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به عنوان به طوري كه ها در صنايع بيوتكنولوژي و شيمي آلي هستند آنزيم ليپازها يكي از پركاربردترين
. باشدسومين آنزيم صنعتي اهميت فراواني داشته و مطالعات بسياري بر روي آنها در حال انجام مي

گليسريدها را در حدفاصل آب و چربي كه تري بودههيدرولازها  β/αباكتريايي از خانواده ليپازهاي 
هاي آلي و حلال اغلب ليپازهاي گرمادوست پايداري بالايي در دماهاي بالا .كنندهيدروليز مي كاتاليز و
- هاي صنعتي در مركز توجه قرارگرفتههاي ساختاري و كاربرددهند و به همين علت در بررسينشان مي

تكامل وارد  طي X3كه دمين  دادهبا ليپازهاي باسيلوس نشان هيدرولازها  β/αساختاري  مقايسه. اند
 Geobacillusاز ساختار ژن ليپاز باكتري  X3در اين تحقيق دمين . ساختار ليپازهاي باسيلوس شده است

thermocatenulatus  به منظور بررسي اثر آن بر فعاليت آنزيم با روشSOE-PCR ژن . حذف شد
ون و پس از كل pPICZαBوكتور بياني و سپس  pPTZRT/57كلونينگ در وكتور  btl2يافته جهش

مخمر نوتركيب . انتقال داده شد Pichia pastoris GS115خطي شدن با روش الكتروپوريشن به مخمر 
Pichia pastoris  در محيطYPD  با افزودن متانل به محيط كشت بيان ليپاز القا شدكشت داده و .

د و ترشح ليپاز به و تست پارانيتروفنيل پالميتات تولي SDS-PAGEبررسي محيط كشت با الكتروفورز 
ليپاز ترشحي در محيط كشت توسط يك مرحله كروماتوگرافي تعويض يوني . محيط كشت را تاييد كرد

به  BTL2يافته ها نشان داد كه آنزيم ليپاز جهشبررسي. ييد شداخالص شد و آنزيم با روش وسترن بلات ت
 Pichiaكه دادنتايج نشان . شودبيان و به خارج سلول ترشح مي Pichia pastorisخوبي توسط مخمر 

pastoris  است هاي نوتركيب در صنعتبيان بسياري از پروتئين درسيستمي مطلوب  احتمالا. 
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   مقدمه
. گرددميهاي باستاني براستفاده از فرايندهاي آنزيمي به تمدن

آنزيم  200و حدود  شده ساييآنزيم شنا 4000 اامروزه، حدود
تا . انداز منابع ميكروبي حاصل شدها و اكثر تجاري دارند كاربرد
ليون دلار بود، يها سالانه فقط چند م، فروش كلي آنزيم1960 دهه

 Godfrey and(است رشد كرده چشمگيريطور ه رت آن باما تجا

West 1996(. شناسي پيشرفت مهمي در صنعت دانش آنزيم
تجارت  2000كه در سال طوريه فناوري ايجاد كرد بزيست

 .Gupta et al(ميليارد دلار رسيد  5/1ها نزديك به صنعتي آنزيم

صنعتي با هاي شود كه بازار جهاني آنزيمتخمين زده مي). 2004
ساله از  5بيني در طول يك دوره پيش درصد 6نرخ رشد سالانه 

 2015ميليارد دلار در سال  4/4به  2010 سال ميليارد دلار در 3/3
به علت ). BCC Research Biotechnology Report  2002( برسد

هاي پيشرفت و گسترش دانش توليدات بيوشيميايي، فرايند
توانند ها مياز آنزيم زيادي، تعداد هاي بازيافتتخميري و روش

 بودهكننده انرژي فرآيندهاي آنزيمي ذخيره. به سهولت توليد شوند
همچنين به علت آنكه . دهندو وسعت تخريب دمايي را كاهش مي

-هاي مختلفي را كاتاليز كنند، تعداد آنزيمتوانند واكنشها ميآنزيم

 يابده افزايش مياند هر روزهايي كه در تجارت استفاده شده
)Sharma et al. 2001( در ها به صورت خالص،آنزيم توليد و 

