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های درگير در تطبيق پذیری با شرایط مختلف محيطی، آنزیم بيوتين سولفوکساید یکی از آنزیم

است که علاوه بر توانایی تبدیل بيوتين سولفوکساید به بيوتين در شرایط ( BisC)ریداکتاز 

را نيز به متيونين تبدیل کند. اسيد آمينه متيونين چه تواند متيونين سولفوکساید اکسيداتيو، می

و فعاليت آن  نيپروتئی اهميت بسياری در فرایند سنتز نيپروتئبصورت آزاد و چه در زنجيره 

( برای فعال بودن وابسته به کوفاکتور BisC)داراست. آنزیم بيوتين سولفوکساید ریداکتاز 

فعال بودن کوفاکتور باکتریایی  تایيدمنظور ه ب . در این مطالعهباشدمی BisـMGDتریایی کبا

MGDـBis آنزیم باکتریایی بيوتين سولفوکساید  روشی غيرمستقيم طراحی شد که در این روش از

(BisC )در این راستا سازه ژنی  .عنوان ژن گزارشگر استفاده شده بBisCـpJet  ساخته شد و

های تشکيل شده در محيط ل شد. کلونمنتق Mach1 استرین E.coliشوک حرارتی به باکتری 

LB  200  آمپيسيلينجامد با آنتی بيوتيک µg/ml واکنش  و سپس انتخاب شدندPCR  روی آنها

های مثبت، قطعه مورد نظر جدا و به ناقل بيانی توالی یابی کلوننتایج پس از تایيد  .صورت گرفت

pETDuet  يزبان م باکتری ژن به حاوی هایکلون شد.انتقال دادهRossetta .منتقل شدند  

آنزیم  این مورد بررسی قرار گرفت و نيز فعاليت SDSـPAGEروی ژل  بر BisCآنزیم  فرابيان

 مشاهده شد که نشان Nativeرنگ بر اثر اکسيد شدن متيل وایولوژن روی ژل  بصورت باند بی

  .بود BisـMGDدهنده حضور فعال کوفاکتور 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

توانایی تطبیق با  (Escherichia coli)باکتری اشریشیا کلای 

تواند در شرایط رشدی می بوده و تغییرات شرایط مختلف را دارا

های درگیر یکی از آنزیم(. Gon et al 2000)متنوعی زنده بماند 

در تطبیق پذیری با شرایط مختلف محیطی آنزیم بیوتین 

این آنزیم در شرایط  است.( BisC)سولفوکساید ریداکتاز 

 Ezraty) کنداکسیداتیو، بیوتین سولفوکساید را به بیوتین تبدیل می

et al. 2005.) های فعال اکسیژن مانند هیدروژن چراکه گونه

و رادیکال ( 2O-)، آنیون سوپر اکسید (2O2H)پراکسید 

. ای را به سلول وارد کنندخسارات گسترده توانندهیدروکسیل می

ها، آمینو اسیدها، لیپیدها، اسیدهای نوکلئیک و نپروتئی

و در  های فعال اکسیژن حساس هستندبه اینگونهها کربوهیدرات

این بین، اسیدهای امینه حاوی سولفور، متیونین و سیستئین چه در 

-زنجیره پروتئینی و چه بصورت آزاد، حساسیت بسیاری به گونه

همچنین این آنزیم  (.Alcock et al 2018)های آزاد اکسیژن دارند 

فعالیت متیونین سولفوکساید ریداکتازی نیز دارد و متیونین 

و  (Ezraty et al. 2005) کندسولفوکساید را به متیونین تبدیل می

-های فعال اکسیژن میبه این ترتیب از خسارت ناشی از رادیکال

بیوتین سولفوکساید ریداکتاز خالص شده از باکتری آنزیم  کاهد.

