
  )1392 تابستان، 2، شماره 5دوره (مجله بیوتکنولوژي کشاورزي 

 
 

١

  کلی اشرشیادر باکتري ) phyC(، بیش بیان و بررسی خصوصیات آنزیم قلیایی فیتاز سازي همسانه
  

  6، حسام دهقانی5، احمد آسوده4، علی اصغر اسلمی نژاد3و2، محمد رضا نصیري1حمید آریان نژاد

  .دانشجوي کارشناسی ارشد، گروه علوم دامی، دانشگاه فردوسی مشهد 1
  .می، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهددانشیار، گروه علوم دا2
  .دانشیار، گروه پژوهشی بیوتکنولوژي کشاورزي و دامی، پژوهشکده فناوري زیستی، دانشگاه فردوسی مشهد3
  .استادیار، گروه علوم دامی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد4
  .مشهد استادیار، گروه بیوشیمی، دانشکده علوم، دانشگاه فردوسی 5
  .دانشیار گروه پژوهشی بیوتکنولوژي دامپزشکی، دانشکده دامپزشکی،دانشگاه فردوسی مشهد6

  26/7/1391: ، تاریخ پذیرش18/5/1391: تاریخ دریافت

  چکیده
آنزیمی هیدرولیزي است که فسفات معدنی )  فسفو هیدرولازهگزا کیس فسفات مایواینوزیتول(فیتاز 

 جداسازي و توالی یابی ATCC12711 باسیلوس سابتیلیس از باکتري phyCتاز ژن کد کننده فی. کند می تولید
 نوکلوتید ابتدایی آن، 90 جفت باز است که 1089 به طول توالی نوکلوتیدي ژن فیتاز حاوي ناحیه کدکننده. شد

 (+) pET32aی ، ژن هدف به وکتور بیاننوترکیب به منظور تولید آنزیم فیتاز. باشد مربوط به سیگنال پپتید ژن می
 به BL21(DE3) کلی اشرشیاباکتري  به DH5α اشرشیا کلیوکتور نوترکیب پس از تکثیر در باکتري و  شدوارد 

 30 میلی مولار در دماي 1 در غلظت نهایی IPTGبیان ژن با استفاده از  تحریک. عنوان میزبان بیان منتقل شد
 صفر تا پنج هاي در زمان گیري نمونه.  صورت گرفتمولار میلی10و حضور کلرید کلسیم گراد درجه سانتی

فیتاز محلول حاصل از . و میزان تولید پروتئین نوترکیب با استفاده از الکتروفورز بررسی گردید انجام شدساعت 
وزن مولکولی فیتاز نوترکیب .  بیان شدکلی  اشرشیاباکتري سلولی در با موفقیت به شکل درون phyC-Trxژن 

گیري فعالیت آنزیمی با استفاده از روش استاندارد اندازه. تخمین زده شد کیلو دالتون 64 حدود تولید شده در
 بهینه براي فعالیت pHهمچنین . نشان داد لیتر واحد در میلی 44/7الیت آنزیم نوترکیب تولید شده را فسفاتاز، فع

باسیلوس که فیتاز بدست آمده از باکتري  نتایج نشان داد . برآورد شد7در حدود آنزیم فیتاز قلیایی نوترکیب 
 به جهت پایداري حرارتی و همچنین هزینه پایین تولیدي گزینه مطلوبی جهت استفاده در صنعت سابتیلیس
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 مقدمه

) هگزاکیس فسفات اینوزیتولمایو (فیتات 
ها و ها، لگومهاي اصلی فسفر در دانهشکلز یکی ا

 ,Harland and Morris( باشدهاي روغنی میدانه

 درصد وزن بسیاري از 3 تا 1اسید فیتیک . )1995
دهد و به هاي روغنی را تشکیل میغلات و دانه
 درصد فسفر در این گیاهان 80 تا 60طور معمول 

فیتاز ). Graf, 1987 (باشدبه این شکل می
) زیتول هگزاکیس فسفات فسفوهیدرولازویواینما(

هاي زیتولوآنزیم هیدرولیز کننده فیتات به مایواین
زیتول آزاد و و مایو اینتر و در بعضی مواردپایین

اسید . (Oh et al., 2004) باشدفسفر معدنی می
ه چند یونی است که اثرات کنند کلاتفایتیک عامل 

ردن  کلاتکاي خود را به وسیله ضدتغذیه
ي، آهن، منیزیوم و هاي همچون مس، رو کاتیون

این . (Kerovuo et al., 1998)دهد کلسیم نشان می
جذب  و عدم عمل سبب غیرقابل دسترس شدن

از قبیل  معده تکمواد معدنی در روده حیوانات 
. )Cheryan, 1980( شودطیور، خوك و ماهیان می

