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  claRجداسازي، کلونینگ و تعیین توالی ژن تنظیمی

از استرپتومایسس کلاولی جروس 
1

سویه ایرانی 
2

  PTCC1705

زهره حجتی
*

باشی ،  دکتر مجید متولی
*

و  فرانک قاضی شعرباف 
*

*
شناسی   دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم، گروه زیست 

چکیده

هاي بتالاکتام، بویژه       بیوتیک    جروس یک اکتینومایست معروف براي تولید انواع آنتی              استرپتومایسس کلاولی 

سیلین و سفالوسپورین       کلاولانیک اسید، یک مهارکننده بتالاکتاماز است که در ترکیب با پنی           .  کلاولانیک اسید است  

در دسته ژنی   .  کند    هاي بتالاکتام جلوگیري می       بیوتیک    عملکرد سینرژیک دارد و در واقع از غیرفعال شدن این آنتی           

کردن یک فعال کنندة رونویسی، در تنظیم مراحل نهایی مسیر بیوسنتز                  ، با کد  claRبیوسنتزکلاولانیک اسید، ژن    

توان میزان تولید کلاولانیک اسید را در           بر این اساس، با افزایش میزان بیان این ژن می         .  اسید شرکت دارد      کلاولانیک  

هاي موجود در زمینه تولید کلاولانیک اسید بر اساس مطالعات انجام شده                نوآوري.  گونه استرپتومایسس افزایش داد   

در این تحقیق، با جدا نمودن و کلون         .  است  DSM738جروس سویه       از استرپتومایسس کلاولی    claRروي ژن   

دهنده     نتایج نشان .  ، توالی این ژن تعیین شد      pMA::hygدر وکتور     PTCC1705از سویه     claRنمودن ژن   

توان با استفاده از این ژن کلون شده و تایید شده                بنابراین، می .  در هر دو سویه است      claRیکسان بودن توالی ژن     

هاي جهت دار و هدایت شده و همچنین ایجاد تغییرات ساختاري در                 به مطالعات بعدي، چون ایجاد موتاسیون      

.پروتئین مربوطه پرداخت

PTCC1705جروس سویه   ، استرپتومایسس کلاولی claRکلاولانیک اسید، ژن : هاي کلیدي واژه

1. Streptomyces clavuligerus
2. Persian Type Culture Collection
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مقدمه

