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در ميزبان  Trichoderma atrovirideكيلو دالتوني از قارچ  36بيان هترولوگ آنزيم كيتيناز 
 پروكاريوتي

 زهرا مقدسي جهرمي ، مصطفي مطلبي و*پناه ساماني، محمد رضا زماني مهسا يزدان

 وهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريژپتهران، 

  7/8/93 :تاريخ پذيرش  22/5/93 :تاريخ دريافت
  چكيده

و توليد اليگوساكاريدها از  قارچهاپوستان و ديواره سلولي  ي كيتينوليتيك در تجزيه پسماندهاي كيتيني نظير پوسته سختآنزيمها
  را هدف مناسبي جهت استفاده درصنعت يا به عنوان بيوكنترل قرار داده آنزيمهاخصوصيات كاتاليتيك آنها، اين . كيتين نقش دارند

، Trichoderma atroviride PTCC5220از جدايه بومي ايران  chit36سازي ژن  لعه جهت تكثير و همسانهدر اين مطا. است
پلاسمي در وكتور  طراحي و پس از تكثير قطعه مورد نظر، به منظور توليد پري (chit36pf/chi36r)آغازگرهاي اختصاصي 

pET26b(+) سازي و جهت بيان به باكتري  همسانهE. coli BL21-DE3 در بررسي نتايج حاصل از . انتقال داده شدSDS-

PAGE باندي دال بر بيان پروتئين در هيچكدام از شرايط دمايي و ميزان متفاوت  هيچ گونهIPTG  ي متفاوت سلولي بخشهادر
راه با توالي هم) جهت توليد به صورت سيتوپلاسمي( pelBبا حذف پپتيد نشانه  Chit36لذا در ادامه، بيان پروتئين  .مشاهده نشد

باكتري حاوي سازه نوتركيب تحت شرايط القايي متفاوت مورد بررسي . هيستيدين در انتهاي كربوكسيلي دردستور كار قرارگرفت
 2، بيان اندك پروتئين در SDS-PAGEباندي در هيچكدام از شرايط القايي با روش  هيچ گونهعليرغم عدم مشاهده . قرار گرفت

به منظور بهينه سازي شرايط بيان، ميزان بيان پروتئين نوتركيب . قرار گرفت تأييدمورد  Western blotش كلني با استفاده از رو
مورد  SDS-PAGEنسبت به پروتئين تام باكتري درشرايط متفاوت القايي، به روش سنجش كمي باند هاي پروتئيني روي ژل 

مولار و  يك ميلي IPTGو ميزان  OD600 : 0.3 ءبيان در زمان القا نتايج حاصله نشان داد كه بهترين شرايط. ارزيابي قرار گرفت
  .باشد مي درصد 57/45باشد، دراين شرايط ميزان بيان پروتئين نوتركيب نسبت به پروتئين تام برابر  ساعت مي 6زمان انكوباسيون 

 Chit36آنزيم  . بيان هترولوگ . Trichoderma:  كليدي ه هايواژ

 zamani@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيكي02144787396 :فنتل ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
 -Nكيتين، پليمر خطي نامحلول از زيرواحدهاي

acetylglucosamine(1®4)βين رت ، يكي از غالب
ي قارچهاباشد و در بيشتر  كاريدها در طبيعت ميسا پلي

 و 17( كند بيماريزا به عنوان يك پليمر ساختاري عمل مي
33( . 

ساكاريدها از كيتين  ي كيتينازي در توليد منو و اليگواآنزيمه
در گستره وسيعي از موجودات  آنزيمهااين . نقش دارند

، گياهان عالي، حشرات، قارچها، باكتريهاشامل 
 ).32(اند داران ديده شده پوستان و برخي از مهره سخت

هاي تريكودرما  همچنين گزارش شده است كه برخي گونه
قادر  قارچهايا ديواره سلولي جدا شده از در حضور كيتين 
  .)27، 15( باشند به توليد كيتيناز مي

هاي  اي در زمينه اندوكيتينازها كاربردهاي گسترده
كشاورزي، دارو، تصفيه آب و صنايع آرايشي و بهداشتي 

آل كيتينازها جهت  خصوصيات كاتاليتيك ايده. )16( دارند
رل منجر به مطالعات استفاده درصنعت يا به عنوان بيوكنت

