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چکیده

سابقه و هدف : ليپازها، بيوكاتاليست هاي ارزشمندي هستند كه به علت كاتاليز نمودن واكنش هاي شيميايي مانند آبكافت، كافت 
الكلي، كافت اسيدي و استرفيكاسيون در صنعت داراي كاربردهاي فراواني مي باشند. ليپازهاي ميكروبي از مهم ترين انواع اين آنزيم ها هستند 
كه به علت پايداري بالا در حلال هاي آلي، توانايي كاتاليز ملايم واكنش هاي هيدرولازي، سهولت در توليد و هزينه هاي نسبتا پايين آن يكي 
از مهم ترين منابع توليد در صنعت محسوب مي گردند. باكتري باسيلوس پوميلوس يكي از مهم ترين منابع ميكروبي اين آنزيم مي باشد، اما بيان 
و ترشح پايين اين ليپاز يكي از مهم ترين مشكلات پيش رو جهت توليد آن توسط اين باكتري محسوب مي شود. هدف از این تحقیق توليد 
 نوتركيب آنزيم ليپاز سويه بومي باسیلوس پومیلوس بصورت ترشحی به منظور افزايش سطح بيان آن در باکتری باسیلوس سوبتیلیس می باشد.

مواد  و روش ها:  ژن توليد كننده آنزيم ليپاز اين سوش با استفاده از مهندسي ژنتيك در پلاسميد pWB980 همسانه سازي شد و پس از آن به سوش 
 باسيلوس سوبتيليس WB600 به عنوان ميزبان منتقل گرديد. در ادامه سطح بيان و ترشح آنزيم به صورت طبيعي و نوتركيب بررسي و مقايسه گرديد. 

 یافته ها: آنزیم لیپاز در باسیلوس سوبتیلیس بصورت ترشحی بیان شد. میزان بیان این آنزیم نسبت به سوش طبیعی بیشتر می باشد.

 نتیجه گیری: تولیدنوترکیب لیپاز باسیلوس پومیلوس در باکتری باسیلوس سوبتیلیس روش مناسبی برای افزایش میزان بیان این آنزیم می باشد.
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مقدمه 
ليپازها گروهي از آنزيم هاي هيدرولازي مي باشند كه با هيدروليز باندهاي 
استري تري گلسيريدهاي زنجيره بلند باعث تجزيه آن ها به گليسرول و اسيد 
 چرب مي گردند. دارا بودن اين آنزيم ها از يكسري ويژگي هاي عملكردي 
 باعث شده است تا ليپازها به طور گسترده اي در صنعت مورد 
استفاده قرار گيرند. اين ويژگي ها شامل توليد آن ها توسط طيف 
ميكروارگانيسم  و  جانوران  گياهان،  مانند  جانداران  از  وسيعي 
 هايي مانند قارچ و باكتري )10(، تمايل كاملا اختصاصي آن ها 

