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  نشريه پژوهش و نوآوري در علوم و صنايع غذايي

 JRIFST  273-282، صفحات 4، شماره 1، جلد 1391سال 
    

  
  كلون كردن ژن پروكيموزين در باكتري لاكتوكوكوس لاكتيس

    
  3محمد هادي اسكندري، 2ارسلان حسيني ،*1لادن امين لاري

  دانشجوي دكتري گروه بهداشت مواد غذايي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شيراز -1
  )l.aminlari@gmail.com(نويسنده مسئول * 
  دانشيار گروه پاتوبيولوژي، دانشكده دامپزشكي، دانشگاه شيراز -2
 استاديار گروه علوم و صنايع غذايي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيراز -3

  
  چكيده
هاي اخير از يك طرف به دليل افزايش حجم توليد شير در جهان و از در سال

طرف ديگر به خاطر كاهش منابع طبيعي آنزيم رنين، توليد پنير با استفاده از اين 
هاي زيادي براي توليد اين آنزيم به  تلاش. آنزيم كاهش چشمگيري داشته است

باكتري لاكتوكوكوس لاكتيس استارتر طبيعي . شكل نوتركيب صورت گرفته است
شود و توليد پروكيموزين توسط اين باكتري تحول بزرگي در  پنير محسوب مي

در اين پژوهش تلاش بر اين بوده است كه ژن توليد  .صنعت شير ايجاد خواهد كرد
براي اين . كلون گرددپروكيموزين بزي در باكتري لاكتوكوكس لاكتيس  ي كننده

 سويه  E. coliو در باكتري -pET  28كار ژن پروكيموزين كه قبلاً در پلاسميد

BL21(DE3) كلون شده بود، توسط واكنشPCR   تكثير و پس از جداسازي ژن در
  E. coli GM2163كلون و براي نگهداري بهتر به باكتري  pTZ57Rپلاسميد واسط

بريده، در پلاسميد   pTZ57Rاز پلاسميدسپس ژن پروكيموزين . منتقل شد
 كلون و براي تكثير پلاسميد كلون شده به باكتري  pNG-410لاكتوباكتريايي

E.coli MC1061  بعد از تكثير، پلاسميد. منتقل شدpNG-410   حامل ژن
جدا و به باكتري لاكتوكوكوس لاكتيس   E. coli MC1061پروكيموزين از باكتري

هاي به دست آمده توالي يابي و از صحت ژن  كلون .منتقل گرديد  NZ9000سويه
  .مورد نظر اطمينان حاصل شد

  

  
  22/12/90 :تاريخ دريافت
  29/07/91 :تاريخ پذيرش

  
  هاي كليديواژه

  پروكيموزين
  كلون كردن

  لاكتوكوكوس لاكتيس

  
  مقدمه

ــي از ــدي بخــش بزرگ ــير تولي ــان ش ــه  در جه ب
شود و در اين  هاي لبني تبديل مي محصولات و فرآورده

ميان پنير يكي از پرطرفـدارترين محصـولات لبنـي در    
توليــد پنيــر ابتــدا  ي در مرحلــه. اســتسراســر جهــان 

د و پـس از  نشـو  هاي استارتر به شير افزوده مي باكتري
شير كاهش  pHمدت كوتاهي كه در اثر فعاليت آن ها 

 Anema ( شـود  آنزيم رنين به آن افزوده مي ،پيدا كرد

et al., 2007؛1377فرهنـودي،   ؛ Chitpinityol et al., 

به طور سنتي آنزيم مورد استفاده براي كلوخـه   )1998
 ,.Mohanty et al(اسـت  ) كيموزين(رنين  ،كردن شير

باشد و يك  پپسين مي ي كيموزين جزء خانواده. )1999
ــدتاً   ــيدي اســت و عم ــك اس ــپارتيك ت ــاز آس از  پروتئ

