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 Paenibacillus sp A01 از باكتري ترموفيل توليد باكتريايي پروتئين نوتركيب كيتيناز

  1زهره جواهري صفا و 1علي اصغر كارخانه ، 3ناصر فرخي ،2عليرضا قنبري ،*1زاده، سعيد امين2و 1مرتضويمهدي 
  رايندمهندسي زيست ف و محيط زيست، گروه تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، پژوهشكده زيست فناوري صنعت 1

  ، دانشكده علوم كشاورزيدانشگاه شاهد تهران، 2
  گروه بيوتكنولوژيدانشكده مهندسي فناوريهاي نوين،  ،دانشگاه شهيد بهشتي تهران،  3

  12/12/94 :تاريخ پذيرش  21/2/94 :تاريخ دريافت

 چكيده

 ديواره و است سخت پوستان پوسته و حشرات كوتيكول اصليسلولز و جزء  از بعد طبيعت در فراوان بيوپليمر كيتين، دومين

مقادير زيادي كيتين به شكل باقيمانده تجزيه ناپذير بدن . دهدمي تشكيل را نماتدها نيز و جلبكها از قارچها و بعضي بيشتر سلولي
با  توان پس از تجزيه اين پلي ساكاريدمي .گرددباعث آلودگي محيط زيست ميشود كه بسياري از جانداران وارد طبيعت مي

 را نامحلول كيتين تجزيه نقش كه هستند هايي آنزيم از يكي كيتينازها .هاي مختلف زندگي بهره جستاز آن در جنبه آنزيم كيتيناز

ترموفيل با شماره دسترسي  در اين تحقيق ژن كيتيناز .كنندتوليد مي كيتين هضم براي را كيتيناز ها برخي از باكتري .دارند عهده بر
JQ675723  از جدايه باكترياييPaenibacillus sp. A01 سازي در انهجداسازي و پس از همسpET26b  اشرشيا  به باكتري 

 ؛سفاروز خالص گرديد -آنزيم هترولوگ توليدي توسط ستون ميل تركيبي نيكل. نوتركيب منتقل شد پروتئين براي توليد  كلي
و در  نانومتر 530دي نيترو ساليسليك اسيد در -5و 3زودن فدر حضور كيتين كلوييدي و پس از اآنزيم توليدي نشان داد كه 

همچنين  .سازدخاطر نشان ميپتانسيل كاربردي شدن آن در صنعت را  ،دماي بالا .داراي فعاليت هيدرولازي است C° 60 دماي
- دسته يتينازهايرا به ك ياديكه تشابه ز صورت تئوري مورد مطالعه قرار گرفتبه كتيناز آمده براي ژندستتوالي نوكلئوتيدي به

به  ينيآم يهاز ناح يبترتبه يتينازك يمآنز ينواسيديآم يتوال يبررس. نشان داد  يدرولازهاه يكوزيلگل 18 شده در خانواده يبند
را مشخص  يتينك شونده بهمتصل و يبرونكتين، شبه ف18 يدرولازه يكوزيلگل يتيكيكاتال دمينوجود سه  يلكربوكس يهسمت ناح

   .نمود

  Paenibacillus sp. A01 باكتري ترموفيل، كيتين، كيتيناز، : واژه هاي كليدي

  aminzade@nigeb.ac.ir: پست الكترونيكي،  021-44787412 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
فراوانترين بيوپليمر در محيط دريايي و تركيب اصلي كيتين 

- ها، و جلبكاسكلت خارجي بندپايان، ديواره سلولي قارچ

پذير مشتقات كيتين، زيست سازگار، زيست تخريب. هاست
هاي پيوند ميان كربن )EC: 3.2.1.14(كيتينازها  .)4( هستند
- گلوكزاستيل -Nسر هم بين دو ملكول پشت 4و  1شماره 

ها بين كه اندازه آن كيتين رازنجيرهاي در ) GlcNAc(آمين 
 ؛كيلودالتون متغير است 90كيلودالتون تا حدود  20

توان در كيتينازهاي ترشحي را مي. )16( كنندهيدروليزمي

حشرات، ( - كيتين  واجد ،موجوداتي كه در ساختمان خود
گياهان (هستند  كيتين  يا فاقد و ) هاپوستان و قارچسخت

نوع  براساس توان كيتينازها را مي. يافت) هاو باكتري
كه  )13( ها تقسيم نمودو اندو كيتيناز -سوبسترا به اگزو

