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  چکیده
هاي اخیر از یک طرف به دلیل افزایش حجم تولید شیر در جهان و از در سال

طرف دیگر به خاطر کاهش منابع طبیعی آنزیم رنین، تولید پنیر با استفاده از این 
هاي زیادي براي تولید این آنزیم به  آنزیم کاهش چشمگیري داشته است. تلاش

شکل نوترکیب صورت گرفته است. باکتري لاکتوکوکوس لاکتیس استارتر طبیعی 
شود و تولید پروکیموزین توسط این باکتري تحول بزرگی در  پنیر محسوب می

در این پژوهش تلاش بر این بوده است که ژن تولید  صنعت شیر ایجاد خواهد کرد.
کلون گردد. براي این پروکیموزین بزي در باکتري لاکتوکوکس لاکتیس  ي کننده

 سویه  E. coliو در باکتري -pET  28                        ً          کار ژن پروکیموزین که قبلا  در پلاسمید
BL21(DE3) کلون شده بود، توسط واکنشPCR   تکثیر و پس از جداسازي ژن در

  E. coli GM2163کلون و براي نگهداري بهتر به باکتري  pTZ57Rپلاسمید واسط
بریده، در پلاسمید   pTZ57Rاز پلاسمیدمنتقل شد. سپس ژن پروکیموزین 

 کلون و براي تکثیر پلاسمید کلون شده به باکتري  pNG-410لاکتوباکتریایی
E.coli MC1061  منتقل شد. بعد از تکثیر، پلاسمیدpNG-410   حامل ژن

جدا و به باکتري لاکتوکوکوس لاکتیس   E. coli MC1061پروکیموزین از باکتري
هاي به دست آمده توالی یابی و از صحت ژن  کلون .منتقل گردید  NZ9000سویه

  مورد نظر اطمینان حاصل شد.
  

  
  22/12/90 تاریخ دریافت:
  29/07/91 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیديواژه

  پروکیموزین
  کلون کردن

  لاکتوکوکوس لاکتیس

  
  مقدمه

ــی از ــدي بخــش بزرگ ــیر تولی ــان ش ــه  در جه ب
شود و در این  هاي لبنی تبدیل می محصولات و فرآورده

میان پنیر یکی از پرطرفـدارترین محصـولات لبنـی در    
تولیــد پنیــر ابتــدا  ي در مرحلــهاســت. سراســر جهــان 

د و پـس از  نشـو  هاي استارتر به شیر افزوده مـی  باکتري
شیر کاهش  pHمدت کوتاهی که در اثر فعالیت آن ها 

 Anema ( شـود  آنزیم رنین به آن افزوده می ،پیدا کرد

et al., 2007؛1377فرهنودي،  ؛ Chitpinityol et al., 

به طور سنتی آنزیم مورد استفاده براي کلوخـه   )1998
 ,.Mohanty et alاسـت ( رنین (کیموزین)  ،کردن شیر

باشد و یک  پپسین می ي کیموزین جزء خانواده. )1999
ــدتا    ــت و عم ــیدي اس ــک اس ــپارتیک ت ــاز آس از                                       ً              پروتئ

تشکیل شده اسـت. کیمـوزین حـاوي      β-sheetساختار
باشـد.   مـی  kDa 6/35مولکولیاسید آمینه و وزن  323
ي مخاطی شیردان نشخوارکنندگان در مراحل اول  لایه
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ساز  زندگی، به طور طبیعی این آنزیم را به صورت پیش
 8/40اسید آمینه و وزن مولکولی  365(پروکیموزین) (

kDaکند و در محـیط اسـیدي شـیردان بـا      ) ترشح می
ي پپتیدي از انتهـاي   جدا شدن خود بخودي یک قطعه

آیـد. مقـدار ایـن آنـزیم در      دست میه آن، رنین فعال ب
بسیار بالا است و به تـدریج بـا   روزهاي اول بعد از تولد 

گـردد. آنـزیم کیمـوزین بـا      آنزیم پپسین جایگزین مـی 
در  106Met و 105Pheشکستن پیونـد پپتیـدي بـین    

گـردد.   کاپـا کـازئین موجـب ایجـاد لختـه مـی       زنجیره
)Chitpinityol et al., 1998; Mohanty et al., 1999(. 