كيمـوزين حـاوي   . تشكيل شده اسـت   β-sheetساختار
. باشـد  مـي  kDa 6/35مولكولياسيد آمينه و وزن  323
ي مخاطي شيردان نشخواركنندگان در مراحل اول  لايه
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ساز  ورت پيشزندگي، به طور طبيعي اين آنزيم را به ص
 8/40اسيد آمينه و وزن مولكولي  365) (پروكيموزين(

kDa (كند و در محـيط اسـيدي شـيردان بـا      ترشح مي
ي پپتيدي از انتهـاي   جدا شدن خود بخودي يك قطعه

مقـدار ايـن آنـزيم در    . آيـد  دست ميه آن، رنين فعال ب
روزهاي اول بعد از تولد بسيار بالا است و به تـدريج بـا   

آنـزيم كيمـوزين بـا    . گـردد  سين جايگزين ميآنزيم پپ
در  106Met و 105Pheشكستن پيوند پپتيـدي بـين   

. گـردد  كاپـا كـازئين موجـب ايجـاد لختـه مـي       زنجيره
)Chitpinityol et al., 1998; Mohanty et al., 1999(. 

تقاضا براي پنيـر، صـنايع شـير    به دليل افزايش 
آنـزيم رنـين   همواره به دنبال جايگزين مناسبي بـراي  

 بـا اكنون بيشتر پنيرهاي موجود در بـازار   بوده است و
عملكـرد  طعـم، مـزه و   ، اما شوند رنين قارچي تهيه مي

پنيرهايي كه با استفاده از رنـين حيـواني توليـد     توليد
 ;Anema et al., 2007(ت شــوند بهتــر اسـ ـ  مــي

Beresfoed et al.,2001 ; Le Loir et al., 2005(. 
ــارچي خاصــيت    ــه ق ــواني نســبت ب ــين حي ــزيم رن آن

ــر و  جــه تيتري دارد و در نمحــدودپروتئوليتيــك كمت
پنير، از دسـت   ي همشكلاتي همچون سخت شدن لخت

رفتن مقادير زيادي از پروتئين و چربي در آب پنيـر و  
از همـين رو پژوهشـگران از   . دكن ـ طعم تلخ ايجاد نمي

را در  اي هـاي گسـترده   پـيش تـلاش   ي هحدود دو ده ـ
جهـت توليـد رنـين حيـواني نوتركيـب بـا اســتفاده از       

آوري توليد  فن. اند آوري مهندسي ژنتيك آغاز كرده فن
به شكل نوتركيب در دنيا منحصـر بـه چنـد    اين آنزيم 

در صـورت توليـد   . باشد شركت اروپايي و آمريكايي مي
 اين آنزيم در داخـل كشـور، عـلاوه بـر بهبـود و تنـوع      

پنيرهاي توليدي در داخل كشـور،  به كيفيت بخشيدن 
ساليانه از خروج مقادير زيادي ارز از كشـور جلـوگيري   

توليـد پروكيمـوزين    ي كد كننـده  cDNA. خواهد شد
هاي بيان ژن مختلفي كلـون و بيـان    گاوي در سيستم

ها داراي معايب و  شده است، اما هر يك از اين سيستم
ها براي كلون كردن ايـن   اولين تلاش. محاسني هستند

صـورت پذيرفتـه    اشريشـيا كلـي  ژن با كاربرد باكتري 
بـه   پروتئين توليدي در ايـن بـاكتري عمـدتاً   اما . است

هاي نامحلول در سيتوپلاسم سـلول رسـوب    شكل توده
 Chitpinityol( سازي مجدد دارد كند و نياز به فعال مي

et al., 1998 .(ك هاي بيان ژن نيـز هري ـ  ديگر سيستم
ــاربرد  در ســال. داراي معــايبي هســتند ــر ك هــاي اخي

به عنوان ميزبـان بيـان    لاكتوكوكوس لاكتيسباكتري 
هـاي   هاي نوتركيب به ويژه پـروتئين  ژن براي پروتئين

