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وده انسان و حيوانات رر دضرری هستند که و بیغيربيماریزا  هایميکروارگانيسمها پروبيوتيک

يار مطلوبی بر بس اتکنند، بلکه اثرتنها ایجاد بيماری نمیها نهوجود دارند. این ميکروارگانيسم

است که  هاای از این باکتریگونه  Lactococcus lactis عملکرد و سلامت دام و طيور دارند.

 ،ليکيناز انتخاب شده است. آنزیمای مفيد بيولوژیکی هبه عنوان کاندیدی برای توليد پروتئين

 هاکند. ليکينانرا هيدروليز می ها()ليکينان هاوکانگل(4-1( )3-1)بتا نوعی بتاگلوکاناز است که 

که ظاهرا منحصر  های گياهان عالی خانواده پواسه هستندسلول دیواره درساکاریدی ترکيبات پلی

هدف . باشندهمچون جو، چاودار، سورگوم، برنج و گندم می هاگرامينهدیواره سلولی اندوسپرم  به

ن و توليد ترشحی ای لاکتوکوکوس لاکتيسدر باکتری پروبيوتيک  ليکيناز ژناز این مطالعه بيان 

رای باست که توانایی تجزیه بتاگلوکان جو را  طيورآنزیم به منظور دستيابی به مکمل غذایی برای 

در جيره غذایی طيور بجای ذرت ایجاد کند. این امر امکان جایگزینی جو  طيوردستگاه گوارش 

 (4-1( )3-1) ی آنزیم بتاکد کننده licBM2. برای دستيابی به این منظور ژن سازدرا فراهم می

 کلون گردید.  pNZ8149در پلاسميد  شیبر سایت هایبه همراه سيگنال پپتيد ترشحی و  گلوکاناز

 با روش الکتروپوریشن صورت گرفته و  لاکتوکوکوس لاکتيسباکتری به  انتقال پلاسميد نوترکيب

 لاکتوز انجام شد. ری بر محيط انتخابیباکت های ترانسفرم شده توسط توانایی رشدغربالگری کلنی

فعاليت گيری ميزان بيان ژن با اندازهسی ی القاگر نيسين صورت گرفت و برربوسيلهژن القای بيان 

ده و ميزان آنزیم توليد شو  ء بيان ژنبا افزایش زمان القا العه شد.طنوترکيب مپروتئين آنزیمی 

 licBM2یابد. دستاورد این مطالعه کلون سازی و بيان موفق ژن فعاليت حاصل از آن افزایش می

 باشد.نوترکيب میبا پروتئين و توليد پروبيوتيک  لاکتوکوکوس لاکتيسدر باکتری گرم مثبت 
 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

که یک ژن دستکاری شده است بر اساس آنزیم  licBM2ژن 

( از 1-4 glucunase) β(1-3)متحمل به حرارت لیکیناز )

آمده بدست   thermocellum Clostridiumباکتری 

 .(Sotchenkove et al., 2005ت)اس

ساکاریدی ها( ترکیبات پلیها )لیکینان(گلوکان4-1( )3-1بتا )

و خصوصا های گیاهان عالی خانواده پواسه ی سلولهدیوار

دیواره سلولی اندوسپرم غلات همچون جو، چاودار، 

های بتاگلوکاناز، باشند. آنزیمسورگوم، برنج و گندم می

 Noman and)دهندها را انجام میهیدرولیز بتاگلوکان

Meltem, 2007) . 

