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  چكيده

 تركيب اين. اند شده متصل يكديگر به بتاگليكوزيدي پيوندهاي با كه است گلوكز دي هاي واحد از خطي هموپليمر بتاگلوكان
 اتصالات شكستن با را پليمر اين بتاگلوكاناز يآنزيمها. است گندم و يولاف جو، مانند غلاتي دهنده تشكيل اصلي ياجزا از يكي

 نو تركيب به آنزيم توليد و باكتري در ليكيناز ژن بيان مطالعه اين از هدف. كنند مي تجزيه آن سازنده ياجزا به بتاگليكوزيدي،
 اين در. سازد مي فراهم را طيور غذايي جيره در ذرتبه جاي  جو جايگزيني امكان امر اين. است طيور براي غذايي مكمل عنوان
 بياني وكتور در Clostridium thermocellum گرمادوست باكتري گلوكاناز4و1 – 3و1بتا  آنزيم كدكننده ژن تحقيق

pET22b(+) باكتري و E.Coli سويه BL21 بياني باكتري در كانازبتاگلو آنزيم ژن بيان. گرديد كلونBL21 بيان القاي از پس 
 فعاليت ميزان سنجش به منظور همچنين. گرفتقرار  تأييد مورد SDS-PAGE تكنيك از استفاده با) IPTG 0.1 mM( توسط
 ظوربه من بهينه شرايط تأييد جهت. گرديد استفاده جو گلوكان هضم ميزان بررسي و قند كاهش تست از نوتركيب پروتئين آنزيمي
 كه داد نشان نتايج. گرفت قرار بررسي مورد باكتري رشد محيط بر pH  و زمان دما، مختلف هاي تيمار پروتئين نوتركيب، توليد
به  pH=8 والقاء  از پس ساعت 4زمان مدت در آنزيمي فعاليت حداكثر  و است گراد سانتي درجه 55 آنزيم فعاليت بهينه دماي
 از توجهي قابل مقادير وجود اما. است صرفه به مقرون معمولاً طيور غذايي جيره در جو مانند يهاي ازدانه استفاده .آمد دست

 امكان جو گلوكان هضم بر آنزيم اين اثر تأييد و توليد. است ساخته مواجه مشكل با را دانه اين كارگيري به جو در بتاگلوكانها
  .سازد مي ممكن طيور غذاي تهيه در را آن استفاده

  .تغذيه طيورمكمل ، ليكيناز ,آنزيم نو تركيب: كليدي ايواژه ه

  yahoo.com    Nedamirakhorli@: پست الكترونيكي  ،  03832324401 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
 را توليد  ه ن زي ه  ن ري ت ش ي ب  وراك خ ،در صنعت پرورش طيور

  دن ان رس  ل داق ح  ه باين رو  از د، ده ي م  اص ص ت اخ ود خ ه ب
امري ضروري در اين صنعت به  ، وراك خ  اي ه ه ن زي ه

  لات غرا  ور طي  وراك خ  جزء  ن ري ت ده م ع. آيد حساب مي
  ه ي اول  اده م  ن ري ت م ه م  ذرت  ان ي ماين  در. د ن ده ي م  ل ي ك ش ت
 .د ده ي م  ل ي ك ش ت راآن  د درص 65 دود ح  ه ك  ت اس ور طي  ره ي ج

 مصرفي كشور  ذرت د درص 80اين در حالي است كه 
 ور ش ك  ل داخ در و ج د ي ول ت اما از آنجا كه. وارداتي است

  ادي زي  زان ي م  ه ب  وان ت ي م ، ت اس  ذرت د ي ول ت ر راب ب 16 دود ح
 در جيره غذايي طيور استفاده كرد  ذرتبه جاي   ه ل غ  ن اي از
  . )7( داد  ش ها ك را  ذرت  واردات و
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، ويتامينها آمينه، اسيدهاي خام، پروتئين مقدار لحاظ از جو
 به نسبت كپكها و قارچ به آلودگي و مختلف معدني مواد
 ساكاريدهاي پلي داشتن علت به اما دارد، برتري ذرت

 خصوص به طيور جيره در آن مصرف بتاگلوكان
 كاهش .باشد مي محدوديت داراي گوشتي هاي جوجه
 ساز و سوخت قابل انرژي و مغذي مواد هضم تقابلي
 زمان كاهش دليل به طيور، جيره در جو مصرف از ناشي
 به علت بالا رفتن ويسكوزيته گوارش دستگاه از غذا عبور
امروزه براي بالا بردن . است بتاگلوكان وجود اثر درمواد 

