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در  نيديستيه  برچسب يحاو ييايباكتر دازيلوزيگزا-ژن بتا يترشح انيب
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 يوتكنولوژيگروه ب ،يعيو منابع طب يدانشكده كشاورز قات،يواحد علوم و تحق يآزاداسلامدانشگاه  -3

 
  ده يچك

سـلولازي بـا    هـاي همـي   ها در مجموعه آنزيم ترين آنزيم ، از مهم)EC 3.2.1.37( دازهايلوزيگزا-بتا: سابقه و هدف
 ـبقا يبوده كه حـذف متـوال   دازهايكوزياز خانواده گل واتانول،يب ديپتانسيل كاربرد بالا در صنعت از جمله تول -بتـا  ياي

انجام داده و به  β-1,4 يوندهايبا پ يخط يدهايگوساكاريلواليو گزا وزيلوبيگزا ي كننده اياح ريغ يرا از انتها ليلوزيگزا
 ـتحق نيهدف از ا. باشند يم يضرور لانيكردن كامل گزا زهيمريدپل يبرا لانازها،يگزا-همراه بتا  ـب قي ژن  يترشـح  اني

سطح  شيبه افزا دنيجهت رس س،ياپاستوريكيپ يانيب زبانيدر م نيديستيه  برچسب يحاو ييايباكتر دازيلوزيگزا-بتا
  .بود ميآنز ينسب يساز و سپس خالص انيب

 يكـدون بـرا   يسـاز  نـه يپس از به ييايباكتر دازيلوزيگزا-بتا ميآنز ينيپروتئ يتوال قيتحق نيدر ا: ها مواد و روش
انتقـال   يمخمـر  زبـان يمناسب، به م يمرهايپرا يبا طراح 6xHis-tag يتوال، و افزودن Pichia pastoris يانيب زبانيم
  .افتي

 ـبـا فعال  بينوترك دازيلوزيگزا-بتا ميآنز U/L 40 ديبه دست آمده در كشت فلاسك، تول جينتا :ها يافته  ـو تي   ي ژهي
U/mg  6/0 يانيب طيرا در مح BMMY نشان داد.  

 ـفعـال و پا  ميدسـت آوردن آنـز   هجهت ب ييايباكتر دازيلوزيگزا-موفق ژن بتا انيو ب نگيكلون :گيري نتيجه از  داري
  .انجام شد ميآنز انيب يمخمر، با مقدار بالا يانيب ستميس

   
  يژن انيب ن،يديستيه دازها،يلوزيمخمرها، گزا: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
ذرت و تفالـه   بـر يجملـه ف  گونـاگون، از  يكشاورز يايبقا

ــكرين ــاو ش ــ% 20-40 يح ــلولز، مـ ـ يهم ــند يس . ]1[ باش
 يكـه از اجـزا  ) هـا  لانينـوگزا يآراب هـا،  لانيگزا( سلولزها يهم

 ـگ يهـا  سـلول  وارهيدر د يساختار  ـ ياهي  ـ باشـند،  يم  نيدوم

توده . شوند يمحسوب م نيزم يفراوان در رو يهاديساكار يپل
و  سـلولز  يشده از سلولز، هم ـ ليتشك كه اساساً يسلولز گنويل
در حال رشد ما  ازيمنبع، ن كيتواند به عنوان  ياست، م نيگنيل

 لانيگــزا. ]2[ كنــد نيتــام يانــرژ ريپــذ ديــرا، بــه منــابع تجد
 ـ  يهم نيتر فراوان  ،ياز نظـر سـاختار   ].3،4[ باشـد  يسـلولز م

  :sh_yousefian67@yahoo.com          Email                             021-22431782:نمابر09132967850  :تلفننويسنده مسئول،  *
 24/11/1931:تاريخ پذيرش  7/8/1391 :تاريخ دريافت
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  يونـد خط ـ يهسـتند كـه از پ   ييهاديساكار يهتروپل ها لانيگزا
 β-D-(1→4)  شـده و بـا توجـه بـه منبـع بافـت بـا         ليتشك

ــهير ــا ش ــنوزيآراب-ال يه ــگالاكتوز-يد ل،ي ــت ل،ي ... و لياس
 ي مرحله كي لانيكامل گزا ي هيتجز ].3،5[ شود يم نيگز يجا
 ـكربن بوده و بـه دل  ي در چرخه يديكل  ـغ لي و  يكنـواخت ي ري
 ـگ لانيگـزا  ييايميش ي دهيچيپ عتيطب  ـتجز ،ياهي كامـل آن   هي
با ) سلولازها يهم(كننده  زيدروليه ميآنز نيچند تيفعال ازمندين