 قرار توجه مورد بسيار هاي بهينه شدهوسيع و با ويژگي مقياس
- نوتركيب فرآيندهاي دست DNAاده از فناوري استف. استگرفته

هايي كه پيش از سازي آنزيمورزي ژن را بهبود بخشيده و تجاري
علاوه بر اين . استتوانستند توليد شوند را فراهم كردهاين نمي
فناوري، با معرفي مهندسي پروتئين و هاي اخير در زيستپيشرفت

-ي تجاري ايجاد كردههاتكامل هدفمند، انقلابي در پيشرفت آنزيم

 هاييتوليد آنزيمها امكان اين پيشرفت). Kirk et al. 2002(است 
 جديد واكنشنسبت به شرايط سازگاري هاي جديد و يا فعاليت با

بسيار ها صنعتي آنزيم را فراهم كرده و موجب شده كاربردهاي
  . ودشگسترده 

هاي هاي صنعتي توسط آنزيمبخش عمده تجارت آنزيم
وليتيك همچون پروتئازها، آميلازها، آميدازها، استرازها و هيدر

ليپازها از اهميت  ،هاآنزيم بيندر . ليپازها تصرف شده است
اساس ميزان  بر. (Houde et al. 2004)بيشتري برخوردارند 

ها به عنوان زليپازها بعد از پروتئازها و كربوهيدرا ،فروش كل
استفاده تجاري . انددهها شناخته شسومين گروه بزرگ آنزيم

 در دلار است كه گستره متنوعي از كاربرد ميلياردليپازها يك 
 ها، صنايع غذايي، داروجمله توليد شوينده از مختلف صنايع

ليپازها بسيار مورد  ااخير. شودرا شامل مي ... سازي، كشاورزي و
با افزايش حجم  ،كه اين افزايش توجه طوري توجه قرار گرفته

. شده همراه بوده است ات در مورد ليپازها در مقالات منتشراطلاع
ها به علت بررسي نقش آنها در توجه به اين گروه از آنزيم

ها در كاربردهاي زيست فناوري بيماريزايي و افزايش استفاده آن
، پايداري يليپازها به علت فعاليت تحت شرايط معمول. باشدمي

ان دادن اختصاصيت سوبسترايي هاي آلي، نشبسيار بالا در محلول
 .Hasan et al( ارزشمندي هستند زيستي هايكاتاليزور گسترده

سهولت در مقادير زياد موجود ه ب هاهمچنين اين آنزيم. )2006
هاي ها با بازده بالا از ارگانيسمهستند به علت آنكه بسياري از آن

ساختار و  ل شدهها حاصها و باكتريميكروبي، به ويژه قارچ
هاي مهندسي ، كه طراحي روشبدست آمدهليپازها اين كريستاله 

آنها معمولا به كوفاكتور نياز ندارند و . كندهدفمند را تسهيل مي
ها اين ويژگي. دهندهاي جانبي انجام نميكاتاليز واكنش هنگام

 ليپازها را به عنوان گروهي از كاتاليزورهاي حياتي با كاربرد بسيار
 .)Jaeger and Eggert  2002( دهدمتنوع در شيمي آلي قرار مي

هيدروليز و سنتز  هاگليسرولاسيليا تري EC )3.1.1.3(ليپازها 
گليسريدها و استرهاي اسيدهاي هاي طبيعي، تريانواع روغن

اي در گياهان و طور گستردهه ب كنند ورا كاتاليز ميچرب 
اما . اندها پراكنده شدهجانوران، همچنين در ميكروارگانيسم

ميكروبي  ااري ليپازهاي با منشها از لحاظ تجترين ليپازپرمصرف
 Li and Zong) بوده كه بيشتر باكتريايي، مخمري و قارچي هستند

 .خصوصا ليپازهاي باكتريايي نقش مهمي در تجارت دارند. (2001
ها در فرآيندهاي تقاضا براي كاتاليزرهاي حياتي و استفاده از آن

