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Increasing Thermal Stability of Saccharomyces cerevisiae 
Recombinant Protein Invertase by Site-directed Mutagenesis

[1] Invertase and its applications - a brief review [2] Subunit structure of external 
invertase from Saccharomyces cerevisiae [3] Comparative properties of amplified 
external and internal invertase from the yeast SUC2 gene [4] Enzyme technology [5] 
Heterologous protein production using the Pichia pastoris expression system [6] pastoris 
expression system [7] Expression and regulation of xenobiotic-metabolizing cytochrome 
P450 (CYP) enzymes in human lung [8] Mutational analysis of betaCOP (Sec26p) identifies 
an appendage domain critical for function [9] Electroporation of Pichia pastoris [10] 
Expression of endoglucanases in Pichia pastoris under control of the GAP promoter [11] 
A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of ‎protein 
utilizing the principle of protein-dye binding [12] Silver staining of proteins in 
polyacrylamide gels [13] Potential and utilization of thermophiles and thermostable 
enzymes in biorefining [14] Developments in industrially important thermostable 
enzymes: A review [15] Thermostable enzymes for industrial applications [16] The three-
dimensional structure of invertase (beta-fructosidase) from Thermotoga maritima 
reveals a bimodular arrangement and an evolutionary relationship between retaining and 
inverting glycosidases

Aims Invertase is an enzyme that is widely used in industries. The main source of industrial 
production of invertase is yeast Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae). Increasing thermal 
stability makes an important contribution to improving productivity in related production. 
The aim of this study was increasing thermal stability of Saccharomyces cerevisiae recombinant 
protein invertase by site-directed mutagenesis.
Materials & Methods In the present experimental study, using invertase enzyme from 
thermophilic bacteria, Thermotoga maritima as template, it was decided to replace the 
threonine 345 and asparagine 349 amino acid with alanine, using site-directed mutagenesis 
and in Pichia pastoris, cloning was performed with the SOEing polymerase chain reaction. 
The activity of natural and mutant recombinant invertase enzymes at different temperatures, 
different pHs, stability duration, and thermal-performance stability, and Michaelis–Menten 
kinetics were drawn.
Findings The thermal-structural stability of the natural and mutant invertease enzymes at 
55°C showed that the mutant enzyme had a higher thermal stability at 55°C compared with 
the natural enzyme. Both natural and mutant enzymes exhibited a similar trend in functional 
stability. Reduction of Km and increase of Vmax in sucrose substrate and 5-fold increase in Kcat/
Km ratio of mutant enzyme was observed.
Conclusion Site-directed mutagenesis has no negative effect on the amount of production 
as well as the secretion of recombinant protein invertase and increases enzyme activity. The 
mutant enzyme has a higher structural stability than the natural enzyme without altering its 
functional stability.

A B S T R A C TA R T I C L E    I N F O

Article Type
Original Research

Authors
Arjmand S.1 PhD, 
Ghobadi L.1 MSc, 
Ranaei-Siadat S.O.*1 PhD, 
Sefidbakht Y.1 PhD, 
Farzaneh F.1 MSc

 Keywords  Invertase; Pichia pastoris; Thermal stability; Site-Directed Mutagenesis 

*Correspondence
Address: Protein Research Center, 
Shahid Beheshti University, Tehran, 
Iran. Postal code: 1983969411
Phone: +98 (21) 22431782
Fax: +98 (21) 22434500
o_ranaei@sbu.ac.ir

1Protein Research Center, Shahid Be-
heshti University, Tehran, Iran

Article History
Received: June 17, 2016    
Accepted: December 7, 2016     
ePublished: September 22, 2018

How to cite this article
Arjmand S, Ghobadi L, Ranaei-Si-
adat S.O, Sefidbakht Y, Farzaneh  
F. Increasing Thermal Stability of 
Saccharomyces cerevisiae Recom-
binant Protein Invertase by Site-
directed Mutagenesis. Modares Jo-
urnal of Biotechnology. 2018;9 
(3):339-345.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0974694313002934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/325007
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3902817
https://books.google.com/books?id=x13NiCGHMt8C&dq=Enzyme+technology&source=gbs_navlinks_s
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15704221
http://en.cnki.com.cn/Article_en/CJFDTotal-WSWX200304011.htm
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19918887
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18211691
http://bit.ly/2K66SHc
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24742273
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269776905273
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269781901792
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1851020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12676497
https://link.springer.com/article/10.1007/BF01578757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14973124
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68043324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/2024330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68016297
http://www.daneshafarand.ir/index.php%0D


 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  ساره ارجمند ۳۴۰

  ۱۳۹۷ تابستان، ۳، شماره ۹دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تیدانشگاه ترب یفناور ستیز

 نورتازیا بینوترک نیپروتئ یحرارت یداریپاافزایش 
های  جهش جادیبا ا هیزیسرو سسیساکاروما

  مندهدف
  

  PhD ساره ارجمند
  رانیتهران، ا ،یبهشت دیدانشگاه شه ن،یپروتئ قاتیمرکز تحق

  MSc یقباد لایل
  رانیتهران، ا ،یبهشت دیدانشگاه شه ن،یپروتئ قاتیتحق مرکز
  PhD *ادتیس ییرعنا دیدامیس

  رانیتهران، ا ،یبهشت دیدانشگاه شه ن،یپروتئ قاتیمرکز تحق
  PhD دبختیسف ییحی

  رانیتهران، ا ،یبهشت دیدانشگاه شه ن،یپروتئ قاتیمرکز تحق
  MSc فاطمه فرزانه
   رانیتهران، ا ،یبهشت دیدانشگاه شه ن،یپروتئ قاتیمرکز تحق

  
  چکيده
صورت گسترده در صنایع مورد استفاده قرار  اینورتاز آنزیمی است که به اهداف:
ساکارومایسس سرویزیه گیرد. منبع اصلی تولید صنعتی آنزیم اینورتاز مخمر  می

