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 چکیده

چون آنها  .ها در صاانعت اهتیت فراوانی پیدا کرده اسااتالیسااتهای اخیر اسااتداده اب ویوکاتدر سااا 

های دهند. در ایر ویر آنزیمشاایتیایی را وا صاارت کتتریر انر ی و وانتریر وابده انمام  ی هایواکنش

اهتیت  قاول دسااتوربیها در  یزوان پرتئیروانی سااابی و ویان واکتریایی وا توجه وه روش آسااان کلون

. کندسلونب فراوانتریر پلیتر  وجود در طبیعت را وه واحدهای گلوکز هیدرولیز  یآنزیم  .دارندخاصی 

شده اب ایر روش  ی شد تواند گلوکز تولید  شته وا ستی اب جتلهکاروردهای  تنوع دا سوخت بی  ،تولید 

صنایع غذایی سا  تولید و شیریر کننده در  سترده ایر آنزیم، در  های اخیر اتانو . وا توجه وه کارورد گ

های دسااتوربی شااده گسااترش یافته اساات. ایر   العه وه  ن ور سااابی و تولید آن در  یزوانکلون

های خاک اب نتونه اندوگلوکانابهای وو ی تولید کننده آنزیم جداسااابی، غروالگری و شااناسااایی سااویه

ستداده اب توالی یاوی هاانمام شد. سویه شتا  کشورخت افرا در  ن قه اطرات ریشه در ی جدا شده وا ا

سایی نوع واکتری 16S rRNA ن  شنا شدند. پس اب  سایی   ن تکثیر ،  (Enterobacter hormaechei)شنا

 هاید نره و سپس توسط آغابگرهای اختصاصی دارای توالیتوسط آغابگرهای  اوتدا اندوگلوکانابآنزیم 

ستداده اب آنزیم ورشی شد و الحاق  ن در پلاستید  ناسب وا ا مام ان و الحاقی  ناسب های ورشیانمام 

 تحریک وا و ویان پروتئیر هدت شد  نتقل E.coli BL-21وه  یزوان پلاستید نوترکیب حاصل سپس  .شد

وه ترتیب  Kmو  Vmax های کینتیکی آنزیم اب جتلهثاوت .انمام شد mM 1 IPTG غل ت دراوپران لک 

 نزیمآ. وهینه شاارایط فعالیت شااد  حاساابه لیتر یلی در گرم یلی 4/1و دقیقه  در یکرو و   45 واوراور 

 واشد. ی pH 7و  گرادسانتیدرجه  37در د ای نوترکیب تولید شده 

 

انتروواکتر ، د نره آغابگر، غروالگری کرووکساای  تیل ساالولز، ،ساالولز ،اندوگلوکانابآنزیم : واژگان کلید
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  مادمه-1

صرت  صنعت، نیاب وه   شد روبافزون  ا روبه وا توجه وه ر

طوری که ر کل جهان در حا  افزایش اسااات. وهانر ی د

ستداده اب انر ی شورهای جهان ورای ا شتر ک د های تمدیوی

هساااتند.  های بیساااتی در حا  رقاوتپذیر یا ساااوخت

سوخت ستداده اب  شورهایی که توانایی ا ستی را ک های بی

رقاوت ورخوردار هسااتند.  دارند اب شااانس وانتری در ایر

ستی  هایفراوانتریر پلیتریکی اب عنوان سلولز وه در ه کبی

ه ی اولیوه عنوان یک  اده تواند ی شاااودطبیعت یافت  ی

تی های بیسو اربان قیتت ورای تولید سوخت رتمدید پذی

 .[1]استداده شود

گلوکز  -Dسلولز هتوپلیتری خ ی است که اب واحدهای 

وه هم  β1,4تشااکیل شااده اساات که وا پیوند گلیکوبیدی 

های هیدرو نی  تعدد ور روی گلوکز  تصل شده اند. گروه

 تهرشهای اکسیژن اب هتان وا  ولکو  رشته سلولزیاب یک 

ایر  دهند کهو یا بنمیر کناری تشکیل پیوند هیدرو نی  ی

ای، سااالولز را وه پیوندهای هیدرو نی درون و ویر بنمیره

سخت تمزیه پذیر تبدیل کرده  وا خاصیت ای اده  قاوم و 

 سااوختوهره ورداری و تولید  ورایتمزیه ساالولز اساات. 

سلونب  ویولو یکی  .شودانمام  یتوسط کتپلکس آنزیتی 

یل -oهای گروه ها در واقع جز آنزیمسااالونب گلیکوب

ستندهیدرونب سلولز هیدرولیز  β1,4که پیوند  ،ها ه را در 

گروه  3تمزیه سااالولز توساااط هتکاری  فرایندکند.  ی

نابآنزیتی  کا ندوگلو ک ،ا یداب ااگزوگلو تاگلوکوب ناب و و

ور روی پیوناادهااای  اناادوگلوکااانااابگیرد. صاااوری  ی

کند. صاااوری تصاااادفی عتل  یوهداخلی  گلیکوبیدیوتا

ناب ور روی انتهای احیا کننده و غیر احیا کننده ااگزوگلوک

که آنزیم وتاگلوکوبیداب وا تاثیر درحالی ،کندسلولز عتل  ی

های تولیدشااده توسااط دو آنزیم ور روی  یکروکریسااتالیر

 .[3, 2]کندقبل گلوکز تولید  ی

سلونب آنزیم  کارورد و تعددی در  ورد نقش  هایپژوهش

صنعت شد در  سیار وانی انمام  ست که ویانگر اهتیت و ه ا

عت  ی های  واشاااد.ایر آنزیم در صااان کارورد له  اب جت

سترده صنعت دارد  یای گ توان وه  وارد که ایر آنزیم در 

شوینده شاره کرد: تولید  صنعت آوتیوه هبیر ا صنعتی،  ای 

ساجی، کاغذ سابی و تولید  سابی، ن صنایع دارو سابی، 

 .[2]های بیستی  ثل ویواتانو سوخت

ساس   العای پیشیر  دستهوها اب  ناوع  ختلدی آنزیم ورا

ند، اگرچه ویشاااتر آنزیم ی ماری دارای  نشاااا آی های ت

واشند ا ا تعداد کثیری نیز توسط  نشا حیوانی  یکرووی  ی

ه دلیل ها و یکروارگانیسم وناورایر،شود. و گیاهی تا یر  ی

تا یر ویژگی یک  نبع  هم در  ند  که دار های   لووی 

ند یوه حساااا  ها آنزیم له ایر ویژگیآی ی ها. اب جت

شد سرعت توان وه  ی   لو   ،ب ان کوتاه در  دیوان ر

 یوانیار وسااا، تکثیر تولیدی هایپروتئیرثبای و پایداری 

 ها وآنزیم ساالونب توسااط واکتری .اشاااره کرد هاواکتری

که طبق   العای پیشاایر  شااودهای  تعدد تولید  یقارچ

و  رانتروواکت ،هایی اب سااویه واساایلوسواکتری هانمام شااد

 ،ساالوویبریو، ساالولو وناس هایی هتچونهتچنیر واکتری

اب  دیومکلستریو   یکروکوکوس، رو ینوکوکوس، سیتوفاگا

شدههای واکتریجتله  سایی  سلو در شنا  ،لز هستندتمزیه 

جداساااابی و  ورایدر ایر   العه اب  نشاااا پروکاریوتی 

ده اساتداهای وو ی اب ساویه اندوگلوکانابشاناساایی آنزیم 

  .[4]شد

و  اناباندوگلوکی آنزیم اهتیت وساایار وان در ن ر گرفتروا 

 ،آنزیم   رح شاااد ایر ای که ورایهای ورجساااتهویژگی

های وو ی  ولد واکتری غروالگریهدت پژوهش حاضااار 

 ابدرخت افرا  اطرات ریشاااه خاک اب اندوگلوکانابآنزیم 

شور )چالوس( شتا  ک ست  ن قه  . در ادا ه واکتری جدا ا

 کثیرت سلولز است، توسط یزشده که حاوی ویژگی هیدرول

یاوی  ن  ظت وه عنوان 16S rRNAو توالی   یک  ن حدا

 پس اب. [5]شااددر حد جنس و گونه شااناسااایی  شااده،

اکتری  ورد   العه وا توجه وه ایر وجنس و گونه  شناسایی

هدت ی واکتر اندوگلوکانابی  ن آنزیم نوکلئوتیدکه توالی 
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سایی و در پایگاه داده اب قبل اورایر ون ،وودشده ثبت ن شنا