هاي گرم مثبت    اکتینومایستها گروهی از باکتري     

تغییر فیزیولوژیک پیچیده در چرخه           هستند که  

ها متمایز  ها را از سایر پروکاریوت       زندگیشان، آن 

ها منبع غنی از انواع         اکتینومایست  ).1(سازد   می

و از نظر تولید            محصولات بیواکتیو هستند      

هاي ضد    بیوتیک    آنتی:  هاي ثانویه، از قبیل        متابولیت

باکتریایی و ضد قارچی، داروهاي ضد سرطان،             

کشهاي طبیعی وعوامل سرکوب کننده سیستم            علف

ها، در میان اکتینومایست   ).  3و    2(ایمنی معروفند    

درصد از    80تا    70اعضاي جنس استرپتومایسس      

تولید ).  3(کنند      هاي ثانویه را تولید می       متابولیت

هاي استرپتومایسس با انواع       بیوتیک در گونه    آنتی

شود و با رشد        شرایط تغذیه و فیزیولوژیک تنظیم می     

و نمو مورفولوژیک ارگانیسم؛ یعنی تولید میسلیوم          

).5و 4(هوایی و اسپورزایی همراه است 

اي از   بیوتیک تحت کنترل آرایه         تولید آنتی  

هاي تنظیمی است که به صورت سلسله             سیگنال

در زیر این سلسله       ).6(اند    مراتب سازماندهی شده  

هاي رونویسی خاص مسیر وجود         کننده    مراتب تنظیم 

بیوتیک کد      هاي ژنی بیوسنتز آنتی     دارند که در دسته   

بیوتیک را به طور        شوند و بیان ژنهاي بیوسنتز آنتی         می

 .کنند  مثبت یا منفی تنظیم می

جروس تولیدکننده      گونه استرپتومایسس کلاولی   

، Cسفامایسین  :  تعدادي از ترکیبات بتالاکتام، از قبیل      

کلاولانیک اسید و حداقل چهار متابولیت کلاوام            

).7(دیگر است 

    ها و استرهاي آن مهارکننده        اسید، نمک     کلاولانیک

بتالاکتامازهاي تولید شده توسط میکروارگانیسمهاي       

کلاولانات به      پتاسیم.  گرم مثبت یا گرم منفی هستند      

سیلین   آموکسی  با  ترکیب  صورت تجاري، در      

     در واقع، پتاسیم     .  شودمی  عرضه  هیدراتتري   

. هاست    کلاولانات پایدارتر از اسید آزاد یا سایر نمک        

علیه     سیلین بر     اسید و آموکسی       ترکیب کلاولانیک 

هاي حاصل از اشرشیاکلی، استافیلوکوکوس       آلودگی

آئروس و هموفیلوس آنفلوآنزا و در درمان برونشیت،        

هاي مجراي ادراري، پوست و بافت نرم که           آلودگی

هاي تولید کننده بتالاکتاماز ایجاد            توسط باکتري  

دسته ژنی کلاولانیک   ).  8(رود      کار می     شوند، به     می

هاي دخیل در    هاي کدکننده آنزیم   اسید شامل ژن   

مراحل مشترك اولیه مسیر کلاولانیک اسید و               

هاي کدکننده     و ژن  )  هاي اولیه  ژن(کلاوامها   

هاي دخیل در مراحل بعدي بیوسنتز               پروتئین

). 10و    9(است  )  هاي تاخیري ژن(اسید      کلاولانیک

(  C+G، غنی از      bp  1299با طول      claR  ژن  

هاي تاخیري دسته ژنی بیوسنتز         و یکی از ژن   %)  74/7

 431یک پروتئین     claRژن  .  کلاولانیک اسید است  

دالتون کد      47080امینواسیدي با وزن مولکولی         

کند که در تنظیم مراحل نهایی مسیر بیوسنتز               می

بر اساس   ).  11(کلاولانیک اسید شرکت دارد          

هاي ژنی و با توجه به         اطلاعات موجود در بانک     

از     claRتحقیقات انجام شده، توالی ژن                

ثبت شده    DSM738جروس    استرپتومایسس کلاولی 

هاي تجاري موجود       است و همچنین کلاولانیک اسید    

با توجه به   ).  13و    12(شوند    از این سویه تهیه می     

    PTCCاز سویه     claRکنون از توالی ژن         اینکه تا 

هیچ گزارشی نشده است و از طرف دیگر،           1705

مربوط به    claRاي روي تاثیر ژن        هیچ گونه مطالعه  

این سویه روي میزان تولید کلاولانیک اسید صورت         

، claRنگرفته است، در این تحقیق براي تکثیر ژن            

 claRهنگام طراحی پرایمرها از توالی مربوط به ژن 

که قبلاً تعیین و               DSM 738از سویه       
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سویه مورد نظر از    .  گزارش شده بود، استفاده شد    

هاي علمی و صنعتی ایران با عنوان         سازمان پژوهش 

PTCC1705   شایان ذکر است که این       .  تهیه شد

.شود  نیز شناخته میDSM 41826سویه با نام 

طرز کار و مطالعه

: هاي باکتریایی، پلاسمیدها و شرایط رشد        سویه

استفاده       pMA::hygدر این تحقیق، از پلاسمید     

گردید که از آزمایشگاه استرپتومایسس دانشگاه            

UMIST انگلستان تهیه گردید .

