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 Aspergillus niger (R4)قارچ ) سلولاز(اندوگلوكاناز  4و  1توليد آنزيم بتا  سازي بهينه
 eglBژن  همسانه سازيو 

  حبيب عنصري ديزج يكان، مصطفي مطلبي و *محمدرضا زماني زهرا رجب خاني،

  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران، 

  17/12/87: تاريخ پذيرش   19/10/86 :تاريخ دريافت

  چكيده

وتوليد  نمودهي سلولز قطع ملكولها درپيوندهاي بتاگلوكوزيدي را به طور اتفاقي  كه مي باشدي سلولازي آنزيمهااز  اندوگلوكاناز
 ميزان فعاليت آنزيمجهت مطالعه  Aspergillus nigerقارچ  R4از جدايه در اين تحقيق،   .قطعات كوتاه اليگوساكاريدي مي كند

مورد  و زمان كشت pH ،كننده ها ءالقا ،منابع كربني شاملمحيطي مختلف بدين منظور اثر عوامل . ازي استفاده شداندوگلوكان
و  8برابر  pH ،كننده ءالقا به عنوانلاكتوز  ،بهترين منبع كربني به عنوان CMCداد كه نتايج حاصله نشان   .بررسي قرار گرفت

همسانه تكثير و همچنين جهت  .باشند وگلوكاناز در اين قارچ ميندا 4و  1بتا  آنزيم هينه توليدبشرايط  به عنوان دوم كشتروز 
صورت  CTABژنومي به روش  DNAاستخراج  از جدايه انتخابي، B (eglB)اندوگلوكاناز 4و  1بتا  ژن كد كننده آنزيم سازي
با ( bp 1297قطعه مورد انتظار به طول د و استفاده گردي (EGAF, EGAB)اختصاصي  آغازگرژن از دو  تكثير اين براي . گرفت

 PstIو  HindIIتوسط دو آنزيم  (restriction pattern)الگوي هضم آنزيمي   .دست آمده ب) احتساب ترادف آنزيمهاي برشي
 جهت تعيين توالي مورد ، ژن مذكورpUC19 ناقلتكثير شده در  eglB همسانه سازيپس از تأييد  .ييد كردأقطعه مذكور را ت

 نشان داد كهبانك ژن ثبت شده در  هاي مشابهتواليشده با  همسانه سازي  eglBژن  DNAمقايسه توالي   .استفاده قرار گرفت
 A. nigerو قارچ  AJ224452با شماره ثبت   A. nigerقارچ  eglBق با توالي ژن يدست آمده در اين تحقه ب eglBتوالي ژن 

CBS 513.88  با شماره ثبتXM001391932  و نيز توالي ژنeglC  قارچA. kawachii  با شماره ثبتABO55433 ه ب
با شماره  A. nidulansقارچ  eglBكه اين ژن با ژن  در صورتي درصد مشابهت نشان مي دهد 8/98و  2/94، 6/93ترتيب برابر 

   .مشابهت چنداني از خود نشان نمي دهد AF420021ثبت 

  eglBسلولز،   اندوگلوكاناز، 4و  1بتا  آنزيمهاي سلولازي، ، niger Aspergillus:كليدي واژه هاي
   zamani@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيك44580363: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
پليمري  ،سلولز به عنوان فراوان ترين ماده آلي قابل تجزيه
 β(1→4)خطي از واحدهاي گلوكز با پيوندهاي گليكوزيدي

بهترين ذخيره براي توليد  به عنوان واندمي تمي باشد كه  
غذا و مواد شيميايي مورد نياز انسان در نظر گرفته  ،انرژي
در ديواره سلولي گياهان، كه قسمت اعظم آن از .  شود

 پلي اي از اين ماده در يك زمينه ،مي باشدسلولز 
ساكاريدهاي ديگر از جمله همي سلولز، ليگنين وپكتين  

موجب شده كه دسترسي آنزيمهاي قرار مي گيرد واين 

سلولز علاوه بر ديواره . تجزيه كننده به آن كمتر باشد
بسياري از قارچها و كيست  سلولي گياهان، در جلبكها،

