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و استرپتوكوكوس ترموفيلوس مهندسي شده براي سنتز وانيلين طبيعي
 كاربرد آن در صنعت غذا

b، ايرج نحويa*مراحم آشنگرف

aاستاديار ميكروبيولوژي گروه علوم زيستي، دانشكده علوم، دانشگاه كردستان، سنندج، ايران 
bاستاد ميكروبيولوژي، دانشگاه اصفهان، اصفهان، ايران 

 22/8/1394تاريخ پذيرش مقاله: 9/5/1394تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
غافزايش مقدمه: در مصرف فرآورده هاي در ايي طبيعي ضرورت استفاده از ميكروارگانيسم ها بعنوان كاتاليستذتقاضا هاي طبيعي ايمن را

از سوبستراهاي پروپنيل بنزني  ميسنتز وانيلين طبيعي و كند. بيان و آنتي اكسيداني بعنوان نگهدارنده وانيلين با توجه به خواص ضدميكروبي
در صنايع  و ساخت باكتري پروبيوتيك نوتركيب چاشني از اين پژوهش، طراحي و استرپتوكوكوس ترموفيلوسغذايي كاربرد دارد. هدف

 استفاده از آن بعنوان كاتاليست در تبديل اسيد فروليك به وانيلين طبيعي بود.
و روش و سنتتاز A فرولويل كوآنزيم( fcsساختاري هايژنها: مواد (ech )انويل كوآنزيم A از مهندسي ) با استفادههيدراتاز/آلدولاز

و بيان شد. پلاسميد نوتركيب به عنوان ميزبان جهت سنتز استرپتوكوكوس ترموفيلوسبه pNZ8048-T5/ech/fcsژنتيك كلون سازي
و بوسيله تكنيك از اسيد فروليك ترانسفورم دو آنزيمي، وانيلين طبيعي نوتركيب و تعيين توالي Nested PCR ،Colony PCRهاي هضم

از تكنيك كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا براي بررسي سطح بيان ژن  هاي كلون شده استفاده شد. تاييد شد.
ژنها يافته تحت كنترل pNZ8048در وكتور بياني echو fcs: پلاسميد نوتركيب طراحي شده اين امكان را فراهم ساخت كه دو

بطور موفقيت آميز بيان گردد. براساس نتايج بدست آمده، باكتري استرپتوكوكوس ترموفيلوسميزباني در سيستم T5پروموتور فاژي 
از62مولي قادر به تبديل اسيد فروليك به وانيلين با راندمان استرپتوكوكوس ترموفيلوس نوتركيب و وانيليل12درصد پس ساعت واكنش

از درصد،18الكل با راندمان مولي   واكنش زيست تبديلي بود. ساعت16پس
مي استرپتوكوكوس ترموفيلوسمطالعه اخير نخستين گزارش از كاربرد نتيجه گيري: ودر توليد وانيلين محسوب شود. با توجه به جايگاه

ا اهميت اقتصادي باكتري از و امكان كاربرد مستقيم در صنايع غذايي) نتايج حاصل (ايمن بودن آنها ين مطالعه را هاي مولد اسيد لاكتيك
غ مي توان بعنوان پايه اي براي توليد فرآورده  هاي پروبيوتيك مهندسي شده استفاده نمود. ايي طبيعي در باكتريذهاي

 وانيلين نوتركيب كلون سازي،اسيد فروليك، استرپتوكوكوس ترموفيلوس،:هاي كليديواژه

 :m.ashengroph@uok.ac.ir email مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
ها با توجه به تنوع متابوليكي، ميكروارگانيسم

و عملكرد در سيستم هاي دو فازي اختصاصيت سوبسترا
بسياري از هاي طبيعي بالقوه در توليد بعنوان كاتاليست

هاي صنعتي با ارزش افزوده بالا در صنايع مختلف فرآورده
و  از جمله صنايع غذايي، دارويي، پزشكي، كشاورزي

( شيميايي استفاده مي ,.Liese et alشوند وانيلين ).2006
) يكي از متوكسي بنزآلدئيد-3-هيدروكسي-4(

ترين مواد حلقوي معطر با كاربردهاي بسيار وسيع پرمصرف
و نوشيدني ها، در صنايع در صنايع غذايي بعنوان چاشني غذا

دوپا،-دارويي بعنوان حدواسط در سنتز داروهايي از جمله ال
و بهداشتي  و تري متوپريم، در صنايع آرايشي پاپاورين

و بعنوان اجزاي تشكيل دهنده انواع كرم هاي آرايشي
وادكلن و در پزشكي به دليل خواص آنتي اكسيداني  ها
مي آنتي ( توموري ,.Achterholt et alباشد 2000;

Overhage et al., 2003 از مصارف عمده وانيلين در .(
و صنايع غذايي مي توان به بهبود طعم انواع غذاها

,.et alها نوشيدني 2003) Fitzgerald(نگهدارنده غدايي ،
و كپكاز طريق جلوگيري از هاي فاسد رشد اكثر مخمرها

و همچنين ممانعت از رشد اكثر كننده  مواد غذايي
( باكتري و گرم منفي  Matamoros-Leonهاي گرم مثبت

et al., درهبو)1999 عنوان يك آنتي اكسيدان بالقوه
ب و دارويي ويژه در مواد غذاييه بسياري از مواد غذايي

 Burri et( كمپلكس حاوي اسيدهاي چرب چند غيراشباعي
al., ود. بهترين منبع دسترسي به وانيلين ) اشاره نم1989

 Vanillaطبيعي استخراج فيزيكي مستقيم از گياه
Planifolia و از خانواده اركيداسه مي باشد. اساسا تكثير

