
 
  

 ژنتيک نوين

 1318، بهار 1، شماره چهاردهمدوره 

 13 - 23صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

  پروتئین نوترکیب

 سلولاز 

 انداز راه

 Pichia pastoris 
 

 چکیده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

اندازهای متانل اکسیداز و الکل  تحت کنترل راه CMC3بیان سلولاز 

 Pichia pastorisاکسیداز در مخمر 
The expression of cellulase CMC3 under control the alcohol 

oxidase 1 (AOX1) and methanol oxidase (MOX) promoters in the 

yeast Pichia pastoris 
 

 1*هوشنگ علیزاده ،1، علیرضا عباسی2سیادت رعنایی امید  ، سید2، ساره ارجمند1محسن ممبنی

 

گروه بیوتکنولوژی کشاورزی و منابع طبیعی، پردیس کشاورزی و منابع  ،ان، دانشیاردانشجوی دکتریترتیب  به -1

 طبیعی دانشگاه تهران، کرج

 مرکز تحقیقات پروتئین، دانشگاه شهید بهشتی، پردیس عمومی، تهران، دانشیار، استادیارترتیب  به -2

 

Mombeni M
1
, Arjmand S

2
, Ranaei Siyadat SO

2
, Abbasi A

1
, Alizadeh H

*1 

 

1- PhD Student, Associate Professors, Department of Agricultural and Natural 

Resources Biotechnology, University of Tehran, Iran, Karaj 

2- Assistant Professor, Associate Professor, Protein Research Center, 

University of Shahid Beheshti, GC, Tehran 
 

 halizade@ut.ac.ir: نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (11/12/79: تاریخ پذیرش - 80/80/79: تاریخ دریافت) 

های  اندازهای کوتاه و قدرتمند از اجزای کليدی بيان موفق پروتئين نوترکيب در ميزبان راه

خارج سلولی آنزيم سلولاز در اين مطالعه بيان . باشند میPichia pastoris  مختلف از جمله مخمر

( AOX1) 1اکسيداز  و الکل (MOX)اکسيداز  انداز متانول راه تحت کنترل( CMC3)بتااندوگلوکاناز 

های  منظور حذف اثر تعداد کپی، کلون هب. دهی متانول مورد بررسی قرار گرفت با تحت خوراک

شناسايی و  Real-Time PCRگيری در ژنوم با استفاده از روش  نوترکيب حاوی يک نسخه جای

بيان  SDS-PAGEنتايج حاصل از سنجش فعاليت آنزيم، زايموگرافی و . مورد استفاده قرار گرفتند

در اين مخمر را نشان  AOX1و  MOXانداز  قدرتمند و قابل مقايسه سلولاز تحت کنترل هر دو راه

ند با موفقيت برای توليد توا می MOXانداز کوتاه  نشان داد که راه CMC3نتايج بيان قوی . دادند

 .پروتئين نوترکيب با بيان بالا مورد استفاده قرار گيرد

 

 های کلیدی‬واژه
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 Candida biodinii ،Hansenulaمانند  دوستیمخمرهای متیل

polymorpha ،Pichia methanolica وPichia pastoris   برای

 Gellissen) اند کار برده شده ههای نوترکیب ب تولید انواع پروتئین

2000; Mattanovich et al. 2012.)  پرکاربردترین مخمر

است و تاکنون بیش از صدها پروتئین در  P. pastorisدوست  متیل

ترین  مهم یکی از. (Vogl and Glieder 2013)اند  آن بیان شده

دوست وجود  خصوصیات این مخمر و سایر مخمرهای متیل

شوند که  وسیله متانول القا می اندازهای قدرتمندی است که به راه

جداسازی ( MUT) 2های درگیر در مسیر متابولیسم متانول از ژن

دارای دو نسخه  P. pastorisمخمر. (Gasser et al. 2015)اند  شده

و  AOX1بنام  -آنزیم کلیدی متابولیسم متانول -اکسیداز از ژن الکل

AOX2  اندازی متفاوت  راهاست که این دو نسخه از نظر قدرت

اندازی بالا و تنظیم دقیق قدرت راه. (Cregg et al. 1989)هستند 

اندازی با سایر منابع القای شدید توسط متانول و مهار فعالیت راه)

ترین خصوصیت  مهم( هیدروکربنی مانند گلوکز و گلیسرول

انداز  است این راه است که باعث شده AOX1انداز  راه

 تولید پروتئین نوترکیب در این مخمر انداز برای پرکاربردترین راه

در مطالعات مختلف بیان پروتئین با . (Jahic et al. 2006)باشد 

گرم  11صورت درون سلولی و  گرم در لیتر به 22مقدار بیش از 

انداز گزارش صورت خارج سلولی تحت کنترل این راه در لیتر به

. (Hasslacher et al. 1997; Werten et al. 1999)است  شده

انداز  رغم خصوصیات مثبت ذکر شده، طول بزرگ این راه علی

یان پروتئین نوترکیب ها در ب باعث بروز برخی چالش( باز 737)

های بالقوه اتصال  انداز محل که با افزایش طول راه شود چرامی

این موضوع منجر به ایجاد . یابد های برشی افزایش می آنزیم

در کنار این . شودها میسازی ژنهایی در همسانهمحدودیت

خصوص در زیست  هاندازهای بلند بمشکل، کار کردن با راه

هایی در طراحی و نیز طول  ث بروز محدودیتباع 3شناسی صناعی

با توجه به مشکلات ذکر شده یکی از محورهای . شود می  حامل

جهت بیان پروتئین نوترکیب و استفاده  P. pastoris بهبود مخمر

                                                           
1
 Methylotrophic 

2
 Methanol-Utilization Pathway 

3
 Synthetic biology 

4
 Vector 

های بیانی جدید مبتنی بر  شناسی صناعی توسعه سیستم در زیست

 Redden and Alper)اندازهای کوچک و قدرتمند است  راه

2015). 

