
 

 

  

  
  

  ژنتيك نوين
  1394 بهار، 1، شماره دهم دوره

  1- 10صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

 
 بيان خارج سلولي
 پيكيا پاستوريس
  سولفات مس

 لاكاز
 مخمر

 چكيده

 
 
 

  
  
 
 
 
 
 
  

هاي آب لاكاز از باكتري باسيلوس بومي چشمه مآنزي سلولي خارج بيان كلونينگ و
 Pichia pastoris ردرمخم گرم ايران

Cloning and extracellular expression of laccase enzyme from bacillus of 
Iranian hot spring into yeast cell Pichia pastoris 

  1*احد يامچي ،2سيادتايي، سيد اميد رعن1محمد پرند

  دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان ،استاديارو  دانشجوي دكتريبه ترتيب  -1
  هاي نوين دانشگاه شهيد بهشتيدانشكده فناوري ،استاديار -2

Parand M1, Ranaei Siadat SO2, Yamchi A*3  

1. PhD student and  Assistant professor, Gorgan University of Agricultural Science and Natural 
Resources, Gorgan, Iran 

2. Assistant professor, Faculty of Energy and New Technologies, Shahid Beheshti University, Iran 
 

 yamchi@gau.ac.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )23/6/93 :تاريخ پذيرش - 15/2/93 :تاريخ دريافت(

  
 

ميزبان . وسيعي از سوبستراهاي فنولي و غير فنولي را دارند توانايي اكسيداسيون دامنه) EC 1.10.3.2(لاكازها 
آسان و عدم سميت غذايي نسبت  انداز، كارايي ترشح، رشد سريع وهايي كه در  قدرت راهمخمري با توجه به مزيت

در اين تحقيق ژن كد . گيرندهاي سلولي دارند، به طور قابل توجهي در توليد مورد استفاده قرار ميبه ساير ميزبان
 Pichiaجداسازي شده بود با ترجيح كدوني براي مخمر HR30آنزيم لاكاز كه از باكتري باسيلوس سويه  كننده

pastoris و از طريق روش  هكلون شد يكيا پاستوريسپ سنتز شده و سپس در پلاسميد بياني مخصوص مخمر
و هضم آنزيمي استفاده شد و  PCRبراي تائيد كلونينگ از روش كلوني . الكتروپوريشن به داخل مخمر انتقال يافت

هاي متفاوت از سولفات مس سپس ژن مورد نظر تحت شرايط دمايي و غلظت. جفت بازي مشاهده شد 1542قطعه 
به (مولار از سولفات مس هاي يك، يك و نيم و دو ميليغلظت ه ميزان توليد پروتئين درنتايج نشان داد ك. بيان شد

كاهش . بودگراد محيط كشت متغير سانتي درجه 30و  25، 20هاي و درجه حرارت) عنوان كوفاكتور براي آنزيم
ست باعث بهبود فرايند مولار ازسولفات مس تواندو ميليگراد و غلظت سانتي درجه 20دماي محيط كشت تا مرز 

 .تاخوردگي مجدد و  فعاليت آنزيم لاكاز شود

 

 هاي كليدي واژه

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

00
84

43
9.

13
94

.1
0.

1.
1.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

g.
ge

ne
tic

s.
ir

 o
n 

20
26

-0
5-

25
 ]

 

                             1 / 10

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.20084439.1394.10.1.1.7
http://mg.genetics.ir/article-1-1336-fa.html


  احد يامچي و همكاران              ...از باكتري لاكاز  مآنزي سلولي خارج بيان كلونينگ و
 

 2  1394بهار/1شماره/دهمدوره/ ژنتيك نوين

 

 

   مقدمه
گليكوزيله -nاكسيدازهاي چند مسي  )EC: 1.10.3.2(لاكازها 
هاي حاوي مس باشند كه متعلق به گروهي از پروتئينشده مي
ها و گياهان لاكازها به طور گسترده در قارچ ).Xu 1996(هستند 

ها نيز به نسبت كمتر در حشرات و باكتري شده اماعالي يافت 
 Yoshidaبراي اولين بار توسط فردي به نام لاكاز . شوندديده مي
هاي اخير در سال). Thurston 1994(معرفي شد  1883در سال 
ها و ها، دئتروميستآنزيم لاكاز در آسكوميست حضور

علاوه بر اين لاكازها به . ها نشان داده شده استبازيديوميست
كه در متابوليسم white-rot fungi هاي اي در قارچطور ويژه

مولكول ). Thurston 1994(شوند ليگنين درگير هستند، يافت مي
- لاكاز قارچي به طور معمول شامل چهار اتم مس است، در حالي

شود كه حاوي سه اتم كه بعضي از انواع آنزيم لاكاز نيز يافت مي
لاكازها وزن مولكولي در حدود . باشدمس در ساختار خود مي

به عنوان سوبسترا به  ABTS1ي كيلو دالتون دارند و وقت 50- 100
گيرد قرار مي 3- 5بهينه آنزيم در دامنه  pHشود كار برده مي

)Heinzkill et al. 1998.( توانند به صورت پليمريك ها ميلاكاز
تواند به صورت يك باشند و شكل آنزيمي و فعال آن نيز مي

منبع آنزيم مذكور اگر از . مونومر، دايمر، تريمر و يا تترامر باشد
يوكاريوتي بدست آيد سطح بالايي از گليكوزيلاسيون را نشان 

