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ویرایش ژنوم باکتری باسیلوس پامیلوس با استفاده از تکنیک کریسپر با هدف افزایش تولید 

 پروتئاز

 زمینه های استفاده و کاربرد محصول

تئازهاي برون هستند. پرو یمهم نقش شوند و در رشد و نمو سلول داراي یم افتیبه صورت گسترده در تمام موجودات  کیتیپروتئول هاي میآنز

 یب یکروبینابع مم. هرچند بالایی می باشندداري ارزش تجاري  رهیو غ چرم ،ینساج نده،یشو لیگوناگون از قب عیکاربرد در صنا لیبه دل یسلول

 دکنندگانیتول عنوان به یصنعت سایدر مق ريیکارگ اي براي به بالقوه لیفقط تعداد معدودي از آنها پتانس امارا دارند، مهایآنز نیا دیتول ییشماري توانا

 (Salihu et al. 2012).دارند تجاري

 پروژه نیضرورت انجام ا

 یمشخص يدیاحد تولآنجا که و از.باشدی مختلف در صنایع گوناگون م يکاربردها يبوده و دارا یصنعت يها از مهمترین آنزیم یآنزیم پروتئاز یک

 ازیام حجم آنزیم مورد نکشور تقریبا  تم يو کشاورز معادن،صنایعی، بازرگان آنزیم در داخل کشور وجود ندارد و با توجه به آمار اتاق دیجهت تول

ی نزیم پروتئاز ممربوط به آدرصد  ۶۰تا  ۴۰ نیب زانیکه از این م شودیم نیمطریق واردات تا از۱۳۹۶دلار در سال  ونیلیم25کشور نزدیک به  

 یم تیصنایع مختلف حائز اهم در بالا و کاربرد آن تیآنزیم پروتئاز با فعال دیتول شود،یآنزیم وارد کشور م يزیاد زانیبا توجه به اینکه سالانه م.باشد

 (Ariyaei et al. 2019; Dadshahi et al. 2016).باشد

 .رار دارندق DSM  و دوپونت اي بعدي شرکته هتجاري است، و در رتب هاي میآنز دکنندهیهاي تول صدر شرکتدر  میشرکت نووانزا اکنون هم

 يمقاومت و سازگار نینو همچ طیمح يبالا يو دما pHبالا در   يداریو پا تیها، فعال ندهیاستفاده در شو يپروتئاز برا کی يها يازمندیاز جمله ن

 هستند. ندهیموجود در شو يکننده  بیدر برابر عوامل تخر

   گراد و  یرجه سانتد 5۰ يدر دما پروتئاز یمیآنز تیفعال نیشتریب ،یالملل نیب يشرکتها يتجار يها ندهیدر شو یمیآنز تیفعال يها یابیارز در

pH  ۱۰.5   مشاهده شده است. ۱۱تا (Silva and Yang 1998) 

 مولد بـومی باکتریهاي شناسایی رند،دا قلیایی پروتئازهاي جمله از پروتئاز هاي آنزیم که اهمیتی و کشور در آنزیم این به افزون روز نیاز به توجه با

 تولید خارجی شرکتهاي وسطت که تجاري آنزیمهاي از صنایع بیشتر زیرا میرسد، نظر به ضـروري نظر مورد آنزیم و ژن جداسازي و شناسایی آنزیم،

 آنزیم تولیـد مینـهز در کـه پژوهشهایی و آزمایشها بیشتر همچنین، .نیست صرفه به مقرون اقتصادي لحاظ به که کنند می استفاده میشوند

 .است بوده آماده و استاندارد هـاي سـویه از استفاده با گرفته انجام قلیایی پروتئاز

 کشت شرایط گاها نبودن، رفهص به مقرون و کافی تولید عدم بر علاوه که است این وحشی سلولهاي از استفاده با قلیایی پروتئاز تولید اصلی چالش

 را موردنظر پروتئین تولید نمیتوا آن وسیله به که کرد معرفی حوزه این در را جدیدي مسیر سلول، کروموزوم اصلاح اما. است سخت بسیار نیز آنها

 استفاده تنظیمی، ئینهايپروت ژن ورزي دست رویکردهاي از میتوان مسیر این در. کرد آسانتر آن براي را کشت شرایط حال عین در و داد فزایشا

 (Barbieri et al. 2017).کرد استفاده...  و متابولیک مهندسی قوي، پیشران یک از

  سویه سازی بهینه ضرورت

 در را تجاري و وردنظرم محصولات هاعمدتاً  میکرواگانیسم این. شوند می جدا طبیعت از معمولاً بیوتکنولوژي در استفاده مورد هاي میکروارگانیسم