به سوبسترا بر اساس نوع، شكل فضايي و محل اتصال اسيدچرب 
و كاتاليز نمودن واكنش هاي متنوعي مانند هيدروليز و سنتز 
باشد، همچنين  ها مي  ايجاد تغيير در آن  يا  باندهاي استري و 
در ميكروارگانيسم هايي مانند باكتري ها عواملي مثل پايداري 
آنزيم  اين  از ويژگي هاي اختصاصي  نيز  pH متفاوت  در دما و 
اين  از  استفاده صنعتي  منظور  به   .)13(  ها محسوب مي شود 
و  فعاليت  ميزان  بيشترين  با  بالا  مقياس  در  توليد  ها،  آنزيم 
پايداري و نيز  كمترين هزينه از اهميت بالايي برخوردار است لذا 
استفاده از روش هاي موثر جهت دستيابي به اين اهداف هميشه 
مورد توجه بوده است. در حال حاضر استفاده از بيوتكنولوژي و
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توليد توسط ميكروارگانيسم نوتركيب يكي از بهترين و موثرترين 
روش‌ها به منظور توليد صنعتي اين آنزيم ها مي باشد )1،3(. 
علت  به  كه  باشند  مي  ليپازهايي  جمله  از  باكتريايي  ليپازهاي 
سهولت و هزينه هاي نسبتا پايين فرايند توليد و پايداري آن ها 
در حلال هاي آلي در صنعت داراي بيشترين كاربرد مي باشند 
)11(. اين نوع ليپازها حدود 50 نوع مي باشند كه در 6 گروه 
آنزيم هاي گروه 1 به  از ميان آن ها  اند كه  طبقه بندي شده 
علت تاثيرگذاري بر ليپيد های غير محلول در آب و قرارگيري 
از  گروه  اين  در  باسيلوس  جنس  توسط  شده  توليد  ليپازهاي 
اهميت بيشتري برخوردار مي باشند )9،12(. اين اهميت بدين 
خاطر است كه اين باكتري ها با دارا بودن توانايي تجزيه كنندگي 
موثر بر مبناي ليپاز، اين آنزيم را با استفاده از سيستم ترشحي 
خود در مقياس بالا و به صورت گسترده در فضاي پيراموني خود 
منتشر مي كند )5(. در اين ميان ليپاز های باکتری  باسيلوس 
پوميلوس و باسيلوس سوبتيليس با دارا بودن وزن ملكولي حدود 
20كيلو دالتون جزء ليپاز های کوچک در اين گروه به حساب مي 
آيد، همچنين ليپازهاي اين دو باكتري تمايل بيشتري به تري 
گلسيریدهاي زنجيره كوتاه داشته و در pH قليايي داراي عملكرد 
تكنولوژي  توسعه  با  حاضر  حال  در   .)4( مي‌باشند  مناسب‌‌تري 
اين  از  آنزيمي پتانسيل هاي بسيار جديدي به منظور استفاده 
نوع آنزيم ها در بيوتكنولوژي بدست آمده است كه باعث توسعه 
استفاده از آن ها در صنايعي چون شوينده ها، مواد غذايي، كاغذ، 
اما نكته قابل توجه در  لوازم آرايشي و دارويي شده است )7(. 
توليد  آنزيم ها آن است كه به طور طبيعي  اين  توليد صنعتي 
اين آنزيم در ميكروارگانيسم ها پايين بوده و لذا جهت توليد در 
است  مولد   ميكروارگانيسم  از  بالايي  به كشت  نياز  بالا  مقادير 
ضمن آنكه فراوري آنزيم از باكتري نيازمند انجام مراحل مختلف 
استخراج و خالص سازي مي باشد كه به نوبه خود هزينه توليد 
  DNAرا بالا مي برد. پيشرفت و گسترش استفاده از روش هاي
مشكلات  از  قسمتي  تواند  مي  پروتئين  مهندسي  و  نوتركيب 
ياد شده را حل كند زيرا محصول نوتركيب با دارابودن عوارض 
جانبي كمتر، خالص تر بوده و داراي خصوصيات شناخته شده 
نوتركيب  پروتئين  توليد  نيز هزينه  اكثر موارد  و در  تري است 
بسيار كمتر از استخراج آن از ميكروارگانيسم وحشي مي باشد. 
استفاده  مورد  منظور  بدين  كه  باكتريايي  هاي  ميزبان  از  يكي 

 قرار مي گيرد باسيلوس سوبتيليس است، اين باكتري قادر است 
پروتئين ‌هاي متنوعي را به محيط كشت ترشح كند كه بهره گیری 
از این ویژگی براي تولید پروتئین های نوترکیب باعث راحت تر 
شدن مراحل جداسازي و تخليص پروتئين‌ خواهد شد )15(. از 
دستكاري  سهولت  سريع،  رشد  توان  باكتري  اين  مزاياي  ديگر 
ژنتيكي در ژنوم، غير بيماري زا بودن، ژنوم مشخص و تعيين ترادف 
شده و ظرفيت بالا در ترشح پروتئين مي باشد )6(. اما استفاده 
 از اين باكتري به عنوان ميزبان داراي معايبي نيز مي باشد كه 
مثل  سلولي  خارج  و  داخل  پروتئازهاي  توليد  آن  ترين  مهم 
ترشحي مي‌گردد  پروتئين‌هاي  تجزيه  باعث  كه  است   WPRA

