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های گياهی تر در بافتهای ثانويه هستند که بيشها يک گروه متنوع از متابوليتوترپنوئيدمون

. شودای در صنايع غذايی و آرايشی استفاده میطور گستردهاز اين ترکيبات به. شونديافت می

ن ها است و بنابرايطور طبيعی حاوی پيش ساز مورد نياز سنتز ترپنوئيدساکارومايسس سرويزيه به

های  در سال. توليد دگرساخت اين ترکيبات به کار رود برایعنوان کارخانه سلولی تواند بهمی

در . اندشناسايی شده( MTS)های گياهی های رمزگذار مونوترپن سنتازاخير تعداد زيادی از ژن

ل سنتاز توليد لينالول در مخمر ساکارومايسس سرويزيه، توالی ژن رمزگذار لينالو برایاين مطالعه 

تحت کنترل  pESC-URAدوس با استفاده از تکنيک ترميم شکاف، در پلاسميد واز گياه اسطوخ

توليد لينالول در اين سويه . ناميده شد YLISسويه مخمری حاصل . شدسازی  همسانه GAL1 بر يشپ

استفاده از با  YLISميزان سنتز لينالول در سويه . شد تاييد( GC)با استفاده از کروماتوگرافی گازی 

 .ميکروگرم در ليتر تخمين زده شد 33منحنی لينالول استاندارد 
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های ثانویه هستند ای از متابولیتها یا ایزوپرنوئیدها دستهترپنوئید

است ها شناسایی شدهترکیب از آن 55555که تا کنون بیش از 

Wang et al. 2014).) ها از لحاظ عملکردی در بسیاری ترپنوئید

های متابولیسم سلولی مثل فتوسنتز، تنظیم هورمونی از بخش

ها و نفوذپذیری کردن پروتئین ، گلیکوزیله(هااسترول)لیسم متابو

ای از این ترکیبات زنجیره(. Lee et al. 1997) غشا نقش دارند

های تکراری ایزوپرن هستند که از ابتدا تا انتها به هم متصل واحد

ها ترکیبی به نام ایزوپنتنیل دی پیش ماده سنتز ترپنوئید. باشند می

MEPکه توسط دومسیر جداگانه موالونات واست ( IPP)فسفات 
1 

ر طوبه (.Maury et al. 2005; Zhao et al. 2013) شودتولید می

های گرم ها، تعدادی از باکتریکلی مسیر موالونات در یوکاریوت

ها و کلروپلاست در پروکاریوت MEPها، و مسیر و قارچ مثبت

 ;Katsuki and Bloch 1967) شودهای گیاهی یافت می سلول

Bochar et al. 1999.)  در گیاهان هر دو مسیر موالونات وMEP 

ها و هایی مثل استرولوجود دارد به این ترتیب که ایزوپرنوئید

شوند، مسیر موالونات را ها که در سیتوپلاسم ساخته می ترپن تری

هایی که در کلروپلاست ساخته که ایزوپرنوئیدکنند درحالیطی می

ها، پلاستوکوئینون و تعداد زیادی د فیتول، کارتنوئیدشوند ماننمی

شوند حاصل می MEPتر از مسیر های کوچکاز ترپن

(Lichtenthaler et al. 1997 .) 

این دسته از محصولات طبیعی به دلیل تنوع در ترکیب و ساختار 

عنوان مثال به. باشنداز نظر اقتصادی و تجاری نیز مورد توجه می

های مهمی مثل داروهای های عفونی، تهیه دارویمایبرای درمان ب

ها دهنده ، طعم(تاکسول)، ضدسرطان (آرتیمسینین)ضدمالاریا 

های ، رنگ دهنده(لینالول، کامفور)، مواد معطر (منتول، لیمونن)

