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جدید زایلاناز نوترکیب سازي آنزیم خالصشناسایی، کلون، بیان و 
از جمعیت میکروبی شکمبه گوسفندبا مقاومت ساختاري بالا 

5قاسم حسینی سالکدهو 4کاوه کاوسی، 3صفورا نوشی ندامانی، 2مرتضی ملکی1*شهره آریائی نژاد

ي کشاورزي ایران، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، ایرانبخش زیست شناسی سامانه ها، پژوهشگاه بیوتکنولوژ،دکتري- 1

بخش زیست شناسی سامانه ها، پژوهشگاه بیوتکنولوژي کشاورزي ایران، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج ، کارشناسی ارشد-2

کشاورزي، کرج، ایران

وژي کشاورزي ایران، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج بخش زیست شناسی سامانه ها، پژوهشگاه بیوتکنول،کارشناسی ارشد-3

کشاورزي، کرج، ایران

آزمایشگاه سیستم هاي زیستی پیچیده و بیوانفورماتیک، گروه بیوانفورماتیک، مرکز تحقیقات بیوشیمی و بیوفیزیک، دانشگاه ،دکتري-4

تهران، تهران، ایران

تکنولوژي کشاورزي ایران، سازمان تحقیقات آموزش و ترویج کشاورزي، کرج، ایراندکتري بخش زیست شناسی سامانه ها، پژوهشگاه بیو- 5

22/10/1399رشیپذ19/4/1399: افتیدر

چکیده

در اغلـب  آنهـا  هاي مختلـف، اسـتفاده از   ها در تسهیل عملکرد فرایندبا توجه به نقش مهم آنزیم

هـاي  آنزیمهاي تولید کنندهیکروارگانیسمدرصد بسیار پایینی از مبسیار مورد توجه است. صنایع 

باشند، این درحالی است که متاژنوم منبع عظیمـی از  جدید در محیط آزمایشگاهی قابل کشت می

تواند در اختیار ما قرار دهد. با توجه به اهمیت استفاده هاي ناشناخته را میاطلاعات ژنتیکی آنزیم

ی با ساختار پایدار و مقاوم در برابر حـرارت، کـاربرد و   هایها در صنایع گوناگون، آنزیماز آنزیم

صـورت  بـه آنهـا شناسایی و تولیـد  دهند و تحقیقات زیادي در زمینهعملکرد بهتري را نشان می

.پیوسته صورت گرفته است

هاي توالی آنزیماستفاده ازو تعیین ساختارپیشگویی،هاي محاسباتیروشاستفاده ازبا پژوهشدر این 

شناسایی گوسفند، آنزیم زایلانازي با ساختار بسیار مقاوم هاي متاژنوم شکمبهایلاناز مستخرج از دادهز

گذاري شده و نامPersiXyn5آنزیم زایلاناز نوترکیب مقاوم به حرارت، . دشصورت نوترکیب تولید بهو 

. شـد و خـالص  بیـان  E.coliاستخراج شده از محتویات شکمبه گوسفند کلون و در بـاکتري  DNAاز 

و فعالیت بهینه این آنـزیم  براي این آنزیم محاسبه شده Vmaxو Kmپارامترهاي کینتیکی وفعالیت ویژه

سـاعت  2مشاهده شد. آنزیم زایلاناز نوترکیـب جدیـد پـس از    pH 8گراد و سانتیدرجه 80در دماي 

نزیم زایلانازآبا توجه به اینکه . کرددرصد فعالیت خود را حفظ58گراد سانتیدرجه 90تیمار در دماي 

، تهیهقلیایی است براي استفاده در صنایع کاغذسازيفعال در محیط و ماي بالادمقاوم در مورد مطالعه

باشد.و تولید سوخت زیستی مناسب میخوراك طیور

نوم، پایداري دماییژزایلاناز، متاآنزیم نوترکیب، کلید واژگان: 
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مهمقد-1

سلولزي در ساختار عنوان ترکیب اصلی همیبه1زایلان

پـذیر بعـد از   سـاکارید تجدیـد  پلـی ترین چوب، فراوان

هـا  یمآنـز گروهـی از  2هاي زایلانـاز یمآنزسلولز است. 

را بـه زایلـوز   3زایـلان - 4و1- بتاهستند که پلیمر خطی 

ز سـلول بنابراین توانایی تجزیه همی.[1]د نکنیمتجزیه 

هـاي  یکروارگانیسـم مدر را و نقش مهمی [2]دنرا دار

کـاربرد  بـر  علاوهکنند.ایفا میروي منابع گیاهی ساکن

، [3]هاي زایلاناز در صنایع تخمیر و کاغذسـازي  یمآنز

و [4] ر مواد افزودنی خوراك طیـو زایلانازها در صنایع 

نیـز  [5]اي سـیلوهاي کشـاورزي   یـه تغذبهبود خواص 

کاربرد دارند.

توانند جـایگزین ایمـن بـراي    هاي زایلاناز میآنزیم

رنـگ فراینـد  مورد اسـتفاده در  و سمیترکیبات کلري

فراینــد . [8–6]ســازي باشــنددر صــنایع کاغــذ4بــري

سازي نیازمند مقدار زیادي مواد پردازش در صنایع کاغذ

مشـکلات دفـع   سـبب آنهـا  مصـرف  شمیایی است که 

هـا باعـث   . پیش تیمار با زایلاناز[9,10]شودپساب می

بهبود کارایی جداسازي لیگنین از پالپ شده و نیاز بـه  

عنوان مـاده شـیمیایی خطرنـاك را    کلرین دي اکسید به

.[9,11]دهدکاهش می

براي اطمینان از اسـتفاده تجـاري از بقایـاي همـی     

سلولزي، نیاز به تولید آنزیم زایلانـاز بـا بـازده زیـاد و     

. از این نظر جداسـازي و کلـون کـردن    استهزینه کم 

هاي زایلانـاز مرحلـه مهمـی از مهندسـی     یمآنزي هاژن

یلانازهـاي میکروبـی در   زا. [12]هاست یکروارگانیسمم

،بسیاري از صنایع شامل خوراك دام، داروسازي، کاغذ

نان و تیمار ضایعات کشاورزي کاربرد دارند.

