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در ميزبان پروكاريوتي و مقايسه فعاليت  يكايمر 42 بهينه سازي شرايط بيان آنزيم كيتيناز
 42آن با آنزيم كيتيناز

  1و مصطفي مطلبي *1، محمد رضا زماني2و1سهيلا مطرودي

  تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 1
  خرمشهر، دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر 2

  3/9/92 :تاريخ پذيرش  27/7/92 :تتاريخ درياف
  چكيده 

 يآنزيمهاي كيتيناز .آيندمي به دستباشند كه از تغيير در ساختار آنزيمها از جمله پروتئينهاي مهندسي شده مي يآنزيمهاي كايمر
بخشهاي تك جزئي، به  shellfish wasteدليل توانايي در تجزيه تركيبات كيتيني، در توليد پروتوپلاست قارچي، تبديل زيستي ه ب

 chitin binding) ناحيه در اين تحقيق پس از تكثير. باشندميو كنترل قارچهاي بيماريزا حائز اهميت  توليد اليگوساكاريدها

domain) ChBD كيتينازB  باكتريSerratia marcescens  وcDNA  قارچ  42كيتينازژنTrichoderma atroviride ) فاقد
ChBD( زگرهاي همپوشان، كيتينازكايمري با استفاده از روش با استفاده از آغاSOEing PCR ناقل بياني همسانه تكثير و در -

سازه بياني نوتركيب حاصل ابتدا به ميزبان بياني پروكاريوتي منتقل و سپس بهينه سازي بيان پروتئين مورد نظر در اين . سازي شد
 از پس انكوباسيون زمان مدت و انكوباسيون دماي ،IPTG غلظت مانند مليعوااثر . ميزبان، با استفاده از روش تاگوچي انجام شد

 پس . شد طراحي آزمايش 16 سطح، 4 و عامل 3 در تاگوچي متعامد هايآرايه به توجه با. شد بررسي كيتينازكايمري بيان بر القاء،
-SDSنتايج حاصل از  .گرفت قرار رسيبر مورد SDS-PAGE ژل در و استخراج سلول از تام پروتئين آزمايشها اين انجام از

PAGE  با استفاده از نرم افزارTotal lab برنامه از استفاده با سپس كمي شده و Qualitek-4 حاصل نتايج. شد وتحليل تجزيه 
 براي بيان شرايط بهترين .دارد كيتينازكايمري پروتئين بيان بر را اثر بيشترين IPTG غلظت مختلف، عوامل بين در كه داد نشان

  . آمد به دست ساعت 16 مدت به گراد سانتي درجه 28 دماي مولار،ميلي يك  غلظت با IPTG ترتيب به كيتينازكايمري پروتئين

   chitin binding domain بيان پروكاريوتي، تست تاگوچي، كيتينازكايمري، : كليديواژه هاي 

 zamani@nigeb.ac.ir :، پست الكترونيكي44787303: تلفن  ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
  N-acetylglucosamineپليمري خطي از واحدهاي  كيتين

 ).1( اند به يكديگر متصل شده β-1,4است كه با پيوندهاي 

توانايي در تجزيه تركيبات كيتيني،  به دليلآنزيمهاي كيتيناز 
 shellfishدر توليد پروتوپلاست قارچي، تبديل زيستي 

waste توليد اليگوساكاريدها  به بخشهاي تك جزئي و
كيتينازها  همچنين. )34و  32، 24، 13( شونداستفاده مي

توانند از عوامل مؤثر در كنترل بيولوژيك قارچهاي  مي
  .زاي گياهي محسوب شوند بيماري

تشابه در توالي اسيدهاي آمينه،  كيتيناز را برحسب آنزيمهاي
، ستمولكولهاگيري فضايي  از تشابه در شكل كه معياري

اين پنج گروه، خود بر . كنند بندي مي در پنج دسته تقسيم
- در گروه خانوادهها زكيتيناكاتاليتيك دومين اساس ساختار 

كيتينازهاي قارچي هيدرولازها و گليكوزيد 19و  18هاي 
 17، 9، 2(هيدرولازها قرار دارند گليكوزيد 18در خانواده 

 ).27و 
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يتين موجود در ديواره كيتيناز قارچي، با تجزيه ك آنزيمهاي
زا و تجزيه ساختمان آن، در كنترل بيماري يقارچها