سایی و ثبت توالی  ورای در ادا ه ن آنزیم  ی نوکلئوتیدشنا

 1طراحی آغابگرهای ،اب واکتری غروا  شاااده اندوگلوکاناب

ر د اندوگلوکانابی آنزیم نوکلئوتیدد نره وراسااااس توالی 

 ورای .شااادانمام نزدیک وه واکتری  ورد   العه  هایگونه

های آغابگر  pET21aناقلدر  اندوگلوکانابآنزیم الحاق  ن 

 2 حدود کنندههای آنزیم ورشاایاختصاااصاای حاوی توالی 

در  بپلاستید نوترکیوا انتقا   ،سپس .استداده شد  ناسب

ستا کان  E.coli BL-21 (DE3) جدید یزوان  وربی در د

یل وتا ایزوپرپ ن  ورد ن ر و نیز ویان انتخاوی آن وا افزودن 

چرا که  ن  شااادفراهم  IPTG)3(دی پتوگانکتوپیرانوبید 

کلون شااده اساات. پس اب  4lac پرونواهدت تحت کنتر  

آن ی های کینتیکویژگی ،آنزیم نوترکیب اساااتخرا و ویان 

 .[7, 6]شد  العه 

 هامواد و روش-2

 واد اساتداده شاده در ایر   العه وه جز  وارد اساتثنا  اکثر

، Xho1میآنز آلتان تهیه شدند. MERKذکر شده اب شرکت 

کت  Buffer Red(10X) و Nde1میآنز  Thermoاب شااار

Scientific آنزیم تهیااه شاااادنااد وT4 DNA Ligase  ،

حاوی آنزیم اب  IPTGو  Taq polymerase ساااتر یکس 

سینا کلون  ستداده  ایرانشرکت  و تتام آغابگرهای  ورد ا

 هایکیتسنتز شد،  Bioneer در ایر   العه توسط شرکت

اب  DNAق عای  صیتخل تیکو  پلاساااتیداساااتخرا  

 .شدندتهیه کره  Gene Allشرکت 

سویهو  ، غربالگریسازیغنی 2-1 سایی  های برتر شنا

 اندوگلوکانازآنزیم مولد 

نه  عه در ایر پژوهش نتو تا  ی  ورد   ال قه شااا اب  ن 

شه ک اب خاو  )شهر چالوس( کشور درخت افرا اطرات ری

غنی ورای. [8]دانتخا  شاا  ترسااانتی 10 ویش اب عتق وا

 Luria broth در  حیط کشاات انکوواساایون نتونه سااابی

                                                           
1 Primer 
2 Restriction Enzymes 
3 Isopropyl-Beta-D- Thiogalactopyranoside 

(LB)  ور گرم 5لیتر سااادیم کلرید،  ور گرم 10وا ترکیبای 

وه  دی لیتر ور گرم 10عصااااره  ختر،  لیتر  16تریپتون 

. نتونه شااد مامان گرادسااانتیدرجه  37ساااعت در د ای 

سابی  ورایشده غنی  در  حیط صوری تک کلنی وهجدا 

LB لیترور گرم 10حاوی  علاوه ور ترکیبای فوق جا د که 

و  شدای کشت داده  ن قه 4صوری کشت واشد وهآگار  ی

 انکووه گرادسااانتیدرجه  37ساااعت در د ای  16وه  دی 

شت  های. تک کلنیشد صل اب ایر ک اطتینان اب  ورایحا

شتاره  و جا د  نتقل LBوه یک  حیط واکتری ها خلوص 

شده ورایسپس  شدند وگذاری  شرایط ذکر  شد، در   ر

ایر ها، ورای اطتینان اب خلوص نتونه. )[9]شااادند انکووه

 .(عتل چندیر  رحله تکرار شد

واکتری والگری  لد ورای غر نابهای  و کا ندوگلو  اب  حیط ا

شت حداقل سلولز که ک سی  تیل   5(CMC) حاوی کرووک

 در ایر  حیط ،شاداساتداده عنوان تنها  نبع کرور اسات وه

ندوگلوکاهای تولید کننده آنزیم کشااات فقط واکتری  نابا

 حیط در حضااور لوگو  وه . ایر [10]توانایی رشااد دارند

نگ قهوه یددر  یای تیره ر جا د  .آ یک  حیط کشااات 

سلولز  اب لیترور گرم 10حاوی  سی  تیل  صد 1)کرووک ( در

غروالگری وه ایر  حیط  ورایها وآگار تهیه شاااد و نتونه

 گرادسانتیدرجه  37ساعت در د ای  24و وه  دی   نتقل

سپس شدند.  سفزودن وا ا ،انکووه  ی لوگو  وه  حیط کرووک

اد اب طریق ایم اندوگلوکانابهای  ولد  تیل ساالولز واکتری

 کلنیاطرات  (CMCی عدم حضاااور )هالههاله روشااار 

 .[12, 11]ندشدشناسایی 

ر و توالی تکثیهای برتر با استفاده از شناسایی سویه 2-2

 16S rRNAیابی ژن 

یاوی لیتوا واکتری غروا  شده،شناسایی جنس و گونه  ورای

. در ایر   العه انمام شااد 16S rRNA ن حداظت شااده 

وا  Sambookو  Russelروش  اب DNAورای اساااتخرا  

4 Lactose 
5 CMC 
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و  27F هایآغابگر توالی .[13]اسااتداده شااداندکی تغییر 

1492R شخص 1 در جدو  ورای تکثیر  ن ده ورد استدا  

 PCRاب طریق  16S rRNAتکثیر  ن  ورای. [14]است شده

 یکرولیتر  19 یکرولیتر  ساااتر یکس،  25حاوی  یترکیب

فت و  یک اب یکرولیتر اب هر  2 ،آ   ق ر های ر غابگر آ

 DNA یکرولیتر  2و   ونر یکرو 10غل ت  وا ورگشااات

ه وافزودن آغابگرها نسبت  .شد تهیه استخرا  شده )الگو(

 حاصاال غل ت نهایی که درترکیبگیرد انمام  ی صااورتی

در  ورد استداده  PCRورنا ه  .واشد  ونرپیکو 400 کهر ی

عه  له ایر   ال له او   رح وه شااارح بیر اسااات:  رح

وه  گرادساااانتیدرجه  94دناتوراسااایون اولیه که در د ای 

های اساااید واب شااادن جدت رشاااته ورایدقیقه  5 دی 

دقیقه  1 رحله دوم شاااا ل  ،گیردنوکلئیک صاااوری  ی

سیون که  شته  کتل  ورایدناتورا صا  دو ر جلوگیری اب ات

سوم د ای در هر چرخه تکرار  ی درجه  54شود.  رحله 

شته  ورایدقیقه  1وه  دی  گرادسانتی صا  ر  وه آغابگرات

شته الگو  ی شا ل د ای ر سپس  رحله چهارم که  شد و  وا

فعالیت  ورایدقیقه  1وه  دی  گرادساااانتیدرجه  72وهینه 

ست.پلیتراب  Taqآنزیم  ستنبم وه ا -2که  راحل  ذکر ه

و در  شااادوار تکرار انمام  25 اووه صاااوری چرخه  3-4

 هایطویل ساااابی رشاااته  رحلهنهایت  رحله نهایی که 

ست سنتز ناقص وه  گرادسانتیدرجه  72در د ای  شده ا

 اب حاصل تتام  حصونی .[15]شدانمام دقیقه  10 دی 

PCR درصاااد  1   آگارب  الکتروفورب در وا اساااتداده اب

سی سابی و ورر ضور  پس اب ،ندشد جدا واند در تایید ح

شده bp 1600 حدوده  ستداده اب، ق عای تکثیر  روش  وا ا

یت  کار  وجود در تعییر  ورایو تخلیص  Gene Allک

 .شدندارسا   Source bioscienceتوالی وه شرکت 
های آغابگرهای  ورد استداده در ایر پژوهش. س ر دوم و سوم جدو  توالی و  شخصای  رووط وه جدت و ویژگی  شخصای 1جدو 

