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چکیده 
 زمینه و هدف: باسیلوس های ترموفیل، حامل ژن های مختلف و بیوسورفکتانت ها می باشد. سورفکتانت های میکروبی مولکول های 
فعال سطحی هستند که توسط انواع میکروارگانیسم ها از جمله باکتری ها، مخمرها و قارچ های رشته‌ای تولید می شوند. بیوسورفکتانت ها 
قادر به کاهش انرژی سطحی بین فازها و ایجاد موانع الکترواستاتیکی هستند و در نتیجه از ادغام ذرات جلوگیری می کنند. هدف 
از مطالعه‌ی حاضر، جداسازی مولکولی ژن  srf از باسیلوس های خاک‌زی گرمادوست و کلونینگ آن در سلول مستعد به منظور 

استفاده درصنعت است.
روش بررسی: 15 نمونه خاک مناطق مختلف کرمان جمع آوری و به منظور جداسازی سویه های باسیلوس غربال شدند. مطالعات 
مورفولوژیکی و بیوشیمیایی جهت شناسایی سویه ها انجام شد. پس از بررسی بیوشیمیایی جدایه های میکروبی جداسازی شده 
و تأیید سویه‌های باسیلوس، استخراج DNA صورت گرفت. سپس با روش PCR ژن  srf از این جدایه ها شناسایی گردید. 
قطعه تکثیر یافته توسط روش TA کلونینگ به داخل وکتور pTG19 وارد شد. سپس وکتور نوترکیب به باکتری E.coli سویه 
اوریگامی ترانسفورم و با استفاده از روش‌های رایج تأیید کلونینگ صورت گرفت. ژن خانگی 16S rRNA به عنوان کنترل داخلی 
تست استفاده شد. بررسی میزان بیان ژن با اندازه گیری نسبی بیان mRNA در مقایسه با کنترل منفی که باکتری E.coli فاقد ژن 

srf بود، انجام شد.

یافته ها: درمجموع، 12 جدایه باسیلوس‌های ترموفیل از نمونه های خاک به دست آمد. در نتیجه ی واکنش PCR برای ژن  srf با 
پرایمرهای طراحی شده 1 جدایه)8/3%( مثبت رویت شد. حضور ژن  srf و بیان این ژن توسط آزمون Real time PCR بررسی 
شد. بررسی کلنی های سفید و آبی، پرایمر M13، محل اتصال و تعیین توالی ژن 16S rRNA تأییدکننده ی صحت کلونینگ ژن 

مذکور در باکتری میزبان بود.
نتیجه‌گیری: مطالعه‌ی حاضر، موفق به شناسایی باسیلوس گرمادوست بومی حامل ژن  srf بود که جهت دستیابی گسترده، راحت 
و مقرون به صرفه به آنزیم بیوسورفکتانت، جهت استفاده در مصارف صنعتی، کشاورزی، حذف آلاینده های نفتی و کاهش کشش 

سطحی محیطی می باشد که می توان از آن در صنایع مذکور بهره برد.  
واژه های‌کلیدی: بیوسورفکتانت، باسیلوس های ترموفیل، کلونینگ، اشریشیاکلی
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مقدمه
جنس باسیلوس باکتری های گرم مثبت، هوازی و میله‌ای شکل هستند و بیش از 