 ـ   تياختصاص  نيتـر  مهـم  ].4[ باشـد  يو طرز عمـل متفـاوت م
كـه   لانـاز، يگزا 1،4-اندو: عبارتند از كيتيلانوليگزا يها ميآنز

 ـغ لانياسكلت گزا  يدهايگوسـاكار يلواليرا بـه گزا  محلـول  ري
 كــه داز،يــلوزيگزا-كــرده و بتــا زيدروليــمحلــول ه تــر اهكوتــ
 ـغ يرا از انتها وزيلوبيمحلول و گزا يدهايگوساكاريلواليگزا  ري
 ].3،4[ كنــد يآزاد مــ لــوزيكــرده و گزا زيرولديــكننــده ه ايــاح
 ـمسئول تجز اساساً ها زميكروارگانيم  عـت يدر طب لانيگـزا  ي هي
 يدر انواع مختلف دازهايلوزياگز-رو وجود بتا  نياز ا. باشند يم

  .]6،7[گزارش شده است  ها يها و باكتر شامل قارچ
ــا ــلوزيگزا  - يد  - بت ــاكتر دازي  Selenomonas ياز ب

ruminantium (SXA) بـا   سهيآن در مقا يكينتيك يپارامترها
 10 ها حدوداً گونه گريگزارش شده از د يدازهايلوزيگزا -  بتا

 ـبا فعال بيتر بوده و در ترك برابر بزرگ   SXAلانازهـا، يگزا تي
 ليتبـد  يهـا  بـالا در پروسـه   اريبس ـ يكـاربرد  ليپتانس يدارا
 ـسـاده قابـل تخم   يبـه قنـدها   ياهيگ ي توده ستيز  يبـرا  ري
  ].6،8،9[ باشد يم يستيهمانند اتانول ز يستيز داتيتول

 ـعنـوان   به از  ياريبس ـ Pichia pastoris وت،يوكـار ي كي
از جملـه   تـر،  رفته شيپ يها وتيوكاري يانيب يها ستميس ديفوا

پس از ترجمـه   راتييو تغ نيپروتئ نگيفولد ن،يپردازش پروتئ
 يانيــب يهــا ســتميس ريبــا ســا ســهيدر مقا. باشــد يرا دارا مــ

 ـ  كم نهيهزتر و با  راحت تر، عيسر يوتيوكاري اسـتفاده   يراتـر ب
 ـبه عنـوان  . باشد يرا دارا م انياز ب يبوده و سطوح بالاتر  كي

شـده، از نظـر    يكار دست ديمف اتيخصوص P.pastorisمخمر،
را   Saccharomyces cerevisiaeدر مخمر يكيو ژنت يمولكول

   .باشد يهم دارا م

 يانيب ستميس كيرا به عنوان   P.pastorisاتيخصوص نيا
  ].10-2،15[ كند يم يكارآمد معرف

در صـنعت كـه شـامل     هـا  نيپـروتئ  يسـاز  خالص نديفرآ
 يسـاز  خالص تاًيو نها ينيپروتئ ريغ باتيآن از ترك يجداساز
دشوار و  ينديفرآ باشد، يهدف م ريغ يها نيپروتئ گريآن از د
 يدينواســيشــش آم يبـا اضــافه كــردن تـوال  . اســت نـه يپرهز

از  هها را با اسـتفاد  آن توان يم نيپروتئ يها يبه توال نيديستيه
 كـرد  يسـاز  و با خلوص بـالا، خـالص   يبه راحت كليستون ن

]16.[  
به ژن  نيديستيه  اضافه كردن برچسب قيتحق نياز ا هدف

 يترشـح  انيو ب Selenomonas ruminantium دازيلوزيگزا بتا
آلفا  يبا استفاده از توال سياپاستوريكيپ يدر مخمر صنعت ميآنز

و سپس  انيسطح ب شيبه افزا دنيبه منظور رس يفاكتور مخمر
 زبانيم نيدر ا انيشده پس از ب ديتول ميآنز ينسب يساز خالص

