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 در باكتري ليپاز كايمريك باسيلوس ترموكاتنولاتوسو تعيين خصوصيات بيان  ،كلونينگ
Escherichia coli  

  2باقر يخچالي و  2سعيد امين زاده ،1غلامرضا مطلب ،*2علي اصغر كارخانه ،1حسين خالقي نژادسيد
  دانشگاه زابل، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي زابل، 1

  مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران، پژوهشگاه ملي  2

  29/7/93 :تاريخ پذيرش  16/10/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

چربي هيدروليز مي  - كه تري آسيل گليسرول ها را در فاز بين آب هيدرولازها هستند β/αليپازهاي باكتريايي عضوي از خانواده 
و  دارد فعاليت 10 تا  8برابر   pHگراد و  رجه سانتيد 60-75 يدما در) BTL2(باسيلوس ترموكاتنولاتوس  باكتري ليپاز .كنند

حاوي توالي توافق شده  كايمريكاين پژوهش ليپاز باسيلوس ترموكاتنولاتوس در . مناسب استفاده در صنعت شوينده مي باشد
 .شد  بيان كلون و E. coliدر باكتري  ، در ناحيه زانوي هسته دوست)207Gly-Glu-Ser-Ala-Gly211(ليپاز قارچ كانديداروگوزا 

همچنين اثر عوامل مختلف از قبيل دما، . گيري شد در حضور سوبستراهاي مختلف اندازه فعاليت آنزيمي ليپاز كايمريك سپس
pH بيشترين  كه آنزيم كايمريك نتايج نشان داد. گرديدبررسي  ، دترجنتها، حلالهاي آلي و يونهاي فلزي بر روي فعاليت آنزيم

در حضور  همچنين فعاليت آنزيم. دارد گراد درجه سانتي 60و دماي ) pH 9.0(، كربنه 4سوبستراي  رفعاليت را در حضو
در  افزايش يافته است 40، توين 20، توين  X-100ي ترايتون دترجنتهاهپتان، متانول و كلروفرم و  - Nهگزان،  -Nي آلي حلالها
  .كايمريك داشتندر فعاليت آنزيم بي فلزي عمدتاً اثر كاهشي يونها كه حالي

 BTL2، كايمريك ليپاز،  E. coli :واژه هاي كليدي

   Bacillus thermocatenulatus lipase 1, BTL1  وBacillus thermocatenulatus lipase 2, BTL2  :اختصارات

  :Karkhane@Nigeb.ac.irالكترونيكي پست،  09124649129 :تلفن ،مسئول نويسنده* 

  قدمهم
واسطه فعاليت در دماهاي ه به حرارت بي مقاوم باكتريها

در شان بالا پتانسيل زيادي براي استفاده از آنها يا محصولات
ي باكتريها). 5( داردصنعت و تكنولوژي آنزيمي وجود 

آميلولايتيك و  آنزيمهاي متنوعي از جمله آنزيمهاترموفيل 
 .ليپازها را بيان مي كنند كه ذاتاً دماي بالا را  تحمل مي كنند

در  به آنها اجازه فعاليت آنزيمهاي اين يژگيهاي شيميايو
  ).7( قليايي را مي دهد pHو بالا يدما

) E.C. 3.1.1.3تري آسيل گليسرول هيدرولازها،(ليپازها 
بخشي از خانواده هيدرولازها هستند كه هيدروليز تري 
-آسيل گليسريدهاي با زنجيره بلند را در حد فاصل آب

 Bacillus باكتري). 2و  3( چربي كاتاليز مي كنند

thermocatenulatus  لودالتونيك 43و  16دو نوع ليپاز  
نامگذاري شده  BTL2و  BTL1كند كه به ترتيب  توليد مي

 جفت نوكلئوتيد تشكيل شده و 2293از  btl2ژن  ).24(اند
 29كند كه  اي را رمز مي اسيدآمينه 417ي ديپپت يپلزنجيره 

. دهد راهنماي آنزيم را تشكيل مياسيدآمينه ابتداي توالي 
اسيدآمينه بوده و وزن مولكولي آن  388ليپاز بالغ داراي 

  ).25( گزارش شده است دالتون لويك 39- 43حدود 

 هايبودن، ويژگي ليپازهاي ميكروبي به دليل چندكاره 
هاي با كاربردي و توليد آسان آنها، گروه مهمي از آنزيم
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اين گروه از . شوندمحسوب مي  ارزش بيوتكنولوژي
و اختصاصي  خاص ويژگيهاي آنزيميبا توجه به آنزيمها 