ها نياز دارد به عملكرد هر دوي اين آنزيمتجزيه مؤثر كيتين 
گلوكزآمين  –استيل –Nمنجر به آزادسازي واحدهاي كه 
اليز كيتين و تقسيم آن به كاتاندوكيتينازها به  .)21( شودمي

هاي مونومرهاي با وزن مولكولي كم دنبالهمولتي
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استيل گلوكوزآمين از قبيل كيتوتريوز، كيتوبيوز و دي
بر دو نوع  در عوض اگزوكيتينازها. )9( دنپردازمي كيتوبيوز

 -واحدهاي ديموثر مؤثر درجدا سازي (كيتوبيوزيداز 
و ) هاي كيتينفيبراستيل كيتوبيوز از انتهاي غيراحيايي ميكرو

β-N- استيل گلوكزآمينيداز تقسيم ميشوند؛ كه محصول
كيتوبيوزيداز را به  و اندوكيتينازاليگومري حاصل از 

اين . )16( كنداستيل گلوكزآمين تجزيه مي-Nهاي مونومر
هاي گونه از جملهي يهاي باكتريادر بعضي از گونهآنزيم 

 ،ويبريو ،ميكسوباكتر، سراشيا، آئروموناسموجود در جنس 
. )15( شودبه فراواني يافت مي باسيلوسو  استرپتومايسس

، پزشكيو  ، كشاورزيبه دليل كاربردهاي وسيع صنعتي
 كرده است و آنزيم كيتيناز توجه زيادي را به خود معطوف

بيني كاربردهاي ها از موجودات ذرهاين آنزيم جداسازي
ها و نماتودهاي آفت بيوكنترل قارچاي در گسترده

  .)5و1( يافته استمحصولات كشاورزي 

 دمينهاي باكتريايي از نظر ساختماني از چندين كيتيناز
 كيتين اتصال بهدمين اند كه شامل مختلف تشكيل شده

CBD)( ،مين  در انتهاي كربوكسيليشابه با فيبرونكتينمد 
 دمين. باشدمشابه كادهرين ميدمين و  (FnIII) 3 نوع

CBD نمايد كه نقش اتصال آنزيم به سوبسترا را ايفا مي
فقدان  گردد، ولي در باعث افزايش كارآيي آنزيم مي

 ،باشدنيز، آنزيم قادر به تخريب كيتين مي حضور اين دمين
. )14( روشن نشده استديگر هنوز دمين نقش دو 

،  18خانواده سه اي در كيتينازها بر اساس توالي اسيد آمينه
 18خانواده . ندريگمي گليكوزيل هيدرولازها قرار 20و  19

و  حيوانات، قارچ ها باكتري ها، ها،ويروسكيتينازها در
و   كيتينازها درگياهان 19خانواده و  عاليبرخي از گياهان 
 -Nشامل  20خانواده  .شونديافت مي استرپتومايسس

ها، برخي از استيل گلوكزآمينيدازهاي مشتق از باكتري
مطالعات كريستالوگرافي  .)19و16( ها استها و انسانقارچ

 18خانواده نشان داده است كه آنزيم هاي كيتيناز    Xاشعه 
از  19خانواده  و )8 )17(α/β)داراي ساختار سبد مانند 

 .مي باشند يقسمت بسيار غني و دو لحاظ مارپيچ آلفا

بتا گليكوزيدي در هيدروليز اتصال  18 خانوادهكيتينازهاي 
نمايند قطعات اليگوساكاريدي آنومر بتا را توليد مي ،4و  1
داراي مكانيزم  19 خانواده ، در صورتي كه كيتينازهاي )2(

   .)20(كنند بوده و آنومرهاي آلفا را ايجاد مي  معكوس

  كش زيستيو حشره كش زيستيعنوان قارچآنزيم كيتيناز به
براي   SCPها در توليد كيتيناز. بسيار مورد توجه است

جداسازي  حيوانات و تغذيه موجودات آبزي، 
اليگوساكاريدهاي -سازي كيتوها، آمادهپروتوپلاست قارچ

در اين  .هاي گياهي كاربرد داردبيواكتيو و مهار پاتوژن
 Paenibacillus مطالعه، از جدايه بومي باكتري گرم مثبت

sp. A01   از استخرهاي پرورش ميگو در جنوب كشور
در اين  .نوتركيب كيتيناز استفاده گرديدن پروتئيبراي توليد 

