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 در باسيلوس پوميلوسكلونينگ و بيان ژن آنزيم ضد قارچ نوتركيب كيتيناز 
  168 باسيلوس سوبتيليس

  
  *(Ph.D)غلامرضا احمديان ، (M.Sc)ميثم احمدي زيدآبادي  ،(M.Sc)مصطفي كشاورز 

    ، گروه ژنتيك مولكوليپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري
 

  چكيده 
ترين پلي ساكاريدهاي طبيعي اسـت كـه جـزء اصـلي             ساكاريد خطي و يكي از فراوان     كيتين، پلي   : سابقه و هدف  

كننده كيتين به اجزاء مونـومري و   اصلي كاتاليز هاي كيتينازها، آنزيم .  از موجودات است   ياريساختار ديواره سلولي بس   
 ف از اين تحقيق كلونينـگ و    هد. دنند به عنوان يك عامل ضد قارچ طبيعي استفاده شو         نتوا مي و   هستند آن    اليگومري

با محصولات   گزيني آن  جاي قارچي و  هاي كيتيناز در باكتري باسيلوس سوبتيليس در درمان عفونت        بيان ژن نوتركيب  
  .بودزا  سنتزي و سرطان

 pDHAFBژن كيتيناز باسيلوس پوميلوس با طراحي پرايمرهاي مناسب در وكتور الحاقي به ژنـوم               : ها مواد و روش  
سازه ساخته شده با استفاده از كراسينگ اور دوگانه به درون ژن آميلاز كروموزوم باسيلوس سوبتيليس                . دكلون گردي 

  .كرد آن بررسي گرديد عمل  القا گرديد وIPTG منتقل و بيان آن توسط 168
 ـ   بيان ژن با ايجـاد هالـه در اطـراف كلـوني           . سازه نوتركيب حاوي ژن كيتيناز توليد گرديد       :ها يافته اكتري هـاي ب

  .عنوان منبع كربن مشاهده گرديده نوتركيب روي محيط حداقل شامل كيتين ب
كرد آنـزيم كيتينـاز نوتركيـب و تجزيـه           دهنده عمل  ايجاد هاله در محيط حداقل حاوي كيتين نشان        :گيري نتيجه

 هاي قارچي انـسان و     تواند به عنوان ماده موثر درمان عفونت       باشد كه با توجه به اين خاصيت ضد قارچي مي          كيتين مي 
  .گردد هاي زيستي استفاده در دفع آفات و آلاينده ماده ايمن

   
   درمان، پوستي قارچيها يماري، بكي ژنت، اورنگي كراسناز،يتي كن،يتيك: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
شناســي  وكتورهــاي الحــاقي ابزارهــاي مهمــي در زيــست

فراينـد الحـاق، نـواحي      . مولكولي باسيلوس سوبتيليس هستند   
سـان بـر روي      هاي هـم   وسيله توالي  هب خاصي در كروموزوم را   

اگـر يـك تـوالي همـسان       . دهـد  پلاسميد، مورد هدف قرار مي    
وجود داشته باشد، يك كراس اوور يگانه كل كروموزوم را بـه            

اگر دو توالي همسان وجود داشـته       . كند ناحيه هدف، الحاق مي   
ها روي نقاط مرتبط نزديك به هم روي كروموزوم          آن باشد؛ و 

هـاي الحـاقي      در نتيجه كراس اوور دوگانه كاسـت       قرار گيرند؛ 

الحـاق وكتورهـاي    . شـود  هاي كروموزومي ايجاد مي    بين هدف 
براي اولـين   ) همولوگوس( سان كلونينگ از طريق نوتركيبي هم    

يانگ در دانـشگاه  .اي.آزمايشگاه فرانك  در1978بار در سال  
  ].1[روچستر انجام گرفت 

Shimotsu و  Hennerهاي ژني   الحاق كاستاين متد را با
هـا   آن. به نواحي معيني از باسيلوس سوبتيليس گسترش دادند       

راه با ماركر  و سپس آن را هم را ساختند trp-lacZ ژن ادغامي
آمـيلاز   -آلفا دست ژن  انتخابي در بين نواحي بالادست و پايين      

پس  .در روي وكتور الحاقي، وارد كردند      باسيلوس سوبتيليس، 
 يون در باسيلوس سوبتيليس، ناحيه مركـزي از       از ترانسفورماس 

