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 ، دانشگاه محقق اردبیلیو منابع طبیعی   دانشیار گروه صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي-4

)04/06/97: رشیپذ خیتار  96/ 11/10:  افتیدر خیتار(  

  چکیده
. باشدکیموزین حیوانی بـه عنـوان موثرترین آنزیم براي تولید پنیر مطرح است که این امر به دلیل کیفیت بسیار مناسب بافت و عطر و طعم پنیر تولید شده می

 . استفاده گردداین آنزیمز افزون نسبت به این آنزیم نیاز است در کنار سایر منابع گیاهی و میکروبی از منابع نوترکیب نیز براي تولید با توجه به تقاضاي رو
 مخمر  گاوي در مخمر، ابتدا توالی ژن کیموزین بر اساس کاربرد کدونیکیموزینو نیز بهبود بیان ژن ، کیموزیندر این پژوهش به منظور تولید نوترکیب 

 افزایش پیدا کرد در 72/0 به 59/0 از (CAI)سازي توالی نوکلئوتیدي، شاخص انطباق کدونی  پس از بهینه.سنتز گردید سازي و بهینهپیچیا پاستوریس
سازي  عدد بود که پس از بهینه41 سازيقبل از بهینه% 10تر از هاي نادر با فراوانی کمتعداد کدون. با توالی بهینه شده مطابقت داشت% 83که، توالی ژنی  حالی

 مخمري، ژن سنتز شده کیموزین با استفاده از pPIC9 به وکتور بیانی Aبه منظور انتقال ژن کیموزین . یافت نشد% 10تر از هیچ کدونی با فراوانی کم
آبی گزینش -هاي سفید کلونیش غربالگريهاي نوترکیب از طریق رو  کلونی.سازي گردید همسانهPTG-19آغازگرهاي اختصاصی تکثیر و در وکتور 

ها  برش یافته با همان آنزیمpPIC9 برش داده شده و در وکتور PTG19-chymA از وکتور EcoRI و NotIهاي   ژن کیموزین با استفاده از آنزیم.شدند
ماهیت نوترکیبی و درج صحیح ژن . خاب شدند شناسایی و انتPCR با استفاده از تکنیک کلونی pPIC9-chymAهاي نوترکیب کلونی. همسانه گردید

  . مورد تایید قرار گرفتBamHI از طریق استخراج پلاسمید و برش با آنزیم برشی pPIC9کیموزین در وکتور بیانی مخمري 
  
 کننده شیرآنزیم لخته، سازي ژنهمسانه، نوترکیبکیموزین   :گانواژه کلید

  
  
  
  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: nzare@uma.ac.ir  
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  مقدمه - 1
هاي لبنی تبدیل ي در جهان به فرآوردهبخش بزرگی از شیر تولید

شود و در این میان پنیر یکی از پرطرفدارترین محصولات لبنی می
 آسپارتیکیک آنزیم پیچیده از گروه  ،1کیموزین .در جهان است

 در شود کهتولید می است که در شیردان پستانداران پروتئازها
یی کاربرد  در صنایع غذاو کندنقش ایفا میایجاد لخته در شیر 

آنزیم با اثر هیدرولیتیک بر پیوند پپتیدي میان  این . فراوانی دارد
 باعث ، کاپاکازئینMet105-Phe106هاي شماره  اسید آمینه

پروکیمـوزین يپر به صورت کیموزین .شودتشکیل لخته شیر می
 اسید آمینه ابتدایی نقش سیگنال 16.  اسیدآمینه است381داراي 

 هنگام ترشح به فضاي معده از پروتئین جدا هکگریز را دارد آب
]. 1[گردد   اسـیدآمینـه تولیـد مـی365شود و پروکیموزین با  می

 دچـار تغییراتـی شده و به همعـد pH این پروتئین تحـت تـاثیر
 اسید آمینه 42در این حالت ]. 2[شود صورت خودبخود فعال می

 اسید 323پروتئینی با از انتهاي آمینی آن جدا شده و یـک زنجیره 
  .]3[گردد آمینه تولید می

نیز هاي اخیر به دلیل افزایش میزان تولید پنیر در جهان و  در سال 
 کیموزین کاهش منابع طبیعی آن، تولید پنیر با استفاده از این آنزیم

 کاهش شدیدي یافته است و صنایع شیر جهت تولیـد پنیـر گاوي
.  ]4 [کننداستفاده میو قـارچی ـاهی هـاي گی بـه ناچـار از آنـزیم

هاي استخراج شده از منابع گیاهی به دلیل عمل غیر آنزیم
ها منجر به ایجاد عطر و طعم تلخ در پنیرهاي اختصاصی آن

 شدت به دلیل فعالیت پروتئولیتیکی زیاد، .]5[گردد میتولیدي 
در  ماتریکس پروتئین یابد که در نتیجه آن افزایش میپروتئولیز

تر تر ساختار نرممتحمـل هیـدرولیز بیش  نیزپنیرهاي تولید شده
 ].6[ گرددتر میبیش در نتیجـه احساس چربی پنیر نیز دارد و

