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 زاني ميابيارز و E-coli دربي نوتركافتهي كامل و پردازش نيموزيدكيتول
  ها  آنيمي آنزتي و فعاليايپلاسم ي پرانيب

  
    (Ph.D)3ي سرورمي ، رح(Ph.D) *2اني، غلامرضا احمد(M.Sc) 1يآبادديز ي احمدثميم
  تهران، )ع( دانشگاه امام حسين - 1
  گاه ملي مهندسي ژنتيك، تهران پژوهش – 2
  دانشگاه علوم پزشكي زنجـان  - 3
 
  ده يچك

 از يميبا روش قـد ) شوند ي مري پندي و تولري كه باعث لخته شدن ش    ييپروتئازها( ، رنت 1990تا سال   : سابقه و هدف  
 سال  اداره غذا و داروي آمريكـا  ني در ا.ديگرد ي مهي تهيكروبي ماي و ياهي از منابع گ ايخوار،  ري ش يها  گوساله ردانيش

 درصد پنيـر    90امروزه بيش از    .  را صادر كرد   ها ري توليد شده توسط باكت    بي نوترك يوليد و مصرف كيموزين گاو    اجازه ت 
  كـشور بـه مايـه پنيـر        ي به منظور قطع وابستگ    قي تحق نيا .شود ي توليد م  بيمصرفي در انگلستان از كيموزين نوترك     

 مينـز آبه منظور بدست آوردن     ) 6اگزون   فرم فاقد ( نيموزي ژن ك  افتهي سيكرد فرم اسپلا    و عمل  اني  ب  ي، بررس يواردات
 E-coli يپلاسم بـاكتر   ي  پر  ي به فضا  ني پروتئ تي در هدا  pelB گناليكرد س   عمل ي بررس نيتر همچن  تر و فعال   كوچك
  .ديگردانجام 

فرم ( نيموزي دو فرم از پرپروك    RT-PCR معده گوساله و انجام      ي پوشش هي از لا  mRNAبا استخراج   : ها مواد و روش  
دو فـرم     مناسب هـر   يهامري پرا يسپس با طراح  . مدآبدست   ) نيموزي و فرم كامل پرپروك    6فته فاقد اگزون    ايپردازش  

  . شديها بررس كرد آن  عملو دي گردديي با وسترن بلات تا انيب. دي  كلون گردpET26b يانيوكتور ب  درنيموزيپروك
 برابر فرم   7 افتهي فرم پردازش    دي تول زانيم. دنديدگردي تول pET26b در وكتور    نيموزيفرم ژن پروك   هر دو : ها يافته
  . شدندري شيها ني باعث رسوب پروتئنيموزيفرم پروك هر دو. كامل بود
 مشاهده  يپلاسم ي پر ي در فضا  ي بعد از شوك اسمز    نيموزيفته و كامل پروك   ايكه فرم پردازش     نجا آ از :گيري نتيجه

 گنالي س يستي با نيبنابرا .ستيپلاسم ن  ي پر ي از آن دو به فضا     كي چي ه تيبه هدا  قادر   pelB گنالي س ني بنابرا .نشدند
  . گرددي طراحيديجد

  
  ي شبه رنتينازهايپروتئ  ،pelB گنالي پروتئاز، سكياسپارت ،افتهي پردازش نيموزيك: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
 آسپارتيك پروتئازهاي معدي است كـه        كيموزين جزئي از  

 ريمولكول كاپاكـازئين ش ـ   . باشد  همراه با پپسين و گاسترين مي     
سط آنزيم كيموزين در پيوند بين اسـيد آمينـه فنيـل آلانـين            تو

 ـ ريوباعث لخته ش ـ  .  شود ي شكسته م  106 و متيونين    105  ي م
در واقع تعداد زيادي از پروتئازها قـادر بـه تجزيـه     ].1[شود 

هاي شير و توليد لخته هـستند امـا ايـن خاصـيت بـه                پروتئين
. ي نيـست  افتنهايي جهت كاربرد آنزيم پروتئاز در پنيرسازي ك       

يك مايه پنير خوب بايد به سادگي در آب حـل شـود، فاقـد               
اما . كنندگي بالا داشته باشد     طعم نامطلوب باشد و قدرت لخته     

 بـه دليـل   يي و باكتريـا   ي حاصل از منابع گيـاه     يپروتئاز اسيد 
در . پروتئوليتيكي بالا و ايجاد تلخي در پنير مفيد نيست فعاليت

   :ahmadian@nigeb.ac.ir    Email                            021 - 44580395: نمابر      09124187608  :تلفننويسنده مسئول،  *
www.SID.ir  5/4/87 :  تاريخ پذيرش10/3/1386  :تاريخ دريافت
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يع پنيرسـازي از رنـت قـارچي        ناحال حاضر در ايران اكثر ص     
بنـابراين لازم اسـت     . كنند وارداتي جهت توليد پنير استفاده مي     

گـران ايرانـي در جهـت تـأمين ايـن نيـاز              محققين و پـژوهش   
ــد  ــدام نماين ــاوي داراي . ضــروري اق ــوزين گ  381پرپروكيم

