
 ها مجله دنیای میکروب
 7631( پاییز 63سال یازدهم شماره سوم )پیاپی 

 271-223صفحات 

مخمر طراحی بیوانفورماتیکی و بهینه سازی تولید آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب بیان شده در 
  یارروویا لیپولیتیکا

 4، کاترین مادزاک6، مهروز دزفولیان2*، فرشاد درویشی7فاطمه خدیوی درخشان

 دانشیار، دانشگاه مراغه، دانشکده علوم پایه، گروه 2میکروب شناسی، دانشجوی دکتری، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرج، دانشکده علوم پایه، گروه 1
 استاد، دانشگاه پاریس، آگروپاریس تک. 4، استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرج، دانشکده علوم پایه، گروه میکروب شناسی 3میکروب شناسی، 

 چکیده

آنزیم گلوکزاکسیداز کاربرد فراوانی در صنایع پزشکی، دارویی، غذایی، نساجی و محیطی دارد. بیان هترولوگ این   سابقه و هدف:

بررسی شده است.  آسپرژیلوس نایجر آنزیم در میزبان های مخمری به دلیل برخی از محدودیت های تولید صنعتی این آنزیم توسط 

و  Po1g-GOX  یارروویا لیپولیتیکااین مطالعه با هدف بررسی ویژگی های بیوانفورماتیکی گلوکزاکسیداز در سویه نوترکیب مخمر 

 بهینه سازی شرایط تولید این آنزیم به روش تاگوچی صورت گرفت. 

توالی پروتئین، ساختارهای اول، دوم، سوم و میزان گلیکوزیلاسیون آنزیم نوترکیب گلوکزاکسیداز با نرم افزارهای :  مواد و روش ها

دارای تیامین  YPDدر محیط  pHبیوانفورماتیکی بررسی شد. بهینه سازی تولید آنزیم نوترکیب برای گلوکز، پپتون، عصاره مخمر و 

 تعریف شد. میزان تولید آنزیم سنجش و با نرم افزار تجزیه و تحلیل شد. Qualitek-4سطح برای نرم افزار  4در 

درصد صفحه بتا و  15درصد مارپیچ آلفا،  22اسیدآمینه بوده که ساختار دوم آن دارای  506گلوکزاکسیداز نوترکیب دارای :  یافته ها

جایگاه  8تشابه زیادی را نشان داد.  آسپرژیلوس نایجراست که با ساختار دوم توالی اسیدآمینه گلوکزاکسیداز طبیعی  درصد کویل 64

گلیکوزیلاسیون در این پروتئین نوترکیب قرار دارد و ساختار سوم دارای یک دومین است و تشابه بالایی با گلوکزاکسیداز طبیعی 

گرم در لیتر  6گلوکز،  لیتر  در  گرم  30  حاوی  کشت  محیط  درگلوکزاکسیداز نوترکیب در شرایط بهینه  آنزیم  تولید  بیشتریندارد. 

 به دست آمد. 7حدود  pHگرم در لیتر پپتون و  16عصاره مخمر، 

به دلیل شباهت بالا با گلوکزاکسیداز طبیعی پتانسیل مناسبی به منظور کاربرد در  یارروویاگلوکز اکسیداز نوترکیب :  نتیجه گیری

 صنایع دارویی و غذایی دارد. 

 ، گلوکزاکسیداز، بیوانفورماتیک، تاگوچی.یارروویا لیپولیتیکاواژگان کلیدی: 

 25دی ماه پذیرش برای چاپ:   25آبان ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: مراغه، دانشگاه مراغه، دانشکککده عکلکوم، گکروه مکیکککروبکیکولکوژی.

 f.darvishi@ymail.comپست الکترونیک:   02148745845تلفن:    

 م دمه     

 گککلککوکککز:اکسککیککژن            - -Dآنککزیککم گککلککوکککز اکسککیککداز                                   

( فلاووپروتکئکیکنکی بکا وزن                       4. . .1.1   اکسیدوردوکتاز                 -1

کیلودالتون است که با استفاده از اکسکیکژن                                          130-176مولکولی         

گلوکز را          - -Dمولکولی به عنوان پذیرنده الکترون، اکسیداسیون                                              

به اسید گلوکونیک کاتالیز نموده و باع  تکولکیکد پکراکسکیکد                                                     

 آنکزیکم گکلکوککزاکسکیکداز                    (.      2و     1هیدروژن مکی شکود                  

دارای کاربردهای فراوان در صنایع پزشکی، دارویی، غذایکی و                                                        

 نساجی است.            

گلوکزاکسیداز یک آنزیم تجاری مهم در صنایع دارویی است                                                     

که یکی از مهمترین کاربردهای آن به عنوان حسگر زیستی به                                                       

منظور تشخی  آنزیمی گلوکز در مایعات بدن می باشد.                                                 

هم نین در صنایع غذایی برای حذف قند یا اکسیژن به منظور                                                       
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محافظت و بهبود رن ، بافت، طعم، بو و افزایش عمر مفید                                                     

 . ( 1مواد غذایی مورد استفاده قرار می گیرد                                        

 آسپرژیلوس نایجر               تولید آنزیم گلوکزاکسیداز ابتدا در قار                                         
گزارش شده و هم اکنون این قار  به                                      (                    

عنوان مهمترین تولید کننده صنعتی این آنزیم به شمار می آید.                                                           

