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Aim: Lignocellulosic biomass such as agricultural wastes (corn stover, sugar beet pulp and citrus 

peel) is a widely abundant and attractive source for the production of biofuels and chemicals.  

biofuels are sources of clean and renewable energy that are considered as a potential substitute for 

non-renewable oil fuels. various methods and processes have been tested by scientists and 

researchers in this field and the most favorable conditions for producing biofuels from biomass. 

however, this biomass has not been fully exploited in many parts of the world for biofuel 

production, especially in developing countries, and there is little relation with crop residues and 

forest and waste in this area. so much work is still needed to replace fossil fuels with biofuels from 

biomass. lignocellulosic waste biomass such as cassava peels, sugar beet pulp, and Ulva lactuca 

are suitable materials for bioethanol synthesis. 

D-xylose, is the second most abundant sugar in lignocellulosic hydrolysates. Nowadays, 

considerable efforts have been made to expand microbial cell factories to use D-xylose for the 

production of value-added chemicals. D-1,2,4-butanetriol (BT) is an extremely important 

intermediate chemical, is widely used in many fields, such as pharmaceuticals, paper, polymer 

materials, and military applications.A molecule 1,2,4-butanteriol (BT) is a polyol with unique 

chemical properties, which has a stereocenter and can be divided into D-BT (the S-enantiomer) and 

L-BT(the R-enantiomer). BT is widely used in the military industry, medicine, tobacco, polymer.  

A synthetic pathway involving four enzymes—D-xylose dehydrogenase (XDH), D-xylonate 

dehydratase (XD), 2-keto acid decarboxylase (KDC), and aldehyde reductase (ALR)—has been 

proposed and implemented to produce BT from D-xylose, highlighting its significant role in 

bioproduction. And because in most studies, the xylonate dehydratase was used in the case of 

Caulobacter.crescentus, and given the very high genetic similarity between Caulobacter.crescentus 

and Caulobacter.vibrioides, the aim of this study is to clone and express xylonate dehydratase gene 

of C.vibrioides in the E.coli. For this purpose, the research was carried out with the aforementioned 

methods. 

Material and methods:  The xylonate dehydratase gene was retrieved from the NCBI database and 

amplified using PCR with specific primers after extracting the C. vibrioides genome. The piece of 

the gene was cloned in the pET28 expression vector and then transferred to the E.coli prepared cells 

using chemical methods. After the induction of the cells, recombinant protein expression was 

examined using SDS-PAGE. Results: By using restriction enzymes, Colony PCR and sequencing, 

the cloning process and the entry of the gene into the pET28 expression vector was confirmed. The 
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presence of the recombinant protein was tested by SDS-PAGE gel with a molecular weight of 

approximately 68 KDa and the expression rate of the recombinant protein, estimated by Image J 

software, was 54 percent.  

Conclusion: The bioproduction of butanetriol requires the construction of a metabolic pathway 

consisting of several enzymes. The presence of the bacterium E.coli as the target strain and the use 

of cheap substrate such as xylose-containing biomass and the existence of the enzyme xylonate 

dehydratase are essential for the production of high-speed and high-volume D-1,2,4 butanetriol.    
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 چکیده  واژگان کلیدی

D-زایلوز 
 زایلونات

 بوتان تری ال
زایلللللللونلللات  

 دهیدراتاز
 یلاشریشیا ک

 

