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Introduction: Concerns about fossil energy costs, environmental deterioration, and 

energy security has created strong motivation for the research and development of 

routes to provide sustainable and renewable fuels. In recent years, the use of biomass 

to produce highly valued chemicals has attracted widespread attention. 

Lignocellulosic biomass, as a promising renewable resource for biofuel production, 

has distinct advantages in terms of economic and environmental benefits. The 

conversion of renewable raw materials to hydrocarbon fuels is an attractive alternative 

to fossil fuels from economic and environmental perspectives. The production process 

of lignocellulosic biomass mainly consists of biomass accumulation, biomass 

decomposition, simple sugars, and conversion of sugars to biofuel. One of the crucial 

steps for the economic success of lignocellulosic biofuels depends on the inhibition 

of competitive metabolism in microorganisms to achieve high productivity. To date, 

there has been a growing focus on the use of S. cerevisiae and E. coli as cell lines. 

These two cellular factories have well known advantages. They are genetically 

transmissible  and several tools are available for genetic manipulation. In order to 

produce xylonate, the engineered xylose is first converted by a dehydrogenase into 

the intermediate xylonolactone, which is then slowly converted to xylonate in a 

nonenzymatic reaction. 
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Aim: The organic compound D-1,2,4-Butanetriol (BT) is a valuable chemical with 

wide-ranging applications in various fields such as pharmaceuticals, paper, polymer 

materials, and military applications. However, the chemical synthesis routes for BT 

have many drawbacks. By genetically modifying microorganisms, the metabolic 

pathway for producing many substances, including BT, can be engineered. When D-

xylose is supplied to the bacterium, it is first converted into an intermediate compound 

called xylonolactone. This compound slowly converts into xylonate through a non-

enzymatic reaction. To produce xylonate, the engineered bacteria receive xylose, 

which is initially converted by a dehydrogenase reaction catalysed by the xylose 

dehydrogenase enzyme into an intermediate compound, xylonolactone. 

Xylonolactone is slowly converted to xylonate in a nonenzymatic reaction. Xylonate 

is a five-carbon organic acid. Over the past few years, xylonate has increasingly  been 

considered as an important chemical due to its potential as an important chemical 

component. Xylonate has many applications in the food, chemical, and 

pharmaceutical industries. Specifically, xylonate can act as a precursor for the 

synthesis of D-1,2,4-Butanetriol and as a concrete water reducing agent. E. coli was 

chosen as the target strain for genetic and metabolic engineering due to its fast growth 

in inexpensive culture media, the presence of two enzymes for BT synthesis, and 

product formation in less than 24 hours of fermentation. This study aimed to clone 

and express xylose dehydrogenase from Caulobacter vibrioides in E.coli.  

Materials and Methods: At first, to access the bacterial gene sequence, the genome 

of the target bacterium was extracted. Then, to create a strain expressing the enzymes 

xylose dehydrogenase and xylonolactonase, the genes for these proteins were 

amplified from Caulobacter vibrioides CB1 and transferred into E. coli. For this 

purpose, the target genes were amplified using specifically designed primers via the 

Polymerase Chain Reaction (PCR) method and initially cloned into a pTZ57cloning 

vector and then subcloned into pET 26b expression vector. At the final step, the 

expression of the enzyme was assessed by SDS-PAGE, and the other confirmation 

was the reduction of NAD+ to NADH, which was used as an activity indicator of the 

enzyme, as investigated by a change in NADH absorbance at 340 nm.  

Results: Confirmatory tests were performed to ensure the presence of the gene in the 

vectors (using restriction enzymes and colony PCR for gene amplification). The 

expression and activity of the enzyme were analyzed. The recombinant protein's 

presence was confirmed by SDS-PAGE for the xylose dehydrogenase gene, with a 

molecular weight of 52.2 kDa. The estimated expression level of the recombinant 

protein was approximately 25%. 

Conclusion: The objective of this research was solely to establish the metabolic 

pathway for xylonate production in E. coli by surface expression of enzymes in this 

pathway (xylose dehydrogenase). The results obtained in this study confirm that half 

of the pathway is active at the cell surface, but further experiments are required to 

determine the precise production levels and complete the pathway. 
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 چکیده   واژگان کلیدی 

 لوناتیزا

 لوزیزا 

 زایلوزدهیدروژناز

 اشریشیا کلی

کلونداکتر  سدددا   و نیدان سدددلنی من آنلیز  ایلو دهیددرومندا  ا   هدد  ا  انجداا این ملدالکده کلون  هدد:: 

ناشدد   مواد و روشها:  نرا  دسدترسدی نه  ناکتر  انتدا  منوا  ناکتر   مورد  می   اشدریشدیا کلیدر    ویبریوئیدس

نظر  اسدتررا   شدد   نهمنظور سداخت سدویه   نیان  کننده آنلیز   ایلو   دهیدرومنا   من این  پروتئین  ا  ناکتر   

کلوناکتر ویبریوئیدس  CB1 تکثیر  و نه ناکتر   اشدریشدیا کلی انتقال  یافت  نرا   انجاا این  کار من مورد نظر  
نا اسدددتفداده ا  پرایمرها   طراحی  شدددده نهروش واکنش  نجیرها   پلیمرا )PCR( تکثیر و انتددا در وکتور  

SDS-   کلون شدد   سدسس  نیان  این  آنلیز  نهوسدیله   pET 26 و سدسس در وکتور نیانی  pTZ57 کلونینگ

PAGE و عملکرد آن نا تغییر در جذب طول مو   340  نانومتر توسد   NADH تولید شدده در فرایند عمل  

آنلیز  مورد نررسد ی  قرار گرفت   نا انجاا آ مایشها   تایید   و اطمینان  ا  وجود من در وکتورها  )نا اسدتفاده  

ا  آنلیزهدا  منددودار ر و تکثیر من ندهکمدک واکنش  نجیرها  پلیمرا    )PCR  Colony(  و فرآیندد 

SDS-   کلونینگ(، نیان  و عملکرد این  آنلیز  مورد نررسد ی  قرار گرفت   نتایج:  وجود پروتئین نوترکیب توسد

PAGE نرا  من  ایلو  دهیدرومنا   نا و ن مولکولی  2 52  کیلودالتون نررسددی  شدد د و میلان نیان پروتئین  

