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دهنده هگزوزهاي انتقالپروتئینژن کدکننده20داراي Saccharomyces cerevisiaeمخمر 
به RGT2و SNF3دو ژن . باشدمیRGT2و HXT1-HXT17 ،GAL2 ،SNF3شامل است که

. در انتقال مستقیم گلوکز نقش دارندHXT1-HXT17هايو ژنمل کرده عنوان حسگر گلوکز ع
تخمیر الکلی افزایش و در ها سرعتثابت کردند که با افزایش میزان بیان این ژنپژوهشگران

RGT2ژن جداسازيوشناساییمطالعهاینهدف.یابدآن میزان تولید اتانول افزایش مینتیجه

سازيهمسانهوPCRاز طریق S. cerevisiaeمخمرژنومازRestores Glucose Transport2یا 
در بیانی و پلاسمیدطراحیبرايايپایهمنظوربهمناسببیانیپیشبردارايپلاسمیددرآن

هاي اختصاصی، ژن مورد نظر با در این تحقیق پس از تهیه آغازگر.بودنوترکیبمخمرنهایت
انجام و pGEM-Tتکثیر یافته و پلاسمید یون بین قطعهر شد و واکنش لیگاستکثیPCRروش 
سفید شناسایی شدند و در نهایت براي -هاي ترانسفورم شده از طریق سیستم گزینش آبیکلونی

بررسی . یابی فرستاده شدندتایید نهایی قطعات همسانه شده،  پلاسمیدهاي نوترکیب به توالی
کیلودالتون را کد کرده و 173/83با وزن مولکولیافزاري نشان داد که این ژن پروتئینینرم

از طریق RGT2ژن ،در ادامه. باشدمی68/5و نقطه ایزوالکتریک آن بودهاسیدآمینه763داراي 
توالی پروتئینی . سازي شدهمسانهpGBKT7در پلاسمید NcoIو PstIهاي برش آنزیمی محل

از جمله NCBIموجود در S. cerevisiaeر هاي دیگسویهRGT2pبدست آمده شباهت زیادي با 
هاي هاي فیلوژنتیکی با استفاده از سایر ژننشان داده و بررسی) درصد تشابهP301)100سویه 

. داردSNF3بیشترین ارتباط و شباهت را با RGT2هاي هگزوز نشان داد که دهندهانتقالخانواده
توان میزان نهایت انتقال این ژن به مخمر میبا جداسازي و همسانه سازي و تعیین ویژگی و در

.تولید اتانول را طی تخمیر الکلی افزایش داد

کلیديهايواژه
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مقدمه

با کهايیافتهتوسعهکشورهايدرویژهبهجهانی،هايسیاست
خاصی راتوجهتاشدهسببهستند،روبروانرژيمنابعکمبود

اینمهمترینازیکی.نمایندمعطوف تجدیدپذیرانرژيمنابعبه 
سالهايطی. هستندBiofuel)(زیستیهايانرژي، سوختمنابع
هايسوختازو استفادهتولیدبرايبلندمدتیهايبرنامهاخیر،

درویژهبهتوسعه،حالیافته و درتوسعهکشورهايدرزیستی
De Bari(است تهیه شدهنقلوصنعت حمل et al. 2013(.

تولیدجهاندرامروزهکهزیستیهايسوختاصلی قسمت
در حال حاضر . استاتانول زیستیوزیست سوختشود،می

به یاوافزایش عدد اکتانبراياتانول به صورت مخلوط با بنزین
بینیپیش.شوداستفاده میصورت خالص به عنوان سوخت

به2016سال پایانتااتانول زیستیجهانیتولیداتشود،می
Lee(لیتر برسد میلیارد95از شبی et al. 2011(.

.شودمیحاصلقنديموادتخمیرفرایندهايطیاتانول زیستی
عنوان مخمر به تخمیر یک فرآیند بیولوژیک است که طی آن

CO2ده باعث تبدیل کربوهیدراتها به اتانول ویک کاتالیزور زن

Singh and Bishnoi(شود می گذشتهدر سالهاي .)2012
هاي گسترده در مورد کاربرد مخمرها براي تولید اتانول پژوهش

هاي مختلف مولکولی نظیر امروزه از روش. انجام شده است
جهت S. cerevisiaeهاي سویهسازي در ایجاد همسانهروش

بهبود راندمان تولید الکلی طی فرآیند تخمیر الکلی استفاده 
Rossi)شود می et al. 2010; Gutierrez-Lomeli et al. 2008) .

نوترکیب است يDNAروشها کاربرد یکی از مهمترین روش
Dequinتوسط 1998و در سال Barreتوسط 1993که در سال 

هاي رقابت با سایر روشمعرفی و وارد عرصهBlondingو 
Pretorius(ژنتیک مولکولی شد  et al. 2003(.

