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 کراتين سوبستراي حضور در تنها آنزيم اين. باشد مي طبيعت در پروتئوليتيک هاي آنزيم از کراتيناز

 سويه از مطالعه اين در. دهد مي قرار هدف مورد را سولفيدي دي پيوندهاي عمدتاً و شود مي توليد

 ژن استخراج براي بود، شده جدا مرغداري بستر از قبلا که  Bacillus licheniformisباکتريايي

 استخراجژنومي  DNA با استفاده از PCRروش  با کراتيناز ژن تکثير واکنش. شد استفاده کراتيناز

 ناقل به T/A سازي همسانه روش با کراتيناز ژن سازي، خالص از پس. شد انجام بومي باکتري از شده

pTZ57R/T محصول بين اتصال واکنش انجام از پس. شد منتقل PCR حامل و pTZ57R/T، 

 واکنش انجام. گرفت صورت DH5α سويه اشرشياکلي باکتري به لايگيشن محصولات ترنسفورم

PCR آغازگرهاي از استفاده با F. B. 1 و R. B. 1 پلاسميد روي ker- pTZ57R/T، ژن تکثير به منجر 

 انتقال براي NcoI و XhoI هاي آنزيم برش  توالي داراي که دش باز جفت 9964 طول به کراتيناز

 شده شناسايي هاي کلني از نوترکيب پلاسميد استخراج. بودند pET-26b)+( بياني وکتور به مناسب

 بر باکتريايي هاي کلني رشد که شد داده انتقال BL21 سويه اشرشياکلي باکتري به و گرفت صورت

-ker-pET سازه آميز موفقيت انتقال از نشان کانامايسين بيوتيک آنتي حاوي آگار LB محيط روي

26b(+) پس مولکولي وزن. شد انجام نظر مورد ژن نوکلئوتيدي توالي تعيين. داشت سويه اين به 

 بار. شد زده تخمين دالتون کيلو 88/31871 معادل پروتئيني توالي به نوکلئوتيدي توالي ترجمه از

 اين. باشد مي پپتيدي سيگنال داراي و 73/84 آليفاتيک ضريب با -001/0 معادل پروتئين خالص

 اسيد و 968 هيستيدين ،937  آسپارتيک اسيدآمينه فعال هاي جايگاه با پروتئاز سرين يک آنزيم

 کراتيناز آنزيمدهد که  طورکلي نتايج مطالعات بيوانفورماتيکي نشان مي هب. باشد مي 325 سرين آمينه

که قابليت استفاده در صنايع مختلف را دارا  گيرد مي قرار پايدار هاي آنزيم دسته در طالعهم مورد

 .باشد مي

 های کلیدی‬واژه
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 جهان، سراسر در. است پر داشتن پرنده، صفت ترین اختصاصی

