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 منظور بهبود مهندسی پروتئین آنزیم اندوگلوکاناز قارچی از طریق ایجاد جهش هدفمند به
  خصوصیات آنزیمی و بیان آن در مخمر

  2؛ شیرین یوسفیان2؛ محمدتقی برجیان بروجنی2؛ سهراب مرادي2؛ سید امید رعنایی سیادت*2و1فرناز نیکزاد جمنانی
  

  چکیده
ر انرژي و تولید است. لذا منابع تجدیدپذی  باعث افزایش بهاي آن و کاهش منابع شدههاي فسیلی  استفاده از سوخت :زمینه

هاي زیستی  ترین مواد اولیه براي تولید سوخت است. ترکیبات سلولزي از مناسب  گرفته  قرار توجه    موردهاي زیستی  سوخت
ها قارچ  ترین آن است که مهم پذیر انجام لاز هستند،هایی که حاوي آنزیم سلو باشد. تجزیه سلولز تنها توسط میکروارگانیسم می

Trichoderma reesei باشد.  می  
و آغازگر حمله به زنجیره سلولزي   هاي این کمپلکس ترین آنزیم که از کلیدي II اندوگلوکاناز  توالی نوکلئوتیدي آنزیم ها: روش
شد.  سنتز ح کدونی میزبان یعنی مخمر پیکیاپاستوریسبراساس ترجی  T.reeseiاز روي توالی آمینواسیدي آن در قارچ است،

  جهش  شود و از انواع آن ایجاد هاي بهینه و کاهش زمان تولید و بهاي آنزیم از مهندسی پروتئین استفاده می منظور تولید آنزیم هب
هدفمند، دو جهش در   شجه کمک روش ایجاد در این تحقیق با گیرد. می هدفمند است که در آن جایگزینی آمینواسیدها صورت

ترتیب به آمینواسیدهاي  هب 393و  169شد که در آن دو سیستئین آزاد شماره  ایجاد PCR از طریق II ژن آنزیم اندوگلوکاناز
وارد و جهت تکثیر به باکتري اشرشیاکلاي و  pPinkαبیانی  یافته به پلازمید شدند. سپس این ژن جهش والین و هیستیدین تبدیل

  شد. یق الکتروپوریشن به مخمر پیکیاپاستوریس منتقلطر سپس از
از بیان ژن موردنظر در محیط   حضور آنزیم پس. شد  ییدأروي این ژن از طریق تعیین توالی ت ایجاد دوجهش مذکور بر ها: یافته

BMMY، اسید و ژل نیتروسالیسیلیک با تست دي SDS-PAGE گردید. اثبات  
 طور همزمان در مقایسه با آنزیم فاقد هشد که دو جهش ایجادشده ب  یوشیمیایی نشان دادهبا بررسی خصوصیات ب گیري: نتیجه

  است.  جهش، باعث کاهش قدرت کاتالیتیکی و پایداري حرارتی و افزایش میل ترکیبی آنزیم و سوبسترا شده
  ئین، جهش هدفمند، پایداري حرارتیاندوگلوکاناز، مخمر، مهندسی پروت :ها واژهکلید

  »26/6/1392 پذیرش:  7/3/1392 فت:دریا«
 واحد علوم و تحقیقات تهرانگروه بیوتکنولوژي، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه آزاداسلامی  .1

  ي مهندسی انرژي و فناوري هاي نوین، دانشگاه شهیدبهشتی، تهران . گروه بیوتکنولوژي، آزمایشگاه نانوبیوتکنولوژي، دانشکده2
هاي نوین، گروه بیوتکنولوژي، آزمایشگاه  تهران، ولنجک، دانشگاه شهید بهشتی، دانشکده مهندسی انرژي و فناوري کاتبات:دار م عهده *

  Email : Far_nikjam@yahoo.com            021-22431782، تلفن: نانوبیوتکنولوژي

 

  مقدمه
حفظ آرامش هر  تامین سوخت و انرژي براي

روزها افزایش استفاده از   اي ضروري است. این جامعه
ها،  رفتن قیمت هاي فسیلی، کاهش منابع آن و بالا سوخت

 کرده فسیلی جلب منابع محدود ماهیت توجه انسان را به
 تر کم براي تنها فسیلی هاي سوخت شود می بینی است. پیش 

و  1( باشد رانرژي بش نیاز گوي آینده، جواب سال 50 از
کارگیري منابع طبیعی تجدیدپذیر براي  ). بنابراین به2

