
 

 

 

 مهندسی ژنتيک و ایمنی زیستی

ISSN 2588-5073  چاپی 

ISSN 2588-5081  الکترونیکی 

 98 پایيز و زمستان، 2 ، شماره8 دوره

 121-131صفحه 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 

Volume 8, Number 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 لاکاز، 

 پیکیا پاستوریس، 

 رولوگ، بیان هت

 ، پالاییزیست

 سازیهمسانه

 چکيده

 

 

 

 تعيين و  Pichia pastoris در لاکاز هترولوگ بيان و سازی همسانه

 نوترکيب لاکاز بيوشيميایی خصوصيات

 

Cloning and heterologous expression of Laccase in Pichia pastoris 

and determination of some biochemical properties 

 

 3، سوسانارودریگز2روحا کسری کرمانشاهی ،*1زادهنعمت، قربانعلی*1الهام سلیمانی
 

Elham Soleimani1*, Rouha Kasra Kermanshahi2, Ghorbanali Nematzadeh1,  

Susana Rodriguez Couto3 

 

 ساری طبیعی منابع و کشاورزی علوم دانشگاه طبرستان، کشاورزی فناوری زیست و ژنتیک پژوهشکده -1

 (س) الزهرا دانشگاه -2

3. Ikerbasque, Basque Foundation for Science, Spain  
 

1. Genetic & Agricultural Biotechnology Institute of Tabarestan (GABIT). Sari 

Agricultural Sciences & Natural Resources University (SANRU) 

2. Alzahra university Tehran, Iran  

  
 

 solimanielham@yahoo.com or :الکترونیکی پست مکاتبات، مسئول نویسنده* 

Gh.nematzadeh@gmail.com  
 

 (4/6/98 :پذیرش تاریخ - 19/4/98: دریافت تاریخ)
 

 
 

 

باشند که اکسيداسيون ترکيبات آروماتيک و غيرآروماتيک را از ی حاوی مس مییهالاکازها آنزیم

به دليل قابليت اکسيداسيون طيف  همچنين . کنندمی کاتاليز آببه  اکسيژنطریق احيای مولکول 

در این مطالعه توالی نوکلئوتيدی ژن  د.نوسيعی از ترکيبات فنلی کاربرد وسيعی در صنعت دار

 توسطسپس  ،شد بهينه Pichia pastoris GS115لاکاز بر اساس ترجيح کدونی ميزبان مخمری 

 تحت پيشبر سازی شد وهمسانه pPICZ alpha A سنتز و در حامل بيانی شرکت اینویتروژن

AOX1  به منظور تعيين شرایط بهينه  .منتقل شده روش الکتروپوریشن پيکيا پاستوریس بمخمر به

القای بيان صورت گرفت و فعاليت دما، غلظت مس و متانول  از سطوح مختلفیدر  بيان آنزیم، بيش

درصد  8/0 مولار مس وميلی 4/0 غلظت بيان آنزیم در بيش شد. رزیابیاآنزیم در هریک از سطوح 

 U/L لاکاز در شرایط بهينه  ترشحی بيان  بيش .آمدبه دست گراددرجه سانتی 25و دمای  متانول

پس از بررسی کيفی و کمی آنزیم برخی خصوصيات بيوشيميایی آنزیم تعيين  آمد.به دست 9600

. بررسی پایداری شدتعيين  3و  گراددرجه سانتی 40لاکاز نوترکيب به ترتيب بهينه pHو دما . شد

لاکاز نشان داد که این آنزیم پایداری بالایی در برابر حرارت داشته و قادر به فعاليت  pHدمایی و 

بررسی خصوصيات کينتيکی آنزیم با استفاده از سوبسترای باشد. می pHدر طيف وسيعی از 

ABTS ،mM 089/0 Km=  پيکيا پاستوریس میمخمر نتایج این تحقيق نشان داد که  .شدتعيين-

تواند کاندیدای مناسبی برای بيان لاکاز نوترکيب به منظور استفاده در صنایع متعدد جهت 

 پاکسازی پساب، بيوسنسور و سایر کاربردها باشد.

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

در  باشند کههای حاوی اتم مس میآنزیم (EC 1.10.3.2) لاکازها

های طیف وسیعی از مولکول های اکسیداتیومقایسه با سایر آنزیم

-آمینها، آمینها، دیفنلها، پلیآلی و غیرآلی نظیر مونو و دی فنل

با  pHی وسیعی از در محدودههای آروماتیک و آلیفاتیک را 

 Ratanapongleka et کنندمیاحیای مولکول اکسیژن به آب اکسید 

al. 2017; Hong et al. 2007; Vasconcelos et al. 2000 ;) 

Couto et al. 2007 Lassouane et al. 2019)حاوی  ها. این آنزیم

های باشند و رنگ آبی پروتئین نیز به دلیل وجود اتماتم مس می 4

 ;Fernandez et al. 2013; Quatarino et al. 2009) باشدیمس م

Noreen et al. 2015) . 