نوترکیب نا نرا افلار  ImageJ  ، تقریبا  25 درصدد ترمین  ده شدد   نتیجه گیری:  در این  تنقیق  تنها ایجاد  

مسد یر  متانولیسدمی  تولید   ایلونات  در سدویه   اشدریشدیا کلی   نهوسدیله  سدلنی کردن اولین آنلیز این مسدیر  
) ایلو دهیدرومنا (  صدورت گرفت که نتایج نهدسدت آمده در این  تنقیق موید  فکال نودن  این  آنلیز در سدل   

    سلول  میناشد  و نرا   تکیین  میلان  دقیق  تولید  و تکمیل کردن مسیر  نیا   نه آ مایش  نیشتر  میناشد 

 15/06/1404تاریخ دریافت: 

 17/09/1404تاریخ بازنگری: 

 22/09/1404 تاریخ پذیرش:

 همقدم -1

مشتق    لو یاست  استفاده ا   ا   گنوسلوللیتوده ل  ستی سلولل در    یهم  یاصل   ا  اجلا  یکیو    کتیقند فراوان در طب   نیدوم  لو ی ا

عنوان  یک  منبع تجدید  پذیر  غیرخوراکیِ  فراوان و ار ان نرا    تولید  مواد ش یمیایی  مبتنی  نر  یست،  ملایا   توده  نه   ستیشده ا   

 یاد   نسبت نه مسیرها    سنتی   پتروشیمی  دارد،  یرا  ا  منانع تجد یدپذیر  ساخته شده است، دارا   شرای   تغییر  شکل مل یز  

است و آلودگی    یست  منیلی  را کاهش میدهد    تکداد    ا  گونهها    میکرونی   نوع وحشی  ی ا   سویهها    مهندسی   شده متانولیک  

mailto:mohammad.dehghan@modares.ac.ir
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نرا   ترمی ر   ایلو   نهمنظور  تول ید  اتانول)1(،  ایلیتول)2(، سوکسینات)3(، رکتات)4( ، نوتان تریول  و سایر  منصورت مهز جدا 

 شده ی ا ساخته شدهاند )5(.

دلیل  پتانسیل  آن نهعنوان  ی ک  ماده شیمیایی  مهز مورد  نه  لوناتیپنج کرننه است  در چند سال گذشته،  ا  یآل  دیاس  کی  لوناتی ا

توجه فلایندها  قرار گرفته است   ایلونات کارنردها   گستردها  مشانه نسیار  ا  اسیدها  قند   د یگر مانند گلوکونات دارد و  

میتواند در صنایع  غذایی،  شیمیایی و دارویی  استفاده شود )6, 7(    نهطور خاص،  ایلونات میتواند نهعنوان یک پ یش ماده نرا  

سنتل  1،2،4-نوتانتریول  )8(   و کاهش دهنده آب نتن   )9(   عمل کند   ایلونات  ممکن است ا  هی درولیل  همیسلولل غ یرغذایی   تولید  

میان  30  ماده   انرم   ایارت  متنده،  ایلونات  در  و ارت  است  در گلارشی   ا   قیمتی  نرا   گلوکونات  شود که جایگلین  ار ان 

 شیمیایی نا ار ش افلوده نرتر تولید شده ا   یست توده است )10( 

ها    ناکتریایی  نوع وحشی  م یتوانند  ایلونات  را نا نا ده نار تولید   کنند، این   تولیدکنندگان  طبیکی   همیشه  ا  گونه    اریاگرچه نس

نه منی ها  گران قیمت مواد مغذ  نیا  دارند و چندین  رو  طول میکشد تا نه حداکثر تیتر نرسند  در این میان جداسا   و  

  د یتول   نرا  لو ی ا  ییایمیش  ونیداسیاگرچه اکسهمچنین    خالص سا     ایلونات  ا   آنگوشت ترمیر  نیل  کار دشوار   است  )5( 

توان نا استفاده ا  پلتین  یا   طل نهعنوان کاتالیلور نهدست آورد  )11(   اما گلینش پذ یر   ضکیف  ناعث م یشود این  یرا م  لوناتی ا

 مسیرها  مصنوع ی ا  نظر اقتصاد   نرا  مقاصد صنکتی امکان پذی ر نباشد ) 6( 

ها  مهندسی متانولیک و مهندسی پروتئین توس  میکروارگانیسزها تولید میشوند، انواع الکلها ا  مواد مهز که توس  روش

هستند  یکی ا  این الکلها نوتان تریول )BT( میناشد  Butantriol (BT)-1,2,4یک  پلی   ال چهار کرننه نا سه گروه هیدروکسیل  

آب  دوست است  نهعنوان  یک  ماده شیمیایی   کارآمد ،  BT  کارنردها    همه جانبها   در  مینهها   مرتلف دارد  نهعنوان مثال، 

BT  را میتوان نرا   ساخت فواها   پلی   یورتان  استفاده کرد  این  فواها دارا   ویژگیها   خمشی- فشردگی  مشانه رستیک 

طبیکی هستند )BT .)12 همچنین درساخت جوهرها  نا کیفیت نار نقش نهسلایی دارد   BT فکال نور  همچنی ن یک نلوک 

ساختمانی  نالقوه نرا   سنتل داروها   مرتلف مانند  Crestor  و  Zetia3  است  در نهایت،   BT  پ یش  سا  مستقیز  نرا   ساخت 

نوتانتریول  تر   نیترات  است،  یک  نرا کننده پرانرم   عالی  نرا   جایگلینی  نیتروگلیسیرین  که فراریت  کمتر   دارد، ا  نظر حرارتی  

 پای دارتر است و خواص نهتر  در دما   پایین ارائه میدهد  )13(.

ا   نر استفاده ا   مرمر  ساکارومایسس   سرویلیه  و  ناکتر  اشریشیا کلی   نهعنوان کارخانهها   سلولی  ندهیا نه امرو ، تمرکل فلات

وجود دارد  این   دو کارخانه سلولی   دارا   ملایایی   هستند که نهخونی  مشرص میشوند  آنها   ا  نظر منتیکی  قانل حمل هستند 

و انلارها   متکدد   نرا   دستکار   منتیکی در آن ها  در دسترس هستند  همچنین آن ها  نرا   سنتل طیف  متنوع ی  ا  سوخت ها 

 و مواد شیمیایی،  عمدتا شامل الکلها، ترپنها و منصورت مبتنی نر اسیدها  چرب ا   ایلو  اصلح شدهاند )14(.