اكنش مورد ها نه تنها بايد به طور موثر وآنزيم. صنعتي زياد است
نظر را كاتاليز كنند بلكه بايد در شرايط دشوار واكنش مثل درجه 

بالا و شرايط اكسيداتيو پايدار   pHهاي آلي،حرارت بالا، حلال
سازي آنها بايد پايين هاي خالصها و هزينهتوليد آنزيم. باشند
اما، همواره عملكرد آنزيمي كه در واكنش معيني فعال است . باشد

 فاده در فرآيندهاي صنعتي مناسب و كافي نيستبراي است

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
93

.9
.4

.2
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
25

-1
2-

14
 ]

 

                               2 / 8

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1393.9.4.2.7
http://mg.genetics.ir/article-1-1323-fa.html


  مژده السادات غفوري و همكاران    ...يافته  جهش نزيم ليپازكلونينگ، بيان و خالص سازي آ
 

 1393 زمستان/4شماره / نهمدوره / ژنتيك نوين 405

 

)Bornscheuer et al. 2002( .تواند پاسخمهندسي پروتئين مي-

امروزه  .گوي تقاضاي استفاده از كاتاليزورهاي حياتي باشد
- زيستقدرتمند در زمينه  مهندسي پروتئين به يكي از ابزارهاي

كه با بهره گيري از تكنولوژي طوري تبديل شده است  فناوري
DNA هاي آنزيم هاي طبيعي غلبه كرده و نوتركيب بر محدوديت
كننده و با توجه به نياز مصرفهاي مطلوب موردنظر را ويژگي

 .Derwenda et al)آورد ميدر آنها به وجود فرآيندهاي صنعتي 

- ليپازي كه از ميكروارگانيسم يزانين به علت آنكه مهمچن .(1992

آيد كم بوده و از نظر اقتصادي هاي حرارت دوست به دست مي
پژوهشگران براي كاربردهاي صنعتي مقرون به صرفه نخواهد بود 

هاي مربوط به هاي مناسبي هستند كه بتوانند ژنبه دنبال ميزبان
ير بالايي از آنزيم را توسط اين نوع ليپازها را در آنها كلون و مقاد

 امروزه مخمر متيلوتروف .)Leow et al. 2007(آنها توليد كنند 
اي براي بيان خارج سلولي به طور گسترده 1پيكيا پاستوريس

دارا . شودبسياري از ليپازها به ويژه انواع نوتركيب استفاده مي
قوي براي القاي بيان ژن  اندازراههايي همچون بودن ويژگي

پروتئين،  خوردگي درارجي، محيط كشت ساده، توانايي تاخ
باعث شده ... تغييرات پس از ترجمه و دستكاري ژنتيكي آسان و 

 ها تبديل شودآل براي بيان پروتئينتا اين مخمر به ميزباني ايده

)Daly and Hearn  2005 .(  
هاي مقاوم به حرارت هاي اخير تقاضاي زيادي براي آنزيمدر سال

ليپازهاي مقاوم به حرارت و  هاي صنعتي ايجاد شده استزمينهدر 
در  Geobacillusنام ه در جنس جديدي ب اقليادوست، اخير

باكتري . اندبندي شدهطبقه امجدد I.5زيرخانواده 
thermocatenulatus Geobacillus گرم مثبت، ( حرارت دوست

هاي ازهبا اند BTL23 و BTL12 دو ليپاز ،)اي شكلهوازي، ميله
است كه در  kD 43يك پروتئين  BTL2. كندمتفاوت توليد مي

هاي آلي ، و در محلول)9-11(قليايي   pH، )C50°(دماهاي مياني 
 Carrasco-Lo´pez et)پايداري دارد ) پروپانول، استون، متانول- 2(

al.  2009).BTL2   ساختاري مشابه باβ/α  هيدرولازها دارد كه
هاي آلفا احاطه مركزي بوده كه توسط مارپيچصفحه بتاي  8داراي 