    ).2( برخي از پروتوزوئرها نيز وجود دارد

  روش شيميايي و آنزيمي صورت  دو  به  سلولز  هيدروليز

ها و هيدروليز هيدروليز شيميايي توسط اسيد. گيرد مي 
با .  آنزيمي به وسيله آنزيمهاي سلولازي انجام مي گيرد

توجه به مشكلات هيدروليز اسيدي سلولز، محققان توجه 
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محصولات   .بيشتري به هيدروليز آنزيمي نموده اند
. قندهاي احيايي به شكل گلوكز مي باشند هيدروليز معمولاً

هيدروليز  مزيت هيدروليز آنزيمي سلولز نسبت به روشهاي
زيرا هيدروليز بوده هاي آن  پايين بودن هزينه ،اسيدي

- 50و دماي  8/4برابر  pHآنزيمي در شرايط ملايم يعني 
انجام مي گيرد وهمچنين در آن عمل گراد  درجه سانتي 45

البته هزينه توليد .  داردوجود ن) خورندگي(شيميايي
عت آنزيم بالا بوده ولي صن هاي سلولازي امروزه نسبتاًآنزيم

توجه خاصي به آن داشته و درنظر دارد با استفاده از 
و  1( را كاهش دهد هاروشهاي بيوتكنولوژي هزينه توليد آن

5(.  

به صورت كمپلكسي از سه  سلولاز ها آنزيمهايي هستند كه
 هدرسينرژيسمي با همديگر عمل ك به طور و گروه آنزيمي

را در   ß )1 →4(  گليكوزيدي پيوند هاي توانند و مي
 4و  1بتا اين آنزيمها عبارتند از   .نمايند سلولز هيدروليز

بتا   آنزيم  .سلوبيوهيدرولاز و بتا گلوكوزيداز ،اندوگلوكاناز
 ،مي شودنيز ناميده   CMCaseاندوگلوكاناز كه بنام  4و  1

اتفاقي از وسط  به طورپيوندهاي بتاگلوكوزيدي را 
قطعات كوتاه ملكولهاي سلولز قطع كرده وتوليد 

    ).17( نمايد اليگوساكاريدي مي

يكي از مفيدترين منابع  Aspergillusگونه هاي مختلف 
آنزيمهاي سلولازي مي باشند و صنعت آنزيم توجه خاصي 

، از طريق A. nigerبه توليد آنزيمهاي سلولازي توسط 
شناسايي وتوليد گونه هاي برتر از نظر توليد آنزيم نموده 

، مانند قارچهاي هوازي ديگر آنزيمهاي A. nigerدر   .است
 سلولديواره متصل به داخل سلولي،  به صورتسلولازي 

 ترشحي سلولازي ميزان توليد آنزيمهايبوده و و ترشحي 
  ).9و  4( بيشتر مي باشد از دو نوع ديگر

 4و  1در اين تحقيق، شرايط بهينه توليد آنزيم بتا 
مورد بررسي قرار  Aspergillusاندوگلوكاناز توسط قارچ 

تكثير و  (eglB)اين آنزيم  كد كنندهژن  كاملتوالي و  هگرفت
  .ديدگر همسانه سازي

  مواد و روشها
جهت   :و محيط كشت نگهداري Aspergillusقارچ  

از محيط كشت   Aspergillus niger (R4)نگهداري قارچ 
PDA  (Potato Dextrose Agar) براي .  استفاده گرديد
گرم در ليتر در  39  به ميزان PDAن محيط پودر تهيه اي

 .آب حل و پس از سترون كردن مورد استفاده قرار گرفت

  :اندوگلوكاناز 4و1توليد و سنجش فعاليت آنزيم بتا 

 1حاوي آنزيم بتا  آوردن پروتئينهاي ترشحي به دستبراي 
 R4،  جدايه اين تحقيقدر مورد نياز  اندوگلوكاناز 4و 