ر معمولا غذایی طیو جیره هایی مانند جو دراستفاده ازدانه

ازلحاظ اقتصادی مقرون به صرفه است و اغلب توجه 

ز نماید. اما وجود مقادیر قابل توجهی امرغداران را جلب می

 ها درجو به کارگیری این دانه را با مشکل مواجهبتاگلوکان

های اخیر نشان . اطلاعات تجربی مربوط به دههساخته است

میکروبی به جو  های بتاگلوکانازن آنزیمدهد که افزودمی

تواند برخی اثرات نامطلوب این دانه را درجیره غذایی می

 . (Lamp et al., 2015)کاهش دهد

های بتاگلوکاناز و زایلاناز بر عمکرد رشد و تاثیر آنزیم بررسی

های گوشتی برخی از خصوصیات دستگاه گوارش جوجه

تغذیه شده با گندم و جو نشان داد ترکیب گندم و جو به 

ه آنزیم یک جایگزین مناسب برای ذرت در جیره همرا

که  ثابت شده است همچنین. باشدهای گوشتی میجوجه

به جیره غذایی بر پایه  ی بتاگلوکاناز و پنتوناز هاآنزیم افزودن

جو باعث بهبود افزایش وزن و ضریب تبدیل غذایی نسبت به 

  ,Jacob and Pescatore) شودجیره های بدون آنزیم می

2014.) 

با افزایش اهمیت سلامت غذایی انسان و دام، استفاده امروزه 

از غذاهای طبیعی مورد توجه ویژه قرار گرفته است. که از 

 ,.Park et al)ها اشاره کرد توان به پروبیوتیکمهمترین آنها می

های اضافه کردن آنزیم بتاگلوکاناز به غذای راه یکی از. (2016

سپس افزودن  های پروبیوتیک ور باکتریدام تولید این آنزیم د

های اسیدلاکتیک باکتری این باکتری به غذای دام است.

(LAB Lactic acid bacteria,)  در دستگاه گوارش بسیاری از

حیوانات و انسان حضور دارند و پتانسیل استفاده  از این 

ها در حال گسترش است به صورت وسیع در صنایع باکتری

ای از گونه لاکتوکوکوس لاکتیسشوند. میغذایی استفاده 

است که به عنوان کاندیدی برای تولید  LABهای باکتری

پلاسمیدی به  DNAهای مفید بیولوژیکی و تحویل پروتئین

 Santos Pontes et)سلولهای یوکاریوتی انتخاب شده است 

al., 2011) .از مدلی عنوان به لاکتیس لاکتوکوکوس 

 است برای شده یابیتوالی آن ژنومکه  کپروبیوتی هایباکتری

مانند  متعدد هایپروتئین انتقال و تولید و ژنتیکی دستکاری

 لاکتوکوکوسد. شومی استفاده گسترده طور به دارو و واکسن

و لانه  گوارش دستگاه به پس از ورود شده دستکاری لاکتیس

 زیستی فعالیت با پروتئین ساعت 48 تا 4 طی ،گزینی در آن

 . (Takiishi et al., 2012)کندمی آزاد را نظر دمور

ها یم، تولید آنزویژگی بارز استفاده از سیستم بیانی پروبیوتیک

های نوترکیب بدون نیاز به خالص سازی این مواد و پروتئین

جویی در از میزبان پروبیوتیک است، این امر سبب صرفه

 یک امتیاز شود کههای نوترکیب میهای تولید پروتئینهزینه

 شود. ویژه برای تولید تجاری پروتئین نوترکیب محسوب می

ئین که پروت USP45در این تحقیق با استفاده از سیگنال پپتید 

کند آنزیم نوترکیب بتا مورد نظر را وارد مسیر ترشحی می

لاکتوکوکوس ( گلوکاناز در باکتری پروبیوتیک 1-4()1-3)
 .دردیگتولید لاکتیس 
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  هاروش و مواد

 Lactococcus lactisباکتری  :هاها و ژنپلاسمید، باکتری

NZ3900– lacF و پلاسمید pNZ8149 از شرکت MoBiTec 

GmbH, Germany (Cat≠ VS-ELS03900-01) تهیه گردید

پلاسمید  .آمده است1که نقشه ژنتیکی آن در  شکل 

pNZ8149  دارای ژنlacF  که به عنوان ژن انتخابگر است

و باکتری حاوی این پلاسمید توانایی تجزیه ند. کعمل می

 کند.ولید میلاکتوز را دارد و در محیط الیکر کلنی زرد رنگ ت

بتا ی آنزیم ، کد کنندهیک ژن دستکاری شده LicBM2ژن 

متحمل به    (EC 3.2.1.73; lichenase)( گلوکاناز 1-4()1-3)

بدست  Clostridium thermocellum گرما است که از باکتری

 pBISN1-IN  (EU886197)دیدر پلاسم آمده است. این ژن 

ی کشاورزی دانشگاه شهرکرد کلون گردیده و در دانشکده

در  USP45سیگنال پپتید پروتئین ترشحیموجود است. 

