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 ده يچك
ها بررا  تلييرد اترانلس اسرا و از      ترين ميكروارگانيسم مخمر ساكارومايسس سروزيه از جمله مهمسابقه و هدف: 

در جذب و تخمير قندها  هگزوز  بالا  اين ملجلدشلد. اين به دييل كارايي  اتانلس ميطريق تخمير ايكلي باعث تلييد 

باشرد كره      هگرزوز مري   دهنده   انتقاسها   پروتئين ژن كدكننده 02يسس سرويزيه دارا  باشد. مخمر ساكاروما مي

نقش مهمي  HXT1-HXT7اسا. از ميان اين خانلاده ژني، هفا ژن  RGT2و  HXT1-HXT17 ،GAL2 ،SNF3شامل 

ها سرعا تخمير ايكلي افزايش و در  دارند. محققين ثابا كردند كه با افزايش ميزان بيان اين ژندر فرآيند تلييد ايكل 

از ژنرل  مخمرر    HXT7يابد هدف اين مطايعره شناسرايي و جداسراز  ژن       آن ميزان تلييد اتانلس افزايش مي نتيجه

ا   تلر بياني مناسب به منظرلر پايره  ساز  آن در وكتلر دارا  پرومل و همسانه PCRساكارومايسس سرويزيه از طريق 

 .برا  طراحي پلاسميد بياني و نهايتاً مخمر نلتركيب بلد

صلرت گرفرا و برا   PCR با پرايمرها  اختصاصي ژن از طريق HXT7در اين تحقيق جداساز  ژن ها: ‌ملاد و روش

ترانسفر  گرديد و در نهايا  E. coliكللن شد و به باكتر   pGEM-T  تكثير يافته به پلاسميد  انجا  ييگاسيلن قطعه

 .يابي فرستاده شدند برا  تاييد نهايي قطعات كللن شده در پلاسميدها  نلتركيب به تلايي

اسريدآمينه را   012تئين با بلده و يك پرو bp7171 نلكلئلتيد  چارچلب بازخلاني اين ژن به طلس   تلايي ها:‌يافته

 100/20بيني شده ايرن پرروتئين بره ترتيرب      نقطه آيزوايكتريك پيش كند. وزن مليكليي تخمين زده شده و رمز مي

 .اسا 98/1كيللدايتلن و 

هرا  ديگرر ساكاروميسرس سررويزيه      سرليه  Hxt7pدسا آمده شباها زياد  با  هتلايي پروتئيني ب گير :‌نتيجه

ثبرا شرده در    S288C   ساكاروميسس سررويزيه سرليه   Hxt7pدارد و بالاترين درصد تشابه را با  NCBIملجلد در 

NCBI با كد دسترسي NP010629.3 دارد. 

  

 نلتركيب ، پلاسميدHXT7ساز ، ساكاروميسس سرويزيه، ژن  همسانه ها  كليد :‌واژه

 

 مقدمه
هواي سيوي ي و بوه   وت      با توجه به محدوديت سووتت 

هواي زييو ي اهتيوت     ها، توليد سووتت  اسزون آن مصرف روز

هاي زيي ي  است. اولين تکنولوژي توليد سوتت اي ياس ه ويژه

در مقياس صنع ي، مربوط به توليد بيواتانول بوده اسوت. رو   

هاي تختيري است کوه   اس فاده از رو م داول توليد بيواتانول 

[. اموروزه  2،1] گيرد اده از سوبي راهاي قندي انجام ميبا اس ف

هاي مخ  ف مولکولي نظير تکنيك ک ونينگ در ايجاد  از رو 

هاي ساکارومييس سرويزيه جهت بهبود راندمان توليد  اس رين

 [.4،3شود ] الک ي طي سرآيند تختير الک ي اس فاده مي

 :atarinejad@yahoo.com                           Email               032-43417571  ت فن:نويينده ميئول،  *

 27/8/2494 تاريخ پذير :4/4/2494 تاريخ درياست: 
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کربنه گ وکز، سروک وز و موانوز   رها قندهاي شش اکثر مخت

