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 يوتكنولوژيگروه ب ،يدانشكده كشاورز جان،يآذربا يمدن ديدانشگاه شه -2

 
  ده يچك

، HXT1 شـامل  هگـزوز  دهنده انتقال هاي پروتئين كننده كد ژن 20 داراي سرويزيه ساكارومايسس: سابقه و هدف
HXT17،GAL2 ، SNF3 و RGT2 ژن هفـت  ژني، خانواده اين ميان از. باشد مي )HXT7-HXT1 ( در مهمـي  نقـش 
 از سرويزيه ساكارومايسس مخمر ژنوم از HXT2 ژن جداسازي و شناسايي مطالعه اين هدف. دارند الكل توليد فرآيند
 و بيـاني  پلاسـميد  طراحـي  براي اي پايه منظور به مناسب بياني پروموتور داراي وكتور در آن كلونينگ و PCR طريق
  .بود ايران در نوتركيب مخمر نهايتاً

 بـه  و يافـت  تكثيـر  PCR روش بـا  نظر مورد ژن اختصاصي، پرايمرهاي تهيه از پس تحقيق اين در: ها مواد و روش
ــميد ــا pTZ57R/T پلاس ــك ب ــزيم كم ــاي آن ــي ه ــل HindIII و EcoRI برش ــد منتق ــس. گردي ــفورم از پ  ترانس

pTZ57R/THXT2 افـزاري  نـرم  و آنزيمـي  هضم روش با نوتركيب پلاسميد اشيرشياكلي، واسط حد باكتري درون به 
  .گرفت قرار ارزيابي مورد

 داراي بـود  شـده  جـدا  pTZ57R/THXT2 پلاسميد از Restriction Enzyme وسيله به كه HXT2 ژن :ها يافته
 مولكـولي  وزن بـا  پـروتئين  ژن ايـن  كه داد نشان افزاري نرم بررسي. باشد مي آگاروز ژل الكتروفروز در صحيح اندازه

  .باشد مي 3/8 آن ايزوالكتريك نقطه و آمينه اسيد 541 داراي و كرده كد را دالتون كيلو 840/59
 و جـدا  ايراني سويه سرويزيه ساكارومايسس از PCR سازي بهينه طريق از HXT2 ژن مطالعه اين در :گيري نتيجه

 ژنتيـك  مهندسي طريق از ژن اين كلونينگ و جداسازي از گزارش اولين اين. شد كلون پروكاريوتيك، ميزبان يك در
 تخميـر  فرآينـد  طـي  الكـل  توليد راندمان افزايش منظور به بياني وكتور در كلونينگ براي تواند مي كه است ايران در

  .شود برده كار به الكلي
   

  pTZ57R/THXT2 نوتركيب پلاسميد ،HXT2 ژن سرويزيه، ساكارومايسس كلونينگ،: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
 تغييـرات  ژنتيـك  مهندسي و مولكولي ژنتيك علم ظهور با

هاي پيامد يكي از  كه گرفت صورت بيوتكنولوژي در گسترده
 سـرويزيه  ساكارومايسس توسط الكلي تخمير صنعتي بهبود آن
 مخمـر  آن طي كه است بيولوژيكي فرآيند يك تخمير. باشد مي
 بـه  هـا  كربوهيـدرات  تبديل باعث زنده كاتاليزور يك عنوان هب

 سرويزيه ساكارومايسس مخمر امروزه چند هر. شود مي اتانول
 شـده  شـناخته  الكـل  توليد براي برتر ميكروارگانيسم عنوان به

 جامعي اطلاعات صنعتي مقياس در الكل توليد براي ولي است
 هـاي  پژوهش اخير هاي سال در دليل همين به نيست، دست در

 شـروع  الكـل  توليـد  براي مخمرها كاربرد مورد در اي گسترده
 تكنيـك  نظير ملكولي مختلف هاي روش از امروزه. است شده

  :salehamiriii@gmail.com               Email                             09148989735:نمابر 09148989735  :تلفننويسنده مسئول،  *
 3/5/1391:تاريخ پذيرش 21/3/1390 :تاريخ دريافت
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 ساكارومايســس نوتركيــب هــاي اســترين ايجــاد در كلونينــگ
 تخميـر  فراينـد  طـي  الكل توليد راندمان بهبود جهت سرويزيه
 اسـت  گرفتـه  صـورت  سـرويزيه  ساكارومايسس توسط الكلي

 مخمرهـاي  توليد به اي ويژه توجه بيستم قرن انتهاي در]. 1،2[
 ژنتيكـي  ورزي دسـت  و نـژادي  بـه  كمـك  به نوتركيب صنعتي
 با صنعتي هاي استرين ژنتيكي كاري دست. است گرفته صورت
 هيبريداسـيون،  موتاسـيون، ( كلاسـيك  هـاي  تكنيك از استفاده
 ظرفيـت  ماننـد  صـفات  بهبـود  بـه  منجـر ) پروتوپلاست الحاق

