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Objectives: ECM33 gene encodes a protein which belongs to a large group of GPI-anchored protein family. 
Although the precise molecular function of this protein is unknown, several studies have demonstrated an important 
role in fungal cell wall integrity and virulence. The aim of this study was to identify and clone ECM33 gene in 
Aspergillus niger. Also the expressional analysis of the gene was carried out. Methods: The complete genomic 
sequence of ECM33 gene along with 5' and 3' flanking regions has been identified in Aspergillus niger by means of 
bioinformatics and using ECM33 gene of A. fumigatus as template. The genomic fragment was PCR-amplified 
using specific primers and subsequently was cloned. The expression analysis was performed by RT-PCR. Results: 
The Aspergillus niger ECM33 gene containing 1327 bp was cloned as a 5.2 kb fragment. Bioinformatic analysis 
predicted the presence of two introns which was confirmed experimentally. The gene product is a 397 amino acids 
protein with approximately 70% identity to the homologue proteins from other aspergilli. Expression analysis of 
ECM33 under different growth conditions including different temperatures, different carbon sources, and different 
nitrogen sources confirmed a constitutive expression. Conclusion: This is the first report on characterization of 
ECM33 gene in an industrially important fungus, Aspergillus niger. The cloned fragment will be used in 
construction of gene disruption cassette which will be subsequently applied in gene knock out experiments. 
Keywords: Aspergillus niger, glycosylate phosphatidyl inositol (GPI), ECM33 gene, Cell wall. 

 
اگرچـه هنـوز نقـش    .  را كد مي كنـد glycosyl phosphatidyl inositol-anchored proteins (GPI)  ،  پروتيني ازخانواده بزرگECM33ژن :  فزمينه و هد

قارچ   مشخص نشده است ولي مطالعات نشان مي دهد كه اين پروتئين نقش مهمي در حفظ يكپارچگي ديواره سلولي و ويرولانس ECM33دقيق  پروتئين 
 از قارچ آسپرژيلوس نيجر و همچنين بررسي  نحوه بيان آن درحين رشد  ايـن قـارچ  بـوده    ECM33هدف از اين مطالعه شناسائي و كلون نمودن ژن         . دارد
و بـا مقايـسه بـا ژن    با استفاده از روشهاي بيوانفورماتيكي   آسپرژيلوس نيجر به همراه توالي نواحي كناري آنECM33ابتدا توالي كامل ژن :روش ها .است

ECM33 آسپرژيلوس فوميگاتوس به عنوان الگو، بدست آمد ومتعاقبأ با طراحي پرايمر هاي اختصاصي و  PCR بيـان ژن   . قطعه ژنومي تكثير و كلون گرديـد
ECM33         آسپرژيلوس نيجر با استفاده از ر وش RT-PCR      ژن  : يافته ها . مورد آناليز قرار گرفتECM33 بطول bp 1327 ه با نواحي كناري آن  به شكل         همرا

پروتئين حاصل از بيان . آناليز توالي ژنومي وجود دو اينترون در اين ژن را پيش گوئي نمود كه بطور تجربي تأئيد شدند                .  كيلو بازي كلون شد    2/5يك قطعه   
ر آسپرژيلوس، مي باشد در اين بررسي هـا نـشان داده             در گونه هاي ديگ    هم خانواده  درصد با پروتئين     70  اسيد آمينه با يكساني حدود        397اين ژن حاوي    

. شد كه ژن مذكور در شرايط مختلف از جمله شرايط دمايي گوناگون، منابع كربني مختلف وهمچنين منابع مختلف نيتروژن  بطور مـداوم بيـان مـي گـردد                            
قطعـه ژنـومي كلـون شـده در ايـن         . پرژيلوس نيجر مي باشد    در قارچ صنعتي آس    ECM33 ژن   در تعيين خصوصيات  اين مطالعه اولين مطالعه     : نتيجه گيري 

  .. كاربرد دارد، استفاده خواهد شد gene knock outمطالعه در تهيه سازه ژني كه در آزمايشات 
    ، ديواره سلولي،ECM33، ژن ) GPI( آسپرژيلوس نيجر، گليكوزيل فسفاتيديل اينوزيتول :واژه هاي كليدي
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 ٢٩٢                                                                                                      و همكاران مهدي کريمي                                                                         داروئي       علوم 