 چیزی تعداد این از که شده کشتار مرغ میلیارد 22 از بیش سالانه

 پودر از حاضر حال در. شود می تولید پر تن میلیون 5/8 حدود در

 از آن، نیتروژن بالای محتوای به توجه با نیز و دام تغذیه برای پر

 استفاده کشاورزی های زمین در خیز حاصل کود تولید برای پر

 از پر(. ;Kondamudi et al. 2009 Abdoli et al. 2014) شود می

 تشکیل چربی درصد 8 تا 1 و( کراتین) پروتئین درصد 62 تا 62

 استفاده مورد خوراکی ماده این(. Forgács et al. 2013) است شده

 هضم قابلیت با سیستئین درصد 5 الی 5/2 حاوی ،دام تغذیه در

 لیزین مانند آمینه اسیدهای از بعضی نظر از و باشد می درصد 92

 در کالری کیلو 1122 آن متابولیسم قابل یژانر. دارد محدودیت

 خصوص به آن در موجود های ویتامین و باشد می کیلوگرم

 باشد می غلات دانه حدود در B دسته های ویتامین

(Deivasigamani and Alagappan 2008 .)تجزیه برای ابتدا در 

 روش این که شد می استفاده بخار فشار و قلیایی هیدرولیز از پر

 و لیزین ،متیونین مثل ضروری ی آمینه اسیدهای تخریب باعث

 و بوده پائین ارزش با مغذی مواد تولید نتیجه در و هیستیدین

(. Matikeviciene et al. 2009) بود بر هزینه بسیار روشی همچنین

 از استفاده محدودیت این بر غلبه جهت اخیر های سال در بنابراین

ه کرد پیدا رواج پر غذایی ارزش بهبود جهت میکروبی های آنزیم

 وسیله هب تواند می کراتین(. Kumar and Singh 2013)است 

 طور هب که ها میکروارگانیسم از بعضی توسط شده ترشح کراتیناز

 در و جذب قابل و کوچکتر های مولکول به را کراتین طبیعی

 ها، باکتری رشد برای غذایی منبع یک عنوان به استفاده قابل نهایت

 از کراتیناز(. Bernal et al. 2006) شود تجزیه کنند، می تبدیل

 .Tatineni et al) باشد می طبیعت در پروتئولیتیک های آنزیم

 شود می تولید کراتین سوبسترای حضور در تنها آنزیم این(. 2008

. دهد می قرار هدف مورد را سولفیدی دی پیوندهای عمدتاً و

 توسط کراتیناز تولید بر مبنی زیادی های گزارش

 ;Kojima et al. 2006) دارد وجود مختلف های میکروارگانیسم

Riffel et al. 2007; Wang et al. 2010)  ها، قارچ توسط آنزیماین 

 بالا حرارت درجه و قلیایی pH در ها باکتری و استرپتومایسس

 توسط شده تولید کراتیناز(. Poopathi et al. 2014) شود می تولید

 و ها کننده پاک صنایع در کود، تهیه تغذیه، در ها، میکروارگانیسم

 کاربردی صنایع در تخمیر تکنولوژی در و داروسازی سازی، چرم

 برای(. Gupta and Ramnani 2006) باشد می اهمیت حائز بسیار

 .Virio sp و B.licheniformis PWD-1 از حاصل کراتیناز مثال

kr2 کار هب دام تغذیه در توانند می دارند، نقش پر هیدرولیز در که 

 توانند می آنزیم این چنین هم(. Odetallah et al. 2003) روند

 دمایی تیمار و ها کننده پاک حضور با را prion از ناشی عفونت

 B. subtilis از حاصل کراتیناز سازی، چرم صنایع در. دهد کاهش

S14 بدون دارد پوست روی موهای زدودن در چشمگیری قابلیت 

(. Macedo et al. 2005) شود کلاژن تجزیه باعث اینکه

 پراکنده طبیعت در وسیعی طور هب قلیادوست های میکروارگانیسم

 میان در. نمود یافت جا همه در را ها آن توان می تقریباً و اند شده

 توجهی قابل اهمیت از باسیلوس های گونه ها، میکروارگانیسم این

  .باشند می برخوردار بیوتکنولوژی کاربردی های برنامه در

 از حاصل تولیدی کراتیناز بررسی از پس گروهی از محققین

Bacillus sp. که کردند پیدا دست نتیجه این به پر پودر تجزیه در 

 تری بیش درصد دارای ها میکروارگانیسم توسط شده هیدرولیز پر

 هیدرولیز پر به نسبت دام تغذیه جهت ضروری آمینواسیدهای از

 Deivasigamani and) هستند مکانیکی، های روش توسط شده

Alagappan 2008) .به محققین از گروهی ،2212 سال در 

 های باکتری خصوصیات بررسی و شناسایی جداسازی، ی مطالعه

 و موروفولوژی مطالعات نتایج. پرداختند پر کننده تجزیه

 .کردند معرفی ها باسیلوس جزء را موجود های باکتری بیوشیمیایی،

 کننده تولید های باکتری که، کردند گزارش چنین هم محققین این

 22 دمای ، pH 7-5/7 خاص؛ شرایط در ،باسیلوس گونه کراتیناز

 و سوبسترا عنوان به پر پودر درصد 2 حضور گراد، سانتی درجه

 قرار قلیایی پروتئازهای دسته در ساعت، 69 مدت به کشت

 (.Pandian et al. 2012) گیرند می

 دام تغذیه در افزودنی یک عنوان به ها آنزیم از استفاده طورکلی هب

 زیادی مطالعات گذشته، دهه در. است یافته افزایش سرعت به

 صورت طیور عملکرد بر اگزوژنوز های آنزیم اثر بررسی منظور به

 واحد نتیجه یک به توان می مطالعات این بررسی با. است گرفته

 خوراک در استفاده برای مهم ابزار یک آنزیم که، کرد پیدا دست

 به ها آنزیم اجتماعی و اقتصادی منافع هرچند. باشد می طیور

  مقدمه
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 ها آنزیم رسیدن برای حال، این با. باشد می آشکار و واضح خوبی