 اسيد آمينه اول اين پروتئين نقش سيگنال        16. اسيدآمينه است 
ام ترشح به فضاي معده از پروتئين جدا        هنگگريز را دارد و      آب
 ـ اسـيد آمينـه تول     365 پروكيموزين با  و. شود  مي  ـ دي شـود   ي م

معـدي دچـار تغييراتـي     pH اين پروتئين تحـت تـاثير  . ]3و2[
 در اين   ]5 و 4 [شود  گردد و به صورت خودبخودي فعال مي        مي

شـود و يـك        اسيدآمينه از انتهاي آميني آن جدا مي       42حالت  
 .]7و6[ گردد يدمي اسيد آمينه تول323روتئيني با زنجيره پ

Emtage   و1983در ســال  Marston  1984در ســال 
 ـدر بردارنـدة پلازم  E.coli k-12 توانـستند بـا اسـتفاده از     دي

pCT70  مـذكور را بـه   ني كامل، پروتئنيموزيحامل ژن پروك 
ــم ــد  1-5  زانيـ ــروتئدرصـ ــنيپـ ــلول تولي كلـ ــ سـ  ديـ

، با استفاده 1997 در سال زيكارانش نو هم  Chitpintyol.كنند
حامل ژن  pET-PC دي پلازميدارا E.coli BL21 يها از سلول

 ني درصد پروتئ  30 را تا حدود     نيموزي كامل، پروك  نيموزيپروك
  مختلـف افتـة ي پـردازش  يهـا  شكل.  كردنددي سلول توليكل

mRNAتوسـط 1982 در سال ي گاونيموزي پروكي  Moir  و
و همكــارانش گــزارش  Zinovieva  توســط2002در ســال 

 يكيولــوژي بتيــ اهممـورد  در يحي توضــچيانــد، امـا ه ــ شـده 
  .دي مختلف ارائه نگرديها زوفرميا

هاي پيامبر كـه از روي ژن پـرو كيمـوزين     RNA بررسي

 7ها داراي حداقل  mRNA دهد كه اين اند نشان مي  توليد شده
زش  اگـزون از طريـق پـردا       4تـا   1فرم متفاوت هستند كـه از       

توليـد  يـي   mRNAيهـا  در نتيجه مولكـول . حذف شده است
 450 و   351 – 236 -237  -213 -114 -99انـد كـه       شده

 و در بانـك ژنـي بـا         ،تر هستند   كامل كوچك  رمنوكلئوتيد از ف  
. باشـد  موجود مي AF 421167الي  AF 421161هاي  شماره

مولكول كيموزين داراي دو جايگـاه فعـال شـامل آسـپارتيك            
 كه بـه ترتيـب     7 تا   4فرم  . باشد ي  م  216 و   36 توالي   اسيد در 

 آنها رخ داده است فاقد آسپارتيك       4 و   3هاي   حذف در اگزون  
 36 و سرين    35ها فاقد ترئونين      همچنين اين فرم   ندباش   مي 36

 هستند كه مسئول ايجاد باندهاي هيـدروژني و         37و گلايسين   
 با وجـود    3 تا   1هاي   در حالي كه فرم   . تشكيل ساختار هستند  

 حذف منـاطق فعـال و پيونـدهاي         8 و   6هاي   حذف در اگزون  
توانـد بـراي بررسـي        گيرند و اين مـي      نمي هيدروژني را در بر   

 كـه   6اگـزون    از اين رو فرم فاقـد     .  فعاليت مناسب باشد   انميز
سي ميزان رتر از فرم كامل است براي بر        نوكلئوتيد كوچك  114

 ـفعاليت انتخاب گرد   ينـگ و بيـان روي آن        و عمليـات كلون    دي
باشد  مناطق فعال نمي  در6 اگزون  چون حذف در  .انجام گرفت 

 8[ ابـد ي   افزايش مـي   آن دي با كوچك شدن پروتئين تول     احتمالا
 E.coli يي تواناي به منظور بررسيقي كار تحقني در ا]10 و9و

BL21  نيموزي ژن پروك6 دو فرم كامل و فاقد اگزون انيدر ب 
كيموزين از معده چهارم گوسـاله بدسـت   ژن پرو mRNA ابتدا

 مربوط به ژن كامل و فـرم فاقـد    RT-PCR  ،cDNAآمد و با
 يبه نحو شدند Pet-26 ها وارد پلاسميد  تهيه شد و ژن6اگزون

  NcoIو NotIن در وكتور مورد نظر در مكان برش يموزيمكان قرار گرفتن ژن پرو ك. 1شكل
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 pelB گنالي و سيليوكس كربيهيستيدين در انتها  پلييكه توال

  آن قرار گرفت و سـپس وكتـور بيـاني وارد   يني آميدر ابتدا

E.coli   دينييمنظور سهولت تخليص، برچسب هيـست ه ب. شد  
ايـن برچـسب امكـان    .  هر دو فرم پروتئين فيوز شـد    يبه انتها 

بـه  . آورد فراهم مي Ni ونتخليص فيوژن پروتئين را بوسيله ست
   گنالي از س ـي پلاسـم ي پـر يفـضا  به نيمنظور ترشح پروتئ

pelBدي استفاده گردني پروتزيگر بآ گناليمحل س در.   
  