ی معدنتامین جیره حیوانات اهلی با استفاده از فسفر 
اي اسید فایتیک نه تنها سبب کاهش اثر ضد تغذیه

به سبب دفع آنها باعث آلودگی شود، بلکه  نمی
 علاوه بر. (Nasi, 1990)گردد هاي سطحی می آب

ها، یتیک با اثرگذاري بر جذب پروتئیناین، اسید فا
ا رنشاسته و لیپیدها کیفیت خوراك مصرف شده 

 ،این رو از ).Liu et al., 2006(دهد  میکاهش 
فیتازها در صنعت به خصوص در تغذیه  استفاده از

فعالیت هرچند که . ارزشمند است حیوانات اهلی
 ,.Craxton et al)هاي حیوانی فیتازي در سلول

 Reddy et al., 1982; Gibson et (، گیاهی)1997

al., 1988 (هاي مختلفو میکروارگانیسم 
)Greiner et al., 1993; Pasamontes et al., 

1997; Berka et al., 1998( گزارش شده است .
ده آنزیم فیتاز در هاي تولیدکنن ژن،اما

ران ها بیشتر مورد توجه پژوهشگمیکروارگانیسم
تر و فعالیت بیشتر هزینه پایین. قرار گرفته است

دسته آنزیمی از مهمترین دلایل استفاده از این 
  .باشدفیتازها می

ازهاي قارچی و هاي اخیر فیتدر سال
زیم آن. اند مورد بررسی قرار گرفتهي بسیاریباکتریای

هاي گرم مثبت و فیتاز تولید شده توسط باکتري
 Powar and(باشد ها خارج سلولی میقارچ

Jagannathan, 1982; Shimizu, 1992( .هايگونه 
  اسید تولید هیستیدین1 از جنس آسپرژیلوسقارچی
 پایین و اسیدي pHدر کنند که می) HAP(فیتاز 

اما پایداري حرارتی کمی دارند فعال است 
(Dvorakova et al., 1997).  نقطه مقابل، گروه در

دیگري از فیتازها که به فیتازهاي قلیایی مشهور 
این . کنند قلیایی تخریب میpH فیتات را در ،هستند
 از جنس باسیلوس یهایی از فیتازها در گونهگروه

 )Choi et al.,2001; Gulati et al., 2007; Tye et 

al., 2002(تیفا هاي گیاهی، گرده ، دانه
لیلیوم  و  (Hara et al., 1985)2لاتیفولیا

                                     
1 Aspergillus spp. 
2 Typha latifolia 
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گزارش شده  (Scott et al., 1986) 1لانگیزوریوم
قادرند  تنها) HAP(هیستیدین اسید فیتازها . است
هاي فلزي را بشکنند اما هاي بدون یونفیتات

اي بر کمپلکس فیتات ی به شکل ویژهیفیتازهاي قلیا
. )Oh et al., 2004( تاثیرگذار هستندو کلسیم 

که مقدار زیادي از کلسیم در جیره حضور  زمانی
دارد، تنها فیتازهاي قلیایی براي فعالیت در روده 

 ,.Van der Klis et al)شوند  کوچک پیشنهاد می

هاي  داراي ویژگیphyC ،رواز این. )1997
ون پایداري حرارتی است لوژي مهمی همچبیوتکنو

سازي مواد خوراکی و فرآیندهاي که در پلت
. رسد می به نظردمادهی ویژگی بسیار ضروري

، اختصاصی عمل کردن و pHهمچنین پروفایل 
از وضعیت فیزیولوژیکی فیتات در روده کوچک 

علاوه . هاي آنزیم فیتاز قلیایی می باشد دیگر ویژگی
تواند فیتات را به دو ایی مییبراین، فیتاز قل

 و  (Ins(2,4,6)P3)زیتول تري فسفات ومایواین
Ins(1,3,5)P3)   بسیار کمیاب هیدرولیز کند

(Kerovuo et al., 1998) . این ترکیبات کمیاب در
  . صنعت داروسازي کاربرد بسیاري دارند

 داراي وضعیت باسیلوس سابتیلیسباکتري 
GRAS2ن در تولید مواد باشد و استفاده از آ می

غذایی و دارویی توسط سازمان امنیت دارو و غذا 
اگرچه فیتاز تولید شده توسط . تایید شده است

پتانسیل مناسبی را براي  سابتیلیسباسیلوس باکتري 
تخریب کمپلکس فیتات از خود نشان داده است، اما 
                                     
1 Lilium longiXorum 
2 Generally Recognized As Safe 

 به منظور استفاده در آن فعالیت و بازده آنزیمی
جداسازي  بنابراین،. ایش استصنعت، نیازمند افز

 هاي مختلف و بررسیمیکروارگانیسم فیتاز از
 به نظر ضروريامري ها  آنی آنزیمهايویژگی

همچنین استفاده از . (Choi et al., 2001)رسد  می
تخاب بهترین تواند به انهاي بیانی مختلف میسیستم