 قادر به تولید باشند که میهابرخی از قارچمنابع میکروبی شامل 
ها در فرمانتور کشت و سپس  این قارچ،آنزیم پروتئولیتیک هستند

هاي مختلفی به عنوان میکروارگانیسم. گردندیتغلیظ و پالایش م
 آسپرژیلوس اوریزا مانند کیموزینجایگزین تولیدکننده 

)Aspergillus oryzae( ،اندوتیا پارازیتیکا) Endothia 

parasitica( ،موکور سیرسنلویدز) Mucor 

circinelloides( ،رایزوموکور میهی) Rhizomucor 

                                                             
1. Chymosin 

miehei ( رایزوموکور پوسیلوسو) Rhizomucor pusillus (
- توان به قیمت کمها میاز مزایاي این میزبان]. 7[اند شناخته شده

تر اشاره تر و روش اصلاح ژنتیکی آسانتر، تنوع بیولوژیکی بیش
فعالیت به دلیل اما در برخی موارد استفاده از این منابع  . کرد

- دودیتبا مح حیوانیها نسبت به کیموزین  آنيپروتئولیتیکی بالا

 که این امر باعث بروز مشکلات ثانویه در شود  میروبروهایی 
مانند از دست رفتن قابل توجه چربی و (محصول تولیدي 

شود، در نتیجه می) ها به آب پنیرها از لخته و ورود آنپروتئین
تواند بازده تولید پنیـر کـاهش یافتـه و در بعضی از موارد می

امطلوب و ایجاد مزه تلخ در پنیر منجر به ایجاد عطر و طعم ن
  .]9،8،4 [دتولیـدي گـرد

 نسبت به انواع دیگر خاصیت پروتئولیز گاويآنـزیم کیموزین  
تري دارد و در نتیجه طعم، مزه و کیفیت تر و کنترل شدهکم

. شـوند بهتـر استخوراکی پنیرهایی که با استفاده از آن تولید مـی
کیموزین حاصل از معده چهارم نوع این با توجه به این که . ]10[

پستانداران جوان جوابگوي تقاضاهاي مورد نیاز براي تولید پنیر 
 دست آمده از منابع حیوانی  و هزینه تولید کیموزین بهباشدنمی

 امکان استفاده از این منابع براي تامین درنتیجه،. باشدزیاد می
ابع جدید که  نیاز به منشده وکیموزین با کیفیت مناسب محدود 

بتواند علاوه بر تامین کیموزین مـورد نیاز، خواص حسی مطلوبی 
 ].11[رسد  ضروري به نظر می،را در محصول نهایی ایجاد کند

گیر و  سازي کیموزین حیوانی وقت جداسازي و خالصهمچنین 
خلوص . نیاز به کروماتوگرافی میل ترکیبی و تبادل یونی است

کننده تواند نگران می نیزا عوامل عفونیپایین و آلودگی کیموزین ب
باشد، بنابراین تولید نوترکیب آن یک روش جایگزین جهت به 

- طرح میمدست آوردن آنزیم براي تولید پنیر در سطح جهانی 

در تخمیر  بسیار خالص  صورتبه کیموزین نوترکیب .]12[گردد 
 به همین .]13[ شوددر مقیاس بزرگ و با هزینه کم تولید می

هـاي فراوانـی را براي تولید کیموزین منظور پژوهشگران تلاش
 آغاز  نوترکیب DNAنوترکیب حیوانی با استفاده از فنآوري 

 دردر بسیاري از کشورها کیموزین نوترکیب گاو امروزه . اندکرده
- هاي قارچی به طور گسترده تولید می سلول،اشرشیا کلايمخمر، 

نوترکیب در گیاهان توتون بیان  اخیرا این ژن به صورت ،گردد
  .]14[شده است
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هاي اصلاح ژنتیکی شده رفتاري دقیقا کیموزین میکروارگانیسم
 بیان و فعالیت علاوه بر این،. شبیه کیموزین گاو، بره یا بز دارد

تواند از طریق بهره برداري از ابزارهاي پیشرفته کیموزین می
هاي بعضی از گونه ].15[  یابدژنتیکی و مهندسی پروتئین افزایش

 Saccharomyces) ساکارومایسزز سرویزیهمخمر مانند 

cereviseae) پیچیا پاستوریس و (pichia pastoris) و 
 Bacillus(باسیلوس سوبتیلیس باکتریایی مانند هاي گونه

subtilis(  اشرشیا کلايو) Escherichia coli ( به عنوان
 نوترکیب پیشنهاد هاي مناسب براي تولید کیموزینجایگزین

  ].11[گردیده است 
 ژن در یک میزبان سـنتز  اینسازيروش کلی براي همسانه

cDNA  از طریـق رونویسـی معکوس از روي mRNA          
 شده همسانهمناسـب ) وکتـور (هـاي حامـلدر  سپسکه باشد می

  هاي باکتریایی یا مخمري مشخصی بیانو در میزبان
 هنگام انتقال یک ژن از یک گونه به گونه در ].16[ گردد می

  باعث کاهش سطح بیان 1دیگر، تفاوت در کاربرد کدونی
براي جلوگیري از این مشکل، . شودهاي نوترکیب میپروتئین
ي میزبان هاي گونه ژن اصلاح گردیده و با کدونDNAتوالی 