ــه اســت   ــرار گرفت ــه ق ــورد توج ــوراكي م ــاكتري . خ ب
ــيس ــت،   لاكتوكوكــوس لاكت ــرم مثب ــاكتري گ يــك ب

ــانواده ــاتيو و از خ ــاكتري ي هموفرمنت ــاي  ب  GRAS ه

)Generally Recognized As Safe(   است كه به طـور
سنتي در تخمير مـواد غـذايي كـاربرد داشـته اسـت و      
بـراي توليــد مــواد غــذايي تخميــري شــيري از جملــه  

تخميري، كفير، انواع پنيرهاي نرم  ي كره ماست، پنير،
 Mierau et al., 2005; Zhou(رود  و سخت به كار مـي 

et al., 2006.( گزارشي از كلون كـردن و بيـان   كنون تا
ايــن پروكيمــوزين در ايــن سيســتم بيــان ژن موجــود 

 ;Emtage et al.,1983 ; Mierau et al., 2005( .نيست

Le Loir et al., 2005; Rai et al., 2001(. ايـن   در
آنزيم  ي كد كننده cDNAه است ك شدهتحقيق تلاش 
ــوزين ــاكتري    پروكيمـ ــران در بـ ــومي ايـ ــاي بـ بزهـ
 ,.Eskandari et al( كلون گردد لاكتيس لاكتوكوكوس

2008  Mierau et al., 2005 ; Terpe et al., 2006 (.  
  

  مواد وروش ها
  طراحي پرايمر

بايست در حد  از آنجا كه ژن پروكيموزين مي
و  NheIهاي محدود برش  هاي برش آنزيم فاصل جايگاه

MluI  ،در پلاسميد لاكتوباكتريايي كلون شود
و توالي  ReNhelacبا نام ( دستهاي بالا  پرايمر

5'CGCAGGCTAGCGCTGAGATCACCA
GGATC3' ( و پايين دست) با نامReMlulac و توالي 

CAGCTACGCGTTCAGATGGCTTTGGC
CAG3' 5'(  طوري طراحي شدند كه محصولPCR 

داراي جايگاه برش  5'ها در انتهاي  توليدي توسط آن
داراي جايگاه برش  3'و در انتهاي  NheIبراي آنزيم 
با اين پرايمرها  PCRواكنش  .باشند MluIبراي آنزيم 

  .كند توليد مي bp 1120محصولي با اندازه 
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در پلاسميد واسط پروكيموزين  ژني قطعه كلون كردن
pTZ57R/T  

بـه  بزي  پروكيموزينپري ژن در تحقيق پيشين 
شـده بـود   كلـون   pET28در پلاسميد  cDNAصورت 

)Eskandari et al., 2008( .  اين پلاسميد نوتركيب بـه
روش ليز قليايي با استفاده از كيت جداسازي پلاسميد 

)AccuPrep Plasmid Mini Extraction  ســـاخت
 سويه E. coliباكتري از ) كره جنوبي Bioneerشركت 

BL21(DE3)  جداسازي شد و به عنوان الگو در واكنش
PCR واجد محل هاي بـرش  (هاي اختصاصي  با پرايمر

مـورد اسـتفاده قـرار    ) MluIو  NheIهـاي   بـراي آنـزيم  
بـراي تكثيـر ژن از   ). Eskandari et al., 2008(گرفـت  

 Pfuو  Taq DNA polymeraseهـاي   مخلـوط آنـزيم  

DNA polymerase بـراي كلـون سـازي   . استفاده شد 
ــا  pTZ57R/Tدر پلاســميد واســط  PCRمحصــول  ، ب

جفـت بـاز و    2886توجه به اين كـه طـول پلاسـميد    
جفت باز بود، نسـبت   1100پروكيموزين حدود   قطعه

در  Ligationبين پلاسـميد بـا قطعـه ژن در واكـنش     
جهـت انجـام   . تنظيم شد) غلظت مولي( 3به  1حدود 

