
 

 

Cloning and expression of recombinant xylanase enzyme (xynA) in E. 

coli. 

 

Amin Sadeghi Alikelayeh   

PhD Student, Department of Biotechnology and Plant Breeding, Faculty of Agriculture, 

Shahrekord University, Shahrekord, Iran. Email: a.s.phd.biotech@gmail.com 

 

Neda Mirakhorli   

 *Corresponding author. Assistant Professor, Department of Biotechnology and Plant Breeding, 

Faculty of Agriculture, Shahrekord University, Shahrekord, Iran. Email: 

neda.mirakhorli.54@gmail.com 

 

Mohammad Reza Akbari   

Assistant Professor, Department of Animal and Poultry Science, Faculty of Agriculture, 

Shahrekord University, Shahrekord, Iran. Email: mrakbari5@gmail.com 

 

Behzad Shareghi Brojeni  

Professor, Department of Biochemistry, Faculty of Basic Science, Shahrekord University, 

Shahrekord, Iran. Email: b_shareghi@yahoo.com 

 

Abstract 
Objective 

Today, global increasing in corn prices has led to the replacement of wheat instead of corn in 

poultry diets. The NSPs in the cell wall prevents the uptake of wheat nutrients by poultry. Using 

xylanase is one of the methods to remove NSPs. Xylanases can digest xylan. The aim of current 

investigation was to produce xylanase (xynA) gene as a supplement of poultry diets in E. coli. 

Materials and methods 

In present study, the thermostable xylanase (xynA) gene in a bacterial secretory expression 

system along with: Shine-Dalgarno sequence, Usp45 signal peptide and T7 promoter was cloned 

in plasmid pET-22b (+) from E. coli strain BL21 (DE3) using The heat shock method. IPTG 
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were used at different times to induce the expression of recombinant xylanase gene. In addition, 

catalytic indicators were done according to the DNS method. 

 

Results 

PCR colony confirmed the presence of 743 bp recombinant xylanase gene sequence on 1% 

agarose gel. SDS-PAGE showed protein with 27 kDa molecular weight. Also, the activity of 

recombinant protein was 189.47 (unit/ml) using DNS method at optimum temperature of 65 °C 

and pH=6. As well as, michaelis-menten curve determined Km and Vmax 4.1 (mg/ml) and 87 

(unit/ml), respectively. 

 

Conclusions 

Xylanase are the most important complementary enzymes in poultry diets that are added to 

wheat-based diets. Results showed that produced recombinant xylanase is thermostable enzyme 

with acceptable activity and concentration. Furthermore, because of the secretory expression 

system, it is produced at a lower cost. 
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  چکیده

سهاکاریداای وجود پل:اما امروزه، افزایش جران: قینت ذرت در جیره طیور سبب جایگزین: گندم به جای ذرت شده است.  هدف:

اهای ذهذ  یکه: از رو  .گردنهد: مانع جذب ترکیبات غهذای: موجهود در گنهدم توسهو طیهور م:ای در دیواره سلولغیرنشاسته

سهبب شکسهته زایلانازاها  باشهد.م:ی غذای طیور در جیره آنزیم زایلاناز استفاده ازموجود در گندم  ایساکاریداای غیرنشاستهپل:
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اد  از این پژواش تولید آنزیم نوترکیب مقاوم به ذهرارت . شودم:گندم ( آرابینوزایلان در دیواره سلول: ۱-۴شدن پیوند اندو بتا )

 .باشدم: به عنوان مکنل جیره غذای: طیور، E. coliدر باکتری زایلاناز 

 در یک سیسهتم بیهان ترشهب: باکتریهای: شهامل  تهوال: (xynAدر این پژواش ژن مقاوم به ذرارت زایلاناز ) :هاروشمواد و 

 BL21سهویه   E. coliبهاکتریاز  (+) pET-22bدر پلاسهنید T7و پرومهوتر  Usp45 پپتید ترشب:سیگنال دالگارنو،-شاین

(DE3)  با استفاده از رو  شوک ذرارت: کلون شد. جرت القای بیان ژن نوترکیب زایلاناز از القاگرIPTG مختله   اایدر زمان

 صورت پذیرفت. DNSاای کاتالیتیک: نیز طبق رو  شاخصبررس: ، انچنین استفاده گردید.

درصد تأیید ننود.  ۱گارز را بر روی ژل آ bp 7۴۳وجود توال: ژن نوترکیب زایلاناز به طول  PCRنتایج ذاصل از کلون:  :هایافته

روتئین نوترکیب به . انچنین میزان فعالیت پنشان دادرا  kDa 27، ذضور پروتئین با وزن مولکول: SDS-PAGE آمیدژل اکریل

این، نتهایج منبنه:  تعیین گردید. علاوه بر =pH ۶و  C۶5°در دمای برینه  DNSبا استفاده از رو  ( unit/ml) ۴7/۱۸9مقدار 

 ۱/۴به ترتیهب یلاناز برای آنزیم نوترکیب زا( را Vmax( و ذداکثر سرعت واکنش )Km) ثابت میکائیلیسمنتن میزان -میکائیلیس

(mg/ml ) ۸7و (unit/ml ).تعیین ننود 

نتایج نشهان شوند. افه م:اای بر پایه گندم اضباشند که در جیرهاای مکنل جیره طیور م:زایلانازاا مرنترین آنزیم ی:گیرنتیجه

یلانهاز بهه م نوترکیهب زا. انچنین آنهزیبه ذرارت است مقاوم وباشد م:دارای فعالیت و غلظت مناسب داد، آنزیم نوترکیب ذاصل، 

 باشد.ندک قابل استبصال م:دلیل خاصیت ترشب: بودن با ازینه ا

 ، گندم E. coli  آنزیم نوترکیب زایلاناز، کلمات کلیدی

 پژواش:.  نوع مقاله

سازی و بیان آنزیم انهانس( ۱۳99)صادق: علیکلایه امین، میرآخورل: ندا، اکبری مبندرضا، شارق: بروجن: برزاد  استناد:

 .22-۱(، ۴)۱2بیوتکنولوژی کشاورزی . مجله E. coli( در باکتری xynAنوترکیب زایلاناز )
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 مقدمه

گردد که قدمت آن را در ایران به دوران قبل از میلاد مسیح پرور  ماکیان یک: از مرنترین دستاورداای بشری مبسوب م:

ستردگ: مرزاای اند. در آن دوران به دلیل وجود امپراطوری بزرگ ایران )پرشیا( از اند تا دریای مدیترانه و به طبع آن گتخنین زده

زمین: و دریای:، ذنل و نقل مبصولات بویژه ماکیان از فراوان: قابل توجر: برخوردار بوده که سبب توسعه جنعیت ماکیهان شهده 
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  شناس:بر اساس مطالعات باستان .(Moazeni et al. 2016; Mohammadifar and Mohammadabadi 2017)است 

West and Zhou :پهیش از مهیلاد  ۳900تها  ۳۸00ستخوان: ماکیان در جنوب شرق: ایهران بهه دوران داد که فسیل انشان م

 از آنجها کهه (.Mohammadifar et al. 2014; Mohammadifar and Mohammadabadi 2018) مسیح تعلهق دارد

پرور  طیور در  ردد.باید از منابع پروتئین ذیوان: تأمین گ انسان براساس توصیه سازمان برداشت جران: یک سوم پروتئین مصرف:

باشهد. ذرت گیری داشته است. یک: از مرنترین موارد در پرور  صنعت: طیور، تهأمین خهوراک طیهور م:چند سال اخیر رشد چشم

اای زیسهت: و داهد. امهروزه تولیهد سهوختدرصد آن را تشکیل م: ۶5رود که ذدود مرنترین ماده غذای: جیره طیور به شنار م:

(. یک: Wang et al. 2018افزایش قینت این مبصول و کااش سرنیه مصرف: آن برای طیور شده است )اتانول از ذرت سبب 

باشهد. میهزان پهروتئین خهام گنهدم از رااکاراا جرت رفع این معضل، جایگزین کردن گندم در جیره غذای: طیور به جای ذرت م:

( موجود در دیواره polysaccharides starch-nonای )استهساکاریداای غیرنشنسبت به ذرت بالاتر است اما به دلیل وجود پل:

ای ساکاریداای غیرنشاسته(. پل:Engberg et al. 2004کند )سلول: گندم، جذب ترکیبات غذای: آن توسو طیور کااش پیدا م:

ای در طیهور ت رودهو بهروز مشهکلا ااسوبسترا و اای گوارش:برخورداای مؤثر بین آنزیمسبب افزایش میزان ویسکوزیته، کااش 

ترین رااکهار اا اسهتند. مناسهبای موجود در دیواره سلول: گندم عندتاً از گروه آرابینوزایلانساکاریداای غیرنشاستهگردد. پل:م:

اثهرات  توانهداهای بهر پایهه گنهدم م:باشد. افزودن آنزیم زایلاناز بهه جیرهزایلاناز م: اا استفاده از آنزیمجرت ذذ  آرابینوزایلان

کهه  اهای: اسهتنداا آن دسهته از آنزیمزایلاناز(. Fajardo et al. 2012ای را از بین ببرد )ساکاریداای غیرنشاستهنامطلوب پل:

، بهه انهین ترتیهب کنند.اای گیاا:، را اضم م:، یک: از اجزای اصل: دیواره سلولساکارید خط: زایلان منجنله ان: سلولزپل:

. اای موجود در منابع گیاا: برای تخریب مواد گیاا: به مواد مغذی قابل استفاده دارددر رشد میکروارگانیسم این ماده نقش مرن:

اا تولیهد دانهه و اا، سخت پوستان، ذشهراتاا، ذلزوناای دریای:، تک یاخته، جلبکاااا ، مخنراا ، باکتریزیلانازاا توسو قارچ

وه بر تجزیه غذای طیور در صنایع مختل  مانند  تولید سوخت زیست:، تولید خنیهر کاغهذ و در آنزیم زایلاناز علا . از این روشوندم:

اهای تولیهد آنهزیم در صهنعت (. یک: از مرنترین رو 2019Saiz et al. -Viecoگیرد )صنایع غذای: نیز مورد استفاده قرار م:

توانهد اای نوترکیب م:اا است. تولید انواع آنزیممیکروارگانیسم ژنتیک و تولید آنزیم درخوراک دام و طیور استفاده از علم مرندس:

اای بسیار مرم در فرآیند تولیهد آنهزیم، سهاخت اای غذای: دام: گردد. یک: از بخشمانع از خروج سالانه ارز جرت واردات مکنل

دالگارنو سبب افزایش میهزان -وال: شاینپپتید و تباشد. ساخت یک کانستراکت بیان: به انراه سیگنالم:مناسب کانستراکت بیان: 

به دلیل  E. coli(. باکتری Vasudevan et al. 2019گردد )سازی پروتئین نوترکیب م:بیان ژن اد  و تسریل فرآیند خالص

اش گردد. اد  از ایهن پهژوفاده م:اای تجاری استقابلیت دستورزی آسان به طور گسترده جرت تولید انواع واکسن، دارو و آنزیم

به عنوان مکنهل خهوراک  BL21 (DE3)سویه  E. coli( در باکتری xynAسازی و بیان ژن مقاوم به ذرارت زایلاناز )انسانه

ازینه اای استخراج را کهااش و فراام آورد تواند امکان تولید آنزیم زایلاناز را در شکل صبیح خود باشد. این تبقیق م:طیور م:

 .داد
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 هامواد و روش

ب به ترتی BL21 (DE3)و سویه  DH5α سویه E. coliاای گرم منف: باکتری: ا، پلاسمید و ژن هدفهباکتری

شهانگر انتخهاب: ذهاوی ژن ن (+) pET-22bمورد استفاده قرار گرفتنهد. پلاسهنید  (xynAسازی و بیان ژن زایلاناز )جرت کلون

