
در باکتری   بیان ترشحی آنزيم تجزيه کننده ترکیبات ارگانوفسفره با کاربرد نظامی و صنعتی

 باسیلوس سوبتیلیس

 2، حميد مرادی فيروزجاه 1فرشاد نجومی

گروه سلولی و مولکولی، دانشکده علوم پايه، دانشگاه مازندران. نويسنده           -2آجا، تهران. علوم پزشکی    دانشگاه پزشکی گروه ميکروب شناسی دانشکده     -1

 مسئول. 

اسيد فسفريک است که در زمينه های مختلف             : ارگانوفسفات نام عمومی استرهای      مقدمه

بخصوص حوزه نظامی کاربرد دارند. با توجه به اينکه توليد و استفاده از سلاح های شيميايی در                  

جنگ های نوين چشمگير می باشد، لذا مطالعه و پژوهش در زمينه شناسايی، پيشگيری و درمان 

آلودگی با اين ترکيبات امری ضروری است. اين ترکيبات اثرات منفی زيادی بر سيستم بيولوژيک     

بدن موجودات زنده دارند. مطالعات نشان داده تجزيه بيولوژيک اين ترکيبات بهينه ترين روش                

، برای تجزيه اين     opdBبرای امحای اين ترکيبات است.  آنزيم های مختلفی از جمله آنزيم                 

 ترکيبات شناسايی شده اند.

ز ژنوم باکتری لاکتوباسيلوس برويس        ا  PCRتکنيک  : ژن اين آنزيم با       مواد و روش ها    

ATCC367 تکثير شد. محصولPCR  بدست آمده در وکتورpWB980      کلون گرديد. سوش

باکتريايی باسيلوس سوبتيليس مستعد با وکتور نوترکيب ترانسفرم شدند. بيان ترشحی پروتئين             

بررسی شد. فعاليت آنزيم به کمک          SDS- PAGEدر محيط بسيار  نی، به کمک تکنيک        

مصرفی و تخمين ميزان مصرفی آن در           اندازه گيری جذب ترکيب ارگانوفسفره کلروپيريفوس      

 بررسی شد. نانومتر 276مدت زمان تعيين شده در طول موج 

مشاهده شد. فعاليت آنزيم        SDS-PAGEکيلودالتون برروی ژل        27: باند پروتئينی   نتايج

Unit/mL13 83 .تخمين زده شد 

 : سوش نوترکيب حاصل، قادر به توليد ترشحی آنزيم کارآمد و فعال می باشد.بحث
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 مقدمه     

ترکيبات ارگانوفسفات گروه گسترده ای از عوامل شـيـمـيـايـی                                                                    

نوع ترکـيـب                   53،333هستند که تشکيل خانواده ای با بيش از                                     

(. از اين ترکيبات در حوزه های مختلف                                         1شيميايی را می دهند)                     

نظامی و صنعتی استفاده می شـود. از جـملـه تـرکـيـبـات                                                                                      

ارگانوفسفره که در حوزه نظامی کاربرد دارند، عـوامـل اعصـاب                                                                     

از          VXهستند. گازهای اعصاب مثل سومان، سارين، تـابـون،                                                          

  Gو Vجمله اين عوامل هستند. عوامل اعصاب بـه دو دسـتـه                                                                   

 (.    2تقسيم می شوند)              

پوستی           ترين راه آلودگی با اين سموم، تماس                                   مهمترين و معمول               

و از طريق اپی تليوم پوست است. دومين راه بـرای آلـودگـی،                                                                         

(. آمارهـا نشـان                              3استنشاق اين ترکيبات بصورت گاز می باشد)                                        

سالانه تقريبا سه ميليون مورد مسموميت و سيصـد                                                می دهد که         

هزار مورد مر  در جهان در اثر آلودگی با ترکيبات ارگانوفسفره                                                            

ارگانوفسفات ها برروی سيستم های متعدد                                      (.      4گزارش می شود)               

بيولوژيکی بدن انسان م ثر می باشد که می توان به موارد زيـر                                                                 

 اشاره کرد.          