هاي زیستی بسیار بااهمیت است و  انرژي و تولید سوخت
 هاي فسیلی از کشورها باید وابستگی خود را به سوخت

 به توان هاي زیستی می از مزایاي سوخت). 3( بین ببرند

 هشکا اولیه، بودن منابع تجدیدپذیر بودن، در دسترس

شی
ژوه

ه  پ
مقال

 



  
  از .... ین  آنزیم اندوگلوکاناز قارچیمهندسی پروتئ -ز نیکزاد جمنانینافر                                                                                     )474(

 دفع و اي (کاهش گازهاي گلخانه زیست محیط آلودگی

 کرد  سطح روستایی اشاره در مشاغل ایجاد و ها) پسمان
 ،هاي زیستی ترین سوخت ترین و مورد توجه از مهم ).4(

بیواتانول  .است )Bioethanol( اتانول زیستی یا  بیواتانول
 است اکسیژنی سوخت یک فسیلی، هاي سوخت برخلاف

هاي  ). سوخت5( دباش می اکسیژن درصد 35 شامل که
طور مستقیم از محصولات زراعی نظیر قند و  هزیستی ب

طور غیرمستقیم از محصولات زیستی نظیر  هنشاسته و یا ب
گیاهی) تولید  (توده زیست سلولز و لیگنین سلولز، همی

شوند. تبدیل سلولز به اتانول شامل دو فرآیند  می
قابل تخمیر مثل گلوکز و هیدرولیز سلولز به قندهاي 
ترین  باشد. سلولز که فراوان تخمیر این قندها به اتانول می

ماده آلی بر روي کره زمین است، از واحدهاي ساختمانی 
) به هم متصل 1β 4وسیله پیوندهاي ( هگلوکز که ب

تجزیه سلولز و تبدیل آن ). 6( است اند، ساخته شده شده
هایی که حاوي آنزیم  مبه گلوکز تنها توسط میکروارگانیس

پذیر است. کمپلکس آنزیمی سلولاز  سلولاز هستند، انجام
 اگزوگلوکانازها ،)Endoglucanase(شامل اندوگلوکانازها 

)Exoglucanase(  وβ-گلوکوزیدازها )β-Glucosidase( 
هاي این  ترین آنزیم آنزیم اندوگلوکاناز از کلیدي .باشد می

به زنجیره سلولز است  آغازگر حمله و باشد کمپلکس می
دهد و  طور تصادفی درون زنجیره را برش می هکه ب

کند،  الیگوساکاریدهایی با طول و اندازه متفاوت ایجاد می
اگزوگلوکانازها از انتهاي احیاکننده و غیراحیاکننده 

دهند و دي ساکارید سلوبیوز  الیگوساکاریدها را برش می
از سلوبیوز را به گلوکوزید-βدر نهایت  کنند و تولید می

ها و  سلولاز توسط قارچ ).8 و 7( نماید گلوکز تجزیه می
هاي متعلق به  شود که بیشتر آن از قارچ ها تولید می باکتري
). قارچ 9( باشد هاي تریکودرماو و آسپرژیلوس می جنس

Trichoderma reesei ترشح را يسلولاز کامل سیستم 
 يها یافته جهش که رسد ر مینظ هب حاضر حال در .کند می
 دهستن سلولاز یصنعت تولید يبرا گزینه بهترین قارچ این

کارهاي کاهش بهاي آنزیم در صنعت،  ). از راه11و  10(
به کمک تولید آنزیم بهینه و کوتاه کردن زمان تولید آن 

تولید شامل کار عمده  راه 3است. مهندسی پروتئین 
هایی که  نزیمآکنند،  هایی که آنزیم بیشتري تولید می سویه

هایی که فعالیت  عمر و پایداري بیشتري دارند و آنزیم
سازي آنزیم وجود دارد  براي بهینه بالاتري داشته باشند

هدف از این تحقیق بهبود خصوصیات آنزیمی . )12(
با انجام مهندسی پروتئین و القاي  II آنزیم اندوگلوکاناز

  دو جهش هدفمند است.
  