ی ذرت، تفاله چغندر قند و پوست مرکبات(، ولزی مانند ضایعات کشاورزی )ساقهزیست توده لیگنوسل هدف:
-D یک منبع بهطور گسترده فراوان و بالقوه جذاب برای تولید سوختهای زیستی و مواد شیمیایی است.قند
زایلوز دومین قند فراوان در هیدرولیز لیگنوسلولزی میباشد. امروزه تلاشهای قابل توجهی برای گسترش 
کارخانجات سلولی میکروبی بهمنظور بهکار گرفتن از D-زایلوز برای تولید مواد شیمیایی با ارزش افزوده صورت 
گرفته است. ترکیب آلی D-4,2,1 بوتان تری ال )D-1,2,4-butanetriol( )BT( یک ماده شیمیایی حد 
واسط مهم است که بهطور گسترده در بسیاری از زمینهها مانند داروسازی، کاغذ، مواد پلیمری و کاربردهای 
نظامی استفاده میشود. با توجه به اهمیت بسیار زیاد تولید زیستی BT، یک مسیر مصنوعی که توسط چهار 
مرحله زایلوز دهیدروژناز، زایلونات دهیدراتاز، 2-کتواسید دکروکسیلاز و آلدئید ردوکتاز کاتالیز میشود جهت 
تولید BT  از D-زایلوز پیشنهاد شده و بهکار گرفته میشود. از آنجاییکه در اکثر مطالعات انجام شده از ژن 
زایلونات دهیدراتاز کلوباکتر کرسنتوس استفاده شده است و با توجه به این که کلوباکتر کرسنتوس و کلوباکتر 
ویبریوئیدس شباهت بسیار بالای ژنی دارند، هدف از انجام این مطالعه کلون سازی و بیان ژن زایلونات دهیدراتاز 
از کلوباکتر ویبریوئیدس در ای. کلی میباشد. مواد و روشها: توالی ژنی D-زایلونات دهیدراتاز از باکتری 
کلوباکتر ویبریوئیدس از بانک اطلاعاتی NCBI بهدست آمد و بعد از استخراج ژنوم ک. ویبریوئیدس که از 
Polymerase ( بانک سلولی خریداری شد، با طراحی پرایمرهای اختصاصی به کمک واکنش زنجیرهای پلیمراز

Chain Reaction  )، 28قطعه ژنی در وکتور بیانی  شد.تکثیر  ژن مورد نظرpET  کلون گردید و سپس با
استفاده از روش شیمیایی به سلولهای مستعد سویه ای. کلی Rosetta-gami (DE3(   انتقال داده شد. 
پس از القا سلولها، بیان پروتئین نوترکیب به وسیلهی SDS-PAGE بررسی گردید. نتایج:  با استفاده از 
آنزیمهای محدودالاثر و تکثیر ژن به کمک واکنش زنجیرهای پلیمراز  )Colony PCR( و توالی یابی، فرآیند 
  SDS-PAGE تایید شد. وجود پروتئین نوترکیب توسط pET28 کلونینگ و ورود قطعه ژنی به وکتور بیانی
Image  با وزن مولکولی حدود 68 کیلودالتون بررسی گردید و میزان بیان پروتئین نوترکیب، توسط نرم افزار
J ،54 درصد تخمین زده شد. نتیجه گیری: تولید زیستی بوتان تری ال نیازمند ساخت یک مسیر متابولیکی 
متشکل از چند آنزیم میباشد. حضور باکتری E.coli بهعنوان سویه هدف و استفاده از سوبسترای ارزان قیمتی 
همچون بایومس حاوی زایلوز و حضور آنزیم زایلونات دهیدراتاز برای تولید BT با سرعت و میزان بالا ضروری 

 میباشد که نتایج مطالعات این پژوهش میتواند در این راستا موثر باشد. 

 22/02/1403تاریخ دریافت: 

 26/05/1403تاریخ بازنگری: 

 03/06/1403 تاریخ پذیرش:
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 مقدمه  -1

ها، پلیمرها، لیپیدهای کاتیونی و تولید داروهای ضدکلسترول یک ماده شیمیایی مهم در نرم کننده بوتان تری ال D-1,2,4 ماده

است )1(. یکی از مهمترین کاربردهای آن تولید بوتان تری ال تری نیترات میباشد. بوتان تری ال تری نیترات یک نرم کننده 

پر انرژی در ترکیبات پیشرانه و مواد منفجره است که قابلیت جایگزینی با نیتروگلیسیرین سنتی در زمینه نظامی را دارد. بوتان 

تری ال تری نیترات مزایای بیشتری مثل حساسیت کمتر به شوک، پایداری حرارتی بالاتر و فراریت کمتری نسبت به 

نیتروگلیسیرین دارد )2(. بوتان تری ال در حال حاضر با احیای شیمیایی مالیک اسید با استفاده از سدیم بور هیدرات تولید 

میشود )3(. این فرایند تولید شیمیایی مقدار زیادی نمک بورات را بهعنوان محصول جانبی تولید میکند که برای محیط زیست 

بسیار آلوده کننده است. اگرچه سایر کاتالیزورها از جمله کرومیت مس و روبیدیوم برای تولید بوتان تری ال در دسترس هستند. 

