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  خداوندا

می گویم که همواره نضر لطف بر  تو را بر نعمت هاي پی در پی و احسان همیشگی ات سپاس
سر تعظیم به درگاهت  فرود می آورم که . بندگان خود داري و اجر تلاششان را چه نیکو می پردازي

  .شاید قدر شناس نعمت هایت باشم

 

  

  

  :تقدیم به 

  پدر و مادر بزرگوارم 

  به پاس آنکه رنج و مشقت پرورشم را به جان خریدند            

  کوشش هایم را ستودند و                                                                

  از پیشرفتم مسرور گشتند                                                                                  

 

 

 

 

 

 



 

 

  تقدیر و سپاس

سرورانی است که در طول مدت تحصیل،  بی شک این اثر ثمره الطاف الهی و یاري اساتید و
اینجانب را با بذل محبت، رهین منت خویش ساخته و همواره از ارشادشان بهره مند بوده ام، لذا 
مراتب تشکر و قدردانی خود را نسبت به این عزیزان ابراز داشته، توفیق روز افزون آنان را از درگاه 

  :ایزد منان مسئلت می نمایم

  سارا غرويسرکار خانم دکتر 

که راهنمایی این پایان نامه را بر عهده داشته و همواره با توان علمی و تجربه بالاي  فرزانهاستاد 
 .خود در پیشرفت مرحله به مرحله آن، مرا مورد لطف خود قرار دادند

  عزت عسگرانی سرکار خانم دکتر

که زحمت راهنمایی این پایان نامه را تقبل کرده و با تدبیر خود مرا در مراحل  گرانقدرم استاد
  .مختلف انجام این پایان نامه یاري نمودند

  جناب آقاي دکتر فولادي

استاد ارجمند که زحمت مطالعه و داوري این پایان نامه را تقبل کرده، همچنین با همکاري خود در 
  .دت قرار دادندمواقع لزوم اینجانب را مورد مساع

  جناب آقاي دکتر صادقی زاده

  .استاد گرامی که بذل محبت نموده، زحمت مطالعه و داوري این پایان نامه را تقبل نمودند

  همکاران گرامی و دوستان ارجمندم

واجب می دانم مراتب تشکر و قدردانی خود را به تمامی همکاران و دوستانم در آزمایشگاه ژنتیک و 
که به هر طریقی در پیشرفت این پایان نامه با اینجانب همکاري نموده اند، ابراز میکروبیولوژي 

  .نمایم و از درگاه ایزد منان براي این عزیزان توفیق روزافزون خواستارم



 

  : چکیده

DNA ،همانندسازي و انتقال اطلاعات ژنتیکی در تمام  پلیمراز ها از آنزیم هاي مهم و اساسی در حفظ

و  PCRپلیمراز ها کاربرد هاي فراوانی در بیولوژي مولکولی،  به ویژه در   DNA..باشند ارگانیسم ها می

ی در بیولوژي مولکولی به وجود انقلاب Taq polymeraseشناسایی  .توالی یابی داي دي اکسی دارند

پلیمراز هاي مقاوم به  DNAتحقیقات در این زمینه جهش چشمگیري پیدا کرد و از آن پس  .آورد

مطالعه . رت مختلفی براي دست یابی به آنزیمی با ویژگی هاي مطلوب مورد مطالعه قرار گرفتندحرا

پلیمراز هاي مقاوم به حرارت  DNAحاضر نیز با هدف آشکار سازي ظرفیت بالقوه و تعیین ویژگی هاي 

بودن  با توجه به ناشناخته. یوباکتر هاي جمع آوري شده از چشمه هاي آب گرم اردبیل انجام گرفت

 16S rDNAسویه هاي بومی، سویه هاي مورد مطالعه به روش فیلوژنی مولکولی با استفاده از توالی ژن 

تعلق  Geobacillusبررسی ها نشان دادند که سویه هاي مورد مطالعه به جنس  . تعیین هویت شدند 