ها، حشرات، مخمر و باکتری شناسایی در گیاهان، قارچ لاکازها

 .Strong et al. 2011; Janusz et al. 2006; Misra et al) اندشده

 های سفیدی لاکاز، قارچمیان منابع مختلف تولید کننده(. در 2014

مورد توجه قرار  (White rot fungus) عامل پوسیدگی چوب

 ;Canas & Camarero 2010; Duran et al, 2002) اندگرفته

Fortes et al, 2017; Araújo et al, 2005) قابلیت اکسیداسیون .

 ABTSهایی نظیر های آلی به ویژه در حضور حدواسطمولکول

پذیری با طیف وسیعی از سوبستراها، به همراه پایداری واکنش

سبتا بالای آنزیم، آنها را کاندیدای مناسبی برای استفاده در ن

فرآیندهای صنعتی نظیر: صنایع غذایی، چرم، چوب و کاغذ، 

 Rodgers) استهکردی پساب و نانوبیوتکنولوژی دارویی، تصفیه

et al. 2009; Arockiasamy et al. 2008; Yang et al. 2017; 

Mukhopadhyay et al. 2015 Eghareyba, 2017.) رغمعلی 

هزینه بالای تولید این  ،در فرآیندهای صنعتی هالاکازکاربرد وسیع 

 Trupkin) باشداز آنها در صنعت می آنزیم از جمله موانع استفاده

et al. 2003; Wang et al. 2016.) ی های طبیعی تولیدکنندهقارچ

تولید لاکاز از منابع طبیعی پایین  لاکاز رشد کندی دارند و میزان

به همین  باشدنمیبوده و برای کاربردهای صنعتی مقرون به صرفه 

به منظور  تولید مقرون به صرفه لاکازسازی فرآیند بهینهدلیل 

 Bronikowski et) توسعه کاربرد آنزیم در صنعت ضروری است

al. 2017; Callejon et al. 2017.)  از سویی دیگر یک موجود

ممکن است چندین  ی لاکاززنده که به طور طبیعی تولید کننده

د که تولید کنبه طور همزمان وزایم مختلف لاکاز را ایز

لاکاز در  ، بیاندهندیایی متفاوتی را نشان میخصوصیات بیوشیم

به میزان بالاتر و با  یک میزبان یوکاریوت، امکان تولید آنزیم

 (.Molares-Alvarez et al. 2017) آوردمیی کمتر فراهم هزینه

هایی که چند نسخه از ژن مورد نظر را همچنین با استفاده از سویه

توان های تنظیمی مناسب میدارند، پروموترهای قوی و توالی

  (.Wang et al. 2016) دادمیزان تولید را افزایش 

توانایی ، قابلیت ترشح پروتئین به خارج سلول، سرعت رشد بالا

انجام تغییرات پس از ترجمه مانند گلیکوزیلاسیون و پایداری 

انتقال ژن به دلیل ورود ژن به ساختار کروموزوم از طریق 

های برای بیان ژنمیزبان مناسبی  را پیکیا پاستوریس نوترکیبی،

که دستکاری آنها های بیانی در مقایسه با سایر سیستمیوکاریوت 

 .Hong et al. 2002; Li et al) استهکردباشد، تر میپیچیده

تواند برای بیان مخمر متیلوتروفیک پیکیا پاستوریس می (.2014

های نوترکیب تحت کنترل پروموتر الکل اکسیداز مورد پروتئین

آنزیم لاکاز از منابع  .Mellitzer et al. 2012)) استفاده قرار گیرد

آمیزی به طور موفقیت ، Laccaria bicolorقارچی مانند  مختلف

به طور  آنزیم انتخاب شده در این مطالعهاست. در پیکیا بیان شده

تغییرات  ،شودتولید می Trametes versicolor قارچ طبیعی در

پس از ترجمه نظیر گلیکوزیلاسیون برای تشکیل ساختار نهایی و 

یلاسیون موجب حفاظت آنزیم . گلیوکوزستفعال آنزیم ضروری

در برابر پروتئولیز، پایداری در برابر گرما و هدایت پروتئین به 

، بنابراین بیان هترولوگ (Rodgers et al. 2002) شودمیخارج 

موفق نخواهد بود، پیکیا پاستوریس به  میزبان پروکاریوت لاکاز در

پس از عنوان میزبان یوکاریوت ساده که قادر به انجام تغییرات 

تواند برای بیان باشد، میترجمه نظیر گلیکوزیلاسیون نیز می