اين اثر در . بيولوژيك قارچهاي مهاجم نقش مهمي دارند
 .Trichoderma spاي  فعاليت كنترل بيولوژيكي قارچ رشته

    ).23(شود  به وضوح مشاهده مي

نشان   T. harzianumدر گونه يكيتيناز آنزيمهايمطالعه 
د كه پس از رشد قارچ در محيط حاوي كيتين، آنزيم ده مي

بيشترين ميزان توليد را در ميان ساير  )Chit42( 42كيتيناز
دهد  هيدروليز كننده كيتين به خود اختصاص مي آنزيمهاي

)7.(  

آنزيمهاي كيتينازي قادرند گياهان زراعي را از آلودگي به 
ن موجود زا، از طريق هيدروليز كردن كيتي قارچهاي بيماري

آنزيم . در ديواره هاي سلولي حاوي كيتين حفاظت كنند
Chit42 ايقارچ رشته T. harzianum  ي آنزيمهاساير مانند

 به دليلشوند كيتينازي كه توسط اين قارچ ترشح مي
زاي  پتانسيل مناسب آن در بيوكنترل عليه عوامل بيماري

به  اين آنزيم. گياهان زراعي مورد توجه قرار گرفته است
كيلودالتون بوده و  42صورت مونومري با وزن مولكولي 

اختصاصي بين واحدهاي قندي دوم و سوم از  به طور
  ).3(كند انتهاي احياكننده سوبسترا را تجزيه مي

دهد كه توالي دومين اتصال به گزارشهاي اوليه نشان مي
با اتصال به ) Chitin Binding Domain=ChBD(كيتين 

). 20 و 8(باشد ش فعاليت آنزيم مؤثر ميكيتين در افزاي
اتصال به كيتين  فرآينددهند كه مطالعات نشان ميهمچنين 

 21(گيرد و عمل كاتاليتيك آنزيم مستقل از هم صورت مي
تر كردن آنزيم به سوبسترا اثر با نزديك ChBD ). 22و 

توليدكننده قارچي هاي گونه. دهدآنزيم را افزايش مي
بريد فعاليت ضد قارچي بالاتري نسبت به كيتينازهاي هي

. اندهاي توليد كننده آنزيمهاي غير هيبريد نشان دادهگونه
اين افزايش فعاليت، بيشتر به دليل وجود كيتين نامحلول در 

 ).19(باشد ديواره سلولي قارچها مي

، مخمر، E. coli ژنهاي زيادي از قارچها در ميزبانهاي
كد   ech42بيان . اندبيان شده اي و گياهانقارچهاي رشته

انجام و  E. coli در T. harzianumكننده اندوكيتيناز قارچ 
همچنين آنزيم كيتيناز  ).6( استنشان داده  يفعاليت كيتيناز

بيان شده در سيستم پروكاريوتي، فعاليت ضد قارچي عليه 
لوبيا را از خود   Sclerotinia rolfsiiزاي  قارچ بيماري

توان براي آنزيمهاي كيتينازي را مي). 29(است نشان داده 
به بخشهاي تك جزئي و  shellfish wasteتبديل زيستي 

اين تركيبات به . توليد كيتواليگوساكاريدها استفاده نمود
عنوان محركهاي سيستم دفاعي گياه، سيستم انتقال پيام در 

لذا . )18(تشكيل جوانه ريشه و در پزشكي كاربرد دارند 
سازي شرايط توليد اين آنزيمها جهت دسترسي به بهينه 

ميزان مناسب آنزيم به منظور بررسي توانمنديهاي آنها 
  .ضروري مي باشد

روش تاگوچي، روش سودمندي است كه با استفاده از آن 
توان اطلاعات كافي مورد نياز براي بهينه سازي مراحل مي

مايشها مختلف با استفاده از حداقل پارامترهاي ممكن در آز
  ). 31و  16، 11(آورد  به دسترا 

طراحي، تكثير و پس از  در اين تحقيق كيتينازكايمري
وكتور بياني، به ميزبان پروكاريوتي منتقل  سازي درهمسانه
بهينه سازي بيان پروتئين مورد نظر در ميزبان . گرديد