دمين جايگاه اتصال فلز  BTL2اما در ساختار ليپاز . شده است

                                                            
1 Pichia pastoris 
2 Bacillus thermocatenulatus 1 (BTL1) 
3 Bacillus thermocatenulatus 2 (BTL2) 

 .علاوه بر جايگاه اتصال كلسيم اضافه شده است )x5و  x3(روي 
دهد هيدرولازها نشان مي β/αبا  BTL2مقايسه ساختار آنزيم 

اثر داشته  رود در پايداري دمايي آنزيمكه احتمال مي x3 دمين
هيدرولازها وجود ندارد و در طي تكامل وارد   α/βدرباشد 

هدف از انجام اين لذا  .شده استباسيلوسي ساختار ليپازهاي 
، با استفاده از روش مهندسي پروتئين x3 دمينحذف  پژوهش
 Pichiaدر مخمر BTL2سازي و بيان ژن نوتركيب ليپاز كلون

pastoris بسياري به صورت پروتئين  اخيرا ليپازهاي .باشدمي
با توجه به اهميت . اندخارج سلولي در پيكيا پاستوريس بيان شده

آنزيم ليپاز در صنايع گوناگون كار بر روي مهندسي پروتئين، 
بدين . رسدسازي و بيان آنزيم فوق ضروري به نظر ميكلون

منظور دستيابي به روش مناسبي كه قادر به فراهم كردن شرايطي 
تر سازي آسانيافته مطلوب و خالصبراي توليد آنزيم تغييرمناسب 

 .باشد، ضروري است

  
   هامواد و روش

  ها و پلاسميدهاي مورد استفاده ميكروارگانيسم 
شركت ) (Geobacillus thermocatenulatus )BTL2باكتري 
DSMZ(  ، باكتريE. coli  سويهTop10  )4شركت اينويتروژن( ،
، )شركت اينويتروژن( GS115 سويه Pichia pastorisمخمر 

 )اينويتروژن( pPICZαBو ) فرمنتاز( pTZ57R/Tپلاسميدهاي 
  كلونينگ ژن ليپاز جهش يافته

انجام مطالعات بيوانفورماتيكي، پيشگويي ساختار  به منظور
 x3رهاي اختصاصي جهت حذف دمين آغازگپروتئين و طراحي 

از  )G. thermocatenulatus )btl2ژن ليپاز، ابتدا توالي ژن ليپاز  از
در  X95309 با شماره )NCBI( 5اطلاعات بيوتكنولوژي مركز ملي

GeneBank ژن ليپاز . گرفته شدBTL2  باسيلوس ترموكاتنولاتوس
كلون  pPTZRT/57رهاي مناسب تكثير و در پلاسميد آغازگبا 
هاي آغازگرو با استفاده از  SOE-PCRسپس با روش  .شد

متوالي، يك  PCR طي سه مرحله -حذف شد X3زا دمين جهش
جفت آغازگر اختصاصي و يك جفت آغازگر همپوشان جهت 

اول توالي  PCR ابتدا توسط. حذف شد X3اعمال جهش دمين 

                                                            
4 Invitrogene 
5 National Center of Biotechnological Information 
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توالي تكثير  3΄با جهش در انتهاي  X3نوكلئوتيدي قبل از مارپيچ 
با  X3دوم توالي نوكلئوتيدي بعد از توالي مارپيچ  PCRشد و در 

سپس از خصوصيت . اين توالي تكثير شد 5΄در ابتداي جهش 
دوم  PCRاول و ابتداي محصول  PCRهمپوشاني انتهاي محصول 
بدون استفاده از آنزيم ليگاز در  PCRاستفاده و محصول هر دو 

PCR  يافتهژن ليپاز جهش او مجدد ،دشسوم به يكديگر متصل 
btl2  در وكتور كلونينگpPTZRT/57  ور نوتركيب وكت. كلون شد

pKGH-TX3  به باكتريE.coli TOP10 انتقال داده شد و سلول
 و   X-Gal، حاوي آمپي سيلين LBهاي نوتركيب بر روي پليت 