پايداري آنزيم از طريق  افزايشتواند باعث دهد كه اين ميمي
تا  10هاي كووالانسي با كربوهيدرات شود و در حدود ايجاد پيوند

دهد كل وزن پروتئين را به خود اختصاص مي درصد 45
)Kunamneni et al. 2007.( كازها شماري از كاربردهاي براي لا

زدايي از آلايندهكاغذ، سم شود كه شامل تهيهصنعتي پيشنهاد مي
آنها، ايجاد تغييرات  ها و پيش مادههاي محيطي، اكسيداسيون رنگ

دو مورد از مهمترين . باشدهاي شيميايي ميآنزيمي در واسطه
است، كاربردهاي آنزيم لاكاز كه بيشتر مورد مطالعه قرار گرفته

پاك ) 2ليگنين زدايي و سفيد كردن خمير چوب ) 1عبارتست از 
  .(Schlosser et al. 1997) هاي محيطيسازي زيستي آلاينده

-بندي ميچهار يون مس در ساختار آنزيم لاكاز در سه نوع طبقه

) T3(و مس نوع سه ) T2(دو ، مس نوع)T1(مس نوع يك : شوند

                                                            
1 2,2′-Azinobis (3-Ethylbenzthiazoline-6-Sulfonate) 

)Yaropolov et al. 1994.(  ع مس نوT1  مسئول رنگ آبي آنزيم
 T2مس نوع . نانومتر است 610است و طيف جذبي آن در حدود 

باشد و با استفاده از روش طيف فاقد طيف جذبي خاصي مي
تواند با ايجاد يك باشد اما ميسنجي قابل شناسايي نمي

مورد شناسايي  ٢)EPR(خصوصيت رزونانس القايي پارامغناطيسي 
به صورت  T3مس نوع ). Leontievsky et al. 2000(قرار گيرد 
اي بوده و داراي خاصيت پارامغناطيسي است و داراي دو هسته

باشد و همچنين يك نانومتر مي 330طيف جذبي در محدوده 
 .Shin et al(خصوصيت طيف فلورسنسي را هم از خود نشان داد 

اي قرار در يك خوشه سه هسته T3و  T2هاي نوع مس). 2000
د و در اين مكان احياي اكسيژن مولكولي و آزادسازي آب گيرنمي

كه در مركز  T1مس نوع). Gianfreda et al. 1990(افتد اتفاق مي
گيرد در اكسيداسيون سوبستراهاي كاهنده و انتقال قرار مي
داراي  T1مس نوع . نقش دارد T3و  T2ها به مس نوع الكترون

ين است يستيدين و سيستهاي هييك رابطه سه گانه با اسيد آمينه
كه در انواع باكتريايي آنزيم لاكاز چهار موقعيت مختلف در حالي

شود و در انواع قارچي اين همراه با يك متيونين فراهم مي
. شودموقعيت چهارم با يك لوسين و يا يك فنيل آلانين فراهم مي

در لاكازهاي مختلف در  T1به هر حال پتانسيل احياي مكان 
اين موضوع  ).Xu 1996(گيرد قرار مي mv 780 -430 محدوده

ثابت شده كه كارايي كاتاليتيكي آنزيم لاكاز براي بعضي از 
 T1سوبستراهاي كاهنده يك رابطه خطي با پتانسيل احياي مكان 

بنابراين آنزيم لاكازي كه داراي پتانسيل احياي بالايي در . دارد
تواند بسيار ميباشد، براي كاربردهاي زيست فناوري  T1مكان 

به همراه چهار اتم (چرخه كاتاليتيك آنزيم لاكاز . مفيد واقع شود
توصيف شد، احياي  Yaropolov et al. (1994)كه به وسيله ) مس

به منظور . داداكسيژن مولكولي به دو مولكول آب را نشان مي
احياي اكسيژن مولكولي به آب، آنزيم لاكاز مانند يك باطري عمل 

هاي اكسيداسيون منحصر به ها را از واكنشالكترونكند و مي
اكسيداسيون سوبسترا به وسيله لاكاز يك . كندفردي ذخيره مي

شود كه باعث آزادسازي واكنش تك الكتروني محسوب مي
بنابراين اكسيداسيون چهار مولكول . شودهاي آزاد ميراديكال

ه دو سوبستراي كاهنده براي احياي كامل اكسيژن مولكولي ب
                                                            
2 Electron paramagnetic resonance 
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جزئيات احياي اكسيژن  بنابراين. باشدمولكول آب ضروري مي
مولكولي هنوز به طور كامل شفاف نشده و تحقيقات در اين زمينه 

  . همچنان ادامه دارد
كارآمدي  هايي كه در رشد سريع و آسان ومخمرها بدليل مزيت

ترشح دارند، به عنوان ميزبانان بسيار كارآمد در زمينه بيان ژن 
باشند و به عنوان يك ارگانيسم غذايي براي ي مطرح ميخارج

در . باشندهاي دارويي و غذايي بسيار مورد قبول ميتوليد پروتئين
هاي اخير محققان علاقه زيادي به شناسايي و تعيين سال

در اين تحقيق . اندخصوصيات لاكاز از منبع باكتريايي نشان داده
 HR03 ي باسيلوس سويهآنزيم لاكاز از باكتر ژن كد كننده
و تحت شرايط ميكروبي و ) Dalfard et al. 2006(جداسازي شد 
هاي خاصي به منظور به دست آوردن مقادير بالا از درجه حرارت