300  گونه را شامل می شود که بسیاری از آن‌ها از نظر صنعتی مهم هستند)1(. اعضای 

جنس باسیلوس شامل باکتری های گرم مثبت، اسپورساز، میله‌ای شکل و هوازی 

است. گونه های باسیلوس از نظر فنوتیپی و ژنوتیپی ناهمگن هستند. بسیاری از 

گونه‌های باسیلوس تولیدکنندگان معروفی برای ترکیبات ضدمیکروبی مختلف مانند 

باکتریوسین ها و لیپوپپتیدها به شمار می‌روند. ترکیبات ضدمیکروبی معروف سنتز 

شده توسط گونه های باسیلوس باکتریوسین ها یا مواد شبه باکتریوسین هستند)2( 

باکتریوسین ها، پپتیدها یا پروتئین هایی با فعالیت ضدمیکروبی در برابر 

گونه های نزدیک تولیدکننده هستند. اما باکتریوسین ها از نظر خواصی مانند وزن 

مولکولی، اصلاح پس از تولید، خواص بیوشیمیایی، طیف ضدمیکروبی و نحوه‌ی 

عملکرد متفاوتند)3(. بیوسورفکتانت ها یا سورفکتانت های میکروبی مولکول‌های 

فعال سطحی هستند که توسط انواع میکروارگانیسم ها از جمله باکتری ها، مخمرها 

و قارچ های رشته‌ای تولید می‌شوند. به‌دلیل ماهیت آمفی پاتیک، این بیومولکول‌ها 

کشش سطحی بین فاز آبی و مولکول های آب گریز را کاهش داده و در نتیجه 

حلالیت و فراهمی زیستی ترکیبات آلی آب‌گریز را افزایش می‌دهند)4(. در 

مقایسه با سورفکتانت های شیمیایی مصنوعی، بیوسورفکتانت‌ها به‌دلیل سطح 

بالای فعالیت، فعالیت خاص در دماهای شدید، pH و شوری، توانایی تولید از 

مواد اولیه تجدیدپذیر و درجه بالای تجزیه پذیری زیستی مورد توجه هستند)5( 

با این حال، بیوسورفکتانت ها به دلیل بازده تولید پایین و هزینه های بالای 

تصفیه هنوز به طور گسترده تجاری نشده‌اند. به منظور حل این مشکلات، مطالعات 

زیادی با استفاده از مواد اولیه کم هزینه یا محصولات جانبی کشاورزی به عنوان 

بستر تولید بیوسورفکتانت انجام شده است. منابع کربن کم هزینه که برای تولید 

بیوسورفکتانت توسط میکروارگانیسم ها استفاده شده‌اند، عبارتند از: لجن روغن 

پالم، فاضلاب کاساوا، ضایعات پالایشگاه روغن نباتی، ملاس و گلیسرول خام. 

استفاده از گلیسرول خام به عنوان ماده اولیه برای تولید مواد شیمیایی می تواند 

برای صنعت بیودیزل یک خروجی ارزش افزوده برای مقادیر زیادی محصول 

جانبی گلیسرول خام فراهم کند)6(.

به‌عنوان  آن  از  استفاده  خام،  گلیسرول  احتمالی  کاربردهای  از  یکی 

منبع کربن و انرژی برای تولید بیوسورفکتانت توسط باسیلوس‌ها و سایر 

میکروارگانیسم هاست)7(. خانواده ی لیپوپپتیدهایی که بیشتر مورد مطالعه قرار 

گرفته‌اند، سورفاکتین ها هستند که ممکن است قوی ترین بیوسورفکتانت‌های 

شناخته بوده و حاوی هپتاپپتیدهای متصل به اسید چرب β- هیدروکسی 

با تعداد کربن در محدوده 13 تا 15 باشند)7(. علاوه بر این، با توجه به 

تولید بیوسورفکتانت، سویه های خاصی از گونه های باسیلوس سوبتیلیس، 

باسیلوس موجاونسیس، باسیلوس سونورنسیس، و باسیلوس لیکنیفورمیس، 

بیوسورفکتانت های لیپوپپتیدی حلقوی، سورفاکتین و لیکنیزین را تولید می‌کنند 

از باسیلوس سوبتیلیس یک بیوسورفکتانت لیپوپپتیدی شناخته شده ‌به‌نام 

 )ORFs( سورفاکتین تولید می شود که توسط چهار ناحیه چارچوب خواندن باز

‌به نام های srfC ،srfB ،srfA و srfD کدگذاری می شود)8(. میکروارگانیسم های 

ترموفیل به دلیل اهمیت فراوان در صنعت و به دلیل توانایی آن ها برای عملکرد 

در شرایط محیطی سخت و شدید شناخته شده‌اند. هدف از مطالعه‌ی حاضر 

جداسازی مولکولی ژن  srf از باسیلوسهای خاک زی گرمادوست و کلونینگ 

آن در سلول باکتری مستعد)اوریگامی( به منظور استفاده در صنعت است.