 سطوح مطابقت برای ویژه هب صنعت، در خود کامل پتانسیل به

 های محیط در آن عملکرد چگونگی و سوبسترا و آنزیم مختلف

 از .است نیاز تری بیش تحقیقات به مختلف، حیوانات روده متغیر

 انسان غذایی مسمومیت منابع توانند‌می اهلی حیوانات طرفی

 برای استراتژهایی باید خطر این حذف یا کاهش برای لذا باشند،

 انسان غذایی زنجیره به حیوانی های عفونت ورود از جلوگیری

 ترین‌مدرن از PCR (.Ahsani et al. 2011) کنند پیدا توسعه

 با مقایسه در عفونی های‌بیماری تشخیص در ها‌تکنولوژی

 قابل و تر‌سریع بسیار که شده داده نشان و است سنتی های‌تکنیک

. هستند مشاهده قابل نتایج ساعت چند طی در و است اعتمادتر

PCR را باکتریایی های عفونت مستقیم و تر سریع تشخیص 

 .Ahsani et al) آورد‌می فراهم کلینیکی های‌نمونه از مستقیما

 شناخت برای تمایل ژنتیک، علم پیشرفت با چنین هم(. 2010

 افزایش زیستی های پدیده توجیه منظور به ها‌ژن تر بیش هرچه

 به و سلول عملکرد ریزی برنامه در اصلی عاملعنوان  به ژن .یافت

 کهصورتی  هب. شد شناخته زنده موجود های ویژگی کنترل آن دنبال

 مولکولی تحقیقات در نیاز مورد اتتجهیز اخیر، دهه چند در

 مولکولی تحقیقات امروزه و است یافته افزایش ای‌گسترده طور به

 دست به اطلاعات. است زیستی های آزمایشگاه رایج مطالعات جزو

 در زیستی، های داده تحلیل بیوانفورماتیک از علم وسیله به آمده

 و ها شباهت یافتن برای اطلاعاتی های‌بانک در ها توالی بررسی

 و ها ژن محصولات عملکرد و ساختار گویی پیش ژنی، های تفاوت

 کمک پروتئینی های‌توالی و ها ژن میان فیلوژنتیک ارتباط یافتن

 لذا،(. Hadizadeh et al. 2013; Hadizadeh et al. 2014) کند می

 و اشرشیاکلی در کراتیناز ژن سازی همسانه پژوهش این هدف

 .بود آن بیوانفورماتیکی خصوصیات از برخی بررسی

 

قبلا از  که  B. licheniformisدر این مطالعه از سویه باکتریایی

عنوان یک سویه جدید در پایگاه  بستر مرغداری جدا شده بود و به

و استوک آن در  LT669765.1 با شماره دسترسیای  اطلاعات داده
o
C72-  استفاده شد کراتینازنگهداری شده بود برای استخراج ژن .

های  عنوان میزبان بهBl21 و  DH5α اشرشیاکلایهای  سویه

هشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست کلونینگ موجود در پژو

 .  فناوری ایران استفاده شد

oموجود در  ی ری جدا شدهاز استوک باکت
C72-کشت  یط، در مح

OD)کدورت  ین کهپس از ا. داده شد ، کشت1براث ینتنوتر
   )

