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  اشرشياكليآلفا فيكوسيانين در سيستم بياني  سازي و بيان ژن زيرواحدجداسازي، همسانه
  3محمد رعايايي اردكانيو  *2حميد رجبي معماري ،1شجاع زهرا

  ، گروه زيست شناسيدانشكده علوماسلامي، دانشگاه آزاد جهرم،  1
  گروه زراعت و اصلاح نباتات ،دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهيد چمران اهواز، 2

  گروه زيست شناسي دانشكده علوم، ،دانشگاه شهيد چمراناهواز،  3

  14/8/93 :تاريخ پذيرش   12/12/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

اين رنگدانه داراي . دارد وجود Spirulinaفيكوسيانين رنگدانه آبي رنگي است كه در دو گروه از جلبكها و سيانوباكترها ازجمله 
ي زيادي جهت توليد پيشرفتها. فعاليتهاي متنوع زيستي است و كاربردهاي گوناگوني در صنعت غذايي، آرايشي و دارويي دارد

كه  هاي بالايي قابل انجام هستند؛ درصورتي مشكل و با هزينه روشهامقياس بالا انجام شده است، اما اغلب  فيكوسيانين در
از اين رو . پذيردتر انجام ميسازي آن آسان نوتركيب روشي ارزان است و خالص به صورتو بيان فيكوسيانين  سازي همسانه

 آلفا فيكوسيانين در ناقل بياني و توليد اين پروتئين نوتركيب در سازي ژن زيرواحدو همسانه هدف از اين تحقيق، جداسازي
 Spirulina  ژنوم سيانوباكتردر اين پژوهش  .گردد صنعتي فراهم به صورتن بود تا زمينه توليد فيكوسياني اشرشياكليباكتري 

platensisعنوان الگو در شد و ب استخراجPCR يافته با آغازگرهاي آلفا فيكوسيانين تكثير ژن زيرواحد. گرفتاستفاده قرار مورد
 سازي ژن زيرواحدهمسانه. كلون گرديد NotIوNdeI با استفاده از آنزيمهاي برشي  +pET-43.1aدر ناقل بياني  طراحي شده،

 SDS-PAGEبيان ژن با استفاده از آناليز . شد تأييدتوالي  ، هضم آنزيمي و تعيينColony PCRآلفا در ناقل بياني با استفاده از 
دآلفا ، بيان قوي ژن زيرواحSDS-PAGEدر بررسي  .مورد بررسي قرارگرفت IPTGبا القاء  پس از ساعت 8تا  درصد 5/12

تواند مي اشرشياكليبيان بالاي ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين نشان داد كه باكتري  .شد تأييد اشرشياكليفيكوسيانين در سيستم بياني 
همچنين اين تحقيق زمينه توليد فيكوسيانين . عنوان ميزبان مناسب، جهت توليد فيكوسيانين نوتركيب مورد استفاده قرارگيردب

  .تر فراهم آوردهاي پايينآينده را با صرف هزينهنوتركيب در 

 +pET-43.1a ،پلتنسيساسپيرولينا  ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين، سازي، بيان،همسانه :كليدي واژه هاي

   hamidmemary@gmail.com :، پست الكترونيكي09163719193: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
بر درصد  است كه علاوه ايرشته، سيانوباكتر اسپيرولينا

ويتامينها  ، غني از)درصد 50-70( بالاي پروتئين
 هارنگدانهو ) گاما لينولنيك اسيد(، ليپيدها )B12 مخصوصاً(
رو امروزه در از اين. است) پروتئين و كاروتنوئيد فيكوبيلي(

عنوان مكمل غذاي تجاري ب به صورتها كشور بسياري از
   ).12( گيردانسان و حيوانات مورد مصرف قرار مي

 متنوعي مطالعات  ، اسپيرولينا  غذايي  نظر از ارزش صرف

مواد مغذي موجود در  فوايدجهت اثبات خواص دارويي و 
انجام شده است كه تعدادي از آنها مربوط به  اسپيرولينا

  ).4( فيكوسيانين موجود در اين سيانوباكتر است

عنوان تواند برنگي است كه مي آبي رنگدانهفيكوسيانين 
زا در مواد رنگ طبيعي، جايگزين رنگهاي سنتزي سرطان