بخش هاي حفاظت شده این ژن در باسیلوس هاي گرما دوست  توالی سپس با استفاده از . دارند

. گوناگون، پرایمر هایی براي شناسایی دامنه هاي مختلف این ژن در سویه هاي بومی طراحی گردید

آنزیم هاي  Aسویه مورد مطالعه نشان داد که این آنزیم به خانواده  8آنالیز توالی ها و دامنه ها در 

DNA  اگزونوکلئازي می  ’5به ’3 فاقد دامنه  واگزونوکلئازي  ’3به’5 داراي دامنه پلیمراز تعلق دارد و

. پلیمراز گردید Taqجایگزین  PCRدر مرحله بعد عصاره سلولی این باکتري  ثهیه و در واکنش . باشد

  .را دارد PCRپلیمراز موجود در عصاره سلولی توانایی انجام واکنش  DNAنتایج نشان داد که آنزیم 

  پلیمراز مقاوم به حرارت، حفاظت شده DNAترموفیل، :  کلیدي کلمات
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  مقدمه

 کاربردطوري که تاریخچه ه مدت زیادي است که شناخته شده ب زیستینقش آنزیم ها در فرآیندهاي 

پنیر  ل،تولید الک می گردد که از آنزیم هاي میکروارگانیسم ها در آشپزي، یونان قدیم برآنها به زمان 

آنزیم هاي مزوفیل اغلب براي شرایط  .)Vieille and Zeikus  ,٢٠٠١( استفاده می کردند..... و 

چون فاقد پایداري لازم  مناسب نیستند است، واکنش هاي شدید که در پروسه هاي صنعتی مورد نیاز

 هاي کاتالسیتبه همین دلیل استفاده ازبیو. )Demirjian and  ٢٠٠١ ,Morís-Varas (می باشند 

در  .هاي آلی از نیازهاي ضروري صنایع مختلف می باشد در واکنش) حرارت  خصوصا مقاوم به(جدید

وجود میکرو ارگانیسم هایی  اولین بار براي Wisconsinدانشگاه  از  Thomas D Brock 1967سال 

 چشمه آب داغ پارك ملی درجه بوده و در 75را گزارش کرد که دماي اپتیمم رشد آنها بالاتر از 

Yellowstone  ٢٠٠٦ درشد می کردن) and  Barros,  Trinidad() Bruins et al., 2001(.  از آن

 و  توجه قرار گرفته اند بفرد بسیار مورد زمان تاکنون ترموفیل ها به دلیل ویژگی هاي منحصر

 ارگانیسم هاي اجزاي سلولی. چالش برانگیز و جذاب را براي محققان ایجاد کرده اند یموضوع

آنها  علاوه بر دماي بالا، .به حرارت مقاوم هستند )نوکلئیک اسید هاپروتئین ها و  آنزیم ها،(ترموفیل 

در شرایط اسیدي یا بازي شدید هم مقاومند و همین ویژگی ها سبب شده که مورد  به دناتوراسیون

با توجه به این که میکروارگانیسم ها منبع دائمی تولید کننده این  .توجه بسیاري از صنایع قرار گیرند

غربالگري آنها به منظور دست یابی به آنزیم هاي جدید با  جداسازي و ها می باشند، بیوکاتالیست

 Dalboge( Aehle.W)  (١٩٩٨ ,and Langeویژگی هاي مطلوب از اهمیت ویژه اي برخوردار است 

پلیمراز به خاطر نقش کلیدي در شکل گیري و تداوم حیات سلولی و نیز  DNAآنزیم هاي . )٢٠٠٤

 DNAاز اهمیت ویژه اي برخوردار است و در بین آنها  جایگاه ویژه در زیست شناسی مولکولی،

.می باشدرد از بقیه ممتازترشبرد تحقیقات ژنتیک مولکولی داپ نقشی که در دلیلبه I پلیمراز

١ 



  بیوکاتالیست هاي جدیداکسترموفیل ها، منبع  1-1

زندگی میکروبی به محیط هاي خاص محدود نمی شود و جوامع میکروبی در محیط هاي متنوعی 

تکامل یافته  1ویژهکه در محیط هایی با شرایط  موجوداتی هستنداکسترموفیل ها  .یافت می شوند