بسيار  مختلف بودن سوبسترايشان براي كاربردهاي صنعتي
   ).11و  8( هستند مناسب

ليپازها در صنايع مختلف از جمله صنايع غذايي، شوينده 
ها، توليدات دارويي، چرم، پارچه، لوازم آرايشي، و كاغذ 

اشريشياكلي يكي از ). 13و  12، 17(كاربرد دارند
 زيرا معروفترين ميزبانها در توليد پروتئينها نوتركيب است

همچنين . است شناخته شدهژنتيكي آن بخوبي ويژگيهاي 
و توانايي سهولت ترانسفورماسيون واسطه ه اشريشياكلي ب

يسه با پروتئين و رشد خيلي سريع در مقا فراوان توليد
نه مناسبي براي توليد پروتئينهاي گزيسلولهاي پستانداران 

بيان بالاي ژنهاي نوتركيب  .نوتركيب محسوب مي شود
اينكلوژن (ي غيرفعال پروتئينهااغلب منجر به شكل گيري 

 كايمريكي پروتئينهاشود كه در اين صورت  مي) بادي
 راييآبازو به دنبالش  اسيونهاي دناتورفرآيندفعال توسط 

  ).4(يدآمي به دست  )Refolding(ساختمان مجدد 

، آنزيمها با توجه به كاربرد صنعتي و ارزش اقتصادي 
بيان و تغيير خصوصيات آنها با هدف افزايش  كلونينگ،

اين تحقيق، از هدف ميزان توليد ضروري است لذا، 
باسيلوس  كايمريكبيان ژن ليپاز  كلونينگ و

عيين خصوصيات و ت E. coli در باكتريترموكاتنولاتوس 
  .ي باشدآن م

  مواد و روشها
پلاسميد : در وكتور كلونينگ ليپاز كايمريككلونينگ ژن 

pKYM.E اين پلاسميد (حاوي ژن ليپاز كايمريك  نوتركيب
مي ليپاز كايمريك باسيلوس ترموكاتنولاتوس  ژن حاوي
تهيه در مخمر توسط حسيني و همكارانش  قبلاً كه باشد

تكثير ژن ليپاز الگو براي  DNAبه عنوان  ،)12()شده بود
 با سپس ژن ليپاز كايمريك .گرديداستفاده  كايمريك
  :و برگشت ذيل تكثير شد رفت هايآغازگر

-5( پرايمر رفت - 

GATGGCCATGGCGGCATCCCCACG-3, Mlu 

NΙ(KK.F    

-5(پرايمر برگشت  - 

TGAGCTCATCATCCCTTCATTAAGGC-3, Sac 

I(KK.R 

-pGEM دپلاسمي ،كايمريكژن ليپاز  براي همسانه سازي

5zf با آنزيمEco RV ژن ليپاز كايمريك سپس  ،خطي شد
پس از . شد قرار داده با آنزيم ليگازپلاسميد خطي شده  در

ليپاز  كايمريكهمسانه سازي پلاسميدهاي حامل ژن 
 E. coliي مستعد باكتري سلولهابه  )pGKKM.Eپلاسميد (

– روي محيط كشت بر باكتريها. منتقل شدند DH5α سويه

LBحاوي ارگآX-gal/IPTG و آمپي سيلين µg/ml100 
براي اطمينان از ورود قطعه مورد نظر به  .رشد داده شدند

و هضم آنزيمي با استفاده از  PCRپلاسميد آزمونهاي 
 تأييدهمچنين براي . انجام شدSac I و Mlu NΙي آنزيمها

صحت توالي ژن كايمريك و وجود جهش در ناحيه زانوي 
توالي يابي   pGKKM.Eد نوتركيب پلاسمي ،هسته دوست

   .شد

از : بيانيكلونينگ ژن ليپاز كايمريك در وكتور 
. براي بيان ليپاز كايمريك استفاده شد pET-26b(+)پلاسميد

 Mluيآنزيمهابا  pGKKM.E براي اين كار ابتدا پلاسميد

NΙ و Sac I ژل  از كايمريك برش داده شد و ژن ليپاز
نيز  pET-26b(+) پلاسميد ينهمچن .آگارز استخراج گرديد