سيستم عصبی يکی از سيستم های مهم فيزيولوژيک جـانـوران                                                          

است که ارگانوفسفات ها بيشتر بر روی اين سيستم اثر می کنند                                                        

( بـر               6)       DDTاين ترکيبات و يا متابوليت های آنها، مثل                                           .(   5)   

(. تـرکـيـبـات                            7روند اسپرماتوژنز يا گامتوژنز هم اثر می گذارند)                                                

ارگانوفسفاته می توانند سبب تشکيل مواد واکنش گـر بسـيـار                                                                   

 (.    8( می گردند)           ROSفعال )      

سلاح های حاوی اين ترکيبات جز  سلاح های کشتار جـمـعـی                                                          

محسوب می شوند لذا ضروری است تا در طب رزم روش درمانی                                                     

کارآمد برای درمان افراد آلوده توسعه يابد. تزريق پـوسـتـی و                                                                            

داخل وريدی فسفوتری استراز بـاکـتـريـايـی بـه حـيـوانـات                                                                                   

آزمايشگاهی اثرات درمانی خوبـی نشـان داد. عـلار ـم ايـن                                                                                   

دستاوردها، در درمان مسموميت انسانی بايد بر دو مشکل  لبـه                                                            

. واکنش های ايمنی که بعد از تزريق پروتئين خـارجـی                                                             1کرد:        

با توجه بـه               (.       .  يرفعال شدن پروتئازهای خون)                                 2رخ می دهد،            

واکنش هايی که اين آنزيم ها کاتاليز می کنند می توان از آنـهـا                                                                  

در طب رزم در شناسايی محل های آلوده و همچنيـن مـيـزان                                                                

آلودگی استفاده کرد. مثلا آنزيـم ارگـانـوفسـفـروس اســـيـد                                                                                    
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ترکيبات ارگانوفسفـری واجـد                                      P-F( پيوند         OPAAانهيدرولاز)            

فلور را هيدروليز می کند که بعنوان بيوسنسور برای تشخـيـص                                                             

 (.  13اين ترکيبات استفاده می شود)                           

برای رفع آلودگی اين تـرکـيـبـات تـجـزيـه                                                            بهينه ترين روش                

ميکروارگانيسم هايی برای ايـن مـنـظـور                                                       بيولوژيک می باشد.                     

شناسايی شدند. مطالعات نشان داد آنزيم های تجزيه کـنـنـده                                                                     

ترکيبات ارگانوفسفره به اين ميکروارگانيسم ها اين قابلـيـت را                                                                     

داده است. از بين آنزيم هايی که توانايی تجزيه اين ترکيبات را                                                                   

با دارا بودن شاخص هايی نظير ويـژگـی                                               OPDBدارند، آنزيم              

و همچنـيـن                  PHسوبسترايی وسيع، عملکرد در دامنه بالايی از                                          

پايداری در دماهای بالا، يکی از آنزيم های بسيار مهم برای ايـن                                                               

تـوسـط ايسـلام و                               قـبـلا               که    منظور می باشد. در مطالعه ای                               

انجام شده بود، اين آنزيم به صورت درون سلولی در                                                      همکارانش        

E.coli                  (توليد درون سلولی اين آنزيـم در                                             11توليد شده بود .)

E.Coli                                                دارای معايبی نظير سختی جداسازی آنزيم و همچنين

توليد اجسام درون سلولی می باشد. لذا ما در اين تحـقـيـق از                                                                       

جهت توليد تـرشـحـی                            WB800باکتری باسيلوس سوبتيليس                         

اين آنزيم استفاده کرديم، که می تواند در آينده به منظور توليد                                                              

صنعتی اين آنزيم و کاربرد آن در زمينه های شناسايی، تجـزيـه                                                               

 اين ترکيبات و درمان مسموميت مورد استفاده قرار گيرد.                                                   

 

 مواد و رو ش ها              

بعنوان منبع ژن                  ATCC367از باکتری لاکتوباسيلوس برويس                             

opdB                               و به منظور بيان ترشحی آنزيمOPDB                          از بـاکـتـری ،

استفاده شد. از محيـط کشـت                                         WB833باسيلوس سوبتيليس                  

MRS Broth                                                  )محيط کشت اختصاصی لاکتوباسيـلـوس هـا(

  ATCC367جهت کشت باکتری لاکتوباسيـلـوس بـرويـس                                                      

استفاده شد. جهت کشت باکتری باسيلوس سوبتـيـلـيـس بـه                                                                     

استـفـاده                 BH brothمنظور بررسی کلونينگ از محيط کشت                                 

 شد.     