 

 

 
 مقدمه -1
  در ار مهـم  ي بس ي رشته ا  يقارچهايكي از   جر  يلوس ن يرژپآس

 يستم هـا  ي ـس كه   يياز آنجا  .دي آ يبشمار م   يستي ز يفناور
 ، شناخته شده اسـت    ين قارچ به خوب   يان ژن در ا   يانتقال و ب  

ــرا ــ توليابــزار لازم ب ــ نوتركين هــايروتئپــد ي ن يــب در اي
جـر  يلوس ن يرژپاز آس  . )1( باشد يمدر دسترس   ز  ينسم  ينارگا
د يس ـا(  نظير اسـيد هـاي آلـي       يد محصولات مهم  ي تول يبرا
و پروتئين هاي نوتركيـب يـا غيـر نوتركيـب            )2( )كيتريس
  شـود  ياسـتفاده م ـ  )تـاز   يف وروتئازپ سلولاز،   يسلولاز، هم (
 يد محـصولات  ي ـ در تول  ي عمده ا  سهم ندهيدر آ  احتمالاًو  )3(

، )MNP( منگنــز پراكــسيداز   فروكتوفورانوزيــداز،ماننــد
 ياسـتراتژ . )4-6(    اشـت خواهد د   و گزيلاناز  ن ها يروتئپمتالو
و ترشـح پروتئينهـاي     د  ي ـتولفراينـد    بهبود    در ي مختلف يها

بكار رفته كه از آن جمله مي تـوان بـه             قارچها درب  ينوترك
 پروتئينهـاي   كننـده رمـز    ژنهـاي     ژن  مـورد نظـر بـا        اتصال

 ي قـو  يرموتورهـا پ بكـار گيـري      ،  )فيـوژن  ( ترشحي قارچ 
 يان همزمان چپرونها   ، ب   كارآمد ي ترشح يگنالهاي س  و يقارچ

 .)7-10(اشـاره نمـود    سويه هاي جهـش يافتـه     استفاده از   و  
مطالعات متعدد ارتبـاط تنگاتنـگ ترشـح پـروتئين و بـسط             

 توقـف ترشـح     .ه اسـت  ديواره سلولي را بـه اثبـات رسـاند        
پروتئين با استفاده از مهار كننده هاي مختلف موجب مهـار           

 سويه هاي جهـش     از طرفي . ساخت ديواره سلولي مي شود    
، مختل بوده است   ديواره سلولي    ساخت در آنها    يافته اي كه  

از . )11( ترشح پـروتئين را نـشان داده انـد   الاتري از بميزان 
سدي در مقابل ترشح مطرح     به عنوان   اين رو ديواره سلولي     

 ميـزان  بـر  هبوده و اين احتمال وجود دارد كه تضعيف ديوار 
  .باشدترشح پروتئين تأ ثير گذار

 مديون وجـود  ديواره سلولي قارچها     تماميت و يكپارچگي    
سه نوع ساختار پلي ساكاريدي عمده يعني گلوكان ها، مانو          

در اين بين مانوپروتئينها حدود     . مي باشد يتين    پروتئينها و ك  
 در بـين    اً درصد وزن خـشك را تـشكيل داده كـه بعـض            40

بخـشي از ايـن     . شبكه كيتـين و گلوكـان جـاي مـي گيرنـد           
بواســطه گليكوزيــل فــسفاتيديل اينوزيتــول وپروتئينها ــــمان
)GPI (   از   كه گلوكان متصل شده  غشاء پلاسمائي و يا به      به 

  .)12( مي گويندGPI-anchored اين روبه آنها
  ECM33  خــانواده بــزرگ متعلــق بــه  ينهــايروتيكــي ازپ 

glycosyl phosphatidyl inositol-anchored proteins (GPI-proteins)  
 . كه در سازماندهي ديواره نقـش ايفـاء مـي نمايـد             باشد يم

