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 در  Arthrobacter viscosus كلونينگ و بيان ژن آنزيم پني سيلين آسيلاز از باكتري

Escherichia coli  
  1تركي نژادفهيمه  و 2خدابندهمهوش  ،1بمبئيبيژن  ،*1ابراهيمي پورغلامحسين 

  علوم زيستي دانشكدهتهران، دانشگاه شهيد بهشتي،  1

  ناوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فتهران،  2

  17/6/87: تاريخ پذيرش     7/9/86 :تاريخ دريافت

  چكيده 

 آنتي بيوتيك هاي  كه در توليد صنعتياست آنزيمي كليدي  )PAC; EC 3. 5 .1. 11 پني سيلين آميداز يا(پني سيلين آسيلاز  

ز طريق ا PAAو  APA-6 به  را) بنزيل پني سيلين( Gاين آنزيم واكنش تبديل پني سيلين  .بتا لاكتام نقش دارد نيمه سنتتيك

به صورت دو طرفه با دو  واكنشانجام نكته حائز اهميت در مورد اين آنزيم . مي كند هيدروليز زنجير آسيل جانبي كاتاليز

 A.viscosusآسيلاز از باكتري  G كلون و بيان ژن پني سيلينبا هدف اين تحقيق . استويژگي هيدرولازي و ترنسفرازي 

  PCRمحصول ، A.viscosusاز ژنوم   pacپس از تكثير ژن. گرديدرسيدن به افزايش سطح بيان انجام  نظوربه م  E. coliدر 

بعد از تعيين توالي . نيز بيان شود MCSانتهاي موجود در  (6xHis tag)طوري كلون شد كه  (+)pET-26bدر وكتور بياني 

غربال  Gپني سيلين حساس به   Serratia marcescensاي ايجاد هاله در سلولهمثبت بر اساس  كلونهايسكانس كلون شده، 

پردازش  ،آنتي بادي مونوكلونال عليه توالي شش هيستيدين انتهايي وسترن بلات با و  SDS-PAGEبه علاوه. شد

بيان ژن  را در  E. coli (BL21)نتايج اين تحقيق، توانايي سويه ميزباني. تأييد كرد E. coli  اتوكاتاليتيكي را در سيتوپلاسم

pac به علاوه، نتايج نشان داد پروموتور . متعلق به باكتري گرم مثبت نشان دادT7  و القاء آن بوسيلهIPTG  براي افزايش

  . مناسب است E . coliدر ميزبان  A.viscosusسطح بيان آنزيم  پني سيلين آسيلاز متعلق به 

  نوتركيب پروتئينهاي بيان ،سيلازپني سيلين آ، Arthrobacter viscosus : واژه هاي كليدي 

  G-Ebrahimi@sbu.ac.ir:پست الكترونيك  021- 29903209: تلفن تماس : نويسنده مسئول  *

  مقدمه

آنزيم ) PAC; EC 3. 5 .1. 11( آنزيم پني سيلين آسيلاز

و از نظر ميزان توليد مهمي در صنعت داروسازي است 

 5 ،1( ار داردبعد از آنزيم گلوكز ايزومراز در رده دوم قر

در صنعت  (Penicillin acylase)پني سيلين آسيلاز ). 10و

 نيمه سنتتيك داروسازي جهت توليد آنتي بيوتيكهاي

پني سيلين  مولكول .داستفاده مي شوام خانواده بتا لاكت

 و يك زنجيره جانبي) APA-6( توسط اين آنزيم به

 اختلاف پني سيلين هاي مختلف در واقع. شكسته مي شود

از ). 2(به علت متفاوت بودن زنجيره هاي جانبي آنها است 

آمپي  ،جمله پني سيلين هاي نيمه سنتتيك آموكسي سيلين

فعاليت پني سيلين  .را مي توان نام برد سيلين و اكساسيلين

آسيلاز در تعداد زيادي از ميكروارگانيسم ها از جمله 

). 14و 11 ،3( قارچها و مخمرها ديده شده است ،باكتريها

 Escherichia coli مانندباكتريهاي گرم منفي 

اين پروتئين را در فضاي پري  Alcaligenes feacalisو

كه باكتريهاي گرم مثبت  پلاسميك ذخيره كرده در حالي

 Bacillus megaterium و Arthrobacter viscosus مانند

اگرچه نقش پني ). 9و 8(به خارج ترشح مي كنند  آن را

 اما به نظر مي مشخص نيست، باكتريهادر  آسيلاز سيلين

 نقش داردفنيل استيل منابع كربني حاوي رسد در تجزيه 
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نحوه پردازش اين پروتئين همانند پري پروهورمون ). 13(