E. coliدر این مطالعه    XL1-blue    خریداري

هاي علمی صنعتی ایران و         شده از ساز مان پژوهش     

Streptomycesاز دو سویه از          clavuligerus

   DSMZخریداري شده از       DSM 738سویه   (

خریداري شده از از ساز مان         PTCC 1705آلمان و 

.   استفاده گردید )  هاي علمی صنعتی ایران       پژوهش

هاي اشیرشیاکلی،      براي تهیه سلول مستعد از سویه       

گرم   10حاوي  (برتنی    -ها روي محیط لوریا     آن

گرم کلرید    10مخمر،    -گرم عصاره باکتو    5تریپتون،  

)  =pHگرم آگار در هر لیتر آب مقطر با           17سدیم و   

محیط .  گراد رشد داده شدند       درجه سانتی   37در  7/5

به عنوان مارکر    )  µg/ml  100(سیلین  حاوي آمپی 

. انتخابی استفاده شد

با روش کلرید کلسیم       E.coliسلولهاي مستعد   

ترنسفورم    pMA::hygتهیه و با پلاسمیدهاي          

در مرحله بعد براي استخراج پلاسمید از            .  شدند

کویجلی استفاده شد؛ به این ترتیب که        -روش هلمس 

رسوب باکتري  همراه با آنزیم لیزوزیم و بافر                 

STET      در دماي°C94       ثانیه جوشانده    4به مدت

هاي لیز شده توسط         سپس بقایاي باکتري    .  شد

بیرون   DNAسانتریفیوژ جمع آوري و از محلول          

. کشیده شد

DNA    پلاسمیدي نیز توسط استات سدیم رسـوب

هاي تولیدکننده کـلاولانـیـک      از سویه).  14( داده شد 

و    DSM 738جروس   اسید، استرپتومایسس کلاولی

PTCC 1705 براي تهیه ،DNA     ژنومی اسـتـفـاده

گرم عصـاره   4حاوي (   GYMEشد که روي محیط 

گـرم     2گرم عصاره مالت،  10گرم گلوکز،  4مخمر، 

CaCO3  گرم آگار در هر  لیتر آب مقـطـر بـا       12و

7/2  pH=  ( گراد رشـد کـردنـد       درجه سانتی 28در .

سوسپانسیونی از ذخیره اسپور اسـتـرپـتـومـایسـس         

-20جروس تهیه و براي ذخیره طولانی در       کلاولی

). 15(گراد نگهداري شد   درجه سانتی

:طراحی و تغییر پرایمر

از قبیل میزان     claRبا توجه به خصوصیات ژن       

CG              محل شروع رونویسی و محل قرارگیري ،

هاي وکتور  هاي پالیندرومی و با توجه به ویژگی      توالی

pMA::hyg          ،از قبیل جایگاه شناسایی متعدد آن ،

هاي با جایگاه   claR2یک جفت پرایمر اختصاصی      

 XbaIو  BamHIبرش براي دو آنزیم محدودکننده

در دو انتهاي قطعه ژن مورد نظر و یک جفت پرایمر            

با استفاده  )  claRn(داخلی براي تأیید ژن تکثیریافته      

(طراحی گردید    OLIGOاز نرم افزار    ). 1شکل  . 

:بنابراین توالی

'GGATCCAGGAGAATCCGAAGAGC 3'5'
انتخاب گردید  reverse  claR2به عنوان توالی پرایمر   

:و توالی 

5'TTCTAGACGCTCAGCCGGACATCC3' 

انتخاب   forward 2claR2به عنوان توالی پرایمر       

. شد
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:DNAاستخراج ژنوم و تکثیر 