ژن اهد  در  .ربرد داردکها E.coliاای نوترکیب در ید پروتئینژن و تولبیان اای: است که برای از قدرتنندترین ناقلسیلین آمپ:

کهان کنتهرل و در پلاسهنید ام LacIاست. ذضور اپهرون  T7شود که تبت کنترل پروموتر قوی پلاسنید، کلون م: MCSناذیه 

 بتها نزیم اندوآ، کدکننده xynA (Gene ID: 939861)کند. ژن اد  را فراام م: IPTGالقای بیان ژن توسو القاگر شینیای: 

از سبب شکسهته شهدن آنزیم زایلانبدست آمده است.  Bacillus subtilisباشد که از باکتری ( زایلاناز مقاوم به ذرارت م:۱-۴)

 گردد. ( آرابینوزایلان در دیواره سلول: گندم م:۱-۴) بتا پیوند اندو

یکرولیتهر م 20مقدار  E. coliی باکتری هسازی و انچنین کشت شبانبه منظور فعال: E. coliشرایط رشد باکتری 

( ذاوی  عصهاره LB: )برتان-لیتر مبیو کشت مایع لوریامیل: ۱0از استوک گلیسرول ذخیره باکتری به یک فالکون استریل ذاوی 

 ،Gyromax 727) درون انکوبهاتور شهیکردار C۳7°( تلقیح شهد و در دمهای g/l 5) NaCl( و g/l ۱0(، تریپتون )g/l 5مخنر )

USA)  با شدت دورrpm ۱90  ساعت قرار گرفت. ۱۶به مدت 

 یترل ار ازای به مایع، کشت مبیو ساخت از ، پسLBجامد  کشت مبیو تریه جرت :E. coliکشت جامد باکتری 

زیهع گردیهد. رشهد صورت پذیرفت و درون پتهری دیهش تو اتوکلاو انبلال، از پس و اضافه آگار گرم 11 مبیو کشت مایع مقدار

 ساعت در انکوباتور، صورت پذیرفت. ۱۶و به مدت  C ۳7°در دمای BL21(DE3)و DH5α اای سویه

از  ،E. coliاهای مهورد نظهر در بهاکتری به منظور بررسه: تهرجیح کهدون: توال:: طراحی سازواره بیانی نوترکیب

تهوال: استفاده شد.   GenScript(http://www.genescript.com)و  JCat (http://www.jcat.de) آنلاینافزاراای نرم

دالگارنو -(، توال: شاینGene ID: 166200971) Usp45پپتید ترشب: ( به انراه سیگنالxynAژن مقاوم به ذرارت زایلاناز )

(S-Dو توال: آنزیم ) :اای برشNcoI  وSacI اسهیدآمینه، بها  2۴۶و  بهازجفت 7۴۳ی نوترکیهب بهه طهول ورت یک قطعهبه ص

طراذ: و توسو شرکت پیشگامان انتقال ژن )دانشگاه شرید برشت:، ترران( سنتز  ®SnapGene  (4.2.11v)افزاراستفاده از نرم

 (. ۱سازواره نوترکیب به دست آمد )شکل  (+) pET-22bگردید. با جایگزین: قطعه در پلاسنید 

 

 

 

http://www.jcat.de/
http://www.genescript.com/
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دالگارنو -، توالی شاینSacIو  NcoIهای برشی سازواره ژن نوترکیب زایلاناز حاوی: توالی آنزیم .1شکل 

(S-Dسیگنال ،) پپتید ترشحیUsp45 و ژن زایلاناز (xynA) 

Figure 1. Construction of recombinant xylanase gene containing: NcoI and SacI 

restriction enzymes sequences, Shine-Dalgarno (S-D) sequence, Usp45 secretory signal 

peptide and xylanase gene (xynA) 

 

 اسهتفاده گردیهد (2CaClجرهت تریهه سهلول مسهتعد از رو  کلریدکلسهیم ): E. coliباکتری تهیه سلول مستعد 

(Sambrook et al. 1989.)  لیتر از مبیو کشت میل: ۱0بدین منظور مقدارLB ریختهه شهد، لیتهری میل: 25 ایع درون ارلنم

درون انکوباتور شیکردار  C۳7°ساعت در دمای  ۱۶اضافه گردید و به مدت  به آن E.coliلوپ مقداری از باکتری  سپس به کنک

 مهایع LB لیتر مبیو کشهتمیل: ۱00یک ارلن، ذاوی  دروناز کشت شبانه لیتر یک میل:مقدار ت. قرار گرف rpm۱90  با سرعت

میهزان  کهه زمهان: صهورت پهذیرفت. کشت مجدد rpm۱90  درون انکوباتور شیکردار با سرعت C۳7°در دمای  بیوتیکآنت: فاقد

 20از انکوباتور خارج شده و بهه مهدت  دست آمد، کشت مجدد باکتری به ۴/0-/۶بین کشت مجدد باکتری ( 600ODغلظت برینه )

دقیقه،  ۱0به مدت سپس  .استریل ریخته شدلیتری میل: 50 اایاز آن درون فالکونلیتر میل: 25دقیقه در یخ قرار گرفت و سپس 

اا بلافاصله مبلول روی: آن انجام شد. (eppendorf 5920 R ،Germany) سانتریفیوژ rpm۴000  و با سرعت C۴°دمای در 

اا مولار به ار یک از فالکون ۱/0 (2CaCl) کلریدکلسیم از مبلوللیتر میل: 5/۱. سپس ندیخ منتقل شد به رویاا فالکونخارج و 

 گرفهت.دقیقهه روی یهخ قهرار  ۴5و به مهدت  شدکلریدکلسیم ذل  اضافه گردید و رسوب موجود در ته فالکون به آرام: در مبلول

و بهه  نداا روی یخ منتقهل شهدفالکونمجدداً  .انجام گرفت rpm ۴000 و با سرعت C۴°دمای دقیقه، در  ۱0سانتریفیوژ به مدت 

درصهد بهه  ۱5مولار مخلوط با گلیسرول  ۱/0کلریدکلسیم  میکرولیتر از مبلول ۴00گردید. سپس  خارجاا سرعت مبلول روی: آن