  لو  ی ا  زیتوس  آنل   درومنا یواکنش ده  کیکرده و انتدا توس     افتیرا در  لو یشده  ا  یمهندس   ناکتر  ،لوناتی ا  دیتول   نرا

   حد واس   ایلونورکتون  مینماید   ایلونورکتون  نه آهستگی  و ط ی  یک  واکنش غ یرآنلیمی  نه ماده  ل یآن را تبد  درومنا ،یده

نه  ایلونات  تبدیل  م یشود   ایلونورکتونا  در این  مرحله نقش کاتالی لور   را ایفا  کرده و  طی انجاا یک واکنش شیمیایی دو طرفه  

نه انجاا فرایند  سرعت نسیار  نیشتر   مینرشد     ایلونورکتونا  عضو مهمی ا  خانواده  پروتئینی  SMP30  میناشد که طبق  

گلارش ها  پیشین پروتئینها  این خانواده در حضور یون ها  فلل  دو ظرفیتی مانند Fe، ا  خود فکالیت مو ر نشان میدهند   

ها  مرتلف نیا  داریز   متانولیسمی متشکل ا  آنلیز یستی نوتان تریول، نه یک مسیر  ا  یک منظر دیگر نرا  تولید )15, 16(.
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آنلیز اول این مسیر یکنی  ایلو دهیدرومنا  ا  آنلیز ها  کلید  این مسیر نوده و در حضور آن مرحله   اول یکنی تولید  ایلونیک  

 شود می  مسیر تولید حاصل عنوان یک ترکیب واس  حیاتی نرا  ادامهاسید نه

 ها مواد و روش -2

دلیل رشدد سدریع در منی  کشدت ار ان، دارا نودن دو آنلیز مسدیر سدنتل  نه    اشدریشدیا کلی  هیسدو  های باکتری:پلاسدمید و سدویه

BTO  و تولید منصدول در کمتر ا  24 سداعت ترمیر نهعنوان سدویه هد  مهندسدی منتیک و متانولیسدز انتراب شدد  همچنین  

 BL21 جهت ترانسدفرا )کلون سدا  ( و سدویه  DH5α  اطلعات منوا، توالی و متانولیسدز این سدویه شدناخته شدده  میناشدد  سدویه

نهعنوان سدلول هد  مهندسدی منتیک وتولید منصدول در نظر گرفته  شدد  نهمنظور  تکثیر من  ایلو  دهیدرومنا  ا  منوا ناکتر  

 کلوناکتر ویبریوئیدس  انتدا ناکتر  در منی  830R2A  کشت داده و در OD:600 مراحل استررا  آن انجاا شد 

ها  شناخته  که فکالیت کینتیکی ناریی نسبت نه سایر سویه   BTO   ایلو دهیدرومنا  گلارش شده نرا  مسیر تولیدنهترین آنلیز  

دلیل شباهت نسیار نار  این ناکتر  نه  کلوناکتر ویبریوئیدس    ا  ناکتر   لیکن نه  شود نیان می  کلوناکتر کرسنتوسشده دارد در  

 اخیر استفاده شد نهطور  که من xylB,C آن 96 درصد شباهت نه xylB,C سویه کلوناکتر کرسنتوس دارد 

کار  گرفته شد  نهعلوه وکتور  pET 26  ا  دسته  هناشد که نرا  کلون قلکات منی نوکتورها می Tا  مجموعه     pTZ57 Rوکتور  

وکتورها  نیانی میناشد که توس   lacI promoter  نیان من مورد نظر  را  کنترل  میکند  استفاده ا  این وکتور نرا  تنظیز و  

 کنترل نیان من مورد استفاده قرار گرفت   

منظور ساخت سویه    نیان  کننده آنلیز    ایلو   دهیدرومنا   من ای ن  پروتئین  ا  ناکتر   کلوناکتر ویبریوئیدس  CB1  تکثیر  و نه  نه

ناکتر  اشریشیا کلی  انتقال ی افت  نرا  این منظور من مورد نظر نا استفاده ا  پرایمرها  طراحی شده نهروش واکنش  نجیرها  

 پلیمرا )PCR( تکثیر و انتدا در وکتور کلونینگ و سسس در وکتور ن یانی  کلون شد 

منظور تکثیر قلکه منی   xylB  نهروش  PCR،  نا   استفاده ا  نرا افلار  Snap Gene در این پژوهش نه: xylB تکثیر قطعه ژنی

5.2 و همچنین  دانلود فایل توالی منومی ناکتر  کلوناکتر ویبریوئیدس ا  سایت NCBI نه شماره دستیانی CP023314.2 و نا  

xylB-  طراحی  شد   پرایمر  Pst1  و   NCO1پرایمرهایی  نا جایگاه  نرش  ،pET26  توجه نه جایگاه  نرش آنلیزها در وکتور مورد نظر

  Pst1  نا اندا ه   40جفت نا  نا جایگاه نرش ،xylC.R(stop-)  و نه اندا ه  37  جفت نا  و پرایمر  NcoI  نا جایگاه نرش  NcoI.F

انتراب  شد  )جدول1(   نهدلیل استفاده ا  جایگاه نرش  NcoI  و اضافه شدن یک نوکلوئید  G  نرا  جلوگیر  ا  تغییر ترتیب  
 کدونها، آمینواسید دوا این پروتئین ا  سرین نه گلیسین که شباهت ساختار  نه یکدیگر دارند تغییر یافت 

مدت 5 دقیقه  ، نه rpm 7000 کشت داده شده را در دور  اکتر منظور ن  ندین شدمیمورد نظر استررا   ناکتر  ناید منوا نتداا

استررا    ا کیت  استفاده  نا  منوا  ناکتر   استررا   نه  اقداا  رویی  ریرتن منی   ا  دور  و پس  سانتریفیوم)Eppendorf(کرده 