متاسفانه تولید صنعتی آنزیم گلوکزاکسیداز توسط این قار  با                                                          

محدودیت هایی روبرو است. به ویژه تولید درون سلولی که در                                                        

موارد استفاده در صنایع غذایی می تواند آلرژی زا باشد و                                                       

هم نین تولید تجاری با این قار  به دلیل آلودگی همزمان با                                                         

سایر آنزیم هایی مانند کاتالاز، سلولاز و آمیلاز گران قیمت                                                       

برای غلبه بر این مشکلات بهتر است این آنزیم                                             (.  1-3است       

 (.      4و     1در موجودات دیگر به صورت هترولوگ بیان گردد                                             

بیان پروتئین های خارجی در مخمر مزایا بیشتری نسبت به                                                     

سایر سیستم های بیانی دارد به همین دلیل بیان ژن                                                

در مخمرهای مختلفی مانند                           آسپرژیلوس نایجر               گلوکزاکسیداز              

(،                              ساکارومایسس سرویزیه                     

پیکیا       ( و                                هانسونلا پلی مورفا                 

 (.      4-7( صورت گرفته است                                     پاستوریس          

آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب تولید شده در هرکدام از                                                   

مخمرهای یاد شده دارای مزایا و معایبی است و قابلیت صنعتی                                                         

(                            یاروویا لیپولیتیکا                  شدن ندارند. مخمر                  

متعل  به گروه مخمرهای غیر معمول است که از سه دهه                                                  

گذشته این مخمرها از لحا  تحقیقات بنیادی و زیست فناوری                                                       

برای انسان              یاروویا لیپولیتیکا                  مخمر          مورد توجه قرار گرفته اند.                         

غیر بیماریزا می باشد و توسط اداره دارو و غذا آمریکا برای                                                          

    Gفرآیندهای تولیدی و صنعتی به عنوان ارگانیسم ایمن                                                 

Ge erally  ecog i ed as  afe    )                 2و     8تایید شده است    .) 

این مخمر، امروزه به دلیل داشتن توالی های پروموتری قوی با                                                          

بازده بالا برای تولید و ترشح خارج سلولی پروتئین های                                                    

نوترکیب، عدم گلیکوزیلاسیون بیش از حد پروتئین بر خلاف                                                    

، قابلیت استفاده از سوبستراهای متنو  و ارزان                                              ساکارومایسس           

قیمت به عنوان یکی از بهترین و مهمترین میزبان های                                                  

یوکاریوتی برای بیان محصولات نوترکیب و هترولوگ مطر                                                    

 (.      11و     10،   8است       

  توسط      یارروویا لیپولیتیکا                   این آنزیم برای اولین بار در مخمر                                  

بیان شد         ( و همکاران              hadivi Derakhsha خدیوی درخشان                

که تطاب  وزنی آنزیم نوترکیب با آنزیم گلوکزاکسیداز طبیعی از                                                            

 (.      12مزیت های بیان این آنزیم نوترکیب بود                                       

مهندسی ترکیبات محیط کشت تخمیری می تواند ت  یر بسکزایکی                                                      

های میکروبی داشته باشد. ترککیکبکات                                     در افزایش تولید متابولیت                        

محیط کشت در افزایش بازده تولید آنزیم مو ر است، بنکابکرایکن                                                         

 بهینه سازی شرایط فرآیند با استکفکاده از ابکزارهکای طکراحکی                                                      

آزمایش می تواند به توسعه آن کمک کند. یکی از تکنیک هکای                                                       

 بهینه سازی، روش طراحی کسری از فاکتوریل  تاگوچی است.                                                     

این روش شامل طراحی سیستم، طراحی عامل و طراحی تعادل                                                    

در این روش طراحی فرآیندها به صورت مداوم و                                             .فرآیند است          

. مطالعات           ( 14و     13به صورت بهینه انجام می شود                              

بیوانفورماتیکی در شناسایی نقا  مشتر  و تفاوت میان آنزیم                                                         

طبیعی و نوترکیب مو ر بوده و موجب شناخت مزیت های آنزیم                                                       

 نوترکیب می شود.                 

از      هدف از مطالعه حا ر بررسی ویژگی های بیوانفورماتیکی                                                 

گلیکوزیلاسیون              - جمله ساختار دو بعدی و سه بعدی، نواحی                                      

نیز         و یارروویا لیپولیتیکا                     آنزیم گلوکز اکسیداز نوترکیب در مخمر                                     

 بهینه سازی تولید این آنزیم با روش تاگوچی بود.                                             

 

 مواد و رو  ها             

   YPDترکیبات محیط کشت                    الف( محیط کشت:              

  Yeast e tract pepto e de trose        گرم در لیتر               20( شامل

گرم در لیتر پپتون  مر ، آلمان(،                                   20گلوکز  زر فروکتوز، ایران(،                            

گرم در          06 0گرم در لیتر عصاره مخمر  بیوشاپ، کانادا( و                                             10

 (.    16و     8لیتر تیامین  سیگما آلدریچ، آلمان( می باشد                                             

Y      Yeast  itroge   ase                         بدون لوسین شکامکل گکلکوککز ) 

گکرم بکر          7 5گرم بر لیتر( نیتروژن مخمر بدون آمینو اسید                                               10    

گرم بر لیتر(  سکیکگکمکا                       5 1لیتر( و مخمر سنتتیک بدون لوسین                                

 آلدریچ، آلمان( می باشد.                         