 . پروتئين قابل حل در مخمر پيكيا پاستوريس بيان شد
 

   هامواد و روش
  DNA پليمرازTaqن در اي هاهاي محدودگر و ساير آنزيم، آنزيم

به عنوان  ١سرين گالدازين. از شركت فرمنتاز تهيه شدتحقيق 
ساير مواد شيميايي . سوبستراي آنزيمي از شركت سيگما تهيه شد

مورد استفاده نيز از شركت مرك، ساخت كشور آلمان سفارش 
  .داده شد
  سازي ژن لاكازهمسانه توليد و

نك بادر  FJ663050شماره ثبت  آنزيم لاكاز با ژن كد كننده
با ترجيح كدوني مخمر پيكيا پاستوريس  )NCBI(اطلاعاتي ژن 

دريافت  PUC-LCCسنتز شد و ژن سنتز شده در قالب پلاسميد 
  E.coli DH5αاين پلاسميد ابتدا جهت تكثير به باكتري . شد

 PCRانتقال داده شد و سپس جهت تاييد حضور ژن لاكاز واكنش 
ژن  .انجام شد KpnI و XhoIهاي و هضم آنزيمي دوگانه با آنزيم

 به همراه PUCآنزيم لاكاز بعد از جداسازي از پلاسميد  كد كننده
كه پلاسميد بياني مخصوص پيكيا پاستوريس  Ppink-αپلاسميد 

هاي برشي سايت( XhoIو  KpnIهاي است، ابتدا توسط آنزيم
ها در ابتدا و انتهاي ژن طراحي شد و در پلاسميد براي اين آنزيم

مورد هضم آنزيمي قرار گرفته و سپس توسط ) وجود داشت بياني
هر دو . شدتخليص ) شركت فرمنتاز( DNAكيت تخليص 

                                                            
1 Syringaldazine 

 ليگاز T4 DNAمحصول بدست آمده از تخليص در حضور آنزيم 
به يكديگر متصل شدند و محصول اين اتصال به ) شركت فرمنتاز(

از در تمامي مراحل . منتقل شد E.coli DH5αداخل سلول مستعد 
 PichiaPink™ Expression شركت اينويتروژن به نام پروتوكول

System هاي محصول ترانسفورماسيون به روي پليت. استفاده شد
LB  100حاوي آنتي بيوتيك آمپي سيلين در غلظت µg/ml  انتقال

ها پليت از كلوني. داده شد تا نتيجه تراريختي قابل مشاهده باشد
از  PCRها با روش كلوني اين كلوني مستر تهيه شد و در نهايت

يد حضور ژن مورد بررسي قرار گرفتند و سرانجام جهت يجهت تا
مايع گذاشته شد و  LBها كشت استخراج پلاسميد از اين كلوني

نجام ااستخراج پلاسميد نيز با كيت شركت سيناژن و ويوانتيس 
ژن و شركت سيناكيت اي پليمراز با استفاده از واكنش زنجيره .شد

با  رفتالگو، آغازگر عنوان پلاسميد استخراج شده مربوطه به
و  'GAGCTCGAGTCAAAGGGTTATCGACA-3 -'5توالي

 -'5نيز با توالي برگشت در نهايت آغازگر

GGTACCGCATGCCTACTATCTGGAACC-3'  بر اساس و
گراد به مدت سانتي درجه 95برنامه دناتوراسيون اوليه در دماي 

 45گراد به مدت سانتي درجه 95توراسيون در دماي دنا/ دقيقه 10
/ ثانيه 45گراد به مدت سانتي درجه 62اتصال در دماي / ثانيه

/ گراد به مدت يك دقيقهسانتي درجه 72مرحله گسترش در دماي 
گراد به مدت سانتي درجه 72و در نهايت گسترش نهايي در دماي 

  .انجام شد )چرخه 30گانه در مراحل سه( .دقيقه 5
انجام  PCRيد صحت كلونينگ با روش هضم آنزيمي و كلوني يتا

به درون مخمر،  pPink-LCCجهت تراريزش و انتقال ناقل . شد
ه ب BsptI  لازم است كه اين پلاسميد توسط آنزيم محدود كننده

ميكروليتر از  60براي انجام هضم آنزيمي . صورت خطي در آيد
 25ميكروليتر از بافر و  BsptI ،10نزيم ميكروليتر از آ 5پلاسميد، 

ميكروليتر با  100ميكروليتر آب دوبار تقطير در حجم كلي 
درجه  37حمام آب گرم  يكديگر مخلوط شدند و نمونه در

نتايج هضم آنزيمي . گراد به مدت يك ساعت قرار داده شدسانتي
مخلوط هضم آنزيمي براي و ييد ابر روي ژل آگارز يك درصد ت

گراد قرار داده شد و درجه سانتي 45شدن در انكوباتور  تغليظ
در . ميكروليتر كاهش يافت 30ميكروليتر به  100حجم نهايي از 

مرحله بعد پلاسميد خطي شده براي جلوگيري از جرقه زدن در 
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حين الكتروپوريشن با استفاده از كيت شركت ويوانتيس خالص 
نجام تراريزش، نياز هاي مستعد مخمر براي اجهت تهيه سلول. شد

در اين راستا از . به تهيه كشت مخمر از سويه مورد نظر مي باشد
 10مخمر پيش كشت تهيه شد به اين ترتيب كه  4شماره  سويه
 100مايع  حاوي آمپي سيلين درون ارلن  YPDليتر، محيط ميلي
ليتري ريخته شد و توسط لوپ تك كلوني از كشت خطي ميلي