سـاخت شـركت    T4 DNA Ligaseواكـنش از آنـزيم   
Fermentas    ــتفاده ــافر مخصــوص آن اس ــراه ب ــه هم ب

  .)Chitpinityol et al., 1988(شد
  

پلاسميد نوتركيب ) Transformation( انتقال
pTZ57R/T حامل ژن پروكيموزين به باكتريE. coli 

GM2163    
 E. coliبه باكتري Ligationبراي انتقال محصول 

GM2163  از محلول كلريد كلسيم و شوك حرارتي 
استفاده شد و براي رشد بهتر باكتري از محيط كشت 

SOC )5  ميلي ليتر محيط كشتTSB  ،100استريل 
استريل شده با % 20ميكروليتر محلول گلوكز 

 50مولار استريل، MgSO4 1ميكروليتر  50فيلتر،
براي . استفاده شد) مولار استريل MgCl2 1ميكروليتر 

سيلين  آمپي بيوتيك هاي مثبت از آنتي انتخاب كلون
 براي ارزيابي .استفاده شد TSAدر محيط كشت 

، از واكنش E. coli انتقال پلاسميد نوتركيب به باكتري
PCR  با آنزيمTaq DNA polymerase  و پرايمرهاي

 Rai( استفاده شد ReNhelacو   ReMlulacاختصاصي

et al., 2001  Terpe et al., 2006 ;(.  براي اطمينان از

حفظ توالي در طي مراحل كار، چند كلوني با واسطه 
كره ( Macrogenشركت ژن فن آوران و توسط شركت 

  .توالي يابي شد) جنوبي
  

د پروكيموزين درپلاسمي ژني قطعهكلون كردن 
  pNG-410 لاكتوكوكوسي 

حامل  pTZ57R/Tابتدا هضم آنزيمي پلاسميد 
ز با استفاده ا pNG-410ژن پروكيموزين و پلاسميد 

انجام گرفت و پس از  NheIآنزيم محدود برش 
سازي، هضم آنزيمي دوم توسط آنزيم محدود  خالص
در نهايت . صورت گرفت )MluI  )Fermentasبرش
 و NheIهاي برش  با جايگاهپروكيموزين  ژني قطعه
MluI هاي برش مشابه در پلاسميد  در جايگاهpNG-

از آنجا كه . )Mierau et al., 2005(كلون شد  410
جفت باز و قطعه  pNG-410 3950طول پلاسميد 

جفت باز است، نسبت بين  1100پروكيموزين حدود 
 1در حدود  Ligationپلاسميد با قطعه ژن در واكنش 

تنظيم و جهت انجام واكنش از ) غلظت مولي( 3به 
. استفاده شد )T4 DNA Ligase )Fermentasآنزيم 

محلول كلريد ابتدا با استفاده از  Ligationواكنش 
 E. Coli MC1061به باكتري كلسيم و شوك حرارتي 

و براي  )Chitpinityol et al., 1988( منتقل شد
هاي  ارزيابي وجود قطعه پروكيموزين درپلاسميد

pNG-410 وارد شده به باكتريE. coli MC1061   از
و نيز  Taq DNA polymeraseبا آنزيم  PCRدو روش 

  .برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب استفاده شد
  

-pNGپلاسـميد نوتركيـب   ) Transformation(انتقال 

حامل ژن پروكيموزين  به بـاكتري لاكتوكوكـوس    410
  NZ9000لاكتيس سويه 

پذيرا از باكتري گرم مثبت  براي تهيه سلول
. استفاده شد NZ9000لاكتوكوكوس لاكتيس سويه 

، M5/2 هاي كشت حاوي سوكرز  باكتري در محيط
كشت داده شد و يك % 40و گلوكز % 20گليسين 

روز . گراد اينكوبه شد درجه سانتي 30شبانه روز در 
 Mحاوي  M17محيط (  SMGGبعد باكتري به محيط 