و سایر  P. pastorisشباهت در مسیر متابولیسم متانول بین مخمر 

ای عنوان یک منبع جدید بر هتواند ب دوست می مخمرهای متیل

. اندازهای قدرتمند دارای اهمیت باشد کارگیری راه هشناسایی و ب

است که شباهت بالایی در مسیر متابولیسم متانول بین  گزارش شده

 Egli et)وجود دارد  H. polymorphaو  P. pastorisمخمرهای 

al. 1982; Tschopp et al. 1987) .ترانسکریپتوم این مسیر  مطالعه

خصوص ژن  هل در این مسیر بهای دخی متابولیسمی بیان بالای ژن

MOX  را نشان داد(Ravin et al. 2013) .MOX  یک نسخه از

است که این  باشد و گزارش شده اکسیداز می عرض الکل آنزیم هم

 8 تحت القا با متانول بیش از  .polymorpha Hآنزیم در مخمر 

 .Gödecke et al)گیرد  بر می محتوای پروتئینی سلول را در درصد

1994). 

 Sukumaran)های صنعتی هستند  ترین آنزیم سلولازها یکی از مهم

et al. 2005) آمیزی در  موفقیتطور  هکه انواع مختلف آن ب

اند  بیان شده P. pastorisهای مختلف از جمله مخمر  میزبان

(Chen et al. 2011; Mellitzer et al. 2012) . با توجه به نحوه

ها در بعضی مطالعات  یت نسبتاً ساده، این آنزیمسنجش فعال

 .Boonvitthya et al)اند  های گزارشگر استفاده شده عنوان ژن به

2013; Wongwisansri et al. 2013) . 

 H. polymorpha مخمر MOXاندازی ژن  در این تحقیق ناحیه راه

رسی کاربرد در بیان پروتئین نوترکیب و مقایسه با جهت بر

مورد بررسی قرار  P. pastorisدر مخمر  AOX1انداز رایج  راه

مشتق  CMC3بدین منظور ژن سلولاز بتااندوگلوکاناز . گرفته است

استفاده  مورد عنوان ژن گزارشگر به Homicola insolensاز قارچ 

در مخمر  AOX1و  MOXانداز  قرار گرفت و تحت کنترل دو راه

P. pastoris  دشبیان . 

 

pPINK-HCدر این تحقیق سیستم بیانی 
TM  1سویه (ade2 )

 .Eو باکتری CMC3برای بیان ژن گزارشگر  P. pastorisمخمر 

coli DH5α جهت تکثیر سازه نوترکیب مورد استفاده قرار گرفت. 

  مقدمه

  ها مواد و روش
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 Sigma-Aldrichو ( آلمان) Merckکلیه مواد شیمیایی از شرکت 

از  DNAهای تغییردهنده  آنزیم. خریداری شدند( آمریکا)

 Takaraو ( آمریکا) .Thermo Fisher Scientific. Incهای  شرکت

Bio. Inc. (ژاپن )تمام مواد کاربردی در واکنش . خریداری شدند

های بازیابی قطعات تکثیری از  ، کیت(PCR)پلیمراز  ای زنجیره

 Bioneerهای استخراج پلاسمید از شرکت  آگارز و کیتروی ژل 

 . تامین شدند( کره جنوبی)

از   MG976719.1با کد MOXاندازی  بر اساس توالی ناحیه راه

، یک جفت آغازگر جهت تکثیر این ناحیه از NCBIپایگاه داده 

و  BglIIهمراه نواحی برشی  هب H. polymorphaروی ژنوم مخمر 

EcoRI دندشانداز طراحی توالی راه 3ʹو  1ʹ یدر دو انتها .

 primer 3افزار  با استفاده از نرم( 1جدول)آغازگرها 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ ) محصول . دندشطراحی