  :gholamrezaahmadian@yahoo.ca   Email                                021 - 44580395:نمابر 09124187608  : نويسنده مسئول، تلفن*
]   5/6/1390 :   تاريخ پذيرش4/10/1389:  تاريخ دريافت
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هايي كـه حـاوي ژن ادغـامي و     با كاست  (amyE) ژن آميلاز
بعـد از آن اسـتفاده از       . گزين گرديد  ماركر انتخابي بودند، جاي   

هـاي   شناسي مولكـولي و مهـارت     وكتورهاي الحاقي در زيست   
به طور وسيعي گسترش     آزمايش بر روي باسيلوس سوبتيليس    

  ].2 [يافت
اسـتيل  - ان ]4-1 [ساكاريد خطـي مـرتبط بتـا       كيتين، پلي 

جـزء اصـلي سـاختار ديـواره سـلولي       GlcNAc گلوكز امـين 
ــارچ ــا و اســكلت ق ــي ه ــاي ب ــد حــشرات و  ه ــان، مانن مهرگ
اصــلي  هــاي كيتينازهــا، آنــزيم]. 7-4 [پوســتان اســت ســخت
كه  كننده كيتين به اجزاء مونومري و اليگومريش هستند؛         كاتاليز

 هـا، گياهـان،    هـا شـامل بـاكتري       وسيعي از ارگانيسم   در طيف 
گياهان كيتينازها را به عنوان      .شود ها و حشرات يافت مي     قارچ

بـه علـت    . كننـد  زا توليد مـي    هاي بيماري  دفاعي بر عليه قارچ   
شود، پيشنهاد گرديد كه از      داران يافت نمي   كه كيتين در مهره    اين

هـاي قـارچي     ونـت خاصيت مهاركنندگي كيتيناز در درمان عف     
گيـر محـصولات     هـاي همـه    خطر بالقوه بيمـاري   . استفاده شود 

هـاي   چـه در روش    بنـابراين آن  . زراعي امروزه نيز وجود دارد    
كننـده   هاي جديد كد   مهندسي ژنتيك نياز است، ارائه ژن      جديد

كيتينازها يكي از چنـين كـلاس       . قارچي است  ضد ميكروبي و  
كننـده   هاي هيدروليز  نده آنزيم ها كدكن  اين ژن . باشد هايي مي  ژن

هـا و اسـكلت     در كيتين ديواره سـلولي قـارچ       4-1زنجيره بتا   
هـا   بعضي ديگر از ارگانيـسم     و خارجي در حشرات، نماتودها   

كرد ضد قارچي    در نتيجه، كيتينازها داراي عمل    . ]12،13 [است
ها پاتوژن    هايي هستند، كه انواعي از آن      بر عليه چنين ارگانيسم   

كش عوارض جانبي زيست محيطـي       طبيعي قارچ  مواد .هستند
زايـي بـراي انـسان و ديگـر          سرطان مانند خطرات بهداشتي و   

دهنـد   مي ها نشان  بررسي .]14،15 [ندارد موجودات غير هدف  

كه با ايجاد جهش در دمين اتصال كيتـين بـه كيتينـاز، فعاليـت           
 Pheبا Trp687 گزيني تواند افزايش يابد، مثال با جاي آنزيم مي

تري به كيتين در محلول حاوي       تواند با اتصال قوي    ، كيتيناز مي  
توانـد در    متصل شود و ايـن مـي      ) نمك طعام  M2 (نمك زياد 

سازي آنزيم اسـتفاده     ساخت ستون كروماتوگرافي براي خالص    
از جملــه  نــشان داده شــده اســت كــه تغييــرات ديگــر. گــردد
و نـسخه از ژن  زايي در عناصر تنظيمي و يا وارد كردن د    جهش

  ].16 [به ژنوم ميزبان در افزايش بيان ژن كيتيناز نقش دارد
در اين مطالعه ژن كيتيناز باسيلوس پوميلوس با استفاده از          

كرومـوزوم باسـيلوس     وكتورهاي الحاقي به درون ژن آمـيلاز      
بيان . القا گرديد IPTG  منتقل و بيان آن توسط168سوبتيليس 

هـاي بـاكتري      اطـراف كلـوني    اين ژن توسـط ايجـاد هالـه در        
عنوان منبع كربن    هنوتركيب بر روي محيط حداقل شامل كيتين ب       