چنین و هم( فارنسین، لیمونن)، سوخت (هاکاروتنوئید)غذایی

 .Behrendorff et al) شودها استفاده میکنترل حشرات از آن

2013; Zhang et al. 2011) . وجود پتانسیل بالا برای استفاده از با

ها در صنایع مختلف، تاکنون تولید این ترکیبات در ترپنوئید

توان با این امر را می. استمقیاس صنعتی کمتر عملی شده

. ها در ارتباط دانستهای سنتز و استخراج آنناکارآمدی روش

بر اساس روش استخراج  ها در مقیاس انبوه عمدتاًئیدتولید ترپنو

                                                           
1
 2-Methylerythritol 4-phosphate pathway 

 Shiba)گیرد ها انجام میهای طبیعی و سنتز شیمیایی آناز میزبان

et al. 2007 .)های گیاهی از دیر باز  استخراج این ترکیبات از بافت

مرسوم بوده است اما با مشکلاتی مثل تاثیر شرایط اقلیمی روی 

هزینه بالای استخراج و  کمیت و کیفیت این ترکیبات،

 Asadollahi et al. 2009; Gounaris) سازی همراه است خالص

دلیل پیچیدگی ها نیز بهسنتز شیمیایی ایزوپرنوئید(. 2010

ها، محصولات جانبی و ساختارشان، دشواری و فراوانی فرآیند

بازده کم روش مناسبی برای تولید این ترکیبات در مقیاس انبوه 

 . نیست

چنین شناسایی های ژنومی و همهای اخیر پیشرفت تکنیکالدر س

ها ها، تولید میکروبی ترپنوئیدهای درگیر در مسیر سنتز ترپنوئیدژن

را به یک گزینه مناسب برای تولید صنعتی این ترکیبات تبدیل 

 ;Fischer et al. 2011; Herrero et al. 2008) است کرده

Jongedijk et al. 2015; Liu et al. 2013; Amiri et al. 2016; 

Oswald et al. 2007; Rico et al. 2010; Yang et al. 2013; 

Zhou et al. 2014 .)با وجود شناسایی تعدادی از میکروارگانیسم-

ها هستند، به دلیل طور طبیعی قادر به تولید ترپنوئید ها که به

اغلب ها، های ژنتیکی این میکروارگانیسمورزی مشکل بودن دست

های مدل این ترکیبات در میکروارگانیسم 2تولید دگرساخت

تا کنون در بیشتر مطالعاتی که به منظور تولید . شودترجیح داده می

ها صورت گرفته است از باکتری اشریشیا کلی و میکروبی ترپنوئید

 .Herrero et al) استه استفاده شدهیمخمر ساکارومایسس سرویز

2008; Fischer et al. 2011; Liu et al. 2013; Jongedijk et al. 

2015; Amiri et al. 2016; Oswald .)منظور نخستین گام به

ها را داشته که توانایی تولید ترپنوئید ساخت یک سویه میکروبی

ساز  باشد، مهندسی میکروارگانیسمی است که قابلیت تولید پیش

ر ساکارومایسس مخم. باشد دارارا ( IPP)ها عمومی سنتز ترپنوئید

سرویزیه به صورت طبیعی حاوی پیش ماده ضروری برای تولید 

باشد و از این رو مخمر پتانسیل سنتز می( IPP)ها ترپنوئید

در مخمر ساکارومایسس سرویزیه . ها را داردبسیاری از ترپنوئید

IPP محصول انتهایی مسیر . شودطی مسیر موالونات تولید می

باشد که در نفوذپذیری و تنظیم وسترول میموالونات در مخمر ارگ

 (. Maury et al. 2005)سیالیت غشا نقش دارد 

                                                           
2
 Heterologous 

  مقدمه
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ها هستند که در اسکلت کربنی ای از ایزوپرنوئیدها دستهمونوترپن