تقاضا بـراي پنیـر، صـنایع شـیر     به دلیل افزایش 
همواره به دنبال جایگزین مناسبی بـراي آنـزیم رنـین    

 بـا اکنون بیشتر پنیرهاي موجود در بـازار   بوده است و
عملکـرد  طعـم، مـزه و   ، اما شوند رنین قارچی تهیه می

پنیرهایی که با استفاده از رنـین حیـوانی تولیـد     تولید
ــی ــر اسـ ـ  م  ;Anema et al., 2007ت (شــوند بهت

Beresfoed et al.,2001 ; Le Loir et al., 2005(. 
ــیت     ــارچی خاص ــه ق ــبت ب ــوانی نس ــین حی ــزیم رن آن

ــر و  ــک کمت ــه تیتري دارد و در نمحــدودپروتئولیتی ج
پنیر، از دسـت   ي همشکلاتی همچون سخت شدن لخت

رفتن مقادیر زیادي از پروتئین و چربـی در آب پنیـر و   
د. از همـین رو پژوهشـگران از   کن ـ طعم تلخ ایجاد نمی

اي را در  هـاي گسـترده   پـیش تـلاش   ي هحدود دو ده ـ
جهـت تولیــد رنـین حیــوانی نوترکیـب بــا اســتفاده از    

آوري تولیـد   فناند.  آوري مهندسی ژنتیک آغاز کرده فن
به شکل نوترکیب در دنیا منحصـر بـه چنـد    این آنزیم 

باشد. در صـورت تولیـد    شرکت اروپایی و آمریکایی می
 و تنـوع این آنزیم در داخـل کشـور، عـلاوه بـر بهبـود      

به کیفیت پنیرهاي تولیدي در داخل کشـور،  بخشیدن 
سالیانه از خروج مقادیر زیادي ارز از کشـور جلـوگیري   

تولیـد پروکیمـوزین    ي کد کننـده  cDNAخواهد شد. 
هاي بیان ژن مختلفـی کلـون و بیـان     گاوي در سیستم

ها داراي معایب و  شده است، اما هر یک از این سیستم
ها براي کلون کردن ایـن   ن تلاشمحاسنی هستند. اولی
صـورت پذیرفتـه    اشریشـیا کلـی  ژن با کاربرد باکتري 

بـه                                     ً      پروتئین تولیدي در ایـن بـاکتري عمـدتا    است. اما 

هاي نامحلول در سیتوپلاسم سـلول رسـوب    شکل توده
 Chitpinityol( سازي مجدد دارد کند و نیاز به فعال می

et al., 1998نیـز هریـک   هاي بیان ژن  ). دیگر سیستم
ــاربرد   داراي معــایبی هســتند. در ســال ــر ک ــاي اخی ه

به عنوان میزبـان بیـان    لاکتوکوکوس لاکتیسباکتري 
هـاي   هاي نوترکیب به ویژه پـروتئین  ژن براي پروتئین

ــاکتري    ــه اســت. ب ــرار گرفت ــه ق ــورد توج ــوراکی م خ
ــیس ــت،   لاکتوکوکــوس لاکت ــرم مثب ــاکتري گ ــک ب ی

ــانواده ــاتیو و از خ ــاکت ي هموفرمنت ــاي  ريب  GRAS ه

)Generally Recognized As Safe(   است که به طـور
سنتی در تخمیر مـواد غـذایی کـاربرد داشـته اسـت و      
بـراي تولیــد مــواد غـذایی تخمیــري شــیري از جملــه   

تخمیري، کفیر، انواع پنیرهاي نـرم   ي کره ماست، پنیر،
 Mierau et al., 2005; Zhouرود ( و سخت به کار می

et al., 2006.( کنون گزارشی از کلون کـردن و بیـان   تا
ایــن پروکیمــوزین در ایــن سیســتم بیــان ژن موجــود 

 ;Emtage et al.,1983 ; Mierau et al., 2005( نیست.

