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 چکیده
یادی زبسیار  های زیست محیطی اهمیتآلودگیلاکاز متعلق به خانواده پلی فنول اکسیداز است و به دلیل خواص ساختاری و عملکردی در حذف 

لاکاز  تولید، هدف از این پژوهش .مورد توجه بسیاری از محققان قرار گرفته است لاکازاخیرا قابلیت اکسیداسیون مواد فنلی و غیر فنلی  .دارد

جهت ، تولید مقدار اندک لاکاز را داردقابلیت  Trametesاز آنجائیکه قارچ  است. آنزیم ینتیکیات بیوشیمایی و کیو تعیین خصوص نوترکیب

. ژن ، طراحی و سنتز شدPichia pastorisشناسایی و توالی ژنی مطابق ترجیج کدونی میزبان مخمری  لاکاز آمینواسیدیتوالی  ،تولید انبوه

کلون سازی و پس از انتقال به میزبان  PpinkαHC در ناقل αMF سیگنال پپتید و AOXسنتزی تحت کنترل پروموتور قوی القایی  لاکاز

خارج  به صورت با متانول  BMMYو القایی  BMGYهای بیانیدر محیطبه ترتیب و  داخل ژنوم اینتگره شد Pichia pastorisمتیلوتروف 

 سوپرناتانتکازی بررسی فعالیت لا .فیزیکوبیوشیمیایی آنزیم نوترکیب تعیین شدخصوصیات  ،کیفی آنزیمکمی وبررسیپس از شد. بیان سلولی 

کیلو  56را نشان داد. بررسی سوپرناتات نشان داد وزن مولکولی لاکاز نوترکیب آنزیم نوترکیب فعال بیان خارج سلولی  ،مخمرهای ترانسفورم شده

پروفایل  سنجش ایجو نت 8/4بهینه  pH با وسیع اسیدی pH، محدوده نوترکیبلاکاز های بیوشیمیایی بررسی ویژگیهمچنین  دالتون است.

که نتایج بدست آمده نشان داد لاکاز نوترکیب تعیین شد   µM146= mK ،پارامترهای کینتیکیبررسی . با داد را نشان C°56 ، بهینه دمایدمایی

م لاکاز نوترکیب آنزی به صورت فعال و خارج سلولی بیان شده است. ،با مقدار تولید انبوه و خصوصیات فیزیکوشیمیایی مناسب با معیارهای صنعتی

 بیوتکنولوژی جهت پاکسازی محیط زیست را دارد.   استفاده درغذایی و ، داروییایع متعدد قابلیت کاربری در صنبیان شده 

 .، قارچ ترامتس، مخمرپیکیا پاستوریسلاکاز، : واژگان کلیدی

 

 مقدمه

 بیوتکنولوژیاز نظر  (زیستیها )کاتالیزورهای آنزیمامروزه 

 ،صنایع غذایی مانند متعدد صنایعدر  ای دارند وویژهاهمیت 

ای کاربردهپاکسازی محیط زیست  ها وتصفیه پسابدارویی، 

 کاربریکه  ی استهای از جمله آنزیملاکاز  گوناگونی دارند.

سیاری از صنایع از جمله بدر بیوتکنولوژیکی فراوانی 

زدایی صنعتی ها، رنگآبمیوهفرایند شفاف سازی  ،داروسازی

های اخیر از و کاغذسازی دارد. در سال ، صنایع غذاییپارچه

-سمو  Bioremidation)) لاکاز در پاکسازی محیط زیست

ها و کشافتمانند زدایی فاضلاب و تجزیه مواد گزنوبیوتیک 

 Ryan et) مواد فنولی آروماتیک استفاده شده است

al.,2006; Campo et al.,2006 .)کاربردهای وسیع لاکاز 

تلاش برای تولید لاکاز صنعتی با پایداری  تاباعث شده است 

همیت ابیشتر در برابر حرارت و اثر بر سوبستراهای بیشتر از 

لاکازها  .و همواره مورد توجه محققین باشد برخوردارویژه ای 

( پلی  :1.16.1.1EC;اکسیژن اکسیدوردوکتاز -)بنزندیول

ی مس های چندمتعلق به خانواده اکسیدازهایی فنول اکسیداز

blue (MCOs) - حداقل با  هایی که از آنزیم گروه بزرگی

شناسایی می Cupredoxin یون مسی در دومین 4 وجود

در بسیاری از روندهای بیولوژیکی مانند لاکاز  هستند. -شوند

و  ، ریخت زایی قارچیبیوسنتز سلول گیاهی، تجزیه لیگنین

و ملانیزاسیون  (virulence)ها قارچقدرت بیماریزایی 

همچنین  .شرکت دارد، های بیماریزا در حشراتباکتری
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ا هکه گروه وسیعی از گزنوبیوتیکسوبستراهای لیگنوسلولزی