و   WB600 مثل  سويه‌هايي  ساخت  با  مشكل  اين  البته   .)2(
WB700 كه ژن هاي پروتئيناز آن ها غير فعال گرديده و قادرند 

حل  كنند  توليد  وسيعي  حد  در  را   PRSA مثل  هايي  چپرون 
باسيلوس  باكتري  بومي  ايران سويه  شده است )14(. اخيرا در 
گزارش  و  جداسازي  يخچالي  دكتر  گروه  توسط   F3 پوميلوس 
از  يكي  باكتري  اين  اشاره شد  كه  )8(. همانطور  است  گرديده 
مهم ترين باسيلوس هاي مولد ليپاز مي باشد كه آنزيم آن در 
از  استفاده  با  تحقيق  اين  در  دارد.  اي  گسترده  كاربرد  صنعت 
مهندسي ژنتيك ژن توليد كننده آنزيم ليپاز اين باكتري پس از 
شناسايي، جداسازي گرديد و در باكتري باسيلوس سوبتيليس 
WB600 كلون و بيان گرديد، در ادامه فعاليت و ميزان توليد آن 

به صورت طبيعي و نوتركيب مقايسه گرديد .

مواد و روش ها

 سوش هاي باكتريايي، پلاسميد و مواد مورد استفاده
سويه باسيلوس پوميلوس مورد استفاده يك سويه بومي است كه 
اين  ايران جداسازي شده است،  توسط گروه دكتر يخچالي در 
سويه جهت جداسازي و استخراج ژن آنزيم ليپاز مورد استفاده 
قرار گرفت. همچنين از سوش باسيلوس سوبتيليس WB600 به 
عنوان ميزبان جهت بيان و توليد آنزيم ليپاز نوتركيب استفاده 
پروتئازهاي  كننده  توليد  مهم  ژن    6 سوش  اين  در  گرديد، 
غيرفعال  القايي  هاي  موتاسيون  توسط  باكتري  سلولي  خارج 
هاي  پروتئين  توليد  جهت  مناسب  ميزبان  يك  لذا  و  اند  شده 
نوتركيب ترشحي مي باشد. پلاسميد pWB980 جهت همسانه 
سازي )کلونینگ( و بيان ژن ليپاز مورد استفاده قرارگرفت، اين 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره دوم، شماره نهم، زمستان 1391، كلونينگ و....
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پلاسميد داراي توالي سيگنال نشانه SacB در بالادست جايگاه 
وارد نمودن ژن خارجي مي باشد كه در طي پروسه بيان با اضافه 
به  آن  هدايت  باعث  نوتركيب  پروتئين  توالي  ابتداي  به  شدن 

فضاي خارج سلولي باكتري ميزبان مي گردد )16(. 

  تكثير ژن ليپاز با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي
پوميلوس  باسيلوس  باكتري  ژنوم  تخليص  و  استخراج  از  پس 
ژنوم  اين   )Bioneer ژنوم  استخراج  کیت  از  استفاده  با   (
استفاده  با  ليپاز  كننده  توليد  ژن  تكثير  جهت  الگو  عنوان  به 
توالي منظور  بدین  قرارگرفت،  استفاده  مورد   PCR  از 

عنوان  به   ’TAAAGCTTATGAAAGTGATTCG-3-’5

وتوالي   HindIIIبراي آنزيمي  برش  جايگاه  با  پيشرو  پرايمر 
عنوان  به   ’TGGATCCTTAATTCGTATTCTGTC-3-’5

و  BamHI طراحي  آنزيم  براي  برش  جايگاه  با  معكوس  پرايمر 
جهت سنتز به  شركت Bioneer سفارش داده شد. 

