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 مقدمه
 سيهگ  زاک 1،2،3،3،2،1 ت  و ينوزيواي)م دياس   کي  تيف

ه ا و   فس فر در لا ،ت، لگ وم    ي رهي  ذخ يفسفات( فرم اص ل 

درصد کل فسفر موجود در  06تا  16است که  يرولان يها دانه

 کي  ب ه عن وان    ت ات ي[. ف1،2دهد ] يم ليرا تشک اهانيگ نيا

ها  نيمختلف، پروتئ يکه به مواد معدن يقو يا هيضد تغذ ي ماده

ه ا ش ده،    متصل شده و م ان  ج ذب آن   يگوارش يها ميو آنز

بر س،مت انس ان و   ياثرات مخرب جهيشود و در نت يشناخته م

 [.3گذارد ] يم کيمونوگاستر واناتيح

ش ناخته   ت از يکه تحت عن وان ف  تات،يکننده ف هيتجز ميآنز

 تاتيها بوده که آزاد کردن فسفات از فشده جز ک،س فسفاتاز

 تازيداده که استفاده از مکمل فدهد. مطالعات نشان  يرا انجام م

 يض رور  يب دن در ج ذب م واد مع دن     ييتوانا شيسبب افزا

بهب ود   ع ات، شود. طبق مطال يم ميآهن و کلس م،يزيچون من هم

ت ا   3/1از  يبرابر و بهبود جذب رو 1/11تا  1جذب آهن از 

ب ه دس ت    ييلا ذا  مي  در رژ تازياستفاده از ف قيبرابر از طر 2

 [.3] ديآ يم

از  يناش   يفس فر  يقادر به کاهش آل ودگ  نيچن هم تازيف 

توانند منجر به رش د   يم عاتيضا نيبوده که ا يوانيح عاتيضا

انس ان   يمض ر ب را   نينوروتوکس   ديو تول يآبز يها سميارگان

و  م ت يق منج ر ب ه حف ن من اب  گ ران      نيچن   هم تازيگردد. ف

از  فادهنشان داده، است جي[. نتا7-2شود ] يفسفر م ريدناپذيتجد
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 وان ات يح ييلا ذا  مي  در رژ ييب ه عن وان مکم ل لا ذا     تازيف

 26( منج  ر ب  ه ک  اهش  و ... ان،خوكي  )ماک کيمونوگاس  تر

ها شده و به دنبا  آن  فضولات آن قيدف  فسفر از طر يدرصد

در صنعت لا ذا م ورد توج ه ق رار      تازيف يوتکنولوژيکاربرد ب

 [.8گرفته است ]

با توج ه   يکلايشياشر تازيشناخته شده، ف يهاتازيف نيب از

مورد توجه قرار گرفته  تر شيکه دارد ب يمطلوب اتيبه خصوص

ج دا ش ده از ق ار      ت از يبراب ر ف  نيچن د  يتيفع ال  راياست ز

و ب ا   يص نعت  ديتول يبرا جهيداشته و در نت جرينا لوسيآسپرژ

 نيديستيه ي دستهجز  تازيف ني[. ا0تر است ] بالا مطلوب زانيم

 يدياس pH در تاتيف ي هيتجز اتازها بوده که قادر بهفسف دياس

 يها تازيهم نسبت به ف يبالاتر ياختصاص تيمعده است و فعال

 [.16دارد ] گريد

 يه ا  نيپ روتئ  دي  ب ر اس اس تول   ميآن ز  نيا ديتول امروزه

ه ا   نيدر رابط ه ب ا پ روتئ    نيش  يباشد. مطالعات پ يم بينوترک

ب ا   س ه يت ر در مقا  کوچ ک  يه ا  نيمشخص نموده ک ه پ روتئ  

 86ک ه   يدارن د ب ه ط ور    يبالاتر انيتر ب بزرگ يها نيپروتئ

 تي  ب ا موفق  نهيدآمياس   326تر از  کوچک يها نيدرصد پروتئ

مشخص شده کوت اه ک ردن ط و      نيشوند. ع،وه بر ا يم انيب

 يه ا  ن ه يم وثر در ک اهش هز   سميمکان کيبه عنوان  نيپروتئ

 يمطالعه س ع  ني[. لذا در ا13-11شود ] يبه کار گرفته م ديتول

را  ديتول زانيم تاز،يف يميآنز ي هيناح ديو تول يشده با جداساز

کوت اه ش ده    ميزآن   تي  فعال زاني  م يداده و به بررس   شيافزا

 .پرداخت

 

