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 دسچوراز از مخمر 15 ژن دلتاو بررسی بیوانفورماتیکی  کلونینگ،جداسازي

Pichia pastoris GS115ایش تولید اسید چرب جهت افز                  
    روغنیهايدانه در اسید آلفالینولنیک

  

  3، حمید رضا صمدلوئی2، شاهرخ قرنجیک1مرضیه حسنی

  

   . ایرانلوژي، دانشگاه صنعتی شاهرود، دانش آموخته کارشناسی ارشد بیوتکنو-1
    . استادیار، گروه بیوتکنولوژي، دانشگاه صنعتی شاهرود، ایران-2
    . ایراناستادیار، گروه صنایع غذایی، دانشگاه صنعتی شاهرود، -3

)13/03/96: رشیپذ خیتار  95/ 18/11:  افتیدر خیتار(  

  
  چکیده

 ولـی در داخـل بـدن انـسان     بـوده  که براي حفظ سلامت بدن انسان ضروري باشد می3امگانده اسیدهاي چرب    لینولنیک یکی از اجزاي تشکیل ده     آلفا اسید
آینـد ولـی محتـواي    لینولنیـک بـه شـمار مـی    اسـید آلفا تـرین منـابع حـاوي     و نیز برخـی گیاهـان از اصـل    هاي روغنی دانهروغن برخی از . شوندساخته نمی

 افـزایش تولیـد   به منظـور دسچوراز 15دلتاسازي ژن  هدف از این پژوهش همسانه.باشدنسبتا کم می  نظیر سویا و کلزا، عمدههاي روغنی دانهلینولنیک اسیدآلفا
، ایـن ژن  GS115 سـویه   پاستوریسپیکیامخمر  از cDNA و سنتز RNAپس از استخراج      ،بدین منظور  .باشدمی  دانه روغنی  در گیاهان  اسیدآلفالینولنیک

  پس از تاییـد تـوالی   قطعه نوترکیب. همسانه سازي شدPTZ57R/Tدر وکتورجهت توالی یابی    و   ،تکثیر حاوي توالی کوزاك   توسط پرایمرهاي اختصاصی  
 سازه ژنـی  سپس . ترانسفورم شدDH5α سویه اشرشیاکلیو در باکتري  حاوي پروموتر ناپین الحاق (+)pBluescript KSدا و به وکتور ج TAاز وکتور 

خـصوصیات  . شـد  منتقـل  ،LBA4404سـویه  تومفاسـینس   آگروبـاکتریوم  بـه سازي و  همسانه pBI121 دوگانه در ناقل جهت انتقال به گیاه،      طراحی شده 
 تکثیـر  و PCR واکنشنتایج . گردیدبررسی  SOPMA وTopPred  TMHMM, ،ProtParam توسط ابزارهایی مانندبررسین مورد بیوانفورماتیکی ژ

 و توسط پرایمرهاي داخلـی پرومـوتر نـاپین    bp 1210اي به طول همچنین تکثیر قطعه. سازي این ژن را تایید کرد صحت همسانهbp1246 اي به طول قطعه
یابی نوکلئوتیـدي  نتایج توالی. این ژن در امتداد پروموتر ناپین بودصحیح  تاییدي بر الحاق ،هضم آنزیمیدر  bp 2145 ایجاد قطعه  نیزو ،دسچوراز15دلتا ژن  

 هلـیکس  5ین و آنالیز توالی آمینواسیدي وجود دو دوم. باشد اسید آمینه می415 کد کننده  نوکلئوتید و1246ن آنزیم مشتمل بر     نشان داد که توالی کد کننده ای      
هـاي پایـدار  غـشایی     ثابت کرد که این آنزیم جـزء آنـزیم  ، ساختار دوم وسیگنال پپتیدهابررسی   ،نییبینی خواص پروتئ  همچنین پیش .  را تایید کرد   اغشاییتر

  .   شودمحسوب می
 

 وریستپاس یاپیک ، دسچوراز15 دلتا،اسیدآلفالینولنیک کلونینگ،  ژن: واژگانکلید

  

                                                             
 مسئول مکاتبات: gharanjik@shahroodut.ac.ir  
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  همقدم -1
 هـاي گیـاهی بـا محتـواي بـالاي           اخیرا در صنایع غذایی، روغـن      

ــر    ــد زنجی ــباع بلن ــرب غیراش ــیدهاي چ ــر  1اس ــاوم در براب  و مق
 این اسیدهاي چرب  . ]1[اکسیداسیون مورد توجه قرار گرفته است     

نقش مهمی در رشد، تولید مثل، حفـظ سـلامت بینـایی، سـاختار              
هاي شگیري از بیماري  متابولیسم کلسترول، تنظیم ژنی، پی    ،  سلولی  

روغـن    در حـال حاضـر،  . ]2[ هـا دارنـد  قلبی و عروقی و سرطان    
ماهی منبع اصلی و تجاري اسیدهاي چـرب غیـر اشـباع در رژیـم            

شـود، امـا بـدلیل آلـودگی دریاهـا بـا         ها محسوب می  غذایی انسان 
 ها، نیـاز بـه یـافتن منـابع جدیـد      ناکسی جیوه و دي   ،فلزات سنگین 

. ]3[رســد ضــروري بــه نظــر مــیي چــرب اســیدهاایــن حــاوي 
، یــک اســید چــرب 2(ALA 18:3 Δ9,12,15)اســیدآلفالینولنیک

است که بدن قادر به سـنتز آن نیـست و      3از خانواده امگا  ضروري  
بـه  لینولنیـک   آلفا  اسـید  .باید از طریق رژیم غذایی وارد بدن شـود        

