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افزايش توليد  برايدر وكتور بياني  LysAسازي ژن انهمس

  ليزين -Lاسيدآمينه 
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  استاديار، دانشگاه اراك -4
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  13164 ، صندوق پستيهرانت*
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  )2/3/90پذيرش: ، 4/10/89دريافت مقاله: ( 

  

زيـادي  آمينه ضروري است كه در تغذيه انسان و دام اهميـت   يكي از اسيدهاي ليزين –L -چكيده

توليد صنعتي ليـزين از  . رددادر صنايع دارويي و غذايي اهميت زياد اين اسيدآمينه به دليل كاربرد . دارد

 Corynebacteriumوسيله  هسالانه چندين هزار تن ليزين در جهان ب. استمؤثر نظر اقتصادي بسيار 

glutamicum شودتوليد مي .  

-پرايمرها بـراي آنـزيم   5'روش بررسي: پس از تهيه پرايمرهاي اختصاصي با دو توالي برشي در انتهاي 

تعيــين تــرادف در وكتــور  و بــرايتكثيــر  PCRنظــر بــا روش  ، ژن مــوردHindIIIو  NheIهــاي 

pTZ57R/T  پس از تعيين ترادف و اطمينان از صحت ژن مورد نظر، قطعه ژني بـا انتهـاي   . شدكلون

پلاسميد . انتقال داده شد E.coli BL21 (DE3)سويه به كلون و  pET28aچسبنده در وكتور بياني 

  ين ترادف ارزيابي شد.هاي هضم آنزيمي و تعينوتركيب با روش

هضم آنزيمي با موفقيت انجام شد بدين . شدبا توالي صحيح كلون  kb 4/1به طول  LysAها: ژن يافته

  ييد شد.أت SDS-PAGEهمسان سازي با . شدطور كامل از پلاسميد جدا  به LysAترتيب كه ژن 

) در وكتور بيـاني  EC 4.1.1.20( دكربوكسيلازآمينوپيميلاتديبحث: در اين مطالعه ژن كدكننده آنزيم 

  همسان و وكتور بياني بررسي شد.

  

  pTZ57R/T، دكربوكسيلازآمينوپيميلاتديباكتريوم گلوتاميكوم،  ، كورينهpET28a :گان واژهكليد 
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  مقدمه -1