حذف اين ژن در آسپرژيلوس فوميگاتوس منجر به تغييرات         
ضخامت ديواره، افـزايش ويـرولانس و  افـزايش مقاومـت            

  . )13،14(ئي شده استدارو

 در ECM33در تحقيق حاضر بـه شناسـائي و كلونينـگ ژن         
است كه گام اول در ساخت      آسپرژيلوس نيجر پرداخته شده     

 همچنـين . سازه هاي ژني جهت حذف ايـن ژن مـي باشـد           
 بدسـت آمـده از      RNA در قـارچ ،      ژن  اين    بيان ئيداجهت ت 

-RT مختلف كشت با اسـتفاده از روش  شرايطاين سويه در    

PCR سي قرار گرفته استرمورد بر. 
 
  مواد وروشها-2
  يكيوانفورماتي بيزهايآنال : 1-2

ابتــدا  جــر،يلوس ني در آســپرژECM33ژن  جهــت شناســائي
ت   يگـاتوس از سـا    يلوس فوم ي آسپرژ ECM33پروتئين  توالي  
NCBI  )AFUA_4G06820 ( ه  بدست آمد   يتوال .بدست آمد

ــتفاده از   ــا اس ــپس ب ــزار س ــرم اف ــايتblast p   ن   و در س
http://genome.jgi-psf.org   ــاي در در مقابـــل  كانتيـــگ هـ

شـد و بـالاترين تطـابق    ايـسه  مقAspergillus niger دسترس 
بررسـي سـاختار    .  بيشتر انتخاب گرديد   تجزيه وتحليل براي  

پروتئين و پيش بيني موتيف هاي مختلف نيز بـا اسـتفاده از             
 onlineو يـا   )Gene Runner نظيـر  (onlineنرم افزارهاي غير 

  .كه در متن به آنها اشاره شده است انجام گرفت
 پلاسميدها و سوشها : 2-2

، Geoff Robsonهديـه از طـرف    ( N402ژيلوس نيجـر  آسـپر 
 ECM33 بـراي جـداكردن ژن       )دانشگاه منچـستر، انگلـستان    

ســلولهاي اشريــشيا كلــي   . مــورد اســتفاده قرارگرفــت  
(Invitrogen)TOP10   ب ي ـ نوترك يدهايزبان پلاسم ي به عنوان م

-pGEM (Promega)وكتـور  . در مراحل كلونينگ استفاده شد

TEasy     دن محـصولات     براي كلـون كـرPCR    اسـتفاده شـد . 
د يص پلاسـم  يت تخل ـ يد ها با استفاده از ك     ياستخراج پلاسم 

QIAGEN mini prepص محصولات ي و تخلPCR  با اسـتفاده 
  .رفتيانجام پذ   QIAGEN gel extraction يت تجارياز ك

  شرايط كشت و رشد: 3-2
، قارچ مورد نظـر بـر       يه قارچ ي اسپور سو  يجهت جمع آور  

آگـار بـه مـدت      ) سابورو دكستروز    (SAB ينط غ ي مح يرو
 درجــه كــشت داده شــده و پــس از 30 ي روز در دمــا5-4

 %1/0 با اسـتفاده از  محلـول       ي  ، اسپورها به آرام     ياسپور زائ 
PBS-Tween(20)   ـه توده ز  ي ته يبرا.  جمع آوري شدند   يستي

 ـدر ا مورد نظـر  ه  ياز سو    اسـپور    1×106ق ، تعـداد     ي ـن تحق ي
 و  SABع  يتر محيط كـشت مـا     ي ل يلي م 50در  ) غلظت نهايي (

 شـرايط  بـسته بـه       تلقـيح و   )Vogel )15محيط اصلاح شده    
درجــه ســانتيگراد بــا دور  42 و30،37ي هــادر دماازمـايش  

rpm250 ساعت رشد داده شدند16-24 در دقيقه به مدت .  
   ژنوميDNAاستخراج : 4-2
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  ٢٩٣                                                                                      درآسپرژيلوس نيجرECM33شناسائي و کلونينگ ژن                                                     علوم داروئي        

 