PCR  و حاملpPINK-HC ( 1شکل ) با استفاده از دو آنزیم

انداز  در نتیجه راه. هضم دوگانه شدند BglII / EcoRIبرشی 

AOX1  از حامل خارج و محصولPCR  با واکنش الحاق در

-pPINK-HCد و نهایتاً سازه شلیگاز جایگزین  DNAحضور 

MOX ژن سلولاز اندوگلوکاناز. طراحی شدCMC3  (300 

همراه سیگنال پپتید طبیعی خود و همچنین محل  به( اسیدآمینه

بر  3ʹو  1ʹدر دو انتهای  EcoRI /KpnI های برشی  اتصال آنزیم

 pPINK-HCحامل  در P. pastorisساس ترجیح کدونی مخمر ا

پیشتر از سوی آزمایشگاه مهندسی زیستی دانشگاه شهید بهشتی 

با دو  pPINK-HC-MOXژن سنتز شده و سازه . تهیه شده بود

آنزیم برشی فوق هضم دوگانه شدند و واکنش الحاق در حضور 

وم ناقل برای طراحی سازه د. لیگاز صورت پذیرفت DNAآنزیم 

pPINK-HC انداز  حاوی راهAOX1 ژن ،CMC3  و سازه با

هضم دوگانه شدند و  EcoRI /KpnIهای برشی  استفاده از آنزیم

لیگاز  DNAبه درون سازه در حضور آنزیم  CMC3واکنش الحاق 

های واکنش الحاق به روش شوک  مخلوط. صورت پذیرفت

به درون ( ثانیه 78گراد به مدت  درجه سانتی 2 )حرارتی 

. انتقال یافت E. coli DH5αاز پیش تهیه شده  های مستعد سلول

های مثبت بر اساس رشد بر روی محیط انتخابی حاوی  کلنی

ژن  PCRو ( لیتر گرم در میلی میلی 18)بیوتیک آمپیسیلین  آنتی

های حرارتی  نیمرخ. شناسایی شدند MOXانداز سلولاز و راه

درجه  71دقیقه در دمای  1ل برای دو ژن شام PCRهای  واکنش

درجه  71در دمای  ثانیه 38چرخه با شرایط  8 گراد،  سانتی

گراد برای اتصال  درجه سانتی 10ثانیه در دمای  1 گراد،  سانتی

درجه  92ثانیه در دمای  78و  MOXو CMC3آغازگرهای 

ثانیه برای تکثیر ژن  1 و  CMC3گراد برای تکثیر ژن  سانتی

MOX درجه جهت تکثیر نهایی  92دقیقه دمای  18 و در پایان

با آغازگرهای  PCRدست آمده با استفاده از  های به کلون. بود

یابی  و همچنین با توالی CMC3انداز و ژن  اختصاصی راه

 . تایید شدند PCRمحصولات 

 

 .Real- Time PCRو تشخیص تعداد کپی ژن به روش  CMC3، ژن MOXانداز  های راه آغازگرهای مورد استفاده جهت تکثیر توالی -1جدول 

 طول قطعه تکثیری توالی آغازگرنام  آغازگر

 MOX F-MOX AATTAGATCTCCGGAGGCTGGGCTTTC 1 1 اندازراه تکثیر

R-MOX CGGCCCGAATTCTTTGTTTTTGTATTTAG 

 CMC3 F-cmc3 TAGAAGCTTCAAGGTGGTGCTTGG 12 3 ژن تکثیر

R-cmc3 TTCCGATCCCTACTATGGAACGTATTC 

ژن بر اساس  نسخه تعداد تشخیص

 CMC3و  MOXهای  توالی

F- mox TTTAAAGGTTCGGTAGAAATTTGTCCTC 07 

R- mox GAAACAGCTATGACCATGATTACGC 

F-cmc3 TGACGGCTTCAACATGTTCC 182 

R-cmc3 CTCAGTCAGGTTTCGGAGGT 

F-ARG4 CTGAGACAAAGTTCACGGGTATC 181 

R-ARG4 GATGCTGCTGGAGACGATTC 
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 سازه بیانی طراحی شده  -1شکل 

انداز  ، هضم ناقل و برش راهDNA نشانگرشامل  از چپ به راست ترتیب ها به چاهک. به روش هضم آنزیمی pPINK-HC-MOX-CMC3ه بیانی زسا تایید -الف

MOX  و هضم ناقل و برش ژن باز  133با طولCMC3  باشند میباز  1232با طول. 

 DNA نشانگرو  CMC3شامل هضم ناقل و برش ژن از چپ به راست  ترتیب ها به چاهک. به روش هضم آنزیمی PINK-HC-AOX1-CMC3 تایید سازه بیانی -ب

 .باشند می

 .طراحی شده pPINK-HCشکل شماتیک ناقل  -پ

 

 pPINK-HC-MOX-CMC3های حاوی سازه  در نهایت کلنی

برای مراحل بعدی تحقیق در این   pPINK-HC-AOX1-CMC3و

از )های مستعد مخمر  انتقال ناقل به سلول. باکتری تکثیر شدند

بر اساس روش الکتروپوریشن با استفاده از ( پیش تهیه شده

 ,Electroporator manipulator (BTX ECM630دستگاه 

Harvard apparatus ) و بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده

های بیانی جهت الحاق به ناحیه  قبل از انتقال سازه. انجام پذیرفت

خطی  SpeIبا استفاده از آنزیم برشی  1سویه  TRP2لوکوس 

های مثبت بر اساس رشد بر روی محیط انتخابی کلنی. شدند
1

PAD (Invetrogen ) انتخاب و با استفاده از واکنشPCR  بر

و ژن  MOXانداز  راه( 1جدول)اساس آغازگرهای اختصاصی 

CMC3 تایید شدند . 