و و طاقت فرسا بوده مسئله زراعت گياه وانيل بسيار سخت
بي مهمتر اينكه در دانه و طعم كشت شده، وانيل هاي سبز

و اين دانه تا3ها جهت توليد وانيل بايد به مدت وجود ندارد
قرار بگيرند كه اين ) curing( ماه تحت فرآيند فرآوري6

كشتن از جمله مرحله تيمار مختلف4خود شامل فرآيند 
و غشاء)، تعريق، خشك كردن  و تخريب ديواره (توقف رشد

 باشدمي)Conditioning( سازيو مرحله ذخيره
)Ramachandra & Ravishankar, 2000 .( وانيل

درصد وزن خشك سلولي را تشكيل2فرآوري شده حدود 
و همراه با آن بيش از  تركيب ديگر شامل انواع 150داده

و هيدروكربنها، اترها، استاتها، الكللاكتون ها ها، آلدئيدها

توليد هر كيلوگرم وانيلين از با توجه به اينكه وجود دارد.
هاي سبز كيلوگرم از دانه 500گياه وانيلا نيازمند حدود 

و فرآوري شده  اين عمل خود نيازمند گرده افشاني بوده
مي 40000بيش از  ,.Hansen et al( باشدگل 2009 ،(

بنابراين استخراج وانيل از گياه وانيلا بسيار پرهزينه، زمان
و داراي  راندمان پايين بوده كه منجر به افزايش قيمت بر

(بين تمام شده وانيلين است دلار 4000تا 1200خراجي
گردد. عليرغم براي هر كيلوگرم بسته به درجه خلوص) مي

و با توجه قيمت بالاي وانيلين استخراجي به طبيعي بودن
و سالم بودن آن، از مشتريان بسيار  اطمينان از كيفيت
و آمريكا برخوردار است  زيادي به ويژه در سطح اروپا

)Priefert et al., بنابراين، توليد وانيلين طبيعي از ). 2001
گياه وانيلا پلاني فوليا در كنار ارزش بالاي آن قادر به 

و تنها حدود  درصد از نياز5برآوردن تقاضاي جهاني نيست
كند. از اين رو وانيلين عمدتا از طريق سنتز بازار را تامين مي

و با حضور سوبستراهايي از جمله ليگنين، سولفيت  شيميايي
ميليك و سافرول صورت  250گيرد كه حدود ور، گاياكول

) ,.Priefert et alبرابر ارزان تر از وانيلين طبيعي است
). با اين حال، با توجه به اينكه سنتز شيميايي باعث 2001

و فقدان اختصاصيت سوبسترايي  آلودگي زيست محيطي
و همچنين استفاده از كاتاليزورهاي شيميايي، براساس  شده

و آمريكا از سوي سازمانقوان هاي ين تصويبي در اروپا
هاي بيوتكنولوژي به ويژه مسئول نظارت بر فرآورده

و فرآورده هاي غذايي، در بسياري از صنايع غذايي محدود
)  & Kringsحتي در مواردي هم ممنوع گرديده است

Berger, 1998 بنابراين روند روبه رشد تقاضاي مصرف .(
تركيبات معطر طبيعي به دليل اطمينان از جهاني براي توليد 

و سالم بودن انها، رو به افزايش است. با كيفيت مطلوب
توجه به افزايش روزافزون تقاضا براي مصرف وانيلين 
 طبيعي، رويكردهاي بيوتكنولوژي شامل استفاده از 

و مهندسي شده بعنوان سلول هاي ميكروبي طبيعي
لين طبيعي از سوبستراهاي بيوكاتاليست در سنتز زيستي واني

و  پروپنيل بنزني از جمله اوژنول، ايزواوژنول، اسيد وانيليك
اسيد فروليك به عنوان راهبردهاي نوين توسعه داده شده 
و نحوي  است. در مقاله مروري منتشر شده توسط آشنگرف
توليد زيستي وانيلين طبيعي از سوبستراهاي پروپنيل بنزني 

ب باا استفاده از سلولاز جمله اسيد فروليك هاي ميكروبي
و  (آشنگرف جزئيات بطور كامل شرح داده شده است
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). از ميان سوبستراهاي بكار گرفته شده براي 1393نحوي،
هاي ميكروبي سنتز وانيلين طبيعي با استفاده از سلول

) -هيدروكسي-4(-3بعنوان بيوكاتاليست، اسيد فروليك
اسيد) فرمول بسته پروپينويك-1-متوكسي فنيل)-5

C10H10O4با توجه به اينكه بصورت فراوان در ديواره
و تفاله چغندرقند  و خصوصا در سبوس غلات سلول گياهان
و همچنين با توجه مشخص شدن مسير  يافت مي شود
دقيق متابوليسم اسيد فروليك به وانيلين، بنابراين بعنوان 

و ارزان قيمت بوسيله يك ماده خام اوليه تجديد شدني
مي ميكروارگانيسم گيرد ها مورد استفاده قرار

)Ashengroph et al., 2012.( 
مشكل اصلي در توليد ميكروبي وانيلين، اكسيداسيون
و يا احياي آن به وانيليل  بالاي وانيلين به وانيليك اسيد

به الكل مي باشد. هر دوي اين واكنش هاي جانبي منجر
ميكاهش چشمگيري در غلظت وانيل  شوند ين توليدي

)Xu et al., 2007 از آنجايي كه وانيلين يك تركيب .(
آلدئيدي است، بنابراين داراي واكنش پذيري بالا با تركيبات 

هاي تيولي آنزيمي ها به ويژه با گروه سلولي ميكرواورگانيسم
بوده كه همين امر منجر به سميت بسيار بالاي وانيلين 

ها شده است، بنابراين در بيشتر براي بيشتر ميكرواورگانيسم
ها به منظور كاهش سميت وانيلين، ميكرواورگانيسم