 فشـار  بـه  تحمـل  نان، سريع تخمير اتانول، به تحمل تخميري،
 بيولوژي توسعه با. است شده آلي اسيدهاي به تحمل و اسمزي

ــولي ــال بيســت در مولك ــر س ــه اخي ــترده مطالع  روي اي گس
 فرآينـد  در اصـلي  ميكروارگانيسـم  سـرويزيه،  ساكارومايسس

 هـاي  روش ترين مهم از يكي. است گرفته صورت الكلي تخمير
 سال در كه است نوتركيب DNA هاي تكنيك كاربرد نژادي، به

 Dequin and توسـط  1998 سال در و Barre  توسط 1993

Blonding هـاي  روش سـاير  بـا  رقابـت  عرصه وارد و معرفي 
 نشـان  اخيـر  هـاي  سال در ها بررسي]. 2[ شد مولكولي ژنتيك

 مـانوز  فروكتـوز،  گلـوكز،  نظيـر  هگزوزهاي جذب كه دهد مي
 مخمـر ( سـرويزيه  ساكارومايسـس  مخمـر  هـاي  سلول توسط
 غشايي هگزوز هاي دهنده انتقال هاي پروتئين به وابسته) نانوايي

 غشـايي  انتگـرال  هـاي  پـروتئين  جزء ها پروتئين اين. باشد مي
 خودي به و هستند كروي معمولاً انتگرال هاي پروتئين. باشد مي
 پلاسمايي غشاي عرض از قند انتقال. هستند پاتيك آمفي خود
 ساكارومايسـس  در قنـد  متابوليسـم  در ضروري مرحله اولين

 داراي ســرويزيه ساكارومايســس]. 4،7[ باشــد مــي ســرويزيه
 و فروكتوز گلوگز، انتقال كه هستند هگزوز دهنده انتقال چندين
 خـانواده . دارنـد  عهده بر شده تسهيل انتشار طريق از را مانوز

ــال ــده انتق ــزوز دهن ــر در هگ ــامل مخم ــروتئين ش ــاي پ  ه
Gal2p،Snf3p، Rgt2p و Hxt1p-Hxt17p 3،8[ باشــند مــي .[

 هـا  آن تنظـيم  و داشـته  متفـاوتي  بيـان  الگـوي  HXT هاي ژن
 گلـوكز  و باشـد  مـي  دهنده انتقال كينتيك ويژگي تحت شدت هب

 كننـده  حمـل . باشـد  مي ها ژن اين بيان كننده كنترل فاكتور اولين
Hxt2p داراي كننـده  حمـل  اين. دارد اي العاده فوق بيان الگوي 

 ايـن . باشد مي گلوكز براي  Km=10 mM متوسط تركيبي ميل
 در يـا  گلـوكز  غيـاب  در يافتـه  رشـد  مخمر هاي سلول در ژن

 تحـت  ژن ايـن  بيـان  تنظيم. شود مي بيان ،گلوكز پايين غلظت
 فـاكتور،  ايـن  بر علاوه. باشند مي Rgt1 و MigI هاي ژن كنترل

 فيزيولـوژيكي  حالـت  گرسـنگي  اسـمتيك،  فشار مثل عواملي
 Fillion]. 5،6[ دارد تاثير ژن اين بيان در نيز مخمر هاي سلول

ــاران هــم و ــن 1989 ســال در ك ــق از را ژن اي  تشــكيل طري
 سـروزيه  ساكارومايسس سويه از ،cDNA و ژنومي خانه كتاب
 بـا  1990 سـال  در همكاران و آرتور ].9[ كردند كلون و جدا

 سـمت  در HXT2 ژن كـه  دادنـد  نشـان  بلاتينگ ساترن آزمون
 قـرار  سـانترومر  نزديـك  XIII شماره كروموزوم بازوي راست
 و RHO1 هاي ژن با را بالايي همولوژي ژن اين چنين هم دارد

GAL2 كـه  اسـت  اين هدف تحقيق اين در]. 6[ دهد مي نشان 
 بررسـي  ژني ترادف نظر از و كلون صحيح توالي با HXT2 ژن

 سـاختاري،  نظـر  از بعـدي  مطالعـات  در را آن بتـوان  تا گردد
 قبـل  اما. داد قرار بررسي مورد شناختي ايمني و فيزيولوژيكي

 ژنتيـك  مهندسـي  هـاي  روش از اسـتفاده  بـا  بايد كاري هر از
 جفـت  1621 طـول  بـا  نظر مورد ژن تا شود طراحي سيستمي

 بـا  و گـردد  كلـون  مناسب وكتور داخل در و جداسازي بازي
 بيان امكان دهيدروژناز الكل پروموتور حاوي پلاسميد طراحي
 در تـري  بيش الكل توليد ميزان تا كرد فراهم را ژن اين تر بيش
. آيـد  دست هب سروزيه ساكارومايسس توسط الكلي تخمير طي
 را سيسـتمي  تـوان  مـي  سازي سانه هم اين آميز موفقيت انجام با