 های قارچی از جمله لاکاز مورد استفاده قرار گیرد.آنزیم

بر اساس لاکاز  توالی ژن سازیهدف از پژوهش حاضر بهینه  

کیا سازی بیان لاکاز در پی، بهینهمیزبان مخمریترجیح کدونی 

های و تعیین برخی ویژگی ی بیانجهت دستیابی به بیشینه

عتی ی صنبیوشیمیایی آنزیم نوترکیب به منظور استفاده در فرآیندها

 باشد.می
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  هاروش و مواد

محیط کشت و مواد شیمیایی از شرکت : مواد مورد استفاده

برای  های مورد نیازهای برشی و کیتسیگما و فرمنتاز، و آنزیم

 .دشتکثیر و برش پلاسمید از شرکت فرمنتاز تهیه 

 بیانی نوترکیب سازه تهیه

با شماره  Trametes versicolorمربوط به قارچ توالی ژن لاکاز 

شرکت توسط  NCBIدر بانک داده  AY081188.1دسترسی 

بر اساس ترجیح کدونی پیکیا  Gene Artافزار با نرم اینویتروژن

توالی . پس از حذف توالی ترشحی از ابتدای شدبهینه  پاستوریس

سنتز و در  شرکت اینویتروژنن لاکاز بهینه شده توسط ژن، ژ

بین جایگاه   pPICZ alpha A جایگاه کلونینگ حامل بیانی

)شکل  شدسازی همسانه KpnIو  EcoRIشناسایی آنزیم برشی 

. شدحل  عاری از نوکلئاز . پودر لیوفیلیزه پلاسمید در آب مقطر(1

شوک حرارتی  به روش E.coli Top10باکتریترنسفورماسیون به 

و بر روی محیط کشت حاوی  ،( Chang et al. 1989) شدانجام 

کشت لیتر میکروگرم بر میلی 50بیوتیک زئوسین با غلظت آنتی

پس از ظهور گراد انکوبه شد. درجه سانتی 37و در دمای  شد

-به منظور شناسایی کلونیبر روی محیط کشت انتخابی،  هاکلونی

با استفاده از  آرسیکلونی پیب آزمون های حاوی پلاسمید نوترکی

-اجزای واکنش زنجیره. شدانجام  اختصاصی ژن لاکاز آغازگرهای

میکرولیتر  10میکرولیتر شامل  20ای پلیمراز در حجم نهایی 

Master mix  ساخت شرکتAmpliqun ،5/0  میکرولیتر

 9، پیکومول 100ت و برگشت با غلظت آغازگرهای اختصاصی رف

 آب و مقداری از کلنی باکتری به عنوان الگو افزوده شد.میکرولیتر 

سازی اولیه در دمای آر شامل یک سیکل واسرشتهسیبرنامه پی

°C94  سیکل دمای  30دقیقه،  2به مدت°C94 30 دمای  ،ثانیه

درجه  72 دقیقه دمای بسط 2گراد و درجه سانتی 55اتصال 

راد بسط نهایی انجام گدرجه سانتی 72دقیقه دمای  5گراد، و سانتی

درصد  1آر بر روی ژل آگارز سیالکتروفورز محصول پی. شد

آر آنها سیهایی که کلونی پینمونه استخراج پلاسمید .شدانجام 

 GeneJet plasmid استخراج پلاسمید با استفاده از کیت مثبت بود

miniprep kit (K0503)  شرکتThermo Fischer Scientific 

هضم ت تایید صحت ورود ژن به درون وکتور جه. شدانجام 

 EcoRI(ER0271, Thermoهای آنزیمی با استفاده از آنزیم

scientific)  وKpnI(ER0521, Thermo scientific)  و  شدانجام

مورد بررسی  درصد 1 محصول حاصل از هضم بر روی ژل آگارز

 قرار گرفت. 

 Pichia pastorisتراریزش حامل بیانی نوترکیب به میزبان بیانی 

GS115 

خطی نسبت به  DNAبه دلیل بالاتر بودن نرخ ترنسفورماسیون 

DNA روپوریشن، سازهحلقوی در پیکیا پاستوریس به روش الکت-

از آنجایی که فقط یک  برش داده شد.  Sac Iبا آنزیم  ی نوترکیب

پلاسمید وجود دارد،  بر روی Sac Iجایگاه شناسایی آنزیم 

پس از هضم با این آنزیم به صورت خطی در خواهد  پلاسمید

درصد مورد  1محصول حاصل از هضم بر روی ژل آگارز  آمد.

 ,BTXوپوریشن با استفاده از دستگاه الکترارزیابی قرار گرفت. 