برش داده شد، سپس ژن ليپاز كايمريك با  فوق يآنزيمهابا 
همسانه pET-26b (+)استفاده از آنزيم ليگاز در وكتور بياني 

 .نامگذاري شد pTKKM.Eو پلاسميد جديد  سازي شد
 E. coli ي مستعدباكتريهابه   pTKKM.Eپلاسميد هاي 

– ي محيط كشتروو  ترانسفورم شدند DH5α سويه

LB30(كانامايسين  حاوي گارآ µg/ml(و  رشد داده شدند
گراد قرار  درجه سانتي 37رمخانه ساعت در گ 16مدت 

استخراج از كلنيهاي تشكيل شده پلاسميد  سپس. ده شددا
و هضم آنزيمي با  PCRگرديد و صحت كلونينگ با  



 1394، 2، شماره 28جلد                                          )                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

204 

 تأييدپس از . انجام شدSac I  و Mlu NΙي آنزيمها
 به باكتري مستعد pTKKM.Eپلاسميد نوتركيب كلونينگ 

E. coli سويه pLys S ترانسفورم شد.  

 Plysسويه  E. coli باكتري : E. coliبيان ليپازكايمريك در

S  كايمريك پلاسميدحاوي pTKKM.E  كشتدر محيط  
LB  كانامايسين (مايع µg/ml30( سانتي درجه  37در دماي
سپس . ت داده شدساعت كش 16به مدت  rpm 200و  گراد

درصد  5تا غلظت مايع  LB به محيط كشت جديد باكتريها
محيط  )OD600(دانسيته نوري  رسيدن از بعد. تلقيح شدند

 0,5محيط كشت تا غلظت نهايي  ،4/0د به حدو كشت
 30در انكوباتور  و تمام شب القاء شد IPTG ميلي مولار

 پسس .قرار داده شد rpm150 با دور  سانتي گراددرجه 
 وداده  دقيقه رسوب10به مدت  rpm  7000دور با سلولها
تست پارانيترو و  SDS-PAGE رسوب آن با  رويي و مايع

مورد كايمريك بيان ليپاز  تأييدبراي  )PNPP(پالميتات فنيل 
  ).9( بررسي قرار گرفتند

با : محلول سازي اينكلوژن بادي و بازآرايي ساختمان
 )با تغييرات جزئي(رانش و همكا كلاركاستفاده از روش 

و ) اينكلوژن باديها ( ي نامحلولپروتئينهامحلول سازي 
 براي اين كار ابتدا .)6(بازآرايي ساختمان آنها انجام شد

مولار و بافر فسفات حل  8ه اور درنامحلول  كايمريكليپاز 
 100تريس (ساختمان آنها در بافر ريفولدينگ سپس و شد

ميلي  100گليسين  ،ميلي مولار 100نمك طعام  ميلي مولار،
 )ميلي مولار 5دي تيو تريتول  درصد، 5گليسرول  مولار،

  .بازآرايي گرديد

: كايمريكخالص سازي و تعيين خصوصيات پروتئين 
در ، تفاوت چشمگير تعويض يوني كروماتوگرافياساس 

فرضي  pHعلامت و بزرگي شارژ الكتريكي مولكولها در 
ليمر سنتتيك شامل گروههاي ستون آن از يك پ. مي باشد

كايمريك خالص سازي پروتئين  .باردار تشكيل شده است
تعويض رزين  تعويض يوني با از طريق كروماتوگرافي

 سپس .انجام شد pH6.8 در)واتمن DE52(يوني
 هايpH ليپاز در شرايط متفاوت دمايي و خصوصيات

و يونهاي   هاترجنتدي آلي، حلالهامختلف و نيز در حضور 
 بررسي )(pH 8.5و  سانتي گراددرجه  55در دماي  زيفل

تجزيه و تحليل  SPSSافزار آماري  ها با نرم تمام داده شد، و
 .گرديد

  نتايج و بحث
در وكتور هاي كلونينگ  كايمريكليپاز همسانه سازي 

در گرديد و  تكثير PCRتوسط  كايمريكژن ليپاز : وبياني
بعد  ).، الف1شكل(همسانه سازي شدpGEM-5zf  پلاسميد

، 1شكل(PCRاز طريق آزمونهاي  همسانه سازي تأييداز 
 كايمريكژن  .و توالي يابي )، د1شكل(، هضم آنزيمي)ج

ي محدود آنزيمهابا  pGKKM.E نوتركيب  در پلاسميد
در  كايمريكژن برش داده شد، سپس  Sac Iو  Mlu NΙاثر