ليپاز آنزيم  ژن  تكثير  منظور  به   PCR  واكنش 
براي اين منظور از دستگاه ترموسايكلر اپندورف استفاده گرديد. 
اين واكنش به صورت يك سيكل ابتدايي دناتوراسيون به مدت 
5 دقيقه با دماي 95 درجه جهت باز نمودن پيوندهاي هيدروژني 
مرحله  اصلي كه هر سيكل شامل سه  الگو، 30 سيكل   DNA

دناتوراسيون با دماي 95درجه و مدت زمان يك دقيقه، مرحله 
اتصال با دماي 55 درجه و مدت زمان يك دقيقه و مرحله تكثير 
نيز يك  انتها  در  و  زمان يك دقيقه  و مدت  با دماي 72درجه 
اجرا  10دقيقه  زمان  مدت  با  درجه   72 دماي  با  نهايي  سيكل 

گرديد.   

  PCR هضم آنزيمي محصول

Bam� و  HindIII بدست آمده توسط آنزيم هاي PCR  محصول 
انتهاي  در  چسبنده  انتهاي  دو  تا  قرارگرفت  هضم  تحت    HI

قطعات ژني ايجاد گردد. براي انجام اين واكنش در يك تيوب 
0/5 ميكروليتر هر يك از آنزيم هاي فوق، 250 نانوگرم محصول 
PCR ، 2 ميكروليتر بافر Tango10x )خریداری شده از شركت 

Fermentas( به آب مقطر استريل اضافه گرديد تا حجم نهايي 

به 20 ميكروليتر برسد، سپس اين محلول به مدت 5 ساعت در 
37 درجه سانتي گراد گرماگذاري شد. پلاسميد  pWB980  نيز 

باسيلوس سوبتيليس  باكتري  از  قليايي  ليز  از روش  استفاده  با 
نيز  براي آن  آنزيمي  واكنش هضم  و  استخراج گرديد   WB600

انجام گرفت با اين تفاوت كه حدود يك ميكروگرم پلاسميد در 
هر واكنش استفاده گرديد.

و  پلاسميد  به  ژني  خورده  برش  قطعات  اتصال 
انتقال آن به باكتري ميزبان

 پس از خالص سازي پلاسميد و قطعات ژني هضم شده محصولات 
 T4 برش خورده با استفاده از ميانكنش لیگاسیون توسط آنزيم
ليگاز )خریداری شده از شركت Fermentas( به يكديگر متصل 
ساعت  مدت 12  به  و  درجه  دماي 12  در  واكنش  اين  شدند، 
انجام گرفت. پس از سپري شدن زمان مورد نظر انتقال پلاسميد 
تولید شده  انتقال پلاسمید  از  کیت  استفاده  با  نوتركيب  هاي 
در مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی کاربردی دانشگاه علوم پزشکی 
بقیه ا…)عج( به باسيلوس سوبتيليس WB600 منتقل شدند. در 
این کیت با استفاده ازمحیط کشت حداقل و غلظت 2 مکیروگرم 
بر میلی لیتر از پپتید آنتی باکتریال؛ با ایجاد منافذی بر روی 
غشا شرایط مناسب برای انتقال پلاسمید به باکتری فراهم می 
شود. این کیت به شماره74397 در اداره ثبت اختراعات به ثبت 

رسیده است.

نوترکيب باكتري هاي حاوي پلاسميد   غربالگري 
از آنجا كه پلاسميد pWB980 حامل ژن مقاومت به كانامايسين 
باكتري هايي كه پلاسميد را دريافت  مي باشد براي شناسايي 
نموده اند از محيط انتخابي LB حاوي کانامايسين با غلظت 30 
ميكروگرم در ميلي ليتر استفاده گرديد. جهت تاييد اوليه كلون 
در باكتري هايي كه بر روي اين محيط انتخابي رشد كرده بودند از 
دو روش  PCR و برش آنزيمي استفاده شد و در ادامه نيز به منظور 
 PCR بررسي عدم وجود موتاسيون در ژن مورد نظر، محصول
 جهت تعيين توالي به شركت Millegen فرانسه ارسال گرديد. 
هاي  باكتري  توسط  ليپاز  آنزيم  بيان  بررسي   