وری در  است. افزایش پایداری حرارتی در این آنزیم کمک مهمی به افزایش بهره
 پروتئین حرارتی پایداری هدف پژوهش حاضر افزایش خواهد کرد.تولید مربوطه 

  هدفمند بود. های جهش ایجاد با سرویزیه ساکارومایسس اینورتاز نوترکیب
در پژوهش تجربی حاضر، با الگوقراردادن آنزیم اینورتاز باکتری ها:  مواد و روش
های  منظور افزایش پایداری حرارتی، اسیدآمینه به ترماتوگا ماریتیماگرمادوست 

 سرویزیه ساکارومایسسدر ژن پروتئین اینورتاز  ۳۴۹و آسپارژین  ۳۴۵ترئونین 
 پیکیا پاستوریسزایی هدفمند با آلانین جایگزین و در مخمر  با روش جهش

فعالیت  انجام شد. SOEing پلیمراز ای زنجیره سازی با واکنش همسانه
های pHدماهای مختلف، یافته در  نوترکیب اینورتاز طبیعی و جهشهای  آنزیم

و نمودار گیری  اندازه عملکردی -حرارتی پایداری و پایداری زمان مختلف، مدت
  رسم شد. منتن - میکائیلیس

یافته اینورتاز در  های طبیعی و جهش ساختاری آنزیم - پایداری حرارتیها:  یافته
نسبت به آنزیم  ºC۵۵یافته در دمای  جهشنشان داد که آنزیم  ºC۵۵دمای 

 دریافته  هر دو آنزیم طبیعی و جهششت. طبیعی پایدرای حرارتی بالاتری دا
 در Vmaxو افزایش  Kmکاهش . دادندپایداری عملکردی روند مشابهی را نشان 

دیده یافته  در آنزیم جهش Kcat/Kmبرابری نسبت ۵سوبسترای ساکاروز و افزایش 
  شد.
 و تولید میزان روی منفی اثر هیچ شده اعمال های هدفمند جهش گیری: نتیجه

 آنزیم فعالیت افزایش باعث ندارد و اینورتاز نوترکیب پروتئین ترشح همچنین
یافته نسبت به آنزیم طبیعی، پایداری ساختاری بالاتری  شود. آنزیم جهش می

  جاد کند.دارد، بدون این که تغییری در پایداری عملکردی آن ای
  هدفمند ییزا جهش ،یحرارت یداریپا س،یپاستور ایکیپ نورتاز،یا ها: کلیدواژه

  
  ۲۸/۰۳/۱۳۹۵ تاريخ دريافت:
  ۱۷/۰۹/۱۳۹۵ تاريخ پذيرش:
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  مقدمه
هیدرولازها  های متعلق به خانواده گلیکوزیل اینورتاز یکی از آنزیم

نمایند.  فروکتوز تبدیل می - Dگلوکز و  –Dاست که سوکروز را به 
سوکروز بوده اما محدوده اثر  ،سوبسترای اختصاصی این آنزیم

وسیع اینورتاز و انواع سوبستراهای طبیعی آن باعث شده است تا 
در چند دهه اخیر استفاده صنعتی این آنزیم مورد توجه قرار 

، استفاده از آن ترین کاربردهای آنزیم اینورتاز . یکی از مهم[1]بگیرد
های شیمیایی در صنایع  جای استفاده از روش در هیدرولیز قندها به

پزی،  مختلف از جمله صنایع غذایی، داروسازی، صنعت شیرینی
نانوایی، تولید شکلات و همچنین تولید بیواتانول صنعتی است. 

تواند منجر به افزایش  پذیربودن آنزیم می بودن و تجزیه غیرسمی
میت محصولات، کاهش محصولات جانبی و تسهیل یفیت و کک

  سازی شود. های خالص روش

های  طور گسترده در طبیعت توسط میکروارگانیزم آنزیم اینورتاز به
طور معمول سویه تجاری رایج مورد  شود، اما به مختلف تولید می

 Saccharomyces)ساکارومایسس سرویزیه استفاده در صنعت از 
cerevisiae)  شود، استخراج  نانوایی نامیده میکه مخمر

سلولی تولید  سلولی و خارج . این مخمر اینورتازهای داخل[1]شود می
پلاسمیک گلیکوزیله  سلولی، یک پروتئین پری . نوع خارج[2]کند می

. [3]و نوع دیگر، یک پروتئین سیتوزولی غیرگلیکوزیله است
های  ها توسط ایزوفرم مشخص شده است که هر دوی این آنزیم

. براساس میزان بیان، نوع [4 ,3]شوند کد می (suc2)مختلف یک ژن 
تر بوده و از نظر تولید و استفاده  بیشتر و قابل توجه ،پلاسمیک پری

منظور افزایش میزان تولید این آنزیم  . به[3]تر است در صنعت رایج
های تولید  توان از روش های متعاقب می برای کاهش هزینه
همچنین با  .هایی با کارآیی بالا استفاده کرد نوترکیب در میزبان

منظور تغییر  توان از مهندسی ژنتیک به توجه به نیاز هر صنعت می
 ساختار و خصوصیات این پروتئین بهره برد. 