 لیتریلیم 1 ید،رس 2/2نانومتر به  922کشت در طول موج  یطمح

 12بود، به مدت  یباکتر 126حدوداً  یکشت را که حاو یطاز مح

. شد یختهدور ر ییشد و محلول رو یفیوژسانتر g2222با  یقهدق

 DNA یصتخل یتبا استفاده از ک یژنوم DNAسپس استخراج 

(peqlab )از استفاده با .یرفتو مطابق دستورالعمل آن انجام پذ 

، (Thermo, USA) اسپکتروفتومتر ND-1000 نانودراپ دستگاه

 نوری جذب نسبت چنین هم و شده استخراج DNA غلظت

 در آن پروتئینی بقایای نوری جذب به ،nm292 در اسیدنوکلئیک

nm282 و غلظت آگارز، ژل الکتروفورز انجام با .دش گیری اندازه 

 .شد بررسی شده استخراج DNA خلوص

 آن، تکثیر و باکتری ژنوم از کراتیناز ژن استخراج جهت

 نوکلئوتیدی توالی از استفاده با  معکوس و  مستقیم آغازگرهای

 شده ثبت های سویه کراتیناز ژن توالی اساس بر ژن انتهای و ابتدا

 در را( درصد 66 شباهت با) شباهت ترین بیش که NCBI در

BLAST های سویه در کراتیناز از شده ثبت های ژن کردن 

 شدند طراحی داشتند، هم با مختلف،

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi). منظور به 

 انتخاب pET-26b(+) مطالعه، این در که بیانی حامل به ژن اتصال

 توالی در مناسب،برشی  های آنزیم برش جایگاه بود، شده

 از مناسب، محدودالاثر آنزیم انتخاب برای. شد لحاظ آغازگرها

 حامل( MCS) چندگانه کلونینگ جایگاه در که هایی آنزیم بین

(+)pET-26b، که شدند انتخاب هایی آنزیم داشتند، برش جایگاه 

 برای نیاز مورد بافری شرایط و نداشتند برش جایگاه ژن روی

 های آنزیم فوق، نکات به توجه با. بود مشابه نیز عملکردشان

NcoI و XhoI از پس .شدند انتخاب برشی های آنزیم عنوان به 

 کراتیناز ژن و حامل با ها آن کردن BLAST با آغازگرها، طراحی

 اتصال عدم از بود، شده پرایمر طراحی آن با که ای سویه از حاصل

                                                           
1
 Nutrient broth 

2
 Optical density 

  ها مواد و روش
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 ژن، انتهای و ابتدا از غیر کراتیناز ژن چنین هم و حامل به ها آن

 هنگام ژن خواندن بقا صحت چنین هم .شد حاصل اطمینان

 شروع کد از ،pET-26b(+)بیانی حامل به اتصال از پس ترجمه،

 شد بررسی ExPASy سایت ترجمه ابزار از استفاده با پایان، کد تا

(http://www.expasy.org). استفاده مورد آغازگرهای نهایی توالی 

 1 جدول در نظر، مورد باکتری از حاصل کراتیناز ژن تکثیر جهت

واکنش با استفاده از کیت مستر میکس لیوفیلیزه  .است شده آورده

طبق  و Lµ22در حجم نهایی ( کره جنوبی) Bioneerشرکت 

استخراج شده با غلظت  DNAاز  Lµ1: دستور زیر انجام شد

ng/µL252 ،µL5/2  از هر کدام از آغازگرهای رفت و برگشت و

µL18  از آب استریل در میکروتیوپPCR PREMIX  لیوفیلیزه

برای . قرار گرفت PCRدرون دستگاه  و شده مخلوط

گراد به مدت  درجه سانتی 62سازی اولیه، برنامه دمایی  واسرشت

 62سازی در  سیکل به صورت واسرشت 12پنج دقیقه و سپس 

درجه  52گراد به مدت یک دقیقه، اتصال در دمای  درجه سانتی

درجه  72در سازی  گراد به مدت یک دقیقه، طویل سانتی

سازی  گراد به مدت نود ثانیه و در آخر یک مرحله طویل سانتی

. گراد به مدت ده دقیقه انجام شد درجه سانتی 72نهایی در 

 kb1در کنار مارکر ژنی  PCRمحصول تکثیر یافته توسط 

(Fermentaseآمریکا ، ) درصد الکتروفورز  یکبر روی ژل آگارز

تکثیر با استفاده از کیت  ، محصولPCRپس از تأیید صحت . شد

AccuPrep Gel Gel purification kit (Bioneerجنوبی ، کره )

سازی و در دمای  طبق دستورالعمل شرکت سازنده، از ژل خالص

 .گراد نگهداری شد درجه سانتی -22

به  T/Aسازی  با روش همسانهکراتیناز سازی، ژن  پس از خالص

برای . منتقل شد pTZ57R/Tبه کراتیناز ژن اتصال منظور ناقل به

 با غلظت) PCRمحصول خالص شده  µL 1انجام این واکنش،

ng/µl15) ،µL1  حاملpTZ57R/T ( با غلظتng/µl55) ،12 

 µL 9و( X12) بافر آنزیم لیگاز µL1لیگاز،  T4 DNAواحد آنزیم 

 صورت به مخلوط و µL12آب دو بار تقطیر در حجم نهایی 

o دمای رد ساعت 1 ؛(ساعت 19) شبانه
C22 در ساعت 15 و 

o دمای
C 19، روش از استفاده با اتصال محصول سپس .شد انکوبه 

 توسط شده مستعد اشرشیاکلی DH5α به سویه حرارتی شوک

 غربالگری توسط های مثبت کلنی. دش منتقل کلسیم کلرید

 LB بر روی محیط کشت IPTG و X-galاز  استفاده با سفید/آبی

برای تأیید حضور ژن . سیلین جداسازی شدند جامد حاوی آمپی

. استفاده شد PCR-های سفید، از روش کلنی هدف در کلنی

پلاسمیدهای نوترکیب با استفاده از کیت استخراج پلاسمید 
AccuPrep Nano-plus Plasmid mini Extraction kit 