Le Loir et al., 2005; Rai et al., 2001(. ایـن   در
آنزیم  ي کد کننده cDNAه است ک شدهتحقیق تلاش 
ــوزین ــاکتري    پروکیمـ ــران در بـ ــومی ایـ ــاي بـ بزهـ
 ,.Eskandari et al( کلون گردد لاکتیس لاکتوکوکوس

2008  Mierau et al., 2005 ; Terpe et al., 2006 (.  
  

  مواد وروش ها
  طراحی پرایمر

بایست در حد  از آنجا که ژن پروکیموزین می
و  NheIهاي محدود برش  هاي برش آنزیم فاصل جایگاه

MluI  ،در پلاسمید لاکتوباکتریایی کلون شود
و توالی  ReNhelac(با نام  دستهاي بالا  پرایمر

5'CGCAGGCTAGCGCTGAGATCACCA
GGATC3' و پایین دست (با نام (ReMlulac و توالی 

CAGCTACGCGTTCAGATGGCTTTGGC
CAG3' 5'(  طوري طراحی شدند که محصولPCR 

داراي جایگاه برش  5'ها در انتهاي  تولیدي توسط آن
داراي جایگاه برش  3'و در انتهاي  NheIبراي آنزیم 
با این پرایمرها  PCRواکنش  باشند. MluIبراي آنزیم 

  کند. تولید می bp 1120محصولی با اندازه 
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در پلاسمید واسط پروکیموزین  ژنی قطعه کلون کردن
pTZ57R/T  

بـه  بزي  پروکیموزینپري ژن در تحقیق پیشین 
شـده بـود   کلـون   pET28در پلاسمید  cDNAصورت 

)Eskandari et al., 2008(  این پلاسمید نوترکیب بـه .
روش لیز قلیایی با استفاده از کیت جداسازي پلاسمید 

)AccuPrep Plasmid Mini Extraction  ســاخت
 سویه E. coliباکتري کره جنوبی) از  Bioneerشرکت 

BL21(DE3)  جداسازي شد و به عنوان الگو در واکنش
PCR هاي اختصاصی (واجد محل هـاي بـرش    با پرایمر

) مـورد اسـتفاده قــرار   MluIو  NheIهـاي   بـراي آنـزیم  
). بـراي تکثیـر ژن از   Eskandari et al., 2008گرفت (

 Pfuو  Taq DNA polymeraseهـاي   مخلـوط آنـزیم  

DNA polymerase    استفاده شد. بـراي کلـون سـازي 
ــا  pTZ57R/Tدر پلاســمید واســط  PCRمحصــول  ، ب

جفـت بـاز و    2886توجه به این کـه طـول پلاسـمید    
جفت باز بـود، نسـبت    1100پروکیموزین حدود   قطعه

در  Ligationبین پلاسـمید بـا قطعـه ژن در واکـنش     
(غلظت مولی) تنظیم شد. جهـت انجـام    3به  1حدود 

سـاخت شـرکت    T4 DNA Ligaseواکـنش از آنـزیم   
Fermentas    ــتفاده ــافر مخصــوص آن اس ــراه ب ــه هم ب

  .)Chitpinityol et al., 1988(شد
  

پلاسمید نوترکیب ) Transformation( انتقال
pTZ57R/T حامل ژن پروکیموزین به باکتريE. coli 

GM2163    
 E. coliبه باکتري Ligationبراي انتقال محصول 

GM2163  از محلول کلرید کلسیم و شوك حرارتی 
استفاده شد و براي رشد بهتر باکتري از محیط کشت 

SOC )5  میلی لیتر محیط کشتTSB  ،100استریل 
% استریل شده با 20میکرولیتر محلول گلوکز 

 50مولار استریل، MgSO4 1میکرولیتر  50فیلتر،
مولار استریل) استفاده شد. براي  MgCl2 1میکرولیتر 

سیلین  آمپی بیوتیک هاي مثبت از آنتی انتخاب کلون
 براي ارزیابی استفاده شد. TSAدر محیط کشت 

، از واکنش E. coli انتقال پلاسمید نوترکیب به باکتري
PCR  با آنزیمTaq DNA polymerase  و پرایمرهاي

 Rai( استفاده شد ReNhelacو   ReMlulacاختصاصی

et al., 2001  Terpe et al., 2006 ;(.  براي اطمینان از

حفظ توالی در طی مراحل کار، چند کلونی با واسطه 
(کره  Macrogenشرکت ژن فن آوران و توسط شرکت 

  جنوبی) توالی یابی شد.
  

