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Abstract 
 

Background and purpose: Due to the beneficial physiological effects of conjugated linoleic acid 
(CLA), there has been a growing tendency to produce it as a functional lipid in recent years. Different 
CLA isomers have different physiological effects; hence, production of certain CLA isomers with high 
purity is of great importance. CLA can be produced through both chemical and enzymatic methods; 
however, unlike chemical catalysts, enzymes make it possible to produce pure CLA isomers. In this 
study, linoleic acid isomerase from Propionibacterium acnes was expressed in E. coli and the possibility 
of the production of CLA was studied. 

Materials and methods: The vector containing linoleic acid isomerase, pGEX-6P-PAI, was 
transformed in E. coli . Transformants were selected based on their resistance to ampicillin and restriction 
digestion analysis. To express the recombinant linoleic acid isomerase, transformants were induced using 
isopropyl-beta-thiogalactopyranoside (IPTG). The expression of recombinant protein was confirmed by 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and Western blotting using anti-linoleic acid isomerase antibody. 
Then, the possibility of the production of CLA from Linoleic acid by using E-coli transformant was 
investigated. 

Results: Recombinant linoleic acid isomerase was intracellularly produced as a glutathione S-
transferase (GST) tagged protein by transformed E-coli. The fusion of GST to the N-terminus of linoleic 
acid isomerase increased its molecular weight from 49 to 75 kDa. GST-tagged enzyme acted like linoleic 
acid isomerase and the transformed bacterium could convert considerable amounts of linoleic acid to 
CLA. 

Conclusion: The findings indicated that transformed E. coli can be used for CLA production in 
biocatalytic processes. 
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  تراریختهاشریشیا کلی  به وسیلهتولید اسید لینولئیک کانژوگه 
 

     1جمشید فرمانی
    1محمد صفری

     2،3فرزین روحوند
     3محمد رضا آقا صادقی

  1سید هادی رضوی
  2،3فاطمه متولی

  چکیده
یکی از لیپیدهای عملگر ان به عنو (CLA)اسید لینولئیک کانژوگه در سال های اخیر تمایل به تولید  :سابقه و هدف 
دلیل متفاوت بودن اثرات فیزیولوژیکی  به .داردزیادی  اثرات فیزیولوژیکی سودمند CLAمصرف . افزایش یافته است

های شیمیایی و  به روش CLAتولید . خواهد داشتتولید ایزومرهای خاص و خالص اهمیت  CLAایزومرهای گوناگون 
را ممکن های ویژه و خالص  وردهاتولید فرهاست که  آنزیمعمل ویژه روش آنزیمی،  مزیت. باشد میپذیر  آنزیمی امکان

کلون و  (E. coli)کلی  ، در اشرشیا Propionibacterium acnes از در این پژوهش، لینولئیک اسید ایزومراز. سازد می
  .شد به وسیله آن ارزیابی CLAامکان تولید 

کـردن   تراریخـت برای  E. coliدر  (pGEX-6P-PAI)ولئیک اسید ایزومراز وکتور حاوی ژن لیناز  :مواد و روش ها 
القـای  . شـد  انجـام  سـیلین و آنـالیز هضـم وکتـور     های تراریخت شده برپایه مقاومـت بـه آمپـی    کلونغربالگری . شد استفاده
. انجـام شـد   (IPTG)وزیـد  گالاکتوپیران-تیـو  -بتـا  های تراریخت شده برای تولید آنزیم نوترکیب با افزودن ایزوپروپیل کلون

بیـان  بـادی آنتـی لینولئیـک اسـید ایزومـراز       پلی اکریلامیـد و وسـترن بلاتینـگ بـا آنتـی      -SDSالکتروفورز ژل  آزمون های
 E. coliاز اسـید لینولئیـک بـا اسـتفاده از      CLAتولیـد  امکان پس از تائید، . نوترکیب لینولئیک اسید ایزومراز را تائید کردند

  .شد بررسیتراریخت 
  شـده بـه دنبالـه گلوتـاتیون      شـکل متصـل   را بـه ، لینولئیـک اسـید ایزومـراز نوترکیـب     شده هتراریخت E. coli :یافته ها 

S-  ترانسفراز)GST (دنباله  فزوده شدنا. تولید کردGST  سر بهN  کیلـو   75بـه   49آنزیم باعث افزایش وزن ملکولی آن از
 توانسـت بـاکتری تراریخـت    خود، فعالیت لینولئیک اسید ایزومرازی داشت و N در سر GSTدنباله  آنزیم دارای. دالتون شد

  .تولید کنداز اسید لینولئیک  CLAمقادیر قابل توجهی 
 CLAبه طور مناسبی برای تولیـد  توان  می تراریخت شده E. coliهای  بر اساس نتایج به دست آمده، از سلول :استنتاج 

  .کردیندهای بیوکاتالیز استفاده آدر فر
  Propionibacterium acnes، اشریشیاکلی لینولئیک اسید ایزومراز،، اسید لینولئیک کانژوگه :های کلیدی واژه

  
 

 E-mail: farzin.roohvand@gmail.com         بخش هپاتیت و ایدز ،انستیتو پاستور ایران: تهران  - فرزین روحوند :مولف مسئول

  کرج، دانشگاه تهران و منابع طبیعی گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده فناوری و مهندسی، پردیس کشاورزی. 1
  یب ایران، انستیتو پاستور ایرانبانک ژن نوترک. 2
  ت و ایدز، انستیتو پاستور ایرانبخش هپاتی. 3