دهند که با اسزايش غ ظت اين قندها  را براي تختير ترجيح مي

يابود.   و سر ت گ يکوليك ميزان توليد الکل نيوز اسوزايش موي   

هاي مختر از طريق ان شار تيهيل شده و  ورود گ وکز به س ول

 ناميوده  HXT هواي غشوايي کوه    از طريق يکيري از پروتئين

ي   وام موجوود توانواده   شود. بر طبق اطلا شود انجام مي مي

ي هگزوزهوا در ساکارومييوس سورويزيه شوامل      دهنده ان قال

 Rgt2p و  Hxt1p-Hxt17p،Gal2p ،Snf3p هواي  پوروتئين 

ها، تجتع اتانول يوا   دهنده شد. با اسزايش سعاليت اين ان قالبا مي

 HXT1-HXT7 .شوود  تور موي   ها بويش  اسيد لاک يك در س ول

ترين نواق ين هيو ند و از نظور م ابولييوتي بوه هوم        جزء مهم

بوراي ان قوال     GAL2.شباهت دارند و با هم در ارتباط هي ند

بوه  نووان سنيوور گ ووکز  تول       RGT2 و SNF3گالاک وز، 

ي ژني الگوي بيان م فاوتي داش ه و تنظيم  کنند. اين تانواده مي

باشود و   ها مي دهنده قالبه شدم تحت ويژگي کين يك ان  ها آن

باشود   هوا موي   ي بيوان ايون ژن   کننده ن رلگ وکز اولين ساک ور ک

[5،5.] 

Hxt6p و Hxt7p ي هگزوز هي ند.  دهنده يك جفت ان قال

شباهت اين دو پروتئين به هم تي وي زيواد اسوت و هور دوي     

اسيدآمينه هي ند اين دو ژن پشوت سور هوم     570ها شامل  آن

قورار   HXT3 پوايين دسوت   IV کروموزومروي بازوي راست 

قبل از کدون آغاز شورو    bp96 دارند. شباهت بين اين دو ژن

هواي   ها بدين صورم در اکثر اس رين شود و حضور اين ژن مي

ترين ميل ترکيبي  بيش Hxt7p .است  آزمايشگاهي گزار  شده

دارد و ميوزان    هاي اين توانواده  را با گ وکز نيبت به ساير ژن

ميکرومولار( قادر به جوذ  اسوت   1تا  2م گ وکز را )تي ي ک

در شوراي  يکيوان نيوبت بوه سواير       [ و ميزان بيوان آن 7،8]