  ها  مواد و روش
 1ها: توالی آمینواسیدي و انتخاب جهش سنتز ژن

 T.reesei) در قارچ II )EGII پروتئین اندوگلوکاناز
بر اساس  2و توالی نوکلئوتیدي آن (ژن) شد  بررسی

 Pichia pastorisترجیح کدونی میزبان بیانی یعنی مخمر 
سنتز و در پلاسمید  Gene Artطراحی و توسط شرکت 

بین دو جایگاه برشی  bp1197 با طول  pMAساز  همسانه
Xho1  وKpn1 ساز  شد. این پلاسمید همسانه  دریافت

  باشد. سیلین می داراي ناحیه مقاومت به آنتی بیوتیک آمپی
هاي بهبود  ها: یکی از روش چگونگی ایجاد جهش

خصوصیات آنزیمی مهندسی پروتئین است که از انواع 
 ردک  اشاره site-directed-mutagenesisبه  توان آن می

طور همزمان در  ه).  در این تحقیق دو سیستئین آزاد ب12(
ترتیب به  هب با روش ذکرشده، 393و  169جایگاه 

کدام  شد. براي هر  آمینواسیدهاي والین و هیستیدین تبدیل
شد که براي   طور جداگانه آغازگر طراحی هها ب از جهش

(والین)  GTT(سیستئین) با کدون  TGTکدون جهش اول 
 CAT(سیستئین) با کدون  TGTي جهش دوم کدون و برا

   ).1(جدول  شد  (هیستیدین) جایگزین
حاوي پلاسمید  E.coli DH5α کشت مایع از استوك

pMA  داراي ژنEGII  در محیطLB  درصد 5/0حاوي 
  سدیم کلرید  درصد 1تریپتون و درصد  1عصاره مخمر، 

 
1. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ178347  
2. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JF340120 
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  C393 H و C169V هدفمند ییزا جهش يبرا استفاده مورد يمرهایپرا یتوال -1ل جدو
Primer sequences Primer Names 

5′-GTCTTTGGGTGCTTACGTTATCGTTGACATCCACATC-3′ EGII F-C169V 

5′-GATGTGGATGTCAACGATAACGTAAGCACCCAAAGAC-3′ EGII R-C169V 

5′-CTTCCTTGGTTTCATCCTGTTTGGCAAGAAAGTAGTTG-3′ EGIIF-C393H 

5′-CAACTACTTTCTTGCCAAACAGGATGAAACCAAGGAAG-3′ EGIIR-C393H 

  
و تهیه  RPM300 دور با c 37˚در شیکرانکوباتور 

 و 2(جدول شد   انجام از محیط کشت استخراج پلاسمید
 با پرایمرهاي منظور ایجاد دو جهش ذکرشده، هسپس ب. )3

C393H F، C393H R- C169V F  وC169V R  بر روي
 PCRانجام شد. واکنش  bp  1197 PCRبا طول EGIIژن 

میکرولیتر تهیه شد که شامل ترکیبات زیر  10در حجم 
 MgCl2 ،3/0 مولار میلی x1 ،5/2پلیمراز  Taqبود: بافر 

 25پلیمراز،  Taqیونیت آنزیم  dNTP ،25/0مولار  میلی
 3/0نانوگرم الگو و هر یک از پرایمرها با غلظت نهایی 

 10میکرومولار که با آب مقطر استریل به حجم 
  میکرولیتر رسانده شد.

  

 C393Hجهت ایجاد جهش  PCRبرنامه   -2جدول 

  ها تعدادسیکل  PCRمرحله   PCR يدما  زمان
  1  دناتوراسیون اولیه  c 95˚  دقیقه 5 

    دناتوراسیون  c 95˚   ثانیه 30
  اتصال  c 68˚  ثانیه 30  30

  طویل شدن  c 72˚  دقیقه 3 
  1  طویل شدن نهایی  c 72˚  دقیقه10

  

  C169Vجهت ایجاد جهش  PCRبرنامه  -3جدول 
  ها تعدادسیکل  PCRي مرحله  PCR يدما  زمان

  1  سیون اولیهدناتورا  c 95˚  دقیقه 5
    دناتوراسیون  c 95˚  ثانیه 30

  اتصال     c 65˚  ثانیه 30  30
  طویل شدن  c 72˚ دقیقه 5/3

  1طویل شدن نهایی     c 72˚  دقیقه 10
  

منظور حذف پلاسمیدهاي  هب PCRپس از انجام 
  استفاده شد. Kpn1جهش از آنزیم برشی  مادري فاقد

به درون  pMA- EGII-2mutationsانتقال پلاسمیدهاي 
از DH5α  E.coliهاي مستعد  باکتري: براي تراریزش سلول

شد.   استفاده (Heat shock method) روش شوك حرارتی
هاي رشدکرده بر  یید صحت کلونینگ بروي کلونیأبراي ت

