
Arc
hive

 of
 S

ID

www.g3m.ir

مرجان مجتبوی نائینی، صادق ولیان بروجنی، مرتضی هاشم زاده چالشتری

2997

لیپازها (تری آسیل گلیسرول آسیل هیدرولازها EC 3.1.1.3)۱  هیدرولیز 

تری آسـیل گلیسرول به اسـیدهای چرب و گلیسرول را در حد فاصل 

لایـه چربـی و آب کاتالیز می کنند. این آنزیم هـا کاربردهای فراوانی 

و  در صنایـع غذایـی، کشـاورزی، روغـن، چـوب و کاغـذ، پزشـکی

دارویـی دارنـد(۱,۲,۳,۴). از مهمتریـن کاربردهـای لیپاز اسـتفاده در 

شـوینده های خانگـی بـرای از بیـن بـردن لکه های چربی اسـت(۵). 

لیپازهـای باکتریایـی نوترکیـب بخـش مهمـی از تجـارت آنزیم هـا 

هسـتند(۶). بـا توجـه بـه کاربردهای وسـیع آنزیـم لیپـاز در صنایع 

مختلـف و عـدم تولیـد آن در کشـور و صرف هزینه هـای هنگفتـی 

کـه بـرای وارد کردن آن می شـود، انجـام تحقیقات مختلف در ابعاد 

گوناگـون بـرای فراهم کـردن زمینه تولید این آنزیم در داخل کشـور 

و خودکفایـی ضروری بـه نظـر می رسـد. لـذا در ایـن تحقیـق لیپـاز 

باکتریایـی کـه قبـلا" از یـک باسـیلوس پامیلـوس۲  مزوفیـل بومـی، 

چکیـده/ لیپازهـا (تـری آسـیل گلیـسرول آسـیل هیدرولازهـا EC 3.1.1.3) هیدرولیـز تری آسـیل گلیـسرول بـه اسـیدهای چـرب و 

گلیـسرول را در حـد فاصـل لایـه چربـی و آب کاتالیـز می کنـد. ایـن آنزیم هـا کاربردهـای فراوانـی در صنایع غذایی، کشـاورزی، 

روغـن، چـوب و کاغـذ، پزشـکی و دارویـی دارنـد. در ایـن تحقیـق ژن لیپـاز باکتریایـی باسـیلوس پامیلـوس بومـی در میزبـان 

پیکیاپاسـتوریس همسـانه سـازی و بیان شـد. ژن لیپاز در حامل کلونینگ  PGEM5Zf همسـانه سـازی شـد و سـپس با آنزیم های 

BamHI و  EcoRI از حامـل کلونینـگ PGEM5Zf جـدا و در حامـل بیانـی Ppic9  کـه بـا هـمان آنزیـم هـا بـرش خـورده بـود تحـت 

کنـترل راه انـداز الکل اکسـیداز همسانه سـازی شـد. سـازه حاصل پـس از تأیید همسانه سـازی با روش های ملکولـی و آنزیمی، از 

طریـق روش الکتروپوریشـن بـه درون ژنـوم مخمـر بیانـی پیکیا پاسـتوریس انتقال داده شـد. بیـان آنزیم لیپاز در محیط کشـت 

مناسـب با تسـت پارانیتروفنیل پالمیتات(pNPP) و روش SDS-PGE بررسـی شـد. نتایج نشـان دهنده بیان لیپاز نوترکیب به صورت 

پروتئیـن ترشـحی بود.

واژگان کلیـدی:  لیپاز؛ باسیلوس پامیلوس؛ پیکیا پاستوریس؛ بیان؛ 

همسانه سازی.
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پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری

 Bacillusهمسانه سازی و بیان ژن لیپاز باسیلوس

Pichia pastoris در مخمر  pumilus
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مقـدمـه

1. Lipases (Triacylglycerol acylhydrolases; EC 3.1.1.3)
2. Bacillus pumilus.
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RV در سـلول های مسـتعد E. coli سویه DH5α همسانه سازی شد. 

بررسی پلاسمید نوترکیب حاوی ژن لیپاز
صحـت همسـانه سـازی پلاسـمید نوترکیـب حـاوی ژن لیپـاز بـا 

روشPCR  و بـا اسـتفاده از آغازگرهـای اختصاصـی انجـام شـد. 