یک  ،(Pichia pastoris)پیکیا پاستوریس مخمر متیلوتروف 
های  بسیار موفق برای تولید انواع گوناگونی از پروتئینسیستم 

برای  پیکیا پاستوریستاکنون، از  ۱۹۸۴هترولوگ است. از سال 
پروتئین خارجی استفاده شده است. این مخمر  ۳۰۰تولید نزدیک به 

را کردن متانول  قابلیت متابولیزه ،دوست صورت یک مخمر متیل به
کارگیری  . چند عامل در بهداردفرد  عنوان یک منبع کربن منحصربه به

توان به  اند که از جمله می نقش داشته پیکیا پاستوریسفراگیر 
، توانایی بالا در پذیرش پایدار یک یا چندین نسخه از (AOX1) ۱اکسیداز  استفاده از پروموتر بسیار قوی و قابل تنظیم الکل

های اختصاصی ژنوم و توانایی رشد تا  کانپلاسمیدهای بیانی در م
  .[6 ,5]های بسیار بالا در فرمانتور اشاره کرد چگالی

کارگیری اینورتاز در  از آنجایی که یکی از معیارهای اصلی در به
پایداری حرارتی در مراحل مختلف صنعتی است و با  ،صنایع غذایی

صنعتی،  دما در فرآیندهای ºC۱۰توجه به این اصل که افزایش هر 
دهد، مسلماً آنزیمی با  برابر افزایش می۲میزان انجام واکنش را تا 
 شتهتواند بازده بالاتری از تولید محصول دا پایداری حرارتی بالا می

یکی از اینورتازهایی که از نظر ساختار و توالی بیشترین  .[7]باشد
تری دارد، اینورتاز باک ساکارومایسس سرویزیهشباهت را به اینورتاز 

است. این  (Thermotoga maritima) ماریتیما ترماتوگا
کند و دمای بهینه برای  های آب گرم زندگی می باکتری در چشمه

هایی که در ساختار اینورتاز این  است. از جمله تفاوت ºC۸۰رشد آن 
عنوان یکی از عوامل افزایش  تواند به شود و می باکتری مشاهده می
پروتئین باشد، وجود یک ساختار هلیکال کوتاه پایداری دمایی این 

در توالی رابط بین دو دومین اینورتاز است. استراتژی تحقیق حاضر 
به آلانین،  ۳۴۹و آسپارژین  ۳۴۵های ترئونین  تغییر اسیدآمینه

توالی  ۳۴۹تا  ۳۴۴در جایگاه  AXXXAایجاد یک موتیف  برای
. مطابق بود زیهساکارومایسس سرویرابط دو دامنه در اینورتاز 

کننده ساختار  یک القاکننده و تقویت AXXXAموتیف  ،تحقیقات
های گرمادوست  که با فراوانی بالا در پروتئین بودهآلفاهلیکس 

مشاهده شده است و باعث ایجاد پایداری در موقعیت تاخوردگی 
 .[8]شود پروتئین می

ساکارومایسس این پژوهش، تغییر ساختار اینورتاز مخمر  در
 ترماتوگا ماریتیمابا استفاده از الگوی ساختاری اینورتاز  رویزیهس
. میزبان مد نظر بودمنظور افزایش پایداری حرارتی این آنزیم  به

برای بیان نوترکیب هر دو اینورتاز طبیعی  پیکیا پاستوریسمخمری 
بنابر مطالب ذکرشده، هدف پژوهش  .شدیافته استفاده  و جهش

 اینورتاز نوترکیب پروتئین حرارتی پایداری حاضر افزایش
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 هدفمند بود. های جهش ایجاد با سرویزیه ساکارومایسس
  

  ها روش و مواد
منظور  بهدر پژوهش تجربی حاضر،  :سازی پروتئین اینورتاز مدل

 شده برای ایجاد تغییر ساختاری مد های انتخاب تایید اولیه جهش
یافته اینورتاز  عدی پروتئین طبیعی و جهشبُ  نظر، ساختار سه

 Modeller 9.14افزار  با استفاده از نرم ساکارومایسس سرویزیه
چندین مدل از آنزیم  ،افزار با کمک ساختار الگو شد. این نرم تعیین
دست ه مدل مختلف ب ۱۰۰کند. در نتیجه،  یافته را پیشنهاد می جهش

برای  وانتخاب  ،آمد و بهترین مدل براساس کمترین میزان انرژی
  مقایسه بهتر محل جهش هر دو ساختار بر هم منطبق شدند.

برای بیان ژن اینورتاز در مخمر  :وکتورها و سازه ژنی مورد استفاده
 استفاده شد (شکل pPinkα-HCاز وکتور بیانی پیکیا پاستوریس 

بدون توالی ساکارومایسس سرویزیه ژن اینورتاز طبیعی مخمر  ).۱
طراحی  پیکیا پاستوریسی مربوط به مخمر با ترجیح کدون و راهنما

 ،سازی تسهیل همسانه منظور بهشد.  ؛ آلمان)GeneArtسنتز (و 
) در دو انتهای قطعه KpnIو  XhoIهای برشی مناسب ( جایگاه

  سنتزی تعبیه شدند.
  

  
  pPinkα-HCنقشه وکتور بیانی  )۱شکل 

  
ایجاد  برای :یافته سازی ژن اینورتاز طبیعی و جهش همسانه
نظر در پروتئین اینورتاز، تغییرات مربوطه در سطح  های مد جهش

افزار  . بدین منظور با استفاده از نرمگرفتانجام  SOEing (SOEing PCR)ای پلیمراز  واکنش زنجیره ژن با استفاده از روش Oligo 7  دو جفت پرایمر شامل دو پرایمر مربوط به نواحی ایجاد
  ). ۱جهش طراحی شد (جدول 

 PCRسه واکنش مجزای  ،ایجاد جهش در ژن اینورتاز منظور به
زا انجام  . در ابتدا دو واکنش مجزای جهش)۲صورت گرفت (جدول 

باز) و انتهایی  جفت۱۰۲۶که منجر به تکثیر قطعه ابتدایی ( شد
ژن اینورتاز حامل جهش مورد نظر شد که این دو باز)  جفت۶۸۰(

. در مرحله بعد شتندقطعه در محل جهش با یکدیگر همپوشانی دا
پس از بازیابی از روی ژل آگارز توسط  PCRمحصول دو واکنش 