در . هاي هیدرولیزي کمک کندراه جهت تولید آنزیم
دو سیستم بیانی بر پایه استفاده از  کلیاشرشیا 
 پروموترو ) pETسیستم (مراز  پلیT7 پروموتر

Ptac)  سیستمpFLAG (هاي به منظور تولید آنزیم
، pETدر وکتورهاي  .نوترکیب استفاده گردیده است

 باکتریوفاژ T7تر قوي وژن هدف تحت کنترل پروم
 نسخه جهش داده Ptacشود اما وکتورهاي کلون می

 هستند و فعالیت پایه آنها lacترهاي وشده از پروم
 به منظور خاصیت انتخابی pETسیستم . باشدکم می

در . بالا و تنظیم بیان ژن طراحی گردیده است
 براي کنترل بیان ژن در سطح Ptacکه سیستم حالی

  ).Yamabhai et al., 2011( بالا مفید خواهد بود
ی ، بررسسازي همسانه در گزارش قبلی،

بینی بیان مجازي ژن   و پیشمولکولی خصوصیات
 Ariannejad(شد بیان  pTZ57R/Tدر وکتور  فیتاز

et al., 2012 .( به وکتور ، مطالعه، ژن هدفایندر 
 و سپس بیش ه انتقال داده شد(+)pET32aبیانی 

 انجام BL21(DE3)کلی   اشرشیابیان آن در باکتري
یت آنزیمی گیري فعالهمچنین اندازه. ه استگردید

. صورت گرفت مطلوب براي فعالیت pHو تعیین 
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آنزیم نوترکیب این اولین گزارش رسمی از تولید 
  .باشدفیتاز در ایران می

  
  مواد و روشها

  هااي باکتري، پلاسمیدها و محیط کشتهسویه
 ســــویه ســــابتیلیس باســــیلوسبــــاکتري 

ATCC12711         از مرکز کلکسیون بـاکتري و قـارچ 
 کلــی  اشرشــیاهــايبــاکتري. شــدایــران خریــداري 

DH5α و BL21(DE3)  بـه عنــوان میزبــان اســتفاده 
و ) pTZ57 R/T )Fermentasپلاسـمیدهاي  . شدند

pET32a(+)) Novagen (   ــاي ــوان وکتوره ــه عن ب
. کلونینــگ و بیــان ژن مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد

ورزي شده بر روي    حاوي وکتور دست  کلی   اشرشیا
درصد تریپتـون،  Luria Broth )1محیط کشت مایع 

 حاوي )  کلرید سدیم5/0 درصد عصاره مخمر، 5/0

µg/ml100 سیلین کشت داده شـد     آمپی .pH   محـیط 
 درجـــه 37 تنظـــیم و ســـلول هـــا در 5/7کــشت  

  . گراد به شکل هوازي کشت داده شدند سانتی
  

  تکثیر ژن فیتاز
باسـیلوس  بـاکتري    ژنومی از    DNAاستخراج  

ــابتیلیس ــا اســتفا   ATCC12711س ــت ب ده از کی
 ژن .انجـام شـد   )کره جنـوبی ،  Bioneer(استخراج 

اختـصاصی   آغازگرهـاي  بـا اسـتفاده از       phyCفیتاز  
ــ  '5ترفــــــــــــــــــــــــ

GTGCACGTTCATAAAAGGAGGAAG 3' 
 '5و برگـــــــــــــــــــــــشت 

TTGCATGTTTATTTTCCGCTTCT 3' تکثیر 
 ناحیـه محافظـت شـده   ها بر اسـاس  آغازگراین  . شد

 باسـیلوس سـابتیلیس   هـاي    بـاکتري  16sRNAتوالی  
واکـنش  . جهانی ژن طراحی شـد    ثبت شده در بانک     

ــره ــیزنجی ــراز اي پل ــتفاده از  ) PCR(م ــا اس  5/2ب
 Pfu) Fermentas( ،25/1بــافر آنــزیم   میکرولیتــر

ــزیم   ــد از آن ــیPfuواح ــراز  پل  Fermentas( ،1(م
 و  dNTP میکرولیتـر    5/2 ژنـومی،    DNA میکروگرم

 25هــا در حجـم نهــایی  آغازگراز  میکرومـول  25/0
برنامه حرارتی جهت تکثیر ژن     . رولیتر انجام شد  کیم

-T( بـــا اســـتفاده از دســـتگاه ترموســـایکلر فیتــاز 

Personal (       ساخت آلمان به صورت زیر انجام شـد: 
 ثانیـه  45، اتصال C˚ 94 ثانیه در 60سازي واسرشت