عنوان ها بهباشند و بسیاری از آنخود دارای دو واحد ایزوپرن می

ها در مونوترپنوئید. شوندهای گیاهی یافت می جزء اصلی اسانس

و  (Bochar et al. 1999)گیاهان در رابطه متقابل حشره و گیاه 

عنوان هورمون نقش دارند چنین در فرآیند دفاع شیمیایی بههم

(Lee et al. 1997). های گیاهی توسط این ترکیبات در بافت

 1ها به نام مونوترپن سنتازفعالیت کاتالیتیکی گروهی متنوع از آنزیم

مخمر (. Barkovich et al. 2000)وند شحاصل می IPPاز 

طور ساکارومایسس سرویزیه به دلیل دارا بودن مسیر موالونات به

-برای سنتز مونوترپنوئید( IPP)طبیعی حاوی پیش ماده مورد نیاز 

های رمزگذار با این حال به دلیل عدم حضور ژن. ها است

ولید این و برای ت نبودهها ها قادر به تولید آنمونوترپن سنتاز

های مخمر بایستی بیان دگرساخت مونوترپن ترکیبات در سلول

 .سنتازها صورت بگیرد

لینالول نیز یک مونوترپنوئید غیرحلقوی معطر است که در بسیاری 

های گیاهی توسط فعالیت یک کلاس از  دار و گونه از گیاهان گل

 IPPاز ( LIS)های مونوترپن سنتتاز به نام لینالول سنتاز آنزیم

 65-25لینالول به دلیل بوی معطر در ساخت . شودحاصل می

ها ها و لوسیوندرصد از مواد بهداشتی و تمیز کننده مانند صابون

شود و علاوه بر کاربرد در صنایع آرایشی و بهداشتی  استفاده می

-هایی مثل لوسمی و سرطان سینه نیز به کار میدر درمان بیماری

با توجه به وجود پیش ساز سنتز (. Nakamura et al. 2009)رود 

در مخمر ساکارومایسس سرویزیه، بیان دگرساخت ( IPP)لینالول 

های مخمر آنزیم لینالول سنتاز تولید این ترکیب را در سلول

تحقیقات نشان داده است که لینالول یکی از . سازدپذیر می امکان

گیاه  باشد و اینترکیبات اصلی در عصاره گیاه اسطوخودوس می

تواند منبع مناسبی برای جداسازی ژن رمزگذار آنزیم لینالول می

لذا در این تحقیق تولید دگرساخت لینالول با استفاده . سنتاز باشد

از انتقال ژن لینالول سنتاز گیاه اسطوخودوس به مخمر 

 .ساکارومایسس سرویزیه انجام شد

 

 

 

                                                           
1
 Monoterpene synthase 

 Lavandula) وساز گیاه اسطوخود LISژن رمزگذار 

angustifolia) (DQ263741.1 )قبلا در پلاسمید  که pGEX-4T-

با استفاده از  (Landmann et al. 2007) سازی شده بود همسانه 1

تحت کنترل  pESC-URAتکنیک ترمیم شکاف در پلاسمید 

  ژن  ابتدا   بدین منظور. دشسازی  همسانه GAL1بر  پیش

   پلیمراز  ای زنجیره  واکنش  از با استفاده   ،LISرمزگذار 

(PCR )5توالیرفت با  اختصاصی  آغازگر وʹ- 

tacctctatactttaacgtcaaggagaaaaaacccATGTCGATCAATAT-3ʹ  و

 اختصاصی برگشت با توالی  آغازگر
tccttccttttcggttagagcggatcttagctagTCATGCGTACGGCTCGAA-3ʹ 5ʹ- 

با حروف  pESC-URAبازوهای دارای توالی مشابه با پلاسمید )

 pfu DNAچنین آنزیم و هم( استکوچک مشخص شده

polymerase در یک مخلوط واکنش شامل پلاسمید الگو 

(pGEX-4T-1-LIS)، ها، بافر واکنش و بر اساس داکسی نوکلئوتید

گراد به مدت درجه سانتی 25اولیه در دمای  کردن واسرشتبرنامه 

گراد به مدت رجه سانتید 25در دمای  کردن واسرشتثانیه،  55

 یکدرجه سانتی گراد به مدت  61دقیقه، اتصال در دمای یک 

 دودرجه سانتی گراد به مدت  22دقیقه، مرحله گسترش در دمای 

مراحل . دقیقه تکثیر شد 15دقیقه و در نهایت گسترش نهایی برای 

با هدف ایجاد . چرخه انجام شد 05سه گانه واکنش پلیمراز در 

گیری قطعه ژنی در ناقل، پلاسمید  مناسب برای قرار های جایگاه

pESC-URA های با آنزیمXhoI و BamHI  و برش داده شد

انجام  یک درصدسازی محصول واکنش از روی ژل آگارز  خالص

 CEN.PKهای مستعد از مخمر سویه در مرحله بعد سلول. شد

113-5D   دشبه روش لیتیم استات تولید (Gietz et al. 1995) . در

به دست  DNAخطی شده و قطعه  pESC-URAپلاسمید نهایت 

قطعه به پلاسمید  یکبه  سهبا نسبت مولی آمده از واکنش پلیمراز 

های مستعد مخمر سویه زمان به سلولهمبه روش شیمیایی، 

CEN.PK 113-5D این سویه مخمر فاقد ژن . سفورم شدندنترا

این بر روی محیط فاقد لازم برای سنتز یوراسیل می باشد و بنابر

-pESCبا توجه به اینکه پلاسمید . یوراسیل نمی تواند رشد کند

URA عنوان نشانگر انتخابی دارای ژن سنتز اسید آمینه یوراسیل به

باشد، در صورتی که کلنی مخمر قادر به رشد بر روی محیط می

  هامواد و روش
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دارای نوترکیب و کشت فاقد یوراسیل رشد باشد، آن کلنی 

