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 چکیده

گلوکزاکسیداز آنزیمی است که در صنایع غذایی، شیمیایی، آرایشی و بهداشتی و همچنین در                  :سابقه و هدف  
قارچ آسپرژیلوس  هدف این مطالعه شناسایی و جداسازی این ژن از ژنوم            . کیت های تشخیص گلوکز استفاده می شود    

 . به منظور پایه ای برای تولید گلوکزاکسیداز نوترکیب در ایران است E. coli و کلونینگ آن درPCRنایجر از طریق 
 در محیط حاوی پپتون و گلوکز و عصاره مالت و در حرارت             (ATCC 9029)قارچ آسپرژیلوس نایجر    : مواد و روش ها  

ºc 24    ساعت کشت داده شد    48-72 به مدت  .DNA            ژنومی قارچ به وسیله سونیکت کردن همراه با ساییدن قارچ 
برای جداسازی ژن، یک جفت     .   استخراج شد   SDS و   EDTAسونیکت شده در نیتروژن مایع در بافر لیزکننده شامل          

 Ins T/Aclonسپس این ژن به وسیله      . ، ژن گلوکزاکسیداز تکثیر شد    PCRپرایمر طراحی شد و در شرایط بهینه شده         
Tm PCR product cloning kit     به داخل پلاسمید pTZ57R       کلون و در داخل میزبان DH5α،E. coli  ترانسفورم شد  .

 . نامیده شدpTZ57RGOنقشه ژنی این پلاسمید نوترکیب با آنزیم های محدودکننده، تأیید و پلاسمید نوترکیب 
 از قارچ های رشته ای    DNAی کشت و استخراج     نتایج نشان داد که روش استفاده شده در این مطالعه برا           : یافته ها

جدا شده است   PCR همچنین ژن کدکننده آنزیم گلوکزاکسیداز که به وسیله تکنیک        . نظیر آسپرژیلوس مناسب است   
در pTZ57RGO پلاسمید نوترکیب    ما نشان دادیم  . دارای اندازه صحیح در آگاروز ژل الکتروفورزیس می باشد          

Restriction analysisی الگوی صحیح می باشد دارا. 
 از آسپرژیلوس نایجر جدا و      PCRدر این مطالعه ما ژن گلوکز اکسیداز را از طریق بهینه سازی شرایط              : نتیجه گیری

این اولین گزارش از جداسازی و کلونینگ این ژن از طریق مهندسی               . در یک میزبان پروکاریوتیک، کلون کردیم      
ی کلونینگ در وکتور بیانی به منظور تولید این آنزیم به صورت نوترکیب به کار               ژنتیک در ایران است که می تواند برا      

 .  رود
 . آسپرژیلوس نایجر، اشریشیا کولی،گلوکزاکسیداز: کلمات کلیدی

 
 مقدمه

گلوکزاکسیداز . تمانی آن گلوکزاکسیداز و خصوصیات ساخ   
ـ اکسید و ردوکتاز               1اکسیژن   : بتا ـ دی ـ گلوکز         (

1,1,3,4: EC (    پروتئین فلاوین داری(Flavoprotein)  است 
 ـ دی ـ گلوکز را به وسیله اکسیژن مولکولی          βکه اکسیداسیون   

واکنش می تواند به دو مرحله جداگانه تقسیم           .کاتالیز می کند 
یون سوبسترا و احیای آنزیم در نیمه  واکنش          ـ اکسیداس 1: شود

. ـ اکسیداسیون مجدد آنزیم در نیمه واکنش اکسیداسیون       2احیا  
در نیمه واکنش احیا، آنزیم ابتدا باعث اکسیداسیون بتا ـ دی             
گلوکز به دی گلوکونولاکتون شده و خود به حالت احیاء در             

 دلتا گلوکونولاکتون تحت هیدرولیز         (FADH2-)می آید   
. خودبه خودی  قرار گرفته و به اسید گلوکونیک تبدیل می شود         

 (FADH2-)در نیمه واکنش اکسیداسیون، حالت احیایی آنزیم        
توسط اکسیژن مولکولی به حالت اکسیده اولیه باز می گردد               

  :jam@nrcgeb.ac.ir E-mail،  021-4195031-3:، نمابر021-4195031-3:تلفن. نویسنده مسئول*
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 ٣٠