هـاي دسـچوراز بـه    توسـط یـک سـري از آنـزیم       عنوان سوبـسترا    
 اســید  بــا زنجیــره بلنــدتر شــامل     3رب امگــا اســیدهاي چـ ـ 

ــیدو  3(EPA 20:5 Δ5,8,11,14,17)ایکوزاپنتانوئیــــک   اســ
    تبـــدیل  4(DHA 22:6 Δ4,7,10,13,16,19) دوکوزاهگزانوئیــک 

 و نیز برخی گیاهـان  هاي روغنی  دانهروغن برخی از    . ]4[ شوندمی
آیند ولـی   لینولنیک به شمار می   آلفا اسیدترین منابع حاوي    از اصلی 
 عمـده، نظیـر سـویا و        هاي روغنـی    دانهلینولنیک  اسید آلفا محتواي  

کنـد   را تولید میاسیدآلفالینولنیکآنزیمی که .باشدنسبتا کم می کلزا
ایـن آنـزیم بـا اضـافه کـردن یـک بانـد           .  نام دارد  5دسچوراز15دلتا

 مخمر  .کندلینولنیک را تولید می   آلفا اسید ،لینولئیک اسیددوگانه به   
 بیـشترین    گونه مخمـري متیلـوتروف اسـت کـه         6 پاستوریس یاپیک

ــرب آن از   ــیدهاي چ ــدار اس ــیدمق ــیدآلفااولئیک و اس  لینولنیکاس

                                                             
1. Long-chain polyunsaturated fatty acids (PUFA) 
2. α-Linolenic acid(ALA) 
3. Eicosapentaenoic acid (EPA) 
4. Docosahexaenoic acid (DHA) 
5. Δ15Desaturase (Δ15d) 
6. Pichia Pastoris 

مخمـر  ایـن    موجـود در     دسچوراز15آنزیم دلتا . تشکیل شده است  
یک آنزیم منحصر به فرد با گستردگی کاتالیزوري غیـر اختـصاصی       

 بـه   6اسـیدهاي چـرب امگـا      کربنه   20 و   18ربرد هر دو نوع     در کا 
  دیگــر واســیدآلفالینولنیکعنــوان سوبــستراي اولیــه بــراي تولیــد 

هــدف از ایـن پــژوهش  . ]5[ باشـد  مـی 3اسـیدهاي چـرب امگــا   
،  ایـن مخمـر    زدسـچوراز ا  15دلتـا سـازي ژن    جداسازي و همسانه  

وتئینی ایـن  همچنین بررسی بیوانفورماتیکی توالی نوکلئوتیدي و پر  
بـا     جهت انتقال به گیـاه  طراحی سازه ژنی مناسبدر نهایتژن و   

 افـزایش  هدف تنظـیم مـسیرهاي بیوشـیمیایی اسـیدهاي چـرب و        
   .باشدمی در گیاهان دانه روغنی اسیدآلفالینولنیک  محتوايتولید

  

  هامواد و روش -2
 پیکیـا  از مخمـر     ، و تکثیر ژن مورد نظر     RNA استخراج   به منظور 

استفاده )  ایران ، تهران ،پاستور انیستیتو (GS115 سویه   ستوریسپا
 7 اشریشاکلی هاي مورد استفاده در این تحقیق شامل      باکتري. گردید
 LBA4404سـویه   8آگروباکتریوم تومیفاسـینس  و   DH5αسویه  
عنـوان میزبـان    باکتري ایکولاي به  . )کرمانشاه،  دانشگاه رازي (بودند

اي سـاخته شـده و آگروبـاکتریوم        ه ـجهت نگهداري و تکثیر سازه    
هـاي  ناقـل . جهت انتقال بعدي ژن موردنظر به گیاه استفاده گردیـد   

) ، آمریکـا 9شرکت اینویتروژن(  PTZ57R/Tمورد استفاده شامل  
ــسانه  ــت هم ــوالی    جه ــت ت ــال جه ــازي اولیــه و ارس ــابیس  ،ی

pBlueScript KS(+)و وکتـور دوگانـه    نـاپین  حاوي پروموتر 
pBI121 استفاده شدناقل بیانی به عنوان  .  

  cDNA و سنتز RNAاستخراج  -2-1
% 2 ،عـصاره مخمـر  % 1حاوي ( 10YPDمحیط   در يمخمرنمونه  

کـشت و در شـیکر      )  آلمـان  ،MERCK() دکـستروز % 2پپتون و   
 C30˚ در دمـاي   rpm150 ساعت با سرعت     16انکوباتور به مدت    

                                                             
7. Escherichia coli 
8. Agrobacterium tumefaciens   
9. Invitrogen 
10. Yeast extract Peptone Dextrose 
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 کـل بـا اسـتفاده از روش فنـل           RNA.   قرار داده شد   جهت رشد 
 استخراجی توسـط    RNAکمیت و کیفیت    . ]6[گرم استخراج شد  

 درصد و اسـپکتروفتومتر مـورد       2/1الکتروفورز بر روي ژل آگارز      
 ی از آغازگرهـاي عمـوم     ،cDNA براي سـنتز     .بررسی قرار گرفت  

18  Oligo (dt)  بـرداري معکـوس   و آنـزیم نـسخهM-MuLV 

Revers transcriptas ) فاده اسـت ) تهران، ایـران ،ژنسیناشرکت
دسـچوراز در  15ژن دلتـا جهت شناسایی و اطمینان از حضور    . شد

ــطح  ــتخراج  DNAس ــومی، اس ــه روش DNA ژن  CTAB1 ب
انجام و به عنوان الگو در واکـنش  ) متیل آمونیوم بروماید  تريستیل(