  24/12/89:  تاریخ تصویب           9/11/89: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           22/9/89: ریافت تاریخ د 
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  مقدمه
های غذایی  وردهاهای اخیر توجه به تولید فر در سال

هـا یکـی    چربی. ایمن و سلامتی بخش افزایش یافته است
از اجــزای اصــلی غــذاها بــوده و بــدلیل ارتبــاط مصــرف 

   ،یـی، دیابت و چاقـعروق -یـهای قلب ا با بیماریـه بیچر
ــی ــادی   نگران ــای زی ــورده ــود   مصــرف آن در م ــا وج ه

ای گروهی از لیپیدها  رغم ماهیت ضد تغذیه علی. )1(رددا
، گروهی دیگر )2،3(چرب ترانس و اشباع اسیدهایمانند 

از لیپیدها اثرات فیزیولوژیکی مفیدی از خـود نشـان داده   
انـد و در ســال هـای اخیــر مطالعـاتی بــرای تولیــد و وارد    

یکــی از . )4(هــا در غــذاها انجــام شــده اســت  کــردن آن
ــدهای ســلا ــا عملگــر، اســید لینولئیــک  لیپی متی بخــش ی

اصطلاحی اسـت کـه بـه     CLA .است (CLA1)کانژوگه 
مجموعــه ای از ایزومرهــای کانژوگــه مکــانی و هندســی 

بـه  . )5(شـود  اطلاق می (c-9, c-12 18:2)اسید لینولئیک 
سـودمندش ماننـد   تازگی، به دلیـل اثـرات فیزیولـوژیکی    

یـابتی،  اثرات ضد سرطانی، ضد تصلب شـرایینی، ضـد د  
 خون،کاهش نسبت LDLکلسترول  ضد اکسیدانی،کاهش

های  ، کاهش لخته شدن پلاکتHDLبه  LDLکلسترول 
موثر در جلوگیری از متاسـتاز  (سازی  کاهش رگ خون،

بــدون ) لاغــر کننــدگی(، کــاهش چربــی بــدن )ســرطان
کاهش تـوده اسـتخوانی، افـزایش ماهیچـه بـدن و بهبـود       

دی را بـه خـود جلـب    توجه زیا CLAسیستم ایمنی بدن، 
هــای  وردهاکــرده اســت و امیــدهایی را از نظــر تولیــد فــر
  .)6(چربی ایمن و سلامتی بخش ایجاد کرده است

استفاده از کاتالیزورهـای   CLAروش تجاری تولید 
با استفاده از این کاتالیزورها مخلـوطی از  . شیمیایی است

ایزومرهای مختلـف سـاخته مـی شـود و بیشـترین درجـه       
. )7(درصد است 50تا  45ی یک نوع ایزومر، خلوص برا

که اثرات فیزولوژیکی ایزومرهـای گونـاگون    جایی از آن
CLA   یکسان نیست، تولید ایزومرهای ویژه فعال زیسـتی

به شکل خالص برای کاربردهای نوتراسـوتیکال اهمیـت   

                                                 
1. Conjugated linoleic acid 

ــی  ــدا م ــد پی ــودن     . کن ــاویژه ب ــل ن ــه دلی ــد، ب ــن دی از ای
های شیمیایی  بودن روش کاتالیزورهای شیمیایی و ناکارا

، پـژوهش  )CLA )7تولید ایزومرهای ویـژه و خـالص    در
نظـر  ه هـای جـایگرین ضـروری ب ـ    در جهت توسعه روش

بر خـلاف بسـیاری از کاتالیزورهـای شـیمیایی،      .رسد می
هـای ویـژه و    ها عمل ویژه دارنـد و تولیـد فـراورده    آنزیم

یـک  لینولئ. پذیر اسـت  ها امکان خالص با به کارگیری آن
ــده     ــد کنن ــزیم تولی ــراز، آن ــید ایزوم ــت CLAاس  .)8(اس

ــید     ــا، اس ــید ایزومرازه ــک اس ــلی لینولئی ــترای اص سوبس
بـر پایـه ویـژه گزینـی، لینولئیـک اسـید       . لینولئیک اسـت 

-9و 11: شــوند ایزومرازهــا بــه دو گــروه تقســیم مــی    
 CLA c/t-9, t-11ایزومرازها که محصولشان ایزومرهای 

ــت و  ــا-10و 12اس ــر   ایزومرازه ــان ایزوم ــه محصولش ک
CLA t-10, c-12 تـرین آنـزیم    شـده شـناخته  . )8،9(است

 P. acnesلینولئیـک اسـید ایزومـراز    ، CLAتولید کننـده  
اسـید   424این پروتئین یک فلاووآنزیم اسـت، از  . است

آمینه تشکیل شده و ساختار و مکانیسم عمل آن شـناخته  
اســید  ورده بیوکاتـالیز لینولئیـک  افـر . )10-13(شـده اسـت  

. اسـت  CLA t-10, c-12، ایزومـر   P. acnesایزومـراز  
 CLA c-9, t-11به همراه ایزومر  CLA t-10, c-12ایزومر 

هـای   هستند کـه بیشـترین فعالیـت    CLAدو ایزومر اصلی 
ایزومر افزون بر این، . شود ها نسبت داده می زیستی به آن

CLA t-10, c-12 ای است که بر تنها ایزومر شناخته شده 
هـا اثـر داشـته و اثـرات لاغرکننـدگی از       متابولیسم چربی

ــان داده اســت  ــود نش ــید  . )6(خ ــک اس ــن رو لینولئی از ای
بـه دلیـل توانـایی ویـژه اش در تولیـد       P. acnesایزومراز 