همچنیـن بـرای تأییـد صحـت همسـانه سـازی بـا روش هضـم 

بـرش  RI و HI آنزیمـی۸ ، پلاسـمید نوترکیـب بـا آنزیم هـای

آغازگرهـا  انتهـای ´۵  در  ایـن آنزیم هـا  بـرش  داده شـد. محـل 

جاسـازی و در نظرگرفتـه شـده بـود. محصول بـرش آنزیمی روی 

ژل آگارز یـک درصـد الکتروفـورز شـد.

 pPIC9 همسانه سازی ژن  لیپاز در حامل۹ بیانی
برای همسـانه سـازی ژن لیپـاز،  ابتدا حامـل pPIC9   و حامل نوترکیب  

برش داده و  RI و HI حـاوی ژن لیپـاز را بـا آنزیم هـای pGEM5Zf

قطعـات مربـوط به ژن لیپاز  و حامـل pPIC9 از روی ژل آگارز تخلیص 

و واکنش اتصال۱۰ انجام شـد تا پلاسـمید نوترکیب  pLSPICبدسـت آید. 

E. coli سـویه DH5α منتقل  محصـول واکنش اتصـال به درون باکتری

شـد. از کلونی هـای نوترکیـب کـه نسـبت بـه آمپی سـیلین مقـاوم 

بودند، اسـتخراج پلاسـمید انجـام و DNA  حاصلـه روی ژل آگارز یک 

درصد الکتروفورز شـد.

 pLSPIC تأیید صحت همسانه سازی پلاسمید نوترکیب
 pPIC9 برای اطمینان از صحت همسـانه سـازی ژن لیپاز درپلاسمید
و مشـاهده اندازه قطعه همسـان سـازی شـده، پلاسـمید نوترکیب 

و RI  بریـده شـد و روی ژل آگارز  HI بـا آنزیم هـای pLSPIC
یـک درصـد الکتروفـورز شـد. بـرای تایید بیشـتر در ضمن پلاسـمید 
نوترکیـب pLSPIC مـورد نظـر توالـی یابی۱۱ شـد و همچنیـن بـرای 
اثبـات وجـود ژن خارجـی(ژن لیپـاز) در ژنـوم مخمر با اسـتفاده از 

آغازگرهـای اختصاصـی OX1،  PCR انجام شـد.

ژن مربـوط بـه آن جـدا سـازی و توالی یابـی شـده بـود در سیسـتم 

مخمری کلون و بیان شـد.(۷) سیسـتم بیانی مورد اسـتفاده در این 

تحقیـق مخمر متیلوتروف پیکیا پاسـتوریس۳ بود. دلیـل انتخاب این 

سیسـتم بیانی محاسـن متعـدد آن از جمله، وجود راه انـداز قوی از 

ژن الـکل اکسـیداز۴ ، امکان رشـد در تراکم بـالای فرمانتور در محیط 

کشـت سـاده، انجـام تغییـرات شـیمیایی پـس از ترجمـه پروتئیـن، 

دسـت ورزی آسـان ژنتیکی و از آنجاییکه پیکیا پاسـتوریس به طور 

طبیعـی پروتئین هـای کمـی به داخل محیط کشـت ترشـح می کند، 

تخلیـص پروتئیـن در بیـان ترشـحی آنزیم، سـاده تر اسـت. همچنین 

اگـر پروتئیـن در سیسـتم طبیعـی ترشـحی و گلیکوزیله باشـد، بیان 

ترشـحی ارجـح می باشـد (۸,۹,۱۰,۱۱) لازم بـه ذکر اسـت، سـویه ای 

كـه درایـن پـروژه مـورد تحقیـق قـرار گرفـت ازجملـه باسـیل هـای 

مزوفیـل مـی باشـد و دامنـه دمایی كه  لیپـاز حاصـل از آن فعالیت 

مـی كنـد در محـدوده ۲۰  تا ۴۰ درجه سـانتی گراد می باشـد و این 

خـود مزیـت بر این اسـت كه این آنزیم میتوانـد در پودرهای رخت 

شـویی كـه نیـاز بـه آب گـرم بـرای فعالیـت ندارنـد مـورد اسـتفاده 

بگیـرد همچنیـن از بیان ژن لیپـاز مورد تحقیق، آنزیـم لیپازی تولید 

مـی شـود  کـه به خارج از سـلول ترشـح می شـود. 

