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Abstract 

Background and Objective: Streptomyces are gram-positive and aerobic bacterial strains that are isolated from different 

sources. Streptomyces have the ability to produce secondary metabolites and biologically active substances and are therefore 

very important in the field of biocontrol. Urate oxidase is a microbial enzyme product that can be extracted from a variety of 

sources, including streptomycin. In the present study, cloning of the urate oxidase gene isolated from seawater 

streptomycosis was performed in Escherichia coli Origami bacteria. 

Methods: In this descriptive study, a total of 60 water and sediment samples were collected from different depths of the 

Caspian Sea coast in Mazandaran province, Iran. The Geram, staining methyl red, VP, citrate, starch hydrolysis, casein 

hydrolysis, nitrate reduction, oxidase and catalase tests were performed to identify and isolate Streptomyces. The urate 

oxidase gene was cloned using the T-A cloning method using the PTG-19 vector inside the host of Escherichia coli Origami. 

The expression of cloned genes in recombinant colonies was investigated by Real-Time PCR. The phylogenetic tree was 

drawn using clustalX and Mega5 software. 

Results: Screening of marine water samples identified 12 isolated streptomyces, all of which had the urate oxidase gene. The 

expression of urate oxidase gene in Escherichia coli Origami was confirmed by Real-Time PCR. The results of phylogenetic 

studies identified some close relatives of Streptomyces as candidates for subsequent studies. 

Conclusion: Streptococcus bacteria can be considered as a rich source of secondary metabolites with many applications and 

can be used as a native to produce the enzyme urate oxidase. By using different cloning hosts and examining optimal 

production conditions, this strain can be a candidate for future studies to develop antimicrobial drugs and compounds. 
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 استزپتًمايسس اکسيداس ايرات صن بيان ي کلًويىگ

 ايريگامي اضزيطياکلي باکتزي در دريا اس ضدٌ جدا
جىابان سادات ويزٌ

1
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اميىي کيًمزث دکتز ،  
3
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 ايران. تهران، اسلامي، آزاد دانشگاه شرق، تهران واحد شناسي، زيست گروه شناسي، زيست ارشد کارشناس 
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 ايران. ساوه، اسلامي، آزاد دانشگاه ساوه، واحد علوم، دانشکده ميکروبيولوژي، گروه استاديار، 

 

 دٌيچک

تَليذتَاًاييّاتاکترياييشًَذ.هيخذاهتفاٍتهٌاتعازکِّستٌذَّازيٍهثثتگرمايرشتِّايتاکتريّااسترپتَهايسس َدف: ي ىٍيسم
ازيکياکسيذازاٍراتّستٌذ.اّويتحائستسيارتيَکٌترلزهيٌِدرخْتاييازٍدارًذراتيَلَشيکيفعالهَادٍثاًَيِّايهتاتَليت
شىتياىٍکلًَيٌگهٌظَرتِهطالعِايياست.استخراجقاتلاسترپتَهايسسخولِازهختلفيهٌاتعازکِاستهيکرٍتيآًسيويّايفراٍردُ
شذ.اًداماٍريگاهياشريشياکليتاکتريدردرياازشذُخذااسترپتَهايسساکسيذازاٍرات

آٍريخوعهازًذراىاستاىدرخسردريايسَاحلهتفاٍتاعواقازرسَبٍآبًو06ًَِتعذادتَصيفيهطالعِاييدر:يبزرس ريش
َّيتتعيييترايٍکاتالازاکسيذازًيترات،احياکازئيي،ّيذرٍليسًشاستِ،ّيذرٍليسسيترات،،VPرد،هتيلگرم،آهيسيرًگّايآزهَىگرديذ.

هيستاىدرٍىدرPTG-19ٍکتَرازاستفادُتاT-Aکلًَيٌگرٍشتَسطاکسيذازاٍراتشىشذ.اًدامدريااسترپتَهايسسخذاسازيٍ
ازاستفادُتاشذ.تررسيReal time PCRرٍشتَسطًَترکيةّايکلٌيدرشذُکلَىشىتياىگرديذ.کلَىاٍراگاهياشريشياکلي

 گرديذ.رسنفيلَشًيدرختclustalXٍMega5افسارّايًرم

اٍراتشىتياىتَدًذ.اکسيذازاٍراتشىدارايّوگيکِکردشٌاساييرااسترپتَهايسسايسٍل21ِدرياآبّايًوًَِغرتالگري َا: افتٍي
ًسديکخَيشاًٍذاىترخيفيلَشًتيکي،ّايتررسيًتـايحرسيذ.اثثاتتReal-Tima PCRِرٍشتَسطاٍريگاهياشريشياکليدراکسيذاز

 ًوَد.هعرفيتعذيهطالعاتکاًذيذعٌَاىتِرااسترپتَهايسس

عٌَاىتٍِگيردقرارتَخِهَردفراٍاىکارتردّايتاثاًَيِّايهتاتَليتازغٌيهٌثععٌَاىتِتَاًذهياسترپتَهايسستاکتري :يزيگ جٍيوت
اييتَليذ،تْيٌِشرايطتررسيٍهختلفکلًَيٌگّايهيستاىتردىکارتِتارٍد.کارتِاکسيذازاٍراتآًسينتَليذهٌظَرتِتَهيايسَيِ
تاشذ.ضذهيکرٍتيترکيثاتٍدارٍّاساختهٌظَرتِآيٌذُهطالعاتًاهسدتَاًذهيسَيِ