در محيط کشـت                      ATCC367باکتری لاکتوباسيلوس برويس                          

MRS Broth           48درجه سانتی گراد به مـدت                                     33در دمای  

دار کشت داده شد. از باکـتـری رشـد                                                 Co2ساعت در انکباتور                  

  -با استـفـاده از روش فـنـل                                               MRS Brothيافته در محيط               

کلروفرم استخراج ژنوم انجام شد.به منظور تکثير ژن کد کننـده                                                               

با کمک پرايمرهای طـراحـی                                    PCR، واکنش         opdBی آنزيم         

 شده و ژنوم تخليص شده لاکتوباسيلوس )الگو(، انجام شد.                                                    

از ژنوم باکتری لاکتوباسيلوس بـرويـس                                          opdBجهت تکثير ژن              

 از جفت پرايمر پيشرو                   

5 TTTTGGATCCATGCCAGTTATCTTTTATATTCAT-3       و

اسـتـفـاده                   TTTTAAGCTTTTGATTGTTACGTTGCAA -3پيرو    

برای طراحـی                 Gene Runnerو     oligoشد. از نرم افزار های                      

با جـفـت پـرايـمـر هـای                                                   PCRپرايمر استفاده شد. واکنش                          

  PCRميکروليتر شامل : بـافـر                                         25اختصاصی در حجم نهايی                      

X1–  3 2             ميلی مولارdNTP–  3 1                           ميکرومولار از هر پرايمـر-  

U  2 5         آنزيمTaq              پليمراز وDNA        ميکروگرم در هر                  1 3الگو

درجه سـانـتـی                           67تا      56واکنش انجام شد. از گراديانت دمايی                                   

گراد برای بررسی دمای اتصال بهينه پرايمر با الگو استفاده شـد.                                                                

بعنوان وکتور بيانی در باکتری باسيلوس                                        PWB 83از پلاسميد         

استفاده شد. باکتری باسيلوس سوبتيليـس                                            WB833سوبتيليس        

ساعت در مـحـيـط                             17را به مدت             PWB 83دارای پلاسميد              

انکوبه گرديد. با                      rpm153درجه و دور              35کشت مايع، با دمای                   

با روش ستونی                Nano-plusاستفاده از کيت استخراج پلاسميد                             
   (AccuPrep Nano-Plus Plasmid Mini Extraction Kit )  

تخليص پلاسميد صورت گرفت. به منظور ايجـاد پـلاـسـمـيـد                                                                       

و وکتور با استـفـاده از آنـزيـم                                                   PCRنوترکيب برش محصول                   

هر کدام بطور جداگانه انـجـام                                    HindIIIو     BamHIمحدودگر         

 شد.     

 برای تخليص محصولات برش خورده از کيت تخليص محصـول                                                 

PCR                         با استفاده از روش ستونی (AccuPrep PCRPurification Kit   )

استفاده شد. تخليص پلاسميد برش خورده نيز صورت گـرفـت.                                                               

برای اين هدف، از کيت تخليص اسيدهای نوکلئيک از ژل بـه                                                                

( طـبـق               AccuPrep Gel Purification Kitروش ستونی)          

دستورالعمل استفاده شد. تعيين  لظت مواد واکنش دهنده بـا                                                                

و وکتور           PCRاستفاده از دستگاه نانودرآپ انجام شد.  محصول                                               

برش خورده در حضور آنزيم ليگاز و بافر مخصوص اين آنزيم بـه                                                            

درجه و بعد به مدت يک شـب در                                     22ساعت در دمای                1مدت     

درجه قرار گرفت تا واکنش اتصال صورت گيرد. بـرای                                                      13دمای      

انجام واکنش انتقال وکتور نوترکيب به باکـتـری، بـاسـيـلـوس                                                                           

سوبتيليس در محيط کشت ترانسفورم رشد داده شد. پلاسميـد                                                         

نوترکيب به اين محيط اضافه شده تا ترانسفورماسيـون صـورت                                                                

کانـامـايسـيـن                          g/ml13 گيرد. از محيط کشت انتخابی حاوی                                

برای بررسی صحت ترانسفورماسيون استفاده شد. جهت بررسـی                                                          

توانايی سوش های نوترکيب در استفاده از ترکيبات ارگانوفسفره،                                                            

حاوی ترکيب ارگانوفسفره کلرپيريـفـوس                                           MSMمحيط حداقل          

فـاقـد منبع کـربنی و فـسـفـر                                    MSMتهيه شد. محيط نمـکی                     

می باشند و تنها منبع کربن و فسفر آن در ايـن مـطـالـعـه                                                                                  

 کلرپيريفوس می باشد .                      

