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   مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی

 چکیده

( NSPای ) ساکارید غیرنشاسته غلات به عنوان تغذیه اصلی طیور مطرح می باشد. غلات دارای میزان قابل توجهی پلی سابقه و هدف:

  شوند. مکمل آنزیمی بتاگلوکاناز با تجزیه منجر به افزایش اثرات منفی و ناسازگاری در طیور می NSPباشند.  محلول می

برد. این  ای را بالا می دهد و جذب روده ای ویسکوزیته محتویات هضمی دستگاه گوارش را کاهش می ساکاریدهای غیرنشاسته پلی

 انجام شد. اشریشیا کلیدر باکتری  باسیلوس سوبتیلیسژنی گلوکاناز باکتری   مطالعه با هدف ایجاد سازواره

ای پلی مراز توالی کامل ژن  در این مطالعه تجربی، با استفاده از پرایمرهای اختصاصی و روش واکنش زنجیره:  مواد و روش ها

در وکتور  T/A Cloningبا استفاده از روش  bglتکثیر شد. پس از خالص سازی، ژن  باسیلوس سوبتیلیسگلوکاناز از باکتری 

pGEM  کلون گردید. سپس ساختار پلاسمیدیpGEM-bgls  سویهاشریشیا کلی در باکتری  Top-10  ترانسفورم شد. باکتری

پلاسمید نوترکیب ترانسفورم  .میکروگرم در هر میلی لیتر( منتقل شد 111محتوی آمپی سیلین ) LBترانسفورم شده به محیط جامد 

انتخاب شد. تایید نهایی سازواره حاصل به روش  PCRو کلنی های حاوی پلاسمید به روش  Top-10سویه  کلی  اشریشیاشده در 

 هضم آنزیمی صورت گرفت.

 ای  به درستی صورت گرفته است. واکنش زنجیره اشریشیا کلیسازی ژن گلوکاناز در باکتری  نتایج نشان داد که همسانه  یافته ها:

 جفت بازی گلوکاناز را تایید نمود. 767پلی مراز همسانه سازی ژن 

 اشریشیا کلیو کلون کردن آن در باکتری  باسیلوس سوبتیلیساین پژوهش با ساخت سازواره ژنی گلوکاناز از باکتری :  نتیجه گیری

 تواند کاندیدای جدیدی در تولید پروبیوتیک برای دام و طیور معرفی نماید.  می
 . T/Aسازی ، همسانهباسیلوس سوبتیلیسگلوکاناز، -β: واژگان کلیدی

 39اسفند ماه پذیرش برای چاپ:    39دی ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: شهرکرد، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، مرکز تحقیقات بیوتکنننولنوژی.         

 abbasdoosti@yahoo.comپست الکترونیک:     13199191191تلفن:   

 

 م دمه     

خورا  و تغذیه طیور به ویژه جوجه های گوشتی یکنی از                                                          

مهمترین مسا ل مورد توجه در پرورش طیور می باشد که بینش                                                      

 (.    1درصد از هزینه ها را به خود اختصا  داده است )                                              1 از    

قسمت اصلی تغذیه طیور را غلات تشکیل می دهننند. غنلات                                                

 ای      دارای میزان قابل توجهی پنلنی سناکناریند غنینرنشناسنتنه                                            

   (Non-Sta ch Polysaccha id s NSP          محلنول منی )          .بناشننند 

NSP                                                 منجر به افزایش اثرات منفی و نناسنازگناری در طنینور

مواد خام مورد                 NSPدهد که میزان                شوند. تحقیقات نشان می                       می  

های میکروبی کاهش یافته و کینفنینت غنذا                                      ن ر همراه با آنزیم                  

بالا در جیره               NSPیابد. برخی از غلات به دلیل داشتن                                   بهبود می        

(. مکمل آنزیمی بتاگلوکاناز بنا                               2شوند )        غذایی کمتر استفاده می                     

ای ویسکوزیته منحنتنوینات                        ساکاریدهای غیرنشاسته                      پلی       تجزیه     

ای را         دهد و جذب روده                هضمی دستگاه گوارش را کاهش می                            

 (.  9برد )       بالا می      

های محر  رشد به طور قابل تنوجنهنی                                  بیوتیک        استفاده از آنتی               

  2116داد. در سال               نیاز استفاده از آنزیم را در گذشته کاهش می                                         
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های منحنر  رشند                اتحادیه اروپا استفاده از تمام آنتی بیوتیک                                         