. مورد توجه قرار گرفتـه اسـت   CLA t-10, c-12ایزومر 
ساختار و مکانیسم رغم مطالعات انجام شده در زمینه  علی

، هنـوز  )P. acnes )12،13لئیـک اسـید ایزومـراز    عمل لینو
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  مشید فرمانی و همکارانج                       هشیپژو     
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توسـعه   CLAیند بیوتکنولوژیکی مناسبی برای تولیـد  افر
متصـل بـه    P. acnesلینولئیک اسید ایزومراز . نیافته است

شـکل   ، بـه  E. coliدنباله هیستیدینی در اثر بیش بیان در 
های پروتئینـی نـامحلول درآمـده و غیـر فعـال شـده        توده
و همکـاران   Hornungبرای بیـان محلـول،   . )11،14(است

متصل به دنباله لینولئیک اسید ایزومراز را به صورت  )10(
. کردنـد  بیان E. coliدر  (GST)ترانسفراز  -Sگلوتاتیون 

هـا   شـد و آن  پـذیری آنـزیم   این کار باعث افـزایش حـل  
هــای  توانســتند پــروتئین فعــال را بــا اســتفاده از روش    

بـه هـر حـال    . سـازی کننـد   الصکروماتوگرافی آفینیته خ
ــه دلیــل   اســتفاده از روش هــای کرومــاتوگرافی آفینیتــه ب

صـنعتی مقـرون بـه     های زیاد و بازده کم در مقیاس هزینه
ینـد تولیـد   ایک راه دیگـر بـرای توسـعه فر   . صرفه نیست

CLA ــوان هــای در حــال رشــد  اســتفاده از ســلول ــه عن ب
بررسـی   در ایـن مطالعـه بـرای   . )15،16(بیوکاتالیست است

حال رشد، با استفاده از سلول های در  CLAامکان تولید 
صـورت متصـل بـه     به P. acnesاز لینولئیک اسید ایزومر

تولیـد  سـپس   وشـد  کلون و بیان  E. coliدر  GSTدنباله 
CLA    سـلول هـای در حـال رشـد     بـا اسـتفاده ازE. coli 

  .تراریخت ارزیابی شد
  

  مواد و روش ها
   E.coli BL21 (DE3)از ـعـــــه در ایــــن مــــطالـ

Novagen, Madison, WI, USA)( کردن  برای تراریخت
پلاسمید حاوی ژن . و بیان پروتئین نوترکیب استفاده شد

و  P. acnes  ،pGEX-6P-PAIلینولئیک اسـید ایزومـراز   
 طریقد ایزومراز ـآنتی سرم خرگوش آنتی لینولئیک اسی

Ivo Feussner )Georg-August-Universität Göttingen ،
مورد استفاده های رشد باکتریایی  محیط. شد اهدا) آلمان

هـای   کیت). ، آلمانDarmstadt(مرک بودند شرکت از 
مونیخ، ( Fermentasهای ملکولی و مواد زیستی از  روش
مـواد  . تهیـه شـدند   )Alameda, CA( Bioneerیا ) آلمان

سیگما  شیمیایی از درجه فوق خالص بودند و از مرک یا
  .تهیه شدند) آمریکا(

  
  خالص سازی اسید لینولئیک از روغن آفتابگردان

، اســید لینولئیــک، بــه روش CLAسوبســترای تهیــه 
کمــپلکس کــردن بــا اوره از روغــن آفتــابگردان خــالص 

گـرم روغـن در یـک     100بـه طـور خلاصـه،    . سازی شد
میلی لیتر محلول پتـاس در اتـانول    200ارلن ریخته شد و 

و مقداری سـنگ جـوش بـه    ) حجمی -وزنی ددرص 10(
پس از اتصـال مبـرد رفلاکـس بـه ارلـن و      . آن اضافه شد

سـاعت صـابونی    5/1قرار دادن آن بر روی هیتر به مدت 
 6سـپس بـا افـزودن اسـید کلریـدریک      . شدن انجام شـد 

 200 در ادامه .اسیدهای چرب آزاد شدند pH=3نرمال تا 
و اسـیدهای چـرب   لیتر آب نمک اشباع افزوده شـد   میلی

ــا   ــار ب ــار هــر ب ــر هگــزان نرمــال  میلــی 300آزاد ســه ب لیت
همـه فازهـای هگزانـی بـا هـم مخلـوط       . استخراج شـدند 

با استفاده از اواپوراتـور   C° 55شدند و هگزان در دمای 
 100 سـپس  .چرخشی از اسیدهای چـرب آزاد جـدا شـد   

 750گـرم اوره و   250گرم اسید چرب آزاد تهیه شده بـا  
تا  C°60ای ـد و در دمـمخلوط ش درصد 95نول گرم اتا

پس از سـرد  . تشکیل یک محلول یکنواخت هم زده شد
شــدن تــا دمــای محــیط، محلــول در دمــای صــفر درجــه  

سـپس  . سانتیگراد بـه مـدت سـه سـاعت نگـه داشـته شـد       
، کاغـذ  ءبـا اسـتفاده از ارلـن خـلا     ءلیکور مـادر در خـلا  

شـده بودنـد   و قیف بوخنری که قبلا سرد  4صافی واتمن 
) بخش کریستالیزه شـده (از بخش کمپلکس شده با اوره 

برای جداسازی اسیدهای چرب آزاد از لیکـور  . جدا شد
میلی لیتر آب مقطر به آن افزوده شد و با اسید  200مادر، 