 SDS PAGE نوتركيب با استفاده

براي اين منظور كلوني هايي كه در غربالگري اوليه مثبت بودند 
در محيط LB مايع حاوي کانامايسين به مدت 12-18ساعت در 
37 درجه سانتي گراد و با دور rpm 180 گرماگذاري شدند و 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم ، اکبر حیدری و همکاران
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پس از سپري شدن اين زمان سلول ها با استفاده از سانتريفيوژ 
به  ها  پروتئين  جداسازي  براي  گرديدند.  جدا  محيط كشت  از 
ازای هر 880 ميکروليتر از محلول رويي 120 ميکروليتر تری 
کلرو استيک اسيد اضافه گرديد و به آرامی تکان داده شد سپس 
 21000  rpmپروتئين ها توسط سانتريفيوژ در دمای 4 درجه  با
و مدت 30 دقيقه جداسازي شدند. بررسي وجود پروتئين ليپاز  
با استفاده از ژل SDS _ PAGE   12درصد و با استفاده از نمونه 

كنترل انجام پذيرفت.

بررسي فعاليت آنزيم ليپاز بيان شده با استفاده از 
محيط كشت اختصاصي 

براي اين منظور از محيط كشت TW4 آگار حاوي کانامايسين 
استفاده گرديد. اين محيط شيري رنگ بوده و حاوي اسيد چرب 
فعال  ليپاز  ژن  داراي  كه  هايي  باكتري  باشد،  بوترین مي  تری 
اين ماده باعث  با تجزيه  باشند ضمن رشد بر روي اين محيط 

ايجاد هاله در اطراف ناحيه رشد خود مي گردند.

مقايسه ميزان توليد آنزيم ليپاز به صورت طبيعي 
و نوتركيب 

اما  بوتيرين  آگار حاوي تري   TW4 از محيط  مانند مرحله قبل 
بدون كانامايسين استفاده گرديد. جهت مقايسه ميزان فعاليت 
آنزيم ليپاز طبيعي و نوتركيب، پس از ايجاد چاهك هاي كم عمق 
به صورت جداگانه 20 ميكروليتر  در محيط كشت  TW4آگار 
و  پوميلوس  باسيلوس  باكتري   )OD600=0/5( يكسان  رقت  از 
باسيلوس سوبتيليس نوتركيب در اين چاهك ها تزريق گرديد و 
سپس اين محيط به مدت 18ساعت در 37 درجه سانتي گراد 
گرماگذاري شد. پس از سپري شدن اين زمان ميزان هاله ايجاد 
شده در اطراف هر يك از چاهك هاي حاوي باسيلوس پوميلوس 

و باسيلوس سوبتيليس نوتركيب اندازه گيري و مقايسه گرديد.

یافته ها

 PCR بررسي نتايج
اختصاصي  های  پرايمر  از  استفاده  با   PCR واكنش  انجام  پس 
درصد  يک  آگارز  ژل  توسط  واكنش  محصول  شده،  طراحی 
 bp كه  ليپاز  ژن  اندازه  به  توجه  با  )شكل1(.  گرديد  بررسي 

باندهاي  با  مقايسه  در   PCR محصول  باندهاي  باشد  مي   690
انتقال  از   استاندارد نشانگر در محل صحيح قرار داشتند . پس 
پلاسميد هاي نوتركيب به باكتري باسيلوس سوبتيليس و كشت 
كانامايسين،  حاوي   LB محيط  روي  بر  تراريخت  هاي  باكتري 
با    PCR واكنش  و  گرديد  انتخاب  كلني  چند  رشد  از  پس 
و  الگو  عنوان  به  ها  آن  از  شده  استخراج  پلاسميد  از  استفاده 
پرايمر اختصاصي ژن ليپاز انجام گرفت. نتايج با استفاده از ژل 
اگارز 1 درصد بررسي گرديد كه قرارگيري محصول PCR  در 
قرارداشتن  و  نشان دهنده صحت همسانه سازي  محل صحيح 

قطعه ژني در پلاسميد مي باشد.