مورد استفاده در جیره غذایی دام و طیور و هم نین حیواننات                                                        

دیگر را ممنو  اعلام کرد. اداره غذا و دارو در ایالات متنحنده                                                         

های منحنر  رشند را                   بیوتیک        آمریکا نیز استفاده از اکثر آنتی                               

ممنو  کرده است. به همین دلیل محققین به دنبال یافتن منواد                                                         

(.    1باشند )         های محر  رشد می                 بیوتیک        افزودنی جایگزین آنتی                    

روش جدیدی که با استقبال قابل قبولی در صنعت پرورش دام                                                      

ها می باشد.               و طیور رو به رو شده است، استفاده از پروبیوتیک                                             

ای هستند که با بهبود                        ها مکمل غذایی میکروبی زنده                            پروبیوتیک         

تعادل میکروبی روده، توان دفاعی میزبان را در برابنر عنوامنل                                                         

توانند در             ها می       بیماری زا افزایش می دهد. این میکروارگانیسم                                          

 (.     حیوان ایجاد کلون کنند و پایدار شوند )                                         روده    

های ساپروفیت، گرم مثنبنت،                             (، باکتری         ll s    ها )    باسیلوس         

زا و دارای اسپور هستند که به طور طبیعی در هنوا،                                                  غیربیماری         

(. به دلیل عدم گزارش                      6شوند )        آب، خا  و رسوبات یافت می                        

برای دام و طیور، کاربرد آن                              باسیلوس       مبنی بر بیماری زا بودن                        

 به طور وسیعی در صنعت پرورش دام و طیور منورد قنبنول                                                 

بیوتیک ها،              قادر به تولید آنتی                    باسیلوس       های       (. گونه       7می باشد )         

هنای       باشند. از این رو پروبینوتنینک                            ها می       آمینو اسیدها و آنزیم                    

ای مثبتی بنر روی دام و                         ممکن است اثرات تغذیه                      باسیلوس       

نتایج به دست آمده از تحقیقات نشنان                                     .(   1طیور داشته باشند )                  

می دهد که خانواده باسیلاسه آنزیم اندولیتیک بتاگلوکاناز را به                                                             

کنند. یکی از بهترین اعضنای                             صورت خار  سلولی ترش  می                       

است کنه             ll s s b  l s    (باسیلوس سوبتیلیس                  این خانواده             

(. آننزینم هنای              3کد می نماید )               bglsاین آنزیم را توسط ژن                      

بتاگلوکاناز با شکستن اتصالات بنتناگنلنینکنوزیندی منینان                                               

زیرواحدها، بتاگلوکان موجود در دیواره سلولی غلات را بنه                                                      

  اشریشیا کنلنی           (. باکتری           11کنند )        اجزای سازنده آن تجزیه می                        

دام و طینور اسنت. در                        های فلور طبیعی روده                     یکی از باکتری             

تواند کاندیدای مناسبی در تولید پروبیوتیک برای دام                                                     نتیجه می        

هندف از            و طیور و نیز کاهش هزینه های پرورش آنها باشند.                                            

بناسنینلنوس         ژنی گلوکاناز باکتری                         این پژوهش، ایجاد سازواره                        
 بود.        اشریشیا کلی           در باکتری             سوبتیلیس        

 ها    مواد و رو           

ژنومی بنا اسنتنفناده از کنینت                           NA     :        ال ( استخرا               

از سنوینه           (T  TM NP  شرکت سیناژن ایران                     NA استخرا          

تهیه شده از مرکز                     )     ATCC(باسیلوس سوبتیلیس                استاندارد           

تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شنهنرکنرد،                                                     

 استخرا  گردید.              

در این مطالعه به من ور تکثنینر                                ای پلی مراز:              ب( واکنش زنجیره               

از    باسیلوس سوبنتنینلنینس                  توالی کامل ژن گلوکاناز از باکتری                                  

 پرایمرهای:            

  -ATGCCTTATCTGAAACGAGGGTACCTTA-    -Gl           

  -AGGTTCTTTCACATTTGGGAGCTCTAC-R  -Gl        

استفاده شد. پرایمرهای یاد شده از روی توالی موجود در باننک                                                          

و بنه کنمنک ننرم افنزار                         00 ژن جهانی با شماره ثبت                       

 طراحی شدند.                         