(-FAD)      و در نتیجه پراکسیدهیدروژن (H2O2)   تولید می شود 
]3،10.[ 

 در  1928 در    Mulerطفعالیت این آنزیم اولین بار توس      
عصاره حاصل از کشت آسپرژیلوس نایجر گزارش شد و             

در حال  ]. 10[سپس این آنزیم از آسپرژیلوس تخلیص شد          
حاضر گلوکزاکسیداز تجارتی از منابع قارچی نظیر                 

]. 5،11،12[آسپرژیلوس و کلادوسپوریوم تهیه می شود            
گلوکزاکسیداز آسپرژیلوس نایجر آنزیمی است که از دو              

.  کیلودالتون می باشد  150یرواحد تشکیل و وزن مولکولی آن       ز
 بوده که به طور محکم به آن        FADاین آنزیم محتوی مولکول     

هر دو زیرواحد محتوی یک پل دی سولفیدی        . متصل می باشد 
پروتئین دیمر دارای یک شکل تخم مرغی با محتوای         . می باشد

) فحات بتا ص% 18مارپیچ و   % 28( بالایی از ساختمان ثانویه   
ساختمان سوم آنزیم از دو دسته صفحات بتای جدا و            . است

اولین گروه از صفحات بتا      . کاملاً مختلف تشکیل شده است     
 را تشکیل    FADمتصل به    ) ناحیه (Domainقسمتی از    

صفحه بتایی است که متشکل از شش       ، می دهد و دومین گروه   
احاطه رشته غیرموازی بوده و به وسیله چهار مارپیچ آلفا              

این صفحه بتا یک طرف از جایگاه فعال آنزیم را             . می شود
) Dissociation(جداکردن   ]. 3،5،11[تشکیل می دهد      

زیرواحدها تنها در شرایط دناتوره کنندگی امکان پذیر بوده و           
گلوکزاکسیداز .  همراه می باشد  FADبا از دست دادن فاکتور       

توای آسپرژیلوس نایجر یک گلیکوپروتئین بوده و مح             
 درصد وزن مولکولی آنزیم     16 تا   15کربوهیدراتی آن حدود    

 150به طور کلی هر مولکول گلوکزاکسیداز       . را شامل می شود  
واحد قندی دارد که مانوز فراوان ترین آنهاست و گلوکزآمین و          
. گالاکتوز از نظر مقدار در ردیف های بعدی قرار می گیرند            

 -O و    -Nای  بخش های کربوهیدراتی به صورت پیونده       
حذف آنزیمی   . گلیکوزیدی به پروتئین متصل می شوند         

(Enzyme removal)       30 محتوای کربوهیدراتی، به میزان %
، اثر معنی داری بر فعالیت کاتالیتیکی و پایداری آنزیم           %95و  

از طرف دیگر وجود مقادیر بالای کربوهیدراتی در            . ندارد
ست از جمله آنزیم    آنزیم، خصوصیات ویژه ای را به آن داده ا        

را هیدروفیل تر کرده و در نتیجه بعضی از خصوصیات                
غیرمعمول را به آنزیم اعطا می کند که از جمله می توان به                

 :موارد زیر اشاره کرد

 ب ـ پایداری آنزیم     ºC100الف ـ عدم رسوب آنزیم در        
 ج ـ رسوب کردن بسیار کند آنزیم به وسیله          SDS 75/0%در

دـ حلالیت بالای آنزیم در آب و        %  5ک  اسید تری کلرواستی 
نیاز به غلظت بسیار بالای نمک برای رسوب کردن آنزیم              

 ). سولفات آمونیوم% 90 تا 80یعنی (

گلوکزاکسیداز برای بتا ـ دی ـ گلوکز ویژگی بسیار بالا            
داشته با این حال سایر مونوساکاریدها را نیز در سرعت بسیار           

 ].3،5،11[پایین تر اکسیده می کند 

گلوکزاکسیداز از نظر تجارتی . اهمیت آنزیم گلوکزاکسیداز  
 :کاربردهای متنوعی دارد که مهم ترین آنها عبارتند از

 در صنایع شیمیایی برای تولید اسیدهای آلی نظیر اسید           -
 گلوکونیک و همچنین در شوینده ها

 در صنایع غذایی نظیر صنعت نان، حذف گلوکز از پودر           -
بو ،  و غذاها برای دوام و حفظ رنگ       (Dried egg)تخم مرغ   