هاي مختلفي فرآيندارزش غذايي جو در تغذيه طيور از 
استفاده از چربي و افزودن  ،خيسانيدن ،گيري نظير پوست

ي باكتريهاو  قارچهاي مصنوعي حاصل از كشت آنزيمها
استفاده از  روشهااين بين در . مخصوص استفاده مي شود

تر  ي تجارتي راه حلي آسان، اساسي و كاربرديآنزيمها
 حيوانات غذايي جيره به بتاگلوكاناز آنزيم افزودن . است
 تجزيه باعث دامها و پرندگان ك،خو ازقبيل اي معده تك

 آلودگي كاهش همچنين و غذايي جيره در موجود گلوكان
  ).16( شود مي جيره در موجود انرژي رفتن هدر و

 هيدروليز كه هستند آنزيمها از اي ويژه گروه بتاگلوكانازها
 بين در آنزيمها از دسته اين دهند، مي انجام را بتاگلوكانها
 ، دارند گستردگي و پراكندگي ،اتحيوان و اه ريزسازواره

 مورد بيش از بقيه ميكروبي گلوكانازهاي ميان اين از ولي
   ).6( باشند مي توجه

 حفاظت تغذيه، درحيطه ها گلوكانازبتا گذشته دهه دو در
 دانشمندان توجه مورد بيوتكنولوژي و زيست ازمحيط

 به قادر هيدروليزكننده يآنزيمها از دسته اين. اند قرارگرفته
 تك حيوانات زيرا .باشد مي ها گلوكان انرژي سازي رها
 بتاگلوكاناز آنزيم فاقد پرندگان و خوكها قيبل از اي معده

 آنها گلوكانازي فعاليت يا و بوده خود گوارشي درسيستم
 در موجود انرژي از استفاده به قادر ازاينرو باشد، مي پايين

  جو در موجود بتاگلوكان  .باشند نمي بتاگلوكانها ساختار
 اين كاهش براي كند مي ايجاد طيور تغذيه در مشكلاتي

 آنزيم غذايي، تبديل ضريب افزايش به منظورو  مشكلات
 آنزيم. باشد مي لازم غذايي مكمل عنوان به بتاگلوكاناز
 پلي و گلوكز به را جو در موجود بتاگلوكان بتاگلوكاناز،
 در جو از دهاستفا مشكل و كرده تجزيه ساده ساكاريدهاي

  ).2( سازد مي برطرف را طيور غذايي جيره

 در غذا افزودني مواد طيور،  مدرن تغذيه اي يروشها در
 ،رشد محرك افزودني مواد. دارند قرار اهميت اول جايگاه
. باشند مي طيور سلامت و غذا بازدهي بالابرنده

 معدني مواد و آمينواسيد يمكملها ،آنزيمها ،پروبيوتيكها
 باشند مي طيور غذايي هاي جيره در جديد يافزودنيها انواع
  .دارند غذايي مواد از گيري بهره در مثبتي اثرات كه

 براي بسياري يتلاشها  بتاگلوكاناز آنزيم اهميت به توجه با
اين  تهيه. است گرفته صورت جهان در آنزيم اين توليد

 آن توليد و باشدمي مشكلبسيار شيميايي بيو طريق ازآنزيم 
 براي آسان تر راه بنابراين .است كم بسيار در موجودات

 يروشهاها و  ميكروارگانيسم از استفاده هدف اين به نيل
  . است ژنتيك مهندسي

 گلوكاناز)4- 1) (3-1( بتا ژن سازي شبيه و سازي خالص
 قارچ Phialophora SP. قارچمنابع ميكروبي مانند  از

Trichoderma virens  و باكتري Bacillus altitudinis  و
غذايي طيور  توليد و بررسي اثر آنزيم بتاگلوكاناز در جيره

 افزايش  باعث بتاگلوكاناز آنزيم از دهد كه استفاده نشان مي
 با شده تغذيه هاي جوجه غذايي تبديل ضريب و وزن
  .)11( شود مي جو حاوي هاي جيره

از بتاگلوكاننوتركيب توليد آنزيم  با هدف تحقيق در اين
تهيه  جهت استفاده در جيره غذايي طيور كه بر اساس جو 

 از شده دستكاري ژن يك كه LicBM2ژن   ،شده است
در باكتري ، است Clostridium thermocellum باكتري

 به مقاوم آنزيم كننده كد اين ژن .اشرشياكلاي كلون گرديد
. )7( است ) ليكيناز( گلوكاناز)1- 4( )1-  3(حرارت بتا 