 (PAH) ایحلقهچندای آروماتیک ه، هیدروکربنهاکش)آفت

آمینی فنولی یا  هایمعمولا دارای گروهمی باشد که ها رنگو 

ست ها با شککه توسط لاکازهای بازیدیومیست بودهآروماتیک 

 تبدیل می شوند  oxidative couplingپیوند یا

(, 2013.et alCampo  2016;,.al et aovsAnto).  از آنجا

لاکازهای تولید و ترشح شده از منابع طبیعی به دلیل بازده که 

سازی و ای آمادههفرایندهای گزاف هزینهو  تولیدی کم

نعتی و تولید انبوه مناسب ، برای اهداف صسازی آنزیمخالص

ه تولید توان بازدمیوگوس با استفاده از بیان هترول لذا ،نیستند

)et al Wang ;2013,.al et Janusz.,  افزایش دادرا  آنزیمی

2017 ,.et al Effenberger ;2016. ) بیان پروتئین نوترکیب

لید باعث تو ،هایی که به راحتی قابل کشت هستنددر میزبان

های تولید می هزینهکاهش همچنین بیشتر در زمان کمتر و 

، های ژنتوان با افزایش تعداد کپیشود. تولید آنزیم را می 

لی نشانه موثر جهت هدایت توا قوی واستفاده از پروموتر 

به محیط خارج سلولی، افزایش داد. دستیابی به  پروتئین

ولید امکان ت ،نوترکیب لاکاز و بهینه سازی آنسیستم بیان 

ای هفرایندهایی که متناسب با نیاز مصرف کننده یا آنزیم

et al Hesampour., ) صنعتی باشد را فراهم کرده است

; 2016 ,.et al Yang ;2016 ,.et al Mohandesi ;2015

Meijin et al., 2008).  در این تحقیق هدف تولید لاکاز

 یینبالا و تع بیان نوترکیب در میزبان مخمری به میزان

 اربردک خصوصیات فیزیکوشیمیایی آنزیم نوترکیب به منظور

و تحقیقاتی منطبق با معیارهای صنعتی  غذایی، داروییهای 

 است.

 کارمواد و روش 

  ها آنزیممواد شیمیایی و 

 ناستفاده شده در ای KpnIو  XhoI محدودگر هایآنزیم

 T4 DNA. آنزیمژاپن تهیه شد  Takaraاز شرکت  تحقیق

                                                           
1. Pichia Adenine Dropout (PAD) 
2. Pichia pastoris   

Ligase  وDAN Polymerase  از شرکتRoche   تهیه شد

 استفاده گردید. کارخانه شده هتوصی شرایطکه طبق 

از   DNAپلاسمیدی و کیت استخراج   DNAتخلیص

 خریداری شد.  Rocheشرکت

از  PAD 1و YPD,BMGY BMMY,کشت  هایمحیط

کلیه مواد شیمیایی مورد  خریداری شد. Invitrogenشرکت 

 خریداری شد. Merckو  Sigmaهای شرکتآزمایش از 

 هاناقلو  هاارگانیسم

مورد های مربوطه و ناقلو مخمری  باکتریهای سویهتمامی 

سویه   E.coliباکتری  است. عنوان شده 1استفاده در جدول 

αDH5 ورماسیون مورد استفاده سفنجهت کلون سازی و ترا

و  GS115 (his4)سویه  1پیکیا پاستوریس مخمر .قرار گرفت

از شرکت  (1)شکل  pPinkα-HC (7.9Kb)ناقل بیانی 

Invitrogen .خریداری شد 

 و انتقال ژنتیکی  (Competent Cell)تهیه سلول مستعد 

، α5DH سویه  E.coli یک میلی لیتر از پیش کشت باکتری

 لوریا برتانی  میلی لیتر از محیط کشت 166 به ارلن حاوی

)USA Merck,(LB 1 حاوی کشت به  ضافه شد و ارلنا

برای رسیدن rpm 186و دور  C °13شیکر انکوباتور با دمای

ساعت طول کشید(.  1انتقال یافت )حدود  550OD=1/6به 

مناسب جهت تهیه سلول های مستعد  ODپس از رسیدن به 

 & Sambrook)تهیه شد Sambrookطبق روش استاندارد 

Fritsch, 1989) . تهیه و لیگاسیون مراحل انجام از پس 

 از استفاده با لیگاسیون محصول باکتریایی مستعد، هایسلول

 مستعد منتقل  سلولدرون  به حرارتی شوک

  . (Sambrook & Fritsch, 1989)دش

 PCRطراحی پرایمر و انجام 

3 .Luria-Bertani (LB) 
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کامپیوتری توسط  آنالیز از پس فرودست و فرادست پرایمرهای

