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ن لمبي حقّ ا ال الملك  حيم  الرّ حمن    بسم االله الرّ

م العلي العظي االله   و لا حول و لا قوه الّا ب

  

 

زيست توليدكنندة  هيدروكسي بوتيرات پلياپران ژني  و كلونينگ سه ژن جداسازي

  پذير تخريب ماده پلاستيكي 
 
  

  3توحيدفر .م و 2بابائيان جلودار .ع. ن، 1پور محسن .م

  

  

  

  

  

  چكيده

است كه در باكتري رالستونيا يوتروفا  (PHA)هيدروكسي آلكانوات  يك پلي (PHB)هيدروكسي بوتيرات  پلي     

 PHBو  NADPHردوكتاز وابسته بـه   -استيل كوآ -توسط سه آنزيم مسير بيوسنتزي شامل بتاكتوتيولاز، استو

 ـ phbCو  phbA ،phbBاين سه آنزيم به ترتيب توسط  .شود سينتاز توليد مي پلـي هيدروكسـي   . شـوند  د مـي كُ

 كند پذير عمل مي خريبت ماده پلاستيكي زيست قابل توجه بوده، زيرا به عنوان بسيار بوتيرات  از لحاظ تجاري 

در اين تحقيق اُپـران سـه    .كند و آب توليد مي CO2به طوري كه در شرايط مناسب به طور كامل تجزيه شده و 

سازي صحت جداسازي  سازي گرديد و پس از كلون كتري جداسازي و خالصبا طراحي پرايمر از ژنوم با PHBژني 

هاي مذكور در حامـل بيـاني    ژنسازي  با كلون. اثبات شد هاي هضم آنزيمي داخلي و واكنش PCRهر سه ژن با 

 ـ رود بتوان پليمر پلي انتظار مي انتقال ژنهاي  باكتريايي و نيز حامل ه هيدروكسي بوتيرات را به صورت مقرون ب

 .توليد نمود در گياه پذير زيست ماده پلاستيكي تخريبصرفه به عنوان 

 
  سازي هيدروكسي بوتيرات، كلون ، پليپذير زيست ماده پلاستيكي تخريب: كليدي واژه هاي

 
 

  مقدمه

ــدادي      ــاكتري تع ــي  از ب ــا پل ــي  ه هيدروكس

را به عنـوان تركيبـات ذخيـره    ) PHA(آلكانوات 

هاي غـذايي اندوختـه    انرژي در پاسخ به استرس

  هيدروكســي اولــين تركيــب از پلــي .مــي كننــد

بود ) PHB(هيدروكسي بوتيرات  ها، پلي آلكانوات

. كه در باكتري باسيلوس مگاتريوم شـناخته شـد  

ــال ــه    سـ ــان داد كـ ــات نشـ ــد، مطالعـ ــا بعـ هـ

هـــا بـــه عنـــوان  هيدروكســـي آلكـــانوات پلـــي

پـذير زيسـتي داراي ارزش    هاي تجزيـه  پلاستيك

  دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري دانشجوي دكتري و استاد -2و  1

ايراناستاديار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي  -3  

28/8/90: تاريخ پذيرش         7/6/90: تاريخ دريافت  

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري
 پژوهشنامه اصلاح گياهان زراعي
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 هيدروكسـي بـوتيرات   پلي .)8( هستنداقتصادي 