 قـارچي براسـاس روش مـولر اسـتخراج          DNAنمونه هـاي    
روشهاي مولكولي براي هضم آنزيمي، متـصل       . )16(    گرديد

 براسـاس  E. coli و ترانسفورماسيون در DNAكردن قطعات 
  .)17( روشهاي تعريف شده، انجام گرديد

   ECM33كلون كردن ژن : 5-2
 به همراه نواحي جـانبي آن       ECM33قطعه ژنومي حاوي ژن     

 و  ECM_f2بـا اسـتفاده از پرايمـر بالادسـت           )kb 5حدوداً  (
 ژنـومي آسـپرژيلوس     DNA و   ECM_r2پرايمر پائين دسـت     

( با توجه به طـول محـصول        . نيجر به عنوان الگو تكثير شد     
kb 5 ( ، PCR كيـت   توصـيه شـده در  شرايط مطابق Long 

PCR enzyme mix(Fermentas)    و طي سيكل هـاي حرارتـي
 oC 95 ، 20دقيقـه يـك سـيكل،        oC 95 ، 2:زير انجام گرفت  

 و ســيكل 10 دقيقــه در oC 68 ، 4 ثانيــه، oC 58 ، 30، ثانيــه
 oC ثانيـه،    oC 58 ، 30 ثانيه،   oC 95 ، 20 سيكل از    25سپس  

طويـل شـدن در      ثانيه به مرحله     10 دقيقه با افزايش     4 ، 68
ــور PCRمحــصول . هــر ســيكل   پــس از تخلــيص در وكت

pGEM-TEasyب حاصــل يــد نوتركي كلــون شــد و  پلاســم
pGEM-ECM33د ژن كلـون شـده از   يي ـأ تيبرا.   نام گرفت
 ي داخــل ژنــيمرهــاي بــا پرا PCR و يمــيروش هــضم آنز

ECM_f1و ECM_r1تعيين تواليتاً ي و نها)DNA sequencing( 
  .دياستفاده گرد

  ان ژنيز بيآنال: 2- 6
 N402( نيجرآسپرژيلوس، سويه ECM33 ان ژنيز بي آنالي برا
و همچنين محيط  ) SAB(در محيط كشت مايع غني ) 

ل گلوكز و ياز قب ( منابع متفاوت كربن واجدVogelحداقل 
و   )نيترات آمونيوم و سولفات آمونيوم( تروژني و ن)مالتوز

 )درجه سانتيگراد 42و37،30 (ييط متفاوت دمايدر شرا
 مورد شرايط  هر يك ازپس از رشد سويه در .رشد داده شد

مع آوري جتوده ي زيستي قارچ )  ساعت 16-24( مطالعه 
 آن با استفاده از ازت مايع و در هاون  از ميلي گرم100و 

با تام  RNAسپس  . چيني خرد و بصورت پودر در آمد
 استخراج  RNeasy Mini Protocol (Qiagen) تيكاستفاده از 

 در RNA يك ميكروگرم از cDNAجهت تهيه  .گرديد
يت ــــــ مطابق دستورالعمل كcDNAساخت ش ــواكن

(First strand cDNA synthesis:Fermentas) .بكار گرفته شد .
با توجه به وجود دو اينترون بالقوه در توالي ژن مورد 

دو زوج پرايمر به نحوي طراحي شدند كه  باند  مطالعه
  از لحاظ DNA و cDNA آنها بر روي PCRاز  حاصل 

اين پرايمر ها به ترتيتب . اندازه قابل تفكيك باشد 
ECM_rt1، ECM_rt2 و ECM_rt3  ،ECM_rt4 نام گرفتند. 