مطالعه با توجه به كاربردهاي ذكر شده، آنزيم كيتيناز 
مي توانند كيتين  ها از آنجاييكه برخي باكتري .انتخاب شد

به منظور  Paenibacillus sp. A01 را هضم كنند؛ باكتري 
پس از تكثير  . زي ژن كيتيناز ترموفيل انتخاب شدجداسا

ژن توسط پرايمرهاي اختصاصي و براي بيان هترولوگ 
 pET26bآنزيم نوتركيب، همسانه سازي در وكتور بياني 

به منظور توليد پروتئين  كلي اشرشياانجام شد و به باكتري 
ميل  تخليص پروتئين نيز با ستون .مورد نظرانتقال داده شد

سفارز انجام شد و همچنين فعاليت - تركيبي نيكل
  .بيولوژيك آن  نيز مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
دهنده با اثر هاي برشوآنزيم Taqآنزيم پليمرازي 

،  T4 DNA ligaseآنزيم، HindШو BamhI  كنندهمحدود
 از شركت   IPTG، نشانگر پروتئيني و DNAنشانگر اندازه 

Fermentas)(Burlington, Canada خريداري شدند .
براي   High Pure PCR Product Purificationكيت

سازي قطعات و نيز خالص PCRسازي محصول خالص
DNA ،كيت  و نيز از روي ژل آگارزHigh Pure Plasmid 

Isolation  ناقلي از شركت  نوكلئيك اسيدبراي استخراج
(Indianapolis, USA) Roche ندخريداري گرديد .N-
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Acetyl-D-glucosamine 3,5-Dinitrosalicylic acid ،
 بيوتيك كانامايسين، آگارز وكيتين از شركت آنتي

(Steinheim, USA) Sigma ستون . ندخريداري شد
 Invitrogenاز شركت  (Ni-NTA Agarose)نيكل

(Carlsbad, USA)  براي  نوكلئيك اسيد استخراج كيت  و
  ژنومي از شركت نوكلئيك اسيد استخراج

(Anaheim, USA) BioNEER ندخريداري شد . 
و  APS، آكريل آميد، بيس آكريل آميد، ايميدازول
TEMED و آگار از شركت  (Darmstadt, Germany) 

Merck ها از شركتآغازگر. ندتهيه شد  (Anaheim, 

USA) BioNEER ندتهيه گرديد.  

كه از  Paenibacillus sp. A01 يدر اين تحقيق، از باكتر
 جداسازي شده حله بوشهراستخرهاي پرورش ميگو در 

استفاده شده  ژنومي اسيدنوكلئيك  منظور استخراجبه ؛بود
عنوان ميزبان در بهDH5 سويه  كلي اشرشيا باكتري. است

 DNA سازي و نيز جهت تكثير و نگهداريمراحل كلون
 آنزيم بيانجهت . پلاسميدي مورد استفاده قرار گرفت

   BL21(λDE3)سويه كلي اشرشياباكتري  از كيتيناز،
   .استفاده شد

سويه جداشده براي : تشخيص و شناسايي سويه جدا شده
و  متيل ردآزمون هاي بيوشيميايي از قبيل ژلاتين، سيترات، 

ساير فاكتورها مورد ارزيابي قرار گرفت و تست هاي 
  . ميكروبي نيز طبق پروتكل هاي استاندارد انجام شد

 .Paenibacillus sp از  يژنوم نوكلئيك اسيد استخراج

A01  يتينازژن ك يرتكث و  : DNA از تك كلوني باكتري
 LBدر محيط كشت  C 60°ترموفيل رشديافته در دماي 

توسط ) كلريد سديم% 1پپتون، % 1عصاره مخمر، % 5/0(
از نظر كمي و  و  دست آمدبه ، نوكلئيك اسيداستخراج  كيت 

اسپكتروفتومتر و الكتروفورز ژل  كيفي توسط دستگاه 
  . آگاروز تاييد گرديد

هاي باكتريايي نزديك به هاي گونهبراساس توالي
Paenibacillus sp. A01  درNCBI،  آغازگرهاي اختصاصي

 pET26bسازي در ناقل بياني منظور همسانهطراحي و به
 Hind IIIو  BamH Iالاثر هاي محدودنواحي برشي آنزيم

 برترتيب در آغازگرهاي پيشبه
)ATGACGAGCTATACG3΄GGATCC5΄CCATT(  و

با  )TGAGCGACAGCGAC3΄AAGCTT5΄CCTATT( معكوس
براي حفظ . طراحي گرديدند Oligo5افزار استفاده از نرم
بازهاي آلي كه زير آنها خط كشيده شده  ( سايت برشي