منتقل %) 1گلوكز و گلايسين  M 5/0سوكروز و  5/0
باكتري سانتريفيوژ و . نانومتر رسيد 660به  ODشد تا 
%) 10سوكروز و گليسين  M 5/0(لول شستشو با مح
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راد گ  درجه سانتي -80شسته شد و در نهايت در دماي 
 pNG-410ميكروليتر پلاسميد  نوتركيب  3 .فريز شد

حامل ژن پروكيموزين با استفاده از دستگاه 
ميكروفاراد  25ولت، آمپر  2500الكتروپوريتور و با ولتاژ

ر سلول پذيراي ميكروليت 40اهم به  200و مقاومت 
منتقل  NZ9000لاكتوكوكوس لاكتيس سويه  باكتري
. )Mierau et al., 2005; Zhou et al., 2006( شدند

بيوتيك  هاي مثبت از آنتي براي انتخاب كلون
در هر . استفاده شد M17كلرامفنيكل در محيط كشت 

مرحله براي ارزيابي انتقال پلاسميد نوتركيب به 
 Taq DNAبا آنزيم PCRباكتري، از واكنش 

polymerase هاي آنزيمي با آنزيم و يا برش NheI و 
MluI براي اطمينان از  اًاستفاده شد و در نهايت مجدد

حفظ توالي در طي مراحل كار، چند كلوني با 
كه به دو  pNG-410هاي اختصاصي پلاسميد  پرايمر

 و SeqF2( شوند طرف محل كلونينگ متصل مي
SeqR2 ( شركت ژن فن  ي  هبا واسط. شدنيز استفاده

تعيين ) كره جنوبي( Macrogenآوران و توسط شركت 
 .شدند توالي

  
  نتايج

 pTZ57R/T ر پلاسميددپروكيموزين ژن  كلون كردن

پس از كلون كردن ژن پروكيموزين در پلاسميد 
pTZ57R/T  و انتقال پلاسميد به دست آمده به سلول

هاي فوق بر  و كشت سلول E. coli GM2163 پذيراي
حاوي مقدار مناسب   TSAروي محيط كشت

سيلين، تعدادي كلوني بر روي محيط كشت رشد  آمپي
ييد كلونينگ و وجود قطعه ژن مورد أكرد كه براي ت

انجام شد  PCRها  بر روي آن) ژن پروكيموزين(نظر 
   ).1شكل (

  pNG-410 كلون كردن ژن پروكيموزين در پلاسميد 
بر روي  PCRاز واكنش  كلونينگ،ييد أبراي ت

استفاده  E. coli MC1061به دست آمده هاي  كلوني
 2 شكلدر  PCRمحصولات الكتروفورز نتايج . شد

  . نشان داده شده است
حامل ژن  pNG-410پس از استخراج پلاسميد 
هاي واجد ژن، برش  پروكيموزين از كشت كلوني

 NheIو سپس  MluIهاي  ها توسط آنزيم آنزيمي آن
 1120 باند ژن پروكيموزين با اندازه. نجام شدنيز ا

به اندازه  pNG-410جفت باز و باند مربوط به پلاسميد 
 .جفت باز به دست آمد 3950حدود 

حامـل   pNG-410نتايج تعيين تـوالي پلاسـميد   
ــوني   ــت كل ــوزين از كش ــاي  ژن پروكيم  E. coliه

MC1061  واجــــد ژن نشــــان داد كــــه تــــوالي ژن
ــن   ــوزين در اي ــونپروكيم ــاملاً  كل ــا ك ــابه ژن  ه مش

نتـايج  . بود )pTZ57R/T(پروكيموزين در حامل واسط 
همچنين نشان داد كه ژن پروكيموزين به طور صحيح 
در جايگاه آنزيمي كلون شده است و در جايگاه درست 

بــراي اطمينــان از وجــود . ترجمــه قــرار گرفتــه اســت
ژن پروكيمـوزين   نوتركيب حامل  pNG-410پلاسميد 
 -از سه روش الـف  , ري لاكتوكوكوس لاكتيسدر باكت