(Bioneerجنوبی ، کره )سازی  نهاستخراج شدند و برای تأیید همسا

منظور بررسی  پلاسمید مثبت به. مورد هضم آنزیمی قرار گرفتند

وقوع جهش احتمالی برای تعیین توالی به شرکت ژن فناوران 

برای تعیین توالی از آغازگرهای . دشارسال ( تهران، ایران)

 . استفاده شد M13 (-40) Rو  M13 (-40) F  عمومی

سازی  برای همسانه pET-26b(+)در این مطالعه از ناقل بیانی 

 از pET-26b(+) حامل استخراج. استفاده شد کراتینازدوباره ژن 

 لیز روش به حامل، این دارای E. coli DH5α باکتری استوک

 شرکت پلاسمید استخراج کیت با هم و دستی صورت به و قلیایی

Bioneer های حامل آنزیمی برش واکنش .شد انجام pTZ57R/T 

 NcoI های آنزیم با ،pET-26b(+) و( ker- pTZ57R/T) نوترکیب

 آنزیمی برش محصول الکتروفورز از پس .شد انجام XhoI و

 اتیدیوم با آن آمیزی رنگ و آگارز ژل در ،ker- pTZ57R/T حامل

 و شد بریده ژل از دقت با اسکالپل وسیله هب هدف قطعه بروماید،

. گرفت قرار بود شده گیری اندازه قبلاً آن وزن که استریل ویال در

 سپس. شد تعیین شده بریده قطعه وزن ویال، مجدد کردن وزن با

 محصول تخلیص کیت از استفاده با ژل، از DNA سازی خالص

PCR، محصول چنین، هم. شد انجام کیت دستورالعمل مطابق و 

 تخلیص کیت از استفاده با ،(+)pET-26b حامل آنزیمی برش

 در. شد خالص کیت، دستورالعمل مطابق و ،PCR محصول

 از استفاده با شده، خالص های نمونه کیفیت و غلظت نهایت،

 ژن اتصال منظور به .شد تعیین آگارز ژل الکتروفورز و نانودراپ

 مطابق واکنش ترکیبات ،(+)pET-26b بیانی حامل به کراتیناز

 ساعت 1 ؛(ساعت 19) شبانه صورت به و مخلوط هم با 2 جدول

oدمای  در
C22 دمای  در ساعت 15 وo

C19، برای. شد انکوبه 

 در حامل مولاریته برابر سه را ژن مولاریته الحاق، واکنش انجام

 .بود میکرولیتر 22 واکنش کلی حجم. گرفتیم نظر
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 .کراتینازتوالی آغازگرهای طراحی شده برای ژن  -1 جدول

 مشخصات توالی نام آغازگر

  

GC%: 42.3 

F. B. 1 

(NcoI enzyme) 5′-GCCATGGTGAGGAAAAAGAGTTTTTG-3′ No. Bases: 26 

  

Tm: 62 

  

GC%: 57.7 

R. B. 1 

(XhoI enzyme) 5′-ATCTCGAGTTGAGCGGCACCTTCGAC-3′ No. Bases: 26 

  

Tm: 54 

 
 .(+)pET-26b بیانی حامل به کراتیناز ژن اتصال برای نیاز مورد ترکیبات -2جدول 

 (میکرولیتر)مقدار  غلظت ترکیبات

 2 نانوگرم بر میکرولیتر pET-26b(+) 22حامل 

 2 نانوگرم بر میکرولیتر 12 کراتینازژن 

 2 واحد بر میکرولیتر 12 لیگاز T4آنزیم 

 X12 2 لیگاز T4بافر آنزیم 

 12 - آب مقطر استریل

 