 مخمکر نکوتکرککیکب            سویه      ب( به دست آوردن مخمر نوترکیب:                               

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/y0626?lang=en&region=US


 فاطمه خدیوی درخشان و همکاران طراحی بیوانفورماتیکی و بهینه سازی تولید آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب بیان شده در مخمر ...  .1327ها، سال یازدهم، شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

219 

              Po1g-GOX          ژن گلوکزاکسیکداز قکار                         که دارای

خدیوی درخشان و همکاران در                           است توسط            آسپرژیلوس نایجر               

. در ابکتکدا ژنکوم قکار                       به شر  زیر به دست آمد                         2017سال     

روش ت ییر یافته مولر                      با روش                    آسپرژیلوس نایجر               

     oller     )                                            و همکاران استخراج شد. ژنوم استخراج شده جهکت

 X آنزیم فکیکوژن               به دست آوردن ژن گلوکزاکسیداز، توسط                                    

 aster  i  Phusio      hermo  isher  cie tific      )  

در شرایکط          و     1و پرایمرهای اختصاصی طراحی شده در جدول                                       

تک یر شد. محصول                     P، با روش          3و     2اشاره شده در جدول                   

P                              توسط ککیکت اسکتکخکراج از ژل hermo  isher 

 cie tific                                      از ژل آگاروز اسکتکخکراج و سکپکس بکه )

منظورتوالی یابی به شرکت ژن فناوران ارسال شد. مکحکصکول                                                    

P                                                  توسط آنزیم های برش دهنده برش داده شد. پلاسکمکیکد

 تک کپی، وارد شونده، پروموتر                                   p   1شاتل وکتور بیانی                  

( تکوسکط            ، سیگنال ترشحی و ترمیناتور                            hp4dنوترکیب         

مکحکصکول       برش داده شد.                    و         آنزیم های برش دهنده                     

به شاتکل وککتکور                    D 4 توسط آنزیم لیگاز                برش داده شده              

    ach     اشکریشکیکا ککلکی           وارد شد. وکتور نوترکیب ابتدا بکه                                 

      vitroge         )                                     ترانسفورم شده و سپس وکتور نوترککیکب

  hermo  isher  cie tific     توسط کیت استخراج پلاسمید                         

( خال  شد. وکتور نوترکیب توسط آنزیم برش دهکنکده                                                  

              خطی شده و با روش استات لیتیم به مخمر                                          

 با ویژگی، حکذف                                     مخمر    وارد شد.                 

ژن پروتئاز اسیدی و قلیایی، عدم ترشح پروتئاز خارج سلولکی،                                                         

دارای جهش بزرگ در ژن کد کننده لوسین، مکنکاسکب بکرای                                                 

گکزیکنکش در          ( نوترکیب برای                     pپلاسمیدهایی با فرمت                    

درجه سلیسیکوس                22بدون لوسین در دمای                        Yمحیط کشت          

 (.    12کشت داده شد               

گلوکزاکسیداز نوترکیب:                            بررسی بیوانفورماتیکی توالی                            ج(    
  . . .vتوالی نوکلئوتیدی گلوکزاکسیداز نوترکیب، با نرم افکزار                                                   

 io dit  e ue ce  lig me t  ditor                    مورد ترجکمکه قکرار

   H   گرفت. توالی پروتئین برای ساختکار دوم از سکرور                                             

    http    ioi f.cs.ucl.ac.uk                          استفکاده شکد و مکقکایسکه بکا )

بکا گکلکوککزاکسکیکداز                   آسپرژیلوس نایجر               گلوکزاکسیداز طبیعی                    

   OP     http    psa-p il.i cp.fr نوترکیب از بکرنکامکه                 

 aptorX سککاخککتککار سککوم بککا سککرور                    صککورت گککرفککت.            

    http   raptor .uchicago.edu                   مککورد بککررسککی قککرار ) 

سکاخکتکار سکوم               .himera v. 1.11 گرفت و با نرم افکزار                     

 مکقکایسکه          آسکپکرژیکلکوس نکایکجکر               گلوکزاکسیداز طبیکعکی                    

   .et Glyc 1 شککد. بکککا اسکککتککفکککاده از سکککرور                        

    http      .c s.dtu.dk services  et Glyc         نککواحککی ) 

 نوترکیب شناسایی شد.                   پروتئین         گلیکوزیلاسیون در                 - 

سنجش رشد مخمر و تولید آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب:                                                   د(    

 یارروویا لیپولیتیکا                   مخمر نوترکیب                یکی از کلنی های               
Pog1-GOX             در محیط کشتYPD                           جامد کشت داده شده و در

ساعت گرماگذاری شد.                      24درجه سلیسیوس به مدت                       22دمای      