روش بررسی 
•  نمونه برداری 

در این تحقیق 15 نمونه خاک از مناطق کویری در اطراف کرمان واقع در ایران 

جمع‌آوری شد. نمونه‌برداری با رعایت شرایط آسپتیک از عمق 20-10 سانتی‌متری 

لایه فوقانی خاک و از پنج مکان تصادفی در ظروف استریل ذخیره شد و به آزمایشگاه 

منتقل شدند. نمونه ها برای انجام بررسی های بعدی در دمای C°4 نگهداری شده 

و به آزمایشگاه میکروب شناسی پاسارگاد تهران منتقل شدند. مشخصات، محل 

نمونه برداری و تاریخ آن بر روی ظروف حاوی نمونه‌ها یادداشت شد. برای 

آماده سازی ظروف مخصوص نمونه‌برداری به حجم 0/5 تا 1 لیتر پس از اسیدشویی 

چندین بار با آب مقطر شسته و جهت استریل کامل درC°121  اتوکلاو شدند. 

•  جداسازی جنس باسیلوس ترموفیل

 Heat enrichment culture جهت جداسازی باسیلوس های ترموفیل از تکنیک

یا پاستوریزاسیون استفاده شد)9( و در ادامه برای خالص سازی آن ها از کشت 

به روش پورپلیت یا کخ استفاده شد)10(. نمونه ها پس از انتقال به آزمایشگاه 

به وسیله الکاستریلی به قطر 2 میلی متر الک شدند. یک گرم خاک الک شده به 

داخل لوله های آزمایش در پیچ دار ریخته و به آن 9 میلی لیتر آب مقطر استریل 

اضافه شد. سپس نمونه های سوسپانسیون خاک در بن ماری با درجه حرارت
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مریم پورمهدی و همکاران

C°80 به مدت 5 دقیقه قرار داده شد. به این ترتیب تنها باکتری های اسپوردار 

خاک باقی ماندند)شامل باسیلوس ها و کلستریدیومها(. سپس 9 رقت پشت سر 

هم)سریالی( تهیه شد و یک میلی لیتر از 3 رقت آخر برداشته و در پلیت کانت 

آگار)محیط نوترینت آگار( به روش پورپلیت کشت داده شد، سپس پلیت ها در 

دمای 37 درجه سانتی گراد ‌به‌مدت 48 ساعت در شرایط هوازی انکوبه شدند)11( 

•  تعیین هویت جدایه‌های باکتریایی مشکوک به جنس باسیلوس ترموفیل

ردیفآزمایشعملکرد باکتری باسیلوس

Pos1رنگ آمیزی گرم
Pos2متیل رد
Pos3وگس پرسکوئر
Pos4سیمون سیترات
Neg5اکسیداز
Pos6کاتالاز
Neg7اندول
Neg8اوره آز
Pos9تریپل شوگر آیرون اگار
Neg10احیای نیترات

تست های تکمیلی مطالعات بیوشیمیایی از جمله تست کاتالاز و رنگ‌آمیزی 

گرم و نیز تست های نیترات، هیدرولیز نشاسته و تأثیر صفرا بر باکتری جهت 

شناسایی جنس باسیلوس ترموفیل استفاده شد)جدول 1(. تست‌های بیوشیمیایی 

جهت شناسایی باسیلوس ترموفیل در جدول یک، قابل مشاهده است.

PCR پرایمرها و انجام واکنش  •

استخراج DNA از کلنی باسیلوس با استفاده از کیت تجاری شرکت 

پیشگامان)ایران( انجام شد. روي پرايمرها جايگاه شناسايي آنزيم های BamHI و 

EcoRI تعبيه شد. ژن   srf ، از طريق واكنش زنجيرهاي پليمراز PCR افزايش يافت.

bp ژنتوالی )'3→'5(اندازه نوکلئوتید

580
Forward:5'- AGGCAAGCAAGCCTCTGGCG -3'

Reverse:5'- CTTGTCCGCACAGGCACCGT -3'
srf

srf  جدول 2: پرايمر استفاده شده)12( جهت تشخيص ژن

3 توالي آن كي جفت پرايمر:  5 و́ ́ جهت ژن  srf، براساس انتهاي́ ́

و   3 '- AGGCAAGCAAGCCTCTGGCG  -5 '  :Forward

CTTGTCCGCACAGGCACCGT -5' :Reverse -'3 طراحی و 

سنتز شد)جدول 2(.