1. xylan
2. Xylanase
3. β-1, 4-xylan
4. biobleaching

جمعیت میکروبی شکمبه نشخوارکنندگان، به دلیـل  

هـا داراي منـابع مهـم    یآرکو هاقارچها، يباکتروجود 

هـا  یکـروب مهاي هیدرولازي است. اکثر این یمآنزاین 

 ـراه5اما روش متاژنومیکساندنشدهکشت تاکنون یحل

يوجــو جســت. [13]بــر ایــن محــدودیت اســت   

يهــاروشارزشــمند و یکــی از يمتــاژنومیکس ابــزار

جدید و کاوش در تنوع هايیمزآنیافتنکاربردي براي 

تـاکنون زایلانازهـاي   . [18–14]زیستی موجـود اسـت   

، محیط کشت غنـی  [19]خاكمنابعی مانند جدیدي از 

بـا  [22]مدفوع گـاو و [21]موریانه، [20]از کاه برنج

استفاده از کتابخوانه متاژنومی کشف شده است.

ها در شکمبه نشخوارکنندگان و تنوع میکروارگانیسم

بــه تبــع آن تنـــوع آنزیمــی میکروبــی در شـــکمبه     

. بسـیاري از  [23] ر زیـاد اسـت  نشـخوارکنندگان بسـیا  

ــزیم ــاي آنـ ــؤثر هـ ــد در مـ ــم، توســـط  فراینـ هضـ

کنندگان هاي موجود در شکمبه نشخوارمیکروارگانیسم

شود. با توجه به پیچیدگی بسیار زیـاد محـیط   میتولید 

ــن      ــی از ای ــش بزرگ ــوز بخ ــکمبه، هن ــوم ش میکروبی

عنـوان شـاهدي   اند. بهها شناسایی نشدهمیکروارگانیسم

Hungate 1000توان به پـروژه بـزرگ   میدعا بر این م

400کــه طـــی آن تنهــا نزدیــک بـــه    کــرد  اشــاره  

میکروارگانیســم مقــیم در شــکمبه نشــخوارکنندگان    

آنهـا  انـد و تـوالی ژنـوم    صورت کامل شناسایی شدهبه

هـا و  بسیاري از باکتري ها، آرکیاستخراج شده است. 

یین توالی تعآنها ، ژنوم ها تاکنون شناسایی نشدهویروس

ایـن  هـاي تولیـد کننـده   نگردیده و به دنبـال آن آنـزیم  

هاي باشد. این پروژه و پروژهموجودات نیز ناشناخته می

ــن      ــافتن ای ــی ی ــا در پ ــطح دنی ــري در س ــیار دیگ بس

حتـــی در مـــورد باشـــند.میکروارگانیســـم هـــا مـــی

شـده  تعیـین  آنهـا  هایی که توالی ژنـوم  میکروارگانیسم

5. Metagenomics
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هـایی کـه تولیـد    بـودن آنـزیم  مشخص رغم علی، است

کنند، اطلاعاتی در مورد میزان و شرایط فعالیت بهینه می

باشد.نمیدر دست آنها 

مـرتبط بـا   يهـا ژنزمینگ و همکاران براي کشف 

متاژنومی شـامل  کتابخانهفعالیت زایلانازي در شکمبه، 

کردندشکمبه گوسفند تهیه يهانمونهکلون از 704/12

کلون با فعالیت زایلانازي بـه دسـت   18آنها که از بین 

اما براي به دست آوردن جزئیـات بیشـتر از   .[24]آمد 

هـاي ینپـروتئ زایلاناز شـکمبه،  هايیمآنزخصوصیات 

. شوندبیوشیمیایی بررسی يهاروشید باباشدهیانب

از pHشـامل دمـا و   ، فعالیـت آنـزیم  نـه یشرایط به

کاربرد آنـزیم زایلانـاز در   مشخص کنندهعوامل اصلی 

[25]صنایع گوناگون می باشد.

کــاربردي در صــنایع  يمثــال زایلانازهــا بــراي

هاي قلیایی فعالیت pHکاغذسازي در دماهاي بالاتر و 

هـاي  pHکه زایلانازهـاي فعـال در   درحالی[26]دارند 

اسیدي در صنایع غذایی و خـوراك دام کـاربرد دارنـد    

هاي زایلاناز در صنایع نساجی و داروسازي . آنزیم[27]

هاي زایلاناز قادرند که با آنزیم.[28]نیز کاربرد دارند 

هاي مصـرفی و تقلیـل مشـکلات زیسـت     کاهش هزینه

محصـولات کاغـذي   محیطی موجب افـزایش پتانسـیل   

زیـاد تولیـد کننـد.    افـزوده ارزشباشده و محصولات

بدون لزوم ایجـاد  بري کاغذ در رنگزایلانازاستفاده از

در جوییصرفه، موجب گیري خمیرآبیند افرتغییر در 

تـر از  امکان استفاده مناسبشده و هزینه مواد شیمیایی 

اسـتفاده  .کندمیاي موجود را فراهم هتجهیزات سرمایه

و از دادهافـزایش  را بـري  سـرعت رنـگ  از این آنـزیم  

ــاي موجــود  ــع تنگناه ــق رف ــد دطری يدر بخــش تولی

- کـاربرد را بهبود می بخشد.بري سیدکلر، بازده رنگاک

انـد  عبارتیم در صنعت کاغذ سازي هاي دیگر این آنز

به روش کرافت، فرایند تولید خمیر  درافزایش بازدهاز 

ــواص    ــر خ ــالایش، تغیی ــان پ ــاهش زم ــزایش و ک اف

پذیري الیـاف و ایجـاد پیونـد بـین زنجیرهـاي      انعطاف

بر نقـش  تأکیدي که همگی هاي عاملی جانبی یا گروه

.[29]سازي استکاغذپررنگ زایلاناز در صنعت 

بـا طبیعیهاي محیطاز جدیدهاي میپیدا کردن آنز

هـاي  یخچالهاي آب جوشان، چشمه(مثل حادشرایط 

هاي مهندسـی شـده   آنزیمتولیدهمچنین وطبیعی، ...)