  ها مواد و روش
 NotI  و NcoI هاي محـدودگر  آنزيم : مورد استفادهمواد

 از T4 DNA Ligaseآنزيـــم   .متعلق به شركت سـيناژن بـود  
 ,DNApolymerase هاي تكثير دهنده  و آنزيمRocheشركـت 

DNApolymerase   Pfu  از شركتFermentase تهيه گرديد 
كيـت   .بر اساس برشور شـركت مـورد اسـتفاه قـرار گرفـت             و

 DNA پلاسميدي و كيت ا ستخراج و تخلـيص      DNAتخليص  
  . خريداري شدRocheاز شركت 

ــوادي ــل م  ,dNTP, EDTA, Trisbase, Rnaseازقبي

Mgcl2,     يدروكسيدآمونيم، اسيداستيك گلاسيال، هيدروكـسيد 
ليـزوزيم،  , اتيديوم برومايد , اسيد بوريك , فنل, فرمو كلر سديم،

 از شـركت   low meltingآگـارز، ژل  مركاپتواتانول، پودر -2
 هاي مواد مورد استفاده در تكنيك     همچنين   .سيناژن تهيه شدند  

SDS-PAGE ،western blotting  نيز از شركتSerotec تهيه 
  .شدند

DNAmarkerــا ــن آزما يه ــده در اي ــتفاده ش ــشات  اس ي
100bp DNA ladder Plus SM0321# و 

LambdaDNA/EcoR1+Hind111#SM0191 100وDNA 

ladder#SM0241ــد ــك .  بودن ــت تكني ــين جه -SDS همچن

PAGE   ــركت ــده از ش ــداري ش ــاركر خري  Fermentas از م
  .استفاده شد
بـادي    به عنوان آنتـي    نيديستيبادي منوكلونال ضده   از آنتي 

ــت  ــصاصي جه ــد Western blottingاخت ــتفاده ش ــا اس  ني
 ANTI HISTIDINشـامل    ويا  از نوع دو مرحلـه يباد ينتآ

TAGوRABBIT ANTI MOUSE HRP يباد ينتآ نيا .بود 
 اند  كه پشت سر هم قرار گرفته      نيديستي ه 6 يبه طور اختصاص  

  .كند ي مييرا شناسا
ــايي ســويه ــوردســويه  :هــاي باكتري اســتفاده جهــت  م

 بوده  كه در بيان مـورد  ،Bl21DE3 E.coliهاي سازگار  سلول
  .استفاده قرار گرفت

 [F-,ompt,hsdSB(rB-mB-gal(cI857,indl,sam,nin5 
lacuv5-T7genel),dcm(DE3)] 

ــون  DH5α و Top 10ســازي  ســويه مورداســتفاده، در كل
  .اند بوده

F′, Φ80 d lacZ Δ15, endAl, yecAl, hsd R17(rk-, mk+) 

ــاني: پلاســميدها  از شــركت (+)pET-26bوكتورهــاي بي
Novageneشدندي خريدار .  

 پروموتر استفاده شد كه بـر روي        T7جهت بيان از سيستم     
 تهيه شده از    IPTG قرار دارد كه جهت القاء از        pETوكتورهاي

  .  استفاده شدFermentasشركت 
 LBهـاي   از محيط :ها بيوتيك  كشت و آنتيهاي محيط

Brath و LB Agar ــاوي ــي 30 ح ــر ميل ــرم ب ــر  ميكروگ  ليت
بيوتيك جهت كلونينگ استفاده گرديـد و بـراي بيـان ژن             آنتي

 مـورد بررسـي قـرار    LB Brathهاي مختلف  مورد نظر محيط
عنــوان  ســيلين و كانامايــسين مورداســتفاده بــه آمپــي .گرفــت
  . سيگما خريداري شد بيوتيك از شركت آنتي

 فرادست و فرودست پس از طراحي       پرايمرهاي: پرايمرها
 سـفارش داده    ناژنيتري جهت سنتز به شركت س     و آناليز كامپيو  

  .شد
  ) :  Forward( دست با تواليپرايمربالا

5´GGGGGCCATGGCTGAGATCACCAG  3 ´  
NCOI                                                                                 

  ): Revers(پرايمر پائين دست با توالي 
5´GGGCGGCCGCGATGGCTTTGGCCAGC 3 

Not I 
حـذف    با فرم كامل آن در     نيموزي فرم كوچك پروك   تفاوت

 ـ     ني وچون ا  باشد ي م 6اگزون باشـد در    ي اگزون در داخل ژن م
 ـ هر دو ژن     يانتها  ابتدا و  جهينت  ـ سـان  كي  نيبنـابرا  .باشـد  ي م

www.SID.ir
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 ـزمان و با استفاده از     هم نيموزي هر دو فرم پرو ك     نگيكلون  كي
  . گرفتانجام مريجفت پرا