كارآيي سازي و همچنين افزايش در مراحل همسانه )است
   .هر آغازگر  در نظر گرفته شد ΄5باز آلي در  6 تعداد ،برش

با استفاده از ) PCR(اي پليمراز هاي زنجيرهواكنش
گراد درجه سانتي 94در  دقيقه 5با برنامه آغازگرهاي فوق 

 94ثانيه در  30مدت {چرخه  32براي واسرشتي اوليه، 
 72دقيقه در دماي  3درجه و  50ثانيه در دماي  30درجه، 

 72دقيقه در دماي  5و يك دور به مدت } گراددرجه سانتي
به  PCR محصولانجام شد و . درجه سانتي گراد انجام شد

باند شد و برده 1 % (w/v)روي ژل آگارز بر  l 100 حجم
محصول  تخليص با استفاده از كيت  اختصاصي از ژل

PCR  تخليص شد شركت سازنده،دستورالعمل مطابق با. 
 دو شده، تخليص DNAبراي سنجش ميزان غلظت 

  .قرار گرفت 1%  از آن بر روي ژل آگارز ميكروليتر

هضم :  pET26b يانيدر ناقل ب يتينازژن ك سازيهمسانه
سه ( pET26bو ناقل بياني  PCRمحصول آنزيمي 
هاي برشي واحد از هر يك از آنزيميك با ) ميكروگرم
BamH I  وHind III  ميكروليتر بافر مشترك  5/2در حضور

R   درجه سانتي 37دماي (ميكروليتر  25در حجم نهايي-

و بر روي ژل  صورت گرفت )ساعتدو گراد به مدت 
 تخليصو به كمك كيت  شد جدا) w/v% (1آگارز 

   .خالص گرديد PCRمحصول 

،  T4 DNA ligaseواحد از آنزيم يك با استفاده از 
در ) محصول ميكروگرم از هر  4/0(يافته محصولات برش

 25در حجم نهايي ) ميكروليتر 5( 5×حضور بافر 
-درجه سانتي 14ساعت و در دماي  16ميكروليتر به مدت 
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سويه  اشرشياكلي باكتري مستعد . گراد به هم ملحق شدند
BL21  درجه سانتي 42در دماي (به روش شوك حرارتي -

ترانسفورم گرديد و پس از افزودن ) دقيقهدو گراد به مدت 
 45و نگهداري به مدت  LBميكروليتر محيط كشت  500

 LBبر روي محيط كشت  ،گراددرجه سانتي 37دقيقه در 
 25(بيوتيك كانامايسين آگار و آنتي) w/v% (1حاوي 

درجه  37ساعت در 16به مدت ) ميكروگرم در ميلي ليتر
  . گراد كشت گرديدسانتي

 16به مدت  LBدر محيط كشت  ،حاصله ينوتك كل
گراد با هوادهي كشت شد و درجه سانتي 37ساعت و در 

 High Pureاز سوسپانسيون باكتريايي با استفاده از كيت 

Plasmid Isolation  پلاسميد دستورالعمل آن و مطابق با ،
حاوي ژن كيتيناز جدا و با استفاده از آغازگرهاي 

آوران توالي يابي اختصاصي ناقل توسط شركت ژن فن
گرديد و حضور ژن در ناقل و قرار گرفتن آن به درستي در 

و  15( شدشده در ناقل تاييد دست پروموتور تعبيهپايين
16.(  

 5در يابي شده تواليي كلون: كيتيناز ژن هترولوگ بيان
ميكروگرم در  25(كانامايسين داراي  LBمحيط ميلي ليتر 

درجه  37 در ساعت  16و به مدت يافت تلقيح  )ليترميلي
از اين محيط ليتر ميلييك  حجم .شد قرار دادهگراد سانتي

 حاوي LBكشت جديد ليتر محيط ميلي 50 بهكشت 
شد و در شيكرانكوباتور  تلقيحكانامايسين  در داخل ارلن 
 موجدر طول  8/0الي  4/0به تا رسيدن جذب نوري آن 

 180گراد با سرعت درجه سانتي 37  دمايدر  نانومتر 600
 يك، IPTGقبل از القاء توسط .  قرارگرفت دور در دقيقه

 عنوان كنترل منفيها، بهاز نمونهكدام ليتر از هر ميلي
دقيقه  10دور در دقيقه به مدت  6000برداشته شد و در 