، برداشته و در ارلن )قبل كشت داده شده بودكه از (سويه مخمر 
ها درون انكوباتور سپس ارلن. كشت شد YPDحاوي محيط 

گراد قرار داده درجه سانتي 30و دماي  rpm 275شيكردار با دور 
حاصله،  ODساعت با در نظر گرفتن  20-24شدند، بعد از حدود 

 سپس ارلن هاي. رقيق شدند = 2/0ODها تا رسيدن به نمونه
آنها  ODجديد درون انكوباتور با شرايط قبلي قرار داده شدند تا 

  ). كشدساعت طول مي 9-14تقريبا حدود (برسد  5/1تا   3/1به 
هاي محيط كشت پيكيا به حد مورد نياز، سلول ODپس از رسيدن 

مستعد مخمر جهت تراريختي تهيه شد و سپس الكتروپوريشن 
با ) استفاده شد Bio-Radكت براي الكتروپوريشن از دستگاه شر(

  :استفاده از روش زير انجام شد
هــاي مســتعد پلاســميد خطــي و خــالص شــده بــا ســلول -الــف

 20( وي يــخ قـــرار گرفـــت ر دقيقــه بـــر  5و مخلــوط شـــده  
ــل بـ ـ  ــر از ناق ــتعد    100روي ر ميكروليت ــلول مس ــر س ميكروليت

  )ريخته شد
هــاي ســرد ريختــه شــد و ســپس مخلــوط فــوق در كــووت -ب

  .طور كامل خشك شد كووت به
ــاژ   -ج ــا ولت ــن ب ــان   1760الكتروپوريش ــت و زم ــي  6/4ول ميل

  .ثانيه انجام شد
ليتر سـوربيتول سـرد بـه كـووت اضـافه شـد و بعـد        يك ميلي -د

ــالكون   ــه داخــل ف ليتــري ميلــي 15از مخلــوط كــردن، محلــول ب
  .منتقل شد

 ــ -ه ــالكون ب ــاتور    هف ــاعت در انكوب ــك س ــدت ي ــه 30م  درج
  .اشته شدگراد گذسانتي

ــر از محــيط   -و ــد ( YPDيــك ميلــي ليت ــد فاق مپــي ســيلين آباي
ــد  ــ ) باش ــد و ب ــافه ش ــالكون اض ــه ف ــدتب ــاعت در  ه م ــك س ي
  .گراد گذاشته شدسانتي درجه 30انكوباتور با دماي -شيكر

 ـ g4500×سانتريفيوژ در  -ز دقيقـه انجـام شـد     5مـدت زمـان    هب
شــد و ميكروليتــر از محلــول رويــي دور ريختــه  1700و ســپس 

  .مانده از محلول حل شدميكروليتر باقي 300رسوب در 
روز در  3-8مدت  هو ب انتقال PADپليت انتخابي  بهمحلول  -ح

  .قرار گرفتگراد سانتي درجه 30انكوباتور 
 900باشد كه پودر در موجود مي PADدر كيت پودر آماده محيط 

توكلاو دقيقه ا 20ليتر آب حل شد و محيط حاصله به مدت ميلي
زماني كه دما (شد و پس از اتمام اتوكلاو و سرد شدن محيط 

ليتر دكستروز يا ميلي 100، )گراد رسيددرجه سانتي 45-50حدود 
ميكروليتر آمپي سيلين به محيط اضافه  500و حدود  X10گلوكز 

ميلي ليتر از محيط درون هر  15شد و در زير هود استريل حدود 
  .پليت ريخته شد

  اي بيان پروتئينراه كاره
در ادامه با توجه به دستورالعمل شركت اينويتروژن به منظور بيان 

محيط حاوي ( BMGYيد شده در محيط يهاي تاژن لاكاز، كلوني
 گراد و دوردرجه سانتي 30در شيكر انكوباتور با دماي ) گليسرول

rpm 300 بعد از گذشت دو تا سه روز و رشد . رشد داده شدند
) درصد 5محيط حاوي متانول ( BMMYها به محيط ها، آنسلول

ها دوباره با همان درجه حرارت و دور به منتقل شدند و ارلن
 24شيكر انكوباتور برگردانده شدند و به مدت پنج روز هر 

متانول (درصد حجمي متانول اضافه شد  5/0ساعت به هر ارلن 
ت پنج در نهايت بعد از گذش). است AOX1القاء كننده پروموتر 

رسوب داده  g3000×دقيقه با  10به مدت  BMMYروز محيط 
هاي به دست آمده بر روي ژل پلي آكريل آميد شد و سوپرناتانت

  .برده شدند
 سنجش فعاليت آنزيمي

فعاليت آنزيمي لاكاز  با استفاده از روش طيف سنجي و در درجه 
حرارت اتاق با سوبستراي سرين گالدازين مورد سنجش قرار 

در مخلوط سنجش آنزيمي، اكسيداسيون سوبستراي سرين . تگرف
) مولار و قابل حل در متانول مطلقميلي 05/0غلظت (گالدازين 

به وسيله ميزان افزايش  pH = 7 مولار باميلي 100در بافر فسفات 
مقادير مورد استفاده در . نانومتر نشان داده شد 525در جذب 

 .استرده شدهسنجش فعاليت آنزيمي در جدول يك آو
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محلول سنجش فعاليت آنزيمي با  سازيمواد لازم جهت آماده -1ولجد
  سوبستراي سرين گالدازين