 ].17[گویند  می2سازي کدونشود که به آن بهینهمطابقت داده می

ها سازي کدونتواند با بهینهمیزان بیان پروتئین نوترکیب می
کدون مطلوب با کدون نادر در در این فرآیند افزایش یابد چرا که 

سازي کدون یک تکنیک  بهینه. گردد تعویض میتوالی کد کننده
مفید براي به حداکثر رساندن بیان پروتئین در میزبان از طریق 

سازي بهینه. ]18 [رد نظر استافزایش کارایی ترجمه ژن مو
هاي سنتزي به منظور  ها به طور عمده جهت طراحی ژن کدون

 ].19[ شودهاي میکروارگانیسمی استفاده می بهبود بیان در میزبان
هاي  براساس کدونسازي ژن کیموزینهدف از این تحقیق بهینه

 وکتورسازي آن در  و همسانهپیچیا پاستوریسترجیحی مخمر 
اشرشیا  نوترکیب در باکتري کیموزین و تولید pPIC9مخمري 

در صورت تولید این آنزیم در . باشد  میDH5α سویه کلاي
داخل کشور، علاوه بر بهبود و تنوع بخشیدن به کیفیت پنیرهاي 
تولیدي در داخل کشور، سالیانه از خروج مقادیر زیادي ارز از 

  .کشور جلوگیري خواهد شد

                                                             
1. Codon Usag 
2  . Codon Optimization 

  ها مواد و روش- 2
  سازي توالی ژن کیموزینبهینه - 2-1

 به شماره ژنی Bos taurus)(گوساله  A توالی ژن کیموزین
 به  (NCBI) از مرکز ملی اطلاعات زیست فناوري162858

 از ژن 3و ناحیه کدکنندهناحیه سیگنالی حذف و . دست آمد
 365این توالی شامل . سازي انتخاب گردیدکیموزین جهت بهینه

توالی ژن در این تحقیق  .باشد نوکلئوتید می 1095اسیدآمینه با 
 و  BiologicsCorp پایگاهدرسازي کیموزین قبل و بعد از بهینه

 Codon Adaptation Index  تحت وببا استفاده از ابزار

Calculator پایگاه  و همچنینGenScript و نرم افزار تحت 
 مورد مطالعه قرار Rare Codon Analysis Report وب 
 ) CAI (4 و همچنین شاخص انطباق کدونیGCمیزان  و گرفته

ها قبل و بعد از این توالی) CFD (5مقدار توزیع فراوانی کدونیو 
هاي نادر این جهت بررسی وجود کدون. سازي برآورد گردیدبهینه

  Graphical Codon Usage Analyser پایگاهتوالی در 
 به صورت توالی اولیه و توالی بهینه تجزیه و تحلیل شد و سپس

ورد همردیفی قرار گرفت و میزان مشابهت توالی قبل و بعد شده م
جهت ترجمه توالی ژن  همچنین .سازي محاسبه گردیداز بهینه

اي قبل و بعد از کیموزین و اطمیان از تغییر نیافتن توالی اسیدآمینه
 GenScript و Expasyهاي   سازي این توالی در پایگاهبهینه

زمینه را براي بیان و بتوان  ،ژن با سنتز مجدد این  تابررسی شد
 . مهیا نمود راتولید نوترکیب این آنزیم مهم براي صنایع غذایی

) کره جنوبی (Bioneer Corpشده توسط شرکت توالی بهینه
 تحویل داده pBHAسنتز و به صورت همسانه شده در وکتور 

 .شد

ــی -2-2 ــسی  طراحـ ــاي الیگودئوکـ آغازگرهـ
  نوکلئوتیدي 
 آغازگرهاي ،)Oligo 7 (7رم افزار اولیگو با استفاده از ن

 با کیموزینژن  CDS کننده یا  کدتوالیاختصاصی براي تکثیر 
 به منظور .طراحی آغازگر انجام پذیرفت رعایت اصول اساسی در

هاي آنزیمی ، جایگاه pPIC9سازي ژن در وکتور تسهیل همسانه

                                                             
3. coding sequences 
4. Codon Adaptation Index 
5. Codon  Frequency  Distribution  
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هاي  آنزیممحل. ها اضافه گردید آغازگر5ʹبرشی مناسب به انتهاي 
با خط تیره در جدول سازي شده کیموزین توالی بهینه  در برشی

 براي پلاسمید آنزیم برشی آغازگر رفت. مشخص شده است

pPIC9) 1شکل( ،EcoRI و آنزیم برشی آغازگر برگشتNotI 

اند مشخصات این آغازگرها در جدول زیر آورده شده .باشدمی 
  ).1 جدول(

  
Table 1 Chymosin A specific primers used for PCR amplification of synthetic cyhmosin gene   

annealing 
temperature  3)ʹ  - (5ʹ sequence Primers PCR Product 

length  
˚C 64.6  GCTGAGATTACCAGGGAATTCCG  

EcoRI  Forward   
1109bp 

˚C 62.5  TCTAGAGATGGCGGCCGCAT  
NotI Reverse    

  
Fig1 Circular plasmid map of the pPIC9 vector [20]. The sequence encoding chymosin A was inserted between the 

EcoRI and NotI sites. 
  