مایع         YPDلیتر محیط           میلی      20یک کلنی از مخمر نوترکیب به                            

 نام پرایمر توالی پرایمر
 ’-GCCGGCCGTTCTGGCCAGCAATGGCATTGAAGCCAG- ’ fGOSfi 

 ’-ATCAGGTACCTCACTGCATGGAAGCATAATC- ’ rGOKpn 

 توالی پرایمرهای اختصاصی  طراحی شده ژن گلوکزاکسیداز. : 1جدول 

 حجم )میکرولیتر( غلظت ترکیب

 X 26  مستر میکس آنزیم فیوژن

 1 پیکومول26 پرایمر مست یم

 1 پیکومول26 پرایمر معکوس

DNA 1 نانوگرم 60 الگو 

 22 - آب م طر استریل )بدون نوکلئاز(

 میکرولیتری. 60برای واکنش    Pمحتویات واکنش : 2جدول 

 مرحله
 دما 

 )درجه سلیسیوس(
 زمان

  انیه 30 28 واسرشتگی اولیه
  انیه 10 28 واسرشتگی

 انیه  در هر چرخه یک درجه  30 60 اتصال
 سلیسیوس دما بالا رود(

  انیه 50 72 تکثیر
 - بار 5، 4-2تکرار مرحله  2رفتن به مرحله 
  انیه 10 28 واسرشتگی

  انیه 30 65 اتصال
  انیه 50 72 تکثیر

 - بار 30، 8-5تکرار مراحل  3رفتن به مرحله 
 دقیقه 6 72 تکثیر نهایی

   P.دوره های حراراتی واکنش : 3جدول 
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  22در شرایط استریل منتقل و درون انکوباتور شیکردار با دمای                                                        

دور در دقیقه قرار گرفت. پس                              200درجه سلیسیوس و چرخش                     

ساعت، مایه تلقیح  مخمر رشد یافته در محیط کشت                                                24از    

میلی لیتر محیط کشت                      60سپس به ارلن حاوی                    .مایع( آماده شد              

درصد مایه تلقیح ا افه شده و در دمای                                       1استریل،           YPDمایع      

روز       2به مدت        دور در دقیقه                200چرخش      درجه سلیسیوس                22

در شیکرانکوباتور قرار داده شد. رشد میکروارگانیسم با روش                                                         

ساعت مورد بررسی قرار گرفت.                              24شمارش لام نئوبار در هر                       

 ساعت        24هم زمان با اندازه گیری میزان رشد مخمر، هر                                           

 نمونه برداری برای سنجش تولید گلوکزاکسیداز نوترکیب نیز                                                       

 انجام شد.           

-4،   پراکسیداز             آنزیم     برای سنجش آنزیم نوترکیب با استفاده از                                       

میلی          4 1از        ابتدا     .     شد      استفاده           گلوکز         و     فنل       پیرین،          آنتی        آمینو     

  17 0    محلول         میلی لیتر             2 0و       استات         سدیم        مولار        2 0    بافر        لیتر    

  6 0    همراه         به      مولار        میلی        5 2    پیرین         آنتی        آمینو     -4    و     فنل       مولار    

پس    پراکسیداز               آنزیم         میلی لیتر             1 0    و     درصد        10    گلوکز         میلی لیتر         

  610درجه در طول موج                   37دقیقه انکوباسیون در دمای                            20از    

نانومتر جذب نوری آن توسط اسپکتوفتومتر  شیمادزو، ژاپن(                                                       

اندازه گیری شد. طب  گزارش خدیوی درخشان و همکاران،                                                   

pH                                            ،درجه        37و     6 6و دمای بهینه این آنزیم نوترکیب به ترتیب

 (.    12سلیسیوس می باشد                   

ه( بهینه سازی تولید آنزیم نوترکیب گلوکزاکسکیکداز بکه روش                                                       
به منظور بهینه سازی محیط کشت و افزایش تکولکیکد                                               تاگوچی:       

به روش تاگوچی از                    Pog1-GOXآنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب                            

 اسکتککفکاده شککد.               utek   c.      Qualitek-4  نکرم افکزار           

 افکزار         بیکنکی وارد نکرم               در این روش، ابتدا عامل و سطو  پیش                                 

شدن نتای  آزمایش حاصل از سکه تکککرار،                                      شده و پس از وارد                  

ها را با روش میانگین تجزیه کرده و مقدار بهینه را                                                    افزار داده            نرم   

   .کند     برای عوامل پیشنهاد می                     

  pHعواملی مورد بررسی شامل گلوکز، پپتون، عصاره مخمر و                                                   

بودند. چهار عامل در چهار سکطکح مکتکفکاوت                                       YPDدر محیط         

  15،   6( و سپس نرم افزار طب  جکدول                            4تعریف شد  جدول                

میلی لیتر             60آزمایش برای               15آزمایش را طراحی کرد. ترکیبات                              

در    میلی لیتری تهیه و استریل شکد.                                260محیط کشت در ارلن                  

شرایط استریل، یک درصد مایه تلقیح از سویه مخمر نوترکیکب                                                       

روز در دمکای               7ارلن ها به مدت                  ها ا افه شد.              به تمامی محیط               

دور در دقکیکقکه در                   200درجه سلیسیوس با چرخکش                        22