 به ،(ker-pET-26b) نوترکیب (+)pET-26b حامل µL22 مقدار

 مستعد E.coli DH5α باکتری µL122 به حرارتی، شوک روش

 حاوی آگار LB پلیت از باکتری کشت برای. شد منتقل شده،

 در( ساعت 19) شبانه صورت به پلیت. شد استفاده کانامایسین

oدمای  با انکوباتور
C17 حامل .گرفت قرار (+)pET-26b دارای 

 همه بنابراین، باشد؛‌می کانامایسین بیوتیک‌آنتی به مقاومت ژن

 کردند، رشد بیوتیک‌آنتی این حاوی کشت محیط در که هایی‌کلنی

 شناسایی منظور به. اند‌کرده دریافت را pET-26b(+) حامل

 از اند،‌کرده دریافت را -pET-26b ker(+) حامل که هایی‌کلنی

پس از استخراج  DNA حرکت اختلاف های؛ بررسی‌روش

 پلاسمیدهای با PCR آگارز، واکنش ژل پلاسمید بر روی

 NcoIو  XhoIهای  آنزیمی با آنزیم برش نوترکیب و واکنش

-ker-pET از µL12 ،کراتیناز ژن توالی تعیین منظور به. استفاده شد

26b(+) باکتری از شده استخراج E.coli DH5α، همراه به µL5 از 

-pET حامل عمومی برگشت و رفت آغازگرهای از کدام هر

26b(+)،(T7promoter و T7terminator)، فناوران ژن شرکت به 

 آن دستورالعمل مطابق و کیت با پلاسمید، استخراج. شد ارسال

 با توالی کیفیت توالی، تعیین نتیجه دریافت از پس. شد انجام

 از استفاده با) شد بررسی حاصل ثبتی امواج ارتفاع به توجه

 از استفاده با حاصل توالی سپس،(. Chromas v1.45 افزار نرم

 کراتیناز ژن توالی با NCBI داده پایگاه در BLAST افزار نرم

 استفاده با حاصل توالی چنین هم. شد مقایسه مختلف های باکتری

 نیز ترجمه خواندن بقا نظر از ExPASy سایت ترجمه ابزار از

 به ،(+)ker-pET-26b حامل µl12 مقدار .گرفت قرار بررسی مورد

 مستعد E.coli BL21 باکتری µL122 به حرارتی، شوک روش

 .شد منتقل شده،

 و بیوانفورماتیکی های روش با استفاده از مطالعه این در

 بیوشیمیایی خصوصیات برخی بینی پیش به آنلاین افزارهای نرم

 ژن نوکلئوتیدی توالی .پرداخته شد نظر مورد کراتیناز آنزیم

 Translate برنامه از استفاده با کراتیناز

(www.expasy.ch/tools/dna.html)، ترجمه آمینواسیدی توالی به 

، 1از قبیل وزن مولکولی پروتئین بیوشیمیایی خصوصیات و شد

و بار  2، ضریب آلیفاتیک1شاخص ناپایداری ،2نقطه ایزوالکتریک

                                                           
1
 Molecular weight 

2
 Isoelectric point 

3
 Instability index 

4
 Aliphatic index 
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 بررسی مورد protparam  برنامه از استفاده با پروتئین، 1خالص

 بررسی(. www.expasy.org/tools/protpar-ref.html) گرفت قرار

 اینترنتی پایگاه توسط سولفید دی پیوند وجود امکان

DISULFIND درصد. شد انجام GC کدکننده توالی مورد در 

 شد محاسبه Genom GC Calculatorبرنامه با آنزیم،

(www.sciencelauncher.com/oligocalc.html) .وجود بررسی 

 شد انجام  SignalP 4.1برنامه کمک با پپتید، سیگنال

(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) . 

 DNA، µL52 استخراج کیت از استفاده با باکتری، کشت از پس

DNA غلظت با ng/µL 2/182 دش حاصل .DNA شده استخراج 

 اتیدیوم با سپس و دش الکتروفورز آگارز درصد یک ژل روی

 پرایمرهای از استفاده با (.1 شکل) شد آمیزی رنگ بروماید

 روش با Bacillus licheniformisباکتری  کراتیناز ژن اختصاصی،

PCR که همانطور. دش بررسی آگارز ژل روی سپس و شد تکثیر 

 باند تک ،1 ی شماره چاهک در د،شو می مشاهده 2  شکل در

 با کراتیناز ی شده تکثیر ژن به مربوط بالا، وضوح با و خالص

 نمونه به مربوط 2 ی شماره چاهک. باشد می bp 1192 ی اندازه

پس از انجام واکنش اتصال بین . باشد می PCR منفی کنترل

، ترنسفورم محصولات pTZ57R/Tو حامل  PCRمحصول 

. صورت گرفت اشرشیاکلیباکتری  DH5αلایگیشن به سویه 

و  IPTGجامد دارای  LBهای سفید بر روی محیط  وجود کلنی

Xgal  به ( حاوی ژن کراتیناز)نشان داد که پلاسمید نوترکیب

با استفاده از روش . است درستی به درون باکتری منتقل شده

و هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب استخراج شده، از  PCR-کلنی