IPTG هاي پس از تاييد صحت كلونينگ با روش. انتخاب شدند
-يافته با آنزيمجهش btl2و تعيين توالي، ژن  PCRهضم آنزيمي، 

خارج و در  pKGH-TX3وتركيب وكتور ناز  PstIو  XbaIهاي 
. هاي فوق كلون شدبريده شده با آنزيم pPICZαBوكتور بياني 

 E.coli TOP10  به باكتري pKGH-PX3سپس وكتور نوتركيب 
) درصد نمك 5/0( كم نمك LBانتقال داده شد و بر روي محيط 

  .بيوتيك زئوسين غربال شدآنتي µg/ml 25 حاوي 
 pichia pastorisمخمر  بهpKGH-PX3 انتقال پلاسميد نوتركيب 

خطي شد، و به وسيله  SacIبا آنزيم  pKGH-PX3پلاسميد 
 P.pastorisبه درون) طبق دستورالعمل دستگاه( الكتروپوريشن

GS115  انتقال و در پليتYPD ) ،دو يك درصد عصاره مخمر
 µg/ml 25 حاوي) درصد آگار دودرصد گلوكز، دو درصد پپتون، 

درجه  28پليت در دماي . وسين كشت داده شدبيوتيك زئآنتي
هاي داراي كلون. دشونها ظاهر گراد قرار داده شد تا كلونيسانتي

 درصد MMH )34/1با كشت بر روي دو محيط  +Mutفنوتيپ 
YNB،5 -10×4  درصد متانول 5/0بيوتين و(  وMDH )34/1 
شناسايي و با  )درصد گلوكز دوبيوتين و  YNB، 5 -10×4 درصد

 . ييد شدندات AOXرهاي آغازگبا استفاده از  PCRنش واك

  Pichia pastoris  بيان ليپاز جهش يافته در مخمر
 ml پيكيا پاستوريس در +Mutهاي نوتركيب از كلوني يك كلون

  rpmدرجه و دور 30ساعت، دماي  24به مدت  YPGمحيط  100
ساعت گرماگذاري، محيط كشت  72پس از . كشت داده شد 200
 BMMH  )34/1ها در محيط ريفيوژ شد و رسوب سلولسانت

 mM 100 درصد متانول، 5/0بيوتين،  YNB،5 -10×4 درصد 
  هر  AOX1 اندازراهجهت القا . حل شدند)  pH=6 فسفات پتاسيم،

در حين . درصد اضافه شد 5/0ساعت متانل در غلظت نهايي   24
 دو ،شددرصد متانول به محيط اضافه مي 5/0ساعت  24آنكه هر 

از محيط كشت براي تعيين رشد سلولي و تعيين فعاليت  ليترميلي
هاي نوتركيب القا شده بررسي بيان در كلون. شدليپاز برداشته مي

براي . انجام شد) pNPP(با استفاده از تست پارانيتروفنيل پالميتات 
ها، از الكتروفورز با ژل  تفكيك و تعيين جرم مولكولي پروتئين

SDS-PAGE ها از سازي پروتئينبه منظور خالص. استفاده شد
رسوب سلولي توسط سانتريفوژ . ستون تعويض يوني استفاده شد
محيط كشت حاوي ليپاز از ستون . كاملا از سوپرناتانت جدا شد

به تعادل رسيده  pHمولار در كه با بافر فسفات ميلي DE52حاوي 
 500كلريد سديم بود، عبور داده شد و در نهايت با توسط نمك 

هاي حاصل مولار شستشو صورت گرفت و سپس فراكشنميلي
ييد ابراي ت. بررسي شد SDS-PAGEد و با ژل شآوري جمع

، ابتدا ژل الكتروفورز از )يافتهليپاز جهش( BTL2پروتئين ليپاز 
سپس ژل با . منفي تهيه شد ليپاز در حضور شاهدهاي مثبت و

