
 

 

 

 هٌْذسٖ شًت٘ک ٍ اٗوٌٖ زٗستٖ

ISSN     -      چبپی 

ISSN     -      الکتريویکی 

 97، پبٗ٘س ٍ زهستبى  2،  ضوبرُ 7دٍرُ 

 139-151صفحِ 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 
Volume  , Number   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

  مخمر،

 سلًثیًَیذريلاز،

 تلفیقی، زیستی فرآيری 

 cel B شن 

 چکيده

 

 

 

 Pichia  مخمر در cel B سلوبیوهیذرولاز ژن بیان و همسانه سازی

pastoris 
 

Cloning and Expression of cel B Cellobiohydrolase gene in Pichia 

pastoris 

 

 2ظازٜ قفبضٚز٢ ، ؾؼ٥س ّٔه3، ثطاتؼ٣ّ ٔكىب2٣٘*، ٘ؿط٤ٗ ٔكتبل1٣ؾٛ ف٥ٟٕٝ ح٥سض٢ لطٜ

 

Heydari-Gharehsoo Fahimeh
 
, Moshtaghi Nasrin

* 
, Meshkani Baratali

 
, Malekzade-

Shafarudi Saeid
 
 

 

 ٢آٔٛذتٝ وبضقٙبؾ٣ اضقس ث٥ٛتىِٙٛٛغ٢ وكبٚضظ زا٘ف -1

 ٘ػاز٢ ٥ٌب٣ٞ، زا٘كىسٜ وكبٚضظ٢، زا٘كٍبٜ فطزٚؾ٣ ٔكٟس ٌطٜٚ ث٥ٛتىِٙٛٛغ٢ ٚ ثٝ -2

 ٔكٟسػّْٛ پعقى٣ زا٘كٍبٜ  ،طٜٚ ث٥ٛق٣ٕ٥، زا٘كىسٜ پعقى٣ٌ -3

 

 . MSC of Agricultureal Biotechnology, Ferdowsi university of Mashhad, Iran 

 . Biotechnology and Plant Breeding Department, Faculty of Agriculture, Ferdowsi 

University of Mashhad, Iran 

 . Medical Biochemistry Department, Faculty of Medical, Mashhad University of 

Medical Sciences, Iran 

 

 nasrinmoshtagi@yahoo.com :اِىتط٥٘ٚى٣ پؿت ٔؿئَٛ، ٤ٛ٘ؿٙسٜ* 

 (17/11/97 :طـپص٤ تبض٤د - 22/7/97:زض٤بفت تبض٤د)

 
 

هتعلق ثِ خبًَادٓ ثٖ  CBHII، ٗک Thermobifidia fuscaاز ثبکترٕ  Cel Bآًسٗن 

سلَلازّبست کِ ثس٘بر هقبٍم ثِ حرارت است. ثِ علت ه٘ساى پبٗ٘ي تَل٘ذ اٗي آًسٗن در ه٘سثبى اٍلِ٘ 

ث٘بى اٗي آًسٗن  تَاى از اٗي ه٘سثبى ثرإ تَل٘ذ آًسٗن در هق٘بس صٌعتٖ استفبدُ ًوَد. ثِ هٌظَر ًوٖ

تکث٘ر ٍ ثِ درٍى ًبقل هخورٕ  PCRثب     PSZدر هخور، شى سلَثَّ٘٘ذرٍلاز هَجَد در سبزٓ 

pPICZαAًِسبزٕ ضذ. سبزٓ ًَترک٘ت حبٍٕ شى  ، ّوسبcel B،  ٕثِ ثبکترJm    E. coli 

ثلئَهبٗس٘ي،  µg/ml5/0 حبٍٕ  LBّبٕ ًَترک٘ت ثر رٍٕ هح٘ط کطت  هٌتقل ضذُ ٍ ثبکترٕ

 Pichia pastorisبة ضذ. سبزٓ ًَترک٘ت خطٖ ضذُ، ثب استفبدُ از الکترٍپَرٗطي ثِ هخوراًتخ

ضذ. در ًْبٗت ثْترٗي غلظت هتبًَل ٍ ثْترٗي رٍز ث٘بى  هٌتقل GS     ٍKM  Hّبٕ  سَِٗ

تع٘٘ي ضذ. ًتبٗج ًطبى داد، ث٘طترٗي ه٘ساى فعبل٘ت سلَثَّ٘٘ذرٍلاز در  DNSآًسٗن ً٘س ثب رٍش 

ٍ ثِ هذت  C°50)پٌجٔ اس٘ذ فسفرٗک ضذُ( در دهبٕ  PCٍ ثر رٍٕ  GS     ٍKM  Hّبٕ  سَِٗ

است. ًؤًَ هرثَط ثِ کلٌٖ پر هحصَل  U(mol/min)/ml 475/0ٍ  98/1سبعت، ثِ ترت٘ت  16

ثبرگسارٕ ٍ ث٘بى آًسٗن تأٗ٘ذ ضذ ٍ سپس ًتبٗج ثْترٗي  SDS-PAGEثر رٍٕ شل     GSسَٗٔ 

درصذ هتبًَل  3ى آًسٗن ثب ّو٘ي سَِٗ، در رٍز چْبرم ثعذ از القبء ثب غلظت هتبًَل ٍ ثْترٗي رٍز ث٘ب

(V/Vِث ) ٌِْ٘شى ّوسبًِ ضذُ ثِ پلاسو٘ذ هخورٕ ثبعث کبّص  کذٍى ّبٕ سبزٕ دست آهذ. عذم ث

ث٘بى ٍ کبّص فعبل٘ت سلَثَّ٘٘ذرٍلازٕ آى ضذ. هخور پ٘ط٘ب ه٘سثبى هٌبسجٖ ثرإ ث٘بى اٗي آًسٗن 

 تَاى ثبزدّٖ ث٘بى را ثْجَد داد. کذًٍْبٕ تَالٖ کذکٌٌذٓ اٗي شى، هٖسبزٕ  است کِ ثب ثٌِْ٘
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  مقدمه

تط٤ٗ تطو٥ت آ٣ِ ثط ض٢ٚ  ٔبؼ ٥ٍِٙٛؾِّٛع٢ ثٝ ػٙٛاٖ فطاٚاٖث٥ٛ

ٔب٤غ ٘ظ٥ط  ٞب٢ ؾّٛلاظ ثٝ ؾٛذتٟب٢ تٛا٘س ثب وٕه آ٘ع٤ٓ ظ٥ٔٗ، ٣ٔ

ت٥ٕبض  ٞب٢ پ٥ف ٞع٤ٙٝ .(     ,.Bayer et al)ث٥ٛاتبَ٘ٛ تجس٤ُ قٛز 

ٚ ٥٘ع  ٞب٢ ؾِّٛٛت٥ه ٞب٢ ؾّٛلاظ اظ ٥ٔىطٚاضٌب٥٘ؿٓ ٚ ت٥ِٛس آ٘ع٤ٓ

ٞب٢ ٔٛخٛزات اتبِ٘ٛٛغٖ عج٥ؼ٣ زض ٥ٞسض٥ِٚع وبُٔ  ٔحسٚز٤ت

ٞب٢ ٥ٍِٙٛؾِّٛع اظ خّٕٝ ٔٛا٘غ ان٣ّ زض ت٥ِٛس اتبَ٘ٛ  ؾبوبض٤س پ٣ّ

 عطف٣ اظ. (     ,.Foust et al.,     ; La Grange et al) ٞؿتٙس

 ؾِّٛع آ٘ع٣ٕ٤ ٥ٞسض٥ِٚع زض ل٢ٛ ٞب٢ ٟٔبضوٙٙسٜ ؾّٛث٥ٛظ ٚ ٌّٛوع

 زض عٛض ٔؼَٕٛ  ثٝ وٝ تر٥ٕط ٚ ٥ٞسض٥ِٚع ٔطاحُ تطو٥ت ٚ ٞؿتٙس

 ٔٛثط ٥ٞسض٥ِٚع زض جطز٢ضاٞ ػٙٛاٖ ثٝ ٥ٌطز، ٣ٔ نٛضت ٔرٕطٞب

 ظ٤ؿت٣ فطآٚض٢ ٔطحّٝ ٤ه ٟ٘ب٣٤ ٞسف. اؾت ؾِّٛع

 اظ اؾتفبزٜ اؾبؼ ثط ث٥ٛاتبَ٘ٛ، ثٝ ٥ٍِٙٛؾِّٛعتجس٤ُ   (CBP)تّف٥م٣

 ٞب٢ آ٘ع٤ٓ وٙٙس٠ تطقح عج٥ؼ٣ اتبِ٘ٛٛغٖ ٥ٔىطٚاضٌب٥٘ؿٓ چٙس ٤ب ٤ه

 .(     ,Linger and Darzins)اؾت  ٔرٕطٞب، ٔب٘ٙس ؾّٛلاظ

تٛا٘س ٘مف ٣ٕٟٔ زض خٟت ؾبذت ٤ه ٔٛخٛز  ٣ٟٔٙسؾ٣ غ٘ت٥ه ٔ

CBP  ا٤فب وٙس. چٙس٤ٗ ٔرٕط ٘ٛتطو٥ت خٟت ٥ٞسض٥ِٚع ٚ تر٥ٕط

 Pichia stipitisاظ خّٕٝ ا٘س  ٔؿتم٥ٓ ؾِّٛع ثطضؾ٣ قسٜ

(Agbogbo and Coward-Kelly,     ) ،Candida shehatae 

(Prior et al.,     ) ،Pachysolen tannophilis (Slininger et 

al.,     )  ٚSaccharomyces cerevisiae (Van Zyl et al., 

عٛض عج٥ؼ٣ لبزض ثٝ تر٥ٕط ٌّٛوع ثٝ ٞب ٥ٔىطٚاضٌب٥٘ؿٓ ا٤ٗ  .(    

ٞب٢  ٤ه زاضا٢ ثطذ٣ اظ آ٘ع٤ٓٚ ظا٤ّٛظ ثٝ اتبَ٘ٛ ٞؿتٙس ٚ ٥٘ع ٞط

عٛض و٣ّ ت٥ِٛس  حبَ، ثٝ ا٤ٗ  . ثبٞؿتٙس ؾّٛلاظ ؾّٛلاظ ٤ب ٣ٕٞ

 وٕتط اظ ٥ٔعاٖ ٔغّٛة اؾت.  ٞب ٥ٔىطٚاضٌب٥٘ؿٓ ا٤ٗ  اتبَ٘ٛ زض

ٞب٢ ٥ٞسض٥ِٚت٥ى٣  آ٘ع٣ٕ٤ ؾِّٛع ثٝ ٔرّٛع٣ اظ آ٘ع٥ٞٓ٤سض٥ِٚع   

٥٘بظ  ٌّٛوٛظ٤ساظٞب βؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظٞب ٚ قبُٔ ا٘سٌّٚٛوب٘بظٞب، 

ؾبؼ ؾبظٚوبض ثٝ زٚ ٌطٜٚ تمؿ٥ٓ ازاضز. ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظٞب ثط 

ثب ؾبظٚوبض  (CBHI)قٛ٘س. ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظٞب٢ ٘ٛع ٤ه  ٣ٔ

ثب ؾبظٚوبض  (CBHII)وٙٙسٜ ٚ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظٞب٢ ٘ٛع زٚ  حفظ