)PHB(  هيدروكسـي آلكـانوات    يك پلـي)PHA (

ــوس     ــاليژنز يوتروف ــاكتري آلك ــه در ب ــت ك  اس

ــزيم مســير  )رالســتونيا يوتروفــا( توســط ســه آن

ــامل  ــاكتوتيولاز  -1بيوســنتزي ش  -اســتو -2بت

ــه -اســتيل كــوآ ــاز وابســته ب   و NADPHردوكت

3- PHB آنزيم شود كه اين سه  سينتاز توليد مي

 phbCو  phbA ،phbB هـاي  ژن به ترتيب توسط

كوآ توسـط  -دو مولكول استيل. )7(شوند  كد مي

شوند تا استواستيل  بتاكتوتيولاز به هم متصل مي

ــود  ــكيل ش ــوآ تش ــتيل. ك ــط   استواس ــوآ توس ك

هيدروكسـي   -R- 3رداكتـاز بـه   -كوآ استواستيل

اين ماده ابتـدا بـه   . شود كوآ، تبديل مي-بوتيرات

 PHBنومر فعال است كه سپس توسـط  صورت م

 دهد را تشكيل مي PHBسينتاز پليمريزه شده و 

  ). 1شكل ( )6(

رشد جمعيت انسـان هـا منجـر بـه انباشـته           

شدن مقادير زيادي مواد زائد غيرقابل تجزيـه در  

هـاي   انباشته شدن پلاسـتيك . زمين شده است

زائد در طبيعت بسيار مهم و نگران كننده اسـت  

هاي مرسوم  تجزيه شدن پلاستيك). 10و  3، 1(

انجامد و در طـول مراحـل    ها سال به طول مي ده

به همين . كنند شدن نيز سمومي توليد مي تجزيه

تواننـد   ها از موادي كه مـي  دليل، توليد پلاستيك

به راحتي در تعامل با طبيعت از بيوسـفر حـذف   

شوند، توجه زيادي را بـه سـمت خـود معطـوف     

هـا بـه    توجه بـه بيوپلاسـتيك  . )2(ساخته است 

  زيـرا  . كمبود ذخاير پتروشيمي نيز مرتبط اسـت 

  