سازي ژن کیموزین از وکتور همسانه - 2-3
pBHAوکتور در  PTG-19  

 تکثیر و PCR از طریق pBHAوکتور   درقطعه ژن مورد نظر
وکتور سازي شده و کیموزین خالص. سازي گردیدسپس خالص

 قرار داده شدند و ژن 1در شرایط اتصال PTG-19کلونینگ 
 هاي مثبت کلونی . منتقل گردیدPTG-19کیموزین به وکتور 

ي جامد LBهاي باکتریایی پس از ترانسفورم روي محیط سلول
 IPTGو   X-Galو ) سیلین آمپی(بیوتیک مناسب حاوي آنتی

 C°37مدت یک شب در انکوباتور با دماي کشت شدند و به 
هاي تراریخت و وکتورهاي نوترکیب گزینش سلول. رشد کردند

.  انجام گرفت(White/Blue test)آبی /فیداز طریق آزمون س
  .هاي سفید حاوي وکتور نوترکیب بودندکلونی
  

                                                             
1. Ligation 

  هاي باکتریاییمحیط کشت و سویه -2-4
  (Escherichia coli) اشرشیا کلاي در این تحقیق از باکتري

هاي مستعد، تکثیر و ي سلولبه منظور تهیه DH5α يسویه
 کشت .استفاده گردیدهاي اصلی و نوترکیب وکتورداري  نگه

در بیوتیک مناسب حاوي آنتی LB  کشت روي محیطباکتري
 دور در 110هاي مایع با سرعت  کشت.انجام گرفت C37˚دماي 
 در هاي کشتمحیط .داري شدند شیکر انکوباتور نگهدردقیقه 

 2/1 در فشار C121˚ در اتوکلاو با دماي هاتمامی آزمایش
هاي سلول سازي آماده.تریل شدند دقیقه اس15اتمسفر به مدت 

 با استفاده از روشها و تراریختی آن E. coliمستعد باکتري 
  .]21[ انجام گرفت) 2001( و راسل 2روش سمبروك

ــسانه -2-5 ــور  هم ــوزین از وکت ــازي ژن کیم س
PTG-19 در وکتور مخمري pPIC9  

                                                             
2. Sambrook and Russell 
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ژن  PCRو محصول  pPIC9ي پلاسمید  DNAبرش 
و با استفاده از  EcoRI و NotIازهاي   توسط اندونوکلئکیموزین

. ي آنزیم انجام گرفت بافرهاي توصیه شده توسط شرکت سازنده
.  قرار داده شدC 37˚ ساعت در دماي 4واکنش هضم به مدت 

 درصد الکتروفورز شده و 8/0 آگارزمخلوط واکنش روي ژل 
سازي براي خالص .سازي شدتوالی مورد نظر از ژل خالص

 GF-1 GEL DNA روي ژل، از کیت  ازDNAقطعات 
RECOVERY شرکت Vivantisبخشی از .  استفاده گردید

 مورد نظر با اسکالپل استریل برش و داخل DNAژل حاوي 
 به GBهم وزن ژل برداشته شده بافر . میکروتیوپ منتقل شد
سپس تیوپ . نشین شودوژ گردید تا ژل تهیتیوپ اضافه و سانتریف

 قرار داده شد C 50˚ دقیقه در دماي 15 داخل حمام آبی به مدت
- مخلوط حاصل روي ستون خالص. تا کاملاً ذوب و حل گردد

  دقیقه با دور5/1سازي اسیدهاي نوکلئیک اضافه شده و به مدت 
rpm 10000750. مایع زیري دور ریخته شد . سانتریفیوژ گردید 

شستشو ریخته شد و با شرایط فوق سانتریفیوژ  میکرولیتر بافر
ستون داخل تیوپ . دوباره مایع زیري دور ریخته شد. گردید

 به آن اضافه Elution میکرولیتر بافر 30جدید قرار داده شد و 
سپس به . داري شد  دقیقه در دماي اتاق نگه15گردید و به مدت 

محلول زیري .  سانتریفیوژ شدrpm10000  دقیقه با دور 2مدت 
سازي شده است، ص خالDNAحاصل از سانتریفوژ که حاوي 

 T4 از آنزیم با استفاده. استفاده گردید  اتصالجهت واکنش
DNA ligaseي  جهت اتصال دو قطعهDNA) وژن کیموزین  

با حجم  در دستگاه ترموسایکلر، واکنش اتصال )pPIC9 وکتور
، سپس به مدت C˚20 دقیقه در دماي 30 میکرولیتر و به مدت 20
  .قرار داده شد ستگاه ترموسایکلر در دC˚14 ساعت در دماي  5/1
 توسـط هـاي نوترکیـب    تأیید اولیه کلـونی    -2-6

و اســتخراج پلاســمید   PCR کلــونیروش 
  E. coli نوترکیب از باکتري 

ي جامد LBهاي باکتریایی پس از تراریختی روي محیط سلول
 و در انکوباتور با دماي ندسیلین کشت شدبیوتیک آمپیحاوي آنتی