های سفید  سازی و حضور ژن هدف در کلنی صحت همسانه

پلاسمیدهای نوترکیب تایید شده با (. 1شکل ) اطمینان حاصل شد

PCR فناوران   و برش آنزیمی، جهت تعیین توالی به شرکت ژن

 دست آمده از پلاسمیدها پس از ههای ب توالی. ارسال شدند

BLAST  کردن در پایگاه بانک ژنNCBI کراتیناز های ژن  با توالی

به درستی  کراتینازهای مختلف، نشان داد که ژن  ثبت شده از سویه

با  PCRانجام واکنش . سازی صورت گرفته است تکثیر و همسانه

                                                           
1
 Net charge 

 -kerروی پلاسمید R. B. 1و  F. B. 1استفاده از آغازگرهای 

pTZ57R/Tباز  جفت 1192به طول  کراتیناز ، منجر به تکثیر ژن

برای  NcoI و XhoIهای برشی  برش آنزیم  د که دارای توالیش

 (. 1شکل )بودند  (+)pET-26bانتقال مناسب به وکتور بیانی 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 اندازه گر نشان (1باکتری  ژنوم از شده استخراج DNA الکتروفورز -1 شکل

 .Bacillus licheniformisباکتری  ژنومی DNA( 1وDNA ،2 مولکولی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 اندازه نشانگر( PCR  M.روش به تکثیرشده کراتیناز ژن الکتروفورز -2 شکل

 کنترل( 2 چاهک ،(کراتیناز ژن) PCR محصول( 1 چاهک ،DNA مولکولی

 (.ژنومی DNA بدون PCR) منفی

 

 
 

  نتایج و بحث

 Mbp 1حدود 

 bp  11 حدود
bp  111 

bp  011 
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 کراتیناز ژن تکثیر( DNA (1kb )1 مولکولی اندازه نشانگر( A .M -1 شکل

 .جهت تایید کلونینگ  PCR-کلنی روش( B .1. باز جفت 1192 طول به

 