 100ميلي ليتري حاوي  250در ارلنهاي   A. nigerقارچ 
تلقيح و سپس ) Mandels )11مايع  محيط كشتميلي ليتر 

دستگاه روي  . گرديدبه انكوباتور منتقل   محيط كشت
درجه  30و دماي  )دور در دقيقه Shaker  )150حالت 
ساعته از آنها نمونه  48درفواصل گراد تنظيم شد،  سانتي

از   محيط كشت ، سترونز كاغذ صافي و با استفاده ابرداري 
 به عنواناز محيط كشت صاف شده . صافي عبور داده شد

براي   .گرديدمحلول حاوي پروتئينهاي ترشحي استفاده 
 بررسي شرايط بهينه توليد آنزيم از منابع كربني مختلف

)Filter paper ،Avicel  وCMC( ميزان يك درصده ب 
(w/v) ،pH  5 ،6 ،7 ،8  روز با  12تا (مانهاي كشت ، ز 9و

 2(و استفاده از لاكتوز ) روز براي نمونه برداري 2فواصل 
  .  كننده استفاده شد ءعامل القا به عنوان) درصد

يك به   اندو گلوكاناز 4و  1بتا  براي سنجش فعاليت آنزيم
)  سوبسترا به عنوان(  CMCدرصد  7/0 محلولميلي ليتر 

ليتر بافر سيترات ميكرو 500 ونمونه آنزيمي  ميكروليتر 500
مخلوط حاصله .  اضافه شد 8/4برابر   pHمولار  با  05/0

گراد  درجه سانتي 50  يك ساعت در دماي به مدت
ميلي ليتر معرف  2و براي توقف واكنش آنزيمي  نگهداري

.  )21( به آن اضافه گرديد  DNSدي نيترو ساليسيليك اسيد 
در آب جوش قرار داده دقيقه  10 به مدتسپس نمونه ها 

توسط قند احيا شده  DNSشده تا در اثر احياء معرف 
.  ، تغيير رنگ معرف از زرد به قرمز انجام پذيرد)گلوكز(
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ميلي ليتر محلول تارتارات  يكبراي پايداري رنگ معرف 
درصد  به آن اضافه و جذب  40مضاعف سديم پتاسيم 

در اين   .نانومتر خوانده شد 550نوري آن در طول موج 
  .  استاندارد استفاده گرديد به عنوانآزمايش از گلوكز 

يك واحد آنزيمي مقدار آنزيمي است كه براي آزاد شدن 
گلوكز در مدت  به صورتشده  ءيك ميكرومول قند احيا

 براي اندازه گيري مقدار پروتئين.  مي باشديك دقيقه لازم 
 آن ازكه در  شد استفاده )3(  Bradford)1976( روش از

 به عنوان Bovine serum albomin (BSA)پروتئين 
به ، (U/mg)فعاليت ويژه آنزيمي .  استاندارد استفاده گرديد

به مقدار كل پروتئين  (U/ml)مقدارفعاليت آنزيم صورت
(mg/ml) موجود در محيط، تعريف مي شود.  

قارچ، ارلنهاي  ميسليوم براي تهيه  : DNAروش استخراج 
ميلي ليتر محيط كشت   100ي كه حاوي ميلي ليتر 250

) MY )yeast extract 0.2%, malt extract 2%مايع 
-30سترون شده بودند توسط اسپور تلقيح شده و در دماي 

يك هفته  به مدتگراد همراه با هوادهي  درجه سانتي 25
پس از جمع آوري ميسليومهاي در محيط .  انكوبه شدند

ها را با آب مقطر سترون آن) يك هفته پس از تلقيح(كشت 
 يكشده شستشو داده ، سپس با كاغذ صافي واتمن شماره 

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي -20آبگيري شده و در 
 به صورتميسليوم منجمد شده قارچ توسط ازت مايع 

 CTAB به روش ژنومي آن DNAپودر درآمده و استخراج 
وليتر آب ميكر 50دست آمده در ه ب DNA). 6(انجام شد  