د پروکیموزین درپلاسمی ژنی قطعهکلون کردن 
  pNG-410 لاکتوکوکوسی 

حامل  pTZ57R/Tابتدا هضم آنزیمی پلاسمید 
ز با استفاده ا pNG-410ژن پروکیموزین و پلاسمید 

انجام گرفت و پس از  NheIآنزیم محدود برش 
سازي، هضم آنزیمی دوم توسط آنزیم محدود  خالص
در نهایت صورت گرفت.  )MluI  )Fermentasبرش
 و NheIهاي برش  با جایگاهپروکیموزین  ژنی قطعه
MluI هاي برش مشابه در پلاسمید  در جایگاهpNG-

. از آنجا که )Mierau et al., 2005(کلون شد  410
جفت باز و قطعه  pNG-410 3950طول پلاسمید 

جفت باز است، نسبت بین  1100پروکیموزین حدود 
 1در حدود  Ligationپلاسمید با قطعه ژن در واکنش 

(غلظت مولی) تنظیم و جهت انجام واکنش از  3به 
استفاده شد.  )T4 DNA Ligase )Fermentasآنزیم 

محلول کلرید ابتدا با استفاده از  Ligationواکنش 
 E. Coli MC1061به باکتري کلسیم و شوك حرارتی 

و براي  )Chitpinityol et al., 1988( منتقل شد
هاي  ارزیابی وجود قطعه پروکیموزین درپلاسمید

pNG-410 وارد شده به باکتريE. coli MC1061   از
و نیز  Taq DNA polymeraseبا آنزیم  PCRدو روش 

  برش آنزیمی پلاسمید نوترکیب استفاده شد.
  

-pNGپلاسـمید نوترکیـب   ) Transformation(انتقال 

حامل ژن پروکیموزین  به باکتري لاکتوکوکـوس   410
  NZ9000لاکتیس سویه 

پذیرا از باکتري گرم مثبت  براي تهیه سلول
استفاده شد.  NZ9000لاکتوکوکوس لاکتیس سویه 

، M5/2 هاي کشت حاوي سوکرز  باکتري در محیط
% کشت داده شد و یک 40% و گلوکز 20گلیسین 

گراد اینکوبه شد. روز  درجه سانتی 30شبانه روز در 
 Mحاوي  M17( محیط  SMGGبعد باکتري به محیط 

%) منتقل 1گلوکز و گلایسین  M 5/0سوکروز و  5/0
نانومتر رسید. باکتري سانتریفیوژ و  660به  ODشد تا 
%) 10سوکروز و گلیسین  M 5/0لول شستشو (با مح
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راد گ  درجه سانتی -80شسته شد و در نهایت در دماي 
 pNG-410میکرولیتر پلاسمید  نوترکیب  3 فریز شد.

حامل ژن پروکیموزین با استفاده از دستگاه 
میکروفاراد  25ولت، آمپر  2500الکتروپوریتور و با ولتاژ

ر سلول پذیراي میکرولیت 40اهم به  200و مقاومت 
منتقل  NZ9000لاکتوکوکوس لاکتیس سویه  باکتري
. )Mierau et al., 2005; Zhou et al., 2006( شدند

بیوتیک  هاي مثبت از آنتی براي انتخاب کلون
استفاده شد. در هر  M17کلرامفنیکل در محیط کشت 

مرحله براي ارزیابی انتقال پلاسمید نوترکیب به 
 Taq DNAبا آنزیم PCRباکتري، از واکنش 

polymerase هاي آنزیمی با آنزیم و یا برش NheI و 
MluI براي اطمینان از   ًا استفاده شد و در نهایت مجدد

حفظ توالی در طی مراحل کار، چند کلونی با 
که به دو  pNG-410هاي اختصاصی پلاسمید  پرایمر

 و SeqF2( شوند طرف محل کلونینگ متصل می
SeqR2 ( شرکت ژن فن  ي  هشد. با واسطنیز استفاده

(کره جنوبی) تعیین  Macrogenآوران و توسط شرکت 
 شدند. توالی

  
  نتایج

 pTZ57R/T ر پلاسمیددپروکیموزین ژن  کلون کردن
پس از کلون کردن ژن پروکیموزین در پلاسمید 

pTZ57R/T  و انتقال پلاسمید به دست آمده به سلول
هاي فوق بر  و کشت سلول E. coli GM2163 پذیراي

حاوي مقدار مناسب   TSAروي محیط کشت
سیلین، تعدادي کلونی بر روي محیط کشت رشد  آمپی

یید کلونینگ و وجود قطعه ژن مورد أکرد که براي ت
انجام شد  PCRها  نظر (ژن پروکیموزین) بر روي آن

   ).1(شکل 

  pNG-410 کلون کردن ژن پروکیموزین در پلاسمید 
بر روي  PCRاز واکنش  کلونینگ،یید أبراي ت