  . با استفاده از آغازگرهاي داخلی استفاده گردیداي پلیمراززنجیره

اي یــرهزنجطراحــی آغازگرهــا و واکــنش  -2-2
   (RT-PCR)پلیمراز

 ژن  ایـن  با توجه به توالی   دسچوراز،  15طراحی آغازگرهاي ژن دلتا   
 شـماره    (NCBIدر پایگـاه اطلاعـاتی        پاستوریس پیکیا  مخمر از

جهت سهولت در مراحل    .  انجام گرفت  ) EF116884دسترسی  
در طراحی آغازگرها پس از آنالیز نقـشه برشـی ژن            ،سازيهمسانه

، در آغـازگر  NEB Cutterافـزار  از، توسـط نـرم   دسچور15دلتا 
 ژن ،توالی افزایش دهنده بیـان  به همراه  XbaIسایت برشی 2رفت

.  اضـافه گردیـد  SacI سایت برشی 3برگشت و در آغازگر   ،کوزاك
سنتز آغازگرها به سفارش شـرکت تکاپوزیـست، توسـط شـرکت            

 ).1جدول (صورت گرفت )  کره جنوبی( 4بایونیر

cDNA  اي پلیمـراز،   به عنوان الگو در واکـنش زنجیـره     سنتز شده
جهت تکثیر ژن با استفاده از آغازگرهـاي اختـصاصی ژن، توسـط             

. مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت    ) شرکت سیناژن (5مرازآنزیم تک پلی  
ــره   ــنش زنجی ــراي واک ــه ب ــرایط بهین ــورت ش ــه ص ــراز ب   اي پلیم

 5مـدت  گـراد بـه   درجـه سـانتی  95سازي اولیه در دماي     واسرشت

                                                             
1. Cetyl tri methyl ammonium bromide 
2. Forward primer 
3 . Reverse primer 
4. Bioneer 
5. Taq DNA Polymerase 

 یـک دقیقـه در دمـاي        6سازيواسرشت( سیکل   35دقیقه، و سپس    
   درجــه65 یــک دقیقــه در دمــاي7گــراد، اتــصال درجــه ســانتی94

و در ) گـراد  درجه سـانتی 72 یک دقیقه در دماي 8گراد، بسط سانتی
 دقیقـه  7مدت گراد به درجه سانتی  72 در دماي    9نهایت بسط نهایی  

 بیـــان ژن صـــحت قطعــه تکثیــري حاصــل   . دســت آمــد  بــه 
.  درصد بررسی شد1دسچوراز توسط الکتروفورز ژل آگارز   15دلتا

 بــا اســتفاده از کیــت اســتخراج از ژل PCRدر نهایــت محــصول 
  .خالص سازي شد) شرکت بایونیر، کره جنوبی(

 و انجــام TA10ســازي در ناقــل  همــسانه -2-3
  یابیتوالی

اي پلیمـراز ژن    پس از خـالص سـازي محـصول واکـنش زنجیـره           
شرکت  (pTZ57R/Tدسچوراز از ژل آگارز، در پلاسمید       15تادل

لیگـاز، مطـابق روش   T4 بـه کمـک آنـزیم    ) اینـویتروژن، آمریکـا  
 تهیـه  بـراي . توصیه شده شرکت سازنده به وکتور متـصل گردیـد  

پلاسـمید   انتقـال   وDH5αسـویه   مـستعد ایکـولاي   هايباکتري
 شـوك  و سـرد  روش کلریدکلـسیم  از ترتیـب بـه  آن بـه  نوترکیب

هاي ترانسفورم شده بـر روي   باکتري. ]7[گردید  استفاده حرارتی
سـیلین، کـشت داده    آمپـی μ g/ml50 جامـد حـاوي   LBمحیط 
سازي، چند کلونی بـصورت     جهت بررسی صحت همسانه   . شدند

 PCRتصادفی انتخاب و پس از تائید اولیه بـا اسـتفاده از کلـونی               
 پلاسـمید، بـه   توسط آغازگرهـاي اختـصاصی ایـن ژن، اسـتخراج         

انجام و هضم آنزیمی با اسـتفاده از دو آنـزیم          ) 8(روش لیز قلیایی    
SacI   و XbaI  جهت اطمینان از صـحت همـسانه     .  انجام گرفت-

یـابی بـا اسـتفاده از    سازي و تائید نهایی توالی ژن مورد نظر، توالی       
  .  انجام گرفت11 به سفارش شرکت فزابیوتکT7آغازگر 

 
 

                                                             
6. Denaturation 
7. link 
8. Extension 
9.Final extension 
10. TA cloning vector 
11. Faza Biotech 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

26
 ]

 

                             3 / 11

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-19910-en.html


 ... دسچوراز15کلونینگ و بررسی بیوانفورماتیکی ژن دلتا جداسازي،و همکاران                                             حسنی مرضیه

 412

 Table 1 The primers used in this study 

TM Product 
(bp) Sequence Primer 

65˚C 1246 bp 5´-ggcTCTAGAgccaccatgtcaaaagtcactgtttcggg-3  ́D15-F 
  5´- gccGAGCTCttaggtatccttaggtttaacacc-3  ́D15-R 
 

57˚C 
 

1210 bp 
 

5´-AAACCGTTCGGCTCCTATCC-3´ 
 

Pro. N –F 
  5´- ACCAGTAGCATTCGTGGCAA-3´ Δ15d- R 

  
ــور   -2-4 ــگ ژن در وکتـ ــاب کلونینـ (+) سـ

pBluescript II KS ناپین پروموتر  حاوي  
 جهــت سـازي شـده،  پـس از اطمینـان از صـحت قطعـه همـسانه      

ــور  حــاوي pBluescript II KS(+) همــسانه ســازي در وکت
ــوتر ــاپینپرومــ ــر دو، 1 نــ ــور  هــ (+)  و PTZ57R/Tوکتــ

pBluescript II KS ، آنـزیم  دو   از با اسـتفاده SacI  وXbaI 
 و پـس از خـالص سـازي از روي     قرار گرفتند دو گانه مورد هضم 

