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دارد و بر اين اساس اين نوزادان امكان استفاده از شير مادر  يا 
اخــتلال اصــلي در ايــن . هــاي معمــول را ندارنــدشــير خشــك

در مايعـات بـدن و    آلانـين  فنيـل بيماري، تجمع اسيد آمينـه  
تجمع اين اسـيد آمينـه بـه دليـل عـدم      . سيستم عصبي است

رخ  تيـروزين وجود آنزيم مورد نياز براي تبديل فنيل آلانين به 
شناسايي سريع و بـه موقـع ايـن نقـص بسـيار حـائز        .دهد مي

اهميت است، لـذا از كاربردهـاي پزشـكي آنـزيم ، شناسـايي و      
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در سرم خون است كـه بـه منظـور     L-pheتعيين ميزان دقيق 
اسـتفاده  ) فنيـل كتونوريـا   (  PKUماران مبتلا به غربالگري بي

 )+PheDHNADفنيـل آلانـين دهيـدروژناز    -Lآنـزيم  . شودمي
شناسايي  1984در سال  EC 1.4.1.20اكسيدوردوكتاز داميناز؛

و پــس از آن در منــابع ميكروبــي مختلفــي از قبيــل  )1(شــد 
Bacillusbadius )2(،Sporocarcina )3( ،Microbacterium 

)4 (Rhodococcus Maris k-18 )5( ،Nocardia )6(  و
Thermoactinomyces )7 ( ــد ــت شـــ داراي  pheDH. يافـــ

از مصـارف صـنعتي    .نيز مي باشد كاربردهاي صنعتي و تجاري
pheDH  توليدL-كـه از   )9، 8( فنيل آلانين خالص نوري است

بـا نـام تجـاري    (آن به عنوان شيرين كننده مصنوعي آسپارتام 
Nutrasweetener  (شوداستفاده مي )لذا توليـد صـنعتي   . )10

اين آنزيم هم جهت مصارف پزشكي و هم صنعتي بسيار مهـم  
هـاي  با توجه به پائين بودن ميزان توليد آنزيم در سـويه . است

نوتركيب بـه منظـور    DNAهاي وحشي، محققين از تكنولوژي
در اولـين  ). 11( كننـد افزايش ميزان بيان آنزيم اسـتفاده مـي  

صورت گرفت،  pheDHقيقاتي كه جهت افزايش توليد آنزيم تح
سـپس بـا    و )12( بهينه Brevibacterium-spشرايط رشد در 

نوتركيــب، ژن فنيــل آلانــين  DNAهــاي اســتفاده از تكنيــك
 Bacilusbadiusمربوط به سويه باكتريـايي   (pdh) دهيدروژناز

IAM  در ناقلpBR322  كلون و درE.coliRR1 يي به ميزان بالا
 Bacillusاز باكتري  pdhدر تحقيق ديگري ژن  .)2( بيان شد

sphaericus  جدا و وارد پلاسميدpUC9  در  نهايـت در شده و
E. coliJM103  در ادامه جداسازي ژن . )13(ترانسفورم گرديد

pdh  از كتابخانه ژنوميRhodococcus sp.M4  صورت گرفت و
ــاني   ــل بي  ــ pET-3dژن در ناق ــون و در ميزب  E. coliان كل

BL21(DE3)  اميدي نيا و همكـاران ميـزان    .)10(بيان گرديد
كه تحت كنترل دو پروموتور وحشـي بـود در دو    pdhبيان ژن 
 مورد مقايسه قـرار دادنـد   E.coli JM109و  B.subtilisميزبان 

در دو سيستم بياني  pheDHدر اين تحقيق ميزان بيان . )14(
ر سيستم اول از ناقل بيـاني  د. مختلف با يكديگر مقايسه شدند

pET-23a  و ميزبانE. coliBL21(DE3)plysS   اسـتفاده شـد .
در  pdhژن   (PET-23a/BL21(DE3) plysS)در اين سيسـتم  

در سيستم دوم از ناقـل  . گيردقرارمي T7پائين دست پروموتور 
 pdhاسـتفاده شـد و در آن ژن    E. Coli TG1و  pPR37بياني 

سمت راست فـاژ لامبـدا كلـون شـد،      در پائين دست پروموتور
پروموتور اين ناقل بـه طـور حرارتـي توسـط سـركوب كننـده       

 . شودمقاوم به حرارت كنترل مي CI857جهش يافته 

هاي هدف در اشرشيا كولي بـه دليـل اطلاعـات    بيان بالاي ژن
هـاي  ها و گونـه وسيع از ژنتيك اشرشياكولي، گستردگي حامل

مـت ارزان و بـازده بـالا در توليـد     بياني، راحتـي اسـتفاده و قي  
هاي نوتركيب ها، هنوز روش ترجيحي در بيان پروتئينپروتئين