شد قرار داده  آنزيمهاوكتور بياني برش داده شده با همين 
  ).، ب1شكل).(pTKKM.Eپلاسميد نوتركيب (
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پلاسميدهاي  -4و3ستون  ).pGEM-5zf (كنترل منفي پلاسميد -2ستون). DNA )1 kbماركر وزن مولكولي -1ستون :الف  -1شكل  
سميد هاي پلا -5 و 4 ،3ستون  .(+) pET-26b پلاسميدكنترل منفي -2ستون. DNAماركر وزن مولكولي -1ستون  :ب . pGKKM.Eنوتركيب

  -1ستون  :تأييد صحت كلونينگ  PCRالكتروفورز محصول :ج  . pTKKM.Eپلاسميد نوتركيب - 6ستون .(+) pET-26bاستخراج شده بدون قطعه
الكتروفورز محصول برش آنزيمي پلاسميد نوتركيب  :د .pGKKM.Eنوتركيب   كلني  PCRمحصول -2  ستون). DNA  )1 kbماركر وزن مولكولي

pGKKM.E:  ماركر وزن مولكولي  -1ستونDNA  )1 kb(. برش خورده با آنزيمهاي  پلاسميد  -2  ستونMlu NΙ  وSac I. 

براي بيان پروتنئن : بيان و خالص سازي ليپاز كايمريك
پلاسميد . استفاده شدpET-26b كايمريك از حامل بياني 

سويه  E. coli ي مستعدباكتريهابه  pTKKM.Eنوتركيب 
pLysS سپس بيان پروتئين كايمريك با  گرديد، فورمترانس

كه بيشترين ي از آنجاي. بررسي شد SDS-PAGE استفاده از

حجم بيان در رسوب و به صورت اينكلوژن بادي ديده 
محلول سازي اينكلوژن باديها و بازآرايي ساختمان آنها . شد

خالص سازي پروتئين كايمريك ). ، الف2شكل ( انجام شد
 (روماتوگرافي تعويض يوني با رزين با استفاده از ك

DE52ب2شكل(انجام شد )واتمن ،.(  

  
پروتئين تام (كنترل منفي -1 ستون .ماركر وزن مولكولي پروتئين -MستونSDS-PAGE. مطالعه بيان ليپاز كايمريك با استفاده از ژل : الف -2شكل 

 - 1ستون .ماركر وزن مولكولي پروتئين -Mستون: ب. IPTG بعد از القاء با  يي نامحلول موجود در رسوب شوك اسمزپروتئينها - 2 ستون). باكتري 
 .بعد از تخليص ليپاز كايمريك - 3ستون  .ي نامحلول موجود در رسوب شوك اسمزي باكتريپروتئينها - 2ستون ). پروتئين تام باكتري (كنترل منفي

اندازه گيري فعاليت : ليپاز كايمريكبررسي خصوصيات 
اخت س( pH-ststدستگاه طريق از كايمريك ازآنزيمي ليپ

درمرحله بعد  .شد انجام تكرار بارو با سه  )متروم شركت
 5در سطح معني داري SPSS افزار آماري  ها با نرم تمام داده

نمودار ميانگين  سپس .درصد تجزيه و تحليل گرديد
 Excelافزار  در شرايط مختلف با نرم كايمريكفعاليت ليپاز 

 .گرديد تهيه 2013

ويژگي سوبسترايي : مطالعه بررسي ويژگي سوبسترايي
آسيل  در حضور سوبستراهاي تري كايمريك ليپاز

 pHكربنه در  18تا  4گليسرولي با زنجيره هيدروكربني 

 .Bليپاز  .گيري شد اندازه سانتي گراددرجه  55، دماي 8.5

thermocatenulatus  3و  1بيشتر پيوند استري بين ناحيه 
نتايج نشان داد كه . گليسريد را هيدروليز مي كندتري 

در  همانند آنزيم طبيعي كايمريك آنزيمبيشترين فعاليت 
كه توسط  است )تري بوترين( كربنه 4سوبستراي  حضور

نيز گزارش ) Rakshit  )2003 و Hakiساير محققين نظير 
در فعاليت كاتاليزي ليپازها  .)14()الف ،3شكل (شده است 

كه در  ،درپوش علاوه بر جايگاه فعال آنزيم بخشي به نام
ثر است و در دسترسي ؤنيز ماكثر ليپازها وجود دارد، 