. دی شـد ـاسی ـ 3تـا   2حدود  pH نرمال تا 6ک ـکلریدری
 300پس از آن اسیدهای چرب آزاد سـه بـار هـر بـار بـا      

همـه فازهـای   . لیتـر هگـزان نرمـال اسـتخراج شـدند      میلی
ــزودن مقــداری    ــا اف ــا هــم مخلــوط شــدند و ب هگزانــی ب
سولفات سـدیم بـدون آب و صـاف کـردن آن خشـک      

بـا اسـتفاده از اواپوراتـور     C° 55هگزان در دمای . شدند
  .)17(چرخشی از اسیدهای چرب آزاد جدا شد
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   تولید اسید لینولئیک کانژوگه توسط اشریشیاکلی 
 

  1390خرداد ،  82، شماره  بیست و یکمدوره                                                                 مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                       

  E. coliر کلونینگ و بیان لینولئیک اسید ایزومراز د
پلاســـمید حـــاوی ژن لینولئیـــک اســـید ایزومـــراز  

(pGEX-6P-PAI)  درE. coli BL21 (DE3)   با پیـروی
های تراریخت  کلنی. )18(از روش های معمول کلون شد
در ) g/mlµ 100(سـیلین   شده بر اساس مقاومت به آمپـی 

 5/0تریپتـون،   (w/v) درصـد  1[محیط لوریا برتانی آگار 
کلریــد  (w/v) درصــد 1ر، عصــاره مخمــ (w/v) درصــد
انتخـاب شـدند و    LB ]آگـار،   (w/v) درصد 5/1سدیم، 

هـا، بـا اسـتفاده از کیـت      پس برای تائید ملکولی کلنـی س
  ، پلاسمید استخراج شد و بـه  Bioneerاستخراج پلاسمید 

  

  .)18(تائید شد BglIبرشی روش آنالیز هضم با آنزیم 
ــی ــایع     کلنـ ــیط مـ ــده در محـ ــد شـ ــای تائیـ    LBهـ

ــا  C° 37در دمــای ) g/mlµ 100(ســیلین  آمپــی حــاوی ت
ــه   ــیدن ب ــر  ODرس ــده   5/0براب ــان دهن ــه تک   در گرمخان

) rpm150 (ها برای بیـان   القای کلونی. کشت داده شدند
گالاکتوپیرانوزیـد  -تیـو -آنزیم با افزودن ایزوپروپیـل بتـا  

(IPTG) پـس از  . )19(مولار انجام شـد  به میزان یک میلی
بـرداری شـد و از    های القا شـده نمونـه   باکتریسه ساعت از 
اکریلامید  پلی -SDSبا الکتروفورز در ژل  نظر بیان آنزیم

  .آنالیز شد
  

  پلی اکریلامید -SDSالکتروفورز ژل 
   هــای ســلول بــاکتری پــیش و پــس از القــا در نمونــه

rpm 13000     ســانتریفوژ شــدند و پــس از دور ریخــتن
،  pH  ،M urea 8= 8(ها در بافر لیزکننده روشناور، سلول

mM NaH2PO4 100  ،mM Tris·Cl 10(  پخش شده و
 (SDS 2-Mercoptoethonolبارگذاری  X 10سپس با بافر 

 SDS 2درصــد،  Bromophenol blue 02/0درصــد،  دو
) درصد M Tris-Cl 09/0درصد،  Glycerol 20درصد، 

از  µl 20دقیقــه جوشــاندن،  10پــس از . مخلــوط شــدند
 الکتروفـورز  درصد 12پلی اکریلامید  - SDSنمونه در ژل 

رنـگ و   ،پـس از الکتروفـورز، ژل بـا کوماسـی بلـو     . شد
  .)18،19(عکس برداری شد

  

  آنالیز وسترن بلاتینگ
های سلول باکتری پیش و پس از القـا بـه    ابتدا نمونه

الکتروفورز  ،پلی اکریلامید -SDSروش الکتروفورز ژل 
فکیـک شـده،   هـای ت  پـس از الکتروفـورز، پـروتئین   . شد

ــدند   ــروبلات شـ ــلولزی الکتـ ــای نیتروسـ . )18(روی غشـ
ــا اســتفاده از    ــد لینولئیــک اســید ایزومــراز ب تشــخیص بان

لینولئیک اسید ایزومراز خرگوش به عنوان  سرم آنتی آنتی
ــی ــی  آنت ــه و آنت ــادی اولی ــوش ضــد خرگــوش   ب ــادی م ب

با پراکسیداز ترب کوهی به عنـوان   گذاری شده برچسب
دی آمینو  -3و 3آمیزی با  همراه با رنگ بادی ثانویه آنتی

  .)18(انجام شد بنزیدین
  CLAارزیابی تولید 

از یک درصد از یک کشت شبانه کلون تراریخـت  
مـایع   میلی لیتـر محـیط   10شده به عنوان مایه برای تلقیح 

LB   ــیلین ــی س ــاوی آمپ ــد ) g/mlµ 100(ح ــتفاده ش . اس
در  C°37 در دمـای   5/0برابـر   ODکشت تـا رسـیدن بـه    
پـس از  . نگه داشته شد) rpm150 (گرمخانه تکان دهنده 

گرم اسید لینولئیک و  میلی IPTG ،50مولار  میلی 1/0آن 
در شرایط اسـتریل افـزوده شـد و     20گرم توئین  میلی 10