با اين وجـود دلايـل اوليـه در عـدم موفقيـت در توليـد       . است
كارآمــد پــروتئين نوتركيــب شــامل تــرجيح اســتفاده كــدوني، 

و پايــداري  mRNAســميت محصــول، حلاليــت، ســاختار دوم 
mRNA 16( است(.  
هاي غيرمتجانس در اشرشيا كولي ممكن است به وتئينبيان پر

در ايـن مـوارد، اگـر    . دليل ترجيح استفاده كدوني كاهش يابـد 
تمايل كدوني يك ژني كه مـي خواهـد بيـان شـود بـا تمايـل       
 .كدوني كه در اشرشيا كولي استفاده مي شـود متفـاوت باشـد   

هـايي كـه   در اشرشيا كـولي بـراي كـدون    tRNAsهاي غلظت
ه كمتري دارند كافي نيست و در نتيجـه ترجمـه بهينـه    استفاد
RNA هاي نـادر باعـث اشـتباهات    وجود كدون. افتداتفاق نمي
اي مانند توقف، پايـان، جـايگزيني آمينواسـيد و تغييـر     ترجمه

نـادر   tRNAرقابـت بـراي   . احتمالي چهارچوب خوانـدن اسـت  
شـته  هاي ميزبان داتواند تاثير منفي روي بيان ژنهمچنين مي

  .باشد
بـه طـور اختصاصـي در    ) AGGو  AGA(هـاي آرژنـين   كدون

مـرتبط بـا ايـن     tRNAهمان طور كه  ،اشرشيا كولي نادر است
توانند باعث اشتباهات ها ميو اين كدون ها نيز نادر استكدون
اي و در نتيجه كاهش سطح بيـان پـروتئين مـورد نظـر     ترجمه
مشـاهده شـده    نيز CGGعدم پيوستگي در مورد كدون . شوند
ي كـه در يـك خـانواده    يهـا به دليل اينكه تمـام كـدون  . است

كدوني مترادف قـرار دارنـد بـا يـك سـرعت يكسـان در بيـان        
پروتئينهاي غير متجانس در اشرشيا كولي مورد اسـتفاده قـرار   

، بهينـه سـازي كـدون در توليـد     )تمايـل كـدوني  (گيرنـد  نمي
 كـاريوتي لازم اسـت  هاي پروهاي يوكاريوتي در ميزبانپروتئين

)15(.  
 ـ استراتژي ه هاي مختلفي براي كاهش تمايل استفاده كـدوني ب

ها بـه نـام بهينـه    كاربردترين استراتژي يكي از پر. كار مي رود
  .معروف است ”codon optimization“سازي كدون يا 

تكنيك بهينه سازي كدون به طور وسيع بـراي افـزايش بيـان    
شود و معمولا موجب افزايش ميهاي خارجي استفاده پروتئين

 . )16( شودبرابري در توليد پروتئين هدف مي 50تا  10

  
  مواد و روشها

اجـزاي مـورد   . اين مطالعـه بـه روش تجربـي انجـام گرفـت     
جهـت   Jcatنرم افـزار آنلايـن   شامل استفاده در اين مطالعه 

اپتيمايز نمودن كدون ژني مـورد نظـر بـراي ميزبـان بيـاني      
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E.coli ،ژني سنتز شده در وكتـور حدواسـط    سازهpGEM-

5ZF ، ناقلين بيانيpET-23a  وpPR37 ،   جفت پرايمـر هـاي
طراحي شـده جهـت تكثيـر و كلـون نمـودن ژن در داخـل       

 و BamHI, HindIII, BgLIIالاثر دهـاي محـدو  آنزيم، ناقلين
 E.coliهـاي لازم جهـت رشـد ميزبـان بيـاني     محيط كشـت 

  .بودند
  pdhبهينه سازي كدون ژن 

وحشي مربـوط بـه باسـيلوس اسـفريكوس      pdhدر ابتدا ژن 
 Gene script)18(توســـــط نـــــرم افـــــزار آنلايـــــن 

(http://www.jcat.de/)  بررســي و ســپس بــه دليــل اينكــه
 E.coliهــاي ايــن ژن بــراي بيــان در ميزبــان بيــاني كــدون

هاي داراي هاي توالي اصلي با كدونارجحيت نداشت، كدون
جـايگزين   Jcatتوسط نـرم افـزار    E.coliارجحيت بيشتر در 

در نهايت ژن بهينه سـازي شـده توسـط نـرم افـزار       .گرديد
  .بررسي مجدد شد Gene scriptآنلاين 

 XL1-Blueو  E. coliDH5α تكثيـــر پلاســـميدها در 

(Invitrogen, USA)  ناقــل . صــورت گرفــتpET-23a  از
)  LB(، محيط كشت لوريا برتـاني  Novagen(USA)شركت 

از  X-gal ،IPTGهـا ، بيوتيك، آنتيE.coliباكتري براي رشد 
ليگـاز   DNAهاي محدودكننده و  و آنزيم MERCKشركت 