 خـانواده  ايـن  هاي ژن ساير حاوي پلاسميدهاي ساخت جهت
  .برد كار هب ها ژن اين بيان جهت در و معرفي
 

  ها مواد و روش
 در كـه  بـوده  ايرانـي  سويه سرويزيه ساكارومايسس سويه
 و پـزي  شـيريني  از و شـود  مـي  استفاده پزي شيريني و نانوايي
. باشـد  مي جهاني استاندارد هسوي كي و است شده تهيه نانوايي

 T4 DNA ligase ،Taq DNAنظيـر  هـا  آنـزيم  پلاسـميدها، 

polymerase سـيناژن  شـركت  از كننـده  محـدود  هـاي  آنزيم و 
 Agarose gel DNA extraction و KB ladder شد خريداري
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kit   شـركت  محصـول (Roch) وPCR product cloning kit 

Ins T/AclonTm  پلاسميد شامل pTZ57R شـركت  فرآورده 

Fermentase   اختصاصـي  كشـت  محـيط . بـود YPD  حـاوي 
 شـده  تهيـه  Merck شركت از مخمر عصاره و پپتون دكستروز،

  .بود
 مخمر كشت از پس .سرويزيه ساكارومايسس مخمر كشت

 gr 20دكسـتروز،  gr 10حـاوي  YPD اختصاصـي  محـيط  در

 از اسـتفاده  با ها، كلني تك رشد و مخمر عصاره gr 10و پپتون
 يـك  مـدت  بـه  و منتقل را كلني تك مايع كشت محيط به لوپ
 گـراد  سانتي درجه 27 دماي در انكوباتور شيكر در روز شبانه
 اســتفاده ژنــومي DNA اســتخراج جهــت آن از و داده قــرار
  .گردد مي

 ملكـولي  وزن باDNA  جداسازي براي .DNA جداسازي
 كشـت  محـيط  ليتـر  ميلـي  5 بـه  مخمـر  از كلوني يك ابتدا بالا
 شيكر در روز شبانه يك مدت به و شود مي افزوده  YPDمايع

 رشد تا شد داده قرار گراد سانتي درجه 27 دماي در انكوباتور
 (GTES) استخراج بافر داخل در را حاصله سوسپانسيون. كند

ــه ــاوي كـــ                                    ،mM50 (Tris-Hcl، )mM50 (EDTA( حـــ
)mM1 ( SDSمدت هب گراد سانتي درجه 65 دماي در و ريخته 

 مـدت  هب rpm14000  سانتريفيوژ با. شد داده قرار ساعت يك
 و ريختـه  دور پـاييني  فـاز  شود مي حاصل فاز تا دو دقيقه 10
 ميكروليتـر  يـك  و منتقـل  جديـد  ميكروتيـوب  به بالايي فاز

RNase A  دمـاي  در دقيقه 15 مدت به و اضافه آن به °C37 
-كلروفرم-فنل كمك با آن، از پس. شد داده قرار انكوباتور در

 را حاصـل   3M)، DNA( سـديم  استات بعد و الكل ايزواميل
  .شد داري نگه اتانول در حاصله رسوب و داده رسوب

 بـا  مناسب پرايمرهاي ابتدا . PCRروش و پرايمر طراحي
 تـــــوالي. شـــــدند طراحـــــي زيـــــر ســـــكانس

5´CCAAGCTT1CCATGGGCAACATAATGTCTG
AATTCGC3´ ــه ــوان بـ ــر عنـ ــوبر پرايمـ ــوالي و جلـ  تـ

5´GCTACGAATTC2TCTCTTATTCCTCGGAAAC
TCT3´ برنامـه . شـدند  گرفته نظر در معكوس پرايمر عنوان به 
 در دقيقـه  5 مـدت  بـه  اوليـه  دناتوراسـيون  شامل  PCRانجام

°C95 متـوالي  سيكل 37 انجام و )°C95  دقيقـه،  2 مـدت  بـه 
°C50 دقيقه، 1 مدت به °C72 ثانيـه  30 و دقيقـه  1 مدت به( 
  .بود

 از بعـد  .نوتركيـب  پلاسميد تهيه و الاثر محدود هاي آنزيم
 از پــس شــده كپــي محصــول آر، ســي پــي توســط ژن تكثيــر
 وEcoRI  آنـزيم  دو توسـط  كيـاژن  كيـت  توسط سازي خالص

HindIII پلاسـميد  و آمـد  در چسـبان  انتهاهـاي  صورت به  

pTZ57R/T (Novagen) كننده محدود آنزيم دو همين وسيله هب 
 ژن و وكتور  T4 ligase (Roche)آنزيم توسط و شد داده برش
 ژن داراي pTZ57R/T پلاسـميد . شـدند  الحـاق  ديگـر  يك به

