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55مسلسل / 92بهار/ 1شماره / دهم پانزدوره / یافته 

11/12/91:، پذیرش مقاله30/9/91: مقالهدریافت
 کلسترول اکسیداز آنزیمی است که اکسیداسیون کلسترول را همراه با احیاي اکسیژن مولکولی به پراکـسیدهیدروژن انجـام                  :مقدمه

نزیم هاي تجـاري دنیاسـت کـه        این آنزیم توسط برخی میکروارگانیسم هاي بیماریزا و غیر بیماریزا تولید می شود و ازمهمترین آ               . می دهد   
هدف از این مطالعه جداسازي باکتریهاي بـومی مولـد کلـسترول اکـسیداز و تعیـین           .کاربردهاي وسیعی در صنایع مختلف پیدا کرده است       

.هویت آنها با استفاده از روشهاي میکروبی، بیوشیمیایی و ژنتیکی می باشد
   انه چرم وپوست و صابون سازي ، خاك ، لبنیات و آب هاي راکد جمـع آوري گردیـد  نمونه از پساب کارخ187تعداد  : هامواد و روش .

براي  تایید فعالیت کلنی هـاي مولـد   . پس از کشت نمونه ها، باکتریهاي رشد یافته با تست هاي میکروبی و بیوشیمیایی تعیین هویت گردید                
بـراي  تاییـد   16s rRNA PCRاز تکنیک . کشت استفاده شدآنزیم  کلسترول اکسیداز، روشهاي  رنگ سنجی و قهوه اي نمودن محیط

.قطعی سویه هاي بدست آمده استفاده شد
 باکتري  از خاك جداسازي گردید و  نتایج نشان داد که متعلـق بـه گونـه رودوکوکـوس مـی باشـند                      2نمونه ،تنها      187از  :هایافته .

هویت مولکولی  سویه هاي مزبـور  . ت کلسترول اکسیدازي هر دو باکتري تایید شد   همچنین در آزمایش قهوه اي نمودن و رنگ سنجی، فعالی         
.تایید شد16s rRNAبا تعیین توالی ژن 

  ایـن دو بـاکتري بواسـطه خـصوصیات         . در این مطالعه، باکتریهاي بومی مولد کلسترول اکسیداز جدا گردیـد          :گیريبحث و نتیجه
.طبقه بندي گردیدRhodococcusید مولکولی جزء گونه بیوشیمیایی و روشهاي تائ،مورفولوژیکی

کلسترول اکسیداز، رودوکوکوس ، جداسازي: هاي کلیديواژه.

چکیده
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مقدمه
اسیون آنزیمی است که اکسید1آنزیم کلسترول اکسیداز

کولی به اکسیژن مولکلسترول را همراه با احیاي 
از رول اکسیدآنزیم کلست. )1،2(دهدپراکسیدهیدروژن انجام می

هاي باکتري:شود، الفتوسط دو دسته باکتري تولید می
کنند و را بعنوان منبع کربن استفاده میبیماریزا که کلسترولغیر
باکتریهاي بیماریزا که براي آلوده کردن ماکروفاژهاي میزبان : ب

-cholest و با تبدیل کلسترول بهبه کلسترول اکسیداز نیاز دارد

4-en-3-oneبه تغییر ساختار فیزیکی غشاي لیپیدي قادر
در حضور ) بیماریزا و غیر بیماریزا(هر دو دسته باکتري . هستند 

).3(کلسترول قادر به تولید کلسترول اکسیداز می باشند 
هاي هاي تولیدکننده به شکلاین آنزیم در میکروارگانیسم

. شودسلولی و یا متصل به غشا یافت می، خارجداخل سلولی
ضی سویه هاي مولد این آنزیم تنها یک شکل و بعضی هر دو بع

کلسترول اکسیداز را تولید شکل داخل سلولی و خارج سلولی 
، 2هاي نوکاردیوفورمبعنوان مثال باکتري. )5،4(می کنن

اغلب نوع متصل به غشا را تولید می 4و رودوکوکوس3نوکاردیا
ایی تولید نمایند البته برخی از سویه هاي رودوکوکوس توان