  PCR پروتكل .1 جدول 

  
  Pfu با آنزيم PCRهاي   نحوه اجراي سيكل.2جدول 

  تعداد
  ها  سيكل

 زمان
  )دقيقه(

درجه 
  حرارت

  مرحله

  دناتوره كردن اوليه  95  10  1

32  
1  
1  
1  

95  
46  
72  

 دناتوره كردن 

  اتصال
  تكثير

  تكثير نهايي  72  5  1

  
 يها  بدست آوردن پروتئين   يبرا : استخراج پروتئين  تيك

 ي ناشي و بار منفكلي ننيكلون شده از  بار مثبت موجود بر رز  
هـا قـرار دارنـد        ژن ي كه در انتها   يي انتها نيديستي ه 6از وجود 

 ـاسـتفاده گرد   ـدر ا .دي  بـا  يهـا washing buffer روش از ني
 مقـدار   شيو بـا افـزا      اسـتفاده شـد     متفاوت دازوليميغلظت ا 

 و  ي اختصاص ري كه به صورت غ    يها  در ابتدا پروتئين   دازوليميا
سرانجام . شوند ياند جدا م   ها متصل شده   ني به رز  ي كم يرويبا ن 

 شده خارج   دي تول يها  پروتئين دازوليمي از ا  يدر مقدار مشخص  
 ـ يهـستگ آ به   دي توجه داشت كه شستشو با     ديبا .گردد يم  ي ول

 ـ غ يهـا  چون ممكن اسـت پـروتئين      . بار انجام شود   نيچند  ري
 ـ   ها ني رز از ياختصاص  ـ از م  ي جدا شوند ول هـا خـارج     نآ اني
 را به دو    دينييهاي فيوز شده به برچسب هيست      پروتئين. نشوند

در روش دناتوره . كنند روش دناتوره و غير دناتوره تخليص مي
 6روكلرايـد    مولار يا گوانيديوم هيد    8ها بوسيله  اوره      پروتئين

 ـ           . شـوند  يمولار دناتوره شده و از ستون  تخليص عبور داده م
رود كه به دليل سـاختار فـضايي         روش دناتوره زماني بكار مي    

در ايـن  . پروتئين برچسب هيستيديني در سطح پروتئين نباشـد  
 تـا زده    �حالت پس از مرحله تخليص بايد پـروتئين مجـدد         

تفاده از روش دناتوره با   اس. شود تا كارايي لازم را بدست آورد      
 موارد تا زدن دوبـاره      ضيزيرا در بع  . محدوديتهايي همراه است  

  .پروتئين مشكلاتي را به همراه دارد
روش غير دناتوره كه در اين تحقيق اسـتفاده شـد زمـاني             

رود كـه برچـسب هيـستيديني در حالـت تـاخورده             بكار مـي  
ــد  ــرض باش ــروتئين در مع ــژوهش حاضــر برچــسب  . پ در پ

  .پروتئين متصل شد) كربوكسيل( يديني به انتهايهيست
 كه از كمپـاني كيـاژن خريـداري         استفاده از ستون نيكل   با 

% 100  پـروتئين )2001The QIAexpressionist TM(شده بود
هـاي غنـي از هيـستيدين        زيرا سلول پروتئين  . شود  نمي خالص

  .شوند دارد كه بطور غير اختصاصي به ستون متصل مي
بلـو   ي شده با كوماس   يزي ژل رنگ آم   ي سنج  تراكم شيمايپ
 شيماي از روش پ   ب،ي نوترك ني پروتئ اني ب ي كم ي منظور بررس  به

 توسط دسـتگاه    SDS-PAGE حاصل از    ه شد يزيژل رنگ آم  
ــمايپ ــتفاده pharmacia LKB. Ultrascan XL يشگري  اس

  . ديگرد
ــوك ــمزش ــرا :ي اس ــروتئن يب ــت آوردن پ ــا  بدس   يه

 ـ تخر ي باكتر ي خارج هواري لازم است د   يپلاسم يپر  گـردد   بي
 EDTA سـوكروز، ( كـه شـامل    TES منظور ازمحلـول       نيبه ا 
 و بــه ديــ متفــاوت آب اســتفاده گردريدر مقــاد )Tris-HCLو

  حـالات    يبـا بررس ـ    داده شـد تـا     شي مقدار آب افـزا    جيتدر
 يهـا   پـروتئين  خـروج  غلظت را كه تنها باعث       نيمتفاوت بهتر 

 5/1. دياي به دست ب   تركاند  ي و سلول را نم    شود ي م يپلاسم يپر
  درجـه 4بـردراي شـده در         ليتري از كشت باكتري نمونـه      ميلي
 دقيقه سانتريفيوژ 5به مدت  rmp  4000گراد و سرعت  سانتي

رسـوب بـاكتري    . شده و محيط كشت به طور كامل خارج شد        
 دقيقـه بـا   20 بـه مـدت   و حل شـده  TES از بافر  μl 15در 