مروزه ا. غذايي، دارويي و آرايشي مورد استفاده قرارگيرد
در ميزان كمي از آن بعنوان رنگ غذا، بعلاوه بر استفاده 
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). 5( گيردايمونواسي وسيتومتري مورد استفاده قرار مي
همچنين با داشتن بعضي  اسپيرولينافيكوسيانين موجود در 
-ضدو ) 17( التهابياكسيداني، ضد از عملكردها مانند آنتي

سلامتي انسانها مفيد است، به همين  براي) 13( سرطاني
  .هاي اخير مورد توجه بيشتري قرارگرفته استسالدليل در 

كل پروتئين  از درصد 20با توجه به اينكه فيكوسيانين 
 خود اختصاص داده استرا باسپيرولينا پلتنسيس  سلولي

مناسبي جهت توليد فيكوسيانين  عنوان مدلامروزه ب، )11(
اب شده تجاري در كشتهاي فتوتروفي انتخ به صورت

فتوتروفي همراه با  به صورتن توليد فيكوسياني. است
يك راهكار جهت كاهش مشكلات، توليد . مشكلاتي است

كه توليد پروتئين نوتركيب، يكي از  هتروتروفي آن است
  ).6( راههاي توليد هتروتروفي است

 )β ،α (آلفا و بتا فيكوسيانين داراي دو زيرواحد پروتئيني 
است كه زيرواحد آلفا يك محل و زيرواحد بتا دو محل، 
 .جهت اتصال فيكوسيانوبيلين به آپوپروتئين مذكور دارد

بيلي پروتئين وابسته به سنتز همزمان سنتز كامل فيكو
ها در اين زنجيره آلفا و بتا و قرارگيري صحيح فيكوبيلين

ي بيلرو توليد نوتركيب اين فيكواز اين. دو زنجيره است
. )6( پروتئين نسبت به پروتئينهاي ديگر مشكل است

هالوپروتئين زيرواحد آلفا  ,Tooley et al) 2001(تاكنون 
 .Synechocystis sp  سيانوباكترمربوط به فيكوسيانين 

PCC6803 در اين تحقيق . كردندن بيا اشرشياكليرا در
-cpc-E/c(همراه با ژنهاي فيكوسيانوبيلين لياز  cpcAژنهاي 

pcF( 3 و اكسيژناز در يك ناقل و ژنهاي هم Z-

phycocyanobilin:ferredoxin reductase  در ناقل ديگر
. )21( و همزمان دو ناقل به باكتري معرفي شد ندكلون شد

با انتقال اين ژنها به يك  ,Guan et al )2007( در گزارشي
د را توليد كردن فيكوسيانين هالوپروتئين زيرواحد آلفاناقل، 

 ، با استفاده از ژن 2009در سال  ,Guan et alهمچنين ). 8(

cpcAآلفا فيكوسيانين  هالوپروتئين زيرواحد، اسپيرولينا
 بررسي فعاليت آنتيعلاوه بر اين  .توليد كردندرا نوتركيب 

پتانسيلي  ،نشان داد كه اين پروتئين نوتركيب اكسيداني
و عوامل دارويي   fluorescent taggingجهت استفاده در

  .)9( دارد

اي براي توليد سالهاي اخير نيز، پژوهشهاي گسترده در
ها، حيوانات پروتئينهاي نوتركيب از طريق ميكروارگانيسم

توجه قرارگرفته است كه در اين  گياهان مورد و ترانسژنيك
عنوان كارخانه توليد ب اشرشياكليميان، باكتري گرم منفي 

ت هاي خاصي برخوردار اسنوتركيب از جاذبهپروتئينهاي 
 ژن مزيتهاي بسياري براي استفاده از سيستم بيان ).1(

به اثبات رسيده كه آن را يك ميكروارگانيسم  اشرشياكلي
ارزشمند براي توليد پروتئينهاي نوتركيب در سطوح بالا 

ويژگيهاي ژنتيكي و فيزيولوژيكي كاملاً . باقي گذارده است
آن، تكثير درزمان كوتاه، آسان بودن دستورزي شناخته شده 