 وزن با سلولي خارج آنزيمي چند كمپكس كي ليكيناز
) 4- 1( بتا به طور خاص پيوندهاي و بالاست مولكولي
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 .كند مي هيدروليز بتاگلوكانها در را) 3-1( پيوندهاي مجاور
اختصاصي باعث هضم بتاگلوكان  كاملاًاز اين رو به طور 

  . مي شود) ليكينان(جو 

 مواد و روشها

 سازي كلون جهت  ادهاستف مورد هاي پلاسميد و باكتري
 سويه اشرشياكلاي يباكتريها از تحقيق اين در: ژن بيان و

DH5α ژن سازي كلون و تكثير جهت LicBM2 و 

 پروتئين بيان به منظور pET 22 b (+)پلاسميد BL21سويه
 .شد استفادهنوتركيب 

 كلون LicBM2 (EC 3.2.1.73; lichenase) ژن تكثير جهت
 طراحي   pBISN1-IN (EU886197) پلاسميد در شده

 سازي جهت كلون ي برشيسايتهاو  گرفت صورت پرايمر
  .)1جدول ( ميد بياني در نظر گرفته شدژن در پلاس

  .ي برشي در نظر گرفته شدهسايتهاو  .licBM2 ژن تكثيرجهت  پرايمرتوالي  -1جدول

CGCGGATCCATGGTAATACGCCT LicBM2 forward primer 

CGCGTCGACAGACCGTTAGGAT LicBM2 Revers primer 
  

 كلون LicBM2 ژن: نياز موردپلاسميد نوتركيب  ساخت
 آغازگرهاي از استفاده با pBISN1-IN پلاسميد در شده

 و تكثير PCR تكنيك توسططراحي شده  اختصاصي
. شد بارگذاري آگارزدرصد  يك فورزوالكتر ژل رويبر

 كيت  به وسيله نظر مورد قطعه، ژن اندازه تأييد از پس
 هضم .شد سازي خالص ژل از Vivantisشركت  تخليص
 pET بياني پلاسميد و PCR توسط شده تكثير قطعه آنزيمي

22 b(+) برشي يآنزيمها از استفاده با Sal1 و  BamH1 
 به وسيله ناقل در نظر مورد قطعه اتصال عمل. شد انجام
و كانستركت توليد شده  شد انجام T4 DNA Ligase آنزيم

 E.coli ي مستعدباكتريهابه  شوك حرارتي با روش
 از ي نوتركيب پسكلونيها، منتقل گرديد  BL21سويه

بيوتيك  بر روي محيط كشت حاوي آنتي غربالگري
 آنزيمي هضم و PCR colony از استفاده با ،سيلين آمپي
  .شدند تأييد

 باكتري ليتر از كشت شبانه ميلي 5 :پروتئين بيان القاي
E.coli سويه BL21 كشت  محيط ليتر ميلي 50 به نوتركيب

BL  تا  و شد اضافه سيلين آمپي بيوتيك آنتي حاويمايع
 دماي در،  nm550 در طول موج 5/0 بهباكتري OD رسيدن

. شد داده كشت دقيقه در دور 150 سرعت با و درجه 37
 pETجهت القاي بيان ژن ليكينازكلون شده در ناقل بياني 

 اپراتور از  ميدز آنجا كه در اين پلاسا. بودگر احتياج به القا
 IPTG لاكتوز، استفاده شده است آنالوگ lac اپران

به عنوان القاگر استفاده  )تيوگالاكتوزيد- β-D– ايزوپروپيل(
به محيط كشت باكتري رشد داده شده  اين رو  از. شود مي

IPTG  و به مدت اضافه گرديد  ميلي مولار 05/0 غلظتبا
انكوبه  گراد سانتي درجه 37 دماي در ساعت 6، 4 ، 2

 4000 با سرعت سانتريفيوژ در باكتريها، ءالقا از پس .گرديد
 ريخته دور بالائي فازو  شدند داده رسوب دقيقه در دور
 4/7 اسيديته با ليز بافر ليتر ميلي 5 باكتري رسوب به. شد

 شكستن جهت ليزوزيم آنزيم ليتر ميكرو4/10 به همراه
 و گرديد اضافه سلول يامحتو شدن آزاد و باكتري ديواره
 به دقيقه دردور  120 دور و  درجه 37 دماي در سپس
 محلول مجدد سانتريفيوژ با. شد داده كشت دقيقه 15 مدت

 گرديده جدا حاوي پروتئين نوتركيب رويي آمده به دست
  .شد نگهداري - 20 دماي در و

: نوتركيب پروتئين توليد جهت بهينه شرايط بررسي
به باكتري ژن در جهت تعيين بهترين زمان القاي بيان 