 ها‌مواد و روش
 ميژن آن ز  يت وال 

 يب ا ش ماره دسترس     NCBI گ اه ياز پا يکلايش  ياشر ت از يف

AF537219.1 نياز چند يميآنز ي هيناح نييتع يشد. برا هيته 

اس تفاده ش د.    UniProt و  PDB،PDBsum از جمل ه  تيس ا 

ق رار گرفت ه و    س ه يم ورد مقا  گ اه يحاصل از هر سه پا جينتا

 يم  يآنز ي هي  ناح انبه عنو گاهيمورد توافق هر سه پا ي هيناح

و  AlleleID اف زار  با استفاده از ن رم  مريپرا يشد. طراح نييتع

انج ام گرف ت. ب ا     BLAST افزار توسط نرم تر شيب يهازيآنال

 هيرفت شامل ناح مريمشخص شده، پرا يميآنز هيتوجه به ناح

، XhoI ب رش  هي  ش امل ناح برگش ت   مريو پرا BamHI برش

 .گشت يطراح

 ’CGGGATCCCAATCTGCATTCGCTCAG3’2 رفت: مريپرا

 ’CCGCTCGAGAAGCGTCCAGTTGAGCTC3’ 2:برگشت مريپرا

 DNA صيتخل   يبرا DNA 

استفاده شد. اس اس   K-12 هيسو ياکلياشرش ياز باکتر يژنوم

 18[. 12،13انج ام ش د ]   NaCl/CTAB طب ق روش  صيتخل

فاق د   لياس تر  NB طيدر مح   E coli يس اعت قب ل، ب اکتر   

 ،يکشت ب اکتر  وژيفيکشت داده شد. پس از سانتر کيوتيب يآنت

 از اس تفاده ب ا   ي. باکترديحل گرد TE رسوب حاصل در بافر

SDS نازيو پروتئ K شد زيل.DNA با استفاده از  يباکتر يژنوم

 ياجزا ريها و سا نياستخراج شد. پروتئ NaCl/CTAB محلو 

 وژيفيالکل و سانتر ليزوآميبا استفاده از فنل/کلروفرم/ا يسلول

رس وب   زوپروپانو يحاصل با استفاده از ا DNA.ديحذف گرد

 TE درص د در ب افر   76 اتانو داده شد و پس از شستشو در 

 .ديحل گرد

 PCR شده با اس تفاده از  نييتع يميآنز ي هيناح

به عنوان الگ و،   يژنوم DNA نانوگرم 2با  PCR .ديگرد ريتکث

 2/6م ولار،   يل  يم  dNTP10کوم و ، يپ 16با لالظ ت   مريپرا

 1 دي  کلرا ميزي  (، مني، مالزvivantis) مرازيپل Pfu ميواحد آنز

 طياانجام شد. شر lµ25 در حجم X 16بافر PCR مولار و يليم

درجه  02 هيصورت دنبا  شد: واسرشت کردن اول نيبه ا ريتکث

اتص ا    يدم ا  ق ه، يدق کيدرجه  02واسرشت کردن  قه،يدق 2

 72ژن ه دف   ري  تکث ق ه، يدق کي  درجه  28به الگو  مرهايپرا

 ق ه يدق 2درجه ب ه م دت    72 يينها ريو تکث قهيدق کيدرجه 

کلر يب ا دس تگاه ترموس ا    کليس   PCR35 ن د يانجام ش د. فرا 

 محص و   يينه ا  ي. بررس  رفتي)اپندورف، آلمان( صورت پذ

PCR درص  د ص  ورت  8/6ژ  آگ  ارز  يب  ا الکتروف  ورز رو

ب ا   يزي  آم الکتروفورز با استفاده از رنگ جهينت يگرفت. بررس

و مش  اهده آن ب  ا دس  تگاه ت  رانس  دي  برما وميدي  محل  و  ات



 و همکاران مليحه ح،جي                                       

 