  تست نمونه شاهد نمونه  ماده مورد استفاده  رديف
 - µl500  آب ديونيزه 1
 ml2/2 ml2/2  بافر 2
  µl 500  -  محلول آنزيمي  3
  µl 300  µl 300  سرين گالدازين  4

  
    ثنتايج و بح

با استفاده  بعد از تكثير در ميزبان باكتريايي LCC-PUC پلاسميد
مورد هضم آنزيمي و  KpnIو  XhoI هاي محدود كنندهآنزيماز 

 PCRهمچنين با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي در واكنش 
استخراج  شده اريختهاي تراز باكتري. مورد تكثير قرار گرفت

ميكرو ليتر  دوها، پلاسميدين كيفيت انجام شد و براي تعي پلاسميد
برده شد  يك درصداز نمونه استخراج شده بر روي ژل آگارز 

 ).1شكل(

 
. شده اريختهاي تراز باكتري LCC-PUC يداستخراج پلاسم -1كلـش

و  3، 2چاهك ، GenRuler#SM0331 DNA .Ladder Mix )1چاهك
  . PUC-LCCيدپلاسم) 4
  

 PCRتوسط  PUC-LCCهاي سميدپلادر لاكاز  تاييد حضور ژن
جهت تاييد PUC-LCC  شده استخراجهاي پلاسميدروي  رب

بر روي  PCRمحصول . انجام شد PCR، لاكازحضور ژن آنزيم 
جفت بازي  1542 برده شد كه حضور قطعه يك درصدژل آگارز 

هاي استخراج شده پلاسميددر  لاكازتاييد كننده حضور ژن آنزيم 
همچنين براي كنترل مثبت از پلاسميد ديگري كه . )2شكل( بود

 .حاوي ژن مورد نظر بود استفاده شد

 
 هاي استخراج شده با استفاده ازتاييد حضور ژن لاكاز در پلاسميد -2كلـش

PCR هاييدروي پلاسم بر LCC-PUC 1چاهك؛(  GenRuler#

SM0331 DNA Ladder Mix(كنترل مثبت) 2چاهك  ؛TA-LCC(؛ 
 .PCRمحصول ) 4و  3چاهك 

  
 هاي محدود كنندههضم آنزيمي با آنزيمبراي انتقال ژن لاكاز ابتدا 

XhoI  وKpnI بر روي پلاسميد  pPinkα-HCاين كار . انجام شد
با دو انتهاي مربوط به  pPinkα-HCپلاسميد خطي  توليدجهت 

نيز با استفاده  PUC-LCCسپس پلاسميد . شدانجام  هاآنزيماين 
ها مورد هضم آنزيمي قرار گرفت و در نهايت زيماز همين آن

پلاسميد بياني و ژن لاكاز از روي ژل آگارز مورد بازيابي قرار 
سازي از ها در مراحل خالصDNAبراي اطمينان از اينكه . گرفتند

ها بر روي ژل آگارز سازيدست نرفته باشند، محصول خالص
لاكاز و  هاي مربوط به ژنو وجود باند )3شكل ( برده شد

-خالص حاكي از صحت مرحله pPinkα-HC پلاسميد خطي شده

  .سازي بود
  

1      2      3    4 

1      2      3     4 
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 ،هاي محدود كنندهبريده شده با آنزيم pPinkα-HCپلاسميد  -3كلـش

XhoI  وKpnI  1چاهك. سازي شده از روي ژل آگارزخالص لاكازو ژن (
GenRuler#SM0331 DNA Ladder Mixژن لاكاز بريده ) 2چاهك ؛

-pPinkαپلاسميد  )3چاهك ؛KpnIو  XhoI هاي محدود كنندهآنزيم باشده 

HC هاي محدود كنندهبريده شده با آ نزيم XhoI  وKpnI  كه از روي ژل
  . است سازي شدهآگارز خالص

  
يد حضور ژن لاكاز در پلاسميد بياني و اطمينان از اتصال يبراي تا

استفاده  PCR از روش كلوني PCRصحيح ژن در آن با استفاده از 
 4بر روي ژل آگارز برده شده و در شكل  PCRنتايج كلوني . شد

  .نتايج آن نشان داده شد

  
-PUCپلاسميد ( كنترل مثبت) 1چاهك . PCRمحصول كلوني  -4كلـش

LCC(فاقد ( كنترل منفي) 9چاهك  ؛هاهاي كلوننمونه) 8الي  2چاهك  ؛
  . DNA Ladder Mix) 10چاهك  ؛)DNAنمونه 

و  XhoI هاي محدود كنندههضم آنزيمي با آنزيم كنترل نهاييبراي 
KpnI بر روي پلاسميدهاي  pPinkα-HC-LCC انجام شد و

برده شد و اندازه باندها  يك درصدمحصول بر روي ژل آگارز 
  )5شكل ( را تاييد كرد لاكازحضور ژن 

  
ود هاي محدبا آنزيم pPinkα-HC-LCCهضم آنزيمي پلاسميد  -5كلـش

هاي هضم آنزيمي پلاسميد با آنزيم )2و  1 چاهك ؛KpnIو  XhoI كننده
 GenRuler#SM0331 )4 چاهك ؛پلاسميد هضم نشده )3 چاهك ؛برشي

DNA Ladder Mix.  