خسردرياي،Real Time PCR،اکسيذازاٍرات،کلًَيٌگ :يديکل يَا ياصٌ
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 مقدمٍ
 ؼتيص طيهح يآلَدگ ،هختلف غيكٌب ـشفتيپ ٍ وـَسّب  تَػؼِ ثب

 دبديا ٍ اهشام گؼتشؽ ثِ ٍ بفتِي ؾيافضا غيكٌب يپؼوبًذّب تَػط
 اص يبسيثؼ اػت. ؿذُ هٌدش ييداسٍ يّب همبٍهت اص يؼيٍػ فيط

 ِ يتدض ثَدُ، ذُيچيپ بسيثؼ يػبختبسّب يداسا وٌٌذُ آلَدُ جبتيتشو
 يوبسيث دبديا ثِ لبدس ضيً ون شيهمبد دس ٍ دؿَاس بسيثؼ آًْب يىيَلَطيث

 ذيتَل ٍ هَاد ييا ِيتدض يّب ساُ بفتيي ييثٌبثشا ّؼتٌذ. ػشطبى خولِ اص
 اص اػتفبدُ هٌظَس ييثذ اػت. شيًبپز اختٌبة هَثش ييداسٍ هَاد

 ٍ ّب نيآًض يثبلا ييوبسا ٍ تياختلبك ػجت ثِ يويآًض يّب سٍؽ

 اص اػتفبدُ ٍ ثَدُ تياّو حبئض بسيثؼ ؼتيص طيهح ثب آًْب يػبصگبس
 ثِ همشٍى ٍ ييوبسآهذتش اص ّب نيآًض ييا ذيتَل يثشا هيَلَطيث ػَاهل
 ّبي آًضين ثِ ًؼجت يىشٍثيه ّبي آًضين 1.اػت ّب  سٍؽ ييتش كشفِ
 تٌَع خولِ اص يّبي هضيت يداسا خبًَسي ٍ يبّيگ هٌبثغ اص ؿذُ هـتك

 هضش هَاد ،تش فشاٍاى هٌبثغ ،ووتش ذيتَل ّضيٌِ ،يىيوبتبثَل ّبي تيفؼبل
 پبيذاسي ٍ تيوو يحت ٍ تش ساحت يىيطًت يوبس دػت ووتش، ّوشاُ

 سٍصًفلذ ٍ صٍثل ،1960 ػبل دس ثبس يياٍل ثشاي 2.اػت ـتشيث يًؼج
 ذيتَل يهَثش ييداسٍ هَاد يدسيبي ّبي ثبوتشي وِ وشدًذ ثبثت
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 اص ؾيث ؿذُ ذيتَل يوبسثش يويآًض كذّب ييث اص تبوٌَى .وٌٌذ يه
 اص ِيثم ٍ ّب  يثبوتش اص ػَم هي هخوشّب، ٍ ّب  لبسذ اص آًْب اص يويً

 2.اًذ ؿذُ اػتخشاج دسكذ(8) يخبًَس هٌبثغ ٍ  دسكذ(4) يبّيگ هٌبثغ
 جبتيتشو ذيتَل يثشا يهٌجؼ ػٌَاى ثِ ييبيدس يّب طيهح يثشتش

 ي،يصه وشُ ػطح ثش ؼتنياوَػ ييا بديص يفشاٍاً ليدل ثِ هيَلَطيث
 فيط ذيتَل دس خبًذاساى ييا يثبلا ليپتبًؼ ٍ آى خبًذاساى بديص تٌَع

 ثِ آى ييبيويالىتشٍؿ هـبثْت ٍ بيدس آة يؿَس هَاد، اص يؼيٍػ
 3ٍ4.اػت آى هحلَلات ووتش تيػو ٍ اًؼبى خَى يپلاػوب

 ػبختبس ٍ صيؼتگبُ اػبع ثش سا يهتفبٍت ّبي آًضين يدسيبي ّبي بوتشيث
 5.وٌٌذ يه ذيتَل ياوَلَطيى

 تَػط يصيؼت فؼبل ثبًَيِ تيهتبثَل 23000 حذٍد دس
 اص ؾيث تؼذاد ايي اص وِ اػت ؿذُ گضاسؽ ٍ ذيتَل ّب ؼنيىشٍاسگبًيه

 اػت. ؿذُ ذيتَل ّب ؼتيٌَهياوت تَػط آًْب هَسد 10000
 ٍ ّب لبسذ ٍ ّب يثبوتش ييث ٍاػط حذ گشٍُ ّب ؼتيٌَهياوت

 ّؼتٌذ. يَّاص اػبػبً ٍ هثجت گشم ،ثَدُ ّب يثبوتش ييتش يا سؿتِ
 ّب ؼتيٌَهياوت ساػتِ يّب خبًَادُ ييذتشيهف اص يىي اػتشپتَهبيؼتبػِ

 ٍ ّب نيآًض خولِ اص ذيخذ ِيثبًَ ّبي تيهتبثَل يبديص ؿوبس وِ اػت
 خبًَادُ ييا خٌغ ييتش هؼشٍف ذ.يًوب يه ذيتَل ّب هيَتيث يآًت