پروتئيني پستانداران است كه در   (preprohormones) هاي

آسيلاز در فرم  Gپني سيلين . پروكاريوت ها نادر است

ست هتروديمر، شامل يك زيرواحد كوچك بالغ، پروتئيني ا

α  و يك زيرواحد بزرگβ  كه از پردازش اتوكاتاليتيكي

 1994در سال  .پلي پپتيد پيش ساز ساخته مي شود

 Arthrobacterدر باكتري  pacسكانس ژن كدكننده 

viscosus ATCC 15294 ژن . تعيين شد pac در اين

 اي ژنتيكي نوكلئوتيد با محتو 2406شامل  ميكروارگانيسم

G+C37 اين سكانس، پلي پپتيد پيش . مي باشد درصد

 kDa 92 )802با وزن ملكولي  (preproPAC) سازي

اسيدآمينه اول آن متعلق  26كند كه  را كد مي) اسيدآمينه

 βو  αزيرواحد  بوده و )signal peptide( به سيگنال پپتيد

ا از هم جد) spacer peptide(بوسيله يك پپتيد جداكننده 

اسيدآمينه با وزن ملكولي  208شامل  αزيرواحد . مي شوند

 kDa24.3  و زيرواحدβ  اسيدآمينه با وزن  537شامل

پس از انجام  ).8 و 7( باشد  مي kDa 61.4 ملكولي

فرم  ،و حذف سيگنال پپتيد پردازشهاي اتوپروتئوليتيكي

ساخته مي  kDa89 با وزن ملكولي  proPAC ساز پيش

اتصال دو  با حذف پپتيد جدا كننده و در نهايت  وشود 

وزن با بالغ  PAC، بوسيله پيوندهاي غيركوالانت زيرواحد

در تنها  .)9و  8(ايجاد مي شود  kDa 85.7ملكولي 

، اين A.viscosusاز   pacگزارش مربوط به كلونينگ ژن 

ژن بطور اختصاصي جدا نشده است بلكه قطعات ژني 

با استفاده از  (gene library) كروموزومي DNAمختلفي از 

 pacيك آنزيم برش دهنده، كه فاقد جايگاه برش در ژن 

از نظر توليد  كلونهاسپس . باشد، تهيه و كلون گرديده است

PAC رايج ترين روش كلونينگ اين ژن . غربال شدند

  (plasmid vectors استفاده از پلاسميدهاي چند نسخه اي

(multicopy اين آنزيم در صنعت  با توجه به اهميت. است

تحقيق داروسازي و عدم توليد آن در داخل كشور، در 

اقدام به كلونينگ ژن آنزيم پني سيلين آسيلاز از  حاضر

 E. coliو سپس بيان آن در سيستم  A.viscosusباكتري 

  .گرديد

  مواد و روشها

آسيلاز به نام  G باكتري حاوي ژن پني سيلين

Arthrobacter viscosus ه با شمارDSM NO.20159  از

 Serratiaهمچنين باكتري . كشور آلمان تهيه شد

marcescens ATCC27177  از طرف دكترC. Perry Chou 

در اين . كشوركانادا هديه داده شد  Waterlooاز دانشگاه 

به عنوان ميزبان كلونينگ و   E. coliتحقيق از باكتري 

   .ميزبان بياني استفاده گرديد

 ابتدا:  Arthrobacter viscosusمي ژنو DNAاستخراج 

 Luria-Bertani (LB)محيط كشت  از ml 5 يك كلوني در

به  rpm 200 و دور  درجه سانتي گراد 37مايع در دماي 

كشت از  ml5/1  .دگرديساعت گرماگذاري  18مدت 

 4دماي  در g ×683 (rpm3500(با دور شبانه مذكور 

ريفيوژ و رسوب دقيقه سانت 15به مدت  درجه سانتي گراد

 تازه ليزكننده محلول  µl 600رسوب سلولي بهو داده شد 

ميكروگرم  10ميليگرم ليزوزيم، 3محلول آبي حاوي (

RNase  وEDTA100 37  و در دماي اضافه )ميكرومول  

 سپس . دقيقه انكوبه شد 30به مدت درجه سانتي گراد 

µl25 10 درصد SDS  درجه  50  اضافه و در دماي

 در مرحله بعد. دقيقه انكوبه گرديد 10به مدت  رادسانتي گ

µl600 اضافه و به آرامي مخلوط شد فنل اشباع شده .

 4 و دماي  g ×12633 (rpm 15000(مخلوط حاصل در 

 µl .دقيقه سانتريفيوژ گرديد 5به مدت  درجه سانتي گراد

به  .به ميكروتيوب جديد منتقل شد از مايع رويي 400

مخلوط  µl 400استخراج شده  DNAخالص سازي  منظور

با و به آهستگي  اضافه) 1:24( ايزوآميل الكل - كلروفرم

 rpm دقيقه با سرعت 5به مدت  ًدداجم وهم مخلوط 

از  µl 200  .در دماي اتاق سانتريفيوژ گرديد  15000

 1/0به اندازه . مايع رويي به ميكروتيوب جديد منتقل شد

حجم  2و )  2/5pH(مولار  3حجم محلول، استات سديم 
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به آن اضافه و با وارونه نمودن محتويات  درصد 95اتانول 