باکتری باسيلوس نوترکيب در محـيـط                                        opdBجهت بيان آنزيم                

  72کشت داده شـد. بـعـد از                                        (   super richکشت  نی شده )               

  rpmدقيقه با دور                23ساعت انکوباسيون محيط کشت به مدت                                 

سانتريفوژ می شود و مايع رويی عاری از سـلـول بـه                                                                     13333

عنوان منبع آنزيم خارج سلولی استخراج شد. همچنين رسوب و                                                         

درصد انجام شـد. بـرای                                   53تغلي  پروتئين با سولفات آمونيوم                                 

بررسی بيان پروتئين مورد نظر، الکتروفورز نمونه ها بر روی ژل                                                                

SDS-PAGE                                                               انجام شد. فعاليت آنزيم با استفـاده از انـدازه
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گيری ميزان کاهش جذب کلرپيريفوس به عنوان سوبستـرا در                                                           

نانومتر با استفاده از روش اسپکتـوفـتـومـتـری                                                          276طول موج         

UV/VIS           در بافرPBS           .بررسی شد 

 

 نتايج     

در محـيـط                 ATCC367کشت باکتری لاکتوباسيلوس برويس                              

MRS Broth               در انکباتورCo2                                            .دار با موفقيت انـجـام شـد

  -استخراج ژنوم باکتری لاکتوباسيلوس برويس بـا روش فـنـل                                                                 

  1استخراجی روی ژل آگارز                         DNAکلروفرم انجام شد وکيفيت                         

(.      1-3-1درصد بررسی شد که باند خوبی مشاهده شـد)شـکـل                                                       

  opdBجفت بـازی ژن                        723برای تکثير قطعه                   PCRواکنش       

-C    67انجام شد. نتايج حاصل از به کارگيری گراديانت دمايی                                                         

نشان داد اتصال بهينه پرايمر                               PCRدر مرحله اتصال واکنش                      56

(.      2-3-1صورت می گيرد)شـکـل                          C63الگو در دمای                DNAو   

پس از کشت باکتـری بـاسـيـلـوس سـوبـتـيـلـيـس واجـد                                                                                        

و انجام مراحل تخليص پلاسميد نـمـونـه                                                 PWB 83پلاسميد      

درصد الکتروفورز شد که                         1پلاسميد مورد نظر بر روی ژل آگارز                                 

باندهای حاصله نشان دهنده موفقيت تخليص پلاسـمـيـد بـود                                                                

و پلاـسـمـيـد بـرش                                   PCR(.  لظت محصولات                3-3-1)شکل      

را      PCR لظت محصول              خورده با نانودراپ اندازه گيری شد که                                   

ng/ L    8 3                 و  لظت پلاسميدPWB 83                           تخليص شـده را

ng/ L  4 8             .نشان داد 

در محيطی که کلروپيروفوس به عنوان تنها منبع کربنی و فسفر                                                         

بود، فقط باکتری باسيلوس سوبتيلـيـس واجـد پـلاـسـمـيـد                                                                              

PWB 83- opdB                  (. بخاطر اينکه واجـد                                1رشد کرد)جدول

آنزيم تجزيه کننده ترکيبات ارگانوفسفره بود و می تـوانسـت از                                                                    

 کربن توليدی جهت رشد استفاده کند.                                  

 : رشد باکتری ترانسفورم شده در محیط حداقل حاوی ترکیب ارگانوفسفره1جدول    

 P  981( الکترفورز وکتور opd  3ژن  PCR(محصول 2ژنومی از لاکتوباسیلوس برويس  DNA: استخراج 1شکل

 4)SDS-PAGE  مخلوط پروتئینی حاوی آنزيمOPD   

مشـاهـده شـد                          SDS-PAGEکيلودالتون در نتايج حاصل از                             

 (.    1)شکل      

نتايج حاصل از الکتروفورز محصول حاصل از بيـان آنـزيـم در                                                                       

  SDS- PAGEدرصـد                   12بر روی ژل             super richمحيط      

  27نشان دهنده بيان آنزيم می باشد. باند با اندازه تـقـريـبـی                                                                          

 P  981باکتری حامل   P  981-OPDباکتری حامل 
 باکتری

 محیط کشت حداقل                                

 حاوی کلروپيروفوس )منبع فسفر و کربن( عدم رشد رشد

 فاقد کلروپيروفوس عدم رشد عدم رشد
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 در تجزيه کلرپیريفوس  OPD: بررسی فعالیت آنزيم 2جدول           

بوسيله مانيتورينگ هيدروليز کلرپيريفوس                                         opdBفعاليت آنزيم              
نانـومـتـر در                           276بوسيله اندازه گيری جذب آن در طول موج                                      

