
 Bacillus subtilis (ATCC 6633)رده سلولی در متابولومیکس درون سلولی 

Bacillusسلولیردهسلولیدروناسیدیآمینومتابولیت هایکمیتعیینبرایاستخراجو(Quenching)متابولیکیمهارمختلفتکنیک هایتحقیق،ایندر:چكيده subtilis (ATCC 6633)

تحتسریعلتراسیونفیسیستمیکباهمراهبهکلروفرم،:آب:استونیتریلسردمخلوطوسرد،اتانولسرد،متانولمانندمختلف،حلالهای.شدبررسیهست،قلیاییپروتئازسرینکنندهتولیدکه

.Bمتابولومآنالیزبرایخلاء Subtilisمتابولومآنالیزبرایتکنیکمناسب ترینسرد،متانولکهدادنشاننتایج.گرفتندقرارآزمایشموردB. Subtilisمتابولیتهایهدفمندرویکردباادامهدر.بود

.Bدرسلولیدرونهایمتابولیتترینفراوانگلیسینوسرین،کهدادنشانوگردیدکمیاسیدیآمینوسلولیدرون Subtilisبودند.

.متابولیکیمهاراستخراج،سلولی،درونمتابولیتمتابولومیکس،:کليدیکلمات

*شهره مشایخانرضا روستاآزاد، کمال،صدیقیحسین 

۱۴۵۸۸۸۹۶۹۴:پستیتهران، خیابان آزادی، دانشگاه صنعتی شریف، دانشکده مهندسی شیمی و نفت، کد 

مقدمه

Enzyme)قلیاییپروتئازسرینآنزیم Commission (دالتونکیلو۴2~مولکولیوزنبا3.4.21

روتئازپسرینجهانیبازارکهمی شودپیش بینیگزارشهاطبق.داردمختلفصنایعدرمهمینقش

۱.۶ارزشبه2033سالتامی رودانتظاروبرسددلارمیلیون۸۹۵.۶به202۴سالپایانتاقلیایی

PH)قلیاییpHسطوحدربالاییفعالیتوپایداریهاآنزیماین.برسددلارمیلیارد کهدارند(8-10

درکبرمتابولومیکسآنالیز.]۱[کندمیمناسبقلیاییهایشویندهدراستفادهبرایراآنها

تزیسازبخشیکمتابولومیک.داردتمرکزآناطرافمحیطوهاسلولدرمتابولیکفرآیندهای

ولیمولکوزنبا)کوچکهایمولکولکمیتتعیینوبررسیآنهدفکهاستهاسیستمشناسی

کهمتابولوم،مطالعهبا.]2[شوندمیشناختههامتابولیتعنوانبهکهاست(دالتونکیلو۱.۵ازکمتر

 توانندمیمحققانمی دهد،نشانمشخصبیولوژیکیسیستمیکدررامتابولیت هاازکاملیمجموعه

ارگانیسمیککلیعملکردبهکهسلولیفرآیندهایوبیوشیمیاییمسیرهایازارزشمندیدیدگاه های

Buchholz)آورنددستبهمی کنند،کمک et al., مهارمختلفتکنیک هایمطالعه،ایندر.(2002

سلولیدهرسلولیدروناسیدیآمینومتابولیت هایکمیتعیینبرایرااستخراجوکردنمتابولیک

Bacillus subtilis (ATCC متابولیت هاکمی سازیواستخراجدرآنهااثربخشیبرای(6633

.شدندارزیابیوآزمایش

روشها

.Bسویهازمطالعهایندر subtilis (ATCC دمایباسلولبانکازباکتری ها.استشدهاستفاده(6633

شتکمحیطلیترهر.شدندذوبکشتمحیطدرمایرارلنفلاسکیکدرسانتی گراددرجه-7۵زیر

گرمEDTA،0.2گرممیلی2SO4،۱2.0(NH4)گرمNaH2PO4·2H2O،2.۱گرم2.۱0شامل

MgCl2·6H2O،2.3گرممیلیZnSO4·6H2O،۱.۵گرممیلیCaCl2·3H2O،۴.0گرممیلی

FeSO4·5H2O،0.۱گرممیلیNa2MoO4،0.۱۵گرممیلیCuSO4·3H2O،0.۵گرممیلی

CoCl2·7H2O،2.0گرممیلیMnCl2·4H2O،هشدتنظیمکربنمنبععنوانبهگلوکزگرم۴.۵0و

pHبا ایالاتر،المپرکین)اسپکتروفتومتریکازسلولیغلظتکمیتتعیینبرای.بود0.27±0.5

به0.0۵اولیهOD600بابذراولیهکشت.شداستفاده(OD600)نانومتر۶00نوریچگالیدر(متحده

فلاسکشیکلیترمیلی2۵0دردقیقهدردور300وسانتیگراددرجه37دمایدرشبیکمدت

ازاستفادهبالیسلوداخلمتابولیت های.شودآمادهکشتتاشدانکوبهشیکرانکوباتوردربافلمایرارلن

Watersسیستمازاستفادهبا،(LC-MS)جرمیطیف سنجی-مایعکروماتوگرافی LCستونبا

XSelect HSS T3زاسیونیونیازاستفادهبامنفییونحالتدرجرمیسنجیطیف.شدنداندازه گیری

Qtrap1سیستمیکرویبرخاصتنظیماتباالکترواسپری 5500 AB SCIEXشدانجام.

نتایجوبحث

تحتهکاستمعایبومزایادارایمتابولولیککنندهمهار–استخراجمحلولهرکهدادنشاننتایج

B.subtilisمتابولومیکستحلیلوتجزیهمورددر.می گیردقرارآن هافیزیکیویژگی هایتأثیر

ATCC6633،دلیلبهردسمتانولاستخراجآندنبالبهوفشاربرمبتنیسریعفیلتراسیونروشیک

بهناسبیمرویکرداسیدی،آمینوسلولیدرونمتابولیت هایاستخراجدرقبولقابلبازدهیوکارایی

بامطابقیسلولمتابولیسمکردنغیرفعالدرسردمتانولهایافتهاینبراساسهمچنین.می رسدنظر

داشتهنگهشدهکنترلفیزیولوژیکیمحدودهدرآنوبودندموفق(AEC)ادنیلاتانرژیشاخص

.(۱شکل)است

:CEسرداتانول،CMسردمتانول،CMACاستونیتریل-اتانول-متانولمخلوط.آدنیلاتانرژینسبتبرمختلفهایمحلولاثر:1شکل

B.subtilisاسیدیامینوسلولیدرونمتابولومیکس ATCC6633بیندرکهشدمشخصهمچنین

.(2کلش)هستندسلولیدرونغلظتبالاتریندارایترئونینوسرینگلایسین،آمینه،اسیدهای

.هستندSAPهایآنزیمتولیدبرایضروریآمینهاسیدهایترئونینوگلیسینسرین،بیوسنتز

B.subtilisاسیدیآمینوسلولیداخلهایمتابولیت:2شکل ATCC6633گلوکزلیتردرگرم۴.۵حاویحداقلهایمحیطدرکشتحالدر.

گيرینتيجه

تحتریعسفیلتراسیونسیستمتجربی،تکرارپذیریوکردنخاموشراندمانمانندعواملیاساسبر

برایروشمناسب ترینعنوانبهسردمتانولاستخراج-متابولیکیکنندهمهارمحلولباهمراهفشار

.Bمتابولومیکسانالیز subtilis (ATCC کمیهایمتابولیتآمینهاسیدهای.شدتعیین(6633

هستندسلولیدرونغلظتبالاتریندارایگلیسینوسرین
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