 H. polymorphaو  P. pastorisژنومی مخمرهای  DNAمحتوای 

با برخی تغییرات  et al.  Haaning(1997) بر اساس روش

های حاصل از کشت سلول. (Haaning et al. 1997)استخراج شد 

عصاره مخمر ) YPDلیتر محیط  های مثبت در پنج میلی شبانه کلنی

با استفاده از  =2OD600- با %( 2و گلوکز % 1، پپتون 1%

. از روشناور جداسازی شدند( دقیقه g1888، 1)سانتریفیوژ 

 TE ( mM Tris-CL18،mMمیکرولیتر بافر  98ها در  سلول

                                                           
1
 Pichia Adenine Dropout 

EDTA1 ،0PH= ) حل شدند و پس از چند ثانیه همزنی در دمای

داری شدند و سپس  گراد به مدت پنج دقیقه نگه درجه سانتی 188

نهایتاً . این فرایند سه بار تکرار شد. زنی شدند دوباره هم

سوسپانسیون سانتریفیوژ شد و روشناور به یک میکروتیوب تمیز 

 ، روشناور با آنزیم ریبونوکلئازRNAت حذف جه. انتقال داده شد

جهت حذف . دقیقه تیمار شدند 18در دمای اتاق به مدت 

 ایزوآمیل/ مهای پروتئینی، روشناور با محلول کلروفور آلودگی

سپس محلول . به مدت پنج دقیقه تیمار شد 1: 2الکل به نسبت 

ه ب DNAو فاز رویی محتوی ( دقیقه g18888 ،18)سانتریفیوژ شد 

استخراج شده با  DNAکیفیت  .میکروتیوب جدید منتقل شد

هایی که نسبت جذب  استفاده از دستگاه نانودراپ سنجیده و نمونه

های  داشتند جهت بررسی 0/1نانومتری بالاتر از  208به 268

 .بعدی انتخاب شدند

منظور اجتناب از اثر دز ژن بر مقایسه سطح بیان آنزیم سلولاز  به

های غربال  ، در کلنیMOXو  AOX1انداز  راه تحت کنترل دو

های حاوی  جهت تشخیص کلنی Real-Time PCRشده از روش 

 .Abad et al)استفاده شد  (چندکپی)کپی یک یا بیش از یک

و ژن  CMC3، ژن MOXانداز  ابتدا بر اساس ناحیه راه(. 2010

ARG4داخلی 
(. 1جدول )سه جفت آغازگر طراحی شد  مخمر 2

                                                           
2
 Arginisucccinate lyase 
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انداز  باز برای راه 181 و181 ،07ترتیب  تکثیری به طول قطعه

MOX ،CMC3  و ژنARG4 عنوان ژن مرجع داخلی بود هب .