توسط  1ها مطابق جدول طراحی شد و توالی  Oligoنرم افزار

 سنتز شد. TAG A/S Copenhagen (Denmark)شرکت 

ساخت ناقل بیانی حامل ژن لاکاز و انتقال به میزبان مخمری 

Pichia pastoris   
 pubescensتوالی آمینواسیدی پروتئین لاکاز در قارچ  

Trametes  بررسی شد و توالی نوکلئوتیدی آن بر اساس

و  Pichia pastorisمیزبان بیانی متیلوتروف 4ترجیح کدونی

 Nبا حذف اسید آمینه های ناحیه سیگنال پپتید ابتدای 

آلمان در ناقل  Gene Artطراحی و توسط شرکت ترمینال 

حاوی  PUC57ناقل کلونینگ  .سنتز شد PUC57کلونینگ 

توسط آنزیم   HC-αpPink ناقل بیانیژن سنتتک لاکاز و 

 واحد آنزیمی 16 به غلظت KpnIو  XhoIهای محدودالاثر 

برش دوگانه داده شد و دقیقه  06به مدت  C ° 13در دمای

جداسازی شد و پس از  % 1 قطعات حاصل از ژل الکتروفورز

یون زدایی توسط کیت یون زدایی خریداری شده از شرکت 

Vivantis ژن ، قطعهLCC (Insert)  نانوگرم   16به غلضت

نانوگرم به وسیله  166به غلظت  pPinkα-HC (Vector)و 

واحد آنزیمی و بافر لیگاسیون  1به غلظت  T4 ligaseآنزیم 

-مطابق روش استاندارد کلونمیکرولیتر  16در حجم نهایی 

 . پلاسمید(Sambrook & Fritsch, 1989)سازی شد

  α5DHE. coli به سلول مستعد  LCC–pPinkα نوترکیب

های نوترکیب با استفاده از روش کلونی منتقل شد و کلون

PCR  ژن  فرودست و فرادستتوسط پرایمرهای اختصاصی

 ° Cدناتوراسیون اولیه ( در شرایط LACRو  LACFلاکاز )

طویل  ،C °56اتصال ،C °06دناتوراسیوندقیقه(،  1) 06

سیکل انجام شد. پس از غربالگری  16در  C °31 شدن

پلاسمید نوترکیب حامل ژن لاکاز با استفاده از کیت استخرج 

 BsptI (Vivantis)برشی پلاسمید جداسازی و توسط آنزیم 

که محل اینتگریشن در ژنوم میزبان  TRP 2 در ناحیه لوکوس

Pichia pastoris در دمای  ،استC° 13  دقیقه  86به مدت

قطعات بریده شده پس از تائید برش توسط ژل  .بریده شد

الکتروفورز، یون زدایی شده و جهت انتقال به میزبان مخمری 

ر بمورد استفاده قرار گرفت و به وسیله روش الکتروپوریشن 

و توسط تنظیم  :v 1866 V:  ،Ω 166 R:  ،μF 16 Cروی 

قطعه  (BTX Harvard ECM 630)دستگاه الکتروپوریتور 

مستعد شده منتقل  Pichia pastorisه میزبان خطی شده ب

ساخت کمپانی  PADشد و بر روی محیط انتخابی 

Invitrogen  روز در دمای  6الی  1)آمریکا( به مدتC ° 18 

ناقل بیانی ( Hesampour et al., 2014)کشت داده شد 

PichiaPink  فاقد ژن لاکاز نیز پس از خطی سازی به طور

 Pichia pastorisموازی به میزبان مستعد پیکیا پاستوریس 

 .با روش الکتروپوریشن به عنوان کنترل منفی انتقال داده شد

 

 
 

                                                           
4 .Codon preference 
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وتروف گزمارکر ا مارکر آنتی بیوتیکی آمپی سیلین، ،CYCو ترمیناتور   AOXدارای پروتور القایی pPinkαHCنقشه ژنتیکی ناقل _ 1شکل 

 (.Invitrogen)دستورالعمل شرکت  را نشان می دهد TRP2ژن رمز کننده آدنین و محل اینتگریشن 
 

 

 ، پلاسمید و پرایمرهای مورد استفاده در مراحل آزمایشگاهیهاسویه -1جدول 

 مرجع شرح خصوصیات مواد

 هاسویه

 

  

DH5α E.coli ,α-complementation Fermentase 

 

پیکیا 

 پاستوریس

 Invitrogen میزبان بیانی پروتئین

 

   پلاسمید

pPinkαHC به منظور اینتگریشن به پیکیا پاستوریس Invitrogen 

 