 جهت سیستم بیانی این مطالعه لاکتوکوکوس لاکتیسباکتری 

 آورده شده است. 1انتخاب گردید که توالی آن در جدول 

به منظور فعال  :لاکتوکوکوس لاکتیسیط رشد باکتری شرا

 ریباکت ذخیره از میکرولیتر 40رمقداتهیه شده سازی باکتری 

تلقیح  M17 (biolife)سی محیط سی 12حاوی  فالکون یک به

در اتاقک رشد ساعت  24به مدت  30℃شد و در دمای 

 شد. قرار داده  بدون شیکر

ن شده در کلو LicBM2ژن  ساخت سازه نوترکیب:

با استفاده از آغازگرهای  pBISN1-IN(  EU886197پلاسمید)

تکثیر شده و   PCRتوسط تکنیک  (2)جدول  اختصاصی

که  PCRمحصول بارگذاری شد.  %1فرز تروروی ژل الک

به همراه سیگنال پپتید و  LicBM2ای شامل توالی ژن قطعه

  Vivantisکیت تخلیص  های بررشی است با استفاده ازسایت

هضم آنزیمی قطعه تکثیر پس از از ژل خالص سازی شد. 

با استفاده از  pNZ8149 و پلاسمید    PCRشده توسط 

ی بوسیله عمل لایگیشن،  KpnІو  SacІهای برشی آنزیم

 انجام شد. T4 DNA Ligaseآنزیم 

تهیه سلول مستعد جهت انتقال ژن توسط تکنیک 

. در سه روز انجام شدطی  L. lactisباکتری  بهالکتروپوریشن 

منجمد شده در  میکرولیتر از ذخیره باکتری 40روز اول

)تهیه  G/L-SGM17Bسی محیط کشت سی 5در  گلیسرول

، گلایسین، سوکروز و M17شده از پودر محیط کشت 

تلقیح  MoBiTecطبق پروتکل شرکت  فیلتر شده %5 گلوکوز

 روز دوم محیطدر شد.  رشد داده  30 ℃شده و در دمای 

-G/Lسی از محیط کشت سی 50کشت روز قبل به 

SGM17B  روز  و درشد رشد داده 30 ℃تلقیح شده و در

سی از همان محیط سی 400سی محیط کشت در سی 50سوم 

رشد  30℃ در   600OD = ./3کشت رقیق شد و تا رسیدن به

لیتری میلی 50های سپس محیط کشت در فالکون .شد داده

به  rpm4000 و دور  4 ℃ر دمایاستریل تقسیم شده و د

. محلول روئی دور ریخته سانتریفیوژ شدند دقیقه 25مدت 

گلیسرول  %10 ومولار سوکروز 5/0شده و سلولها با محلول 

در دور  در مرحله بعد سانتریفوِژشستشو شدند.  4 ℃در 

rpm4000 و محلول روئی دور ریخته  انجامدقیقه  20مدت  به

 %10مولار سوکروز،  5/0ل سپس سلولها در محلو .شد

به حالت تعلیق در آورده  EDTAمولار میلی 50 و گلیسرول

قرار داده دقیقه روی یخ  15این سوسپانسیون به مدت  .شدند

انجام گرفت و دقیقه  15بمدت پس سانتریفیوژ س و شد

محلول افزوده شدن محلول روئی دور ریخته شده و سلولها با 

دور و  4 ℃سرول در گلی %10و مولار سوکروز 5/0

rpm4000 در پایان سانتریفیوژ شدند دقیقه 25به مدت .