C˚37هاي تراریخت، از به منظور تأیید اولیه کلونی. د رشد کردن
 کیموزین  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن PCRنی وکل

از روش استخراج  به منظور تایید درج صحیح ژن. استفاده شد
انجام  )2001 و راسلسمبروك( miniperpپلاسمید به روش 

برش  BamHI پلاسمیدي با آنزیم برشی DNAسپس . گرفت

 درصد الکتروفورز 8/0 آگارزشده و محصول هضم روي ژل داده 
  .گردید

 
   نتایج و بحث- 3
  سازي ژن کیموزین بهینه-3-1

 نوکلئوتید ژن کیموزین 1095 نوکلئوتید از 168در این بررسی  
 بهینه پیچیا پاستوریسهاي ترجیحی گوساله بر اساس کدون

ج ترجمه نتای). 2شکل (گشت و توالی مورد همردیفی قرار گرفت 
قبل و بعد  GenScript و Expasyهاي در پایگاه ژن کیموزین

 نشان داد که هیچ گونه تغییر و جایگزینی در توالی سازياز بهینه
ایجاد سازي توالی ژن کیموزین در اثر بهینهاي توالی اسیدآمینه

سازي با توجه به توالی نوکلئوتیدي عملیات بهینه. استنشده 
DNAتایی کدونی و جایگزینی تن ساختار سه و از طریق شکس

در این . گیرد یک نوع نوکلئوتید جدید در توالی موردنظر انجام می
- هاي مطلوب گونهفرآیند با توجه به جدول توزیع فراوانی کدون

ها، اسیدآمینه همان خواهد بود اما کدون با فراوانی پایین با کدون 
یر در بازها ممکن است این تغی. گردد با فراوانی بالا جایگزین می

 Transition(از نوع پورین به پورین یا پیریمیدین به پیریمیدین 
change (و یا پورین به پیریمیدین و برعکس) Transversion 

change (سازي کاربرد کدونی میاز جمله اهداف بهینه .باشد -
توان به تطابق فراوانی کدون در موجود میزبان جهت اطمینان از 

 ترجیحی جهت افزایش GC، محتواي  مناسب1هايتاخوردگی
هاي   یا کاهش ساختارهاي ثانویه، کاهش توالیmRNAثبات 

هاي بنیادي که ساختار یا بیان ژن را  ها یا ترتیبتکراري کدون
ممکن است تضعیف کند، سفارشی نمودن مناطق رونویسی و 
ترجمه شونده، حذف یا اضافه کردن جایگاه تغییرات پس از 

به عنوان مثال جایگاه (پپتید کد شده ه در پلیترجم
هاي پروتئینی یا  ، حذف یا اضافه نمودن دومین)گلیکوزیلاسیون

جایگاه آنزیم برشی، تصحیح جایگاه اتصال ریبوزوم و جایگاه 
، تنظیم نرخ ترجمه پروتئین براي تاشدگی mRNAتخریب 

  اشاره نمود mRNAمناسب و کاهش یا حذف تاب خوردگی
]22.[  

نتایج آنالیز توالی ژن کیموزین با استفاده از ابزارهاي تحت وب 
سازي شاخص انطباق کدونی ژن که پس از بهینهنشان داد که 

 Codonهر دو نرم افزار کیموزین افزایش یافته است، 

                                                             
1. folding 
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Adaptation Index Calculator)و (Rare Codon 
Analysis Report ،جهت تعیین میزان شاخص انطباق کدونی  

در این راستا . مقدار یکسانی در رابطه با این شاخص نشان دادند
تر باشد، هرچه میزان شاخص انطباق کدونی به عدد یک نزدیک

سازي شده و کارآیی بالاي تر بودن توالی بهینهنشان دهنده مطلوب
سازي   توالی پس از بهینهGCهمچنین مقدار . سازي است بهینه

  دهنده مطلوب تر شود نشانن کمکاهش یافت که هرچه این میزا

سازي و بیان در سازي توالی جهت همسانهبودن عملیات بهینه
 CFD (100(مقدار توزیع فراوانی کدونی . استپیچیا پاستوریس 

هایی با بالاترین میزان کاربرد درمیزبان موردنظر، جهت براي کدون
 با هايکدون. هاي یک ژن درجی تعیین شده استبیان اسیدآمینه

در این . دهند، بازده بیان را کاهش می%30 کمتر از CFDمیزان 
تر از مقدار یاد شده، هایی با بازده بیان پایینتحقیق درصد کدون

این نتایج . کاهش پیدا کرد 3/0 به 7/0سازي توالی از  در اثر بهینه
  .)2جدول( مطابقت دارد ]23[احمدپور و همکاران با تحقیقات 

 
 

Continued Fig 2 
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Continued Fig 2  

 
Continued Fig 2 

Fig 2 Sequence comparison between the original (prochy A) and the optimized (prochy A -opt) genes 
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Table 2 The Results of chymosin A gene sequence analysis before and after optimization with web based 
Rare Codon Analysis Report and Codon Adaptation Index Calculator software 

CFD (The percentage of low frequency (<30%)     GC content  CAI  
after before after     before after before 
3% 7% 0/43 57/37 0/72  0/59  

  
 قبل و بعد از Aنتایج حاصل از همردیفی توالی ژن کیموزین 

 نشان داد که توالی ژن بهینه NCBIسازي کدونی در سایت بهینه
 همچنین ارزش. با توالی ژن اولیه همسانی دارد% 83شده حدود 

E) نیز در بهترین حالت ) هااحتمال همردیفی تصادفی توالی
شانی توالی مورد نظر ، مقدار همپو)3جدول ( ممکن قرار داشت

  ].24[ هاي موجود نیز محاسبه گردیدبا توالی
Table 3 The results of alignment of the optimized and non-optimized sequences of the chymosin A gene. 