 µl100کروموزومی،    DNAبه منظور استخراج     

گرم   3حاوي  (  YEMEاز ذخیره اسپور به محیط        

 10گرم عصاره مخمر،      3گرم پپتون،     5عصاره مالت،   

گرم ساکاروز در هر لیتر آب مقطر         340گرم گلوکز و    

 28روز در     3اضافه شد که به مدت       )  =7/0pHبا  

گراد روي انکوباتور شیکردار با سرعت           درجه سانتی 

rpm  120     براي استخراج   ).  15(رشد کردندDNA 

جروس از روش        ژنومی از استرپتومایسس کلاولی    

CTAB  15(استفاده شد .(

در هر دو سویه با استفاده از آنزیم            DNAتکثیر

Pfu     ریزي دستگاه ترموسایکلر که    پلیمراز، با برنامه

هاي متعدد به دست آمده بود،          سازيپس از بهینه   

.صورت گرفت

تکثـیر یافتـه از هـر دو          claRبه منظور تأیید ژن 

، بـرش   PCRسویه در مرحله قبل و صحت عملکرد  

بـا یـک آنزیـم        PCRو هضم آنزیمـی محـصولات     

محدودکننده با حداقل یک جایگاه برش؛ یعنی روش    

PCR-RFLP در ایـن تحقیـق نقـشه محـدود        .  بود

مورد نظر با استفاده از سـایت اینترنتـی     DNAقطعه 

(SGD) Saccharomyces Genome Data 
base تهیه شد .

:هضم دوگانه آنزیمی با آنزیم محدودکننده

در )  claRژن  (  PCRاز آنجایی که محـصولات     

در جایگـاه کلونینـگ     pMA::hygدو انتها و وکتور 

ــم             ــا دو آنزی ــرش ب ــاه ب ــدد خــود داراي جایگ متع

هـستند، بـه منظـور       XbaIو  BamHIمحدودکننده 

کلون کردن این ژن در وکتور مورد نظر، محـصولات     

PCR  و وکتورpMA::hyg         پـس از طـی مراحـل

استخراج، تکثیر، تخلیص و تغلیـظ توسـط ایـن دو             

هاي ایـن دو       بر اساس ویژگی.  آنزیم برش داده شدند

توان واکنش هضم دوگانه آنزیمی را با بافـر    آنزیم، می

. انجام داد X Tango™ 2مشترك

:الحاق

و   PCRمحـصول   (  DNAپس از برش قطعات   

هاي محدودکننده، براي انجام فرآینـد       با آنزیم)  وکتور

-400به هـر ویـال     . الحاق از آنزیم لیگاز استفاده شد

هـاي    برش یافته با آنزیم   DNAنانوگرم از نمونه  50

ــده   و   PCRمحــصول    DNAقطعــات  (محدودکنن

T4واحـد از آنـزیم      1-5به همـراه    )  وکتور DNA 

Ligase  میکرولیتر از بافر   2وX10     اضافه گردید و

   TE  حجم نهایی با آب دوبار تقطیر استریل یـا بـافر    

همچنیـن بـراي بررسـی      .  میکرولیتر رسانده شد 20به

الحاقی وکتور واکنش دیگري انجام شد که    امکان خود

بـه مخلـوط      PCRدر آن هیچ یـک از محـصولات        

. واکنش اضافه نشدند

:ترنسفورماسیون

، E. coliبراي انجـام ترانسفورماسـیون بـاکتري      

نـانوگرم از     50پس از تهیـه سـلول هـاي مـستعد،             

هاي   میکرولیتر ازسلول   300پلاسمیدهاي نوترکیب به 

ــستعد ــس از   .  اضــافه شــد     E. coliم ــه   30پ دقیق

 42ثانیه در دمـاي       90انکوباسیون روي یخ، به مدت  

. درجه سـانتیگراد بـه آن شـوك گرمـایی داده شـد              

میلـی لیتـر      2محتویات اپندروف به یک لوله حـاوي   

LB         37سـاعت در انکوبـاتور        1منتقل و به مـدت 

 100-200سـپس   .  درجه سـانتی گـراد انکوبـه شـد         

میکرولیتر از آن روي پلیـت حـاوي محیـط کـشت              

LBA+AMP            اي     با اسـتفاده از یـک میلـه شیـشه

درجـه    37پلیـت در انکوبـاتور      .  استریل پخش شـد   

.سانتی گراد به مدت یک شب، انکوبه شد
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Colony- PCR براي تایید ترانسفورماسیون:

میکرولیـتر آب     5بدین منظور، ابتدا به هـر ویـال      

طـور تـصادفی        مقطر استریل اضافه شد، و سپس  بـه    

چند کلونی از روي محیط کشت انتخابی برداشته شـد  

و پس از وارد نمودن مقداري از هر یـک از آنهـا در          

جدیــد حــاوي    LBAویــال مربوطــه، روي محیــط      

سـپس سـایر مـواد      .  سیلین نیزکشت داده شـدند      آمپی

به همراه پرایمرهاي اصلی به هر ویال      PCRواکنش

یـک قطعـه                     PCRاضافه شـد و پـس از واکنـش         

DNA         جفــت بــازي روي ژل       1500بــه انــدازه

الکتروفورز مشاهده گردید که  نشان دهنده حضور آن 

بنـابراین، بـا برگـشتن بـه        .  ژن در کلونی مربوطه بود  

محیط کشت حاوي آن کلونی، استخراج پلاسـمید بـا     

انـدازه  .  کویجلی انجـام شـد    -استفاده از روش هلمس

 1پلازمید نو ترکیب پس از یک بـرش بـر روي ژل             

.درصد بررسی و تأیید گردید

:دو توالی Blastتعیین توالی و انجام 

از سـویه     claRیـابی بـه توالـی ژن             براي دست 

PTCC 1705     بدیـن  .  تعیین توالی صـورت گرفـت

روي پلاسـمیدهاي اسـتخراج       PCRمنظور، واکنش   

claR  شده از کلونی هاي نو ترکیب انجام شد و ژن    

پس از اسـتخراج از ژل،     ) PTCC 1705از سویه ( 

. براي تعیین توالی به شرکت تکاپوزیست فرستاده شد  

تعیین توالی با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی انجـام   

افـزار      دست آمده با اسـتفاده از نـرم         گرفت و توالی به

Blast ابتدا با تمامی ترادفهـاي ،  DNA     در بانکهـاي

سپس میزان تـشابه  بیـن        .مختلف ژنی مقایسه گردید

.بررسی گردید 2seq     Blastدو توالی با استفاده از

نتایج

DNA            ژنومی از دو سویه از استرپتومایسس

با   DSM 738و    PTCC 1705جروس      کلاولی

واکنش اصلی  .  خلوص و غلظت بالا استخراج شد        

PCR          با استفاده از پرایمرهاي اختصاصیclaR2 

انجام شد که با توجه به توالی و محل اتصال                   

جفت باز تولید     1500، با     PCRپرایمرها، محصول   

).2شکل (شد 

و پرایمرهاي نستد در یک         PCRاز محصول      

جفت   775باندهاي  .   استفاده شد   PCRدور دیگر   

، صحت  Nested-PCRبازي بدست آمده از روش       

DNA         تکثیر شده در واکنش اصلیPCR    را تایید

 claRبعلاوه، نقشه محدود توالی     ).  3شکل  (کنند      می

هایی است که داراي محل شناسایی          کننده آنزیم     تعیین

داراي یک    PvuIIبراي مثال   .  روي این توالی است    

باشد قطعه ژنی     می  claRجایگاه شناسایی روي ژن      

claR     حاصل ازPCR       توسط این آنزیم برش داده ،

بنابراین، در نتیجه این برش،      .     PCR-RFLPشد،  

جفت بازي ایجاد شدند که         726و    774باندهاي  

تکثیر یافته بین دو       claRتشابه فراوان ترادف ژن       

). 4شکل (کند   سویه را تایید می

با توجه به وجود جایگاه شناسایی آنزیمهاي             

، به ترتیب در انتهاي     XbaIو    BamHIمحدودکننده

طراحی شده،  forwardو  reverseپرایمرهاي    5

هاي مورد      هاي تکثیر شده در انتهاي خود جایگاه          توالی

 pMA::hygنیاز را براي ورود به وکتور هضم شده          

دنبال انجام الحاق و ترنسفورماسیون         به.  باشند    دارا می 

و وکتور هضم شده، حضور       DNAهاي      روي نمونه 

به معنی    LBAکلونی روي محیط کشت انتخابی         

-colonyروش   .  موفقیت ترنسفورماسیون است    

PCR            براي اطمینان از الحاقclaR      و وکتور

pMA::hyg       و موفقیت ترنسفورماسیون آنها استفاده

).5شکل (شد 

Archive OF SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
http://www.sid.ir