هـاي کاتالیتیـک، بـا دسـتیابی بـه      ویژگـی بهبودجهت 

ــه تــازگی هــاي پیشــرفت ــومیکس، ب پروتئــومیکس، ژن

و سیستم بیان یبنوترکDNAمتاژنومیکس، تکنولوژي 

.[30]امروزه به سهولت امکان پذیر است.پروتئین 

هــاي محــیطازهــامیکروارگانیســمجهــت بررســی 

شدن قابلیت کشت آنها تعداد قابل توجهی از مختلف،

آنهـا  و در نتیجه بررسی در محیط آزمایشگاه را ندارند

غنـی از  هـا  میکروارگانیسمپذیر نیست. ژنوم این امکان

هاست که به دلیل عدم توانانی کشت شـدن  انواع آنزیم

اند. روش متاژنومیکس یـا در آزمایشگاه ناشناخته مانده

هاي طبیعی، بـه خـوبی   استخراج مستقیم ژنوم از محیط

این مشـکل را برطـرف سـاخته و امکـان دسـتیابی بـه       

هاي جدید را فراهم ساخته است. آنزیم

ــتگاه گــوارش      ــاژنومیکس دس ــابع مت ــی از من یک

این حیوانات ماننـد شـتر،   .[31]کنندگان استنشخوار

خـوار بـوده و بـا فراینـد     گاو، گوسـفند، بـز و ... گیـاه   

توانند انرژي ذخیره شده در منـابع  وار و تخمیر مینشخ

 ـتبـدیل ک گیاهی را به مواد مغـذي   د. فراینـد تخمیـر   نن

ــمتوســط میکروارگانیســم زیســت در دســتگاه هــاي ه

شود. دسـتگاه گـوارش   گوارش نشخوارکننده انجام می

این جانوران اغلب بـه صـورت چهارقسـمتی و شـامل     

هـاي  که باکتريسیرابی، نگاري، هزارلا و شیردان است

در تخمیر در بخش سیرابی (شکمبه) تجمع دارند. مؤثر 

با توجه به محتواي بسیار متنوع متاژنوم میکروبـی  

و به دلیل آمادگی تکاملی برخـی  شکمبههايیطمحدر 

از اعضاي جمعیت میکروبـی بـراي پـذیرش تغییـرات     
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زیـاد  تحملباجدید هايیمآنزشدید در محیط، کشف 

پایـداري  هـاي یژگیودید دما محتمل است. به دامنه ش

يهـا کننـده واسرشتهبه آنها با مقاومت هایمآنزدمایی 

بالاتر سوبسترا و سرعت واکنش و يهاغلظتشیمیایی، 

ویسکوزیته کمتر بسیار مرتبط است. خـواص پایـداري   

فــرا هــايیمآنــزبــین گرمادوســت هــايیمآنــزدمـایی  

اسـت و  متوسـط  انواع با گرایش گرماي و گرمادوست 

60بین مقاوم به گرماهايیمآنزاین فعالیت دماي بهینه 

.[31]گراد استسانتیدرجه 80تا 

هـاي  هدف اصـلی انتخـاب آنـزیم   در این پژوهش 

هـاي خـاص جهـت    با ساختار پایدار و ویژگیزایلاناز 

صنعت با روش بیوانفورماتیکی و پیشـگویی  معرفی به

ــزیم  ــا روشمــیســاختار و عملکــرد آن هــاي باشــد. ب

تـوالی آنزیمـی   7000محاسباتی بیوانفورماتیکی از بین 

تـوالی  5،دسـت آمـده  هکه از متاژنوم شکمبه گوسفند ب

. از شـد مقاوم به حرارت انتخاب قلیادوست و زایلاناز 

بـاکتري کلون و درها یک توالی زایلاناز بین این توالی

E.coli   ایـن آنـزیم   ،سـازي خـالص بیـان شـد. پـس از

PersiXyn5ــام ــده  نـ ــذاري شـ ــین  گـ ــت تعیـ و جهـ

هـاي  آزمـایش ساختاربیوشیمیایی و بیـوفیزیکی آنـزیم   

عملکـرد  در نهایت جهت مشـاهده .انجام شدمختلفی 

دماي بالا بـر روي  هیدرولیز آنزیم در ،آنزیم در صنعت

مقوا صورت گرفت.

هاروشومواد1- 2

جداسـازي  ، گوسـفند تهیه نمونه از محتویات شکمبه 

DNAمیکروبی و استخراج هاي سلول

با توجه به اینکه فلور میکروبی شـکمبه تـابعی از نـوع    

شـده، سـن، وضـعیت سـلامت و شـرایط      علوفه تغذیه

محیطی محـل چـراي حیـوان اسـت، حیوانـات مـورد       

اي انتخاب شدند که ازلحـاظ سـنی بـه    گونهآزمایش به

بلوغ رسیده باشند و ازلحاظ جسمی نیز سالم و عـاري  

برداري، بیماري باشند. بلافاصله پس از نمونهاز هرگونه 

هــاي حــاوي نمونــه بــه تانــک ازت مــایع بــه فــالکون

آزمایشگاه انتقال داده شد. 