گراد براي استفاده  درجه سانتي - 20مقطر سترون حل و در 
 .بعدي نگهداري گرديد

اختصاصي پس از   PCR  :اختصاصي PCRشرايط انجام
ميكروليتر،  25بهينه سازي در مخلوط واكنشي به حجم 

 DNA  ،3/0نانوگرم MgSO4   ،30ميلي مولار 2شامل 
واحد  5/2،  و dNTPميلي مولار  2/0آغازگر،  ميكرومولار

 (10X)ميكروليتر بافر  5/2و  pfu-DNA polymeraseآنزيم 
ميلي مولار  Tris-HCl، 8/8 pH= ،100ميلي مولار  200(

KCl  ،100  ميلي مولار(NH4)2SO4  ،1  درصد تريتون
100 X  و يك ميلي گرم در ميلي ليتر ازBSA ( صورت

 94شامل دماي  دور،  30سپس واكنش براي   .گرفت
 درجه سانتي 54ثانيه، دماي  60 به مدتگراد  رجه سانتيد

 درجه سانتي 72ثانيه و در نهايت، دماي  60 به مدتگراد 
دور،  30بعد از اتمام .  ثانيه انجام گرديد 120 به مدتگراد 

دقيقه قرار  10 به مدتگراد  درجه سانتي 72واكنش در 
درصد يك روي ژل آگارز  PCRمحصول .  گرفت

  . ز گرديدالكتروفور

به استخراج پلاسميد  :همسانه سازياستخراج پلاسميد و 
همسانه براي ).  16(صورت گرفت  Alkaline lysis روش
 ناقل.  استفاده شد  pUC19 ناقلژن تكثير شده از  سازي

آنزيمهاي با   PCRمذكور و قطعه تكثير شده توسط 
تكثير شده  هاختصاصي پيش بيني شده در دو طرف قطع

 T4 DNA ligaseتوسط آنزيم  Ligation. رديدهضم گ
با استفاده از كلريد  E. coli (DH5α)باكتري .  انجام شد

به ميلي مولار به حالت مستعد شده درآمده و  100كلسيم 
مربوطه جهت  DNAساعت همراه با  يك مدت

transformation  نگهداريگراد  درجه سانتي 37در دماي 
درجه  42شوك حرارتي  سپس باكتريها پس از.  گرديد
 SOB )2% Bactoثانيه در محيط  90 به مدتگراد  سانتي

tryptone, 0.5% Bacto-yeast extract, 10mM NaCl, 
2.5mM KCl, 10mM MgCl2, 10mM MgSO4  ( حاوي

ميكروگرم در هر ميلي ليتر آمپي سيلين گسترش داده  100
به در اين مرحله كلونيهاي سفيد رنگ حاصله .  شدند

.  ات مورد نظر انتخاب گرديدكلونهاي حاوي قطع نوانع
ييد توسط الگوي هضم أشده پس از ت همسانه سازي قطعه

 SeqLabتوسط شركت (جهت تعيين توالي  ،آنزيمي

Gottingen, Germany  (مورد استفاده قرار گرفت  .  

بررسي مشابهت توالي ژن  :تجزيه و تحليل بيوانفورماتيك
eglB ه نرم مد در بانك ژني توسط برنابا اطلاعات موجو

ژن  مقايسه توالي نوكلئوتيدي.  م شدانجا Blastافزاري 
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eglB  با تواليهاي ثبت شده در بانك ژني توسط برنامه نرم
  . انجام گرفت CLUSTAL Wافزاري 
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  pH=5اثر منبع كربن در فعاليت ويژه آنزيم اندوگلوكاناز در  -1شكل 
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  pH=8اثر منبع كربن در فعاليت ويژه آنزيم اندوگلوكاناز در  -2شكل 

  

  نتايج
در اين  : زاناگلوكاندو 4و  1بتا  بررسي ميزان توليد آنزيم

 4و  1بتا  تحقيق جهت بررسي و مطالعه توليد آنزيم
. رديداستفاده گ A . nigerقارچ   R4از جدايه  اندوگلوكاناز