.)7،6(خارج سلولی آنزیم را نیز دارندشکل
، 7، مایکوباکتریوم6، رودوکوکوس اکویی5آرتروباکتر

نوع داخل سلولی 9و نوکاردیا رودوکروس8نوکاردیا اریتروپولیس
آنزیم کلسترول . )8،4(و یا متصل به غشا راتولید می کنند

ردهاي اکسیداز از مهمترین آنزیمهاي تجاري دنیاست که کارب
از مهمترین . وسیعی در صنایع مختلف پیدا کرده است

:توان به موارد ذیل اشاره نمودکاربردهاي آن می
تعیین میزان کلسترول در : سنجش میزان کلسترول-1

. باشدسرم خون از اولین و مهمترین کاربردهاي این آنزیم می
امروزه روشهاي آنزیمی بخاطر مزایایی که نسبت به روش 

روش آنزیمی . یی دارند، جایگزین روش شیمیایی شده اندشیمیا

تر از روش شیمیایی است و با تر، سریعتر و راحتاختصاصی 
همچنین در این روش ). 9،5(عوامل سرمی تداخل کمتري دارد 

بجز سنجش کلسترول آزاد سرمی درحضور آنزیم کلسترول 
علاوه بر . گیري نمودتوان کل کلسترول سرم را اندازهاستراز می

تعیین کلسترول سرم از روش آنزیمی براي تعیین کلسترول 
١).10(شود مواد غذایی نیز استفاده می

داروهاي استروئیدي بخش مهمی از : صنایع دارویی- 2
در فرآیند تهیۀ آنها از تبدیلات . دهندداروها را تشکیل می

از که آنزیم کلسترول اکسید. شودمیکروبی و آنزیمها استفاده می
اولین آنزیم در تجزیۀ کلسترول است، آنزیم مهم در تهیۀ این 

).11(باشد داروها می
کش جدید هاي حشرهکشف پروتئین: کشیاثر حشره-3

براي کنترل آفات و استفاده در محصولات کشاورزي از اهمیت 
توان به ها میبالایی برخوردار است، از مهمترین این پروتئین

با انتقال ژن . اشاره نمود10یلوس ترنجنسیسپروتئینهاي باس
توان به کشی آنها را میاین پروتئینها به گیاهان اثر حشره

ات البته واضح است که بسیاري از حشره. گیاهان منتقل نمود
).12(به پروتئینهاي این باکتري حساسیت ندارند 

با توجه به خروج سالانه مقادیر هنگفتی ارز از کشور براي خرید 
آنزیم کلسترول اکسیداز و نظر به کاربرد وسیع این آنزیم در 
صنایع، کشاورزي ، پزشکی، پروژه هاي تحقیقاتی علوم پایه و 

1.Cholesterol: O2Oxidoreductase, EC 1.1.3.6

2. Nocardioform

3. Nocardia

4. Rhodococcus

5. Arthrobacter

6. Rhodococcus equi

7. Mycobacterium

8. Nocardia erythropolis

9. Nocardia  rhodochorous

10. Bacillus thurangiensis
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آزمایشگاه هاي تشخیص طبی؛ جداسازي میکروب هاي مولد 
هدف اصلی این مطالعه ، . این آنزیم بسیار ضروري بنظر میرسد

یم کلسترول جدا سازي باکتري هاي بومی تولید کننده آنز
.اکسیداز و تایید مولکولی سویه هاي بدست آمده می باشد

هامواد و روش
جمع آوري و آماده سازي نمونه جهت کشت میکروبی 

، )شیر، کره محلی، سرشیر( نمونه شامل لبنیات 187داد تع
سازي، پساب کارخانه چرم وپوست، پساب کارخانجات صابون

هاي راکد از و آب) آوري زباله مراکز جمع ، اطرافباغچه( خاك 
شهرهاي اصفهان، اهواز، بروجرد، تبریز، تهران، خرم آباد، دزفول، 

. مراغه، مشهد و ملایر جمع آوري گردید
جهت جداسازي بهتر باکتري از نمونه ها، ابتدا یک گرم از 
نمونه هاي جامد یا یک میلی لیتر از نمونه هاي مایع در صد 

حالت سوسپانسیون در آمده و به مدت میلی لیتر آب مقطر به
. دقیقه روي شیکر مخلوط شد30