 

با استفاده از  PCR انجام گرفت. سپس محصو  UV رناتويلوم

 .شد صيآلمان( تخل)Roche  تيک

 ديژن م ورد نظ ر در پ،س م    يساز کلون يبرا

pET-32a يب ر رو  يم  يصورت عم ل ش د: هض م آنز    نيبد 

 يه ا  ميبا اس تفاده از آن ز   pET-32a و وکتور PCR محصو 

BamHI و XhoI       قطع ات  نيانج ام ش د. س پس اتص ا  ب 

(ligation) ميبا استفاده از آنز T4 Ligase ( يت وان يفرمنت از، ل )

در  بي  نوترک ديپ،س  م ونيرماس  . ترانسفورفتيص  ورت پ  ذ

 اني  ب يو ب ه دنب ا  آن ب را    E. coli DH5α مستعد يها سلو 

 E. coli BL21 مستعد يها به سلو  ونيترانسفورماس ن،يپروتئ

(DE3)   از روش ن گ يکلون ديي  تا يانجام ش د. ب را PCR   ب ا

 ني ي و تع يم  يژن، هض م آنز  ياختصاص يهامرياستفاده از پرا

 .استفاده شد يتوال

. E. coli BL21 (DE3)  يح او 

 يبراث حاو نينوتر طيمح تريل يليم 166به  ب،ينوترک ديپ،سم

. دي  گرد حيتلق   µg/ml 166 با لالظت نيليس يآمپ کيوتيب يآنت

دور  226درج ه و   37 يبا دم ا  کرداريسپس در انکوباتور ش

 OD 166 در يکه کدورت باکتر يگذاشته شد تا زمان قهيدر دق

 IPTG  با اض افه ک ردن   نيپروتئ ديد. توليرس 1/6نانومتر به 

(Isopropylthio-β-D-galactoside) 1 ييب   ا لالظ   ت نه   ا 

، دو و چهار ساعت قبل از القا يها مولار انجام شد. نمونه يليم

-SDS ش د. س پس ب ا اس تفاده از ژ      يآور القا جم   پس از 

PAGE 12% قرار گرفت يمورد بررس نيپروتئ ديتول. 

 Ni- NTAصيتخل   تيالقا شده توسط ک نيپروتئ صيتخل

 ‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬‬صورت گرفت. يليتما ي( بر اساس کروماتوگرافکاياژن،آمريک)

ب ا اس تفاده از س نجش     نيپ روتئ  صيتخل   يفيو ک يکم زيآنال

 [.18-11انجام شد ] SDS-PAGE 12% برادفورد و ژ 

از  تيفعال شيو افزا نگيفولديمنظور ر به

ب  ه هم  راه   PBSاس  تفاده ش  د. از ب  افر    زيالي  د کي  تکن

اس تفاده   نيو پ رول  نيسيگ، ن،يآرژن ن،يستئيس يها نهيدآمياس

-طب  ق روش س  ولفات آه  ن ت،ي  فعال ني  يتع ت  اًي. نهادي  گرد

روش مق دار   ني  [. در ا10انجام شد ] افتهي رييبلو تغ بداتيمول

 366و  ميآن ز  ت ر يکروليم 166و سوبسترا ) مياز آنز يمشخص

 37 يم ار  در بن قهيدق 36مخلوط شده و سوبسترا(  تريکروليم

 ت  ريکروليم 366س  پس  دي  گ  راد انکوب  ه گرد يدرج  ه س  انت

و  ميآن ز  ي ( به عنوان مهارکنن ده TCA) دياس کيکلرواست يتر

نمون ه   OD تاًياضافه شد. نها يمحلو  رنگ تريکروليم 366بعد 

آزاد  ي دهنده نشان يرنگ آب جادينانومتر خوانده شد. ا 766در 

 ميآن ز  تيواحد فعال کيباشد.  يم تازيف تيشدن فسفات و فعال

 قهيدق 1فسفات را در  کرومو يم 1که  يميبه صورت مقدار آنز

 .گردد يم فيآزاد کند، تعر شيآزما طيو تحت شرا
 

 نتايج
توجه به اط،عات به  با. تازيژن ف يميآنز ي هيناح نييتع

با  337تا  27 يا نهيدآمياس يتوال گاه،يدست آمده از هر سه پا

به عنوان  يميآنز تيدر نظر گرفتن تمام عوامل موثر در فعال

 .شناخته شد يميآنز تيدر فعال نيبخش پروتئ نيرگذارتريتاث

 يکل اياشرش تازيف ميآنز تيموثر در فعال يدينواسيآم ي. توال1شکل 

 