احیای کاتالیزوری نیازمند شرایط سخت مانند فشار و دمای بالا میباشد، علاوه بر این محصولات جانبی ناگزیر تولید شده که 

بازده تولید بوتان تری ال را کاهش میدهد. اخیرا توسعه فرایند تولید زیستی بوتان تری ال بهدلیل مقرون به صرفه بودن و 

ایمنی بالا توجه فراوانی را به خود جلب کرده است )4و5و6(. دی زایلوز یا شکر چوب ترکیب اصلی زایلانها است که بخش 

عمدهای از دیواره سلولی گیاهان را تشکیل میدهد )7( . این قند پنتوز، کلیدی ترین و دومین قند فراوان غیر خوراکی میباشد 

که در واقع 30 تا 40 درصد از قندهای قابل بازیافت از زیست توده گیاهی را شکل میدهد )8(. توانایی میکروارگانیسم ها برای 

استفاده از قند های لیگنوسلولزی میتواند برای تولید سوختهای زیستی و شیمیایی مانند گلیکولیک، گلوتاریک، دی هیدروکسی 

بوتیریک اسید به عنوان اسید آلی و مونو اتیلن گلایکول، بوتان دی ال و بوتان تری ال بهعنوان الکل مورد بهرهبرداری قرار گیرد 

)9(. جای تعجب نیست که بسیاری از میکروارگانیسمهای مختلف برای تبدیل زایلوز به محصولات مختلف مورد بررسی قرار 

 ،)XIP( ؛ مسیر ایزومراز)گرفته اند. به طور کلی سه مسیر برای تجزیه دی زایلوز در میکروارگانیسمها توصیف شده است )10و11

 مسیر اکسو ریداکتیو )ORP(، مسیر اکسیداتیو زایلوز)XOP( که خود شامل دو مسیر ویمبرگ و دامز میباشد )12-17(.

اند که با استفاده ساخته شده یهمچون قارچ و باکتر ،بینوترک یهاهیسو سمیو متابول کیژنت یبا روش مهندس ریاخ یهادر سال 

با توجه به اهمیت تولید زیستی  .باشندیم لوزیال از زا یمواد مختلف از جمله بوتان تر دیفوق قادر به تول یهامیو آنز رهایاز مس

BT  یک مسیر سنتتیک توسط چهار مرحله زایلوز دهیدروژناز(XDH)  و زایلونات دهیدراتاز(XD)  کتواسید دکربوکسیلاز -2و

(KDC ) و آلدئید ردوکتاز(ALR )زایلونات دهیدراتاز  میآنزشود. کاتالیز می(XD) یکه ط باشدیم یمهم و کاربرد یهامیاز آنز 

 دهیدراتاسیونعمدتا قادر به آنزیم  نی. اکندیم لیتبد لوناتیزا-D یدئوکس -3کتو-2را به  ناتلویطرفه زا کیواکنش  کی

به آن مختلف دارد که  یتیو فعال یکینتیک یژگیو ختلفم یباکتر یهادر گونه به علاوه ؛باشدیم زایلونات، آرابونات،گالاکتارات

راحتی قابل به یکینامیز لحاظ ترمودا  KJ/mol 100- ( حدودΔG) بسیآزاد گ یبا انرژ میآنز نیواکنش ااشاره خواهد شد. 

 انجام است )18(. 

شود، ژنوم یک باکتری گرم منفی و الیگوتروف است که به طور گسترده در محیط های آب شیرین یافت می کلوباکتر کرسنتوس

باشد که در شرایط محیطی مختلف مثل کمبود حاوی چندین خوشه ژنی مییابی شده و مشخص شده است که این باکتری توالی

. یکی از یافته های قابل توجه توالی یابی ژنوم، عدم وجود (19)کند مواد غذایی و یا تغییرات شدید محیطی بقای خود را حفظ می

از طریق مسیر متفاوت  کرسنتوسکلوباکتر نشان داد که جذب دی زایلوز در مساله است. این  ORPو XIPژن همولوگ برای 

عنوان تنها منبع کربن رشد کرد، بیان ژنهای زایلوز به حضور کند. تجزیه و تحلیل رونویسی این باکتری هنگامی که درعمل می
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کدکننده آنزیمهای هیدرولیتیک )زایلوزیدازها و هیدرولازها( را نشان داد و یک خوشه ژنی که در ابتدا پیش بینی شده بود که 

 آنزیمهای مسیر ویمبرگ را رمزگذاری میکند )20(. 