، زمان كشت، نوع منبع كربن pHعوامل مختلفي نظير دما، 
بر ميزان توليد آنزيمهاي  مي توانندو عوامل القاء كننده 

در اين تحقيق جهت .  ثر باشندؤسلولازي توسط قارچها م
 اندوگلوكاناز، 4و  1بتا  بررسي شرايط بهينه توليد آنزيم

ي رسيدن به برا.  مورد مطالعه قرار گرفتعوامل فوق  نقش
 pHآنزيم ابتدا منبع كربني در   اين توليد جهتشرايط بهينه 

ساعت به مدت ده روز مورد بررسي  48هر   8و  5 هاي
  .  قرار گرفت

با استفاده از سه منبع كربني  دست آمدهه مقايسه نتايج ب
كه  مي دهدنشان  )CMC, Avicel, Filter paper(مختلف 

ويژه آنزيمي درحضور  بيشترين فعاليت  pHدر هر دو 
CMC  سپس ).  2و 1شكل ( مي باشدو در روز ششم

 CMCبا حضور   اندوگلوكاناز 4و  1بتا  فعاليت ويژه آنزيم
دست ه بررسي نتايج ب . گرديدهاي مختلف بررسي  pHدر 

در  آنزيم اين دهد كه ماكزيمم فعاليت ويژه آمده نشان مي
شكل (د مي باش  pH= 8 و ، CMCدر حضور  روز ششم،

عامل القاء كننده بر  به عنواندر مرحله بعد اثر لاكتوز ).  3
در   pH= 8و  CMCروي فعاليت ويژه آنزيم در حضور 

 دراين بررسي.  مورد بررسي قرار گرفتروزهاي مختلف 
كننده   ءيك عامل القا به عنوانلاكتوز  مشخص گرديد

.  باشدمي  اندوگلوكاناز 4و  1بتا  براي توليد آنزيممناسب 
اندوگلوكاناز  4و  1بتا  زيرا علاوه بر افزايش توليد آنزيم
 نحويه ب ،)4شكل ( گردد باعث تسريع در توليد آن نيز مي

در روز دوم كشت  اندوگلوكاناز 4و  1بتا  كه توليد آنزيم
 3/2حدود (به حداكثر ميزان خود ) جاي روز ششمه ب(

  . رسد مي) برابر نسبت به حالت غير القاء

0

0.1

0.2
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1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

CMC/pH=5

CMC/pH=6

CMC/pH=7

CMC/pH=8

CMC/pH=9

  هاي مختلف pHفعاليت ويژه آنزيم اندوگلوكاناز در  -3شكل 
  

 مي دهدآمده از شرايط فوق نشان  به دستبررسي نتايج 
بهترين شرايط براي كشت جدايه ها و توليد  كه احتمالاً

در محيط كشت، عبارت از  اندوگلوكاناز 4و  1بتا  آنزيم
CMC ساعت در  48، منبع كربن به عنوانpH  و  8برابر
  .   مي باشدالقاء كننده  به عنوانلاكتوز 
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 eglCهمرديفي ترادف نوكلئوتيدي سه ژن اندوگلوكاناز موجود در بانك ژني، ژن :  EGABو  EGAFهاي اختصاصي آغازگرطراحي  -5شكل 
سايه دار  به صورتها آغازگر، محل A. niger (AJ224452, XM001391932) هايقارچ eglB، ژن A. kawachii (ABO55433)قارچ 

  .مشخص شده است

  

0

1

2

3

0 2 4 6 8 10 12

CMC/pH=8

CMC/Lac/p
H=8

اثر لاكتوز در فعاليت ويژه آنزيم اندوگلوكاناز در حضور  -4شكل 
CMC 8درpH=   

  
 .Aقارچ  R4از جدايه  eglBژن  همسانه سازيتكثير و 

niger : جهت تكثير ژنeglB  جدايهR4   قارچA. niger 
با استفاده از همرديف كردن تواليهاي ژن  آغازگرطراحي 

eglB  براساس   ).5شكل (موجود در بانك ژن انجام شد
هاي اختصاصي آغازگرمشابهت موجود در اين تواليها، 