هاي فسيلي به  صنعت جهان به شدت به سوخت

هـاي صـنعتي و    عنوان منابع انرژي براي پروسـه 

ــت   ــته اس ــاختماني وابس ــواد س ــد م ــي . تولي ول

هاي فسيلي منابع محـدودي دارنـد و بـا     سوخت

اكتشـاف  توجه به افزايش مصارف اخير و ميـزان  

شـود   اين منابع، بر طبق شواهد موجود گفته مي

آنهـا از اكتشـاف آنهـا بـه      بهره برداريكه ميزان 

ايـن موضـوع   ). 11(زودي پيشي خواهد گرفـت  

يك مشكل جهاني است زيـرا اقتصـاد مـا هنـوز     

  . وابستگي زيادي به منابع نفتي دارد

وسـيعي از   دامنهتواند از  مي E. coli باكتري     

كربن ارزان استفاده كند و به دليل سهولت منابع 

سازي بيوپليمر، به عنوان  رشد و هزينه كم خالص

. مطـرح شـده اسـت    PHBتوليدكننده اقتصادي 

علاوه بر آن، از آنجايي كـه ايـن بـاكتري آنـزيم     

PHA   ،ــدارد ــلولي ن ــراز درون س ي   PHAدپليم

  .)8( سنتز شده، تجزيه نخواهد شد

هيدروكسـي   ليـد پلـي  تحقيقات در زمينـة تو      

آلكانوآت به عنوان جايگزين تركيبات پتروشيمي 

گيـاهي و باكتريـايي    هـاي  سيسـتم با استفاده از 

در حالي كـه تخميـر باكتريـايي، بـه     . ادامه دارد

منابع بيروني كربن، مثل گلوكز تكيه دارد، سنتز 

هيدروكسي الكانوآت در گياهان، كه بـر پايـة    پلي

مقرون به ، يك روش و نور است اكسيدكربن دي

تري براي توليد ايـن بيـوپليمر، در مقـادير     صرفه

هدف از اين تحقيق جداسازي . دهد زياد ارائه مي

هيدروكسي  هاي توليدكننده پلي سازي ژن و كلون

  .بوتيرات بود
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 مواد و روشها

 Alcaligenes eutrophusابتدا سوش باكتري     

)Ralstonia eutropha ( هاي از سازمان پژوهش

) PTCC.irost.orgسايت (علمي و صنعتي ايران 

درجـه   28و دمـاي   LBتهيه شده و در محـيط  

از ايـن   DNAاستخراج  .سانتيگراد كشت گرديد

 DNeasy Plant Mini باكتري با استفاده از كيت

Kit ) ــركت ــتورالعمل  ) Qiagenش ــاس دس براس

پس از دريافـت تـوالي   . انجام شد شركت سازنده

و ) NCBI(ذكور از بانــك ژن ژنــومي بــاكتري مــ

 PHBآناليز آن، توالي سـه ژن دخيـل در توليـد    

ــاكتري. شناســايي شــد از نظــر  R. eutropha ب

ساختمان ژنومي، داراي سه رپليكـون شـامل دو   

كروموزوم شماره . كروموزوم و يك پلاسميد است

هاي عملكردي اصلي باكتري ماننـد   ، داراي ژن1

مانندســازي، هــاي ه هـاي مربــوط بــه فراينـد   ژن

. رونويسي، ترجمه و تجزيه اسيدهاي آلـي اسـت  

جفت باز است و  4052032اين كروموزوم داراي 

ها  آلكانوات هيدروكسي هاي مربوط به توليد لي ژن

طول كرومـوزوم  . نيز در اين كروموزوم قرار دارند

. جفـت بـاز اسـت    2912490بـاكتري،   2شماره 

د كـه  شو ناميده مي pHG1پلاسميد اين باكتري 

ايـن پلاسـميد،   . جفت باز اسـت  452156داراي 

ــم    ــراي متابوليس ــروري ب ــي ض ــات ژنتيك اطلاع

هـوازي اختيـاري    ليتوتروفي اختياري و رشد بـي 

ژن  420كنــد و داراي  بــاكتري را حمــل مــي  

 ، بتـاكتوتيولاز كـد   PhbAژن  .)9و  8( باشـد  مي

  كند كه اولين آنزيم بـراي پيونـد دو مولكـول     مي

  

 . اسـت  CoAكل استواسـتيل بـه ش ـ  CoAاستيل

ــه  CoAمرحلــة بعــد احيــاي اســتيل   -3-(R)ب

ــل ــي بوتيري ــط   CoAهيدروكس ــه توس ــت ك اس

ايـن آنـزيم   . شود ردوكتاز كاتاليز مي CoAاستيل

 NADPHشود و وابسته به  كد مي PhbBتوسط 

مرحلة بعـدي پليمريزاسـيون مونومرهـاي    . است

(R)-3- ــل ــه  CoAهيدروكســي بوتيري اســت ك

اين آنزيم بـه  . شود تاز كاتاليز ميسنPHAتوسط 

  . شود كد مي PhbCوسيلة ژن 

مناسب هاي اختصاصي        پرايمر در مرحله بعد     

ــراي  ــازي ب ــه ژنجداس ــن س ــتفاده از  اي ــا اس ب

افــزار  طراحــي و در نــرم Oligo Techافــزار نــرم

Vector NTI عـلاوه بـر    .مورد آناليز قرار گرفتند

صي كه هر سـه  طراحي يك جفت آغازگر اختصا

ــا  phbBو  phbC ،phbAژن  را در يــك واحــد ب

كنـد، دو جفـت پرايمـر     جدا مـي  bp4078طول 

داخلي نيز براي اين اُپران طراحي شد، به طوري 

كه مجموعة سه جفـت پرايمـر قـادر بـه تكثيـر      

دو جفت  ).1شكل (باشد  PHBداخلي كل اُپران 

داخلــي  PCRپرايمـر داخلـي بــراي اسـتفاده در    

)Nested PCR (    بــه منظــور حــذف مرحلــة

  .يابي طراحي گرديدند توالي

     PCR هاي اختصاصي و با استفاده از        با پرايمر

، كـــه داراي )TLA )BioNeerآنـــزيم پليمـــراز 

كنندگي قوي و قـادر بـه تكثيـر     خاصيت تصحيح

 PCRمحصـول  . طول زياد اسـت، انجـام گرفـت   

 .باشد حاصل از اين آنزيم داراي انتهاي صاف مي
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 .PHBمحل اتصال پرايمرهاي طراحي شده در اپران و  PHBها در اپران  نماي شماتيك ترتيب قرارگيري ژن - 1شكل 

  
 

پــس از الكتروفــورز روي ژل  PCRمحصــول      

 High Pure PCR Productآگارز، با اسـتفاده از 

Purification Kit ) شركتRoche (سازي  خالص

كـه  ) pJET1.2 )Fermentasشد و در پلاسـميد  

bp2974  ،سـازي اوليـه گرديـد    كلونطول دارد .