: بدين ترتيب بود PCRسيكل هاي حرارتي براي انجام اين 
oC 95، 5 ،دقيقه يك سيكل oC 95 ، 1 ،دقيقهoC 58 ، 30 

توالي پرايمر هاي  . سيكل30 ثانيه در oC 72 ، 45ثانيه، 
.  آورده شده است1مورد استفاده در اين تحقيق درجدول 

 نماي شماتيك قطعه ژنومي و موقعيت 1همچنين شكل 
  .ير كشيده استوپرايمر هاي مورد استفاده را به تص

  
  جينتا-3

  آســـپرژيلوس ECM33تـــوالي پروتئينـــي  در مقايـــسه 
ــوان   ــه عن ــاتوس ب ــوفوميگ ــومي   درالگ ــوالي ژن ــل ت  مقاب

يك تطابق    ،  )blast با استفاده از نرم افزار    (سپرژيلوس نيجر آ
ــالا ــسيار ب ــادل ) e-143( ب ــا  مع ــكافولد ب  scaffold(  13( اس

 )contig(5 )bp 116155 (كانتيــگ ،) bp1217550بطــول(

  كانتيگ استخراج و تـوالي ژن DNAتوالي . شناسائي گرديد

ECM33 و ژن مذكور      شناسائيAniecm33پرايمر . نام گرفت 
 را تكثير مـي  kb 2/5 حدوداً قطعه ECM_r2 وECM_f2هاي 
  ).2شكل (كنند 

 pGEM-Teasyپس از كلون نمودن ايـن قطعـه در پلاسـميد            
. ئيد صـحت قطعـه از چنـدين روش اسـتفاده شـد            اجهت ت 

 ملاحظه مي شود قطعه كلـون       3 شماتيك   آنچنانكه در شكل  
 جايگـاه   دو و  XhoI آنزيم   شده حاوي دو جايگاه برش براي     

 در بـرش بـا       بنـابر ايـن      . مي باشد  EcoRIبرش براي آنزيم    
قابل انتظار است    7/1 و   kb 6/6دو قطعه حدوداً     XhoIآنزيم  

همچنـين بـا وجـود دو       . ملاحظـه مـي گـردد      3كه در شكل  
 و دو جايگاه بـر   ECM33 بر روي قطعه     EcoRI جايگاه برش 

سه قطعـه   )  جايگاه 4 مجموعاً( pGEM-Teasyروي پلاسميد   
 3 قابل انتظار اسـت كـه در شـكل    8/0 و kb 4/4  ،3تقريبي

 بـا اسـتفاده از      PCRعـلاوه بـر ايـن       . قابل مشاهده مي باشد   
 بر روي قطعه كلون شـده       ECM_r1 و   ECM_f1پرايمر هاي   

 kb 3/1 با اندازه    ECM33فوق منجر به تكثير اختصاصي ژن       
 صـحت   kb 3/1هين تـوالي قطع ـ   همچنين تعي ). 4شكل  (شد  

  .ئيد نمودا را تECM33قطعه 
و مقايـسه قالـب هـاي      Aniecm33ژن   DNAآنـاليز تـوالي   

بـا اسـتفاده از نـرم       ( DNAقرائت مختلف حاصل از ترجمه      
 با توالي اسيد آمينه اي پروتئين مـشابه   )Gene Runnerافزاز 

در آسپرژيلوس فوميگاتوس احتمال وجود دو اينترون بالقوه        
وجود اينترون ها بـه شـكل تجربـي و بـا            . خترا مطرح سا  

در ايــن . ئيــد گرديــداطراحــي پرايمــر هــاي اختــصاصي ت
 سـاعته آسـپرژيلوس     16 حاصـل از كـشت       RNAخصوص  

 مورد آناليز قرار RT-PCR با روش    SABنيجر در محيط مايع     
 DNA در تكثيـر     ECM_rt2و   ECM_rt1پرايمر هـاي    . گرفت

 را بوجود مـي آورنـد در   bp 320 قطعه اي با اندازه    ،ژنومي  
 ( RT-PCRحاليكه در صورت وجود اينترون اندازه محصول  
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 همچنـين . تنـزل مـي يابـد    bp 255 به ) cDNAتكثير قطعه 
كه جهت كنترل دومين      ECM_rt4  و    ECM_rt3پرايمر هاي   

 ژنومي قطعـه اي بـه   DNAاينترون طراحي شدند ، در تكثير      
قطعه اي به  )  cDNAتكثير  ( RT-PCRو در  bp 331اندازه 
صـحت ادعـاي     5شكل  . بوجود مي آورند  را   bp 277 طول