بخش ديگر كه در . جايگاه فعال نقش داردسوبسترا به 
 آنيون است فعاليت كاتاليزي ليپازها نقش دارد حفره آكسي
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طي واكنش كاتاليز هايي كه در كه در پايدار كردن حدواسط
  ).10( د، نقش بسار مهمي داردگردن تشكيل مي

هاي  pHتأثير : بر فعاليت ليپاز كايمريك pH مطالعه اثر
در حضور ليپاز كايمريك   بر فعاليت آنزيم 5.9 و 9 ،5.8، 8

 8آسيل گليسرولي با زنجيره هيدروكربني  سوبستراي تري
 .اندازه گيري شد سانتي گراددرجه  60دماي كربنه در 

قليايي  هاي pH به سمت pH نتايج نشان داد با افزايش
ين بيشتر  pH 9.5فعاليت آنزيم نيز افزايش يافت و در

  ).ب ،3شكل ( فعاليت را از خود نشان مي دهد

قليايي از  هاي pHداشتن فعاليت و پايداري بهينه در 
ويژگيهاي مهم ليپازهاي است كه به عنوان افزودني و 

مي تواند   pHتغييرات. مي شوندشوينده ها استفاده  كاتاليز
. اثر بگذارد آنزيمهاكرد، پايداري و حلاليت بر ساختار، عمل

ي مورد استفاده در آنزيمهاعموماً ليپازها و ديگر 
فرمولاسيون شوينده ها بايد به شرايط قليايي مقاوم باشند 

شوينده هاي ماشين لباسشويي در  pHبه دليل آنكه معمولاً 
  ).1( است 9-11محدوده 

 45تأثير دماهاي  :عاليت ليپاز كايمريكف بر دما راثمطالعه 
كايمريك  بر فعاليت آنزيمي ليپاز سانتي گراددرجه  65تا 

آسيل گليسرولي با زنجيره  در حضور سوبستراي تري
با افزايش  .گيري شد اندازه pH 9.0كربنه در  8هيدروكربني 

درجه فعاليت ليپاز كايمريك افزايش و در  60به  40دما از 
، نزيم كاهش يافتفعاليت آ سانتي گراددرجه  65دماي 

درجه بسيار ملموس بوده، كه  60افزايش فعاليت در دماي 
تسهيل  حفره اكسي آنيون ، تشكيلاحتمالاً در نتيجه جهش

. فعال آنزيم شده است افزايشو همين امر سبب  شده
  ).ج ،3شكل (

دماي بهينه براي يك آنزيم ثابت نيست و مي  به طور كلي
ر مهاركننده و روش تواند طبق خلوص و سوبسترا، حضو
  ).23(مورد استفاده براي تحليل متفاوت باشد

ر بررسي به منظو: ليپاز كايمريك بررسي پايداري حرارتي
و  45، 30، 15، 0به مدت  كايمريك پايداري حرارتي، ليپاز

. قرار داده شد سانتي گراددرجه  60دقيقه در دماي  60
سانتي ه درج 55سپس فعاليت باقيمانده ليپازها در دماي 

گيري  اندازهpH 9.0  در كربنه 8در حضور سوبستراي  گراد
با افزايش  مشخص شد كه در بررسي پايداري حرارتي .شد
كاهش يافت و  كايمريك آنزيم فعاليت انكوباسيون، زمان

بعد از گذشت يك ساعت از زمان انكوباسيون آنزيم هنوز 
  .درصد فعاليت خود را حفظ كرده است 50بيش از 

پايداري احتمالاً ناشي از افزايش پايداري آنزيم  ميزاناين 
بر اثر جهشهاي اعمال شده به دليل اندركنش بهتر 

هاي ناحيه زانوي هسته دوست با ساير  اسيدآمينه
  ).د ،3شكل ( ها است اسيدآمينه

: ليپاز كايمريك ي فلزي بر فعاليتيونهابررسي اثر 
ساعت قرار  پس از يك كايمريك ليپازفعاليت باقيمانده 

يونهاي فلزي در  مولار ميلي گرفتن در مجاورت غلظت يك
pH 9.0 شكل (گيري شد اندازه سانتي گراددرجه  55، دماي

را  آنزيمهاي فلزي فعاليت كاتاليزي يونها معمولاً .)ح ،3
براي حفظ ساختمان  آنزيمهابسياري از . تغيير مي دهند
ور كلي فعاليت به ط. ي فلزي نياز دارنديونهافعال خود به 