، )Ligation(پـــس از انجـــام واكـــنش اتصـــال 

هاي مستعد تهيه شـده از   ها، به باكتري       پلاسميد

E. coli  ــويه ــده و   XLI-Blueس ــزش ش تراري

سـيلين بـه    حاوي آمپي LBها در محيط  باكتري

ــب در   ــك ش ــدت ي ــدند C37°م ــد داده ش . رش

هـاي رشـد كـرده در     تخراج پلاسميد از كلونياس

هاي لازم به منظور  محيط مذكور انجام و بررسي

دريافت سه ژن مورد نظر و جهـت ورود آنهـا بـا    

و هضـم   PCR ،Nested PCRاستفاده از كلـوني  

ــت  ــدين. آنزيمــي صــورت گرف ــور  ب ــب وكت ترتي

، دريافت كننده pJET-PHBنوتركيب موسوم به 

كليه . ساخته شد phbB و phbAو phbCهاي  ژن

سـازي و آناليزهـاي مولكـولي بـا      مراحل همسانه

هـاي سـمبروك و راسـل     استفاده از دستورالعمل

  .انجام گرديد) 5(

  نتايج و بحث

ظهور باندهاي مـورد انتظـار بـا پرايمرهـاي          

داخلي، صحت طراحي پرايمرهاي اختصاصـي را  

بـه   PHBاثبات نمود به طـوري كـه كـل اُپـران     

 PCRانجام . سه قطعه مجزا تكثير گرديدصورت 

بانــد مــورد  PHB-C2و  PHB-Fبــا پرايمرهــاي 

ــار ــود  bp 967 انتظ ــاهر نم ــاي. را ظ  پرايمره

PHB-C1  وPHB-AB2 ــه ــول قطعـ ــا طـ  اي بـ

bp 2173       نشـان دادنـد و تكثيـر بـا پرايمرهـاي

PHB-R  وPHB-AB1  ــار ــورد انتظـ ــه مـ  قطعـ

 bp976  2 شكل(را ظاهر كردند.(  

 هاي اختصاصـي        با پرايمر PCRنجام پس از ا     

PHB-F  وPHB-R شده براي جداسـازي   طراحي

 bp 4078 ، بانــد مــورد انتظــارPHBكــل اپــران 

ــالص   ــس از خ ــاهر و پ ــميد  ظ ــازي در پلاس   س

pJET1.2 3شـكل  ( سازي اوليـه گرديـد   كلون( .

هـاي رشـد كـرده در     استخراج پلاسميد از كلوني

هـاي   ررسـي سيلين انجـام و ب  محيط حاوي آمپي

لازم به منظور دريافت سه ژن مورد نظر و جهت 

  ،PCRورود آنهــــا بــــا اســــتفاده از كلــــوني 
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Nested PCR     و هضـم آنزيمـي صـورت گرفـت .

در دو جهـت مختلـف در    PHBورود گروه ژنـي  

هـا   پذير بود، بدان علت كـه ايـن ژن   وكتور امكان

بر بايست تحت نواحي تنظيمي پيشبر و پايـان  مي

گرفتند، لذا جهت مورد نظر ورود ژن هـا   قرار مي

در حامل، توسط هضم آنزيمي مورد بررسي قرار 

با جهت مورد  pJET-PHBگرفت و كلوني حاوي 

  .گرديدنظر انتخاب 

ــي         ــروه ژن ــراي گ ــار ب ــورد انتظ ــدهاي م   بان

pJET-PHB    در هضــم آنزيمـــي مشــترك بـــا

و  4103عبـارت بـود از    XbaIو  XhoIهاي  آنزيم

جفت باز و باندهاي مورد انتظار در هضـم   2949

ــزيم    ــا آن ــترك ب ــي مش ــاي  آنزيم و  EcoRVه

HindIII  در صورت ورودPHB  در جهت صحيح

جفـت   2943و  4109عبارت از  pJETدر حامل 

  ).4شكل (باز بود 

  