کشت نمونه ها جهت بدست آوردن باکتري 
میلی لیتر از محلول رویی، بر روي محیط کشت 1/0مقدار 

30روز در انکوباتور 12تا 7مینرال آگار تلقیح شد و بمدت 
محیط کشت فوق حاوي . درجه سانتی گراد انکوبه گردید

. سترول بعنوان منبع کربن بودکل
بعد از اتمام مدت زمان انکوباسیون، تعداي از کلنی هاي 
رشد یافته در محیط کشت مینرال آگار حاوي عصاره مخمر 

درجه سانتی گراد 30روز در دماي 5تا 3تلقیح شده بمدت 
در مرحله بعد، کلنی هاي کرم رنگ و موکوئیدي . انکوبه شد

میکروبی و بیوشیمیایی مورد آزمایش حاصل براي تعیین هویت
. قرار گرفتند

تعیین هویت میکروب هاي جدا شده 

رنگ آمیزي : شات مختلف اعم ازجهت تعیین هویت، آزمای
کاتالاز، اکسیداز، حرکت، اوره، لاکتوز، گلوکز، ، تستهاي گرم

ساکارز ، گزیلوز، رشد بر روي بلاد آگار و رشد بر روي مک کانکی 
١.شدآگار انجام 

تائید فعالیت کلسترول اکسیدازي  باکتري 
به منظور انتخاب کلنی هاي مولد کلسترول اکـسیداز، از دو           
. روش رنگ سنجی و قهوه اي نمودن محیط کشت اسـتفاده شـد            

76/1کلـسترول ،   % 5/0در روش رنگ سنجی یک محلول شامل        
HRP1آنـزیم    U/lit3000فنـل و    % 6آمینوآنتی پیرین ،     -%4 

سـپس  .آمـاده شـد  pH= 7بـا  M1/0ر بافر فسفات پتاسیم د(
یک کاغذ صافی آغشته به محلـول فـوق، روي کلنـی هـاي رشـد             
یافته بر روي پلیت قرار گرفته و پلیـت هـا بمـدت یـک شـب در                  

فعالیـت کلـسترول   . درجه سانتی گـراد انکوبـه  گردیـد        30دماي  
ناشـی از   اکسیدازي کلنی هاي مورد آزمایش با تولید رنـگ قرمـز            

سپس سویه هاي مولد رنگ     .تائید شد     2تشکیل کوئینون امینین  
در آزمایش قهوه اي نمودن محیط کـشت،        . قرمز، جمع آوري شد   

کلـسترول ،  : پلیت محیط کشت با اضافه نمودن مواد زیـر شـامل     
10000، 3دیانیزیـدین -گـرم او X ،1/0-100یک گرم تریتون   

در ایـن   . در یک لیتر آگار تهیه شد     واحد در لیتر آنزیم پراکسیداز      
روش کلسترول به داخل سلولهاي باکتریایی نفـوذ کـرده، منتـشر           

بـاکتري بواسـطه داشـتن آنـزیم کلـسترول اکـسیداز ،       . می شـود  
کلسترول را تجزیه نموده و پراکسید هیدروژن تولید می نماید که           

شـکل  4این ماده با معرف پراکـسیداز واکـنش داده، ترکیـب آزو   
).13(گیرد و رنگ محیط کشت به رنگ قهوه اي در می آیدمی

1. Horse Radish Peroxidase

2. Quinoneimine dye

3. O-dianisidine

4. AZO Compound
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تعیین هویت مولکولی باکتري 
باکتريDNAاستخراج 

مـایع کـشت داده شـده و بـه           LBابتدا باکتري در محـیط      
ــدت  ــا 16م ــاي  20ت ــاعت در دم در rpm185و دور C37س

میلـی لیتـر از محـیط       5/1مقـدار . انکوباتور شیکردار گذاشته شـد    
اکتري رشد یافته به درون میکروتیوبها ریختـه و در          کشت حاوي ب  

محلـول  . به مدت یک دقیقه سانتریفوژ گردیـد       rpm12000دور
DNAرویی تخلیـه شـد و از رسـوب سـلولی جهـت اسـتخراج                