San Diego,CA,USA  سازی سلول مخمر جهت آماده. شدانجام

انجام الکتروپوریشن بر اساس پروتکل شرکت اینویتروژن انجام 

بلافاصله پس از  (Pichia expression kit, pages 77) شد

مولار سرد افزوده شد و  1سی سوربیتول سی 1الکتروپوریشن 

گراد انکوبه درجه سانتی 30به مدت دو ساعت در دمای  هاسلول

با بر روی محیط کشت انتخابی حاوی زئوسین  ند و سپس شد

به مدت دو روز خش شده و لیتر پمیکروگرم بر میلی 200غلظت 

ها پس از ظهور کلنیند.شدگراد انکوبه درجه سانتی 30در دمای 

های کلون به منظور غربالگریبر روی محیط کشت انتخابی، 

 با استفاده از آغازگرهای آرسیکلونی پیآزمون نوترکیب 

الکل  ژن آغازگرهایو  (Lac F , Lac R) اختصاصی ژن لاکاز

ی آزمون برنامه .شدانجام  (Alpha factor, AOX1R) اکسیداز

 .شدی قبل اجرا مانند مرحلهآر سیکلونی پی

به محیط  آر آنها مثبت بود،سیآزمون کلنی پیهایی که نتایج کلنی

مولار و میلی 2/0با غلظت  ABTSحاوی سوبسترای  MMکشت 

 در اثرمولار انتقال یافتند. میلی 1/0سولفات مس با غلظت 

ی هالهتوسط آنزیم نوترکیب،  ABTSاکسیداسیون سوبسترای 

و  ،شدی لاکاز تشکیل های تولیدکنندهسبزرنگی در اطراف کلنی

 . حل بعدی انتخاب شدندها برای بررسی بیان در مرااین کلنی
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 (TR3)با ژن لاکاز  نوترکیب pPICZ alpha Aی پلاسمید نقشه -1شکل 

Figure 1: plasmid map of recombinant pPICZ alpha A contains laccase gene (TR3) 

 

 (KpnIو  EcoRIم برشی به ترتیب جایگاه شناسایی آنزی ها)ناحیه خط کشی در توالی آغازگر ای پلیمرازدر واکنش زنجیرهتوالی نوکلئوتیدی آغازگرها -1جدول 

Table 1: list of primers used in this study 
 آغازگر توالی نوکلئوتیدی

´GGTATCGGTCCAGTTG 3GAATTC´ 5 ژن لاکاز() آغازگر رفت 

´TTGATCGGATGGGTC 3GTACCG´ 5 ژن لاکاز() آغازگر برگشت 

5´ TACTATTGCCAGCATTGCTGC 3´ آغازگر رفت(alpha factor)  

5´ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3´ غازگر برگشتآ(AOX1)  

 

 بیان لاکاز نوترکیب

 کشت BMGYمحیط مایع  نوترکیب حاوی ژن لاکاز در یکلون

. برای شدمنتقل  BMMYو سپس برای القای بیان به محیط ، شد

نول متا القای بیان ژن لاکاز تحت کنترل پروموتر الکل اکسیداز از

 . شدبه عنوان القاگر استفاده 

 24ی بیان، سطوح مختلفی از متانول هر برای دستیابی به بیشینه

نول متا ساعت و سولفات مس در ابتدا به محیط کشت افزوده شد.

 ساعت 24درصد هر  2/1و  8/0، 4/0نیز با غلظت وزنی حجمی 

به  مولارمیلی 2/1و  8/0، 4/0های غلظت و سولفات مس در

روز  10ساعت تا  24برداری هر نمونه محیط کشت افزوده گشت.

باشد، به که بیان لاکاز به صورت ترشحی میمه یافت. از آنجاییادا

ها، سوپرناتانت جداسازی منظور سنجش کمی بیان لاکاز در نمونه

در طول  ABTSشد و سنجش استاندارد آنزیمی با سوبسترای 

 .(Niku-Paavola et al. 1990) نانومتر انجام شد 436موج 

اده های مورد استفکشت ها و محیطمحلول ها،سلولسازی آماده

جام برای القای بیان بر اساس دستورالعمل شرکت اینویتروژن ان

 (Pichia expression kit, K1710). شد
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 سنجش فعالیت لاکاز 

به عنوان سوبسترا در  ABTSسنجش لاکاز بر اساس اکسیداسیون 

 .Niku-Paavola et al)گیری شدنانومتر اندازه 436طول موج 

تواند آنزیم برابر با مقداری از آنزیم است که می حدوایک  .(1990

 د. دقیقه اکسید کن 1را در مدت  ABTSمیکرومول سوبسترای  1

 های بیوشیمیایی آنزیم نوترکیببررسی برخی ویژگی

 بهینه pHدما و 

pH 2 بهینه فعالیت لاکاز بر اساس سنجش فعالیت آن در محدوده 

 کاسیدکلریدری -گلایسین ای. بافرهشددردمای اتاق تعیین  9تا 

(2،3 pH) Glycine-HCl سوکسینات بافر ،(4،5،6 pH)  و بافر ،

ار مورد استفاده قرسنجش فعالیت آنزیم برای  (pH 7،8،9)تریس 

 الیت. تاثیر دما بر فعالیت بیوکاتالیست بر اساس سنجش فعگرفت

رد بهینه مو pHگراد در سانتیدرجه  80تا  20آنزیم در دماهای 

ا بفعالیت لاکاز بر اساس سنجش استاندارد  بررسی قرار گرفت.