  در  CLAبــرای بیــان لینولئیــک اســید ایزومــراز و تولیــد  
C°25  ه تکــان دهنــده ـســاعت در گرمخانــ 72بــه مــدت

ــداری شــد ــه روش   .نگه پــس از آن اســیدهای چــرب ب
Coakley بــه طــور  . اســتخراج شــدند  )20(و همکــاران
) لیتر میلی 10(میلی لیتر ایزوپروپانول به کشت  4خلاصه، 

 3پــس از آن . ثانیــه ورتکــس شــد   30افــزوده شــد و  
ثانیــه  30لیتــر هگــزان نرمــال افــزوده شــد و پــس از  میلـی 

. وده شـد میلی لیتر دیگـر هگـزان نرمـال افـز     6ورتکس، 
ــردن، در    ــه ورتکــس ک ــس از یــک دقیق  rpm 10000پ

حاوی اسیدهای چـرب  ) رویی(سانتریفوژ شد و فاز آلی 
 ءزیـر خـلا   C°40در پایان هگزان در دمـای  . برداشته شد

  .از اسیدهای چرب جدا شد
  

  کروماتوگرافی گازی
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  مشید فرمانی و همکارانج                       هشیپژو     
  

  1390خرداد ،  82، شماره  بیست و یکمدوره                                                                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران              

برای آنالیز چربی استخراج شده بـا کرومـاتوگرافی   
برای این کار . شده متیله شدگازی، ابتدا چربی استخراج 

نرمـال بـه چربـی اسـتخراج      1میلی لیتر سود متانولـه   5/0
 15سپس مخلـوط  . شده اضافه و یک دقیقه ورتکس شد

لیتـر   پس از آن یک میلی. نگهداری شد C°70دقیقه در 
افـزوده شـد و   درصد متـانول   14تری فلوراید بور حاوی 

. کان داده شددقیقه در دمای اتاق به آرامی ت 10به مدت 
دقیقــه هگـزان افـزوده شـد و پـس از یـک       cc2در ادامـه  

 .ســانتریفوژ شــد rpm 11000ورتکــس کــردن بــا ســرعت 
سی آب مقطـر بـه    فاز رویی برداشته شد و پنج سیسپس 

ــرعت    ــا س ــردن ب ــس از ورتکــس ک ــد و پ    آن اضــافه ش
rpm 11000 شستشو با آب یک بار دیگر . سانتریفوژ شد

  لــی برداشــته شــد، مقــدار    فــاز آســپس . تکــرار شــد 
  کمـــی ســـولفات ســـدیم بـــدون آب بـــه آن افـــزوده و 

  . )21(زدن بـــا کاغـــذ صـــافی صـــاف شـــد پـــس از هـــم
  میکرولیتــــر از محلــــول متیــــل اســــتر  دو تــــا چهــــار

ــاتوگرافی   ــاه کرومــ ــه تزریقگــ ــیدهای چــــرب بــ   اســ
دســتگاه، مجهــز بــه تزریقگــاه . مــایع تزریــق شــد -گــاز

ــاره ــده  دوپـ ــ (Splited)کننـ ــیون و آشکارسـ   از یونیزاسـ
  نــــام ســــتون موئینــــه مــــورد اســــتفاده . شــــعله بــــود

Rt-2560 )Restek Corporation PA 110 Benner  ،
Circle Bellefonte(  طول، قطر داخلی و ضخامت لایـه ،

. میکرومتر بود 2/0لیتر و  میلی 25/0متر،  100ترتیب آن به
ــارگی ــر  (Split ratio) نســبت دوپ ، گــاز حامــل 50براب

 225، فشـار سـر سـتون    ) درصـد  9/99خلـوص  (نیتروژن 
کیلوپاسکال و دمـای تزریقگـاه و آشکارسـاز بـه ترتیـب      

بـرای تفکیـک   . درجه سانتی گراد بـود  250و  225برابر 
دقیقـه   3مطلوب متیل استر اسیدهای چرب، ابتـدا سـتون   

در  C° 2نگه داشـته شـد، سـپس بـا سـرعت       C°160در 
دقیقـه در   30 ،یـان افزایش یافت و در پا C°220دقیقه تا 

C°220 22(نگه داشته شد(.  
  

  ها یافته

برای تولیـد نوترکیـب لینولئیـک اسـید ایزومـراز از      
مهمتـرین ویژگـی   . استفاده شـد  pGEX-6P-PAIوکتور 

ترانسـفراز   -Sایـن وکتـور، افـزودن پـروتئین گلوتـاتیون      
(GST)  به پایانهN اضـافه شـدن   . پروتئین نوترکیب است

پروتئین نوترکیب باعـث افـزایش    Nانه این پروتئین به پای
همچنین پروتئین نوترکیب به . شود محلولیت پروتئین می

ــاوی   ــده حـ ــت آمـ ــی GSTدسـ ــه روش   را مـ ــوان بـ تـ
 1شـماره   تصویر. )23(کروماتوگرافی آفینیته خالص کرد

طرح کلی وکتور بیان لینولئیک اسـید ایزومـراز اسـتفاده    
قاومـت بـه   بـه دلیـل وجـود ژن م   . دهـد  شده را نشـان مـی  

ریخـت شـده را   اهـای تر  سیلین در این وکتور کلنـی  آمپی
. ردـدا کـن جـسیلی یـه آمپـاومت بـاس مقـراسـوان بـت می

  pGEX-6P-PAIد ـدن پلاسمیـون شـبرای اطمینان از کل

  
نقشـه کلـی وکتـور بیـان لینولئیـک اسـید ایزومـراز         : 1شماره  تصویر

(pGEX-6P-PAI) .ز لینولئیــک اســید ایزومــراP. acnes (PAI)  بــین
  .کلون شده است NotIو  EcoRIهای  جایگاه