تور اسوت. ايون ژن در منوابع کربنوي       هاي اين تانواده بيش ژن

چنوين موال وز و    غيرتختيري از جت ه گ ييرول و اتانول و هم

 [.9شود ] گالاک وز به ميزان زياد بيان مي

  و Snf3 ي سنيوورهاي  وسوي ه  هگ ووکز بو   سيگنالينگ    

Rgt2 سورکو  کننوده     که در ايون ميوير يوك    شود  انجام مي

 Rgt1 نقش مهتي دارد. در غيا  گ وکز Rgt1 رونوييي به نام

هوا   م صل و از رونوييوي ايون ژن   HXT هاي ن به پروموتور ژ

 Cyc8 ،Tup1،Mth1 سري پروتئين ديگر از جت ه سي ه يكو هب

[. زماني کوه گ ووکز در محوي     20کند ] ج وگيري مي Std1 و 

بوه    م صول و منجور   Rgt2 و Snf3 وجود دارد به سنيوورهاي 

 Std1 و Mth1 شود. سوسس  مي Std1 و Mth1 سيفوريلاسيون

کويئ ينه شده  يوبي (SCFGr1-ubiquitin-Ligase) در کتس کس

شووند. از   پروتئوزوم تخريب و تجزيه مي  15Sو در نهايت در 

 ي آن شده و در ن يجوه  Rgt1 با ث سيفريلاسيون pKA طرسي

Rgt1 هووا جوودا و رونوييووي  سيووفري ه شووده از پروموتووور ژن

 [.22گيرد ] صورم مي HXT هاي ژن

بوا تووالي صوحيح در     HXT7هدف اين تحقيق ک وون ژن  

و بررسوي آن از نظور تورادف ژنوي و      pGEM-T داتل وک ور

سيزيکوشويتيايي  هواي   چنوين ويژگوي   باشد هم آمينواسيدي مي

هواي   دسوت آموده بوا اسو فاده از بررسوي      هتوالي پروتئينوي بو  

 بينوي شوده و   پويش  Swiss-Protات صاصي موجود در پايگاه 

هاي اين توانواده صوورم    هاي سي وژن يکي با ساير ژن بررسي

  .گرست
 

 ها‌مواد و روش
ي مختور    سوويه . كشت مخمر  اكككوممسسرس ار مه ه    

اني بوده کوه در نوانوايي و   ي اير سويهساکارومييس سرويزيه 

شود و از مرکز م ي ذتواير ژن يکوي و    پزي اس فاده مي شيريني

زيي ي ايران تهيه گرديده است. پس از کشت مختر در محوي   

 gr20 پس وون،  gr10 دکي روز، gr20  حاوي YPD ات صاصي

هوا   ها، تك ک وني آگار و رشد ک وني gr25  ي مختر و  صاره

من قول و بوه    DNA جهت اس خراج YPD مايع به محي  کشت

قرار  C40° مدم يك شبانه روز در شيکر انکوباتور در دماي

 .ژنومي اس فاده شد DNA داده و از آن جهت اس خراج

سوسسانييون حاصل از کشت مخترهوا  . DNA  جدااكزي

  اب وودا توسوو  سووان ريفيوژYPD  در محووي  کشووت مووايع

rpm23000  رسو  حاصو ه بواسر  رسو  داده شد و بر روي 

Harju  1کووه حوواويTriton X-200% ،2 %SDS ، mM 

NACL200 ،mM Tris-Hcl 20 (8/0=pH)، mM EDTA  
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 1ها در اتانول مط ق سرد به مدم  [، تيو 21است اضاسه شد ]

يك دقيقه قرار گرس نود، ايون    C 95°  دقيقه و سسس در دماي

ک روسرم،  مرح ه تکرار و ورتکس انجام شد در ادامه با اسزودن

ورتکس و سان ريفيوژ، ساز بالايي به تيو  جديد من قل شده و 

قورار   -C10°  بر روي آن اتانول مط ق اضاسه شد و در دماي

هواي   مختور بوا اسو فاده از رو     DNA داده شود، در نهايوت  

-50سازي اسيدنوک ئيك توالص شوده و در    رسو  و تالص

 د.قطر اس ريل حل گرديميکرولي ر آ  م 15

اب دا آغازگرهاي مناسوب  . PCR ي آغكزگ  م انجرك  ط اح

 .با توالي زير طراحي گرديد HXT7 به منظور جداسازي ژن
primerF: 5ˊ -ATGTCACAAGACGCTGCTAT-

3ˊ  

primerR: 5ˊ -TTATTTGGTGCTGAACATTC-

3ˊ  

 3شامل دناتوراسيون اوليه بوه مودم    PCR ي انجام برنامه

بوه مودم    C93° ) سيکل م والي 45و انجام  C93°  دقيقه در

ثانيه(  80به مدم  C71° ثانيه، 50به مدم  C38° يك دقيقه،

 .انجام شد

بعود از تکثيور ژن   .  pGEM-T اكزي دو مكتررو  همسكن 

سوازي آن،  تول ليگاسويون بوين ژن و      و تالص PCR توس 

شامل   pGEM-Tصورم گرست. پلاستيد pGEM-T پلاستيد

ي سوايت   پ يتراز در طورسين ناحيوه   SP6 و T7 پروموتورهاي

 E. coli است و ژن ان خابگر آن براي گوزينش  (MCS) برشي

چنين يوك مکوان ژنوي     باشد هم سي ين مي ژن مقاومت به آمسي

 گ وکونيداز تحت پروموتورهواي -β  داراي کاست ژني حاوي

SP6 وT7  در طرسين سايت برشي ات صاصي (MCS)   جهوت

وجوود دارد. پوس از انجوام     Blue-White گوزينش بوه رو   

ليگاسيون و ايجواد پلاسوتيد نوترکيوب، ترانيفورماسويون بوه      

انجوام   Top20  نژاد E. coli ي شوك حرارتي به باک ري وسي ه

مد حواوي  جا LB  ها روي محي  ي بعد باک ري شد. در مرح ه

کشت داده شودند،   X-GAL و  IPTGسي ين، بيوتيك آمسي آن ي

، تعودادي ک ووني   C47°  در دمواي سا ت تيتار  25و پس از 

هاي نوترکيب ان خوا  و موورد بررسوي     سفيد به  نوان ک وني

تر قرار گرس ند. در نهايت اس خراج پلاستيدهاي نوترکيب  دقيق

 PCR هاي نوترکيب با اس فاده از تکنيك انجام گرس ه و ک وني

يوابي بوا دو    هوا بوراي تووالي    ار گرس ند و نتونهمورد بررسي قر

ي جنووبي ارسوال    به کتساني مواکروژن کوره   SP6 و T7 پرايتر

 .گرديد

دست  ههاي سيزيکوشيتيايي پروتئين ب ويژگي. ب واي ترالي

تعيين  ProtScaleو  ProtParam هاي آمده با اس فاده از برنامه

 گرديد.