 با استفاده از همـين دو زوج پرايمـر،        . فوق را نشان مي دهد    
RNA              حاصل از كشت قارچ در محـيط حـداقل وگـل و در 

دماهاي مختلف نشان داد كه ژن مذكور آنچنانكـه در مـورد            
د، بطـور   ژن مشابه در آسپرژيلوس فوميگاتوس ديده مي شو       

 .)ديرا ملاحظه نمائ 6شكل  (دائم بيان مي گردد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بـه صـورت يـك پيكـان         ECM33 ژن. جايگاه پرايمرهاي مورداستفاده در اين تحقيق مشخص گرديـده اسـت           . ECM33  حاوي ژن  kb  2/5نماي شماتيك قطعه   .۱شکل  
  . طيل هاي توخالي درون پيكان مشخص شده استجايگاه دو اينترون با مست. توخالي و ضخيم نشان داده شده است

 
 
 
 
 
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 .pGEM-T Easy آسپرژيلوس نيجر كلون شده  در وكتورECM33 ژن حاوي kb 5 شكل شماتيك از قطعه .2شكل 
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   . قطعات مورد انتظار مشاهده مي شودXhoI و EcoRIبا وجود جايگاه هاي برش : ستفاده از نقشه برش آنزيمي  با اECM33  قطعه ژنوميئيد صحتات .3شكل 
  DNAماركر -1
  pGEM-ECM33 پلاسميد هضم نشده-2
  )6/6وkb7/1دو قطعه به ترتيب  (XhoIپلاسميد هضم شده توسط -3
  )4/4 و kb 8/0 ،3سه قطعه به ترتيب ( EcoRIپلاسميد هضم شده توسط -4
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  

  

  

  

  

و ) pGEM-ECM33) 1 بر روي پلاسميد ECM_r1 و ECM_f1 با پرايمر هاي PCRمحصول : B و DNA ژنومي آسپرژيلوس نيجر در كنار ماكر DNA:  A .4شكل
DNA 2( ژنومي(  

٢٠٠٠bp 

B

١٥٠٠ bp 
١٠٠٠ bp 

١ ٢

٣٠٠٠ bp 

A B 

٢ ١ ٣ ۴٢ ١ ٣ ۴

۷۵۰bp 
۱۰۰۰bp 

۱۵۰۰bp 

۳۰۰۰bp 
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 رشد rpm 250 با دور SAB درجه سانتيگراد و در محيط مايع 30 ساعت در دماي 16سويه مورد آزمايش بمدت .  در آسپرژيلوس نيجرECM33  آناليز بيان ژن.5شكل 
  .داده شده است

 DNA ماركر -1   

  )bp)ECM_rt2255 وECM_rt1 با استفاده از پرايمرهاي  RT-PCRمحصول -2
  )ECM_rt4)bp 277 وECM_rt3   با استفاده از پرايمرهاي RT-PCRمحصول -3
 )ECM_rt2)bp 320  وECM_rt1 با پرايمرهاي Genomic DNA بر روي  PCRمحصول -4

 ) ECM_rt4 )bp 331  وECM_rt3 با پرايمرهاي Genomic DNA بر روي  PCRمحصول -5

  

 
 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

 
  . ط مختلفاي در شرAniecm33  نمونه اي از آناليز بيان .6شكل 

  DNAماركر -1
  )ECM_rt3 ، ECM_rt4(و ) ECM_rt1 ، ECM_rt2( ژنومي با استفاده از پرايمر هاي DNA بر روي PCRمحصول - 3و2
   درجه سانتيگراد30ل وگل در دماي اق حاصل از كشت قارچ در محيط حدRNA بر روي RT-PCRمحصول - 5و4
   درجه سانتيگراد37 وگل در دماي اقل حاصل از كشت قارچ در محيط حدRNA بر روي RT-PCR محصول - 7و6
  

١٠٠٠ bp 

٥٠٠ bp 

١ ٢ ٣ ۴ ۵

٢٥٠ bp 

٢ ٣١ ۴ ۵ ۶ ٧ 

۲۵۰ bp 

۵۰۰ bp 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ٢٩٧                                                                                      درآسپرژيلوس نيجرECM33شناسائي و کلونينگ ژن                                                     علوم داروئي        