ٙٙسٜ ٚ تطت٥ت ثٝ ا٘تٟب٢ اح٥بوثٝ وٝ وب٘ف٥ٍٛضاؾ٥ٖٛ  وٙٙس٠ ٔؼىٛؼ

 ;     .Teeri et al)وٙٙس  د٥ط٠ ؾِّٛع حّٕٝ ٣ٔظ٘ اح٥بوٙٙس٠ غ٥ط

Zhang and Lynd     )  .ضٚـ اؾبؼ ثط CBP فؼب٥ِت 

 ثبض 120 تب 20 تمط٤جب ثب٤س ٔرٕط زض قسٜ ث٥بٖ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ

 زض پطٚتئ٥ٗ ث٥بٖ ؾغح .(     .Den Haan et al) ٤بثس ثٟجٛز

Pichia pastoris  10 اظ ث٥كتط ثطثطا 100 تب Saccharomyces 

cerevisia زض ضا ٞب پطٚتئ٥ٗ وُ ث٥كتط ٞتطِٚٛي پطٚتئ٥ٗ ٚ اؾت 

 ٤ه ػٙٛاٖ ثٝ Pichia ػلاٜٚ ثٝ ٚ زٞس ٣ٔ تكى٥ُ وكت ٔح٥ظ

 ٥٘ع ٚ زاضز ضا تطخٕٝ اظ پؽ تغ٥٥طات ا٘دبْ تٛا٘ب٣٤ ٤ٛوبض٤ٛت

 ثط ٚ اؾت ؾط٤ؼتط ٚ اضظا٘تط آٖ اظ اؾتفبزٜ ٚ آؾبٖ زؾتٛضظ٢

 ٞب٢ پطٚتئ٥ٗ ٥ٞپط٥ٌّىٛظ٤لاؾ٥ٖٛ ثٝ ٔؿتؼس S. cerevisia ذلاف

 ٔف٥س ؾ٥ؿتٓ ٤ه ثٙبثطا٤ٗ (     .Cregg et al) ٥٘ؿت ٞتطِٚٛي

 .اؾت ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظٞب ث٥بٖ ثطا٢

ْ    وٙٙس٠ آ٘ع٤ٓ ؾلّٛلاظ   وس ٞب٢ غٖ ٚ   cCelٞلب٢   ٥ٌلبٜ فّفلُ ثلٝ ٘لب

cCel  ، ٔٛفم٥ت زض ٔرٕط  ثبP. pastoris ٓٞب٢  ث٥بٖ قس٘س وٝ آ٘ع٤

 .Ferrarese et al)٥ت ثبلا٣٤ اظ ذٛز ٘كبٖ زاز٘لس  ذبِم قسٜ فؼبِ

زض نٙب٤غ ٘ؿبخ٣ ثٝ ػّت ذٛال . ا٘سٌّٚٛوب٘بظٞب٢ ذٙث٣ (    

اظ خّٕٝ وبٞف ٔطاحلُ لجلُ اظ    ،زض ٔطاحُ پب٤ب٣٘ ا٥ِبف خ٥ٗ ثطتط

ٞ    ٚ ٚاوٙف آ٥ٔع٢ ضً٘  1ٚ4. غٖ ا٘لسٚ ثتلب   ؿلتٙس پلص٤ط٢ ولٓ ثٟتلط 

 .Pزض زاذللُ ٔرٕللط   -Orpinomyces PC( اظ celEٌّٛوب٘للبظ )

pastoris GS    ،ا٤ٗ آ٘ع٤ٓ ٘ٛتطو٥ت ث٥كتط٤ٗ فؼب٥ِت ضا   ث٥بٖ قس

ا٘سٌّٚٛوب٘بظ ذٙث٣  ٤ه ثٙبثطا٤ٗ ،٘كبٖ زاز Cͦ 45ٚ زٔب٢   :pHزض 

 .(     .Jin et al)ٔعٚف٥ّ٥ه ثٛز 

 ٌطٔبزٚؾلللللت ٥ٔٛٙؿلللللتاوت٥ اظ Cel Bؾلللللّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ 

Thermobifidia fusca، ٤ه CBHII ٚظٖ  ثب KDa6/59 ٔتؼّك  ٝ  ثل

ٝ  آٖ وبتلب٥ِت٥ى٣  فؼب٥ِت وٝ ؾّٛلاظٞبؾت B ذب٘ٛازٜ  CBHII ٔكلبث

ْ  ثؿل٥بض  ِٚل٣  Trichoderma reesei اظ ٝ  ٔملبٚ  ٚ ثلٛزٜ  حلطاضت  ثل

 .Saloheimo et al) اؾت 7 ٔؼبزَ ٚ ٌؿتطزٜ آٖ ث٥ٟٙٝ pH ٔحسٚزٜ

 ٚ ٔحهلٛضتط  فؼبَ خب٤ٍبٜ لبضچ٣، ٘ٛع ثٝ ٘ؿجت ػلاٜٚ ثٝ(.     

ت٥ِٛلس  ثٝ ػّلت ٥ٔلعاٖ پلب٥٤ٗ    (.      .Wu et al) زاضز تط٢ ع٤ُٛ

ٞلب٢ ثلب اضظـ ا٤لٗ آ٘لع٤ٓ ٚ      زض ٥ٔعثبٖ ا٥ِٚٝ، ٤ٚػ٣ٌ cel Bآ٘ع٤ٓ 

ٞلسف ا٤لٗ   ٞب٢ ٘ٛتطو٥لت   خصاث٥ت ٔرٕط پ٥ك٥ب زض ت٥ِٛس پطٚتئ٥ٗ

اظ  cel Bپللػٚٞف ٥٘للع ثطضؾلل٣ أىللبٖ ت٥ِٛللس ؾللّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ   

ثلٝ نلٛضت    P. pastorisزض  Thermobifidia fuscaاوت٥ٔٛٙ٥ؿلت  

ٞب اظ خّٕلٝ أىلبٖ افلعا٤ف     ذبضج ؾ٣ِّٛ ٚ ثطضؾ٣ ثطذ٣ ٤ٚػ٣ٌ

 ا٤ٗ آ٘ع٤ٓ زض نٙب٤غ اؾت.  ؾغح ث٥بٖ ثٝ ٔٙظٛض اؾتفبزٜ اظ
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  َب ريش ي مًاد

 سبزی:ثرای َمسبوٍ cel Bطراحی آغبزگرَب ي تکثیر شن 

ٚ  Geneiousافعاضٞب٢  تفبزٜ اظ ٘طْعطاح٣ آغبظٌطٞب ثب اؾ

PrimerPremier  اظ ض٢ٚ پلاؾ٥ٕسpSZ    (زوتط اٞسا٣٤ 

ا٘دبْ قس. لبثُ شوط اؾت وٝ عطاح٣ ( وطُ٘ زا٘كٍبٜ اظ ٤ّٚؿٖٛ ث٣

تٛؾظ  cel Bآغبظٌطٞب ٕٞعٔبٖ ثب ثطضؾ٣ چبضچٛة ذٛا٘سٖ غٖ 

ا٘دبْ قس. ثب  Geneiousافعاض  ؾ٥ؿتٓ ض٤ٛ٘ٚؿ٣ ٔرٕط٢ ٚ ثب ٘طْ

، زض زٚ آغبظٌط  pPICZαAٞب٢ ثطق٣ زض ٚوتٛض  ثٝ ؾب٤تتٛخٝ 

(. 1اضبفٝ قس )خسَٚ  EcoRІ  ٚXbaІٞب٢ ثطق٣ زٚ آ٘ع٤ٓ  ؾب٤ت

لغؼ١ غ٣٘ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ثب اؾتفبزٜ اظ آغبظٌطٞب٢ عطاح٣ قسٜ 

ته  DNAا٢ پ٥ّٕطاظ ثب ٔرّٛع٣ اظ آ٘ع٤ٕٟب٢  ع٣ ٚاوٙف ظ٘د٥طٜ

ط ٤بفت. ثطا٢ ا٤ٗ ٔٙظٛض، تىث٥ 2:1پ٥ّٕطاظ ثٝ ٘ؿجت  Pfuپ٥ّٕطاظ ٚ 

ؾبظ٢ ا٥ِٚٝ  ثب ؾ٥ىُ زٔب٣٤ قبُٔ ٔطاحُ، ٚاؾطقتٝ PCRٚاوٙف 

چطذٝ تىطاض٢ قبُٔ  35زل٥مٝ ٚ  5ثٝ ٔست  C° 94زض زٔب٢ 

ثب٥٘ٝ، اتهبَ زض زٔب٢  50ثٝ ٔست C° 94ؾبظ٢ زض زٔب٢  ٚاؾطقتٝ

C° 67  ثب٥٘ٝ ٚ ثؿظ زض زٔب٢  50ثٝ ٔستC° 72  زل٥مٝ  3ثٝ ٔست

زل٥مٝ، ا٘دبْ  10ثٝ ٔست  C° 72ؿظ ٟ٘ب٣٤ زض زٔب٢ ٚ زض ٟ٘ب٤ت ث

 قس.

و٥ًّ٘ٛٙ ثب اؾتفبزٜ  pTG  -T: TAدر وبقل  cel Bکلًویىگ شن 

ا٘دبْ قس.  PTG  -Tاظ ٘بلُ و٥ًّ٘ٛٙ قطوت ٤ٚٛا٘ت٥ؽ ثب ٘بْ 

( ثٝ ng/μL 50) pTG  -Tقبُٔ، ٚوتٛض  تطو٥ت ٚاوٙف اتهبَ

٥ٔعاٖ ٤ه ، لغؼ١ غ٣٘ تر٥ّم قسٜ ثٝ  ٥ٔىط٥ِٚتط٥ٔعاٖ ٤ه 

( ثٝ ٥ٔعاٖ ٤ه X  )  T( ، ثبفط ٤ٚػٜ آ٘ع٤ٓ ٥ٔng/μL 89ىط٥ِٚتط )

٥ٔىط٥ِٚتط، آة  3/0 ( ثٝ ٥ٔعاٖ U/μL5) ٥ٔT  Ligaseىط٥ِٚتط، 

٥ٔىط٥ِٚتط ثٛز. ٔرّٛط ٚاوٙف ثٝ ٔست  7/6ٔمغط ز٥٘ٛ٤ع٠ اؾتط٤ُ 

زض ا٘ىٛثبتٛض ٍٟ٘ساض٢ قس. ؾپؽ ٔحهَٛ  ٤C°16ه قت زض 

 E. coli DH αثٝ ثبوتط٢ ٔؿتؼس  اتهبَ ثٝ ضٚـ قٛن حطاضت٣

ٞب٢  ثب آ٘ع٤ٓ cel Bٔٙتمُ قس. پؽ اظ اؾترطاج پلاؾ٥ٕس ٚخٛز غٖ 

EcoRІ  ٚXbaІ زض ٚوتٛض pTG  -T  تأ٥٤س قس. زض ٟ٘ب٤ت

اِىتطٚفٛضظ ٔحهٛلات ٞضٓ ثط ض٢ٚ غَ آٌبضظ ٤ه زضنس ا٘دبْ 

 قس.