عنوان  به (سیناکلون؛ ایران) PCRکیت بازیابی محصولات 
مورد استفاده قرار گرفت. نواحی دارای همپوشانی این دو  PCR (Overlap Extension PCR) های الگو در واکنش سوم رشته

عنوان پرایمر عمل کرد و منجر  های اولیه واکنش به قطعه در چرخه

باز شد که جهش مورد  جفت۱۶۸۷به ایجاد طول کامل ژن اینورتاز 
  .داشتنظر را نیز در بر 

  
  شده توالی پرایمرهای طراحی )۱جدول 

 )Cº(دما   توالی  پرایمر
F-INV  GCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCTCTCGAG۶۳  
R-INV 

TN/AA  CAAGGCGATCAATTCAGCTTCTGGGTTAG  ۵/۶۱  

F-INV 
TN/AA  AGCTGAATTGATCGCCTTGAAGGCTGAAC  ۵/۶۱  

R-INV  AGGAGGGCGTGAATGTAAGCGTGAC  ۶۱  
  

  زایی هدفمند ژن اینورتاز شده برای جهش انجام PCRهای  واکنش )۲جدول 

پرایمر   واکنش
  رفت

پرایمر 
طول محصول   الگو  برگشت

PCR باز) (جفت 
یزا واکنش جهش

 PCR  F-INV R-INV TN/AAاول 
pPINKα-HC-Invertase plasmid  

۱۰۲۶ 

یزا واکنش جهش
  PCRدوم 

F-INV TN/AAR-INV  
pPINKα-HC-Invertase plasmid  

۶۸۰ 

 سوم واکنش
PCR   F-INV R-INV  

Invertase mutated fragment 1 and 2 
۱۶۸۷  

سازی سازه سنتزی مربوط به توالی طبیعی ژن  منظور همسانه به
سوم یا قطعه اینورتاز  PCRاینورتاز و همچنین محصول 

، از pPINKα-HCباز در وکتور  جفت۱۶۸۷یافته به طول  جهش
که در دو انتهای ژن تعبیه شده  KpnIو  XhoIهای برشی  جایگاه
و قطعه  pPINKα-HCاستفاده شد. بدین منظور وکتور  ،بود

شده تحت برش آنزیمی دوگانه با استفاده از  سازی اینورتاز خالص
قرار گرفت و پس از انجام واکنش اتصال  KpnIو  XhoIهای  آنزیم
سازی شد. بدین صورت توالی ژن اینورتاز طبیعی  همسانه DH5α سویه (Escherichia coli) اشریشیا کلی در باکتری T4 لیگاز با

؛ pPINKα-HC )Invitrogenته در پلاسمید مخمری یاف و جهش
و پس از توالی  AOX1دست پروموتور  ینیدر پا) ایالات متحده

ساکارومایسس مخمر  αMF(مربوط به ژن  αMFراهنمای 
  ) قرار داده شد.سرویزیه

سازی پلاسمید بیانی نوترکیب حاوی  برای بررسی صحت همسانه
شده آزمایش کلنی  انتخابهای  یافته اینورتاز روی کلنی ژن جهش PCR  با استفاده از پرایمرهایF-INV TN/AA  وR-INV  وDNA 

انتخاب و همچنین هضم  ،الگوی مربوط به پلاسمیدهای نوترکیب
انجام  KpnIو  XhoIآنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب با استفاده از 

  شد. 
با استفاده پیکیا پاستوریس انتقال وکتور بیانی به میزبان مخمری 

از روش شوک الکتریکی (الکتروپوریشن) و مطابق دستورالعمل 
)Invitrogen(طور خلاصه  . به[9]گرفتانجام  ؛ ایالات متحده

های مخمری مستعد تهیه شد و وکتور نوترکیب حاوی ژن  سلول
شکل خطی  به BsptIیافته اینورتاز با استفاده از آنزیم برشی  جهش

 ECM630در آمد و با الکتروپوریشن توسط دستگاه الکتروپوریتور 
)BTXآمپر و مقاومت ۲۰۰ولت، ۱۸۰۰) و تحت جریان ؛ ایالات متحده
 GS115سویه  پیکیا پاستوریساهم به میزبان بیانی مستعد ۲۵

 فاقد های مثبت براساس رشد روی محیط افتراقی منتقل شد. کلون
نگ سفید کلونی انتخاب شدند. برای تایید و ر (PAD) پیکیا آدنین

ژنومی  DNAیافته اینورتاز در ژنوم مخمری، روی  حضور ژن جهش
آزمایش  آمده، مجدداً  دست ههای نوترکیب ب شده از کلونی استخراج

انجام گرفت.  R-INVو  F-INV TN/AAبا پرایمرهای  PCRکلنی 
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یافته در  هشهای مربوط به ژن طبیعی و ج تایید نهایی توالی برای
روی ژنوم مخمرهای نوترکیب با  PCRژنوم مخمر، پس از 

دست جایگاه  ینی(در بالادست و پا AOX1پرایمرهای مربوط 
یابی  توالی برای AOX1با پرایمرهای  PCRکردن ژن)، نتایج  کلون

)Macrogen ارسال شدند. )کره جنوبی؛  
یافته  بیان سویه طبیعی و جهش :بیان نوترکیب پروتئین اینورتاز

ترتیب با  به؛ ایالات متحده) Invitrogen(براساس دستورالعمل 
های  رشد سلول برای (BMGY) کشت دارای گلیسرول های محیط
و  AOX1پروموتر  یالقا برای  (BMMY)حاوی متانول  ،مخمری

. پس از چهار روز بیان [10]بیان پروتئین نوترکیب اینورتاز انجام شد
در فلاسک، مایع رویی مربوط به کشت مخمرهای حاوی آنزیم 

مدت  به دور در دقیقه۳۰۰۰یافته با سانتریفیوژ دور  طبیعی و جهش
های مخمری جدا شد. تعویض بافر  از سلول ºC۴دقیقه و در دمای ۵