 T4 اتصال نواحی انتهاي چسبنده ایجاد شده به کمـک آنـزیم      ،ژل
سـازي و انتقـال پلاسـمید    مراحـل همـسانه  . صورت گرفـت لیگاز  

طبق مراحـل قبـل      E.coliباکتري  مستعد    سلول هاي  بهترکیب  نو
 جامـد  LB محـیط    اي ترانسفورم شده در   ه باکتري وانجام گرفت   

  بـه صـورت شـبانه   سـیلین  آمپـی μ g/ml50  حاوي آنتی بیوتیک
هاي واجـد و  هاي رشد یافته به عنوان کلون    نیوکل. کشت گردیدند 

بـراي اطمینـان از   . احتمالا واجد قطعه ژن مورد نظر انتخاب شدند  
و شده وارد شدن قطعه ژن در حامل، چند کلونی تصادفی انتخاب       

الکتروفـورز ژل آگـارز   و   و هضم آنزیمـی      -PCRبه وسیله کلونی  
همچنـین جهـت اطمینـان ازصـحت       . مورد بررسـی قـرار گرفتنـد      

 بـا اسـتفاده از      RT-PCR در ابتداي ژن،     ناپین قرارگیري پروموتر 
ــوتر   ــی پرومـ ــاي داخلـ ــاپینآغازگرهـ ــت (نـ  و ژن )آغازگررفـ

اي یـره و واکـنش زنج   طراحـی ) آغازگر برگـشت  ( دسچوراز15دلتا
 .)1جدول( انجام گرفتپلیمراز 

   pBI121  دوگانهسازي در ناقلهمسانه -2-5 
، پلاسـمید  pBI121 سازي سـازه در ناقـل دوگانـه     جهت همسانه 

 هاي برشی ابتـداي پرومـوتر و انتهـاي ژن         نوترکیب توسط جایگاه  
)HindIII   و SacI ( هضم دوگانه ناقل . برش داده شدpBI121 

 (GUS)وجب حذف ژن بتـا گلوکورونیـداز    ها م نزیمآتوسط این   
                                                             
1.  Napin gene promotor  

قطعـات مـورد نظـر،      جهت افزایش احتمال اتصال صحیح      . گردید
دسچوراز و پلاسمید بـرش    15 ژن دلتا  -ناپینقطعه حاوي پروموتر    

سازي شده و سپس انتهاهـاي  خالص ، از روي ژل  pBI121یافته  
  لیگاز بـه هـم متـصل شـدند    T4چسبنده ایجاد شده توسط آنزیم   

ــکل( ــلول .)1ش ــال    س ــه و انتق ــاکتریوم تهی ــستعد آگروب ــاي م ه
. پلاسمیدهاي نوترکیب به روش ذوب و انجمـاد صـورت گرفـت          

مقادیر مناسبی   جامد حاوي    LBباکتري ترانسفورم شده در محیط      
ــسین µg/ml50کانامایــسین و  µg/ml50از  ــه صــورت  ریفامپ ب

 بـا   نوترکیـب، هاي حاوي پلاسمید    کلونی. کشت داده شدند  شبانه  
  . مورد بررسی قرار گرفتو هضم آنزیمی PCRستفاده از کلونیا

   بیوانفورماتیکی هايبررسی -2-6
ــوالی  ــل از تــ ــدي حاصــ ــوالی نوکلئوتیــ ــه  تــ ــابی ناحیــ                            یــ

 دســــــچوراز، در ســــــایت15کــــــد کننــــــده ژن دلتــــــا
)http://web.expasy.org/translate/به پروتئین ترجمـه      )ء 

خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین بدست آمده توسط برنامه            . گردید
Protparam 

)http://expasy.chl/tools/protparam.html/ ( تعیین شد .
 TMHMM هاي هیدروپاتی توسـط سـرور  آنالیز و وجود دومین

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM)  ــد تائیـ
ــد ــیش. ش ــراي پ ــایت  ب ــاختار دوم از س ــی س  SOPMA بین

(https://npsa-
prabi.ibcp.fr/NPSA/npsa_sopma.html)   استفاده شـد .

  بــا آدرس Pfam از بانـک اطلاعــاتی  Δ15deدومـین پروتئینــی  
ــی ) http://pfam.xfam.org/search/sequence( اینترنتـ

                پروفایـــل هیـــدروپاتی تـــوالی . مـــورد بررســـی قـــرار گرفـــت
ــزار   .TopPred (http://bioweb.pasteurتوســــط ابــ

fr/seqanal/interfaces/toppred.html)رســــم گردیــــد  .
 دسـچوراز 15جهت تعیین میـزان قرابـت تـوالی پروتئینـی ژن دلتـا       
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ــه همـــسانه ــوالی ایـــن ژن در گونـ ــا تـ ــده بـ ــازي شـ ــايسـ                       هـ
   ClustalWافزار دیگر، درختچه فیلوژنتیکی با استفاده از نرم

 )http://www.genome.jp/tools/clustalw(رسم گردید  .  

دسچوراز به هـم،    12 از و دلتا  دسچور15به دلیل شباهت بالاي دلتا    
 دسچوراز نیز، در رسم درختچه    12 دلتا   از توالی پروتئینی چند ژن    
  . فیلوژنتیکی استفاده گردید

  
  
  
  
  
  
  

Fig 1 schematic feature of recombinant vector pBI121: Nap + Δ15de,  containing Napin promoter and Delta 15 
Desaturase gene construct.  