هاي میکروبی موجود در نمونه با سـانتریفوژ  سلول

سـلول هـاي میکروبـی بـا     DNAرسوب داده شدند و 

و بر QIAamp DNA Stool Mini Kitاستفاده از کیت 

مربـوط بـه اسـتخراج  انجـام گرفـت.      اساس پروتوکل

DNA کنترل کیفیت نمونه، تأیید استخراج شده پس از

جهـت  6نـووژن توسط شرکت درمان نگار به شـرکت 

.شدارسال انجام توالی یابی متاژنومی 

آنـزیم هـاي زایلانـاز    سـاختار محاسـباتی بینی پیش

و جداسـازي تـوالی  آمده از آنالیز متـاژنوم  دست به

هاي کاندید با عملکرد مناسب

هاي محاسـباتی و  منظور تولید آنزیم نوترکیب، روشبه

انجـام شـد بـه ایـن     مـؤثر  اي بیوانفورماتیکی بـه گونـه  

هاي مـورد  ها انبوه توالیصورت که با کاربرد این روش

جستجو پالایش یافته و به تعـداد بسـیار کمتـري از از    

محاسبه پارامترهاي . پیدا کردندکاهش کارامد هاي توالی

ها توانست تا حـدود  ی این آنزیمیبیوشیمیا- بیوفیزیکی

زیادي به تعیین سطح فعالیت آنزیم کمک کند. این کار 

هاي هومولوگ توالی مـورد نظـر کـه    توالیی یبا شناسا

. پس از آن چنـدین  شداند آغاز شدهتعیین ساختار قبلاً 

پس با سهاي مورد نظر ساخته شد.قالب از روي توالی

هـاي مـورد نظـر    هاي محاسباتی و با کمک قالبروش

گزینـه  و چنـدین  شـود  سـازي  شبیهساختار سوم آنزیم 

براي آن به دست آمد و در این مرحله سـاختارهاي بـه   

دست آمـده اعتبـار سـنجی شـد و بهتـرین سـاختارها       

6. Novogene
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هاي صنعتی مناسب احتمـالی انتخـاب و   گزینهعنوان به

.[32]شد انتخاب کردن کلونعنوان ورودي جهت به

آنـزیم  تـوالی 63کامـل مقـالات موجـود    با مـرور 

GH10زایلاناز فعال و مقاوم بـه حـرارت از خـانواده    

به ایـن  .شدبارگیريNCBI7از آنها شناسایی و توالی 

هـاي  آنـزیم اي از تـوالی آمینواسـیدي   مجموعـه ترتیب 

زایلاناز مقاوم به حرارت و فعال در محیط بـازي تهیـه   

از آنالیز نمونه متـاژنوم  ت آمده دسبههاي خام داده.شد

بررسـی و  FASTQCنـرم افـزار   باي گوسفند،شکمبه

MetaGeneMarkافـزار شد و با اسـتفاده از نـرم  تأیید 

. [33]شد هاي زایلاناز شناسایی آنزیمهاي ژن

هـاي زایلانـاز منتخـب،    آنـزیم دست آوردن هبراي ب

هاي زایلاناز مقاوم به آنزیمتوالی آمینواسیدي مجموعه

حرارت و فعال در محیط بـازي کـه از مـرور مقـالات     

هـاي زایلانـاز   آنـزیم مجموعـه دست آمده بود را بـا  هب

.[34]شدBlastاز آنالیز متاژنوم دست آمده به

هـاي آنــزیم  تــوالیاي از مجموعـه ترتیــب بـه ایـن   

زایلانـاز مقـاوم بــه حـرارت و فعــال در محـیط بــازي     

از آنها بینی ساختار سه بعدي پیشبراي دست آمد که هب

و جهت تعیـین جایگـاه فعـال    Phyre2[35]نرم افزار 

. [36]استفاده شدPROSITEآنزیم از 

پلاسمیددر PersiXyn5آنزیم ژن کلونینگتکثیر و 

قبل، براي جداسازي مرحلهتوالی منتخب ده با استفاده از 

ــد از  ژن ــاي کاندی ــده از   DNAه ــتخراج ش ــکمبه اس ش

هـاي  والیاختصاصـی از روي ت ـ ده جفت پرایمر،گوسفند

تکثیر قطعـه  براي Oligo7افزار نرمتوسطهاي زایلانازژن

طراحـی شـد. پـس از    PCRژنی موردنظر توسط واکنش 

با اسـتفاده  PCR تکثیر قطعه ژنی موردنظر، سایز محصول

شد. % تخمین زده 1از ژل الکتروفورز آگارز 

7. National Center for Biotechnology Information

از پرایمرهاي PersiXyn5جهت تولید آنزیم نوترکیب 
(5'-

TAATAGCATATGATGAAGAAAAGAAACGT
GATG-3') F

Rو

TGATAGGCGGCCGCTTAACGATATAGGCC
GATG -3')5'-(هـاي بـرش   که به ترتیب شامل محل

NdeI وNotI بودند، براي واکنشPCR   .اسـتفاده شـد

دقیقه، 5به مدت C˚ 95شامل یک چرخه PCRواکنش 

45به مدت C˚ 56ثانیه، 40به مدت C˚ 94چرخه 35

72دقیقه و سپس یک چرخـه  2به مدت C˚ 72نیه، ثا

˚C دقیقه بـود. محصـول   10به مدتPCR  5/1بـا ژل

درصد آگارز تشخیص داده شد و قطعه ژن مـورد نظـر   

ــا کمــک  ,Gel Extraction Mini Kit (BioRonب

Germany) سازي شد. محصول خـالص  خالصرقیق و

هضم شده و سپس NotIو NdeIشده توسط دو آنزیم 

مید نوترکیب پلاسشد.8الحاقpET28aوکتور بیانیدر 

E.coli BL21جهت بیان آنـزیم زایلانـاز بـه بـاکتري     

(DE3).طــی کشــت در محــیط انتخــابی منتقــل شــد

LB شده و در محیط مـایع هاي نوترکیب انتخابکلنی

استخراج پلاسـمید  بیوتیک رشد داده شدند.حاوي آنتی

ت استخراج از شرکت کیهاي تراریخت توسطاز سلول

بعـد از اسـتخراج پلاسـمید از ایـن     انجـام شـد.  9ترمو

اختصاصی هـر  هاي برشیها، پلاسمیدها با آنزیمسلول

ــرش دادهژن ــر روي ژل   ب ــی ب ــوي برش ــده و الگ ش

ترانسفورماسـیون  تأییـد  % جهـت  1الکتروفورز آگـارز  

جهـت تأییـد   همچنـین  ی شد. پلاسمید نوترکیب بررس

هاي نوترکیب با بر روي پلاسمیدPCRبیشتر بار دیگر 

استفاده از پرایمرهاي اختصاصی انجام شد.