  توليـد بـراي  ها ميكروارگانيسماز سال است كه  50 دودح

L – عنـوان مكمـل    ليزين به. ]2-1[ شودمي استفاده ليزين

و معمـولاً بـا غـلات     شود ميقرار غذايي حيوانات استفاده 

ليـزين و مـورد نيـاز بـراي تغذيـه      -L كه فاقد سطح كافي

چنـين ليـزين   هم. شـود مخلـوط مـي   اهلي هستند،هاي  دام

كيفيت غذا را بـا افـزايش جـذب ديگـر اسـيدهاي آمينـه       

 .]3[ دهدافزايش مي

اـكتريوم   كورينـه ليـزين   - Lسوش توليدكننـده    ،گـرم مثبـت  ب

Corynebacterium glutamicum  هاي  گونهاست كه شامل زير

Brevibacterium flavum، Brevibacterium lactofermentum ،

Corynebacterium lilium ،Corynebacterium efficiens و 

Brevibacterium divaricatum  مهمتـرين  از كـه   ]5، 4[ اسـت

رود. از ديگـر  شـمار مـي   ههاي صنعتي توليدكننده ليزين بارگانيسم

هاي نوتركيب روند، سويهكار مي ههايي كه براي توليد ليزين بگونه

E.coli 8، 6،7[ ســـتا[ .C.glutamicum  ،بــاـكتري خــاـكزي

اـمين بيـوتين    ]10- 9[متحرك غير، غيربيماريزا و اگزوتروف به ويت

يـدهاي گسترده طور  هاست كه ب ]11[  ـ  براي توليد اس اـر   هآمينـه ب ك

اـك جـدا    هب 1950اولين بار در سال و  رود مي وسيله كينوشيتا از خ

اـت   . به دليل ار]12[شد  زش اقتصادي اين ميكروارگانيسـم، مطالع

توليد، جداسازي و  ساز و كار مولكوليزيادي در مسيرهاي سنتز، 

 هاي درگير در مسير بيوسنتز و همسانتعيين توالي نوكلئوتيدي ژن

  .]13[ استانجام شده  سازي اسيدهاي آمينه

ونين، متيونين و ايزولوسـين از  ليزين، ترئ ،ماين ارگانيسدر 

شـوند. مسـير بيوسـنتز اسـيدهاي آمينـه      آسپارتات مشتق مـي 

هـاي   ساز و كاروسيله  هها بخانواده آسپارتات در اين ارگانيسم

 .]14[شوند تنظيمي در محل انشعاب كنترل مي

 آمينـوپيميلات   دي - meso ليزين، آنـزيم  - Lدر مسير بيوسنتز 

 - mesoواكـنـش انتهـاـيي مسـيـر، واكـنـش تبــديل  وكسـيـلازدكرب 

 - meso كنـــد را كاتــاـليز مـــي بـــه ليـــزين آمينـــوپيميلات دي

نقش اساسـي  همچنين در ساخت ديواره سلولي  آمينوپيميلات  دي

اـبراين ]13[ دارد ــوپيميلات  دي - meso. بنـ يـلاز آمين از دكربوكسـ

هـ ليزين است هاي مسير بيوسنتز آنزيممهمترين  افـزايش فعاليـت و    ك

در ايـن  . ]15[شـود  تقويت ژن آن موجب افزايش راندمان توليـد مـي  

 C.glutamicum ATCC سويه LysAسازي ژن مطالعه، همسان

  گزارش شده است. 21799

  

  هامواد و روش -2

يـط: سويه  C.glutamicum ATCC 21799 ها، پلاسميد و مح

واگزوتـروف بـه   سيسـتئين  اتيلآمينو مقاوم به آنالوگ ليزين

خريـداري  ) ATCC( هموسرين از بانك ميكروبي آمريكـا 

  .  شده است

E.coli DH5α ــه ــگ و   بــ ــل كلونينــ ــوان ناقــ   عنــ

E.coli BL21 (DE3)  عنـوان ميزبـان بيـاني از بانـك ژن و      بـه

  ).1(جدول  شدتهيه  نوتركيب (پلاسميد و ميزبان) انستيتو پاستور

  

 ا و پلاسميدهاهباكتري 1جدول 

Strain or 

plasmid 

Genotype or 

description 

Source 

C. 

glutamicum 

Lysine- producing 

strain AECR* 

ATCC 

E.coli DH5α supE44 hsdR17 

recA1 endA1 gyrA96 

thi-1 relA1 

NRGB** 

E.coli 

BL21(DE3) 

F– ompT hsdSB(rB– 

mB–) gal dcm (DE3) 
NRGB 

plasmid 

pTZ57R/T lacZα Apr*** Fermentase 

pET28a Kmr*** NRGB 

*AECR indicates resistance to S- 2- aminoethyl- L- cysteine, a 

Lysine analog. 

** National Recombinant Gene Bank- Pasteur Institute of Iran  
***Kmr and Apr indicate resistance to kanamycin and ampicillin. 

  

C.glutamicum ــويه ــايو سـ ــيط E.coli هـ   در محـ

LB  )Luria bertani(  ــاي ــه ترتيــب در دم  37و  30ب

هـاي  بيوتيـك آنتي از. اندكشت داده شده گراددرجه سانتي
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ــي ــيلين  آمپ  ــس ــين ب ــت او كانامايس ــاي  غلظ  50و  100ه

از بانك ژن  pET28aپلاسميد بياني  شداستفاده گرم  ميلي

وكتـور   ،پلاسميد و ميزبان) انستيتو پاستور ايران( نوتركيب

pTZ57R/T ــ  ــواد م ــام م ــتفادهو تم ــركت  ،ورد اس از ش

Fermentase  استشده تهيه .  