 10KDو تغلیظ محیط اولترافیلتراسیون با استفاده از غشای 
)PALLهای محیط  ار کلی پروتئینمقد و) انجام ایالات متحده ؛

جداشده به روش برادفورد و با استفاده از استاندارد آلبومین سرم 
. جذب هر یک از [11]مطابق دستورالعمل سنجش شد (BSA)گاوی 
 وگیری  نانومتر اندازه۵۹۵ها با اسپکتروفوتومتر در طول موج  نمونه

  شد. منحنی استاندارد تهیه و غلظت پروتئین در هر محیط محاسبه 
 میکرولیتر۲۰مشاهده باند مربوط به پروتئین نوترکیب اینورتاز،  برای

 - سولفات یلدودس یمسداز هر نمونه مطابق دستورالعمل روی ژل 
 برایبارگذاری و  (SDS-PAGE) یدآم یلآکر یالکتروفورز ژل پل

مشاهده باندهای پروتئینی، ژل با استفاده از نیترات نقره 
 .[12]آمیزی شد رنگ
سنجش فعالیت آنزیم  منظور به :گیری فعالیت آنزیم اینورتاز اندازه

% در ۶اینورتاز، سوبسترای اختصاصی آنزیم اینورتاز شامل سوکروز 
تهیه شد.  ۷/۴برابر با  pHمولار با  میلی۵۰استات  بافر سدیم

 میکرولیتر۳۵آب مقطر و  میکرولیتر۱۵از سوبسترا،  میکرولیتر۴۵۰
 ºC۶۰دقیقه در دمای ۲۰مدت  شده، به بار رقیق۲۰از محیط رویی 

خاتمه فعالیت  برای(دمای بهینه فعالیت آنزیم) قرار داده شد. 
مولار به واکنش اضافه شد. ۶هیدروکسیدسدیم  میکرولیتر۱۰۰ ،آنزیم

 (DNS) اسید دنیتروسالیسیلیک از محلول میکرولیتر۵۰۰پس از آن 
ماری با  ورتکس و درون بن ،ثانیه۲- ۴ت مد ها به اضافه و نمونه

دقیقه قرار داده شدند. پس از سردشدن تا ۵مدت  به ºC۱۰۰ دمای
 نانومتر۴۵۰چگالی نوری  دمای اتاق، میزان رنگ هر نمونه در

خوانده شد. محیط رویی مخمر فاقد ژن نوترکیب و همچنین محیط 
رویی مخمرهای نوترکیب حاوی ژن اینورتاز هر نمونه که قبل از 

کردن آنزیم جوشانده شده  غیرفعال برایدقیقه ۱۰مدت  استفاده به
  عنوان کنترل منفی استفاده شدند.  بود، به

های  آنزیمفعالیت  :بررسی فعالیت آنزیم در دماهای متفاوت
 تا ۳۵یافته در طیف دمایی بین  نوترکیب اینورتاز طبیعی و جهش

ºC۹۰ )۳۵ ،۴۵ ،۵۵ ،۶۰ ،۶۵ ،۷۰ ،۷۵ ،۸۰ ،۸۵ و ºC۹۰گیری  ) اندازه
عنوان  بهپیکیا پاستوریس شد. از محیط کشت مخمر غیرنوترکیب 

  کنترل منفی استفاده و تمام آزمایشات در سه تکرار انجام شد. 
فعالیت آنزیم اینورتاز  :های مختلفpHبررسی فعالیت آنزیم در 
 ۵/۷تا  ۷/۳از  pHیافته در طیف  نوترکیب طبیعی و جهش

از بافر  ۶/۵و  ۶/۴، ۷/۳ برابر با pHگیری شد. برای تهیه  اندازه
از بافر سدیم فسفات  ۵/۷و  ۶برابر  pHمولار و  میلی۵۰استات  سدیم
  م آزمایشات در سه تکرار انجام شد.تما ومولار استفاده  میلی۵۰

پس از سنجش فعالیت  :ساختاری آنزیم - بررسی پایداری حرارتی
یافته در دماهای مختلف و  های نوترکیب طبیعی و جهش آنزیم

زمان پایداری فعالیت آنزیم  تعیین محدوده دمای بهینه، مدت

دقیقه، در دمای بهینه ۱۰دقیقه و در فواصل زمانی ۸۰مدت  به
زمان ذکرشده در دو  ها در مدت گیری شد. به این منظور آنزیم اندازه

مدت  ها به انکوبه شدند. قبل از هر سنجش نمونه ºC۶۵و  ۵۵دمای 
و سپس فعالیت مطابق روش ذکرشده گرفتند دقیقه روی یخ قرار ۱۰

  گیری شد.  کردن سوبسترا اندازه و با اضافه
 - بررسی پایداری حرارتی :عملکردی آنزیم - بررسی پایداری حرارتی

انجام شد. به این منظور محلول سوبسترا  ºC۶۵ عملکردی در دمای
های  انکوبه شد و سپس آنزیم ºC۶۵دقیقه در دمای ۵مدت  به

های حاوی سوبسترا  صورت جداگانه به ویال طبیعی و نوترکیب به
دقیقه و در فواصل ۴۵مدت  اضافه شدند. سنجش فعالیت آنزیم به

  گیری شد.  مختلف در دمای ذکرشده اندازهزمانی 
 –رسم نمودار میکائیلیس برای :منتن - رسم نمودار میکائیلیس
، حداکثر سرعت (Km) آنزیمی ثابت ضریب منتن و محاسبه مقادیر

فعالیت مقدار ثابت و  (Kcat) کاتالیتیک ثابت ،(Vmax) واکنش
های سوبسترا  غلظت وگیری  آنزیم در مقادیر متفاوت سوبسترا اندازه

 از استفاده با نمودارها در نظر گرفته شد. میکرومولار ۴۵۰ تا ۱۵ از
  شدند. رسم اکسل افزار نرم
  