ساعت  1محلول به مدت . لوله به آرامي مخلوط شد

سپس . قرار داده شددرجه سانتي گراد    - 20دردماي 

 4 در دماي rpm 15000دقيقه با دور  5محلول به مدت 

ي براي حذف نمكها. سانتريفيوژ گرديد درجه سانتي گراد

اضافه   درصد 70اتانول  µl400  به رسوب حاصل ياضاف

دقيقه روي يخ  10نمودن به مدت  مخلوطپس از  و شد

 rpm15000  دقيقه در دور 5سپس به مدت  .قرار داده شد

پس از  .و مايع رويي توسط سمپلر خارج شد سانتريفيوژ

حل µl30 TE bufferرسوب حاصل در تبخير كامل اتانول، 

گراد  درجه سانتي  - 20تفاده در دمايتا زمان اس و

  .دگردينگهداري 

پس از تهيه توالي ژن پني سيلين : نوتركيب  DNAتكنيك 

براي دو انتهاي  Avis-Rو   Avis-Fپرايمردو آسيلاز از  

طراحي  )L04471،NCBI( براساس توالي موجود اين ژن

به ترتيب داراي جايگاه  Avi-Rو Avis-F پرايمر . گرديد

  .مي باشند SalIو  NdeIمحدودالاثر  آنزيمهاي برش براي

  

                                NdeI  

Avis-F 5'_GGTGGAAATGTACATATGAAGATG_3' 

     

Avis-R 5'_ATTCAAATCGTTACGTCGACCTTACTC_3' 

                                                      SalI 

  

استخراج شده به ژنومي  DNAاز  pacژن براي تكثير 

آنزيم استفاده شده براي . استفاده شدالگو  DNAعنوان 

 Fermentase) از شركت( Pfu DNA Polymeraseتكثير 

-Proof( 3'→ 5' يزيخاصيت اگزونوكلئابوده كه داراي 

reading( انجام  پس از .باشد  ميPCR
ژن مورد تكثير  و  

 High Pure PCR Purificationتوسط  PCRمحصول  نظر،

Kit  ) شركتRoche ( سازنده  شركتطبق دستور العمل

 با كه Promega( pGEM-5zf( و در وكتور خالص گرديد

كلون طبق روش ذيل  ،ه بودگرديد خطي EcoRVآنزيم 

و خطي شده  بين پلاسميد) Ligation(واكنش اتصال  .شد

با ساعت  16به مدت  C˚16 در دماي  PCRمحصول 

صورت ) Rocheركت ش( T4 DNA ligaseكمك آنزيم 

با روش شوك حرارتي به   محصول واكنش اتصال .گرفت

پلاسميد . منتقل گرديد  DH5αسلولهاي مستعد  داخل

تعدادي كلني . نامگذاري شد pGEM-pacنوتركيب حاصل 

سفيد حاصل جهت بررسي پلاسميد نوتركيب همراه با يك 

مايع  LBكلني آبي بعنوان كنترل انتخاب و بر روي محيط 

پلاسميدي  DNA .سيلين كشت داده شد وي آمپيحا

 1قليايي استخراج و بر روي ژل آگارز  باكتريها به روش ليز

پلاسميدي را كه نسبت  DNA. الكتروفورز گرديد درصد

وزن مولكولي بالاتر داشت را  pGEM)پلاسميد (به كنترل 

 BstXIو برش آنزيمي با آنزيم  PCRانتخاب و با روشهاي 

يد يپس از تأ .مورد بررسي قرار گرفت )Rocheشركت (

 pacبررسي بيان اين آنزيم، ژن  به منظورصحت كلونينگ 

از وكتور نوتركيب  SalIو  NdeIبوسيله برش با دو آنزيم 

pGEM-pac پلاسميد . جدا گرديده و خالص شد

)Novagen ((+)pET-26b   نيز با همين دو آنزيم خطي

قطعه ژني و وكتور  (Sticky ends)گرديد تا انتهاي چسبنده 

. به هم متصل شوند T4 DNA ligaseبه كمك آنزيم خطي 

 DH5α باكتري مستعد سلولهاي محصول اتصال به داخل

حاوي  LBسپس باكتريهاي فوق بر روي پليت  .منتقل شد

تعدادي از كلونها انتخاب . كشت داده شدندكانامايسين 

به . شده و استخراج پلاسميد طبق روش قبلي انجام شد

در وكتور نوتركيب يكي از  pacتأييد وجود ژن  منظور

پلاسميد نوتركيب . پلاسميدهاي نوتركيب انتخاب گرديد

از  سپس. )1شكل ( نامگذاري شد pET26b-pacحاصل 

 SalIو  NdeIروش برش آنزيمي با استفاده از دو آنزيم 

قرار استفاده مورد يد يبراي تأ) Fermentaseشركت (

 پلاسميد pac يد نهايي كلونينگ ژنجهت تأي .گرفت

 و اينبراي تعيين توالي ارسال  pET26b-pacنوتركيب 

 بوسيله پرايمرهاي pacتعيين توالي از دو جهت براي ژن 

T7 promoter  و Avi-R  سپس توالي . انجام شد
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نوكلئوتيدي ژن مذكور با توالي نوكلئوتيدي موجود 

  . دگرديمقايسه  BLASTبوسيله برنامه  GenBankدر

    