ساعکت نکمکونکه              24انکوباتورشیکردار قرار گرفت و سپس هر                                     

برداری و سنجش آنزیمی انجام شد. پس از وارد کردن نتای  بکا                                                         

سه بار تکرار، نرم افزار داده ها را تحلیککل کککرده و مککقکککدار                                                             

 (.  17و     15بهینککه مشخک  شککد                      

 pH پپتون عصاره مخمر گلوکز شماره آزمایش

 1 1 1 1 7آزمایش شماره  

 2 2 2 1  2آزمایش شماره 

 3 3 3 1 6آزمایش شماره 

 4 4 4 1 4آزمایش شماره  

 3 2 1 2 5آزمایش شماره  

 4 1 2 2 3آزمایش شماره  

 1 4 3 2 1آزمایش شماره  

 2 3 4 2 8آزمایش شماره  

 4 3 1 3 3آزمایش شماره  

 3 4 2 3 71آزمایش شماره  

 2 1 3 3 77آزمایش شماره  

 1 2 4 3 72آزمایش شماره  

 2 4 1 4  76آزمایش شماره 

 1 3 2 4 74آزمایش شماره  

 4 2 3 4  75آزمایش شماره 

 3 1 4 4 73آزمایش شماره  

- های متعامکد  آرایه   آزمون های طراحی شده به روش تاگوچی :  6جدول 

، برای سطو  مختلف عوامل اصلی گلوککز، Qualitek-4توسط نرم افزار  (   1

نشان دهنده سطو  عکوامکل  4و  3، 2، 1، اعداد  pHععصاره مخمر، پپتون و 

 است. 4اصلی تعریف شده در جدول 

 4سطح  6سطح  2سطح  7سطح  عامل

 30 26 20 16 گلوکز

 20 16 10 6 عصاره مخمر

 30 26 20 16 پپتون

pH 4 6 5 7 

عوامل اصلی و سطو  مورد بررسی   بر اساس گکرم در لکیکتکر( :  4جدول 

 توسط نرم افزار تاگوچی.
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 یافته ها        

الف( بررسی بیوانفورماتیکی آنزیم گلوکزاکسیداز نکوتکرککیکب:                                                       

 توالی اسیدآمینه آنزیم گلوککزاکسکیکداز نکوتکرککیکب تکوسکط                                                 

 مشککخکک  شککد. ایککن پککروتککئککیککن                        io dit نککرم افککزار           

 اسیدآمینه اسکت ککه بکا اسکیکدآمکیکنکه                                 506نوترکیب دارای               

 (.  1متیونین شرو  می شود  شکل                          

به     tructural a d  olecular      ساختار دوم در سرور                    

مورد بررسی قرار گرفت که                         http    ioi f.cs.ucl.ac.uk  آدرس      

نشان داده شده است. این پروتئین نوترکیب                                          2نتای  آن در شکل                 

درصد( و           15صفحه بتا              15درصد(،          22مارپیچ آلفا                 17دارای       

 درصد کویل است.                  64

   مقایسه ساختار دوم دو پروتئین گلوکزاکسیکداز طکبکیکعکی                                               

1.1. .4    GO      1.  1     ( و        GO                    با گلکوککزاکسکیکداز )

مشاهده می شود. ساختار سکوم در                                3در شکل          GOXنوترکیب         

( مورد بکررسکی              raptor     http   raptor .uchicago.edu سرور    

قرار گرفت. این آنزیم در ساختار سوم دارای یک دومین اسکت                                                       

آسکپکرژیکلکوس           (. ساختار سوم گلوکزاکسیداز طبیعکی                                  4 شکل      

بررسکی         himera و گلوکزاکسیداز نوترکیب در نرم افزار                                     نایجر       

شده و در نهایت توسط این نرم افزار ساختار هردو مقایسه شد.                                                          

 ، ساختار سوم هر دو آنزیم و مقایسکه آنکهکا را نشکان                                                6شکل     

 صفحه بتا به رن  زرد برای آنزیم نوترکیب  15مارپیچ آلفا به رن  صورتی و  17ساختار دوم پروتئین نوترکیب گلوکزاکسیداز. : 2شکل 

 گلوکزاکسیداز وجود دارد.

 توالی اسیدآمینه آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب.: 1شکل 
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 GOX.با ساختار دوم گلوکزاکسیداز نوترکیب    GOو  GOآسپرژیلوس نایجر مقایسه ساختار گلوکزاکسیداز طبیعی دو سویه متفاوت : 3شکل 

ی آلفا به ها  پیچرماساختار سوم پروتئین گلوکزاکسیداز نوترکیب. :  4شکل 

ت بتا به رن  زرد و نواحی کویل به رن  طوسی صفحارن  صورتی، 

 مشخ  شده است.

در موقعیکت هکای                 گلیکوزیلاسیون            - می دهد. هشت جایگاه                    

پروتئین نوترکیب                   426و     410،   377،   280،   120،   183،   111،   56

 (.      5گلوکزاکسیداز وجود دارد  شکل                             

ب( بهینه سازی تولید آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب با روش                                                       

سنجش تولید آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب و                                         تاگوچی:         

به      YPDشمارش تعداد مخمرها با لام نئوبار در محیط کشت                                             

روز صورت گرفت. بیشینه تولید خارج سلولی  آنزیم                                                 2مدت     

 در روز هفتم سنجیده شد و                           450    نوترکیب به میزان                  

 در روز سوم بیشترین تعداد مخمر مشاهده گردید  نمودار                                                  

 الف و ب(.             -1  

برای بهینه سازی تولید آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب با روش                                                         

ساختار سوم  :himera ساختار سوم و مقایسه آن ها توسط :  6شکل

 رن  آبی، بالا سمت راست(،  آسپرژیلوس نایجرگلوکزاکسیداز طبیعی 

گلوکزاکسیداز نوترکیب  رن  سبز و طلایی، بالا سمت چپ(. تصویر 

زیرین مقایسه ساختار سوم گلوکزاکسیداز طبیعی با نوترکیب  قسمت های 

 ناهمسان تک رن  دیده می شوند(.