عنوان به ای. کلی. با در نظر گرفتن باشدیم میمتشکل از چند آنز یکیمتابول ریمس کیساخت  ازمندیال ن یبوتان تر یستیز دیتول

سویه هدف و استفاده از زایلوز به عنوان سوبسترا و حضور آنزیم زایلونات دهیدراتاز برای تولید BT با سرعت و میزان بالا ضروری 

میباشد. زیرا آنزیمهای دهیدراتاز)YagF,YjhG( موجود در باکتری ای. کلی از نظر کینتیکی پرقدرت نمیباشند. علاوه بر آن، 

سلول در شبکه متابولیسمی خود به این آنزیمها نیاز دارد و دخالت دادن این آنزیمها در مسیر متابولیسم اضافه باعث کاهش 

رشد و فعالیت سلول میزبان میشود. بنابراین ایجاد مسیر متابولیسمی مصرف سریع زایلونات با استفاده از کلونسازی و بیان ژن 

زایلونات دهیدراتاز از کلوباکتر ویبریوئیدس در سویه ای. کلی، هدف این پروژه بوده است. مشابه این پروژه پیش از این در ایران 

 انجام نشده است و دستاوردهای حاصل از این پژوهش قبلا در کشور کار نشده است.

 مواد و روش ها -2

 DH5α ای. کلی هایبوده، سویه (+)pET28 aپلاسمید به کار برده شده در این مطالعه  های باکتری:پلاسمید و سویه

عنوان سویه کلون سازی و ای.کلی Rosetta-gami B (DE3 ( بهعنوان سویه بیانی و باکتری کلوباکتر ویبریوئیدس  برای به

 تکثیر ژن مورد نظر مورد استفاده قرار گرفتند.

گرم بر LB  (10 کشت از محیط ژن و القای بیاندر مراحـل کلونینـگ و سـاخت سازواره  ای.کلی برای محیط کشت باکتری:

استفاده شد که در صورت نیاز به آن  آگار دارمایع و گرم بر لیتر عصاره مخمر(  10گرم بر لیتر سدیم کلرید،  5لیتر تریپتون، 

لیتر افزوده شد. برای رشد کلوباکتر ویبریوئیدس از محیط میکروگرم بر میلی 50بـا غلظـت نهـایی کانامایسین آنتی بیوتیـک 

بر   pHو برای تنظیم  O2H4.7MgSOگرم بر لیتر  2/0گرم بر لیتر عصاره مخمر،  1گرم بر لیتر پپتون،  2R  (2 830 کشت

  استفاده شد.  (4HPO2K) دی پتاسیم هیدوژن فسفاتاز محلول  7 عدد روی

منظور تکثیر قطعه ژنی xylD با استفاده از PCR، با استفاده از نرم افزار  Snapدر این پژوهش به :xylDتکثیر قطعه ژنی 

Gene 5.2 و همچنین دانلود فایل توالی ژنی کلوباکتر ویبریوئیدس از سایت NCBI به شماره دستیابی NC-011916.1 و با 

توجه به آنزیمهای موجود و جایگاه برش آنها در وکتور  pET28، دو پرایمر با جایگاههای برش Nde1 و Hind111  طراحی 

گردید. ژنxylD ، یک ژن در باکتری ای.کلی است که کد کننده آنزیم زایلونات دهیدراتاز میباشد. این آنزیم در متابولیسم زایلوز 

نقش دارد و به تبدیل زایلونات به محصولات واسطهای دیگر در مسیر متابولیکی کمک میکند. در پژوهشهای مربوط به 

زیستتبدیل و بیوتکنولوژی، این ژن و آنزیمهای مربوط به آن مورد مطالعه قرار میگیرند تا بتوانند کارایی و کاربریهای صنعتی 

 و تحقیقاتی خود را بهبود بخشند. 

درون وکتور،  lacIو پروموتر  xylDو نیز به منظور خلاف جهت قرار گرفتن قطعه ژن  pET28در نظر گرفتن فریم کلی وکتور  با 

 جفت باز 30، با اندازه  xylD-Hind111-Rو پرایمر  جفت باز 32و به اندازه  Nde1با جایگاه برش  xylD-RBS-Fپرایمر 

مورد بررسی قرار گرفت. به  Oligo Analyzerساختار و مشخصات این دو پرایمر توسط نرم افزار  (.1انتخاب گردید )جدول