 بتاگلوكاناز آنزيم توليد دستيابي به بيشترين ميزان  منظور
، پس از اضافه كردن القاگر pET22b(+) بياني سيستم در

IPTG  6و 4 ،2به محيط كشت، باكتري در سه زمان 
  . گرديد انكوبه گراد سانتي درجه 37 دماي در ساعت
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 بررسي در: بتاگلوكاناز آنزيم فعاليت براي بهينه دماي
منابع رنج فعاليت آنزيم بتاگلوكاناز مقاوم به حرارت بسيار 

تعيين بهترين شرايط  به منظور. گسترده معرفي شده است
  ،45, 40تيمار دما شامل  4دمايي جهت فعاليت اين آنزيم 

  . گرفت قرار بررسي مورد گراد سانتي درجه 55 و 50

پروتيين نوتركيب در توليد  تأييدجهت : آماريي آزمونها
و جهت بررسي و تعيين . استفاده شد tباكتري از آزمون 

تصادفي با سه تكرار استفاده  كاملاًشرايط بهينه از طرح 
و رسم   SASها با نرم افزار  تجزيه تحليل داده .گرديد

  .انجام شد  Exelبا نرم افزار نمودار 

به : بتاگلوكاناز نوتركيب آنزيم فعاليت ارزيابي كمي
 ياحيا روش از بتاگلوكاناز آنزيم فعاليت سنجش منظور
 آرد گرم يك سوبسترا تهيه جهت. شد استفاده) 12( گلوكز
 بافر ليتر ميلي 90 و شد مرطوب اتانول ليتر ميلي 6 در جو

 آن بهpH =  6/4 با مولار ميلي75 فسفات سديم سيترات
 حرارت جوش نقطه تا آمده به دست مخلوط و شد اضافه
به محلول  از ليتر ميلي 2/0 بهدر يك لوله آزمايش  .شد داده

 بتاگلوكاناز آنزيمشده حاوي  ءباكتري القاآمده از  دست
 5 مدت به و گرديد اضافه سوبسترا ليتر ميلي 1، نوتركيب

 اضافه با. شد قرار دادهدرجه سانتي گراد  50 دماي در دقيقه
، شد متوقف آنزيمي واكنش DNS معرفليتر  ميلي 3 كردن

قرار  جوش آب حمام در دقيقه 15به مدت  ها لولهو 
 10 شدن سرد از پس. دگردي آشكار رنگگرفتند، و 

 تراكم. شد اضافه لوله هر به استريل مقطر آبليتر ميلي
 قندهاي مقدار. شد قرائت nm 550 موج طول در نوري
  استاندارد دارنمو از استفاده گلوكزبا صورت به كننده احيا

   . است نوتركيب آنزيم فعاليت ميزان بيانگر كه شد مشخص

 يپروتئينها: بتاگلوكاناز نوتركيب ارزيابي كيفي آنزيم
 متفاوتي فضايي شكل و مولكولي وزن الكتريكي، بار طبيعي
 پروتئينها الكتروفوتيكي حركت در عوامل اين و دارند
 دترجنت حضور در اكريل آميد پلي ژل الكتروفورز. ندمؤثر

 آمد سولفات، كار لوريل يا سولفات دودوسيل سديم يوني
  .باشد مي پروتئينها مولكولي وزن تعيين براي روشها ترين

آميد،  الكتروفورز با ژل اكريل به منظورجهت تهيه نمونه 
 بافر و پروتئيني هاي نمونه از) ليتر ميكرو 30( يكساني جم

ميلي  Tris HCL 0.5 M PH=6.8 ،2 ليتر ميلي 15( مخلوط
 – 2ميلي ليتر  SDS ،2گرم  4/0ليتر گليسرول، 

 مخلوط باهم) بلو ليتر برموفنول ميلي 300مركاپتواتانول، 
 و قرارداده جوش آب حمام در دقيقه 4 مدت به. گرديد

 سپس. گرديد منتقل يخ توده به جوشاندن از بعد بلافاصله
 نتريفيوژسا دور در دقيقه 6000 در دقيقه 20 مدت به