و هم چنین حذف اکسیژن از آب میوه ها و سبزیجات کنسرو            
 .شده و مایونز جهت جلوگیری از فساد

 مهم ترین کاربرد گلوکزاکسیداز در کیت های آزمون            -
(Test Kits)          و ذی حس گرها می باشد که جهت تعیین کمّی 

آشامیدنی و مایعات   ، ذاییمواد غ ، گلوکز در مایعات بیولوژیکی   
 . به کار می رود(Fermentation liquor)تخمیری 

آرایشی نظیر خمیردندان،      - در صنایع بهداشتی        -
دهان شویه ها، صابون های مایع، کرم ها و لوسیون های محافظ         

 ].5،11[پوست و مو 

های  جداسازی، کلونینگ و بیان این ژن توسط گروه            
 ژن این آنزیم از     1989 در   .ستتحقیقاتی مختلفی انجام شده ا    

 NRRL-3 از آسپرژیلوس نایجر     cDNAطریق تهیه کتابخانه    
          جدا و سکانس شد و ژن ساختمانی گلوکزاکسیداز                  

bp) 1815(         به همراه نواحی غیرکدکننده طرفین آن مشخص 
ژن این   1990 و همکاران در سال       Ferederrick ].8[گردید

از سویه  ،  cDNAومی و   زیم را از طریق تشکیل کتابخانه ژن      آن
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 جمشید راهب و همکاران                          ...                                                     جدا سازی  ژن گلوکز اکسیداز آسپرژیلوس نایجر و

 ٣١

ینگ آن، کلون پس از  جدا و ATCC 9029آسپرژیلوس نایجر
در همین  ]. 6[نددگلوکزاکسیداز نوترکیب را در مخمر بیان کر       

 و همکاران موفق به تولید مقادیر بالای         Whittingtonسال  
آنزیم نوترکیب از طریق کلونینگ ژن این آنزیم و بیان آن در             

 دیگری توسط  در مطالعه ]. 13[ دساکارومیسس سرویزیه شدن  
Kim    ژن این آنزیم از طریق تشکیل         و همکاران، جداسازی 

یک کتابخانه ژنومی از سویه وحشی آسپرژیلوس نایجر             
ACMO4 7[  انجام شد[.  

 در اختیار     آن  تولید ، این آنزیم    ارزش صنعتی   یلدلبه  
 قرار دارد و یا       Sigma و   Rocheهای بزرگی نظیر      شرکت

ت و تولید این آنزیم دارای حق امتیاز ثبت شده            نتایج تحقیقا 
patent باشد که اجازه استفاده از نتایج را به سایر کشورها            می

بنابراین این مطالعه با هدف        . ]5،11[دهد ها نمی  یا شرکت 
کلونینگ ژن این آنزیم انجام شده است        شناسایی، جداسازی و  

در کشور به   م   آنزی  این برای تولید  به عنوان گام اول      که بتواند 
 .کار روده نوترکیب بصورت 

 
 مواد و روش ها 

 از کلکسیون   E.coli  (DH5α) باکتری سویه  .ارگانیسم ها
مرکز ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک و تکنولوژی زیستی تهیه          

از Aspergilluse niger  (ATCC9029)قارچ  . شده است 
 . خریداری شدDSMZشرکت 

م هایی نظیر                      آنزی   .پلاسمیدها، آنزیم ها و مواد           
T4 DNA ligase  ،Taq DNA polymerase   و آنزیم های 

از شرکت سیناژن   ) محصول فرمنتاس  (dNTPمحدودکننده و 
 Agarose gel DNAو   مارکر، وزن مولکولی  . خریداری شد 

extraction kit          محصول شرکت (Roche)   بود              .
Ins T/Aclon Tm PCR product cloning kit  شامل 

محیط .  بود Fermentase فرآورده شرکت     TZ57Rپلاسمید
 حاوی عصاره مالت و        Aspergilluse nigerکشت قارچ 

 . بودMerkپپتون و گلوکز از شرکت 

محیط مایع   . کروموزومی DNAکشت قارچ و استخراج     
گلوکز و پپتون   ،  عصاره مالت    حاوی A. nigerکشت قارچ   