درجه  - 20 سانتريفيوژ گرديد و رسوب حاصل در دماي
ليتري ميلي 50سپس به هر ارلن . قرار گرفت گرادسانتي

  IPTGبيوتيك كانامايسين و آنتي LBحاوي محيط كشت 
به   IPTGطوريكه غلظت نهايي اضافه گرديد بهمولار  8/0

و گراد درجه سانتي 30 ها در دمايارلن. مولار برسدميلي 1
ساعت،  3و پس از قرار گرفتند دور در دقيقه  150با شيك 

دور در  6000دقيقه در  10ليتر از نمونه به مدت ميلي 1
 ءالقاپروتئين عنوان رسوب حاوي سانتريفيوژ و به دقيقه

گراد درجه سانتي  - 20 در دماي و  شده در نظر گرفته شد
   .)6( نگهداري گرديد

ابتدا رسوب حاصل از هر  ،براي استخراج پروتئين نوتركيب
بافر ليتر ميلي 5 شده باآوري هاي جمع سلولليتر ميلي 50

مولار سديم دي هيدروژن يميل 50(  طبيعيليزكننده 
مولار ميلي 10، كلريد سديم مولار يميل 500فسفات، 

دقيقه درون  45مخلوط و  )Tween 20% 05/0ايميدازول و 
از  پلاسمايي باكتري ءغشا ديواره و يخ قرار داده شد، سپس

پالس در پنج  5/0درصد و  70طريق سونيكاسيون با قدرت 
 1ثانيه سونيكاسيون و   45هر كدام شامل (چرخه زماني

با استفاده از نيروي امواج مافوق ) دقيقه استراحت درون يخ
محلول بدست آمده بلافاصله به . صوت شكسته شدند

و با سرعت  گراددرجه سانتي 4دقيقه در دماي  10مدت 
شفاف ) رويي(سانتريفوژ شد و محلول  دور در دقيقه 6000

در مراحل بعدي براي تخليص پروتئين نوتركيب مورد نظر 
  .استفاده گرديد

ستون كروماتوگرافي : نوتركيب پروتئين سازيخالص
به (دو بار با آب مقطر وآماده ميلي ليتر يك نيكل به حجم 
براي به تعادل  سپس. شستشو داده شد) حجم كل ستون
استفاده شد و ) 1جدول (  از بافر اتصال ،رساندن ستون

) برابر حجم ستون 5( ليترميلي 5  بار در حجمسه ستون 
بعد از خروج بافر اول از ستون، محلول . گرديدشستشو 

به ستون ) سوپ پروتئيني(شفاف حاصل از مرحله قبل
وجي و محلول خر عبور داده شدبار از ستون سه تزريق و 

)flow (تكرار تزريق و . گرديدآوري  آن در يك ظرف جمع
افزايش زمان در اين مرحله باعث برقراري اتصال بهتر 

هاي ميزبان  پروتئين. شودهاي نوتركيب به ستون مي پروتئين
به ستون از ) 1جدول (  بافر شستشوليتر ميلي 5با تزريق 
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رزين شسته شد و محلول خروجي آن در يك ظرف مجزا 
با رسيدن سطح بالايي بافر قبلي به يك  .گرديدآوري  جمع

در ) 1جدول (  چهارم انتهايي ستون، بافر خارج كننده
هاي  پروتئين. به ستون تزريق شدليتر ميلي 5حجم 

نوتركيب در اين مرحله در رقابت با غلظت بالاي 
ها جدا شدند و با جريان بافري به خارج ل از رزينايميدازو

 500هدايت شدند و محلول خروجي در حجم 
  . آوري شد ميكروتيوب جمع 10در ميكروليتر

  

 سازي آنزيم كيتيناز توسط ستون نيكلمواد لازم براي تهيه محلول هاي مورد نياز جهت خالص-1جدول 

Elution buffer(pH=8) washing buffer(pH=8) Binding buffer (pH=8)  
NaH2PO4        )mM50( NaH2PO4)mM50( NaH2PO4 )mM 50(  
 NaCl           )mM 500(   NaCl      )mM 500(  NaCl )mM 500(  

05/0 %  Tween 20,  05/0  %  Tween 20,  05/0  % Tween 20,  pH= 8,  
  )mM 10(ايميدازول   )mM 20(ايميدازول   )mM 250(ايميدازول 

  

 پروتئينسازي هاي مختلف فرآيند توليد و خالصبخش
نوتركيب با استفاده از ژل سديم دودسيل سولفات 