استفاده  E. coli MC1061به دست آمده هاي  کلونی
 2 شکلدر  PCRمحصولات الکتروفورز شد. نتایج 

  . نشان داده شده است
حامل ژن  pNG-410پس از استخراج پلاسمید 

هاي واجد ژن، برش  پروکیموزین از کشت کلونی
 NheIو سپس  MluIهاي  ها توسط آنزیم آنزیمی آن

 1120 نجام شد. باند ژن پروکیموزین با اندازهنیز ا
به اندازه  pNG-410جفت باز و باند مربوط به پلاسمید 

 جفت باز به دست آمد. 3950حدود 
حامـل   pNG-410نتایج تعیین تـوالی پلاسـمید   
ــونی   ــت کل ــوزین از کش ــاي  ژن پروکیم  E. coliه

MC1061    واجـــد ژن نشــــان داد کـــه تــــوالی ژن
ــن   ــوزین در ای ــونپروکیم ــاملا   کل ــا ک ــابه ژن         ً     ه مش

بود. نتـایج   )pTZ57R/T(پروکیموزین در حامل واسط 
همچنین نشان داد که ژن پروکیموزین به طور صحیح 
در جایگاه آنزیمی کلون شده است و در جایگاه درست 

بــراي اطمینــان از وجــود ترجمــه قــرار گرفتــه اســت. 
ژن پروکیمـوزین   نوترکیب حامل  pNG-410پلاسمید 

 -از سـه روش الـف   ري لاکتوکوکوس لاکتیس, در باکت
PCR  بـا   هـاي لاکتوکوکـوس لاکتـیس    بر روي کلـونی

برش آنزیمی پلاسـمیدها و   -پرایمرهاي اختصاصی، ب
 pNG-410بــا پرایمرهــایی کــه بــه حامــل   PCR -ج

 ;Mierau et al., 2005شوند، استفاده شـد (  متصل می

Zhou et al., 2006(.  نتایج 3شکل PCR   (روش الـف)
بر را  )SeqR2 و SeqF2(حامل  با پرایمرهاي اختصاصی

هـاي بـه دسـت آمـده از ترانسفورماسـیون       روي کلونی
  دهد. نشان می
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و ژن  pTZ57R/Tپلاسمید   ligationحاصل از ترانسفورماسیون واکنش  E. coli GM2163هاي  بر روي کلونی PCRنتیجه  -1 شکل

 pET28: پلاسمید 9ستون : کنترل منفی(باکتري بدون پلاسمید). 1. ستون ها : هفت نمونه از کلونی2-8پروکیموزین. ستون هاي 
   ل.حامل ژن پروکیموزین به عنوان کنتر

  

 
 E. coliژن پروکیموزین به باکتري ملحا pNG-410پلاسمیدهاي  انتقال      َ        جهت تا یید صحت  PCRاز  نتایج حاصل -2شکل 

MC1061باکتري هاي  کلونی :16 تا 10و  8تا  1هاي شماره  . ستونE. coli MC1061 پلاسمید  :17. ستون شمارهpTZ57R/T ملحا 
 .اند ژن پروکیموزین را گرفته ملپلاسمید حا 10و  6شماره  هاي . کلونیاستفاده شدپروکیموزین به عنوان کنترل ژن 

 

  
 7 :7تا  1هاي شماره  . ستون transformationهاي لاکتوکوکس لاکتیس به دست آمده از بر روي کلونی PCRمحصول  - 3شکل 

هاي  نمونه از کلونی 8:  16تا  10و  8هاي شماره  و ستون M17هاي لاکتوکوکس لاکتیس رشد کرده در محیط کشت  نمونه از کلونی
ها  همه کلونی M17از محیط 4. به غیر از کلونی لاکتوکوکس لاکتیس شماره TSBلاکتوکوکس لاکتیس رشد کرده در محیط 

  حاوي ژن پروکیموزین را دریافت کرده بودند.   pNG-410پلاسمید 
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 MluI هاي براي بررسی سالم بودن محل برش آنزیم
در ژن کلون شده، عمل برش آنزیمی توسط   NheIو 

هاي مزبور انجام  این دو آنزیم برروي پلاسمید کلون
سازي  و پس از خالص MluIشد. برش ابتدا با آنزیم 

  ).4انجام گرفت (شکل   NheIپلاسمیدها، با آنزیم
با پرایمرهاي اختصاصی  PCRنتایج واکنش 

نشان  5در شکل  )SeqR2و  SeqF2(پلاسمید حامل 
  داده شده است.