هگزوزها از سوخت و سازنهایی دهد فرآوردهها نشان میبررسی
در شرایط S. cerevisiaeجمله گلوکز، فروکتوز و مانوز در 

تنظیمی هوازي اتانول یا اسیدلاکتیک است و اولین مرحلهبی
هگزوزها عبور آنها از طریق انتشار تسهیل شده و سوخت و ساز

بر طبق .باشدغشایی میدههاي انتقال دهنوابسته به پروتئین
هگزوزها در این گونه انتقال دهندهاطلاعات موجود خانواده

و Hxt1p-Hxt17p،Gal2p ،Snf3pهاي مخمر شامل پروتئین

Rgt2pها، تجمع با افزایش فعالیت این انتقال دهنده. باشدمی
Guillaume(شود اتانول یا اسید لاکتیک در سلولها بیشتر می et

al. در انتقال گلوکز Hxt17تا Hxt1هاي انتقال دهنده. )2007
به عنوان RGT2و SNF3براي انتقال گالاکتوز، Gal2نقش دارند، 

ژنی الگوي بیان متفاوتی این خانواده. کنندحسگر گلوکز عمل می
)kinitec(ژگی قدرت جذبداشته و تنظیم آنها به شدت تحت وی

بیان این باشد و گلوکز اولین فاکتور کنترل کنندهها میانتقال دهنده
Ozcan and Johnston(باشد ها میژن 1999; Perez et al. 2005( .

رار گرفته و تولید ژنی در مخمرها مورد مطالعه قبیان این خانواده
هدمهندسی شده مقایسه شوحشی مخمر با سویهدر سویهلاتانو
هاي بدست آمده نشان دادند که تظاهر بیش از حد این داده. است

شود و با تنظیم می ها منجر به افزایش دریافت گلوکز انتقال دهنده
توان منجر به تجمع مسیر بیوسنتز گلوکز میکردن اولین مرحله

در تولید اتانول % 15ی در حدود اسیدلاکتیک شد که یک افزایش
Gutierrez-Lomeli(د شوحشی مشاهده در مقایسه با سویه et

al. 2008; Rossi et al. 2010(.

غاز آRGT2و SNF3حسگرهاي رسانی گلوکز بوسیلهپیام
Rgt1رونویسی Repressor)(مهارکنندهدر این مسیر. شودمی

به پیشبر ژنهاي مهارکنندهاین در غیاب گلوکز. نقش مهمی دارد
HXTمهارکنندهها بویسیله یکسري متصل و از رونویسی این ژن

کند جلوگیري میStd1و Cyc8 ،Tup1 ،Mth1دیگر از جمله 
)Lakshmanan et al. زمانی که گلوکز در محیط وجود .)2003

به و منجرمتصلRGT2و SNF3حسگرهاي دارد به 
(Yeast casein kinase)بوسیلهStd1و Mth1ریلاسیون فسف

Yck1/2سپس. شودمخمري میMth1 وStd1 در کمپلکس
(SCFGr1-ubiquitin-Ligase)تینه شده و در نهایت در یئکویوبی

26Sاز طرفی . )1شکل (شوندیه میزوم تخریب و تجزاپروتئ
pKA)protein kinase A( باعث فسفریلاسیونRgt1 شده و در
فسفریله شده از پیشبر ژنها جدا و رونویسی Rgt1آن نتیجه

Kim(د گیرصورت میHXTژنهاي  et al. 2003(.

حسگر در غشاي پلاسمایی از طریق میزان حضور این دو
ندوسیتوز و انتقال آنها به واکوئل سلول و در نهایت تخریب و ا
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با توجه به این . شودتجزیه در این اندامک سلولی کنترل می
میل ترکیبی کمی با گلوکز دارد و زمانی که میزان RGT2مطلب

ماند و سلول پایدار میدر سطح،گلوکز در محیط بالاست
SNF3در حالی که. گیردسیگنالینگ گلوکز از طریق آن صورت می

میل ترکیبی زیادي با گلوکز دارد و زمانی که میزان گلوکز در 
هاي جدید نشان بنابراین یافته. ماندپایدار می،محیط پایین است

سطح حسگرها را ،دهد گلوکز موجود در محیط و غلظت آنمی
Roy and Kim(کند ي پلاسمایی مشخص میدر غشا 2014( .

RGT2 درصد تشابه با 73باSNF3 حدودkb100دست پایین
SNF3 روي کروموزومIV قرار دارد(Wolfl et al. 1996).

در داخل پلاسمیدRGT2ازي ژن سهدف این تحقیق همسانه
pGEM-Tباشدآمینواسیدي میو بررسی آن از نظر ترادف ژنی و .

، ژن مورد نظر با آنزیم برشی متناسب با بعد از تایید صحت توالی
برش داده شد و جهت افزایش راندمان pGBKT7پلاسمید بیانی

همچنین. سازي شدتولید اتانول در پلاسمید بیانی مخمر همسانه
وشیمیایی توالی پروتئینی بدست آمده با یهاي فیزیکویژگی

Swiss-Protهاي اختصاصی موجود در پایگاه استفاده از بررسی

هاي این هاي فیلوژنتیکی با سایر ژنشده و بررسیبینیپیش
.خانواده صورت گرفت

هاروشومواد

ایی و ایرانی بوده که در نانوسویهS. cerevisiaeمخمر سویه
شود و از مرکز ملی ذخایر ژنتیکی و پزي استفاده میشیرینی

، Escherichia coliباکتري Top10نژاد . زیستی ایران تهیه شد
VCمارکر  1kb DNA LadderبافروآنزیموT4 DNA ligase

شرکت سیناژن، سیستم Vivantis ،PCR Master Mixشرکت 
pGEM-T VectorشرکتPromegaد و پلاسمیpGBKT7

آنتیهاي برشی از شرکت سیناژن، آنزیم، Clontechشرکت 
آغازگرهاي، کانامایسین و سیلینآمپیبیوتیک

Fext: 5’-ATGAACGATAGCCAAAACTG

Fint: 5´-TCATTTCCAGTTATCAGTGG

Rint: 5´-CAACTTTCCAGCGTTCTTGA

Rext:5’-TTATTGGGGGGAAGTGTATTG

YPD (Yeast Extract Peptoneمحیط کشت اختصاصی.استفاده شد

(Dextrose شرکت ازمخمرعصارهوپپتوندکستروز،حاوي
Merckآلمان تهیه شده بود .