. س ر چهارم و پنمم جدو  توالی و [14]واشد ی 16S rRNAآغابگرهای عتو ی  ورد استداده ورای تکثیر قستت حداظت شده  ن 

 K، حرت C ,Tنوکلئوتید  تصل شونده وه وابهای Y  شخصای جدت آغابگرهای د نره ورای  ن اندوگلوکاناب انتروواکترها است )حرت 

واشند(. س ر ششم و هدتم  ی C,G تصا  وه وابهایورای ا Sو حرت  A ,Gورای اتصا  وه وابهای  R، حرت G ,Tورای اتصا  وه وابهای 

جدو  توالی و  شخصای جدت آغابگرهای اختصاصی ورای  ن اندوگلوکاناب هدت فاقد سیگنا  پپتید است. ایر آغابگرها دارای توالی 

شده است، انتهای )توالی ورشی در ایر دو آغابگر وا کشیدن خط بیر و حروت وزرگ  شخص  Xho 1و  Nde 1های ورشی ورای آنزیم

  شخص شده است( هستند.صوری وهنیز وا سایه  1چسبنده

 G∆ طو  )واب( توالی آغابگر نام آغابگر

(KCAL/MOL) 
 GC% (C°)د ای اتصا  

27F 
 C 58 /59 %50° -24/2 واب agagtttgatcctggctcag-3’ 20-’5 آغابگر ورگشت

1492R 
 C 02/58 %45° -59/2 واب cggttaccttgttacgactt-3’ 20-’5 آغابگر رفت

 آغابگر رفت

 د نره
5´-atgaaaRKctttcgcKgRtgtg-3´ 22 65/2 واب- °C 01/62 %45 

 آغابگر ورگشت

 د نره
5´-tYaStgtgaacKtRcgcattcc-3´ 22 30/3 واب- °C 21/62 %45 

Nde 1  آغابگر

 رفت
5´-CATATGgtcgcagcgttgatgctg-3´ 24 41/7 واب- °C 11/67 %54 

Xho1  آغابگر

 ورگشت
5´-CTCGAGttagtgtgaacgtgcgcattc-3´ 27 61/2 واب- °C 48/68 %51 

                                                           
1 Flanking site 
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حی  2-3 فت طرا گرج غاز فت  هایآ ج نره و  دژ

صی آنزیم صا شیآغازگرهای حاوی توالی اخت  های بر

  ی مورد مطالعهسویه برای ژن آنزیم اندوگلوکاناز

و  16S rRNAیاوی  ن وا توجه وه نتایج حاصااال اب توالی

ست توالی در سایی جنس و گونه ، NCBIسایت  ولا شنا

عا  مام شااادتر نتونه ف وه آنزیم  ان ولی توالی  ن  رووط 

شده درپایگاه سایی  شنا ه های داداندوگلوکاناب ورای گونه 

وا  بت نشاااده وود. پس  های  ن آنزیم وررسااای توالیث

های نزدیک وه گونهدر ویر  NCBIاندوگلوکاناب  وجود در 

آغااابگر د نره ورای تکثیر  ن  ،واااکتری  ورد   ااالعااه

 perl primerافزار نرم اب لوکاناب هدت طراحی شااد.اندوگ

د نره که توانایی طراحی یک جدت آغابگر وه  ن ور  2011

ستداده گونه 5تکثیر  ن اندوگلوکاناب را در  شاوه دارد ا ی  

 Bioneerشاارکت  آغابگرها توالی وه و ورای ساانتزشااد 

های د نره )رفت و ورگشاات( آغابگر توالید. شاا ارسااا 

ستداده ست. 1 در جدو   ورد ا شخص ا تکثیر  ن  ورای  

ب ناب ترکی کا ندوگلو نا ه  ایآنزیم ا حل  PCRو ور طبق  را

انمام شاااد.  حصاااو  و ( د نرهقبل تهیه )وا آغابگرهای 

رب الکتروفو وا استداده اب هتانند  رحله قبل PCRاب حاصل 

صد 1   آگارب  در شد در سی  ضور  پس ابو  ورر تایید ح

صو   bp 1100واند تکثیر در  حدوده  ستداده  PCR ح وا ا

 Sourceیاوی وه شرکت اب کیت تخلیص شد و ورای توالی

bioscience   [6]شدارسا. 

 ن آنزیم  یاویوا توجه وه نتایج حاصااال اب توالیدر نهایت 

پس اب  شخص شدن  ه،  العای انمام شد و اندوگلوکاناب

ر وا جدید آغابگرهاینزیم اندوگلوکاناب طراحی آتوالی  ن 

 اوتاادا .انمااام شاااادبیر   وارددیگر وااا در ن ر گرفتر 

های ورشاای  ناسااب انتخا  آنزیم ورایهای نبم وررساای

شد NEB cutterافزار تحت و  توسط نرم تا توالی  انمام 

ی و توالی نوکلئوتید ودهای ورشی  ناسب انتخا  شآنزیم

ش ی ورهافاقد توالی ورشااای آنزیماندوگلوکاناب  ن آنزیم 

شد دهنده شح  ،هتچنیر .وا سبب تر توالی نوکلئوتیدی که 

سنتز و سط )شود  ی خار  اب واکتریه پروتئیر پس اب  تو

ید(  نا  پپت حت و  توساااط نرمسااایگ  Signal Ipافزار ت

وه شااد )شااناسااایی و اب اوتدای توالی نوکلئوتیدی حذت 

ب سنتز تا پروتئیر پس ا نوکلئوتید اب اوتدا توالی(، 24اندابه 

تاند. واقی و یزوان  یکروارگانیساام ساایتوپلاساام در داخل 

ناورایر، وه درون  نوم  ورای و ناب  ندوگلوکا ورود  ن آنزیم ا

 Nde1دو آنزیم ورش دهنده  های اختصاصیتوالی پلاستید

یب در Xho1و  ها وه ترت غابگر 5/ یانت فت و  هایآ ر

جدو   ندگرفت قرار ورگشاااات مه (1)  طراحی. در نتی

های غابگر حاوی توالی آ که  های اختصااااصااای جدید 

ساانتز وه  ورایو  انمام شااد های ورشاای فوق وودندآنزیم

سا   Bioneerشرکت  تکثیر  ن  ورای PCRسپس  شد،ار

غابگر دت آ وا ج ناب  کا ندوگلو ید هایآنزیم ا حاوی  جد

 [16, 13]شد انمامورشی  هایتوالی

و انتاال به داخل  در ناقل پلاسمممیدی ژنالحاق  2-4

 باکتری

ستیدی الحاق ورای ستید  ، ن در ناقل پلا  و pET 21aپلا

صو   صل اب تکثیر وا آغابگرهای PCR ح صی  حا صا اخت

سپسشدتهیه های ورش دهنده حاوی توالی آنزیم  قلان ،. 