 ) استپروتئین حل شونده  یکشریشیا کلای نشان داده که ا

1990Pierson and Campbell ) و آنالیز شیمیایی، حضور

آنزیم  فعالیترا در  (Bis-MGD) کوفاکتور مولیبدئوم باکتریایی

عنصر قابل انتقال مولیبدئوم در  (.Temple et al 2000) نشان داد

ها، گیاهان و ، قارچهاباکتری های فلزیطیف وسیعی از آنزیم

صورت بخشی از مرکز فعال آنزیم ایفای نقش ه دیگر موجودات ب

 Mendel and Schwarz 2006Mendel and ;2010 ) کندمی

Britter.)  به منظور داشتن فعالیت بیولوژیک، مولیبدئوم باید با

 (Mo-MPT ) Moco گروه پترین ترکیب شده و مولیبدوپترین یا

 هادر باکتری .)Mendel and Schwarz (2011 را به وجود آورد

Moco  پس از تغییراتی که شامل اضافه شدن نوکلئوتیدهای

مونوفسفات به گروه فسفات آن و تشکیل بیس مولیبدوپترین 

است، فرم فعال این کوفاکتور  (Bis-MGD) گوانین دی نوکلئوتید

آنزیم بیوتین  (.Neumann et al. 2011) آوردرا به وجود می

فوکساید ریداکتاز موجود در باکتری اشریشیا کلای نیز دارای سول

 (Bis-MGD) مولیبدوپترین گوانین دی نوکلئوتیدبیس دو گروه 

باشد که وجود آن متصل به مولیبدئوم در جایگاه فعال آنزیم می

 Lobbi Novel and) است ضروری برای فعالیت این آنزیم

Leikmuhler 2013) . انتقال ژن این آنزیم یا بنابراین در مطالعات

های دیگر وابسته به این کوفاکتور به موجودات زنده دیگر آنزیم

های مربوطه به تولید این کوفاکتور نیز غیر از باکتری بایستی ژن

از آنجاییکه اسید آمینه متیونین در زنجیره منتقل و تایید شوند. 

ون آن داشته و اکسیداسی نیپروتئی نقش مهمی در عملکرد نیپروتئ

گردد و نیز متیونین آزاد می نیپروتئمنجر به از دست رفتن فعالیت 

 رودبه شمار می نیپروتئنیز از عوامل ضروری در فرایند سنتز 

(Ezraty et al. 2005)های درگیر در این سیستم ، بررسی آنزیم

در این تحقیق به منظور اثبات وجود  باشد.مورد توجه می

مولیبدوپترین گوانین دی نوکلئوتید بیس یی کوفاکتور فعال باکتریا

(Bis-MGD،) روشی غیرمستقیم با نشان دادن فعالیت آنزیم 

عنوان ژن ه ب Bis-MGD وابسته به کوفاکتور BisCباکتریایی 

 گزارشگر طراحی شد.

 

  هاروش و مواد

 

در آزمایشگاه بیوشیمی گیاهی دانشگاه  1۳۹۷این پروژه در سال 

Heinrich Heine هر دوسلدورف آلمان انجام شد.در ش 

 PCR Phusionبا استفاده از  BisCتکثیر ژن 

عنوان الگو برای ه ب Mach1 استرین E.coli برای این منظور از باکتری

با ژن این آغازگرهای مناسب برای تکثیر . استفاده شد BisCتکثیر ژن 

 net primerنرم افزار آنلاین 

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/ )شد.  طراحی

 شامل توالیتوالی آغازگر فرادست 
AATGCTGGTTGAAACCGACGGGATCCCAC 

در بخش  BamHI ای طراحی شد که جایگاه برش آنزیمیبگونه

آن قرار گیرد و آغازگر پایین دست شامل توالی  ۵‘ابتدای 

TTATGAGCTGGCCGGTGGCTTAAGCAC  که

حی شد مورد استفاده قرار آن طرا ۵‘در انتهای  AflII جایگاه برشی

 و آغازگرهای ذکر Phusionبا استفاده از آنزیم  PCRگرفت. واکنش 
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در حجم  Mach1 استرین E.coliالگو باکتری  DNAشده از 