  مواد  مقدار
  10X PCRبافر    ميكرو ليتر5
  dNTPs Mi  2. 5 mM    ميكرو ليتر 4
  Mgso4 50 mM  ميكرو ليتر 3
  پيكو مول بر ميكرو ليتر10بالا دستپرايمر  ميكرو ليتر 3
  بر ميكرو ليترمولپيكو10دستپايينپرايمر  ميكرو ليتر 3
   پلي مراز Pfu DNAآنزيم    ميكرو ليتر5/0
  ) cDNA(الگو   ميكرو ليتر 3 
  )آمپولي(آب مقطر  ميكرو ليتر5/28

  حجم نهايي   ميكروليتر50
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1  2  3  4

1    2   3     4    5

قطعه کلون شده

سپس با افزودن   . خ نگاه داشته شد   هاي متناوب بر روي ي      تكان
μL  5/22    آب دوبار تقطير انكوباسيون بر روي يخ بـه مـدت
  . دقيقه ادامه يافت30

پلاسـمي، مخلـوط      هـاي پـري      منظور تفكيك پـروتئين    به
 درجـه   4 دقيقـه در     20سلولي پس از شوك اسمزي، به مدت        

روشـناور حـاوي   . سـانتريفيوژ شـد  rpm  13000گراد  سانتي
هـاي    پلاسـمي و رسـوب حـاوي پـروتئين         اي پـري  ه  پروتئين

  .اسفروبلاستي است
 ph=4.5 در   نيمـز ي ك مي هر دو فـرم آنـز      ي فعال ساز  يبرا

 برابـر   20 ساعت توسط بـافر فـسفات        5پس از   . قرار گرفتند 
 ـرق  .افــتي خاتمــه يو فعــال سـاز  دي رســPH=7 شــد تـا  قي

 درصد 10 خشك ري به شمي مختلف از هر دو فرم آنز     يها رقت
 ـ مولار و كلر   يلي م 50كه در بافر فسفات       ـي م25 مي كلـس  دي  يل
 ـاضافه گرد  مولار حل شده بود     درجـه بـه     37 يدر دمـا    و دي

  .]11 [ ساعت قرار گرفت2مدت 
  

  نتايج
 شده عمل هـضم  ي طراحيمرهاي  با پرا PCRبعد از انجام

 قطعـات حاصـل   ي بـرا NOT I  وNCOI  مينزآ با دو يميآنز
  از Ligation سـپس جهـت   . انجـام گرفـت  ر وكتو و PCRاز

 استفاده گرديد در ادامه طـي مراحـل   T4 DNA Ligase آنزيم
 بـر  و دي ترانسفورم گرد  E-coli شنيالكتروپور  و ييشوك گرما 
 ـبيوتيك كاناما  حاوي آنتي  LB-agar طروي محي   كـشت   نيسي
هاي مستعد بدون ناقل نيز بعنوان كنترل منفي         از سلول  .داده شد 

  .تفاده گرديداس
 LB-Brothدر محـيط     هاي رشد يافتـه انتخـاب و       كلني از

هـا   جهـت تائيـد كلـوني     . بيوتيك كـشت داده شـد      حاوي آنتي 
پس از تخليص پلاسـميد   انجام گرفت و quick checkواكنش 

 . دنبـال گرديـد  PCRمراحل بعدي كنترل با هـضم آنزيمـي  و       
نگ داده  سفارش سكانـسي    تائيد نهايي نيز   جهت )3 و 2 شكل(

  . شد

ــ ــ بيبررس ــروتئاني ــاكتر:ني پ ــا ي ب  BL21 DE3 يه
 طيدر مح )PET در وكتور نيموزي ژن كيحاو( ترانسفورم شده

 يبـرا   OD =6/0  بـه  دنيرس ـ از بعـد   كشت داده شـدند    عيما
 IPTG كلـون شـده      ني پـروتئ  ديو تول  T7روشن كردن پروموتر  

 ـ اضافه گرد  طيبه مح  مولار يليم1باغلظت    يهـا   زمـان  در و دي
 انجـام گرفـت و      ي بـردار  نمونهء  ا ساعت پس از الق    8و4و2و0
 ـ ژل اكر  ي بر رو  نيموزي ك ني پروتئ اني ب زانيم  ـآم لي  ي بررس ـ دي

 شگريماي با دستگاه پ   نيموزي هر دو فرم پروك    اني ب زانيم. ديگرد
  )4شكل(.  شديژل بررس

  
  
  
  
  
  
  
  

  ن كامليموزي پروكي برايمينز برش آ وPCR%): 1ژل آگارز (. 2شكل 
  مينـز آب برش خـورده بـا دو        يد نوترك ي پلاسم -2 .وكتور برش خورده   -1
 PCR محصول   -pfu. 4ن كامل با آنزيم   يموزي ژن پروك  PCR محصول   -3 

ــوزيژن پروك ــردازش ن يم ــه يپ ــزيمافت ــا آن ــشان-pfu 5 ب ــدازه  ن ــر ان  گ
،λDNA/EcoRI+HindIII  

زش  پـردا  نيمـوز ي پروك ي بـرا  يم ـينزآ وبرش   PCR%): 1ژل آگارز   (. 3شكل  
  افتهي