صوری جداگانه وه PCRو  حصو   pET 21aپلاستیدی 

سط آنزیم . شدندتیتار  Nde1و  xho1دهنده  شورهای تو

 یکرولیتر پلاستید  17 ،های ورشیوه ترکیب واکنش آنزیم

 یکرولیتر  1،  ق ر  یکرولیتر آ  PCR ،8یا  حصاااو  

 Redاب وافر  یکرولیتر  3و   xho1 یکرولیتر Nde1 ، 1آنزیم

وه آنزیم وافر  رووط  های ورشااای که هر دو آنزیم دارای )

د ای  در و شداضافه  واشند(ایر وافر  یفعالیت  عقو  در 

تا  شدند،ساعت تیتار  12و وه  دی  گرادسانتیدرجه  4

سبنده ش انتهای چ صو  تیتار  ،سپس. دوایماد  هر دو  ح

ستداده اب کیت شده تهای ان وا کتک و شدندتخلیص  ،وا ا

و در  PCRای که دو آنزیم ورشاای در  حصااو  چساابنده

 پلاسااتیدالحاق  ن وه درون  عتلپلاسااتید ایماد کردند 

  .شد انمامناقل 
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شده صو  تیتار وه  دی  واکنش الحاق وا  ماوری دو  ح

و سپس  انمام شد گرادسانتیدرجه  16ساعت در د ای  8

شد و T4لیگاب DNA آنزیم ضافه   ترکیب وه ترکیب فوق ا

صل  گرادسانتیدرجه  4ساعت در د ای  16وه  دی  حا

ایماد پیوند فساادودی  وا  دیدر طی ایر  ،داری شاادنگه

ستری ن وه اتصا    در انتهای چسبنده توسط آنزیم لیگاب ا

  .[17]انمام شدوکتور 

قا ساااپس  ل  ن قاننوترکیب ) pET 21aپلاساااتید  انت

 E.coli BL21های  سااتعد وه درون ساالو  (اندوگلوکاناب

 یهته انتقا  پلاساااتید وه  یزواناولیر قدم در  .شااادانمام 

ستداده اب سلو  ست که در ایر   العه وا ا ستعد ه های  

شیتیایی سیم کلراید(  روش  ستسلو تولید )کل  عدهای  

(DE3) E.Coli BL-21  حصاااو  واکنشو  شااادانمام  

الحاق وا اسااتداده اب روش شااوک حرارتی وه داخل   رحله

E.Coli BL-21(DE3) هااایواااکتری .[18]انتقااا  یااافاات 

 LB وه  حیطدر اوتدا  انتقا  پلاسااتید وه  یزوانحاصاال اب 

 در دور سپس  ،شد انکووه ساعت 1وه  دی  و  نتقل ایع 

×g5000  دقیقه سانتریدیو  شد و رسو  حاصل  3وه  دی

 100)سااایلیر ویوتیااک آ پیحاااوی آنتی LBوااه  حیط 

درجااه  37در د ااای  نتقاال و لیتر(  یکروگرم ور  یلی

 pETناقل . شاد سااعت انکووه 16وه  دی  و گرادساانتی

21a و تست  را دارددار سیلیرتوانایی رشد در  حیط آ پی

وه آنتی قاو ت  یک آ پی  ید  ورایسااایلیر ویوت قا  تای انت

ت در نهای .شاادانمام  پلاسااتید نوترکیب وه داخل واکتری

شات سابیوررسی صحت کلون ورای ی کلن هتچونی آب ای

PCR و  های ورشااایوا آنزیمپلاساااتید نوترکیب ، هضااام

 .[11]انمام شددریافت  ن اب قبل و وعد  اندابه آن  قایسه

 نوترکیب پروتئینو جداسازی بیان  2-5

صل اب  نوترکیب تک کلنی ستیدحا وه  یبنوترک انتقا  پلا

وان یک  حیط   یز حاوی LBوه   یکروگرم  100)  ایع 

سیلیر  (لیتر یلیور در د ای  rpm 100 شیکر ر رویوآ پی 

شد و اب  16وه  دی  گرادسانتیدرجه  37 ساعت انکووه 

 حیط کشاات  ایع  هو 100وه  1کشاات حاصاال وه نساابت 

لقیح تآ پی سیلیر  لیتر یلی یکروگرم ور 100 غل ت حاوی

شد ساعت  4وه  دی حدودا  rpm 100 شیکر او و انمام 

کشت در  ODتا  ،انکووه شد گرادسانتیدرجه  37در د ای 

. در ایر  رحله اشدو 7/0تا  4/0نانو تر ویر  580طو   و  

وه عنوان  یلی 3 نه  نه لیتر اب نتو قانتو بل اب ال یان اب ءق  و

وا  IPTG نتونه شاااد و وه وقیه جداساااابیکشااات   حیط

 واوپران لک اضافه شد  تحریکورای  یلی  ونر  1 غل ت

ویان  ن نوترکیب در د ای  ورایساعت  6سپس وه  دی 

 .[7]شدانکووه  گرادسانتیدرجه  37

وپلاسم در سیت انباشته شدهنوترکیب استخرا  آنزیم  ورای 

تدا  ، حیط کشااات درواکتری    g×در دور ساااانتریدیو او

انمام و رسااووگیری  شاادانمام دقیقه  15وه  دی  10000

ر د واشد ی ه واکتریایین. رسو  حاصل که حاوی نتوشد

. در نهایت شااادحل   7pH  وا Tris یکرولیتر وافر  500

ای وه صااوری دو  رحلهحل شااده در وافر وه  هایواکتری

 گرادسانتیدرجه  4د ای  در دقیقه در سونیکیتور 30 دی 

تا  شاااد)روی یخ( توساااط ا وا   اورای صاااوتی لیز 

 و  واد  وجود در داخل واکتری وارد وافر شوند، هاپروتئیر

صل سپس   g × 20000دقیقه در دور 10وه  دی نتونه حا

 تدر نهایکه  شدسانتریدیو   گرادسانتیدرجه  4در د ای 

سلولی  ایع رویی حاوی صاره  ستخرا آنزیم  و ع شده  ا

شد که  ی سی انمام ورایوا -SDS اب جتله یهای وعدورر

PAGE، رپروتئی یزان  ساانمش وررساای فعالیت آنزیم و 

 شااد تاداری نگه گرادسااانتیدرجه  -20تولیدی در د ای 

 .شود حدظها پروتئیرساختار طبیعی 

  SDS-PAGEبا  پروتئینبررسی میزان بیان  2-6

وه دوحالت  IPTGویان توسط  ءالقا پس ابهای قبل و نتونه

 نوترکیب پروتئیری ویان که در  رحلهرساااو  و  حلو  

 100وا ولتا   درصااد 12آ ید آکریلدر    پلیتهیه شاادند، 

ند. ساااپس 4 دی  وه عت الکتروفورب شاااد     ،ساااا

سی ولو رنگ آ یزیآکریلپلی سط رنگ کو ا  آ ید اوتدا تو
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 تا شااادبدایی ور، رنگشاااد و در نهایت وا  حلو  رنگ

 .[19]شوندظاهر  پروتئیرواندهای 

یب 2-7 یت آنزیم نوترک عال  با معرف بررسممی ف

  (DNS) نیتروسالسیلیک اسیددی

یت آنزیم  ورای عال نابوررسااای ف کا ندوگلو یب اب  ا نوترک

وررساای  ورای DNS  عرت .اسااتداده شاادDNS  عرت 

حضاااور و تختیر  یزان قندهای احیاکننده آباد شاااده اب 

. ترکیبای ایر  عرت شاااوداساااتداده  ی CMCهیدرولیز 

تارای،  6شاااا ل  تار تاسااایم  گرم  2/0گرم سااادیم پ

سید دی سیلیک ا سال سود در 1/0 ونیترو  لیتر یلی 20گرم 

شدآ   ق ر  ی ستداده اب آسنمش فعالیت  .وا  30نزیم وا ا

 CMC  یکرولیتر  حلو  200نزیم نوترکیب و آ یکرولیتر 

 230 ،ساااپس .دقیقه انمام شاااد 10وه  دی درصاااد  1

اضاااافه شاااد و وه فوق وه ترکیب  DNS عرت  یکرولیتر 

 ،سااپس .قرار گرفت جوشااان ور  اریدر  دقیقه 10 دی 

شااد تا کتپلکس دقیقه وه روی یخ  نتقل  3وه  دی نتونه 

شد  شته وا صل  اندگاری وانتری دا  در نهایت ورنگی حا

پس اب رقیق سااابی ساانمیده  نانو تر 540جذ  نتونه در 

 یمنزآانتهای احیا کننده تولید شاااده در اثر فعالیت ) شاااد

 (. گیری شداندابه

-15) شرایط د اییدر درصد  CMC 1 ، هیدرولیزهتچنیر

وررساای ( 9-3) های  ختلفpHو  (گرادسااانتیدرجه  60

سم نتودار  ورای. شد سبه پارا ترهای کینتیکی آنزیم ر  حا

وکز گل  ختلفهای ت غلوا اسااتداده اب اسااتاندارد گلوگز 

ضریب جذ  هتان یا نتودارکه در نهایت شیب  شدانمام 

 آنزیم اساااتداده شاااد.ورای  حاسااابه فعالیت گلوکز   ولی

ندابه ورای ،هتچنیر پروتئیر  وجود  غل ت گیری  یزانا

 .[20, 13]شد استدادهروش ورادرفورد  در نتونه اب

نزیم آ ساختار سازیمدلی و بیو انفورماتیکبررسی  2-8

 اندوگلوکاناز

لید نوترکیب تو پروتئیراندابه تقریبی و  pI ورای وررساای 

 ExPasy IPشاااده در  یزوان جدید اب ورنا ه تحت و  

ورنا ه اب  سااابی آنزیم د  ورای ،هتچنیر اسااتداده شااد.