 شكل1- بررسي محصول PCR با استفاده از ژل آگارز 1 درصد.

 PCR ستون اول نشانگر اندازه و ستون هاي شماره گذاری شده محصول

را نشان می دهند. قرار گيري اين باندها  در مکان صحیح نسبت به نشانگر 

اندازه صحت اوليه كلون را نشان مي دهد.

با  نوتركيب  پلاسمید  حامل  هاي  باكتري  تاييد 
استفاده از روش آنزیمی 

به منظور تاييد نهايي، پلاسميدهاي استخراج شده تحت هضم 
گرفتند.  قرار    BamHIو   HindIIIهاي آنزيم  توسط  آنزيمي 
همان طور كه در شكل مشخص است دو باند در ژل آگارز قابل 
 690 bp 3800 مربوط به پلاسميد و باند bp مشاهده است، باند
قطعه ژني جداشده از پلاسميد كه ژن ليپاز مي باشد )شكل2( .

 

690bp

690bp

3800bp

1391، كلونينگ و.... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم، زمستان 
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باندهاي  با  مقايسه  در   PCR محصول  باندهاي  باشد  مي   690
انتقال  از   استاندارد نشانگر در محل صحيح قرار داشتند . پس 
پلاسميد هاي نوتركيب به باكتري باسيلوس سوبتيليس و كشت 
كانامايسين،  حاوي   LB محيط  روي  بر  تراريخت  هاي  باكتري 
با    PCR واكنش  و  گرديد  انتخاب  كلني  چند  رشد  از  پس 
و  الگو  عنوان  به  ها  آن  از  شده  استخراج  پلاسميد  از  استفاده 
پرايمر اختصاصي ژن ليپاز انجام گرفت. نتايج با استفاده از ژل 
اگارز 1 درصد بررسي گرديد كه قرارگيري محصول PCR  در 
قرارداشتن  و  نشان دهنده صحت همسانه سازي  محل صحيح 

قطعه ژني در پلاسميد مي باشد.

 شكل1- بررسي محصول PCR با استفاده از ژل آگارز 1 درصد.

 PCR ستون اول نشانگر اندازه و ستون هاي شماره گذاری شده محصول

را نشان می دهند. قرار گيري اين باندها  در مکان صحیح نسبت به نشانگر 

اندازه صحت اوليه كلون را نشان مي دهد.

با  نوتركيب  پلاسمید  حامل  هاي  باكتري  تاييد 
استفاده از روش آنزیمی 

به منظور تاييد نهايي، پلاسميدهاي استخراج شده تحت هضم 
گرفتند.  قرار    BamHIو   HindIIIهاي آنزيم  توسط  آنزيمي 
همان طور كه در شكل مشخص است دو باند در ژل آگارز قابل 
 690 bp 3800 مربوط به پلاسميد و باند bp مشاهده است، باند
قطعه ژني جداشده از پلاسميد كه ژن ليپاز مي باشد )شكل2( .

 

690bp

3800bp

از ژل آگارز 1  با استفاده  شكل2- بررسي هضم آنزيمي پلاسميد نوتركيب 

درصد. باندهاي حاصل از هضم آنزيمي پلاسمید نوترکیب با استفاده از آنزيم 

هايHindIII  وBamHI در محل صحيح قرار گرفته است.

تعيين توالي قطعه ژني موجود در پلاسميد 

براي اطمينان از عدم موتاسيون در ژن، پلاسميد نوتركيب پس 
Bi�  از استخراج و تخليص )با استفاده از کیت تخلیص پلاسمد ی

oneer( براي تعيين توالي به شرکت Millegen فرانسه فرستاده 

شد. مقايسه نتيجه تعيين توالي  با توالي موجود در بانک ژني 
)NCBI( نشان داد كه هيچ جهشي در ژن رخ نداده است. 