مولار  5/0از محلول میکرولیتر  50 ی هر فالکون درسلولها

حل شده و در  4 ℃در گلیسرول %10 وسوکروز

 هایی که از قبل روی یخ سرد شده بودندبمیکروتیو

 .ندشد نگهداری

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.2

.1
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
07

 ]
 

                             3 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.2.1.5
https://gebsj.ir/article-1-115-en.html


 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
96

.6
.2

.1
.5

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
07

 ]
 

                             4 / 11

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1396.6.2.1.5
https://gebsj.ir/article-1-115-en.html


 همکاران و محمدخوانی  ....بیان ژن بتا 

 

 215 1396ستان پایيز و زم /2شماره  /مششدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

 .USP45 دیپپت گنالیس یتوال -1جدول 

Table 1. Sequence of signal peptide USP45  

'3-Sequence 5' Oligo name 
AAAAAAAAGATTATCTCAGCTATTTTAATGTCTA 

CAGTGATACTTTCTGCTGCAGCCCCGTTGTCCGG 

AGTTTACGCC                             

SP USP45 

 

 
 .pNZ8149نقشه وکتور  -1شکل

Fig1. Vector map of pNZ8149. 
 

 .(آغازگر رفت حاوی سیگنال پپتید) لی آغازگرهاتوا -2جدول 

Table 1: Sequence of primers. 

                  Sequence 5'-3' primer 
GTCAGGTACCGGAAAAAAAAGATTATCTCAG 

CTATTTTAATGTCTACAGTGATACTTTCTGCTGC 

AGCCCCGTTGTCCGGAGTTTACGCCGTAAATAC 

GCCTTTTGTTGCAG 

Forward                                        

GCAGAGCTCTAGCTCATCTTTACCGTTAGGATAG Reverse 
 

 2MgClمولار میلی 20با  B17M-G/Lمحیط کشت  الکتروپوریشن:

ساعت قبل از استفاده محیط در  تهیه یک   2CaCl مولارمیلی 2و

 50همراه  پلاسمید بهمیکرولیتر 10 قرار داده شد. 30℃انکوباتور 

منتقل  الکتروپوریشن مستعد شده باکتری به کووت سلولمیکرولیتر 

 Geneو در دستگاه  شود() تمام مراحل بر روی یخ انجام میشد

pulser  از شرکتBio-Rad قرار داده شد(U  2000v τ = 5 msec.)  

 G/L-M17Bلیتراز محیط کشت میلی 1پس از انجام الکتروپوریشن 

حتویات کووت به به کووت اکتروپوریشن اضافه شده و تمامی م

ساعت در دمای  5/1یک میکروتیوب جدید منتقل شد و به مدت

سانتریفیوژ  rpm3000شد. سپس میکروتیوب در دور انکوبه 30℃

شده و مقداری از محلول رویی دور ریخته شد و سلولهای رسوب 

های حاوی محیط کرده در مابقی محلول حل گردید و روی پلیت

 48ت داده شد. سپس به مدت کشت الیکر به صورت چمنی کش

 شد.  انکوبه  30℃ساعت در 

ول برموکروز %004/0لاکتوز و  %5محیط کشت الیکر با اضافه کردن 

به عنوان یک شود و ه میتهی( Scharlau – PU0020ارغوانی)

و  شود.می اندیکاتور به منظور تست توانایی تجزیه لاکتوز استفاده

شت بیانگر باکتری کط های زرد رنگ بر روی محیحضور کلنی

 باشد.تراریخته می

های کشت شده مورد ساعت پلیت 48پس از  تایید کلونینگ:

بررسی قرار گرفتند و تک کلنی های مشاهده شده برای امکان 

تشخیص بهتر روی محیط الیکر به صورت خطی کشت شدند. پس 

، از خطوط زرد رنگ ایجاد شده 30℃ساعت رشد در دمای   24از 
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ر استخراج پلاسمید و تایید کلونینگ، کشت شبانه در محیط به منظو

 5بدون شیکرتهیه شد. از کشت شبانه  30℃و دمای  M17کشت 

دقیقه  10به مدت  rpm3000لیتر از محیط کشت در دور میلی

سانتریفیوژ شد. استخراج پلاسمید با استفاده از کیت استخراج 

جام شد. برای محصول کشور تایوان ان Viogeneپلاسمید شرکت 

بهینه سازی این کیت به منظور استخراج پلاسمید از باکتری گرم 

سی آب مقطر استریل حاوی سی 300مثبت ابتدا رسوب سلولی در 

ساعت در  5/1گرم آنزیم لیزوزیم حل شده و به مدت میلی 7/0

دمادهی شد و سپس مراحل استخراج طبق دستورالعمل  37℃دمای 

 کیت اجرا شد.