بادي ضد ليپاز تهيه شده از خرگوش ايمنوبلات با استفاده از آنتي
  .بررسي شد

  
    نتايج و بحث

بر فعاليت آنزيمي ليپاز، اين دامنه با  X3به منظور بررسي اثر دمين 
اعمال حذف مورد نظر با استفاده از . دشحذف  SOE-PCRروش 
 btl2يافته پس از كلونينگ ژن جهش. ييد شدات DNAيابي توالي

)bp 1119 ( در پلاسميدpTZ57R/T صحت كلونينگ با واكنش ،
و روش تعيين توالي ) 2شكل( PCRو ) 1شكل(هضم آنزيمي 

 pPICZαB در وكتور بياني btl2يافته سپس ژن جهش. تاييد شد
)bp 3600 ( اندازراهتحت كنترل AOX1 ييد كلونينگ ات. كلون شد

و  XbaIو  PstIهاي هضم آنزيمي با استفاده از آنزيم به روش
PCR  جهت انتقال ژن . شدانجامbtl2  تغيير يافته به مخمرPichia 

pastoris GS115  وكتور نوتركيبpKGH-PX3  با آنزيمSacI 
هاي مستعد مخمر انتقال خطي شد و با الكتروپوريشن به سلول

استفاده شد كه  PCRييد تراريخت شدن مخمر از ابراي ت. يافت
نيز مشخص علاوه بر حضور ژن در ژنوم مخمر، فنوتيپ آن را 

  كه پيش از اين اشاره شد براي تعيين   گونههمان). 3شكل( كندمي
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 ؛نوتركيب محصول برش آنزيمي پلاسميد )1چاهك  ؛Pst Iو  Xba Iهاي با آنزيم pKGH-Tα3الكتروفورز محصول برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب  -1شكل

  ).1 kb DNA ladder Fermentas( DNAن مولكولي وز نشانگر )3 چاهك ؛پلاسميد نوتركيب بريده نشده )2چاهك

  
  DNAنشانگر وزن مولكولي )2 چاهك  ؛pKGH-Tα3  در پلاسميد نوتركيب bp1119   تكثير قطعه )1 چاهك  ؛PCR  سازي با واكنشييد صحت همسانهات -2شكل

)1 kb DNA ladder Fermentas.( 

  
هاي فنوتيپ مخمرهاي تراريخت، كلوني آنها بر روي محيط

MMH  وMDH هايي كه بر روي هر دو كلوني. كشت داده شد
 PCRو در واكنش ) 4شكل(رشد كردند  MDHو   MMHمحيط 

 bpدر مخمر و  AOX1مربوط به ژن  bp2200 آنها نيز دو قطعه 
ديده  AOXهاي آغازگرتكثير شده با  btl2به ژن   مربوط 1700
  به دليل وجود ژن   سرعت بالا با   از متانول  استفاده(   +Mutشد،

AOX1 انواعي )در مخمر و ورود ژن خارجي بدون تخريب آن ،
را در  bp 1700رشد كردند و تنها قطعه  MDHكه فقط بر روي 

PCR  ،نشان دادندMuts. ) استفاده از متانول با سرعت پايين به
و ) ايگزين شدن با ژن خارجيجناشي از  AOX1دليل تخريب ژن 

عدم استفاده از ( -Mutيك رشد نكردند، انواعي كه روي هيچ 
  .بودند) متانول
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؛ AOX1هاي آغازگربا تكثير ژن ليپاز قرار گرفته در ژنوم مخمر  PCRمحصول  )1 چاهك. P.pastoris GS115در ژنوم  جهش يافته  btl2ژن  الحاقتاييد  -3شكل

   KB 1نشانگر ) 3 ؛كنترل منفي) 2
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 MMHو  MDHترتيب از راست به چپ ه كشت كلوني بر روي محيط  ب -4شكل 

  
 +Mutهاي نوتركيب داراي فنوتيپ براي بيان يك كلون از كلوني

كشت داده شد و بيان ليپاز  BMMHو سپس   YPGابتدا در محيط
ساعت با  96آناليز محيط كشت مخمر بعد از  .با متانول القا شد