   .باشد يم
 

  ها مواد و روش
 متعلـق بـه شـركت    KpnI و XhoI محـدودگر  يهـا  ميآنز

Vivantis ميآنـز . بود DNA ـ   Max-tag،T4 DNA مـراز  يپل

 يداريخر Vivantis از شركت د،ياستخراج پلاسم تيو ك گازيل
 ـشـده اسـتفاده گرد   هيتوص طيشد كه طبق شرا  يسوبسـترا . دي

ــتروفنيپاران ــرانوزيلوپيگزا لي ــ (PNPX) دي ــركت س  گماياز ش
 DH5α ياكليمورد استفاده اشرش يباكتر هيسو. دش يداريخر

  .شد يداريخر كيژنت يمهندس يگاه مل بوده و از پژوهش
  و LB يهـا  طياز مح ـ .ها بيوتيك يكشت و آنتهاي  محيط

 LB-Agar ـ تـر يل يليبر م كروگرميم 5/0 يحاو   ـوتيب يآنت  كي
مـورد اسـتفاده بـه     نيليس يآمپ. دياستفاده گرد نگيجهت كلون
  .شد يداريخر گماياز شركت س كيوتيب يعنوان آنت
 ـلوزيگزا- بتـا  ميآنز ينيپروتئ يتوال .ژن سنتز  يبـاكتر  دازي

Selenomonasruminantium بــا طــول bp 1614  از
 .GenBank accession no) نيپـروتئ  ياطلاعـات  يهـا  بانـك 

AF040720.1)   يكـدون  حياستخراج شده، و با توجه به ترج 
 سـنتز بـه شـركت    يو برا يژن طراح يتوال س،ياپاستوريكيپ
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GENE ART ژن مورد نظـر بـه صـورت    . فرستاده شد انآلم
 ـ PMK كلون شده در وكتـور   و XhoI بـرش  گـاه يدو جا نيب

KpnI ـا. داده شد ليتحو شگاهيبه آزما  ژن  يدارا ديپلاسـم  ني
  .باشد يم يبه عنوان ماركر انتخاب نيسيمقاومت به كاناما

دســت پــس از  نييبالادســت و پــا يمرهــايپرا :مرهــايپرا
سـنتز   ناكلونيتوسـط شـركت س ـ   يوتريكـامپ  زيو آنال يطراح
افـزودن   يبـرا  مريدو پرا نيا. آمده است 3و در جدول  ديگرد
ــوال ــش آم يت ــيش ــتيه يدينواس ــه ژن نوترك نيديس ــب  بي
 طيدر شـرا  DNA شيافزا يبرا. ديگرد يطراح دازيلوزيگزا بتا

 2و  1 طبق جـدول    Touchdown PCRواكنش يشگاهيآزما
  .ديانجام گرد

  هاو مقدارآن PCRمواد مورد نياز در واكنش . 1جدول
  )( مقدار  مواد

 PCR 10X 2بافر
dNTPs 1mM  5/0 

Mgso4 50mM  8/0 
 5/0 ليتر ميكرو بر مول پيكو 10 دست پرايمربالا

 5/0 ليتر ميكرو بر مول پيكو 10 دست پرايمرپايين
 Max-tag 3/0آنزيم
 100ng)cDNA(  1الگو
 4/14  )آمپولي(مقطر آب

 20  حجم نهايي
  

برچسب  براي اضافه كردن Touchdown-PCRي  برنامه. 2جدول 
  گزايلوزيداز-بتابه انتهاي ژن  شش آمينواسيدي هيستيدين

 )گرادسانتي(دما )دقيقه(زمان   هاتعداد سيكل
1 5 95 

 
5  

5/0 95 
5/0 53 
5/1 72 

 
25  

5/0 95 
5/0 59 
5/1 72 

1 10 72 
  
  

  هاتوالي آن پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق و. 3جدول 
  نام  توالي  توضيحات

پرايمر
  بالادست ژن

5’GAGCTCCTCGAGAAAA
GGCCTATG  

Xs43His  
FWD  

پرايمر پايين 
  دست ژن

5’AGGGTACCCTACTAGT
GGTGGTGGTGGTGGTGA
TCCAACTCTTTG  

Xs43His  
REV  

  
ــيل ــور   ونيگاس ــه درون وكت ــفورم PTG19-Tب  و ترانس

DNA  ـژن نوترك .ياكلياشرش ـ يبه درون باكتر بينوترك   بي
بـا اسـتفاده از    نيديسـت يشش ه يراه توال به هم دازيلوزيگزا بتا
 افتهيانتقال  PTG19-Tبه درون وكتور  گازيل T4 DNA ميآنز