 وكتـور  ايـن  .باشـد  مـي  T7 پرموتور و سيلين آمپي به مقاومت
. گـردد  مـي  فعـال  IPTG القـاگر  توسط كه بوده Lacژن حاوي
 هـا  آن 5´ طرف در كه است بوده اي گونه به آغازگرها طراحي
 و 2( شـماره  ترتيب به HindIII و  EcoRIبرشي هاي سكانس

 محل در درست  ATGآغازي كدون چنين هم. داشت قرار) 1

HindIII  امتداد در خوان هم طور به مربوط ژن تا گرفت قرار 
ــر ــب ب ــتيديني چس ــكانس و (GxHis–Tag) هس ــاني س   پاي

 (T7 Terminator) گيرد قرار.  
 حـاوي  PCR ي شـده  تخليص محصول .ترانسفورماسيون

 InsT/A Clon "product cloningاز اسـتفاده  بـا  HXT2 ژن

kit"   ــه ــل ب ــميد داخ ــون PTZ57R/T پلاس ــد كل . ش
 :بـود  ترتيـب  اين به حرارتي شوك وسيله به ترانسفورماسيون

 دقيقـه،  10 مـدت  به يخ روي بر شده مستعد باكتري دادن قرار
 دادن قـرار  بـاكتري،  ايـن  داخـل  بـه  نوتركيـب  پلاسميد انتقال
 دقيقـه،  20 مـدت  به يخ روي بر وكتور حاوي DH5α باكتري
 ثانيـه،  55 مـدت  بـه  گراد سانتي درجه  42 در حرارتي شوك
 بـه  بـاكتري  حاوي ويال به مايع LB كشت محيط كردن اضافه
 كشـت  سپس ساعت، يك مدت به كردن شيكر ،µl100  ميزان
 حـاوي  آگـار   LBكشت محيط روي بر نوتركيب باكتري دادن
 در گـراد  سـانتي  درجه 37 در انكوبه سيلين، آمپي بيوتيك آنتي
  .شب طول
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 استفاده با كم مقياس در پلاسميد استخراج .پلاسميد آناليز
ــايي ليــز روش از . شــد انجــام DH5α ســويه اكــولاي از قلي

 بـا  مقايسـه  در سـفيد  هاي كلني از شده استخراج پلاسميدهاي
 روي) درجـي  قطعـه  بدون pTZ57R/T وكتور( كنترل پلاسميد

 حـاوي  وكتـور  سپس. داشتند تري سنگين اندازه% 1 آگارز ژل
 و EcoRI هـاي  آنـزيم  بـا  بـرش  هـاي  جايگـاه  به توجه با ژن

HindIII هضم الگوي كه پلاسميدي ها آن بين از و شدند بريده 
 نظـر  مورد كلوني عنوان به داد، مي نشان را انتظار مورد آنزيمي
  .گرديد انتخاب
  

  نتايج
PCR، اســتخراج از پــس: پلاســميد آنــاليز و كلونينــگ 

DNA ژن تكثيـر  منظـور  بـه  آر سـي  پي مخمر، ژنومي HXT2 
 آغازگرهـاي  از اسـتفاده  بـا ) دهنـده  انتقـال  پـروتئين  كننده كد(

 PCR محصـول . گرديـد  اجـرا  H2AR و H2AF شده طراحي
 كـه  داد نشـان  آگـارز  ژل روي بـازي  جفـت  1621 باند يك

 بنــابراين. داشــت NCBI در موجــود HXT2 ژن بــا مطابقــت
 و Primer preming افزارهـاي  نرم با شده طراحي آغازگرهاي
Fast PCR ژن تكثير براي HXT2 اسـت  كـرده  عمـل  صحيح 

ــكل( ــم .)2 ش ــين ه ــم چن ــي هض ــميد آنزيم ــب پلاس  نوتركي
pTZ57R/T-HXT2  برشـي  هاي آنزيم با EcoRI و HindIII 

 مـورد  بياني كاست در صحيح طور به HXT2 ژن كه داد نشان
  ).3 شكل( است گرفته قرار نظر

  
  
  
  
  
  

  
  سرويزيه     ساكارومايسس مخمر از شده استخراج ژنومي DNA .1شكل

  
                                                     

  
 آگارز ژل بر روي PCR  محصول رزوالكتروف از حاصل نتايج .2شكل

  HXT2محصول تكثير شده ژن : 2ستون λ . ماركر  :1 ستون .1%

  
 هضم عمل از آمده دست به محصول رزوالكتروف از حاصل باند: 3شكل

 نوتركيب پلاسميد روي III Hindو EcoRIهاي  آنزيم با آنزيمي

. ماركر :1ستون .%1 آگارز ژلبر روي  سفيد پرگنه از شده استخراج
 پلاسميد:  3ستون. نشده هضم قطعه درجيحاوي  پلاسميد :2ستون