 20 درصد، 12 اميد و در هر چاهك ژل اكريل. گرديد
  .ميكروليتر از نمونه بارگذاري شد

  و بحث نتايج
 يجايگاهها كردن اضافه و LicBM2 ژن تكثير به منظور

 و طراحي پرايمر،BamH1 و Sal1  برشي يآنزيمها برش
PCR سايز به باند حضور شد انجام bp  700محصول در 
PCR 1شكل( كند مي تأييد ار واكنش صحت .(  

  
 bp700باند :  3 و 2 ،1چاهك. PCR محصول الكتروفورز - 1شكل
: Mچاهك . pBISN1-IN از  پلاسميد LicBM2 تكثير شده ژن

  bp  100ماركر

و باكتري  pET22b(+) ميد پس از كلون سازي ژن در پلاس
ميد نوتركيب انتقال پلاس تأييد، جهت   BL21 E.coliبياني 
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ي كلونيهاكلوني از تك  PCRري بياني از تكنيك به باكت
و آزمون ) 2ل شك(محيط كشت انتخابي رشد كرده بر روي 

  .ده شداستفا) 3شكل(برشي 

  
ميد استخراج شده از تك پلاس kbp  5/5باند : d,eستون  -2شكل

، bp 700باند  a,bستون . كلوني رشد كرده بر روي محيط انتخابي
حضور  تأييد. ي نوتركيبكلونيهاتك  كلوني از PCR محصول واكنش

 HighRanger plusماركر : cستون . در باكتري  LicBM2ژن 

100 bp  

جهت تأييد فعاليت آنزيم : تأييد پروتئين نوتركيب فعال
 )12( گلوكز احيا آزمون نوتركيب توليد شده در باكتري از

 توسط جو به اين ترتيب كه بتاگلوكان. استفاده شد

 جمله از ساده قندهاي تركيب هضم شده و بتاگلوكاناز نو
 ميزان آن گيري اندازه با  توان مي كند كه مي آزاد گلوكز

). 2جدول(كرد گيري اندازه را نوتركيب فعاليت پروتيين
 داراي باكتري آنزيم در فعاليت مقايسه اختلاف  ميزان

 در tبا استفاده ازآزمون  پلاسميد بدون باكتري و پلاسميد
 بتاگلوكاناز ژن بيان نشانگر كه. دار شد عنيم درصد 1سطح

  .است پلاسميد داراي باكتري در نوتركيب

  
 و BamH1و   Sal1برشي  يآنزيمها توسط آزمون برشي -3شكل
: aستون  . (+)pET22b وكتوربياني در بتاگلوكاناز ژن حضور تأييد

 ژن   bp 700باند  ، pET22b (+) پلاسميد  kbp 5/5باند
LicBM2. ستون b :ماركر HighRanger plus 100 bp   

  
   باكتري در ميزان فعاليت آنزيم نوتركيب t آزمون -2جدول 

  
  دار اختلاف در سطح يك درصد معني **

 نوتركيب ليكيناز آنزيم فعاليت شرايط بهينه توليد و
 بر زمان اثر بررسي به منظور :جهت هضم بتاگلوكان جو

القاء  از پس مختلف زمان سه,  بتاگلوكاناز آنزيم بيان ميزان
 بدون( شاهدتيمار  4 منظور بدين. قرارگرفت بررسي مورد
 6 والقاء  از پس ساعت4 ،ءالقا از پس ساعت 2 ،)ءالقا

 كه طور همان. ندگرفت قرار مطالعه موردالقاء  از پس ساعت
مشاهده  )3جدول ( 3 شماره در جدول تجزيه واريانس

 1 سطح در القاست مانز افزايش كه تيمار شود، اثر مي
مقايسه  از حاصل نتايج. است شده دار معني درصد

 IPTG 05/0با  آنزيم فعاليت ميزان كه داد نشان ميانگينها
 4 در و يابد مي افزايشالقاء  زمان افزايش باميلي مولار 

شكل ( دهد مي نشان را عدد بالاترينالقاء  از پس ساعت
ان توليد گلوكز بر ميزان فعاليت آنزيم بر اساس ميز .)4

  .حسب ميكروگرم بر ميكروليتر محاسبه شده است
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  پروتئين نوتركيب آنزيمي فعاليتميزان  واريانس تجزيهجدول  -3جدول

 MS   Fميانگين مربعات آزاديدرجه منابع تغيير

  ** 27/45 3 تيمار
52/62  

   38/1 8 خطا
  دار اختلاف در سطح يك درصد معني **

  
ليكيناز  آنزيمي فعاليتمقايسه ميانگين ميزان  نمودار -4شكل 
( بر حسب ميزان توليد گلوكز .القا از پس ساعت 6 و4 ،2نوتركيب

  )ليتر ميكروگرم بر ميلي

ساعت پس از القاء را  6كاهش ميزان فعاليت آنزيمي در 
 پروتئين ترجمه براي بالا انرژي مصرف دليل بهتوان  مي