  
ــون E. coliدر  ــمید از کل ــتخراج پلاس ــاوم  ، اس ــای مق   ه

ــه  ــیبـ ــد  آمپـ ــام شـ ــیلین انجـ ــور . سـ ــوالی وکتـ    بررســـی تـ
pGEX-6P-PAI افـزار   با نرمGene Runner Version 3.02 

)Hastings Software, Inc. (    نشـان داد کـه درصـورت
، 1300هـای   ، سـه قطعـه بـا طـول    BglIنزیم آهضم آن با 

همـانطور کـه در   . بازی ایجاد خواهد شـد  2700و  2300
نشان داده شده است، ایـن سـه قطعـه در     2 تصویر شماره

پس از . ایجاد شده است BglIاثر هضم پلاسمید با آنزیم 
باکتری آزمـون بیـان پـروتئین     اطمینان از تراریخت شدن
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   تولید اسید لینولئیک کانژوگه توسط اشریشیاکلی 
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ولی محاسبه شده لینولئیک وزن ملک. نوترکیب انجام شد
بود که بـا افـزوده شـدن پـروتئین      kDa 49اسید ایزومراز 

GST )kDa 26 (شد پروتئینی بـا وزن   بینی می به آن پیش
نتیجــه  3 تصــویر شــماره. تولیــد شــود kDa 75ملکــولی 

پلی اکریلامید باکتری تراریخت،  -SDSالکتروفورز ژل 
  طور کــه در همــان. دهــد از القــا را نشــان مــی قبــل و بعــد

  شـود، پـس از القـا پروتئینــی     دیـده مــی  3 تصـویر شـماره  
  بـــه مقـــدار زیـــادی  kDa 75بـــا وزن ملکـــولی حـــدود 

  محاســـبه وزن ملکـــولی پـــروتئین (تولیـــد شـــده اســـت 
ــرم    ــتفاده از ن ــا اس ــب ب ــزار  نوترکی  Totallab Quantاف

(TotalLab Ltd, Newcastle upon Tyne, UK)   انجـام
تولیــد لینولئیــک اســید ایزومــراز بــرای اطمینــان از . شــد

نتیجـه  . نوترکیب، آزمون وسترن بلاتینگ نیز انجـام شـد  
. نشـان داده شـده اسـت    4 تصـویر شـماره  این آزمون در 
مشـخص اسـت، آزمـون     4 تصویر شمارههمانطورکه در 

آمیـز لینولئیـک اسـید     وسترن بلاتینگ نیـز بیـان موفقیـت   
را  GSTایزومراز به شکل جـوش داده شـده بـه پـروتئین     

  .کند تائید می
با اسـتفاده از بـاکتری    CLAوهش تولید ژدر ادامه پ

کرومــاتوگرام  5 تصــویر شــماره. تراریختــه ارزیــابی شــد
متیل استر اسیدهای چرب استخراج شده از محیط کشت 

 .دهـد  باکتری تراریخت نشده و تراریخت شده را نشان مـی 
در نمونـه تخمیـر شـده بـا بـاکتری       CLAپیک مربوط به 

کـه در نمونـه    شود در حـالی  تراریخت نشده مشاهده نمی
بـه طـور مشخصـی     تخمیر شده با باکتری تراریخت شده

پروفیل اسـید چـرب    1شماره  جدول. قابل مشاهده است
روغن آفتابگردان، اسید لینولئیک خـالص سـازی شـده،    
نمونه محیط تخمیـر شـده بـا بـاکتری تراریخـت نشـده و       
نمونه محیط تخمیـر شـده بـا بـاکتری تراریخـت شـده را       

بــا اســتفاده از روش ذکــر شــده در ایــن . دهــد نشــان مــی
بـه   درصـد  94پژوهش لینولئیک اسید با خلـوص حـدود   

اکتری تراریخت شده در شرایط ذکـر شـده   ب. دست آمد
از اســید  درصــد 5/42قــادر بــه تبــدیل  در ایــن پــژوهش

  .بود CLA t-10, c-12لینولئیک به ایزومر 

  

  
  

. BglIآنـزیم  با  pGEX-6P-PAIآنالیز هضم وکتور  : 2 تصویر شماره
 DNA .pGEX-6P-PAI، لـدر  L، پـس از هضـم؛   2، قبل از هضم؛ 1

و  2300، 1300 هـای  سـه قطعـه بـا طـول     BglIدر اثر هضم با آنـزیم  
  . کند باز ایجاد می 2700

  
  

. پلـی اکریلامیـد الکتروفـورز شـده     - SDSژل تصـویر   : 3 تصویر شـماره 
، L، پس از القـا؛  2قبل از القا؛  ،1شده تراریخت E. coliسلولی های  پروتئین

  .ه استدر نمونه القا شده به خوبی قابل مشاهد kDa 75باند . لدر پروتئین
  

  
  

 E. coliسـلولی  هـای   آنـالیز وسـترن بلاتینـگ پـروتئین     : 4 تصویر شماره
طورکـه   همـان . ، لدر پروتئینL، پس از القا؛ 2، قبل از القا؛ 1تراریخت شده 

بـا   طور اختصاصی شود باند مربوط به لینولئیک اسید ایزومراز به مشاهده می
  .داده و ظاهر شده است بادی آنتی لینولئیک اسید ایزومراز واکنش آنتی
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، B؛ CLA، نمونـه اسـتاندارد   GC .Aکرومـاتوگرام آنـالیز    : 5تصویر شماره 

، نمونـه کشـت   Cتراریخت نشده؛  E. coliتوسط نمونه کشت تخمیر شده 
؛ c9 18:1، 3؛ 18:0، 2؛ 16:0، 1. شده تراریخت E. coliتخمیر شده توسط 

4 ،18:2 c9, c1218:3، 5   ؛ c9, c12, c156   ؛ ،CLA (18:2 c9, t11)؛ 
7 ،CLA (18:2 t10, c12).  