....... اي سولفاته وب گرم،زمین هآنها در نیچه هاي اکولوژیکی چون اعماق دریا، چشمه هاي آ. اند

آنها بیوکاتالیست هایی را  ،در نتیجه. سازگار شده اند این شرایط سختبه خوبی رشد کرده و با 

قلمرو اکسترموفیل ها به طور قابل . هم عمل می کند نا متعادل تولید می کنند که در شرایط

، )pH<4(ها  وستدها، اسید گرمادوستآنها به رده هاي حقیقی از جمله  .توجهی گسترده است

اکثریت آنها اعضاء گروه آرکی . تعلق دارند ها فشار دوستها،  سرمادوست ،)pH>9( ها قلیا دوست

 -Demirjian and Morís( روه باکتري هاي حقیقی تعلق دارندباکترها هستند اما تعدادي نیز به گ

Niehaus and Bertoldo, ١٩٩٩) (Varas, جداسازي و تولید آنزیم منبع  اکسترموفیل ها، .)٢٠٠١

آنزیم هاي مزوفیل اغلب در شرایط  .تحت عنوان اکسترموزایم ها هستند هاي با مقاومت هاي ویژه

نیستند چون فاقد پایداري  کارآمدواکنش هاي شدید که در پروسه هاي صنعتی مورد نیاز است،

در  یبیو کاتالسیت هایچنین  به همین دلیل استفاده از .Bruins ME) (٢٠٠١ ,.et alلازم می باشند

  .هاي آلی از نیازهاي ضروري صنایع مختلف می باشد واکنش

ترموفیل ها بر اساس نیاز حرارتی به دو . یکی از رده هاي مهم اکسترموفیل ها، ترموفیل ها هستند

  : گروه اجباري و اختیاري تقسیم می شوند

 .نیاز دارند ترموفیل هاي اجباري به درجه حرارت هاي بالا براي رشد )1

لا و هم در درجه حرارت هاي زیر هم در درجه حرارت هاي با )معتدل(ترموفیل هاي اختیاري  )2

C° 50 به خوبی رشد می کنند. 

١. extreme 

٢ 
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 .   رشد می کنند C°80که در دماي بالاتر از هایپرترموفیل ها شاخص اکسترموفیل ها هستند

)Weigel and Adams, 1999(.  آرکی ها ي شاخه  ها و هایپرترموفیل ها اعضاي ترموفیلاکثر

یو ي در حالی که ترموفیل هاي عضو شاخه  ،کنند رشد می C°80هستند و عموما در دماي بالاي 

محل قرار گیري گونه هاي  1-1شکل  .رشد می کنند 60تا  C°70در حرارت هاي بین   باکترها

    . ترموفیل و هایپرترموفیل را در درخت فیلوژنی جهانی نشان می دهد 

                                                                  

  

  

  

  

  

  

  

  

 (Nature Reviews)قرار گیري گونه هاي ترموفیل و هایپرترموفیل در درخت فیلوژنی جهانی: ) 1-1(شکل 

 جزء گروهی از آنزیم ها هستند که اکستر )ترموزایم ها(آنزیم هاي ترموفیلیک و هایپرترموفیلیک 

، تحت شرایط )هالوزایم ها( اکسترموزایم ها داراي عملکرد در میزان نمک بالا. موزایم ها نام دارند

 می باشند..... دیته و و تحت شرایط اکستریم دیگر مثل فشار، اسی) آلکالوزایم ها( قلیایی بالا
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Horikoshi and Grant, ک پایداري و فعالیت ذاتی آنزیم هاي ترموفیلیک و هایپرترموفیلی .)(١٩٩٨

می  مزوفیل یا سایکروفیلنسبت به آنزیم هاي سبب برتري بیوتکنولوژیکی آنها  در دماهاي بالا،