هنر ینک از              سازی، در نزدیکی سر                      به من ور تسهیل کلون                    

بنه تنرتنینب سناینت بنرش                     Gl -Rو      - Glپرایمرهای           

)زیر این نواحی خط کشی شده(، قنرار                                        و          های     آنزیم     

جنفنت بناز           767گرفت. اندازه محصول واکنش تکثیری برابر                                       

 باشد.         می  

میکرولیتر شامنل                   2ای پلی مراز در حجم نهایی                            واکنش زنجیره            

میکرومول از پرایمر های رفت و                                1الگو،         NA میکرولیتر               2

منینکنرومنول              dNTPs Mi    ،1میکرومنول            211برگشت،        

 MgCl   ،2                   10 )میکرومول بافرPCR      واحند آننزینم              1و

Sma Ta                                              پلی مراز انجام گردید. به من نور جنلنوگنینری از

قطره روغن معدنی استریل به مخنلنو                                    9تا      2آلودگی و تبخیر                

در دستگناه تنرمنوسناینکنلنر                        PCRواکنش اضافه شد. واکنش                       

)Mast   cycl   G adi nt  Epp ndo                         ساخت کشور آلمان با

 شندن ابنتنداینی در دمنای                       دقیقه واسرشت               شرایط دمایی             

چرخه شنامنل واسنرشنت                    92درجه سلیسیوس و در ادامه                            3

دقیقه، اتصال در                   1درجه سلیسیوس به مدت                        3شدن در دمای             

دقیقه، طوینل شندن در                      1درجه سلیسیوس به مدت                       62دمای      

دقیقه و طویل شدن نهایی                          1درجه سلیسیوس به مدت                       72دمای      

 دقیقه انجام گرفت.                    درجه سلیسیوس به مدت                       72در دمای         
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 بنا ژل آگناروز                PCRمحصنول         از ژل:            ( استخرا             

 درصد دارای اتنیندینوم بنرومنایند النکنتنروفنورز شند.                                             1

مربو  به ژن گلوکاناز به وسیله تی  اسکالپل بریده                                                   NA قطعه      

از ژل شنرکنت              NA و با استفاده از کنینت اسنتنخنرا                              

)B  NNER                                   ساخت کشور کره جنننوبنی و منطنابن  بنا

دستوالعمل شرکت سازنده، جداسازی گردید. برای اطمینان از                                                       

میکرولیتر از آن را                      9صحت قطعه استخرا  شده و کیفیت آن،                                  

 درصد الکتروفورز شد.                       1بر روی ژل آگاروز                  

تنخنلنینص         PCRبرای این من ور محصول                        :   l    g     د(    

 شننده از ژل، بننا اسننتننفنناده کننیننت شننرکننت                              

)T P  TA Cloning  it      n it og n                     ساخت کشور آمریکا

کلون گردید. در ابتدا محصول الحا  شنده                                        pGEMدر وکتور          

)Ligation              سویه        اشریشیا کلی           در باکتریT P-10             ترانسفورم

 محتوی آمنپنی سنینلنینن                    LBو این باکتری در محیط جامد                           

ساعت        11میکروگرم در هر میلی لیتر( کشت و به مدت                                          111)   

 درجنه سنلنینسنینوس ننگنهنداری شند.                            97در گرمخانه            

های رشد یافته با کمک کیت تخلیص پلاسمید شرکت                                              از کلنی       

)B  NNER                                           ساخت کشور آمریکا، استخرا  پلاسمید انجنام

  PCRگرفت. سپس تایید صحت کلونین  به کنمنک روش                                        

انجام شد. به من ور تایید نهایی سازواره حاصل از روش هضم                                                        

        و         با آنزیم های منحندوگنر                          ig st (آنزیمی        

 استفاده گردید.              

 

 یا ته ها        

باسنینلنوس         ژنومی از باکتری                   NA در این پژوهش، استخرا                        

با موفقیت انجام شد. نتاینج بنه دسنت آمنده از                                            سوبتیلیس        

تخلیص شده بر روی ژل آگاروز نشنان داد                                       NA الکتروفورز            

که کیفیت آن برای آزمایشات مولکولی مناسنب منی بناشند.                                                  

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن گلوکانناز                                               PCRواکنش       

 (.  1جفت باز گردید )شکل                      767باع  تکثیر قطعه ژنی با طول                            

 T/Aای پلی مراز به روش                      سازی محصول واکنش زنجیره                         کلون    

Cloning            در وکتورpGEM                       ای از ژن            ، به من ور ایجاد همسانه

 تولید شد.             pGEM-bgls  گلوکاناز، سازه                

 سنازی        روش های مورد استفاده جهت تایید صحت هنمنسناننه                                         

های حناصنل، دارای سنازه                        نشان داد که تعداد زیادی از کلون                               

pGEM-bgls    باشند. هم نین هضم آننزینمنی دوگناننه بنا                                      می

سنازی        بر روی پلاسمیدهای خنالنص                           و         های       آنزیم     