  تراریخت نشده و تراریخت شده E. coli اشریشیاکلی پروفیل اسیدهای چرب روغن آفتابگردان، کشت تخمیر شده با : 1 شماره جدول
  

 16:0 18:0 18:1 18:2 9c, 12c 18:3 9c, 12c, 15c CLA, 10t, 12c درصد تبدیل 

 --- --- 0/1±2/0 2/57±9/0 5/30±8/0 3/3±3/0 7/6±3/0 روغن آفتابگردان

 --- --- 0/2±4/0 5/94±2/1 3/2±3/0 4/0±3/0 5/0±3/0 تراریخت نشده اشریشیاکلی

 5/42 40±9/0 6/1±5/0 0/54±1 5/1±5/0 1±3/0 1±4/0  تراریخت شده اشریشیاکلی

 
  

  بحث
واکــنش )  LAI( آنــزیم لینولئیــک اســید ایزومــراز 

فعالیت  .کند را کاتالیز می CLAد لینولئیک به تبدیل اسی
ــید   ــک اســ ــه لینولئیــ ــرازی در گونــ ــایی از  ایزومــ هــ

Lactobacillus ،Lactococcus ،Propionibacterium ،
Bifidobacterium  ،  Megasphaera elsdenii   ،

Butyrovibrio fibrisolvens و Clostridium sporogenes 
ــده اســـت  ــاهده شـ ــین . )24-27(مشـ ــاکتریاز بـ ــای  بـ   هـ

  گونـــاگون شـــناخته شـــده، تنهـــا تـــوالی ژن لینولئیـــک 
ــراز  ــید ایزوم ، P. acnes ، Lactobacillus reuteri اس

Lactobacillus acidophilus ، Lactobacillus plantarum ،
Lactococcus lactis ssp. Lactis  ،Bifidobacterium 

dentium  ،Bifidobacterium breve  وRhodococcus 

erythropolis های اخیـر،   طی سال. )8(شناخته شده است

هـای   به دلیـل ویژگـی   P. acnesلینولئیک اسید ایزومراز 
-10و 12مانند محلول بـودن و داشـتن فعالیـت     ،مطلوب

لینولئیک . بیشتر مورد توجه قرار گرفته است ،ایزومرازی
 ،)E. coli )10،11،28هـای   در میزبان P. acnesمراز اسید ایزو

Lactococcus lactis )28(، Saccharomyces cerecisiae 
)10( Nicotina tabacum )10(  وOryza sativa )29( 

بیـان   )10(و همکاران  Hornung. کلون و بیان شده است
ــید   ــک اس ــلولی لینولئی ــراز درون س   در  P. acnesایزوم

S. cerevisiae را بررسی کردند .S. cerevisiae تراریخت، 
میر در حضور اسید لینولئیـک قـادر   ساعت تخ 72پس از 

درصـد   5/0به مقـدار   CLA t-10, c-12به تجمع ایزومر 
بـه  . در بخش اسیدهای چـرب اسـتری شـده سـلولی بـود     

اسـید آمینـه    20ها کدون  ، آنCLAمنظور افزایش تولید 
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 S. cerevisiae ایلینولئیک اسید ایزومراز را بر Nانتهای 
اسـتری شـده در    CLAبـا ایـن کـار میـزان     . بهینه کردنـد 

بهینــه شــده  -هــای مخمــری کــه بــا آنــزیم کــدون ســلول
. افـزایش یافـت  ) درصـد  4(برابـر   8تراریخت شده بـود،  

ذخیره شده در دانه تنباکوی تراریخت شـده   CLAمیزان 
با لینولئیک اسید ایزومراز به صورت استری شـده و آزاد  

دانه برنج تراریخـت  . )10(درصد بود 15و  3/0به ترتیب، 
حـاوی حـدود    P. acnesشده با لینولئیک اسید ایزومراز 

بـود  ) نسبت به کل اسـید هـای چـرب   ( CLAدرصد  3/1
های پروکاریوتی  در میزبان بیان درون سلولی آنزیم. )29(

 L. lactisو  E. coliی هـا  سـلول . بـازده بیشـتری داشـت   
تراریخت شده با لینولئیک اسید ایزومراز طبیعـی پـس از   

 39و  3/37با اسید لینولئیک، به ترتیب  ساعت تخمیر 72
. )28(در ســلول هایشــان ذخیــره کردنــد    CLAدرصــد 

 CLAتوانایی بیشتر تراریخت های پروکاریوتی در تولید 
تواند به دلیل ماهیت پروکاریوتی  می In vivoبه صورت 

فعالیت بیشـتر آن در   و P. acnesز لینولئیک اسید ایزومرا
و  Dengبراساس مطالعات . شدهای پروکاریوتی با میزبان

 Cبـه پایانـه    افزودن دنباله هگزا هیسـتیدینی  )11(همکاران
یکـی  . فعالیت آنزیمی آن را ده برابـر کمتـر کـرد    ،آنزیم