Gancedo(در حضور گلوکزSNF3/RGT2مسیر سیگنالینگ -ب.در غیاب گلوکزSNF3/RGT2مسیر سیگنالینگ -الف-1شکل 2008(.

Figure 1- SNF3/RGT2 signaling pathway in the absence of glucose (A), and in the presence of glucose (B)
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pGEM-T یک پلاسمید خطی باTدرانتهاییآویزانمنفرد
پلاسمید شدنحلقويازشکلاینبهکهاست3´انتهاهاي 
PCRمحصولبارالیگاسیونواکنشکاراییوکردهجلوگیري

AیککهحرارتبهمقاوممعینپلیمرازهايDNAباشدهتکثیر

پلاسمید این. دهدمیافزایشکنند،میاضافههاآن5´انتهاهاي به 
آر ان اي پلیمراز در طرفین ناحیهSP6و T7پیشبرهايشامل
داخلدرهمآنبرشیهايسایتناحیه.تساهاي برشیسایت
ست اشدهواقعگالاکتوزیداز-βپپتید آنزیم α–کدکنندهناحیه

).الف2شکل (

کدکنندهتوالیحاوي،بیانیپلاسمیدیکpGBKT7پلاسمید
GAL4)(GalactoseرونویسیفاکتورDNAبه اتصالمیند

این . استADHL (Alcohol dehydrogenase)و پیشبر مخمري
سازي وکتور داراي چندین سایت برشی اختصاصی براي همسانه

پلاسمید .داردرا S.cerevisiaeو E.coliبوده و امکان بیان در 
pGBKT7درگزینشبرايکانامایسینبهاومتمقژنحاوي

TRPو ژن E.coliکشتمحیط (Tryptophan)درگزینشبراي
).ب2شکل (باشدمیمخمرکشتمحیط

S. cerevisiaeکشت مخمر

g10حاوي YPDپس از کشت مخمر در محیط اختصاصی 
آگار و رشد g15مخمر و عصارهg10پپتون، g20دکستروز، 

ها با استفاده از لوپ به محیط کشت مایع نیها، تک کلوکلونی
C30°منتقل و به مدت یک شبانه روز در شیکر انکوباتور در دماي 

.ژنومی استفاده شدDNAقرار داده و جهت استخراج 

DNAجداسازي

سوسپانسیون حاصل از کشت مخمرها در محیط کشت مایع
YPD ابتدا توسط سانتریفیوژrpm14000 بر رسوب داده شد و

Harju)(Harjuروي رسوب حاصله بافر  et al. که حاوي 2004
2% Triton X-100 ،1%SDS ،100 mM NACL ،10 mM Tris-

Hcl(pH 8.0) ،1 mM EDTAها دو تیوبمیکرو.  است اضافه شد
درجه95در دماي یک دقیقه دقیقه در اتانول مطلق سرد و 

تکس شد در ادامه قرار گرفتند، این مرحله تکرار و ورگرادسانتی
با افزودن کلروفرم، ورتکس و سانتریفیوژ، فاز بالایی به تیوب 

-20جدید منتقل، و بر روي آن اتانول مطلق اضافه و در دماي 

مخمر با استفاده از DNAقرار گرفت، در نهایت گرادسانتیدرجه
سازي اسیدنوکلئیک خالص شده و در هاي رسوب و خالصروش

.آب مقطر استریل حل گردیدمیکرولیتر 50-25

تکثیريمحصولسازيخالصوپلیمرازايزنجیرهواکنش

با استفاده RGT2ابتدا آغازگرهاي مناسب به منظور جداسازي ژن 
:NM)با کد دسترسی NCBIاز توالی موجود در  001180198.1)

ژن از دو آغازگر رفت به دلیل طولانی بودن اندازه.طراحی شدند
واکنش. یابی کامل ژن استفاده شداخلی براي توالیو برگشت د

PCRروي ازنظرموردژنتکثیربرايDNAاثباتبراي و
.تگرفقراراستفادهموردهاوکتوردرژنحضور

بکـار گرفتـه   RGT2سـازي ژن  شمایی از پلاسمیدهایی که در همسانه-2شکل 
پلاسـمید  ) ب(سـازي اولیـه   براي همسـانه pGEM-Tپلاسمید پایه ) الف: (شد

pGBKT7بیانی 

Figure 2- The schematic map of vectors used for cloning of
RGT2 gene: (A) pGEM-T vector for primary cloning (B)
pGBKT7 expression vector.