1387، سال 6، جلد سی و پنجم، شماره )علوم پایه(پژوهشی دانشگاه اصفهان -مجله علمی/    ۶

الحاق ژن  (  pFclaRدو وکتور نوترکیب جدید      

claR         از سویهPTCC 1705      در وکتور

pMA::hyg  (  وpGclaR  )    الحاق ژنclaR   از

نامیده )  pMA::hygدر وکتور     DSM 738سویه  

). 6شکل (شدند 

پس از استخراج پلاسمید از باکتریهاي ترنسفورم       

هاي     اصلی با استفاده از نمونه       PCRشده، واکنش   

پلاسمیدي نوترکیب انجام شد و نتیجه آن باندهاي          

 claRجفت بازي بود که در مورد قطعه              1500

.رفت  انتظار می

یابی روي         در نهایت، پس از انجام توالی           

 pFclaRکه الگوي آن پلاسمید      -  PCRمحصول  

دو توالی مربوطه انجام شد        blastبود،  آنالیزهاي     

در هر    claRدهنده یکسان بودن توالی ژن         که نشان 

. است  DSM 738و  PTCC 1705دو سویه    

 claRهمچنین نتایج تعیین توالی نشان داد که ژن           

اي به  گونه جهش ناخواسته       بدرستی و بدون هیچ    

). 7شکل (وکتور وارد و کلون شده است 

بحث و نتیجه گیري

اندرسون
1

، اگـان  2002و همکارانش در سال   
2

و   

و بیب  1998همکارانش در سال 
3

و همکـارانش در      

 DNA، از روش فیشر بـراي اسـتخراج         1985سال 

در ایـن   ).  17و   16(ها استفاده کردند   استرپتومایسس

ــتخراج       ــراي اس ــق ب ــسس   DNAتحقی استرپتومای

اسـتفاده    CTABجروس، از روش استخراج   کلاولی

ایـن روش توسـط چنـدین محقـق از جملــه            .  شـد 

آسوبل
و بنـدیش و      1994و همکارانش در سـال         4

روگرز
5

از   DNA، بـراي اسـتخراج      1988در سال     

که این      با این).  17(استرپتومایسس استفاده شده است

 DNAگیر است، ولی مقدار زیـاد     روش بسیار وقت

کروموزومی با خلوص و غلظت زیاد استخراج شـد       

.بسیار مناسب بود PCRکه براي انجام 

استخراج شـده از اسـتـرپـتـومـایسـس             claRژن 

هـاي    یـکـی از ژن         DSM 738جروس    کلاولی

اسید اسـت کـه       کننده مسیر بیوسنتز کلاولانیک  تنظیم

تاثیر واهمیت آن در افـزایـش مـیـزان تـولـیـد                  

اسید در مطالعات متعدد اثبات شده اسـت    کلاولانیک

استراتژي کلونینگ مسیري اختصاصی را براي ).  11( 

تولید و تکثیر وکتورهاي نوترکیب حاوي قـطـعـات    

پارادکار.  آوردمورد نظر فراهم می
6

و همکارانش در    

کـیـلـوبـازي در          BglII  1/9، قطـعـه     1998سال 

کـه     L2  K6را از کاسمیـد     ORF7فرودست ژن 

قبلا توسط آیدو
7

و همکارانش ساخته شـده بـود،        

 pUC119یابـی      خارج نموده، در وکتورهاي توالی

یابی یـک    در نتیجه توالی.  کلون کردندpUC118و 

ORF  کامل تعیین شد که آن راclaR       نـامـیـدنـد .