به انجام  )SDS-PAGE( ميدآ الكتروفورز ژل پلي آكريل
ها با استفاده از رنگ و ژل )Laemmli 1970(رسيد 

) 1:5:4(در آب، متانول و اسيد استيك  R-250كوماسي آبي 
  ).3( آميزي شدساعت رنگيك  تبراي مد

گلوكز  - Dاستيل  -Nماده : كيتيناز آنزيم فعاليت بررسي
در ، شودتوليد ميكه در اثر فعاليت آنزيم كيتيناز آمين 

 )DNS(  دي نيترو ساليسيليك اسيد – 5و  3 حضور معرف
كيتين كلوئيدي . دهدميقرمز  مايل به نارنجيتشكيل رنگ 

-كيتيناز و بهعنوان سوبسترا در سنجش فعاليت آنزيم به

 . )6( عنوان منبع كربن در محيط كشت، از استفاده شد

  و بحث نتايج
تست هاي : جدا شده  جداسازي و تشخيص سويه

) 2جدول(بيوشيميايي مورفولوژيكي، ميكروبيولوژي و 
سويه مورد نظر انجام گرفت و باكتري مورد نظر يك سويه 

  .تشخيص داده شد  Paenibacillusجديد از 

 .Paenibacillus sp يباكتر يتينازژن ك سازي همسانه

A01:  ،پس از تهيه كشت تازه از سويه ايزوله شدهDNA 
استخراج شد  DNAژنومي با استفاده از كيت تخليص 

با واكنش ) جفت باز 1677(ژن كيتيناز ). 2چاهك  1شكل(
اي پليمراز و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي با زنجيره

با ). 3چاهك 1شكل (تكثير شد  سايت برشي مهندسي شده
با  pET26bبرش قطعه تكثيري، ژن در ناقل خطي شده 

الحاق گرديد و ) 4چاهك  1شكل (هاي برشي همان آنزيم
يابي حضور ژن و منتقل شد و با ترادف BL21به باكتري 

 Accession(استقرار آن به درستي در محل تاييد گرديد 

No. JQ675723( .توالي حاصله با ژن كيتيناز از باكتري  
P. ehimensis 87 %شباهت داشت .  

 يتو سنجش فعال كيتيناز ژن نسبي سازيخالص  بيان،
وزن ملكولي  با القا باكتري، پروتيين هترولوگي با: يميآنز

توليد گرديد و ) 3، چاهك2شكل (كيلو دالتون  50نسبي 
طور نسبي پروتيين توليدي به كمك ستون نيكل سفاروز به

آنزيم كيتيناز در . )4، چاهك 2شكل (خالص گرديد 
حضور سوبستراي مخصوص خود يعني كيتين كلوئيدي در 
محيط، اقدام به تجزيه آن نموده و آنرا تبديل به گلوكز 

مين و ديگر اليگوساكاريد هاي كيتيني مي نمايد، واكنش آ
گلوكز آمين با معرف  رنگي دي نيترو ساليسيليك اسيد 
باعث تغيير رنگ محيط از زرد به نارنجي شد كه اين نشان 

  .از فعاليت آنزيم كيتيناز دارد
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. كيتين دومين منبع آلي و تجديدپذير در طبيعت است
كننده كيتين بوده و عملكردهاي هاي تجزيهكيتينازهاي آنزيم

  .)5(مهم بيوفيزولوژيكي و كاربردهاي بالقوه فراواني دارند 

 
، محصول ) 2چاهك شماره (ايزوله شده از باكتري  DNA -1شكل 

PCR  ناقل خطي شده ) 3چاهك شماره (ژن كيتيناز ،pET26b 
باشد مي DNAماركر  1، چاهك شماره )4چاهك شماره (

)Fermentas, Burlington, Canada.(  
 .Paenibacillus sp ژن كيتيناز از باكتري مطالعه، در اين 

A01  جداسازي از استخرهاي پرورش ميگو در آبادان كه

و  از آغازگرهاي اختصاصي جداسازيبا استفاده شده بود؛ 
و ) 1شكل (گرديد سازي همسانه pET26bدر ناقل بياني 

 علت انتخاب  .تعيين توالي شدآوران فنتوسط شركت ژن 
براي همسانه سازي ژن كيتيناز داشتن  pET26b ناقل

مزايايي بود كه اين ناقل داراي آن مي باشد كه از جمله آن 
براي بيان ژن  T7مي توان به داشتن پروموتور قدرتمند 