 نتایج -3
  و تکثیـر اي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي داخلی،  زنجیرهواکنش  

 را بر روي دسچوراز15دلتاوجود ژن ،  bp  322قطعه اي به طول
DNA ژنومی مخمر P.pastoris 2شکل( اثبات کرد.(   

  
Fig 2 Electrophoresis pattern of PCR product using 

Delta 15 Desaturase internal primers. M: 100 bp 
Ladder, lanes 1: amplified expected 322 bp fragment. 

 
اي  سنتز شده تکثیر قطعه    cDNA براي   RT-PCRانجام واکنش   

 معادل طول کامـل  را به همراه داشت که bp1246   تقریبیبه طول
 از ).3شـکل (باشـد   مـی دسـچوراز 15دلتـا منطقـه کـد کننـده ژن    

بـه عنـوان    پاسـتوریس  پیکیـا از ژنوم مخمر     1آغازگرهاي ژن اکتین  
مراز استفاده گردیـد، کـه   اي پلیهاي زنجیرهکنترل مثبت در واکنش  
  .  باشد می148bpا آغازگرهطول قطعه تکثیري این 

هـا  ، رشد کلـونی   pTZ57R/Tپس از الحاق این ژن به پلاسمید        
سیلین نشانگر وجـود پلاسـمید      بیوتیک آمپی در محیط حاوي آنتی   

  .باشدها میهاي حامل آنرکیب در باکترينوت

                                                             
1. Actin 

  
Fig 3 Electrophoresis pattern of RT-PCR products on 
a 1% agarose gel. M: 100 bp Ladder, lanes 1 and 2: 

amplified 1246 bp fragments using Delta 15 
Desaturase gene specific primers. Lane 3: PCR 

positive control using yeast actin gene (148 bp), lane 
4: negative control (without template). 

  
بر روي کلونی هاي انتخابی با پرایمـر هـاي      PCR-کلونیواکنش  

به منظـور تاییـد وجـود ژن انجـام         دسچوراز  15اختصاصی ژن دلتا  
 گرفـت کـه طـول کامـل ژن در پلاسـمید نوترکیـب بدسـت آمـد        

  .)4شکل(
هـاي نوترکیـب، نتـایج هـضم آنزیمـی          سـمید پس از استخراج پلا   

  bp1246اي به طول تقریبـی  هاي برشی و ایجاد قطعه    توسط آنزیم 
نتـایج  . سازي در پلاسمید مورد نظر را تایید نمـود        صحت همسانه 
یابی که جهت تایید نهایی و بدسـت آوردن تـوالی           حاصل از توالی  

 ،فــت انجــام گرT7دســچوراز بــا اســتفاده از آغــازگر 15ژن دلتــا
  . را تایید نمودbp1246 سازي ژن مورد نظر به طول همسانه

 
 

NOS-pro NPTII (Kan) 
NOS-ter 

Napin-pro Δ15de NOS-ter  

HindIII XbaI SacI LB RB 
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Fig 4 Agarose gel electrophoresis pattern of clony-
PCR on recombinant pTZ57R/T vector. M: 100 bp 

Ladder, lanes 1,2,3,5,6 : amplified 1246 bp fragments 
using Delta 15 Desaturase gene primers. Lane4: 

negative control (non recombinant plasmid). 
 MCS این قطعه در ناحیـه  ،پس از اطمینان از صحت ژن تکثیري      

هـاي   از طریـق بـرش در جایگـاه   (+)pBluescript KSوکتور 
XbaI و  SacI    سـازي  در پایین دست پروموتور نـاپین همـسانه
پلاسـمید نوترکیـب حاصـل در        پس از ترانـسفورم کـردن     . گردید
هـا بـا آغازگرهـاي     بر روي کلـونی PCR- ، کلونی E.coliباکتري

 بـه طـول   سازي و تکثیر طول کامل ژناختصاصی، صحت همسانه 
bp1246  تکثیر قطعه   و    را تائید کرد    مورد نظر   توالی ژنbp1210 

دسـچوراز،  15با استفاده از آغازگرهاي داخلی پرومـوتر و ژن دلتـا           
  ). 5شکل(ن را تایید کرد جهت قرارگیري این ژن در امتداد ناپی

  
Fig 5 Agarose gel electrophoresis pattern of clony-
PCR on recombinant pBluescript KS(+) vector. M: 

100 bp Ladder, lanes 2,3,5: amplified 1246 bp 
fragments using Delta 15 Desaturase gene primers. 
Lane 6: amplified 1210bp using internal primer of 

napin promoter and Delta 15 desaturase primer, Lane 
1, 4: negative control (non recombinant plasmid). 

 
هـاي برشـی ابتـداي پرومـوتر و     هضم آنزیمی با اسـتفاده از آنـزیم       

 bp2145  قطعاتی به طول تقریبی (SacI , HindIII)انتهاي ژن 
پلاسـمید حاصـل گردیـد     bp2896 پرومـوتر و ژن و  مربوط بـه  

  ).6شکل(

  
Fig 6 Agarose gel electrophoresis pattern of double 
digestion of recombinant pBluescript KS(+) vector 
using SacI and HindIII restriction enzymes. M: 100 

bp Ladder, lane 1: non-recombinant plasmid. Lane 2: 
recombinant plasmid harboring napin promoter and 
Delta 15 desaturase gene, Lane 3: double digested 

recombinant plasmid created two fragments, 
including 2145 bp gene construct and 2896 bp rest of 

the plasmid. 
ــ ــاوي پرومــوتر نــاپین و ژن     س از همــسانهپ ــازه ح ســازي س

ــا ــچوراز د15دلت ــه  دس ــل دوگان ــه  pBI121ر ناق ــال آن ب  و انتق
ســازي بــا اســتفاده  صــحت همــسانه،LBA4404اگروبــاکتریوم 

و آغازگرهـاي داخلـی     دسچوراز  15آغازگرهاي اختصاصی ژن دلتا   
 تکثیـر به ترتیـب  دسچوراز انجام گرفت که نتیجه آن       15 دلتا -ناپین

 نـواحی  bp 1210 تـوالی ژن و  bp1246  به طول تقریبـی قطعاتی
  ).7شکل (پروموتر و ژن بود داخلی 

  
Fig 7 Agarose gel electrophoresis pattern of clony-

PCR on Agribacterium containing recombinant 
pBI121 vector. M: 100 bp Ladder, lanes 1,2,3: 
amplified 1246 bp fragments using Delta 15 

Desaturase gene primers. Lane 4: amplified 1210bp 
using internal primer of napin promoter and Delta 15 
desaturase primer, Lane 5, 6: negative control (non 

recombinant plasmid). 
 