ستداده شد  Swiss modelتحت و   الگو قرار دادن  واکه ا

انمام آنزیم  ورد   العه  د  سابی  رایهای  شاوه وآنزیم

ه ی یه .دد که پروتئیر تریرشاااب سااااختار  اب ن ر توالی 

شخص ستالوگرافی   شد ی داردکری  .وه عنوان الگو انتخا  

chimera (1/12 )افزار توسط نرم  د  ساخته شده ساختار

 .[22, 21]آن تهیه شد ویراتصوررسی و 

 نتایج -3

ه وساالولز وه عنوان یکی اب فراوانتریر  واد آلی در طبیعت 

وا راحتی  ی وه  اده  ند توساااط یک هیدرولیز آنزیتی  توا

دهای گلوکز و الیگوساکاری .اربشی وه نام گلوکز تبدیل شود

تولید سوخت بیستی و الکل قاولیت استداده  رایکوچک و

ایر   العه غروالگری و شااناسااایی  وانیی دارند. هدت اب

نابهای  ولد آنزیم واکتری ندوگلوکا ساااابی  ن و کلون ا

 سااائو  تولید ایر آنزیم در یک  یزوان قاول دساااتوربی 

، باندوگلوکاناهای  ولد وررسی حضور واکتری ورای است.

 چرا کهاسااتداده شااد  درخت افرااب خاک اطرات ریشااه 

  حیط اطرات ریشاااه سااالولز دریه کننده های تمزواکتری

  .کنندبندگی  یگیاهان 

ب ا اندوگلوکانابهای  ولد واکتری غروالگری ورای ،هتچنیر

که یک  حیط حداقل CMC اختصاااصاای کشاات  حیط 

در تتاس وا لوگو  وه رنگ  CMC ،اسااتداده شاادواشااد  ی

 و  صاارت حضااورو وه ایر ترتیب  آیدای تیره در  یقهوه

هایی . قستت[10, 8]توان تشخیص دادآن را در  حیط  ی

 حیط CMC ها رشد کرده واشند و اب ایر  حیط که واکتری

پذیری ندارند در  صاارت شااود در تتاس وا لوگو  رنگ

آیند که اب وه وجود  ی CMC حضااورهای عدم نتیمه هاله

اب ها در صاااوری کشااات وا حمم یکساااان ق ر ایر هاله

شخص فعا واکتری نتونه  ،واکتری شک شود یتر   ( 1ل )

[8]. 
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رده نتایانگر عدم حضور کهای رشد های روشر اطرات کلنیوا لوگو ، حضور هاله CMCتست رنگ آ یزی  حیط کشت حداقل  1شکل 

CMC توسط واکتری واعث هیدرولیز  اندوگلوکانابتوانایی تولید آنزیم  واشد.و هیدرولیز آن در  حیط  یCMC شود. حیط  ی 
 

سایی نتونه فعا  پس اب  الیتر وا تست لوگو  تکثیر توشنا

شده سویه ورتر  16S rRNA ن  ناحیه حداظت   رووط وه 

ایر  ن حداظت شاادگی وانیی  ،(2الف )شااکل شاادانمام 

سویه واکتری پی ورددارد و اب توالی آن  ی  توان وه گونه و 

ی ه جنس و گونهانمام شااادهای وا وررسااای(. 3)شاااکل 

وا  درصاااد99 ورد   العه در ایر پژوهش تشااااوه واکتری 

Enterobacter hormaechei subsp. Hoffmannii وا . دارد

و هتچنیر وا توجه وه ایر  انمام شاادتوجه وه   العاتی که 

شده در ایر  اندوگلوکانابکه توالی  ن آنزیم  واکتری غروا  

دت طراحی ج ،یاوی و ثبت نشااده وودپژوهش اب قبل توالی

های د نره  غابگر نایی تکثیر  ن آنزیم  وا (1 جدو )آ توا

سویههای واکتریایی سویه اندوگلوکاناب  ورد  ینزدیک وه 

 اندوگلوکانابتکثیر  ن آنزیم  هتچنیر، .انمام شااد ،  العه

  .[16](  2کل )ش شدانمام   PCRوای  ورد   العه سویه

 
Nt sequence 

5/atgaaaatctttcgcggatgtgtagtcgcagcgttgatgctggcggcggcgaatctgcatgccgcctgtcgctggcctgcctgggagacgttcaagcaggattata

tgagcgaaagtgggcgcgtcattgatcccagtgacgcgcgcaaaatcaccacctccgaagggcaaagctatggactgttctttgccctggcagcaaacgatcgca

agacgttcgatctgctgctgacatggacgcgcgataaccttgccgagggggatttagcccaacatctcccggcgtggctatggggaaaaaaggacgacaacacct

gggcggttatcgaccctaactccgcgtccgatgccgatatctggattgcctggtcgctgctggaagccgggcggctgtggaaaaatcccgattacacgcgcacgg

gtaaggcgctgttgacgcgcattgccagtgaggaagtggtgaaggtgccggggctgggttctatgctgctgccgggtaaagtcggttttgccgaagagagtgtctg

gcgcttcaaccccagctacctgccgccgcagcttgcgagctatttcacccgtttcggcgcaccgtggacaacgctccgtgaaaccaacctgcgtctgctgctggag

accgcgccaaaaggattttccccgaactgggtgaaataccagaaaaagggcggctggcagttgaagcaggatacgaccctgatcggcagttacgatgcgattcgc

gtctatctgtgggtagggatgatgaacgataacgatccgcaaaaagcccggctactggcgcgtttcaagcccatggcgaccaccacaatcaaacaaggcttaccgc

cggaaaaagtggacgtagcgaccgggaaacgtaccggagatgggccggtagggttttctgcctccctgcttccatttttacaagaacgggacgcgcaggcggtgc

aacgccagcgtgtcgccgatcgttttcccgataacaatgcttattacagctacgttctgaccctctttggacaagggtgggatcagcatcgttttcgtttcaccgcgcaa

ggtgaattactaccggattggggccaggaatgcgcacgttcacactaa 3/ 

aa Sequence 

MKIFRGCVVAALMLAAANLHAACRWPAWETFKQDYMSESGRVIDPSDARKITTSEGQSYGLFFALAA

NDRKTFDLLLTWTRDNLAEGDLAQHLPAWLWGKKDDNTWAVIDPNSASDADIWIAWSLLEAGRLWK

NPDYTRTGKALLTRIASEEVVKVPGLGSMLLPGKVGFAEESVWRFNPSYLPPQLASYFTRFGAPWTTLR

ETNLRLLLETAPKGFSPNWVKYQKKGGWQLKQDTTLIGSYDAIRVYLWVGMMNDNDPQKARLLARF
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KPMATTTIKQGLPPEKVDVATGKRTGDGPVGFSASLLPFLQERDAQAVQRQRVADRFPDNNAYYSYVL

TLFGQGWDQHRFRFTAQGELLPDWGQECARSH- 

 