هاي ديگر مختر ساکارومييس سرويزيه مورد اس فاده در تهيه  اي سويه هاي اسيدآمينه با ساير توالي Hxt7p اي ميزان يکياني و شباهت توالي اسيدآمينه .2جدول
 اي و ساتت درتت سي وژن يکي مقاييهسازي  هترديف

يکياني درصد  شتاره دس يابي نام ات صاصي ژن نام سويه درصد تشابه 

200 99 S. c S288c Hxt7p NP 010629.3 

200 99 S. c S288c Hxt6p   NP 010630.1 

200 99 S. c EC1118  Hxt7p CAY78842.1 
200 99 S. c x S kudriavzevii VIN7 Hxt7p EHN07909.1 

99 95 S. c YJM789 Hxt7p EDN60673.1 

87 99 S. c Vin 13 Hxt7p EGA76253.1 
88 95 S. c AWR1796 Hxt7p EGA75554.1 
84 200 S. c S288c Hxt4p NP 011960.2 

74 99 S. c S288c Gal2p NP 013182.1 

75 98 S. c S288c Hxt3p NP 010632.1 

72 98 S. c S288c Hxt9p NP 012316.1 

72 98 S. c S288c Hxt11p NP 014486.1 

58 98 S. c x S kudriavzevii VIN7 Hxt8p EHN02199.1 
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اي بووه دسووت آمووده بووه منظووور يوواس ن  توووالي اسوويدآمينه

هاي اطلا اتي با اس فاده از برنامه  هاي مشابه در بانك پروتئين

pBLAST ( مرکز م ي اطلا ام بيوتکنولوژي آمريکاNCBI )

 مووورد جيوو جو قوورار گرس ووه و تعوودادي توووالي پروتئينووي از

شباهت ترين  هاي ديگر ساکارومايييس سرويزيه که بيش سويه

سوازي   رديوف  را با توالي مورد نظر داش ند، ان خا  و براي هم

چنووين بررسووي  چندگانووه مووورد اسوو فاده قوورار گرس نوود. هووم 

هايي  و انوا  ژن Hxt7pسي وژن يکي با اس فاده از انوا  مخ  ف 

انجام شد.  MEGA4اسزار  دهنده هگزوز با اس فاده از نرم ان قال

اي ديگور ساکاروماييويس   هو  هواي پروتئينوي از سوويه    توالي

سازي چندگانه موورد اسو فاده    رديف سرويزيه که براي تهيه هم

ذکور   2يوابي در جودول    راه شوتاره دسوت   قرار گرس ند به هوم 

 .اند شده

 

 نتايج
بوه منظوور    PCRژنوومي مختور،    DNAپس از اس خراج 

با اس فاده از آغازگرهاي طراحي شده اجورا   HXT7تکثير ژن 

جفوت بوازي روي ژل    2724يك باند  PCRگرديد. محصول 

موجوود در بانوك    HXT7آگارز نشان داد، که مطابقت بوا ژن  

داشوت   NP010629.3يوابي   با شتاره دسوت  NCBIاطلا اتي 

در وک وور   PCRسوازي، محصوول    (. پس از توالص 2)شکل 

pGEM-T ي ک ون شوده،   ک ون گرديد. براي تاييد قطعهPCR 

روي  PCR( و 1هووواي سوووفيد )شوووکل  ک ووووني از ک ووووني

هاي ترانيفورم شده انجام  پلاستيدهاي اس خراج شده از ک وني

به طوور صوحيح    HXT7(. ن ايج نشان داد که ژن 4شد )شکل 

هاي ک ون شوده    ک ون شده است. نتونه pGEM-Tدر پلاستيد 

 بعد از الک روسورز و اطتينان از تشکيل باند موورد نظور بوراي   

ي  به کتساني ماکروژن کره SP6و  T7تعيين توالي با دو پرايتر 

 .جنوبي ارسال گرديد

بوا   PCRتصووير الک روسوورز محصوول واکونش      .4شکل

 روي پلاسوووووتيد HXT7پرايترهووووواي ات صاصوووووي ژن 

 pGEM-T+HXT7 .2 ،1 سه تکرار مي قل هيو ند،   4وM 

(Kb) تصووير شوتاتيك پلاسوتيد نوترکيوب     3شوکل   مارکر .

