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29/03/1395، تاريخ پذيرش: 03/12/1394تاريخ دريافت:   

 چكيده
پذير در باكتري باسيلوس با قابليت تنظيم رونويسي برگشت gntدر اين مطالعه، اپرون مصنوعي 

كننده گلوكونات ايجاد شد. ابتدا، جهت عدم تاثير پديده بازدارندگي كاتابوليتي  ز القاءسوبتيليس با استفاده ا
creو  creRupR  هاي در توالي Aكاتابوليتي  كربن بر روي ميزان رونويسي، در ناحيه اتصالي پروتئين RdownR  جهش

ه منظور ) بPRrpsOR(هاي ساختاري اپرون گلوكونات تحت كنترل يك پروموتر مداوم قوي  ايجاد شد. سپس، ژن
هاي  نيز در پائين دست پروموتر lacZكننده گلوكونات قرار گرفتند. از ژن گزارشگر  تجزيه پذيري مداوم القاء

gnt اي نشان داد كه آنزيم  ده شد. نتايج حاصل از القاء ضربهجهت ارزيابي كاركرد اپرون مصنوعي استفا
نشان نداد. كننده فعاليتي  ، در زمان صفر يا عدم حضور القاءهيافت هاي جهش تاگالاكتوزيداز در هر يك از سويهب

ساعت بعد از اضافه  1ر كننده، حداكثر فعاليت آنزيم و تجمع متابوليت د مولار القاء ميلي 1با اضافه كردن 
 5و  5/2كننده فعاليت آنزيم متوقف شد. با افزودن  شد و به دنبال آن با تجزيه القاءكننده ديده  شدن القاء

 4hو  2hمولار گلوكونات به محيط كشت، حداكثر فعاليت آنزيم بتاگالاكتوزيداز به ترتيب در زمانهاي  ميلي
كننده و به تبع آن روشن ماندن اپرون  تري براي تجزيه القاء هاي ما بيانگرصرف زمان طولاني مشاهده شد. داده

كننده بود. به طور كلي،  از القاء يهاي بيشتر ر و توقف رشد سلولي در حضور غلظتدر مدت زمان بيشت
پذير را جهت توليد وسيع  هاي مصنوعي برگشت اي و اپرون وان استفاده از سيستم القاء ضربهت مي

 ها در مطالعات بعدي پيشنهاد كرد.  بازه زماني كوتاهي از رشد باكتريهاي خاص در  متابوليت
 .وكونات: باسيلوس سوبتيليس، اپرون مصنوعي، گلهاي كليدي واژه
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 مقدمه
هاي فيزيكي و  ها در معرض محيط باكتري
ي قرار دارند و با تنظيم بيان شيميايي مختلف

هاي ساختاري، هاي توليد كننده پروتئين ژن
ها و ... به تغييرات شرايط محيطي  انتقالي، آنزيم

ك شرايط اكولوژيكي واكنش نشان داده و به ي
 ,Tohidfar and Khosraviشوند خاص سازگار مي

ها بسته به دسترسي به  بنابراين، باكتري ).(2014
هاي دخيل غذايي مورد نياز خود، بيان آنزيممواد 

كنند در مسيرهاي بيوشيميائي مختلف را كنترل مي
(Balleza et al., 2009) .اخير در  هاي  پيشرف

زمينه مهندسي متابوليك توجه محققين را به توليد 
مصنوعي با هدف  رونويسي هاي تنظيميسيستم

هاي  رون موجود زنده، ژنهاي د كنترل ژن
كي ناهمگن، حذف يا افزايش مسيرهاي متابولي

هاي خاص  ويژه و توليد و تجمع متابوليت
 معطوف كرده است 

)Lee et al., 2012; Na et al., 2013( در زمينه .
هاي  دسي متابوليك، تعداد زيادي سيستممهن

ارد كه جهت كنترل بازدارندگي و القائي وجود د
شوند. اما، اكثر اين  سي استفاده ميمصنوعي رونوي

ها برگشت ناپذير هستند، به اين معني كه،  سيستم
شود به  ماني كه يك سيستم القائي روشن ميز

تواند خاموش  كننده نمي علت حضور مداوم القاء
كه يك سيستم شود و به طور مشابه، زماني 

بليت روشن شدن شود، قا بازدارندگي خاموش مي
تيجه، موضوع برگشت مجدد را ندارد. در ن

هاي تنظيمي رونويسي مصنوعي  ناپذيري سيستم

موجود، توجه انتقادي دانشمندان را در زمينه 
 مهندسي متابوليك به خود جلب كرده است. 