که دانسیته نوری در طول موج اینرشد کرده و پس از  830R2در محیط کشت  کلوباکتر ویبریوئیدسمنظور استخراج ژنوم، 
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600 نانومتر به 2 رسید، استخراج ژنوم با استفاده ازکیت استخراج DNA )شرکت  GTP(، صورت گرفت. سپس با استفاده از 

پرایمرهای طراحی شده و روش PCR تکثیر ژن زایلونات دهیدراتاز)xylD( به طول 1794 جفت باز از ژنوم استخراج شده باکتری 

ک. ویبریوئیدس صورت گرفت. شرایط واکنش زنجیرهای پلیمراز، ابتدا بهمدت 5 دقیقه در 95 درجه سانتیگراد واسرشت سازی 

اولیه انجام گرفت. سپس 30 ثانیه در 95 درجه سانتیگراد واسرشت سازی، 30 ثانیه در 53 درجه سانتیگراد اتصال، 2 دقیقه 

در 72درجه سانتیگراد گسترش برای 10 چرخه انجام شد و بلافاصله 30 ثانیه در 95 درجه سانتیگراد واسرشت سازی، 30 

ثانیه در 57 درجه سانتیگراد اتصال و 2 دقیقه در 72 درجه سانتیگراد گسترش برای 20 چرخه انجام گرفت و در نهایت 5 

 دقیقه در 72 درجه سانتیگراد گسترش نهایی انجام گرفت. پس از انجام واکنش محصولات PCR روی ژل آگارز برده شد.

 

 xylD- Hind111 –R ,  xylD-RBS-F رایمر های طراحی شده اختصاصیپ: 1 جدول

 MTدمای 

(basic) 

دمای 

 اتصال
  پرایمر GCدرصد 

°0/92 c °87 c 8/43 % 5’GATATACATATGAGATCCGCCTTGTCTAACCG 3’ 
xylD-RBS-

F: 

 پیشرو

°0/92 c °87 c 3/53 % 5’ CTCCAAGCTTCCTTCGCATCAGTGGTTGTG 3’ 

xylD- 

Hind111 -

R: 

 معکوس

ــتفاده از   xylDپس از تکثیر ژن زایلونات دهیدراتاز )    :pET28در وکتور  xylDکلونینگ ژن   ــویه ، PCR( با اسـ   ای.کلی سـ

DH5α  حاوی وکتورpET28   ــط ــد و پس از آن وکتور موجود، توس ــت داده ش ــتخراج وکتور کش ــتخراج  تیکبه منظور اس اس

ای که طراحی های محدود کننده،  با استفاده از آنزیمpET28پس از استخراج وکتور  د.ش)یکتا تجهیز آزما( جداسازی  پلاسمید

ــورت گرفت، یعنی توالی پرایمرها با توجه به آن ، وکتور و قطعه ژن آنزیم زایلونات دهیدراتاز  Hind111و  Nde1های آنزیمها ص

(xylDــدند ــلول 1) شــکل گرفتبین وکتور و قطعه ژن صــورت  اتصــال در مرحله بعد .(، برش داده ش ( و پس از آن با تهیه س

ستع  سیون     DH5α ای.کلی دم سفورما ها  ، با ظهور کلنیxylDب حاوی ژن ی. پس از انتقال وکتور نوترکشد انجام   ، مرحله تران

شــدند. پس از تایید حضــور ژن آنزیم   اســتفاده PCRروی پلیت آگار حاوی کانامایســین، چندین کلنی مشــخص و برای کلنی 

ــتفاده از کلنی pET28-xylDوکتور نوترکیب) درزایلونات دهیدراتاز  ــور قطعه ژن ، بهPCR( با اس منظور اطمینان کامل از حض

 Nde1 برش آنزیمی توســط آنزیمهای محدود کننده ،PCR درون وکتور نوترکیب و نیز عدم بروز جواب مثبت کاذب در کلنی

وHind111 انجام شد. برای این منظور ابتدا استخراج وکتور از سویه باکتری ای.کلی DH5α صورت گرفت و سپس روی وکتور 

ضور قطعه ژن       xylD درون وکتور pET28 نوترکیب،  سومین مرحله برای تایید ح شده، برش آنزیمی انجام پذیرفت.  ستخراج  ا

 وکتور مدنظر بهمنظور تعیین توالی با پرایمرهای xylD-RBS-F و xylD-Hind111-R ارسال و نتیجه تایید شد.
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 pET28در وکتور  xylDطراحی مسیر کلونینگ ژن  :1شکل 

