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 پیکیا پاستوریسدر باسیلوس ترموکاتنولاتوس(BTL2)و بیان ترشحی ژن لیپاز کلونینگ 

  مخمري آلفا فاکتور طبیعی و نشانهبا استفاده از توالیهاي

مرضیه وفا
2و1

، باقر یخچالی
1،*

، علی حق نظري
2

، فردوس رستگارجزي
1

، علی اصغر کارخانه
1

حورا احمدي دانش و 
1  

1

  صنعت و محیط زیست پژوهشکده زیست فناوريزیست فناوري ، ندسی ژنتیک وپژوهشگاه ملی مهتهران، 

2

دانشگاه زنجان، دانشکده کشاورزي، گروه بیوتکنولوژيزنجان، 
  

  26/4/89: تاریخ پذیرش  3/11/87:تاریخ دریافت

  چکیده

در را یسرول و اسیدهاي چربهیدرولیز تري آسیل گلیسرول  به گل،( Triacylglycerol acylhydrolase EC 3.1.1.3)یپاز ل

وسورفکتانتها، صنایع روغن، غذایی، در فرمولاسیون شوینده ها، تهیه بی هالیپاز. کاتالیز می کندحد فاصل لایه چربی و آب 

 ،در این تحقیق.استنزیم در صنایع شوینده آرین کاربرد این تمهم.دنکاربرد دار ییپزشکی و داروچوب و کاغذ،  کشاورزي،

Bacillus(باسیلوس ترموکاتنولاتوسژنومی باکتري  DNAستخراج ا پس از thermocatenulatus(ژن لیپاز،مولد لیپازbtl2

 موتر الکل اکسیدازوپر کنترل تحت pPIC9یبیان حاملو در تکثیر PCRبا روش )نشانهو بدون توالی  نشانههمراه با توالی (

با فوق  نوترکیب هايپلاسمیدو برش آنزیمی،  PCRتوسط حت کلونینگ پس از تأیید ص pYV129)و  (pYV128کلون شد

Pichia(پیکیا پاستوریسو با روش الکتروپوریشن به میزبان  هشد یخط Bgl IIآنزیم  pastories (مخمر . ندانتقال داده شد

وجود آنزیم در محیط کشت  .دشء آنزیم لیپاز القابیان ل وکشت داده شد و با متان BMGYدر محیط نوترکیب سیپاستورایکیپ

به روش تعویض یونی لیپاز نوترکیب سازي خالص  .و روش ایمونوبلات تأیید شد) pNPP(ل پالمیتات یپارانیتروفن آزمونبا 

-pHو فعالیت ویژه آنزیم به روش انجام  stat  نتایج تولید . شدتعیینU/L18000  لیپاز نوترکیب در کشت فلاسک و کسب

U/L12000 با فعالیت ویژه ) درصد 66راندمان خالص سازي(ترکیب خالص آنزیم نو/mgμ5728 را نشان داد.  

نوترکیب، بیان ترشحیلیپاز ،پیکیا پاستوریس، باسیلوس ترموکاتنولاتوس:واژه هاي کلیدي

bahar@nigeb.ac.ir:پست الکترونیک ، 44580353: نویسنده مسئول، تلفن تماس *

مقدمه

عمیقی در صنایع بیوتکنولوژي  آنزیمولوژي تحولدانش

آنزیم  4000که امروزه از بین ایجاد نموده است، به طوري

نوع آن در صنایع مختلف  200شناخته شده در حدود 

 4(منابع میکروبی حاصل شده اند از اکثراًکه دارندکاربرد 

در آینده اي  و احتمالا ً(امروزه بیشتر آنزیمها ). 13و

یله فرمانتاسیون مواد با پایه زیستی به وس) نزدیک همه آنها

آنزیمهاي هیدرولیتیکی چون پروتئازها، ). 8(شوند تهیه می

آمیلازها، آمیدازها، استرازها و لیپازها بخش عمده اي از داد 

را در برمی ) درصد 75حداقل(و ستد آنزیمهاي صنعتی 

در این میان لیپازها به خاطر کاربرد گسترده در . گیرند

ف از جمله تولید شوینده ها، صنایع غذایی، صنایع مختل

در فراوانی داشته و  اهمیت... دارو سازي، کشاورزي و 

  ).14و  6،7،9(مطالعه و بررسی هستند دست

به پیکیا پاستوریسامروزه استفاده از مخمر متیلوتروف

عنوان میزبان براي بیان پروتئینهاي نوترکیب نظیر لیپاز 

 هاياین مخمر داراي پروموتر. است نوترکیب، افزایش یافته

قوي است که بیان ژن خارجی را القاء می کند، بنابراین 

 .قادر به تولید مقادیر زیادي از پروتئین هدف خواهد بود

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

5،1390، شماره 24جلد                                                                           مجله زیست شناسی ایران                                         