. (Bryksin and Matsumura 2۰1۰) میکرولیتر انجام شد 2۰نهایی

 :بودبرای تکثیر قطعه مورد نظر به شرح زیر  PCR برنامه

سپس  ،گراددرجه سانتی ۹۸رشت سازی اولیه در دمای دقیقه واس پنچ

ای ثانیه واسرشت سازی در دم ۳۰چرخه تکثیر که هر چرخه شامل:  ۳۵

 2گراد و درجه سانتی ۶۳ثانیه اتصال در دمای  ۳۰گراد، درجه سانتی ۹۸

پنچ  گراد و در نهایتدرجه سانتی ۷2در دمای  بسطثانیه  ۳۰دقیقه و 

طعه قگراد. پس از تکثیر درجه سانتی ۷2دمای  انتهایی در دقیقه بسط

جفت بازی به منظور تایید روی ژل  22۹۳ژنی مورد نظر، توالی 

 قرار گرفت. الکتروفورز آگارز یک درصد مورد بررسی

  pJetـBisC تهیه سازه ژنی

با استفاده از کیت  PCRمحصول  ،BisC منظور کلونینگ ژنه ب

(Wizard SV Gel and PCR clean-up system ) از ژل آگارز

 چهارتوسط واکنش اتصال در دمای  pJet ـ2.1تخلیص شده و به ناقل

همراه ه ساعت  متصل شده و این ناقل ب 12درجه سانتیگراد به مدت 

 Mach1 استرین E.coli توسط شوک حرارتی به باکتری BisCژن 

ه به این واکنش اضافه شد LBمیلی لیتر محیط کشت مایع  1 منتقل شد.

 1۰۰قرار داده شد.  1۴۰rpmدرجه و  ۳۷ساعت در دمای  1و به مدت 

جامد با آنتی بیوتیک  LBمیکرولیتر از این سوسپانسیون بر روی محیط 

درجه  ۳۷ه روز در دمای ه مدت یک شبانب و کشت شد آمپیسیلین

. سپس روی آنها صورت گرفت PCRواکنش  سپس آنکوبه شد.