از مزاياي اين ناقل، داشتن  خارجي اشاره نمود يكي ديگر
پپتيد نشانه براي انتقال پروتئين نوتركيب به فضا ي پري 
پلاسمي مي باشد، اين فضا داراي مزاياي متعددي براي 

هاي نوتركيب از جمله ايجاد انتهاي آميني بيان پروتئين
هاي صحيح صحيح، امكان تاخوردگي بهتر، تشكيل پيوند

اسيدي در اين ناحيه، تعداد سولفيدي با وجود شرايط دي
تر پلاسمي و تخليص سادهها در محيط پريكم پروتئاز

 كلي اشرشياسپس در باكتري . )18( پروتئين نوتركيب است
دست آمده حضور و بيان شد كه نتايج به B121سويه 

صحت قرارگيري ژن كيتيناز را در اين باكتري تأييد كرد 
  ).1شكل (

  
  

  Paenibacillus sp. A01خصوصيات فنوتيپي و بيوشيميايي باكتري  -2جدول 
 واكنش  نام باكتري

  گرم
 توليد مورفولوژي

  رنگدانه
متيل حركت

  رد
توليد
  اسپور

voges-
Proskauer  

  سيتراتاز  ژلاتيناز  آميلاز  پروتئاز

Paenibacillus  منفي  منفي  مثبت  مثبت  مثبت مثبت مثبت منفي سفيد ميله اي  مثبت  
  

وسيله و به بصورت دو طرفهكيتيناز تعيين توالي ژن 
پرايمرهاي يونيورسال اختصاصي براي ابتدا و انتهاي 

انجام گرفت و سپس توالي به دست آمده با  T7پروموتور 
مقايسه  NCBIتوالي ژن هاي ثبت شده در بانك جهاني 

شد و نتيجه حاصل نشان داد ژن كيتيناز جدا شده از سويه 
همولوژي  درصد 87داراي  Paenibacillus sp. A01بومي 

 paenibacillus ehimensis باكتري chit60با ژن كيتيناز 
دست پيش از اقدام براي بيان ژن كيتيناز توالي به .باشدمي

صورت مجازي به بهشده  سازيهمسانهآمده از ژن كيتيناز 

اي ترجمه شد كه پروتئين كامل به دست توالي اسيد آمينه
سپس آنزيم كيتيناز با استفاده از ستون كروماتوگرافي . آمد

- و رنگ SDS-PAGEنيكل خالص گرديد كه با استفاده از 

شكل (را نشان داد % 50آميزي كوماسي آبي وزن تقريبي 
سنجي با وسيله رنگبهدر انتها فعاليت آنزيم كيتيناز . )2

سنجيده شد و تغيير رنگ محيط از رنگ زرد  DNSمعرف 
  .)3شكل (دهنده فعاليت آنزيم كيتيناز بود به نارنجي نشان

-ها جهت كنترل آفات با حل كردن غشاي پريكيتيناز

تروفيك دستگاه گوارش مياني حشرات و همچنين اسكلت 
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اي در حال حشرههاي كيتيناز. دارند خارجي آنها، كاربرد
هاي بيولوژيكي در كشحاضر جهت كاربرد به عنوان آفت

هاي كنترل و مديريت آفات و حشرات در تكميل برنامه
- و همكاران، به Kramer، 1997در سال . دسترس هستند

كش گياهي عنوان يك آفتمنظور استفاده از آنزيم كيتيناز به
) Mandula sexta(كش، ژن كيتيناز را از كرم تنباكوو حشره

جدا كردند و برخي خواص فيزيكي، شيميايي و آنزيمي آن 
  .را مورد بررسي قرار دادند

 
، عصاره )2چاهك شماره (عصاره باكتريايي قبل از القا . SDS-PAGEتوسط  Paenibacillusبررسي بيان پروتئين نوتركيب كيتيناز باكتري  -2شكل 

چاهك ). 4چاهك شماره (، خالص سازي نسبي پروتيين نوتركيب با ستون نيكل سفاروز )3چاهك شماره ( IPTGمولار ميلي 1اكتريايي بعد از القا با ب
  ).Fermentas, Burlington, Canada(، ماركر پروتييني است 1شماره 

  
 DNS با سنجيرنگ وسيلهبه كيتيناز آنزيمي فعاليت سنجش -3 شكل

  سمت راست ، نمونه حاوي آنزيم كيتيناز و شاهدسمت چپ، 

اي كه ژن كيتيناز جدا شده از كرم تنباكو به گياهان تراريخته
آنها منتقل شده بود، باززايي شدند و نسبت به حشرات و 