يان ژن، هيچ سيستم رونويسي در ارتباط با تغيير ب
ي ها كننده پذير فعال شونده با القاء برگشت

اي ديگري نظير ه ستمشيميايي وجود ندارد. اما، سي
P1Fهاي بياني تغيير پذير سيستم

1
P  به واسطه نور و دما

بازدارندگي سريع و وجود دارند كه سبب القاء و 
هاي خاص  هاي هدف در زمان پذير ژن برگشت

 ,Rinas, 1996; Lee and Keasling(شوند  مي

2006; Lee et al., 2013 .(اخير، هاي  در طي دهه
يك از باكتري باسيلوس سوبتيليس به عنوان 

هاي القائي و  باكتري الگو جهت مطالعه اپرون
ي، تنظيم بيان ژن و متابوليسم بازدارندگي مصنوع

 Freyre-González et(ها استفاده شده است  ژن

al., 2013 .(هاي  اپرون گلوكونات يكي از اپرون
ليسم معروف اين باكتري است كه مسئوليت كاتابو

گلوكونات را با استفاده از فسفريلاسيون 
فسفو گلوكونات طي مسير پنتوز  6گلوكونات به 

-ه. ب(Reizer et al., 1991)فسفات به عهده دارد 
علاوه، بازدارندگي كاتابوليتي كربن در باكتري 
باسيلوس سوبتيليس تحت كنترل عناصر اساسي 

AP2Fنظير پروتئين كاتابوليتي 

2
Pه، سرين فسفريله شدP3F3

P 
P4Fو عنضر پاسخ دهنده كاتابوليتي

4
P  مي باشد. تنظيم

در اپرون گلوكونات تحت كنترل دو  CCRپديده 
، يكي در اولين ژن اپرون گلوكونات، creتوالي 

) و ديگري creRdownRبا نام ( gntRژن تنظيم كننده 

                                                
1 Switchable gene expression 
2 Catabolite control protein A (CcpA) 
3 P-ser-HPr 
4 Catabolite responsive element (cre) 
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 باشد  ) ميcreRupRدر ناحيه پروموتر با نام (
)Miwa et al., 1997; Marciniak et al., 2012 (

شوند: الف) اتصال  و به دو صورت كنترل مي
در  creبه ناحيه  CcpA/P-ser-HPrكمپلكس 

كونات سبب جلوگيري از پروموتر اپرون گلو
-CcpA/Pشود. ب) اتصال كمپلكس  رونويسي مي

ser-HPr  به ناحيه ديگري ازcre  درون ژنgntR 
كند  شرفت يا ادامه رونويسي ممانعت مياز پي

)Miwa et al., 1997 .(هاي اخير،  در سال
مطالعات متعددي بر روي بررسي عملكرد اپرون 

هاي  كونات جهت ارزيابي و تنظيم سيستمگلو
تنظيمي رونويسي مصنوعي انجام شده است. در 

، فوجيتا و همكارانش، توالي 1986سال 
نوكلئوتيدي اپرون گلوكونات را در باكتري 
 باسيلوس سوبتيليس گزارش كردند 

)Fujita et al., 1986هاي آناليز حذفي و  ). روش
غير فعال سازي الحاقي نشان داد كه اپرون 

هاي  كونات شامل سه ژن ساختاري به نامگلو
)، گلوكونات پرمئاز gntKگلوكونات كيناز (

)gntP) يك ژن با عملكرد نامشخص ،(gntZ و (
ده پروتئين كنن ) توليدgntRيك ژن تنظيمي (

 باشد  بازدارنده رونويسي مي
)Miwa and Fujita, 1988( . 

در مطالعه ديگري، تنظيم منفي اپرون گلوكونات 
در اثر تعامل بين پروتئين بازدارنده گلوكونات و 
 توالي اپراتور كشف شد 

)Fujita and Fujita, 1987 در تحقيق مشابه .(
دريافتند كه پروتئين  ) 1989ديگر، فوجيتا و ميوا (

GntR نات يا در تعامل با گلوكوS- گلوكونو

لاكتون غير فعال شده و توسط اولين ژن اپرون 
 شود ) رمز ميgntRگلوكونات (

)Fujita and Miwa, 1989 در پژوهش ايشان .(
هاي  در بين موقعيت gntمشخص شد كه اپراتور 

+ قرار گرفته و داراي ساختار 15و  -10
باشد.  مي ATACTTGTAپاليندرومي نيمه متقارن 

) غير 1، هدف از مطالعه حاضر، بر اين اساس
جهت از بين بردن تاثير  CCRفعال سازي پديده 

) بررسي 2آن بر روي ميزان رونويسي اپرون 
ت با هدف عملكرد اپرون مصنوعي گلوكونا

پذير سيستم بياني  روشن و خاموش شدن برگشت
هاي متفاوت از  در زمان هاي دلخواه و غلظت