سـازي  یابی ژن مورد نظر نـشان داد کـه قطعـه همـسانه    نتایج توالی 
 نوکلئوتیدي 1246اي به طول قطعه، pTZ57R/Tشده در وکتور 

ایـن  . کنـد  اسـیدآمینه را کـد مـی   415پروتئینـی بـه طـول      و   بوده  
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 پـروتئین حاصـل از      بـا % 99پروتئین بیشترین شباهت را به میـزان        
 بـا  GS115  سـویه   P. pastorisدسـچوراز  15 ژن دلتـا  بیـان 

 داشت که نشان دهنده حفاظـت    EF116884.1شماره دسترسی   
 ). 8شکل(باشدبالاي ژن در این مخمر می

 
Fig 8 The nucleotide and amino acid sequences of the 

Delta 15 desaturase gene. 
(http://web.expasy.org/translate/) 

 
بررسی خصوصیات بیوشیمیایی پروتئین بدست آمده توسط نرم        با  

ــزار  ــوالی را  ،ProtParam اف ــن ت ــولی ای  7/47772 وزن مولک
شـاخص  .  محاسبه گردید08/7 آن (PI)نقطه ایزوالکتریک   ،  دالتون

هـا در لولـه آزمـایش       ها بیانگر میزان پایداري آن    ناپایداري پروتئین 
هـاي   جـزء پـروتئین  40هاي با شاخص کمتر از    باشد و پروتئین  می

ز موجـود در  دسـچورا 15آنـزیم دلتـا  . شـوند بندي می قسیمپایدار ت 
باشد کـه   می75/35داراي شاخص ناپایداري    P.pastorisمخمر  

شـاخص آلیفاتیـک   . شـود هاي پایـدار محـسوب مـی     جزء پروتئین 
ضریب خاموشی نشان دهنده میزان جذب      .  محاسبه گردید  05/80

میـزان  . باشدنور در یک طول موج خاصی توسط یک پروتئین می         
از مجموع  . اسبه گردید  مح 115655ضریب خاموشی این پروتئین     

راي بـار   اد) آرژنـین و لیـزین    ( اسـیدآمینه    35 ،کل اسیدهاي آمینـه   
داراي بـار منفـی   ) آسـپارتات و گلوتامـات  (  اسیدآمینه 36مثبت و   

 بـراي بررسـی سـاختار       SOPMAنتایج حاصل از سایت     . بودند
ــن ژن     ــی ای ــاختار پروتئین ــه س ــشان داد ک ــه ن ــیدهاي آمین دوم اس

از % 32,05مـــارپیچ بتـــا و  % 7,71 ،هلیکسآلفـــا% 80/38داراي
 از بانـک    دسـچوراز 15دلتـا دومـین پروتئینـی     . باشدسوپرکویل می 

 هـاي این سایت دومین  . مورد بررسی قرار گرفت    Pfamاطلاعاتی  
دسـچوراز  15ژن دلتـا  . دهـد  توالی مورد نظر را نشان مـی       نیتئیپرو

 و یـک   FA desaturase یـک دومـین   شـامل داراي دو دومین 
  . )9شکل(  بود(DUF3474) 1ن با کارکرد ناشناختهدومی

  
Fig 9 Two domains of the Delta 15 desaturase 

enzyme. A: Domain with unknown function, B:FA-
desaturase domain. 

(http://pfam.xfam.org/search/sequence). 
  

هـاي  یکسمطالعات انجام شده اکثر دسچورازها داراي هل ـ      بر طبق   
 TMHMM نتـایج حاصـل از سـایت    . باشـند ممبرانی میترانس

هاي غشائی   جزو پروتئین  نیز دسچوراز15 دلتا پروتئین نشان داد که  
باشـد   مـی 2تراغـشایی  هلـیکس  5شـود کـه داراي      بنـدي مـی   طبقه

  ).10شکل(

  
Fig 10 Prediction of trans-membrane regions of the 
Delta 15 desaturase enzyme using TMHMM server. 

 افـزار  نـرم هاي حاصل از آنالیز توالی پروتئینی توسط    بر اساس داده  
TopPred         و نمودار هیدروپاتی حاصل، این پروتئین هیدروفوب 

ممبرانی مابین اسیدهاي آمینـه  هاي ترانسبوده که در ناحیه هلیکس    
 ، میزان 292-272 ، 219-199 ،   157-137 ،   122-102 ،   95-75

هاي تراغـشائی  ، مارپیچ هیدروفوبنواحی  . باشدهیدروفوبی بالامی 
عنـوان  باشند که در اکثر دسچورازهاي غشائی موجود بوده و به         می

                                                             
1. Domains of unknown function 
2. Transmembrane helix 
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هـاي ایـن ژن بیـان    شده بـین تمـام هومولـوگ    هاي حفاظت دومین
  ).11شکل( اندگردیده

 
Fig 11 Hydrophobicity graph of the Delta 15 
desaturase enzyme using TopPred software. 