 FIREpol EvaGreenاز کیت  Real-Time PCRجهت فرایند 

های  نیمرخ حرارتی واکنش. استفاده شد Solis BioDyneشرکت 

PCR  سیکل  8 گراد،  درجه سانتی 71دقیقه در دمای  18شامل

 10ثانیه در دمای  1 گراد،  درجه سانتی 71ای در دمای  ثانیه 38

 92ثانیه در دمای  38گراد برای اتصال آغازگرها و  درجه سانتی

های  منحنی. گراد برای تکثیر قطعات اسیدنوکلئیک بود درجه سانتی

. استاندارد جهت تعیین کمی تعداد نسخه الحاقی ترسیم شدند

ژنومی استخراج شده در  DNAاز برای این منظور یک نانوگرم 

در . میکرولیتری مورد استفاده قرار گرفت 11حجم نهایی واکنش 

 :دشمحاسبه  زیرنهایت تعداد کپی نرمال شده بر اساس فرمول 

  تعداد کپی ژن هدف 
 تعداد کپی نرمال نشده

 تعداد کپی ژن کالیبره کننده داخلی       
 

مورد  P. pastorisقبلا در مخمر  MOXانداز  با توجه به اینکه راه

دهی  استفاده قرار نگرفته بود و اطلاعاتی درباره نحوه خوراک

انداز وجود نداشت، ابتدا سه  مناسب با متانول جهت القای این راه

دهی با متانول بر اساس مقدار متانول افزوده شده به  روش خوراک

از بدین منظور تعدادی . دشطراحی ( 2مطابق جدول )محیط 

+ YPD (YPلیتر محیط  میلی 18کپی در های مثبت تککلون

ساعت کشت داده شدند و پس از رسیدن  0 به مدت %( 2گلوکز 

ها  آوری شده و سلول جمع(  =2OD600- )به رشد مناسب 

ها دوباره  سلول(. دقیقه g1888 ،18سانتریفیوژ )رسوب داده شدند 

حل  =1OD600ا ب( متانول+ BMY) BMMYلیتر محیط  میلی 18در

گراد با  درجه سانتی 38ساعت در دمای  76شدند و به مدت 

در . گرماگذاری شدند( g288)دور بر دقیقه  218سرعت شیک 

ها رسوب داده شده و میزان تولید آنزیم به روش  پایان سلول

 . سنجش فعالیت آنزیم بررسی شد

روش الف ) دهی با متانول  پس از تعیین بهترین روش خوراک

-pPINK-HCهای  کپی حاوی سازه های تک ، کلنی(2ول جد

MOX- CMC3  وpPINK-HC-AOX1- CMC3  غربال شده در

ساعت  0 به مدت %( 2گلوکز + YP) YPDلیتر محیط  میلی 188

(  =2OD600- )کشت داده شدند و پس از رسیدن به رشد مناسب 

، g1888سانتریفیوژ )ها رسوب داده شدند  آوری شده و سلول جمع

 BMMYلیتر محیط  میلی 188ها دوباره در سلول(. دقیقه 18

(BMY + 18متانول )% 1باOD600=  76حل شدند و به مدت 

دور بر  218گراد با سرعت شیک  درجه سانتی 38ساعت در دمای 

دهی روزانه با متانول یک  خوراک. انکوبه شدند( g288) دقیقه

هر . یرفتدرصد جهت حفظ رشد و همچنین القا بیان انجام پذ

ها  لیتر روشناور جهت بررسی بیان آنزیم ساعت مقدار یک میلی  2

ها  ساعت، سلول 76نهایتاً پس از . توده برداشت شد و زیست

آوری و روشناور  جمع( دقیقه g1888 ،1)وسیله سانتریفیوژ  هب

 . های بعدی مورد استفاده قرار گرفت جهت بررسی

و با  et al.  laemmli(1970) بر اساس روش SDS-PAGE تجزیه

انجام پذیرفت  Bio-Radاستفاده از دستگاه ژل الکتروفوز افقی 

(Laemmli et al. 1970) .آمید حاوی  اکریل به این منظور ژل پلی

 1/1، با ضخامت %0و فشرده کننده % 12دو بخش، تفکیک کننده 

روشناور حاصل از کشت در . متر مورد استفاده قرار گرفت میلی

میکرولیتر بافر نمونه حل شد و سپس به مدت پنج دقیقه در  18

 18-28ها، در حدود  پس از خنک شدن نمونه. آب جوشانده شد

به درون ( ها مساوی بین همه نمونه)میکرولیتر از هر نمونه 

 88 ولت و  188ها تحت ولتاژ  ژل. ها بارگذاری شد چاهک

پس از پایان مرحله . آمپر به مدت یک ساعت بارگذاری شدند میلی

 آمیزی شدند ها با استفاده از نیترات نقره رنگ بارگذاری، ژل

(Wray et al. 1981) . (2014)آزمون زایموگرافی بر اساس روش 

Gastelum-Arellanez et al.  انجام پذیرفت(Gastelum-

Arellanez et al. 2014) .سترای فعالیت طور خلاصه، سوسب به

به درون بافر %( 1/8سلولز  متیل کربوکسی) CMC3 آنزیم

ها  پس از پایان مرحله بارگذاری، ژل. کننده اضافه شد تفکیک

-Triton-xمولار،  میلی 18سدیم  بافر فسفات)توسط بافر شستشو 

100 1/8% ،0/6PH= )داری  به مدت یک ساعت در دمای اتاق نگه

گراد در  درجه سانتی 39در دمای  ها پس از شستشو، ژل. شدند

بدون شیک به مدت  Triton-X-100همین بافر ولی بدون حضور 

آمیزی با محلول رنگی کونگو  رنگ. داری شدند یک ساعت نگه

انجام شد و پس از ظهور نواحی روشن متناظر فعالیت % 2/8  رد

زدایی توسط محلول دو مولار سدیم  سلولاز بتااندوگلوکاناز، رنگ

 .ید انجام شدکلرا

                                                           
1
 Congo red 
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سنجی با  به روش رنگ CMC3فعالیت سلولازی بتااندوگلوکاناز 

انجام ( DNS)نیتروبنزوئیک سالیسیلیک اسید  استفاده از معرف دی

میکرولیتر  21-18مخلوط واکنش شامل . (Miller 1959)شد 

 188علاوه  هب کشت سلولی( ها مساوی بین همه نمونه)روشناور 

محلول در % 1سلولز متیلشامل کربوکسی)میکرولیتر بافر واکنش 

دقیقه در  38به مدت ( =PH 1/6 میلی مولار، 18بافر فسفات 

جهت خاتمه واکنش . گراد گرماگذاری شد درجه سانتی 39دمای 

میکرولیتر محلول سود شش مولار به مخلوط واکنش اضافه  188

به تیوب  DNSمیکرولیتر محلول  988سپس . دشو ورتکس 

د و پس از چند ثانیه ورتکس ملایم، مخلوط شواکنش اضافه 

پس از سرد شدن به . واکنش به مدت پنج دقیقه جوشانده شد

پس . دشنانومتر قرائت  8 1سرعت جذب واکنش در طول موج 

صورت مقدار  از رسم منحنی استاندارد، یک واحد فعالیت آنزیم به

یم لازم جهت رهاسازی یک میکروگرم گلوکز احیاشده در آنز

 :دشمحاسبه  زیردقیقه بر اساس فرمول 

     
     حجم واکنش قند احیا شده

     میزان جذب      حجم سوپرناتانت       زمان
 

 