DNA  شرکت(1GTP،ایران،) شد ترتیب مراحل  یر انجاا نه 

 لیتر نافر استررا  نه رسوب ناکتر یک میلی اضافه کردن •

 5/1انتقال منلول ایجاد شده نه میکروتیوپ  •

 
1 Gene Transfer Pioneers 
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  kپروتئینا  میکرولیتراضافه کردن یک   •

 درصد SDS  20 میکرولیتر  60اضافه کردن  •

 Triton x100  میکرولیتر  15اضافه کردن  •

 مدت یک ساعت در نن مار   65   درجه سانتیگرادقراردادن میکروتیوپ نه •

 گراد  )min ، 12000  rpm 5(درجه سانتی 4سانتریفیوم در دما    •

 (rpm  12000 ( انیه سانتریفیوم  30انتقال منلول رویی نه ستون و  •

 نار(2 انیه سانتریفیوم ) 30( نه ستون و (wash bufferنافر شستشو   میکرولیتر   500اضافه کردن  •

 انجاا یک دور سانتریفیوم خالی جهت خرو  مواد و الکل اضافی در فیلتر •

 5/1انتقال ستون نه میکروتیوپ  •

 دقیقه، ستون سانتریفیوم شد  5نه ستون و نکد ا  گذشت    Elution bufferمیکرولیتر   50اضافه کردن  •

 نه منوا استررا  شده   RNase میکرولیتراضافه کردن یک   •

گراد  نگهدار   د جه سددانتی  -20دقیقه در دما  منی  قرار گرفت و سددسس در دما    10منلول نه مدت   •

 شد 

 ایلو  دهیدرومنا  من    ریتکث   قرار گرفت  نرا  یمورد نررس  OligoAnalyzerتوس   نرا افلار    پرایمرهامشرصات    وسسس ساختار  

ناکتر منوا  ویبریوئیدس     ا   ناکترکلوناکتر  من   انتدا  و  830R2A   یدر  داده  ا   کشت  نور   این  پس  دانسیته  که 

)JENWAY6310( در طول مو  600 نانومتر نه 2 رسید استررا  منوا، صورت گرفت  سسس نا استفاده ا  پرایمرها  طراحی  

ا  منوا استررا  شده ناکتر   کلوناکتر ویبریوئیدس  شده و روش  PCR  تکثیر من  و   ایلونورکتونا   نه طول  1800  جفت نا  

صورت گرفت  در خصوص  شرای   واکنش  نجیرها  پلیمرا ، انتدا نهمدت 5 دقیقه در 94 درجه سانتیگراد واسرشت سا   اولیه  

انجاا گرفت  سسس  30   انیه در 94 درجه سانتیگراد واسرشت سا  ، 30  انیه  در  53 درجه سانتیگراد اتصال، 2 دقیقه در 

72درجه سانتیگراد گسترش نرا  10 چرخه  انجاا شد و نلفاصله  5  دقیقه در 94 درجه سانتیگراد واسرشت سا  ، 30  انیه  

در 63 درجه سانتیگراد اتصال و 2 دقیقه در  72 درجه  سانتیگراد گسترش نرا   20 چرخه انجاا گرفت و در نهایت 5 دقیقه در 

 72 درجه سانتیگراد گسترش نهایی انجاا گرفت  پس  ا  انجاا واکنش منصورت PCR رو  مل آگار )Sigma، آمریکا( نرده شد  

 

 ها  استفاده شده در این پژوهش پرایمر : 1 جدول

پرایمر  ناا   توالی پرایمر 
درصد  
GC 

 MTدما  

(basic) 

xylB-NcoI.F: 

 

5'ACAGGAGAATTAACCATGGCCTCAGCCATCTATCCC 3' 51.4% 66.5 

xylC.R(stop-): 

 

5' CCATATGGTACCAGCTGCAGGTGTAGACAAGGCGGACCTC 3' 57.5% 69.1 

T75 پروموتور'TAATACGACTCACTATAGGG3' 

 

40.0 % 56 

T7 5 ترمیناتور' GCTAGTTATTGCTCAGCGG3' 
 

52.6 % 47.3 

علت اضدافه شددن نوکلئوتید A توسد  نه  مرا ،یپل  Taq زیمن نا آنل ریا  تکث  پس :pET26 وکتوردر    xylB,Cکلونینگ ژن  

این آنلیز  در هردو انتهدا  من، این قلکده  ندهکمدک آنلیز  T4  لیگدا  ندهT   وکتور خلی pTZ57R  اتصدددال یدافدت   میلان مکین و 
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مناسدب ا  نمونه مورد نظر )نهعنوان مثال:  5 میکرولیتر  ا  مرلوط ligation( نه 50 میکرولیتر سدلول مسدتکد که رو  یق قرار  

دارد اضددافه شددده و نهمدت  20 دقیقه نر رو  یق در یرچال نگهدار  شددد  سددسس نهمدت 90  انیه میکروتیوپ را در ننمار  

)Grant Instrument(  نا دما  42 درجه سدددانتیگراد  حرارت داده و دوناره رو  یق قرار گرفت  پس ا  گذشدددت  2 دقیقه نه 

  )Stuart( اضدافه و یک سداعت در دما    37  درجه سدانتیگراد  انکونه  )آمریکا ،Sigma(نراث  LB  سدلولها یک میلیلیتر منی

شدد تا ناکتر ها رشدد کنند  در آخر60 میکرولیتر  ا  منی  مایع نررو  پلیت آگار حاو  آنتینیوتیک و مواد مناسدب کشت داده  

 شد تا ناکتر ها  نوترکیب و حاو  وکتور رشد کنند   

ها  سددفید و آنی؛ کلونیها  سددفید مورد نررسددی قرار گفتند  ندین  نیوا  نین کل  ،DH5α هینسددفرا در سددورانا انجاا مراحل ت

منظور کلونیها  نهروش کلونی  PCR  ار یانی شددند و ا   کلونیهایی که مثبت نودند اسدتررا  پلسدمید صدورت گرفت  سدسس  این 

  Pst1 وکتور و یک جایگاه نرش T  نرش داده شدد  این آنلیز دارا  یک جایگاه نرش نر رو  Pst1  پلسدمید ها نهوسدیله   آنلیز