 پلاسميد برش -SM0191# 2 و# SM0321  نشانگر اندازه به ترتيب- 1
 نيمـوز ي خـروج ژن ك -3 %1 از ژل NotIو  NcoIخورده توسط دو آنـزيم      

و  NcoI برش خورده توسط دو  آنـزيم         بي از پلاسميدنوترك  افتهيپردازش  
NotI  
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1  2   3  4   5   6   7  8 9  10 11 12 13 14 15 16

38KD

6 5   4   3    2     1  1     2    3    4    5    6   7

R1

R15

و   هر دوفرم ژن مورد نظـر      اني اثبات ب  يبرا :بلات وسترن
 و  ي از حالت  شـوك اسـمز       يپلاسم ي پر يها تئين پرو يبررس

 ـدرصد ته 10 دي ام لي دو ژل اكر   يپلاسمتوي س انيب  ـردگ هي  و  دي
 به عنـوان شـاهد اسـتفاده        يگريد بلات و   وسترن ي را برا  يكي

  .)5شكل. (ديگرد
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 افتهي پردازش نيموزيبيان ژن ك). SDS-PAGE% 10ژل (.4شكل 
  .pET26bبرروي وكتور 

 شده با  القاء– 8 تا IPTG. 5تري همراه با وكتور القاء شده با  باك-4تا  1

IPTG شده با  القاء-12 تا 9 .ساعت15 و8 و 2و 0 يها زمان درIPTG 

 در IPTG شده بـا    القاء -16 تا   13 .ساعت 15و 8و 2و 0 يها زمان در 
  .ساعت 15و 8و 2و 0 يها زمان

  نيموزيز بيان ژن كهاي حاصل ا وسترن بلاتينگ برروي پروتئين. 5 شكل
 15 افتـه ي پـردازش  نيموزي ك - 2ء   قبل از القا   افتهي پردازش   نيموزي ك - 1

 – 4ي   حاصـل از شـوك اسـمز       يهـا   پروتئين – IPTG 3ساعت بعد از    
  IPTG ساعت بعد از 15 كامل نيموزي ك- 5ء  كامل قبل از القانيموزيك
 ,116KDگر انـدازه   نشان– 7ي  حاصل از شوك اسمزيها  پروتئين– 6

66.2KD,45KD, 35KD, 25KD  
  

 مختلف از هر دو فـرم       يها  رقت :يمي آنز تي فعال يبررس
 50درصـد كـه در بـافر فـسفات     skim milke  10 بـه  ميآنـز 
اضـافه   مولار حل شده بود    يلي م 25 مي كلس ديمولار و كلر   يليم

.   ساعت قرار داده شـد     2 درجه به مدت     37 ي در دما  و ديگرد
 ـمع گرد ج ها اليرسوب در ته و     6گونـه كـه در شـكل    همان دي

 ـ   مينـز آ مقـدار    شيشود با افزا   يمشاهده م   يتـر  شي رسـوب ب
 متفـاوت از عـصاره      ري كه مقاد  3 فيدر رد  و گردد يمشاهده م 

 بدون ژن مورد نظر قـرار       BL21ي باكتر ونيكاسيحاصل ازسون 
 ـ    ي مشا هده نم   يگرفته رسوب  كـرد   دهـد عمـل    يشود كه نشان م

 مشاهده بهتر بعداز    يبرا. باشد يشده م  كلون   نيمربوط به پروتئ  
 ـ       يي رو عي ما ي گذار وبعمل رس   ي با دستمال جـاذب بـه آرام

   .)6شكل(. برداشته شد
  
  
  
  
  
  
  
  

  نيموزي هر دو فرم كتي فعالي  بررس.6شكل
1-a,b,c نيمــوزي كي محلــول حــاوتــريكرولي م200و100و50 ي حــاو 

 تـر يكروليم 200و100و50 يحـاو  a,b,c -2 ري ش ي حاو d افتهيپردازش  
ــاو  ــول ح ــوزي كيمحل ــل نيم ــاوd كام ــي ح ــاو a,b,c -3  ري ش  يح

  ري شي  حاوd شده زي لي باكتري محلول حاوتريكرولي م200و100و50
  

  گيري بحث و نتيجه
ها در   ن  و استفاده از آ    يكروبيبا وجود توليد پروتئازهاي م    

فرايند توليد پنير، كيموزين دامي هنوز به عنـوان بهتـرين و بـا              
ترين آنزيم لخته كننده در صنايع پنير سـازي از جايگـاه          ارزش
اي برخوردار است و براي ارزيابي و استاندارد كردن ساير           ويژه

كيموزين به دليل قابليت    . گيرد يپروتئازها مورد استفاده قرار م    
لخته كنندگي بالاي پروتئين شير و فعاليت پروتئازي پائين بـه           

لخته كـردن شـير و توليـد    عنوان يك پروتئاز اختصاصي براي      
اين آنـزيم بـر خـلاف سـاير         . گيرد پنير مورد استفاده قرار مي    