 بوده است. كننده در طول رشد باكتري  القاء
 

 ها مواد و روش

 هاي باكتريائي سويه
در اين مطالعه، از سويه باسيلوس 

سويه ) به عنوان يك trpC2( 168سوبتيليس 
هاي مشتق شده از  استاندارد استفاده شد. سويه

 trpC2, ∆gntR::PRrpsORعبارتند از: ( 168سويه 

(EmP

R
P)) ،(trpC2, ∆gntR::PRrpsOR (EmP

R
P) 

amyE:: PRgntR-lacZgntRm() ،trpC2, 

∆gntR::PRrpsOR (EmP

R
P) amyE::PRgntm1R-

lacZgntRm) ،(trpC2, ∆gntR::PRrpsOR (EmP

R
P) 

amyE::PRgntm2R-lacZgntRm(. 
 

 ها محيط كشت و شرايط رشد باكتري
هاي بعد از ترانسفورماسيون، جهش يافته

  agarباسيلوس سوبتيليس بر روي محيط كشت
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LB P5F

1
P  گرم  5/0گرم تريپتون،  10انتخابي (شامل

با آنتي  گرم سديم كلرايد) 10عصاره مخمر و 
هاي اريترومايسين و كلرامفنيكل به ترتيب  بيوتيك

ليتر در در ميكروگرم بر ميلي  5و  5/0ميزان  به
ساعت  10گراد به مدت  درجه سانتي 37دماي 

هاي  ده شدند. جهت آزمون آنزيمي، سلولكشت دا
 ) درR600 ROD=  01/0فاز تأخيري رشد ( باكتري در

دار حاوي محيط كشت مايع هاي زاويه  فلاسك
 ، تلقيح شدند. S6حداقل 

 

با ايجاد جهش در  CCRاز بين بردن پديده 

PRgnt R  و ناحيه رمز كننده پروتئين بازدارنده

)gntRm( 
بر روي  CCRجهت جلوگيري از اثر 

در   cre جهش در توالي ميزان رونويسي، دو
 gntرون ) اپgntR) و پائين دست (PRgntRبالادست (

 ysiAB-etfBAايجاد شد. ابتدا، از ناحيه پروموتري 
 17)، يك توالي رابط TATCA( -10شامل ناحيه 

 -35و ناحيه  -35و  -10جفت بازي بين نواحي 
)TTGCATاي  ) بدست آمده از پايگاه داده

DBTBS  مشابه با توالي پروموترPRgntR  استفاده شد
)Ishii et al., 2001 به منظور ايجاد .(PRgntm1R ،

با ناحيه پروموتري  gntپروموتر  -35ناحيه 
ysiAB-etfBA  جايگزين شد و در موردPRgntm2،R 

 -35در ناحيه  TTGACAتوالي مورد توافق 
قرار گرفت. جهت تكثير و كلونينگ  gntپروموتر 
-pCRE، پلاسميد PRgntm2Rو  PRgntR ،PRgntm1Rقطعات 

test هاي برشي  با آنزيمEcoRI  وBamHI  هضم

                                                
1 Luria broth medium 

و  a067به ترتيب از جفت آغازگرهاي ( شد و
a070) ،(a068  وa070) و (a069  وa070 براي (

-pCREو  pCRE-PRgntR ،pCRE-PRgntm1Rساخت 

PRgntm2R  استفاده شد. بعلاوه، تواليcre RdownR  40در 
) توسط جهش خاموش به ACCامين كدون (

) ACTكدون ديگري از اسيد آمينه ترئونين (
 تبديل شد. 

 

gntR::PRrpsOR (EmP∆يافته  شساخت سويه جه

R
P) 

 به عنوان باكتري ميزبان و ترانسفورماسيون
ولت در تجزيه مداوم به منظور سه

هاي ساختاري اپرون گلوكونات  گلوكونات، ژن
P6Fتحت كنترل مداوم پروموتر قوي

2
P )PRrpsOR قرار (

). كاست ژني Nicolas et al., 2012گرفتند (
شامل پروموتر قوي و ژن مقاومت به 

P7Fومايسين با استفاده از پي سي آر نوتركيباريتر

3
P 

 ,.Farbet et alتكثير و به باكتري ترانسفورم شد (

).  با توجه به ماهيت طبيعي 1) (شكل 2002
P8Fمستعد بودن

4
P  باكتري باسيلوس سوبتيليس و عدم

 نياز به ناقل پلاسميدي براي ترانسفورماسيون 
)de Vries and Wackernagel, 2002 ،(

تعد ميزبان باكتريائي با استفاده از هاي مس سلول
DNA هاي  استخراج شده از هر كدام از سلول
هاي ژني از  يافته ترانسفورم شدند و كاست جهش

P9Fطريق نوتركيبي هومولوگي

5
P  در نواحيA  وB  در

 كروموزوم ميزبان جاي گرفتند. 