ميواكنش (هاي بيوكانورژن وانيلين رخ  Priefert etدهد
al., ). بنابراين با توجه به نرخ بالاي بيوكانورژن2001

هاي مختلف جهت كاهش وانيلين، لزوم استفاده از استراتژي
مييا مهار بيوكانورژن ال هاي باشد. استراتژي زامي

هاي اختصاصي جاذب پيشنهادي شامل استفاده از رزين
هاي وانيلين، استفاده از عوامل آنتي اكسيدانت، ايجاد جهش

و مهندسي متابوليك است. در اين ميان مهندسي  هدفمند
و طراحي سويه هاي نوتركيب مهندسي شده با متابوليك

و افزايش هدف كاهش نرخ بيوترانسفورماسيون وانيلين
هاي بيوترانسفورماسيون وانيلين توليدي در مخلوط واكنش

ترين استراتژي بكار گرفته شده بوده است موفق
)Barghini et al., 2007; Yamada et al., 2008.(

و ساخت باكتري پروبيوتيك  هدف از اين پژوهش، طراحي
آن استرپتوكوكوس ترموفيلوسنوتركيب  و استفاده از

بعنوان كاتاليست طبيعي ايمن در تبديل زيستي سوبستراي
 اسيد فروليك به وانيلين طبيعي بود.

و روش هامواد
هاي هاي كشت، سويهمواد شيميايي، محيط-

و حامل  هاي پلاسميدي باكتري
(ساخت Luria Bertaniهاي كشت آماده از محيط

و (ساخت شركت ديفكو) براي رشد M17شركت مرك)
سيلين هاي آمپي بيوتيك هاي باكتري استفاده شد. آنتي سويه

و كلرامفنيكل در غلظت g/mlµ100در غلظت نهايي 
هاي كشت استفاده شد. در محيط  g/ml µ25نهايي
 Sterptococcusهاي باكتري استفاده شده شامل سويه

thermophilus DSM 20617 ،E. coli pGLB8b،
E. coli pNZ8048 ،E. coli JM109 (pGEM-ech)و

E. coli JM109 (pGEM-fcs)بودند. از دو وكتور
pGBL8b وpNZ8048 جهت آزمايشات1(شكل (

و وكتورهاي كلونينگ استفاده شد. همه سويه هاي باكتري
بكار گرفته شده در آزمايشات كلونينگ از دانشگاه ميلان 

 ايتاليا تهيه شد. 

و استخراج پلاسميد-  تكثير
به منظور تكثير وكتورهاي پلاسميدي ذكر شده، ابتدا

هاي باكتري بايد عمليات تكثير اين وكتورها در سويه
 E. coli JM109 (pGEM-fcs)،E. coliمربوطه شامل 

JM109 (pGEM-ech)،E. coli pGLB8b وE. coli 
pNZ8048 و سپس وكتور تكثير شده، استخراج انجام شود

در شود. براي اين منظور يك كلني از سويه 10هاي مذكور
(حاوي آنتي بيوتيك LBليتر محيط مايع ميلي انتخابي

و براي مدت زمان  آمپي سيلين يا كلرامفنيكل) تلقيح شده
 درجه37و دماي rpm200 ساعت در دور شيكر24تا 18

اسانتي نكوبه شد. پس از آن وكتورهاي تكثير شده با گراد
(شركت DNAاستفاده از كيت تخليص  پلاسميدي

QIAGEN استخراج شدند. وكتورها در بافر (TE آب يا
MiliQ گراد تا زمان درجه سانتي-20استريل در فريزر

استخراج پلاسميد هاي تكثير شده استفاده نگهداري شدند. 
پلاسميد تهيه شده از شركت با استفاده از كيت استخراج 

QIAGEN شدطبق دستورالعمل شركت سازنده  . انجام

و انجام تكنيك واكنش زنجيره- اي طراحي پرايمر
 پليمراز 

 هاي طراحي پرايمرهاي اختصاصي، با توجه به توالي ژن
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ech ،fcs و پروموتورT5 موجود در وكتورهاي پلاسميدي
pGEM-fcs ،pGEM-ech وpGBL8b با استفاده از ،

 Vector NTI 6 )InforMax Technicalنرم افزار

Support, USA مشخصات1) انجام پذيرفت. در جدول
ايزنجيره واكنشپرايمرهاي مذكور آورده شده است. 

درجه سانتي95در دماي واسرشت اوليه:صورت به پليمراز
و سپس2گراد به مدت  سيكل به ترتيب35تا32دقيقه

د ثانيه،45گراد به مدت درجه سانتي95ماي واسرشت با
) براي ثانيه45گراد به مدت درجه سانتي50دماهاي اتصال

بهech ،53پرايمرهاي اختصاصي ژن  درجه سانتي گراد
اختصاصي طراحي شده ثانيه براي پرايمرهاي45مدت 

ثانيه45درجه سانتي گراد به مدتT5 ،57پروموتور فاژي 

 T5-echپرايمرهاي اختصاصي طراحي شده قطعه ژنيبراي 

ژن61و درجه سانتي گراد براي پرايمرهاي اختصاصي
fcs و دماي طويل شدن 1گراد به مدت درجه سانتي72)

و در40دقيقه دماي ثانيه انجام شد. پس از آن بسط نهايي
از دقيقه10گراد به مدت درجه سانتي 72 انجام گرديد. پس

ق بر روي ژل، در مرحله بعد جهت PCRطعه محصول تاييد
تخليص باند مورد نظر بسته به كيفيت باند ظاهر شده از 

شامل PCRكيت هاي آزمايشگاهي تخليص محصولات 
UltraClean PCR Clean-Up Kit شركت)MO BIO (

) QIAGEN(شركت  QIAquick Gel Extractionو 
 استفاده گرديد.

 pNZ8048و pGBL8bنقشه ژنتيكي وكتورهاي پلاسميدي-1شكل
و حاوي ژن كد كننده آنزيم لوسيفراز مي باشد. pGBL8b ،9666وكتور ژن 3349داراي pNZ8048وكتورجفت باز دارد و حاوي جفت باز مي باشد

 مقاوم به آنتي بيوتيك كلرامفنيكل مي باشد.