ثٝ ٔٙظٛض  :pPICZαAثٍ درين وبقل  cel Bسبة کلًویىگ شن 

ثٝ زضٖٚ ٘بلُ ٔرٕط٢ ٚ ث٥بٖ آٖ  cel Bؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ  ا٘تمبَ غٖ

 pPICZαA  ٚpTG  -T، اثتسا زٚ پلاؾ٥ٕس P. pastorisزض ٔرٕط 

ٞضٓ قس٘س ٚ پؽ اظ  EcoRІ  ٚXbaІٞب٢  ٘ٛتطو٥ت ثب آ٘ع٤ٓ

اِىتطٚفٛضظ، ثب و٥ت اؾترطاج اظ غَ قطوت ٤ٚٛا٘ت٥ؽ تر٥ّم 

 pPICZαAبلُقس٘س. ٚاوٙف اتهبَ لغؼ١ غ٣٘ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ٚ ٘

 9/5( ثٝ ٥ٔعاٖ ng/μL 1/17) bp 1700ثب تطو٥ت لغؼ١ غ٣٘ 

 2/7( ثٝ ٥ٔعاٖ ng/μL 10) ٥ٔpPICZαAىط٥ِٚتط، ٚوتٛض 

٥ٔىط٥ِٚتط ٚ آ٘ع٤ٓ  5/1( ثٝ ٥ٔعاٖ X  )  ٥ٔTىط٥ِٚتط،  ثبفط آ٘ع٤ٓ 

T  Ligase (U/μL5 ٖثٝ ٥ٔعا )٥ٔىط٥ِٚتط ا٘دبْ قس. 3/0 

 LBٔح٥ظ وكت  pHٕ٘ه ٚ ثٝ ز٥ُِ ا٤ٙىٝ ظئٛؾ٥ٗ ثٝ ٥ٔعاٖ 

ث٥ٛت٥ه ثّئٛٔب٤ؿ٥ٗ ثطا٢ ا٘تربة حؿبؾ٥ت ظ٤بز زاضز، ثٙبثطا٤ٗ آ٘ت٣

٘ٛتطو٥ت اؾتفبزٜ قس.  pPICZαAٞب٢ حب٢ٚ پلاؾ٥ٕس  و٣ّٙ

ؾ١٤ٛ  E. coliحسالُ غّظت وكٙس٠ ثّئٛٔب٤ؿ٥ٗ ثطا٢ ثبوتط٢ 

Jm    ٞب٢ زاضا٢ پلاؾ٥ٕس حب٢ٚ غٖ  ثٝ ٔٙظٛض ا٘تربة و٣ّٙSh 

ble  .ٞب٢ نفط )ثٝ ػٙٛاٖ قبٞس(،  ثس٤ٗ ٔٙظٛض غّظتتؼ٥٥ٗ قس

٥ِتط اظ ثّئٛٔب٤ؿ٥ٗ ثٝ ٥ٔىطٌٚطْ زض ٣ّ٥ٔ 5/0ٚ  4/0، 3/0، 2/0، 1/0

٥ٔىط٥ِٚتط اظ  10اضبفٝ ٚ  ٥ِLBتط اظ ٔح٥ظ وكت ٔب٤غ ٤ه ٣ّ٥ٔ

ثٝ  C37˚ثٝ ٞط٤ه اضبفٝ قس، ؾپؽ زض     Jmوكت قجب١٘ ؾ١٤ٛ 

ا٤ٗ   اض ٌطفت.لط mpr 150ؾبػت زض ق٥ىط ا٘ىٛثبتٛض  16ٔست 

 تىطاض ا٘دبْ قس.  3آظٔب٤ف زض 

 5/0زاضا٢  LBٞب٢ ٘ٛتطو٥ت ثط ض٢ٚ ظطٚف  ا٘تربة و٣ّٙ

اؾترطاج پلاؾ٥ٕس اظ  ٥ِتط ثّئٛٔب٤ؿ٥ٗ ا٘دبْ قس. ٥ٔىطٌٚطْ زض ٣ّ٥ٔ

. اظ (     Sambrook) ٞب ثٝ نٛضت زؾت٣ ا٘دبْ قس ا٤ٗ و٣ّٙ

وٝ ضٚـ زؾت٣ اؾترطاج پلاؾ٥ٕس )٥ِع ل٥ّب٣٤( ٘بذبِه٣  آ٘دب٣٤

قطوت ز٘بظ٤ؿت  NCطا٤ٗ ثب اؾتفبزٜ اظ و٥ت ظ٤بز٢ زاقت ثٙبث

تأ٥٤س  خٟتٔدسزا اؾترطاج پلاؾ٥ٕس نٛضت ٌطفت.  آؾ٥ب،

ٚ  α-factorٞب٢ اذتهبن٣  ثب آغبظٌط PCR٘ٛتطو٥ج٣ اظ ٚاوٙف 

 ´-AOX  َٚ(.1اؾتفبزٜ قس )خس 

 ثٍ درين مخمر ثب الکتريپًریطه: pPICZαAتراریسش وبقل 

ذغ٣  PmeIٛتطو٥ت ثب آ٘ع٤ٓ ثطا٢ تطاض٤عـ ثٝ ٔرٕط، اثتسا ٘بلُ ٘

قس. تطو٥ت ٚاوٙف ٞضٓ آ٘ع٣ٕ٤ قبُٔ، ٘بلُ ٘ٛتطو٥ت 

pPICZαA (ng/μL 761 ٖثٝ ٥ٔعا )٥ٔىط٥ِٚتط، ثبفط  10Blue   X  

 5/0( ثٝ ٥ٔعاٖ U/μL5) ٥ٔPmeIىط٥ِٚتط، آ٘ع٤ٓ  3ثٝ ٥ٔعاٖ 

٥ٔىط٥ِٚتط  ٥ٔ5/16ىط٥ِٚتط ٚ آة ٔمغط ز٥٘ٛ٤عٜ اؾتط٤ُ  ثٝ ٥ٔعاٖ 
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فؼبَ  تطَ ذغ٣ قسٖ وبُٔ ٘بلُ ثب اِىتطٚفٛضظ، غ٥طثٛز. پؽ اظ وٙ

ز٣ٞ ثب  ا٘دبْ قس. ؾپؽ ثب ضٚـ ضؾٛة C° 65وطزٖ آ٘ع٤ٓ زض 

٥ٔىطٌٚطْ اظ  10اؾتبت ؾس٤ٓ ٚ اتبَ٘ٛ تر٥ّم قس. زض ٟ٘ب٤ت 

ٞب٢  ٘بلُ ذغ٣ قسٜ ٚ تر٥ّم قسٜ ثطا٢ تطاض٤عـ ثٝ ؾَّٛ

( GS     ٚKM  Hٞب٢  )ؾ٤ٛٝ P. pastorisٔؿتؼس ٔرٕط 

 Geneزٜ قس. تطا٘ؿفٛضٔبؾ٥ٖٛ ثب اؾتفبزٜ اظ زؾتٍبٜ اؾتفب

PulserXcell Electroporator Biorad  تٙظ٥ٕبت ٚC=  μf, 

Resistance=    Ohm,  V=  kv,  Time constant=   

miliseconds  ا٘دبْ قس(Invitrogen     ) . ؾپؽ چٙس و٣ّٙ

ثطا٢ ؾٙدف ث٥بٖ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ، ثب ؾٛثؿتطا٢ پٙج١ اؾ٥س 

( ٚ ضٚـ      Vuong and Wilson) (PC)ط٤ه قسٜ فؿف

(Ghose     ) DNS .ا٘تربة قس ، 

اظ آ٘دب٣٤ وٝ ٚوتٛض ث٥ب٣٘  :cel Bاوتخبة سًیٍ مخمر پرمحصًل 

ٔرٕط٢ اؾت ثٙبثطا٤ٗ تطا٘ؿفٛضٔب٘ت ٞب٢ ٔرٕط٢ ٔمبْٚ  oriفبلس 

ا٘س وٝ ٘ٛتطو٥ج٣ ث٥ٗ  ثٝ ظئٛؾ٥ٗ تٟٙب زض نٛضت٣ لبثُ خساؾبظ٢

ثؼس  Pichiaٞب٢  ضخ زٞس. تطا٘ؿفٛضٔب٘ت Pichiaْٛ پلاؾ٥ٕس ٚ غ٘

)زاضا٢  YPDSوكت  ضٚظ ضقس اظ ض٢ٚ ظطٚف حب٢ٚ ٔح٥ظ 3اظ 

 M زضنس زوؿتطٚظ،  2زضنس ػهبضٜ ٔرٕط،  1زضنس پپتٖٛ،  2

ظئٛؾ٥ٗ ا٘تربة  g/ml 100µزضنس آٌبض( زاضا٢  2ؾٛضث٥تَٛ ٚ 

زض  α-factorث٥بٖ قسٜ، ثٝ ز٥ُِ ٚخٛز  rcel Bقس٘س. پطٚتئ٥ٗ 

ضٚز وٝ ثٝ ذبضج ؾَّٛ ٔرٕط ٞسا٤ت قٛز  ا٘تظبض ٣ٔ  Nا٘تٟب٢ 

(Invitrogen     ) ثٙبثطا٤ٗ ا٘تربة و٣ّٙ پطٔحهَٛ ثب .

 ٥ٌPCط٢ فؼب٥ِت ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ثب اؾتفبزٜ اظ ؾٛثؿتطا٢  ا٘ساظٜ

وكت نٛضت  ، زض ٔح٥ظ C50˚ؾبػت زض زٔب٢  16زض ٔست 

زضنس  2اضا٢ )ز BMGYوكت  اظ ٔح٥ظ ml ٌطفت. ٞط و٣ّٙ زض 

،     pHپتبؾ٥ٓ فؿفبت  mM   زضنسػهبضٜ ٔرٕط،  1پپتٖٛ، 

زضنس ٥ٌّؿطَٚ(  1زضنس ث٥ٛت٥ٗ ٚ  YNB ،0.00001زضنس  1.34

ؾبػت(.  18-16ازأٝ ٤بفت )تمط٤جب   -     ODتّم٥ح قس. ضقس تب 

زل٥مٝ زض زٔب٢ اتبق  5ثٝ ٔست  x g     ػ زض  ٞب ثب ؾب٘تط٤فٛ ؾَّٛ

وكت  ٔح٥ظ ml  ؾ٣ِّٛ ؾپؽ زض ثطزاقت قس٘س. ضؾٛة 

زضنس ٔتبَ٘ٛ حُ قس ٚ ثطا٢  1ٚ  0زاضا٢  BMMYت٥ِٛس٢ 

 1ؾبػت ٔتبَ٘ٛ تب غّظت ٟ٘ب٣٤  24حفظ اِمب٢ پطٚتئ٥ٗ ٞط 

ٞب٢  ٞب زض فبنّٝ وكت اضبفٝ قس. ٕ٘ٛ٘ٝ ثٝ ٔح٥ظ (v/v)زضنس 

ظٔب٣٘ ٔٙظٓ خٟت تؼ٥٥ٗ فؼب٥ِت آ٘ع٣ٕ٤ ثطزاقت قس٘س ٚ زض 

فؼب٥ِت ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ، ا٘تربة ٚ ثطا٢  ٟ٘ب٤ت و٣ّٙ ثب ث٥كتط٤ٗ

 ٔطاحُ ثؼس٢ اؾتفبزٜ قس.