-pGEMدر پلاستيد  HXT7ژن  DNAاز ک ون کردن حاصل 

Tپروموتورهوواي .T7  وSP6  مشووخص کووردن توووالي امکووان

 کنند. ي الحاقي را سراهم مي نوک ئوتيدي قطعه

 

 
با پرايترهواي ات صاصوي ژن   PCR محصول .  تصوير الک روسورز 2شکل

HXT7  رويDNA  .سه تکرار مي قل  4و  1، 2ساکارومييس سرويزيه

 مارکر  M(Kb)هي ند،

 

 
با پرايترهواي ات صاصوي ژن    PCR  تصوير الک روسورز محصول. 1شکل

HXT7  يک ونروي pGEM-T+HXT7 .2 ،1 سه تکورار ميو قل    4و

 مارکر M(Kb)هي ند، 

 

بوراي ژن   SP6و  T7بوي بوا دو پرايتور     ن ايج تووالي يوا  

HXT7 بر روي وک ور pGEM-T  نتايانگر اين بود که موقعيت

( وک ور در MCSآن روي سايت برشي ات صاصي )گيري  قرار
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قورار   T7در ستت  ATGباشد و کدون آغاز  جهت معتولي مي

نتايد )شوکل   اسيدآمينه را رمز مي 570دارد و يك پروتئين با 

3.) 

 
ترهوواي يبووا پرا PCRتصوووير الک روسووورز محصووول واکوونش  .  4لشووک

 4و pGEM-T+HXT7. 2 ،1روي پلاسووتيد  HXT7ات صاصووي ژن 

 مارکر M(Kb)سه تکرار مي قل هي ند، 

 

 DNAتصوير شتاتيك پلاستيد نوترکيب حاصل از ک ون کردن . 3 شکل

امکان  SP6و  T7هايروپروموت .pGEM-Tدر پلاستيد  HXT7ژن 

 .کنندي الحاقي را سراهم ميمشخص کردن توالي نوک ئوتيدي قطعه

 