در باکتريPersiXyn5مید حاوي ژن آنزیم بیان پلاس

E.coliو خالص سازي آنزیم

8. Clone
9. Thermo scientific Spin Miniprep Kit
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نوترکیب پلاسمیدحاوي BL21هاي سلولپس از رشد 

50μgحـاوي  Luria-Bertoni (LB)در محیط کشـت  

ml−1 کانامایسین در دماي °C37 رشد کردند و وقتی

nm 600) محیط کشت در طول مـوج  ODشدت نور( 

ــه  ــید، ســلول0.7ب ــا   رس ــروتئین ب ــان پ ــت بی ــا جه ه

isopropyl-β-thiogalactopyranoside (IPTG) بــــا

20هـا  تیمـار شـدند. سـپس سـلول    mM3/0 غلظـت 

25شدند و سپس بـا  قرار دادهC20° دمايساعت در 

رسوب داده شدند.g4000×دقیقه سانتریفیوژ با سرعت

ــروتئین نوترکیــب و خــالص ســازي آن در اســتخراج پ

و فـاز محلـول بـراي تخلـیص توسـط      Native حالـت 

هاي فاز محلول پروتئین.کروماتوگرافی تمایلی جدا شد

ایـن ژنتـوالی بارگذاري شدند. Ni+2بر روي ستون 

بـا  )NCBI(بیوتکنولوژياطلاعاتملیپایگاهدرآنزیم

شد.ثبتMN821011کد 

-Niبه کمک هاي متصل به نشان هیستیدینپروتئین

NTA Fast Start Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
خـالص شـده بـا روش    پـروتیین  سـازي شـد و   خالص

بعد از اتمام مورد بررسی قرار گرفت.SDSالکتروفورز 

آمیـزي بـا   ژل، رنگها بر روي تیینپروزمان بارگذاري 

زدایـی  بلو به مدت چهار ساعت و سپس رنـگ کوماسی

صورت گرفت.

و تعیــین PersiXyn5گیــري فعالیــت آنــزیم انــدازه

ینتیکیهاي سشاخص

مـورد  Bailey et al[37]فعالیـت زایلانـازي بـه روش    

گیـري فعالیـت آنـزیم،    براي اندازهبررسی قرار گرفت.

نسبت معینی از آنزیم و سوبسـتراي اختصاصـی آن در   

دما و زمان مشخصی انکوبه شده و سپس فعالیت آنزیم 

. آنـزیم زایلانـاز   شـد با روش اسپکتروفتومتري تعیـین  

همراه با سوبستراهاي اختصاصی زایلان در شرایط دما 

- . بعد از اتمام واکنش آنزیمشدمشخص انکوبهpHو 

براي توقف واکنش و سنجش میزان قند تولیدسوبسترا

دي نیترو سالیسیلیک لیتر معرف رنگی میکرو120شده

100دقیقه در دماي 5اضافه و به مدت )DNS(10اسید

گراد قرار داده شد. مقدار جـذب در طـول   درجه سانتی

گیري شد.نانومتر اندازه540موج 

ن توسط آنزیم زایلاناز هیدرولیز شده و قنـدي  زایلا

DNSتوانـد محلـول   که میشود میبه نام زایلوز تولید 

. کنــداي روشــن اي بــا رنـگ قهــوه را تبـدیل بــه مــاده 

اي خطی بین میزان قند تولید شده از هیدرولیز و رابطه

شدت رنگ تولیدي وجود دارد؛ بنابراین فعالیت آنـزیم  

تـوان توسـط سـنجش    اکنش را میزایلاناز در محلول و

میزان رنگ محلول به روش اسـپکترو فتـومتري تعیـین    

میزان فعالیت آنزیم به میزان قند زایلوز تولیـدي  .نمود

بستگی دارد. هر چه میـزان قنـد تولیـدي بیشـتر باشـد      

دهنده فعالیت بیشتر آنزیم در تجزیـه سوبسـترا و   نشان

تولید محصول است.

: مقدار آنزیمی است کـه در  )Unitیک واحد آنزیمی (

میکرو مول محصول تولید کند.1دقیقه 1مدت زمان 

Units
mL

=
݁ݏ݋݈ݕܺ ݀݁ݐܽݎܾ݈݅ (µ݈݉݋ ) ∗ ݊݋݅ݐݑ݈݅ܦ ݎ݋ݐ݂ܿܽ
݊݋݅ݐܾܽݑܿ݊ܫ ݁݉݅ݐ (݉݅݊) ∗ ݕܽݏݏܽ ݁݉ݑ݈݋ݒ

ارد بـراي میـزان قنـد    بنابراین ابتدا یک منحنی اسـتاند 

ــا   ــه DNSتولیــدي و جــذب ایجادشــده از واکــنش ب تهی

. [38]شد

Vmaxو Kmهاي کینتیکـی  نظور محاسبه شاخصمبه

ــفعالو ــوتی ــز،ژهی ــادر غلظــتPersiXyn5میآن يه

درجه80يو در دما) mg/mL0,1 -10(لانیمختلف زا

pHبابافر وگرادیسانت . پس از بررسـی انکوبه شد8 

شاخص هاي ، DNSبا استفاده از روش فعالیت آنزیمی 

ــتفاده از  ــا اس ــی ب ــودار کینتیک Lineweaver-Burkنم

.محاسبه شدند

10. 3,5-Dinitrosalicylic acid
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و پایـداري دمـایی  دماي بهینـه فعالیـت  ،pHتعیین 

PersiXyn5آنزیم 

PersiXyn5بهینه براي فعالیت آنزیمیي براي تعیین دما

1میکرولیتـر از زایـلان   60میکرولیتر از آنزیم و 20،

بـه عنـوان سوبسـترا در    pH 7حجمی با- درصد وزنی

گراد تیمار شـد و بعـد از   سانتیدرجه 30- 90هايدما

مورد DNSدقیقه فعالیت آنزیمی به روش 20طی زمان 

بهینـه  pHبـراي تعیـین   همچنـین  بررسی قرار گرفـت.  