  HXT2 ژن به مربوطبا آنزيمهاي برشي  شده ش دادهبر نوتركيب
  

 نمونه: نوكلئوتيدي ترادف تعيين براي ها نمونه سازي آماده
 مـورد  بانـد  تشكيل از اطمينان و الكتروفورز از بعد شده كلون
 بـا  كـه  پلاسميدي از µl90 منظور بدين. شد ترادف تعيين نظر،
 دسـتگاه  در سـاعت  دو مـدت  بـه  بـود،  شـده  اسـتخراج  كيت

Concentrator گـاه  آن. گـردد  حذف مايع فاز تا شد داده قرار 
 بـه  نوكلئوتيدي ترادف تعيين براي و گذاري نام نظر مورد نمونه
  .گرديد ارسال جنوبي كره كشور ماكروژن، كمپاني

 ساير با آن مقايسه و شده تكثير ژني قطعات ترادف تعيين
 بـه  ارسـال  از پـس  نمونه .ژن جهاني بانك در موجود هاي ژن

 Automatic Sequencer 3730 XLدستگاه با ماكروژن كمپاني
 نتـايج  ،نظـر  مورد ژن توالي تعيين منظور به .شد ترادف تعيين
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 بـا  Chromas الكتروگـرام  فرمـت  بـا  تـرادف  تعيين از حاصل
 پـس  .گرفـت  قرار بررسي مورد Chromas افزار نرم از استفاده

 ايـن  ناقـل،  از قسـمتي  بـه  مربوط جانبي هاي ترادف حذف از
. گرديدند آماده FAST.text فرمت به و شده ويرايش ها ترادف
 شـبكه  در ژن بانـك  در موجـود  هـاي  تـرادف  بـا  ترادف اين

http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)( بلاسـت  جستجوي با و  
  .گرديدند مقايسه
  

  گيري بحث و نتيجه
 هـاي  داده ارزيـابي  و مقايسه به آمده دست هب نتايج از پس
 الـذكر  فـوق  اطلاعـات  و هـا  داده بـا  آمـده  دسـت  هب يابي توالي

 بـراي  مـذكور،  تـوالي  آمـدن  دست هب از پس. شود مي پرداخته
 ابزارهـاي  از اسـتفاده  بـا  نخست آن كاركرد و ماهيت شناخت

 ميــزان BLAST ابــزار مشــخص طــور بــه و بيوانفورمــاتيكي
 و اطلاعـات  بـا  نظـر،  مـورد  تـوالي  هـاي  مطابقت و تشابهات

 سـنجش  مـورد  جهـاني  اطلاعاتي بانك در موجود هاي توالي
 كسـب  از بعـد  شـده  انجام بلاست نتايج تفسير در. گرفت قرار
 عـلاوه  كه اي نكته آمده، دست هب توالي ماهيت و صحت از يقين
 ژن تـوالي  %98 يكساني و %97 تشابه كرد مي نظر جلب آن بر

 گلـوكز  انتقـال  بـراي  بالا تركيبي ميل با 2 هگزوز دهنده انتقال
)HXT2 (ساكاروماييســس ســويه از شــده جــدا نظــر مــورد 

 بانـك  در موجـود  ژن ايـن  مشـابه  تـرادف  با ايراني سرويزيه
 هـاي  تـوالي  مقايسـه ). 1 جدول( باشد مي) NCBI( ژن جهاني

ــدي ــيدي و نوكلئوتي ــك در حاصــله آمينواس ــاني بان  ژن، جه
 نشـان  ديگـر  هـاي  ميكروارگانيسـم  ساير با را زيادي شباهت

 كـه  بود آن نمايانگر HXT2 ژن سكانس ترادف تعيين. دهد مي
 ريبـوزوم،  اتصـال  محـل  ،T7 پروموتور راه هم به بياني كاست
  هيستيديني چسب بر ،)HXT2 ژني قطعه ATG( آغازي كدون

 )6X His tag (بـه  و مناسـب  تـرادف  در پايـاني،  سكانس و 
 بـا  ژن ايـن  شباهت بررسي. گرفتند قرار هم سر پشت صورت
 در HXT2 ژن كـه  داد نشـان  NCBI در موجود هاي ژن ساير
. اسـت  شـده  حفـظ  سـرويزيه  ساكاروماييسس هاي سويه اكثر

 وزن بـا  پروتئينـي  ژن اين كه بود آن از حاكي افزار نرم بررسي

 اسـيد  541 داراي و كـرده  كد را دالتون كيلو 84/59 مولكولي
 3/8 الكتريـك  ايـزو  نقطـه  داراي چنـين  هـم  و باشـد  مي آمينه
 از اسـتفاده  بـا  اولـين  بـراي  توانسـتيم  مـا  نهايت در. باشد مي