 ييايباكتر يها سلول ي هيو ته ونيگاسيو پس از انجام مراحل ل
بـا اسـتفاده از روش شـوك     ونيگاس ـيمحصـول ل  ]17[مستعد 
  .منتقل شدها  به درون سلول يحرارت

ــگيكلون ــاكتر ن ــ يژن در ب ــال  .ياكلياشرش ــس از انتق پ
با استفاده از روش انتقال شوك  يبه باكتر PTG19-T ديپلاسم
 ي عصـاره % 5/0 يحـاو  LB طيرا در مح ـ ها يباكتر ،يحرارت

 ـكلر ميسـد % 1و  پتونيتر% 1مخمر،  درجـه   37 يدر دمـا  د،ي
رشـد   قهيدور در دق 300با دور  كرانكوباتوريدر ش گراد يسانت
را بـه دسـت    دياز پلاسـم  ياديمقدار ز بيترت نيو بدشد  داده
  .مدآ

 يترانســفورم شــده بــر رو يهــا ياز انتقــال بــاكتر پــس
 ي به علت وجـود مـاده   IPTG, X-gal, amp يحاو يها تيپل

X-gal ـدر داخل ا   ـپل ني  ميپـس از  فعـال شـدن آنـز     هـا،  تي
وكتـور   يحاو يها ي، كلنIPTG در اثر حضور دازيگالاكتوز بتا

 يدارا ي سـازه  يحـاو  يها يو كلن يفاقد ژن، تنها به رنگ آب
  ].18،19[ شوند يمشاهده م ديرنگ سف هژن، ب
پس از : pPink-HC ي به درون وكتور دوگانه ونيگاسيل

-بتـا  يتـوال  يكـه حـاو  PTG19-T  يدهاياسـتخراج پلاسـم  
بودنـد، تمـام    نيديسـت يبرچسـب شـش ه   يحاو دازيلوزيگزا

 يبـه بـاكتر   PTG19-T همانند انتقال وكتـور  نگيمراحل كلون
 يشـده بـر رو   ترانسـفورم   يهـا  يانجـام و بـاكتر   ياكلياشرش

  .شدند نشيگز نيليس يآمپ يحاو يبانتخا يها تيپل
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به  بينوترك ديمستعد مخمر، انتقال پلاسم يها سلول ي هيته
ــانيم ــو ب زب ــازنده ك  اني ــتورالعمل س ــابق دس ــژن مط  تي

(Invitrogen) ـنوترك يدهايپلاسـم . انجام شد   ژن يحـاو  بي

SXA ميتوسط آنز BglII آمـده و توسـط    در يبه شكل خط ـ
اهم به  25و  v  1800،A  200طيدر شرا شنيروش الكتروپور

 ـب زبانيم محصـول  . منتقـل شـد   Pichia pastoris مسـتعد  ياني
 ـپل يانتقـال بـر رو    PAD (Pichia Adenine Dropout) تي

روز جهـت   3نظر به مدت حـداقل   مورد تيپل. كشت داده شد
 گـراد  يدرجه سانت 30نظر در انكوباتور  مورد يها يرشد كلون

  ].20و2[قرار داده شد 
 يهــا يدر كلــون دازيــلوزيگزا-بتــا ميآنــز انيــب يبررســ

 PAD طيكلون مخمر كـه در مح ـ  20حدود  :مخمـر  بينوترك

ــد  ــد،  در  رش ــرده بودن ــيم 10ك ــريل يل ــ ت  BMGY طيمح

(Buffered Complex Glycerol Medium)  عصـاره   يحـاو
، M 1/0 (pH=6) فسـفات  مي، بافر پتاس ـ%2، پپتون %1 مخمر
YNB 34/1%1، به مـدت  %1 سروليو گل% 4×10-5 نيوتي، ب 
كشـت   rpm 275 با سرعت گراد يدرجه سانت 29-30 شب در

ها و خارج كـردن محلـول    سلول وژيفيداده شدند، بعد از سانتر
ــيرو ــلول ،ي ــوب س ــيم 1در  يرس ــريل يل ــ ت  BMMY طيمح