T4 هـاي  همچنين كيـت . از شركت فرمنتاز خريداري شدند
PCR ــيص ــميد از  DNA، تخلـ از روي ژل، تخلـــيص پلاسـ

  .شركت فرمنتاز خريداري شدند
  pdhآماده سازي ژن 

بهينـه   pdhژن  ،ن تحقيـق سازه ژنـي مـورد اسـتفاده در اي ـ   
بـود كـه در وكتـور      E.coliسازي شده متناسب بـا ميزبـان   

. سـنتز گرديـد  ) شـركت نـداي فـن   ( pGEM-5ZFحدواسط 
 جفت باز طـول داشـت   1146باسيلوس اسفريكوس  pdhژن

 ـ NCBIكه از بانك ژني  كـد دسترسـي آن    و دسـت آمـد  ه ب
)Accession No.  (M26661.1 بود  .  

  pET-23aدر  pdhساب كلون كردن 
  pdhآماده سازي ژن 

 Jcatسازي شده بـا نـرم افـزار    بهينه  B.sphaericuspdhژن 
تهيه شده بود، توسـط   pGEM-pdhكه در داخل سازه ژني  

از سـازه ژنـي فـوق بـه     )  PCR(واكنش زنجيـره پليمـرازي   
  جفت بازي 22عنوان الگو توسط پرايمر جلو رونده 

5´TGGATCCATGGCAAAACAGCTT3´ ــب و ع قـــــ
ــازي 25رونــــــــــــــده   جفــــــــــــــت بــــــــــــ

5´GCGAAGCTTCTCTTTTATGTTCCAC3´ جدا شد .

كدون آغـاز   و BamHIپرايمر جلو رونده داراي جايگاه برش 
ATG     است و پرايمر عقب رونده فقـط داراي جايگـاه بـرش

HindIII محصول . استPCR  )1146 توسـط دو  ) جفت باز
بريـده شـده، قطعـه     BamHIو  HindIIآنزيم محدودكننـده  

ناقل  HindIII, BamHIي به دست آمده وارد جايگاه برش ژن
pET-23a سازه جديدي كـه بـدين ترتيـب حاصـل     .  گرديد

  . شودناميده مي pETpdhشده، 
  pPR37در  pdhساب كلون كردن 

  pdhآماده سازي ژن 
بهينه سازي شـده توسـط نـرم افـزار      B.sphaericuspdhژن 
Jcat     كه در داخـل سـازه ژنـيpGEM-pdh  ه شـده،  سـاخت

از سازه ژنـي فـوق    )  PCR( توسط واكنش زنجيره پليمرازي
  به عنوان الگو، توسط پرايمر جلو رونده

5´GCAGATCTATGGCAAAACAGCTT3´  كــه داراي
است و پرايمر عقـب   ATGو كدون آغاز  BglIIجايگاه برش 

در آن طراحـي شـده اسـت،     BamHIرونده كه جايگاه برش 
داراي پروموتور قابل القـاء   كه pPR37ناقل . جدا سازي شد 

 BgLIIو  BamHIتوسط حرارت در بالا دست جايگـاه بـرش   
بريده شده و قطعـه   BamHIو  BgLIIاست، توسط دو آنزيم 

. شد pPR37ناقل  BamHIو  BgLIIژني حاصل وارد جايگاه 
  بــه منظــورتعيين . شــودناميــده مــي pPRpdhســازه جديــد 

كه در آنهـا جهـت    ،pPR37هاي مناسب در ناقل بياني كلون
هاي كلون شده نسبت به پروموتـور صـحيح بـود، بعـد از     ژن

كلون انتخـاب و   10بررسي آنزيمي قطعه ترانسفورماسيون ، 
هـا  تا از اين كلـون  2رشد داده شد كه  LBدر محيط كشت 

  . داراي بيان پروتئيني مورد نظر بودند
  ترانسفورماسيون

يــب توســط بــه ترت TGLو  BL21(DE3)plysSهــاي ســلول
pETpdh  وpPRpdh   هـاي  تهيـه سـلول  .  ترانسـفورم شـدند

مستعد براي ترانسفورماسيون بر اساس پروتكل ذكر شده در 
فـاژ   BL21(DE3)plysSسويه . انجام شد  Sambrookكتاب 

 T7پليمـراز   RNAكه (است  T7 1لامبدا ليزوژن داراي ژن 
 LacUV5اپراتور  –و توسط توالي پروموتور ) نمايدرا كد مي