  ها یافته
 ۳۴۵های شماره  شده در موقعیت های اعمال جهشسازی،  در مدل

 (آسپارژین) در لوپ قرارگرفته بین دو دومین ۳۴۹(ترئونین) و 
 واسیدآمینه آلانین جایگزین  ،دو جهش مشخص شدند. در هر
های آبی و کرم نشان  ترتیب با رنگ یافته به ساختار طبیعی و جهش

  ).۲(شکل  داده شد
  

  
یافته.  نهی ساختارهای ریبونی آنزیم اینورتاز طبیعی و جهش برهم )۲شکل 

  ها در شکل نشان داده شده است موقعیت جهش
  

نتایج حاصل  :مخمریسازی ژن نوترکیب اینورتاز در ژنوم  همسانه
زا منجر به تکثیر قطعه ابتدایی  از دو واکنش مجزای جهش

باز) ژن اینورتاز حامل جهش  جفت۶۸۰باز) و انتهایی ( جفت۱۰۲۶(
ساخت  ،. اتصال دو توالی حاوی جهش)a -۳(شکل  مورد نظر شد
حضور توالی ژن نوترکیب اینورتاز  ) وb -۳(شکل سازه نهایی 

 PCRر ژنوم مخمر با استفاده از روش کلونی یافته د طبیعی و جهش
شده و  سازی های همسانه صحت توالی .)c - ۳تایید شد (شکل 

 یابی تایید شد با توالیهای مورد نظر در ژنوم مخمر  ایجاد جهش
  (نتایج نشان داده نشده است).
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بود قابل ملاحظه  55KD باند مربوط به پروتئین اینورتاز در محدوده
یافته  آنزیم اینورتاز نوترکیب طبیعی و جهش هر دو. )۴(شکل 

 .)۱(نمودار . بودند ºC۶۵دارای بهینه فعالیت در دمای 
 pHیافته دارای  هر دو آنزیم اینورتاز نوترکیب طبیعی و جهش

ساختاری  - پایداری حرارتی ).۲(نمودار  ندبود ۶/۴برابر با  بهینه
نشان داد  ºC۵۵یافته اینورتاز در دمای  های طبیعی و جهش آنزیم

نسبت به آنزیم طبیعی  ºC۵۵یافته در دمای  که آنزیم جهش
هر دو آنزیم طبیعی و  ).۳نمودار ( شتی حرارتی بالاتری داارپاید
 دادندپایداری عملکردی روند مشابهی را نشان  دریافته  جهش

 ). ۴نمودار (
 روی Vmaxو افزایش  Kmکاهش  :کینتیک آنزیم اینورتاز

در آنزیم  Kcat/Kmبرابری نسبت ۵سوبسترای ساکاروز و افزایش 
  . )۵نمودار  ؛۳(جدول دیده شد یافته  جهش

  

 
یافته روی  سازی ژن اینورتاز طبیعی و جهش باندهای مربوط به همسانه )۳شکل 

ترتیب مربوط به قطعه ابتدایی و انتهایی  به ۲و  ۱های  ) چاهکaژل الکتروفورز. 
نمونه کنترل مثبت مربوط به تکثیر  ۲نمونه کنترل منفی، چاهک  ۱) چاهک bژن اینورتاز حامل جهش مورد نظر، اندازه باندها روی ژل قابل مشاهده هستند. 

مربوط به ژن  ۸تا  ۳شده، چاهک شماره  سازی ژن اینورتاز طبیعی همسانه
نمونه  ۱) چاهک cتاز محصول اتصال قطعات حاوی جهش. یافته اینور جهش

های ژنوم  نمونه PCRمربوط به کلنی  ۱۵تا  ۲های شماره  کنترل منفی، چاهک
  یافته اینورتاز حاوی ژن طبیعی و جهش پ. پاستوریسنوترکیب مخمر 

  

  
کننده  مربوط به محیط رویی مخمرهای نوترکیب بیان SDS-PAGEژل  )۴شکل 

مربوط به مارکر پروتئینی است.  ۱یافته. چاهک شماره  طبیعی و جهشاینورتاز 
یافته و چاهک  های اینورتاز طبیعی و جهش مربوط به نمونه ۳و  ۲چاهک شماره 

مربوط به نمونه مخمر غیرنوترکیب است. باند اینورتاز در محدوده  ۴شماره  KD۵۵ .پیکیا نمونه کنترل منفی (مخمر  ۴  در چاهک قابل ملاحظه است
های مربوط به آنزیم  نمونه ۳ و ۲های  پاستوریس بدون ژن اینورتاز) و در چاهک

  ندترتیب بارگذاری شد یافته به اینورتاز طبیعی و جهش

 
  یافته پروفایل دمایی اینورتاز نوترکیب طبیعی و جهش )۱نمودار 

  

  
  یافته و جهش اینورتاز نوترکیب طبیعی pH پروفایل )۲ نمودار

  

  
و  های اینورتاز نوترکیب طبیعی ساختاری آنزیم -پایداری حرارتی )۳نمودار 
  یافته جهش

  

  
و  های اینورتاز نوترکیب طبیعی عملکردی آنزیم -پایداری حرارتی )۴نمودار 
  یافته جهش
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های اینورتاز نوترکیب طبیعی و  منتن برای آنزیم –نمودار میکائلیس )۵نمودار 
  یافته جهش

  
 و طبیعی نوترکیب اینورتاز آنزیم کینیتیک به مربوط های داده )۳جدول 
  یافته جهش

  اینورتاز
 ثابت ضریب

 آنزیمی
(Km)  

 سرعت حداکثر
 (Vmax) واکنش

کاتالیتیک ثابت
(Kcat)  Kcat/Km

  ۷۳/۰  ۳۴  ۰۶/۱۱  ۱۸/۴۶  اینورتاز طبیعی
  ۱۷/۴  ۷۴/۱۳۵  ۴۶/۵۱  ۵۳/۳۲ یافته اینورتاز جهش