)bp(اندازه باند)5' to 3'( پرایمرتوالی پرایمر

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG16s-Fمتغیر

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA16s-Rمتغیر

جدول 1: تست های بیوشیمیایی تفریقی مورد استفاده برای تشخیص جنس باسیلوس ترموفیل

جدول 3: پرايمرهای 16S rRNA مورد استفاده در این پژوهش

به منظور انجام واكنش PCR حجم نهايي واكنش 25 مكيروليتر بوده كه 

شامل: 1 مكيروليتر DNA باكتري)به‌عنوان الگو(، 10 پكيومول از هر پرايمر، 1/5 

ميليمولار MgCl2، 0/2 ميليمولار dNTP، بافر 1x PCR، 1/25 واحد آنزيم 

Taq DNA polymerase )شرکت Thermo Fisher Scientific- آمریکا(، 
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مقدار مصرف آب ديونيزه به میزان نصف حجم هر واکنش بود. برنامهي حرارتي 

مورد استفاده شامل: 95 درجه سانتيگراد 5 دقيقه، سپس 35 چرخه دمايي 

 به‌ترتيب با 95 درجه سانتيگراد 30 ثانيه، 56 درجه سانتيگراد 30 ثانیه، 72 

درجه سانتيگراد یک دقیقه، و كي مرحله نهايي 72 درجه سانتيگراد 10 دقيقه 

تنظيم شد. سپس محصول PCR در ژل آگاروز 1/5 درصد الكتروفورز گرديد و 

به عنوان جایگزین اتیدیوم بروماید از رنگ سايبرگرين برای رنگ آميزي استفاده 

 PCR مورد ارزیابی قرار گرفت و در نهایت محصول UV شد و با استفاده از نور

با توالي يابي و کنترل مثبت در تست تأیيد گرديد.

srf  كلون كردن ژن  •

به منظور کلونینگ سریع‌تر و مؤثرتر محصول PCR با استفاده از آنزيم 

4TLigase DNA از روش TA-Cloning استفاده شد. در این روش از یک وکتور 

3 آن باز تیمین قرار دارد، استفاده شد. محتواي  خطی به نام T-PTG19 که در انتهای́ 

واكنش به سلول پذيراي باکتری E.coli XL1blue انتقال يافت. برای کلون کردن 

محصول PCR، از کیت شرکت سیناکلون PCR TA-Cloning استفاده شد. وکتور 

 E.coli XL1blue به‌عنوان آنزیم محدودگر و سویه BamH1 ،به عنوان ناقل‌ T-PTG19

به عنوان میزبان استفاده شد. غربالگری ورود وکتور به میزبان توسط محیط دارای 

آمپی‌سیلین و شناسایی باکتری‌های نوترکیب توسط غربالگری سفید- آبی در محیط 

IPTG-XGAL انجام شد. تأیید حضور ژن  srf درون کلونی های سفید توسط 

انجام PCR مشاهده شد و با پرایمرهای M13 که داخل باکتری بوده ردیابی شد و 

سپس تعیین توالی ناحیه مذکور)محل حضور ژن  srf( و همچنین مقایسه‌ی طول 

محصولات PCR قبل و بعد از انجام فرایند کلونینگ انجام شد. 

•  تعیین میزان بیان ژن  srf در باکتری‌های نوترکیب حاصل با روش  

Real Time PCR

 به منظور تأیید کارایی فرایند کلونینگ، لازم است که بیان ژن کلون‌شده 

در کلونی های حاصل ارزیابی گردد. بدین منظور استخراج RNA توسط 

میکروکیت RNeasy )خریداری‌شده از شرکت سیناکلون( از سوسپانسیون 

باکتریایی کلونی های سفید در فاز نمایی رشد انجام گرفت. سنتز cDNA با 

 Real Time PCR و واکنش AMV Reverse Transcriptase استفاده از آنزیم

 16sr کره جنوبی به انجام رسید. ژن خانگی Genet bio با استفاده از کیت شرکت

به عنوان کنترل داخلی تست استفاده شد. آنالیز میزان بیان با اندازه‌گیری نسبی بیان 

mRNA در مقایسه با کنترل منفی که باکتری E.coli فاقد ژن  srf بود، انجام شد.