ــت اســتخراج   ــومی از کی ــابیونDNAژن اســتفاده 1شــرکت مت
.نگهداري شد-C20ژنومی باکتري در فریزر DNAسپس .شد

16sتکثیر ژن  rRNA با استفاده از تکنیکPCR

از پرایمرهـاي  16S rRNA-PCRبـراي انجـام آزمـایش    
پرایمرهاي مزبور هویت   . استفاده شد )27Fو   1492R(استاندارد  

تـوالی  . نمایـد باکتریهاي جداشده را تـا حـد گونـه مـشخص مـی            
:پرایمرهاي مزبور عبارتند از

Primer 27F: 5' – AGAGTTTGATCMTGGCTC-3'
Primer1492R:5'-ACGGYTACCTTGTTACGACT-3'

:به شرح ذیل بودPCRمخلوط واکنش براي آزمایش 
میکرولیترX10:5/2بافر 

میکرولیتر25/11: آب دیونیزه
MgCl2 :75 ./  میلی مولار5/1(میکرولیتر(
dNTP:5 ./ میلی مولار/. 2(میکرولیتر(

)میلی مولار/. 5(میکرولیتر 1: از هر پرایمر
Taq DNA Polymerase :1 واحد/. 2(میکرولیتر(

DNAمیکرولیتر3: استخراج شده
ــتگاه   16s rRNAژن  ــتفاده از دس ــا اس ــر و ب ــرایط زی در ش

.تکثیر شد) اپندورف(گرادیانت ترموسایکلر 

-C°954دقیقه
-C°9445ثانیه
-C°5645              چرخه30ثانیه
-C°7260ثانیه
-C°723   دقیقه

، محصول براي تأئید اولیه روي ژل PCRپس از انجام واکنش 
الکتروفورز قطعات همراه با نشانگرهاي . الکتروفورز شد% 8/0آگاروز 

Gel Docانجام گردید و تصویر ژل با دستگاه) مارکر(وزن مولکولی

PCRحاصل از آزمایش در مرحله بعدي ،فراورده هاي . برداشته شد

١. براي تعیین توالی به شرکت ژن فن آوران ارسال شد

هایافته
هاي کشت شدهجداسازي باکتري از نمونه

خاك اطراف حوضچه هاي کارخانجات چرم و پوسـت،          از منابع 
لبنیـات  خاك حوضچه هاي صابون سازي سـنتی و          خاك باغچه،آب، 
ــی شــامل ــداد :محل ــه جمــعونم187شــیر،کره وسرشــیر، تع آوري ن

دو نمونـۀ میکروبـی جداسـازي    2ازمیـان آنهـا تعـداد     ). 1جدول  (شد
.هاي خاك جدا شدگردیدکه هر دو نمونۀ باکتري از نمونه

تعیین هویت میکروبهاي جدا شده
آمیزي گرم انجام هاي بدست آمده آزمایش رنگبر روي نمونه

شد که در نهایت مشخص گردید که هر دو باکتري جدا شده، 
).1شکل (باشندکوکوباسیل گرم مثبت می

1. Metabion

تصویر باکتري گرم مثبت رشد یافته بر روي محیط کشت .1شکل 
باکتریها . مینرال که حاوي کلسترول به عنوان تنها منبع کربن میباشد

.شوندهاي گرم مثبت چسبیده به هم دیده میبه صورت کوکوباسیل
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سازي و کشت میکروبیهاي اخذ شده جهت آمادهها و نمونهمحل. 1جدول
نوع نمونه

نمونه برداريمحل
خاك 
باغچه

خاك اطراف حوضچه هاي چرم و 
پوست

آبهاي کشاورزي 
و سطحی

پسآب صابون کرهسر شیرشیر
سازي سنتی

خاك اطراف مراکز 
جمع آوري زباله

-2----47اصفهان
--325---اهواز

-7-----3بروجرد
-10---675تبریز
20-----1812تهران

--4510324خرم آباد
--432---دزفول
-8--5--2مراغه
------8-مشهد
-6-32--5ملایر

هاي جدا شده از نمونه خاكاي بیوشیمیایی تعیین هویت باکتريهزمایشنتایج آ.2جدول 
ResultTestResultTest