نیل نر رو  پرایمر)xylC-R )-Stop  میناشدد   ننانراین انتدا و انتها  قلکه توالی یکسدانی داشدته و قلکه میتواند در دو جهت  

قرارگیرد  نرا  تشددریص صددنت قرارگیر  قلکه در جهت مناسددب  )هز  جهت نا  من  lacZ( ا  روش هضددز آنلیمی میتوان 

آنلیز  انتددا  قلکده موردنظر مدا جدایگداه نرش  اسدددتفداده کرد  نرش  Multiple Cloning Site(  MCS( این  T  وکتور و 

Fermentas(pst1(  وجود دارد   مانیکه قلکه خل  جهت متصدل شدده ناشدد این دو جایگاه نا فاصدله  26  نوکلئوتید در کنارهز  

  lacZ قرار میگیرند و نا نرش توسد  این آنلیز وکتور نر رو  مل نهصدورت تک ناند و خلی دیده میشدود   اگر قلکه در جهت

قرار گرفته ناشدد  فاصدله دو جایگاه نه اندا ه قلکه یکنی  1740  نوکلئوتید خواهد نود  ننانراین نر رو  مل دو ناند مشداهده خواهد 

شدد  که شدامل ندنه  وکتور و قلکه  کامل  Xyl BC(Stop-)  میناشدد   نرش دیگر این وکتور نا آنلیز Fermentas(BamhI(  و  

 Fermentas( EcorI( حضور قلکه )نا هر جهتی( در وکتور را تایید شد 

ا     xylB,Cنرش خورده و قلکه من    Nco1  و  HindIII  زینا آنل   pTZ57R.xylBC(Stop-)، وکتور    قلکهاولیه  د یا  تائ  پس

   های، کلونDH5در ناکتر     نسفرااکلون شد و پس ا  انجاا مرحله تر  pET26  ی انی  سسس در وکتور ندشمل آگار  استررا      رو

هایی که کلونینگ  پلسمید ا  ناکتر   انجاا شد      PCRآن نا    د ییکشت داده و مراحل تا   کانامیسین   حاو  ت یپل    نر رو  افتهیرشد  

 د  شمنتقل  Bl21-Rosettaموفق داشتند استررا  و نه ناکتر  نیانی 

دو صدورت القا شدده  و القا نشدده،  نه  LBها  کشدت داده شدده در منی  مقایسده نمونه ناکتر ا  در این روش ن  بیان پروتئین:

میتوان نه نیان آنلیز مورد نظر پینرد  نرا  این منظور ناکتر  نوترکیب  نههمراه نمونه شاهد )سویه وحشی ندون وکتور(  کشت 

نرا  نررسدددی میلان نیان و یا  قرار گرفت   (  ، آمریکاSigma)  IPTG1mM القاء نامورد   600OD:   7/0 تراکز سدددلولی    در داده و

عدا نیان پروتئین در سداعتها  مرتلف، نمونه نرداشدته و نه میکروتیوپ 1/5  منتقل و سدانتریفیوم  شدد   در مرحله نکد  رسدوب  

ناکتر  نرا  مل SDS-PAGE  مورد اسددتفاده قرار  گرفت  رسددوب ناکتر ها نر اسدداس میلان جذب نا نافر نمونه مرلوط و 10 

دقیقه درآب جوشددانده  شددد  پس ا  جوشددیدن، 10 میکرولیتر ا  هر نمونه  دردر چاهکها   مل Merck(  SDS، آلمان(  ریرته  

شد   سسس مل نه جریان نرق نا قدرت 120 ولت متصل شد  نا خار  شدن نافر نمونه ا  مل و مشاهده اولین ناند نشانگرپروتئین 

 در پایین مل میتوان جریان نرق را قلع و مل را جدا نمود 

منظور  تهیه  10  میلیلیتر  نافر  نمونه،  5  میلیلیتر  نافر مل نار،  2/5  میلیلیتر  گل یسرول) Merck، آلمان(    100  درصد،  0/5  گرا  نه

پودر  SDS  و  1  میلیلیتر  2- مرکاپتواتانول)Sigma، آمریکا(  نه کمک آب د یونیله  نه حجز رسانده  شد  میلانی  ا  پودر نروموفنول  

 نلو حل شد تا رنگ منلول نه آنی   تیره تغییر کند 
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مورد اسدتفاده    600ODدر   یک تراکز سدلولینا   ناکتر لیتر میلی  یکنافر نمونه نه ا ا  رسدوب    میکرولیتر 50نسدبت بافر نمونه :

 قرار گرفت 

  pH:  8نا    NPlلیتر نافر  میلی  10لیتر نه رسوب ناکتر   میلی  10سویه نوترکیب در حجز     در این پژوهش، پس ا  کشت و القا

خونی مرلوط شد  سسس  مرلوط  نا توجه نه نیان سلنی آنلیز سوسسانسیون ناکتر  ندون این که سونیکه شود نرا   اضافه و نه

نررسی فکالیت آنلیز نیان شده مورد ملالکه قرار گرفت    تهیه نافر   NPI-10  سدی ز کلرید)Merck، آلمان(  300  میلیمورر، مونو  

  ،Merck(  سدیز فسفات  50 میلیمورر و ایمیدا ول10میلیمورر  را شامل  م یشود  نرا   تهیه  50  میلیلیتر  ا  این  نافر   0/39  گرا

آلمان(NaH2PO4،  0/87  گرا  سد یز  کلرید  را در  40  میلیلیتر  آب مقلر حل کرده و پس ا  تنظیز  pH  نا آب نه حجز رسانده  

 و اتوکلو شد 

منظور نیان پروتئین موردنظر،  ناکتر ها رسوب داده میشوند   نه اندا ه  حجز کشت اولیه، نافر نه رسوب نه  ، پس ا  کشت و القا

ناکتر  اضافه و نهخونی مرلوط شد )نوع نافر نراساس پروتئین مورد نررسی انتراب میشود(  سسس این مرلوط درون نشر  

که نر رو  یق قرار دارد ریرته و سونیکه شد  سسس مرلوط را در دما     4  درجه سانتیگراد  سانتریفیوم کرده تا پروتئین و سایر  