 DNA تازيژن ف ريتکث يبرا ياکلياشرش يژنوم 

انجام شد و  تيبا موفق يميآنز ي هيناح رياستخراج شد. تگث

 جي(. نتا2)شکل  درصد مشاهده شد 8/6ژ  آگارز  يرو جهينت

PCRب،ينوترک ديپ،سم يتوال نييو تع يمي، هضم آنز 

 يدينوکلئوت يبا توال افتهيريتکث يتشابه توال ي دهنده نشان

 بود تازيژن ف يميآنز هيناح

 

، چاهک DNAمارکر  PCR . .M. ژل الکتروفورز محصول 2شکل 

1.PCR  تازيژن ف يميه آنزيناح 



 1301(،زمستان  10 ي)پياپ 1، شماره 26جلد                                                                                                     کومش

 

 

 3به مدت  IPTG ي لهيبه وس نيپروتئ انيب

 SDS-PAGE  12%ژ  يآن رو ي ج ه يساعت دنبا  ش د و نت 

مش اهده   لودالت ون يک 21در محدوده  يميشد. باند ضخ يبررس

 تي  با استفاده از ک صيتخل ن،يپروتئ اني(. بعد از ب3شد )شکل 

Ni-NTA با خل و    تازيف ميو طبق پروتکل انجام شده و آنز

 بي  نوترک ني(. لالظ ت پ روتئ  3)ش کل   گشت صيتخل ييبالا

 بود. mg/ml  2/2شده ديتول

ش از القا. ستون ي. پ1ن. ستون ي. مارکر پروتئMن. ي. القا پروتئ 3شکل 

 . چهار ساعت بعد از القا3. دو ساعت بعد از القا. ستون 2

 نيپروتئص ي. تخل1ن. ستونيمارکر پروتئ Mن. يص پروتئي. تخل4شکل

 نينش ان داد بهت ر   زيالي  حاصل از د جينتا

 زيالي  در ب افر د   نيس تئ يس نهيدآميدر حضور اس   نگيفولدير

 37 يدر دم ا  ت از يف ميآن ز  تي(. فعال2شکل ) شود يحاصل م

 هي  ناح ژهي  و تي  (. فعال1)ش کل   شد نييگراد تع يدرجه سانت

 تي  فعال زاني  م نيمحاسبه شد که ا U/mg 73تازيف کيماتيآنز

 .باشد يم يقابل قبو  و کاربرد هدست آمد هب

 نينگ پروتئيفولديز بر رياليمختلف در بافر د يها ي. اثر افزودن5شکل 

ه يناح Bبلانک،  A تاز.يک فيماتيآنز يه يت ناحي. سنجش فعال5شکل 

 تازيف يميآنز ي

 