 آة خبن، ييبيدس سػَثبت اص خٌغ ييا 2ٍ4ٍ6.اػت اػتشپتَهبيؼغ
 اػتشپتَهبيؼغ گًَِ 500 اص ؾيث ؿَد. يه خذا گشيد هختلف هٌبثغ ٍ

 آى سًگ ٍ يؼيطج يفـشدگ ثبلغ، يولٌ خـه ظبّش وِ داسد ٍخَد
 آػبى سا اػتشپتَهبيؼغ يّب يولٌ قيتـخ آگبس ثلاد طيهح يسٍ ثش
 7600 ّب، ؼتيٌَهياوت تَػط ؿذُ ذيتَل جبتيتشو بىيه دس 7.وٌذ يه

 بىيه دس اػت. ؿذُ ذيتَل اػتشپتَهبيؼغ خٌغ تَػط هَسد
 جبتيتشو ذيتَل ليدل ثِ ّب ؼتيٌَهياوت ب،يدس يّب ؼنيىشٍاسگبًيه
 ؿذُ ؿٌبختِ يىيَلَطيث يّب تيفؼبل اص يؼيٍػ فيط ثب هتٌَع ييبيويؿ

 خولِ اص 8.ّؼتٌذ يبسيثؼ تياّو يداسا ،يىشٍثيضذه تيفؼبل هبًٌذ
 ثِ تَاى يه ييداسٍ ٍ ياِ يتدض اّذاف دس اػتفبدُ هَسد يّب  نيآًض

 يه اوؼيذاص اٍسات يب اٍسيىبص آًضين ًوَد. اؿبسُ اوؼيذاص اٍسات
 ثذٍى اوؼيذاصّبي ولاع ثِ هتؼلك يضٍهيپشاوؼ تتشاهش آًضين

 هياٍس َىيذاػياوؼ ،ّب ييپَس ؼنيوبتبثَل شيهؼ دس ٍ ثَدُ وَفبوتَس
 شياخ تيتشو ذ.يًوب يه ضيوبتبل سا ضٍاٍساتيا يذسٍوؼيّ- 5 ثِ ذياػ
 اػيذ اص تش هحلَل ثشاثش 10 وِ ؿَد يه ليتجذ ييآلاًتَئ ثِ تيًْب دس

 تَصيغ ػليشغن 2.گشدد يه دفغ ّب وليِ تَػط ساحتي ثِ ٍ ثَدُ اٍسيه
 دس اٍسيىبص طى ،پؼتبًذاساى ٍ ّب هيىشٍاسگبًيؼن دس آًضين ايي گؼتشدُ

 ؿذُ شفؼبليغ تىبهل يط دس اًؼبى( ٍ وَىي)ه يػبل يّب وبتيپش طًَم
 وبتبثَليؼن ًْبيي هحلَل اٍسيه اػيذ خبًذاساى ايي دس لزا اػت.
 ثذى دس هياٍس ذياػ دفغ ٍ ذيتَل ػلاهت تيٍضؼ دس اػت. ّب پَسيي
 غلظت افضايؾ ،تؼبدل ييا خَسدى ّن ثش كَست دس .اػت هتؼبدل

 هتؼبلجبً ٍ ّيپشاٍسيؼوي ثيوبسي ثِ هٌدش خَى دس اٍسيه اػيذ

 ٍ ياداس دػتگبُ ٍ هفبكل دس ذياػ هياٍس يّب ؼتبليوش شييگ ؿىل
 هٌظَس ثِ اوؼيذاص اٍسات ضيتدَ ؿذ. خَاّذ يًفشٍپبت ٍ ًمشع ثِ اثتلا

 اختلالات وبسيت يثشا يدسهبً يسٍؿ ،ػوي اٍسات تدوغ وبّؾ
 ًيض ستَهَ ليض ػٌذسٍم اص ًبؿي اٍسيه اػيذ وبّؾ دس ٍ ثَدُ هزوَس

 اػتشپتَهبيؼغ ىبصياٍس نيآًض ذيتَل هٌبثغ اص يىي اهشٍصُ 1.اػت هؤثش
 يدػتىبس اهىبى ٍ تيًَتشو DNA يتىٌَلَط ؾيذايپ ثب 9.تاػ

 ٌِ،يثْ هَثش هَاد ييا ـتشيث ذيتَل طيؿشا ،خبًذاساى يّب گًَِ اص يثشخ
 اوؼيذاص اٍسات طى گيولًَ حبضش هطبلؼِ اص ّذف 5.اػت ؿذُ

 اؿشيـيبولي يثبوتش دس بيدس آة اص ؿذُ خذا يّب اػتشپتَهبيؼغ
 دسخت سػن ثب ثَد. اوؼيذاص اٍسات نيآًض ذيتَل هٌظَس ثِ گبهيياٍس

 شيػب ٍ ؿذُ خذا يّب اػتشپتَهبيؼغ ييث يتىبهل سٍاثط هيلَطًيف
 ذ.يگشد يثشسػ ّب ؼنيىشٍاسگبًيه يّب گًَِ