تاييد بيان و توليد پروتئين 

حاوي  كشت  محيط  نوتركيب،  پروتئين  بيان  تاييد  منظور  به 
باكتري نوتركيب به مدت 12 ساعت گرماگذاري شد و پس از 
انجام مراحل جداسازي پروتئين، محلول حاوي پروتئين در ژل 
پلي اكريل آميد 12 درصد مورد بررسي قرارگرفت. همان طور 
كه در تصوير مشخص است با توجه به باندهاي نشانگر استاندارد 
وجود باند هم اندازه با پروتئين نوتركيب مورد نظر نشان دهنده 
نمونه  در  باشد.  مي  نوتركيب  ليپاز  آنزيم  توليدكننده  ژن  بيان 
كنترل منفي كه دارای پلاسميد PWB980  بدون ژن لیپاز است 

باندي مشاهده نمي شود )شكل3(.

 SDS _ ژل  از  استفاده  با  ليپاز  آنزيم  نوتركيب  ژن  بيان  بررسي  شكل3- 

PAGE   12% . ستون 1تا 3 نمونه های دارای پروتئین نوترکیب و ستون 

4 نمونه کنترل منفی است.

بررسي عملكرد آنزيم ليپاز نوتركيب 

براي اطمينان از عملكرد آنزيم نوتركيب، باكتري حاوي پلاسميد 
نوتركيب كه بيان ژن ليپاز آن با استفاده از SDS-PAGE بررسي 
حاوي  آگار   TW4 كشت  محيط  روي  بر  بود  گرديده  تاييد  و 
كانامايسين و اسيد چرب تري بوترين كشت داده شد. با ترشح 
اي شفاف در  هاله  بوترين  تري  تجزيه  و  به محيط  ليپاز  آنزيم 
هاي  كلني  در  هاله  اين  شود،  مي  مشاهده  ها  كلني  اطراف 
ضعيف  خيلي  صورت  به  ليپاز  ژن  فاقد  سوبتيليس  باسيلوس 

وجود دارد. 

مقايسه ميزان توليد آنزيم ليپاز به صورت طبيعي 
و نوتركيب 

حاوي  آگار   TW4 محيط  در  شده  ايجاد  هاله  ميزان  بررسي 
اسيد چرب تري بوترين توسط رقت مشابهي از كشت باكتري 
باسيلوس پوميلوس )در شکل 4 تصوير سمت چپ( و باسيلوس 
سوبتيليس نوتركيب ) تصوير سمت راست( نشان داد كه هاله 
ايجاد شده توسط باسيلوس سوبتيليس نوتركيب در مقايسه با 
باسيلوس پوميلوس بسيار بزرگتر است كه نشانه توليد و ترشح 

26KDa

6 KDa

14.5 KDa KDa

21.5 KDa KDa

31 KDa
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بيشتر اين آنزيم توسط باكتري نوتركيب است )شکل 4(.

شكل4- پليت هاي كشت باسيلوس سوبتيليس )سمت راست( و باسيلوس 

باسيلوس  در  هاله  قطر   .TW4 محيط  روي  بر  چپ(  )سمت  پوميلوس 

سوبتيليس )9mm( بزرگتر از قطر هاله باسيلوس پوميلوس )4mm( نشانگر 

تولید بیشتر آنزیم لیپاز در باکتری نوترکیب می باشد.