PositiveGram reactionpositiveOxidase
positiveCatalase
positiveTween 20
NegativeUrease
NegativeNitrate Reduction
NegativeIndole production
positiveMotility
NegativeMR
NegativeVP

NO growthGrowth in MacConkeymediumpositiveCAMP test
Mucoid colonies formationGrowth in Blood agarNegativeXylose

NegativeHaemolysisNegativeOF test
NegativeStarch hydrolysisNegativeGlucose
NegativeDNaseNegativeLactose

NegativeSucrose

با توجه به تستهاي انجام شدة بیوشیمیایی جهـت  شناسـایی و             
).2جدول(جداسازي باکتریهاي گرم مثبت نتایج ذیل بدست آمد 

آزمایشهاي بیوشیمیایی تعیین هویت باکتري
تأیید فعالیت کلسترول اکسیدازي باکتري

جهت تایید مصرف کلسترول محیط کشت بوسیله بـاکتري، در          
کلسترول به عنوان تنها منبع کربن سویه       محیط کشت مینرال حاوي     

اي کـردن محـیط     هـاي قهـوه   هاي جدا شده کشت گردید و آزمایش      
در هر دو آزمایش نتیجه مثبت      . انجام شد  1کشت و رنگ آمیزي کلنی    

گزارش گردید که حاکی از اکسید شدن و استفاده کلـسترول توسـط             
١).3و2شکل هاي. (باکتري جداشده بود

Rhodococcusهاي شدن محیط کشت توسط باکتريايقهوه. 2شکل
sp.501,502 کلسترول اکسیدازمولد آنزیم.

1. Colony staining Method
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قرمز شدن محیط کشت در اثر واکنش آنزیم کلسترول اکسیداز . 3شکل
.HRPبا معرف  رنگزاي Rhodococcus sp.501,502باکتري 

تعیین هویت مولکولی باکتري
)) 27Fو 1492R(با استفاده از پرایمرهاي استاندارد 

انجام شد که پس از انجام روش 16S rRNA-PCRآزمایش 
موجود در سایت Blastتعیین توالی و آنالیز با کمک نرم افزار 

NCBI مشخص گردید که هر دو نمونه باکتري هاي گرم مثبت
آنها به . جدا شده از خاك، متعلق به گونۀ رودوکوکوس میباشند

).4شکل (مگذاري شدندنا502و 501صورت سویه هاي 

باکتریهاي بدست ) PCR)16s rRNAالکتروفورز محصول . 4شکل
502و 501سویه هاي جدا سازي شده :2و1.هاي استانداردبا پرایمرآمده

.1kbمارکر :3،

Rhodococcus sp. 501

Taxonomy ID: 634766Inherited blast name: high GC

Gram+

Rank: species Genetic code: Translation table 11

(Bacterial, Archaeal and Plant Plastid)

Lineage( full )

cellular organisms; Bacteria; Actinobacteria;

Actinobacteria (class); Actinobacteridae;

Actinomycetales; Corynebacterineae;

Nocardiaceae;Rhodococcus

Blast nافـزار  بررسی توالی هاي بدست آمده  با استفاده از نرم

بـه  نتایج نشان داد کـه تـوالی فـوق   . انجام پذیرفتNCBIدر سایت 
Rhodococcusقرابت ژنتیکی با گونۀ 96٪میزان  equiلـذا  . دارد

Rhodococcusاین نمونـه هـا را    sp.501, نامیـده و تـوالی   502
دسترسـی  هبا شمار1ئوتیدي آنها با همین نام در سایت بانک ژنینوکل

Rhodococcus sp. 501 FN Rhodococcusو 298676

sp. 502 FN .ثبت گردید430570
گیريو نتیجهبحث

آنــزیم کلــسترول اکــسیداز اولــین آنــزیم در مــسیر تجزیــه در 
و کلسترول بوده و  یک آنزیم بـسیار بـاارزش در تـشخیص کلینیکـی       

به لحاظ مصرف، بعد از گلـوکز       . باشد  تعیین مقدار کلسترول خون می    
از کاربردهاي متعـدد ایـن     ). 14(اکسیداز دومین آنزیم پرمصرف است      