(Buffered Complex Methanol Medium) عصـاره   يحاو
، M 1/0 (pH=6) فسـفات  مي، بافر پتاس ـ%2، پپتون %1 مخمر
YNB 34/1%وني، سوسپانس ـ%1و متانول  %4×10-5 نيوتي، ب 

 ييدر غلظـت نهـا   متانول AOX1 پروموتر يشده و جهت القا
 ـلوزيگزا-بتا انيب. ديساعت اضافه گرد 24به مدت % 5/0  دازي

ــنوترك ــنجش فعال و بي ــس ــك پاران  تي ــا كم ــتروفنيآن ب  لي
بـا  . به عنـوان سوبسـترا انجـام شـد     (PNPX) ديرانوزيلوپيگزا

مـورد   بينوترك نيان و ترشح پروتئيب SDS-PAGE استفاده از
ها  كشت مخمر از سلول طيمنظور مح نيبد. قرار گرفت يبررس

 ـمحلول در آن توسط سولفات آمون يها نيجدا شده، پروتئ  ومي
M4  ــه ــده و نمونـ ــوب داده شـ ــروتئ ي رسـ ــط نيپـ   توسـ

 SDS-PAGE الكتروفورز شد.  
 ـسـنجش فعال  .يم ـيآنز تيفعال سنجش -بتـا  يم ـيآنز تي

آزاد شـده   تروفنليمقدار پاران يريگ اندازه قياز طر دازيلوزيگزا

 C °50 يسنجش در دما نيا. انجام شد PNPX ياز سوبسترا
 PNPXاز μl 50، مقـدار  mM pH 50=4/8 تراتيو بافر س ـ

Mm10 شده در حجم  قيرق يميو مقدار مناسب از محلول آنز
آزاد شـده   تروفنـل يمقدار جـذب پاران . انجام شد ml 5/0 يكل

خوانـده   nm 405در طول مـوج   قه،يدق 10بعد از مدت زمان 
متوقـف   M 1كربنـات  ميسـد  ml 1واكنش با اضافه كردن. شد
  ].21[ ديگرد

  
  نتايج

افزودن برچسب شش . SXA دازيلوزيگزا-ژن بتا نگيكلون
 دشـده يتول ميآنـز  يسـاز  ژن جهت خالص يبه انتها نيديستيه

شـده،   يطراح يمرهايبا پرا PCRبا انجام روش  ان،يپس از ب
 بيژن نوترك ونيگاسيپس از ل. شد دييتا% 1ژل آگارز  يبر رو
 وكتور نبه درو نيديستيشش ه يراه توال به هم دازيلوزيگزا-بتا

PTG19-T حضور ژن از روش  دييجهت تا يو انتقال به باكتر
PCR   ـاستفاده شده و باند مـورد نظـر رو  ). 1شـكل ( شـد  تي
 ـلوزيگزا-بتـا  يتوال نيچن هم راه برچسـب شـش    بـه هـم   دازي
آن پس از انتقـال   ياضافه شده به انتها نيديستيه يدينواسيآم

 XhoI محـدودگر  يها ميبا استفاده از آنز PTG19-T به وكتور
 ـ  يابتدا و انتهـا  بيكه به ترت KpnIو    دهنـد،  يژن را بـرش م
ژل  ياثبـات بـرش، بـر رو    ياز آن بـرا  يشده و مقدار دهيبر

  ).2شكل( برده شد% 1آگارز 
 

  
ي كلونينگ ژن نوتركيب حاوي برچسب كننده ژل آگارز تاييد .1شكل

 1ي  شماره  چاهك. باشددر باكتري مي PTG19-Tهيستيدين در وكتور 
چاهك . كنترل منفي. 2چاهك شماره . bp1632با طول  XsHisحاوي 
   .GeneRuler™ #SM 0331گر  نشان. 3شماره 
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ي كلونينگ ژن نوتركيب حاوي برچسب ژل آگارز تاييدكننده .2شكل

  1چاهك شماره . باشددر باكتري مي PTG19-Tهيستيدين در وكتور 
و   XhoIمحدودگرهاي  بريده شده با آنزيم PTG19-Tوكتور نوتركيب 

KpnI طول زايلوزيداز با -ي توالي بتا كه نشان دهندهbp1632 باشد مي .
 .GeneRuler™ #SM 0331گر  نشان 2ي  شماره  چاهك