                                                
2 Constitutively strong promoter 
3 Recombinant PCR 
4 Natural competence cell 
5 Homologous recombination 
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و  gntدر اپرون  gntRنده يافته. شكل بالا، حذف ژن تنظيم كن هاي جهش الگوي ساخت سويه -1شكل 

PRrpsOجايگزيني با پروموتر مداوم قوي ( Rدهد. شكل پائين نشاندهنده الحاق قطعه  ) را نشان ميgntRm 

-amyE:: PRgntR-lacZgntRm ،amyE::PRgntm1Rهاي  ائين دست ژن گزارشگر و ساخت سويهدر پ

lacZgntRm  وamyE::PRgntm2R-lacZgntRm باشد. مي 
Figure 1- Construction of new strains. The upper figure shows deletion of gntR gene in 
the gnt operon and replacement with constitutive strong promoter (PRrpsOR), the lower 
figure indicates the insertion of gntRm under lacZ reporter and construction of 
amyE::PRgntRR-lacZgntRm, amyE::PRgntRm1R-lacZgntRm and amyE::PRgntRm2R-lacZgntRm 
strains. 

 

P10Fيافته با پي سي آر هاي جهش تأئيد سويه

1
P  و

P11Fيابي توالي

2 
P12Fها جهت استخراج تك كلوني

3
P ،

هاي بدست آمده از هر محيط كشت بر  كلوني
روي محيط كشت جديد با استفاده از يك لوپ 

هاي هر  ژنومي از تك كلوني DNAكشت شدند. 

                                                
1 PCR 
2 Sequencing 
3 Single colony isolation 

پتري ديش، با استفاده از روشي مطابق مقاله ژانگ 
تغييرات استخراج گرديد  و همكاران با كمي

)Zhang et al., 2011ومي ). تغييرات كروموز
و  PCRهاي  بدست آمده با استفاده از روش

تأئيد شدند.  ABIتوالي ياب  يابي با دستگاه توالي
يابي  هاي بدست آمده از توالي در نهايت، داده

 Sequence scannerهاي  بوسيله نرم افزار
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version 1.0 وversion 10.1  GENETYX  مورد
 تجزيه و تحليل قرار گرفتند. 

 

كننده  فه كردن مقادير متفاوتي از القاءاضا

يط كشت باكتريائي جهت (گلوكونات) به مح

P13Fاي القاء ضربه

1 
P14Fهاي باكتريائي بعد از پيش كشت سويه

2
P ،

انتقال  S6ليتر محيط كشت مايع  ميلي 100در 
درجه  37يافته و در شيكر انكوباتور دماي 

هاي باكتري در  گراد انكوبه شد. كشت سلولسانتي
) آغاز شد و R600ROD= 01/0فاز تأخيري رشد (

)،  R600ROD=3/0پس از رسيدن فاز لگاريتمي رشد (
ميلي ليتر)  1هاي باكتريائي ( نمونه گيري از سلول

ن فاز لگاريتمي رشد به انجام شد. به محض رسيد
 rpmدقيقه با دور  3ها به مدت  ، سلول3/0

فيوژ گراد سانتري درجه سانتي 4در دماي  15000
كننده  مولار القاء ميلي 1شدند. سپس، به ميزان 

ها  ات) به محيط كشت اضافه شد و سلول(گلوكون
ساعت بعد از اضافه  8 و 4، 2، 1با فاصله زماني 

ميكروليتر  500ننده به ميزان ك كردن القاء
 آوري شدند.  جمع

 

 آزمون آنزيمي
و صورت كمي و كيفي آزمون آنزيمي به د

ت فنوتيپي، آزمون غربالگري انجام شد. در حال
P15Fسفيد –هاي آبي  كلوني

3
P ميزان بيان ژن گزارشگر ،

lacZ هاي  را نشان داد. بر اين اساس، سلول

                                                
1 Pulse induction system 
2 Pre-culture  
3 Blue – white colony screening 

ساعت بر روي محيط كشت  40باكتريائي به مدت 
LB agar  حاوي سوبستراX-gal )120  ميكروگرم
 5/0لرامفنيكل (بيوتيك ك ليتر) و آنتي بر ميلي

ميكروگرم بر ميلي ليتر) كشت داده شدند. در 
بتاگالاكتوزيداز بر  آزمون كمي، ميزان فعاليت آنزيم