های ترانسفورم شده پس از دو کلنیبر این اساس، . استپلاسمید 

. ندشدگراد انتخاب درجه سانتی 05روز گرماگذاری در دمای 

-می pESC-URA-LISسویه حاصل که دارای پلاسمید نوترکیب 

مقایسه و  شایان ذکر است با هدف. نامیده شد YLISباشد، 

ل ، سویه کنترل با انتقاYLISبررسی سنتز لینالول در سویه 

های مستعد مخمر سویه به سلول pESC-URAپلاسمید 

CEN.PK 113-5D به منظور تایید صحت توالی .شدتولید  نیز 

pESC-URA-LIS با توجه . نیاز به استخراج پلاسمید از مخمر بود

طور مستقیم از مخمر وجود که امکان استخراج پلاسمید بهبه این

راج و با استفاده استخ YLIS ی ژنومی از سویه DNAندارد، کل 

انتقال داده  DH5αهای مستعد باکتری  از ترانسفورماسیون به سلول

سیلین در این پلاسمید،  با توجه به وجود ژن مقاومت به آمپی. شد

سیلین حامل این  بر روی محیط حاوی آمپی یافتههای رشد  کلنی

ها صورت گرفت و  استخراج پلاسمید از این کلنی. پلاسمید بودند

 . دشارسال  Bioneerیابی به شرکت  توالیبرای 

لینالول یک ترکیب برون سلولی است که پس از تولید در محیط 

گیری میزان  لذا برای اندازه. یابدهای مخمر تجمع میکشت سلول

لیتر محیط میلی 555در  و کنترل YLISهای سنتز لینالول، سویه

در لیتر از گرم  25حاوی ( Verduyn et al. 1992) 1کشت حداقلی

های سپس سلول. عنوان منبع کربن کشت داده شدندگالاکتوز به

ساعت پس  11تا  12)دو سویه مذکور در مرحله رشد تصاعدی 

با استفاده از سانتریفیوژ رسوب داده شدند و( از شروع کشت

-Machereyساخت شرکت) SPE ها از ستون محیط کشت آن

Nagel   )گیری ی شناسایی و اندازهدر نهایت برا. عبور داده شد

و نیز  (GC) غلظت لینالول تولیدی از روش کروماتوگرافی گازی

. استفاده شد (GC-MS) سنجی جرمی کروماتوگرافی گازی طیف

استفاده شده در این تحقیق، یک دستگاه مدل  GCدستگاه 

HP6890 و مجهز به آشکارساز 2ساخت شرکت اجیلنت FID بود. 

از گاز هلیوم با . اجیلنت استفاده شد ساخت شرکت DB5از ستون 

لیتر در دقیقه به عنوان گاز حامل و از یک میلی 5/1شدت جریان 

در حالت بدون انشعاب آن  0بدون انشعاب/تزریق کننده انشعابی

                                                           
1
 Minimal medium 

2
 Agilent 

3
 Split/splitless 

دمای تزریق کننده و آشکارساز به ترتیب بر روی  .دشاستفاده 

C
Cو  °255

Cدمای اولیه آون بر روی . دشتنظیم  °225
تنظیم  °55

Cدقیقه دمای آون با شیب  یکپس از . شد
Cبر دقیقه به  °15

°25 

Cرسید و در پی آن با شیب 
Cبر دقیقه به  °0

. افزایش پیدا کرد °25

Cدمای آون در نهایت با شدت 
Cدر دقیقه به  °0

رسید و در  °255

محاسبه غلظت لینالول . دقیقه نگه داشته شد پنجاین دما به مدت 

ویه بعد از هر تزریق و با استفاده از منحنی تولیدی در هر س

مورد استفاده نیز  GC-MSدستگاه . استاندارد لینالول انجام پذیرفت

سنج  مجهز به آشکارساز طیف HP6890یک دستگاه اجیلنت مدل 

 . بود5973 ( Asadollahi et al. 2009)جرمی مدل 

 

های اختصاصی و ای پلیمراز با استفاده از آغازگرواکنش زنجیره

، منجر به تکثیر ژن رمزگذار (pGEX-4T-1-LIS) پلاسمید الگو

LIS  پلاسمید  برش. باز شدجفت 1625به طولpESC-URA  با

شکل )شد  نیز موجب خطی شدن آن BamHI و XhoIهای آنزیم

 شده یخط یدو پلاسم LISژن رمزگذار سازی پس از خالص(. 1

pESC-URAهای مستعد به سلولن زمابه صورت هم ، این دو

با توجه به . انتقال داده شدند CEN.PK 113-5Dمخمر سویه 

اینکه در آغازگرها بازوهایی دارای توالی مشابه با توالی دو منطقه 

از پلاسمید قرار داده شده بود، توالی دو سر محصول دارای 

مشابهت با توالی دو منطقه از پلاسمید خطی برش داده شده بود 

با  PCRزمان محصول در نتیجه پس از انتقال هم(. 2شکل )