باکتری به محیط کشت      بود و برای جلوگیری از رشد            
محیط کشت در دمای     .  اضافه شد   µg/ml  50آمپی سیلین

 72 تا   48 قرار داده شد و قارچ ها پس از             ºC 24اپتیمم  
سپس سانتریفوژ شده رسوب قارچ، به        . ساعت رشد کردند   

 منتقل شده با آب دی یونیزه استریل شسته        ml 50فالکون های  
 از بافر    DNA خراجشده و دوباره سانتریفوژ شد و برای است        

بدین .  استفاده شد  =SDS)8 (pH  و  EDTAلیزکننده شامل 
 از  ml  5 حدود ml50منظور به رسوب قارچ در هر فالکون         

 30 نوبت هر نوبت     5بافر لیزکننده سرد اضافه و در داخل یخ          
سپس محتویات، به یک هاون چینی        .  شد Sonicateثانیه  

 ازت مایع سائیده شد     استریل منتقل شد و در شرایط استریل با       
سپس . و با مقدار کمی بافر لیزکننده به صورت هموژن درآمد          

 قرار داده   ºC 68فالکون ها در تانک ازت و بعد در بن ماری          
 بار دیگر تکرار شد؛ پس از آخرین مرحله         2مراحل فوق   . شد

به  rpm 3000 شد و در دمای آزمایشگاه در         Shakeنمونه  
  برداشته وml4از محلول رویی . د دقیقه سانتریفوژ ش20مدت 

 5 استات پتاسیم    µl  400در این زمان    . در یخ قرار داده شد    
مولار به فالکون اضافه گردید و پس از مخلوط کردن، یک              

 rpm دقیقه در    20بعد به مدت    . ساعت در یخ قرار داده شد      
سانتریفوژ شد محلول رویی به فالکون جدید منتقل و           3000

پس از سانتریفوژ در    . روپانل اضافه گردید  هم حجم آن ایزوپ   
rpm 13000،              محلول رویی را دور ریخته و رسوب در

TERبافر  شامل   

 A µg RNase10mM Na2 EDTA+1Tris-HCl+  mM 10 
حل شد؛ سپس دوباره ایزوپروپانل اضافه و میکروفیوژ گردید          

نمونه حاصل  .   حل شد  TERو درنهایت رسوب حاصل در       
 .گارز الکتروفورز گردید  آ%1روی ژل 

 برای تکثیر قطعه مربوط به      PCR روش   .طراحی پرایمرها 
  A.niger  ژنومی   DNAژن کدکننده آنزیم گلوکزاکسیداز در      

پرایمرها براساس سکانس منتشر     . مورد استفاده قرار گرفت    
 و همکاران و همچنین          .Frederick SHشده توسط  

Kriechbaum        علاوه بر   و همکاران طوری طراحی شد که 
 را   Hind III و EcoRIسکانس کدکننده سایت های آنزیمی      
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 ٣٢

به ترتیب در ابتدا و انتهای ژن جهت تسهیل در کلونینگ های            
 :سکانس پرایمرها عبارت است از. بعدی فراهم کند

GLO1 (forward): 5'- GAA TTC ATG CAG 
ACT CTC CTT GTG AGC - 3'  

GLO2 (reverse): 5'- AAG CTT TCA CTG 
CAT GGA AGC ATA ATC - 3'  

  PCR هر کدام از پرایمرها،      Tmبا توجه به    . PCRروش  
در   و کمتر انجام شد که       =ºC 67 annealingبا دمای از     

.  باند مورد نظر حاصل شد       = C º56 annealingدمای     
 Corber)تکثیر قطعات نوکلئوتیدی با دستگاه ترموسایکلر       

Research)رفت طبق برنامه زیر صورت گ: 

1مرحله : Denaturation  (94ºC, 5 min)  
2مرحله : (Denaturation 94ºC 1 min, Annealing 56 

ºC 1 min, Extention 72  ºC 2 min) 30 cycle, 

3مرحله  : Final extention (72ºC 5 min)  

4مرحله  : (  25 ºC 1 min) 

برای تخلیص محصول    . PCR خالص سازی محصول      
PCR       1الکتروفورزیس روی ژل آگارز     ، ابتدا با استفاده از  %

 را نشان می دهد با     kb 8/1قطعه مورد نظر که اندازه حدود          
.  استریل منتقل شد   ml 5/1تیغ استریل بریده شد به ویال های       