  فعالیت          تلقیح سنجش              از      روز       7    گذشت        از      تاگوچی، پس          

  آزمون های             در      اکسیداز           گلوکز       آنزیم       تولید       میزان       گرفت.         صورت    

  مشاهده          قابل        2نمودار            در      تاگوچی          روش       از      استفاده           با      پیشنهادی        

  تحلیل         و     تجزیه         افزار         نرم       توسط        آن      از      حاصل        نتای          سپس   .     است   

  چهار        سطح       است       شده       مشخ         7شکل         در      که      طور       همان        شد.   

   مخمر        عصاره         سه      سطح       لیتر(،          در      گرم       30گلوکز         

  سطح       و     لیتر(         در      گرم       16      پپتون         دو      سطح       لیتر(،          در      گرم       16  
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شکده بکه روش  طراحکی  شانزده آزمون  تولید گلوکزاکسیداز برای  : 2نمودار 

 هفتم. در روز  YPDتاگوچی در محیط

  عامل        چهار        برای        مناسب         سطو         عنوان         به      7    برابر با          pHچهار      

  شدنکد.        معرفکی        اکسیکداز          گلوکز       آنزیم       تولید       بهبود       در    نظر     مورد    

 

 بح    

به صورت           آسپرژیلوس نایجر               گلوکزاکسیداز تولید شده توسط                             

 گلوکزاکسیداز نوترکیب در مکوقکعکیکت هکای گلیکوزیلاسیوندر پروتئین نوترکیب گلوکزاکسیداز. هشت جایگاه  گلیکوزیلاسیون- جایگاه های :  5شکل 

 مشخ  شده است. 426و  410، 377، 280، 120، 183، 111، 56 

  الککف( تککولککیککد آنککزیککم گککلککوکککزاکسککیککداز نککوتککرکککیککب:  1نکمککودار 

 Po1g-GOX  در محیط کشتYPD ب( منحنی رشد مخمر نکوتکرککیکب   

Po1g-GOX  در محیط کشت.YPD 

  الف( 

  ب( 

شود در نتیجه در موارد استفاده در                                      متصل به دیواره تولید می                       

پزشکی و صنایع غذایی می تواند دارای خوا  آلرژی زا باشد.                                                        

از طرف دیگر تولید تجاری در این گونه به خاطر آلودگی هم                                                       

زمان با سایر آنزیم های درون سلولی مانند کاتالاز، سلولاز و                                                         

 (.  18و     2،   1باشد          هزینه می            آمیلاز پر        

جداسازی و همسانه سازی کلون سازی( آنزیم گلوکزاکسیداز                                                     

در میزبان های مختلف مخمری مانند                                   آسپرژیلوس نایجر               

کلیورومایسس             ،   هانسونلا پلی مورفا                 ،   ساکارومیسس سرویزیه                  

صورت گرفته است که هرکدام                            پیکیا پاستوریس              و     مارکسیانوس          

 (.  12-21،   7دارای مزایا و معایبی هستند                              

مخمری است که از نظر تشابه کدونی بسیار                                         یارروویا لیپولیتیکا                   

    cDنزدیک است و نیازی به استفاده از                                   آسپرژیلوس           به قار        

به منظور به دست آوردن توالی آنزیم گلوکز اکسیداز ندارد.                                                        
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 درصد اهمیت ستون عوامل برهمکنش ردیف

 X pH 1    4 11 26گلوکز 7

 pH 3   4 86 18  پپتون  2

 pH 2   4 34 17  عصاره مخمر  6

 12 05 3   2 پپتون  عصاره مخمر  4

 2 04 2   1 عصاره مخمر  گلوکز  5

 3 01 3   1 پپتون  گلوکز  3

  تکولکیکد  در  بکررسکی  مکورد  مختلکف  عامل  چهار  برهم کنش  ت  یر:  5جدول 

 اکسیداز. گلوکز آنزیم

 Qualitek-4. افزار نرم توسط pHو  پپتون مخمر، عصاره گلوکز، عامل چهار سطو  تحلیل و تجزیه : 7شکل 

در      آسپرژیلوس نایجر               هم نین به دلیل تشابه کدونی بالا با                                   

 (.  22ترجمه بهره وری زیادی دارد                             

توسط خدیوی درخشان و                       آسپرژیلوس نایجر               ژن گلوکزاکسیداز                 

با پروموتر                 p   1ترشحی       -همکاران در حامل بیانی                     

در          و ترمیناتور                   ، سیگنال ترشحی                hp4dنوترکیب         

به صورت خال  بیان شده و                           Po1gسویه      یارروویا لیپولیتیکا                     

آنزیم ترشح شده از نظر وزنی تطاب  بالایی با آنزیم طبیعی                                                       

داشت. در پژوهش حا ر، ساختار آنزیم گلوکزاکسیداز                                                

نوترکیب و بهینه سازی تولید آن بررسی شد. توالی اسیدآمینه                                                         

اسیدآمینه است که دارای                          506گلوکزاکسیداز نوترکیب دارای                            

درصد کویل             64درصد صفحه بتا و                   15درصد مارپیچ آلفا،                     22

است. این نتای  با ساختار دوم توالی اسیدآمینه ژن های                                                     

  بت        آسپرژیلوس نایجر               گلوکزاکسیداز طبیعی دو سویه مختلف                                  

اسیدآمینه تشکیل شده است                           506که از           (     شده در سرور             

  4. .1.1   مورد مقایسه قرار گرفت که با گلوکزاکسیداز طبیعی                                              

  63درصد صفحات بتا و                    17درصد مارپیچ آلفا،                     22که دارای          