  .مشاهده گرديد
 

  ها مواد و روش
 XhoI و SphI هـاي محـدودگر    آنزيم.مواد مورد استفاده

 New England Biolabs Inc. (Beverly, Mass) متعلق به شركت

 ز شركتا DNA polymerase و T4 DNA Ligase آنزيم. بود

Roche  شـده كارخانـه    كـه طبـق شـرايط توصـيه     تهيه گرديد
 پلاسـميدي و كيـت اسـتخراج    DNA تخليص. استفاده گرديد

DNA ــركت ــد Roche از ش ــداري ش ــل  خري ــوادي از قبي م
 -سيتوبيوز، كيتـين خـالص، كربوكـسي متيـل         -نيترو فنيل  پارا

خريـداري   Sigma Aldrich كيتين، پروتئين اسـتاندارد كـه از  
 آمـده   1هاي باكتريايي مورد اسـتفاده در جـدول          سويه. يدگرد
  .است

  سويه هاي باكتريايي مورد استفاده در اين تحقيق .1جدول 
 سويه ها خصوصيات منبع

Ahmadian et al., 2007 Chitinase chiS coding gene Bacillus pumilis SG2 
Kunst et al., 1997 trpC2 B. subtilis 168 
Invitrogen Life Technologies  اشريشيا كلي  M15 

Invitrogen Life Technologies F- Φ80dlacZΔM15 endA1 recA1 
gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK

- mK
+) supE44 

relA1 deoR Δ (lacZYA-argF) U169 

 DH5α  اشريشيا كلي
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   آنزيم هاي محدود الاثر و شاين دالگارنو پرايمرهاي مورد استفاده در تحقيق و توالي آنها همراه با نواحي اثر .2جدول 
 نام توالي توضيحات

پرايمر بالادست در بالاي ژن كيتيناز حاوي 
 شاين دالگارنو و فاصله انداز بهينه شده

 1AAA                   SphG GATTTGCAGGAGGAAACTAG’ GGGT5
       Shine-Dalgarno        spacer  start codon 

 

ChiSF1J 

 CCCACTCTCTCTTTATC GAG’ GG GCA5 ر پايين دست در پاببن ژن كيتينازپرايم
                    xhoI                                           

ChiSR1J 

  E 5’-GCGCCCG-GGTAGTGGTGCTTACGATGپرايمر بالادست ژن آميلاز 
 

AFSma-
4F 

-E 5’-GCTCTAGA-CAATATCAGCATCCTTGCAG ABXAپرايمر پايين دست ژن آميلاز 
5R 

 

به عنوان يك وكتور الحـاقي       pDHAFB. پلاسميد الحاقي 
  .در اين آزمايش استفاده گرديد

  هــاي  از محــيط.هــا بيوتيــك هــاي كــشت و آنتــي محــيط
 LB Brath و LB Agar  ليتـر    ميكروگرم بـر ميلـي  30حاوي

بيوتيك جهت كلونينگ استفاده گرديـد و بـراي بيـان ژن             آنتي
مـورد بررسـي قـرار     LB Brath هاي مختلف  محيطمورد نظر
عنـوان     اسـتفاده بـه    سـيلين و كانامايـسين مـورد        آمپي. گرفت
  . سيگما خريداري شد بيوتيك از شركت آنتي

 پرايمرهاي فرادست و فرودست پس از طراحـي         .پرايمرها
دو .  آمده اسـت   2و آناليز كامپيوتري سنتز گرديد و در جدول         

لونينگ كيتيناز و دوتاي پاييني براي ابتدا       پرايمر بالايي براي ك   
دو پرايمر بالايي براي كلونينگ     . اميلاز طراحي گرديد   انتهاي و

امـيلاز طراحـي     انتهـاي  كيتيناز و دوتاي پاييني بـراي ابتـدا و        
ــد ــزايش . گردي ــراي اف ــشگاهي،   DNA ب ــرايط آزماي در ش
  . انجام گرديد4 و 3طبق جدول   PCRها واكنش