 مشخصات پرايمرهاي طراحي شده براي آزمايشات كلونينگ با هدف طراحي سويه نوتركيب مهندسي شده-1جدول
 جهت تهيه وانيلين طبيعي
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ژن pNZ8048ساخت وكتور بياني- و echحامل
 T5تحت پروموتور فاژي

منظور ساخت وكتور فوق، ابتدا وكتورهاي پلاسميدي به
pGBL8b ،pNZ8048 وpGEM-ech و را تكثير نموده

سپس وكتورهاي تكثير شده از سويه هاي باكتري مربوطه 
استخراج گرديد. در مرحله بعد با استفاده از پرايمرهاي 

و T5-FOR/T5-REVاختصاصي طراحي شده 
ech-FOR/ech-REVتور فاژي، به ترتيب پروموT5 و

هاي تكثير شدند. توالي PCRبا واكنش echژن
به ترتيب حاوي echو T5نوكلئوتيدي پروموتور فاژي 

مي 831و 205 باشد. پس از اين مرحله، قطعه جفت باز
T5-ech يك 1041كه حاوي تقريبا جفت باز بوده در طي
كه Nested PCRواكنش  تكثير شد. لازم به توضيح است
م اي تكثير شده كه در دو انتها داراي ذكور به گونهقطعه

باشد. پس از اينمي BamHI/PstIجايگاه برش آنزيمهاي 
 pNZ8048و وكتور T5-echمرحله قطعه تكثير شده 

تحت عمل برش دو آنزيمي قرار گرفته است. در نهايت
در پايين echعمل الحاق صورت گرفته كه در طي آن ژن 

و در يك قالب خوانشي قرار گرفته T5دست پروموتور 
در وكتور T5-echاست. در ادامه به منظور قرار دادن قطعه

و محصول pNZ8048بياني  تخليص PCR، بايد وكتور
شده تحت برش آنزيمي قرار گيرند. از آنجايي كه محصول 

PCR در دو انتها داراي جايگاه برش با دو آنزيم محدود
پس PCRد، ابتدا محصول باشمي BamHIو PstIكننده 

و تخليص توسط اين دو آنزيم برش داده شد. هم از تكثير
دو pNZ8048زمان با اين كار وكتور بياني  نيز توسط

و برش داده شد. MobIو PstIآنزيم محدود كننده  غلظت
هاي هضم آنزيمي وكتوري حاصل از نمونهDNAخلوص 

ر مورد وكتوبه DNAبراي وارد كردن PCRو محصولات 
نظر يعني تكنيك الحاق مهم است. براي اين منظور ابتدا

) و قطعه الحاقي را تعيين غلظت نموده)Insertپلاسميد
، حجم معيني از DNAسپس بسته به طول اين دو ملكول 

هركدام را برداشته به طوري كه نسبت مولي قطعه خارجي
تا1به3به پلاسميد حداقل  عمل الحاق با موفقيت باشد

 صورت گيرد. 

ژن pNZ8040ساخت وكتور بياني- و echهاي حامل
fcs تحت پروموتور فاژيT5 

به fcsبه منظور ساخت وكتور فوق ابتدا قطعه ژني
گونه اي تكثير داده شد كه در دو انتها داراي جايگاه برش

و در ضمن XbaI/KpnI هاي آنزيم داراي يك جايگاه باشد
) ) قوي قبل از Ribosome binding siteاتصال ريبوزومي

) و وكتور PCRسپس محصول ) باشد. ATGكد شروع
pNZ8048-T5/ech تحت عمل برش دو آنزيمي قرار

گرفتند. پس از آن، عمل الحاق صورت گرفت كه طي آن 
ژن fcsژن  ودر يك قالب خوانشي قرار echدر پائين دست

-pNZ8048 ون وكتورمراحل ترانسفورماسيگرفت. 

T5/ech/fcs درون باكتري ميزباني بهS. thermophilus 
پس از انجام از طريق تكنيك الكتروپوريشن انجام شد.

ترانسفورماسيون به منظور اطمينان از توليد وكتورهاي 
و درستي ترانسفورماسيون، روي كل هاي موجودنينوتركيب

 انجام شد. PCRدر محيط كشت انتخابي، كلني 

در-  HPLCشرايط كروماتوگرافي استفاده شده
) ) HPLCاز تكنيك كروماتوگرافي مايع با عملكرد بالا

براي بررسي سطح بيان ژن هاي كلون شده استفاده شد. در 
، آمريكا) از ستون  Jasco Pu-980(مدل HPLCدستگاه 

Hypersil ODs C18 ]5اندازه قطر ذرات فاز ثابت
و قطر داخليسانتي25طول، به]ميكرون متر ميلي  4.6متر

و قطر سانتي1به طول C18و از محافظ ستون  متر
متر استفاده شد. فاز متحرك متشكل از ميلي  4.6داخلي

(به 65به35هاي ترتيب به نسبت متانول: آب
درصد حجمي/حجمي تري فلورو1/حجمي) حاوي حجمي

وليتر، طول موج ميكر20اسيد استيك. حجم تزريق شده 
و ميزان جريان 270آشكارساز  ليتر در دقيقه ميلي1نانومتر

درجه سانتي گراد انجام25و همه مراحل آزمايش در دماي 
هاي شد. تحت شرايط كروماتوگرافي ذكر شده، زمان