 بزرسي ريش
 اػوبق اص سػَة ٍ آة ًوًَِ 60 تؼذاد يفيتَك هطبلؼِ ييا دس

 ٍ ثْبس فلَل دس هبصًذساى اػتبى دس خضس دسيبي ػَاحل هتفبٍت
 .گشديذ آٍسي خوغ 1398 ػبل تبثؼتبى
 اػتبى دس خضس يبيدس ػَاحل :استزپتًمايسس بزداري ومًوٍ

 ٍ آة ًوًَِ ؿؾ ؼتگبُيا ّش دس ٍ ؿذ نيتمؼ ؼتگبُيا 5 ثِ هبصًذساى
 200 ٍ 100 ،50 ،30 ،20 ،10 اػوبق اص سػَة ًوًَِ ؿؾ
 ًوًَِ هي ٍ آة ًوًَِ هي ّوچٌيي گشديذ. آٍسي خوغ يهتش يػبًت

 اًدبم خْت ييّب هىبى ؿذ. يآٍس خوغ ّب سٍدخبًِ هلت اص سػَة
 ٍخَد آًْب دس ياًؼبً تيفؼبل ييووتش وِ ذيگشد اًتخبة يشيگ ًوًَِ

 اص فبكلِ ًوًَِ، ثشداؿت ػوك خولِ اص ؼتنياوَػ طيؿشا ضيً ٍ داؿت
 كيدل كَست ثِ سٍص، ؿجبًِ دس ٍ فلل دس يشيگ ًوًَِ صهبى ػبحل،
 ذ.يگشد يػبص ّوؼبى

 وـت اص پغ :استزپتًمايسس بٍ مطکًک َاي کلىي ساسي خالص
 ييهبس طيهح يسٍ ثش ٍ ِيتْ ًوًَِ ّش اص 100 تيضش يّب سلت ِ،ياٍل

 يّب گٌِ پش ػبػت 72 تب 48 اص پغ ؿذ. دادُ يا ػفشُ وـت آگبس
 وِ ييّب يولٌ ذ.يگشد آؿىبس وـت طيهح دس ييبيثبوتش هختلف

 ثبًه اص ؿذُ ِيتْ اػتشپتَهبيؼغ يّب ولٌي ثِ يظبّش ؿجبّت يداسا
 يخط وـت آگبس يػَ هيپتيتش ذيخذ طيهح دس ؛ثَدًذ يىشٍثيه

 ؿذًذ. دادُ
 :استزپتًمايسس بٍ مطکًک باکتزيايي َاي جدايٍ ًَيت ييهتع

 يضآهي سًگ ٍ ػبختبس هـبّذُ ؿبهل يهبوشٍػىَپ يّب يثشسػ
 هـبّذُ ؿبهل يىشٍػىَپيه ،وـت طيهح دس ييبيثبوتش يّب ولٌي

 ييبيويَؿيث يّب تؼت ٍ ىشٍػىَحيه شيص دس ّب يثبوتش يهَسفَلَط
 ًـبػتِ، ضيذسٍليّ تشات،يػ ،VPسد، ليهت گشم، يّب آصهَى ؿبهل

 يييتؼ هٌظَس ثِ ٍوبتبلا ذاصياوؼ تشات،يً بياح ي،يوبصئ ضيذسٍليّ
 ذ.يگشد اًدبم اػتشپتَهبيؼغ ثِ هـىَن يّبِ يخذا تيَّ
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 ريگامييا اضزيطياکلي باکتزي در اکسيداس ايرات صن کزدن کلًن

 شيرخب اػتخشاج تيو تَػط يثبوتش DNA اػتخشاج :PCR ياکىص
 طل يسٍ ثش اػتخشاج هحلَلات .ذيگشد اًدبم شاىيا هيطًت هشوض

 ثب وشاصيپل شُيصًد ٍاوٌؾ ػپغ ؿذُ الىتشٍفَسص دسكذ5/1 آگبسص
 ذ.يگشد اًدبم (يه خذٍل) اوؼيذاص اٍسات طى يوشّبيپشا اص اػتفبدُ

 ؿذ. اسػبل Bioneer ؿشوت ثِ يتَال يييتؼ ثشاي PCR هحلَلات
 

 16srRNA و اکسيداز اورات هاي ژى تکثير در استفاده هورد پرايورهاي : 1 جدول

Primer Sequence Primer Name 
GATATACCATGGCAGCCG Uricase F 
GCTAGTTATTGCTCAGCGG Uricase R 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16srRNA F 
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 16srRNA R 

 
TA Cloning : ِهحلَل وشدى ولَى هٌظَس ث PCR، تيو اص PCR 

TA-Cloning ٍوتَس .ؿذ اػتفبدُ طى ٌبيػ ؿشوت PTG19-T ِث 
 E.Coli يبوتشث ٍ هحذٍدگش نيآًض ػٌَاى ثِ BamH1 ًبلل، ػٌَاى

 وبس ثِ ضثبىيه ػٌَاى ثِ تْشاى داًـگبُ اص ؿذُ ِيتْ اسيگبهي ِيػَ
 ثِ ٍ ثَدُ ؼييوبًبهب ثِ حؼبع يتدبس تيًَتشو ِيػَ وِ ؿذ گشفتِ
 ؼنيهتبثَل دس ليدخ يّب طى يثشخ دس ييّب َىيهَتبػ ثَدى داسا ػجت