  ط کشت مایع حاوی آمپیسیلینبه محی BisCهای حاوی ژن کلون

200 µg/ml و سپس استخراج  ندبه مدت یک شبانه روز منتقل شد

 Wizard plus SV miniprepه از کیتپلاسمید نوتوکیب با استفاد

purification system)  )  به روش سنگرانجام شد. کلون حاوی ژن 

  (.Microsynth AGشد )  توالی یابی

 pETDuetـBisC بیان تهیه سازه ژنی

  هایهضم آنزیمی توسط آنزیم ،BisCبیان پروتئین بررسی  به منظور  

BamHI  وAflII   در سازه ژنیBisCـpJet  صورت گرفت و قطعه

-Wizard SV Gel and PCR cleanکیت ژنی مورد نظر توسط 

up system .این قطعه ژنی به  از ژل الکتروفورز جدا و تخلیص شد

 شد. این ناقل با شوک حرارتی به باکتری لمتص pETDuetبیانی  ناقل

E.coli استرین Mach1  منتقل شد. سپس برای تایید وجود ناقل حامل

تعدادی در  AflIIو  BamHI هایهضم آنزیمی توسط آنزیم ،ژن

 باکتری ژن به حاوی هاینهایی، کلون ییدات پس از .کلون انجام شد

 منتقل شد. Rossettaمیزبان 

 BisC وتئینبیان پربررسی 

نظر  های مثبت حاوی ژن موردبیان پروتئین یکی از کلون بررسی برای

سیلین منتقل گرم آمپیمیلی ۴۰لیتر محیط کشت مایع حاوی میلی پنجبه 

 گراد انکوبه شد.درجه سانتی ۳۷ساعت در دمای  سهشد و به مدت 

دور در  1۰۰۰۰ لیتر از آن برداشته شده و با سانتریفیوژ بامیلی سپس یک

مان برای تعیین زرسوب داده شد و رسوب بدست آمده فریز شد. دقیقه 

 پسسردیابی و  OD۶۰۰ ۵/۰ـ ۷/۰ رشد باکتری تا مناسب القا بیان ژن، 

 یکبا غلظت نهایی ( IPTG)ایزوپروپیل بتا دی گالاکتوپیرانوزید 

ساعت  سهمولار به باقی محیط کشت مایع اضافه شد و به مدت میلی

 1۰۰۰۰گراد انکوبه شد. سانتریفیوژ با درجه سانتی ۳۷دمای  دیگر در

 .صورت گرفت هاباکتری آوری رسوبمنظور جمعه بدور در دقیقه 

 ۹۵دقیقه در دمای پنج به مدت  SDSدر بافر  های باکتریاییرسوب

ا بسانتریفیوژ  و سپس حل شددور در دقیقه  ۶۰۰گراد با درجه سانتی

د. شاز فاز رویی برداشت  پروتئینو  ام شدانجدور در دقیقه  1۰۰۰۰

 IPTG ژن با های پروتئینی بدست آمده از قبل و بعد از القاینمونه

 الکتروفورز و با کوماسی رنگ آمیزی شد. SDSـPAGEروی ژل 

 دهشیید پروتئین بیان امنظور ته ب و ایمونودیتکشن وسترن بلاتینگ

 SDSـPAGE روی ژل IPTGنمونه پروتئینی قبل و بعد از القای 

س از د. پشالکتروفورز و به کاغذ نیتروسلولزی مطابق با ابعاد ژل منتقل 

به  TBSدر بافر  (دقیقه 1۰ بار )هر بار دوکاغذ نیتروسلولز  ،بلاتینگ

 قرار گرفت و سپس به مدت یک ساعت به محلول بلاکینگ منتقل شد.

 سپس در و TBSTمحلول  رد (دقیقه 1۰ بار )هر بار دودر ادامه 

 یکمدت ه شد و بعد بقرار داده دقیقه  1۰مدت  به TBS محلول

بار )هر  چهارقرار گرفت و سپس   His محلول آنتی بادی رساعت د

شستشو  TBS دقیقه در محلول 1۰ و TBSTل در محلو (دقیقه 1۰ بار

د و گذاری شداده شد. کاغذ نیتروسلولزی با مارکر فلوئورسنت نشانه

 دگردیبه آن اضافه  1:1با غلظت  HRPلول رنگی  میکرولیتر مح ۵۰۰

 فت.بررسی قرار گرمشاهده و و در زیر میکروسکوپ فلوئورسنتی مورد 

 Nativeبررسی فعالیت پروتئین روی ژل 

های باکتری فریز شده رسوب بهTris- HCl  میکرولیتر محلول ۵۰۰

گاه سپس وارد دست .اضافه گردید و روی یخ قرار گرفت تا ذوب شدند

supersonic شش انفجار صورت ه و ب(burst )1۰ ای تیمار ثانیه

دقیقه در  2۰مدت ه بدر دقیقه دور  ۸۰۰سانتریفیوژ با پس شدند. س
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بخشی از سوپرناتانت برای تعیین  درجه سانتیگراد انجام شد. چهاردمای 

 میکرولیتر محلول رنگی ۴۰غلظت پروتئین استفاده شد و بقیه با 

native و روی ژل  ترکیبnative اکریلامید پلی الکتروفورز شد. ژل

native  منتقل و اطراف آن بسته ظرف پتری اشباع شده از نیتروژن به

درجه قرار گرفت.  ۳۷شد و قبل از اضافه کردن محلول رنگی در دمای 

 .Tris-HCl pH ۷/۴، Methyl viologen) محلول رنگی

Dithionite. Potassium bicarbonate. TMANO) صورت ه ب

 Nativeاکریلامید پلیتازه و اشباع شده با نیتروژن با سرنگ به ژل 

اضافه شد و دوباره بسته شد و توسط اسکنر آنالیز شد. در صورت فعال 

ه ، متیل وایولوژن موجود در محلول رنگ آمیزی که بBisC بودن آنزیم

 دمونر میرنگ تغییاز رنگ آبی به بی و درکعنوان دهنده الکترون عمل 
(Takagi et al 1981; Mortimer 2011). 

  

  و بحث تایجن

 

بالادست و پایین  هایآغازگر توسط PCRدر   BisCتکثیر ژن

که در  جفت باز شد 22۹۳دست موجب تکثیر قطعه به طول 

نیز  AflII و BamHIدارای جایگاه شناسایی آنزیم خود  توالی

 PCRر، محصول واکنش یید تکثیر ژن مورد نظامنظور ته ب بودند.