Max identity  E value  Query coverage  Total score  Max score  Accession 
83%  0.0  100%  1148  1148  30221  

  
 یک Graphical Codon Usage Analyzer نرم افزار 

تجزیه  نتایج حاصل از . کندها را ارائه میتوزیع فراوانی از کدون
هاي سازي، کدونتوالی با این نرم افزار نشان داد که پس از بهینه

با فراوانی بالا در میزبان هدف بر اساس ترجیح کدونی مخمر 
ه طوري که قبل ب.  موجود انتخاب گردیده استپیچیا پاستوریس

پیچیا در مخمر % 10 کدون با فراوانی کمتر از 41سازي از بهینه
سازي هیچ کدونی با  وجود داشت که بعد از بهینهپاستوریس

هاي نادر با رنگ قرمز کدون. مشاهده نگردید% 10فراوانی کمتر از 
و همکاران اند این نتایج با تحقیقات نژاوند در شکل مشخص شده

  ).3شکل ] (25[قت دارد مطاب) 2012(

 
Fig 3 Analysis of codon usage frequency in the optimized and non-optimized sequences of the chymosin A gene by 

web based Graphical Codon Usage Analyser software. A:non-optimized, B; optimized chymosin A gene.  

A 
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ترکیبی ژن  و تکثیر و تایید نو جداسازي ژن-3-2
  کیموزین در وکتور کلونینگ

   جهتEcoRI با استفاده از آنزیم از طریق برشژن کیموزین 

  درصد8/0 آگارز نتایج ژل . جدا شدpBHA تایید، از وکتور 
شکل ( را تایید نمود bp 1109وجود ژن کیموزین با اندازه حدود 

4.(  

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figure 4. A) The schematic presentation of chymosin A synthetic gene in the pBHA vector (Bioneer). B) Isolation 
of the synthetic chymosin gene by EcoRI restriction enzyme and its fragments with the expected size on agarose gel; 

lane M: 1 kb DNA Ladder, lane 1: pBHA-chymosin vector digested with EcoRI enzyme 
 

هاي برشی موجود در ژن کیموزین و هبا توجه به جایگا
سازي مستقیم ژن ، امکان همسانهpPIC9 و pBHAوکتورهاي 

 ژن  این وجود نداشت، بنابراینpPIC9 به pBHAکیموزین از 
در وکتور  کلونینگ T/A از طریق pBHA از وکتور  ابتدا

PTG-19نوترکیبی ژن در وکتور جهت تایید.  گردید همسانه 

PTG-19 از کلونی ،PCR آغازگرهاي با استفاده از جفت 
ت نتایج الکتروفورز محصولا. استفاده شداختصاصی ژن کیموزین 

 آگارز روي ژل  را جفت بازي1109 ي به اندازه باندPCR کلونی
کیموزین ي مورد انتظار براي ژن   درصد نشان داد که با اندازه8/0

 ).5شکل(مطابقت داشت 

 
Fig 5 Colony PCR amplification of chymosin A gene in E. coli transformed with PTG-chymosin recombinant vector. 

Lane M: 1 kb DNA Ladder, lane1: negative control, lane 2: positive control. Lanes 3-6: colony PCR of different 
recombinant colonies with chymosin A specific primers   

1 kb 

M 1 2 3 4 5 6 

1 kb 

M 1 
B 

chymosin 
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 و ژن   pPIC9 برش و تلخـیص پلاسـمید        -3-3
ــور   ــوزین از وکت ــصال ژنPTG-19کیم   و ات

   pPIC9کیموزین با وکتور 
همچنین و  PTG-19ژن کیموزین همسانه شده در وکتور 

  NotI و EcoRI هاي با استفاده از آنزیم pPIC9پلاسمید 
از ، pPIC9شده ژن کیموزین و پلاسمید خطی و داده شدندبرش 

که نتایج حاصل از  گردیدند خالص سازي آگارزروي ژل 
ژن ). 6شکل ( الکتروفورز وجود باندهاي مورد نظر را تایید نمود

 در شرایط اتصال pPIC9سازي شده و پلاسمید کیموزین خالص
انتقال  رشیا کلاياشبه باکتري محصول اتصال قرار گرفته و سپس 

 . شدندداده

 

 
Figure 6. Confirmation of recombinant (PTG-chymosin) vector by restriction enzyme digestion. The plasmids were 

extracted and digested with EcoRI and NotI enzymes. Lane M: 1 kb DNA ladder, lane 1: recombinant vector 
digested with EcoRI, lane 2: recombinant vector double- digested with EcoRI and NotI. 