641  

به عنوان یک یوکاریوت بسیاري از مزایاي پیکیا پاستوریس

سیستمهاي بیان یوکاریوتی نظیر تا زدن پروتئین و تغییرات 

ا دارد و در عین حال مانند سیستمهایی پس از ترجمه ر

به آسانی E. coliو   Saccharomyces cerevisiaeنظیر 

  .)5(می باشد کشت در محیطهاي سادهو کاريقابل دست

با توجه به اهمیت آنزیم لیپاز در صنایع گوناگون و عدم 

تولید آن در داخل کشور و هزینه هاي هنگفتی که صرف 

کار بر روي کلون سازي و بیان وارد کردن آن می شود، 

  .آنزیم ضروري به نظر می رسد

مواد و روشها

گرمادوستباکتري :در مخمرbtl2کلونینگ ژن لیپاز

به عنوان منبع ژن لیپاز ازباسیلوس ترموکاتنولاتوس

با استفاده از .شد تهیهDSMZکلکسیون میکروبی 

 DNAو ) 1جدول( Pic.Rو Pic sig F،Pic.Fپرایمرهاي

و بدون [btl2(1)]همراه با توالی نشانه   ژن لیپازآن ژنومی

دناتوره ( با برنامه PCRتوسط  [btl2(2)]نشانه  توالی

ثانیه، سی چرخه تکثیر  120درجه به مدت  94آغازین در 

ثانیه، جفت  45درجه به مدت  94هر یک شامل دناتوره در 

ه شدن ثانیه، پلی مریز 45درجه به مدت  50شدن پایمر در 

ی در یثانیه و پلی مریزه شدن نها 90درجه به مدت  72در 

 Pfu DNAبا آنزیم ) دقیقه 10درجه به مدت  72

polymerase طراحی پرایمرها بر اساس . شدتکثیر

به  NCBIدر بانک اطلاعات ژن btl2اطلاعات توالی ژن 

تکثیر یافته در  هايژن.انجام شد X95309شماره دسترسی 

یید أپس از ت .کلون شد)پرومگا(pGEM5zfپلاسمید 

 ،پرایمرهاي اختصاصی استفاده از با PCRتوسط کلونینگ 

 BamHهاي آنزیم توسطکلونینگ  حاملقطعه حاوي ژن از 

I وEcoRI  بیانی  حاملجدا و درpPIC9(Invitrogen)

هایی بیانی از آنزیم حاملیید کلونینگ در أبراي ت. دکلون ش

ر یک جایگاه برش در وکتور یک که علاوه باستفاده شد 

براي هر ژن یک نهایتاً .داشتند نیز در ژن جایگاه برش

هم از لحاظ اندازه قطعه کلون شده و هم از لحاظ کلون

انتقال پلاسمید نوترکیب به میزبان و  .شدیید أجهت آن ت

) اینویتروژن(بیان ژن مطابق دستورالعمل سازنده کیت 

توسط  btl2یب حاوي ژننوترک هايپلاسمید .انجام شد

ده و توسط روش شوك به شکل خطی درآمBglIIآنزیم 

و  kv1,5،μF 25ط یدر شرا(Electroporation)الکتریکی

به میزبان بیانی مستعد میلی ثانیه 7- 8اهم به مدت  200

مقادیر مختلف از . دمنتقل شPichia pastorisمخمر

MD(Minimalحداقل محیطمحصول انتقال روي 

Dextrose Medium) حاويYNB(Yeast Nitrogen 

Base)34/1 بیوتین درصد ،
5 -

 2و دکستروز درصد 4×10

درجه 28-30ساعت در 96پلیتها . پخش شد،درصد

نوترکیب ي مخمرانکوبه شدند تا کلونیهاسانتی گراد 

نوترکیب حاوي ژن هیستیدین  کلونیهاي.تشکیل گردند

حداقل فاقد هیستیدین می  دهیدروژناز بوده و در محیط

. توانند رشد کنند

  