B

A
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PCR،μl4Master mixواکنشمیکرولیتر20تهیهبراي (5x)،

μl2./ ،آغازگر رفتμl2./ نانوگرم 50آغازگر برگشت وDNA،به
μl6/14استانداردبرنامه. شداضافهاستریلمقطرآبPCRشامل

درجه94رددقیقه4مدتبهاولیهسازيواسرشتهمرحله
هروچرخه35شاملکهتکثیرمرحلهادامهدروگرادسانتی
دمايثانیه50گراد،سانتیدرجه94دمايثانیه60شاملچرخه

دروگرادسانتیدرجه72ي دماثانیه80وگرادسانتیدرجه50
درجه72دمايدردقیقه10شاملپایانیمرحلهیکنهایت
آگارزژلرويPCRتکثیريمحصولازنیمی.بودگرادسانتی

. شوندبررسیشده،تکثیرباندهايتاشدبارگذاريدرصدیک
فرآوردهماندهباقی، شدمشاهدهنظروردمباندآنکهازپس

.شددادهرسوبوسازيخالصشدهتاییدPCRتکثیري

pGEM-Tهمسانه سازي در پلاسمید 

واکنش μl10برايلازممواد،DNAيهقطعدواتصالبراي
pGEMپلاسمید )/.ng300-100)μl5لیگاسیون شامل  -T ،ژن

RGT2)تکثیريرآوردهفPCR3ت نسببه)دهسازي شخالص
،T4-DNA ligase2×بافر)μl5/1( ،)μl5یا ng900(پلاسمیدبرابر

آب مقطر μl5/2و )/.T4-DNA ligase)μl5واحد آنزیم 5
ساعتیکمدتبهوشدریخته /. ml5استریل در تیوب استریل 

درجه4دمايدرشبیکمدتبهسپسواتاقدمايدر
یمی اسفنجانی و تاري نژاد رح(ند شددادهقرارگرادیسانت

2013.(

حرارتی شوكروشبهباکتریاییسلولهايترانسفورماسیون
(Heat-shock)

سلولهايابتداحرارتی،شوكروشبهترانسفورماسیونبراي
واکنشمحصولوگرادسانتیدرجه-70ر فریزازباکتريمستعد

ت مدبهوشدهخارجگرادیسانتدرجه-20ز فریزازلیگاسیون
واکنشمحصولنصفسپسگرفتند،قراریخرويدقیقه15

Escherichia coliسلول مستعد μl50به روي )μl5(لیگاسیون 

یخرويدقیقه45ت مدبهوشدندمخلوطآرامیبهاضافه و 
درجه42ي دمادرثانیه42ا هنمونهسپس.دشدندادهقرار

منتقلیخرويبهدقیقه2سرعتبهوقرارگرفتندگرادسانتی
بدونمایعLBکشتمحیطمیکرولیتر850ادامهدر.دشدن

سرعتباساعتیکمدتبهواضافههابه نمونهبیوتیکتیآن
rpm180شیکردارانکوباتوردرگرادسانتیدرجه37ي دمادر

باکتریاییسلولهاياز μl20-200حدودنهایتدر. قرارگرفتند
مناسببیوتیکآنتیحاويجامدLBط محیرويشده،ترانسفورم

انکوباتوردرشبیکمدتبهوشدندکشتIPTGوX-Galو
هايکلونیسپس.دشدندادهقرارگرادسانتیدرجه37ي دمابا

ازاستفادهباوشدندتاییدآنهارويPCRانجامبارنگسفید
شود،مینامیدهMiniprepاختصار بهکهپلاسمیداستخراجروش
رحیمی اسفنجانی و تاري (قرارگرفتندپلاسمیداستخراجمورد
استخراجپلاسمیدهايرويدیگريPCRانجامبا). 2013نژاد 
جنوبیکرهیابیتوالیمرکزبهیابیتوالیبرايآنها،تاییدوشده

.شدندارسال

pGBKT7سازي در پلاسمید همسانه

جود در آن با موRGT2و ژن ) الف2شکل (pGEM-Tپلاسمید 
برش یافته و روي ژل آگارز با NcoIو PstIهاي برشی آنزیم
الکتروفورز و (Low Melting Point Agarose)ي ذوب پایین نقطه

MCSدر طرفین NcoIو PstIهاي برشیسایت(شد بررسی

، باند مربوط به ژن از ژل )قرار داشتpGEM-Tپلاسمید 
با RGT2لیگاسیون ژن اتصال و. شدسازيجداسازي و خالص

و PstIتوسط دو آنزیم برشی که ) ب2شکل (pGBKT7پلاسمید 
NcoI به خطی شده بود،  انجام و در نهایت پلاسمید نوترکیب

انتقال یافت و Top10نژاد E. coliروش شوك حرارتی به باکتري 
بیوتیک جامد حاوي آنتیLBها روي محیط بعد باکتريدر مرحله

تعدادي کلونی به عنوان در ادامه . گزینش شدندکانامایسین
تاییدآنهارويPCRانجامباوهاي نوترکیب انتخاب کلونی
ودر نهایت استخراج پلاسمیدهاي نوترکیب انجام گرفته .شدند
هضموPCRتکنیک دوازاستفادهبانوترکیبهايکلونی

.گرفتندقراربررسیموردآنزیمی

بررسی توالی

ازاستفادهباآمدهبدستپروتئینشیمیاییوی فیزیکايهویژگی
توالی. گردیدتعیینProtScaleو ProtParamهايبرنامه

درمشابههايپروتئینیافتنمنظوربهآمدهدستبهاياسیدآمینه
ملیمرکزpBLASTبرنامهازاستفادهبااطلاعاتیهايبانک
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گرفتهقرارجستجوردمو(NCBI)آمریکابیوتکنولوژياطلاعات
کهS. cerevisiaeهاي دیگر سویهازپروتئینیتوالیتعداديو