بر اساس مطالعات انجام شده بیان موفق پروتئین نوترکیب در 

خصوصیات سیستم بیانی مانند سویه و طور مستقیم به  میزبان به

(. Redden and Alper 2015) انداز بستگی داردخصوص راه هب

توانایی بالایی در بیان پروتئین نوترکیب تحت  P. pastoris مخمر

همگام با . (Boonvitthya et al. 2013)دارد  AOX1انداز  راه

اندازهای قوی،  آوری پروتئین نوترکیب، وجود راه اهمیت در فن

شناسی  کوتاه و با کنترل دقیق از اجزای کلیدی توسعه زیست

تاکنون جستجو برای . (Redden and Alper 2015)صناعی است 

اندازهای کوتاه و قدرتمند به ندرت باعث شناسایی انواع  راه

. (Gasser et al. 2015)است  شده AOX1انداز  تری از راه قوی

هایی در مسیر متابولیسم  دوست دارای شباهت مخمرهای متیل

اندازهایی  وسیله کاربرد هترولوگ راه هاین شباهت ب. متانول هستند

است  دوست اثبات شده در سایر مخمرهای متیل AOX1مانند 

(Raschke et al. 1996) .ها هستند که  ای از آنزیم سلولازها دسته

تر هیدرولیز  پلیمر سلولز را به گلوکز و سایر قندهای کوچک

در مطالعات قبلی صورت گرفته در آزمایشگاه مهندسی . کنند می

 P. pastorisزیستی دانشگاه شهید بهشتی مشخص شد که مخمر 

های نوترکیب تحت کنترل  توانایی مناسبی در بیان این پروتئین

های مختلفی برای سنجش فعالیت  روش. دارد AOX1انداز  راه

ها سریع، ساده و کمی هستند  سلولاز وجود دارد که اکثر آن

(Shuangqi et al. 2011) .است که این  این خصوصیات باعث شده

 .Pعنوان ژن گزارشگر در مخمر هها برای کاربرد ب دسته از آنزیم

pastoris  ژن . باشندمناسب MOX مخمرH. polymorpha  به

ین ژن از اندازه ا شود و راه شدت در سطح رونویسی القا می

اندازها برای بیان پروتئین نوترکیب در این مخمر  ترین راه آل ایده

در این تحقیق . (Avgerinos et al. 2001; Gellissen 2000)است 

باز برای کاربرد هترولوگ جهت بیان  133با طول  MOXانداز  راه

مورد استفاده قرار  P. pastorisدر مخمر  CMC3سلولاز نوترکیب 

 . گرفت

 درون به CMC3 و MOX یها یتوال الحاق دییتا از پس

 ،(1 شکل) به روش هضم دوگانه حامل pPINK-HC های حامل

 P. pastoris مخمر ژنوم TRP2 لوکوس درون به یینها ناقل انتقال

 سازه یحاو مثبت یها یکلن. شد انجام شنیالکتروپور روش به

pPINK-HC-MOX-CMC3  وpPINK- HC-AOX1-CMC3  به

 شکل) MOX و CMC3 یهایتوال ریتکث اساس بر و PCR روش

 .شدند انتخاب PAD یانتخاب طیمح یرو بر رشد نیهمچن و( 2

 حاوی های کلون ها، حاوی ناقل مثبت های کلنی غربالگری از پس

 Real-Time PCRبه روش  های الحاقی ناقل از کپی یک

های  برخلاف روش Real-Time PCRروش . شدند غربالگری

زیادی را لازم سنتی تشخیص تعداد نسخه ژن که هزینه و زمان 

مد آدارند و از طرفی بشدت مستعد خطای کاربر هستند سریع، کار

رو این روش  از این (D’haene et al. 2010)و کم هزینه است 

هایی مانند  تعداد کپی ژن در میزبان بطور گسترده برای تشخیص

تاکنون . (Shepherd et al. 2009)شود  گیاهان و انسان استفاده می

روش برای تشخیص سازی این  اطلاعات زیادی در خصوص بهینه

 .Pخصوص مخمر هتعداد کپی درج شده در ژنوم مخمرها ب

pastoris (2010) .وجود نداشته استet al.  Abad  نخستین بار از

 .Pتعداد نسخه درج شده در ژنوم مخمر این روش برای تعیین

pastoris با توجه به اینکه در هنگام ارائه آن . استفاده کردند

  نتایج و بحث
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یابی نشده بود  طور کامل توالی همر بتحقیق هنوز ژنوم این مخ

اما با انتشار نخستین . اطلاعات حاصل از آن مستعد خطا بود

استفاده از  (Ravin et al. 2013)یابی دقیق ژنوم این مخمر  توالی

در این تحقیق با . این روش هرچه بیشتر مورد توجه است

سازی این روش از نتایج آن جهت تشخیص و تفکیک  بهینه

 CMC3های حاوی یک و بیش از یک کپی از ژن درج شده  کلنی

نتایج نشان داده نشده )استفاده شد  MOXانداز  تحت کنترل راه

ژنی بر بیان پروتئین نوترکیب  رمنظور اجتناب از اثر د به(. است

CMC3های حاوی یک نسخه از ژن درج شده به روش  ، کلنی

Real-Time PCR استفاده قرار  شناسایی و در ادامه تحقیق مورد

 .گرفتند

برای بیان  MOXانداز اینکه نخستین بار است که از راه به توجه با

 .Pدهی با متانول در مخمروسیله خوراک هپروتئین نوترکیب ب

pastoris در کافی و به همین دلیل اطلاعات شود استفاده می 

این خوراک در این  تحت MOX انداز راه فعالیت نحوه خصوص

دهی بر اساس  متانول مختلف سه روش اثر ندارد،مخمر وجود 

 بیان بر حجمی -مقادیر افزوده شده به محیط بر حسب حجمی

-pPINK-HC-MOX های ناقل حاوی مثبت کپی تک های کلنی

CMC3 محیط در BMMY (2جدول )شد  بررسی. 

 

 

 .MOXانداز  تحت کنترل راه CMC3دهی با متانول بر بیان سلولاز  های مختلف خوراک مقایسه روش -2جدول 
 MOXانداز  تحت راه CMC3میانگین بیان  دهی خوراک روش دهی با متانول خوراک

 الف

حجمی متانول در روز اول / افزایش نیم درصد حجمی

حجمی به / کشت و سپس افزایش یک درصد حجمی

 صورت روزانه به مدت سه روز

196 

 ب

حجمی متانول در روز اول / افزایش نیم درصد حجمی

 به حجمی/ حجمیهشت دهم  زایشکشت و سپس اف

 روزسه  مدت به روزانه صورت

 09 

 پ
/ حجمی متانول حجمی/ حجمییک درصد  زایشاف

 روزچهار  مدت به حجمی
123 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
در تمامی تصاویر چاهک اول از . MOXانداز  و راه CMC3ژن  PCRترنسفرم مخمر پیکیا پاستوریس بر اساس الکتروفورز محصولات های  کلنیغربالگری  -2شکل 