 نسبت به سویه باکتریایی Rosetta-gami (DE3) ای.کلیی سویه باکتر دربا توجه به عملکرد بیانی مناسب  :بیان پروتئین

انتقال ،  Rosetta-gami (DE3) ای.کلیه وکتور نوترکیب استخراج شده را پس از تهیه سلول مستعد از سوی،  DH5α ای.کلی

های ظاهر شده بر روی پلیت آگار حاوی کانامایسین دارای وکتور نوترکیب میباشند. پس از وارد کردن وکتور داده و کلنی

نوترکیب  pET28-xylD درون سویه باکتریایی ای.کلی )Rosetta-gami )DE3 به منظور بررسی بیان پروتئین هدف، سویههای 

نوترکیب و کنترل منفی )فاقد وکتور و یا وکتور فاقد قطعه ژنی( کشت داده شد و پس از رسیدن دانسیتهی نوری در طول موج 

 IPTG با غلظت 1 مولار القا شدند )با توجه به اینکه غلظت نهایی IPTG 600 نانومتر به 0/7، سویهها با افزودن 1/5 میکرولیتر

 IPTG به منظور القای سویهها برابر 0/2 میلی مولار میباشد، بنابراین پس از محاسبه میزان مورد نیاز در مجموع 1/5 میکرولیتر

با غلظت 1 مولار مورد استفاده قرار گرفت(. از هر دو سویه مورد بررسی پس از 4 ساعت انکوبه گذاری در دمای 37 درجه 

سانتیگراد بهمیزان 1 میلیلیتر نمونه برداشته شده و رسوبگیری با سانتریفیوژ صورت گرفت. در ادامه با مشخص شدن باندهای 

پروتئینی بر روی ژل SDS-PAGE بیان پروتئین ژن xylD به اندازه 68 )کیلو دالتون( مورد بررسی قرار گرفت. پس از مشاهده 

بیان در سویه نوترکیب نسبت به سویه شاهد، به منظور اطمینان از افزایش بیان در سویه نوترکیب نسبت به سویه شاهد ژل 

 SDS-PAGE با استفاده از نرم افزار Image J مورد تحلیل و بررسی قرار گرفت.

 

 نتایج -3



 کلوباکتر ویبریوئیدسکلون سازی و بیان ژن آنزیم زایلونات دهیدراتاز از 
 

210 

 

 2 شماره /3دوره  /15/ جلد  1403 سلول و بافت/ سال

 

 pET28در وکتور  xylDکلونینگ ژن 

منظور تکثیر قطعه ژنی xylD، واکنش زنجیره پلی مراز  توسط پرایمرهای اختصاصی و آنزیم  pfu (DNAدر این پژوهش به

polymerase(  روی ژنوم استخراج شده باکتری کلوباکتر ویبریوئیدس صورت گرفت. در بررسی نتیجه، قطعهای بهطول  1794 

جفت باز از ژن زایلونات دهیدراتاز )xylD( تکثیر شد.  سپس از سویه باکتری ای.کولی DH5α ، وکتور pET28 بهمنظورکلون 

سازی استخراج شد. در مرحله بعد  وکتور pET28  و قطعه ژن آنزیم زایلونات دهیدراتاز )xylD(، با استفاده آنزیمهای Nde1 و 

Hind111 برش داده شد و سپس روی ژل برده و استخراج شدند. سپس طبق روش اتصال قطعه و ژن)Ligation( ، وکتور و 

ژن آنزیم زایلونات دهیدراتاز به هم متصل شده و پس از آن با تهیه سلول مستعد و همچنین انجام مرحله ترانسفورماسیون، 

کلنیهایی که روی پلیت ظاهر میشوند طبیعتا دارای وکتور pET28 نوترکیب حاوی ژن xylD میباشد. این مساله )حضور ژن 

آنزیم زایلونات دهیدراتاز درون وکتور نوترکیب )pET28-xylD(( توسط کلنی PCR تایید شد، بهمنظور اطمینان کامل از حضور 

قطعه ژن درون وکتور نوترکیب برش آنزیمی توسط آنزیمهای محدود کننده Nde1 و Hind111  انجام شد. قطعه 1789  بازی 

 مربوط به ژن xylD و قطعه 5304 مربوط به وکتور برش خورده است )شکل 2(. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 pET28-xylDبرش آنزیمی تاییدی وکتور نوترکیب   :2شکل 