پدیده نوترکیبی های مخمر پلاسمید خطی شده به مخمر، در سلول

در پلاسمید  LISسازی ژن  باعث قرار گیری و همسانه ،1همساخت

pESC-URA (. 0شکل)شود می 

دارای ژن سنتز اسید آمینه  pESC-URAبا توجه به اینکه پلاسمید 

های مخمر  باشد، رشد کلنینشانگر انتخابی می عنوانیوراسیل به

رشد کرده بر روی محیط کشت فاقد یوراسیل نشان دهنده 

سازی ژن  برای تایید همسانه. حاوی این پلاسمید بودهای  کلنی

ژنومی  pESC-URA ،DNAلینالول سنتاز در پلاسمید بیانی 

های های مخمر نوترکیب استخراج و به سلولتعدادی از کلنی

-pESCپلاسمید  استخراجپس از . انتقال داده شد DH5αکتری با

                                                           
4
 Homologous Recombination 

  نتایج
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5112bp 

21226bp 

6656bp 

M           1          2 
b 

555bp 

2555bp 

1555 bp 

1555bp 

L         1            2 

a 

1625bp 

URA  های باکتری از کلنیDH5α ،پلاسمید  واکنش هضم آنزیمی

pESC-URA   با آنزیمXhoI حضور با توجه به . انجام گرفت

، ظاهر شدن LISدر توالی ژن رمزگذار  XhoI جایگاه برشی

 رمزگذار ژن سازی همسانه موفقیت بازجفت 125به طول ای  قطعه

LIS  ناقلدر pESC-URA  چنین از هم (.1شکل) نمود تاییدرا

صحت توالی نوکلئوتیدی قطعه ژنی با استفاده از  یابی، طریق توالی

طراحی  LIS آغازگرهای اختصاصی که بر اساس ابتدا و انتهای ژن

 .دش تاییدشده بودند، 

د شده با گیری غلظت لینالول تولیو اندازه LISفعالیت ژن  تایید

محیط کشت دو . انجام گرفت GC -MC و GCاستفاده از دستگاه 

-ساعت پس از شروع کشت، زمانی 11-12و کنترل  YLIS سویه

 655در طول موج  2/2-5/2ها دارای جذب نوری که سلول

در دستگاه  SPEهای نانومتر بودند و پس از تغلیظ توسط ستون

GC نمودار های موجود در مقایسه پیک. تزریق شدGC 

 وکنترل  سویه GCهای موجود در نمودار با پیک  YLISسویه

به خوبی نشان  YLISدر سویه تولید لینالول را  ،لینالول استاندارد

سویه فاقد ژن )سویه کنترل  GCدر حالی که در منحنی . دادمی

LIS ) پیکی در زمان اقامت مشابه با منحنیGC  لینالول استاندارد

یک پیک در زمان اقامت مشابه با  YLISسویه مشاهده نشد، در 

د و سنتز لینالول را در این شلینالول استاندارد خارج  GCمنحنی 

های متفاوت چنین با تزریق غلظتهم(. 5شکل )  نمود تاییدسویه 

ها، آن GCو بررسی منحنی  GCاز لینالول استاندارد در دستگاه 

میکروگرم در لیتر  02 معادل YLISمیزان تولید لینالول در سویه 

 . تخمین زده شد
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ژن  PCRسازی محصول خالص: 2ستون ،LISژن  PCRالکتروفورز محصول : 1ستون( a. بر روی ژل آگارز pESC-URAو پلاسمید LIS سازی ژن روند آماده -1شکل

LIS ؛b )پلاسمید : 1ستونpESC-URA  خطی شده با دو آنزیمBamHI  وXhoIپلاسمید سازی  محصول خالص: 2، ستونpESC-URA ،خطی شده از روی ژل M - 

 L : DNA Ladder(bp 0555-155)، (فرمنتاس) III نشانگر مولکولی

 
 تکنیک ترمیم شکاف در مخمر ساکارومایسس سرویزیه -2شکل
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 pESC-URA-LISنقشه پلاسمید نوترکیب  -0شکل 

 