   
 در وکتور  ژن کیموزیندرج تایید تکثیر و - 3-4

pPIC9 با استفاده کلنی PCR برش آنزیمی و   
 کشت در محیطاز طریق کشت هاي تراریخت شده نیوگزینش کل

با هاي نوترکیب سیلین و غربال کلونیتیک آمپیبیوحاوي آنتی
، 6، 3، 1هاي شماره کلونی . صورت گرفتPCRنی واستفاده کل

 ).7 شکل( باند مربوط به ژن کیموزین را نشان دادند 10 و 9، 8
هاي جهت تایید نهایی تراریختی استخراج پلاسمید از کلونی

و . شد برش داده BamHIنوترکیب انجام گرفت و با آنزیم  
نتایج حاصل از ژل آگارز وجود باند مربوط به ژن کیموزین را 

  جایگاه برشی براي آنزیم 3با توجه به وجود . تایید نمود
BamHIیافته کمی  در سازه ژنی، باند مربوط به قطعه برش

 bp 750حدود مورد انتظار  و با اندازه kb 1تر از محدوده پایین
  ).8شکل (قرار گرفت 

  

  
Fig 7 Colony PCR amplification of chymosin A gene in E. coli transformed with pPIC9-chymosin recombinant 

vector. Lane M: 1 kb DNA Ladder, lanes 1-10: colony PCR of different transformed E. coli colonies with chymosin 
A specific primers 
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Fig 8 Confirmation of recombinant (pPIC9-chymosin) vector by restriction enzyme digestion. The plasmids were 
extracted and digested with EcoRI and NotI enzymes. Lane M: 1 kb DNA ladder, lanes 1-6: recombinant vector 

digested with BamHI 
 

اولین کاربرد تجاري بیوتکنولوژي کـشاورزي تاییـد شـده توسـط            
FDA    توسعه کیموزین نوترکیـب مـشتق شـده از          1990 در سال ،

 DNAهـاي تکنولـوژي     امروزه بـا توجـه بـه توانـایی        . تخمیر بود 
ـــاوي درون    ــوزین گــ ــد کیمــ ــل تولیــ ــب، ژن عامــ نوترکیــ

ه ایـن امـر توانـایی       هـاي مشخصی کلون گردیده ک     م میکروارگانیسـ
ــسم   ــیله ي میکروارگانی ــه وس ــب ب ــوزین نوترکی ــد کیم ــاي تولی ه

سـازي  با توجـه بـه اهمیـت بهینـه         . ]9[نوترکیب را به ما می دهد       
هـاي متفـاوت   توالی ژن، امروزه نرم افزارهاي متعـددي بـا قابلیـت          

در . انــدبـراي ایــن منظــور طراحــی و مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه 
سـازي  گیـري از بهینـه    قیقـات زیـادي بـا بهـره       هاي گذشته تح    سال

سـازي کـدونی، میـزان بیـان     ها انجام گرفته است زیرا با بهینه   کدون
در رابطه با ژن کیمـوزین کـه رنـین نیـز     . یابد  ها افزایش می    پروتئین

در .  صورت گرفته اسـت  در این راستا هایی پژوهش ،شودنامیده می 
زگرهـــــاي  آغا،)2003 ( کـــــاردوزا و همکـــــارانپژوهـــــشی

سـازي شـده بـر     الیگونوکلئوتیدي کپی ژن کیمـوزین گـاوي بهینـه        
 ـ طراحـی    آسپرژیلوس آواموري هاي ترجیحی   اساس کدون  . دکردن

اي بـراي ترشـح   هـاي رشـته  به منظور بررسـی توانـایی ایـن قـارچ     
سنجش ایمونولوژیکی . پروکیموزین گاوي دو پلاسمید ساخته شد     

سـازي بـه محـیط     از بهینـه کیموزین زیادي پسمقدار نشان داد که    
در  ،)2009( فـر و همکـاران    بـدیعی . ]26[خارج سلولی ترشح شد   

 را 6 یک گونه پروکیموزین پیرایش شده فاقـد اگـزون        خودمطالعه  
بیان ژن مـورد نظـر      . دنمودنسازي و بیان     همسانه ياشرشیا کلا در  

حـداکثر مقـدار    . سـازي گردیـد   با تغییر پارامترهاي مختلـف بهینـه      
از کل پروتئین سلولی    % 66/41ن بیان شده توسط این روش       پروتئی

 کیمـوزین  خـود  در پـژوهش    ،)2012 ( اولسو و گوکس   .]27 [بود
 همـسانه  E.coli pTOLT کرده و درسیستمسازي   را بهینهگاوي
 کدکننده کیمـوزین گـاوي بـا اسـتفاده از دو          DNAقطعه  . دنمودن

 در  ،)2013(ان  نوسـدا و همکـار     .]28 [الیگونوکلئوتید تکثیـر شـد    
کـه تحـت    گاوي،  B کدونی ژن پروکیموزینتحقیقات خود توالی