مواد و روش ها

سویه ها، پلاسمید و محیط های کشت

ژن لیپـاز (EF093106) از یـک باکتری باسـیلوس پامیلوسـی بومی بود 

کـه قبـلا جداسـازی و توالی یابی ودر پلاسـمید pYM122 کلون شـده 

بـود (۷). حامـل pPIC9 و مخمـر پیکیـا پاسـتوریس سـویه GS115  از 

Escherichia coli سـویه  شرکـت اینویتروژن۵ تهیـه شـده بـود. باکـتری

 برای  ۶LB برای همسـانه سـازی اسـتفاده شد. محیط کشـت DH5α

 YPD, MM, MD  BMGY, BMMY  کشـت باکـتری و محیـط هـای کشـت

بـرای رشـد مخمـر اسـتفاده شـدند. همه محیـط های کشـت طبق 

دسـتورالعمل موجود در منابع سـاخته شـدند (۱۲).

PGEM5Zf همسانه سازی۷ ژن لیپاز در پلاسمید

-AGGGATCCCAACGATGAAGGT´5) بـا اسـتفاده از دو آغازگر رفـت

TATCAGATTCAAGAAAAGG 3´) 5) و برگشت´GAATTCTTAATTCG-

TATTCTGTCCCACG 3´)، ژن لیپـاز بـا روش PCR تکثیرشـد. انـدازه 

 قطعه تکثیر شـده مربوط به ژن لیپاز ۷۷۰ جفت باز اسـت. سـپس

 بـرش خـورده بـا آنزیـم PGEM5Zf ژن لیپـاز تکثیـر شـده در پلاسـمید

3. Pichia pastoris
4. lcohol oxidase1
5. Invitrogen
6. Lauria Bertani medium
7. Cloning
8. Digestion
9. Vector
10. Ligation
11. Sequencing.

همسـانه سـازی و بیان ژن لیپاز در مخمر
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۳۰۰۰ جفـت بـاز مربـوط بـه پلاسـمید pGEM5Zf و ۶۴۸ جفـت بـاز 

مربـوط بـه ژن لیپاز نشـان داد (شـکل ۲).

 همچنین صحت همسـانه سازی پلاسـمید نوترکیب حاوی ژن لیپاز 

بـا روشPCR  و بـا اسـتفاده از آغازگرهـای اختصاصی انجام شـد. این 

نتایـج صحـت کلون سـازی ژن لیپـاز در حامـل پلاسـمیدی را تأییـد 

 PCR می کنـد. ژن لیپـاز بـا اسـتفاده از آغازگرهای اختصاصـی و روش

تکثیر و در پلاسـمید pPIC9 همسـانه سـازی شـد، پلاسمید نوترکیب 

و RI  از  HI حـاوی ژن لیپـاز بعـد از بـرش بـا آنزیـم هـای

نظـر صحت همسـانه سـازی با روش هضـم آنزیمـی و PCR و توالی 

یابـی تأیید شد(شـکل۳). خروج قطعـه ۸۰۰۰ جفت بازی مربوط به 

پلاسـمید pPIC9 و قطعـه ۶۴۸ جفـت بـازی صحت همسـانه سـازی 

ژن لیپـاز را در پلاسـمید نوترکیـب pLSPIC را تاییـد مـی کنـد. جهت 

تأییـد بیشـتر PCR بـا اسـتفاده از آغازگرهـای اختصاصـی و پلاسـمید  

pLSPIC بـه عنـوان الگـو نیـز انجام شـد در ضمن پلاسـمید نوترکیب 

pLSPIC مـورد نظـر، توالـی یابی شـد و نتیجـه توالی یابی نشـان داد 

کـه ژن به درسـتی کلون شـده اسـت.

انتقال پلاسمید نوترکیب به درون سلول های پیکیا پاستوریس
درایـن تحقیـق جهـت انتقـال پلاسـمید نوترکیـب بـه درون مخمـر 

بالایـی  از راندمـان  الکتروپوریشـن۱۲ که در کنـار سـادگی  از روش 

منشـأ  فاقـد   Ppic9 شـد.حامل  اسـتفاده  اسـت(۱۳,۱۴)،  برخـوردار 

همانندسـازی یوکاریوتـی اسـت و جهـت بقـا در سـلول مخمـر 

بایـد وارد DNA کروموزومـی شـود. ورود پلاسـمیدهای خطـی 

بـه درون DNA کروموزومـی بـا کارایـی بهـتری اتفـاق می افتـد 

بنابرایـن پلاسـمیدهای نوترکیـب قبـل از انتقـال خطـی شـدند. 

پلاسـمیدهای نوترکیـب pLSPIC سـاخته شـده بـه وسـیله آنزیـم 

قطعـه  الکتروپوریشـن  روش  توسـط  شـد،  داده  بـرش   BglII

لیپـاز  ژن  اکسـیداز،  الـکل  انـداز  راه  حـاوی  کـه  کیلوبـازی   ۶

اضافـه شـده و ژن هیسـتیدین دهیدروژنـاز (his4)   بـود، ابتـدا 

خالـص شـده و سـپس به سـویه مخمـری GS115 منتقـل گردید. 