. )18(گـــردد القــاء مــي   IPTGشــود و بـــا  كنتــرل مــي  
E.coliDH5α  وXL1-Blue  به ترتيب براي تكثير و تخليص

pETpdh  وpPRpdh شوداستفاده مي.  
  pheDHبيان 

ــلول ــيط كشــت  س ــده در مح ــفورم ش ــاي ترانس  LB 37 ه
 μg/ml 50حاوي آمپـي سـيلين بـا غلظـت    گراد درجهسانتي
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. رسـيد  OD600=6/0هـا بـه   رشد داده شدند و رشـد بـاكتري  
 mM1با اضافه كـردن   ،بودند pETpdhهايي كه داراي سلول
IPTG هاي حـاوي  القاء شدند و سلولpPRpdh    بـا افـزايش
و سپس در  گراد القاء گرديدنددرجه سانتي 42به  37دما از 
سـاعت پـس از    8سـاعت و   5سـاعت،   3 هاي مختلـف زمان

 15بـه مـدت    rpm3500هـا توسـط سـانتريفوژ    القاء، سلول
 NaCl9/0%دقيقه جمع آوري شده و دو بار توسـط محلـول   
درجـه   - 20شستشو داده شدند و تا زمان استفاده در فريزر 

  .نگهداري گرديدند گرتدسانتي
  His-Tagداراي  pheDHتخليص 

 A )50 mMTris-HCl pH 8.3 ،0.1ها در بافر رسوب سلول

mM EDTA  ،5 mM 2-mercaptoethanol ي داراmg/ml1 
دقيقـه در دمـاي    20معلق شده، سپس بـه مـدت   ) ليزوزيم

هـا توسـط دسـتگاه    اتاق قرار داده شـدند و در ادامـه سـلول   
دقيقه با امواج اولتراسـونيك   10اولتراسونيكاسيون به مدت 

KHz 9 هـاي خـرد   به منظـور حـذف سـلول   . شكسته شدند
دقيقــه در   30شــده، محلــول سونيكاســيون بــه مــدت     

rpm15000  گراد سانتريفوژ شـدند درجه سانتي 4در دماي .
 Tris-Hcl 20mMآنگاه سوپرناتانت حاصله در محلول بافري 

 2mMمركاپتواتـانول   2و  NaCl 0.5Mكـه شـامل    pH8بـا  
شـلات كننـده    - بود، حل شـده و سـپس بـه سـتون سـفارز     

Ni2+(Cl-6B QIAGEN)در ادامـه سـتون بـا    . ، اضافه شدند
تشو داده شد و پس از آن آنزيم شس mM25بافر ايميدازول 

 NaCl 0.5M  ،2شــامل (  pH8و  HcL mM20بــا بــافر  
از ستون جـدا و  ) mM250و ايميدازول  mM2مركاپتواتانول
وري پـروتئين تخلـيص شـده از    آپـس از جمـع  . تخليص شد

-B)Trisهاي مختلف و يكپارچه سازي آنها، عليه بافر ستون

HCl25mM,pH8  وEDTA0.05mM  2و-

mercaptoethanol2.5mM   (در ادامـه آنـزيم   . دياليز شدند
  . مورد شناسايي قرار گرفت SDS-PAGEتخليص شده با 

  سنجش فعاليت آنزيمي
 درجه سـانتي  25در دماي  pheDHسنجش فعاليت آنزيمي 

فنيل آلانـين بـه    - Lبا استفاده از  +NADگراد توسط احياء 
 mM100 مخلـوط واكـنش حـاوي     ml1عنوان سوبسترا در 
، KCl–KOH,,pH9.0 ،NADH 1mM–بـــافر گلايســـن  

200mM NH4Cl  ،10mM Sodioumphenylpyrovate 
بـه  . گيـري شـد  انجام گرفت و در نهايت نمونه آنزيمي اندازه

ــاي   ــين پارامتره ــور تعي ــزيم  Vmaxو Kmمنظ ، pehDHآن
. به كار برده شد+NADفنيل آلانين و - Lهاي مختلف غلظت

ــا ــايي در دم در گــراد درجــه ســانتي 25 يآميناســيون احي

–KCl–بــافر گلايســين  mM100مخلــوط واكــنش حــاوي 

KOH ،pH 9.0   ،0.1mM NADH  ،200mM NH4Cl  ،
10mM  در حجم كل (فنيل پيروات سديم و محلول آنزيمي

1ml (يك واحـد آنزيمـي ، مقـداري از آن آنـزيم     . انجام شد
ــكيل    ــه تشـ ــت كـ ــنش  NADHاز  µmol1اسـ را در واكـ

غلظت پـروتئين توسـط   . اكسيداتيو كاتاليز كنددآميناسيون 
ــپكتروفوتومتر  ــذب در (اس ــذب   nm 280ج ــريب ج ــا ض ب

A1%/1cm=6.3 (   ــروتئين ــنجش غلظــت پ ــت س ــا كي -Bio(ب

radlaboratories,Inc ( تعيين شد)19،20( . 