دست آموده   هپروتئين ب هاي سيزيکوشيتيايي بررسي ويژگي

نشوان داد کوه وزن مولکوولي     ProtParamبا اس فاده از برنامه 

بينوي شوده پوروتئين     محاسبه شده و نقطه آيزوالک ريوك پوش  

Hxt7p   با سرمول مولکووليC2881H4432N712O793S31 ،

بووده و شواتص    89/7کي ودال ون و  715/51به ترتيب برابر 

باشود کوه    مي 12/47دود در لوله آزمايش در حناپايداري آن 

چنوين   شوود. هوم   بندي موي  هاي پايدار تقييم در رس ه پروتئين

)به  نوان يك  امل مهم به منظور برآورد  Aliphaticشاتص 

ها در برابر حرارم( و نيته  تر اين پوروتئين   مقاومت پروتئين

وسووي ه برنامووه  هاي محاسووبه شووده بوو در محووي  درون شيشووه

ProtParam سا ت محاسوبه   10 و حدوداً 75/95، به ترتيب

بوودن پوروتئين در برابور     گرديد که بيانگر پايوداري و مقواوم  

محاسوبه شوده    Hydropathy[ . شاتص 24باشد ] حرارم مي

 Doolittle و Kyte بوه رو   ProtScaleبا اس فاده از برناموه   

، به دليل تاصويت احياءکننودگي   Hxt7pنشان داد که پروتئين 

[ و از 23( ]5باشود )شوکل    زيادي آ  گريز ميبالا، به ميزان 

( Asp+Gluاسيدآمينه بوا بوار منفوي )    33 کل اسيدهاي آمينه،

داش ه، در حالي که تعداد کل اسيدهاي آمينه با بوار مثبوت آن   

(Arg+Lys برابر )بينوي موقعيوت    چنوين پويش   باشد. هم مي 35

نشوان داد کوه ايون     PSORTزيرس ولي اين پروتئين با برنامه 

وتئين از نو  سي وپلاسوتي بووده و محول سعاليوت آن درون     پر

دومين تششوکيل شوده اسوت     21غشاي پلاستايي است و از 

 .(5)شکل 

بووا اسوو فاده از   Hxt7pبررسووي سووات ار دوم پووروتئين  

PSIpred    رشو ه   7نشان داد که اين پوروتئين حواويβ  14و 

 (.7باشد )شکل  مي αمارپيچ 

از  Hxt7pبا ساير  Hxt7pز دست آمده ا هتوالي پروتئيني ب

تورين   هاي ديگر مختر ساکارومييس سرويزيه که بويش  سويه

 Multialignشباهت را داش ند ان خا  و با اسو فاده از برناموه   

( و مشاهده شد که پروتئين 8مورد مقاييه قرار گرس ند )شکل 

از مختوور  Hxt7pدسووت آمووده بووالاترين تشووابه را بووا    هبوو

% تشابه و 99به ميزان  S288cي  هساکارومييس سرويزيه سوي

% يکيوواني دارد و تنهووا تفوواوم ايوون دو پووروتئين در    200

از  Hxt6pچنوين بوا ژن    است هوم  (Ala/Pro) 338اسيدآمينه 

% 99به ميوزان   S288cي  مختر ساکارومييس سرويزيه سويه

% يکياني دارد و تفاوم ايون دو پوروتئين در دو   200تشابه و 

 S. c EC1118 ،S. c. x Sهواي   اسيدآمينه است و نيوز سوويه  

kudriavzevii VIN7 يکياني( 200% تشابه )99، به ميزان  %

 1هووا در  ي ايرانووي دارنوود و تفوواوم آن سووويه Hxt7pبووا ژن 

وژن يکي هوم کوه بوا    (. درتوت سي و  2اسيدآمينه است )جدول 

دهود   رسم شده است نشوان موي   MEGA4اسزار   اس فاده از نرم

پووروتئين مووورد بررسووي ارتبوواط تي ووي نزديووك بووا سوواير   

هوواي ديگوور مختوور  هوواي هت وواي تووود در سووويه  پووروتئين

T

S
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 ترين تشابه و نزديکي را با ساکارومييس سرويزيه دارد و بيش

دارد )شوکل   S288cي  از سويه Hxtp6و  Hxt7pهاي  پروتئين

9.) 

چنووين بووه منظووور آشکارسووازي و کشووف روابوو     هووم

از  HXT7تويشاوندي آناليز کلاسو ر تووالي نوک ئوتيودي ژن    

هواي   ي ايراني با ساير ژن رويزيه سويهمختر ساکارومييس س

ايون اسواس    هاي هگزوز انجام شد. بور  دهنده ي ان قال تانواده

ت و تورين شوباه   ي ايراني بيش سويه HXT7مشخص شد ژن 

ترين تشوابه   دارد و کم HXT6و  HXT7هاي  نزديکي را با ژن

دارد )شوکل   RGT2و  SNF3را با سنيورهاي گ ووکز يعنوي   

در سطح پروتئينوي نشوان داد    pBLASTچنين ن ايج  (. هم20

 و Hxt4p ،Hxt3p ،Hxt9p ،Hxt11pپروتئين مورد بررسي با 

Hxt8p    98%(، 84% )يکيوواني 200بووه ترتيووب شووباهت %

%(، 72% )يکيواني  98%(، 72% )يکيواني  98%(، 75)يکياني 

 .(2%( دارد )جدول 58% )يکياني 98

 

 
 Hxt7pتوالي پروتئين  Hydropathic. بررسي شاتص 5شکل

 

 

 
با اس فاده  Hxt7pبررسي سات ار دوم پروتئين   .اند شده گذاري شتاره 21ا ت 2 از دهنده ان قال هاي نيدوم Hxt7p گ وکز سنيور از بعدي دو توپولوژي. 5شکل

 (.7باشد )شکل  مي αمارپيچ  14و  β رش ه 7 حاوي نيپروتئ نيا که داد نشان PSIpredاز 
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 PSIpred.  برنامه از اس فاده با دوبعدي سات ار. 7شکل

 

هاي ديگر مختر  هاي سويهHXTاي ساير  با توالي اسيدآمينه pGEM-Tک ون شده در وک ور HXT7 اي  اي توالي اسيدآمينه . هترديفي مقاييه8شکل 