ABTS گیری شداندازه (Niku-Paavola et al. 1990). 

 pHپایداری آنزیم در برابر حرارت و 

 ختلفسطوح م در با انکوباسیون آنزیم پایداری آنزیم بر pHتاثیر 

pH،  ساعت در  24به مدتpH(2-9) شد ندر دمای اتاق تعیی .

 24دت تاثیر حرارت بر پایداری آنزیم با انکوباسیون آنزیم به م

د موربهینه  pHدر گراد درجه سانتی 80تا  20ساعت در دماهای 

قبل  یمانده لاکاز مانند مرحلهفعالیت باقی بررسی قرار گرفت.

 . (Niku-Paavola et al. 1990) شدسنجش 

 یکیتعیین پارامترهای کینت

بتی از آنزیم لاکاز، فعالیت مقدار ثا mKو  maxVبرای تعیین مقادیر 

بر اساس  ABTS (0.1-5 mM)های مختلف آنزیم در غلظت

 (.Niku-Paavola et al. 1990) گیری شدسنجش استاندارد اندازه

 

  و بحث نتایج

 سازی توالیبهینه

ی نواحی دارای عناصر سیس )مانند جعبه سازی،بهینهپس از 

TATA) که ممکن بود اثر منفی بر روی بیان پروتئین نوترکیب ،

برای افزایش  GCمحتوای  .ندشدداشته باشند تا حد امکان حذف 

ها بر اساس نوکلئوتید .(2)شکل  شدتنظیم  mRNAنیمه عمر 

ر در نوع اسیدآمینه، ترجیح کدونی در پیکیا پاستوریس بدون تغیی

 91/0 به CAI (codon adaptation index)تغییر یافته و شاخص 

های موجود . )این پارامتر میزان هماهنگی کدون( 3شکل ) رسید

نشان  های پرتکرار()کدون در توالی را با ترجیح کدونی میزبان

یان نیز ب 9/0 باشد، و مقادیر بالاتر ازآل میایده 1دهد، شاخص می

 .(بالایی خواهند داشت

 

 

 mRNAکه موجب پایداری  GC، تنظیم محتوای درصد GC  :47درصد  -۲شکل 

  شود.می

Figure 2: Average GC content: 47%, GC content was adjusted to 

prolong mRNA half life 

 

  

 

وریس های توالی هدف بر اساس ترجیح کدونی پیکیا پاستدرصد توزیع کدون -۳شکل 

ا بر اساس هبندی کدون، ستون افقی دستهGene Artافزار سازی توسط نرمپس از بهینه

 هایونباشد، ستون عمودی درصد حضور کدمیزان فراوانی و ترجیح کدونی میزبان می

 دهد. ها نشان میسازی در این دستهتوالی هدف را پس از بهینه

Figure 3: Codon usage was adapted to the bias of Pichia pastoris 

resulting in a CAI value 0.91. The histogram shows the 

percentage of sequence codons which fall into a certain quality 

class.  
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 1900آر باندی به وزن سینتایج الکتروفورز حاصل از کلونی پی

ز صحت ( و هضم آنزیمی نی، الف4جفت باز را نشان داد)شکل 

 (.، ب4)شکل  ایگاه مورد نظر را تایید کردورود ژن در ج

 م لاکازبیان آنزی

ولار ممیلی 4/0 درصد متانول، 8/0 ی بیان آنزیم در غلظتبیشینه

آمد، سنجش درجه و روز هشتم به دست 25سولفات مس، دمای 

 436در طول موج  ABTSفعالیت لاکاز با استفاده از سوبسترای 

 .کردرا تایید  U/L9600 میزان نانومتر 

 بهینه pHما و د :های بیوشیمیایی آنزیم نوترکیببررسی ویژگی

، در ABTSبیشینه فعالیت آنزیم لاکاز در حضور سوبسترای 

3pH=   سنجش فعالیت آنزیم  نتیجه حاصل از .(5)شکلشدتعیین

بهینه و با  pHگراد( در درجه سانتی 70-30در دماهای مختلف )

لاکاز آنزیم  است کهنشان داده  ABTSاستفاده از سوبسترای 

د گرادرجه سانتی 40در دمای ن فعالیت را نوترکیب بیشترین میزا

 .(5)شکل  دارد

 الف                      ب

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 alpha matingپیکیا پاستوریس نوترکیب حاوی ژن لاکاز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن لاکاز و آغازگرهای اختصاصی ناحیه پپتید نشانه  PCRمحصول کلنی  -1 الف: -4شکل 

factor  داخل پلاسمید بیانیpPICZ alpha A .2-  .محصول کلونی  -3کنترل منفیPCR های نوترکیب پس از ترنسفورماسیون به باکتریجهت شناسایی کلون. M-  مارکر وزنی فرمنتاز

(SM0333).  :محصول هضم آنزیمی حامل بیانی بpPICZ alpha A. 1- های از هضم آنزیمی با آنزیم پلاسمید پس -2. پلاسمید بدون هضم آنزیمیKpnI  وEcoRI . M-  مارکر

 .(SM0333)وزنی فرمنتاز 

Figure 4. (A) 1- colony PCR product with specific primers alpha mating factor (forward) and AOX1 (reverse) (Pichia pastoris clones DNA 

was used as template). 2- Negative control. 3- Colony PCR product after transformation to E.coli TOP10. M- Molecular weight marker 

(SM0333). lane3: (B) Enzymatic digestion of pPICZalphaA. 1- Undigested pPICZalphaA. 2- Digested pPICZalphaA by KpnI & EcoRI. M- 

Molecular weight marker (SM0333). 