  .است DNAچپ نشانگر 

 CMC3و ( 9تا  1شماره  – شکل پایینهای  چاهک ) MOXهای بر اساس تکثیر توالی pPINK-HC-MOX-CMC3های حاوی سازه  غربالگری کلنی -الف 

 .(13تا  1شماره  -ی شکلبالاهای  چاهک)

 (.18تا  1های  چاهک) CMC3 بر اساس تکثیر توالی pPINK-HC-AOX1-CMC3های حاوی سازه  غربالگری کلنی -ب
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دهی موجب بیان  نتایج اولیه نشان داد که هر سه روش خوراک

مقایسه (. 2جدول )شوند  در میزبان می CMC3مناسب پروتئین 

های  دهی نشان داد که بین روش های مختلف خوراک روش

 1 و 1 ،1، 81افزودن مقادیر ) دهی روش الف  مختلف خوراک

با ( حجمی متانول در طی روزهای القا بیان آنزیم/ درصد حجمی

و روش پ با  09 واحد آنزیم نسبت به روش ب با  196تولید 

نزیم با اختلاف دارای بیشترین بیان آنزیم سلولاز بود واحد آ 123

 MOXانداز  دهی برای راه و در ادامه این روش خوراک( 2جدول )

دست آمده در مطالعات  مطابق نتایج به. مورد استفاده قرار گرفت

آزمایشگاه مهندسی زیستی دانشگاه شهید )قبلی در این آزمایشگاه 

به  AOX1انداز  ای راهدهی بر بهترین روش خوراک( بهشتی

حجمی / درصد حجمی 1و  1، 1، 81صورت افزایش روزانه 

بیان اولیه . دشاست که در این تحقیق نیز همین روش استفاده 

رغم تفاوت گسترده توالی بین  دست آمده نشان داد که علی هب

با طول  MOXانداز باز و راه 737با طول  AOX1انداز سنتی  راه

باز، ماشین رونویسی این مخمر با موفقیت توانست نقطه  133

صحیح شروع رونویسی را تشخیص و پروتئینی با فعالیت صحیح 

دوست  اندازهای مخمرهای متیل استفاده از راه. متابولیکی تولید کند

 AOX1انداز  یشتر از راهب. است صورت هترولوگ گزارش شده به

 H. polymorphaیان پروتئین در مخمر برای ب P. pastorisمخمر 

انداز  استفاده از راه. (Raschke et al. 1996)است  استفاده شده

 P. pastorisصورت هترولوگ در  هب H. polymorphaمخمر 
است و این نخستین گزارش در مورد استفاده از یک  گزارش نشده

انداز هترولوگ قدرتمند برای بیان پروتئین نوترکیب در راه

گزارشات مختلفی در خصوص شباهت . است P. pastorisمخمر

دوست وجود  ژنتیکی مسیر متابولیسم متانول در مخمرهای متیل

نتایج مطابق با  (Egli et al. 1980; Tschopp et al. 1987)دارد 

گزارشات پیشین شباهت تنظیم مسیر متابولیسم متانول را نشان 

در میزبانی  MOXانداز هترولوگ که تنظیم موفق راه دهد چرا می

های  دهد سیستم تنظیمی ژن غیر از میزبان طبیعی آن نشان می

اکسیداز، در میان  مسیر متابولیسم متانول، بالاخص ژن الکل

ساعت  0 پس از . ت شباهت بالایی دارددوسمخمرهای متیل

تحت  CMC3دهی با متانول نتایج تولید قدرتمند آنزیم  خوراک

(. 3شکل )را نشان داد  MOXو  AOX1اندازهای  کنترل راه

های نوترکیب تولید شده نشان دهنده  زایموگرافی پروتئین تجزیه

دهنده فعالیت ای شفاف و روشن بر روی ژل بود که نشان هاله

  شکل )های تولید شده بود  سلولازی بالای آنزیم متیل بوکسیکر

 (. الف

 

 

 

 

 

 

 

 

 
پس  AOX1و  MOXانداز  تحت کنترل دو راه CMC3بیان سلولاز  -3شکل 

 دهی با متانولساعت خوراک 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
پروتئین نوترکیب ( ب) SDS-PAGE و( الف) زایموگرافی تجزیه - شکل

CMC3  اندازهای  راه کنترل تحتتولید شدهMOX  وAOX1  0 پس از 

 .دهی با متانولساعت خوراک

 

سلولازی بالا و همچنین بیان بالای سلولاز  متیل فعالیت کربوکسی

CMC3 انداز مختلف در مخمر  تحت دو راهP. pastoris  نشان

های سلولازی دهنده توانایی مناسب این مخمر در بیان آنزیم

تولید شده دارای وزن مولکولی های نوترکیب پروتئین. است

دهنده افزایش وزن  کیلودالتون بودند که نشان 18نزدیک به 

انداز  مولکولی پروتئین نوترکیب بیان شده تحت کنترل هر دو راه

کیلودالتون  2 با  CMC3نسبت به وزن مولکولی طبیعی سلولاز 
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افزایش وزن مولکولی پروتئین نوترکیب در (. ب  شکل)بود 