ؾبظ٢ ث٥بٖ،  ثٝ ٔٙظٛض ث٥ٟٙٝ :Pichiaسبزی ثیبن پريتئیه در  ثُیىٍ

ضٚظ  5ٚ ثٝ ٔست  (v/v)زضنس  6ٚ  3، 1ٞب٢  ٔتبَ٘ٛ ثب غّظت

 ٥ٌ24ط٢ ٞط  ثطا٢ ا٘تربة و٣ّ٘ٛ پطٔحهَٛ اِمبء قس. ٕ٘ٛ٘ٝ

بٖ ثطا٢ حفظ اِمبئ ث٥بٖ، ٔتبَ٘ٛ ؾبػت ا٘دبْ قس ٚ ثٝ عٛض ٕٞعٔ

قس. ٔمساض فؼب٥ِت  ٞب٢ ٌفتٝ قسٜ اضبفٝ ٣ٔ تب غّظت

 PC 0.25ثط ض٢ٚ   BMMYوكت  ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ زض ٔح٥ظ

ؾس٤ٓ اؾتبت  mM  زض  C ° 50ؾبػت زض  16زضنس ثطا٢ 

(NaoAc) (pH   ) ٜ٥ٌط٢ قس. لٙسٞب٢ اح٥ب وٙٙسٜ ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب  ا٘ساظ

ٚ ٤ه ٔٙح٣ٙ اؾتب٘ساضز  DNS (Ghose    )ثب اؾتفبزٜ اظ ٔؼطف 

 (.     Vuong and Wilsonؾّٛث٥ٛظ تؼ٥٥ٗ قس٘س )

 

 

 

 ٢ اؾتفبزٜ قسٜ زض ا٤ٗ تحم٥كتٛا٣ِ آغبظٌطٞب -1خذيل 

Table  . Sequence of primers used in this research 

 آغبزگر کبرثرد تًالی الیگًوًکلئًتیذی ي ومبیص محل ثرش اوذيوًکلئبزی

´ -GCCGGCTGCTCGGAATTCTCCATAC-´   ٖتىث٥ط وبُٔ غcel B آغبظٌط ضفت 

´ -AGAGGCGGGTATCTAGATCACTCCG-´   ٖتىث٥ط وبُٔ غcel B آغبظٌط ثطٌكت 
TACTATTGCCAGCATTGCTGC ٘ٛتطو٥ج٣ زض  تأ٥٤سpPICZαA  آغازگر-Frotcam-α 

GCAAATGGCATTCTGACATCC ٘ٛتطو٥ج٣ زض  تأ٥٤سpPICZαA  آغازگرAOX -Rʹ3 
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  ي ثحثتبیح و 

 

در  cel Bکلًویىگ شن ي  Cel Bتکثیر شن سلًثیًَیذريلاز 

  pTG  -Tوبقل 

 pfuته پ٥ّٕطاظ+  DNAٔرّٛع٣ اظ  cel Bغٖ  تىث٥ط ٔٙظٛض ثٝ

اِف ٔكبٞسٜ -1پ٥ّٕطاظ اؾتفبزٜ قس. ٕٞبٖ عٛض وٝ زض قىُ 

خفت ثبظ  1680زَا٢ ٔؼب تىث٥ط قسٜ تمط٤جب ا٘ساظٜ قٛز، لغؼ١ ٣ٔ

ؾبظٌبض اؾت. ؾپؽ ثب اؾتفبزٜ اظ و٥ت  cel Bغٖ  ٘ساظ٠زاضز وٝ ثب ا

 تر٥ّم قس. PCRو٥ّٗ قطوت ٤ٚٛا٘ت٥ؽ، ٔحهَٛ  آٔج٣

غ٣٘ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ثب  ٔحهَٛ حبنُ اظ ٔطح١ّ اتهبَ لغؼ١

ضت٣ ثٝ ،  ثب اؾتفبزٜ اظ ضٚـ قٛن حطاpTG  -Tپلاؾ٥ٕس ذغ٣ 

تطاض٤رتٝ قس ٚ ؾپؽ ،  DH α ٞب٢ ٔؿتؼس قس٠ زاذُ ثبوتط٢

ؾ٥ّ٥ٗ وكت آٌبض زاضا٢ آٔپ٣ LBط حبنُ ثط ض٢ٚ ظطٚف ٔرّٛ

 تأ٥٤س ،ٚاوٙف ٞضٓثب پؽ اظ اؾترطاج پلاؾ٥ٕس،  زازٜ قس.

ٞب٢  ثب آ٘ع٤ٓ pTG  -Tزض پلاؾ٥ٕس  bp 1680لغؼ١ غ٣٘  ٘ٛتطو٥ج٣

EcoRІ  ٚXbaІ  ُة(.-1ا٘دبْ قس )قى  

 pPICZαAثٍ درين وبقل   cel Bسبة کلًویىگ شن 

اثتسا ،  pPICZαAثٝ زضٖٚ ٘بلُ  cel Bوّٖٛ غٖ  ثٝ ٔٙظٛض ؾبة

 حب٢ٚ pTG  -Tٞب٢ ٞضٓ زٌٚب١٘ ٕٞعٔبٖ زٚ پلاؾ٥ٕس  ٚاوٙف

 pPICZαAپلاؾ٥ٕس اِف( ٚ -2قىُ 2٘ظط)چبٞه   لغؼ١ ٔٛضز

 EcoRІ  ٚXbaІٞب٢  ثب آ٘ع٤ٓاِف( -2قىُ  4)چبٞه  حّم٢ٛ

اظ ض٢ٚ غَ خسا  bp 1680  ٚbp 3530ٞب٢ ثب٘سا٘دبْ ٚ ثٝ تطت٥ت 

٥ٍِبظ ثٝ   Tزض حضٛض آ٘ع٤ٓ ٚ ٚاوٙف اتهبَ آٟ٘ب ٚ تر٥ّم قس 

 قس٠ ٞب٢ ٔؿتؼس ثبوتط٢پؽ اظ تطاض٤رت٣ٍ  .٤ىس٤ٍط ا٘دبْ قس

Jm    E. coli   ة(، تؼساز٢-2ٔحهَٛ ٚاوٙف اتهبَ )قىُ ثب 

زاضا٢  LBاظ ض٢ٚ ظطٚف  خٟت اؾترطاج پلاؾ٥ٕس و٣ّٙ

µg/ml5/0 قس٘س )حسالُ  ث٥ٛت٥ه ثّئٛٔب٤ؿ٥ٗ ا٘تربةاظ آ٘ت٣

ٕٞبٖ ٛٔب٤ؿ٥ٗ زض ثرف ثؼس شوط قسٜ اؾت(. ثّئ ت وكٙس٠غّظ

فبلس  2ٚ5 ٞب٢ قٛز، و٣ّٙ ٔكبٞسٜ ٣ٔج  -2ٌٛ٘ٝ وٝ زض قىُ 

ٞب٣٤  ٘ٛتطو٥ج٣ اظ ثم٥ٝ و٣ّٙ تأ٥٤سثٝ ٔٙظٛض  پلاؾ٥ٕس ٞؿتٙس ثٙبثطا٤ٗ

ٚخٛز زٚ ثب٘س ٚ  وٝ زاضا٢ ثب٘س پلاؾ٥ٕس٢ ٞؿتٙس، اؾتفبزٜ قس.

ثٝ ز٥ُِ وٙفٛضٔبؾ٥ٖٛ  ثٝ تطت٥تزض ته٤ٛط غَ  RNAثب٘سٞب٢ 

DNA  ثب٘س ٞٓ  3پلاؾ٥ٕس )ثؿتٝ ثٝ و٥ف٥ت ضٚـ اؾترطاج تب

زض ضٚـ اؾترطاج  RNaseػسْ اؾتفبزٜ اظ  عج٥ؼ٣ اؾت( ٚ

 ج(.  -2پلاؾ٥ٕس اؾت )قىُ 

 (Aالف )

 
 (Bة )

 

: DNA .2 : ٘كبٍ٘ط ا٘ساظ1٠ٞب٢ پ٥ّٕطاظ.  ٤ٓثب آ٘ع cel Bاِف: تىث٥ط غٖ  -1ضکل 

تله پ٥ّٕلطاظ+   DNA ثب ٔرّٛع٣ اظ  غٖ : تىث٥ط3ته پ٥ّٕطاظ.  ثب آ٘ع٤ٓغٖ تىث٥ط 

Pfu  ٞلب٢   پلاؾل٥ٕسٞب٢ وّٙل٣   ة: ٚاوٙف ٞضلٓ زٌٚب٘ل١  . 2:1پ٥ّٕطاظ ثب ٘ؿجت

pTG  -T ٘كبٍ٘ط ا٘لساظ٠ 1٘ٛتطو٥ج٣. چبٞه ثٝ ٔٙظٛض تأ٥٤س : DNA  چبٞىٟلب٢ ،

ٓ   6تلب   1ٞلب٢   ثٝ تطت٥ت ٔحهٛلات ٞضٓ پلاؾ٥ٕس٢ و٣ّٙ 7تب  2  ٞلب٢  ثلب آ٘لع٤

EcoRІ  ٚXbaІ علٛض وبٔلُ ا٘دلبْ ٘كلسٜ     وٝ ثٝ : ٚاوٙف ٞضٓ زٌٚب4ٝ٘. چبٞه

 اؾت.

Figure  . A: The amplification of cel B gene with polymerase enzymes. 

Lane  : DNA marker  kb. Lane  : The amplification of gene with Taq 
DNA polymerase. Lane  : The amplification of gene with mixture of 

Taq+PFu polymerases. B: Recombinant confirmation by double digest 

reaction of pTG  -T colony. Lane  : DNA marker  kb. Lane  -  Digest 
products of plasmid from colonies  -  with EcoRI and XbaI. Lane  : 

Double digest reaction that has not been fully performed.                      
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 (A) الف

 
 (Bة )

 
 (C) ج

 
، kb : ٘كبٍ٘ط EcoRІ  ٚXbaІ  .1اِف: ٞضٓ پلاؾ٥ٕس ثب آ٘ع٤ٕٟب٢  -2ضکل 

ٞضٓ قسٜ ٚ ٞضٓ ٘كسٜ ٘ٛتطو٥ت ٞب٢ ثٝ تطت٥ت پلاؾ٥ٕس 3ٚ  2ٞب٢  چبٞه

pTG  -T ثٝ تطت٥ت پلاؾ٥ٕسٞب٢ ٞضٓ قسٜ ٚ ٞضٓ ٘كسٜ  5ٚ  4، چبٞىٟب٢

pPICZαA .٘ٛتطو٥ت  ة: ٘مكٝ پلاؾ٥ٕسpPICZαA  .زاضا٢ غٖ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ

ٚ  C-myc وٙٙس٠ ( ٚ ثبلا زؾت ٔٙبعك وس2) α-factor( پب٥٤ٗ زؾت 1) cel Bغٖ 

 XHis tag (3.ٕٞؿب٘ٝ قسٜ اؾت )  :اظ  ثٝ ضٚـ ٥ِع ل٥ّب٣٤ اؾترطاج پلاؾ٥ٕسج

ثٝ  cel Bغ٣٘  حبنُ ٔطح١ّ اتهبَ لغؼ١  Jm    E. coliٞب٢  و٣ّٙ

ApPICZαثب٘سٞب٢ 12ٞب٢ اؾترطاج قسٜ،  ٕ٘ٛ٘ٝ 11تب  1ٞب٢  . چبٞه :DNA 

 .RNA: ثب٘سٞب٢ ٢13 پلاؾ٥ٕس٢، 
Figure  . A: Plasmid digestion by EcoRI and XbaI enzymes. 

Lane : DNA marker  kb. Lanes   and   digest and undigest of 

recombinant plasmids, respectively. Lanes   and   digest and 

undigest of pPICZαA plasmids, respectively. B: map of 

pPICZαA recombinant plasmid contains cellobiohydrolase gene. 

cel B gene ( ) was cloned in the downstream of α-factor ( ) and 

upstream of coding regions of the C-myc and  XHis tag ( ). C: 

Plasmid extraction by Alkaline lysis method from Jm    

colonies resulted from ligation of the cel B gene to pPICZαA. 

Lanes  -   samples of plasmid extraction.   : Bands of plasmid 

DNA,   : Bands of RNA. 