  PCRپرایمرهاي استفاده شده در واکنش هاي  -1جدول

  نام پرایمر  توالی  کاربرد

btl2(2)5′-AGGAATTCGCTGCATCCCCAAGAGCCAATG-3′تکثیر ژن 

           EcoRI

Pic.F

btl2(2)5′-CATAGAATTCAGGTGCTTGCTC-3′و  btl2(1)تکثیر ژن

               EcoRI

Pic.R

btl2(1)5′-AGGGATCCAAACGATGATGAAAGGCTGCAGAGTGTTG-3′تکثیر ژن
           BamHI

Pic.Sig.[F]
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:بررسی بیان آنزیم لیپاز در کلونهاي نوترکیب مخمر

رشد کرده  MDمخمر که در محیط  کلون 100حدود 

 Buffered Complex)محیط  میلی لیتر 5بودند، در 

glycerol Medium)BMGY1عصاره مخمر  :حاوي 

 M1/0( pH:6)بافر پتاسیم فسفات، درصد 2، پپتون درصد

 ،YNB34/1 بیوتین درصد ،
5-

و گلیسرول  درصد4×10

درجه سانتی گراد 28-30به مدت یک شب در، درصد 1

سلولها با سانتریفوژ . کشت داده شدندrpm200با سرعت 

ردن محلول رویی پس از خارج ک. رسوب داده شدند

 Buffered Complex)محیط  میلی لیتر 5رسوب سلولی در 

Methanol Medium) BMMY 1حاوي عصاره مخمر 

 M1/0( pH:6)بافر پتاسیم فسفات، درصد 2، پپتون درصد

 ،YNB34/1 بیوتین درصد ،
5-

 1ل وو متان درصد4×10

هر  AOX1پروموتر قاي جهت ال. سوسپانسیون شد، درصد

. اضافه شد درصد 5/0ل در غلظت نهاییوعت متانسا 24

در آزمون بیان از  .ساعت ادامه یافت 96به مدت ◌ٕ القا

مخمر حاوي وکتور بیانی بدون ژن لیپاز به عنوان شاهد 

با یک آزمایش لیپاز نوترکیب ابتدا بیان . منفی استفاده شد

)3(هشد بررسیکیفی با استفاده از  پارانیتروفنیل پالمیتات 

-SDSبا استفاده از پس س PAGE  10(و وسترن بلاتینگ (

 96بدین منظور .بیان و ترشح لیپاز نوترکیب بررسی شد

 حیط کشت مخمر از سلولها جدا شده،مء پس از القا ساعت

(TCA)توسط تري استیک اسیدپروتئینهاي محلول در آن 

دن در رسوب پس از حل ش.رسوب داده شددرصد 12

-SDSدقیقه توسط  5جوشاندن به مدت  بافر الکتروفورز و

PAGE از سرم در وسترن بلاتینگ . الکتروفورز شد

شده با لیپاز نوترکیب خالص تولید شده در خرگوش ایمن

E. coli و) 1(به عنوان آنتی بادي اولیه(Horse Radish 

Proxidase Anti Rabit) HRP)شرکتSerotec. UK ( به

خالص سازي با . ده شدعنوان آنتی بادي ثانویه استفا

استفاده از روش کروماتوگرافی تعویض یونی با رزین 

DE52خالص با نوترکیب فعالیت آنزیمی لیپاز . انجام شد

-pHروش  stat انجام گرفت .