سـازي کـرده و در      بود را بهینه  ) AOX1( 1پروموتر الکل اکسیداز  
ــدهمــسانه نمودpPIC9k وکتــور  ــهســپس  و ن ــوم مخمــر ب  ژن

هـا    نتـایج آن  . انتقال دادنـد   GS115 پیچیاپاستوریس متیلوتروفیک
بـراي   سیـستم بیـانی مناسـب         یـک  پیچیاپاسـتوریس نشان داد کـه     

به منظور تولید کارآمد  fed-batch رآکتور، براساس فرایند تخمیر
 AOX1کیموزین نوترکیب گاوي تحـت کنتـرل پرومـوتر القـائی        

، در پژوهــشی ژن کیمــوزین )2016( لــو و همکــاران .]12[ اســت
انتقـال و بیـان      X33سـویه    پاستوریس پیچیاگاومیش را به مخمر     

پروکیموزین، پروکیموزین و کیمـوزین را بـا        ژن پري  هاآن. نمودند
 کل گاومیش شـیرخوار     RNA استفاده از پرایمرهاي اختصاصی از    

 PCR- Real بیان آن را با اسـتفاده از  گويلرا استخراج کرده و ا

time در وکتور  این ژن . بررسی کردند  pPICZαA    همـسانه شـد 
 .]29[  دادنـد  و هر سه فرم شکل فعال کیموزین نوترکیب را نـشان          

 تـوالی ژن کیمـوزین را پـس از    )2016(اسپینوزا مولینا و همکاران    
 همــسانه و در مخمـر پیچیــا  pPICZαAســازي در وکتـور  بهینـه 

 289هـا   در مطالعـه آن   .  بیان نمودنـد   KM71Hپاستوریس سویه   
 سـازي تغییـر یافـت    نوکلئوتید کل پـس از بهینـه      332نوکلئوتید از   

]30[.  
  

750 bp 

8 kb 

1 4 5 3 2 6 M 
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  لیگیري ک نتیجه- 4
هاي  و محدودیت در صنایع غذاییرنینبا توجه به اهمیت ژن 
  تولید نوترکیب آنبا میکروبی و گیاهی، استفاده از منابع حیوانی،

 در این .توان بر مشکلات تولید این آنزیم اقتصادي غلبه کردمی
هاي بر اساس کدون  گاويA  ژن کیموزین توالیپژوهش

ژن  .سازي و سنتز گردیدهبهین پیچیا پاستوریسترجیحی مخمر 
 که یک وکتور بیانی pPIC9سنتز شده با موفقیت در وکتور 

 AOX 1و ترمیناتور  تحت کنترل پروموتور P.pastorisمخمر 
با توجه به اینکه کارایی مخمر .  همسانه گردید،است

P.pastoris به عنوان یک سیستم یوکاریوتی مناسب جهت 
 توجه به نیاز صنایع لبنی کشور هاي نوترکیب و باتولید پروتئین

براي تولید رنین مورد نیاز و ضرورت خودکفایی کشور براي 
تولید رنین مورد نیاز، انتقال و بیان این سازه ژنی آماده شده در 

 رنین مخمر پتانسیل بسیار مناسبی را براي تولید و فراهم کردن
 Aین ژن کیموز لازم به ذکر است. کندمورد نیاز کشور فراهم می

 factorα- به صورت ادغام با فاکتور ترشحی pPIC9در وکتور 
توان آن را از محیط کشت مخمر شود که به راحتی میبیان می
  .سازي نمودخالص
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Optimization of calf rennin gene and construction of gene construct 
for the recombinant chymosin production in Pichia pastoris  
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Animal chymosin due to the high quality of cheese texture and flavor is the most effective enzyme for 
cheese production. Due to the increasing demand for this enzyme, in addition to the plant and microbial 
sources, recombinant sources should be considered for chymosin production. In this study, in order to 
produce recombinant chymosin, as well as improving the expression of bovine chymosin gene in yeast, 
the sequence of the chymosin A gene was optimized and synthesized based on the codon usage of the 
Pichia pastoris and was cloned in an appropriate expression vector. The codon adaptation index (CAI) 
increased from 0.59 to 0.72 after codon optimization. There were 41 yeast rare codons (with frequency of 
less than 10%) in the bovine chymosin A gene, whereas no rare codons in the codon optimized sequence.  
In order to transfer the resynthesized chymosin A gene to the yeast expression vector pPIC9, this gene was 
proliferated using the specific primers and was cloned in the PTG-19 vector. Recombinant (PTG19-
chymA) colonies were selected by the screening of white-blue colonies method. The resynthesized 
chymosin A gene was then cut from PTG19-chymA vector using the restriction enzymes NotI and EcoRI, 
cloned into the pPIC9 vector and was transformed into DH5α strain of E. coli. Colonies containing 
recombinant vector (pPIC9-chymA) were identified and selected using colony-PCR technique. The 
recombinant nature and correct insertion of resynthesized chymosin A gene in the yeast expression vector 
pPIC9 were confirmed by plasmid extraction and its digestion with BamHI enzyme. 

 
Key words: Recombinant chymosin, Gene cloning, Milk- clotting enzymes 
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