(جدول  شد  گذاشته LB+AMP ،PCR روي محیط انتخابی
هایی که بر روي محیط انتخابی حاوي  نیواز کل .)4

یید أت PCR colonyو پس از انجام  کردندرشد سیلین  یآمپ
  شد.  تهیه  Masterکشتشدند، 

جهت جداسازي  pMAمید سدوطرفه پلا هضم آنزیمی
  هاي هضم آنزیمی با استفاده از آنزیم: یافته ژن جهش

Kpn I  وXho I براي  اند، که در دو سمت ژن قرار گرفته
جداکردن  تأیید حضور ژن در پلاسمید و همچنین براي

و انتقال آن به پلاسمید بیانی  pMA ژن از پلاسمید
pPinkα-HC برش طبق در دماي  .انجام شد˚c 37  به

 EGIIسپس ژن  .)5(جدول  گرفت  انجام دقیقه 90مدت 
شرکت  DNAداراي دوجهش بوسیله کیت استخراج 

Vivantis سازي شد.  خالص  
 EGIIژن  colony PCRبرنامه  -4جدول 

  ها تعدادسیکل  PCR مرحله  PCR يدما  زمان
  1  دناتوراسیون اولیه  c 95˚  دقیقه 5

  دناتوراسیون  c 95˚  ثانیه 30
  
30  

  اتصال  c 60˚  ثانیه 30
  طویل شدن  c 72˚  دقیقه 1
  1  طویل شدن نهایی  c 72˚  دقیقه 2
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داراي دو جهش درون EGII ژن  (Ligation) اتصال
در  EGIIژن سازي  : براي همسانهpPinkα-HC پلاسمید
هاي  باید ژن و پلاسمید با آنزیم pPinkα-HC پلاسمید

محدودکننده مشابه بریده شوند تا داراي انتهاهاي چسبنده 
گیرد. بنابراین   مشابه بوده و اتصال به درستی صورت

هاي  با استفاده از آنزیمنیز  pPinkα-HC پلاسمید بیانی
Kpn I  وXho I  سپس شد  همان مقادیر برش داده با .

ساعت در  4-5اتصال ژن با وکتور بیانی پس از گذشت 
انتقال پلاسمید  ) و6(جدول  دماي محیط صورت گرفت

pPink انجام  نگیبه باکتري جهت کلون ،حاوي دو جهش
  شد.

-pPinkαانجام الکتروپوریشن جهت انتقال پلاسمید 

EGII-2Mut استخراج به مخمر پیکیاپاستوریس :
 کردن با جهت خطی  pPinkα-EGII-2Mutپلاسمیدهاي

 60انجام شد، واکنش خطی کردن شامل  Bspt1 آنزیم
بود.  x1، بافر BsptIآنزیم  U/µl 12 میکرولیتر پلاسمید و

  میکرولیتر رسانده  250حجم نهایی توسط آب مقطر به 
  

بـا دو آنـزیم    pMA-EGII-2mutationsهضم آنزیمـی   -5جدول 
KpnI  وXhoI طور همزمان به  

 
 

داراي دو جهـش در   EG IIمقادیر لازم براي اتصـال ژن   -6جدول 
  pPinkα-HCشده  درون پلاسمید خطی

EGII    µl9  

Ppinkα-HC   µl3  

BØ (10x)    µl2 

T4  DNA Ligase      µl1  
DDW    µl5 

Total     µl20  

 هاي مستعد مخمر پیکیاپاستوریس شد. پس از تهیه سلول
)، جهت انتقال پلاسمیدهاي حاوي ژن داراي دو 13(

جهش به درون میزبان نهایی، الکتروپوریشن طبق شرایط 
v1800V: ،Ω200R: و μF25 C:.ها  سپس نمونه انجام شد
فاقد آدنین  PADیط انتخابی هاي حاوي مح روي پلیت بر
قرار  C˚30روز درون انکوباتور با دماي  3-10مدت  به

شده استفاده شد  شدند. از مخمرهاي پیکیاي مهندسی  داده
بنابراین تنها  باشند، که قادر به تولید آدنین نمی

کنند که  روي این محیط انتخابی رشد می هایی بر کلونی
زیرا پلاسمید  باشند،  پلاسمید حاوي ژن را دریافت کرده

pPinkα-HC   جهت  باشد. مینداراي ژن سازنده آدنین
  colony PCRهاي مخمري،  یید حضور ژن در کلونیأت