پنیسیلیوم           درصد کویل، تشابه زیادی نشان داد. گلوکزاکسیداز                                               
درصد صفحات              35 15مارپیچ آلفا،                06 34دارای         آماگاساکنسی           

پنیسیلیوم           درصد کویل است و گلوکزاکسیداز                                47 43بتا و       
درصد صفحات              85 15درصد مارپیچ آلفا،                     08 30شامل        واریبل      

 (.      23-26درصد کویل نیز تشابه دارد                              51 45بتا و       

آسپرژیلوس           در بررسی ساختار سوم، گلوکزاکسیداز طبیعی                                         

و گلوکزاکسیداز نوترکیب، هر دو دارای یک دومین                                              نایجر       

مشاهده می شود از لحا                          6هستند. همان طور که در شکل                           

ساختار شباهت بالایی به یکدیگر داشته و قسمت های نظیر                                                    

(. بررسی          25مارپیچ آلفا و صفحات بتا شبیه به یکدیگر هستند                                                

گلیکوزیلاسیون پروتئین نوترکیب بیانگر شباهت بالای                                                

گلیکوزیلاسیون گلوکزاکسیداز نوترکیب با گلوکزاکسیداز طبیعی                                                         

را نشان می دهد که مزیت مهم این گلوکزاکسیداز نوترکیب                                                     

محسوب می شود. در گلوکزاکسیداز طبیعی هشت ناحیه                                               

گلیکوزیلاسیون وجود دارد که در پروتئین نوترکیب نیز هشت                                                      

،   120،   183،   111،   56ناحیه گلیکوزیلاسیون در موقعیت های                                  
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مشاهده گردید. این در حالی است که                                    426و     410،   377،   280

هایپرگلیکوزیلاسیون گلوکزاکسیداز هترولوگ در مخمرهای                                                   

 یک مشکل عمده در                   هانسونلا       و     ساکارومایسس           

 تولید گلوکزاکسیداز نوترکیب و کاربرد درمانی است                                                

 (.      26و     23،   6،   4  

در محیط های کشت متنو  فعالیت                                 hp4dپروموتر نوترکیب               

کرده و می تواند بیان خوبی داشته باشد که از این نظر برای                                                         

(. در       11و     8استفاده در تولید صنعتی بسیار مناسب است                                          

دارای         YPDپژوهش حا ر با بهینه سازی رشد مخمر در محیط                                           

تیامین به روش تاگوچی، افزایش تقریبا دو برابری تولید آنزیم                                                           

واحد در لیتر را در پی داشت. بر                                  203واحد در لیتر به                   450از    

بیشترین           pHبرهمکنش میان گلوکز و                        5اساس نتیجه جدول                 

تا یر را بر رشد مخمر نوترکیب داشته که به دلیل افزایش تعداد                                                            

  مخمر نسبت به شرایط غیربهینه، میزان تولید افزایش یافته است.                                                          

  بعد       مرحله         در  ،   درصد        11 26با      pHو       گلوکز         بین       برهمکنش       

  بین       برهمکنش           سپس       درصد        pH 18 86 و     پپتون         بین       برهمکنش       

  م  ر        اکسیداز           گلوکز         تولید         بر      34 17با        pHمخمر و            عصاره     

  را      نقش       کمترین          درصد        01 3      با      پپتون         و     گلوکز         میانکنش       .     است   

  با      افزار         نرم       دارا است. سپس                 اکسیداز           گلوکز         تولید         افزایش          در  

  که      می کند          پیشنهاد           را      آزمایشی           آمده        به دست          نتای          تحلیل     

  آزمایش          در این          که      باشد        داشته         را      اکسیداز           گلوکز         تولید         بیشترین       

 مخمر          عصاره         یک      سطح       ،  لیتر        در      گرم       30  گلوکز         چهار        سطح   

  گرم در لیتر( و سطح                    16پپتون             دو      گرم در لیتر(، سطح                   6  

  مورد        عامل        چهار        برای        سطو         بهترین          عنوان         به      را  (     pH    7چهار        

  بهینه         با      اکسیداز           گلوکز         آنزیم         تولید         میزان     .     کرد       پیشنهاد           مطالعه      

  که      یافت        افزایش          لیتر        در      واحد        203    به      تاگوچی          روش       با      سازی    

  بهینه         غیر       حالت        در      شده       تولید         آنزیم         برابر         دو      تقریبا            میزان         این   

  به      گلوکز         از      استفاده           با      2002    سال       در  شربنی و همکاران                   .است   

  در    pHو       دما       سوبسترا،            غلظت        سازی        بهینه         و     سوبسترا           عنوان     

  نایجر         آسپرژیلوس             قار         در      را      اکسیداز           گلوکز         تولید         میزان         ارلن    

 .   ( 27دادند           افزایش        میلی لیتر           در    واحد      18  به  

واحد        42 3مقدار         2003همکاران در سال                    و     ( Hamidحمید        

در میلی لیتر گلوکز اکسیداز را با بهینه سازی شرایط مانند                                                         

  و   4Po  H   ،pH سطو  اوره، کربنات کلسیم، سولفات منیزیم،                                         

  از      پس      ور      غوطه        تخمیر         فرآیند          با      برن (         کاه       سوبسترا  باقی مانده                   

  به دست          نایجر         آسپرژیلوس             قار         از      استفاده           با      ساعت        35

 .   ( 28آوردند          

همکاران             و   horshid   خورشید          توسط        که      مشابهی          پژوهش         در  