  
  هايافته

قبل از بهينه سازي در شـكل   pdhشاخص ارجحيت كدون ژن 
ارائـه شـده اسـت و نشـان      2و بعد از بهينه سازي در شكل  1

بـا   E.coliدهـد كـه ژن وحشـي در داخـل ميزبـان بيـاني       مي
بيان شده و بعد از بهينه سازي  66/0شاخص ارجحيت كمتر از 

بيان شـده   86/0 در داخل همان ميزبان با شاخص بياني بالاي
 هاي نرم افزاري اين مقدار اين شـاخص بر اساس شاخص. است

تـر از  خل يك ميزبـان بـزرگ  جهت بيان مناسب يك ژن در دا
 .باشدمي 8/0

  
)  CAI: codon adaption index(شاخص ارجحيـت كـدون    .1شكل 

  قبل از بهينه سازي كدون pdhژن 

  
بعد از بهينه  pdhژن ) CAI(شاخص ارجحيت كدون  .2 شكل

  سازي كدون
  

هاي ژني پس از در داخل سازه pdhحضور ژن  4و  3در شكل 
دهـد كـه ژن مـورد    ديده است و نشان ميبهينه سازي ارائه گر

 pPRpdhو  pETpdhهـاي ژنـي   نظر به درستي در داخل سازه
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نمايـانگر مـاركر     Mهـاي سـتون  ،3در شكل . كلون شده بودند
1Kb ــتون ــورده pET-23a: 1، س ــرش نخ ــتون  ،ب ــازه : 2س س

pETpdh  برش خورده باHindIII   وBamHI 3 هـاي ستون و، 
بـرش   pETpdhبرش نخـورده و   pET-23aبه ترتيب  6 و 5 ،4

در . هاي مختلف مي باشداز كلون BamHIو  HindIIIخورده با 
سـازه  : 2سـتون  ،بـرش نخـورده   pPR37: 1نيز ستون  4شكل 

pPRpdh  برش خورده باBamH  وBgLII هاي مختلفاز كلون 
برش نخـورده و سـازه بـرش     pPR37ناقل : 4 و 3هاي ستون و

  .باشدداده شده از كلون ديگر مي
  

  
توســط بــرش  pETpdhســازه  در pdh ژن تاييــد حضــور .3شــكل 
  %1بر روي ژل آگارز  آنزيمي

  
توســط بــرش  pPRpdh ســازه در pdh ژن تاييــد حضــور .4شــكل 
 %1بر روي ژل آگارز  آنزيمي

  
 سازه و ترانسفورماسيون

در ناقــل بيــاني  pdhنحــوه ترانسفورماســيون ژن  ،5در شــكل 
pPR37 6نشان داده شده است و در شكل  صورت شماتيكه ب 

ارائـه   pET-23aنيز نحوه ترانسفورماسيون ژن در ناقـل بيـاني   
  .گرديده است

 و تخليص SDS-PAGEبيان ، بررسي 

-SDSتوسـط    pETpdhدر سـازه   pheDHميزان كمـي بيـان   

PAGE 10 % ارائه شده است و در سـتون   7بررسي و در شكل
عـد از القـاء بيشـترين    سـاعت ب  8دهد كه در زمان نشان مي 3

سـاعت بعـد از    5بيان را داشته است و كمترين بيان مربوط به 

كيلـو دالتـون    41وزن مولكولي ايـن پـروتئين   . القاء بوده است
، ژل توسـط كوماسـي بلـو    pheDHبه منظور بررسي كمي  .بود

R250 رنگ آميزي و سپس اسكن گرديد. 

  
  .  pPR37(pPRpdh)در ناقل بياني  pdhساب كلونينگ ژن  .5شكل 

  
    pET-23a (pETpdh)در ناقل بياني pdhساب كلونينگ ژن  .6شكل 

  
در  pETpdhدر سـازه   pheDHميـزان بيـان    SDS-PAGE .7شكل 
  . هاي پيگيريزمان
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ارائـه   pPRpdhدر سـازه   pdhميزان كمي بيان ژن  8در شكل 
ساعت بعد از القـاء ميـزان    8دهد كه در شده است و نشان مي

وزن مولكولي پروتئين مـورد نظـر    .ان بالاتري را داشته استبي
  .بودكيلو دالتون  41

  
در  pPRpdhدر سـازه   pheDHميزان بيـان   SDS-PAGE .8شكل 
  هاي پيگيريزمان

   
با  pPRpdhpETpdhهايدر سازه pheDHميزان بيان محصول 

بـه   Quanti-Scanاستفاده از اسكن دنسيتومتري و نـرم افـزار   
نتايج نشان دادند كه پيك  توليد محصول  . ي در آمدصورت كم

و ميـزان توليـد در    ساعت بعد از القاء بود 8در هر دو سازه در 
BL21(DE3)plysS/pETpdh  5/65 % ــراي   TG1/pPRpdhو ب

بنـابراين ميـزان   . بـود از كل پروتئين باكتريـايي  % 6/15حدود 
در سازه ديگر برابر ميزان بيان  4تقريباً  pETpdhبيان در سازه 