  
  و مقدار آنهاPCR  ورد نياز در واكنشمواد م. 3جدول 

 مواد مقدار

 10X PCRبافر   ميكرو ليتر5

 dNTPs Mi 1mM    ميكرو ليتر4

 Mgso4 50 mM  ميكرو ليتر3

 پيكو مول بر ميكرو ليتر10بالا دستپرايمر  ميكرو ليتر3

 بر ميكرو ليترمولپيكو10دستپايينپرايمر  ميكرو ليتر3

  پلي مراز Pfu DNAنزيم آ  ميكرو ليتر5/0

 ) 100ng)cDNAالگو   ميكرو ليتر3 

 )آمپولي(آب مقطر ميكرو ليتر5/28

 حجم نهايي  ميكروليتر50

 به همراه تعداد سيكل و زمان و درجه   PCR مراحل واكنش .4جدول 
  حرارت لازم براي هر مرحله

  تعداد
 ها سيكل

زمان 
 )دقيقه(

درجه 
 حرارت

 مرحله

 ره كردن اوليهدناتو 95 4 1

35 

1  
1  
1 

95  
46  
72 

 دناتوره كردن

  اتصال
 تكثير

 تكثير نهايي 72 5 1

  
 هــاي پلاســميدي از ســتون DNA ســازي بــراي خــالص

jetquick (Genomed, Löhne Germany)  استفاده گرديد.  
افزار  با استفاده از نرم و NCBI ها در تجزيه و تحليل توالي 

  .م گرفتانجا (DNASTAR) آناليز توالي
   .كلي نوتركيب به درون باكتري اشريشيا DNA ترانسفورم

هاي باكتريايي   پس از انجام مراحل ليگاسيون و تهيه سلول       
درون  همستعد، محصول ليگاسيون با استفاده از شوك حرارتي ب        

  .ها منتقل شد سلول
 در (sigma)  گرم از كيتين1 .سازي كيتين كلوئيـدي  آماده

ml  12 از HCL  در دمايغليظ°C 4 شـود  هم زده و حل مي 

ml 400            از اتانول سرد خالص اضافه و در دماي اتاق هم زده
 دقيقـه  20بـه مـدت    xg6000  روز بعـد كيتـين در  . شـود  مي

 شـسته  7تنظيم شـده   pH با dH2O بار با 3يابد و  رسوب مي
  .شود مي
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ــداقل  ــيط ح ــراي  1مح ــوبتيليس ب ــيلوس س ــري باس  ليت
 طبيعــي باســيلوس ســوبتيليس بــا ترانــسفورماسيون بــا روش
  :شود دستورالعمل زير تهيه مي

 gr14                      K2HPO4  
gr6                   KH2PO4    
gr 2      (NH4)2SO4                         
gr 1   Trisodium citrate                             

            gr 2/0      MgSO4.2H2O                                
gr 15       Agar                                  
با غلظت  CaCl2 و MgCl2, ZnSO4, FeCl3 كمي مقدار

از كيتـين   Ml40. شـود  در انتهـا اضـافه مـي     6M-10 نهـايي 
 محـيط . گردد  اضافه مي  %2/0 براي غلظت نهايي  % 5كلوئيدي  

BSS با اتوكلاو در دماي°C 121  اسـتريل   دقيقـه  15به مدت
بـا فيلتـر    casein hydrolysate ياCasamino acids . گردد مي

سرد براي رسـيدن بـه    BSS شود و سپس به محيط استريل مي
  .شود اضافه مي 1/0% (w/v) غلظت نهايي

 ترانسفورم كردن طبيعـي بـاكتري باسـيلوس سـوبتيليس    

.(Natural transformation) ــن روش ــلول در اي ــه س  تهي
 ـ. گيـرد  ماسيون هم زمان صورت مي  مستعد و ترانسفور   طـور   هب

خلاصه ابتدا يك كلني تك از پليت كشت شبانه جـدا و از آن              
، LB  يك پـيش كـشت، در محـيط   ،)ml5  (در حجم كوچكي

 بـا  37، لولـه در   (Overnight) تهيه گرديد و براي يك شـب 
از محيط پـيش   ml 5/0 روز بعد. حركت دوراني قرار داده شد

اسـتريل جديـد    LB محيط كـشت  ml50 هكشت، براي تلقيح ب
 بـراي مـدت چنـد       C37°كار رفت و اجازه رشد باكتري در         هب

اسـتفاده   Baffled هـاي  در اين روش از ارلن    . ساعت داده شد  
رسـاني بهتـري را بـراي        هوا, كه به علت شكل خاص     شود مي

  نانومتر بايد  600باكتري در طول موج     . سازد باكتري فراهم مي  
از كشت باكتريايي به فـالكن   ml 35 سپس. برسد OD 3/0 به