اندوكيتينازهاي  ).3(شده است پروتئينهابيشتر بر روي اين 
هاي تريكودرما نه تنها قادر به تجزيه  تخليص شده از گونه
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توانند ديواره  باشند، بلكه مي مي هيفهاساختار نرم نوك 
ي بالغ، كونيديا واسكلروتيا را نيز تجزيه هيفهاكيتيني محكم 

به ها،  ستم بيوكنترل اين مايكوپارازيت، لذا در سي)22(كنند
ي ژنهابنابراين . شوند يك آنزيم كليدي محسوب مي عنوان

ي مايكوپارازيت، نظير تريكودرما، به قارچهاكيتينازي اين 
ي كيتيناز توجه آنزيمهاعنوان منبعي براي توليد صنعتي 

ي قارچهااين ). 3( زيادي را به خود معطوف داشته است
به مواد شيميايي طبيعي و  ميكروبهاترين  مفيد از مقاوم

توانند برخي از اين مواد را  باشند و مي سنتزي و سمها مي
به محدوديتهاي اكوسيستمي جهت  توجه باتجزيه كنند، 

ميزان اندك و  )9( از يك طرف ها ميكروارگانيسم اينرشد 
لذا ، آنهاآنزيم كيتيناز توليد شده به صورت طبيعي توسط 

تواند روش  نوتركيب مي DNAتكنولوژي استفاده از 
در مقياس  آنزيمهامناسبي براي افزيش ميزان توليد اين 

 . صنعتي باشد

ي كيتيناز بر اساس تشابه در توالي آمينواسيدي به آنزيمها
شوند و اين پنج گروه بر اساس  بندي مي پنج گروه تقسيم

 19و  18هاي  در خانواده ي كاتاليتيك كيتيناز دومين ساختار
لازم به ذكر . شوند بندي مي دسته ها گليكوزيد هيدرولاز

اين گروه قرار  18است كه كيتينازهاي قارچي در خانواده 
، اما اطلاعات در مورد بيان هترولوگ )31(دارند

بسيار اندك  Chit36 اندوكيتينازهاي قارچي مخصوصاً
همسانه  chit36لذا در اين مطالعه با استفاده از ژن . باشد مي

 Trichodermaسازي شده از جدايه بومي ايران به نام 

atroviride  اقدام به بيان و بهينه سازي شرايط بيان اين
  .شد E. coliپروتئين نوتركيب در ميزبان 

  روشهامواد و 
ژنومي  DNAبه منظور استخراج :  DNAروش استخراج 

 Trichodermaاي از محيط كشت حاوي قارچ  قطعه

atroviride PTCC(5220)  به صورت معكوس بر روي
 MY(Malt extract 2% , Yeast extractمحيط كشت 

 ميسليومهاقرارداده شد و پس از رشد قارچ،  (0.2%

آوري و توسط ازت مايع به صورت پودر درآمده و  جمع
 ).14( انجام شد CTABژنومي به روش  DNAاستخراج 

DNA ميكروليتر آب مقطر سترون  50آمده در  به دست
براي استفاده بعدي  سانتي گراددرجه  - 20و در  حل

  .نگهداري گرديد

از  E. coli DH5αسويه  :هاي باكتريايي و پلاسميدها سويه
ي مستعد، سلولهاشركت فرمنتاز خريداري و به منظور تهيه 

. ها در آن مورد استفاده قرار گرفت سپس نگهداري پلاسميد
 E. colistrainيه براي بيان در سيستم پروكاريوتي نيز از سو

BL21(DE3) جهت رشد اين باكتريها از . استفاده شد
 (+)pET-26bپلاسميد . استفاده شد Luria Bertaniمحيط 

 Novagenبه منظور بيان در سيستم پروكاريوتي از شركت 
  .تهيه شد

ي آنزيمها، Pfuو  Taqپليمرازي  DNAي آنزيمها
آنزيم  ،NcoI ،Eco31I ،EcoRI ،NdeI ،XhoIمحدودالاثر 

DNA  ليگازT4  ماركر DNA از شركت  پروتئين ماركر و
  .فرمنتاز تهيه شدند

و كيت تخليص مواد شيميايي مورد نياز از شركت مرك 
 Anti His-tagآنتي بادي منوكلونال از ژل،  PCRمحصول 

peroxidase و سوبستراي آن )POD(BM 

Chemiluminescence Blotting Substrate)( شركت از 
Roche خريداري شد. 