برايوانتخابداشتند،نظرموردتوالیباراشباهتبیشترین
همچنین . گرفتندقراراستفادهموردچندگانهسازيهمردیف

و انواع Rgt2pبررسی فیلوژنتیکی با استفاده از انواع مختلف 

انجام MEGA4افزار قال دهنده هگزوز با استفاده از نرمهایی انتژن
کهS. cerevisiaeهاي دیگر سویهازپروتئینیهايتوالی. شد

بهگرفتندقراراستفادهموردچندگانهسازيهمردیفتهیهبراي
.اندشدهذکر) 1(جدولدردستیابیشمارههمراه

هاي دیگر مخمرسویهآن در اي هاي اسیدآمینهسایر توالیباRgt2pاي شباهت توالی اسیدآمینه-1جدول 

Table 1- Amino acid similarity of obtained Rgt2p with other amino acid sequences in different yeast strains

درصد یکسانی
Identity

درصد تشابه
Similarity

نام سویه
Yeast strain

نام اختصاصی ژن 
gene

دستیابیشماره 
Acc. number

9999Saccharomyces cerevisiae
EC1118

Rgt2pCAY78369.1

99100S. c P301Rgt2pED708408.1

9999S. c x S kudriavzevii VIN7Rgt2pEHN08207.1

9999S. c JAY291Rgt2pEEU08513.1

9999S. c S288cRgt2pNP 010143.1

9999S. c R008Rgt2pEWG86946.1

9999S. c Kyokai no. 7Rgt2pGAA22109.1

9999S. c FostersBRgt2pEGA59412.1

9987S. c x S kudriavzevii VIN7Rgt2pEHN033394.1

7699S. c Vin 13Rgt2pEGA79645.1

8964S. c JAY291Snf3pEEU05315.1

8964S. c P301Snf3pEWG91618.1

8964S. c Kyokai no. 7Snf3pGAA22058.1

بحثوجینتا

RGT2تکثیر ژن 

بـا اسـتفاده از   RGT2ژنـومی مخمـر، ژن   DNAپس از اسـتخراج  
محصـول  . تکثیـر شـد  PCRآغازگرهاي طراحی شده در دسـتگاه 

PCR جفت بازي روي ژل آگـارز بـود کـه بـا ژن     2292یک باند
RGT2 موجود در بانک اطلاعاتیNCBI  شـکل  (مطابقت داشـت

3.(

pGEM-Tیر شده در پلاسمید تکثDNAسازي همسانه

DNA تکثیر شده از واکنشPCR براي ژنRGT2خالصازپس
pGEM-Tدر وکتـور  PCRمحصـول مانـده بـاقی رويازسازي

واردبـا پپتید α–شدن غیرفعالوکتورایندر. شدهمسانه سازي
هـاي ینوکل ـ(هـا نوترکیـب شناسـایی اجازهالحاقی،DNAشدن
ایـن بهاستنادبا.دهدمیآبی -سفیدلگرياغربطریقازرا)سفید

انتخاب)سفید(نوترکیبهاينیوکلازتعدادي،پلاسمیدویژگی
شـد تاییـد هانیوکلآنرويPCRبالیگاسیونواکنشدرستیو
).4شکل (
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.Eتراریـزش ازپـس ژنحضوربرايهاکلونیتاییدمراحل

coliپلاسمید باpGEM-T+ RGT2

بـراي شـده سازيهمسانهDNAقطعهیابیتوالیکهاینبهتوجهبا
ازتعـدادي بنـابراین بـود، نشـده مشـخص هنـوز RGT2ژن 

پلاسـمید بـا تراریـزش واکـنش ازپـس کـرده رشـد هاينیوکل
pGEM-T+ RGT2سـه درشـده کلـون قطعهوجودتاییدبراي

انتخـاب هـاي نیوکلابتداکهترتیببدین.دشدنآزمایشمرحله
اختصاصـی آغـازگر جفـت ازاسـتفاده باوPCRشروبهشده

شـکل  (گرفتنـد قرارارزیابیمورد،سازيهمسانهدرشدهاستفاده
مثبـت PCRدرکـه هـایی نیوکل ـازتعداديدوم،مرحلهدر). 4

اسـتخراج ازپـس .شـدند انتخابپلاسمیداستخراجبرايبودند
اب ـشـده اسـتخراج پلاسمیدDNAرويدیگريPCR،پلاسمید
سازيهمسانهدرشدهاستفادهاختصاصیآغازگرجفتازاستفاده

-pGEMبـرش آنزیمـی پلاسـمید    در نهایت ). 5شکل (شدانجام

T+RGT2 با دو آنزیم برشیPstI وNcoI  که در دو طرف سـایت
دادنشانواکنشایننتیجه.برش اختصاصی قرار دارند انجام شد

پلاسـمید ایـن دربـاز فـت ج2292ی تقریباندازهباايقطعهکه
). 6شکل (استشدهسازيهمسانه

بـا  RGT2ژن DNAحاصـل از تکثیـر   PCRمحصولالکتروفورز-3لشک
مـورد هاندازباکهبازيجفت2292باند آغازگرهاي اختصاصی طراحی شده،

M(Kb). چهـار تکـرار مسـتقل هسـتند    4و 3، 2، 1.مطابقـت داشـت  انتظار

.kb1مارکر 

Figure 3- Electrophoresis of PCR product resulting from RGT2 gene
amplification with specific designed primers, 2292bp band Corresponds
to expected size. 1, 2, 3, 4 are four independent replications. M(Kb) is
1kb DNA ladder 500 to 10000bp.