 
 1600bpقرار گرفت و واندی وه اندابه     2و  1 چاهکدر  وا آغابگرهای عتو ی 16S rRNAحاصل اب تکثیر  ن   حصو  )الف( 2شکل 

)وه علت   شخص است عکسدر  PCRتشخیص اندابه واند  حصو   ورای لدرستون های ایر دو چاهک قاول  شاهده است و در ستون

واند  ن  1  رووط وه چاهک در ستون. ) ( شخص شدند(تراکم وانی واندهای لدر، واندهایی که دارای غل ت وان هستند در ستون لدر  

)اندابه  جدت واب 1100وا اندابه  واند ودارای چند واند است   حصو که واشد  یوا آغابگرهای د نره  PCRحاصل اب  اندوگلوکانابآنزیم 

 نمام شدا وا استداده اب کیت سابی واندخالصاستخرا  و سپس   شخص شد، لدر( وا استداده اب ستون  ورد   العهی سویه اندوگلوکاناب ن 

 . شخص است 2  رووط وه چاهک ستوندر  خالص شده ت نتونهنهایدر  که

 

 

 
در ایر تصویر وه صوری یک درخت نتایش  عرفی شدند  NCBIهای نزدیک وه واکتری  ورد   العه که توسط ها و جنسسویه 3شکل 

 وقرر گرفته کادر  در داخل ه واکتری  ورد   العهنزدیکتریر سویه و و شخص شده  Query_9191وا عنوان   ورد   العهداده شده که توالی 

اوه درصد تش  یرویمهای دیگر ها و شاخهشاخه سویه  ورد   العه وه ستت گره در ایر تصویر هر چقدر اب .است  شخص شده هایلایتوا 
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لث در تصویر )هر  ث ها کتتر واشد تشاوه ویشتر است.ی سویه  ورد   العه وا دیگر شاخههتچنیر هر چقدر فاصله ویر شاخه ،یاودکاهش  ی

 واشد.(خود شا ل لیستی اب چندیر سویه انتروواکترها  ی

 یاوی  نانمام آب ایشاااای  توالی و توالی پس ابدرنهایت 

نزیم  ئوتیاادی  ن آ ل نوک لی  توا نزیم اناادوگلوکاااناااب،  آ

و وا  شاادثبت   NCBIاندوگلوکاناب واکتری  ورد   العه در

 ورایواشد. قاول  شاهده  ی MN562264 شتاره دسترسی

سااابی در هر  رحله وررساای صااحت و تایید عتل کلون

کننده هر کدام وه ترتیب ویانه است که انمام شدآب ایشاتی 

حل کلون مام  را ند. توالی ساااابی  یصاااحت ان واشااا

 ن آنزیم اندوگلوکاناب  2و توالی آ ینواساایدی 1نوکلئوتیدی

 واشد. ورد   العه در ایر پژوهش وه ترتیب بیر  ی

سابی،  ییددر آب ایش تا ستید نوترکیب کلون  ل  ن قانپلا

شد  PCRوه عنوان الگو در واکنش اندوگلوکاناب ستداده   و ا

تولید کرد که نشاااان دهنده  bp 1100 وه طو  ی حصاااول

تایید  ورای .(الف - 4)شااکل  اساات سااابیصااحت کلون

شده نهایی عتل کلون ستخرا   سابی، پلاستید نوترکیب ا

  Xho1وا دو آنزیم ورش دهنده  ورد   العه در ایر پژوهش

ساعت  12وه  دی  گراددرجه سانتی 16در د ای  Nde1و 

حاصااال اب جداساااابی وا  یجانت راسااااسو .شااادتیتار 

های وا آنزیم تیتار پس ابآگارب  %1ور روی     الکتروفورب

شی شخص  ور شدهای که وا ورش شد   واحیدر ن هانمام 

آگارب دیده  %1ور روی     دو واند توالی اختصااااصااای

که ی وه  ن آنزیم  یکی شاااود  ناب رووط  کا ندوگلو وا  ا

 pETو دیگری  رووط وه  نوم پلاستید  bp  1100یاندابه

21a یک واند وسایار کم  .( –4)شاکل  واشاد ی فاقد  ن

شاهده  ی شکل در وان   شود که  رووط رنگ نیز در ایر 

های وه پلاسااتید نوترکیب هیدرولیز نشااده توسااط آنزیم

 ورشی است.

صحت کلون ضور  ن پس اب تایید و اطتینان اب  سابی، ح

شددر پلاستید نوترکیب  ستون وررسی   و واند  وجود در 

آنزیم الف نشااان دهنده حضااور  ن  –4شااکل  1چاهک 

پلاستید در  bp 1100اندوگلوکاناب وا وبن  ولکولی حدود 

 هااای کینتیکی آنزیمهتچنیر ویژگینوترکیااب اساااات. 

ایر پژوهش وررسی و اندابه گیری  نوترکیب تولید شده در

 اب نتودار استاندارد گلوکز شد. ورای  حاسبه فعالیت آنزیم

اساتداده شاد که شایب ایر نتودار )ضاریب جذ   ولی( 

 ور  یکرو ونر سانتی  تر وود. 1وا واحد  07/0وراور 

 

 

)الگو در  پلاستید نوترکیب اب PCR در ایر تصویر نتیمهسابی الف( کلون صحت تایید ورایهای نبم نتایج حاصل اب وررسی 4شکل 

PCR)  واندی وا اندابه که ستا اندوگلوکانابآغابگرهای  ن وا bp 1100 که تاییدی ور حضور  ن آنزیم  ،روی    آگارب  شاهده شد ور

                                                           
1 Nt sequence 2 aa Sequence 
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 تیتار ههای ورشی  ورد استداده در ایر   العآنزیم پلاستید نوترکیب استخرا  شده وا (  در توالی پلاستید نوترکیب است. اندوگلوکاناب

 .شد شاهده  ور روی    آگارب اندوگلوکانابی آن دو واند پلاستید خالی و  ن آنزیم و در نتیمهشد 

 

 رینین و ر نت -سیکائلی  وا استداده اب نتودارهایدر نهایت 

وراور وا  Kmو  دقیقه در یکرو و   45وا وراور  Vmax ورک

 (. 5شکل ) شد حاسبه  لیتر یلی در گرم یلی 4/1

ها تاثیر ی آنزیمور روی فعالیت هته pHفاکتورهای د ا و 

ساااابی ایر دو فاکتور  وثر ور فعالیت  ساااتقیم دارد. وهینه

مه آنزیم  ی یت آنزیم و در نتی عال عث افزایش ف وا ند  توا

افزایش هیدرولیز سلولز شود. وناورایر، در ایر   العه ورای 

ور روی  یزان  pHوررسااای تاثیر جداگانه دو فاکتور د ا و 

سنمش فعالیت در د اها و فعالیت آ های  ختلف pHنزیم، 

طبق روش ذکر شاااده انمام شاااد.  یزان فعالیت آنزیم در 

گیری شد و گراد( اندابهدرجه سانتی 60-15ی د ایی )وابه

سانتی 37در د ای  وانتریر  یزان فعالیت ورای  گراددرجه 

(. هتچنیر، وررساای تاثیر فاکتور 6آنزیم ثبت شااد )شااکل 

pH شاااد و نتایج  ( انمام9-3ی )یت آنزیم در وابهور فعال

وانتریر  یزان فعالیت  7وراور وا  pHنشاااان داد آنزیم در 

وه نتایج حاصااال آنزیم در شااارایط  خود را دارد. وا توجه

ماد  وه ای یابی  یت اسااات و ن عال وانتریر ف عاد  دارای   ت

 نیست. pHشرایط خاصی اب ن ر د ا و 

 

 
 .نزیمهای کینتیکی آ حاسبه و وررسی ویژگی ورای ورک رینینو ) ( نتودار  ر نت -سیکائلی )الف(: نتودار  رووط وه  نحنی  5شکل 

 

 
شناسایی شرایط وهینه فعالیت آنزیم  ورد   العه الف( شرایط  ورایهای  تداوی pHنتایج حاصل اب فعالیت آنزیم در شرایط د ایی و  6شکل 