 ساعت چهار در ولسل ،توسط سلول توجيه كرد نوتركيب
 طرف آن از و شده مواجه انرژي كاهش باالقاء  از بعد

 سلول شود مي باعث سلول براي هترولوگ پروتيئن سميت
 توليد مرحله به مرحله و گردد سكون فاز وارد زودتر

  .كند كمتر را نوتركيب پروتئين

 فعاليت آنزيم بهينه شرايط به يابي دست جهت همچنين
 درجه 55 و  50, 45,  40 يمار دماييت 4 باكتري نوتركيب
تجزيه آماري نشان . ندگرفت قرار مطالعه مورد گراد سانتي

 داد كه اختلاف ميزان فعاليت آنزيمي در دماهاي مختلف در
   .)4جدول  (است  شده دار معني درصد 1 سطح

ميزان فعاليت آنزيمي در دماهاي   همچنين مقايسه ميانگين
درجه  50عاليت ليكيناز در دماي متفاوت بيانگر بيشترين ف

  ).5شكل ( باشد گراد مي سانتي

  مختلف دماهاي در ليكيناز آنزيمي فعاليتميزان   واريانس تجزيه جدول-4جدول
 MS Fميانگين مربعات آزاديدرجه منابع تغيير

  25/58 **     92/41 3 تيمار
    682/0  8  خطا

  دار اختلاف در سطح يك درصد معني **
  

  
بر  مختلف دماهاي در ليكيناز نوتركيب آنزيم فعاليت  نمودار -5 شكل

  )ليتر ميكروگرم بر ميلي(ميزان توليد گلوكزحسب 

در منابع تحقيقاتي مختلف رنج دمايي وسيع براي فعاليت 
همكاران در  و فورتادو. است آنزيم بتاگلوكاناز معرفي شده

گراد را  سانتي درجه 60 الي 30رنج دماي 2011سال 
 باسيلوس گلوكوناز 4-1 ،3-1بتا اندو آنزيمجهت فعاليت 

اين در حالي است كه . كردند گزارش مناسب168 سابتليس
 50 دماي در شده ياد آنزيم بتاگلوكانازي فعاليت بيشنه
با بررسي  ديگري پژوهش در .)5( اتفاق افتاد درجه

 توسط شده توليد بتاگلوكاناز آنزيم عملكردي يويژگيها
 به گراد سانتي درجه 40 دماي فورميس چينيل باسيلوس
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 آنزيمي فعاليت بهينه به دستيابي مطلوب شرايط عنوان
- 1بتا آنزيم كاتاليتيكي فعاليت بهينه دماي). 15( شد تعيين

درجه   GN156، 45 سابتليس باسيلوس گلوكاناز 4- 1 ،3
 بر كه پژوهشي در). 1( است شده گزارش سانتي گراد

 مشخص گرفت صورت مخمر در ازبتاگلوكان توليد روي
را  آنزيم فعاليت توان ميزان با كنترل دمايي مي كه گرديد

 ايده دماي برخلافو دماي بهينه فعاليت آنزيم . كنترل نمود
 بهينه از حاصل نتايج براساس ).3( باشد مي باكتري رشد آل

 آنزيم محيطي، مختلف شرايط در كاتاليتيكي فعاليت سازي
 عنوان به طيور و دام خوراك در كاربرد يتقابل بتاگلوكاناز
  .را دارد افزودني

(+)  وكتور در شده كلون بتاگلوكاناز ژن بيانكيفي  تأييد
pET22b :الكتروفورزآميد  ژل آكريل SDS-PAGE  

پروتئين استخراج شده از باكتري تراريخته پس از القاي 
نشان داده  6بيان در سه زمان و شاهد بدون القاء در شكل 

  . شده است

  
 باكتري از شده استخراج پروتئين الكتروفورز آميد آكريل ژل -6شكل

 كنترل، باكتري: C، زمان سه در بيان القاي از پس تراريخته
: 2القاء  نمونه بدون: 1، كيلودالتون 170ماركرپروتئيني:  Mغيرتراريخته،

 ونهنم: 4القاء  ساعت 4 از پس نمونه : 3القاء  ساعت دو از پس نمونه
  ءالقا ساعت 6 از پس

القاء  هتراريخت يباكتريها با شاهد پروتئيني الگوي مقايسه
 ليز از پس. بود نوتركيب  پروتئين توليد دهنده نشان شده،