پروتئازها از رسيدگي بيش از حد پنير و تلخي آن جلـوگيري            
  .كند مي
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پروتئاز سويه هاي قارچي در مقايسه با كيمـوزين،  داراي           
تـري   نسبت قدرت لخته كنندگي به فعاليـت پروتئـازي پـايين          

يژگي در پنيرهايي نظير پنير ايرانـي كـه داراي          اين و . باشند مي
باشند موجب كاهش راندمان پنيـر و تلخـي          دوره رسيدگي مي  

 پايـداري   يدر ضمن  پروتئازهـاي قـارچي دارا       . گردد آن مي 
ايـن ويژگـي در فرآينـد پنيـر سـازي           . حرارتي بالايي هستند  

در ضمن سويه هاي قارچي علاوه بر پروتئـاز،         . مطلوب نيست 
كنند كـه ليپـاز      مها به خصوص ليپاز را هم توليد مي        يساير آنز 

  .گردد سبب تجزيه چربي پنير شده و موجب تندي آن مي
 ـ يبـاكتر   بعلـت اطلاعـات   Escherichia coli ي گـرم منف

 ياديدسترس بودن تعداد ز     در ني شناخته شده و همچن    يكيژنت
 ـ ب يهـا    و ناقـل    يساز  همسانه يها از ناقل   يهـا  هي و سـو   ياني
 ـ و امكان تول   تةافيجهش    ـ نوترك ني انبـوه پـروتئ    ري مقـاد  دي   بي

 ـ تول ي برا سميكروارگاني م نياستفاده از ا    ـترك نو ني پـروتئ  دي  بي
ــ ارزشــمند  و E.coli  ،BL21 ةي ســونيمــشهورتر. باشــد يم

 ـيمشتقاتشان هـستند و بطـور طب        Lon ي فاقـد پروتئازهـا    يع
 ـ غ يهـا  ني پـروتئ  ه كننـد  هيپروتئاز تجز (  ـي طب ري  OmpTو  ) يع
 حاصـل از شكـستن   ي هـا  ني كه پروتئ  يئاز غشاء خارج  پروت(

 ـ فاقـد ا   يهـا  سـلول .  باشند يم)  كنند يها را هضم م    سلول  ني
 را بـسرعت انباشـته كـرده و         بي نوترك يها نيپروتئازها، پروتئ 

 ـ     ني از پروتئ  ي تعداد ةياحتمال تجز   كمتـر   صيها در طـول تخل
 ـ كـه از س E.coli BL21 نيبنابرا. ]13و12و11[باشد  يم  ستمي
 ـ    ي پل T7RNA وابسته به    يانيب  زبـان يكنـد، م   ي مراز اسـتفاده م

 تحت كنترل   نيموزي ژن پروك  اني و ب  يساز  همسانه ي برا يمناسب
  .باشد ي مT7) روموتورپ(آغازگر 
هـاي   از پـروتئين  % 4 پلاسم در مقابل سيتوپلاسم تنها       پري

بـه علـت محـيط اكـسيد كننـده       .شـود  تام سلولي را شامل مي 
ــري ــم، محاف پ ــاي   پلاس ــر پروتئازه ــي در براب ــت پروتئين ظ

سيتوپلاسمي، تشكيل انتهـاي آمينـي صـحيح در پروتئيــــن           
نوتــركيب توليد شده و اجتناب از ايجاد اينكلــــوژن بـادي           
ناشــي از بيان پروتئيــن نوتـــركيب درسيتــوپلاســم ايـن        

 ـ  تــرجيــــــح   ي به بيــان سيتــوپـــلاسم    تفضــا نسبــ
 بـه ويـژه   E. Coli پري پلاسـمي بـاكتري   فضاي .شود داده مي

هـاي انـساني و سـاير        محيط مناسبي براي توليد انواع پروتئين     
  .باشد هاي پستانداران واجد اسيد آمينه سيستئين مي پروتئين

Protein  disulfide  isomerase  كـه در E. coli  ،DsbC  
عهده سولفيدي را بر     شود و اكسيداسيون باندهاي دي     ناميده مي 

  را كاتاليز X- pro  كه ايزومريزاسيون باندهاي PPIaseدارد و
هايي هستند كـه امكـان تـاب خوردگــــي           نمايد، پروتئين  مي

 E. coli يپـــلاس صحيح پروتئين بيــــگانه را در فـضاي پر  
  ].16و15و14 [.فـراهم مي نمايند

 ي بـاكتر  يپلاسـم  ي پر ي فوق فضا  اتيصوص توجه به خ   با
E.coli BL21ـ تولي بـرا يكان مناسب م   ـني پـروتئ دي  باشـد  ي م

با انتخـاب وكتـور مناسـب و          شد ي سع قي تحق ني در ا  نيبنابرا
 تي هـدا  پلاسـم  ي و بـه پـر     دي تول ني پروتئ ادي ز ري مقاد گناليس

 ي بررس ـ 6 فرم فاقد اگزون     تي و فعال  اني ب زاني م ني همچن .گردد
.  د برابر فرم كامـل بـو      7 افتهي فرم پردازش    دي تول زانيم. ديگرد