در بانک ژنـی  )  nt358  -1656(اطلاعات این توالی

U877868یابی  با شماره دست
ایـن ژن    .  ثبت شـد    

تعیین توالی شده مربـوط بـه اسـتـرپـتـومـایسـس             

(بود )  NRRL3583   )DSM738جروس   کلاولی

ردوندو-پرز).  5
9

، بـا    1998و همکارانش در سال    

جـروس        استفاده از استـرپـتـومـایسـس کـلاولـی         

NRRL3583    به مطالعه ژنـهـاي ،car     وclaR 

در این تحقیق، با استفاده از هضم جزیـی .  پرداختند

Sau3AI ازDNA جـروس،    استرپتومایسس کلاولی

1.Anderson
2.Egan
3.Bibb
4.Ausubel  
5.Bendish & Rogers

6.Paradkar  
7.Aidoo
8.Accession no  
9.Perez-Redondo 
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 )(λ-GEM12 سـپـس   .  کتابخانه ژنومی تهیه کردند

توسط هیبریدسازي با پروب مربوطه، فاژ حامل دسته 

ایـن  .  سفامایسین را جدا نمودند-اسید  ژنی کلاولانیک

کیلوبازي بود که توسط چنـدیـن    15فاژ حامل قطعه 

.اندونوکلئاز محدودکننده هضم و تعیین نقشه شد

-BglIIکیلوبازي برش داده شده بـا     2/8قطعه  

EcoRI  در پلاسمیدpBSK+ یابـی      کلون و توالی

شناسـایی     ORF9و      ORF8در نتیجه دو     .  شد

هایی که انجام دادند، مشخص   در سایر بررسی.  شدند

در پلاسمیدهاي چنـد کپـی      claRشد کلونینگ ژن 

برابـر   5-6اسید و   برابر کلاولانیک 3منجر به افزایش 

که تولید سفامایـسین    کلاوام می شود ، در حالی  آلانیل

 carهمچنین مشخص شد که ژن .  دهد  را کاهش می

).11(هیچ تأثیري روي تولید ترکیبات ذکر شده ندارد

براي   DSM738در این مطالعه علاوه بر سویه        

نیز براي استخراج     PTCC1705اولین بار از سویه     

در مورد میزان تولید        .  استفاده شد     claRژن   

در این سویه     claRکلاولانیک اسید و ساختار ژن       

به دلیل محدودیت   .  گونه اطلاعاتی وجود ندارد       هیچ

در جایگاه کلونینگ متعدد و آنزیم هاي محدودکننده        

در پلاسمیدهاي اختصاصی استرپتومایسس نمی توان      

را به طور مستقیم در این پلاسمیدها وارد          claR  ژن

با جایگاه    pMA::hygبنابراین، از پلاسمید     .  نمود

کلونینگ متعدد و آنزیم هاي محدودکننده بیشتر            

.براي کلونینگ ژن مورد نظر استفاده شد

در پلاسمید      claRبا ورود وکلونینگ ژن       

pMA::hyg        پلاسمیدهاي جدید ،pFclaR    و

pGclaR   توالی ژن        تعیین.  ساخته شدندclaR 

هاي بیوانفورماتیکی      و و بررسی    PTCC1705سویه  

دهنده یکسان بودن        انجام شده روي این ژن نشان       

بنابراین، .  در هر دو سویه است        claRتوالی ژن    

را نیز به     PTCC 1705در سویه     claRتوان ژن    می

اسید در نظر       کننده تولید کلاولانیک           عنوان تنظیم     

توان با استفاده از             در مرحله بعد می      .  گرفت

را   claR  ، ژن pGclaRو    pFclaRپلاسمیدهاي  

در وکتور اختصاصی استرپتومایسس، مثل                

pMT3206              کلون نمود و با انتقال این حامل ،

اختصاصی با روش انتقال پروتوپلاسمی به                

جروس میزان تولید            استرپتومایسس کلاولی   

از .  اسید در شرایط کنترل شده افزود            کلاولانیک

هاي این وکتور چند کپی، بیانی بودن آن             ویژگی

توان مقادیر متفاوت از پروتئین         که می       طوري    است؛ به 