براي . پروكاريوتي، با استفاده از روش تاگوچي انجام شد
 زمان مدت انكوباسيون، دماي ،IPTG تغلظاين منظور 
 عنوانه ب كيتينازكايمري بيان بر القاء از پس انكوباسيون

 روش اين در .شد گرفته نظر در بيان بر مؤثر عوامل
 مورد SDS-PAGE ژل در و استخراج سلول از تام پروتئين
با  SDS-PAGEنتايج حاصل از  .گرفت قرار بررسي

 استفاده با سپس كمي شده و Total labاستفاده از نرم افزار 
 . شد وتحليل تجزيه Qualitek-4 برنامه از

  مواد و روشها
  از  E. coli DH5αسويه   :سويه هاي باكتريايي و پلاسميد
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خريداري و به منظور تهيه سلولهاي آلمان شركت فرمنتاز 
مستعد، سپس نگهداري پلاسميدها در آن مورد استفاده 

سيستم پروكاريوتي نيز از سويه بيان در براي . قرار گرفت
E. coli strain BL21(DE3) جهت رشد اين . استفاده شد
. استفاده شد Luria Bertaniباكتريها از محيط كشت 

به منظور بيان در سيستم   (+)pET-26bپلاسميد
  .تهيه شدآلمان  Novagen  پروكاريوتي از شركت

، آنزيمهاي Pfu و Taq يپليمراز DNA هايآنزيم
از  T4ليگاز  DNAو آنزيم  XhoIو  XbaIدالاثر محدو

  .  تهيه شدند آلمان شركت فرمنتاز

خريداري آلمان مواد شيميايي مورد نياز از شركت مرك 
  .شدند

محيط نمكي حاوي  :تهيه محيط كشت حاوي كيتين آگار
گرم  KH2Po4 ،6/1گرم  2So4 ،2/0(NH4)گرم  1

K2HPo4 ،2/0  گرمMgSo4.7H2O ،1/0  گرمNaCl ،
در  CaCl2.2H2Oگرم  FeSo4.7H2O ،02/0گرم  01/0

درصد  5/1 درصد كيتين كلوئيدي، 2/1يك ليتر به همراه 
  .درصد آگار تهيه شد 10گلوكز و

 به منظور اتصال: كايمري طراحي و ساخت ژن كيتيناز
ChBD )225 جفت باز(  بهChit42 )1272 از  )جفت باز
استفاده  overlap extension PCR (SOEing PCR)روش 
در اين روش از آغازگرهاي همپوشان ). 14(شد 

)FchBD2/R42 (ژن  يو آغازگرهاي اختصاصي ابتدا
Chit42  و انتهايChBD  به ترتيب)Chs5/RchBD2 (

شامل دو  PCR SOEingبرنامه  ).1جدول (استفاده گرديد 
 94سيكل، مرحله واسرشت دماي  7شامل  1لوپ، لوپ

 52مرحله اتصال دماي .دقيقه، 1به مدت  سانتي گراددرجه 
دقيقه، مرحله طويل شدن  1به مدت  سانتي گراددرجه 
ثانيه مي  30دقيقه و  1به مدت  سانتي گراددرجه  72دماي 
سيكل، مرحله واسرشت دماي  30شامل  2در لوپ . باشد

مرحله اتصال دماي .دقيقه، 1به مدت  سانتي گراددرجه  94
دقيقه، مرحله طويل شدن  1به مدت  سانتي گراددرجه  60

 .دقيقه مي باشد 2به مدت  سانتي گراددرجه  72دماي 
عبارت است  PCRمواد مورد استفاده در واكنشهاي  غلظت

پيكو مول غلظت هر يك از  MgSo4 ،10دو ميلي مولار از 
ميلي  pfu  ،2/0آغازگرها، يك يونيت از آنزيم پلي مراز 

  .dNTPمولار 
  استفاده در اين تحقيق آغازگرهاي مورد -1جدول 

 توالي آغازگر نام  

5`-CgAAgCggTCTCAACgACTACgACgACAgCCAgC-3` FchBD2  
5’- gTCgTCgTAgTCgTTgAgACCgCTTCggATgTT-3` R42 
5’-ggAAgACAACATgTCTCCTgTAACTgCAAACg-3` Chs5  

5`-CgCTCgAgCgCCAggCggCCCAC-3` RchBD2 
  

اليت آنزيمهاي براي سنجش فع :سنجش فعاليت كيتينازي
محلول  μl250كيتيناز، مخلوط واكنش آنزيمي شامل 