   پرایمرها

LACF 

Forward 
 

5'- CGCCAAGCTTGGAAAAGAGAGGTATC -3'  

LACR 

Reverse 

 

5'- 

AAGGATCCTCATTAGTGGTGGTGGTGTTGGTCAGATGGG 

-3 

 

 

 

 

 

 

 

 غربالگری ژنوم  مخمرهای ترانسفورم شده
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های ترانسفورم شده به محیط انتخابی کلونی جهت غربالگری

PAD )کلونی ، آزمون )فاقد آدنینPCR  های  نمونهبر روی

 که بر روی محیط انتخابی مخمر حاوی ژن لاکاز اینتگره شده

PAD پرایمرهای به وسیله  )کلونی سفیدرنگ( رشد کرده

و همچنین پرایمرهای لاکاز  ژن LACRو  LACFاختصاصی 

 alpha mating factorاختصاصی ناحیه پپتید نشانه 

 )پرایمرهای اختصاصی از انجام شد، pPinkα –HCپلاسمید 

ساخت  PichiaPink™ Expression Systemکیت 

های کلون به این منظور .تهیه شد( Invitrogen کمپانی 

 PCRعنوان الگو در فرآیند ه سفید رنگ لیز شد واز آن ب

 .(Hesampour et al.2014) شداستفاده 

 بیان لاکاز نوترکیب 

 کازلانوترکیب حاوی ژن  های مخمری پیکیا پاستوریسکلونی

-جهت آماده بود،مثبت آنها  PCRکلونی  آزمایشنتیجه که 

و  YPDمحیط جامد  ابتدا بهسازی به منظور بیان آنزیمی 

در  .کشت داده شدند BMGY بیانی سپس به محیط مایع

ژن تحت کنترل پروموتور  نهایت به منظور القای بیان

با  منتقل شد و BMMYبه محیط القایی مایع   AOXالقایی

روز  4به مدت به صورت روزانه   1% (v/v) استفاده از متانول

 . (Hesampour et al.,2014)القا شد

 آنالیز لاکاز نوترکیب بیان شده

ارج بیان شده به شکل خ جهت بررسی پروتئین لاکاز نوترکیب

 روش از ،در سوپرناتانت مخمرهای ترانسفورم شده سلولی

SDS-PAGE  پس از استفاده شد.  %11با ژل آکریل آمید

دقیقه در محلول کوماسی  56انجام الکتروفورز، ژل به مدت 

 بری شدرنگرنگ آمیزی و در نهایت  G250بلو 

(Sambrook & Fritsch., 1989). 

 

 

 سنجش آنزیمی

                                                           
5.Standard derivation  

رناتانت ، سوپسی کمی بیان آنزیم لاکاز نوترکیببه منظور برر

القا شده حاوی مخمر ترانسفورم شده  BMMYمحیط 

سنجش فعالیت آنزیمی لاکاز با سوبسترای  جداسازی شد و

نانومتر  616و طول موج  C °16سرین گالدازین در دمای

. )et  Kalyani ;4201,.Feng & Liگیری شد اندازه

al.,2015). 

 تعیین خصوصیات فیزیکو شیمیایی لاکاز نوترکیب 

ت یکی آنزیمی، فعالیهای کینتبه منظور بدست آوردن پارامتر

ر د نوترکیب با غلظت پروتئینی یکسان ترشح شدهلاکاز 

غلظت  14) های گرادیانت سوبسترای سرین گالدازینغلظت

مورد  (µmol) ( بر حسب میکرومول1666تا  66سریالی از 

 Graphpad prismبا استفاده از نرم افزار  بررسی قرار گرفت.

ها رسم شده و ضرایب نمودار میکائیلیس منتون نمونه 6

به منظور بدست آوردن محاسبه شد.  Vmax و Kmکینتیکی 

تا  C °16در دماهای متفاوت ازآن دمای بهینه آنزیم، فعالیت 

 pH ,مولار  1/6 در بافر استات سدیم C °16و با فاصله  06

 ،تعیین و پس از محاسبه فعالیت ویژه دقیقه 16به مدت  6/6

نمودار مربوطه که نمایانگر پروفایل دمایی آنزیم لاکاز  

و تعیین pH  به منظور رسم پروفایل .نوترکیب بود رسم گردید

pH فعالیت آنزیم در بهینه آنزیم لاکاز نوترکیب ،pH  های

 16به مدت  C °13( در دمای ثابت 8تا  1) متفاوت بافری

 . دقیقه توسط بافرهای زیر تعیین شد

تکرار و احتسااااب  1*تماامی آزمون هاا باا انجاام حاداقل 

 انجام گردید. 6انحراف از معیارمیانگین و 

 نتایج

ساخت ناقل بیانی حامل لاکاز به منظور تولید لاکاز نوترکیب 

   Pichia pastorisدر مخمر متیلوتروف 

  ژن رمز کننده لاکاز قارچ ORFناحیه توالی نوکلئوتیدی 

Trametesاز حذف توالی پپتید نشانه آن بر اساس  پس

 Geneتوسط نرم افزار   Pichia pastorisترجیح کدونی
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Optimizer  طراحی و در داخل ناقلPUC سنتز شد .