 ژنـومي  DNAبا اسـتفاده از    pacجداسازي و تكثير ژن . 1شـكل  

1- DNA    ژنومي استخراج شده متعلق بـه بـاكتريArthrobacter 

viscosus 2-    مـاركر وزن مولكـولي (1Kb DNA Ladder) 3- 

ــا اســتفاده از پرايمرهــاي )  pac ژن( PCRمحصــول   و  A.visFب

A.visR)bp 2408(  

مثبت توليد كننده پني  كلونهايي بيولوژيكي گرغربال

يد يپس از تأ :  Overlay testآسيلاز بوسيله  Gسيلين 

 ،pET-26(b) حضور ژن پني سيلين آسيلاز در وكتور بياني

 .E (BL21)ي سلولهابه  pET26-pacپلاسميد نوتركيب 

coli باكتري  با اين آزمايش از طريق .منتقل شد

)ATCC27177(Serratia marcescen  مثبت  كلونهاي

 .S .گرديد شناساييتوليد كننده پني سيلين آسيلاز 

marcescens  مقاوم به پني سيلينG 6 حساس به و - 

چنانچه . مي باشد  (APA-6)آمينوپني سيلانيك اسيد

م پني سيلين آسيلاز را مورد نظر بتواند آنزي) هاي(كلون

تبديل شده و در  APA-6به  Gسيلين پني توليد كند، 

 ي مثبت هاله عدم رشد تشكيل مي شودها كلوناطراف 

)6 .(  

از طريق  در اين آزمايش: Overlay test  روش انجام

پني  مثبت توليد كننده هاي كلون S. marcescen باكتري

مقاوم به  S .marcescens . سيلين آسيلاز جداسازي گرديد

 كلونابتدا . مي باشد APA-6و حساس به  Gپني سيلين 

 g/l NaCl 5، g/l ي نوتركيب بر روي محيط جامد حاويها

Beef extract 5 ،Yeast extract g/l 10 و g/l Agar 15 

 درجه سانتي گراد 28پليت ها در دماي  ه وكشت داده شد

 S. marcescens. دگرديانكوبه   ساعت 12حداقل به مدت 

گرم در ليتر  5تون و پپ گرم در ليتر 10در محيط حاوي 

درجه  26 نمك طعام به مدت يك شبانه روز در دماي

ميكروليتر سلولهاي  500سپس . كشت داده شد سانتي گراد

ميلي  5و) G mg/ml) 100پني سيلين  lµ 250سراشيا با  

گرم در ليتر عصاره  3شامل  melt nutrient soft agarليتر

سريع  در ليتر آگار گرم 5/7گرم در ليتر پپتون و  5گوساله، 

پليت ها . مخلوط شده و بر روي پليت فوق پخش گرديد

انكوبه درجه سانتي گراد  28بهمراه كنترل منفي در دماي 

در تبديل  سلولهاهاله عدم رشد به معناي توانايي . گرديد

  .)11(باشد  مي APA-6پني سلين به 

آسيلاز در  Gبررسي بيان آنزيم نوتركيب پني سيلين 

: القاء بيان پروتئين نوتركيب : E.coli (BL21) سلولهاي

 براي القا بيان پروتئين نوتركيب از روش شيمياييجهت 

 (BL21)ابتدا يك كلني از كشت تازه سلولهاي . استفاده شد

E .coli  حاوي وكتور pET26-pac در محيط كشتLB 

بيوتيك كانامايسين كشت داده  آنتي mg/ml 50 مايع حاوي

درجه سانتي گراد  37دما (كشت ساعت  16 پس ازو شده 

 M9minimalدر محيط  درصد 5رقت  ،)rpm200 و

+Kan g/l NH4Cl) 1 ،g/l Na2HPO4  8/12 ،NaCl g/l 

و  MgSO4ميلي مولار  2بعلاوه  KH2PO4 g/l 3و  5/0

و تهيه  گلوكز درصد 10حاوي   CaCl2)ميكرومولار 100

قرار داده  rpm 200با  درجه سانتي گراد 37در انكوباتور

 8/0نانومتر به   600تا جذب نوري آن در طول موج شد 

 غلظتبا  IPTG سپس بيان پروتيين با اضافه نمودن. برسد

 28دماي ساعت در  16به مدت  ميلي مولار 1 نهايي

 بررسي بيان پروتئين جهت .القاء شددرجه سانتي گراد 

bp2500  

2408 bpbp2000  

          1      2     3 
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نوتركيب در زمانهاي مختلف قبل و بعد القاء از محيط 

تا ) رسوب و روشناور(نمونه ها . كشت نمونه برداري شد

 نگهداري شدنددرجه سانتي گراد  4آماده سازي در دماي 

  ).17و  7(

سلولهاي : استخراج محتواي پروتئيني تام سلولها

از كشت سلولي،  دست آمده از يك ميلي ليتره باكتريايي ب

 5به مدت  g×893( rpm 4000(پس از سانتريفوژ در 

  شامل) x) 2 Sample solvent، در حجم مناسبي ازدقيقه

Bromophenol Blue2/0 2، درصد-Mercaptoethanol 

 8/6 با درصد SDS 4، درصد Glycerol 20 ،  درصد 10

pH  دقيقه جوشانده شد يكحل شده و به مدت.   