با استفاده از تخمیر غوطه ور و قار                                       2002در سال        

و گلوکز به عنوان سوبسترا صورت گرفت                                      آسپرژیلوس نایجر               

واحد در           01 2ساعت مقدار تولید گلوکز اکسیداز را                                     48پس از       

 . ( 22میلی لیتر گزارش کردند                         

استفاده شده برای آنزیم گلوکزاکسیداز نوترکیب،                                                hp4dپروموتر         

یک پروموتر صنعتی است که در مقیاس فرمنتور افزایش تولید                                                       

بیشتری را از خود بروز می دهد. تجربه نشان داده است که این                                                          

پروموتر در شرایط فرمنتور قدرت تولید چندین برابری نسبت                                                       

(   accase به شرایط ارلن دارد. به عنوان نمونه تولید لاکاز                                                 

 واحد در           32 0نوترکیب در ارلن با شرایط بهینه به میزان                                         

میلی لیتر گزارش شد، اما زمانی که از ملاس به عنوان منبع                                                       

کربن استفاده شده و در فرمنتور در شرایط بهینه قرار گرفت،                                                         

برابر رسید.               6 2واحد در میلی لیتر حدود                          7 3توانایی تولید به                  

این مساله بیانگر توانایی این پروموتر در استفاده از محیط ارزان                                                               

قیمت و نیز کارایی آن در مقیاس های صنعتی است. هم نین                                                     

در تولید لاکاز نوترکیب توسط این مخمر، بیشینه تولید در ارلن                                                           

در شرایط بهینه روز ششم به دست آمد، اما همین روال در                                                     

روز کاهش یافت که این خود                            2فرمنتور در شرایط بهینه تا                           

(. امید است با به                   30تاییدی بر صنعتی بودن این پروموتر است                                        

کارگیری شرایط بهینه به دست آمده در تحقی  حا ر و در                                                    

آینده، با ایجاد شرایط تولید در فرمنتور، آنزیم گلوکزاکسیداز                                                            

 نوترکیب تولید بالاتر در زمان کوتاه تر نشان دهد.                                              

 

 نتیجه گیری          

گلوگزاکسیداز آنزیم پرکاربرد در عرصه پزشکی، دارویی و                                                     

صنایع مختلف است. تولید این آنزیم نوترکیب در مخمر با                                                     

حف  کیفیت، یکی از روش های به دست آوردن گلوکزاکسیداز                                                     

ارزان و کاربردی است. آنالیز بیوانفورماتیک نشان داد که                                                       
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 با دارا بودن                یارروویا لیپولیتیکا                   گلوکزاکسیداز نوترکیب                      

اسید آمینه، ساختار دوم، سوم و گلیکوزیلاسیون شباهت به                                                       506

دارد. تشابه بالای                    آسپرژیلوس نایجر               گلوکزاکسیداز طبیعی                    

ساختاری و گلیکوزیلاسیونی آنزیم نوترکیب با آنزیم طبیعی،                                                       

کارآیی بالای این آنزیم را در صنایع داروسازی مهیا می کند. در                                                            

بهینه سازی تولید این آنزیم نوترکیب با روش تاگوچی توسط                                                       

، بر اساس           Po1g-GOXسویه          یارروویا لیپولیتیکا                   مخمر نوترکیب              

به عنوان عوامل تا یر گذار بر                                pHتحلیل نتای ، عامل گلوکز و                           

فرایند تولید شناخته شده و نیز پپتون از نظر تا یرگذاری در رتبه                                                               

بعدی قرار گرفت. پیشنهاد می شود با به کارگیری شرایط بهینه                                                          

به دست آمده، تولید با فرمانتور مورد بررسی قرار گیرد. به دلیل                                                              

، امید است            یارروویا        پروموتر هیبریدی گلوکزاکسیداز نوترکیب                                      

 فرایند تولید آن در فرمانتور افزایش چشمگیری داشته باشد.                                                      
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Abstract 

Background & Objectives: Glucose oxidase has a wide range of application in medical,  

pharmaceutical, food, textile, and environmental industries. Heterologous expression of the  

enzyme has been investigated in yeast hosts due to several industrial-scale limitations in enzyme 

production by Aspergillus niger. The present study aimed to investigate bioinformatics  

characteristics of recombinant glucose oxidase in Yarrowia lipolytica Po1g-GOX and to optimize 

the production conditions of the enzyme by Taguchi experimental design method.   

Materials & Methods: Protein sequence, primary, secondary and tertiary structures and  

glycosylation rate of recombinant glucose oxidase enzyme were studied via bioinformatics tools. 

Optimization of recombinant glucose oxidase for glucose, peptone, yeast extract and pH at four 

levels in YPD media with thiamine were defined to Qualitek-4 software. The level of enzyme 

production was measured and analyzed by the software. 

Results: Recombinant glucose oxidase had 605 amino acids, with 29% α-helix, 16% β sheet and 

54% coil in its secondary structure showing similarity to that of native glucose oxidase of A.  

niger. Eight glycosylation sites have been located in this recombinant protein, and the tertiary 

structure had one domain showing high similarity to native glucose oxidase. The highest  

level of recombinant glucose oxidase production was obtained in medium containing 30 g/L  

glucose, 5 g/L yeast extract, 15 g/L peptone, and pH 7.  

Conclusion: Recombinant glucose oxidase produced in Yarrowia has a suitable potential to be 

used in pharmaceutical and food industries due to high similarity to native glucose oxidase.  
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