از طريق نوتركيبي  pPinkα-HC-LCCهاي از آنجا كه پلاسميد
پلاسميدها با آنزيم ابتدا  هومولوگ وارد ژنوم مخمر خواهند شد،

و سپس با استفاده از روش  خطي شدند BspTI د كنندهمحدو
به داخل مخمر پيكيا  pPinkα-HC-LCC  پلاسميدالكتروپوريشن 

مخمرهاي تراريخت شده بر روي محيط . پاستوريس انتقال يافت
هاي بدست روز بعد از كلوني 5تا  3برده شدند و PAD انتخابي 

ابي حاوي آمپي هاي انتخبر روي همين محيط Masterآمده پليت 
  ).6شكل(سيلين تهيه شد 

  
 تهيه شده از مخمرهاي تراريخت شده Master هايپليتيكي از  -6كلـش

 .PAD+ampicilinپيكيا پاستوريس در محيط انتخابي 

1     2     3    4     5     6      7      8     9     10 

1     2      3     4 
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هاي مخمر نوتركيب، از در كلوني لاكازبراي تاييد حضور ژن 
ه شد و به استفاد Masterهاي رشد كرده بر روي پليت كلوني

بر  PCRمحصول . انجام شد Colony –PCRصورت مستقيم، 
برده شد و با رويت باند مربوط به ژن  يك درصدروي ژل آگارز 

 ).7شكل ( حضور ژن در مخمرها تاييد شدلاكاز 

  

  
 .نوتركيب پيكيا پاستوريسبر روي كلوني هاي  Colony –PCR -7كلـش

 )2چاهك ؛)DNAد نمونه فاق( كنترل منفي )1چاهك .ازبالا و راست
GenRuler#SM0331 DNA Ladder Mixكنترل مثبت) 3چاهك ؛ 

محصولات  )هاي پايينيو چاهك 15الي  4چاهك  ؛)PUC-LCCپلاسميد (
Colony –PCR . 

  
ها و محلول نتايج سنجش فعاليت آنزيمي همراه با سوپرناتانت

مخمر پيكيا پاستوريس و سوبستراي  حاصل از شكست ديواره
از . ين گالدازين حاكي از عدم وجود فعاليت آنزيمي داشتسر

ژل پلي وسيلهه هاي بدست آمده ببعد محلول همين رو در مرحله
و باند مربوط به پروتئين لاكاز مشاهده نشد  تجزيه شدآكريل آميد 

  .)9و  8شكل (
سنجش فعاليت آنزيمي با استفاده از سوبستراي سرين گالدازين، 

 هاي حاصل از شكستبدست آمده و محلول هايسوپرناتانت
  منحني فعاليت آنزيمي حاصل از  .شد انجام   پيكيا مخمر   ديواره

روش طيف سنجي حاكي از عدم وجود فعاليت آنزيمي در هر سه 
  نشان داد آكريل آميدژل پلي تجزيهدست آمده از ه نتايج ب .دما بود

  
 يكط بياني با غلظت هاي محياز سوپرناتانت SDS-PAGEژل  -8كلـش

سوپرناتانت ) 2چاهك ؛ماركر پروتئيني) 1چاهك . سولفات مس ميلي مولار از
 درجه 25سوپرناتانت محيط بياني ) 3گراد، چاهك سانتي درجه 20بياني  محيط
  .سانتي گراددرجه 30سوپرناتانت محيط بياني ) 4گراد و چاهك سانتي

  
 5/1هاي محيط بياني با غلظت از سوپرناتانت SDS-PAGEژل  -9كلـش

سوپرناتانت ) 2چاهك  ؛ماركر پروتئيني) 1چاهك  ؛مولار از سولفات مسميلي
 درجه 25سوپرناتانت محيط بياني ) 3چاهك  ؛گرادسانتي درجه 20محيط بياني 

  .گرادسانتي درجه 30سوپرناتانت محيط بياني ) 4چاهك  ؛گرادسانتي

گراد باند سانتي درجه 20حرارت  بيان شده در درجه كه نمونه
  .)10شكل (دهد مربوط به پروتئين لاكاز را نشان مي

سوپرناتانت حاصل با استفاده از دستگاه تغليظ كننده، به ميزان 
نصف حجم اوليه تغليظ شدند و سپس با استفاده از كيت شركت 

در نهايت . اينويتروژن مورد آزمايش تاخوردگي مجدد قرار گرفتند
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انسيون حاصل از فرآيند تاخوردگي مجدد و تغليظ با سوسپ
استفاده از سويستراي سرين گالدازين مورد سنجش فعاليت 

دهنده برگشت آنزيمي قرار گرفت و نتايج بدست آمده نشان
  .)11شكل (فعاليت آنزيمي داشت 

  
 دوهاي محيط بياني با غلظت از سوپرناتانت SDS-PAGEژل  -10كلـش

هاي ترشحي پيكيا پاستوريس پروتئين) 1چاهك ؛ولفات مسمولار از سميلي
چاهك  ؛ماركر پروتئيني) 2چاهك  ؛)كنترل منفي( pPinkپذيرنده وكتور خالي 

سوپرناتانت محيط ) 4چاهك  ؛گرادسانتي درجه 20سوپرناتانت محيط بياني ) 3
 درجه 30سوپرناتانت محيط بياني ) 5چاهك  ؛گرادسانتي درجه 25بياني 

   .گرادنتيسا

  
سنجش فعاليت آنزيمي با استفاده از سوبستراي سرين گالدازين و  -11كلـش

ثانيه همراه  60شيب خط حاصل از ميزان جذب در طول ) روش طيف سنجي
 .با سوبستراي سرين گالدازين