مشخصات آغازگرهاي مورد  :آغازگرهاي مورد استفاده
  .باشد مي 1استفاده به شرح جدول 

بررسي مشابهت توالي ژن : تجزيه و تحليل بيوانفورماتيك
chit36  با اطلاعات موجود در بانك ژني توسط برنامه

مقايسه توالي نوكلئوتيدي و . انجام شد Blastافزاري  نرم
با تواليهاي ثبت شده در بانك ژني  chit36ژن اي  اسيدآمينه

  . انجام گرفت CLUSTAL Wافزاري  توسط برنامه نرم
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 تحقيق دراين مورداستفاده آغازگرهاي ليست -1 جدول

 توالي  نام آغازگر

Chit36pf 5′-GGGTCTCGCATGACACGCCTTCTTGAC-3′ 

Chi36r 5′-CGAATTCTAACCAATGCGAGTAAGCA-3′ 

Chit36Hf 5′-GCGCATATGACACGCCTTCTTGACG-3′ 

Chit36Hr 5′-GCGCTCGAGCTCACCAATGCGAGTAAGCA-3′ 

 

 همسانه سازي ژنبه منظور  :تهيه پلاسميد نوتركيب
chit36 واكنش ،PCR هاي   اختصاصي با استفاده از پرايمر/ 

Chi36r Chit36pf تخليص محصول . شد انجامPfu-PCR 
 PCR product purificationبا استفاده از كيت 

Kit(Roche) انجام گرفت. DNA  وكتور خالص شده و
pET26b (+) پس از هضم آنزيمي و انجام واكنش اتصال ،

منتقل  E. coli DH5αي تازه تهيه شده باكتري سلولهابه 
  . گرديد

 PCRي نوتركيب با استفاده از با تكنيك كلنيها انتخاب

based RFLP(PBR): در  ي حاصلكلنيهاlμ20   آب
درجه  94در دماي دقيقه  5- 7و پس از گرديد ل مقطر ح

مورد  PCRنمونه براي انجام واكنش به عنوان  ،سانتي گراد
  .)30(استفاده قرار گرفت

استخراج پلاسميد به روش  :روش استخراج پلاسميد
Alkaline lysis و  )30(صورت گرفتDNA  حاصله براي

 .هضم آنزيمي و تعيين توالي مورد استفاده قرار گرفت

ي نوتركيب كلنيها :Chit36شرايط بيان پروتئين نوتركيب 
كانامايسين در شيكر 50μg/μlمايع حاوي  LBدر محيط 

. دور در دقيقه كشت داده شدند 150انكوباتور با سرعت 
 600پس از رسيدن كدورت رشد باكتري در طول موج 

 ,IPTG(0.2mM,0.5mMمتفاوت  يغلظتها، 6/0نانومتر به 

0.7mM, 1mM)، شرايط استريل اضافه شده و در شيكر  رد
  .انكوباتور نگهداري شدند

ليتر از  ميلي 5/1پس از اتمام زمان انكوباسيون مقدار 
 5/1ي ميكروتيوبهاهاي كشت درون  هركدام از لوله

ليتري ريخته شد و به كمك سانتريفيوژ در سرعت  ميلي
. جمع شدند سلولهادقيقه  5دور در دقيقه به مدت  5000
 X 2.5با رقت  sample bufferي جمع شده با لهاسلو

دقيقه، در ژل اكريل  5مخلوط و پس از جوشانيدن به مدت 
 الكتروفورز شد (SDS-PAGE)درصد  12آميد دناتوره 

پس از الكتروفورز، ژل اكريل آميد اسكن شده و . )8(
درصد پروتئين باند مورد نظر نسبت به پروتئين تام سلول 

 .مشخص گرديد

براي تعيين  :ه سازي شرايط بيان پروتئين نوتركيببهين
شرايط بهينه بيان، عوامل اثرگذار بر بيان پروتئين ازجمله 

) ميزان كدورت محيط كشت باكتري(مرحله رشد باكتري
در زمانهاي متفاوت  IPTGو ميزان القاء  در زمان

گذاري بررسي گرديد، بدين منظور پس از رسيدن  انكوبه
نانومتر به  600ي در طول موج كدورت رشد باكتر

ي غلظتهادر شرايط استريل با  IPTG، 3/0، 5/0، 7/0اعداد
(0.2mM,0.5mM, 0.7mM, 1mM)  اضافه و در شيكر