 دقيقـه و در  14، بـه مـدت   rpm 3000 در دور ,استريل منتقل
در ايـن روش از     . گراد رسوب داده شد    درجه سانتي  25 دماي

به منظور مـستعد كـردن    TF2 و TF1 هاي دو محيط فقير به نام
 در  رسوب حاصل،در مرحله نخست. شود ها استفاده مي سلول

ml 1  محيطاز TF1  حل شد سپس به بقيه محيط  TF1  منتقـل
 rpm سپس در دور. باشد ml 100 حجم ارلن بايستي. گرديد

بـا   OD600=2.6  درجـه، تـا رسـيدن بـه    37و در دماي  70
بـه   TF1 از محـيط  ml 1 سـپس . حركت دوراني قرار داده شد

و در  rpm  40بـا دور  ml 200 ارلـن  در منتقل وTF2  محيط
 سـاعت، بـا     2 تـا    1,5گراد، بـه مـدت       انتي درجه س  37دماي  

 از محـيط  ml 5/0 در انتهـا بـه  . حركت دوراني قرار داده شـد 
TF2مقدار ، µg 2/0 تا µg 1،DNA  در ويـال   گرديد و اضافه

 37و در دماي     rpm 40 اي استريل، در دور     يا لوله شيشه   5/1
 ساعت با حركت دورانـي      2 تا   5/1گراد به مدت     درجه سانتي 

 دقيقـه،   3، به مـدت     rpm 3000 ها با دور   سلول. ده شد قرار دا 
 100رسـوب داده شـد و رسـوب، در           گراد  درجه سانتي  4در  

اي اسـتريل، روي پليـت       ميكروليتر محيط حل و با ميله شيشه      
پليت كشت حـداقل    . بيوتيك مناسب پخش گرديد    حاوي آنتي 

هـاي مـورد انتظـار در         ساعت جهت رشـد كلنـي      16 به مدت 
در صورت رشد    .قرار داده شد   گراد  درجه سانتي  37آنكوباتور  

 .گردند هاي مولكولي آناليز مي ها با روش ها، باكتري كلني

 
  نتايج

هاي  با پرايمرهاي طراحي شده، جايگاه     PCR بعد از انجام  
در پرايمرهـاي فرادسـت و       XhoIو   SphI هـاي  برش با آنزيم  

 ـ      جداگانه طراحي گرديد،   دست فرو ا دو  عمل هـضم آنزيمـي ب
و وكتـور    PCR براي قطعات حاصـل از     XhoIو   SphIآنزيم    

 T4 DNA از آنـزيم  Ligationسـپس جهـت   . انجـام گرفـت  

Ligase           استفاده گرديد در ادامه طي مراحل شوك گرمـايي E-

coli  ،لـي  ك  اشريشيا اولين ترانسفرم به باكتري     ترانسفورم گرديد
و بر روي    .دست آوردن پلاسميد نوتركيب انجام گرفت      هبراي ب 
سـيلين كـشت داده      بيوتيك امپـي     حاوي آنتي  LB-agarمحيط  

عنوان كنتـرل منفـي      ههاي مستعد بدون ناقل نيز ب      سلولاز  . شد
  .استفاده گرديد

. اثبـات كلونينـگ   بـراي  Quick check)(بررسي سـريع  
ــم    ــاس ك ــميد در مقي ــتخراج پلاس و ) Minipreparation(اس

  Jumping مـشاهده    بـراي % 1 در ژل آگاروز     DNAاستخراج  
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تـوان در    را مـي   E.coliهاي مثبـت در      پيدا كردن كلون   پرش و 
  .مشاهده كرد 1 شكل

بـراي تائيـد    . اثبات كلونينگ با استفاده از بـرش آنزيمـي        
ــميد     ــاز در پلاس ــاختارهاي كيتين ــگ س ، pDHAFBكلونين

 بـرش   HindIIIتـر بـا آنـزيم        پلاسميد با وزن مولكولي بـيش     
 MCS  يكـي در   HindIIIه جايگاه بـرش     جا ك   آن از. خورد مي

ــاز ــري در ژن كيتينـ ــور و ديگـ ــدود (وكتـ ــاه حـ   در جايگـ
 bp 750 (در بالاي باشد، برش با اين آنزيم يك باند تقريباً        مي 