  

 
هاي لاکتوکوکوس لاکتیس با  حامل ژن پروکیموزین از کلون pNG-410نتایج برش آنزیمی پلاسمیدهاي نوترکیب  -4شکل 
  کلون آزاد شده است. 4) از هر bp 1100. قطعه ژنی پروکیموزین (حدود MluIو  NheIهاي  آنزیم

  

  
: 1-8هاي  ستون .ها کلون بر روي پلاسمید) SeqR2و  SeqF2( اختصاصی پلاسمید حامل با پرایمرهاي PCRواکنش نتایج  - 5شکل 

 pNG-410پلاسمید بر روي  PCRمحصول واکنش  :9ستون شماره  هاي واجد ژن. کلون پلاسمیدبر روي  PCRمحصولات واکنش 
  .به عنوان کنترلبدون ژن هدف 

-pNGتعیین توالی پلاسمیدهاي نوترکیب نتایج 

ــل  410 ــون  cDNAحام ــوزین از کل ــاي ژن پروکیم  ه
تـوالی مـذکور از    نشان داد کـه لاکتوکوکوس لاکتیس 

ه ). توالی ب6نوکلئوتید ساخته شده است (شکل  1098
آمده با توالی دیگر پروکیموزین بزي موجـود در  دست 

بانک ژنی در چهار نوکلئوتید تفـاوت دارد کـه در سـه    
نوکلئوتید آخر منجر به تغییر در اسید آمینـه کـد داده   

  گردند.  شده می

  بحث
             ً    باشـد و عمـدتا    کیموزین جزء خانواده پپسین می

تشکیل شده است. این آنزیم حـاوي   β-sheetاز ساختار 
باشـد   مـی  kDa 6/35اسید آمینه و وزن مولکولی  323

 Met و Phe 105 که با شکستن پیونـد پپتیـدي بـین   

در زنجیــره کاپــا کــازئین موجــب ایجــاد لختــه    106
ي مخاطی شـیردان نشـخوارکنندگان در    گردد. لایه می

مراحل اول زندگی، به طـور طبیعـی ایـن آنـزیم را بـه      
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اسـید آمینـه و    365سـاز (پروکیمـوزین) (   صورت پیش
کنـد و در محـیط    ) ترشح مـی 8/40kDaوزن مولکولی 

ي  اسیدي شیردان با جدا شدن خود بخودي یک قطعـه 
 ـ    آیـد  دسـت مـی  ه پپتیدي از انتهاي آن، رنـین فعـال ب

)hitpinityol et al., 1998; Mohanty et al., 1999( به .
سـتخراجی از شـیردان   هـاي ا  دلیل کافی نبـودن آنـزیم  

ها براي تولید پنیر در کل دنیا، تحقیقـات بـراي    گوساله
یافتن جانشین مناسب کیموزین حیوانی ادامه دارد. در 

لاکتوکوس لاکتیس کـه اسـتارتر    ياین مطالعه از باکتر
شـود بـه عنـوان میزبـان بـراي       اصلی پنیر محسوب می
 پروکیمـوزین اسـتفاده شـد.    ي انتقال ژن تولید کننـده 

ه ع ـسیستم انتقال و بیان ژن استفاده شده در ایـن مطال 
شـود کـه جهـت بیـان      نامیـده مـی   NICEبه اختصـار  

هاي ارزشـمند در ایـن بـاکتري طراحـی شـده       پروتئین
اسـکندري و همکـاران موفـق بـه      2008است. در سال 

ژن پروکیموزین بزي و  mRNAاز روي  cDNAساخت 
شـدند ولـی از آنجـا     E. coliسازي آن در باکتري  ن کلو

 صـورت تـوده سـلولی   بـه   E. coliکه بیان در بـاکتري  
دارد تا آنزیم فعال بـه   refoldingاست، نیاز به عملیات 

. از طـرف دیگـر   (Eskandari et al., 2008) دست آیـد 
تواند در حین بیان پـروتئین مـورد    می E .coliباکتري 

نظر ترکیبات اگزوپلی ساکاریدي سمی هم تولید کنـد  
ه در این حالت خالص سازي پروتئین بیان شده را بـا  ک

تـوان از ایـن    کند و همچنـین نمـی   مشکل رو به رو می
باکتري به طور مستقیم در محصول لبنی استفاده کرد. 