•   رسم درخت فیلوژنی 

با استفاده از پرایمرهای ارایه‌شده PCR ژن های 16S rRNA انجام و تعیین توالی 

در شرکت Bioneer کره جنوبی انجام شد. توالی های حاصل پس از بررسی در نرم‌افزار 

‌BioEdit، توسط DNA Baser مکمل سازی شد. نتیجه با جدایه های ثبت شده در 

NCBI از طریق N Blast مقایسه و سپس در نرم‌افزار W Clustal هم‌ردیف شد. 

یافته ها 
واکنش PCR برای بررسی فراوانی ژن  srf با پرایمر اختصاصی انجام و نتایج 

واکنش PCR برای حضور ژن  bp( srf 580( مثبت بود)شکل 1(.

580 bp ،srf  با استفاده از یک جفت پرایمر PCR با آزمون srf  شکل 1: نتیجه بررسی فراوانی ژن

ستون ها  به ترتیب از چپ به راست:M  مارکر)با فاصله 100 نوکلئوتید(، کنترل مثبت، کنترل منفی، نمونه های 1 تا 12.
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پس از کلون کردن سویه حامل ژن  srf توسط کلنی سلکشن)آبی/ سفید( 

سویه های کلون شده جداسازی شدند. حضور کلنی های سفید و آبی در شکل 2، نشان 

 IPTG-Xgal داده شده است که موید وجود کلنی های نوترکیب در محیط کشت

است. 

srf  شکل 2: کلونی های سفید و آبی حاصل از نتیجه کلون سازی ژن

در نتیجه، تشکیل کلنی های سفید نشان دهنده ی این است که ژن مورد نظر 

ما با موفقیت کلون شده است. به علاوه چون محیط دارای آمپی سیلین می باشد، 

کلنی هایی که می توانند در محیط رشد کنند نشان‌دهنده‌ی دریافت پلاسمید حاوی 

ژن مقاومت به آمپی سیلین است. 

شکل 3: تأیید کلونینگ توسط PCR با پرایمرهای M13 بر روی کلون های نوترکیب و غیرنوترکیب و تأیید وجود قطعه insert درون وکتور 

نوترکیب)ژل آگاروز %2(

به منظور تأیید نتایج کلون، DNA از کلنی های مشکوک استخراج شد و با پرایمر 

M13 توسط آزمون PCR )شکل 3( نشان‌دهنده‌ی باند )bp 777( بود. در نهایت 

با سکانس محصول PCR، ورود ژن  srf به باکتری E.coli XL1blue تأیید شد 

همچنین منحنی سنتز Real Time PCR نیز در)شکل 4( ارایه شده است.
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Real time PCR توسط srf  شکل 4: منحنی تکثیر ژن

 همان طورکه در شکل 4 مشخص است، میزان بیان ژن  srf در دو منحنی ایجاد‌شده 

توسط E.coli اولیه)آبی( و E.coli به کاررفته در کلونینگ ژن  srf )صورتی(، تفاوت 

چشمگیری نشان می‌دهد. باتوجه به انتقالی‌بودن ژن و غیربیانی بودن وکتور از روش 

ریلتایم کیفی استفاده شده و فقط جهت تأیید صحت کلونینگ کاربرد دارد و به 

پیوست داده های ژن موردنظر در ژن نوترکیب گزارش شده است. نتایج ΔCT در 

صورت تیمار و بیان ژن موردنظر در خصوص پارامتر خاص نشان داده می شود.  
 