سازهاي داروهاي اسـتروئیدي در صـنعت     توان به تولید پیش   آنزیم می 
کـشی اشـاره    هاي لبنی و آفـت    داروسازي، حذف کلسترول از فرآورده    

آنزیم بطور طبیعی توسط منـابع میکروبـی مختلفـی           این). 9،1(نمود  
شود، اما تولید آنزیم بوسیله میکروارگانیسمها به لحاظ تولیدو ترشح می

کمی بسیار متغیر است و با توجه بـه میـزان مـصرف بـالاي آنـزیم و                  
سازي آن از منابع میکروبـی، ژن کلـسترول   مشکلات مربوط به خالص  

کروبی توسط محققین زیادي جداسازي هاي متعدد میاکسیداز از گونه  

1. Gene bank (NCBI)
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هدف اصـلی در ایـن مطالعـه، جداسـازي          . )15(و کلون گردیده است   
باکتریهاي بومی تولید کننده آنزیم کلسترول اکسیداز و انجام مطالعات     

.ژنتیکی بر روي آنها بود
در این تحقیق ، بعد از غربالگري نمونه هاي مختلـف از منـاطق              

اسـازي و تاییدکوکوباسـیل هـاي گـرم         گوناگون کـشور،موفق بـه جد     
توسط آزمایشهاي بیوشیمیایی، میکروبی    ) از گونه رودوکوکوس  (مثبت

1986همکاران نیز در سال      وایهارا. شدیم (16srRNA)و مولکولی   
توانستند سه باکتري رودوکوکوس مولد آنزیم را از خـاك جـدا کننـد              

قـد حرکـت،   بطورکلی  اعضاي این جنس هوازي، گرم مثبت، فا       ). 11(
نوکاردیو فرم و داراي کلنی هاي موکوئیدي شیري رنگ نسبتا بزرگ بر 
سطح محیط کـشت مـی باشـند کـه از لحـاظ مرفولـوژیکی در زیـر                  

.میکروسکوپ بصورت میله اي،کوکسی یا دیپلوکوك مشاهده میگردند
باکتري رودوکوکوس توانایی تولید و ترشح آنزیم کلسترول اکسیداز را          

ه آن میتواند کلـسترول موجـود در محـیط را اکـسید             دارد که بواسط  
جهت تایید توانایی . نموده و بعنوان منبع کربن مورد استفاده قرار دهد 

فعالیت کلسترول اکسیدازي باکتریهاي جدا شده از خاك،  تست قرمز         
این دستاورد  . نمودن کاغذ صافی انجام گرفت که نتیجه آن مثبت بود         

)16.  (و همکاران بودایزوبر مطالعه ي مبتنی بر روش بکار رفته د
جهت اطمینان از تولید و ترشح نوع آنزیم کلـسترول اکـسیداز            

بـا روشـهاي اسـتاندارد      ) داخل یا خارج سلولی و یا متـصل بـه غـشا           (
ساساکی و همکاران موفق به ترشح  آنزیم به دو طریق داخل و خـارج           

الیـایی در   ایت ایرانـی و  ژاپنـی،   سلولی شدیم که بـا تحقیـق محققـین          
). 9و8و 4(همخوانی داشت  2009و 2008سالهاي 

16SrRNA) در مطالعات تعیین تـوالی بـاکتري   مـشخص  (
با رودوکوکوس اکویی مشابهت 99%گردید که سویۀ مورد نظر بمیزان   

مـیلادي موفـق بـه    2008طباطبایی و همکاران نیز در سـال  .داشت
PTCC1633 وکـوس اکـویی  جداسازي این آنـزیم از سـویه رودوک  

به همین منظور از نمونه هاي مختلف جمع آوري شده، ). 6(گردیدند
ــایش   ــام آزم ــالگري و انج ــشت ، غرب ــام 16srRNA PCRک انج

 ـ        ه گردیدکه در نهایت پس از تعیین توالی، دو بـاکتري رودوکوکـوس ب
جداسـازي   502و رودوکوکوس گونه     501هاي رودوکوکوس گونه    نام
. شد

دردانیتشکر و ق
نویسندگان این مقاله از حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی 

ژنتیک و زیست لرستان و همکاري علمی پژوهشگاه ملی مهندسی
.نمایندفناوري قدردانی می
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