  و Hg2+  ، Ni2ي فلزات سنگين مثليونهاحضور  ليپاز در

Sn2+ حالي كه به ميزان قابل توجهي مهار مي شود در
كمي نشان  اثر بازدارندگي +Zn2و+Mg2 فلزي مثل  يونهاي

كارخانه و همكارانش نيز كاهش فعاليت ليپاز  ).18(دهند مي
BTL2  آنزيمي در در حضور يون كلسيم و افزايش فعاليت

  ).19( را گزارش كردند  +Kو  +Naحضور يونهاي 

كاهش فعاليت آنزيم نشان داد كه  اين تحقيق همچنين نتايج
 +Mg2ييونهانسبت به  +K و +Fe3 درحضور  كايمريكليپاز 

همچنين آنزيم در حضور . بسيار ملموس است +Ca2و
EDTA درصد فعاليت خود را حفظ كرده است 60 حدود. 
 همچنين ي فلزي مهار مي شونديونهااز ها با بيشتر ليپ
EDTA  ي يونهااثر مهار كننده بر روي ليپاز دارد وCa2+  
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 كنندرا مهار  EDTA مي تواند غير فعال شدن ليپاز با 
ي فلزي و نمكها اهميت ويژه اي يونهابه طور كلي  ).20(

به جايگاه هاي   يونهااين . در پايداري دمايي آنزيم دارند
نقش  خاصي روي سطح مولكول متصل شده و اتصالي

  . ساختاري دارند

 ليپاز: ليپاز كايمريك ي آلي بر فعاليتحلالهابررسي اثر 
 30به مدت يك ساعت در مجاورت محلولهاي  كايمريك

هپتان، متانول و كلروفرم  -Nهگزان،  -Nدرصد استون، 
ضور سپس فعاليت باقيمانده ليپاز در ح. قرار داده شد

 سانتي گراددرجه  60، دماي pH 9.0كربنه در  8سوبستراي 
ثر بر فعاليت ؤاز عوامل م ).خ ،3شكل (گيري شد اندازه

افزايش فعاليت ليپاز در محيط . ي آلي هستندحلالهاليپازها 
به علت تشكيل فرم باز يا حلال آلي نسبت به محيط آبي 

ر جايگاه فعال آنزيم است كه سبب به دام افتادن سوبسترا د
  ).22( فعال آنزيم مي گردد

 Quyen  پروپانول به طور  -2گزارش كرد كه متانول و
جزئي و استون به ميزان بيشتري فعاليت ليپاز باسلوس 

و  Luisaهمچنين ). 22(مي دهدترموكاتنولاتوس را كاهش 
همكارانش گزارش كردند كه افزايش متانول و استون با 

باعث كاهش جزئي  BTL2درصد به ليپاز  30غلظت 
فعاليت آنزيم شده است اما چنانچه زمان انكوباسيون به 
بيش از يك ساعت افزايش يابد ميزان اين كاهش قابل 

 اين تحقيق نيز نتايج نشان داد كهدر  .)21(توجه خواهد بود
هپتان، متانول و  -Nهگزان،  -N ،ي آليحلالهاهمه 

، ت آنزيميبه استثناي استون سبب افزايش فعالي كلروفرم
  .شدند ليپاز كايمريك

ليپاز : كايمريك بر فعاليت ليپاز دترجنتهابررسي اثر 
غلظت يك به مدت يك ساعت در مجاورت  كايمريك

و  SDS، 80، توين 40، توين 20هاي توين دترجنتدرصد 
در  سپس فعاليت ليپاز. قرار داده شد  X- 100 ترايتون

 55، دماي pH 9.0كربنه كربنه در  8حضور سوبستراي 
نيز بر فعاليت  دترجنتها. گيري شد اندازه سانتي گراددرجه 

ليپازها موثر بوده و قادر به افزايش يا كاهش فعاليت ليپاز 
، توين X- 100ترايتون در اين پژوهش دترجنت . هستند

افزايش فعاليت معني دار  80براي توين ( 40توين و ، 20
 SDSكه  در حاليرا افزايش فعاليت ليپاز كايمريك ) نبود

  ). ر ،3شكل (داد كاهشفعاليت آنزيم كايمريك 

 X- 100ترايتون افزايش فعاليت ليپاز كايمريك در حضور 
را مي توان به نقشي كه اين دترجنت در باز شدن تجمعات 