.  ( فعالیت  شاهده شد گرادسانتیدرجه  37آنزیم در د ا ی د ایی ورای فعالیت آنزیم  ورد اربیاوی قرار گرفت که ویشتریر فعالیت وهینه

 . ویشتریر فعالیت  شاهده شد 7تا  6های  تداوی سنمش شد و در  حدوده pHآنزیم در 
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  قدار پروتئیر کلوا اسااتداده اب روش ورادرفورد  ،هتچنیر

سبه گرم  یلی 9/6 در هر واکنش آنزیتی فعالیت و  شد حا

یبآنزیم  یویژه نه  نوترک وا در شااارایط وهی  5/6وراور 

 . دآ دستوه پروتئیر گرم یلی در هر دقیقه در و   یکرو

در ب نوترکی پروتئیرویان و حضااور  یزان وررساای  ورای 

 SDS-PAGE ، اب روشویان ءالقا پس ابهای قبل و نتونه

شد، ستداده  ضور واند  ا تونه ی نوترکیب در نپروتئینکه ح

شاهده  KDa  5/41وا اندابه ءالقا پس اب که شد، در حالی 

شکل  شوددیده نتیویان  ءهای قبل القاایر واند در نتونه (

7.) 

 

 
و  است  ولکولی  رووط وه لدر وه عنوان استاندارد وبن 1ستون  : SDS-PAGEوه روشنوترکیب وررسی  یزان ویان و حضور آنزیم  7شکل 

نشان دهنده القاء ویان آنزیم پس اب  3است. ستون  IPTGهای واکتری قبل اب القاء ویان آنزیم  ورد   العه توسط  رووط وه پروتئیر 2ستون 

 رووط وه آنزیم  ورد   العه است  KDa 5/41ی وا اندابه 3در ستون  که واند پر رنگدر  حیط کشت واکتری نوترکیب است  IPTGتلقیح 

 وجود ندارد(. 2ویان در ستون  ء)که ایر واند در نتونه قبل اب القا

 

 

جایگاه اب  ( تصویر نزدیک  chimeraو تصویر ورداری وا  Swiss model ورد   العه توسط  اندوگلوکانابسابی آنزیم الف(  د  8شکل 

 دهد.که آ ینواسیدهای  وجود در جایگاه فعا  آنزیم،  حل اتصا  سووسترا را نشان  یفعا  آنزیم 
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ه انمام شااادعای ویواندور اتیک وا توجه وه   ال ،هتچنیر

  KDaی پروتئیر نوترکیب حدودا شاخص شاد، که اندابه

ند ور روی     5/41 وا ندابه  وا ا که  ن بق  (SDS-PAGE 

 حاساابه  96/8 رووط وه ایر توالی پروتئینی  pIاساات( و 

تر  باحث  رووط وه وررسااای دقیق ورای ،شاااد. هتچنیر

سااابی های وعدی  د پژوهش کانیساام عتل آنزیم ورای 

 (.  8آنزیم  ورد   العه نیز انمام شد )شکل 

 گیریو نتیجه بحث -4

های واکتریایی تولید گونهایر   العه شااناسااایی  بهدت ا

نده  نابآنزیم کن کا ندوگلو وان ا خاک دارای عتلکرد   اب 

اطرات ریشه درخت افرا در  ن قه شتا  کشور )چالوس( 

سلولز را که یک  نبع  ست  ست. چرا که ایر آنزیم قادر ا ا

ر تهای ساااادهتمدید پذیر طبیعی اسااات وه کرووهیدرای

ستی تاتبدیل کند  سوخت بی کز وه ، اتانو  و گلودر تولید 

داده شاااود وا اربش اسااات یک  اده  پس اب  .[23]عنوان 

اب  اناباندوگلوکتوالی  ن ، غروالگری و شناسایی سویه ورتر

 Enterobacter hormaechei subsp. Hoffmannii واکتری

ا یک و در یک  یزوان اندوگلوکانابو  ن آنزیم شاااد  تکثیر

یان وو  کلون شاااد قاول دساااتوربی اوپراتور قاول کنتر  و

وا اعتا   .انمام شدانبوه ایر آنزیم توسط سیستم واکتریایی 

 24) و حذت سااایگنا  پپتید آنزیم تغییراتی در توالی  ن

ید یدتدای توالی ودر ا نوکلئوت تنوکلئوت یا ه  8ان ی آنزیم 

سید اوتدای توالی  شحاب  (ینی آنزیمئپروتآ ینو ا وه آنزیم  تر

 یزوان  کشاااتدر  حیط  نآ قیق شااادنو ر اطرات حیط 

م توالی  ن آنزیوا توجه وه ایر که  .شاااد جلوگیری ثانویه

 .Enterobacter hormaechei subspواکتری اندوگلوکاناب

Hoffmannii  در اب قبلNCBI  وناورایر، ،وود نشااادهثبت 

های د نره غابگر ناب ن  تکثیر ورای طراحی آ کا ندوگلو  ا

نه عه های گو واکتری  ورد   ال وه  یک  مام شااادنزد  ان

)آغااابگرهااای د نره طراحی شااااده توانااایی تکثیر  ن 

 حصااو   را دارند(. مهای نزدیک وهگونه در اندوگلوکاناب

PCR ،ناب تکثیر  ن کا ندوگلو در وود.  bp 1100 وه طو  ا

توالی ورشااای وه دو  ، ن در پلاساااتید نهایت ورای الحاق

 های ورشیتوالی آنزیم دارایتوسط آغابگرهای   ن یانتها

انویه  یزوان ث وه نوترکیب پلاساااتید انتقا وا  .افزوده شاااد

یمه وا در نت .انمام شااد اندوگلوکانابتکثیر و ویان  ن آنزیم 

وانیی اب آنزیم  اباساااتخرا  آنزیم  ثانویه، غل ت   یزوان 

وررسی شرایط وهینه فعالیت آنزیم در دسترس است.  ورای

عه  قل   pET 21aپلاساااتیددر ایر   ال نا یک  وه عنوان 

ه تولید انبوه، تکثیر و ویان وانی ایر  ن استداد ورای ناسب 

شهای ویانی  یایر ناقل پلاستیدی که جز ناقل .شد د و وا

پرو وترهای  کارآ دتریریکی اب  که اساات T7پرو وتر آن 

شد یسابی کلون سبتا وانیی را در پی دا و وا . در درویان ن

بدایی بدگی و یخی اساااتخرا  آنزیم روش یخ  رحلااه

وا ا وا  پی یا لیز کردن  وه جز روش ساااونیکیتور  درپی 

شد سونیکیتور وان ،صوتی ا تحان  تر ولی کارآرایی روش 

شتر آنزیم در روش یخ .وود سو  اب بدگی وی صوری ر وه 

استخرا   حلو   در ت آنزیم و غل شد یخار  دسترس 

م سنمش  یزان فعالیت آنزی . هتچنیرشده وسیار پاییر وود

 وراینوترکیب ور روی ختیر کاغذ )سااووسااترا  ناسااب 

ست  سط ت صنعت( تو ستداده در  . ختیر شدانمام  DNSا

 پس اب و شاادآب ایشااگاه تهیه  کاغذ اب کاغذهای واطله در

یدرولیز آنزیتی وه  Vmax یزان  ه یت ویژه آنزیم  عال و ف

دقیقه  در و   یکرو 3/2دقیقه و  در یکرو و   32ترتیب 

وراساااس  وناورایر، حاساابه شااد.  گرم پروتئیر  یلیهر  در

 وارد  صااارت و اهتیتی که ورای آنزیم اندوگلوکاناب ویان 

ید شاااده در هیدرولیز  نایی آنزیم نوترکیب تول شاااد، توا

کاغذ وسیار حائز اهتیت است،  سووسترایی هتچون ختیر

بیرا ضاااایعاتی  انند کاغذ واطله را وه  ونوسااااکاریدها و 

دارد هیدرولیز  یکه کاروردهای  تنوع یسااااکاریدهایدی

ن ی وه اهتیت آنزیم سااالونب درک وا توجه  عت  د.  صااان

 یو غرواالگر یجاداساااااب ورای  االعاای بیاادی در 

است که  نشا ه انمام شد ولد سلونب  یهاسمیکروارگانی 

 تداوی  گریکدیشااده وا  یجداساااب یهاساامیکروارگانی 
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ست. سلونب   وفق (2015) هتکارانسیلوانیا و  ا وه تولید 