 

شکل 6: محل ایجاد اتصال و سکانس مربوط به آن

16S rRNA سکانسینگ برای ناحیه ژنی DNA شکل 5: نتیجه

 ́
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 به طوری که در نمودار آبی هیچ بیانی از ژن  srf قابل مشاهده نیست و در 

مقابل در نمودار صورتی رنگ باکتری نوترکیب حاصل، میزان چشم‌گیری 

 16S rRNA را تولید کرده است. نتیجه‌ی تکثیر ناحیه ژنی srf  از پروتئین

با استفاده از تعیین توالی برای شناسایی جنس باسیلوس ترموفیل تأیید 

شد)شکل 5و6(. با استفاده از برنامه‌ی MEGA‌5 درخت‌های فیلوژنیک 

ترسیم شدند)شکل 5(.

16S rRNA شکل 7: درخت فیلوژنی رسم شده بر اساس توالی ژن

 16S rRNA روابط فیلوژنتیکی بین گونه باسیلوس سرئوس با استفاده از ژن

بررسی گردید. نتایج درخت فیلوژنتیکی به روش پیوند همجواري )NJ( نشان 

می‌دهد که گونه هاي باسیلوس سوبتیلیس با بوت استرپ 100% با باسیلوس 

سرئوس در یک کلاد)خوشه( قرار گرفتند که بیانگر رابطه‌ی خویشاوندي نزدیک 

آن ها با هم بود)شکل 7(.

بحث 
باسیلوس های گرم مثبت بسیار مهم با کاربرد بیوتکنولوژیکی ارزشمند است 

که به طور گسترده برای تولید بیش از حد پروتئین های مرتبط صنعتی و دارویی 

استفاده شده است. انواع مختلفی از سیستم‌های بیانی از نظر انواع الگوهای 

رونویسی وجود دارد که در میان آن ها، محرک های القایی خودکار و وابسته به 

فاز رشد به‌دلیل ویژگی مستقل از القا، مورد توجه فزاینده‌ای قرار می‌گیرند و 

امکان افزایش مقیاس صنعتی را فراهم می کنند. برای گسترش کاربرد سیستم 

بیان خودکار القایی، یک سیستم بیان خودکار تنظیمی جدید همراه با تراکم 

سلولی در باسیلوس سوبتیلیس با استفاده از پروموتور srfA مربوط به سنجش 

حد نصاب )PsrfA( ساخته و توسعه داده شد. 

Naeem و  در راستای مطالعه‌ی حاضر و همسو با آن، در پژوهش 

باکتریایی  تنوع  مولکولی  و خصوصیات  جداسازی  به  همکاران)2017( 

پرداختند.  پاکستان  فیمکاسار،  نفتی  میدان  بیوسورفکتانت  تولیدکننده‌ی 

مکان های آلوده به نفت به طور بالقوه میزبان میکروارگانیسم های تولیدکننده ی 

بیوسورفکتانت هستند)13(.

SrfA و rhlB ‌به‌ترتیب مسئول تولید بیوسورفکتانت سورفاکتین و رامنولیپید 

هستند. در مجموع، 38 جدایه از 79 جدایه مختلف باکتریایی که روی محیط های 

حاوی نفت خام رشد می کردند، برای تولید بیوسورفکتانت غربالگری شدند. 

بدیهی است که n=13( %34/2( از جدایه ها ژن srfA را به ارث می‌برند، در 

حالی که n=6( %15/8( از جدایه‌ها حاوی ژن rhlB بودند. بیشترین تولید از نظر 

فعالیت های بیوسورفکتانت توسط سویه SWW1 باسیلوس سوبتیلیس نشان 

داده شد. ماهیت سورفاکتین بیوسورفکتانت تولید شده توسط کروماتوگرافی 

لایه نازک و طیف سنجی مادون قرمز تأیید شد)13(. 

در مطالعه‌ی Richard-Greenblatt و همکاران)2022(،  به منظور ارزیابی 
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تولید سورفکتین از باکتری، شناسایی ژن تولیدکننده‌ی آن )srf( و تعیین مقدار 

 ،)Drop collapse( سورفکتین تولیدشده به‌ترتیب از روش های متلاشی شدن قطره

روش مولکولی واکنش زنجیره‌ای پلیمراز)14( و در مطالعه‌ی کشاورزی و 

همکاران)2018(، آنالیز کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا )HPLC( استفاده 

شد. بررسی مولکولی با آغازگر اختصاصی نشان داد که گونه باسیلوس دارای 

ژن  srf بود)15(. مطالعه ی فوق به ارزیابی تولید سورفاکتانت میکروبی پرداخته 

است که با مطالعه ی حاضر همسوست.