1ی، همــین نسـبت از آنـزیم و زایــلان   فعالیـت آنزیم ـ 

هاي pHحجمی تهیه شده با بافرهایی با - درصد وزنی

قیقه در دماي بهینه تیمـار شـدند و   20به مدت 9تا 4

میزان پایداري دمایی بررسی شد.DNSفعالیت با روش 

2و 1مـدت  بهبا قرار دادن آنزیمPersiXyn5زایلاناز 

درجـه  90و 80، 70، 60( ساعت در دماهاي مختلف

DNSو سپس بررسـی فعالیـت بـه روش    سانتی گراد)

شد.ارزیابی

ــدرولیز  ــی هی ــت بررس ــواباف ــزیم ییمق ــط آن توس

PersiXyn5
بر پالپ PersiXyn5ی اثر هیدرولیزي آنزیم براي بررس

هاي کوچک بریده شد و توسط مقوا، ابتدا مقوا به اندازه

گـرم  میلی30. سپسبه صورت پودر درآمدکن مخلوط

pH 8لیتر بافر فسفات با میلی2از پودر تهیه شده در 

هـاي  تیمـار شـد و در زمـان   درجه سانتی 50در دماي 

اري شده و میزان قند احیاکننـده  معینی از آن نمونه برد

مـورد بررسـی   DNSبـا روش  ساعت 96در آزاد شده 

قرار گرفت.

بحثونتایج1- 3

بینی بیوانفورماتیکی ساختار سه بعدي انتخاب و پیش

PersiXyn5آنزیم 

در PersiXyn5شـده بـراي   بینـی بعدي پیشساختار سه

تـرین سـاختار در   شده است. مشـابه نشان داده1شکل 

PDB که درPhyre2عنوان الگوي اولیه استفاده شـد  به

دوسـت  مقاوم به حرارت و  قلیامربوط به یک زایلاناز 

ــد Bacillus spاز  ــا ک ــد PDB)2FGLب ــا درص ) و ب

درصد است.100توالیپوشانیهم

گویی ساختار آنزیم، دو جایگاه فعال بر اساس پیش

ــه در وجـــود دارد 262و 157هـــاي در موقعیـــت کـ

ــبردا ــتند.   دهرن ــک هس ــید گلوتامی ــن ي دو آمینواس ای

مشخصه بـارز  GH 10ي هاي رایج در خانوادهجایگاه

ها مختص پروتون زایلانازاین خانواده آنزیمی می باشد.

بعــدي سـاختار ســه 1در شــکل هســتند.و نوکلئوفیـل  

PersiXyn5بـا  و دمـین فعـال   هاي فعال شامل جایگاه

.[39]شده استادهنمایش دEzMolافزار نرم
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و ساختار دمین هاي فعال جایگاهنمایش : Phyre2 .Bبا استفاده از نرم افزارPersiXyn5ساختار سه بعدي آنزیم گویی پیشA-1شکل

.EzMolافزار با استفاده از نرمPersiXyn5آنزیم 

PersiXyn5کلونینگ و بیان ژن آنزیم تکثیر، 

هاي متاژنوم به دست آمده از با بررسی بیوانفورماتیکی داده

DNAهـاي شـکمبه   هـاي نمونـه  استخراج شده از باکتري

، توالی ژن زایلاناز انتخاب شد و براي آن پرایمـر  گوسفند

. تکثیـر شـد  PCRطراحی شد و  این قطعه ژنـی توسـط   

الحــاق شــده و  میدپلاســمحصــول تکثیــر شــده در   

A

B
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هاي حاوي این قطعه ژنی جهت بیـان آنـزیم بـه    پلاسمید

ین بیـان شـده خـالص    منتقل شدند و پروتE.coliباکتري 

بـا  بیان و خالص سازي ایـن ژن  کننده تأیید 2. شکل شد

.باشدمیSDS-PAGEروش در 43kDaطول قطعه 

)SDS-PAGE(ژل 43kDa با طول قطعه PersiXyn5نوترکیب بیان و خالص سازي پروتئین زایلاناز -2شکل

و تعیـین  PersiXyn5آنـزیم  ویژهاندازه گیري فعالیت

ینتیکیهاي سشاخص

هـاي  ي یـافتن زایلانـاز  تاکنون مطالعات متعددي در زمینه

مقاوم به حرارت به خصوص انواع باکتریایی و بـه دسـت   

داري انجام شده و نشانگر پایBacillus spآمده از گونهی 

بـالا  pHها در شرایط ناملایم نظیر دما و بالاي این زایلاناز

.[40,41]باشـد  فعالیت آنزیم میو حضور عوامل بازدانده

نیـز تحـت عنـوان    PersiXyn5هاي متعـدد آنـزیم   ویژگی

زایلاناز مقاوم به گرما و پایدار مورد بررسی قرار گرفت.