ــسط C˚61در  ــه در 45 و ب ــراي C˚ 72 ثانی  35 ب

سـازي اولیـه در دمـاي       یک مرحله واسرشت  . سیکل
C˚94   دقیقه و یک مرحلـه بـسط نهـایی بـه            3 براي 

محـصول  .  نیز انجام گردیدC˚72 دقیقه در  10مدت  
PCR     به وکتور کلونینگ pTZ57R/T    وارد و سپس 

  .  منتقل شدDH5α کلی اشرشیابه 
  

  ساختار وکتور بیانی فیتاز
ــمید  ــتخراج پلاس ــا pTz57R/T+phyCاس  ب

 Fermentasشــرکت  ،Miniprep اســتفاده از کیــت
ناحیه کدکننده ژن فیتاز با استفاده از       . صورت گرفت 

ــت  آغازگر ــردار رفـ ــصاصی لینکـ ــاي اختـ 5 'هـ

CGCATGAATCATTCAAGGATCCAGCG
'3AAACACTT 5 ' برگـــــــــشت  و

GGGTTATTTTCCGCTTCAAGCTTGCCC
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TGTCGGTCAGT 3' محـصول  . تکثیر شدPCR 
جایگـاه   ناحیه کدکننـده ژن فیتـاز بـه همـراه         حاوي  
 HindIIIو   '5 در انتهـاي     BamHIهـاي   آنزیم برشی

 تخلـیص شـده و      PCRمحـصول   . بود '3در انتهاي   
هـاي   بـا اسـتفاده از آنـزیم     (+)pET32aوکتور بیانی   

 و ســپس  هــضم شــدندHindIII و BamHIبرشــی 
 لیگـاز  T4 DNAواکنش الحاق با اسـتفاده از آنـزیم   

)Fermentas (  پلاسـمید نوترکیـب    . صورت گرفـت
ــاق  ــل از الح ــاکتري   حاص ــه ب ــر ب ــور تکثی ــه منظ ب

 و پس از استخراج پلاسـمید بـه         DH5α اشرشیاکلی
 منتقل گردیـد   BL21(DE3) اشرشیاکلیمیزبان بیان   

ــشت    ــیط کـ ــر روي محـ ــاوي  LB-Agarو بـ حـ
µg/ml100 غربالگري و  . کشت داده شد   سیلین  آمپی

حاوي ژن هـدف بـا اسـتفاده از روش           کلنیانتخاب  
ــی ــد PCR کلن ــام گردی ــک  .  انج ــپس ت ــیس  کلن
لیتـر   میلی 5 ساعت در    16زي شده به مدت     ور  دست

سیلین کشت داده     حاوي آمپی  LBمحیط کشت مایع    
 1000لیتر از محیط کشت تهیه شـده بـه         میلی 1. شد
سـیلین  ی لیتر محـیط کـشت مـایع حـاوي آمپـی           میل

 37 نانومتر در دماي     OD، 620اضافه و تا رسیدن به      
. شـد  انکوبهشیکردار   انکوباتورگراد در   درجه سانتی 

 IPTGدر این مرحله، نمونه صفر برداشـته و سـپس           
افه مولار به محیط کشت اض ـ میلی1در غلظت نهایی  

بـه   5 و   4،  3،  2،  1 هايبرداري در ساعت  نمونه. شد
بیان فیتاز نوترکیـب صـورت       مشخص کردن منظور  
 شکسته SDS ×2سلول ها با استفاده از بافر . گرفت

 درصــد  12شــدند و بــر روي ژل اکریــل آمیــد     
  .الکتروفورز شدند

  
  گیري فعالیت آنزیمیاندازه

آنزیم نوترکیب  تعیین میزان فعالیتبه منظور 
 BL21(DE3) کلی  اشرشیاهايباکتريتولید شده، 

 در IPTGالقا شده با  حاوي پلاسمید نوترکیب
 4 دقیقه در 15مولار به مدت  میلی1غلظت نهایی 
 سانتریفیوژ g11000  با سرعتگراد درجه سانتی

لتراسونیک سپس با استفاده از دستگاه اُ. شدند
اي دیواره   ثانیه5 پالس 30با ) میزونیکس،امریکا(

 مطابق .ته شدها بر روي یخ شکس باکتري
آنالیز ) Novagenآلمان ، (pETدستورالعمل سیستم 

فعالیت آنزیمی بر روي محصول سیتوپلاسمی 
 دقیقه 30به مدت  محلول سوبسترا .صورت گرفت

محلول . انکوبه شدگراد  درجه سانتی30در 
 درصد وزن به حجم سدیم 2/0سوبسترا شامل 

 1/0 بافر استات سدیمدر ) Sigma آمریکا، (فیتات
 10نهایی  غلظت و کلرید کلسیم در مولار
 شد تهیه pHهاي مختلف  دامنه  درمولار میلی