7pH=                                            مـيـلـی                 233بررسی شد. بررسی فعاليت آنزيم در بافر
 (.  2انجام شد)جدول                 PBSمولار      

   (CPدر زمان صفر)فاقد  دقیقه1 دقیقه2 دقیقه5

 جذب محلول حاوی آنزيم 23 1 862 3 532 3 332 3

 (Unit/mLفعاليت آنزيم ) -  1 13 67 12 65 6

Unit/mL 13 83 ميانگين 

 بحث   
يکی از شايع ترين مسموميت ها در دنيا مسموميت با ترکيبات                                                        
ارگانوفسفره می باشد. با توجه به اينکه امروزه کمتر از سـمـوم                                                                       
کلره استفاده می شود و بيشتر از سموم ارگانوفسفره اسـتـفـاده                                                                  
می گردد، مسموميت با سموم ارگانوفسفره از شيوع بيـشـتـری                                                              
برخوردار می باشد. از جمله ترکيبات ارگانوفسفره که در حـوزه                                                               
نظامی کاربرد دارند، عوامل اعصاب هستند. مسموميت با عوامل                                                           
اعصاب در جنگ ها و يا در حملات تروريستی مشـاهـده مـی                                                                  
شود. دليل اين مسئله هم سخت بودن تشخيص آنها می باشـد                                                         
که ا لب بی رنگ و بی بو و بيشتر بصورت گاز کاربرد دارنـد و                                                                    
فرار می باشند. از اين دسته از ترکيبات ارگانوفسفره بطور قابـل                                                                  
ملاحظه ای در جنگ عراق عليه ايران مورد استفاده قرار گرفت.                                                         
در طی اين جنگ در منطقه عملياتی جزيره مجنون از ترکيبات                                                       
فسفره تابون عليه سربازان ايرانی استفاده شد. همچنين در سال                                                             

در زمان حمله به حلبچه استفاده از بمب هـای                                                   88 1و   87 1
شيمـيايی حاوی ترکيب سارين توسـط ارتش عـراق گــزارش                                                            

(. اين آنزيم های تجزيه کننده علاوه براينکه در امحـای                                                           12شد)     
اين ترکيبات کاربرد دارند می توانند در تشخيص مناطق آلـوده                                                            
بصورت بيوسنسور بکار روند. ترکيبات ارگانوفسـفـره  آنـزيـم                                                                            
استيل کولين استراز را مهار می کند و از اين طريق مشـکـلات                                                             
فراوانی برای انسان بوجود می آورد. بدين جهت دانشمندان در                                                               
سال های اخير به دنبال سميت زدايی اين ترکيبات می باشنـد                                                          
که تجزيه آنزيمی، از بين روش های ارائه شده، به عنوان يکی از                                                            
بهترين روش های سازگار با محيط زيست توجه بسـيـاری از                                                                 

 (.  13دانشمندان را به خود جلب نمود)                             
در بين آنزيم هايی که برای سميت زدايی آفـت کـش هـای                                                                      

بعنوان يکی از آنـزيـم                                 opdBارگانوفسفره بکار می روند آنزيم                                
هايی که از پايداری بالايی و ويژگی سوبسترايی وسيع برخوردار                                                          
است مورد توجه می باشد. ژن اين آنزيم از لاکتـوبـاسـيـلـوس                                                                     

استخراج گرديد. اين آنزيـم تـرکـيـبـات                                                         ATCC367برويس     
ارگانوفسفره ای که خطرات زيادی برای سلامتی حيات دارند را                                                        

ويژگی اختـصـاصـی آن بـرای تـرکـيـبـات                                                                     .تجزيه می کند            
 (.    14)ارگانوفسفره بالاست                 
( توليد درون سلولی اين آنزيم را با استفـاده                                                 11شاه و همکاران)                

انجام دادند، پـلاـسـمـيـدهـای                                                  E.coliاز سيستم باکتريايی                    
مختلفی در مطالعه آن ها، برای بيان آنزيم، مورد بررسـی قـرار                                                                    

بعنوان پروموتر بيانی استفاده                                T7گرفت که در آن ها از پروموتر                             
شد. از آنجايی که اين پروموتر دارای قدرت بيانی بالايـی اسـت                                                                     
سبب بيان بالا از اين آنزيم می گردد. ولی بيان بالای اين آنزيـم                                                                 
ايجاد مشکلاتی نظير تشکيل انکلوژن بـادی ) اجسـام داخـل                                                                          