 ( وکتور برش نخوردهpET28-xylD ،3( دایجست وکتور نوترکیب DNA ،2نشانگر  (1

 بیان پروتئین هدف

منظور بیان پروتئین بالاتر به سلول مستعد و استخراج آن، این وکتور نوترکیب به  pET28-xylDپس از تایید وکتور نوترکیب 

باکتری ای.کلی )Rosetta-gami )DE3، انتقال داده و کلنیهای دارای وکتور نوترکیب، روی پلیت آگار حاوی کانامایسین رشد 

کردند. سپس بهمنظور بررسی بیان پروتئین هدف، پس از کشت سویههای باکتریایی )نوترکیب و کنترل منفی( در محیط کشت 

LB و پس از رسیدن دانسیته نوری در طول موج 600 نانومتر به 0/7، سویه ها با 1/5 میکرولیتر IPTG با غلظت 1مولار القا 

شدند ) شکل3(. پس از مشاهده بیان در سویه نو ترکیب نسبت به سویه شاهد، بهمنظور اطمینان از افزایش بیان در سویه 

5304 

1789 
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نوترکیب نسبت به سویه شاهد ژل SDS-PAGE با استفاده از نرم افزار Image J مورد تحلیل و بررسی قرار گرفت و مشخص 

 شد که در سویه نوترکیب افزایش بیان 54 درصدی نسبت به سویه شاهد رخ داده است ) جدول2(.

 

 

 

                                                                                                  

 و شاهد pET28-xylDالقا و بیان سویه نوترکیب  :3 شکل                                              

 مولار، 3وt4 )4 کلنی شماره 1 و2 نوترکیب القا شده با  IPTG 0/2 میلیمولار،میلی IPTG 2/0 القا شده با  t0( 2(سویه شاهد، 1

 مولارمیلی IPTG 2/0نوترکیب القا شده با   5و 4و  3کلنی شماره  t4( 8و7و6( نشانگر پروتئین، 5

 

 

 Image Jاطلاعات گراف نرم افزار  :2جدول 

 

 

 

 

 

 بحث -4

عنوان زایلونات دهیدراتاز اصلی موجود در باکتری ای.کلی در تولید زیستی بهYjhGکردند که  انیب( 21)و همکاران  سان

BT نقش دارد که بیان بالای آن تولید BT را 20 درصد افزایش داد. استفان و همکاران )22 و23( به بررسی زایلونات دهیدراتازها 

از سویههایی مثل Pseudomonas sp.SHC52 , Haloferax volcanii و Caulobacter crescentus که در مسیر متابولیک 

اکسیداتیو زایلوز نقش دارند، پرداختند. میزان تطابق بین توالی آمینو اسیدی YjhG و زایلونات دهیدراتازهای نام برده بسیار 

پایین بود )کمتر از 30درصد(. بیان زایلونات دهیدراتاز ازCcxylD  و PsxylD تولید BT را بهترتیب 53/3 درصد و 24/1 درصد 

در مقایسه با YjhG افزایش داده است. در حالیکه با بیان HvxylD تولید BT مشاهده نشده است. این نتایج نشان میدهد که 

 Area Percent 

1 1531.933 1.062 

2 3251.095 2.254 

3 4081.903 2.83 

4 78331.17 54.303 

5 57051.98 39.551 

           1         2         3        4       5        6        7       8     
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XylD از کلوباکتر کرسنتوس مناسبترین زایلونات دهیدراتاز در میان 4 آنزیم ذکر شده برای تولید BT در ای.کلی میباشد. در 

 XylD موجود در باکتری ای.کلی و YagF و YjhG :وانگ و همکاران )24( ، سه کاندیدا برای زایلونات دهیدراتاز در نظر گرفتند

از ک. کرسنتوس که D-زایلونیک اسید را به 2-کتو3-دئوکسی D-زایلونات تبدیل میکنند. برای انتخاب بهترین دهیدراتاز این 

سه آنزیم بیان و خالص شدند و نتایج نشان داد که XylD دارای پائین ترین ثابت میکائیلیس و همچنین بالاترین ثابت خاص 

میباشد که میزان بازدهی آنزیم را نشان میدهد. بنابراین XD نسبت به آنزیمهای موجود در ای.کلی فعال تر است. بنابراین با 

توجه به مطالعات صورت گرفته آنزیم زایلونات دهیدراتاز، سویه ک. کرسنتوس یا همان C.vibrioides NA1000 بهعنوان 