(Shimizu, 1992) .750 کردن واکنش با اضافه 
 درصد 5استیک اسید کرولیتر از تري کلرویم

وفسفات آزاد شده در محلول ارتو متوقف 
محلول رنگی . Bae et al., 1999) ( گیري شد اندازه

وط چهار حجم از آمونیوم مولیبدات به وسیله مخل
 درصد 5/5در محلول سولفوریک اسید  درصد 5/1

 درصد تهیه و 7/2و یک حجم از سولفات فرئوس 
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رنگ تولید . لیتر از آن به نمونه اضافه شد میلی750
 شده در نمونه با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر

محلول . گیري شداندازه) Genrayامریکا، (
مولار فسفات دي   میلی9 محلول پایه ارد ازاستاند

هاي مختلف ساخته و  هیدروژن پتاسیم به نسبت
استفاده از ها نیز با رنگ تولید شده در آن

ها گیري و منحنی استاندارد آناسپکتروفتومتر اندازه
 1فعالیت یک واحد فیتاز برابر با . رسم شد

  دقیقه مورد1کرومول فسفر معدنی آزاد شده در یم
  .محاسبه قرار گرفت

  
  ایمنوبلاتینگ

ــلات از روش ــادات ب ــه در آن یه ی اســت ک
یـک غـشاي   پروتئین به شکل مستقیم بر روي   نمونه

ایـن روش نـسبت بـه    . شـود مـی گـذاري   خاص لکه 
تر بـوده و بـراي      سریعهاي دیگر ایمنوبلاتینگ    روش

از . هاي زیاد بسیار مناسـب اسـت        کار با تعداد نمونه   
آوري شـده     هاي جمـع    نمونهاز  ولیتر  کری م 5رو،   این
هـاي مختلـف      در زمـان   القا شده  نوترکیب باکتري از

 بـدون اضـافه کـردن    پس از شکستن دیواره سـلولی    
پس .  بر روي کاغذ نیتروسلولز لود شد      SDS×2بافر  

هاي آزاد موجود روي      جایگاهاز خشک شدن نمونه،     
 BSA (5(گـاوي  سـرم   بـا اسـتفاده از آلبـومین         غشا

غشا در  سپس  .  بلوکه گردید  TBSحلول در   درصد م 
 TBSTدر   His-tagآنتـی   بـادي اولیـه     آنتـی  محلول

)TBS درصد   1با   همراه Tween20 (  بـه   1 با رقـت 
 درجــه 37در دمــاي  بــراي یــک ســاعت   1000
شستـشو بـا     سـه بـار      سـپس . انکوبه شد  گراد سانتی

TBST     بـادي  آنتـی  غـشا در محلـول   انجام گرفت و
در دمـاي   براي یک ساعت     1500به  1با رقت   ثانویه  

بعد از شستـشو    . انکوبه گردید  گراد درجه سانتی  37
زاي  محلـول رنـگ   با استفاده از غشابادي ثانویه،   آنتی

DAB ) امریکا ،Sigma( رنگ آمیزي شد.   
  

  نتایج
  مرازواکنش زنجیره اي پلی

 اختـصاصی   ايآغازگرهژن فیتاز با استفاده از      
دکننـده آنـزیم فیتـاز بـه      ناحیه ک . به خوبی تکثیر شد   
 از روي پلاســــمید نوترکیــــب طــــرز مطلــــوبی

pTZ57R/T+phyC  شــد از ژل تخلــیصتکثیــر و .
هـاي    جایگاهحاوي   سازي شده   فراورده تکثیر خالص  

بـه   بـود  HindIII و   BamHI هـاي   برشی براي آنزیم  
وکتــور  سـازي  در جایگـاه همــسانه خـوبی هــضم و  

pET32a(+)  وترکیـب پلاسمید ن ساختار  . الحاق شد 
pET32-PhyC نشان داده شده است1 در شکل .  
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 بـر روي ژل آگـارز   PCRالکتروفـورز محـصول   : pET32a(+) .Aدر وکتـور   کلونینگ ژن فیتاز   -1شکل  

: B.  کیلـو جفـت بـاز      1 نـشانگر وزنـی   : M،  ) جفـت بـاز    1089(ناحیه کدکننـده فیتـاز      : 1ستون  (درصد  1
 هضم شده   (+)pET32a: 2ستون طبیعی،   (+)pET32a: 1ستون( بر روي ژل اگارز      (+)pET32aالکتروفورز  

الکتروفـورز  : C.  کیلو جفت بـاز 1 نشانگر وزنی: M، ) جفت بازHindIII) 5900  وBamHIبا آنزیم هاي 
pET32a(+)+phyC      1 ستون( درصد   1 بر روي ژل آگارز :pET32a(+)      7039( نوترکیب حاوي ژن هدف 