 

 

    

  .گراددرجه سانتی 80-20لیت آنزیم لاکاز نوترکیب در دمای پروفایل فعا . ب:در دمای اتاق pH 9-2ی پروفایل فعالیت آنزیم لاکاز نوترکیب در محدوده الف: -5شکل

Figure 5: (A) Optimal pH laccase activity profile at room temperature (ranging from 2 to 9). (B) Optimal temperature profile at optimal pH 

(4) for recombinant laccase (from 20°C to 80°C). 

1          2           3          M   1             2           M 

 ب الف
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 .پروفایل پایداری آنزیم در دماهای مختلف های مختلف در دمای اتاق. ب: pHپروفایل پایداری آنزیم در  الف: -6شکل 

Figure 6: (A) laccase stability profile at different pH value at room temperature. (B) And stability profile at different temperatures at optimal 

pH (5) for laccase. 

 

 pHپایداری آنزیم در برابر حرارت و 

مای در د لاکاز یمآنز، 6بر اساس نمودارهای ارائه شده در شکل 

ین میزان پایداری را داشت گراد بیشتردرجه سانتی 30

تعیین  =5pH(. همچنین بیشینه پایداری آنزیم در ب6)شکل

 . (الف6)شکلشد

  خصوصیات کینتیک

به  )maxV(و سرعت ماکزیمم  )mK(ضریب میکائیلیس منتون 

  . شدتعیین  mM min  21/10-1  و mM 089/0 ترتیب

، ی لاکازهای تولید کنندهوجود چند ایزوآنزیم در ارگانیسم

 باسازد. ی هر آنزیم به صورت جداگانه را دشوار میمطالعه

ی خصوصیات امکان مطالعه ژننوترکیب کلونینگ و بیان 

 (.Garg et al. 2012) بیوشیمیایی و تخلیص هر آنزیم وجود دارد

ای است که قادر به انجام میزبان یوکاریوت ساده پیکیا پاستوریس

تشکیل  و بسیاری از تغییرات پس از ترجمه نظیر گلیکوزیلاسیون

برای بیان باشد. بنابراین میزبان مناسبی سولفیدی میپیوند دی

هایی که برای تاخوردگی های لیگنوسلولزی و سایر پروتئینآنزیم

پس از ترجمه نیاز دارند، صحیح، فعالیت و پایداری به تغییرات 

های یک از آنزیمهیچ به طور طبیعی باشد. به علاوه، پیکیامی

کند، بنابراین لیگونوسلولیتیگ را در مقادیر قابل توجهی تولید نمی

 های بالایامکان تولید آنزیم نوترکیب بدون صرف هزینه

 Mellitzer et) پایین دستی در این میزبان وجود دارد فرآیندهای

al. 2012; Pinar et al. 2017; Hong et al.2002.)  محیط کشت

سازی شرایط کشت در بیورآکتور امکان ساده و سهولت بهینه

فراهم  ی پایین رادستورزی پیکیا و تولید آنزیم با صرف هزینه

نوترکیب در پیکیا امکان  پروتئیندلیل با تولید  نآورد. به همیمی

از موانع اصلی استفاده از این  که دستیپایینهای کاهش هزینه

 (.Mellitzer et al. 2012) باشد، وجود داردآنزیم در صنعت می

یر: آنزیم لاکاز در فرآیندهای مختلف نظ ی وسیع کاربردگستره

ه توج های زیستی، بیوسنسورها، سوختی انواع آلایندهتجزیه

ن ااست. سطح بیهکردهای اخیر به خود معطوف زیادی را در سال

 و کند رشد بودن nativeی بالای تولید آنزیم هزینهپایین، 

ین ه از ای آنزیم از موانع اصلی استفادتولید کننده هایارگانیسم

 های زیادی به منظور افزایشباشد. تلاشآنزیم در صنعت می

ها انجام سطح تولید آنزیم به صورت نوترکیب و کاهش هزینه

ا به ایسولید لاکاز نوترکیب در مقافزایش میزان ت که منجر بهشده 

 (.Wang et al. 2016; Lu et al.2009) استهشدلاکاز طبیعی 

ه بئین در این تحقیق با توجه به پتانسیل پیکیا برای تولید پروت

 نتخاباکاز لاو تولید انبوه میزان انبوه، به عنوان میزبان برای بیان 

 .شد

برای تولید پروتئین  تواند کاندیدای مناسبیپیکیا پاستوریس می

باشد. سرعت رشد بالا، ظرفیت تولید با منشا یوکاریوتی نوترکیب 

پروتئین در مقادیر گرم بر لیتر، انجام تغییرات پس از ترجمه، 

باشد. ی بیان پروتئین در پیکیا میهااز جمله مزیتترشح پروتئین 

ز ا به عوامل متعددی پیکیاپاستوریس بیان موفق با بازده بالا در

محیط، ترکیبات محیط کشت،  pHجمله شرایط محیطی مانند دما، 
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بستگی دارد  غلظت القاگر، زمان، میزان اکسیژن محلول، پروموتر