  .شود

  :ت آنزیم هاي جدا شده از باکتري هاي ترموفیل اخصوصی 1-1-2

  مقاومت حرارتی )1

   توسط موادي نظیر  شوینده ها و حلال هاي آلی واسرشت شدنمقاومت در برابر  )2

  اسیدي یا بازي pH تحمل شرایط داراي )3

  خاص تخمیري فرآیند هايمناسب براي ) 4

  مصارف صنعتی آنزیم هاي ترموفیل  1-1-3

  :استفاده جهانی آنزیم هاي مقاوم به حرارت در صنایع به شرح زیر است % 70بیش از 

 .صنایع شوینده از پروتئازهاي آلکالوفیلیک استفاده می کنند -

 .گیرند کوایزومرازها بهره میلوگلوکوآمیلازها و گ صنایع نشاسته از آمیلازها، -

 Burton and (  ختلف استفاده می کنندشیر در بخش هاي م صنایع لبنی از آنزیم هاي دلمه کننده

(.  Chiraldi and Rose, ٢٠٠٢)( Cowan, 2002 

از مزایاي استفاده از . آنزیم هاي مقاوم به حرارت کاربردهاي وسیع صنعتی در بیوتکنولوژي دارند

آنزیم هاي ترموفیل ها در پروسه هاي بیوتکنولوژي این است که در درجه حرارت هاي بالا احتمال 

. بدآلودگی توسط مزوفیل هاي معمولی وجود ندارد، قابلیت حلالیت ترکیبات آلی افزایش می یا

همچنین سرعت واکنش و ضریب پخش سوبسترا افزایش یافته و در نتیجه بازده پروسه افزایش می 
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این آنزیمها همچنین به عنوان مولکول هایی براي درك مکانیسم هاي پایداري و فعالیت هاي  .یابد

  .حرارتی استفاده می شوند که این پدیده ها در مهندسی پروتئین سودمند هستند

  ژئوباسیلوس ها  1-2

باسیلوس ها از اهمیت ویژه اي برخوردار می باشند و طیف  )ژئو (در بین باکتري هاي گرمادوست

 ),.Slobodkina et al 2005( .وسیعی از آنزیم هاي مهم صنایع مختلف را تولید می کنند

Breithaupt, اي شکل  بی هوازي اختیاري، میلهخانواده شامل باکتري هاي هوازي ،  این )(٢٠٠٢

 سایکروفیل، اسیدوفیل، ،ر بر گیرنده  باکتري هاي ترموفیلگرم مثبت و داراي اسپور هستند که د

آلکالوفیل آب شیرین و هالوفیل هستند و می توانند از منابع مختلف کربن براي رشد هتروتروفی 

در سال  ي باسیلوسهادر طبقه بندي سویه . استفاده کنند و یا به صورت اتوتروف رشد کنند

ها آن سویه از 46سویه مورد بررسی قرار گرفتند که  Gordon and Smith ،206توسط  1949

 .Bو  B. stearothermophilus در دو گروه گرمادوست  متعلق  به ها آنباقی  مزوفیل بودند و

coagulans هاي گرمادوست، یک گروه که باسیل مشخص شد سه دهه پس از آن،  .جاي گرفتند

 سویه جدا شده از سطح جهان را 234بررسی  White et al،  1993در سال  .کاملا مجزا هستند

هاي رشد، استفاده از براي هر سویه از قبیل ویژگیفنوتیپیک   ویژگی 96انجام دادند که ضمن آن 

 DNAها، مقاومت نسبت به بازدارنده ها، تجزیه سوبستراها در محیط و دماي ذوب کربوهیدرات

هاي با انجام بررسی  Woese team ،  1980د بررسی قرار گرفت و به دنبال آن در سال مور

 باکتري هاتمام   16S rRNAدري جالب توجهی هاي حفاظت شدهژنتیکی متوجه شدند که بخش

شکل ( )Daniel R)    Zeigler,2001 .وجود دارد که به شاخص شناسایی این گروه بدل گشته است

1-2(  