گرم ميلي 8/3(محلول سوبسترا در بافر  μl250آنزيمي و 
، به مدت يك ساعت در )كيتين كلوئيدي در بافر سيترات

آزمايش در چهار . درجه سانتي گراد انكوبه شد 37دماي 
افزودن  كي از تكرارها قبل ازيكه  تكرار انجام شد در حالي

محلول سوبسترا، فعاليت آنزيمي آن با قرار دادن به مدت 
پس . درجه سانتي گراد متوقف شد 94دقيقه در دماي  10

از زمان انكوباسيون، جهت توقف واكنش آنزيمي، مخلوط 

براي سنجش . دقيقه جوشانده شد 10واكنش به مدت 
گلوكزآمين آزاد شده در طول واكنش، پس استيل- Nميزان 
، )مولار 8/0(بافر پتاسيم تترا بورات μl100فزودن از ا

دقيقه در آب جوش حرارت  3مخلوط حاصل، به مدت 
گر واكنش ml3پس از اين مرحله با افزودن . داده شد
DMAB )10 دقيقه در  20، محلول حاصل به مدت )درصد

جذب  درجه سانتي گراد قرار گرفت و سپس 37دماي 
هر . خوانده شده است nm544نوري محلول، در طول موج 

، عبارت از ميزان فعاليتي از آنزيم  (U)واحد فعاليت آنزيمي
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مشخص،  pHكه در طول يك ساعت واكنش، در دما و 
گلوكزآمين يا اليگومرهايي از آن را استيل- Nك ميكرومول ي

  .آزاد كند

در اين تحقيق براي  :تاگوچي روش طراحي آزمايش
كايمري از روش  كيتيناز تعيين شرايط بهينه بيان پروتئين
براي طراحي و اجراي . تاگوچي استفاده شده است

هاي متعامدي براي سه عامل در چهار آزمايشها جدول آرايه
اين جدول براي وضعيتهاي مختلف . سطح تهيه شد

هر ستون به يك عامل و هر . آزمايشي قابل استفاده است
ايشها بر ترتيب انجام آزم. رديف به يك آزمايش تعلق دارد

بنابراين الگوي . اساس اصول آماري بايد تصادفي باشد
انجام آزمايشها به سه عامل در چهار سطح ثابت خواهد 

  . انجام شد 3ها مطابق جدول آزمايش. بود

 μg/ml50 حاوي مايع LB درمحيط نوتركيب كلني
 دقيقه در دور 150 سرعت با انكوباتور شيكر در كانامايسين

 پس .شدند داده كشت شده طراحي شهايآزماي اساس بر و
 نانومتر 600 موج درطول باكتري رشد كدورت رسيدن از
 شيكر در و شده اضافه استريل شرايط در IPTG ، 6/0 به

 .شدند نگهداري انكوباتور

 از ليتر ميلي 5/1 مقدار انكوباسيون زمان اتمام از پس
 ميلي 5/1 ميكروتيوبهاي درون كشت هاي لوله از هركدام
 5000 سرعت در وژيسانتريف كمك به و شد ريخته ليتري
 . شدند جمع سلولها دقيقه 5 مدت به دقيقه در دور

 با Sample Bufferسلولهاي جمع شده مستقيماً با 
دقيقه  5مخلوط و پس از جوشانيدن به مدت   2.5Xرقت
) SDS- PAGE( درصد 12 دناتوره آميد اكريل ژل در

 آميداكريل ژل  الكتروفورز، از پس. )4(الكتروفورز شد 
 Total افزار از نرم هاداده كردن كمي براي و شده اسكن

Lab v1.1و آزمايش طراحي براي همچنين. شد استفاده 
  . گرديد استفادهQualitek-4  هاداده آماري آناليز

 نتايج و بحث

  در فعاليت آنتاگونيستي قارچ (Chit42) 42آنزيم كيتيناز 
T. harzianum  مقايسه با ساير آنزيمهاي اين قارچ از  در

اين آنزيم فاقد توالي ). 19(باشد نقش مهمي برخوردار مي
اين توالي . باشدمي (chBD)دومين متصل شونده به كيتين 