 طيهح دس سدٍوتبص، ييَسدٍوؼيت ٍ سدٍوتبص َىيگلَتبت خولِ اص
 ضثبىيه ثِ ٍوتَس ٍسٍد يغشثبلگش داسد. يبثيسد ٍ وٌتشل تيلبثل وـت
 تيًَتشو يّب يثبوتش ييؿٌبػب ٍ ييليػ يآهپ يداسا طيهح تَػط
 ذ.يگشد اًدبم IPTG-XGAL طيهح دس يآث-ذيػف يغشثبلگش تَػط

 يييتؼ تَػط ذيػف يّب ولٌي دسٍى اوؼيذاص اٍسات طى حضَس ذييتب
 ثِ M13 وشيپشا ضيً ٍ اوؼيذاص اٍسات طى يوشّبيپشا ثب ِيًبح يتَال

 ذ.يسػ اًدبم
 :Real time PCR ريش با اکسيداس ايرات صن بيان ميشان عييهت

 اص (Qiagen )ؿشوت RNeasy تيىشٍويه تَػط RNA اػتخشاج
 سؿذ ييًوب فبص دس ذيػف يّب ولٌي ييبيثبوتش َىيػَػپبًؼ

 اػتخشاج RNA تيفيو ٍ خلَف ؿذ. اًدبم (OD600=4/0-6/0 )دس
 ذ.يگشد ذييتب الىتشٍفَسص طل ٌذيفشا ٍ ًبًَدساح دػتگبُ تَػط ؿذُ
 ٍاوٌؾ ٍ ؿذُ اًدبم تبوبسا تيو اص اػتفبدُ ثب CDNA ػٌتض

Real Time PCR ؿشوت تيو اص اػتفبدُ ثب Genet bio ُيخٌَث وش 
 تؼت يداخل وٌتشل ػٌَاى ثِ يياوت ثتب يخبًگ طى ذ.يسػ اًدبم ثِ

 اوؼيذاص اٍسات نيآًض يطً بىيث ضاىيه هحبػجِ يثشا ػپغ ؿذ. اػتفبدُ
 ضيآًبل .ذيگشد اػتفبدُ REST افضاس ًشم اص هشثَطِ يًوَداسّب سػن ٍ
 ِيػَ ثب ؼِيهمب دس mRNA بىيث يًؼج يشيگ اًذاصُ ثب بىيث ضاىيه

 .ؿذ اًدبم ΔΔCT سٍؽ اص اػتفبدُ ثب اػتبًذاسد
 خذٍل دس ؿذُ ِياسا يوشّبيپشا اص اػتفبدُ ثب :فيلًصوي درخت رسم

 گشاد يػبًت دسخِ 55 اتلبل يدهب دس 16srRNA يّب طى PCR ،يه
 يّب يتَال ذ.يگشد اًدبم Bioneer ؿشوت دس يتَال يييتؼ ٍ ؿذ اًدبم

 DNA Baser تَػط ،BioEditافضاس ًشم دس يثشسػ اص پغ حبكلِ
 كيطش اص NCBI دس ؿذُ ثجت ّبي خذايِ ثب دِيًت ذ.يگشد يػبص هىول

n Blast ِافضاس ًشم دس ػپغ ٍ ؿذ همبيؼ W Clustal سديـف ّن 
 يّب دسخت MEGA 5.10 ثشًبهِ اص اػتفبدُ ثب ػپغ گشديذ.

 دس M تشػـين الحـبق سٍؽ اص اػتفبدُ ثب ٍ ًذؿذ نيتشػ هيلَطًيف
 فَاكـل تؼييي اص پغ ؿذًذ. ّوؼبيِ Neighbor Joining ثشًبهِ

 Excel افضاس ًشم اص اػتفبدُ ثـب آهـذُ دػـت ثـِ ًَولَتيـذي
(Version: 15.0.4675-64bit) ؿذ. سػن هشثَطِ ًوَداس 

 َا يافتٍ
 يغشثبلگش هٌظَس ثِ :دريا استزپتًمايسس ًَيت تعييه ي جداساسي

 ؿذُ اًدبم گشم يضيآه سًگ ،اػتشپتَهبيؼغ ثِ هـىَن يّب يولٌ
 ػپغ (.يه ؿىل) ؿذًذ اًتخبة هثجت گشم يا سؿتِ يّب يثبوتش ٍ

 اًتظبس هَسد حيًتب ثب آًْب ييبيويَؿيث يّب تؼت حيًتب وِ ييّبِ يخذا
 اص يول طَس ثِ ذًذ.يگشد خذا ؛داؿت اًطجبق اػتشپتَهبيؼغ يثشا

 بتيخلَك ثشاػبع ؿذ، اسػبل ـگبُيآصهب ثِ وِ بيدس آة يّب ًوًَِ
 ضٍلِيا 12 ،ييبيويَؿيث يّب تؼت ٍ يىشٍػىَپيه ه،يهَسفَلَط

 .ذيگشد يخذاػبص اػتشپتَهبيؼغ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

 اٍسات طى PCR هحلَلات الىتشٍفَسص دِيًت :PCR ياکىص
 ؼغياػتشپَهب ِيػَ 12 اص اػت. ؿذُ دادُ ًـبى 2 ؿىل دس اوؼيذاص