  .بود
  : تعيين پروتئين و سنجش آنزيمي 

ــزيم در   ــان آنــ ــزان بيــ و  BL21(DE3)plysS/pETpdhميــ
TG1/pPRpdh گيري فعاليت اكسـيداتيو  توسط اندازهNADH 

  . به عنوان شاخص تعيين شد
  

  هابه تفكيك سازهpheDHميزان بيان  .1جدول 
 )ليتر/يميواحد آنز(فعاليت آنزيم در محيط كشت  پروموترسازه

17000 BL21(DE3)plysS/pETpdh  T7 
4900 TG1/pPRpdh λ 
6300 E. coli BL21(DE3)/pETDHT7 lac and wild 
7200 E. coli JM109/pBPDH1-DBLaLac and wild 

aAsanoet al. 1990.  
  

دست آمده نشان دادند كه بيشترين ميـزان توليـد   ه هاي بداده
pheDH  در سازهpETpdh ساير موارد ميـزان بيـان    است و در

بــراي  pETpdhبــدين دليــل، ســازه . كمتــري را نشــان دادنــد
  .)2جدول ( تخليص آنزيم و رنگ آميزي انتخاب شد

 E.coli BL21 (DE3)/pETDHاز  pheDHتخليص آنـزيم   .2 جدول
  و تعيين ميزان فعاليت آنزيم

 فعاليت مرحله
(U)  

 پروتئين

(mg)  
 فعاليت ويژه

)(U/mg  
محصول

(%)  
 عصاره تام

)crude extract (  
10850  1409  7/7  100  

 خالص سازي روي ستون
)Ni-NTA column (  

6350  9  705  60  

  
  

 دهند در عصاره تامنشان مي 2 هاي جدولگونه كه داده همان
هاي موجود گرفته شده از محيط كشت كه حاوي همه پروتئين

در  واحـد  PeDH 7/7فعاليت ويـژه آنـزيم    ،باشددر باكتري مي
امـا در ادامـه بـا خـالص سـازي ايـن        ،باشـد هر ميلي گرم مي

محصول بر روي ستون نيكـل و جداسـازي آنـزيم مـورد نظـر،      
فنيـل   -Lفعاليت ويـژه آنـزيم بـراي دآميناسـيون اكسـيداتيو      

 pheDHكه فعاليـت   پروتئين بود، در حالي U/mg705آلانين 
 1 طبق جـدول  ،BL21(DE3)plysS/pETpdhتخليص شده از 

U/L17000  ــ  عبـارتي بعــد از تخلــيص  ه انـدازه گيــري شـد، ب
   .فعاليت ويژه آنزيم افزايش يافته است

  
  بحث

كه بهينه سازي كدون ژن فنيـل آلانـين    اين تحقيق نشان داد
كارامد بـوده و ميـزان   E.coliدهيدروژناز جهت بيان در ميزبان 

بيان پـروتئين در ايـن روش نسـبت بـه اسـتفاده از ژن سـويه       
ــا ــالاتر رفتــه اســت وحشــي ب . كتري باســيلوس اســفريكوس ب

همچنين در بررسي و مقايسه قدرت بيان دو ناقل بياني مـورد  
نظر كه هر يك واجد پروموتر خاص خود بودند، به اين نتيجـه  

-pETتوسط ناقل E.coliرسيديم كه بيان اين ژن  در ميزبان  

23a  كه داراي پروموتورT7   بود، نسبت به ناقل بيـانيpPR37 
در هر دو . برابربيشتر بود 4بود، حدود  PR λكه داراي پروموتر 

ساعت بعد از القاء بيشترين ميـزان بيـان    8سازه در بازه زماني 
كـه    فعاليت ويژه آنزيم بعد از تخليص افزايش يافـت  .ديده شد

ــدار  ــن مقـ ــي آن در   386ايـ ــويه وحشـ ــتر از سـ ــار بيشـ بـ
B.sphaericus )U/L44 (بود )9(. 

، مانند سيسـتم  IPTGشونده توسط  اي بياني القاءهدر سيستم
، به منظور توليد پـروتئين نوتركيـب نيـاز بـه القـاء      pETبياني 

در ايــن سيســتم،  .اســت IPTGتوســط القاءكننــده شــيميايي 
RNA  پليمـرازT7 توسـط ژن ،T7 1     كـه بـر روي ژنـومE.coli 
. قرار گرفتـه اسـت، رمـز مـي شـود      BL21(DE3)plysSسويه 
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. نمايدرا كنترل مي T7پليمراز  RNAسنتز  LacUV5پروموتور 
بـا غيــر فعـال نمــودن    IPTGبـدين منظــور القـاگر شــيميايي   

 T7تواند منجر بـه فعـال سـازي پروموتـور     مي LacIسركوبگر 
كـه در ايـن مطالعـه از آن اسـتفاده شـده       pETسيستم  .گردد