و اسيد  بازداري براي وانيليل الكل، وانيليك اسيد، وانيلين
و26/4،27/6،47/7فروليك به ترتيب در زمان هاي 

 دقيقه حاصل شده است.7/12

 يافته ها
-pGLB8b ،pGEMنتايج تكثير وكتورهاي پلاسميدي-

ech ،pGEM-fcs وpNZ8048 
براي ساخت سويه نوتركيب مناسب با پتانسيل تبديل

كنندگي اسيد فروليك به وانيلين نيازمند ساخت يك كاست 
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) و pNZ8048ژني مناسب در وكتور بياني (
باشيم. براي ترانسفورماسيون آن به باكتري ميزبان مي

ساخت كاست ژني مربوطه ابتدا وكتورهاي پلاسميدي 
و echهاي كاتابوليكي، ژنT5/RBS1حاوي پروموتور 

fcs و همچنين وكتور بيانيpNZ8048 هاي داخل سويه
و سپس توسط كيت استخراج  باكتري مربوطه تكثير شده

ازشدند.  نشان2هاي مربوطه در شكلژل تصاوير حاصل
ها فاقد بينيم نمونهداده شده است. همانطور كه در شكل مي

و بنابراين براي عمليات بعدي مناسب مي  باشند.اسمير بوده

ژن T5نتايج تكثير پروموتور فاژي- با echو
 PCRاستفاده از تكنيك

حاوي پروموتور pGLB8bپس از استخراج پلاسميد
با T5مربوطه، پروموتور E. coli، از سويه T5فاژي 

 T5-FORاستفاده از پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده
ژن PCRتوسط تكنيك T5-REVو تكثير شد. همزمان

ech موجود در پلاسميد استخراج شدهpGEM-ech نيز
 ech-FORبا استفاده از پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده 

ثير شد. نتايجتك PCRو توسط تكنيك ech-REVو
نشان داده شده3تكثير در شكل حاصل از آزمايشات 

از نوكلئوتيدي 831و 205است. با مشاهده قطعات  حاصل
ژن T5، با طول پروموتور فاژي PCRمحصولات  ، echو

 نتايج حاصل از تكثير مورد تاييد واقع شد.
از echو T5پس از تكثير جداگانه قطعات با استفاده

و تخليص متعاقب اين قطعات از طريق PCRتكنيك 
هاي آنزيمي، با هدف ساخت وكتور بياني كيت

pNZ8048/T5/ech ژن تحت پروموتور فاژي echحامل
T5 قطعه ،T5-ech از طريق يك واكنشPCR دو مرحله

) و با استفاده از nested PCRو single cycle PCRاي (
-echو T5-BamHIپرايمرهاي اختصاصي طراحي شده

PstI .5در انتهاي تكثير گرديد JپرايمرForward جايگاه
5و در انتهاي BamH1برش آنزيم  JپرايمرReverse  

قرار داشت، تا پس از تكثير قطعه PstIجايگاه برش آنزيم
ايجاد T5-echمورد نظر، اين دوجايگاه در دو طرف قطعه 

نوكلئوتيد جفت 1040شوند. طول قطعه تكثير شده حدود 
با توجه به اضافه echو T5باشد كه با مجموع طول مي

هاي برش آنزيمي در دو طرف، برابر است. كردن جايگاه
داده نشان4در شكل T5-echنتايج حاصل از تكثير قطعه 

 شده است. 

 الگوي حركت وكتورهاي پلاسميدي روي ژل آگارز-2شكل
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ژن نتايج-3شكل  بر روي ژل آگارزT5و پروموتور فاژي echالكتروفورز تكثير

ژل T5-echالكتروفورز تكثير قطعه نتايج-4شكل روي
ژن2: ماركر وزن ملكولي،1آگارز .  :ech ،3قطعه :T5 و

 T5-ech: قطعه4

به وكتور T5-echنتايج الحاق قطعه تكثير شده-
 pNZ8048بياني 

درون وكتور T5-echبه منظور قرار دادن قطعه
pNZ8048 و محصول تخليص شده PCR، ابتدا وكتور

بوسيله كيت، تحت برش دو آنزيمي قرار گرفتند. با توجه به 
، اين قطعه با T5-echهاي برش روي قطعه جايگاه
ا PstIو BamHIهاي آنزيم ستفاده از بريده شد. سپس با

(1الكتروفورز روي ژل آگارز  ) bp 1036% قطعه مورد نظر
و به ويال ميلي ليتري استريل5/1هاي با تيغ استريل بريده

از DNAمنتقل شد. سپس با استفاده از كيت استخراج 
روي ژل، قطعه مورد نظر مطابق دستورالعمل كيت، خالص

نيز توسط pNZ8048شد. هم زمان با اين كار وكتور بياني 
برش داده شد. PstIو MboIآنزيم هاي محدود كننده 

و پلاسميد دايجست شده T5-echنتايج الكتروفورز قطعه 

(جهت كلونينگ) در شكل نشان داده شده5تخليص شده
 است. 

و قطعه pNZ8048به دنبال هضم دو آنزيمي پلاسميد
T5-ech انتهاهاي چسبنده مشابهي در دو طرف پلاسميد ،

و قطعه و قطعه تكثير شده ايجاد شد. پلاسميد خطي شده
و توسط3به1مولي تكثير يافته به نسبت كيت ليگاسيون

مطابق با دستورالعمل ارائه شده در كيت به هم متصل 
شدند. پس از اطمينان حصول پيدا كردن از كلون شدن ژن 

ech ت عيين توالي، آزمايشات مربوط به كلونينگ از طريق
انجام پذيرفت كه نتايج آن در ادامه شرح داده شده fcsژن 

 است.