 دهد مي هاي مورد تواسق را پس از مقاييه نشان . رديف آتر تواليMultialignي  با اس فاده از برنامه NCBIساکارومييس سرويزيه موجود در 
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هاي ديگر مختر  هاي هت اي تود در سويه ي ايراني با ساير ژن مختر ساکارومييس سرويزيه سويه Hxt7pاي  . درتت سي وژن يکي توالي اسيدآمينه9شکل

 رسم شد. MEGA4اسزار  با اس فاده از نرم NCBIساکارومييس سرويزيه موجود در بانك اطلا اتي 

 

 
هاي هگزوز مختر  دهنده هاي ان قال يراني با ساير ژني ا مختر ساکارومييس سرويزيه سويه HXT7.  درتت سي وژن يکي توالي نوک ئوتيدي ژن 20شکل 

 رسم شد. کد دس رسي هر ژن داتل پران ز آورده شده است. MEGA4اسزار  با اس فاده از نرم NCBIساکارومييس سرويزيه موجود در بانك اطلا اتي 

 

 گيري‌بحث و نتيجه
پس از تکثير با اس فاده از رو   HXT7در اين مطالعه ژن 

PCR  در وک ورpGEM-T   تيد ک ون شد. پس از تاييود پلاسو

نوژاد   E. coliهواي بواک ري    لنوترکيب، اين پلاستيد بوه سو و  

Top10   اسوواس آناليزهوواي مخ  ووف    ترانيووفرم شوود. بوور

اي، بلاسووت، درتووت  رديفووي مقاييووه بيوانفورموواتيکي )هووم

 S.C S288c

 Hxt6p-S.C S288c

 S.C IRANIAN

 S.C EC1118

 S.c Vin13

 S.c x S.kudriavzevii VIN7

 S.c AWRI796

 S.c YJM789100

88

61

49

89

 HXT6(NM:001180651.1)

 HXT7(NM:001180650.1)

 HXT7-Iranian

 HXT4(NM:001179222.2)

 HXT1(NM:001179224.1)

 HXT3(NM:001180653.1)

 HXT5(NM:001179226.1)

 HXT8(NM:001181647.1)

 HXT11(NM:001183409.1)

 HXT9(NM:001181652.1)

 HXT10(NM:001179955.1)

 HXT2(NM:001182507.1)

 HXT17(NM:001183249.1)

 HXT13(NM:001178884.1)

 HXT16(NM:001181816.1)

 HXT15(NM:001180305.1)

 HXT14(NM:001183156.1)

 SNF3(NM:001180254.1)

 RGT2(NM:001180198.1)100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

98

95

100

44

91

0.1
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شوباهت زيوادي بوا    سي وژن يکي( مشخص شود ايون پوروتئين    

Hxt7p هاي ديگر ثبت شوده در   ساکارومييس سرويزيه سويه

NCBI دهد  دارد و اين نشان ميHxt7p   هواي   در اکثور سوويه

هاي  چنين بررسي ساکارومييس سرويزيه حفظ شده است. هم

هواي   دهنده ي ان قال ايراني با ساير تانواده HXT7سي وژن يکي 

با اين تانواده  HXT7يك هگزوز نشان از تشابه و ارتباط نزد

 .دارد HXT6ترين تشابه را با  ها بيش بين آن ژني است و از

ي ژنوي در مخترهوا موورد     ي اين توانواده  اثر بيان بيشينه

ي وحشوي   ه است و توليد اتانول را در سوويه مطالعه قرار گرس 

دست  ههاي ب ي مهندسي شده مقاييه کردند. داده مختر با سويه

ها منجر  دهنده هر بيش از حد اين ان قالکه تظاآمده نشان دادند 

ند که با تنظيم به اسزايش درياست گ وکز شود. محققين نشان داد

تووان منجور بوه     ي ميير بيوسن ز گ وکز مي کردن اولين مرح ه

 % در25تجتع اسيدلاک يك شد، که يوك اسزايشوي در حودود    

ي وحشوي مشواهده کردنود     توليد اتانول در مقاييه بوا سوويه  

ي ژنوي روي پلاسوتيدهاي مخ  وف     [. بارها اين تانواده4،3]