  .انكوباتور نگهداري شدند

به منظور انجام روش وسترن  :روش انجام وسترن بلات
ي الكتروفورز شده، به روش نيمه خشك از پروتئينهابلات 

د به غشاهايي از جنس ژل اكريل آمي
PVDF(Polyvinylidene Fluoride)  منتقل شدند و پس از

 5با محلول شير خشك بدون چربي  ءمسدود كردن غشا
به مدت دو ساعت، آنگاه غشاء در معرض آنتي  درصد
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پس از مدت . قرار گرفت Anti His-tag peroxidaseبادي 
 PBS 1X,TWEEN20)با بافر شستشو  ءساعت غشا 2

 (POD)ليتر سوبسترا  ميلي 3- 2شسته و به مقدار  (0.05%
و پس از ظهور رنگ، غشاء با آب شسته و  به آن اضافه شد

گرديد  بين كاغذ صافي خشك و در جاي تاريك نگهداري 
  .)8( تا خشك شود

  نتايج و بحث
ها، نسبت به انواع توليد  ي كتينازي مايكوپارازيتآنزيمها

باشند، ازجمله اثر بر گستره  شده در گياه داراي مزايايي مي
و )34 و 22(، عدم سميت براي گياهان ژنهاوسيعي از پاتو

 در تجزيه انواع تركيبات كيتيني آنزيمهاقدرت بالاي اين 
ي كيتيناز را به آنزيمهااين خصوصيات، . )22 و 13 ،2(

ابزار قدرتمندي جهت استفاده در كشاورزي و صنعت 
  . نموده است تبديل

ي آنزيمهاذشته مشخص شده است كه بيان طي مطالعات گ
 E. coliتجزيه كننده كيتين در ميزبانهاي هترولوگ ازجمله 

 عوامل مختلفي همچون. )4( شود مانع از عملكرد آنها نمي
 E. coliتكثير سريع، به صرفه بودن و بيان بالاي پروتئين، 

ي نوتركيب تبديل پروتئينهارا به ميزبان مناسبي براي بيان 
  .)28 و 26( استكرده 

در سيستم  Chit36در اين مطالعه به منظور بيان آنزيم 
 Trichoderma atrovirideپروكاريوتي، اين ژن از جدايه 

(PTCC5220))شناسايي و مورد استفاده ) جدايه بومي ايران
مطالعات گذشته حاكي از داشتن فعاليت . قرار گرفت

تجزيه ديواره كيتينازي مطلوب و نيز توانايي اين جدايه در 
 و 18، 2، 1( مي باشد Rhizoctonia solaniسلولي قارچ 

19(.  

 DNA، از (chit36) 36جهت شناسايي وتكثير ژن كيتيناز 
مطالعات . استفاده شد T. atrovirideژنومي قارچ 

بيوانفورماتيك درخصوص عدم وجود اينترون در ژن 
chit36 اد و همچنين نتايج حاصل از تعيين توالي، نشان د

باشد، لذا در اين تحقيق از  كه اين ژن فاقد اينترون مي
DNA  ژنومي به طور مستقيم جهت جداسازي آن استفاده
  .شد

ي مربوطه در بانك ژن آغازگرهاي تواليها با استفاده از
 chit36براي تكثير ژن كامل  (chit36pf/chi36r)اختصاصي 

از پليمر pfuبا استفاده از آنزيم  PCRطراحي و واكنش 
طول قطعه مورد انتظار بر اساس اطلاعات . انجام شد

بررسي دقيق . باشد جفت باز مي 1035موجود در بانك ژن 
، صحت انجام واكنش توسط آغازگرهاي PCRمحصول 

  ).1شكل(اختصاصي را نشان داد

  
 .Tزوله قارچ ياز ا به دست آمده PCRمحصول  -1 شكل

atroviride  با استفاده از دو پرايمرChit36pf  وChi36r ،M : 
  1kbماركر

پلاسمي يا محيط  ترشح پروتئين نوتركيب به فضاي پري
كشت نسبت به توليد درون سلولي داراي مزاياي متعددي 

هاي پس از  توان به تسهيل فرآيند باشد كه از جمله مي مي
توليد، افزايش فعاليت بيولوژيكي، افزايش پايداري و 

  ).25و  23، 12(ره كردحلاليت پروتئين توليد شده اشا

در سيستم  Chit36لذا به منظور بيان پري پلاسمي آنزيم 
حاوي توالي پپتيد  (+)pET-26bپروكاريوتي از ناقل بياني 