و تست پارانيتروفنيل پالميتات، ترشح ليپاز با  SDS-PAGEژل 
به محيط كشت را تاييد كرد  kDa 39وزن مولكولي حدود 

در بررسي بيان با تست پارانيتروفنيل پالميتات رنگ زرد ). 5شكل(
 .دهنده بيان و ترشح ليپاز در محيط كشت بودتوليد شده نشان

تر از محيط كشت ليميلي 210يافته سازي ليپاز جهشجهت خالص
حاوي ليپاز با استفاده از يك مرحله كروماتوگرافي تعويض يوني 

د شبررسي  SDS-PAGEسازي شد و با الكتروفورز ژل خالص
نتايج الكتروفورز نشان داد كه ليپازهاي خالص شده با ). 7شكل(

در . اي از خلوص مناسبي برخوردارندكروماتوگرافي يك مرحله

با استفاده از ستون  برابر 6/3تا  خام اين پژوهش ليپاز
 هنگامي كه محتواي تعويض يوني خالص شد، كروماتوگرافي
همانگونه كه در . تشكيل شد گيري شد يك پيكپروتئيني اندازه

 13نشان داده شده، ليپاز خالص شده يك تك باند در ژل  6شكل
. نشان داد kDa 39در محدوده وزن مولكولي  SDS-PAGEدرصد 

روتئين با روش ايمنوبلات، ليپاز خالص شده در در بررسي پ
رديف كنترل مثبت قرار گرفت و در موقعيت كنترل منفي باندي 

در  KDa 40با وزن مولكولي حدود  BTL2پروتئين . مشاهده نشد
  .شودشكل مشاهده مي

ليپازها به عنوان سومين آنزيم صـنعتي دنيـا و كـاربرد گسـترده در     
عي مهـم تحـت مطالعـه و بررسـي     ن موضوصنايع مختلف به عنوا

  كاربرد  حياتي و   كاتاليزورهاي  براي تقاضا  به   توجه با . هستند

        3     2    1 

3000 bp 

1000 bp 17000 bp 

2200 bp 

MMH MDH 
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سوپ محيط كشت  )3چاهك  ؛بعد از القا GS115مخمر ) 2چاهك  ؛قبل از القا GS115مخمر ) 1چاهك . P.pastoris GS115بررسي بيان ليپاز در مخمر  -5شكل

BMMHنشانگر وزني )5 چاهك ؛تانداردليپاز اس )4 چاهك ؛ SMO671.  
  

  
محيط كشت مخمر  )1 چاهك. مطالعه ليپازهاي طبيعي و جهش يافته تخليص شده با ستون كروماتوگرافي تعويض يوني توسط الكتروفورز و وسترن بلات -6شكل

Gs115 )نشانگر وزني  )5 چاهك ؛يافته خالصليپاز جهش )4 چاهك ؛)مثبت كنترل(ليپاز طبيعي خالص  )3 چاهك ؛محيط كشت بعد از القا )2 چاهك ؛)كنترل منفي
SMO671.  

  
-گسترده آنها در فرايندهاي صنعتي، مهندسي پروتئين يكـي از راه 

 .هـاي مطلـوب اسـت   هـايي بـا ويژگـي   هاي موثر براي تهيه آنزيم
به عنوان ميزبـان سـلولي    P.pastorisاستفاده از مخمر متيلوتروف 

هـاي نوتركيـب نظيـر ليپـاز نوتركيـب در حـال       براي بيان پروتئين
 بـوده هاي قوي اندازراهاين مخمر داري . استحاضر افزايش يافته

كند بنابراين قـادر بـه توليـد مقـادير     كه بيان ژن خارجي را القا مي
در پـژوهش حاضـر انتظـار    . فراواني از پروتئين هدف خواهد بود

و فعاليت آنـزيم  اثراتي بر خصوصيات  X3رود كه حذف دامنه مي
هاي آنزيمي با توجه بـه تغييـر اعمـال    بررسي ويژگي. داشته باشد

  .باشدشده در دست انجام مي
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