های نوترکیب در میزبان تولید لاکازکه باید مورد توجه قرار گیرد. 

 (.Heyland et al. 2011) استمختلفی مورد بررسی قرار گرفته

را تحت  Cyathus bulleriاز قارچ گرک و همکاران ژن لاکاز 

ه و در کردکلون  pPICZαAپیشبر الکل اکسیداز در حامل بیانی 

لیت ی فعاآنها بیشینه ند.کردبیان  Pichia pastorisمیزبان بیانی 

 (.Garg et al. 2012) ندکردرا گزارش  U/L 7200آنزیم را 

ل در حام Coriolopsis polyzonaهمچنین آنزیم لاکاز از قارچ 

در پیکیا  AOX1سازی و تحت پیشبر همسانه pPICZCبیانی 

 به صورت ترشحی بیان شد U/L 800 پاستوریس به میزان 

(Pinar et al. 2017.) 

ت غلظسطح تولید لاکاز نوترکیب در پیکیا پاستوریس با تنظیم 

یان قای بتواند بهبود یابد. برای المتانول، سولفات مس و زمان می

متانول روزانه به محیط کشت  AOX1روموتر تحت کنترل پ ژن

ت های تحبرای القای بیان ژن متانول تنظیم غلظتافزوده شد، 

های غلظت (.Avelar et al. 2017) حیاتی است AOX1پروموتر 

و عدم  پایین متانول ممکن است موجب کاهش کارایی پروموتر

 تانولمهای بالای ، از طرفی غلظتشود تولید آنزیم به میزان کافی

ی باشد و منجر به از دست رفتن کاراینیز برای سلول سمی می

به دلیل افزایش غلظت فرمالدهید و  پروموتر، مرگ سلولی

به علاوه  شود.و افزایش سطح پروتئاز می پراکسیدهیدروژن

 افزایش غلظت متانول موجب ناپایداری لاکاز نیز خواهد 

 ح مختلف متانول بهسط 4در این مطالعه ، (Hong et al. 2002)شد

ط محی منظور دستیابی به غلظت بهینه برای القای تولید لاکاز به

ید و میزان تول درصد. بالاترین 2/1و  8/0، 4/0 کشت افزوده شد:

در تانول به دست آمد. درصد م 8/0 ترشح لاکاز در غلظت

و  Grag( و همچنین 2016و همکاران ) Wangهای قبلی پژوهش

و همکاران  Liدرصد متانول، و  1ظت ( غل2012همکاران )

متانول را به عنوان غلظت بهینه درصد  6/0 ( غلظت2014)

 ند.کردگزارش 

مس در محیط کشت برای تاخوردگی و  وجود یون علاوه بر این، 

و همبستگی مثبتی بین  فعالیت صحیح لاکاز ضروری است،

 ،(Huifang et al. 2013) غلظت مس و فعالیت لاکاز وجود دارد

باشد، های بالای مس برای مخمر سمی میاز آنجایی که غلظت

از جمله عوامل موثر برای تولید  غلظت مسسازی بنابراین بهینه

 بیشتریندر این مطالعه  .(Hong et al. 2002) باشدبیشینه لاکاز می

 سمولار سولفات ممیلی4/0 میزان تولید و فعالیت لاکاز در غلظت

 ی بیانبیشینه ی سولفات مس برایهغلظت بهین به دست آمد.

 Hong) استگزارش شدهمولار میلی 5/0تا  2/0ی بازه درآنزیم 

et al. 2006; Avelar et al. 2017; Wang et al. 2016; Huang et 

al. 2011.)  