سازي، پس از  جهت همسانه. استفاده شد pelBنشانه 
از ژل آگارز، مخلوط  PCRاستخراج و تخليص محصول 

-pETني خالص شده و ناقل بيا DNAواكنش اتصال شامل 

26b(+)  به سلولهاي مستعد تازه تهيه شده باكتريE. Coli 

DH5α پس از استخراج . منتقل شدDNA  از كلنيهاي
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نوتركيب، صحت قطعه همسانه سازي شده توسط الگوي 
PCR  و تكنيكPCR based RFLP(PBR)  با آنزيمهاي

HindIII, HindII  وPvuII و براي ) 2شكل( تأييد شده
اطلاعات حاصل . د استفاده قرار گرفتتعيين توالي مور

و عدم تغيير در ) جفت باز1035(ازتعيين توالي، طول قطعه 

داده ها نشان داده نشده (را تأييدكرد  (ORF)قالب خواندن 
نامگذاري و  pETMY2سازه تأييد شده به نام ). است

. منتقل شد E. coli BL21-DE3سپس به ميزبان بياني 
كلنيهاي نوتركيب حاصل، با  در chit36صحت تكثير ژن 
 .تأييد گرديد PCRاستفاده از الگوي 

  

  

  

  

  

  

  

  

 ,PvuII, HindIIبا استفاده از آنزيمهاي)/T7rT7fپرايمرهاي ( pETMY2نوتركيب ديپلاسمـPCRتأييد الگوي هضم آنزيمي محصول  -2 شكل

HindIII ،1- محصولPCR د يپلاسمـpETMY2  از پرايمرهاي با استفادهT7r/T7f،2-  الگوي هضم آنزيمي محصولPCRديپلاسمـ 
 نوتركيب ديپلاسمـPCRالگوي هضم آنزيمي محصول  -3، )314،340،764جايگاههاي ( PvuIIاستفاده از آنزيم  با pETMY2نوتركيب

pETMY2 با استفاده از آنزيمHindII ) الگوي هضم آنزيمي محصول  -4، )492جايگاهPCRنوتركيب ديپلاسمـpETMY2ده از آنزيم استفا با
HindIII) 910جايگاه( ،M :1ماركرkb  .يمرهايشده توسط پرا يرقطعه تكث يكشمات شكل T7f/T7r )يدست قطعه همسانه ساز يينبالادست وپا 

 6X Hisه، شد ينشانه، قطعه همسانه ساز يدپپت يبوزوم،محل اتصال ر ،lacاز منطقه پروموتر، اپراتور  يرا كه شامل قسمت) يبنوترك يدشده در پلاسم

tag دهد يرا نشان م باشد ياز خاتمه دهنده م يو قسمت.  
كلني نوتركيب در شرايط دمايي متفاوت  21تعداد 

ي غلظتهاو ) سانتي گراددرجه  37و33،28،23،18،15(
مورد  IPTG(0.2mM,0.5mM,0.7mM,1mM)متفاوت

آمده هيچ باند  به دستبررسي نتايج . بررسي قرارگرفت
يك از  بيان پروتئين نوتركيب در هيچ پروتئيني مبني بر

ي بخشهاي استخراجي از پروتئينهاشرايط مذكور در 
پلاسمي و  مختلف سلول شامل پروتئين تام، پروتئين پري

بيان پروتئين با  تأييدمحيط كشت نشان نداد و به دليل عدم 
  .تر، تصميم به تغيير سازه بياني گرفته شد ي حساسروشها

رغم  ي نوتركيب عليپروتئينهان تلاش براي ترشحي كرد
اي نيز به همراه  تواند مشكلات عديده مزاياي ذكر شده مي
 ترين آنها شامل تجزيه پروتئولايتيك داشته باشد كه مهم

عدم عبور پروتئين نوتركيب از غشاي داخلي و ، )21(
و عدم وجود ظرفيت كافي  )6(تجمع در سيتوپلاسم 

امل مختلفي در اين عو. باشد مي )29و  25(پريپلاسمي 
تواند شامل طول قطعه، توالي  يند دخيل هستند كه ميآفر

آمينواسيدي پپتيد نشانه و توالي آمينواسيدي پروتئين هدف 
  .)24( باشد
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با حذف پپتيد نشانه  Chit36لذا در ادامه، بيان پروتئين 
همراه با توالي ) ورت سيتوپلاسميجهت توليد به ص(