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

   مي باشد20 و 19برش بين دو اسيد آمينه .  پيش بيني  توالي پپتيد نشانه و محل برش آن از پروتئين.7شكل 
  

   توالي  پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق.1جدول
  توالي پرايمر  پرايمر

ECM_f1  5´- ATGGCTTTCATCAAATACGCCC-3´  

ECM_r1  5´- TGGCTAACATGCCCGCTCTT-3´ 

ECM_f2 
 

5´- TCACGGTAGTGCCACAGAAT -3´  

ECM_r2 
 

5´- CCAGAAGGGGAAATGAAAACAG -3´  

ECM_rt1  5´- TGGCTTTCATCAAATACGCC-3´  

ECM_rt2 
 

5´- GGAGCTGAACGAGGTGATGT-3´  

ECM_rt3 
 

5´- CATTGACTTCAGCGGTGACT-3´  

ECM_rt4 
 

5´- ATGTTAGCCACGTTCATGACG-3´  

  

 حثب‐٤
 ١٣٢٧از  ) Aniecm33 (جريلوس ني در آسپرژECM33ژن 

نترون و سه يدو احاوي ل شده است که يد تشکينوکلئوت

 تا ٦١د ياز نوکلئوتترون ن موقعيت اولين اي.  باشدياگزون م

 تا ٩٦٩د ي از نوکلئوتدومين اينترونو ) دينوکلئوت ٦٥ ( ۱۲۷

محصول اين ژن يك  .مي باشد) دينوکلئوت ٥٤( ١٠٢٣

 اسيد آمينه اي  با وزن مولكولي محاسبه شده ٤٠٠روتئين پ

 )بدون احتساب ريشه هاي قندي( كيلو دالتون ٤٠ حدوداً

جر يلوس ني در آسپرژECM33ن ي پروتئيسه توالي مقا. است

% ٦٩ ها ، يكساني لوسيآسپرژساير ن مشابه در يبا پروتئ

با آسپرژيلوس فوميگاتوس، يكساني )  اسيد آمينه٣١٨در (

با آسپرژيلوس نيدولانس و )  اسيد آمينه٣٤٤در% (٦٥

با آسپرژيلوس ترئوس را )  اسيد آمينه٣٢٠در % (٧٠يكساني 

 ين توالييافتن پروژه تعيان يراً با پاياخ .نشان مي دهد

ن مذکور يپروتئ CBS 513.88 جريلوس نيآسپرژ

 تياسدر  A2QHW0_ASPNGشناسهبا

http://www.expasy.org/uniprot/A2QHW0 شده است  اردو.  

 signal( از جهـت يـافتن پپتيـد نـشانه     پروتئين آناليز توالي 

peptide (    با استفاده از نرم افزار       و محل برش آن signalp3.0 

 نشان دهنده  (/www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)در سايت 
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 بـوده كـه محـل     ١٩الـي    ١ اسيد آمينـه     وجود پپتيد نشانه از   