بهه میهزان در نرایهت،  .موجود در ته فالکون به آرام: در این مبلول ذل گردید اا اضافه و رسوببه ار یک از فالکون ۱:۱نسبت 

توزیع و پس از انجناد سهریع در ازت  لیتری استریلمیل: 5/۱اای ستعد تریه شده، درون میکروتیوباای ممیکرولیتر از سلول 200

 .(Tu et al. 2005) شدندنگرداری  -C70° در دمای (VF 475 ،Netherlandفریزر )مایع، در 

 Sambrook et alطبهق رو   E. coliانتقال پلاسنید بهه بهاکتری مراذل : E. coliانتقال پلاسمید به باکتری 

ذاوی ژن مقاوم بهه ذهرارت  (+) pET-22bنوترکیب  میکرولیتر از پلاسنید ۳در این رو  ابتدا مقدار  .( صورت پذیرفت1989)

 میکرولیتهر ۱و  انتقهال داده شهدند E. coliباکتری  ذاوی سلول مستعدلیتری میل: 5/۱اای درون میکروتیوببه به آرام: زایلاناز 

. بلافاصهله پهس از قرار گرفتنهد -C20°دمای فریزر در ساعت درون  ۱اا به مدت ننونه. اضافه گردید نیز به آنDMSO  مبلول
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( eppendorf 5890M56 ،Germany) در دسهتگاه بلهوک ذرارته: C۴2°دمای ثانیه در  90اا به مدت ننونهخروج از فریزر، 

 ۱. در ادامهه مقهدار قرار گرفتند یخون دقیقه در 5ج و به مدت خار بلوک ذرارت: اا از دستگاهبلافاصله ننونه سپس قرار داده شدند

انکوباتور ، درون C۳7°دمای ساعت در  ۱به مدت و اضافه  اابه ار یک از ننونهبیوتیک فاقد آنت: مایع LB لیتر مبیو کشتمیل:

بیوتیهک جامد ذاوی آنت: LB تبر روی مبیو کش استریل توسو لوپمبلول  قرار داده شدند. نرایتاً rpm۱90شیکردار با سرعت 

 ( کشت شد.μg/ml 50سیلین )آمپ:

ید سیلین، جرت تأیاای نوترکیب بر روی مبیو کشت انتخاب: ذاوی آمپ:پس از رشد کلون:: تأیید ترانسفورماسیون

ستفاده گردیهد. در ( اPCRای پلینراز )از رو  مولکول: واکنش زنجیره E. coliاای باکتری ذضور ژن نوترکیب زایلاناز در سویه

مبیو کشهت انتخهاب: بهه  اای رشد یافته بر روی( و استفاده از تک کلون۱این مرذله با استفاده از آغازگراای اختصاص: )جدول 

جرت تأیید بر  PCRمیکرولیتر از مبصول کلون:  ۱0صورت پذیرفت. سپس مقدار  PCR(، واکنش کلون: Sampleعنوان ننونه )

از روی ژل یاب: جرت انجام توال: نرایتاً با استفاده از تیغ اسکالپل قطعه ژن نوترکیب زایلانازبارگذاری شد.  درصد ۱روی ژل آگارز 

ه قطعهه خهالص شهد سازی گردیهد.، خالصAdd Bioشرکت  AddPrep Gel Purification تیکجدا و توسو  درصد ۱آگارز 

 دیدکره جنوب: ارسال گر Bioneerیاب: به شرکت جرت انجام توال:

 

 استفاده شده برای تکثیر ژن نوترکیب زایلاناز آغازگرهایتوالی  .1جدول 

Table 1. Primer sequences used to amplify the recombinant xylanase gene 

 توالی آغازگر

Primer sequence 

 آغازگرها

Primers 

AGCCCCGTTGTCAGGTGTTTACGCT 

ATGTTTAAGTTTAAAAAGAATTTCT 

 رفت

Forward (5´3´) 

TAACGTAACAGTGTGGTAAGAGCT

C 

 برگشت

Reverse (5´3´) 

 

 IPTGاز القهاگر  BL21سهویه  E. coli جرت القای بیان پروتئین نوترکیب زایلاناز در باکتری: القای بیان پروتئین

روی بهر  یافتههتازه رشهد  نوترکیب اایاز کلونبدین منظور مولار استفاده شد. میل: ۱به غلظت تیوگالاکتوزید(  β-D-یزوپروپیل )ا

بیوتیهک مهایع ذهاوی آنت: LBلیتر مبهیو میل: 25ن انتخاب شده و در وسیلین یک کلبیوتیک آمپ:ذاوی آنت: LB کشت مبیو

از رسیدن به پس داده شد. قرار  C ۳7°در دمای rpm ۱90ساعت( درون انکوباتور شیکردار با سرعت  ۱۶) سیلین کشت شبانهآمپ:
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 5مبهیو کشهت را درون بهاق: الو  برداشهته )بدون القاگر( عنوان شااده لیتر از مبیو کشت را بمیل: 5نه، مقدار مقدار غلظت بری

، 2اای زمان: در بازه C ۳0°اا به انکوباتور شیکردار با دمای. سپس تنام: فالکوناضافه شد IPTGالقاگر فالکون استریل مبلول 

بارگذاری شدند  SDS-PAGEاا بر روی ژل الکتروفورز استخراج پروتئین کل، ننونه پس از منتقل گردیدند.ساعت  ۱0و  ۸، ۶، ۴

(Laemmli 1970.) 

گیری میزان پروتئین فعال از آزمون قنداای برای اندازه)یونیت( آنزیم نوترکیب زایلاناز:  سنجش میزان فعالیت

لیتر اتانول مرطوب کرده میل: ۶م، یک گرم آرد گندم را با به منظور سنجش فعالیت آنزی(. Miller 1959اذیاکننده استفاده گردید )

( به آن اضافه شد، سوبسترای ذاصل بدست آمده تا جای: که بجو  بیاید pH=۶/۴لیتر بافر سیترات سدیم فسفات )میل: 90سپس 

دقیقه در  ۱0گراد به مدت سانت: درجه ۱00تا  ۶0در مبدوده دمای: لیتر از پروتئین زایلاناز میکرو ۱00سپس مقدار  ذرارت داده شد.