طـی  ان قنـد زایلـوز تولیـد شـده     گیـري میـز  انـدازه با

توسـط  زایلانوبسوبسترایهاي مختلفهیدرولیز غلظت

PersiXyn5     .مشخصات سـینتکی آنـزیم ارزیـابی شـدند ،

هاي مختلف سوبسترا، گیري فعالیت بر غلظتاندازهضمن 

رسـم شـد  و بـا کمـک ایـن      Lineweaver-Burkنمودار 

ترتیب براي این آنزیم بهVmaxو Kmهاي نمودار شاخص

0.543 mg/mLوµmol.min-1.mg-1187.48 محاســبه

ــین شــد.  ــا میــزان فعالیــت ویــژههمچن ــزیم برابــر ب ي آن

µmol.min-1.mg-11359.91   .ایـن مقـادیر   به دسـت آمـد

هاي زایلاناز مقاوم به حرارت به دست آمده از مشابه آنزیم

از . [32,42]باشـد  هـاي محاسـباتی مـی   متاژنوم طی روش

نشـان داد کـه   هاي سـینتیکی  شاخصمحاسبه دیگر طرف 

کـارایی  آنزیم زایلاناز قلیادوست و مقاوم به حـرارت این 

. [45–43]داشت خواهد مناسبی در صنعت کاغذ سازي 

، دماي بهینه فعالیت و پایداري دمـایی آنـزیم   pHتعیین 

PersiXyn5
و دماهـاي مختلـف مـورد    pHفعالیت آنزیمی زایلاناز در 

مشـاهده  3طور کـه در شـکل   بررسی قرار گرفت و همان

pHگراد و سانتیدرجه 80شود دماي بهینه فعالیت آن می

3با توجه به شـکل  است.8بهینه براي فعالیت این آنزیم 

درصد از فعالیت خـود را در دمـاي   PersiXyn590یم آنز

فعالیت خـود  از بیشینهدرصد72ه سانتی گراد و جدر90

pHرا در  این مقادیر بیش از در مقام مقایسه حفظ کرد. 9 

هاي زایلاناز قلیادوست و مقاوم به حرارت گـزارش  آنزیم

در گزارشـی آنـزیم زایلانـار    اي کهبه گونهشده می باشد.

درجه سانتی گراد و 60بهینه برابر با pHرکیب با دما و نوت
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80درصد از فعالیت خـود را در  20توانست کمتر از 5/7

در مطالعـه  همچنـین  . [46]گـراد حفـظ کنـد   درجه سانتی

دیگري که آنزیم زایلاناز نوترکیب مقاوم بـه حـرارت بـه    

دست آمده از داده هاي متاژنومی تحـت بررسـی شـرایط    

درصـد از  20تنهـا توانسـت   ،بهینه فعالیت قرار گرفته بود

20گـراد و کمتـر از   درجـه سـانتی  90فعالیت خود را در 

pHي فعالیـت خـود را در   درصد از بیشینه کنـد  حفـظ 9 

[47].

PersiXyn5نوترکیب فعالیت آنزیم زایلانازي بهینه pH(B)و (A)دما -3شکل

پایداري دمایی آنزیم زایلاناز بـا قـرار دادن آنـزیم بـه     

-انـدازه ساعت در دماهاي مختلف و سـپس 2و 1مدت 

آنـزیم  کـه  شـان داد نگیري فعالیت بررسی شـد و نتـایج   

نه تنها بعد از تیمار شدن در دماهـاي مورد مطالعهزایلاناز

-نمـی گراد غیرفعـال  درجه سانتی90و80، 70، 60، 50

گراد، سانتیدرجه 90ساعت تیمار در 2پس از شود بلکه

ج این نتای4کند. شکل درصد فعالیت خود را حفظ می58

PersiXyn5میزان پایداري آنزیم دهد.بررسی را نشان می

عنوان یک آنـزیم قلیادوسـت و مقـاوم بـه حـرارت در      به

بسیار ،هاي گزارش شده با ویژگی مشابهمقایسه با زایلاناز

تر بود به این ترتیب کـه در گزارشـی میـزان پایـداري     بالا

90سـاعت در دمـاي   2آنزیم زایلاناز معرفی شده پس از 

. درمطالعـه [48]درصد بـود  20گراد کمتر از درجه سانتی

90یون آنزیم در دماي ساعت انکوباس5/1پس از دیگري 

درصـد از فعالیـت آنـزیم    10درجه سانتی گراد، کمتـر از  

مشـابه آن، در  . [49]زایلاناز مقاوم به حرارت بـاقی مانـد   

هاي مقاوم به حرارت گزارش دیگري که به بررسی ویژگی

آنزیم زایلاناز قلیا دوست پرداخته بودند مشخص شد کـه  

فعالیت نسبی خود را پس درصد از30این آنزیم کمتر از 

درجه سـانتی گـراد حفـظ کـرد     90ساعت در دماي 1از 

 ـ[50] بـالاي آنـزیم   ی. این مسئله بار دیگر مقاومت حرارت

PersiXyn5 کرد. تأیید مورد مطالعه را

0

20

40

60

80

100

4 5 6 7 8 9

Re
la

tiv
e

ac
tiv

ity
(%

)

pH

0

20

40

60

80

100

30 40 50 60 70 80 90

Re
la

tiv
e

ac
tiv

iy
(%

)

Temperature (˚C)

A B



نژاد و همکارانآریائی_____________ ________________________________ سازي ...شناسایی، کلون، بیان و خالص

61

گرادتیدرجه سان90و80، 70، 60، 50ساعت تیمار در دماهاي 2و 1در مدت PersiXyn5نوترکیب بررسی پایداري دمایی آنزیم زایلاناز - 4شکل

PersiXyn5بررسی هیدرولیز مقوا توسط آنزیم 

هاي مقاوم به دماي بالا و پایدار در شرایط قلیـایی  زایلاناز

تجزیـه مـواد لیگنوسـلولزي در صـنایع     اي درنقش عمده

.[34]سـازي دارنـد  کاغـذ صـنعت  مختلف و به خصوص

بـري و  رنـگ در مرحلـه  در غالب ها این آنزیمنقش عمده

کـاهش  هـا موجـب   آنـزیم این باشد.میسازي کاغذ سفید

با بهبـود  خمیر کاغذ شده و انرژي مورد نیاز براي پالایش

تغییراتی در پیوند میان لیگنین و و  ایجاد استخراج لیگنین

موجب حـذف رسـوب زایـلان در الیـاف     ها کربوهیدرات

 ـآنزیمدر واقع این شوند.میکاغذ ترکیبـات  ا حـذف  ها  ب

بري بـه درون  موجب افزایش دسترسی عوامل رنگزایلان

ــذ  ــاف کاغ ــیالی ــوند.م ــازش ــازایلان ــین ه ــازده همچن ب

.[51]دهندمیرا افزایش هاتولید خمیرترمودینامیکی

هـا در  زایلانـاز ویـژه جایگاه با توجه به این نکات و 

زایلانـاز مـورد   درولیزي آنـزیم  اثر هی،سازيکاغذصنعت 

5شـکل  کهورد بررسی قرار گرفت ممقوا پالپبر مطالعه 

طور که مشـاهده  هماندهد.نتیجه این بررسی را نشان می

زایلاناز نوترکیب توانایی خوبی در هیدرولیز پالپ شودمی

میزان قند آزاد شده از بافـت  مقوا از خود نشان داده است. 