 

 

    E. coli Jmثلئًمبیسیه ثرای ثبکتری  تعییه غلظت کطىذِ

٥ِتط  ٥ىطٌٚطْ زض ٣ّ٥ٔٔ 4/0وٝ غّظت  ا٤ٗ آظٔب٤ف ٘كبٖ زاز  ٘تب٤ح

زضنس  5زاض٢  زاض٢ زض ضقس ثبوتط٢ زض ؾغح ٔؼ٣ٙ تبث٥ط ٔؼ٣ٙ

 (1987ٌبت٥ٍَٙٛ ٚ ٕٞىبضاٖ ) ا٤ٗ ٘ت٥دٝ ثب ٘تب٤ح  زٞس وٝ ٘كبٖ ٣ٔ

ُ غّظت وكٙس٠ ثّئٛٔب٤ؿ٥ٗ زض وٝ ٘كبٖ زاز٘س، حسال ؾبظٌبض اؾت

 BH ،1/0    ؾ١٤ٛ E. coliثطا٢ ثبوتط٢  LBوكت  ٔح٥ظ

 . (     .Gatignol et al) ٥ِتط اؾت ٥ىطٌٚطْ زض ٣ّ٥ٔٔ

 pPICZαA تأییذ وًترکیجی وبقل

ٚ  α-factorٞب٢  ثب آغبظٌط PCR، ٚاوٙف تأ٥٤س ٘ٛتطو٥ج٣ثٝ ٔٙظٛض 

 ´-AOX  .ٞب٢  ، ثب آ٘ع٤ٓؾپؽ، ٚاوٙف ٞضٓ زٌٚب٘ٝا٘دبْ قس

EcoRІ  ٚXbaІ ٓٞب٢  ٚ ٥٘ع ٞضٓ ثب آ٘ع٤BamHІ  ٚEcoRІ  ْا٘دب

پؽ اظ ٞضٓ  pPICZαA پلاؾ٥ٕس ٘ٛتطو٥ت (.اِف -3)قىُ قس 

٘كبٖ ضا خفت ثبظ  2088ٚ  3124ثب٘سٞب٢  BamHІ  ٚEcoRІثب 

ٞضٓ قس ٚ ثٙبثطا٤ٗ  زض ٤ه ؾب٤ت آ٘ع٣ٕ٤  ثرك٣ اظ آٖ فمظ ٚ زاز

زَ پلاؾ٥ٕس ٘ٛتطو٥ت ذغ٣ قسٜ خفت ثبظ، ٔؼب 5210 ثب٘س ثب ا٘ساظ٠

پلاؾ٥ٕس  اِف(. زض ٞضٓ زٌٚب١٘ -3قىُ  3)چبٞه  اؾت

ٞب٢  ب ا٘ساظ٥ٜ٘ع زٚ ثب٘س ث EcoRІ  ٚXbaІٞب٢  ٘ٛتطو٥ت ثب آ٘ع٤ٓ

. اِف( -3قىُ 5خفت ثبظ ٔكبٞسٜ قس )چبٞه  1680ٚ  3530

 قس. تأ٥٤س٤بث٣  ثب تٛا٣ِتٛا٣ِ ٕٞؿب٘ٝ قسٜ، زض ٟ٘ب٤ت 

 وًترکیت pPICZαAثب وبقل  مخمر تراریسش

 اظ آ٘دب٣٤ وٝ اِحبق ثب ٘ٛتطو٥ج٣ ٌِٕٞٛٛٛؼ تٟٙب زض ِٛوٛؼ

AOX  ح٥ٝ پلاؾ٥ٕس٢ وٝ زض زاذُ ٘ب افتس، ثٙبثطا٤ٗ اتفبق ٣ٔ 
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 (Aالف )

 
 (B) ة

 
ٚ  ٘ٛتطو٥ت pPICZαAپلاؾ٥ٕسٞب٢  ٞب٢ ٞضٓ زٌٚب١٘ : ٚاوٙف الف -3ضکل 

: ٘كبٍ٘ط 1. قطوت ز٘بظ٤ؿت آؾ٥ب NCاؾترطاج قسٜ ثب و٥ت  غ٥ط ٘ٛتطو٥ت

ٚ  BamHІٞب٢  : ثٝ تطت٥ت ٚاوٙف ٞضٓ زٌٚب٘ٝ ثب آ٘عDNA  ،2ٚ3ٓ٤ ا٘ساظ٠

EcoRІ ثٝ تطت٥ت ٚاوٙف ٞضٓ 4ٚ5٘ٛتطو٥ت ٚ ٘ٛتطو٥ت. پلاؾ٥ٕسٞب٢ غ٥ط :

 پلاؾ٥ٕسٞب٢ غ٥ط ٘ٛتطو٥ت ٚ ٘ٛتطو٥ت.   EcoRІ  ٚXbaІٞب٢  زٌٚب٘ٝ ثب آ٘ع٤ٓ

: PmeI .1ثب  pPICZαA: ٞضٓ پلاؾ٥ٕسٞب٢ ٘ٛتطو٥ت ٚ غ٥ط ٘ٛتطو٥ت ب

: ثٝ تطت٥ت پلاؾ٥ٕس غ٥ط ٘ٛتطو٥ت ٞضٓ ٘كسٜ ٚ  DNA  ،2  ٚ3 ٘كبٍ٘ط ا٘ساظ٠

 ت ٞضٓ ٘كسٜ ٚ ٞضٓ قسٜ.: ثٝ تطت٥ت پلاؾ٥ٕس ٘ٛتطو٥ 4ٚ5ٞضٓ قسٜ، 

Figure  . A: Double digest reactions of recombinant and non-

recombinant pPICZαA plasmids was extracted by NC kit from 

Dena Zist Asia company. Lane : DNA marker  kb.   and  : 

Double digest reaction with BamHІ and EcoRІ enzymes in non-

recombinant and recombinant plasmids, respectively.   and  : 

Double digest reaction with EcoRІ XbaІ enzymes in non-

recombinant and recombinant plasmids, respectively. B: Digest 

of recombinant and non-recombinant of pPICZαA plasmid by 

PmeI. Lane : DNA marker  kb.   and   undigest and digest of 

non-recombinant plasmid, respectively.   and   undigest and 

digest of recombinant plasmid, respectively. 
 

 ʹAOX ،تٛا٘س زض ٔٙغمٝ  ٣ٔ ذغ٣ قسٜ اؾت ʹAOX  ٥ٔعثبٖ، زضج

 ا٤ٛٙ٤تطٚغٖ اظ آ٘ع٤ٓ  ثس٤ٗ ٔٙظٛض ٔغبثك ثب تٛن٥ٝ قطوتقٛز. 

PmeI  غ٣٘ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ وٝ فبلس ؾب٤ت ثطـ زض زاذُ لغؼ١

 چبضچٛة ث٥ب٣٘ غٖ تأ٥٤ساؾت، اؾتفبزٜ قس. ثٙبثطا٤ٗ پؽ اظ 

cel B ثٝ ٔٙظٛض ا٘تمبَ ثٝ ٔرٕط، اثتسا پلاؾ٥ٕس ٘ٛتطو٥ت حّم٢ٛ ،

pPICZαA  ٓثب آ٘ع٤PmeI  ذغ٣ قس ٚ ثب ضٚـ ضؾٛثس٣ٞ ثب

ذغ٣  تأ٥٤سٛض ؾس٤ٓ اؾتبت ٚ اتبَ٘ٛ تر٥ّم قس. ؾپؽ ثٝ ٔٙظ

(. ٕٞبٖ عٛض ة -3قسٖ وبُٔ پلاؾ٥ٕس، اِىتطٚفٛضظ قس )قىُ 

قٛز، پؽ اظ ٚاوٙف ٞضٓ ٤ٍب٘ٝ، پلاؾ٥ٕس  وٝ زض قىُ ٔكبٞسٜ ٣ٔ

وٛچىتط  bp3593 ة( ثب ا٘ساظ٠ -3قىُ  3غ٥ط ٘ٛتطو٥ت )چبٞه 

 bp 5200 ة( ثب ا٘ساظ٠ -3قىُ 5اظ پلاؾ٥ٕس ٘ٛتطو٥ت )چبٞه 

 اؾت.

 محصًلاوتخبة کلىی پر

ؾبظ٢ ٔرٕط٢ زض ٥ٞچ ٤ه اظ ٕٞب٘ٙس اظ آ٘دب٣٤ وٝ ٔٙكأ 

 ٚخٛز ٘ساضز ثٙبثطا٤ٗ pPICZαA  ٚpPICZپلاؾ٥ٕسٞب٢ ث٥ب٣٘ 

ٔمبْٚ ثٝ ظئٛؾ٥ٗ، تٟٙب زض نٛضت٣ لبثُ   ٔرٕطٞب٢ تطاض٤رت١

ضخ  Pichiaخساؾبظ٢ ا٘س وٝ ٘ٛتطو٥ج٣ ث٥ٗ پلاؾ٥ٕس ٚ غْ٘ٛ ٔرٕط 

    KM  H  ٚGSٞب٢  و٣ّٙ ثٝ تطت٥ت اظ ؾ٤ٛٝ 2ٚ  6. زٞس

٣ ثٝ تطت٥ت فؼب٥ِتٟب٢ آ٘ع٤ٕ اِف ٚ ة -4ٞب٢  قىُ .ا٘تربة قس

ضا ٘كبٖ     KM  H  ٚGS ٞب٢ ؾ١٤ٛ ٥ٌط٢ قسٜ اظ و٣ّٙ ا٘ساظٜ 

٘بق٣ اظ ا٘تربة چٙس و٣ّٙ ثبتٛخٝ ثٝ حدٓ ظ٤بز وبض  .زٞٙس ٣ٔ

٥ٌط٢ اظ زٚ ٘ٛع ؾ٤ٛٝ ٕٞطاٜ ثب وٙتطَ ٞب ٚ ٔحسٚز٤ت ‌)ٕ٘ٛ٘ٝ

ٌطفت وٝ ذٛز  طاض ٚلت ظ٤بز٢ ضا ٣ٔق٥ىط ا٘ىٛثبتٛض( ا٘دبْ تى

قس، ثٙبثطا٤ٗ فمظ ثب ٤ه و٣ّٙ ثم٥ٝ  ثبػث ثطٚظ ذغب٢ ح٥ٗ وبض ٣ٔ

پط ٔحه٣ِٛ وٝ ا٘تربة قس، ٔطثٛط ثٝ  و٣ّٙ ٔطاحُ ثطضؾ٣ قس.