  نتایج

و  btl2(1)لیپازپس از تکثیر ژن :btl2کلونینگ ژن لیپاز 

btl2(2)  توسطPCR  با پرایمرهاي اختصاصی، محصول

PCR ر وکتور کلونینگ دpGEM5zf  کلون و پلاسمیدهاي

یید أت .نامیده شدند pYV126و pYV125مربوطه به ترتیب 

و BamHIهاي با آنزیمبرشکلونینگ در این وکتور توسط 

EcoRI  1350دو باند یکی به اندازه در نتیجه انجام شد که 

btl2(2)جفت باز براي  1260وbtl2(1)براي ژن جفت باز

شد یت ؤر) جفت باز 3003(گري به اندازه پلاسمید دیو 

توسط  btl2(1)ژن.یید می کردأرا ت که صحت کلونینگ

از پلاسمید نوترکیب  BamHIو EcoRIهايآنزیم

pYV125 و ژنbtl2(2)  توسط آنزیمEcoRI  از پلاسمید

pYV126 در پلاسمید بیانی و جداpPIC9تا به  دکلون ش

 .دست آیده ب pYV129و  pYV128هاي پلاسمیدترتیب 

در پایین دست به دلیل اهمیت جهت قطعه کلون شده 

براي بیان پروتئین  pPIC9در پلاسمید AOX1پروموتر 

با در پلاسمید btl2یید کلونینگ و جهت ژن أتنوترکیب

  و EcoRI  ،BamHIاستفاده از برش توسط آنزیمهاي 

XhoI یب برش پلاسمید نوترک. )2و 1شکل(انجام شد

pYV129 با آنزیمEcoRI  جفت باز  1260باندي حدود

ایجاد کرد که حاکی از صحت اندازه قطعه کلون شده بود و 

و  9054دو باند در حدود   XhoIمحصول برش با آنزیم 

و  btl2یک محل برش در ژن (جفت باز ایجاد کرد  206

که نشان دهنده صحت ) یک محل در پلاسمید بالادست ژن

با  PCR، همچنین محصول )2شکل (بودجهت کلونینگ 

 ییدأرا تbtl2پرایمرهاي اختصاصی نیز صحت کلونینگ ژن 

  .کرد

پلاسمیدهاي : نوترکیبBTL2بیان لیپاز 

پس از خطی شدن با  pYV129و pYV128نوترکیب

استفاده از شوك الکتریکی به سلولهاي مستعد مخمر منتقل 

مد جا MDو محصول انتقال روي محیط کشت حداقل

  .کشت داده شد تا کلونیهاي نوترکیب پدیدار شوند
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       EcoRIو  BamHIبا آنزیمهاي pYV128هضم آنزیمی -1شکل

، DNA(1kb DNA ladder)نشانگر وزن مولکولی  Mستون 

و  Pic.Sig.Fبا پرایمرهاي اختصاصی  PCRمحصول 1ستون 

Pic.R با آنزیمهاي محصول برش آنزیمی پلاسمید 2، ستونBamHI 

  EcoRIو 

  

  PCRبا هضم آنزیمی و pYV129یید صحت کلونأت-2شکل

، Pic.Rو Pic.Fبا پرایمرهاي اختصاصی PCRمحصول  1ستون 

 DNA(1kb DNA ladderنشانگر وزن مولکولی Mستون 

Fermentas) با آنزیم برش آنزیمی پلاسمید 2، ستونEcoRI ،

پلاسمید بریده  4ون ، ست XhoIبا آنزیم  دبرش آنزیمی پلاسمی 3ستون

  .نشده

پیدایش کلونیهاي نوترکیب بررسیهاي بیان ابتدا با  از بعد

صحت . استفاده از آزمایش پارانیتروفنیل پالمیتات انجام شد

-SDSتوسط نمونه هاي مثبت  بیان لیپاز نوترکیب در

PAGE نتایج.بررسی شدایمنوبلات وSDS- PAGE  و

کیلو 40ئینی حدود وسترن بلاتینگ حضور یک باند پروت

بود را نشان دادند BTL2دالتون که معادل آنزیم لیپاز 

  ). 4و 3شکل (

  

SDS-PAGEبا ژل BTL2بررسی بیان پروتئین  -3شکل 

نمونه هاي  1-5نشانگر وزن مولکولی پروتئین، ستون  Mستون 

، ردیف btl2حاوي ژن نوترکیب سویه مخمر 5پروتئین محیط کشت 

  .)سلول مخمر میزبان(نفیم نمونه کنترل 6

1  2  3     4    5  6  

  

  با وسترن بلاتینگBTL2بررسی بیان پروتئین -4شکل

E. coliدرخالص تولید شده  BTL2پروتئین (کنترل مثبت 1ستون 

 5و  3، 2، ستونهاي )سلول مخمر میزبان(کنترل منفی 2، ستون ))1(

دو  6و  4، ستونهاي btl2(2)حاوي ژن  سویه مخمر نوترکیبسه 

  btl2(1)سویه مخمر نوترکیب حاوي ژن 
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طور که نتایج نشان می دهد هر دو ساختار ژنتیکی همان