در ناقـل   T7پروموتورقـوي  ) 1: است، داراي سـه مزيـت اسـت   
pET-23a، 2 ( وجود شش آمينو اسيد پشت سرهم هيستيدين

كه به انتهاي كربوكسيل پروتئين نوتركيـب اضـافه مـي شـود     
)His-tag  (  كه تخليص پروتئين را توسط ستون كومـاتوگرافي

Ni+-NTA ميزبـان بيـاني   ) 3 ،نمايـد تسهيل ميE.coli   سـويه
BL(DE3)plysS  كه داراي پلاسميدplysS    است كـه ليـزوزيم

T7  هـاي  كند كه ايـن ليـزوزيم بـه باقيمانـده    ميرا رمزRNA 
پليمراز كه در غياب القاء وجود دارنـد متصـل شـده و مـانع از     

  .دشوبيان پروتئين نوتركيب در زمان القاء شدن مي
هزينه بالا و سـميت بـالقوه    اين سيستم داراي نقايصي از قبيل

IPTG   ــانع از اســتفاده آن در مقــادير صــنعتي و اســت كــه م
هاي قابل القـاء توسـط   در سيستم. شودهاي درماني ميكاربرد

، توليـد پـروتئين نوتركيـب توسـط تغييـر      pPRحرارت ماننـد  
دمايي، بدون استفاده از القاء كننده هاي سمي و گران قيمـت  

تـر سـركوبگر   ينيو پاگراد درجه سانتي 30 در. گيردصورت مي
CI ر را شـود، فعـال اسـت و پروموتـو    كه توسط ناقل توليد مي

افزايش دما منجر به غير فعال شدن سركوبگر . كندسركوب مي
شود مي pheDHباعث القاء رونويسي از ژن و سنتز  نهايتدر و 
القـاء  ) 1: اين سيستم داراي دو مزيـت عمـده اسـت   . )22 ،5(

اســتفاده از پــروتئين ) 2 ،)11(آســان و كــم هزينــه پروموتــور
اسـتفاده از القـاگر    نوتركيب حاصله در مصارف درماني به دليل

  .غيرسمي
هـاي  هاي تام بيان شده از ليز سلولي در سـازه بررسي پروتئين

pETpdh  وpPRpdh     نشان داد كه ميـزان توليـد محصـول در
 pPRpdhاي از سيستم به طور قابل ملاحظه pETpdhسيستم 

توسـط حـرارت،   قابـل القـاء    λPRبيشتر است، اگرچـه مزيـت   
در مطالعـات قبلـي،   . )22(اسـت   راحتي و كم هزينه بودن آن

 از نوتركيـــــب pheDHمقـــــادير مختلـــــف آنـــــزيم از  
Brevibacteriumsp (3342 U/l)، B. badius IAM 

(2390U/l)، B. sphaericus SCRC-R97a (7200 U/l) ،B. 

subtilis ISW1214 (4700 U/l) وE. coli BL21(DE3) (6300 

U/l)( دسـت آمـده اسـت    ه ب)ن وجـود،  بـا اي ـ  .)12، 10، 4، 3
Hanson  و همكارانش  توليد مقدار زيادي ازpheDH  نوتركيب

T.intermedius  درE.coli   را گــزارش كردنـــد)U/L19000( 
نتايج مختلف حاصله بستگي بـه نـوع پروموتـور،     ظاهراً.  )24(

بهينـه   و توپولوژي آن و شرايط بيان از قبيـل  mRNAساختار 

كشـت و شـرايط   ، نوع رده سلولي، محيط IPTGسازي غلظت 
در دو ناقل بياني مختلف كه  pdhدر اين مطالعه، ژن . القاء دارد

ميزان بيان . اند، ساب كلون گرديدداراي پروموتورهاي متفاوتي
pheDH  درpETpdh ،U/L6900  و درpPRpdh ،U/L4900 

 /pETpdhبيشترين ميزان بيان مربوط به سـازه  . به دست آمد

E. coli  BL21(DE3)plysS بنابراين، محصـول  . بودpETpdh 
 %60بـا هموژنسـيته نهـايي     Ni-NTAبا ستون كرومـاتوگرافي  

در نهايت در اين پروژه هدف رسيدن به يك سازه . تخليص شد
تـر جهـت توليـد صـنعتي آنـزيم فنيـل آلانـين        بياني مناسـب 
رانـدمان   pETpdhو بر اساس اين تحقيق سازه  دهيدروژناز بود

ند اين ناقل بيـاني بـه توسـط القـاگر     بالاتري را نشان داد هرچ
IPTG     ،كه يك تركيب شيميايي گـران و داراي سـميت اسـت

هـاي بيشـتر سـازه    شـايد بتـوان بـا بررسـي    . گرددتحريك مي
pPRpdh  را با راندمان بالاتري ارائه نمود تا از آن به جاي سازه
pETpdh علت موفق شدن در بازده توليد بـالاتر  . استفاده شود