اکتری ب زحامل ژن لاکاز ا PUCهای نوترکیب پلاسمید

E.coli DH5α   برش آنزیمی توسط (. 1استخراج شد ) شکل

جداسازی ژن لاکاز از  ایجاد و KpnIو  XhoI  هایآنزیم

 (.1انجام شد )شکل  PUCپلاسمید نوترکیب 

 

 

 

 

 

 
چاهکو کیلو باز  1مارکر  .1، چاهک کنترل منفی .1، چاهک شده اریختهای تراز باکتری حامل ژن لاکاز PUCاستخراج پلاسمید _1شکل 

فاقد   E.coli DH5αمی باشد. کنترل منفی )استخراج پلاسمید از باکتری  PUCکلون شده در حاوی ژن لاکاز  هایپلاسمید. 6تا  1های 

 .پلاسمید(

 
 هضم .6 و1،4 هایچاهک باز، کیلو 1 مارکر .1 چاهک منفی، کنترل .1 چاهک ،PUC-LCC پلاسمید آنزیمی هضم محصول_1 شکل

 .است شده داده نمایش پلاسمید از شده جدا ژن به مربوط قطعه شکل در که KpnIو  XhoI برشی هایآنزیم با PUC-LCC پلاسمید

 (الگو  DNAکنترل منفی )مواد هضم آنزیمی بدون

 

 

 pPinkα-HCناقل  ،(LCC)لاکاز  سازی ژنر کلونبه منظو

هضم آنزیمی  KpnIو  XhoIهای محدودگر نیز توسط آنزیم

 T4قطعات بریده شده با استفاده از آنزیمپس از اتصال  و شد

ligase  ناقل نوترکیب  ،به یکدیگرpPinkα-LCC  حاصل
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برای تایید صحت  .منتقل شد E.coli به میزبان گردید و

های رشد کرده بر روی محیط برای کلونی ،سازیکلون

حامل پلاسمید  E.coliهای که باکتریLB+AMP انتخابی

با استفاده از ( بودند، pPinkαHC-LCCنوترکیب )

 .انجام شد PCRواکنش کلونی  LACRو  LACFپرایمرهای

 لاکاز را در ناقل نوترکیب نتایج حاصل، حضور ژن

pPinkαHC (.4شکل ) نشان داد  

 

 
 DNA: 1کنترل منفی ، چاهک  .1چاهک ، pPinkα –HCجهت شناسایی ژن لاکاز  داخل ناقل بیانی  PCRمحصول کلونی _4شکل 

Ladder Mix مواد  کنترل مثبت. 16ون ها چاهک نمونه های کل. 0الی  5، 6، 4، 1هایچاهک(Master Mix  به علاوهPUC-LCC  به

 (LACRو  LACFهمراه پرایمرهای 

 

ا ب ناقل نوترکیب ،از باکتری pPinkα–LCCپس از استخراج 

روش  خطی شد و با BsptIبرشی آنزیم استفاده از 

 Pichia  مستعد شده مخمری الکتروپوریشن به میزبان

pastoris.های ترانسفورم شده به منظور کلونی منتقل شد

ین است منتقل که فاقد آدنPAD غربالگری به محیط انتخابی 

در داخل ژنوم  pPink-LCCهایی که پلاسمید شدند. کلونی

وارد شده باشند به دلیل اینکه TRP2 آنها در محل ژن 

رمز کننده آدنین است به   ADE دارای ژن pPinkپلاسمید 

مخمرهای پروتوتروف تبدیل می شوند و قابلیت رشد در 

 های سفید رنگبی را دارند. پس از انتقال کلونیمحیط انتخا

 ،برای بررسی حضور ژن لاکاز اینتگره شده و سازی شدجدا

ی ژن لاکاز اینتگره شده که بر روی ابتدا نمونه مخمر حاو

)کلونی سفیدرنگ( استخراج  رشد کردهPAD محیط انتخابی

ه ب ژنومی استخراج شده  DNAسپس ( والف 6شد )شکل 

توسط پرایمرهای اختصاصی  PCRعنوان الگو در فرآیند 

LACF  وLACR لاکاز و همچنین پرایمرهای اختصاصی ژن

 pPinkα پلاسمید alpha mating factorناحیه پپتید نشانه 

–HC استفاده شد و حضور ژن لاکاز اینتگره شده در 

 .(ب 6شکل ) مخمرهای ترانسفورم شده تایید شد
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لاکاز اینتگره های حاوی پاستوریسژنوم پیکیا  .1الی  1ژنومی از کلون های مخمرهای  سفید رنگ ،  چاهک  DNAالف( استخراج  -6شکل 