  .ز کیلو جفت با1 نشانگر: M، )جفت باز
Figure 1- Cloning strategy for inserting PCR amplified PhyC gene in pET32a(+) vector. A: 

Electrophoresis of PCR products on 1% agarose gel (lane S1: phytase ORF (1089), M = 1 
kb DNA Ladder). B: Electrophoresis of pET32a(+) on 1% agarose gel (lane S1: native 
pET32a(+), lane S2: BamHI and HindIII digested  pET32a(+) (5900bp), M = 1 kb DNA 
Ladder). C: Electrophoresis of pET32a+ PhyC on 1% agarose gel (lane S1: recombinant 
pET32 contain PhyC (7039bp), M = 1 kb DNA Ladder). 
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ش یـان پپتیـدها و کـاه      بـیش ب  سبب   Trx ژن
 اشرشـیا ها نوترکیب تولیـد شـده در        سمیت پروتئین 

در . )Yamabhai et al., 2011 (گردد  میزبان میکلی
 اسـید آمینـه   6 و ناحیه کدکننـده فیتـاز،     Trxبین ژن   

 هیستیدین قـرار گرفتـه کـه بـه منظـور شناسـایی و             
سـایت  . گـردد تخلیص پـروتئین از آن اسـتفاده مـی        

 داردهـدف قـرار   ن ژشناسایی انتروکیناز در نزدیکی    

ــه   ــزیم ســبب حــذف قطع ــن آن  20و اســتفاده از ای
ــط   ــده توسـ ــافه شـ ــونی اضـ  His6 و Trxکیلودالتـ

  اشرشـیا  محصول الحاق به شکل موفقی به     . گردد می
 منتقــل گردیــد و نتیجــه کلنــی BL21(DE3) کلــی
PCR      و هـضم آنزیمـی بـا آنـزیم هـاي BamHIو  

HindIII         شـکل  (صحت انجام واکنش را تایید کـرد
2(.  

  

  
 PCRنتیجه کلنی : S4 تاS1کنترل منفی، : C. وکتور بیانی نوترکیب وهضم دو آنزیمی PCR کلنی -2شکل

قطعه  (pET32a.  محصول هضم آنزیمیS6 وS5کیلوجفت باز و 1 نشانگر وزنی M :1، ) جفت باز1089(
  ). جفت بازي1089قطعه  (phyCو )  جفت بازي5900

Figure 2- Electrophoresis of colony PCR and double digestion of cloning construct (pET32a 
with PhyC). C: negative control, S1-S4: Presence of PhyC in Vector (1089 bp), M: 1 kb DNA 
Ladder and S5,S6: Product of double digestion of pET32a (5900 bp, upper band), PhyC 

(lower band). 
  

مولار  میلیIPTG 1بیان ژن با استفاده القاي 
ترن و همکاران در سال . به خوبی صورت گرفت

در  CaCl2 گزارش کردند که اضافه کردن 2010
طول القاي بیان ژن سبب افزایش فعالیت فیتازي 

 ساعت 5بعد از . )Tran et al., 2010(گردد می
القاي بیان ژن مقدار زیادي از پروتئین نوترکیب در 

 ساعت القاي 16اما بعد از . تولید شد درون سلول
 انکوباسیونافزایش دماي . نکرد بیان ژن افزایش پیدا
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گراد باعث کاهش سطح  درجه سانتی37بیشتر از 
گیري بیشترین فعالیت آنزیمی اندازه. دبیان ژن گردی

  .  بودU/ml 44 /7شده در حضور یون کلسیم 
شده با وزن مولکولی آنزیم نوترکیب تولید 

 12الکتروفورز پروتئین بر روي ژل اکریل آمید 
 که با برآورد دالتون تخمین زده شد  کیلو64رصد د

 CLC Workbench 5انجام شده در نرم افزار 
چوي و همکاران در ). 3شکل(همخوانی داشت 

 گزارش کردند که وزن مولکولی آنزیم 2001سال 
 باشد کیلودالتون می44 فیتاز در حدود طبیعی

)Choi et., al 2001 .(ز تفاوت موجود بین فیتا

هاي نوترکیب و فیتاز طبیعی ناشی از توالی
 است که (+)pET32aي موجود در وکتور نشانگر

. اضافه گردیده است پروتئین نوترکیب نهاییبه 
 Trx ،S Taq ،His6 Taqهاي نشانگروزن مولکولی 

 CLC Main Worckbench5با استفاده از نرم افزار 
رو  از این. دالتون تخمین زده شد کیلو21ر حدود د

رود خالص سازي پروتئین با استفاده از  انتظار می
) Ni-NTA(نیکل  کروماتوگرافی تمایلیستون هاي 

 انتروکیناز سبب افزایش  فعالیت آنزیم و برش آن با
  .آنزیمی شود

  