اجلا سلول جدا شوند  در این پرومه، پس ا  کشت و القا  سویه نوترکیب در حجز 10 میلیلیتر نه رسوب ناکتر  10 میلیلیتر  

نافر  NPl  )این  نافر حاو   سدی ز  کلرید  300  میلیمورر، مونو  سدیز  فسفات  50  میلیمورر و ایمیدا ول  10میلیمورر میناشد   

نرا   تهیه  50  میلیلیتر  ا  این  نافر  0/39  گرا  NaH2PO4،  0/87  گرا  سدیز   کلرید   را در  40  میلیلی تر  آب مقلر حل کرده و 

پس ا  تنظیز  pH  نا آب نه حجز رسانده و اتوکلو میشود( نا  pH :  8  اضافه و نهخونی مرلوط شد )توصیه می شود نافر سرد  

استفاده شود و تماا مراحلی نکد  ناید نر رو  یق انجاا شود(  سسس مرلوط در نشر استریل  25  میلیلیتر  ریرته و طبق  

دما   4  درجه  درrpm  12000  و  خاموش:   8  دقیقه(  سونیکه  و سسس20  دقیقه  روشن،  4   انیه  )190ولت،  6   انیه  نرنامه 

 سانتیگراد سانتریفیوم شد  منلول رویی حاو  تماا پروتئینها  سلول میناشد 

شود  این روش نرا  تشریص  نیترو سالسیلیک اسید تبدیل می  5آمینو    3د  نیترو سالسیلیک اسید طی واکنش نا قند نه  -3,5

مدت  10  نا مکر  تا ه سا  مرلوط شده و نه  1:1( نه نسبت  1:10  رقیق شده )شود  در این روش نمونه اکثر قندها استفاده می

 دقیقه جوشانده شد   پس ا  سرد شدن، جذب نمونه در طول مو  575 نانومتر خوانده شد 

تهیه شدند  نه   600OD: 1ها نا تراکز سلولی سویه نوترکیب، نمونها  لیتر میلی 10نرا  نررسی نیان پروتئین هد  پس ا  کشت 

نمونه ها  10  میکرولیتر  Sigma(IPTG، آمریکا(  اضافه  و  پس ا  گذشت  4  و  17  ساعت ا   مان القا، میلان تراکز همه نمونهها 

  ها رسوب داده شد  لیتر ا  آن میلی 1میلان خوانش و نه 600ODدر

 نتایج  -3

 pET26در وکتور    xylB,Cکلونینگ ژن  

طول  ا  نهدر نررسی نتیجه، قلکه  افتی اتصال     pTZ57R  یوکتور خل   Tه  ن  گا یل  T4  زیقلکه نه کمک آنل  نیا  ،من  ریا  تکث  پس

1800  جفت نا  ا  من   ایلو  دهیدرومنا   تکثیر شد  )شکل1(    نا انجاا مراحل ترانسفرا در سویه  DH5α  کلونیها   سفید-آن ی نر  

 رو  پلیت حاو  آمسیسیلین،X-gal ،IPTG مشاهده  شد که کلون یها  سفید  حاکی  ا  وکتور نوترکیب میناشد  
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                                                          1          2        

 
 کیلونا   1نشانگر  -2، قلکه   تکثیر شده-1 :1شکل 

ها   سفید نا روش PCR  مورد نررسی قرار گرفتند که در این نین تکثیر من کلونیدر  xylB,C  هاا  حضدور من  نانیاطم  نرا

 چند کلونی  مثبت نود  )شکل 2( 

                                                  1      2     3     4          5       6 

 
 ها   سفید  نا کمک کلنی PCR  : 1تاPCR-5 مثبت کلنی ها،  6-  نشانگر 1 کیلونا   کلونیدر  xylB,C  هاحضور من تایید : 2شکل 

وسددیله  این آنلیزها دو هناشددد  نا نرش نها  مندود کننده میگاا نکد  نرا  تایید حضددور قلکه در وکتور اسددتفاده ا  آنلیز

 قلکه رو  مل ظاهر میشوند که یکی ا  آنها ندنه وکتور و دیگر  Xyl BCمیناشد  )شکل  3(                                                 

مل آگدار     ا  رو   xylB,Cنرش خورده و قلکده من    Nco1  و  HindIII  زیندا آنل  pTZ57R.xylBCقلکده، وکتور    دیدا  تدائ  پس

و    (6شدکل و   4)شدکل کلون شدد   yiaTدر پایین دسدت من عر  غشدایی    pET26-yiaTی  انی  سدسس در وکتور ندشداسدتررا   

ها   رشدد یافته  نر رو  پلیت حاو   کانامیسدین  کشدت داده شدد  )شدکل کلونی،  DH5در ناکتر     نسدفرااپس ا  انجاا مرحله تر

1800 
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 4(   تصاویر شماتیک این کلونینگ نیل در شکلها   5 و6  نمایش داده شده اند 

                                                                                             1               

 

 

 

 

 

 

 

 

ها  سفید  2 – 7 کلنی ها  نرش خورده نا آنلیز ها  HindIII و   کلونیدر   xylB,C  هاا  حضور من نانیاطم    نرا : هضز آنلیمی کلنی ها3شکل 

 Nco1  و جدا شده قلکه   xylB,C  1(نشانگر 1  کیلونا   

 

 

 

 اند  نر رو  آن رشد کرده،  XylBCو  pET 26 Yia Tحاصل ریگیشن که ناکتر  ها  نوترکیب : پلیت کانامایسین 4شکل 
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 . xylBC  و جایگاه  آنلیمی کلون کردن قلکه pET26b-yiaT : تصویر شماتیک وکتور5شکل 

 

 

 

 .pET26b-yiaT در وکتور xylBC ها حاصل ا  کلون کردن من pET26-yiaT-XylBC تصویر شماتیک وکتور: 6شکل 

 

 E.coli-Bl21 و  E.coli-Rosettaاسدددتررا  شدددده و در ناکتر     DH5ا  ناکتر   pET26-yiaT-XylBCسدددسس وکتور 

وسدیله   PCR نه وسدیله  پرایمرها  عمومی  T7پروموتور و ترمیناتور، تایید حضدور وکتور و قلکه انجاا ترانسدفورا شدد و نه