  

       

  

  

  

  

  

  

  

يـد  تأي -1 (1Kb DNA Ladder)مـاركر وزن مولكـولي    pac .pGEM- -Mشناسايي كلون ترنسـفورم شـده بـا وكتـور نوتركيـب       .الف -2شكل

). bp 312، bp 5099(BstxI  بـا آنـزيم    pGEM-pacهضم آنزيمي  پلاسميد نوتركيب  -2، )PCR )bp 2408بوسيله  pac- pGEMكلونينگ 

مـاركر وزن مولكـولي    SalI .-Mو   NdeIبـا اسـتفاده از دو آنـزيم   ) pGEM-pac )bp 5411 از وكتور نوتركيب  pac جداسازي ژن. ب -2شكل

(1Kb DNA Ladder)، 1-    پلاسـميد خطـيpGEM-5zf(+/-) ) bp3003  (     پـس از بـرش بـا دو آنـزيم NdeI و SalI )bp 3000( ،2- 

  SalI و NdeI با استفاده از دو آنزيم   pGEM-pacاز پلاسميد نوتركيب  pacجداسازي ژن 

، سيتوپلاسمي و پري پلاسمي پروتئينهايتفكيك 

حامل وكتور E. coli  (BL21) باكتري: اينكلوژن بادي

كشت مايع   LBميلي ليتر محيط كشت  50در نوتركيب 

 rmp با سانتريفوژ در دور اييسلولهاي باكتري .داده شد

اين  ه وشد  دقيقه در دماي اتاق رسوب  5به مدت  5000

 mM EDTA 5/0 ،Sucrose M( سرد TES رسوب در بافر

 15به ميزان  )pH 8/5با  Tris-HCl M2/0و  5/0

كشت باكتري محيط ميلي ليتر  5/1ميكروليتر به ازاي هر

 15- 30 سوسپانسون باكتري به مدت .شدسوسپانسون 

 ميلي ليتر 5/1به ازاي  و هشدتكان داده دقيقه روي يخ 

 آب دو بار تقطيريكروليتر م 5/22باكتري  محيط كشت

ديگر دقيقه  30محلول  .دگردياضافه سرد به مخلوط فوق 

ر سانتريفوژ در دو سپس. دداده ش تكان يخروي 

)g×6605( rpm 13000   4دقيقه در دماي  30به مدت 

 محلول رويي محتوي .گرفتانجام  درجه سانتي گراد

 ي نتيجه شوك اسمزي بوده و رسوبپلاسم پريپروتئين 

به ازاي هر ميلي ليتر  .سيتوپلاسمي است پروتئينهايحاوي 

صد در صد اضافه و به  TCAميكروليتر  120مايع رويي 

به مدت  ، سپسديدآرامي تكان داده تا به خوبي مخلوط گر

 rmp  يفوژ در دورسانتر گذاشته،دقيقه روي يخ  15

    M    1    2      M        1     2 

pGEM-5zf(+/-)  

  pac ژن

pGEM –pac   

  10000 bp 
8000 bp  
6000 bp 

5000 bp 

    3000 bp 
    2500 bp 
    2000 bp 

 

     500 bp  
 

      250 bp  

 bp5099      

 bp312    

الف -2شكل  ب -2شكل    
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 درجه سانتي گراد 4 دقيقه در دماي 10به مدت  13000

بعد از . پري پلاسمي رسوب داده شد پروتئينهايو انجام 

 2xحجم مناسبي از  رسوببه  ،خارج كردن روشناور

Sample Solvent  دقيقه جوشانده شد 1و به مدت اضافه .

 NaOHبا اضافه كردن چند ميكروليتر در صورت نياز 

نمونه هاي تهيه شده . ي گرديدايمحيط قلي pH ،غليظ

جهت بررسي  ه وشدبررسي  SDS-PAGEتوسط 

در حجم  دست آمدهه ينهاي سيتوپلاسمي رسوب بپروتئ

  Lysis buffer ) g/l NaCl7/8  ،EDTA  مناسبي از

g/l46/4 ،Tris-Base g/l 6/0 وX 100 Triton 1 درصد 

. حل گرديد) هفت برابر حجم رسوب) (pH 5/8  با

محلول فوق در دو مرحله منجمد و ذوب و سپس با 

. ، سلولهاي باكتري شكسته شدتوراستفاده از دستگاه سونيكا

ثانيه  30ه و هر بار دقيق 5سونيكاسيون روي يخ به مدت 

 g×7660 (rpm(سپس سانتريفوژ در دور . انجام شد

 درجه سانتي گراد 4دقيقه در دماي  30به مدت  14000

محلول رويي كه شامل محتويات . صورت گرفت

 به فالكون ديگري منتقل شده و جهتسيتوپلاسم بود 

SDS-PAGE در اين مرحله براي آماده . نمونه آماده گرديد

سازي نمونه از آنجا كه ميزان بيان پروتئين سيتوپلاسمي بالا 

 Sample solvent (6x) ًاستفاده نشد و مستقيما TCAبود از 

 پروتئينهاي(رسوب حاصل از مرحله قبل . اضافه شد

 با حجم مناسبي از) انكلوژن بادي نامحلول سيتوپلاسمي يا

Sample solvent  1حل شده و پس از جوشاندن به مدت 

 .بررسي گرديد -PAGE SDSتكنيك  دقيقه با استفاده از

محتويات پري پلاسمي، سيتوپلاسمي و اينكلوژن بادي از 

و  SDS–PAGEيكديگر جدا شده و بطور جداگانه توسط 

  .وسترن بلات مورد مطالعه قرار گرفت

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   

-pET26bوكتور نوتركيب  -2  بدون قطعه خارجي (+)pET-26bوكتور  -pET26b-pga 1در وكتور نوتركيب  pga يد حضور ژنتأي. 3شكل 

pac )bp 7768( 3-  برش آنزيمي وكتور نوتركيبpET26b-pac  با دو آنزيمNdeI  وSalI . پس از برش آنزيمي ژنpac )bp 2408 (و وكتور 

 pET-26b(+) )bp5360 (جدا مي شود.  M  - ر وزن مولكولي مارك (1Kb DNA Ladder)  