گـراد،  سـانتی درجـه  50ار درسـاعت تیم ـ 96مقوا طـی  

سـاعت هیـدرولیز   96چنـین پـس از   هـم .یافـت افزایش 

قند احیا توسط آنزیم تولید شد. mg/ml3,74میزان

ترکیـب  وانـد کـه زایلانـاز ن   دادهگزارشات قبلی نشـان  

هاي باکتریایی توانـایی مناسـبی در تجزیـه    گونهحاصل از 

از سوي دیگر، مطالعات دیگـر  . [52]پالپ کاغذ داشته اند

زایلانـاز  هـاي  آنـزیم ده اسـت کـه   در این حیطـه نشـان دا  

زدایی، بازیافـت و  جوهرنوترکیب قدرت بالایی در فرایند 

بري روزنامه با توجه به اثـر مناسـب آن در سـلامت    رنگ

توانایی مشابه دیگرهايپژوهش. [53]دنمحیط زیست دار

در راآنزیم هاي لیگنوسلولوزیک شامل زایلاناز و سلولاز

انـد  کـرده تیمار پالپ کاغذ بازیافتی و جوهرزدایی بررسی

در هـا آنـزیم خـانواده از  که تاییدي بر توانایی بالاي ایـن  

. [54]استصنعت تولید کاغذ 

0

20

40

60

80

100

120

control 60 70 80 90

Re
si

du
al

ac
tiv

ity
(%

)

Temperature (˚C)

1 Hour

2 Hours



1400، بهار 2، شماره 12دوره _________ ________________________________ زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

62

گرادسانتیدرجه 50ساعت در دماي 96طی PersiXyn5نوترکیب میزان قند آزاد شده از هیدرولیز پالپ مقوا توسط آنزیم زایلاناز - 5شکل

گیرينتیجه4-1

هایی بـا گسـتره   هاي میکروبی منابع غنی از آنزیمجمعیت

از آنجـا کـه  وسیعی از عملکرد در شرایط مختلف هستند.

هـاي  هـاي دلخـواه بـا روش   انتخاب یک آنزیم با ویژگـی 

ایـن مطالعـه   مرسوم آزمایشگاهی تقریبا غیر ممکن است؛

جویی در وقـت و هزینـه تـلاش کـرده     صرفهبا تمرکز بر 

یک آنـزیم  ،وجوي محاسباتیاست تا با استفاده از جست

ــرارت   ز ــه ح ــاوم ب ــاز مق ــی راایلان ــت بررس ــايتح ه

وبیوانفورماتیکی از متـاژنوم شـکمبه گوسـفند شناسـایی    

، مـورد بیان و خالص سازي،پس از کلونکرده تاانتخاب 

-آزموناز آنجا که طی . گیردقرار هاي بیوشیمیاییبررسی

از فعالیت خود درصد58آنزیم مورد نظر هاي انجام شده

) حفـظ کـرده  و   سـانتی گـراد  درجه90(را در دماي بالا

تـوان بیـان   می،مقاومت مناسبی در محیط قلیایی نشان داد

زایلانـاز  مناسب فعالیتبر کرد که این نتایج گواه تاکیدي

کـه موجـب گسـترش   است و دماي بالا شرایط قلیاییدر 

بــه خصــوص صــنعتمختلــفصــنایعي آن دراســتفاده

رسی توان آنزیم مورد مطالعه برلذا با .گرددمیکاغذسازي 

در هیدرولیز مقوا پتانسیل آن در صنعت کاغذ سنجش شد. 

درجـه  50ساعت تیمار در96زایلاناز مورد بررسی طی 

نظیري را در تولید قنـدهاي  بیگراد توانست کارایی سانتی

ایـن  ي ساختار  مقوا به نمایش بگـذارد. احیا ضمن تجزیه

زایلاناز نوترکیب مورد مطالعـه را  ها استفاده از آنزیم یافته

-کاغـذ بسیاري صنایع مختلف و به خصوص صـنعت  در 

هـا در فراینـد   جه به نقش بارز این نـوع آنـزیم  وسازي با ت

زدایی و بهبـود خـواص الیـاف کاغـذ و     رسوب، بريرنگ

هـاي مصـرفی  هاي زیستی و هزینهتاکید بر کاهش آلاینده
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Abstract
Enzymes play an essential role in catalyzing the reactions for multiple industrial
applications. One of these critical industries with a worldwide application is paper
and pulp, which is cost-effective in increasing attention. Xylanases are potential
enzymes that proved their abilities in a broad range of applications, specifically in
the paper and pulp industry as a biobleaching agent and dye removal biocatalyst. In
these decades, the production of novel enzymes from natural sources is conceivable,
especially with applying the culture-independent method of metagenome. This
practical approach provides the opportunity to identify the novel enzymes from
uncultivable microbial diversities. Concerning the importance of the thermostable
enzymes for industrial applications and their better action in harsh conditions, this
study aimed to identify novel thermostable xylanase from metagenomic data of
sheep rumen by applying the in-silico screening. The thermostable xylanase was
extracted from the ruminal DNA and after cloning and expression named PersiXyn5.
The enzymes' kinetic parameters, including Km, Vmax, and its specific activity,
were examined. The enzyme was optimally active at 80 ℃ and pH 8 and could retain
58% of its maximum activity after 2h of incubation at 90 ℃. The thermostable,
alkali PersiXyn5 was an efficient enzyme in the paper industry and poultry feed and
fuel applications.

Keywords: Novel xylanase, In-silico screening, Metagenome, Thermostability