 کیلو بازی می باشد. 1مارکر ، Mل ژنوم را نشان می دهند، چاهک خشده دا

 1 چاهک بر روی ژنوم پیکیا پاستوریس حاوی لاکاز اینتگره شده با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن لاکاز که در PCRب ( نتایج جاصل از 

که در چاهک  pPinkα –HCداخل پلاسمید بیانی  alpha mating factorنشانه و پرایمرهای اختصاصی ناحیه پپتید  نشان داده شده است

 .کنترل منفی می باشد 1نمایش داده شده است. چاهک  1
 

 بیان لاکاز نوترکیب در میزبان مخمری متیلوترف

 BMGYابتدا در محیط رشدی   های ترانسفورم شدهکلنی 

کشت داده  BMMYی بیان در محیط سپس رسوب و و کشت 

 با استفاده از متانولBMMY در محیط القایی  .شدند

روز القا از هر مرحله  4القا شد و طی  ژن لاکاز AOXپروموتور 

کیب لقایی بیان لاکاز نوترالقا نمونه گیری انجام شد و پروفایل ا

روی  برسوپرناتانت نمونه های دارای فعالیت لاکازی رسم شد. 

به  لاکازپروتئین  .(5بررسی شد )شکل  SDS-PAGE  ژل

میزبان مخمری توسط گلیکوزیلاسیون قابلیت  دلیل 

کیلودالتون بر روی ژل  56با وزن مولکولی گلیکوزیله شده و 

 مشاهده شد.آکریل آمید 

 

 
پروتئین های ترشحی پیکیا پاستوریس پذیرنده وکتور . 1 . چاهکBMMYهای محیط بیانی سوپرناتانتاز  SDS-PAGEژل  _5شکل

pPink  سوپرناتانت محیط بیانی پیکیا پایتوریس حامل ژن لاکاز . 6الی  1هایچاهک ،مارکر پروتئینی. 1)کنترل منفی(. چاهک  لاکازفاقد ژن

 .اینتگره شده در ژنوم
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محدوده  =تعیین خصوصیات فیزیکو شیمیایی لاکاز نوترکیب

 دمایی فعالیت لاکاز نوترکیب

به منظور بدست آوردن دمای بهینه برای آنزیم، فعالیت آن در 

ین و عت C °16 با فاصله و 06تا  C °16دماهای متفاوت از 

نمودار مربوطه که  ،پس از محاسبه فعالیت ویژه هر نمونه

تایج ن نمایانگر پروفایل دمایی لاکاز نوترکیب بود رسم گردید.

 C  °56مطابق نمودار نشان داد که دمای بهینه فعالیت آنزیم

 .(1) نمودار  می باشد

 
که فعالیت ویژه نمونه ها با غلظت کل پروتئین ثابت در مقابل  نمودار پروفایل فعالیت لاکازی در دماهای متغییر را نشان می دهد_ 1نمودار 

 دماهای مختلف نشان داده شده است.

عالیت فتعیین خصوصیات فیزیکو شیمیایی لاکاز نوترکیب= 

 pHآنزیمی لاکاز و پروفایل 

بهینه آنزیم لاکاز  pHو تعیین pH  به منظور رسم پروفایل

( 8تا  1) های متفاوت بافری pHنوترکیب، فعالیت آنزیم در 

 به فعالیت ویژه هر نمونه، نمودارمحاسپس از تعیین شد. 

مطابق  ،نتایجرسم گردید و بررسی  نوترکیب لاکاز pHپروفایل 

 .را نشان داد 8/4بهینه  pH  ،1نمودار 

 
متغییر را نشان می دهد که فعالیت ویژه نمونه ها با غلظت کل پروتئین ثابت در مقابل دماهای  pHنمودار پروفایل فعالیت لاکازی در  _1نمودار

 مختلف نشان داده شده است.