EGAF/EGAB تكثير اين ژن از  به منظور. طراحي گرديد
DNA  به روشژنومي اين جدايه كه CTAB  استخراج

  DNAطول .  پلي مراز استفاده گرديد pfuشده بود و آنزيم 
با احتساب توالي مربوط به  تكثير شده توسط اين آغازگرها

.  )20( مورد انتظار مي باشد bp 1297 جايگاههاي آنزيمي
كثير شده فوق در شرايط بسيار اختصاصي، قطعه تبررسي 

با طول مورد انتظار   DNAنشان مي دهد كه اين آغازگرها، 
  ).6شكل ( مايندن را تكثير مي

اختصاصي، احتمال  PCRبا توجه به اينكه، حتي در شرايط 
قطعاتي خارج از محدوده ژن مورد نظر را  آغازگرهادارد 

، الگوي هضم  PCRييد محصول أتكثير كنند، به منظور ت
مناسب، مورد  برشي تكثير شده با آنزيمهاي DNAآنزيمي 

لات حاصل از هضم محصو هقطع.  مطالعه قرار گرفت
PCR به نتايج . درصد الكتروفورز شد 2، بر روي ژل آگارز
تكثير شده با  DNAآمده از الگوي هضم آنزيمي  دست

، صحت قطعه مذكور را مورد PstIو  HindIIآنزيمهاي 
  با توجه به نتايج حاصل از ). 6شكل (تأييد قرار داد 

 الگوي هضم آنزيمي با استفاده از عمل دو آنزيم فوق مي
 kbحدود  اي كه به طول نتيجه گيري نمود كه قطعهتوان 

تكثير گرديده است  EGAF/EGABهاي آغازگرتوسط  2/1
اين قطعه . مي باشد  eglB ، همان قطعه مورد انتظار از ژن

مذكور را دارا  ژن  ORF (Open Reading Frame)تمامي 
  .مي باشد

و  EGAFمورد استفاده  آغازگربا توجه به اينكه در دو 
EGAB ترتيب جايگاههاي هضم آنزيمي ه بBamH1  و 
EcoR1  ناقلدر  همسانه سازيبراي  pUC19  طراحي شده

مربوطه با آنزيمهاي  ناقللذا قطعه تكثير شده همراه با .  اند
EcoRI   و BamHI  هضم و مخلوطligation   آنها به

 E. coli DH5αسلولهاي مستعد تازه تهيه شده باكتري 
تكثير شده از  DNAلاسميد حاوي پ.  منتقل گرديد
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آمده در محيط كشت انتخابي  به دستكلونيهاي سفيد رنگ 
جهت شناسايي سريع . حاوي آنتي بيوتيك، استخراج گرديد

هضم نشده  DNAپلاسميدهاي نوتركيب از الگوي 
همچنين همسانه شدن . كلونيهاي سفيد رنگ استفاده گرديد

ي مورد بررسي توسط الگوي هضم آنزيمقطعه تكثير شده 
نام ه پلاسميد تأييد شده ب).  7شكل (و تأييد قرار گرفت 

pZR1  نامگذاري و پس از خالص سازي براي تعيين توالي
 .استفاده گرديد

 
هضم  و الگوي A. nigerقارچ  R4جدايه  eglBتكثير ژن  -6شكل 

با استفاده از دو آغازگر   eglBژن تكثير شده ) 1: آنزيمي آن
EGAF/EGAB ) حدودkb 2/1 ( ،2 ( هضم آنزيمي محصول

PCR  با آنزيمPstI  ،3 ( هضم آنزيمي محصولPCR  با آنزيم
HindII   ، M ( ماركرDNA  . هضم آنزيمي قطعه تكثير شده را