 Agaros gel DNA Extractionسپس با استفاده از کیت     
 آن  µl 5قطعه مورد نظر مطابق پروتکل کیت، خالص شد  که            

 .صی را نشان می دهدروی ژل، باند مشخ

سلول پذیرا مطابق   ). سلول پذیرا  (cell  Competentتهیه
به طور خلاصه یک کلنی از باکتری      . روش استاندارد تهیه شد   

E. coli    سویه DH5α    به صورت شبانه روزی Overnight 

(O/N)   در ml 3   محیط LB شد  کشت. ml 05/0   از این 
 2ـ3مدت   استریل منتقل و به       LB محیط   ml 20محیط به   

.  قرار داده شد   rpm200 با   ºC37ساعت در شیکر انکوباتور   
 برسد؛ سپس   5/0–4/0 نمونه ها به حدود      ODبه طوری که   

 دور سانتریفوژ شد و پلت      3000 دقیقه در    10نمونه، به مدت    
 سرد   mM 100کلریدکلسیم    ml 15باکتریایی در      

.  بر روی یخ قرار گرفت     h 5/0سوسپانسیون شده و به مدت      
پلت حاصل . د از این مرحله سلول ها مجدداً سانتریفوژ شدند       بع

 گلیسرول استریل،    ml 5/0 کلریدکلسیم سرد و       ml 3در  
 در داخل ویال    µl 200نمونه ها با مقادیر    . سوسپانسیون شد 

ml  5/1   استریل الیکوت تا زمان استفاده در فریزر ºC 70- 
 .نگهداری شد

وی ژن    حا  PCR محصول تخلیص شده         .کلونینگ
 InsT/ACloneTM PCRگلوکزاکسیداز با استفاده از       

product cloning kit    داخل پلاسمید PTZ57R  کلون شد  .
سایت مقاومت به     (bla حاوی مارکر      PTZ57Rپلاسمید  
.  می باشد  α-Complementationو توانایی     ) آمپی سیلین
Ligation        ابتدا با اضافه کردن آنزیم T4 DNA ligase  به 

 به صورت  PTZ57R و وکتور      PCR قطعه    محلول حاوی 
 ligationمحصول  .  انجام پذیرفت  ºC 22شبانه روز در دمای    

 با استفاده از روش     (E. coli, DH5α)به داخل باکتری پذیرا     
در مرحله بعد میزان           . معمول شوک حرارتی، ترانسفورم شد     

µl 100            از باکتری ترانسفورم شده بر روی یک پلیت حاوی 
-Gal Amp, IPTG, X        پخش شد و به صورت شبانه روز در 

به دلیل وجود پدیده                      .  قرار گرفت     ºC37انکوباتور
α-Complementation        در وکتور مورد استفاده، کلنی های 

 مثبت و کلنی آبی منفی قلمداد       Cloningسفید از نظر فرآیند     
اج تعدادی از کلنی های سفید انتخاب و برای استخر        . می شوند

به LB+Amp پلاسمید در مقیاس پایین در محیط مایع             
 .  کشت شدrpm 220 در ºC37صورت شبانه روز در دمای 

 استخراج  .(Restriction analysis)آنالیز پلاسمیدها    
 با استفاده از     (Mini preparation)پلاسمید در مقیاس کم      

 پلاسمیدهای استخراج شده    .روش معمول لیز قلیایی انجام شد     
یعنی (کلنی های سفید در مقایسه با پلاسمید کنترل اصلی           از  

) DH5αدر  ترانسفورم شده    insert بدون   pTZ57Rوکتور  
با توجه به جایگاه های برش روی       . اندازه سنگین تری داشتند  

 Hind III, Eco RIژن و وکتور این پلاسمیدها با آنزیم های        
ضم آنزیمی  بریده شدند و از بین آنها یک پلاسمید که الگوی ه          

مورد انتظار را نشان می داد به عنوان کلون مورد نظر انتخاب             
 .شد
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 نتایج
آسپرژیلوس در محیط    . ژنومیک  DNAکشت و استخراج  

 این  .خوبی رشد کرد  ه  حاوی پپتون، گلوکز و عصاره مالت ب       
 Blakeslees  تحت عنوان فرمول     ATCCمحیط توسط    