 
 

 pESC-URA-LIS، M نوترکیب هایآنزیمی پلاسمید واکنش هضم -1شکل

هضم  pESC-URA-LISپلاسمید  (1، چاهک(فرمنتاز)نشانگر مولکولی -

 ،XhoIبرش داده شده با آنزیم  pESC-URA-LISپلاسمید ( 2نشده، 

L:DNA Ladder(bp 0555-155) 

 

ستفاده از ها با اهای اخیر تولید دگرساخت ترپنوئیددر سال

عنوان یک گزینه جدید و اقتصادی سازگار با ها بهمیکروارگانیسم

محیط زیست توجه زیادی را به خود جلب کرده و تحقیقات 

 ;Yang et al. 2013) زیادی در این زمینه صورت گرفته است

Zhou et al. 2014) .تر تحقیقات انجام شده، از باکتری در بیش

عنوان میزبان ارومایسس سرویزیه بهاشریشیا کلی و یا مخمر ساک

وجود مسیر . استبرای تولید دگرساخت ترپنوئیدها استفاده شده

موالونات در مخمر ساکارومایسس سرویزیه باعث شده تا این 

ماده مورد نیاز طور طبیعی حاوی پیشمیکروارگانیسم یوکاریوتی به

های  د آنزیمها باشد اما این میکروارگانیسم فاقبرای سنتز ترپنوئید

. سازها به ترکیبات ترپنوئیدی است لازم برای تبدیل این پیش

های رمزگذار های گیاهی منبع مناسبی برای جداسازی ژنبافت

نیز در  ژن رمزگذار آنزیم لینالول سنتاز. باشندها میترپن سنتاز

 Dudareva) 1های گیاهی از جمله کلارکیا بروریبسیاری از گونه

et al. 1996)،  آرابیدوپسیس تالیانا(Chen et al. 2003 )و برنج 

(Yuan et al. 2008 )در این . استشناسایی و جداسازی شده

گیاه اسطوخودوس با استفاده از  LISسازی ژن  پژوهش همسانه

تکنیک ترمیم شکاف و با استفاده از قابلیت بالای مخمر 

سازی همساخت، تحت  ساکارومایسس سرویزیه در نوترکیب

سپس تولید لینالول در . انجام شد GAL1بر قوی  رل پیشکنت

، با pESC-URA-LISهای مخمر نوترکیب دارای پلاسمید سلول

نتایج . استفاده از کروماتوگرافی گازی مورد بررسی قرار گرفت

را در و تولید لینالول  LISآنالیز کروماتوگرافی گازی فعالیت ژن 

لینالول GC چند منحنی  با استفاده از .نمود تایید YLISسویه 

 02های متفاوت، میزان سنتز این ترکیب استاندارد با غلظت

 .میکروگرم در لیتر تخمین زده شد

های دیگری نیز وجود دارد که  همانند پژوهش حاضر گزارش

سنتز  ترپن سنتازمونو هایدگرساخت آنزیمدهد با بیان  نشان می

. شودزیه میسر میمونوترپنوئیدها در مخمر ساکارومایسس سروی

توان به بیان دگرساخت آنزیم جرانیول سنتاز در از آن جمله می

های مخمر ساکارومایسس اشاره کرد که سنتز جرانیول را در سلول

در پژوهشی دیگر نیز (. Liu et al. 2013) پذیر ساخت مخمر امکان

ر مخمر د 2همسانه سازی آنزیم لیمونن سنتاز از گیاه نعناع ارغوانی

میکروگرم در لیتر  22کارومایسس سرویزیه موجب تجمع سا

 .Jongedijk et al)د شهای مخمر لیمونن در محیط کشت سلول

2015) . 

توانایی مخمر دهنده نشاندست آمده از این تحقیق اگرچه نتایج به

ولی مقدار لینالول تولید شده همچنان  باشدمیدر تولید لینالول 

 . پایین است

 
 
 
 

                                                           
1
 Clarkia breweri 

2 Perilla frutescens 

  بحث

M                       

L 

7815
bp 

755bp 

025
bp 
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 YLIS (C)، سویه (B)، سویه کنترل (A)حاصل از آنالیز محیط کشت سویه استاندارد  GCکروماتوگرام  -5شکل

 
 