میکرولیتهر  ۳در ادامهه بها اضهافه ننهودن  .(Afzal et al. 2010)لیتر سوبسترا اضافه گردیدند میل: ۱و به  ماری انکوبهذنام بن

ننهده کاذیا )گلوکز( با قند DNSمعر  . تعیین گردید میزان قند اذیاکننده در مبیونیترو سالیسیلیک اسید( دی ۳,5) DNSمعر  

نرایتاً با . کندم: تغییر قرمز یا نارنج:شود و رنگ معر  از زرد به نیتروسالیسیلیک اسید تبدیل م:-5-آمینو-۳ به و دادواکنش م:

 575اا در طول مهوج دقیقه تغییرات رنگ: ظاار شده و ننونه ۱0به مدت  C ۱00°با دمایماری اا درون ذنام بنقرار دادن ننونه

گردیدند. میزان قند اذیاکننده با رسم ننودار استاندارد گلوکز تعیین شهد. جرهت تعیهین میهزان واذهد )یونیهت( آنهزیم  نانومتر قرائت

 ( استفاده گردید. McCleary 2001) ۱ رابطهنوترکیب زایلاناز تولید شده از 

 = مقدار واذد آنزین:     (۱ رابطه

 

کینتیک آنزین:، به بررس: سرعت واکنش و عوامل مهوثر بهر : کیب زایلانازتعیین دمای بهینه فعالیت آنزیم نوتر

بهه منظهور ، و غلظهت سوبسهترا بسهتگ: دارد. pH( به عوامل: از قبیل  دما، میزان Vگردد. سرعت واکنش آنزین: )آن اطلاق م:

گراد انجهام درجهه سهانت: ۱00تها  ۶0مای: آزمون قنداای اذیاکننده در مبدوده د لانازیزا بینوترک میآنز تیفعال نهیبر یدما نییتع

 شد.

لیتهر از میکرو ۱00مقهدار  برینهه، pHجرت بدست آوردن میهزان : بهینه فعالیت آنزیم زایلاناز pHتعیین میزان 

، بهافر تهریس pH ۳-۶( بهرای ایجهاد mM50سهدیم )طبق آزمون قنداای اذیاکننهده در سهه نهوع بهافر سیترات پروتئین زایلاناز

(mM50بر ) ای ایجادpH ۱/7 –۱/9 و بافر کربنات( پتاسیمmM50 برای ایجاد )pH 9-۱۱  مخلوط شد. نرایتاً میزان جذب نوری

قرائهت گردیهد  (eppendorf BioPhotometer ،Germanyبا استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتری ) نانومتر 5۴0در طول موج 

(Dhiman et al. 2008). 
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ل آنزیم برای به عنوان تنای( Km)ثابت میکائیلیس شاخص کاتالیتیک: : زایلاناز آنزیم Vmaxو  Km میزان تعیین

بسترا بیشتر خوااد بود کوچکتر باشد، تنایل آنزیم برای اتصال به سو Kmشود و ارچه میزان اتصال به سوبسترای خود معرف: م:

اای فعال آنزیم توسو سوبسترا ه کلیه جایگاهداد کنیز زمان: رخ م: (Vmaxذداکثر سرعت واکنش )(. انچنین شاخص 2 رابطه)

لافاصله بهه آن بز سوبسترا اشود تا مولکول دیگری اای سوبسترا به فرآورده تبدیل شده و آنزیم آزاد م:اشغال شده باشد و مولکول

 pHا و دمهه یلانهاز،زا نوترکیهب آنزیههم فعالیههتذداکثر سرعت واکنش  وثابت میکائیلیس  بههرای تعییههن مقادیههرمتصل شود. 

اسهتریل،  تیهوبهههر . در ا(2)شهکل  گردیهههد ( بررسهه:مبلول زایلان گندممختلهه  سوبسههترا ) اهایبرینهه بهه ازای غلظت

 2/0فسهههفات هر پتاسههیمو بافهه زایلانهاز آنهزیم مبلول سوبسهترا،میکرولیتههر  200 ذجم ،%70 متانولمیکرولیتههر  ۱00 مقههدار

 سوبسهتراغلظههت ، Kmن تعییههجرت . ندمخلههوط گردیههد و رسههانده شههدتکرار  ۳در لیتههر میلهه: 5/۱ه ذجههم مههولار بهه

در طههول مههوج  ورینه جهذب تغییهرات DNSبا اضافه ننودن معر   در نظهرگرفتهه شهد ولیتر گرم بر میل:میل: ۶0تا  ۱/0بین 

 (Glickman & Schmid 2007)گردید ثبههت  نانومتهر ۴70

        (2 رابطه

 

 

( و حداکثر سرعت Km) ثابت میکائیلیسمنتن جهت تعیین -نمای شماتیک از منحنی میکائیلیس .2شکل 

 (Vmaxواکنش )

Figure 2. Schematic view of the michaelis-menten curve to determine the enzymatic 

constant coefficient (Km) and maximum reaction rate (Vmax) 



 1399و همکاران،  دقی علیکلایهصا

11 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

انچنهین . صهورت پهذیرفت R (i386 3.5.0) افهزارنرم از ( با استفادهANOVAواریانس ) تجزیهآنالیز : آنالیز آماری

  ند.انجام شددرصد  5داری و در سطح اذتنال معن: LSDاا به رو  مقایسات میانگین

 

 نتایج و بحث

پس از استخراج پلاسهنید نوترکیهب از : BL21به سویه (+) pET-22b ترانسفورماسیون پلاسمید نوترکیب 

منتقهل گردیهد. سهپس بهر  BL21سویه  میکرولیتر از پلاسنید نوترکیب با رو  شوک ذرارت: به درون ۱0، مقدار DH5αسویه 