ClaR        بیوتیک را بهینه       را ایجاد نمود و تولید آنتی

.نمود

    بنابراین، با توجه به اهمیت دارویی کلاولانیک        

هایی که   اسید، هموار نمودن مسیر ایجاد سویه           

بیوتیک را دارند،       توانایی تولید مقادیر بالاي این آنتی     

در واقع، با    .  از اهداف اصلی این تحقیق است         

هاي تنظیمی این ترکیب و        شناسایی و تکثیر ژن     

ها در  افزایش تعداد کپی و در نتیجه میزان بیان آن           

توان به      بیوتیک، می     هاي تولیدکننده این آنتی    سویه

اهمیت و  .  اسید دست یافت      افزایش تولید کلاولانیک  

نتایج این تحقیق گامی مؤثر در جهت ایجاد                 

هاي مهندسی ژنتیک شده براي تولید                سویه

بیوتیک است تا بتوان از آنها براي تولید صنعتی            آنتی

.و خودکفایی کشور استفاده نمود

سپاسگزاري

هاي تحصیلات تکمیلی دانشگاه اصفهان   از حمایت

.شود  سپاسگزاري می
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1387، سال 6، جلد سی و پنجم، شماره )علوم پایه(پژوهشی دانشگاه اصفهان -مجله علمی/    ١٢

به همراه پرایمر  claRقسمتی از توالی ژن :  1شکل 

هـاي  طراحی شده و جـایـگـاه      claR2اختصاصی 

کدون شروع .  برش آنزیمی تعبیه شده در این پرایمر

. و ختم نیز روي شکل نشان داده شده است

با استفاده از  PCRتوسط  claRتکثیر ژن :  2شکل 

)claR2(پرایمرهاي اختصاصی 

І ( ژنclaR  از سویهDSM 73 وП (     ژنclaR 

PTCC 1705از سویه 

M ( مارکرbp DNA Ladder Plus100

هاي ذکر شده بر اساس جـفـت بـاز          اندازه:  توجه

.است

بـا   claRژن  PCRهضم آنزیمی محصول :  3شکل

PvuIIآنزیم محدودکننده 

І (سویهDSM 738 وП ( سویهPTCC 1705

M ( مارکرkb DNA Ladder Plus1

هاي ذکر شده بر اساس جـفـت بـاز          اندازه:  توجه

.است

تأیید ترانسفورماسیـون پـلاـسـمـیـدهـاي          :  4شکل

pFclaR  وpGclaR 

A ( پلاسمیدpGclaR

І ( محصولPCR  ژنclaR    از سویهDSM738 

.به عنوان کنترل مثبت استفاده شد

П (ازE. coli      ترانسفورم نشده به عنوان کـنـتـرل

.منفی استفاده شد

III-XI  ( نتایجcolony-PCR  هـاي    روي کلونـی

مختلف حاصل از ترنسفورماسـیـون پـلاـسـمـیـد          

pGclaR
B ( پلاسمیدpFclaR

І  (    ــحــصــول ــه      claRژن      PCRم از ســوی

1705PTCC به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

П (کنترل منفی

III-XI  ( نتایجcolony-PCR  هـاي    روي کلونـی

مختلف حاصل از ترنسفورماسـیـون پـلاـسـمـیـد          

pFclaR
M ( مارکرbp DNA Ladder100

اندازه هاي ذکر شده بر اساس جـفـت بـاز        :  توجه

.است

pFclaRساختار پلاسمید : 5شکل

بررسـی بـیـوانـفـورمـاتـیـک و انـجـام                 :  6شکل

Blast2seq     بـالا ( ، در این نمودار مربعی شـکـل (

 claR  به ترتیب مربوط به توالی ژن  2و 1خطوط 

است  DSM 738  و سویه PTCC1705از سویه

که نشان دهنده تشابه توالی این ژن در این دو سویه 

  QUERYدر قسمت پایین شکل، توالـی    .  است

و    PTCC 1705از سویـه     claRمربوط به ژن  

از سـویـه           claRمربوط به ژن    subjectتوالی 

DSM738 است.

Archive OF SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
http://www.sid.ir