چه بیان توان گفت به طور کلی اگردر توجیه این مساله می

-ث رهایی از سیستمهای میزبان باعها در سلول دگرساخت آنزیم

شود اما در مقابل ممکن است های تنظیمی و بازخوری طبیعی می

های متابولیکی تحت کنترل و تنظیم شدید خود میزبان با مسیر

-های متابولیکی موجود در سلولتنظیم شدید مسیر. ندروبه روشو

سازد و ها دشوار می های خارجی را با آنهای میزبان، رقابت مسیر

های میزبان تحت ت سنتز این ترکیبات را در سلولبدین صور

های عامل دیگر برای عدم فعالیت کارآمد آنزیم. دهدتأثیر قرار می

ها در میزبان خارجی، فقدان سازوکارهای طبیعی مدیریت این ژن

به بیان دیگر عدم وقوع تغییراتی مثل  تغییرات پس از . باشدمی

-ها در سلول باعث می ی آنترجمه و عدم تغییر در مکان قرارگیر

ها قادر به انجام حداکثر فعالیت خود نباشند و بنابراین شود آنزیم

نتایج تحقیقات . دشومقدار سنتز محصول کمتر از حد مورد انتظار 

گیری ها و اندازهانجام شده در زمینه تولید دگرساخت ترپنوئید

ریشیا کلی هایی مثل باکتری اشمیزان سنتز این ترکیبات در میزبان

. کندهای بالا را تأئید میو مخمر ساکارومایسس سرویزیه گفته 

عنوان مثال بیان دگر ساخت آنزیم کادنین سنتاز و اپی به

ترتیب منجر به تولید آریستولوکن سنتاز در باکتری اشریشیا کلی به

 Martin et) میکروگرم در لیتر از این دو ترکیب شد 21/5و  0/15

al. 2001.) های رمزگذار کیوببول سنتاز چنین بیان ژنهم 

(Asadollahi et al. 2010) و والنسین سنتاز (Asadollahi et al. 

ترتیب منجر به تولید در مخمر ساکارومایسس سرویزیه به (2008

 . گرم در لیتر از کیوببول و والنسین شد میلی سهو  2/2

دهد که های انجام گرفته روی آنزیم لینالول سنتاز نشان می بررسی

های مخمر طور کلی دارای فعالیت ضعیفی در سلولاین آنزیم به

های است و همین امر باعث شده که میزان سنتز آن در سلول

فعالیت  (.Oswald et al. 2007) مخمر بسیار پایین گزارش شود

های توان به ایجاد ساختارمیضعیف آنزیم لینالول سنتاز را 
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 .Oswald et al) از این پروتئین در سیتوپلاسم نسبت داد 1تجمعی

های تجمعی حلالیت پروتئین را در وجود این ساختار (.2007

 سلول تحت تأثیر قرار داده، منجر به رسوب این پروتئین در سلول

و از این طریق باعث از دست دادن و یا کاهش فعالیت  شودمی

مقایسه میزان تولید لینالول و . خواهد شدین پروتئین در سلول ا

جرانیول در یک سویه وحشی مخمر، این امر را به خوبی نشان 

جداسازی شده از گیاه  بیان دگرساخت ژن جرانیول سنتاز. دهدمی

های مخمر شد جرانیول در سلول μg/L 555منجربه سنتز  2ریحان

در اثر بیان ژن لینالول سنتاز که میزان سنتز لینالول در حالی

 μg/Lدر همان سویه تنها شده از گیاه کلارکیا بروری جداسازی 

  (.Oswald et al. 2007) دشبرآورد  10

درون سلولی، ماهیت فرار لینالول نیز  علاوه بر دلایل ژنتیکی و

موجب از دست رفتن بخش زیادی از لینالول از محیط کشت در 

هایی مانند  راین استفاده از روشبناب. شود حین تخمیر می

که مانع از تبخیر لینالول در  0شده بیوراکتورهای دوفازی تفکیک

تواند تا حدودی  شوند، می حین تخمیر و جداسازی درجای آن می

 . این مشکل را مرتفع کند

سمیت ترکیبات مونوترپنوئیدی مانند لینالول نیز از دیگر عواملی 

د لینالول و دیگر ترکیبات است که مانع از افزایش تولی

غلظت پایین تولید . شود های میکروبی می مونوترپنوئیدی در سلول

دگرساخت ترکیبات مونوترپنوئیدی در مقایسه با سایر ترکیبات

های  تلاش. ها موید این ادعا است ترپن ترپنوئیدی مانند سسکوئی

های مخمری برای تولید  انجام شده بر روی مهندسی سویه

ترکیبات ترپنوئیدی تاکنون منجر به تولید تجاری  دگرساخت

ساز آن آمورفادین  داروی ضدمالاریای آرتمیسینیک اسید و پیش

 .Westfall et al) استشده( ترپنی از دسته ترکیبات سسکوئی)