PCR  بـا   هـاي لاكتوكوكـوس لاكتـيس    بر روي كلـوني
برش آنزيمي پلاسـميدها و   -پرايمرهاي اختصاصي، ب

 pNG-410بــا پرايمرهــايي كــه بــه حامــل   PCR -ج
 ;Mierau et al., 2005(شوند، استفاده شـد   متصل مي

Zhou et al., 2006(.  نتايج 3شكل PCR ) روش الـف (
بر را  )SeqR2 و SeqF2(حامل  با پرايمرهاي اختصاصي

هـاي بـه دسـت آمـده از ترانسفورماسـيون       روي كلوني
  .دهد نشان مي
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و ژن  pTZ57R/Tپلاسميد   ligationحاصل از ترانسفورماسيون واكنش  E. coli GM2163هاي  بر روي كلوني PCRنتيجه  -1 شكل

 pET28پلاسميد : 9ستون ). باكتري بدون پلاسميد(كنترل منفي: 1ستون . ها هفت نمونه از كلوني: 2-8ستون هاي . پروكيموزين
   .لحامل ژن پروكيموزين به عنوان كنتر

  

 
 E. coliژن پروكيموزين به باكتري ملحا pNG-410پلاسميدهاي  انتقالجهت تاَييد صحت  PCRاز  نتايج حاصل -2شكل 

MC1061 .باكتري هاي  كلوني :16 تا 10و  8تا  1هاي شماره  ستونE. coli MC1061 . پلاسميد  :17ستون شمارهpTZ57R/T ملحا 
 .اند ژن پروكيموزين را گرفته ملپلاسميد حا 10و  6شماره  هاي كلوني. استفاده شدپروكيموزين به عنوان كنترل ژن 

 

  
 7 :7تا  1هاي شماره  ستون.  transformationهاي لاكتوكوكس لاكتيس به دست آمده از بر روي كلوني PCRمحصول  - 3شكل 

هاي  نمونه از كلوني 8:  16تا  10و  8هاي شماره  و ستون M17هاي لاكتوكوكس لاكتيس رشد كرده در محيط كشت  نمونه از كلوني
ها  همه كلوني M17از محيط 4به غير از كلوني لاكتوكوكس لاكتيس شماره . TSBلاكتوكوكس لاكتيس رشد كرده در محيط 

  .  حاوي ژن پروكيموزين را دريافت كرده بودند pNG-410پلاسميد 

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

  4، شماره 1، جلد 1391پژوهش و نوآوري در علوم و صنايع غذايي، سال 

278 

 MluI هاي براي بررسي سالم بودن محل برش آنزيم
در ژن كلون شده، عمل برش آنزيمي توسط   NheIو 

هاي مزبور انجام  اين دو آنزيم برروي پلاسميد كلون
سازي  و پس از خالص MluIبرش ابتدا با آنزيم . شد

  ).4شكل (انجام گرفت   NheIپلاسميدها، با آنزيم
با پرايمرهاي اختصاصي  PCRنتايج واكنش 

نشان  5در شكل  )SeqR2و  SeqF2(پلاسميد حامل 
  .داده شده است

  

 
هاي لاكتوكوكوس لاكتيس با  حامل ژن پروكيموزين از كلون pNG-410نتايج برش آنزيمي پلاسميدهاي نوتركيب  - 4شكل 
  .كلون آزاد شده است 4از هر ) bp 1100حدود (قطعه ژني پروكيموزين . MluIو  NheIهاي  آنزيم

  

  
: 1-8هاي  ستون .ها كلون بر روي پلاسميد) SeqR2و  SeqF2( اختصاصي پلاسميد حامل با پرايمرهاي PCRواكنش نتايج  -5شكل 

 pNG-410پلاسميد بر روي  PCRمحصول واكنش  :9ستون شماره  .هاي واجد ژن كلون پلاسميدبر روي  PCRمحصولات واكنش 
  .به عنوان كنترلبدون ژن هدف 