شاادند و ایر  SMIA2 ووساایله واکتری تر وفیل واساایلوس

وربیل جداسااابی کردند. واکتری را اب نتونه های خاک در 

سانده شکر و ذری خی ستداده اب نی سویه قادر وه ا ه و ایر 

ندعنوان ساااووساااتر یت ویژه آنزیم  ا وود عال  83/0و ف

ده گزارش شاا پروتئیر گرم یلیدر هر ر دقیقه د یکرو و  

ضایعای  سترای  تداوتی  ثل  سوو ست. در ایر   العه اب  ا

کاغذ استداده و فعالیت ویژه  ورد سنمش قرار گرفت چرا 

که ضایعای کاغذ اب ن ر صنعتی سووسترای  ناسبتری  ی

چون نیاب وه تیتار فیزیکی و شاایتیایی قبلی ندارد و واشااد 

فعالیت ویژه آنزیم نوترکیب در ایر شرایط وانتر اب فعالیت 

.  زیت آنزیم نوترکیب تولیدی ]24[ویژه آنزیم طبیعی است

در ایر پژوهش نساابت وه   العای قبل فعالیت ویژه وانتر 

 یکرو و  در دقیقااه در  5/6آنزیم در شااارایط وهینااه )

پروتئیر( اسااات، علت وان وودن فعالیت آنزیم  گرم یلیره

در ایر   العه نسااابت وه   العای دیگر حذت سااایگنا  

وه  حیط ویرون و اب  ید و جلوگیری اب ترشاااح آنزیم  پپت

شرایط وهینه،  ست و وا ایماد  شدن آنزیم ا سترس خار   د

 میآنز زانی یاااوااد. هتچنیر فعااالیاات آنزیم افزایش  ی

صل اب ا بینوترک  کیتحر پس ابساعت  8پژوهش  ریحا

سدی خود   قدارحداکثر وه  IPTGوا  انیو سبت وه ر ، که ن

 E.coliهای طبیعی ایر ب ان وسیار کوتاه است. چون سویه

BL21  .توانایی تکثیر وساایار وان در  دی ب ان کم را دارد

انمام ( 1391)ای که توسااط پاساات و هتکاران در   العه

سیلوس   ختلدی اب جنس هایسویه شد نده تولید کنکه وا

 شدند. جنگل جداسابی و شناسایی کخاوودند اب سلونب 

و  Gram’s iodineکه وا روش  Bacillus Subtilisواکتری 

DNS ( 8/3شااناسااایی شااد دارای ویشااتریر فعالیت ویژه 

قه  در یکر و    96 پس ابپروتئیر(  گرم یلی در هردقی

 ]25[های دیگر ایر جنس است.هدر ویر سویانکووه ساعت 

پژوهش  وفق  کی یدر ط (1388) و هتکاران یخانرجب

قارچ یساااابوه کلون قل  A.niger  ن سااالونب اب  نا در 

pUC19 پس ساعت  48 بینوترک میآنز فعالیت که ،شدند

 ،رساادی  قاول ساانمش وه حد ینکتوب کیاعتا  تحر اب

ند نزول کی یساااپس در ط  میکاهش حضاااور آنز یرو

شاهده  شده در ایر   العه اب ایر  آنزیم.]9[شد ی  تولید 

ساااعت(  8)  زیت ورخوردار اساات که در وابه ب ان کوتاه

شان  IPTGوا  ویانالقاء  پس اب یا نکتوبحداکثر فعالیت را ن

ها ور روی فعالیت هته آنزیم pHفاکتورهای د ا و  دهد. ی

ا و د.نر داراب جتله آنزیم   العه شاااده در ایر پژوهش تاثی

( 2009) و هتکاران Singhای که توسااط توجه وه   العه 

تریر شاارایط فعالیت آنزیم ساالونب جدا ، وهینهانمام شااد

در شاارایط د ایی  Aspergillus heteromorphus شااده اب

شد 85/4وراور وا  pHو  60 لعاتی . در طی   ا]26[گزارش 

انمام شااد، فعالیت ( 2016) که توسااط اکبریان و هتکاران

واکتری  ناب اب  کا ندوگلو واسااایلوس آنزیم ا آلیسااایکلو 
  Response Surface (RSM) وا روش اساایدوکالداریوس

Methodologyتریر فعالیت آنزیم در وهینه سابی شد و وان

شد 35/6وراور وا  pHو  5/64شرایط د ایی   .]27[گزارش 

الف فعالیت آنزیم در د اهای  ختلف را نشااان -6شااکل 

دهد وهینه فعالیت آنزیم در د ای دهد و نتایج نشااان  ی ی

اساات. فعالیت هیدرونبی آنزیم در  گرادسااانتیدرجه  37

pHشان  یهای  ختلف نیز اندابه شد و نتایج ن د دهگیری 

شکل  7ورای فعالیت آنزیم  pHوهتریر  ست) که   (. -6ا

شرایط آنزیم سبت وه  شرایط ن شده قبلیهای ایر     العه 

ست و نیابی وه افزایش د ا یاتر تعاد   شرایط  ا pHایماد 

ستداده وناورایر،ندارد ای خاص  سادهاب آن  ا صنعت  ر تدر 

  است.

شااود پیشاانهاد  یهای ویشااتر در آینده انمام وررساای ورای

های ویانی  یزوان  یزان ویان آنزیم نوترکیب و فعالیت آن در

شود سی  ست تغییر  یزوان وا   ختلف ورر چرا که  تکر ا

قدار آن در  حلو  را  کاهش  یزان آنزیم در رساااو ،  
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شنهاد  ی شرایط وابتاخوردگیافزایش دهد. پی ورای  1شود 

شود  سی  سو  ورر وابیافت پروتئیر غیرفعا   وجود در ر

چرا که وا انمام  وفق ایر کار  قدار آنزیم تولید شاااده در 

شنهاد  یشود. هر ویان چندیر وراور  ی د شودر نهایت پی

های تعییر فاکتور ورایدر  آب ایشااااتی، تولید آنزیم پس اب

 ثل  آ اریهای  وثر ور فعالیت آنزیم وا اساااتداده اب روش

Response Surface  (RSM)روش تاااگااوچاای یااا 

Methodology شودنمام ا . 
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Abstract 

In recent years, biocatalysts have widespread application in industry because they can 

do chemical reactions with the lowest energy and highest efficiency. Bacterial 

enzymes are more useful in this field due to simple cloning and expression process in 

the manipulated host. By considering specific role of endoglucanase enzymes in 

cellulose hydrolyzing reactions, these types of enzymes are more applicable in related 

industries. The produced glucose through enzymatic hydrolysis could be used in 

different industries such as biofuel and ethanol production and in the food industry as 

sweetener. Therefore, cloning and production of Endoglucanase in manipulated hosts 

has been developed in recent years. This study was performed to isolate, screen and 

identify native endoglucanase -producing strains from soil around the roots of the 

maple tree. Isolated strains were identified using 16S rRNA gene sequencing. After 

identifying of the bacteria (Enterobacter hormaechei), Endoglucanase enzyme gene 

was amplified using degenerate primers at first and then by specific primers with 

restriction enzymes sequences. DNA fragment and plasmid vector were treated by 

specific restriction enzymes and then ligated to each other. Then recombinant plasmid 

transferred to the E. coli BL-21 as expression host and kinetic properties of 

recombinant enzyme were evaluated. Expression of the target protein was done by 

stimulating the Lac operon by using 1 mM of IPTG and the kinetic features of the 

recombinant enzyme such as Vmax and Km evaluated as 45 µmol/min and 1.4 mg/ml 

respectively. The optimum conditions for enzyme activity tend to be 37°C at a pH of 

7. 
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