  نتايج و بحث

، درصد 1ز بر روي ژل آگارو PCRالكتروفورز محصول 

از  كه نشان دادجفت باز  2400تك باندي را در ناحيه 

لحاظ اندازه معادل قطعه مربوط به ژن پني سيلين آسيلاز 

 ).3، خط1شكل(مي باشد  NCBI sequence )L04471(در 

در  SalIو  NdeIبراي دو آنزيم جايگاههاي برش كه 

در  PCRپرايمرها در نظر گرفته شده بود، پس از واكنش 

كه دو  ييقرار مي گيرد اما از آنجا  pacابتدا و انتهاي ژن 

اتصال آنزيم برش  آزاد است بنابراين PCRانتهاي محصول 

به اين . پذير نيست به خوبي امكان PCRدهنده به محصول 

1        M       2                                           M         3 
pET26b-pac  7768 bp 

5360bp pET-26b(+)  

2408 bp  ژنpac  
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به وكتور بياني  PCRمستقيم محصول دليل قبل از انتقال 

(Expression vector)  لازم است در يك كلونينگ وكتور

(Cloning vector)  مناسب كلون گردد تا جايگاه اتصال

وكتور كلونينگ استفاده شده در . آنزيم و برش فراهم شود

-pGEMوكتور .باشد مي pGEM-5zf (-/+)اين تحقيق 

5zf(+/-)  كه بعد از اتصال ژن تاسجفت باز  3003داراي 

pac  نوتركيببه آن وكتورpGEM-pac  با اندازه bp 5411 

در وكتور  pacيد وجود قطعه ژن يتأ به منظور. ايجاد شد

و برش آنزيمي با  PCR، از واكنش pGEM-pacنوتركيب 

به  درجه سانتي گراد 45 دردماي BstxIآنزيم محدودالاثر 

 pacاز  PCR در واكنش. دگردياستفاده ساعت  3مدت 

pGEM-  به عنوان الگو استفاده شد و پرايمرهاي استفاده

الف خط - 2شكل (بودند  Avis-Fو Avis-Rشده همان 

داراي دو جايگاه برشي است كه يكي در  BstxIآنزيم ). 1

و ديگري در  pacاز توالي ژن  103نوكلئوتيد شماره 

در . قرار داردpGEM از وكتور  2291نوكلئوتيد شماره 

 bp  نظر دو قطعه با اندازه هاي رت وجود ژن موردصو

الف خط - 2شكل(بدست خواهد آمد  bp5099و  312

 - 2شكل (هر دو تست صحت كلونينگ را نشان داد ). 2

يد آن يدر اين وكتور و تأ pacپس از كلون شدن ژن  ).الف

بررسي بيان، ژن پني سيلين آسيلاز از وكتور  به منظور

 SalI و  NdeIستفاده از دو آنزيم با اpac- pGEMنوتركيب 

ين دست يدر پا pET26(b)خارج شده تا در وكتور بياني 

را پس از   pacب ژن - 2شكل . كلون شود T7پروموتور 

همانطور كه . نشان مي دهد SalIو  NdeIهضم همزمان با 

بخشي از lane 3در اين شكل ملاحظه مي شود در 

 (  pacوط به ژن برش يافته و قطعه مربپلاسميد نوتركيب 

bp2408 ( از آن جدا شده است و باند بالايي با اندازهbp 

برش  pGEM–pacمتعلق به پلاسميد نوتركيب  5411

وجود ژن مقاومت به ). 2ب خط  - 2شكل(نيافته است 

در وكتور بياني باعث ) bla(آمپي سيلين يا بتالاكتاماز 

 Gاختلال در ساختار سوبستراي آنزيم يعني پني سيلين 

. شده و بر روي نتايج سنجش آنزيم اثر منفي مي گذارد

كه داراي  pET26(b)بنابراين در اين تحقيق از وكتور بياني 

با توجه به . ژن مقاومت به كانامايسين است، استفاده شد

اينكه شناسايي توالي سيگنال پپتيد باكتري آرتروباكتر از 

ظر سوي سيستم ترشحي باكتري اشرشياكولي نيز مورد ن

 موجود در وكتور  PelBبود اقدام به حذف توالي 

pET26(b) گرديد تا پروتئين با توالي سيگنال پپتيد طبيعي

به گونه اي طراحي  Avis-Fبراي اين كار پرايمر . بيان گردد

توالي  NdeIگرديد تا با ايجاد جايگاه برش براي آنزيم 

ساخت پلاسميد بياني همچنين . حذف گردد PelBكدكننده 

در انتهاي ناحيه  His-tagبا توالي   pacوتركيب حاوي ژن ن

بر  His-tagكربوكسيل صورت پذيرفت تا امكان بررسي اثر 

روي ميزان ترشح آنزيم و انجام وسترن بلات توسط آنتي 

كلونينگ ). 2خط  3شكل (فراهم شود  His-tagبادي عليه 

بوسيله برش آنزيمي  pET26-pacدر وكتور بياني نوتركيب 

). 3خط  3شكل (يد گرديد يتأ  SalIو  NdeI آنزيمهايا ب

 pET26b-pacاز وكتور نوتركيب  pacقطعه مربوط به ژن 

باقي  bp5360با اندازه (+)pET-26b جدا و وكتور خطي 

نمونه اي از وكتور جهت تأييد نهايي،  .مانده است

pET26b-pac براي تعيين توالي ژن كلون شده ارسال شد. 

دست آمده با توالي ه نوكلئوتيدي ب توالي مقايسه

 Blastبوسيله برنامه  GenBankنوكلئوتيدي موجود در 

پس بيان س .همانندي كامل توالي كلون شده را تأييد كرد

با E. coli  (BL21)آنزيم پني سيلين آسيلاز در ميزبان 

مورد  SDS-PAGEو تكنيك    Overlayاستفاده از آزمايش

عات اخير مشخص شده است در مطال .بررسي قرار گرفت

كه توليد پني سيلين آسيلاز نسبت به سوبستراهايي با 

تركيبات پيچيده پروتئيني حساس است و چنانچه از 

با منابع كربن  (minimal medium)محيطهاي حداقل 

در ). 5(مختلف استفاده شود، توليد آنزيم افزايش مي يابد

 M9 محيطتوليد آنزيم نوتركيب از  به منظوراين تحقيق 

minimal  ،استفاده شد كه فاقد تركيبات پيچيده آلي است .

استفاده از سويه اي كه از نظر پروتئيناز  ،به نظر مي رسد

براي  (proteinase- deficient strain) داراي نقص است
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افزايش محصول پيش سازهاي حساس به تجزيه 

