظ محيط هاي كـشت استرپتومايـسس هـا       
MSA و GYM   ــازي ــراي جداســـ ــالايي بـــ ــصاصيت بـــ  اختـــ

 بـه علـت وجـود ضـد قـارچ           كـه  طوريه   ب استرپتومايسس ها دارد  
شود و به نيستاتين در اين محيط كشت آلودگي قارچي ايجاد نمي     

ــده وخــاطر كمــپلكس  امــلاح نمكــي موجــود در آن   هــاي پيچي
  . آلودگي باكتريايي اندكي به وجود مي آيد

 كلني جداسازي 50بر روي  Colony-PCRتكنيك در مرحله بعد    
  وصــورت گرفــتشــده بــه عنــوان ســويه هــاي اســتر پتومايــسس 

آگـاروز  درصـد   7/0توسط الكتروفـورز بـا ژل   PCR محصولات 
   شــش .دشــو يمــ هظــملاح) 2(كــه نتــايج در شــكل  شــد يبررســ
 بـا روش    ي گريزئـوس پـس ازخـالص سـاز        ترپتومايـسس  اس يكلن

ــولي  ــايي Colony-PCRمولك ــد،  شناس ــسبندگي  ش ــت چ ــه عل   ب
شديد استرپتومايسس گريزئوس به محـيط كـشت آگـاردار بهينـه            

 ي بـر رو   PCR به مراتب بسيار مشكل تـر از         Colony-PCR سازي
DNA    مربوط  يباندهااز   يبرخل  ين دل يهمه   ب است استخراج شده

 )2 ( شـكل   ژل ي تـصوير   بـر رو    گريزئوس ترپتومايسس اس هيسو ششبه  
   آزمايش هاي دست آمده باه البته نتايج ب هستند، يف و قويضع
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  . نيز تأييد شد گريزئوسترپتومايسس اسي اختصاصبيوشيميايي
M     P      1      2      3      4      5      6    N 

  
  
  
  
  
  
  

  از كلني هاي استرپتومايسس با Colony-PCRنتايج  ) : 2(شكل 
  .استفاده از پرايمرهاي اختصاصي

 كلنــي استرپتومايــسس Colony-PCRمحــصول حاصــل از .  P نمونــه
  گريزئوس  استاندارد به عنوان كنترل مثبت،

 كلنــي هــاي Colony-PCRمحــصول حاصــل از .  6-1 هــاي نمونــه
  جداسازي شده ازنمونه هاي خاك،استرپتومايسس 

 .ماركر. M كنترل منفي، نمونه.  N نمونه

  بحث
  و بـــر اســـاسFZmsnبـــا اســـتفاده از مـــيحط كـــشت 

 خـــــصوصيات مورفولـــــوژيكي و مطالعـــــات ميكروســـــكوپي
بـه عنـوان    كلنـي  50 از بين كلني هاي مختلـف،     استرپتومايسس ها 

ــد    ــازي ش ــسس جداس ــتر پتوماي ــاي اس ــويه ه ــاي   .س ــايش ه آزم
 بسيار سـخت    گونه هاي استر پتومايسس   شيميايي براي شناسايي    بيو

 بـه    و )2( جواب هـاي متغييـري مـي دهـد           و مشكل است و معمولاً    
ــق پـــس از   ــين دليـــل در ايـــن تحقيـ ــصوصيات همـ بررســـي خـ

مورفولوژيكي و مطالعات ميكروسكوپي استر پتومايسس ها، براي        
ي بيوتيـك  استرپتومايست هاي توليد كننده آنت ـ   تعيين دقيق وسريع    
 از روش استرپتومايـــسس گريزئـــوس بـــه ويـــژه استرپتومايـــسين

  . استفاده شدPCRمولكولي 
 ژن بـراي    25ز كننده استرپتومايـسين بـيش از        تدر دسته ژني بيوسن    

ــال در    ــت و انتقـ ــيم، مقاومـ ــنتز، تنظـ ــال بيوسـ   N2-3-11 اعمـ
Streptomyces griseusــود دارد ــم و  .  وج ــاي مه برخــي از ژنه

  آنتـي بيوتيـك     كننده نتزدسته ژني بيوس   عملكرد   مشخص از لحاظ  
 توسط ديـستلر و     1987 در سال    strR و از جمله ژن      استرپتومايسين

 يكـي   bp 1052 با اندازه    strRژن  . )10(همكارانش تعيين توالي شد   
از ژنهاي دسته ژنـي بيوسـنتزكننده آنتـي بيوتيـك استرپتومايـسين             