. هيستيدين در انتهاي كربوكسيلي دردستور كار قرارگرفت
سازي ژن  بدين منظور آغازگرهاي جديدي جهت همسانه

، بدون پپتيد نشانه و (+)pET-26bمذكور در ناقل بياني 
در انتهاي كربوكسيلي ژن و تبديل توالي  6xHis-tagداراي 

  . احي گرديدطر GAGبه  TAGكدون خاتمه 

  
 

 pETMY5تأييدالگوي هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب  -3شكل 
با استفاده از  (+)pET26bوكتور هضم  -chit36 1حاوي ژن 

خارج شده از پلاسميد  bp1035قطعه  -NdeI/XhoI ،2آنزيمهاي 
  1kbماركر:  NdeI/XhoI، Mنوتركيب با استفاده از آنزيمهاي 

  
  chit36ژن  حاويpETMY5د يپلاسمـ -4شكل

، در pfuقطعه تكثير شده توسط آغازگرهاي مذكور و آنزيم 
همسانه سازي و به ميزبان بياني  (+)pET-26bناقل بياني 

E. coli BL21(DE3) صحت تكثير ژن . منتقل شدchit36 
و  PCRكلنيهاي نوتركيب حاصل، با استفاده از الگوي  در

زه جديد سا). 3شكل( شد تأييد (NdeI/XhoI)هضم آنزيمي 
نامگذاري  pETMY5تحت عنوان  تأييدپس از 

  ).4شكل(گرديد

 19نتايج حاصل از بررسي بيان پروتئين نوتركيب در 
،پس از رسيدن كدورت رشد باكتري در طول موج كلني
  و غلظت سانتي گراددرجه  37در دماي 6/0نانومتر به  600

IPTG:1mM روش  به وسيلهSDS-PAGE  نشان داد كه
پروتئيني دال بر بيان پروتئين نوتركيب مشاهده هيچ باند 

بيان اندك اين  Western blotاستفاده از روش . شود نمي
لذا ). 5شكل(نمود تأييدپروتئين را دردو كلني مورد مطالعه 

يش بيان پروتئين نوتركيب نقش اسازي و افز به منظور بهينه
ي غلظتها: بر توليد پروتئين نوتركيب شامل  مؤثرعوامل 

، IPTG(0.2mM,0.5mM, 0.7mM, 1mM)تفاوت م
نانومتر  600كدورتهاي متفاوت رشد باكتري در طول موج 

و زمانهاي متفاوت  (0.7 ,0.5 ,0.3)القاء  در زمان
درجه  37در دماي ) ساعت 16ساعت و  6(انكوباسيون 
پروتئين تام از . مورد بررسي قرارگرفت سانتي گراد

 SDS-PAGEتوسط روش  شده استخراج والقاء  يباكتريها
ترانسفورم شده با ناقل فاقد  E. coliاز باكتري . بررسي شد

  ).6شكل( ژن كيتيناز به عنوان شاهد منفي استفاده شد

  

  

 
در  Chit36ان پروتئين يحاصل از بـblot Westernجينتا -5شكل 
نمونه  -2حاوي ناقل فاقد ژن كيتيناز، نمونه  -pETMY5 ،1وكتور 

 -5، )19و  18كلنيهاي (هاي بعد از القاء  نمونه -4و  3قبل از القاء، 
، پوشش GST-P21فيوژن پروتئين ( His-tagاوي نمونه مثبت ح

  ) GSTمتصل شده به  BNYVVويروس  kDa 21پروتئيني 
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در  Chit36ان پروتئين يحاصل از بـ SDS-PAGEنتايج  -6شكل 

pETMY5  0.3و در شرايط القاء محيط كشت با:OD600 : مقادير  و
پروتئينهاي استخراج . ساعت پس ازالقاء 6متفاوت القاگر و در زمان 

 %5و  SDS-PAGE )12% Resolvingشده در ژل 

Stacking (رنگ كوماسي بلو الكتروفورز شده و با رنگ آميزي
،  نمونه حاوي ناقل فاقد ژن كيتيناز-1ماركر پروتئيني، : M. گرديدند