شدن تولید دگرساخت ترکیبات  ، در حالی که تجاری(2012

رسد و  مونوترپنوئیدی هنوز دور از دسترس به نظر می

این فرایند تا حد زیادی به حل این مشکل وابسته  سازی تجاری

ها ترکیبات لیپوفیلیک  مونوترپن (.Brennan et al. 2012) است

های  ها به تداخل این ترکیبات با ویژگی بوده و اثر سمیت آن

 .Andrews et al. 1980; Uribe et al) شود غشایی ارتباط داده می

                                                           
1
 Aggregated 

2
 Ocimum bacilicum 

3
 Two-phase partitioning bioreactors 

ینن مانع از تنفس و انتقال ضروری عنوان مثال، بتا پبه. (1985

که از شود، در حالی های مخمری می در سلول( +Hو  +K)یونی 

و افزایش  ATPدست رفتن کامل کنترل تنفسی، ممانعت از سنتز 

های مخمری جداسازی شده مشاهده  سیالیت غشا در میتوکندری

این مشاهدات حاکی از تداخل  (.Uribe et al. 1985) استشده

است، در  ATPنن با یکپارچگی غشای میتوکندریایی و تولید بتا پی

حالی که رهایش ترکیبات سیتوپلاسمی در حضور آلفا پینن نشان 

توانند باعث آسیب شدید به  دهنده این است که مونوترپنوئیدها می

همچنین قابلیت . (Andrews et al. 1980)غشای پلاسما شوند 

مر ساکارمایسس سرویزیه و تولید اتانول توسط مخ 1حیات سلول

با استفاده از ضایعات پوست مرکبات هضم شده در حضور 

درصد  22تا  25که حاوی  5از روغن پوست پرتقال %1/5-52/5

 Pourbafrani et) یابد لیمونن است، به طرز چشمگیری کاهش می

al. 2007; Wilkins et al. 2007.)  اگرچه اثرات بازدارندگی رشد

است، هنوز ئیدی به خوبی شناخته شدهترکیبات مونوترپنو

سازوکارهای این بازدارندگی شناخته شده نیست و لازم است در 

 .این خصوص تحقیقات بیشتری انجام شود

های مونوترپن سنتاز گیاهی نشان مطالعات انجام گرفته روی آنزیم

ها دارای فعالیت ضعیفی در طور کلی این آنزیمدهد که بهمی

به ویژه  6سازی رمزه بهینه. وبی مثل مخمر هستندهای میکرمیزبان

های مهم و حفاظتی رمزگذار نواحی حیاتی برای در موتیف

تواند باعث بهبود عملکرد فعالیت آنزیم نظیر جایگاه فعال می

در پژوهشی چنانچه . دوشهای گیاهی در مخمر ترپن سنتاز

 سسبهینه شده در مخمر ساکارومای هاستفاده از یک ژن با رمز

درصدی در تولید بتاکاروتن شد  255سرویزیه سبب افزایش 

(Miura et al. 1998 .) 

کارگیری راهبردهای مهندسی متابولیک از جمله بهچنین هم

های کلیدی در مسیر موالونات و افزایش تولید افزایش تولید آنزیم

عوامل رونویسی به طور موثری قادر است سبب بالا رفتن میزان 

از آن جمله در پژوهشی . شودرکیبات در مخمر سنتز این ت

ردوکتاز با  HMG-CoAبیان ژن رمزگذار آنزیم کلیدی  بیش

سبب دوبرابر شدن میزان ( IPP)ها ساز ترپنوئید افزایش سنتز پیش

                                                           
4
 Cell viability 

5
 Orange peel oil 

6
 Codon optimization 
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چنین در هم. (Rico et al. 2010) دشتولید لینالول در مخمر 

-HMGدی ژن رمزگذار آنزیم کلیبیان  ای دیگر، با بیش مطالعه

CoA  ردوکتاز نتایج مشابهی به دست آمد بدین صورت که میزان

به میزان   HMG1سنتز تاکسادین در مخمر به دنبال بیش بیان ژن

کاهش بیان ژن  .(Engels et al. 2008)قابل توجهی افزایش یافت 

ERG9 (Asadollahi et al. 2008; Asadollahi et al. 2010) ،

 .GDH2 (Asadollahi et alن بیان ژ و بیش GDH1حذف ژن 

 Shiba et) پیروات دهیدروژناز 1و مهندسی مسیر کنارگذر( 2009

al., 2007) های ژنتیکی هستند که منجر به  ورزی از جمله دست

افزایش تولید ترپنوئیدهای مختلف در مخمر ساکارومایسس 

 . اند سرویزیه شده
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