گراد سانتي درجه 30هاي بدست آمده از محيط كشت سوپرناتانت
اليت آنزيمي مورد سنجش در مخمر پيكيا پاستوريس از نظر فع

. عدم وجود فعاليت آنزيمي داشت دهندهقرار گرفتند و نتايج نشان
  :تواند به دلايل زير باشداين موضوع مي

پروتئين ترشح شده كم بوده و بنابراين به سختي قابل  يزانم) الف
پروتئين قادر به ترشح نيست و در سلول باقي ) ب ؛شناسايي است

تاثير ن ترشح شده ناپايدار بوده و تحتپروتئي) ج ؛ماندمي
ترشح پروتئين نسبت به  مرحله) د ؛شودپروتئازها تخريب مي

حساسيت نسبت به غلظت ) ه ؛باشددرجه حرارت حساس مي
به دليل تاثير بر روي پايداري و تاخوردگي صحيح ( متانول
  .عدم تاخوردگي صحيح پروتئين) و ؛)پروتئين

 )Feng Hong et al. (2002 كار را براي افزايش توليد سه راه
ي لاكاز در مخمر پيكيا پروتئين و همچنين افزايش فعاليت آنزيم

كار اول دماي راه كردند بدين ترتيب كه در پاستوريس گزارش
گراد و غلظت متانول يك درصد در نظر سانتي درجه 30بيان 

گراد و سانتي درجه 20كار دوم دماي بيان راهگرفته شد، در 
 20كار سوم دماي بيان راه در الظت متانول يك درصد و نهايتغ

. رفته شددرصد در نظر گ 5/0گراد و غلظت متانول سانتي درجه
كار سوم بهترين نتيجه را از نظر ميزان پروتئين قابل در نهايت راه

نتايج نشان داد كه آنزيم در دماي . آنزيم داشت حل و فعاليت ويژه
كه دماي بهينه براي رشد پيكيا پاستوريس گراد سانتي درجه 30

در اين  .دهداست، تا حد زيادي فعاليت خود را از دست مي
 تحقيق نيز براي بهبود فعاليت آنزيمي و بهبود توليد پروتئين لاكاز

  : كارهاي زير انجام شددر مخمر پيكيا پاستوريس راه
ي سوپرناتانت هاي بدست آمده قبل از سنجش فعاليت آنزيم) الف

  .تغليظ شدند
براي كسب اطمينان از اينكه پروتئين در داخل سلول به دام ) ب

بررسي نيفتاده باشد، ديواره مخمر شكسته شده و كل پروتئين آن 
  .شد
هاي پروتئازها مانند بيان در حضور مخلوطي از مهاركننده) ج

PMSF تكرار شد.  
  .بيان در دماهاي پايين تكرار شد) د
سولفات مس براي بدست آوردن بيشترين بهترين غلظت از ) ه

  .مولار در نظر گرفته شدفعاليت دو ميلي
  .هاي بدست آمده انجام شدتاخوردگي مجدد سوپرناتانت) و
  . دياليز سوپرناتانت نيز انجام شد) ز
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A.I. Ruiz  et al. (2000)  نشان دادند كه پيش تيمار سوپرناتانت
عث افزايش فعاليت آنزيمي گراد باسانتي درجه 50تا  40با دماي 
در اين تحقيق اين راهكار نيز باعث احياي فعاليت . مي شود

  . آنزيمي لاكاز نشد
ها و قارچ ،هامختلفي مثل  باكتري هايامروزه از ميكروارگانيسم
به طور سنتي، براي . شودها استفاده ميمخمرها براي توليد آنزيم

كنند، استفاده مي E. coliز كوزيلاسيون ايهاي فاقد گلبيان پروتئين
هاي كوزيلاسيون از سيستميهاي داراي گلاما براي توليد پروتئين

ها نيز رشد نسبتا كندي قارچ. توان استفاده كردباكتريايي نمي
امروزه مخمر به عنوان يك سيستم بياني بسيار مناسب و . دارند

يكيا مخمر پ. مقرون به صرفه مورد توجه محققان قرار گرفته است
به شمار هاي هترولوگ يك سيستم موفق براي بيان ژن پاستوريس

يكي وجود . اين موفقيت مرهون وجود چند عامل است. آيندمي
اي منحصر به است كه به گونه هاي قوي و قابل تنظيمپروموتور

. آيدبه شمار ميهاي خارجي مناسب فرد براي كنترل بيان ژن
هايي نسبت به مخمر مخمراين سادگي تكنيك و كار كردن با 

. آنهاستمانند ساكارومايسس سرويزيه نيز از دلايل توجه به 
به رشد در محيط هوازي، كشت و  هاآمادگي بالاي اين مخمر

چشمگيري افزايش داده  را به گونه هابازدهي توليد پروتئين در آن
عوامل تاثير گذار بر روي توليد پروتئين نوتركيب لاكاز در  .است

  :به شرح ذيل هستند پيكيامخمر 
مشكل عدم تاخوردگي صحيح پروتئين لاكاز در ميزبان ) الف

سازي در محيط ها بعد از خالصبسياري از پروتئين. باكتريايي
خورند و ساختار سه آزمايشگاهي به صورت خود به خودي تا مي

گيري ساختار سه بعدي شكل. دهندبعدي پروتئين را تشكيل مي
در شرايط . تاثير عوامل محيطي استزيادي تحت پروتئين تا حد