  .)4(جدول  انجام شد
داراي  EGII رشد و بیان پیکیاي نوترکیب حاوي ژن

 براي بیان: BMMYو  BMGYدو جهش، در محیط کشت 
زم است که درون ژنوم مخمر، لا EGIIشدن پروتئین  

 BMGYمراحل رشد را در محیط  ،هاي مخمر سلول
 و گلیسرول %1پپتون،  %2مر، خعصاره م %1 (حاوي

mM100 پتاسیم فسفاتpH=6 هاي  ) سپري کنند. سلول
مخمر پس از سپري کردن فاز رشدي خود، وارد فاز بیانی 

هاي مخمر به محیط  شوند که در این مرحله سلول می
BMMY  و پپتون %2مر، خم عصاره %1(حاوي mM100 

 درصد 5/0که داراي متانول  )pH=6پتاسیم فسفات
  باشد، منتقل شدند.  می

موجود در  EGIIمتانول، القاکننده پروموتر بیانی ژن 
باشد. در  ) میAOX1(پروموتر  مخمر pPinkپلاسمید 

سازي پروتئین  تحقیق قبلی در همین آزمایشگاه خالص
سب هیستیدین (اضافه کردن نوترکیب با اضافه کردن برچ

  هیستیدین در انتهاي ژن) انجام شد. 6
سنجش بیان خارج سلولی آنزیم نوترکیب 

: سوبستراي مناسب براي فعالیت آنزیم IIاندوگلوکاناز 
باشد،  % (کربوکسی متیل سلولز) میCMC1اندوگلوکاناز 

 30مدت  هنمونه ب پس از مخلوط کردن آنزیم و سوبسترا،
و سنجش فعالیت آن  شد  قرار داده C˚50 دقیقه در دماي

µl2 Plasmid 

µl4/0 KpnI (2500 U/µl)  
µl4/0  XhoI (2500 U/µl) 

µl 1 BØ L (10X) 

µl 2/6   DDW      
µl 10  Total      
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ثیر آنزیم أ). پس از ت14( شد  انجام DNSکمک تست  هب
هاي  به پایانه DNSاندوگلوکاناز بر روي سوبسترا، محلول 

اي ایجاد  شود و رنگ قهوه احیاکننده گلوکز متصل می
اقدام به رسم  ،جهت محاسبه فعالیت ویژه آنزیمکند.  می

 و 1(نمودار  د گلوکز و بردفورد شدنمودارهاي استاندار
زمان  مقدار آنزیمی است که در مدت هر یونیت آنزیم، ).2

یک دقیقه، یک میکرومول سوبسترا را به محصول تبدیل 
باشد. باتوجه به نمودار  می mol/minµ کند و واحد آن می

 mg/mlغلظت پروتئین بردفورد، واحد میزان پروتئین 
 U/mgفعالیت ویژه برحسب  باشد که در نهایت واحد می

  دست آمد. هب
دست  هسنجش خصوصیات بیوشیمیایی: پس از ب

هاي تأییدي بر روي آن،  آوردن آنزیم و انجام تست
منظور پیدا کردن میزان  هگروه ب 4هاي متفاوتی در  آزمایش

و غلظت  pHپایداري حرارتی، بهترین فاکتور دمایی، 
الیت را دارا سوبسترایی که در آن آنزیم بیشترین فع

  باشد، انجام گرفت. می

 
  گلوکز استاندارد نمودار - 1 نمودار
 

 
 نیپروتئ غلظت نییتع يبرا برادفورد استاندارد نمودار -2 نمودار
EGII  بینوترک 

  ها یافته
روي  منظور ایجاد دوجهش بر هب PCRپس از انجام 

 درصد 1روي ژل آگارز  ، باندهاي موردنظر برEGIIژن 
براي  PCR) و در نهایت محصول 1تصویر ( دیده شد

یید انجام دو جهش به شرکت زیست فرآیند دانش أت
توالی حاصل ایجاد دو جهش این شرکت  شد و  فرستاده

هاي باکتري حاوي  کرد. از کلونی ییدأزمان را ت طور هم هب
pMA-EGII  داراي دو جهش کشتmaster شد  تهیه 

 pMA-EGIIد ). پس از هضم آنزیمی پلاسمی2تصویر (
و  XhoIهاي  با آنزیم )bp2400داراي دو جهش (با طول 

KpnI  و جداکردن ژنEGII  داراي دوجهش (باطول
bp1200(پلاسمید ، pPinkα-HC  هاي  نیز با آنزیم