 ها میکروب تولید واناییت که ازآنجا. کند پیدا افزایش و بهبود انتخابی سویه تولید قدرت که است لازم بنابراین. کنند می تولید کم بسیار مقادیر

 .داد افزایش را تولید ژنوم،بازده در مناسب هاي دستکاي با عملکرد، بهبود و افزایش براي شود، می کنترل آنها ژنوم توسط



 و دماpH، کاتالیزوري، عمل و فعال جایگاه سوبسترا، ویژگی مانند خواصی در که هستند آنزیمها از پیچیدهاي و بزرگ خیلی گروه شامل پروتئازها

 :باشد یم ریز  یتکیکاتال سمیپروتئازها بر اساس مکان يبند طبقهبه طورکلی . هستند متفاوت پایداري

۱-Glutamic Protease  

2-Serin Protease  

۳-Cycteine Protease  

۴-Aspartic Protease  

5-Matallo Protease  

۶-Threonine Protease  

 (Akere et al. 2020)باشند. یم یصنعت مهايیگروههاي آنز نیاز مهمتر یکیو متالوپروتئازها،  کیآسپارت ن،یستئیس ن،یگروه سر پروتئازهاي

 

 

 

 

 

 دیبا ریز يها شاخصه به صرفه باشد. یصنعت دیباشد تا تول یمشخص يهای ژگیو يدارا دیبا یصنعت يندهایمورد استفاده در فرآ يهایسم کروارگانیم

 :رندیقرار گ مدنظر یصنعت يندهایاستفاده در فرآ يبرا هیهنگام انتخاب سو

 کشت  طیچقدر محهر رایباشد. ز نداشته به فاکتور رشد ازیکشت ساده و ارزان باشد و ن طیمح کیقادر به رشد در  دیبا میسکروارگانیم

 .نخواهد بود صرفه مقرون به ییو گرانتر باشد، محصول نها تر دهیچیپ

 بسیار  فاکتور انسایر تولیدکنندگبا  ي زمان در رقابت استفاده، رشد کند. مسئله م باید بتواند به سرعت در محیط کشت موردسارگانی

 .تولید کند کني موردنظر را در کمترین زمان مم م باید به سرعت رشد کند، بلکه باید مادهسنه تنها ارگانی .مهمی به شمار میرود

 مواد نامطلوب باشد. ریو سا یشامل مواد سم دینبا ییمحصول نها 

 م پایداريسوژیکی باشد. درصورتیکه ارگانیم باید داراي ژنوم پایدار یا پایداري فیزیولسارگانی 

ما  توجهی با مطلوب تفاوت قابلشود که  لازم را نداشته باشد، با تغییر شرایط و ایجاد موتاسیون در ژنوم سلول، میتواند محصولی تولید

 داشته باشد. یا حتی موجب تولید مواد

 .جانبی سمی در طی فرآیند گردد

 شد.را داشته با يساز خالصی دست نییکمتر در مراحل پا نهیبرداشت با هز تیقابل دیبا میسشده توسط ارگان دیمحصول تول 

 ایبالا  يمانند دما ر،یخاص تخم طیدر برابر شرا دیبا میسمقاومت ارگان  pHخوب باشد. ن،ییپا 

 خوب باشد. وفاژها،یکننده مانند باکتر بیتخر يها در برابر گونه دیبا میسمقاومت ارگان 

 کشت و کاهش  طیمح به یهواده يها نهیهز شیباعث افزا رایداشته باشد؛ ز ازیهوا ن يادیز اریبه مقدار بس دیمورداستفاده نبا میسارگان

 .شودیم ییمحصول نها ياقتصاد ي صرفه

 يتر قابل قبول ياهی ژگیکه و کرد دیتول ياه هیرا داشته باشد تا بتوان سو یکیژنت يدستکار تیقابل یبه راحت دیبا میسارگان تیدر نها 

 (Niyonzima and More 2015).استفاده در صنعت داشته باشد يبرا



مشهور هستند. همچنین توانایی رشد در منابع  هاي باسیلوس ، به ظرفیت بالاي ترشح پروتئین ها، گونه در مقایسه با سایر میکروارگانیسم

 ز براي تولید صنعتی انواع محصولات مانند موادکربن ارزان و مقاومت بالا در فرآیندهاي تخمیرصنعتی،باسیلوس را به یک میکروارگانیسم ممتا

 (Esakkiraj et al. 2009).شیمیایی،بیوپلیمرها و پروتئینها تبدیل کرده است

 