 .گرفت  )شکل 7(
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        1      2     3    4     10    5    6     7     8     9                                        

 
 yiaT-xylBکد کننده   من pET26-yiaT-XylBC نا پلسمید نوترکیب  ها  ترانسفورا شدهکلنی PCRتست : 7شکل 

نا پلسمید    نسفورا شدهاتر E.coli-Bl21( ناکتر 9تاpET26-yiaT-XylBC  ،6نا پلسمید   نسفورا شدهاتر  E.coli-Rosetta ناکتر  5)تا1

pET26-yiaT-XylBC 10   نشانگر یک کیلونا ) 

 بیان پروتئین هد: 

همراه قلکه    YiaT  مجموعا نا و ن مولکولی  52/2  کیلو دالتون در عصاره سلولی سویهها   نیان پروتئین  ایلو  دهیدرومنا  نه 

 نیانی E. coli BL21 ،E. coli Rosetta و سویه  غیرنیانیE.coli DH5   نه عنوان کنترل منفی مورد نررسی قرار گرفت 

طورکه مشاهده میشود  xylB  نههمراه قلکه    YiaT  مجموعا نا و ن مولکولی  52/2  کیلو دالتون) )KDa   XDH =26/6;  همان

YiaT=25/6 KDa( در سویه ها   E. coli BL21  ،E. coli Rosetta  چهار ساعت و  16  ساعت پس ا  القا نهطور مشهود  نیان  

 نشان میدهد  )شکل 8( 

 

 

 همراه  .YiaT شماره 1و2و3: القا و نیان طی  4 ساعت، شماره 4و5 و6: القا و نیان طی  17 ساعت)اورنایت(نه XylBو   XylCنیان : 8شکل 

1،4 )DH5 E. coli ، 2،5) , E. coli Rosetta  3،6) E. coli BL21   
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XylB نیان مشهود  دارند  نه E.coli-Bl21 و   E.coli-Rosetta در عر  4 ساعت و در ناکتر YiaTهمراه 

ا  نمودار استفاده  کند  نا  ، یک ماکرومول سونسترا را نه فرآورده تبدیل میواحد آنلیمی یکنی مقدار آنلیمی که در یک دقیقه

دست میآید و سسس نا در نظر هتولید شده در هر نمونه نر اساس میلان جذب خوانش شده آن ن  NADHاستاندارد، غلظت  

گرفتن و ن مولکولی  NADH  میلان ماکرومول آن حساب میشود که نرانر واحد آنلیمی میناشد  در نهایت نا احتساب میلان 

)MW NAD+ : 663/43 g/mol(   رقیق سا   مقدار واحد آنلیز مشرص میشود 

 بحث  - 4

ها  میکرونی و  ها  مرتلف در جهان نرا  تولید  ایلونات که کارنرد فراوانی در صنایع دارد، سویه تاکنون گروه  2003ا  سال  

ها  گوناگون نا فکالیت  که در میکروارگانیسز   ایلو  دهیدرومنا قارچی را طراحی کردند  تولید  یستی این منصول نیا مند آنلیز  

در ملالکات مولکولی مورد نررسی و    C.crecentus  هیسو  و  ایلونورکتونا XDH   تا نه امرو   شودکاتالیتیکی مشانه یافت می

عنوان کارامدترین  نوع این  آنلیزها  شناخته شده  است  و اکثر گروهها ا  توالی  منی   این  سویه نه  نهره نردار  قرار گرفته است و

نرا   ساخت مسیر  متانولیسمی  خود استفاده کردند   مقایسه  تراد  نوکلئوتید  و آمینو اسید  این منها در سویه   کلوناکتر  

ویبریوئیدس    NA1000  ا  طریق NCBI مورد نررسی قرار گرفت نشان  دهنده  شباهتی قریب نه  98  درصد میناشد  ندین 

 ترتیب در این پژوهش ا  منها  سویه   اخیر استفاده شد 

دلیل وجود انتقال دهنده  ایلو   و سرعت نار رشد و ترمیر، مورد هن  ا  کلی ها  مرتلف  سویه   مسیر تولید  ایلونات درساخت  

هد  نسیار  ا  گروهها قرار گرفته است  در این میان آقا  فراست  XDH  سویه  P.fragi  را در سویه  αDH5  و آقا  والدهو ا  

)17(  XDH  سویه  C.crecentus  را در سویه  W3110  نیان کردند  آقا  کائو  )5(  این مسیر را در سویه  BL21  مهندسی کردند   

آقا  کائو نیان میکند این سویه نرخل  خانواده  E.coli  K12  نه دلیل دارا نبودن من  yagF/yjhG  قادر نه مصر   ایلونات 

نهعنوان منبع کرنن نمیناشد و همچنین من جهش یافته  rne  پروتئین  RNase E  کوتاه شدها  را کد میکند که توانایی ترریب  

ا   آقا   والدهو ا  نجل  این  گروهها  اکثر  پروتئین میشود   در  نیان  ماندگار   mRNA  و  نه  منجر  ننانراین  ندارد   mRNA  را 

 وکتورها  نا پروموتر T7 استفاده شده است 

عنوان  یک  روش مو ر و امیدنرش  نرا   تولید  پایدار  ترکیبات  نه  شده تیتوده توس  تثب  ستی    اجلا  یستی   ل یتبدا  سو  دیگر  

  )XDH(   استفاده ا  گلوکل دهیدرومنا    و    ایلو  دهیدرومنا   )شیمیایی  ار شمند در شرای   واکنش مل یز   ارائه شدهاست  )18  و  19

و  ایلو  نه  ایلونیک    دیاس  گلوکل نه گلوکونیک  لیتبدترتیب  نه  +NADوانسته نه     هازیآنل  این  مورد توجه است که   ل یدل  نینه ا

 اسید نا کارنردها  صنکتی را کاتال یل میکنند )20 و 21(  

 ی که توالCB1  کلوناکتر ویبریوئیدسیه سو xylB,Cنا استفاده ا   ریمس نیا یمرتلف طراح  ها کار گروه سهیپرومه نا مقا نیدر ا