شد، سپس اتصال بین ژن و  محدودکننده مشابه بریده
 3تصویر ( با آنزیم لیگاز صورت گرفت pPinkα پلاسمید

  ). 4و 

 
 #DNA Ladder Mix: 1 چاهک%، 1ژل آگارز  -1 تصویر

SM0339 ،يحاو دیپلاسم: 5 و 4 چاهک مثبت، کنترل: 3 چاهک 
  169-393 افتهی جهش ژن

  
-pMA- EGII حامل Ecoli.DH5α يها يباکتر رشد -2تصویر 

2mutations تیپل يها خانه در Master  
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 نقشه :1 شماره  چاهک%، 1ژل آگارز  -3تصویر 

GenRuler#SM0331 DNA Ladder Mix، 2 شماره چاهک :
 با pMA- EGII-2mutations دیپلاسم یمیآنز هضم محصول

  KpnI و XhoI  یبرش يها میآنز

 
 هضم از پس %1 آگارز ژل يرو از EGII ژن یابیباز -4تصویر 

   دوطرفه یمیآنز

داراي دو  pPinkα-EGIIپس از هضم آنزیمی پلاسمید 
، پلاسمیدهاي حاوي Bspt Iجهش با آنزیم  محدودکننده 

ژن موردنظر خطی شده به درون مخمر از طریق 
روز پس  3-5ها  الکتروپوریشن منتقل شدند. ظهور کلونی

)، 5تصویر  ( PADاز فرآیند انتقال بر روي محیط انتخابی 
به درون ژنوم مخمر  pPinkαنشانه ورود توالی پلاسمید 

  است.

 
 يرو بر سیاپاستوریکیپ هشد ختیترار يها یکلون رشد -5تصویر 

  PAD طیمح

منظور رفع  ههاي مخمر نوترکیب، ابتدا ب از کلونی
 %1(حاوي  YPDآلودگی کشت تک کلون بر روي پلیت 

گلوکز) انجام شد، سپس از  %2 و پپتون %2عصاره مخمر، 
  .)6تصویر ( تهیه شد masterها کشت  کلون تک

مشاهده و ظهور تک کلون بر روي محیط انتخابی 
PAD  اطمینان انتقال توالی پلاسمیدpPink  را به درون

هاي  توان ادعا کرد که ژن دهد ولی نمی ژنوم مخمر می
EGII اند، لذا براي  داراي دو جهش وارد ژنوم مخمر شده

باندهاي گذاشته شد.  colony PCRشده  یید کار انجامأت
بر روي ژل  bp1200  با طول colony PCR حاصل از

و وجود ژن موردنظر را درون  PCRت دیده شد که صح
  ).7تصویر ( یید کردأژنوم مخمر ت

  

 
 کشت هیته و یآلودگ رفع منظور به کلون تک کشت -6تصویر 

master  
 

 
 DNA مارکر نقشه%، 1ژل آگارز  colonyPCR محصول - 7تصویر 

  PCRمحصول  :8و  7 ،6 ،5 ،4 ،3 ،2 ،1چاهک شماره  و
  

: پس از IIاندوگلوکاناز سنجش بیان آنزیم نوترکیب 
نوترکیب حاوي  هاي مخمر ) و بیان سلول8تصویر رشد (

، حضور آنزیم BMMYو  BMGYدر محیط  EGIIژن 

1200 bp 
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EGII داراي دو جهش توسط باند مشاهده شده )kD60 -
و  SDS-PAGE درصد 10 اکریل آمید روي ژل پلی ) بر48

 یید شدأت (DNS) اسید نیتروسالیسیلیک طور تست دي همین
  ).10 و 9تصویر (

  

 
  BMGY طیمح در EGII ژن يحاو مخمر يها سلول رشد - 8تصویر 
 

 
مارکر  :اول چاهک. EGII بینوترک نیپروتئ باند حضور -9تصویر 

 ،یوحش پیت EGII میآنز: 2چاهک شده، آمیزي رنگ پروتئینی پیش
 سیاپاستوریکیپ: 4چاهک جهش، دو يدارا EGII میآنز: 3چاهک

  EGII ژن فاقد pPink- HC وکتور يحاو
  

 
 معرف کمک با واکنش محلول رنگ رییتغ و واکنش انجام -10تصویر 
DNS .دهید زرد رنگ که هستند صفر نمونه 6 و 1 نمونه دو 

 رنگبه  که هستند واکنش انجام معرف گرید يها نمونه شود، یم
  .شود یم دهید ینارنج و يا قهوه