. كنـيم  كلـون  صحيح توالي با را ژن اين pTZ57R/T  پلاسميد
 پلاسـميد  در شده كلون HXT2 ژن توالي آناليز تحقيق، اين در

pTZ57R/T  ــا ــتفاده بـــ ــايت از  اســـ ــي ســـ  اينترنتـــ
)www.ncbi.nlm.nih.gov/blast (1621 قطعـه  كه داد نشان 

 كلون ژن چنين هم. است شده كلون پلاسميد اين در بازي جفت
ــده، ــت HXT2 ژن ش ــن HXT2 ژن و اس ــويه اي ــي س  ايران

 بـا  ديگـر  هـاي  سويه HXT2 ژن با سرويزيه ساكاروماييسس
 تـوالي  نظـر  از ژن جهـاني  بانك در M32270 دسترس شماره
 JQ323554.1 دسـترس  شماره با ژن اين. دارد شباهت 100%
 روي بـر  كـه  هـاي  بررسي. است شده ثبت ژن جهاني بانك در

 سرويزيه ساكاروماييسس سويه از شده جدا HXT2 ژن توالي
 داد قرار ما اختيار در را مندي ارزش اطلاعات شد انجام ايراني

 بـا  كـه  ايـن  جملـه  از كرد اشاره چندي مواردي به توان مي كه
 2 هگـزوز  دهنـده  انتقـال  پـروتئين  اي آمينه اسيد توالي بررسي
 از تـا  سـه  بـا  مـذكور  آمينه اسيد توالي كه داد نشان نظر مورد
 accession NC ,دسـترس  هـاي  شـماره  بـا  آمينـه  اسـيد  توالي

001145.2 accession AAFW02000020.1 و accession 

AAFW020176.1 ــيش ژن جهــاني بانــك در موجــود ــرين ب  ت
 براي شده طراحي آغازگرهاي پس. دارد را ساني هم و شباهت
 اسـتخراج  پلاسـميدهاي . هستند اختصاصي HXT2 ژن تكثير
. شـد  تـوالي  تعيـين  )نوتركيب پلاسميد( ها باكتري كلني از شده

 بــراي( pTZ57R/T پلاسـميد  در HXT2 ژن قطعــه كلونينـگ 
 همـه . شـد  تاييد آنزيمي برش و PCR هاي روش با) ژن تكثير
 شـده  ذكـر  پلاسـميد  در فوق قطعه شدن كلون بيانگر ها روش
 پلاسـميدهاي  توليـد  رفـت  پـيش  براي راهي مطالعه اين. بودند

 اين بيان براي. است آينده مطالعه براي ژن اين بيان و نوتركيب
  و ADHI-promoter نظيـر  قـوي  پروموتـور  يـك  به نياز ژن

 GAPDH-promoter باعـث  پروموتورهـا  ايـن  كـه  باشد مي 
 شود مي مخمر هاي سلول توسط هگزوزها جذب ميزان افزايش

 افـزايش  تخميـري  فرآينـد  طي الكل توليد ميزان نهايت در كه

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

                               5 / 8

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1335-fa.html


 نژاد عليرضا تاريو  صالح اميري...                                                    هگزوز دهنده انتقال ژن توالي تعيين و كلونينگ

143 
 

  ژن ژنتيـك  مهندسي روش از استفاده با تحقيق اين در. يابد مي
HXT2 ميـل  بـا  هگزوز دهنده انتقال پروتئين كننده كد عنوان به 
 بررسـي  بـا  اسـت  اميـد . گرديد كلون و جداسازي بالا تركيبي
 آينـده  در احتمالاً ژن اين خانواده ساير و ژن اين روي تر بيش
 تخميـر  طـي  الكل توليد راندمان افزايش جهت نوتركيب مخمر

  .نمود تهيه و طراحي سرويزيه ساكارومايسس
 

Query  71    
TGTCTGAATTCGCTACTAGCCGCGTTGAAAGTGGCTCTCAACAAACTTCTATCCACTCTA  130 
|||||||||||||||||||| ||| || |  ||||||||||| ||||||||||| ||||| 
Sbjct  29 
TGTCTGAATTCGCTACTAGCNGCGCTG-ACNTGGCTCTCAAC-AACTTCTATCC-CTCTA  85 
 
Query  131   
CTCCGATAGTGCAGAAATTAGAGACGGATGAATCTCCTATTCAAACCAAATCTGAATACA  190 
||||||||| ||| |||||| ||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  86 
CTCCGATAGGGCATAAATTATAGACGGATGAATCTCCTATTC-AACCAAATCTGAATACA  144 
 
Query  191   
CTAACGCTGAACTCCCAGCAAAGCCAATCGCCGCATATTGGACTGTTATCTGTTTATGTC  250 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  145   
CTAACGCTGAACTCCCAGCAAAGCCAATCGCCGCATATTGGACTGTTATCTGTTTATGTC  204 
 