  

  

  

 
  

  
  

  

  

  

 
نشانگر اندازة وزن ملكولي . M ،يا يوتروفارالستونبا الگوي ژنومي باكتري  PHBتكثير سه قسمت داخلي از اپران  -2شكل 

1kb DNA Ladder )Fermentas(، 1 -  انجام واكنشPCR  با پرايمرهايPHB-F  وPHB-C2 ) باند مورد انتظار 

bp 967 را ظاهر نمود(، انجام واكنش  -2PCR  با پرايمرهايPHB-R  وPHB-AB1 )قطعه مورد انتظار bp 976 

را ظاهر  bp2173باند مورد انتظار ( PHB-AB2و  PHB-C1با پرايمرهاي  PCRانجام واكنش  -3 ،)را ظاهر كرد

  .)نمود

  

  

  

  

  

  

  

  

 ،)1kb DNA Ladder )Fermentasنشانگر اندازة وزن ملكولي . PCR، Mبا استفاده از  PHBتكثير كل اپران  - 3شكل 

 .)ظاهر نمود را bp4078باند مورد انتظار ( PHB-Rو  PHB-Fبا پرايمرهاي  PCRانجام واكنش  -1
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 4تا  1هاي  چاهك -الف ،PHBبا  pJETهاي حاصل از اتصال  و هضم آنزيمي كلوني PCRهاي كلوني  واكنش -4شكل 

با ) 2( ،XhoIو  XbaIهاي  با آنزيم) 1: (واكنش هضم آنزيمي -ب ،PHB-C2و  PHB-Fبا پرايمرهاي  PCR كلوني

 .)1kb DNA Ladder )Fermentazگر اندازة وزن ملكولي نشان. HindIII، Mو  EcoRVهاي  آنزيم

  