  
راه  به هم دازيلوزيگزا-بتا بيژن نوترك ونيگاسيپس از ل

و انتقال به  pPink-HCبه درون وكتور  نيديستيشش ه يتوال
و هضم ) 3شكل( PCRحضور ژن از روش  دييجهت تا يباكتر
  ).4شكل( شد تياستفاده شد و باند مورد نظر رو يميآنز

  

 
ي كلونينگ ژن نوتركيب حاوي برچسب ژل آگارز تاييدكننده .3شكل

 1چاهك شماره . باشددر باكتري مي pPink-HCهيستيدين در پلاسميد 
. bp1632با طول  XsHisحاوي  2-4ي  شماره  چاهك. كنترل منفي

  GeneRuler™ #SM .0331گر  نشان 5چاهك شماره 
  

  
ي كلونينگ ژن نوتركيب حاوي برچسب تاييدكنندهژل آگارز . 4شكل

ي  شماره  چاهك. باشددر باكتري مي pPink-HCهيستيدين در پلاسميد 
وكتور . 2چاهك شماره  .GeneRuler™ #SM 0331گر  نشان. 1

 KpnIو   XhoIمحدودگرهاي  بريده شده با آنزيم PTG19-Tنوتركيب 
  .باشد مي bp1632طول زايلوزيداز با -ي توالي بتا كه نشان دهنده

 ديبـه منظـور انتقـال پلاسـم     شنيبه دنبال انجام الكتروپور
 ـكيژن به مخمر پ يحاو بينوترك  ي و مشـاهده  سيپاسـتور  اي
از حضور ژن در مخمر با استفاده از  نانيبه منظور اطم ها يكلون

ژن در  نگيشده، كلون يطراح يمرهايبا پرا PCR يروش كلون
  ).5شكل( شد دييتا% 1ژل آگارز  يمخمر بر رو

  

  
ي كلونينگ ژن نوتركيب حاوي برچسب ژل آگارز تاييدكننده. 5شكل

هاي شماره  چاهك. باشددر مخمر مي pPink-HCهيستيدين در پلاسميد 
گر  نشان  11  شماره  چاهك. bp1632با طول  XsHisحاوي  10-1

GeneRuler™ #SM 0331 .كنترل مثبت 12  شماره  چاهك 
  
ــب ــا اني ــلوزيگزا-بت ــنوترك دازي ــم. بي ــنوترك ديپلاس   بي

 pPink-HC ـلوزيگزا-ژن بتـا  يحاو   ـباكتر دازي پـس از   يياي
مسـتعد   يهـا  بـه سـلول   يكيشدن با روش شوك الكتر يخط

 PADكشت جامـد   طيمح يمخمر منتقل و محصول انتقال رو
 ـنوترك يها يكشت داده شد تا كلون  ـپد بي بعـد از  . شـوند  داري

ابتدا با استفاده از  انيب يها يبررس بينوترك يها يكلون شيدايپ
 ليــتروفنيبــا كمــك پاران يمــيآنز تيــســنجش فعال شيآزمــا
 ـصـحت ب . به عنوان سوبسترا انجام شد ديرانوزيلوپيگزا ژن  اني

. شد يبررس SDS-PAGEمثبت توسط  يها در نمونه بينوترك
 لويك 61حدود  ينيباند پروتئ كيحضور  SDS-PAGE جهينت

 ـلوزيگزا-بتـا  ميمعـادل آنـز   هدالتون ك  بـود را نشـان داد   دازي
  ).6شكل(

در فلاسـك   كشـت مخمـر   ml 500 دست آمده از هب جينتا
هـا، كـه    از كلون يكيشده توسط  ديتول دازيلوزيگزا-بتا يحاو

 ـ نيريرا نسبت به سا ييبالا انيب  ي دهنـده  نشـان  داد، ينشان م
 ـلوزيگزا-بتـا  ميآنز U/L 40 ديتول  ـنوترك دازي  ـبـا فعال  بي  تي
  .باشد يم BMMY يانيب طيدر مح U/mg  6/0ي ژهيو

bp 1600  

bp 1600  
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چاهك شماره . PR.901641گر سيناژن نشان  1چاهك شماره  . 6شكل

ي آنزيم تجاري از گونه. 3چاهك شماره . گزايلوزيداز نوتركيب-بتا 2
Bacillus pumilus با وزن مولكولي مشابه آنزيم نوتركيب  

  
  گيري بحث و نتيجه

 ـب يبرا دازيلوزيژن گزا يتوال قيتحق نيدر ا در مخمـر   اني
 ـب سـتم يهـر س . ديگرد يساز نهيبه سيپاستور ايكيپ  يدارا ياني