دلیل گلیکوزیلاسیون بالا در تحقیقات پیشین  هب P. pastorisمخمر 

دارای  CMC3آنزیم (. Boer et al. 2000)است  نیز گزارش شده

 -گلیکوزیلاسیون و چندین جایگاه بالقوه اُ -دو جایگاه اِن

تواند عامل گلیکوزیلاسیون می -گلیکوزیلاسیون است که بیش

کیب و غیرنوترکیب این اختلاف وزن مولکولی بین پروتئین نوتر

 .Pو نحوه رشد مخمر CMC3بیان پروتئین نوترکیب . باشد

pastoris ساعته  76انداز مختلف طی یک دوره تحت دو راه

نتایج افزایش . دهی با متانول مورد بررسی قرار گرفتخوراک

تحت کنترل دو  CMC3سلولاز  معنادار و پیوسته بیان آنزیم

دهی با متانول را با افزایش زمان خوراک AOX1و  MOXانداز  راه

این نتایج بیان بالاتر آنزیم (. 1شکل )ساعت نشان دادند  76تا 

CMC3 انداز  تحت کنترل راهAOX1 انداز  در مقایسه با راهMOX 

و  929صورت میانگین بیش از  ساعت به 76پس از . را نشان دادند

و  AOX1انداز ترتیب تحت کنترل راه به CMC3واحد آنزیم  638

MOX  ًدرصد بیان بیشتر تحت  13تولید شد که نشان دهنده تقریبا

بیش از دو دهه است که  AOX1انداز راه. بود AOX1انداز راه

های مختلف قرار گرفته است که این موضوع بر  ورزی مورد دست

با . (Portela et al. 2017)شدت افزوده است  انداز بهقدرت این راه

 .Pاندازهای قدرتمند در مخمر  توجه به محدود بودن تعداد راه

pastorisشدت مورد توجه بوده است و  هانداز ب، مهندسی راه

ثر برای بهبود تولید پروتئین ؤعنوان یکی از راهکارهای م هب

 Weinhandl)نوترکیب در این مخمر مورد بحث قرار گرفته است 

et al. 2014) .های گوناگونی مانند  از روشEp- PCR
و یا   

شود که با  انداز استفاده می زایی هدفمند برای مهندسی راه جهش

اندازهای  عدم شناخت کافی از نحوه تنظیم دقیق راه توجه به

روی  انداز وابسته است و از این طول راه شدت به همخمری ب

 Redden and Alper)انداز کوتاه بسیار مورد توجه است  کاربرد راه

2015) . 

امکان مهندسی آن را نسبت به  MOXانداز  تر راه طول کوتاه

تواند برای محققین این  کند که می تر می آسان AOX1انداز  راه

های  وضعیت رشد مخمرهای حامل ناقل. حوزه بسیار جذاب باشد

دهی با متانول مورد بررسی قرار ساعت خوراک 76بیانی طی 

                                                           
1
 Error pron- PCR 

دهنده عدم وجود اختلاف معنادار در میزان  نتایج نشان. گرفت

دهی  کبا توجه به الگوی خورا(. 6شکل )رشد بین مخمرها بود 

های  یکسان و عدم وجود اختلاف معنادار در الگوی رشدی کلون

توان  می AOX1- CMC3و  MOX- CMC3های  حاوی سازه

تحت  MOXانداز  چنین استدلال کرد که بر اثر القا شدید راه این

نخستین  AOX1)انداز قدرتمند همچون راه)دهی با متانول  خوراک

گام در حفظ ایمنی سلول در مقابله با اثرات سمی متانول یعنی 

خوبی انجام گرفته  هتغییر شکل آن به مولکولی با سمیت کمتر ب

است که اثر مثبت خود را بر حفظ رشد مناسب همچون کلون 

 .نشان داده است AOX1انداز  دارای راه

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

انداز  راه کنترل تحت CMC3ب های نوترکی بیان پروتئین بررسی -1 شکل

MOX  وAOX1  دهی با متانول ساعت رشد و خوراک 76پس از. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 CMC3های نوترکیب  بررسی رشد مخمرهای بیان کننده پروتئین -6شکل 

ساعت رشد و  76پس از  AOX1و  MOXاندازهای  تحت کنترل راه

 .دهی با متانول خوراک
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به  CMC3در این تحقیق از توالی راهنمای طبیعی آنزیم سلولاز 

جهت  MKHSVLAGLFATGاسید آمینه با توالی  16طول 

ترشح پروتئین نوترکیب به محیط کشت استفاده شد که بر اساس 

نتایج توانسته است پروتئین تولیدی را با موفقیت به محیط کشت 

جدیدی جهت ترشح عنوان توالی ترشحی  هتواند ب ترشح کند و می

مورد  P. pastorisپروتئین نوترکیب به محیط بیرون سلول مخمر 

 . های بیشتری قرار گیردبررسی

 

 

 گیری کلی نتیجه

 Hansenulaاز مخمر MOXانداز کوتاه  در این مطالعه راه

polymorpha  برای کاربرد هترولوگ در بیان پروتئین نوترکیب

مورد  Pichia pastoris دهی با متانول در مخمرتحت خوراک

 CMC3نتایج بیان موفق و قابل مقایسه آنزیم . استفاده قرار گرفت

. را نشان دادند AOX1انداز متداول  انداز با راه تحت کنترل این راه

انداز از  این مطالعه گزارشی در خصوص کاربرد موفق یک راه

صورت هترولوگوگ جهت تولید پروتئین  هسایر مخمرها ب

 .است P. pastorisر مخمر نوترکیب د
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