ازتعداديبررسیازحاصلPCRتصویر الکتروفورز محصول -4کلش
باتراریزشازپسانتخابیمحیطرويکردهرشدنوترکیبايهینوکل

، مشاهده RGT2ژن اختصاصیآغازگرجفتازاستفادهبالیگاسیونمحصول
.ندکمیتاییدراهانیوکلدرشدهسازيهمسانهقطعهحضورbp2292باند 

.مارکرM(Kb). چهار تکرار مستقل هستند4و3، 2، 1

Figure 4- Electrophoresis of PCR product by using specific primers of
RGT2 gene on recombinant colonies after transformation with ligation
product and growing on selectable media, the observation of 2292bp band
confirmed physical presence of cloned vector into colonies. 1, 2, 3, 4 are
four independent replications. M(Kb) is 1kb DNA ladder 500 to 10000bp.

ازتعـدادي بررسـی ازحاصـل PCRتصویر الکتروفـورز محصـول   -5شکل
اختصاصـی آغـازگر فـت جازاستفادهباشده،استخراجنوترکیبپلاسمیدهاي

درشـده سـازي همسـانه قطعـه حضورbp2292ي باند ِ، مشاهدهRGT2ژن 
M(Kb). چهـار تکـرار مسـتقل هسـتند    4و3، 2، 1. نـد کمیتاییدرانیهاوکل

.مارکر

Figure 5- Electrophoresis of PCR product by using specific primers of
RGT2 gene on extracted recombinant plasmid, the observation of 2292bp
band confirmed physical presence of cloned fragment into colonies. 1, 2,
3, 4 are four independent replications. M(Kb) is 1kb DNA ladder 500 to
10000bp.
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بـا  شـده جاسـتخرا برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب تصویر الکتروفورز -6شکل
ــزیم ــد ِمشــاهده.NcoIو PstIبرشــی هــاي آن ــهحضــورbp2292بان قطع

.مارکرM(Kb). ندکمیتاییدراشدهسازيهمسانه

Figure 6- Electrophoresis of recombinant plasmid digested with PstI and
NcoI restriction enzymes, the observation of 2292bp band confirmed
physical presence of cloned fragment. M(Kb) is 1kb DNA ladder 500 to
10000bp.

.
حاصـل پلاسـمید DNAهـاي نمونهازعددچهارد تعدابنابراین،

نتایج توالی یـابی  .شدارسالیابییتوالمرکزبهتوالیتعیینبراي
بـــــر روي RGT2بـــــراي ژن SP6و T7آغـــــازگربـــــا دو 
انگر ایـن بـود کـه موقعیـت قرارگیـري آن      نمایpGEM-Tپلاسمید

پلاسمید در جهت معمـولی  (MCS)روي سایت برشی اختصاصی 
قــرار دارد و یــک T7در ســمت ATGباشــد و کــدون آغــاز مــی

در ادامـه ایـن ژن بـا    . نمایـد اسیدآمینه را رمز مـی 763پروتئین با 
pGBKT7در پلاسـمید NcoIو PstIهاي برشـی  استفاده از سایت

شـده از بـرش   سـازي همسانهبراي تایید قطعه. شدسازيهمسانه
MCSکـه در دو طـرف   NcoIو PstIآنزیمی با دو آنـزیم برشـی   

بررســی ).7شــکل (قــرار دارد اســتفاده شــد pGBKT7پلاســمید 
ازاستفادهباآمدهبدستپروتئینشیمیاییوی فیزیکهاي ویژگی
وشـده سـبه محامولکـولی وزنکهدادنشانProtParamبرنامه
بـا فرمـول   Rgt2pپـروتئین شـده بینـی پـیش یزوالکتریـک انقطه

173/83بـــه ترتیـــب برابـــر ،C3737H5805N97701126S23مولکـــولی 
بوده و شاخص ناپایداري آن در لولـه آزمـایش   68/5کیلودالتون و 

هــاي پایــدار مــی باشــد کــه در رســته پــروتئین39/36در حــدود 
.شودبندي میتقسیم

(بـــرش آنزیمــی پلاســـمید نوترکیــب   تصـــویر الکتروفــورز  -7شــکل  

(pGBKT7+RGT2برشـی  هـاي  بـا آنـزیم  شـده استخراجPstI وNcoI،.

مـی تاییدراشدهسازيهمسانهقطعهفیزیکیحضورbp2292ي باند ِمشاهده

.kb1مارکرM(Kb).ندک
Figure 7- Electrophoresis of recombinant plasmid (pGBKT7+RGT2)
digested with PstI and NcoI restriction enzymes, the observation of
2292bp band confirmed physical presence of cloned fragment. M(Kb) is
1kb DNA ladder 500 to 10000bp.