تواند يك ساختار تونل مانندي ايجاد كند كه با ساختار  مي
اثر متقابل مطلوبي را ايفا نموده و ) كيتين(پليمري سوبسترا 

 12(ث افزايش راندمان تجزيه كيتين توسط آنزيم شود باع
 ChBDمطالعات مختلفي نشان مي دهد كه توالي ). 33و 

در ساير آنزيمهاي كيتينازي هم نقش مهمي در اتصال آنها 
ستالي داشته و باعث افزايش يبه سوبستراي كيتين كر
در اين تحقيق به ). 33و  20(گردد فعاليت آنزيمي آنها مي

 T. atrovirideقارچ  Chit42فزايش فعاليت آنزيم منظور ا
 (C-terminal)به انتهاي كربوكسيل  ChBDاقدام به افزودن 

 Bكيتيناز ChBD ناحيه  بدين منظور پس از تكثير. آن شد
  قارچ 42كيتينازو ژن  S. marcescensباكتري 

T. atroviride ) فاقدChBD(  با استفاده از آغازگرهاي
تكثير و در  SOEing PCRكايمري توسط همپوشان، كيتيناز

  بياني ميزبانسازي و به همسانه (+)pET26bناقل بياني 
E. coli BL21-DE3 تكثير صحت. شد منتقل 

 از استفاده با حاصل، نوتركيب كلنيهاي در كيتينازكايمري
 گرديد تأييد) XbaI و  XhoI(آنزيمي هضم و PCR الگوي

 طور به ذكورم ژن سازي همسانه همچنين). 1 شكل(
 مورد توالي تعيين توسط ،ORF)( خواندن قالب در صحيح
 سازه). است نشده داده نشان ها داده( گرفت قرار تأييد

  .  شد گذاري نام pETSM3 نامه ب شده ييدأت

به منظور اطمينان از بيان صحيح پروتئين كايمري در ميزبان 
سنجي استفاده تست پليت و رنگ پروكاريوتي از روشهاي

 اطراف در شفاف هالهدر روش تست پليت تشكيل . شد
 كلنيهاي در نوتركيب كايمري آنزيم بيان دهنده نشان كلنيها
 محيط در موجود كلوئيدي كيتين تجزيه و مطالعه مورد
 ژن بيان ميزان به شده تشكيل هايهاله اندازه. باشدمي

  ).2شكل( دارد بستگي كلنيها اين در نوتركيب
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    ج       ب

هاي برشي؛ طرح شماتيك ژن كيتينازكايمري، آغازگرهاي مورد استفاده و همچنين جايگاه آنزيم) الف  pETSM3بياني نوتركيب  تاييد سازه -1شكل 
 chbdR2ستفاده از آغازگرهاي حاصل از ا PCRمحصول  -1الگو،  DNA به عنوان pETSM3حاصل از پلاسميدهاي نوتركيب  PCRمحصول ) ب

chs5/ ،2 -  محصولPCR  حاصل از استفاده از آغازگرهاي يونيورسال(T7F/T7R)  ،3 - آغازگرهاي (كنترل مثبتchbdR2 chs5/  وpUCSM2  به
  )كنترل منفي( ژن الگو و آغازگرهاي دو سر  DNA به عنوان) كيتيناز ژن فاقد( (+)pET26bحاصل از پلاسميد  PCRمحصول  -4، )الگوDNAعنوان 
 PCRمحصول  -XhoI  ،4 و  XbaIي آنزيمهامحصول حاصل از هضم آنزيمي با  -3و  2، 1هاي محدودالاثر؛ هضم شده با آنزيم pETSM3) ج

  )باشداندازه قطعات مورد انتظار مي(، 1kb Ladderماركر  -chbdR2 chs5/ ،Mحاصل از استفاده از آغازگرهاي 

  
به  هايكلني در كيتينازكايمري آنزيم فعاليت و بيان بررسي -2شكل
 شفاف هاله. پليت تست از استفاده با پروكاريوتي ميزبان از آمده دست

 آنزيم فعاليت و توليد دهنده نشان كلني هر اطراف در شده تشكيل
 4 و 3 ،2 ،)منفي شاهد( ژن فاقد ناقل حاوي كلني ،1. باشدمي كيتينازي