 كي يترجمه دارا يدر ط جهيمتفاوت و در نت tRNA ي رهيذخ
  .باشد يمشخص م) Codon preference( يكدون حيترج

 ـ    ياريبس يها مقاله  ـب دهـد  يوجـود دارد كـه نشـان م  اني
 حياگـر بـر اسـاس تـرج     زبانيم نيدر ا بينوترك يها نيپروتئ
اند كه  محققان نشان داده. شود يم تر شيب اريآن باشد بس يكدون

 ـناپا شينادر سـبب افـزا   يها وجود كدون  mRNAدر  يداري
 ازپـس  . گردد يم نيتر پروتئ كم انيسبب ب تيحاصل و در نها

 365( كردنـد  دايپ رييتغ دهاياز نوكلئوت% 22حدود  ،يساز نهيبه
 ـدر ا). ژن يدهاياز كل نوكلئوت دينوكلئوت  سـتم يمطالعـه، س  ني

-بتا ميآنز ديتول يبرا Pichia pastoris لوتروفيمخمر مت يانيب
 ـب سـتم يانتخاب س ليدل. استفاده شد بينوترك دازيلوزيگزا  ياني
محاسـن متعـدد آن از جملـه،     ق،يتحق نيدر ا سياپاستوريكيپ

، امكان رشد در تراكم بـالا  )AOX1( يپروموتر قو كيوجود 
 يورز پـس از ترجمـه، دسـت    ينـدها يدر فرمانتور، انجام فرآ

 يترشح انيب ليبه دل يديتول ميآسان آنز يساز آسان و خالص
 ـب. آن بود  ـنوترك يهـا  نيپـروتئ  اني بـه دو   P.pastorisدر  بي

 ييجـا  از آن .است ريپذ امكان يو داخل سلول يصورت ترشح
كشـت   طيبـه مح ـ  يكم ـ يهـا  نيپروتئ يعيبه طور طب ايكيكه پ

تـر   ساده يخارج سلول انيدر ب نيپروتئ صيتخل كند، يترشح م

مخمر انتخـاب   نيمحاسن، امروزه ا نيوجود هم ليبه دل. است
  . باشد يم بينوترك نيپروتئ انيب ياز محققان برا يارياول بس

انجام  يها پژوهش يبا توجه به مطالعات انجام شده بر رو
 ميآنـز  انيگزارش از ب نياول نيشده در داخل و خارج كشور ا

 ـكوزيگل 43از خانواده  دازيلوزيگزا-بتا  ـدر ا دازهاي مخمـر   ني
 ـتحق نيبا توجه به هدف ا. ]22-24[ باشد يم و  نـگ يكلون ق،ي
دست آوردن  هجهت ب ييايباكتر دازيلوزيگزا-موفق ژن بتا انيب

 انيب يمخمر، با مقدار بالا يانيب ستمياز س داريفعال و پا ميآنز
شش  يتوال قيتحق نيدر ا نيچن هم. انجام شد) U/L 40( ميآنز
به ژن  تيبا موفق يساز به منظور خالص نيديستيه يدينواسيآم

ارائـه   يساز خالص جينتا(افزوده شد  دازيلوزيگزا-بتا بينوترك
  ).نشده است
 يكه به شكل صـنعت  ييها ميآنز يبرا يبازار جهان يتقاضا

 ـلوزيگز. باشد شوند داراي رشد شگرفي مي يم ديتول از  دازهاي
سـلولازي   هاي همـي  ها در مجموعه آنزيم ترين آنزيم جمله مهم

شوند كه  درصد كوچكي از بازار را شامل مي باشند، اما تنها مي
در حـال افـزايش    بـالا البته اين ميزان به سبب پتانسيل كاربرد 

ر صنعت دارنـد كـه از آن   وسيعي د كاربرد زهادايلوزيگز. است
توان به صنايع غذايي، تغذيه دام و طيور، صنايع خمير  جمله مي

رو  ليد بيواتانول اشاره كرد؛ از ايـن و كاغذ، صنعت نانوايي و تو
به عنوان بخشـي از سيسـتم    دازيگزيلوز-پرداختن به آنزيم بتا

  .نمايد مهم مي يسلولاز همي
 ـدر مق ميآنـز  انيب قيتحق نياز ا يينها هدف انبـوه و   اسي