: C.glutamicumژنومي از سوش  DNAاستخراج 

ــتخراج ــوش   DNA اس ــومي از س  C.glutamicumژن

ATCC 21799  ليزوزيم و  ي به وسيلهليز  روشباSDS 

  .]16[ انجام شد

بـا   PCRواكنش  ):PCR( مرازپلي ايواكنش زنجيره

 حيــه كــدون شــروعشــامل نا ،پرايمــر در بالادســتيــك 

GAAGATGTAACAATGGC3΄GCTAGC5΄   بــا

ــزيم    ــي آن ــوالي برش ــايين  NheIت ــر پ ــ و پرايم  تدس

AAGAAACCCAGAAACCC3΄AAGCTT5΄  بــا

ــوالي برشــي  ــزيم ت . انجــام شــد LysAاز ژن  HindIIIآن

ميكروليتـر بـافر    2 در واكـنش شـامل  شـده  استفاده  مقادير

10x PCR، 5/1 مــولار ميلــيMgCl2 ،2/0 مــولار ميلــي

dNTP ،5/0  واحـد آنـزيم    1هر پرايمـر،  ميكرومولارpfu 

 20الگو در حجم نهـايي   DNAنانوگرم از  100و پليمراز 

ــود ــر ب ــواد ( ميكروليت ــام م ــتفاده تم ــده اس ــركتش  از ش

Fermentase  شدتهيه(.  

 شامل دماي دنـاتوره شـدن  شده استفاده سيكل دمايي 

درجـه   58 دمـاي اتصـال پرايمـر   گـراد،   درجه سانتي 94

بـوده  گـراد   درجـه سـانتي   72 دمـاي تكثيـر  گراد و  سانتي

ژل آگـارز يـك   بـا اسـتفاده از    PCR. محصـولات  است

ــا  ــد ح ــد و  درص ــديوم بروماي ــاركر  وي اتي ــايز م در س

  ارزيابي و تأييد شدند.الكتروفورز 

كاهش براي  وكتور: pTZ57R/Tسازي در  همسان

 pfu DNAطـــي تكثيـــر از آنـــزيماحتمـــال خطـــا 

Polymerase  كرديم؛استفاده دارد  خاصيت تصحيحكه .