 6اگـزون   :  داده شد  حي توض بيترت ني بد اني ب شي افزا نيعلت ا 
 17ها بـشدت و       آن ي تا 12 باشد كه    ي م نهي آم دي اس 38 يدارا
 از عوامل مهم يكي .باشند ي مزيگر  آبي كمترزاني بمگري د يتا

 يهـا  ن زبـا ي در م  يوتيوكـار ي يها ني پروتئ اني ب زاني م نييدر تع 
ــباكتر ــتي طب،يياي ــ هع ــكيدروفوبي ــ پپتي پل ــدي ــد ي م . باش

 نـة ي آميدهاي اسضي بر آنكه تعو   ي وجود دارد مبن   ييها گزارش
 ـ ب شي موجـب افـزا    ي خنث نةي آم يدهاي با اس  دروفوبيه  در  اني

  .گردد يها م يباكتر
 بعـد از شـوك   نيمـوز يفتـه و كامـل پروك    اي پـردازش    فرم
 30 يدر دما ( كاهش دما    لي متفاوت از قب   طيدر شرا   و ياسمز

 ـكـاهش م    و )گـراد  يدرجه سانت   ـ   در( IPTG  زاني  ميغلظـت ن
 مـشاهده   يلاسـم پ  ي پـر  يدر فضا   شدند و  يبررس) مولار يليم

 ني از ا  كي چي ه تي   قادر به هدا     pelBگنالي س نينشدند بنابر ا  
 ـنجـا كـه در مطالعـات اول   آاز . ستي نپلاسم يدو به پر   و بـا  هي

 ي بررس ـني بودن پـروتئ ي ترشحsignal Pاستفاده از نرم افزار 
 در استفاده   دي حاصل شد با   ي متفاوت جي نتا تيود و در نها   شده ب 

 ـاما اتصال ا  . ردي گ صورت برنامه دقت لازم     نياز ا   گنالي س ـ ني
 ـ حلال شيباعث افزا   ـ گرد ني پـروتئ  تي  بـا   وژيفيتر سـان  در و دي
 در  ني وپـروتئ  افـت ي كاهش   يباد نكلوژني ا زانيم اديسرعت ز 
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ه  بـه روش غيـر دنـاتور       ضي وجود داشت وامكان تخل    بسور
بنابر .  گردد ي در مراحل بعد بررس    دي مسئله با  ني ا ديفراهم گرد 

 ـ   ياني وكتور از لحاظ ب    نيا  ي از نظـر ترشـح     ي مناسب است ول
 نظـر بـدون     ردرادامه طرح بهتر است ژن مـو       د .ستيمناسب ن 

  در   NcoI ي به جا  NdeI مينزآ و با استفاده از      يترشح گناليس
حـذف  .  گـردد  ي طراح يدي جد گنالي س ايوكتور كلون گردد و   

 ـا شود ي فعال نم  مينز آ دي مانع تول  6اگزون    ني فـرم از پـروتئ     ني
  .شود ي مدي توليتر شي بزاني با فرم كامل به مسهيدرمقا
  

  قدرداني تشكر و
 ـ ا يهـا  نهي هز ني تام لي بدل كي ژنت يبا تشكر از مركز مل      ني

 مسئولان مجله كومش كه در جهت هر چه بهتـر شـدن             و طرح
  . نكردندغيدر ي كوششچيمقاله از ه
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Introduction:  Chymosin (Rennin EC 3.4.23.4) is an aspartyl proteinas (the major proteolytic 
enzyme in the fourth stomach of the unweaned calf) that is formed by proteolytic activation from 
zymogene prochymosin. The aim of his study was to produce the full length and splicing form of 
chymosin using pETexpression system in E-coli and to assay the activity of expressed enzyme and 
preplasmic secretion. 

Materials and Methods: The sense primer F-prochy(+) (5´-ggggccatgGCTGAGATCACCAGGA)  
including NCOI restriction site). The anti sense R-prochy(-) (5´-
gggcggccgcGATGGCTTTGGCCAGC -3´) hybridizing to the C-terminal end of calf preprocymosin 
cDNA and contains an additional NotI restriction site at its 5´-end . The cells were disrupted by 
sonication and proteins were purified by using Ni-NTA beads from Qiagen under native conditional. 
The preprochymosin and AS6 preprochymosin were activated at pH 4.7. The enzyme solutions were 
diluted 20-fold with 50 mM phosphate buffer . 

Results: Sequencing data analysis showed that the exon six has been spliced out and, therefore the 
gene product is 114 bp shorter in length, both chymosin forms were expressed together in E.coli. 
Under the same expression conditions, at least AS6 preprochymosin was produced 7-fold high 
expression in comparison to a full-length recombinant chymosin. Following acid activation and 
neutralization, the purified fractions were tested in a qualitative milk clotting assay. The clotting 
activity of preprochymosin and exon6-less preprochymosin were comparable. 

Conclusion: High expression of this alternatively expressed transcript in bacteria, and proper 
folding of the AS6 chymosin protein molecule in the absence of exon six are the two most important 
aspects distinguished in this research. 
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