 تخراج پلاسمید به منظور تایید حضور قطعه ژنی موردپس از اس

 انجام PCRنظر، با استفاده از آغازگرهای اختصاصی طراحی شده 

 . گردید آگارز بارگذاری %1روی ژل  و محصولشد 

گرم بر میلی 1محلول ذخیره نیسین با غلظت  القای بیان پروتئین:

لیل . به د(MoBiTecتهیه شد)طبق پروتکل شرکت لیترمیلی

نوگرم بر نا 1قبل از استفاده از نیسین غلظت  دقیقا ،ناپایداری نیسین

شت شبانه ککلنی زرد رنگ روی محیط الیکر از  . تهیه شد لیترمیلی

 10 فالکون حاوی چهاراز کشت شبانه به میکرو لیتر 400تهیه شد. 

تا رسیدن به  30℃و در دمای منتقل شد تازه  17Mلیتر محیط میلی

4/0= 060OD    میکرولیتر از محلول 5انکوبه شد. به سه فالکون 

ها لیتر اضافه شد و یکی از فالکوننانوگرم بر میلی 1نیسین با غلظت 

به عنوان شاهد در نظر گرفته شد سپس تمام فالکون ها به 

ت ساع 4و  2،3منتقل شدند و در سه زمان مختلف   30℃انکوباتور

ی سانتریفیوژ از محیط لهشدند و رسوب سلولی بوسیاز انکوبه 

 قل شد. منت -20℃کشت جدا شده و به فریزر 

به منظور سنجش  سنجش فعالیت آنزیم نوترکیب بتاگلوکاناز:

(  Miller, 1959) قند احیاء روشاز  بتاگلوکانازفعالیت آنزیم 

 میلی لیتر 6در یک گرم آرد جو ی سوبسترا استفاده شد. جهت تهیه

لیتر بافر سیترات سدیم فسفات لیمی 90شد و  اتانول مرطوب

به آن اضافه شد و مخلوط بدست آمده تا pH = 6/4مولار با میلی75

لیتر از محیط کشت حاوی میلی 2/0جوش حرارت داده شد.  ینقطه

و به  گردیدلیتر سوبسترا اضافه میلی 1آنزیم بتاگلوکاناز ترشحی به 

 3 کردن  نگهداری شد. با اضافه 50℃دقیقه در دمای  5مدت 

متوقف هضم لیکینان توسط آنزیم واکنش  DNSمعرف  میکرولیتر

 15ها در حمام آب جوش پس از گذشت با فرو بردن لولهگردید. 

آب مقطر  میلی لیتر10ندقیقه رنگ آشکار شد. پس از سرد شد

نانومتر  550 موج طول در نوری استریل به هر لوله اضافه شد. تراکم

با استفاده از گلوکز صورت به کننده احیا قندهای مقدار .شد تئقرا

که بیانگر میزان فعالیت آنزیم  شد مشخص نمودار استاندارد 

  . نوترکیب است

  نتایج

 