زيرا ليپاز باسيلوس . نستبط داترمليپاز دارد 
ترموكاتنولاتوس تمايل زيادي براي تشكيل توده هاي 

توين ها نيز حلاليت  ).16(ي فعاليت آنزيمي داردابزرگ دار
سوبسترا را افزايش داده و از اين طريق سبب افزايش 
 فعاليت آنزيم مي شوند و نيز كاهش فعاليت در حضور

SDS  احتمالاً ناشي از اثر نامطلوب اين دترجنت بر
  ).15(ن مي باشديساختمان دوم و سوم پروتئ

اي بزرگ ناشي از اندركنش ه تمايل ليپاز براي تشكيل توده
گريز ليپاز است تشكيل اين  بين مولكولي نواحي آب

به طور . گردد ها سبب كاهش فعاليت آنزيمي ليپاز مي توده
كلي جهشهاي ايجاد شده احتمالاً از طريق تسهيل استقرار 

 ، تسهيل تشكيل حفره اكسي انيونسوبسترا در جايگاه فعال
ين آنزيم و سوبسترا باعث همچنين افزايش ميزان اتصالات ب

افزايش فعاليت ليپاز در حضور سوبستراهاي مختلف، و 
، دترجنتها(افزايش پايداري آنزيم در مقابل عوامل مختلف 

هاي مختلف شده pH ، دما و )آلي، يونهاي فلزي يحلالها
  .است

. بررسي شد MSTATCبا نرم افزار آماري ضمنا تمام نتايج 
دار در سطح يك درصد نتايج آماري اختلاف معني 

)P<0.01(ييد كردأرا ت.   
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 :ج. هاي مختلف pHدر  كايمريكليپاز   ميانگين فعاليت آنزيم :ب. در حضور سوبستراهاي مختلف كايمريكميانگين فعاليت ليپاز  :الف  -3شكل 
ميانگين فعاليت ليپاز : ح. در حضور حلالهاي مختلفريك كايم ميانگين فعاليت ليپازهاي نوتركيب :د. در دماهاي مختلفميانگين فعاليت ليپاز كايمريك 

در  ليپاز كايمريكميانگين فعاليت  :ر. در مدت زمانهاي مختلفليپاز كايمريك ميانگين فعاليت باقيمانده  :خ .در حضور يونهاي فلزي مختلفكايمريك 
اندازه گيري شد و نتايج آماري  9برابر با  pHدرجه سانتي گرادو  55در دماي  PH-Statفعاليتهاي آنزيمي با دستگاه  ضمناً .حضور دترجنتهاي مختلف

  .ييد كردأاختلاف معني دار در سطح يك درصد را ت

نزيم آو پايداري اين با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيق 
لي، دترجنت و آ، حلال pHدر حضور عوامل مختلف نظير 

زيم نآيونهاي فلزي و همچنين تحمل دماي مناسب، اين 

كانديد مناسب براي استفاده در صنايع شوينده و حتي 
  .صنايع چرم مي باشد
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Abstract 

Bacterial lipases are members of α/β hydrolase family that hydrolyzed triacylglycerol at 
the water- lipid interface. Bacillus thermocatenulatus lipase 2 (BTL2) is a 
thermoalkalophilic lipase that shows optimal activity at 60–75 oC and pH 8–10. BTL2 is 
an important research target because of its potential industrial applications. At the 
present study chimeric Bacillus thermocatenulatus lipase contain the consensus 
sequence of Candida rugosa lipase (207Gly-Glu-Ser-Ala-Gly211) at the nucleophilic 
elbow region was cloned and expressed in E. coli as secretion protein. Finally, Catalytic 
activity of chimeric lipases was evaluated at presence of various triglycerides as 
substrates and the effects of different parameters such as temperature, pH, detergents, 
organic solvents and metal ions were evaluated on chimeric enzyme activity using a pH-
stat assay. The results showed that the chimeric enzyme is most active to C4 substrate, 
(pH 9.0) and 60 oC. As well as enzyme activity has increased in the presence of organic 
solvents, N-Hexane, N-heptane, methanol, chloroform and detergents such as Triton X -
100, Tween 20, Tween 40.  Also, metal ions, respectively decreased general effect on 
the enzyme activity in chimeric lipase. 

Key words: E. coli, BTL2, chimeric lipase, cloning 