 PCR هحلَلات ثَدًذ. اوؼيذاص اٍسات طى ٍاخذ يّوگ ؿذُ خذا

 هاي جدايه هيکروسکوپي و هاکروسکوپي هايويژگي : 1 شکل

 يغربالگر از حاصل استرپتوهايسس



 اوريگامي اشريشياکلي باکتري در دريا از شده جدا استرپتومايسس اکسيداز اورات شن بيان و کلونينگ /::
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 اسػبل Bioneer ؿشوت ثِ يتَال يييتؼ يثشا اوؼيذاص اٍسات طى
 .ذيگشد
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يداسا وـت طيهح اص :T-A Cloning در وًتزکيب َاي کلًن تًليد
 ثؼذ هشاحل يثشا ذيػف تيًَتشو يّب ولٌي ،يآث ٍ ذيػف يّب ولٌي
 ؿذُ اًدبم M13، PCR يوشّبيپشا تَػط ييّوچٌ .ؿذًذ يآٍس خوغ

 ذ.يگشد ييهؼ ٌگيولًَ اص ثؼذ ٍ لجل PCR هحلَل اًذاصُ اختلاف ٍ
 دس اوؼيذاص اٍسات يطً لطؼِ ؛اػت هـخق 3 ؿىل دس وِ ّوبًطَس

 ذيهَ ضيً اتلبل ِيًبح يتَال يييتؼ ييّوچٌ اػت. ذُيگشد ٍاسد ٍوتَس
 اػت. ًظش هَسد هحل ثِ يطً ِلطؼ ٍسٍد

 پغ :PCR Real time تًسط ضدٌ کلًن صن بيان ميشان بزرسي وتايج
 طى بىيث ضاىيه ،Real Time PCR ٌذيفشا اًدبم ٍ RNA اػتخشاج اص

 طى ثب ؼِيهمب دس تيًَتشو شيغ ٍ تيًَتشو يثبوتش دس اوؼيذاص اٍسات
 طى وِ داد ًـبى حيًتب ٍ گشفت لشاس ػٌدؾ هَسد 16s-rRNA وٌتشل
 اؿشيـيبولي دس ٍ ؿذُ بىيث تيًَتشو اؿشيـيبولي دس اوؼيذاص اٍسات

 ًذاسد. بىيث تيًَتشو شيغ
 ًَذيپ سٍؽ ثِ يىيلَطًتيف دسخت :فيلًصوي درخت رسم وتايج

 يسٍ ثش ؿذُ اًدبم يتَال يييتؼ حيًتب اص اػتفبدُ ثب (NJ) يّودَاس
 ثب اػتشپتَهبيؼغ يّب گًَِ (.4 ؿىل) ؿذ سػن PCR هحلَلات ييا

 يثبلا اػتشح ثَت ثب غيليػَثت لَعيثبػ ٍ دسكذ 100 اػتشح ثَت
 يخَؿبًٍذ ساثطِ بًگشيث وِ ٌذگشفت لشاس خَؿِ هي دس دسكذ 96
 اػت. گشيىذي ثب آًْب هيًضد
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 بحج

 ثشاي هٌبػجي سٍؽ Real-Tima PCR هطبلؼِ، ايي ًتبيح ثِ تَخِ ثب
 ؿذ. تؼييي اٍسيگبهي اؿشيـيبولي دس اوؼيذاص اٍسات طى ثيبى
 هٌبػت يشگزاسيتبث ثب ييداسٍّب ذيتَل يثـش خبهؼِ افضٍى سٍص بصيً

 ثِ وٌٌذُ ووه يّب نيآًض ّوچٌيي اػت. يخبًج ػَاسم ييووتش ٍ
 وِ اػت ؿذُ ثبػث ط،يهح صائذ هَاد ِيتدض ثب بتيح ثمبء ٍ ػلاهت

 ثِ همشٍى يىشٍثيه هٌبثغ گشدد. هتوشوض يؼتيص هٌبثغ ثش مبتيتحم
 خولِ اص ّؼتٌذ. يذيتَل يّب ؼتنيػ ييتش غيػش ٍ ييتش كشفِ

 دس گؼتشدُ وبسثشد ليدل ثِ وِ اػت اوؼيذاص اٍسات هْن يّب نيآًض
 ثِ اػت. گشفتِ لشاس تَخِ هَسد بسيثؼ شياخ يّب ػبل دس ييداسٍ غيكٌب

 هطبلؼبت تبوٌَى نيآًض ييا يضذتَهَس ٍ يدسهبً خَاف ػلت
 ثِ نيآًض ييا هَلذ يّب ؼنيىشٍاسگبًيه يخذاػبص هٌظَس ثِ يهتؼذد
 اٍسات تيفؼبل يداسا وِ ييّب ؼنيىشٍاسگبًيه اوثش اػت. آهذُ ػول

 يبديص هطبلؼبت حبل ييا ثب اًذ. ؿذُ خذا خبن اص ؛ّؼتٌذ ياوؼيذاص
 يآث يّب ؼتگبُيص اص ّب ؼنيىشٍاسگبًيه ييا يخذاػبص وِ داسد ٍخَد

 ي،يصه وشُ ػطح دس آة يفشاٍاً ػلت ثِ 3ٍ10.اًذ ًوَدُ گضاسؽ سا

285bp 

 جداسازي سويه 12 براي اکسيداز اورات ژى PCR هحصولات الکتروفورز : 2 شکل

 هنفي کنترل سوم و هثبت کنترل دوم بازي، جفت 50 هارکر اول چاهک شده.