ها که  xylB,C  را  نا واسله  وکتور نیانی نر خل  دیگر پرومهانجاا شد     ا  کلی   هیدر سو  ناشدیم  NA1000آن کامل مشانه  

pET  و نهصورت نیان درون سلولی انجاا داده نودند  در این پژوهش نیان همراه نا  YiaT  نهعنوان یک پروتئین عر  غشایی  

صورت گرفت  ندین صورت که ا   pET وکتور دارا  YiaT استفاده شد تا  ایلو دهیدرومنا  تولید شده نه سل  سلول رفته و در 

 آن جا فکالیت خود را نشان دهد  
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صورت سلنی مشانه نیان موفقیت آمیل لیسا  فکال در سل  سلول توس   Mee-Jung  و همکاران  )22(،  هنیان خار  سلولی ن 

الگونردار  شد    الکتروفور  مل سدیز  دودسیل سولفات  -  پلی  آکری ل آمید،  لکهگذار  وسترن، میکروسکوپ ایمونوفلورسانس و 

 اندا هگیر  فکالیت آنلیز  کل سلول ی نیان  پروتئینها  ادغام ی را نر رو  سل  اشریشیا کلی تایید کرد )22( 

که در پژوهش حاضر نیل پروتئین نیان شده فکالیت آنلیمی قانل اندا هگیر  دارد ا  سلول کامل  نر همین اساس و نا توجه نه این

نرا  این منظور استفاده شد و فکالیت تشکیل کامل مشهود قانل اندا هگیر  نود و نا توجه نه و ن مولکولی پروتئین نیان شده  

در مل   SDS-PAGE  که کامل تایید میکرد که این دو پروتئین نهصورت ادغامی ظاهر شده اند همه موید  این نود که نیان  

 صورت گرفته مشانه تیزها  تنقیقاتی دیگر سلنی نوده و میتواند نهخونی سونسترا را نه  ایلونیک اسید تبدیل کند 

طور که نیان شد نا   توجه نه نیان سل  سلولی لیسا  فکال که ندون نیا  نه شکستن سلول فکالیت آنلیز قانل مناسبه نود،  همان

سویه   تولید کننده   ایلو دهیدرومنا  نیل پس ا  القا   نیان و اطمینان ا  تولید پروتئین فیو  شده نا  YiaT  نا و ن مولکولی 

 متناظر نا آن )52/2  کیلودالتون( که در نتایج SDS-PAGE مشاهده شد، فکالیت آنلیمی ناکتر  هضز نشده نررسی شد 

شد  مناسبه  کائو      و روش کار طبق مقاله آقا  ریانجاا و مقاد  340nmدر    NADHنراساس خوانش جذب    ز یآنل  ت یفکال  ینررس

نه  نانومتر  340جذب درطول مو   +NADهمراه افلودن نه سلولیسوسسانسیون نا اضافه شدن سونسترا نه  ش یآ ما نی  در ا(6)

 سرعت و میلان ناریی نما یان شد که نیانگر تولید NADH نهعنوان منصول جانبی تبدیل  ایلو  نه  ایلونات میناشد 

ها  طول موجی، هر سه نمونه که شامل دو نمونه Ros  و یک نمونه BL21 نودند در 340نانومتر در یک دقیقه طبق داده

 جذب داشتند )نهترتیب 0/8، 0/019 و 0/85( که نه وضوح نشان دهنده  فکالیت آنلیز در سل  سلول میناشد  

ها  انجاا شده  جهت نیان درون سلولی  ایلو دهیدومنا   نشان میدهند که  در ساعت اول ن هدلیل  حضور آنلیز  نا میلان پژوهش

نیان نار و فکال نبودن مسیر کاتانولیسز،  ایلو  نه سرعت نه  ایلونات تبدیل م یشود  اما نا گذشت  مان و فکال شدن مسیرها   

فرع ی  مصر   ایلو   افلایش  و تولی د   ایلونات  در رقانت نا دی گر  آنلیزها  کاهش مییاند   نهنظر میرسد نا افلایش نیان دو آنلیز 

مسیر رقانتی مصر   ایلو  یکنی  XylA   و  XylB  این  قند پس ا  تبدیل   نه  ایلولو   توس   ایلو   ایلومرا   و  الولوکینا ،  وارد  

چرخه پنتو  فسفات و گلیکولیل شده و تولید و تجمع استات، گلیکول آلدهید،  گل یکورت و  ایلونات ناعث کاهش pH  منی ،  

 رشد ناکتر  و فکالیت آنلی ز م یشود  

دست آمده ا  این پژوهش، نا انتقال  ایلو  دهیدرومنا  نه سل  سلول، دیگر مشکل ورود  ایلو  نه مسیرها  اما طبق نتایج نه

فرعی و کاهش  pH  منی  که ناعث کاهش نا دهی میشود را نرواهیز داشت   مشاهدات پژوهش حاضر نیل موید عدا کاهش 

 در میلان فکالیت آنلیز نیان شده در سل  ناکتر  در نا ه    مانی مشانه میناشد 

 گیری نتیجه   -5

عنوان  یک  ماده شیمیایی  دوست است  نه  آب  لیدروکسیال چهار کرننه نا سه گروه ه  یپل  کیButantriol  (BT)-1,2,4 ترکیب  

 کارآمد، BT  کارنردها  همه جانبها  در  مینه ها  مرتلف دارد 
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نرا    ی یسدت  دیو دیگر ، روش نر پایه تول  یاییمیش  دیروش نر پایه تول  یک  روش سنتل  شامل  2   سنتل  تا نه امرو  ظا  لنا

 ارائه شدده است  یالملل نیدر مقارت و اختراعات ن BTO الکل

ترین و مکمولترین روش تولید شیمیایی ترکیب  BTO، ترکیب د  و ال مالیک اسید استر  شده، توس  ترکیب  اما در اقتصاد 

 سدیز نورهیدرات )NaHBH4( احیا و ترکیب BTO تولید میشود 

دریل  مرتلف  ا  راندمان کمی نرخوردار است  ا  نه  BTOجهت تولید الکل    NaBH4واکنش احیا  اسید مالیک در مجاورت  

سو  دیگر نهدلیل چالش ها   پ یش رو  سنتل شیم یایی الکل BTO، چند  است که منققین حو ه  یستی نه فکر تولید این  

  .اندافتاده یستی  ندیفرا قیماده ا  طر
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