، پلاسميد pNZ8048الكتروفورز پلاسميد-5شكل
pNZ8048 و قطعه (جهت كلونينگ)  T5-echدايجست شده

(جهت كلونينگ) بر روي ژل آگارز 1دايجست شده
 pNZ8048: پلاسميد2: ماركر وزن ملكولي،5و1درصد.

دايجست شده pNZ8048: پلاسميد4و3دايجست نشده،
با T5-ech: قطعهPstI ،6و MobIبا  دايجست شده

BamHI وPstI.
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ژن- با استفاده از تكنيك واكنش fcsنتايج تكثير
 اي پليمراز زنجيره

حاوي قطعه pGEM-fcsپس از استخراج پلاسميد
.pGEM-fcs Eاز سويه fcsژني  coli ژن ،fcs با

 fcs-KpnIاستفاده از پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده 
تكثير شد. پرايمرهاي PCRتوسط تكنيك fcs-XbaIو

5Jدر انتهاي اي طراحي شده اند كه استفاده شده به گونه

و يك جايگاه KpnIپرايمر رفت يك جايگاه برش آنزيم
اتصال ريبوزومي مناسب با قابليت ترجمه شدن موثر در

و همچنين باكتري 5Jدر انتهاي هاي مولد اسيد لاكتيك

پس XbaIجايگاه برش آنزيم پرايمر برگشت قرار داشت تا
ژن از تكثير قطعه مورد نظر اين جايگاه  fcsها در دو طرف

بود كه bp 1875ايجاد شوند. طول قطعه تكثير شده حدود
ژن fcsبا طول ژن   bp 1857حدود fcsبرابر است. طول

است كه با توجه به اضافه نمودن جايگاه هاي برش آنزيمي
و جايگاه اتصال ريبوزومي در دو طرف ژن، اندازه آن به 

مي رسد. الگوي حركت روي ژل آگارز pb 1875حدود
) شده نشان داده6در شكل) fcsبراي قطعه تكثير شده

 است. 

(-6شكل روي)fcsالگوي حركت قطعه ژني تكثير شده
 درصد.1ژل آگارز 

 درونهب fcsي در ادامه به منظور قرار دادن قطعه
، ابتدا استخراج وكتور pNZ8048T5/echوكتور نوتركيب
با استفاده از روش معمول انجام شد. سپس در مقياس زياد

(ژن PCRو محصول وكتور  )fcsاستخراج شده از ژل
تحت تاثير برش دو آنزيمي قرار گرفتند. در نتيجه انتهاهاي

و قطعه تكثير شده  چسبنده مشابهي در دو طرف پلاسميد

و قطعه تكثير يافته توسط كيت  ايجاد شد. پلاسميد
Ligation به هم متصل شدند. همچنين براي بررسي

Self ligation انجام شد كه در آن وكتور، واكنش ديگري
 به مخلوط واكنش PCRهيچ يك از محصولات 

Ligation .اضافه نشدند 

ترانسفورماسيون وكتور بياني-
)pNZ8048T5/ech/fcs(به داخل باكتري 

Streptococcus thermophilus سويه)DSM 20617T(
هدف نهايي از انجام اين تحقيق بيان كاست ژني

 باكتري پروبيوتيككاتابوليكي طراحي شده در 
S. thermophilus از به منظور تهيه وانيلين طبيعي

و امكان استفاده مستقيم از اين  سوبستراي اسيد فروليك
بيوكاتاليست مهندسي شده در صنايع مختلف به ويژه صنايع 
غذايي بود. براي ترانسفورماسيون وكتور بياني 

pNZ8048T5/ech/fcs به درون باكتري مستعدS.

thermophilus 20617(سويهTDSM از تكنيك ،(
 الكتروپوريشن استفاده شد.

تحت پروموتور fcsو echبررسي بيان ژن هاي-
مهندسي استرپتوكوكوس ترموفيلوسدر T5فاژي 
 شده 

 fcsو echدر اين قسمت از تحقيق، فعاليت ژن هاي
 استرپتوكوكوس ترموفيلوس) در T5(تحت پروموتور فاژي

مهندسي شده مورد ارزيابي قرار گرفت. براي اين منظور
درصد قند2حاوي M17هاي باكتري در محيط ابتدا سلول

لاكتوز تا رسيدن به انتهاي فاز رشد لگاريتمي رشد داده 
(ساعت =OD600nm،ام24 شدند ). پس از برداشت 5.5

و شستشوي آنها در محيط بافري فسفات، از اين سلول ها
هاي در حال استراحت برداشت به عنوان سلولهاسلول

1شده در انتهاي فاز رشد لگاريتمي در محيط بافري حاوي 
در ليتر سوبستراي اسيد فروليك براي مطالعات گرم

) ,.Ashengroph et alبيوترانسفورماسيون استفاده شد
مي7). همانگونه كه در شكل 2012 شود، وانيليل مشاهده
) (Rt=4.25 minالكل و وانيلين (Rt= 8.11 min به (

هاي حاصل از بيوكانورژن فروليك اسيد عنوان متابوليت
)Rt=12.89 min تشخيص داده شده است. اين (

در متابوليت هاي تشكيل شده در مخلوط بيوكانورژن،
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و بدون تلقيح سويه كشت (حاوي فروليك اسيد هاي كنترل
ايط مشابه، باكتري ترانسفورم شده ) انكوبه شده تحت شر

ژنمشاهده نشدند. اين نتايج نشان مي و echهاي دهد كه
fcs تحت پروموتور)T5 به صورت موفقيت آميز در وكتور (

از pNZ8048بياني  كلون شده اند. بنابراين امكان استفاده
) ) به عنوان pNZ8048T5/ech/fcsاين پلاسميد نوتركيب

.Sوكتور بياني جهت تهيه سويه ميزباني  thermophilus 
مهندسي شده با قابليت تبديل زيستي اسيد فروليك به

 وانيلين امكان پذير شد.
و در ادامه روند تبديل زيستي اسيد فروليك به وانيلين

هاي در حال استراحت وانيليل الكل تحت شرايط سلول
سويه مهندسي شده مورد ارزيابي كمي قرار گرفت. 