هـاي مناسـب   ها و تبديل آنها به كـدون تغيير كدونبه واسطه 
گونـه بـازگو    توان اينرا مي E.coliبراي بيان در سيستم بياني 

هايي كه بـه طـور   ها، كدوندر بررسي ارجحيت كدون نمود كه
شـوند بـا   هـا اسـتفاده مـي   مكرردر ميزبان براي بيان پـروتئين 

مختلف  هايهاي نادري كه در طول توالي ژن درموقعيتكدون
فرضيه اين استراتژي اين اسـت  . شوندقرار دارند، جايگزين مي

در  هايي كـه بـه طـور مكـرر    جانبه كدون كه با وارد كردن يك
شوند در طول تـوالي،  ها استفاده ميميزبان براي بيان پروتئين

 tRNA زيرا ديگر ،شودپروتئين حاصل با ميزان بالايي بيان مي
. ود كننده در سنتز پروتئين نيستپذيرنده به عنوان عامل محد

اين نگرش منجر به بيان موفقيت آميز تعـدادي از محصـولات   
با اين وجود در بعضي از موارد افـزايش بسـيار بـالاي     ،شودمي

هـاي نـامحلول در سـاختارهاي    پروتئين باعث توليـد پـروتئين  
هاي براي خـالص سـازي آنهـا    شود كه استراتژيانكلوزيون مي

هـا  هاي گوناگون پروتئيننياز به استفاده .)15( رودبايد به كار 
از ذخـاير طبيعـي موجـود در     تواندر پزشكي و صنعت را نمي

در رشـد سـريع،    E.coliتوانايي باكتري . ها تامين نمودباكتري
هـاي ارزان، سـاختار   آساني كشـت بـاكتري در محـيط كشـت    

ژنتيكي شناخته شده آن و در دسترس بـودن انـواع گونـاگون    
بـه   E.coliموجب گرديده اسـت كـه    E.coliناقلين بياني براي 
هـا بـه منظـور    ترين و پركاربردترين ميزبـان عنوان يكي از مهم

هنگـام  . نوتركيب مورد استفاده قـرار گيـرد   هايتوليد پروتئين
، معمولاً انتظـار ايـن اسـت كـه بـه      هاي نوتركيببيان پروتئين

برخـي از  . آيـد مقادير زيـادي محصـول پروتئينـي بـه دسـت      
پارامترهاي مهم كه بر ميـزان بيـان پـروتئين هترولوگـوس در     
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E.coli   ــد از ــد عبارتن ــي گذارن ــاثير م ــخه  :ت ــداد نس ــاي تع ه
، پروموتـور، عناصـر   mRNAپلاسميدي، پايـداري و فولـدينگ   

  .)21(ها موثر در ترجمه، سميت پروتئين و ارجحيت كدون
 36ختلف بـين  هاي مدر سويه pheDHوزن مولكولي زيرواحد 

وزن مولكـولي   .)10( شـود كيلو دالتون تخمين زده مـي  42تا 
pheDH       كيلـو   41نوتركيب بـه دسـت آمـده در ايـن تحقيـق

دالتون تخمين زده شده است كه بـا گزارشـات قبلـي منطبـق     
اي در سـاختار چهـارم ايـن    هاي قابل ملاحظهتفاوت .)3(است 

 Rhodococcusmarisآنزيم به دست آمده از . آنزيم وجود دارد

K-18  وRhodococcus sp.M4 صورت دايمر گزارش شـده  ه ب
ــر زا .)25(اســت   ,B. badius, B. sphaericus طــرف ديگ

Microbacteriumsp  وDM 86-1, S. ureae صورت هشـت  ه ب
  .)6( صورت مونومر استه بNocardia sp . 239 (4) تايي است

قيـت آميـزي   به طور موف B.sphaericuspdhبطور خلاصه، ژن 
ــان  pPRو  pETدر دو ناقــل بيــاني  كلــون و در سيســتم ميزب

E.coli ميزان پروتئين بيان شده در دو سيستم بـا   .بيان شدند
نتايج نشان داد كه ميزان پروتئين كـه در  . يكديگر مقايسه شد

بنـابراين از  . اسـت  pPRشود ، بيشـتر از  بيان مي pETسيستم 
ين دست پروتئين اسـتفاده  براي انجام مراحل پائ pETسيستم 

باشـد  شد، آنزيم بيان شده داراي برچسب پلي هيستيدين مـي 
كه براي تثبيت بر روي سطح پليت ميكروليتر پوشيده شـده از  

 .نيكل ايده آل است

 
  و قدرداني تشكر

پژوهشي  يبدين وسيله مراتب تشكر و قدرداني خود را از شورا
قاله حاضر حاصـل  مركز تحقيقات پروتئوميكس بيان نموده و م

    .باشدنامه دانشجويي مين پايا
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