ي مهندسي شوده در   ک ون شده و اسزايش توليد اتانول در سويه

ي وحشي مختر مشاهده شده اسوت. بوه طوور     مقاييه با سويه

ي هگوزوز   هندهد ( از بين ان قال1020و هتکاران ) Rossiمثال 

را ک وون کورده و    HXT1و  HXT7 ساکارومييس سورويزيه 

ي مهندسوي شوده مشواهده     اسزايش توليد اتوانول را در سوويه  

 GXS1 ،GXF1و  HXT7 ، HXT1نيز 1021کردند. در سال 

را بووه  Condida intermediaي زاي وووز( از  دهنووده )ان قووال

-MT8ک ووون کوورده در نهايووت بووه مختوور  pUPG1پلاسووتيد 

1/XkdXI لاستيد کن رل ي کارشان را با پ من قل کردند. و ن يجه

مقاييه کردند و اسزايش توليد اتوانول را بوا تقويوت برداشوت     

ن گ وکز و زاي وز مشاهد کردند. اين ن ايج به طور آشکار نشوا 

توانود   هوا در مختور موي    دهنوده  دهند که اسزايش بيان ان قال مي

ي تيهيل مصرف گ وکز بهبوود   وسي ه هتوانايي توليد اتانول را ب

سوازي   بهينوه از طريوق   HXT2نيوز ژن   [. در ايران25بخشد ]

PCR  ي ايرانوي جودا و در    از ساکاروماييس سرويزيه سوويه

 JQک ون شد. اين ژن با شتاره دس رسي pTZ57R/Tپلاستيد 

در بانك جهاني ژن ثبت شوده اسوت. ايون اولوين      323554.1

گزار  از جداسازي و ک ونينگ ايون ژن از طريوق مهندسوي    

 [.25ژن يك در ايران است ]

ک وون   pGEM-Tي  اب دا در وک ور پايوه  HXT7توالي ژن 

هاي برشوي بوراي ک ونينوگ     آنزيم از  ي اس فاده شد تا محدوده

اسزايش يابد براي بيان اين ژن نياز به يك پروموتور قوي نظير 

ADH-promoter  وGAPDH-promoter باشود کوه ايون     مي

 پروموتورها با ث اسزايش ميزان جذ  قندهاي هگزوز توس 

شود که در نهايت ميزان توليد الکول طوي    هاي مختر مي س ول

  .يابد سرآيند تختيري اسزايش مي

رسوت توليود پلاسوتيدهاي     اين مطالعه راهي بوراي پويش   

نوترکيب و بيان اين ژن براي مطالعه آينده است. در اين تحقيق 

جداسوازي و   HXT7با اس فاده از رو  مهندسي ژن يوك ژن  

و   تور روي ايون ژن   ک ون گرديدند. اميد است با بررسوي بويش  

هاي اين تانواده اح تالاً در آينوده مختور نوترکيوب     ساير ژن

جهت اسزايش راندمان توليد الکل طي تختيور ساکارومييوس   

 .سرويزيه تهيه نتود
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Introduction: The most important and specific known action for Saccharomyces cerevisiae yeast is 

producing ethanol by alcohol fermentation and that is probably due to its high efficiency for absorption and 

fermentation of hexose sugars. The S. cerevisiae express 20 genes that encode hexose transporter proteins, 

including hxt1-hxt17, gal2, snf3 and rgt2. Among all those gene families, hxt1-hxt7 have important role in 

alcohol production. It has been shown that increasing the expression hxt1-hxt7 accelerates alcohol 

fermentation and therefore, ethanol production. The aim of this study was to identify and isolate hxt7 from 

Saccharomyces cerevisiae genome, using PCR and cloning it into a vector containing suitable expression 

promoter in order to produce recombinant yeast by transformation. 

Materials and Methods: isolation of hxt7 by specific primers was achieved via PCR. The amplified 

fragments were cloned into pGEM-T vector and transformed into Escherichia coli and finally, the 

recombinant plasmids were sent to sequencing. 

Results: The nucleotide sequence of open reading frame in gene was revealed a 1713 bp long with a 

deduced amino acid of 570 residues. The estimated molecular mass and the predicted isoelectric point of 

the deduced polypeptide were 62.725 kDa and 7.89 respectively. 

Conclusion: The deduced protein sequence showed a high similarity to hxt7 sequences registered in 

NCBI and with the highest percentage of similarity to Hxt7p S.cerevisiae S288C recorded at NCBI with 

access code NP010629.3. 
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