از طريـق   ولي اسـتفاده از ايـن آنـزيم، امكـان كلونينـگ     

pTZ57R/T   سـازند زيـرا ايـن    وكتور را غيـرممكن مـي

كننده ندارد و قادر بـه اضـافه كـردن     آنزيم فعاليت طويل

 PCRمحصـولات   3´اضافه در انتهـاي   Aيك نوكلئوتيد

 A اضـافه كـردن نوكلئوتيـد   براي . به همين منظور يستن

 از PCRمحصـول   ،، بعد از تخلـيص 3´اضافه در انتهاي

 شده از شـركت  تهيهژل با استفاده از كيت تخليص از ژل 

Intron با مقاديرميكروليتر  10، محصول در حجم نهايي 

ــافر  1 ــر ب ــزيم  10x PCRميكروليت ــرازTaqآن  1، پليم

ــي ــولار  ميل ــر  MgCl2 ،1م واحــد  1 و dATPميكروليت

دقيقـه در   30مـدت  و شـد  پليمراز مخلـوط   Taqآنزيم 

در وكتـور  . سـپس  شدانكوبه  گراد درجه سانتي 72دماي 

pTZ57R/T ند و پلاســميد نوتركيــب بــه شــد همســان

شــده بــه روش   حســاس E.coliDH5αهــاي ســلول

CaCl2روي ها در مرحله بعد سلول .]16[ انتقال داده شد

و  mM20 IPTGسـيلين،  آمپـي  µg/ml 50پليت حاوي 

µg/ml 20 X-gal  و بعد از يك شـب  شدند كشت داده

هـاي  گراد، كلـوني درجه سانتي 37انكوبه كردن در دماي 

. بعد از تخليص پلاسـميد نوتركيـب   شدندسفيد انتخاب 

تعيـين تـوالي بـا اسـتفاده از      ،]17[به روش ليـز قليـايي   

ون كل LysAصحت كامل توالي ژن  انجام شد. T7پرايمر

  .]18[ شدييد أتشده 

 pET28aپلاسـميد   سـازي پلاسـميد:   تكثير و آماده

ــا اســتفاده از  ]E.coli DH5α ]16در  انتقــالپــس از  ب

و  NheIهاي برشـي   و با آنزيمي استخراج يروش ليز قليا

HindIII  ــرش داده ــد.ب ــارايي    ش ــردن ك ــالا ب ــراي ب ب

ي و جلوگيري از خود اتصالي حامل، برداشـتن  ساز كلون

آلكــالين فســفاتاز آن بــا اســتفاده  5´فســفات از انتهــاي 

)CIP.انجام شد (  
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 همسـان  LysAژن  :LysAكلونينگ ژن  سازي و آماده

و  NheIهـاي برشـي   با آنزيم pTZ57R/Tشده در وكتور 

HindIII سـازي قطعـه    تمام مراحل خالص. برش داده شد

ــinsert( ژن الكتروفــورز و اســتخراج از ژل  ا) و حامــل ب

شـده   با استفاده از كيت استخراج از ژل تهيه LMPآگاروز 

در نهايت قطعه مورد نظر بـا  . شدانجام  Intronاز شركت 

  .شدكلون  pET28aدر حامل بياني  Ligationيند افر

 E.coliسـوش   :E.coli BL21 (DE3) انتقـال بـه  

BL21 (DE3)   بـه روشCaCl2  انتقـال شـده و   حسـاس 

مخلـوط   انتقـال و پـس از  شـد  پلاسميد نوتركيـب انجـام   

و كشت آن روي  E.coli BL21 (DE3)سلول  بهاتصالي 

 mg/ml( بيوتيـك كانامايسـين   آگار حاوي آنتي LBمحيط 

هاي واجـد حامـل   ن كلونيافته به عنوا هاي رشدكلني ،)50

بـراي اطمينـان از   . و احتمالاً واجد قطعه ژن انتخاب شدند

تصـادفي  ا ه ـوارد شدن قطعـه ژن در حامـل، ايـن كلـوني    

اســتخراج ، PCRواكــنش  ي وســيله بــهانتخــاب شــدند و 

و الكتروفـورز  هاي برشـي  هضم آنزيمي با آنزيمپلاسميد، 

 ،عمـل تعيـين تـوالي   ايـت  در نه. آگاروز بررسي شدند ژل

و قرارگيـري صـحيح آن در    LysAصحت كامل توالي ژن 

  .شدتاييد جايگاه خواندن 

حاوي پلاسـميد نوتركيـب را    باكتري بررسي بيان ژن:

   بيوتيـك كانامايسـين  مايع حاوي آنتي LBدر محيط كشت 

)mg/ml 50كه ضريب جذب نـوري   ) كشت داده و زماني

رسـيد بـه    nm600 (8/0- 5/0طول مـوج  ( تريكشت باك

هـر   ،و رسـوب باكتريـايي  اضافه  mM 1/0، IPTGميزان 

رسـوب  . شـد برداشـت   IPTGيك ساعت بعـد از تلقـيح   

و سپس  ؛شو داده شدو % شستNaCl 9/0دوبار با  حاصل

ــافر  ــريس اســيد [ TEدر ب    mM 1 EDTAو  mM100ت

]8 [pH اولتراسـونيك مـدل   دستگاهحل و سونيكاسيون با 

بعد از سانتريفوژ . شدانجام  ،تكنولوژي اولتراسوند -هلشر

نمونه، محلول رويي براي سنجش بيان پروتئين با اسـتفاده  

 . شد بررسي SDS-PAGE% 12از ژل 

  

  هايافته -3

، dNTPهـاي مختلـف يـون منيـزيم،     غلظت( شرايط بهينه

هـاي  الگو و درجـه حـرارت   DNAپرايمر، آنزيم پليمراز، 

از  LysAمختلـــف) بـــراي جداســـازي و تكثيـــر ژن    

ــوم ــا اســتفاده از   C.glutamicum ATCC21799ژن ب

نتايج حاصـل از واكـنش    1شكل . انجام شد PCRتكنيك 

PCR دهدرا نشان مي .  