گيري ماده زرد رنگ او نيتروفنل بتا  اساس اندازه
P16Fدي گالاكتوزيد

4
P  و با استفاده از دستگاه
انجام  BioRad powrwave XSاسپكتروفوتومتر 

 ). Griffith and Wolf, 2002شد (
 

 نتايج

هاي  اي در باكتري نتايج حاصل از القاء ضربه

 يافته جهش
ي ها بر اساس نتايج بدست آمده، سلول

) 0hكننده ( باكتري در محيط كشت بدون القاء
ك ساعت بعد منحني رشد نرمال را نشان دادند. ي

مولار گلوكونات  ميلي 1از اضافه كردن 
سي وكننده) به محيط كشت نيز تغيير محس (القاء

ا با هاي باكتري ايجاد نشد. امدر ميزان رشد سلول 
گلوكونات مولار از  ميلي 5و  5/2افزايش مقادير 

هاي باكتريائي در  به محيط كشت، غلظت سلول
P17Fفاز سكون

5
P   كاهش يافته و سبب توقف رشد

مولار  ميلي 5د. به عنوان مثال، افزودن سلولي ش
كشت، مولار به محيط  ميلي 1گلوكونات نسبت به 

 رشد كندتري در فاز سكون را سبب شد 
مولار از  ميلي 1). از اين رو، غلظت 2(شكل 

 كننده، رشد مناسب تر باكتري را نشان داد. القاء

                                                
4 O-nitrophenyl-β-D-galactoside (ONPG) 
5 Stationary phase 
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يلوس سوبتيليس در عدم حضور يافته باكتري باس هاي جهش اي در سويه سيستم القائي ضربه -2 شكل

مولار) به  ميلي 5و  5/2، 1تي از گلوكونات (هاي متفاو تمولار) و در حضور غلظ ميلي 0ه (كنند القاء

 مولار گلوكز ميلي 5همراه 
Figure 2- Pulse induction system in synthetic bacillus subtilis strains without any inducer 
and addition of 1 mM, 2.5 mM and 5 mM gluconate as well as 5 mM glucose.  

 
با استفاده از آناليز  lacZارشگر بيان ژن گز

 فنوتيپي 
تحت  lacZميزان بيان ژن گزارشگر 

در سه  PRgntm2Rو  PRgntR ،PRgntm1Rكنترل پروموتر هاي 
 5و  1كننده ( كننده و با القاء حالت بدون القاء

ا استفاده از روش غربالگري مولار) ب ميلي
بالا).  3يد انجام شد (شكل سف –هاي آبي  كلوني
هاي  بي رنگ مشاهده شده در محيطآ هاي كلوني

م كشت هر سه سويه باكتري فعاليت آنزي
شاهده شد. كننده م بتاگالاكتوزيداز در حضور القاء

هاي سفيد رنگ، عدم  در حالي كه وجود كلوني
كننده در  ء پروموتر در اثر عدم حضور القاءالقا

 محيط كشت را تأييد كرد. 

مي نشان داد نتايج بدست آمده از آزمون آنزيمي ك
) به 0hكه هيچ گونه فعاليت آنزيمي در زمان (

 كننده وجود ندارد  علت عدم حضور القاء
مولار  ميلي 1پائين). با اضافه كردن  3 (شكل

گلوكونات به محيط كشت، بالاترين سطح فعاليت 
تريائي ) در هر سه سويه باك1hآنزيم در زمان (

يك ساعت  كننده بعد از  ديده شد و با تجزيه القاء
مولار  ميلي 5/2توقف شد. با اضافه كردن فعاليت م

كننده، بيشترين ميزان فعاليت آنزيم در زمان  القاء
)1h در سويه (ΔgntR::PRrpsOR (EmP

R
P) 

amyE::PRgntR lacZgntRm (CmP

R
P) ) 2، در زمانh (

ΔgntR::PRrpsOR (EmPدر سويه 

R
P) amyE::PRgntm1R-

lacZgntRm (CmP

R
P) 1هاي ( و در زمانh-2hر ) د

ΔgntR::PRrpsOR (EmPسويه

R
P) amyE::PRgntm2R-
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lacZgntRm (CmP

R
P)  مشاهده شد. با اضافه كردن
كننده به محيط كشت، بيشترين  مولار القاء ميلي 5

ها  ) در همه سويه4hسطح فعاليت آنزيم در زمان (
توان  با توجه به مقايسات انجام شده ميديده شد. 