ترتيــب وكتــور نوتركيــب موســوم بــه  بــدين     

pJET-PHB ــده ژن ــت كنن ــاي  ، درياف  phbCه

 . ساخته شد phbBو  phbAو

يـك روش   Nested PCR با توجه به اينكـه       

 PCRسريع و قابل اطمينان براي تأييد محصول 

ــيت    ــزايش حساس ــث اف ــت و باع ــخيص اس تش

، )4(گردد  برابر مي 104محصول صحيح به ميزان 

دو صـحت جداسـازي،    تاييـد بنابراين به منظـور  

اسـتفاده  . جفت پرايمـر داخلـي طراحـي گرديـد    

ــاي     ــي و پرايمره ــاي داخل ــي از پرايمره تركيب

انتهايي در تمام حالات، باندهاي مـورد انتظـار را   

ظاهر نمود و نياز بـه هزينـه اضـافي بـه منظـور      

. يابي قطعه چهار كيلوبازي را منتفـي نمـود   يتوال

ــر صــحت   هضــم آنزيمــي نيــز تأييــد ديگــري ب

از آنجـايي كـه تكثيـر بـا     . جداسازي قطعات بود

آنزيم پليمرازي انجام گرفت كـه داراي خاصـيت   

تصحيح كنندگي بود، لذا خطري از نظـر اشـتباه   

آنزيم پليمراز در هنگاه تكثير و جداسازي تـوالي  

سـازي   جداسازي و كلون. نداشتموردنظر وجود 

هاي مذكور توسط محققين مختلفي در دنيا و  ژن

) 8(هاي مختلف گـزارش شـده اسـت     از باكتري

سازي كامل هر سه  ولي تاكنون گزارشي از كلون

جداسازي . در داخل كشور وجود ندارد PHBژن 

در تحقيقات گذشـته   PHBهاي توليد كننده  ژن

مي از پـــس از ســـاخت كتابخانـــه هـــاي ژنـــو 

ــاكتري ــاده    ب ــت م ــن زيس ــده اي ــاي توليدكنن ه

هـاي متعـدد بـه     پلاستيكي و ساب كلون كـردن 

هـاي مسـير بيوسـنتز     منظور يافتن محـدوده ژن 

ولي ) 7(هيدروكسي بوتيرات انجام گرفته بود  پلي

هـاي   هاي داده توالي امروزه با دسترسي به بانك

ــرم  ــتفاده از ن ــومي و اس ــاي  ژن ــا و آناليزه افزاره

هـاي ارزشـمند    فورماتيكي، استفاده از تـوالي بيوان

 

 ب الف
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ــه   موجــود در ژنــوم موجــودات مختلــف، از جمل

  پـــذير  هـــا بـــه ســـادگي امكـــان    بـــاكتري

به طوري كه در اين تحقيق با آنـاليز  . شده است

ژنوم رالستونيا يوتروفا توانستيم با موفقيـت سـه   

ــوتيرات را  ژن توليــد كننــدة پلــي هيدروكســي ب

 .جداسازي و كلون نماييم

هـا راه را بـراي بيـان ايـن      جداسازي اين ژن     

هاي مختلـف از طريـق قـرار     بيوپليمر در ميزبان

دادن آنهــا تحــت نــواحي تنظيمــي مناســب بــاز 

هاي نوتركيـب و   استفاده از باكتري. خواهد نمود

نيز گياهان تراريخته باعث خواهد شد كه هزينـه  

هاي طبيعـي   توليد اين بيوپليمر نسبت به ميزبان

  .آن كاهش يابد

  با توجه به قيمت بالاي نفت خام و  در نهايت     

حدود بودن منابع آن، اسـتفاده از منـابع نفتـي    م

براي توليد مواد پلاستيكي، كه هم آلوده كننـده  

محيط زيست هستند و هم در جامعـه مـا ارزش   

ــد، كــاري غيــر اقتصــادي اســت  . چنــداني ندارن

 روكسي بوتيراتهيد پليبنابراين با توجه به اينكه 

نفتـي را   هـاي  هـاي پلاسـتيك   بسياري از ويژگي

بـراي   و ايمنـي  تواند جايگزين مناسـب  دارد، مي

لـذا   .باشـد  هـاي تجزيـه ناپـذيركنوني    پلاستيك

هاي دخيل در سـنتز   سازي ژن جداسازي و كلون

PHB   گام اوليه موثري در راستاي هدف مـذكور

  .خواهد بود
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Isolation and Cloning of Three Genes of Polyhydroxybutirate Operon 
Producing Biodegedable Plastic 

 
 

M. Mohsenpour1, N.A. Babaeian Jelodar2 and M. Tohidfar3 

 
 
 
 

 
Abstract 
     Polyhydroxybutyrate (PHB) is a polyhydroxy alkanote (PHA) which produces in 
ralstonia eutropha by three enzymes, including Beta-ketothiolase, NADPH-dependent 
acetoacetyl-CoA reductase and PHB synthase. These three enzymes are encoded by phbA, 
phbB and phbC respectively. There is considerable interest in Polyhidroxybutirate, since it 
can be used as biodegradable plastic, which under optimal conditions are degraded 
completely to CO2 and H2O. In this research phb operon was isolated from ralstonia 
genome using polymerase chain reaction. Specific primers were designed for PHB 
isolation. The PCR product was purified and cloned. Accuracy of isolation and cloning of 
three PHB genes were verified by nested PCR and digestion reaction. It is expected that 
cloning of PHB genes in expression and transformation vectors can be caused to cost 
effective production of Polyhydroxybutyrate as a bio-degradable plastic in plants.   

 
Keywords: Biodegradable plastic, Polyhydroxybutyrate, Cloning  
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