به عنوان یک عامل مهـم بـه منظـور    (Aliphaticهمچنین شاخص 
و نیمـه عمـر ایـن    ) برابـر حـرارت  هـا در  برآورد مقاومت پروتئین
محاســبه شــده بوســیله برنامــه    in vivoپــروتئین در محــیط  

ProtParam ، د ساعت محاسبه ش ـ20حدوددر و 33/95به ترتیب
که بیانگر پایداري و مقاوم بـودن پـروتئین در برابـر حـرارت مـی      

Gasteiger)باشـد  et al. محاسـبه  Hydropathyشـاخص  . (2005
DoolittleوKyteروشبـه ProtScaleبرنامـه ازاسـتفاده باشده

بـالا، احیاءکنندگی، به دلیل خاصیت Rgt2pپروتئینکه نشان داد
Kyte and Doolittle)باشـد مـی گریزآبزیاديمیزانبه 1982)

218ترمینال گسترش یافتـه از ایـن پـروتئین شـامل     C. )8شکل (
سیتوپلاسم قـرار  اسید آمینه است که از غشاي پلاسمایی به سمت 

دامنه انتقـال دهنـده درون غشـایی    12داراي RGT2حسگر . دارد
پیـام رسـانی و   ). 9شکل (است که در شکل نشان داده شده است

هـاي  سیگنالینگ گلوکز از طریق اتصال گلـوکز بـه یکـی از دامنـه    
شـود  کنـد ایجـاد مـی   سیگنال عمل میغشایی که به عنوان گیرنده

)Ozcan et al. 1998(.
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Rgt2pتوالی پروتئین Hydropathicبررسی شاخص -8شکل 

Figure 8- Survey on Hydropathic index of Rgt2 protein sequence.

.اندشدهگذاريشماره12ا ت1ازدهندهانتقالهايدامنهRgt2p.گلوکزحسگرازبعديدوتوپولوژي-9شکل

Figure 9- Two dimension topology of Rgt2p glucose sensor. Protein transduction domains are numbered from 1 to 12.

هـاي دیگـر   از سـویه Rgt2pبا سـایر  آمدهبدستپروتئینیتوالی
که بیشترین شباهت را داشتند با اسـتفاده از S. cerevisiaeر مخم

شــــدمقایســــهMultAlinآنلایــــنافــــزارنــــرم
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/)) نتایج). 10شکل

پروتئین بدست آمده بالاترین تشابه را بانشان داد کهآمدهبدست
Rgt2p از مخمــرS. cerevisiaeســویهP301100میــزان بــه %

همچنـین  . داردsimilarity and identity)(یکسانی% 99تشابه و 

.EC1118،Sهاي با سویه c. x S kudriavzevii VIN7،JAY291،
S288c،R008،Kyokai no. 7،FostersB تشـابه  %  99میـزان  به

بررسی درخت فیلـوژنتیکی هـم   ).1جدول (یکسانی دارد % 99و 
دهـد  رسم شده است نشان میMEGA4افزار م که با استفاده از نر

هاي همتاي خود ژن مورد بررسی ارتباط خیلی نزدیک با سایر ژن
).11شکل (دارد S. cerevisiaeهاي دیگر مخمر در سویه
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.Sهاي دیگر مخمر هاي سویهRgt2pاي سایر با توالی اسیدآمینهpGEM-Tمید شده در پلاسسازيهمسانهRgt2pاي اي توالی اسیدآمینههمردیفی مقایسه-10شکل 

cerevisiae موجود درNCBIي با استفاده از برنامهMultialign .دهدهاي مورد توافق را پس از مقایسه نشان میردیف آخر توالی.

Figure 10- The obtained Rgt2 Amino Acid sequence was aligned with other sequences of the same protein in S. cerevisiae by using of Multialign program.

The last row shows the consensus sequences after alignment.
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 S.c Iranian

 S.c P301

 S.c EC1118

 S.c x S.kudriavzevii VIN7

 S.c JAY291

 S.c ROO8

 S.c FostersB

 S.c S288c

 S.c Kyokai no.7

 S.c x S.kudriavzevii VIN7(2)

79

73

59

51

20

21

39

موجـود در بانـک اطلاعـاتی    S. cerevisiaeهـاي دیگـر   خود در سـویه هاي همتايیابی شده با سایر ژنتوالیRgt2pاي درخت فیلوژنتیکی توالی اسیدآمینه-11شکل 

NCBIافزار با استفاده از نرمMEGA4رسم شد.

Figure 11- Phylogenic tree of Rgt2 amino acid sequence with other peer genes existed in NCBI for other strain of S. cerevisiae. This tree was drawn by

MEGA4 software

موجـود در  S. cerevisiaeهـاي هگـزوز  دهنـده هاي انتقالسویه ایرانی با سایر ژنS. cerevisiaeمخمر RGT2درخت فیلوژنتیکی توالی نوکلئوتیدي ژن -12شکل 

.آورده شده استکد دسترسی هر ژن داخل پرانتز . رسم شدMEGA4افزار با استفاده از نرمNCBIبانک اطلاعاتی 

Figure 12- Phylogenic tree of RGT2 gene sequence from Iranian strain of S. cerevisiae with other hexose transporter genes existed in NCBI. This tree was

drawn by MEGA4 software and accession number of each gene was brought into parenthesis.
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بـا  RGT2به منظور آشکارسازي و کشف روابط خویشـاوندي ژن  
براین . دهنده هگزوز، آنالیز کلاستر انجام شدهاي خانواده انتقالژن

هـاي ایـن   ارتبـاط نزدیکـی بـا ژن   RGT2اساس مشخص شد ژن 
از ایـن  SNF3خانواده دارد و بیشترین ارتباط و شـباهت را بـا ژن   

در سطح پـروتئین  BLASTنتایج . )11شکل(ي ژنی دارد خانواده
بـا  %) 89یکسـانی  % (64نشان داد پروتئین مورد بررسـی شـباهت   