 و محلول فاز جداسازي و كردن سانتريفيوژ و باكتري
بر روي ژل  نوتركيب پروتئين به مربوط باند ،رسوب
 ژل روي تروفورزالك الگوي اساس بر. گرديد مشاهده

SDS- PAGE 25 معادل نوتركيب آنزيم مولكولي وزن 
در مطالعات پيشين كه جهت  .آمد به دست دالتون كيلو

انجام گرفته نيز وزن  LicBM2مطالعه و دستورزي ژن 
. )3( است  كيلودالتون معرفي شده 25آنزيم ليكيناز 

به  پروكاريوتي بياني سيستم در هترولوگ يپروتئينها
 سيتوزول سلول در بادي نامحلول و اينكلوژن صورت
 pET22b(+)  وكتور از مطالعه دراين. يابند مي تجمع ميزبان
 بيان و باشند ميT7  پروموتورقوي داراي كه شد استفاده
 سرعت. كنند مي حمايت را خود دست پايين ژن از بالايي
 BL21 E.coliيبيان باكتري درنوتركيب  پروتئينتوليد  زياد

 به ، ميزبان سيتوپلاسم در هترولوگ پروتئين تجمع هبمنجر 
  ). 14( شود مي بادي ناينكلوژ فرم

 آنزيم مولد ژن پژوهشي در )2001( همكاران و لييو
  نام به ترموفيل باكتري يك از را بتاگلوكاناز

Bacillus stearothermophilus وكتور در و جداسازي 
PTB53 ,PTB90 كه داد نشان آنها هاي يافته. نمودند كلون 

  باكتري با مقايسه در شده ياد باكتري در ژن بيان ميزان
 پروتئين تخليص مطالعه اين در باشد، مي كمتر ايشرشياكلي

 دمايي مقاومت به توجه با حرارتي تيمار روش با نوتركيب
 بتاگلوكاناز آنزيم بيان باهمچنين ايشان . ) 9( گرفت صورت

 مقاوم نوتركيب آنزيم يك توانستند ايشرشياكلي باكتري در
 توليدليتر  گرم بر ميلي ميلي  506 نسبي فعاليت با حرارت به

 سويه شناسايي با )2009( همكاران و فنسلو. )12( كنند
CBBD302 برابري 26 بيان به موفق فورميس باسيلوس از 

  . )4(شدند نوتركيب صورت به بتاگلوكاناز آنزيم

 بتاگلوكاناز ژن سازيجدا با)  2014( همكاران و ساكورابا
 و كدون سازي بهينه و فورميس ليكيني باسيلوس باكتري از

 آنزيم اين بيان به موفق Pichia  pastoris مخمر در آن بيان
  . )13( ليترشدند ميلي در واحد 11000 فعاليت با

 چگونگي با رابطه در فراواني تحقيقات و تلاش كنون تا
 كه گوشتي طيور غذايي يها جيره در آنزيم از استفاده ميزان

. است آمده به عمل اند شده طراحي تر ارزان غذايي مواد با
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 به طور وابسته علوم ساير و دام پرورش صنعت امروزه
 ،پروبيوتيكها و آنزيمها كه است رسيده باور اين به اي عمده

كه به طور قابل توجه  هستند ارزشي با غذايي يافزودنيها
يت محصولات توليدي باعث افزايش عملكرد و كيف

ي آنزيمهاانواع  توليدتقاضا جهت اين رو  از .شوند مي
 منظور بدين. رو به افزايش است نوتركيب افزودني
 و پستانداران ،حشره قارچي، باكتريايي، بياني يسيستمها
 .اند مورد مطالعه قرار گرفته پروتيئنها اين توليد براي گياهان

 يژنها ا بيان نسبي بالا ازب باكتريايي يسلولهااز اين ميان 
همچنين در سيستم . اند هترولوگ مورد توجه قرار گرفته

در  نامحلول اجسام شكل به نوتركيب يپروتئينها باكتريايي،
 نشان دهنده تحقيق اين نتايج. كنند مي رسوبسيتوزول 

 مي باكتريايي بياني سيستم در LicBM2ژن  مناسب بيان
 T7 قوي پروموتر وجود ليلد به ،سيستم اين اهميت. باشد
 حفظ و صحيح تاخوردن توليد با ميزان مناسب،. است

را  صنعتي مقياس در سيستم اين از استفاده آنزيم، فعاليت
  .سازد ممكن مي

 LicBM2 شده دستكاري ژن توسط شده كد ليكيناز آنزيم
 آمده  به دست  thermocellum Clostridium باكتري از كه