Query  251   
TAATGATTGCATTTGGTGGGTTTGTCTTTGGTTGGGATACTGGTACCATCTCTGGTTTTG  310 
||||||| ||||| || ||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  205   
TAATGATGGCATTGGGGGGGTTTGTCTTTGGTGGGGATACTGGTACCATCTCTGGTTTTG  264 
 
Query  311   
TTAATCAAACCGATTTCAAAAGAAGATTTGGTCAAATGAAATCTGATGGTACCTATTATC  370 
||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  265   
TTAATCAAACCGATTTCAAAAAAATATTTGGTCAAATGAAATCTGATGGTACCTATTATC  324 
 
Query  371   
TTTCGGACGTCCGGACTGGTTTGATCGTTGGTATCTTCAATATTGGTTGTGCCTTTGGTG  430 
|||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
Sbjct  325   
TTTCGGACGTCCGGACTGTTTTGATCGTTGGTATCTTCAATATTGGTTGTGCCATTGGTG  384 
 
Query  431   
GGTTAACCTTAGGACGTCTGGGTGATATGTATGGACGTAGAATTGGTTTGATGTGCGTCG  490 
| ||||||||||||| ||||| ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct  385   
GTTTAACCTTAGGACTTCTGGTTGATATGTATGGACGTAAAATTGGTTTGATGTGCGTCG  444 
 
Query  491   
TTCTGGTATACATCGTTGGTATTGTGATTCAAATTGCTTCTAGTGACAAATGGTACCAAT  550 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  445   
TTCTGGTATACATCGTTGGTATTGTGATTCAAATTGCTTCTAGTGACAAATGGTACCAAT  504 
 
Query  551   
ATTTCATTGGTAGAATTATCTCTGGTATGGGTGTCGGTGGTATTGCTGTCCTATCTCCAA  610 
|||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  505   
ATTTCATTGGTAAAATTATCTCTGGTATGGGTGTCGGTGGTATTGCTGTCCTATCTCCAA  564 
 
Query  611   
CTTTGATTTCCGAAACAGCACCAAAACACATTAGAGGTACCTGTGTTTCTTTCTATCAGT  670 
|||||||||||||||| ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| | 
Sbjct  565   
TTTTGATTTCCGAAACAACACCAAATCACATTAGAGGTACCTGTGTTTCTTTCTATCANT  624 
 
Query  671   
TAATGATCACTCTAGGTATTTTCTTAGGTTACTGTACCAACTATGGTACTAAAGACTACT  730 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  625   
TAATGATCACTCTAGGTATTTTCTTAGGTTACTGTACCAACTATGGTACTAAAGACTACT  684 
 
Query  731   
CCAATTCAGTTCAATGGAGAGTGCCTTTGGGTTTGAACTTTGCCTTCGCTATTTTCATGA  790 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  685   
CCAATTCAGTTCAATGGAGAGTGCCTTTGGGTTTGAACTTTGCCTTCGCTATTTTCATGA  744 
 
Query  791   
TCGCTGGTATGCTAATGGTTCCAGAATCTCCAAGATTCTTAGTCGAAAAAGGCAGATACG  850 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  745   
TCGCTGGTATGCTAATGGTTCCAGAATCTCCAAGATTCTTAGTCGAAAAAGGCAGATACG  804 
 
Query  851   
AAGACGCTAAACGTTCTTTGGCAAAATCTAACAAAGTCACCATTGAAGATCCAAGTATTG  910 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  805   
AAGACGCTAAACGTTCTTTGGCAAAATCTAACAAAGTCACCATTGAAGATCCAAGTATTG  864 
 
Query  911   
TTGCTGAAATGGATACAATTATGGCCAACGTTGAAACTGAAAGATTAGCCGGTAACGCTT  970 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  865   
TTGCTGAAATGGATACAATTATGGCCAACGTTGAAACTGAAAGATTAGCCGGTAACGCTT  924 
 
Query  971   
CTTGGGGTGAGTTATTCTCCAACAAAGGTGCTATTTTACCTCGTGTGATTATGGGTATTA  1030 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  925   
CTTGGGGTGAGTTATTCTCCAACAAAGGTGCTATTTTACCTCGTGTGATTATGGGTATTA  984 
 
Query  1031  
TGATTCAATCCTTACAACAATTAACTGGTAACAATTACTTCTTCTATTATGGTACTACTA  1090 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  985   
TGATTCAATCCTTACAACAATTAACTGGTAACAATTACTTCTTCTATTATGGTACTACTA  1044 
 
Query  1091  
TTTTCAACGCCGTCGGTATGAAAGATTCTTTCCAAACTTCCATCGTTTTAGGTATAGTCA  1150 

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1045  
TTTTCAACGCCGTCGGTATGAAAGATTCTTTCCAAACTTCCATCGTTTTAGGTATAGTCA  1104 
 