 -IPTG ،4مولار  ميلي 0,2ه القاء شده با نمون -3نمونه قبل از القاء، -2

 0,7نمونه القاء شده با  -IPTG ،5مولار  ميلي 0,5نمونه القاء شده با 
  IPTGمولار  ميلي 1نمونه القاء شده با  -IPTG ،6مولار  ميلي

، روش Chit36به منظور تعيين شرايط بهينه بيان پروتئين 
 SDS-PAGEهاي پروتئيني روي ژل  سنجش كمي باند

بدين منظور ميزان بيان پروتئين . مورد استفاده قرار گرفت
دستگاه  به وسيلهنوتركيب نسبت به پروتئين تام باكتري 

Gel Scanner نتايج حاصله نشان . مورد ارزيابي قرار گرفت
پس از رسيدن كدورت رشد  داد كه بهترين شرايط بيان

 IPTGو ميزان 3/0 نانومتر به 600باكتري در طول موج 
دراين . باشد ساعت مي 6مولار و زمان انكوباسيون  ك ميليي

شرايط بهينه ميزان بيان پروتئين نوتركيب نسبت به پروتئين 
ميزان بيان پس ). 1نمودار (باشد  درصد مي 57/45تام برابر 

  .كند ساعت انكوباسيون روند كاهشي طي مي 6از 

  

  

  

  

  

  

  

  ساعت پس از القاء، ميزان پروتئين بيان شده در شرايط بياني متفاوت 6ن نوتركيب با روش دنسيتومتري نمودار حاصل از بررسي كمي پروتئي -1نمودار 
  

ي كيتينازي از منابع مختلف از جمله گياه، پروتئينهابيان 
باكتري و قارچ در ميزبانهاي هترولوگ نظير باكتري و 

 11، 7، 5، 4( مخمر و قارچ مورد بررسي قرار گرفته است
 Trichodermaقارچ  به عنوان مثال بيان اندوكيتيناز ،)34 و

harzianum )ech42 ( درE. coli  منجر به فعاليت بالاي
 .Tاز قارچ  (chit42) 42بيان كيتيناز . )10(كيتيناز شده است

atroviride PTCC(5220)  درE. coli)19(  42و كيتيناز 
(chit42)  از قارچT. aureoviride  درSaccharomyces 

cerevisiae )20( است كه همگي داراي فعاليت   نشان داده
 .باشند مي

به ميزان حدود  Chit36لذا با توجه به بيان بالاي پروتئين 
كل پروتئين سلول، در مطالعات آينده مي توان درصد  50

با تخليص اين پروتئين و بررسي فعاليت آنزيمي آن، از اين 
ديگر ) ژيستيسينر(افزايي  آنزيم به همراه فعاليت هم

ي كيتينوليتيك در تجزيه پسماندهاي كيتيني نظير آنزيمها
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Heterologous expression of Chit36 from Trichoderma atroviride in 
prokaryotic system 

Yazdanpanah-Samani M., Zamani M.R., Motallebi M. and Moghaddassi Jahromi Z. 

National Institute for Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran 

Abstract 

Chitinolytic enzymes are involved to break down chitin waste products such as chitin 
shells of crustaceans and cell walls of fungi and production of chitin oligosaccharides. 
Ideal catalytic properties of these enzymes make them an attractive target for use in 
industry or as a biocontrol. In this study to amplify and cloning of chit36gene from 
native Iranian isolate, Trichoderma atroviride PTCC5220, Specific primers 
(chit36pf/chi36r) were designed and then intended to produce in periplasmic form, 
amplified fragment was cloned into pET26b(+) vector. The new construct was 
transformed into E. coli BL21-DE3 bacteria. The results of SDS-PAGE showed no 
evidence of protein expression in any of the conditions of temperature and different 
levels of IPTG at different cell fractions. So expression of Chit36 protein with the 
removal of signal peptide (to produce cytoplasmic form) with histidine sequence at the 
carboxyl end was planned. Bacteria containing recombinant construct were evaluated at 
different induction conditions. Despite detection of any band in any induction 
conditions using SDS-PAGE, low expression of proteins in two colonies were 
confirmed by Western blot assay. In order to optimize the expression condition, 
recombinant protein expression levels relative to the total bacterial protein in different 
induction conditions was evaluated using the quantitative measurements of protein 
bands on SDS-PAGE gels. The results showed that the best condition to induce 
expression is at OD600: 0.3 and 1 mM IPTG and incubation time of 6 hours. In these 
conditions expression level of recombinant protein relative to total protein was 45.57%. 
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