 روش انجام طرح

 E.coliکلونیگ ژن پروتئاز در 

 د.ش)؟( به عنوان حامل استفاده  خواهد ( به عنوان میزبان و پلاسمید Roset)یا سویه    E.coli DH5αبدین منظور از باکتري 

با استفاده از سامانه  امر نیاست. ا لوسیپام لوسیباس هیژنوم سو شیرایبا و ،یخارج سلول ییایپروتئاز قل دیتول شیپروژه، افزا نیدر ا یهدف اصل

 و رویکرد اصلی ، جایگزینی پروموتري قوي تر از پروموتر طبیعی ژن است. ردیپذ یصورت م سپریکر

 ،يدست ورز نیه اب هیپاسخ مثبت سو زانیو م یکیژنت يدست ورز تیاست، قابل لوسیپام لوسیباس يکه هدف پروژه، اصلاح ژنوم باکتر نیتوجه ا با

 .Yang et al)ذیرد.و ارزیابی نهایی موثر بودن فرآیند اصلاح ژنوم، با سنجش میزان فعالیت آنزیم پروتئاز صورت می پاست. تیحائز اهم اریبس

2000) 

 

 

 

 سپریسازوکار عملکرد سامانه کر

 

کروموزوم انواع سلول ها ،  اصلاح يها برا روش نیتر شده اصلاح ژنوم سلول وجود دارند. شناخته يبرا يمتعدد يها روش

ستفاده ادو رشته اي در یک مکان مشخص از کروموزوم سلول با   DNA( است.اساس روش بر پایه ایجاد یک شکست در CRISPR/Cas9کریسپر)

شکاف ایجادشده را  سلول اجازه داده میشود تا پس از ایجاد شکاف در کروموزوم سلول یا به سیستم تعمیر طبیعی است.از یک آنزیم اندونوکلئاز

 (.HDR ( یا با یک الگوي مشخص در اختیار آن قرار می دهند تا تعمیر را بر اساس الگوي حدید انجام دهد) NHEJ)    بازسازي کند

 crRNA لهیوس هبمهاجم،  روسیژن و از یخاص یهدف قرار دادن توال ياست که برا هاي باکتر یکتسابا یمنیا ستمیاز س یقسمت سپر،یکر ي هیآرا

و  نیارند اما مهمتروجود د Cas  ينهایاز پروتئ یانواع مختلفصورت می گیرد. Cas  به نام نوکلئاز ینیپروتئ ي لهیوس حمله به به کار می رود.

 .است Cas9آنها  نیپرکاربردتر

یگر این روش، اصلاح داستفاده کرد. از مزایاي  رونوشت ژن و کاهش حذف یک ژن، کریسپر میتوان براي انتقال ژن جدید به ژنوم باکترياز سامانه 

 .همزمان در توالی چند ژن است صورت پیوسته و تغییر ژنتیک به

علت تاثیرگذاري عوامل  انجام است. به نعتی در حالهاي ص هاي تولید کننده آنزیمل سازي سلو اي براي بهینه امروزه تحقیقات بسیار گسترده

کننده، اتخاذ شود. این  ریکهاي تولید و افزایش عوامل تح کاهش موانع و گلوگاه متعدد در مسیر تولید آنزیم، رویکردهاي مختلفی میتواند براي

خاص را افزایش  هدفمند، تولید یک پروتئین صورت کردن یک ژن، اضافه کردن ژن جدید یا کاهش بیان یک پروتئین، به رویکردها با حذف

هاي بعدي  ایجادشده در نسل و با رشد و تکثیر سلول، تغییرات میدهند. این تغییرات چون در کروموزوم سلول صورت میپذیرد، پایدار باقی میماند

 (Sami et al. 2021; Tarek et al. 2022)د.نیز باقی خواهد مان

 

 دست ورزی ژن پروتئین های تنظیم کننده



کننده یا  مختلف وجود دارد، که نقش فعال( جایگاه هایی براي اتصال پروتئین هاي aprEی)خارج سلول ییایئاز قلپروت ي در بالادست ژن کدکننده

 یا مانع از اتصال آن میشوند و به این ترتیب میزان تولید RNAPباعث سهولت در اتصال  عنوان مثال به .کننده رونوشت ژن را برعهده دارند سرکوب

هاي ژنوم سلول قرار دارند،  قسمت وسیله ژنهایی که در سایر ها به این پروتئین .مختلف رشد و شرایط مختلف، تنظیم میکنندفازهاي  آنزیم را در

هاي دیگري، تحریک یا سرکوب میشود. بنابراین، به طور کلی، تولید  پروتئین ها توسط بیان میشوند. علاوه بر آن، تولید و بیان خود این پروتئین