با هایی      محیط    نیز   محققین دیگر   . شود توصیه می   
با وجود  ]. 6،7 [اند های مختلف را استفاده کرده      نوفرمولاسی

های   ژنومیک از قارچ    DNAمشکل بودن کشت و استخراج      
 ای این مطالعه نشان داد که روش سونیکاسیون و انجماد           رشته

  DNAتواند به اندازه کافی       در نیتروژن مایع می      و ذوب 
 . در اختیار قرار دهد PCRژنومیک جهت انجام 

         3     2                                      1 

 
 λ2ستون اول  مارکر وزن مولکولی : 1شکل

  قطعه حاوی ژن گلوکز اکسیدازPCRستون دوم و سوم محصول 
 

PCR  ،و   کلونینگ Restriction analysis. طور   همان
 نشان داده شده است با تغییر فاکتور دمای           1که در شکل     

annealing، د مورد انتظار    بان Kb 8/1      در آگاروز ژل 
قطعه مورد نظر پس از جدا کردن . دست آمده الکتروفورزیس ب 
   agarose gel DNA extraction kitاز روی ژل با     

 تخلیص شده در آب مقطر حل شد و           DNA.تخلیص گردید 
       براساس این که در    .  خوانده شد   260ODمیزان جذب در      

1= 260 ODغلظتDNA     حدود µg/ml50 باشد و با     می
 µg /ml 36غلظتی معادل ، ~ Kb 8/1 DNA توجه به اندازه

گراد به مدت     درجه سانتی  22 در    ligation جهت   DNAاز  
 E. coliبعد از ترانسفورماسیون به    . یک شب استفاده شد    

DH5α         سیلین، های حاوی آمپی     و کشت آنها روی پلیت   
X-gal    و IPTG دست ه   سفید ب   کلنی 19مدت یک شب،    ه   ب

از ها و استخراج پلاسمید از آنها،        پس از کشت این کلنی    . آمد
 که از نظر اندازه پلاسمید نسبت به پلاسمید اولیه              هاییکلون

  یک کلون انتخاب و    ) ستون دوم و سوم    2شکل  (تر بود    سنگین
با هضم   .  استفاده شد      Restriction analysisجهت

 قطعات   EcoRI و  Hind IIIهای آنزیماتیک به کمک آنزیم   
و جهت قرار   ) 5 و   4 ستون   2شکل   (،مورد انتظار حاصل  

های  جایگاه. گرفتن ژن در داخل پلاسمید نیز مشخص گردید        
 نشان  3برش و جهت قرار گرفتن ژن داخل پلاسمید در شکل           

 .داده شده است

          5       4       3      2       1 

 
 λ2کولیلستون اول مارکر وزن مو: 2شکل

 ده نشدهی برpTZ57Rد یستون دوم پلاسم

 ده نشدهی به صورت برpTZ57RGOد یستون سوم پلاسم

 Hind ΙΙΙمیده شده با آنزید بریستون چهارم پلاسم

 Eco RΙم یده شده با آنزید بریستون پنجم پلاسم

 

 بحث 
آنزیم گلوکزاکسیداز اولین بار از عصاره گونه آسپرژیلوس        

های متعددی از نظر تولید       رگانیسما سپس میکرو  .تخلیص شد 
گری شدند که آسپرژیلوس     این آنزیم در مقیاس صنعتی غربال     

. ]6،7،8،13 [نایجر بهترین تولیدکننده این آنزیم بوده است         
آنزیم گلوکزاکسیداز کاربردهای متنوعی دارد این آنزیم به            

گر بیولوژیکی گلوکز، نگهدارنده در صنایع          حس عنوان ذی 
 در صنعت نان،      روند تولید اسیدهای آلی     غذایی و در      
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 ].5،11[آرایشی به کار می رود        -شوینده ها، مواد بهداشتی   
دهد که انتقال ژن گلوکزاکسیداز به       تحقیقات جدیدتر نشان می   

های گیاهی در مقابل آفات       تواند به مقاومت پایه     گیاهان می 
به دلایل فوق تولید این آنزیم در اختیار         . ]9،14 [منجر شود 

و یا نتایج تحقیقات و تولید این آنزیم          بوده   های بزرگ  شرکت
باشد که اجازه استفاده      می patentدارای حق امتیاز ثبت شده      