 تركيبنو هايكلني از هايينمونه

 بودن فعال نيز سنجي رنگ روش از آمده به دست نتايج
. داد نشان كلنيها اين در را نوتركيب كيتينازكايمري آنزيم
 داراي U/ml 5/14 آنزيمي فعاليت با 4 شماره كلني

 ميزبان از). 3شكل( باشدمي آنزيم توليد ميزان بيشترين
 انبه عنو نيز) empty vector( ژن فاقد بياني ناقل حاوي
   .شد استفاده منفي شاهد

  الف

  ب

 
به  هايكلني در كيتينازكايمري آنزيم فعاليت و بيان بررسي -3شكل 
. سنجي رنگ واكنش از استفاده با پروكاريوتي ميزبان از آمده دست
 ژن حاوي هايكلني از هايينمونه 5 و 4 ،2 ،1 شماره هايلوله) الف

 به عنوان نوتركيب، ژن فاقد ناقل حاوي كلني ،C لوله و نوتركيب
  بررسي مورد هايكلني در آنزيمي فعاليت ميزان) ب. منفي كنترل نمونه

 الف
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براي بيان پروتئين هترولوگ  يميزبان مناسب E. coli باكتري
ميزان بالاي بيان پروتئين : عوامل مختلفي از قبيل. باشدمي

ه مزاياي هترولوگ، كم هزينه بودن و رشد سريع از جمل
 به دستبراي ). 26و  25(باشد بيان در اين ميزبان مي

بهينه  E. coliزان زياد در يآوردن پروتئين بيان شده به م
  ).28(سازي شرايط بيان پروتئين هترولوگ ضروري است 

 باكتريايي، سيستم در كيتينازكايمري بيان سازي بهينه جهت
 رتصو تاگوچي آماري روش براساس آزمايشها طراحي
 پروتئين بيان بر مؤثر متغيرهاي طراحي، از پيش. گرفت

 استفاده از هدف. شدند تعيين آنها سطوح و شده شناسايي
 بر متغيرها از يك هر تأثير تشخيص تاگوچي، روش از

 تعيين متغيرها، متقابل تأثير بررسي كايمري، پروتئين توليد
 تتح كايمري پروتئين توليد ميزان تخمين و بهينه شرايط
: شامل متغير سه تأثير راستا، اين در. باشد مي بهينه شرايط
 ها كننده ءالقا متداولترين از يكي عنوان به IPTG غلظت

 برحسب( انكوباسيون دماي ،)مولارميلي حسب بر) (5(
) ساعت حسب بر( انكوباسيون زمان و) گراد سانتي درجه
 پروتئين توليد بر) 2جدول( سطح چهار در كدام هر

 كه است ذكر به لازم. گرفت قرار بررسي مورد كايمري
 بيوتيك آنتي حاوي LB مايع محيط در آزمايشها تمامي

 دقيقه در دور 150 با شيكر توسط هوادهي و كانامايسين
  . شد انجام

  عوامل و سطوح مورد بررسي در طراحي آزمايش تاگوچي -2جدول 
  سطح               1 2 3 4

 عامل

1 7/0  5/0  2/0  )IPTG)mM غلظت 

 )˚C(دماي انكوباسيون  25 28 32 37

 )h( زمان انكوباسيون 2 4 6 16

 را متعددي فاكتورهاي توان مي تاگوچي روش از استفاده با
). 30و  15( داد قرار ارزيابي مورد همزمان صورت به

Ghane بيان روش اين از استفاده با) 2008( همكاران و 
 كردند بهينه را  E. coli ميزبان در بتا اينترفرون پروتئين

)10 .(  

 براي روش اين از نيز) 2010( همكاران و Zarei همچنين
 S. marsescensباكتري در كيتيناز ژن بيان سازي بهينه

 گرفته نظر در متغيرهاي اساس بر. )35(استفاده نمودند 
 طراحي را مستقل آزمايش 16 تاگوچي روش شده،
 پروتئين آزمايشها، اين انجام زا پس). 3 جدول( نمايد مي
. شد بررسي SDS-PAGE توسط و استخراج هاباكتري از تام

 Total افزار نرم از استفاده با SDS-PAGE از حاصل نتايج

Lab ميزان افزارنرم اين. است شده ارائه 4 شكل در و آناليز 
 باند كي به نسبت را SDS-PAGE در كايمري پروتئين بيان