 (his4) در ژن هیسـتیدین دهیدروژنـاز GS115 سـویه مخمـری 

سـویه های  تـا  می دهـد  اجـازه  آن  از  اسـتفاده  و  دارد  نقـص 

دریافـت کننـده DNA  خارجـی  براسـاس رشـد در محیـط فاقـد 
شـوند. انتخـاب  هیسـتیدین  اسـیدآمینه 

بررسی بیان لیپاز در مخمر پیکیا پاستوریس 

بعـد از انجـام انتقـال DNAA و پیدایش کلونی هـای نوترکیب، حدود 

۱۰۰ کلـون کـه در محیـط MD رشـد کـرده بودنـد بـا آزمایـش 

در  شـدند  (pNPP)۱۳ بررسـی  پالمیتـات  پارانیتروفنیـل  کیفـی 

ایـن آزمایـش از  pNPP بـه عنـوان سوبسـترا بـرای نشـان دادن 

فعالیـت لیپـاز اسـتفاده شـد کـه از روی تغییـر رنگ ایجاد شـده 

توسـط آزاد شـدن پارانیتروفنـل (pNP) در اثـر فعالیـت لیپـاز، و  

اندازه گیـری جـذب نـوری آن در طـول مـوج 405nm میـزان بیان 

تخمیـن زده شـد (۱۵) و مخمرهای تراریختی۱۴ که از نظر تسـت 

pNPP مثبـت شـده بودنـد بـرای تولید لیپـاز نوترکیـب در محیط 

کشـت بیانـی مخمـر کشـت داده شـدند و بیـان لیپـاز نوترکیـب 

توسـط روش SDS-PGE  بررسـی شـد.

نتایج وبحث

ژن لیپـاز بـا اسـتفاده از آغازگرهـای اختصاصـی بـا روش PCR تکثیـر 

ودر پلاسـمید PGEM5Zf کلون شـد (شکل۱)، پلاسمید نوترکیب حاوی 

، دو باند حدود  RI و HI ژن لیپـاز بعـد از بـرش بـا آنزیـم هـای

 ۱Kb DNA) DNA نشانگر وزن مولکولی  : M شکل ۱:تکثیر ژن لیپاز. ستون

ladder Fermentas)، ستون ۱: محصول PCR ژن تکثیر شده.

12. Electroporation
13. p-nitrophenyl palmitate (pNPP)
14. Transformants. 
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زیادی کلون از لحاظ بیان بررسـی شـوند. از آزمایش کیفی، حسـاس، 

سـاده و سریـع پارانیتروفنیـل پالمــیتات(pNPP) اسـتفاده و بیـان لیپاز 

تخمیـن زده شـد. مطالعـه حـدود ۴۰ کلنـی از مخمرهـای تراریخت 

نشـان داد کـه کـه حدود ۲۵ کلـون از آنها بیان کننـده لیپاز نوترکیب 

هسـتند و باعث تغییر رنگ در آزمایش کیفی پارانیتروفنیل پالمیتات

(pNPP) می شـوند. همچنیـن بیـان پروتئیـن مورد تحقیق با اسـتفاده 

از SDS-PGE بعد از رسـوب دادن محلول رویی محیط کشـت، نشـان 

داده شـد و بیـان پروتئیـن لیپـاز مورد تأیید واقع شـد. 

به دلیل ترشـح لیپاز به درون محیط کشـت و همچنین نشان دادن 

با اسـتفاده از روش الکتروپوریشـن پلاسمیدهای نوترکیب به درون ژنوم 

مخمـر انتقال۱۵ داده شـدند. سـپس وجود ژن لیپـاز در ژنوم مخمر پیکیا 

پاسـتوریس با اسـتفاده از PCR  و آغازگرهای اختصاصی OX1 تایید شـد 

 pNPP  (شکل۴). کلون های حاوی ژن لیپاز از نظر بیان ژن لیپاز  با روش

و SDS-PGE بررسـی شـد و نتایـج نشـان دهنده بیان ژن لیپـاز به صورت 

ترشـحی در مخمر پیکیا پاسـتوریس بـود  که یک بانـد ۱۹ کیلودالتونی 

نسـبت به کنترل منفی دیده شـد که نشان دهنده حذف سیگنال پپتید 

از پروتئیـن موردنظـر مـی باشـد و بیـان لیپـاز بـه صـورت ترشـحی بود 

(شـکل۵).  بـا توجـه به این که سـلول های نوترکیب ایجاده شـده بر اثر 

نوترکیبی همولوگ ایجاد می شـوند، به دلیل تنوع در محل ورود ژن در 

ژنـوم، بازآرایـی ژنتیکـی و گوناگونـی از لحـاظ تعداد نسـخه های ژن که 

وارد ژنـوم شـده، ممکـن اسـت کلنی های مختلـف از لحاظ بیـان با هم 

متفاوت باشـند (۱۶). بنابراین برای دسـت یابی به کلنی با بیان بیشـتر و 

بهتر بایسـتی تعداد زیادی کلون از لحاظ بیان بررسـی شـوند. 