طيمي8شكل همانگونه كه در  ساعت4توان ديد، در
شروع به تجزيه شدن اسيد فروليك اوليه از شروع واكنش، 

و وانيلينسريع  به گرم در ليتر)31/0( به ميزان نموده
عنوان متابوليت اصلي درمخلوط بيوكانورژن تجمع پيدا 

ام،12كرده است. با افزايش زمان واكنش تا ساعت 
محيط سوبستراي اسيد فروليك به طور كامل از

هاي در حال بيوترانسفورماسيون تحت شرايط سلول
استراحت سويه مهندسي شده حذف شده است. بيشترين 

) گرم در ليتر) توسط سويه51/0غلظت وانيلين توليد شده
ساعت از شروع واكنش بيوترانسفورماسيون8از مذكور پس 

حاصل شده است. در اين تحقيق راندمان مولي تهيه وانيلين 
بود. درصد62حدود از سوبستراي فروليك اسيد طبيعي

تا8مشاهده مي شود، بين ساعات همانگونه كه در شكل 
ميام 16 تواند باعث ميزان وانيلين ثابت مانده كه اين امر

تسهيل در بازيافت اين متابوليت از محيط شود. بيشترين 
13/0ميزان وانيليل الكل توليد شده در پروسه مذكور حدود 

از گرم ساعت از شروع واكنش16در ليتر بوده كه پس
بيوكانورژن مشاهده شده است. در اين فرآيند هيچگونه 
تجمعي از متابوليت اسيد وانيليك در مخلوط 

 بيوترانسفورماسيون مشاهده نشده است. 

بدست آمده از تبديل زيستي سوبستراي اسيد فروليك تحت شرايط سلول هاي در حال HPLCكروماتوگرام هاي-7شكل
از pNZ8048T5/ech/fcsترانسفورم شده با وكتور بياني استرپتوكوكوس ترموفيلوساستراحت باكتري  ساعت واكنش8پس

 زيست تبديلي
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و وانيليل الكل تحت سلول هاي در حال استراحت سويه نوتركيب-8شكل  تبديل زيستي اسيد فروليك به وانيلين
S. thermophilus DSM 20617T (pNZ8048-T5/ech/fcs)

 بحث
و مهندسي هاي اخير روشدر سال هاي نوتركب ژن

هاي ساخت سويهژنيتك بعنوان ابزاري قدرتمند براي 
هاي مربوط به مسيرهاي نوتركب مناسب حاوي ژن

اي را به خود جلب متابوليكي خاص، توجه جهاني گسترده
و گسترش دانش ما در ارتباط با   كرده است. توسعه

هاي مسئول در بيوكانورژن انواع پش سازهاي پروپنيل آنزيم
و ايزواوژنول به  وانيلين بنزني از جمله اسيد فروليك، اوژنول

و تشخيص ژن  هاي كد كنندهو همچنين شناسايي
ي مهندسي هاي فوق، فرصتآنزيم هاي جديدي را برا

هاي نوتركيب حاوي متابوليك به منظور ساخت سويه
و  ژنهاي كد كننده مسيرهاي شناخته شده بيوسنتز وانيلين
و در  با هدف جلوگيري از تجزيه بيشتر وانيلين توليد شده

افزايش راندمان مولي آن، پديد آورده است. كلونينگ نتيجه 
ازو بيان ژن هاي مسير متابوليسمي توليد وانيلين

هاي تحقيقاتي سوبستراهاي پروپنيل بنزني توسط گروه
و همكاران در سال Overhageمختلفي انجام شده است. 

يك فرآيند دو مرحله اي براي توليد وانيلين طبيعي،2003
اوژنول پيشنهاد نمودند. در مرحله اول با از سوبستراي 
هاي كدكننده مسير متابوليكي اوژنول به استفاده از ژن

 E. coli XL1-Blueفروليك اسيد در سويه نوتركيب

(pSKvaomPcalAmcalB)در گرم6/4موفق به توليد
گرم در ليتر اوژنول با راندمان مولي5ليتر اسيد فروليك از

د درصد93حدود  ژنشدند. هاير مرحله دوم با استفاده از
كد كننده مسير بيوسنتزي اسيد فروليك به وانيلين در سويه 

گرم در ليترE. coli (pSKechE/Hfcs)،3/0نوتركيب 

گرم در ليتر اسيد فروليك ايجاد شد. علت6/4وانيلين از 
راندمان پايين در اين مرحله تجزيه بيشتر وانيلين به وانيليل 

(الكل گزار ). مطالعه Overhage et al., 2003ش شد
و همكاران صورت Yoonتوسط 2005ديگري در سال 

هاي مسير متابوليسمي فروليك گرفت. اين محققين ژن
 .Amycolatopsis spهاياسيد به وانيلين را از سويه

HR104 وDelftia acidovorans از و پس جدا
تحت كنترل[ pBAD24 كلونينگ در وكتور بياني

به منظور توليد وانيلين])pBAD(پروموتور القايي آرابينوز 
.Eسويه ميزباني2به صورت نوتركيب از  coli استفاده

هاي رويشي سويه نمودند. تحت شرايط بهينه شده سلول
E. coli ژن  .Amycolatopsis spهاينوتركيب حاوي