آن، دانش اثبات شده فرمانتاسيون و نهايتاً ظرفيت بالا براي 
از محتواي  درصد 20بيش از (تجمع پروتئينهاي نوتركيب 

را يكي از پركاربردترين  اشرشياكلي، )پروتئين كل سلولي
   ).10و7( ميزبانها در توليد پروتئين ساخته است

س در اين تحقيق ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين بر اين اسا
در ناقل بياني مناسب كلون گرديد و بيان آن در سيستم 

ديگر  ،بررسي شد تا در طرحهاي بعدياشرشياكلي بياني 
سازي شوند و در فيكوسيانين همسانه مربوط به سنتزژنهاي 

  .آينده بتوان به فيكوسيانين نوتركيب كامل دست يافت

  هاروش و مواد
از  اسپيرولينا پلتنسيس: و استخراج ژنوم اسپيروليناكشت 

كشت در محيط . مركز پرورش ميگو استان بوشهر تهيه شد
ي مورد نياز جهت نمكها(انجام شد   Zarroukاختصاصي

آلمان تهيه  Merckاز شركت  Zarroukتهيه محيط كشت 
 12با دوره نوري درجه سانتي گراد  30در دماي  و.) شدند

). 15( ساعت تاريكي انكوبه شد 12روشنايي و ساعت 
 ،به مرحله رشد لگاريتمي اسپيروليناپس از رسيدن 

استخراج ژنوم با استفاده از روش تغيير يافته جداسازي 
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انجام  CTABژنوم از بافتهاي گياهي تازه، با استفاده از 
پس از جمع آوري توده سلولي،  كهبدين صورت . گرديد

ميكروليتر بافر  400اين توده به ميكروتيوب حاوي 
 EDTA 20 مولار،ميلي Tris-HCl (pH:8) 100 استخراج

درصد  CTAB 5/2 مولار،ميلي NaCl 4/1 مولار،ميلي
) حجمي/درصد حجمي 2/0پتواتانولاحجمي، مرك/وزني

قرار داده  درجه - 70دقيقه در فريزر  15مدت اضافه و ب
پس از آن توده سلولي با استفاده از روشهاي فيزيكي . شد

 به دستسوسپانسيون . حل شد كاملاًدر بافر استخراج 
قرار درجه سانتي گراد  60دقيقه در دماي  30مدتآمده ب

. يكنواخت گرديد كاملاًپس از اين مدت، نمونه . داده شد
بر با حجم در اين مرحله استخراج با كلروفرم با حجمي برا

 استخراج با كلروفرم بيش از يكبار انجام. نمونه انجام شد
Ĥرامي مخلوط شده و پس از افزودن كلروفرم، نمونه ب .شد

فاز آبي به . سانتريفيوژ شد 6000دقيقه در دور  6
ميكروتيوب جديد منتقل شد و حجم برابر آن ايزوپروپانول 

. در اين مرحله رسوب نمود DNAتوده . به آن افزوده شد
دقيقه  5مدت و ب 12000با سانتريفيوژ در دور اين توده 

مايع رويي دور ريخته شد و به توده ژنوم . جمع آوري شد
بترتيب سپس . ميكروليتر آب مقطر استريل افزوده شد 400

برابر حجم،  2مولار و  3حجم، استات سديم  1/0ميزان ب
با سانتريفيوژ DNA رسوب  .اتانل به نمونه افزوده گرديد

دقيقه جمع آوري و سپس در زير  5مدت ب 12000دور 
ميكروليتر  200استخراج شده در  DNA .هود خشك شد

  ).3(د حل ش TEبافر 

: طراحي پرايمر و تكثير ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين
 S. platensisباتوجه به توالي ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين 

و نقشه ناقل  (accession no. AY804216)دربانك ژن 
+pET-43.1aطراحي و  ، آغازگرهاي لازم جهت تكثير

توالي آغازگر . توسط شركت تكاپو زيست سنتز گرديد
شامل   (Forward primer)پيشرو

AAAA CATATG5´GGGAATTC

CCCCCCTAACCGAAGCAGTTTC3´ آغازگر  و

 5´ATAAGAA (Reverse primer) به صورت معكوس

GCTTAGGGCGTTG GCGGCCGCT

ATCGCGTAGTCG3´ در آغازگر پيشرو جايگاه  .بود
 و در آغازگر معكوس جايگاه NdeIبرشي براي آنزيم 
 برشي براي آنزيم NotI جهت افزايش كارآيي . تعبيه شد