جفت بازی مربو  به ژن گلوکانناز                                 767شده، حضور قطعه ژنی                  

 (.  2را تایید نمود )شکل                      pGEMدر وکتور          

 جفت بازی، 111( مارکر bgls. Mژن  PCRالکتروفورز محصول : 4شکل 

جفت بنازی نشناننگنر  767که در راستای باند  PCRمحصول (  1ستون 

 NA .قرار گرفته است 

( 1ستون  .  pGEM–bglsالکتروفورز واکنش هضم آنزیمی سازه :  5شکل 

، یک قطعه     و      پلاسمیدهای نوترکیب برش خورده با آنزیم های 

جفت   911جفت بازی که قطعه ژنی مورد ن ر می باشد و یک قطعه  767

( پلاسمید نوترکیب 2خطی شده می باشد، ستون  pGEMبازی که پلاسمید 

( مارکر Mبدون ژن مورد ن ر،  pGEM( پلاسمید 9ستون  ،bglsحاوی سازه 

 کیلوجفت بازی. 1
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 بح    

های هیدرولیتیک هستند که قادر بنه                                   سلولازها گروهی از آنزیم                      

باشند. این گروه آنزیمی                          سلولز و لیگنین می                   سلولز، همی              تجزیه     

گلوکنان بنه طنور               - -βوابسته به                  -β-       βبر پیوندهای             

گذارند و باع  کاهش طول پلیمر و افنزاینش                                         متناوب اثر می             

های گلوکانازی در                    شوند. آنزیم             غل ت از طری  کاهش قند می                        

(. آنزیم گنلنوکنانناز                   12و     11گیرند )         این گروه آنزیمی قرار می                       

 مقاومت قابل توجهی در برابر حرارت و شرایط اسیندی دارد.                                                      

این ویژگی منحصر به فرد باع  شده که از این آنزیم در طی                                                         

های کاربردی بیوتکنولوژی مانننند صنننعنت                                      وسیعی از برنامه               

ی     جوش، تولید خورا  دام و مدیریت مواد زایند اسنتنفناده                                               

     .( 12ای شود )          گسترده      

 با توجه به گسنتنرش مصنرف اننوا  منواد افنزودننی در                                             

 غذا و افزایش چشمنگنینر تنولنیند فنرآورده هنای دام و                                             

 طیور در جهان، به راحتی می توان حجم و منینزان دارو و                                                   

مواد شیمیایی که به عنوان یک آلاینده محیط زیست را تهدیند                                                       

 نموده و سلامت مصرف کنندگان این قنبنینل فنرآورده هنا                                               

 برآورد نمنود. بنا اینن وجنود، بنه                                ،       را به مخاطره می افکند                     

دلیل نقش ارزنده این ترکیبات در افنزاینش بنهنره وری در                                                   

 تولیدات دام و طیور، در اکثنر منوارد اسنتنفناده منکنرر از                                                   

 آنها اجتناب ناپذیر گردیده است. به همنینن دلنینل داشنتنن                                                   

 انواعی از افزودنی ها که ضمن حف  ویژگی هنای منطنلنوب                                                 

و نداشتن اثرات نامناسب بهداشتی و زیست محیطی، هنمنواره                                                     

توجه پژوهشگران  در سط  جهان را به خود معطوف داشنتنه                                                   

است. بدین من ور یافتن راه حلی برای این مشکلات ضروری                                                    

 (.  19)   به ن ر می رسد             

 باسیلنوس سنوبنتنینلنینس                باکتری          bglsدر مطالعه حاضر ژن                   

اننجنام         pGEMجداسازی و سپس کلون سازی آن در وکتور                                     

شد. وجود یک باند اختصاصی نشان داد که توالی مشنابنه ای                                                     

برای جفت شدن آغازگرهای مورد استفاده در محل های دیگر                                                     

ژنوم وجود نداشته است. در مطالعات مختل  پژوهشگران از                                                     

وکتورهای متفاوتی به من ور کلون سازی استفاده نموده اند. در                                                           

و هنمنکناران             )hao (توسط ژا و             2112پژوهشی که در سال                  

 گننلننوکنناننناز از فننیننلافننورا                   –β-  1انننجننام شنند، ژن              

)    l       sp.G (                      جننداسننازی و درون وکننتننور 

pGEM-T  asy                               درصند از           71کلون گردید. آنزیم تولید شده

فعالیت خود را در شرایطی شبیه به اسید معده حف  نمود. اینن                                                         

امر آنزیم را برای کاهش ویسکوزیته خورا  جو و لوبینا بنرای                                                        

 (.      19دام و طیور مناسب می کند )                         