Query  1151  
ACTTCGCATCCACTTTCGTGGCCTTATACACTGTTGATAAATTTGGTCGTCGTAAGTGTC  1210 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1105  
ACTTCGCATCCACTTTCGTGGCCTTATACACTGTTGATAAATTTGGTCGTCGTAAGTGTC  1164 
 
Query  1211  
TATTGGGTGGTTCTGCTTCCATGGCCATTTGTTTTGTTATCTTCTCTACTGTCGGTGTCA  1270 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1165  
TATTGGGTGGTTCTGCTTCCATGGCCATTTGTTTTGTTATCTTCTCTACTGTCGGTGTCA  1224 
 
Query  1271  
CAAGCTTATATCCAAATGGTAAAGATCAACCATCTTCCAAGGCTGCCGGTAACGTCATGA  1330 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1225  
CAAGCTTATATCCAAATGGTAAAGATCAACCATCTTCCAAGGCTGCCGGTAACGTCATGA  1284 
 
Query  1331  
TTGTCTTTACCTGTTTATTCATTTTCTTCTTCGCTATTAGTTGGGCCCCAATTGCCTACG  1390 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1285  
TTGTCTTTACCTGTTTATTCATTTTCTTCTTCGCTATTAGTTGGGCCCCAATTGCCTACG  1344 
 
Query  1391  
TTATTGTTGCCGAATCCTATCCTTTGCGTGTCAAAAATCGTGCTATGGCTATTGCTGTTG  1450 
             
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1345  
TTATTGTTGCCGAATCCTATCCTTTGCGTGTCAAAAATCGTGCTATGGCTATTGCTGTTG  1404 
 
Query  1451  
GTGCCAACTGGATTTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCCTTCATTACAAGTGCAA  1510 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1405  
GTGCCAACTGGATTTGGGGTTTCTTGATTGGTTTCTTCACTCCCTTCATTACAAGTGCAA  1464 
 
Query  1511  
TTGGATTTTCATACGGGTATGTCTTCATGGGCTGTTTGGTATTTTCATTCTTCTACGTGT  1570 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1465  
TTGGATTTTCATACGGGTATGTCTTCATGGGCTGTTTGGTATTTTCATTCTTCTACGTGT  1524 
 
Query  1571  
TTTTCTTTGTCTGTGAAACCAAGGGCTTAACATTAGAGGAAGTTAATGAAATGTATGTTG  1630 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1525  
TTTTCTTTGTCTGTGAAACCAAGGGCTTAACATTAGAGGAAGTTAATGAAATGTATGTTG  1584 
 
Query  1631 
AAGGTGTCAAACCATGGAAATCTGGTAGCTGGATCTCAAA  1670 
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
 
Sbjct  1585 
AAGGTGTCAAACCATGGAAATCTGGTAGCTGGATCTCAAA  1624 

  

  
  تشكر و قدرداني
بـاهنر كرمـان    ديدانشـگاه شـه   ياز معاونت محترم پژوهش

 ـو  فراهم نمـودن امكانـات ا   يمال تيبخاطر حما پـژوهش    ني
  .گردد يم يتشكر و قدردان مانهيصم
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Introduction: Saccharomyces cerevisiae has 20 genes that encode hexose transporter proteins including 

HXT1 to HXT17, GAL2, SNF3 and RGT2. Among these gene families, seven genes (HXT1-HXT7) have 
important role in alcohol production. The aim of this study was the identification and isolation of HXT2 
gene from Saccharomyces cerevisiae genome by PCR technique and cloning into vector containing suitable 
expression promoter in order to design expression vector as a basis to produce recombinant yeast by 
transformation. 

Materials and Methods: After designing specific oligonucleotides primers, fragment gene amplified by 
PCR. Gene HXT2 inserted into pTZ57R vector by restriction enzymes EcoRI and HindIII and T4 ligase. 
After transformation of pTZ57R/THXT2 into E.coli, plasmid recombinant analysis considered. The final 
further analysis by restriction enzymes digestion and software were evaluated. 

Results: HXT2 gene isolated from pTZ57R/THXT2 has correct size in agarose gel electrophoresis. 
Electrophoresis analysis showed that this gene has correct size on agarose gel. Software study showed that 
this gene encode proteins with 59.84 KDa molecular weight having 541 amino acids with isoelectric point 
8.3. 

Conclusion: HXT2 gene by PCR optimization from saccharomyces cerevisiae was isolated and cloned 
into prokaryotic host. This is the first report of isolation and cloning of this gene by using genetic 
engineering technique in IRAN that can be used for cloning into suitable expression vector to improve 
alcohol fermentation yield. 

 
Keywords: Cloning, Saccharomyces cervesiae, Gene HXT2, Recombinant plasmid of pTZ57R/THXT2 
 

* Corresponding author: Fax: +98 9148989735; Tel: +98 9148989735 
salehamiriii@gmail.com 

   138-144

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
04

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-1335-fa.html
http://www.tcpdf.org