های بیانی سازی بیان لاکاز در سیستمپارامتر مهمی برای بهینه دما

نوترکیب در ساکارومایسز سرویزیه مخمر میباشد. میزان بیان لاکاز 

لاکاز در پیکیا  با کاهش دما افزایش یافت، همچنین سطح بیان

 28گراد بالاتر از درجه سانتی 16-19پاستوریس نیز در دمای 

ی حاضر نیز مطالعه. (Hong et al. 2002) استدرجه گزارش شده

یش منجر به افزا گراددرجه سانتی 25تا  که کاهش دما کردتایید 

این امر ممکن است به دلیل  .شودسطح بیان لاکاز نوترکیب می

ها های مرده و یا سایر سلولروتئازها که از سلولکاهش فعالیت پ

شوند باشد، که در نتیجه منجر به کاهش به محیط کشت ترشح می

علاوه بر این کاهش . شودتر میهای پایینی لاکاز در دماتجزیه

گی صحیح پروتئین نوترکیب پس از دما موجب بهبود تاخورد

ها و دمای پایین موجب کاهش رشد سلول، شودترجمه می

های پپتیدی زمان بیشتری ه و زنجیرهسرعت سنتز پروتئین شد

برای تاخوردگی صحیح خواهند داشت، که در نهایت منجر به 

 .Hong et al) افزایش تولید پروتئین نوترکیب فعال خواهد شد

درجه میزان بیان آنزیم کاهش یافت، که  20دمای در  .(2002

کاهش میزان تکثیر پیکیا به دلیل کاهش دما ممکن است به دلیل 

 باشد.

 بررسی خصوصیات بیوشیمیایی لاکاز

گراد ویژگی درجه سانتی 40ی فعالیت لاکاز در دمای بیشینه

باشد. مطلوبی جهت استفاده از این آنزیم در فرآیندهای صنعتی می

در کوباسیون در دمای بالا نیز فظ فعالیت با انهمچنین ح

باشد، هرچه پایداری کاربردهای تجاری آنزیم حائز اهمیت می

تری حرارتی آنزیم بالاتر باشد قادر است مدت زمان طولانی

 .Li et al) باشده و این به معنی مصرف کمتر آنزیم میکردفعالیت 
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 pHبا وسیع  pH یدر محدوده و حفظ فعالیت فعالیت. (2013

معیار مثبت دیگری برای استفاده از این آنزیم در صنعت ، 3بهینه 

 باشد.می

در این تحقیق لاکاز نوترکیب با خصوصیات فیزیکوشیمیایی 

ر دآمیزی مطلوب و متناسب با کاربردهای صنعتی به طور موفقیت

 میزان به ی بیان لاکاز نوترکیب. بیشینهشدبیان پیکیا پاستوریس 

9600 U/L  با به کارگیری سطوح مختلف فاکتورهای موثر در

-تیدرجه سان 25دما تولید آنزیم تحت شرایط زیر به دست آمد: 

 مولار. میلی 4/0 درصد و سولفات مس 8/0 گراد، متانول

با توجه به مجموع خصوصیات مثبت لاکاز، این آنزیم کارایی 

ی هازیادی برای حل معضلات زیست محیطی و حذف آلاینده

مرتبط با صنایع مختلف نظیر : نساجی، چوب و کاغذ، رنگ و ... 

های حاوی چندین ترانسفورمانتخواهد داشت. استفاده از غیره 

در فرمانتور و در شرایط  لاکاز تولید آنزیمنسخه از ژن نوترکیب، 

، اکسیژن محلول، امکان تولید pHکنترل شده محیطی مانند دما، 

تولید انبوه آورد. ر مقایسه با ارلن فراهم میمقادیر بیشتر لاکاز را د

ی تولید موجب کاهش هزینه آنزیم اینی اقتصادی و با صرفه

د. به دلیل کنه و استفاده از آن در صنعت را تسهیل میشدلاکاز 

-های مطلوب و کاربردی این آنزیم، بهینهخصوصیات و ویژگی

 است. های بالاتر ضروریسازی شرایط تولید لاکاز در حجم
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ABSTRACT 

Laccase (EC 1.10.3.2) enzymes are multi-copper oxidase which catalyze the oxidation of 

aromatic and non- aromatic compounds with electron reduction of molecular oxygen to 

water. These enzymes catalyze the oxidation of a wide array of phenolic compound and 

have been used in different industrial field. In this study, Nucleotide sequence of laccase 

(accession number: AY081188.1) was optimized according to the codon preference of 

Pichia pastoris. Laccase gene was synthesized and cloned into pPICZalpha A. under 

control of AOX1 promoter then transformed to P. pastoris by electroporation. Methanol 

concentration, copper salts concentration and temperature were varied in order to enhance 

laccase expression in the heterologous system. Optimal fermentation condition for laccase 

production in shake flask cultivation using BMGY medium were obtained by presence of 

0.4 mM Cu+2, at 25°C culture temperature, by 0.8% methanol added into culture every 24 

h. the volumetric activity was achieved 9600 U/L after 12-day culture in fernbach flask. 

The biochemical properties of recombinant laccase and kinetic parameters were studied. 

The laccase activity was optimal at pH 3 and 40°C. Its Km value was 0.089 mM For ABTS 

[2, 2´azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphoric acid)]. The result of this study was 

showed that Pichia pastoris can be useful tool for heterologous laccase expression in order 

to use in industrial application such as wastewater treatment, biosensor & etc.  

 

Key words: laccase, Pichia pastoris, heterologous expression, bioremediation, Cloning 
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