  )Rosetta- gami (DE3 و ای.کلی BL21 کارآمدترین نوع این آنزیم شناخته شده است. با توجه به اینکه سویههای ای.کلی

میزبان های مناسب برای تولید پروتئینهای نوترکیب خارجی میباشند و بهکمک سیستم بیانی pET28 که به راحتی  بیان 

انواع پروتئینهای نوترکیب را نشان میدهد، بنابراین از این سیستم بیانی و در سویه ای.کلی Rosetta- gami (DE3( استفاده 

شد. اگرچه این باکتری برای مسیر مورد نظر جهت تولید BT ، ژن زایلونات دهیدراتاز را دارد لیکن با توجه به اینکه این آنزیم 

از مجموعه آنزیمهای متابولیسمی خود میزبان است و نقش تبدیل زایلونات به 2-کتو3-دئوکسی زایلونیک اسید را ایفا می کند، 

در گیر کردن این آنزیم در یک مسیر جدید در سلول گرچه میتواند تولید محصول هدف را محقق سازد، لیکن متابولیک قابل 

ملاحظه ای را بر سلول تحمیل خواهد نمود چرا که هدف غائی در برقرار کردن مسیر تولید BT، یک مسیر پویا با تولید قابل 

توجه خواهد بود. بنابراین ضروری است که یک ژن مستقل با بیان هماهنگ با سایر ژنهای مسیر تولید BT در سلول در نظر 

گرفته شود. بههمین دلیل تصمیم به بیان مستقل این ژن در سلول گرفته شد. سپس انتخاب سویهی مناسب برای بیان ژن، مورد 

مطالعه قرار گرفت. پس از القا سلول ها و تایید بیان قطعه کلون شده در باکتری با استفاده از SDS-PAGE ، میزان بیان به 

کمک نرم افزارImage J، 54 درصد تخمین زده شد. بهدلیل اینکه رونویسی و ترجمه در سیتوپلاسم ای.کلی همزمان انجام 

میشود، هنگامیکه پروتئین به میزان بالا بیان شده باشد ممکن است در فولد شدن دچار مشکل شود. بهمنظور رفع این موضوع 

می توان میزان غلظت نهائی IPTG را کاهش داد، همچنین می توان با پایین آوردن دمای انکوباسیون بعد از القا تولید این 

 پروتئین را کم کرد.

 نتیجه گیری -5

سال است که  20 به بیمورد توجه قرار گرفته است. قر اریبس ریپذ دیال از مواد تجد یبوتان تر 4و2وD 1-یستیز دیتول

 دیتول کردند. یرا طراح یقارچ و یکروبیم یهاهیدر صنعت دارد، سو یکه کاربرد فراوان BT دیتول یمختلف در جهان برا یهاگروه

نامهای زایلوز دهیدروژناز، زایلونات دهیدراتاز، 2-کتو اسید دکربوکسیلاز و آلدئید به میچهار آنز ازمندیمحصول ن نیا یستیز

ردوکتاز میباشد. در ابتدا انتخاب سویه مناسب یک پیش نیاز مهم برای بیان موفق پروتئین نوترکیب و دستیابی به محصول 

هدف در میزان بالا میباشد. مسیر سنتتیک BT در ای.کلی به دلیل کشت آسان، رشد سریع، دانش گسترده به ژنتیک آن و 

 yjhH ژن هایی مثل ،)Rosetta- gami (DE3 و ای.کلی BL21 دستکاری ژنتیکی با موفقیت ایجاد شده است. در سویه ای.کلی

و yagE که مسیرهای رقابتی را در تولید BT کاتالیز میکنند، وجود ندارند بنابراین این سویه میتواند میزبان مناسب تری برای 

تولید BT باشد. همانطور که ذکر شد یکی از آنزیمهای این مسیر زایلونات دهیدراتاز میباشد که کارامدترین نوع آن متعلق به 

کلوباکتر کرسنتوس میباشد که شباهت بالای ژنی با باکتری کلوباکتر ویبریوئیدس دارد و هدف از این مطالعه کلون و بیان ژن 

زایلونات دهیدراتاز باکتری کلوباکتر ویبریوئیدس در باکتری ای.کلی بود که محقق گردید. امید است که بتوان از این سویه برای 

 تولید BT با سرعت و میزان بالا استفاده کرد. 
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