در مطالعه‌ی Swaathy و همکاران)2014( به بررسی و ارزیابی تنوع 

گونه های باسیلوس دریایی و تولید بیوسورفکتانت پرداختند. از میان 200 

گونه ی غربال شده، پنج گونه ی باکتریایی بالقوه تولیدکننده ی بیوسورفکتانت با 

مورفولوژی کام�لاًًً متفاوت انتخاب شدند. تجزیه وتحلیل توالی ژن بیوشیمیایی 

و 16S rRNA نشان داد که تمام پنج گونه ی مذکور متعلق به جنس باسیلوس 

بودند. بیان ژن  srf در هر پنج گونه مشاهده شد)16(. در نتایج فیلوژنتیکی این 

پژوهش که به روش پیوند همجواری )NJ( نشان داد که گونه‌هاي باسیلوس 

سوبتیلیس با بوت استرپ 100% با باسیلوس سرئوس در یک کلاد)خوشه( 

قرار دارد و میزان بیان ژن  srf در دو منحنی ایجاد‌شده توسط E.coli اوریگامی 

به کاررفته در کلونینگ ژن  srf )صورتی(، تفاوت چشمگیری را نشان می دهد. 

بیوسورفکتانت ها، مولکول های دوگانه دوست منحصر به‌ فردی هستند که 

کاربرد وسیعی در حذف آلودگی های آلی و فلزی محیط  زیست دارند. در میان 

باکتری های زیست مهارگر، باکتری باسیلوس سرئوس در تولید طیف وسیعی از 

ترکیبات ضدمیکروبی مطرح می باشد که از این میان، بیوسورفکتانت ها از جمله 

سورفکتین از اهمیت ویژه ای برخورد است)18و17(. 

همچنین نتایج بررسی های فیلوژنتیکی انجام شده در مطالعه ی حاضر قادر 

است، تعدادی از خویشاوندان نزدیک باکتری باسیلوس سوبتیلیس را به عنوان 

کاندیدای مطالعات بعدی و نیز منبعی از ژن  srf مورد بحث، معرفی نماید. با 

انجام مطالعات بیشتر بر روی سایر سویه های تولید کننده ی‌ سورفکتانت و نیز 

 به کار بردن میزبان های کلونینگ پرتوان تر، می‌توان تحقیق انجام‌شده در مطالعه‌ی 

حاضر را تکمیل کرد و نقاط ضعف آن را که ممکن است در انتخاب میزبان یا 

سویه تولیدکننده‌ی سورفکتانت و یا روش کلونینگ ‌به کار رفته باشد، جبران 

کرد. همچنین لازم است که در مطالعات آینده، پروتئینSRF تولید شده به روش 

کلونینگ، ارزیابی ساختاری و عملکردی گردد. عوامل محدودیت، مجموعه 

عواملی هستند که در اختیار پژوهشگر نیستند اما در یافته‌ها و دستاوردهای 

پژوهشی تأثیرگذار هستند. از عمده ترین ارکان تحقیق و پژوهش دسترسی به آمار 

و اطلاعات است که جزیی از محدودیت‌ها هستند. محدودیت در اثربخشی، یکی 

دیگر از محدودیت  های موجود است. از موارد مهم که در محدودیت ها می تواند 

مطرح شود، نقاط ضعف و قوت ابزارهای آزمایشگاه در پژوهش است. نوآوری 

در پژوه ممکن است یکی از محدودیت‌های پژوهش در چنین مواردی باشد. 