هاي آزمايشگاهي، گاهي اوقات به علت كم محلول بودن زنجيره
پپتيدي غير طبيعي و احيا شده، تشكيل پيوند دي سولفيدي پلي

ها و رسد كه  اين امر در پروكاريوتشود و به نظر ميمشكل مي
انتخاب  .افتدق ميهاي پروكاريوتي با فراواني بيشتري اتفاميزبان

هاي معين، بدست هاي مورد نياز، وارد كردن آنها در ميزبانژن
آوردن و تخليص محصول ژني، در صورتي كه كارايي لازم را 

از جمله ) پروتئين به صورت صحيح تا خورده باشد(داشته باشد 
مراحلي است كه هر يك در مقياس صنعتي جزئيات كاري 

مشكلات زيادي را هم پيش روي بيشتري داشته و متعاقب آن 
با انتخاب مخمر پيكيا پاستوريس و با توجه به متفاوت بودن . دارد

ها و تغييرات هاي چاپرون درگير در تاخوردگي پروتئينمولكول
هاي نوتركيب بعد از ترجمه و همچنين اين موضوع كه پروتئين

توليد شده در مخمر پيكيا پاستوريس عمدتا از نوع ترشحي 
رفت كه مشكل عدم تاخوردگي صحيح انتظار مي ند بودخواه

به  .پروتئين لاكاز در ميزبان باكتريايي، در ميزبان مخمر حل شود
رسد كه اگر پروتئين در سيتوزول به صورت نامناسبي نظر مي

تاخورده باشد، تا حد زيادي توانايي عبور از غشا را از دست 
رون در چنين زماني هاي چاپالبته كارايي مولكول. خواهد داد
كننده خواهد بود چرا كه يك پروتئين براي اينكه بسيار تعيين

بتواند از غشا عبور كند، بايد به شكل تانخورده نگه داشته شود و 
سپس در سمت ديگر غشا براي انجام فعاليت زيستي خود به 

هاي ي مولكولوسيلهه صورت مناسبي تا بخورد و اين مهم ب
  ؛شودچاپرون انجام مي

بررسي تاثيرات تغييرات بعد از ترجمه بر روي توليد پروتئين ) ب
غييرات بعد از يكي از مهمترين ت. لاكاز در مخمر پيكيا پاستوريس

ترجمه كه بررسي اثرات آن بر روي توليد آنزيم لاكاز در مخمر 
نتايج . بود Nپيكيا پاستوريس مطرح بود، گليكوزيلاسيون از نوع 

نشان داد كه گليكوزيلاسيون چندان  SDS-PAGEحاصل از ژل 
  ؛زيادي بر روي پروتئين لاكاز انجام نشده است

هاي مختلف سولفات مس بر روي توليد بررسي غلظت) ج
در بعضي موارد، پيوند يون فلزي به پروتئين . لاكاز پروتئين

موجب تقويت پايداري ساختاري آن مي شود و يا به عنوان 
حضور يون مس . كندفعال نقش ايفا مي كوفاكتور در توليد آنزيم

در ساختار آنزيم لاكاز و نقش آن در تنظيم فعاليت آنزيم، اين يون 
. كندرا به عنوان يك كوفاكتور حياتي براي آنزيم لاكاز مطرح مي

ي ياثر يون مس بر روي آنزيم لاكاز هنوز به صورت جز نحوه
اثبات رسيده مورد مطالعه قرار نگرفته است اما اين موضوع به 

است كه زمان اضافه كردن سولفات مس و غلظت آن در رسيدن 
در . به سطوح بالاي لاكاز فعال بسيار مهم و تعيين كننده است

مخمر پيكيا پاستوريس و هانسنولا پلي مرفا، سولفات مس در 
) قبل از شروع فاز ساكن(مولار و در محيط بيانيميلي دوغلظت 

  ؛اضافه شد
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درجه حرارت محيط بياني بر روي توليد آنزيم  بررسي اثرات) د
نشان دادند كه  يدر تحقيق Feng Hong et al. (2002( .لاكاز

 تواند بوسيلهآن مي خصوص فعاليت ويژهه فعاليت آنزيم لاكاز ب
هايي كه منجر به مكانيسم. كاهش دماي محيط بيان بهبود پيدا كند

تواند شود، ميكاز مياثرات درجه حرارت بر روي فعاليت آنزيم لا
به عواملي مانند كاهش پايداري، آزادسازي بيشتر پروتئازها از 

- هاي مرده و مشكلات تاخوردگي، همگي در درجه حرارتسلول

  .هاي بالا نسبت داده شود
Leif Johnson et al. (1997)   ژن لاكاز را از قارچTrametes 

versicolor   با استفاده از روشRT-PCR ند و در مخمر جدا كرد

و   pH 6استفاده از محيط كشت با . پيكيا پاستوريس بيان كردند
در طول مدت زمان كشت براي بدست آورن فعاليت  pHكنترل 

در اين تحقيق نيز سنجش فعاليت . ضروري تشخيص داده شد
نيز  Liu W et al. ( 2003) .هاي مختلف انجام شد pHآنزيمي در 

صوصيات آنزيمي لاكاز از ميزبان بعد از كلون كردن و تعيين خ
حضور . ، آن را در پيكيا پاستوريس بيان كردندLignosusقارچ 

مولار براي بدست آمدن فعاليت بهينه به ميلي 4/0مس در غلظت 
 درجه 20اثبات رسيد و بيشترين فعاليت هم به ميزان در دماي 
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