ثٛز، وٝ ث٥كتط٤ٗ ٔمساض فؼب٥ِت     GS و٣ّٙ قٕبض٠ ٤ه ؾ١٤ٛ

  ٥ٌط٢ قسٜ ثط حؿت ٔمساض ؾّٛث٥ٛظ ت٥ِٛس قسٜ اظ ا٘ساظٜ آ٘ع٣ٕ٤ 

ا٤ٗ   وٝاؾت، زض حب٣ِ ٚاحس  ml 98/1(mol/min)ا٤ٗ ؾ٤ٛٝ، 

 ml475/0/(mol/min)تٟٙب ٔمساض  KM  H ٥ٔعاٖ ثطا٢ ؾ١٤ٛ

ٞب٢ ٔٛضز  فؼب٥ِت آ٘ع٤ٓ ٘ٛتطو٥ت ٔطثٛط ثٝ و٣ّٙاؾت. ٚاحس 

  وٓ ثٝ ػّت ٥ٔعاٖ ث٥بٖ ثطضؾ٣ ثؿ٥بض وٓ ثٛز٘س وٝ ثٝ احتٕبَ ظ٤بز

ٟٙب ١ٕ٘ٛ٘ ٔطثٛط ثٝ و٣ّٙ پط ا٤ٗ آ٘ع٤ٓ زض ٔرٕط اؾت، ثٙبثطا٤ٗ ت

 SDS-PAGE( ثط ض٢ٚ غَ    ٤GSه  ٔحهَٛ )ؾ١٤ٛ قٕبض٠

 c-myc epitope  ٚ xHis tagثبضٌعاض٢ قس. ثٝ ػلاٜٚ چٖٛ 

ّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ٘ٛتطو٥ت پطٚتئ٥ٗ ؾ و٥ّٛ زاِتٖٛ ثٝ ا٘ساظ٠ 5/2تمط٤جب 

و٥ّٛ زاِتٖٛ اؾت  60وٙس، ثٙبثطا٤ٗ ا٘ساظ٠ آٖ تمط٤جبً  اضبفٝ ٣ٔ

پطٚتئ٣ٙ٥ ثب ٚظٖ ج  -4زض قىُ  4(. زض چبٞه ج -4)قىُ 

قٛز وٝ زض  و٥ّٛزاِتٖٛ ثٝ نٛضت ثب٘س وٕط٣ٍ٘ ز٤سٜ ٣ٔ 60تمط٤جب 
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ٞب٢ وٙتطَ ٞؿتٙس، چ٥ٙٗ ثب٘س٢ ٔكبٞسٜ  ٞب٢ ز٤ٍط وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ چبٞه

  قٛز. ٣ٕ٘

تعییه ثُتریه غلظت متبوًل ي ثُتریه ريز ثرای القبی ثیبن 

ٞب٢  ثٝ ٘ٛتطو٥ت ثٛزٖ ؾ٤ٛٝ ثب تٛخٝ :سلًثیًَیذريلاز در مخمر

( ٔٛضز v/vزضنس ٔتبَ٘ٛ ) 6ٚ  3، 1ٞب٢  ٔرٕط پ٥چ٥ب غّظت

زضنس ٔتبَ٘ٛ  3٘تب٤ح ٘كبٖ زاز وٝ غّظت  ثطضؾ٣ لطاض ٌطفت.

زاض اؾت ٚ ٥٘ع ث٥كتط٤ٗ ٥ٔعاٖ  ثطا٢ ث٥بٖ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ، ٔؼ٣ٙ

  (.ز-4قٛز )قىُ  ت٥ِٛس آ٘ع٤ٓ زض ضٚظ چٟبضْ ٔكبٞسٜ ٣ٔ

 
ثسٖٚ پلاؾ٥ٕس،  KM  H ث٥بٍ٘ط ؾ١٤ٛ:   KM(. v/vثب ٔتبَ٘ٛ ٤ه زضنس ) ء( اِمب  D   ،D   ٚDضٚظ ) 3زض ع٣  KM  H ٞب٢ ؾ١٤ٛ و٣ّٙ اِف: فؼب٥ِت آ٘ع٣ٕ٤ -4 ضکل

ppp KM   :ث٥بٍ٘ط ؾ١٤ٛ KM  H  زاضا٢ پلاؾ٥ٕس غ٥ط٘ٛتطو٥تpPICZαA ٞب٢ ٘ٛتطو٥ت آٖ قبُٔ  ٚ و٣ّٙKmc  ،Kmc  ،Kmc  ،Kmc  ،Kmc   ٚ.Kmc  T   : ٕٝ٘ٛ٘ زض

(. v/vثب ٔتبَ٘ٛ ٤ه زضنس ) ء( اِمب  D   ،D   ٚDضٚظ ) 3زض ع٣     GS ٞب٢ ؾ١٤ٛ آظٔب٤ف ثسٖٚ تىطاض ا٘دبْ قس. ة: فؼب٥ِت آ٘ع٣ٕ٤ و٣ّٙ ظٔبٖ نفط )ثسٖٚ ٔتبَ٘ٛ(.

:Gs     ٝث٥بٍ٘ط ؾ٤ٛGS      ،ثسٖٚ پلاؾ٥ٕسGs   ppi : ؾ١٤ٛ GS    ٢ پلاؾ٥ٕس غ٥ط ٘ٛتطو٥ت زاضاpPICZαA  ُٔو٥ّٟٙب٢ ٘ٛتطو٥ت آٖ قب ٚGsc   ٚGsc   .اؾتT : 

(  ثٝ نٛضت v/vثب ٤ه زضنس ٔتبَ٘ٛ ) ءاِمب ثٝ ٚؾ١ّ٥ cel Bث٥بٖ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ  ج: آظٔب٤ف ثسٖٚ تىطاض ا٘دبْ قس.  .زٞس ظٔبٖ نفط )ثسٖٚ ٔتبَ٘ٛ( ضا ٘كبٖ ٣ٔ زض ٕ٘ٛ٘ٝ

 : ؾpPICZαA  ،4١٤ٛ غ٥ط٘ٛتطو٥ت زاضا٢ پلاؾ٥ٕس    GS : ؾ3١٤ٛفبلس پلاؾ٥ٕس،     GS : ؾ2١٤ٛ: ٘كبٍ٘ط ا٘ساظ٠ پطٚتئ٥ٗ،  1بٞه. چP. pastorisذبضج ؾ٣ِّٛ زض 

GS     زاضا٢ پلاؾ٥ٕس ٘ٛتطو٥تpPICZαA . :و٣ّٙ قٕبض٠ ٤ه ؾ١٤ٛ  ٥ب٥ٍ٘ٗ فؼب٥ِت آ٘ع٣ٕ٤ٔد GS     زضنس ٔتب٘ٛ 6ٚ  3، 1ٞب٢  ثب غّظت ءضٚظ اِمب 5زض ٔست( َv/v .)

 (.025/0ٚ ا٘حطاف ٔؼ٥بض:   3)تؼساز تىطاض آظٔب٤ف: زاض اؾت زضنس ٔتبَ٘ٛ زض ضٚظ چٟبضْ ٔؼ٣ٙ 3زضنس، غّظت  5زاض٢  زض ؾغح ٔؼ٣ٙ
     

Figure  . A: Enzymatic activity of KM  H strain colonies within   days that induced by methanol  percent (v/v). KM  : KM  H stain 

without plasmid, KM  ppi: KM  H strain contains non-recombinant plasmid of pPICZαA and recombinant colonies are Kmc , Kmc , 
Kmc , Kmc , Kmc  and Kmc . T : sample in zero time (without methanol). The experiment was conducted without repetition. B: 

Enzymatic activity of GS    strain colonies (induced by methanol  percent) within   days. Gs   : Gs    strain without plasmid, Gs   ppi: 

Gs    strain contains non-recombinant plasmid of pPICZαA and recombinant colonies are Gsc  and Gsc . T : sample in zero time (without 

methanol). The experiment was conducted without repetition. C: The activity average of colony number one of GS    strain during   days 

(induced by  ,   and   percent methanol concentration) in signification level of   percent. The concentration of   percent of methanol is 

significant in the fourth day. D: Extracellular expression of Cel B cellobiohydrolase (induction by methanol  percent) in P. pastoris. Lane : 

Protein marker,  : GS    strain without plasmid,  : GS    strain contains non-recombinant plasmid of  pPICZαA.  : GS    strain contains 

recombinant plasmid of pPICZαA (Repeat number of test:   and Standard deviation:      ). 
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 و همکاران حیدری قره سو  ....بیوهیدرولازسلو ژن بیان و سازی همسانه

 

 741 7931ان پایيز و زمست/ 2/ شماره مهفت/ دوره و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

زضنس ٔتبَ٘ٛ ثط ض٢ٚ ت٥ِٛس  3ٚ  1، 3/0ٞب٢ ا٢ غّظتزض ٔغبِؼٝ

ا٢ ٔٛضز ثطضؾ٣ لطاض ٌطفت ٚ ثبز٢ ته ظ٘د٥ط٤ٜه لغؼٝ آ٘ت٣

زازٜ قس وٝ افعا٤ف غّظت ٔتبَ٘ٛ ٔٛخت اِمب٢ وبُٔ ت٥ِٛس  ٘كبٖ

پطٚتئ٥ٗ ٘ٛتطو٥ت قس ٕٞچ٥ٙٗ اظ تدٕغ ٤ه لغؼٝ فطآٚضزٜ 

تٛا٘س حصف قٛز،  احتٕب٣ِ وٝ زض عَٛ وطٚٔبتٌٛطاف٣ ٣ٕ٘

 .(      Khatri and Hoffmann)قٛز  خ٥ٌّٛط٢ ٣ٔ

ثط اؾبؼ ٘تب٤ح ثٝ زؾت آٔسٜ اظ ؾٙدف فؼب٥ِت، فؼب٥ِت 

ٚلاظ٢ وٝ ثٝ قىُ ٘ٛتطو٥ت زض ٔرٕط تطقح قس، ثط ؾّٛث٥ٞٛ٥سض

ثٝ عٛض ٘ؿج٣ وٓ ثٛزٜ وٝ ثٝ ز٥ُِ ٥ٔعاٖ ث٥بٖ  PCض٢ٚ ؾٛثؿتطا٢ 

وٓ آٖ اؾت. اظ آ٘دب٣٤ وٝ غٖ ٕٞؿب٘ٝ قسٜ ثٝ پلاؾ٥ٕس ٔرٕط٢ اظ 

ا٤ٗ احتٕبَ ٚخٛز زاقت وٝ ث٥بٖ آٖ   ٘ظط وس٣٘ٚ ث٥ٟٙٝ ٘كسٜ ثٛز،

 وٓ ثبقس.

آ٥ٔع  عٛض ٔٛفم٥تظٞب٣٤ وٝ ثٝفؼب٥ِت ثطذ٣ اظ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلا

ٞب٢  ثط ض٢ٚ ا٘ٛاع ؾٛثؿتطاٞب، اظ ِٔٛىَٛ  P.  pastorisتٛؾظ 

وٛچه ٔهٙٛػ٣ تب اقىبَ آٔٛضفٛؼ ٚ وط٤ؿتب١ِ ؾِّٛع، ت٥ِٛس ٚ 

،  T. reesei CBH ( GH)ٞب٢  تطقح قس٘س، قبُٔ غٖ

Chaetomium thermophilum CBH  ٚ T. reesei CBH  

(GH )   اؾت(Den Haan et al.     ) . ٤ه ٤ٚػ٣ٌ و٣ّ زض

ٞب زض ٔرٕط،  ٥ٔCBHبٖ ثؿ٥بض٢ اظ ٌعاضقبت ث٥بٖ ٞتطِٚٛي 

ا٤ٗ حبَ ٔمبز٤ط   ٞب٢ تطقح قسٜ، اؾت. ثب CBHت٥تطٞب٢ وٓ اظ 

تب ث٥ف اظ ٤ه زضنس وُ پطٚتئ٥ٗ ؾ٣ِّٛ  002/0ظ٤بز آٖ اظ 

  .((     .Van Zyl et al.     ; Ilmén et alٌعاضـ قسٜ اؾت 

ٞب ثط ض٢ٚ  CBHا٤ٗ ٤ٚػ٣ٌ ٕٞطاٜ ثب فؼب٥ِت ٤ٚػٜ پب٥٤ٗ 

٤ه  CBHقٛز ث٥بٖ  ؾٛثؿتطاٞب٢ پ٥ّٕط٢ اؾت وٝ ثبػث ٣ٔ

 ,.Lynd et al)ثب ٔرٕط ثبقس  CBPوٙٙسٜ ثطا٢  فبوتٛض ٔحسٚز

ٔٛضز ٥٘بظ ثطا٢ ضقس   CBHزض ع٣ ٤ه پػٚٞف ٔمساض . (    

ا٤ٗ   فؼبَ ثط ض٢ٚ ؾِّٛع وط٤ؿتب٥ِٗ ٔحبؾجٝ قس ٚ ٔكرم قس وٝ

 S. cerevisiae( زض Tcpٔمساض ثب انغلاحبت پطٚتئ٥ٗ ؾ٣ِّٛ وُ )

. ثٝ تبظ٣ٌ (     .Den Haan et al)اؾت  Tcpزضنس اظ  10-1، 

 ثطا٢ ٘رؿت٥ٗ ثبض ٌعاضـ قس S. cerevisiaeٞب زض  CBHث٥بٖ ظ٤بز 

(McBride et al.     ; Ilmén et al.     ) ؾغٛح ث٥ب٣٘ .CBH 

ا٤ٗ   ثٛز وٝ Tcpزضنس  4ا٤ٗ ٔغبِؼبت حبنُ قس ث٥ف اظ   وٝ زض

ٞب٢ ٔٛضز ٥٘بظ ثطا٢  ٥ٔعاٖ ثطا٢ ضقس ثط ض٢ٚ ؾِّٛع، زض ؾطػت

. ٥ٔعاٖ ثبلا ٚ (     .Olson et al)وبف٣ اؾت  ٤ه فطآ٤ٙس نٙؼت٣،

ٞب٢ ت٥ِٛس قسٜ  ٥CBHٛؾتٝ ثب عٛض پٔتغ٥ط٢ اظ ٥ٌّىٛظ٤لاؾ٥ٖٛ ثٝ

 Thermoascusاظ   CBHٔكبٞسٜ قس.  S. cerevisiaeزض 

aurantiacus ،Talaromyces emersoni  ،Neosatorya fischeri 

 ٚT. reesei  ٥٘ع ٚCBH   اظChrysosporium lucknowense  ،

Acromonium cellulolyticus  ٚT. reesei  ُ٣ٍٕٞ ؾغٛح لبث ،

      .Hong et al)٥ىٛظ٤لاؾ٥ٖٛ ضا ٘كبٖ زاز٘س ٌّ تٛخ٣ٟ اظ ٥ٞپط

چٙس ٥ٔعاٖ  ٞط .(     .Ilmén et al؛      .Den Haan et al ؛

ا٤ٗ   ٞب ت٥ِٛس قس أب ذهٛن٥بت ان٣ّ CBHا٤ٗ   ٔتغ٥ط٢ اظ

ٞب، اظ خّٕٝ فؼب٥ِت ثط ض٢ٚ ؾٛثؿتطاٞب٢ ؾِّٛع وط٤ؿتب٥ِٗ ٚ  آ٘ع٤ٓ

حفظ  T. aurantiacusثٝ ػٙٛاٖ ٔثبَ ٔمبٚٔت ثٝ حطاضت آ٘ع٤ٓ 

ٞب٣٤ وٝ ثٝ نٛضت  CBHقس. ٕٞچ٥ٙٗ ٘كبٖ زازٜ قس وٝ زض 

٥ٌّىٛظ٤لاؾ٥ٖٛ  قٛ٘س، ٥ٞپط ٥ِٛس ٣ٔت  P.  pastorisٞتطِٚٛي زض 

 .Boer et al)زٞس  ضخ ٣ٔ S. cerevisiaeثٝ ٥ٔعاٖ وٕتط٢ اظ 

    ). 

 .Sثٝ تبظ٣ٌ ٤بً٘ ٚ ٕٞىبضاٖ اظ ؾ١٤ٛ ٟٔٙسؾ٣ قس٠ ٔرٕط 

cerevisiae  ٖغٖ ؾّٛلاظ وٝ اظ ؾجٛؼ ٌٙسْ ثٝ  3ثب لبث٥ّت ث٥ب

ٚض٢ اؾتفبزٜ قسٜ ثٛز، خٟت  ػٙٛاٖ ٔٙجغ وطثٗ تحت قطا٤ظ غٛعٝ

 86/57ٛض٢ وٝ غّظت اتبَ٘ٛ ت٥ِٛس اتبَ٘ٛ اؾتفبزٜ وطز٘س. ثٝ ع

ثٛز  )g/l 14/0ثطاثط ث٥كتط اظ ٥ٔعاٖ ت٥ِٛس قسٜ زض ؾ١٤ٛ ٚحك٣ )

(Yang et. al.     ) . ٖزض پػٚٞك٣ ز٤ٍط غCBH   اظ

Trichoderma koningii آ٥ٔع٢ ٕٞؿب٘ٝ ٚ زض  ثٝ عٛض ٔٛفم٥تP. 

pastoris  ث٥بٖ قس. ثٝ عٛض٤ىٝ فؼب٥ِتCMCase  آ٤ٚؿلاظ ٚ

 U/ml 1798/1  ٚU/mlؾٛپط٘بتب٘ت ثٝ تطت٥ت  ؾّٛلاظ ٘ٛتطو٥ت زض

-C° 50ث٥ٟٙٝ ؾّٛلاظ ث٥بٖ قسٜ ٥٘ع ثٝ تطت٥ت  pHٚ زٔب ٚ  1276/0

 .(     .Lu et. al)ثٛز  5-5/4ٚ  45

ث٥ٛٔبؼ ٥ٍِٙٛؾِّٛع٢ فطاٚا٘تط٤ٗ تطو٥ت آ٣ِ ثط ض٢ٚ ظ٥ٔٗ ثٛزٜ ٚ 

ا٘ساظ اتٕبْ ؾٛذتٟب٢ فؿ٣ّ٥ ٚ ثبظاض ٔتغ٥ط ا٘طغ٢،  ثب تٛخٝ ثٝ چكٓ

ٔٙظٛض تب٥ٔٗ ؾٛذت ٔب٤غ حُٕ ٚ ٘مُ ثؿ٥بض ٔٛضز تٛخٝ اؾت.  ثٝ

ٞب٢ ل٢ٛ  اظ آ٘دب٣٤ وٝ فطآٚضزٜ ٞب٢ ٌّٛوع ٚ ؾّٛث٥ٛظ ٟٔبضوٙٙسٜ

زض ٥ٞسض٥ِٚع آ٘ع٣ٕ٤ ؾِّٛع ٞؿتٙس، تطو٥ت ٔطاحُ 

٥ٌطز،  ؾبوبض٤ف٥ىبؾ٥ٖٛ ٚ تر٥ٕط وٝ ٔؼٕٛلا زض ٔرٕطٞب نٛضت ٣ٔ

ؾِّٛع ٚ تجس٤ُ آٖ  تٛا٘س ثٝ ػٙٛاٖ ضاٞجطز٢ زض ٥ٞسض٥ِٚع ٔٛثط ٣ٔ
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ؾبَ ٌصقتٝ،  25. زض ٔست ((     .Bayer et alثٝ اتبَ٘ٛ ثبقس 

وٙٙس٠ ؾّٛلاظ ضا زض  ٞب٢ وس پػٚٞكٍطاٖ ٔرتّف٣ ث٥بٖ ثؿ٥بض٢ اظ غٖ

ٞب٢ ٔرٕط٢ ٌعاضـ وطز٘س. ٔغبِؼٝ حبضط ٞٓ زض ٥ٕٞٗ  ؾ٤ٛٝ

ٟت ت٥ِٛس ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ٘ٛع زٚ ٔمبْٚ ثٝ ضاؾتب ا٘دبْ قس ٚ خ

زض  cel Bثب ٘بْ  Thermobifidia  fuscaحطاضت اظ اوت٥ٔٛٙ٥ؿت 

Pichia  pastoris  ثٝ نٛضت ذبضج ؾ٣ِّٛ اؾتفبزٜ قس. ثٝ ٔٙظٛض

ثٝ زضٖٚ ٘بلُ  cel Bث٥بٖ زض ٔرٕط، غٖ ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ 

ؾبظ٢ قس. ؾبظ٠ ٘ٛتطو٥ت  ٕٞؿب٘ٝ pPICZαAٔرهٛل ٔرٕط٢ 

ٞب٢  اظ ذغ٣ قسٖ، ثب اؾتفبزٜ اظ اِىتطٚپٛض٤كٗ ثٝ ؾ٤ٛٝ پؽ

GS     ٚKM  H  ٔرٕطP. pastoris ُ٘تب٤ح ٘كبٖ  .قس ٔٙتم

زاز، ث٥كتط٤ٗ ٥ٔعاٖ فؼب٥ِت ؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ ٘ٛتطو٥ت زض 

ٞب٢  وكت، ثط حؿت ٔمساض ؾّٛث٥ٛظ ت٥ِٛس قسٜ زض ؾ٤ٛٝ ٔح٥ظ

GS     ٚKM  H  ثط ض٢ٚ ،PC  زض زٔب٢C° 50 16ت ٚ ثٝ ٔس 

اؾت. زض  U (mol/min)/ml 475/0ٚ  98/1ؾبػت، ثٝ تطت٥ت 

ٟ٘ب٤ت ثٟتط٤ٗ غّظت ٔتبَ٘ٛ ٚ ثٟتط٤ٗ ضٚظ ث٥بٖ آ٘ع٤ٓ ثب ٥ٕٞٗ 

( ثٝ V/Vزضنس ٔتبَ٘ٛ ) 3ؾ٤ٛٝ، زض ضٚظ چٟبضْ ثؼس اظ اِمبء ثب 

ؾبظ٢ غٖ ٕٞؿب٘ٝ قسٜ ثٝ  زؾت آٔس. ٘تب٤ح ٘كبٖ زاز وٝ ػسْ ث٥ٟٙٝ

٥بٖ ٚ وبٞف فؼب٥ِت پلاؾ٥ٕس ٔرٕط٢ ثبػث وبٞف ث

ثطا٢  cel Bؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ٢ آٖ قس. اظ آٖ خب٣٤ وٝ تٛا٣ِ غٖ 

ث٥بٖ زض ٤ٛوبض٤ٛت ث٥ٟٙٝ ٘كسٜ ثٛز، ٕٔىٗ اؾت تٛا٣ِ ٕٞؿب٘ٝ قسٜ 

 .Pٞب٣٤ ثبقس وٝ ثٝ ٘سضت زض  زض ٚوتٛض ٔرٕط٢ حب٢ٚ وسٖٚ

pastoris ٞب٢ ٘بزض، تٛا٣ِ  قٛز. ثٝ ٔٙظٛض ثطضؾ٣ وسٖٚ اؾتفبزٜ ٣ٔ

ثطضؾ٣ قس. قبذم  GenScriptا٤ٗ غٖ زض ؾب٤ت   ٢٘ٛوّئٛت٥س

( احتٕبَ ث٥بٖ CAI: Codon Adaptation Indexا٘غجبق وس٣٘ٚ )