بحث

بسياري  كاربردهاي  صنعت  در  لیپاز  آنزيم  اينکه  به  توجه  با 
اي  گسترده  اهميت  از  تجاری  لحاظ  از  آن  توليد  لذا  دارد 
مصارف  جهت  آنزيم  اين  سازي  همسانه  لذا  و  است  برخوردار 
صنعتی بسيار مورد توجه است. از جمله آنزيم هاي ليپازي كه 
ليپازی است که  آنزيم  قرار مي گيرد  استفاده  در صنعت مورد 
توسط باكتري باسيلوس پوميلوس توليد مي شود. اين باكتري 
در ايران به صورت بومي توسط گروه تحقيقاتي دكتر يخچالي 
از خاك جداسازي و شناسايي گرديده اما بيان ژن ليپاز آن به 
صورت نوتركيب در باكتري E.coli  در حدي نيست كه بتوان 
در توليدات صنعتي از آن استفاده نمود. همچنين به علت آنكه 
فرايند  است  سلولي  درون   E.coli باكتري  در  آنزيم  اين  بيان 
خواهد  همراه  هايي  پيچيدگي  با  را  توليد  دستي  پايين  هاي 
توليد  براي  گذشته  از  باسيلوس  جنس  های  )8(.گونه  كرد 
عنوان  به  روند.  مي  کار  به  پروتئيني  محصولات  مختلف  انواع 
باکتري  اين  آلفا آميلاز در  پروتئين ها مثل  توليد بعضي  مثال 
خصوصيات  است.  ليتر  در  گرم  حد  در  سوبتيليس  باسيلوس 
 منحصر به فرد باسيلوس ها به خصوص باسيلوس سوبتيليس اين 
باکتري ها را به عنوان کانديد مناسب براي بيان ژن هاي مختلف 
معرفي مي کند. مهم ترين خاصيت اين باکتري توانايي ترشح 
مقادير بالايي از پروتئين به محيط کشت است که اين ويژگي 
هاي  پروتئين  تخليص  و  توليد  مراحل  شدن  تر  راحت  باعث 

نوتركيب توسط آن می شود. در اين تحقيق باكتري باسيلوس 
سوبتيليس WB600  به عنوان ميزبان جهت کلونينگ و بيان ژن 
مذکور  انتخاب گرديد و با استفاده از جايگاه هاي برش دو آنزيم 
HindIII و  BamHI ژن با موفقيت در اين ميزبان کلون و بيان شد. 

نتايج حاصل از مراحل مختلف بيان نشان داد که باکتري ميزبان 
 پس از 12 ساعت پروتئين نوترکيب را  به محيط کشت ترشح 
كه   TW4 كشت  محيط  در  شده  ايجاد  هاله  بررسی  كند.  مي 
که  داد  نشان  نيز  است  نوتركيب  ليپاز  آنزيم  فعاليت  حاصل 
از  آنزيم  كننده  توليد  وحشي  سوش  به  نسبت  آن  هاله  اندازه 
لحاظ قطری حدود دو برابر در واحد زمان بزرگتر است كه اين 
باسيلوس  توسط  ليپاز  آنزيم  بيشتر  بسيار  ترشح  دهنده  نشان 

سوبتيليس در مقايسه با باسيلوس پوميلوس مي باشد. 

آن  سازي  خالص  باكتري  از  بيرون  به  ليپاز  ترشح  به  توجه  با 
نتيجه  در  و  داشت  خواهد  تري  پايين  هزينه  و  كمتر  مراحل 
توليد صنعتي اين آنزيم در باسيلوس سوبتيليس مقرون به صرفه 

خواهد بود.

نتيجه گيري

در  موفقيت  با  سوبتيليس  باسيلوس  ليپاز  آنزيم  كلونينگ 
محيط  در  هاله  ايجاد  شد.  انجام  پوميلوس  باسيلوس  باكتري 
نتيجه  در  و  آنزيم  توسط  بوترين   تري  تجزيه  از  نشان    TW4

فعال بودن آنزيم نوتركيب از نظر عملكرد مي باشد  همچنين  
نسبت  نوتركيب  سوش  توسط  شده  ايجاد  هاله  ميزان  مقايسه 
بصورت  آنزيم  اين  بيان  ميزان  داد  نشان  وحشي   سوش  به 
در   WB600 سوبتيليس  باسيلوس  در  ترشحي  و  نوتركيب 
است. بيشتر  بسيار  اصلي  در سوش  آن  بيان  ميزان  با   مقايسه 

تشکر و قدر دانی

بیوتکنولوژی  مرکز  تحقیقاتی  های  آزمایشگاه  پرسنل  کلیه  از 
ا...)عج( که ما را در انجام  کاربردی دانشگاه علوم پزشکی بقیه 

این تحقیق یاری فرمودند تشکر و قدر دانی می نماییم.

1391، كلونينگ و.... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره نهم، زمستان 
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