  
  بحث

 نوترکیب پروتئین حرارتی پایداری هدف افزایشپژوهش حاضر با 
هدفمند انجام  های جهش ایجاد با سرویزیه ساکارومایسس اینورتاز

گیرند  ها با فراوانی زیادی در صنعت مورد استفاده قرار می آنزیم شد.
ها دارند. یکی از  و بخشی از تولیدات پایدار امروزه تکیه بر آنزیم

پایداری حرارتی  ،ها در صنعت یمعوامل محدودکننده فعالیت آنز
تغییر ساختار  ºC۴۰ها در دماهای بالای  آنهاست. بسیاری از آنزیم

شوند. افزایش پایداری  و دچار کاهش میزان فعالیت می دهند می
 باعث تواند می پروتئین مهندسی های روش با ها آنزیم حرارتی

 مربوطه محصول تولید کارآیی افزایش نتیجه در و آنها کارآیی افزایش

 شده منتشر حوزه این در بسیاری مروری و تحقیقی مقالات .[7]شود

  . [15-13]است بوده مبحث این اهمیت برای گواهی خود که
رشد  با توجه به کاربردهای فراوان اینورتاز در صنعت و روند روبه

مصرف آن، مطالعات قابل توجهی روی این آنزیم صورت گرفته 
ساکارومایسس . سویه تجاری رایج اینورتاز که از مخمر است

 از نظر پایداری حرارتی محدودیت دارد. از این ،شود جدا می سرویزیه
منظور افزایش  مهندسی پروتئین این آنزیم به برایرو مطالعات 

جمله در پژوهشی که در  پایداری حرارتی آن انجام شده است. از
لینک درون  با ایجاد کراس است،ه نیوزلند انجام شد ماسیدانشگاه 
در اینورتاز  (TDI)سوکسینات  دی ملکولی با تولوئن و بین

  . [7]باعث بهبود پایداری آنزیم شدندساکارومایسس سرویزیه 
 (GH32) ۳۲نام گلیکوزیدهیدرولاز  ای به اینورتازها در خانواده

های  شوند. اعضای این خانواده دارای توالی بندی می طبقه
ای هستند که نقش مهمی در ایجاد ساختار ویژه  شده محافظت

شده همگی در ایجاد  های محافظت اعضای این خانواده دارند. توالی
ساختارهای ثانویه آلفاهلیکس و صفحات بتا درگیر هستند. از نظر 

ها دارای یک دامنه بزرگ اتصال به سوبسترا  این پروتئین ،ساختاری
هستند.  Nکوچک کاتالیتیک در انتهای و یک دامنه  Cدر انتهای 

شوند که فاقد ساختارهای  هایی از هم جدا می این دو دامنه با توالی
، از نیستندشده نیز  های محافظت توالی ءقابل توجه هستند و جز

ایجاد تغییر در توالی و انجام مهندسی  برایرو اهداف مناسبی  این
  . هستندپروتئین 

های بسیار مقاوم به  که جزء آنزیم اماریتیم ترماتوگااینورتاز باکتری 
از نظر ساختاری شباهت بسیار زیادی به اینورتاز  ،حرارت است

با این تفاوت که فاکتورهای ایجاد  ،دارد ساکارومایسس سرویزیه
مقاومت دمایی در این پروتئین بسیار قابل توجه است. از جمله 

شود و  مشاهده می هایی که در ساختار اینورتاز این باکتری تفاوت
عنوان یکی از عوامل افزایش پایداری دمایی این  تواند به می

وجود یک ساختار هلیکال کوتاه در توالی رابط بین  ،پروتئین باشد
  . [16]دو دامنه اینورتاز است

زنجیرهای جانبی دو اسیدآمینه ترئونین و آسپارژین ممانعت 
. همچنین در ندهستشدن مارپیچ آلفاهلیکس  فضایی برای تشکیل

گیرد. بنابراین با  اسیدآمینه جای می ۶/۳هر دور یک مارپیچ آلفا 
 ۳۴۵های شماره  جایگزینی دو اسیدآمینه مذکور با آلانین در جایگاه

رود که این دو آلانین در  و حذف ممانعت فضایی انتظار می ۳۴۹و 
فاصله مناسب برای ایجاد یک ساختار آلفاهلیکس قرار بگیرند و 

  احتمال ایجاد این ساختار در این ناحیه افزایش یابد. 
های همپوشان وارد  نظر با استفاده از ساخت توالی های مورد جهش

توالی ژن شد و صحت آنها مورد بررسی قرار گرفت. نتایج مربوط به 
و همچنین  SDS-PAGEبیان پروتئین با استفاده از ژل  بررسی
های  گیری میزان بیان با روش برادفورد نشان داد که جهش اندازه
شده هیچ اثر منفی روی میزان تولید و همچنین ترشح  اعمال

یافته با مقادیر  و پروتئین جهش شتندتاز ندارپروتئین نوترکیب اینو
  .شد مشابه پروتئین طبیعی تولید و ترشح

شده  یافته نشان داد که تغییر انجام آنزیم جهش pHبررسی پروفایل 
بهینه آنزیم نداشت و هر دو آنزیم بالاترین  pHتاثیری روی 

داشتند. همچنین هر دو نمودار  ۶/۴برابر با  pHفعالیت را در 
 بودروی هم منطبق بودند. این موضوع حاکی از این  pHپروفایل 

یافته نیاز به تغییر  ش برای آنزیم جهشکه شرایط اسیدیته واکن
یافته فعالیت  و با همان شرایط آنزیم طبیعی، آنزیم جهش شتندا

یافته در همان شرایطی که  ، پس کاربرد آنزیم جهششتمناسبی دا
. این نتیجه از شتنظر بود، قابلیت اجرا دا برای آنزیم طبیعی مد