و جایگاه  USP45بهمراه توالی سیگنال پپتید  LicBM2تکثیر ژن 

پرایمرهای  با استفاده از KpnІو  SacІهای برشی های برش آنزیم

در محصول  bp 750شد. حضور باند انجام  PCRطراحی شده و 

PCR (. همچنین پلاسمید 2کند )شکلصحت واکنش را تایید می

pNZ8149 ی کیت استخراج پلاسمید شرکت که بوسیلهViogene 

 اریاستخراج شده بود نیز به منظور تایید استخراج روی ژل بارگذ

 (.3)شکل  شد

انجام شد   Mobitecمراحل کلون سازی طبق پروتکل شرکت

و کلنی های زرد رنگ روی محیط کشت الیکر مشاهده شدند و 

(. به منظور 4)شکل  برای استخراج پلاسمید کشت خطی داده شدند

تایید کلونینگ استخراج پلاسمید از کلونی های زرد رنگ انجام شد 

ی پرایمرهای طراحی شده انجام گرفت و بوسیله PCRو واکنش 

(. سپس هضم 5، )شکل بارگذاری شد %1نتیجه روی ژل آگارز 

به منظور تایید حضور ژن  KpnІو  SacІ هایی آنزیمآنزیمی بوسیله

 (.6 در پلازمید انجام شد )شکل
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 bpاند ب:  bیک کیلوبازی.  سایز مارکر : PCR  :aالکتروفورز محصول  -2شکل

و جایگاه های برش  USP45ید همراه توالی سیگنال پپتبه LicBM2ژن  750

 .KpnІو  SacІ هایآنزیم
Fig2. Gel electrophoresis of PCR production, LicBM2 gene, 

USP45signal peptide and SacІ, KpnІ sites (750 bp). 

 

 
 .pNZ8149 دیپلاسمbp 2548باند :  b: سایز مارکر یک کیلوبازی.  a -3شکل

Fig3. Gel electrophoresis, pNZ8149( 2548bp)

 
 کشت الیکر، ترانسفرم شده روی محیط L. lactisتری کشت خطی باک -4شکل

 دهد.باکتری ترانسفرم شده روی محیط الیکر کلنی زرد رنگ تشکیل می

Fig 4. L. lactis culture. Yellow colonies are transformed. 

 
استخراج شده  pNZ8149 پلاسمید  b. سایز مارکر یک کیلوبازی. .a -5شکل

ژن  PCRواکنش  .محصول.LicBM2   cحاوی ژن  های زرد رنگ،از کلنی

LicBM2 .در باکتری ترانسفرم شده 

Fig5. Gel electrophoresis, b: pNZ8149, extracted of 

transformed bacteria. C: PCR production, LicBM2 gene. 

 

 
 و تایید حضور KpnІو  SacІ هضم آنزیمی توسط آنزیم های برشی -6کلش

 b. .سایز مارکر یک کیلوبازی .pNZ8149  aدر وکتوربیانی ژن بتاگلوکاناز 

 جفت باز. 750با LicBM2ژن جفت بازو  2547 باpNZ8149  پلاسمید 

Fig6. Gel electrophoresis, enzyme digestion by SacІ& KpnІ,  

pNZ8149( 2548bp) and LicBM2 gene (750bp). 
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 .)میکروگرم در میکرولیتر( کتریمیزان پروتئین فعال در با tآزمون  -3جدول 

Table 3. t test analysis of active protein in bacteria ( µgr/µl) 

 tآزمون                 تعداد نمونه                          تیمار

 821/1*  8    باکتری با پلاسمید

  8                 باکتری بدون پلاسمید      

 

 واریانس فعالیت آنزیمی پرئتیین نو ترکیب.تجزیه  -4جدول

Table4. Variance analysis of protein activation. 

 f میانگین مربعات درجه آزادی منابع تغییر

 77/56 ** 59/34 3 تیمار

  609/0 8 خطا

   11 کل
 %1معنی دار در سطح **

  

 
 ساعت پس از القا. 4و  2،3نمودار فعالیت آنزیمی )میکروگرم بر میکرولیتر( -7شکل

Fig7. Enzyme activity histogram: 2,3 and 4 hours after gene excretion induction. 