د كـه فعـال كننـده        را كـد مـي نماي ـ      StrRين   پروتي strRژن  . است
نسخه برداري ويژه مسير براي توليد آنتي بيوتيـك استرپتومايـسين           
مي گـردد و در نتيجـه بيـان آن، دسـته ژنـي استرپتومايـسين بـراي                  

  .)11(بيوسنتز استرپتومايسين از گلوكز فعال مي شود
ژن تنظيم كننده دسته ژني بيوسنتز      و عملكرد    به علت نقش حياتي     

 پايــدار اســت و DNAكــه از لحــاظ تــوالي )strR(استرپتومايــسين
از ايـن  بيانگر وجود دسته ژني بيوسنتزكننده استرپتومايسين اسـت،        
اسـتفاده  ژن براي تعيين وتأييد مولكولي استرپتومايسس گريزئوس     

ــا در نظــر گــرفتن خــصوصيات ژن   .)10(شــد ، يــك جفــت strRب
ــراپرايمر ــرم افــزارstrR  تاييــد ژن ياختــصاصي ب ــا ن  OLIGOب

(version 5, W. Rychlik) طراحي شد  .  
 شناسـايي  بـراي Colony-PCR   تكنيـك حاصـل  تـايج با توجه به ن
اما هدف اصلي . گرديد استرپتومايسس گريزئوس بهينه     كلني هاي 

  DNA از راه اندازي تكنيك اين است كه بدون نياز بـه اسـتخراج             
 ،لاو صرفه جويي در استفاده از مواد و زمان و با ضريب اطمينان با             

ي  هـا كلنـي ، ي كـه از خـاك جـدا مـي شـوند      يتنها با استفاده ازكلني هـا     
ــوس  ــسس گريزئـ ــايي استرپتومايـ ــردد شناسـ ــش. گـ ــشـ  ي كلنـ

 بـا روش مولكـولي   ي گريزئوس پس ازخالص ساز    ترپتومايسساس
Colony-PCR   بيوشـيميايي   يها  كه معتبرتر از روش    شد شناسايي 

 نيـز   يوشـيميايي  ب دست آمـده بـا آزمـايش هـاي        ه   البته نتايج ب   است
 توان بـا    ي م ينتايج اين تحقيق نشان مي دهد كه به راحت        . تأييد شد 

  و FZmsnمحيط كشت نيمه اختصاصي ابتكاري جديد       استفاده از   
ــ، Colony-PCR تكنيــك مولكــولي استرپتومايــسس هــاي  يكلن

  . شناسايي كرد با سرعت و دقت بالا جداسازي وگريزئوس را 
  نتيجه گيري 

با اندكي تغيير به     اين تحقيق را مي توان       نتايج حاصل از  
 شناسايي ويژه با طراحي پرايمرهاي اختصاصي، براي جداسازي و        

در آينده نزديك   . ساير گونه هاي جنس استرپتومايسس به كاربرد      
 هـدف اصـلي ايـن تحقيـق كـه           ي شده برا  ي جداساز ي ها نمونهاز  

 بيوتيـك  نتـي در نتيجـه افـزايش ميـزان توليـد آ      وstrRافزايش بيان ژن  
  . شد است، استفاده خواهد ايراناسترپتومايسين در سويه هاي بومي

  يسپاسگزار
   دانشگاه يوهشپژ و معاونت از تحصيلات تكميلي 

1000 bp 
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 دانيم  بر خود لازم مي    . سپاسگزاريم اناصفهان به خاطر حمايتهايش   
حميـد ميرمحمـد صـادقي و       دكتـر   ،  ناصر گلبانگ  دكتر   :انآقاياز  

و ساير كارشناسان محترم گـروه بيوتكنولـوژي       سركار خانم مؤذن    
بـه  دارويي دانشكده داروسـازي دانـشگاه علـوم پزشـكي اصـفهان             

 . هاي ارزنده شان تشكر و قدرداني نماييم       وكمك خاطر همكاري 

از اساتيد محترم و كارشناسان گروه زيست شناسي دانشگاه گيلان          
مي شـايگان و كـاظ    هـا    و خـانم     ي دكتـر نجف ـ   يويژه جناب آقا  ه  ب

 هرزويلـي بـه     ي فرشـيد درويـش    ياز آقا همچنين   .تشكر مي نماييم  
  .سپاسگزاريم )1(شكل خاطر كمك در رسم 
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