هدف از مطالعه ی حاضر جداسازی مولکولی ژن  srf از باسیلوس های خاک زی 

گرمادوست و کلونینگ آن در سلول مستعد به منظور استفاده در صنعت بود. در 

نتایج فیلوژنتیکی به روش پیوند همجواری )NJ( نشان داد که گونه‌هاي باسیلوس 

سوبتیلیس با بوت استرپ 100% با باسیلوس سرئوس در یک کلاد)خوشه( قرار 

دارد و میزان بیان ژن  srf در دو منحنی ایجاد‌شده توسط E.coli اوریگامی 

به کاررفته در کلونینگ ژن  srf )صورتی(، تفاوت چشمگیری را نشان می دهد.

نتیجه گیری
بیوسورفکتانت ها، سورفکتانت هایی با منشا زیستی هستند که از نظر 

ساختاری متنوع بوده و بسته به نوع بیوسورفکتانت نقش های متفاوتی در طی 

چرخه زندگی ارگانیسم ایفا می کنند. با توجه به سمیت کمتر و همچنین منحصر 

به فرد بودن این مولکول ها نسبت به سورفکتانت های سنتزی ارجحیت دارند. 

در این پژوهش، ژن  srf از باسیلوس ترموفیل جداسازی شد و با موفقیت به 

باکتری E.coli منتقل شد تا بیوسورفکتانت با توان بالاتر و صرفه ی اقتصادی 

بیشتر در E.coli ‌به صورت نوترکیب تولید شود که کلونینگ آن  به وسیله باکتری 

اشرشیاکلی اوراگامی برای دستیابی به اهداف صنعتی موفقیت آمیز بود. همچنین 

بررسی بیشتر برای پیدا کردن سویه های جدید تولیدکننده ی ژن  srf می تواند 

منجر به پیدا کردن منابع بیشتر گردد.

تشکر و قدردانی 
این مطالعه بخشی از پایان‌نامه کارشناسی‌ارشد می باشد و نتیجهي‌ طرح 

تحقیقاتی با کد اخلاق IR.IAU.KERMAN.REC.1401.076 مصوب 

معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد سیرجان می‌باشد. نویسندگان 

بر خود لازم می دانند از معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد سیرجان 

تقدیر و تشکر نمایند.
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Background and Aim: Thermophilic bacillus is a type of thermophilic bacillus, carries various 
genes and biosurfactants, microbial surfactants are surface active molecules produced by various 
microorganisms such as bacteria, yeasts and filamentous fungi. Biosurfactants are able to 
reduce the surface energy between phases and create electrostatic barriers, thus preventing the 
integration of particles. The aim of the present study was the molecular isolation of the srf  gene 
from thermophilic soil bacilli and its cloning in susceptible cells for industry use.
Materials and Methods: Fifteen samples from different regions of Kerman were collected and 
screened to isolate Bacillus strains. Morphological and biochemical studies were done to identify 
the strains. After biochemical examination of isolated microbial isolates and confirmation of 
Bacillus strains, DNA extraction was done. Then, the srf  gene was identified by PCR method 
from these isolates. The amplified fragment was inserted into pTG19 vector by TA cloning 
method. Then, the recombinant vector was transformed into E.coli origami bacteria and cloning 
was confirmed using common methods. The housekeeping gene 16S rRNA was used as the 
internal control of the test. The analysis of the gene expression level was performed by measuring 
the relative expression of mRNA as compared to the negative control that E.coli bacteria lacked 
the srf gene.
Results:  A total of 12 isolates of thermophilic bacilli were obtained from soil samples. As result, 
the PCR reaction for the srf  gene with the designed primers was found to be positive in 1 isolate 
(8.3%). The presence of srf  gene and the expression of this gene were checked by real time PCR 
test. Examining the white and blue colonies, M13 primer, junction location and determination of 
the 16S rRNA gene sequence confirmed the correctness of the cloning of the mentioned gene in 
the host bacteria.
Conclusion: As a result of the present study, it was possible to identify the native thermophilic 
bacillus carrying the srf gene, which can be used to obtain biosurfactant enzyme widely, 
conveniently and economically, for use in industrial and agricultural purposes, removing oil 
pollutants and reducing environmental surface tension, etc. which can be advantages.
Keywords: Biosurfactant, Bacillus, Thermophile, Cloning, E.coli
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