  

  
 

درصد در  1بر روي ژل آگارز  PCRالكتروفورز محصول  1شكل 

 PCR) محصول Kb ladder plus  ،2 3) سايز ماركرTBE.1بافر 

  .پليمراز Taqبا آنزيم  PCR) محصول 3پليمراز،  Pfuبا آنزيم 
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، شــد همســان pTZ57R/Tدر پلاســميد  PCRمحصــول 

وسيله هضم آنزيمـي بـا    هب pTZ57R/Tپلاسميدهاي نوتركيب 

  .  ندتأييد شد PCRو انجام  HindIIIو  NheIدو آنزيم برشي 

و  NheIهـاي  آناليز هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب با آنزيم

HindIII ) كه ژن  مشخص كرد) 2شكلLysA طور صـحيح   به

  در كلونينگ سايت مورد نظر قرار گرفته است.

  

 
 

و  NheIالكتروفورز محصول هضم آنزيمي با دو آنزيم  2شكل 

HindIII ــر ــارز  ب ــد. 8/0روي ژل آگ ــايز  )1 درص س

 pTZ57R/Tپلاسـميد   )Kb ladder plus3 ،2مـاركر 

 هاي برشيهضم شده با آنزيم LysAحاوي ژن 

  

با انتهـاي چسـبنده و    LysAژن بعد از انجام ليگاسيون 

 E.coli BL21سـويه  انتقال بهو  pET28aپلاسميد بياني 

(DE3)واكـنش هـاي صـحيح بـا    ، كلوني PCR   و سـپس

  .هضم آنزيمي انتخاب شدند

با  pET28aLysAآناليز هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب 

كه ژن  مشخص كرد) 3(شكل  HindIIIو  NheIهاي آنزيم

LysA   به طور صحيح در كاست بياني مورد نظر قرار گرفتـه

ه نمايانگر آن بـود ك ـ  LysAاست. تعيين ترادف سكانس ژن 

، محل اتصال ريبـوزوم،  T7كاست بياني به همراه پروموتور 

)، برچســـب LysA)، قطعـــه ژن (ATGكـــدون آغـــازي (

هاي پاياني، در تـرادف  ) و سكانس6x His tagهيستيديني (

اند. نتايج تعيين تـرادف ايـن   پشت سرهم قرار گرفتهمناسب 

 ـ  افـزار  وسـيله نـرم   هژن با ترادف اعلام شده در بانك ژنـي ب

chormasدهـد. بررسـي   يافته را نشان مي، صحت ژن تكثير

پروتئينـي بـه وزن    ،افزاري حاكي از آن بود كـه ايـن ژن  نرم

  .  دارداسيدآمينه  445كند  ميكيلودالتون را كد  47مولكولي 

نتايج بررسي بيان پروتئين نوتركيـب بـا اسـتفاده از ژل    

SDS-PAGE  كه در مقايسه شده يش داده نما 4در شكل

  .داردبيان قابل توجهي  ،با نمونه شاهد

  

  
 

نوتركيـب بـا    pET28aبرش آنـزيم محـدودالاثر پلاسـميد     3شكل 

.  lysAجهت تائيـد وجـود ژن    HindIIIو  NheIهاي آنزيم

L :10Kb ladder plus ،1  ــب ــميد نوتركيــ ) پلاســ

pET28aLysA  ،سـميد نوتركيـب   ) هضم پلا2هضم نشده

،  HindIIIو  NheI) هضم با هر دو آنزيم NheI ،3با آنزيم 

  قطعه همسانه شده از پلاسميد جدا گرديد.