  
دسـچوراز  15جهت تعیین میـزان قرابـت تـوالی پروتئینـی ژن دلتـا       

درختچه هاي دیگر،  با توالی این ژن در گونهP. pastprisمخمر 
 ClustalWافـزار  و نـرم  NCBIبا استفاده از سـایت    فیلوژنتیکی  
میـزان   داراي  کـه  گونه14ین بررسی در ا . )12شکل  (رسم گردید   

بر طبـق نتـایج   .  را انتخاب کردیم بودندبا این ژن% 60 بالاي   تشابه
 کلاســتر اصــلی 4بدســت آمــده در درخــت فیلــوژنتیکی حاضــر 

دسـچوراز در گونـه   15شود که در کلاستر اول ژن دلتـا مشاهده می 
Pichia pastoris با ژن دسچوراز در گونه Komagataella 

pastoris             در یک کلاستر قرارگرفتـه اسـت کـه نـشانگر غرابـت 
باشـد و   دسـچوراز در ایـن گونـه مـی        15بسیار نزدیک بـا ژن دلتـا      

هـاي کلاسـتر اول بـا       شود که گونـه   همچنین بر اساس مشاهده می    
باشند که گویـاي    هاي کلاستر دوم داراي یک جد مشترك می       گونه

هاي موجـود    دسچوراز موجود در گونه    باشد که ژن  این مطلب می  
 و در طـول زمـان   در این دو کلاستر از یک جد مشترك جدا شده         

  .   اندتکامل یافته

  
Fig 12 Phylogenetic trees using ClustalW software, 
to determine the proximity of the delta 15 desaturase 
protein in yeast P. pastoris with other species. The 

accession No. of proteins is: Pichia pastoris 
GS115:(VIRT26852) , Komagataella  pastoris 

:(ABL63813) , Lachancea kluyveri: (ADE06664), 
Lachancea kluyveri : (BAD11952) , Lachancea 

thermotolerans: (XP-002553950), Wickerhamomyces 
ciferrii: (XP_011275445), Cyberlindnera jadinii: 
(BAJ78984),Candida tropicalis: (ADN42964), 

Lachancea kluyveri:(BAD08375), 
Kluyveromycesmarxianus:(BAO38850), 

Zygosaccharomyces:(CDH15170) , Mortirerella 
alpine:(BAA81754) , Mortierella lpine: 

(BAD91495), Saprolegnia diclina: (AAR20443), 
Chlorella vulgaris: (BAB78716) 

  بحث -5 
-کمبود اسیدهاي چرب غیر اشباع در رژیم غذایی، یکـی از شـایع        

بـه دلیـل   . اي در جهـان بـه شـمار مـی رود      ترین مشکلات تغذیـه   
کاهش استفاده از منـابع دریـایی در غـذاي مـصرفی انـسان و نیـز                

هـاي گیـاهی، توسـعه یـک      در روغن3کمبود اسیدهاي چرب امگا  
 از طریق مهندسـی     3ایی غنی، حاوي اسیدهاي چرب امگا     منبع غذ 

بـا هـدف    در این پژوهش. ]9[باشد ژنتیک بسیار حائز اهمیت می
افزایش تولید اسیدآلفالینولنیک به عنوان یکی از  اسـیدهاي چـرب      

 ، در گیاهـــان دانـــه روغنـــی، ژن 3ضــروري از خـــانواده امگـــا 
ــا ــا پاســتوریس ســویه  15دلت  GS115دســچوراز از مخمــر پیکی

جداسازي و پس از تعیین توالی، به همراه پروموتور ناپین در ناقل             
 اضـافه  دسچوراز بـا 15ژن دلتا. سازي شد همسانهpBI121بیانی 
 تولید اسیدآلفالینولنیک را اسید، لینولئیک به دوگانه باند یک کردن

 چرب طبق فراینـدي  اسیدهاي 1سازي این عمل غیراشباع .کندمی

                                                             
1.  Desaturation 
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 نقاط  در(C=C)دوگانه  باندهاي آن، طی رد که گیردصورت می
 . ]11و 10[گـردد  مـی  آلیفاتیک اضـافه اسیل هايزنجیره به ايویژه

 وجـود  1بـه نـام الانگـاز    دیگـري  هايآنزیم ها،آنزیم این بر علاوه
 چـرب  اسـید  کربنی طول زنجیرهاي شدن، طویل باعث که دارند

 و متعـدد  هايسازيطویل و غیراشباع کردن  فرآیندهاي.شوندمی
 بـه  منجـر  پـذیرد، مـی  انجام خاص روي سوبستراهاي که درپیپی

گانـه و اسـیدهاي چـرب    سنتز اسـیدهاي چـرب غیـر اشـباع تـک        
   .شودغیراشباع چندگانه می

 بـراي  ژنتیکـی  هـاي دسـتکاري  اخیرا تحقیقات زیـادي بـا هـدف   
اسیدآلفالینولنیک در حـال   تولید منظور افزایش  به گیاهان مهندسی

دسچوراز در 15دلتا  در تحقیقی بیان ژن. ]12-16[ ام می باشدانج
گیاه سویا به تنهـایی باعـث افـزایش سـطوح اسـیدآلفالینولنیک در            

و بیـان همزمـان ایـن ژن بـه     % 53به بیشتر از   % 10ها از حدود    دانه
 دسچوراز، منجر بـه افـزایش سـطح اسـید چـرب             6همراه ژن دلتا  

شـده  %  29/5 بـه بیـشتر از   )SDA(غیراشباع استئاریدونیک اسـید   
 بـه  سـویا  از دسچوراز را15 ژن دلتايدر تحقیق دیگر. ]17[است 
 مقـدار  کـه در گیاهـان تراریختـه حاصـل،     کردنـد  منتقـل  بـرنج 