هایت بررسی خصوصیات بیوشیمیایی آنزیم: در ن
حاوي دو جهش با آنزیم  II آنزیم اندوگلوکاناز

 (فاقد جهش) مقایسه شد. تیپ وحشی II اندوگلوکاناز
جهش  هاي حاوي تک طور در مقایسه با آنزیم همین

C169V  وC393H  که در تحقیق قبلی در همین)
گرفت که نتایج  آزمایشگاه تولید شدند) مورد بررسی قرار

  مشاهده است.قابل  ذیلهاي  حاصل در بخش
فاقد  EGIIدر آنزیم  U/mgفعالیت ویژه برحسب 

برابر  EGII-C169V، در آنزیم 9/2620جهش برابر 
و در  3/3178برابر  EGII-C393H، در آنزیم 7/3111

  شد. 9/204آنزیم داراي دو جهش برابر 
هاي متفاوت سوبسترایی  ها در غلظت فعالیت آنزیم

(میکائیلیس  ت آنزیم) و نمودار فعالی7(جدول  بررسی شد
 رسم گردید Gragh Pad Prismافزار  منتن) توسط نرم

  ).11تصویر (
هاي متفاوت بافري بررسی شد  pHها در فعالیت آنزیم

 و C169Vهاي فاقد جهش،  بهینه براي آنزیم pHو 
C393H  4/5و براي آنزیم داراي دو جهش برابر  8/4برابر 

  .دست آمد هب
متفاوت مورد بررسی قرار فعالیت آنزیم در دماهاي 

 C169Vهاي فاقد جهش،  گرفت و دماي بهینه براي آنزیم
و براي آنزیم داراي دو جهش برابر  c 75˚برابر  C393H و

˚c 65  دست آمد. هب  
  

 
 ،فاقد جهش اندوگلوکاناز میآنز 4 تیفعال یبررس مودارن -11تصویر 

 تمتفاو يها غلظت در C393H و C169V ،تیپ داراي دو جهش
  ییسوبسترا

48-60 KD 
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 CMC High viscose1%  با رابطه در ها آن راتییتغ نسبت و اندوگلوکاناز میآنز 4 یمیآنز يپارامترها -7 جدول

Kcat/Km (s.mol.lit)-1  Kcat(s)-1 Km (mol/lit)  Vmax(M/s)  Enzymes  
95/288  1274  409/4  8/354  EGII-wild  
22/344  1032  998/2  3/584  EGII-C169V  
51/375  2/871  320/2  3/410  EGII-C393H  
62/120  5/172  43/1  51/27  EGII-2mutations  

  
ها بررسی  نیمه عمر آنزیمو  میزان پایداري حرارتی

هاي فاقد جهش، داراي دو جهش،  شد و نیمه عمر آنزیم
C169V و C393H در دماي˚c 70 13/4، 34/35ترتیب  هب ،

  دقیقه بود. 61/65 و 18/73
  

  بحث
این تحقیق، انتخاب آنزیم سلولاز  م کار دردو جنبه مه

 .و نیز میزبان بیانی مناسب براي فرایندهاي صنعتی بود
هاي بیانی مختلفی براي تولید صنعتی  تاکنون میزبان

ها  ترین آن اند که مهم ها مورد استفاده قرار گرفته آنزیم
علت قدرت  به Pichia pastorisمخمر  .مخمرها هستند
هاي  العاده در ترشح پروتئین ز توانایی فوقتکثیر بالا و نی

  ).15( شد  خارج سلولی انتخاب
گردید،  انتخاب T.reeseiطور آنزیم سلولاز قارچ  همین

قدرت کاتالیزوري ذاتی بالایی دارد که  ،زیرا این آنزیم
رغم وجود  کند. علی را از سایرین متمایز می  آن

کمک  توان با این آنزیم، می هاي مناسب در ویژگی
هاي  آنزیمی بهتر با قابلیت ،هاي مهندسی پروتئین تکنیک

فعالیت بیشتر  و صنعتی بالاتري نظیر مقاومت حرارتی بالا
تحقیق دو سیستئین آزاد در   ). در طی این16( تولید کرد

طور همزمان به دو آمینواسید  هب 393و  169هاي  جایگاه
واقع آنزیمی داراي  شدند و در  والین و هیستیدین تبدیل

است که   شد. تحقیقات زیادي نشان داده دو جهش تولید
هاي آزاد موجب کاهش پایداري حرارتی  سیستئین