 كه است  سلولي  خارج  آنزيمي چند  كمپلكس  يك، است 
 در) 3- 1(بتا  پيوندهاي  مجاور) 4- 1(بتا  پيوندهاي
 بر اما كند مي هيدروليز را)  ليكينان( بتاگلوكانها
 درحالي. ندارند اثري معمولي) 4- 1( يا و) 3-1(پيوندهاي

 بسياري در گلوكاناز خانواده يآنزيمهاو   انواع بتاگلوكان كه
 در ليكينان و ليكينازشوند،  يم يافت موجودات از

 مشخص موضوع  اين ،وجودندارند يوكاريوتي موجودات
 به توان مي را حرارت آنزيم ليكيناز مقاوم به كه كند مي 

 يوكاريوتي ازموجودات بسياري تغذيه در آنزيم يك عنوان

 در نعيام زيستي ايمني لحاظ به اينكه بدون برد به كار
) 3- 1( بتا طرفي از .باشد داشته وجود آنزيم اين از استفاده

 ديواره از ساكاريدي پلي تركيب)  ليكينان( گلوكان )4- 1(
 ديواره در و است پواسه خانواده عالي گياهان سلولي
 چاودار، جو، همچون تجاري غلات اندوسپرم سلولي

 آنزيم بنابراين ).12( دارد وجود گندم و برنج سورگوم،
 و كرده عمل اختصاصي كاملاً تحقيق اين در شده توليد
 تغذيه جو با كه طيوري جيره به شدن اضافه از پس
 گلوكز و كرده تجزيه را جو در موجود ليكينان شوند، مي

  اين آنزيم. كند مي استفاده قابل طيور براي را آن در موجود
 پلي دسترسي قابليت در بهبودي باعث تواند مي غذايي

 باعث مهمتر ينا از و شود اي نشاسته غير ساكاريدهاي
 غذايي مواد چسبندگي بر تركيبات اين منفي اثرات كاهش
 يويژگيها بر داري اثر معني بتاگلوكاناز آنزيم )9( گردد

 از جمله غذايي مكمل اين با شده تغذيه پرندگان عملكردي
 تخم پوسته ضخامت و مرغ تخم زرده ميزان  وزن، افزايش

 به طيور غذايي رهجي در جو از استفادههمچنين . دارند مرغ
 شده طيور پرورش و توليد هزينه كاهش سبب ذرت جاي

  ).8( دهد مي كاهش را ذرت واردات به نياز و

 تعيين در آنزيمها كاتاليتيكي فعاليت بهينه يويژگيها بررسي
 با. دارد اي ويژه اهميت آنها صنعتي كاربرد مناسب حوزه
 قابليت بررسي مورد آنزيم بهينه، دمايي دامنه به توجه

از آنجا كه . دارد را طيور و دام خوراك صنعت در استفاده
دامنه دمايي فعاليت بهينه آنزيم با دماي مناسب رشد باكتري 

اي طيور ممكن  بهداشت تغذيه تأمينيكي نيست امكان 
به  كشت شرايط و محيط سازي بهينه چه اگر .خواهد بود

 به ريضرو توليد هزينه كاهش و وري بهره افزايش منظور
  .آيد مي نظر
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Abstract 

β-Glucans (beta-glucans) form a natural component of the cell walls of bacteria, fungi, 
yeast, and cereals such as oat and barley. Glucanases are enzymes that break down a 
glucan. β-glucans are chains of D-glucose polysaccharides linked by β-type glycosidic 
bonds. The purpose of this study is to express the lechinase  gene in bacteria to produce 
recombinant enzyme as a feed supplement in poultry diets.  In this study, LicBM2 gene, 
isolated from Clostridium thermocellum, encodes thermostable lichenase enzyme was 
cloned in expression vector pET22b (+) and E.Coli bacteria strain BL21. Bacterial β-
1,3–1,4-glucanases (EC 3.2.1.73; lichenase) specifically cleave β-1,4-glycosidic linkage 
adjacent to 3-O-substituted glucopyranose residues. Gene expression was confirmed 
using SDS-PAGE techniques. The enzyme activity of recombinant protein and reducing 
glucan in barly were measured by DNS method. The optimum temperature for  
recombinant protein production was 55 ° C and the maximum enzyme activity was 
obtain within 4 hours after inducing in pH = 8. Using barlay in poultry diet is more 
economical. But the significant amounts of beta-glucans in barlay cause more problems. 
The recombinant enzyme produced in this study can be used as a feed supplement for 
hydrolyzation of barley β-glucan to replace of corn by barley in poultry diets. 

Key words: Recombinant enzyme, lichenase, Poultry diets supplement. 