عنوان لنگرگاه هاي برشي، دو توالي اضافي ببرش آنزيم
  .آنزيم، به ابتداي آغازگرها افزوده گرديد

نظر با استفاده از دستگاه ترمال  تكثير قطعه مورد
 نانوگرم  100و در حضور )BioRadشركت (سايكلر

DNA ،مولارميلي 5/1ژنومي MgCl2 ،2/0 مولار ميلي
dNTP ،4/0  ،ميكرومولار از آغازگرهاي رفت و برگشت

 5/2و   Tag DNA Polymeraseواحد از آنزيم 5/1
انجام ) تهيه شده از شركت سيناژن( PCRميكروليتر بافر 

درجه  94برنامه دمايي و زماني بهينه واكنش، با دماي  .شد
دقيقه جهت واسرشت سازي اوليه  5مدت بسانتي گراد 

 64ثانيه،  30مدتبدرجه  94 ،چرخه 35آغاز شد و با 
ثانيه ادامه و  35مدت بدرجه  72 ثانيه و 30مدت بدرجه 

دقيقه خاتمه  10مدت ب درجه سانتي گراد 72در نهايت با 
بر روي ژل آگارز  PCRتكثير، محصول  تأييدجهت . يافت

 )μg/ml 5/0( مايدوو رنگ آميزي اتيديوم بر درصد 1
  ).18(د بررسي ش

و  ناقل بياني :ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانينسازي سانههم
 NotIو   NdeIآنزيمهاي برشياستفاده از با  PCRمحصول 

طور جداگانه ب) ژاپن TAKARAتهيه شده از شركت (
با استفاده از كيت تخليص از ژل برش داده شدند و 

در نهايت واكنش . خالص سازي شدند) Bioneerشركت (
 توسط آنزيم ساعت  14مدت بدرجه  16 اتصال در دماي

T4 DNA Ligase )TAKARA پس از  .انجام گرديد )ژاپن
، )18(شوك حرارتيروش  هعمل ترانسفورماسيون ب

تراريخته برروي محيط گزينشگر  DH5α E.coliباكتري
. سيلين كشت داده شدبيوتيك آمپيآنتي µg/ml 100 حاوي

با استفاده از  كلنيها، سازيهمانند صحت تأييدجهت 
 حاصل از ناقلهايو هضم آنزيمي   Colony PCRروشهاي
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در نهايت يكي از . هاي مثبت، مورد بررسي قرار گرفتندكلني
نهايي تعيين توالي  تأييدسازي شده جهت همسانه ناقلهاي

  .شد

جهت بررسي : بررسي بيان ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين
انجام  BL21 اشرشياكلي بيان، انتقال سازه به باكتري بياني

حاوي  BL21 اشرشياكلي بيان، يالقا منظورب. شد
 انتخابي حاويTB كشت  به محيط  pET43.1a+-cpcAناقل

µg/ml 100 درجه در 37 تلقيح گرديد و در سيلينآمپي 
 /4به  OD 600پس از رسيدن . انكوبه گرديد rpm 250دور 

 1با غلظت نهايي IPTG  ،عنوان كنترل منفيگيري بنمونهو 0
پس از ). 2(شد  مولار به محيط كشت باكتريايي افزودهميلي

 8و1،2،4نمونه گيري در زمانهاي، درجه 29 دما تاكاهش 
در نهايت پروتئين كل به  .انجام شدالقاء  ساعت بعد از
گيري از باكتري استخراج گرديد و روش رسوب

 SDS-PAGEآشكارسازي پروتئينها با استفاده از آناليز 
مورد R250 آميزي كوماسي برليانت بلو و رنگ 5/12٪

ي مورد استفاده در محلولهاتمامي  .ي قرارگرفتبررس
SDS-PAGE  و رنگ آميزي طبق دستورالعملRoche 