 بیانیخصوصیات کینتیکی آنزیم لاکاز 

باه منظور بادسااات آوردن پاارامتر هااای کینتیکی آنزیمی، 

فعاالیاات لاکاااز نوترکیااب باا غلظات پروتئینی یکساااان در 

 سنجش  های گرادیانت ساوبساترایی سارین گالدازینغلظت

نتایج نشاااان داد که آنزیم نوترکیب دارای پارامترهای  .شاااد

                                                           
6. Kinetic Efficiency 

 ، µM146= mK       کینتیکی
1-mg1-µmol min  111 =  

maxV 1 و-s   158 = catK 1  5و فاعااالایاات ویژه-mol1-s 
 .می باشد 10×61.14
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  بحث

اخیرا مطالعات وسیعی نیز در مورد تولید انبوه پروتئین های 

نوترکیب در میزبان های قارچی با قابلیت رشد سریع در 

 ان، همچنین قابلیت تولید انبوه آنزیممحیط حداقل و ارز

( با خصوصیات کاملا حفظ شده )در مقیاس چند گرم نوترکیب

یوکاریوتی از لحاظ تغییرات پس از رونویسی و ساختار مناسب 

 ز تولید لاکاز نوترکیب درنتایج متعددی که ا. استانجام شده 

های قارچی منتشر شده است نشان می دهدکه در میزبان

رابر ندین بچ، میزان لاکاز نوترکیب عییمقایسه با بیان طب

 )et  Kittl ;2016 ,.Çalık&  Ergün.استافزایش یافته 

, .Kiiskinen & Saloheimo ;, 2014.et al Li ;2012 ,.la

که آنزیم انتخاب شده از منبع قارچی ییجااز آن( .2004

 3یوکاریوت می باشد و بر روی پروتئین طبیعیارگانیسم 

گلیکوزیلاسیون انجام از قبیل  8قارچی تغییرات پس از ترجمه

یوتی های پروکارابراین تولید این آنزیم در سیستممی شود؛ بن

های بیانی از قبیل مخمر ها کارا نخواهد بود و باید از سیستم

ای هده کرد که از نظر گلیکوزیلاسیون شبیه سیستماستفا

قارچی هستند و از نظر سادگی عمل، ظرفیت بیان بالا و 

ای بیان هتولید انبوه از بهترین سیستمرای قابلیت استفاده ب

 )et  Huang.ئین های نوترکیب به شمار می آیندپروت

et  Bleve ,201;,.et al Mohandesi ;1201.,al

al.,2014;Ludovic et al., 2000; Lehmann et al., 2002). 

 سازی ومتعدد کلون های ژن لاکاز با منبع قارچی در میزبان

دلیل بیان اندک لاکاز نتوانسته اند  اما بهشده است،  بیان 

علیرغم بیان فعال خارج سلولی به صورت صنعتی در صنایع 

 ،بان های مخمری متیلوتروفاز آنجائیکه در میز .نداستفاده شو

و بیان  سازییوکاریوتی متعددی با موفقیت کلونهای پروتئین

ان آس دستورزی ژنتیکی قابلیت با توجه به و شده بودند

تولید پروتئین نوترکیب در  تواناییو  های مخمریمیزبان

 همچنینهای ارزان حداقل با تنها منبع کربن متانول و محیط

 های صنعتیدر مورد بیان انبوده آنزیم که سیاریمطالعات ب

                                                           
7. Native 

د ر تولیمیزبان مخمری به منظو، در آنها انجام پذیرفته است

 Feng & L.,2013;Huang et) لاکاز نوترکیب انتخاب شد

al., 2011).  از بین مخمرهای متیلوتروف نیز ژن لاکاز به

نیز  تولید  های مخمری و قارچیصورت نوترکیب در میزبان

 در این تحقیق، بنابراین میزبان مخمری .نوترکیب شده است

Pichia pastoris تا بتوان علاوه بر تولید  را انتخاب نمودیم

ی و خصوصیات بیوشیمیایلاکاز نوترکیب با بررسی و مقایسه 

ناسب کاندیدای م، کینتیکی آنزیم با سایر لاکازهای نوترکیب

 های تولید صنعتیلاکاز را با توجه به معیارجهت تولید انبوه 

 Feng &  ;2007 ,.et al (Gibson.لاکاز شناسایی نماییم

Li., 2014; Piscitelli et al., 2010). ازدین منظور ب 

که قارچ های گروه بازیدیومیست عمده ترین ئیآنجا

تولیدکننده آنزیم لاکاز هستند، مناسب ترین ژن لاکاز قارچی 

 5/1والکتریک زای pHلاکازی با  1ایزوآنزیم ) Trametesاز 

مطابق و انتخاب شد ( فعالیت لاکازی ایزوفرم غالب %46و

تغییر در طراحی و همچنین پس از  ترجیح کدونی میزبان

  Pichia pastorisدر مخمر  نواحی تنظیمی ژنیبرخی 

ا استفاده بلاکاز نوترکیب  آمیزموفقیتشد به شکل  سازیکلون

خارج سلولی  شکلبه Alpha mating factor نشانه  از پپتید

نتایج بررسی خصوصیات بیوشیمیایی نشان  بیان شد. و فعال

 با تمایل و پایداری در pHداد که لاکاز نوترکیب دارای 

های اسیدی است که حداکثر فعالیت در  pH محدوده

pH=4.8 بررسی رفتار لاکاز نوترکیب نشان داد مشاهد شد .