 گيري‌بحث و نتيجه
و س ،مت انس ان،    هي  تغذ ي ن ه يدر زم تازيف ميآنز تياهم

 يوتکنول وژ يو ب وري  صنعت دام و ط ست،يز طيحفاظت از مح

 ت از، يمشخص شده که اس تفاده از ف  نيچن اثبات شده است. هم

ک اهش   ط،ينشده به مح   هيتجز تاتيباعث کاهش آزاد شدن ف

 رفس ف  ياتيعدم استفاده از مناب  ح جهيو در نت يفسفر يآلودگ

 [.1شود ] يم

و ک اهش   نيپ روتئ  اني  ب شيمطالعه به منظور افزا نيا در

 صيو تخل   دي  تول ت از، يف کي  ماتيآنز هيناح د،يتول يها نهيهز

 کي  ماتيآنز ي هي  به دست آمده نشان داد ک ه ناح  جيگشت. نتا

 ياني  ش ده اس ت و وکت ور ب    صيو تخل   ديتول يبه درست تازيف

pET32a م ورد نظ ر    نيپ روتئ  اني  کارآم د در ب  ستميس کي

دهن ده   نش ان  زي  ن يم  يآنز ي هي  ناح تي  باشد. سنجش فعال يم

( بوده که منطبق بر گزارش ات  U/mg 73) ميآنز يبالا تيفعال

 باشد. يم نيشيپ

 Rao را ب ه   لوسيباس   ميکام ل آن ز   يهمکارانش ت وال  و

مش ابه را   اريبس   ينموده و روش   ديتول يصورت انکلوژن باد

 را ميآن ز  تي  فعال ت اً يب ه ک ار ب رده و نها    ميآن ز  فولدير يبرا

 U/mg 11 [ 26گ    زارش کردن    د.] Eric Rodriguez  و

 E .coli ت از يژن ف ي کدکننده ي هيکامل و ناح يهمکارانش توال

 بي  را ب ه ترت  ين واح  نيا ياختصاص تيرا کلون نموده و فعال

U/mg  7/36 و U/mg 0/28 [ 21گ  زارش کردن  د]. ه  ا  آن

 E تازيف نگياز کلون گريد ي جداگانه ي در دو مطالعه نيچن هم

.coliبي  را ب  ه ترت ميآن  ز تي  ، فعال U/mg 1/8  وU/mg 31 

 [. 23،22گزارش کردند ]
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 نيپروتئ ديژن و تول انيب يها برا ستميس نيتر يجمله قو از

 ني  باش د. در ا  يم   pET س تم يس E.coli زب ان يدر م بينوترک

  وف اژ يباکتر يژن هدف تحت کنتر  پروموتر ق و  انيب ستم،يس

T7 باشد که تح ت کنت ر  اپ رون    يم Lac  زب ان يب وده و در م 

E.coliپروموتر توسط  نياز ژن هدف تحت کنتر  ا يسي، رونو

RNA وفاژيباکتر مرازيپل T7  کل ون   يکه در کروموزوم ب اکتر

از  ت ر  شيب   ستميس نيمحصو  در ا ديشود. تول يشده، انجام م

 RNAوابس ته ب ه    يس  يه ا رونو  است ک ه در آن  ييها ستميس

 [.23است ] زبانيسلو  م يمرازهايپل

اس يد   1ترادف ويژه مرب وط ب ه    يدارا apET32 ديپ،سم

مک ان   2´باشد ک ه در ناحي ه   ي( م1His.tagآمينه هيستيدين )