  .)2شكل ( كند  ايجاد ميbp 750باند 
  
  
  
  
  
  
 كه   pDHAFB-chis  ژل آگاروز نشان دهنده پلاسميد نوتركيب.1 شكل

  جدا و با روشMinipreparation) (د در مقياس كم با استخراج پلاسمي

Quick check پلاسميدهاي نوتركيب وزن مولكولي . گرديد  بررسي
 كنند تري نسبت به وكتور خالي داشته وآهسته تر روي ژل حركت مي بيش

  )اولين رديف از سمت چپ(
  
  
  
  
  
  
  
  
پلاسميد  در (ChiS)ژل آگاروز نشان دهنده تاييد كلونينگ كيتيناز . 2شكل

pDHAFB .هايي با وزن مولكولي بيشتر در آزمايش  كلونيjumping  با 

 HindIII  داراي  3-2هاي  رديف. خورد برش ميpDHAFB-chiS 
  . در سمت راست قرار گرفته است(λHindIII) گر  موقعيت نشان. باشند مي

  
ــوبتيليس   ــيلوس س ــي باس ــسفورماسيون طبيع  .روش تران

 پلاسميدي هـستند كـه بـا روش         سازه هاي مثبت حاوي   كلون

ــرم خــالص-فنــل ــا روش   كلروف ــد؛ ســپس ب ســازي گرديدن
ترانسفورماسيون طبيعي بـه باسـيلوس سـوبتيليس ترانـسفورم          

در اين روش با رشد بـاكتري در محـيط حـداقل آن را              . شدند
ها  ترانسفورم شده. كنند  خارجي مستعد مي DNAبراي دريافت   

ــاوي   ــار ح ــت آگ ــاب كلر µg/ml 10روي پلي ــل انتخ امفنيك
  .شوند مي

. 168به ژنوم باسيلوس سـوبتيليس   ) ChiS(انتقال كيتيناز   
كـل   .اري گرديـد  گـذ    نام ChiSژن كيتيناز باسيلوس پوميلوس     

ژن كيتينـاز در جايگـاه       به وكتور الحاقي منتقـل و      chiSاپران  
MCS   وكتور pDHAFB       كه تحت كنترل پرومـوتر pSPAC  و 

بـه ژنـوم باسـيلوس       و  گرفـت  گـردد قـرار     القاء مي  IPTGبا  
  . الحاق گرديد168سوبتيليس 
 و’ 5سان در انتهـاي       منطقه هم  2شامل   pDHAFBوكتور  

بنـابراين، تـوالي    . سـت ا E (amyE) لوكوس آمـيلاز  ’ 3انتهاي  
 2بـه جايگـاه بـين       ) MCS(سازي   كلون شده در جايگاه كلون    

ــه لوكــوس  جايگــاه هــم  باســيلوس amyEســان اضــافه، و ب
كرد ژن آميلاز    عمل طي كراس اوور دوگانه الحاق و     سوبتيليس  

E 3شكل ( رود از بين مي(.  
  
  
  
  
  
  
 نشان  دهنده سازه ساخته شده  مورد استفاده درانتقال ژن كيتيناز . 3 شكل

  .168باسيلوس سوبتيليس   amyEبه لوكوس 
  

هــاي  ســويه. PCRاثبــات الحــاق كيتينــاز بــا اســتفاده از 
شان اسـتخراج و     شد كرده و ژنوم    ساعت ر  8نوتركيب در مدت    

جهـت ژن   . شوند  به عنوان الگو استفاده مي     PCRبراي واكنش   
 است، اگر پرايمرها به لوكـوس راسـت         E كيتيناز خلاف آميلاز  

دهـد امـا بـراي        مي kb 3 باندي در حدود     PCRالحاق شوند،   
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هاي وحشي باسـيلوس سـوبتيليس       ها و سويه   ترانسفورم نشده 
  .)4شكل ( شود ميهيچ باندي مشاهده ن

  
  
  
  
  
  
  
 و اسـتفاده از   PCRهـا را بـا انجـام     تـوان ترانـسفورم شـده     مي. 4 شكل

پرايمـر طراحـي     ( . بررسـي كـرد    AFSma-4F و   ABXA-5Rرايمرهاي  
 بانـدي  168گونه وحشي باسيلوس سوبتيليس   ). Eشده از بيرون ژن آميلاز      