 روي بر M13 پرايورهاي توسط شده انجام PCR هحصول الکتروفورز : 3 شکل

 نوترکيب وکتور دروى insert قطعه وجود تاييد و غيرنوترکيب و نوترکيب هاي کلوى

 درصد( 2 آگارز )ژل

 استرپتوهايسس 16S r DNA ژى توالي اساس بر شده رسن فيلوژني درخت : 4 شکل
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 هٌجغ وـف دٌّذُ هظدُ آة اص ّب ؼنيىشٍاسگبًيه ييا يخذاػبص
 حبضش هطبلؼِ دس اػت. نيآًض ٍ داسٍ ذيتَل وبسخبًدبت اص يثضسگ
 ؿذًذ. اػتخشاج بيدس اص سفتِ، وبس ثِ هَلذ يّب يثبوتش

 ًبلل كيطش اص سا ىبصياٍس ي وذوٌٌذُ طى ّوىبساى ٍ يوبًيا
 يثشسػ ثب ٍ ًذداد اًتمبل Bl21 يثبوتش ثِ (+) pET-28a يذيپلاػو

 ًـبى حيًتب وشدًذ. ٌِيثْ سا آى يحذاوثش بىيث طيؿشا ييپشٍتئ ييا بىيث
 ٍ ولَى pET يبًيث ؼتنيػ دس يآػبً ثِ تَاى يه سا ىبصياٍس طى وِ داد

 ؿت.دا هطبثمت حبضش هطبلؼِ حيًتب ثب دِيًت ييا 11.وشد بىيث
 هَلذ دٍػت ًوه يآسو يّبِ يػَ يثشسػ ثِ ّوىبساى ٍ اكغشي

 ٍ ٌذپشداخت نيآًض ييا ذيتَل ذيخذ هٌجغ هي ػٌَاى ثِ ىبصياٍس نيآًض
 نيآًض تيفؼبل ٍ وشدًذ يبثياسص سا ّب يآسو ييا سؿذ ٌِيثْ طيؿشا
 2.آصهَدًذ ثذى هيَلَطيضيف طيؿشا دس سا آًْب تَػط ؿذُ ذيتَل

 ىبصياٍس طى حبٍي pET28a يبًيث ٍوتَس ّوىبساى ٍ يخبهؼ
 ٍ ًوَدُ هٌتمل BL21 ِيػَ اؿشيـيبولي ثِ سا فلاٍٍع آػپشطيلَع

 آگبسص ىليً يوشٍهبتَگشاف ػتَى ثب سا ؿذُ بىيث تيًَتشو ييپشٍتئ
 ثش گلَوض خولِ اص هختلف يّب يافضٍدً ٍ دهب اثشٍوشدًذ. قيتخل

 ييّب يافضٍدً وِ داد ًـبى حيًتب آصهَدًذ. سا ييپشٍتئ يذاسيپب
 ييـتشيث ؛ؿًَذ يه يػطح وـؾ ؾيافضا ثبػث وِ گلَوض ّوچَى

 يذاسيپب ؾيافضا .داسًذ ىبصياٍس نيآًض سٍي سا يذاسوٌٌذگيپب اثش
 هَسد تَاًذ يه ٍ داؿتِ ييداسٍ دٍام دس يبديص بسيثؼ شيتبث ييپشٍتئ
 4.شديگ لشاس يثشسػ
 اػتخشاج اوؼيذاص اٍسات طى وشدى ولَى اص يهـبثْ سؿبتاگض
 ٍ Streptomyces cyanogenus ،آئشٍطيٌَصا ػَدٍهًَبع اص ؿذُ

 ؿذُ اسائِ BL21 (DE3) خولِ اص E.coli هختلف يّب ضثبىيه دس شُيغ
 تَاًذ يه ىبصياٍس هَلذ ذيخذ هٌبثغ ييؿٌبػب ٍ يغشثبلگش 1ٍ9ٍ12.اػت

 يويَؿيث يوبسثشدّب ٍ يدسهبً اّذاف يثشا يتَخْ لبثل يّب اػتفبدُ
 اػتخشاج اػتشپتَهبيؼغ يثبوتش ضيً حبضش كيتحم ثبؿذ. داؿتِ يٌيثبل

 اٍسات نيآًض ذيتَل يثشا يثَه يهٌجؼ ػٌَاى ثِ سا بيدس ثؼتش اص ؿذُ
 يضذلبسچ ٍ يىشٍثيه ضذ جبتيتشو ٍ داسٍّب ػبخت ٍ اوؼيذاص

 لذستوٌذ يذّبيوبًذ هيلَطًيف دسخت نيتشػ ثب ٍ وشدُ هطشح
 ػٌَاى ثِ سا ّؼتٌذ يثبوتش ييا ثب يـبًٍذيخَ دس وِ يگشيد

 ٌگيولًَ حبضش هطبلؼِ دس ذ.يًوب يه يهؼشف يثؼذ هطبلؼبت يًبهضدّب
 اٍسيگبهي E.coli يثبوتش دس اػتشپتَهبيؼغ اوؼيذاص اٍسات طى