HR104 به  گرم1گرم در ليتر وانيلين از ميلي 580نزديك
) ). Yoon et al., 2005در ليتر اسيد فروليك حاصل گرديد

Barghini يك 2007و همكاران در سال سويه بوسيله
ژن E. coli JM109مهندسي شده  هاي با استفاده از

( تجزيه كننده اسيد ) از echو fcsفروليك اسيد
، راندمان BF13  Pseudomonas flurescensباكتري

از70زامولي وانيلين بيش ساعت انكوباسيون3درصد پس
ستحت  هاي در حال استراحت ايجاد لولشرايط بهينه شده

) ). در مطالعه صورت Barghini et al., 2007شده است
ژن Yamadaگرفته ديگري توسط  و همكاران كلونينگ

 Pseudomonasايزواوژنول مونواكسيژناز از باكتري
putida IE24 در وكتور بيانيpET21a تحت كنترل

 E. coli BL21و بيان آن در سويه ميزباني T7پروموتور 

(DE3) از28 منجر به ايجاد گرم38گرم در ليتر وانيلين
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انكوباسيون، تحت ساعت6در ليتر ايزواوژنول پس از
و در حضور شرايط بهينه شده سلول هاي در حال استراحت

10 )  Yamadaدرصد دي متيل سولفوكسايد گرديده است

et al., ). عليرغم سابقه استفاده از باكتري 2008
هاي نوتركيب اشريشياكلي مهندسي شده در ساخت فرآورده

از جمله وانيلين، بزرگترين مشكل در مسير توليد، حضور 
اندوتوكسين باكتريايي است كه اين امر امكان بكارگيري 
محصولات خالص نوتركيب مهندسي شده با استفاده از 

اسويه و غذايي با هاي شريشياكلي را در صنايع دارويي
مشكل مواجه كرده است. در اين مطالعه هدف ما به وجود 
آوردن يك پلاسميد نوتركيب حاوي كاست ژني اسيد 
فروليك به منظور توليد وانيلين نوتركيب در باكتري 

به استرپتوكوكوس ترموفيلوسپروبيوتيك  بود. با توجه
و پوشش وكوكوس ترموفيلوساسترپتايمني طبيعي باكتري 

 GRAS )Generally regarded asدادن استانداردهاي

safe از باكتري مهندسي شده مذكور مي توان بعنوان يك ،(
بيوكاتاليست ايمن جهت سنتز وانيلين طبيعي نوتركيب با

امكان بكارگيري مستقيم در صنايع غذايي استفاده نمود. 
را pNZ8048-T5/ech/fcsپلاسميد نوتركيب  اين امكان

جداسازي شده از[ fcsفراهم ساخت كه بتوانيم دو ژن 
(با شماره دسترسي Pseudomonas putidaباكتري 

AJ536324 در بانك ژنيNCBI(وech ]جداسازي شده
با شماره(Pseudomonas fluorescens از باكتري 

را در وكتور])NCBI در بانك ژني AJ536325 دسترسي
در T5تحت كنترل پروموتور فاژي pNZ8048بياني 

بطور Streptococcus thermophilusسيستم ميزباني
و بيان نماييم. براساس نتايج بدست موفقيت آميز كلون

 S. thermophilusآمده، سويه مهندسي شده

DSM20617Tقادر به تبديل اسيد فروليك به وانيلين با
از62مولي راندمان  زيست ساعت واكنش12درصد پس

16پس از درصد18و وانيليل الكل با راندمان مولي تبديلي
. با مقايسه راندمان وانيلين نوتركيب حاصل از ساعت بود

اين پژوهش با ساير مطالعات صورت گرفته در ارتباط با 
هاي نوتركيب توليد وانيلين از اسيد فروليك در سويه

مي توان به اهميت نتايج حاصل پي مهندسي شده به خوبي 
برد. لازم به ذكر است كه راندمان بدست آمده تحت شرايط 
و بنابراين پس از استفاده از فرآيندهاي  غيربهينه شده بوده

توان اميدوار بود كه سويه مذكور بعنوان بهينه سازي مي

يك بيوكاتاليست مناسب جهت تهيه وانيلين نوتركيب 
 استفاده گردد. 

 نتيجه گيري
توليد وانيلين اگرچه گزارشات متعددي در ارتباط با

وجود دارد، E. coliنوتركيب در سويه هاي مهندسي شده 
با اين حال مطالعه اخير نخستين گزارش از كاربرد باكتري 

S. thermophilus نوتركيب در تبديل زيستي اسيد
فروليك به وانيلين محسوب مي شود. با توجه به اهميت 

و استرپتوكوكوس ترموفيلوساكتري پروبيوتيكب در حفظ
و امكان بكارگيري آن در توليد انبوه  ارتقاي سلامت انسان

مي فرآورده توان هاي لبني، نتايج حاصل از اين مطالعه را
هاي بعنوان پايه اي براي توليد وانيلين نوتركيب در سويه
بعنوان ميزباني ايمن با امكان بكارگيري در صنايع غذايي 

يك بيوكاتاليست ايمن براي معطر نمودن انواع محصولات 
تحقيقات بيشتر بر روي باكتري لبني استفاده نمود.

.Sمهندسي شده  thermophilus با هدف افزايش غلظت
پروسه، بررسي Productivityوانيلين نوتركيب، افزايش 

و حضور ژن  ها در آن لازم است. پايداري پلاسميد نوتركيب

 نابعم
) ا. و نحوي، م. توليد زيستي وانيلين ). 1393آشنگرف،

طبيعي از سوبستراهاي فنيل پروپانوئيدي بوسيله زيست 
هاي . مجله پژوهشهاي ميكروبيتبديلي با استفاده از سلول

(مجله زيست شناسي ايران)، سال  و ملكولي ،27سلولي
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