 

پس از القای بیان ژن بتاگلوکاناز در باکتری،   بیان ژن بتاگلوکاناز:

 قند احیاء آزمون آمده، به دست پروتئینی هاینمونه از استفاده با

، نشان داد که  %5در سطح  t آزمون گرفت. معنی دار شدن  انجام

باکتری دارای داری در میزان آنزیم لیکیناز موجود در اختلاف معنی

 منظور به. (3وجود دارد )جدولپلاسمید و باکتری بدون پلاسمید  

مختلف  سه زمان  بتاگلوکاناز آنزیم بیان میزان بر زمان ریاثت بررسی

 (شاهدهای تیمار ظورمن بررسی قرارگرفت. بدین مورد پس از القا

ند و گرفت مطالعه قرار مورد القا از پس ساعت 4و  3،  2، (القا بدون

همانطور که در جدول  تجزیه  .فعالیت آنزیمی بررسی شد

شود اثر تیمار که همان افزایش زمان (  دیده می4واریانس)جدول

 فوق مطالعات از حاصل نتایجدار است. معنی %1القاست در سطح 

یابد که میزان فعالیت آنزیم با افزایش زمان القا افزایش می ددا نشان

میکروگرم بر میکرو لیتر  16 بالاترین عدد  القا از پس ساعت 4و در 

 (.7لشک) دهدرا نشان می
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و  ها کنون تحقیقات فراوانی در رابطه با استفاده از آنزیمتا

ای تغذیه جهت بالا بردن ارزشهای غذایی ها در جیرهپروبیوتیک

ها و است. این آنزیمانجام گرفته گوشتیو بهداشت غذای طیور 

ی کم ها علاوه بر افزایش ارزش غذایی یک جیرهمیکروارگانیسم

زا در دستگاه های بیماریهزینه و ارزان، از تکثیر و رشد باکتری

گوارش طیور جلوگیری کرده و موجب افزایش میکروفلور مفید 

 .(pedroso et al., 2013شوند)سیستم گوارش نیز می

های غذایی طیور جهت کاهش ها در جیرهاستفاده از انواع آنزیم

های غلاتی همچون جو و ی انواع پلی ساکاریداثرات ویسکوزیته

یع این  آنزیم ها که به طور وس از جمله باشد. گندم، ، متداول می

های یرهرود، آنزیم لیکیناز در جهای غذایی بکار میدر جیره

به  استفاده از جو در جیره غذایی طیور غذایی  دارای جو است.

جای ذرت سبب کاهش هزینه تولید و پرورش طیور شده و نیاز 

 نیدهد. جو از لحاظ مقدار پروتئبه واردات ذرت را کاهش می

 عدممختلف و  یو مواد معدن هانیتامیو نه،یآم یدهایخام، اس

ما به علت ادارد،  یت به ذرت برترها نسببه قارچ و کپک یآلودگ

ن که در جو از جنس لیکینابتاگلوکان  یدهایساکار یداشتن پل

 یگوشت یهابه خصوص جوجه وریط رهیمصرف آن در جهستند، 

و  یغذهضم مواد م تیباشد. کاهش قابل یم تیمحدود یدارا

 به ور،یط رهیاز مصرف جو در ج یقابل سوخت و ساز ناش یانرژ

ان عبور غذا از دستگاه گوارش در اثر وجود کاهش زم لیدل

 که هستند هاآنزیم از ایویژه گروه بتاگلوکانازها. است لیکینان

 در هاآنزیم از هدست این دهند،می انجام را هابتاگلوکان هیدرولیز

 یول دارند گستردگی و پراکندگی حیوانات و ریزسازوارهای بین

 جهتو مورد و بوده دبخشامی میکروبی گلوکانازهای میان این از

 .(et al., 2012 Zhao) باشندمی

از آنجا  LicBM2آنزیم لیکیناز کد شده توسط ژن دستکاری شده  

، استآمده بدست   thermocellum Clostridiumاز باکتری  که

چند آنزیمی  کمپلکس این پروتئین یک باشد،مقاوم به حرارت می

-1بتا) پیوندهای مجاور( 4-1تا)بپیوندهای  که ستاسلولی  خارج

کند اما بر را هیدرولیز می)لیکینان( ها در بتاگلوکان (3

های . انواع آنزیم( معمولی اثری ندارند4-1( و یا )3-1پیوندهای)