بهر اای رشد یافتهه قرار داده شدند. در ادامه، از کلون C°۳7ساعت درون انکوباتور با دمای  ۱۶روی مبیو کشت انتخاب: به مدت 

 (. ۳روی مبیو کشت انتخاب: بصورت خط: کشت داده شدند )شکل 

 

 -بر روی محیط کشت انتخابی )تصویر راست( BL21ترانسفورم شده سویه  E. coliکلونی باکتری  .3شکل 

 سیلین )تصویر چپ(های باکتری نوترکیب بر روی محیط کشت انتخابی حاوی آمپیکشت خطی کلون

Figure 3. Clone of transformed E. coli strain BL21 on selective culture medium (right 

image) - Linear culture of recombinant bacterial clones on selective culture medium 

containing ampicillin (left image) 

 

بها اسهتفاده از آغازگراهای  PCRنتهایج ذاصهل از کلهون: : PCRهای نوترکیب بهه روش کلهونی تأیید کلونی

 (. ۴تأیید ننود )شکل  درصد ۱بازی را بصورت تک باند بر روی ژل آگارز جفت 7۴۳( قطعه Rو  Fاختصاص: )
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 100مارکر . جهت تأیید حضور ژن نوترکیب زایلاناز PCRمحصول کلونی  درصد 1ژل الکتروفورز  .4شکل 

 (3و2باند مربوط به ژن نوترکیب زایلاناز ) _( 1) کنترل منفی _Thermo fisher (M )باز پلاس جفت

Figure 4. Electrophoresis of 1% PCR colony product to confirm the presence of 

recombinant xylanase gene. Thermo fisher (M) plus 100 bp marker _ Negative control (1) _ 

Xylanase recombinant gene band (2 and 3) 

 

 BL21از سهویه  (+) pET-22bاستخراج پلاسنید نوترکیهب : (+) pET-22bهضم دوگانه پلاسمید نوترکیب 

صهورت پهذیرفت. پلاسهنید نوترکیهب بهه انهراه   GeNet Bio شهرکت Plasmid Miniprep Kit کیهتطبق دستورالعنل 

ایج ذضهور بانهد نتیک ساعت انکوبه شدند. به مدت  C°۳7دمای در  دستگاه بلوک ذرارت:در  SacIو  NcoIاای مبدودگر آنزیم

 (.5تأیید ننودند )شکل  درصد ۱بر روی ژل آگارز بازی را جفت 7۴۳بطول 
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 100مارکر . جهت تأیید برش ژن نوترکیب زایلاناز (+) pET-22bهضم دوگانه پلاسمید نوترکیب  .5شکل 

باند  _( 3و2) (+) pET-22bوترکیب پلاسمید ن _( 1کنترل منفی ) _Thermo fisher (M )باز پلاس جفت

 (4مربوط به ژن نوترکیب زایلاناز )

Figure 5. Dual digestion of recombinant plasmid pET-22b (+) to confirm recombination of 

recombinant xylanase gene. Thermo fisher (M) plus 100 bp marker _ negative control (1) _ 

recombinant plasmid pET-22b (+) (2 and 3) _ recombinant xylanase gene band (4) 

  

(. ۶( مشهااده شهد )شهکل Chromas v2.6.6افزار کروماس )نتایج تعیین توال: با استفاده از نرمقطعه:  تعیین توالی

(، شهباات BLASTئوتیهدی )یاب: نوکلآغاز شد. انچنین انردی  50جرت کااش میزان خطا، خوانش توال: از نوکلئوتید شناره 

نشهان داد  Bacillus subtilis strain 168( موجود در باکتری ID: 1150916273را با توال: ژن زایلاناز ) درصد 99بیش از 

 اای مبدودگر را تأیید ننود. دالگارنو و آنزیم-، شاینUsp45پپتید اای ژن زایلاناز، سیگنالیاب:، وجود توال:(. نتایج توال:7)شکل 

 ۱0و  ۸، ۶، ۴، 2اهای مختله    استخراج پهروتئین نوترکیهب از بهاکتری در زمانE. coliالقای بیان ژن در باکتری 

تفکیک شدند. انچنین بها  SDS-PAGEاا با استفاده از رو  انجام شد. ننونه IPTGساعت پس از القا توسو القاگر شینیای: 

میزان چگال: نسب: تعیین گردید. نتایج ذاصل  Image Jافزار رون نرمد SDS-PAGEبارگذاری عکس ژل ذاصل از الکتروفورز 

(. انچنهین بیشهترین میهزان بیهان ۸را تأیید ننود )شهکل  kDa 27باند مشااده شد و وجود پروتئین با وزن مولکول: بصورت تک

(. مطالعات گذشته نشهان 9 درصد مشخص شدند )شکل 27/25با میزان چگال: نسب:  IPTGساعت پس از القا بوسیله  ۶پروتئین 

(. Bhardwaj et al. 2019مقدار پروتئین نوترکیب زایلانهاز کهااش پیهدا کهرد ) IPTGدادند با افزایش میزان زمان القا بوسیله 
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 IPTGانجام شده است میزان زمان برینه القهای  c32-pET(+)انچنین پژواش: که بر روی کلونینگ ژن زایلاناز در پلاسنید 

را بها طراذه:  Xyn2Aای توانسهتند ژن در مطالعههAkyol et al (2009 )(. Bilgin et al. 2018ساعت تعیین ننودنهد ) ۶را 

کلون  BL21سویه  ایکولایدر باکتری  pCTXZAتخراج ننوده و در پلاسنید اس Neocallimastixپراینر اختصاص: از قارچ 

را بررس: ننودند. طه:  آسپرژیلوس( استخراج شده از قارچ Auxyn10Aنیز کلونینگ ژن زایلاناز )Wang et al (2011 )ننایند. 

 kDaوجود باند پروتئینه:  SDS-PAGEکلون شد. نتایج ذاصل از  ایکولایباکتری  pET22این مطالعه ژن اد  در پلاسنید 

 را تائید ننودند. 27

 