 به اين منظور از سويه تجاري. پروتئوليتيكي مناسب باشد

E. coli BL21(DE3)  كه بطور طبيعي در پروتئيناز وابسته

نقص  ompTخارجي  يو پروتئيناز غشا ATP Lon,به 

 Gتوليد آنزيم پني سيلين ). 16(دارد، استفاده شده است 

و با  در طول فاز نمايي صورت مي پذيرد ًآسيلاز عموما

 رسيدن ارگانيزم به فاز سكون، توليد آنزيم متوقف مي گردد

درصد از كشت شبانه  5 (v/v)در اين تحقيق ميزان ). 4(

زمان لازم براي رسيدن به . باكتري جهت تلقيح استفاده شد

فاز سكون با استفاده از منحني رشد ميكروارگانيزم بدست 

به عنوان تراكم سلولي مناسب انتخاب  8/0ODآمد و 

ساعت رشد جهت توليد آنزيم  16-24 ًمعمولا. دگردي

در طي اين مدت ميزان توليد به حداكثر  كافي مي باشد و

قيق با توجه به گزارشات داده در اين تح. ممكن مي رسد

هر چند درجه حرارت . استفاده گرديد rpm170 از  شده

 درجه سانتي گراد 37اپتيموم رشد اكثر باكتريهاي مزوفيل 

است، اما تحقيقات نشان داده است كه پني سيلين آسيلاز 

 25 - 30ه دما است و توليد آن در دماييك آنزيم وابسته ب

گراد صورت مي گيرد و در دماهاي بالاتر پلي  درجه سانتي

هاي بطور صحيح فولد نمي شود و پردازشپپتيد پيش ساز 

 تستلذا  ).12(پروتئوليتيكي بطور كامل انجام نمي شود 

Overlay  درجه  30، درجه سانتي گراد 28در سه دماي

در  انجام شد كه تنها انتي گراددرجه س 37 و سانتي گراد

مشاهده  شدهاله عدم ر درجه سانتي گراد 28دماي 

الف  -4همچنين با توجه به شكل ). الف - 4شكل (شد

قادر به   pET26-pacسلولهاي حاوي وكتور نوتركيب 

تست  بعلاوه. توليد آنزيم پني سيلين آسيلاز مي باشند

Overlay  و  )ب -4شكل (براي نمونه سيتوپلاسمي مثبت

 كه نشان) ج-4شكل (نمونه پريپلاسمي منفي بود براي 

دهنده تجمع آنزيم توليدي در سيتوپلاسم و عدم ترشح آن 

بررسي توليد آنزيم  همچنين. مي باشد به فضاي پريپلاسمي

بيان  αHis HRP Conjugate باتكنيك وسترن بلات بوسيله 

ند با(و پروسه شده ) باند بالايي( دو فرم پروسه نشده

وجود باند . )5شكل ( را بخوبي نشان مي دهد) پاييني

كيلو دالتون، اين  61سبك تر، با وزن مولكولي حدود 

توليد شده تحت ييد مي كند كه آنزيم نوتركيب أفرضيه را ت

قطعه پپتيد مياني را از دست داده و زنجير  ،فرآيند پردازش

 كه بخاطر وجود شش باقيمانده هيستيديني شناسايي(بتا 

بوجود ) نمي شود كه در وسترن مشاهده(و آلفاي آن ) شده

 در مورد پيش) 2005(و همكاران  Xuنظريه  .است آمده

بيني دو سيستم پردازش يكي درون سيتوپلاسمي و ديگري 

البته جدا . )15( ييد مي نمايدأرا تاين نتايج پريپلاسمي 

شدن زيرواحد بتا و آزاد شدن رزيدوي كاتاليتيك مي تواند 

اختصاصي توسط فرآيند خود فعال نتيجه پردازشهاي 

پروتئازهاي طبيعي درون سلولي عمل و يا نتيجه سازي 

دادن  يكي از مهمترين نتايج اين تحقيق بعد از نشان. باشد

امكان بيان ژن آسيلاز يك باكتري گرم مثبت در سيستم 

نمايش فعاليت خود پردازيشي اين باكتريايي گرم منفي، 

  . يتوپلاسم باكتري اشرشيا كولي مي باشدآنزيم در س

 

   

 

 

 

 

               

  

 BL21 سلول

 حاوي وكتور

نوتركيب 

pET26-pga  

S.  marcescens 

بـراي نمونـه    overlay test. ج -4شكل 

سيتوپلاسمي حاصل از سلولهاي نوتركيـب  

  pET26b-pac حامل

ــكل  بــراي  overlay test .ب-4ش

نمونه پريپلاسـمي حاصـل از سـلولهاي    

  pET26b-pac نوتركيب حامل

 

بـراي   overlay test. الـف  -4شكل 