نشانه آلفا فاکتور  توالینشانه طبیعی ژن لیپاز و  توالیحاوي 

امکان بیان و ترشح لیپاز نوترکیب به محیط را فراهم کرده 

ی و یشناسا ی سیستم ترشحی مخمر دریید کارآؤاند که م

مقایسه میزان . نشانه با منشاء باسیلوس است توالیپردازش 

تار ژنتیکی فوق نشان بیان ترشحی لیپاز نوترکیب دو ساخ

که میزان بیان دو سیستم بسیار نزدیک به یکدیگر و داد

  ).نتایج ارائه نشده است(قابل توجه بود 

محیط کشت  میلی لیتر 500خالص سازي لیپاز نوترکیب از 

که بیان بالایی اوي لیپاز تولید شده توسط یکی از کلونها،ح

، با روش کروماتوگرافی را نسبت به سایرین نشان می داد

  .)5شکل(صورت گرفت DE52تعویض یونی با رزین 

  

نشانگر وزن مولکولی  Mردیف      تخلیص لیپاز نوترکیب -5شکل 

ن از ستون، ردیف نمونه حاوي لیپاز قبل از عبور داد 2پروتئین، ردیف 

  .نمونه حاوي لیپاز پس از عبور دادن از ستون 1

میلی لیتر از نمونه خالص   1میزان پروتئین موجود در 

تعیین میلی گرم در میلی لیتر07/0توسط روش برادفورد 

و  U/ml401فعالیت لیپاز خالص در نمونه فوق . گردید

)  آنزیم میلی گرم 1میزان فعالیت به ازاي (فعالیت ویژه آن 

U/mg57/5728 12000با روش فوق مقدار . محاسبه شد 

واحد آنزیم نوترکیب خالص از یک لیتر کشت مخمر در 

اندازه گیري فعالیت آنزیم در کشت . فلاسک به دست آمد

 μ/L18000تولید  BTL2مخمر نوترکیب بیان کننده لیپاز 

بدین ترتیب با روش فوق . لیپاز نوترکیب را نشان داد

  .درصد کسب گردید 66راندمان خالص سازي حدود 

  بحث

نزیمهاي صنعتی از با توجه به اهمیت پایداري حرارتی آ

باکتري گرما ژن لیپاز بیان جمله لیپاز، در این پژوهش

با دو توالی Bacillus thermocatenulatusدوست به نام 

، این باکتري دو آنزیم مورد مطالعه قرار گرفتتید نشانه پپ

تولید می کند که این  BTL2و  BTL1لیپاز با نامهاي 

این آنزیم در  .انجام شدBTL2پژوهش بر روي آنزیم 

پایدار بوده و  pH11-9گراد و درجه سانتی 50دماي 

. خصوصیات مطلوبی براي کاربردهاي بیوتکنولوژیکی دارد

 Pichiaمخمر متیلوتروف سیستم بیانی یق در این تحق

pastorisدلیل . لیپاز نوترکیب استفاده شدبراي تولید آنزیم

از جمله، وجود یک  آنمحاسن متعدد  انتخاب این سیستم 

، امکان رشد (AOX I)1پروموتر قوي از ژن الکل اکسیداز

 ،انجام فرآیندهاي پس از ترجمهدر تراکم بالا در فرمانتور، 

و نکته بسیار مهم خالص سازي آسان زي آسان دست ور

  . )15(آنزیم تولیدي به دلیل بیان ترشحی آن بود

به دو صورت P. pastorisبیان پروتئینهاي نوترکیب در 

که از آنجایی. ترشحی و داخل سلولی امکان پذیر است

پیکیا به طور طبیعی پروتئینهاي کمی به محیط کشت ترشح 

در بیان خارج سلولی ساده تر  می کند، تخلیص پروتئین

همچنین اگر پروتئین در سیستم طبیعی ترشحی   .)2(است

از آنجا که . و گلیکوزیله باشد، بیان ترشحی ارجح است

در سیستم طبیعی به صورت ترشحی  BTL2پروتئین لیپاز

 در نظر گرفته شدهبه صورت ترشحی  بیان آند وبیان می ش

ر روي محیط کشت انجام و مطالعات مربوط به بیان تنها ب

  . شد
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با توجه به اینکه سلولهاي نوترکیب در اثر یک نوترکیبی 