اض افه   نيپ روتئ  ين  يآم يکلونينگ ژن قرار گرفته و ب ه انته ا  

پروتئين توليد ش ده ب ا    يساز خالص يشود. اين ترادف برا يم

وکتور ه م   نيرود. ا يکار م هاستفاده از کروماتوگرافي تمايلي ب

 ياست که در لارب الگر  نيليس يژن مقاومت به آمپ يدارا نيچن

ب ه عن وان    apET32از  ني[. بن ابرا 22کند ] يم فايا ينقش مهم

 . دياستفاده گرد يانيو ب نگيوکتور کلون

ک ه ب ا    DH5α ي هيس و  E.coli يمطالعه از ب اکتر  نيا در

 دايپ ييبالا ييکارآ ونيترانسفورماس يجهش برا نيچند جاديا

اس  تفاده ش  د.  ن  گيکلون زب  انيک  رده اس  ت، ب  ه عن  وان م 

دارا ب ودن پروتئ از، باع ث     لي  ب ه دل  E.coli DH5αي هيس و 

ت وان از   ينم   نيشود. بنابرا يم بينوترک نيشکسته شدن پروتئ

ج ا ک ه    استفاده کرد، ام ا از آن  بينوترک نيپروتئ انيب يبرا آن

ها ديپ،س م  يو نگهدار ريتکث يندارد، برا يديپ،سم گونه چيه

 نيپ  روتئ اني  جه  ت ب E.coli BL21از آن اس تفاده ش  د. از   

 ييزا بوده، توانا يماريب ريلا هيسو ني. ادياستفاده گرد بينوترک

 طيمح   نيت ر  در س اده  ورا نداش ته   زب ان يم يه ا  بقا در بافت

 يمطالعه برا نيجهت در ا ني[. به هم21کند ] يها رشد م کشت

 هياز سو يميآنز بياز تخر يريو جلوگ نيپروتئ ديتول شيافزا

BL21 (DE3) متصل به لاشاء  ياستفاده شد که فاقد پروتئازها

 نيباش  د، بن  ابرا يم   DegP ،HtpR ،OmpT ،Lonاز جمل  ه 

[. در 27] ردي  گ يص ورت نم    آندر  بينوترک نيپروتئ بيتخر

 طيدر مح   نيپ روتئ  اني  الق ا اس تفاده ش ده، ب    يها طيمح نيب

NB1.5X يه ا  طياز مح   تر شيبه همراه عصاره مخمر ب NB 

1.5X  ،فاقد مخمرNB 2X  وLB .بود 

 اني  ب لي  دل ‬‬‬‬‬‬‬‬‬به بينوترک‬ تازيف يميآنز ي هيمطالعه ما ناح در

باز کردن  يآمد. برابه صورت نامحلو  در زبانيبالا در سلو  م

اوره  ياز لالظت بالا يدر فرم انکلوژن باد ينيپروتئ يها رشته

ه ا ب ا ح ذف عوام ل      نيپ روتئ  حيص ح  يياستفاده شد. بازآرا

ح ذف   يکه برا ييها از روش يکيشود.  يکننده آلااز م دناتوره

 کي  ب ا اس تفاده از    نيپروتئ زياليشود د يعوامل استفاده م نيا

 [.28]باشد  يتراوا م مهين سهيک

 يياس تفاده ش ده و ب ازآرا    زيالي  د کيمطالعه، تکن نيا در

 انج ام ش د   هيبه عنوان بافر پا PBS با استفاده از بافر نيپروتئ

(. ب ه  رفتيگ راد ص ورت پ ذ    يدرجه سانت 3 يدر دما زياليد)

 يب ات يبافرها به همراه ترک نيا نگ،يفلدير زانيم شيمنظور افزا

ها ب ر رون د    آن ريو تأث دياستفاده گردها  نهيدآميمانند انواع اس

و  نيس  يگ، ن،يمانند آرژن   ييها نهيآم ديشد. اس يبررس زياليد

 زاني  م شيو اف  زا نيب  ه منظ  ور مه  ار تجم    پ  روتئ نيپ  رول

 زين نيستئي[. س36،20شوند ] يها استفاده م نيپروتئ نگيفولدير

[. 31شود ] يبه کار برده م يديسولف يد يباندها ليتشک يبرا

ب ه دس ت    يکرد زم ان  و عمل نگيفلدير نيبهترمطالعه  نيدر ا

اس تفاده ش د و ب ا     زيالي  در بافر د نيستئيس نهيدآميآمد که اس

 .  افتي يم شيافزا زين تيو فعال فولدير زانيلالظت آن م شيافزا

ک ه ه م در    نيس  يو گ، نيآرژن بيبه ترت نيستئياز س بعد

به هنگ ام   نياز تجم  پروتئ يريو هم جلوگ نگيفولدير  يتسر

را در  ميآن ز  تي  فعال يابيباز نيتر شينقش دارند ب نگيفولدير

 ت از يف نگيفول د يبر ر يگونه اثر چيه باًيتقر نيداشتند. پرول يپ

 نيپ  روتئ نگيکنن  ده فول  د  يتس  ر يه  ا ينداش  ت. افزودن  

ک ه   يهن د در ح ال   د يم   شيرا اف زا  نيپ روتئ  يها نتراکشنيا

 يج انب  يها نتراکشنيمان  ا نيکاهنده تجم  پروتئ يها يافزودن

 نيپ روتئ  نگيش ده در هنگ ام فول د    جاديا يها حد واسط نيب

 شوند. يم

 نهيفعا  با هز نياز پروتئ يدست آوردن مقدار قابل قبول به

ب ه ف رم انکل وژن     بي  نوترک نيپروتئ ديتول يهدف اصل ن،ييپا

ها  نيکه همه پروتئ يخاص کيتکن ايروش  کياست. اما  يباد
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 يمناس ب ب را   طيک ه ش را   يکند وجود ندارد. وقت   فولديرا ر