  
کنترل منفی؛ : Cلاین . BL21(DE3) کلی اشرشیا الکتروفورز پروتئین فیتاز نوترکیب تولید شده در -3شکل

 IPTG ساعت القا شده با 5 و 3، 1هاي استخراج شده در زمان کلی اشرشیاهاي سلول: S3 تا S1لاین هاي 
  . وزن مولکولینشانگر: M میلی مولار؛ 1

Figure 3- SDS-polyacrylamide gel electrophoresis analysis of the recombinant phytase in E. 
coli BL21 (DE3). Lane C, negative control; lane S1, S2, S3 cell extracts from E. coli BL21 
(DE3) cultured for  1, 3, and 5 h after 1 mM IPTG induction and lane M, molecular mass 
markers. 
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  آنالیز بلاتینگ
روش دات بلات روش مناسبی است که 

. کندت را حذف میترن بلامشکلات انتقال در وس
 لود شده و به 5 و 3، 1در زمان هاي  محلول رویی

وتئین نوترکیب تولید شده از منظور تایید پر

حضور .  استفاده گردیدHis آنتی بادي اولیه آنتی
که   دادشاننقاط رنگی بر روي کاغذ نیتروسلولز ن

 طراحی نوترکیب در باکتري حامل پلاسمید پروتئین
  . یت بیان شده است موفقشده با

  

  
 S3 و S1 ،S2 ستون. BL21(DE3) کلی اشرشیابیان شده در  نوترکیبنالیز دات بلات پروتئین آ -4شکل

 ساعت بعد از 5 و 3، 1هاي  نوترکیب کشت داده شده در زمانBL21(DE3) کلی اشرشیاعصاره سلولی 
  . میلی مولارIPTG 1القا با 

Figure 4- Dot blot analysis of the phytase protein expressed in E. Coli BL21(DE3). Lane S1, 
S2, S3 cell extracts from E. coli BL21 (DE3) cultured for 1, 3, and 5 h after 1 mM IPTG 
induction. 

  
   بر روي فعالیت آنزیمیpHاثر 

بر روي فیتاز  pHهاي مختلف  دامنهاثر 
ران تعیین شد قلیایی طبیعی توسط کراوو و همکا

)Kerovuo et al., 1998 .(ها گزارش کردند که آن
pH باشد می7 بهینه براي فعالیت انزیم فیتاز قلیایی .

نه جهت  بهیpHنشان داد که این بررسی نتایج 
باسیلوس مده از باکتري فعالیت آنزیم فیتاز بدست آ

 5/8 تا pH 6 در دامنه ATCC12711 سابتیلیس
 بود =7pH فعالیت آن در دارد و بیشترین قرار

  ).5شکل (
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  .pH هاي مختلف دامنه  فعالیت فیتاز بیان شده در-5شکل 

Figure 5- The activity of expressed phytase was determined at different pH. 
  

  بحث
نات فیتازهاي مورد استفاده در جیره حیوا

 یندهايفرآاهلی بایستی در برابر حرارت، 
همچنین، هزینه پایین .  و انبار مقاوم باشدسازي آماده

سفر در روده تولید و موثر بودن در آزادسازي ف
هاي هاي مهم آنزیمباریک از دیگر ویژگی
ومت حرارتی امق. شودهیدرولیزي محسوب می

 تا 60در دامنه فیتاز تولید شده از جنس باسیلوس 
رو  از این. گراد گزارش شده است درجه سانتی95

تولید آنزیم فیتاز از  براياي هت گستردتحقیقا
 صورت گرفته است باسیلوس سابتیلیسباکتري 

)Tran et al., 2010 ،Kim et al., 1998 ،
Kerovuo et al., 1998 .( در مقایسه با فیتازهاي

 و اسپرژیلوس نایجرتجاري تولید شده توسط 
، آنزیم نوترکیب تولید شده توسط کلی اشرشیا

 نسبت به حرارت ابتیلیسباسیلوس سباکتري 
هاي متاسفانه فعالیت فیتاز آنزیم. شدباپایدارتر می

 که باشدنسبت به آنزیم هاي اسیدي کمتر میقلیایی 
 بیشتر بر روي این ضرورت انجام کارهاي تحقیقاتی

  .کندمی ایجابها را دسته از آنزیم
، مانند مطالعه فیتاز تولید شده در این فعالیت

یلوس در سجنس با تولید شده دراکثر فیتازهاي 
7pH=فیتات هضم نشده در روده .  بهینه بود

انتظار . کوچک اثر منفی بر جذب مواد معدنی دارد
رود تنها فیتازهاي قلیایی براي هضم فیتات در می

فیتازهاي قلیایی داراي . روده کوچک مفید باشند
 در حضور یون 9 تا pH 6بیشترین فعالیت در دامنه 

حضور یون . (Choi et al., 2001) تندکلسیم هس
مولار براي فعالیت  میلی5 تا 2 با غلظت کلسیم