لیل تنوع در محل ورود ژن مولوگ ایجاد می شوند، به دوه

و ورود تعداد نسخه هاي متفاوت ژن خارجی در  در ژنوم

منجر به  آراییهاي ژنتیکی و گوناگون نوژنوم، ممکن است

بنابراین براي  .شودوت بیان متفا بامختلف کلونهاي 

تعداد زیادي کلون از  دیابی به کلون با بیان بهتر بایدست

مطالعات وسترن  .لحاظ بیان مورد بررسی قرار گیرند

بلاتینگ بر روي نمونه هاي مربوط به عصاره سلولی و 

کلون متفاوت مخمر حاصل از انتقال ژن  3محیط کشت 

btl2 داد که توالی  باسیلوسی نشان نشانههمراه توالی به

باسیلوسی راندمان خوبی در ترشح لیپاز به درون  نشانه

ا به درون محیط کشت داشته و قسمت اعظم این آنزیم ر

همچنین بر اساس آزمایش  .محیط کشت هدایت می کند

پارا نیترو فنیل پالمیتات میانگین بیان در کلونهاي مثبت 

 تفاوت چشمگیري با کلونهاي مثبتbtl2(1)حاوي ژن 

شاید بتوان گفت کارآیی توالی  .نداشتbtl2(2)حاوي ژن 

مشابه با  راهنماي باسیلوسی از لحاظ ترشح و بیان تقریباً

توالی راهنماي مخمري آلفا فاکتور براي پروتئین 

اولین  اس اطلاعات در دسترس اینبر اس. است BTL2لیپاز

 .pگزارش استفاده از توالی راهنماي باسیلوسی در مخمر 

pastoris براي بیان ترشحی پروتئین نوترکیب است.  