  . مورد تأييد قرار مي دهد
  

آمده از اين ژن با ژنهاي  به دستبررسي مشابهت توالي 
آمده  به دست eglBنشان داد كه توالي ژن  NCBIمشابه در 

با شماره   A. nigerقارچ  eglBق با توالي ژن يدر اين تحق
با شماره  A. niger CBS 513.88و قارچ  AJ224452ثبت 
 .Aقارچ  eglCو نيز توالي ژن  XM001391932ثبت 

kawachii  با شماره ثبتABO55433 ترتيب برابر ه ب
درصد مشابهت نشان مي دهد در  8/98و  2/94، 6/93

 .Aقارچ  eglBكه مشابهت اين ژن با توالي ژن  رتيصو

nidulans  با شماره ثبتAF420021 درصد  7/8ميزان ه ب
  .)8شكل ( مي باشد

 
 

 
هضم شده با آنزيم   pUC19 ناقل) pZR1 :1تأييد سازه  - 7شكل 

EcoRI ،2 ( سازهpZR1  هضم شده با آنزيمهايEcoRI  و
BamHI ،3 ( محصولPCR  ژنeglB  ،M (اركر مDNA   

  

  بحث
كه ساليانه  مي باشدترين ماده آلي قابل تجزيه  سلولز فراوان

  .)10( گردد تن از آن در طبيعت توليد مي 1011حدود 

اي با  مصرف انرژي در دهه هاي اخير به طور پيوسته
نفت خام به افزايش جمعيت جهان، افزايش يافته است و

وبرو شده است عنوان منبع اصلي انرژي با افزايش تقاضا ر
به همين دليل بيشتر كشور ها با مشكل سوخت مواجه مي 

از موارد عمده استفاده از مواد سلولزي، توليد الكل  .باشند
 13، 7(و گلوكز با استفاده از آنزيمهاي سلولازي مي باشد 

تحقيقات وسيعي براي تبديل مواد سلولزي به اتانل ). 15و 
.  يد صورت گرفته استيك منبع انرژي قابل تجد به عنوان

كه عبارتند  يند مي باشدآتبديل سلولز به اتانل شامل دو فر
و تخمير اين  ،هيدروليز سلولز به قندهاي قابل تخمير: از

با توجه به مشكلات هيدروليز اسيدي  .قندها به اتانل
سلولز، امروزه توجه بيشتري به هيدروليز آنزيمي سلولز كه 

گيرد معطوف شده  انجام مي وسيله آنزيمهاي سلولازيه ب
  . است

باكتريها وقارچها از توليد كننده هاي آنزيمهاي سلولازي  
 Colestridioumاگر چه برخي از باكتريها مانند . باشند مي

thermocellum  وBacteroides cellulosolvens   آنزيمهاي
سلولازي با فعاليت بالا توليد مي كنند، اما ميزان توليد 

          M       1        2       3 

        M     1    2      3    M 
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لذا امروزه در صنعت از قارچها . كم مي باشدآنزيم آنها 
برخي از .  مي كنند استفاده جهت توليد آنزيمهاي سلولازي

قارچهايي كه براي توليد آنزيمهاي سلولازي گزارش 
  Sclerotium rolfsii, P. chrysosporhoumاند، شامل  شده

 ,Aspergillus, Trichodermaجنسهاي و گونه هايي از

Schizophyllum  وPenicillium  19و  18( مي باشند.( 
يكي از مفيدترين منابع  Aspergillusگونه هاي مختلف 

اندوگلوكاناز   4و  1بتا  آنزيمهاي سلولازي از جمله آنزيم
  ).9( مي باشند

 
 

 

 
  A. niger هايقارچ eglB، با توالي ژن A. niger  (Query)قارچ  R4جدايه  eglBدرصد مشابهت توالي نوكلئوتيدي ژن ) A - 8شكل 

(XM001391932, AJ224452)  و قارچA. nidulans (AF420021)  و نيز ژنeglC چقار A. kawachii  (ABO55433)  ،B (
  .eglCو  eglBدندروگرام حاصل از آناليز تواليهاي نوكلئوتيدي ژنهاي 