و در آن   قطـع  مي دهند وترانسفورم شده ها ايـن ژن را bp  2577با طول 
 بـراي   ABXA-5Rپرايمـر   . دهنـد  گيرد؛ بنابراين باندي بالاتر مي     قرار مي 
 براي  انتهـاي ژن    ChiSR1J  و پرايمرEدست  لوكوس آميلاز ناحيه بالا

هاي صحيح   براي ترانسفورم شده PCRمحصولات  اند كيتيناز طراحي شده
  . مي دهند3kbباندي در حدود 

  
 دسـته از    E2از بـه لوكـوس آمـيلاز        براي تاييد ورود كيتين   

 نـشان   5موقعيت پرايمرها در شكل     . شوند پرايمرها استفاده مي  
  . داده شده است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
 E هاي كيتيناز به لوكوس آميلاز ژل آگاروز نشان دهنده ورود ژن. 5 شكل

 و    ABXA- 5R  از پرايمرهايPCRدر واكنش . از باسيلوس سوبتيليس
 chiSR1Jرديف . شود ها به عنوان الگو استفاده مي انسفورم شده و ژنوم تر

   گونه وحشي است7هاست و رديف    ترانسفورم شده1-6

 بـا اسـتفاده از      PCRتـر الحـاق، واكـنش        براي تاييد بيش  
طراحـي شـده بـراي    ) ChiSF1J and ChiSR1J(پرايمرهـاي  

ها بانـدي    ترانسفورم شده  .ژن كيتيناز، انجام شد   ’ 3 و’ 5 ناحيه
 دادند كه متناظر با طـول كامـل ژن كيتينـاز            kb 8/1حدود  در  
  .)6شكل ( باشد مي

  
  
  
  
  
  
  

  
و  chiSR1J   وchiSF1J انجـام شـده، از پرايمرهـاي    PCR در .6شكل 

  kbيك باند در حدود. ها به عنوان الگو استفاده گرديد ژنوم ترانسفورم شده
  .شود  در عكس ديده مي8/1
  
  
  
  
  
  
  

اين (  رشد كرده اندCICهايي كه بر روي پليت  ه ترانسفورم شد.7 شكل
 در غلظت IPTG كيتين كلوئيدي، 2/0%  آگار به علاوه LBمحيط شامل 

  ). كلرامفنيكلμg/ml 8 و 1mMنهايي 
  

  هاي ترانسفورم شده با ژن كيتيناز كرد باكتري بررسي عمل
سـازه پلاسـميدي ترانـسفورم شـده در          هاي حـاوي   كلون

 µg/ml 10ي پليــت آگــار حــاوي باســيلوس ســوبتيليس رو
ها  سپس برخي از ترانسفورم شده     .شوند كلرامفنيكل انتخاب مي  

ــين ــت كيت ــه پلي ــار-ب   كلرامفنيكــل و µg/ml 10حــاوي ( آگ
Mm IPTG  1 (منتقل گرديدند .IPTG هر ژني را تحت كنترل 

گـذاري در     روز گرمـا   3بعد از   . كند القاء مي  pSPACپروموتر  

1 2 3 4 5 6

1    2   M   3   4   5   6  
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هـايي كـه ژن كيتينـاز بـه          طراف كلوني ، هاله در ا   C30° دماي
  .)7شكل ( قابل مشاهده است شان وارد شده، داخل ژنوم

هايي وجود دارند كـه پـس از         ها در اطراف كلوني    اين هاله 
در سازه  Pspacاز پروموتر ) ChiS( بيان كيتيناز IPTGافزودن 

pDHAFB-chiS روز  2ها بعد از تلقيح      پليت. كنند القاء مي   را 
  .شوند گهداري مين C30°در 

  
  گيري بحث و نتيجه

فعاليت كيتينازي باسيلوس سوبتيليس با كشت روي محيط        
تواند از كيتـين بـه       كه مي  براي مشخص كردن اين    كيتين حاوي

 .شــود عنــوان تنهــا منبــع كــربن اســتفاده كنــد، مــشخص مــي
توان با مشاهده مناطق     هايي با فعاليت كيتينازي را مي      ارگانيسم

باسيلوس . شده در پليت كيتين آگار، تشخيص داد      شفاف ايجاد   
اين محيط، بعد از چنـد       ها مناطق شفاف واضحي در     سوبتيليس