-pNGتعيين توالي پلاسميدهاي نوتركيب نتايج 

ــل  410 ــون  cDNAحام ــوزين از كل ــاي ژن پروكيم  ه
تـوالي مـذكور از    نشان داد كـه لاكتوكوكوس لاكتيس 

ه توالي ب). 6شكل (نوكلئوتيد ساخته شده است  1098
آمده با توالي ديگر پروكيموزين بزي موجـود در  دست 

بانك ژني در چهار نوكلئوتيد تفـاوت دارد كـه در سـه    
نوكلئوتيد آخر منجر به تغيير در اسيد آمينه كـد داده  

  . گردند شده مي

  بحث
 باشـد و عمـدتاً   كيموزين جزء خانواده پپسين مي

اين آنزيم حاوي . تشكيل شده است β-sheetاز ساختار 
باشـد   مـي  kDa 6/35اسيد آمينه و وزن مولكولي  323

 Met و Phe 105 كه با شكستن پيونـد پپتيـدي بـين   

در زنجيــره كاپــا كــازئين موجــب ايجــاد لختــه   106
ي مخاطي شـيردان نشـخواركنندگان در    لايه. گردد مي

مراحل اول زندگي، به طـور طبيعـي ايـن آنـزيم را بـه      
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اسـيد آمينـه و    365) (پروكيمـوزين (سـاز   رت پيشصو
كنـد و در محـيط    ترشح مـي ) 8/40kDaوزن مولكولي 

ي  اسيدي شيردان با جدا شدن خود بخودي يك قطعـه 
 ـ    آيـد  دسـت مـي  ه پپتيدي از انتهاي آن، رنـين فعـال ب

)hitpinityol et al., 1998; Mohanty et al., 1999( . به
اسـتخراجي از شـيردان   هـاي   دليل كافي نبودن آنـزيم 

ها براي توليد پنير در كل دنيا، تحقيقـات بـراي    گوساله
در . يافتن جانشين مناسب كيموزين حيواني ادامه دارد

لاكتوكوس لاكتيس كه اسـتارتر   ياين مطالعه از باكتر
شـود بـه عنـوان ميزبـان بـراي       اصلي پنير محسوب مي
. پروكيمـوزين اسـتفاده شـد    ي انتقال ژن توليد كننـده 

ه ع ـسيستم انتقال و بيان ژن استفاده شده در اين مطال
شـود كـه جهـت بيـان      ناميـده مـي   NICEبه اختصـار  

هاي ارزشمند در ايـن بـاكتري طراحـي شـده      پروتئين
اسكندري و همكـاران موفـق بـه     2008در سال . است

ژن پروكيموزين بزي و  mRNAاز روي  cDNAساخت 
د ولـي از آنجـا   شـدن  E. coliسازي آن در باكتري  ن كلو

 صـورت تـوده سـلولي   بـه   E. coliكه بيان در بـاكتري  
دارد تا آنزيم فعال بـه   refoldingاست، نياز به عمليات 

از طـرف ديگـر   . (Eskandari et al., 2008) دست آيـد 
تواند در حين بيان پـروتئين مـورد    مي E .coliباكتري 

نظر تركيبات اگزوپلي ساكاريدي سمي هم توليد كنـد  
در اين حالت خالص سازي پروتئين بيان شده را بـا  كه 

تـوان از ايـن    كند و همچنـين نمـي   مشكل رو به رو مي
. باكتري به طور مستقيم در محصول لبني استفاده كرد

 GRASعـلاوه بـر    لاكتوكوكوس لاكتـيس ولي باكتري 
پروتئين بيان شـده نـدارد و    refoldingبودن، نيازي به 

آورد  ورت فعــال در مــيپــروتئين بيــان شــده را بــه صــ
)hitpinityol et al., 1998; Eskandari et al., 2008 .(