 كردن كمي و آناليز از پس. كند مي حاسبهم مرجع پروتئيني
 و تجزيه مورد Qualitek-4 برنامه با حاصل نتايج هاداده

 لفختم سطوح به مربوط اصلي اثرات و گرفت قرار تحليل
 نتايج تحليل و تجزيه با). 4 جدول( شد محاسبه عامل هر
 ميزان بر عامل هر تأثير ميزان تاگوچي، روش از استفاده با

  . گرددمي تعيين نوتركيب ينپروتئ بيان

 تحليل روش از ها داده آماري تحليل و تجزيه براي
 در آن نتايج كه شد استفاده (ANOVA) طرفه يك واريانس
 مشاهده جدول در كه همان طور. است شده ارائه 5 جدول

از  IPTG غلظت  و انكوباسيون دماي تأثير ميزان شودمي
  .باشديشتر ميب انكوباسيون زمان مدت تأثير ميزان

كه نشان داده شده است  3جدول  16در آزمايش شماره 
بهترين شرايط براي به حداكثر رساندن ميزان بيان پروتئين 

درجه سانتي گراد و زمان  25درجه حرارت در نوتركيب 
 IPTGغلظت يك ميلي مولار از ، ساعت انكوباسيون 16

 پروتئين توليد شده در شرايط مذكور توسط .مي باشد
SDS-PAGE است شده ارائه 5 شكل در.   

 شرايط تعيين براي گانه 16 آزمايشهاي نتايج آناليز از سپ
 استفاده تاگوچي روش Bigger the better آناليز از بهينه
 شرايط تحت عوامل از يك هر ميزان و مطلوب سطح. شد
 در كه گونههمان. است شده داده نشان 6جدول در بهينه
 ديگر به نسبت IPTG غلظت شود،يم مشاهده جدول اين

  نوتركيب  پروتئين  بيان  در  بيشتري  تأثير  داراي فاكتورها
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  ).6جدول( باشد مي

با ميزان پروتئين به دست  6در جدول ميزان توليد پروتئين 
آمده در شرايط بهينه با يكديگر مقايسه شد و در شرايط 

حاصل از  برابر ميزان پروتئين) 303/1(بيني شده بهينه پيش

اين . باشدمي) 3جدول (روش تاگوچي  16آزمايش شماره 
سازي دهد كه طراحي آزمايش جهت بهينهنتايج نشان مي

  . باشدتوليد آنزيم كيتينازكايمري مناسب مي

  
 افزار نرم از استفاده با تاگوچي تست از حاصل تيمار 16 آناليز از حاصل نتايج. تاگوچي تست از استفاده با كيتينازكايمري ژن بيان سازي بهينه -4 شكل

TotalLab  
  هاي متعامد تاگوچي و عوامل و سطوح انتخابيآزمايشات انجام شده مطابق با جدول آرايه -3جدول 

نتايج حاصل از 
 انجام آزمايش

دماي 
انكوباسيون 

)C˚( 

زمان 
 انكوباسيون

)h( 

 غلظت 

IPTG 
)mM( 

 آزمايش

76/0  25 2 2/0  1 

8/0  28 4 2/0  2 

7/0  32 6 2/0  3 

64/0  37 16 2/0  4 

95/0  28 2 5/0  5 

69/0  25 4 5/0  6 

61/0  37 6 5/0  7 

9/0  32 16 5/0  8 

9/0  32 2 7/0  9 

72/0  37 4 7/0  10 

15/1  25 6 7/0  11 

2/1  28 16 7/0  12 

63/0  37 2 1 13 

25/1  32 4 1 14 

1/1  28 6 1 15 

3/1  25 16 1 16 
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  عوامل مؤثر بر ميزان بيان پروتئين نوتركيباثرات اصلي  -4جدول 
  عوامل 1سطح 2سطح 3سطح 4سطح

 IPTG غلظت 725/0 787/0 992/0 069/1

)mM( 

1 

دماي انكوباسيون 81/0 865/0 889/0 009/1
)C˚( 

2 

 زمان انكوباسيون 974/0 012/1 937/0 649/0

)h( 

3 

  
  ج براي بهينه كردن شرايط بيان پروتئين نوتركيبو تحليل نتاي) ANOVA(نتيجه آناليز واريانس  -5جدول 