 يساػتب دس تَاًذ يه يثؼذ هطبلؼبت گشفت. لشاس آصهَى هَسد
 يػبص ٌِيثْ ثبؿذ. نيآًض ييا ذيتَل يثشا هختلف طيؿشا يػبص ٌِيثْ

 كيدل نيتٌظ دهب، شييتغ ،يثبوتش سؿذ يّب هحشن شييتغ ؿبهل طيؿشا

 يػبص يغٌ وـت يّب طيهح اص اػتفبدُ ضيً ٍ IPTG، Xgal غلظت
 ثِ هٌحلش يسؿذ طيؿشا يثبوتش ّش وِ ايي ثِ تَخِ ثب اػت. ؿذُ
 شيتىث ٍ سؿذ ػَاهل ٍ طيؿشا ييا ييؿٌبػب ثب ؛طلجذ يه سا خَد فشد

 كَست ثِ ؛گشدد يه ّب يثبوتش تيخوؼ ؾيافضا ثِ هٌدش وِ ٌِيثْ
 بثذ.ي يه ؾيافضا ضيً ّب يثبوتش ييا اص ؿذُ ذيتَل هحلَلات يضوٌ

 آًْب هحلَلات وِ ّبيي طى ػبختبس كيدل ييؿٌبػب ثب ييا ثش ػلاٍى
 آى بىيث يويتٌظ يذّبيول ؿبُ ثِ تَاى يه ؛اػت هٌبػت ذيتَل يثشا
 بىيث وـت، طيهح دس ييّب هحشن دبديا ثب ٍ بفتِي دػت ّب طى
 بفتيي ثب ييّوچٌ داد. ؾيافضا ٌِيثْ حذ دس سا هزوَس يّب طى

 تيتثج بي ٍ هَلذ ؼنيىشٍاسگبًيه پشٍسؽ يثشا هٌبػت يّب سٍؽ
 داد. ؾيافضا ثشاثش چٌذ تب سا اوؼيذاص اٍسات تَليذ ثبصدُ تَاى يه نيآًض

 ثِ اوؼيذاص اٍسات طى ٌگيولًَ حبضش هطبلؼِ دس وِ اػت روش لبثل
 ٌگيولًَ حيكح اًدبم ذييتب خْت بىيث يثشسػ اص ٍ ذتيسػ اًدبم

 شيػب دس اوؼيذاص اٍسات طى حضَس يثشسػ ذ.يگشد اػتفبدُ
 ب،يدس اػتشپتَهبيؼغ دس ذيهف يّب نيآًض شيػب طى ييؿٌبػب ّب، يثبوتش
 يّب يثبوتش ٍ هؼتؼذ يّب ػلَل شيػب دس اوؼيذاص اٍسات ٌگيولًَ

 ـٌْبديپ ،يبًيث ؼتنيػ ييتش هٌبػت بفتيي هٌظَس ثِ هختلف ضثبىيه
 اًدبم ثِ يهتؼذد يّب يثبوتش دس اوؼيذاص اٍسات ذيتَل گشدد. يه
 ٍ يىيطًت يدػتىبس دس وِ ييثبلا ليپتبًؼ ػجت ثِ ّب يثبوتش سػذ. يه

 يداسٍّب ذيتَل دس يؼيػش ٍ وتيل اسصاى هٌجغ ؛داسًذ ٌگيولًَ
 يػبصگبس ّب يثبوتش تَػط ؿذُ ذيتَل يّب نيآًض ّؼتٌذ. هيَلَطيث

 ذيتَل يّب يثبوتش هتفبٍت الؼبم ييؿٌبػب ثب داسًذ. اًؼبى دس ييثبلا
 لبثل هيَلَطيث يداسٍّب اص يتش غيٍػ فيط ّب نيآًض ٍ داسٍّب وٌٌذُ

 ثَد. خَاٌّذ يبثيدػت

 گيزي وتيجٍ
 ثِ تَاًذ هي اػتشپتَهبيؼغ ثبوتشي وِ داد ًـبى هطبلؼِ ايي ًتبيح

 هَسد فشاٍاى وبسثشدّبي ثب ثبًَيِ ّبي هتبثَليت اص غٌي هٌجغ ػٌَاى
 آًضين تَليذ هٌظَس ثِ ثَهي اي ػَيِ ػٌَاى ثِ ٍ گيشد لشاس تَخِ

 ولًَيٌگ ّبي هيضثبى ثشدى وبس ثِ ثب سٍد. وبس ثِ اوؼيذاص اٍسات
 ًبهضد تَاًذ هي ػَيِ ايي تَليذ، ثْيٌِ ؿشايط ثشسػي ٍ هختلف

 ضذهيىشٍثي تشويجبت ٍ داسٍّب ػبخت هٌظَس ثِ آيٌذُ هطبلؼبت
 .ثبؿذ

 قدرداوي ي تطکز
 دسخِ اخز يثشا خٌبثبى ػبدات شُيً خبًن ًبهِ بىيپب حبكل همبلِ ايي

 ياػلاه آصاد داًـگبُ اص يؿٌبػ ؼتيص سؿتِ دس اسؿذ يوبسؿٌبػ
 ثَد. ؿشق تْشاى ٍاحذ
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