هاي متفاوتي توسط محققين مختلـف در   تا به حال ژن
با توجه به سويه انتخـابي  . اين باكتري كلون شده است

 Le( باشـد  هاي متفاوتي مـي  اين باكتري داراي توانايي

Loir et al., 2005 .(لاكتوكوكـوس اي از بـاكتري   سويه 
كه در اين تحقيق جهت كلون كردن اسـتفاده   لاكتيس

پروتئين بيان شده  ، قادر است مستقيماً)NZ9000(شد 
توان از اين  از اين رو مي. را به محيط بيرون ترشح كند

. در شير براي تهيه پنير استفاده كـرد  اكتري مستقيماًب
 لاكتوكـوس نتايج اين مطالعـه نشـان داد كـه بـاكتري     

كد كننـده ژن پروكيمـوزين    cDNAتواند  مي يسلاكت
بزي را حمل كند و در حين تكثيـر بـاكتري پلاسـميد    

  .حاوي اين ژن پايدار باقي بماند
نتايج تعيين توالي نوكلئوتيدي ژن پروكيموزين 

نشان  pNG-410كلون شده در پلاسميدهاي نوتركيب 
 cDNAدست آمده با توالي ه داد كه توالي ب

در چهار  AY 3898343پروكيموزين بزي به شماره 
نوكلئوتيد تفاوت دارد كه منجر به تغيير اسيد آمينه 

). 6شكل (شود  كد داده شده در سه كدون آخر مي
كدون اول سبب ايجاد تغيير در اسيد آمينه ي كد 

و هر دو كدون سبب توليد اسيد شود  داده شده نمي
اما تغيير در . شوند ي پرولين در اين جايگاه مي آمينه

سه كدون ديگر به ترتيب سبب جايگزيني اسيد 
در توالي (هاي هيستيدين، پرولين و سرين  آمينه

هاي آرژنين،  با اسيد آمينه) بدست آمده در اين مطالعه
با توجه به اين كه هيچ . گردد لوسين و آسپارژين مي
ها در نقاط حساس آنزيم همانند  يك از اين جايگزيني

رسد كه  فعال آن روي نداده است، به نظر نمي جايگاه
  .اي در فعاليت آنزيم ايجاد شود تغيير قابل ملاحظه

كلون به دست آمده در اين تحقيـق بـراي بيـان    
استفاده  NICEپروتئين پروكيموزين  با كمك سيستم 

 لاكتوكوكوساين سيستم كه مختص باكتري . گردد مي
سـين در محـيط   است، قادر است با القاي مقدار كم ناي

  .پروتئين مورد نظر را به محيط بيرون ترشح كند
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توالي . زير قسمت كد كننده پروآنزيم خط كشيده شده است. كد كننده پروكيموزين بزي cDNAنوكلئوتيدي و توالي  - 6شكل 

در چهار كدون تفاوت دارد  AY 3898343پروكيموزين بزي استفاده شده در اين مطالعه با ديگر توالي پروكيموزين بزي به شماره 
 .كه در تصوير با سايه مشخص شده است
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Abstract 

In recent years the increase in milk production worldwide on one hand and reduction in 
natural sources of "rennin" on the other, has resulted in significant decrease in rennin-produced 
cheese. In this research, it was attempted to clone the caprin prochymosin gene in the 
lactococcus lactis. If succeeded, the results of this work would allow production of cheese 
without the need for adding exogenous rennin or low quality fungal enzymes. The prochymosin 
gene which had been previously cloned in pET plasmid in E .coli BL21 was amplified by PCR 
and was then isolated from the agar gel, ligated to plasmid PTZ and cloned in E. coli GM. The 
prochymosin gene was cut by enzyme and ligated to L. lactis plasmid PNG and cloned in E. coli 

MC1061. The plasmid then isolated from E. coli MC1061 and transferred to L. lactis NZ9000 
and recombinant cloned were sequenced.. 
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