نشان داد که وزن و وسترن بلاتینگ SDS-PAGEنتایج 

ژن (btl2(1)مولکولی این لیپاز در کلونهایی که حاوي ژن 

بود، تفاوت چندانی با لیپاز ) همراه با توالی نشانه باسیلوسی

. نداشت btl2(2)تولید شده توسط کلونهاي حاوي ژن 

لعه وسترن بلاتینگ نشان داد وزن مولکولی همچنین مطا

تولید شده در مخمر معادل وزن لیپاز BTL2آنزیم 

BTL2تولید شده درE. coliآنزیم بررسی توالی. )1(است

BTL2 نشان داد که این ژن حاوي سه جایگاهN - 

-Asn)گلیکوزیلاسیون  X- Ser/Thr)،با وجود این  است

ی لیپاز حاصل از دو یکسان بودن تقریبی وزن مولکول

سیستم ژنتیکی پروکاریوتی و یوکاریوتی ممکن است ناشی 

از عدم گلیکوزیلاسیون آنزیم در مخمر و یا 

ثیر قابل توجه بر وزن ٔگلیکوزیلاسیون جزئی آن بدون تا

  .باشد آن مولکولی

و  تحت کنترل پروموتر بومیE. coliدر  BTL2لیپاز  

. بیان شده است λPLحرارتی يپروموتر قوي قابل القا

پروموتر بومی کنترل این لیپاز را تحت دنرت  -اسمیت 

 احتمالا ً(نوترکیبآنزیم  که بیان پایین) 12، 11(کلون کرد

روآ و همکارانش  .مشاهده شد) به دلیل پروموتر بومی

با به کار گیري پروموتر E. coliبیان این لیپاز را در  )16(

با عملکرد بالاتر گزارش λPLحرارتی يقوي قابل القا

و  در هر دو مورد لیپاز به صورت درون سلولی. دادند

بنابراین براي به  .تولید شده بود (Inclusion body)نامحلول

مراحل خالص سازي  خالص باید دست آوردن آنزیم

کوین و همکارانش  2003در سال .  زیادي انجام می شد

تحت  BTL2را براي بیان لیپاز  P. pastorisمخمر 

به کار آلفا فاکتور  نشانهو توالی  1زپروموتر الکل اکسیدا

پروتئین تولید شده در این مخمر به صورت  .گرفتند

ترشحی تولید شده و در محیط کشت به طور نسبی خالص 

تولید نوترکیب وشیمیایی آنزیم لیپاز کخصوصیات فیزی. بود

تعیین گردید که با خصوصیات   P.pastorisشده در 

BTL2 بالا و پایین  در  ، حاصل از بیانE. coli  مطابقت

  ). 17(داشت

بسیار متفاوت فوق نوترکیبBTL2فعالیت ویژه سه لیپاز  

 .Eکه فعالیت ویژه لیپازي که در سطح بالا در بود به طوري

coli  بیان شدU/mg54887  و لیپازي که در سطح پایین

که ر حالیبود، دU/mg10225تولید شد  E. coliدر 

فعالیت ویژه لیپازي که توسط کوین در مخمر تولید 

فعالیت ویژه لیپاز ). 16، 15، 12، 11(بود U/mg23000شد

. بود U/mg57/5728تولید شده در این تحقیق نوترکیب 

که فعالیت ویژه آنها در بالا گزارش  نوترکیب سه آنزیم لیپاز

بودند در حالیفرمانتور تولید شده  بهینه در شد، در شرایط

که آنزیم تولید شده در این تحقیق در فلاسک تولید شده 

میزان بیان در فرمانتور چندین برابر بیشتر از میزان . است
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شاید دلیل اختلاف میان فعالیت ویژه . بیان در فلاسک است

آنزیم تولید شده در این تحقیق نسبت به تحقیق مشابه در 

.یا خالص سازي باشدمخمر ناشی از شرایط فرمانتاسیون 

بهینه سازي محیط کشت و شرایط فرمانتاسیون منجر به 

افزایش تولید خواهد شد که در ادامه تحقیق باید انجام 

با این وجود فعالیت ویژه لیپاز تولید شده در این . شود

 E. coliتحقیق بیشتر از لیپاز تولید شده در تحقیق مشابه در 

کارآیی پپتید نشانه طبیعی در این تحقیق همچنین  .)1(بود

آنالیز .لیپاز براي بیان نوترکیب آن در مخمر نشان داده شد

 Signal Pنرم افزاري توالی پروتئینی لیپاز توسط نرمافزار 

پپتید نشانه طبیعی لیپاز قابلیت نیز نشان می دهد که 

ی و پردازش توسط سیستم ترشحی یوکاریوتها را یشناسا

مکان جستجو و یافتن پپتیدهاي این نتیجه ا ).18(دارد 

نشانه کارآ براي استفاده در سیستمهاي مختلف بیان 

با توجه به نتایج به  .پروتئینهاي نوترکیب را نشان می دهد

به عنوان پاستوریس . پدست آمده، استفاده از سیستم 

توصیه نوترکیب سیستمی کارآمد در تولید پروتئین لیپاز 
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Cloning and secretive expression of Bacillus thermocatenulatus BTL2 lipase 
in Pichia pastoris Using natural and yeast α factor signal sequences
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Abstract

Lipase (Triacylglycerol acylhydrolases, EC 3.1.1.3) hydrolyzes triacylglycerol to 
glycerol and fatty acids in the water and fatty acid interface. They have many 
applications in various industries including food, dairy, pharmaceutical, agrochemical, 
oleochemical and mainly in detergents. In this study btl2 gene (with and without signal 
sequence) was amplified from purified genomic DNA of Bacillus thermocatenulatus
using primers designed based on the sequence in the GeneBank data base (GenBank 
X95309). PCR products were cloned in pGEM5zf vector. Then the genes were
subcloned into the pPIC9 expression vector under alcohol oxidase (AOX1) promoter 
(pYV128, pYV129). Molecular and restriction enzyme analysis confirmed cloning 
accuracy. The recombinant plasmids were linearized with BglII enzyme and transferred 
into Pichia pastoris host cells with electroporation. Finally, recombinant yeasts were
cultured in BMGY medium and induced with methanol. Para nitrophenyl palmitate 
(pNPP) test and Immunoblotting method showed presence of the recombinant lipases in 
medium culture. The recombinant lipase was purified by ion exchange chromatography 
method and the specific activity was measured. The results showed that the recombinant 
lipase production was 18000U/L in flask culture, which 12000U/L purified recombinant 
lipase with 5728U/mg specific activity was recovered with this purification method. 

Keywords: Bacillus thermocatenulatus; Pichia pastoris; recombinant lipase; 
secretional expression

www.sid.ir