 گرچه مطالعات   .دهد ها نمی   را به سایر کشورها یا شرکت       آن از
اولیه ای بر روی تخلیص و خصوصیات ترمودینامیکی این            

ی بر روی جدا سازی     ، ول ]1،2[آنزیم در ایران انجام شده است       
ژن این آنزیم به منظور تولید آنزیم نوترکیب، این اولین مطالعه            

  بنابراین این مطالعه با هدف شناسایی، جداسازی و          .می باشد
کلونینگ ژن این آنزیم انجام شده است که بتواند برای تولید             

 .کار روده  ب در ایرانآنزیم نوترکیب

های  وسط گروه جداسازی، کلونینگ و بیان این ژن ت          
 ژن این آنزیم از     1989 در   .تحقیقاتی مختلفی انجام شده است    

 NRRL-3 از آسپرژیلوس نایجر     cDNAطریق تهیه کتابخانه    
 bp 1815جدا و سکانس شد و ژن ساختمانی گلوکزاکسیداز          

  ]8[به همراه نواحی غیرکدکننده طرفین آن مشخص گردید          
Ferederrick     از طریق تشکیل    ژن این آنزیم را    و همکاران 

از سویه آسپرژیلوس نایجر      ،  cDNAکتابخانه ژنومی و      
ATCC 9029      در مطالعه   ].6[ند  دکر جدا و کلون  Kim    و  

 ژن این آنزیم از طریق تشکیل یک             همکاران، جداسازی 
  ACMO4کتابخانه ژنومی از سویه وحشی آسپرژیلوس نایجر

لیفیکاسیون ما جداسازی این ژن را از طریق آمپ       . ]7 [انجام شد 
 ژنومیک استخراج    DNA بر روی     PCR روش   ا بهینه سازی ب

 به عنوان الگو  ATCC 9029سویه آسپرژیلوس نایجر شده از
  DNAبا وجود مشکل بودن کشت و استخراج         . انجام دادیم 

 این مطالعه نشان داد که روش        ،ای های رشته  ژنومیک از قارچ  
اند به اندازه کافی      تو سونیکاسیون و لیز در نیتروژن مایع می        

DNA      ژنومیک جهت انجام PCR     هر .  در اختیار قرار دهد
 و  Cassago روش ساده و مؤثری توسط       2002چند در سال    

 ای گزارش  های رشته   از قارچ   DNA برای جداسازی  همکاران
  ].4[ شد

 
 
 
 

 pTZ57RGOنمایش شماتیک پلاسمید . 3شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ده ش پرایمرها بر اساس سکانس ژن گزارش         این مطالعه  در
 و   Kriechbaum و همکاران و    Frederick S. H  توسط

 که ضمن ایجاد       ]6،8 [ طوری طراحی شدند      همکاران
 به ترتیب در ابتدا و       Hind III و  Eco RIهای آنزیمی  جایگاه

 اسید آمینه تشکیل    22انتهای این ژن، سیگنال پپتید ژن که از          
ای   بدون اینکه نواحی غیرترجمه     ؛ست را نیز در برگیرد     شده ا 

اهمیت . شامل شود   PCRژن را در محصول    '3 و '5در انتهای   

سیگنال ترشحی در تولید ژن گلوکزاکسیداز جدا شده از               
نشان و همکاران     Whittongton لاًآسپرژیلوس نایجر را قب   

 .]13 [اند داده

ا فراهم    این امکان ر      pTZ57RGOپلاسمید نوترکیب    
 به سادگی از جایگاه های مختلف      که بتوانیم این ژن را    می سازد  

تحت پروموترهای  آنزیمی برش  زده و در وکتور های بیانی           
 پروکاریوتیک یا یوکاریوتیک کلون        در سیستم های   مختلف

Bla (AMPR) 
GO gene 

EcoRI 

EcoRI 

EcoRI 

BamHI 
HindIII 

pTZ57RGO 
~ 4.7 kb 

~0.95 kb 

~0.88 kb 
HindIII 
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نموده و ضمن ارزیابی این پروموترها در بیان این ژن، بتوانیم            
ولید آنزیم نوترکیب در این      نقش سیگنال پپتید را در هنگام ت       

در این مطالعه برای اولین بار در        ما. ها مشخص نمائیم   سیستم
ایران ژن این آنزیم را از طریق دست ورزی های ژنتیکی به              
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