 بنا جنداسنازی و                2112( و همکاران در سال                    A tabآفتاب )       

لیکنی فنورمنینس                باسیلوس       کلون سازی ژن گلوکاناز از باکتری                                 

)    ll s l           s             در وکتنورpT   R/T         و سنپنس

مسنتنعند،          اشریشیا کنلنی           ترانسفورم وکتور نوترکیب به باکتری                                   

مشاهده نمودند که آنزیم تولید شده توسط باکتنری یناد شنده                                                      

بسیار بهتر از آنزیم به دست آمده از دیگر موجودات بوده اسنت                                                          

گلوکاناز منوجنود                –β-     1( و همکاران ژن                T y t(. تیویت )          11)   

به واسنطنه وکنتنور                  اشریشیا کلی           را در         باسیلوس سوبتیلیس                در    

pCR .1              ( در       12کلون کردند .)                       پژوهشی کنه تنوسنط اوزکنان

)  can                     انجام شد، ژن گلوکانناز از                            2119و همکاران در سال

تنکنثنینر و درون                PCRتوسط       میکروبیوم سلولانس                سلولوزی         

کلون گردید. سپس قطعه ژن تخلیص شده درون                                           p C1وکتور       

منتقل شد. وکتورهای نوترکیب                                pTEG11    و      pTEG    وکتورهای        

 (.     1مستعد ترانسفورم شدند )                        اشریشیا کلی           درون      

و همکاران با استفاده از روش واکنش زنجنینره ای                                                iao (کیو     

    MA1    باسیلوس سنوبنتنینلنینس                پلی مراز ژن گلوکاناز را از                            

منتقل ننمنودنند. وکنتنور                       p Cm-Tجداسازی و درون وکتور                      

به عنوان مینزبنان                       سویه        اشریشیا کلی           نوترکیب به باکتری                   

 (.  16گردید  )        ترانسفورم           

 نتیجه گیری          

مطالعه حاضر به دلیل استفاده از تجهینزات سناده، از امنکنان                                                       

تکرارپذیری بالایی برخوردار می باشد و نتایج قابل ملاح ه ای                                                         

 را برای تحقیقات بعدی فراهم می نماید.                                      

نشان دهنده              PCRبا وجود اینکه هضم آنزیمی و تکثیر محصول                                        

می باشند،            اشریشیا کلی           در باکتری             bglsصحت کلون سازی ژن                  

ضروری است که قبل از انجام هرگونه اقدام به من ور بیان اینن                                                          
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ژن، توالی نوکل وتیدی ژن کلون شده حداقل دوبار در هنر دو                                                       

سنبنب در          pGEMجهت توالی یابی گردد. وجود ژن در ناقل                                      

دسترس بودن این کلون برای آزمایشات تکمیلی و بنینان در                                                    

 محدوده وسیعی از ناقلین خواهد بود.                                 

 

  شکر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از همکاران مرکز تحقیقات بیوتکنولنوژی                                                         

دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد به دلیل حمایت های علنمنی و                                                    

 همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال امتنان را دارند.                                                       
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Abstract 

Background & Objectives: The grains are considered as the main food for poultries. Grains  

contain significant content of non- soluble starch polysaccharides (NSP). NSPs cause negative 

impact and incompatibility in birds. Digestion of NSP contents by β-glucanase enzyme  

supplement reduces the viscosity of polysaccharides in the digestive tracts, and increases their  

intestinal absorption. The aim of this study was to construction of glucanase gene of Bacillus  

subtilis in Escherichia coli. 

Materials & Methods: In this experimental study, the glucanase gene of B. subtilis was amplified 

using specific primers and polymerase chain reaction. After purification of the bands, Bgl gene 

was cloned by T/A cloning technique in pGEM vector, and was transformed in E. coli. Afterward, 

the pGEM-bgl was transferred into E. coli Top-10 strain. The recombinant vectors were then  

transformed into E. coli competent cells, and the recombinants were plated on LB agar containing 

100 µg/ml ampicillin. The recombinant plasmid transformed to E. coli Top10 cell and the colonies 

carrying plasmid were selected by PCR. The presence of glucanase construction was confirmed by 

enzymatic digestion. 

Results: The results showed that the glucanase gene was successfully cloned in E. coli. The results 

of cloning of 767 bp glucanase gene was confirmed by PCR assay. 

Conclusion: The construction of  B. subtilils glucanase gene and cloning of this gene in E. coli is a 

strong alternative for the production of  probiotic used for poultry. 
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