 در حضور .آنزیم فیتاز قلیایی ضروري است
 40حدود ، =7pHمولار در  میلی5کلریدکلسیم 
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 100 دقیقه در 10بعد از درصد از فعالیت آنزیمی 
 ,.Tran et al( گراد مشاهده شده استدرجه سانتی

 در غیاب یون کلسیم پایدار و US417تاز فی). 2010
 Farhat et(گراد فعال بوده است  درجه سانتی50در 

al., 2008 .( همچنین این گروه گزارش کردند که
 در پایداري 257 در موقعیت اسید آمینه پرولین

در بیان ژن فیتاز . حرارتی انزیم فیتاز تاثیرگذار است
وریس، پیشیا پاستمخمر  در باسیلوس سابتیلیس

مولار و  میلیCaCl2 5نزیمی در حضور آفعالیت 
5/5 pH= گراد به مدت  درجه سانتی80 در دماي

به . (Olazaran et al., 2010) دقیقه مشاهده شد 10
نیمه  در تولید pET منظور استفاده از وکتور بیانی

 IPTG، استفاده از لاکتوز به جاي هاصنعتی آنزیم
دهد که  نشان میهاگزارش. پیشنهاد شده است

 ساعت با لاکتوز 4بعد از بیشترین میزان القاي بیان 
تاخیر در . Olazaran et al., 2010)(آید بدست می

 IPTGتولید آنزیم هنگام استفاده از لاکتوز به جاي 
تواند ناشی از فرآیند تبدیل لاکتوز به آلولاکتوز می

  ). Tran et al., 2010(باشد 
تحقیقات در نند دیگر مانتایج این مطالعه ه

باسیلوس زمینه تولید فیتاز قلیایی از باکتري 
 در مقایسه با phyCنشان داد که ژن  سابتیلیس
 کلی اشرشیا و  نایجرآسپرژیلوس  تجاريفیتازهاي

صنعت هاي خاصی جهت استفاده در داراي مزیت
 ;Kim et al., 1998(خوراك حیوانات اهلی است 

Tran et al., 2010; Olazaran et al., 2010(. 
نزیم در صنعت داروسازي آتوان از این همچنین می
با توجه به ). Kerovuo et al., 1998(استفاده کرد 

اینکه این اولین گزارش رسمی تولید آنزیم 
، آنزیم فیتاز هبود نوترکیب فعال فیتاز در ایران

در  باسیلوس سابتیلیسباکتري  تولید شده در قلیایی
 در اداره ثبت 76111شماره دسترسی با  این مطالعه

  .مالکیت صنعتی به عنوان اختراع ثبت گردید
  

  تشکر و قدردانی
این مقاله مستخرج از پروژه پژوهشی به 

و فناوري  مصوب معاونت پژوهش 100315شماره 
باشد که بدین وسیله از دانشگاه فردوسی مشهد می

تصویب . گرددآن معاونت محترم تقدیر و تشکر می
هاي مالی ستاد سلول  پروژه از محل حمایتاین

باشد که مراتب تشکر و قدردانی را هاي بنیادي می
هاي پروژه در آزمایشگاه. از آن ستاد محترم داریم

دانشکده کشاورزي و پژوهشکده فناوري زیستی 
انجام گرفته و بدین ترتیب  دانشگاه فردوسی مشهد

  .لان مربوطه کمال تشکر را داریماز مسؤ
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Abstract 

Phytase (myo-inositol hexakisphosphate) is the hydrolysis enzyme of phytic acid that 
produces inorganic phosphate. The gene phyC encoding phytase was isolated from Bacillus 
subtilis ATCC12711 genomic library and sequenced. The nucleotide sequence of the phytase 
gene contained an open reading frame of 1089 bp, which codes for 90 bp signal peptide and a 
mature protein with a deduced molecular mass of 42 kDa. Target gene was inserted in pET32a 
(+) as expression vector and transformed to Escherichia coli BL21 (DE3) as host expression. The 
fusion phytase phyC-Trx gene was successfully overexpressed in E. coli as an active and 
cytoplasmic phytase. Recombinant protein production was induced with 1mM IPTG in shaking 
flasks at 300C in presence of 10 mM calcium. Samples were taken at 0-5 h after induction by 1 
hour time intervals, and then protein electrophoresis was done. phyC-Trx protein was expressed 
in the cytoplasm of E. coli successfully. Molecular weight of recombinant phytas was estimated 
about 64 kDa. Phytase activity was 7.44 U/ml with using standard phosphates method. Optimum 
pH for the degradation of phytate was 7. The results of current study showed that thermal 
stability and cost effective production make this enzyme attractive for using in feed supplements.  
Keywords: Phytase, Phytic acid, Overexpression, Bacillus subtilis. 
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