Applied Science  16(تهيه گرديد.(  

  نتايج
آلفا  ژن زيرواحد: آلفا فيكوسيانين تكثير ژن زيرواحد

غازگرهاي اختصاصي طراحي  فيكوسيانين با استفاده از آ
عنوان الگو ب اسپيرولينا پلتنسيس ژنوم استخراج شدهو  شده

  ).1 شكل(تكثير گرديد 

پس از : سازي و بررسي صحت آنانجام عمل همانند
هضم آنزيمي ناقل بياني و ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين، 

ليگاز، ژن زيرواحد T4 آنزيم  كنار اتصال و در فرآيند طي
در نهايت . شد+pET43.1a آلفا فيكوسيانين وارد ناقل 

در ناقل بياني با  فيكوسيانين ژن زيرواحد آلفاحضور 
 ، هضم آنزيمي)2شكل ( Colony PCR استفاده از روشهاي

 .شد تأييد، )4شكل ( و تعيين توالي) 3 شكل(

  
محصول حاصل  :1چاهك .آلفا ژن زيرواحد PCRمحصول  -1شكل
 Kbنشانگرمولكولي  :Mچاهك  ،آلفا فيكوسيانين ژن زيرواحد ازتكثير

1.  

  
با استفاده  ناقلآلفا فيكوسيانين در  تأييد حضور ژن زيرواحد -2شكل

ژن، ناقل داراي كلني حاوي  :1 چاهك .Colony PCRاز تكنيك 
 نشانگر :Mچاهك ، )كنترل منفي(ناقل بدون ژنحاوي كلني : 2چاهك

  .Kb1مولكولي 

  
استفاده  آلفا فيكوسيانين در ناقل با تأييد حضور ژن زيرواحد -3شكل

 ناقلآلفا فيكوسيانين از  خروج ژن زيرواحد: 1چاهك. هضم آنزيمي از
  .kb1مولكولي  نشانگر: Mچاهك ، پس از انجام هضم آنزيمي
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  تواليهاي به دست آمده از تعيين توالي ژن زيرواحد آلفا فيكوسيانين در بانك ژن  Blastنتيجه  -4شكل

   
قبل از القاء،  +pET-43.1a ناقلحاوي  BL21باكتري  :1ستون. IPTGآلفا فيكوسيانين قبل و بعد از القاء با  زيرواحد SDS-PAGEآناليز  -5شكل
 4قبل از القاء، ستونهاي  pET-43.1a+-cpcA ناقلحاوي  BL21 باكتري :3ستون ء،بعد از القا +pET-43.1a ناقلحاوي  BL21باكتري  :2ستون

  .كيلودالتون 200 -10نشانگر : Mستون  ساعت پس از القاء، 8 و 4، 2، 1، بترتيب pET-43.1a+-cpcA ناقلحاوي  BL21باكتري  :7تا 
 :SDS- PAGEبررسي بيان با استفاده از آناليز

 8و 1،2،4ي قبل و زمانهاسوسپانسيونهاي باكتريايي در 
كل از  پروتئين و تهيه شد IPTGساعت پس از افزودن 
- نمونه SDS- PAGEدر بررسي . باكتري استخراج گرديد

كيلو  20- 25 محدوده هاي القايي، باند قوي پروتئيني در
-در نمونه حالي كه در ،نشانگر پروتئيني مشاهده شددالتون 

گونه باندي مشاهده نشد  القايي هيچهاي كنترل منفي و غير
توجه به وزن مولكولي زيرواحد آلفا  با). 5 شكل(

هاي تعبيه شده در انتهاي  Tagفيكوسيانين همراه با 
 92/20كه حدود )  His tag, HSV tag(شده  پروتئين بيان

محاسبه شد و همچنين عدم وجود باند  كيلو دالتون
، بيان ژن ءهاي قبل از القاپروتئيني مذكور در نمونه

 تأييد اشرشياكليستم بياني زيرواحد آلفا فيكوسيانين در سي
باند  ،ءاز القا ساعت بعد 4و 2هايهمچنين نمونه. شد