های اسیدی می تواند به دلیل  pHکه فعالیت و مقاومت در 

گاه جایلاسیون مخمری و گلیوزیلاسیون در الگوی گلیکوزی

باشد که باعث شده تا آنزیم مذکور با توجه  لاکازآسپارژین 

pH  گزینه مناسبی جهت کاربری صنعتی باشداسیدی . ( Xu

et al., 2017 )فعالیت دمایی لاکاز  مطالعات در مورد محدوده

ن داد که لاکاز نوترکیب تولید شده دارای بهینه نوترکیب نشا

است و این درحالی است که لاکازهای نوترکیب  C °56دمای

8. Post translational modification 
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 C °66بهینههای مخمری دارای دمای  تولید شده در میزبان

 ,.Huang et al., 2011; Feng & Li)  .می باشد 66 تا

2013; Feng & L., 2014.  به علاوه لاکاز نوترکیب تولید

دارای دامنه فعالیت حرارتی  Pichia pastoris شده توسط

 Cاست که با توجه به دمای بهینه  56تا  C °66بهینه بین

نوترکیب را گرمادوست  زو محدوده دمایی می توان لاکا °56

 ت اس تعیین نمود که مناسب جهت استفاده در صنایع متعدد

.,2011et al .MaYou 2014;,.et al You(.)  بررسی

مطالعه پارامترهای کینتیکی لاکاز نوترکیب نشان داد که لاکاز 

و   Km, Vmax, Kcatنوترکیب دارای پارامترهای کینتیکی

 طبیعی و لاکازهای قارچیز لاکاتاثیر کینتیکی مشابهی با 

گزارش شده می باشد که تمایل بالایی به سوبسترا داشته و 

فعالیت آنزیمی مناسبی جهت کاربری در صنعت 

 ,.Kiiskinen& Saloheimo.,2004; Gibson et al)دارد

2007).  

 نتیجه گیری

از نوترکیب در این تحقیق و با بیان خارج سلولی آنزیم لاک

م نشان آنزی بیوشیمیایی و کینتیکیهای خصوصیات بررسی

و می توان در کاربری صنعتی داشته داد که آنزیم قابلیت

صورت تولید انبوه در مطالعات بیوتکنولوژی و کاربری صنعتی 

 در رفع مشکلات محیط زیست نقش مهمی ایفا کند.

 تشکر و قدردانی

مقاله مذکور استخراج شده از از طرح تحقیقاتی با عنوان 

سازی و بیان ژن رمز کننده کلون  "

در میزبان مخمری و تعیین  Trametes قارچ لاکاز آنزیم

مصوب  " کننده خصوصیات کینتیکی و بیوشیمیایی آنزیم

دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی می باشد و 

نویسندگان مقاله از دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکزی 

 ذیل نهایت تشکر و قدردانیمایت از طرح تحقیقاتی حبه دلیل 

 را دارند.
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Abstract  

Laccase have received much attention from researchers in last decades due to their ability to 

oxidase both phenolic and non-phenolic lignin related compounds as well as highly recalcitrant 

environmental pollutants, which makes them very useful for their application to several 

biotechnological processes. Despite of Trametes Laccase wildly application as detoxification of 

industrial effluents, its native low expression, makes it unsuitable for industrial application. In this 

study, heterologous expression of Trametes Laccase gene in methylotrophic yeast, P. pastoris with 

αMF as signal peptide and PpinkαHC expression vector under methanol induction in BMGY and 

BMMY media was investigated and expressed active recombinant laccase biochemical and 

biophysical properties in compare with native Trametes Laccase was studied. According to codon 

performance of P. pastoris, Trametes Laccase gene sequence designed and synthetic genes under 

control of inducible AOX1 promoter was successfully high expressed as active form in yeast host, 

SDS-PAGE analysis showed the recombinant laccase in size of 65KDa with Km=140µM.Analysis 

of Laccase biochemical and biophysical properties demonstrated that recombinant Laccase has 

wide pH profile with pH optima 4.8 and optimum temperature of 60 °C with high activity in 

P.pastoris host. We conclude that recombinant P. pastoris Laccase could fulfil a serried of 

predefined industrial quality criteria to be used in industry like, broad pH optimum, substrate 

specify and proper thermal stability. Therefore, studied methylotrophic yeast could be an 

appropriate host for expression and production of recombinant Laccase, with industrial application. 

Keywords: Laccase, Pichia Pastoris, Trametes, yeast. 

 

 