 GRASعـلاوه بـر    لاکتوکوکوس لاکتـیس ولی باکتري 
پروتئین بیان شـده نـدارد و    refoldingبودن، نیازي به 

آورد  صــورت فعــال در مــی پـروتئین بیــان شــده را بــه 
)hitpinityol et al., 1998; Eskandari et al., 2008 .(

هاي متفاوتی توسط محققین مختلـف در   تا به حال ژن
این باکتري کلون شده است. با توجه به سویه انتخـابی  

 Le( باشـد  هاي متفاوتی مـی  این باکتري داراي توانایی

Loir et al., 2005لاکتوکوکـوس اي از بـاکتري   ). سویه 
که در این تحقیق جهت کلون کردن اسـتفاده   لاکتیس

پروتئین بیان شده                    ً، قادر است مستقیما )NZ9000(شد 
توان از ایـن   را به محیط بیرون ترشح کند. از این رو می

در شیر براي تهیه پنیر استفاده کـرد.                ًاکتري مستقیما ب
 لاکتوکـوس نتایج این مطالعـه نشـان داد کـه بـاکتري     

کـد کننـده ژن پروکیمـوزین     cDNAتواند  می لاکتیس
بزي را حمل کند و در حین تکثیـر بـاکتري پلاسـمید    

  حاوي این ژن پایدار باقی بماند.
نتایج تعیین توالی نوکلئوتیدي ژن پروکیموزین 

نشان  pNG-410کلون شده در پلاسمیدهاي نوترکیب 
 cDNAدست آمده با توالی ه داد که توالی ب

در چهار  AY 3898343پروکیموزین بزي به شماره 
نوکلئوتید تفاوت دارد که منجر به تغییر اسید آمینه 

). 6شود (شکل  کد داده شده در سه کدون آخر می
کدون اول سبب ایجاد تغییر در اسید آمینه ي کد 

و هر دو کدون سبب تولید اسید شود  داده شده نمی
شوند. اما تغییر در  ي پرولین در این جایگاه می آمینه

سه کدون دیگر به ترتیب سبب جایگزینی اسید 
هاي هیستیدین، پرولین و سرین (در توالی  آمینه

هاي آرژنین،  بدست آمده در این مطالعه) با اسید آمینه
گردد. با توجه به این که هیچ  لوسین و آسپارژین می

ها در نقاط حساس آنزیم همانند  یک از این جایگزینی
رسد که  فعال آن روي نداده است، به نظر نمی جایگاه

  اي در فعالیت آنزیم ایجاد شود. تغییر قابل ملاحظه
کلون به دست آمده در ایـن تحقیـق بـراي بیـان     

استفاده  NICEپروتئین پروکیموزین  با کمک سیستم 
 لاکتوکوکوسگردد. این سیستم که مختص باکتري  می

سـین در محـیط   است، قادر است با القاي مقدار کـم نای 
  پروتئین مورد نظر را به محیط بیرون ترشح کند.
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کد کننده پروکیموزین بزي. زیر قسمت کد کننده پروآنزیم خط کشیده شده است. توالی  cDNAنوکلئوتیدي و توالی  - 6شکل 

در چهار کدون تفاوت دارد  AY 3898343پروکیموزین بزي استفاده شده در این مطالعه با دیگر توالی پروکیموزین بزي به شماره 
 که در تصویر با سایه مشخص شده است.
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Abstract 

In recent years the increase in milk production worldwide on one hand and reduction in 
natural sources of "rennin" on the other, has resulted in significant decrease in rennin-produced 
cheese. In this research, it was attempted to clone the caprin prochymosin gene in the 
lactococcus lactis. If succeeded, the results of this work would allow production of cheese 
without the need for adding exogenous rennin or low quality fungal enzymes. The prochymosin 
gene which had been previously cloned in pET plasmid in E .coli BL21 was amplified by PCR 
and was then isolated from the agar gel, ligated to plasmid PTZ and cloned in E. coli GM. The 
prochymosin gene was cut by enzyme and ligated to L. lactis plasmid PNG and cloned in E. coli 
MC1061. The plasmid then isolated from E. coli MC1061 and transferred to L. lactis NZ9000 
and recombinant cloned were sequenced.. 
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