  . نشان دادندالقاء  قويتري را نسبت به ساير زمانهاي

   بحث
عنوان رنگ در انين رنگدانه جذب نوري است كه بفيكوسي

گيرد و همچنين مواد غذايي و آرايشي مورد استفاده قرارمي
شده توسط  بيماريهاي ايجادپتانسيلي جهت درمان 
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بر  علاوه ).14( شوداسترسهاي اكسيداتيو محسوب مي
 ، استخراج فيكوبيليفيكوسيانين مشكلات توليد فتوتروفي

پروتئينها از سيانوباكترها مشكل است چرا كه كوچك و 
روشهاي بسياري . هستند يداراي ديواره سلولي مقاوم
انجام شده سازي فيكوسيانين جهت استخراج و خالص

كدام از اين روشها صرف نظر از مزايا و است، اما هر
با توجه به نقش  ).22و  19( دهزينه بر هستن ،معايب

مطلوب اين پروتئين و مشكلات توليد آن از ساير منابع، 
سيستم ساده و ارزاني كه توليد آن را در مقياس انبوه و 
 .قيمت ارزان ممكن سازد، مورد توجه قرارگرفته است

تواند يكي از اين سيستمها توليد فيكوسيانين نوتركيب مي
  .باشد

امروزه تقاضاي زيادي براي توليد پروتئينهاي نوتركيب 
ي، يباكتريا ژن بدين منظور سيستمهاي بيان .وجود دارد

قارچي، حشره، پستانداران و گياهان براي توليد اين 
با  در حال حاضر پروتئينهاي. پروتئينها به كار مي روند

ارزش دارويي و اقتصادي ترجيحاً در سلولهاي باكتريايي 
انتخاب يك سيستم بياني براي توليد ). 20(د شونتوليد مي

پروتئينهاي نوتركيب در سطح بالا به فاكتورهاي زيادي 
اين فاكتورها، شامل ويژگيهاي رشد سلولي، . وابسته است

- هسطوح بيان داخل و خارج سلولي، تغييرات پس از ترجم
كه  ياز آنجاي .اي و فعاليت زيستي پروتئين مورد نظر است

شوند و ژنهاي فيكوسيانين از سيستم پروكاريوتي جدا مي
هاي پس رونويسي و پس فرآيند به آنها همچنين عدم نياز

تواند ميزبان مناسبي براي توليد اي، اشرشياكلي ميترجمه
  . آن باشد

سازي و همسانهبنابراين هدف از اين تحقيق جداسازي، 
آلفا فيكوسيانين در سيستم بياني مناسب  بيان ژن زيرواحد 

سيستم بياني . بود اشرشياكليو شناخته شده در باكتري 
pET43.1a+  كه در تحقيق حاضر استفاده شد، يكي از

 يسازي و بيان پروتئينهاترين سيستمها براي همسانهقوي
داراي پروموتر است، زيرا اين ناقل  اشرشياكلينوتركيب در 

. جهت افزايش نسخه برداري ژن هدف است T7قوي 
شناسايي و تخليص  فرآيند منظور پيش بينيچنين بهم

هاي برشي پروتئين توليد شده در پژوهشهاي آتي، آنزيم
در  HSVtagو  His tagاي انتخاب شد كه توالي گونهب

انتهاي پروتئين . انتهاي ژن زيرواحد آلفا افزوده گردد
اسيد آمينه هيستيدين بوده  6حاصل از بيان اين ژن، داراي 

از ساير پروتئينهاي باكتريايي  Anti-His tagو توسط آنزيم 
در اين صورت پروتئين نوتركيب . باشدقابل جداسازي مي

وان با ترا مي His tag متصل به  به صورتتوليد شده 
گذراندن از ستونهاي كروماتوگرافي ويژه، خالص سازي 

 QPELAPEDPED اسيدآمينه 11شامل  HSV tag. كرد

ويروس هرپس است كه  Dمشتق شده از گليكوپروتئين 
وتركيب كمك سازي پروتئين نتواند در خالصهمچنين مي

دليل كوچك بودن، تغييري در ساختار اين تواليها ب. كند
  . كنندوتئين نوتركيب ايجاد نميبيوشيميايي پر

 SDS-PAGEباند قوي پروتئيني مشاهده شده در آناليز 
 حاكي از بيان بالاي پروتئين نوتركيب در باكتري