  

جهت  A. nigerقارچ  (R4)در اين تحقيق از جدايه بومي 
.  اندوگلوكاناز استفاده گرديد  4و  1بتا  مطالعه توليد آنزيم

بتا  بررسي شرايط بهينه توليد اين آنزيم نشان داد كه آنزيم
منبع  به عنوان CMC، 8برابر  pHاندوگلوكاناز در   4و  1

ه ساعت ب 48القاء كننده پس از  به عنوانكربن، لاكتوز 
ء القا به عنوانافزودن لاكتوز .  شود ميزان حداكثر توليد مي

كننده به محيط كشت قارچ باعث مي شود كه توليد اين 
جاي روز ششم در روز دوم به حداكثر ميزان توليد ه آنزيم ب

بعد از روز دوم توليد اين آنزيم از يك روند . خود برسد
كاهشي برخوردار بوده و تا روز ششم به حداقل ميزان خود 

دوم و  د كه توليد زياد آنزيم در روزآينظر مي ه ب. رسد مي
آزاد شدن گلوكز به ميزان فراوان موجب مهار توليد آنزيم 

و  Bustoاين نتايج با گزارش . در روزهاي بعدي شده است
  .مي دهدمطابقت نشان  )4( )1995( همكاران

هاي اختصاصي كه از همرديف كردن آغازگراستفاده از 
تا  هطراحي شده بودند قادر بود NCBIتواليهاي موجود در 

تكثير   A. nigerقارچ  R4را از جدايه  eglB ژن كامل
. يمي نيز تأييد گرديدزتوسط الگوي هضم آن كه ودهنم

شده با ساير تواليهاي  همسانهبررسي مشابهت توالي ژن 
از  eglBبانك ژني نشان داد كه اين توالي با توالي ژنهاي 

  A. niger CBS 513.88و قارچ ) A. niger  )20قارچ 
 )8( A. kawachiiاز قارچ  eglCلي ژن و نيز توا )14(

 مشابهت نسبتاً زيادي را از خود نشان مي دهد در صورتي
داراي مشابهت  )A. nidulans )12از قارچ  eglBكه با ژن 

A 

B 
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از اين ژن ). درصد 7/8حدود (بسيار كمي مي باشد 
شده كه مورد تأييد نيز قرار گرفته است مي توان با  همسانه

اني يوكاريوتي جهت بيان و توليد آنزيم بي ناقلاستفاده از 

تي استفاده واندوگلوكاناز در ميزبان مناسب يوكاري 4و  1بتا 
 . نمود
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 Optimized conditions for production of β-1,4 endoglucanase 
enzyme in Aspergillus niger (R4) and cloning of eglB gene 

Rajabkhani Z., Zamani M.R., Motallebi M., and Onsori H.  
National Research Center for Genetic Engineering & Biotechnology (NRCGEB), Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 
Endoglucanase is a subgroup of cellulases that are able to cut cellulose at accessible 
points along its length and produces oligosaccharide fragments.  In this research β-1,4  
endoglucanase activity of isolate R4 of Aspergillus niger was assayed under various 
environmental conditions, including carbone source, pH, inducer and culture period. 
The results showed that isolate R4 showed the highest enzyme specific activity in 
optimum conditions as follow: CMC as carbone source, pH=8, lactose as inducer and 
culture period  of 2 days.  For amplification and study of  β-1,4  endoglucanase gene , 
CTAB method used for DNA extraction. The expected PCR product with 1297 bp was 
amplified using pfu DNA polymerase and two specific primers (EGAF/EGAB). The 
amplified fragment was confirmed by restriction pattern using PstI and HindII.  The 
amplified DNA fragment was cloned into pUC19 and sequenced. Homology between 
this sequence and other reported related genes in GenBank are discussed.  

Key words: β-1,4  Endoglucanase- Aspergillus, cellulose, cellulases enzymes. 
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