ز مولار ا ميلي 5فت كه با اضافه كردن غلظت گ
اكتري قادر به گلوكونات به محيط كشت، سلول ب

) lacZباشد و ژن هدف ( تجزيه تمام آن نمي
ده و اپرون به طور مداوم روشن ديرتر فعال ش

كننده  تر القاء ماند. در حالي كه، در غلظت پايين مي
مولار)، گلوكونات در طول بازه زماني  ميلي 1(

 كوتاهتري كاملا تجزيه شده سبب بازدارندگي
گردد. در نتيجه،  دد از فعاليت آنزيم ميمج

ر در يك زمان مشخص در حضور پروموت
كننده تجزيه پذير روشن و با توليد ميزان  القاء
از محصول ژن گزارشگر (آنزيم  كافي

 شود. گالاكتوزيداز) خاموش مي بتا
 

 بحث 
ه دليل هاي بيان ژن تغييرپذير ب سيستم

هاي هدف در  پذير ژن القاء و بازدارندگي برگشت
اهش اثرات پليوتروپي ناشي از هر زمان و ك

اند.  ر گرفتهها، مورد توجه زيادي قرا بيان ژن بيش
هاي در دسترس موجود تنها از سوي ديگر، سيستم

باشند  و نور مي pHهاي القاء شونده با دما،  سيستم
هاي القائي با مواد شيميائي  جهت  و سيستم

هاي خاص در  يتبولاستفاده در توليد انبوه متا
 صنعت وجود ندارد 

)Jana and Deb, 2005; Valdez-Cruz et al., 

هاي  اين ميان، توليد حداكثر متابوليت). در 2010

هاي بيولوژيكي و  خاص با كنترل كارآمد سيستم
 مسيرهاي بيوشيميائي ضروري است 

)Drepper et al., 2011; Cho et al., 2012; 

Zhou et al., 2012ك نتيجه، دستيابي به ي ). در
هاي باكتريائي به  ابزار مناسب جهت كنترل بيان ژن

اي ه رت دقيق و موقتي در پاسخ به محركصو
هاي  خارجي به درك و دستكاري سيستم

 كند.  بيولوژيكي پيچيده كمك مي
در باكتري  gntبر اين اساس، از اپرون 

باسيلوس سوبتيليس به دليل ماهيت ذاتي برگشت 
و قابليت تجزيه پذيري گلوكونات نه  اش پذيري

كننده،  ن منبع كربن بلكه به عنوان القاءبه عنوا
جهت ايجاد اپرون مصنوعي برگشت پذير استفاده 

، به مطالعه حاضرشواهد بدست آمده از شد. 
 يمصنوعالقائي  يستمدر س يا وضوح القاء ضربه

كشت  يطكننده به مح در اثر اضافه كردن القاء
عدم . بعلاوه، را نشان داد m2و  m1 يها نمونه

هاي جهش  در نمونه يدازبتاگالاكتوز يمآنز يتفعال
يانگر كارآمد بودن بكننده  در عدم حضور القاء يافته

هاي ايجاد شده در پروموترهاي مذكور و از  جهش
در  يمختلف يقاتتحق .بود CCRبين رفتن پديده 

ام ها انج يكربن در باكتر يبازدارندگ يدهپد ينهزم
بدست آمده از پژوهش  يجگرفته است كه با نتا

مشابه،  يا در مطالعه حاضر مطابقت دارد.
 Crh و Hpr واسط يها مولكول يلاسيونفسفر

 يلو تشك CcpA ينجهت اتصال به پروتئ
كربن در  يبازدارندگ يدهپد ركمپلكس به منظو

 .)Galinier et al., 1991شد ( يبررس xyn اپرون
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شكل بالا، آزمون  با استفاده از آناليزهاي آنزيمي و فنوتيپي. lacZبررسي كاركرد ژن گزارشگر  -3شكل 

كز) مولار از گلوكونات به همراه گلو ميلي 5و  1، 0هاي ( سفيد را در غلظت–هاي آبي  غربالگري كلوني

لاكتوزيداز را زيمي بتاگادهد. در شكل پائين، نتايج حاصل از آزمون آن سويه جهش يافته نشان مي 3در 

مولار)  ميلي 5و  5/2، 1تي از گلوكونات (هاي متفاو كننده  و در حضور غلظت در عدم حضور القاء

هاي باكتريائي در  شود. نمونه برداري از سلول مولار منبع كربن گلوكز مشاهده مي ميلي 5بعلاوه 

 انجام شد.   8hو  0h ،1h ،2h ،4hهاي  زمان
Figure 3- Check the functionality of lacZ reporter using phenotyping and enzymatic 
analysis. The upper part of the figure indicates the blue/white colonies in three mutant 
strains under different concentration of gluconate (0, 1 and 5 mM) with glucose as 
carbon source. The lower part shows the dendrograms of lacZ activity of each strain 
based on absence and presence of 0, 1, 2.5 and 5 mM gluconate in addition of 5 mM 
glucose. Time sampling was done in 0h, 1h, 2h, 4h and 8h after addition of gluconate. 