 ـب زانيم شيافزا يبوده و برا يصنعت  ـو تول اني -بتـا  ميآنـز  دي
 ـ. استفاده شـد  AOX1 يياز پروموتر القا دازيگزيلوز دسـت   هب

 ـ مخمـر، هـم   يانيب ستمياز س داريفعال و پا ميآوردن آنز  نيچن
 ـب يمقدار بـالا   يراح ـط ي دهنـده  نشـان ) U/L 40( ميآنـز  اني

كـرد درسـت القـا توسـط      و عمـل  ميآنز ي كننده ژن كد حيصح
 دازيلوزيگزا ميآنز انيب زانيم نيگزارش بالاتر نيا. متانول بود

  .دهد ينشان م يانيب يها زبانيم انيرا در كشت فلاسك در م
 يبينوترك كيدر اثر  بينوترك يها سلول كه نيتوجه به ا با

ورود ژن در  گاهيتنوع در جا ليبه دل شوند، يم جاديهمولوگ ا
گونـاگون منجـر بـه     يك ـيژنت يهـا  ييژنوم، ممكن است نوآرا
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 يبـرا  نيبنـابرا . متفاوت شـود  انيب زانيمختلف با م يها كلون
 ـتعـداد ز  يستيبالاتر با انيكلون با ب نيبه بهتر يابي دست  يادي

 تيبا سنجش فعال. رنديقرار گ يمورد بررس انيكلون از لحاظ ب
 ـوفنتريبـا كمـك پاران   يميآنز  ـرانوزيلوپيگزا لي بـه عنـوان    دي

  . انتخاب شد يميآنز تيكلون از نظر فعال نيسوبسترا، بهتر
 ،يم ـيمحلول سوپرناتانت آنز يبر رو SDS-PAGE جينتا
 ـمثبت را تا يها در نمونه بيژن نوترك انيصحت ب كـرده و   ديي
 ياستفاده از تـوال  ي جهيدر نت ميترشح مناسب آنز ي دهنده نشان

  .باشد يم سياپاستوريكيپ يانيب زبانيدر م يآلفافاكتور مخمر
 ـكينشان داده شده است كـه پ  قيتحق نيا در  سيپاسـتور  اي

بر اساس . باشد يم دازيلوزيگزا انيب يبرا يمناسب اريبس زبانيم
 ـشده با توجه به ب جاديا بينوترك هيدست آمده، سو هب جينتا  اني

استفاده در صنعت از استفاده  يبرا ييبالا ليپتانس اد،يز ريمقاد
  .دارد واتانوليب ديتا تول ينساج عيدر صنا
  

  تشكر و قدرداني
 ـا يشگاهيمراحل آزما ي هيكل  شـگاه يپـژوهش در آزما  ني
 يهـا  يو فنـاور  يانـرژ  يمهندس ي دانشكده يوتكنولوژينانوب
از  لهيوس ـ نيانجام شده است كه بد يبهشت ديدانشگاه شه نينو

 ـانجام شده بـه و  يها زحمات و مساعدت اسـتاد گرانقـدر    ژهي
 ـام ديدكتر س يجناب آقا  يگـزار  سـپاس  ادتيس ـ ييرعنـا  دي

  .ودش يم
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Introduction: β-D-Xylosidases (EC 3.2.1.37), one of the most important hemicellulases with high 

potential industrial application such as bioethanol production, are exo-type glycosidases that catalyze the 
successive removal of β-xylosyl residues from the non-reducing termini of xylobiose and higher linear β-
1,4-xylooligosaccharides and in conjunction with β-xylanases are essential in completely depolymerizing 
xylan. The aim of this study was secretive expression of bacterial β-xylosidase gene including hexahistidin-
tag in Pichia pastoris in order to achieve high level expression and enzyme purification subsequently.  

Materials and Methods: In this study, after optimizing the sequence of protein encoding bacterial β-
xylosidase based on the expression codon usage of Pichia pastoris and addition of 6xHis-tag sequence 
through suitable designed primers to gene, transformation of recombinant plasmids was performed through 
electroporation method into the expression yeast. 

Results: The results showed that the recombinant β-xylosidase production was 40 U/L with 0/6 U/mg 
specific activity in flask culture.  

Conclusion: Cloning and successful expression of bacterial β-xylosidase gene was carried out in order 
to obtain an active and stable enzyme with high level expression from yeast expression system. 
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