قرمز(، ژن زایلاناز ). BL21سویه   E.coliدر نمونه نمونه باکترییابی به روش سنگر نتایج توالی .6شکل 

 (محدودگر )سبز هایدالگارنو )بنفش( و آنزیم-)خاکستری(، شاین Usp45پپتید سیگنال

Figure 6. Results of sequencing by Sanger method in a sample of E. coli strain BL21. 

xylanase gene (red), Usp45 signal peptide (gray), Shine-Dalgarno (purple) and restriction 

enzymes (green) 

https://www.snapgene.com/resources/plasmid-files/?set=pet_and_duet_vectors_(novagen)&plasmid=pET-32c(+)
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 سنگر یابی به روش( توالیBLAST)نوکلئوتیدی همردیفی نتایج  .7شکل 

Figure 7. Result of nucleotide alignment (BLAST) of Sanger sequencing 

 

 245مارکر پروتئینی . SDS-PAGEبر روی  E. coliباکتری از نتایج استخراج پروتئین نوترکیب  .8شکل 

 10و  8، 6، 4، 2های مربوط به چاهک _( 1شاهد فاقد القاگر ) _Pishgam (PM2700) (M )کیلودالتون 

 (6و  5، 4، 3، 2به ترتیب ) IPTGساعت پس از القا 

Figure 8. Results of recombinant protein extraction from E. coli on SDS-PAGE. Pishgam 

245 kDa protein marker (PM2700) (M) _ control sample without inducer (1) _ wells 2, 4, 6, 

8 and 10 hours after IPTG induction respectively (2, 3, 4, 5 and 6) 
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 IPTGهای مختلف پس از القا در زمانزایلاناز میزان چگالی نسبی پروتئین نوترکیب نمودار  .9 شکل

Figure 9. Diagram of the relative density of recombinant xylanase protein at different 

times after IPTG induction 

 

لاناز وترکیب زایپس از استخراج پروتئین نکیب زایلاناز: )یونیت( آنزیم نوتر مقدار دمای بهینه و میزان فعالیت

نهانومتر،  575در طول موج  با استفاده از ننودار استاندارد گلوگز و معادله خط: ذاصل از میزان جذب نوری E. coliاای از باکتری

یونیت( تولید شده آنهزیم بها ان واذد )گراد و انچنین میزدرجه سانت: ۱00تا  ۶0میزان دمای برینه فعالیت آنزیم در مبدوده دمای: 

 ۱اا را در سهطح دار بهین ننونهه(، وجود تفاوت معنه:ANOVAصورت پذیرفت. جدول تجزیه واریانس ) DNSاستفاده از رو  

)شهکل  ایلاناز معرف: ننهودرا به عنوان دمای برینه فعالیت آنزیم نوترکیب ز C°۶5(. نتایج ذاصل، دمای 2درصد نشان داد )جدول 

تعیین ننود. نتایج مطالعات ( unit/ml) ۴7/۱۸9، ذداکثر میزان یونیت تولیدی آنزیم را ۱ رابطه. انچنین با قرار دادن نتایج در (۱0

نهزیم نسهبت بهه ذهرارت، ادر این پژواش با توجه به مقاومت  گزار  ننودند که C°۶0گذشته میزان دمای برینه فعالیت آنزیم را 

دالگهارنو -ینجود توال: شهاانچنین و .گرددکارای: بالاتر آنزیم نوترکیب زایلاناز در صنایع مختل  م: ای دما سببدرجه 5افزایش 

زایلانهاز فاقهد  ت بهه ننونههدر نواذ: بالادست سازواره طراذ: شده سبب افزایش میزان یونیت تولیدی آنزیم نوترکیب زایلاناز نسب

یم مقاوم به ذرارت انجام شد آنزMao et al (2013 ) در پژواش: که توسو (.Jie et al. 2017دالگارنو شده است )-توال: شاین

اا میزان مقاومت آنزیم نبیان گردید. آ E. coliاستخراج و در باکتری  Bacillus subtillis( زایلاناز از باکتری ۴ -۱( )۳-۱بتا )

  گزار  کردند. =۶pHو  C ۶5°عالیت آنزیم راسازی سنجیدند و دمای برینه و اسیدیته لازم برای فبه ذرارت را پس از خالص
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در سطح  **. ( میزان فعالیت آنزیم زایلاناز تحت تأثیر تیمارهای دماییANOVAتجزیه واریانس ) .2جدول

 (LSDدار )درصد معنی 1احتمال 

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) of xylanase activity under the influence of 

temperature treatments. ** Significant at probability level 1% (LSD) 

درجهههه آزدی  متغیر

(DF)  

مجمههوع مربعههات 

(SS)  

میههانگین مربعههات 

(MS)  

Value F  Pr > F 

تیمههههههار 

 دمایی

10 8.104 0.81 20.38** >0.0001 

   0.039 0.874 22 خطا

    8.979 32 کل

   

 

 E. coli در باکترییم نوترکیب زایلاناز میزان دمای بهینه آنزنمودار  .10شکل 

Figure 10. Diagram of optimal temperature of recombinant xylanase enzyme in E. coli 

 

شاهد ترانسفورم 

 شده فاقد القاگر

 شاهد ترانسفورم نشده
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سهدیم، راتبرینهه از سهه نهوع بهافر سیت pHجرت بدست آوردن میزان : بهینه آنزیم نوترکیب زایلاناز pHتعیین 

نشان داد که دارای تنایهل  =۶pHنتایج ذاصل، ذداکثر فعالیت آنزیم نوترکیب زایلاناز را در پتاسیم استفاده گردید. تریس و کربنات

 Yadav et al(. انچنهین، ۱۱ شهکلمطابقهت داشهتند )Pastor et al (2007 ) باشد و بها نتهایج مطالعهاتاسیدی و خنث: م:

ا سوبسهترا از خهود نشهان ای: ذداکثری را در اتصال بقابلیت کار ۳/7-5/5بین  pHاای صنعت: در بازه ( بیان ننودند آنزیم2018)

 داند. م:

 

 