دهد که بتواند در  می کننده، کنترل میشود و به سلول این امکان را هاي تنظیم ها و پروتئین ي پیچیده و بزرگی از ژن شبکه وسطیک پروتئین ت

 .تعداد زیادي پروتئین، نقش کنترل بیان پروتئاز قلیایی را برعهده دارند .شرایط مختلف، پروتئینهاي ضروري موردنیاز خود را تولید کند

رونوشت ژن و بیان  یشکننده، باعث افزا هاي تحریک کننده و افزایش فعالیت پروتئین از فعالیت پروتئینهاي سرکوب ن با جلوگیريبنابراین میتوا

 .آنزیم شد

 افزایش تولید پروتئاز را  و همکارانش باربیري

ونوشت ژن پروتئاز راثر تنظیمی منفی بر  نشان دادند. این دو پروتئین،CodY ،ScoCبرابر، با ایجاد جهش در ژن کدکننده دو پروتئین ۳2 تا 

س از فاز رشد نمایی مشاهده پتولید آنزیم افزایش مییابد. اما این افزایش تولید تنها  قلیایی دارند و با حذف آنها این کنترل منفی از بین میرود و

 .وجهی افزایش مییابدتبه شکل قابل  یدهد که تولید پروتئاز در فاز رشد نمایی نیزجهش ایجاد شود، نتایج نشان مabrBمیشود ودرصورتیکه در ژن 

 

 

 یخارج سلول ییایپروتئاز قل میآنز انیبر ب رگذاریتاث يها نیها و پروتئ ژن

 



 

 ، که در اتصال با زن پروتئاز قلیایی است نشان می دهدگالاکتوزیداز-بر میزان تولید پروتئاز قلیایی خارج سلولی.محور عمودي فعالیت آنزیم بتا  abrBو  scoC،codYتاثیر حذف  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ییایقل پروتئاز میآنز دیتول بر موثر ی کننده میتنظ یها نیپروتئ

 پروتئین یا ژن
 

 اثر تحریکی یا مهاری

 
ScoC  مهار رونوشت ژنaprE 

AbrB  مهار رونوشت ژنaprE  در فاز رشد نمایی سلول 
DegU   اثر تنظیمی مثبت بر تولیدAprE  در حالت فسفرلیه 

CodY  مهار رونوشت ژنaprE  و همچنین مهار تولید پروتئینScoC 

SinR  مهار رونوشتaprE 

SinI  افزایش تولید پروتئینAprE  با جلوگیري از اتصالSinR ان به پیشر

 ژن

Spo0A ژن مسئول شروع فرایند تشکیل اسپور توسط باکتري و حذف آن از 

 AprEسلول کاهش تولید پروتئین 
Sa1A  تاثیر غیرمستقیم بر تولیدAprE  با مهار تولید پروتئینScoC  



DegR  اثر مثبت بر تولیدAprE  با افزایش پایداري پروتئینDegU یلهفسفر 

g1nA  اثر مثبت بر تولیدAprE   با کاهش دادن فعالیت ژنScoC  و اثر 

 DegRبا ایجاد محدودیت در تولید پروتئین  AprEمنفی بر تولید 
proB آن در سلولی که لوتامیل کیناز ، افزایش رونوشت گ-ژن کد کننده گاما

بسیار رونوشت می شود، باعث افزایش فسفرلیه شدن  degRژن 

DegU و در نتیجه افزایش تولیدAprE  می شود 

Sens   افزایش تولید پروتئینAprE  با مهار رونوشت ژنScoC 

RapG  کاهش رونوشت ژنaprE   با جلوگیري از اتصالDegU  به پیشران

 آن

PhrG  افزایش رونوشت ژنaprE   با کاهش دادن فعالیت پروتئینRapG 
sinR  کاهش تولید پروتئینAprE  با حذف ژنSinR 

 

 

 

عنوان رویکرد  ژن یک پروتئین تنظیمی را به ورزي ي میزان تأثیر هرکدام برافزایش پروتئاز قلیایی، دست با بررسی رویکردهاي مختلف و مقایسه

بیشترین تأثیر را برافزایش scoCگذشته نشان میدهند که جلوگیري از تولید پروتئین ، داد. نتایج مطالعاتخواهیم مورداستفاده در این پژوهش قرار 

عنوان هدف اصلی پژوهش انتخاب شد.  بهScoCپروتئین ، براي توقف در بیان scoCنابراین ایجاد اختلال در ژن ب .قلیایی داشته است تولید پروتئاز
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