L       1         2       3     
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، 60، 0بيان پروتئين در زمـان   )8-3كنترل منفي،  )2ماركر وزن ملكولي،  )SDS-PAGE .1الكتروفورز پروتئين نوتركيب بوسيله  4شكل 

  ).IPTG ) mM1/0دقيقه بعد از تلقيح  300و  240، 180، 120

 
  بحث -4

هـاي مختلفـي ماننـد سـنتز     روش اليزين ب ـ-Lدر صنعت، 

 شودروش بيوتكنولوژي توليد مي آنزيمي، سنتز شيميايي و

تر و ها، توليد بيوتكنولوژي مناسبدر بين اين روش. ]19[

منـابع  تر است زيـرا در ايـن روش بـا اسـتفاده از     اقتصادي

. توان ليـزين توليـد كـرد   دسترس ميقيمت و در اوليه ارزان

كد  LysAوسيله ژن  هدكربوكسيلاز ب آمينوپيميلاتآنزيم دي

از سـويه   LysAالگـو در تكثيـر ژن   DNA. ]20[ شـود مي

ATCC 21799 C. glutamicum  با توجه ، شدتخليص

زومي مـورد  كرومـو  DNAبه بزرگـي انـدازه ژن، كيفيـت    

بـه همـين دليـل بـا انجـام       زيـادي دارد؛ اهميـت   ،استفاده

. شـد نتيجه مطلوب حاصل  استاندارد، تغييراتي در پروتكل

ــ ــراي ب ــه  PCRدســت آوردن محصــول  هب ــدون هرگون ب

 Taqشــرايط بهينــه بــا آنــزيم  ايجــادموتاســيون، پــس از 

ليمـراز كـه داراي سيسـتم اصـلاح     پ pfuپليمراز، از آنزيم 

  .شداستفاده است 

سـازي آن  ، همسـان PCR با بعد از تكثير ژن مورد نظر

سـازي ژن در  با همسان. شدانجام  pTZ57R/Tدر وكتور 

، امكان برش آنزيمـي بـا كـارايي بـالا     pTZ57R/Tوكتور 

مچنـين  ه ؛شـود مـي  پـذير براي انجام مراحل بعدي امكـان 

كلونينگ سـايت اسـت و داراي   مولتي pTZ57R/Tوكتور 

. هاي انـدونوكلئازي اسـت  چندين سايت برشي براي آنزيم

هاي سازي ژن مورد نظر را در حاملاين استراتژي، همسان

  سازد. پذير مي بياني متعدد امكان

بيان ژن  pET28aبا كلون كردن ژن در وكتور بياني 

اي شود و كلونينـگ وسـيله  پذير مياني امكاندر ناقل بي

داراي  pET28a. وكتـور  استبراي رسيدن به پروتئين 

اسـت كـه بـراي كنتـرل بيـان پايـه        T7پروموتور قوي 
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گرفته شـده   T7از فاژ  T7(پروموتر قوي  استمناسب 

بنـابراين بـا    ؛بـرداري دارد) كه كارايي بالايي در نسـخه 

رود  انتظـار مـي  سازي محيط كشت  بهينه افزايش بيان و

ميزان توليد ليـزين نيـز افـزايش    در مطالعات آينده، كه 

هـاي  . ما در اين مطالعـه بـا اسـتفاده از روش   ]15[يابد 

هاي مسير ترين ژن مهندسي ژنتيك توانستيم يكي از مهم

كنــيم. در مطالعــات آينــده  بيوســنتز ليــزين را همســان

با انجام كلونينگ در سـويه اصـلي توليـد ايـن     توان  مي

ــزين     ــد لي ــزايش داد. تولي ــزين را اف ــروتئين و لي ــا پ ب

توليد  برايتواند گامي مؤثر مي هاي بيوتكنولوژي  روش

  اين ماده در كشور باشد و كشور را از واردات اين ماده 
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