بنابراین برای دست یابی  به کلنی با بیان بیشتر و بهتر بایستی تعداد

 PGEM۵Zf  شـکل ۲: الکترفـورز تاییـد صحت کلونینـگ ژن لیپاز در پلاسـمید
 ۱Kb DNA) DNA نشـانگر وزن مولکولـی : M بـا بـرش آنزیمـی. سـتون
ladder Fermentas)، سـتون ۱ : محصـول بـرش آنزیمـی پلاسـمید نوترکیب با 

.EcoRI و BamHI آنزیم هـای

شـکل ۳: الکتروفـورز تأییـد صحـت کلونینـگ ژن لیپـاز در وکتـور pPIC۹ بـا 
 ۱Kb DNA ladder) DNA نشـانگر وزن مولکولی : M برش آنزیمی. سـتون
Fermentas)، سـتون ۱و۲ : محصـول بـرش آنزیمـی حامـل pPIC۹ حـاوی ژن 

لیپـاز، سـتون ۳ : پلاسـمید بـرش نخورده.

شـکل ۵: بررسـی بیـان لیپـاز نوترکیـب بـر روی ژل SDS-PAGE. سـتون M : نشـانگر 
وزن مولکولـی پروتئیـن، سـتون۱و۲ و ۳ : نمونـه  لیپـاز نوترکیـب تولیدشـده در محیـط 
کشـت تحـت پروموتـر AOX۱. سـتون ۴و۵ : نمونه هـای کنـترل منفی، سـتون ۶: نمونه ای 
پروتئیـن هـای داخـل سـلولی مخمـر بـرای نشـان دادن اینکـه بیـان داخـل سـلولی لیپاز 

دیـده نمی شـود.  

15. Transform

همسـانه سـازی و بیان ژن لیپاز در مخمر

شـکل ۴: الکتروفـورز بررسـی وارد شـدن پلاسـمیدهای نوترکیـب بـه داخـل 
 ۱Kb DNA ladder) DNA نشـانگر وزن مولکولـی : M ژنـوم مخمـر. سـتون
Fermentas)، سـتون ۱: ژن لیپـاز تکثیـر شـده  با پرایمر هـای اختصاصی خود 
ژن لیپاز.سـتون ۲ و۳ : محصـول PCR  کلـون نوترکیـب حـاوی ژن لیپـاز بـا 
آغازگرهـای اختصاصـی مخمـر(AOX۱) که نشـان دهنده وارد شـدن ژن لیپاز 

بـه ژنـوم مخمر می باشـد.
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لیپـازی بـود بنابراین تاخوردگی به صـورت صحیح اتفاق افتاده اسـت و 

در واقع قابلیت های مخمر پیکیا پاسـتوریس را برای بیان پروتئین های 

نوترکیـب با منشـاء متفـاوت را تأیید می کنـد. در پایان  بـا توجه به این 

كه این آنزیم در كشـورمان تولید نمیشـود و هزینه های هنگفتی صرف 

وارد كردن آن ازسـایر كشـورها میشـود. لذا نتایج این تحقیق میتواند در 

راسـتای تولید دانش فنی برای تولید در مقیاس صنعتی اسـتفاده شود و 

بـه کاربرد آنزیم در صنایع مختلف كمك شـایانی نماید.

تشکرات 
بودجه پژوهشـی این پروژه توسـط پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک 

و زیسـت فناوری تأمین شده بود. 

وتأییـد فعالیت لیپاز نوترکیب، سـیگنال پپتیـد طبیعی پروتئین لیپاز 

کـه منشـاء باسیلوسـی و باکتریایـی دارد در مخمر پیکیا پاسـتوریس 

قـادر بـه پروتئولیز انتخابی می باشـد زیـرا در انـدازه نهایی لیپاز بر 

روی ژل SDS-PGE تغییـر بـه اندازه سـیگنال پپتید ایجاد شـده بود به 
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