 یاندازه قطعه ژن و روی ژل آگارز یک درصد الکتروفورز شد

ز آگار قطعه مورد نظر از روی ژل (.1شد )شکل دییمورد نظر تا

 ده شد. پس ازماآ  pJet-2.1 برای الحاق به ناقل کلونینگ جدا و

ی هاواکنش تراریختی با روش شوک حرارتی به سلول ،آن انتقال

-انجام گرفت. پس از تخلیص پلاسمید از کلون Mach1 مستعد

مایع حاوی آمپیسیلین،  LBهای رشد یافته در محیط کشت 

 یید قطعه ژنیامنظور ته ( و هضم آنزیمی ب2)شکل  PCRواکنش 

 pJet-2.1 ناقل کلونینگتقال و فرایند ان مورد نظر صورت گرفت

ی نتیجه توالی یاب .را تایید نمود Mach1 های مستعدسلولبه 

 اقلنژن به  را نیز تایید نمود و این pJet ناقلدر  BisC ژنوجود 

توسط شوک حرارتی این ناقل سپس  .شد منتقل pETDuet بیانی

 ناقلفت. پس از تخلیص انتقال یا Mach1های مستعد به سلول

مایع  LBدر محیط کشت  های رشد یافتهاز کلون pETDuet بیانی

ید یامنظور ته ( ب 3حاوی آمپیسیلین، واکنش هضم آنزیمی ) شکل

 ژن مورد نظر انجام شد.

 

 

                                     
ها رهشما. )PCRحاصل از واکنش  BisCالکتروفورز ژل آگارز ژن  -۱شکل 

-یمرا نشان  میکرولیتر ۳و  2، 1به ترتیب الگو  DNAهای مختلف از غلظت

 دهد(.

Figure 1. Agarose gel electrophoresis of BisC gene as a PCR 

product reaction. (the numbers show different concentration (1, 2 

and 3 microliter) of template DNA) 

 

 

 

 Kb 1  نشانگر:  Lستون  .BisCحاوی ژن  pJetناقل  PCR کلونی -۲شکل

DNA ladder- Thermo fischer scientific، هایستونو  ۵تا  1 هایستون 

 :۹ستون ، حاوی ژن مورد نظر : ۸، ۴، 2هایهای انتخابی، ستونکلون: ۹تا  ۷

 (.کنترل منفی: آب )۶ستون ،  (مثبت پلاسمید )کنترل

Figure 2. Colony PCR of BisC gene in pJet vector. L: 1Kb DNA 

ladder- Thermo fischer scientific, from 1 to 5 and 7 to 9: selected 

colons, 2, 4, 8: contained gene of interest. 9: Plasmid (positive 

).O (negative control2trol), 6: Hcon 
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 pETDuet بیانی هضم آنزیمی ناقل الکتروفورز قطعات حاصل از -۳شکل 

تا  یکهای ستون ،جفت باز  DNA 1۰۰۰نشانگر  ،L ستون  .BisCحاوی ژن 

 نزیمی پلاسمیدها.آهضم  پنج

Figure 3. Electrophoresis of the enzyme digestion fragments of 

the transformed pETDuet expression vector. L: 1Kb DNA 

ladder- Thermo fischer scientific, from 1 to 5: enzyme digestion 

of plasmids. 

 

 
  در میزبان بیانی BisC پروتئین SDS-PAGEالکتروفورز ژل  -۴ شکل

Rossetta . ن ستوL ی نیپروتئ: مارکرSpectra Multicolor Broad Range 

protein ladder- Thermo fischer scientific ناقل 1، ستون :pETDuet 

خالی بعد از القای  pETDuet: ناقل 2، ستون IPTGخالی قبل از القای 

IPTGناقل  ۳، ستون :pETDuet  حاوی ژنBisC  قبل از القایIPTG ستون ،

 .IPTGبعد از القای  BisCحاوی ژن  pETDuet: ناقل ۴

Figure  4.  PAGE gel electrophoresis of BisC protein in -SDS

Rossetta expression vector. L: Spectr Multicolor Broad Range 

empty pETDuet : 1Thermo fischer scientific.  -protein ladder

TDuet vector after empty pE: 2vector before IPTG induction, 

before IPTG  BisCpETDuet vector with : 3IPTG induction,

fter IPTG induction BisCpETDuet vector with : 4induction, . 