 ،بهینه یک آنزیم pHکه با ایجاد تغییر در  بودز اهمیت یاین نظر حا
  . کردکاربرد آنزیم تغییر 

که  دادیافته نشان  مقایسه پروفایل دمایی آنزیم طبیعی و جهش
یافته نسبت  هیچ گونه تغییری در دمای بهینه فعالیت آنزیم جهش

برای هر دو آنزیم  ºC۶۵به آنزیم طبیعی رخ نداد و دمای بهینه 
تر از نقطه بهینه  ینیچند در دماهای بالاتر و پا . هربودمشترک 

اما نتایج  شد،داری بین فعالیت هر دو آنزیم دیده ن یتفاوت معن
یافته در دماهای پایین  آنزیم جهشطور نسبی  که به دادنشان 

 ºC۶۵ ، اما در دماهای بالایدادفعالیت بالاتری را از خود نشان 
  .بودتر  آنزیم طبیعی فعال

یافته و طبیعی نشان داد  بررسی خصوصیات کینتیک آنزیم جهش
یافته به سوبسترای اصلی آن افزایش یافت  که تمایل آنزیم جهش

آن کاهش یافت) و شاخص اصلی بررسی هر آنزیم که  Km(میزان 
برابر آنزیم ۵یافته  آن است، برای آنزیم جهش Kcat/Kmنسبت 
چنین  منتن –میکائلیسهمچنین با توجه به منحنی . بودطبیعی 

های ایجادشده باعث افزایش فعالیت  شود که جهش استنباط می
که  ارژینپآس تغییر آمینواسیدهای قطبی ترئونین وآنزیم شد. 

پیوند هیدروژنی به زیرواحد  ،توانند از طریق زنجیره جانبی می
دادن این  با کاهش و گریز و کوچک آلانین برقرار کنند آب
ی لوپ شود باعث تغییر اندکی در موقعیت قرارگیر ها کنش برهم
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نسبت به هم هنگام اتصال  ها مینوتواند بر حرکت د نوبه خود می به
آنزیم به سوبسترا اثر مهمی داشته باشد. این تفاوت در تمایل آنزیم 

تواند علت اصلی یا یکی از  یافته می به سوبسترا در اینورتاز جهش
این یافته باشد.  های کینتیک آنزیم جهش های بهبود شاخص علت
شده  های انتخاب که جهش نظرسازی از این  با نتایج شبیه نتیجه
 .شدنیز تایید  ندادساختار خاصی را نشان  یالقا

پایداری حرارتی در این پژوهش از دو منظر بررسی شد. ابتدا 
دهنده پایداری بالاتر  نشان ºC۵۵ پایداری ساختاری آنزیم در دمای

در مورد پایداری . ودبیافته در مقایسه با آنزیم طبیعی  آنزیم جهش
یافته و طبیعی رفتار یکسانی از خود نشان  عملکردی آنزیم جهش
زیرا با  بود،دهنده موفقیت در جهش اخیر  دادند و این امر نشان

  بالابردن پایداری ساختاری آنزیم، آسیبی به عملکرد آنزیم نرسید. 
های  بررسی احتمال ایجاد تغییرات ساختاری در نتیجه جهش

از پرکاربردترین و  Modellerنیز مورد بررسی قرار گرفت.  Modeller 9.14 رافزا سازی پروتئین با نرم شده با استفاده از مدل اعمال
دسترس برای محاسبه ساختمان سوم  های در بهترین برنامه

های تجربی مثل  آمده از روش دست هبراساس ساختمان ب
شده با  ییبرداری اشعه ایکس است. ساختارهای پیشگو عکس Modeller در بسیاری از  ،شوند که براساس همولوژی انجام می

موارد راهی سریع و ارزان برای ارزیابی اثر تغییرات در توالی هستند. 
ها، طول و  های فضایی اسیدآمینه در این روش موقعیت و ممانعت

شود.  نظر گرفته می و برخوردهای واندروالس در ها زاویه پیوند
کردن انرژی  آمدن ساختار مناسب و کمینه دست هبهمچنین برای 

های فیزیکی  کنش در نتیجه برهم ،برد برنامه از میدان نیرو بهره می
آمدن صحیح  دست هشوند. بنابراین علاوه بر ب نیز در نظر گرفته می

از لحاظ انرژی نیز بررسی  ،و شکل ظاهری ساختار نهایی ها فاصله
تاز ایجاد ساختار ریافته اینو سازی پروتئین جهش مدل شد.

تایید  برایاما  ،آلفاهلیکس در توالی رابط دو دامنه را تایید نکرد
وجود یا عدم وجود این ساختار نیاز به انجام مطالعات تکمیلی 

تغییرات  لازم به ذکر است که ایجادمانند کریستالوگرافی است. 
ود. اما های مولکولی دیده نش سازی سادگی در شبیه ممکن است به

آمده تفاوت چندانی با حالت طبیعی  دست هله که ساختار بااین مس
شده  دهنده این باشد که جهش انجام تواند نشان خود می شت،ندا

  ای در ساختار القا نکرد. اثر ناپایدارکننده
  محدودیتی برای مطالعه حاضر وجود نداشت.

 منظور هب تجربی آزمایشات کار، این ادامه در که شود می پیشنهاد
  .گیرد قرار مد نظر ایجادشده ساختاری تغییرات دقیق بررسی

  
  گیری نتیجه
 و تولید میزان روی منفی اثر هیچ شده اعمال هدفمند های جهش

 افزایش باعث رد وندا اینورتاز نوترکیب پروتئین ترشح همچنین
 ،یافته نسبت به آنزیم طبیعی شود. آنزیم جهش می آنزیم فعالیت

که تغییری در پایداری  بدون این ،ساختاری بالاتری داردی دارپای
  عملکردی آن ایجاد کند.
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