 
مولكول واسط  نشان داد كه يجنتا

فسفات سبب اتصال كمپلكس  يب 6و  1فروكتوز 
به   P-ser-Crh/CcpA و P-ser-Hpr/CcpA يها

 ياثر يچگردد، اما ه يم xyn در اپرون cre يتوال
 در. ندارد  cre يبه توال يبه تنهائ CcpA در اتصال

تحت  dra–nupC–pdp اپرون يانب يگري،د يقتحق
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مطالعه  يتي كربنلكاتابو يبازدارندگ ير پديدهتأث
بدست آمده  يج. نتا)Zeng et al., 2000( شد

 يتيپاسخ دهنده كاتابول يتوال يكوجود  يانگرب
 ينجفت باز در پائ 46واقع در  ينگاكت يسس

بود. بعلاوه، در اثر  يسيدست نقطه شروع رونو
 يرمنجر به غ  creيدر توال يا نقطه هشج يجادا

كربن در  يتيلكاتابو يبازدارندگ يدهفعال شدن پد
  .شد dra–nupC–pdp  اپرون

نمودند  يانب در مطالعه ديگري، محققين
دفع  يندهاي، فرآCCRيده كه علاوه بر پد

و كنترل  CcpA ينوابسته به پروتئ يركننده  غ القاء
منجر  يلاسيونها توسط فسفر كننده يمتنظ يتفعال
در حضور  يگزينجا سيرهايم يفعال ساز يربه غ

 گردند يهمچون گلوكز م يحيرجت يسوبستراها
)Titgemeyer and Bruckner, 2002 .( 

كردند كه ثابت  محققيقن ي،پژوهش در
تحت  gnt كربن در اپرون يتيكاتابول يبازدارندگ

  باشد يدفع القاء كننده نم يدهپد يرتأث
)Fujita and Miwa, 1994(نمودند كه  يان. آنها ب

 يدهپد يبه عنوان عامل ضرور CcpA ينپروتئ

CCR  در اپرونgnt  كند. بعلاوه،  يم ينقش باز
 يدهپد يبر رو sigA  شده در آلل ژن يجادجهش ا

 CCR گذاشت يرتأث. 
در  يتيكاتابول يبازدارندگ ،در پژوهشي

با استفاده  يليسسوبت يلوسباس يباكتر gntاپرون 
 يمورد بررس His-15جهش در مولكول  يجاداز ا

. آنها ثابت كردند )Rizer et a., 1998گرفت (قرار 
 يدر باكتر gntبازدارنده اپرون  ين، پروتئGntRكه 
 يتيكاتابول يدر بازدارندگ يليس،سوبت يلوسباس

دفع  يها يندندارد و فرآ ينقش gntاپرون  ربنك
 باشند. يموثر نم يزكننده ن القاء

لعات متعددي در زمينه ساخت مطا
زي سا اي مصنوعي با هدف افزايش و بهينهه اپرون

ت. به عنوان يك متابوليت خاص انجام شده اس
هاي دخيل در مسير سنتز  مثال، در پژوهشي، ژن

) را ribA, ribB, ribD, ribE, ribCريبوفلاوين (
در يك اپرون مصنوعي تحت كنترل پروموتر 

جهت افزايش توليد اين ماده قرار دادند.  trcالقائي 
 عدر نتيجه، بعد از مهندسي اپرون ميزان تجم

گرم بر ليتر در  ميلي 1/229ريبوفلاوين به ميزان
 افزايش يافت  E.coliباكتري 

)Lin et al., 2014اي مشابه، ميزان  ).در مطالعه
كننده آنزيم  توليد CATبيان ژن گزارشگر 

 1A423كلرامفنيكل استيل ترانسفراز در سويه 
 باكتري باسيلوس سوبتيليس بررسي شد 

)Fujita and Fujita, 1987( نتايج نشان داد كه .
بيوتيك  سلول نوتركيب مقاوم به آنتي 13ر د

كلرامفنيكل با اضافه كردن گلوكونات، ميزان سنتز 
برابر افزايش يافت. در  6/1به  1/1از  CATژن 

يافته باكتري باسيلوس  سه جهش مطالعه ديگري،
سوبتيليس جهت ارزيابي توانائي اتصال گلوكونات 

  شدند به اپراتور توسط بررسي
)Yoshida et al., 1995( ،در اين پژوهش .