زٞس ٚ ثٝ ٘ٛػ٣ ٕٞجؿت٣ٍ  ثبلا ضا زض ٔٛخٛز ٥ٔعثبٖ ث٥ب٣٘ ٘كبٖ ٣ٔ

  قٛز ثب وٝ ث٥ٗ تطخ٥ح وس٣٘ٚ ٤ه غٖ ٚ ؾغح ث٥بٖ آٖ ٔكبٞسٜ ٣ٔ

ٖٚ، ٘بق٣ اظ ا٤ٗ ٔم٥بؼ ٔهطف وس  قٛز. ا٤ٗ قبذم تؼط٤ف ٣ٔ

٤ه ٔدٕٛػ١ ٔطخغ اظ غٟ٘ب٢ ثب ث٥بٖ ثبلا خٟت أت٥بظز٣ٞ ثٝ 

ٞب٢ ذبل ٔٛضز تطخ٥ح ٤ه ٔٛخٛز اؾت ٚ ظٔب٣٘ وٝ ث٥بٖ  وسٖٚ

ذٛاٞس قس   =CAIآَ اؾت،  ا٤سٜ غٖ زض ٥ٔىطٚاضٌب٥٘ؿٓ ٔٛضز ٘ظط

ثطا٢ ث٥بٖ زض ٥ٔىطٚاضٌب٥٘ؿٓ ٔٛضز ٘ظط،  8/0ٚ ٔمبز٤ط ث٥كتط اظ 

)اِف(  5بٖ عٛض وٝ زض قىُذٛة تٛن٥ف قسٜ اؾت. ٕٞ

 =56/0CAIزاضا٢  P. pastorisزض  cel Bقٛز، غٖ  ٔكبٞسٜ ٣ٔ

ا٤ٗ   زض ضٚز وٝ غٖ ث٥ٟٙٝ ٘كسٜ، ث٥بٖ و٣ٕ  اؾت ٚ ثٙبثطا٤ٗ ا٘تظبض ٣ٔ

ٞب٢ غٖ  )ة( فطاٚا٣٘ ٔهطف وسٖٚ 5ٔرٕط زاقتٝ ثبقس. قىُ 

cel B ا٤ٗ ؾب٤ت،   زٞس. ٔغبثك پ٥كٟٙبز ا٤ٗ ٔرٕط ٘كبٖ ٣ٔ  ضا زض

ثطا٢ وسٖٚ ثب ث٥كتط٤ٗ فطاٚا٣٘ ٔهطف ثطا٢ آ٥ٔٙٛاؾ٥س  100مساض ٔ

احتٕبلا  30ٞب ثب ٔمبز٤ط وٕتط اظ  زض ٔٛخٛز ث٥ب٣٘ اؾت ٚ وسٖٚ

زضنس وسٟٚ٘ب زض  11زٞٙس. ثس٤ٗ تطت٥ت  وبضا٣٤ ث٥بٖ ضا وبٞف ٣ٔ

P. pastoris  زضنس آٟ٘ب ث٥كتط٤ٗ  23فطاٚا٣٘ وٕتط٢ زاض٘س ٚ تٟٙب

 فطاٚا٣٘ ضا زاض٘س.

 

 (A) الف

 
 (B) ة 

 
ٚ ة: زضنس فطاٚا٣٘ ( CAIا٘غجبق وس٣٘ٚ )ٚضؼ٥ت قبذم اِف:  -5ضکل

 Pichia ٔرٕط زض ثط حؿت فطاٚا٣٘ وسٟٚ٘ب cel Bزض لغؼٝ وسوٙٙسٜ غٖ  وسٟٚ٘ب

pastoris  ثب اؾتفبزٜ اظ ؾب٤تGenscript  .11  زضنس وسٟٚ٘ب زضP. pastoris 

ٔحٛض  كتط٤ٗ فطاٚا٣٘ ضا زاض٘س.زضنس آٟ٘ب ث٥ 23فطاٚا٣٘ وٕتط٢ زاض٘س ٚ تٟٙب 

ٚ ٔحٛض  P. pastorisافم٣ زؾتٝ ثٙس٢ وسٟٚ٘ب ضا ثط حؿت فطاٚا٣٘ زض ٔرٕط 

٘كبٖ  cel B ػٕٛز٢ فطاٚا٣٘ ٞط زؾتٝ اظ ا٤ٗ وسٟٚ٘ب ضا زض لغؼٝ وس وٙٙسٜ غٖ

 زٞس.‌٣ٔ
Figure  . A: Codon Adaptation Index (CAI) and B:  Frequency 

of codons in the cel B gene encoding component based on the 

frequency of codons in the Pichia pastoris yeast using the 

Genscript site.    percent of codons in this P. pastoris are less 

frequent, and    percent are the most frequent. The horizontal 

axis shows that the codon classification according to the 

frequency of P. pastoris yeast and the vertical axis shows the 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
97

.7
.2

.3
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
28

 ]
 

                            10 / 13

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1397.7.2.3.4
http://gebsj.ir/article-1-265-fa.html


 ٕٞىبضاٖ ٚ ح٥سض٢ لطٜ ؾٛ  ....سلوبیوهیدرولاز ژن بیان و سازی مسانهه

 

 7931ستان پایيز و زم/ 2/ شماره هفتم/ دوره و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی  743

 

frequency of each of these codons in the segment of coding for 

the cel B gene. 

ثط عجك قٛاٞس ث٥بٖ قسٜ، ٔرٕط پ٥ك٥ب ٥ٔعثبٖ ٔٙبؾج٣ ثطا٢ ث٥بٖ ا٤ٗ 

 cel B ظ٢ وسٟٚ٘ب٢ تٛا٣ِ وسوٙٙس٠ غٖؾب آ٘ع٤ٓ اؾت وٝ ثب ث٥ٟٙٝ

 تٛاٖ ثبظز٣ٞ ث٥بٖ ضا ثٟجٛز زاز. ٣ٔ

ؾلللبظ٢ غٖ ٚ ٘لللٛع پ٥كلللجط زض ث٥لللبٖ ٔمب٤ؿلللٝ تلللبث٥طات ث٥ٟٙلللٝ

وللٝ  ٘كللبٖ زاز P. pastorisزض  T. reeseiاظ  IIؾللّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ

تغ٥٥طات قٙبؾب٣٤ قسٜ زض فؼب٥ِت، ػٕستب ثبظتبة تغ٥٥لطات ٚالؼل٣   

زٞلس،   ؾبظ٢ غ٣٘ ضا ٘كلبٖ ٔل٣  ث٥ٟٙٝ زض ؾغح ث٥بٖ اؾت وٝ ا٥ٕٞت

ٞب٢ چٙس  چٖٛ عطاح٣ ان٣ِٛ غٖ ثٝ تطخٕٝ ٚ تبذٛضز٣ٌ پطٚتئ٥ٗ

ٕٞچٙل٥ٗ ؾلغح    .(     .Mellitzer et al)وٙلس   ز٣ٙ٥ٔٚ وٕه ٔل٣ 

ٞب٢ غٖ تّف٥ك قلسٜ ٚ ٥٘لع    ث٥بٖ ٕٔىٗ اؾت تحت تبث٥ط تؼساز وپ٣

ِٛوٛؼ تّف٥ك قسٜ، وٝ ثلط ؾلغح ض٤ٛ٘ٚؿل٣ غٖ تّف٥لك قلسٜ اثلط       

زض پػٚٞك٣ ز٤ٍلط،  . (     .Vassileva et al)ضز، ٥٘ع ثبقس ٌصا ٣ٔ

 I  ٚ10ؾللللّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ  14 وٙٙللللس٠ غٟ٘للللب٢ ؾللللٙتع٢ وللللس

لبضچ٣، وٝ اظ ٘ظط وس٣٘ٚ ثلطا٢ ث٥لبٖ    ءثب ٔٙكب IIؾّٛث٥ٞٛ٥سضٚلاظ 

 .Ilmén et al)٥ٟٙٝ قلسٜ ثٛز٘لس، ث٥لبٖ قلس٘س     ث .cerevisiae Sزض 

ٞب٢ تطقح قسٜ ٚ  ٥ٗتٙٛػبت لبثُ تٛخ٣ٟ زض ؾغٛح پطٚتئ .(    

ٞب٢ ٘ٛتطو٥ت ٔرتّلف ٔكلبٞسٜ قلس. ثلٝ ػٙلٛاٖ       فؼب٥ِت زض ؾ٤ٛٝ

-4ثللط ض٢ٚ  IHBIٞللب٢ ث٥للبٖ وٙٙللسٜ  ٞللب٢ ؾلل٤ٛٝ ٔثللبَ، فؼب٥ِللت

لاوتٛظ٤س زض ثل٥ف اظ زٚ تلب ؾلٝ ٌلطٜٚ للطاض      -β-J-ٔت٥ّٛٔج٥ّفط٤ُ

 Trichodermaاظ  IHBIٞللب٢  غٖ ت. زض پػٚٞكلل٣ ز٤ٍللط،ٌطفلل

reesei  ،T. emersonii ،Aspergillus sthermophilum ،

Chaetomium thermophilum  ٚT. aurantiacus ٤ه  ث٥بٖ قس ٚ

اؾللبؼ قللجبٞت فؼب٥ِللت پ٥كللٟٙبز قللس  ؾ٥ؿللتٓ ضتجللٝ ثٙللس٢ ثللط 

(Heinzelman et al.     )  .ا٤للٗ   ؾللغٛح تطقللح٣ آ٘للع٤ٓ، زض

ؾلبظ٢ ولسٖٚ،   ٌعاضـ وٓ ثٛز وٝ احتٕبلا ثٝ ػّت تفبٚتٟب زض ث٥ٟٙٝ

طات ٔرلتم ؾلبظٜ ٤لب ٤له تفلبٚت زض      ؾ٤ٛٝ ٔلٛضز اؾلتفبزٜ، اثل   

  . ثب تٛخٝ ثٝاؾتٞب٢ آ٥ٔٙٛاؾ٥س٢ وٝ زض اثتسا ا٘تربة قس٘س،  تٛا٣ِ

ت٥ِٛس قسٜ ث٥ف اظ   GH   ٚGHٞب٢  ا٤ٙىٝ قجبٞت تٛا٣ِ پطٚتئ٥ٗ

٢ ٤ىؿلب٣٘ ٚ زض  ا٤ٙىٝ غٟ٘ب تحت وٙتطَ پ٥كلجطٞب   زضنس ثٛز ٚ 60

زض  ٤ىؿلبٖ ث٥لبٖ قلسٜ ثٛز٘لس، ؾلغح تٙلٛع       پلاؾ٥ٕسٞب٢ اپ٥ع٣ٔٚ 

 ٞب تب حسٚز٢ تؼدت آٚض ثٛز. ٞب ث٥ٗ ؾ٤ٛٝ فؼب٥ِت
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Abstract 

The Cel B enzyme from Thermobifidia fusca, a CBHII, belongs to the family of cellulase B, which is 

highly resistant to heat. Due to the low level of production of this enzyme in this host, it cannot be used at 

industrial scale. For expression of cellobihydrolase in yeast, cel B gene in pSZ    plasmid was amplified 

by PCR and then was cloned in to pPICZαA vector. Recombinant construct contains cel B gene 

transformed to E. coli Jm    and recombinant were bacteria selected on LB medium with    µg/ml 

Belleomycin. Recombinant plasmid was linearized and then transformed in Gs    and KM  H yeast 

strains by electroporation method. Finally, the best concentration of methanol and the best day of 

expression of enzyme were determined by DNS method. The results in yeast indicated, the most CBH 

activity in GS    and KM  H strains and on PC substrate in    C for   h was      and       U 

(mol/min)/ml, respectively. Only sample from high yield colony of GS    strain for CBH expression 

was confirmed in SDS-PAGE and then the best methanol concentration and day for enzyme expression 

with same strain was obtained in  
th

 days after induction with three percent methanol. In this study, we 

did not optimize the codons of cel B gene for expression in P. pastoris. Thus, its decreased expression 

level and cellobiohydrolase activity may be due to codon usage in Pichia. 

Key words: Cellobihydrolase gene, cel B, Consolidated Bioprocessing, yeast. 
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