و  ١٩شكسته شدن آن از پروتئين بالغ در بين دو اسيد آمينه            

٢٠ Ala-Ala) ( مي باشد)   موقعيـت پپتيـد نـشانه و       . )٧شکل

لوس ي در آسپرژ  ECM33 نيپروتئمحل جدائي آن دقيقاً شبيه      

 بررسي پـروتئين از لحـاظ وضـعيت     .مي باشدگاتوس يفوم

 Gene Runner(3.05)استفاده از نرم افـزاز  گليكوزيله شدن با 

به عنو ان مكانهـاي  بـالقوه گليكوزيلـه           اسيد آمينه    ٩وجود  

 ـب يبررس  نتايج حاصل از   .نمودتأئيد  را    Nشدن از نوع     ان ي

 نشان دهنده بيان مداوم آن نظير        مختلف شرایطن ژن در    يا

 ديده گاتوسيلوس فومي آسپرژECM33 ژن ه كه در مورد  چآن

 يدي کل ينشان دهنده نقش  اين امر   .  مي باشد  )۱۳ (شده است 

لوس يژ در آسپر  آندر سلول بوده هر چند که حذف        اين ژن   

واره يرات د ييتغ.  نشده است  سلولگاتوس موجب مرگ    يفوم

آن و    و نـامنظم شـدن      ضخامت ريي اسپور از جمله تغ    يسلول

ن بردن آن يکه مانع از ب  ( ور  پن بزرگتر شدن اندازه اس    يهمچن

ش مقاومـت بـه     يو افـزا  )  شود ي م ي دفاع يلول ها توسط س 

تركيبــات مختــل كننــده ديــواره نظيــر كنگــوي قرمــز و يــا 

 آنتـي داروهاي ضـد قـارچ نظيـر كـسپوفانجين و همچنـين             

 ـب يوتيك هايگرومايسين   ـانگر اهم ي در  واره  ي ـت سـاختار د   ي

 مقـاوم   ين در گونه ها   ين پروتئ ي ا يرولانس بوده و بررس   يو

نکـه  آ نکتـه جالـب   .)١٣(شا باشـد  به دارو ممکن است رهگ    

، ي ساكارومايـسس  قـارچ مخمـر   ن ژن در    يذف عملکرد ا  ح

 ـ داشـته چـرا کـه عل       ي در مقاومت داروئ   ير متفاوت يتأث رغم ي

گـاتوس  يلوس فوم ي آسـپرژ  يآنچه که در مورد قارچ رشته ا      

سم ي ـت ارگان يش حساس ين ژن افزا  يده شده است، فقدان ا    يد

 همچنـين   .)١٢(اسـت شته  را سبب گ ـ   شده   تركيبات فوق به  

پـاتوژن كانديـدا    مخمـري   حذف عملكرد اين ژن در سويه       

 .)١٨( اسـت    آلبيكنس موجب تضعيف بيمـاريزائي آن شـده       

 ـ  مشاهدات نيا  ـاثـرات متفـاوت مکان    شاندهنده   ن  يسم هـا  ي

 و همچنين تفاوت مكانيـسم      يواره سلول ي در حفظ د   يجبران

  . باشدميهاي بيماريزائي در قارچهاي پاتوژن 

 در ترشـح    ECM33 بـر نقـش      ي مبن يدر حال حاضر گزارش   

، هر چنـد كـه      ستين به خارج از سلول در دسترس ن       يپروتئ

 جخار به   ا گلوكان  بت ٦و١افزايش نشت پروتئينهاي متصل به      

 و همچنين نقص در روند گليكوزيله شدن از نـوع           از سلول 

N            ۱۲(در سويه مخمري فاقد اين ژن گزارش شده اسـت(. 

 بـه عنـوان     يواره سـلول  ي ـز ذکر شـد د    يدر مقدمه ن  آنچنانکه  

ن هـا صـرفاً از      ي در برابر ترشح بـوده و ترشـح پـروتئ          يسد

 يف تر م ـ  ي ظر يواره سلول يوم که در آن د    يسلي م يه رأس يناح

زان ي ـ م ين ژن و بررس ـ   يحذف ا . )١٩(ردي گ يباشد، انجام م  

لاز ير گلوکــوآميــ مــدل نظي ترشــحين هــايترشــح پــروتئ

 ياثر احتمال  در روشن نمودن     تواند   يجر م يلوس ن يدرآسپرژ

 يشناسـائ  کـه    دي در ترشح کمک نما    يواره ا ي د نين پروتئ يا

جــر و کلــون نمــودن آن يلوس نيژن ژن در آســپريــ ايتــوال

 . بوده استن راه ين قدم در ايبعنوان اول
 
   تشكر و قدرداني‐۵

اين تحقيق با حمايت مالي مركز تحقيقات نانو بيوتكنولوژي         

ر ايـران  داروئي دانشگاه علوم پزشكي  تبريز و انستيتو پاستو     

به انجام رسيده اسـت كـه بـدين وسـيله از دو مركـز فـوق                  

  .قدرداني مي شود
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