حامل وكتور نوتركيب  BL21سلولهاي 

pET26b-pac  درجه سانتي  در دماي

 28 گراد
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   الكتروفورز پروتئين و وسترن بلات براي شناسايي فرم فعال آنزيم در بخش محلول سيتوپلاسمي نتايج. 5شكل 

 M1-   ــاركر ــروتئين م ــول   -kDa200- 10 (#SM0661) M2- Prestained Protein Molecular Weight Marker 1پ ــه محل نمون

  نمونه تغليظ شده محلول سيتوپلاسمي  -2 سيتوپلاسمي

تحقيق حاضر از دو بعد علمي و كاربردي راه را  ،در پايان

شكل نوتركيب در سيستمهاي ه ينها بئبراي مطالعه بيان پروت

ين آنزيم هترولوگ باز نموده و از سوي ديگر امكان توليد ا

البته . را براي مصارف داروسازي صنعتي هموار مي كند

الات مختلفي بر سر راه اين اهداف وجود دارد، ؤهنوز س

نظير نقش توالي سيگنال طبيعي اين آنزيم و جايگزيني آن 

كه مي تواند  E. coliبا توالي سيگنال آنزيم آسيلاز از منبع 

  .به ترشح خارج سلولي اين آنزيم منجر شود

  زيرواحد بتا 

   PAC فرم پردازش نيافته

  

   PAC فرم پردازش نيافته

  

    M1            1                    2 
kDa100 

kDa85 
kDa 60  

kDa50  

    2           1              M2 
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 C. Perryلفان بدينوسيله از آقاي دكتر ؤم :تشكر و قدرداني

Chou از دانشگاه Waterllo ر ارسال سويه طبخاSerratia 

marcescens (ATCC 27177) و ارائه روش تست 

Overlay تشكر و قدرداني مي نمايند.   
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Abstract 

Penicillin acylase (penicillin amidase, PAC ; EC 3.5.1.11) is the key Enzyme used in 
the industrial production of β-lactam antibiotics. This enzyme cleaves Penicillin G to 6-
amino penicillanic acid (6-APA) and PAA by hydrolysis of acyle side chain. It can 
process this reaction in both directions (hydrolysis and synthesis). Here, we sought to 
clone and express the penicillin G acylase gene from A. viscosus in Escherichia coli, to 
improve expression level. Following PCR amplification of PAC gene from genome of 
A. viscosus, PAC gene was cloned in pET26(b) expression vector in frame with DNA 
sequence coding for 6xHis tag presented at 3′ of MCS of the vector. After sequencing 
and confirmation of gene identity with published sequence (L04471), positive clones 
were screened based on differencial response of Serratia marcescens (ATCC27177) to 
penicillin G and 6-APA (resisitance to penicillin G and susceptibility to 6-APA). 
Furthermore, SDS-PAGE and western blotting with anti.His.HRP.Conjugate antibodies 
confirmed the autocatalytic processing in cytoplasm to produce the active enzyme. Our 
results shows the ability of E.coli(BL21) strain in expression of active pac gene from a 
gram positive bacterium in the cytoplasm.. Furthermore, our results show the benefit of 
T7 promoter and IPTG induction in obtaining high expression levels in E.coli for 
penicillin G acylase from a gram positive bacterium. 

Keywords: Arthrobacter viscosus, Penicillin G acylase, Recombinant expression 

 

 

 