 

  بيني شده در روش تاگوچي براي بيان پروتئين نوتركيبشرايط بهينه پيش -6جدول 

  
  

  
-SDS  از استفاده با سازي بهينه از پس كيتينازكايمري بيان -5 شكل

PAGE 12 القاء، از قبل نمونه -1. بلو كوماسي آميزي رنگ با درصد 

 .پروتئين اندازه نشانگر - M ، بهينه شرايط در القاء از بعد هنمون -2
 .نشانگر پروتئين كيتيناز كايمري بيان شده را نشان مي دهد

  
 كيتينازكايمري ژنهاي حاوي كلنيهاي در آنزيمي فعاليت ميزان -6 شكل

  كريستالي كيتين حضور در 42كيتيناز و
به بهينه  با توجه به توليد آنزيمهاي كيتينازي در شرايط

اضافه شده به  ChBDآمده و به منظور ارزيابي نقش دست
، مقايسه فعاليت آنزيمي كيتينازكايمري Chit42انتهاي آنزيم 
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. انجام گرفت Chit42بر كيتين كريستالي نسبت به آنزيم 
آمده نشان داد كه ميزان فعاليت آنزيم  به دستنتايج 

به ميزان  Chit42كايمري بر كيتين كريستالي نسبت به آنزيم 
بدين ). 6شكل(است افزايش يافته) برابر 3/3حدود(زيادي 

تمايل آنزيم و  42به كيتيناز ChBDترتيب با افزودن 
. افته استيافزايش  اختصاصيت آن به سوبستراي نامحلول

گزارش كرده اند  )2004( و همكاران Limonكه  در حالي
به  Nicotiana tabacum، از گياه ChBDكه با افزودن 

فعاليت كيتينازي آنزيم  T. harzianumقارچ  42كيتيناز
درصد  36كيتيناز كايمري حاصل روي كيتين كريستالي 

و همكاران فعاليت كيتينازي  Fan، )19(افزايش مي يابد 
كرم ابريشم به  ChBDكيتيناز كايمري حاصل از افزودن 

در حضور كيتين كريستالي را  Beauveria bassianaكيتيناز 
  ).8(اند برابر گزارش كرده 5/5

با توجه به نتايج ارائه شده در اين تحقيق امكان توليد آنزيم 
كيتينازكايمري توسط بيان پروكاريوتي فراهم شده تا بتوان 
از اين آنزيم جهت تجزيه تركيبات كيتيني در موارد مختلف 

، توليد اليگوساكاريدها shellfish wasteنظير تبديل زيستي 
زاي گياهي نقش اين آنزيم در كنترل قارچهاي بيماريو نيز 

  .باشد استفاده نمودكه عمدتاً از كيتين كريستالي مي
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Abstract 

Chitinases have the ability of chitin digestion that constitutes a main compound of the 
fungal cell wall, insect exoskeletons, and crustacean shells. Chitinase Chit42 from 
Trichoderma atroviride PTCC5220 is considered to play an important role in the 
biocontrol activity of this fungus against phytopathogenic fungi. The Chitin-Binding 
Domain (ChBD) of Serratia marcescens chitinase B was selected and fused to the 
fungal chitinase, T. atroviride Chit42 using SOEing PCR with overlapping primers. The 
chimeric fragment was cloned into prokaryotic expression vector (pET26b+) and 
transformed to E. coli BL21-DE3. Culture conditions for chimeric enzyme production 
by E. coli were optimized by Taguchi orthogonal array experimental design 
methodology.  This approach facilitates the study of interaction of a large number of 
variables spanned by factors and their settings with a small number of experiments 
leading to considerable saving in time and cost for the process optimization. The 
objective of the current research was to determine the significant parameters on the 
production of chimeric chitinase enzyme in the culture.  The process variables were 
IPTG concentration, incubation time, and temperature. The total protein extraction of all 
experiments were carried out and analyzed by SDS-PAGE, Total lab and Qualitek-4 
software.  The optimal levels of the different factors for chimeric chitinase production 
were 1mM IPTG, and 16 hours of incubation time at 28 °C. IPTG concentration was the 
most important factor in the enzyme production.  

Key words: Chimeric chitinase; prokaryotic expression; chitin binding domain; 
Taguchi method 

  

  

  