ــید     ــک اس ــایی لینولئی ــد باکتری ــکلات تولی ــر از مش دیگ
نامحلول شدن و غیـر فعـال شـدن آن     P. acnesایزومراز 

اســتفاده از . )11،14(اســت E. coliدر اثــر بــیش بیــان در 
تشـکیل پـروتئین محلـول را تشـویق      های بیانی که سیستم

توانـد نـامحلول شـدن پـروتئین را کـم کـرده و        کند مـی 
ــد   ــظ کنـ ــت آن را حفـ ــی  . فعالیـ ــه پروتئینـ    GSTدنبالـ

)kDa 26 (های محلول است کـه اتصـال    یکی از پروتئین
توانـد باعـث تشـویق محلـول      پروتئین مـی  Nآن به پایانه 

از ایـن رو در ایـن مطالعـه لینولئیـک     . )23(شـود شدن آن 
در  GSTبه شکل متصل شده به  P. acnesایزومراز اسید 

E. coli ورز ـروف ــای الکتـه ـ ونـآزم ـ. دـان ش ــبیSDS- 
ــز  اکریلامیــد و وســترن بلاتینــگ بیــان موفقیــت  پلــی آمی

 GSTلینولئیک اسید ایزومـراز را بـه صـورت متصـل بـه      
 تراریخت E. coliهای  ر سلولاز سوی دیگ. تائید کردند

در صورت رشـد در مجـاورت اسـید لینولئیـک قـادر بـه       
در شرایط آزمایشی بهینه نشده . بودند CLAتبدیل آن به 

این . در محیط کشت قابل تشخیص بود CLAدرصد  40
 صورت متصل موضوع فعال بودن لینولئیک اسید ایزومراز به

 گر اتصال دنبالـه به عبارت دی .دهد را نشان می GSTشده به 
GST  به پایانهN    به محلول شدن پـروتئین در سیتوپلاسـم

  .باعث از بین بردن فعالیت آن نشد کرد وکمک 
های یوکاریوتی گزارش شده در  در مقایسه با میزبان

تراریخت شده در ایـن پـژوهش مقـدار     E. coli، مقالات
CLA  درصـد  4در مقابـل   درصد 40(بیشتری تولید کرد 

 )10( N. tabacumدر  درصد 15، )S. cerevisiae )10در 
تولید شده  CLAمقدار . )O. sativa )29 در درصد 3/1و 

  قــادر بـه بیــان لینولئیـک اســید ایزومــراز    E. coliتوسـط  
P. acnes صورت متصل شده به دنبالـه   بهGST  در حـد ،

قـادر بـه    L. lactisو  E. coliبـرای  مقدار گـزارش شـده   
به صورت طبیعـی   P. acnesایزومراز  بیان لینولئیک اسید

این موضوع عدم تاثیر قابل توجه افزودن دنبالـه  . بود )28(
GST   ــراز را نشــان مــی ــه لینولئیــک اســید ایزوم . دهــد ب

تواند به طـور مناسـبی    ت شده میتراریخ E. coliبنابراین 
یندهای بیوکاتالیز با سلول کامـل  ادر فر CLAبرای تولید 

  .گیردمورد استفاده قرار ب
در ایـن  گیـری کـرد کـه     تـوان نتیجـه   در نهایت مـی 

بـه صـورت    P. acnesایزومـراز  پژوهش لینولئیک اسـید  
. دـون و بیـان ش ـ ـکل ـ E. coliدر  GSTه ـل بـه دنبال ـ ـمتص

تراریخت شـدن بـاکتری از طریـق اسـتخراج پلاسـمید و      
 تراریخـت  E. coli. آنالیز هضم با آنزیم برشی تائید شـد 

درون سلولی آنزیم به شکل متصل شده  شده قادر به بیان
درون سلولی آنزیم نوترکیب بـه   بیان. بود GSTبه دنباله 

ــترن  -SDSروش الکتروفـــورز  پلـــی اکریلامیـــد و وسـ
بادی آنتی لینولئیک اسید ایزومراز تائیـد   بلاتینگ با آنتی

بــه آنــزیم باعــث افــزایش وزن  GSTاتصــال دنبالــه . شــد
افـزوده شـدن   . دالتـون شـد  کیلو  75به  49ملکولی آن از 

باعـث از   لینولئیک اسید ایزومـراز  Nبه پایانه  GSTدنباله 
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و آنزیم نوترکیب قادر به تولید  بین بردن فعالیت آن نشد
  .بود CLAمقادیر قابل توجهی 

  

  سپاسگزاری
این پژوهش توسط صندوق حمایت از پژوهشـگران  

بدین ). 87040087شماره طرح (حمایت مالی شد کشور 
له از مدیران و کمیته علمی صندوق سپاسگزاری می وسی
های بیولوژی ملکولی استفاده شده در  تمامی روش. شود

این پژوهش در بخش هپاتیت و ایدز انستیتو پاستور ایران 
ــای . انجــام شــد ــاب آق  Ivo Feussnerپروفســور از جن

)Georg-August - Universität Göttingen ،  آلمـان (
بــادی  و آنتــی pGEX-6P-PAIتــامین وکتــور   بــدلیل
لینولئیــک اســید ایزومــراز و از جنــاب آقــای دکتــر  آنتــی

بـدلیل نظـرات   ) انستیتو پاستور ایران(آرش معمارنژادیان 
  .کنیم ارزشمندشان صمیمانه تشکر می
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