اسـتفاده از   ).18(افزایش یافـت   % 40به  %  2/2اسیدآلفالینولنیک از   
 که یک پروموتور اختـصاصی      ناپینپروموتورهایی مانند پروموتور    

اي بذر ناپین در کلزا جداسازي شده،      وده و از پروتئین ذخیره    دانه ب 
ها را به دانه هـاي گیـاه       در مسیر تولید این اسیدهاي چرب بیان آن       

محدود کرده و علاوه بر ممانعت از تـاثیر بـر فرآینـدهاي غـشائی،           
پـذیر  ها را با سهولت بیشتري امکـان استحصال روغن، از بافت دانه 

ژن، تـوالی  احی آغازگرها براي تکثیر ایـن  در طر] 19[خواهد کرد 
ــف      ــورت موتی ــه ص ــوزاك ب ــانی ک ــستم بی ــده سی ــزایش دهن اف

GCC(A/G)CC      همپوشان بـا جایگـاه برشـی XbaI  و کـدون 
مطالعـات مختلـف   . غاز، جهت افزایش بیان این ژن اسـتفاده شـد        آ

هـاي شـناخته شـده      نشان داده است کـه کـوزاك از جملـه تـوالی           
 در اکثـر  mRNAهاي هاي ساختاري مولکولتنظیمی و از ویژگی  

عنـوان  باشـد و توسـط ریبـوزوم بـه        هاي پر سلولی مـی    یوکاریوت
بهت آن با تـوالی     شود و هرچه مشا   جایگاه آغاز ترجمه شناخته می    

تـري بـراي ترجمـه اسـت     مورد توافق بیشتر باشد، سـیگنال قـوي      
 بر اساس نتایج، تـوالی نوکلئوتیـدي ژن کلـون شـده در         .)21،20(

 اسید آمینـه  415 بدست آمد که پروتئینی با bp1246 این تحقیق، 
در بررســی درصـد همــسانی و مـشابهت قطعــه   . کنـد را رمـز مــی 

                                                             
1. Elangase 

 در سـطح    GenBankهـاي    تـوالی  سازي شـده بـا سـایر      همسانه
نوکلئوتیدي و پروتئینی، بیشترین همسانی تـوالی نوکلئوتیـدي بـه           

با شـماره   ،Pichia pastorisدسچوراز 15با ژن دلتا% 99میزان 
بـا  % 97 و در سطح پروتئینی نیز به میـزان EF116884 دسترسی

 نتایج هـم . بدست آمدABL63813 پروتئینی با  شماره دسترسی
هـاي   سطح نوکلئوتیدي و پروتیئنـی، تغییـري در تـوالی    در 2ردیفی

خـصوصیات شـیمیایی، سـاختار      . حفاظت شده این ژن نشان نداد     
ممبـران تعیـین شـده ایـن ژن، تطـابق           هاي ترانس ثانویه و هلیکس  

بـا اسـتناد بـه نتـایج     . هاي گزارش شده داشتبسیار بالایی با توالی 
تـوان  ارکردي، مـی  هـاي ک ـ  بلاست پروتئینی و تائید حضور دومین     

 شـده از ایـن مخمـر داراي         سـازي بینی کرد که توالی همسانه    پیش
 مـستلزم بیـان   ،تائید بیشتر این ادعـا  . باشدفعالیت آنزیمی موردنظر    

 بررسی کارکرد آن در سطح آنزیمـی        ،آن در سیستم گیاهی مناسب    
رود بـا   انتظار مـی  . باشدو تولید محصول اسیدچرب مورد نظر می      

یزان تولیـد اسـیدآلفالینولنیک در گیاهـان، بتـوان بـا بیـان             افزایش م 
هاي دسچوراز و الانگاز موجود در زنجیره، اقدام        همزمان سایر ژن  

پایـدار  ) PUFA(به تولید اسیدهاي چرب غیراشباع بلنـد زنجیـر          
    .در گیاهان نمود
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Alpha-linolenic acid is an omega-3 fatty that is essential for maintaining a healthy body but can't produce 
in the human body. The oils of some oilseeds, as well as some plants are the main sources of alpha-
linolenic acid but the content of alpha-linolenic acid, in important oilseed plants like soybean and 
rapeseed are relatively low. The aim of this study was the cloning of Delta 15 Desaturase gene to increase 
alpha-linolenic acid production in the oilseed plants. For this purpose, after extracting total RNA and 
cDNA synthesis from Pichia pastoris GS115, the gene was amplified using gene-specific primers 
containing Kozak sequence and then cloned in PTZ57R / T vector and transformed into E.coli strain 
DH5α. After sequencing, the recombinant fragment was isolated from TA vector and was cloned into 
pBluescript KS(+) vector containing Napin promoter. The designed gene construct was cloned in pBI121 
binary vector and then was transformed into Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404. Bioinformatics 
characterization of the target gene was investigated by servers TopPred, TMHMM, ProtParam and 
SOPMA. The results of the colony PCR and amplification of the 1246 bp fragment, confirmed the 
accuracy of the gene cloning. The amplification of a 1210 bp fragment using an internal primer of napin 
promoter and Delta 15 desaturase, as well as the production of the 2145 bp fragment in enzymatic 
digestion confirmed the correct incorporation of the gene along with Napin promoter. Nucleotide 
sequencing results showed that the cloned CDS include 1246 nucleotides and translated to a protein with 
415 amino acids. The amino acid sequence analysis confirmed the presence of two domains and five 
Transmembrane helices. Also, prediction of the protein's properties, signal peptides, and the second 
structure, proved that this enzyme is stable transmembrane enzymes.  
 
Key words: Gene cloning, Alpha-linolenic acid, Delta 15 Desaturas, Pichia pastoris. 
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