 گذارتأثير فرآيند است كه دلايل متعددي در اين اشرشياكلي
جلبكهاي سبزآبي هر دو  و اشرشياكليباكتري . استبوده 

 codon usageشباهت بالاي . اندجزء باكتريهاي حقيقي
. تواند دليلي بر بيان بالا باشد، مياشرشياكليو  اسپيرولينا

 codon)همچنين اين شباهت، نياز به بهينه كردن كدوني 

optimization) بياني نوتركيب  ناقلهاي .بردرا از بين مي
جهت بيان بالاي ژن به پروموتر و ترميناتور قوي نياز 

مورد استفاده در اين پژوهش با  pETسيستم بياني . دارند
سبب بيان بالاي ژن نيز داشتن پروموتر وترميناتور قوي 

است كه تنها توسط   T7اين سيستم داراي پروموتر. شودمي
RNA پليمراز باكتروفاژT7 ايي است اين قادر به شناس
RNA  برابر  5پليمراز با سرعتيRNA  پليمراز باكتريايي

عمل مي كند، بدين معني كه تحت اين پروموتر بيان ژن در 
يكي از  BLسيستم بياني ).20( سطح بالا انجام پذيراست

ترين سيستمها براي بيان پروتئينهاي نوتركيب در قوي
خه ژنوم اين باكتري داراي يك نس. است اشرشياكلي
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است كه T7 پليمراز باكتريوفاژ RNA كروموزومي از ژن 
تنظيم  IPTG است و بيان آن باLac وتر متحت كنترل پرو

با غلظت مناسب و در زماني كه باكتري IPTG اگر . شودمي
بهينه رسيده باشد، به محيط كشت افزوده گردد، OD به 

 همانطور كه در اين پژوهش مشاهده شد، به توليد بالاي
 عبارت ديگر بيان قابلب. كندتئين نوتركيب كمك ميپرو

 BLسويه  اشرشياكليباكتري  DE3 كه توسط پروفاژالقاء 
-شود اين فرصت را براي باكتري فراهم ميامكان پذير مي

كند تا توليد پروتئين نوتركيب زماني آغاز شود كه باكتري 
 .بهينه رسيده باشد OD به

با توجه به اهميت دارويي، غذايي و آرايشي فيكوسيانين و 
اينكه تاكنون گزارشي مبني بر توليد فيكوسيانين و يا كشت 

صنعتي جهت استخراج  به صورت اسپيرولينا پلتنسيس
انجام موفق اين . فيكوسيانين در ايران عنوان نشده است

توليد صنعتي و خالص  ساززمينهتواند مي تحقيق
  . باشدن فيكوسياني
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Abstract 

Phycocyanin is a blue pigment in two eukaryote algal genera and in cyanobacteria as 
Spirulina. This pigment has various biology activities and are utilised in a number of 
applications in foods, cosmetics and pharmaceuticals. A lot advantage of phycocyanin 
studied by many researchers but the scale-up of these methods is difficult and expensive 
while production of recombinant phycocyanin is more convenience and inexpensive to 
scale up protein desire. The purpose of this study was to isolation and cloning of 
phycocyanin alpha subunit gene in expression vector and production of recombinant 
protein in E.coli to provide industrial production of phycocyanin. The genomic DNA of 
Spirulina platensis was prepared and used for PCR as template. phycocyanin alpha 
subunit gene amplified by designed specialize primers was cloned in a pET43.1a+ 
expression vector, under the control of T7 promoter using NdeI and NotI restriction 
enzymes. The cloning of phycocyanin alpha subunit gene is confirmed by colony PCR, 
digestion and DNA sequencing. The constructs were transformed into E.coli strain 
BL21 (DE3). Expression of phycocyanin alpha subunit gene was examined by 12.5 % 
SDS-PAGE analysis at 8 hrs after induction by IPTG. The SDS-PAGE analysis showed 
that alpha subunit phycocyanin was produced in E.coli expression system. Our study 
provided the production of recombinant phycocyanin. Also overexpression of the 
synthetic alpha subunit phycocyanin in a bacterial system (E.coli BL-21) showed that 
E.coli can be used to produce this desire protein in large quantity.  

Key words: cloning, expression, phycocyanin alpha subunit gene, Spirulina platensis, 
pET-43.1a+ 
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