 مطل وب، زم ان   يشد بعد از ط   ييشناسا نيپروتئ نگيفولدير

فراهم شده،  يبافر طي. ع،وه بر شرارديگ يصورت م نگيفولد

باش د.   يم   نگيفول د ير ن د يمهم در فرا اريفاکتور بس کيدما 

ک ه   نيکمک نموده، ضمن ا نيئپروت نگيبه فولد نييپا يدماها

 نييپ ا  يدهند. البته دم ا  يرا کاهش م نيبه تجم  پروتئ ليتما

 يب را  ازي  م ورد ن  انرا کاهش داده و زم   نگيفولديسرعت ر

ها زياليمطالعه تمام د نيدهد. لذا در ا يم شيرا افزا نگيفولدير

است. با  رفتهيگراد صورت پذ يدرجه سانت 3مطلوب  يدر دما

 يديس ولف  يد يون دها يپ يح او  تازيف ميکه آنز نيتوجه به ا

موجود  يديسولف يد يباندها ايبا اح نيستئيس نهيدآميبوده، اس

 ت  اًيو نها دهي  گرد ت  ازيف ييس  بب ب  ازآرا يم  يآنز يدر ت  وال

ب ه دنب ا  داش ته اس ت. ام ا       زي  را ن ميآن ز  تيفعال نيتر شيب

 ليدر کمک به تشک ييبا توجه به عدم توانا گريد يها يافزودن

 نبودند. نيپروتئ نگيفولديقادر به ر ،يديسولف يد يباندها

 يو بررس   اني  ب ن گ، يگ زارش از کلون  نيمطالعه اول   نيا

 ق،ي  تحق ني  ا جيباشد. نت ا  يم تازيف کيماتيآنز ي هيناح تيفعال

ب وده   بي  به صورت نوترک هيناح نيموفق ا ديتول ي دهنده نشان

ب ا مطالع ات    سهيدر مقا هيناح نيا تيفعال نياست. ع،وه بر ا

 هي  ناح دي  تول نيباش د. بن ابرا   يم   يقابل قبو  و کاربرد يقبل

 .است ريپذ بالا امکان تيبا فعال ياکلياشرش تازيف کيماتيآنز

 

 تشكر و قدردانی
 ينامه کارشناس انياز پا يپژوهش حاضر در بردارنده بخش

اراك ب وده ک ه    يدر دانشگاه علوم پزشک يح،ج حهيارشد مل

 دهي  گرد نيت أم  يو فناور قاتيمعاونت تحق لهيوس هآن ب نهيهز

خ ود را از   يمرات ب ق دردان   دگاننس  ينو لهيوس   نياست. بد

و  يمولک ول  يول وژ يکروبيم ش گاه يهمکاران محت رم در آزما 

اراك اع ،ن   يدانشگاه علوم پزش ک  قاتيمرکز تحق شگاهيآزما

 .دارند  يم
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Introduction: Phytases are the class of phosphatases, which are capable of hydrolyzing phytic acid. 

Phytases with the phytate degradation are able to reduce or eliminate the harmful effects of phytate. Acidic 

and thermal stable phytase with high yield and purity by a relatively inexpensive system had extensive 

application. So, in this study, by modification in enzyme sequence, recombinant phytase production with 

the shorter length and high expression level was assessed. 

Materials and Methods: The phytase gene sequence was obtained from the NCBI database. After 

bioinformatics studies and doing the noted modification for increasing protein expression, gene 

proliferation was done by using PCR. E. coli BL21 (DE3) was used to express the protein. Protein 

purification was performed by Ni-NTA kit and finally, enzyme activity was assessed. 

Results: Phytase was successfully expressed and purified. Enzyme activity assay showed a significant 

activity.  

Conclusion: Produced recombinant phytase had high activity in spite of eliminating parts of the enzyme. 
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