 

میزبان  باکتری به BisCحاوی ژن  pETDuetناقل  مجدد انتقال

 ،IPTGبا تیمار القای بیان ژن  بررسی نتیجه و Rossettaبیانی 

های کلونهای استخراج شده از الکتروفوروز پروتیین توسط

 بررسی SDSـPAGE اکریلامیدپلیحاوی ژن مورد نظر روی ژل 

  (.۴و تایید شد )شکل 

فاده یید پروتئین بیان شده از روش وسترن بلات استامنظور ته ب

استفاده شد.  His بادی آنتیشد. در این روش از آنتی

 نشان IPTGخریب این پروتئین را پس از القای ایمونودیتکشن ت

ترل کن عنوانه ب pETDuetداد. هیچ بیان پروتئینی در وکتور خالی 

 یید اختصاصیت آنتیامنظور ته (. ب۵ منفی مشاهده نشد )شکل

 اننیز استفاده شد و هم HA بادی مورد نظر از آنتی بادی آنتی

ط با طور که در شکل مشخص است، پروتئین مورد نظر فق

  باشد.قابل شناسایی می His بادی آنتیآنتی

 

 

 

: Lستون  . Rossetta  در میزبان بیانی BisC پروتئین وسترن بلات -۵شکل 

 -Spectra Multicolor Broad Range protein ladderی نیپروتئمارکر 

Thermo fischer scientific ناقل 1، ستون :pETDuet  خالی قبل از القای

IPTGناقل 2 ، ستون :pETDuet  خالی بعد از القایIPTGناقل  ۳، ستون :

pETDuet  حاوی ژنBisC  قبل از القایIPTG ناقل ۴، ستون :pETDuet 

 .IPTGبعد از القای  BisCحاوی ژن 

Figure  5. of BisC protein in Rossetta  Western blotting

rotein expression vector. L: Spectr Multicolor Broad Range p

empty pETDuet vector : 1Thermo fischer scientific.  -ladder

empty pETDuet vector after IPTG : 2before IPTG induction, 

before IPTG induction,  BisCpETDuet vector with : 3induction,

4 :fter IPTG inductiona BisCpETDuet vector with . 
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در حضور کوفاکتور باکتریایی  BisCبررسی فعالیت آنزیم 

 مولیبدئوم

استفاده  Nativeاز ژل  BisC بررسی فعال بودن آنزیم منظوره ب

عنوان دهنده ه در این سیستم رنگ آمیزی از متیل وایولوژن ب شد.

پس از انتقال الکترون اکسید این رنگ الکترون استفاده شد که 

دین ترتیب باند کند. برنگ تغییر میشده و از رنگ آبی به بی

رنگ نشاندهنده فعال بودن آنزیم در حضور کوفاکتور باکتریایی بی

یید ژل مورد نظر با کوماسی امنظور ته د. پس از آن ببومولیبدئوم 

و ستون  BisCرنگ آمیزی شد. ستون انتهایی مربوط به پروتئین 

در نظر گرفته  عنوان کنترل منفی ه ابتدایی مربوط به ناقل خالی ب

 .(۶)شکل  شد

 
 

 به مربوط هاچاهک ریاس)سمت راست(.  ی)سمت چپ( و رنگ کوماس ولوژنیوا لیشده با محلول مت یزیرنگ آم Nativeدر ژل  BisC نیالکتروفورز پروتئ -۶شکل 

 مطالعه است. نیخارج از ا گرید هایژن

Figure  6.   n staining )left hand(, coomassie staining )right hand(. the others Native gel electrophoresis of BisC protein. Methyl viologe

related to out of this study. 