در  Michael Blaberو  Jihun Lee ).17-20( شوند می
هاي آزاد در  دادند با حذف سیستئین  نشان 2009سال 

را   توان پایداري حرارتی آن فاکتور رشد فیبروبلاست می

هایی  هاي آزاد درواقع سیستئین ). سیستئین21( افزایش داد
اند، اما این قابلیت را دارند که با  هستند که تنها مانده

هاي آزاد موجود در همان پروتئین و یا  سایر سیستئین
سولفیدي برقرار کنند و منجر به  ها پیوند دي سایر پروتئین

، بنابراین ها شوند از بین رفتن ساختار و عملکرد پروتئین
توانند باعث کاهش فعالیت آنزیم یا پایداري حرارتی  می

  ).19و  18شوند (
Radha chauhan  نشان داد که تبدیل  2002در سال

موجود در  174و  61هاي  هاي آزاد در موقعیت سیستئین
آنزیم آلکالان فسفاتاز مایکوباکتریال به آلانین باعث 

تئین آزاد موجود در افزایش فعالیت آنزیم، اما تغییر سیس
منجر به کاهش خاصیت  ،به آلانین 176موقعیت 

  ).22( دشو میکاتالیتیکی آنزیم 
Didier Fournier  با تغییر  2002و همکاران در سال

به والین در آنزیم  290یک سیستئین آزاد در موقعیت 
منجر به افزایش پایداري  ،استیل کولین استراز دروزوفیلا

کننده مانند حرارت و اوره به  مل دناتورهآنزیم در برابر عوا
  ).23( برابر میزان اولیه شدند 7/2

Vinh tran  بر روي آنزیم  2009و همکاران در سال
β- د دندا را به تریپتوفان تغییر 221آلانین  ،گالاکتوزیداز

و کاهش میل اتصالی آنزیم به  Kmکه منجر به افزایش 
  ).24( سوبسترا گردید
Helderman دادند که تبدیل سه   اران نشانو همک

شده در جایگاه فعال آنزیم  سیستئین آزاد محافظت
ثیري بر فعالیت أهیالورونات سنتاز به سرین و آلانین ت

  ).25( آنزیم ندارد
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  گیري نتیجه
و جهش ذکرشده در آنزیم ددر این تحقیق 

 شد. طور همزمان ایجاد هب T.reeseiقارچ  IIاندوگلوکاناز 
اراي دو جهش و آنزیم تیپ وحشی یعنی سپس آنزیم د

بیان شدند. در  Pichia pastorisبدون جهش در مخمر 
 آنزیم تیپ وحشی 4هاي بیوشیمیایی  ویژگی ،نهایت

(EGII-Wild)داراي دو جهش ذکرشده ، (EGII-

2mutations)جهش  ، همچنین دو آنزیم داراي تکV169C 
(EGII-169)  وH393C (EGII-393) بلی که در تحقیق ق

 .مورد سنجش قرار گرفت در همین آزمایشگاه بیان شدند،
% 1ها بر روي سوبستراي کربوکسی متیل سلولز  بررسی

عنوان نمونه شاهد درنظر  هانجام شد و آنزیم بدون جهش ب
و  pHتغییري در میزان  ،هاي تکی گرفته شد. ایجاد جهش

آنزیم فاقد جهش و  3وجود نیاورد و هر  هب دماي بهینه
 و 8/4ترتیب  هو دماي بهینه ب pHهاي تکی داراي  جهش

˚c75 که آنزیم داراي دو جهش داراي  باشند، درحالی می
pH  و  4/5و دماي بهینه˚c65 هاي  طور جهش د. همینوب

تکی باعث افزایش فعالیت آنزیم، افزایش پایداري 
حرارتی، افزایش سرعت حداکثر و افزایش میل ترکیبی 

طور همزمان  هاعمال دو جهش ب .آنزیم و سوبسترا شد
 و کاهش پایداري حرارتی باعث کاهش فعالیت آنزیم،

کاهش سرعت حداکثر شد، ولی میل ترکیبی آنزیم و 
جهش و فاقد  هاي داراي تک سوبسترا را نسبت به آنزیم

  جهش افزایش داد.
  

  تشکر و قدردانی
تمامی مراحل این تحقیق در آزمایشگاه 

ي مهندسی انرژي و  دهنانوبیوتکنولوژي، دانشک
هاي نوین، دانشگاه شهیدبهشتی و تحت حمایت  فناوري

است.    ن آزمایشگاه به انجام رسیدهمالی ای
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