 E. coli  باکتریدر آنزیم زایلاناز بهینه فعالیت  pHتعیین نمودار  .11شکل 

Figure 11. Diagram of optimal pH Determination of xylanase activity on E. coli 

 

به عنوان تنایل آنزیم برای سوبسهترای خهود معرفه:  Kmک: شاخص کاتالیتی  آنزیم زایلاناز Vmaxو  Km میزان

زمهان: رخ  Vmaxکوچکتر باشد، تنایل آنزیم برای سوبسترا بیشهتر خوااهد بهود. انچنهین شهاخص  Kmشود و ارچه میزان م:

ل شده و آنزیم آزاد اای سوبسترا به فرآورده تبدیاای فعال آنزیم توسو سوبسترا اشغال شده باشد و مولکولداد که کلیه جایگاهم:

 Vmaxو  Kmمنتن میهزان -شود تا مولکول دیگری از سوبسترا بلافاصله به آن متصل شود. نتایج ذاصل از ننودار میکائیلیسم:

سازی ژن زایلاناز در باکتری ای که بر روی انسان( ط: مطالعه2020) Ma et al(. ۱2شکل تعیین ننود ) ۸7و  ۱/۴را به ترتیب 

E. coli ند میزان داشتKm  بیان ننودنهد. انچنهین  ۳/۳راLaura et al (2012اعهلام ننودنهد وجهود تهوال: اسهیداای ) آمینه

گهردد. پهژواش اخیهر نشهان داد وجهود تهوال: کاتالیتیک: سرین و ترئونین سبب افزایش میزان اتصال آنزیم به سوبسهترا نیهز مه:
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و در نتیجه افزایش میزان اتصال آنزیم  Kmترکیب زایلاناز سبب کااش میزان آمینه کاتالیتیک: در نواذ: انترای: آنزیم نواسیداای

 و سوبسترا شده است. 

 

 

 E. coliمنتن آنزیم زایلاناز موجود در باکتری -میکائیلیس نمودار .12شکل 

Figure 12. Mikaelis-menten diagram of xylanase enzyme in E. coli 

 گیرینتیجه

اای زیسهت: و اتهانول سهبب کهااش سهرنیه : مصر  ذرت به دلیل استفاده از آن در تولید سهوختامروزه افزایش جران

(. یکه: از رااکاراها جرهت Hristov et al. 2013مصرف: و افزایش قینت تنام شده آن در جیره غذای: طیهور گردیهده اسهت )

باشهد. ارچنهد دم بجای ذرت در جیره طیهور م:اا و کااش واردات ذرت دام:، جایگزین کردن گنکااش ازینه تولید در مرغداری

آمینه ضهروری گندم نسبت به ذرت دارای مزایای متعدی از قبیل  مقدار پروتئین خام بالاتر، کیفیهت پلهت برتهر و دارای اسهیداای

دیواره سهلول: گنهدم  ( درNSPsای )ساکاریدی غیرنشاستهباشد اما به دلیل وجود پل:لیزین، آرژنین، متیونین و تریپتوفان بالاتر م:

گهردد باشند، سبب افزایش ویسکوزیته مبتویات روده و کااش انرژی قابهل اضهم توسهو طیهور م:اا م:که عنوماً آرابینوزایلان

(Osek et al. 2010جرهت ذهذ  آرابینوزایلان .):اهای نوترکیهب کهه بهه رو  گهردد. آنزیماها از آنهزیم زایلانهاز اسهتفاده م

شهوند. شوند در صنایع مختل  مانند  صنایع غذای:، داروسهازی و تولیهد مکنهل جیهره طیهور اسهتفاده م:م: ژنتیک تولیدمرندس:

 .Ndazigaruye et alشهوند )اای بر پایه گندم اضافه م:باشند که در جیرهاای مکنل جیره طیور م:زایلانازاا مرنترین آنزیم

دالگارنو -پپتید ترشب: و توال: شاینذرارت زایلاناز به انراه توال: سیگنال (. در این پژواش برای نخستین بار ژن مقاوم به2019

منتقل شد. تولید آنزیم زایلاناز مقاوم به ذرارت نه تنرا در تولید مکنهل جیهره طیهور  BL21سویه  E. coliبه باکتری گرم منف: 

ید خنیر کاغذ و تولیهد صهنعت: بیهودیزل بسهیار پرکهاربرد بلکه در کارخانجات صنایع غذای: مانند  تولید آبلینو و پنیر و انچنین تول

 Km=  1/4  

       ---- Vmax= 87 
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شود توان بصورت مستقیم به جیره غذای: طیور اضافه ننود. زایلاناز مقاوم به ذرارت سبب م:باشد. آنزیم نوترکیب زایلاناز را م:م:

بهراین، وجهود زیست: اجهرا گهردد. علاوهاز بین رفته و الزامات مقررات پروتکل اینن: E. coliتا با القای ذرارت، باکتری تراریخته 

دالگارنو در بالادست توال: اد  سبب افزایش میزان بیان پروتئین نوترکیب نیز گردیده است. انچنهین وجهود تهوال: -توال: شاین

صادی تولید سازی پروتئین را کااش داده و صرفه اقتدر توال: آنزیم نوترکیب زایلاناز، نیاز به خالص Usp45پپتید ترشب: سیگنال

 بخشد. تجاری آنزیم را بربود م:

دا: دانشهگاه تاباای مادی و معنوی مرکز رشد و شدارند از ذنایتبدینوسیله نگارندگان برخود لازم م:: سپاسگزاری

 . ند( کنال تشکر را بجا آورINSFشررکرد و صندوق ذنایت از پژواشگران و فناوران کشور )

 منابع

اای فنوتیپ: و ارز بر  TGF۳تأثیر ژن ( ۱۳92) سفلای: مبند، مبندآبادی مبند رضا ،نان: سید عل:فقیه ای، فر آمنهمبندی

 .۱25-۱۳۶(، ۴)5. مجله بیوتکنولوژی کشاورزی ارث: صفات وزن بدن در مرغ بوم: استان فارس
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