 

منظور ه هدف از این پژوهش، ایجاد یک سیستم آزمایشی ب

د. بو  )BisـMGD( بررسی فعال بودن کوفاکتور باکتریایی مولیبدئوم

راج شده از استخ BisC آنزیم بیوتین سولفوکساید که از آنجایی

منظور فعال بودن نیازمند کوفاکتور ه باکتری اشریشیا کلای ب

باشد به همین دلیل از این آنزیم در این تحقیق مولیبدئوم می

 BisC. ژن  (Rajagopalan and Johnson 1992) استفاده شد

باشد که توانایی دارای فعالیت بیوتین سولفوکساید ریداکتاز می

 Pierson and( ید به بیوتین را داراستاحیای بیوتین سولفوکسا

Campbell 1990.(  در بررسی کینتیک آنزیم بیوتین سولفوکساید

در باکتری  بیان شده  Rhodobacter sphaeroidsریداکتاز باکتری 

عنوان دهنده الکترون استفاده ه از متیل وایولوژن ب، اشریشیا کلای

ه ر ثانیه احیا شدمیکرومول متیونین سولفوکساید در ه ۹/۰ که شده

این بررسی نشان داده که این آنزیم توانایی احیای نیکوتین . است

 استا آمید ان اکساید و تریمتیل آمید ان اکساید را نیز دار

)Pollock and Barber 1995)فعالیت پروتئین تحقیق نیز . در این 

BisC در حضور تریمتیل آمید ان اکساید اثبات شد. در راستای 

 استفاده شد، چرا  E.coliاز باکتری اشریشیا کلای  ،تئینبیان پرو

باکتری قابل  به این هاکه این پلاسمیدها براحتی برای بیان پروتئین

توسط  x6 Hisانتقال است. پس از بیان پروتئین نشاندار شده با 

 وسترن بلات شناسایی شد.  

را نشان  تخریب پروتئین حاصل BisCژن  ایمونودیتکشن فرابیان

وجود دارد و  E.coli، چرا که این ژن به طور طبیعی در باکتری داد

نظر ه ضرر داشته باشد. ب تواند برای سلولن نمیآبنابراین وجود 

طور کامل تنظیم ه ب E.coliرسد فراوانی این پروتئین در باکتری می

های تخریبی خاص موجود شود و تخریب آن توسط مکانیسممی

ثیری اهر حال تخریب پروتئین ته ینی بود. بدر باکتری قابل پیش ب
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آمیزی نداشته  در شناسایی فعالیت این ژن توسط سیستم رنگ

 است.

آنزیم بیوتین سولفوکساید ریداکتاز روی  فرابیاننتایج حاصل از 

ه نشان داد که این آنزیم در حضور متیل وایولوژن ب Native ژل

عنوان سوبسترا ه اید بعنوان دهنده الکترون و تریمتیل آمین ان اکس

د و البته فعالیت این آنزیم وابسته به بوبا ایجاد باند بیرنگ، فعال 

است. بدین ترتیب این  )BisـMGD(کوفاکتور باکتریایی مولیبدئوم 

منظور ارزیابی کوفاکتور باکتریایی مولیبدئوم ه سیستم آزمایشی ب

)MGDـBis( با موفقیت ایجاد شد و از این ژن BisC وان ژن عنه ب

توان در مطالعات آینده وابسته به این کوفاکتور گزارشگر می

 استفاده نمود. 
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Abstract 

Biotin sulfoxide reductase enzyme is one of the enzymes involved in adaptation to different 

environmental conditions. BisC enzyme converts biotin sulfoxide to biotin and Methionine 

sulfoxide to Methionine under oxidative stress conditions. Both free Methionine and 

protein bound chains Methionine are essential in protein synthesis process and the function 

of proteins. The activity of the BisC enzyme is dependent to the Bis-MGD as a co-factor. In 

the current study, in order to verify the presence of bacterial Molybdeum cofactor, an 

indirect approach was made by showing the activity of BisC enzyme as a reporter gene. 

Therefore, in this regard BisC gene was cloned to pJet vector and was transferred to Mach1 

strain of E. coli by heat shock transformation. The clones were selected on LB medium 

complemented with 200 µg/ml of Ampicillin antibiotic and the PCR reaction was done. 

After verifying of positive clones by sequencing, the BisC gene was digested and ligated to 

the pETDuet expression vector and transferred to Rossetta. Over-expression of BisC 

enzyme was analyzed on a SDS-PAGE gel and the activity of the enzyme could be showed 

as a colorless band on the Native gel by oxidation of methyl viologen. It proved the 

presence of active Bis-MGD as a cofactor. 

 

Key words: Escherichia coli, Over expression, Bis-MGD, Biotin sulfoxide, Molybdeum 
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