شوند، این در خانواده گلوکاناز در بسیاری از موجودات یافت می

موجودات  دربسیاری از حالی است که لیکیناز و لیکینان

وجود ندارند، به همین دلیل لیکیناز  یوکاریوتی پروکاریوتی و

توان به عنوان یک آنزیم در بسیاری حرارت را می مقاوم به

بدون اینکه به  یوکاریوتی بکار برد ازموجودات پروکاریوتی و

لحاظ ایمنی زیستی منعی در استفاده از این آنزیم وجود داشته 

-1( )3-1بتا )از طرفی  (.Sotchenkove et al., 2005باشد)

 یی سلولساکاریدی از دیوارهپلی ب( ترکی)لیکینان (گلوکان4

در دیواره سلولی اندوسپرم است و گیاهان عالی خانواده پواسه 

وجود غلات تجاری همچون جو، چاودار، سورگوم، برنج و گندم 

بنابراین آنزیم تولید شده در این تحقیق کاملا اختصاصی  دارد.

و پس از اضافه شدن به جیره غذایی دارای جو، لیکینان عمل کرده 

موجود در جو را تجزیه کرده و گلوکز موجود در آن را برای 

  (.(Pertilla et al., 2001کندطیور قابل استفاده می

های های بتاگلوکاناز به همراه ژنکلون سازی و انتقال انواع ژن

،  توکوکوس لاکتیسلاکز جمله اهای پروبیوتیک سلولاز در باکتری

ی یرهباعث افزایش توان هضم باکتریایی سلولز و بتاگلوکان در ج

ی غذای طیور راکاهش داده و غذایی شده و مقدار ویسکوزیته

 (Liu et al., 2005برد)جذب مواد غذلیی را بالا می

برای اضافه نمودن آنزیم بتاگلوکاناز تولید شده در باکتری 

به استخراج این پروتئین از میزبان  لاکتوکوکوس لاکتیس نیازی

نبوده و با بکارگیری سیگنال پپتید ترشحی که در این تحقیق مورد 

استفاده قرار گرفته است کافی است باکتری پروبیوتیک نوترکیب 

به جیره غذایی اضافه شود و در این صورت آنزیم بتاگلوکاناز در 

خواهد محیط حاوی باکتری ترشح خواهد شد. این ویژگی سبب 

شد تولید تجاری این آنزیم با صرفه اقتصادی بیشتری صورت 

ها، جایگزینی مناسب برای استفاده از پروبیوتیکگیرد. 

هایی با فعالیت ی غذایی است و پروبیوتیکها در جیرهبیوتیکآنتی

های تولید ی آنزیمی باعث کاهش بیشتر هزینهالعادهفوق

مکمل این تحقیق رسیدن به  ی(. نتیجهLiu et al., 2001شود)می

سطح ی آنزیمی با العادهپروبیوتیک غذایی طیور با فعالیت فوق

و کاهش هزینه تولید این مکمل از طریق حذف نسبی ایمنی 

 مرحله خالص سازی آنزیم نوترکیب بوده است.
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Abstract 

Probiotics are bacteria with beneficial effects to humans and animals. Gram-positive 

Lactococcus lactis can be genetically engineered to efficiently produce a large variety of 

proteins. Glucanase enzymes, are capable to hydrolyze β-glucans (a non-starch 

polysaccharide). β(1,3)-(1,4) glucan (Lechinan) is a characteristic hemicellulose in primary 

cell walls of grasses such as barley, rye, sorghum, rice and wheat. The purpose of this study 

is to express the lechinase enzyme in Lactococcus lactis to achieve a feed supplement for 

hydrolyzation of barley β-glucan to replace corn by barley in poultry diets. licBM2 gene 

encoding lechinas enzyme with a secretion signal peptide was cloned in pNZ8149 plasmid. 

Then recombinant plasmids were transferred to Lactococcus lactis using electroporation 

method and the transformed colonies were selected via their ability to grow on lactose 

containing medium. The expression of transgene was induced using of Nisin in the 

medium.  Our results showed that by increasing of the induction time, the expression of 

lechinase gene and consequently the production of enzyme in the medium were increased.  

Keywords: Lactococcus lactis, probiotic, β-glucanase, Poultry Nutrition 
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