 قطـر هالـه حتـي در      . كنند ، ايجاد مي  C30°ساعت و در دماي     
°C4  دهنده اين است كه اين سـويه،        يابد و نشان   نيزافزايش مي

كند كه حتي در دمـاي كـم هـم فعـال             كيتينازي قوي توليد مي   
ژن كيتيناز بـاكتري باسـيلوس پـوميليس بـه باسـيلوس            . است

 كه سيستم شناخته شده ژنتيكـي دارد      ) trpC2(168سوبتيليس  
و بـه   ) يابي شده است    توالي اين ژنوم در طي پروژه ژنوم كاملاً      (

هـاي بيولـوژي مولكـولي اسـتفاده         طور معمول در آزمايشگاه   
دهنـد كـه     ميچنين نشان    اين نتايج هم   .شود شود الحاق مي   مي

باسيلوس پوميلوس توسط سيستم ترشحي      توالي نشانه كيتيناز  
ايجاد هاله در اطـراف     . شوند شناسايي مي  باسيلوس سوبتيليس 

دار  هاي حاوي كيتيناز نوتركيب در محيط حـداقل كيتـين          كلون
دهنده تجزيه و مصرف كيتين به عنوان منبع كربن توسـط            نشان

اي  كرد تجزيـه    اين مقاله عمل   در .باشد هاي نوتركيب مي   باكتري
آنزيم كيتيناز نوتركيب در محيط حاوي كيتين نـشان داده شـد،            

 تري در آينده لازم اسـت كـه بيـان و           تر و دقيق   تحقيقات بيش 
گيـري   كمي اندازه  مقدار آنزيم كيتيناز نوتركيب به طور دقيق و       

هاي مختلف بـه عنـوان يـك         آنزيم كيتيناز در ارگانيسم   . گردد
ها  رقابتي بر عليه اجزاي كيتيني ساير ارگانيسم       اعي و عامل دف 
آنزيم كيتيناز در انسان و پستانداران در مقابله بـا          . كند عمل مي 

هـاي   كننـده عفونـت    دار مثل عوامل ايجاد    عوامل پاتوژن كيتين  
با توجـه بـه ايـن خـصوصيات         . قارچي و نماتودي نقش دارد    

 ي قـارچي و   هـا  هاي ايمن در درمـان عفونـت       كش توليد قارچ 
كننده بـه سيـستم دفـاعي بـدن انـسان يـك              محصولات كمك 

از . شـود  ضرورت است، كه با توليد كيتيناز نوتركيب محقق مي        
كش طبيعـي   تواند به عنوان يك آفت    طرفي كيتيناز نوتركيب مي   

زا  هاي سنتزي و سرطان    كش گزين آفت  محصولات زراعي جاي  
  .داردتغذيه انسان اثر سوء  گردد كه بر سلامت و

  
  قدرداني تشكر و

ت از پژوهــشگران و يــن صــندوق حمايمولفــان از مــسئول
بـه پـروژه     (ي كمك مـال   يك برا ي ژنت ي مهندس يپژوهشگاه مل 

  .ندينمايمانه تشكر ميصم ) 89001191شماره 
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Introduction: Chitin, a linear polysaccharide and is one of the most abundant natural polysaccharides is 

the main component in numerous of organisms. Chitinase enzymes are essential enzymes catalyzing the 
conversion of chitin to its monomeric or oligomeric components, therefore, chitinase can used as a natural 
antifungal agent. The purpose of this study is cloning and expression of recombinant chitinse gene in 
Bacillus subtilis in the treatment offungal infection effects and replacement with carcinogenic and synthetic 
products. 

Materials and Methods: Chitinase gene of Bacillus.pumilus was cloned to integrate vector Pdh5 
Through designed the appropriate pimers.built construct using dual crossing over for transferred into the 
amylase gene (amyE) of Bacillus subtilis168; and its expression was induced by IPTG and its function was 
evaluated. 

Results: Recombinant construct containing chitinase gene was produced. Gene expression by creating 
halo around the recombinant bacteria colonies in minimal media including chitin as carbon source was 
observed. 

Conclusion: Create a halo containing chitin in the minimal media represents the performance of 
recombinant chitinase enzyme to catalyze the chitin. Considering antifungal property can be effectively 
treated as a matter of human fungal infection and safe substance to excretion biological pest and pollutants. 

  
Key words: Chitin, Chitinase, Crossing over, Genetic, Dermatomycoses, Therapy 
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