Snf3p     حسگر مهـم دیگـر گلـوکز در مخمـرS. cerevisiae دارد
).1جدول (

هاي هگزوز روي پلاسمیدهاي مختلف دهندهژنی انتقالخانواده
شده در و افزایش تولید اتانول در سویه مهندسی سازيهمسانه

به طور مثال . وحشی مخمر مشاهده شده استمقایسه با سویه
Rossi هااز بین این انتقال دهنده)2010(و همکارانHXT7 و
HXT1 و افزایش تولید اتانول را در سویهسازيهمسانهرا

HXT7 ،HXT1نیز2012در سال . مهندسی شده مشاهده کردند

Condida intermediaاز) یلوزي زادهندهانتقال(GXS1 ،GXF1و

-MT8و به مخمرسازيهمسانهpUPG1را به پلاسمید

1/XkdXIکار با پلاسمید شاهد در نهایت نتیجه. منتقل کردند
این نتایج به طور . مقایسه و افزایش تولید اتانول مشاهده شد

- ها در مخمر میدهند که افزایش بیان انتقال دهندهآشکار نشان می

تسهیل مصرف گلوکز بهبود انایی تولید اتانول را بوسیلهتواند تو
Takanori(بخشد  et al. طریقازHXT2در ایران نیز ژن .)2012

ا و جدایرانیسویهسرویزیهساکارومایسسازPCRسازيبهینه
شمارهباژناین. سازي شدهمسانهpTZ57R/Tدر پلاسمید 

JQسترسی د شدهثبتژنجهانیبانکدر323554.1
Amiri).(است et al. 2011

سازي همسانهpGEM-Tي ابتدا در پلاسمید پایهRGT2توالی ژن 
سازي هاي برشی براي همسانهازآنزیماستفادهشد تا محدوده

قويپیشبریکبهنیازژناینبیانبراي. افزایش یابد
GAPDH-promoterو ADH-promoterنظیر (Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase باعثپیشبرهااینکهباشدمی(
مخمرهايسلولتوسطقندهاي هگزوزجذبمیزانافزایش

در ادامه . شوندتخمیري میفرآیندطیالکلو افزایش تولید
است ADH-promoterکه حامل pGBKT7این ژن در پلاسمید 

بسیارمخمردرپروتئینبیانبرايپلاسمیدنای.سازي شدهمسانه
درآنبیانجهتRGT2ژنانتقالبرايآنازو باشدمیمناسب
. شدخواهداستفادهمخمر

نهاییگیرينتیجه

اي، همردیفی مقایسه(براساس آنالیزهاي مختلف بیوانفورماتیکی 
یابی شده توالیمشخص شد قطعه) بلاست، درخت فیلوژنتیکی

هاي سویهS. cerevisiaeمخمرRGT2زیادي با توالی ژن شباهت
و جداسازيازگزارشاولیناین.داردNCBIثبت شده در دیگر 

این .ژنتیک در ایران استمهندسیطریقازژناینسازيهمسانه
ونوترکیبپلاسمیدهايتولیدپیشرفتبرايمطالعه راهی 

است باامید.استآیندهمطالعهبرايژناینبیان
دهنده ژنهاي انتقالسایروژناینرويبررسی بیشتر

افزایشجهتنوترکیبآینده مخمردراحتمالاًهگزوز
.نمودتهیهS. cerevisiaeتخمیرطیالکلتولیدراندمان

دانشگاهپژوهشیمحترممعاونتاز:قدردانیوتشکر
پژوهشاینمالیتامینبخاطرآذربایجانمدنیشهید
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he yeast Saccharomyces cerevisiae has 20 genes that encode Hexose Transporter
proteins, including HXT1-HXT17, GAL2, SNF3 and RGT2. Two of these genes
(SNF3 and RGT2) act as glucose sensors while the HXT1-HXT17 genes function
in direct transportation of glucose. Earlier research has shown that alcohol

fermentation can be augmented by increasing the expression of these genes, resulting in
increasing ethanol production. The aim of this study was the identification and isolation
of the Restores Glucose Transport 2 (RGT2) gene from Saccharomyces cerevisiae
genome. Specific primers were employed in PCR so as to clone RGT2 into a vector
under a suitable expression promoter for recombinant yeast. After gene amplification,
ligation was achieved between the amplified fragments and pGEM-T vector and the
recombinant colonies were identified by the blue-white screening method. Candidate
recombinant plasmids were sequenced. The nucleotide sequence of the open reading
frame was found to be 2292 bp long with a deduced amino acid of 763 residues. The
estimated molecular mass and the predicted isoelectric point of the deduced polypeptide
were 83.173 kDa and 5.68 respectively. The deduced protein sequence showed a high
similarity to RGT2 sequences in the NCBI database, especially with P301 strain of
Saccharomyces cerevisiae (100 % similarity). Finally, the RGT2 gene was cloned into
the pGBKT7 expression vector which is suitable for protein expression in yeast via the
restriction sites NcoI and PstI. A phylogenic study of the RGT2 gene and other hexose
transporter families showed that this gene has the most similarity with SNF3. Therefore,
by isolation, cloning and sequence identification and transformation of this gene into
yeast, ethanol production via alcohol fermentation can be increased.

Cloning, RGT2, Fermentation, Saccharomyces cerevisiae
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