همچنين . آفات گياهي از خود مقاومت ميزباني نشان دادند
در حشرات كه توسط اين ژن زايي ويروس بيماري

تراريخته شده بود، نسبت به نوع غير تراريخته آن از خود 
و  Sheng. )10( كش بيشتري را نشان دادفعاليت حشره

 Bacillus، كيتيناز جديدي را در 2002همكاران در سال 

brevis  شناسايي و جداسازي كردند كه اين كيتيناز بر روي
كيلو دالتون را نشان داد؛  85ژل اكريل آميد وزن مولكولي 

مولار در  يك در حالي كه با جوشاندن و تيمار آن با اوره
كيلو  48به دقيقه، اين كيتيناز  10به مدت  C50دماي 

و  Saima ، 2013در سال  .)14(كرد دالتون ميل مي
 A. hydrophilaنشان دادند كه دو گونه باكتريايي  ارانهمك

HS4 و A. punctata HS6  يليمقدار خ توليدقادر به 
جدا شده  گونهدر زمان كم هستند و هر دو  يتينازك ياديز

 40و  22 يدما ينب يتينازك يدبه تول قادراز آئروموناس 
 محصولكشت  يلازم برا دمايهستند كه  يگراددرجه سانت

 يلازم برا شرايط يجادا جهت تواننديكه م باشدمي هند در
سال  در. )11( روند كاربه گياهي پاتوژن هايقارچمقابله با 

55 kDa

43 kDa

21 3 4
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2012، Gomaa نمونه از را كيتين كنندهتجزيه هايباكتري-

  B. thuringiensisانتخاب باو  نمود يخاك جداساز هاي
 توليدشده كيتينازهاي رقابتي فعاليت ،B. licheniformisو 
 در هاآن اثرات و قارچي هايپاتوژن بعضي مقابل در را

 هايقارچ ساير با شدهآلوده سوياي دانه زنيجوانه افزايش
 موردو نشان داد كه هر دو گونه  كرد بررسي يتوپاتوژنف

 هايقارچ از بسياري سلولي ديواره ليز توانايي مطالعه
 و Thimoteo، 2017در سال . )7(را دارند  يتوپاتوژنف

 MetaChi18A يتو فعال يداريهمكاران نشان دادند كه پا
 كيتيناز اين كه است اين بيانگر شرايط از وسيعي طيف در

 و مفيد كيتين صنعتي فرايند در كارگيريبه براي شايد
  .)19( باشد مناسب

دهنده دست آمده در اين مطالعه نشانطور كلي نتايج بهبه
  باكتريتجزيه كيتين توسط آنزيم كيتيناز در 

 Paenibacillus sp. A01از اين  شودپيشنهاد ميباشد و مي
مصارف صنعتي و  دراين آنزيم  انبوه توليد منظورباكتري به

  .استفاده گردد ي بيولوژيكيهاكشكشاورزي از قبيل آفت

  تشكر و قدرداني

از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري به دليل 
هش و تحقيق صميمانه فراهم آوردن امكانات پژو

  .گرددسپاسگزاري مي
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Abstract 

Chitin is the second most abundant organic polymer in nature after cellulose and it is the 
main part of Insects cuticle and crustaceans and includes in cell wall of most fungus and 
some algae and nematodes. Huge amounts of chitin residual are being produced by 
organisms that enter to the nature as natural pollutants. However, this polysaccharide 
has immense application in different aspects of our daily life once becomes digested via 
chitinases. Chitinase is one of the enzymes that responsible for disintegrating chitin. 
Some of bacteria produce chitinase for digesting chitin. Here, a thermophilic chitinase 
gene (JQ675723) obtained from a Paenibacillus ehimensis isolate. The gene was cloned 
in pET26b and transformed into E. coli to heterologously produce the enzyme. The 
recombinant protein was isolated via affinity chromatography using Ni-NTA column.  
The enzyme demonstrated to have hydrolytic activity in the presence of chitin and by 
addition of 3, 5-dinitrosalicylic acid at 530 nm. Moreover high temperature showed 
industrial potential. Its nucleotide sequence had high similarity to Glycoside hydrolase 
family 18. Amino acid sequence from amino to carboxyl determined glycosyl hydrolase 
domain, fibronectin like domain and chitin binding domain. 
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