جهش  pGNT177و  pGNT83Dپلاسميدهاي 
يافته مشتق شده از باكتري اشريشيا كولي، با اضافه 

را به ميزان  CATكردن گلوكونات، سنتز ژن 
بالائي نشان دادند كه دلالت بر نياز مبرم به حضور 

جهت سنتز پروتئين  243تا  221آمينو اسيدهاي 
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GntR  داشت. علاوه بر آن، فعاليت بالاي آنزيم
CAT ه در تواند دلالت بر حضور مداوم بازداند مي

كننده را نيز داشته  سلول حتي در عدم حضور القاء
 lacZباشد. از خصوصيات بارز ژن گزارشگر 

ژن توان به طول بيشتر  ، ميCATنسبت به ژن  
lacZ  استخراج شده از باكتري)E.coli رمز كننده 

جفت باز  3000يداز) حدود بتاگالاكتوز يمآنز
در مطالعات  lacZاشاره كرد. ژن  CATنسبت به 

به سهولت قابل و  دارد يكاربرد فراوان يولوژيكيب
يم آنزبعلاوه، است.  يكيژنت كاريدست

 يعمر يمه، نCATنسبت به  بتاگالاكتوزيداز
 دارد  يقهدق 15در حدود  يتر ينپائ
)Arvidson et al., 1991 .( 

يك ممكن متابول يدر مهندسبه طور كلي، 
 يكيمتابول يرمس است نياز به خاموش كردن يك

محصولات خاص با  يدبه منظور تول يضرور
ممكن  يركار معمولا غ ين. اما اباشدبالا  يكارائ

مورد نظر  يوشيمياييب يرعلت كه مس يناست به ا
  است يرشد سلول ضرور يبرا
)Aristidou and Penttila, 2000( با استفاده از .
 يرمس توانيم يك ي ميموقت يالقائ يها يستمس
 يتجهت تجمع متابولرا  يضرور يوشيميائيب

 . يمخاموش كنبه طور موقتي مورد نظر 

 يستمكننده به س دن القاءدر واقع، با اضافه كر
 يانمسئول واكنش مورد نظر ب يمآنز ي،القائ

كه  يزمان گردد. اما يشود و سبب رشد نرمال م يم
(بعد از  ودمصرف ش گلوكز به عنوان منبع كربن

از سلول ها)، واكنش مورد نظر به طور  يكاف يدتول
سطح،  يشتريندر ب يتخودكار جهت تجمع متابول

 يربه مس يازها ن سلول گردد. اگر يخاموش م
جهت زنده ماندن داشته مورد نظر  يوشيمياييب

ننده، به طور ك توان با اضافه كردن القاء يباشند، م
 واكنش را ادامه داد. يموقت

نتايج بدست آمده از آزمايشات ما به طور 
 lacZواضح نشان داد كه سطح بيان ژن گزارشگر 

فاوتي هاي مت با تنظيم زمان و اضافه كردن غلظت
اين  كند. اين امر دلالت بر از گلوكونات تغيير مي

 تواند منجر به اي مي دارد كه مكانيسم القاء ضربه
خلق يك سيستم القائي يا بازدارندگي مصنوعي در 

هاي  باكتري باسيلوس سوبتيليس يا گونه
 يكنزد يا يندهاست كه در آ يدامخويشاوند شود. 

به عنوان  يربرگشت پذ يميتنظ يها يستمس يناز ا
 يمهندس ينهدر زم يو ارزشمند يدابزار جد

 يداز جمله تول يستيز يلو تبد يرتخم يك،متابول
 استفاده شود. يستيز يها سوخت
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Abstract  

In this study, we proposed the artificial operon which is capable of reversible 
transcriptional regulation control in Bacillus subtilis. Firstly, the cre RupR and creRdownR were 
mutated to release from CCR phenomenon. Then, the structural genes of gnt operon were 
placed under the control of constitutively strong promoter to degrade gluconate constitutively. 
In addition, the reporter gene (lacZ) was introduced under control of gnt promoters to evaluate 
functionality of the artificial operon. The results of pulse induction system showed no enzyme 
activity of each strain in the absence of inducer. By addition of 1 mM gluconate, the highest 
enzyme activity was shown at 1h after addition of inducer, and then the inducer degraded to 
turn off the operon.  The maximum activation of enzyme was observed in 2h and 4h after 
addition of 2.5 and 5 mM gluconate into culture media, respectively. Our data indicated that 
the longer degradation of inducer and higher enzyme activity was appeared by more 
concentration of gluconate as well as growth arrest. It is suggested to use the pulse induction 
system and reversible artificial operon to achieve huge amount of special metabolite at short 
period of bacterial growth.  
Key words: Bacillus subtilis, Artificial operon, Gluconate.  
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