(. مراحل پيچيده و هزينه جداسازی آنزيـم                                              15سلولی( می کند )                   
می بـاشـد. از ديـگـر                                              Ecoliيکی ديگر از معايب استفاده از                              

مشکلات توليد آنزيم توسط اشريشياکلای تجزيه پروتئوليتيکی،                                                       
 (.    17و 16توليد مقدار کم از محصول مورد نظر می باشد)                                         

استفاده از باسيلوس سوبتيليس به منظور توليد ترشحی آنـزيـم                                                              
می تواند راه کار بسيار مناسبی باشد، زيرا يک بـاکـتـری  ـيـر                                                                           
بيماری زا بوده و توانايی ترش  خارج سلولی محصولات توليـدی                                                           
را دارا می باشد و در صورتی که آنزيم به صورت ترشحی تولـيـد                                                               
گردد با توجه با اينکه سلول فاقد  شای خارجی است بنابراين به                                                            

،   PWB 83راحتی به محيط کشت ترش   می گردد. پلاسميد                                           
  WB833به عنوان وکتور بيانی در باسيلوس سـوبـتـيـلـيـس                                                                

مشتق شـدنـد                   PUB113از    PWBاستفاده شد. پلاسميد های                          
و توالی کد              sacB، توالی نشانه               sacBکه واجد منطقه تنظيمی                      

می باشد که آنزيم با اين قابليت                                  TEM  -lactamaseکننده       
(. در اين پلاسميد، ژن مورد                               18به بيرون سلول ترش  می گردد)                             

قرار می گيرد. اين پروموتر قابليت بسيار                                          P43نظر تحت پروموتر                 
 بالايی جهت بيان آنزيم را دارا می باشد.                                     

(پروتئين توليدی                   sacBnprBپلاسميد با دارا بودن توالی نشانه)                                
در باکتری را به بيرون سلول ترش  می نمايد.  در حين خـروج                                                                 
پروتئين از  شای سلول پپتيد نشانه برش خورده و آنـزيـم بـه                                                                    

گردد، در ايـن                 صورت جدا شده از اين پپتيد، به بيرون ترش  می                                             
گـردد و               حالت پروتئين بصورت خالص در محيط کشت توليد مـی                                                     

انـجـام               E.coliنيازی به مراحل اضافی تخليص پروتئين که در                                          
می گيرد، نمی باشد. در اين صورت آنزيـم مـی تـوانـد دارای                                                                               

(. در اين مطالعه بيان آنزيم در باکتـری                                               1عملکرد بهتری باشد)                    
باسيلوس سوبتيليس ترشحی بوده که دارای فعاليت هيدرولازی                                                      
برای سوبستراهای ارگانوفسفره کلرپيريفوس می باشد. چون اين                                                           
ترکيبات دارای پيوند استری می باشند و از آنجايی که اين آنزيم                                                             
يک استراز می باشد برای ترکيبات مختلف خانواده ارگانوفسفات                                                          
کارايی دارد. همچنين می توان در مطالعات آينده از آن بصـورت                                                               
کاربردی برای رفع آلودگی ها و شناسايی آلودگی محيطی آنـهـا                                                              

 استفاده شود.            
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The secretory expression of the organophosphorus compound degrading enzyme with  

industrial and military uses in  acillus subtilis bacteria 
Nojoomi F (PhD), Moradi-Firoozjah H (MSc)* 

 

Abstract 

Introduction: Organophosphate is the common name for phosphoric acid esters that are used in various 

fields, especially in military productions. Considering the production and use of chemical weapon in 

recent wars, researches for identifying, preventing and treating pollution with these compounds is 

essential. These compounds have a lot of negative effects on the biological system. Studies have 

shown that the biodegradation of these compounds is the most effective method for eliminating these 

compounds. Various enzymes including the opdB enzyme have been identified for the degradation of 

these compounds. 

Method: The opdB gene was amplified by PCR from the genome of Lactobacillus brevis ATCC367. 

The PCR product was cloned in pWB980 vector. Susceptible B. subtilis WB800 strains were 

transformed by recombinant vector. Secretion expression of protein in superrich medium was 

investigated using SDS PAGE technique. The enzyme activity was determined by a spectrophotometeric 

method using chlorpyrifos as the substrate. 

Result: When we analyzed protein fractions with SDSPAGE, a 27 kDa protein band was presented. 

Enzyme activity was estimated at 10/83 unit/mL. 

Discussion: The results show that the recombinant strain is capable of producing an efficient and 

active secretory enzyme. 
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