با  (+)ker-pET-26bهای باکتریایی حاوی پلاسمید نوترکیب  کلنی

و برش آنزیمی، شناسایی شدند که نشان  PCR -های کلنی روش

از باکتری  DH5αی  در سویه کراتینازسازی صحیح ژن  از همسانه

های  استخراج پلاسمید نوترکیب از کلنی. داشت اشرشیاکلی

 BL21سویه  اشرشیاکلیشناسایی شده صورت گرفت و به باکتری 

 LBهای باکتریایی بر روی محیط  انتقال داده شده که رشد کلنی

آمیز  بیوتیک کانامایسین نشان از ترنسفورم موفقیت آگار حاوی آنتی

 .به این سویه داشت (+)ker-pET-26bسازه 

 ژن بیان و کلونینگ مطالعه به ،2227 سال درگروهی از محققین 

 تخمیر شرایط سازی بهینه و Bacillus megaterium در کراتیناز

 این در. پرداختند نوترکیب های سویه توسط کراتیناز تولید برای

 .Bژنومی DNA از kbp 12/1 طول به کراتیناز ژن مطالعه

licheniformis ی سویه MKU3، از استفاده با و استخراج 

 تکثیر، PCR روش با و KERORF-R و KERORF-F پرایمرهای

 نشان قطعه این یابی توالی نتیجه. شدند کلون pTZ57R ⁄ T در و

 اسید 176 دارای نتیجه در. باشد می نوکلئوتید 1117 حاوی که داد

 مابقی و بوده پروکراتیناز کننده کد ها آن تای 152 که باشد می آمینه

 کراتیناز ژن ای آمینه اسید توالی. باشند می پپتیدی های سیگنال

 توالی با درصد B. licheniformis MKU3، 66 از حاصل

 و B. licheniformis PWD1 از حاصل کراتیناز ژن ای اسیدآمینه

 .Bحاصل از کراتیناز ژن ای آمینه اسید توالی با درصد 68

licheniformis 6816 داشت مشابهت (Radha and Gunasekaran 

2007( .)2009) Alinezhad and Mirabdollah، از را کراتیناز ژن 

B. licheniformis پرایمرهای از استفاده با و نموده استخراج 

BglII-B.M-kerA–Forward و SphI-B.M-kerA–Reverse با 

 و شده جدا ژل روی از یافته تکثیر ژن. نمودند تکثیر PCR روش

 و گرفتند قرار هضم مورد SphI و BglII برشی های آنزیم توسط

 مگاتریوم باسیلوس از pSTREPHIS1525.SPlipA بیانی وکتور به

 .شدند متصل

 از پس مولکولی وزن، کراتینازهای بیوانفورماتیکی ژن  در بررسی

 سایت توسط پروتئینی توالی به نوکلئوتیدی توالی ترجمه

http://web.expasy.org/translate دالتون کیلو 88/16876 معادل 

 عنوان تحت مقیاسی از آنزیم پایداری بیان برای. شد زده تخمین

 22/8 معادل شد حاصل که عددی. شد استفاده ناپایداری شاخص

 پایداری بیانگر 22 از کمتر عددی محدوده به توجه با که بود

 دسته در مطالعه مورد کراتیناز آنزیمپس در نتیجه  باشد می آنزیم

 -226/2 معادل پروتئین خالص بار. گیرد می قرار پایدار های آنزیم

 یکیعنوان  تواند به بنابراین کروماتوگرافی تعویض آنیونی می بوده

 استفاده رود، کار می هب آنزیم سازی خالص جهت که هایی راه از

 توسط شده اشغال حجم گر بیان که آنزیم آلیفاتیک ضریب. شود

 پروتئین Ile و ALa، Val، Leu های اسیدآمینه جانبی زنجیره

 بالای حرارتی مقاومت دهنده نشان که شد تعیین 71/82 باشد می

 های پروتئین آبگریز های اسیدآمینه تعداد زیرا است آنزیم این

 احتمالاً موضوع این که است تر بیش گرمادوست های باکتری

 حرارتی پایداری افزایش نهایتاً و آلیفاتیک ضریب افزایش بر دلیلی

 بررسی از که نتایجی اساس بر. (Ikai 1980) باشد می ها پروتئین

 مقابل اگر شد، حاصل DISULFIND پایگاه در آمینواسیدی توالی

 وجود احتمال معنی به گرفت قرار یک عدد DB_state عبارت

 مورد توالی برای که حالی در باشد می توالی در سولفید دی پیوند

 وجود عدم دهنده نشان که شد ثبت صفر عدد تحقیق این در نظر

 افزار نرم با شده انجام  بررسی طی .باشد می سولفید دی پیوند

 برای زیرا بود پپتید سیگنال دارای آنزیم این SignalP آنلاین

 برای که باشد تر بیش 25/2 از D ی نمره باید نشانه پپتید وجود

 در یتدپپ سیگنال حضور بر که شد ثبت 721/2 عدد فوق پروتئین

 bp   11حدود 

      A                                            B 

M      1     2                               1      M 
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 های جایگاه بایک سرین پروتئاز  آنزیم این .دارد دلالت تحقیق این

 آمینه اسید و 198، هیستیدین 117 آسپارتیک اسیدآمینه فعال

 و فرایندها در کلیدی بسیار نقش ها‌آنزیم .باشد می 125 سرین

 معمولاً فرایندها این. کنند‌می ایفا فناوری زیست متعدد محصولات

 پوشاک، ها،‌کننده پاک ها،‌نوشیدنی و غذایی مواد تولید شامل

. شوند‌می غیره و دارو سوخت، نقل، و حمل سلولزی، محصولات

 مختلف صنایع در را کاربردها از ای‌گسترده طیف ها‌آنزیم بنابراین،

آنزیم کراتیناز در صنایع  (.Gurung et al. 2013) دهند‌می نشان

مختلف از جمله صنعت تولید خوراک دام، صنایع شوینده، صنعت 

. سازی و صنایع شیمیایی و فرآیندهای دارویی کاربرد دارد چرم

دهد که آنزیم  نتایج مطالعه بیوانفورماتیکی این پژوهش نشان می

کراتیناز دارای پایداری خوب و مقاومت حرارتی بالایی بوده که 

توجه به کاربرد این آنزیم در صنایع مختلف از جمله صنعت  با

باشد،  تولید خوراک دام، که دمای فرآوری تهیه خوراک دام بالا می

 .این نتایج در جهت تولید این آنزیم بسیار قابل توجه خواهد بود

 

 تشکر و قدردانی

های  خاطر حمایت هفناوری کشور ب از مرکز ملی ژنتیک و زیست

آزمایشگاهی و دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی مالی و 

 .کنیم های مالی و معنوی تشکر می خاطر حمایت هخوزستان ب
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